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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエと異なる卵形成および胚発生の様式をとる昆虫のモ

デルであるフタホシコオロギについて，遺伝子改変技術（トランスジェニック個体作製および

標的特異的変異導入の技術）を確立した．また，その技術を用いて細胞／核を蛍光ラベルし初

期発生過程の細胞動態をライブイメージング解析することに成功し,胞胚形成過程および胚原

基形成過程での非常にダイナミックな細胞移動が明らかとなった．さらに，ライブイメージン

グ解析を RNA 干渉による遺伝子機能阻害実験と組み合わせ，胞胚期後期のダイナミックな細胞

移動の起こる前に orthodenticle 遺伝子等により予定胚細胞群が領域決定されていることを示

唆する結果を得た． 
 
研究成果の概要（英文）：We established techniques of genetic modification (transgenesis 
and targeted mutagenesis) in the cricket Gryllus bimaculatus, of which the modes of 
oogenesis and embryogenesis differ from those of Drosophila. Using the transgenic cricket 
system, we investigated cell behaviors during early embryogenesis via live imaging of 
fluorescently labeled embryonic cells/nuclei and revealed very dynamic features of 
blastoderm cells. Furthermore, results from our live imaging analysis of RNAi-treated 
embryos suggested that the presumptive embryonic cells are regionally specified by genes 
such as orthodenticle before the dynamic cell movement in late blastoderm stages. 
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１．研究開始当初の背景 
（１） ショウジョウバエと異なる卵形成

様式の昆虫における体軸決定機構は不明で

ある． 
（２）コオロギは非 Bicoid 型胚発生のモデ

ルシステムである．コオロギの卵形成，胚発

生の様式はショウジョウバエと大きく異な

っており，昆虫発生様式の進化的研究のモデ

ルとなっている．我々のこれまでのコオロギ

の発生メカニズムの研究成果を生かすこと
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ができる． 
（３）コオロギでは RNAi による迅速な機能

スクリーニングが可能である． 
 （４）新規の遺伝子改変技術の開発により

コオロギ卵・胚形成における体軸決定機構の

詳細な解析が可能となる． 
 
２．研究の目的 
（１）コオロギの体軸（主として前後軸）決

定に関わる因子を同定する． 
（２）コオロギで新規の遺伝子改変技術を確

立する． 
（３）新規の遺伝子改変技術を用い，体軸決

定機構を解明する． 
 
３．研究の方法 
（１）ショウジョウバエの体軸決定に関わる

因子のコオロギホモログの機能喪失実験を

RNAiにより行う．RNAiにより体軸形成異常

を生じる遺伝子をスクリーニングする． 
（２）新規の遺伝子導入法を確立し，その技

術を用いてライブイメージング解析および

遺伝子機能解析を行う． 
 

４．研究成果 

（１）RNAiスクリーニング 

体体軸決定に関わる遺伝子の候補について

クローニングおよび RNAi による機能解析を

行った. Wnt シグナル経路に関わる遺伝子に

ついて，胚原基の前後軸に沿った形態パター

ンが異常となる表現型を得た．また，

orthodenticle (otd)遺伝子の RNAi により，

胚原基の段階で予定前頭部領域の欠損が起

こることが明らかとなった．これらについて

トランスジェニックコオロギを用いたさら

に詳細な解析を行った（下記（４））． 

 

（２）トランスジェニックコオロギ作製技術

の確立 

トランスポゾン（piggyBac）を利用し，蛍光

タンパク質 GFP遺伝子をコオロギ染色体に組

み込むことに成功した（図１）．本方法によ

る形質転換効率（インジェクションした世代

が形質転換個体を産む割合）は約１６％であ

り十分実用的なレベルであった． 

 

 

 

 

図１：GFP を発現するトランスジェニックコ

オロギ（上）と野生型コオロギ（下） 

 

（３）ライブイメージング解析による初期発

生時の細胞動態の解明 
 GFPを発現するトランスジェニックコオロギ

を用いたライブイメージングの系を確立した．

産卵後の初期の卵における位置情報の付与に

関する知見を得るために，初期発生過程の細

胞動態の解析を行った．その結果，コオロギ

の初期胚体（胚原基）は完全変態類と異なり，

胞胚から非常にダイナミックな細胞移動を経

て形成されることが示された（図２）．さら

に，初期発生過程にはショウジョウバエ同様

シンシチウム胞胚の時期が存在することが明

らかとなった．この時期にはショウジョウバ

エのように転写因子が拡散により濃度勾配を

作り位置情報をもたらしている可能性が示唆

される．胚原基形成時の細胞移動の過程で

個々の予定胚体細胞は相対的な位置関係を維

持しており，したがって移動前（胞胚期）ま

でにすでに位置情報を受け取っていると考え

られる．ところが，ギャップ遺伝子

（ hunchback, Kruppel ）の領域特異的発現

ドメインの確立は胚原基形成以降であり，多

核の胞胚で同ドメインが確立するショウジョ

ウバエの場合と大きく異なっていることが明

らかとなった．  
 

（４）前後軸形成に関わる遺伝子の機能解

明 
ライブイメージング解析を RNA干渉による遺

伝子機能阻害実験と組み合わせ，胞胚期後期

図 2：ライブイメージングによるコオロギ胚原基

形成時の細胞動態の解析 



 

 

のダイナミックな細胞移動の起こる前に

orthodenticle (otd)遺伝子等により予定胚

細胞群が領域決定されていることを示唆す

る結果を得た．さらに，Wnt シグナル経路に

関わる因子が胚原基形成時の適切な細胞移

動に重要な役割を担っていることを示す結

果を得た． 

 
（５）Zinc-finger nuclease (ZFN)による標

的特異的遺伝子改変技術の確立 
ZFN mRNAのコオロギ卵へのインジェクション

により，トランスジーン（GFP 遺伝子）およ

び体色制御に関わる内在遺伝子の変異体作

製に成功した．この技術の応用による遺伝子

ノックイン実験を開始している． 
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