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(57)摘要

本发明涉及用于CRISPR/Cas核酸内切酶系

统的突变Cas9核酸和蛋白质，及其使用方法。特

别地，本发明涉及一种分离的突变Cas9蛋白，其

中所述分离的突变Cas9蛋白质在CRISPR/Cas核

酸内切酶系统中有活性，其中所述CRISPR/Cas核

酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内

切酶系统显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶

编辑活性。本发明还包括编码突变Cas9蛋白的分

离的核酸，核糖核蛋白复合物和具有突变Cas9蛋

白的CRSPR/Cas核酸内切酶系统，其相对于野生

型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显示减少的脱靶

编辑活性并维持中靶编辑活性。
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1.一种分离的突变Cas9蛋白，其中所述分离的突变Cas9蛋白在CRISPR/Cas核酸内切酶

系统中有活性，其中所述CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶

系统显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

2.权利要求1所述的分离的突变Cas9蛋白，其中所述分离的突变Cas9蛋白包含选自以

下的置换突变

(a)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的单置换突变：R494，N522，N588，N612，T657，

S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，S872和

R925；或

(b)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变：R494，N522，N588，N612，

T657，S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，

S872和R925。

3.权利要求1所述的分离的突变Cas9蛋白，其中所述分离的突变Cas9蛋白包含选自以

下的置换突变：引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变；R494C或R494A；

N522K或N522A；N588D或N588A；N612A；T657A；S663A；R691S或R691A；N692D或N692A；S730G或

S730A；T740A；R765G或R765A；T770K或T770A；N776A；R778A；R783A；S793A；N803D或N803A；

S845A；N854K或N854A；S872A；和R925C或R925A。

4.权利要求1所述的分离的突变Cas9蛋白，其中所述分离的突变Cas9蛋白选自SEQ  ID 

No:7至SEQ  ID  No:38。

5.权利要求1所述的分离的突变Cas9蛋白，其中所述分离的突变Cas9蛋白选自SEQ  ID 

No:39至SEQ  ID  No:88。

6.一种分离的核糖核蛋白复合物，其包含：

突变Cas9蛋白；和

gRNA复合体，

其中所述分离的核糖核蛋白复合物作为CRISPR/Cas核酸内切酶系统有活性，其中所得

CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显示减少的脱靶编

辑活性并维持中靶编辑活性。

7.权利要求6所述的分离的核糖核蛋白复合物，其中所述gRNA包含化学计量(1:1)比率

的crRNA和tracrRNA。

8.权利要求6所述的分离的核糖核蛋白复合物，其中所述gRNA包含：

分离的crRNA，其包括针对用于给定基因座的特定编辑靶位点的Alt-RTM  crRNA；和

tracrRNA，其包括Alt-RTM  tracrRNA。

9.权利要求6所述的分离的核糖核蛋白复合物，其中所述gRNA包括sgRNA。

10.权利要求6所述的分离的核糖核蛋白复合物，其中所述突变Cas9蛋白包含选自以下

的置换突变

(a)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的单置换突变：R494，N522，N588，N612，T657，

S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，S872和

R925；或

(b)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变：R494，N522，N588，N612，

T657，S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，
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S872和R925。

11.权利要求6所述的分离的核糖核蛋白复合物，其中所述突变Cas9蛋白包含选自以下

的置换突变：引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变；R494C或R494A；

N522K或N522A；N588D或N588A；N612A；T657A；S663A；R691S或R691A；N692D或N692A；S730G或

S730A；T740A；R765G或R765A；T770K或T770A；N776A；R778A；R783A；S793A；N803D或N803A；

S845A；N854K或N854A；S872A；和R925C或R925A。

12.权利要求6所述的分离的核糖核蛋白复合物，其中所述突变Cas9蛋白选自SEQ  ID 

No:7至SEQ  ID  No:38。

13.权利要求6所述的分离的核糖核蛋白复合物，其中所述突变Cas9蛋白选自SEQ  ID 

No:39至SEQ  ID  No:88。

14.一种编码突变Cas9蛋白的分离的核酸，其中所述突变Cas9蛋白在CRISPR/Cas核酸

内切酶系统中有活性，其中所述CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸

内切酶系统显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

15.权利要求14所述的编码突变Cas9蛋白的分离的核酸，其中所述突变Cas9蛋白包含

选自以下的置换突变：

(a)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的单置换突变：R494，N522，N588，N612，T657，

S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，S872和

R925；或

(b)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变：R494，N522，N588，N612，

T657，S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，

S872和R925。

16.权利要求14所述的编码突变Cas9蛋白的分离的核酸，其中所述突变Cas9蛋白包含

选自以下的置换突变：引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变；R494C或

R494A；N522K或N522A；N588D或N588A；N612A；T657A；S663A；R691S或R691A；N692D或N692A；

S730G或S730A；T740A；R765G或R765A；T770K或T770A；N776A；R778A；R783A；S793A；N803D或

N803A；S845A；N854K或N854A；S872A；和R925C或R925A。

17.权利要求14所述的编码突变Cas9蛋白的分离的核酸，其中所述突变Cas9蛋白选自

SEQ  ID  No:7至SEQ  ID  No:38。

18.权利要求14所述的编码突变Cas9蛋白的分离的核酸，其中所述突变Cas9蛋白选自

SEQ  ID  No:39至SEQ  ID  No:88。

19.一种包括突变Cas9蛋白和gRNA的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述CRISPR/

Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显示减少的脱靶编辑活性并

维持中靶编辑活性。

20.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述CRISPR/Cas核酸内切酶

系统由DNA表达载体编码。

21.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述DNA表达载体包含质粒携

带的载体。

22.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述DNA表达载体选自细菌表

达载体和真核表达载体。

权　利　要　求　书 2/4 页

3

CN 110462034 A

3



23.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述gRNA包含化学计量(1:1)

比率的crRNA和tracrRNA。

24.权利要求23所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述crRNA包括针对用于给定

基因座的特定编辑靶位点的 crRNA，并且所述tracrRNA包括 tracrRNA。

25.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述gRNA包括sgRNA。

26.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述突变Cas9蛋白包含选自

以下的置换突变

(a)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的单置换突变：R494，N522，N588，N612，T657，

S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，S872和

R925；或

(b)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变：R494，N522，N588，N612，

T657，S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，

S872和R925。

27.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述突变Cas9蛋白包含选自

以下的置换突变：引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变；R494C或

R494A；N522K或N522A；N588D或N588A；N612A；T657A；S663A；R691S或R691A；N692D或N692A；

S730G或S730A；T740A；R765G或R765A；T770K或T770A；N776A；R778A；R783A；S793A；N803D或

N803A；S845A；N854K或N854A；S872A；和R925C或R925A。

28.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述突变Cas9蛋白选自SEQ 

ID  No:7至SEQ  ID  No:38。

29.权利要求19所述的CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其中所述突变Cas9蛋白选自SEQ 

ID  No:39至SEQ  ID  No:88。

30.一种执行基因编辑的方法，其具有减少的脱靶编辑活性和/或增加的中靶编辑活

性，其包括：

使候选编辑靶位点基因座与具有突变Cas9蛋白的活性CRISPR/Cas核酸内切酶系统接

触，其中所述活性CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显

示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

31.权利要求30所述的方法，其中所述突变Cas9蛋白包含选自以下的置换突变

(a)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的单置换突变：R494，N522，N588，N612，T657，

S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，S872和

R925；或

(b)引入WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变：R494，N522，N588，N612，

T657，S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，

S872和R925。

32.权利要求30所述的方法，其中所述突变Cas9蛋白包含选自以下的置换突变：引入

WT-Cas9蛋白的选自以下位置中的两个的双置换突变；R494C或R494A；N522K或N522A；N588D

或N588A；N612A；T657A；S663A；R691A；N692D或N692A；S730G或S730A；T740A；R765G或R765A；

T770K或T770A；N776A；R778A；R783A；S793A；N803D或N803A；S845A；N854K或N854A；S872A；和

R925C或R925A。
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33.权利要求30所述的方法，其中所述突变Cas9蛋白选自SEQ  ID  No:7至SEQ  ID  No:

38。

34.权利要求30所述的方法，其中所述突变Cas9蛋白选自SEQ  ID  No:39至SEQ  ID  No:

88。
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化脓链球菌CAS9突变基因和由其编码的多肽

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请根据35U.S.C.119要求2016年10月7日提交的名称为“NOVEL  S.PYOGENES 

CAS9  MUTATIONS  THAT  REDUCE  OFF  TARGET  GENE  EDITING  WHILE  MAINTAINING  ON 

TARGET  POTENCY”的美国临时专利申请序列号62/405,601的优先权的权益，其全部内容通

过引用并入本文。

[0003] 序列表

[0004] 本申请包含已经通过EFS-Web以ASCII格式提交的序列表，并且其全部内容通过引

用并入本文。在2015年12月18日创建的ASCII副本名为IDT01-009-PCT_ST25 .txt，大小

为_______字节。

技术领域

[0005] 本发明涉及Cas9突变基因，由其编码的多肽及其在CRISPR-Cas系统组合物中的用

途。

背景技术

[0006] 使用规则成簇的间隔短回文重复序列(CRISPR)和相关的Cas蛋白(CRISPR-Cas系

统)进行位点特异性DNA切割已经显示许多生物学应用的巨大潜力。CRISPR用于基因组编

辑；转录抑制因子(CRISPRi)和激活因子(CRISPRa)对内源基因的基因组规模特异性靶向；

以及用Cas酶研究RNA定向DNA靶向的其他应用。

[0007] CRISPR-Cas系统是细菌和古细菌天然的，可提供针对病毒和质粒的适应性免疫。

三类CRISPR-Cas系统可潜在适合于研究和治疗试剂。II型CRISPR系统在与适当的指导RNA

(gRNA)的复合物中利用单一CRISPR相关(Cas)核酸酶(特别是Cas9)方面具有期望的特征。

在细菌或古细菌中，Cas9指导RNA包含2种不同的RNA种类。靶特异性CRISPR激活RNA(crRNA)

