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Cas7-11‒Csx29ヌクレアーゼ‒プロテアーゼ複合体の構造，機能，応用

西増 弘志 1, 2

1. CRISPR-Cas獲得免疫システム

原核生物のもつCRISPR-Cas獲得免疫システムでは，多
様なCas酵素がガイドRNAと協働し，ウイルスなどの外
来核酸に対する防御を担っている．Cas酵素はガイドRNA
と複合体を形成し，ガイドRNAの一部（ガイド配列）と
相補的な核酸を認識・切断する．Cas酵素の種類に基づ
き，CRISPR-Casシステムは二つのクラス（クラス1とク
ラス2）に分類される 1）．クラス1システムでは，複数の
Casタンパク質とガイドRNAからなるエフェクター複合体
が外来核酸の分解に関与する．一方，クラス2システムで
は，一つのCasタンパク質とガイドRNAからなるエフェ
クター複合体が外来核酸を切断する．クラス1システムは
三つのタイプ（I型，III型，IV型）に分類される一方，ク
ラス2システムは三つのタイプ（II型，V型，VI型）に分
類される．さらに，これらは複数のサブクラスに分類され
る．

II型システムに関与するCas9はガイドRNAと複合体を
形成し，ガイドRNAと相補的な二本鎖DNAを切断する 2）．
2013年，Cas9とガイドRNAを哺乳類細胞に導入すること
により，狙った位置でゲノムDNAを切断し周辺の塩基配
列を書き換える「ゲノム編集技術」が報告された 3）．それ
以降，CRISPR-Cas9は生命科学の基礎研究から動植物の品
種改良や遺伝子治療といった応用に至るさまざまな分野
において革新的なゲノム編集ツールとして広く利用され
ている．また，V型システムに関与するCas12はRNA依存

性DNA切断酵素として機能する一方 4），VI型システムに
関与するCas13はRNA依存性RNA切断酵素として機能す
る 5）．このようにCas酵素は異なるユニークな活性を持つ
ため，ゲノム編集や転写制御，RNAノックダウン，RNA
検出などさまざまな新規技術に応用されている．

2. III-E型CRISPR-Casシステム

Desulfonema ishimotoniiなどの細菌のゲノムに存在する
III-E型CRISPR-Cas領域には，ガイドRNA（CRISPR RNA）
に加え，5種類のタンパク質（Cas7-11, Csx29, Csx30, Csx31, 
RpoE）がコードされており，これらが協働して抗ウイルス
防御を担っていることが示唆されていた 6）（図1）．興味深
いことに，Cas7-11タンパク質はクラス1に分類されるが，
他のクラス1のエフェクター複合体は複数のCasタンパク
質から構成されるのに対し，Cas7-11は四つのCas7ドメイ
ン（Cas7.1～Cas7.4）と一つのCas11ドメインからなる一つ
のタンパク質である．Csx29はプロテアーゼとアミノ酸配
列の類似性を持ち，Cas7-11と複合体を形成することが報
告されていたが，実際にCsx29がプロテアーゼ活性を持つ
かは不明だった 7）．Csx30とCsx31は既知のタンパク質と
配列類似性を持たないため，それらの機能は謎に包まれて
いた．また，RpoEはシグマ因子として転写制御に関与す
る可能性が示唆されていたが，その役割は不明だった．

2021年，生化学的解析により，D. ishimotonii由来
Cas7-11はガイドRNAと複合体を形成し，ガイドRNAと
相補的な一本鎖RNAを2か所で切断するRNA依存性RNA
切断酵素であることが報告された 6）（図1）．さらに，Cas7-
11は標的RNAを特異的に切断し哺乳類細胞においても
機能することから，細胞毒性の低い新規のRNAノックダ
ウンツールとして利用できることが示された 6）．しかし，
Cas7-11は新規のタンパク質であり，立体構造も不明であ
るため，その標的RNA切断機構は不明だった．

