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Abstract 

 原核生物のもつ CRISPR-Cas 獲得免疫機構に関与するRNA依存性 DNAヌクレアーゼ Cas9 はガイド RNA
と相補的な 2本鎖DNAを選択的に切断する性質をもつ。近年、Cas9 を利用したゲノム編集技術は基礎研究か
ら臨床応用にいたる幅広い分野において急速に普及した。本長期利用課題では異なる細菌に由来する多様な
CRISPR-Cas 酵素の結晶構造を決定し、そのRNA依存性DNA切断機構を原子レベルで明らかにすることに成
功した。さらに、構造情報を基にした新規のゲノム編集ツールの開発にも成功した。 
 
1. CRISPR-Cas系 
 原核生物は外来核酸に対する防御機構として
CRISPR-Cas（clustered regularly interspaced short 
palindromic repeat-CRISPR-associated）とよばれる
獲得免疫機構をもつ[1]。CRISPR-Cas 系では Cas
（CRISPR-associated）タンパク質とcrRNA（CRISPR 
RNA）が複合体を形成し、crRNA のガイド配列と相
補的な外来核酸を認識・切断する。CRISPR-Cas系は
2 つのクラスに分類される[2,3]。クラス 1 の CRISPR-
Cas 系には複数の Cas タンパク質からなる Cas-
crRNA複合体が関与する。一方、クラス2のCRISPR-
Cas 系では単一の Cas タンパク質が外来核酸を切断
する。クラス2のCRISPR-Cas系は II型、V型、VI
型に分類される。II型CRISPR-Cas系においてはRNA
依存性ヌクレアーゼCas9がcrRNAおよびtracrRNA
（trans-activating crRNA）と複合体を形成し、crRNA 

 
図1 Cas9によるDNA切断機構 

のガイド配列と相補的な 2 本鎖 DNA を切断する[4,5]

（図1）。Cas9は2つのヌクレアーゼドメイン（RuvC
とHNH）をもち、HNHドメインはガイドRNAと相
補的なDNA鎖（相補鎖）を切断する一方、RuvCド
メインはもう一方のDNA鎖（非相補鎖）を切断する。
Cas9によるDNA認識にはガイドRNAとの相補性に
加え、PAM（protospacer adjacent motif）とよばれ
る特定の塩基配列が必要である。crRNAとtracrRNA
を人工的に連結したsgRNA（single-guide RNA）も
同様の機能をもち[5]、20塩基のガイド配列は自由に変
更できるため、Cas9-sgRNA複合体を用いることによ
り、ゲノムDNAの狙った位置を特異的に切断するこ
とが可能である。したがって、2013年以降、Cas9は
革新的なゲノム編集ツールとして広く普及した[6]。 
 2014 年、本研究グループはゲノム編集に広く利用
されている Streptococcus pyogenes 由来 Cas9
（SpCas9）に着目し、SpCas9-sgRNA-DNA複合体の
結晶構造を世界にさきがけて決定し、Cas9 による
RNA 依存性 DNA 切断の分子機構を明らかにした[7]。
さらに、他の研究グループにより報告された SpCas9
単体[8]、SpCas9-sgRNA複合体[9]、SpCas9-sgRNA-標
的DNA複合体[10,11]の結晶構造から、Cas9によるDNA
切断機構が明らかになってきた。しかし、異なる細菌
に由来するCas9のアミノ酸配列の相同性は低く、ガ
イドRNAや PAMの塩基配列は大きく異なるため、
Cas9 の作動機構には不明な点が残されていた。
SpCas9 は NGGという配列を PAMとして認識する
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一方、Staphylococcus aureus由来Cas9（SaCas9）、
Francisella novicida 由来 Cas9 （ FnCas9 ）、
Campylobacter jejuni由来Cas9（CjCas9）はそれぞ
れNNGRRT（RはAまたはG）、NGG、NNNVRYAC
（VはA、GまたはC、YはTまたはC）という配列
をPAMとして認識する[12,13]。さらに、2015年にはV
型CRISPR-Cas酵素であるCpf1（Cas12a）が発見さ
れた[14]。Cpf1はCas9と同様にRNA依存的に2本鎖
DNAを切断するが、（1）tracrRNAを必要としない、
（2）TTTVという配列をPAMとして認識する、（3）
PAMから離れた位置でDNAを切断する、（4）HNH
ドメインをもたない、などの特徴をもつため、
Acidaminococcus sp. 由来 Cpf1 （ AsCpf1 ）や
Lachnospiraceae bacterium由来Cpf1（LbCpf1）は
Cas9 と相補的なゲノム編集ツールとして利用されて
いる。 
 本長期利用課題では異なる細菌に由来する
CRISPR-Cas 酵素の結晶構造を決定することにより、
その多様なRNA認識機構、PAM認識機構、DNA切
断機構を明らかにすることに成功した。 
 
