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(57)【要約】
【課題】配列および／または標的配列の活性の操作のた
めの系、方法、および組成物を提供すること。
【解決手段】一部がＣＲＩＳＰＲ複合体の１つ以上の成
分をコードするベクターおよびベクター系、ならびにそ
のようなベクターを設計および使用する方法、また、真
核細胞中のＣＲＩＳＰＲ複合体形成を指向する方法およ
びＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系を利用して正確な突然変異を
導入することにより規定の細胞を選択する方法により、
上記課題を解決する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　エンジニアリングされた、天然に存在しないＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓベクター系であって
、
　ａ）Ｃａｓ９タンパク質をコードするヌクレオチド配列に作動可能に結合している第１
の調節エレメントであって、前記Ｃａｓ９タンパク質が１つ以上の核局在化シグナル（Ｎ
ＬＳ）を含む、第１の調節エレメント、および
　ｂ）ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系キメラガイドＲＮＡをコードするヌクレオチド配列に作動
可能に結合している第２の調節エレメントであって、前記キメラガイドＲＮＡが、真核細
胞中のＰＡＭに隣接したゲノム標的配列にハイブリダイズすることができ、ＣＲＩＳＰＲ
－Ｃａｓ複合体の標的配列への配列特異的結合に導くことができるガイド配列、ｔｒａｃ
ｒ配列にハイブリダイズすることができるｔｒａｃｒメイト配列、およびｔｒａｃｒ配列
を含み、前記キメラガイドＲＮＡが少なくとも２つのヘアピンを含む、第２の調節エレメ
ント
を含む１つ以上のベクターを含み、
前記成分（ａ）および（ｂ）が、前記系の同一のまたは異なるベクター上にある、系。
【請求項２】
　前記キメラガイドＲＮＡが、３つまたは４つのヘアピンを含む、請求項１に記載の系。
【請求項３】
　前記キメラガイドＲＮＡをコードするヌクレオチド配列が、以下の１つ：
(1) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactctcaagatttagaaataaatcttgcagaagctacaaagataaggc
ttcatgccgaaatcaacaccctgtcattttatggcagggtgttttcgttatttaaTTTTTT;
(2) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactctcagaaatgcagaagctacaaagataaggcttcatgccgaaatc
aacaccctgtcattttatggcagggtgttttcgttatttaaTTTTTT;
(3) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactctcagaaatgcagaagctacaaagataaggcttcatgccgaaatc
aacaccctgtcattttatggcagggtgtTTTTTT;
(4) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaa
aagtggcaccgagtcggtgcTTTTTT;
(5) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaa
aagtgTTTTTTT;または
(6) NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaTTTTTTTT
を含む、請求項１または２に記載の系。
【請求項４】
　前記第２の調節エレメントが、Ｕ６およびＨ１プロモーターである、請求項１～３のい
ずれか一項に記載の系。
【請求項５】
　前記Ｃａｓ９タンパク質が、ＳＶ４０ウイルスラージＴ抗原のＮＬＳ（ＰＫＫＫＲＫＶ
）を含む、請求項１～４のいずれか一項に記載の系。
【請求項６】
　前記Ｃａｓ９タンパク質が、２つ以上のＮＬＳを含む、請求項１～５のいずれか一項に
記載の系。
【請求項７】
　少なくとも１つのＮＬＳが、前記Ｃａｓ９タンパク質のアミノ末端またはその付近にあ
り、かつ／または少なくとも１つのＮＬＳが、前記Ｃａｓ９タンパク質のカルボキシ末端
またはその付近にある、請求項６に記載の系。
【請求項８】
　少なくとも１つのＮＬＳが、前記Ｃａｓ９タンパク質のアミノ末端またはその付近にあ
り、かつ少なくとも１つのＮＬＳが、前記Ｃａｓ９タンパク質のカルボキシ末端またはそ
の付近にある、請求項６に記載の系。
【請求項９】
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　前記Ｃａｓ９タンパク質が、対応する野生型Ｃａｓ９タンパク質に関して変異されてお
り、変異タンパク質が、標的ポリヌクレオチドの一方の鎖を切断する能力を欠くニッカー
ゼである、請求項１～８のいずれか一項に記載の系。
【請求項１０】
　前記Ｃａｓ９タンパク質が、ＲｕｖＣ　Ｉ、ＲｕｖＣ　ＩＩ、またはＲｕｖＣ　ＩＩＩ
の触媒ドメイン中に１つ以上の変異を含む、請求項９に記載の系。
【請求項１１】
　前記Ｃａｓ９タンパク質が、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ　Ｃａｓ
９（ＳｐＣａｓ９）の位置番号付けを基準にしてＤ１０Ａ、Ｈ８４０Ａ、Ｎ８５４Ａ、お
よびＮ８６３Ａからなる群から選択される変異を含む、請求項９に記載の系。
【請求項１２】
　前記Ｃａｓ９をコードするヌクレオチド配列が、哺乳動物細胞またはヒト細胞での発現
のためにコドン最適化されている、請求項１～１１のいずれか一項に記載の系。
【請求項１３】
　１つ以上の前記ベクターがウイルスベクターである、請求項１～１２のいずれか一項に
記載の系。
【請求項１４】
　前記ウイルスベクターがアデノ随伴ウイルスベクターである、請求項１３に記載の系。
【請求項１５】
　前記成分（ａ）および（ｂ）が、同一のベクター上にある、請求項１～１４のいずれか
一項に記載の系。
【請求項１６】
　エンジニアリングされた、天然に存在しないＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系であって、
　ａ）１つ以上のＮＬＳを含むＣａｓ９タンパク質、
　ｂ）ＣＲＩＳＰＲ－ＣａｓキメラガイドＲＮＡであって、真核細胞中のＰＡＭに隣接し
たゲノム標的配列にハイブリダイズすることができ、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ複合体の標的
配列への配列特異的結合に導くことができるガイド配列、ｔｒａｃｒ配列にハイブリダイ
ズすることができるｔｒａｃｒメイト配列、およびｔｒａｃｒ配列を含み、前記キメラガ
イドＲＮＡが少なくとも２つのヘアピンを含む、ＣＲＩＳＰＲ－ＣａｓキメラガイドＲＮ
Ａ
を含む、系。
【請求項１７】
　前記キメラガイドＲＮＡが、３つまたは４つのヘアピンを含む、請求項１６に記載の系
。
【請求項１８】
　前記Ｃａｓ９タンパク質およびキメラガイドＲＮＡが、リポソーム、エレクトロポレー
ション、またはマイクロインジェクションを介した真核細胞への送達のための送達ビヒク
ル中に含まれている、請求項１６または１７に記載の系。
【請求項１９】
　ゲノムエンジニアリングのための請求項１～１８のいずれか一項に記載の系の使用であ
って、ただし前記使用がヒトの生殖細胞系の遺伝子的同一性を改変するための方法を含ま
ず、かつヒト又は動物の身体を手術又は治療により処置するための方法でない、使用。
【請求項２０】
　非ヒトトランスジェニック動物又はトランスジェニック植物の製造における、請求項１
～１８のいずれか一項に記載の系の使用。
【請求項２１】
　エクスビボで哺乳動物細胞の１つ以上の遺伝子産物の発現を変化させるための、請求項
１～１８のいずれか一項に記載の系の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
関連出願および参照による組み込み
　本出願は、それぞれＢｒｏａｄ参照番号ＢＩ－２０１１／００８／ＷＳＧＲ整理番号４
４０６３－７０１．１０１、ＢＩ－２０１１／００８／ＷＳＧＲ整理番号４４０６３－７
０１．１０２、Ｂｒｏａｄ参照番号ＢＩ－２０１１／００８／ＶＰ整理番号４４７９０．
０１．２００３、ＢＩ－２０１１／００８／ＶＰ整理番号４４７９０．０２．２００３お
よびＢＩ－２０１１／００８／ＶＰ整理番号４４７９０．０３．２００３を有する米国仮
特許出願第６１／７３６，５２７号明細書、同第６１／７４８，４２７号明細書、同第６
１／７６８，９５９号明細書、同第６１／７９１，４０９号明細書および同第６１／８３
５，９３１号明細書の優先権を主張し、これらは全て標題ＳＹＳＴＥＭＳ　ＭＥＴＨＯＤ
Ｓ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＯＳＩＴＩＯＮＳ　ＦＯＲ　ＳＥＱＵＥＮＣＥ　ＭＡＮＩＰＵＬＡ
ＴＩＯＮであり、それぞれ２０１２年１２月１２日、２０１３年１月２日、２０１３年２
月２５日、２０１３年３月１５日および２０１３年６月１７日に出願されたものである。
　米国仮特許出願第６１／７５８，４６８号明細書；同第６１／７６９，０４６号明細書
；同第６１／８０２，１７４号明細書；同第６１／８０６，３７５号明細書；同第６１／
８１４，２６３号明細書；同第６１／８１９，８０３号明細書および同第６１／８２８，
１３０号明細書が参照され、それぞれ、標題ＥＮＧＩＮＥＥＲＩＮＧ　ＡＮＤ　ＯＰＴＩ
ＭＩＺＡＴＩＯＮ　ＯＦ　ＳＹＳＴＥＭＳ，ＭＥＴＨＯＤＳ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＯＳＩＴ
ＩＯＮＳ　ＦＯＲ　ＳＥＱＵＥＮＣＥ　ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＯＮであり、それぞれ、２
０１３年１月３０日；２０１３年２月２５日；２０１３年３月１５日；２０１３年３月２
８日；２０１３年４月２０日；２０１３年５月６日および２０１３年５月２８日に出願さ
れたものである。それぞれ２０１３年６月１７日に出願された米国仮特許出願第６１／８
３５，９３６号明細書、同第６１／８３６，１２７号明細書、同第６１／８３６，１０１
号明細書、同第６１／８３６，０８０号明細書、同第６１／８３６，１２３号明細書およ
び同第６１／８３５，９７３号明細書も参照される。それぞれＢｒｏａｄ参照番号ＢＩ－
２０１１／００８Ａを有する米国仮特許出願第６１／８４２，３２２号明細書および米国
特許出願第１４／０５４，４１４号明細書も参照され、標題ＣＲＩＳＰＲ－ＣＡＳ　ＳＹ
ＳＴＥＭＳ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＡＬＴＥＲＩＮＧ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯ
Ｎ　ＯＦ　ＧＥＮＥ　ＰＲＯＤＵＣＴＳを有し、それぞれ２０１３年７月２日および２０
１３年１０月１５日に出願されたものである。
【０００２】
　上記の出願、ならびにそれらの出願においてまたはそれらの審査中に引用される全ての
文献（「出願引用文献」）およびその出願引用文献において引用または参照される全ての
文献、ならびに本明細書において引用または参照される全ての文献（「本明細書引用文献
」）、および本明細書引用文献において引用または参照される全ての文献は、本明細書に
おいてまたは本明細書に参照により組み込まれる任意の文献において挙げられる任意の製
品に関する任意の製造業者の指示書、説明書、製品仕様書、および製品シートと一緒に、
参照により本明細書に組み込まれ、本発明の実施において用いることができる。より具体
的には、全ての参照文献は、それぞれの個々の文献が個別具体的に参照により組み込まれ
ることが示されるような程度で参照により組み込まれる。
【０００３】
　本発明は、一般に、クラスター化等間隔短鎖回分リピート（Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅ
ｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅ
ｐｅａｔ）（ＣＲＩＳＰＲ）およびその成分に関するベクター系を使用し得る配列ターゲ
ティング、例えば、ゲノム摂動または遺伝子編集を含む遺伝子発現の制御に使用される系
、方法および組成物に関する。
【０００４】
連邦政府により資金提供された研究に関する記述
　本発明は、米国国立衛生研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈ
ｅａｌｔｈ）により助成されたＮＩＨパイオニアアワードＤＰ１ＭＨ１００７０６のもと
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政府支援によりなされた。米国政府は本発明において一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００５】
　ゲノムシーケンシング技術および分析法の近年の進歩により、多様な範囲の生物学的機
能および疾患に関連する遺伝因子を分類およびマッピングする技能が顕著に加速されてい
る。正確なゲノムターゲティング技術は、個々の遺伝子エレメントの選択的摂動を可能と
することにより因果的遺伝子変異の体系的なリバースエンジニアリングを可能とするため
、ならびに合成生物学、バイオテクノロジーおよび医薬用途を進歩させるために必要とさ
れる。ゲノム編集技術、例えば、デザイナー亜鉛フィンガー、転写アクチベーター様エフ
ェクター（ＴＡＬＥ）、またはホーミングメガヌクレアーゼがターゲティングされるゲノ
ム摂動の産生に利用可能であるが、安価で、設定が容易で、スケーラブルで、真核ゲノム
内の複数位置をターゲティングしやすい新たなゲノムエンジニアリング技術が依然として
必要とされている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第４，８７３，３１６号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　多彩な用途の配列ターゲティングのための代替的で堅牢な系および技術が差し迫って必
要とされている。本発明は、この必要性に対処し、関連する利点を提供する。ＣＲＩＳＰ
Ｒ／ＣａｓまたはＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系（両方の用語は、本出願全体にわたり互換的に
使用される）は特異的配列をターゲティングするためにカスタム化タンパク質の生成を要
求しないが、単一Ｃａｓ酵素を短鎖ＲＮＡ分子によりプログラミングして特異的ＤＮＡ標
的を認識させることができ、換言すると、Ｃａｓ酵素は、前記短鎖ＲＮＡ分子を使用して
特異的ＤＮＡ標的にリクルートすることができる。ゲノムシーケンシング技術および分析
法のレパートリーへのＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系の付加により方法論が顕著に簡易化され、
多様な範囲の生物学的機能および疾患に関連する遺伝因子を分類およびマッピングする技
能が加速される。有害効果を有さずにゲノム編集にＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系を有効に利用
するため、特許請求される本発明の態様であるそれらのゲノムエンジニアリングツールの
エンジニアリングおよび最適化の態様を理解することが重要である。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　一態様において、本発明は、１つ以上のベクターを含むベクター系を提供する。一部の
実施形態において、系は、（ａ）ｔｒａｃｒメイト配列および１つ以上のガイド配列をｔ
ｒａｃｒメイト配列の上流に挿入するための１つ以上の挿入部位に作動可能に結合してい
る第１の調節エレメント（ガイド配列は、発現された場合、真核細胞中の標的配列へのＣ
ＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向し、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、（１）標的配列に
ハイブリダイズされるガイド配列、および（２）ｔｒａｃｒ配列にハイブリダイズされる
ｔｒａｃｒメイト配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含む）；ならびに（ｂ）
核局在化配列を含む前記ＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする酵素コード配列に作動可能に結合
している第２の調節エレメントを含み；成分（ａ）および（ｂ）は、系の同一または異な
るベクター上にある。一部の実施形態において、成分（ａ）は、第１の調節エレメントの
制御下でｔｒａｃｒメイト配列の下流のｔｒａｃｒ配列をさらに含む。一部の実施形態に
おいて、成分（ａ）は、第１の調節エレメントに作動可能に結合している２つ以上のガイ
ド配列をさらに含み、２つ以上のガイド配列のそれぞれは、発現された場合、真核細胞中
の異なる標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向する。一部の実施形態
において、系は、第３の調節エレメント、例えば、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターの制
御下でｔｒａｃｒ配列を含む。一部の実施形態において、ｔｒａｃｒ配列は、最適にアラ
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インされた場合にｔｒａｃｒメイト配列の長さに沿って少なくとも５０％、６０％、７０
％、８０％、９０％、９５％、または９９％の配列相補性を示す。最適アラインメントの
決定は、当業者の技能の範囲内である。例えば、公開および市販のアラインメントアルゴ
リズムおよびプログラム、例えば、限定されるものではないが、ＣｌｕｓｔａｌＷ、ｍａ
ｔｌａｂにおけるＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ、Ｂｏｗｔｉｅ、Ｇｅｎｅｉｏｕｓ、Ｂ
ｉｏｐｙｔｈｏｎおよびＳｅｑＭａｎが存在する。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰ
Ｒ複合体は、真核細胞の核中の検出可能な量の前記ＣＲＩＳＰＲ複合体の蓄積をドライブ
するために十分な強度の１つ以上の核局在化配列を含む。理論により拘束されるものでは
ないが、核局在化配列は、真核生物中のＣＲＩＳＰＲ複合体活性に必要でないが、そのよ
うな配列を含めることにより、特に核中の核酸分子のターゲティングに関して系の活性が
向上すると考えられる。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＩＩ型ＣＲＩＳ
ＰＲ系酵素である。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、Ｃａｓ９酵素である
。一部の実施形態において、Ｃａｓ９酵素は、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
）、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、またはＳ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅ
ｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９であり、それらの生物に由来する突然変異Ｃａｓ９を含み
得る。酵素は、Ｃａｓ９ホモログまたはオルソログであり得る。一部の実施形態において
、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、真核細胞中の発現のためにコドン最適化されている。一部の実施
形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、標的配列の局在における１つまたは２つの鎖の開裂
を指向する。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＤＮＡ鎖開裂活性を欠く。
一部の実施形態において、第１の調節エレメントは、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターで
ある。一部の実施形態において、第２の調節エレメントは、ポリメラーゼＩＩプロモータ
ーである。一部の実施形態において、ガイド配列は、少なくとも１５、１６、１７、１８
、１９、２０、２５ヌクレオチド、または１０～３０、もしくは１５～２５、もしくは１
５～２０ヌクレオチド長である。一般に、および本明細書全体で、用語「ベクター」は、
それが結合した別の核酸を輸送し得る核酸分子を指す。ベクターとしては、限定されるも
のではないが、一本鎖、二本鎖、または部分二本鎖の核酸分子；１つ以上の自由末端を含
み、自由末端を含まない（例えば、環状）核酸分子；ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはその両方を
含む核酸分子；および当技術分野において公知の他の種々のポリヌクレオチドが挙げられ
る。あるタイプのベクターは、「プラスミド」であり、それは、付加ＤＮＡセグメントを
例えば標準分子クローニング技術により挿入することができる環状二本鎖ＤＮＡループを
指す。別のタイプのベクターは、ウイルスベクターであり、それにおいてウイルス由来Ｄ
ＮＡまたはＲＮＡ配列がウイルス（例えば、レトロウイルス、複製欠損レトロウイルス、
アデノウイルス、複製欠損アデノウイルス、およびアデノ随伴ウイルス）中へのパッケー
ジングのためにベクター中に存在する。ウイルスベクターとしては、宿主細胞中への形質
移入のためにウイルスにより担持されるポリヌクレオチドも挙げられる。あるベクターは
、それが導入された宿主細胞中で自己複製し得る（例えば、細菌複製起点を有する細菌ベ
クターおよびエピソーマル哺乳動物ベクター）。他のベクター（例えば、非エピソーマル
哺乳動物ベクター）は、宿主細胞中への導入時に宿主細胞のゲノム中にインテグレートさ
れ、それにより宿主ゲノムとともに複製される。さらに、あるベクターは、それが作動的
に結合している遺伝子の発現を指向し得る。このようなベクターは、本明細書において「
発現ベクター」と称される。組換えＤＮＡ技術において有用な一般的な発現ベクターは、
プラスミドの形態であることが多い。
【０００９】
　組換え発現ベクターは、宿主細胞中の核酸の発現に好適な形態の本発明の核酸を含み得
、そのことは、組換え発現ベクターが、発現に使用すべき宿主細胞に基づき選択すること
ができ、発現させるべき核酸配列に作動的に結合している１つ以上の調節エレメントを含
むことを意味する。組換え発現ベクターのうち、「作動可能に結合している」は、目的ヌ
クレオチド配列が調節エレメントに、そのヌクレオチド配列の発現（例えば、インビトロ
転写／翻訳系またはベクターが宿主細胞中に導入された場合、宿主細胞中で）を可能とす
るように結合していることを意味するものとする。
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【００１０】
　用語「調節エレメント」は、プロモーター、エンハンサー、内部リボソーム進入部位（
ＩＲＥＳ）、および他の発現制御エレメント（例えば、転写終結シグナル、例えば、ポリ
アデニル化シグナルおよびポリＵ配列）を含むものとする。このような調節エレメントは
、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ，ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：
ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）に記載されている。調節エレメントと
しては、多くのタイプの宿主細胞中のヌクレオチド配列の構成的発現を指向するものおよ
びある宿主細胞中でのみヌクレオチド配列の発現を指向するもの（例えば、組織特異的調
節配列）が挙げられる。組織特異的プロモーターは、主として所望の目的組織、例えば、
筋肉、神経細胞、骨、皮膚、血液、特異的臓器（例えば、肝臓、膵臓）、または特定の細
胞タイプ（例えば、リンパ球）中で発現を指向し得る。調節エレメントは、時間依存的様
式、例えば、細胞周期依存的または発生段階依存的様式の発現も指向し得、それは、組織
または細胞タイプ特異的であってもなくてもよい。一部の実施形態において、ベクターは
、１つ以上のｐｏｌＩＩＩプロモーター（例えば、１、２、３、４、５つ、またはそれよ
りも多いｐｏｌＩＩＩプロモーター）、１つ以上のｐｏｌＩＩプロモーター（例えば、１
、２、３、４、５つ、またはそれよりも多いｐｏｌＩＩプロモーター）、１つ以上のｐｏ
ｌＩプロモーター（例えば、１、２、３、４、５つ、またはそれよりも多いｐｏｌＩプロ
モーター）、またはそれらの組合せを含む。ｐｏｌＩＩＩプロモーターの例としては、限
定されるものではないが、Ｕ６およびＨ１プロモーターが挙げられる。ｐｏｌＩＩプロモ
ーターの例としては、限定されるものではないが、レトロウイルスのラウス肉腫ウイルス
（ＲＳＶ）ＬＴＲプロモーター（場合により、ＲＳＶエンハンサーを有する）、サイトメ
ガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター（場合により、ＣＭＶエンハンサーを有する）［例
えば、Ｂｏｓｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｅｌｌ，４１：５２１－５３０（１９８５）参照
］、ＳＶ４０プロモーター、ジヒドロ葉酸レダクターゼプロモーター、β－アクチンプロ
モーター、ホスホグリセロールキナーゼ（ＰＧＫ）プロモーター、およびＥＦ１αプロモ
ーターが挙げられる。用語「調節エレメント」により、エンハンサーエレメント、例えば
、ＷＰＲＥ；ＣＭＶエンハンサー；ＨＴＬＶ－ＩのＬＴＲ中のＲ－Ｕ５’セグメント（Ｍ
ｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，Ｖｏｌ．８（１），ｐ．４６６－４７２，１９８８）；Ｓ
Ｖ４０エンハンサー；およびウサギβ－グロビンのエキソン２と３との間のイントロン配
列（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．，Ｖｏｌ．７８（３），ｐ．１５
２７－３１，１９８１）も包含される。発現ベクターの設計は、形質転換すべき宿主細胞
の選択、所望の発現レベルなどのような因子に依存し得ることが当業者により認識される
。ベクターを宿主細胞中に導入し、それにより本明細書に記載の核酸によりコードされる
転写物、融合タンパク質またはペプチドを含むタンパク質、またはペプチド（例えば、ク
ラスター化等間隔短鎖回分リピート（ＣＲＩＳＰＲ）転写物、タンパク質、酵素、それら
の突然変異体、それらの融合タンパク質など）を産生することができる。
【００１１】
　有利なベクターとしては、レンチウイルスおよびアデノ随伴ウイルスが挙げられ、その
ようなベクターのタイプは、特定のタイプの細胞のターゲティングのために選択すること
もできる。
【００１２】
　一態様において、本発明は、１つ以上の核局在化配列を含むＣＲＩＳＰＲ酵素をコード
する酵素コード配列に作動可能に結合している調節エレメントを含むベクターを提供する
。一部の実施形態において、前記調節エレメントは真核細胞中のＣＲＩＳＰＲ酵素の転写
を、前記ＣＲＩＳＰＲ酵素が真核細胞の核中で検出可能な量で蓄積するようにドライブす
る。一部の実施形態において、調節エレメントは、ポリメラーゼＩＩプロモーターである
。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系酵素である。一
部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、Ｃａｓ９酵素である。一部の実施形態にお
いて、Ｃａｓ９酵素は、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、化膿性連鎖球菌（
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Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）またはＳ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃ
ａｓ９であり、それらの生物に由来する突然変異Ｃａｓ９を含み得る。一部の実施形態に
おいて、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、真核細胞中の発現のためにコドン最適化されている。一部
の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、標的配列の局在における１つまたは２つの鎖
の開裂を指向する。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＤＮＡ鎖開裂活性を
欠く。
【００１３】
　一態様において、本発明は、真核細胞の核中の検出可能な量の前記ＣＲＩＳＰＲ酵素の
蓄積をドライブするために十分な強度の１つ以上の核局在化配列を含むＣＲＩＳＰＲ酵素
を提供する。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系酵素
である。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、Ｃａｓ９酵素である。一部の実
施形態において、Ｃａｓ９酵素は、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、化膿性
連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）またはＳ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉ
ｌｕｓ）Ｃａｓ９であり、それらの生物に由来する突然変異Ｃａｓ９を含み得る。酵素は
、Ｃａｓ９ホモログまたはオルソログであり得る。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰ
Ｒ酵素は、それが結合する標的配列の１つ以上の鎖を開裂する能力を欠く。
【００１４】
　一態様において、本発明は、（ａ）ｔｒａｃｒメイト配列および１つ以上のガイド配列
をｔｒａｃｒメイト配列の上流に挿入するための１つ以上の挿入部位に作動可能に結合し
ている第１の調節エレメント（ガイド配列は、発現された場合、真核細胞中の標的配列へ
のＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向し、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、（１）標的配
列にハイブリダイズされるガイド配列、および（２）ｔｒａｃｒ配列にハイブリダイズさ
れるｔｒａｃｒメイト配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含む）；ならびに／
または（ｂ）核局在化配列を含む前記ＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする酵素コード配列に作
動可能に結合している第２の調節エレメントを含む真核宿主細胞を提供する。一部の実施
形態において、宿主細胞は、成分（ａ）および（ｂ）を含む。一部の実施形態において、
成分（ａ）、成分（ｂ）、または成分（ａ）および（ｂ）は、宿主真核細胞のゲノム中に
安定的にインテグレートされている。一部の実施形態において、成分（ａ）は、第１の調
節エレメントの制御下でｔｒａｃｒメイト配列の下流のｔｒａｃｒ配列をさらに含む。一
部の実施形態において、成分（ａ）は、第１の調節エレメントに作動可能に結合している
２つ以上のガイド配列をさらに含み、２つ以上のガイド配列のそれぞれは、発現された場
合、真核細胞中の異なる標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向する。
一部の実施形態において、真核宿主細胞は、前記ｔｒａｃｒ配列に作動可能に結合してい
る第３の調節エレメント、例えば、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターをさらに含む。一部
の実施形態において、ｔｒａｃｒ配列は、最適にアラインされた場合にｔｒａｃｒメイト
配列の長さに沿って少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、また
は９９％の配列相補性を示す。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、真核細胞
の核中の検出可能な量の前記ＣＲＩＳＰＲ酵素の蓄積をドライブするために十分な強度の
１つ以上の核局在化配列を含む。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＩＩ型
ＣＲＩＳＰＲ系酵素である。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、Ｃａｓ９酵
素である。一部の実施形態において、Ｃａｓ９酵素は、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏ
ｎｉａｅ）、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）またはＳ．サーモフィラス（Ｓ．
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９であり、それらの生物に由来する突然変異Ｃａｓ９
を含み得る。酵素は、Ｃａｓ９ホモログまたはオルソログであり得る。一部の実施形態に
おいて、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、真核細胞中の発現のためにコドン最適化されている。一部
の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、標的配列の局在における１つまたは２つの鎖
の開裂を指向する。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＤＮＡ鎖開裂活性を
欠く。一部の実施形態において、第１の調節エレメントは、ポリメラーゼＩＩＩプロモー
ターである。一部の実施形態において、第２の調節エレメントは、ポリメラーゼＩＩプロ
モーターである。一部の実施形態において、ガイド配列は、少なくとも１５、１６、１７
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、１８、１９、２０、２５ヌクレオチド、または１０～３０、もしくは１５～２５、もし
くは１５～２０ヌクレオチド長である。一態様において、本発明は、記載の実施形態のい
ずれかによる真核宿主細胞を含む非ヒト真核生物；好ましくは、多細胞真核生物を提供す
る。他の態様において、本発明は、記載の実施形態のいずれかによる真核宿主細胞を含む
真核生物；好ましくは、多細胞真核生物を提供する。これらの態様の一部の実施形態にお
ける生物は、動物；例えば、哺乳動物であり得る。また、生物は、節足動物、例えば、昆
虫であり得る。生物は、植物でもあり得る。さらに、生物は、真菌であり得る。
【００１５】
　一態様において、本発明は、本明細書に記載の成分の１つ以上を含むキットを提供する
。一部の実施形態において、キットは、ベクター系およびキットの使用指示書を含む。一
部の実施形態において、ベクター系は、（ａ）ｔｒａｃｒメイト配列および１つ以上のガ
イド配列をｔｒａｃｒメイト配列の上流に挿入するための１つ以上の挿入部位に作動可能
に結合している第１の調節エレメント（ガイド配列は、発現された場合、真核細胞中の標
的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向し、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、（１
）標的配列にハイブリダイズされるガイド配列、および（２）ｔｒａｃｒ配列にハイブリ
ダイズされるｔｒａｃｒメイト配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含む）；な
らびに／または（ｂ）核局在化配列を含む前記ＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする酵素コード
配列に作動可能に結合している第２の調節エレメントを含む。一部の実施形態において、
キットは、系の同一または異なるベクター上にある成分（ａ）および（ｂ）を含む。一部
の実施形態において、成分（ａ）は、第１の調節エレメントの制御下でｔｒａｃｒメイト
配列の下流のｔｒａｃｒ配列をさらに含む。一部の実施形態において、成分（ａ）は、第
１の調節エレメントに作動可能に結合している２つ以上のガイド配列をさらに含み、２つ
以上のガイド配列のそれぞれは、発現された場合、真核細胞中の異なる標的配列へのＣＲ
ＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向する。一部の実施形態において、系は、前記ｔｒ
ａｃｒ配列に作動可能に結合している第３の調節エレメント、例えば、ポリメラーゼＩＩ
Ｉプロモーターをさらに含む。一部の実施形態において、ｔｒａｃｒ配列は、最適にアラ
インされた場合にｔｒａｃｒメイト配列の長さに沿って少なくとも５０％、６０％、７０
％、８０％、９０％、９５％、または９９％の配列相補性を示す。一部の実施形態におい
て、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、真核細胞の核中の検出可能な量の前記ＣＲＩＳＰＲ酵素の蓄積
をドライブするために十分な強度の１つ以上の核局在化配列を含む。一部の実施形態にお
いて、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系酵素である。一部の実施形態において
、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、Ｃａｓ９酵素である。一部の実施形態において、Ｃａｓ９酵素は
、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ
）またはＳ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９であり、それら
の生物に由来する突然変異Ｃａｓ９を含み得る。酵素は、Ｃａｓ９ホモログまたはオルソ
ログであり得る。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、真核細胞中の発現のた
めにコドン最適化されている。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、標的配列
の局在における１つまたは２つの鎖の開裂を指向する。一部の実施形態において、ＣＲＩ
ＳＰＲ酵素は、ＤＮＡ鎖開裂活性を欠く。一部の実施形態において、第１の調節エレメン
トは、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターである。一部の実施形態において、第２の調節エ
レメントは、ポリメラーゼＩＩプロモーターである。一部の実施形態において、ガイド配
列は、少なくとも１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５ヌクレオチド、または１０
～３０、もしくは１５～２５、もしくは１５～２０ヌクレオチド長である。
【００１６】
　一態様において、本発明は、真核細胞中の標的ポリヌクレオチドを改変する方法を提供
する。一部の実施形態において、方法は、ＣＲＩＳＰＲ複合体を標的ポリヌクレオチドに
結合させて前記標的ポリヌクレオチドの開裂を生じさせ、それにより標的ポリヌクレオチ
ドを改変することを含み、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、前記標的ポリヌクレオチド内の標的配
列にハイブリダイズされるガイド配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含み、前
記ガイド配列は、次いでｔｒａｃｒ配列にハイブリダイズするｔｒａｃｒメイト配列に結
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合している。一部の実施形態において、前記開裂は、前記ＣＲＩＳＰＲ酵素により標的配
列の局在における１つまたは２つの鎖を開裂することを含む。一部の実施形態において、
前記開裂は、標的遺伝子の転写の減少をもたらす。一部の実施形態において、方法は、外
因性テンプレートポリヌクレオチドとの相同組換えにより前記開裂標的ポリヌクレオチド
を修復することをさらに含み、前記修復は、前記標的ポリヌクレオチドの１つ以上のヌク
レオチドの挿入、欠失、または置換を含む突然変異をもたらす。一部の実施形態において
、前記突然変異は、標的配列を含む遺伝子から発現されるタンパク質中の１つ以上のアミ
ノ酸変化をもたらす。一部の実施形態において、方法は、１つ以上のベクターを前記真核
細胞に送達することをさらに含み、１つ以上のベクターは、ＣＲＩＳＰＲ酵素、ｔｒａｃ
ｒメイト配列に結合しているガイド配列、およびｔｒａｃｒ配列の１つ以上の発現をドラ
イブする。一部の実施形態において、前記ベクターを対象中の真核細胞中に送達する。一
部の実施形態において、前記改変を、細胞培養物中の前記真核細胞中で行う。一部の実施
形態において、方法は、前記改変前に前記真核細胞を対象から単離することをさらに含む
。一部の実施形態において、方法は、前記真核細胞および／またはそれに由来する細胞を
前記対象に戻すことをさらに含む。
【００１７】
　一態様において、本発明は、真核細胞中のポリヌクレオチドの発現を改変する方法を提
供する。一部の実施形態において、方法は、ＣＲＩＳＰＲ複合体をポリヌクレオチドに結
合させ、その結果、前記結合が前記ポリヌクレオチドの発現の増加または減少をもたらす
ことを含み；ＣＲＩＳＰＲ複合体は、前記ポリヌクレオチド内の標的配列にハイブリダイ
ズされるガイド配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含み、前記ガイド配列は、
次いでｔｒａｃｒ配列にハイブリダイズするｔｒａｃｒメイト配列に結合している。一部
の実施形態において、方法は、１つ以上のベクターを前記真核細胞に送達することをさら
に含み、１つ以上のベクターは、ＣＲＩＳＰＲ酵素、ｔｒａｃｒメイト配列に結合してい
るガイド配列、およびｔｒａｃｒ配列の１つ以上の発現をドライブする。
【００１８】
　一態様において、本発明は、突然変異疾患遺伝子を含むモデル真核細胞を生成する方法
を提供する。一部の実施形態において、疾患遺伝子は、疾患を有し、または発症するリス
クの増加に関連する任意の遺伝子である。一部の実施形態において、方法は、（ａ）１つ
以上のベクターを真核細胞に導入すること（１つ以上のベクターは、ＣＲＩＳＰＲ酵素、
ｔｒａｃｒメイト配列に結合しているガイド配列、およびｔｒａｃｒ配列の１つ以上の発
現をドライブする）および（ｂ）ＣＲＩＳＰＲ複合体を標的ポリヌクレオチドに結合させ
て前記疾患遺伝子内の標的ポリヌクレオチドの開裂を生じさせ（ＣＲＩＳＰＲ複合体は、
（１）標的ポリヌクレオチド内の標的配列にハイブリダイズされるガイド配列、および（
２）ｔｒａｃｒ配列にハイブリダイズされるｔｒａｃｒメイト配列と複合体形成している
ＣＲＩＳＰＲ酵素を含む）、それにより、突然変異疾患遺伝子を含むモデル真核細胞を生
成することを含む。一部の実施形態において、前記開裂は、前記ＣＲＩＳＰＲ酵素により
標的配列の局在における１つまたは２つの鎖を開裂することを含む。一部の実施形態にお
いて、前記開裂は、標的遺伝子の転写の減少をもたらす。一部の実施形態において、方法
は、外因性テンプレートポリヌクレオチドとの相同組換えにより前記開裂標的ポリヌクレ
オチドを修復することをさらに含み、前記修復は、前記標的ポリヌクレオチドの１つ以上
のヌクレオチドの挿入、欠失、または置換を含む突然変異をもたらす。一部の実施形態に
おいて、前記突然変異は、標的配列を含む遺伝子から発現されるタンパク質中の１つ以上
のアミノ酸変化をもたらす。
【００１９】
　一態様において、本発明は、疾患遺伝子に関連する細胞シグナリングイベントをモジュ
レートする生物活性剤を開発する方法を提供する。一部の実施形態において、疾患遺伝子
は、疾患を有し、または発症するリスクの増加に関連する任意の遺伝子である。一部の実
施形態において、方法は、（ａ）試験化合物を、記載の実施形態のいずれか１つのモデル
細胞と接触させること；および（ｂ）前記疾患遺伝子中の前記突然変異に関連する細胞シ
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グナリングイベントの低減または増大を示すリードアウトの変化を検出し、それにより、
前記疾患遺伝子に関連する前記細胞シグナリングイベントをモジュレートする前記生物活
性剤を開発することを含む。
【００２０】
　一態様において、本発明は、ｔｒａｃｒメイト配列の上流のガイド配列を含む組換えポ
リヌクレオチドであって、ガイド配列は、発現された場合、真核細胞中に存在する対応す
る標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向する組換えポリヌクレオチド
を提供する。一部の実施形態において、標的配列は、真核細胞中に存在するウイルス配列
である。一部の実施形態において、標的配列は、原癌遺伝子または癌遺伝子である。
【００２１】
　一態様において、本発明は、１つ以上の原核細胞中の遺伝子中の１つ以上の突然変異を
導入することにより１つ以上の原核細胞を選択する方法であって、１つ以上のベクターを
原核細胞中に導入すること（１つ以上のベクターは、ＣＲＩＳＰＲ酵素、ｔｒａｃｒメイ
ト配列に結合しているガイド配列、ｔｒａｃｒ配列、および編集テンプレートの１つ以上
の発現をドライブし；編集テンプレートは、ＣＲＩＳＰＲ酵素開裂を停止させる１つ以上
の突然変異を含む）；編集テンプレートと、選択すべき細胞中の標的ポリヌクレオチドと
を相同組換えさせること；ＣＲＩＳＰＲ複合体を標的ポリヌクレオチドに結合させて前記
遺伝子内の標的ポリヌクレオチドの開裂を生じさせ（ＣＲＩＳＰＲ複合体は、（１）標的
ポリヌクレオチド内の標的配列にハイブリダイズされるガイド配列、および（２）ｔｒａ
ｃｒ配列にハイブリダイズされるｔｒａｃｒメイト配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰ
Ｒ酵素を含み、標的ポリヌクレオチドへのＣＲＩＳＰＲ複合体の結合は、細胞死を誘導す
る）、それにより、１つ以上の突然変異が導入された１つ以上の原核細胞の選択を可能と
することを含む方法を提供する。好ましい実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、Ｃａ
ｓ９である。本発明の別の態様において、選択すべき細胞は、真核細胞であり得る。本発
明の態様により、選択マーカーもカウンターセレクション系を含み得る２ステッププロセ
スも要求しない規定の細胞の選択が可能となる。
【００２２】
　したがって、本発明の目的は、任意の既に公知の生成物、その生成物の作製方法、また
はその生成物の使用方法を本発明に包含することではなく、したがって、本出願人らは、
その権利を保有し、任意の既に公知の生成物、作製方法、または使用方法の放棄を本明細
書に開示する。本発明は、ＵＳＰＴＯ（米国特許法第１１２条、第１段落）またはＥＰＯ
（欧州特許条約第８３条）の記載要件および実施可能要件を満たさない任意の生成物、方
法、または生成物の作製または生成物の使用方法を、本発明の範囲に包含しないものとし
、したがって、本出願人らは、その権利を保有し、任意の既に記載の生成物、その生成物
の作製方法、またはその生成物の使用方法の放棄を本明細書に開示することがさらに留意
される。
【００２３】
　本開示および特に特許請求の範囲および／または段落において、「含む（ｃｏｍｐｒｉ
ｓｅｓ）」、「含んだ（ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」な
どのような用語は、米国特許法に帰属する意味を有し得；例えば、それらは、「含む（ｉ
ｎｃｌｕｄｅｓ）」、「含んだ（ｉｎｃｌｕｄｅｄ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）
」などを意味し得；「本質的に～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌ
ｌｙ　ｏｆ）」および「本質的に～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｓ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌ
ｙ　ｏｆ）」のような用語は、米国特許法に帰属する意味を有し、例えば、それらは、明
示的に記述されない構成要素を許容するが、先行技術に見出され、または本発明の基本も
しくは新規特徴に影響する構成要素を排除することが留意される。これらのおよび他の実
施形態は、以下の詳細な説明により開示され、またはそれから明らかであり、それにより
包含される。
【００２４】
　本発明の新規特徴を、特に添付の特許請求の範囲を用いて記載する。本発明の特徴およ
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び利点のより良好な理解は、本発明の原理が利用される説明的な実施形態を記載する以下
の詳細な説明、および付属の図面を参照することにより得られる。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】ＣＲＩＳＰＲ系の模式的モデルを示す。化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）からのＣａｓ９ヌクレアーゼ（黄色）を、２０ｎｔガイド配
列（青色）および足場（赤色）からなる合成ガイドＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）によりゲノムＤ
ＮＡにターゲティングする。必要な５’－ＮＧＧプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ
；マゼンタ）のすぐ上流のＤＮＡ標的（青色）とのガイド配列塩基対、およびＣａｓ９は
、ＰＡＭの約３ｂｐ上流の二本鎖切断（ＤＳＢ）（赤色三角）を媒介する。
【図２Ａ】例示的ＣＲＩＳＰＲ系、考えられる作用機序、真核細胞中の発現の例示的適応
、ならびに核局在化およびＣＲＩＳＰＲ活性を評価する試験の結果を示す。
【図２Ｂ】例示的ＣＲＩＳＰＲ系、考えられる作用機序、真核細胞中の発現の例示的適応
、ならびに核局在化およびＣＲＩＳＰＲ活性を評価する試験の結果を示す。
【図２Ｃ】例示的ＣＲＩＳＰＲ系、考えられる作用機序、真核細胞中の発現の例示的適応
、ならびに核局在化およびＣＲＩＳＰＲ活性を評価する試験の結果を示す。
【図２Ｄ】例示的ＣＲＩＳＰＲ系、考えられる作用機序、真核細胞中の発現の例示的適応
、ならびに核局在化およびＣＲＩＳＰＲ活性を評価する試験の結果を示す。
【図２Ｅ】例示的ＣＲＩＳＰＲ系、考えられる作用機序、真核細胞中の発現の例示的適応
、ならびに核局在化およびＣＲＩＳＰＲ活性を評価する試験の結果を示す。
【図２Ｆ】例示的ＣＲＩＳＰＲ系、考えられる作用機序、真核細胞中の発現の例示的適応
、ならびに核局在化およびＣＲＩＳＰＲ活性を評価する試験の結果を示す。
【図３】真核細胞中のＣＲＩＳＰＲ系エレメントの発現のための例示的発現カセット、例
示的ガイド配列の予測構造、ならびに真核および原核細胞中で計測されたＣＲＩＳＰＲ系
活性を示す。
【図４Ａ】例示的標的についてのＳｐＣａｓ９特異性の評価の結果を示す。
【図４Ｂ】例示的標的についてのＳｐＣａｓ９特異性の評価の結果を示す。
【図４Ｃ】例示的標的についてのＳｐＣａｓ９特異性の評価の結果を示す。
【図４Ｄ】例示的標的についてのＳｐＣａｓ９特異性の評価の結果を示す。
【図５Ａ】例示的ベクター系および真核細胞中の相同組換えの指向におけるその使用につ
いての結果を示す。
【図５Ｂ】例示的ベクター系および真核細胞中の相同組換えの指向におけるその使用につ
いての結果を示す。
【図５Ｃ】例示的ベクター系および真核細胞中の相同組換えの指向におけるその使用につ
いての結果を示す。
【図５Ｄ】例示的ベクター系および真核細胞中の相同組換えの指向におけるその使用につ
いての結果を示す。
【図５Ｅ】例示的ベクター系および真核細胞中の相同組換えの指向におけるその使用につ
いての結果を示す。
【図５Ｆ】例示的ベクター系および真核細胞中の相同組換えの指向におけるその使用につ
いての結果を示す。
【図５Ｇ】例示的ベクター系および真核細胞中の相同組換えの指向におけるその使用につ
いての結果を示す。
【図６】プロトスペーサー配列の表を提供し、ヒトおよびマウスゲノム中の遺伝子座に対
して例示的化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）およびＳ．サーモフィラス（Ｓ．ｔ
ｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＣＲＩＳＰＲ系に基づき設計されたプロトスペーサー標的と対
応するＰＡＭについての改変効率結果をまとめる。細胞をＣａｓ９およびプレｃｒＲＮＡ
／ｔｒａｃｒＲＮＡまたはキメラＲＮＡのいずれかにより形質移入し、形質移入から７２
時間後に分析した。インデルパーセントは、示された細胞系からのＳｕｒｖｅｙｏｒアッ
セイ結果に基づき算出した（全てのプロトスペーサー標的についてＮ＝３、誤差は、標準
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誤差（Ｓ．Ｅ．Ｍ．）であり、Ｎ．Ｄ．は、Ｓｕｒｖｅｙｏｒアッセイを使用して検出可
能でないことを示し、Ｎ．Ｔ．は、本試験において試験しなかったことを示す）。
【図７Ａ】Ｃａｓ９媒介遺伝子ターゲティングについての異なるｔｒａｃｒＲＮＡ転写物
の比較を示す。
【図７Ｂ】Ｃａｓ９媒介遺伝子ターゲティングについての異なるｔｒａｃｒＲＮＡ転写物
の比較を示す。
【図７Ｃ】Ｃａｓ９媒介遺伝子ターゲティングについての異なるｔｒａｃｒＲＮＡ転写物
の比較を示す。
【図８】二本鎖切断により誘導された微小挿入および欠失の検出のためのｓｕｒｖｅｙｏ
ｒヌクレアーゼアッセイの模式図を示す。
【図９】真核細胞中のＣＲＩＳＰＲ系エレメントの発現のための例示的バイシストロニッ
ク発現ベクターを示す。
【図１０】細菌プラスミド形質転換干渉アッセイ、それに使用された発現カセットおよび
プラスミド、ならびにそれに使用された細胞の形質転換効率を示す。
【図１１】ヒトゲノム中の隣接する化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０
遺伝子座１ＰＡＭ（ＮＧＧ）（図１０Ａ）と、Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐ
ｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ９遺伝子座２ＰＡＭ（ＮＮＡＧＡＡＷ）（図１０Ｂ）との間の距離の
ヒストグラム；ならびに染色体（Ｃｈｒ）単位のそれぞれのＰＡＭについての距離（図１
０Ｃ）を示す。
【図１２】例示的ＣＲＩＳＰＲ系、真核細胞中の発現のための例示的適応、およびＣＲＩ
ＳＰＲ活性を評価する試験の結果を示す。
【図１３】哺乳動物細胞中のゲノム遺伝子座のターゲティングのためのＣＲＩＳＰＲ系の
例示的操作を示す。
【図１４】哺乳動物細胞中のｃｒＲＮＡプロセシングのノザンブロット分析の結果を示す
。
【図１５】ヒトＰＶＡＬＢおよびマウスＴｈ遺伝子座中のプロトスペーサーの例示的選択
を示す。
【図１６】ヒトＥＭＸ１遺伝子座中のＳ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕ
ｓ）ＣＲＩＳＰＲ系の例示的プロトスペーサーおよび対応するＰＡＭ配列標的を示す。
【図１７】Ｓｕｒｖｅｙｏｒ、ＲＦＬＰ、ゲノムシーケンシング、およびノザンブロット
アッセイに使用されたプライマーおよびプローブについての配列の表を提供する。
【図１８Ａ】キメラＲＮＡを有するＣＲＩＳＰＲ系の例示的操作および真核細胞中の系活
性についてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイの結果を示す。
【図１８Ｂ】キメラＲＮＡを有するＣＲＩＳＰＲ系の例示的操作および真核細胞中の系活
性についてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイの結果を示す。
【図１８Ｃ】キメラＲＮＡを有するＣＲＩＳＰＲ系の例示的操作および真核細胞中の系活
性についてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイの結果を示す。
【図１９】真核細胞中のＣＲＩＳＰＲ系活性についてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイの結果
のグラフ表示を示す。
【図２０】ＵＣＳＣゲノムブラウザを使用するヒトゲノム中のいくつかの化膿性連鎖球菌
（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９標的部位の例示的可視化を示す。
【図２１】ガイド配列、ｔｒａｃｒメイト配列、およびｔｒａｃｒ配列を含む例示的キメ
ラＲＮＡについての予測二次構造を示す。
【図２２】真核細胞中のＣＲＩＳＰＲ系エレメントの発現のための例示的バイシストロニ
ック発現ベクターを示す。
【図２３】内因性標的に対するＣａｓ９ヌクレアーゼ活性を、ゲノム編集に活用すること
ができることを示す。（ａ）ＣＲＩＳＰＲ系を使用するゲノム編集の概念。ＣＲＩＳＰＲ
ターゲティング構築物は、染色体遺伝子座の開裂を指向し、標的と組み換わる編集テンプ
レートと同時形質転換して開裂を妨害した。ＣＲＩＳＰＲアタックから生存したカナマイ
シン耐性形質転換体は、編集テンプレートにより誘導された改変、ｔｒａｃｒ、トランス
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活性化ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ；ａｐｈＡ－３、カナマイシン耐性遺伝子を含有した。（ｂ
）編集テンプレートなし、Ｒ６野生型ｓｒｔＡまたはＲ６３７０．１編集テンプレートを
用いるＲ６８２３２．５細胞中のｃｒＲ６Ｍ　ＤＮＡの形質転換。Ｒ６ｓｒｔＡまたはＲ
６３７０．１のいずれかの組換えは、Ｃａｓ９による開裂を妨害した。形質転換効率は、
ｃｒＲ６Ｍ　ＤＮＡ１μｇ当たりのコロニー形成単位（ｃｆｕ）として算出し；少なくと
も３つの独立実験からの標準偏差とともに平均値を示す。ＰＣＲ分析は、それぞれの形質
転換において８つのクローンに対して実施した。「Ｕｎ．」は、株Ｒ６８２３２．５の非
編集ｓｒｔＡ遺伝子座を示し；「Ｅｄ．」は、編集テンプレートを示す。Ｒ６８２３２．

