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蚕糸・昆虫バイオテック 86(2)、105-114(2017) 
SANSHI-KONCHU BIOTEC 

冒 特集「ゲノム編集：毘虫分子生物学を塗り替える革新的技術」 I 

山本大介＊
自治医科大学医学部感染•免疫学講座 医動物学部門

1. はじめに
デル昆虫」の力を中心に，ハエ目の毘虫におけるゲノム

編集研究の現状について述べる。

ハエ目は完全変態昆虫で，系統学的には最も進化的な

グループの一つに属する (Misofet al. 2014)。短角亜目

(Brachycera) と長角亜目（糸角亜目 ：Nematocera)の二

つの亜目に分けられ，短角亜目にはハエやアブが属し，

長角亜目には力，ユスリカ，ブユなどが属している。こ

れらのなかには，モデル生物のキイロショウジョウバエ

(Drosophila melanogaster), 感染症を媒介する吸血性の

力やサシチョウバエ，ツェツェバエなどの衛生害虫，ミ

バエなどの農業害虫など，様々な分野で重要な種が含ま

れる。遺伝子組換え技術をはじめとした分子生物学的手

法は，主にキイロショウジョウバエで最初に確立され，

その技術をもとにして，その他の種ではそれぞれの種の

特性に合わせながら導入されている。ハエ目の昆虫にお

いて人工ヌクレアーゼを利用したゲノム編集技術は zinc

finger nuclease (ZFN)の利用によってキイロショウジョ

ウバエで最初に成功し，その後，力でも成功した (Reid

and O'Brochta 20 I 6)。近年， transcriptionactivator-like ef-

fector nuclease (TALEN), clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats (CRISPR) /CRISPR associated 

protein 9 (CRISPR/Cas9)の技術開発によってゲノム編

集が比較的容易になったことにより，力においては遺伝

子の機能解析だけでなく，害虫制御技術への応用が期待

されている。本稿では，筆者が研究に用いている「準モ
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2. キイロショウジョウバエにおけるゲノム編集

技術

キイロショウジョウバエは，ハエ目においてだけでな

く，昆虫で初めて人工ヌクレアーゼを利用したゲノム編

集に成功した種である。ZFNを利用した方法が 2002年

に初めて報告されたが，このときはまず ZFNの片側ず

つを発現する遺伝子を導入した遺伝子組換え個体をそれ

ぞれ作出し， 2系統を交配した後の世代で変異を導入す

る方法であった (Bibikovaet al. 2002)。その後， TALEN

とCRISPR/Cas9の技術が開発されると，キイロショウ

ジョウバエでもそれらの技術に移行し，特に技術の利便

性から CRISPR/Cas9が主流になっている。TALENによ

る変異導入の方法では nボNAを初期胚にインジェクショ

ンする方法で行われている。 CRISPR/Cas9の場合には，

Cas9のmRNAとsingle-guideRNA (sgRNA) を初期胚

にインジェクションする方法の他に，それらが発現する

プラスミドをインジェクションに用いることもある。ま

た， ZFNの場合と同様に， Cas9やsgRNAを導入した遺

伝子組換え系統を用いる実験も多数報告されている

(Reid and O'Brochta 2016)。遺伝子組換え系統を用いる

場合には，実験の簡便さから， nanos遺伝子や vasa遺伝

子などの生殖細胞で働くプロモーターで Cas9が発現す

る系統の初期胚に， sgRNA発現プラスミドをインジェ

クションする方法がよく行われている（図 1)(Xu et al. 

