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1. はじめに

ハチ目とコウチュウ目は，完全変態昆虫のなかで系統

学的に祖先的なグループに位置し (Misofetal., 2014), 

不完全変態から完全変態への進化を考察するうえで重要

な毘虫目として認識されている。加えて，いずれの目に

も農業に深く関わる多くの種が含まれる。ハチ目にはハ

ナバチ類に代表される受粉媒介昆虫や天敵寄生蜂などの

有用種や，栽培 ・園芸作物や森林の害虫であるハバチ類

が属している。また，コウチュウ目には捕食性天敵のテ

ントウムシ類などの有用種や，作物や貯蔵穀物を食害す

る害虫が属している。これらのなかには実験昆虫として

開発され， RNA干渉 (RNAinterference: RNAi)や遺伝

子組換えなどの遺伝子操作技術を利用して，遺伝子機能

の解析が進められているものも多い。さらに，次世代シー

クエンサーの登場は，実験毘虫だけでなく，一般（普通）

の昆虫でもゲノム情報やトランスクリプトーム情報の取

得を容易にし，遺伝子機能の解析に大きく貢献している。

しかし，これまで昆虫に活用されてきた RNAiや遺伝

子組換えは，非常に強力な遺伝子操作技術ではあるが，
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同時にいくつかの制約もあった。たとえば， RNAiによ

る遺伝子機能阻害（ノックダウン）は，その効果が一過

的だったり不完全だったり，あるいは，種によってはそ

もそも効果がみられない場合もある。また，トランスポ

ゾンベクターを利用した遺伝子組換えでは，ゲノム内の

狙ったところに目的遺伝子を導入できるわけではない。

このような背景から，特集の冒頭記事にもあるように，

近年急速な進展を見せている， ZFN(zinc finger nucle-

ase), TALEN (transcription activator-like effector nucle-

ase), CR1SPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/CRISPR associated protein 9) といった

部位特異的ヌクレアーゼを利用したゲノム編集技術が注

目されている (Chenet al., 2014; Boettcher and McManus, 

2015; Yamamoto, 2015)。なかでも，CR1SPR/Cas9システ

ムは，精度，簡易性，汎用性，応用の拡張性，さらに経

済性に優れ，さまざまな生物種でのさらなる技術開発と

知見の蓄積が見込まれることから，昆虫への利用が拡大

することは間違いない (Doench,2016; Taning et al., 2017)。

ゲノム編集の効果，すなわち DNAの切断と修復は細胞

核内で起きるイベントなので，初期胚発生の様式が表割

とよばれる細胞分裂を伴わない核分裂のみである昆虫で

は，卵細胞あるいは核分裂期の初期胚（多核性胞胚）に

核酸やタンパク質を注入さえできれば，理論的にはどん

な種でもゲノム編集は可能だと思われる。また，昆虫で

のゲノム編集には，ノックアウトやノックインなどを利

用した変異誘導による遺伝子の機能解析だけでなく ，遺

伝子機能の改変による害虫の防除や有用昆虫の機能強化

などについての応用も期待されている。

ここでは，多くの農業関連昆虫が属するハチ目とコウ

チュウ目で進められているゲノム編集について解説する。
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表1.ハチ目およびコウチュウ目の「準モテル昆虫」におけるゲノム情報と遺伝子操作技術

全ゲノム情報 RNAi 遺伝子組換え ゲノム編集

ハチ目

カブラハバチ
(Athalia rosae) 

解読• 公開
NCBI BioProjects: 

効果的 piggyBac: TALENs: 
Sumitani et al. (2005); Sumitani et al. (2003) Hatakeyama et al. (2016) 

CRISPR/Cas9: PR応 A282653,
PRJNA167403 

Yoshiyama et al. (2013) 

セイヨウミツバチ
(Apis mellifera) 

解読• 公開
NCBI BioProjects: 
PRJNA10625 
The Honeybee Genome 
Sequencing Consortium 
(2006) 

限定的
Beye et al. (2002); 
Amdam et al. (2003); 
Jarosch & Moritz 
(2011) 

キョウソヤドリコバチ解読• 公開 効果的

piggyBac: 
Schulte et al. (2014) 

Hatakeyama & Sumitani 
(2016) 

CRISPR/Cas9: 
Kohno et al. (2016) 

CRISPR/Cas9: 
(Nasonia vitripennis) NCBI BioProjects: Lynch & Desplan 

PRJNA20073, PRJNA13660 (2006); Werren et al. 
Li et al. (2017) 

Werren et al. (2010) (2009) 

