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研究成果の概要（和文）：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と複合体を形成し、標的となる2本鎖DNAを切断する。したがって、Cas9は革新的なゲノム編集ツール
として広く利用されている。本研究では、Cas9やCas12fの立体構造を決定することにより、それらのRNA依存性
DNA切断機構を解明した。さらに、立体構造に基づき利便性の向上したCas9改変体を作製し、ゲノム編集技術の
高度化に貢献した。

研究成果の概要（英文）：Cas9 is an RNA-guided DNA nuclease derived from prokaryotic CRISPR-Cas 
adaptive immune systems, and associates with a guide RNA to cleave double-stranded DNA targets. 
Therefore, Cas9 is widely used as a powerful genome-editing tool. In this study, we determined the 
3D structures of Cas9 and Cas12f, which provide mechanistic insights into their RNA-guide DNA 
cleavage. Based on the structural information, we further engineered Cas9 variants with improved 
functionality, thereby extending the utility of CRISPR-based genome engineering technologies.

研究分野： 構造生命科学

キーワード： CRISPR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、小型Cas9の結晶構造および小型Cas12fのクライオ電子顕微鏡構造を決定した。これらの立体構造か
ら、CRISPR-Cas酵素の多様なRNA認識機構、DNA認識機構、DNA切断機構が原子レベルで明らかになった。さら
に、得られた構造情報を利用し、標的範囲の拡張したCas9改変体の開発にも成功した。これらの成果は、ゲノム
編集技術の高度化に貢献するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
原核生物のもつ II型 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
CRISPR RNA（crRNA）と tracrRNA（trans-activating crRNA）と複合体を形成し、標的となる 2
本鎖 DNA を切断する（Jinek et al. Science 2012）。crRNA と tracrRNA を連結した sgRNA（single-
guide RNA）も同様に機能する。ガイド配列は自由に変更できるため、Cas9-sgRNA 複合体は効率
的なゲノム編集ツールとして広く利用されている。Cas9 が標的 DNA を認識するためには、sgRNA
と標的 DNA とのあいだの相補性に加え、標的配列の近傍に PAM（protospacer adjacent motif）
とよばれる特定の塩基配列が必要である。PAM は Cas9 によって異なり、ゲノム編集に利用され
ている S. pyogenes 由来 Cas9（SpCas9）は NGG という塩基配列を PAM として認識する。結晶構
造から、SpCas9 は 2 つ Arg 残基（Arg1333 と Arg1335）を用いて PAM の GG 塩基を認識すること
が明らかになっている（Anders et al. Nature 2014）。Cas9 は革新的なゲノム編集ツールとし
て広く利用されているが、標的とすることのできるゲノム領域は PAM によって制限されるとい
う問題点が残されている。異なる細菌に由来する Cas9 は多様であり、認識するガイド RNA や PAM
の塩基配列が大きく異なる（Ran et al. Nature 2015; Karvelis et al. Genome Biol 2015）。
異なる PAM を認識する小型 Cas9 である C. jejuni 由来 Cas9（CjCas9）、C. diphtheriae 由来
Cas9（CdCas9）、B. laterosporus 由来 Cas9（BlCas9）はゲノム編集への応用が期待されている。
しかし、これらの小型 Cas9 は DNA 切断活性が弱いため、ゲノム編集への応用が遅れている。ま
た、CdCas9 や BlCas9 の立体構造は決定されていないため、PAM 認識機構は不明である。Cas9 に
加え、V 型 CRISPR-Cas 獲得免疫機構に関与する RNA 依存性 DNA ヌクレアーゼ Cas12 もゲノム編
集をはじめとする様々な新規技術に応用されている。特に、Cas12f（～500 残基）は他の Cas9 や
Cas12（>1000 残基）に比べて分子量が小さいため、ウイルスベクターへの搭載が容易なゲノム
編集ツールとして期待されている（Harrington et al. Science 2018）。しかし、小型 Cas12f に
よる RNA 依存性 DNA 切断機構は謎に包まれていた。 
 