2015)。また，Cas9発現系統と sgRNA発現系統を交配し，

その後の世代 (F2)において変異を誘導する方法も可

能である (Kondoand Ueda 2013)。キイロショウジョウ
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図1. カおよびキイロショウジョウバエにおける主なゲノム編集個体作出方法の概略図
カでゲノム編集を行う場合には，通常，ZFNはmRNA,TALENはmRNAまたはプラスミド， CRISPR/Cas9の場合には Cas9(mRNA 
またはタンパク質）と sgRNAを，初期胚ヘインジェクションする。インジェクションした個体を成虫まで飼育し， 交配・吸血（カ
は卵成熟のために吸血が必要）させたのち，産卵させて次世代で変異体をスクリーニングする。今のところ発現プラスミドを使
用した場合力では成功例は少ない。TALEN(Transgene)はSmidleret al. (2013)で報告された方法で， TALENを発現する遺伝
子組換え系統を用いた。キイロショウジョウバエの図は CRISPR/Cas9でよく利用される方法を示した。生殖細胞で機能する
nanosなどのプロモーターでCas9が発現する系統から得られた初期胚に sgRNA発現プラスミドをインジェクションする方法が
よく利用される。それぞれの方法で，ノックインの場合はこれらに加えてドナーベクター用のプラスミドを一緒にインジェクショ
ンする。キイロショウジョウバエでは一本鎖DNAがドナーに利用されることもある。

バエは，モデル生物として，ゲノム編集技術を改良した

ツールの滴応が先行しており， DNA切断酵素活性のみ

を欠失させた Cas9(nuclease-dead Cas9; dCas9) を利用

した，特異性と効率の高いノックダウン法 (CRISPRin-

terference; CRISPRi) や転写活性化法 (CRISPRactiva-

tion; CRISPRa) が可能である (Ghoshet al. 2016; Lin et 

al. 2015)。体色に関わる遺伝子のように変異体の表現型

がマーカーになる遺伝子の sgRNAと目的の遺伝子の

sgRNAを共発現させることで，目的の遺伝子の変異体を

効率良くスクリーニングする実験系 (Co-CRISPR)もキ

イロショウジョウバエでは有効なことが報告されている

(Kane et al. 2017)。また，バイナリ発現系 (GAL4/UAS)

などの技術との融合による発現調節も可能である (Xue

et al. 2014)。今後他の昆虫では，これらの情報を利用

しつつ，材料に合わせて技術を導入していくことが予想

される。キイロショウジョウバエにおけるゲノム編集技

術の詳細については以下に挙げる総説を参照されたい

(Bassett and Liu 2014; Huang et al. 2016; Reid and O'Brochta 

2016; Taning et al. 2017; Xu et al. 2015)。

3. 力におけるゲノム編集技術

力はマラリアやデング熱をはじめとし，黄熱，日本朕

炎，ウエストナイル熱チクングニア熱ジカ熱フィ

ラリア症などの様々な感染症の媒介者（ベクター）とし

て世界中で脅威となっている衛生害虫であり，以前より

研究材料とされてきた。日本においても， 2014年の東

京におけるデング熱の流行から，力ヘの関しが高まって

いる。これまで，力における遺伝子組換え技術を含めた

分子生物学的手法は，ハマダラカ属 (Anopheles) とヤブ

カ属 (Aedes)で特に研究が進んでいる。ハマダラカ属

は世界三大感染症の一つであるマラリアのベクターとし

て研究されている。一方，ヤブカ属は主にデング熱やジ

力熱のベクターとして研究されている。

力における遺伝子操作は，主に力と病原体間の相互作

用の解析や，吸血行動におけるヒトや動物に対する宿主

認識機構の解析などのベクターバイオロジー研究に用い

られるのに加えて，新しいベクターコントロール対策へ

の応用面でも期待されている。以前は，力においては任

意の遺伝子を標的としたノックアウト・ノックインは困

難であったが，ゲノム編集技術の開発によって可能に

なった。力におけるゲノム編集は， 2013年に最初にネッ

タイシマカ (Aedesaegypti) において ZFNで成功した

(DeGennaro et al. 2013)。ネッタイシマカでは，その後す

ぐに TALEN, CRISPRJCas9による方法に移行している

(Aryan et al. 2013; Basu et al. 2015; Dong et al. 2015; Kistler 

et al. 2015)。一方，ハマダラカでもゲノム編集はガンビ
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アハマダラカ (Anophelesgambiae)でTALENを用いて

