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研究成果の概要（和文）：Cas9は取り込ませたguide RNA配列を変更する事で任意のターゲットDNA配列を認識さ
せて、切断する事が可能であることから、ゲノム上の任意のDNA配列に改変を加えるためのゲノム編集のための
ツールとして広く利用されている。本研究では、Cas9がDNA配列を認識して切断する際のタンパク質の分子内構
造変化を1分子計測を用いて計測することで、DNA切断を担うハサミに当たる部位であるHNHドメインの動的なゆ
らぎがCas9の切断活性に重要である事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cas9 bound with single-guide RNA (sgRNA) cleaves its target DNA sequence 
depending on the  sgRNA's sequence. Because of this Cas9's property, Cas9 is widely utilized for the
 genome editing tool. In this study, we revealed using single-molecule FRET technique that dynamic 
fluctuation of HNH domain (Cas9"s nuclease domain) is important for DNA cleavage activity of Cas9.

研究分野：生物物理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Cas9はsgRNAの配列を変更する事で任意のターゲットDNA配列の切断が可能である事から近年、ゲノム編集のため
のツールとして広く利用されている。これまでにCas9がDNA配列を切断する際の詳細な分子機構は解明されてい
なかった。本研究では1分子FRET法を用いる事でCas9がターゲットDNA配列を切断する際のCas9内部の動的な構造
変化を明らかにした。本研究で得られた分子機構を基盤とすることで、本成果は将来のより効率的なCas9の改良
へと繋がる事が期待出来る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ゲノム編集タンパク質 Cas9はターゲット DNA配列を認識して、切断する事で任意の部位での

DNA配列の編集を可能とするタンパク質である。Cas9が DNA切断活性を有する事が知られてい

る一方で、Cas9 が DNA配列を切断する際の詳細な分子機構は未だに解明されていない。また、

Cas9の DNA配列の認識特異性は比較的高い一方で、認識配列以外の DNA配列を認識・切断して

しまうオフターゲット活性が依然として問題として残っていた。 

２．研究の目的 

本研究においてはまず Cas9上の DNA切断活性を有する HNHドメインを含めた各種ドメインの動

きを 1分子レベルで直接可視化する事で、Cas9が切断活性を示す際の Cas9分子内の動的な構

造変化を明らかにすることを目的とした。 

３．研究の方法 



Cas9がターゲット DNA配列を切断する際の Cas9分子内の動的な構造変化を 1分子レベルで計測
する事を目的として、1分子 FRET計測を行う為の３種類の Cas9変異体を作製した。また全ての
Cas9 には BCCP タグを付加することでビオチン化を発現中に行っている。作製した Cas9 変異体
を Cy3及び Cy5 の FRETペアを用いて蛍光標識した後に、PEGおよび Biotin-PEGで修飾したガラ
ス基盤上にアビジン-ビオチンシステムを用いて Cas9 を固定する事で 1 分子 FRET 計測を行っ
た。得られた Cy3 および Cy5 の蛍光強度時系列データを解析する事で、FRET 効率変化の時系列
データの取得を行った。Apo状態、sgRNA 結合状態、target-DNA結合状態および切断活性を示す
Mg及び target-DNA結合状態の各状態での FRET効率を計測する事で、Cas9がターゲット DNA切
断活性を示す際の動的な構造変化の解析を行った(Saki Osuka et al. EMBO J. 2018)。 
 
 
４．研究成果 
Apo状態、sgRNA 結合状態、target-DNA結合状態および切断活性を示す Mg及び target-DNA結合
状態の全ての状態に共通して、Cas9 は頻繁に FRET 状態が変化する動的な状態(fluctuating 
state)と、特定の FRET状態を維持する静的な状態（Static state)を取る事が判明した。Cas9は
核酸が全く結合していない Apo状態では動的な状態を取る事が多く、Cas9への核酸(sgRNA)の結
合に伴い、その構造状態が安定されて静的な状態の割合が増加することが観察された。一方で、
DNAを切断可能な状態である sgRNA, target DNA 及び Mg が結合した状態においては再び動的な
状態を取る分子の割合が増加することが観察された。また Cas9 は分布の広い FRET 状態を取る
ことが 1 分子 FRET 計測から示されたが、核酸などの結合状態に応じた FRET 状態の最頻値の変
化は、近年の X線結晶構造解析や溶液系の FRET計測を用いて示されてきた結果とよく一致して
いた。 
 
興味深い事に Cas9がターゲット DNAを切断する状態においては動的な構造状態を取る時のみに
FRET効率の高い D状態と D’状態が観察された。本サンプルの設計的に FRET状態が高い状態に
おいてはより HNH ドメインとターゲット DNA が接近した状態であると予想できる。このことか
ら観察されたこれら２状態の内で、より高い FRET状態を示す D状態が HNHドメインがターゲッ
トを切断する状態であると推測できる。また切断活性を有さない状態である Mg非結合状態では
D 状態が観察されていないこと、および D 状態が Mg 濃度依存的に出現して、更に D 状態が観察
されるようになる Mg濃度と生化学的に計測した Cas9の DNA切断活性が相関していたことから、
HNHドメインが D状態にあるときに Cas9 が DNA切断活性を示すとするモデルを提唱した。 
 
 
 
 

 
 
 
 
これまでの研究により、Cas9 の切断活性には HNH ドメインの構造状態のゆらぎが切断活性に重
要である事が示唆された事から、オフターゲット活性は間違った配列が結合したにも関わらず、



HNH ドメインの構造のゆらぎを増加させてしまう事から引き起こされていると 推測された。そ
の為に、ターゲット配列結合以外には HNH ドメインが動的な構造状態を取らないように、Cas9
の構造安定性を上昇させる事でオフターゲット活性 を抑える事が出来る可能性が示唆された。 
 
また、本研究では Cas9 に類似した分子機構を有すると期待できるアルゴノートタンパク質に
も研究展開を行い、アルゴノートタンパク質の N 末端領域が活性制御に重要な役割を示す可能
性を示した(Haruka Narita et al. 投稿準備中論文 2020)。  
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