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CRISPR/Cas9システムを利用したハチ目モデル昆虫のゲノム編集
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　ハチ目は、祖先的な広腰亜目と派生的な細腰亜目のふ
たつの亜目で構成される。形態的あるいは分子系統解析
から、完全変態昆虫で最も祖先的なグループに位置づけ
られており（Misof et al., 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昆虫目として認識さ
れている。ハチ目昆虫は通常、雄産生単為生殖を行い、
受精卵からは二倍体の雌を、未受精卵からは半数体の雄
を生じる半数－倍数性である（Crozier, 1977）。また、植
物食性のもの、寄生性のもの、社会性をもつものなど、
このグループの生物学的な興味から、いくつかの種では
遺伝子機能解析をめざして、全ゲノム配列が解読・公開
さ れ（The Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 
2006; Werren et al., 2010; i5K Consortium, 2013）、RNAi 法
や遺伝子組換え技術などの遺伝子機能解析技術が確立さ
れている（Hatakeyama et al., 2009; Lynch 2015; Cridge et 
al., 2016）。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もの
の、同時にいくつかの制約がある。RNAiによる遺伝子
ノックダウンは効果が一過的で、種によっては効果がみ
られない場合もある。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、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。なかでも CRISPR/
Cas9（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats/CRISPR-Associated protein 9）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、
近年急速に昆虫への利用が拡大してきた（Gilles and 
Averof, 2014; Chen et al., 2016; Cui et al., 2017; Taning et al., 
2017; Sun et al., 2017; Gantz and Akbari, 2018）。ここでは、
広腰亜目のモデル種であるカブラハバチ（Athalia rosae）
と細腰亜目のモデル種であるセイヨウミツバチ（Apis 

mellifera）を用いた CRISPR/Cas9 システムによるゲノム
編集（遺伝子ノックアウト）の結果を報告する。
　カブラハバチでは、眼で特異的に緑色蛍光タンパク質
（EGFP）を発現する遺伝子組換え系統（Hatakeyama et 
al., 2016）を用い、EGFP遺伝子の発色団に対応する遺伝
子配列を標的にして single-guide RNA（sgRNA）を作製し、
DNA切断酵素の Cas9 タンパク質をコードする mRNAと
ともに、成熟未受精卵に注入した。これらを単為発生さ
せた注入当代（G 0）で、EGFPがモザイク状に検出され
る体細胞モザイク個体が出現し、交配により EGFPノッ
クアウト G 1 個体が得られた。これらの EGFPノックア
ウト個体の標的配列には挿入／欠失が生じており、正常
な遺伝子産物は産出されないことがわかった。セイヨウ
ミツバチでは、交尾済みの女王に産卵させた細胞性胞胚
期に至るまでの初期胚に、眼色合成関連酵素のキヌレニ
ンモノオキシゲナーゼ（kynurenine 3-monooxygenase: 
kmo）遺伝子を標的に作製した sgRNAと Cas9 mRNAと
を注入した。これらを人工的に飼養して得られた注入当
代（G 0）の遺伝子型判定を行ったところ、kmo遺伝子配
列にさまざまな欠失が確認できた。このようにカブラハ
バチとセイヨウミツバチで、CRISPR/Cas9 システムによ
る遺伝子ノックアウトが可能なことが実証された。
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