
九州大学・農学研究院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(B)（一般）

2019～2016

CRISPR-Casエフェクター複合体の構造機能解析

Structural and functional analysis of CRISPR-Cas effector complex

１０４０１５６４研究者番号：

沼田　倫征（Numata, Tomoyuki）

研究期間：

１６Ｈ０４７５９

年 月 日現在  ３   ６   ７

円    13,300,000

研究成果の概要（和文）：CRISPR-Cas系は原核生物における獲得免疫系として機能する。本研究では、III-A型
エフェクター複合体を構成するCasタンパク質（Csm2とCsm3）の結晶構造を決定した。また、エフェクター複合
体のモデル構造を構築して、エフェクター複合体におけるCsm2の機能を明らかにした。さらに、III型エフェク
ター複合体を構成するcrRNAの3’末端のプロセシングにおいて、Cmr1が重要な役割を果たしている可能性が示唆
された。Cmr1による前駆体crRNAの3’末端のプロセシング活性を解明するために、III-B型エフェクター複合体
のクライオ電顕による単粒子解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：CRISPR-Cas system serves as a prokaryotic adaptive immune system. In this 
study, I determined the crystal structures of Csm2 and Csm3, the Cas proteins that constitute the 
type III-A CRISPR-Cas effector complex. I constructed the model structure of the whole effector 
complex of the type III-A, and revealed the function of the Csm2 protein in the complex. Further, 
this study suggested the important role of Cmr1, one of the protein subunits of the type III-B 
CRISPR-Cas effector complex, in the 3’ terminal processing of the pre-crRNA of the type III 
effectors. To elucidate the structural and functional roles of Cmr1 in the 3’ terminal processing 
of the pre-crRNA, cryoEM analysis of the type III-B CRISPR-Cas effector complexes are currently in 
progress.

研究分野： 構造生物学

キーワード： CRISPR-Cas　crRNA　Casタンパク質　エフェクター複合体　原核生物獲得免疫　ゲノム　核酸　立体構
造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CRISPR-Cas系には多様なタンパク質とRNA分子が関与する。現在、ゲノム編集で利用されているのはクラス2の
Cas9とCas12である。一方、それ以外の因子は現在のところゲノム編集をはじめあまり活用されていない。さら
に、機能が分かっていないCRISPR関連タンパク質も多数存在する。したがって、CRISPR-Cas系に関してさらに理
解を深めることは、新規なゲノム編集技術の開発や新たな遺伝子発現調節技術の創出などに応用できる可能性を
秘めている。本研究は、III型のエフェクター複合体に焦点を当てたものであり、新たな技術に結びつくことが
期待できる研究成果である。

※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 
自然界において、CRISPR-Cas 系は原核生物における獲得免疫系として機能している。 原核生
物のゲノムには、CRISPR と呼ばれる遺伝子座が存在する。この遺伝子座にはウイルスなどの
外来核酸に由来する多様な配列（スペーサー）が含まれており、それぞれのスペーサー配列はリ
ピートと呼ばれる固有の塩基配列によって隔てられている。これまでに遭遇したことのないウ
イルスに感染すると、原核生物はウイルス核酸の一部を新たなスペーサーとして CRISPR 遺伝
子座に組み込み、ウイルスの感染履歴を自身のゲノムに記録する。その後、同じウイルスに再感
染すると、CRISPR 遺伝子座から crRNA 前駆体が合成される。crRNA 前駆体はリピート配列
に由来する部分でプロセシングされ、スペーサーに由来する配列を一つずつ含んだ crRNA がで
きあがる。CRISPR 遺伝子座の近傍には Cas 遺伝子が存在し、翻訳合成された Cas タンパク質
と crRNA が会合してエフェクター複合体を形成する。crRNA はウイルス核酸と相補的な配列
を持つため、この配列相補性を利用してエフェクター複合体はウイルス核酸を特異的に認識し、
そのヌクレアーゼ活性により外来核酸を分解して外来遺伝子の発現を抑制する。このように、原
核生物は多様な配列を持った crRNA ライブラリーを利用して、さまざまな外来核酸の侵入に備
えている。 

エフェクター複合体は Cas タンパク質の種類により、2 つのクラス（クラス 1 と 2）にグル
ープ化されている。クラス 1 と 2 はそれぞれ 3 つの型（I, III, IV 型）と（II, V, VI 型）に分類
され、さらに幾つかのサブタイプに細分化されている。クラス 1 のエフェクター複合体が複数
の Cas タンパク質と crRNA が会合した巨大な複合体を形成しているのに対して、クラス 2 の
エフェクター複合体は一つのタンパク質と crRNA（およびサブタイプによっては tracrRNA も
必要）から構成されている。近年、ゲノム編集で注目されている Cas タンパク質は、クラス 2 の
II 型および V 型に分類される Cas9 および Cas12 である。 

