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研究成果の概要（和文）：　昆虫における遺伝子機能解析の加速化と昆虫制御への応用を目指し、主要昆虫目（チョウ
目、ハエ目、ハチ目、コウチュウ目）で我々が確立済の遺伝子組換え技術を活用し、TALEN等を用いたゲノム編集を先
駆けてルーティン化して組み合わせることによって、各昆虫目に利用可能なツールの開発と遺伝子機能解析を行うこと
を目的とし、カイコでは様々な遺伝子のノックアウトを実施しながら、条件的ゲノムエディティング法の開発を進める
とともに、カブラハバチとナミテントウで共通のTALENsを用いたノックアウト法を確立し、様々な非モデル昆虫でゲノ
ム編集が有効であること示すこと等に成功した。

研究成果の概要（英文）： To develop a gene expression control system using genome editing for the insect 
control, we had tried to establish the genome editing system in the various species of insect order 
Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, and Coleoptera. Using silkworm, Bombyx mori, we have successfully 
established many gene-knockout strains and studied the gene functions. In addition, we tried to develop a 
conditional genome editing methods using GAL4/UAS binary system or Tet-On/Off system with a specific 
promoter. We have also succeeded in gene knockout of a transgene by transcription activator-like effector 
nucleases (TALENs) in the sawfly, Athalia rosae (Hymenoptera) and the ladybird beetle, Harmonia axyridis 
(Coleoptera). The results suggested that the genome editing method is available among the various 
non-model insects.

研究分野： 昆虫生物学
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始当初、トランスポゾンベクターを
用いたトランスジェニック技術の普及と二
本鎖 RNA を利用した RNAi による遺伝子ノ
ックダウン法により、様々な昆虫で遺伝子機
能解析が行えるようになっていた。我々の研
究グループは、それまでに主要な昆虫目を代
表する種（ チョウ目カイコ Bombyx mori、
コウチュウ目ナミテントウ Harmonia 
axyridis、ハチ目カブラハバチ Athalia 
rosae）におけるトランスジェニック技術の
開発と遺伝子機能解析法の改良を進めてお
り（分子昆虫学、2009）、カイコ、ナミテン
トウ、キイロショウジョウバエ Drosophila 
melanogaster で幼虫体色を薄くする共通の
マーカー候補遺伝子の発見にも成功した
（Osanai-Futahashi et al. 2012）。しかし、
トランスポゾンを利用した遺伝子組換えの
場合、導入遺伝子のゲノム挿入位置はほぼ偶
然まかせであり、その発現は挿入近傍のエン
ハンサー等の影響（位置効果）を受けやすい。
最も直面する問題は、遺伝子の発現を時空間
的に厳密に調節できるプロモーターやエン
ハンサーの情報が乏しいことと、ある種で効
果的なプロモーターも多くの場合、異種では
うまく機能しないことであった。また、昆虫
では一般的にRNAiによる遺伝子ノックダウ
ンが有効であるとされるが、種によって、あ
るいは発生段階や組織によってその効果は
大きく異なる（Terenius et al. 2011 等）。こ
れらの問題を解決し、遺伝子機能解析を飛躍
的に進展させる有効な手段は、遺伝子や発現
調節領域のノックアウト（機能破壊）又はノ
ックイン（機能導入・置換）によるゲノムエ
ディティングであると期待された。 
 ゲノムエディティングは、配列特異的に
DNA を切断可能な人工ヌクレアーゼの一種
であるジンクフィンガーヌクレアーゼ（Zinc 
Finger Nuclease: ZFN）の開発によって、マ
ウス以外の動物や昆虫でも可能になった
（Bibikova et al. 2002; Takasu et al. 2010
（代表者ら）等）。さらに、研究開始直前に
開発された転写活性因子様ヌクレアーゼ
（ Transcription Activator-Like Effector 
Nuclease：TALEN）は、ZFN に比べて DNA
結合ドメインのデザインが容易で、候補標的
配列を多数設定できることから、国内外での
人工ヌクレアーゼの利用は TALEN に移行し
つつあった。実際に昆虫でも TALEN を用い
た遺伝子ノックアウトの成果が報告されは
じめていた（Liu et al. 2012; Watanabe et al. 
2012）。我々もカイコにおける TALEN を用
いた遺伝子ノックアウトおよびノックイン
に着手し、一部成功していた（Sezutsu et al. 
2012；Takasu et al. 2013）。 
 TALEN を用いたゲノムエディティングで
は TALEN の mRNA を注入する必要がある
が、本研究で用いる昆虫目ではインジェクシ
ョン法が確立されているため、比較的容易に
TALEN を用いたゲノムエディティングが実