コウチュウ目

ナミテントウ ほぼ解読• 未公開 効果的 piggy Bae: TALENs: 
(Harmonia axyridis) Niimi et al. (2005); Kuwayama et al. (2006, Hatakeyama et al. (2016) 

Kuwayama et al. (2006) 2014) 

コクヌストモドキ 解読• 公開 効果的 piggyBac, mariner, Minos, CRISPR/Cas9: 
(Tribolium castaneum) NCBI BioProjects: Bucher et al. (2002); Hermes: Gilles et al. (2015) 

PRJNA15718, PRJNA12540 Tomoyasu & Denell Berghammer et al. (1999); 
Tribolium Genome Sequenc- (2004) Lorenzen et al. (2003); 
ing Consortium (2008) Pavlopoulos et al. (2004) 

2. ハチ目のゲノム編集研究の現状

ハチ目は，ハバチ類が属する祖先的な広腰亜目

(Symphyta), すなわち完全変態昆虫でもっとも祖先的

なグループと，寄生性や社会性を有するものを含む派生

的な細腰亜目 (Apocrita)のふたつの亜目で構成される。

これらのグループを代表する実験昆虫のうち，広腰亜目

のカブラハバチ (Athaliarosae, ハバチ上科ハバチ科），

細腰亜目に属する寄生蜂のキョウソヤドリコバチ(Naso-

nia vitripennis, コバチ上科コガネコバチ科），セイヨウ

ミツバチ (Apismellifera, ミツバチ上科ミツバチ科）は，

いずれも全ゲノム配列が解読• 公開され， RNAi法やト

ランスポゾンを利用した遺伝子組換え技術などの遺伝子

機能解析ツールの開発が進んでいる「準モデル昆虫」で

ある（畠山ら， 2006;Hatakeyama et al., 2009; Werren and 

Loehlin, 2009; Lynch, 2015; Evans et al., 2013) (表 1)。こ

れらの 3種では実験昆虫として確立されてきた背景を生

かし，ゲノム編集技術の開発も進んでいる。

カブラハバチでは，ハチ目昆虫ではじめて TALENを

利用した遺伝子ノックアウトに成功している(Hatakeyama

et al., 2016)。ハチ目昆虫の特徴は特有の生殖様式（半

数一倍数性）で，通常，受精卵からは二倍体の雌を，未

受精卵からは半数体の雄を生じる (Crozier,1977)。つま
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り，遺伝子に生じた変異が可視的に検出できる形質であ

れば，たとえそれが劣性形質であっても，半数体の雄に

は表現型として現れる。したがって，このような形質の

遺伝子を標的にすれば，注入当代 (GO)の半数体雄で，

遺伝子に変異（破壊）が生じた細胞がモザイク状に検出

されるため（体細胞モザイク），遺伝子ノックアウト効

果を容易に確認することができる。そこでカブラハバチ

ではゲノム編集効果の検証に，眼特異的に緑色蛍光タン

パク質 (EGFP)遺伝子を発現する遺伝子組換え系統を

利用した。 EGFPの発色団に相当する遺伝子配列を標的

に作製した TALENのmRNA(いずれも 500ng/μl)を未

受精卵に顕微注入すると（図 I),GO世代で体細胞モザ

イク個体が出現した（図 2A)。カブラハバチの卵は外見

上，前後と背腹を区別することができ，卵核は前部背側

に位饂し，細胞性胞胚期には胚後端に将来の生殖細胞と

なる極細胞が形成される (Nakaoet al., 2006)。生殖細胞

系列に変異を導入する場合には極細胞が形成される周

辺，つまりカブラハバチでは後端，に注入することが一

般的であるが，ここで標的にしたEGFP遺伝子は前端の

頭部に形成される眼で特異的に発現することから，前端

からの注入も行って結果を比較している。予想通り， GO

世代での体細胞モザイク個体出現率は，前端からの注入

の場合が約 63%で，後端注入（約 15%)より高い。これ
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図1.ハチ目昆虫のゲノム編集実験の概略図
カブラハバチではまず成虫雌から採取した未受精卵に顕微注入し，得られた GO(半数体）雄を野生型雌と交配して後代を得る。
ミツバチでは女王に産卵させた受精卵に顕微注入し，巣箱に戻して GO女王として生育させる。未交尾のGO女王に未受精卵を産
卵させ，ドローン (GI)として生育させる。Kohno et al. (20 I 6)ではこれ以後の世代は得られていないが， ドローンから採取し
た精子を用いて人工媒精を行えば，後代の女王を得ることが可能。キョウソヤ ドリコバチでは，宿主のニクバエから卵（初期胚）
を回収して顕微注入し，再び宿主に戻して生育させてGO雌雄個体を得る。これらをさまざまな組み合わせで交配して後代を得る。
矢尻はゲノム編集用のコンス トラク トを顕微注入する位置。実線で囲んだ個体はノックアウ トホモあるいはノックアウ トヘミ。
破線で囲んだ個体はノックアウ トヘテロ。

