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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，後胚発生を制御
する遺伝子の発現と機能の解析を行った。ゲノム編集技術を活用したエンハンサートラップ系統作製やRNA干渉
法などを用いて，幼虫（若虫）期を通じた遺伝子の発現動態や，機能を明らかにした。翅形成に関わる遺伝子に
ついて，翅の形態形成における細胞増殖制御への関与を示唆する結果が得られた。また，コオロギにおける変態
の制御機構の特徴を明らかにし，不完全変態昆虫の幼虫期における蛹に相当する時期に関する仮説の提唱に至っ
た。さらに，ゲノム編集を基盤とした新たな遺伝子改変技術をコオロギに導入することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed expression and function of genes regulating postembryonic 
development in Gryllus bimaculatus, a hemimetabolous insect model system. Using genome-editing based
 enhancer trap system and an RNAi method, gene expression dynamics through nymphal stages and gene 
functions have been revealed. Especially, involvement of a wing development gene in regulation of 
cell proliferation during wing morophogenesis. In addition, we found features of regulatory 
mechanisms for metamorphosis in the cricket and proposed a hypothesis on a specific nymphal stage 
corresponding to the pupal stage in holometabolous insects based on the results of this study. 
Furthermore, we successfully introduced additional genome-editing based technologies into the 
cricket system.

研究分野：昆虫科学，発生生物学

キーワード： 昆虫発生　ゲノム編集　後胚発生　形態形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
（１）不完全変態昆虫の発生を制御するゲノム機能に関する新しい知見が得られる。不完全変態昆虫の後胚発生
メカニズムとその進化に関する知見が得られる。さらに，コオロギに近縁なバッタをはじめとする害虫種の発生
過程の理解につながり，防除研究への応用が期待される。
（２）非モデル昆虫にも応用可能なゲノム操作の新しい技術基盤が確立される。昆虫ゲノムの構造・機能・進化
を究明する新しい研究分野の発展につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
不完全変態昆虫では，完全変態類と異なり胚発生期に成虫ボディプランの基本型が生成される。
胚発生初期から中期に体節のパターン形成が行われる点は完全変態類と共通しているが，後期
には不完全変態類に特徴的な成虫のミニチュア型の幼虫（若虫）形態が形成される。翅や生殖器
など，成虫を特徴づける器官は後胚期（幼虫期）に出現し，段階的に成長し形作られる。完全変
態型の発生様式は進化的には新しく，昆虫の発生，形態形成の基本原理と進化を理解するうえで
不完全変態型の後胚発生メカニズムの解明は不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 不完全変態昆虫の成虫形態を生み出す後胚発生メカニズムの解明という困難な課題に，技術
と情報の基盤が整いつつあるフタホシコオロギをモデルシステムとして用いることでアプロー
チ可能であるとの着想に至った。 
 したがって本研究では、フタホシコオロギで開発されたゲノム改変技術を応用し，幼虫におけ
る遺伝子発現・機能を高い精度で解析することにより，不完全変態型の後胚発生メカニズムを解
明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
  コオロギの成虫器官の形成メカニズムと幼若・脱皮ホルモンによる制御機構の解明を目的と
し，以下の研究を行なった。 
（１）後胚発生に関わる遺伝子の時間空間的発現パターンの解明：ゲノム編集技術を用いた遺伝
子ノックインによるエンハンサートラップ系統の作出により，発生過程を通じた遺伝子発現パ
ターンの解析を行なった。 
（２）器官形成や脱皮・変態に関わる遺伝子機能の解明： ゲノム編集技術や RNAi 法による遺
伝子機能解析を行なった。 
（３）ゲノム情報の整備と遺伝子改変技術の開発： 現有のフタホシコオロギのドラフトゲノム
配列について，配列の精度を高めるために PacBio ロングリードのデータの追加によるギャップ
クローズを行なった。得られた配列情報を，ゲノム編集の標的配列デザインに使用した。一方，
コオロギにおける発生研究をさらに発展させるため，ゲノム編集技術をベースに新たな遺伝子
改変技術の開発を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）後胚発生に関わる遺伝子の時間空間的発現パターンの解明 
 ショウジョウバエの翅形成に関わる遺伝子のコオロギホモログについて，エンハンサートラ
ップ系統の作成を行なった。遺伝子の上流約 1kb の領域に CRISPR/Cas9 によるゲノム編集の標
的部位を設定し，非相同末端結合による GFP の発現カセットのノックインを試みた。インジェク
ション当代で，GFP ノックインによる蛍光を発する個体が複数得られ，それらを成虫まで育てて
次世代を得た。次世代で GFP 遺伝子の伝搬が確認され，ノックイン系統を樹立した。次世代以降
GFP ノックインのホモ接合体として系統を維持し，発現解析に用いた。当該系統の個体では，標
的遺伝子のエンハンサートラップによると考えられる特異的な GFP 発現が観察され，in situ ハ
イブリダイゼーションの結果と比較したところ内在の遺伝子発現と一致することが確認された。
得られたエンハンサートラップ系統を用いて，発生過程を通じた遺伝子発現パターンが明らか
になった。特に，翅芽（翅原基）での発現パターンを継時的に解析することに成功し（図１），
scalloped 遺伝子が翅形成時に原基周縁部での特異的な発現とその動態が明らかになった。 
 
