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研究成果の概要（和文）：不完全変態昆虫のモデルシステムであるフタホシコオロギにおいて，胚発生を制御す
る遺伝子のin vivo発現解析と機能解析の技術基盤を構築した．CRISPR/Casシステムによる遺伝子ノックイン技
術を確立した．本技術の応用により，マーカー遺伝子導入による遺伝子ノックアウト個体単離の効率化や，発現
パターンの継続的な観察に成功した．特に，Hox遺伝子の発現と機能について，後胚発生期における発現パター
ンを含む新しい知見を得た．また，本技術の応用によるエンハンサートラップ解析の可能性を示した．

研究成果の概要（英文）：We established a technical basis for in vivo analysis of expression patterns
 and functional analysis of genes regulating embryogenesis in Gryllus bimaculatus, a hemimetabolous 
insect model system. Using CRISPR/Cas9 system, we developed a gene knock-in technique in the 
cricket. We applied this technique to knock-in/knockout for efficient identification of knock-out 
individuals by detecting marker gene expression. In addition, we succeeded in observation of gene 
expression patterns through developmental stages via marker gene knock-in. Data of expression and 
function of Hox genes was obtained, including spatial expression patterns in postembryonic stages. 
Furthermore, we showed availability of our knock-in method to enhancer trap analysis. 

研究分野： 発生生物学・昆虫科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）昆虫ボディプランの形成プロセスは完
全変態類と不完全変態類で異なっている．完
全変態型の発生様式は進化的には新しく，昆
虫の形態形成の基本原理と進化を理解する
うえで不完全変態型の胚発生メカニズムの
解明は重要である． 
（２）昆虫の種を特徴付ける形態が顕著にな
る胚発生後期の形態形成メカニズムの解析
については，技術的に困難な面もあり，特に
不完全変態類での研究はほとんど行われて
いない． 
（３）本課題に対して，不完全変態昆虫のモ
デルシステムであるフタホシコオロギを用
いての，ゲノム編集技術を利用したアプロー
チが有効と考えられる． 
 
２．研究の目的 
 ゲノム編集技術を活用し，フタホシコオロ
ギにおける新規 in vivo 発現解析システムを
確立する．同技術により後期胚における形態
形成遺伝子の発現パターンを明らかにする。
さらに，遺伝子機能やシス調節配列の働きを
解明する。 
 
３．研究の方法 
１）ゲノム編集技術を用いた遺伝子ノックイ
ン技術を開発する． 
２）蛍光レポーターノックインによりin vivo
発現解析システムを確立し，発現パターンの
解析を行う。 
３）開発したゲノム改変技術を活用して，形
態形成に関わる遺伝子の機能解析を行う． 
 
４．研究成果 
（１）コオロギ遺伝子の in vivo 発現解析と
機能解析の技術基盤の確立 
 Hox 遺伝子である Ultrabithorax (Ubx)お
よび abdominal-A (abd-A)遺伝子について、
GFP 遺伝子発現カセットを含むノックインベ
クターを構築し、CRISPR/Cas システムを用い
た非相同末端結合によるノックインを試み
た。その結果、標的部位への GFP 遺伝子の導
入がみとめられ、標的遺伝子と同様のパター
ンでの発現が検出された（図１）。生殖系列
への伝搬効率は 25-50％程度であった。本手
法により、GFP 遺伝子を含むベクターを標的
遺伝子エキソンに挿入することでGFP蛍光を
指標としてノックアウト個体を簡便に選別
することができるようになった（図３参照）。

また、エンハンサートラップによる発現解析
も可能となった。 
  
（２）遺伝子ノックアウト系統の樹立と表
現型解析 
 Hox 遺伝子である Ubx および abd-A 遺伝子
について、完全な遺伝子欠損型の表現型を得
ることができた。特に abd-Aの表現型は、他
の昆虫での結果から予想されていたよりも
シビアな腹部の形態変化を生じた。一方、標
的遺伝子座に導入されたGFP遺伝子が標的遺
伝子と同様の発現パターンを示すことを利
用し、これまで解析が困難であった、後期胚
や幼虫期における空間的発現パターンを明
らかにした。その他の遺伝子についても解析
を進めており、RNAi 解析のみでは不明瞭な部
分のあった胚発生における詳しい機能が明
らかになった。 
 

（３）発生関連遺伝子の機能解析 
 遺伝子ノックイン技術を利用した遺伝子
ノックアウト系統の樹立や表現型解析をさ
らに進め，複数の発生関連遺伝子の機能を明
らかにした。特に，even-skippedや Hox 遺伝
子の機能を詳細に解析した。コオロギにおい
て even-skipped は，前頭部以外のすべての
体節の形成に関与していることを示した。コ
オロギ even-skipped 遺伝子の機能は他の短
胚型昆虫で示されている機能と共通する部
分があり，ショウジョウバエなどより祖先的
な機能を有していると考えられる。また，ゲ
ノム編集で標的とするエクソンによって表
現型が異なるケースを見出した。選択的スプ
ライシングが関わっている可能性が考えら
れ，解析を進めている。複数の転写産物の機
能を個別に調べるために，ゲノム編集技術が
有効であることが示唆される。abd-A につい
て，前年度までに見出されていたノックアウ
ト変異体の腹部に形成される付属肢様の構
造について，詳しく解析した。付属肢のマー
カー遺伝子発現などを調べた結果，脚での発
現パターンと対応することが示され，付属肢
様構造が脚の原基であることが示唆された
（図３）。また，付属肢様構造の形成に腹部
体節間で違いがあり，後部の数体節でより発
達した構造が形成されていることが明らか
となった。他の Hox 遺伝子との協調作用が腹
部体節間で異なっていることを反映してい
ると考えられる。他の昆虫との比較から，
abd-A 遺伝子のコオロギにおける機能はより

図 2： GFP 遺伝子ノックインにより明らか

になった abd-A遺伝子の組織特異的な発現 

図１：Ubx 遺伝子座への GFP 遺伝子ノックイ

ン系統のコオロギ 



派生的な種よりも腹部形成への関与の度合
いが高い可能性が考えられた。 

 一方，遺伝子ノックイン技術を応用し，遺
伝子のプロモーター領域にGFP発現カセット
を導入する実験を行った。インジェクション
当代でのノックインイベントを検出した．詳
細な解析を継続中であるが，内因性のエンハ
ンサーを利用した遺伝子機能解析が可能で
あることが示された。 
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