５およびＲ６３７０．１標的は、ＥａｅＩによる制限により区別する。
【図２４】Ｃａｓ９開裂を排除するＰＡＭおよびシード配列の分析を示す。（ａ）ランダ
ム化されたＰＡＭ配列またはランダム化されたシード配列を有するＰＣＲ産物を、ｃｒＲ
６細胞中に形質転換した。これらの細胞は、Ｒ６ゲノムに不存在のＲ６８２３２．５細胞
の染色体領域（桃色で強調）をターゲティングするｃｒＲＮＡがロードされているＣａｓ
９を発現した。不活性ＰＡＭまたはシード配列を担持する２×１０５個を超えるクロラム
フェニコール耐性形質転換体を、標的領域の増幅およびディープシーケンシングのために
合わせた。（ｂ）ｃｒＲ６細胞中のランダムＰＡＭ構築物の形質転換後のリード数の相対
比率（Ｒ６形質転換体におけるリード数と比較）。それぞれの３－ヌクレオチドＰＡＭ配
列についての相対存在量を示す。極度に過少の配列（ＮＧＧ）を赤色で示し；部分的に過
少のものを橙色で示す（ＮＡＧ）。（ｃ）ｃｒＲ６細胞中のランダムシード配列構築物の
形質転換後のリード数の相対比率（Ｒ６形質転換体におけるリード数と比較）。プロトス
ペーサー配列の最初の２０ヌクレオチドのそれぞれの位置についてのそれぞれのヌクレオ
チドの相対存在量を示す。高い存在量は、Ｃａｓ９による開裂の欠如、すなわち、ＣＲＩ
ＳＰＲ不活性突然変異を示す。灰色線は、ＷＴ配列のレベルを示す。点線は、突然変異が
開裂を有意に破壊するレベルを表す（実施例５のセクション「ディープシーケンシングデ
ータの分析」参照）。
【図２５】肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）におけるＣＲＩＳＰＲ系を使用す
る単一および複数突然変異の導入を示す。（ａ）野生型および編集された（緑色ヌクレオ
チド；下線付きアミノ酸残基）ｂｇａＡのヌクレオチドおよびアミノ酸配列。プロトスペ
ーサー、ＰＡＭおよび制限部位を示す。（ｂ）編集テンプレートまたは対照の存在下でタ
ーゲティング構築物により形質転換された細胞の形質転換効率。（ｃ）それぞれの編集実
験と、それに続くＢｔｇＺＩ（Ｒ→Ａ）およびＴｓｅＩ（ＮＥ→ＡＡ）による消化の８つ
の形質転換体についてのＰＣＲ分析。ｂｇａＡの欠失は、より小さいＰＣＲ産物として明
らかになった。（ｄ）ＷＴおよび編集された株のβ－ガラクトシダーゼ活性を計測するた
めのＭｉｌｌｅｒアッセイ。（ｅ）単一ステップの二重欠失のため、ターゲティング構築
物は２つのスペーサー（この場合、マッチングｓｒｔＡおよびｂｇａＡ）を含有し、２つ
の異なる編集テンプレートにより同時形質転換した。（ｆ）ｓｒｔＡおよびｂｇａＡ遺伝
子座の欠失を検出するための８つの形質転換体についてのＰＣＲ分析。８つ中６つの形質
転換体が両方の遺伝子を欠失した。
【図２６】ＣＲＩＳＰＲ系を使用する編集を基礎とする機序を提供する。（ａ）終止コド
ンをエリスロマイシン耐性遺伝子ｅｒｍＡＭ中に導入して株ＪＥＮ５３を生成した。ＣＲ
ＩＳＰＲ：：ｅｒｍＡＭ（終止）構築物により終止コドンをターゲティングし、ｅｒｍＡ
Ｍ野生型配列を編集テンプレートとして使用することにより野生型配列を復帰させること
ができる。（ｂ）突然変異体および野生型ｅｒｍＡＭ配列。（ｃ）総またはカナマイシン
耐性（ｋａｎＲ）ｃｆｕから算出されたエリスロマイシン耐性（ｅｒｍＲ）ｃｆｕの率。
（ｄ）ＣＲＩＳＰＲ構築物および編集テンプレートの両方を獲得する総細胞数の率。ＣＲ
ＩＳＰＲターゲティング構築物の同時形質転換は、より多くの形質転換体を産生した（ｔ
検定、ｐ＝０．０１１）。全ての場合において、値は３つの独立実験についての平均±標
準偏差を示す。
【図２７】大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中のＣＲＩＳＰＲ系によるゲノム編集を説明する。（
ａ）遺伝子をターゲティングして編集するＣＲＩＳＰＲアレイを担持するカナマイシン耐
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性プラスミド（ｐＣＲＩＳＰＲ）は、ｃａｓ９およびｔｒａｃｒを保有するクロラムフェ
ニコール耐性プラスミド（ｐＣａｓ９）を含有するＨＭＥ６３リコンビニアリング株中に
、突然変異を規定するオリゴヌクレオチドと一緒に形質転換することができる。（ｂ）ス
トレプトマイシン耐性を付与するＫ４２Ｔ突然変異をｒｐｓＬ遺伝子中に導入した。（ｃ
）総またはカナマイシン耐性（ｋａｎＲ）ｃｆｕから算出されたストレプトマイシン耐性
（ｓｔｒｅｐＲ）ｃｆｕの率。（ｄ）ｐＣＲＩＳＰＲプラスミドおよび編集オリゴヌクレ
オチドの両方を獲得する総細胞数の率。ｐＣＲＩＳＰＲターゲティングプラスミドの同時
形質転換は、より多くの形質転換体を産生した（ｔ検定、ｐ＝０．００４）。全ての場合
において、値は３つの独立実験についての平均±標準偏差を示した。
【図２８】ｃｒＲ６ゲノムＤＮＡの形質転換がターゲティングされる遺伝子座の編集をも
たらすことを説明する。（ａ）肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）Ｒ６のＩＳ１
１６７エレメントを、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０のＣＲＩＳＰ
Ｒ０１遺伝子座により置き換えてｃｒＲ６株を生成した。この遺伝子座はＣａｓ９ヌクレ
アーゼ、６つのスペーサーを有するＣＲＩＳＰＲアレイ、ｃｒＲＮＡバイオジェネシスに
要求されるｔｒａｃｒＲＮＡ、ならびにターゲティングに必要でないタンパク質Ｃａｓ１
、Ｃａｓ２およびＣｓｎ２をコードする。株ｃｒＲ６Ｍは、ｃａｓ１、ｃａｓ２およびｃ
ｓｎ２を有さない最小機能的ＣＲＩＳＰＲ系を含有する。ａｐｈＡ－３遺伝子は、カナマ
イシン耐性をコードする。連鎖球菌バクテリオファージφ８２３２．５およびφ３７０．
１からのプロトスペーサーをクロラムフェニコール耐性遺伝子（ｃａｔ）に融合し、株Ｒ
６のｓｒｔＡ遺伝子中にインテグレートして株Ｒ６８２３２．５およびＲ６３７０．１を
生成した。（ｂ）左側パネル：Ｒ６８２３２．５およびＲ６３７０．１中のｃｒＲ６およ
びｃｒＲ６ＭゲノムＤＮＡの形質転換。細胞コンピテンスの対照として、ストレプトマイ
シン耐性遺伝子も形質転換した。右側パネル：ｃｒＲ６ゲノムＤＮＡを有する８つのＲ６
８２３２．５形質転換体のＰＣＲ分析。ｓｒｔＡ遺伝子座を増幅するプライマーをＰＣＲ
に使用した。８つ中７つのゲノタイピングされたコロニーが、Ｒ６８２３２．５ｓｒｔＡ
遺伝子座をｃｒＲ６ゲノムＤＮＡからのＷＴ遺伝子座により置き換えた。
【図２９】本試験において得られた編集された細胞のＤＮＡ配列のクロマトグラムを提供
する。全ての場合において、野生型および突然変異体プロトスペーサーおよびＰＡＭ配列
（またはそれらの逆相補鎖）を示す。関連する場合、プロトスペーサーによりコードされ
るアミノ酸配列を提供する。それぞれの編集実験について、ＰＣＲおよび制限分析が所望
の改変の導入を裏付けた全ての株をシーケンシングした。代表的なクロマトグラムを示す
。（ａ）Ｒ６８２３２．５標的中へのＰＡＭ突然変異の導入についてのクロマトグラム（
図２３ｄ）。（ｂ）β－ガラクトシダーゼ（ｂｇａＡ）中へのＲ＞ＡおよびＮＥ＞ＡＡ突
然変異の導入についてのクロマトグラム（図２５ｃ）。（ｃ）ｂｇａＡ　ＯＲＦ内の６６
６４ｂｐ欠失の導入についてのクロマトグラム（図２５ｃおよび２５ｆ）。点線は、欠失
の限界を示す。（ｄ）ｓｒｔＡ　ＯＲＦ内の７２９ｂｐ欠失の導入についてのクロマトグ
ラム（図２５ｆ）。点線は、欠失の限界を示す。（ｅ）ｅｒｍＡＭ内の早期終止コドンの
生成についてのクロマトグラム（図３３）。（ｆ）大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中のｒｐｓＬ
編集（図２７）。
【図３０】異なるＰＡＭを含有するランダム肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）
標的に対するＣＲＩＳＰＲ免疫性を説明する。（ａ）肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎ
ｉａｅ）Ｒ６ゲノム上の１０個のランダム標的の位置。選択された標的は異なるＰＡＭを
有し、両方の鎖上に存在する。（ｂ）標的に対応するスペーサーを、プラスミドｐＬＺ１
２上の最小ＣＲＩＳＰＲアレイ中でクローニングし、プロセシングおよびターゲティング
機構をトランスで供給する株ｃｒＲ６Ｒｃ中に形質転換した。（ｃ）株Ｒ６およびｃｒＲ
６Ｒｃ中の異なるプラスミドの形質転換効率。ｃｒＲ６Ｒｃ中のｐＤＢ９９～１０８（Ｔ
１～Ｔ１０）の形質転換についてコロニーは回収されなかった。点線は、アッセイの検出
限界を表す。
【図３１】ターゲティングされるゲノム編集の一般スキームを提供する。ターゲティング
されるゲノム編集を促進するため、ｃｒＲ６ＭをｔｒａｃｒＲＮＡ、Ｃａｓ９およびＣＲ
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ＩＳＰＲアレイの１つのみのリピートと、それに続くカナマイシン耐性マーカー（ａｐｈ
Ａ－３）を含有するようにさらにエンジニアリングし、株ｃｒＲ６Ｒｋを生成した。この
株からのＤＮＡを、新たなスペーサー（Ｎにより示される緑色の枠）を導入するように設
計されたプライマーとともにＰＣＲのためのテンプレートとして使用する。左側および右
側ＰＣＲは、ギブソン（Ｇｉｂｓｏｎ）法を使用してアセンブリしてターゲティング構築
物を創成する。次いで、ターゲティングおよび編集構築物の両方を、ｃｒＲ６Ｒｋと同等
の株であるが、カナマイシン耐性マーカーがクロラムフェニコール耐性マーカー（ｃａｔ
）により置き換えられた株ｃｒＲ６Ｒｃ中に形質転換する。カナマイシン耐性形質転換体
の約９０％が所望の突然変異を含有する。
【図３２】ＰＡＭ間の距離の分布を説明する。有効なＰＡＭであるとみなされるＮＧＧお
よびＣＣＮ。肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）Ｒ６ゲノムならびに同一長およ
び同一ＧＣ含有率（３９．７％）を有するランダム配列についてのデータを示す。点線は
、Ｒ６ゲノム中のＰＡＭ間の平均距離（１２）を表す。
【図３３】ゲノムＤＮＡをターゲティング構築物として使用するｅｒｍＡＭ遺伝子座のＣ
ＲＩＳＰＲ媒介編集を説明する。ゲノムＤＮＡをターゲティング構築物として使用するた
め、ＣＲＩＳＰＲ自己免疫性を回避することが必要であり、したがって、染色体中に存在
しない配列に対するスペーサーを使用しなければならない（この場合、ｅｒｍＡＭエリス
ロマイシン耐性遺伝子）。（ａ）野生型および突然変異（赤色文字）ｅｒｍＡＭ遺伝子の
ヌクレオチドおよびアミノ酸配列。プロトスペーサーおよびＰＡＭ配列を示す。（ｂ）ゲ
ノムＤＮＡを使用するｅｒｍＡＭ遺伝子座のＣＲＩＳＰＲ媒介編集の模式図。ｅｒｍＡＭ
ターゲティングスペーサー（青色の欄）を担持する構築物をＰＣＲおよびギブソン・アセ
ンブリ（Ｇｉｂｓｏｎ　ａｓｓｅｍｂｌｙ）により作製し、株ｃｒＲ６Ｒｃ中に形質転換
し、株ＪＥＮ３７を生成した。次いで、ＪＥＮ３７のゲノムＤＮＡをターゲティング構築
物として使用し、ｓｒｔＡ遺伝子がｅｒｍＡＭの野生型コピーにより置き換えられた株で
あるＪＥＮ３８中に編集テンプレートとともに同時形質転換した。カナマイシン耐性形質
転換体は、編集されたゲノタイプを含有する（ＪＥＮ４３）。（ｃ）ターゲティングおよ
び編集または対照テンプレートの同時形質転換後に得られたカナマイシン耐性細胞の数。
対照テンプレートの存在下で５．４×１０３ｃｆｕ／ｍｌが得られ、編集テンプレートを
使用した場合は４．３×１０５ｃｆｕ／ｍｌが得られた。この差は、約９９％［（４．３
×１０５－５．４×１０３）／４．３×１０５］の編集効率を示す。（ｄ）編集された細
胞の存在を確認するため、７つのカナマイシン耐性クローンおよびＪＥＮ３８を、エリス
ロマイシンを有し（ｅｒｍ＋）、または有さない（ｅｒｍ－）寒天プレート上でストリー
クした。陽性対照のみ、エリスロマイシンに対する耐性を示した。これらの形質転換体の
１つのｅｒｍＡＭｍｕｔゲノタイプは、ＤＮＡシーケンシングによっても確認した（図２
９ｅ）。
【図３４】ＣＲＩＳＰＲ媒介ゲノム編集による突然変異の逐次導入を説明する。（ａ）Ｃ
ＲＩＳＰＲ媒介ゲノム編集による突然変異の逐次導入についての模式図。第１に、Ｒ６は
、ｃｒＲ６Ｒｋを生成するようにエンジニアリングする。ｃｒＲ６Ｒｋは、編集された細
胞のクロラムフェニコール選択のためのｃａｔに融合しているｓｒｔＡターゲティング構
築物により、ΔｓｒｔＡインフレーム欠失のための編集構築物とともに同時形質転換する
。株ｃｒＲ６ΔｓｒｔＡは、クロラムフェニコールに基づく選択により生成する。続いて
、ΔｓｒｔＡ株は、編集された細胞のカナマイシン選択のためのａｐｈＡ－３に融合して
いるｂｇａＡターゲティング構築物、およびΔｂｇａＡインフレーム欠失を含有する編集
構築物により同時形質転換する。最後に、エンジニアリングされたＣＲＩＳＰＲ遺伝子座
は、最初に野生型ＩＳ１１６７遺伝子座を含有するＲ６ＤＮＡおよびｂｇａＡプロトスペ
ーサーを担持するプラスミド（ｐＤＢ９７）を同時形質転換し、スペクチノマイシンに基
づき選択することにより染色体から消去することができる。（ｂ）ｓｒｔＡ遺伝子座の欠
失を検出するための８つのクロラムフェニコール（Ｃａｍ）耐性形質転換体についてのＰ
ＣＲ分析。（ｃ）Ｍｉｌｌｅｒアッセイにより計測されたβ－ガラクトシダーゼ活性。肺
炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）において、この酵素はソルターゼＡにより細胞
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壁に固定される。ｓｒｔＡ遺伝子の欠失は、上清中へのβ－ガラクトシダーゼの放出をも
たらす。ΔｂｇａＡ突然変異体は活性を示さない。（ｄ）ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座の野生型
ＩＳ１１６７による置き換えを検出するための８つのスペクチノマイシン（Ｓｐｅｃ）耐
性形質転換体についてのＰＣＲ分析。
【図３５】肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）におけるＣＲＩＳＰＲのバックグ
ラウンド突然変異頻度を説明する。（ａ）ｅｒｍＡＭ編集テンプレートを用い、または用
いないＪＥＮ５３中のＣＲＩＳＰＲ：：φまたはＣＲＩＳＰＲ：：ｅｒｍ（終止）ターゲ
ティング構築物の形質転換。ＣＲＩＳＰＲ：：φとＣＲＩＳＰＲ：：ｅｒｍ（終止）との
間のｋａｎＲＣＦＵの差は、Ｃａｓ９開裂が非編集細胞を殺傷することを示す。編集テン
プレートの不存在下でＣＲＩＳＰＲ干渉をエスケープする突然変異体は、３×１０－３の
頻度において観察される。（ｂ）エスケーパーのＣＲＩＳＰＲ遺伝子座のＰＣＲ分析は、
８つ中７つがスペーサー欠失を有することを示す。（ｃ）エスケーパー＃２は、ｃａｓ９
中の点突然変異を担持する。
【図３６】化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座１の不可欠な
エレメントが、ｐＣａｓ９を使用して大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中で再構成されることを説
明する。プラスミドは、ｔｒａｃｒＲＮＡ、Ｃａｓ９、およびｃｒＲＮＡアレイをドライ
ブするリーダー配列を含有した。ｐＣＲＩＳＰＲプラスミドは、リーダーおよびアレイの
みを含有した。スペーサーは、アニールされたオリゴヌクレオチドを使用してＢｓａＩ部
位間のｃｒＲＮＡアレイ中に挿入することができる。オリゴヌクレオチド設計を下方に示
す。ｐＣａｓ９は、クロラムフェニコール耐性（ＣｍＲ）を担持し、低コピーｐＡＣＹＣ
１８４プラスミド骨格をベースとする。ｐＣＲＩＳＰＲは、高コピー数ｐＺＥ２１プラス
ミドをベースとする。２つのプラスミドが要求された。それというのも、大腸菌（Ｅ．ｃ
ｏｌｉ）染色体をターゲティングするスペーサーを含有するｐＣＲＩＳＰＲプラスミドは
、Ｃａｓ９も存在する場合にこの生物をクローニング宿主として使用して構築することが
できない（それが宿主を殺傷する）ためである。
【図３７】大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＭＧ１６５５中のＣＲＩＳＰＲ指向編集を説明する。
ストレプトマイシン耐性を付与し、ＣＲＩＳＰＲ免疫性を停止させる点突然変異を担持す
るオリゴヌクレオチド（Ｗ５４２）を、ｒｐｓＬをターゲティングするプラスミド（ｐＣ
ＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬ）または対照プラスミド（ｐＣＲＩＳＰＲ：：φ）と一緒に、ｐ
Ｃａｓ９を含有する野生型大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株ＭＧ１６５５中に同時形質転換した
。形質転換体は、ストレプトマイシンまたはカナマイシンのいずれかを含有する培地上で
選択した。点線は形質転換アッセイの検出限界を示す。
【図３８】大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＨＭＥ６３中のＣＲＩＳＰＲのバックグラウンド突然
変異頻度を説明する。（ａ）ＨＭＥ６３コンピテント細胞中へのｐＣＲＩＳＰＲ：：φま
たはｐＣＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬプラスミドの形質転換。ＣＲＩＳＰＲ干渉をエスケープ
する突然変異体は、２．６×１０－４の頻度において観察された。（ｂ）エスケーパーの
ＣＲＩＳＰＲアレイの増幅は、８つ中８つがスペーサーを欠失したことを示した。
【図３９Ａ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の円
形表示を示す。
【図３９Ｂ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の円
形表示を示す。
【図３９Ｃ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の円
形表示を示す。
【図３９Ｄ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の円
形表示を示す。
【図４０Ａ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
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１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の線
形表示を示す。
【図４０Ｂ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の線
形表示を示す。
【図４０Ｃ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の線
形表示を示す。
【図４０Ｄ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の線
形表示を示す。
【図４０Ｅ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の線
形表示を示す。
【図４０Ｆ】大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の３つの群および小型Ｃａｓ９（約１
１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの科を明らかにする系統発生分析の線
形表示を示す。
【図４１Ａ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｂ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｃ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｄ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｅ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｆ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｇ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｈ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｉ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｊ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｋ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｌ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４１Ｍ】突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内に局在している配列を示す。
【図４２】触媒ドメイン中の２つの突然変異（Ｄ１０およびＨ８４０）を有するＣａｓ９
に転写活性化ドメイン（ＶＰ６４）が融合している模式的構築物を示す。
【図４３Ａ】相同組換えを介するゲノム編集を示す。（ａ）ＲｕｖＣ　Ｉ触媒ドメイン中
のＤ１０Ａ突然変異を有するＳｐＣａｓ９ニッカーゼの模式図。（ｂ）センスまたはアン
チセンス一本鎖オリゴヌクレオチドのいずれかを修復テンプレートとして使用するヒトＥ
ＭＸ１遺伝子座における相同組換え（ＨＲ）を表す模式図。上方の赤色矢印は、ｓｇＲＮ
Ａ開裂部位を示し；ゲノタイピングのためのＰＣＲプライマー（表ＪおよびＫ）を右側パ
ネルに矢印として示す。（ｃ）ＨＲにより改変された領域の配列。ｄ、ＥＭＸ標的１遺伝
子座における野生型（ｗｔ）およびニッカーゼ（Ｄ１０Ａ）ＳｐＣａｓ９媒介インデルに
ついてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイ（ｎ＝３）。矢印は、予測断片サイズの位置を示す。
【図４３Ｂ】相同組換えを介するゲノム編集を示す。（ａ）ＲｕｖＣ　Ｉ触媒ドメイン中
のＤ１０Ａ突然変異を有するＳｐＣａｓ９ニッカーゼの模式図。（ｂ）センスまたはアン
チセンス一本鎖オリゴヌクレオチドのいずれかを修復テンプレートとして使用するヒトＥ
ＭＸ１遺伝子座における相同組換え（ＨＲ）を表す模式図。上方の赤色矢印は、ｓｇＲＮ
Ａ開裂部位を示し；ゲノタイピングのためのＰＣＲプライマー（表ＪおよびＫ）を右側パ
ネルに矢印として示す。（ｃ）ＨＲにより改変された領域の配列。ｄ、ＥＭＸ標的１遺伝
子座における野生型（ｗｔ）およびニッカーゼ（Ｄ１０Ａ）ＳｐＣａｓ９媒介インデルに
ついてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイ（ｎ＝３）。矢印は、予測断片サイズの位置を示す。
【図４３Ｃ】相同組換えを介するゲノム編集を示す。（ａ）ＲｕｖＣ　Ｉ触媒ドメイン中
のＤ１０Ａ突然変異を有するＳｐＣａｓ９ニッカーゼの模式図。（ｂ）センスまたはアン
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チセンス一本鎖オリゴヌクレオチドのいずれかを修復テンプレートとして使用するヒトＥ
ＭＸ１遺伝子座における相同組換え（ＨＲ）を表す模式図。上方の赤色矢印は、ｓｇＲＮ
Ａ開裂部位を示し；ゲノタイピングのためのＰＣＲプライマー（表ＪおよびＫ）を右側パ
ネルに矢印として示す。（ｃ）ＨＲにより改変された領域の配列。ｄ、ＥＭＸ標的１遺伝
子座における野生型（ｗｔ）およびニッカーゼ（Ｄ１０Ａ）ＳｐＣａｓ９媒介インデルに
ついてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイ（ｎ＝３）。矢印は、予測断片サイズの位置を示す。
【図４３Ｄ】相同組換えを介するゲノム編集を示す。（ａ）ＲｕｖＣ　Ｉ触媒ドメイン中
のＤ１０Ａ突然変異を有するＳｐＣａｓ９ニッカーゼの模式図。（ｂ）センスまたはアン
チセンス一本鎖オリゴヌクレオチドのいずれかを修復テンプレートとして使用するヒトＥ
ＭＸ１遺伝子座における相同組換え（ＨＲ）を表す模式図。上方の赤色矢印は、ｓｇＲＮ
Ａ開裂部位を示し；ゲノタイピングのためのＰＣＲプライマー（表ＪおよびＫ）を右側パ
ネルに矢印として示す。（ｃ）ＨＲにより改変された領域の配列。ｄ、ＥＭＸ標的１遺伝
子座における野生型（ｗｔ）およびニッカーゼ（Ｄ１０Ａ）ＳｐＣａｓ９媒介インデルに
ついてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイ（ｎ＝３）。矢印は、予測断片サイズの位置を示す。
【図４４Ａ】ＳｐＣａｓ９のための単一ベクター設計を示す。
【図４４Ｂ】ＳｐＣａｓ９のための単一ベクター設計を示す。
【図４５】ＮＬＳ－Ｃｓｎ１構築物ＮＬＳ－Ｃｓｎ１、Ｃｓｎ１、Ｃｓｎ１－ＮＬＳ、Ｎ
ＬＳ－Ｃｓｎ１－ＮＬＳ、ＮＬＳ－Ｃｓｎ１－ＧＦＰ－ＮＬＳおよびＵｎＴＦＮ開裂の定
量を示す。
【図４６】ＮＬＳ－Ｃａｓ９、Ｃａｓ９、Ｃａｓ９－ＮＬＳおよびＮＬＳ－Ｃａｓ９－Ｎ
ＬＳの指数頻度を示す。
【図４７】ニッカーゼ突然変異を有するＳｐＣａｓ９が二本鎖切断を（個々に）誘導しな
いことを実証するゲルを示す。
【図４８】本実験において相同組換え（ＨＲ）テンプレートとして使用されたオリゴＤＮ
Ａの設計ならびにＣａｓ９タンパク質およびＨＲテンプレートの異なる組合せにより誘導
されたＨＲ効率の比較を示す。
【図４９Ａ】コンディショナルＣａｓ９、Ｒｏｓａ２６ターゲティングベクターマップを
示す。
【図４９Ｂ】構成的Ｃａｓ９、Ｒｏｓａ２６ターゲティングベクターマップを示す。
【図５０Ａ】図４９Ａ～Ｂのベクターマップ中に存在するそれぞれのエレメントの配列を
示す。
【図５０Ｂ】図４９Ａ～Ｂのベクターマップ中に存在するそれぞれのエレメントの配列を
示す。
【図５０Ｃ】図４９Ａ～Ｂのベクターマップ中に存在するそれぞれのエレメントの配列を
示す。
【図５０Ｄ】図４９Ａ～Ｂのベクターマップ中に存在するそれぞれのエレメントの配列を
示す。
【図５０Ｅ】図４９Ａ～Ｂのベクターマップ中に存在するそれぞれのエレメントの配列を
示す。
【図５０Ｆ】図４９Ａ～Ｂのベクターマップ中に存在するそれぞれのエレメントの配列を
示す。
【図５０Ｇ】図４９Ａ～Ｂのベクターマップ中に存在するそれぞれのエレメントの配列を
示す。
【図５０Ｈ】図４９Ａ～Ｂのベクターマップ中に存在するそれぞれのエレメントの配列を
示す。
【図５１】構成的およびコンディショナルＣａｓ９構築物中の重要なエレメントの模式図
を示す。
【図５２】構成的およびコンディショナルＣａｓ９構築物の発現の機能的検証を示す。
【図５３】ＳｕｒｖｅｙｏｒによるＣａｓ９ヌクレアーゼ活性の検証を示す。
【図５４】Ｃａｓ９ヌクレアーゼ活性の定量を示す。



(20) JP 2019-162113 A 2019.9.26

10

20

30

40

50

【図５５】構築物設計および相同組換え（ＨＲ）方針を示す。
【図５６】２つの異なるゲル曝露時間（上列について３分間および下列について１分間）
における構成的（右側）およびコンディショナル（左側）構築物についてのゲノムＰＣＲ
ゲノタイピング結果を示す。
【図５７】ｍＥＳＣ中のＣａｓ９活性化を示す。
【図５８】２つのガイドＲＮＡとともにＣａｓ９のニッカーゼバージョンを使用するＮＨ
ＥＪを介する遺伝子ノックアウトを媒介するために使用された方針の模式図を示す。
【図５９】ＤＮＡ二本鎖切断（ＤＳＢ）修復が遺伝子編集をいかに促進するかを示す。エ
ラープローン非相同末端結合（ＮＨＥＪ）経路において、ＤＳＢの末端は内因性ＤＮＡ修
復機構によりプロセシングされ、一緒に再結合し、このことは接合部位におけるランダム
挿入／欠失（インデル）突然変異をもたらし得る。遺伝子のコード領域内で生じるインデ
ル突然変異は、フレームシフトおよび早期終止コドンをもたらし得、遺伝子ノックアウト
をもたらす。あるいは、プラスミドまたは一本鎖オリゴデオキシヌクレオチド（ｓｓＯＤ
Ｎ）の形態の修復テンプレートを供給して高いフィデリティおよび正確な編集を可能とす
る相同性組換え修復（ＨＤＲ）経路を活用することができる。
【図６０】実験の時系列および概要を示す。試薬設計、構築、検証、および細胞系増殖の
ステップ。それぞれの標的についてのカスタムｓｇＲＮＡ（淡青色バー）、およびゲノタ
イピングプライマーを、本出願人らのオンライン設計ツール（ウェブサイトｇｅｎｏｍｅ
－ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓにおいて入手可能）を介してインシリコ
で設計する。次いで、ｓｇＲＮＡ発現ベクターを、Ｃａｓ９を含有するプラスミド（ＰＸ
３３０）中にクローニングし、ＤＮＡシーケンシングを介して検証する。次いで、完成プ
ラスミド（ｐＣＲＩＳＰＲ）、および相同組換え修復を促進するための任意選択の修復テ
ンプレートを細胞中に形質移入し、ターゲティングされる開裂を媒介する能力についてア
ッセイする。最後に、形質移入された細胞をクローン増殖させて規定の突然変異を有する
アイソジェニック細胞系を得ることができる。
【図６１】標的選択および試薬調製を示す。（ａ）化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅ
ｓ）Ｃａｓ９について、２０ｂｐ標的（青色で強調）に、ゲノムＤＮＡのいずれかの鎖上
で生じ得る５’－ＮＧＧが続かなければならない。本出願人らは、標的選択の支援にあた
り本プロトコルに記載のオンラインツールの使用を推奨する（ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ－ｅ
ｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ）。（ｂ）Ｃａｓ９発現プラスミド（ＰＸ１
６５）およびＰＣＲ増幅されたＵ６によりドライブされるｓｇＲＮＡ発現カセットの同時
形質移入についての模式図。Ｕ６プロモーター含有ＰＣＲテンプレートおよび固定フォワ
ードプライマー（Ｕ６Ｆｗｄ）を使用して、ｓｇＲＮＡコードＤＮＡをＵ６リバースプラ
イマー（Ｕ６Ｒｅｖ）上に付加し、伸長ＤＮＡオリゴ（ＩＤＴからのＵｌｔｒａｍｅｒオ
リゴ）として合成することができる。Ｕ６Ｒｅｖ中のガイド配列（青色のＮ）は、５’－
ＮＧＧフランキング標的配列の逆相補鎖であることに留意されたい。（ｃ）Ｃａｓ９およ
びｓｇＲＮＡ足場を含有するプラスミド（ＰＸ３３０）中へのガイド配列オリゴのスカー
レスクローニングについての模式図。ガイドオリゴ（青色のＮ）は、ＰＳ３３０上のＢｂ
ｓＩ部位のペア中へのライゲーションのためのオーバーハングを含有し、トップおよびボ
トム鎖配向はゲノム標的のものにマッチする（すなわち、トップオリゴは、ゲノムＤＮＡ
中の５’－ＮＧＧに先行する２０ｂｐ配列である）。ＢｂｓＩによるＰＸ３３０の消化は
、アニールされたオリゴの直接挿入によるＩＩｓ型制限部位（青色の枠）の置き換えを可
能とする。追加のＧをガイド配列の最初の塩基前に配置したことに十分留意されたい。本
出願人らは、ガイド配列前の追加のＧがターゲティング効率に悪影響を与えないことを見
出した。最適な２０ｎｔガイド配列がグアニンから開始しない場合、追加のグアニンは、
ｓｇＲＮＡが転写物の最初の塩基中のグアニンを優先するＵ６プロモーターにより効率的
に転写されることを確保する。
【図６２】多重ＮＨＥＪについての予測結果を示す。（ａ）インデルの割合を決定するた
めに使用されたＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイの模式図。第１に、Ｃａｓ９にターゲティング
された細胞の異種集団からのゲノムＤＮＡを、ＰＣＲにより増幅する。次いで、アンプリ
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コンをゆっくりとリアニールさせてヘテロ二本鎖を生成する。リアニールされたヘテロ二
本鎖をＳＵＲＶＥＹＯＲヌクレアーゼにより開裂させる一方、ホモ二本鎖をインタクトの
ままとする。Ｃａｓ９媒介開裂効率（％インデル）を、ゲルバンドの統合強度により決定
された開裂ＤＮＡの率に基づき算出する。（ｂ）２つのｓｇＲＮＡ（橙色および青色バー
）を、ヒトＧＲＩＮ２ＢおよびＤＹＲＫ１Ａ遺伝子座をターゲティングするように設計す
る。ＳＵＲＶＥＹＯＲゲルは、形質移入された細胞中の両方の遺伝子座における改変を示
す。着色矢印は、それぞれの遺伝子座についての予測断片サイズを示した。（ｃ）ｓｇＲ
ＮＡのペア（淡青色および緑色バー）を、ヒトＥＭＸ１遺伝子座中のエキソン（暗青色）
を切り出すように設計する。標的配列およびＰＡＭ（赤色）をそれぞれの色で示し、開裂
部位を赤色三角により示す。予測接合部を下方に示す。ｓｇＲＮＡ３、４またはその両方
により形質移入された細胞集団から単離された個々のクローンを、ＰＣＲ（ＯＵＴ　Ｆｗ
ｄ、ＯＵＴ　Ｒｅｖ）によりアッセイし、約２７０ｂｐの欠失を反映する。改変なし（１
２／２３）、単アレル（１０／２３）、および両アレル（１／２３）改変を有する代表的
なクローンを示す。ＩＮ　ＦｗｄおよびＩＮ　Ｒｅｖプライマーを使用して逆位イベント
をスクリーニングする（図６ｄ）。（ｄ）ＥＭＸ１エキソンを欠失するクローン系統の定
量。ｓｇＲＮＡの２つのペア（３．１、３．２左側フランキングｓｇＲＮＡ；４．１、４
．２、右側フランキングｓｇＲＮＡ）を使用して１つのＥＭＸ１エキソン周囲の可変サイ
ズの欠失を媒介する。形質移入された細胞をクローン単離し、欠失および逆位イベントに
ついてのゲノタイピング分析のために増殖させた。１０５個のクローンのうち、それぞれ
ヘテロ接合およびホモ接合欠失を担持する５１個（４９％）および１１個（１０％）がス
クリーニングされる。接合は可変であり得るため、推定欠失サイズを挙げる。
【図６３】ＨＥＫ２９３ＦＴおよびＨＵＥＳ９細胞中のＣａｓ９の野生型およびニッカー
ゼ突然変異体の両方を用いるＨＲを媒介するためのｓｓＯＤＮおよびターゲティングベク
ターの適用を示し、効率は１．０～２７％の範囲である。
【図６４】哺乳動物細胞中の迅速で効率的なＣＲＩＳＰＲターゲティングのためのＰＣＲ
ベースの方法の模式図を示す。ヒトＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターＵ６を含有す
るプラスミドを、Ｕ６特異的フォワードプライマーおよびＵ６プロモーターの一部の逆相
補鎖を担持するリバースプライマー、ガイド配列を有するｓｇＲＮＡ（＋８５）足場、お
よび転写終結のための７つのＴヌクレオチドを使用してＰＣＲ増幅する。得られたＰＣＲ
産物を精製し、ＣＢｈプロモーターによりドライブされるＣａｓ９を担持するプラスミド
とともに同時送達する。
【図６５】それぞれのｇＲＮＡおよびそれぞれの対照についてのＴｒａｎｓｇｅｎｏｍｉ
ｃｓからのＳＵＲＶＥＹＯＲ　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ結果を示
す。陽性ＳＵＲＶＥＹＯＲ結果は、ゲノムＰＣＲに対応する１つの大きいバンドおよび突
然変異部位における二本鎖切断を作製するＳＵＲＶＥＹＯＲヌクレアーゼの産物である２
つのより小さいバンドである。それぞれのｇＲＮＡをマウス細胞系Ｎｅｕｒｏ－Ｎ２ａ中
で、ｈＳｐＣａｓ９とのリポソーム一過的同時形質移入により検証した。形質移入から７
２時間後、ＥｐｉｃｅｎｔｒｅからのＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ　ＤＮＡを使用してゲノ
ムＤＮＡを精製した。ＰＣＲを実施して目的の遺伝子座を増幅した。
【図６６】３８匹の生存仔（レーン１～３８）、１匹の死亡仔（レーン３９）および比較
用の１匹の野生型仔（レーン４０）についてのＳｕｒｖｅｙｏｒ結果を示す。仔１～１９
にｇＲＮＡ　Ｃｈｄ８．２をインジェクトし、仔２０～３８にｇＲＮＡ　Ｃｈｄ８．３を
インジェクトした。３８匹の生存仔のうち、１３匹は突然変異について陽性であった。１
匹の死亡仔も突然変異を有した。野生型試料において突然変異は検出されなかった。ゲノ
ムＰＣＲシーケンシングは、ＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイの知見と一致した。
【図６７】異なるＣａｓ９ＮＬＳ構築物の設計を示す。全てのＣａｓ９は、ＳｐＣａｓ９
のヒトコドン最適化バージョンであった。ＮＬＳ配列をｃａｓ９遺伝子にＮ末端またはＣ
末端のいずれかにおいて結合させる。異なるＮＬＳ設計を有する全てのＣａｓ９バリアン
トを、それがＥＦ１ａプロモーターによりドライブされるように含有する骨格ベクター中
にクローニングした。同一ベクター上に、Ｕ６プロモーターによりドライブされるヒトＥ
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ＭＸ１遺伝子座をターゲティングするキメラＲＮＡが存在し、２成分系を一緒に形成する
。
【図６８】異なるＮＬＳ設計を担持するＣａｓ９バリアントにより誘導されたゲノム開裂
の効率を示す。割合は、それぞれの構築物により開裂されたヒトＥＭＸ１ゲノムＤＮＡの
一部を示す。全ての実験は、３つの生物学的複製物からのものであり、ｎ＝３であり、誤
差は標準誤差（Ｓ．Ｅ．Ｍ．）を示す。
【図６９Ａ】転写活性化活性を有するＣＲＩＳＰＲ－ＴＦ（転写因子）設計を示す。キメ
ラＲＮＡをＵ６プロモーターにより発現させる一方、３つのＮＬＳおよびＶＰ６４機能ド
メインに作動可能に結合しているＣａｓ９タンパク質のヒトコドン最適化二重突然変異体
バージョン（ｈＳｐＣａｓ９ｍ）をＥＦ１ａプロモーターにより発現させる。二重突然変
異Ｄ１０ＡおよびＨ８４０Ａにより、ｃａｓ９タンパク質がいかなる開裂も導入し得なく
なるが、キメラＲＮＡによりガイドされた場合に標的ＤＮＡに結合するその能力は維持さ
れた。
【図６９Ｂ】ＣＲＩＳＰＲ－ＴＦ系（キメラＲＮＡおよびＣａｓ９－ＮＬＳ－ＶＰ６４融
合タンパク質）によるヒトＳＯＸ２遺伝子の転写活性化を示す。２９３ＦＴ細胞を、２つ
の成分を担持するプラスミドにより形質移入した：（１）ヒトＳＯＸ２ゲノム遺伝子座内
またはその周囲の２０ｂｐ配列をターゲティングするＵ６によりドライブされる異なるキ
メラＲＮＡ、および（２）ＥＦ１ａによりドライブされるｈＳｐＣａｓ９ｍ（二重突然変
異体）－ＮＬＳ－ＶＰ６４融合タンパク質。形質移入から９６時間後、２９３ＦＴ細胞を
回収し、ｑＲＴ－ＰＣＲアッセイを使用してｍＲＮＡ発現の誘導により活性化のレベルを
計測する。全ての発現レベルを、キメラＲＮＡを有さないＣＲＩＳＰＲ－ＴＦ骨格プラス
ミドにより形質移入された細胞からの結果を表す対照群（灰色バー）に対して正規化する
。ＳＯＸ２ｍＲＮＡの検出に使用されたｑＲＴ－ＰＣＲプローブは、Ｔａｑｍａｎ　Ｈｕ
ｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｓｓａｙ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ）である。全ての実験は、３つの生物学的複製物からのデータを表し、ｎ＝３であ
り、エラーバーは標準誤差（ｓ．ｅ．ｍ．）を示す。
【図７０】ＳｐＣａｓ９のためのＮＬＳアーキテクチャー最適化を示す。
【図７１】ＮＧＧＮＮ配列についてのＱＱプロットを示す。
【図７２】フィットされた正規分布（黒色線）および．９９分位点（点線）とともにデー
タ密度のヒストグラムを示す。
【図７３】ｄｇＲＮＡ：：ｃａｓ９＊＊によるｂｇａＡ発現のＲＮＡによりガイドされた
抑制を示す。ａ．Ｃａｓ９タンパク質は、ｔｒａｃｒＲＮＡおよび前駆体ＣＲＩＳＰＲ　
ＲＮＡに結合し、それがＲＮアーゼＩＩＩによりプロセシングされてｃｒＲＮＡを形成す
る。ｃｒＲＮＡは、ｂｇａＡプロモーターへのＣａｓ９の結合を指向し、転写を抑制する
。ｂ．Ｃａｓ９＊＊をｂｇａＡプロモーターに指向するために使用された標的を表す。推
定－３５、－１０およびｂｇａＡスタートコドンを太字で示す。ｃ．ターゲティングの不
存在下および４つの異なる標的についてＭｉｌｌｅｒアッセイにより計測されたベータガ
ラクトシダーゼ活性。
【図７４】Ｃａｓ９＊＊媒介抑制の特性決定を示す。ａ．ｇｆｐｍｕｔ２遺伝子およびそ
のプロモーターを、－３５および－１０シグナルも含め、本試験において使用された異な
る標的部位の位置と一緒に表す。ｂ．コード鎖のターゲティング時の相対蛍光。ｃ．非コ
ード鎖のターゲティング時の相対蛍光。ｄ．Ｔ５、Ｔ１０、Ｂ１０または標的を有さない
対照株から抽出されたＲＮＡに対するプローブＢ４７７およびＢ４７８を用いるノザンブ
ロット。ｅ．Ｂ１、Ｔ５およびＢ１０のｃｒＲＮＡの５’末端における増加数の突然変異
の効果。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本明細書における図面は、説明目的のためのものにすぎず、必ずしも一定の縮尺で描画
されるものではない。
【００２７】
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　用語「ポリヌクレオチド」、「ヌクレオチド」、「ヌクレオチド配列」、「核酸」およ
び「オリゴヌクレオチド」は、互換的に使用される。これらは、任意の長さのヌクレオチ
ド、デオキシリボヌクレオチドもしくはリボヌクレオチドのいずれか、またはそれらのア
ナログのポリマー形態を指す。ポリヌクレオチドは、任意の三次元構造を有し得、既知ま
たは未知の任意の機能を遂行し得る。以下のものは、ポリヌクレオチドの非限定的な例で
ある：遺伝子または遺伝子断片のコードまたは非コード領域、連鎖分析から定義される遺
伝子座（遺伝子座）、エキソン、イントロン、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、トラ
ンスファーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、短鎖干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、短鎖ヘアピンＲ
ＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、リボザイム、ｃＤＮＡ、組換えポ
リヌクレオチド、分枝鎖ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意配列の単離ＤＮ
Ａ、任意配列の単離ＲＮＡ、核酸プローブ、およびプライマー。ポリヌクレオチドは、１
つ以上の改変ヌクレオチド、例えば、メチル化ヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログ
を含み得る。ヌクレオチド構造の改変は、存在する場合、ポリマーの集合前または後に与
えることができる。ヌクレオチドの配列は、非ヌクレオチド成分により中断することがで
きる。ポリヌクレオチドは、重合後に例えば標識成分とのコンジュゲーションによりさら
に改変することができる。
【００２８】
　本発明の態様において、用語「キメラＲＮＡ」、「キメラガイドＲＮＡ」、「ガイドＲ
ＮＡ」、「単一ガイドＲＮＡ」および「合成ガイドＲＮＡ」は、互換的に使用され、ガイ
ド配列、ｔｒａｃｒ配列およびｔｒａｃｒメイト配列を含むポリヌクレオチド配列を指す
。用語「ガイド配列」は、標的部位を規定するガイドＲＮＡ内の約２０ｂｐ配列を指し、
用語「ガイド」または「スペーサー」と互換的に使用することができる。用語「ｔｒａｃ
ｒメイト配列」も、用語「ダイレクトリピート」と互換的に使用することができる。
【００２９】
　本明細書において使用される用語「野生型」は、当業者により理解される当技術分野の
用語であり、突然変異体またはバリアント形態から区別される天然状態で生じるままの生
物、株、遺伝子または特徴の典型的な形態を意味する。
【００３０】
　本明細書において使用される用語「バリアント」は、天然状態で生じるものから逸脱す
るパターンを有する品質の提示を意味すると解釈すべきである。
【００３１】
　用語「天然に存在しない」または「エンジニアリングされた」は、互換的に使用され、
人工の関与を示す。この用語は、核酸分子またはポリペプチドを指す場合、核酸分子また
はポリペプチドが、それらが天然状態で天然に会合し、または天然状態で見出される少な
くとも１つの他の成分を少なくとも実質的に含まないことを意味する。
【００３２】
　「相補性」は、古典的ワトソン－クリック塩基対形成または他の非古典的タイプのいず
れかによる別の核酸配列との水素結合を形成する核酸の能力を指す。相補性パーセントは
、第２の核酸配列との水素結合（例えば、ワトソン－クリック塩基対形成）を形成し得る
核酸分子中の残基の割合を示す（例えば、１０のうち５、６、７、８、９、１０は、５０
％、６０％、７０％、８０％、９０％、および１００％の相補性である）。「完全に相補
的」は、核酸配列の全ての連続残基が第２の核酸配列中の同一数の連続残基と水素結合す
ることを意味する。本明細書において使用される「実質的に相補的」は、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２
４、２５、３０、３５、４０、４５、５０、またはそれよりも多いヌクレオチドの領域に
対して少なくとも６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、
９７％、９８％、９９％、もしくは１００％である相補性の程度を指し、またはストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズする２つの核酸を指す。
【００３３】
　本明細書において使用されるハイブリダイゼーションのための「ストリンジェントな条



