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緒緒  言言  

 
染色体構造は、ゲノムDNAという長鎖DNAを細胞の核内に収納するために必要な構造であるだけでなく、染色体

上の遺伝子を複雑に制御するための基盤構造でもある。例えば、染色体構造を構成するヒストンタンパク質や、遺伝子

をコードするDNAがメチル基やアセチル基などの化学修飾をされ、その化学修飾を認識するタンパク質により、染色

体構造が密になったり疎になったりする。この染色体構造の変動は、遺伝子を転写するタンパク質が染色体上にリクル

ート（運ばれてくる）される量を調整し、結果としてタンパク質の合成量を制御している。化学修飾による染色体構造

制御は可逆的であり、環境変動や薬剤刺激、あるいは栄養飢餓など細胞の状態に応じて必要なタンパク質の時間的空間

的供給量の制御を可能にする。これまでに、出芽酵母や培養細胞を用いて、このようなゲノム情報に依存しないエピジ

ェネティックな制御に関わる様々な因子が同定されてきた［1］。しかし、エピジェネティクス制御に必要なタンパク質

の欠損や変異は、細胞内で大規模な遺伝子転写量の変動を引き起こすうえ、近年の一細胞解析から、出芽酵母のような

単細胞生物でも、細胞ごとに染色体構造や遺伝子の発現状態が異なっていることが分かっており［2］、細胞を用いた従

来の研究では、エピジェネティクス制御関連タンパク質の機能を定量的に解析することは困難である。そこで、正常な

タンパク質の機能や変異タンパク質との機能の違いを定量的に比較・解析するために in vitro系における染色体構造モ

デルが必要となる。細胞外での染色体構造の再構成は、染色体の基本単位であるヌクレオソームの構造解析などで技術

的には確立されている［3］。だが、これまでの手法は、遺伝子をコードしていない、Widom 601 配列などが用いられ

てきた。このヌクレオソームモデルでは、染色体構造に対してDNA複製酵素がどのような挙動を示すかなど、物理的

な現象を解明できる一方で、染色体の修飾による遺伝子発現の制御や、それに関わるタンパク質の機能、変異による表

現型を解析することはできていない。このような解析が可能になれば、エピジェネティック制御の分子機構の解明だけ

でなく、遺伝子発現制御の後天的破綻によって発症する可能性が示唆されているガンや白内障などの治療ターゲットの

発見や染色体構造の人工的制御による新規機能細胞の構築など様々な分野への波及が期待される。これを達成する際の

おおきな課題の一つは、染色体の基本構造であるヌクレオソーム構造を簡便に検出し、構造を取ったヌクレオソームを

回収する方法がないことである。そこで、本研究ではリポソーム内のヌクレオソーム構造を蛍光によって検出し分取す

る技術の開発を目指した。具体的には、ヌクレオソーム構造の基質となるDNA上に、RNA 切断酵素Cas13a（c2c2）
の crisprRNA（crRNA）と相補的なガイド配列を末端に入れておき、ヌクレオソーム構造が形成されておらず、DNA
から RNA が転写された場合には、Cas13a が RNA の両端に蛍光物質と消光物質がそれぞれ結合した基質      
（RNase Alert）を切断し、緑色蛍光が得られるようにする。一方、ヌクレオソーム構造が形成されている場合には、

Cas13a が活性化されず、リポソーム内で再構成無細胞翻訳系により、赤色蛍光タンパク質 RFP が合成される系を確

立する。これによりセルソーターを利用することで、ヌクレオソームの再構成率が低くとも、再構成されたヌクレオソ

ームを選択的に分取し、遺伝子発現などの他の反応系へ利用することが可能となる。 
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方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．CCaass1133タタンンパパクク質質のの精精製製  
過去の文献［4］を参考に、大腸菌内で Cas13a タンパク質を発現誘導し精製を行った。pET28a プラスミドを   

Nde I、Bam HI を用いて切断し、pC019［5］プラスミドから PCR で増幅した Cas13a 遺伝子配列を挿入した。         
この時、pGEX-KGを用いて、GSTをN末端に付加したCas13aおよびN末端にGSTかつC末端に、GFP、RFP、
mcherry、mKATE2、tagGFP、tagRFP を付加した Cas13a タンパク質のコンストラクトを BL21（DE3）および