２．研究の目的 
BlCas9、CdCas9、Cas12f の立体構造を決定することにより、それらの RNA 依存性 DNA 切断機構
を解明する。さらに、立体構造に基づき Cas タンパク質にアミノ酸変異を導入することにより、
PAM 特異性の異なる改変体や DNA 切断機構の向上した改変体を作製し、ゲノム編集技術の適用範
囲の拡張を目指す。 
 
３．研究の方法 
BlCas9、CdCas9 に関して Cas9-sgRNA-標的 DNA 複合体の X 線結晶構造解析を行った。Cas9 の N
末端に His×6-SUMO タグを付加して大腸菌で大量発現させ、NiNTA カラム、イオン交換カラム、
ゲルろ過カラムを用いて精製した。His×6-SUMO タグはイオン交換カラムを通したのち、プロテ
アーゼを用いて切除した。sgRNA は T7 RNA ポリメラーゼを用いた in vitro 転写により大量合成
し、変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により精製した。精製した Cas9、sgRNA、標的 DNA を
混合し、Cas9-sgRNA-標的 DNA 複合体を再構成したのち、ゲルろ過カラムを用いて精製した。精
製した複合体試料を用いて結晶化スクリーニングを行い、初期結晶を得た。さらに、バッファー
や沈殿剤、塩などの結晶化条件を最適化し、X線回折実験に適した結晶を得た。大型放射光施設
SPring-8 において X 線回折データを収集し、分子置換法や多波長異常分散法により位相決定を
行い、電子密度マップを取得、Cas9-sgRNA-標的 DNA 複合体の結晶構造を決定した。 
Cas12f-sgRNA-標的 DNA 複合体のクライオ電子顕微鏡単粒子解析を行った。Cas12f の N 末端に

His×6-SUMO タグを付加して大腸菌で大量発現させ、NiNTA カラム、イオン交換カラム、ゲルろ
過カラムを用いて精製した。His×6-SUMO タグはイオン交換カラムを通したのち、プロテアーゼ
を用いて切除した。sgRNA は T7 RNA ポリメラーゼを用いた in vitro 転写により大量合成し、変
性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により精製した。精製した Cas12f、sgRNA、標的 DNA を混合
し、Cas12f-sgRNA-標的 DNA 複合体を再構成したのち、ゲルろ過カラムを用いて精製した。クラ
イオ電子顕微鏡 Titan Krios を用いて複合体の粒子画像データを収集し、単粒子解析を行い密
度マップを取得、Cas12f-sgRNA-標的 DNA 複合体の立体構造を決定した。 
BlCas9、CjCas9 の結晶構造において、DNA や RNA の近傍に位置するアミノ酸残基を核酸と新た

な相互作用を形成するようなアミノ酸残基に置換した変異体を作製し、in vitro における DNA
切断実験を行い、DNA 切断活性を向上させるアミノ酸変異を同定した。さらに、活性を向上させ
る変異を組み合わせた変異体を調製、活性評価を繰り返すことにより、PAM 特異性が異なり DNA
切断活性の向上した Cas9 改変体を取得した。さらに、Cas9 改変体を哺乳類細胞に導入し様々な
PAM をもつ標的配列に対する DNA 切断活性を測定することにより、ゲノム編集ツールとしての有
用性を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）C塩基を含む PAM を認識する小型 Cas9 である BlCas9 に関して、BlCas9-sgRNA-標的 DNA 複



合体の結晶構造を決定した（図 1）。結晶構造から、BlCas9 は他の Cas9 と同様に、2つのローブ
（REC ローブと NUC ローブ）から構成されることが明らかになった。BlCas9 のガイド RNA は既
知の Cas9 のガイド RNA と異なる立体構造をもち、BlCas9 によって特異的に認識されていた。既
知の Cas9 と異なり、BlCas9 は水素結合を介して PAM の C:G 塩基対を特異的に認識していること
が明らかとなった。さらに、BlCas9 の構造情報を基に、アミノ酸変異を導入し、PAM 特異性の異
なる BlCas9 改変体を作製に成功した。これらの成果は、CRISPR-Cas9 における PAM 認識機構の
多様性を明らかにするとともに、新たなゲノム編集技術の開発基盤となることが期待される。 
 