(24) JP 2019-162113 A 2019.9.26

10

20

30

40

50

件」は、標的配列に対する相補性を有する核酸が、標的配列と優位にハイブリダイズし、
非標的配列と実質的にハイブリダイズしない条件を指す。ストリンジェントな条件は、一
般に、配列依存的であり、多数の因子に応じて変動する。一般に、配列が長ければ、配列
がその標的配列と特異的にハイブリダイズする温度が高い。ストリンジェントな条件の非
限定的な例は、Ｔｉｊｓｓｅｎ（１９９３），Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅｓ　Ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
－Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ　
Ｐａｒｔ　Ｉ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｃｈａｐｔｅｒ“Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅｓ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏ
ｆ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｂｅ　ａｓｓａｙ”，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎ．Ｙ
．に詳述されている。
【００３４】
　「ハイブリダイゼーション」は、１つ以上のポリヌクレオチドが反応してヌクレオチド
残基の塩基間の水素結合を介して安定化される複合体を形成する反応を指す。水素結合は
、ワトソン・クリック塩基対形成、フーグスティーン結合により、または任意の他の配列
特異的様式で生じ得る。複合体は、二本鎖構造を形成する２つの鎖、多重鎖複合体を形成
する３つ以上の鎖、単一の自己ハイブリダイズする鎖、またはそれらの任意の組合せを含
み得る。ハイブリダイゼーション反応は、より広範なプロセス、例えば、ＰＣＲの開始、
または酵素によるポリヌクレオチドの開裂におけるステップを構成し得る。所与の配列と
ハイブリダイズし得る配列は、所与の配列の「相補鎖」と称される。
【００３５】
　本明細書において使用される「発現」は、ポリヌクレオチドがＤＮＡテンプレートから
（例えば、ｍＲＮＡまたは他のＲＮＡ転写物に）転写されるプロセスおよび／または転写
されたｍＲＮＡが続いてペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質に翻訳されるプロセ
スを指す。転写物およびコードされるポリペプチドは、集合的に「遺伝子産物」と称する
ことができる。ポリヌクレオチドがゲノムＤＮＡに由来する場合、発現は、真核細胞中の
ｍＲＮＡのスプライシングを含み得る。
【００３６】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」は、本明細書において、任
意の長さのアミノ酸のポリマーを指すために互換的に使用される。ポリマーは、直鎖また
は分枝鎖であり得、それは、改変アミノ酸を含み得、それは、非アミノ酸により中断され
ていてよい。この用語は、改変、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化
、アセチル化、リン酸化、または任意の他の操作、例えば、標識成分とのコンジュゲーシ
ョンを受けたアミノ酸ポリマーも包含する。本明細書において使用される用語「アミノ酸
」は、グリシンおよびＤまたはＬ光学異性体の両方を含む天然および／または非天然また
は合成アミノ酸、ならびにアミノ酸アナログおよびペプチド模倣体を含む。
【００３７】
　用語「対象」、「個体」、および「患者」は、本明細書において脊椎動物、好ましくは
、哺乳動物、より好ましくは、ヒトを指すために互換的に使用される。哺乳動物としては
、限定されるものではないが、ネズミ、サル、ヒト、家畜、競技動物、および愛玩動物が
挙げられる。インビボで得られ、またはインビトロで培養される生物学的実体の組織、細
胞およびそれらの子孫も包含される。
【００３８】
　用語「治療剤（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ａｇｅｎｔ）」、「治療可能薬剤」または「
治療剤（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｇｅｎｔ）」は、互換的に使用され、対象への投与時に
いくつかの利益効果を付与する分子または化合物を指す。利益効果としては、診断測定の
使用可能性；疾患、症状、障害、または病的状態の改善；疾患、症状、障害または病態の
軽減またはその発症の予防；および一般には疾患、症状、障害または病的状態の中和が挙
げられる。
【００３９】
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　本明細書において使用される「治療」もしくは「治療する」または「緩和する」または
「改善する」は、互換的に使用される。これらの用語は、利益または所望の結果、例とし
て、限定されるものではないが、治療利益および／または予防利益を得るためのアプロー
チを指す。治療利益は、治療中の１つ以上の疾患、病態、または症状の任意の治療関連改
善またはそれらに対する効果を意味する。予防利益については、疾患も、病態も、症状も
これまで顕在化し得なかった場合であっても、組成物を特定の疾患、病態、もしくは症状
の発症リスクのある対象に、または疾患の生理学的症状の１つ以上を報告する対象に投与
することができる。
【００４０】
　用語「有効量」または「治療有効量」は、利益または所望の結果を生じさせるために十
分な薬剤の量を指す。治療有効量は、治療される対象および病状、対象の体重および年齢
、病状の重症度、投与様式などの１つ以上に応じて変動し得、それらは当業者が容易に決
定することができる。この用語は、本明細書に記載のイメージング法のいずれか１つによ
る検出のための画像を提供する用量にも当てはまる。規定の用量は、選択される特定の薬
剤、遵守すべき投与レジメン、他の化合物との組合せで投与するか否か、投与のタイミン
グ、イメージングすべき組織、およびそれが担持される物理的送達系の１つ以上に応じて
変動し得る。
【００４１】
　本発明の実施は、特に記載のない限り、当業者の技能の範囲内である免疫学、生化学、
化学、分子生物学、微生物学、細胞生物学、ゲノミクスおよび組換えＤＮＡの慣用の技術
を用いる。Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ　ａｎｄ　Ｍａｎｉａｔｉｓ，ＭＯＬＥＣ
ＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，２ｎｄ　ｅｄｉ
ｔｉｏｎ（１９８９）；ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡ
Ｒ　ＢＩＯＬＯＧＹ（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ，ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，（１９８７））
；シリーズＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓ
ｓ，Ｉｎｃ．）：ＰＣＲ　２：Ａ　ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ（Ｍ．Ｊ．Ｍ
ａｃＰｈｅｒｓｏｎ，Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｇ．Ｒ．Ｔａｙｌｏｒ　ｅｄｓ．（
１９９５））、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，ｅｄｓ．（１９８８）ＡＮＴＩＢＯＤ
ＩＥＳ，Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、およびＡＮＩＭＡＬ　ＣＥＬＬ　Ｃ
ＵＬＴＵＲＥ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，ｅｄ．（１９８７））参照。
【００４２】
　本発明のいくつかの態様は、１つ以上のベクターを含むベクター系、またはベクター自
体に関する。ベクターは、原核または真核細胞中のＣＲＩＳＰＲ転写物（例えば、核酸転
写物、タンパク質、または酵素）の発現のために設計することができる。例えば、ＣＲＩ
ＳＰＲ転写物は、細菌細胞、例えば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、昆
虫細胞（バキュロウイルス発現ベクターを使用）、酵母細胞、または哺乳動物細胞中で発
現させることができる。好適な宿主細胞は、Ｇｏｅｄｄｅｌ，ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳ
ＩＯＮ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５
，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）にさ
らに考察されている。あるいは、組換え発現ベクターをインビトロで、例えばＴ７プロモ
ーター調節配列およびＴ７ポリメラーゼを使用して転写および翻訳させることができる。
【００４３】
　ベクターは、原核生物中に導入し、その中で増殖させることができる。一部の実施形態
において、原核生物を使用して真核細胞中に導入すべきベクターのコピーを増幅し、また
は真核細胞中に導入すべきベクターの産生における中間ベクターとして使用される（例え
ば、ウイルスベクターパッケージング系の一部としてプラスミドを増幅）。一部の実施形
態において、原核生物を使用してベクターのコピーを増幅し、１つ以上の核酸を発現させ
、例えば、宿主細胞または宿主生物への送達のための１つ以上のタンパク質の資源を提供
する。原核生物中のタンパク質の発現は、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）
中で、融合または非融合タンパク質のいずれかの発現を指向する構成的または誘導的プロ
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モーターを含有するベクターを用いて実施されることが最も多い。融合ベクターは、多数
のアミノ酸をそれにコードされるタンパク質に、例えば、組換えタンパク質のアミノ末端
に付加する。このような融合ベクターは、１つ以上の目的、例えば、（ｉ）組換えタンパ
ク質の発現の増加；（ｉｉ）組換えタンパク質の溶解度の増加；および（ｉｉｉ）親和性
精製におけるリガンドとして作用することによる組換えタンパク質の精製の支援を果たし
得る。融合発現ベクターにおいて、タンパク質分解開裂部位を融合部分および組換えタン
パク質の接合部に導入して融合タンパク質の精製後に融合部分からの組換えタンパク質の
分離を可能とすることが多い。このような酵素、およびそのコグネート認識配列としては
、Ｘａ因子、トロンビンおよびエンテロキナーゼが挙げられる。例示的融合発現ベクター
としては、ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ；Ｓｍｉｔｈ　ａｎ
ｄ　Ｊｏｈｎｓｏｎ，１９８８．Ｇｅｎｅ　６７：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ　Ｅ
ｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ．）およびｐＲＩＴ５（Ｐｈ
ａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられ、それぞれ、グルタチオ
ンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパク質、またはプロテイン
Ａを標的組換えタンパク質に融合する。
【００４４】
　好適な誘導的非融合大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）発現ベクターの例としては、ｐＴｒｃ（Ａ
ｍｒａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｇｅｎｅ　６９：３０１－３１５）およびｐＥ
Ｔ　１１ｄ（Ｓｔｕｄｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＴＥＣ
ＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ　１８５，Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）６０－８９）が挙げ
られる。
【００４５】
　一部の実施形態において、ベクターは、酵母発現ベクターである。酵母の出芽酵母（Ｓ
ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｉｖｉｓａｅ）中の発現のためのベクターの例として
は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉ，ｅｔ　ａｌ．，１９８７．ＥＭＢＯ　Ｊ．６：
２２９－２３４）、ｐＭＦａ（Ｋｕｉｊａｎ　ａｎｄ　Ｈｅｒｓｋｏｗｉｔｚ，１９８２
．Ｃｅｌｌ　３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，
１９８７．Ｇｅｎｅ　５４：１１３－１２３）、ｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃ
ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）、およびｐｉｃＺ（ＩｎＶ
ｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）が挙げられる。
【００４６】
　一部の実施形態において、ベクターは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して昆虫
細胞中のタンパク質発現をドライブする。培養昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中のタン
パク質の発現に利用可能なバキュロウイルスベクターとしては、ｐＡｃシリーズ（Ｓｍｉ
ｔｈ，ｅｔ　ａｌ．，１９８３．Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：２１５６－２１６５
）およびｐＶＬシリーズ（Ｌｕｃｋｌｏｗ　ａｎｄ　Ｓｕｍｍｅｒｓ，１９８９．Ｖｉｒ
ｏｌｏｇｙ　１７０：３１－３９）が挙げられる。
【００４７】
　一部の実施形態において、ベクターは、哺乳動物発現ベクターを使用して哺乳動物細胞
中の１つ以上の配列の発現をドライブし得る。哺乳動物発現ベクターの例としては、ｐＣ
ＤＭ８（Ｓｅｅｄ，１９８７．Ｎａｔｕｒｅ　３２９：８４０）およびｐＭＴ２ＰＣ（Ｋ
ａｕｆｍａｎ，ｅｔ　ａｌ．，１９８７．ＥＭＢＯ　Ｊ．６：１８７－１９５）が挙げら
れる。哺乳動物細胞中で使用される場合、発現ベクター制御機能は、典型的には、１つ以
上の調節エレメントにより提供される。例えば、一般に使用されるプロモーターは、ポリ
オーマ、アデノウイルス２型、サイトメガロウイルス、シミアンウイルス４０、ならびに
本明細書に開示の他のものおよび当技術分野において公知のものに由来する。原核および
真核細胞の両方のために他の好適な発現系については、例えば、Ｃｈａｐｔｅｒｓ　１６
　ａｎｄ　１７　ｏｆ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．，ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯ
ＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ．２ｎｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
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ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．
Ｙ．，１９８９参照。
【００４８】
　一部の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞タイプ中の核酸
の発現を優先的に指向し得る（例えば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸を発現
させる）。組織特異的調節エレメントは、当技術分野において公知である。好適な組織特
異的プロモーターの非限定的な例としては、アルブミンプロモーター（肝臓特異的；Ｐｉ
ｎｋｅｒｔ，ｅｔ　ａｌ．，１９８７．Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１：２６８－２７７）、リ
ンパ系特異的プロモーター（Ｃａｌａｍｅ　ａｎｄ　Ｅａｔｏｎ，１９８８．Ａｄｖ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．４３：２３５－２７５）、特にＴ細胞受容体のプロモーター（Ｗｉｎｏｔ
ｏ　ａｎｄ　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，１９８９．ＥＭＢＯ　Ｊ．８：７２９－７３３）およ
び免疫グロブリン（Ｂａｎｅｉｊｉ，ｅｔ　ａｌ．，１９８３．Ｃｅｌｌ　３３：７２９
－７４０；Ｑｕｅｅｎ　ａｎｄ　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，１９８３．Ｃｅｌｌ　３３：７４
１－７４８）、神経細胞特異的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロモータ
ー；Ｂｙｒｎｅ　ａｎｄ　Ｒｕｄｄｌｅ，１９８９．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８６：５４７３－５４７７）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄ，
ｅｔ　ａｌ．，１９８５．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３０：９１２－９１６）、および乳腺特異
的プロモーター（例えば、乳清プロモーター；米国特許第４，８７３，３１６号明細書お
よび欧州特許出願公開第２６４，１６６号明細書）が挙げられる。発生制御プロモーター
、例えば、ネズミｈｏｘプロモーター（Ｋｅｓｓｅｌ　ａｎｄ　Ｇｒｕｓｓ，１９９０．
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３７４－３７９）およびα－フェトタンパク質プロモーター（
Ｃａｍｐｅｓ　ａｎｄ　Ｔｉｌｇｈｍａｎ，１９８９．Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．３：５３７
－５４６）も包含される。
【００４９】
　一部の実施形態において、調節エレメントは、ＣＲＩＳＰＲ系の１つ以上のエレメント
の発現をドライブするようにＣＲＩＳＰＲ系の１つ以上のエレメントに作動可能に結合し
ている。一般に、ＣＲＩＳＰＲ（クラスター化等間隔短鎖回分リピート）は、ＳＰＩＤＲ
（スペーサー散在型ダイレクトリピート（ＳＰａｃｅｒ　Ｉｎｔｅｒｓｐｅｒｓｅｄ　Ｄ
ｉｒｅｃｔ　Ｒｅｐｅａｔ））としても公知であり、通常、特定の細菌種に特異的である
ＤＮＡ遺伝子座のファミリーを構成する。ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌ
ｉ）中で認識された区別されるクラスの散在型短鎖配列リピート（ＳＳＲ）（Ｉｓｈｉｎ
ｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，１６９：５４２９－５４３３［１９８７
］；およびＮａｋａｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，１７１：３５５３
－３５５６［１９８９］）および関連遺伝子を含む。類似の散在型ＳＳＲが、ハロフェラ
ックス・メディテラネイ（Ｈａｌｏｆｅｒａｘ　ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｉ）、化膿性連
鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、アナベナ属（Ａｎａｂａｅ
ｎａ）、および結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）中で
同定されている（Ｇｒｏｅｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，１０
：１０５７－１０６５［１９９３］；Ｈｏｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｍｅｒｇ．Ｉｎｆｅｃｔ
．Ｄｉｓ．，５：２５４－２６３［１９９９］；Ｍａｓｅｐｏｈｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉ
ｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１３０７：２６－３０［１９９６］；およびＭ
ｏｊｉｃａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，１７：８５－９３［１９９
５］参照）。ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座は、典型的には他のＳＳＲとリピートの構造が異なり
、それは短鎖等間隔リピート（ＳＲＳＲ）と称されている（Ｊａｎｓｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ
．，ＯＭＩＣＳ　Ｊ．Ｉｎｔｅｇ．Ｂｉｏｌ．，６：２３－３３［２００２］；およびＭ
ｏｊｉｃａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，３６：２４４－２４６［２
０００］）。一般に、リピートは、実質的に一定の長さを有するユニーク介入配列により
等間隔とされているクラスターで生じる短いエレメントである（Ｍｏｊｉｃａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，［２０００］、前掲）。リピート配列は株間で高度に保存されているが、散在型リ
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ピートの数およびスペーサー領域の配列は、典型的には、株ごとに異なる（ｖａｎ　Ｅｍ
ｂｄｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，１８２：２３９３－２４０１［２
０００］）。ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座は、４０を超える原核生物中で同定されており（例え
ば、Ｊａｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，４３：１５６５－１
５７５［２００２］；およびＭｏｊｉｃａ　ｅｔ　ａｌ．，［２００５］参照）、例とし
て、限定されるものではないが、アエロパイラム属（Ａｅｒｏｐｙｒｕｍ）、パイロバキ
ュラム属（Ｐｙｒｏｂａｃｕｌｕｍ）、スルフォロバス属（Ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓ）、ア
ーケオグロバス属（Ａｒｃｈａｅｏｇｌｏｂｕｓ）、ハロカーキュラ属（Ｈａｌｏｃａｒ
ｃｕｌａ）、メタノバクテリウム属（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、メタノコッ
カス属（Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ）、メタノサルシナ属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉ
ｎａ）、メタノパイラス属（Ｍｅｔｈａｎｏｐｙｒｕｓ）、パイロコッカス属（Ｐｙｒｏ
ｃｏｃｃｕｓ）、ピクロフィラス属（Ｐｉｃｒｏｐｈｉｌｕｓ）、サーモプラズマ属（Ｔ
ｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａ）、コリネバクテリウム属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）
、マイコバクテリウム属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、ストレプトマイセス属（Ｓｔ
ｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、アキフェックス属（Ａｑｕｉｆｅｘ）、ポーフィロモナス属（
Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ）、クロロビウム属（Ｃｈｌｏｒｏｂｉｕｍ）、サーマス属
（Ｔｈｅｒｍｕｓ）、バシラス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、リステリア属（Ｌｉｓｔｅｒｉ
ａ）、スタフィロコッカス属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、クロストリジウム属（
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、サーモアナエロバクター属（Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａ
ｃｔｅｒ）、マイコプラズマ属（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）、フソバクテリウム属（Ｆｕｓ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、アザーカス属（Ａｚａｒｃｕｓ）、クロモバクテリウム属（Ｃ
ｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、ネイセリア属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）、ニトロソモナ
ス属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）、デスルフォビブリオ属（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉ
ｏ）、ジオバクター属（Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ）、ミクソコッカス属（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕ
ｓ）、カンピロバクター属（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ）、ウォリネラ属（Ｗｏｌｉｎ
ｅｌｌａ）、アシネトバクター属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、エルウィニア属（Ｅ
ｒｗｉｎｉａ）、エシェリキア属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、レジオネラ属（Ｌｅｇｉ
ｏｎｅｌｌａ）、メチロコッカス属（Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、パスツレラ属（Ｐ
ａｓｔｅｕｒｅｌｌａ）、フォトバクテリウム属（Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、サ
ルモネラ属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、キサントモナス属（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）、
エルシニア属（Ｙｅｒｓｉｎｉａ）、トレポネーマ属（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ）、およびサ
ーモトガ属（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ）である。
【００５０】
　一般に、「ＣＲＩＳＰＲ系」は、集合的に、ＣＲＩＳＰＲ関連（「Ｃａｓ」）遺伝子の
発現またはその活性の指向に関与する転写物および他のエレメント、例として、Ｃａｓ遺
伝子をコードする配列、ｔｒａｃｒ（トランス活性化ＣＲＩＳＰＲ）配列（例えば、ｔｒ
ａｃｒＲＮＡまたは活性部分ｔｒａｃｒＲＮＡ）、ｔｒａｃｒメイト配列（内因性ＣＲＩ
ＳＰＲ系に関して「ダイレクトリピート」およびｔｒａｃｒＲＮＡによりプロセシングさ
れる部分ダイレクトリピートを包含）、ガイド配列（内因性ＣＲＩＳＰＲ系に関して「ス
ペーサー」とも称される）、またはＣＲＩＳＰＲ遺伝子座からの他の配列および転写物を
指す。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ系の１つ以上のエレメントは、Ｉ型、ＩＩ
型、またはＩＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系に由来する。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ
系の１つ以上のエレメントは、内因性ＣＲＩＳＰＲ系を含む特定の生物、例えば、化膿性
連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）に由来する。一般に、ＣＲ
ＩＳＰＲ系は、標的配列（内因性ＣＲＩＳＰＲ系に関してプロトスペーサーとも称される
）におけるＣＲＩＳＰＲ複合体の形成を促進するエレメントを特徴とする。ＣＲＩＳＰＲ
複合体の形成に関して、「標的配列」は、ガイド配列が相補性を有するように設計される
配列を指し、標的配列とガイド配列との間のハイブリダイゼーションがＣＲＩＳＰＲ複合
体の形成を促進する。完全相補性は必ずしも要求されず、但し、ハイブリダイゼーション
を引き起こし、ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成を促進するために十分な相補性が存在すること
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を条件とする。標的配列は、任意のポリヌクレオチド、例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡポリ
ヌクレオチドを含み得る。一部の実施形態において、標的配列は、細胞の核または細胞質
中に局在している。一部の実施形態において、標的配列は、真核細胞のオルガネラ、例え
ば、ミトコンドリアまたはクロロプラスト内に存在し得る。標的配列を含むターゲティン
グされる遺伝子座中への組換えに使用することができる配列またはテンプレートは、「編
集テンプレート」または「編集ポリヌクレオチド」または「編集配列」と称される。本発
明の態様において、外因性テンプレートポリヌクレオチドを編集テンプレートと称するこ
とができる。本発明の一態様において、組換えは、相同組換えである。
【００５１】
　典型的には、内因性ＣＲＩＳＰＲ系に関して、ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成（標的配列に
ハイブリダイズされ、１つ以上のＣａｓタンパク質と複合体形成しているガイド配列を含
む）は、標的配列中または付近（例えば、それから１、２、３、４、５、６、７、８、９
、１０、２０、５０、またはそれよりも多い塩基対内）の一方または両方の鎖の開裂をも
たらす。理論により拘束されるものではないが、ｔｒａｃｒ配列は、野生型ｔｒａｃｒ配
列の全部または一部（例えば、野生型ｔｒａｃｒ配列の約または約２０、２６、３２、４
５、４８、５４、６３、６７、８５、またはそれよりも多い数を超えるヌクレオチド）を
含み得、またはそれからなっていてよく、例えば、ガイド配列に作動可能に結合している
ｔｒａｃｒメイト配列の全部または一部とのｔｒａｃｒ配列の少なくとも一部に沿うハイ
ブリダイゼーションによりＣＲＩＳＰＲ複合体の一部も形成し得る。一部の実施形態にお
いて、ｔｒａｃｒ配列は、ハイブリダイズし、ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成に関与するため
にｔｒａｃｒメイト配列に対する十分な相補性を有する。標的配列と同様に、完全相補性
は必要とされず、但し、機能的であるために十分な相補性が存在することを条件とするこ
とが考えられる。一部の実施形態において、ｔｒａｃｒ配列は、最適にアラインされた場
合、ｔｒａｃｒメイト配列の長さに沿って少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％、９５％または９９％の配列相補性を有する。一部の実施形態において、ＣＲＩＳ
ＰＲ系の１つ以上のエレメントの発現をドライブする１つ以上のベクターを宿主細胞中に
導入し、その結果、ＣＲＩＳＰＲ系のエレメントの発現が１つ以上の標的部位におけるＣ
ＲＩＳＰＲ複合体の形成を指向する。例えば、Ｃａｓ酵素、ｔｒａｃｒメイト配列に結合
しているガイド配列、およびｔｒａｃｒ配列は、それぞれ別個のベクター上の別個の調節
エレメントに作動可能に結合させることができる。あるいは、同一または異なる調節エレ
メントから発現されるエレメントの２つ以上を単一ベクター中で合わせることができ、Ｃ
ＲＩＳＰＲ系の任意の成分を提供する１つ以上の追加のベクターは第１のベクター中に含
まれない。単一ベクター中で合わせるＣＲＩＳＰＲ系エレメントは、任意の好適な配向で
配置することができ、例えば、あるエレメントを第２のエレメントに対して５’側（の上
流）にまたは３’側（の下流）に局在化することができる。あるエレメントのコード配列
は、第２のエレメントのコード配列の同一または逆鎖上で局在化し、同一または逆向きで
配向させることができる。一部の実施形態において、単一のプロモーターは、ＣＲＩＳＰ
Ｒ酵素をコードする転写物、ならびに１つ以上のイントロン配列内に埋め込まれているガ
イド配列、ｔｒａｃｒメイト配列（場合により、ガイド配列に作動可能に結合している）
、およびｔｒａｃｒ配列（例えば、それぞれが異なるイントロン中に、２つ以上が少なく
とも１つのイントロン中に、または全部が単一のイントロン中に存在する）の１つ以上の
発現をドライブする。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素、ガイド配列、ｔｒａ
ｃｒメイト配列、およびｔｒａｃｒ配列は、同一のプロモーターに作動可能に結合してお
り、それから発現される。
【００５２】
　一部の実施形態において、ベクターは、１つ以上の挿入部位、例えば、制限エンドヌク
レアーゼ認識配列（「クローニング部位」とも称される）を含む。一部の実施形態におい
て、１つ以上の挿入部位（例えば、約または約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、またはそれよりも多い数を超える挿入部位）は、１つ以上のベクターの１つ以上の配
列エレメントの上流および／または下流に局在している。一部の実施形態において、ベク
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ターは、ｔｒａｃｒメイト配列の上流、および場合によりｔｒａｃｒメイト配列に作動可
能に結合している調節エレメントの下流の挿入部位を含み、その結果、挿入部位中へのガ
イド配列の挿入後および発現時にガイド配列が真核細胞中の標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複
合体の配列特異的結合を指向する。一部の実施形態において、ベクターは、２つ以上の挿
入部位を含み、それぞれの挿入部位は、それぞれの部位におけるガイド配列の挿入を可能
とするために２つのｔｒａｃｒメイト配列間に局在している。このような配置において、
２つ以上のガイド配列は、単一ガイド配列の２つ以上のコピー、２つ以上の異なるガイド
配列、またはそれらの組合せを含み得る。複数の異なるガイド配列を使用する場合、単一
発現構築物を使用して細胞内の複数の異なる対応する標的配列に対するＣＲＩＳＰＲ活性
をターゲティングすることができる。例えば、単一ベクターは、約または約１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、またはそれよりも多い数を超えるガイド配
列を含み得る。一部の実施形態において、約または約１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０、またはそれよりも多い数を超えるそのようなガイド配列含有ベクターを提供し
、場合により細胞に送達することができる。
【００５３】
　一部の実施形態において、ベクターは、ＣＲＩＳＰＲ酵素、例えば、Ｃａｓタンパク質
をコードする酵素コード配列に作動可能に結合している調節エレメントを含む。Ｃａｓタ
ンパク質の非限定的な例としては、Ｃａｓ１、Ｃａｓ１Ｂ、Ｃａｓ２、Ｃａｓ３、Ｃａｓ
４、Ｃａｓ５、Ｃａｓ６、Ｃａｓ７、Ｃａｓ８、Ｃａｓ９（Ｃｓｎ１およびＣｓｘ１２と
しても公知）、Ｃａｓ１０、Ｃｓｙ１、Ｃｓｙ２、Ｃｓｙ３、Ｃｓｅ１、Ｃｓｅ２、Ｃｓ
ｃ１、Ｃｓｃ２、Ｃｓａ５、Ｃｓｎ２、Ｃｓｍ２、Ｃｓｍ３、Ｃｓｍ４、Ｃｓｍ５、Ｃｓ
ｍ６、Ｃｍｒ１、Ｃｍｒ３、Ｃｍｒ４、Ｃｍｒ５、Ｃｍｒ６、Ｃｓｂ１、Ｃｓｂ２、Ｃｓ
ｂ３、Ｃｓｘ１７、Ｃｓｘ１４、Ｃｓｘ１０、Ｃｓｘ１６、ＣｓａＸ、Ｃｓｘ３、Ｃｓｘ
１、Ｃｓｘ１５、Ｃｓｆ１、Ｃｓｆ２、Ｃｓｆ３、Ｃｓｆ４、それらのホモログ、または
それらの改変バージョンが挙げられる。これらの酵素は公知であり；例えば、化膿性連鎖
球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９タンパク質のアミノ酸配列は、ＳｗｉｓｓＰｒｏ
ｔデータベース中にアクセッション番号Ｑ９９ＺＷ２のもと見出すことができる。一部の
実施形態において、非改変ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＤＮＡ開裂活性を有し、例えば、Ｃａｓ
９である。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、Ｃａｓ９であり、化膿性連鎖
球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）または肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）からの
Ｃａｓ９であり得る。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、標的配列の局在に
おける、例えば、標的配列内および／または標的配列の相補鎖内の一方または両方の鎖の
開裂を指向する。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、標的配列の最初または
最後のヌクレオチドからの約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、
２５、５０、１００、２００、５００、またはそれよりも多い塩基対内の一方または両方
の鎖の開裂を指向する。一部の実施形態において、ベクターは、対応する野生型酵素に対
して突然変異しているＣＲＩＳＰＲ酵素をコードし、その結果、突然変異ＣＲＩＳＰＲ酵
素は、標的配列を含有する標的ポリヌクレオチドの一方または両方の鎖を開裂する能力を
欠く。例えば、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）からのＣａｓ９のＲｕｖＣ　Ｉ
触媒ドメイン中のアスパラギン酸からアラニンへの置換（Ｄ１０Ａ）は、Ｃａｓ９を両方
の鎖を開裂するヌクレアーゼからニッカーゼ（一本鎖を開裂する）に変換する。Ｃａｓ９
をニッカーゼに変える突然変異の他の例としては、限定されるものではないが、Ｈ８４０
Ａ、Ｎ８５４Ａ、およびＮ８６３Ａが挙げられる。一部の実施形態において、Ｃａｓ９ニ
ッカーゼは、ガイド配列、例えば、ＤＮＡ標的のセンスおよびアンチセンス鎖をそれぞれ
ターゲティングする２つのガイド配列との組合せで使用することができる。この組合せに
より、両方の鎖をニック形成し、それを使用してＮＨＥＪを誘導することが可能となる。
本出願人らは、突然変異原性ＮＨＥＪの誘導における２つのニッカーゼ標的（すなわち、
同一局在であるがＤＮＡの異なる鎖にターゲティングされるｓｇＲＮＡ）の効力を実証し
た（データ示さず）。単一ニッカーゼ（単一ｓｇＲＮＡを有するＣａｓ９－Ｄ１０Ａ）は
、ＮＨＥＪを誘導し、インデルを創成し得ないが、本出願人らは、二重ニッカーゼ（同一
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局在における異なる鎖にターゲティングされるＣａｓ９－Ｄ１０Ａおよび２つのｓｇＲＮ
Ａ）がヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）中でそれを行い得ることを示した。効率は、ｈＥＳＣ
中でヌクレアーゼ（すなわち、Ｄ１０突然変異を有さない通常のＣａｓ９）の約５０％で
ある。
【００５４】
　さらなる例として、Ｃａｓ９の２つ以上の触媒ドメイン（ＲｕｖＣ　Ｉ、ＲｕｖＣ　Ｉ
Ｉ、およびＲｕｖＣ　ＩＩＩ）を突然変異させて全てのＤＮＡ開裂活性を実質的に欠く突
然変異Ｃａｓ９を産生することができる。一部の実施形態において、Ｄ１０Ａ突然変異を
、Ｈ８４０Ａ、Ｎ８５４Ａ、またはＮ８６３Ａ突然変異の１つ以上と組み合わせて全ての
ＤＮＡ開裂活性を実質的に欠くＣａｓ９酵素を産生する。一部の実施形態において、ＣＲ
ＩＳＰＲ酵素は、突然変異酵素のＤＮＡ開裂活性がその非突然変異形態に対して約２５％
、１０％、５％、１％、０．１％、０．０１％、またはそれよりも小さい数未満である場
合、全てのＤＮＡ開裂活性を実質的に欠くとみなす。他の突然変異は有用であり得；Ｃａ
ｓ９または他のＣＲＩＳＰＲ酵素は、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）以外の種
からのものである場合、対応するアミノ酸の突然変異は、類似効果を達成するように作製
することができる。
【００５５】
　一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする酵素コード配列は、特定の細
胞、例えば、真核細胞中の発現のためにコドン最適化されている。真核細胞は、特定の生
物、例えば、哺乳動物、例として、限定されるものではないが、ヒト、マウス、ラット、
ウサギ、イヌ、または非ヒト霊長類のものまたはそれに由来し得る。一般に、コドン最適
化は、天然配列の少なくとも１つのコドン（例えば、約または約１、２、３、４、５、１
０、１５、２０、２５、５０、またはそれよりも多い数を超えるコドン）を、その宿主細
胞の遺伝子中で使用されるより高頻度または最も高頻度のコドンにより置き換える一方、
天然アミノ酸配列を維持することにより目的宿主細胞中の発現の向上のために核酸配列を
改変するプロセスを指す。種々の種は、特定のアミノ酸のあるコドンについて特定のバイ
アスを示す。コドンバイアス（生物間のコドン使用頻度の差）は、メッセンジャーＲＮＡ
（ｍＲＮＡ）の翻訳の効率と相関することが多く、このことは、次いで、とりわけ、翻訳
されるコドンの特性および特定のトランスファーＲＮＡ（ｔＲＮＡ）分子の利用可能性に
依存的であると考えられる。細胞中で選択されるｔＲＮＡの優位性は、一般に、ペプチド
合成において最も高頻度で使用されるコドンの反映である。したがって、遺伝子は、コド
ン最適化に基づき所与の生物中の最適な遺伝子発現のために調整することができる。コド
ン使用頻度表は、例えば、「コドン使用頻度データベース」において容易に入手可能であ
り、これらの表は、多数の手法で適応させることができる。Ｎａｋａｍｕｒａ，Ｙ．，ｅ
ｔ　ａｌ．“Ｃｏｄｏｎ　ｕｓａｇｅ　ｔａｂｕｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｉｎｔ
ｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｄａｔａｂａｓｅｓ：ｓｔａｔｕｓ
　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｙｅａｒ　２０００”Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２８：２９２
（２０００）参照。特定の宿主細胞中の発現のために特定の配列をコドン最適化するため
のコンピュータアルゴリズムも入手可能であり、例えば、Ｇｅｎｅ　Ｆｏｒｇｅ（Ａｐｔ
ａｇｅｎ；Ｊａｃｏｂｕｓ，ＰＡ）も入手可能である。一部の実施形態において、ＣＲＩ
ＳＰＲ酵素をコードする配列中の１つ以上のコドン（例えば、１、２、３、４、５、１０
、１５、２０、２５、５０、またはそれよりも多い、または全てのコドン）は、特定のア
ミノ酸について最も高頻度で使用されるコドンに対応する。
【００５６】
　一部の実施形態において、ベクターは、１つ以上の核局在化配列（ＮＬＳ）、例えば、
約また約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、またはそれよりも多い数を超える
ＮＬＳを含むＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする。一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵
素は、アミノ末端またはその付近における約または約１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０、またはそれよりも多い数を超えるＮＬＳ、カルボキシ末端またはその付近にお
ける約または約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、またはそれよりも多い数を
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超えるＮＬＳ、またはそれらの組合せ（例えば、アミノ末端における１つ以上のＮＬＳお
よびカルボキシ末端における１つ以上のＮＬＳ）を含む。２つ以上のＮＬＳが存在する場
合、それぞれは、単一のＮＬＳが２つ以上のコピーで存在し得るように他のものから独立
して、および／または１つ以上のコピーで存在する１つ以上の他のＮＬＳとの組合せで選
択することができる。本発明の好ましい実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、多くと
も６つのＮＬＳを含む。一部の実施形態において、ＮＬＳは、ＮＬＳの最近傍アミノ酸が
、ＮまたはＣ末端からポリペプチド鎖に沿って約１、２、３、４、５、１０、１５、２０
、２５、３０、４０、５０、またはそれよりも多いアミノ酸内である場合、ＮまたはＣ末
端付近に存在するとみなす。典型的には、ＮＬＳは、タンパク質表面上で露出される正荷
電リジンまたはアルギニンの１つ以上の短い配列からなるが、他のタイプのＮＬＳが公知
である。ＮＬＳの非限定的な例としては、アミノ酸配列ＰＫＫＫＲＫＶを有するＳＶ４０
ウイルスラージＴ抗原のＮＬＳ；ヌクレオプラスミンからのＮＬＳ（例えば、配列ＫＲＰ
ＡＡＴＫＫＡＧＱＡＫＫＫＫを有するヌクレオプラスミン二分（ｂｉｐａｒｔｉｔｅ）Ｎ
ＬＳ）；アミノ酸配列ＰＡＡＫＲＶＫＬＤまたはＲＱＲＲＮＥＬＫＲＳＰを有するｃ－ｍ
ｙｃＮＬＳ；配列ＮＱＳＳＮＦＧＰＭＫＧＧＮＦＧＧＲＳＳＧＰＹＧＧＧＧＱＹＦＡＫＰ
ＲＮＱＧＧＹを有するｈＲＮＰＡ１　Ｍ９　ＮＬＳ；インポーチンアルファからのＩＢＢ
ドメインの配列ＲＭＲＩＺＦＫＮＫＧＫＤＴＡＥＬＲＲＲＲＶＥＶＳＶＥＬＲＫＡＫＫＤ
ＥＱＩＬＫＲＲＮＶ；筋腫Ｔタンパク質の配列ＶＳＲＫＲＰＲＰおよびＰＰＫＫＡＲＥＤ
；ヒトｐ５３の配列ＰＯＰＫＫＫＰＬ；マウスｃ－ａｂｌ　ＩＶの配列ＳＡＬＩＫＫＫＫ
ＫＭＡＰ；インフルエンザウイルスＮＳ１の配列ＤＲＬＲＲおよびＰＫＱＫＫＲＫ；肝炎
ウイルスデルタ抗原の配列ＲＫＬＫＫＫＩＫＫＬ；マウスＭｘ１タンパク質の配列ＲＥＫ
ＫＫＦＬＫＲＲ；ヒトポリ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼの配列ＫＲＫＧＤＥＶＤＧ
ＶＤＥＶＡＫＫＫＳＫＫ；ならびにステロイドホルモン受容体（ヒト）グルココルチコイ
ドの配列ＲＫＣＬＱＡＧＭＮＬＥＡＲＫＴＫＫに由来するＮＬＳ配列が挙げられる。
【００５７】
　一般に、１つ以上のＮＬＳは、真核細胞の核中の検出可能な量のＣＲＩＳＰＲ酵素の蓄
積をドライブするために十分な強度である。一般に、核局在化活性の強度は、ＣＲＩＳＰ
Ｒ酵素中のＮＬＳの数、使用される特定のＮＬＳ、またはそれらの因子の組合せに由来し
得る。核中の蓄積の検出は、任意の好適な技術により実施することができる。例えば、検
出可能なマーカーをＣＲＩＳＰＲ酵素に融合させることができ、その結果、細胞内の局在
を、例えば、核の局在を検出する手段（例えば、核に特異的な染色、例えば、ＤＡＰＩ）
との組合せで可視化することができる。検出可能なマーカーの例としては、蛍光タンパク
質（例えば、緑色蛍光タンパク質、またはＧＦＰ；ＲＦＰ；ＣＦＰ）、およびエピトープ
タグ（ＨＡタグ、ｆｌａｇタグ、ＳＮＡＰタグ）が挙げられる。細胞核を細胞から単離す
ることもでき、次いでその含有物を、タンパク質を検出する任意の好適なプロセス、例え
ば、免疫組織学的分析、ウエスタンブロット、または酵素活性アッセイにより分析するこ
とができる。核中の蓄積は、例えば、ＣＲＩＳＰＲ複合体形成の効果についてのアッセイ
（例えば、標的配列におけるＤＮＡ開裂もしくは突然変異についてのアッセイ、またはＣ
ＲＩＳＰＲ複合体形成および／もしくはＣＲＩＳＰＲ酵素活性により影響される遺伝子発
現活性の変化についてのアッセイ）により、ＣＲＩＳＰＲ酵素にも複合体にも曝露されず
、または１つ以上のＮＬＳを欠くＣＲＩＳＰＲ酵素に曝露される対照と比較して間接的に
測定することもできる。
【００５８】
　一般に、ガイド配列は、標的配列とハイブリダイズし、標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合
体の配列特異的結合を指向するために標的ポリヌクレオチド配列との十分な相補性を有す
る任意のポリヌクレオチド配列である。一部の実施形態において、ガイド配列とその対応
する標的配列との間の相補性の程度は、好適なアラインメントアルゴリズムを使用して最
適にアラインされた場合、約または約５０％、６０％、７５％、８０％、８５％、９０％
、９５％、９７．５％、９９％、またはそれよりも大きい数を超える。最適なアラインメ
ントは、配列をアラインするための任意の好適なアルゴリズムを使用して決定することが
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でき、その非限定的な例としては、Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズム、Ｎｅｅ
ｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈアルゴリズム、Ｂｕｒｒｏｗｓ－Ｗｈｅｅｌｅｒ　Ｔｒａｎ
ｓｆｏｒｍをベースとするアルゴリズム（例えば、Ｂｕｒｒｏｗｓ　Ｗｈｅｅｌｅｒ　Ａ
ｌｉｇｎｅｒ）、ＣｌｕｓｔａｌＷ、Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ、ＢＬＡＴ、Ｎｏｖｏａｌｉｇ
ｎ（Ｎｏｖｏｃｒａｆｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＥＬＡＮＤ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、ＳＯＡＰ（ｓｏａｐ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎに
おいて入手可能）、およびＭａｑ（ｍａｑ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔにおいて入
手可能）が挙げられる。一部の実施形態において、ガイド配列は、約または約５、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２
４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、７５、またはそれ
よりも大きい数を超えるヌクレオチド長である。一部の実施形態において、ガイド配列は
、約７５、５０、４５、４０、３５、３０、２５、２０、１５、１２、またはそれよりも
小さい数未満のヌクレオチド長である。標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結
合を指向するガイド配列の能力は、任意の好適なアッセイにより評価することができる。
例えば、ＣＲＩＳＰＲ複合体を形成するために十分なＣＲＩＳＰＲ系の成分、例として、
試験すべきガイド配列は、対応する標的配列を有する宿主細胞に、例えば、ＣＲＩＳＰＲ
配列の成分をコードするベクターによる形質移入により提供することができ、次いで標的
配列内の優先的開裂を例えば本明細書に記載のＳｕｒｖｅｙｏｒアッセイにより評価する
。同様に、標的ポリヌクレオチド配列の開裂は、試験管中で標的配列、ＣＲＩＳＰＲ複合
体の成分、例として、試験すべきガイド配列および試験ガイド配列とは異なる対照ガイド
配列を提供し、試験および対照ガイド配列反応間の標的配列における結合または開裂の比
率を比較することにより評価することができる。他のアッセイが考えられ、当業者はそれ
を認識する。
【００５９】
　ガイド配列は、任意の標的配列をターゲティングするように選択することができる。一
部の実施形態において、標的配列は、細胞のゲノム内の配列である。例示的な標的配列と
しては、標的ゲノム中でユニークなものが挙げられる。例えば、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐ
ｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９について、ゲノム中のユニーク標的配列としては、フォームＭ
ＭＭＭＭＭＭＭＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＧＧのＣａｓ９標的部位を挙げることができ
、ＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＧＧ（Ｎは、Ａ、Ｇ、Ｔ、またはＣであり；Ｘは、いずれ
でもよい）は、ゲノム中の単一発生を有する。ゲノム中のユニーク標的配列としては、フ
ォームＭＭＭＭＭＭＭＭＭＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＧＧの化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏ
ｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９標的部位を挙げることができ、ＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＧＧ（Ｎ
は、Ａ、Ｇ、Ｔ、またはＣであり；Ｘは、いずれであってもよい）は、ゲノム中の単一発
生を有する。Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９について、ゲノム中のユニーク標的配列としては、フォームＭＭＭＭＭＭＭＭＮＮＮ
ＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＸＡＧＡＡＷのＣａｓ９標的部位を挙げることができ、ＮＮＮＮＮ
ＮＮＮＮＮＮＮＸＸＡＧＡＡＷ（Ｎは、Ａ、Ｇ、Ｔ、またはＣであり；Ｘは、いずれであ
ってもよく；Ｗは、ＡまたはＴである）は、ゲノム中の単一発生を有する。ゲノム中のユ
ニーク標的配列としては、フォームＭＭＭＭＭＭＭＭＭＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＸＡＧ
ＡＡＷのＳ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａｓ９
標的部位を挙げることができ、ＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＸＡＧＡＡＷ（Ｎは、Ａ、Ｇ、
Ｔ、またはＣであり；Ｘは、いずれであってもよく；Ｗは、ＡまたはＴである）は、ゲノ
ム中の単一発生を有する。化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９について、
ゲノム中のユニーク標的配列としては、フォームＭＭＭＭＭＭＭＭＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮ
ＮＮＸＧＧＸＧのＣａｓ９標的部位を挙げることができ、ＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＧ
ＧＸＧ（Ｎは、Ａ、Ｇ、Ｔ、またはＣであり；Ｘは、いずれであってもよい）は、ゲノム
中の単一発生を有する。ゲノム中のユニーク標的配列としては、フォームＭＭＭＭＭＭＭ
ＭＭＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＧＧＸＧの化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａ
ｓ９標的部位を挙げることができ、ＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＸＧＧＸＧ（Ｎは、Ａ、Ｇ、
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Ｔ、またはＣであり；Ｘは、いずれであってもよい）は、ゲノム中の単一発生を有する。
これらの配列のそれぞれにおいて、「Ｍ」は、Ａ、Ｇ、Ｔ、またはＣであり得、配列をユ
ニークと同定するにあたり考慮する必要はない。
【００６０】
　一部の実施形態において、ガイド配列は、ガイド配列内の二次構造の程度を低減させる
ように選択される。二次構造は、任意の好適なポリヌクレオチドフォールディングアルゴ
リズムにより決定することができる。一部のプログラムは、最小ギブス自由エネルギーの
算出をベースとする。１つのこのようなアルゴリズムの例は、ｍＦｏｌｄであり、Ｚｕｋ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｓｔｉｅｇｌｅｒ（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．９（１９８１
），１３３－１４８）により記載されている。別の例示的フォールディングアルゴリズム
は、セントロイド構造予測アルゴリズムを使用するＩｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｔｈｅ
ｏｒｅｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｔ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　
Ｖｉｅｎｎａにより開発されたオンラインウェブサーバーＲＮＡｆｏｌｄである（例えば
Ａ．Ｒ．Ｇｒｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００８，Ｃｅｌｌ　１０６（１）：２３－２４
；およびＰＡ　Ｃａｒｒ　ａｎｄ　ＧＭ　Ｃｈｕｒｃｈ，２００９，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２７（１２）：１１５１－６２参照）。さらなるアルゴリズム
は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願番号ＴＢＡ（代理人整理番号４４７
９０．１１．２０２２；Ｂｒｏａｄ参照番号ＢＩ－２０１３／００４Ａ）に見出すことが
できる。
【００６１】
　一般に、ｔｒａｃｒメイト配列は、（１）対応するｔｒａｃｒ配列を含有する細胞中で
ｔｒａｃｒメイト配列によりフランキングされているガイド配列の切り出し；および（２
）標的配列におけるＣＲＩＳＰＲ複合体の形成（ＣＲＩＳＰＲ複合体は、ｔｒａｃｒ配列
にハイブリダイズされるｔｒａｃｒメイト配列を含む）の１つ以上を促進するためにｔｒ
ａｃｒ配列との十分な相補性を有する任意の配列を含む。一般に、相補性の程度は、２つ
の配列の短い方の長さに沿うｔｒａｃｒメイト配列およびｔｒａｃｒ配列の最適なアライ
ンメントに準拠する。最適なアラインメントは、任意の好適なアラインメントアルゴリズ
ムにより決定することができ、二次構造、例えばｔｒａｃｒ配列またはｔｒａｃｒメイト
配列内の自己相補性をさらに説明し得る。一部の実施形態において、２つの短い方の長さ
に沿ったｔｒａｃｒ配列とｔｒａｃｒメイト配列との間の相補性の程度は、最適にアライ
ンされた場合、約または約２５％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％、９５％、９７．５％、９９％、またはそれよりも大きい数を超える。ｔｒａｃｒ
配列とｔｒａｃｒメイト配列との間の最適なアラインメントの例示的説明を図１２Ｂおよ
び１３Ｂに提供する。一部の実施形態において、ｔｒａｃｒ配列は、約または約５、６、
７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２
５、３０、４０、５０、またはそれよりも大きい数を超えるヌクレオチド長である。一部
の実施形態において、ｔｒａｃｒ配列およびｔｒａｃｔメイト配列は、単一転写物内に含
有され、その結果、２つの間のハイブリダイゼーションが二次構造、例えば、ヘアピンを
有する転写物を産生する。ヘアピン構造において使用される好ましいループ形成配列は、
４ヌクレオチド長であり、最も好ましくは、配列ＧＡＡＡを有する。しかしながら、代替
配列であり得るようにより長いまたは短いループ配列を使用することができる。配列は、
好ましくは、ヌクレオチドトリプレット（例えば、ＡＡＡ）、および追加のヌクレオチド
（例えば、ＣまたはＧ）を含む。ループ形成配列の例としては、ＣＡＡＡおよびＡＡＡＧ
が挙げられる。本発明の一実施形態において、転写物または転写されるポリヌクレオチド
配列は、少なくとも２つ以上のヘアピンを有する。好ましい実施形態において、転写物は
、２、３、４または５つのヘアピンを有する。本発明の別のさらなる実施形態において、
転写物は、多くとも５つのヘアピンを有する。一部の実施形態において、単一転写物は、
転写終結配列をさらに含み；好ましくは、これはポリＴ配列、例えば、６つのＴヌクレオ
チドである。このようなヘアピン構造の例示的説明を、図１３Ｂの下方位置に提供し、最
後の「Ｎ」およびループの上流の５’側の配列の部分は、ｔｒａｃｒメイト配列に対応し
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、ループの３’側の配列の部分は、ｔｒａｃｒ配列に対応する。ガイド配列、ｔｒａｃｒ
メイト配列、およびｔｒａｃｒ配列を含む単一ポリヌクレオチドのさらなる非限定的な例
は、以下のとおりであり（５’から３’に列記）、「Ｎ」は、ガイド配列の塩基を表し、
第１の小文字のブロックは、ｔｒａｃｒメイト配列を表し、第２の小文字のブロックは、
ｔｒａｃｒ配列を表し、最後のポリＴ配列は、転写ターミネーターを表す：
【化１】