践でき、他の昆虫種に先駆けてツール開発が
できると考えた。さらに、部位特異的組換え
や二元（バイナリ）発現調節システムとトラ
ンスジェニック技術を組み合わせることに
よって、発現様式のわかった遺伝子のプロモ
ーターやエンハンサーを導入遺伝子あるい
は転写活性化因子の発現制御に活用するこ
とや、ゲノム内に導入した TALEN を条件的
に発現させて遺伝子をノックアウトするよ
うな画期的な遺伝子機能解析の手法が確立
できると考えた。 
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２．研究の目的 
 昆虫における遺伝子機能解析の加速化と
昆虫制御への応用を目指し、主要昆虫目で
我々が確立済の遺伝子組換え技術を活用し、
転写活性因子様ヌクレアーゼ（TALEN）等
によるゲノムエディティングを先駆けてル
ーティン化して組み合わせることによって、
各昆虫目に利用可能なツールの開発と遺伝
子機能解析を行うことを目的とした。具体的
には、各昆虫種で共通の遺伝子を標的として
TALEN 等による遺伝子ノックアウトおよび
ノックイン法を確立し、バイナリ発現調節系
や部位特異的組換えと組み合せて、新規の条
件的発現制御法の開発を行い、汎用性を検討
する。これらの技術をもとに、条件的に致死
や不妊となる昆虫等を作出して昆虫の制御、
ことに近年懸念されている遺伝子組換え体
の管理への応用や、汎用できる可視マーカー
遺伝子の創出をめざした。 
 
３．研究の方法 
 TALEN 等を設計し、培養細胞等を用いたア
ッセイ系によって機能性を確認した。昆虫間
で保存性が高く、発現様式が明らかで、表現



型が容易に確認できる遺伝子（とくに昆虫制
御を可能にする生存や妊性に関わるものや
可視マーカーとなり得るもの）について、有
効性を確認した TALEN mRNA 等を卵及び初期
胚に注入してノックアウト個体、さらにドナ
ーマーカー遺伝子の供給によりノックイン
個体を得ることを試みた。ドナー遺伝子に二
元（バイナリ）発現調節システムの転写活性
化因子（tTA および GAL4）を用い、応答配列
（TRE および UAS）に制御したい遺伝子を連
結したコンストラクトを導入したトランス
ジェニック系統と交配して、目的とする遺伝
子の発現制御を行った。制御される遺伝子に
TALEN を用いた場合の条件的な遺伝子ノック
アウトの誘発を検証した。 
 
４．研究成果 
 2013 年度は、カイコでのゲノムエディティ
ング法の開発では、様々な遺伝子を標的とす
る TALEN を自作し、遺伝子ノックアウト個体
の作出を行った。また、EGFP 遺伝子をマーカ
ーとしたドナーを用いた遺伝子ノックイン
についても検討を開始した。さらに、当時開
発された CRISPR/Cas9 系の導入を検討し、ノ
ックアウト効率を上げるために、Cas9 ヌクレ
アーゼを恒常発現する遺伝子組換えカイコ
の作出を開始した。導入遺伝子発現制御のた
めのバイナリ発現調節システムの開発では、
プロモーターに関しては血球、全身等で発現
するプロモーターの単離に成功し、エフェク
ターに関しては細胞死誘導遺伝子等の候補
の検討を行った。 
 カブラハバチでは、眼で特異的に EGFP 遺
伝子を発現し、遺伝的に白眼突然変異を遺伝
的バックグラウンドに持つ系統を用い、EGFP
配列を標的に設計した TALEN の mRNA を卵に
顕微注入し、単為発生を誘導して G0雄個体を
得た。これらの G0 雄では蛹期に生存個体の
60％以上でEGFPモザイクが検出された。EGFP
モザイク G0 雄の標的ゲノム配列には欠失が
確認でき、ハチ目ではじめて TALEN による遺
伝子ノックアウトの有効性を示した。 
 テントウムシと同じコウチュウ目昆虫の
コクヌストモドキにおいて、核多角体病ウィ
ルス由来の高発現プロモーターである BmNPV 
ie1 プロモーターが機能することを確認した。
本プロモーターはチョウ目、ハエ目、コウチ
ュウ目という広範な昆虫目で機能すること
から、極めて汎用性が高いことが明らかとな
った。また、バイナリ発現調節システムとし
て テ ト ラ サ イ ク リ ン OFF シ ス テ ム
（Dm-hsp70-tTA と tetO-EGFP）がコクヌスト
モドキにおいて機能することを確認した。 
 