最初に成功し (Smidleret al. 2013), その後， CRISPR/

Cas9を利用してガンビアハマダラカとステフェンスハマ

ダラカ (Anophelesstephensi)で成功している (Galiziet 

al. 2016; Gantz et al. 2015; Hammond et al. 2016)。また，イ

エカ属のネッタイイエカ (Culex quinquef asciaius)におい

ても TALENおよびCRISPR/Cas9によるゲノム編集の成

功例が報告されている (Itokawaet al. 2016)。

カで報告されているゲノム編集の結果を表に示した

（表 1)。一般的に，力におけるゲノム編集のほとんどは

初期胚へのインジェクションにより行われている（図 1)。

ZFNによる方法では， ZFNのmRNAのインジェクショ

ンによる成功例が報告されている (Reidand O'Brochta 

2016)。TALENではmRNAに加えて， TALENをコード

するプラスミドをインジェクションした場合でも成功し

た報告がある。 CRISPR/Cas9では Cas9のmRNAやタン

パク質と sgRNAを混合し，インジェクションしている。

特に Cas9タンパク質を使用する場合，市販の物を利用

した場合に成功率が高かったという報告がある (Kistler

et al. 2015)。一方，ネッタイシマカでは Cas9をコード

する発現プラスミドを使用した場合は成功していない

(Dong et al. 2015; Kistler et al. 2015)。sgRNAの導入につ

いては，キイロショウジョウバエでは RNAポリメラー

ゼIII依存型 U6プロモーター (U6プロモーター）で

sgRNAが発現するプラスミドをインジェクションに用

いることが一般的であるが (Kondoand Ueda 2013), カ

では invitroで転写した sgRNAを利用することが多い。

ネッタイシマカにおいて，ネッタイシマカ由来の U6プ

ロモーター，あるいはキイロショウジョウバエ由来の

U6プロモーターで sgRNAが発現するプラスミドを使用

した場合ではゲノム編集には成功していない (Donget 

al. 2015)。ネッタイイエカにおいて，キイロショウジョ

ウバエ由来の U6プロモーターで sgRNAが発現するプ

ラスミドをインジェクションに利用した実験でも成功し

ていない (Itokawaet al. 2016)。現在のところ， invivo 

でsgRNAの発現を誘導しゲノム編集に成功したことが

報告されているのは，ハマダラカにおいてその種由来の

U6プロモーターを利用した場合のみである (Galiziet al. 

2016; Gantz et al. 2015; Hammond et al. 2016)。また，ハマ

ダラカでは，キイロショウジョウバエと同様に， TALEN

の片側ずつを生殖細胞で個別に発現する遺伝子組換え系

統をそれぞれ作出し，二つの系統を交配して得られた個

体の次世代 (F2)で変異を誘導した例が報告されてい

る (Smidleret al. 2013)。他の昆虫種と同様に，非相同

末端結合 (non-homologousend joining; NHEJ)によるノッ

クアウトの効率は高<. トランスポゾンによる遺伝子導

入の効率と比べて高い場合もある (Gregoryet al. 2016; 

Reid and O'Brochta 2016)。また，インジェクションした

個体 (G。世代）での体細胞モザイクにおける表現型解

析が可能な場合があることも他の昆虫種と同様である

(Aryan et al. 2014)。一方，相同性組換え修復 (homology-

directed repair; HDR)によるノックインの効率は低く，

通常は 1%に満たないことが報告されている (Reidand 

O'Brochta 2016)。カイコではノックイン効率の高い技術

として preciseintegration into target chromosome (PITCh) 