一部の実施形態において、配列（１）から（３）は、Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＣＲＩＳＰＲ１からのＣａｓ９との組合せで使用される。一部の実施
形態において、配列（４）から（６）は、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）から
のＣａｓ９との組合せで使用される。一部の実施形態において、ｔｒａｃｒ配列は、ｔｒ
ａｃｒメイト配列を含む転写物と別個の転写物である（例えば、図１３Ｂの上図に説明さ
れるもの）。
【００６２】
　一部の実施形態において、組換えテンプレートも提供される。組換えテンプレートは、
本明細書に記載の別のベクターの成分であり、別個のベクター中で含有させ、または別個
のポリヌクレオチドとして提供することができる。一部の実施形態において、組換えテン
プレートは、例えば、ＣＲＩＳＰＲ複合体の一部としてのＣＲＩＳＰＲ酵素によりニック
形成または開裂される標的配列内またはその付近での相同組換えにおけるテンプレートと
して機能するように設計される。テンプレートポリヌクレオチドは、任意の好適な長さ、
例えば、約または約１０、１５、２０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００、５
００、１０００、またはそれよりも大きい数を超えるヌクレオチド長であり得る。一部の
実施形態において、テンプレートポリヌクレオチドは、標的配列を含むポリヌクレオチド
の一部に相補的である。最適にアラインされた場合、テンプレートポリヌクレオチドは、
標的配列の１つ以上のヌクレオチド（例えば、約または約１、５、１０、１５、２０、２
５、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、またはそれより
も多い数を超えるヌクレオチド）と重複し得る。一部の実施形態において、テンプレート
配列および標的配列を含むポリヌクレオチドが最適にアラインされた場合、テンプレート
ポリヌクレオチドの最近傍ヌクレオチドは、標的配列から約１、５、１０、１５、２０、
２５、５０、７５、１００、２００、３００、４００、５００、１０００、５０００、１
００００、またはそれよりも多いヌクレオチド内に存在する。
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【００６３】
　一部の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、１つ以上の異種タンパク質ドメイン（
例えば、ＣＲＩＳＰＲ酵素の他の約または約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、またはそれよりも多い数を超えるドメイン）を含む融合タンパク質の一部である。ＣＲ
ＩＳＰＲ酵素融合タンパク質は、任意の追加のタンパク質配列、および場合により任意の
２つのドメイン間のリンカー配列を含み得る。ＣＲＩＳＰＲ酵素に融合させることができ
るタンパク質ドメインの例としては、限定されるものではないが、エピトープタグ、レポ
ーター遺伝子配列、ならびに以下の活性：メチラーゼ活性、デメチラーゼ活性、転写活性
化活性、転写抑制活性、転写放出因子活性、ヒストン修飾活性、ＲＮＡ開裂活性および核
酸結合活性の１つ以上を有するタンパク質ドメインが挙げられる。エピトープタグの非限
定的な例としては、ヒスチジン（Ｈｉｓ）タグ、Ｖ５タグ、ＦＬＡＧタグ、インフルエン
ザヘマグルチニン（ＨＡ）タグ、Ｍｙｃタグ、ＶＳＶ－Ｇタグ、およびチオレドキシン（
Ｔｒｘ）タグが挙げられる。レポーター遺伝子の例としては、限定されるものではないが
、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、セイヨウワサビペルオキシダーゼ
（ＨＲＰ）、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）ベータ－ガラ
クトシダーゼ、ベータ－グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ、緑色蛍光タンパク質（ＧＦ
Ｐ）、ＨｃＲｅｄ、ＤｓＲｅｄ、シアン蛍光タンパク質（ＣＦＰ）、黄色蛍光タンパク質
（ＹＦＰ）、および自己蛍光タンパク質、例として、青色蛍光タンパク質（ＢＦＰ）が挙
げられる。ＣＲＩＳＰＲ酵素は、ＤＮＡ分子に結合し、または他の細胞分子に結合するタ
ンパク質またはタンパク質の断片、例として、限定されるものではないが、マルトース結
合タンパク質（ＭＢＰ）、Ｓ－タグ、Ｌｅｘ　Ａ　ＤＮＡ結合ドメイン（ＤＢＤ）融合物
、ＧＡＬ４ＤＮＡ結合ドメイン融合物、および単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ＢＰ１６
タンパク質融合物をコードする遺伝子配列に融合させることができる。ＣＲＩＳＰＲ酵素
を含む融合タンパク質の一部を形成し得る追加のドメインは、参照により本明細書に組み
込まれる米国特許出願公開第２０１１００５９５０２号明細書に記載されている。一部の
実施形態において、タグ化ＣＲＩＳＰＲ酵素を使用して標的配列の局在を同定する。
【００６４】
　一部の態様において、本発明は、１つ以上のポリヌクレオチド、例えば、または本明細
書に記載の１つ以上のベクター、１つ以上のその転写物、および／またはそれから転写さ
れた１つまたはタンパク質を宿主細胞に送達することを含む方法を提供する。一部の態様
において、本発明は、そのような細胞により産生された細胞、およびそのような細胞を含
み、またはそれから産生された生物（例えば、動物、植物、または真菌）をさらに提供す
る。一部の実施形態において、ガイド配列との組合せの（および場合によりそれと複合体
形成している）ＣＲＩＳＰＲ酵素を細胞に送達する。慣用のウイルスおよび非ウイルスベ
ース遺伝子移入法を使用して核酸を哺乳動物細胞または標的組織中に導入することができ
る。このような方法を使用してＣＲＩＳＰＲ系の成分をコードする核酸を培養物中の細胞
に、または宿主生物中に投与することができる。非ウイルスベクター送達系としては、Ｄ
ＮＡプラスミド、ＲＮＡ（例えば、本明細書に記載のベクターの転写物）、ネイキッド核
酸、および送達ビヒクル、例えば、リポソームと複合体形成している核酸が挙げられる。
ウイルスベクター送達系としては、細胞への送達後にエピソーム性またはインテグレート
されるゲノムを有するＤＮＡおよびＲＮＡウイルスが挙げられる。遺伝子療法手順の概要
については、Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６：８０８－８１３（１９９２）
；Ｎａｂｅｌ＆Ｆｅｌｇｎｅｒ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：２１１－２１７（１９９３）；
Ｍｉｔａｎｉ＆Ｃａｓｋｅｙ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：１６２－１６６（１９９３）；Ｄ
ｉｌｌｏｎ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：１６７－１７５（１９９３）；Ｍｉｌｌｅｒ，Ｎａ
ｔｕｒｅ　３５７：４５５－４６０（１９９２）；Ｖａｎ　Ｂｒｕｎｔ，Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　６（１０）：１１４９－１１５４（１９８８）；Ｖｉｇｎｅ，Ｒｅｓｔｏ
ｒａｔｉｖｅ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　８：３５－３
６（１９９５）；Ｋｒｅｍｅｒ＆Ｐｅｒｒｉｃａｕｄｅｔ，Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｍｅｄｉｃ
ａｌ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　５１（１）：３１－４４（１９９５）；Ｈａｄｄａｄａ　ｅｔ
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　ａｌ．，ｉｎ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａ
ｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｄｏｅｒｆｌｅｒ　ａｎｄ　Ｂｏｅｈｍ（ｅｄｓ）（１９
９５）；およびＹｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：１３－２６（１９
９４）参照。
【００６５】
　核酸の非ウイルス送達の方法としては、リポフェクション、ヌクレオフェクション、マ
イクロインジェクション、遺伝子銃、ビロソーム、リポソーム、イムノリポソーム、ポリ
カチオンまたは脂質：核酸コンジュゲート、ネイキッドＤＮＡ、人工ビリオン、および薬
剤により向上されるＤＮＡの取り込みが挙げられる。リポフェクションは、例えば、米国
特許第５，０４９，３８６号明細書、同第４，９４６，７８７号明細書；および同第４，
８９７，３５５号明細書）に記載されており、リポフェクション試薬は、市販されている
（例えば、Ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍ（商標）およびＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎ（商標））。ポ
リヌクレオチドの効率的な受容体認識リポフェクションに好適なカチオンおよび中性脂質
としては、Ｆｅｌｇｎｅｒ、国際公開第９１／１７４２４号パンフレット；国際公開第９
１／１６０２４号パンフレットのものが挙げられる。送達は、細胞（例えば、インビトロ
またはエクスビボ投与）または標的組織（例えば、インビボ投与）に対するものであり得
る。
【００６６】
　脂質：核酸複合体、例として、ターゲティングされるリポソーム、例えば、免疫脂質複
合体の調製は、当業者に周知である（例えば、Ｃｒｙｓｔａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０
：４０４－４１０（１９９５）；Ｂｌａｅｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ
　Ｔｈｅｒ．２：２９１－２９７（１９９５）；Ｂｅｈｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎ
ｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．５：３８２－３８９（１９９４）；Ｒｅｍｙ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．５：６４７－６５４（１９９４）；Ｇａｏ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　２：７１０－７２２（１９９５）；Ａｈｍａｄ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５２：４８１７－４８２０（１９９２）；米国特
許第４，１８６，１８３号明細書、同第４，２１７，３４４号明細書、同第４，２３５，
８７１号明細書、同第４，２６１，９７５号明細書、同第４，４８５，０５４号明細書、
同第４，５０１，７２８号明細書、同第４，７７４，０８５号明細書、同第４，８３７，
０２８号明細書、および同第４，９４６，７８７号明細書参照）。
【００６７】
　核酸の送達のためのＲＮＡまたはＤＮＡウイルスベース系の使用は、ウイルスを体内の
規定の細胞にターゲティングし、ウイルスペイロードを核に輸送する高度に進化したプロ
セスを利用する。ウイルスベクターは、患者に直接投与することができ（インビボ）、ま
たはそれらを使用してインビトロで細胞を治療することができ、場合により、改変された
細胞を患者に投与することができる（エクスビボ）。慣用のウイルスベース系としては、
遺伝子移入のためのレトロウイルス、レンチウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴およ
び単純ヘルペスウイルスベクターを挙げることができる。宿主ゲノム中のインテグレーシ
ョンは、レトロウイルス、レンチウイルス、およびアデノ随伴ウイルス遺伝子移入法につ
いて考えられ、挿入されたトランス遺伝子の長期発現をもたらすことが多い。さらに、高
い形質導入効率が多くの異なる細胞タイプおよび標的組織において観察されている。
【００６８】
　レトロウイルスの向性は、外来エンベロープタンパク質を取り込むことにより変え、標
的細胞の潜在的な標的集団を拡大することができる。レンチウイルスベクターは、非分裂
細胞に形質導入または感染し、典型的には、高ウイルス力価を産生し得るレトロウイルス
ベクターである。したがって、レトロウイルス遺伝子移入系の選択は、標的組織に依存す
る。レトロウイルスベクターは、６～１０ｋｂまでの外来配列のためのパッケージング能
を有するシス作用長鎖末端リピートを含む。最小シス作用ＬＴＲは、ベクターの複製およ
びパッケージングに十分であり、次いでそれを使用して治療遺伝子を標的細胞中にインテ
グレートして恒久的なトランス遺伝子発現を提供する。広く使用されるレトロウイルスベ
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クターとしては、ネズミ白血病ウイルス（ＭｕＬＶ）、テナガザル白血病ウイルス（Ｇａ
ＬＶ）、サル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）をベースと
するもの、またはそれらの組合せが挙げられる（例えば、Ｂｕｃｈｓｃｈｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６６：２７３１－２７３９（１９９２）；Ｊｏｈａｎｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６６：１６３５－１６４０（１９９２）；Ｓｏｍｍｎｅｒｆｅ
ｌｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒｏｌ．１７６：５８－５９（１９９０）；Ｗｉｌｓｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６３：２３７４－２３７８（１９８９）；Ｍｉｌｌｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６５：２２２０－２２２４（１９９１）；ＰＣＴ／ＵＳ
９４／０５７００号明細書参照）。一過的発現が好ましい用途においては、アデノウイル
スベース系を使用することができる。アデノウイルスベースベクターは、多くの細胞タイ
プにおいて極めて高い形質導入効率を示し得、細胞分裂を要求しない。このようなベクタ
ーについて、高い力価および発現のレベルが得られている。このベクターは、比較的単純
な系で大量に産生することができる。例えば、核酸およびペプチドのインビトロ産生にお
いて、ならびにインビボおよびエクスビボ遺伝子療法手順のためにアデノ随伴ウイルス（
「ＡＡＶ」）ベクターを使用して細胞に標的核酸を形質導入することもできる（例えば、
Ｗｅｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１６０：３８－４７（１９８７）；米国特
許第４，７９７，３６８号明細書；国際公開第９３／２４６４１号パンフレット；Ｋｏｔ
ｉｎ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　５：７９３－８０１（１９９４）；Ｍｕ
ｚｙｃｚｋａ，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９４：１３５１（１９９４）参照。組換え
ＡＡＶベクターの構築は、多数の刊行物、例として、米国特許第５，１７３，４１４号明
細書；Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．５：３２５１
－３２６０（１９８５）；Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉ
ｏｌ．４：２０７２－２０８１（１９８４）；Ｈｅｒｍｏｎａｔ＆Ｍｕｚｙｃｚｋａ，Ｐ
ＮＡＳ　８１：６４６６－６４７０（１９８４）；およびＳａｍｕｌｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６３：０３８２２－３８２８（１９８９）に記載されている。
【００６９】
　典型的には、パッケージング細胞を使用して宿主細胞に感染し得るウイルス粒子を形成
する。このような細胞としては、アデノウイルスをパッケージングする２９３細胞、およ
びレトロウイルスをパッケージングするψ２細胞またはＰＡ３１７細胞が挙げられる。遺
伝子療法において使用されるウイルスベクターは、通常、核酸ベクターをウイルス粒子中
にパッケージングする細胞系を産生することにより生成する。ベクターは、典型的には、
パッケージングおよび後続の宿主中へのインテグレーションに要求される最小ウイルス配
列を含有し、他のウイルス配列は、発現させるべきポリヌクレオチドのための発現カセッ
トにより置き換えられている。欠損ウイルス機能は、典型的には、パッケージング細胞系
によりトランスで供給する。例えば、遺伝子療法において使用されるＡＡＶベクターは、
典型的には、宿主ゲノム中へのパッケージングおよびインテグレーションに要求されるＡ
ＡＶゲノムからのＩＴＲ配列のみを有する。ウイルスＤＮＡは、他のＡＡＶ遺伝子、すな
わち、ｒｅｐおよびｃａｐをコードするが、ＩＴＲ配列を欠くヘルパープラスミドを含有
する細胞系中にパッケージングされる。細胞系は、ヘルパーとしてのアデノウイルスによ
り感染させることもできる。ヘルパーウイルスは、ＡＡＶベクターの複製およびヘルパー
プラスミドからのＡＡＶ遺伝子の発現を促進する。ヘルパープラスミドは、ＩＴＲ配列の
欠如に起因して顕著な量でパッケージングされない。アデノウイルスによる汚染は、例え
ば、アデノウイルスがＡＡＶよりも感受性である熱処理により低減させることができる。
核酸を細胞に送達する追加の方法は、当業者に公知である。例えば、参照により本明細書
に組み込まれる米国特許出願公開第２００３００８７８１７号明細書参照。
【００７０】
　一部の実施形態において、宿主細胞を、本明細書に記載の１つ以上のベクターにより一
過的にまたは非一過的に形質移入する。一部の実施形態において、細胞を、それが対象中
で天然に生じるままで形質移入する。一部の実施形態において、形質移入される細胞を対
象から採取する。一部の実施形態において、細胞は、対象から採取された細胞、例えば、
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細胞系に由来する。組織培養のための広範な細胞系は、当技術分野において公知である。
細胞系の例としては、限定されるものではないが、Ｃ８１６１、ＣＣＲＦ－ＣＥＭ、ＭＯ
ＬＴ、ｍＩＭＣＤ－３、ＮＨＤＦ、ＨｅＬａ－Ｓ３、Ｈｕｈ１、Ｈｕｈ４、Ｈｕｈ７、Ｈ
ＵＶＥＣ、ＨＡＳＭＣ、ＨＥＫｎ、ＨＥＫａ、ＭｉａＰａＣｅｌｌ、Ｐａｎｃ１、ＰＣ－
３、ＴＦ１、ＣＴＬＬ－２、Ｃ１Ｒ、Ｒａｔ６、ＣＶ１、ＲＰＴＥ、Ａ１０、Ｔ２４、Ｊ
８２、Ａ３７５、ＡＲＨ－７７、Ｃａｌｕ１、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＳＫＯＶ３、Ｓ
Ｋ－ＵＴ、ＣａＣｏ２、Ｐ３８８Ｄ１、ＳＥＭ－Ｋ２、ＷＥＨＩ－２３１、ＨＢ５６、Ｔ
ＩＢ５５、Ｊｕｒｋａｔ、Ｊ４５．０１、ＬＲＭＢ、Ｂｃｌ－１、ＢＣ－３、ＩＣ２１、
ＤＬＤ２、Ｒａｗ２６４．７、ＮＲＫ、ＮＲＫ－５２Ｅ、ＭＲＣ５、ＭＥＦ、Ｈｅｐ　Ｇ
２、ＨｅＬａ　Ｂ、ＨｅＬａ　Ｔ４、ＣＯＳ、ＣＯＳ－１、ＣＯＳ－６、ＣＯＳ－Ｍ６Ａ
、ＢＳ－Ｃ－１サル腎臓上皮、ＢＡＬＢ／３Ｔ３マウス胚線維芽細胞、３Ｔ３Ｓｗｉｓｓ
、３Ｔ３－Ｌ１、１３２－ｄ５ヒト胎児線維芽細胞；１０．１マウス線維芽細胞、２９３
－Ｔ、３Ｔ３、７２１、９Ｌ、Ａ２７８０、Ａ２７８０ＡＤＲ、Ａ２７８０ｃｉｓ、Ａ１
７２、Ａ２０、Ａ２５３、Ａ４３１、Ａ－５４９、ＡＬＣ、Ｂ１６、Ｂ３５、ＢＣＰ－１
細胞、ＢＥＡＳ－２Ｂ、ｂＥｎｄ．３、ＢＨＫ－２１、ＢＲ２９３、ＢｘＰＣ３、Ｃ３Ｈ
－１０Ｔ１／２、Ｃ６／３６、Ｃａｌ－２７、ＣＨＯ、ＣＨＯ－７、ＣＨＯ－ＩＲ、ＣＨ
Ｏ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ２、ＣＨＯ－Ｔ、ＣＨＯ　Ｄｈｆｒ－／－、ＣＯＲ－Ｌ２３、ＣＯ
Ｒ－Ｌ２３／ＣＰＲ、ＣＯＲ－Ｌ２３／５０１０、ＣＯＲ－Ｌ２３／Ｒ２３、ＣＯＳ－７
、ＣＯＶ－４３４、ＣＭＬ　Ｔ１、ＣＭＴ、ＣＴ２６、Ｄ１７、ＤＨ８２、ＤＵ１４５、
ＤｕＣａＰ、ＥＬ４、ＥＭ２、ＥＭ３、ＥＭＴ６／ＡＲ１、ＥＭＴ６／ＡＲ１０．０、Ｆ
Ｍ３、Ｈ１２９９、Ｈ６９、ＨＢ５４、ＨＢ５５、ＨＣＡ２、ＨＥＫ－２９３、ＨｅＬａ
、Ｈｅｐａ１ｃ１ｃ７、ＨＬ－６０、ＨＭＥＣ、ＨＴ－２９、Ｊｕｒｋａｔ、ＪＹ細胞、
Ｋ５６２細胞、Ｋｕ８１２、ＫＣＬ２２、ＫＧ１、ＫＹＯ１、ＬＮＣａｐ、Ｍａ－Ｍｅｌ
１－４８、ＭＣ－３８、ＭＣＦ－７、ＭＣＦ－１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－
ＭＢ－４６８、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５、ＭＤＣＫ　ＩＩ、ＭＤＣＫ　ＩＩ、ＭＯＲ／０．
２Ｒ、ＭＯＮＯ－ＭＡＣ６、ＭＴＤ－１Ａ、ＭｙＥｎｄ、ＮＣＩ－Ｈ６９／ＣＰＲ、ＮＣ
Ｉ－Ｈ６９／ＬＸ１０、ＮＣＩ－Ｈ６９／ＬＸ２０、ＮＣＩ－Ｈ６９／ＬＸ４、ＮＩＨ－
３Ｔ３、ＮＡＬＭ－１、ＮＷ－１４５、ＯＰＣＮ／ＯＰＣＴ細胞系、Ｐｅｅｒ、ＰＮＴ－
１Ａ／ＰＮＴ２、ＲｅｎＣａ、ＲＩＮ－５Ｆ、ＲＭＡ／ＲＭＡＳ、Ｓａｏｓ－２細胞、Ｓ
ｆ－９、ＳｋＢｒ３、Ｔ２、Ｔ－４７Ｄ、Ｔ８４、ＴＨＰ１細胞系、Ｕ３７３、Ｕ８７、
Ｕ９３７、ＶＣａＰ、Ｖｅｒｏ細胞、ＷＭ３９、ＷＴ－４９、Ｘ６３、ＹＡＣ－１、ＹＡ
Ｒ、およびそれらのトランスジェニック変種が挙げられる。細胞系は、当業者に公知の種
々の資源から入手可能である（例えば、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）（Ｍａｎａｓｓｕｓ，Ｖａ．）参照）。一部の実施形
態において、本明細書に記載の１つ以上のベクターにより形質移入された細胞を使用して
１つ以上のベクター由来配列を含む新たな細胞系を樹立する。一部の実施形態において、
本明細書に記載のＣＲＩＳＰＲ系の成分により一過的に形質移入され（例えば、１つ以上
のベクターの一過的形質移入、またはＲＮＡによる形質移入により）、ＣＲＩＳＰＲ複合
体の活性を通して改変された細胞を使用して改変を含有するがあらゆる他の外因性配列を
欠く細胞を含む新たな細胞系を樹立する。一部の実施形態において、本明細書に記載の１
つ以上のベクターにより一過的にまたは非一過的に形質移入された細胞、またはそのよう
な細胞に由来する細胞系を、１つ以上の試験化合物の評価において使用する。
【００７１】
　一部の実施形態において、本明細書に記載の１つ以上のベクターを使用して非ヒトトラ
ンスジェニック動物またはトランスジェニック植物を産生する。一部の実施形態において
、トランスジェニック動物は、哺乳動物、例えば、マウス、ラット、またはウサギである
。ある実施形態において、生物または対象は、植物である。ある実施形態において、生物
または対象または植物は、藻類である。トランスジェニック植物および動物を産生する方
法は、当技術分野において公知であり、一般に、例えば、本明細書に記載の細胞形質移入
の方法から出発する。
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【００７２】
　一態様において、本発明は、真核細胞中の標的ポリヌクレオチドを改変する方法を提供
する。一部の実施形態において、方法は、ＣＲＩＳＰＲ複合体を標的ポリヌクレオチドに
結合させて前記標的ポリヌクレオチドの開裂を生じさせ、それにより、標的ポリヌクレオ
チドを改変することを含み、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、前記標的ポリヌクレオチド内の標的
配列にハイブリダイズされるガイド配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含み、
前記ガイド配列は、次いでｔｒａｃｒ配列にハイブリダイズするｔｒａｃｒメイト配列に
結合している。
【００７３】
　一態様において、本発明は、真核細胞中のポリヌクレオチドの発現を改変する方法を提
供する。一部の実施形態において、方法は、ＣＲＩＳＰＲ複合体をポリヌクレオチドに結
合させ、その結果、前記結合が前記ポリヌクレオチドの発現の増加または減少をもたらす
ことを含み；ＣＲＩＳＰＲ複合体は、前記標的ポリヌクレオチド内の標的配列にハイブリ
ダイズされるガイド配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含み、前記ガイド配列
は、次いでｔｒａｃｒ配列にハイブリダイズするｔｒａｃｒメイト配列に結合している。
【００７４】
　作物ゲノミクスの近年の進歩とともに、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系を使用して効率的でコ
スト効率の良い遺伝子編集および操作を実施する技能により、産生の改善および形質の向
上のためにそのようなゲノムを形質転換するための単一および多重化遺伝子操作の迅速な
選択および比較が可能となる。これに関して、米国特許および刊行物：米国特許第６，６
０３，０６１号明細書－Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ－Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｐｌａｎｔ　
Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄ；米国特許第７，８６８，１４９号明細書
－Ｐｌａｎｔ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ
および米国特許出願公開第２００９／０１００５３６号明細書－Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　
Ｐｌａｎｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ａｇｒｏｎｏｍｉｃ　Ｔｒａｉｔｓが参照
され、これらのそれぞれの全ての内容および開示は、参照により全体として本明細書に組
み込まれる。本発明の実施において、Ｍｏｒｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ“Ｃｒｏｐ　ｇｅｎｏ
ｍｉｃｓ：ａｄｖａｎｃｅｓ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ”Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｇ
ｅｎｅｔ．２０１１　Ｄｅｃ　２９；１３（２）：８５－９６の内容および開示も参照に
より全体として本明細書に組み込まれる。本発明の有利な実施形態において、ＣＲＩＳＰ
Ｒ／Ｃａｓ９系を使用して微細藻類をエンジニアリングする（実施例１５）。したがって
、本明細書における動物細胞への言及は、必要な変更を加え、特に明らかでない限り植物
細胞にも当てはまり得る。
【００７５】
　一態様において、本発明は、インビボ、エクスビボまたはインビトロであり得る真核細
胞中の標的ポリヌクレオチドを改変する方法を提供する。一部の実施形態において、方法
は、ヒトまたは非ヒト動物または植物（微細藻類を含む）から細胞または細胞の集団をサ
ンプリングし、１つまたは複数の細胞を改変することを含む。培養は、任意の段階におい
てエクスビボで行うことができる。１つまたは複数の細胞は、非ヒト動物または植物（微
細藻類を含む）中に再導入することもできる。
【００７６】
　植物において、病原体は宿主特異的であることが多い。例えば、トマト萎凋病菌（Ｆｕ
ｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ　ｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）は、トマト萎
凋病を引き起こすが、トマトのみを攻撃し、カーネーション萎凋病菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏ
ｒｕｍ　ｆ．ｄｉａｎｔｈｉｉ）コムギ黒さび病菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａ　ｇｒａｍｉｎｉ
ｓ　ｆ．ｓｐ．ｔｒｉｔｉｃｉ）はコムギのみを攻撃する。植物は、ほとんどの病原体に
抵抗するための既存および誘導的防御を有する。植物生成にわたる突然変異および組換え
イベントは、特に病原体が植物よりも高頻度で繁殖する場合に感受性を生じさせる遺伝子
変異をもたらす。植物において、非宿主耐性が存在し得、例えば、宿主および病原体は不
適合性である。水平耐性、例えば、典型的には、多くの遺伝子により制御される病原体の
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全ての種に対する部分耐性および垂直耐性、例えば、典型的には、少数の遺伝子により制
御される病原体の一部の種に対するが他の種に対するものでない完全耐性も存在し得る。
遺伝子対遺伝子レベルにおいて、植物および病原体は、一緒に進化し、あるものの遺伝子
変化は他の変化と均衡を保つ。したがって、自然変動を使用して、育種者は、収穫高、品
質、均一性、耐寒性、耐性に最も有用な遺伝子を組み合わせる。耐性遺伝子の資源として
は、天然または外来種、在来種、野生植物類縁種、および誘導突然変異、例えば、植物材
料を突然変異誘発剤により処理することが挙げられる。本発明を使用して、植物育種者に
、突然変異を誘導するための新たなツールを提供する。したがって、当業者は、耐性遺伝
子の資源のゲノムを分析し、所望の特徴または形質を有する品種において本発明を用いて
耐性遺伝子の出現を従来の突然変異誘発剤よりも正確に誘導し、したがって、植物育種プ
ログラムを加速および改善することができる。
【００７７】
　一態様において、本発明は、上記方法および組成物に開示のエレメントのいずれか１つ
以上を含有するキットを提供する。一部の実施形態において、キットは、ベクター系およ
びキットの使用指示書を含む。一部の実施形態において、ベクター系は、（ａ）ｔｒａｃ
ｒメイト配列およびガイド配列をｔｒａｃｒメイト配列の上流に挿入するための１つ以上
の挿入部位に作動可能に結合している第１の調節エレメント（ガイド配列は、発現された
場合、真核細胞中の標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向し、ＣＲＩ
ＳＰＲ複合体は、（１）標的配列にハイブリダイズされるガイド配列、および（２）ｔｒ
ａｃｒ配列にハイブリダイズされるｔｒａｃｒメイト配列と複合体形成しているＣＲＩＳ
ＰＲ酵素を含む）；ならびに／または（ｂ）核局在化配列を含む前記ＣＲＩＳＰＲ酵素を
コードする酵素コード配列に作動可能に結合している第２の調節エレメントを含む。エレ
メントは、個々にまたは組合せで提供することができ、任意の好適な容器、例えば、バイ
アル、ボトル、またはチューブ中で提供することができる。一部の実施形態において、キ
ットは、１つ以上の言語の、例えば、２つ以上の言語の指示書を含む。
【００７８】
　一部の実施形態において、キットは、本明細書に記載のエレメントの１つ以上を利用す
るプロセスにおいて使用される１つ以上の試薬を含む。試薬は、任意の好適な容器中で提
供することができる。例えば、キットは、１つ以上の反応または貯蔵緩衝液を提供し得る
。試薬は、特定のアッセイにおいて使用可能な形態で、または使用前に１つ以上の他の成
分の添加を要求する形態（例えば、濃縮物または凍結乾燥形態）で提供することができる
。緩衝液は、任意の緩衝液、例として、限定されるものではないが、炭酸ナトリウム緩衝
液、重炭酸ナトリウム緩衝液、ホウ酸緩衝液、Ｔｒｉｓ緩衝液、ＭＯＰＳ緩衝液、ＨＥＰ
ＥＳ緩衝液、およびそれらの組合せであり得る。一部の実施形態において、緩衝液はアル
カリ性である。一部の実施形態において、緩衝液は、約７から約１０のｐＨを有する。一
部の実施形態において、キットは、ガイド配列および調節エレメントを作動可能に結合さ
せるためのベクター中への挿入のためのガイド配列に対応する１つ以上のオリゴヌクレオ
チドを含む。一部の実施形態において、キットは、相同組換えテンプレートポリヌクレオ
チドを含む。
【００７９】
　一態様において、本発明は、ＣＲＩＳＰＲ系の１つ以上のエレメントを使用する方法を
提供する。本発明のＣＲＩＳＰＲ複合体は、標的ポリヌクレオチドを改変する有効な手段
を提供する。本発明のＣＲＩＳＰＲ複合体は、広範な有用性、例として、非常に多数の細
胞タイプ中の標的ポリヌクレオチドの改変（例えば、欠失、挿入、転座、不活性化、活性
化）を有する。したがって、本発明のＣＲＩＳＰＲ複合体は、例えば、遺伝子療法、薬物
スクリーニング、疾患診断、および予後における幅広い用途範囲を有する。例示的ＣＲＩ
ＳＰＲ複合体は、標的ポリヌクレオチド内の標的配列にハイブリダイズされるガイド配列
と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含む。ガイド配列は、次いでｔｒａｃｔ配列に
ハイブリダイズするｔｒａｃｒメイト配列に結合している。
【００８０】
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　ＣＲＩＳＰＲ複合体の標的ポリヌクレオチドは、真核細胞に対して内因性または外因性
である任意のポリヌクレオチドであり得る。例えば、標的ポリヌクレオチドは、真核細胞
の核中に残留するポリヌクレオチドであり得る。標的ポリヌクレオチドは、遺伝子産物（
例えば、タンパク質）をコードする配列または非コード配列（例えば、調節ポリヌクレオ
チドまたはジャンクＤＮＡ）であり得る。理論により拘束されるものではないが、標的配
列がＰＡＭ（プロトスペーサー隣接モチーフ）；すなわち、ＣＲＩＳＰＲ複合体により認
識される短い配列と会合するはずであることが考えられる。ＰＡＭについての正確な配列
および長さの条件は、使用されるＣＲＩＳＰＲ酵素に応じて異なるが、ＰＡＭは、典型的
には、プロトスペーサー（すなわち、標的配列）に隣接する２～５塩基対配列である。Ｐ
ＡＭ配列の例を以下の実施例セクションに挙げ、当業者は、所与のＣＲＩＳＰＲ酵素につ
いて使用されるさらなるＰＡＭ配列を同定することができる。
【００８１】
　ＣＲＩＳＰＲ複合体の標的ポリヌクレオチドとしては、それぞれＢｒｏａｄ参照番号Ｂ
Ｉ－２０１１／００８／ＷＳＧＲ整理番号４４０６３－７０１．１０１およびＢＩ－２０
１１／００８／ＷＳＧＲ整理番号４４０６３－７０１．１０２を有する米国仮特許出願第
６１／７３６，５２７号明細書および同第６１／７４８，４２７号明細書（両方とも、標
題ＳＹＳＴＥＭＳ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＯＳＩＴＩＯＮＳ　ＦＯＲ　ＳＥ
ＱＵＥＮＣＥ　ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＯＮ、それぞれ２０１２年１２月１２日および２０
１３年１月２日に出願、これらの全ての内容は参照により全体として本明細書に組み込ま
れる）に列記の多数の疾患関連遺伝子およびポリヌクレオチドならびにシグナリング生化
学経路関連遺伝子およびポリヌクレオチドを挙げることができる。
【００８２】
　標的ポリヌクレオチドの例としては、シグナリング生化学経路に関連する配列、例えば
、シグナリング生化学経路関連遺伝子またはポリヌクレオチドが挙げられる。標的ポリヌ
クレオチドの例としては、疾患関連遺伝子またはポリヌクレオチドが挙げられる。「疾患
関連」遺伝子またはポリヌクレオチドは、非疾患対照の組織または細胞と比較して患部組
織に由来する細胞中で異常なレベルにおいてまたは異常な形態で転写または翻訳産物を生
じさせている任意の遺伝子またはポリヌクレオチドを指す。これは、異常に高いレベルに
おいて発現されるようになる遺伝子であり得；これは、異常に低いレベルにおいて発現さ
れるようになる遺伝子であり得、発現の変化は、疾患の発生および／または進行と相関す
る。疾患関連遺伝子は、疾患の病因を直接担い、または疾患の病因を担う遺伝子と連鎖不
平衡をなす突然変異または遺伝子変異を有する遺伝子も指す。転写または翻訳される産物
は、既知または未知のものであり得、正常または異常レベルにおけるものであり得る。
【００８３】
　疾患関連遺伝子およびポリヌクレオチドの例は、ＭｃＫｕｓｉｃｋ－Ｎａｔｈａｎｓ　
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋ
ｉｎｓ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，　Ｍｄ．）およびＮａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，Ｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．
）から入手可能であり、ワールドワイドウェブから入手可能である。
【００８４】
　疾患関連遺伝子およびポリヌクレオチドの例を表ＡおよびＢに列記する。疾患特異的情
報は、ＭｃＫｕｓｉｃｋ－Ｎａｔｈａｎｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｔｉｃ
　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　（Ｂａｌｔ
ｉｍｏｒｅ，Ｍｄ．）およびＮａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ（Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．）から入手可能であり、ワールドワイドウェ
ブから入手可能である。シグナリング生化学経路関連遺伝子およびポリヌクレオチドの例
を表Ｃに列記する。
【００８５】
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　これらの遺伝子および経路中の突然変異は、不適切なタンパク質の産生または機能に影
響する不適切な量のタンパク質をもたらし得る。遺伝子、疾患およびタンパク質のさらな
る例は、２０１２年１２月１２日に出願された米国仮特許出願第６１／７３６，５２７号
明細書および２０１３年２月２日に出願された同第６１／７４８，４２７号明細書から参
照により本明細書に組み込まれる。このような遺伝子、タンパク質および経路は、ＣＲＩ
ＳＰＲ複合体の標的ポリヌクレオチドであり得る。
【００８６】
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【表１】

【００８７】
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【表１７】

【０１０３】
　本発明の実施形態は、遺伝子のノックアウト、遺伝子の増幅ならびにＤＮＡリピート不
安定性および神経学的疾患に関連する特定の突然変異の修復に関連する方法および組成物
にも関する（Ｒｏｂｅｒｔ　Ｄ．Ｗｅｌｌｓ，Ｔｅｔｓｕｏ　Ａｓｈｉｚａｗａ，Ｇｅｎ
ｅｔｉｃ　Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓ　ａｎｄ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｄｉｓｅ
ａｓｅｓ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｃｔ　１
３，２０１１－Ｍｅｄｉｃａｌ）。規定の態様のタンデムリピート配列が２０を超えるヒ
ト疾患を担うことが見出されている（Ｎｅｗ　ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｉｎｔｏ　ｒｅｐｅａ
ｔ　ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ：ｒｏｌｅ　ｏｆ　ＲＮＡ・ＤＮＡ　ｈｙｂｒｉｄｓ．Ｍｃ
Ｉｖｏｒ　ＥＩ，Ｐｏｌａｋ　Ｕ，Ｎａｐｉｅｒａｌａ　Ｍ．ＲＮＡ　Ｂｉｏｌ．２０１
０　Ｓｅｐ－Ｏｃｔ；７（５）：５５１－８）。ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系を利用してゲノ
ム不安定性のこれらの異常を補正することができる。
【０１０４】
　本発明のさらなる態様は、ラフォラ病に関連することが同定されているＥＭＰ２Ａおよ
びＥＭＰ２Ｂ遺伝子の異常の補正のためのＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系の利用に関する。ラフ
ォラ病は、青年期において癲癇性発作として始まり得る進行性ミオクローヌス癲癇を特徴
とする常染色体劣性病態である。この疾患の数例は、未だ同定されていない遺伝子の突然
変異により引き起こされ得る。この疾患は、発作、筋痙攣、歩行困難、認知症、および最
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終的に死亡を引き起こす。現在、疾患進行に対して有効であることが証明されている治療
は存在しない。癲癇に関連する他の遺伝子異常を、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系によりターゲ
ティングすることもでき、基礎となる遺伝学は、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｅｐｉｌｅｐ
ｓｙ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｐｉｌｅｐｓｉｅｓ，Ｇｉｕｌｉａｎｏ　Ａｖａｎｚ
ｉｎｉ，Ｊｅｆｆｒｅｙ　Ｌ．Ｎｏｅｂｅｌｓにより編集，Ｍａｒｉａｎｉ　Ｆｏｕｎｄ
ａｔｉｏｎ　Ｐａｅｄｉａｔｒｉｃ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ：２０；２００９）にさらに記
載されている。
【０１０５】
　本発明のさらに別の態様において、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系を使用し、Ｇｅｎｅｔｉｃ
　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｙｅ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｅｌｉａ
ｓ　Ｉ．Ｔｒａｂｏｕｌｓｉにより編集，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ，２０１２にさらに記載されているいくつかの遺伝子突然変異から生じる眼の異常を
補正することができる。
【０１０６】
　本発明のいくつかのさらなる態様は、米国国立衛生研究所のウェブサイト（ｈｅａｌｔ
ｈ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｏｐｉｃ／ＧｅｎｅｔｉｃＤｉｓｏｒｄｅｒｓにおけるウェブサ
イト）上にトピックサブセクションＧｅｎｅｔｉｃ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓのもとでさらに
記載されている広範な遺伝子疾患に関連する異常の補正に関する。遺伝子脳疾患としては
、限定されるものではないが、副腎白質ジストロフィー、脳梁欠損症、アイカルディ症候
群、アルパース病、アルツハイマー病、バース症候群、バッテン病、ＣＡＤＡＳＩＬ、小
脳変性症、ファブリー病、ゲルストマン－ストロイスラー－シャインカー病、ハンチント
ン病および他のトリプレットリピート病、リー病、レッシュ－ナイハン症候群、メンケス
病、ミトコンドリアミオパチーならびにＮＩＮＤＳコルポセファリーが挙げられる。これ
らの疾患は、米国国立衛生研究所のウェブサイト上にサブセクションＧｅｎｅｔｉｃ　Ｂ
ｒａｉｎ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓのもとでさらに記載されている。
【０１０７】
　一部の実施形態において、病態は、新形成である。病態が新形成であり得る一部の実施
形態において、ターゲティングすべき遺伝子は、表Ａに列記のもののいずれかであり得る
（この場合、ＰＴＥＮなど）。一部の実施形態において、病態は、加齢黄斑変性症であり
得る。一部の実施形態において、病態は、統合失調症であり得る。一部の実施形態におい
て、病態は、トリヌクレオチドリピート障害であり得る。一部の実施形態において、病態
は、脆弱性Ｘ症候群であり得る。一部の実施形態において、病態は、セクレターゼ関連障
害であり得る。一部の実施形態において、病態は、プリオン関連障害であり得る。一部の
実施形態において、病態は、ＡＬＳであり得る。一部の実施形態において、病態は、薬物
嗜好であり得る。一部の実施形態において、病態は、自閉症であり得る。一部の実施形態
において、病態は、アルツハイマー病であり得る。一部の実施形態において、病態は、炎
症であり得る。一部の実施形態において、病態は、パーキンソン病であり得る。
【０１０８】
　パーキンソン病に関連するタンパク質の例としては、限定されるものではないが、α－
シヌクレイン、ＤＪ－１、ＬＲＲＫ２、ＰＩＮＫ１、パーキン、ＵＣＨＬ１、シンフィリ
ン－１、およびＮＵＲＲ１が挙げられる。
【０１０９】
　嗜好関連タンパク質の例としては、例えば、ＡＢＡＴを挙げることができる。
【０１１０】
　炎症関連タンパク質の例としては、例えば、Ｃｃｒ２遺伝子によりコードされる単球走
化性タンパク質－１（ＭＣＰ１）、Ｃｃｒ５遺伝子によりコードされるＣ－Ｃケモカイン
受容体５型（ＣＣＲ５）、Ｆｃｇｒ２ｂ遺伝子によりコードされるＩｇＧ受容体ＩＩＢ（
ＦＣＧＲ２ｂ、ＣＤ３２とも称される）、またはＦｃｅｒ１ｇ遺伝子によりコードされる
ＦｃイプシロンＲ１ｇ（ＦＣＥＲ１ｇ）タンパク質を挙げることができる。
【０１１１】
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　心血管疾患関連タンパク質の例としては、例えば、ＩＬ１Ｂ（インターロイキン１、ベ
ータ）、ＸＤＨ（キサンチンデヒドロゲナーゼ）、ＴＰ５３（腫瘍タンパク質ｐ５３）、
ＰＴＧＩＳ（プロスタグランジンＩ２（プロスタサイクリン）シンターゼ）、ＭＢ（ミオ
グロビン）、ＩＬ４（インターロイキン４）、ＡＮＧＰＴ１（アンジオポエチン１）、Ａ
ＢＣＧ８（ＡＴＰ結合カセット、サブファミリーＧ（ＷＨＩＴＥ）、メンバー８）、また
はＣＴＳＫ（カテプシンＫ）を挙げることができる。
【０１１２】
　アルツハイマー病関連タンパク質の例としては、例えば、ＶＬＤＬＲ遺伝子によりコー
ドされる超低密度リポタンパク質受容体タンパク質（ＶＬＤＬＲ）、ＵＢＡ１遺伝子によ
りコードされるユビキチン様修飾因子活性化酵素１（ＵＢＡ１）、またはＵＢＡ３遺伝子
によりコードされるＮＥＤＤ８活性化酵素Ｅ１触媒サブユニットタンパク質（ＵＢＥ１Ｃ
）を挙げることができる。
【０１１３】
　自閉症スペクトラム障害に関連するタンパク質の例としては、例えば、ＢＺＲＡＰ１遺
伝子によりコードされるベンゾジアゼピン受容体（末梢性）関連タンパク質１（ＢＺＲＡ
Ｐ１）、ＡＦＦ２遺伝子（ＭＦＲ２とも称される）によりコードされるＡＦ４／ＦＭＲ２
ファミリーメンバー２タンパク質（ＡＦＦ２）、ＦＸＲ１遺伝子によりコードされる脆弱
性Ｘ精神遅滞常染色体ホモログ１タンパク質（ＦＸＲ１）、またはＦＸＲ２遺伝子により
コードされる脆弱性Ｘ精神遅滞常染色体ホモログ２タンパク質（ＦＸＲ２）を挙げること
ができる。
【０１１４】
　黄斑変性症に関連するタンパク質の例としては、例えば、ＡＢＣＲ遺伝子によりコード
されるＡＴＰ結合カセットサブファミリーＡ（ＡＢＣ１）メンバー４タンパク質（ＡＢＣ
Ａ４）、ＡＰＯＥ遺伝子によりコードされるアポリポタンパク質Ｅタンパク質（ＡＰＯＥ
）、またはＣＣＬ２遺伝子によりコードされるケモカイン（Ｃ－Ｃモチーフ）リガンド２
タンパク質（ＣＣＬ２）を挙げることができる。
【０１１５】
　統合失調症に関連するタンパク質の例としては、ＮＲＧ１、ＥｒｂＢ４、ＣＰＬＸ１、
ＴＰＨ１、ＴＰＨ２、ＮＲＸＮ１、ＧＳＫ３Ａ、ＢＤＮＦ、ＤＩＳＣ１、ＧＳＫ３Ｂ、お
よびそれらの組合せを挙げることができる。
【０１１６】
　腫瘍抑制に関与するタンパク質の例としては、例えば、ＡＴＭ（毛細血管拡張性運動失
調症変異）、ＡＴＲ（毛細血管拡張性運動失調症およびＲａｄ３関連）、ＥＧＦＲ（上皮
成長因子受容体）、ＥＲＢＢ２（ｖ－ｅｒｂ－ｂ２赤芽球性白血病ウイルス癌遺伝子ホモ
ログ２）、ＥＲＢＢ３（ｖ－ｅｒｂ－ｂ２赤芽球性白血病ウイルス癌遺伝子ホモログ３）
、ＥＲＢＢ４（ｖ－ｅｒｂ－ｂ２赤芽球性白血病ウイルス癌遺伝子ホモログ４）、Ｎｏｔ
ｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、またはＮｏｔｃｈ４を挙げることができる。
【０１１７】
　セクレターゼ障害に関連するタンパク質の例としては、例えば、ＰＳＥＮＥＮ（プレセ
ニリンエンハンサー２ホモログ（線虫（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ）））、ＣＴＳＢ（カテプシ
ンＢ）、ＰＳＥＮ１（プレセニリン１）、ＡＰＰ（アミロイドベータ（Ａ４）前駆体タン
パク質）、ＡＰＨ１Ｂ（咽頭前部欠損１ホモログＢ（線虫（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ）））、
ＰＳＥＮ２（プレセニリン２（アルツハイマー病４））、またはＢＡＣＥ１（ベータ部位
ＡＰＰ開裂酵素１）を挙げることができる。
【０１１８】
　筋萎縮性側索硬化症に関連するタンパク質の例としては、ＳＯＤ１（スーパーオキシド
ジスムターゼ１）、ＡＬＳ２（筋萎縮性側索硬化症２）、ＦＵＳ（ｆｕｓｅｄ　ｉｎ　ｓ
ａｒｃｏｍａ）、ＴＡＲＤＢＰ（ＴＡＲ　ＤＮＡ結合タンパク質）、ＶＡＧＦＡ（血管内
皮成長因子Ａ）、ＶＡＧＦＢ（血管内皮成長因子Ｂ）、およびＶＡＧＦＣ（血管内皮成長
因子Ｃ）、およびそれらの任意の組合せを挙げることができる。
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【０１１９】
　プリオン疾患に関連するタンパク質の例としては、ＳＯＤ１（スーパーオキシドジスム
ターゼ１）、ＡＬＳ２（筋萎縮性側索硬化症２）、ＦＵＳ（ｆｕｓｅｄ　ｉｎ　ｓａｒｃ
ｏｍａ）、ＴＡＲＤＢＰ（ＴＡＲ　ＤＮＡ結合タンパク質）、ＶＡＧＦＡ（血管内皮成長
因子Ａ）、ＶＡＧＦＢ（血管内皮成長因子Ｂ）、およびＶＡＧＦＣ（血管内皮成長因子Ｃ
）、およびそれらの任意の組合せを挙げることができる。
【０１２０】
　プリオン障害における神経変性病態に関連するタンパク質の例としては、例えば、Ａ２
Ｍ（アルファ－２－マクログロブリン）、ＡＡＴＦ（アポトーシス拮抗転写因子）、ＡＣ
ＰＰ（前立腺酸性ホスファターゼ）、ＡＣＴＡ２（大動脈平滑筋アクチンアルファ２）、
ＡＤＡＭ２２（ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン）、ＡＤＯＲＡ３（アデノシンＡ３
受容体）、またはＡＤＲＡ１Ｄ（アルファ－１Ｄアドレナリン受容体についてのアルファ
－１Ｄアドレナリン作動性受容体）を挙げることができる。
【０１２１】
　免疫不全症に関連するタンパク質の例としては、例えば、Ａ２Ｍ［アルファ－２－マク
ログロブリン］；ＡＡＮＡＴ［アリールアルキルアミンＮ－アセチルトランスフェラーゼ
］；ＡＢＣＡ１［ＡＴＰ結合カセットサブファミリーＡ（ＡＢＣ１）、メンバー１］；Ａ
ＢＣＡ２［ＡＴＰ結合カセットサブファミリーＡ（ＡＢＣ１）、メンバー２］；またはＡ
ＢＣＡ３［ＡＴＰ結合カセットサブファミリーＡ（ＡＢＣ１）、メンバー３］を挙げるこ
とができる。
【０１２２】
　トリヌクレオチドリピート障害に関連するタンパク質の例としては、例えば、ＡＲ（ア
ンドロゲン受容体）、ＦＭＲ１（脆弱性Ｘ精神遅滞１）、ＨＴＴ（ハンチントン）、また
はＤＭＰＫ（筋緊張性異栄養症タンパク質キナーゼ）、ＦＸＮ（フラタキシン）、ＡＴＸ
Ｎ２（アタキシン２）が挙げられる。
【０１２３】
　神経伝達障害に関連するタンパク質の例としては、例えば、ＳＳＴ（ソマトスタチン）
、ＮＯＳ１（一酸化窒素シンターゼ１（神経型））、ＡＤＲＡ２Ａ（アドレナリン作動性
アルファ－２Ａ受容体）、ＡＤＲＡ２Ｃ（アドレナリン作動性アルファ－２Ｃ受容体）、
ＴＡＣＲ１（タキキニン受容体１）、またはＨＴＲ２ｃ（５－ヒドロキシトリプタミン（
セロトニン）受容体２Ｃ）が挙げられる。
【０１２４】
　神経発達関連配列の例としては、例えば、Ａ２ＢＰ１［アタキシン２結合タンパク質１
］、ＡＡＤＡＴ［アミノアジピン酸アミノトランスフェラーゼ］、ＡＡＮＡＴ［アリール
アルキルアミンＮ－アセチルトランスフェラーゼ］、ＡＢＡＴ［４－アミノ酪酸アミノト
ランスフェラーゼ］、ＡＢＣＡ１［ＡＴＰ結合カセットサブファミリーＡ（ＡＢＣ１）メ
ンバー１］、またはＡＢＣＡ１３［ＡＴＰ結合カセットサブファミリーＡ（ＡＢＣ１）メ
ンバー１３］が挙げられる。
【０１２５】
　本発明の系により治療可能な好ましい病態のさらなる例は、以下のものから選択するこ
とができる：アルカルディ－グティエール症候群；アレキサンダー病；アラン－ハーンド
ン－ダッドリー症候群；ＰＯＬＧ関連障害；アルファ－マンノシドーシス（ＩＩおよびＩ
ＩＩ型）；アルストレム症候群；アンジェルマン症候群；毛細血管拡張性運動失調症；神
経セロイドリポフスチン症；ベータ－セラサミア；両側性視神経委縮症および（幼児型）
視神経委縮症１型；網膜芽腫（両側性）；カナバン病；脳・眼・顔・骨格症候群１［ＣＯ
ＦＳ１］；脳腱黄色腫症；コルネリア・デ・ラング症候群；ＭＡＰＴ関連障害；遺伝性プ
リオン病；ドラベ症候群；早期発症型家族性アルツハイマー病；フリードライヒ運動失調
症［ＦＲＤＡ］；フリンス症候群；フコシドーシス；福山型先天性筋ジストロフィー；ガ
ラクトシアリドーシス；ゴーシェ病；有機酸血症；血球貪食性リンパ組織球症；ハッチン
ソン－ギルフォード早老症候群；ムコリピドーシスＩＩ型；幼児遊離シアル酸蓄積症；Ｐ
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ＬＡ２Ｇ６関連神経変性症；ジャーベル・ランゲ－ニールセン症候群；接合型表皮水疱症
；ハンチントン病；クラッベ病（幼児型）；ミトコンドリアＤＮＡ関連リー症候群および
ＮＡＲＰ；レッシュ－ナイハン症候群；ＬＩＳ１関連滑脳症；ロウ症候群；メープルシロ
ップ尿症；ＭＥＣＰ２重複症候群；ＡＴＰ７Ａ関連銅輸送障害；ＬＡＭＡ２関連筋ジスト
ロフィー；アリールスルファターゼＡ欠損症；ムコ多糖症Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩ型；ペル
オキシソーム形成異常症、ツェルウェーガー症候群スペクトラム；脳の鉄蓄積症を伴う神
経変性症；酸性スフィンゴミエリナーゼ欠損症；ニーマン－ピック病Ｃ型；グリシン脳症
；ＡＲＸ関連障害；尿素サイクル異常症；ＣＯＬ１Ａ１／２関連骨形成不全症；ミトコン
ドリアＤＮＡ欠失症候群；ＰＬＰ１関連障害；ペリー症候群；フェラン－マクダーモット
症候群；グリコーゲン蓄積症ＩＩ型（ポンペ病）（幼児型）；ＭＡＰＴ関連障害；ＭＥＣ
Ｐ２関連障害；肢根型点状軟骨異形成症１型；ロバーツ症候群；サンドホフ病；シンドラ
ー病１型；アデノシンデアミナーゼ欠損症；スミス－レムリ－オピッツ症候群；脊髄性筋
萎縮症；幼児期発症型脊髄小脳失調症；ヘキソサミニダーゼＡ欠損症；致死性異形成１型
；コラーゲンＶＩ型関連障害；アッシャー症候群Ｉ型；先天性筋ジストロフィー；ウォル
フ－ヒルシュホーン症候群；リソソーム酸リパーゼ欠損症；ならびに色素性乾皮症。
【０１２６】
　明らかなとおり、本発明の系を使用して任意の目的ポリヌクレオチド配列をターゲティ
ングすることができることが想定される。本発明の系を使用して有用に治療することがで
きる病態または疾患の一部の例を上記表に含め、それらの病態に現在関連する遺伝子の例
もその表に提供する。しかしながら、例示される遺伝子は排他的なものではない。
【実施例】
【０１２７】
　以下の実施例を、本発明の種々の実施形態を説明する目的のために挙げ、それらは本発
明をいかなる様式にも限定することを意味しない。本実施例は、本明細書に記載の方法と
ともに、目下好ましい実施形態の代表例であり、例示であり、本発明の範囲に対する限定
を意図するものではない。特許請求の範囲の範囲により定義される本発明の趣旨に包含さ
れるその変更および他の使用は、当業者が行う。
【０１２８】
実施例１：真核細胞の核中のＣＲＩＳＰＲ複合体活性
　例示的なＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系は、４つの遺伝子Ｃａｓ９、Ｃａｓ１、Ｃａｓ２、およ
びＣｓｎ１のクラスター、ならびに２つの非コードＲＮＡエレメント、ｔｒａｃｒＲＮＡ
および非反復配列の短いストレッチ（スペーサー、それぞれ約３０ｂｐ）により間隔が空
いている反復配列の特徴的アレイ（ダイレクトリピート）を含有する化膿性連鎖球菌（Ｓ
ｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０からのＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ遺
伝子座である。この系において、ターゲティングされるＤＮＡ二本鎖切断（ＤＳＢ）を４
つの連続ステップにおいて生成する（図２Ａ）。第１に、２つの非コードＲＮＡ、プレｃ
ｒＲＮＡアレイおよびｔｒａｃｒＲＮＡがＣＲＩＳＰＲ遺伝子座から転写される。第２に
、ｔｒａｃｒＲＮＡがプレｃｒＲＮＡのダイレクトリピートにハイブリダイズし、次いで
それが個々のスペーサー配列を含有する成熟ｃｒＲＮＡにプロセシングされる。第３に、
成熟ｃｒＲＮＡ：ｔｒａｃｒＲＮＡ複合体がＣａｓ９を、ｃｒＲＮＡのスペーサー領域と
プロトスペーサーＤＮＡとの間のヘテロ二本鎖形成を介してプロトスペーサーおよび対応
するＰＡＭからなるＤＮＡ標的に指向する。最後に、Ｃａｓ９は、ＰＡＭの上流の標的Ｄ
ＮＡの開裂を媒介してプロトスペーサー内でＤＳＢを創成する（図２Ａ）。この例は、こ
のＲＮＡプログラマブルヌクレアーゼ系を適応させて真核細胞の核中のＣＲＩＳＰＲ複合
体活性を指向する例示プロセスを記載する。
【０１２９】
細胞培養および形質移入
　ヒト胚腎臓（ＨＥＫ）細胞系ＨＥＫ２９３ＦＴ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
）を、１０％のウシ胎仔血清（ＨｙＣｌｏｎｅ）、２ｍＭのＧｌｕｔａＭＡＸ（Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１００Ｕ／ｍＬのペニシリン、および１００μｇ／ｍＬ
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のストレプトマイシンが補給されたダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で３７℃
において５％のＣＯ２インキュベーションで維持した。マウスｎｅｕｒｏ２Ａ（Ｎ２Ａ）
細胞系（ＡＴＣＣ）を、５％のウシ胎仔血清（ＨｙＣｌｏｎｅ）、２ｍＭのＧｌｕｔａＭ
ＡＸ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１００Ｕ／ｍＬのペニシリン、および１
００μｇ／ｍＬのストレプトマイシンが補給されたＤＭＥＭにより、３７℃、５％のＣＯ

