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1.  分离的CRISPR‑Cas系统向导RNA  (gRNA)或编码所述gRNA的核酸，包括一个或更多

个同向重复（DR）序列和一个或更多个间隔子序列，

其中所述一个或更多个DR序列包括：

一个或更多个DR序列，所述DR序列由SEQ  ID  NO:  131的核酸序列组成；或

一个或更多个DR序列，所述DR序列由在SEQ  ID  NO:  131的核酸序列的5’端截短1、2、3、

4、5或6个核苷酸的截短形式组成；

其中所述一个或更多个间隔子序列与一个或更多个靶RNA分子杂交，其中所述gRNA能

够与Cas13d蛋白形成复合物，并且其中所述gRNA将所述复合物引导至所述一种或多种靶

RNA分子。

2.根据权利要求1所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核酸，包括：

一个或更多个DR序列，所述DR序列由在SEQ  ID  NO:  131的核酸序列的5’端截短1‑6个

核苷酸的截短形式组成。

3.根据权利要求1所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核酸，包括：

一个或更多个DR序列，所述DR序列由在SEQ  ID  NO:  131的核酸序列的5’端截短5‑6个

核苷酸的截短形式组成。

4.根据权利要求1所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核酸，包括：

一个或更多个DR序列，所述DR序列由SEQ  ID  NO:  131的核酸序列组成。

5.根据权利要求1‑4任一项所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核

酸，进一步包括适配体序列。

6.根据权利要求5所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核酸，其中所

述适配体序列包括荧光团适配体。

7.根据权利要求5所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核酸，其中所

述适配体序列包括MS2、PP7或Qβ。

8.根据权利要求1‑4任一项所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核

酸，其中所述一个或更多个间隔子序列每个包括28‑32个核苷酸。

9.根据权利要求1‑4任一项所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核

酸，其中所述一个或更多个间隔子序列每个包括10‑30个核苷酸。

10.根据权利要求1‑4任一项所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核

酸，其中所述gRNA包括DR‑间隔子‑DR‑间隔子‑DR‑间隔子的序列。

11.非细菌细胞，包括根据权利要求1‑10任一项所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或

编码所述gRNA的核酸。

12.根据权利要求11所述的非细菌细胞，其中所述非细菌细胞是哺乳动物细胞。

13.根据权利要求12所述的非细菌细胞，其中所述哺乳动物细胞是人细胞。

14.根据权利要求11所述的非细菌细胞，其中所述非细菌细胞是植物细胞、昆虫细胞、

真菌细胞或酵母细胞。

15.细菌细胞，包括根据权利要求1‑10任一项所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编

码所述gRNA的核酸，且所述gRNA对于所述细菌细胞不是天然的。

16.根据权利要求15所述的细菌细胞，其中所述细菌细胞是大肠杆菌。

17.组合物，包括：
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(a)  根据权利要求1‑10任一项所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的

核酸，

根据权利要求11‑14任一项所述的非细菌细胞，或

根据权利要求15或16所述的细菌细胞，和

(b) 药学上可接受的载体。

18.试剂盒，包括：

根据权利要求1‑10任一项所述的分离的CRISPR‑Cas系统gRNA或编码所述gRNA的核酸，

根据权利要求11‑14任一项所述的非细菌细胞，

根据权利要求15或16所述的细菌细胞，或

根据权利要求17所述的组合物。

19.根据权利要求18所述的试剂盒，其进一步包括递送系统、标记物或其组合。

20.根据权利要求19所述的试剂盒，其中所述递送系统包括脂质体、颗粒、外来体、微

泡、病毒载体或质粒。

21.根据权利要求19所述的试剂盒，其中所述标记物包括肽或抗体。

22.根据权利要求18‑21任一项所述的试剂盒，进一步包括细胞培养基或生长培养基。
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RNA靶向方法和组合物

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2017年8月22日提交的美国临时申请第62/548,846号、2017年10月16

日提交的美国临时申请第62/572,963号、2018年3月6日提交的美国临时申请第62/639,178

号和2018年3月27日提交的美国临时申请第15/937,699号的优先权，这些申请均通过引用

全文结合入本文。

技术领域

[0003] 本公开涉及用于修饰(包括检测)RNA的CRISPR/Cas系统，其利用新的Cas13d蛋白

质(也称作CasR和nCas1)和向导RNA。

[0004] 对政府资助的致谢

[0005] 本发明在美国国家卫生研究院(The  National  Institutes  of  Health)授予的

5DP5  OD021369‑02和5R21  AG056811‑02的政府资助下做出。美国政府对本发明拥有某些权

利。

背景技术

[0006] 从微阵列(Schena  et  al.,1995)到新一代测序和单细胞研究(Shendure  et  al.,

2017)，过去20年来的技术进步已经转变了在细胞功能和疾病中转录组变化的作图

(mapping)。但是，质询单个转录物动力学的功能以及在观察到的转录变化和细胞表型之间

建立因果联系均要求积极控制或调节所需转录物的能力。

[0007] DNA改造技术例如CRISPR‑Cas9(Doudna  and  Charpentier ,2014；Hsu  et  al .,

2014)使得研究者能够剖析特定遗传元件的功能或纠正致病突变。但是，研究和操纵RNA的

简单且可扩展的工具显著落后于其DNA对应物。能够切割或抑制所需转录物的现有RNA干扰

技术，具有明显的脱靶效应，并且由于其在内源性过程中的关键作用仍然是具有挑战性的

改造靶标(Birmingham  et  al.,2006；Jackson  et  al.,2003)。因此，直接研究RNA功能作用

的方法仍然有限。

[0008] RNA改造中的关键限制之一是缺乏可以易于被重新靶向并引入到靶细胞中的RNA‑

结合结构域。例如，MS2  RNA‑结合结构域识别不变的21‑核苷酸(nt)RNA序列(Peabody ,

1993)，因此要求进行基因组修饰，以标记所需的转录物。Pumilio同源性结构域具有模块化

重复序列，其中每个蛋白质模块识别单独的RNA碱基，但是它们仅可以靶向短的8nt  RNA序

列(Cheong  and  Hall ,2006)。尽管之前表征的II型(Batra  et  al .,2017；O'Connell  et 

al.,2014)和VI型(Abudayyeh  et  al.,2016；East‑Seletsky  et  al.,2016)CRISPR‑Cas系

统可以被再编程，以识别20‑30nt  RNA，但是它们的大尺寸(～1200氨基酸,aa)使其难以包

装到用于原代细胞和体内递送的AAV中。

发明内容

[0009] 本申请提供原核生物基因组的生物信息学分析，以鉴定CRISPR‑Cas重复序列阵列
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的序列特征，并挖掘之前未表征的可以用于RNA靶向工具的紧凑型Cas核糖核酸酶。改造的

VI‑D型CRISPR效应子可以用于有效地敲低(knockdown)人细胞中的内源性RNA，并操纵可变

剪接，为RNA靶向应用以及进一步效应子结构域融合(作为转录组改造工具箱的部分)创造

条件。

[0010] 本文提供靶向一种或多种靶RNA分子的方法，例如规律间隔成簇短回文重复序列

(CRISPR)‑相关的(Cas)系统‑介导的RNA编辑方法。这些方法可以包括：使一种或多种靶RNA

分子接触非天然(例如，在其引入的细胞或系统中并不天然地存在)或改造的CRISPR‑Cas系

统。这种CRISPR‑Cas系统可以包括：(1)本文提供的至少一种Cas13d蛋白质或至少一种

Cas13d核酸编码序列(例如编码所述至少一种Cas13d蛋白质的mRNA或载体)；和(2)至少一

种与所述一种或多种靶RNA分子杂交的CRISPR‑Cas系统向导核酸分子(例如向导RNA ,

gRNA)，或至少一种编码所述gRNA的核酸分子。Cas13d蛋白质与gRNA形成复合物，并且gRNA

将该复合物引导至一种或多种靶RNA分子，并修饰(例如，切割、检测)所述一种或多种靶RNA

分子。在一些实例中，一种或多种靶RNA分子(或含有一种或多种靶RNA分子的细胞)与包括

至少一种Cas13d蛋白质和至少一种gRNA的复合物接触。在一些实例中，所述系统包括Mg2+。

但是，在一些实例中，例如，如果不需要切割靶RNA，所述系统不包括Mg2+。

[0011] 在一些实例中，使一种或多种靶RNA分子与非天然或改造的CRISPR‑Cas系统接触

包括：例如，使用内吞作用、脂质体、颗粒、外来体、微泡、基因枪、电穿孔、病毒或其组合，向

含有一种或多种靶RNA分子的细胞(例如真核细胞或原核细胞)中引入非天然或改造的

CRISPR‑Cas系统。在一些实例中，使一种或多种靶RNA分子与非天然或改造的CRISPR‑Cas系

统接触包括：使含有一种或多种靶RNA分子的无细胞系统(例如生物或环境样品，或细胞裂

解物)与非天然或改造的CRISPR‑Cas系统接触(例如，在检测靶RNA的诊断方法中)。

[0012] 在一些实例中，至少一种Cas13d蛋白质：(1)包括一个或多个HEPN结构域，(2)不大

于150kD(例如，不大于140kD，不大于130kD，不大于120kD，例如大约90‑120kD，大约100‑

120kD，或者大约110kD)，(3)包括一个或多个突变的HEPN结构域，并且可以加工向导RNA，但

不能裂解或切割一个或多个靶RNA分子，(4)包括来自原核生物基因组或宏基因组

(metagenome)、肠道宏基因组、活性污泥宏基因组(an  activated  sludge  metagenome)、厌

氧消化池宏基因组(an  anaerobic  digester  metagenome)、鸡肠道宏基因组、人肠道宏基

因组、猪肠道宏基因组、牛肠道宏基因组、绵羊肠道宏基因组、山羊肠道宏基因组、水豚肠道

宏基因组、灵长类肠道宏基因组、白蚁肠道宏基因组、粪便宏基因组、来自梭菌目(Order 

Clostridiales)或瘤胃菌科(Family  Ruminococcaceae)的基因组的Cas13d直向同源物，

(5)包括来自白色瘤胃球菌(Ruminococcus  albus)、惰性真杆菌(Eubacterium  siraeum)、

黄化瘤胃球菌(Ruminococcus  flavefaciens)XPD3002株、黄化瘤胃球菌FD‑1、未培养的真

杆菌属(Eubacterium  sp)TS28‑c4095、未培养的瘤胃球菌属(Ruminococcus  sp.)、双环瘤

胃球菌(Ruminococcus  bicirculans)或瘤胃球菌属CAG57的Cas13d直向同源物，(6)包括与

SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、

26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、

51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、

76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、

101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、
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160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、

206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、

245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296至少

80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

或100％的序列同一性，或者(7)其组合(例如，1‑6中任意者的组合)。在一些实例中，至少一

种Cas13d蛋白质与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、

21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、

46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、

71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、

96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、

149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、

198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、

237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、

294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性，并且包括至少一个SEQ  ID  NO:195、196或

197所示的基序。在一些实例中，至少一种Cas13d蛋白质与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、

35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、

60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、

85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、

108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、

177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、

220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、

280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至

少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性，并且包

括至少一个SEQ  ID  NO:288、289、290或291所示的共有序列。在一些实例中，至少一种

Cas13d蛋白质进一步包括一种或多种其他药剂(例如，是融合蛋白)，例如，一个或多个亚细

胞定位信号、一个或多个效应子结构域或其组合。在一些实例中，所述包括一个或多个HEPN

结构域的至少一种Cas13d蛋白质为不大于1500aa，不大于1200aa，不大于1100aa，不大于

1000aa，例如大约800‑1500aa，大约800‑1250aa或者大约850‑950aa。

[0013] 另外提供了编码这些Cas13d蛋白质的分离的核酸分子，例如cDNA、基因组DNA、RNA

或mRNA。这些分离的核酸分子可以是载体(例如质粒或病毒载体)的部分，并且可以与启动

子或增强子元件(或二者)可操作地连接。在一些实例中，编码Cas13d蛋白质的分离的核酸

分子与SEQ  ID  NO:124、125、126、127、128、139、140或141具有至少80％、至少85％、至少

90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一

性。在一些实例中，编码至少一种Cas13d蛋白质的分离的核酸分子(其可以是载体的部分)

包括至少一个经密码子优化以在真核细胞例如人细胞中表达的Cas13d蛋白质编码序列，例

如，与SEQ  ID  NO:114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、142、143、144或145具有至

少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少
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99％或100％的序列同一性的Cas13d编码序列。

[0014] 在一些实例中，以Cas13d‑介导的方式与一种或多种靶RNA分子杂交的gRNA包括：

一个或多个同向重复(Direct  Repeat,DR)序列，一个或多个间隔子序列，例如一个或多个

包括DR‑间隔子‑DR‑间隔子阵列的序列。在一些实例中，一个或多个DR序列与SEQ  ID  NO:

129、130、131、132、133、134、135、136、137、148、150、151、152、154、156、157、159、161、163、

165、167、169、176、178、180、182、184、186、188、190、191、192、193、199、201、203、205、207、

209、211、213、215、217、219、221、223、225、227、228、230、232、234、236、238、240、242、244、

246、248、250、252或254具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少

96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性。在一实例中，gRNA包括额外的

序列，例如适配体序列(例如MS2茎环)。

[0015] 在一些实例中，多个gRNA从单一阵列产生，其中每个gRNA可以是不同的，例如，靶

向不同的RNA或者靶向单一RNA的多个区，或者其组合。

[0016] 提供了靶向一种或多种靶RNA分子的方法。在一些实例中，靶向整个RNA。在一些实

例中，靶向RNA的部分。靶向RNA分子可以包括以下的一种或多种：切割一种或多种靶RNA分

子或者使一种或多种靶RNA分子产生切口，激活一种或多种靶RNA分子，使一种或多种靶RNA

分子失活，可视化或检测一种或多种靶RNA分子，标记一种或多种靶RNA分子，结合一种或多

种靶RNA分子，编辑一种或多种靶RNA分子，运输一种或多种靶RNA分子，和掩蔽所述一种或

多种靶RNA分子。在一些实例中，修饰一种或多种靶RNA分子包括以下的一种或多种：RNA碱

基置换，RNA碱基缺失，RNA碱基插入，靶RNA中的断裂，将RNA甲基化，和将RNA去甲基化。

[0017] 在一些实例中，这些方法用于治疗疾病，例如，人的疾病。在这些实例中，一种或多

种靶RNA分子与疾病有关。

[0018] 另外提供了分离的蛋白质，包括非天然的蛋白质。在一些实例中，蛋白质与SEQ  ID 

NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、

28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、

53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、

78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、

162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、

208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、

247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少

80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

或100％的序列同一性。在一些实例中，本公开涵盖的分离的蛋白质包括与SEQ  ID  NO:195、

196、197、288、289、290或291具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少

96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的序列。在一些实例中，分离的

蛋白质是来自原核生物基因组或宏基因组、肠道宏基因组、活性污泥宏基因组、厌氧消化池

宏基因组、鸡肠道宏基因组、人肠道宏基因组、猪肠道宏基因组、牛肠道宏基因组、绵羊肠道

宏基因组、山羊肠道宏基因组、水豚肠道宏基因组、灵长类肠道宏基因组、白蚁肠道宏基因

组、粪便宏基因组、来自梭菌目或瘤胃菌科的基因组的Cas13d直向同源物。在一些实例中，

Cas13d直向同源物包括来自白色瘤胃球菌、惰性真杆菌、黄化瘤胃球菌XPD3002株、黄化瘤
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胃球菌FD‑1、未培养的真杆菌属TS28‑c4095、未培养的瘤胃球菌属、双环瘤胃球菌或瘤胃球

菌属CAG57的Cas13d直向同源物。Cas13d蛋白质可以进一步包括其他药剂或结构域(例如，

是融合蛋白)，例如，一个或多个亚细胞定位信号、一个或多个效应子结构域或者其组合。

[0019] 另外提供了分离的向导RNA(gRNA)分子。在一些实例中，分离的gRNA包括一个或多

个同向重复(DR)序列，例如，未加工(例如，大约36nt)或加工的DR(例如，大约30nt)。在一些

实例中，DR与SEQ  ID  NO:129、130、131、132、133、134、135、136、137、148、150、151、152、154、

156、157、159、161、163、165、167、169、176、178、180、182、184、186、188、190、191、192、193、

199、201、203、205、207、209、211、213、215、217、219、221、223、225、227、228、230、232、234、

236、238、240、242、244、246、248、250、252或254具有至少80％、至少85％、至少90％、至少

92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性。这样的

gRNA可以进一步包括一个或多个对靶RNA特异(例如，与其互补)的间隔子序列。

[0020] 另外提供了核糖核蛋白(RNP)复合物，其包括本文提供的Cas13d蛋白质和本文提

供的gRNA。

[0021] 另外提供了重组细胞，其包括本文提供的任意Cas13d蛋白质(或编码Cas13d的核

酸分子)、任意gRNA、任意RNP复合物或任意载体。在一实例中，细胞不是细菌细胞。在一实例

中，细胞是细菌细胞。

[0022] 另外提供了组合物，其包括本文提供的任意Cas13d蛋白质(或编码Cas13d的核酸

分子)、任意gRNA、任意RNP复合物、任意分离的核酸分子、任意载体或任意细胞中的一种或

多种。这些组合物可以包括药学可接受的载体。

[0023] 另外提供了试剂盒。这些试剂盒可以包括本文提供的任意Cas13d蛋白质(或编码

Cas13d的核酸分子)、任意gRNA、任意RNP复合物、任意分离的核酸分子、任意载体、任意细胞

或任意组合物中的一种或多种。这些试剂可以是合并的，或者处于单独的容器中。

[0024] 从以下参考附图进行的详细描述中，本公开的前述和其它目的和特征将变得更加

明显。

附图说明

[0025] 图1A‑1B：用于鉴定RNA‑靶向的2类CRISPR系统Cas13d的生物信息学流程。(A)说明

CRISPR系统鉴定的计算流程的示意图。使用推定2类CRISPR基因座的最小定义，其仅要求

CRISPR重复阵列和长度>750的邻近蛋白质(nearby  protein)。初步搜索在来源于NCBI 

Genome的原核生物基因组组装(genome  assemblies)上进行，随后针对无预测开放阅读框

的公共宏基因组序列经由预测Cas13d蛋白质的TBLASTN进行扩展。DR，同向重复。(B)全长

Cas13d效应子和宏基因组片段的系统进化(Phylogenetic)分类和比对。Cas13d效应子和宏

基因组Cas13d蛋白质片段聚类成若干不同的分支，为方便理解将其加以颜色。阴影表示使

用Blosum62矩阵的残基保守性。该研究中使用的全长Cas13d效应子取样自Cas13d家族的不

同分支。Cas13d蛋白质和蛋白质片段的比对使用ClustalOmega  1.2.4进行，并且最大似然

树的构建(maximum‑likelihood  tree  building)用PhyML  3.2进行。

[0026] 图2A‑2C：VI型CRISPR‑Cas13d是单一效应子CRISPR核糖核酸酶家族。(A)本文使用

的Cas13d效应子的最大似然系统进化树(maximum‑likelihood  phylogenetic  tree)，其中

完整的Cas13d  CRISPR基因座连同保守的HEPN  RNA酶结构域一起示出。灰色矩形表示
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CRISPR同向重复(DR)，蓝色菱形表示间隔子序列。(B)来自未培养的瘤胃球菌属样品的异源

表达的Cas13d基因座的RNA测序。对CRISPR阵列的成熟gRNA作图表明了经加工的30nt  DR和

14‑26nt的可变间隔子长度。同向重复截短的共折叠分析表明强的发夹结构。(C)纯化的惰

性真杆菌(E.siraeum)Cas  13d和催化死亡的Cas13d(dCas13d)蛋白质各自足以将向导阵列

加工成其两个组件gRNA。加入EDTA不损害gRNA加工。‘d’,dCas13d(R295A ,H300A ,R849A ,

H854A)。

[0027] 图3A‑3D：RNA‑靶向的2类CRISPR效应子的系统进化分类和Cas13d家族内的序列保

守性。(A)根据Blosum62，本文使用的Cas13d效应子具有HEPN基序保守性，保守残基以阴影

示出。RxxxxH  HEPN基序突出显示。(B)VI型CRISPR‑Cas家族的最大似然树。VI型Cas13超家

族效应子的平均氨基酸长度以红色示出。之前所述的2类CRISPR  RNA‑靶向蛋白质

(Abudayyeh  et  al .,2017；Cox  et  al .,2017；East‑Seletsky  et  al .,2017；East‑

Seletsky  et  al.,2016；Smargon  et  al.,2017)和Cas13d效应子的比对使用MAFFT  7.38进

行，并且最大似然树的构建用PhyML  3.2进行。分支标记物和比例尺表明每个位点的置换。

(C)预测的Cas13d同向重复RNA二级结构。(D)全长36nt  Cas13d同向重复的序列图标

(sequence  logo)。

[0028] 图4A‑4C：重组Cas13d蛋白质的纯化。将EsCas13d表达成N‑端His‑MBP融合物，并通

过连续的亲和力、阳离子交换和尺寸排阻色谱纯化。通过TEV蛋白酶切割除去His‑标签。(A)

EsCas13d的Superdex  200柱的色谱图。(B)惰性真杆菌Cas13d的尺寸排阻色谱级分的SDS‑

PAGE凝胶。(C)纯化的惰性真杆菌Cas13d和dCas13d(两个HEPN基序中预测的催化残基的

R295A、H300A、R849A、H854A突变)的SDS‑PAGE凝胶。

[0029] 图5A‑5D：通过Cas13d在体外进行可编程RNA靶向。(A)惰性真杆菌Cas13d要求匹配

的向导阵列或成熟gRNA，以有效切割互补的ssRNA靶。变性凝胶示出在37℃下孵育1小时的

切割反应。NT，非靶向。(B)用dCas13d置换或者加入EDTA破坏了用向导和阵列进行的

Cas13d‑介导的RNA靶向。‘d’，死亡的Cas13d。(C)变性凝胶，其示出Cas13d切割活性的向导‑

靶匹配依赖性激活。加扰(Scrambled)靶RNA(‘A’)是荧光标记的，而向导‑互补的激活靶RNA

(‘B’)是未标记的。通过单独除去向导RNA或互补的靶RNA，以及加入EDTA或催化失活Cas13d

(示作‘d’)，完全破坏了RNA切割活性。(D)Cas13d  RNA酶活性的向导和靶依赖性激活模型。

Cas13d:gRNA:靶RNA三元复合物能够切割互补的靶RNA或旁观者RNA(bystander  RNA)。

[0030] 图6A‑6H：Cas13d特性的体外表征。(A)示出gRNA间隔子截短物的长度和序列以及

相对于互补ssRNA靶的间隔子位置的示意图。(B)变性凝胶，其示出具有不同间隔子长度的

靶RNA的EsCas13d切割活性。(C)变性凝胶，其示出与来自图3A的12种向导配对的EsCas13d

切割反应，所述向导拼接(tiling)ssRNA靶的互补ssDNA形式。(D)变性凝胶，其示出使用与

相同的12种向导配对的EsCas13d的切割反应，所述向导拼接互补靶的dsDNA形式。(E)对图

3A的切割效率进行定量。各个PFS碱基是拼接互补靶RNA的3种不同间隔子序列的平均。切割

百分比通过切割的条带强度除以总条带强度的比例确定。平均值示以±SD，每个数据点表

示一次独立的重复。(F)携带不同PFS碱基的靶RNA的Cas13d‑介导的切割(给定不变的间隔

子序列)。显示了对Cas13d切割效率进行定量，和表明EsCas13d切割活性的代表性变性凝

胶。差异不显著(单向ANOVA,P＝0.768)。切割百分比如上确定，平均值示以±SD，n＝3。(G)

和(H)Cas13d活性的最优温度范围。变性凝胶示出两种不同的靶RNA在16‑62℃范围内的温
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度下的EsCas13d切割活性。

[0031] 图7A‑7B：Cas13d靶底物偏好性的表征。(A)Cas13d可以用多种向导进行一般性再

编程，并且不表现出前间隔子侧翼序列(protospacer  flanking  sequence,PFS)要求。示出

了通过EsCas13d和拼接靶RNA的12种向导的RNA切割。对照条带来自平行运行的单独凝胶。

(B)Cas13d优先切割发夹回环或线性均聚重复序列中的尿嘧啶碱基，其每5nt被转换突变

(transition  mutation)(X)打断，以便能够进行合成。

[0032] 图8A‑8D：改造的Cas13d直向同源物在人细胞内的RNA敲低活性筛选。(A)编码改造

的Cas13d效应子和向导的哺乳动物表达构建物示意图。NLS，核定位信号。pre‑gRNA，含有侧

翼为2个全长36nt  DR的单一30nt间隔子序列的未加工的人工向导RNA。gRNA，具有单一30nt

加工的DR和22nt间隔子序列的预测成熟向导RNA。(B)使用4种pre‑gRNA或gRNA的库(pool)，

在人HEK  293FT细胞中Cas13d直向同源物活性筛选中的mCherry蛋白质敲低的热图

(heatmap)。归一化MFI，相对于非靶向条件的中位荧光强度。灰色的位置未测试，n＝3。(C)

显示改造构建物的定位和表达的Cas13d的免疫荧光化学。比例尺，10μm。蓝色伪彩，核的

DAPI染色。(D)比较AdmCas13d(SEQ  ID  NO:143)和RfxCas13d(SEQ  ID  NO:280)直向同源物

构建物的内源性B4GALNT1  mRNA的敲低，揭示了RfxCas13d‑NLS(CasRx；SEQ  ID  NO:280)对

于两种向导RNA构建物都是最有效的。使用4种向导的库进行靶向。NT，非靶向。数值为平均

值±SEM，n＝3。

[0033] 图9A‑9H：CasRx介导许多种人编码和非编码转录物的有效和特异性敲低。(A)拼接

靶转录物的多种向导RNA可以表达成单一阵列，并通过RfxCas13d‑NLS(CasRx；SEQ  ID  NO:

280)加工成相同细胞内的单独gRNA。4种向导的阵列各自经由瞬时转染在293FT细胞中通过

CasRx介导靶敲低。相对于GFP载体对照的敲低通过qPCR测定，n＝3。(C)CasRx靶序列和间隔

子位置‑匹配的shRNA的示意图。(D)通过单独的位置匹配的shRNA和CasRx  gRNA的相对靶

RNA敲低。NT，非靶向。CRISPRi，用于转录阻遏的dCas9‑介导的CRISPR干扰(n＝3)。(E)如通

过RNA测序(n＝3)所测定的，B4GALNT1靶向和非靶向(NT)之间的差异转录物水平的火山图。

鉴定出542种非特异性转录物变化。(F)B4GALNT1‑靶向CasRx和非靶向(NT)向导之间的差异

转录物水平的火山图。靶向向导位置与(E)中所示的shRNA匹配。B4GALNT1是仅有的表现出

显著变化的转录物，n＝3。(G)匹配的shRNA和CasRx向导的显著脱靶转录物扰动的小结。(H)

11种内源性转录物的CasRx靶向，其各自在293FT细胞中使用3个向导和1个非靶向(NT)向

导。转录物水平相对于GFP载体对照，平均值±SEM，n＝3。

[0034] 图10A‑10D：改造的Cas13超家族效应子的靶向敲低和剪接的比较。(A)单独的位置

匹配的gRNA在HEK  293FT细胞中对于CasRx、NLS‑LwaCas13a‑msfGFP(Abudayyeh  et  al.,

2017)和PspCas13b‑NES(Cox  et  al.,2017)的相对靶RNA敲低。NT，非靶向。数值为平均值±

SEM，n＝3。(B)Cas13中位敲低效率的比较。每个向导RNA，n＝3。****表示根据弗里德曼检验

(Friedman’s  test)，P<0 .0001。(C)双色剪接报告子上通过无催化活性NLS‑dCas13a‑

msfGFP的外显子排斥(exon  exclusion)。向导与CasRx在图6B中报道的那些是位置匹配的。

平均值±SEM，n＝3。(D)通过NLS‑dCas13a‑msfGFP和CasRx进行剪接调节的比较。示出相对

于非靶向向导的靶向外显子排斥的倍数变化。****表示根据双向ANOVA，P<0.0001。

[0035] 图11A‑11B：来自人细胞内ANXA4的CasRx和shRNA靶向的RNA测序。(A)如通过RNA测

序(n＝3)所确定的，ANXA4靶向和非靶向(NT)shRNA之间的差异转录物水平的火山图。鉴定
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出915种非特异性转录物变化。(B)图9B中使用的ANXA4靶向CasRx阵列和非靶向(NT)阵列之

间的差异转录物水平的火山图，所述ANXA4靶向CasRx阵列含有与(A)中所示的shRNA位置匹

配的向导。ANXA4是仅有的表现出显著下调的转录物，n＝3。HIST2HBE是仅有的经鉴定表现

出显著上调的转录物。H2B是H2AX(Du  et  al.,2006)的二聚配偶体，已经显示其与ANXA4相

互作用(Yang  et  al.,2010)。

[0036] 图12A‑12F：AAV递送无催化活性的dCasRx剪接效应子，以操纵可变剪接。(A)双色

外显子跳读报告子的示意图。+1和+3，阅读框。BP，内含子分支点(intronic  branch 

point)‑靶向向导。SA，剪接受体位点‑重叠向导。EX，外显子向导。SD，剪接供体位点‑重叠向

导。AUG，起始密码子。UGA，终止密码子。包括第二外显子导致dsRed的框外非荧光翻译(+3)，

然后是框内mTagBFP2。靶向外显子的排除导致dsRed的框内翻译(+1)，然后是终止密码子。

(B)通过dCasRx和靶向pre‑mRNA的N‑端hnRNPa1‑dCasRx融合蛋白的诱导外显子排斥。使用

hnRNPa1的富含Gly的C‑端结构域作为效应子结构域。外显子跳读效率表示成主要携带

dsRed或BFP同种型的细胞的相对百分比，其通过流式细胞术测定。NLS，核定位信号。‘A’，携

带全部4种向导的CRISPR阵列。数值为平均值±SEM，n＝3。(C)携带dCasRx和总转基因大小<

4.3kb的三向导阵列的AAV设计，其包括AAV末端反向重复序列(ITR)。(D)额颞叶痴呆(FTD)

疾病模型的示意图。神经元经由来源于患者的iPSC和对照iPSC的Neurogenin‑2(Ngn2)定向

分化产生，然后用dCasRx或载体对照AAV(EFS‑mTagBFP2)转导。(E)FTD与推定内含子剪接增

强子中的SNP有关，所述增强子在编码tau的MAPT转录物的外显子10之后。MAPT外显子10的

可变剪接导致4R  tau(通过包涵)和3R  tau(通过排斥)。包括所示IVS  10+16突变的内含子

剪接增强子中的SNP导致增加的外显子包涵(exon  inclusion)，和更高水平的4R  tau。为了

促进4R  tau水平的降低，将dCasRx阵列中含有的gRNA靶向外显子10剪接受体(g1)以及两个

以紫色示出的推定外显子剪接增强子(g2,g3)。(F)用AAV转导后的第14天，通过qPCR检验分

化的神经元中的相对4R/3Rtau转录物比例。FTD，携带IVS  10+16的额颞叶痴呆细胞。数值为

平均值±S.D.，n＝3。****表示P<0.0001。

[0037] 图13是表示使用公开的方法在人细胞中进行RNA靶向的条形图。

[0038] 图14是显示公开的Cas13d和DR如何可以实现可变剪接的示意图。

[0039] 图15A‑15D是显示以下的一系列小图：(A)结合匹配向导RNA的间隔子序列的靶后，

Cas13d转化成活性RNA酶复合物。它能够切割gRNA‑互补靶RNA或非互补的旁观者RNA。(B)

Cas13d的靶依赖性RNA酶活性可以转化成可检测的信号，例如，通过切割标记的检测RNA，该

检测RNA仅在匹配Cas13d向导RNA的间隔子的靶的存在下被切割。在该实例中，检测RNA含有

荧光团‘F’和消除荧光的淬灭剂‘Q’。只有在旁观者RNA切割后，荧光团从淬灭剂中释放，并

产生荧光。(C)来自惰性真杆菌的Cas13d仅在完美匹配的靶的存在下产生可见的信号，在不

同错配靶的存在下不产生可见的信号。(D)来自黄化瘤胃球菌XPD3002株的Cas13d仅在完美

匹配的靶的存在下产生可见的信号，在不同错配靶的存在下不产生可见的信号。

[0040] 图16A‑16B:(A)7种直向同源物的比对显示出高保守性(绿色条)和低保守性(红色

条)区域。选择进行缺失的区域以1‑10标记。(B)全长CasRx和CasRx缺失变体的敲低(顶部)

和剪接(底部)活性。缺失变体5显示出保留了完整的活性，表明了在保留完整活性的同时缺

失低保守性区域的可行性。

[0041] 图17A和17B显示细菌细胞中的ccdB靶向。(A)引入到表达ccdB的细菌细胞中的构
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建物，和(B)ccdB在不同条件下的相对表达。

