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〈要 約〉

　RNA依存性のDNAヌクレアーゼCpf1はCRISPR RNA（crRNA）と複合体を形成し，crRNAのガイド配列と相補的な2本鎖DNAを切断する．crRNAのガイド配列は自由に変更できるためCpf1は効率的なゲノム編集ツールとして利用されている．しかし，Cpf1による2本鎖DNAの認識には，crRNAと標的となるDNA配列とのあいだの相補性にくわえ，その近傍にPAMとよばれる特定の塩基配列が必要なため，標的となるゲノム領域には制限が存在する．ごく最近，標的となるゲノム領域の拡張を目的として，異なるDNA配列をPAMとして認識する2種類のCpf1改変体が開発された．しかし，これらCpf1改変体によるPAMの認識機構は不明であった．今回，筆者らは，これら2種類のCpf1改変体の結晶構造を決定し，PAMの認識機構を明らかにすることに成功した．

はじめに

　Cpf1はCas12aともよばれ，原核生物のもつCRISPR-Cas獲得免疫機構にかかわるRNA依存性のDNAヌクレアーゼであり，CRISPR RNA（crRNA）と複合体を形成し，crRNAと相補的な2本鎖DNAを認識し切断する1)．Cpf1が標的となる2本鎖DNAを認識するためには，標的となるDNA配列の近傍にPAM（protospacer adjacent motif）とよばれる特定の塩基配列が必要であり，Cpf1はPAMとしてTTTVという配列（VはA，C，G）を認識する．細菌Acidaminococcus sp. BV3L6や細菌Lachnospiraceae bacterium ND2006に由来するCpf1は真核生物においてもDNA切断活性を示すため，Cpf1はゲノム編集技術に応用されている1-5)．
　結晶構造解析によりCpf1によるDNA切断機構が明らかにされてきた6-8)（文献8) は 新着論文レビュー でも掲載）．Cpf1はWEDドメイン，REC1ドメイン，REC2ドメイン，PIドメイン，RuvCドメイン，Nucドメインの6つのドメインから構成され，RECローブとNUCローブからなる構造をとる．crRNAのガイド配列と相補鎖DNAとはヘテロ2本鎖を形成し2つのローブのあいだに収容される一方，crRNAの5’側の領域はシュードノット構造をとりWEDドメイン-RuvCドメインにより認識される．PAMを含む非相補鎖DNAと相補鎖DNAは2本鎖（PAM 2本鎖DNA）を形成し，WEDドメイン-REC1ドメイン-PIドメインからなるPAM結合チャネルにより配列および構造が特異的に認識される．
　Cpf1によるDNAの認識にはPAMが必要であるため，ゲノム編集において標的とすることのできるゲノム領域には制限が存在する．そこで，標的となるゲノム領域の拡張のため，構造情報と分子進化的な手法とを組み合わせることにより，Acidaminococcus sp. BV3L6に由来する2種類のCpf1改変体が開発された9)．RVR改変体はSer542がArg，Lys548がVal，Asn552がArgという3つの置換をもち，TTTVにくわえTATVをPAMとして認識する一方，RR改変体はSer542がArg，Lys607がArgという2つの置換をもち，TYCV（YはTあるいはC）をPAMとして認識する．しかし，これらのCpf1改変体によるPAMの認識機構は不明であった．とくに，野生型のCpf1においてLys607はPAMの認識に必須であったため，RR改変体においてArg607がどのようにPAMの認識に関与するかは謎であった．

1．Cpf1改変体の結晶構造

　RVR改変体およびRR改変体によるPAMの認識機構を解明するため，RVR改変体-crRNA-標的DNA（PAMとしてTATAをもつ）複合体（PDB ID：5XH6），および，RR改変体-crRNA-標的DNA（PAMとしてTCCAをもつ）複合体（PDB ID：5XH7）について，結晶構造を2.0Å分解能で決定した．2種類のCpf1改変体は野生型のCpf1 8) と同様の全体構造をとり，crRNAおよび標的DNAと結合していた（図1）．野生型Cpf1-crRNA-DNA複合体の構造と同様に，PAM 2本鎖DNAはPAM結合チャネルに結合していた．

2．RVR改変体によるPAMの認識機構

　野生型のCpf1がPAMとしてTTTVを認識する一方，RVR改変体はPAMとしてTATVを認識する．すなわち，PAMの2文字目の特異性が異なる．この違いと一致して，野生型とRVR改変体はPAMの2番目の塩基対と異なる相互作用を形成していた．野生型において，非相補鎖のT2*は認識されておらず，相補鎖のA2がLys548およびLys607と水素結合を形成していた8)（図2）．一方，RVR改変体においては，非相補鎖のA2*はThr167およびThr539と水分子を介して水素結合していた（図2）．さらに，相補鎖のT2はArg552（野生型ではAsn），Val548（野生型ではLys），Lys607により密に認識されていた（図2）．Arg542（野生型ではSer）はPAM 2本鎖DNAとは相互作用せず，REC1ドメインと相互作用しPAM結合チャネルの構造を安定化することによりPAMの認識に貢献していた．これらの結果から，RVR改変体がPAMとしてTATVを認識する機構が明らかにされた．

3．RR改変体によるPAMの認識機構

　RR改変体の構造において，C2*は認識されておらず，G2がLys548およびArg607（野生型ではLys）と水素結合を形成していた（図2）．A2はG2と同様の相互作用が可能であることから，RR改変体がPAMの2文字目としてYを好むことが説明された．C3*は認識されていない一方，G3はArg542（野生型ではSer）により水素結合を介して認識されていた（図2）．したがって，野生型とは異なり，RR改変体はPAMの3文字目としてCを好むことが説明された．Arg542（野生型ではSer）はRVR改変体とRR改変体において異なる役割をはたしていた．また，野生型におけるLys607とは異なり，RR改変体においてArg607はPAM 2本鎖DNAの副溝と疎水性の相互作用を形成していた．これらの結果から，RR改変体がPAMとしてTYCVを認識する機構が明らかにされた．

おわりに

　広くゲノム編集に利用されているCas9に関しても異なるPAMを認識するCas9改変体が開発されており10)，結晶構造からPAMの認識機構が明らかにされている11)（新着論文レビュー でも掲載）．今回の結果とあわせ，構造情報と分子進化的な手法とを組み合わせたアプローチがCRISPR-Casヌクレアーゼの機能の改変において有効であること実証された．したがって，今後も，さまざまな機能をもつCas9およびCpf1の改変体が開発されると予想される．また，機能の異なるCRISPR-Casヌクレアーゼの発見もあいついでおり，これらを改変した新規のツールの開発も期待される．
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〈図説明〉

図1　野生型のCpf1および2種類のCpf1改変体の全体構造の重ね合わせ

野生型のCpf1をドメインごとに着色し，RVR改変体およびRR改変体を，それぞれ，オレンジ色および紫色で示した．
図2　野生型のCpf1および2種類のCpf1改変体によるPAMの認識機構

（a）野生型のCpf1．

（b）RVR改変体．

（c）RR改変体．

PAMを紫色で，置換されたアミノ酸残基を赤色で示した．