A
 

B
 

図2 カブラハバチとナミテントウの体細胞モザイク個体 (GO世代）の表現型
(A)カブラハバチの眼特異的に EGFP遺伝子を発現する遺伝子組換え系統（コントロール）では眼全体で EGFPが発色している
（左）。EGFP遺伝子を標的にした TALEN(中）あるいは CR1SPR/Cas9(右）による変異導入によって生じた GO体細胞モザイク
個体。黒く EGFPが検出できない部分（矢印）は EGFP遺伝子が破壊された細胞に由来する。(B)ナミテン トウの EGFP遺伝子
を発現する遺伝子組換え系統（コントロール）では中枢神経全体で EGFPが検出される（右上）。一方，TALENmRNAを顕微注
入した GO世代では中枢神経の一部で EGFPの発色が見られず（矢尻），体細胞モザイク個体となった（右下）。明視野像（左上下）。

晰
氷
•
罪
田
j
で
f
斗
7
'
-
·:
;:7 
V
o
l
.
8
6
 
N
o
.
2
 

117 



SANSHI-KONCHU BIOTEC Vol.86 No.2 

表2.ハチ目およびコウチュウ目の「準モデル昆虫」におけるゲノム編集効率と遺伝子組換
え効率の比較

ゲノム編集（ノックアウト）効率 遺伝子組換え効率

ハチ目

カブラハバチ
(Athalia rosae) 

セイヨウミツバチ
(Apis mellifera) 

TALENs: 17.9% 
CRISPR/Cas9 : 10.5% 

CRISPR/Cas9: 50%*1 

piggyBac : 5.3% 

piggyBac : 4~43% 

キョウソヤドリコバチ CRISPR/Cas9 : 約20%*2
(N . asonza vztrzpennzs) 

コウチュウH

ナミテントウ
(Harmonia axyridis) 

TALENs : 20.8% 

コクヌストモドキ
(Tribolium castaneum) 

CRISPR/Cas9 : 71~100% 

piggyBac : ~3.7% 

piggyBac : 22~56% 
mariner: 4% 

*'Kohno et al. (2016)より推定
*2Li et al. (2017)より推定

らの体細胞モザイク個体の生殖細胞にはEGFP遺伝子が

破壊された細胞も混じっており，その次世代 (GI)では

EGFP遺伝子は保持しているものの EGFPが検出されな

い，つまり EGFP遺伝子ノックアウト個体が得られた（図

I)。表現型で体細胞モザイクを確認できない GO個体も

全て含め，子孫を残せた GO個体の約 18%から EGFP遺

伝子がノックアウトされた個体が得られた（表2)。この

割合は， トランスポゾンを利用した遺伝子組換えの効率

（約 5%,Sumitani et al., 2003)よりも高い。 EGFP遺伝子

ノックアウト個体が保持している EGFP遺伝子の標的領

域には， DNA切断と修復の結果生じたさまざまな長さ

の塩基の欠失がみられ，転写産物からは発色団のアミノ

酸を欠いたタンパク質や，フレームシフトにより機能を

持たないタンパク質しか合成できない。また，これらの

塩基欠失パターンから，マイクロホモロジー依存型の非

相同性末端結合による修復が行われていることが示唆さ

れた（図 3)。

さらに，カブラハバチでは CRISPR/Cas9システムも有

効である (Hatakeyamaand Sumitani, 2016)。TALENの場

合と同様に， EGFPの発色団を標的にして，今度は sin-

gle-guide RNA (sgRNA)を作製し，RNA誘導型ヌクレアー

ゼCas9をコードする mRNA(いずれも Iμg/μI) ととも

にEGFP遺伝子組換え系統の未受精卵に顕微注入した

（図 I)。今のところ実験個体数は少ないものの， GO世代

の生存個体の約半数が体細胞モザイクとなり（図 2A),

GI世代にはEGFP遺伝子は保持しながら EGFPが検出

されない変異個体が出現した。標的にしたEGFP遺伝子

領域の配列を調べると， PAM(protospacer adjacent motif) 
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Minos : ~32.4% 
Hermes: 50% 