指导Cas9/gRNA复合物结合并靶向特定DNA序列。crRNA具有2个功能结构域：5'-结构域是靶

特异性的，3'-结构域指导crRNA与反式激活crRNA(tracrRNA)的结合。tracrRNA是更长的通

用RNA，其结合crRNA并介导gRNA复合物与Cas9的结合。tracrRNA的结合诱导Cas9结构的改

变，从非活性构象转变为活性构象。gRNA功能也可以作为人工单一指导RNA(sgRNA)提供，其

中crRNA和tracrRNA融合成单一种类(参见Jinek，M.等，Science  337p816-21,2012)。sgRNA

形式允许从可以由含有转录启动子和sgRNA序列的双链DNA(dsDNA)盒提供单个转录单位转

录功能性gRNA。在哺乳动物系统中，这些RNA是通过体外转录后转染含有驱动RNA转录的RNA 

Pol  III启动子(如U6或H1)的DNA盒，病毒载体和单链RNA而引入(参见Xu，T .等，Appl 

Environ  Microbiol，2014.80(5)：p.1544-52)。

[0008] 在CRISPR-Cas系统中，使用存在于化脓链球菌中的系统作为例子(S.py.或Spy)，

天然crRNA长约42个碱基，并含有与靶序列互补的长约20个碱基的5'区域(也称为crRNA的

原型间隔子序列或原型间隔子结构域)，和通常长约22个碱基的3'区域，其与tracrRNA序列

的区域互补并介导crRNA与tracrRNA的结合。crRNA：tracrRNA复合物包含能够指导Cas9切
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割互补靶DNA的功能性gRNA。天然tracrRNA长约85-90个碱基，并具有含有与crRNA互补的区

域的5'-区域。tracrRNA的剩余3'区域包括二级结构基序(本文称为“tracrRNA3'-尾”)，其

介导crRNA:tracrRNA复合物与Cas9的结合。

[0009] Jinek等广泛研究了CRISPR-Cas系统正常运作所需的crRNA和tracrRNA的物理结

构域(Science，2012.337(6096)：p.816-21)。他们设计了截短的crRNA:tracrRNA片段，其仍

然可以在CRISPR-Cas中起作用，其中crRNA是野生型42个核苷酸，并且tracrRNA被截短为75

个核苷酸。他们还开发了一个实施方式，其中用接头环连接crRNA和tracrRNA，形成单一指

导RNA(sgRNA)，其在不同的实施方式中在99-123个核苷酸之间变化。

[0010] 至少有三组已经阐明了化脓链球菌Cas9(SpyCas9)的晶体结构。在Jinek，M.等中，

该结构未显示与指导RNA或靶DNA复合的核酸酶。他们进行了分子模拟实验以揭示复合物中

的蛋白与RNA和DNA之间的预测相互作用(Science，2014 .343，p .1215，DOI：10 .1126/

science/1247997)。

[0011] 在Nishimasu，H.等中，Spy  Cas9的晶体结构显示与sgRNA及其靶DNA在2.5埃分辨

率下复合(Cell，2014.156(5)：p.935-49，其全部内容通过引入并入本文)。晶体结构鉴定出

Cas9酶的两个叶：识别叶(REC)和核酸酶叶(NUC)。sgRNA:靶DNA异二聚体(带负电荷)坐落在

两个叶之间的带正电的槽中。REC叶未显示与已知蛋白质的结构相似性，因此可能是Cas9特

异性功能结构域，与crRNA和tracrRNA彼此互补的部分相互作用。

[0012] 另一组，Briner等(Mol  Cell，2014。56(2)：p.333-9，其全部内容并入本文)，鉴定

和表征了天然crRNA:tracrRNA双链体和sgRNA内的六个保守模块。Anders等(Nature，2014，

513(7519)，p.569-73)阐明了与sgRNA指导相关的Cas9对原始间隔子相关基序(PAM)序列的

DNA序列识别的结构基础。

[0013] CRISPR-Cas核酸内切酶系统如下用于基因组工程：gRNA复合物(crRNA:tracrRNA

复合物或sgRNA)与Cas9结合，诱导构象变化，激活Cas9并打开DNA结合裂隙，crRNA(或

sgRNA)的原型间隙子结构域与互补靶DNA对齐，Cas9结合PAM序列，启动靶DNA的解旋，然后

将原型间隔子结构域退火至靶，之后发生靶DNA的切割。Cas9含有两个结构域，分别与核酸

内切酶HNH和RuvC同源，其中HNH结构域切割与crRNA互补的DNA链，并且RuvC样结构域切割

非互补链。这导致基因组DNA中的双链断裂。当通过非同源末端连接(NHEJ)修复时，通常以

不精确的方式修复断裂，导致DNA序列移位1个或更多个碱基，导致天然DNA序列的破坏，并

且在许多情况下如果事件发生在蛋白质编码基因的编码外显子中，则导致移码突变。断裂

也可以通过同源定向重组(HDR)修复，其允许基于用Cas9/gRNA复合物引入细胞的外源DNA

插入新的遗传物质，将其引入由Cas9切割产生的切割位点。

[0014] 野生型(WT)Cas9蛋白以高效率切割大多数DNA靶，但表现出足够水平的不需要的

脱靶编辑，使研究应用复杂化并为医学应用提供严重顾虑。在这种情况下，脱靶切割定义为

DNA切割事件，其发生在其中基因组DNA靶位点不同于crRNA或sgRNA的原型间隔子结构域的

完全互补性的位点。通过这样的脱靶切割途径在非靶向位点引入切割事件是不期望的。通

常，仅期望在基因组中与gRNA具有完全互补性的位点处进行切割。多个小组已经发表了新

的突变Cas9酶，其显示减少的脱靶切割活性(参见：Slaymaker等，Science，2016，351p.84-

88；Kleinstiver等，Nature，2016，529p .490-495)。；Chen等，Nature，2017，http：//

dx.doi.org/10.1038/nature24268(2017))。这三篇出版物中描述的突变体是通过选择性
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突变Cas9蛋白中的特定氨基酸残基来设计，所述特定氨基酸残基基于Cas9蛋白的晶体结构