 
図 1 BlCas9-ガイド RNA-標的 DNA 複合体の結晶構造 

 
（2）様々な塩基配列を PAM として認識する小型 Cas9 である CdCas9 に関して、CdCas9-sgRNA-標
的 DNA 複合体の結晶構造を決定した（図 2）。結晶構造から、CdCas9 は他の Cas9 と同様に、2つ
のローブ（REC ローブと NUC ローブ）から構成されることが明らかになった。CdCas9 のガイド
RNA は既知の Cas9 のガイド RNA と異なる立体構造をもち、CdCas9 によって特異的に認識されて
いた。既知の Cas9 は水素結合を介して PAM の塩基配列を認識するのに対し、CdCas9 は水素結合
に加えファンデルワールス相互作用を介して様々な塩基配列を PAM として認識していることが
明らかとなった。これらの結果は、CRISPR-Cas9 における PAM 認識機構の予想外の多様性を明ら
かにするとともに、新たなゲノム編集技術の開発基盤となることが期待される。 
 

 
図 2 CdCas9-ガイド RNA-標的 DNA 複合体の結晶構造 

 
（3）in vitro DNA 切断実験により、CjCas9 の PAM 特異性を明らかにした。様々な PAM をもつ標
的 DNA を基質として用いて in vitro DNA 切断実験を行ったところ、CjCas9 は NNNVRYAC という
塩基配列を PAM として認識するが、NNNRGCAC や NNNCGYAC などの塩基配列に対して低い活性を示
すことが明らかになった。立体構造を基に CjCas9 にアミノ酸変異を導入した複数の CjCas9 変
異体を作製し、in vitro において DNA 切断活性を評価した結果、活性の向上した CjCas9 改変体
（enCjCas9）を取得することに成功した。enCjCas9 は CjCas9 と比較して、ヒト培養細胞におい
て、様々な PAM をもつ標的部位に対して高いゲノム編集活性を示した（図 3）。さらに、enCjCas9
とシチジンデアミナーゼを融合させた塩基編集ツール enCjCas9-AID は、ヒト培養細胞において



標的部位の Cから Tへの変換を誘導することが明らかになった。これらの成果は、ゲノム編集お
よび塩基編集における CjCas9 の有用性を高めるものである。 
 

 
図 3 CjCas9 および enCjCas9 のゲノム編集活性 

 
（4）小型の Cas12f に関して、クライオ電子顕微鏡を用いて、Cas12f–sgRNA–標的 DNA 複合体の
立体構造を決定した（図4）。その結果、予想外なことに、2つのCas12f分子（Cas12f.1とCas12f.2）
が 1 つの sgRNA 分子に結合し、標的 DNA を認識することが明らかになった。すなわち、既知の
Cas9 や Cas12 と異なり、Cas12f は Cas12f.1 と Cas12f.2 からなる二量体として機能することが
明らかになった。興味深いことに、2つの Cas12f 分子は部分的に異なる構造をとり、sgRNA と標
的 DNA に結合していた。変異体解析の結果、二量体の形成が DNA 切断に必要であり、Cas12f.1 が
DNA 切断反応を触媒することが示唆された。Cas12a など他の Cas12 タンパク質との比較から、
Cas12 ファミリータンパク質は小型の Cas12f から進化した可能性が示唆された。これらの成果
は、CRISPR-Cas 酵素の多様性の理解、および、小型ゲノム編集ツールの開発につながることが
期待される。 
 

 
図 4 Cas12f-ガイド RNA-標的 DNA 複合体のクライオ電子顕微鏡構造 
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