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緒緒  言言  

 
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 切断酵素Cas9 はガイドRNA（sgRNA）

と複合体を形成し、sgRNA のもつガイド配列と相補的な 2 本鎖DNA を切断する（図 1）［1］。sgRNA のガイド配列

は自由に変更できるため、Cas9—sgRNA 複合体を細胞に発現させることにより、ゲノム DNA の狙った位置に 2 本鎖

DNA 切断を引き起こし、塩基配列を改変することができる［2］。この技術はゲノム編集とよばれ、基礎研究から動植

物の品種改良、遺伝病の治療などの応用にいたる様々な分野において広く利用されている。CRISPR-Cas 獲得免疫機

構に関与するCasタンパク質は極めて多様であり、Cas9に続き、RNA依存性DNA切断酵素Cas12a［3］やRNA依

存性RNA切断酵素Cas13［4］といった新規のCRISPR-Casタンパク質が相次いで発見され、ゲノム編集やRNA編

集、核酸検出といった新規技術に応用されている。 
近年、DNA組換え反応を触媒するCRISPR-Cas複合体としてCAST（CRISPR-associated transposase）が報告さ

れた［5、6］。CAST は I 型Q-Cascade とV 型Cas12k に分類される（図 1）。Q-Cascade は 3 つのCas タンパク質

（Cas6、Cas7、Cas8）、TniQタンパク質、および、ガイドRNAからなる超分子複合体であり、ガイドRNAのガイ

ド配列と相補的な2本鎖DNAに結合する。Cas9と異なり、Q-CascadeはDNAを切断せず、Tn7様トランスポゾン

因子（TnsA、TnsB、TnsC）と協働し、ドナーDNAをターゲットDNAに挿入する（図1）。TnsA/TnsBはトランス

ポザーゼと相同性をもち、DNA 転移反応を触媒することが示唆されている。一方、TnsC、TniQ はそれぞれ AAA+ 
ATPase、DNA結合タンパク質に分類され、DNA転移反応に必須であることが示されているが、詳細な役割は不明で

ある。他の Cas12 タンパク質と同様に、Cas12k は RuvC ドメインをもつが、その他の領域は既知のタンパク質と配

列相同性をもたない。Cas12k は sgRNA と複合体を形成し、sgRNA のガイド配列と相補的な 2 本鎖 DNA に結合す

る。Cas12kはDNA切断活性をもたず、TnsB、TnsC、TniQと協働し、ドナーDNAをターゲットDNAに挿入する

（図 1）。Q-Cascade、Cas12k のガイドRNA のガイド配列は自由に変更できるため、CAST を用いることにより、2
本鎖 DNA 切断を引き起こすことなくゲノムの狙った位置へのノックインが可能であると期待されている。しかし、

CAST によるDNA 挿入の分子メカニズムには不明な点が残されている。さらに、ごく最近、新規のCRISPR-Cas 酵
素としてCas7-11が発見された［7］。Cas7-11は4つのCas7ドメイン（Cas7.1～Cas7.4）と1つのCas11ドメイン

からなり、ガイドRNAと相補的な1本鎖RNAを配列特異的に2か所で切断する。Cas7-11は特異性が高く細胞毒性

の低いRNA切断ツールとして期待されているが、Cas7-11によるRNA切断の分子メカニズムは不明である。 
本研究では、新規CRISPR-Cas酵素であるCASTおよびCas7-11の機能構造解析を行った。その結果、Cas12k—ガ

イドRNA—標的DNA複合体、および、Cas7-11—ガイドRNA—標的RNA複合体のクライオ電子顕微鏡構造の決定に成

功した。Cas7-11—ガイドRNA—標的RNA複合体構造から、Cas7-11による標的RNA切断の分子メカニズムが明らか

になった［8］。さらに、構造情報に基づき分子改変を行い、小型のCas7-11改変体（Cas7-11S）の創出に成功した。 
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図1．CRISPR-Casタンパク質の多様な機能 
Cas9 は標的となる2 本鎖DNA を切断する一方、CAST 複合体（Cas12k、Q-Cascade）は標的