被鉴定为蛋白质和RNA指导和/或DNA底物之间的接触位点。虽然不需要知道作用机制来实

施这些发明(即，进行具有改进的特异性的基因组编辑)，但最初认为保真度改善的突变体

是通过相对于WT酶减少突变Cas9核酸酶对底物DNA的相对亲和力来工作，使得指导RNA和底

物DNA之间的错配更可能是不稳定的。最近提议突变限制Cas9结构从非活性构象转换到活

性构象，并且该转换在RNA指导和DNA靶之间的错配的存在下更低效发生。无论机制如何，根

据期望，这些突变Cas9酶确实显示与指导RNA具有不完全互补性的靶DNA的切割减少。然而，

这种改善的特异性是以减少的中靶活性为代价，这是不期望的。在公开改进的特异性Cas9

突变体的所有3个现有技术实例中，使用CRISPR/Cas9方法的基因组编辑是使用质粒或其他

基于表达的方法进行，即2013年首次描述的方法(参见：Cong等，Science，2013，339，第819-

823页；Mali等，Science，2013，339，第823-826页)。然而，现在认识到质粒系统在基因组编

辑中引入了复杂化。例如，质粒可以整合到宿主基因组中，从而导致不期望的其他基因组变

化，或者它可以触发先天免疫应答并导致细胞死亡。由于这些和其他原因，质粒系统对于期

望精确编辑的研究应用是不理想的，并且对于不能容忍这样的副作用的医学应用是不实际

的。最近，已经显示使用核糖核蛋白(RNP)复合物的方法，其中与合成gRNA预复合的重组

Cas9蛋白已经显示比使用基于DNA的表达构建体更好。RNP方法导致高活性基因组编辑，副

作用减少(参见：Cho等，Genome  Research，2014，24p.132-141；Aida等，Genome  Biology，

2015，16p.87-98)。因此，期望开发与RNP方案相容的高保真基因组编辑方法。先前引用的描

述特异性改进的Cas9突变体的已发表实例均使用基于质粒的DNA表达盒来进行和研究基因

组编辑结果。该方法导致突变Cas9蛋白长时间高水平过表达，增加突变体的表观酶活性。我

们在本文中描述了当使用RNP方法进行基因组编辑时，这些特异性改进的Cas9突变体

(eSpCas9(1.1)和Cas9-HF1)具有减少的酶活性，结果是与WT  Cas9蛋白的切割相比，靶DNA

位点的切割显著受损，通常达到使用WT  Cas9蛋白高效工作的位点当使用突变体变体时没

有显示任何切割证据的程度。因此，公布的突变Cas9蛋白对于精确基因组编辑具有有限的

效用，特别是当采用更医学相关的RNP方法时。因此，仍然需要提高Cas9基因组编辑特异性

的方法。特别是，需要当以RNP形式使用时，显示改善的特异性，同时维持与WT  Cas9酶类似

的高酶活性的Cas9突变体。

发明内容

[0015] 本发明涉及用于CRISPR系统的Cas9突变基因和多肽及其使用方法。

[0016] 在第一方面，提供了分离的突变Cas9蛋白。分离的突变Cas9蛋白在规律成簇的间

隔短回文重复序列(CRISPR)/CRISPR相关蛋白核酸内切酶系统(“CRISPR/Cas核酸内切酶系

统”)中有活性。CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显示

减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

[0017] 在第二方面，提供了分离的核糖核蛋白(RNP)复合物。RNP复合物包含突变Cas9蛋

白和gRNA复合物。分离的核糖核蛋白复合物作为CRISPR/Cas核酸内切酶系统有活性，其中

所得CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显示减少的脱

靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

[0018] 在第三方面，提供了编码突变Cas9蛋白的分离的核酸。突变Cas9蛋白在CRISPR/
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Cas核酸内切酶系统中有活性，其中CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas

核酸内切酶系统显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

[0019] 在第四方面，提供了CRISPR/Cas核酸内切酶系统。CRISPR/Cas核酸内切酶系统包

括突变Cas9蛋白和gRNA。CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶

系统显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

[0020] 在第五方面，提供了一种执行基因编辑的方法，其具有减少的脱靶编辑活性并维

持中靶编辑活性。该方法包括使候选编辑DNA靶位点基因座与活性CRISPR/Cas核酸内切酶

系统接触的步骤，所述活性CRISPR/Cas核酸内切酶系统具有与合适的gRNA(例如，crRNA:

tracrRNA复合物或sgRNA)复合的突变Cas9蛋白。所述相互作用可以在任何情况下发生，例

如，在活动物中，在活细胞中，或在体外分离的DNA中。

附图说明

[0021] 图1是用于选择具有高中靶切割活性和低脱靶切割活性的突变Cas9序列的细菌遗

传筛选的示意图。

[0022] 图2描绘了化脓链球菌Cas9中的示例性单氨基酸突变，其在通过质粒(在实施例3

中描述)递送Cas9核酸酶时减少脱靶编辑，其中CRISPR/Cas9编辑实验使用一系列突变Cas9

质粒表达盒(表达WT  Cas9或所指示的突变Cas9)，与靶向人基因EMX1的 crRNA:

tracrRNA复合物共转染。在转染入HEK293细胞后48小时测量相对编辑效率。用左侧Y轴上的

黑色条表示相对中靶编辑效率(中靶序列5’-GAGTCCGAGCAGAAGAAGAAGGG-3’(SEQ  ID  NO:

1 3 3) ) ，并且用右侧Y轴上白色条表示在已知脱靶位点处的编辑(脱靶序列5’-

GAGTTAGAGCAGAAGAAGAAAGG-3’(SEQ  ID  NO:134)；下划线核苷酸识别基因组DNA靶中的PAM

位点，并且以粗体突出显示的碱基表示脱靶位点相对于中靶位点的碱基错配。Tsai等

(Nature  Biotechnology  33：187-197，2015)识别了脱靶位点。实验条件包括30nM 

EMX1crRNA:tracrRNA和100ng  Cas9质粒，通过脂质转染用每孔0.5微升Transit  X-2引入。

误差棒表示平均值的标准误差(n＝3)。

[0023] 图3描绘了化脓链球菌Cas9中的示例性单氨基酸突变，其在通过质粒(在实施例3

中描述)递送Cas9核酸酶时减少脱靶编辑，其中CRISPR/Cas9编辑实验使用一系列突变Cas9

质粒表达盒(表达WT  Cas9或所指示的突变Cas9)，与靶向人HEKSite4基因座的

crRNA:tracrRNA复合物共转染。在转染入HEK293细胞后48小时测量相对编辑效率。用左侧Y

轴上的黑色条表示相对中靶编辑效率(5’-GGCACTGCGGCTGGAGGTGGGGG-3’(SEQ  ID  NO:

1 3 5) ) ，并且用右侧Y轴上白色条表示在已知脱靶位点处的编辑(脱靶序列5’-

GGCACGACGGCTGGAGGTGGGGG-3’(SEQ  ID  NO:136)；下划线核苷酸识别基因组DNA靶中的PAM

位点，以粗体突出显示的碱基表示脱靶位点相对于中靶位点的碱基错配。Tsai等(Nature 

Biotechnology  33：187-197，2015)鉴定了脱靶位点。实验条件包括30nM  EMX1  crRNA:

tracrRNA和100ng  Cas9质粒，通过脂质转染用每孔0.5微升Transit  X-2引入。误差棒表示

平均值的标准误差(n＝3)。

[0024] 图4描绘了化脓链球菌Cas9中的示例性氨基酸突变，其减少通过Cas9进行的脱靶

编辑，当细菌筛选的突变氨基酸被丙氨酸可替换地置换时产生相同或进一步减少的脱靶编
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辑。如图2所示递送Cas9gRNA复合物与靶向EMX1基因座的 crRNA:tracrRNA复合物。

用左侧Y轴上的黑色条表示相对中靶编辑效率(中靶序列5’-GAGTCCGAGCAGAAGAAGAAGGG-3’

(SEQ  ID  NO:133))，并且用右侧Y轴上白色条表示在已知脱靶位点处的编辑(脱靶序列5’-

GAGTTAGAGCAGAAGAAGAAAGG-3’(SEQ  ID  NO:134)；下划线核苷酸识别基因组DNA靶中的PAM

位点，并且以粗体突出显示的碱基表示脱靶位点相对于中靶位点的碱基错配。在每种情况

下，细菌选择的突变体及其丙氨酸置换对应物是并排的。实验条件和误差分析与图2中所示

的那些相同。

[0025] 图5描绘了化脓链球菌Cas9中的示例性氨基酸突变，其减少通过Cas9进行的脱靶

编辑，当细菌筛选的突变氨基酸被丙氨酸可替换地置换时产生相同或进一步减少的脱靶编

辑。如图3所示递送Cas9gRNA复合物与靶向HEKSite4基因座的 crRNA:tracrRNA复合

物 。用 左 侧 Y 轴 上 的 黑 S e a r c h  R e p o r t 条 表 示 相 对 中 靶 编 辑 效 率 ( 5’-

GGCACTGCGGCTGGAGGTGGGGG-3’(SEQ  ID  NO:135))，并且用右侧Y轴上的白色条表示在已知

脱靶位点处的编辑(脱靶序列5’-GGCACGACGGCTGGAGGTGGGGG-3’(SEQ  ID  NO:136)；下划线

核苷酸识别基因组DNA中靶的PAM位点，以粗体突出显示的碱基表示脱靶位点相对于中靶位

点的碱基错配。在每种情况下，细菌选择的突变体及其丙氨酸置换对应物是并排的。实验条

件和误差分析与图3中所示的那些相同。

[0026] 图6描绘了示例性CRISPR/Cas9编辑实验，其显示了比较Cas9蛋白中的不同单和双

氨基酸突变的相对中靶和脱靶编辑效率，其中如图3所示递送Cas9gRNA复合物与靶向

HEKSite4基因座的 crRNA:tracrRNA复合物。用左侧Y轴上的黑色条表示相对中靶

编辑效率(5’-GGCACTGCGGCTGGAGGTGGGGG-3’(SEQ  ID  NO:135))，并且用右侧Y轴上的白色

条表示在已知脱靶位点处的编辑(脱靶序列5’-GGCACGACGGCTGGAGGTGGGGG-3’(SEQ  ID  NO:

136)；下划线核苷酸识别基因组DNA靶中的PAM位点，以粗体突出显示的碱基表示脱靶位点

相对于中靶位点的碱基错配。实验条件和误差分析与图2和3以及图4和5中所示的那些相

同。

[0027] 图7证实，当作为核糖核蛋白(RNP)复合物递送时，纯化的重组R691A  Cas9突变蛋

白显示比已知的eSpCas9(1 .1)或SpCas9-HF1蛋白更优异的中靶编辑活性。用WT(黑色)，

eSpCas9(1.1)(白色)，SpCas9-HF1(灰色)或R691A(对角)Cas9蛋白和靶向HRPT基因座内的

不同位点(crRNAs  SEQ  ID  No:89-100)的Alt-R  crRNA:tracrRNA  gRNA复合物形成RNP复合

物(1μM)。向细胞递送的RNP包括10nM  RNP(Cas9:tracrRNA:crRNA(Alt-R  crRNA为1:1:1比

率)，1.2微升RNAiMAX脂质转染到HEK293细胞中48小时，然后进行分析。误差线表示均值的

标准误差。

[0028] 图8证实，当作为核糖核蛋白(RNP)复合物递送时，纯化的重组R691A  Cas9突变蛋

白显示比已知的eSpCas9(1 .1)或SpCas9-HF1蛋白更优异的中靶编辑活性。用WT(黑色)，

eSpCas9(1.1)(白色)，SpCas9-HF1(灰色)或R691A(对角)Cas9蛋白和靶向CTLA4基因座内的

不同位点(crRNAs  SEQ  ID  No:101-112)的Alt-R  crRNA:tracrRNA  gRNA复合物形成RNP复

合物(1μM)。实验细节和误差分析类似于图7中描述的。

[0029] 图9描绘了实验的示例性结果，其显示R691A突变Cas9当作为RNP复合物递送时对

于3种不同crRNA在3个独立验证的脱靶位点，脱靶编辑活性是T7EI分析检测不到的。使用WT
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(黑色)，eSpCas9(1 .1)(白色)，SpCas9-HF1(灰色)或R691A(对角)Cas9蛋白和靶向人EMX1

(左)(SEQ  ID  No:113)，HEKSite4(中心)(SEQ  ID  No:114)或VEGFA3(右)(SEQ  ID  No:116)