[0042] 图18A‑18MMM显示53种不同Cas13d蛋白质的比对(SEQ  ID  NO:293、183、189、220、

218、222、229、216、177、200、139、179、208、166、185、202、239、294、249、210、243、212、175、

164、160、295、296、187、241、140、162、155、206、181、231、128、198、237、233、253、214、224、

127、235、153、125、245、247、204、226、3、126和149，从顶部到底部)。

[0043] 图19A显示了经由mCherry报告检验(mCherry  reporter  assay)筛选具有NLS(SEQ 

ID  NO:25和256)和NES构建物(SEQ  ID  NO:287)的50种Cas13d直向同源物(参见表1)在人细

胞中的敲低结果，其通过敲低效率和效应子基因大小进行作图。仅直向同源物的子集

(Ga0531‑NLS,Ga7274‑NLS和k87‑NES，分别地，SEQ  ID  NO:235,198和189)表现出与CasRx变

体(SEQ  ID  NO:280)相当的活性。

[0044] 图19B是条形图，其显示了内源性CD81在HEK  293FT细胞中被多种具有NLS和NES亚

细胞定位信号的Cas13d直向同源物敲低。从mCherry报告检验中选择最有活性的直向同源

物(参见表1)用于第二轮活性筛选。CD81敲低经由细胞表面流式细胞术加以评价。CasRx变

体RfxCas13d‑NLS(SEQ  ID  NO:280)表现出最高的敲低，一些其他直向同源物在该内源性靶

上表现出>75％的敲低。

[0045] 图20是条形图，其显示CasRx(SEQ  ID  NO:280；RfxCas13d‑NLS设计)与PspCas13b‑

NES(Cox  et  al.,Science.2017Nov  24；358(6366):1019‑1027)用于内源性CD81蛋白质敲

低的剂量‑反应比较。CasRx在等同的蛋白质水平(如通过Cas13‑GFP表达所测量的)下表现

出显著更高的活性，表明每个酶单位的活性更高，因此达到生物学/治疗上相关敲低水平所

需的剂量更低。此外，CasRx显著小于PspCas13b。CasRx的小尺寸和在较低剂量下的高活性

使得其可用于治疗性递送。读数在人HEK  293FT细胞中瞬时转染后3天进行。

[0046] 图21是条形图，其显示了Cas13d直向同源物CasRx和Ga0531的多种改造缺失保持

了人HEK  293FT细胞中的敲低活性。

[0047] 图22是条状图，其显示了dCas13d变体(具有突变的HEPN结构域，以消除靶RNA切

割)被靶向我们的双色蓝至红剪接报告子(bichromatic  blue‑to‑red  reporter)的剪接受

体位点，以介导外显子排斥(如通过mTagBFP2表达的降低所测量的)。即使是对于具有高水

平内源性蛋白质敲低(>70％CD81蛋白质敲低)的直向同源物，剪接调节可能是无效的。这突

出了某些Cas13d直向同源物(例如CasRx和截短的CasRx变体，如CasRx‑del13)的高敲低和

高剪接调节活性的独特优势组合。将dCas13d变体瞬时转染到HEK293FT细胞后第3天，通过

流式细胞术进行剪接读数。

[0048] 图23A‑23C：用Cas13d进行RNA编辑。(A)dRfxCas13d‑ADAR2效应子融合物和失活的

GFP报告子的示意图。(B)GFP报告子中的提前终止密码子(premature  stop  codon)的靶向A

到I的RNA编辑重新激活了GFP表达。非靶向的向导则不导致RNA编辑。(C)对Cas13d‑介导的

RNA编辑效率进行定量。

[0049] 序列表

[0050] 使用37C.F.R .1 .822中定义的标准核苷酸碱基字母缩写和氨基酸三字母代码，显

示了所附序列表中列出的核酸和氨基酸序列。每个核酸序列仅示出一条链，但是互补链理

解成通过任意参考示出的链而包括在内。序列表以ASCII文本文件提交，于2018年8月22日

生成，0.99MB，在此将其并入作为参考。在所附序列表中：
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[0051] SEQ  ID  NO:1是含有HEPN位点的来自惰性真杆菌的示例性Cas13d序列。

[0052] SEQ  ID  NO:2是含有突变HEPN位点的来自惰性真杆菌的示例性Cas13d序列。

[0053] SEQ  ID  NO:3是含有HEPN位点的来自未培养的瘤胃球菌属的示例性Cas13d序列。

[0054] SEQ  ID  NO:4是含有突变HEPN位点的来自未培养的瘤胃球菌属的示例性Cas13d序

列。

[0055] SEQ  ID  NO:5是来自肠道_宏基因组_重叠群2791000549(Gut_metagenome_

contig2791000549)的示例性Cas13d序列。

[0056] SEQ  ID  NO:6是来自肠道_宏基因组_重叠群855000317的示例性Cas13d序列。

[0057] SEQ  ID  NO:7是来自肠道_宏基因组_重叠群3389000027的示例性Cas13d序列。

[0058] SEQ  ID  NO:8是来自肠道_宏基因组_重叠群8061000170的示例性Cas13d序列。

[0059] SEQ  ID  NO:9是来自肠道_宏基因组_重叠群1509000299的示例性Cas13d序列。

[0060] SEQ  ID  NO:10是来自肠道_宏基因组_重叠群9549000591的示例性Cas13d序列。

[0061] SEQ  ID  NO:11是来自肠道_宏基因组_重叠群71000500的示例性Cas13d序列。

[0062] SEQ  ID  NO:12是来自人肠道宏基因组的示例性Cas13d序列。

[0063] SEQ  ID  NO:13是来自肠道_宏基因组_重叠群3915000357的示例性Cas13d序列。

[0064] SEQ  ID  NO:14是来自肠道_宏基因组_重叠群4719000173的示例性Cas13d序列。

[0065] SEQ  ID  NO:15是来自肠道_宏基因组_重叠群6929000468的示例性Cas13d序列。

[0066] SEQ  ID  NO:16是来自肠道_宏基因组_重叠群7367000486的示例性Cas13d序列。

[0067] SEQ  ID  NO:17是来自肠道_宏基因组_重叠群7930000403的示例性Cas13d序列。

[0068] SEQ  ID  NO:18是来自肠道_宏基因组_重叠群993000527的示例性Cas13d序列。

[0069] SEQ  ID  NO:19是来自肠道_宏基因组_重叠群6552000639的示例性Cas13d序列。

[0070] SEQ  ID  NO:20是来自肠道_宏基因组_重叠群11932000246的示例性Cas13d序列。

[0071] SEQ  ID  NO:21是来自肠道_宏基因组_重叠群12963000286的示例性Cas13d序列。

[0072] SEQ  ID  NO:22是来自肠道_宏基因组_重叠群2952000470的示例性Cas13d序列。

[0073] SEQ  ID  NO:23是来自肠道_宏基因组_重叠群451000394的示例性Cas13d序列。

[0074] SEQ  ID  NO:24是来自惰性真杆菌DSM  15702(Eubacterium_siraeum_DSM_15702)

的示例性Cas13d序列。

[0075] SEQ  ID  NO:25是来自肠道_宏基因组_P19E0k2120140920_c369000003的示例性

Cas13d序列。

[0076] SEQ  ID  NO:26是来自肠道_宏基因组_重叠群7593000362的示例性Cas13d序列。

[0077] SEQ  ID  NO:27是来自肠道_宏基因组_重叠群12619000055的示例性Cas13d序列。

[0078] SEQ  ID  NO:28是来自肠道_宏基因组_重叠群1405000151的示例性Cas13d序列。

[0079] SEQ  ID  NO:29是来自鸡_肠道_宏基因组_c298474的示例性Cas13d序列。

[0080] SEQ  ID  NO:30是来自肠道_宏基因组_重叠群1516000227的示例性Cas13d序列。

[0081] SEQ  ID  NO:31是来自肠道_宏基因组_重叠群1838000319的示例性Cas13d序列。

[0082] SEQ  ID  NO:32是来自肠道_宏基因组_重叠群13123000268的示例性Cas13d序列。

[0083] SEQ  ID  NO:33是来自肠道_宏基因组_重叠群5294000434的示例性Cas13d序列。

[0084] SEQ  ID  NO:34是来自肠道_宏基因组_重叠群6415000192的示例性Cas13d序列。

[0085] SEQ  ID  NO:35是来自肠道_宏基因组_重叠群6144000300的示例性Cas13d序列。
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[0086] SEQ  ID  NO:36是来自肠道_宏基因组_重叠群9118000041的示例性Cas13d序列。

[0087] SEQ  ID  NO:37是来自活性_污泥_宏基因组_转录物_124486(Activated_sludge_

metagenome_transcript_124486)的示例性Cas13d序列。

[0088] SEQ  ID  NO:38是来自肠道_宏基因组_重叠群1322000437的示例性Cas13d序列。

[0089] SEQ  ID  NO:39是来自肠道_宏基因组_重叠群4582000531的示例性Cas13d序列。

[0090] SEQ  ID  NO:40是来自肠道_宏基因组_重叠群9190000283的示例性Cas13d序列。

[0091] SEQ  ID  NO:41是来自肠道_宏基因组_重叠群1709000510的示例性Cas13d序列。

[0092] SEQ  ID  NO:42是具有HEPN结构域的来自M24_(LSQX01212483_厌氧_消化池_宏基

因组)(M24_(LSQX01212483_Anaerobic_digester_metagenome))的示例性Cas13d序列。

[0093] SEQ  ID  NO:43是来自肠道_宏基因组_重叠群3833000494的示例性Cas13d序列。

[0094] SEQ  ID  NO:44是来自活性_污泥_宏基因组_转录物_117355的示例性Cas13d序列。

[0095] SEQ  ID  NO:45是来自肠道_宏基因组_重叠群11061000330的示例性Cas13d序列。

[0096] SEQ  ID  NO:46是来自绵羊肠道宏基因组的肠道_宏基因组_重叠群338000322的示

例性Cas13d序列。

[0097] SEQ  ID  NO:47是来自人肠道宏基因组的示例性Cas13d序列。

[0098] SEQ  ID  NO:48是来自肠道_宏基因组_重叠群9530000097的示例性Cas13d序列。

[0099] SEQ  ID  NO:49是来自肠道_宏基因组_重叠群1750000258的示例性Cas13d序列。

[0100] SEQ  ID  NO:50是来自肠道_宏基因组_重叠群5377000274的示例性Cas13d序列。

[0101] SEQ  ID  NO:51是来自肠道_宏基因组_P19E0k2120140920_c248000089的示例性

Cas13d序列。

[0102] SEQ  ID  NO:52是来自肠道_宏基因组_重叠群11400000031的示例性Cas13d序列。

[0103] SEQ  ID  NO:53是来自肠道_宏基因组_重叠群7940000191的示例性Cas13d序列。

[0104] SEQ  ID  NO:54是来自肠道_宏基因组_重叠群6049000251的示例性Cas13d序列。

[0105] SEQ  ID  NO:55是来自肠道_宏基因组_重叠群1137000500的示例性Cas13d序列。

[0106] SEQ  ID  NO:56是来自肠道_宏基因组_重叠群9368000105的示例性Cas13d序列。

[0107] SEQ  ID  NO:57是来自肠道_宏基因组_重叠群546000275的示例性Cas13d序列。

[0108] SEQ  ID  NO:58是来自肠道_宏基因组_重叠群7216000573的示例性Cas13d序列。

[0109] SEQ  ID  NO:59是来自肠道_宏基因组_重叠群4806000409的示例性Cas13d序列。

[0110] SEQ  ID  NO:60是来自肠道_宏基因组_重叠群10762000480的示例性Cas13d序列。

[0111] SEQ  ID  NO:61是来自肠道_宏基因组_重叠群4114000374的示例性Cas13d序列。

[0112] SEQ  ID  NO:62是来自黄化瘤胃球菌FD1(Ruminococcus_flavefaciens_FD1)的示

例性Cas13d序列。

[0113] SEQ  ID  NO:63是来自肠道_宏基因组_重叠群7093000170的示例性Cas13d序列。

[0114] SEQ  ID  NO:64是来自肠道_宏基因组_重叠群11113000384的示例性Cas13d序列。

[0115] SEQ  ID  NO:65是来自肠道_宏基因组_重叠群6403000259的示例性Cas13d序列。

[0116] SEQ  ID  NO:66是来自肠道_宏基因组_重叠群6193000124的示例性Cas13d序列。

[0117] SEQ  ID  NO:67是来自肠道_宏基因组_重叠群721000619的示例性Cas13d序列。

[0118] SEQ  ID  NO:68是来自肠道_宏基因组_重叠群1666000270的示例性Cas13d序列。

[0119] SEQ  ID  NO:69是来自肠道_宏基因组_重叠群2002000411的示例性Cas13d序列。
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[0120] SEQ  ID  NO:70是来自白色瘤胃球菌(Ruminococcus_albus)的示例性Cas13d序列。

[0121] SEQ  ID  NO:71是来自肠道_宏基因组_重叠群13552000311的示例性Cas13d序列。

[0122] SEQ  ID  NO:72是来自肠道_宏基因组_重叠群10037000527的示例性Cas13d序列。

[0123] SEQ  ID  NO:73是来自肠道_宏基因组_重叠群238000329的示例性Cas13d序列。

[0124] SEQ  ID  NO:74是来自肠道_宏基因组_重叠群2643000492的示例性Cas13d序列。

[0125] SEQ  ID  NO:75是来自肠道_宏基因组_重叠群874000057的示例性Cas13d序列。

[0126] SEQ  ID  NO:76是来自肠道_宏基因组_重叠群4781000489的示例性Cas13d序列。

[0127] SEQ  ID  NO:77是来自肠道_宏基因组_重叠群12144000352的示例性Cas13d序列。

[0128] SEQ  ID  NO:78是来自肠道_宏基因组_重叠群5590000448的示例性Cas13d序列。

[0129] SEQ  ID  NO:79是来自肠道_宏基因组_重叠群9269000031的示例性Cas13d序列。

[0130] SEQ  ID  NO:80是来自肠道_宏基因组_重叠群8537000520的示例性Cas13d序列。

[0131] SEQ  ID  NO:81是来自肠道_宏基因组_重叠群1845000130的示例性Cas13d序列。

[0132] SEQ  ID  NO:82是来自肠道_宏基因组_P13E0k2120140920_c3000072的示例性

Cas13d序列。

[0133] SEQ  ID  NO:83是来自肠道_宏基因组_P1E0k2120140920_c1000078的示例性

Cas13d序列。

[0134] SEQ  ID  NO:84是来自肠道_宏基因组_重叠群12990000099的示例性Cas13d序列。

[0135] SEQ  ID  NO:85是来自肠道_宏基因组_重叠群525000349的示例性Cas13d序列。

[0136] SEQ  ID  NO:86是来自肠道_宏基因组_重叠群7229000302的示例性Cas13d序列。

[0137] SEQ  ID  NO:87是来自肠道_宏基因组_重叠群3227000343的示例性Cas13d序列。

[0138] SEQ  ID  NO:88是来自肠道_宏基因组_重叠群7030000469的示例性Cas13d序列。

[0139] SEQ  ID  NO:89是来自肠道_宏基因组_重叠群5149000068的示例性Cas13d序列。

[0140] SEQ  ID  NO:90是来自肠道_宏基因组_重叠群400200045的示例性Cas13d序列。

[0141] SEQ  ID  NO:91是来自肠道_宏基因组_重叠群10420000446的示例性Cas13d序列。

[0142] SEQ  ID  NO:92是来自新黄化瘤胃球菌XPD3002株(new_flavefaciens ,_strain_

XPD3002)的示例性Cas13d序列。

[0143] SEQ  ID  NO:93是来自M26_肠道_宏基因组_重叠群698000307的示例性Cas13d序

列。

[0144] SEQ  ID  NO:94是来自M36_未培养的瘤胃球菌属_TS28_c40956(M36_Uncultured_

Eubacterium_sp_TS28_c40956)的示例性Cas13d序列。

[0145] SEQ  ID  NO:95是来自M12_肠道_宏基因组_P25C0k2120140920_c134000066的示例

性Cas13d序列。

[0146] SEQ  ID  NO:96是来自人肠道宏基因组的示例性Cas13d序列。

[0147] SEQ  ID  NO:97是来自M10_肠道_宏基因组_P25C90k2120140920,_c28000041的示

例性Cas13d序列。

[0148] SEQ  ID  NO:98是来自M11_肠道_宏基因组_P25C7k2120140920_c4078000105的示

例性Cas13d序列。

[0149] SEQ  ID  NO:99是来自肠道_宏基因组_P25C0k2120140920_c32000045的示例性

Cas13d序列。
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[0150] SEQ  ID  NO:100是来自M13_肠道_宏基因组_P23C7k2120140920_c3000067的示例

性Cas13d序列。

[0151] SEQ  ID  NO:101是来自M5_肠道_宏基因组_P18E90k2120140920的示例性Cas13d序

列。

[0152] SEQ  ID  NO:102是来自M21_肠道_宏基因组_P18E0k2120140920的示例性Cas13d序

列。

[0153] SEQ  ID  NO:103是来自M7_肠道_宏基因组_P38C7k2120140920_c4841000003的示

例性Cas13d序列。

[0154] SEQ  ID  NO:104是来自双环瘤胃球菌(Ruminococcus_bicirculans)的示例性

Cas13d序列。

[0155] SEQ  ID  NO:105是示例性Cas13d序列。

[0156] SEQ  ID  NO:106是示例性Cas13d共有序列。

[0157] SEQ  ID  NO:107是来自M18_肠道_宏基因组_P22E0k2120140920_c3395000078的示

例性Cas13d序列。

[0158] SEQ  ID  NO:108是来M17_肠道_宏基因组_P22E90k2120140920_c114的示例性

Cas13d序列。

[0159] SEQ  ID  NO:109是来自瘤胃球菌属_CAG57(Ruminococcus_sp_CAG57)的示例性

Cas13d序列。

[0160] SEQ  ID  NO:110是来自肠道_宏基因组_P11E90k2120140920_c43000123的示例性

Cas13d序列。

[0161] SEQ  ID  NO:111是来自M6_肠道_宏基因组_P13E90k2120140920_c7000009的示例

性Cas13d序列。

[0162] SEQ  ID  NO:112是来自M19_肠道_宏基因组_P17E90k2120140920的示例性Cas13d

序列。

[0163] SEQ  ID  NO:113是来自肠道_宏基因组_P17E0k2120140920,_c87000043的示例性

Cas13d序列。

[0164] SEQ  ID  NO:114是示例性的人密码子优化的惰性真杆菌Cas13d核酸序列。

[0165] SEQ  ID  NO:115是示例性的具有突变HEPN结构域的人密码子优化的惰性真杆菌

Cas13d核酸序列。

[0166] SEQ  ID  NO:116是示例性的具有N‑端NLS的人密码子优化的惰性真杆菌Cas13d核

酸序列。

[0167] SEQ  ID  NO:117是示例性的具有N‑和C‑端NLS标签的人密码子优化的惰性真杆菌

Cas13d核酸序列。

[0168] SEQ  ID  NO:118是示例性的人密码子优化的未培养瘤胃球菌属Cas13d核酸序列。

[0169] SEQ  ID  NO:119是示例性的具有突变HEPN结构域的人密码子优化的未培养瘤胃球

菌属Cas13d核酸序列。

[0170] SEQ  ID  NO:120是示例性的具有N‑端NLS的人密码子优化的未培养瘤胃球菌属

Cas13d核酸序列。

[0171] SEQ  ID  NO:121是示例性的具有N‑和C‑端NLS标签的人密码子优化的未培养瘤胃
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球菌属Cas13d核酸序列。

[0172] SEQ  ID  NO:122是示例性的人密码子优化的未培养黄化瘤胃球菌FD1  Cas13d核酸

序列。

[0173] SEQ  ID  NO:123是示例性的具有突变HEPN结构域的人密码子优化的未培养黄化瘤

胃球菌FD1  Cas13d核酸序列。

[0174] SEQ  ID  NO:124是来自双环瘤胃球菌的示例性Cas13d核酸序列。

[0175] SEQ  ID  NO:125是来自惰性真杆菌的示例性Cas13d核酸序列。

[0176] SEQ  ID  NO:126是来自黄化瘤胃球菌FD1的示例性Cas13d核酸序列。

[0177] SEQ  ID  NO:127是来自白色瘤胃球菌的示例性Cas13d核酸序列。

[0178] SEQ  ID  NO:128是来自黄化瘤胃球菌XPD的示例性Cas13d核酸序列。

[0179] SEQ  ID  NO:129是惰性真杆菌Cas13d的示例性共有DR核酸序列。

[0180] SEQ  ID  NO:130是瘤胃球菌属Cas13d的示例性共有DR核酸序列。

[0181] SEQ  ID  NO:131是黄化瘤胃球菌XPD3002株Cas13d和CasRx的示例性共有DR核酸序

列。

[0182] SEQ  ID  NO:132‑137是示例性共有DR核酸序列。

[0183] SEQ  ID  NO:138是7种全长Cas13d直向同源物的示例性50％共有序列。

[0184] SEQ  ID  NO:139是来自肠道宏基因组P1E0的示例性Cas13d核酸序列。

[0185] SEQ  ID  NO:140是来自厌氧消化池的示例性Cas13d核酸序列。

[0186] SEQ  ID  NO:141是来自瘤胃球菌属CAG:57的示例性Cas13d核酸序列。

[0187] SEQ  ID  NO:142是示例性的人密码子优化的未培养肠道宏基因组P1E0  Cas13d核

酸序列。

[0188] SEQ  ID  NO:143是示例性的人密码子优化的厌氧消化池Cas13d核酸序列。

[0189] SEQ  ID  NO:144是示例性的人密码子优化的黄化瘤胃球菌XPD  Cas13d核酸序列。

[0190] SEQ  ID  NO:145是示例性的人密码子优化的白色瘤胃球菌Cas13d核酸序列。

[0191] SEQ  ID  NO:146是瘤胃球菌属CAG:57CRISPR阵列的示例性加工。

[0192] SEQ  ID  NO:147是来自人肠道宏基因组序列重叠群emb|OBVH01003037.1的示例性

Cas13d蛋白质序列(也发现于WGS重叠群emb|OBXZ01000094.1|和emb|OBJF01000033.1)。

[0193] SEQ  ID  NO:148是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:147一起)。

[0194] SEQ  ID  NO:149是来自重叠群tpg|DBYI01000091.1|(组装自牛肠道宏基因组的未

培养黄化瘤胃球菌UBA1190)的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0195] SEQ  ID  NO:150‑152是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:149一起)。

[0196] SEQ  ID  NO:153是来自重叠群tpg|DJXD01000002 .1|(未培养瘤胃球菌组装，

UBA7013，来自绵羊肠道宏基因组)的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0197] SEQ  ID  NO:154是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:153一起)。

[0198] SEQ  ID  NO:155是来自重叠群OGZC01000639.1(人肠道宏基因组组装)的示例性

Cas13d蛋白质序列。

[0199] SEQ  ID  NO:156‑177是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:155一起)。

[0200] SEQ  ID  NO:158是来自重叠群emb|OHBM01000764.1(人肠道宏基因组组装)的示例

性Cas13d蛋白质序列。
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[0201] SEQ  ID  NO:159是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:158一起)。

[0202] SEQ  ID  NO:160是来自重叠群emb|OHCP01000044.1(人肠道宏基因组组装)的示例

性Cas13d蛋白质序列。

[0203] SEQ  ID  NO:161是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:160一起)。

[0204] SEQ  ID  NO:162是来自重叠群emb|OGDF01008514.1|(人肠道宏基因组组装)的示

例性Cas13d蛋白质序列。

[0205] SEQ  ID  NO:163是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:162一起)。

[0206] SEQ  ID  NO:164是来自重叠群emb|OGPN01002610.1(人肠道宏基因组组装)的示例

性Cas13d蛋白质序列。

[0207] SEQ  ID  NO:165是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:164一起)。

[0208] SEQ  ID  NO:166是来自重叠群NFIR01000008.1(真杆菌属An3，来自鸡肠道宏基因

组)的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0209] SEQ  ID  NO:167是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:166一起)。

[0210] SEQ  ID  NO:168是来自重叠群NFLV01000009.1(真杆菌属An11，来自鸡肠道宏基因

组)的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0211] SEQ  ID  NO:169是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:168一起)。

[0212] SEQ  ID  NO:171‑174是示例性Cas13d基序序列。

[0213] SEQ  ID  NO:175是来自重叠群OJMM01002900人肠道宏基因组序列的示例性Cas13d

蛋白质序列。

[0214] SEQ  ID  NO:176是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:175一起)。

[0215] SEQ  ID  NO:177是来自重叠群ODAI011611274 .1肠道宏基因组序列的示例性

Cas13d蛋白质序列。

[0216] SEQ  ID  NO:178是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:177一起)。

[0217] SEQ  ID  NO:179是来自重叠群OIZX01000427.1的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0218] SEQ  ID  NO:180是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:179一起)。

[0219] SEQ  ID  NO:181是来自重叠群emb|OCVV012889144.1的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0220] SEQ  ID  NO:182是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:181一起)。

[0221] SEQ  ID  NO:183是来自重叠群OCTW011587266.1的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0222] SEQ  ID  NO:184是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:183一起)。

[0223] SEQ  ID  NO:185是来自重叠群emb|OGNF01009141.1的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0224] SEQ  ID  NO:186是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:185一起)。

[0225] SEQ  ID  NO:187是来自重叠群emb|OIEN01002196.1的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0226] SEQ  ID  NO:188是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:187一起)。

[0227] SEQ  ID  NO:189是来自重叠群e‑k87_11092736的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0228] SEQ  ID  NO:190‑193是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:189一起)。

[0229] SEQ  ID  NO:194是来自肠道_宏基因组_重叠群6893000291的示例性Cas13d序列。

[0230] SEQ  ID  NO:195‑197是示例性Cas13d基序序列。

[0231] SEQ  ID  NO:198是来自Ga0224415_10007274的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0232] SEQ  ID  NO:199是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:198一起)。
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[0233] SEQ  ID  NO:200是来自EMG_10003641的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0234] SEQ  ID  NO:201是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:200一起)。

[0235] SEQ  ID  NO:202是来自Ga0129306_1000735的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0236] SEQ  ID  NO:203是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:202一起)。

[0237] SEQ  ID  NO:204是来自Ga0129317_1008067的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0238] SEQ  ID  NO:205是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:204一起)。

[0239] SEQ  ID  NO:206是来自Ga0224415_10048792的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0240] SEQ  ID  NO:207是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:206一起)。

[0241] SEQ  ID  NO:208是来自160582958_gene49834的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0242] SEQ  ID  NO:209是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:208一起)。

[0243] SEQ  ID  NO:210是来自250twins_35838_GL0110300的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0244] SEQ  ID  NO:211是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:210一起)。

[0245] SEQ  ID  NO:212是来自250twins_36050_GL0158985的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0246] SEQ  ID  NO:213是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:212一起)。

[0247] SEQ  ID  NO:214是来自31009_GL0034153的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0248] SEQ  ID  NO:215是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:214一起)。

[0249] SEQ  ID  NO:216是来自530373_GL0023589的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0250] SEQ  ID  NO:217是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:216一起)。

[0251] SEQ  ID  NO:218是来自BMZ‑11B_GL0037771的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0252] SEQ  ID  NO:219是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:218一起)。

[0253] SEQ  ID  NO:220是来自BMZ‑11B_GL0037915的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0254] SEQ  ID  NO:221是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:220一起)。

[0255] SEQ  ID  NO:222是来自BMZ‑11B_GL0069617的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0256] SEQ  ID  NO:223是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:222一起)。

[0257] SEQ  ID  NO:224是来自‑DLF014_GL0011914的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0258] SEQ  ID  NO:225是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:224一起)。

[0259] SEQ  ID  NO:226是来自EYZ‑362B_GL0088915的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0260] SEQ  ID  NO:227‑228是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:226一起)。

[0261] SEQ  ID  NO:229是来自Ga0099364_10024192的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0262] SEQ  ID  NO:230是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:229一起)。

[0263] SEQ  ID  NO:231是来自Ga0187910_10006931的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0264] SEQ  ID  NO:232是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:231一起)。

[0265] SEQ  ID  NO:233是来自Ga0187910_10015336的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0266] SEQ  ID  NO:234是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:233一起)。

[0267] SEQ  ID  NO:235是来自Ga0187910_10040531的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0268] SEQ  ID  NO:236是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:235一起)。

[0269] SEQ  ID  NO:237是来自Ga0187911_10069260的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0270] SEQ  ID  NO:238是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:237一起)。

[0271] SEQ  ID  NO:239是来自MH0288_GL0082219的示例性Cas13d蛋白质序列。
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[0272] SEQ  ID  NO:240是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:239一起)。

[0273] SEQ  ID  NO:241是来自O2.UC29‑0_GL0096317的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0274] SEQ  ID  NO:242是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:241一起)。

[0275] SEQ  ID  NO:243是来自PIG‑014_GL0226364的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0276] SEQ  ID  NO:244是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:243一起)。

[0277] SEQ  ID  NO:245是来自PIG‑018_GL0023397的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0278] SEQ  ID  NO:246是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:245一起)。

[0279] SEQ  ID  NO:247是来自PIG‑025_GL0099734的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0280] SEQ  ID  NO:248是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:247一起)。

[0281] SEQ  ID  NO:249是来自PIG‑028_GL0185479的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0282] SEQ  ID  NO:250是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:249一起)。

[0283] SEQ  ID  NO:251是来自‑Ga0224422_10645759的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0284] SEQ  ID  NO:252是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:251一起)。

[0285] SEQ  ID  NO:253是来自ODAI嵌合体的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0286] SEQ  ID  NO:254是示例性共有DR核酸序列(与SEQ  ID  NO:253一起)。

[0287] SEQ  ID  NO:255是HEPN基序。

[0288] SEQ  ID  NO:256和257分别是示例性Cas13d核定位信号氨基酸和核酸序列。

[0289] SEQ  ID  NO:258和260分别是示例性SV40大T抗原核定位信号氨基酸和核酸序列。

SEQ  ID  NO:259是dCas9靶序列。

[0290] SEQ  ID  NO:261是靶向ccdB的人工惰性真杆菌nCas1阵列。

[0291] SEQ  ID  NO:262是完整的36nt同向重复序列。

[0292] SEQ  ID  NO:263‑266是间隔子序列。

[0293] SEQ  ID  NO:267是靶向ccdB的人工未培养瘤胃球菌属nCas1阵列。

[0294] SEQ  ID  NO:268是完整的36nt同向重复序列。

[0295] SEQ  ID  NO:269‑272是间隔子序列。

[0296] SEQ  ID  NO:273是ccdB靶RNA序列。

[0297] SEQ  ID  NO:274‑277是间隔子序列。

[0298] SEQ  ID  NO:278是突变的Cas13d序列，NLS‑Ga_0531(trunc)‑NLS‑HA。该突变体具

有非保守N‑端的缺失。

[0299] SEQ  ID  NO:279是突变的Cas13d序列，NES‑Ga_0531(trunc)‑NES‑HA。该突变体具

有非保守N‑端的缺失。

[0300] SEQ  ID  NO:280是全长Cas13d序列，NLS‑RfxCas13d‑NLS‑HA。

[0301] SEQ  ID  NO:281是突变的Cas13d序列，NLS‑RfxCas13d(del5)‑NLS‑HA。该突变体具

有氨基酸558‑587的缺失。

[0302] SEQ  ID  NO:282是突变的Cas13d序列，NLS‑RfxCas13d(del5.12)‑NLS‑HA。该突变

体具有氨基酸558‑587和953‑966的缺失。

[0303] SEQ  ID  NO:283是突变的Cas13d序列，NLS‑RfxCas13d(del5.13)‑NLS‑HA。该突变

体具有氨基酸376‑392和558‑587的缺失。

[0304] SEQ  ID  NO:284是突变的Cas13d序列，NLS‑RfxCas13d(del5.12+5.13)‑NLS‑HA。该
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突变体具有氨基酸376‑392、558‑587和953‑966的缺失

[0305] SEQ  ID  NO:285是突变的Cas13d序列，NLS‑RfxCas13d(del13)‑NLS‑HA。该突变体

具有氨基酸376‑392的缺失。

[0306] SEQ  ID  NO:286是用于编辑ADAR2表达的效应子序列。氨基酸1‑969是dRfxCas13，

aa  970‑991是NLS序列，并且氨基酸992‑1378是ADAR2DD。

[0307] SEQ  ID  NO:287是示例性HIV  NES蛋白质序列。

[0308] SEQ  ID  NO:288‑291是示例性Cas13d基序序列。

[0309] SEQ  ID  NO:292是Cas13d直向同源物序列MH_4866。

[0310] SEQ  ID  NO:293是来自037_‑_emb|OIZA01000315.1|的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0311] SEQ  ID  NO:294是来自PIG‑022_GL0026351的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0312] SEQ  ID  NO:295是来自PIG‑046_GL0077813的示例性Cas13d蛋白质序列。

[0313] SEQ  ID  NO:296是来自猪嵌合体(pig_chimera)的示例性Cas13d蛋白质序列。

具体实施方式

[0314] 除非另外指出，技术术语根据常规用法使用。分子生物学常用术语的定义可见于

以下文献：Benjamin  Lewin,Genes  VII,published  by  Oxford  University  Press,1999；

Kendrew  et  al .(eds .) ,The  Encyclopedia  of  Molecular  Biology ,published  by 

Blackwell  Science  Ltd .,1994；和Robert  A .Meyers(ed .) ,Molecular  Biology  and 

Biotechnology:a  Comprehensive  Desk  Reference ,published  by  VCH  Publishers ,