3. Cas7-11‒ガイドRNA‒標的RNA複合体の構造解析

Cas7-11のRNA切断機構を解明するために，筆者らは
クライオ電子顕微鏡を用いて，Cas7-11‒ガイドRNA‒標的
RNA複合体の立体構造を決定した 8）（図2）．構造解析の結
果，Cas7-11は四つのCas7ドメイン（Cas7.1～Cas7.4）と
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図1 III-E型CRISPR-Cas領域，および，Cas7-11による標的RNA切断
標的RNAの切断部位を黄色の三角形で示した．

図2 Cas7-11‒ガイドRNA‒標的RNA複合体，Cas7-11‒ガイドRNA‒Csx29複合体，および，Cas7-11‒ガイドRNA‒
Csx29‒標的RNA複合体の立体構造
L1～L4リンカー領域を灰色で示した．標的RNAの切断部位を黄色の三角形で示した．Csx29の活性部位を星印で
示した．Cas7-11‒ガイドRNA‒Csx29複合体では，Csx29の活性部位は分子内に埋もれている．一方，Cas7-11‒ガ
イドRNA‒Csx29‒標的RNA複合体では，Csx29の活性部位の密度は観察されなかった．したがって，標的RNAが
Cas7-11‒Csx29複合体に結合すると，Csx29とCas7-11との間の相互作用が弱まり，Csx29の活性部位が構造変化し，
Csx30を認識できるようになると考えられる．
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Cas11ドメインに加えて，INS（insertion）ドメインとCTE
（C-terminal extension）ドメインからなり，それぞれのド
メインが四つのリンカー領域（L1～L4）でつながった特
徴的な立体構造を持つことが明らかになった．Cas7.4ド
メインの挿入配列は INSドメインを形成していた．INSド
メインは低温ショックタンパク質と類似した構造を持ち，
RNAと相互作用していた．ガイドRNAの5′領域（特定の
15塩基からなる）はCas7.1ドメインとCas7.2ドメインに
よって配列特異的に認識されていた．一方，ガイドRNA
のガイド領域（任意の23塩基からなる）は標的RNAと対
合し，Cas7.2ドメイン，Cas7.3ドメイン，Cas7.4ドメイン，
Cas11ドメイン，および，INSドメインによって認識され
ていた．興味深いことに，ガイドRNA‒標的RNAの4番
目，10番目の塩基はそれぞれCas7.2ドメイン，Cas7.3ドメ
インとの相互作用によって外側を向き，切断されるホス
ホジエステル結合の近傍に触媒残基であるD429（Cas7.2
ドメイン）とD654（Cas7.3ドメイン）が位置しているこ
とが明らかになった．in vitroにおけるRNA切断実験から，
D429とD654はそれぞれ標的RNAの塩基3と塩基4との
間，および，塩基9と塩基10との間のホスホジエステル結
合の切断に関与することが確認された 8）．以上の構造機能
解析から，Cas7-11‒ガイドRNA複合体が標的RNAを特定
の位置で切断する分子機構が明らかになった．

4. 小型Cas7-11S改変体の開発

Cas7-11は1601残基からなるタンパク質であるため，
AAVベクター（挿入可能な遺伝子サイズが4.7 kb）に搭
載できないという問題があった．Cas7-11の立体構造にお
いて，INSドメインはCas7.2およびCas7.3に存在する活
性部位から離れているため，RNA切断に関与しない可能
性が示唆された．そこで，INSドメインを削除したCas7-
11改変体（Cas7-11Sと命名）を作製し，in vitroにおいて
RNA切断実験を行ったところ，Cas7-11Sは野生型Cas7-
11と同様のRNA切断活性を示すことが明らかになった 8）．
Cas7-11Sは1290残基からなるため，ガイドRNAを含めて
も遺伝子サイズは約4.6 kbであり，AAVベクターに搭載可
能である．実際にAAVベクターを用いてCas7-11Sとガイ
ドRNAをヒト培養細胞に導入したところ，標的RNAの抑
制が確認された 8）．したがって，Cas7-11SはAAVベクター
に搭載可能なRNAノックダウンツールとして利用可能な
ことが明らかになった．

