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令和５年 ３月 ３日 

各報道機関文教担当記者  殿 

 

小型 CRISPR-Cas9 が DNA を切断する瞬間を撮影！ 
 
金沢大学ナノ生命科学研究所の Leonardo Puppulin 特任助教（研究当時）, ナノ生命科学

研究所／新学術創成研究機構の柴田幹大教授，東京大学先端科学技術研究センターの西増

弘志教授らの共同研究グループは，高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）（※1）を用いて，

黄色ブドウ球菌由来の小型 CRISPR-Cas9（※2）, SaCas9 が DNA を切断する瞬間を動画

として撮影することに成功しました。 

近年，標的 DNA 切断による「ゲノム編集」（※3）技術は，生命科学に革命をもたらし

ました。特に，細菌がもつ DNA 切断酵素 CRISPR-Cas9 を応用したゲノム編集技術は，基

礎研究から臨床研究まで多岐に渡る生命科学分野において広く利用されています。しかし

ながら，意図しない DNA 配列の編集（オフターゲット）が，Cas9 のより広い使用に向け

て依然として大きな制限となっており，Cas9 による DNA 探索・結合・切断のダイナミク

スを完全に理解することは，ゲノム編集の安全性を高めるために極めて重要と考えられて

います。今回，本研究グループは，黄色ブドウ球菌由来の小型 CRISPR-Cas9, SaCas9 の観

察に高速 AFM を用い，RNA 結合状態において，開いた構造と閉じた構造を遷移する様子

や，SaCas9 が DNA 切断後すぐに DNA から離れる様子をリアルタイムで可視化すること

に成功しました。 
当研究グループは，2017 年にも Cas9 の中で最も有名な SpCas9 の DNA 切断過程の動画

撮影にも成功しており，さまざまなゲノム編集ツールの網羅的な解析を進めています。こ

れまでの研究成果と合わせて，本研究成果は Cas9 の DNA 切断分子作動メカニズムの深い

理解につながり，ゲノム編集技術のさらなる高度化を目指した基盤研究となることが期

待されます。 

本研究成果は，2023 年 2 月 27 日（米国東部時間）に米国科学誌『ACS Nano』にオンラ

イン掲載されました。 
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【研究の背景】 
2020 年のノーベル化学賞受賞が示すように，CRISPR-Cas9 を利用した「ゲノム編集」技

術は，近年大きな脚光を浴びています。ゲノム編集とは，生命の設計図ともいえるゲノム

情報を意図して書き換える技術であり，生命科学において，基礎研究から，動植物の品種

改良や疾患の治療といった応用研究に至るまで，幅広い分野で利用されている革新的なバ

イオテクノロジーです。ゲノム編集には，さまざまな細菌に存在するCas9と呼ばれるDNA
切断酵素が活躍します。最も代表的な Cas9 は，化膿性連鎖球菌（Streptococcus pyogenes）
由来の SpCas9 で，その詳細な立体構造や DNA 切断における構造ダイナミクスは，さま

ざまな実験方法により，その全貌が明らかになりつつあります。私たちの研究グループも，

2017 年に高速 AFM を用いて SpCas9 の DNA 切断における「ハサミ」の役割を担う部位

（HNH ドメイン）の構造変化を可視化することに成功し，「ハサミ」がどのように動くの

かを明らかにしました。このように，SpCas9 はゲノム編集に最もよく使われ，その分子作

動機構の研究も進んでいますが，その一方で，タンパク質自体が大きいため細胞への導入

効率が低いという問題点がありました。そんな中，ゲノム編集に利用される Cas9 が，さ

まざまな細菌から相次いで発見され始めます。その中の一つ，黄色ブドウ球菌

（Staphylococcus aureus）で発見された SaCas9 は，タンパク質自体の大きさが小さく，細

胞への導入効率も高いことが分かり，高効率なゲノム編集に向けて大きく期待されていま

す。しかし，SaCas9 の DNA への結合や切断時の構造ダイナミクスは，これまで不明でし

た。 
 
【研究成果の概要】 

今回，本研究グループは，高速 AFM を用いて，SaCas9 がはたらく一連の様子を動画と

して撮影することに成功しました。高速 AFM は，金沢大学が世界にさきがけて研究開発

した顕微鏡技術で，水溶液中にある生きたままの生体分子の動きをナノメートル（10 億分

の１メートル）の空間分解能で，かつ，数十ミリ秒の時間分解能で撮影することができま

す。最初に，SaCas9 単体（RNA も DNA も結合してない状態）での高速 AFM 観察を行い

ました。Cas9 タンパク質はタンパク質の中でたくさんのドメインが正しく重なることで

立体構造を形成します（図 1）。ところが，SaCas9 単体では，安定な立体構造をとらず，

非常に柔軟な構造をとることが分かりました（図 2）。一方，SaCas9 を標的 DNA 配列まで

運ぶ役割を担う RNA と結合した, SaCas9-RNA 複合体においては，2 つの球状ドメインが

互いに向かい合う構造をとることが分かりました（図 3）。この RNA による Cas9 の立体

構造の安定化は，SpCas9 でも見られ，RNA がタンパク質の立体構造の安定化に重要な役

割を担うことを強くサポートする結果となりました。また，SaCas9 では，2 つの向かい合

った球状ドメインが閉じたり開いたりする動きを持つことが分かりました（図 3 中の 4.0 
秒と 4.6 秒の画像を比較）。さらに，標的 DNA に結合した SaCas9-RNA-DNA 結合状態で

