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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

原核生物のもつ CRISPR-Cas 系は獲得免疫機構としてはたらき、プラスミドやファージなどの外来

核酸を認識・切断することで自身のゲノムを保護する役割をもつ。CRISPR-Cas 系では、宿主ゲノムの

CRISPR 領域にコードされた様々な Cas ヌクレアーゼがガイド RNA と複合体を形成し、ガイド RNA
と相補的な二本鎖 DNA を特異的に切断することにより外来核酸からの感染を防ぐ。ガイド RNA を変

更することで異なる配列をもつ二本鎖 DNA を容易に標的とすることができるため、II 型 CRISPR-Cas
系ではたらく Cas9 はゲノム編集技術へと応用されている。本研究では、Cas9 のなかで最小の

Campylobacter jejuni 由来 Cas9（CjCas9）、ガイド RNA、標的二本鎖 DNA からなる複合体の結晶構

造を決定した。結晶化のため、CjCas9 を大腸菌において発現させ、NiNTA カラム、ヘパリンカラム、

ゲルろ過カラムを用いて精製し、sgRNA および標的 DNA と混合し四者複合体を再構成した。Cas9-
RNA-DNA 複合体をゲルろ過カラムを用いて精製したのち、結晶化し、SPring-8 において X 線回折デ

ータを収集し、分子置換法により結晶構造を決定した。結晶構造から、CjCas9 のガイド RNA は予想外

の三重鎖を含むことが明らかになった。他の Cas9 が相補鎖を認識するのに対し、CjCas9 は PAM 二重

鎖の両鎖と相互作用することにより PAM 認識を達成していた。さらに、CjCas9 と他の Cas9 との構造
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比較から、CRISPR-Cas9 系における立体構造の保存性と多様性が明らかになった。特に、Cas9 の最小

機能ドメインに関する知見が得られた。 
昨年、V 型 CRISPR-Cas 系にかかわる RNA 依存性 DNA エンドヌクレアーゼ Cpf1 が同定され、新

たなゲノム編集ツールとして注目されている。Cpf1 は Cas9 とは異なる特徴をもつ。両者とも標的

DNA の切断には PAM とよばれる特定の塩基配列の認識が必須だが、Cas9 は G リッチな PAM を認識

し平滑末端で DNA を切断する一方、Cpf1 は T リッチな PAM を認識し突出末端で DNA を切断する。

本研究では、Acidaminococcus sp.に由来する Cpf1、ガイド RNA、標的 DNA 複合体の結晶構造を 2.8 
Å 分解能で決定した。結晶構造から、Cpf1 は Cas9 と同様に 2 つのローブからなり、ガイド RNA と標

的 DNA からなるヘテロ 2 本鎖を収容していることが明らかになった。Cas9 とは異なり、Cpf1 は PAM
を含む 2 本鎖 DNA の配列と構造の両方を認識していた。さらに。Cpf1 は Cas9 とは異なる新規のヌク

レアーゼドメインをもつことが明らかになった。これらの結果から今後のゲノム編集技術の開発の基盤

となることが期待される。 
 
The RNA-guided endonuclease Cas9 from the type II CRISPR-Cas system generates 

a double-strand break at DNA target sites complementary to the guide RNA and has 
been harnessed for the development of a variety of new technologies, such as genome 
editing. Here, we report the crystal structures of Cas9 from Campylobacter jejuni 
(CjCas9), one of the smallest Cas9 orthologs characterized so far, in complex with 
sgRNA and its PAM-containing partially duplexed DNA target at 2.4 Å resolution. The 
crystal structures provided insights into a minimal Cas9 protein scaffold and elucidate 
the remarkable mechanistic diversity of the CRISPR-Cas9 systems. The CjCas9 guide 
RNA contains a triple-helix structure, which is different from known RNA triple 
helices, thus expanding the natural repertoire of RNA triple helices. Furthermore, 
unlike the previously reported Cas9 orthologs, CjCas9 makes contacts with the 
nucleotide sequences in both the target and non-target DNA strands and recognizes the 
NNNVRYM as the protospacer-adjacent motif (PAM). Overall, these findings enhance 
our mechanistic understanding of the CRISPR-Cas9 systems and facilitate Cas9 
engineering. 

Cpf1 is an RNA-guided endonuclease of the type V CRISPR-Cas system that has been 
recently harnessed for genome editing. Here, we report the crystal structure of Cpf1 
from Acidaminococcus sp. (AsCpf1) in complex with the crRNA and its target DNA at 
2.8 Å resolution. The crystals structure revealed that AsCpf1 adopts a bilobed 
architecture, with the RNA-DNA heteroduplex bound inside the central channel. A 
structural comparison of AsCpf1 with Cas9, a type II CRISPR-Cas nuclease, elucidated 
both striking similarity and major differences, thereby explaining their distinct 
functionalities. Importantly, the structure revealed that AsCpf1 contains the RuvC 
domain and a putative novel nuclease domain, which are likely to be responsible for 
cleaving the non-target and target strands, respectively, and for jointly generating 
staggered DNA double-strand breaks. The structure also revealed that AsCpf1 
recognizes the TTTN PAM via base and shape readout mechanisms. Our findings 



3 
 

provide mechanistic insights into RNA-guided DNA cleavage by Cpf1 and establish a 
framework for rational engineering of the CRISPR-Cpf1 toolbox. 
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