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高度好熱菌Thermus thermophilus由来Type III-B CRISPR-Cmr複合体の 
構造と機能

新海 暁男

1. はじめに

CRISPR（clustered regularly interspaced short palindromic 
repeat）-Cas（CRISPR-associated）システムは多くの細菌が
持つ獲得免疫システムである 1）（図1に概要を示す）．これ
は細菌に侵入してきたプラスミドやファージのDNAある
いはRNAを異物として認識し分解して除去するシステム
であり，CRISPRと呼ばれるDNAの反復配列と複数のCas
タンパク質とから構成されている．典型的なCRISPRは約
25～40塩基の回文様配列（リピート）が約25～40塩基の
スペーサー配列を介して数回から20回程度繰り返してい
る領域である．一方，Casタンパク質はこれまでに約45種
類が知られており，それらをコードする遺伝子の多くは
CRISPRの近傍に位置している．CRISPRの発見は28年前
の1987年に遡る．その18年後の2005年，ファージ遺伝子
などの外来遺伝子の部分配列がCRISPRのスペーサー領域
に見つかり，CRISPR-Casシステムが獲得免疫に関与して
いる可能性が示唆された．そして，2年後にはそれが実験
的に証明された．すなわち，細菌に侵入してきたDNAの
一部と同じ配列をスペーサーとして細菌のゲノムが持って
いる場合，その侵入DNAはCRISPR-Casシステムによって
分解されることが示された．

CRISPR-Casシ ス テ ム は，Adaptation, Expression, Inter-
ferenceの三つのフェーズから成り立っている 1）（図1）．
Adaptationフェーズでは，Casタンパク質が侵入DNAの一
部分を切り出し，スペーサー配列としてCRISPRに組み
込む．これによって細菌は侵入してきたDNAを“記憶”す
る．Expressionフェーズでは，CRISPRが転写されて生じ
たpre-CRISPR RNA（pre-crRNA）がリピート部分で切断さ
れスペーサー単位のcrRNAが生成される．そして，crRNA
が他のCasタンパク質（単体あるいは複合体）に結合す

る．このCasタンパク質-crRNA複合体がcrRNAの部分で
侵入DNAあるいはRNAに相補的に結合しそれを分解す
るステップが Interferenceフェーズである．CRISPR-Casシ
ステムは，主として Interferenceフェーズに関与している
Casタンパク質の種類や作用機作の違いによってType I, 
-II, -IIIの3種類に分類され，それぞれのタイプはさらにい
くつかのサブタイプに細分類されている 2）．Type Iシステ
ムではCascade（CRISPR-associated complex for antiviral de-
fense）と呼ばれるタンパク質複合体およびCas3タンパク質
が，Type IIシステムではCas9タンパク質および tracr（trans-
activating CRISPR）RNAと呼ばれる低分子RNAが，Type 
III-AシステムではCsmタンパク質複合体が，Type III-Bシ
ステムではCmrタンパク質複合体がそれぞれcrRNAと結
合し，それらのCasタンパク質-crRNA複合体が標的DNA
あるいはRNAの分解をつかさどっている．これらのうち，
Cas9を用いたシステムはさまざまな生物種において利用
可能なゲノム編集のための優れたツールとして注目を集め
ている．

CRISPRの数，リピートの数と塩基配列，cas遺伝子の
種類と数は細菌ごとに異なっている．高度好熱菌Thermus 
thermophilus HB8株はゲノムサイズが約2 Mbpと比較的
小さいにも関わらず比較的多くのCRISPRと多種類のCas
タンパク質を持っている 3）（図2）．CRISPRはプラスミド
pTT27上に9か所（CRISPR-1～7, -9, -10）と染色体上に2
か所（CRISPR-11, -12）ある．これらのCRISPRはリピー
ト部分の塩基配列の違いによって3種類（Category- I, -II, 
-III）に分類されている．一方，本菌株が有するCasタン
パク質は，Type I-E（Cascade）, Type III-A（Csm）, Type III-B
（Cmr）複合体を含む約30種類に及ぶ．このため本菌株は
一つの細菌が持つCRISPR-Casシステムを体系的に理解す
るための格好の研究対象である．本稿では，最近明らかと
なった，Type III-Bシステムを構成しているCmr複合体の
構造と機能を概説する．