法が開発されているが (Nakadeet al. 2014), 今後は力に

おいても PITCh法のようなノックイン効率を向上させる

技術の開発が期待される。

4. ベクター制御に向けた力の遺伝子解析

カでのゲノム編集は，技術開発のためにマーカーにな

るような眼の色素関連の遺伝子などで試されたあとは，

主として病原体との相互作用（感染機構または防御機

構），吸血行動，さらにば性決定などに関連する遺伝子

の解析に利用されている。まず，ネッタイシマカでは嗅

覚受容体と複合体を形成する受容体遺伝子 (olfactoryre-

ceptor co-receptor: orco)のノックアウト解析を行い，ノッ

クアウト個体での忌避剤のDEETに対する反応の低下

が見られた (DeGennaroet al. 2013)。宿主探索に重要な

CO2感知に関与する味覚受容体 (gustatoryreceptors)の

遺伝子 (Gr3)のノックアウト個体およびノックイン個

体では宿主探索行動への異常が出た例が報告されている

(McMeniman et al. 2014)。このような研究は新たな忌避

剤の開発などにつながる。その他に，吸血後における宿

主探索行動の抑制に関与するとされるペプチド神経伝達

物質の遺伝子 (neuropeptideY-like receptor)を解析した

例がある (Lieschet al. 2013)。また，性決定遺伝子や生

殖に関連する遺伝子の解析にも利用されている。これら

は，変異を導入すると致死や不妊の表現型が出て系統の

樹立が困難であるが， G。世代の個体での体細胞モザイク

における表現型解析が可能である。ネッタイシマカの雄

性決定遺伝子 (Nix)をCRISPR/Cas9を利用してノック

アウトした解析では， G。個体成虫で体の一部が雌化し

た表現型が見られている (Hallet al. 2015)。ネッタイシ

マカのマイクロ RNAの一つである miR-309のCRISPR/

Cas9によるノックアウト解析では， G。個体成虫で卵巣

の発育不良が起こり， miR-309が卵巣の発生制御に関与

することが示唆された (Zhanget al. 2016)。

ハマダラカでは，マラリア原虫感染に関与する遺伝子

を解析することでマラリアを媒介できない系統（詳細は
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種名

ネッタイシマカ
(Aedes aegypti) 
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表1.ショウジョウバエ以外のハエ目の毘虫におけるゲノム編集1)

ゲノム編集のツール導入のタイプ2) 遺伝子 変異のタイプ
タイプ

ZFN 

ZFN 

mRNA 

mRNA 

ZFN mRNA 

TALEN Plasmid 

TALEN, mRNA, 
CRISPR/Cas9 Protein (市販）

sgRNA 

CRISPR/Cas9 mRNA, 
Plasmid, 
sgRNA, 
sgRNA (Plasmid) 

CRISPR/Cas9 mRNA, 

CRISPR/Cas9 

Protein (市販），
Plasmid, 
sgRNA 

Protein, 
sgRNA 

orco, EGFP 

npylr-1 

Gr3 

kmo 

kmo, lig4, 
ku70, 
r2d2, loqs 

ECFP 

wtrw 
AAELOJ0779 
AAEL004091 
AAEL000926 
AAEL014228 
AAEL002575 
AAEL013647 
AAEL000582 

Nix 

ノックアウト

ノックアウト
ノックイン

ノックアウト
ノックイン

ノックアウト

ノックアウト

ノックアウト

ノックアウト
ノックイン

ノックアウト
（ G。somaticcells) 3) 

文献・備考

DeGennaro et al. 2013 

Liesch et al. 2013 

McMeniman et al. 2014 

Aryan et al. 2013 

Basu et al. 2015 

Dong et al. 2015 

Kistler et al. 2015 

Hall et al. 2015 

CRISPR/Cas9 Protein (市販）， miR-309 ノックアウト Zhang et al. 2016 
(G。somaticcells) 3l sgRNA 

ガンビアハマダラカ TALEN Transgene 
(Anopheles gambiae) 

TALEN Plasmid, 
CRISPR/Cas9 sgRNA (Plasmid) 

CRISPR/Cas9 Transgene 

ステフェンスハマダラカ CRlSPR/Cas9 Plasmid, 
(Anopheles stephensi) Protein, 

sgRNA (Plasmid) 

TALEN mRNA 

ネッタイイエカ TALEN mRNA, 
(Cu lex quinquefasciatus) CRISPR/Cas9 sgRNA, 

sgRNA (Plasmid) 

krno 

TEPI 

AGAP005958 
AGAPOll377 
AGAP007280 

rDNA 

kmo 

krno 

CYP9MJO 

ノックアウト

ノックイン

ノックアウト

ノックイン

ノックアウト

ノックアウト

Smidler et al. 2013 

Hammond et al. 2016 
（遺伝子ドライブ）

Galizi et al. 2016 
(SRD) 

Gantz et al. 2015 
（遺伝子ドライブ）

Yamamoto et al. unpub-
lished 

Itokawa et al. 2016 

イエバエ CRISPR/Cas9 Protein, yellow ノックアウト Heinze et al. 2017 
(Musca domestica) sgRNA 

