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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集技術を用いて、コオロギのHox遺伝子に最小化プロモーターの下流にeGFP
遺伝子を配置したベクターをノックインした結果、予想される発現パターンで蛍光が観察され、エンハンサート
ラップ系統を作製することに成功した。ノックインの方向及び結合部位を正確に組み込む方法として、MMEJの経
路を用いたノックイン技術の導入を試み、標的遺伝子の終止コドン上にeGFP遺伝子を正確に組み込み、その発現
を観察することができた。また、PacBioRSIIを用いたRNA-seq解析を行った。抽出したmRNAを分画し、４cellず
つシークエンス解析を行った結果、合計で７６万リード、２．２５Gbの配列が得られた。

研究成果の概要（英文）：Using genome editing technology, knock-in vector containing eGFP gene under 
cricket minimal promoter was introduced into Hox gene loci in the cricket genome. eGFP fluorescent 
was observed as expected pattern. We succeeded to establish the method for generating enhancer trap 
line in the cricket. For introducing correctly knock-in direction and junction, knock-in method via 
MMEJ pathway was applied in the cricket. eGFP gene was correctly introduced into stop codon loci in 
target gene via MMEJ mediated knock-in, and eGFP expression was observed. In addition, RNA-seq 
analysis was performed using PacBioRSII. Extracted mRNA from cricket embryo and nymph was 
fractionated into four, and each fraction was sequenced in 4 cells. As a result, 760,000 reads and 
2.25 Gb sequence was obtained in total.

研究分野：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 
昆虫では，幅広い種において付属肢の高い
再性能を有することが知られている。一方，
ヒトを含む高等な脊椎動物ではそのような
再性能は持たず，一度失われた付属肢は再
生することは無い。応募者らは，不完全変
態類昆虫であるフタホシコオロギに着目し，
付属肢の再生システムについて研究を行っ
てきた。コオロギを用いた再生研究は RNA
干渉（RNAi）による機能解析で既に多く
の成果を上げてきているが，最近になり不
完全変態類昆虫で初めてトランスジェニッ
ク作製技術やノックアウト作製技術の開発
に成功した。 
 
２．研究の目的 
付属肢再生過程においては，まず切断を受
けた部位で上皮細胞が移動し，傷口の修復
が起こったあと，再生芽と呼ばれる脱分化
した幹細胞群が形成される。この再生芽の
形成は，幹細胞が元々存在するプラナリア
を除いた全ての再生過程において観察され
る現象であるが，その形成メカニズムは未
だ明らかとなっていない。そこで本研究に
おいては，コオロギをモデル生物としてト
ランスジェニック作製，ノックアウト作製
技術に加えて，ノックイン技術や新たにコ
ンディショナルノックアウト作製技術を開
発し，複合的に駆使することにより世界に
先駆けてこの謎を解明することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
1. ゲノム編集技術を利用して新規遺伝子改
変技術としてコンディショナルノックアウ
トおよびマルチプルノックアウト作製技術
を確立する。 
2. 再生芽と切断直後の比較 transcriptome
解析及び RNAi により再生芽形成遺伝子の候
補を絞り込む。 
3. RNAi で表現型が得られていない遺伝子に
ついてノックアウトを作製し解析する。 
4.候補遺伝子について新規遺伝子改変技術
を駆使して解析を行う。 
 
４．研究成果 
 フタホシコオロギにおいては，これまでの
研究で CRISPR/Cas9 システムを導入する
ことに成功し，ノックアウト系統の作製及
びノックイン系統の作製が可能となってい
る。また，作製されたノックイン系統にお
いて，eGFPを標的遺伝子特異的に挿入し，
その発現パターンをライブで観察すること
が可能となっている。標的遺伝子を時間・
空間特異的にノックアウトするためには，
対応するシス調節領域を破壊する必要があ
るが，シス調節領域が巨大である場合やそ
もそもの特定が困難である場合が多く, 単
純な変異導入ではコンディショナルノック
アウト系統を作製することはできない。そ

こで，コンディショナルノックアウト系統
を作製するために, CRISPR/Cas9 システ
ムによるノックイン技術と piggyBac のよ
うな転移酵素を組み合わせて使用する方法
を考案した。まず，標的遺伝子の 5’exon
の両側 intron に gRNA を設計し，転移酵
素の認識配列である逆向き反復配列をノッ
クインする。その後，時空間特異的なプロ
モーター（本研究では再生脚）で piggyBac
が発現する系統と掛け合わせ，標的遺伝子
から 5’exonを抜き出すことでコンディシ
ョナルに標的遺伝子をノックアウトする。
これまでに，piggyBacのコンポーネントが
組み込まれたノックインベクターを作製し，
intronへのノックインを試みたが，正確な
方向でノックインされた系統は得られなか
った。これは，フタホシコオロギで用いて
いるノックインの方法が NHEJ の経路を
利用しているため，ノックインベクターが
組み込まれる方向を制御することができな
いことが原因であると考えられた。そこで，
ノックインの方向及び結合部位を正確に組
み込む方法として，MMEJの経路を用いた
ノックイン技術の導入を試みた。現在まで
に，標的遺伝子の終止コドン上に MMEJ
によるノックインによって，eGFP 遺伝子
を組み込み，その発現を観察することに成
功している。また，ゲノム上からシス調節
領域などの大きな領域を欠失させる方法と
して，ゲノムの２カ所を同時に切断し，そ
の両端が結合することによる大規模な欠失
を試みている。さらに，フタホシコオロギ
において CRISPR/Cas9システムによるゲ
ノム編集を行う際にはCas9 mRNAを用い
ていたが，手順の簡略化及び高効率化を目
指し，Cas9 タンパク質によるゲノム編集
の確立を行った。その結果，効率がmRNA
とほぼ同等の条件を明らかにし，手順を大
幅に簡略化することに成功した。また，時
空間特異的なプロモーターを獲得するため
に，ノックイン技術を活用したエンハンサ
ートラップ系統の作製技術の確立を行った。
その結果，eGFP 遺伝子を目的遺伝子近傍
にノックインすることにより，遺伝子の機
能を破壊することなく，目的遺伝子の発現
を観察することが可能となった。 
 また，標的遺伝子の絞り込みのために，
次世代シークエンサーを用いた RNA-seq
解析を行った。用いた機種は PacBioRSII
で，シークエンス解析を行ったサンプルは
４時間〜８４時間胚から抽出した mRNA
を用いた。抽出したmRNA を１−２kb，２
−３kb，３−６kb，５−１０kbに分画し，そ
れぞれ４cell ずつシークエンス解析を行っ
た。その結果，合計で７６万リード，２．
２５Gb の配列を得ることができた。
PacBioRSII により得られた本シークエン
スには，全長の mRNA 配列が多く含まれ
ていると考えられる。現在，本シークエン
スをゲノム情報にマッピングし，解析を進



めている。 
今後は，コンディショナルノックアウト系
統作製技術の確立を進めるとともに，今回
明らかになった mRNA 情報を活用し，昆
虫の脚再生メカニズムの解析を進める。 
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