配列の上流 3~4 塩基目に切断が生じており，その後の

修復時に数塩基が挿入されたと考えられる。いずれの場

合も EGFP発色団をコードする配列付近に偶数塩基が挿

入されていることから，遺伝子産物はフレームシフトに

より機能を持たないタンパク質だと推測された（図3)。

すべての GO個体のおよそ l割から EGFP遺伝子がノッ

クアウトされた子孫が得られている（表2)。このように，

カブラハバチでは， TALENとCRISPR/Cas9のいずれも

遺伝子ノックアウトによる変異導入に有効であるが，現

時点では相同組換え型修復機構を利用した外来遺伝子の

挿入（遺伝子ノックイン）には至っていない。

セイヨウミツバチは，ポリネーターとして重要である

ことは言うまでもなく，社会性行動における神経制御や

分子機構を研究するためのモデル生物でもある (Kubo,

2012)。しかし，昆虫では最も簡便な遺伝子機能解析法

である RNAiによる遺伝子ノックダウンの効果が限定的

であることなどから (Jaroschand Moritz, 2011), 遺伝子

機能解析のツールが渇望されていた。このような背景か

ら，セイヨウミツバチでは CRISPR/Cas9システムを利

用し，主要ロイヤルゼリータンパク質 (majorroyal jelly 

protein 1: M即'I'I)遺伝子のノックアウトに成功してい

る (Kohnoet al., 2016)0 MRJP 1遺伝子は発現様式が明

らかで，発生や生育には必須ではないと推測されるので

(Drapeau et al., 2006; Kohno et al., 2016), 遺伝子ノックア

ウトの成否を調べるための標的候補遺伝子としては申し

分ない。 MRJPJ遺伝子は第2エクソンの 5'末端付近に

翻訳開始点があり，その近傍にある PAM配列を利用し

てsgRNAを作製し， Cas9mRNAとともに産下後3時間



A
 

TALEN-left TALEN-right 

CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTAE; 函tGTGCAGTGCTTCAGCCGC
sgRNA 

B
 

．．．．． ••••• 
CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACC---------TACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGC 

c
 

CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCC~ ミさGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGC
gtgcagtg 

CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTG~ ジ足:GGCGTGCAGTGCTTCAGCCGC
accc 

図3.カブラハバチおよびナミテントウのノックアウト個体に生じた標的配列の変異
(A)標的にしたEGFP遺伝子の配列。 TALENのmRNAに対応する配列をクランプ， CRISPR/Cas9システムのsgRNAに対応す
る配列を下線で示す。四角で囲んだ塩基がPAM配列。 (B)TALENを用いて得られたカブラハバチおよびナミテントウのEGFP
遺伝子ノックアウト個体に高頻度で生じた欠失。上点はマイクロホモロジー配列を示す。 (C)CRISPR/Cas9システムを用いて得
られた，カブラハバチのEGFP遺伝子ノックアウト個体の標的領域の挿入変異。

