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研究成果の概要（和文）：CASTは、CRISPR-Casエフェクター（Cascade）とトランスポジションタンパク質
（TnsA、TnsB、TnsC、TniQ）が共同してDNA上を転移するトランスポゾンである。本研究では、標的DNAと結合し
たTniQ-Cascadeを調製して、クライオ電顕単粒子解析により、複合体の構造を決定した。その結果、エフェクタ
ーとPAMとの相互作用機構が明らかになった。PAM配列に変異を導入した標的プラスミドを作製してDNA転移効率
を測定し、TniQ-CascadeによるPAM配列の特異性が明らかになった。また、変異型TniQ-Cascadeを調製しDNA転移
効率を定量PCRにより解析した。

研究成果の概要（英文）：CAST is a transposon in which the CRISPR-Cas effector (Cascade) and 
transposition proteins (TnsA, TnsB, TnsC, and TniQ) collaborate to transfer it on the genome or 
plasmid. In this study, TniQ-Cascade in complex with the target DNA were prepared, and its 
three-dimensional structure was determined by cryo-EM single particle analysis. The structure 
revealed the interactions between TniQ-Cascade and PAM sequence of the target DNA. The PAM sequence 
of the target DNA in the plasmid was mutated, and then I evaluated the transposition efficiencies of
 each mutant PAM. The results elucidated the PAM preference of TniQ-Cascade. I also prepared 
TniQ-Cascade mutant and analyzed their transposition efficiencies by qPCR.

研究分野：応用生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Cas9を利用したゲノム編集では、細胞に備わっている相同組換え修復を利用して遺伝子をノックインする。一
方、CASTはトランスポジションタンパク質の活性を利用してゲノムにDNAを挿入するため、既存のしくみとは全
く異なる機構でゲノムを編集することができる。さらに、CASTは長鎖DNAをゲノムに挿入することが可能である
ため、これまで困難であった大きな遺伝子を細胞のゲノムにノックインすることが可能になると考えられる。こ
のように、CASTを利用することで既存のゲノム編集を凌駕する技術開発が期待できる。CASTの研究は、細菌にお
ける病原因子の伝達機構を理解する上でも重要であり、意義の大きな研究である。

※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 
CRISPR-Cas 系は様々な生物種において利用可能なゲノム編集ツールとして大きな注目を集めて
いる。CRISPR-Cas 系を利用したゲノム編集技術によって、これまで困難であった複数の遺伝子
の同時ノックアウトや、霊長類におけるノックアウト動物の作製が迅速かつ簡便に行うことが
可能となった。さらに、CRISPR-Cas 系はゲノム編集だけでなく、遺伝子の発現調節やライブイ
メージングなどの分野においても利用されている。このように、CRISPR-Cas 系を利用した新た
な技術が生命科学に革命を起こしつつある。CRISPR-Cas 系を有益な分子ツールとして多方面に
おいてさらに活用するためには、その作動原理を詳細に理解することが不可欠であると同時に、
新たな分子特性をもったエフェクターの発見と開発が強く求められる。 
 
自然界では、CRISPR-Cas 系は原核生物における獲得免疫系として機能する。 原核生物のゲノム
には CRISPR 遺伝子座が存在し、ウイルスなどに由来する配列がコードされている。ウイルスに
感染すると、原核生物はウイルス核酸の一部を CRISPR 遺伝子座に取り込み感染履歴をゲノムに
記録する。ウイルスに再感染すると、CRISPR 遺伝子座から産生された crRNA が Cas タンパク質
と会合してエフェクターを形成する。crRNA はウイルス核酸と相補的な配列を持ち、この配列相
補性を利用してエフェクターがウイルス核酸をターゲティングして分解する。この際、エフェク
ターは、標的 DNA に隣接する短い DNA 配列 (PAM: Protospacer adjacent motif) を特異的に認
識して、切断すべき標的 DNA を正確に選別する。エフェクターは Cas タンパク質の種類により 6
種類の型（I～VI型）に分類される。I, III, IV 型のエフェクターは、複数の Cas タンパク質と
crRNA から構成された巨大なタンパク質-RNA 複合体である。一方、II, V, VI 型は一つの Cas タ
ンパク質と crRNA から構成されている。これまでに研究代表者は、III 型エフェクターの機能構
造解析を実施して、エフェクターが標的となるウイルス核酸を認識して分解するしくみを解明
していた。 
 
