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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集とは、特殊なDNA結合タンパク質を用いて、遺伝情報を含むDNAを自在に書
き換える技術である。将来的に遺伝子治療での使用が期待されるが、編集に時間がかかる、標的ではないDNA配
列を誤って編集するなどの問題がある。本研究では、単分子計測とタンパク質工学を組み合わせ、DNAに沿った
スライディング運動を促進させることで、速くて正確なゲノム編集タンパク質Cas9の改変を行った。Cas9のスラ
イディング運動を阻害する部位や他のタンパク質のスライディングを促進する部位を同定し、Cas9を改変した。
単分子蛍光計測により、改変したCas9ではスライディング運動が約8倍促進することが分かった。

研究成果の概要（英文）：Genome editing is a technology that freely rewrites DNA containing genetic 
information using a special DNA-binding protein. It is expected to be used in gene therapy in the 
future, but there are problems such as time-consuming editing and mistakenly editing non-target DNA 
sequences. In this study, we combined single-molecule measurement and protein engineering to modify 
the fast and accurate genome-editing protein Cas9 by promoting the sliding motion along the DNA. We 
identified sites that inhibit the sliding movement of Cas9 and sites that promote the sliding of 
other proteins, and modified Cas9. Single-molecule fluorescence measurements revealed that the 
modified Cas9 accelerated the sliding movement by about 8-fold.

研究分野： 生物物理学

キーワード： ゲノム編集　タンパク質工学　単分子計測　スライディング　合理的設計

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子治療でゲノム編集タンパク質の使用が期待されている。しかし、既存のゲノム編集タンパク質Cas9には、
編集時間がかかる、標的ではないDNA配列を誤って編集するなどの問題がある。遺伝子治療への応用を考えたと
き、DNAの誤編集は致命的です。本研究で改変したCas9は、DNA上を素早く移動できるため、編集にかかる時間が
短くなり、誤編集も減ると考えられるため、遺伝子治療などのゲノム編集での使用が期待される。

※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 
ゲノム編集とは、特殊な DNA 結合タンパク質を用いて、

遺伝情報を含む DNA を自在に書き換える技術です。将来的
に遺伝子治療での使用が期待されています。しかし、既存
のゲノム編集タンパク質 Cas9 には、編集時間がかかる、
標的ではないDNA配列を誤って編集するなどの問題があり
ます。遺伝子治療への応用を考えたとき、DNA の誤編集は
致命的です。従って、速くて正確なゲノム編集タンパク質
の開発が必要となっています。 
これまで、鎌形らは、単分子蛍光測定法を用いて、DNA 結

合タンパク質の DNA 上を滑るように移動する“スライディ
ング運動”に着目した研究を行ってきました（図 1A; 
Igarashi et al., Bulletin of the Chemical Society 
Japan, 90, 34-43, 2017; Itoh et al., Nucleic Acids 
Research, 46, 7261-9, 2018; Kamagata et al., 
Scientific Reports, 9, 8584, 2019 等）。そして、既存の
ゲノム編集タンパク質 Cas9 は、DNA 結合タンパク質です
が、スライディングしないことを明らかにしました（図
1B）。もし、Cas9 が DNA 上をスライディングできれば、標
的DNAを迅速に見つけ素早くゲノムの編集が可能になると
考えられます（図 2）。また、Cas9 が標的以外の DNA 上を
素早くスライドすることで、DNA の誤編集を抑えることが
できると考えました。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記を踏まえて、速くて正確にゲノム編集を

できるようにゲノム編集タンパク質 Cas9 を改変することを
目的にしました。 
(1) 単分子計測とタンパク質工学（変異体の解析）を組み合
わせて、ゲノム編集タンパク質 Cas9 のスライディングを阻害
する部位の同定を行いました。 
 
(2) 同様に、単分子計測とタンパク質工学を組み合わせて、
Cas9 以外の DNA 結合タンパク質 Nhp6A のスライディングを促
進する部位の同定を行いました。 
 
(3) 最後に、ゲノム編集タンパク質 Cas9 から同定した阻害部
位を取り除き、さらに、同定した促進部位を Cas9 に付加する
ことで、Cas9 を改変しました。  
 
３．研究の方法 
(1) ゲノム編集タンパク質Cas9のスライディング阻害部位を
同定するため、Cas9 と DNA の複合体の結晶構造および生化学
的なデータに基づき、Cas9 変異体を 3 種類作成しました。特
に、DNA と強く結合している Cas9 のアミノ酸がスライディン
グを阻害していると考えて、これらのアミノ酸を別のアミノ
酸に置換しました。Cas9 変異体は大腸菌で発現し、液体クロ
マトグラフィーを用いて精製し、蛍光色素 Atto488 を修飾し
ました。続いて、DNA 整列固定技術・DNA ガーデンと単分子蛍光
顕微鏡を用いて、Cas9 変異体のスライディング運動を計測し、
スライディング阻害部位の同定を行いました。 
 