２で維持した。
【０１３０】
　ＨＥＫ２９３ＦＴまたはＮ２Ａ細胞を２４ウェルプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ）中に、形
質移入１日前に１ウェル当たり２００，０００個の細胞の密度において播種した。Ｌｉｐ
ｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を製造業者の推
奨プロトコルに従って使用して細胞を形質移入した。２４ウェルプレートのそれぞれのウ
ェルについて、合計８００ｎｇのプラスミドを使用した。
【０１３１】
ゲノム改変についてのＳｕｒｖｅｙｏｒアッセイおよびシーケンシング分析
　ＨＥＫ２９３ＦＴまたはＮ２Ａ細胞を、上記プラスミドＤＮＡにより形質移入した。形
質移入後、細胞を３７℃において７２時間インキュベートしてからゲノムＤＮＡを抽出し
た。ゲノムＤＮＡは、ＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔＤＮＡ抽出キット（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ
）を製造業者のプロトコルに従って使用して抽出した。手短に述べると、細胞をＱｕｉｃ
ｋＥｘｔｒａｃｔ溶液中で再懸濁させ、６５℃において１５分間および９８℃において１
０分間インキュベートした。抽出されたゲノムＤＮＡを直ちに処理または－２０℃におい
て貯蔵した。
【０１３２】
　それぞれの遺伝子についてのＣＲＩＳＰＲ標的部位周囲のゲノム領域をＰＣＲ増幅し、
ＱｉａＱｕｉｃｋ　Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎ（Ｑｉａｇｅｎ）を製造業者のプロトコルに
従って使用して産物を精製した。合計４００ｎｇの精製ＰＣＲ産物を２μｌの１０×Ｔａ
ｑポリメラーゼＰＣＲ緩衝液（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ）と混合し、超純水で２０μｌの最
終容量とし、リアニーリングプロセスに供してヘテロ二本鎖形成を可能とした：９５℃に
おいて１０分間、－２℃／秒における傾斜で９５℃から８５℃、－０．２５℃／秒におけ
る８５℃から２５℃、および２５℃において１分間維持。リアニーリング後、産物をＳｕ
ｒｖｅｙｏｒヌクレアーゼおよびＳｕｒｖｅｙｏｒエンハンサーＳ（Ｔｒａｎｓｇｅｎｏ
ｍｉｃｓ）により製造業者の推奨プロトコルに従って処理し、４～２０％のＮｏｖｅｘ　
ＴＢＥポリアクリルアミドゲル（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）上で分析した。
ゲルをＳＹＢＲ　Ｇｏｌｄ　ＤＮＡ染色（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）により
３０分間染色し、Ｇｅｌ　Ｄｏｃゲルイメージングシステム（Ｂｉｏ－ｒａｄ）によりイ
メージングした。定量は、開裂したＤＮＡの率の尺度としての相対バンド強度に基づくも
のであった。図８は、このＳｕｒｖｅｙｏｒアッセイの模式的説明を提供する。
【０１３３】
相同組換えの検出のための制限断片長多型アッセイ
　ＨＥＫ２９３ＦＴおよびＮ２Ａ細胞を、プラスミドＤＮＡにより形質移入し、３７℃に
おいて７２時間インキュベートしてから上記のとおりゲノムＤＮＡを抽出した。相同組換
え（ＨＲ）テンプレートのホモロジーアーム外側のプライマーを使用して標的ゲノム領域
をＰＣＲ増幅した。ＰＣＲ産物を１％のアガロースゲル上で分離し、ＭｉｎＥｌｕｔｅ　
ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）により抽出した。精製産物をＨｉ
ｎｄＩＩＩ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）により消化し、６％のＮｏｖｅｘ　ＴＢＥポリアクリ
ルアミドゲル（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）上で分析した。
【０１３４】
ＲＮＡ二次構造予測および分析
　ＲＮＡ二次構造予測は、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ　ａｔ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｖｉｅｎｎａにおいて開
発されたオンラインウェブサーバーＲＮＡｆｏｌｄを使用し、セントロイド構造予測アル
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ゴリズムを使用して実施した（例えば、Ａ．Ｒ．Ｇｒｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００８
，Ｃｅｌｌ　１０６（１）：２３－２４；およびＰＡ　Ｃａｒｒ　ａｎｄ　ＧＭ　Ｃｈｕ
ｒｃｈ，２００９，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２７（１２）：１１５
１－６２参照）。
【０１３５】
細菌プラスミド形質転換干渉アッセイ
　ＣＲＩＳＰＲ活性に十分な化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＣＲＩＳＰＲ遺伝
子座１のエレメントを、ｐＣＲＩＳＰＲプラスミドを使用して大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中
で再構成した（図１０Ａに模式的に説明する）。ｐＣＲＩＳＰＲは、ｔｒａｃｒＲＮＡ、
ＳｐＣａｓ９、およびｃｒＲＮＡアレイをドライブするリーダー配列を含有した。スペー
サー（「ガイド配列」とも称される）を、説明のとおりアニールされたオリゴヌクレオチ
ドを使用してｃｒＲＮＡアレイ中にＢｓａＩ部位間で挿入した。干渉アッセイにおいて使
用されるチャレンジプラスミドは、プロトスペーサー（「標的配列」とも称される）配列
を、隣接ＣＲＩＳＰＲモチーフ配列（ＰＡＭ）とともにｐＵＣ１９中に挿入することによ
り構築した（図１０Ｂ参照）。チャレンジプラスミドは、アンピシリン耐性を含有した。
図１０Ｃは、干渉アッセイの模式的表示を提供する。既にｐＣＲＩＳＰＲおよび適切なス
ペーサーを担持する化学コンピテント大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株を、対応するプロトスペ
ーサー－ＰＡＭ配列を含有するチャレンジプラスミドにより形質転換した。ｐＵＣ１９を
使用してそれぞれのｐＣＲＩＳＰＲ担持コンピテント株の形質転換効率を評価した。ＣＲ
ＩＳＰＲ活性は、プロトスペーサーを担持するｐＰＳＰプラスミドの開裂をもたらし、そ
うでなければプロトスペーサーを欠くｐＵＣ１９により付与されるアンピシリン耐性を除
外した。図１０Ｄは、図４Ｃに説明されるアッセイにおいて使用されたそれぞれのｐＣＲ
ＩＳＰＲ担持大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株のコンピテンスを説明する。
【０１３６】
ＲＮＡ精製
　ＨＥＫ２９３ＦＴ細胞を上記のとおり維持および形質移入した。細胞をトリプシン処理
により回収し、次いでリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中で洗浄した。トータル細胞ＲＮ
ＡをＴＲＩ試薬（Ｓｉｇｍａ）により製造業者のプロトコルに従って抽出した。抽出され
たトータルＲＮＡをＮａｏｎｏｄｒｏｐ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用
して定量し、同一濃度に正規化した。
【０１３７】
哺乳動物細胞中のｃｒＲＮＡおよびｔｒａｃｒＲＮＡ発現のノザンブロット分析
　ＲＮＡを等容量の２×ローディング緩衝液（Ａｍｂｉｏｎ）と混合し、９５℃に５分間
加熱し、氷上で１分間冷蔵し、次いで８％の変性ポリアクリルアミドゲル（ＳｅｑｕａＧ
ｅｌ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）上に、少なくとも３０分間のゲルの
プレラン後にロードした。試料を４０Ｗ限界において１．５時間電気泳動した。その後、
ＲＮＡをＨｙｂｏｎｄ　Ｎ＋メンブレン（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に３００ｍＡに
おいてセミドライ転写装置（Ｂｉｏ－ｒａｄ）中で室温において１．５時間転写した。Ｓ
ｔｒａｔａｇｅｎｅ　ＵＶ　ＣｒｏｓｓｌｉｎｋｅｒのＳｔｒａｔａｌｉｎｋｅｒ（Ｓｔ
ｒａｔａｇｅｎｅ）上のオートクロスリンクボタンを使用してＲＮＡをメンブレンに架橋
させた。メンブレンをＵＬＴＲＡｈｙｂ－オリゴハイブリダイゼーション緩衝液（Ａｍｂ
ｉｏｎ）中で回転させながら４２℃において３０分間プレハイブリダイズさせ、次いでプ
ローブを添加し、一晩ハイブリダイズさせた。プローブはＩＤＴに発注し、Ｔ４ポリヌク
レオチドキナーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）を用いて［ガンマ－３２

Ｐ］ＡＴＰ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）により標識した。メンブレンを予備加温（４２
℃）された２×ＳＳＣ、０．５％のＳＤＳにより１分間１回洗浄し、次いで４２℃におい
て３０分間２回洗浄した。メンブレンを蛍光スクリーンに室温において１時間または一晩
曝露させ、次いでｐｈｏｓｐｈｏｒｉｍａｇｅｒ（Ｔｙｐｈｏｏｎ）によりスキャンした
。
【０１３８】
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細菌ＣＲＩＳＰＲ系構築および評価
　ｔｒａｃｒＲＮＡ、Ｃａｓ９、およびリーダーを含むＣＲＩＳＰＲ遺伝子座エレメント
を、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０ゲノ
ムＤＮＡから、ギブソン・アセンブリ（Ｇｉｂｓｏｎ　Ａｓｓｅｍｂｌｙ）のためのフラ
ンキングホモロジーアームを用いてＰＣＲ増幅した。２つのＢｓａＩ　ＩＩＳ型部位を２
つのダイレクトリピート間に導入してスペーサーの容易な挿入を促進した（図９）。Ｇｉ
ｂｓｏｎ　Ａｓｓｅｍｂｌｙ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（ＮＥＢ）を使用してＰＣＲ産物を
ＥｃｏＲＶ消化ｐＡＣＹＣ１８４中にｔｅｔプロモーターの下流でクローニングした。Ｃ
ｓｎ２の最後の５０ｂｐは除き、他の内因性ＣＲＩＳＰＲ系エレメントは除外した。相補
的オーバーハングを有するスペーサーをコードするオリゴ（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮ
Ａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）をＢｓａＩ消化ベクターｐＤＣ０００（ＮＥＢ）中にクロー
ニングし、次いでＴ７リガーゼ（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ）によりライゲートしてｐＣＲＩ
ＳＰＲプラスミドを生成した。ＰＡＭ配列（本明細書において「ＣＲＩＳＰＲモチーフ配
列」とも称される）を有するスペーサーを含有するチャレンジプラスミドを、同等のオー
バーハングを担持するハイブリダイズされたオリゴ（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）をＢａｍＨＩ消化ｐＵＣ１９中にライゲートすることにより創成し
た。全ての構築物のためのクローニングは、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株ＪＭ１０９（Ｚｙ
ｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）中で実施した。
【０１３９】
　Ｚ－Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ａ
ｎｄ　Ｂｕｆｆｅｒ　Ｓｅｔ（Ｚｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｔ３００１）を製造業者の
指示書に従って使用して、ｐＣＲＩＳＰＲ担持細胞をコンピテントとした。形質転換アッ
セイにおいて、ｐＣＲＩＳＰＲを担持するコンピテント細胞の５０ｕＬのアリコートを氷
上で解凍し、１ｎｇのスペーサープラスミドまたはｐＵＣ１９により氷上で３０分間形質
転換し、次いで４２℃において４５秒間熱ショックし、氷上で２分間維持した。続いて、
２５０ｕｌのＳＯＣ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を添加し、次いで振とうさせながら３７℃
において１時間インキュベートし、１００ｕＬのＳＯＣ後前培養物を二重選択プレート（
１２．５ｕｇ／ｍｌのクロラムフェニコール、１００ｕｇ／ｍｌのアンピシリン）上にプ
レーティングした。ｃｆｕ／ＤＮＡ１ｎｇを得るため、総コロニー数に３を乗じた。
【０１４０】
　哺乳動物細胞中のＣＲＩＳＰＲ成分の発現を改善するため、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅ
ｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ））ＳＦ３７０遺伝子座
１からの２つの遺伝子Ｃａｓ９（ＳｐＣａｓ９）およびＲＮアーゼＩＩＩ（ＳｐＲＮアー
ゼＩＩＩ）をコドン最適化した。核局在化を促進するため、核局在化シグナル（ＮＬＳ）
をＳｐＣａｓ９およびＳｐＲＮアーゼＩＩＩの両方のアミノ（Ｎ）またはカルボキシル（
Ｃ）末端に含めた（図２Ｂ）。タンパク質発現の可視化を促進するため、蛍光タンパク質
マーカーも両方のタンパク質のＮまたはＣ末端に含めた（図２Ｂ）。ＮおよびＣ末端の両
方に付着しているＮＬＳを有するＳｐＣａｓ９のバージョン（２×ＮＬＳ－ＳｐＣａｓ９
）も生成した。ＮＬＳ融合ＳｐＣａｓ９およびＳｐＲＮアーゼＩＩＩを含有する構築物を
２９３ＦＴヒト胚腎臓（ＨＥＫ）細胞中に形質移入し、ＳｐＣａｓ９およびＳｐＲＮアー
ゼＩＩＩに対するＮＬＳの相対的位置決めが、それらの核局在化効率に影響することが見
出された。Ｃ末端ＮＬＳは標的ＳｐＲＮアーゼＩＩＩを核にターゲティングするために十
分であった一方、ＳｐＣａｓ９のＮまたはＣ末端のいずれかへのこれらの特定のＮＬＳの
単一コピーの付着は、この系中の適切な核局在化を達成し得なかった。この例において、
Ｃ末端ＮＬＳは、ヌクレオプラスミンのもの（ＫＲＰＡＡＴＫＫＡＧＱＡＫＫＫＫ）であ
り、Ｃ末端ＮＬＳは、ＳＶ４０ラージＴ抗原のもの（ＰＫＫＫＲＫＶ）であった。試験さ
れたＳｐＣａｓ９のバージョンのうち、２×ＮＬＳ－ＳｐＣａｓ９のみが核局在化を示し
た（図２Ｂ）。
【０１４１】
　化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０のＣＲＩＳＰＲ遺伝子座からのｔ
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ｒａｃｒＲＮＡは、２つの転写開始部位を有し、８９ヌクレオチド（ｎｔ）および１７１
ｎｔの２つの転写物を生じさせ、それは続いて同一の７５ｎｔ成熟ｔｒａｃｒＲＮＡにプ
ロセシングされる。より短い８９ｎｔのｔｒａｃｒＲＮＡを哺乳動物細胞中の発現のため
に選択した（図７Ａに説明される発現構築物、図７Ｂに示されるＳｕｒｖｅｙｏｒアッセ
イの結果により決定された機能性を有する）。転写開始部位を＋１として標識し、転写タ
ーミネーターおよびノザンブロットによりプロ―ビングされる配列も示す。プロセシング
されたｔｒａｃｒＲＮＡの発現もノザンブロットにより確認した。図７Ｃは、長鎖または
短鎖ｔｒａｃｒＲＮＡ、ならびにＳｐＣａｓ９およびＤＲ－ＥＭＸ１（１）－ＤＲを担持
するＵ６発現構築物により形質移入された２９３ＦＴ細胞から抽出されたトータルＲＮＡ
のノザンブロット分析の結果を示す。左および右側のパネルは、それぞれＳｐＲＮアーゼ
ＩＩＩを用いず、または用いて形質移入された２９３ＦＴ細胞からのものである。Ｕ６は
、ヒトＵ６ｓｎＲＮＡをターゲティングするプローブによりブロットされたローディング
対照を示す。短鎖ｔｒａｃｒＲＮＡ発現構築物の形質移入は、十分なレベルのプロセシン
グ形態のｔｒａｃｒＲＮＡ（約７５ｂｐ）をもたらした。極めて少量の長鎖ｔｒａｃｒＲ
ＮＡがノザンブロット上で検出される。
【０１４２】
　正確な転写開始を促進するため、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩベースＵ６プロモーターを
選択してｔｒａｃｒＲＮＡの発現をドライブした（図２Ｃ）。同様に、Ｕ６プロモーター
ベース構築物を開発して２つのダイレクトリピート（ＤＲ、用語「ｔｒａｃｒメイト配列
」にも包含される；図２Ｃ）によりフランキングされている単一スペーサーからなるプレ
ｃｒＲＮＡアレイを発現させた。最初のスペーサーは、大脳皮質の発達におけるキー遺伝
子であるヒトＥＭＸ１遺伝子座中の３３塩基対（ｂｐ）標的部位（３０ｂｐのプロトスペ
ーサーと、Ｃａｓ９のＮＧＧ認識モチーフを満たす３ｂｐのＣＲＩＳＰＲモチーフ（ＰＡ
Ｍ）配列）をターゲティングするように設計した（図２Ｃ）。
【０１４３】
　哺乳動物細胞中のＣＲＩＳＰＲ系（ＳｐＣａｓ９、ＳｐＲＮアーゼＩＩＩ、ｔｒａｃｒ
ＲＮＡ、およびプレｃｒＲＮＡ）の異種発現がターゲティングされる哺乳動物染色体の開
裂を達成し得るか否かを試験するため、ＨＥＫ２９３ＦＴ細胞をＣＲＩＳＰＲ成分の組合
せにより形質移入した。哺乳動物核中のＤＳＢは部分的には、インデルの形成をもたらす
非相同末端結合（ＮＨＥＪ）経路により修復されるため、Ｓｕｒｖｅｙｏｒアッセイを使
用して標的ＥＭＸ１遺伝子座における潜在的な開裂活性を検出した（図８）（例えば、Ｇ
ｕｓｃｈｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　６４９：
２４７参照）。４つ全てのＣＲＩＳＰＲ成分の同時形質移入は、プロトスペーサーの最大
５．０％の開裂を誘導し得た（図２Ｄ参照）。ＳｐＲＮアーゼＩＩＩを除く全てのＣＲＩ
ＳＰＲ成分の同時形質移入も、プロトスペーサーの最大４．７％のインデルを誘導し、こ
のことはｃｒＲＮＡ成熟を支援し得る内因性哺乳動物ＲＮアーゼ、例えば、関連Ｄｉｃｅ
ｒおよびＤｒｏｓｈａ酵素などが存在し得ることを示唆した。残り３つの成分のいずれか
を除去すると、ＣＲＩＳＰＲ系のゲノム開裂活性は停止する（図２Ｄ）。標的遺伝子座を
含有するアンプリコンのサンガーシーケンシングにより開裂活性を確認し；４３個のシー
ケンシングされたクローンのうち５つの突然変異アレル（１１．６％）が見出された。種
々のガイド配列を使用する同様の実験は、２９％と高いインデル割合を生じさせた（図４
～７、１２、および１３参照）。これらの結果は、哺乳動物細胞中の効率的なＣＲＩＳＰ
Ｒ媒介ゲノム改変のための３成分系を定義する。開裂効率を最適化するため、本出願人ら
は、ｔｒａｃｒＲＮＡの異なるアイソフォームが開裂効率に影響するか否かも試験し、こ
の例示的系において、短鎖（８９ｂｐ）転写物形態のみがヒトＥＭＸ１ゲノム遺伝子座の
開裂を媒介し得ることを見出した（図７Ｂ）。
【０１４４】
　図１４は、哺乳動物細胞中のｃｒＲＮＡプロセシングの追加のノザンブロット分析を提
供する。図１４Ａは、２つのダイレクトリピートによりフランキングされている単一スペ
ーサー（ＤＲ－ＥＭＸ１（１）－ＤＲ）についての発現ベクターを示す模式図を説明する
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。ヒトＥＭＸ１遺伝子座プロトスペーサー１をターゲティングする３０ｂｐのスペーサー
（図６参照）およびダイレクトリピート配列を、図１４Ａの下方の配列中に示す。線は、
逆相補配列を使用してＥＭＸ１（１）ｃｒＲＮＡ検出のためのノザンブロットプローブを
生成する領域を示す。図１４Ｂは、ＤＲ－ＥＭＸ１（１）－ＤＲを担持するＵ６発現構築
物により形質移入された２９３ＦＴ細胞から抽出されたトータルＲＮＡのノザンブロット
分析を示す。左および右側のパネルは、それぞれＳｐＲＮアーゼＩＩＩを用いず、または
用いて形質移入された２９３ＦＴ細胞からのものである。ＤＲ－ＥＭＸ１（１）－ＤＲは
、ＳｐＣａｓ９が存在する場合のみ成熟ｃｒＲＮＡにプロセシングされ、短鎖ｔｒａｃｒ
ＲＮＡはＳｐＲＮアーゼＩＩＩの存在に依存的でなかった。形質移入２９３ＦＴトータル
ＲＮＡから検出された成熟ｃｒＲＮＡは、約３３ｂｐであり、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙ
ｏｇｅｎｅｓ）からの３９～４２ｂｐの成熟ｃｒＲＮＡよりも短かった。これらの結果は
、ＣＲＩＳＰＲ系を真核細胞中に移植し、リプログラミングして内因性哺乳動物標的ポリ
ヌクレオチドの開裂を促進することができることを実証する。
【０１４５】
　図２は、本実施例に記載の細菌ＣＲＩＳＰＲ系を説明する。図２Ａは、化膿性連鎖球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０からのＣＲＩＳＰＲ遺伝
子座１およびこの系によるＣＲＩＳＰＲ媒介ＤＮＡ開裂の提案される機序を示す模式図を
説明する。ダイレクトリピート－スペーサーアレイからプロセシングされた成熟ｃｒＲＮ
Ａは、Ｃａｓ９を、相補的プロトスペーサーおよびプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡ
Ｍ）からなるゲノム標的に指向する。標的－スペーサー塩基対形成時、Ｃａｓ９は標的Ｄ
ＮＡ中の二本鎖切断を媒介する。図２Ｂは、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃ
ａｓ９（ＳｐＣａｓ９）およびＲＮアーゼＩＩＩ（ＳｐＲＮアーゼＩＩＩ）の、哺乳動物
核中への輸送を可能とするための核局在化シグナル（ＮＬＳ）によるエンジニアリングを
説明する。図２Ｃは、構成的ＥＦ１ａプロモーターによりドライブされるＳｐＣａｓ９お
よびＳｐＲＮアーゼＩＩＩならびに正確な転写開始および終結を促進するためのＲＮＡＰ
ｏｌ３プロモーターＵ６によりドライブされるｔｒａｃｒＲＮＡおよびプレｃｒＲＮＡア
レイ（ＤＲ－スペーサー－ＤＲ）の哺乳動物発現を説明する。十分なＰＡＭ配列を有する
ヒトＥＭＸ１遺伝子座からのプロトスペーサーを、プレｃｒＲＮＡアレイ中のスペーサー
として使用する。図２Ｄは、ＳｐＣａｓ９媒介少数挿入および欠失についてのｓｕｒｖｅ
ｙｏｒヌクレアーゼアッセイを説明する。ＳｐＣａｓ９を、ＳｐＲＮアーゼＩＩＩ、ｔｒ
ａｃｒＲＮＡ、およびＥＭＸ１標的スペーサーを担持するプレｃｒＲＮＡアレイを用いて
または用いずに発現させた。図２Ｅは、標的遺伝子座とＥＭＸ１ターゲティングｃｒＲＮ
Ａとの間の塩基対形成の模式的表示、ならびにＳｐＣａｓ９開裂部位に隣接する微小欠失
を示す例示的クロマトグラムを説明する。図２Ｆは、種々の微小挿入および欠失を示す４
３個のクローンアンプリコンのシーケンシング分析から同定された突然変異アレルを説明
する。点線は、欠失塩基を示し、アラインされず、またはミスマッチの塩基は挿入または
突然変異を示す。スケールバー＝１０μｍ。
【０１４６】
　３成分系をさらに簡略化するため、ステム－ループを介して成熟ｃｒＲＮＡ（ガイド配
列を含む）を部分ｔｒａｃｒＲＮＡに融合させて天然ｃｒＲＮＡ：ｔｒａｃｒＲＮＡ二本
鎖を模倣するキメラｃｒＲＮＡ－ｔｒａｃｒＲＮＡハイブリッド設計を適応させた（図３
Ａ）。同時送達効率を増加させるため、形質移入細胞中のキメラＲＮＡおよびＳｐＣａｓ
９の同時発現をドライブするバイシストロニック発現ベクターを創成した（図３Ａおよび
８）。並行して、バイシストロニックベクターを使用してプレｃｒＲＮＡ（ＤＲ－ガイド
配列－ＤＲ）をＳｐＣａｓ９とともに発現させてｃｒＲＮＡへのプロセシングを誘導し、
ｔｒａｃｒＲＮＡを別個に発現させた（図１３Ｂの上図および下図を比較）。図９は、ｈ
ＳｐＣａｓ９を有するプレｃｒＲＮＡアレイ（図９Ａ）またはキメラｃｒＲＮＡ（図９Ｂ
中のガイド配列挿入部位の下流およびＥＦ１αプロモーターの上流の短い線により表わさ
れる）のためのバイシストロニック発現ベクターの模式的説明を提供し、種々のエレメン
トの局在およびガイド配列挿入の場所を示す。図９Ｂ中のガイド配列挿入部位の局在周囲
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の拡大された配列は、部分ＤＲ配列（ＧＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡ）および部分ｔｒａｃｒＲ
ＮＡ配列（ＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴＴＴＴ）も示す
。ガイド配列は、アニールされたオリゴヌクレオチドを使用してＢｂｓＩ部位間に挿入す
ることができる。オリゴヌクレオチドについての配列設計を図９の模式的説明の下方に示
し、適切なライゲーションアダプターを示す。ＷＰＲＥは、ウッドチャック肝炎ウイルス
転写後調節エレメントを表す。キメラＲＮＡ媒介開裂の効率を、上記の同一のＥＭＸ１遺
伝子座をターゲティングすることにより試験した。Ｓｕｒｖｅｙｏｒアッセイおよびアン
プリコンのサンガーシーケンシングの両方を使用して、本出願人らは、キメラＲＮＡ設計
がヒトＥＭＸ１遺伝子座の開裂を約４．７％の改変比率で促進することを確認した（図４
）。
【０１４７】
　真核細胞中のＣＲＩＳＰＲ媒介開裂の一般化可能性を、ヒトＥＭＸ１およびＰＶＡＬＢ
、ならびにマウスＴｈ遺伝子座中の複数部位をターゲティングするキメラＲＮＡを設計す
ることによりヒトおよびマウス細胞の両方において追加のゲノム遺伝子座をターゲティン
グすることにより試験した。図１５は、いくつかの追加のターゲティングされるヒトＰＶ
ＡＬＢ（図１５Ａ）およびマウスＴｈ（図１５Ｂ）遺伝子座中のプロトスペーサーの選択
を説明する。遺伝子座およびそれぞれの最後のエキソン内の３つのプロトスペーサーの局
在の模式図を提供する。下線付き配列は、３０ｂｐのプロトスペーサー配列およびＰＡＭ
配列に対応する３’末端における３ｂｐを含む。センスおよびアンチセンス鎖上のプロト
スペーサーを、それぞれＤＮＡ配列の上方および下方に示す。ヒトＰＶＡＬＢおよびマウ
スＴｈ遺伝子座についてそれぞれ６．３％および０．７５％の改変比率が達成され、この
ことは複数の生物にわたる異なる遺伝子座の改変におけるＣＲＩＳＰＲ系の幅広い適用可
能性を実証した（図３Ｂおよび６）。開裂はキメラ構築物を使用してそれぞれの遺伝子座
について３つのスペーサーのうち１つについてのみ検出された一方、同時発現されるプレ
ｃｒＲＮＡ配置を使用した場合、全ての標的配列が２７％に達するインデル生成の効率で
開裂された（図６）。
【０１４８】
　図１３は、ＳｐＣａｓ９をリプログラミングして哺乳動物細胞中の複数のゲノム遺伝子
座をターゲティングすることができることのさらなる説明を提供する。図１３Ａは、下線
付き配列により示される５つのプロトスペーサーの局在を示すヒトＥＭＸ１遺伝子座の模
式図を提供する。図１３Ｂは、プレｃｒＲＮＡおよびｔｒａｃｒＲＮＡのダイレクトリピ
ート領域間のハイブリダイゼーションを示すプレｃｒＲＮＡ／ｔｒｃｒＲＮＡ複合体の模
式図（上図）および２０ｂｐのガイド配列、ならびにヘアピン構造にハイブリダイズして
いる部分ダイレクトリピートおよびｔｒａｃｒＲＮＡ配列からなるｔｒａｃｒメイトおよ
びｔｒａｃｒ配列を含むキメラＲＮＡ設計の模式図（下図）を提供する。ヒトＥＭＸ１遺
伝子座中の５つのプロトスペーサーにおけるＣａｓ９媒介開裂の効力を比較するＳｕｒｖ
ｅｙｏｒアッセイの結果を、図１３Ｃに説明する。プロセシングされたプレｃｒＲＮＡ／
ｔｒａｃｒＲＮＡ複合体（ｃｒＲＮＡ）またはキメラＲＮＡ（ｃｈｉＲＮＡ）のいずれか
を使用してそれぞれのプロトスペーサーをターゲティングする。
【０１４９】
　ＲＮＡの二次構造は分子間相互作用に重要であり得るため、最小自由エネルギーおよび
ボルツマン加重構造アンサンブルに基づく構造予測アルゴリズムを使用して本出願人らの
ゲノムターゲティング実験に使用される全てのガイド配列の推定二次構造を比較した（図
３Ｂ）（例えば、Ｇｒｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００８，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３６：Ｗ７０参照）。分析により、ほとんどの場合、キメラｃｒＲ
ＮＡコンテクスト中の有効なガイド配列は二次構造モチーフを実質的に含まない一方、無
効なガイド配列は標的プロトスペーサーＤＮＡとの塩基対形成を妨害し得る内部二次構造
を形成する可能性がより高いことが明らかになった。したがって、スペーサー二次構造の
変動性は、キメラｃｒＲＮＡを使用する場合にＣＲＩＳＰＲ媒介干渉の効率に影響し得る
ことが考えられる。
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【０１５０】
　図３は、例示的発現ベクターを説明する。図３Ａは、合成ｃｒＲＮＡ－ｔｒａｃｒＲＮ
Ａキメラ（キメラＲＮＡ）およびＳｐＣａｓ９の発現をドライブするためのバイシストロ
ニックベクターの模式図を提供する。キメラガイドＲＮＡは、ゲノム標的部位中のプロト
スペーサーに対応する２０ｂｐのガイド配列を含有する。図３Ｂは、ヒトＥＭＸ１、ＰＶ
ＡＬＢ、およびマウスＴｈ遺伝子座をターゲティングするガイド配列、ならびにそれらの
予測二次構造を示す模式図を提供する。それぞれの標的部位における改変効率をＲＮＡ二
次構造図の下方に示す（ＥＭＸ１、ｎ＝２１６アンプリコンシーケンシングリード；ＰＶ
ＡＬＢ、ｎ＝２２４リード；Ｔｈ、ｎ＝２６５リード）。フォールディングアルゴリズム
は、図３Ｂにグレースケールで再現されるレインボースケールにより示されるとおり、そ
れぞれの塩基が予測二次構造を仮定するその確率に従って着色されたアウトプットを生じ
させた。ＳｐＣａｓ９のためのさらなるベクター設計を図４４に示し、それはガイドオリ
ゴのための挿入部位に結合しているＵ６プロモーター、およびＳｐＣａｓ９コード配列に
結合しているＣｂｈプロモーターを取り込む単一発現ベクターを説明する。図４４ｂに示
されるベクターは、Ｈ１プロモーターに結合しているｔｒａｃｒＲＮＡコード配列を含む
。
【０１５１】
　ＣＲＩＳＰＲが天然に作動する原核細胞中で二次構造を含有するスペーサーが機能し得
るか否かを試験するため、プロトスペーサー担持プラスミドの形質転換干渉を、化膿性連
鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座１を異種発現する大腸
菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株中で試験した（図１０）。ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座を低コピー大腸菌
（Ｅ．ｃｏｌｉ）発現ベクター中にクローニングし、ｃｒＲＮＡアレイをＤＲのペアによ
りフランキングされている単一スペーサーにより置き換えた（ｐＣＲＩＳＰＲ）。異なる
ｐＣＲＩＳＰＲプラスミドを保有する大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株を、対応するプロトスペ
ーサーおよびＰＡＭ配列を含有するチャレンジプラスミドにより形質転換した（図１０Ｃ
）。細菌アッセイにおいて、全てのスペーサーが効率的なＣＲＩＳＰＲ干渉を促進した（
図４Ｃ）。これらの結果は、哺乳動物細胞中のＣＲＩＳＰＲ活性の効率に影響する追加の
因子が存在し得ることを示唆する。
【０１５２】
　ＣＲＩＳＰＲ媒介開裂の特異性を調査するため、哺乳動物ゲノム中のプロトスペーサー
開裂に対するガイド配列中の単一ヌクレオチド突然変異の効果を、単一点突然変異を有す
る一連のＥＭＸ１ターゲティングキメラｃｒＲＮＡを使用して分析した（図４Ａ）。図４
Ｂは、異なる突然変異体キメラＲＮＡと対形成した場合のＣａｓ９の開裂効率を比較する
Ｓｕｒｖｅｙｏｒヌクレアーゼアッセイの結果を説明する。ＰＡＭの５’側の最大１２ｂ
ｐの単一塩基ミスマッチは、ＳｐＣａｓ９によるゲノム開裂を実質的に停止させた一方、
さらなる上流位置に突然変異を有するスペーサーは元のプロトスペーサー標的に対する活
性を保持した（図４Ｂ）。ＰＡＭの他、ＳｐＣａｓ９は、スペーサーの最後の１２ｂｐ内
の単一塩基特異性を有する。さらに、ＣＲＩＳＰＲは、同一ＥＭＸ１プロトスペーサーを
ターゲティングするＴＡＬＥヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）のペアと同程度に効率的にゲノ
ム開裂を媒介し得る。図４Ｃは、ＥＭＸ１をターゲティングするＴＡＬＥＮの設計を示す
模式図を提供し、図４Ｄは、ＴＡＬＥＮおよびＣａｓ９の効率を比較するＳｕｒｖｅｙｏ
ｒゲルを示す（ｎ＝３）。
【０１５３】
　エラープローンＮＨＥＪ機序を通した哺乳動物細胞中のＣＲＩＳＰＲ媒介遺伝子編集を
達成するための成分のセットを樹立したため、相同組換え（ＨＲ）、ゲノム中の正確な編
集を作製するための高フィデリティ遺伝子修復経路を刺激するＣＲＩＳＰＲの能力を試験
した。野生型ＳｐＣａｓ９は、ＮＨＥＪおよびＨＲの両方を通して修復され得る部位特異
的ＤＳＢを媒介し得る。さらに、ＳｐＣａｓ９のＲｕｖＣ　Ｉ触媒ドメイン中のアスパラ
ギン酸からアラニンへの置換（Ｄ１０Ａ）をエンジニアリングしてヌクレアーゼをニッカ
ーゼに変換し（ＳｐＣａｓ９ｎ；図５Ａに説明）（例えば、Ｓａｐｒａｎａｕｓｋａｓ　
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ｅｔ　ａｌ．，２０１１，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３９：９２
７５；Ｇａｓｉｕｎａｓ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ，１０９：Ｅ２５７９参照）、その結果、ニック形成されたゲノムＤＮＡが
高フィデリティ相同性組換え修復（ＨＤＲ）を受ける。Ｓｕｒｖｅｙｏｒアッセイにより
、ＳｐＣａｓ９ｎはＥＭＸ１プロトスペーサー標的におけるインデルを生成しないことを
確認した。図５Ｂに説明されるとおり、ＥＭＸ１ターゲティングキメラｃｒＲＮＡとＳｐ
Ｃａｓ９との同時発現は標的部位中のインデルを生じさせた一方、ＳｐＣａｓ９ｎとの同
時発現は生じさせなかった（ｎ＝３）。さらに、３２７個のアンプリコンのシーケンシン
グは、ＳｐＣａｓ９ｎにより誘導されるいかなるインデルも検出しなかった。同一の遺伝
子座を選択し、ＨＥＫ２９３ＦＴ細胞をＥＭＸ１をターゲティングするキメラＲＮＡ、ｈ
ＳｐＣａｓ９またはｈＳｐＣａｓ９ｎ、およびプロトスペーサー付近に制限部位のペア（
ＨｉｎｄＩＩＩおよびＮｈｅＩ）を導入するためのＨＲテンプレートにより同時形質移入
することによりＣＲＩＳＰＲ媒介ＨＲを試験した。図５Ｃは、ＨＲ方針の模式的説明を、
組換え場所の相対局在およびプライマーアニーリング配列（矢印）とともに提供する。Ｓ
ｐＣａｓ９およびＳｐＣａｓ９ｎは、実際、ＥＭＸ１遺伝子中へのＨＲテンプレートのイ
ンテグレーションを触媒した。標的領域のＰＣＲ増幅とそれに続くＨｉｎｄＩＩＩによる
制限消化により、予測断片サイズ（図５Ｄに示される制限断片長多型ゲル分析中の矢印）
に対応する開裂産物が明らかになり、ＳｐＣａｓ９およびＳｐＣａｓ９ｎは類似レベルの
ＨＲ効率を媒介した。本出願人らは、ゲノムアンプリコンのサンガーシーケンシングを使
用してＨＲをさらに確認した（図５Ｅ）。これらの結果は、哺乳動物ゲノム中のターゲテ
ィングされる遺伝子挿入を促進するためのＣＲＩＳＰＲの有用性を実証する。野生型Ｓｐ
Ｃａｓ９の１４ｂｐ（スペーサーからの１２ｂｐおよびＰＡＭからの２ｂｐ）の標的特異
性を考慮すると、ニッカーゼの利用可能性は、一本鎖分解物がエラープローンＮＨＥＪ経
路のための基質でないため、オフターゲット改変の可能性を顕著に低減させ得る。
【０１５４】
　アレイスペーサーを有するＣＲＩＳＰＲ遺伝子座の天然アーキテクチャーを模倣する発
現構築物（図２Ａ）を構築して多重化配列ターゲティングの可能性を試験した。ＥＭＸ１
およびＰＶＡＬＢターゲティングスペーサーのペアをコードする単一のＣＲＩＳＰＲアレ
イを使用して、両方の遺伝子座における効率的な開裂が検出された（図４Ｆ、ｃｒＲＮＡ
アレイの模式的設計および開裂の効率的な媒介を示すＳｕｒｖｅｙｏｒブロットの両方を
示す）。１１９ｂｐにより間隔が空いているＥＭＸ１内の２つの標的に対するスペーサー
を使用する同時ＤＳＢを通したより大きいゲノム領域のターゲティングされる欠失も試験
し、１．６％の欠失効力（１８２個のアンプリコンのうち３つ；図４Ｇ）が検出された。
このことは、ＣＲＩＳＰＲ系が単一ゲノム内の多重化編集を媒介し得ることを実証する。
【０１５５】
実施例２：ＣＲＩＳＰＲ系改変および代替例
　配列特異的ＤＮＡ開裂をプログラミングするためにＲＮＡを使用する技能は、種々の研
究および産業用途のための新たなクラスのゲノムエンジニアリングツールを定義する。Ｃ
ＲＩＳＰＲ系のいくつかの態様は、ＣＲＩＳＰＲターゲティングの効率および多用途性を
増加させるようにさらに改善することができる。最適なＣａｓ９活性は、哺乳動物核中に
存在するものよりも高いレベルにおけるフリーＭｇ２＋の利用可能性に依存し得（例えば
、Ｊｉｎｅｋ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２，Ｓｃｉｅｎｃｅ，３３７：８１６参照）、プロ
トスペーサーのすぐ下流のＮＧＧモチーフについての優先性は、ヒトゲノム中で平均１２
ｂｐごとでターゲティング能を制限する（図１１、ヒト染色体配列のプラスおよびマイナ
ス鎖の両方を評価）。これらの拘束の一部は、微生物メタゲノムにわたるＣＲＩＳＰＲ遺
伝子座の多様性を利用することにより克服することができる（例えば、Ｍａｋａｒｏｖａ
　ｅｔ　ａｌ．，２０１１，Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，９：４６７参照）。
他のＣＲＩＳＰＲ遺伝子座を、実施例１に記載のものと同様の方法により哺乳動物細胞環
境中に移植することができる。例えば、図１２は、ＣＲＩＳＰＲ媒介ゲノム編集を達成す
るための哺乳動物細胞中の異種発現のためのストレプトコッカス・サーモフィラス（Ｓｔ
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ｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９のＣＲＩＳＰＲ１から
のＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系の適応を説明する。図１２Ａは、Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈ
ｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９のＣＲＩＳＰＲ１の模式的説明を提供する。図１２Ｂ
は、Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＣＲＩＳＰＲ系のための発現
系の設計を説明する。ヒトコドン最適化ｈＳｔＣａｓ９を、構成的ＥＦ１αプロモーター
を使用して発現させる。ｔｒａｃｒＲＮＡおよびｃｒＲＮＡの成熟バージョンを、Ｕ６プ
ロモーターを使用して発現させて正確な転写開始を促進する。成熟ｃｒＲＮＡおよびｔｒ
ａｃｒＲＮＡからの配列を説明する。ｃｒＲＮＡ配列中の小文字「ａ」により示される単
一塩基を使用してＲＮＡｐｏｌＩＩＩ転写ターミネーターとして機能するポリＵ配列を除
去する。図１２Ｃは、ヒトＥＭＸ１遺伝子座ターゲティングするガイド配列を示す模式図
およびそれらの予測二次構造を提供する。それぞれの標的部位における改変効率を、ＲＮ
Ａ二次構造の下方に示す。この構造を生成するアルゴリズムは、それぞれの塩基を予測二
次構造を仮定するその確率に従って着色し、これを図１２Ｃにグレースケールで再現され
るレインボースケールにより示す。図１２Ｄは、Ｓｕｒｖｅｙｏｒアッセイを使用する標
的遺伝子座中のｈＳｔＣａｓ９媒介開裂の結果を示す。ＲＮＡガイドスペーサー１および
２は、それぞれ１４％および６．４％を誘導した。これらの２つのプロトスペーサー部位
における生物学的複製物にわたる開裂活性の統計分析も図６に提供する。図１６は、ヒト
ＥＭＸ１遺伝子座中のＳ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＣＲＩＳＰ
Ｒ系の追加のプロトスペーサーおよび対応するＰＡＭ配列標的の模式図を提供する。２つ
のプロトスペーサー配列を強調し、ＮＮＡＧＡＡＷモチーフを満たすそれらの対応するＰ
ＡＭ配列を対応する強調配列に対して３’側で下線を付けることにより示す。両方のプロ
トスペーサーは、アンチセンス鎖をターゲティングする。
【０１５６】
実施例３：試料標的配列選択アルゴリズム
　規定のＣＲＩＳＰＲ酵素についての所望のガイド配列長およびＣＲＩＳＰＲモチーフ配
列（ＰＡＭ）に基づきインプットＤＮＡ配列の両方の鎖上の候補ＣＲＩＳＰＲ標的配列を
同定するためのソフトウェアプログラムを設計する。例えば、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙ
ｏｇｅｎｅｓ）からのＣａｓ９についての標的部位は、ＰＡＭ配列ＮＧＧを用いて、イン
プット配列およびインプットの逆相補鎖の両方の上の５’－Ｎｘ－ＮＧＧ－３’を探索す
ることにより同定することができる。同様に、Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐ
ｈｉｌｕｓ）ＣＲＩＳＰＲ１のＣａｓ９についての標的部位は、ＰＡＭ配列ＮＮＡＧＡＡ
Ｗを用いて、インプット配列およびインプットの逆相補鎖の両方の上の５’－Ｎｘ－ＮＮ
ＡＧＡＡＷ－３’を探索することにより同定することができる。同様に、Ｓ．サーモフィ
ラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＣＲＩＳＰＲ３のＣａｓ９についての標的部位は
、ＰＡＭ配列ＮＧＧＮＧを用いて、インプット配列およびインプットの逆相補鎖の両方の
上の５’－Ｎｘ－ＮＧＧＮＧ－３’を探索することにより同定することができる。Ｎｘ中
の値「ｘ」は、プログラムにより固定し、または使用者により規定することができ、例え
ば、２０である。
【０１５７】
　ＤＮＡ標的部位のゲノム中の複数の発生は、非特異的ゲノム編集をもたらし得るため、
全ての潜在的な部位を同定した後、プログラムは配列が関連参照ゲノム中で出現する回数
に基づき配列をフィルタリング除去する。配列特異性が「シード」配列、例えば、ＰＡＭ
配列自体を含め、ＰＡＭ配列から５’側の１１～１２ｂｐにより決定されるそれらのＣＲ
ＩＳＰＲ酵素について、フィルタリングステップはシード配列に基づき得る。したがって
、追加のゲノム遺伝子座における編集を回避するため、結果を関連ゲノム中のシード：Ｐ
ＡＭ配列の発生数に基づきフィルタリングする。使用者に、シード配列の長さを選択させ
ることができる。使用者に、フィルタ通過の目的のためにゲノム中のシード：ＰＡＭ配列
の発生数を規定させることもできる。デフォルトは、ユニーク配列をスクリーニングする
ことである。フィルトレーションレベルは、シード配列の長さおよびゲノム中の配列の発
生数の両方を変えることにより変更する。プログラムは、さらにまたは代替的に、同定さ
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れた標的配列の逆相補鎖を提供することにより、報告された標的配列に相補的なガイド配
列の配列を提供し得る。
【０１５８】
　配列選択を最適化する方法およびアルゴリズムのさらなる詳細は、参照により本明細書
に組み込まれる米国特許出願第６１／８３６，０８０号明細書（代理人整理番号４４７９
０．１１．２０２２）に見出すことができる。
【０１５９】
実施例４：複数のキメラｃｒＲＮＡ－ｔｒａｃｒＲＮＡハイブリッドの評価
　本実施例は、異なる長さの野生型ｔｒａｃｒＲＮＡ配列を取り込むｔｒａｃｒ配列を有
するキメラＲＮＡ（ｃｈｉＲＮＡ；ガイド配列、ｔｒａｃｒメイト配列、およびｔｒａｃ
ｒ配列を単一転写物中で含む）について得られた結果を記載する。図１８ａは、キメラＲ
ＮＡおよびＣａｓ９のためのバイシストロニック発現ベクターの模式図を説明する。Ｃａ
ｓ９はＣＢｈプロモーターによりドライブされ、キメラＲＮＡはＵ６プロモーターにより
ドライブされる。キメラガイドＲＮＡは、からなる。示される種々の位置においてトラン
ケートされたｔｒａｃｒ配列（下方の鎖の最初の「Ｕ」から転写物の末端に及ぶ）に結合
している２０ｂｐのガイド配列（Ｎ）からなる。ガイドおよびｔｒａｃｒ配列は、ｔｒａ
ｃｒメイト配列ＧＵＵＵＵＡＧＡＧＣＵＡと、それに続くループ配列ＧＡＡＡにより離隔
している。ヒト遺伝子座ＥＭＸ１およびＰＶＡＬＢ遺伝子座におけるＣａｓ９媒介インデ
ルについてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイの結果を、それぞれ図１８ｂおよび１８ｃに説明
する。矢印は、予測ＳＵＲＶＥＹＯＲ断片を示す。ｃｈｉＲＮＡをそれらの「＋ｎ」表記
により示し、ｃｒＲＮＡは、ガイドおよびｔｒａｃｒ配列が別個の転写物として発現され
るハイブリッドＲＮＡを指す。トリプリケートで実施されたこれらの結果の定量を、図１
９ａおよび１９ｂにヒストグラムにより示し、それぞれ図１８ｂおよび１８ｃに対応する
（「Ｎ．Ｄ．」は、インデルが検出されなかったことを示す）。プロトスペーサーＩＤお
よびそれらの対応するゲノム標的、プロトスペーサー配列、ＰＡＭ配列、および鎖局在を
表Ｄに提供する。ガイド配列は、ハイブリッド系における別個の転写物の場合、プロトス
ペーサー配列全体に相補的であるように、またはキメラＲＮＡの場合、下線部にのみ相補
的であるように設計した。
【０１６０】
【表１８】