Inc.,1995；以及其他类似的参考文献。

[0315] 如本文所用，单数形式“一种”、“一个”和“该”是指单数和复数，除非上下文另有明

确指示。如本文所用，术语“包含”是指“包括”。因此，“包含核酸分子”是指“包括核酸分子”，

不排除其他元件。还应理解，除非另有说明，否则对于核酸给出的任何和所有碱基大小是近

似的，并且出于描述性目的而提供。尽管可以使用与本文所述的那些类似或等同的许多方

法和材料，但下文描述了特别合适的方法和材料。在冲突的情况下，以本说明书(包括术语

的解释)为准。此外，材料、方法和实施例仅是说明性的，而无意进行限定。所有参考文献，包

括专利申请和专利，均通过引用整体并入本文。

[0316] 为了便于审阅本公开的各种实施方式，提供对特定术语的以下解释：

[0317] I.术语

[0318] 施用：通过任何有效途径向受试者提供或给予药剂，例如本文公开的Cas13d蛋白

质(或Cas13d编码序列)或向导分子(或编码序列)。示例性的施用途径包括，但不限于，注射

(例如皮下、肌内、皮内、腹膜内、肿瘤内和静脉内)、透皮、鼻内和吸入途径。

[0319] Cas13d(也称作CasR，用于CRISPR‑相关的RNA酶)：可以切割或结合RNA的RNA‑向导

的RNA内切核酸酶。Cas13d蛋白质包括一个或两个HEPN结构域(例如，参见SEQ  ID  NO:1‑3、

42、62、70、82、83、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、

109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、

179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、

222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、

281、282、283、284、285、292、293、294、295和296)。天然的HEPN结构域包括序列RXXXXH(SEQ 
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ID  NO:255)。包括突变的HEPN结构域、从而不能切割RNA但是可以加工向导RNA的Cas13d蛋

白质也包括在本公开内(例如，参见SEQ  ID  NO:2和4)。天然Cas13d蛋白质的比对示于图

18A‑18MMM。此外，Cas13d蛋白质特异性识别具有特定二级结构的gRNA的同向重复序列(例

如，参见FIGS.S2C)。在一实例中，Cas13d蛋白质识别和/或结合DR，所述DR具有(1)大约4‑

8nt的回环，(2)4‑12nt的茎，茎由互补核苷酸形成，由于茎内的nt错配其可以包括小的(例

如1或2bp)凸起(bulge)，和(3)由未成对nt形成的凸起或突出端，其可以为大约10‑14nt(例

如，任一侧上5‑7)。

[0320] 在一实例中，全长(非截短)Cas13d蛋白质的长度为870‑1080个氨基酸。在一实例

中，Cas13d蛋白质来源于来自梭菌目的细菌的基因组序列或宏基因组序列。在一实例中，

Cas13d蛋白质的对应的DR序列位于包括Cas13d  gRNA的分子中的间隔子序列的5’端处。在

一实例中，Cas13d  gRNA中的DR序列在相对于未加工的Cas13d向导阵列转录物的DR序列的

5’端处被截短(例如，被截短至少1nt，至少2nt，至少3nt，至少4nt，至少5nt，例如1‑3nt，3‑

6nt，5‑7nt或5‑10nt)。在一实例中，Cas13d  gRNA中的DR序列在5’端处被Cas13d蛋白质截短

5‑7nt。在一实例中，Cas13d蛋白质可以切割靶RNA，该靶RNA在间隔子‑靶双链体3’端的侧翼

为A、U、G或C核糖核苷酸中任意者，在5’端的侧翼为A、U、G或C中任意者。

[0321] 在一实例中，Cas13d蛋白质与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、

40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、

65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、

90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、

111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、

183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、

226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、

283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少

92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的序列同一性。

[0322] 在一实例中，Cas13d蛋白质含有两个HEPN  RNA酶结构域，该结构域含有RXXXXH氨

基酸基序(SEQ  ID  NO:255；其中X表示任意氨基酸)。此外，Cas13d蛋白质可以包括一个或多

个以下的以常用的Prosite形式书写的氨基酸基序：

[0323] 基序1：L‑x(5)‑[FWY]‑x(3)‑K‑[NQS]‑[ILM]‑[ILMV]‑x(2)‑N‑x(2)‑[FWY]‑x(2)‑

[AG]‑x(4)‑[DE]‑x‑D(SEQ  ID  NO:195)

[0324] 基序2：[FWY]‑[ILV]‑x(2)‑[NQS]‑[ILV]‑x(2)‑[DNST]‑x(2)‑F‑x‑Y‑x(2)‑[HKR]‑

[FHY](SEQ  ID  NO:196)

[0325] 基序3：Y‑[CDNSV]‑x(2)‑R‑[FWY]‑x‑[ADNT]‑[LM]‑[ST]‑x(4)‑[FWY](SEQ  ID  NO:

197)。

[0326] 在一实例中，Cas13d蛋白质包括一个或多个以下的以常用的Prosite形式书写的

氨基酸共有序列：

[0327] L‑[DE]‑G‑K‑E‑I‑N‑x‑[LM]‑x‑[CST]‑[ANST]‑L‑I‑x‑K‑F‑[DE]‑[GN]‑I‑x‑[ADS]‑

[FIL]‑x‑[DEHK]‑[AILV](SEQ  ID  NO:288)

[0328] R‑N‑[FY]‑I‑[AIL]‑x‑N‑V‑[ILV]‑x‑[NS]‑x(2)‑F‑x‑Y‑[ILV]‑[AIV]‑[KR]‑[HY]‑
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x(2)‑[PT]‑x(3)‑[HKR]‑x‑[IL]‑x(2)‑N‑x(2)‑[ILV]‑x(2)‑[FY]‑V‑L‑x(2)‑[ILM]‑[AGP]‑

[DE]‑x(4)‑[NQRS](SEQ  ID  NO:289)

[0329] L‑x‑[LM]‑[ST]‑[IV]‑x‑Y‑x(3)‑K‑[NS]‑[ILM]‑V‑x‑[IV]‑N‑[AST]‑R‑[FY]‑x

(2)‑[AG]‑[FY]‑x‑[ACV]‑[LV]‑E‑R‑D‑x(2)‑[FL](SEQ  ID  NO:290)

[0330] P‑F‑[AGS]‑Y‑[CNV]‑x‑[AP]‑R‑[FY]‑K‑N‑L‑[ST]‑x‑[EN]‑x‑L‑F‑x‑[DKR]‑[DEN]

(SEQ  ID  NO:291)

[0331] 因此，在一些实例中，与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、

42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、

67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、

92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、

113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、

187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、

231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、

285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的序列同一性的Cas13d蛋白质包括SEQ  ID 

NO:195、196或197的基序。

[0332] 此外，在一些实例中，与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、

42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、

67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、

92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、

113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、

187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、

231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、

285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的序列同一性的Cas13d蛋白质包括SEQ  ID 

NO:288、289、290或291的共有序列。

[0333] 互补性：核酸与另一核酸序列通过传统的沃森‑克里克碱基配对或其它非传统类

型形成氢键的能力。互补性百分比表示核酸分子中可以与第二核酸序列形成氢键(例如沃

森‑克里克碱基配对)的残基的百分比(例如10个中的5、6、7、8、9、10个为50％、60％、70％、

80％、90％和100％互补)。“完美互补”是指核酸序列的所有连续残基将与第二核酸序列中

相同数量的连续残基形成氢键。如本文所用，“基本上互补”是指在8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、30、35、40、45、50或更多个核苷酸的区域上至少

60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％、98％、99％或100％的互补性程度，或

者是指在严格条件下杂交的两种核酸。

[0334] CRISPR(规律间隔成簇短回文重复序列)：CRISPR  RNA阵列是CRISPR系统的限定特

征。术语“CRISPR”是指包括间隔以可变间隔子的恒定同向重复(DR)的阵列结构。在一些实

例中，CRISPR阵列至少包括DR‑间隔子‑DR‑间隔子(参见图1A)。该特征用于公开的计算流程
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中以鉴定新的Cas13d蛋白质家族(图1A)。在细菌中，该阵列被转录为一个单一转录物(含有

多个crRNA单位)，然后将其通过Cas13d蛋白质和其它RNA酶加工成单独的crRNA。在约40％

经测序的细菌基因组和90％经测序的古细菌中发现CRISPR。CRISPR通常与编码CRISPR相关

蛋白质(例如本文提供的Cas13d蛋白)的cas基因相关。公开的CRISPR/Cas系统可以用于RNA

靶向，例如检测靶RNA，在任意所需的位置处修饰靶RNA，或者在任意所需的位置处切割靶

RNA。

[0335] 下调或敲低：当用于提及分子例如靶RNA的表达时，是指导致靶RNA的产生降低但

在一些实例中并不完全消除靶RNA产物或靶RNA功能的任何过程。在一实例中，下调或敲低

不导致可检测靶RNA表达或靶RNA活性的完全消除。在一些实例中，靶RNA是编码RNA。在一些

实例中，靶RNA是非编码RNA。可以被靶向用于下调的RNA分子的具体实例包括mRNA、miRNA、

rRNA、tRNA、核RNA、lincRNA、环状RNA和结构RNA。在一些实例中，靶RNA的下调或敲低包括减

少靶RNA的翻译并由此可以减少相应蛋白质存在的过程。公开的CRISPR/Cas系统可以用于

下调任何感兴趣的靶RNA。

[0336] 下调或敲低包括任何可检测的靶RNA的降低。在某些实例中，与对照(例如在相应

的正常细胞或样品中检测到的靶RNA的量)相比，细胞或无细胞系统中可检测的靶RNA减少

至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少75％、至少

80％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％(例如减少40％至

90％、40％至80％或50％至95％)。在一实例中，对照是正常细胞(例如，不包括Cas13d或向

导RNA的非重组细胞)中的相对表达量。

[0337] 有效量：足以产生有益或期望结果的药剂(例如本文提供的CRISPR/Cas药剂)的

量。

[0338] 治疗有效量可以根据以下一种或多种而变化：所治疗的受试者和疾病状况、受试

者的体重和年龄、疾病状况的严重程度、施用方式等，其可以容易地由本领域普通技术人员

确定。有益的治疗效果可以包括实现诊断确定；改善疾病、症状、病症或病理状况；减少或预

防疾病、症状、病症或病状的发作；并且通常对抗疾病、症状、病症或病理状况。在一实施方

式中，“有效量”是足以减轻疾病症状的量，例如减轻至少10％、至少20％、至少50％、至少

70％或至少90％(与未施用治疗剂相比)。

[0339] 该术语还适用于允许本文的Cas13d和/或gRNA的表达并允许靶向(例如检测或修

饰)靶RNA的剂量。

[0340] 增加或降低：分别为在量上与对照值相比统计学显著的正向或负向变化。增加是

正向变化，例如与对照值相比增加至少50％、至少100％、至少200％、至少300％、至少400％

或至少500％。降低是负向变化，例如与对照值相比降低至少20％、至少25％、至少50％、至

少75％、至少80％、至少90％、至少95％、至少98％、至少99％或至少100％。在一些实例中，

该降低小于100％，例如降低不超过90％、不超过95％或不超过99％。

[0341] 分离的：“分离的”生物组分(例如Cas13d蛋白质或核酸、gRNA或含有它们的细胞)

已经与存在该组分的生物体的细胞或组织中的其它生物组分(例如其它细胞、染色体和染

色体外DNA和RNA以及蛋白质)基本上分离、分开产生或从其中纯化出来。已经“分离”的核酸

和蛋白质包括通过标准纯化方法纯化的核酸和蛋白质。该术语还包括通过在宿主细胞中重

组表达而制备的核酸和蛋白质以及化学合成的核酸和蛋白质。分离的Cas13d蛋白质或核酸
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或含有它们的细胞在一些实例中是至少50％纯的，例如至少75％、至少80％、至少90％、至

少95％、至少98％或至少100％纯的。

[0342] 标记物(label)：直接或间接地与另一分子(例如核酸分子)缀合以促进该分子检

测的化合物或组合物。标记物的非限制性实例包括荧光(fluorescent)和发荧光

(fluorogenic)部分、发色部分、半抗原、亲和标签和放射性同位素。标记物可以是直接可检

测的(例如，光学可检测)或间接可检测的(例如，经由与一种或多种另外的分子相互作用，

该另外的分子又是可检测的)。

[0343] 调节：RNA含量的变化。调节可以包括，但不限于，RNA活化(例如上调)、RNA抑制(例

如下调)、核糖核苷酸缺失、核糖核苷酸插入、核糖核苷酸化学修饰、核糖核苷酸共价或非共

价连接和/或核糖核苷酸置换。

[0344] 非天然或改造的：在此使用的术语可互换，并且表示涉及人工。当提及核酸分子或

多肽时，该术语表示核酸分子或多肽至少基本上不含至少一种与它们在自然界中天然相关

的和如在自然界中所发现的其它组分。此外，该术语可以表示核酸分子或多肽具有在自然

界中不存在的序列。

[0345] 可操作连接(Operably  linked)：当第一核酸序列与第二核酸序列处于功能关系

时，第一核酸序列与第二核酸序列可操作地连接。例如，如果启动子影响编码序列(例如

Cas13d蛋白质的编码序列)的转录或表达，则启动子与编码序列可操作连接。通常，可操作

连接的DNA序列是连续的，并且在需要连接两个蛋白质编码区的情况下，在相同的阅读框

中。

[0346] 药学上可接受的载体：可用于本发明的药学上可接受的载体是常规的。

Remington’s  Pharmaceutical  Sciences(E.W.Martin,Mack  Publishing  Co.,Easton,PA,

15th  Edition(1975))描述了适合于Cas13d蛋白质或核酸分子(或使用具有公开的Cas13d

蛋白质的公开的CRISPR/Cas系统修饰RNA所需的其它分子)的药物递送的组合物和制剂。

[0347] 通常，载体的性质将取决于所采用的具体施用方式。例如，肠胃外制剂通常包括可

注射流体，其包括药学上和生理学上可接受的流体，例如水、生理盐水、平衡盐溶液、葡萄糖

水溶液、甘油等作为媒介物。除生物中性载体之外，待施用的药物组合物还可以含有少量无

毒的辅助物质，例如润湿剂或乳化剂、防腐剂和pH缓冲剂等，例如乙酸钠或脱水山梨醇单月

桂酸酯。

[0348] 多肽、肽和蛋白质：是指任意长度的氨基酸聚合物。聚合物可以是线性的或分支

的，其可以包括修饰的氨基酸，并可以被非氨基酸中断。该术语还包括经修饰的氨基酸聚合

物；例如二硫键形成、糖基化、脂化、乙酰化、磷酸化或任何其它操纵，例如与标记组分缀合。

如本文所用，术语“氨基酸”包括天然和/或非天然或合成的氨基酸，包括甘氨酸和D或L光学

异构体、以及氨基酸类似物和肽模拟物。

[0349] 启动子：指导核酸转录的核酸控制序列的阵列。启动子包括转录起始位点附近的

必需核酸序列。启动子还任选地包括远端增强子或阻遏物元件。“组成型启动子”是持续活

性的启动子，并且不受外部信号或分子的调节。相反，“诱导型启动子”的活性受外部信号或

分子(例如转录因子)调节。

[0350] 重组或宿主细胞：已经被遗传改变或者能够通过引入外源性多核苷酸例如重组质

粒或载体而被遗传改变的细胞。通常，宿主细胞是其中载体可以增殖并且其核酸得以表达
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的细胞。这样的细胞可以是真核的或原核的。该术语还包括主题宿主细胞的任何后代。应当

理解到，所有后代可以与亲本细胞不相同，因为复制过程中可以发生突变。然而，当使用术

语“宿主细胞”时，这样的后代包括在内。

[0351] 调节元件：该术语包括启动子、增强子、内部核糖体进入位点(IRES)和其它表达控

制元件(例如转录终止信号，如多聚腺苷酸化信号和poly‑U序列)。这些调节元件描述于，例

如，Goeddel ,GENE  EXPRESSION  TECHNOLOGY:METHODS  IN  ENZYMOLOGY  185 ,Academic 

Press,San  Diego,Calif .(1990)，其通过引用整体并入本文。调节元件包括在许多类型的

宿主细胞中指导核苷酸序列组成型表达的调节元件和仅在某些宿主细胞中指导核苷酸序

列表达的调节元件(例如，组织特异性调节序列)。组织特异性启动子可以指导主要在感兴

趣的所需组织中的表达，上述组织例如肌肉、神经元、骨、皮肤、血液、特定器官(例如肝、胰

腺)或特定细胞类型(例如淋巴细胞)。调节元件还可以以依赖于时间的方式指导表达，例

如，以依赖于细胞周期或者依赖于发育阶段的方式，其可以是组织或细胞类型特异性的，也

可以不是组织或细胞类型特异性的。

[0352] 在一些实施方式中，本文提供的载体包括pol  III启动子(例如U6和H1启动子)、

pol  II启动子(例如逆转录病毒劳斯氏肉瘤病毒(RSV)LTR启动子(任选地具有RSV增强子)、

巨细胞病毒(CMV)启动子(任选地具有CMV增强子)、SV40启动子、二氢叶酸还原酶启动子、β‑

肌动蛋白启动子、磷酸甘油激酶(PGK)启动子和EF1α启动子)或二者。

[0353] 术语“调节元件”还包括增强子元件，例如WPRE；CMV增强子；HTLV‑I的LTR中的R‑

U5'链段(segment)；SV40增强子；和兔β‑球蛋白的外显子2和3之间的内含子序列。

[0354] 在一些实例中，Cas13d编码序列与启动子、增强子元件或二者可操作连接。

[0355] RNA编辑：一种基因工程类型，其中使用改造的核酸酶(如本文提供的Cas13d蛋白

质)在生物体的基因组中插入、缺失或置换RNA分子(或RNA的核糖核苷酸)，上述改造的核酸

酶在RNA中的所需位置处产生位点特异性的链断裂。所诱导的断裂被修复，导致靶向突变或

修复。本文公开的CRISPR/Cas方法，例如使用Cas13d的方法，可以用于编辑一种或多种靶

RNA的序列，例如与癌症(例如乳腺癌、结肠癌、肺癌、前列腺癌、黑素瘤)、传染性疾病(例如

HIV、肝炎、HPV和西尼罗病毒)或神经变性病症(例如亨廷顿病或ALS)相关的靶RNA。例如，

RNA编辑可以用于治疗疾病或病毒感染。

[0356] RNA插入位点：被靶向或已经历了外源性多核苷酸插入的RNA位点。公开的方法包

括使用公开的Cas13d蛋白质，其可以用于靶向RNA，用于在RNA插入位点处操纵。

[0357] 序列同一性/相似性：氨基酸(或核苷酸)序列之间的相似性以序列之间的相似性

(或称为序列同一性)表示。序列同一性经常以同一性(或相似性或同源性)百分比来测量；

百分比越高，两条序列越相似。

[0358] 用于进行比较的序列比对方法是本领域公知的。各种程序和比对算法描述于：

Smith和Waterman,Adv.Appl.Math.2:482,1981；Needleman和Wunsch,J.Mol.Biol.48:443,

1970；Pearson和Lipman ,Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.85:2444 ,1988；Higgins和Sharp,

Gene  73:237,1988；Higgins和Sharp,CABIOS  5:151,1989；Corpet  et  al.,Nucleic  Acids 

Research  16:10881,1988；以及Pearson和Lipman,Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.85:2444,

1988。Altschul  et  al.,Nature  Genet.6:119,1994呈现了序列比对方法和同源性计算的

详细考虑。
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[0359] NCBI基本局部比对搜索工具(The  NCBI  Basic  Local  Alignment  Search  Tool，

BLAST)(Altschul  et  al.,J.Mol.Biol.215:403,1990)可以从几个来源获得，这些来源包

括国家生物技术信息中心(the  National  Center  for  Biotechnology  Information，

NCBI，Bethesda，MD)和互联网，用于与序列分析程序blastp、blastn、blastx、tblastn和

tblastx结合使用。如何使用该程序确定序列同一性的描述可在互联网上的NCBI网站上获

得。

[0360] 本领域已知和本文公开的蛋白质和核酸序列的变体的特征通常在于，在使用NCBI 

Blast2.0，gapped  Blastp设置为默认参数的氨基酸序列的全长比对上，具有至少约80％、

至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的序列同一性。为了比较大

于约30个氨基酸的氨基酸序列，使用设置为默认参数的默认BLOSUM62矩阵(缺口存在值

(gap  existence  cost)为11，每残基缺口值(gap  cost)为1)来使用Blast2序列函数。当比

对短肽(少于约30个氨基酸)时，比对应使用Blast2序列函数进行，使用设定为默认参数的

PAM30矩阵(开放缺口9，延伸缺口1罚分)。当通过该方法评估时，与参考序列具有甚至更高

相似性的蛋白质将会显示增加的同一性百分比，例如至少95％、至少98％或至少99％序列

同一性。当比较少于完整序列的序列同一性时，同源物和变体将通常在10‑20个氨基酸的短

窗口内具有至少80％的序列同一性，并且根据它们与参考序列的相似性，可以具有至少

85％或至少90％或至少95％的序列同一性。在互联网上的NCBI网站上可以获得在这些短窗

口上确定序列同一性的方法。本领域技术人员将会认识到，这些序列同一性范围仅供指导；

完全可能获得落在所提供范围之外的强显著性同源物。

[0361] 因此，在一实例中，Cas13d蛋白质具有与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、

37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、

62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、

87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、

109、110、111、112、113、138、147、19、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、

179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、

222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、

281、282、283、284、285、292、293、294、295或296至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、

至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的序列同一性。

[0362] 受试者：脊椎动物，例如哺乳动物，例如人。哺乳动物包括，但不限于，鼠类、猿猴、

人、农场动物、运动动物和宠物。在一实施方式中，受试者是非人哺乳动物受试者，例如猴或

其他非人灵长类动物、小鼠、大鼠、兔、猪、山羊、绵羊、狗、猫、马或牛。在一些实例中，受试者

具有可以使用本文提供的方法治疗的病症(例如，病毒感染)或遗传疾病。在一些实例中，受

试者具有可以使用本文提供的方法诊断的病症(例如，病毒感染)或遗传疾病。在一些实例

中，受试者是实验室动物/生物体，例如斑马鱼、非洲爪蟾(Xenopus)、秀丽隐杆线虫

(C.elegans)、果蝇(Drosophila)、小鼠、兔或大鼠。还包括体内获得或体外培养的生物实体

的组织、细胞及其后代。

[0363] 治疗剂：是指一种或多种在施用给受试者后带来一些有益效果的分子或化合物。

有益的治疗效果可以包括实现诊断确定；改善疾病、症状、病症或病理状况；减少或预防疾
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病、症状、病症或病状的发作；并且通常对抗疾病、症状、病症或病理状况。

[0364] 转导、转化和转染：当病毒或载体将核酸分子转移到细胞中时，其“转导”细胞。当

通过将核酸并入细胞基因组或通过游离型复制(episomal  replication)，核酸被细胞稳定

地复制时，细胞被转导入细胞中的核酸“转化”或“转染”。

[0365] 这些术语包括所有将核酸分子引入这些细胞的技术，包括用病毒载体转染、用质

粒载体转化、和通过电穿孔、脂转染、粒子枪加速(particle  gun  acceleration)和本领域

的其它方法导入裸DNA。在一些实例中，该方法是化学方法(例如磷酸钙转染)、物理方法(例

如电穿孔、显微注射、粒子轰击)、融合(例如脂质体)、受体介导的胞吞作用(例如DNA‑蛋白

复合物、病毒包膜/衣壳‑DNA复合物)和病毒如重组病毒的生物感染(Wolff ,J.A.,ed ,Gene 

Therapeutics ,Birkhauser,Boston,USA,1994)。将核酸分子引入细胞中的方法是已知的

(例如，参见美国专利第6,110,743号)。这些方法可以用于将细胞用公开的药剂转导，以操

纵其基因组。

[0366] 转基因：外源性基因。

[0367] 治疗(Treating)、治疗(Treatment)和疗法(Therapy):在损伤、病理或状况的减轻

或改善中的任何成功或成功的标记，包括任何客观或主观参数，例如症状的减少、缓解、减

轻或使状况对患者更耐受，减缓退化或衰退的速率，使退化的终点不那么衰弱，改善受试者

的身体或精神健康，或延长存活时间。治疗可以通过客观或主观参数来评估；包括身体检

查、血液和其它临床测试等的结果。为了预防性益处，公开的组合物可以施用于处于发展特

定疾病、病症或症状的风险中的受试者，或施用于报告疾病的一种或多种生理症状的受试

者，即使该疾病、病症或症状可能尚未显现。

[0368] 上调：当用于提及分子例如靶RNA的表达时，是指导致靶RNA的产生增加的任何过

程。在一实例中，包括直接上调，例如，如果靶RNA参与具有其自身转录的反馈环。在一实例

中，包括间接上调，例如，通过抑制性miRNA的敲低，其导致该miRNA的靶的激活。

[0369] 在一些实例中，靶RNA是编码RNA。在一些实例中，靶RNA是非编码RNA。可以被靶向

上调的RNA分子的具体实例包括mRNA、miRNA、rRNA、tRNA、核RNA和结构RNA。在一些实例中，

靶RNA的上调或激活包括增加靶RNA的翻译并由此可以增加相应蛋白质存在的过程。公开的

CRISPR/Cas系统可以用于上调任何感兴趣的靶RNA。

[0370] 上调包括任何可检测的靶RNA的增加。在某些实例中，与对照(例如在相应的正常

细胞或样品中检测到的靶RNA的量)相比，细胞或无细胞系统中可检测的靶RNA的表达增加

至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少75％、至少80％、至少

90％、至少95％、至少100％、至少200％、至少400％或至少500％。在一实例中，对照是正常

细胞(例如，不包括Cas13d或向导RNA的非重组细胞)中的相对表达量。

[0371] 在足以……的条件下：用于描述允许所需活性的任何环境的短语。在一实例中，所

需活性是本文公开的Cas13d蛋白质的表达，其与其他必需元件组合，例如以调节靶RNA。

[0372] 载体：一种核酸分子，其中可以引入外来核酸分子而不破坏载体在宿主细胞中复

制和/或整合的能力。载体包括，但不限于，单链、双链或部分双链的核酸分子；包括一个或

多个游离端、无游离端(例如，环状)的核酸分子；包括DNA、RNA或二者的核酸分子；以及本领

域已知的其它多核苷酸。

[0373] 载体可以包括允许其在宿主细胞中复制的核酸序列，例如复制起点。载体还可以
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包括一个或多个选择标记基因或本领域已知的其他遗传元件。整合载体能够将其自身整合

到宿主核酸中。表达载体是含有允许插入的一个或多个基因转录和翻译的必需调节序列的

载体。

[0374] 一种类型的载体是“质粒”，其是指环状双链DNA环，其中可以插入另外的DNA片段，

例如通过标准分子克隆技术插入。另一种类型的载体是病毒载体，其中病毒来源的DNA或

RNA序列存在于载体中以包装到病毒(例如，逆转录病毒、复制缺陷逆转录病毒、腺病毒、复

制缺陷腺病毒和腺相关病毒)中。病毒载体还包括由病毒携带的用于转染到宿主细胞中的

多核苷酸。在一些实施方式中，载体是慢病毒(例如整合缺陷型慢病毒载体)或腺相关病毒

(AAV)载体。

[0375] 某些载体能够在它们所导入的宿主细胞中自主复制(例如，具有细菌复制起点的

细菌载体和游离型哺乳动物载体)。其它载体(例如，非游离型哺乳动物载体)在引入到宿主

细胞中时整合到宿主细胞的基因组中，从而与宿主基因组一起复制。

[0376] 某些载体能够指导与它们可操作地连接的基因的表达。这些载体在此称作“表达

载体”。常见的表达载体通常是质粒的形式。重组表达载体可以以适合在宿主细胞中表达核

酸的形式包括本文提供的核酸(例如向导RNA[其可以从RNA序列表达或是RNA序列]、编码

Cas13d蛋白质的核酸)，这意味着重组表达载体包括一个或多个调节元件，该一个或多个调

节元件可以基于用于表达的宿主细胞而选择，其与待表达的核酸序列可操作地连接。在重

组表达载体内，“可操作地连接”是指感兴趣的核苷酸序列以允许该核苷酸序列表达的方式

(例如，在体外转录/翻译系统中或当载体被引入宿主细胞时在宿主细胞中)与调节元件连

接。本领域技术人员将会认识到，表达载体的设计可以取决于这些因素，例如待转化的宿主

细胞的选择、所需的表达水平等。可以将载体引入到宿主细胞中，从而产生由本文所述核酸

编码的转录物、蛋白质或肽，包括融合蛋白或肽(例如规律间隔成簇短回文重复序列

(CRISPR)转录物、蛋白质、酶、其突变形式、其融合蛋白等)。

[0377] II.若干实施方式的概述

[0378] 2类CRISPR‑Cas系统赋予微生物多样的适应性免疫机制。本文提供了原核生物基

因组和宏基因组序列的分析，以鉴定未表征的RNA引导的、RNA‑靶向的CRISPR系统家族，该

家族被分类成VI‑D型。七种不同的直系同源物的生物化学表征和蛋白质改造产生了源自黄

化瘤胃球菌XPD3002(CasRx)的核糖核酸酶效应子，其在人细胞中具有强活性。CasRx介导的

敲低相对于跨多种内源性转录物的RNA干扰表现出高效率和特异性。作为最紧凑的单一效

应子Cas酶之一，CasRx还可以灵活地包装到腺相关病毒中。病毒编码的无催化活性的CasRx

可靶向前mRNA的顺式元件(cis‑elements)，以操纵可变剪接，减轻额颞叶痴呆神经元模型

中失调的tau同种型比例。本文的结果将CasRx作为可编程的RNA结合模块，用于有效地靶向

细胞RNA，使得能够实现转录组改造和治疗方法的通用平台。

[0379] 在各种细菌和古细菌生命中均发现2类CRISPR系统。将CRISPR基因座的最小定义

用于原核生物基因组和宏基因组序列的生物信息学挖掘(其仅要求CRISPR重复阵列和邻近

蛋白质)，本文提供了命名为VI型CRISPR‑Cas13d的RNA靶向2类CRISPR系统的未表征的显著

紧凑家族的鉴定。

[0380] 由于CRISPR系统通常作为20千碱基的基因组序列内的功能操纵子存在，因此即使

是片段化的宏基因组读取也足以回收可用于生物改造目的的Cas酶。本文和其他人
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(Shmakov  et  al.,2015)描述的CRISPR基因组挖掘策略，结合通过下一代测序对微生物群

体进行分析的持续努力，应当在机制上对基因组改造工具箱提供多样的补充。

[0381] 对Cas13d效应子的两种不同的核糖核酸酶特性进行了生物化学表征，上述效应子

经由不依赖于HEPN结构域的机制将CRISPR重复阵列加工成成熟向导，随后对互补激活物

RNA进行向导序列依赖性识别。这触发了HEPN介导的RNA酶活性，使得Cas13d能够切割激活

物和旁观者RNA，这是其它RNA靶向CRISPR系统所共有的特性。Cas13d还没有表现出明显的

侧翼序列要求，并且发现其在拼接靶RNA的crRNA中均有活性，表明了靶向任意单链RNA序列

的能力。

[0382] 在人细胞中对从Cas13d家族的不同分支取样的Cas13d直向同源物的全面活性报

告筛选揭示，可以改造来自黄化瘤胃球XPD3002株(CasRx)的Cas13d的NLS融合物，以在真核

环境中用于可编程RNA靶向(图8D)。CasRx融合物敲低了14种内源性mRNA和lncRNA的多样性

组，相对于RNA干扰、dCas9介导的CRISPR干扰和Cas13超家族的其他成员，始终以有利的效

率实现>90％的敲低(图10A‑10C)。此外，CasRx干扰的特异性明显比间隔子匹配的shRNA高，

与数百个RNA干扰相比，没有可检测的脱靶变化。

[0383] CasRx是最小的双组分平台，其包括改造的CRISPR‑Cas13d效应子和相关的向导

RNA，并且可以是完全遗传编码的。由于CasRx是正交(orthogonally)递送的蛋白质，因此

HEPN‑非活性dCasRx可以被改造成靶向特定RNA元件的柔性RNA结合模块。重要的是，由于

CasRx使用不同的核糖核酸酶活性来加工向导RNA，因此dCasRx仍可以与重复序列阵列配对

以用于多重应用。本文通过建立用于调节可变剪接和所得蛋白质同种型比例的dCasRx剪接

效应子融合物，将其应用于额颞叶痴呆的神经元模型中，显示了这一概念的实用性。

[0384] 平均大小为930aa的Cas13d是在哺乳动物细胞中表征的最小的2类CRISPR效应子。

这允许CasRx效应子结构域融合物与编码多种向导RNA的CRISPR阵列配对，同时保持在用于

原代细胞和体内递送的通用腺相关病毒(AAV)递送载体(Naldini ,2015)的包装尺寸限制

内。此外，靶向AAV递送CasRx至特定的有丝分裂期后细胞类型例如神经元，可以介导矫正载

荷(corrective  payload)的长期表达，这避免了永久性遗传修饰或频繁的再施用

(Chiriboga  et  al.,2016)，补充其它核酸靶向技术例如DNA核酸酶编辑或反义寡核苷酸。

据估计RNA错误剪接疾病占遗传疾病的高达15％(Hammond和Wood，2011)，突出了能够多重

靶向的经改造的剪接效应子的潜力。本文提供的材料可以用于RNA靶向敲低和剪接，例如活

细胞标记和基因筛选，以进行转录物成像、运输或调节。CRISPR‑Cas13d和改造的变体例如

CasRx总体上能够实现灵活的核酸改造、转录组相关研究和治疗，将基因组编辑工具箱从

DNA扩展到RNA。

[0385] 本文提供了靶向(例如，修饰、检测)一种或多种RNA分子的方法，例如，规律间隔成

簇短回文重复序列(CRISPR)‑CRISPR相关的(Cas)系统介导的RNA编辑方法。这样的方法可

以包括使一种或多种靶RNA分子接触非天然或改造的(例如引入其的细胞或系统中天然地

不存在的)CRISPR‑Cas系统。因此，在一些实例中，公开的CRISPR‑Cas系统包括天然Cas13d

蛋白质(或编码序列)和天然gRNA，但是用于其中Cas1蛋白质(或编码序列)和gRNA天然地不

存在的系统或细胞中。而且，gRNA分子内的间隔子序列是非天然的，并且已经被修饰成与靶

RNA分子互补。

[0386] 在一些实例中，靶RNA是编码RNA。在一些实例中，RNA是非编码RNA。
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[0387] 公开的CRISPR‑Cas系统可以包括(1)至少一种Cas13d蛋白质或至少一种Cas13d核