チチュウカイミバエ CRISPR/Cas9 Protein, white ノックアウト Meccariello et al. 2017 
(Ceratitis capitata) sgRNA paired 

iJ Reid and O'Brochta 2016, Taning et al. 2017を参照しつつ，最近の情報を追加して作成した。
2) 
mRNA, Protein, Plasmid ; それぞれ初期胚にインジェクションしたZFN,TALEN, Cas9のタイプを示す。 Transgene; TALEN 
あるいは CRISPR/Cas9のコンストラクトをゲノムに挿入した系統の次世代でゲノム編集が行われている。 sgRNA; in vitroで転写
して作製した sgRNAを使用している。 sgRNA(Plasmid) ; sgRNA発現プラスミドがインジェクションに使用されている。 Cas9
に関して市販のものを使用したことを論文中に明記してある場合には，そのことを書き添えた。
3)0。somaticcells ; 系統の樹立は行わず， G。個体において表現型解析が行われている。

後述）の作製や，新たなマラリア伝播阻止薬の開発が

期待できる。ハマダラカの抗マラリア原虫因子の一つ

として知られる thioestercontaining protein 1 (TEP I)を，

TALENを利用してノックアウトすると，マラリア感受

108 

性が上がる（抵抗性が下がる）ことが報告されている

(Smidler et al. 2013)。また，ハマダラカにおけるマラリ

ア原虫の感染に重要な体内因子としてキサンツレン酸が

報告されているが (Billkeret al. 1998), 筆者らのグルー
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図2.Mutagenic chain reaction (MCR)法
(A)ゲノム上の標的部位をCas9と標的部位に対する sgRNAで切断する。(B)Cas9, 標的部位に対する sgRNA, エフェクター
がそれぞれ発現するコンス トラクトを繋げたカセッ トを，標的部位の両側の相同部位(homologyarm; HA)で挟んだドナーベクター
プラスミドから相剛生組換え修復 (homologydirected repair; HDR)を介して標的部位に挿入（ノックイン）する。(C)挿入した
カセッ トから Cas9とsgRNAが発現する。(D)もう一方の染色体上にある対立遺伝子が Cas9とsgRNAによ り切断され，再び
HORによりカセットが挿入される。(E)その結果， Cas9,sgRNA, エフェクターをホモ接合にもつようになる。

