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研究成果の概要（和文）：発生を制御する遺伝子ネットワークの進化プロセスについては未だ不明な点が多く，実験的
な検証が可能なケースも限られている．本研究は，ゲノム編集技術の応用により遺伝子ネットワークを再構築する技術
を確立することを目的とした．発生・再生研究のモデル昆虫，フタホシコオロギを使用し，CRISPR/Cas9システムによ
るゲノム編集を用いた遺伝子ノックアウトおよびノックインに成功した．さらに，標的遺伝子のエンハンサートラップ
により遺伝子発現をモニターする系統を作出した．コオロギにおいて，シス転写調節領域の操作による遺伝子ネットワ
ーク改変実験を可能とする技術基盤が確立された．

研究成果の概要（英文）：It remains unclear how the gene networks regulating development in multicellular 
organisms evolved. The experimental variation of such evolutionary processes has been possible only in 
limited cases. In the present study, we aimed to establish a method for in vivo reconstruction of gene 
networks using genome-editing technologies. We used a model insect, Gryllus bimaculatus, and achieved 
targeted gene knockout and knockin with CRISPR/Cas9 system. In addition, we produced genetic strains 
expressing a marker gene in a similar pattern of a targeted gene via enhancer trap. Thus, we established 
a technical basis for experimental modification of gene networks by modifying cis-regulatory sequences.

研究分野：発生生物学

キーワード： ゲノム編集　昆虫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生物個体の発生システムの進化の背景に
ある遺伝子ネットワーク進化のプロセスや
メカニズムについては，優れた理論的研究
があるものの，未だ不明な点が多い．その
大きな原因は実験的な検証が困難な点にあ
る．進化の過程では特定の遺伝子の欠失や
重複，塩基配列の変化だけでなくシス転写
調節配列（以下シス配列）の改変によるネ
ットワークの組換えが頻繁に起こっている
可能性が高いことが示唆されている．した
がって，自在に遺伝子ネットワークを組換
え，in vivo でその影響を解析可能な系が
この分野の発展のために強く求められてい
る． 
 我々は以前に，発生・再生研究の新しい
モデル生物であるフタホシコオロギにおい
て，人工ヌクレアーゼを用いたゲノム編集
による遺伝子ノックアウトに成功している
(Nature Commun. 2012;3:1017)．この系を
発展させることでシス配列を操作する技術
の確立が可能であり，遺伝子ネットワーク
の改変実験による進化モデルの実験的検証
が個体レベルで可能になると考えた． 
 
２．研究の目的 
（１）人工ヌクレアーゼを用いたゲノム編集
技術の応用により，遺伝子ネットワークを再
構築する技術を確立する． 
（２）遺伝子ネットワーク改変の影響を個体
レベルで定量的に解析可能にする．  
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子ノックイン技術の確立と効率化 
 ゲノム編集により標的部位に任意の配列
を導入する技術をコオロギで確立ことを目
指した．特にCRISPR/Cas9システムを導入し，
遺伝子ノックインおよびノックイン法の確
立を試みた．実験条件を最適化するため，人
工ヌクレアーゼ導入量や導入時期などの条
件を検討した． 
（２）シス配列操作の技術的基盤の確立 
 遺伝子ノックイン技術による，蛍光タンパ
ク質遺伝子の発現カセットの標的遺伝子へ
の導入を試みた．標的遺伝子の発現を蛍光発
現によりモニター可能な系統の作出をおこ
なった． 
（３）ゲノムおよびトランスクリプトーム解
析とその成果の利用 
 これまでに RNAi による遺伝子機能解析や
トランスクリプトーム解析を通じてコオロ
ギにおける遺伝子ネットワークについての
情報を獲得してきたが，さらに大規模にデー
タを得ることを上記技術的基盤の確立と並
行して進めた 
  
４．研究成果 
（１）CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編
集技術のコオロギへの導入に成功した。ZFN
や TALEN を用いた過去の研究で，コオロギ

Laccase2 遺伝子をノックアウトすると体色 
が白くなることがわかっている．この表現型
を指標に，CRISPR/Cas9 システムの効果をま
ず検証した．その結果，インジェクション当
代で体の広範囲にわたって白色化する個体
が多数得られ，変異導入効率が非常に高いこ
とが示唆された．次世代への変異の伝搬効率
（生殖系列への変異導入効率）は約 77％であ
り，ZFN/TALEN を用いた場合（〜50%）よりも
高かった． 
 その他の発生関連遺伝子について，遺伝子
ノックアウト実験を行った．体節形成に関わ
る even-skipped 遺伝子や Ultrabithorax 
(Ubx)などについてノックアウトの表現型を
得た． 
（２）ガイド RNA や Cas9 のコオロギ卵への
導入時期，導入量を検討し，ノックアウト実
験の最適条件を明らかにした． 
（３）CRISPR/Cas9 システムを用いた，非相
同末端結合を介した遺伝子ノックイン技術
をコオロギで確立した．Ubx および abd-A 遺
伝子座へGFP遺伝子を導入することに成功し
た（図１）。導入された GFP 遺伝子の発現は
標的遺伝子の発現パターンに対応しており、
エンハンサーがトラップされたものと考え
られる。 
 

 
 上記のように、遺伝子ネットワーク改変実
験のための基盤となる技術を確立した．これ
に加え、コオロギのゲノムおよびトランスク
リプトーム解析を進め、その情報を整備、利
用した（ゲノム解析について論文執筆中）．
特にゲノム解析により，多数の発生関連遺伝
子の構造を明らかにした．これにより，ゲノ
ム編集のための標的配列決定に必要な情報
を充実させることができた． 
 
 
今後の展望 
CRISPR/Cas9 システムの利用により，コオロ
ギにおいて遺伝子ノックアウト，ノックイン
を高効率で達成できるようになった．また、
発現レポーター系統の作製にも成功した。こ
れら技術基盤を活用することで、シス配列の

図１abd-A遺伝子座へのGFP遺伝子ノ
ックイン[abd-A の発現部位（幼虫や
胚の腹部）で GFP が発現している] 



操作や発現変動のモニター実験が可能であ
り、遺伝子ネットワーク研究が飛躍的に進む
と期待できる。 
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