【０１６１】
細胞培養および形質移入
　ヒト胚腎臓（ＨＥＫ）細胞系２９３ＦＴ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を、
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１０％のウシ胎仔血清（ＨｙＣｌｏｎｅ）、２ｍＭのＧｌｕｔａＭＡＸ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１００Ｕ／ｍＬのペニシリン、および１００μｇ／ｍＬのスト
レプトマイシンが補給されたダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で３７℃におい
て５％のＣＯ２インキュベーションで維持した。２９３ＦＴ細胞を２４ウェルプレート（
Ｃｏｒｎｉｎｇ）上に、形質移入２４時間前に１ウェル当たり１５０，０００個の細胞の
密度において播種した。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）を製造業者の推奨プロトコルに従って使用して細胞を形質移入した。２４
ウェルプレートのそれぞれのウェルについて、合計５００ｎｇのプラスミドを使用した。
【０１６２】
ゲノム改変についてのＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイ
　２９３ＦＴ細胞を上記プラスミドＤＮＡにより形質移入した。細胞を３７℃において形
質移入後７２時間インキュベートしてからゲノムＤＮＡを抽出した。ゲノムＤＮＡは、Ｑ
ｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｅｐｉｃ
ｅｎｔｒｅ）を製造業者のプロトコルに従って使用して抽出した。手短に述べると、ペレ
ット化細胞をＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ溶液中で再懸濁させ、６５℃において１５分間お
よび９８℃において１０分間インキュベートした。それぞれの遺伝子についてのＣＲＩＳ
ＰＲ標的部位をフランキングするゲノム領域を、ＰＣＲ増幅し（表Ｅに列記のプライマー
）、ＱｉａＱｕｉｃｋ　Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎ（Ｑｉａｇｅｎ）を製造業者のプロトコ
ルに従って使用して産物を精製した。合計４００ｎｇの精製ＰＣＲ産物を２μｌの１０×
Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ＰＣＲ緩衝液（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ）と混合
し、超純水で２０μｌの最終容量とし、リアニーリングプロセスに供してヘテロ二本鎖形
成を可能とした：９５℃において１０分間、－２℃／秒における傾斜で９５℃から８５℃
、－０．２５℃／秒における８５℃から２５℃、および２５℃において１分間維持。リア
ニーリング後、産物をＳＵＲＶＥＹＯＲヌクレアーゼおよびＳＵＲＶＥＹＯＲエンハンサ
ーＳ（Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃｓ）により製造業者の推奨プロトコルに従って処理し、
４～２０％のＮｏｖｅｘ　ＴＢＥポリアクリルアミドゲル（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）上で分析した。ゲルをＳＹＢＲ　Ｇｏｌｄ　ＤＮＡ染色（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ）により３０分間染色し、Ｇｅｌ　Ｄｏｃゲルイメージングシステム（
Ｂｉｏ－ｒａｄ）によりイメージングした。定量は、相対バンド強度に基づくものであっ
た。
【０１６３】
【表１９】

【０１６４】
ユニークＣＲＩＳＰＲ標的部位のコンピュータによる同定
　ヒト、マウス、ラット、ゼブラフィッシュ、ミバエ、および線虫（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ
）ゲノム中の化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０Ｃａｓ９（ＳｐＣａｓ
９）酵素についてのユニーク標的部位を同定するため、本出願人らは、ＤＮＡ配列の両方
の鎖をスキャンし、考えられる全てのＳｐＣａｓ９標的部位を同定するためのソフトウェ
アパッケージを開発した。この実施例について、それぞれのＳｐＣａｓ９標的部位を２０
ｂｐ配列と、それに続くＮＧＧプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）配列として操作
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上定義し、本出願人らは、全ての染色体上のこの５’－Ｎ２０－ＮＧＧ－３’定義を満た
す全ての配列を同定した。非特異的ゲノム編集を防止するため、全ての潜在的な部位を同
定した後、全ての標的部位をそれらが関連参照ゲノム中で出現する回数に基づきフィルタ
リングした。例えば、ＰＡＭ配列から５’側の約１１～１２ｂｐ配列であり得る「シード
」配列により付与されるＣａｓ９活性の配列特異性を利用するため、５’－ＮＮＮＮＮＮ
ＮＮＮＮ－ＮＧＧ－３’配列を関連ゲノム中でユニークであると選択した。全てのゲノム
配列をＵＣＳＣゲノムブラウザからダウンロードした（ヒトゲノムｈｇ１９、マウスゲノ
ムｍｍ９、ラットゲノムｒｎ５、ゼブラフィッシュゲノムｄａｎＲｅｒ７、キイロショウ
ジョウバエ（Ｄ．ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）ゲノムｄｍ４および線虫（Ｃ．ｅｌｅｇａ
ｎｓ）ゲノムｃｅ１０）。全探索結果は、ＵＣＳＣゲノムブラウザ情報を使用して閲覧利
用可能である。ヒトゲノム中の一部の標的部位の例示的可視化を図２１に提供する。
【０１６５】
　最初に、ヒトＨＥＫ２９３ＦＴ細胞中のＥＭＸ１遺伝子座内の３つの部位をターゲティ
ングした。それぞれのｃｈｉＲＮＡのゲノム改変効率は、ＤＮＡ二本鎖切断（ＤＳＢ）お
よび非相同末端結合（ＮＨＥＪ）ＤＮＡ損傷修復経路によるその後続の修復から生じる突
然変異を検出するＳＵＲＶＥＹＯＲヌクレアーゼアッセイを使用して評価した。ｃｈｉＲ
ＮＡ（＋ｎ）と表記される構築物は、野生型ｔｒａｃｒＲＮＡの最大＋ｎ個のヌクレオチ
ドがキメラＲＮＡ構築物中に含まれることを示し、ｎについては４８、５４、６７、およ
び８５の値が使用される。野生型ｔｒａｃｒＲＮＡのより長い断片を含有するキメラＲＮ
Ａ（ｃｈｉＲＮＡ（＋６７）およびｃｈｉＲＮＡ（＋８５））は、３つ全てのＥＭＸ１標
的部位におけるＤＮＡ開裂を媒介し、特にｃｈｉＲＮＡ（＋８５）は、ガイドおよびｔｒ
ａｃｒ配列を別個の転写物中で発現する対応するｃｒＲＮＡ／ｔｒａｃｒＲＮＡハイブリ
ッドよりも顕著に高いレベルのＤＮＡ開裂を実証した（図１８ｂおよび１９ａ）。ハイブ
リッド系（別個の転写物として発現されるガイド配列およびｔｒａｃｒ配列）を検出可能
な開裂を生じなかったＰＶＡＬＢ遺伝子座中の２つの部位も、ｃｈｉＲＮＡを使用してタ
ーゲティングした。ｃｈｉＲＮＡ（＋６７）およびｃｈｉＲＮＡ（＋８５）は、２つのＰ
ＶＡＬＢプロトスペーサーにおける顕著な開裂を媒介し得た（図１８ｃおよび１９ｂ）。
【０１６６】
　ＥＭＸ１およびＰＶＡＬＢ遺伝子座中の５つ全ての標的について、ｔｒａｃｒ配列長さ
の増加に伴うゲノム改変効率の一貫した増加が観察された。いかなる理論によっても拘束
されるものではないが、ｔｒａｃｒＲＮＡの３’末端により形成される二次構造は、ＣＲ
ＩＳＰＲ複合体形成の比率の向上における役割を担い得る。本実施例において使用される
キメラＲＮＡのそれぞれについての予測二次構造の説明を、図２１に提供する。二次構造
は、最小自由エネルギーおよび分配関数アルゴリズムを使用するＲＮＡｆｏｌｄ（ｈｔｔ
ｐ：／／ｒｎａ．ｔｂｉ．ｕｎｉｖｉｅ．ａｃ．ａｔ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＲＮＡｆｏｌｄ
．ｃｇｉ）を使用して予測した。それぞれの塩基についての疑似カラー（グレースケール
で再現）は、対形成の確率を示す。より長いｔｒａｃｒ配列を有するｃｈｉＲＮＡは、天
然ＣＲＩＳＰＲｃｒＲＮＡ／ｔｒａｃｒＲＮＡハイブリッドにより開裂されない標的を開
裂し得たため、キメラＲＮＡをＣａｓ９上にその天然ハイブリッド相当物よりも効率的に
ロードすることができることが考えられる。真核細胞および生物中の部位特異的ゲノム編
集のためのＣａｓ９の適用を促進するため、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃ
ａｓ９について予測される全てのユニーク標的部位をヒト、マウス、ラット、ゼブラフィ
ッシュ、線虫（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ）、およびキイロショウジョウバエ（Ｄ．ｍｅｌａｎ
ｏｇａｓｔｅｒ）ゲノムにおいてコンピュータにより同定した。キメラＲＮＡは、他の微
生物からのＣａｓ９酵素について設計してＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡプログラマブルヌクレア
ーゼの標的スペースを拡大することができる。
【０１６７】
　図２２は、最大＋８５ヌクレオチドの野生型ｔｒａｃｒＲＮＡ配列、および核局在化配
列を有するＳｐＣａｓ９を含むキメラＲＮＡの発現のための例示的なバイシストロニック
発現ベクターを説明する。ＳｐＣａｓ９は、ＣＢｈプロモーターから発現され、ｂＧＨポ
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ガイド配列挿入部位を包囲する領域に対応し、５’から３’でＵ６プロモーターの３’部
分（最初の陰影領域）、ＢｂｓＩ開裂部位（矢印）、部分ダイレクトリピート（ｔｒａｃ
ｒメイト配列ＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡ、下線付き）、ループ配列ＧＡＡＡ、および＋８
５ｔｒａｃｒ配列（ループ配列後の下線付き配列）を含む。例示的なガイド配列インサー
トを、ガイド配列挿入部位の下方に説明し、選択される標的についてのガイド配列のヌク
レオチドを「Ｎ」により表す。
【０１６８】
　上記実施例に記載の配列は、以下のとおりである（ポリヌクレオチド配列は、５’から
３’である）：
　Ｕ６－短鎖ｔｒａｃｒＲＮＡ（化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇ
ｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）：
【化２】

　Ｕ６－長鎖ｔｒａｃｒＲＮＡ（化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇ
ｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）：

【化３】

　Ｕ６－ＤＲ－ＢｂｓＩ骨格－ＤＲ（化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙ
ｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）：
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　Ｕ６－キメラＲＮＡ－ＢｂｓＩ骨格（化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐ
ｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）

【化５】

　ＮＬＳ－ＳｐＣａｓ９－ＥＧＦＰ：
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【化６】

　ＳｐＣａｓ９－ＥＧＦＰ－ＮＬＳ：
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　ＮＬＳ－ＳｐＣａｓ９－ＥＧＦＰ－ＮＬＳ：
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【化８】

　ＮＬＳ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ：
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　ＮＬＳ－ｍＣｈｅｒｒｙ－ＳｐＲＮアーゼ３：
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　ＳｐＲＮアーゼ３－ｍＣｈｅｒｒｙ－ＮＬＳ：
【化１１】

　ＮＬＳ－ＳｐＣａｓ９ｎ－ＮＬＳ（Ｄ１０Ａニッカーゼ突然変異は小文字である）：
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　ｈＥＭＸ１－ＨＲテンプレート－ＨｉｎｄＩＩ－ＮｈｅＩ：
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【化１４】

　ＮＬＳ－ＳｔＣｓｎ１－ＮＬＳ：
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【化１５】

　Ｕ６－Ｓｔ＿ｔｒａｃｒＲＮＡ（７－９７）：
【化１６】

　Ｕ６－ＤＲ－スペーサー－ＤＲ（化膿連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）
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【化１７】

　＋４８ｔｒａｃｒＲＮＡを含有するキメラＲＮＡ（化膿連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅ
ｓ）ＳＦ３７０）
【化１８】

　＋５４ｔｒａｃｒＲＮＡを含有するキメラＲＮＡ（化膿連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅ
ｓ）ＳＦ３７０）
【化１９】

　＋６７ｔｒａｃｒＲＮＡを含有するキメラＲＮＡ（化膿連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅ
ｓ）ＳＦ３７０）
【化２０】
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　＋８５ｔｒａｃｒＲＮＡを含有するキメラＲＮＡ（化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎ
ｅｓ）ＳＦ３７０）
【化２１】

　ＣＢｈ－ＮＬＳ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ
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【化２２】
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【化２３】
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【化２４】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）
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【化２５】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）
【化２６】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）

【化２７】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）
【化２８】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）
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【化２９】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）
【化３０】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）

【化３１】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）
【化３２】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ１Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＮＡＧＡＡＷのＰＡＭの場合）
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【化３３】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ３Ｃａ
ｓ９のための例示的キメラＲＮＡ（ＮＧＧＮＧのＰＡＭの場合）
【化３４】

　Ｓ．サーモフィラス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ＬＭＤ－９ＣＲＩＳＰＲ３遺伝
子座からのＣａｓ９のコドン最適化バージョン（５’および３’末端の両方においてＮＬ
Ｓを有する）

【化３５】
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【化３７】
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【化３８】

【０１６９】
実施例５：ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系を使用する細菌ゲノムのＲＮＡによりガイドされる編
集
　本出願人らは、ＣＲＩＳＰＲ関連エンドヌクレアーゼＣａｓ９を使用して肺炎連鎖球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）および大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉ
ｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）のゲノム中に正確な突然変異を導入した。このアプローチは、非突
然変異細胞を殺傷するためのターゲティングされる部位におけるＣａｓ９指向開裂に依存
し、選択可能なマーカーまたはカウンターセレクション系の必要性を回避した。Ｃａｓ９
特異性は、編集テンプレート上で担持される単一および多ヌクレオチド変化を作製するよ
うに短鎖ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）配列を変化させることによりリプログラミ
ングした。２つのｃｒＲＮＡの同時使用により、複数の突然変異導入が可能になった。肺
炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）において、Ｃａｓ９開裂から生存した細胞のほ
ぼ１００％が、所望の突然変異を含有し、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）におけるリコンビニア
リングとの組合せで使用された場合は６５％が所望の突然変異を含有した。本出願人らは
、もっぱら、ターゲティング可能な配列の範囲を定義するためのＣａｓ９標的要件を徹底
的に分析し、それらの要件に合致しない編集部位のための方針を示し、このことは、細菌
ゲノムエンジニアリングのためのこの技術の多用途性を示唆した。
【０１７０】
　遺伝子機能の理解は、制御様式での細胞内のＤＮＡ配列の変化の可能性に依存する。真
核生物中の部位特異的突然変異導入は、目的突然変異を含有するテンプレートＤＮＡの相
同組換えを促進する配列特異的ヌクレアーゼの使用により達成される。亜鉛フィンガーヌ
クレアーゼ（ＺＦＮ）、転写アクチベーター様エフェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）
およびホーミングメガヌクレアーゼを、規定の局在のゲノムを開裂するようにプログラミ
ングすることができるが、それらのアプローチは、それぞれの標的配列のための新たな酵
素のエンジニアリングを要求する。原核生物において、突然変異導入法は、編集される遺
伝子座中に選択マーカーを導入し、またはカウンターセレクション系を含む２ステッププ
ロセスを要求する。近年、直鎖ＤＮＡまたはオリゴヌクレオチドの相同組換えを促進する
技術であるファージ組換えタンパク質がリコンビニアリングに使用されている。しかしな
がら、突然変異の選択が存在しないため、リコンビニアリング効率は比較的低いことがあ
り（より大きい改変について１０－５～１０－６に至る点突然変異について０．１～１０
％）、多くの場合、多数のコロニーのスクリーニングを要求する。したがって、安価で、
使用が容易であり、効率的な新たな技術が真核および原核生物の両方の遺伝子エンジニア
リングに依然として必要とされている。
【０１７１】
　原核生物のＣＲＩＳＰＲ（クラスター化等間隔短鎖回分リピート）適応免疫系に関する
近年の研究は、配列特異性が小分子ＲＮＡによりプログラミングされるヌクレアーゼの同
定をもたらしている。ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座は、バクテリオファージおよび他の可動遺伝
子エレメントのゲノムにマッチする「スペーサー」配列により離隔している一連のリピー
トから構成される。リピート－スペーサーアレイは、長い前駆体として転写され、リピー
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ト配列内でプロセシングされてＣＲＩＳＰＲ系により開裂される標的配列（プロトスペー
サーとしても公知）を規定する小分子ｃｒＲＮＡを生成する。プロトスペーサー隣接モチ
ーフ（ＰＡＭ）としての公知の標的領域のすぐ下流の配列モチーフの存在は、開裂に不可
欠である。ＣＲＩＳＰＲ関連（ｃａｓ）遺伝子は、通常、リピート－スペーサーアレイを
フランキングし、ｃｒＲＮＡバイオジェネシスおよびターゲティングを担う酵素機構をコ
ードする。Ｃａｓ９は、ｃｒＲＮＡガイドを使用して開裂の部位を規定するｄｓＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼである。Ｃａｓ９上へのｃｒＲＮＡガイドのローディングは、ｃｒＲＮ
Ａ前駆体のプロセシングの間に生じ、前駆体に対する小分子ＲＮＡアンチセンス、ｔｒａ
ｃｒＲＮＡ、およびＲＮアーゼＩＩＩを要求する。ＺＦＮまたはＴＡＬＥＮによるゲノム
編集とは対照的に、Ｃａｓ９標的特異性の変化は、タンパク質エンジニアリングを要求す
るのではなく、短鎖ｃｒＲＮＡガイドの設計のみを要求する。
【０１７２】
　本出願人らは、近年、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）において染色体遺伝
子座をターゲティングするＣＲＩＳＰＲ系の導入が、形質転換細胞の殺傷をもたらすこと
を示した。偶発的生存物が標的領域中の突然変異を含有することが観察され、このことは
、内因性標的に対するＣａｓ９ｄｓＤＮＡエンドヌクレアーゼ活性をゲノム編集に使用す
ることができることを示唆した。本出願人らは、ゲノム中で組換わり、Ｃａｓ９標的認識
を排除するテンプレートＤＮＡ断片の形質転換を通してマーカーレス突然変異を導入する
ことができることを示した。いくつかの異なるｃｒＲＮＡによるＣａｓ９の特異性の指向
により、複数の突然変異の同時導入が可能となる。本出願人らは、Ｃａｓ９ターゲティン
グのための配列要件も詳細に特性決定し、このアプローチを大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中の
ゲノム編集のためのリコンビニアリングと組み合わせることができることを示す。
【０１７３】
結果：染色体標的のＣａｓ９開裂によるゲノム編集
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）株ｃｒＲ６は、バクテリオファージφ８２
３２．５中に存在する標的配列を開裂するＣａｓ９ベースＣＲＩＳＰＲ系を含有する。こ
の標的を第２の株Ｒ６８２３２．５のｓｒｔＡ染色体遺伝子座中にインテグレートした。
ＰＡＭ領域中の突然変異を含有する変化標的配列を第３の株Ｒ６３７０．１のｓｒｔＡ遺
伝子座中にインテグレートし、この株をＣＲＩＳＰＲ開裂に対して「免疫性」とした（図
２８ａ）。本出願人らは、Ｒ６８２３２．５およびＲ６３７０．１細胞をｃｒＲ６細胞か
らのゲノムＤＮＡにより形質転換し、Ｒ６８２３２．５細胞の良好な形質転換が標的遺伝
子座の開裂および細胞死をもたらすはずであることを予測した。この予測とは逆に、本出
願人らは、Ｒ６３７０．１形質転換体よりも約１０倍小さい効率にもかかわらず、Ｒ６８

２３２．５形質転換体を単離した（図２８ｂ）。８つのＲ６８２３２．５形質転換体の遺
伝子分析（図２８）により、大多数は、φ８２３２．５標的をＣａｓ９認識に要求される
プロトスペーサーを含有しないｃｒＲ６ゲノム野生型ｓｒｔＡ遺伝子座により置き換える
ことによりＣａｓ９ターゲティングの毒性を排除する二重組換えイベントの産物であるこ
とが明らかになった。これらの結果は、ゲノム遺伝子座をターゲティングするＣＲＩＳＰ
Ｒ系（ターゲティング構築物）の、ターゲティングされる遺伝子座中への組換えのための
テンプレート（編集テンプレート）と一緒の同時導入はターゲティングされるゲノム編集
をもたらす証明であった（図２３ａ）。
【０１７４】
　簡略化されたゲノム編集のための系を創成するため、本出願人らは、ＣＲＩＳＰＲター
ゲティングに非必須であることが示されているｃａｓ１、ｃａｓ２およびｃｓｎ２遺伝子
を欠失させることにより株ｃｒＲ６中のＣＲＩＳＰＲ遺伝子座を改変し、株ｃｒＲ６Ｍを
生じさせた（図２８ａ）。この株は、ｃｒＲ６の同一の特性を保持した（図２８ｂ）。Ｃ
ａｓ９ベース編集の効率を増加させ、最適なＤＮＡのテンプレートを使用して導入される
突然変異を制御することができることを実証するため、本出願人らは、Ｒ６８２３２．５

細胞を、いずれかがＣａｓ９による開裂に対して耐性であるはずの野生型ｓｒｔＡ遺伝子
または突然変異体Ｒ６３７０．１標的のＰＣＲ産物により同時形質転換した。このことは
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、ゲノムｃｒＲ６ＤＮＡ単独と比較して形質転換頻度の５から１０倍増加をもたらした（
図２３ｂ）。編集の効率も実質的に増加し、試験された８つのうち８つの形質転換体が野
生型ｓｒｔＡコピーを含有し、８つのうち７つがＲ６３７０．１標的中に存在するＰＡＭ
突然変異を含有した（図２３ｂおよび図２９ａ）。まとめると、これらの結果は、Ｃａｓ
９により支援されるゲノム編集の潜在性を示した。
【０１７５】
　Ｃａｓ９標的要件の分析：ゲノム中の規定の変化を導入するため、Ｃａｓ９媒介開裂を
停止させ、それにより細胞死を妨害する突然変異を担持する編集テンプレートを使用しな
ければならない。このことは、標的の欠失または別の配列によるその置換（遺伝子挿入）
が求められる場合に達成することが容易である。目的が遺伝子融合物を産生することまた
は単一ヌクレオチド突然変異を生成することである場合、Ｃａｓ９ヌクレアーゼ活性の停
止は、ＰＡＭまたはプロトスペーサー配列のいずれかを変える編集テンプレート中の突然
変異を導入することによってのみ可能である。ＣＲＩＳＰＲ媒介編集の拘束を決定するた
め、本出願人らは、ＣＲＩＳＰＲターゲティングを停止させるＰＡＭおよびプロトスペー
サー突然変異の徹底的分析を実施した。
【０１７６】
　従来の研究は、化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９がプロトスペーサー
のすぐ下流のＮＧＧ　ＰＡＭを要求することを提案した。しかしながら、極めて限定され
た数のＰＡＭ不活性化突然変異がこれまで記載されているにすぎないため、本出願人らは
、体系的分析を実施してＣＲＩＳＰＲ開裂を排除するプロトスペーサー後の全ての５ヌク
レオチド配列を見出した。本出願人らは、ランダム化オリゴヌクレオチドを使用してｃｒ
Ｒ６またはＲ６細胞中に形質転換される異種ＰＣＲ産物中の考えられる全ての１，０２４
個のＰＡＭ配列を生成した。機能的ＰＡＭを担持する構築物は、Ｒ６細胞ではなくｃｒＲ
６細胞中でＣａｓ９により認識および破壊されることが予測された（図２４ａ）。２×１
０５個を超えるコロニーを一緒にプールして全ての標的の同時増幅のためのテンプレート
として使用されるＤＮＡを抽出した。ＰＣＲ産物をディープシーケンシングし、全１，０
２４個の配列を含有することを見出し、カバレッジは５から４２，４７２リードの範囲で
あった（セクション「ディープシーケンシングデータの分析」参照）。それぞれのＰＡＭ
の機能性は、Ｒ６試料に対するｃｒＲ６試料中のそのリードの相対比率により推定した。
ＰＡＭの最初の３塩基の分析により、２つの最後の塩基を平均化し、ＮＧＧパターンがｃ
ｒＲ６形質転換体中で過少であることが明確に示された（図２４ｂ）。さらに、次の２つ
の塩基は、ＮＧＧ　ＰＡＭに対する検出可能な効果を有さず（セクション「ディープシー
ケンシングデータの分析」参照）、このことは、ＮＧＧＮＮ配列がＣａｓ９活性を許容す
るために十分であることを実証した。部分ターゲティングは、ＮＡＧ　ＰＡＭ配列につい
て観察された（図２４ｂ）。また、ＮＮＧＧＮパターンは、ＣＲＩＳＰＲターゲティング
を部分的に不活性化し（表Ｇ）、このことは、ＮＧＧモチーフが１ｂｐだけシフトされた
場合に低減された効率でＣａｓ９により依然として認識され得ることを示した。これらの
データにより、Ｃａｓ９標的認識の分子機序が浮き彫りになり、ＮＧＧ（または相補鎖上
のＣＣＮ）配列がＣａｓ９ターゲティングに十分であることおよび編集テンプレート中の
ＮＧＧからＮＡＧまたはＮＮＧＧＮへの突然変異を回避すべきことが明らかになった。こ
れらのトリヌクレオチド配列の高頻度（８ｂｐごとに１回）に起因して、このことは、ゲ
ノムのほぼいずれの位置でも編集することができることを意味する。実際、本出願人らは
、ランダムに選択された、種々のＰＡＭを担持する１０個の標的を試験し、全てが機能的
であることが見出された（図３０）。
【０１７７】
　Ｃａｓ９媒介開裂を破壊する別の手法は、編集テンプレートのプロトスペーサー領域中
の突然変異を導入することである。「シード配列」（ＰＡＭに直接隣接する８から１０個
のプロトスペーサーヌクレオチド）内の点突然変異が、ＣＲＩＳＰＲヌクレアーゼによる
開裂を停止させ得ることが公知である。しかしながら、この領域の正確な長さは不明であ
り、シード中のどのヌクレオチドの突然変異がＣａｓ９標的認識を破壊し得るかが不明確
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である。本出願人らは、上記の同一のディープシーケンシングアプローチに従ってｃｒＲ
ＮＡとの塩基対接触に関与するプロトスペーサー配列全体をランダム化し、ターゲティン
グを破壊する全ての配列を決定した。Ｒ６８２３２．５細胞中に存在するｓｐｃ１標的中
の２０個のマッチングヌクレオチド（１４）（図２３ａ）のそれぞれの位置をランダム化
し、ｃｒＲ６およびＲ６細胞中に形質転換した（図２４ａ）。シード配列の存在と一致し
て、ＰＡＭのすぐ上流の１２ヌクレオチドの突然変異のみが、Ｃａｓ９による開裂を停止
させた（図２４ｃ）。しかしながら、異なる突然変異は、著しく異なる効果を示した。シ
ードの（ＰＡＭから）遠位位置（１２から７位）は、ほとんどの突然変異を許容し、１つ
の特定の塩基置換のみターゲティングを停止させた。対照的に、近位位置（６から１位、
３位を除く）における任意のヌクレオチドの突然変異は、それぞれの特定の置換について
異なるレベルにおいてであるが、Ｃａｓ９活性を排除した。３位においては、２つの置換
のみがＣＲＩＳＰＲ活性に影響し、強度が異なった。本出願人らは、シード配列突然変異
がＣＲＩＳＰＲターゲティングを妨害し得るが、シードのそれぞれの位置において作製す
ることができるヌクレオチド変化に関して制限が存在することを結論付けた。さらに、こ
れらの制限は、異なるスペーサー配列によって変動する可能性が最も高いことがある。し
たがって、本出願人らは、ＰＡＭ配列中の突然変異が、可能であれば、好ましい編集方針
であるはずであると考える。あるいは、シード配列中の複数の突然変異を導入してＣａｓ
９ヌクレアーゼ活性を妨害することができる。
【０１７８】
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）中のＣａｓ９媒介ゲノム編集：ターゲティン
グされるゲノム編集の迅速で効率的な方法を開発するため、本出願人らは、スペーサーを
ＰＣＲにより容易に導入することができる株である株ｃｒＲ６Ｒｋをエンジニアリングし
た（図３３）。本出願人らは、活性を容易に計測することができる肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａ）のβ－ガラクトシダーゼ（ｂｇａＡ）遺伝子を編集することを決定し
た。本出願人らは、この酵素の活性部位中のアミノ酸のアラニン置換を導入した：Ｒ４８
１Ａ（Ｒ→Ａ）およびＮ５６３Ａ、Ｅ５６４Ａ（ＮＥ→ＡＡ）突然変異。異なる編集方針
を説明するため、本出願人らは、ＰＡＭ配列およびプロトスペーサーシードの両方の突然
変異を設計した。両方の場合、ＴＧＧ　ＰＡＭ配列（相補鎖中のＣＣＡ、図２６）に隣接
するβ－ガラクトシダーゼ遺伝子の領域に相補的なｃｒＲＮＡを有する同一のターゲティ
ング構築物を使用した。Ｒ→Ａ編集テンプレートは、プロトスペーサーシード配列上の３
ヌクレオチドミスマッチを創成した（ＣＧＴからＧＣＡ、ＢｔｇＺＩ制限部位も導入）。
ＮＥ→ＡＡ編集テンプレートにおいて、本出願人らは、不活性ＰＡＭを創成する同義的突
然変異（ＴＧＧからＴＴＧ）を、プロトスペーサー領域の２１８ｎｔ下流の突然変異（Ａ
ＡＴ　ＧＡＡからＧＣＴ　ＧＣＡ、ＴｓｅＩ制限部位も生成）とともに同時に導入した。
この最後の編集方針は、遠いＰＡＭを使用して適切な標的を選択することが困難であり得
る場所に突然変異を作製する可能性を実証した。例えば、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍ
ｏｎｉａｅ）Ｒ６ゲノムは、３９．７％のＧＣ含有率を有し、１２ｂｐごとに平均１つの
ＰＡＭモチーフを含有するが、一部のＰＡＭモチーフは、最大１９４ｂｐだけ離隔してい
る（図３３）。さらに、本出願人らは、６，６６４ｂｐのΔｂｇａＡインフレーム欠失を
設計した。３つ全ての場合、ターゲティングおよび編集テンプレートの同時形質転換は、
野生型ｂｇａＡ配列を含有する対照編集テンプレートによる同時形質転換よりも１０倍カ
ナマイシン耐性の細胞を産生した（図２５ｂ）。本出願人らは、２４個の形質転換体（そ
れぞれの編集実験について８つ）をゲノタイピングし、１つを除き全てが所望の変化を取
り込むことを見出した（図２５ｃ）。ＤＮＡシーケンシングによっても、導入された突然
変異の存在だけでなく、標的領域中の二次突然変異の不存在を確認した（図２９ｂ、ｃ）
。最後に、本出願人らは、β－ガラクトシダーゼ活性を計測して全ての編集細胞が予測表
現型を示すことを確認した（図２５ｄ）。
【０１７９】
　Ｃａｓ９媒介編集を使用して生物学的経路の研究のために複数の突然変異を生成するこ
ともできる。本出願人らは、表面タンパク質をグラム陽性細菌のエンベロープに固定する
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ソルターゼ依存性経路についてそれを説明することを決定した。本出願人らは、クロラム
フェニコール耐性ターゲティング構築物およびΔｓｒｔＡ編集テンプレートの同時形質転
換（図３３ａ、ｂ）と、それに続くΔｂｇａＡを置き換えるカナマイシン耐性ターゲティ
ング構築物を使用するΔｂｇａＡ欠失によりソルターゼ欠失を導入した。肺炎連鎖球菌（
Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）において、β－ガラクトシダーゼは、ソルターゼにより細胞
壁に共有結合している。したがって、ｓｒｔＡの欠失は、上清中への表面タンパク質の放
出をもたらす一方、二重欠失は、検出可能なβ－ガラクトシダーゼ活性を有さない（図３
４ｃ）。このような逐次選択を必要な回数繰り返して複数の突然変異を生成することがで
きる。
【０１８０】
　これらの２つの突然変異は、同時に導入することもできる。本出願人らは、２つのスペ
ーサー、１つのマッチングｓｒｔＡおよび他のマッチングｂｇａＡを含有するターゲティ
ング構築物を設計し、それを両方の編集テンプレートとともに同時に同時形質転換した（
図２５ｅ）。形質転換体の遺伝子分析により、編集が８つのケースのうち６つに生じるこ
とが示された（図２５ｆ）。特に、残りの２つのクローンは、それぞれΔｓｒｔＡおよび
ΔｂｇａＡ欠失のいずれかを含有し、このことは、Ｃａｓ９を使用するコンビナトリアル
突然変異導入を実施する可能性を示唆した。最後に、ＣＲＩＳＰＲ配列を排除するため、
本出願人らは、ｂｇａＡ標的およびスペクチノマイシン耐性遺伝子を野生型株Ｒ６からの
ゲノムＤＮＡとともに含有するプラスミドを導入した。プラスミドを保持するスペクチノ
マイシン耐性形質転換体は、ＣＲＩＳＰＲ配列を排除した（図３４ａ、ｄ）。
【０１８１】
　編集の機序および効率：Ｃａｓ９によるゲノム編集の基礎をなす機序を理解するため、
本出願人らは、編集効率をＣａｓ９開裂とは独立して計測する実験を設計した。本出願人
らは、ｅｒｍＡＭエリスロマイシン耐性遺伝子をｓｒｔＡ遺伝子座中にインテグレートし
、Ｃａｓ９媒介編集を使用して早期終止コドンを導入した（図３３）。得られた株（ＪＥ
Ｎ５３）は、ｅｒｍＡＭ（終止）アレルを含有し、エリスロマイシンに対して感受性であ
る。この株を使用してＣａｓ９開裂を使用してまたは使用せずに抗生物質耐性を復帰させ
る細胞の率を計測することによりｅｒｍＡＭ遺伝子が修復される効率を評価することがで
きる。ＪＥＮ５３を、野生型アレルを復帰させる編集テンプレートにより、ｅｒｍＡＭ（
終止）アレルをターゲティングするカナマイシン耐性ＣＲＩＳＰＲ構築物（ＣＲＩＳＰＲ
：：ｅｒｍＡＭ（終止））またはスペーサーを有さない対照構築物（ＣＲＩＳＰＲ：：φ
）のいずれかと一緒に形質転換した（図２６ａ、ｂ）。カナマイシン選択の不存在下、編
集されたコロニーの率は、１０-２（エリスロマイシン耐性ｃｆｕ／総ｃｆｕ）（図２６
ｃ）のオーダーであり、これは、非編集細胞に対するＣａｓ９媒介選択を有さない組換え
のベースライン頻度を表した。しかしながら、カナマイシン選択を適用し、対照ＣＲＩＳ
ＰＲ構築物を同時形質転換した場合、編集されたコロニーの率は、約１０－１（カナマイ
シンおよびエリスロマイシン耐性ｃｆｕ／カナマイシン耐性ｃｆｕ）（図２６ｃ）に増加
した。この結果は、ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座の組換えの選択が、ゲノムのＣａｓ９開裂とは
独立してｅｒｍＡＭ遺伝子座の組換えを同時選択したことを示し、このことは、細胞の部
分集団が形質転換および／または組換えを受ける傾向があることを示唆する。ＣＲＩＳＰ
Ｒ：：ｅｒｍＡＭ（終止）構築物の形質転換とそれに続くカナマイシン選択は、エリスロ
マイシン耐性の編集細胞の率の９９％への増加をもたらした（図２６ｃ）。この増加が非
編集細胞の殺傷により引き起こされるか否かを決定するため、本出願人らは、ＪＥＮ５３
細胞のＣＲＩＳＰＲ：：ｅｒｍＡＭ（終止）またはＣＲＩＳＰＲ：：φ構築物による同時
形質転換後に得られたカナマイシン耐性コロニー形成単位（ｃｆｕ）を比較した。
【０１８２】
　本出願人らは、ｅｒｍＡＭ（終止）構築物（２．５×１０４／４．７×１０３、図３５
ａ）の形質転換後に５．３倍少ないカナマイシン耐性コロニーを計数し、Ｃａｓ９による
染色体遺伝子座のターゲティングが実際に非編集細胞の殺傷をもたらすことを示唆する結
果であった。最後に、細菌染色体中のｄｓＤＮＡ分解の導入は、損傷ＤＮＡの組換えの比
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率を増加させる修復機序をトリガーすることが公知であるため、本出願人らは、Ｃａｓ９
による開裂が編集テンプレートの組換えを誘導するか否かを調査した。本出願人らは、Ｃ
ＲＩＳＰＲ：：ｅｒｍ（終止）構築物による同時形質転換後にＣＲＩＳＰＲ：：φ構築物
よりも２．２倍多いコロニーを計数し（図２６ｄ）、このことは、適度な組換えの誘導が
存在することを示した。まとめると、これらの結果は、形質転換可能な細胞の同時選択、
Ｃａｓ９媒介開裂による組換えの誘導および非編集細胞に対する選択は、それぞれ、肺炎
連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）中の高い効率のゲノム編集に寄与することを示し
た。
【０１８３】
　Ｃａｓ９によるゲノムの開裂が非編集細胞を殺傷するため、編集テンプレートを受容し
なかったものを除きカナマイシン耐性含有Ｃａｓ９カセットを受容したいかなる細胞も回
収されないことが予測される。しかしながら、編集テンプレートの不存在下、本出願人ら
は、ＣＲＩＳＰＲ：：ｅｒｍＡＭ（終止）構築物の形質転換後に多くのカナマイシン耐性
コロニーを回収した（図３５ａ）。ＣＲＩＳＰＲ誘導死から「エスケープ」するこれらの
細胞は、本方法の限界を決定するバックグラウンドを産生した。このバックグラウンド頻
度は、ＣＲＩＳＰＲ：：ｅｒｍＡＭ（終止）／ＣＲＩＳＰＲ：：φｃｆｕの比として算出
することができ、この実験においては２．６×１０－３（７．１×１０１／２．７×１０
４）であり、これは、編集テンプレートの組換え頻度がこの値未満である場合、ＣＲＩＳ
ＰＲ選択がバックグラウンドを上回って所望の突然変異体を効率的に回収し得ないことを
意味する。これらの細胞の起源を理解するため、本出願人らは、８つのバックグラウンド
コロニーをゲノタイピングし、７つがターゲティングスペーサーを欠失し（図３５ｂ）、
１つがＣａｓ９中の推定不活性化突然変異を保有することを見出した（図３５ｃ）。
【０１８４】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中のＣａｓ９によるゲノム編集：ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系の染
色体インテグレーションを通すＣａｓ９ターゲティングの活性化は、高度に組換え性の生
物中でのみ可能である。他の微生物に適用可能なより一般的な方法を開発するため、本出
願人らは、プラスミドベースＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系を使用して大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）
中のゲノム編集を実施することを決定した。２つのプラスミドを構築した：ｔｒａｃｒＲ
ＮＡ、Ｃａｓ９およびクロラムフェニコール耐性カセットを担持するｐＣａｓ９プラスミ
ド（図３６）、およびＣＲＩＳＰＲスペーサーのアレイを担持するｐＣＲＩＳＰＲカナマ
イシン耐性プラスミド。ＣＲＩＳＰＲ選択とは独立した編集の効率を計測するため、本出
願人らは、ストレプトマイシン耐性を付与するｒｐｓＬ遺伝子中のＡからＣへのトランス
バージョンを導入することを求めた。本出願人らは、野生型ｒｐｓＬアレルのＣａｓ９開
裂をガイドするが、突然変異体ｒｐｓＬアレルのＣａｓ９開裂をガイドしないスペーサー
を保有するｐＣＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬプラスミドを構築した（図２７ｂ）。ｐＣａｓ９
プラスミドを最初に大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＭＧ１６５５中に導入し、得られた株をｐＣ
ＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬプラスミドおよびＡからＣへの突然変異を含有する編集オリゴヌ
クレオチドＷ５４２により同時形質転換した。ｐＣＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬプラスミドの
形質転換後にストレプトマイシン耐性コロニーのみが回収され、このことは、Ｃａｓ９開
裂がオリゴヌクレオチドの組換えを誘導することを示唆した（図３７）。しかしながら、
ストレプトマイシン耐性コロニーの数は、推定上Ｃａｓ９による開裂からエスケープする
細胞であるカナマイシン耐性コロニーの数よりも２桁低かった。したがって、これらの条
件において、Ｃａｓ９による開裂は、突然変異の導入を促進したが、効率は、「エスケー
パー」のバックグラウンドを上回って突然変異体細胞を選択するために十分でなかった。
【０１８５】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中のゲノム編集の効率を改善するため、本出願人らは、Ｃａｓ
９誘導細胞死を使用するリコンビニアリングにより本発明のＣＲＩＳＰＲ系を適用して所
望の突然変異を選択した。ｐＣａｓ９プラスミドを、□－ｒｅｄファージのＧａｍ、Ｅｘ
ｏおよびＢｅｔａ機能を含有するリコンビニアリング株ＨＭＥ６３（３１）中に導入した
。得られた株を、ｐＣＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬプラスミド（またはｐＣＲＩＳＰＲ：：φ
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対照）およびＷ５４２オリゴヌクレオチドにより同時形質転換した（図２７ａ）。リコン
ビニアリング効率は、対照プラスミドを使用した場合にストレプトマイシン耐性になる総
細胞数の率として算出して５．３×１０－５であった（図２７ｃ）。対照的に、ｐＣＲＩ
ＳＰＲ：：ｒｐｓＬプラスミドによる形質転換は、突然変異体細胞の割合を６５±１４％
に増加させた（図２７ｃおよび２９ｆ）。本出願人らは、ｃｆｕの数がｐＣＲＩＳＰＲ：
：ｒｐｓＬプラスミドの形質転換後に対照プラスミドよりも約３桁だけ低減することを観
察し（４．８×１０５／５．３×１０２、図３８ａ）、このことは、選択が非編集細胞の
ＣＲＩＳＰＲ誘導死から生じることを示唆した。本出願人らの方法の重要なパラメータで
あるＣａｓ９開裂が不活性化される比率を計測するため、本出願人らは、細胞をｐＣＲＩ
ＳＰＲ：：ｒｐｓＬまたは対照プラスミドのいずれかによりＷ５４２編集オリゴヌクレオ
チドを用いずに形質転換した（図３８ａ）。ＣＲＩＳＰＲ「エスケーパー」のこのバック
グラウンドは、ｐＣＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬ／ｐＣＲＩＳＰＲ：：φｃｆｕの比として計
測して、２．５×１０-４（１．２×１０２／４．８×１０５）であった。これらのエス
ケーパーの８つのゲノタイピングにより、全ての場合、ターゲティングスペーサーの欠失
が存在することが明らかになった（図３８ｂ）。このバックグラウンドは、ｒｐｓＬ突然
変異のリコンビニアリング効率５．３×１０－５よりも高く、このことは、６５％の編集
細胞を得るためにＣａｓ９開裂はオリゴヌクレオチド組換えを誘導しなければならないこ
とを示唆した。これを確認するため、本出願人らは、ｐＣＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬまたは
ｐＣＲＩＳＰＲ：：φの形質転換後のカナマイシンおよびストレプトマイシン耐性ｃｆｕ
の数を比較した（図２７ｄ）。肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）の場合と同様
に、本出願人らは、約６．７倍（２．０×１０-４／３．０×１０-５）の適度な組換えの
誘導を観察した。まとめると、これらの結果は、ＣＲＩＳＰＲ系がリコンビニアリングに
より導入された突然変異を選択する方法を提供することを示した。
【０１８６】
　本出願人らは、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系を、野生型細胞を殺傷するターゲティング構築
物およびＣＲＩＳＰＲ開裂を排除し、所望の突然変異を誘導する編集テンプレートの同時
形質転換により細菌中のターゲティングされるゲノム編集に使用することができることを
示した。異なるタイプの突然変異（挿入、欠失またはスカーレス単一ヌクレオチド置換）
を生成することができる。複数の突然変異を同時に導入することができる。ＣＲＩＳＰＲ
系を使用する編集の特異性および多用途性は、Ｃａｓ９エンドヌクレアーゼのいくつかの
ユニークな特性に依存した：（ｉ）その標的特異性は、酵素エンジニアリングを必要とせ
ずに小分子ＲＮＡによりプログラミングすることができ、（ｉｉ）標的特異性は、２０ｂ
ｐのＲＮＡ－ＤＮＡ相互作用により決定して極めて高く、非標的認識の可能性は低く、（
ｉｉｉ）ほぼいずれの配列もターゲティングすることができ、要件は、隣接ＮＧＧ配列の
存在のみであり、（ｉｖ）ＮＧＧ配列中のほぼいずれの突然変異も、およびプロトスペー
サーのシード配列中の突然変異は、ターゲティングを排除する。
【０１８７】
　本出願人らは、ＣＲＩＳＰＲ系を使用するゲノムエンジニアリングが、高度に組換え性
の細菌、例えば、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）中だけでなく、大腸菌（Ｅ
．ｃｏｌｉ）中でも機能することを示した。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中の結果は、本方法
がプラスミドを導入することができる他の微生物に適用可能であり得ることを示唆した。
大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）において、このアプローチは、突然変異原性オリゴヌクレオチド
のリコンビニアリングを補完する。リコンビニアリングが可能でない微生物中でこの方法
論を使用するため、プラスミド上の編集テンプレートを提供することにより宿主相同組換
え機構を使用することができる。さらに、蓄積した証拠は、染色体のＣＲＩＳＰＲ媒介開
裂が、多くの細菌および古細菌の細胞死をもたらすことを示すため、編集目的のための内
因性ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系の使用を想定することが可能である。
【０１８８】
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）および大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の両方にお
いて、本出願人らは、編集が形質転換可能な細胞の同時選択およびＣａｓ９開裂による標
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的部位における組換えの小さい誘導により促進されるが、編集に大部分寄与する機序が非
編集細胞に対する選択であることを観察した。したがって、本方法の主な限定は、ＣＲＩ
ＳＰＲ誘導細胞死からエスケープし、所望の突然変異を欠く細胞のバックグラウンドの存
在であった。本出願人らは、これらの「エスケーパー」が、推定上、ターゲティングスペ
ーサーをフランキングするリピート配列の組換え後に主としてターゲティングスペーサー
の欠失を通して生じることを示した。さらなる改善は、機能的ｃｒＲＮＡのバイオジェネ
シスを依然として支持し得るが、組換えを排除するために互いに十分に異なるフランキン
グ配列のエンジニアリングにフォーカスし得る。あるいは、キメラｃｒＲＮＡのダイレク
ト形質転換を調査することができる。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の特定の場合、ＣＲＩＳＰ
Ｒ－Ｃａｓ系の構築は、この生物をクローニング宿主としても使用した場合に可能でなか
った。本出願人らは、この問題をＣａｓ９およびｔｒａｃｒＲＮＡをＣＲＩＳＰＲアレイ
とは異なるプラスミド上に配置することにより解決した。誘導系のエンジニアリングもこ
の限定を回避し得る。
【０１８９】
　新たなＤＮＡ合成技術が高スループットで任意の配列をコスト効率良く創成する技能を
提供するが、合成ＤＮＡを生細胞中にインテグレートして機能的ゲノムを創成する困難性
が残る。近年、同時選択ＭＡＧＥ方針が、所与の遺伝子座またはその周囲における組換え
を達成する可能性が増加した細胞の部分集団を選択することによりリコンビニアリングの
突然変異効率を改善するために示された。この方法において、選択可能な突然変異の導入
を使用して近くの選択不可能な突然変異を生成する機会を増加させる。この方針により提
供される間接的選択とは対照的に、ＣＲＩＳＰＲ系の使用により、所望の突然変異を直接
選択し、それを高い効率で回収することが可能となる。これらの技術は、遺伝子エンジニ
アのツールボックスを増大し、ＤＮＡ合成と一緒に、それらは遺伝子機能を解読し、バイ
オテクノロジー目的のために生物を操作する技能を実質的に進歩させ得る。２つの他の試
験も、哺乳動物ゲノムのＣＲＩＳＰＲ支援エンジニアリングに関する。これらのｃｒＲＮ
Ａ指向ゲノム編集技術は、基礎および医科学において幅広く有用であり得ることが予測さ
れる。
【０１９０】
　株および培養条件。肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）株Ｒ６は、Ａｌｅｘａ
ｎｄｅｒ　Ｔｏｍａｓｚ博士により提供された。株ｃｒＲ６は上記試験において生成した
。肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）の液体培養物をＴＨＹＥ培地（３０ｇ／ｌ
のＴｏｄｄ－Ｈｅｗｉｔｔ寒天、５ｇ／ｌの酵母エキス）中で増殖させた。細胞を、５％
の脱線維素ヒツジ血液が補給されたトリプシンダイズ寒天（ＴＳＡ）上でプレーティング
した。適宜、抗生物質を以下のとおり添加した：カナマイシン（４００μｇ／ｍｌ）、ク
ロラムフェニコール（５μｇ／ｍｌ）、エリスロマイシン（１μｇ／ｍｌ）ストレプトマ
イシン（１００μｇ／ｍｌ）またはスペクチノマイシン（１００μｇ／ｍｌ）。β－ガラ
クトシダーゼ活性の計測は、上記のとおりＭｉｌｌｅｒアッセイを使用して行った。
【０１９１】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株ＭＧ１６５５およびＨＭＥ６３（ＭＧ１６５５に由来、Δ（
ａｒｇＦ－ｌａｃ）Ｕ１６９λｃＩ８５７Δｃｒｏ－ｂｉｏＡ　ｇａｌＫ　ｔｙｒ１４５
ＵＡＧ　ｍｕｔＳ＜＞ａｍｐ）（３１）は、それぞれＪｅｆｆ　ＲｏｂｅｒｔｓおよびＤ
ｏｎａｌｄ　Ｃｏｕｒｔにより提供された。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の液体培養物をＬＢ
培地（Ｄｉｆｃｏ）中で増殖させた。適宜、抗生物質を以下のとおり添加した：クロラム
フェニコール（２５μｇ／ｍｌ）、カナマイシン（２５μｇ／ｍｌ）およびストレプトマ
イシン（５０μｇ／ｍｌ）。
【０１９２】
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）形質転換。コンピテント細胞を上記のとお
り調製した（２３）。全てのゲノム編集形質転換のため、細胞を穏やかに氷上で解凍し、
１００ｎｇ／ｍｌのコンピテンス刺激ペプチドＣＳＰ１（４０）が補給された１０容量の
Ｍ２培地中で再懸濁させ、次いで編集構築物を添加した（編集構築物は、０．７ｎｇ／μ
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ｌから２．５μｇ／ｕｌの最終濃度において細胞に添加した）。細胞を３７℃において２
０分間インキュベートしてから、２μｌのターゲティング構築物を添加し、次いで３７℃
において４０分間インキュベートした。細胞の段階希釈物を適切な培地上でプレーティン
グしてコロニー形成単位（ｃｆｕ）計数値を測定した。
【０１９３】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ラムダ－ｒｅｄリコンビニアリング。株ＨＭＥ６３を全てのリ
コンビニアリング実験に使用した。リコンビニアリング細胞を調製し、既に公開されてい
るプロトコルに従って取り扱った（６）。手短に述べると、プレートから得られた単一コ
ロニーから接種された２ｍｌの一晩培養物（ＬＢ培地）を、３０℃において増殖させた。
一晩培養物を１００倍希釈し、振とう（２００ｒｐｍ）させながら３０℃においてＯＤ６