5. Cas7-11‒Csx29複合体の機能解析

III-E型CRISPR-Cas領域にはCas7-11, Csx29, Csx30, 
Csx31, RpoEという5種類のタンパク質がコードされてい

る（図1）．Csx29はプロテアーゼと配列相同性を持ち，
Cas7-11と複合体を形成するため，筆者らはCas7-11‒Csx29
複合体はCsx30またはCsx31を分解するのではないかと考
えた．Csx30とCsx31を組換えタンパク質として大腸菌に
おいて発現させたところ，Csx31は不溶性画分に発現した
一方，Csx30は可溶性タンパク質として精製できた．そこ
で，標的RNAの存在下および非存在下において，Csx30が
Cas7-11‒ガイドRNA‒Csx29複合体によって切断されるか
どうかを検証した 9）．その結果，標的RNA存在下におい
て，Csx30は二つの断片（N末端断片Csx30-1およびC末
端断片Csx30-2）に切断された．さらに，Csx29の触媒残
基を変異させると，Csx30は切断されなかった．これらの
結果から，Cas7-11‒ガイドRNA‒Csx29複合体に標的RNA
が結合すると，Csx29が活性化しCsx30を二つの断片に切
断することが明らかになった．さらに，N末端解析の結
果，Csx30はM427とK428の間で切断されることが明らか
になった．これらの結果から，Cas7-11‒Csx29複合体は標
的RNAの結合によって活性化するRNA依存性プロテアー
ゼであることが明らかになった．

6. Cas7-11‒ガイドRNA‒Csx29‒標的RNA複合体の構造
解析

Csx29の活性化機構を解明するために，筆者らはクラ
イオ電子顕微鏡を用いて，Cas7-11‒ガイドRNA‒Csx29複
合体，および，Cas7-11‒ガイドRNA‒Csx29‒標的RNA複
合体の立体構造を決定した 9）（図2）．構造解析の結果，
Csx29はTPR（tetratricopeptide repeats）ドメインとCHAT
（caspase HetF associated with TPRs）プロテアーゼドメイ
ンからなり，Cas7-11と結合していることが明らかになっ
た．注目すべきことに，標的RNAが結合していない場
合，CHATプロテアーゼドメインの活性部位はCas7-11に
よって塞がれており，Csx29はCsx30を切断できないこ
とが示唆された．一方，標的RNAが結合するとCsx29
の立体構造が変化し，Csx30が結合できる状態になるこ
とが示唆された．したがって，二つの構造の比較から，
Cas7-11‒Csx29複合体がRNA依存的プロテアーゼとして機
能する分子機構が示唆された．

7. III-E型CRISPR-Casシステムによる抗ウイルス防御
機構

Csx30とCsx31の生理的な役割を明らかにするため
に，筆者らはCsx30, Csx30-1, Csx30-2，および，Csx30と
Csx31をそれぞれ大腸菌において発現させ生育への影響
を調べた 9）．Csx30やCsx30-1を発現させると大腸菌の
増殖が阻害された一方，Csx30-2やCsx31は生育に影響
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を与えなかったことから，Csx30-1（N末端断片）は大
腸菌の増殖を阻害することが示唆された．また，Csx31
はCsx30による生育阻害を抑制した．構造予測の結
果，（1）Csx30, Csx31, RpoEは複合体を形成すること，お
よび，（2）Csx30-1はRpoEと相互作用しRpoEの機能を阻
害することが示唆された．実際に，ゲルろ過実験の結果，
Csx30（Csx30-1），Csx31, RpoEは複合体を形成することが
確認された．これらの結果から，Csx30-1はRpoEと結合し
転写を制御することにより，細胞の増殖を阻害することが
示唆された．以上の結果を総合し，III-E型CRISPR-Casシ
ステムでは，Cas7-11‒Csx29複合体はウイルス由来RNAを
切断するとともに，Csx30の切断を介して細胞増殖を停止
させることにより，細胞集団をウイルス感染から守るとい
う分子機構が示唆された 9）（図3）．