2. T. thermophilus HB8株のType III-Bシステムを構成
する遺伝子群

Type III-Bを構成しているcmr遺伝子（cmr1～6）は
CRISPR-5と-6の間に位置しオペロンを形成している
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（図2）．ファージが感染するとcmrオペロンの転写量が上
昇するが，その発現を制御している因子はまだ同定されて
いない 3）．Type III-BシステムではCas6タンパク質がpre-
crRNAの切断を担っている（図1）．Cas6は各リピート部
分の3′末端から8塩基上流を切断するので，crRNAは5′末
端側にリピート由来の8塩基（5′タグ）を持っている（後
述）．T. thermophilus HB8株は二つのcas6遺伝子（染色
体上のcas6A，および，pTT27上のcas6B）を持っており
（図2），Cas6A, -BともにCategory-IあるいはCategory-IIIに
分類されるリピート配列を特異的に切断する 4）．

3. Cmr複合体の構造と機能

T. thermophilus HB8株 のCmr複 合 体（TtCmr） は6種
類のCmrタンパク質（Cmr1～6）とcrRNAから構成さ
れている約360 kDaの分子で，サブユニットの構成比は
Cmr112131445361:crRNA1（下付きの数字は分子数）であ
る 5, 6）．電子顕微鏡を用いた単粒子解析によると，TtCmr
の立体構造は約90×100×200 Åの大きさの右巻きのらせ
ん形をしている（図3）．TtCmr分子の中央部には4分子の
Cmr4と3分子のCmr5がらせん状に位置しており，片側
の端にはCmr2‒Cmr3複合体が結合し，もう片方の端には
Cmr6とCmr1が結合している．crRNAは，5′タグ配列（上
述）でCmr2‒Cmr3複合体に結合し，スペーサー由来の部
分でCmr4に沿って中央部に巻きついている．Cmr1が欠失
したと考えられる分子や，Cmr4とCmr5がそれぞれ1分子
欠失したと考えられる分子も見つかっている 5, 6）．

T. thermophilus HB8株のCRISPRには合計112種類のス
ペーサー配列があるが，TtCmrに結合しているcrRNAには
これらの配列が一様に見いだされるのではなく，Category-
Iに分類されるCRISPR由来のスペーサーに偏っている 5）．
特に，CRISPR-1のスペーサー 3, CRISPR-2のスペーサー 1, 
2, CRISPR-4のスペーサー 2, 3, 5, CRISPR-11のスペーサー
1, 3, 8, 9, 12が多く見いだされている．これらのスペー
サーの塩基配列や予想二次構造に共通性はない．TtCmrが
crRNAを選別するメカニズムの解明は今後の研究課題の
一つである．TtCmrに結合しているcrRNAの5′末端には
TtCmrへ結合するために必要な8塩基の5′タグ配列がある．
これはpre-crRNAがCas6によって切断されるためであるこ
とは上述したとおりである．crRNAの長さは不ぞろいで，
おおよそ30～50塩基であり，特に，34, 40, 46, 49塩基のも
のが多く見いだされている 5）．pre-crRNAの3′末端側がプ
ロセシングされるメカニズムは不明である．TtCmrは，結
合しているcrRNAと相補的な配列を含む一本鎖RNAを，
in vitroでcrRNAの5′側から順に3′側へ向かって6塩基ご

図1 CRISPR-Casシステムの概要
本システムはCRISPRと呼ばれるDNA領域とcas遺伝子群から
構成されている．CRISPRは約25～40塩基の回文様配列（リ
ピート）が約25～40塩基のスペーサー配列を介して数回から
20回程度繰り返している領域である．このシステムはAdapta-
tion, Expression, Interferenceの三つのフェーズからなる．Ad-
aptationフェーズでは細菌に侵入したDNAの一部を切り取り
スペーサーとしてCRISPRに組み込む．Expressionフェーズで
はCRISPRが転写されて生じたpre-crRNAが切断され，スペー
サー単位のcrRNAが生じる．InterferenceフェーズではcrRNA
と結合したある種のCasタンパク質（単体あるいは複合体）が
侵入DNAまたはRNAを分解する．本システムは，Interference
フェーズにCascade複合体が関与しているType I, Cas9/tracrRNA
が関与しているType II, Csm複合体あるいはCmr複合体が関与
しているType IIIに分類できる．