基因座的Alt-R  crRNA:tracrRNA  gRNA复合物形成RNP复合物(1μM)。EMX1和HEKSite4基因

座的中靶和脱靶位点分别如图2和图3所述。用指示PAM位点的下划线核苷酸指示针对

VEGFA3基因座的中靶编辑(5’-GGTGAGTGAGTGTGTGCGTGTGG-3’(SEQ  ID  NO:137))和针对该

指导的有问题的已知脱靶位点(5’-AGTGAGTGAGTGTGTGTGTGGGG-3’(SEQ  ID  NO:138)，脱靶

位点相对于中靶位点之间的碱基差异以粗体突出显示(Tsai等，Nature  Biotechnology 

33：187-197，2015)。

[0030] 图10描绘了实验的示例性结果，其显示R691A突变体在指导位点维持高中靶编辑

活性，所述指导位点常规表现出低效编辑，因此可用于区分中靶编辑效率的差异，而将该突

变与在细菌筛选中鉴定的其他氨基酸变化组合为双重或三重突变体(即，组合减少通过

Cas9进行的脱靶编辑活性的选定突变)也显著减少了中靶编辑活性。用WT，R691A，N692A，

T740A，S845A，S872A，R691A/T740A，R691A/S845A，R691A/S872A，R691A/N692A/T740A，

R691A/N692A/S845A或R691A/N692A/S872A  Cas9蛋白与靶向HRPT  38509基因座的

crRNA:tracrRNA复合物(SEQ  ID  NO:92)形成RNP复合物(1μM)。通过使用RNAiMAX的反向转

染将RNP复合物(10nM)递送至HEK293细胞中，并在48小时后提取DNA。误差线表示均值的标

准误差。

[0031] 图11描绘了实验的示例性结果，其显示R691A突变体在具有挑战性的中靶位点维

持高中靶编辑活性，而将该突变与在细菌筛选中鉴定的其他氨基酸变化组合为双重或三重

突变体(即，组合减少通过Cas9进行的脱靶编辑活性的选定突变)显著减少了中靶编辑活

性。用WT，R691A，N692A，T740A，S845A，S872A，R691A/T740A，R691A/S845A，R691A/S872A，

R691A/N692A/T740A，R691A/N692A/S845A或R691A/N692A/S872A  Cas9蛋白与靶向HEKSite4

基因座的 crRNA:tracrRNA  gRNA复合物(SEQ  ID  NO:114)形成RNP复合物(1μM)。通

过使用RNAiMAX的反向转染将RNP复合物(10nM)递送至HEK293细胞中，并在48小时后提取

DNA。误差线表示均值的标准误差。HEKSite  4基因座的中靶和脱靶位点如图3中所述。实验

细节和误差分析与图9中描述的类似。

[0032] 图12描绘了示例性实验结果，其显示了在R691位置处引入每个可能的氨基酸置换

突变对HPRT  38509位点处的编辑的影响，其中许多置换维持中靶编辑活性，而其他损害编

辑效率。通过质粒递送Cas9蛋白，其中CRISPR/Cas9编辑实验使用质粒携带的Cas9(表达WT

“R691”Cas9(SEQ  ID  NO:5)或指示的突变Cas9(SEQ  ID  No:7，71-88))，并与靶向HPRT 

38509基因座的 crRNA:tracrRNA复合物(SEQ  ID  NO:92)共转染。实验条件包括通

过脂质转染引入的30nM  HPRT  38509crRNA和100ng  Cas9质粒，每孔0.5微升Transit  X-2；

在分析前孵育细胞48小时。误差线表示均值的标准误差。

[0033] 图13描绘了示例性实验结果，其显示在R691位置处引入每个可能的氨基酸置换突

变对HEKSite4位点处的编辑的影响，其中大多数突变显著减少脱靶编辑，同时还显示保留

中靶活性。通过质粒递送Cas9蛋白，其中CRISPR/Cas9编辑实验使用质粒携带的Cas9(表达

WT“R691”Cas9(SEQ  ID  NO:5)或指示的突变Cas9(SEQ  ID  No:7，71-88)，与靶向HEKSite4基

因座的 crRNA:tracrRNA复合物(SEQ  ID  NO:114)共转染。实验条件包括通过脂质
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转染引入的30nM  HEKSite4crRNA和100ng  Cas9质粒，每孔0.5微升Transit  X-2；在分析前

孵育细胞48小时。误差线表示均值的标准误差。HEKSite4基因座的中靶和脱靶位点如图3中

所述。实验细节和误差分析类似于图9中描述的。

[0034] 图14描绘了实验的示例性结果，其显示在R691位置具有不同氨基酸置换的所选

Cas9突变蛋白在人HPRT基因内的不同指导位点处维持靶编辑活性。用WT(R691)，R691A，

R691D，R691G，R691H，R691Y或R691W  Cas9蛋白(分别为SEQ  ID  NO:5，7，73，77，78，87和86)

与靶向HRPT  38509或HPRT  38087基因座的 crRNA:tracrRNA  gRNA复合物(SEQ  ID 

NO:92和94)形成RNP复合物(1μM)。通过使用RNAiMAX的反向转染将RNP复合物(10nM)递送至

HEK293细胞中，并在48小时后提取DNA。误差线表示均值的标准误差。实验细节和误差分析

类似于图9中描述的。

[0035] 图15描绘了实验的示例性结果，其显示在R691位置具有不同氨基酸置换的所选

Cas9突变蛋白维持与多种指导的中靶编辑活性并减少脱靶编辑活性。用WT(R691)，R691A，

R691D，R691G，R691H，R691Y或R691W  Cas9蛋白(分别为SEQ  ID  NO:5，7，73，77，78，87和86)

与靶向HEKSite4(SEQ  ID  NO:114)或EMX1(SEQ  ID  NO:113)基因座的 crRNA:

tracrRNA  gRNA复合物形成RNP复合物(1μM)。通过使用RNAiMAX的反向转染将RNP复合物

(10nM)递送至HEK293细胞中，并在48小时后提取DNA。EMX1和HEKSite4基因座的中靶和脱靶

位点分别在图2和图3中描述。实验细节和误差分析类似于图9中描述的。

[0036] 图16描绘了在活细胞中使用先前描述的GUIDE-Seq程序(Tsai等，Nature 

Biotechnology  33：187-197，2015)在无偏和全基因组环境中的脱靶编辑活性的示例性减

少。用WT(SEQ  ID  NO:6)或R691A(SEQ  ID  NO:8)Cas9蛋白与靶向EMX1(SEQ  ID  NO:113)，

VEGFA3(SEQ  ID  NO:116)或AR(SEQ  ID  NO:115)基因指导位点的 crRNA:tracrRNA 

gRNA复合物形成RNP复合物(1μM)。使用Lonza  Nucleofector通过电穿孔将RNP复合物(4μM)

与0.5μM  dsDNA  GUIDE-Seq标签(SEQ  ID  NO:139和140)一起递送到HEK293细胞中，并在48

小时后提取DNA。如前所述进行NGS文库构建，测序和数据分析(Tsai等，Nature 

Biotechnology  33：187-197，2015)。

具体实施方式

[0037] 本文所述的本发明的方法和组合物提供用于CRISPR-Cas系统的突变SpyCas9核酸

和多肽。本发明描述了新的Cas9突变体，其将脱靶编辑活性减少至低水平，同时相对于野生

型蛋白质维持高中靶编辑活性，甚至是作为RNP复合物递送时。从本文提供的本发明的描述

中，本发明的这些和其他优点以及另外的发明特征将是显而易见的。

[0038] 术语“野生型Cas9蛋白”(“WT-Cas9”或“WT-Cas9蛋白”)包括具有天然存在的化脓

链球菌Cas9的相同氨基酸序列(例如，SEQ  ID  No.:5)，并且当与合适的指导RNA(例如sgRNA

或双crRNA:tracrRNA组合物)组合以形成活性CRISPR-Cas核酸内切酶系统时，具有生物化

学和生物学活性的蛋白质。

[0039] 术语“野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统”是指CRISPR/Cas核酸内切酶系统，其包

括野生型Cas9蛋白和合适的gRNA。

[0040] 短语“活性CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统
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显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性”是指当两种CRISPR/Cas核酸内切酶系统包