 2014 年度は、カイコでのゲノムエディティ
ング法の開発では、前年度に引き続き、致死
や不妊化に関わる遺伝子を含む様々な遺伝
子を標的とする TALEN を自作し、遺伝子ノッ
クアウト個体の作出を行い、表現型の解析を
進めた。また、性フェロモン合成系を標的と

する CRISPR/Cas9 の gRNA のデザインと合成
を行った。さらに、CRISPR/Cas9 系の効率を
上げるために、Cas9 ヌクレアーゼを恒常発現
する遺伝子組換えカイコを作出した。今回の
実験では、顕著な効率向上は確認できなかっ
たが、プロモーターの変更等の改良が必要か
もしれないことが示唆された。 
 カブラハバチでは、3xP3 プロモーターによ
り EGFP 遺伝子を眼で特異的に発現する系統
を用いて、EGFP を標的とした TALEN の mRNA
を卵の前端または後端に微量注射したとこ
ろ、いずれも注射当代（G0）個体の眼で EGFP
モザイクの表現型が確認され、次世代（G1）
個体では EGFP 発現が消失した個体が得られ
た（図１、２）。また、生殖巣特異的に発現
する遺伝子の候補として、boule 遺伝子の機
能解析を進め、カブラハバチのハプロイド雄
の精子形成に、boule 遺伝子が必須であるこ
とを示した。 
 ナミテントウでも、カブラハバチと同様に
3xP3 プロモーターにより EGFP 遺伝子を眼で
特異的に発現する系統を作出し、GFP を標的
とした TALEN の mRNA を卵の前端または後端
に微量注射したところ、いずれも G0個体の眼
でEGFPモザイクの表現型が確認され（図１、
２）、G1個体では EGFP 発現が消失した個体が
得られた。 
 上記のように、非モデル昆虫であるハチ目
のカブラハバチおよびコウチュウ目のナミ
テントウにおいて、EGFP という共通のターゲ
ットにしたTALENによる遺伝子ノックアウト
に成功し、様々な非モデル昆虫でゲノム編集
が有効であること示すことに成功した。 
 

 

図 １ . カ ブ ラ ハ バ チ (Sawfly: Athalia 
rosae)とナミテントウ(Ladybird beetle: 
Harmonia axyridis)における、共通の TALENs
を用いたノックアウトの検証法 
 



 

図２. カブラハバチ複眼（A)およびナミテン
トウ中枢神経系(B)においてEGFPを発現する
系統を用いて、EGFP を標的とする共通の
TALEN を初期胚に注射した G0世代において、
各組織でモザイク状に EGFP の発現消失が確
認され、TALEN 活性があることが示唆された。 
 
 2015 年度は、昆虫における遺伝子機能解析
の加速化と昆虫制御への応用を目指し、主要
昆虫目（チョウ目、ハエ目、ハチ目、コウチ
ュウ目）で我々が確立済の遺伝子組換え技術
を活用し、転写活性因子様ヌクレアーゼ
（TALEN）や新たに開発された CRISPR/Cas9
系等によるゲノムエディティングを先駆け
てルーティン化して組み合わせることによ
って、各昆虫目に利用可能なツールの開発と
遺伝子機能解析を行うことを目的とし、前年
度までに得られた成果を基にして、昆虫制御
への応用をめざし、これまでに確認した発生
や生殖等に関わる遺伝子のノックアウトに
用いたTALEN等を応答配列に連結した場合に、
コンディショナルTALENまたはコンディショ
ナルCRISPR/Cas9系を誘発できるかどうかを
検討開始した。また、任意の遺伝子を発現様
式のわかったプロモーターに制御させるた
めに、ドナー遺伝子に部位特異的組換えの認
識配列を組み込んだ発現制御カセットベク
ターの作出を開始した。 
 さらに、カイコでは、特定の遺伝子等を標
的とする CRISPR/Cas9 の RNA を導入した個体
やその後代で、標的遺伝子に生じた変化を確
認し、効率の比較を行うとともに、これまで
にノックアウト法を検討した休眠・脱皮・変
態・色素合成等に関する遺伝子の解析結果に
関して論文発表を行った。また、コウチュウ
目昆虫に有効な汎用的な可視マーカーの開

発と、ナミテントウにおける生殖細胞特異的
マーカーの探索と生殖細胞でゲノム編集を
行う形質転換体の作出を試みるとともに、カ
ブラハバチとナミテントウ TALENs を用いた
ノックアウト法の確立に関して論文発表を
行った。 
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