図2 T. thermophilus HB8株のCRISPR-cas遺伝子群
CRISPRはリピートの塩基配列によってCategory-I（縦線），-II
（横線），および，-III（斜線）に分類できる．
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図3 Thermus thermophilus Cmr複合体（TtCmr）の立体構造
（A）TtCmrのクライオ電子顕微鏡構造（4.1 Å）．（B）標的RNA（target）が結合したTtCmのクライオ電子顕微鏡構造
（4.4 Å）．図は文献6からAAASの許可を得て転載した（カラー図は電子版参照）．

図4 Cmr4サブユニットによる標的RNAの切断メカニズム
（A）Cmr4サブユニットの立体構造．P. furiosus由来のCmr47）および大腸菌Cas7の結晶構造 9）を基に作製したT. ther-

mophilus Cmr4のホモロジーモデル（リボン図）をTtCmrのクライオ電子顕微鏡構造中のCmr4サブユニットに当て
はめたもの．（B）thumbとpalmの相互作用によるCmr4サブユニットの連結．この連結様式は大腸菌Cascade複合体
におけるCas7サブユニットの場合（左下）9）と類似している．（C）4分子のCmr4サブユニットの各 thumbドメイン
は6塩基ごとに4か所で，crRNAと標的RNAからなる二本鎖RNAにインターカレーションしている．（D）（C）の拡
大図．thumbドメインがインターカレーションしている二重鎖RNAの近傍に推定活性残基（His16/Asp27）が存在
するループ（catalytic loop）が位置していることがわかる．（E）（D）にホモロジーモデル（リボン図）を当てはめた
もの．crRNA:targetのモデルは大腸菌Cascade複合体のcrRNA:target ssDNAの構造 10）を基にして作製した．図は文
献6からAAASの許可を得て転載した（カラー図は電子版参照）．
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とに5か所で切断する（5′ルーラーメカニズム）5）．標的
RNAを分解する活性残基はCmr4サブユニットに存在す
ることがPyrococcus furiosus由来のCmrで示されているの
で 7, 8），TtCmrの場合も5か所のうちの4か所はCmr4が切
断すると考えられる．残りの1か所を切断しているサブユ
ニットと活性残基の同定が急務である．

Cmr複合体の構造をクライオ電子顕微鏡法で4.1 Åの分
解能で解析した結果，複合体分子の中央部に位置してい
る4分子のCmr4は，突出したβ-ヘアピン構造（thumbドメ
イン）がそれぞれ隣の分子のα-ヘリックス構造（palmド
メイン）と相互作用することによって連結していること
がわかった（図3, 図4A, B）．次に，標的RNAが結合した
TtCmrの構造を4.4 Åの分解能で解析した結果，この複合
体分子では，標的RNAが結合しやすくなるようにCmr1, 
Cmr2, Cmr5分子がコンホメーション変化を起こすことで
分子の中央部が開いていた（図3B）6）．さらに，Cmr4の
四つの thumbドメインは，6塩基ごとに4か所で，crRNA
と標的RNAからなる二本鎖RNAにインターカレーショ
ンし，それによって二本鎖RNAが部分的に解かれていた
（図4C～E）．そして，その近傍にはCmr4の予想活性残基
（His16とAsp27）があるループ構造が位置していた（図

4D, E）．これが，Cmr複合体が一定の間隔で標的RNAを
分解する仕組みである．また，Cmr6の thumbドメインも
二本鎖RNAにインターカレーションしていたので，もう
一つの活性残基はこのサブユニット上にあると考えられ
る 6）．
一方，クライオ電子顕微鏡法を用いた解析で，完全長の

ものよりも25 Å短い，Cmr4とCmr5がそれぞれ1分子欠失
したと考えられるCmrサブ複合体が見つかった 6）．TtCmr
に結合しているcrRNAは，長さが46塩基のものと40塩基
もので大半を占めている 5）．長さ25 Åは6塩基分のRNA
に相当するので，この短いCmrサブ複合体には40塩基
のcrRNAが結合しており，完全長の複合体には46塩基の
crRNAが結合していると考えられる．しかし，長さの異
なる2種類の複合体が存在する意義は不明である．
興味深いことに，palmドメインと thumbドメインによ
るサブユニットの連結様式は，二本鎖DNAを分解するシ
ステムである大腸菌Type I-E CRISPRシステムを構成して
いるCascade複合体のCas7サブユニットにもみられる 9, 10）