の（受精）卵の後端に注入した（図 1)。セイヨウミッ

バチでは巣箱外での人工飼養によって女王を得ることが

難しいため，孵化した幼虫は巣箱の王台に戻して働き蜂

に養育してもらわなければならない。また， MRJP1遺

伝子に生じた変異は体細胞モザイクとして検出できない

ので， GO女王には未受精卵を産ませて巣箱の中で養育

し，生育した Gl世代の半数体の雄（ドローン）の MRJP

l遺伝子領域の配列を確認する必要がある。子孫を残せ

た2個体の GO女王のうち 1個体から， MRJPJ遺伝子

がノックアウトされた複数の Glドローンが得られてい

る。 M即r'l遺伝子の標的配列には，塩基の欠失や修復

時に生じた数塩基の挿入が検出され，推測される遺伝子

産物はいずれも機能を持たないと考えられる。 Kohnoet 

al. (2016)は，得られた Glドローンのうち M幻r'1遺

伝子が破壊されていた個体の割合 (20/161,12.4%)を

遺伝子ノックアウトの効率としているが，この一連の実

験では数は少ないものの，半数の GO女王の生殖細胞系

列にノックアウト効果が生じていることから， CRISPR/

Cas9システムは効果的な変異導入法であるといえる。こ

のように，セイヨウミツバチでは CRISPR/Cas9を利用し

た遺伝子ノックアウトによる変異導入ができることがわ

かったが，残念ながらこの実験では，全ての Glドロー

ンが働き蜂によって巣箱から排除され，ノックアウト個

体の系統化や遺伝子機能解析はできていない。この点は

社会性昆虫における遺伝子操作個体の系統維持の難しい

ところである。しかし，養蜂では人工媒精法が確立され

ており，これらの遺伝子ノックアウトドローンの精子を

使って受精卵，すなわち女王や働き蜂を得ることが可能

なので，今後はノックアウト個体の系統化も期待される。

ごく最近になって，キョウソヤドリコバチでも CRISPR/

Cas9システムを導入し，変異を可視的に検出できる，

眼色の合成に必要なキヌレニン-3-モノオキシゲナーゼ

(k ynurenme-3-monooxygenase: kmo)をコートする cinna-

bar (en)遺伝子をノックアウトした例が報告された (Li

et al., 2017)。キョウソヤドリコバチはニクバエ (Sar-

cophaga bullata)などハエ目の幼虫を宿主とする寄生蜂

で，生物農薬としても利用される有用種である。 Liet 

al. (2017)はまず，その寄生性のためにこれまで制約が

あった，核酸やタンパク質の注入のための卵（初期胚）

の宿主からの取り出しと，注射後に再び宿主に戻して生

育させる方法を確立し，70%以上の生存率で卵（初期胚）

への顕微注入を可能にした。 sgRNA作製の標的配列と

して en遺伝子の第3エクソンの2カ所と第4エクソン

の1カ所を設定し， Cas9タンパク質とともに産下後45

分の卵（初期胚）の後端に注入して変異導入を誘発して

いる（図 1)。en遺伝子に変異が生じると，通常黒色の

眼色が赤褐色になるので， GO成虫の眼色の表現型で体

細胞モザイク個体を選抜することができる。まず，ひと

つのsgRNAを使って，さまざまな濃度のsgRNAとCas9

タンパク質の組み合わせ (20~320ng/μl)で注入した

ところ，その濃度依存的に GO成虫での体細胞モザイク

個体の出現率が上昇 Co~60%) する一方，生存率は低
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下 (70-20%)することから，生存率と体細胞モザイク

個体の出現率を考慮して注入条件を決定した（いずれも

160 ng/μl, 生存率：約40%,体細胞モザイク出現率：約

20%)。この条件で注入個体数を増やしたところ， GO成

虫の生存率はどの sgRNAを使っても 25%前後であるの

に対し，体細胞モザイク出現率は標的にした sgRNAの

位置によって異なる (10-36%)ことから，複数の標的

sgRNA配列を設計することが推奨されている。得られた

GO世代の体細胞モザイクの雌雄成虫は，いくつかの組

み合わせで交配して子孫を得ることにより， en遺伝子に

変異が導入された個体の系統化ができている。体細胞モ

ザイクの GO雌雄同士，体細胞モザイクの GO雄と野生

型雌体細胞モザイクの GO雌と野生型雄の交配に加え，

未交尾の体細胞モザイクの GO雌の単為発生卵から Gl

世代を産出し，その後さらに同胞交配（兄妹交配）や変

異個体同士の交配によって G3世代には変異体系統を確

立できる。 G2世代の変異個体の en遺伝子領域の塩基配

列を調べると， PAM配列の上流に 1-27塩基の欠失と，

ごくまれに修復時に生じたと考えられる数塩基の挿入が

検出され，これら全ての場合で遺伝子産物には機能がな

いと推測されている。キョウソヤドリコバチの場合は，

体細胞モザイクのGO雌から単為発生によって生じた Gl

半数体雄は，非常に高い確率で変異が導入されているこ

とから，体細胞モザイクの GO雌のいずれの相同染色体

にも変異が導入されていた可能性が高い。 Liet al. (2017) 

は全GO個体のうち en遺伝子がノックアウトされた子孫

を残せた個体の割合については言及していないが，ほぼ

全ての体細胞モザイク個体（全GO個体の約20%)から

en遺伝子ノックアウト個体が生じたと考えられ，その割

合は全GO個体のおよそ20%と推定される。キョウソヤ

ドリコバチにおいても， CRISPR/Cas9は効率的に遺伝子

ノックアウト変異を導入できるシステムであることがわ

かる。

このように，ハチ目昆虫の「準モデル種」では， TALEN

やCRISPR/Cas9のゲノム編集ツールにより効率的に遺

伝子ノックアウトによる変異を導入できることが明らか

になってきた。社会性や寄生性など特殊な生活環をもっ

ていても，卵（初期胚）の採取，顕微注入と注入後の飼

育ができれば，種を間わずゲノム編集の敷居は高くない

と思われる。いまのところ，カイコ，ハマダラカ，コク

ヌストモドキ，あるいはフタホシコオロギといった他の

昆虫目の準モデル種のように遺伝子ノックインによる変

異の導入はできていないが，近い将来，相同組換え型修

復機構を利用した任意の遺伝子の導入はできそうであ

る。また，ゲノム編集の成否を確認するために，まずは
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可視的に変異を検出できるマーカー遺伝子が標的に利用