酸编码序列(例如编码至少一种Cas13d蛋白质的mRNA或载体)；和(2)至少一种与靶RNA分子

具有充分互补性的CRISPR‑Cas系统向导核酸分子(例如gRNA)(或至少一种编码gRNA的核酸

分子)。Cas13d蛋白质与gRNA形成复合物，并且gRNA将复合物引导至一种或多种靶RNA分子。

这种靶向可以允许Cas13d‑gRNA复合物修饰或检测一种或多种靶RNA分子。在一些实例中，

使一种或多种靶RNA分子(或含有一种或多种靶RNA分子的细胞)接触包括至少一种Cas13d

蛋白质和至少一种gRNA的复合物。在一些实例中，所述系统包括Mg2+。但是，在一些实例中，

所述系统不要求Mg2+，例如，如果不需要靶RNA的切割。

[0388] 在一些实例中，使一种或多种靶RNA分子接触非天然或改造的CRISPR‑Cas系统包

括向含有一种或多种靶RNA分子的细胞(例如真核细胞或原核细胞)中引入非天然或改造的

CRISPR‑Cas系统，例如，使用内吞作用(例如，受体介导的内吞作用、微胞饮作用

(micropinocytosis))、脂质体、颗粒、外来体、微泡、基因枪、电穿孔、病毒、RNP‑抗体融合

(例如，通过将Cas13d  RNP拴(tethering)至抗体、抗体片段或其他靶向部分[例如ScFv、适

配体、DARPins、纳米抗体(nanobodies)、亲和体(affibodies)等]上，RNP可以被内吞到细胞

中，可以想象RNP可以被栓至许多其他的实体上)或其组合。因此，细胞可以被转化、转导、转

染，或者以其他方式与公开的CRISPR‑Cas系统的适当核酸分子接触。产生的细胞是重组细

胞。在一些实例中，使一种或多种靶RNA分子接触非天然或改造的CRISPR‑Cas系统包括使含

有一种或多种靶RNA分子的无细胞系统(例如生物或环境样品或细胞裂解物)接触非天然或

改造的CRISPR‑Cas系统(例如，在检测靶RNA的诊断方法中)。

[0389] 在一些实例中，使用至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少10种或至少20种不

同的gRNA。例如，这些方法可以包括靶向至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少10种或

至少20种不同的靶RNA分子，靶向一种或多种RNA分子的至少2个、至少3个、至少4个、至少5

个、至少10个或至少20个不同区域，或者其组合。

[0390] 另外提供了编码这些Cas13d蛋白质的分离的核酸分子，例如，cDNA、基因组DNA、

RNA或mDNA。这些分离的核酸分子可以是载体(例如质粒或病毒载体)的部分，并且可以与启

动子可操作地连接。在一些实例中，编码Cas13d蛋白质的分离的核酸分子与SEQ  ID  NO:

124、125、126、127、128、139、140或141具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性；或者与SEQ  ID  NO:

114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、142、143、144或145至少80％、至少85％、至

少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一

性。在其他的实例中，分离的核酸分子编码与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、

38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、

63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、

88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、

110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、

181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、

224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、

282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、
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至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的Cas13d蛋白质。

[0391] 在一些实例中，编码至少一种Cas13d蛋白质的分离的核酸分子(其可以是载体的

部分)包括至少一个Cas13d蛋白质编码序列，其经密码子优化以在真核细胞中表达；至少一

个Cas13d蛋白质编码序列，其经密码子优化以在人细胞中表达。在一实例中，这样的Cas13d

编码序列与SEQ  ID  NO:114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、142、143、144或145

具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、

至少99％或100％的序列同一性，或者与SEQ  ID  NO:124、125、126、127、128、139、140或141

具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、

至少99％或100％的序列同一性。在其他的实例中，真核细胞密码子优化的核酸序列编码与

SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、

26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、

51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、

76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、

101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、

160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、

206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、

245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有

至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或

100％的序列同一性的Cas13d蛋白质。

[0392] 在一些实例中，与一种或多种靶RNA分子杂交的gRNA包括一个或多个同向重复

(DR)序列、一个或多个间隔子序列或者一个或多个包括DR‑间隔子‑DR‑间隔子的序列。在一

些实例中，一个或多个DR序列与SEQ  ID  NO:129、130、131、132、133、134、135、136、137、148、

150、151、152、154、156、157、159、161、163、165、167、169、176、178、180、182、184、186、188、

190、191、192、193、199、201、203、205、207、209、211、213、215、217、219、221、223、225、227、

228、230、232、234、236、238、240、242、244、246、248、250、252或254具有至少80％、至少

85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的

序列同一性。在一实例中，gRNA包括额外的序列，例如适配体序列。

[0393] 在一些实例中，从单一阵列转录物加工多个gRNA，其中每个gRNA可以是不同的，例

如，以靶向不同的RNA或者靶向单一RNA的多个区域。

[0394] 在一些实例中，DR在5’端截短1‑10个核苷酸(例如1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个核苷

酸)，例如，以表达成经预加工的成熟向导RNA。

[0395] 提供了靶向一种或多种靶RNA分子的方法。靶向RNA分子可以包括以下的一种或多

种：切割一种或多种靶RNA分子或使一种或多种靶RNA分子产生切口，激活或上调一种或多

种靶RNA分子，激活或抑制一种或多种靶RNA分子的翻译，使一种或多种靶RNA分子失活，可

视化、标记或检测一种或多种靶RNA分子，结合一种或多种靶RNA分子，编辑一种或多种靶

RNA分子，运输一种或多种靶RNA分子，和掩蔽一种或多种靶RNA分子。在一些实例中，修饰一

种或多种靶RNA分子包括以下的一种或多种：RNA碱基置换、RNA碱基缺失、RNA碱基插入、靶

RNA中的断裂、将RNA甲基化和将RNA去甲基化。

[0396] 在一些实例中，这些方法用于治疗疾病，例如人的疾病。在这些实例中，一种或多
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种靶RNA分子与疾病相关。

[0397] 另外提供了分离的蛋白质，其包括非天然蛋白质。在一些实例中，蛋白质与SEQ  ID 

NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、

28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、

53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、

78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、

162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、

208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、

247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少

80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

或100％的序列同一性。在一些实例中，分离的蛋白质是来自原核生物基因组或宏基因组、

肠道宏基因组、活性污泥宏基因组、厌氧消化池宏基因组、鸡肠道宏基因组、人肠道宏基因

组、猪肠道宏基因组、牛肠道宏基因组、绵羊肠道宏基因组、山羊肠道宏基因组、水豚肠道宏

基因组、灵长类肠道宏基因组、白蚁肠道宏基因组、粪便宏基因组、来自梭菌目或瘤胃菌科

的基因组的Cas13d直向同源物。在一些实例中，Cas13d直向同源物包括来自白色瘤胃球菌、

惰性真杆菌、黄化瘤胃球菌XPD3002株、黄化瘤胃球菌FD‑1、未培养的真杆菌属TS28‑c4095、

未培养的瘤胃球菌属、双环瘤胃球菌或瘤胃球菌属CAG57的Cas13d直向同源物。这些蛋白质

可以包括亚细胞定位信号。在一些实例中，这些蛋白质在至少一个天然HEPN结构域中包括

突变。

[0398] 另外提供了分离的向导RNA(gRNA)分子。在一些实例中，分离的gRNA包括一个或多

个同向重复(DR)序列，例如与SEQ  ID  NO:129、130、131、132、133、134、135、136、137、148、

150、151、152、154、156、157、159、161、163、165、167、169、176、178、180、182、184、186、188、

190、191、192、193、199、201、203、205、207、209、211、213、215、217、219、221、223、225、227、

228、230、232、234、236、238、240、242、244、246、248、250、252或254具有至少80％、至少

85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的

序列同一性的序列。这种gRNA可以进一步包括一个或多个对靶RNA特异(例如与其互补)的

间隔子序列。这些向导gRNA还可以任选地在DR的5’端截短1‑10个核苷酸(例如1、2、3、4、5、

6、7、8、9或10个核苷酸)，例如，以产生经预加工的向导RNA。

[0399] 另外提供了核糖核蛋白(RNP)复合物，其包括一种或多种本文提供的Cas13d蛋白

质和一种或多种本文提供的gRNA。

[0400] 另外提供了重组细胞，其包括本文提供的任意Cas13d蛋白质(或编码Cas13d的核

酸分子)、任意gRNA、任意RNP复合物或任意载体。在一实例中，所述细胞不是细菌细胞。在一

实例中，所述细胞是细菌细胞。

[0401] 另外提供了组合物，其包括本文提供的任意Cas13d蛋白质(或编码Cas13d的核酸

分子)、任意gRNA或阵列、任意RNP复合物、任意分离的核酸分子、任意载体或任意细胞中的

一种或多种。这些组合物可以包括药学可接受的载体。

[0402] 另外提供了试剂盒。这些试剂盒可以包括本文提供的任意Cas13d蛋白质(或编码

Cas13d的核酸分子)、任意gRNA或阵列、任意RNP复合物、任意分离的核酸分子、任意载体、任
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意细胞或任意组合物中的一种或多种。这些试剂可以是合并的，或者在单独的容器中。

[0403] 在一些实例中，通过将Cas13d蛋白质(或编码该蛋白质的核酸)与改造的RNA向导

(或编码RNA向导的核酸)组合，可以针对其RNA靶对Cas13d蛋白质进行编程，所述改造的RNA

向导由完整或部分的同向重复序列，后接与RNA靶互补的“间隔子”序列(或其变体，即，阵列

(DR‑间隔子‑DR‑间隔子‑DR‑间隔子等)或前向导RNA(DR‑间隔子‑DR)组成。通过突变保守的

RNA酶HEPN基序(RXXXXH)，Cas13d蛋白质可以被催化性失活，并转化到RNA结合模块中。本文

提供了示例性Cas13d蛋白质和对应的向导(例如，SEQ  ID  NO:147‑170、175‑193和SEQ  ID 

NO:198‑254)。

[0404] A.Cas13d蛋白质

[0405] 本文提供了新的Cas13d蛋白质，例如序列表中所示的那些。SEQ  ID  NO:1、3、42、

62、70、82、83、92、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、

183、185、187、189、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、

229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、292、293、294、295和296提供

了不同的全长蛋白质，SEQ  ID  NO:2、4‑41、43‑61、63‑69、71‑81、84‑91、93‑113、194、278、

279、280、281、282、283、284和285提供了Cas13d变体和片段。这些蛋白质可以用于公开的方

法、组合物和试剂盒中。

[0406] 在一些实例中，Cas13d蛋白质包括一个或多个(例如1或2个)天然HEPN结构域。在

一些实例中，Cas13d蛋白质包括一个或多个突变的HEPN结构域(例如，突变Cas13d蛋白质可

以加工gRNA，但不能修饰靶RNA)。在一些实例中，Cas13d蛋白质不大于150kD，不大于140kD，

不大于130kD，不大于120kD，例如约90‑120kD，约100‑120kD，或约110kD。

[0407] 除本文提供的Cas13d蛋白质以外，本公开还包括来自原核生物基因组或宏基因

组、肠道宏基因组、活性污泥宏基因组、厌氧消化池宏基因组、鸡肠道宏基因组、人肠道宏基

因组、猪肠道宏基因组、牛肠道宏基因组、绵羊肠道宏基因组、山羊肠道宏基因组、水豚肠道

宏基因组、灵长类肠道宏基因组、白蚁肠道宏基因组、粪便宏基因组、来自梭菌目或瘤胃菌

科的基因组的Cas13d直向同源物，例如，来自白色瘤胃球菌、惰性真杆菌、黄化瘤胃球菌

XPD3002株、黄化瘤胃球菌FD‑1、未培养的真杆菌属TS28‑c4095、未培养的瘤胃球菌属、双环

瘤胃球菌或瘤胃球菌属CAG57的Cas13d直向同源物。

[0408] 在一些实例中，Cas13d蛋白质为至少800aa，至少900aa，或至少1000aa，例如，800

至1200aa、850至1050aa或860‑1040aa。

[0409] 1.变体Cas13d序列

[0410] 本公开包括Cas13d蛋白质，其包括本文所提供的序列的变体(例如，SEQ  ID  NO:1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、

30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、

55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、

80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、

104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、

166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、

212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、

251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296的变体)。在一些实
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例中，本文提供的Cas13d蛋白质可以含有一个或多个突变，例如单个插入、单个缺失、单个

置换或其组合。在一些实例中，Cas13d蛋白质包括至少1个、至少5个、至少10个、至少15个、

至少20个、至少25个、至少30个、至少40个、至少50个、至少75个、至少100个、至少200或至少

300个aa插入，例如1‑20个插入(例如，在N‑或C‑端或在蛋白质内，例如插入完整的小结构

域)，至少1个、至少5个、至少10个、至少15个、至少20个、至少25个、至少30个、至少40个、至

少50个、至少75个、至少100个、至少200或至少300个aa缺失(例如缺失完整的小结构域)，例

如1‑20个缺失(例如，在N‑或C‑端或在蛋白质内)，至少1个、至少5个、至少10个、至少15个、

至少20个、至少25个、至少30个aa置换，例如1‑20个置换，或者其任意组合(例如，单个插入

连同1‑19个置换)，但是保留结合与gRNA分子内的间隔子序列互补的靶RNA分子的能力和/

或将向导阵列RNA转录物加工成gRNA分子的能力，和/或保留切割靶RNA的能力。在非保守区

中具有缺失的示例性Cas13蛋白质显示于SEQ  ID  NOS:278、279、280、281、282、283、284和

285中。在一些实例中，本公开提供了任意公开的Casd蛋白质的变体(例如SEQ  ID  NO:1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、

31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、

56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、

81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、

105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、

168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、

214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、

253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296)，其具有1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或30个氨基酸

变化，但保留结合与gRNA分子内的间隔子序列互补的靶RNA分子的能力和/或将向导阵列

RNA转录物加工成gRNA分子的能力。在一些实例中，任何公开的Cas13d蛋白质(例如SEQ  ID 

NO:1,2,3,4,5,6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、

28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、

53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、

78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、

162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、

208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、

247、249、251或252，或其变体，例如SEQ  ID  NO:278、279、280、281、282、283、284、285、292、

293、294、295或296，进一步包括1‑8个氨基酸插入、1‑15个氨基酸缺失、1‑10个氨基酸置换

或其任意组合(例如，1‑15、1‑4或1‑5氨基酸缺失连同1‑10、1‑5或1‑7个氨基酸置换)，其保

持结合与gRNA分子内的间隔子序列互补的靶RNA分子的能力和/或将向导阵列RNA转录物加

工成gRNA分子的能力。在一实例中，这些变体肽可以通过使用标准方法例如定点诱变或PCR

来操纵编码肽的核苷酸序列产生。这些变体也可以是化学合成的。

[0411] 在一些实例中，Cas13d蛋白质包括SEQ  ID  NO:195、196或197所示的基序。因此，在

一些实例中，与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、
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47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、

72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、

97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、

153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、

200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、

239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、

295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至

少98％、至少99％或100％的序列同一性的Cas13d蛋白质包括至少一个SEQ  ID  NO:195、196

或197所示的基序。

[0412] 在一些实例中，Cas13d蛋白质包括SEQ  ID  NO:288、289、290或291所示的保守序

列。因此，在一些实例中，与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、

18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、

43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、

68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、

93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、

138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、

189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、

233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、

292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少

96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的Cas13d蛋白质包括至少一个

SEQ  ID  NO:288、289、290或291所示的基序。

[0413] 修饰或突变的一种类型包括将氨基酸置换成具有相似生物化学特性的氨基酸残

基，即，保守置换(例如，1‑4、1‑8、1‑10或1‑20个保守置换)。典型地，保守置换几乎不影响直

至不影响产生的肽的活性。例如，保守置换是Cas13d蛋白质(例如SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、

33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、

58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、

83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、

106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、

170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、

216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、

278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296)中氨基酸置换，其几乎不影

响Cas13d蛋白质结合与gRNA分子内的间隔子序列互补的靶RNA分子的能力和/或将向导阵

列RNA转录物加工成gRNA分子的能力。丙氨酸扫描可以用于鉴定Cas13d蛋白质(例如SEQ  ID 

NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、

28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、

53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、

78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、
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162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、

208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、

247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296)中那些氨

基酸可以耐受氨基酸置换。在一实例中，当丙氨酸或其他保守氨基酸置换成1‑4、1‑8、1‑10

或1‑20个天然氨基酸时，变体Cas13d蛋白质(例如1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、

40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、

65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、

90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、

111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、

183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、

226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、

283、284、285、292、293、294、295或296)在CRISPR/Cas系统中修饰基因表达的能力，改变不

超过25％，例如不超过20％，例如不超过10％。可以置换蛋白质中的原始氨基酸并且视作是

保守置换的氨基酸实例包括：Ser置换Ala；Lys置换Arg；Gln或His置换Asn；Glu‑置换Asp；

Ser置换Cys；Asn置换Gln；Asp置换Glu；Pro置换Gly；Asn或Gln置换His；Leu或Val置换Ile；

Ile或Val置换Leu；Arg或Gln置换Lys；Leu或Ile置换Met；Met、Leu或Tyr置换Phe；Thr置换

Ser；Ser置换Thr；Tyr置换Trp；Trp或Phe置换Tyr；以及Ile或Leu置换Val。

[0414] 鉴定特别适合插入、置换或缺失的区域的一种方法是靶向直向同源物之间表现出

低水平保守性的氨基酸链段。这些区域在图1B中提供的Cas13d蛋白质比对的保守性图中示

出。Cas13d的保守残基在图18A‑18MMM中提供的蛋白质比对中加以进一步标记(由比对的保

守残基下方的符号“.”“:”或“*”示出)。图16A‑16B中进一步提供了缺失及其功能测试的实

例。这些方法用于产生SEQ  ID  NO:278、279、280、281、282、283、284和285所示的Cas13d功能

性缺失变体。这些变体可以进一步包括变化，例如1‑30、1‑20或5‑30个氨基酸置换，例如保

守氨基酸置换。

[0415] 另一类型的置换可以通过将一种直向同源物的部分用另一直向同源物的同源性

区域交换，获得组合的“嵌合”蛋白质。这种嵌合蛋白质可以组合多种Cas13d直向同源物的

有益特性。

[0416] 更实质性的变化可以通过使用不太保守的置换做出，例如，选择在保持以下特性

的影响上差异更大的残基：(a)置换区域中多肽骨架的结构，例如，作为折叠或螺旋构象；

(b)目标位点处多肽的电荷或疏水性；或(c)侧链的大小。通常预期产生多肽功能变化最大

的置换是以下置换，其中：(a)亲水性残基例如丝氨酸或苏氨酸置换(或置换成)疏水性残基

例如亮氨酸、异亮氨酸、苯丙氨酸、缬氨酸或丙氨酸；(b)半胱氨酸或脯氨酸置换(或置换成)

其他残基；(c)具有带正电的侧链的残基，例如赖氨酸、精氨酸或组氨酸，置换(或置换成)带

负电的残基例如谷氨酸或天冬氨酸；或(d)具有庞大侧链的残基例如苯丙氨酸置换(或置换

成)没有侧链的氨基酸例如甘氨酸。

[0417] 因此，本公开提供了与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、

42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、

说　明　书 34/83 页

37

CN 111328343 B

37



67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、

92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、

113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、

187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、

231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、

285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少

96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的Cas13d蛋白质或其组合(例如

嵌合体)。

[0418] 在一实施例中，Cas13d蛋白质包括非天然氨基酸。

[0419] 2.具有其他元件(Elements)的Cas13d蛋白质

[0420] Cas13d蛋白质(例如SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、

18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、

43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、

68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、

93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、

138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、

189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、

233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、283、284、285、

292、293、294、295或296中任意者)可以包括其他元件或结构域，例如，在N‑或C‑端(或两

端)。产生的蛋白质可以称作Cas13d融合蛋白。

[0421] 在一实例中，本文提供的Cas13d蛋白质(例如天然Cas13d、截短的Cas13d或具有突

变HEPN结构域的Cas13d)包括亚细胞定位信号。示例性亚细胞定位信号包括细胞器定位信

号，例如核定位信号(NLS)、核输出信号(NES)或线粒体定位信号。在一实例中，Cas13d蛋白

质包括NLS，例如SPKKKRKVEAS(SEQ  ID  NO:256；例如，由AGCCCCAAGAAgAAGAGaAAGGTGGAGGC

CAGC,SEQ  ID  NO:257编码)或GPKKKRKVAAA(SV40大T抗原NLS，SEQ  ID  NO:258；例如，由gga

cctaagaaaaagaggaaggtggcggccgct,SEQ  ID  NO:260编码)。可以作为Cas13d蛋白质的部分

的示例性NES包括腺病毒5型E1B核输出序列、HIV核输出序列(例如，参见SEQ  ID  NO:287)、

MAPK核输出序列或PTK2核输出序列。

[0422] 在一些实例中，至少一种Cas13d蛋白质(例如天然Cas13d、截短的Cas13d或具有突

变HEPN结构域的Cas13d)进一步包括一个或多个效应子结构域。示例性效应子结构域包括

蛋白质和/或酶，例如，可以切割RNA的那些(例如，PIN内切核酸酶结构域、NYN结构域、来自

SOT1的SMR结构域或来自葡萄球菌核酸酶的RNA酶结构域)，可以影响RNA稳定性的那些(例

如，来自UPF1、EXOSC5和STAU1的三四增蛋白(tristetraprolin,TTP)或结构域)，可以编辑

核苷酸或核糖核苷酸的那些(例如，胞苷脱氨酶、PPR蛋白质、腺苷脱氨酶、ADAR家族蛋白质

或APOBEC家族蛋白质)，可以激活翻译的那些(例如，eIF4E和其它翻译起始因子、酵母多聚

(A)结合蛋白或GLD2的结构域)，可以抑制翻译的那些(例如，Pumilio或FBF  PUF蛋白质、脱

腺苷酶(deadenylase)、CAF1、Argonaute蛋白质)，可以将RNA甲基化的那些(例如，来自m6A

甲基转移酶因子的结构域，例如METTL14、METTL3或WTAP)，可以将RNA去甲基化的那些(例

如，人烷基化修复同源物5或Alkbh5)，可以影响剪接的那些(例如SRSF1的RS‑富含结构域、
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hnRNP  A1的Gly‑富含结构域、RBM4的丙氨酸富含基序或DAZAP1的脯氨酸富含基序)，可以进

行亲和纯化或免疫沉淀的那些(例如FLAG、HA、生物素或HALO标签)，以及可以进行基于邻近

性的蛋白质标记和鉴定的那些(例如生物素连接酶(例如BirA)或过氧化物酶(例如APEX2)，

以便将与靶RNA相互作用的蛋白质生物素化)。

[0423] 在一些实例中，Ca s 1 3d蛋白质和效应子模块组合可以构成转录传感器

(transcriptional  sensor)。例如，转录传感器可以包括至少一种具有突变HEPN结构域(例

如，SEQ  ID  NO:2或4)的Cas13d蛋白、至少一种含有至少一个对靶RNA特异的间隔子序列的

gRNA、和效应子模块例如任选地分裂(split)荧光蛋白或探针(例如，分裂Venus荧光蛋白、

分裂GFP、分裂增强GFP、分裂mCherry、分裂超折叠mCherry、和其它荧光蛋白变体例如ECFP、

YFP、RFP及其衍生物或片段)；任选地分裂发光蛋白或探针(例如Gaussia、萤火虫、NanoLuc

或Renilla变体)；任选地分裂酶(例如泛素或TEV蛋白酶)；FRET相容性蛋白质对；一种或多

种经由可切割接头与Cas13d融合的转录因子(例如人工GAL4、锌指(zinc  finger)、转录激

活因子样效应子(TALE)、CRISPR‑Cas9、CRISPR‑Cpf1或基于TetR的转录因子或内源性转录

因子)；反式剪接蛋白质以恢复其功能的分裂内含肽，例如转录因子(例如，来自海洋红嗜热

盐菌(Rhodothermus  marinus)或DnaE的内含肽)；经磷酸化激活的激酶‑底物对(例如TYK2‑

STAT3)；一种、两种或更多种在二聚化或多聚化时激活的单体(例如胱天蛋白酶9)；或一种

或多种在相互作用时诱导构象和功能变化的蛋白质。在一实例中，由于结合特定转录物，两

个或多个Cas13d蛋白质和gRNA的空间接近性将会激活效应子模块，导致细胞中可检测信号

或可检测活性。

[0424] 在一实例中，效应子结构域与特异性识别并结合RNA适配体的蛋白质融合，上述

RNA适配体例如能附加至或插入gRNA分子的RNA适配体(例如MS2、PP7、Qβ和其他适配体)。由

于Cas13d和gRNA复合物将引导适配体蛋白质‑效应子结构域接近靶RNA，该适配体‑效应子

结构域融合可以用于靶向靶RNA。

[0425] 在另一实例中，适配体可以直接插入到gRNA分子中，以允许靶RNA的检测，例如荧

光团适配体(例如，菠菜(Spinach)、芒果(Mango)等)。

[0426] 在一些实例中，Cas13d蛋白质(例如天然Cas13d、截短的Cas13d或具有突变HEPN结

构域的Cas13d)包括纯化标签，例如HA‑标签、His‑标签(例如6‑His)、Myc‑标签、E‑标签、S‑

tag、钙调蛋白标签、FLAG‑标签、GST‑标签、MBP‑标签等。在一些实例中，这些标签位于

Cas13d蛋白质的N‑或C‑端。

[0427] 在一些实例中，Cas13d蛋白质(例如天然Cas13d、截短的Cas13d或具有突变HEPN结

构域的Cas13d)包括一个或多个亚细胞定位信号、效应子结构域和纯化标签。

[0428] 在一些实例中，Cas13d蛋白可以分裂成多个片段，这些片段然后被单独表达。

Cas13d的这些片段可以任选地与其它蛋白质结构域融合。在一实例中，Cas13d可以分成两

个半部(halves)，然后与诱导型异二聚体对的两部分融合。诱导异二聚体结合后，Cas13d的

两个半部彼此募集，以形成活性蛋白。这样的系统将允许Cas13d活性的诱导型控制。可用的

异二聚体对包括光照后或通过施用小分子化合物等而二聚化的两种蛋白质。异二聚体对的

具体实例包括但不限于：光诱导型Magnets蛋白、光诱导型iLID‑SspB对、光诱导型

Cryptochrome2‑CIB1二聚体和小分子诱导型FKBP蛋白质。在分裂Cas13d设计的另一实例

中，可以将Cas13d蛋白质的两个半部与蛋白质反式剪接结构域融合。这种设计将实现两个
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半部的分开表达，一旦在细胞内表达，两个半部便重构为全长蛋白质。这种转剪接结构域的

实例包括内含肽系统。

[0429] 鉴定特别适合蛋白质分裂的区域的一种方法是鉴定直向同源物之间表现出低水

平保守性的氨基酸链段。这些区域在图1B中提供的Cas13d蛋白质比对的保守性图中示出。

Cas13d的保守残基在图18A‑18MMM中提供的Cas13d蛋白质比对中加以进一步标记(由比对

的保守残基下方的符号“.”“:”或“*”示出)。

[0430] 3.Cas13d蛋白质的生成

[0431] 在一实例中，Cas13d蛋白质在体外表达，例如在原核细胞(例如细菌，如乳杆菌

(Lactobacillus)、乳球菌(Lactococcus)、芽孢杆菌(Bacillus) (如枯草芽孢杆菌

(B .subtilis))、埃希氏菌(Escherichia) (如大肠杆菌(E .coli))、鼠伤寒沙门氏菌

(Salmonella  typhimurium)和梭菌(Clostridium))、古细菌细胞、植物或植物细胞、真菌细

胞(例如链孢霉属(Neurospora))、酵母细胞(例如酵母属(Saccharomyces)或毕赤酵母属

(Pichia)(如酿酒酵母(S.cerevisiae)或巴斯德毕赤酵母(P.pastoris))、乳酸克鲁维酵母

(Kluyveromyces  lactis))、昆虫细胞(例如SF9细胞)或哺乳动物细胞(例如293细胞或永生

化哺乳动物骨髓和淋巴样细胞系)中表达。一经表达，Cas13d蛋白质可被分离和/或纯化(例

如使用层析或免疫学分离)。在一些实例中，Cas13d蛋白质上的标签允许蛋白质从培养基中

分离。示例性的方法包括硫酸铵沉淀、亲和柱、柱层析等(通常，参见R.Scopes ,Protein 

Purification,Springer‑Verlag ,N.Y.,1982)。至少约90％至95％均一性例如98％至99％

均一性的基本上纯的组合物可以用于本文提供的方法中。例如，Cas13d蛋白质的纯化制剂

可以用作从CRISPR/Cas系统中的核酸分子表达Cas13d蛋白质的替代方案。

[0432] 除重组方法以外，本文公开的Cas13d蛋白质还可以使用天然化学连接和/或表达

的蛋白质连接来整体地或部分地构建。

[0433] B.编码Cas13d蛋白质的核酸分子

[0434] 本公开包括编码Cas13d蛋白质的核酸分子。核酸分子包括编码Cas13d肽的DNA、基

因组DNA、cDNA、mRNA和RNA序列。这些核酸分子可以包括天然的或非天然的核苷酸或核糖核

苷酸。编码SEQ  ID  NO:1、3、42、62、70、82、83、92和104的新Cas13d蛋白质的示例性核酸分子

显示于SEQ  ID  NO:124‑128、139、140和141中。另外还提供了密码子优化的编码新Cas13d蛋

白质的核酸分子，例如，经优化以在哺乳动物细胞例如人细胞中表达的核酸分子(SEQ  ID 

NO:114‑123和142‑145)。例如，SEQ  ID  NO:114、118和122提供经优化以在人细胞中表达的

核酸分子。SEQ  ID  NO:115、119和123提供经优化以在人细胞中表达并且编码突变HEPN位点

的核酸分子。SEQ  ID  NO:116和120提供经优化以在人细胞中表达并且包括N‑端核定位

(NLS)编码序列(即SPKKKRKVEAS)的核酸分子。SEQ  ID  NO:117和121提供经优化以在人细胞

中表达并且包括N‑端和C‑端NLS编码序列(即，分别为SPKKKRKVEAS ,SEQ  ID  NO:256和

GPKKKRKVAAA  SEQ  ID  NO:258)的核酸分子。

[0435] 在一实例中，核酸序列编码与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、

40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、

65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、

90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、
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111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、

183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、

226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、

283、284、285、292、293、294、295或296具有至少60％、至少70％、至少75％、至少80％、至少

90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少99％或至少99％的序列同一性的

Cas13d蛋白质。这些核酸分子可以基于本文提供的氨基酸序列和遗传密码产生。在一实例

中，Cas13d核酸序列与SEQ  ID  NO:124、125、126、127、128、139、140或141具有至少70％、至

少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少98％或至少99％的序列同一性。在

一实例中，Cas13d核酸序列经优化以在哺乳动物细胞例如人细胞中表达，例如与SEQ  ID 

NO:114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、142、143、144或145具有至少70％、至少