（図4B）．この複合体は，5種類のタンパク質とcrRNAか
ら構成されている約405 kDaの分子で，サブユニットの構
成比はCse11Cse22Cas5e1Cas6e1Cas76:crRNA1（下付きの数
字は分子数）である．この分子も右巻きのらせん形であ
り，分子の中央部にはpalm-thumbドメインの相互作用に
よって結合している6分子のCas7タンパク質が位置し，そ
こにcrRNAが巻きついている．Cascade複合体はcrRNA部
分で二本鎖DNAの片側の鎖に相補的に結合するが，Cas-

cade複合体自身にはDNAを分解する活性はなく，Cascade-
crRNA-標的DNA複合体を認識して結合するCas3タンパク
質がそれを担っている 11）．Cascade-crRNA-一本鎖DNA複
合体の構造を解析すると，crRNA:DNAハイブリッド分子
は二重らせん構造をしておらず，解けた二重鎖構造を保
ち，6塩基ごとに折れ曲がりながら分子の中央部にらせん
状に巻きついている．crRNA:DNAの折れ曲がりを誘導し，
その構造を維持しているのがCas7の thumbドメインであ
り，六つの thumbドメインが，Cmr複合体のCmr4_thumb
ドメインと同様に，crRNA:DNAに6塩基ごとにインター
カレーションしている 10）．

4. まとめと今後の展望

TtCmrは in vitroで一本鎖RNAを6塩基ごとに5か所で
切断する．Sulfolobus islandicus株由来のCmrは in vivoで
DNAとRNAの両方を分解することが示されている 12, 13）．
T. thermophilus株におけるCmrの役割を解明するために，
TtCmrの in vivoでの活性，基質特異性を解析することは今
後の重要な研究課題の一つである．

TtCmr分子の中央部にらせん状に位置している4分子の
Cmr4サブユニットは，それぞれの thumbドメインが隣の
分子のpalmドメインと相互作用することによって連結し
ている．そのCmr4分子に沿ってcrRNAが巻きついてお
り，相補的な結合によって標的RNAがcrRNAに結合する．
四つのCmr4_thumbドメインはその二本鎖RNAに6塩基ご
とにインターカレーションすることによって部分的に二重
鎖を破壊しており，近傍には標的RNAを分解する活性残
基が位置している．TtCmrが6塩基ごとに標的RNAを分解
するのはこのためである．これらの特徴は古細菌由来の
Cmr複合体にもみられる 14）．しかもCmr複合体にみられる
これらの構造はType I-Eシステムを構成しているCascade
複合体にも保存されている．Cascade複合体では，Cas7サ
ブユニットがpalm-thumbドメインの相互作用によって分
子の中央部にらせん状に連結しており，それぞれの thumb
ドメインが6塩基ごとに二本鎖の核酸（crRNA:標的DNA）
にインターカレーションしている．さらに興味深いこと
に，T. thermophilus株のType III-Aシステムを構成してい
るCsm複合体も同様の右巻きらせん構造をしており，6分
子のCsm3が分子の中央部にらせん状に位置していると考
えられている 15）．そして，CsmもCmrと同様に5′ルーラー
メカニズムで6塩基ごとに一本鎖RNAを切断する 15）．し
たがって，Csm複合体ではCsm3がRNAを分解する活性
を担っており，この場合も thumbドメインが複合体の構造
と機能の維持に重要な役割を果たしていると想像できる．
Cascade複合体は，それ自身には標的DNAを分解する活性
がない点でCmr複合体やCsm複合体と異なるが，これら
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複合体分子の中央部にらせん状に連結しているサブユニッ
ト（Cmr4, Cas7, Csm3）は共通の祖先から派生したものと
考えられる．T. thermophilus株のCRISPR-Casの研究から，
細菌における獲得免疫システムそのものや，それを構成し
ている分子群の進化も紐解かれていくことを期待している．
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