研究開始当時、I 型および II 型エフェクター複合体の立体構造が報告され、標的を切断する
仕組みが解明されていた。III 型エフェクター複合体については、III-B 型エフェクター複合体で
ある Cmr 複合体の結晶構造を高分解能で我々が決定していた。III 型エフェクターは幾つかの
サブタイプに細分化される。特に、III-A 型と III-B 型の機能解析研究が進んでおり、III 型エフ
ェクター複合体がウイルスの RNA を切断するだけでなく、ウイルス DNA を認識し切断するこ
とが遺伝学的および生化学的な研究からも明らかとなっていた。我々が決定した III-B 型エフェ
クター複合体の高分解能結晶構造は、III 型エフェクター複合体が標的 RNA を認識し分解する
仕組みを見事に明らかにするものであった。III-B 型エフェクター複合体の高分解能立体構造と
は対照的に、III-A 型エフェクター複合体については低分解能のクライオ電顕構造が報告されて
いたにすぎず、標的を認識して切断する詳細な仕組みは未解明であった。また、crRNA 前駆体
から crRNA が成熟化する仕組みについては、I 型および II 型 CRISPR-Cas 系においてよく理
解されていた。一方で、III 型 CRISPR-Cas 系における crRNA の成熟化過程に関しては十分に
は理解されていなかった。つまり、まず、Cas6 が crRNA 前駆体をプロセシングした後、さら
にその 3’側がトリミングされることは知られていたが、トリミングに関与する因子が分からず
成熟化に関する詳しいしくみは不明であった。 
 
２．研究の目的 
III-A 型エフェクター複合体は 5 種類の Cas タンパク質（Csm1 から Csm5）と crRNA から、
一方、III-B 型エフェクター複合体は 6 種類の Cas タンパク質（Cmr1 から Cmr6）と crRNA
から構成されている。これまでに、我々は Cmr1 を含まない III-B 型エフェクター複合体（Cmr1）
と標的核酸との複合体の結晶構造を解析していた。一方、III-A 型エフェクター複合体について
は、他のグループにより低分解能のクライオ電顕構造が報告されていたにすぎず、当該複合体に
よる標的核酸の認識と分解に関する詳細な分子機構は不明であった。そこで、III-A 型エフェク
ター複合体の詳細な立体構造を解析して、その分子機構の解明を目指した。また、III 型エフェ
クター複合体に取り込まれる crRNA の生合成機構（3’側のプロセシング機構）については十分
に理解されていなかった。そこで、前駆体 crRNA の 3’側のプロセシングに関わるタンパク質因
子を同定し、プロセシングする仕組みの解明も目指した。 
 
３．研究の方法 
Staphylococcus epidermidis, Thermoplasma volcanium, Methanocaldococcus jannaschii, 
Pyrococcus horikoshii 由来の III-A 型エフェクター複合体を構成する Cas タンパク質（Csm1
から Csm5）をコードする遺伝子を発現ベクターにクローニングし、大腸菌内でタンパク質を合
成した。アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロ
マトグラフィーにより各タンパク質を精製した。調製した各 Cas タンパク質と crRNA を混合し
て、エフェクター複合体の形成の成否をサイズ排除クロマトグラフィーにより分析した。また、
調製した各Casタンパク質と crRNAおよび crRNAのガイド鎖と相補的な配列をもつ標的RNA
を混合し、III-A 型エフェクター複合体による標的 RNA の切断活性を評価した。 

タンパク質の立体構造を決定するために、調製した各タンパク質や複合体の結晶化条件を
シッティングドロップ蒸気拡散法によりスクリーニングした。その結果、S. epidermidis 由来



Csm2（SpCsm2）および T. volcanium 由来 Csm3（TvCsm3）の結晶が得られた。結晶の回折
データを高エネルギー加速器研究機構のフォトンファクトリーのビームライン BL-17A にて収
集した。SpCsm2 結晶の位相を単波長異常分散法で、TvCsm3 結晶の位相を分子置換法により
決定し、それぞれ分解能 2.4 と 2.7 Å で結晶構造を決定した。 

Cmr1 を欠損させた III-B 型エフェクター複合体（Cmr1）をこれまでに確立した方法によ
り調製した。また、Cmr1 を単独で調製するとともに、3’側に余剰配列をもった crRNA 前駆体
を合成した。Cmr1, Cmr1 および crRNA 前駆体を混合して反応させ、crRNA 前駆体の 3’側に
付加していた余剰配列がプロセシングされるか否かを変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動（変
性 PAGE）により分析した。また、調製した Cmr1 と Cmr 複合体（III-B 型エフェクター複合
体）の立体構造を解析するために、高エネルギー加速器研究機構にてクライオ電子顕微鏡 Talos 
Arctica を利用してデータを収集し、Relion を用いた単粒子解析により複合体のクライオ電顕構
造を決定した。 
 