(2) DNA 結合タンパク質 Nhp6A が DNA に沿って素早くスライデ
ィング運動をすること（Kamagata et al., Journal of 
Molecular Biology, 430, 655-667, 2018）に着目し、Nhp6A を対象として、スライディング促
進部位の同定を行いました。Nhp6A と DNA の複合体の結晶構造および DNA 結合に関する生化学的
なデータに基づき、Nhp6A 変異体を 2 種類作成しました。特に、DNA と強く結合している Nhp6A
のアミノ酸がスライディングに寄与していると考えて、これらのアミノ酸を別のアミノ酸に置
換し、または、DNA と接触する部位を削除しました。Nhp6A 変異体は、大腸菌で発現し、液体ク
ロマトグラフィーを用いて精製し、蛍光色素 Atto488 を修飾しました。続いて、DNA ガーデンと

図 2 ゲノム編集 DNA 結合
タンパク質 Cas9 の標的
DNA の探索、迅速で正確な
編集への改変。 

図 1 a) 単分子蛍光顕微鏡に
よる DNA 結合タンパク質の
DNA 上での動きの計測、b) 
p53 と Cas9 の実験データ。 



単分子蛍光顕微鏡を用いて、Nhp6A 変異体のスライディング運動を計測し、スライディング促進
部位の同定を行いました。 
 
(3) ゲノム編集タンパク質 Cas9 から同定した阻害部位を取り除き、さらに、同定した促進部位
を Cas9 に付加することで、Cas9 を合理的に改変しました。改変した Cas9 変異体は、大腸菌で
発現し、液体クロマトグラフィーを用いて精製し、蛍光色素 Atto488 を修飾しました。続いて、
DNA ガーデンと単分子蛍光顕微鏡を用いて、改変した Cas9 のスライディング運動が促進したか
を検証しました。 
 
４．研究成果 
(1) DNA ガーデンと単分子蛍光顕微鏡を用いて、3 種類の Cas9 変異体と疑似野生型を計測した
ところ、Cas9 変異体のスライディングが、ガイド RNA 非存在下で最大 15 倍、ガイド RNA 存在下
で最大 5倍促進することが明らかになりました。スライディング運動の促進が見られた Cas9 変
異体で、変異を導入した部位が Cas9 のスライディング運動を阻害していたと考えられます。以
上より、ゲノム編集タンパク質 Cas9 のスライディング阻害部位を同定することができました。 
 
(2) 2 種類の Nhp6A 変異体と疑似野生型を作成し、単分子計測したところ、N末の天然変性領域
を欠損させた Nhp6A の変異体が DNA 上でスライディングできなくなることを見出した。従って、
このN末の天然変性領域がスライディング運動を促進していたと考えられます。この成果を2021
年に国際雑誌 Nucleic Acids Research に報告しました（Kamagata et al., Nucleic Acids 
Research, 49, 8642-8664, 2021）。 
 
(3) ゲノム編集タンパク
質 Cas9 から同定したス
ライディング阻害部位を
取り除き、さらに、Nhp6A
から同定したスライディ
ング促進部位をゲノム編
集タンパク質 Cas9 に付
加し、改変 Cas9 を作成し
ました（図 3A）。DNA 結合
タンパク質 Nhp6A からス
ライディング促進部位を
Cas9に移植することによ
り、改変 Cas9 のスライデ
ィングが、ガイド RNA 非
存在下で最大 5 倍、ガイ
ド RNA 存在下で最大 8 倍
促進することが分かりま
した。これは、スライディ
ング阻害部位の削除と促
進部位の導入により、ス
ライディング運動が相乗
的に促進することを表し
ています。 
以上の結果を踏まえて、

改変 Cas9 のスライディ
ング促進メカニズムを提
案しました（図 3B）。スラ
イディング促進部位が
DNA と結合し、Cas9 を回
転させ、Cas9 と DNA 間の
結合が弱まり、Cas9 のス
ライディングが促進して
いると考えられます。こ
の成果を2021年に国際雑
誌 Scientific Reports に報告しました（Banerjee et al., Scientific Reports, 11, 14165, 
2021）。 
 
今後、本研究で改変した Cas9 により、ゲノム編集技術を用いた研究にかかる時間の大幅な短縮

が期待されます。さらに、改変 Cas9 により、標的以外の DNA の誤編集が抑制され、標的 DNA を
正確に編集できるため、遺伝子治療への応用が期待されます。また、本研究で使用したアプロー
チは、Cas9 以外のゲノム編集タンパク質だけでなく、他の DNA 結合タンパク質にも応用するこ

図 3 A）Cas9 に Nhp6A のスラディング促進部位（赤）を移植。Cas9
は、REC1（薄ピンク） 、REC2（薄緑） 、REC3（灰）、RuvC（薄青）、
HNH (薄紫)、 PI （薄赤）ドメインから構成される。B）改変 Cas9
のスライディング促進メカニズム。スライディング促進部位が
DNA と結合し、Cas9 を回転させ、Cas9 と DNA 間の結合が弱まり、
Cas9 のスライディングが促進する。原著論文(Banerjee et al., 
Scientific Reports, 11, 14165, 2021)の図より転載しました。 



とが可能です。 
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