は，三つ葉のクローバーのような構造を形成し，全てのドメインにおいて，安定な構造を

形成することが分かりました（図 4）。過去に報告した SpCas9 の場合では，DNA 切断に重

要な「ハサミ」部分である HNH ドメインがフラフラとよく動く様子が観察されていまし

たが，SaCas9 ではそのような様子は見られず，固く安定した立体構造を形成することが分

かりました。さらに，DNA の切断時には，HNH ドメインが切断部位まで移動し，DNA 切
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断後すぐに DNA から離れる様子が観察されました（図 5）。これまでの研究から，SaCas9
は１分子において何度も DNA を切断できる機能を持つことが報告されており，高速 AFM
でとらえた現象は，SaCas9 の機能をサポートする結果であると考えられます。これに加え

て，高速 AFM 基板上で SaCas9-RNA 複合体が標的配列 DNA へ結合する瞬間の画像もと

らえ，SaCas9 における新たな DNA 結合メカニズムの可能性も示しました。 
 
【今後の展開】 
 以上のように，SaCas9 単体，SaCas9-RNA 複合体，および，SaCas9-RNA-DNA 複合体に

よる DNA の切断といった一連の過程を撮影した高速 AFM 動画と，これまでに報告した

SpCas9 との高速 AFM 動画の比較から，CRISPR-Cas9 による DNA 切断ダイナミクスの統

一的な理解を得ることができました。また，本研究で仮定した標的 DNA 探索の分子メカ

ニズムを検証するために，今後，他の種に由来する Cas9 や，その変異体を含めた，さら

なる実験結果の積み上げが必要となります。本研究により得られた動的な構造情報は，よ

り安全なゲノム編集ツール開発の基盤となることが期待されます。 
 
 

本研究は，文部科学省の世界トップレベル研究拠点プログラム（WPI），日本学術振興会（JSPS）
の新学術領域「遺伝子制御の基盤となるクロマチンポテンシャル」（21H00247, 代表：柴田幹

大），基盤研究（B）（21H01771, 代表：柴田幹大）の支援を受けて行われました。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
図 1：SaCas9 のドメイン構造（上）と結晶構造（下） 

SaCas9 はいくつかの部分（ドメイン）から構成される。HNH および RuvC と呼ばれるドメイ

ンが「ハサミ」としてはたらき，二本鎖 DNA を切断する。 
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図 2： SaCas9 単体の高速 AFM 動画 

 

 

 

 

 

 

 

図 3： SaCas9-RNA 複合体の高速 AFM 動画 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4： SaCas9-RNA-DNA 複合体の結晶構造（左）と高速 AFM 画像（右）の比較 

 

 

 

 

 

 

 

図 5： SaCas9-RNA-DNA 複合体の DNA 切断時の高速 AFM 画像 
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【掲載論文】 

雑誌名：ACS Nano  
 
論文名：Dynamics of target DNA binding and cleavage by Staphylococcus aureus Cas9 as revealed 
by high-speed atomic force microscopy 
（高速原子間力顕微鏡により明らかとなった黄色ブドウ球菌由来の SaCas9 の DNA 結合

と切断ダイナミクス） 
 
著者名：Leonardo Puppulin, Junichiro Ishikawa, Ayumi Sumino, Arin Marchesi, Holger Flechsig, 
Kenichi Umeda, Noriyuki Kodera, Hiroshi Nishimasu, and Mikihiro Shibata 
（レオナルド・プップリン, 石川潤一郎, 角野歩, アリン・マルケシ, ホルガー・フレクシ

グ, 梅田健一, 古寺哲幸, 西増弘志, 柴田幹大） 
 
掲載日時：2023 年 2 月 27 日（米国東部時間）に米国科学誌『ACS Nano』にオンライン掲

載 
 
DOI：10.1021/acsnano.2c10709 
https://doi.org/10.1021/acsnano.2c10709 
 
 
【用語解説】 
※1：高速原子間力顕微鏡（高速 AFM） 
柔らかい板バネの先に付いた針の先端で試料に触れ，試料の表面形状を可視化する顕微

鏡。針と試料の水平方向の相対位置を変えながら試料表面の高さを計測することにより，

試料の表面形状を可視化する。また，試料の表面を高速（最速 33 フレーム/秒）にスキャ

ンすることにより試料の動きを可視化することができる。 
 
※2： CRISPR-Cas9 
 微生物のもつ獲得免疫機構の一つひとつ。CRISPR-Cas 系において，Cas9 はガイド RNA
と結合し，ガイド RNA の一部（20 塩基のガイド配列）と相補的な DNA を選択的に切断

する。ガイド配列を変更することにより，さまざまな塩基配列をもつ DNA を選択的に切

断することができる。Cas9-RNA 複合体を CRISPR-Cas9 とよぶこともある。 
 
※3：ゲノム編集 
 生命の設計図であるゲノム DNA の塩基配列を改変する技術。CRISPR-Cas9（clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated proteins）を利用することに

より効率的なゲノム編集が可能になった。 
 
 

https://doi.org/10.1021/acsnano.2c10709
https://doi.org/10.1021/acsnano.2c10709
https://doi.org/10.1021/acsnano.2c10709
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-------------------------------------- 
【本件に関するお問い合わせ先】 

■研究内容に関すること 

金沢大学ナノ生命科学研究所・新学術創成研究機構 教授 
柴田 幹大（しばた みきひろ） 

TEL：076-264-5927 
E-mail：msshibata@staff.kanazawa-u.ac.jp 
 

■広報担当 

金沢大学ナノ生命科学研究所事務室 
米田 洋恵（よねだ ひろえ） 
西村 公恵（にしむら きみえ） 
TEL：076-234-4555 
E-mail：nanolsi-office@adm.kanazawa-u.ac.jp 