４．研究成果 
精製した Csm2 をサイズ排除クロマトグラフィーにより分析した結果、Csm2 は溶液中におい
てモノマーとして存在することが判明した。Csm2 の結晶化条件をスクリーニングした結果、
PEG3350 を沈殿剤として用いた条件下において SpCsm2 の結晶が得られた。放射光施設を利
用して SAD 法により SpCsm2 結晶の位相を決定した。結晶構造を解析したところ、Csm2 は
へリックスから成り（図 1A）、III-B 型エフェクター複合体を構成する Cmr5 の構造と類似する
ことが判明した。これまでに我々は、Cmr5 が III-B 型エフェクター複合体のヘリカル領域を構
成するタンパク質であり、Cmr4 や標的 RNA と相互作用することを明らかにしている。さらに、
TvCsm3 も結晶化して、その結晶構造を分子置換法により決定した（図 1B）。結晶中において、
TvCsm3 はらせん状の重合体を形成していた。また、各モノマーの立体構造は III-B 型エフェク
ター複合体を構成する Cmr4 の構造と類似していた。これまでの我々の構造解析から、Cmr4 は
III-B 型エフェクター複合体中においてらせん状に重合していることが判明しており、その重合
様式が本研究において決定した TvCsm3 のものと類似している。したがって、TvCsm3 のらせ
ん状構造は機能的な構造的特徴を反映していることが予想された。以上の結果および III-B 型エ
フェクター複合体との比較から、III-A 型エフェクター複合体を構成する Csm2 と Csm3 が多量
体化し複合体のヘリカル領域を構成すること、さらにその領域が標的核酸と相互作用すること
が示唆された。また、本研究で決定した Csm2 と Csm3 の立体構造とこれまでに我々が決定し
ていた各サブユニットの構造などに基づいて III-A 型エフェクター複合体のモデル構造を構築
した（図 1C）。さらに、Csm1 から Csm5 および crRNA を含むエフェクター複合体を形成させ、
試験管内における標的 RNA の切断活性を再構成した。Csm2 の変異体を含むエフェクター複合
体を調製して酵素活性を測定し、Csm2 の機能を評価した。以上の結果から、Csm2 が標的 RNA
の切断活性に直接的に関与するのではなく、III-A 型エフェクター複合体の構造形成と活性型構
造の維持に重要であり、酵素活性を促進する効果があることが明らかとなった。 

 
図 1: III-A 型エフェクター複合体を構成する Csm タンパク質の結晶構造とモデル構造 
(A) SpCsm2 の結晶構造。 
(B) TvCsm3 の結晶構造。結晶中において Csm3 分子が重合しらせん状の構造を形成している。 
(C) III-A 型エフェクター複合体のモデル構造。水色：Csm1 から Csm5 のタンパク質サブユニ
ット、黄色：crRNA、赤紫色：標的核酸。 
 

III 型エフェクター複合体に取り込まれる crRNA は、Cas6 が前駆体 crRNA をプロセシン
グした後、さらに 3’末端がトリミングされ成熟化する。これまでの結果から、crRNA の 3’側は
Cmr1 と結合することが推定された。Cmr1 の立体構造は既に明らかとなっており、Cmr1 にヌ
クレアーゼ活性があり複合体を形成する際に 3’末端がトリミングされるのではないかと推定さ



れた。そこで、Cmr1 が前駆体 crRNA の 3’側のプロセシングに関わるのではないかと仮説を立
て、その寄与を検討した。まず、Cmr1 を再構成し、Cmr1 の有無による前駆体 crRNA のプロ
セシングの様子を観察した。変性 PAGE による解析の結果、Cmr1 を添加した条件で、前駆体
crRNA が切断されることが明らかとなり、Cmr1 が前駆体 crRNA の 3’側のプロセシングに関わ
ることが示唆された。次に、crRNA の 3’末端と相互作用する Cmr1 の領域を推定した。その結
果、幾つかの親水性アミノ酸残基を特定した。これらのアミノ酸残基をアラニンに置換した変異
体 Cmr1 を調製し、前駆体 crRNA のプロセシング活性を測定した結果、トリミング活性が消失
するアミノ酸残基を特定した。現在、このアミノ酸残基の寄与を検討している段階である。 

また、Cmr1 の機能を解明するために、III-B 型エフェクター複合体（Cmr 複合体）および
Cmr1 を再構成して、そのクライオ電顕構造の解析に取り組んだ。高エネルギー加速器研究機
構のクライオ電子顕微鏡 Talos Arctica を利用して Cmr1 のクライオ電顕データを収集し、
Relion を用いた単粒子解析により 3.6 Å 分解能のマップを得ることに成功した（図 2）。現在、
モデルを構築するとともに、Cmr 複合体のクライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析も進めてい
る。両者の構造を精密化した後、両複合体の立体構造を比較して、これまでの実験から示唆され
た Cmr1 の機能を明らかにする。 

 

 
 
図 2: Cmr1 を欠いた III-B 型エフェクター複合体（Cmr1）のクライオ電子顕微鏡による単粒
子解析から得られた電子マップ 
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