8. Cas7-11‒Csx29‒Csx30を用いたRNA検出技術

筆者らはCas7-11, Csx29, Csx30を利用した新規のRNA
検出技術を開発した 9）．Cas7-11‒ガイドRNA‒Csx29，お
よび，Citrine-Csx30-DHFR融合タンパク質をヒト培養細
胞に発現させ，標的RNAの存在下および非存在下におい
て蛍光タンパク質Citrineに由来する蛍光を観察した．標
的RNAが存在しない場合，DHFRはデグロン（タンパク
質分解シグナル）として機能しCitrine-Csx30-DHFRは分
解されるため，蛍光は観察されないのに対し，標的RNA
が存在する場合，Csx29が活性化しCitrine-Csx30-DHFR
はCitrine-Csx30-1とCsx30-2-DHFRに 切 断 さ れ る た め，

Citrine-Csx30-1は分解されず蛍光が観察されると考えられ
る．実際に，標的RNA存在下においてのみ蛍光が観察さ
れた．したがって，Cas7-11, Csx29, Csx30を利用すること
により，細胞内の標的RNAの存在を蛍光として検出でき
ることが示された．

9. おわりに

筆者らの研究の結果，Cas7-11‒Csx29複合体はこれま
でに報告のないRNA依存性ヌクレアーゼ‒プロテアーゼ
であり，ガイドRNAと相補的な標的RNAを切断するヌ
クレアーゼ活性，および，標的RNAの結合によって活
性化しCsx30タンパク質を切断するプロテアーゼ活性を
持つことが明らかになった．大腸菌を用いた機能解析か
ら，III-E型CRISPR-CasシステムにおいてCas7-11‒Csx29
複合体はCsx30を切断することにより細胞増殖を停止さ
せることが示唆された．しかし，III-E型CRISPR-Casシス
テムによる抗ウイルス防御機構には多くの不明点が残さ
れている．まず，Csx30‒Csx31‒RpoE複合体中のCsx30が
Csx29によって切断されたのちのシグナル経路は不明で
ある．構造予測から，RpoEはCsx30-1（N末端断片）と
の結合が示唆されており，実際，Csx29による切断後も
RpoEはCsx30（Csx30-1）と結合できることが確認されて
いる 9）．したがって，Csx29による切断後，Csx30-1が他の
プロテアーゼによって分解されることにより，RpoEが解
離しシグマ因子として機能する可能性が考えられる．大腸
菌を用いた生育実験では，Csx30は大腸菌由来RpoEと相

図3 III-E型CRISPR-Casシステム
Cas7-11の活性部位（標的RNA切断），および，Csx29の活性部位（Csx30切断）を星印で示した．
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互作用し生育阻害を引き起こしていると考えられるため，
III-E型CRISPR-Casシステムの分子機構を理解するために
は，D. ishimotoniiを用いた機能解析が必要である．Csx31
は，（1）抗ウイルス防御に必須であること，（2） Csx30およ
びRpoEと複合体を形成すること，および，（3）大腸菌にお
いてCsx30による生育阻害を抑制することが明らかになっ
ているが，その詳細な機能は不明である．さらに，Csx29
がCsx30を特定の位置（M427とK428の間のペプチド結
合）で切断する分子機構も不明である．したがって，III-E
型CRISPR-Casシステムの理解にはさらなる構造機能研究
が必要である．また，Cas7-11‒Csx29複合体は前例のない
RNA依存性ヌクレアーゼ‒プロテアーゼであるため，さま
ざまな新規テクノロジーへの応用が期待される．
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■趣味 食べ歩き，ボクシング．
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