００が０．４～０．５になるまで（約３時間）増殖させた。ラムダｒｅｄ誘導のため、培
養物を４２℃の水浴に移して２００ｒｐｍにおいて１５分間振とうさせた。誘導直後、培
養物を氷水スラリー中で回転させ、氷上で５～１０分間冷蔵した。次いで、細胞をプロト
コルに従って洗浄およびアリコート処理した。電気的形質転換のため、５０μｌの細胞を
１ｍＭの塩不含オリゴ（ＩＤＴ）または１００～１５０ｎｇのプラスミドＤＮＡ（ＱＩＡ
ｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ，Ｑｉａｇｅｎにより調製）と混合した
。１ｍｍのＧｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒキュベット（Ｂｉｏ－ｒａｄ）を１．８ｋＶにおいて
使用して細胞をエレクトロポレートし、１ｍｌの室温ＬＢ培地中で直ちに再懸濁させた。
細胞を３０℃において１～２時間回収してから適切な抗生物質耐性を有するＬＢ寒天上で
プレーティングし、３２℃において一晩インキュベートした。
【０１９４】
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ゲノムＤＮＡの調製。形質転換目的のため
、Ｗｉｚａｒｄ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔを製造業
者（Ｐｒｏｍｅｇａ）により提供された指示書に従って使用して肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎ
ｅｕｍｏｎｉａｅ）ゲノムＤＮＡを抽出した。ゲノタイピング目的のため、７００ｕｌの
一晩肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）培養物をペレット化し、６０ｕｌのリゾ
チーム溶液（２ｍｇ／ｍｌ）中で再懸濁させ、３７℃において３０分間インキュベートし
た。ＱＩＡｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して
ゲノムＤＮＡを抽出した。
【０１９５】
　株構築。本試験において使用された全てのプライマーを表Ｇに提供する。肺炎連鎖球菌
（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｍを生成するため、中間株ＬＡＭ２２６を作製し
た。この株において、肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６株のＣＲＩＳ
ＰＲアレイに隣接するａｐｈＡ－３遺伝子（カナマイシン耐性を提供）を、ｃａｔ遺伝子
（クロラムフェニコール耐性を提供）により置き換えた。手短に述べると、プライマーＬ
４４８／Ｌ４４４およびＬ４４７／Ｌ４８１をそれぞれ使用してｃｒＲ６ゲノムＤＮＡを
増幅した。ｃａｔ遺伝子をプラスミドｐＣ１９４からプライマーＬ４４５／Ｌ４４６を使
用して増幅した。それぞれのＰＣＲ産物をゲル精製し、３つ全てをプライマーＬ４４８／
Ｌ４８１を用いてＳＯＥｉｎｇ　ＰＣＲにより融合させた。得られたＰＣＲ産物をコンピ
テント肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６細胞中に形質転換し、クロラ
ムフェニコール耐性形質転換体を選択した。肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）
ｃｒＲ６Ｍを生成するため、プライマーＬ４０９／Ｌ４８８およびＬ４４８／Ｌ４８１を
それぞれ使用して肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６ゲノムＤＮＡをＰ
ＣＲにより増幅した。それぞれのＰＣＲ産物をゲル精製し、それらをプライマーＬ４０９
／Ｌ４８１を用いてＳＯＥｉｎｇ　ＰＣＲにより融合させた。得られたＰＣＲ産物をコン
ピテント肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ＬＡＭ２２６細胞に形質転換し、カ
ナマイシン耐性形質転換体を選択した。
【０１９６】
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｒｃを生成するため、プライマー
Ｌ４３０／Ｗ２８６を使用して肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｍゲ
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ノムＤＮＡをＰＣＲにより増幅し、プライマーＷ２８８／Ｌ４８１を使用して肺炎連鎖球
菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ＬＡＭ２２６ゲノムＤＮＡをＰＣＲにより増幅した。そ
れぞれのＰＣＲ産物をゲル精製し、プライマーＬ４３０／Ｌ４８１を用いてそれらをＳＯ
Ｅｉｎｇ　ＰＣＲにより融合させた。得られたＰＣＲ産物をコンピテント肺炎連鎖球菌（
Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｍ細胞中に形質転換し、クロラムフェニコール耐性
形質転換体を選択した。
【０１９７】
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｒｋを生成するため、プライマー
Ｌ４３０／Ｗ２８６およびＷ２８７／Ｌ４８１をそれぞれ使用して肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６ＭゲノムＤＮＡをＰＣＲにより増幅した。それぞれのＰＣ
Ｒ産物をゲル精製し、プライマーＬ４３０／Ｌ４８１を用いてそれらをＳＯＥｉｎｇ　Ｐ
ＣＲにより融合させた。得られたＰＣＲ産物をコンピテント肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕ
ｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｒｃ細胞中に形質転換し、カナマイシン耐性形質転換体を選択し
た。
【０１９８】
　ＪＥＮ３７を生成するため、プライマーＬ４３０／Ｗ３５６およびＷ３５７／Ｌ４８１
をそれぞれ使用して肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６ＲｋゲノムＤＮ
ＡをＰＣＲにより増幅した。それぞれのＰＣＲ産物をゲル精製し、プライマーＬ４３０／
Ｌ４８１を用いてそれらをＳＯＥｉｎｇ　ＰＣＲにより融合させた。得られたＰＣＲ産物
をコンピテント肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｒｃ細胞中に形質転
換し、カナマイシン耐性形質転換体を選択した。
【０１９９】
　ＪＥＮ３８を生成するため、プライマーＬ４２２／Ｌ４６１およびＬ４５９／Ｌ４２６
をそれぞれ使用してＲ６ゲノムＤＮＡを増幅した。プライマーＬ４５７／Ｌ４５８を使用
してプラスミドｐＦＷ１５４３からｅｒｍＡＭ遺伝子（エリスロマイシン耐性を規定）を
増幅した。それぞれのＰＣＲ産物をゲル精製し、プライマーＬ４２２／Ｌ４２６を用いて
３つ全てをＳＯＥｉｎｇ　ＰＣＲにより融合させた。得られたＰＣＲ産物をコンピテント
肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｒｃ細胞中に形質転換し、エリスロ
マイシン耐性形質転換体を選択した。
【０２００】
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ＪＥＮ５３は２ステップで生成した。最初
に、ＪＥＮ４３を図３３に説明されるとおり構築した。ＪＥＮ５３は、ＪＥＮ２５のゲノ
ムＤＮＡをコンピテントＪＥＮ４３細胞中に形質転換し、クロラムフェニコールおよびエ
リスロマイシンの両方に基づき選択することにより生成した。
【０２０１】
　肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ＪＥＮ６２を生成するため、プライマーＷ
２５６／Ｗ３６５およびＷ３６６／Ｌ４０３をそれぞれ使用して肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎ
ｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６ＲｋゲノムＤＮＡをＰＣＲにより増幅した。それぞれのＰＣ
Ｒ産物を精製し、ギブソン・アセンブリによりライゲートした。アセンブリ産物をコンピ
テント肺炎連鎖球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ｃｒＲ６Ｒｃ細胞中に形質転換し、カ
ナマイシン耐性形質転換体を選択した。
【０２０２】
　プラスミド構築。ｐＤＢ９７は、オリゴヌクレオチドＢ２９６／Ｂ２９７のリン酸化お
よびアニーリングと、それに続くＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩにより消化されたｐＬＺ１２ｓ
ｐｅｃ中へのライゲーションを通して構築した。本出願人らは、ｐＬＺ１２ｓｐｅｃを完
全にシーケンシングし、その配列をｇｅｎｅｂａｎｋに寄託した（アクセッション番号：
ＫＣ１１２３８４）。
【０２０３】
　ｐＤＢ９８は、ＣＲＩＳＰＲリーダー配列をリピート－スペーサー－リピート単位と一
緒にｐＬＺ１２ｓｐｅｃ中にクローニングした後に得た。このことは、プライマーＢ２９
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８／Ｂ３２０およびＢ２９９／Ｂ３２１を用いるｃｒＲ６ＲｃＤＮＡの増幅と、それに続
く両方の産物のＳＯＥｉｎｇ　ＰＣＲおよび制限部位ＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩを有するｐ
ＬＺ１２ｓｐｅｃ中のクローニングを通して達成した。このように、ｐＤＢ９８中のスペ
ーサー配列を、新たなスペーサーのスカーレスクローニングを可能とする反対方向の２つ
のＢｓａＩ制限部位を含有するようにエンジニアリングした。
【０２０４】
　ｐＤＢ９９からｐＤＢ１０８は、オリゴヌクレオチドＢ３００／Ｂ３０１（ｐＤＢ９９
）、Ｂ３０２／Ｂ３０３（ｐＤＢ１００）、Ｂ３０４／Ｂ３０５（ｐＤＢ１０１）、Ｂ３
０６／Ｂ３０７（ｐＤＢ１０２）、Ｂ３０８／Ｂ３０９（ｐＤＢ１０３）、Ｂ３１０／Ｂ
３１１（ｐＤＢ１０４）、Ｂ３１２／Ｂ３１３（ｐＤＢ１０５）、Ｂ３１４／Ｂ３１５（
ｐＤＢ１０６）、Ｂ３１５／Ｂ３１７（ｐＤＢ１０７）、Ｂ３１８／Ｂ３１９（ｐＤＢ１
０８）のアリーリングと、それに続くＢｓａＩにより切断されたｐＤＢ９８中のライゲー
ションにより構築した。
【０２０５】
　ｐＣａｓ９プラスミドは、以下のとおり構築した。不可欠なＣＲＩＳＰＲエレメントを
、ギブソン・アセンブリのためのフランキングホモロジーアームを用いて化膿性連鎖球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｏｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０ゲノムＤＮＡから増幅し
た。ｔｒａｃｒＲＮＡおよびＣａｓ９は、オリゴＨＣ００８およびＨＣ０１０を用いて増
幅した。リーダーおよびＣＲＩＳＰＲ配列は、スペーサーの容易な挿入を促進するために
２つのＢｓａＩ　ＩＩＳ型部位が２つのダイレクトリピート間に導入されるようにＨＣ０
１１／ＨＣ０１４およびＨＣ０１５／ＨＣ００９を用いて増幅した。
【０２０６】
　ｐＣＲＩＳＰＲは、オリゴＢ２９８＋Ｂ２９９を用いる増幅ならびにＥｃｏＲＩおよび
ＢａｍＨＩを用いる制限を通してｐＣａｓ９ＣＲＩＳＰＲアレイをｐＺＥ２１－ＭＣＳ１
中でサブクローニングすることにより構築した。オリゴＢ３５２＋Ｂ３５３をアリーリン
グし、ＢｓａＩ切断ｐＣＲＩＳＰＲ中にクローニングすることによりｒｐｓＬターゲティ
ングスペーサーをクローニングし、ｐＣＲＩＳＰＲ：：ｒｐｓＬを得た。
【０２０７】
　ターゲティングおよび編集構築物の生成。ゲノム編集に使用されるターゲティング構築
物は、左側ＰＣＲおよび右側ＰＣＲのギブソン・アセンブリにより作製した（表Ｇ）。編
集構築物は、適用可能な場合、ＰＣＲ産物Ａ（ＰＣＲ　Ａ）、ＰＣＲ産物Ｂ（ＰＣＲ　Ｂ
）およびＰＣＲ産物Ｃ（ＰＣＲ　Ｃ）を融合するＳＯＥｉｎｇ　ＰＣＲにより作製した（
表Ｇ）。ＣＲＩＳＰＲ：：φおよびＣＲＩＳＰＲ：：ｅｒｍＡＭ（終止）ターゲティング
構築物は、ＪＥＮ６２およびｃｒＲ６ゲノムＤＮＡぞれぞれのオリゴＬ４０９およびＬ４
８１を用いるＰＣＲ増幅により生成した。
【０２０８】
　ランダム化ＰＡＭまたはプロトスペーサー配列を用いる標的の生成。スペーサー１標的
後の５ヌクレオチドを、プライマーＷ３７７／Ｌ４２６を用いるＲ６８２３２．５ゲノム
ＤＮＡの増幅を通してランダム化した。次いで、このＰＣＲ産物を、プライマーＬ４２２
／Ｗ３７６を用いて同一テンプレートから増幅されたｃａｔ遺伝子およびｓｒｔＡ上流領
域とアセンブルした。８０ｎｇのアセンブルされたＤＮＡを使用して株Ｒ６およびｃｒＲ
６を形質転換した。ランダム化試料のための試料は、以下のプライマーを使用して調製し
た：標的の塩基１～１０をランダム化するためのＢ２８０～Ｂ２９０／Ｌ４２６および塩
基１０～２０をランダム化するためのＢ２６９～Ｂ２７８／Ｌ４２６。プライマーＬ４２
２／Ｂ２６８およびＬ４２２／Ｂ２７９を使用してそれぞれ最初および最後の１０個のＰ
ＣＲ産物とアセンブルすべきｃａｔ遺伝子およびｓｒｔＡ上流領域を増幅した。アセンブ
ルされた構築物を一緒にプールし、Ｒ６およびｃｒＲ６中で３０ｎｇを形質転換した。形
質転換後、細胞をクロラムフェニコール選択に基づきプレーティングした。それぞれの試
料について、２×１０５個を超える細胞を１ｍｌのＴＨＹＥ中で一緒にプールし、ゲノム
ＤＮＡをＰｒｏｍｅｇａ　Ｗｉｚａｒｄキットにより抽出した。プライマーＢ２５０／Ｂ
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　ＭｉＳｅｑペアエンドレーン上で３００サイクルを使用して流した。
【０２０９】
ディープシーケンシングデータの分析
　ランダム化ＰＡＭ：ランダム化ＰＡＭ実験について、ｃｒＲ６について３，４２９，４
０６リード、Ｒ６について３，２５３，９９８リードが得られた。これらの半数のみがＰ
ＡＭ標的に対応する一方、他の半数がＰＣＲ産物の他の末端をシーケンシングすることが
予測される。ｃｒＲ６リードの１，６２３，００８およびＲ６リードの１，５３７，１３
１は、エラーのない標的配列を担持した。これらのリードの中のそれぞれの考えられるＰ
ＡＭの発生率を補足ファイルに示す。ＰＡＭの機能性を推定するため、Ｒ６試料に対する
ｃｒＲ６試料中のその相対比率を計算し、ｒｉｊｋｌｍ（式中、Ｉ、ｊ、ｋ、ｌ、ｍは、
４つの考えられる塩基の１つである）で示す。以下の統計モデルを構築した：
ｌｏｇ（ｒｉｊｋｌｍ）＝μ＋ｂ２ｉ＋ｂ３ｊ＋ｂ４ｋ＋ｂ２ｂ３ｉ，ｊ＋ｂ３ｂ４ｊ，

ｋ＋εｉｊｋｌｍ

（式中、εは、残差であり、ｂ２は、ＰＡＭの第２の塩基の効果であり、ｂ３は、第３の
塩基の効果であり、ｂ４は、第４の塩基の効果であり、ｂ２ｂ３は、第２の塩基と第３の
塩基との間の相互作用であり、ｂ３ｂ４は、第３の塩基と第４の塩基との間の相互作用で
ある）。分散分析を実施した。
【０２１０】
【表２０】

【０２１１】
　このモデルに付加する場合、ｂ１またはｂ５は、有意でないと考えられ、含められるも
のを除き他の相互作用を廃棄することもできる。モデル選択を、Ｒ．テューキーのＨＳＤ
検定（Ｒ．Ｔｕｋｅｙ’ｓ　ｈｏｎｅｓｔ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｔｅｓｔ）にお
けるａｎｏｖａ法の使用を使用して事実上完全なモデルの継時比較を通して行って効果間
のペアワイズ差が有意であるか否かを決定した。
【０２１２】
　ＮＧＧＮＮパターンは、全ての他のパターンと有意に異なり、最も強い効果を有する（
以下の表参照）。
【０２１３】
　１、４または５位がＮＧＧＮＮパターンに影響しないことを示すため、本出願人らは、
これらの配列のみを考察した。これらの効果は、正規分布されると考えられ（図７１中の
ＱＱプロット参照）、Ｒにおけるａｎｏｖａ法を使用するモデル比較は、ヌルモデルが最
良のものであること、すなわち、ｂ１、ｂ４およびｂ５の有意な役割が存在しないことを
示す。
【０２１４】
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【０２１５】
ＮＡＧＮＮおよびＮＮＧＧＮパターンの部分干渉
　ＮＡＧＮＮパターンは、全ての他のパターンと有意に異なるが、ＮＧＧＮＮよりもかな
り少ない効果を有する（以下のテューキーのＨＳＤ検定参照）。
【０２１６】
　最後に、ＮＴＧＧＮおよびＮＣＧＧＮパターンも同様であり、ボンフェローニ調整ペア
ワイズスチューデント検定により示されるとおり、ＮＴＧＨＮおよびＮＣＧＨＮパターン
（Ｈは、Ａ、ＴまたはＣである）よりも大きいＣＲＩＳＰＲ干渉を有意に示す。
【０２１７】
【表２２】

【０２１８】
　まとめると、これらの結果により、ＮＮＧＧＮパターンが一般にＮＧＧＧＮの場合に完
全干渉を、またはＮＡＧＧＮ、ＮＴＧＧＮもしくはＮＣＧＧＮの場合に部分干渉を生じさ
せることを結論付けることが可能となる。
【０２１９】
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【表２３】

【０２２０】
ランダム化標的
　ランダム化標的実験について、ｃｒＲ６について５４０，７２６リードが、Ｒ６につい
て７５３，５７０リードが得られた。上記のとおり、リードの半数のみがＰＣＲ産物の目
的末端をシーケンシングすることが予測される。エラーフリーまたは単一の点突然変異を
有する標的を担持するリードをフィルタリングした後、ｃｒＲ６およびＲ６についてそれ
ぞれ２１７，６５６および３５３，１４１リードが残存した。Ｒ６試料に対するｃｒＲ６
試料におけるそれぞれの突然変異体の相対比率を計算した（図２４ｃ）。シード配列の外
側（ＰＡＭから１３～２０塩基離れている）の全ての突然変異は、完全干渉を示す。これ
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ると考えられるか否かを決定した。ＭＡＳＳ　Ｒパッケージのｆｉｔｄｉｓｔｒ関数を使
用して正規分布をこれらの配列にフィットさせた。フィットされた分布の０．９９分位点
を図２４ｃに点線として示す。図７２は、フィットされた正規分布（黒線）および０．９
９分位点（点線）を有するデータ密度のヒストグラムを示す。
【０２２１】
【表２４】

【０２２２】



(113) JP 2019-162113 A 2019.9.26

10

20

30

40

【表２５】

【０２２３】
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【表２６】

【０２２４】
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【表２７】

【０２２５】
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【表２８】

【０２２６】
実施例６：化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９
（ＳｐＣａｓ９と称される）についてのガイドＲＮＡの最適化
　本出願人らは、ｔｒａｃｒＲＮＡおよびダイレクトリピート配列を突然変異させ、また
はキメラガイドＲＮＡを突然変異させて細胞中のＲＮＡを向上させた。
【０２２７】
　最適化は、ｐｏｌ３プロモーターによる早期転写終結をもたらし得るｔｒａｃｒＲＮＡ
およびガイドＲＮＡ中にチミンのストレッチ（Ｔ）が存在した観察に基づく。したがって
、本出願人らは、以下の最適化配列を生成した。最適化ｔｒａｃｒＲＮＡおよび対応する
最適化ダイレクトリピートをペアで表す。
　最適化ｔｒａｃｒＲＮＡ１（下線は突然変異）：

【化３９】

　最適化ダイレクトリピート１（下線は突然変異）：
【化４０】

　最適化ｔｒａｃｒＲＮＡ２（下線は突然変異）：
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【化４１】

　最適化ダイレクトリピート２（下線は突然変異）：
【化４２】

　本出願人らは、真核細胞中の最適な活性のためにキメラガイドＲＮＡも最適化した。
　元のガイドＲＮＡ：
【化４３】

　最適化キメラガイドＲＮＡ配列１：
【化４４】

　最適化キメラガイドＲＮＡ配列２：
【化４５】

　最適化キメラガイドＲＮＡ配列３：
【化４６】
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【０２２８】
　本出願人らは、最適化キメラガイドＲＮＡが図３に示されるとおり、より良好に機能す
ることを示した。本実験は、２９３ＦＴ細胞をＣａｓ９およびＵ６ガイドＲＮＡ　ＤＮＡ
カセットにより同時形質移入して上記４つのＲＮＡ形態の１つを発現させることにより実
施した。ガイドＲＮＡの標的は、ヒトＥｍｘ１遺伝子座：「ＧＴＣＡＣＣＴＣＣＡＡＴＧ
ＡＣＴＡＧＧＧ」中の同一標的部位である。
【０２２９】
実施例７：ストレプトコッカス・サーモフィラス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅ
ｒｍｏｐｈｉｌｅｓ）ＬＭＤ－９　ＣＲＩＳＰＲ１　Ｃａｓ９（Ｓｔ１Ｃａｓ９と称され
る）の最適化
　本出願人らは、図４に示されるガイドキメラＲＮＡを設計した。
【０２３０】
　Ｓｔ１Ｃａｓ９ガイドＲＮＡは、ポリチミンのストレッチ（Ｔ）を分解することにより
ＳｐＣａｓ９ガイドＲＮＡに関して同一タイプの最適化を受け得る。
【０２３１】
実施例８：Ｃａｓ９多様性および突然変異
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系は、細菌から古細菌にわたる多様な種により用いられる侵入外
因性ＤＮＡに対する適応免疫機序である。ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９系は、ＣＲＩＳ
ＰＲ遺伝子座中への外来ＤＮＡの「獲得」を担うタンパク質をコードする遺伝子のセット
、およびＤＮＡ開裂機序の「実行」をコードする遺伝子のセットからなり；これらは、Ｄ
ＮＡヌクレアーゼ（Ｃａｓ９）、非コードトランス活性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ
）、およびダイレクトリピートによりフランキングされている外来ＤＮＡ由来スペーサー
のアレイ（ｃｒＲＮＡ）を含む。Ｃａｓ９による成熟時、ｔｒａｃＲＮＡおよびｃｒＲＮ
Ａ二本鎖は、Ｃａｓ９ヌクレアーゼをスペーサーガイド配列により規定される標的ＤＮＡ
配列にガイドし、開裂に要求され、それぞれのＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系に特異的な標的Ｄ
ＮＡ中の短鎖配列モチーフ付近のＤＮＡの二本鎖切断を媒介する。ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃａｓ系は、細菌界全体にわたり見出されており、Ｃａｓ９タンパク質配列およびサイズ
、ｔｒａｃｒＲＮＡおよびｃｒＲＮＡダイレクトリピート配列、それらのエレメントのゲ
ノム構成、および標的開裂のためのモチーフ要件は高度に多様である。ある種は、複数の
区別されるＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系を有し得る。
【０２３２】
　本出願人らは、公知のＣａｓ９との配列相同性および公知のサブドメイン、例として、
ＨＮＨエンドヌクレアーゼドメインおよびＲｕｖＣエンドヌクレアーゼドメイン［Ｅｕｇ
ｅｎｅ　ＫｏｏｎｉｎおよびＫｉｒａ　Ｍａｋａｒｏｖａからの情報］とオルソロガスな
構造に基づき同定された細菌種から２０７個の推定Ｃａｓ９を評価した。このセットのタ
ンパク質配列保存に基づく系統発生分析により、大型Ｃａｓ９（約１４００アミノ酸）の
３つの群および小型Ｃａｓ９（約１１００アミノ酸）の２つの群を含むＣａｓ９の５つの
ファミリーが明らかになった（図３９および４０Ａ～Ｆ）。
【０２３３】
　本実施例において、本出願人らは、以下の突然変異がＳｐＣａｓ９をニック形成酵素に
変換し得ることを示す：Ｄ１０Ａ、Ｅ７６２Ａ、Ｈ８４０Ａ、Ｎ８５４Ａ、Ｎ８６３Ａ、
Ｄ９８６Ａ。
【０２３４】
　本出願人らは、突然変異点がＳｐＣａｓ９遺伝子内のどこに局在するかを示す配列を提
供する（図４１）。本出願人らは、ニッカーゼが相同組換えを依然として媒介し得ること
も示す（図２に示されるアッセイ）。さらに、本出願人らは、これらの突然変異を有する
ＳｐＣａｓ９が（個々に）二本鎖切断を誘導しないことを示す（図４７）。
【０２３５】
実施例９：ＲＮＡによりガイドされるＣａｓ９ヌクレアーゼのＤＮＡ標的特異性に関する
補足
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細胞培養および形質移入
　ヒト胚腎臓（ＨＥＫ）細胞系２９３ＦＴ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を、
１０％のウシ胎仔血清（ＨｙＣｌｏｎｅ）、２ｍＭのＧｌｕｔａＭＡＸ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１００Ｕ／ｍＬのペニシリン、および１００μｇ／ｍＬのスト
レプトマイシンが補給されたダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で３７℃におい
て５％のＣＯ２インキュベーションで維持した。
【０２３６】
　２９３ＦＴ細胞を６ウェルプレート、２４ウェルプレート、または９６ウェルプレート
（Ｃｏｒｎｉｎｇ）上に、形質移入２４時間前に播種した。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を製造業者の推奨プロトコルに従って
使用して細胞を８０～９０％のコンフルエンスにおいて形質移入した。６ウェルプレート
のそれぞれのウェルについて、合計１ｕｇのＣａｓ９＋ｓｇＲＮＡプラスミドを使用した
。特に記載のない限り、２４ウェルプレートのそれぞれのウェルについて、合計５００ｎ
ｇのＣａｓ９＋ｓｇＲＮＡプラスミドを使用した。９６ウェルプレートのそれぞれのウェ
ルについて、６５ｎｇのＣａｓ９プラスミドをＵ６－ｓｇＲＮＡ　ＰＣＲ産物との１：１
のモル比において使用した。
【０２３７】
　ヒト胚性幹細胞系ＨＵＥＳ９（Ｈａｒｖａｒｄ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕ
ｔｅ　ｃｏｒｅ）を、１００ｕｇ／ｍｌのＮｏｒｍｏｃｉｎ（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ）が補
給されたｍＴｅｓＲ培地（Ｓｔｅｍｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中のＧｅｌＴ
ｒｅｘ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）上でフィーダーフリー条件において維持
した。ＨＵＥＳ９細胞をＡｍａｘａ　Ｐ３　Ｐｒｉｍａｒｙ　Ｃｅｌｌ　４－Ｄ　Ｎｕｃ
ｌｅｏｆｅｃｔｏｒ　Ｋｉｔ（Ｌｏｎｚａ）により製造業者のプロトコルに従って形質移
入した。
【０２３８】
ゲノム改変についてのＳＵＲＶＥＹＯＲヌクレアーゼアッセイ
　２９３ＦＴ細胞を上記のとおりプラスミドＤＮＡにより形質移入した。細胞を３７℃に
おいて形質移入後７２時間インキュベートしてからゲノムＤＮＡを抽出した。ゲノムＤＮ
Ａは、ＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（
Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ）を製造業者のプロトコルに従って使用して抽出した。手短に述べる
と、ペレット化細胞をＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ溶液中で懸濁させ、６５℃において１５
分間および９８℃において１０分間インキュベートした。
【０２３９】
　それぞれの遺伝子についてのＣＲＩＳＰＲ標的部位をフランキングするゲノム領域をＰ
ＣＲ増幅（表ＪおよびＫに列記のプライマー）し、ＱｉａＱｕｉｃｋ　Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌ
ｕｍｎ（Ｑｉａｇｅｎ）を製造業者のプロトコルに従って使用して産物を精製した。合計
４００ｎｇの精製ＰＣＲ産物を、２μｌの１０×Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
　ＰＣＲ緩衝液（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ）と混合し、超純水で２０μｌの最終容量とし、
リアニーリングプロセスに供してヘテロ二本鎖形成を可能とした：９５℃において１０分
間、－２℃／秒における傾斜で９５℃から８５℃、－０．２５℃／秒における８５℃から
２５℃、および２５℃において１分間維持。リアニーリング後、産物をＳＵＲＶＥＹＯＲ
ヌクレアーゼおよびＳＵＲＶＥＹＯＲエンハンサーＳ（Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃｓ）に
より製造業者の推奨プロトコルに従って処理し、４～２０％のＮｏｖｅｘ　ＴＢＥポリア
クリルアミドゲル（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）上で分析した。ゲルをＳＹＢ
Ｒ　Ｇｏｌｄ　ＤＮＡ染色（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）により３０分間染色
し、Ｇｅｌ　Ｄｏｃゲルイメージングシステム（Ｂｉｏ－ｒａｄ）によりイメージングし
た。定量は、相対バンド強度に基づくものであった。
【０２４０】
ヒト細胞中のｔｒａｃｒＲＮＡ発現のノザンブロット分析
　ノザンブロットを、上記のとおり実施した。手短に述べると、ＲＮＡを９５℃に５分間
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加熱してから８％の変性ポリアクリルアミドゲル（ＳｅｑｕａＧｅｌ，Ｎａｔｉｏｎａｌ
　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）上にロードした。その後、ＲＮＡを事前にハイブリダイズさ
せたＨｙｂｏｎｄ　Ｎ＋メンブレン（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に転写し、Ｓｔｒａ
ｔａｇｅｎｅ　ＵＶ　Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｒ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）により架橋した
。プローブをＴ４ポリヌクレオチドキナーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ
）を用いて［ガンマ－３２Ｐ］ＡＴＰ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）により標識した。洗
浄後、メンブレンを蛍光スクリーンに１時間曝露し、ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｍａｇｅｒ（Ｔ
ｙｐｈｏｏｎ）によりスキャンした。
【０２４１】
ＤＮＡメチル化状態を評価するためのバイサルファイトシーケンシング
　ＨＥＫ２９３ＦＴ細胞を、上記のとおりＣａｓ９により形質移入した。ゲノムＤＮＡを
ＤＮｅａｓｙ　Ｂｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）により単離し、バイ
サルファイトをＥＺ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－Ｌｉｇｈｔｎｉｎｇ　Ｋｉｔ（
Ｚｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）により変換した。バイサルファイトＰＣＲは、Ｂｉｓｕｌ
ｆｉｔｅ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｓｅｅｋｅｒを使用して設計されたプライマー（Ｚｙｍｏ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ、表ＪおよびＫ）を用いてＫＡＰＡ２Ｇ　Ｒｏｂｕｓｔ　ＨｏｔＳｔａｒ
ｔ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＫＡＰＡ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して実施
した。得られたＰＣＲアンプリコンをゲル精製し、ＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩによ
り消化し、形質転換前にｐＵＣ１９骨格中にライゲートした。次いで、個々のクローンを
サンガーシーケンシングしてＤＮＡメチル化状態を評価した。
【０２４２】
インビトロ転写および開裂アッセイ
　ＨＥＫ２９３ＦＴ細胞を上記のとおりＣａｓ９により形質移入した。次いで、ホールセ
ル溶解物を、Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　Ｃｏｃｋｔａｉｌ（Ｒｏｃｈｅ）
が補給された溶解緩衝液（２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、１００ｍＭのＫＣｌ、５ｍＭのＭｇＣ
ｌ２、１ｍＭのＤＴＴ、５％のグリセロール、０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）を
用いて調製した。カスタムオリゴ（実施例１０）およびＨｉＳｃｒｉｂｅ　Ｔ７　Ｉｎ　
Ｖｉｔｒｏ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＮＥＢ）を製造業者の推奨プロトコ
ルに従って使用してＴ７によりドライブされるｓｇＲＮＡをインビトロで転写させた。メ
チル化標的部位を調製するため、ｐＵＣ１９プラスミドをＭ．ＳｓｓＩによりメチル化し
、次いでＮｈｅＩにより線形化した。インビトロ開裂アッセイを以下のとおり実施した：
２０ｕＬの開裂反応物について、１０ｕＬの細胞溶解物を２ｕＬの開裂緩衝液（１００ｍ
ＭのＨＥＰＥＳ、５００ｍＭのＫＣｌ、２５ｍＭのＭｇＣｌ２、５ｍＭのＤＴＴ、２５％
のグリセロール）、インビトロ転写されたＲＮＡ、３００ｎｇのｐＵＣ１９プラスミドＤ
ＮＡとともにインキュベートした。
【０２４３】
ターゲティング特異性を評価するためのディープシーケンシング
　９６ウェルプレート中でプレーティングされたＨＥＫ２９３ＦＴ細胞を、Ｃａｓ９プラ
スミドＤＮＡおよび単一ガイドＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）ＰＣＲカセットにより７２時間形質
移入してからゲノムＤＮＡを抽出した（図７２）。それぞれの遺伝子についてのＣＲＩＳ
ＰＲ標的部位をフランキングするゲノム領域を、融合ＰＣＲ法により増幅してＩｌｌｕｍ
ｉｎａ　Ｐ５アダプターおよびユニークな試料特異的バーコードを標的アンプリコン（図
７３に記載の模式図）に付着させた（図７４、図８０（実施例１０）。ＰＣＲ産物は、Ｅ
ｃｏｎｏＳｐｉｎ９６ウェルＦｉｌｔｅｒ　Ｐｌａｔｅｓ（Ｅｐｏｃｈ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ）を製造業者の推奨プロトコルに従って使用して精製した。
【０２４４】
　バーコード化および精製ＤＮＡ試料を、Ｑｕａｎｔ－ｉＴ　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ　ｄｓ
ＤＮＡ　Ａｓｓａｙ　ＫｉｔまたはＱｕｂｉｔ　２．０　Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ（Ｌｉ
ｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）により定量し、等モル比でプールした。次いで、シー
ケンシングライブラリーをＩｌｌｕｍｉｎａ　ＭｉＳｅｑ　Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｓｅｑｕ
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ｅｎｃｅｒ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）によりディープシーケンシングした
。
【０２４５】
シーケンシングデータ分析およびインデル検出
　ＭｉＳｅｑリードは、少なくとも２３の平均Ｐｈｒｅｄクオリティ（Ｑスコア）ならび
にバーコードおよびアンプリコンフォワードプライマーとの完全配列マッチを要求するこ
とによりフィルタリングした。オンおよびオフターゲット遺伝子座からのリードは、標的
部位の上流および下流の５０ヌクレオチド（合計１２０ｂｐ）を含むアンプリコン配列に
対してＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアラインメントを最初に実施することにより分析し
た。その一方、アラインメントを標的部位の上流の５ヌクレオチドから下流の５ヌクレオ
チド（合計３０ｂｐ）のインデルについて分析した。これらのアラインメントの一部がＭ
ｉＳｅｑリード自体の外側に収まる場合、またはマッチした塩基対がそれらの全長の８５
％未満を含む場合に分析された標的領域を廃棄した。
【０２４６】
　それぞれの試料についての陰性対照は、推定切断イベントとしてのインデルの包含また
は排除のための測定基準を提供した。それぞれの試料について、インデルをその品質スコ
アがμ－σ（μは、その試料に対応する陰性対照の平均品質スコアを意味し、σはその標
準偏差である）を超過する場合のみカウントした。このことは、陰性対照およびそれらの
対応試料の両方についての全標的領域インデル比率を生じさせた。陰性対照の標的領域ご
とのリードごとのエラー比率ｑ、試料の観察されたインデルカウントｎ、およびそのリー
ドカウントＲを使用して、真のインデルを有する標的領域を有するリードの率についての
最尤推定量ｐを以下のとおり２項エラーモデルを適用することにより得た。
【０２４７】
　少なくとも１つのインデルを有するとして不正確にカウントされた標的領域を有する試
料中の（不明）数のリードをＥとして、
【数１】

を記載することができ（真のインデル数についていかなる仮定もしない）、Ｒ（１－ｐ）
は、真のインデルを有さない標的領域を有するリードの数である。その一方、インデルを
有すると観察されたリードの数はｎであるため、ｎ＝Ｅ＋Ｒｐであり、すなわち、エラー
を有するが真インデルを有さない標的領域を有するリードの数と、標的領域がインデルを
正確に有するリードの数である。次いで、上式を書き換えることができる。

【数２】

【０２４８】
　真のインデルｐを有する標的領域の頻度の全ての値が推測的に同等に起こり得るとみな
す場合、Ｐｒｏｂ（ｎ｜ｐ）∝Ｐｒｏｂ（ｐ｜ｎ）である。したがって、真のインデルを
有する標的領域の頻度についての最尤推定量（ＭＬＥ）を、Ｐｒｏｂ（ｎ｜ｐ）を最大化
するｐの値として設定した。これを数値評価した。
【０２４９】
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　エラーバウンドをシーケンシングライブラリー自体の中の真のインデルリード頻度に配
置するため、Ｗｉｌｓｏｎスコア間隔（２）をそれぞれの試料について算出し、真のイン
デル標的領域Ｒｐおよびリードの数ＲについてのＭＬＥ推定量を得た。明確には、下限ｌ
および上限μを下式
【数３】

のとおり算出し、ｚは、分散１の正規分布において要求される信頼についての標準スコア
であり、９５％の信頼を意味する１．９６に設定した。それぞれの生物学的複製物につい
ての最大上限および最小下限を図８０～８３に列記する。
【０２５０】
相対Ｃａｓ９およびｓｇＲＮＡ発現のｑＲＴ－ＰＣＲ分析
　２４ウェルプレート中でプレーティングされた２９３ＦＴ細胞を、上記のとおり形質移
入した。形質移入７２時間後、トータルＲＮＡをｍｉＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｃｒｏ　Ｋｉｔ
（Ｑｉａｇｅｎ）により回収した。ｓｇＲＮＡについての逆鎖合成は、ｑＳｃｒｉｐｔ　
Ｆｌｅｘ　ｃＤＮＡキット（ＶＷＲ）およびカスタム第１鎖合成プライマー（表Ｊおよび
Ｋ）を用いて実施した。ｑＰＣＲ分析は、ＧＡＰＤＨを内因性対照として使用してＦａｓ
ｔ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ）およびカスタムプライマー（表ＪおよびＫ）を用いて実施した。相対定量をΔΔＣＴ
法により算出した。
【０２５１】
　表Ｉ｜標的部位配列。化膿性連鎖球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系
についての試験標的部位と必要なＰＡＭ。細胞をＣａｓ９およびそれぞれの標的について
のｃｒＲＮＡ－ｔｒａｃｒＲＮＡまたはキメラｓｇＲＮＡのいずれかにより形質移入した
。
【０２５２】
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【表２９】

【０２５３】
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【表３０】

【０２５４】
【表３１】

【０２５５】
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【表３２】

【０２５６】
　表Ｋ｜ｓｇＲＮＡアーキテクチャーを試験するためのプライマーについての配列。プラ
イマーは、特に記載のない限り、Ｕ６プロモーターの逆鎖にハイブリダイズする。Ｕ６プ
ライミング部位をイタリックで、ガイド配列をＮのストレッチとして示し、ダイレクトリ
ピート配列を太字で強調し、ｔｒａｃｒＲＮＡ配列に下線を付す。それぞれのｓｇＲＮＡ
アーキテクチャーの二次構造を図４３に示す。
【０２５７】
【表３３】

【０２５８】
　表Ｌ｜Ｃａｓ９のＰＡＭ特異性を試験するための標的部位と代替ＰＡＭ。ＰＡＭ特異性
試験のための全ての標的部位が、ヒトＥＭＸ１遺伝子座内に見出される。
【０２５９】
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【表３４】

【０２６０】
実施例１０：補足配列
　全ての配列は、５’から３’方向である。Ｕ６転写のため、下線付きのＴのストリング
が転写ターミネーターとして機能する。
　＞Ｕ６－短鎖ｔｒａｃｒＲＮＡ（化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙ
ｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）
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【化４７】

　＞Ｕ６－ＤＲ－ガイド配列－ＤＲ（化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐ
ｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）
【化４８】

　＞＋４８ｔｒａｃｒＲＮＡを含有するｓｇＲＮＡ（化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）
【化４９】

　＞＋５４ｔｒａｃｒＲＮＡを含有するｓｇＲＮＡ（化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）
【化５０】

　＞＋６７ｔｒａｃｒＲＮＡを含有するｓｇＲＮＡ（化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）
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　＞＋８５ｔｒａｃｒＲＮＡを含有するｓｇＲＮＡ（化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）ＳＦ３７０）
【化５２】

　＞ＣＢｈ－ＮＬＳ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ
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【化５３】
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【化５４】
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【化５５】
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【化５６】

　＞ＥＭＸ１ガイド１．１、１．１４、１．１７のためのアンプリコンのシーケンシング
【化５７】

　＞ＥＭＸ１ガイド１．２、１．１６のためのアンプリコンのシーケンシング

【化５８】

　＞ＥＭＸ１ガイド１．３、１．１３、１．１５のためのアンプリコンのシーケンシング
【化５９】

　＞ＥＭＸ１ガイド１．６のためのアンプリコンのシーケンシング
【化６０】

　＞ＥＭＸ１ガイド１．１０のためのアンプリコンのシーケンシング
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【化６１】

　＞ＥＭＸ１ガイド１．１１、１．１２のためのアンプリコンのシーケンシング
【化６２】

　＞ＥＭＸ１ガイド１．１８、１．１９のためのアンプリコンのシーケンシング
【化６３】

　＞ＥＭＸ１ガイド１．２０のためのアンプリコンのシーケンシング
【化６４】

　＞標的鎖とのアニーリングのためのＴ７プロモーターＦプライマー

【化６５】

　＞メチル化のためのｐＵＣ１９標的部位１を含有するオリゴ（Ｔ７リバース）
【化６６】
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　＞メチル化のためのｐＵＣ１９標的部位２を含有するオリゴ（Ｔ７リバース）
【化６７】

【０２６１】
実施例１１：オリゴ媒介Ｃａｓ９誘導相同組換え
　オリゴ相同組換え試験は、異なるＣａｓ９バリアントおよび異なるＨＲテンプレート（
オリゴ対プラスミド）にわたる効率の比較である。
【０２６２】
　２９３ＦＴ細胞を使用した。ＳｐＣａｓ９＝野生型Ｃａｓ９であり、ＳｐＣａｓ９ｎ＝
ニッカーゼＣａｓ９（Ｄ１０Ａ）である。キメラＲＮＡ標的は、実施例５、９および１０
と同一のＥＭＸ１プロトスペーサー標的１であり、オリゴはＰＡＧＥ精製を使用してＩＤ
Ｔにより合成されたものである。
【０２６３】
　図４４は、本実験における相同組換え（ＨＲ）テンプレートとして使用されるオリゴＤ
ＮＡの設計を示す。長鎖オリゴは、ＥＭＸ１遺伝子座およびＨｉｎｄＩＩＩ制限部位と１
００ｂｐの相同性を含有する。２９３ＦＴ細胞を、第１に、ヒトＥＭＸ１遺伝子座をター
ゲティングするキメラＲＮＡおよび野生型ｃａｓ９タンパク質を含有するプラスミド、な
らびに第２に、ＨＲテンプレートとしてのオリゴＤＮＡにより同時形質移入した。試料は
、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００による形質移入から９６時間後に回収された２９
３ＦＴ細胞からのものである。全ての産物を、ＥＭＸ１ＨＲプライマーを用いて増幅し、
ゲル精製し、次いでＨｉｎｄＩＩＩにより消化してヒトゲノム中へのＨＲテンプレートの
インテグレーションの効率を検出した。
【０２６４】
　図４５および４６は、Ｃａｓ９タンパク質およびＨＲテンプレートの異なる組合せによ
り誘導されたＨＲ効率の比較を示す。使用されるＣａｓ９構築物は、野生型Ｃａｓ９また
はＣａｓ９のニッカーゼバージョン（Ｃａｓ９ｎ）のいずれかであった。使用されるＨＲ
テンプレートは、アンチセンスオリゴＤＮＡ（上図のアンチセンスオリゴ）またはセンス
オリゴＤＮＡ（上図のセンスオリゴ）、またはプラスミドＨＲテンプレート（上図のＨＲ
テンプレート）であった。センス／アンチセンス定義は、転写されるｍＲＮＡに対応する
配列を有する活性的に転写される鎖が、ゲノムのセンス鎖として定義されることである。
ＨＲ効率は、全てのゲノムＰＣＲ増幅産物に対するＨｉｎｄＩＩＩ消化バンドの割合とし
て示す（下方の数字）。
【０２６５】
実施例１２：自閉症マウス
　近年の大規模シーケンシング構想は、疾患に関連する多数の遺伝子を生じさせた。遺伝
子の発見は、その遺伝子が何であるか、およびいかにそれが疾患表現型をもたらすのかの
理解の始まりにすぎない。候補遺伝子を研究するための現在の技術およびアプローチは、
緩慢で煩雑である。代表的な基準である遺伝子ターゲティングおよび遺伝子ノックアウト
は、金銭および研究人材の両方の観点から時間および資源のかなりの投資を要求する。本
出願人らは、ｈＳｐＣａｓ９ヌクレアーゼを利用して多くの標的遺伝子をターゲティング
し、任意の他の技術と比較して高い効率および低いターンアラウンドでそれを行うように
設定した。ｈＳｐＣａｓ９の高い効率のため、本出願人らは、ＲＮＡインジェクションを
マウス接合子中に行い、ｍＥＳＣにおけるいかなる予備遺伝子ターゲティングを行うこと
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も必要とせずにゲノム改変動物を直ちに得ることができる。
【０２６６】
　クロモドメインヘリカーゼＤＮＡ結合タンパク質８（ＣＨＤ８）は、早期脊椎動物発生
および形態形成に関与する極めて重要な遺伝子である。ＣＨＤ８を欠くマウスは、胚発生
の間に死亡する。ＣＨＤ８遺伝子の突然変異は、ヒトにおける自閉症スペクトラム障害に
関連している。この関連は、Ｎａｔｕｒｅに同時に公開された３つの異なる論文において
なされた。同一の３つの研究は、自閉症スペクトラム障害に関連する大量の遺伝子を同定
した。本出願人らの目的は、全ての論文に見出された４つの遺伝子Ｃｈｄ８、Ｋａｔｎａ
ｌ２、Ｋｃｔｄ１３、およびＳｃｎ２ａについてのノックアウトマウスを創成することで
あった。さらに、本出願人らは、自閉症スペクトラム障害、統合失調症、およびＡＤＨＤ
に関連する２つの他の遺伝子ＧＩＴ１、ＣＡＣＮＡ１Ｃ、およびＣＡＣＮＢ２を選択した
。最後に、陽性対照として本出願人らは、ＭｅＣＰ２をターゲティングすることを決定し
た。
【０２６７】
　それぞれの遺伝子について、本出願人らは、遺伝子をノックアウトする可能性が高い３
つのｇＲＮＡを設計した。ノックアウトは、ｈＳｐＣａｓ９ヌクレアーゼが二本鎖切断、
およびエラープローンＤＮＡ修復経路、非相同末端結合を作製し、切断を補正し、突然変
異を創成した後に生じる。最も可能性が高い結果は、遺伝子をノックアウトするフレーム
シフト突然変異である。ターゲティング方針は、ＰＡＭ配列ＮＧＧを有し、ゲノム中でユ
ニークな遺伝子のエキソン中のプロトスペーサーを見出すことを含んだ。遺伝子に最も有
害である第１のエキソン中のプロトスペーサーを優先した。
【０２６８】
　それぞれのｇＲＮＡは、マウス細胞系Ｎｅｕｒｏ－Ｎ２ａ中でｈＳｐＣａｓ９とのリポ
ソーム一過的同時形質移入により検証した。形質移入から７２時間後、Ｅｐｉｃｅｎｔｒ
ｅからのＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ　ＤＮＡを使用してゲノムＤＮＡを精製した。ＰＣＲ
を実施して目的遺伝子座を増幅した。続いて、ＴｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃｓからのＳＵＲ
ＶＥＹＯＲ　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔを用いた。それぞれのｇＲ
ＮＡについてのＳＵＲＶＥＹＯＲ結果およびそれぞれの対照を図Ａ１に示す。陽性ＳＵＲ
ＶＥＹＯＲ結果は、ゲノムＰＣＲに対応する１つの大きいバンドであり、突然変異の部位
における二本鎖切断を作製するＳＵＲＶＥＹＯＲヌクレアーゼの産物である２つのより小
さいバンドである。それぞれのｇＲＮＡの平均切断効率も、それぞれのｇＲＮＡについて
測定した。インジェクションのために選択されたｇＲＮＡは、ゲノム内の最もユニークな
最大効率のｇＲＮＡであった。
【０２６９】
　ＲＮＡ（ｈＳｐＣａｓ９＋ｇＲＮＡ　ＲＮＡ）を接合子の前核中にインジェクトし、そ
の後に代理母に移植した。代理母を妊娠満期にさせ、出産１０日後に仔をテールスニップ
（ｔａｉｌ　ｓｎｉｐ）によりサンプリングした。ＤＮＡを抽出し、ＰＣＲのためのテン
プレートとして使用し、次いでそれをＳＵＲＶＥＹＯＲにより処理した。さらに、ＰＣＲ
産物をシーケンシングのために送った。ＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイまたはＰＣＲシーケン
シングのいずれかにおいて陽性として検出された動物は、ｐＵＣ１９ベクター中にクロー
ニングされ、シーケンシングされてそれぞれのアレルからの推定突然変異を決定されたそ
れらのゲノムＰＣＲ産物を有する。
【０２７０】
　これまで、Ｃｈｄ８ターゲティング実験からの仔マウスは、アレルシーケンシングの時
点まで完全に処理されている。３８匹の生存仔（レーン１～３８）、１匹の死亡仔（レー
ン３９）および比較用の１匹の野生型の仔（レーン４０）についてのＳｕｒｖｅｙｏｒ結
果を図Ａ２に示す。仔１～１９にｇＲＮＡ　Ｃｈｄ８．２をインジェクトし、仔２０～３
８にｇＲＮＡ　Ｃｈｄ８．３をインジェクトした。３８匹の生存仔のうち、１３匹は突然
変異について陽性であった。１匹の死亡仔も突然変異を有した。野生型試料において突然
変異は検出されなかった。ゲノムＰＣＲシーケンシングは、ＳＵＲＶＥＹＯＲアッセイの
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知見と一致した。
【０２７１】
実施例１３：ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ媒介転写モジュレーション
　図６７は、転写活性化活性を有するＣＲＩＳＰＲ－ＴＦ（転写因子）の設計を示す。キ
メラＲＮＡをＵ６プロモーターにより発現させる一方、３つのＮＬＳおよびＶＰ６４機能
ドメインに作動可能に結合しているＣａｓ９タンパク質のヒトコドン最適化二重突然変異
体バージョン（ｈＳｐＣａｓ９ｍ）をＥＦ１ａプロモーターにより発現させる。二重突然
変異Ｄ１０ＡおよびＨ８４０Ａにより、ｃａｓ９タンパク質がいかなる開裂も導入し得な
くなるが、キメラＲＮＡによりガイドされた場合に標的ＤＮＡに結合するその能力は維持
された。
【０２７２】
　図６８は、ＣＲＩＳＰＲ－ＴＦ系（キメラＲＮＡおよびＣａｓ９－ＮＬＳ－ＶＰ６４融
合タンパク質）によるヒトＳＯＸ２遺伝子の転写活性化を示す。２９３ＦＴ細胞を２つの
成分を担持するプラスミドにより形質移入した：（１）ヒトＳＯＸ２ゲノム遺伝子座内ま
たはその周囲の２０ｂｐ配列をターゲティングするＵ６によりドライブされる異なるキメ
ラＲＮＡ、および（２）ＥＦ１ａによりドライブされるｈＳｐＣａｓ９ｍ（二重突然変異
体）－ＮＬＳ－ＶＰ６４融合タンパク質。形質移入から９６時間後、２９３ＦＴ細胞を回
収し、ｑＲＴ－ＰＣＲアッセイを使用してｍＲＮＡ発現の導入により活性化のレベルを計
測する。全ての発現レベルを、キメラＲＮＡを有さないＣＲＩＳＰＲ－ＴＦ骨格プラスミ
ドにより形質移入された細胞からの結果を表す対照群（灰色バー）に対して正規化する。
ＳＯＸ２ｍＲＮＡを検出するために使用されるｑＲＴ－ＰＣＲプローブは、Ｔａｑｍａｎ
　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｓｓａｙ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）である。全ての実験は、３つの生物学的複製物からのデータを表し、ｎ＝
３であり、エラーバーは標準誤差（ｓ．ｅ．ｍ．）を示す。
【０２７３】
実施例１４：ＮＬＳ：Ｃａｓ９ＮＬＳ
　２９３ＦＴ細胞を、２つの成分を含有するプラスミドにより形質移入した：（１）異な
るＮＬＳ設計を有するＣａｓ９（野生型ヒトコドン最適化ＳｐＣａｓ９）の発現をドライ
ブするＥＦ１ａプロモーター（２）ヒトＥＭＸ１遺伝子座をターゲティングする同一キメ
ラＲＮＡをドライブするＵ６プロモーター。
【０２７４】
　細胞を形質移入後７２時間の時点において回収し、次いで５０μｌのＱｕｉｃｋＥｘｔ
ｒａｃｔゲノムＤＮＡ抽出溶液により製造業者のプロトコルに従って抽出した。標的ＥＭ
Ｘ１ゲノムＤＮＡをＰＣＲ増幅し、次いで１％のアガロースゲルによりゲル精製した。ゲ
ノムＰＣＲ産物をリアニーリングし、Ｓｕｒｖｅｙｏｒアッセイに製造業者のプロトコル
に従って供した。異なる構築物のゲノム開裂効率を４～１２％のＴＢＥ－ＰＡＧＥゲル（
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）上のＳＤＳ－ＰＡＧＥを使用して計測し、Ｉｍａ
ｇｅＬａｂ（Ｂｉｏ－ｒａｄ）ソフトウェアにより分析および定量し、全て製造業者のプ
ロトコルに従った。
【０２７５】
　図６９は、異なるＣａｓ９ＮＬＳ構築物の設計を示す。全てのＣａｓ９は、ＳｐＣａｓ
９のヒトコドン最適化バージョンであった。ＮＬＳ配列をｃａｓ９遺伝子にＮ末端または
Ｃ末端のいずれかにおいて結合させた。異なるＮＬＳ設計を有する全てのＣａｓ９バリア
ントを、それがＥＦ１ａプロモーターによりドライブされるように含有する骨格ベクター
中にクローニングした。同一ベクター上に、Ｕ６プロモーターによりドライブされるヒト
ＥＭＸ１遺伝子座をターゲティングするキメラＲＮＡが存在し、２成分系を一緒に形成す
る。
【０２７６】
表Ｍ．Ｃａｓ９　ＮＬＳ設計試験結果。ｓｕｒｖｅｙｏｒアッセイによる異なるｃａｓ９
－ｎｌｓ構築物のゲノム開裂の定量。
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【０２７７】
【表３５】

