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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コオロギの初期胚発生メカニズムの解析を行った。
細胞動態を可視化するためにGFP発現系統を用い、Wnt, BMP等の主要な細胞シグナル経路に関わる因子のRNAi解析を行
った。その結果、Wntが予定胚原基細胞の移動方向の制御に、BMPが背側から腹側への細胞移動に、それぞれ必要なこと
が明らかとなった。また、これらのシグナルがotd等のパターン形成遺伝子の発現制御に関与していることも示された
。一方、新規のゲノム改変技術の開発を進め、遺伝子ノックアウトとノックインのシステムをほぼ確立することができ
、ゲノム解読の進展と合わせて今後のさらに多様な研究の展開が可能となった。

研究成果の概要（英文）：We studied mechanisms of early embryogenesis in a cricket, a model system of hemim
etabolous insects. We performed RNAi analyses for components of signaling pathways, such as Wnt and BMP pa
thways, using GFP-expressing transgenic embryos for visualizing cellular dynamics. We found that Wnt signa
ling is involved in regulation of direction of movements of presumptive embryonic cells, and that BMP sign
aling is required for cell migration from the dorsal side towards the ventral side. We also showed that th
ese cell signalings are involved in regulation of expression of pattern formation genes, such as otd. On t
he other hand, we developed gene knock-out and knock-in techniques using genome editing technologies in th
e cricket. In addition to progress of whole genome sequencing, these techniques provides us strong tools  
for further studies based on various strategies.
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１．研究開始当初の背景 
（１）昆虫発生システムの進化を理解する上
では，完全変態型より原始的とされる不完全
変態型の発生メカニズムの解明が不可欠で
ある。 
（２）コオロギは不完全変態類を代表する発
生のモデル昆虫である。 
（３）研究代表者らは、コオロギで RNAiや
トランスジェニック技術を開発し、さらにゲ
ノム編集技術の導入も進めている。 
（４）コオロギで利用可能な実験技術やゲノ
ム情報などにより、不完全変態類昆虫の胚発
生メカニズムの解明に迫ることが期待でき
る。 
 
２．研究の目的 
（１）胞胚期までに形成される位置情報の分
子実体と形成機構を解明する。 
（２）位置情報に応じた予定胚体細胞の移動
の制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）位置情報関連遺伝子の候補について、
RNAi 等による機能解析を行う。 
（２）UAS/GAL4 システムを構築し、位置情報
因子の候補の異所性発現実験を行う。 
（３）ゲノム編集の応用によりコオロギにお
ける新規のゲノム改変技術を確立し、位置情
報因子の機能や発現動態の解析を行う。 
（４）フタホシコオロギのゲノム解読を進め
上記研究に役立てる。 
 
４．研究成果 
（１）細胞間シグナルの胚形成関与の解析 
 主要なシグナル経路である Notch, Wnt, 
BMP シグナル経路等に関わる因子の働きを
RNAi により解析した。Notch シグナルは、胚
原基形成以降の後部伸長に必要なことが示
唆された。Wnt と BMP シグナルについては、
GFP 発現トランスジェニックコオロギを用い
た RNAi 胚のライブイメージングにより、次
の知見が得られた： 
 Wnt シグナルは予定胚原基細胞の移動方向
の制御に、BMP シグナルが背側から腹側へ
の細胞移動に、それぞれ必要なことが明らか
となった。また、これらのシグナルが otdや
caudal などのパターン形成遺伝子の発現制
御に関与していることも示された。 
 
 上記の結果から、初期の Wnt，BMP シグナ
ルの働きで胚原基形成のための細胞移動が
制御され、Otd や Caudal が胚の特定の位置で
の発現をもたらすことが示唆された。さらに
下流のギャップ遺伝子の発現を誘導するこ
とで胚の領域特異化が起こると考えられる。
一方、ショウジョウバエのギャップ遺伝子
giantやknirpsのオーソログをトランスクリ
プトームのデータより見いだし、発現解析か
らこれらが胚原基形成後の後部領域のパタ
ーン形成に関与することを示唆する結果を

得た。Wnt，BMP シグナルの初期胚の細胞移動
への関与については他の昆虫で報告がなく、
昆虫発生の新しいメカニズムの一端を明ら
かにすることができた。 
 
（２）ゲノム改変技術の開発 
 異所性発現系については UAS/GAL4 のシス
テムの構築には至らなかったが、人工制限酵
素 ZFNに加えて新たに TALEN を用いた遺伝子
ノックアウトの系を確立することに成功し
た。これによりターゲット配列の幅が格段に
広がり、異所性発現実験を含めた様々な応用
の可能性が広がった。 
 さらに、より新しいゲノム編集法である
CRISPR/Cas システムによるコオロギゲノム
への標的特異的変異導入に成功し、しかも、
本方法によってZFN/TALENよりも顕著に高い
効率で変異導入が可能なことを示す結果を
得た。  
 本 CRISPR/Cas システムの応用による遺伝
子ノックインの系の構築を試みた。相同組換
えによるノックインでは結果が得られなか
ったが、非相同組換えに依存した新しいノッ
クインシステムを試したところ、インジェク
ション当代において標的特異的な配列導入
が確認された。次世代へ受け継がれる効率の
検証など系の効率化に向けた研究を続けて
おり、今後のノックインによる異所性発現実
験や発現レポーター系統の構築に向け大き
く前進した。 
 
（３）ゲノム解読 
 コオロギゲノム解読について、新学術領域
研究・ゲノム支援の支援課題としてシーケン
ス情報解析の技術支援を受けたことにより、
難航していたアセンブリの状況が大幅に改
善された。スキャフォールド N50 が 5Mb を越
え、高品質なドラフトゲノム配列を得ること
ができ、本研究における遺伝子構造予測やゲ
ノム編集の標的デザインに役立てることが
できた。当該ゲノム配列については、継続し
て共同研究者らとアノテーションを進めて
いる。 
 
今後の展望： 
 本研究を通じて、主要なシグナル経路であ
る Notch, Wnt, BMP シグナル経路のコオロギ
胚形成における役割が明らかになった。新規
のゲノム改変技術の開発に時間を要したた
めそれを用いた位置情報因子の解析には至
らなかったものの、トランスジェニックの系
統を用いて細胞動態への影響を明らかにす
ることができた。最終的にはゲノム改変技術
の開発に関して特筆すべき成果が得られた。
遺伝子ノックアウト、ノックインとも不完全
変態類の昆虫では他に成功例はなく、今後コ
オロギのシステムを用いた研究が、昆虫胚形
成メカニズムのさらに深い理解につながる
と期待できる。 
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