Rossetta 2（DE3）に形質転換し IPTG誘導を行ったが、増殖阻害が認められ、さらに、蛍光顕微鏡、フローサイトメ

ーター、SDS-PAGE後のCBB染色、GST-抗体を用いたWestern blotでタンパク質の検出を行ったところ、蛍光タン

パク質融合Cas13aの発現が認められなかったため、これらのコンストラクトは本研究では用いないこととした。次に、

N末端にHis-tagを付加したCas13aをコードしたプラスミドを Rosetta 2（DE3）に形質転換し、得られたコロニー

を液体LB 培地で一晩培養した。その後、OD600が0.5になるまで37℃で培養し、IPTGを0.2 mMになるように添

加した後、18℃で20時間培養した。得られた菌体を超音波破砕し、抗His-tag ビーズを用いて精製した。そして、遠

心濃縮カラムを用いて濃縮後、SDS-PAGE し、CBB 染色により Cas13a を検出した（図 1）。同様の操作を His-tag 
GFPでも行い、His-tag GFPを精製し、CBB染色により検出した。。その結果、 His-Cas13aの方では、130 kDa付

近に目的のバンドがわずかに見られたため、Image Jを用いてバンドパターンを比較した。しかし、精製量が低く、イ

ンクルージョンボディの形成や不溶化の可能性を考え、それぞれの画分の検出を行ったが、Cas13a の検出はできなか

った。そのため、現在、発現法の改善や、Ureaなどを用いた可溶化の検討を行っている。 

 
図1．His-tag Cas13a のCBB染色 

His-tag GFPとHis tag Cas13aを発現させた大腸菌から抗His-tagビーズを用いてタン

パク質を精製し、SDS-PAGE後にCBB 染色を行った。得られたバンドを Image J を用

いて解析した。M：protein size marker。 
 
22．．CCaass1133タタンンパパクク質質のの酵酵素素活活性性検検出出  
精製したCas13aに対してRNase Alert およびRNase Alert v2を用いて、RNA切断能を調べた。この時、クリス

パーRNA（crRNA）は下記のオリゴをプライマーかつテンプレートとして用いて、target RNA は下記 primer と
BY5445（NBRP）のゲノムDNAをテンプレートとして、PCRによって目的のDNA断片を作製し、T7 RNA polymerase 
を用いて in vitro合成を行った。 
crRNA primer 1：gaattaatacgactcactatagggagaccacaacggtttccctgatttagactaccccaaaaacgaaggg 
crRNA primer 2：ataagataagataggataagataacaaagttttagtccccttcgtttttggggtagtctaaatc 
target RNA primer 1：gaattaatacgactcactatagggagaccacaacggtttccctaacaggtgtgcttgcacc 
target RNA primer 2：cgcaatgatttgttatcttatccta 
合成したRNA を精製し、Cas13a の酵素活性の測定に用いた。この時、反応溶液として、45 nM Cas13a protein、

22.5 nM crRNA、125 nM RNase Alert v2 substrate、100 ng target RNA を混合し、37℃で2時間反応させた。その

後、plate reader（TECAN、infinite F500）および、反応後の溶液を内封した脂質二重膜小胞（リポソーム）をフロー

サイトメーター（FCM；BD、FACS CantoⅡ）を用いて測定したが、緑色蛍光は検出できなかった。リポソームは過

去の報告［6］の条件に、上記の反応後の溶液を内液組成に加えて作製した。 
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33．．CCaass1133タタンンパパクク質質のの無無細細胞胞翻翻訳訳とと酵酵素素活活性性検検出出  
大腸菌を用いたCas13aの精製と並行して、PURE frex 1.0（Gene frontier）を用いて、Cas13aの無細胞翻訳手法

の確立を行った。再構成無細胞翻訳系を用いたCas13aの合成と、合成したCas13aが立体構造を形成し、酵素活性を

持つかは未だ報告されていない。そこで、pC019プラスミドを鋳型として、RBS（リボソーム結合部位）とT7 promoter 
配列を付加したプライマーを用いて、Cas13a の遺伝子配列を増幅した。その後、T7 RNA polymeraseを用いてRNA
を合成し、PURE frex に加えて無細胞翻訳を行った。その後、SDS-PAGE およびCBB 染色によりCas13aタンパク

質を検出した（図 2A）。次に、合成したCas13a に、上記と同様の crRNA および target RNA を加え、RNase Alert 
を用いてRNA分解活性を測定した。精製 RNase Aを対照とし、UV lightによって蛍光を簡便に見たところ、Cas13a
を加えたときにRNA分解が起こっていることが分かった（図2B）。さらに、相対蛍光強度をplate readerを用いて測

定した（図2C）。これらの結果から、今回、無細胞翻訳系によって合成したCas13aは立体構造を形成し、in vitro合
成した crRNAと target RNAを取り込んでRNA切断能を持つことが分かった。そこで、反応後のRNase Alertをリ