プの解析において，キサンツレン酸の合成経路の kyn-

urenme 3-monooxygenase (kmo)遺伝子を TALENを利用

してノックアウ トし，キサンツレン酸合成を抑制するこ

とでマラリア原虫感染に対する感受性が下がることが確

認されている（山本ら，未発表）。その他に，ネッタイ

イエカでは殺虫剤抵抗性に関与するシ トクロム P450酸

化酵素について， TALENとCR1SPR/Cas9によるノック

アウ ト解析が報告されている (Itokawaet al. 2016)。

5. ベクター制御技術開発におけるゲノム編集

マラリアやデング熱などの対策には，ベクターである

カのコン トロールは有効である。しかし，従来の殺虫剤

および殺虫剤を練り込んだ蚊帳の使用による方法は抵抗

性個体の増加により効果が減ってきている (Churcheret 

al. 2016; Gatton et al. 2013; Hemingway et al. 2016)。そこ

で，力が媒介する感染症のコントロールに向けた新しい

対策として，遺伝子操作による力のコントロール技術の

開発が行われている。その一つに，遺伝子操作によりマ

ラリア原虫やデングウイルスなどの病原体への抵抗性を

力に付与し，野外の集団と置換する方法が考えられてい

る。ハマダラカではこれまで，従来の遺伝子組換えによ

る方法で多数のマラリア原虫の感染に抵抗性を持たせた

系統が作出されている (Adelmanet al. 2016)。マラリア

の媒介阻止率も向上しており (Isaacset al. 2012; Sumi tam 

et al. 2013; Yamamoto et al. 2016; Yoshida et al. 2007), マ

ラリアを媒介できないハマダラカ系統（マラリア非媒介

蚊）の作出も現実的なものとなっている。しかし，マラ

リア非媒介蚊が作出できた場合でも野外に放出して野生

集団と置き換えるには，これらの力に生涯を通じて高い

競争力を持たせて，さらにマラリア抵抗性の形質（配偶

子）をより多くの子孫に伝える技術が必要になる。この

ことがボ トルネックとなって，マラ リア非媒介蚊のベク

ターコン トロール技術への応用はまだ固難とされてい

た。ゲノム編集技術はこの問題の解決策を生み出せるも

のとして期待されている。

近年，マラリア非媒介蚊などの有用形質を持たせた変

異個体を野生集団内に効率よく広める方法として，遺伝

子ドライブ (genedrive) と呼ばれる手法が注目を集め

ている。遺伝子ドライブは，特定の遺伝因子を親から子

へ伝える際に，メンデルの追伝の法則を超えた比率で伝

える技術で，これにより特定の遺伝形質を生物集団内に

優先的に拡散させることができる (Champeret al. 2016; 

Esvelt et al. 2014)。遺伝子ドライブ技術の研究は，以前

より Medeaのような利己的遺伝因子やホーミングエン

ドヌクレアーゼを利用した実験が行われていたが，効果

が限定的で実用化には困難とされていた。しかし，近

年，Gantzらにより，キイロショウジョウバエにおいて

CRlSPR/Cas9を利用した mutagenicchain reaction (MCR) 

と呼ばれる方法で遺伝子ドライブを効率良く行えること

が報告された(Gantzand Bier 2015)。Gantzらの方法では，

Cas9遺伝子と sgRNAが発現するコンス トラク トをカ

セットにして標的配列にノックインする。一度，片方の

染色体にノックインされると，挿入されたカセットから

発現した Cas9とsgRNAがもう一方の染色体の対立遺伝

子を切断し，自身のカセットをノックインし続けるよう

になる（図 2)。
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一 野生型の染色体

図3. MCR法を利用した遺伝子ドライブ法の模式図
(A)通常の遺伝子組換え個体の場合，導入遺伝子による特定の形質はメンデルの遺伝の法則に従って50%の子孫にしか受け継
がれない。その結果，その形質は集団内で優先的に拡散しづらい。(B)遺伝子ドライブ個体の場合，体細胞で導入遺伝子をヘテ
ロ接合にもつ個体においても， 生殖細胞では MCRにより甜入遺伝子がホモ接合になる。その結果，理論的には導入した形質が
集団内で優先的に拡散し，数世代で野生型の形質と置き換わる。