されているが，本来標的とする遺伝子の変異が必ずしも

表現型で検出できるとは限らず，むしろ検出できない場

合の方が多いと思われる。標的とする遺伝子に応じて，

変異個体の選抜をより簡便にするような標的配列の検討

などが必要であろう。

3. コウチュウ目のゲノム編集の現状

コウチュウ目の形態的な特徴は，前翅が硬化した鞘翅

に変化していることであり，約38万種（全動物種の約

25%)が記載された種数にも多様性にも富む昆虫目であ

る (Bruscaet al., 2016)。コウチュウ目は始原亜目 (Arch-

ostemata), 食肉亜目 (Adephaga), 粘食亜目 (Myxophaga),

多食亜目 (Polyphaga)の4亜目から構成される。最大グ

ループである多食亜目には，コウチュウ目のモデル種で

あるコクヌストモドキ (Triboliumcastaneum, ゴミムシ

ダマシ上科ゴミムシダマシ科）やカブトムシ (Trypoxylus

dichotomus, コガネムシ上科コガネムシ科），ナミテン

トウ (Harmoniaaxyridis, ヒラタムシ上科テントウムシ

科）などが含まれる。コクヌストモドキでは全ゲノム配

列が解読されており (TriboliumGenome Sequencing Con-

sortium, 2008), カブトムシとナミテントウについてはゲ

ノム配列のほぼ全てが解読されている（新美ら，未発表）。

また，コクヌストモドキとナミテントウでは RNAiや遺

伝子組換えなどの遺伝子機能解析ツールの開発が進んで

いる（表 1)(Berghammer et al., 1999; Bucher et al., 2002; 

Lorenzen et al., 2003; Tomoyasu and Denell, 2004; Pavlopoulos 

et al., 2004; Niimi et al., 2005; 新美ら， 2006;Kuwayama et 

al., 2006, 2014; Trauner et al., 2009)。コウチュウ目では，

一般に，初期胚，幼虫，蛹，あるいは成虫への二本鎖

RNAの注射による RNAiが極めて有効であるが，遺伝

子機能の阻害(loss-of-function)による解析に限定される。

ここでは，さらに遺伝子解析ツールの開発が進められ，

ゲノム編集技術を利用した変異導入による遺伝子改変が

可能になったコクヌストモドキとナミテントウについて

解説する。

コクヌストモドキは世界的に分布する貯穀害虫で，一

世代が約40日と短く大量飼育が容易なため，キイロショ

ウジョウバエに次ぐモデル昆虫のひとつとして研究が進

んでいる。コクヌストモドキでは CRISPR/Cas9システム

を用いて，遺伝子組換え系統のEGFP遺伝子や内在性の

遺伝子を標的にしたノックアウトやノックイン，さらに，

標的ゲノム領域の広範囲にわたる欠失の誘発と外来遺伝

子の挿入に成功している (Gilleset al., 2015) (図4)。ま

ず， CRISPR/Cas9システムの有効性を検証するために，
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(A) in vitroで転写した sgRNAあるいは U6プロモーターにより発現制御した sgRNA(U6-sgRNAプラスミド）と， Cas9mRNA
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標的配列の修復の際に欠失や挿入が生じて遺伝子が破壊される（ノックアウ ト）。(B)U6-sgRNAプラスミド， hsp68-Cas9プラ
スミ ドおよび修復用の鋳型DNA(ドナーDNA)を同時に用いると．相同組換え型修復機構によりドナーDNAが挿入される（ノッ
クイン）。組換え遺伝子の両端にある逆位反復配列 (L-ITR,R-ITR)のニカ所を標的にした U6-sgRNAプラスミドと hsp68-Cas9
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に挿入され．結果として標的領域の遺伝子を置換することができる (D)。