2. SaCas9の結晶構造 
 SaCas9（1053残基）はSpCas9（1368残基）より
もサイズが小さいため、ウイルスベクターへの導入効
率の高いゲノム編集ツールとして利用されている[12]。
SaCas9の作動機構の理解を目指し、SaCas9-sgRNA-
DNA複合体を結晶化し、BL41XUにおいてX線回折
データを収集し、SeMet置換体を用いたSAD法によ
り結晶構造を決定した[15]（図 2）。結晶構造から、
SaCas9はSpCas9と同様に、RECローブとNUCロ

ーブからなる構造をもつことがわかった。NUC ロー
ブは RuvC ドメイン、HNHドメイン、WEDドメイ
ン、PIドメインから構成されていた。WEDドメイン
は新規フォールドをもつことが明らかとなった。
sgRNA のガイド配列は標的DNAと RNA：DNAヘ
テロ2本鎖を形成し、2つのローブの間に結合してい
た。SaCas9とSpCas9のRECドメインおよびWED
ドメインは構造が異なり、それぞれのsgRNAを特異
的に認識していた。PAM（TTGAAT）は2本鎖を形
成しWEDドメインと PI ドメインの間に結合してい
た。PAMの1文字目、2文字目のT塩基（T1とT2）
はSaCas9と相互作用していなかった。一方、PAMの
3文字目がGであることと一致して、G3はArg1015
と2本の水素結合を形成していた。A4はAsn985と
水素結合し、A5はAsn985、Asn986、Arg991と水
分子を介した水素結合により認識されていた。したが
って、SaCas9はAとGに共通のN7と相互作用する
ことにより、PAM（NNGRRT）の4文字目および5
文字目のR（AまたはG）を認識していることが明ら
かになった。さらに、PAMの6文字目のTに対する
嗜好性と一致して、T6 は Arg991 と水素結合してい
た。PAM認識残基を変異させると、DNA切断活性が
低下したことから、これらの相互作用の重要性が確認
された。配列相同性は低いにもかかわらず、SaCas9と
SpCas9のPIドメインは類似の構造をもっていた。し
かし、PAM 認識残基は異なっており、SpCas9 では
Arg1333とArg1335がPAM（NGG）を認識してい
た。これらの構造比較から、SaCas9 と SpCas9 が異
なる配列をPAMとして認識する分子機構が明らかに
なった。 

 

 

図2 SaCas9-sgRNA-DNA複合体の結晶構造 
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図3 FnCas9-sgRNA-DNA複合体の結晶構造 

 

 
図4 CjCas9-sgRNA-DNA複合体の結晶構造 

 
3. FnCas9の結晶構造 
 FnCas9は1629残基からなり、Cas9の中でも最も
サイズが大きく、SpCas9 や SaCas9 との配列相同性
が低い。FnCas9の作動機構の理解を目指し、FnCas9-
sgRNA-DNA 複合体を結晶化し、BL41XU において
X線回折データを収集し、SeMet置換体を用いたSAD
法により結晶構造を決定した[16]（図 3）。FnCas9 は
RuvCドメイン、REC1ドメイン、REC2ドメイン、
REC3ドメイン、HNHドメイン、WEDドメイン、PI
ドメインの 7 つのドメインから構成されていた。
FnCas9 の RuvC ドメインおよび HNH ドメインは
SpCas9やSaCas9と同様の構造をとっていた。一方、
REC ドメインおよび WED ドメインは新規フォール
ドをもっていた。SpCas9、SaCas9、FnCas9 の構造
比較から、これらの3種のCas9の間の配列相同性は
低いにもかかわらず、DNA 切断機構は保存されてい
ることが明らかになった。一方、3種のCas9 の間で
sgRNA の構造は大きく異なっており、それぞれ特徴
的な構造をもつ REC ドメインとWEDドメインによ