Gantsらはこの MCRを利用した方法がステフェンスハ

マダラカでも可能なことを報告した (Gantzet al. 2015)。

Gantsらは，生殖細胞特異的に働くステフェンスハマダ

ラカ由来の vasa遺伝子のプロモーターをつなげた Cas9

遺伝子と，ステフェンスハマダラカ由来の U6プロモー

ターをつなげた sgRNA発現コンストラクトに加えて，

ハマダラカ体内でマラリア原虫の成長を阻害するエフェ

クター分子（マラリア原虫の抗原に対する 2種類の一本

鎖抗体遺伝子）をカセッ トにしてゲノム上の sgRNAの

標的部位にノックインした。これにより，マラリアに抵

抗性のある遺伝子をもつ個体が集団内で優先的に増える

ことが出来る。実験室内集団においてこの系統と野生型

を交配すると，通常は 50%の配偶子に挿入した遺伝子

が伝搬されるところが， 98%以上になることが示され

ている (Gantzet al. 2015)。このことから，理論的には

マラ リア非媒介個体を野外集団内で急速に拡散させて，

数世代で野外個体と置換出来ると考えられる（図 3)。

昆虫では，ゲノム編集技術を利用した遺伝子ドライブ技

術は，キイロショウジョウバエとハマダラカで成功して

いるが，今後はデング熱やジカ熱などのベクターである

ネッタイシマカでの開発も期待されている。他にもフィ

ラリア症を媒介する種（ヤブカ，ハマダラカ， イエカな

ど複数の属に見られる）にフィラリア抵抗性のエフェク

ターを挿入して野生個体と置換することへの利用も期待

できる (Zamanianand Andersen 2016)。このような病気

を媒介しない形質を拡散する技術開発への利用とは別

に，遺伝子 ドライブは一方の性特異的に不妊化を誘導す

る系統による集団個体数を減少させる技術にも利用でき

る (Ha1runondet al. 2016)。また，既存の殺虫剤に対す

る抵抗性が問題になっているような種では，遺伝子ドラ

イブ技術によって感受性を高めた個体に置き換えること

で防除を容易にするという利用法も考えられる (Reid

and O'Brochta 2016)。これは病気媒介性の昆虫以外にも

応用できることから，遺伝子ドライブ技術は様々な害虫

の新しい防除法の開発につながるものとして期待され

る。しかし， MCR法を用いた遺伝子ドライブには弱点

もあり，標的配列において集団内で変異を持つ個体がい

ると，その個体の子孫には挿入が起こらず，効率の低下

や効果が制限されることが予想される (Callaway2017; 

Miles et al. 2016)。したがって，標的配列にはその種で

変異の少ないゲノム領域を選択することはもちろん，標

的配列について集団内での遺伝的多様性を調査しておく

JJO 
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図4.ゲノム編集技術を利用した sex-ratiodistortion system 
最初に， piggyBacベクターで Cas9とハマダラカ X染色体上
のリボソーム DNA遺伝子（複数コピー遺伝子）に対する
sgRNAを発現するカセットをゲノムに導入する。Cas9を雄
の生殖細胞特異的プロモーターで誘導し，ゲノム編集を行う
ことで，減数分裂中に X染色体の断片化が起こる。その結果，
Y染色体を受け継いだ精子の比率が増大し，この個体の子孫
は雄に偏る。Galiziet al. (2016)では，カセットが常染色体
に導入されたため，子孫の50%が導入遺伝子を受け継いだが，
今後， Y染色体にノックインできれば，理論上，子孫の
100%が導入遺伝子を受け継ぐことになり，確実な効果が期
待できるようになると考えられる。

ダ

ことが重要になる。

遺伝子ドライブ以外にもゲノム編集技術を利用した害

虫制御の方法としては，性染色体をゲノム編集の標的と

することによる性比異常を誘導する方法 (sex-ratiodis-

tortion system: SRD system)が考えられている（図4)。

SRD systemもゲノム編集技術が取り入れられる以前か

ら試されていた方法である。ハマダラカの X染色体上

に存在するリボソームDNA遺伝子配列を選択的に切断

するエンドヌクレアーゼ (I-PpoI)をゲノムに組み込み，

これを精巣で発現させることで精子形成中のX染色体

を断片化し， X染色体を持つ精子を選択的に破壊するこ

とが出来る。この系統の雄と交配した雌から得られる次

世代個体は 95%以上が雄になり，継代飼育の結果，集

団内の個体数が減った例が報告されている (Galiziet al. 