80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少98％或至少99％的序列同一性的核酸

序列。

[0436] 技术人员可以容易地构建多种含有功能上等同的核酸的克隆，例如序列不同但是

编码相同Cas13d蛋白质序列的核酸。编码序列中的沉默突变由遗传密码的简并性(即冗余

性)导致，其中一个以上密码子可以编码相同的氨基酸残基。因此，例如，亮氨酸可以由CTT、

CTC、CTA、CTG、TTA或TTG编码；丝氨酸可以由TCT、TCC、TCA、TCG、AGT或AGC编码；天冬酰胺可

以由AAT或AAC编码；天冬氨酸可以由GAT或GAC编码；半胱氨酸可以由TGT或TGC编码；丙氨酸

可以由GCT、GCC、GCA或GCG编码；谷氨酰胺可以由CAA或CAG编码；酪氨酸可以由TAT或TAC编

码；和异亮氨酸可以由ATT、ATC或ATA编码。显示标准遗传密码的表可见于多种来源(参见，

例如，Stryer,1988,Biochemistry,3rd  Edition,W.H.5Freeman  and  Co.,NY)。

[0437] 基于遗传密码，可以产生编码任何Cas13d序列的核酸序列。在一些实例中，这样的

序列经优化以在宿主或靶细胞中表达，所述细胞例如用于表达Cas13d蛋白质的宿主细胞或

者其中实施公开的方法的细胞(例如，在哺乳动物细胞例如人细胞中)。特定物种的密码子

偏好性和密码子使用表可以用于改造编码Cas13d的分离的核酸分子(例如，编码与SEQ  ID 

NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、

28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、

53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、

78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、

162、164、166、168、170、175、177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、

208、210、212、214、216、218、220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、

247、249、251或253具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至

少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的核酸分子，其利用该特定物种的密码

子使用偏好性)。例如，本文公开的Cas13d蛋白质可以设计成具有所关注的特定生物体优先

使用的密码子。在一实例中，Cas13d核酸序列经优化以在人细胞中表达，例如，与SEQ  ID 

NO:114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、142、143、144或145具有至少70％、至少

80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少98％或至少99％的序列同一性的核酸

序列。

[0438] 编码Cas13d蛋白质的核酸(例如编码与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、
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12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、

37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、

62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、

87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、

109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、

179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、

222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、

281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少

92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的蛋白质

的核酸)可以通过体外方法克隆或扩增，例如聚合酶链式反应(PCR)、连接酶链式反应

(LCR)、基于转录的扩增系统(TAS)、自主序列复制系统(3SR)和Qβ复制酶扩增系统(QB)。此

外，编码Cas13d蛋白质的核酸(例如编码与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、

14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、

39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、

64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、

89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、

111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、

183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、

226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、

283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的蛋白质的核酸)可

以通过克隆技术制备。合适的克隆和测序技术的实例以及足以指导技术人员进行克隆的说

明可见于Sambrook  et  al.(ed .) ,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual  2nd  ed .,

vol.1‑3,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,Cold  Spring ,Harbor,N.Y.,1989；和

Ausubel  et  al.,(1987)in"Current  Protocols  in  Molecular  Biology ,"John  Wiley 

and  Sons,New  York,N.Y。

[0439] 编码Cas13d蛋白质的核酸序列(例如编码与1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、

14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、

39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、

64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、

89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、

111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、

183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、

226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、

283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的蛋白质的核酸序

列)可以通过任何合适的方法制备，包括，例如，克隆合适的序列，或者通过例如以下的方法

直接化学合成：Narang  et  al.,Meth.Enzymol.68:90‑99,1979的磷酸三酯方法；Brown  et 

al.,Meth.Enzymol.68:109‑151,1979的磷酸二酯方法；Beaucage  et  al.,Tetra.Lett.22:
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1859‑1862,1981的二乙基胺基膦方法；Beaucage&Caruthers,Tetra.Letts.22(20):1859‑

1862,1981所述的固相亚磷酰胺三酯方法，例如，使用例如Needham‑VanDevanter  et  al.,

Nucl.Acids  Res.12:6159‑6168,1984中所述的自动化合成仪；和美国专利第4,458,066号

的固相载体方法。化学合成产生单链寡核苷酸。通过与互补序列杂交，或者通过使用单链作

为模板用DNA聚合酶聚合，可以将该单链寡核苷酸转化成双链DNA。技术人员将会认识到，尽

管DNA的化学合成通常限于大约100碱基的序列，但可以通过较短序列的连接得到更长的序

列。

[0440] 在一实例中，Cas13d蛋白质(例如与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、

38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、

63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、

88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、

110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、

181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、

224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、

282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、

至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的蛋白质)通过

将编码Cas13d蛋白质的cDNA插入到质粒或载体中制备。可以进行插入，使得Cas13d蛋白质

在框内读出，从而产生Cas13d蛋白质。

[0441] Cas13d核酸编码序列(例如与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、

40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、

65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、

90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、

111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、179、181、

183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、222、224、

226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、281、282、

283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的序列)可以插入到

表达载体中，该表达载体包括，但不限于质粒、病毒或其他运载体，其可以被操纵以允许序

列的插入或并入，并可以在原核细胞或真核细胞中表达。宿主可以包括微生物、酵母、昆虫、

植物和哺乳动物生物体。载体可以编码选择标记，例如胸苷激酶基因或抗生素抗性基因。

[0442] 编码Cas13d蛋白质的核酸序列(例如编码与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、

36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、

61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、

86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、

108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、

177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、
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220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、

280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至

少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的蛋白

质的核酸序列)可以与表达控制序列可操作地连接。连接与Cas13d编码序列可操作性连接

的表达控制序列，使得Cas13d蛋白质编码序列的表达在与表达控制序列相容的条件下实

现。表达控制序列包括，但不限于适当的启动子、增强子、转录终止子、Cas13d蛋白质编码基

因前的起始密码子(即ATG)、内含子的剪接信号、保持该基因的正确阅读框以允许mRNA正常

翻译、以及终止密码子。

[0443] 在一实施方式中，载体用于在酵母例如酿酒酵母(S .cerevisiae)、毕赤酵母

(P.pastoris)或乳酸克鲁维酵母(Kluyveromyces  lactis)中表达。用于酵母表达系统的示

例性启动子包括但不限于：组成型启动子质膜H+
‑ATP酶(PMA1)、甘油醛‑3‑磷酸脱氢酶

(GPD)、磷酸甘油酸激酶‑1(PGK1)、醇脱氢酶‑1(ADH1)和多效性耐药泵(PDR5)。此外，可以使

用许多诱导型启动子，例如GAL1‑10(由半乳糖诱导)、PHO5(由低细胞外无机磷酸诱导)和串

联热休克HSE元件(由温度升高至37℃诱导)。引导响应于可滴定的诱导物的可变表达的启

动子包括甲硫氨酸响应性MET3和MET25启动子和铜依赖性CUP1启动子。这些启动子中的任

意者可以克隆到多拷贝(2μ)或单拷贝(CEN)质粒中，以提供表达水平的额外控制水平。质粒

可以包括用于在酵母中进行选择的营养标记(例如URA3、ADE3、HIS1和其它)和用于在细菌

中繁殖的抗生素抗性(AMP)。用于在乳酸克鲁维酵母上表达的质粒是已知的，例如pKLAC1。

[0444] 也可以制备编码Cas13d的病毒载体(例如编码与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、

35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、

60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、

85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、

108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、

177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、

220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、

280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至

少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的蛋白

质的病毒载体)。示例性的病毒载体包括多瘤病毒、SV40、腺病毒、牛痘(vaccinia)病毒、腺

相关病毒、疱疹病毒(包括HSV和EBV)、慢病毒、辛德毕斯(Sindbis)病毒、禽类、鼠类和人类

来源的α病毒和逆转录病毒。可以使用杆状病毒(苜蓿银纹夜蛾多核多角体病毒

(Autographa  californica  multinuclear  polyhedrosis  virus)；AcMNPV)载体，其可获自

商业来源。其它合适的载体包括逆转录病毒载体、正痘病毒载体、禽痘(avipox)载体、鸡痘

(fowlpox)载体、羊痘(capripox)载体、猪痘(suipox)载体、腺病毒载体、疱疹病毒载体、α病

毒载体、杆状病毒载体、辛德毕斯病毒载体、牛痘病毒载体和脊髓灰质炎病毒(poliovirus)

载体。具体的示例性载体是痘病毒载体，例如牛痘病毒、鸡痘病毒和高度减毒的牛痘病毒

(MVA)、腺病毒、杆状病毒等。使用的痘病毒包括正痘病毒、猪痘病毒、禽痘病毒和羊痘病毒。

正痘(orthopox)包括牛痘、鼠痘(ectromelia)和浣熊痘。使用的正痘的一实例是牛痘。禽痘

包括鸡痘、金丝雀痘和鸽痘。羊痘包括山羊痘和绵羊痘。在一实例中，猪痘(suipox)是猪痘
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(swinepox)。可以使用的其它病毒载体包括其它DNA病毒，例如单纯疱疹病毒和腺病毒，以

及RNA病毒，例如逆转录病毒和脊髓灰质炎病毒。

[0445] 编码Cas13d蛋白质的病毒载体(例如编码与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、

36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、

61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、

86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、

108、109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、

177、179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、

220、222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、

280、281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至

少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的蛋白

质的病毒载体)可以包括至少一个与和编码Cas13d蛋白质的核酸序列可操作连接的表达控

制元件。表达控制元件控制和调节Cas13d核酸序列的表达。可以使用的示例性表达控制元

件包括，但不限于，lac系统，噬菌体λ的操作子和启动子区，酵母启动子和源自多瘤病毒、腺

病毒、逆转录病毒或SV40的启动子。在一实例中，启动子是CMV、U6、CBh、CMW、Cbh、EF1a。在一

实例中，启动子是细胞类型特异性启动子，例如突触蛋白(synapsin)或GFAP，或诱导型启动

子，例如四环素诱导型启动子。其他的可操作性元件包括，但不限于，前导序列、终止密码

子、聚腺苷酸化信号和编码Cas13d蛋白质的核酸序列在宿主系统中适当转录和后续翻译所

必需的任何其它序列。表达载体可以含有对于含有核酸序列的表达载体在宿主系统中转移

和后续复制所必需的额外元件。这些元件的实例包括，但不限于，复制起点和选择标记。

[0446] 在一实例中，载体包括Cas13d蛋白质编码序列之后的polyA信号、用于在病毒载体

中表达的WPRE信号或其组合。

[0447] 在一实例中，该方法使用编码Cas13d蛋白质的mRNA的直接递送。

[0448] C.向导核酸分子

[0449] 本公开提供了可以用于本文提供的方法、组合物和试剂盒中的向导核酸分子，例

如向导RNA(gRNA或crRNA、CRISPR(向导)RNA)。这样的分子可以包括天然的或非天然的核苷

酸或核糖核苷酸(例如LNA或其它化学修饰的核苷酸或核糖核苷酸，例如以保护向导RNA免

受降解)。在一些实例中，向导序列是RNA。向导核酸可以包括修饰的碱基或化学修饰(例如，

参见Latorre  et  al.,Angewandte  Chemie  55:3548‑50,2016)。向导序列将Cas13d蛋白质

引导至靶RNA，从而靶向RNA(例如，修饰或检测RNA)。

[0450] 向导分子包括一个或多个称作间隔子的区域。间隔子与靶RNA序列具有充分的互

补性，以便与靶RNA杂交，并引导Cas13d蛋白质与靶RNA的序列特异性结合。因此，间隔子是

向导序列的可变部分。在一些实例中，间隔子与靶RNA(或者作为靶的RNA的区域)具有100％

互补性，但是间隔子与靶RNA可以具有小于100％的互补性，例如与靶RNA具有至少80％、至

少85％、至少90％、至少95％、至少98％或至少99％的互补性。

[0451] 向导序列还可以包括一个或多个同向重复(DR)。DR是向导的恒定部分，其含有强

二级结构(图3C)，这有利于Cas13d蛋白质和向导分子之间的相互作用。每种直向同源物具

有略微不同的DR序列(例如，SEQ  ID  NO:129、130、131、132、133、134、135、136、137、148、
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150、151、152、154、156、157、159、161、163、165、167和169)。在一实例中，gRNA包括至少一个

与SEQ  ID  NO:129、130、131、132、133、134、135、136、137、148、150、151、152、154、156、157、

159、161、163、165、167、169、176、178、180、182、184、186、188、190、191、192、193、199、201、

203、205、207、209、211、213、215、217、219、221、223、225、227、228、230、232、234、236、238、

240、242、244、246、248、250、252或254具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的DR序列(例如1、2、3

或4个这样的DR序列)。

[0452] 在一实例中，向导序列在其5’‑端包括恒定的DR，在其3’端包括可变的间隔子。在

一实例中，包括序列DR‑间隔子‑DR‑间隔子。在一些实例中，序列DR‑间隔子重复2次或更多

次，例如，至少3次或至少4次。该类型的序列称作向导阵列。

[0453] 向导分子通常以多种加工状态存在。在一实例中，未加工的向导RNA是36nt的DR、

后接30‑32nt的间隔子。向导RNA被Cas13d自身或其他RNA酶加工(截短/修饰)成更短的“成

熟”形式。在一些实施方式中，未加工的向导序列的长度为大约或者至少大约30、35、40、45、

50、55、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75或更多个核苷酸(nt)。在一

些实施方式中，加工的向导序列为大约44‑60nt(例如40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、

50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69或70nt)。在一些实施

方式中，未加工的间隔子长度为大约28‑32nt(例如25、26、27、28、29、30、31、32、33、34或

35nt)，而成熟(加工的)间隔子可以为10‑30nt、10‑25nt、14‑25nt、20‑22nt或14‑30nt(例如

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34或

35nt)。在一些实施方式中，未加工的DR为大约36nt(例如30、31、32、33、34、35、36、37、38、

39、40或41nt)，而加工的DR为大约30nt(例如25、26、27、28、29、30、31、32、33、34或35nt)。

[0454] 向导序列引导CRISPR复合物与靶RNA序列特异性结合的能力可以通过任何合适的

测定来评估。例如，可以将包括待测试的向导序列的足以形成CRISPR复合物的CRISPR系统

的组分，提供至具有相应的靶RNA分子的宿主细胞中，例如，通过用编码CRISPR序列组分的

载体转染，然后评估靶序列中优先的切割。类似地，通过提供靶RNA、CRISPR复合物的组分，

包括待测试的向导序列和与测试向导序列不同的对照向导序列，并比较测试和对照向导序

列反应之间在靶RNA处的结合或切割速率，可以在试管中评价靶RNA序列的切割。也可以使

用其他测定，并且是本领域技术人员将会想到的。

[0455] 另外提供了载体，例如病毒载体或质粒(例如，逆转录病毒、慢病毒、腺病毒、腺相

关病毒或单纯性疱疹病毒)，其包括向导核酸分子。本文公开了示例性载体。在一些实例中，

向导核酸分子与启动子或表达控制元件(其实例在本申请别处提供)可操作地连接。如本文

别处所述，这些载体可以包括其他元件，例如编码选择标记(例如抗生素，例如嘌呤霉素、潮

霉素)或者可检测标记(例如GFP或其他荧光团)的基因。

[0456] 在一实例中，多种gRNA是阵列的部分(其可以是载体例如病毒载体或质粒的部

分)。例如，包括序列DR‑间隔子‑DR‑间隔子‑DR‑间隔子的向导阵列可以包括3个独特的未加

工gRNA(每个DR‑间隔子序列一个)。一经引入到细胞或无细胞系统中，阵列则被Cas13d蛋白

质加工成3种单独的成熟gRNA。这允许将多种多路复用(multiplexing)，例如递送多种gRNA

至细胞或系统，以靶向多种靶RNA或者单一靶RNA中的多个位置(或其组合)。

[0457] D.编码Cas13d和向导核酸分子的载体
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[0458] 本公开提供了载体，例如本文别处所述的质粒和病毒载体，其包括一个或多个向

导分子编码序列(例如，以允许靶向一个或多个RNA分子)和一个或多个Cas13d蛋白质编码

序列。这些载体可以用于本文提供的方法、组合物和试剂盒中。这些载体可以包括天然的或

非天然的核苷酸或核糖核苷酸。这些载体可以包括与向导分子(其可以是包括至少两种不

同向导分子的阵列的部分)和Cas13d蛋白质编码序列可操作连接的单个启动子。另外可选

地，向导分子(其可以是包括至少两种不同向导分子的阵列的部分)和Cas13d蛋白质编码序

列可以与不同的启动子可操作连接。在一些实例中，向导分子(其可以是包括至少两种不同

向导分子的阵列的部分)和Cas13d蛋白质编码序列可以与启动子、增强子或二者可操作连

接。

[0459] E.重组细胞和无细胞系统

[0460] 提供了包括非天然Cas13d蛋白质、非天然Cas13d蛋白质编码序列、向导分子(或编

码序列)或其组合的细胞。这些重组细胞可以用于本文提供的方法、组合物和试剂盒。可以

将编码本文公开的Cas13d蛋白质的核酸分子和/或编码向导分子的核酸分子引入到细胞

中，以产生转化的(例如重组的)细胞。在一些实例中，通过将一种或多种非天然Cas13d蛋白

质和一种或多种向导分子(例如gRNA)引入到细胞中，例如作为核糖核蛋白(RNP)复合物，来

产生上述这些细胞。

[0461] 类似地，提供了无细胞系统，例如由裂解的细胞产生那些(或在试管或其他容器中

包括Cas13d  RNP的那些，其中添加有体外转录或化学合成的靶RNA)，其包括Cas13d蛋白质、

Cas13d蛋白质编码序列、向导分子(或编码序列)或其组合。这些无细胞系统可以用于本文

提供的方法、组合物和试剂盒。在一些实例中，将一种或多种非天然Cas13d蛋白质和一种或

多种向导分子(例如gRNA)加入到无细胞系统中，例如，作为RNP复合物。

[0462] 因此，公开了含有Cas13d蛋白质(例如与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、

37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、

62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、

87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、

109、110、111、112、113、138、147、149、153、155、158、160、162、164、166、168、170、175、177、

179、181、183、185、187、189、194、198、200、202、204、206、208、210、212、214、216、218、220、

222、224、226、229、231、233、235、237、239、241、243、245、247、249、251、253、278、279、280、

281、282、283、284、285、292、293、294、295或296具有至少80％、至少85％、至少90％、至少

92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的蛋白质)

的细胞和无细胞系统。类似地，提供了含有向导分子(例如具有至少一个与SEQ  ID  NO:129、

130、131、132、133、134、135、136或137具有至少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性的DR序列，并且在一

些实例中，还具有至少一个与靶RNA互补的间隔子序列的向导分子)的细胞和无细胞系统。

[0463] 这样的重组细胞(例如，其可以用于产生无细胞系统)可以是真核的或原核的。这

些细胞的实例包括，但不限于，细菌、古细菌、植物、真菌、酵母、昆虫和哺乳动物细胞，例如

乳杆菌(Lactobacillus)、乳球菌(Lactococcus)、芽孢杆菌(Bacillus)(例如枯草芽孢杆菌

(B .su btilis))、埃希氏菌属(Esche richia) (例如大肠杆菌)、梭状芽孢杆菌
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(Clostridium)、酵母属(Saccharomyces)或毕赤酵母属(Pichia)(例如酿酒酵母或巴斯德

毕赤酵母)、乳酸克鲁维酵母、鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella  typhimurium)、果蝇

(Drosophila)细胞、秀丽隐杆线虫(C.elegans)细胞、非洲爪蟾(Xenopus)细胞、SF9细胞、

C129细胞、293细胞、链孢霉属(Neurospora)和永生化哺乳动物细胞系(例如Hela细胞、髓样

细胞系和淋巴样细胞系)。

[0464] 在一实例中，细胞是原核细胞，例如细菌细胞，例如大肠杆菌。

[0465] 在一实例中，细胞是真核细胞，例如哺乳动物细胞，例如人细胞。在一实例中，细胞

是原代真核细胞、干细胞、肿瘤/癌细胞、循环肿瘤细胞(CTC)、血细胞(例如，T细胞、B细胞、

NK细胞、Tregs等)、造血干细胞、特化免疫细胞(例如，肿瘤浸润淋巴细胞或肿瘤抑制淋巴细

胞)、肿瘤微环境中的基质细胞(例如，癌症相关的成纤维细胞等)。在一实例中，细胞是中枢

或外周神经系统的脑细胞(例如，神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞、视网膜神经节细胞、

视杆细胞/视锥细胞等)。

[0466] 在一实例中，细胞是生物样品的部分(或从生物样品获得)，例如从受试者获得的

含有基因组DNA、RNA(例如mRNA)、蛋白质或其组合的生物样本。实例包括，但不限于，外周

血、血清、血浆、尿、唾液、痰、组织活检、细针抽吸物、手术标本和尸体解剖材料。这些细胞也

可以用于产生无细胞系统。

[0467] 在一实例中，细胞(或无细胞系统)来自肿瘤，例如血液肿瘤(例如白血病，包括急

性白血病(例如急性淋巴细胞性白血病、急性髓细胞性白血病、急性骨髓性白血病和成髓细

胞性、早幼粒细胞性、骨髓单核细胞性、单核细胞性和红白血病)、慢性白血病(例如慢性髓

细胞性(粒细胞性)白血病、慢性髓性白血病和慢性淋巴细胞性白血病)、真性红细胞增多

症、淋巴瘤、霍奇金氏病、非霍奇金氏淋巴瘤(包括低度、中度和高度)、多发性骨髓瘤,华氏

巨球蛋白血症(   macroglobulinemia)、重链病、骨髓增生异常综合征、套细胞

淋巴瘤和骨髓发育不良)或实体肿瘤(例如肉瘤和癌：纤维肉瘤、粘液肉瘤、脂肪肉瘤、软骨

肉瘤、骨肉瘤和其它肉瘤，滑膜瘤、间皮瘤、尤文氏瘤(Ewing's  tumor)、平滑肌肉瘤、横纹肌

肉瘤、结肠癌、淋巴恶性肿瘤、胰腺癌、乳腺癌、肺癌、卵巢癌、前列腺癌、肝细胞癌、鳞状细胞

癌、基底细胞癌、腺癌、汗腺瘤、皮脂腺癌、乳突癌、乳头状腺癌、髓样癌(medullary 

carcinoma)、支气管癌、肾细胞癌、肝癌、胆管癌、绒毛膜癌、维尔姆斯瘤(Wilms'tumor)、宫

颈癌、睾丸癌、膀胱癌和C N S肿瘤 (例如神经胶质瘤、星形细胞瘤、髓母细胞瘤

(medulloblastoma)、颅咽管瘤、室管膜瘤、松果体瘤、成血管细胞瘤、听觉神经瘤、少突神经

胶质瘤、膜瘤、黑素瘤、成神经细胞瘤和成视网膜细胞瘤)。

[0468] 在一实例中，细胞(或无细胞系统)获自环境样品，例如水、土壤或空气样品。

[0469] F.组合物和试剂盒

[0470] 提供了包括Cas13d蛋白质、Cas13d蛋白质编码序列、向导分子(或编码序列)或其

组合的组合物和试剂盒。在一实例中，组合物或试剂盒包括由一种或多种Cas13d蛋白质和

一种或多种向导分子(例如gRNA)组成的RNP复合物。在一实例中，所述组合物或试剂盒包括

编码Cas13d蛋白质的载体、向导分子或两者。在一实例中，组合物或试剂盒包括细胞，例如

细菌细胞或真核细胞，其包括非天然Cas13d蛋白质、非天然Cas13d蛋白质编码序列、向导分

子(或编码序列)或其组合。在一实例中，组合物或试剂盒包括无细胞系统，其包括非天然

Cas13d蛋白质、非天然Cas13d蛋白质编码序列、向导分子(或编码序列)或其组合。
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[0471] 这些组合物可以包括药学上可接受的载体(例如盐水、水、甘油、DMSO或PBS)。在一

些实例中，组合物是液体、冻干粉末或冻存的。

[0472] 在一些实例中，试剂盒包括递送系统(例如脂质体、颗粒、外来体、微泡、病毒载体

或质粒)和/或标记物(例如肽或抗体，其可以与Cas13d  RNP直接缀合或者与含有Cas13d 

RNP的颗粒缀合，以引导细胞类型特异性摄取/提高内含体逃逸/实现血脑屏障跨越等)。在

一些实例中，试剂盒进一步包括细胞培养基或生长培养基，例如适合于生长细菌、植物、昆

虫或哺乳动物细胞的培养基。

[0473] 在一些实例中，试剂盒的这些部分位于单独的容器中。

[0474] G.靶向RNA

[0475] 公开的Cas13d蛋白质(和编码序列)和向导分子(例如gRNA和编码序列)可以用于

CRISPR/Cas系统中，以靶向一种或多种RNA分子，例如存在于样品(例如生物样品、环境样品

(例如土壤、空气或水样品)等)中的那些。在一实例中，靶RNA是编码RNA。在一实例中，靶RNA

是核RNA。在其他实例中，靶RNA是非编码RNA(例如功能性RNA、siRNA、microRNA、snRNA、

snoRNA、piRNA、scaRNA、tRNA、rRNA、lncRNA或lincRNA)。这些RNA靶向方法可以在体外进行

(例如，在细胞培养物中或在无细胞系统中)，或者在体内进行(例如在生物体、胚胎或哺乳

动物中)。

[0476] 本文提供的CRISPR/Cas系统包括两个通用组分：(1)Cas13d蛋白质或其编码序列

(其表达可以由启动子驱动)和(2)向导核酸分子，例如RNA(gRNA)，其对靶RNA(其表达可以

由启动子驱动)具有特异性。当引入到细胞(或无细胞系统中)时，例如，(1)作为Cas13d 

mRNA和Cas13d  gRNA，(2)作为单一载体或质粒的部分或者分成多个载体或质粒，(3)作为单

独的Cas13d蛋白质和向导分子，或者(4)作为Cas13d蛋白质和向导分子的RNP复合物，向导

分子将Cas13d引导至靶RNA。如果Cas13d蛋白质具有天然HEPN结构域或者与携带RNA酶活性

的适当效应子结构域融合，可以切割RNA。如果Cas13d蛋白质具有突变HEPN结构域，向导阵

列可以加工成成熟gRNA，但不切割靶RNA。使用该系统，RNA序列容易被靶向，例如，被编辑或

检测，任选地使用效应子结构域。

[0477] 1.将Cas13d蛋白质直接引入到细胞中

[0478] 在一实例中，将Cas13d蛋白质在重组细胞例如大肠杆菌中表达，并纯化。然后，将

所得纯化的Cas13d蛋白质连同对靶RNA具有特异性的适当向导分子一起，引入到细胞或生

物体中，其中可以靶向一种或多种RNA。在一些实例中，Cas13d蛋白质和向导核酸分子作为

单独的组分引入到目标细胞/生物体中。在其他实例中，纯化的Cas13d蛋白质与向导核酸

(例如gRNA)复合，并且将该核糖核蛋白(RNP)复合物引入到目标细胞中(例如，使用转染或

注射)。在一些实例中，将Cas13d蛋白质和向导分子注射到胚胎中(例如人、小鼠、斑马鱼或

非洲爪蟾胚胎)。

[0479] 一旦Cas13d蛋白质和向导核酸分子位于细胞中，则可以靶向一种或多种RNA。

[0480] 2.从核酸表达Cas13d

[0481] 在一实例中，Cas13d蛋白质由含有靶RNA(例如待检测或修饰的RNA)的细胞中的核

酸分子表达。在一些这样的实例中，Cas13d蛋白质由载体表达，所述载体例如引入到细胞或

无细胞系统中的病毒载体或质粒。这导致在细胞、生物体或系统中产生Cas13d蛋白质。此

外，这些核酸分子可以在细胞/生物体/系统中与靶RNA特异性的向导核酸分子(例如gRNA)
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共表达。

[0482] 在一实例中，多个质粒或载体用于RNA靶向。编码Cas13d的核酸分子可以例如在一

种载体或质粒上提供，并且向导核酸分子(例如gRNA)在另一种质粒或载体上提供。可以将

多种质粒或病毒载体混合，并同时或分别导入到细胞(或无细胞系统)中。

[0483] 在一些实例中，多种核酸分子由单一载体或质粒表达。例如，单一载体可以包括编

码Cas13d的核酸分子，并且单独的载体可以包括向导分子。

[0484] 在一些实例中，多种不同的向导分子(例如gRNA)存在于单个阵列和/或载体上，每

个靶对应一种向导分子(例如1、2、3、4、5或10种不同靶)。在一实例中，所述方法包括递送多

种gRNA(例如至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少10种、至少20种或至少50种不同的

gRNA)，上述gRNA是阵列(其可以是载体例如病毒载体或质粒的部分)的部分。一经引入到细

胞或无细胞系统中，阵列被Cas13d蛋白质加工成单独的成熟gRNA。

[0485] 由载体表达的核酸分子可以处于启动子的控制下，并任选地含有选择标记(例如

抗生素抗性)。

[0486] 在一些实例中，蛋白质和向导分子通过胚胎表达(例如斑马鱼或非洲爪蟾胚胎)。

Cas13d蛋白质可以由注射的质粒DNA、注射的mRNA或者稳定地整合到动物基因组中的拷贝

表达。gRNA可以直接注射，或者由质粒或稳定地整合到动物基因组中的拷贝表达。

[0487] 3.靶

[0488] 通过公开的方法可以靶向一种或多种RNA，例如细胞、无细胞系统或生物体中的至

少1种、至少2种、至少3种、至少4种或至少5种不同的RNA，例如1、2、3、4、5、6、7、8、9或10种不

同的RNA。在一实例中，RNA与疾病相关，例如囊性纤维化、亨廷顿病、泰萨二氏病(Tay‑

Sachs)、脆性X综合征(Fragile  X  syndrome)、脆性X相关震颤/共济失调综合征、杜氏肌营

养不良(Duchenne  muscular  dystrophy)、强直性肌营养不良、骨髓性肌萎缩、脊髓小脑性

共济失调或家族性ALS。在一实例中，RNA与癌症相关(例如肺癌、乳腺癌、结肠癌、肝癌、胰腺

癌、前列腺癌、骨癌、脑癌、皮肤癌(例如黑素瘤)或肾癌)。靶RNA的实例包括，但不限于，与癌

症相关的那些(例如，BCR‑ABL、Ras、Raf、p53、BRCA1、BRCA2、CXCR4、β‑连环蛋白、HER2和

CDK4)。

[0489] 在一实例中，RNA与病毒感染有关，例如正链RNA病毒感染，例如小核糖核酸病毒

(例如，蹄疫病毒科(Aphtho vi rid a e) [例如，口蹄疫病毒(FMDV) ])、心病毒科

(Cardioviridae)；肠道病毒科(如柯萨奇病毒、埃可病毒、肠道病毒和脊髓灰质炎病毒)；鼻

病毒科(Rhinoviridae)(鼻病毒))；肝病毒科(Hepataviridae)(甲型肝炎病毒)；囊膜病毒

(Togaviruses)(其实例包括风疹；甲病毒(alphaviruses)(例如西方马脑炎病毒、东方马脑

炎病毒和委内瑞拉马脑炎病毒))；黄病毒(Flaviviruses)(其实例包括登革热病毒、西尼罗

河病毒和日本脑炎病毒)；杯状病毒科(Calciviridae)(包括诺如病毒和札幌病毒)；或冠状

病毒(Coronaviruses)(其实例包括SARS冠状病毒，如Urbani株)；或负链RNA病毒感染，如正

粘病毒(Orthomyxyoviruses)(如流感病毒)、弹状病毒(Rhabdoviruses)(如狂犬病病毒)和

副粘病毒(Paramyxoviruses)(其实例包括麻疹病毒、呼吸道合胞病毒或副流感病毒)；或

DNA病毒感染(如疱疹病毒(如水痘‑带状疱疹病毒(Varicella‑zoster  virus)，如Oka株；巨

细胞病毒(cytomegalovirus)；和单纯疱疹病毒(HSV)1型和2型)、腺病毒(如腺病毒1型和腺

病毒41型)、痘病毒(Poxviruses)(如牛痘病毒)或细小病毒(Parvoviruses)(如细小病毒
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B19)感染)。