【０２７８】
　図７０は、異なるＮＬＳ設計を担持するＣａｓ９バリアントにより誘導されたゲノム開
裂の効率を示す。割合は、それぞれの構築物により開裂されたヒトＥＭＸ１ゲノムＤＮＡ
の一部を示す。全ての実験は、３つの生物学的複製物からのデータを表し、ｎ＝３であり
、エラーバーは標準誤差（Ｓ．Ｅ．Ｍ．）を示す。
【０２７９】
実施例１５：Ｃａｓ９を使用する微細藻類のエンジニアリング
Ｃａｓ９を送達する方法
【０２８０】
　方法１：本出願人らは、構成的プロモーター、例えば、Ｈｓｐ７０Ａ－Ｒｂｃ　Ｓ２ま
たはベータ２－チューブリンの制御下でＣａｓ９を発現するベクターを使用してＣａｓ９
およびガイドＲＮＡを送達する。
【０２８１】
　方法２：本出願人らは、構成的プロモーター、例えば、Ｈｓｐ７０Ａ－Ｒｂｃ　Ｓ２ま
たはベータ２－チューブリンの制御下でＣａｓ９およびＴ７ポリメラーゼを発現するベク
ターを使用してＣａｓ９およびＴ７ポリメラーゼを送達する。ガイドＲＮＡは、ガイドＲ
ＮＡをドライブするＴ７プロモーターを含有するベクターを使用して送達する。
【０２８２】
　方法３：本出願人らは、Ｃａｓ９ｍＲＮＡおよびインビトロで転写されたガイドＲＮＡ
を藻類細胞に送達する。ＲＮＡは、インビトロで転写させることができる。Ｃａｓ９ｍＲ
ＮＡは、Ｃａｓ９についてのコード領域およびＣａｓ９ｍＲＮＡの安定化を確保するため
のＣｏｐ１からの３’ＵＴＲからなる。
【０２８３】
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　相同組換えのため、本出願人らは、追加の相同組換え修復テンプレートを提供する。
【０２８４】
　ベータ－２チューブリンプロモーターの制御下でＣａｓ９の発現をドライブするカセッ
トと、それに続くＣｏｐ１の３’ＵＴＲについての配列。
【化６８】
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【化７１】

【０２８５】
　ベータ－２チューブリンプロモーターの制御下でＴ７ポリメラーゼの発現をドライブす
るカセットと、それに続くＣｏｐ１の３’ＵＴＲについての配列：
【化７２】
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【０２８６】
　Ｔ７プロモーターによりドライブされるガイドＲＮＡの配列（Ｔ７プロモーター、Ｎは
、ターゲティング配列を表す）：

【化７４】

【０２８７】
遺伝子送達：
　Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｃｅｎｔｅｒからのコナミドリムシ
（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）株ＣＣ－１２４およびＣＣ－
１２５を、エレクトロポレーションに使用する。エレクトロポレーションプロトコルは、
ＧｅｎｅＡｒｔ　Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇキットからの標
準的な推奨プロトコルに従う。
【０２８８】
　また、本出願人らは、Ｃａｓ９を構成的に発現するコナミドリムシ（Ｃｈｌａｍｙｄｏ
ｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）の系統を生成する。このことは、ｐＣｈｌａｍｙ
１（ＰｖｕＩを使用して線形化）を使用し、ハイグロマイシン耐性コロニーを選択するこ
とにより行うことができる。Ｃａｓ９を含有するｐＣｈｌａｍｙ１についての配列を以下
に示す。遺伝子ノックアウトを達成するためのこの手法において、ガイドＲＮＡのための
ＲＮＡを送達することが必要なだけである。相同組換えのため、本出願人らは、ガイドＲ
ＮＡおよび線形化相同組換えテンプレートを送達する。
ｐＣｈｌａｍｙ１－Ｃａｓ９：
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【化８０】

【０２８９】
　全ての改変コナミドリムシ（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）
細胞について、本出願人らは、ＰＣＲ、ＳＵＲＶＥＹＯＲヌクレアーゼアッセイ、および
ＤＮＡシーケンシングを使用して良好な改変を確認した。
【０２９０】
実施例１６：細菌中の転写リプレッサーとしてのＣａｓ９の使用
　転写を人工的に制御する技能は、遺伝子機能の研究および所望の特性を有する合成遺伝
子ネットワークの構築の両方に不可欠である。本出願人らは、本明細書において、プログ
ラマブル転写リプレッサーとしてのＲＮＡによりガイドされるＣａｓ９タンパク質の使用
を記載する。
【０２９１】
　本出願人らは、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｓ
Ｆ３７０のＣａｓ９タンパク質をいかに使用して肺炎連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）中のゲノム編集を指向することができるかを既に実証して
いる。この研究において、本出願人らは、ｃａｓ９、ｔｒａｃｒＲＮＡおよびリピートか
らなる最小のＣＲＩＳＰＲ系を含有するｃｒＲ６Ｒｋ株をエンジニアリングした。Ｄ１０
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Ａ－Ｈ８４０突然変異をこの株中のｃａｓ９中に導入し、株ｃｒＲ６Ｒｋ＊＊を得た。ｂ
ｇａＡβ－ガラクトシダーゼ遺伝子プロモーターの異なる位置をターゲティングする４つ
のスペーサーを、既に記載されたｐＤＢ９８プラスミドにより担持されるＣＲＩＳＰＲア
レイ中でクローニングした。本出願人らは、ターゲティングされる位置に応じてβ－ガラ
クトシダーゼ活性のＸからＹ倍の低減を観察し、このことは、プログラマブルリプレッサ
ーとしてのＣａｓ９の潜在性を実証した（図７３）。
【０２９２】
　大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）中のＣａｓ９＊＊抑制を達成するため、
緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）レポータープラスミド（ｐＤＢ１２７）を構築して構成的
プロモーターからｇｆｐｍｕｔ２遺伝子を発現させた。プロモーターは、両方の鎖上のい
くつかのＮＰＰ　ＰＡＭを担持するように設計して種々の位置におけるＣａｓ９＊＊結合
の効果を計測した。本出願人らは、Ｄ１０Ａ－Ｈ８４０突然変異を、ｔｒａｃｒＲＮＡ、
ｃａｓ９および新たなスペーサーの容易なクローニングのために設計された最小のＣＲＩ
ＳＰＲアレイを担持する記載のプラスミドのｐＣａｓ９中に導入した。２２個の異なるス
ペーサーを、ｇｆｐｍｕｔ２プロモーターおよびオープンリーディングフレームの異なる
領域をターゲティングするよう設計した。－３５および－１０プロモーターエレメントな
らびにシャインダルガノ配列に重複または隣接する領域のターゲティング時に蛍光の約２
０倍の低減が観察された。両方の鎖上の標的は、類似の抑制レベルを示した。これらの結
果は、プロモーター領域の任意の位置へのＣａｓ９＊＊の結合が、推定上ＲＮＡＰ結合の
立体阻害を通して転写開始を妨害することを示唆する。
【０２９３】
　Ｃａｓ９＊＊が転写伸長を妨害し得るか否かを決定するため、本出願人らは、それをｇ
ｐｆｍｕｔ２のリーディングフレームに指向した。ターゲティングされたコードおよび非
コード鎖の両方の場合に蛍光の低減が観察され、このことは、Ｃａｓ９結合が作動するＲ
ＮＡＰに対する障害を表すほど実際に強力であることを示唆した。しかしながら、コード
鎖をターゲティングした場合には発現の４０％の低減が観察された一方、非コード鎖の場
合には２０倍の低減が観察された（図２１ｂ、Ｔ９、Ｔ１０およびＴ１１とＢ９、Ｂ１０
およびＢ１１とを比較）。転写に対するＣａｓ９＊＊結合の効果を直接決定するため、本
出願人らは、Ｔ５、Ｔ１０、Ｂ１０またはｐＤＢ１２７をターゲティングしない対照構築
物のいずれかを担持する株からＲＮＡを抽出し、それを、Ｂ１０およびＴ１０標的部位の
前（Ｂ４７７）または後（Ｂ５１０）に結合するプローブのいずれかを使用するノザンブ
ロット分析に供した。本出願人らの蛍光法と一致して、Ｃａｓ９＊＊をプロモーター領域
（Ｔ５標的）に指向した場合にｇｆｐｍｕｔ２転写は検出されず、Ｔ１０領域のターゲテ
ィング後に転写が観察された。興味深いことに、Ｂ４７７プローブについてより小さい転
写物が観察された。このバンドは、Ｃａｓ９＊＊により中断される転写物の予測サイズに
対応し、コード鎖へのｄｇＲＮＡ：：Ｃａｓ９＊＊結合により引き起こされる転写終結の
直接的な指標である。驚くべきことに、本出願人らは、非コード鎖をターゲティングした
場合（Ｂ１０）に転写物を検出しなかった。Ｂ１０領域へのＣａｓ９＊＊結合が転写開始
を干渉する可能性が低いため、この結果は、ｍＲＮＡが分解されたことを示唆する。Ｄｇ
ＲＮＡ：：Ｃａｓ９は、インビトロでｓｓＲＮＡに結合することが示された。本出願人ら
は、結合が宿主ヌクレアーゼによるｍＲＮＡの分解をトリガーし得ることを推測する。実
際、リボソーム停滞は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中の翻訳されるｍＲＮＡに対する開裂を
誘導し得る。
【０２９４】
　一部の用途は、遺伝子発現の完全な抑制よりも遺伝子発現の正確な調整を要求する。本
出願人らは、ｃｒＲＮＡ／標的相互作用を弱めるミスマッチの導入を通して中間的な抑制
レベルを達成することを求めた。本出願人らは、ｃｒＲＮＡの５’末端中の突然変異の増
加数を有するＢ１、Ｔ５およびＢ１０構築物に基づき一連のスペーサーを創成した。Ｂ１
およびＴ５中の最大８つの突然変異が抑制レベルに影響せず、蛍光の漸増が追加の突然変
異について観察された。
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【０２９５】
　ｃｒＲＮＡとその標的との間の８ｎｔマッチについてのみ観察された抑制により、転写
調節因子としてのＣａｓ９＊＊の使用のオフターゲティング効果の問題が生じる。良好な
ＰＡＭ（ＮＧＧ）もＣａｓ９結合に要求されるため、同一レベルの呼吸を得るためにマッ
チするヌクレオチドの数は１０である。１０ｎｔマッチは、約１Ｍｂｐごとに１回ランダ
ムに生じ、したがってそのような部位は小さい細菌ゲノム中でも見出される可能性が高い
。しかしながら、転写を有効に抑制するため、そのような部位は遺伝子のプロモーター領
域中に存在することが必要であり、これによりオフターゲティングの可能性がかなり低く
なる。本出願人らは、遺伝子の非コード鎖がターゲティングされる場合に遺伝子発現が影
響され得ることも示した。これを起こすため、ランダム標的は右方向で存在しなければな
らないが、そのようなイベントは起こる可能性が比較的高い。実際のところ、本試験の過
程の間、本出願人らは、ｐＣａｓ９＊＊上で設計されたスペーサーの１つを構築すること
ができなかった。本出願人らは後に、このスペーサーが不可欠なｍｕｒＣ遺伝子中の良好
なＰＡＭに隣接する１２ｂｐマッチを示すことを見出した。このようなオフターゲティン
グは、設計されるスペーサーの体系的なｂｌａｓｔにより容易に回避することができる。
【０２９６】
　本発明の態様を、以下の番号付与された段落にさらに記載する：
１．１つ以上のベクターを含むベクター系であって、
ａ．ｔｒａｅｒメイト配列およびガイド配列をｔｒａｅｒメイト配列の上流に挿入するた
めの１つ以上の挿入部位に作動可能に結合している第１の調節エレメント（ガイド配列は
、発現された場合、真核細胞中の標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指
向し、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、（１）標的配列にハイブリダイズされるガイド配列、およ
び（２）ｔｒａｅｒ配列にハイブリダイズされるｔｒａｅｒメイト配列と複合体形成して
いるＣＲＩＳＰＲ酵素を含む）；ならびに
ｂ．核局在化配列を含む前記ＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする酵素コード配列に作動可能に
結合している第２の調節エレメント
を含み；
成分（ａ）および（ｂ）は、系の同一または異なるベクター上にある
ベクター系。
【０２９７】
　２．成分（ａ）が、第１の調節エレメントの制御下でｔｒａｅｒメイト配列の下流のｔ
ｒａｅｒ配列をさらに含む、段落１に記載のベクター系。
【０２９８】
　３．成分（ａ）が、第１の調節エレメントに作動可能に結合している２つ以上のガイド
配列をさらに含み、２つ以上のガイド配列のそれぞれは、発現された場合、真核細胞中の
異なる標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向する、段落１に記載のベ
クター系。
【０２９９】
　４．第３の調節エレメントの制御下でｔｒａｅｒ配列を含む、段落１に記載のベクター
系。
【０３００】
　５．ｔｒａｅｒ配列が、最適にアラインされた場合にｔｒａｅｒメイト配列の長さに沿
って少なくとも５０％の配列相補性を示す、段落１に記載のベクター系。
【０３０１】
　６．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、真核細胞の核中の検出可能な量の前記ＣＲＩＳＰＲ酵素の蓄
積をドライブするために十分な強度の１つ以上の核局在化配列を含む、段落１に記載のベ
クター系。
【０３０２】
　７．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系酵素である、段落１に記載のベクター
系。
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【０３０３】
　８．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、Ｃａｓ９酵素である、段落１に記載のベクター系。
【０３０４】
　９．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、真核細胞中の発現のためにコドン最適化されている、段落１
に記載のベクター系。
【０３０５】
　１０．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、標的配列の局在における１つまたは２つの鎖の開裂を指向
する、段落１に記載のベクター系。
【０３０６】
　１１．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、ＤＮＡ鎖開裂活性を欠く、段落１に記載のベクター系。
【０３０７】
　１２．第１の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターである、段落１に記
載のベクター系。
【０３０８】
　１３．第２の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩプロモーターである、段落１に記載
のベクター系。
【０３０９】
　１４．第３の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターである、段落４に記
載のベクター系。
【０３１０】
　１５．ガイド配列が、少なくとも１５ヌクレオチド長である、段落１に記載のベクター
系。
【０３１１】
　１６．ガイド配列のヌクレオチドの５０％未満が、最適にフォールディングされた場合
に自己相補的塩基対形成に関与する、段落１に記載のベクター系。
【０３１２】
　１７．１つ以上の核局在化配列を含むＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする酵素コード配列に
作動可能に結合している調節エレメントを含むベクターであって、前記調節エレメントは
、真核細胞中のＣＲＩＳＰＲ酵素の転写を、前記ＣＲＩＳＰＲ酵素が真核細胞の核中で検
出可能な量で蓄積するようにドライブするベクター。
【０３１３】
　１８．前記調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩプロモーターである、段落１７に記載
のベクター系。
【０３１４】
　１９．前記ＣＲＩＳＰＲ酵素が、ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系酵素である、段落１７に記載の
ベクター系。
【０３１５】
　２０．前記ＣＲＩＳＰＲ酵素が、Ｃａｓ９酵素である、段落１７に記載のベクター系。
【０３１６】
　２１．前記ＣＲＩＳＰＲ酵素が、それが結合する標的配列の１つ以上の鎖を開裂する能
力を欠く、段落１７に記載のベクター系。
【０３１７】
　２２．真核細胞の核中の検出可能な量のＣＲＩＳＰＲ酵素の蓄積をドライブするために
十分な強度の１つ以上の核局在化配列を含むＣＲＩＳＰＲ酵素。
【０３１８】
　２３．ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系酵素である、段落２２に記載のＣＲＩＳＰＲ酵素。
【０３１９】
　２４．Ｃａｓ９酵素である、段落２２に記載のＣＲＩＳＰＲ酵素。
【０３２０】
　２５．結合する標的配列の１つ以上の鎖を開裂する能力を欠く、段落２２に記載のＣＲ
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ＩＳＰＲ酵素。
【０３２１】
　２６．ａ．ｔｒａｅｒメイト配列およびガイド配列をｔｒａｅｒメイト配列の上流に挿
入するための１つ以上の挿入部位に作動可能に結合している第１の調節エレメント（ガイ
ド配列は、発現された場合、真核細胞中の標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的
結合を指向し、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、（１）標的配列にハイブリダイズされるガイド配
列、および（２）ｔｒａｅｒ配列にハイブリダイズされるｔｒａｅｒメイト配列と複合体
形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含む）；ならびに／または
ｂ．核局在化配列を含む前記ＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする酵素コード配列に作動可能に
結合している第２の調節エレメント
を含む真核宿主細胞。
【０３２２】
　２７．成分（ａ）および（ｂ）を含む、段落２６に記載の真核宿主細胞。
【０３２３】
　２８．成分（ａ）、成分（ｂ）、または成分（ａ）および（ｂ）が、宿主真核細胞のゲ
ノム中に安定的にインテグレートされている、段落２６に記載の真核宿主細胞。
【０３２４】
　２９．成分（ａ）が、第１の調節エレメントの制御下でｔｒａｅｒメイト配列の下流の
ｔｒａｅｒ配列をさらに含む、段落２６に記載の真核宿主細胞。
【０３２５】
　３０．成分（ａ）が、第１の調節エレメントに作動可能に結合している２つ以上のガイ
ド配列をさらに含み、２つ以上のガイド配列のそれぞれは、発現された場合、真核細胞中
の異なる標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向する、段落２６に記載
の真核宿主細胞。
【０３２６】
　３１．前記ｔｒａｅｒ配列に作動可能に結合している第３の調節エレメントをさらに含
む、段落２６に記載の真核宿主細胞。
【０３２７】
　３２．ｔｒａｅｒ配列が、最適にアラインされた場合にｔｒａｅｒメイト配列の長さに
沿って少なくとも５０％の配列相補性を示す、段落２６に記載の真核宿主細胞。
【０３２８】
　３３．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、真核細胞の核中の検出可能な量の前記ＣＲＩＳＰＲ酵素の
蓄積をドライブするために十分な強度の１つ以上の核局在化配列を含む、段落２６に記載
の真核宿主細胞。
【０３２９】
　３４．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系酵素である、段落２６に記載の真核
宿主細胞。
【０３３０】
　３５．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、Ｃａｓ９酵素である、段落２６に記載の真核宿主細胞。
【０３３１】
　３６．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、真核細胞中の発現のためにコドン最適化されている、段落
２６に記載の真核宿主細胞。
【０３３２】
　３７．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、標的配列の局在における１つまたは２つの鎖の開裂を指向
する、段落２６に記載の真核宿主細胞。
【０３３３】
　３８．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、ＤＮＡ鎖開裂活性を欠く、段落２６に記載の真核宿主細胞
。
【０３３４】
　３９．第１の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターである、段落２６に
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記載の真核宿主細胞。
【０３３５】
　４０．第２の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩプロモーターである、段落２６に記
載の真核宿主細胞。
【０３３６】
　４１．第３の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターである、段落３１に
記載の真核宿主細胞。
【０３３７】
　４２．ガイド配列が、少なくとも１５ヌクレオチド長である、段落２６に記載の真核宿
主細胞。
【０３３８】
　４３．ガイド配列のヌクレオチドの５０％未満が、最適にフォールディングされた場合
に自己相補的塩基対形成に関与する、段落２６に記載の真核宿主細胞。
【０３３９】
　４４．段落２６～４３のいずれか１つに記載の真核宿主細胞を含む非ヒト動物。
【０３４０】
　４５．ベクター系およびキットの使用指示書を含むキットであって、ベクター系は、
ａ．ｔｒａｅｒメイト配列およびガイド配列をｔｒａｅｒメイト配列の上流に挿入するた
めの１つ以上の挿入部位に作動可能に結合している第１の調節エレメント（ガイド配列は
、発現された場合、真核細胞中の標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指
向し、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、（１）標的配列にハイブリダイズされるガイド配列、およ
び（２）ｔｒａｅｒ配列にハイブリダイズされるｔｒａｅｒメイト配列と複合体形成して
いるＣＲＩＳＰＲ酵素を含む）；ならびに／または
ｂ．核局在化配列を含む前記ＣＲＩＳＰＲ酵素をコードする酵素コード配列に作動可能に
結合している第２の調節エレメント
を含むキット。
【０３４１】
　４６．系の同一または異なるベクター上にある成分（ａ）および（ｂ）を含む、段落４
５に記載のキット。
【０３４２】
　４７．成分（ａ）が、第１の調節エレメントの制御下でｔｒａｅｒメイト配列の下流の
ｔｒａｅｒ配列をさらに含む、段落４５に記載のキット。
【０３４３】
　４８．成分（ａ）が、第１の調節エレメントに作動可能に結合している２つ以上のガイ
ド配列をさらに含み、２つ以上のガイド配列のそれぞれは、発現された場合、真核細胞中
の異なる標的配列へのＣＲＩＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向する、段落４５に記載
のキット。
【０３４４】
　４９．系が、第３の調節エレメントの制御下でｔｒａｅｒ配列を含む、段落４５に記載
のキット。
【０３４５】
　５０．ｔｒａｅｒ配列が、最適にアラインされた場合にｔｒａｅｒメイト配列の長さに
沿って少なくとも５０％の配列相補性を示す、段落４５に記載のキット。
【０３４６】
　５１．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、真核細胞の核中の検出可能な量の前記ＣＲＩＳＰＲ酵素の
蓄積をドライブするために十分な強度の１つ以上の核局在化配列を含む、段落４５に記載
のキット。
【０３４７】
　５２．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ系酵素である、段落４５に記載のキッ
ト。
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【０３４８】
　５３．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、Ｃａｓ９酵素である、段落４５に記載のキット。
【０３４９】
　５４．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、真核細胞中の発現のためにコドン最適化されている、段落
４５に記載のキット。
【０３５０】
　５５．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、標的配列の局在における１つまたは２つの鎖の開裂を指向
する、段落４５に記載のキット。
【０３５１】
　５６．ＣＲＩＳＰＲ酵素が、ＤＮＡ鎖開裂活性を欠く、段落４５に記載のキット。
【０３５２】
　５７．第１の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターである、段落４５に
記載のキット。
【０３５３】
　５８．第２の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩプロモーターである、段落４５に記
載のキット。
【０３５４】
　５９．第３の調節エレメントが、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターである、段落４９に
記載のキット。
【０３５５】
　６０．ガイド配列が、少なくとも１５ヌクレオチド長である、段落４５に記載のキット
。
【０３５６】
　６１．ガイド配列のヌクレオチドの５０％未満が、最適にフォールディングされた場合
に自己相補的塩基対形成に関与する、段落４５に記載のキット。
【０３５７】
　６２．ＣＲＩＳＰＲ複合体によるターゲティングのための真核細胞中の核酸配列内の候
補標的配列を選択するコンピュータシステムであって、
ａ．前記核酸配列を受容および／または保存するように構成された記憶装置；および
ｂ．（ｉ）前記核酸配列内のＣＲＩＳＰＲモチーフ配列を局在化し、（ｉｉ）前記局在化
されたＣＲＩＳＰＲモチーフ配列に隣接する配列を、ＣＲＩＳＰＲ複合体が結合する候補
標的配列として選択するようにプログラミングされた単独または組合せにおける１つ以上
のプロセッサ
を含むシステム。
【０３５８】
　６３．前記局在化ステップが、前記標的配列から約５００ヌクレオチド未満離れて局在
しているＣＲＩＳＰＲモチーフ配列を同定することを含む、段落６２に記載のコンピュー
タシステム。
【０３５９】
　６４．候補標的配列が、少なくとも１０ヌクレオチド長である、段落６２に記載のコン
ピュータシステム。
【０３６０】
　６５．候補標的配列の３’末端におけるヌクレオチドが、ＣＲＩＳＰＲモチーフ配列の
上流の約１０ヌクレオチド以下に局在している、段落６２に記載のコンピュータシステム
。
【０３６１】
　６６．真核細胞中の核酸配列が、真核ゲノムに対して内因性である、段落６２に記載の
コンピュータシステム。
【０３６２】
　６７．真核細胞中の核酸配列が、真核ゲノムに対して外因性である、請求項６２に記載



(155) JP 2019-162113 A 2019.9.26

10

20

30

40

50

のコンピュータシステム。
【０３６３】
　６８．１つ以上のプロセッサによる実行時、ＣＲＩＳＰＲ複合体によるターゲティング
のための真核細胞中の核酸配列内の候補標的配列を選択する方法を実装するコードを含む
コンピュータ可読媒体であって、前記方法が、（ａ）前記核酸配列内のＣＲＩＳＰＲモチ
ーフ配列を局在化し、（ｂ）前記局在化されたＣＲＩＳＰＲモチーフ配列に隣接する配列
をＣＲＩＳＰＲ複合体が結合する候補標的配列として選択することを含むコンピュータ可
読媒体。
【０３６４】
　６９．前記局在化ステップが、前記標的配列から約５００ヌクレオチド未満離れている
ＣＲＩＳＰＲモチーフ配列を局在化することを含む、段落６８に記載のコンピュータ可読
媒体。
【０３６５】
　７０．前記候補標的配列が、少なくとも１０ヌクレオチド長である、段落６８に記載の
コンピュータ可読媒体。
【０３６６】
　７１．候補標的配列の３’末端におけるヌクレオチドが、ＣＲＩＳＰＲモチーフ配列の
上流の約１０ヌクレオチド以下に局在している、段落６８に記載のコンピュータ可読媒体
。
【０３６７】
　７２．真核細胞中の核酸配列が、真核ゲノムに対して内因性である、段落６８に記載の
コンピュータ可読媒体。
【０３６８】
　７３．真核細胞中の核酸配列が、真核ゲノムに対して外因性である、段落６８に記載の
コンピュータ可読媒体。
【０３６９】
　７４．真核生物中の標的ポリヌクレオチドを改変する方法であって、ＣＲＩＳＰＲ複合
体を標的ポリヌクレオチドに結合させて前記標的ポリヌクレオチドの開裂を生じさせ、そ
れにより標的ポリヌクレオチドを改変することを含み、ＣＲＩＳＰＲ複合体は、前記標的
ポリヌクレオチド内の標的配列にハイブリダイズされるガイド配列と複合体形成している
ＣＲＩＳＰＲ酵素を含み、前記ガイド配列は、次いでｔｒａｅｒ配列にハイブリダイズす
るｔｒａｅｒメイト配列に結合している方法。
【０３７０】
　７５．前記開裂は、前記ＣＲＩＳＰＲ酵素により標的配列の局在における１つまたは２
つの鎖を開裂することを含む、段落７４に記載の方法。
【０３７１】
　７６．前記開裂が、標的遺伝子の転写の減少をもたらす、段落７４に記載の方法。
【０３７２】
　７７．外因性テンプレートポリヌクレオチドとの相同組換えにより前記開裂標的ポリヌ
クレオチドを修復することをさらに含み、前記修復は、前記標的ポリヌクレオチドの１つ
以上のヌクレオチドの挿入、欠失、または置換を含む突然変異をもたらす、段落７４に記
載の方法。
【０３７３】
　７８．前記突然変異は、標的配列を含む遺伝子から発現されるタンパク質中の１つ以上
のアミノ酸変化をもたらす、段落７７に記載の方法。
【０３７４】
　７９．１つ以上のベクターを前記真核細胞に送達することをさらに含み、１つ以上のベ
クターは、ＣＲＩＳＰＲ酵素、ｔｒａｅｒメイト配列に結合しているガイド配列、および
ｔｒａｅｒ配列の１つ以上の発現をドライブする、段落７４に記載の方法。
【０３７５】
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　８０．前記ベクターを対象中の真核細胞中に送達する、段落７９に記載の方法。
【０３７６】
　８１．前記改変を、細胞培養物中の前記真核細胞中で行う、段落７４に記載の方法。
【０３７７】
　８２．前記改変前に前記真核細胞を対象から単離することをさらに含む、段落７４に記
載の方法。
【０３７８】
　８３．前記真核細胞および／またはそれに由来する細胞を前記対象に戻すことをさらに
含む、段落８２に記載の方法。
【０３７９】
　８４．真核細胞中のポリヌクレオチドの発現を改変する方法であって、ＣＲＩＳＰＲ複
合体をポリヌクレオチドに結合させ、その結果、前記結合が前記ポリヌクレオチドの発現
の増加または減少をもたらすことを含み；ＣＲＩＳＰＲ複合体は、前記標的ポリヌクレオ
チド内の標的配列にハイブリダイズされるガイド配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ
酵素を含み、前記ガイド配列は、次いでｔｒａｅｒ配列にハイブリダイズするｔｒａｅｒ
メイト配列に結合している方法。
【０３８０】
　８５．１つ以上のベクターを前記真核細胞に送達することをさらに含み、１つ以上のベ
クターは、ＣＲＩＳＰＲ酵素、ｔｒａｅｒメイト配列に結合しているガイド配列、および
ｔｒａｅｒ配列の１つ以上の発現をドライブする、段落７４に記載の方法。
【０３８１】
　８６．突然変異疾患遺伝子を含むモデル真核細胞を生成する方法であって、
ａ．１つ以上のベクターを真核細胞に導入すること（１つ以上のベクターは、ＣＲＩＳＰ
Ｒ酵素、ｔｒａｅｒメイト配列に結合しているガイド配列、およびｔｒａｅｒ配列の１つ
以上の発現をドライブする）；および
ｂ．ＣＲＩＳＰＲ複合体を標的ポリヌクレオチドに結合させて前記疾患遺伝子内の標的ポ
リヌクレオチドの開裂を生じさせ（ＣＲＩＳＰＲ複合体は、（１）標的ポリヌクレオチド
内の標的配列にハイブリダイズされるガイド配列、および（２）ｔｒａｅｒ配列にハイブ
リダイズされるｔｒａｅｒメイト配列と複合体形成しているＣＲＩＳＰＲ酵素を含む）、
それにより、突然変異疾患遺伝子を含むモデル真核細胞を生成することを含む方法。
【０３８２】
　８７．前記開裂が、前記ＣＲＩＳＰＲ酵素により標的配列の局在における１つまたは２
つの鎖を開裂することを含む、段落８６に記載の方法。
【０３８３】
　８８．前記開裂が、標的遺伝子の転写の減少をもたらす、段落８６に記載の方法。
【０３８４】
　８９．外因性テンプレートポリヌクレオチドとの相同組換えにより前記開裂標的ポリヌ
クレオチドを修復することをさらに含み、前記修復は、前記標的ポリヌクレオチドの１つ
以上のヌクレオチドの挿入、欠失、または置換を含む突然変異をもたらす、段落８６に記
載の方法。
【０３８５】
　９０．前記突然変異は、標的配列を含む遺伝子から発現されるタンパク質中の１つ以上
のアミノ酸変化をもたらす、段落８９に記載の方法。
【０３８６】
　９１．疾患遺伝子に関連する細胞シグナリングイベントをモジュレートする生物活性剤
を開発する方法であって、
ａ．試験化合物を、段落８６～９０のいずれか１つに記載のモデル細胞と接触させること
；および
ｂ．前記疾患遺伝子中の前記突然変異に関連する細胞シグナリングイベントの低減または
増大を示すリードアウトの変化を検出し、それにより、前記疾患遺伝子に関連する前記細
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胞シグナリングイベントをモジュレートする前記生物活性剤を開発することを含む方法。
【０３８７】
　９２．ｔｒａｅｒメイト配列の上流のガイド配列を含む組換えポリヌクレオチドであっ
て、ガイド配列は、発現された場合、真核細胞中に存在する対応する標的配列へのＣＲＩ
ＳＰＲ複合体の配列特異的結合を指向する組換えポリヌクレオチド。
【０３８８】
　９３．標的配列が、真核細胞中に存在するウイルス配列である、段落８９に記載の組換
えポリヌクレオチド。
【０３８９】
　９４．標的配列が、原癌遺伝子または癌遺伝子である、段落８９に記載の組換えポリヌ
クレオチド。
【０３９０】
　本発明の好ましい実施形態を本明細書において示し、記載したが、そのような実施形態
が例として提供されるにすぎないことは当業者に明らかである。当業者は目下、多数のバ
リエーション、変更、および置換を本発明から逸脱せずに行う。本明細書に記載の本発明
の実施形態の種々の代替例を本発明の実施において用いることができることを理解される
べきである。以下の特許請求の範囲は、本発明の範囲を定義し、それらの特許請求の範囲
の範囲内の方法および構造ならびにそれらの均等物は、特許請求の範囲により包含される
ものとする。
【０３９１】
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１６．Ｈａｕｒｗｉｔｚ，Ｒ．Ｅ．，Ｊｉｎｅｋ，Ｍ．，Ｗｉｅｄｅｎｈｅｆｔ，Ｂ．，
Ｚｈｏｕ，Ｋ．＆Ｄｏｕｄｎａ，Ｊ．Ａ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒ
ｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ＲＮＡ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｂｙ　ａ　ＣＲＩＳＰＲ　ｅｎ
ｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　３２９，１３５５－１３５８（２０１０）．
１７．Ｄｅｖｅａｕ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．Ｐｈａｇｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｔｏ　ＣＲＩＳ
ＰＲ－ｅｎｃｏｄｅｄ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｉｎ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔ
ｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ．Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１９０，１３９０－１４００（２０
０８）．
１８．Ｇａｓｉｕｎａｓ，Ｇ．，Ｂａｒｒａｎｇｏｕ，Ｒ．，Ｈｏｒｖａｔｈ，Ｐ．＆Ｓ
ｉｋｓｎｙｓ，Ｖ．Ｃａｓ９－ｃｒＲＮＡ　ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏ
ｍｐｌｅｘ　ｍｅｄｉａｔｅｓ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ＤＮＡ　ｃｌｅａｖａｇｅ　ｆｏｒ
　ａｄａｐｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ　ｉｎ　ｂａｃｔｅｒｉａ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．（２０１２）．
１９．Ｍａｋａｒｏｖａ，Ｋ．Ｓ．，Ａｒａｖｉｎｄ，Ｌ．，Ｗｏｌｆ，Ｙ．Ｉ．＆Ｋｏ
ｏｎｉｎ，Ｅ．Ｖ．Ｕｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆａｍｉ
ｌｉｅｓ　ａｎｄ　ａ　ｓｉｍｐｌｅ　ｓｃｅｎａｒｉｏ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｏｒｉｇｉ
ｎ　ａｎｄ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ　ｓｙｓｔｅｍｓ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｄｉｒｅｃｔ．６，３８（２０１１）．
２０．Ｂａｒｒａｎｇｏｕ，Ｒ．ＲＮＡ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｐｒｏｇｒａｍｍａｂｌｅ
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　ＤＮＡ　ｃｌｅａｖａｇｅ．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．３０，８３６－８３８（
２０１２）．
２１．Ｂｒｏｕｎｓ，Ｓ．Ｊ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ．Ａ　Ｓｗｉｓｓ　
ａｒｍｙ　ｋｎｉｆｅ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　３３７，８０８－８
０９（２０１２）．
２２．Ｃａｒｒｏｌｌ，Ｄ．Ａ　ＣＲＩＳＰＲ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｇｅｎｅ　Ｔ
ａｒｇｅｔｉｎｇ．Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．２０，１６５８－１６６０（２０１２）．
２３．Ｂｉｋａｒｄ，Ｄ．，Ｈａｔｏｕｍ－Ａｓｌａｎ，Ａ．，Ｍｕｃｉｄａ，Ｄ．＆Ｍ
ａｒｒａｆｆｉｎｉ，Ｌ．Ａ．ＣＲＩＳＰＲ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｃａｎ　ｐｒ
ｅｖｅｎｔ　ｎａｔｕｒａｌ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｖｉｒｕｌｅｎ
ｃｅ　ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ　ｄｕｒｉｎｇ　ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｃｅｌｌ　Ｈｏｓｔ　Ｍｉｃｒｏｂｅ　１２，１７７－１８６（２
０１２）．
２４．Ｓａｐｒａｎａｕｓｋａｓ，Ｒ．ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ　ｓｙｓｔｅｍ　ｐｒｏｖｉｄｅ
ｓ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（２０１１）．
２５．Ｓｅｍｅｎｏｖａ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｂｙ　ｃｌｕｓ
ｔｅｒｅｄ　ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　ｓｈｏｒｔ　ｐａｌｉｎｄ
ｒｏｍｉｃ　ｒｅｐｅａｔ（ＣＲＩＳＰＲ）ＲＮＡ　ｉｓ　ｇｏｖｅｒｎｅｄ　ｂｙ　ａ
　ｓｅｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．
（２０１１）．
２６．Ｗｉｅｄｅｎｈｅｆｔ，Ｂ．ｅｔ　ａｌ．ＲＮＡ－ｇｕｉｄｅｄ　ｃｏｍｐｌｅｘ
　ｆｒｏｍ　ａ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｉｍｍｕｎｅ　ｓｙｓｔｅｍ　ｅｎｈａｎｃｅｓ
　ｔａｒｇｅｔ　ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｓｅｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．
（２０１１）．
２７．Ｚａｈｎｅｒ，Ｄ．＆Ｈａｋｅｎｂｅｃｋ，Ｒ．Ｔｈｅ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ｂｅｔａ－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ　ｉｓ　ａ　ｓｕ
ｒｆａｃｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１８２，５９１９－５９２１（
２０００）．
２８．Ｍａｒｒａｆｆｉｎｉ，Ｌ．Ａ．，Ｄｅｄｅｎｔ，Ａ．Ｃ．＆Ｓｃｈｎｅｅｗｉｎ
ｄ，Ｏ．Ｓｏｒｔａｓｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ａｒｔ　ｏｆ　ａｎｃｈｏｒｉｎｇ　ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｅｎｖｅｌｏｐｅｓ　ｏｆ　ｇｒａｍ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ
　ｂａｃｔｅｒｉａ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｖ．７０，１９２－
２２１（２００６）．
２９．Ｍｏｔａｍｅｄｉ，Ｍ．Ｒ．，Ｓｚｉｇｅｔｙ，Ｓ．Ｋ．＆Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ，
Ｓ．Ｍ．Ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄ－ｂｒｅａｋ　ｒｅｐａｉｒ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａ
ｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ：ｐｈｙｓｉｃａｌ　ｅｖｉｄｅｎ
ｃｅ　ｆｏｒ　ａ　ＤＮＡ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｉｎ　ｖｉ
ｖｏ．Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１３，２８８９－２９０３（１９９９）．
３０．Ｈｏｓａｋａ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ　ｎｏｖｅｌ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　Ｋ８７
Ｅ　ｉｎ　ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓ１２　ｅｎｈａｎｃｅｓ　ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｌａｔｅ　ｇ
ｒｏｗｔｈ　ｐｈａｓｅ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅ
ｔ．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　２７１，３１７－３２４（２００４）．
３１．Ｃｏｓｔａｎｔｉｎｏ，Ｎ．＆Ｃｏｕｒｔ，Ｄ．Ｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｌｅｖｅ
ｌｓ　ｏｆ　ｌａｍｂｄａ　Ｒｅｄ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ　ｉ
ｎ　ｍｉｓｍａｔｃｈ　ｒｅｐａｉｒ　ｍｕｔａｎｔｓ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１００，１５７４８－１５７５３（２００３）．
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３２．Ｅｄｇａｒ，Ｒ．＆Ｑｉｍｒｏｎ，Ｕ．Ｔｈｅ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌ
ｉ　ＣＲＩＳＰＲ　ｓｙｓｔｅｍ　ｐｒｏｔｅｃｔｓ　ｆｒｏｍ　ｌａｍｂｄａ　ｌｙｓ
ｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ，ｌｙｓｏｇｅｎｓ，ａｎｄ　ｐｒｏｐｈａｇｅ　ｉｎｄｕｃｔ
ｉｏｎ．Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１９２，６２９１－６２９４（２０１０）．
３３．Ｍａｒｒａｆｆｉｎｉ，Ｌ．Ａ．＆Ｓｏｎｔｈｅｉｍｅｒ，Ｅ．Ｊ．Ｓｅｌｆ　ｖ
ｅｒｓｕｓ　ｎｏｎ－ｓｅｌｆ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ　ｄｕｒｉｎｇ　ＣＲＩ
ＳＰＲ　ＲＮＡ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ．Ｎａｔｕｒｅ　４６３，５６８
－５７１（２０１０）．
３４．Ｆｉｓｃｈｅｒ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．Ａｎ　ａｒｃｈａｅａｌ　ｉｍｍｕｎｅ　ｓｙ
ｓｔｅｍ　ｃａｎ　ｄｅｔｅｃｔ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ　Ａｄｊ
ａｃｅｎｔ　Ｍｏｔｉｆｓ（ＰＡＭｓ）ｔｏ　ｔａｒｇｅｔ　ｉｎｖａｄｅｒ　ＤＮＡ．
Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２８７，３３３５１－３３３６３（２０１２）．
３５．Ｇｕｄｂｅｒｇｓｄｏｔｔｉｒ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．Ｄｙｎａｍｉｃ　ｐｒｏｐｅｒ
ｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓ　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ　ａｎｄ　ＣＲ
ＩＳＰＲ／Ｃｍｒ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｗｈｅｎ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ　ｗｉｔｈ　ｖｅ
ｃｔｏｒ－ｂｏｒｎｅ　ｖｉｒａｌ　ａｎｄ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　ｐ
ｒｏｔｏｓｐａｃｅｒｓ．Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．７９，３５－４９（２０１１）
．
３６．Ｗａｎｇ，Ｈ．Ｈ．ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｓｃａｌｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　
ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｂｙ　ｃｏｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ＭＡＧＥ．Ｎａｔ　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　９，５９１－５９３（２０１２）．
３７．Ｃｏｎｇ，Ｌ．ｅｔ　ａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅ
ｒｉｎｇ　Ｕｓｉｎｇ　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ　Ｓｙｓｔｅｍｓ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｉｎ
　ｐｒｅｓｓ（２０１３）．
３８．Ｍａｌｉ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．ＲＮＡ－Ｇｕｉｄｅｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ　
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｖｉａ　Ｃａｓ９．Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｉｎ　ｐｒｅｓｓ（２０
１３）．
３９．Ｈｏｓｋｉｎｓ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ｓｔｒａｉｎ　Ｒ６．Ｊ．
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１８３，５７０９－５７１７（２００１）．
４０．Ｈａｖａｒｓｔｅｉｎ，Ｌ．Ｓ．，Ｃｏｏｍａｒａｓｗａｍｙ，Ｇ．＆Ｍｏｒｒｉ
ｓｏｎ，Ｄ．Ａ．Ａｎ　ｕｎｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｈｅｐｔａｄｅｃａｐｅｐｔｉｄｅ　ｐ
ｈｅｒｏｍｏｎｅ　ｉｎｄｕｃｅｓ　ｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅｔｉｃ　
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉ
ａｅ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９２，１１１４０－１１１
４４（１９９５）．
４１．Ｈｏｒｉｎｏｕｃｈｉ，Ｓ．＆Ｗｅｉｓｂｌｕｍ，Ｂ．Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｍａｐ　ｏｆ　ｐＣ１９４，ａ　ｐｌ
ａｓｍｉｄ　ｔｈａｔ　ｓｐｅｃｉｆｉｅｓ　ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　ｃｈｌｏｒａｍｐｈ
ｅｎｉｃｏｌ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１５０，８１５－８２
５（１９８２）．
４２．Ｈｏｒｔｏｎ，Ｒ．Ｍ．Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ
　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｆ　ＤＮＡ：ＳＯＥｉｎｇ　Ｔｏｇｅｔｈｅｒ　Ｔａｉｌ
ｏｒ－Ｍａｄｅ　Ｇｅｎｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５，２５１－２６
１（１９９３）．
４３．Ｐｏｄｂｉｅｌｓｋｉ，Ａ．，Ｓｐｅｌｌｅｒｂｅｒｇ，Ｂ．，Ｗｏｉｓｃｈｎｉ
ｋ，Ｍ．，Ｐｏｈｌ，Ｂ．＆Ｌｕｔｔｉｃｋｅｎ，Ｒ．Ｎｏｖｅｌ　ｓｅｒｉｅｓ　ｏｆ
　ｐｌａｓｍｉｄ　ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅ　ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　ｇｒｏｕｐ　Ａ　ｓｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｉ（ＧＡＳ）．Ｇｅｎｅ　１７７，１３７－１４７（１９９６）．
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