2014)。この技術を CRISPR/Cas9と融合させた方法では，

ハマダラカ X染色体上のリボソームDNA遺伝子を標的

とする sgRNAとCas9遺伝子の発現コンストラク トをカ

セットにして導入した遺伝子組換え系統を作製する。

Cas9を雄の精巣特異的プロモーターで発現させること

で，精巣特異的に X染色体の rDNAの切断を行った（図

4)。この方法では 1-Ppolを導入した遺伝子組換え系統

と同等の性比異常を誘導でき，さらに， I-PpoIを導入し

た場合よりも妊性（孵化率）への影響が少ないことが示

された (Galiziet al. 2016)。CRISPR/Cas9によって，よ

り妊性や競争力に影響の少ない X染色体上の領域を標

的にする，さらには Cas9とsgRNAの発現カセットを Y

染色体にノックインすることが出来れば，より確実な効

果が期待できる。このように，ベクターコントロール研

究において，ゲノム編集技術は，既存の技術の問題点を

打破し，より効率の良い技術の開発を可能にする能力を

秘めている。

6. その他のハエ目の毘虫におけるゲノム編集技術

ショウジョウバエと力以外の種に目を向けると，最近，

イエバエ (Muscadomestica)において Cas9タンパク質

とsgRNAを複合体にした後に初期胚にインジェクション

する方法で，体色が黄色になる変異体の原因遺伝子であ

るyellowをノックアウト出来たことが報告された(Heinze

et al. 2017)。また，チチュウカイミバエ (Ceratitiscapita-

ta)においても同様の方法で， CRISPR/Cas9により，白

眼の変異体の原因遺伝子の一つである whiteおよび胚発

生初期に働くペアルール遺伝子の一つである pairedの

ノックアウトが報告された (Meccarielloet al. 2017)。昆

虫でのゲノム編集は，既存の遺伝子組換え技術と同じく，

初期胚へのインジェクションによる方法が適応できるた

め，遺伝子組換え技術が確立されている種では (Gregory

et al. 2016), 近い将来，ゲノム編集技術の確立も可能に

なることが予想される。その際には，生物種に応じて，

初期胚にインジェクションする TALENやCas9/sgRNA

のタイプについて， mRNA, タンパク質，発現プラスミ

ドなどから適したものを選抜していく必要があると考え

られる(Reidand O'Brochta 2016; Taning et al. 2017)。また，

CRISPR/Cas9の場合には，キイロショウジョウバエのよ

うに， Cas9やsgRNAを発現する遺伝子組換え系統を利

用した方法も候補になりうる。

ユスリカの 1種であるネムリュスリカ (Polypedilum

vanderplanki)は，幼虫期に非常に強い乾燥耐性能力を持

つことから (Cornetteand Kikawada 2011), 耐性機構の解

析や乾燥保存技術開発の研究が行われている種として知

られ，CRISPR/Cas9によるゲノム編集が試みられている。

ネムリュスリカでは乾燥耐性能力を保持した培養細胞株

が存在し，この細胞において遺伝子導入が可能なことが

報告されており，培養細胞でのゲノム編集による遺伝子

機能解析が期待できるようになっている (Sogameet al. 

2017)。
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ハエ目には力以外にも吸血性を示し，感染症のベク

ターである種が複数存在している。その中にはリーシュ

マニア症（病原体はリーシュマニア原虫）のベクターで

あるサシチョウバエ (Phlebotomus属 Lutzomyia属）や

アフリカ睡眠病（病原体はアフリカトリパノソーマ原虫）

のベクターであるツェツェバエ (Glossina属）が含まれ

る。リーシュマニア症やアフリカ睡眠病は「顧みられな

い熱帯病 (neglectedtropical diseases: NTDs)」として近

年重要視されており，その対策としてベクターの基礎研

究やその制御も重要である (Hotezet al. 2016)。しかし，

これらの種ではまだゲノム編集に重要な初期胚へのイン

ジェクションの方法が確立されていない。今後これらの

種でもゲノム編集技術の確立が望まれる。特にツェツェ

バエは，卵胎生の生殖様式を行う（胚ではなく蛹化直

前の 3齢幼虫を産下する）ため，初期胚へのインジェク

ションが出来ない。したがって，インジェクションに代

わる CRISPR/Cas9などの導入方法を検討し (Taninget 

al. 2017), 確立する必要があると考えられる。

7. おわりに

人工ヌクレアーゼによるゲノム編集技術はノックアウ

トとノックインの技術を広い種で可能にした。特にハエ

目においては，基礎研究のツールとしてだけではなく，

個体数の制御や生体への病原体の感染抑制など，様々な

害虫の新しいコントロール技術開発の強力なツールに

なっていくと考えられる。一方，これらの技術のリスク

を認識し，管理する体制の必要性が生じている。特に，

遺伝子ドライブ技術は 1匹の個体からでも野生集団全体，

さらには生態系をも変えてしまう潜在的能力がある。し

たがって，遺伝子ドライブ生物の取り扱いには従来の遺

伝子組換え個体以上に注意を払い，野外放飼などの実用

化には社会の理解や許容を含め，より慎重な議論が必要

となる (Akbariet al. 2015; 河本 2017)。しかし，マラリ

アやデング熱のような，世界中で多くの犠牲を出し，実

用化ワクチンもない感染症への対策として，このような

技術開発の研究を進める価値は十分にあると考えられ

る。また，これら技術の開発のためにもそれぞれの種に

おけるノックインの高効率化や，より詳細なゲノム情報

の蓄槙が求められている。
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