[0490] 在一实例中，RNA与细菌感染或细菌感染的性质相关，例如细菌抗性、持久性或抗

生素抗性。这些RNA的检测可以用于诊断方法，而在基于细胞或无细胞系统中编辑这些RNA

可以用于治疗方法。

[0491] 4.检测DNA的方法

[0492] 在一实例中，靶向RNA的方法导致检测、可视化或标记靶RNA。例如，通过使用至少

一种具有突变HEPN结构域(例如SEQ  ID  NO:2或4)的Cas13d蛋白质、至少一种含有至少一个

对靶RNA特异的间隔子序列和效应子模块，靶RNA将会被Cas13d识别，但不会被切割或产生

缺口，同时效应子模块被激活。在一些实例中，这样的方法用于检测靶RNA。这样的方法可以

在细胞或无细胞系统中使用，以确定是否存在靶RNA，例如在肿瘤细胞中是否存在靶RNA。在

一些实例中，细胞或无细胞系统获自组织样品、血液样品或唾液样品，

[0493] 在一实例中，检测RNA的方法包括与荧光蛋白质或其他可检测标记物融合的

Cas13d蛋白质连同含有对靶RNA特异的间隔子序列的gRNA。Cas13d与靶RNA的结合可以通过

显微镜或其他成像方法可视化。在另一实例中，RNA适配体序列可以附加至gRNA分子或插入

gRNA分子内，例如MS2、PP7、Qβ和其他适配体。引入与荧光蛋白质或其他可检测标记融合的

特异性结合这些适配体的蛋白质(例如MS2噬菌体外壳蛋白质)可以用于检测靶RNA，因为

Cas13d‑gRNA‑靶RNA复合物将经由适配体相互作用而被标记。

[0494] 在另一实例中，检测RNA的方法是用于诊断或治疗的转录传感器(例如，作为合成

回路的部分)。例如，转录传感器可以包括至少一种具有突变HEPN结构域(例如SEQ  ID  NO:2

或4)的Cas13d蛋白质、至少一种含有至少一个对靶RNA特异的间隔子序列的gRNA，和效应子

模块，例如任选地分裂荧光蛋白质或探针；任选地分裂发光蛋白质或探针；和任选地催化可

检测反应的分裂酶，例如泛素或TEV蛋白酶；FRET‑相容性蛋白质对；一种或多种经由可切割

接头与Cas13d融合的转录因子；反式剪接蛋白质以恢复其功能的分裂内含肽，例如转录因

子；经磷酸化激活的激酶‑底物对；一种、两种或更多种经二聚或多聚激活的单体；或者一种

或多种经相互作用诱导构象和功能变化的蛋白质。在一实例中，因结合特定转录物造成的

两个或更多个Cas13d蛋白质与gRNA的空间上靠近将会激活效应子模块，导致细胞中可检测

的信号或可检测的活性。

[0495] 例如，转录传感器可以允许检测癌症特异性转录物、炎症特异性转录物、疾病特异

性转录或细胞状态特异性转录物。能够检测特定转录物的含有基于Cas13d的系统的合成回

路可以编码条件逻辑(conditional  logic)，例如，要求靶检测上调或下调用于治疗应用的

基因。

[0496] 在一实例中，该方法导致与靶RNA结合的可检测药剂，其可以被检测。例如，可以使

用两种单独的各自包括荧光团(例如GFP)的部分的Cas13d融合蛋白，和两种具有不同间隔

子序列的不同gRNA，所述间隔子序列靶向紧邻的RNA区域。当两个半部与邻近的靶RNA结合

时，荧光团的两个部分形成完整的荧光团，从而产生可检测的信号。

[0497] 在一实例中，该方法导致RNA检测，例如，通过触发例如以下的响应：第二基因的表

达、蛋白质的修饰、蛋白质或RNA易位至不同位置、经由自杀基因诱导细胞死亡、诱导细胞增

殖、实现第二功能的转基因的诱导、诱导DNA序列的永久性变化以实现存储过去转录事件的

记忆、或者改变RNA以实现下拉(pulldown)。
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[0498] 在一实施方式中，转录因子的两个半部可以经由分裂内含肽系统与两个单独的

Cas13d连接。Cas13d蛋白质提供有两个具有不同间隔子序列的不同gRNA，所述间隔子序列

靶向紧邻的RNA区域。与邻近的靶RNA结合后，分裂内含肽反式剪接重构的转录因子(TF)，使

得其可以易位至核，以发动靶基因或靶基因簇。在一实例中，靶基因可以是细胞中的内源性

基因。在另一实例中，靶基因可以是在载体上表达的或通过基因改造引入的转基因，例如荧

光蛋白或毒素。

[0499] 5.在无细胞系统中检测RNA的方法

[0500] 在一实例中，在无细胞系统中检测靶RNA的方法导致可检测的标记物或酶活性。例

如，通过使用至少一种Cas13d蛋白质(例如SEQ  ID  NO:3、42、62、70、82、83和92)、至少一种

含有至少一个对靶RNA特异的间隔子序列的gRNA和可检测标记物，靶RNA将会被Cas13d识

别。靶RNA与Cas13d的结合触发其RNA酶活性，这可以导致靶RNA以及可检测标记物的切割。

[0501] 在一实例中，可检测标记是与荧光探针和淬灭剂连接的RNA。完整的可检测RNA连

接有荧光探针和淬灭剂，抑制荧光。一旦可检测RNA被Cas13d切割，荧光探针从淬灭剂释放，

并显示出荧光活性。这样的方法可以用于确定裂解的细胞样品、裂解的组织样品、血液样

品、唾液样品、环境样品(例如水、土壤或空气样品)或其他裂解的细胞或无细胞样品中是否

存在靶RNA。这样的方法还可以用于检测病原体，例如病毒或细菌，或者诊断疾病状态，例如

癌症。

[0502] 在一实例中，靶RNA的检测有助于诊断疾病和/或病理学状态，或者病毒或细菌感

染的存在。例如，如果在患者的尿中检测到的话，非编码RNA例如PCA3的Cas13d‑介导的检测

可以用于诊断前列腺癌。在另一实例中，胃癌生物标志物lncRNA‑AA174084的Cas13d‑介导

的检测可以用于诊断胃癌。

[0503] 6.编辑靶RNA的方法

[0504] 在一实例中，靶向RNA的方法导致编辑靶RNA的序列，例如，通过使用具有非突变

HEPN结构域的Cas13d蛋白质(例如SEQ  ID  NO:1、3、42、62、70、82、83或92)和含有至少一个

对靶RNA特异的间隔子序列的gRNA，靶RNA可以在精确的位置处被切割或产生缺口。在一些

实例中，这样的方法用于降低靶RNA的表达，这将会降低对应蛋白质的翻译。这样的方法可

以用于其中不希望RNA的表达增加的细胞中。在一实例中，RNA与疾病相关，例如囊性纤维

化、亨廷顿病、泰萨二氏病、脆性X综合征、脆性X相关震颤/共济失调综合征、肌肉萎缩症、强

直性肌营养不良、骨髓性肌萎缩、脊髓小脑性共济失调或家族性ALS。在另一实例中，RNA与

癌症相关(例如肺癌、乳腺癌、结肠癌、肝癌、胰腺癌、前列腺癌、骨癌、脑癌、皮肤癌(例如黑

素瘤)或肾癌)。靶RNA的实例包括，但不限于，与癌症相关的那些(例如，PD‑L1、BCR‑ABL、

Ras、Raf、p53、BRCA1、BRCA2、CXCR4、β‑连环蛋白、HER2和CDK4)。编辑这些靶RNA可以具有治

疗效果。

[0505] 在另一实例中，RNA在免疫细胞中表达。例如，靶RNA可以编码导致抑制希望的免疫

反应(例如肿瘤浸润)的蛋白质。敲低这样的RNA可以实现这种所希望的免疫反应的进展(例

如PD1、CTLA4、LAG3、TIM3)。在另一实例中，靶RNA编码导致不希望的免疫反应激活的蛋白

质，例如，在自身免疫疾病例如多发性硬化、克罗恩氏病、狼疮或类风湿性关节炎的情况下。

[0506] 在一实例中，靶向靶RNA允许降低由RNA编码的靶蛋白质的表达。例如，通过使用具

有突变HEPN结构域(例如SEQ  ID  NO:2或4)和翻译抑制结构域(例如Pumilio或FBP  PUF蛋白

说　明　书 49/83 页

52

CN 111328343 B

52



质、脱腺苷酶、CAF1、Argonaute蛋白质等)的Cas13d融合蛋白，以及含有至少一个对靶RNA特

异的间隔子序列的向导RNA，可以抑制靶RNA的表达。

[0507] 在一些实例中，Cas13d可以与核糖核酸酶(例如PIN核酸内切酶结构域、NYN结构

域、来自SOT1的SMR结构域或来自葡萄球菌核酸酶的RNA酶结构域)或影响RNA稳定性的结构

域(例如三四增蛋白或来自UPF1、EXOSC5和STAU1的结构域)融合。

[0508] 在另一实例中，RNA适配体序列可以附加至gRNA分子或插入gRNA分子内，例如MS2、

PP7、Qβ和其他适配体。特异性结合这些适配体的蛋白质例如MS2噬菌体外壳蛋白质可以与

翻译抑制结构域、核糖核酸酶或影响RNA稳定性的结构域融合。这种适配体‑效应子结构域

融合可以用于靶向靶RNA，因为Cas13d和gRNA复合物将会引导适配体蛋白质‑效应子结构域

接近靶RNA。

[0509] 这样的方法可以用于其中不希望RNA的表达增加的细胞中，例如，当表达的RNA与

疾病相关时，上述疾病例如囊性纤维化、亨廷顿病、泰萨二氏病、脆性X综合征、脆性X相关震

颤/共济失调综合征、肌肉萎缩症、强直性肌营养不良、骨髓性肌萎缩、脊髓小脑性共济失调

或家族性ALS。在另一实例中，靶RNA与癌症相关(例如肺癌、乳腺癌、结肠癌、肝癌、胰腺癌、

前列腺癌、骨癌、脑癌、皮肤癌(例如黑素瘤)或肾癌)。靶RNA的实例包括，但不限于与癌症相

关的那些(例如，PD‑L1、BCR‑ABL、Ras、Raf、p53、BRCA1、BRCA2、CXCR4、β‑连环蛋白、HER2和

CDK4)。编辑这些靶RNA可以具有治疗效果。

[0510] 在另一实例中，RNA在哺乳动物细胞中表达。例如，靶RNA可以编码导致抑制希望的

免疫反应例如肿瘤浸润的蛋白质。敲低这样的RNA可以实现这种所希望的免疫反应的进展

(例如PD1、CTLA4、LAG3、TIM3)。在另一实例中，靶RNA编码导致不希望的免疫反应激活的蛋

白质，例如，在自身免疫疾病例如多发性硬化、克罗恩氏病、狼疮或类风湿性关节炎的情况

下。

[0511] 在一实例中，靶向靶RNA允许激活或增加靶RNA的表达。例如，通过使用具有突变

HEPN结构域(例如SEQ  ID  NO:2或4)和翻译激活结构域(例如eIF4E和其他翻译起始因子、酵

母聚(A)‑结合蛋白质或GLD2的结构域)的Cas13d融合蛋白，以及含有至少一个对靶RNA特异

的间隔子序列的向导RNA，可以增加靶RNA的表达。也可以使用与翻译激活结构域融合的同

源适配体结合蛋白质将适配体引入到gRNA中。在一实例中，RNA适配体序列可以附加至gRNA

分子或插入gRNA分子内，例如MS2、PP7、Qβ和其他适配体。与翻译激活结构域融合的特异性

结合这些适配体的蛋白质，例如MS2噬菌体外壳蛋白质的引入可以用于靶向靶RNA，因为

Cas13d和gRNA复合物将会使适配体蛋白质‑翻译激活结构域邻近靶RNA。

[0512] 在一些实例中，这样的方法用于增加靶RNA的活性或表达，这将会增加相应蛋白质

的翻译(如果该RNA是编码RNA)。这样的方法可以用于其中希望RNA表达增加的细胞中，例如

拷贝数变化引起的杂合性遗传疾病或病症。增加所需蛋白质产物的翻译本质上是治疗性

的。

[0513] 在另一实例中，增加靶RNA(例如Cyclin  B1)的表达可以使靶细胞(例如癌细胞)对

药物(例如化疗药)更加敏感。

[0514] 在一实例中，靶向靶RNA允许靶RNA中的一个或多个RNA碱基置换、RNA碱基编辑、

RNA碱基缺失、RNA碱基插入或其组合。在一些实例中，具有突变HEPN结构域的Cas13d蛋白质

经由直接融合或gRNA‑适配体修饰而结合允许碱基编辑的效应子结构域(例如胞苷脱氨酶、
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PPR蛋白质、腺苷脱氨酶、ADAR家族蛋白质或APOBEC家族蛋白质)。在一些实例中，这样的方

法用于修饰RNA序列、编辑RNA突变或者修饰RNA转录物(例如，基因疗法)，例如，以治疗疾

病，例如ALS和黑素瘤或不希望的剪接位点导致的遗传疾病，例如Leber先天性黑朦(Leber 

congenital  amaurosis)。

[0515] 在一实例中，靶向靶RNA允许将靶RNA甲基化。一些实例可以使用具有突变HEPN结

构域(例如SEQ  ID  NO:2或4)的嵌合Cas13d蛋白质，以及含有至少一个对靶RNA特异的间隔

子序列的向导RNA，所述嵌合Cas13d蛋白质经由直接融合或经由gRNA‑适配体修饰与甲基化

结构域(例如m6A)结合。在一些实例中，这样的方法用于对抗异常的RNA去甲基化。在一实例

中，这样的方法用于调整多能性转录物例如NANOG或KLF4的甲基化水平，例如，降低其在乳

腺癌细胞中的稳定性，这可以抑制与增殖增加和癌干细胞形成相关的乳腺癌干细胞表型的

获得。

[0516] 在一实例中，靶向靶RNA允许将靶RNA去甲基化。一些实例可以使用具有突变HEPN

结构域(例如SEQ  ID  NO:2或4)的Cas13d蛋白质、含有至少一个对靶RNA特异的间隔子序列

的向导RNA和去甲基化结构域(例如人烷基化修复同源物5或Alkbh5)。去甲基化结构域可以

经由直接融合或者经由gRNA‑适配体修饰与Cas13d蛋白质结合。在一些实例中，这样的方法

用于逆转异常的RNA甲基化，例如，通过降低m6A水平来治疗骨髓性白血病。

[0517] 在一实例中，靶向靶RNA允许与靶RNA结合。例如，通过使用具有突变HEPN结构域

(例如SEQ  ID  NO:2或4)的Cas13d蛋白质和含有至少一个对靶RNA特异的间隔子序列的向导

RNA，分子可以与靶RNA结合或附接至靶RNA上。在一些实例中，这样的方法用于捕获靶RNA

(例如，免疫沉淀)。这可以用作试剂盒的部分，以鉴定与特异性RNA转录物相互作用的蛋白

质。在一实例中，可以将表位标记的Cas13d(例如FLAG、HA、生物素或HALO标签)靶向特定的

靶RNA，并经由固定化交联(例如，用多聚甲醛或戊二醛)。Cas13d与表位识别抗体的免疫沉

淀允许经由蛋白质印迹或质谱鉴定出共免疫沉淀的蛋白质。

[0518] 在另一实例中，Cas13d可以与生物素连接酶(例如BirA)或过氧化物酶(例如

APEX2)融合，以便使与靶RNA相互作用的蛋白质生物素化。然后可以用链霉亲和素珠将标记

的蛋白质拉下(pulled  down)，然后进行质谱或蛋白质印迹。

[0519] 在一些实例中，生物素化的Cas13d可以靶向具有gRNA的核糖体RNA序列。链霉亲和

素珠介导的pulldown可以用于耗尽rRNA，以用于RNA测序文库的制备。

[0520] 在一实例中，靶向靶RNA允许掩蔽靶RNA。例如，通过使用具有突变或完整HEPN结构

域的Cas13d蛋白质和含有至少一个对靶RNA特异的间隔子序列的向导RNA，可以从RNA‑结合

蛋白质或RNA‑结合元件例如miRNA中掩蔽靶RNA。

[0521] 在一些实例中，Cas13d可以用于掩蔽RNA结合蛋白质(RBP)的RNA结合位点。在另一

实例中，Cas13d可以掩蔽miRNA结合位点。例如，肝特异性miR‑122与丙型肝炎病毒RNA形成

复合物，这保护其免于降解。HEPN活性Cas13d蛋白质可以靶向病毒RNA上的miRNA‑122结合

位点，以通过同时逆转miRNA‑122介导的保护和直接降解HCV  RNA来协同对抗HCV感染。在一

些实例中，这样的方法用于保存或保护靶RNA分子，例如，保护靶RNA不被降解。例如，通过靶

向靶基因的3'UTR中富含AU的元件，HEPN突变的Cas13d可以阻断导致靶转录物降解的RNA结

合蛋白质例如三四增蛋白(TTR)或AUF1的结合。

[0522] 在一实例中，靶向靶RNA允许改变靶RNA的剪接。剪接受体和/或供体位点的直接结
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合以及剪接效应子结构域均可以用于操纵剪接。例如，通过使用具有突变HEPN结构域(例如

SEQ  ID  NO:2或4)的Cas13d蛋白质，含有至少一个对靶RNA特异的间隔子序列的向导RNA，和

任选地，影响剪接的效应子结构域(例如SRSF1的RS‑富含结构域、hnRNP  A1的Gly‑富含结构

域、RBM4的丙氨酸富含基序或DAZAP1的脯氨酸富含基序)，可以实现RNA的可变剪接。

[0523] 在一些实例中，这样的方法用于外显子包涵，例如，包含酸性α‑葡糖苷酶(GAA)的

外显子2，以治疗庞贝氏症(Pompe  disease)，或者包含SMN2的外显子7，以治疗脊髓性肌萎

缩(SMA)。在一些实例中，这样的方法用于外显子排斥，例如恢复肌营养不良蛋白的阅读框，

以治疗杜氏肌营养不良，或者将Bcl‑x  pre‑mRNA的剪接从抗凋亡长同种型转变为凋亡前短

同种型，以治疗癌症。

[0524] 在一些实例中，该方法使用具有突变HEPN结构域的Cas13d蛋白质，以掩蔽剪接受

体或供体位点，例如，产生新生抗原(neoantigens)使冷肿瘤变热。通过影响某些靶pre‑

mRNA的剪接，该方法可以产生新的外显子‑外显子连接，这可以导致在癌细胞中产生新生表

位(neo‑epitopes)。由于非天然抗原的展示，这可以使癌细胞易受免疫系统攻击。在其它实

例中，该方法可以用于动态地操纵同种型比率或恢复蛋白质(例如，杜氏肌营养不良症的肌

营养不良蛋白)的阅读框。

[0525] 在一实例中，靶向靶RNA允许控制靶RNA的转录物运输。例如，通过使用具有突变

HEPN结构域(例如SEQ  ID  NO:2或4)和亚细胞定位信号或输出序列的Cas13d融合蛋白、含有

至少一个对靶RNA特异的间隔子序列的向导RNA。在一些实例中，这样的方法用于将靶RNA分

子运输至特定的细胞器或胞质区室，或者甚至将靶RNA转录物运输至例如核内体以进行细

胞外释放。

[0526] 在另一个实例中，该方法可以影响RNA运输。例如，代码结合蛋白质(zipcode 

binding  protein)ZBP1特异性地识别RNA序列5'‑CGGAC(C/A‑CA‑C/U)，其导致某些转录物

定位到成纤维细胞的前沿。通过掩蔽或操纵特定RNA代码或调节序列以免被调节蛋白质复

合物识别，该方法可影响细胞内的RNA定位或运输。

[0527] 在一实例中，靶RNA是核定位的RNA。例如，通过使用与核定位信号融合的具有非突

变HEPN结构域(例如SEQ  ID  NO:1、3、42、62、70、82、83和92)的Cas13d蛋白质和含有至少一

个对靶RNA特异的间隔子序列的向导RNA，可以靶向并降解核定位的RNA。在一些实例中，这

样的方法可以用于降解靶核RNA分子，例如，以敲低非编码核RNA例如HOTAIR(其与乳腺癌的

转移性进展相关)。

[0528] 在一实例中，靶RNA是病毒RNA或DNA病毒的转录物。例如，可以使用具有非突变

HEPN结构域(例如SEQ  ID  NO:1、3、42、62、70、82、83和92)的Cas13d蛋白质和含有至少一个

对靶RNA特异的间隔子序列的向导RNA。在一些实例中，例如，通过切割RNA病毒或DNA病毒的

转录物，这样的方法用于治疗RNA病毒感染(例如正链RNA病毒感染，例如小核糖核酸病毒

(例如，蹄疫病毒科[例如，口蹄疫病毒(FMDV)])、心病毒科；肠道病毒科(如柯萨奇病毒、埃

可病毒、肠道病毒和脊髓灰质炎病毒)；根病毒科(鼻病毒))；肝病毒科(甲型肝炎病毒)；囊

膜病毒(其实例包括风疹；甲病毒(例如西方马脑炎病毒、东方马脑炎病毒和委内瑞拉马脑

炎病毒))；黄病毒(其实例包括登革热病毒、西尼罗河病毒和日本脑炎病毒)；杯状病毒科

(包括诺如病毒和札幌病毒)；或冠状病毒(其实例包括SARS冠状病毒，如Urbani株)；或负链

RNA病毒感染，如正粘病毒(如流感病毒)、弹状病毒(如狂犬病病毒)和副粘病毒(其实例包
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括麻疹病毒、呼吸道合胞病毒或副流感病毒)；或DNA病毒感染(如疱疹病毒(如水痘‑带状疱

疹病毒，如Oka株；巨细胞病毒；和单纯疱疹病毒(HSV)1型和2型)、腺病毒(如腺病毒1型和腺

病毒41型)、痘病毒(如牛痘病毒)或细小病毒(如细小病毒B19))，。因此，这些方法可以用作

基于RNA的抗病毒剂或抗微生物剂。

[0529] 实施例1

[0530] 材料和方法

[0531] 该实施例说明用于获得实施例2‑7中所示结果的材料和方法。

[0532] 人胚胎肾(HEK)细胞系293FT的细胞培养

[0533] 在补充有10％FBS(GE  Life  Sciences)和10mM  HEPES的DMEM(4.5g/L葡萄糖)中，

在37℃、5％CO2条件下维持人胚肾(HEK)细胞系293FT(Thermo  Fisher)。达到80‑90％汇合

后，使用TrypLE  Express(Life  Technologies)解离细胞，并以1:2的比率传代。

[0534] 人骨骨肉瘤上皮细胞系U2OS的细胞培养

[0535] 在补充有10％FBS和10mM  HEPES的DMEM(4.5g/L葡萄糖)中，在37℃、5％CO2条件下

维持人骨骨肉瘤上皮U2OS。达到70％汇合后，将细胞以1:3的比率传代。该细胞系未经鉴定。

[0536] 诱导多能干细胞的维持和神经元分化

[0537] 从Fen‑Biao  Gao((Biswas  et  al.,2016)实验室获得含有FTDP‑17IVS10+16突变

的稳定的人iPSC系或者年龄‑和性别‑匹配的对照细胞系。简言之，将从一位具有MAPT 

IVS10+16突变的男性患者获得的细胞和从一位男性对照患者获得的两个单独的细胞系重

新编程为hiPSC(Almeida  et  al .,2012)。将iPSC用含有多西环素(doxycycline)诱导型

Ngn2盒的慢病毒转导。慢病毒质粒由S.Schafer和F.Gage赠予。然后将iPSC用Accutase传

代，并以500,000个细胞/孔铺板到基质胶包被的6孔板中，所述6孔板包括含ROCK抑制剂Y‑

27632(10μM,Cayman)的mTESR培养基。在第1天，将培养基用mTESR更换。在第2天，将培养基

换成含有多西环素(2μg/ml,Sigma)的mTESR，以诱导Ngn2表达。在第3天，将培养基用神经诱

导培养基(NIM,DMEM/F12(Life  Technologies)，含有BSA(0.1mg/ml,Sigma)、脱铁运铁蛋白

(apo‑transferrin)(0 .1mg/ml ,Sigma)、腐胺(16μg/ml ,Sigma)、孕酮(0 .0625μg/ml ,

Sigma)、亚硒酸钠(0 .0104μg/ml ,Sigma)、胰岛素(5μg/ml ,Roche)、BDNF(10ng/ml ,

Peprotech)、SB431542(10μM,Cayman)、LDN‑193189(0.1μM,Sigma)、层粘连蛋白(2μg/ml,

Life  Technologies)、多西环素(2μg/ml,Sigma)和嘌呤霉素(Life  Technologies))更换。

每天更换NIM培养基。3天的嘌呤霉素选择之后，将未成熟神经元细胞用Accumax

(Innovative  Cell  Technologies)传代，并将其铺板到96孔板上，所述96孔板用神经成熟

培养基(NMM；1:1Neurobasal/DMEM (Life  Technologies)，其含有B27 (Life 

Technologies)、BDNF(10ng/ml,Peprotech)、N‑乙酰半胱氨酸(Sigma)、层粘连蛋白(2μg/

ml,Life  Technologies)、dbcAMP(49μg/ml,Sigma)和多西环素(2μg/ml,Sigma))中的聚‑D‑

赖氨酸和基质胶包被。次日(第7日)将培养基用含有AraC(2μg/ml ,Sigma)的NMM培养基更

换，以除去任何剩余的未分化细胞。在第8天，除去AraC，并将星形胶质细胞接种在神经元的

顶部，以支持含有hEGF(5ng/ml,Peprotech)的NMM中的神经元培养。在第10天将细胞用AAV

转导，在第24天进行检验。

[0538] Cas13d鉴定的计算流程

[0539] 2016年6月，我们从NCBI  Genome获得全基因组、染色体和支架水平的原核基因组
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组装体，并比较了CRISPRfinder、PILER‑CR和CRT以鉴定CRISPR重复序列。提取每个推定

CRISPR重复序列周围的20千碱基侧翼区，以使用Python鉴定邻近蛋白质和预测的蛋白质。

要求候选Cas蛋白质的长度>750aa，并在重复阵列的5个蛋白质内，如果它们含有与已知

CRISPR系统如I‑III型CRISPR相关的Cas基因，则将提取的CRISPR基因座滤出。通过all‑by‑

all  BLASTp分析，然后是单链接层次聚类(single‑linkage  hierarchical  clustering)，

将推定的效应子聚类成家族，其中聚类分配需要至少60的比特得分(bit  score)。针对NCBI

非冗余(nr)蛋白质数据库对至少2种蛋白质的每个簇进行BLAST搜索，要求比特得分>200，

以指定相似性。分析了每个扩增簇中同源性蛋白质与CRISPR阵列的同现率(co‑

occurrence)，要求其>70％。通过平均氨基酸长度来分选蛋白质家族，并使用Clustal 

Omega和带有Blosum62成本矩阵(cost  matrix)的Geneious  aligner，对每个簇进行多序列

比对。基于该比对，在Cas13d家族中鉴定出RxxxxH  HEPN基序。对所有预测的Cas13d效应子

针对公共的宏基因组全基因组鸟枪(shotgun)序列(不含预测的开放读框(ORF))进行

TBLASTN。通过对基因组和宏基因组数据库每月进行BLAST搜索，定期更新Cas13d家族，以鉴

定任何新保藏的序列。使用Clustal  Omega比对新的全长同源物和同源性片段，并使用

PhyML  3 .2进行聚类。CRISPrDetct用于预测Cas13d阵列中同向重复序列的方向，并使用

Andronoescu2007RNA能量模型在37℃下进行DR折叠预测。使用Geneious10生成Cas13d同向

重复序列的序列图标。

[0540] 蛋白质表达和纯化

[0541] 从培养的分离物或宏基因组样品的基因组DNA提取物PCR扩增重组Cas13d蛋白质，

并克隆到具有N‑端His‑MBP融合物和TEV蛋白酶切割位点的基于pET的载体中。将产生的质

粒转化到Rosetta2(DE3)细胞中(Novagen)，在OD600  0.5下用200μM  IPTG诱导，并在18℃下

生长20小时。然后将细胞沉淀，冻融，并重悬于补充有1X蛋白酶抑制剂片剂、1mg/mL溶菌酶、

2.5U/mL  Turbo  DNA酶(Life  Technologies)和2.5U/mL盐活性核酸酶(Sigma  Aldrich)的

裂解缓冲液(50mM  HEPES,500mM  NaCl,2mM  MgCl2,20mM咪唑,1％v/v  Triton  X‑100,1mM 

DTT)中。然后将裂解的样品超声，并经由离心澄清(18,000x  g，1小时，4℃下)，用0.45μM 

PVDF滤器过滤，并与50mL  Ni‑NTA  Superflow树脂(Qiagen)/10L原始细菌培养物一起孵育1

小时。将珠‑裂解物混合物施加于色谱柱，用5个柱体积的裂解缓冲液和3个柱体积的洗脱缓

冲液(50mM  HEPES,500mM  NaCl,300mM咪唑,0.01％v/v  Triton  X‑100,10％甘油,1mM  DTT)

洗涤。然后将样品在TEV切割缓冲液(50mM  Tris‑HCl ,250mM  KCl ,7 .5％v/v甘油,0.2mM 

TCEP ,0 .8mM  DTT ,TEV蛋白酶)中透析过夜，然后进行阳离子交换(HiTrap  SP ,GE  Life 

Sciences)和凝胶过滤(Superdex  200  16/600,GE  Life  Sciences)。将洗脱的纯化蛋白质

级分合并，并以4mg/mL冷冻于蛋白质存储缓冲液(50mM  Tris‑HCl,1M  NaCl,10％甘油,2mM 

DTT)中。

[0542] 向导和靶RNA的制备

[0543] 合成携带T7启动子和适当的下游序列的寡核苷酸(IDT)，用crRNA的反义T7寡核苷

酸退火，并PCR扩增靶和阵列模板。通过Synthego合成均聚物靶RNA。用Histarth  T7高产量

RNA合成试剂盒(New  England  Biolabs)在31℃下体外转录寡核苷酸退火和PCR模板12小

时。对于标记的靶，额外地加入2mM荧光标记的氨基烯丙基‑UTP  atto  680 (Jena 

Biosciences)。将向导RNA用RNA级Agencourt  AMPure  XP珠(Beckman  Coulter)纯化，并将
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阵列和靶用MEGAclear转录清除试剂盒(Thermo  Fisher)纯化，并在‑80℃下冷冻。对于

ssDNA和dsDNA靶，合成相应的寡核苷酸序列(IDT)，并凝胶纯化，或PCR扩增，然后分别进行

凝胶纯化。

[0544] 生物化学切割反应

[0545] 将纯化的EsCas13d蛋白质和向导RNA在RNA切割缓冲液(25mM  Tris  pH  7.5,15mM 

Tris  pH  7.0,1mM  DTT,6mM  MgCl2)中以2:1的摩尔比混合(除非另外指出)。反应液在冰上

制备，并在37℃下孵育15分钟，然后以相对于EsCas13d为1:2的摩尔比加入靶。随后将反应

液在37℃下孵育45分钟，并用1μL的酶终止溶液(10mg/mL蛋白酶K,4M尿素,80mM  EDTA,20mM 

Tris  pH  8.0)在37℃下退火15分钟。然后将反应液用2X  RNA负载缓冲液(2X:13mM  Ficoll,

8M尿素,25mM  EDTA)在85℃下变性10分钟，并在10％TBE‑尿素凝胶(Life  Technologies)上

分离。含有标记靶的凝胶在Odyssey成像仪上(Li‑Cor)可视化；未标记的阵列或靶切割凝胶

用SYBR  Gold染色，然后经由Gel  Doc  EZ系统(Bio‑Rad)成像。

[0546] 人细胞系的瞬时转染

[0547] 将改造的Cas13编码序列克隆到含有EF1a启动子的标准化质粒表达骨架中，并使

用Nucleobond  xtra  Midi  EF试剂盒(Machery  Nagel)根据制造商的方案制备。分别从Feng 

Zhang赠予的Addgene#103854和#103862PCR扩增NLS‑LwaCas13a‑msfGFP和PspCas13b‑NES‑

HIV。将Cas13d  pre‑gRNA和gRNA克隆到含有U6启动子的最小骨架中。将针对LwaCas13a的

shRNA和向导克隆到相同的骨架中，并且位置与其在靶序列的3'处的对应的向导RNA匹配。

将PspCas13b的匹配的gRNA移至最接近的5'‑G核苷酸。

[0548] 对于瞬时转染，将HEK  293FT细胞以20,000细胞/孔的密度铺板到96‑孔板中，并根

据制造商的方案使用Lipofectamine2000(Life  Technologies)，以200ng  Cas13表达质粒

和200ng  gRNA表达质粒在>90％汇合下进行转染。转染后48‑72小时收获转染的细胞用于流

式细胞术、基因表达分析或其它下游加工。

[0549] 对于报告检验，使用Lipofectamine  2000(Life  Technologies)将HEK293  FT细胞

用192ng  Cas13d表达质粒、192ng向导表达质粒和12ng  mCherry表达质粒以96孔格式转染。

48小时后收获细胞，并通过流式细胞术分析。

[0550] 将U2OS细胞以20,000细胞/孔的密度铺板在96孔板中，并根据制造商的方案，使用

Lipofectamine  3000(Life  Technologies)，以100ng  Cas13d表达质粒在>90％汇合下进行

转染，并在48小时后进行免疫细胞化学处理。

[0551] 流式细胞术

[0552] 转染后48小时将细胞用TrypLE  Express解离，重悬于FACS缓冲液(1X  DPBS‑/‑ ,

0.2％BSA,2mM  EDTA)中。使用MACSQuant  VYB(Miltenyi  Biotec)在96孔板格式下进行流式

细胞术，并使用FlowJo10进行分析。RG6由Thomas  Cooper(Addgene质粒#80167)赠予，将其

加以修饰以用mTagBFP2置换EGFP。所有呈现的样品均以3次生物学重复进行检验。在

mCherry报告检验中，数据代表每种条件至少20,000个门控事件。在剪接报告检验中，数据

代表每种条件至少2,500个门控事件。

[0553] 基因表达分析

[0554] 转染后48小时将细胞用补充DTT的RLT缓冲液裂解，并使用RNeasy  Mini  Plus柱

(Qiagen)提取总RNA。然后使用随机六聚体引物和Revertad逆转录酶(Thermo  Fisher)将
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200ng总RNA在25℃下逆转录10分钟，在37℃下逆转录60分钟，并在95℃下逆转录5分钟，随