となる2 本鎖DNA にドナーDNA を挿入する。Cas7-11 は標的となる1 本鎖RNA を切断する。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．CCAASSTTのの構構造造機機能能解解析析  

CAST複合体によるDNA転移の分子メカニズムの解明を目指し、クライオ電子顕微鏡解析を行った。Q-Cascadeの
構造解析を目指したが、構造決定には至らなかった。一方、Cas12kに関しては、以下のようにCas12k—ガイドRNA—
標的DNA複合体構造の決定に成功した。Cas12kのN末端にHis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高純度に精製した。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Cas12kタンパク質、

sgRNA、標的DNAを混合することにより、Cas12k—sgRNA—標的DNA複合体を再構成し、ゲルろ過クロマトグラフ

ィーを用いて精製した。Vitrobotを用いて精製試料をグリッド上で瞬間凍結したのち、クライオ電子顕微鏡Titan Krios
を用いて粒子画像を収集し、cryoSPARCを用いて単粒子解析を行い、密度マップを取得した。COOTを用いてモデル

構築を行い、Phenixを用いて構造精密化を行った。Cas12k—ガイドRNA—標的DNA複合体構造から、Cas12kはWED、

REC、PI、RuvCドメインからなることが明らかになった（図2）。ガイドRNAは既知のCRISPR-Casタンパク質の

ガイド RNA とは異なる複雑な立体構造をとり、Cas12k によって特異的に認識されていた。DNA は PI ドメインと

RECドメインによって認識されていた。以上の結果から、Cas12kがガイドRNAと協働して標的DNAを認識する分

子メカニズムが明らかとなった。 
 

 
 

図2．Cas12k—ガイドRNA—標的DNA複合体のクライオ電子顕微鏡構造 
ディスオーダー領域を点線で示した。 
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22．．CCaass77--1111のの構構造造機機能能解解析析  
Cas7-11 による標的RNA 切断の分子メカニズムの解明を目指し、クライオ電子顕微鏡解析を行った。His タグを付

加したCas7-11タンパク質を大腸菌において大量発現させ、NiNTAカラム、ゲルろ過カラムを用いて精製した。ガイ

ドRNAおよび標的RNAはT7 RNAポリメラーゼを用いた in vitro転写により合成し、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Cas7-11タンパク質、ガイドRNA、標的RNAを混合し、Cas7-11—ガイドRNA—
標的 RNA 複合体を再構成し、ゲルろ過カラムを用いて複合体を精製した。Vitrobot を用いて精製試料を瞬間凍結し、

クライオ電子顕微鏡 Titan Krios を用いて粒子画像を収集し、cryoSPARC を用いて単粒子解析を行い、密度マップを

取得した。COOTを用いてモデル構築を行い、Phenixを用いて構造精密化を行った。Cas7-11—ガイドRNA—標的RNA
複合体構造から、Cas7-11は4つのCas7ドメイン（Cas7.1～Cas7.4）、Cas11ドメイン、INSドメイン、CTEドメイ

ンが4つのリンカー領域（L1～L4）で連結した構造をもつことが明らかになった（図3）。ガイドRNAの5’タグ領域

はCas7.1、Cas7.2によって認識されていた。一方、スペーサー領域は標的RNAと対合し、Cas7.2～Cas7.4、Cas11、
INS によって認識されていた。ガイドRNA—標的RNA の 4 番目、10 番目の塩基はそれぞれCas7.2、Cas7.3 との相

互作用により、フリップアウトし、切断されるホスホジエステル結合の近傍に活性残基（D429、D654）が位置してい

た。変異体解析の結果、D429、D654はそれぞれ標的RNAの塩基3～4間、塩基9～10間のホスホジエステル結合の

切断に関与することが明らかになった。これらの結果から、Cas7-11による標的RNA切断の分子メカニズムが明らか

になった。さらに、RNA と相互作用していない領域を削除した複数の Cas7-11 変異体を作製し、RNA 切断活性を評

価することにより、小型のCas7-11改変体（Cas7-11S）の創出に成功した［8］。 
 

 
 

図3．Cas7-11—ガイドRNA—標的RNA複合体のクライオ電子顕微鏡構造 
ディスオーダー領域を点線で示した。 
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