り特異的に認識されていた。結晶構造から、FnCas9
がNGGという配列をPAMとして認識する分子基盤
も明らかになった。T1 は FnCas9 と相互作用してい
なかった一方、G2とG3はArg1585とArg1556と
それぞれ水素結合していた。さらに、得られた構造情
報を基に変異を導入し、NGGではなくYGという配
列をPAMとして認識するFnCas9改変体の作製に成
功した。 
 
4. CjCas9の結晶構造 
 CjCas9は 984残基からなる最小のCas9であるた
め、小型のゲノム編集ツールとして注目されている[13]。
CjCas9 の作動機構の理解を目指し、CjCas9-sgRNA-
DNA複合体を結晶化し、BL41XUにてX線回折デー
タを収集し、SeMet置換体を用いたSAD法により結
晶構造を決定した[17]（図4）。結晶構造から、CjCas9
は他のCas9 と同様に、2つのローブからなることが
確かめられた。RECローブはREC1ドメインとREC2
ドメインから構成される一方、NUCローブはRuvC 
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図5 AsCpf1-crRNA-DNA複合体の結晶構造 

 
ドメイン、WEDドメイン、および、PIドメインから
構成されていた。CjCas9 は SpCas9 よりも小さな
REC1ドメインとPIドメインをもち、さらに、SaCas9
よりも小さなWEDドメインをもっていた。これらの
構造比較からCjCas9の小型化の分子基盤が明らかに
なった。結晶構造から、CjCas9のsgRNAは他のCas9
の sgRNAと異なり、予想外の3重らせん構造をもつ
ことが明らかになった。さらに、他のCas9は非相補
鎖の塩基をPAMとして認識するのに対し、CjCas9は
相補鎖と非相補鎖の両方の塩基と水素結合を形成す
ることにより PAM（NNNVRYAC）を認識している
ことが明らかになった。 
 
5. Cpf1の結晶構造 
 Cpf1の作動機構の理解を目指し、AsCpf1-crRNA-
DNA複合体を結晶化し、BL41XUにおいてX線回折
データを測定し、SeMet置換体を用いたSAD法によ
り結晶構造を決定した[18]（図5）。結晶構造から、Cpf1
は2つのローブ（RECとNUC）からなることが明ら
かになった。REC ローブは REC1 ドメインと REC2
ドメインから構成され、NUCローブはRuvCドメイ
ン、WEDドメイン、PIドメイン、Nucドメインから
構成されていた。RuvCドメインを除く5つのドメイ
ンは新規フォールドをもっていた。crRNA のガイド
配列は標的DNAと 20塩基のRNA：DNAヘテロ 2
本鎖を形成し、RECローブとNUCローブの間に結合
していた。一方、crRNAの他の領域は予想外のシュー
ドノット構造を形成し、WEDドメインとRuvCドメ
インによって認識されていた。PAM（TTTA）は歪ん
だ2重らせん構造をとり、WEDドメイン、REC1ド
メイン、PIドメインと相互作用していた。PAMの連

続したT塩基はPI ドメインの Lys607 と水素結合し
ていた。結晶構造と変異体解析の結果、Nucドメイン
は DNA 切断に関与することが示唆された。Cas9 と
Cpf1の構造比較から2つのCRISPR-Cas酵素の間の
機能的な収斂が明らかになった。さらに、LbCpf1-
crRNA-DNA複合体[19]およびAsCpf1改変体-crRNA-
DNA複合体[20]の結晶構造を決定し、Cpf1のPAM認
識機構の詳細を明らかにした。 
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