后使用2X  Taqman  Fast  Advanced  Master  Mix(Life  Technologies)和Taqman探针(用于

GAPDH和适当的目标基因)(Life  Technologies  and  IDT))进行qPCR。通常选择Taqman探针

和引物组，以扩增跨Cas13或shRNA靶位点位置的cDNA，以防止检测到切割的转录物片段(参

见Konermann  et  al.,Cell  173:1‑12,2018的表S4，其通过引用整体并入本文)。qPCR在5μL

多通路反应中使用LightCycler480仪器II(Roche)以384孔格式进行。使用ddCt方法计算相

对于GFP转染的载体对照的倍数变化。使用Prism7，使用具有多重比较校正的单向或双向

ANOVA来评估转录物变化的统计学显著性。

[0555] 免疫组织化学

[0556] 对于免疫组织化学分析，在96孔光学透明板(Greiner  Bio‑One)上培养U2OS细胞，

如前所述进行转染，然后在稀释于PBS(Gibco)中的4％PFA(Electron  Microscopy 

Sciences)中固定，并用PBS中的0 .3M甘氨酸(Sigma)洗涤。将样品在含有8％驴血清

(Jackson  ImmunoResearch)、8％山羊血清(Cell  Signaling  Technologies)和0.3％

Triton‑X100 (Sigma)的PBS溶液中封闭并透化一小时，然后在1％BSA (Fisher 

Bioreagers)、1％山羊血清和0.25％Triton‑X中在4℃下一抗孵育过夜。将样品用含有

0.1％BSA和0.1％Triton‑X100的PBS洗涤3次，然后在具有0.05％Triton‑X  100和1％BSA的

PBS中与荧光团偶联的第二抗体一起在室温下孵育一小时。将细胞用含0.1％Triton‑X的

PBS洗涤，用DAPI染色，然后用Mounting  Media(Ibidi)覆盖，之后进行成像。第一抗体HA‑

Tag  6E2(Cell  Signaling ,2367)按照生产商的说明以1:100的稀释度使用。所用的第二抗

体是山羊抗小鼠IgG1‑Alexa‑Fluor  647(Thermo  Fisher,A21240)和抗小鼠IgG1  CF633

(Sigma,SAB4600335)。使用Zeiss  Airysscan  LSM880取得共焦图像，然后在Zen2.3(Zeiss)

中进行图像处理。

[0557] 细菌小RNA测序和分析

[0558] 将大肠杆菌DH5α细胞用携带来源于未培养的瘤胃球菌属株的CRISPR‑Cas13d基因

座的pACYC184转化。在固定相中收获细胞，并将其在PBS中漂洗，重悬于TRIzol(Life 

Technologies)中，转移到含有0.1mm二氧化硅珠(MP  Biomedicals)的裂解基质B管中，并在

珠磨机24(Fisher  Scientific)上匀浆三个30秒的循环。通过苯酚‑氯仿提取分离总RNA，然

后使用D i r e c t Z o l  M i n i p r e p试剂盒 (Z y m o  R e s e a r c h ) 纯化。R N A质量在

Agilent2200Tapestation上评价，然后进行Turbo  DNA酶处理。将总RNA用T4多核苷酸激酶

(NEB)处理，并使用用于细菌的Ribo‑Zero  rRNA去除试剂盒(Illumina)进行rRNA‑耗尽。将

RNA用RNA  5'多磷酸酯酶处理，用大肠杆菌poly(A)聚合酶进行poly(A)加尾，并使用T4  RNA

连接酶1(NEB)与5 'RNA测序衔接头连接。使用寡‑dT引物和M‑MLV  RT/RNase  Block

(AffinityScript ,Agilent)通过逆转录产生cDNA，然后进行PCR扩增和条形码化

(barcoding)。将得到的文库在Illumina  MiSeq上测序，使用定制的Python脚本进行解多路

复用，并使用Bowtie2与Cas13d  CRISPR基因座比对。比对用Geneious可视化。

[0559] Ngn2慢病毒制备

[0560] 铺板期间，在DMEM+10％FBS培养基中用Polyethylenimine  Max (PEI ,

Polysciences)和Ngn2目标质粒加pMDG.2和pSPAX2包装质粒(Didier  Trono赠予，Addgene#

12259和#12260)转染低传代HEK  293FT细胞。第二天，将培养基更换为无血清的化学成分确

说　明　书 56/83 页

59

CN 111328343 B

59



定的基本培养基(补充有Glutamax的Ultraculture，Lonza)。48小时后收获病毒上清液，通

过0.45微米PVDF滤器(Millipore)澄清，并使用超速离心浓缩。

[0561] AAV制备

[0562] 铺板期间，在DMEM+10％FBS培养基中用Polyethylenimine  Max (PEI ,

Polysciences)和AAV目标质粒加AAV1血清型和pAdDeltaF6辅助包装质粒(UPenn  Vector 

Core)转染低传代HEK  293FT细胞。第二天，将60％的培养基更换为化学成分确定的基本培

养基(补充有Glutamax的Ultraculture，Lonza)。48小时后，收获含有AAV的上清液，通过

0.45微米PVDF滤器(Millipore)澄清，并按照制造商的方案使用通过聚乙二醇(PEG病毒沉

淀试剂盒#K904,Biovision)的沉淀进行浓缩。

[0563] RNA‑seq文库制备和测序

[0564] 转染后48小时，使用Qiagen的RNeasy  Plus  Mini试剂盒从293FT细胞中提取总

RNA。使用New  England  Biolabs的NEBNext  II超定向RNA文库制备试剂盒(Cat#E7760S)制

备链mRNA文库，并在具有42nt配对末端读数的Illumina  NextSeq500上测序。每个条件对～

15M的总读数进行反多路复用(demultiplexed)。

[0565] RNA‑seq分析

[0566] 使用FASTQC对测序的读数进行质量检测，并使用2.5.1b  STAR比对器(Dobin  et 

al.,2013)与hg19人类基因组进行比对。使用默认参数进行作图(每个读数至多10个错配，

并且每个读数至多9个多‑作图(multi‑mapping)位置)。使用提供有hg19  Illumina 

iGenomes  collection(Illumina)的基因注释和100的sjdbOverhang值构建基因组指数

(genome  index)。使用最高表达的同种型作为基因表达的代表物(proxy)，用HOMER分析组

件(HOMER  analysis  suite)(Heinz  et  al .,2010)对所有基因外显子的唯一匹配读数

(uniquely  mapped  reads)进行定量，并且使用一式三份的DESeq2v1.14.1(Love  et  al.,

2014)进行差异基因表达，以计算组内分散性和对比度，以在靶向和非靶向条件之间进行比

较。显著差异表达的基因被定义为具有<0.01的假发现率(FDR)和>0.75的log2倍数变化。使

用包括的绘图库和来自标度0.5 .0包(scales  0 .5 .0package)的alpha( )颜色函数在

R3.3.2中生成火山图(Volcano  plots)。

[0567] 统计学

[0568] 所有的值均报告为平均值±SD或平均值±SEM，如在适当的图例中所示。为对两组

进行比较，使用单尾学生t‑检验(one‑tailed  student’s  t‑test)，并使用Holm‑Sidak方法

确定统计学显著性，α＝0.05。使用具有Tukey多重假设校正的单向ANOVA来评估多于两组之

间的显著性。当比较两个因素(即RNA靶向形式和向导位置)时使用双向ANOVA，并通过Sidak

多重比较检验(Sidak’s  multiple  comparisons  test)进行多重假设校正调整。为了比较

通过达戈斯蒂诺和皮尔逊正态性检验(D’Agostino  and  Pearson  normality  test)发现不

满足正态分布假设的组，进行具有邓恩多重比较调整(Dunn’s  multiple  comparison 

adjustment)的非参数弗里德曼检验(Friedman  test)。PRISM7.0用于所有的统计学分析。

样品大小不是先验性确定的。如在每个图中具体地示出，每个实验使用至少三次生物学重

复。

[0569] 本文报道的测序数据可以在NCBI基因表达Omnibus(Gene  Expression  Omnibus)

中以GEO系列登录号GSE108519找到。
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[0570] 关于所用材料和方法的其它细节，例如序列，可以参阅Konermann  et  al .,Cell 

173:1‑12,2018，其通过引用整体并入本文。

[0571] 实施例2

[0572] VI型样Cas核糖核酸酶家族的计算鉴定

[0573] 本实施例描述了通过开发用于2类CRISPR‑Cas基因座的计算流程用于鉴定之前未

检测或未表征的靶向RNA的CRISPR‑Cas系统的方法，其仅要求用于CRISPR干扰的单一核酸

酶，例如Cas9、Cas12a(旧称Cpf1)或Cas13a(旧称C2C2)(Makarova  et  al.,2015；Shmakov 

et  al.,2015)。为了改进之前的CRISPR系统生物信息学挖掘策略(其专注于发现间隔子获

得中涉及的保守Cas基因的组(Shmakov  et  al.,2015)，定义了CRISPR基因座的最低要求是

存在CRISPR重复序列阵列和邻近效应子核酸酶。使用CRISPR阵列作为搜索锚(search 

anchor)，所有的原核基因组组装体和支架均获自于NCBI  WGS数据库和适用于从头CRISPR

阵列检测的算法(Bland  et  al.,2007；Edgar,2007；Grissa  et  al.,2007)，以鉴定21,175

个推定的CRISPR重复阵列(图1A)。

[0574] 提取位于每个CRISPR阵列侧翼的多达20千碱基(kb)的基因组DNA序列，以鉴定紧

邻的预测蛋白质编码基因。除了Cas12a和Cas13a来判断流程检测和聚类这些已知的2类效

应子家族的能力之外，将含有已知的1类和2类CRISPR‑Cas系统的签名基因如Cas3或Cas9的

候选基因座排除在进一步分析之外。由于与CRISPR重复序列紧密相关的大蛋白质是已知单

一效应子的关键特征，为了鉴定新的2类Cas效应子，要求候选蛋白质的长度>750个残基，并

且在重复序列阵列的5个蛋白质编码基因内。使用基于同源性的单链接层次聚类将所得蛋

白质分类成408个推定蛋白质家族。

[0575] 为了丢弃由于基因组中的偶然或总体丰度而与CRISPR阵列紧密邻近的蛋白质聚

类，从NCBI非冗余蛋白质数据库中鉴定每个聚类的其他同源性蛋白质，并确定其与CRISPR

阵列的邻近性。推论真实Cas基因将与CRISPR重复序列具有高共现率，则要求每个扩大聚类

>70％的蛋白质存在于20kb的CRISPR重复序列内。分析这些其余的蛋白质家族的核酸酶结

构域和基序。

[0576] 在包括最近描述的Cas13b系统(Smargon  et  al.,2017)的候选物中，鉴定出编码

含有2个预测的HEPN核糖核酸酶基序的候选CRISPR相关核糖核酸酶的未表征的推定2类

CRISPR‑Cas系统家族(Anantharaman  et  al.,2013)(图2A)。重要的是，它们是迄今为止描

述的最小的2类CRISPR效应子(～930aa)。VI型CRISPR‑Cas13超家族的实例是序列差异的单

一效应子签名核酸酶以及存在两个HEPN结构域。除了这两个RxxxxH  HEPN基序(图3A)之外，

候选效应子与之前描述的Cas13酶没有显著的序列相似性，因此其推定CRISPR核糖核酸酶

的家族被称为VI型Cas13d或VI‑D型(图3B)。

[0577] CRISPR‑Cas13d系统来源于肠驻留的微生物，因此我们试图通过与来自最近大规

模微生物组测序工作中的宏基因组重叠群比对来扩大Cas13d家族。Cas13d蛋白质与没有预

测开放阅读框(ORF)的公开宏基因组序列的比较鉴定出另外的全长系统以及在几个不同的

分支中聚类的多个效应子和阵列片段(图1B)。为了从Cas13d蛋白质家族的不同分支产生全

长Cas13d直向同源蛋白质和基因座，从相关的组装体获得基因组DNA样品we43，并进行靶向

桑格测序(targeted  Sanger  sequencing)，以填补由于测序覆盖不完全而导致的缺口，例

如对于宏基因组直向同源物‘厌氧消化池宏基因组’(Adm)(Treu  et  al.,2016)。
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[0578] Cas13d  CRISPR基因座主要聚集在瘤胃球菌属的良性革兰氏阳性肠道细菌中，并

表现出令人惊讶的CRISPR基因座结构的多样性(图2A)。除了宏基因组AdmCas13d系统以外，

Cas13d系统在其CRISPR基因座内缺乏关键的间隔子获得蛋白质Cas1(Yosef  et  al .,

2012)，突出了没有Cas1或Cas2基因要求的2类CRISPR发现流程的实用性。Cas13D同向重复

序列(DR)在长度和预测二级结构方面是高度保守的(图3C)，其长度为36nt，具有带A/U‑富

含环的8‑10nt的茎，以及在同向重复序列3'端的5'‑AAAAC基序(图3D)。已经显示这一保守

的5'‑AAAAC基序被II型Cas1/2间隔子获得复合物特异性识别(Wright  and  Doudna,2016)。

事实上，可以发现Cas1相对接近于一些Cas13d系统(对于P1E0和Rfx，在10‑30kb内)，而其余

含有Cas13d的细菌在其基因组的其它地方含有Cas1，可能作为另一个CRISPR基因座的部

分。

[0579] 实施例3

[0580] CRISPR‑Cas13d具有双重RNA酶活性

[0581] 为了证明Cas13d重复阵列被转录并被加工成CRISPR向导RNA(gRNA)，将Cas13d 

CRISPR基因座从未培养的瘤胃球菌属样品(Ur)克隆到细菌表达质粒中。CRISPR系统倾向于

形成具有独立表达所必需的调节序列的自足式操纵子(self‑contained  operons)，从而促

进在大肠杆菌中的异源性表达(Gasiunas  et  al .,2012)。RNA测序(Heidrich  et  al .,

2015)揭示了将阵列加工成～52nt成熟gRNA，具有30nt  5'同向重复序列，后接长度范围为

14‑26nt的可变3'间隔子(图2B)。

[0582] 为了在体外表征Cas13d的性质，基于其在大肠杆菌中的稳健重组表达(图4A‑4C)

纯化Eubacterium  sireum  Cas13d蛋白质(EsCas13d)，并发现EsCas13D仅足以将其匹配的

CRISPR阵列加工成组成型向导，而无需另外的辅助核糖核酸酶(图2C，Konermann  et  al.,"

Transcriptome  Engineering  with  RNA‑Targeting  Type  VI‑D  CRISPR  Effectors,"Cell 

173:1‑12,2018的Konermann等人的表S1，其通过引用整体并入本文)，这是一些2类CRISPR‑

Cas系统共有的性质(East‑Seletsky  et  al .,2016；Fonfara  et  al .,2016；Smargon  et 

al.,2017)。而且，使HEPN基序的带正电荷的催化残基(Anantharaman  et  al.,2013)失活

(dCas13d:R295A ,H300A ,R849A ,H854A)不影响阵列加工，表明决定gRNA生物发生的独特

RNase活性类似于Cas13A(East‑Seletsky  et  al.,2016；Liu  et  al.,2017)。

[0583] Cas效应子蛋白通常与成熟gRNA形成二元复合物，以产生RNA向导的监视

(surveillance)核糖核蛋白，其能够切割外来核酸以免疫防御((van  der  Oost  et  al.,

2014)。为了评估Cas13d是否具有可编程的RNA靶向活性(如两个HEPN基序的存在所表明

的)，将EsCas13d蛋白质与阵列或成熟gRNA以及同源的体外转录靶配对。基于RNA测序结果，

选择含有30nt同向重复序列和22nt的中间间隔子长度的成熟gRNA(SEQ  ID  NO:129的核苷

酸6‑36，后接与RNA靶互补的22个碱基)。

[0584] Cas13d能够以依赖于向导序列的方式用未加工的阵列和成熟gRNA有效地切割互

补的靶ssRNA，而不匹配的间隔子序列则消除Cas13d活性(图5A)。用dCas13d置换或在切割

反应中加入EDTA也消除了依赖于向导的RNA靶向，表明Cas13d靶向是依赖于HEPN和Mg2+的

(图5B)。为了确定用于有效的Cas13d靶向的最小间隔子长度，产生了范围从未加工的30nt

长度至10nt的一系列间隔子截短物(图6A)。在21nt间隔子长度以下，切割活性显著降低，证

实了22nt间隔子的选择(图6B)。
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[0585] 已经提出RNA靶向的2类CRISPR系统起到外来RNA传感器的作用(Abudayyeh  et 

al.,2016；East‑Seletsky  et  al.,2016)，其中效应子核酸酶的一般RNA酶活性由向导匹配

的靶触发。为了检验Cas13d的相似特性，在匹配RNA靶的存在下监测二元EsCas13d:gRNA复

合物的RNase活性。经观察，EsCas13d可以被靶RNA激活，以切割旁观者RNA靶(图3C)，尽管相

对于其对互补ssRNA靶标的活性而言效率较低。旁观者切割(bystander  cleavage)是向导

序列和HEPN依赖性的，因为单独存在非匹配的旁观者靶标并不足以诱导切割，而dCas13d的

置换或加入EDTA则消除了活性。这些结果表明，旁观者RNase活性可能是CRISPR获得性细菌

免疫中RNA靶向2类系统的一般性质(图3D)。

[0586] 为了评价Cas13d再编程的普遍性，生成12种拼接互补性RNA靶的向导，并在所有情

形中观察到有效切割(图7A)。Cas13D不能切割ssDNA(图6C)或dsDNA(图6D)形式的ssRNA靶，

表明Cas13d是RNA特异性核酸酶。而且，与要求3'‑H(Abudayyeh  et  al.,2016)或双侧、DR‑

近端5'‑D和3'‑NAN或NNA(Smargon  et  al.,2017)的其它RNA靶向2类系统相比，RNA靶向切

割不依赖于前间隔子(protospacer)侧翼序列(PFS)(图7A)。尽管最初观察到相对于腺嘌呤

PFS的轻微偏差(图6E)，但用恒定向导序列改变靶PFS碱基没有导致靶向效率上的显著差异

(P＝0.768)(图6F)。

[0587] 尽管靶向DNA的2类CRISPR系统(Gasiunas  et  al .,2012；Jinek  et  al .,2012；

Zetsche  et  al.,2015)和一些靶向RNA的1类系统倾向于在相对于靶‑向导双链体的限定位

置处切割(Samai  et  al.,2015；Zhang  et  al.,2016)，Cas13d切割模式相对于不同的靶而

变化(图5A，5C，6H)，并无论向导序列位置而保持显著相似(图7A)。这表明Cas13d可以优先

地切割靶RNA中的特异性序列或结构上可接近的区域。测试Cas13d对在发夹的环区域中含

有可变均聚物重复序列或作为线性单链重复序列的靶的活性。EsCas13d在两种靶结构中均

表现出对尿嘧啶碱基的显著优先性，在所有其它碱基处具有较低但可检测的活性(图7B)。

[0588] Cas酶几乎在所有的古细菌和大约半数细菌中均有发现(Hsu  et  al .,2014；van 

der  Oost  et  al.,2014)，其跨越了很宽范围的环境温度。为了确定Cas13d活性的最优温度

范围，测试16‑62℃的裂解温度条件图谱，并在24‑41℃范围内观察最大活性(图6G，6H)。该

温度范围与广泛的原核和真核宿主相容，表明Cas13d可以适用于不同细胞和生物体中的

RNA靶向。

[0589] 实施例4

[0590] 改造的直向同源物的基于细胞的活性筛选

[0591] 使用Cas13d核酸酶作为哺乳动物细胞中可编程RNA靶向的灵活工具。来自不同细

菌物种的CRISPR直向同源物通常表现出可变的活性(Abudayyeh  et  al .,2017；East‑

Seletsky  et  al.,2017)，尤其是在人细胞中异源性表达后((Ran  et  al.,2015；Zetsche 

et  al.,2017)。在基于真核细胞的mCherry报告筛选中鉴定出高活性Cas13d直向同源物。

[0592] 通过合成来自Cas13d家族内的不同分支的7种直向同源物的人密码子优化形式

(图1B)，生成携带催化活性和HEPN‑失活蛋白质的哺乳动物表达质粒。然后任选地将每种蛋

白质与N‑和C‑端核定位信号(NLS)融合。这些Cas13d效应子设计是HA标记的，并且与两种不

同的向导RNA结构配对，或者具有侧翼为两个同向重复序列的30nt间隔子以模拟未加工的

向导RNA(pre‑gRNA)，或者具有含预计模拟成熟向导RNA的22nt间隔子的30nt同向重复序列

(gRNA)(图8A)。对于每种向导设计，然后将与mCherry转录物互补的四个不同的间隔子序列
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合并，以使靶向效率中潜在的间隔子依赖性变化最小化。在基于人胚肾(HEK)293FT细胞的

报告检验中测定Cas13d敲低mCherry蛋白质水平的能力。

[0593] 转染后48小时，流式细胞术表明，相对于非靶向对照向导，RfxCas13d和AdmCas13d

分别有效地将mCherry蛋白质水平敲低了多达92％和87％(P<0 .0003) (图8B)。相反，

EsCas13d连同RaCas13d和RffCas13d一起在人细胞中表现出有限的活性。而且，HEPN失活的

Rfx‑dCas13d构建物中无一显著影响mCherry荧光，表明了HEPN依赖性敲低(对于所有情形P

>0.43)。通过免疫细胞化学观察到Rfx和AdmCas13d  NLS融合构建物的强烈核转位，而野生

型效应子主要保持在核外(图8C)。

[0594] 以RfxCas13d和AdmCas13d作为先导候选物，我们接下来比较了它们敲低内源性转

录物的能力。为了确定最优的直向同源物和向导结构，系统地检验了Rfx和AdmCas13d构建

物变体靶向β‑1,4‑N‑乙酰基‑氨基半乳糖基转移酶1(B4GALNT1)转录物的能力。在每个条件

下，汇集(pooled)4种含有不同间隔子序列的向导，其拼接B4GALNT1转录物。比起野生型

RfxCas13d和AdmCas13d的两种变体，RfxCas13d‑NLS融合物更加有效地靶向B4GALNT1，而

gRNA和pre‑gRNA均介导有效的敲低(～82％,P<0.0001)(图8D)。因此，选择来自黄化瘤胃球

菌XPD3002株的Cas13d‑NLS进行其余实验(CasRx)。

[0595] 实施例5

[0596] 在人细胞中用CasRx进行可编程RNA敲低

[0597] 由于Cas13d能够处理其自身的CRISPR阵列，因此该性质被用于在简单的单一载体

系统中同时递送多个靶向向导(图9A)。编码四种间隔子的阵列始终通过CasRx促进稳固的

(>90％)RNA敲低(P<0.0001)(图9B)，所述四种间隔子各自拼接mRNA(B4GALNT1和ANXA4)或

核定位lncRNA(HOTTIP和MALAT1)的转录物。

[0598] 通过比较CasRx‑介导的RNA干扰与dCas9‑介导的CRISPR干扰(Gilbert  et  al .,

2014；Gilbert  et  al.,2013)和通过瞬时转染的间隔子序列匹配的shRNA，比较了CasRx与

更成熟的用于转录物敲低或抑制的技术(图9C)。对于基于CRISPRi的抑制，分析了来自之前

报道的用于B4GALNT1的最有效的dCas9向导(Gilbert  et  al .,2014；Zalatan  et  al .,

2015)。在3种内源性转录物中，CasRx在每种情况下均胜过shRNA(11/11)和CRISPRi(4/4)

(图9D)，在48小时后表现出96％的中值敲低，与之相比较，shRNA为65％，CRISPR为53％。此

外，将CasRx的敲低与两种最近描述的Cas13a和Cas13b效应子进行比较(Abudayyeh  et 

al.,2017；Cox  et  al.,2017)(图10A)。在3种基因和8种向导RNA中，CasRx介导了显著大于

LwaCas13a‑msfGFP‑NLS和PspCas13B‑NES的转录物敲低(中值：97％，与之比较，分别为80％

和66％，P<0.0001)(图10B)。

[0599] RNAi由于接合了简单的再靶向原理、可放大的合成、敲低效力和试剂易于递送而

被广泛地用于破坏任何目的基因。然而，可能由于RNAi试剂进入内源性miRNA路径(Doench 

et  al.,2003；Smith  et  al.,2017)，广泛的脱靶转录物沉默始终是关注的问题(Jackson 

et  al.,2003；Sigoillot  et  al.,2012)。与这些报道一致，对用B4GALNT1‑靶向shRNA转染

的人细胞进行RNA测序时，观察到相对于非靶向shRNA的广泛的脱靶转录变化(>500显著脱

靶变化，P<0.01，图9E，9G)。相反，间隔子匹配的CasRx向导RNA的转录组作图揭示，在靶向的

转录物以外，没有显著的脱靶变化(图9F)。这表明体外观察到的中等旁观者切割(图5C)不

会导致哺乳动物细胞中可观察到的脱靶转录组扰动(transcriptome  perturbation)。当靶
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向ANXA4时观察到类似的模式(图11A‑11B)，shRNA靶向导致900个以上的显著脱靶变化，与

之相比，使用CasRx为零(图9G)。

[0600] 为了证实CasRx干扰是广泛适用的，选择了一组11个在癌症、细胞信号传导和表观

遗传调节中具有不同作用的其它基因，并筛选每个基因3个向导。CasRx持续地介导高水平

的基因间转录物敲低，中值降低为96％(图9H)。每个所测试的向导介导至少80％的敲除，强

调了CasRx系统对RNA干扰的一致性。

[0601] 实施例6

[0602] 用dCasRx进行剪接同种型改造

[0603] 用CasRx靶向RNA的实验揭示，靶RNA和蛋白质敲低依赖于HEPN结构域的催化活性

(图8B,5B)。当与无催化活性的dCasRx配对时，用CasRx介导有效敲低的相同向导序列则不

能显著降低mCherry水平(图8B)，表明dCasRx靶向mRNA的编码部分不一定干扰蛋白质翻译。

这一观察结果表明了利用dCasRx靶向转录物内的特定编码和非编码元件以研究和操纵RNA

的可能性。为了验证这一概念，通过产生剪接效应子扩大dCasRx系统的效用。

[0604] 可变剪接通常通过pre‑mRNA中的顺式作用元件与正或负反式作用剪接因子的相

互作用来调节，上述反式作用剪接因子可以介导外显子包涵或排斥(Matera  and  Wang ,

2014；Wang  et  al.,2015)。据推断，与这些基序结合的dCasRx对靶向同种型扰动可能是足

够的。为了概念验证，在含有位于mTagBFP2上游的DsRed的双色剪接报告子中，在可变剪接

的外显子之后的两个不同的阅读框中鉴定出不同的剪接元件((Orengo  et  al.,2006)(图

12A)。该第二外显子的包涵或排斥切换(toggles)阅读框和产生的荧光，有助于通过流式细

胞术定量读出剪接模式。为了介导外显子跳跃，设计了四种向导RNA，以靶向内含子分支点

核苷酸、剪接受体位点、推定外显子剪接增强子和外显子2的剪接供体。

[0605] 负剪接因子的一个广泛家族是高度保守的异种核内核糖核蛋白(hnRNP)，其通常

经由的富含甘氨酸的C‑端结构域抑制外显子包涵(Wang  et  al .,2015)。用dCasRx和与

hnRNP  Pa1(丰度最高的hnRNP家族成员之一)的富含Gly的C‑端结构域的改造融合物来靶向

剪接报告子(图12B)。

[0606] 向导位置似乎是改造的外显子跳跃效率的主要决定因素。尽管相对于非靶向的向

导，每个向导位置介导了外显子排斥的显著增加(在所有情况下P<0.0001)，但靶向剪接受

体导致了最有效的外显子排斥(对于单独的dCasRx，从8％的基础跳跃增加至65％，对于

hnRNPa1融合物，增加至75％)。通过比较，dLwaCas13a‑msfGFP‑NLS在所有四个位置上介导

了显著较低水平的外显子跳跃(对于剪接受体向导，19％的跳跃)(图10C和10D，P<0.0001)。

[0607] 比起各个单独的向导，同时用CRISPR阵列靶向所有4个位置实现了更高水平的外

显子跳跃(对于dCasRx为81％，对于hnRNPa1融合物为85％，与SA向导相比较，P<0.006)(图

12B)。这些结果表明，dCasRx允许通过改变向导位置来调节同种型的比率，并表明它可以在

人细胞中用作有效的RNA结合模块以靶向和操纵特异性RNA元件。

[0608] 实施例7

[0609] dCasRx病毒递送至额颞叶痴呆的神经元模型

[0610] 与Cas9(取决于亚型，～1100aa至～1400aa，具有紧凑的异常物(outliers)，例如

CjCas9或SaCas9)、Cas13a(1250aa)、Cas13b(1150aa)和Cas13c(1120aa)相对比，Cas13d家

族的长度平均为930个氨基酸(图3B)(Chylinski  et  al.,2013；Cox  et  al.,2017；Hsu  et 
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al.,2014；Kim  et  al.,2017；Shmakov  et  al.,2015；Smargon  et  al.,2017)。尽管腺相关

病毒(AAV)由于其范围广泛的衣壳血清型、低水平的插入诱变和缺乏明显的致病性而成为

用于转基因递送和基因治疗的通用载体，但其有限的包装能力(～4.7kb)使得有效递送许

多单一效应子CRISPR酶具有挑战性(Abudayyeh  et  al.,2017；Ran  et  al.,2015；Swiech 

et  al.,2015)。Cas13d效应子的尺寸显著地小，使得其独特地适合于使用CRISPR阵列、任选

的效应子结构域和必需的表达或调控元件进行一体化(all‑in‑one)AAV递送(图12C)。

[0611] 连锁于染色体17(FTDP‑17)伴帕金森征的额颞叶痴呆是由编码tau的基因MAPT中

的多样点突变造成的常染色体显性遗传的主要神经退行性疾病。tau在人神经元中以两种

主要的同种型存在，4R和3R，它们的区别在于存在或不存在tau外显子10，因此含有4或3个

微管结合结构域。在FTDP‑17以及其它tau蛋白病中，这两种同种型的平衡通常受到干扰，驱

动神经退化的进展(Boeve  and  Hutton,2008)。一些形式的FTD由MAPT外显子10后的内含子

中的突变造成，其破坏内含子剪接沉默子，并提高4R  tau的表达(Kar  et  al.,2005)，从而

诱导病理变化(Schoch  et  al.,2016)。

[0612] 据推断，靶向MAPT外显子10的dCasRx可以诱导外显子排斥，以减轻异常调节的4R/

3R  tau比率。将来源于患者的人诱导多能干细胞(hiPSC)经由Neurogenin‑2定向分化2周分

化成皮质神经元(Zhang  et  al.,2013)。然后将有丝分后神经元用携带与重复阵列配对的

dCasRx(图12D)的AAV1转导，所述重复阵列含有3个靶向外显子10剪接受体和两个推定外显

子剪接增强子的间隔子(图12E)。dCasRx‑介导的外显子排斥能够将4R/3R  tau相对比率相

对于BFP载体对照降低近50％(图12F)，并降低至与未受影响的对照神经元相似的水平，这

证明CasRx可以经由AAV递送用于原代细胞类型中的转录调节。

[0613] 实施例8

[0614] 使用Cas13d在人细胞中进行RNA靶向

[0615] 使用活性Cas13d核酸酶可以在人细胞中靶向RNA。作为概念验证，将人U‑2OS骨骨

肉瘤细胞用mCherry报告子稳定地整合，并用编码人密码子优化的Cas13d和靶向mCherry转

录物的向导RNA的质粒转染(图13)。

[0616] Cas13d蛋白质还与N‑和C‑端NLS序列(对于N‑端NLS，SPKKKRKVEAS ,SEQ  ID  NO:

256；对于C‑端NLS，GPKKKRKVAAA ,SEQ  ID  NO:258)融合，以理解核定位是否可以影响

mCherry敲低(这些记作2x  NLS构建物)。在具有U6启动子的载体中提供向导RNA，该U6启动

子与36nt  DR‑30nt间隔子‑36nt  DR序列可操作连接(其模拟未加工的CRISPR向导阵列(记

作DR36))，或者与30nt  DR‑22nt间隔子可操作连接，以模拟经加工的成熟gRNA(记作gRNA)。

推测DR36构建物在细胞内被Cas13d加工为成熟gRNA。DR36或gRNA分子中的间隔子序列与

mCherry靶RNA(中靶(on‑target)mCherry)互补，或者加以计算优化以避免与mCherry或任

何内源性人转录物互补(非靶向mCherry)。

[0617] 将mCherry敲低通过流式细胞术加以定量，并归一化为转染对照。通过流式细胞

术，非靶向的mCherry向导并未影响mCherry蛋白质水平，据推测是因为mCherry转录物没有

被靶向。然而，与4种不同的Cas13d直向同源物配对的中靶mCherry向导表现出显著的

mCherry敲低(图13)。“XPD”是指产黄瘤胃球菌XPD3002  Cas13d；“P1E0”是指肠道宏基因组

P1E0  Cas13d；“AnDig”是指厌氧消化池肠道宏基因组Cas13d。“未培养”指未培养的瘤胃球

菌属Cas13d。
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[0618] 实施例9

[0619] 使用Cas13d进行体内RNA靶向

[0620] 可以在小鼠癌症模型中靶向RNA。为了观察小鼠中哪些细胞在表达EGFR，设计包括

一个或多个与小鼠EGFR互补的间隔子区域的向导RNA，并将其与具有突变HEPN结构域的

Cas13d(例如SEQ  ID  NO:2或4)和生物素标记物组合。将gRNA和Cas13d编码序列克隆到病毒

载体(例如慢病毒)中，其用于以确保100％感染率的滴度通过尾静脉注射感染小鼠。向小鼠

施用荧光链霉亲和素标记物。将表达EGFR的细胞可视化，并用适当的激发频率进行荧光标

记检测。另外可选地，Cas13d以其活性形式在体内递送，以介导靶敲低。

[0621] 实施例10

[0622] 癌症的治疗

[0623] 具有组织学证实的1期EGFR+乳腺癌的人受试者可以用公开的方法治疗。在接受肿

瘤切除手术之后，为每个受试者施用包括活性Cas13d或在HEPN结构域中突变的Cas13d蛋白

质(例如SEQ  ID  NO:2或4)、靶向EGFR的向导RNA和毒素的复合物。监测被治疗的个体的乳腺

癌复发。

[0624] 实施例11

[0625] HIV感染的治疗

[0626] 具有HIV感染的人受试者可以用公开的方法治疗。为每个受试者施用包括活性

Cas13d或在HEPN结构域中突变的Cas13d蛋白质(例如SEQ  ID  NO:2或4)、靶向HIV  Nef蛋白

质的向导RNA和毒素的构建物。监测被治疗的个体的HIV进展。

[0627] 实施例12

[0628] 亨廷顿病的治疗

[0629] 具有亨廷顿病的人受试者可以用公开的方法治疗。为每个个体施用包括Cas13d、

靶向亨廷顿突变的向导RNA的构建物。监测被治疗的个体的疾病进展。

[0630] 实施例13

[0631] 使用Cas13d进行可变剪接

[0632] Cas13d剪接效应子可以用于治疗性蛋白质恢复(例如由突变或缺失引起)、经由移

码诱导(frameshift  induction)的基因敲低、调节或恢复所需的同种型比例、或者诱导所

需的显性剪接同种型(图14)。可变剪接通常通过pre‑mRNA中的顺式作用元件与正或负反式

作用剪接因子的相互作用来调节，其可以介导外显子包涵或排斥。dCas13d和Cas13d，任选

地与正或负剪接因子融合，可以用作剪接效应子，其靶向pre‑mRNA中的所述顺式作用元件

以操纵剪接。这些元件可以包括外显子剪接增强子或抑制子(suppressor)、内含子剪接增

强子或抑制子、剪接受体和剪接供体位点，以及更通常地，在特定pre‑mRNA、mRNA或其他RNA

种类例如非编码RNA、tRNA、miRNA等上的蛋白质‑或RNA‑相互作用基序或元件。

[0633] 此外，基于Cas13d的剪接效应子的作用可以是向导位置依赖性的。这可以被用于

经由位阻、阻断、募集或效应子介导的相互作用而扰乱或发现RNA转录物中的特定基序或位

点，例如蛋白质结合位点。例如，可以干扰非编码RNA和特定染色质重构复合物之间的相互

作用。核糖体结合位点和其它元件的接近可以在5'或3'UTR中被阻断(或募集适当的效应子

结构域)，以减少、增加或以其它方式操纵翻译。

[0634] 靶向Cas13d向导或者拼接Cas13d向导与pre‑mRNA可以用于发现或定位新的顺式
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作用元件，例如内含子或外显子剪接增强子。这已经在肌萎缩蛋白基因的治疗背景中被用

于最优反义寡核苷酸的定位，并且也可以用于最优Cas13d的定位。这也可以用于定位

(map)、掩蔽或干扰RNA代码或其它顺式作用元件，以影响运输和定位、染色质重构、聚腺苷

酸化、RNA稳定性和半衰期或无义介导的衰变水平。

[0635] 在一实例中，靶向RNA允许改变靶RNA的剪接。剪接受体和/或供体位点的直接结合

以及剪接效应子结构域都可以用于操纵剪接。例如，通过使用具有突变的HEPN结构域的

dCas13d蛋白质(例如，SEQ  ID  NO:2或4)、含有至少一个对靶RNA特异的间隔子序列的向导

RNA和任选的影响剪接的效应子结构域(例如SRSF1的RS富含结构域、hnRNPA1的Gly富含结

构域、RBM4的丙氨酸富含基序或者DAZAP1的脯氨酸富含基序)，可以实现RNA的可变剪接。

[0636] 在一些实例中，这样的方法用于外显子包涵，例如，包含酸性α‑葡糖苷酶(GAA)的

外显子2以治疗脊髓性肌肉萎缩症(SMA)。在一些实例中，这样的方法用于外显子排斥，例

如，恢复肌萎缩蛋白的阅读框以治疗杜氏肌营养不良；将Bcl‑x  pre‑mRNA的剪接从抗凋亡

的长同种型转变成促凋亡的短同种型以治疗癌症；转变MAPT转录物的剪接以影响3R和4R 

tau的比率；或者在儿童早衰症(Hutchinson‑Gilford  progeria  syndrome)或其他遗传性

衰老疾病的情形中操纵层黏连蛋白A转录物的剪接。

[0637] 在一些实例中，该方法使用任选地具有突变的HEPN结构域的Cas13d蛋白质，以掩

蔽剪接受体或供体位点，例如，以产生新生抗原，使冷肿瘤变热。通过影响某些靶pre‑mRNA

的剪接，该方法可以产生新的外显子‑外显子连接，其可以导致在癌细胞中产生新生表位。

这可以由于非天然抗原的展示而使癌细胞易受免疫系统攻击。在其它实例中，该方法可以

用于动态地操纵同种型比率或恢复蛋白质(例如，杜氏肌营养不良症的肌营养不良蛋白)的

阅读框。

[0638] 实施例14

[0639] Cas3d的AAV递送

[0640] 如以上实施例中所述，Cas13d可以有效地包装到AAV中，以介导不易于质粒递送的

细胞类型中的表达或者用于Cas13d的体内递送。核酸酶活性Cas13d的AAV递送可以用于介

导目的细胞类型中的RNA靶敲低。由于与其他的单一效应子CRISPR核酸酶相比Cas13d的尺

寸小，Cas13d可以与向导RNA或者含有多个向导RNA的阵列一起包装在单一AAV载体中。

[0641] 实施例15

[0642] 用Cas3d进行基于核酸的诊断

[0643] 在细胞的背景下Cas13d酶可以用于基于核酸的诊断，其使用来源于细胞的无细胞

裂解物或者含有改造的Cas13d酶和向导RNA的无细胞系统，以有利于形成核糖核蛋白复合

物。所述向导RNA可以pre‑向导RNA、成熟向导RNA或者含有一个或多个间隔子序列的阵列的

形式的提供。组件还可以经由体外转录/翻译系统以编码Cas13d酶的DNA或RNA前体以及适

当的向导RNA设计的形式提供，以有利于产生必需的组件。诊断试剂盒的这些组件包括“传

感器”模块。

[0644] 这样的方法可以用于确定测试样品中是否存在靶RNA。这样的方法还可以用于检

测病原体，例如病毒或细菌，或者诊断疾病状态，例如癌症(例如，其中靶RNA对特定微生物

或疾病有特异性)。这样的方法还可以用于测试环境样品或农业样品例如种子或土壤的纯

度或同一性。
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[0645] “传感器”模块则将会用RNA形式的测试样品激发。所述测试样品可以是，但不限

于，例如经由体外转录转化成RNA的基因组DNA样品或者直接的RNA样品。这些样品可以提取

自生物样品，例如患者样品(例如，细胞、组织、血液、血浆、血清、唾液、尿、肿瘤活检、无细胞

DNA或RNA、外来体、载体囊泡或颗粒)和环境样品(例如，土壤、水、空气、种子或植物样品)。

在提高诊断灵敏度的实施方式中，样品中的核酸分子使用扩增技术来扩增，例如聚合酶链

式反应、重组酶聚合酶扩增、环介导等温扩增、基于核酸序列的扩增、链置换扩增、滚环扩

增、连接酶链式反应和其他扩增技术(例如，使用等温扩增的扩增技术)。所述扩增技术可以

任选地使用核酸转换技术，例如使用随机化引物或靶向引物的转录或逆转录。

[0646] 如果传感器模块在测试样品中识别出同源靶，其将会激活RNA酶活性。该RNA酶活

性可以通过使用可检测标记物来检测。在一实例中，可检测标记物包括与荧光团和淬灭剂

连接的RNA。完整的可检测RNA连接荧光团和淬灭剂，抑制荧光。一旦可检测RNA被Cas13d切

割，荧光团从淬灭剂中释放，并表现出可检测的荧光活性。

[0647] 在另一实例中，报告RNA的切割释放出非荧光分子，其可以转化成可见的信号(例

如，肉眼可见)。在一实例中，报告RNA的切割释放出可以经由侧向层析(lateral  flow)检测

的分子。可以通过侧向层析检测的分子是任何可以被抗体特异性结合的分子。在一实例中，

Cas13蛋白质连同检测靶的向导RNA以及与报告分子缀合的报告RNA可以作为单一系统以干

燥测试条形式递送。与测试样品一起孵育后，Cas1Cas13d蛋白质a3d、向导RNA和报告RNA在

RNA靶的存在下发生再水合。Cas13d蛋白质将会切割报告RNA，导致报告分子经由侧向层析

在测试条中迁移，并通过与定位在此处的抗体结合而产生阳性测试线信号。这种不要求专

门(冷冻)储存的耐储藏干燥检测系统，例如，在以下情形中可以证明是有优势的：其中靶

RNA或DNA的检测在集中的实验室设施外部进行，例如，医务室、医院、药房、野外工作中、农

业环境中等。

[0648] Cas13d在很宽的温度范围内是活性的，使得这种受控实验室环境外的应用变得可

行。

[0649] 实施例16

[0650] Cas13d作为RNA或体外转录为RNA的DNA的诊断剂

[0651] Cas13d能够在最小的体外诊断系统中将匹配的靶RNA的存在转化成可见的信号。

图15A‑15D(A)在结合匹配向导RNA的间隔子序列的靶后，Cas13d转化成活性RNA酶复合物。

它能够切割gRNA‑互补靶RNA或非互补的旁观者RNA。(B)Cas13d的靶依赖性RNA酶活性例如

可以通过切割标记的检测RNA而转化成可检测的信号，上述检测RNA仅在匹配Cas13d向导

RNA的间隔子的靶的存在下被切割。在本实施例中，检测RNA含有荧光团‘F’和消除荧光的淬

灭剂‘Q’。仅在旁观者RNA切割后，荧光团从淬灭剂释放并产生荧光。(C)来自惰性真杆菌的

Cas13d仅在存在完美匹配的靶、且不存在不同的错配靶的情况下产生可见的信号。(D)来自

黄化瘤胃球菌XPD3002株的Cas13d仅在存在完美匹配的靶、且不存在不同的错配靶的情况

下产生可见的信号。

[0652] 因此，本文公开的系统可以是可以用于诊断的侧向层析装置(或其他固相载体)的

部分。RNA或DNA序列的存在可以转化成信号，然后通过常规侧向层析检测所述信号。

[0653] 实施例17

[0654] Cas13d修饰
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[0655] 图16A‑16B,Cas13d适合多种修饰，所述修饰包括在直向同源物中具有低保守性的

区域的截短。图16A中的Cas13d直向同源物的比对示出具有高保守性(绿色条)和低保守性

(红色条)的区域。

[0656] 实施例18

[0657] 体内靶向转录物

[0658] 使用以下不同的nCas1直向同源物在体内靶向细菌细胞中的ccdB基因：惰性真杆

菌nCas1(Es_nCas1；SEQ  ID  NO:1)；具有突变的HEPN结构域的惰性真杆菌nCas1(Es_

nCas1HEPN‑/‑；SEQ  ID  NO:2)；未培养的瘤胃球菌属nCas1(uncul_nCas1；SEQ  ID  NO:3)和

具有突变的HEPN结构域的未培养的瘤胃球菌属nCas1(uncul_nCas1  HEPN‑/‑；SEQ  ID  NO:

4)(图17A)。将化学感受态大肠杆菌(BW25141‑DE3株)细胞用以下转化：(1)阿拉伯糖‑诱导

型ccdB质粒，和(2)第二质粒(靶向载体)，其携带相容的复制起点、nCas1蛋白质编码序列和

含有4个靶向ccdB转录物的间隔子序列的nCas1向导阵列(图17A)。

[0659] 1.靶向ccdB的人工惰性真杆菌nCas1阵列

[0660] a.GAACUACACCCGUGCAAAAAUGCAGGGGUCUAAAACUAACGGCUCUCUCUUUUAUAGGUGUAAACC

GAACUACACCCGUGCAAAAAUGCAGGGGUCUAAAACCUUUAUCUGACAGCAGACGUGCACUGGCCAGAACUACACC

CGUGCAAAAAUGCAGGGGUCUAAAACCAUCAUGCGCCAGCUUUCAUCCCCGAUAUGGAACUACACCCGUGCAAAAA

UGCAGGGGUCUAAAACUAAUGGCGUUUUUGAUGUCAUUUUCGCGGUCCGCUGA(SEQ  ID  NO:261)

[0661] i.完整的36nt同向重复：

[0662] GAACUACACCCGUGCAAAAAUGCAGGGGUCUAAAAC(SEQ  ID  NO:262)

[0663] ii.间隔子1:UAACGGCUCUCUCUUUUAUAGGUGUAAACC(SEQ  ID  NO:263)

[0664] iii.间隔子2:CUUUAUCUGACAGCAGACGUGCACUGGCCA(SEQ  ID  NO:264)

[0665] iv.间隔子3:CAUCAUGCGCCAGCUUUCAUCCCCGAUAUG(SEQ  ID  NO:265)

[0666] v.间隔子4:UAAUGGCGUUUUUGAUGUCAUUUUCGCGGUCCGCUGA(SEQ  ID  NO:266)

[0667] 2.靶向ccdB未培养的人工瘤胃球菌属nCas1阵列

[0668] a.CUACUACACUGGUGCAAAUUUGCACUAGUCUAAAACUAACGGCUCUCUCUUUUAUAGGUGUAAACC

CUACUACACUGGUGCAAAUUUGCACUAGUCUAAAACCUUUAUCUGACAGCAGACGUGCACUGGCCACUACUACACU

GGUGCAAAUUUGCACUAGUCUAAAACCAUCAUGCGCCAGCUUUCAUCCCCGAUAUGCUACUACACUGGUGCAAAUU

UGCACUAGUCUAAAACUAAUGGCGUUUUUGAUGUCAUUUUCGCGGUCCGC(SEQ  ID  NO:267)

[0669] i.完整的36nt同向重复:

[0670] CUACUACACUGGUGCAAAUUUGCACUAGUCUAAAAC(SEQ  ID  NO:268)

[0671] ii.间隔子1:UAACGGCUCUCUCUUUUAUAGGUGUAAACC(SEQ  ID  NO:269)

[0672] iii.间隔子2:CUUUAUCUGACAGCAGACGUGCACUGGCCA(SEQ  ID  NO:270)

[0673] iv.间隔子3:CAUCAUGCGCCAGCUUUCAUCCCCGAUAUG(SEQ  ID  NO:271)

[0674] v.间隔子4:UAAUGGCGUUUUUGAUGUCAUUUUCGCGGUCCGCUGA(SEQ  ID  NO:272)

[0675] 3.靶RNA(ccdB序列)

[0676] a.AUGCAGUUUAAGGUUUACACCUAUAAAAGAGAGAGCCGUUAUCGUCUGUUUGUGGAUGUACAGAGU

GAUAUUAUUGACACGCCCGGGCGACGGAUGGUGAUCCCCCUGGCCAGUGCACGUCUGCUGUCAGAUAAAGUCUCCC

GUGAACUUUACCCGGUGGUGCAUAUCGGGGAUGAAAGCUGGCGCAUGAUGACCACCGAUAUGGCCAGUGUGCCGGU

CUCCGUUAUCGGGGAAGAAGUGGCUGAUCUCAGCCACCGCGAAAAUGACAUCAAAAACGCCAUUAACCUGAUGUUU
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UGGGGAAUA(SEQ  ID  NO:273)

[0677] i.间隔子1靶：GGUUUACACCUAUAAAAGAGAGAGCCGUUA(SEQ  ID  NO:274)

[0678] ii.间隔子2靶：UGGCCAGUGCACGUCUGCUGUCAGAUAAAG(SEQ  ID  NO:275)

[0679] iii.间隔子3靶：CAUAUCGGGGAUGAAAGCUGGCGCAUGAUG(SEQ  ID  NO:276)

[0680] iv.间隔子4靶：ACCGCGAAAAUGACAUCAAAAACGCCAUUA(SEQ  ID  NO:277)

[0681] v.dCas9靶(下划线):UUAUCGUCUGUUUGUGGAUG(SEQ  ID  NO:259)

[0682] 将转化的细菌铺板在2mM阿拉伯糖板上，以诱导ccdB表达，并24小时之后收获。用

Trizol提取总RNA，然后进行随机六聚体介导的逆转录和基于Taqman探针的qPCR。

[0683] 每种nCas1蛋白质中两个HEPN结构域的突变均没有表现出对ccdB的靶向(图17B,

HEPN‑/‑)，而活性的野生型nCas1蛋白质敲低了ccdB的表达(图17B ,Es_nCas1；uncul_

nCas1)。由于通过结合转录起始位点下游的DNA序列的dCas9‑(无催化活性的或“死亡的”

Cas9)‑介导的转录抑制是目前本领域的标准，我们通过将dCas9靶向ccdB启动子以抑制

ccdB基因的转录对该检验进行验证。总之，该数据证明了靶转录物在原核细胞内以HEPN结

构域依赖性方式在体内发生向导RNA特异性降解。

[0684] 实施例19

[0685] Cas13d直向同源物减少在人细胞中的表达

[0686] 测试50种不同的Cas13d直向同源物(其中一些包括NLS标签SPKKKRKVEAS  SEQ  ID 

NO:256和GPKKKRKVAAA  SEQ  ID  NO:25，或两个HIV  NES序列(LQLPPLERLTL,SEQ  ID  NO:287,

参见表1)在293细胞中降低mCherry或内源性CD81表达的能力。

[0687] 细胞培养

[0688] 在补充有10％FBS(GE  Life  Sciences)和10mM  HEPES的DMEM(4.5g/L葡萄糖)中，

在37℃、5％CO2条件下维持人胚肾(HEK)细胞系293FT(Thermo  Fisher)。达到80‑90％汇合

后，使用TrypLE  Express(Life  Technologies)解离细胞，并以1:2的比率传代。

[0689] 人细胞系的瞬时转染

[0690] 将Cas13d直向同源物克隆到常见的表达骨架中，该表达骨架的侧翼为两个HIV 

NES序列(SEQ  ID  NO:287)或两个SV40  NLS序列(SPKKKRKVEAS ,SEQ  ID  NO:256和

GPKKKRKVAAA,SEQ  ID  NO:25)，和T2A‑连接的EGFP。将靶向CD81的间隔子克隆到向导表达构

建物中，其中两个间隔子的阵列由U6启动子驱动。

[0691] 在瞬时转染之前，将HEK  293FT细胞以20,000细胞/孔的密度铺板到96‑孔板中，并

根据制造商的方案，使用Lipofectamine2000(Life  Technologies)，在>90％汇合下用

200ng  Cas13表达质粒和200ng  gRNA表达质粒进行转染。转染后72小时收获转染的细胞用

于流式细胞术。

[0692] 流式细胞术

[0693] 在通过流式细胞术分析之前，将293FT细胞在室温下在FACS缓冲液(1X  DPBS‑/‑ ,

0.2％BSA,2mM  EDTA)中用Human  Trustain  FcX封闭液(Biolegend)封闭10分钟。然后将细

胞在冰上用α‑CD81‑APC(293FT为1:400 ,Miltenyi  Biotec)或REA293(S)同种型对照

(Miltenyi  Biotec)抗体染色15分钟。使用MACSQuant  VYB(Miltenyi  Biotec)以96孔板格

式进行流式细胞术，并使用FlowJo  10进行分析。

[0694] 如表1所示，若干直向同源物具有显著的敲低活性(即，敲低效率数值较低)。在表1
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中，(trunc)表示具有非保守N端截短的直向同源物的形式。NES表示具有双重融合物(SEQ 

ID  NO:287)的直向同源物，NLS表示具有双重SV40  NLS融合物(SEQ  ID  NO:256和25)的直向

同源物。

[0695] 表1：人细胞中Cas13d直向同源物的mCherry活性筛选

[0696]
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[0697]
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[0698]

[0699] 以相对mCherry表达(敲低效率)相对直向同源物的大小，对表1中的数据进行作

图，并与CasRx(SEQ  ID  NO：280)比较。如图19A所示，三种直向同源物(Ga0531‑NLS、k87‑NES

和Ga7274‑NLS，分别为SEQ  ID  NO：235、189和198)显示出与CasRx变体(SEQ  ID  NO：280)相

当的活性。

[0700] 测试了表1和图19A中所示的25种活性最高的直向同源物在HEK293细胞中降低内

源性基因CD81表达的能力。如图19B所示，CasRx变体RfxCas13d‑NLS(SEQ  ID  NO：280)表现

出最高水平的敲低，若干其他直向同源物表现出对该内源性靶>75％的敲低。

[0701] 对五种表现出>70％敲低的直向同源物的分析表明，与具有低活性(<50％敲低)的

Cas13d直向同源物相比，以下共有基序在人细胞的具有高活性的Cas13d直向同源物中以较

高的频率存在。因此，本文提供了具有这种共有基序的Cas13d蛋白质(例如包括SEQ  ID  NO：

288、289、290或291的蛋白质序列，以及编码这些蛋白质的核酸，编码这些核酸的载体，和使

用这些蛋白/核酸的方法)：

[0702] 1 .L‑[DE]‑G‑K‑E‑I‑N‑x‑[LM]‑x‑[CST]‑[ANST]‑L‑I‑x‑K‑F‑[DE]‑[GN]‑I‑x‑

[ADS]‑[FIL]‑x‑[DEHK]‑[AILV](SEQ  ID  NO:288)

[0703] 2.R‑N‑[FY]‑I‑[AIL]‑x‑N‑V‑[ILV]‑x‑[NS]‑x(2)‑F‑x‑Y‑[ILV]‑[AIV]‑[KR]‑

[HY]‑x(2)‑[PT]‑x(3)‑[HKR]‑x‑[IL]‑x(2)‑N‑x(2)‑[ILV]‑x(2)‑[FY]‑V‑L‑x(2)‑[ILM]‑

[AGP]‑[DE]‑x(4)‑[NQRS](SEQ  ID  NO:289)

[0704] 3.L‑x‑[LM]‑[ST]‑[IV]‑x‑Y‑x(3)‑K‑[NS]‑[ILM]‑V‑x‑[IV]‑N‑[AST]‑R‑[FY]‑x

(2)‑[AG]‑[FY]‑x‑[ACV]‑[LV]‑E‑R‑D‑x(2)‑[FL](SEQ  ID  NO:290)

[0705] 4 .P‑F‑[AGS]‑Y‑[CNV]‑x‑[AP]‑R‑[FY]‑K‑N‑L‑[ST]‑x‑[EN]‑x‑L‑F‑x‑[DKR]‑

[DEN](SEQ  ID  NO:291)
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[0706] 实施例20

[0707] CasRx与PspCas13b‑NES的敲低活性比较

[0708] 将CasRx(RfxCas13d‑NLS设计；SEQ  ID  NO:280)在293FT细胞中敲低内源性CD81蛋

白质表达的能力与PspCas13b‑NES(参见Cox  et  al .,Science .2017Nov  24；358(6366):

1019‑1027)进行比较。培养293FT细胞，将其瞬时转染，并在三天之后，使用流式细胞术检测

CD81表达，如实施例19所述。

[0709] 如图20所示，CasRx(SEQ  ID  NO:280)在相等的蛋白质水平下表现出显著较高的活

性(如通过Cas13‑GFP表达所测量的)，表明每个酶单位的活性较高，因此，达到生物学/药学

上相关的敲低水平要求的剂量较低。此外，CasRx显著小于PspCas13b。CasRx的小尺寸以及

较低剂量下的高活性使得其可用于治疗递送。

[0710] 实施例21

[0711] 缺失对Cas13d直向同源物的影响

[0712] 缺失对Cas13d直向同源物的影响测试如下。简言之，将氨基酸(aa)缺失改造为两

种不同的Cas13d直向同源物Ga‑531(SEQ  ID  NO:235)和RfxCas13d(SEQ  ID  NO:280)中。氨

基酸缺失在N‑端、C‑端或在内部进行。基于其在Cas13d直向同源物之间的低保守性选择截

短的区域(例如，参见图18A‑18MMM)。在单一蛋白质中进行至多50aa的缺失。产生的蛋白质

序列示于表2中。

[0713] 表2：Cas13d突变(黑体＝NLS/NES标签，下划线＝插入的接头序列；斜体＝侧翼序

列)
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[0720]

[0721] 培养293FT细胞，将其瞬时转染，并在三天之后，使用流式细胞术检测CD81表达，如

实施例19所述。

[0722] 如图21所示，在低保守区域中含有缺失的Cas13d直向同源物CasRx和Ga0531在人

HEK  293FT细胞中保持敲低活性。基于这些结果，可以使用本文提供的序列比对，对本文提

供的其他Cas13d直向同源物进行类似的缺失。

[0723] 实施例22

[0724] dCas13d介导的剪接

[0725] 若干表现出高水平蛋白质敲低(参见实施例19‑20)的Cas13d直向同源物(天然的

和截短的变体，参见实施例21)指导剪接的能力测试如下。将Cas13d直向同源物(具有突变

的HEPN结构域以消除靶RNA切割)靶向双色蓝至红剪接报告子的切片受体位点，以介导外显

子排斥(如通过mTagBFP2表达的降低所测量的)。培养293FT细胞，将其瞬时转染，并在三天

之后，使用流式细胞术检测CD81表达，如实施例19所述。

[0726] 如图22所示，即使是具有高水平内源性蛋白质敲低(>70％CD81蛋白质敲低)的直

向同源物，剪接调节在一些情形中也是不足的。但是，dCasRx(SEQ  ID  NO:280)、dCasRx‑

del13(SEQ  ID  NO:285)和dGa7274(SEQ  ID  NO:198)均表现出良好的剪接活性。这三个序列

比较地密切相关，享有>70％的序列同一性。因此，可以使用Cas13d直向同源物例如CasRx和

截短的CasRx变体如CasRx‑del13来调节剪接。

[0727] 实施例23

[0728] 使用Cas13d进行RNA编辑

[0729] 该实施例描述使用Cas13d在人细胞中编辑RNA表达。

[0730] 细胞培养

[0731] 在补充有10％FBS(GE  Life  Sciences)和10mM  HEPES的DMEM(4.5g/L葡萄糖)中，

在37℃、5％CO2条件下维持人胚肾(HEK)细胞系293FT(Thermo  Fisher)。达到80‑90％汇合

后，使用TrypLE  Express(Life  Technologies)解离细胞，并以1:2的比率传代。

[0732] dCas13d‑ADAR哺乳动物表达构建物的克隆
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[0733] 如图23A中所示，将dCas13b和dCas13d编码序列克隆到哺乳动物表达载体中，该表

达载体具有与ADAR2DD(T375G)的N‑或C‑端融合以及C‑端NLS或NES序列(例如，参见SEQ  ID 

NO:286)。将用来评估dCas13‑ADAR融合物的A到I  RNA编辑的EGFP报告子被改造成在色氨酸

57处含有提前终止密码子(W57X)，并通过P2A肽接头与mCherry连接。设计靶向该EGFP报告

子的向导，其具有可变的间隔子长度，并在距离同向重复序列的指定距离处具有A‑C错配

(RfxCas13d为5’，PspCas13b为3’)。

[0734] 人细胞系的瞬时转染

[0735] 在瞬时转染之前，将HEK  293FT细胞以20,000细胞/孔的密度铺板到96‑孔板中，并

根据制造商的方案，使用Lipofectamine2000(Life  Technologies)，在>90％汇合下用

500ng具有40ng  EGFP(W57X)报告质粒和不同摩尔比的dCas13d‑ADAR载体和向导表达载体

的总质粒DNA进行转染。转染后48小时收获转染的细胞用于流式细胞术。

[0736] 流式细胞术

[0737] 转染后48小时将细胞用TrypLE  Express解离，重悬于FACS缓冲液(1X  DPBS‑/‑ ,

0.2％BSA,2mM  EDTA)中。使用MACSQuant  VYB(Miltenyi  Biotec)在96孔板格式下进行流式

细胞术，并使用FlowJo10进行分析。分析结果代表BFP+(表达dCas13d‑ADAR‑P2A‑mTagBFP2)

和mCherry+(表达mCherry‑P2A‑EGFP(W47X))群落，通过观察表达EGFP的细胞在基线以上

的％对其进行RNA编辑评估。

[0738] 如图23B所示，在GFP报告子中使用Cas13d进行提前终止密码子的靶向A到I的RNA

编辑重新激活了GFP表达，而非靶向的向导则没有导致RNA编辑。图23C提供了基于转染到细

胞中的dCas13d‑ADAR载体的量进行的Cas13d‑介导的RNA编辑效率的定量。

[0739] 实施例24

[0740] Cas13‑介导的反义寡核苷酸的鉴定

[0741] 由于缺乏遗传编码，ASO产生的费力性质以及对化学修饰的频繁需求，有效反义寡

核苷酸(ASO)‑结合位点的发现可能是昂贵的低通量过程。Cas13酶及其变体，例如本文公开

的Cas13d蛋白质和变体，可以用于简化和加速ASO结合位点的鉴定，因为有催化活性或无催

化活性的Cas13/dCas13的结合可以模拟ASO‑介导的RNA切割和/或结合的效果。

[0742] 在一实例中，例如，以逐个孔或汇集寡核苷酸的格式生成Cas13向导RNA文库，并将

其设计成靶向所需RNA的特定顺式元件(例如，拼接治疗上重要的蛋白质例如肌萎缩蛋白或

SMN1/SMN2的pre‑mRNA的内含子，或者UTR或基因体内的所需位置，以鉴定有效的位点可接

近的ASO结合位点)。该方法可以用于ASO先导寻找、体内RNA二级结构的质询以及已知或新

的剪接调节元件的鉴定。

[0743] 实施例25

[0744] 用Cas13增加翻译

[0745] 本文公开的Cas13d酶和变体可以用于通过靶向操纵转录后调节过程来增加靶蛋

白的翻译。上游开放阅读框(uORF)的Cas13d介导的抑制(例如经由空间阻断或其它机制)可

以用于实现这种操纵。例如，使用本文公开的Cas13d酶和变体的Cas13d介导的抑制可以充

当人或哺乳动物基因翻译的替代起始位点，或靶基因的UTR内的翻译抑制基序和元件。通过

抑制uORF，降低的核糖体竞争和其它机制可以增加靶基因从典型的或所需的起始密码子的

翻译。几乎一半的人转录物呈递uORF(Barbosa  et  al .,Plos  Genetics  9:e1003529 ,
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2013)，其可以导致蛋白质表达的广泛降低。类似地，通过使5'UTR内的抑制元件例如二级结

构或G‑四链体(G‑quadruplexes)失活，可以增加翻译。

[0746] 这可以通过使用向导RNA靶向Cas13d效应子来实现，该Cas13d效应子任选地与可

以增加对uORF或翻译抑制元件的翻译抑制的效应子蛋白(例如Pdcd4的C‑端结构域MA3结构

域)融合。所述向导RNA还可以经由多个向导RNA或者pre‑gRNA阵列以多重方式递送。这种方

法可用于增加治疗或生物技术上有用的蛋白质的翻译，例如家族性高胆固醇血症中的

LDLR、囊性纤维化中的CFTR、先天性高胰岛素血症中的KCNJ11、镰状细胞病中的HBB、

PRKAR1A、IRF6等(Barbosa  et  al .,Plos  Genetics  9:e1003529 ,2013；Calvo  et  al .,

PNAS106:7507‑12,2009)。

[0747] 实施例26

[0748] 使用Cas13进行合成致死基因筛选

[0749] 本文公开的Cas13d酶和变体可以用于筛选方法中，以辅助鉴定治疗性化合物，例

如通过挖掘先导小分子或抑制性RNA(RNAi)。利用例如肿瘤抑制子或致癌基因的合成致死

相互作用，得以鉴定出选择性抑制癌细胞或其他目的细胞的化合物(例如小分子或抑制性

RNA)。用于发现与化合物的合成致死基因相互作用的常规高通量筛选、CRISPR‑Cas9和RNAi

均具有诸多限制，包括未知的或多种靶基因(对于化合物)，对脱靶基因的多效性作用(化合

物和RNAi)，以及不适当的双重功能丧失(对于CRISPR‑Cas9或其他基于核酸酶的方法)。

[0750] 提供了使用本文公开的Cas13d酶和变体用于肿瘤学先导发现的方法，以解决药理

学导向的合成致死性的“二次命中(second  hit)”的模拟中的这些挑战，其出于以下原因：

1)其靶向已知靶基因或基因组的特异性和2)其敲低机制，这更准确地反映小分子先导的抑

制机制。例如，Cas13d或其它Cas13酶可以与同源的向导RNA一起引入到携带特定突变的细

胞(例如KRAS突变肺癌细胞、BRCA‑null卵巢癌细胞和许多其它细胞)中。然后可以以阵列格

式或向导RNA‑汇集的遗传筛选进行生长抑制或细胞损失的表型读出，随后进行遗传分析，

以鉴定目的基因。
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