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1   はじめに 
原核生物のゲノムには、ウイルス核酸に由来する

配 列 を 含 ん だ 遺 伝 子 座 が 存 在 す る 。CRISPR
（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats）と呼ばれるこのゲノム領域には、外来核酸

に由来するスペーサー配列とリピートと呼ばれる決

まった配列が交互に繰り返し配置されている。個々

のスペーサーの塩基配列は異なり、多様な配列が

CRISPR 領域に挿入されている。近年、このゲノム

領域がウイルス感染の抑制に関わるなど原核生物の

生体防御において重要な役割を担うことが明らかと

なっている。CRISPR-Cas システムと呼ばれるこの

生体防御システムは 2 つの段階からなる。まず、ウ

イルスが原核生物に感染した際、原核生物はウイル

ス DNA を異物として認識・切断し、その一部を新

たなスペーサー配列として自己の CRISPR 領域に取

り込む。これは、ウイルスの感染をゲノムに記憶す

ることを意味し、また、過去の感染記録をゲノムに

コードしていることを示している。その後、ウイル

スが再感染すると、それに呼応して CRISPR 領域か

ら crRNA（CRISPR RNA） が 合 成 さ れ 、Cas
（CRISPR associated）タンパク質と会合してエフェ

クター複合体を形成し、crRNA のスペーサー配列と

相補的な配列を持った外来核酸を切断し排除する。

このように CRISPR-Cas システムは、スペーサー配

列特異的に外来遺伝子の発現を抑制しウイルスの増

殖を阻止するという、いわば原核生物における免疫

様システムを構築している。 
タイプ III-B のエフェクター複合体は 6 種類

（Cmr1, Cmr2, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6）の Cas タン

パク質と crRNA から構成され、RNA を切断する。

本申請研究では、タイプ III-B のエフェクター複合

体の構造機能解析を推進し、エフェクター複合体が

外来遺伝子の発現をサイレンシングする仕組みを原

子分解能レベルで理解することを目指す。 
 
 

2   実験 
大腸菌 BL21-CodonPlus (DE3)-RIL 株を宿主として、

Cmr2 と Cmr3 の組換えタンパク質を調製した。得ら

れたサンプルを用いて、Cmr2-Cmr3 複合体の結晶化

条件をスクリーニングした。その結果、ヌクレオチ

ド（3’-AMP または ATP）存在下で、12.5-15% 2-
propanol, 18 mM MgCl2, 45 mM MES (pH 6.0), 20 mM 
ammonium acetate, 10 mM sodium acetate, 3% 
PEG4000 をリザーバーとした条件下において複合体

の結晶を得た[1]。PF の BL-17A において複合体結晶

の回折データを測定し、Cmr2 をサーチモデルとし

た分子置換法により、Cmr2-Cmr3 複合体結晶の位相

を決定した。最終的に、3’-AMP が結合した Cmr2-
Cmr3 複合体の結晶構造を分解能 2.6 Å で、また、

ATP が結合した Cmr2-Cmr3 複合体の結晶構造を分解

能 2.5 Å で決定した[2]。 
 

3   結果および考察 
Cmr2 は 4 つのドメイン（ドメイン I, II, III, IV）か

ら構成されており、複合体中における Cmr2 の構造

は、Cmr2 単独の結晶構造とよく類似していた。一

方、Cmr3 は 3 つのドメイン（N 末端ドメイン, 挿入

ドメイン, C 末端ドメイン）から成り、N 末端ドメイ

ンと C 末端ドメインの構造は、フェレドキシン様フ

ォールドとよく類似していた。また、Cmr3 の N 末

端ドメインと C 末端ドメインの立体的な配置は、前

駆体 crRNA のプロセシングに関わる Cas6 のそれと

類似していることが明らかとなった。さらに、

Cmr3 において、Cas6 の一本鎖 RNA 結合領域に相当

する部分は、塩基性領域を形成していたことから、

Cmr3 は一本鎖 RNA と相互作用することが推定され

た。 
Cmr3 は挿入ドメインを利用して、Cmr2 のドメイ

ン I と会合していた。また、Cmr2 および Cmr3 の分

子会合面には、深いクレバスが形成されており、そ

のクレバスの奥深くにヌクレオチド（3’-AMP また

は ATP）がアデニン塩基特異的に結合していた（図 
1）。このクレバスがプラスにチャージしているこ

と、クレバスの大きさが一本鎖 RNA の結合に適し

ていること、また、crRNA の 5’末端がアデノシン

として保存されていることから、このクレバスに

crRNA の 5’側が結合することが示唆された。ゲルシ

フトアッセイを行ったところ、Cmr2-Cmr3 複合体は

一本鎖 RNA と相互作用することが確認された。以

上から、Cmr2-Cmr3 複合体は crRNA の 5’側の認識
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に関わることが推定され、エフェクター複合体が外

来 RNA を認識・分解する際、Cmr2-Cmr3 複合体は

crRNA が結合するためのプラットフォームとして機

能していると考えられる。 
 

 
 

図 1: 3’-AMP と結合した Cmr2-Cmr3 複合体の結晶構

造．分子会合面に大きなクレバスが存在し,その奥深

くにヌクレオチド（3’-AMP または ATP）がアデニ

ン塩基特異的に結合している． 
 
4   まとめ 

Cmr2-Cmr3 複合体の結晶構造を決定し、エフェク

ター複合体中における Cmr2-Cmr3 複合体の役割を

提案した。 
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