 

 
 図１ コオロギ翅芽におけるエンハンサートラップによる GFP 発現の変化 
 
（２）器官形成や脱皮・変態に関わる遺伝子機能の解明 
 コオロギ翅形成に関与する遺伝子について機能解析を行なった。胚発生期に遺伝子機能が阻害
されると致死になるケースがあったため，翅形成に関わる時期の機能解析には幼虫への二本鎖
RNA の導入による RNAi 法を選択した。scalloped 遺伝子について，エンハンサートラップで示さ
れた翅芽周縁部での発現と対応し，翅の周縁部が欠損する表現型が得られた（図２）。本遺伝子
が，翅芽周縁部での細胞増殖に関与する可能性が示唆された（論文投稿準備中）。 



 
図２ 翅形成遺伝子の機能解析 
 
 一方，脱皮・変態に関わる遺伝子の機能解析を行なった。完全変態昆虫では、エクダイソンの
初期誘導遺伝子である Broad(蛹化誘導因子)と E93(成虫化決定因子）および幼若ホルモンのシ
グナル伝達の鍵遺伝子である Kr-h1(変態抑制因子)が相互作用することで劇的な変態(蛹化、羽
化)が正常に制御されている。近年、完全変態類の各遺伝子オーソログが一部の不完全変態昆虫
の変態制御にも関与することが報告されたが、異なる昆虫種間でその分子メカニズムがどの程
度保存されているかは未だ不明である。フタホシコオロギは，孵化後に７回の幼虫脱皮を行い、
８齢(終齢)幼虫になった後に成虫へと変態する。Kr-h1 と Broad は６齢幼虫で発現量のピーク値
を示した後，７齢(終前齢)で減少することが示された。各遺伝子の RNAi 実験を５齢幼虫で行っ
た結果，本来８齢から成虫に変態するはずの幼虫が６齢で早熟変態を引き起こし，体サイズも矮
小化された。一方, E93 は７齢で発現ピークを迎えることが明らかになった。本遺伝子の RNAi
を行うと，成虫への変態が抑制され幼虫の過剰脱皮を繰り返して巨大化した。さらに，RNAi 個
体を用いて各遺伝子の発現を解析した結果， Kr-h1 または Broad の RNAi により６齢幼虫で E93
発現が早期誘導され、逆に，７齢における Kr-h1 と Broad の発現低下が E93 RNAi により抑制さ
れた。従って， Kr-h1 と Broad が E93 発現を抑制することで６齢幼虫から終前齢-終齢幼虫へと
正常に脱皮した後，E93 が Kr-h1 と Broad を抑制すると成虫変態に至ることが示された(図 3)。
本研究により，この抑制的な相互機能は完全変態と不完全変態昆虫で普遍的なメカニズムであ
ることが示唆された。不完全変態昆虫の幼虫期で蛹に相当する時期が存在し，それは終前齢-終
齢幼虫期である新たな仮説をコオロギで提唱した。 
 

 
図３ コオロギの成虫変態を制御するメカニズム 
 
（３）ゲノム情報の整備と遺伝子改変技術の開発 
 Illumina ショートリードによるゲノムアセンブリに対し，PacBio ロングリードによるギャッ
プクロージングを行なった。コンティグのギャップが減少し（Nの数が約 60％減少）ゲノム配列
の精度が向上した。 
 一方，ゲノム編集技術をベースに新たな遺伝子改変技術の開発を行すすめ，一本鎖オリゴを用
いた His タグ導入や大規模欠損の導入が可能であることを示す結果を得た。また，マイクロホモ
ロジー依存的な遺伝子ノックインについても導入に成功し（図４），発生研究に利用可能な解析
ツールの幅が広がった。 
 



 
図４ マイクロホモロジー依存的ノックインによるアクチン遺伝子座への GFP 遺伝子導入（融
合タンパク質として発現；胞胚期） 
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