一般的に、CRISPR-Cas 系は原核生物がウイルスなどの外来核酸から身を守る生体防御システム
として機能する。しかし、近年、DNA 転移に関与する CRISPR-Cas 系が発見された。これは、CRISPR-
associated transposon (CAST) とよばれ、トランスポゾンを crRNA のガイド配列特異的に転移
させる。CAST 内には、トランスポジションタンパク質や CRISPR-Cas エフェクターを構成する因
子だけでなく様々な遺伝子が含まれており、長いものではその DNA サイズが数十 kbp にもおよ
ぶ。CAST は病原細菌であるビブリオ属細菌でよく保存されている。CAST はウイルスなどの外来
核酸の発現を抑制する機能はなく、DNA の転移に特化している。現在のところ、CAST の生体内に
おける機能は未解明であるが、CAST 内に病原因子や制限-修飾系をコードする遺伝子がコードさ
れていることから、病原細菌による疾患との関連や抗ウイルス作用に関わることが推定されて
いる。CAST が DNA の転移を誘導する方法としては、まず、CRISPR-Cas エフェクターが crRNA を
利用して標的となるゲノム領域を配列特異的に認識し、続いてトランスポジションタンパク質
が標的部位にリクルートされて、ドナーとなる DNA 配列を標的部位に挿入すると考えられてい
るが、その詳細な分子メカニズムは未解明である。 
 
２．研究の目的 
本研究で対象とする CAST の転移には、I-F 型 CRISPR-Cas エフェクターと４種類のトランスポジ
ションタンパク質（TnsA、TnsB、TnsC、TniQ）が関与する。I-F 型 CRISPR-Cas エフェクターは
Cas6, Cas7, Cas8 の 3種類の Cas タンパク質と crRNA から構成されている。本研究では、トラ
ンスポジションタンパク質と CRISPR-Cas エフェクターの機能構造解析を実施し、両者の相互作
用機構とその結果として引き起こされる DNA 転移反応の分子メカニズムを解明することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
CAST 内において、cas6-cas7-cas8-tniQ と tnsA-tnsB-tnsC の遺伝子はそれぞれ二つのオペロン
に分割されてコードされている。まず、これら二つのオペロンをベクターにクローニングして発
現プラスミドを構築した。また、crRNA を発現するプラスミドも構築した。cas6-cas7-cas8-tniQ
および crRNA の発現プラスミドを同時に大腸菌に導入して、TniQ と結合した CRISPR-Cas エフェ
クター（以降、TniQ-Casceade）を産生する系を構築した。各種クロマトグラフィーにより TniQ-
Casceade を精製した。調製した TniQ-Casceade に標的 DNA を加えて、標的 DNA と結合した TniQ-
Cascade を調製し、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析により、その立体構造を決定した。
さらに、大腸菌内にプラスミドを導入して、細胞内において DNA 転移を再構成した。また、定量
PCR を利用して、DNA 転移効率を定量的に測定した。 
 
４．研究成果 
cas6-cas7-cas8-tniQおよびcrRNAの発現プラスミドを同時に大腸菌に導入して、TniQ-Casceade
を産生した。各種クロマトグラフィーを利用して、TniQ-Casceade を精製した。crRNA のガイド



配列に相同な二本鎖 DNA を調製して、TniQ-Casceade と混合し、標的 DNA に結合した TniQ-
Casceade をサイズ排除クロマトグラフィーにより調製した。得られたサンプルについて、
Vitrobot を利用してグリッドを作製した。クライオ電子顕微鏡を用いて複合体の単粒子解析を
実施した。その結果、分解能 3.6Åの三次元マップが得られ原子構造モデルを構築した。TniQ-
Cascade は 1 分子の Cas6, 6 分子の Cas7, 1 分子の Cas8, 2 分子の TniQ, 1 分子の crRNA を含む
と考えられたが、このの解析では、Cas6 および TniQ の電子マップに相当する部分を確認するこ
とができなかった。また、Cas8 の構造も揺らいでおり完全な複合体構造の決定には至らなかっ
た。 
 
そこで、グリッドを作製時の各種条件を検討・最適化して、データを収集しなおし単粒子解析に
よって複合体の三次元マップを 2.7Å分解能で再構成した。その結果、Cas7 に加えて Cas8 に相
当する三次元マップを得ることに成功した。一方、Cas6 と TniQ に関しては、明瞭な三次元マッ
プを得ることができなかった。しかしながら、Cas6 および TniQ と考えられるマップを確認する
ことができ、複合体中に全てのタンパク質サブユニットが含まれていることが明らかとなった。
次に、Cas6 および TniQ と推定される領域をマスクして再解析した結果、これら 2つのサブユニ
ットの三次元マップを低分解能ではあるが得ることができた。また、今回のクライオ電子顕微鏡
単粒子解析から、PAM の認識に重要なアミノ酸残基を複数特定した。 
 
さらに、大腸菌内において DNA 転移活性を評価する系を確立した。また、定量 PCR により DNA 転
移効率を定量的に測定する実験系を構築した。PAM 配列に変異を導入した標的 DNA プラスミドを
作製して、定量 PCR により DNA 転移効率を測定した。その結果、TniQ-Cascade による PAM 配列
の特異性の一端を明らかにした。また、PAM 配列の認識に関与するアミノ酸残基を特定して、変
異型 TniQ-Cascade を調製し DNA 転移効率を定量 PCR により解析した。 
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