ポソームに封入し、フローサイトメーターで蛍光測定を行ったが、Cas13a の有無に対して有意に蛍光を示したリポソ

ームの割合は0.7％程度であった。一方で、RNase Aによって完全に基質を分解した場合にはフローサイトメーターで

蛍光を検出できたため、RNase Alertの基質量は十分であることが分かった。 
 

図2．Cas13aの無細胞翻訳と活性測定 
A） PURE frex v1.0にCas13aの遺伝子およびリボソーム結合配列を付与したRNAを

加え、Cas13aを合成した。その後、SDS-PAGE、CBB染色によりCas13aを検出

した。 
B） Cas13aを用いてRNase Alertを分解し、UVランプを用いて蛍光を検出した。 

①：－ RNase A、②：＋ RNase A、③、④：＋ Cas13a  
C） 基質のみ、基質＋Cas13a、基質なしの3つの溶液の反応後、plate reader を用いて

蛍光を測定した。縦軸は、基質＋Cas13aを基準とした相対輝度。基質+ RNase A の
相対輝度は、基質＋Cas13aの10倍の値であった。 
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考考  察察  

 
本研究では、ヌクレオソーム構造を蛍光によって検出する系を確立するために、その系に用いる Cas13a タンパク

質の精製と活性測定を行った。Cas13a タンパク質を、大腸菌を用いて発現・精製する手法は過去に報告されており、

その報告をもとに精製を行ったが、精製したCas13aタンパク質は活性を検出することはできなかった。IPTG誘導時

に増殖阻害が見られたことから、現在は、IPTG 誘導ではなくラクトース含有培地を用いた誘導や、Urea などを用い

てタンパク質の凝集などを防ぎ、精製する手法を検討している。 
大腸菌を用いた Cas13 タンパク質の精製の代替案として、再構成無細胞翻訳系を用いた Cas13a の合成法を確立し

た。本手法では、Cas13aタンパク質を大量に得ることはできないが、一方で、大腸菌由来のタンパク質の混入が減り、

精製および下流の反応系への利用が容易である。再構成無細胞翻訳系によるCas13aの合成は報告されていないが、合

成された Cas13a が酵素活性を持つこと、および本研究で設計した、crRNA および target RNA が機能することを示

した。またCas13aはウイルスRNAなどの検出に用いられているが、リポソームに封入しフローサイトメーターで検

出できるかは不明であった。リポソームにCas13a反応後のRNase Alertを封入し、蛍光をフローサイトメーターで測

定したところ、0.7％程度のリポソームからのみ蛍光が見られた。この原因として、今回 Cas13a タンパク質は再構成

無細胞翻訳系のタンパク質と混在しており、タンパク質濃度を決定していなかったため、crRNAおよび target RNAの

量が不足しており、RNA切断能の測定ができなかった可能性が考えられる。実際に、大腸菌から精製してきたCas13a
を用いて、ウイルスのRNAを検出する際には、target RNAとなるウイルスRNAを事前に増幅することで、Cas13a
のRNA 検出能を向上させたことが報告されている［7］。そこで、His-tag を付与したCas13a の無細胞翻訳と精製、

濃度の決定を行い、crRNAと target RNAの最適濃度の決定を行っていく予定である。Cas13aのRNA切断能をFACS
で検出できるようになれば、本研究の目的である、ヌクレオソームの分取のみならず、特定の配列を持つウイルス・細

胞を分取し、培養・解析が可能になるなど、Cas13aを用いた研究・応用への展開が期待される。 
本研究で目指している、細胞外での染色体の再構成と、染色体からの無細胞翻訳系の確立は、ボトムアップ型人工細

胞リアクタの応用範囲を飛躍的に広げ、かつ、染色体の機能を非細胞環境下で詳細に調べ、利用するために重要な技術

である。本研究期間で、大腸菌からのCas13タンパク質精製は達成できなかったものの、Cas13aの無細胞翻訳合成法

の確立および合成したタンパク質の活性の検出に成功した。今後は、本研究期間では達成できなかった、ヌクレオソー

ムの検出系の構築を目指したい。具体的には、Widom 601配列に target 配列を付与した断片を用いてヌクレオソーム

を作製し、リポソームに封入した後に、Cas13タンパク質と再構成無細胞翻訳系を用いて、ヌクレオソーム構造を蛍光

検出し、セルソーター（BD FACS Melody）を用いて分取する手法の確立に取り組む。 
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