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研究成果の概要（和文）：非相同末端結合によるノックインを試みた結果、フタホシコオロギにおいて初めてノックイ
ンに成功し、マーカー遺伝子をゲノムに組み込むことができた。現在コンディショナルノックアウト実現のためにpigg
yBac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、コオロギゲノムへ導入している。また、次世代シ
ークエンサーのPacBio RSIIを用いてゲノム解析を進めており，これまでに約５Gbのシークエンスデータが得られ，Gap
 closing解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：We attempted to establish the knock-in experiment mediated non-homorogous end 
joining repair pathway in the two spotted cricket. As a result, for the first time in the cricket, we 
succeeded to generate some knock-in lines inserted the expression cassette of marker gene. For 
conditional knock-out experiment, we constructed the knock-in vector containing component of piggybac 
system, and introduce into cricket genome. Furthermore, genome sequence analysis was performed by next 
generation sequencer PacBio RSII. We obtained about 5Gb data as long read sequence, and assemble to 
cricket genome sequence for Gap-closing analysis.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ゲノム編集　ノックイン　ノックアウト
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１．研究開始当初の背景 
(1) フタホシコオロギは不完全変態昆虫

のモデル種である。 
(2) RNAi 実験やトランスジェニック系

統作製が可能である。 
(3) ZFN/TALEN を用いて標的遺伝子特

異的な遺伝子破壊が可能である。 
(4) CRISPR/Cas9 システムにより，より

簡便に遺伝子破壊が可能となってき
ている。 

(5) コンディショナルノックアウト技術
は確立されておらず，胚発生後の遺
伝子機能解析ができない。 

 
２．研究の目的 
昆虫の発生には，胚発生だけでなく孵化
後の幼虫期での発生・成長過程も大きな
役割を担っている。特に，翅や生殖器な
どは幼虫の成長に伴って発生・成熟する。
完全変態昆虫と不完全変態昆虫では発生
様式が異なっており，後者の発生メカニ
ズムの解明は昆虫発生システムの理解に
必須である。不完全変態昆虫では，成虫
の器官は幼虫の器官が成長して形作られ
る。その中で，翅の構造は終齢幼虫もし
くはその前齢幼虫から新たに形成が始ま
り，小さな翅様の突起物として観察され，
最終的に脱皮を経て完全な成虫の翅が形
成される。不完全変態昆虫における翅の
形成過程においては，完全変態昆虫と異
なる機構が存在すると考えられるが，そ
のような分子機構は明らかになっていな
い。本研究では，不完全変態類に属する
フタホシコオロギを材料として，翅形成
過程における分子メカニズムを解明する
ことを目的とする。明らかにされつつあ
るゲノム解析の成果と新規ゲノム編集技
術を利用することで，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，
翅形成過程における分子メカニズムを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) CRISPR/Cas9 システムを用いたフタ

ホシコオロギにおける標的遺伝子の
コンディショナルノックアウト法を
新たに確立する。 

(2) RNAi 解析や RNA-seq 解析により，翅
形成に関わる候補遺伝子を絞り込む。 

(3) 現在進行中のゲノムプロジェクトを
更に前進させ，コンディショナルノ
ックアウト作製に必要な標的遺伝子
のシス調節領域を明らかにする。 

(4) 候補遺伝子に対してコンディショナ
ルノックアウト系統を作製し，翅形
成過程における分子基盤の理解を目
指す。 

 
４．研究成果 
フタホシコオロギではこれまでに

CRISPR/Cas9 システムを用いて，標的ゲ
ノム領域へ特異的に変異を導入すること
に成功している。しかしながら，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、ゲノム中からシス調節領域を大
きく抜き出す実験系の確立を試みた。標
的遺伝子には actin 遺伝子を用いて，シ
ョウジョウバエの報告を参考として実験
を行ったところ，標的配列をゲノム上か
ら抜き出すことに成功したものの，効率
は大変低く実用性はなかった。そこで、
新たにノックイン技術を応用したコンデ
ィショナルノックアウト法を考案した。
ノックイン技術に関してはゼブラフィッ
シュの報告を参考とし，非相同末端結合
によるノックインを試みた。条件検討の
結果、フタホシコオロギにおいて初めて
標的ゲノム中にドナーベクターをノック
インすることに成功した。このノックイ
ン技術を用いて，フタホシコオロギのHox
遺伝子であるabd-A, Ubxに GFP遺伝子の
発現カセットを組み込み，これらの遺伝
子の発現をリアルタイムイメージングす
ることに成功した。現在，コンディショ
ナルノックアウト法実現のために
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、フタホ
シコオロギの標的遺伝子へ導入している
ところである。 
また、現在進行中のゲノム解析の結果を
利用して発生に関わる遺伝子のシス調節
領域の特定を試みた。しかしながら，フ
タホシコオロギの遺伝子は GC リッチな
配列であることが多く、特にシス調節領
域を含む転写開始点付近が GC リッチで
あり，Illumina 社の Hiseq を用いた解析
では配列が明らかとなっていなかった。
そこで，新たに long read で GC 含量に左
右されずに解析が可能なシークエンサー
である PacBio RSII を用いてゲノム解析
を行った。解析には PacBio RSII のフロ
ーセル 5 個を用いた。その結果，それぞ
れのフローセルで約１Gb（平均 7.8kb, 
N50=16kb）のデータを取得することに成
功した。現在、これまでのゲノム情報に
マッピングし，Gap closing 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
技術を確立し，発生の様々な stage に関
わる遺伝子の機能解析を進めていく予定
である。また，既に確立されたノックイ
ン技術を用いて，マーカー遺伝子を標的
遺伝子のゲノム領域に導入し，様々な遺



伝子の発現パターンを明らかとしていく。
さらに，ゲノム解析の結果を活用し，発
生に関わる遺伝子のシス調節領域を明ら
かとしていく。 
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