筋肉で強力に EGFP遺伝子を発現する遺伝子組換え系統

(Lorenzen et al., 2003)を用いて， EGFP遺伝子の 5'末端

付近の配列を標的に sgRNAを設計し，Cas9mRNAとと

もに多核性胞胚に顕微注入した。 GO 個体の 70~80% は，

筋肉での EGFPが部分的に検出されない体細胞モザイク

個体で，これらの GO個体を交配して後代を得ると，子

孫を残せた個体の 71%から標的EGFP遺伝子配列に欠

失をもつノックアウ トGl世代が得られている（表 2)。

つぎに， sgRNAやCas9の発現を制御できるコンス トラ

クトをいくつか作製し，その組み合せによるノックアウ

ト効率（ノックアウ トGlを生じる GO個体の割合）を

比較した。コクヌストモドキに内在する U6snRNA遺伝

子のプロモーター CU6)でEGFPsgRNAの転写を制御

するコンス トラクトをもつプラスミ ド (U6-sgRNAプラ

スミド）と Cas9mRNAの組み合わせ CU6-sgRNA/Cas9

mRNA)と，U6-sgRNAプラスミ ドとコクヌス トモドキ

のheatshock protein 68 (hsp68)遺伝子のコアプロモー

ターで Cas9の発現を制御するコンス トラク トをもつプ

ラスミド (hsp68-Cas9)の組み合わせ (U6-sgRNA/hsp68-

Cas9)をそれぞれ多核性胞胚に顕微注入した。その結果，

U6-sgRNA!Cas9 mRNAの組み合わせでは GOでの体細胞

モザイク出現率は約 78%で， Gl世代のノックアウト効

率は 90%以上となった。 U6-sgRNA/hsp68-Cas9の組み

合わせでは GOでの体細胞モザイク出現率は 62%で，

ノックアウト効率は 83%となった（表2)。また，内在

性の E-cadherin遺伝子と twist遺伝子を標的にして，そ

れぞれの sgRNAを U6プロモーターで制御するコンス

トラクトと hsp68-Cas9の組み合わせを用いてノックア

ウト変異を誘発すると，いずれの遺伝子を標的にした場

合にも，遺伝子機能を失ったと推測される表現型をもつ

GO個体が出現した。これらの GO個体は，胚発生の途

中で致死となるので，後代を得られないが，標的にした

配列には欠失や挿入が生じていることが確認された。こ

のように， コクヌストモドキでは， sgRNAやCas9の導

入法にかかわらず， CRISPR/Cas9システムはノックアウ

ト変異の導入に有効である。さらに， U6-sgRNA!hsp68-

Cas9の組み合わせでノックアウト変異を誘発する際に，

標的配列近傍の上流および下流と相同性の高い配列を

もった修復用の鋳型 DNA(ドナーDNA)を同時に注入

することで，遺伝子ノックインにも成功している（図

4B)。この一連の実験に用いられた遺伝子組換え系統は，

piggyBacベクターを利用して EGFP遺伝子を導入して

いるので，EGFP遺伝子の両端には逆位反復配列がある。

そこで，逆位反復配列と相同な配列を両末端にもつ赤色

蛍光タンパク質(DsRed)遺伝子を ドナー DNAに用いた。

その結果， GO個体の 55%はEGFPが検出されないモザ
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イク個体で， 14%はDsRedが検出されるモザイク個体

となった。子孫検定の結果， GO個体の 73%から EGFP

遺伝子がノックアウトされた Gl世代が， 6%から DsRed

遺伝子がノックインされたGl世代が生じている。 DsRed

遺伝子ノックインGl個体の標的領域では，逆位反復配

列を含むDsRed遺伝子の配列が継ぎ目なく挿入されて

おり，Cas9により切断されたEGFP遺伝子の修復過程で，

相同組換え型修復機構によりドナーのDsRed遺伝子が挿

入されたことが確認されている。このように， CRISPR/

Cas9システムを利用し，相同組換え型修復機構による

遺伝子ノックインができることから，広範囲のゲノム領

域に欠失を誘導し，そこに外来遺伝子を挿入することも

可能になっている（図4C,D)。EGFP遺伝子両端の逆

位反復配列をそれぞれ標的にした sgRNAとhsp68-Cas9

によってゲノム領域の2カ所を切断してEGFP遺伝子全

体を取り除き， ドナー DNAとして加えた両端に逆位反

復配列をもつDsRed遺伝子を相同組換え型の修復によっ

て挿入するのである。このようなコンストラクトを注入

された GO個体の 22%から EGFP遺伝子がDsRed遺伝

子に置き換わったGI世代が得られている。このように，

コクヌストモドキでは， CRISPR/Cas9システムを用いて

狙い通りのゲノム操作ができるようになったことから，

飛躍的に遺伝子機能の解析が進展すると期待される。

ナミテントウはコクヌストモドキと同じ多食亜目に属

するが，天敵農薬としても用いられる有用種である。ナ

ミテントウの大きな特徴は， 200種類以上の斑紋型が存

在することで (Komai,1956), これらの斑紋型は単一遺

伝子座の複対立遺伝子による支配を受けることが明らか

にされている（新美ら， 2006)。また，一世代が約 1ヶ月

と短く，人工飼料が開発され，飼育が容易であることか

ら，研究材料としての利点にも富む準モデル昆虫である

（新美ら， 2006)。ナミテントウでは，カブラハバチと同

様に， EGFP遺伝子を標的にした TALENによる遺伝子

ノックアウトの有効性が確認されている (Hatakeyamaet 

al., 2016)。ノックアウト個体を可視的に容易に選別する

ために，眼や中枢神経系で発現する 3x.P3プロモーター

によって制御される EGFP遺伝子とキイロショウジョウ

バエのheatshock protein 70(hsp70)遺伝子のプロモーター

で制御される arylalkylamine-N-acetyltrans/erase (NAT) 

遺伝子を同時にもつ遺伝子組換え系統 (Osanai-Futahashi

et al., 2012)が利用された。ナミテントウでは熱ショッ

クを与えなくても hsp70プロモーターの活性が高いため

(Kuwayama et al., 2014), この選伝子組換え系統は室温

でも NATが発現して幼虫の体色が薄くなる。したがっ

て， EGFPが検出されず，体色が薄い個体を選別すれば，
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標的領域の塩基配列の確認をしなくても， EGFP遺伝子

に変異が生じた個体を選別できる。カブラハバチと同じ

TALENmRNAを多核性胞胚の前端部，あるいは後端部

に顕微注入すると， GO世代では中枢神経系の一部で

EGFPがモザイク状に検出される個体が出現した（図

2B)。実験に用いた遺伝子組換え系統は眼色が野生型（黒

色）なので，眼でEGFPモザイクを検出するのが難しく，

中枢神経系での EGFPの検出のためには解剖して観察す

る必要がある。したがって， GO世代での体細胞モザイ

ク個体出現率は明らかになっていない。そこで，体色が

薄い GO成虫はすべて交配し，得られた G1世代の孵化

幼虫の体色と EGFPを調べたところ，前端部への注入で

は子孫を残せた GO個体の 8.3%, 後端部への注入では

子孫を残せた GO個体の 25%から EGFP遺伝子がノッ

クアウトされた個体が得られた。生殖細胞が形成される

後端部への注入でノックアウト効率が高いという予想通

りの結果である。 EGFP遺伝子ノックアウト個体の標的

領域にはいくつかのパターンの塩基欠失がみられ，最も

頻度が高いのはカブラハバチのノックアウトの場合と同

じくマイクロホモロジー依存型の修復により生じたもの

であることが確認されている。ナミテントウでのpiggy-

Baeベクターによる遺伝子組換え効率は 4%程度である

ため (Kuwayamaet al., 2006, 2014), TALENによるノッ

クアウト効率は高く，有効な変異導入法である（表2)。

現在，ナミテントウでは標的配列の設計が容易な

CRISPR/Cas9の有効性を検討している。さらに，今後増

加する遺伝子を改変した個体を容易でかつ安定的に保存

するため，カイコで確立された方法（持田ら， 2014)を

参考に卵巣や精子の凍結保存を試みている。以上のよう

にナミテントウではモデル生物化に向けた基盤整備を進

めている。

4. 今後の展望

ハチ目およびコウチュウ目の昆虫でのゲノム編集は，

コウチュウ目のコクヌストモドキを除いては「準モデル

昆虫」といえども，遺伝子ノックアウトによる変異導入

が可能になったのが現在の状況である。コクヌストモド

キなど遺伝子ノックインに成功している昆虫にならっ

て， ドナーDNAをTALENやCRISPR/Cas9といったゲ

ノム編集ツールとともに導入すれば，相同組換え型修復

による標的遺伝子座への特定の変異や外来伝子の導入は

可能であろう。また，カブラハバチやナミテントウでは

誘発した二本鎖DNAの切断がマイクロホモロジー依存

型の非相同性末端結合によって修復されていることか

ら，この機構を利用して開発された汎用性の高いprecise



integration into target chromosome (PITCh)システム(Nakade

et al., 2014) も遺伝子ノックインに利用できる。

ハチ目とコウチュウ目には有用種も有害種も属してお

り，ゲノム編集技術を駆使した遺伝子機能の解析だけで

なく，これらの昆虫の機能の改変，すなわち有用種の機

能強化や有害種の無害化が期待される。ゲノム編集技術

を使えば，狙った領域に特定の変異を導入できるので，

従来の化学物質や放射線照射などによる突然変異誘発法

とは比較にならないほど精巧に遺伝子を改変できる。し

たがって，作出された変異体は極めて正体の明らかなも

のである。しかし，これらの「ゲノム編集生物」につい

ては，現時点では国内でも国際的にもその取扱いについ

て統一された基準がない（河本， 2017)。ゲノム編集は，

革新的で実用可能な，理論的には安全な技術だからこそ，

社会的に受容されるように正確な情報を提供して正しく

理解してもらうことが重要である。
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