括用于给定靶序列的相同gRNA时，包括突变Cas9蛋白的CRISPR/Cas核酸内切酶系统的活

性，其相对于包括野生型Cas9蛋白的野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统的相应脱靶和中靶

编辑活性显示脱靶编辑活性减少，所述减少通常大于中靶编辑活性的减少。优选的CRISPR/

Cas核酸内切酶系统的脱靶活性和靶活性取决于gRNA和感兴趣的靶序列；在实施例中说明

了具有突变Cas9蛋白的CRISPR/Cas核酸内切酶系统的这样的优选的脱靶和中靶活性。

[0041] 术语“突变Cas9蛋白”包括具有与野生型化脓链球菌Cas9不同的氨基酸序列，并且

当与合适的指导RNA(例如sgRNA或双crRNA:tracrRNA组合物)组合以形成活性CRISPR-Cas

核酸内切酶系统时具有生物化学和生物学活性的蛋白质形式。这包括具有与野生型化脓链

球菌Cas9不同的氨基酸序列的直系同源物和Cas9变体。

[0042] 本文提及的突变Cas9蛋白氨基酸序列包括表达为全长氨基酸序列的那些，如本公

开和序列表中所示。然而为了简洁，本文提供了缩短的突变Cas9蛋白氨基酸编码命名法，其

中相对于野生型Cas9蛋白氨基酸序列(例如，SEQ  ID  NO:5)的氨基酸的位置和身份提供给

定置换突变的位置和身份。例如，在野生型Cas9蛋白氨基酸序列的R691处引入的单置换突

变是指替代野生型Cas9蛋白氨基酸序列内的残基位置691处的精氨酸的置换突变。例如，特

定的单置换突变R691A是指突变Cas9蛋白氨基酸序列，其在野生型Cas9蛋白氨基酸序列的

残基位置691处包含丙氨酸代替精氨酸(参见，例如，SEQ  ID  NO:7)。

[0043] 本发明的突变Cas9蛋白在CRISPR/Cas核酸内切酶系统中有活性，其中所得

CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显示减少的脱靶编

辑活性并维持中靶编辑活性。如本文所用，“突变Cas9蛋白”具体地排除Slaymaker等，

Science，2016，351p.84-88；Kleinstiver等，Nature，2016，529p.490-495；Chen等，Nature，

2017，http://dx.doi.org/10.1038/nature24268(2017))中公开的突变Cas9蛋白到那些突

变Cas9蛋白在包括在CRISPR/Cas核酸内切酶系统中时相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切

酶系统显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性的程度和到其中公开的突变Cas9蛋

白被认为是关于本申请和美国临时专利申请序列号62/405,601的法定“现有技术”的程度。

例如，如本文所用并且受上述条件限制的“突变Cas9蛋白”具体地排除选自K775A，R780A，

K810A，R832A，K848A，K855A，K862A，K961A，K968A，K974A，R976A，H982A，K1003A，K1014A，

K1047A，K1059A，R1060A，H1241A，K1289A，K1296A，H1297A，K1300A，H1311A，K1325A，eSpCas9

(1 .0)(K810A/K1003A/R1060A)，eSpCas9(1 .1)(K848A/K1003A/R1060A)，SpCas9-HF1

(N497A/R661A/Q695A/Q926A)和Hypa-Cas9(N692A/M694A/Q695A/H698A；“簇1”)，簇2

(G582A/V583A/E584A/D585A/N588A)，簇3(T657A/R661A/G658A/W659A)，簇4(N497A/F491A/

M495A/T496A)，簇5(K918A/V922A/R925A)的突变Cas9蛋白。

[0044] 术语“多肽”是指包含多于一个氨基酸的任何直链或支链肽。多肽包括蛋白质或其

片段或其融合物，条件是这样的蛋白质、片段或融合物保留有用的生物化学或生物学活性。

[0045] 融合蛋白通常包括额外的氨基酸信息，其对于额外的氨基酸信息所共价连接的蛋

白质而言不是天然的。这样的额外的氨基酸信息可包括能够纯化或鉴定融合蛋白的标签。

这样的额外的氨基酸信息可包括使融合蛋白能够转运到细胞中和/或转运到细胞内的特定

位置的肽。用于这些目的的标签的实例包括以下：AviTag，其是允许BirA酶进行生物素化的

肽，因此蛋白质可以通过链霉抗生物素蛋白分离(GLNDIFEAQKIEWHE)；钙调蛋白标签，其是
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由蛋白质钙调蛋白结合的肽(KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL)；聚谷氨酸标签，是有效结合

阴离子交换树脂的肽，如Mono-Q(EEEEEE)；E标签，其是抗体识别的肽(GAPVPYPDPLEPR)；

FLAG标签，其是抗体识别的肽(DYKDDDDK)；HA标签，其是来自由抗体识别的血凝素的肽

(YPYDVPDYA)；His标签，其通常是由镍或钴螯合物结合的5-10个组氨酸(HHHHHH)；Myc-标

签，其是衍生自由抗体识别的c-myc的肽(EQKLISEEDL)；NE-标签，其是新型18-氨基酸合成

肽(TKENPRSNQEESYDDNES)，被单克隆IgG1抗体识别，可用于广泛应用，包括蛋白质印迹，

ELISA，流式细胞术，免疫细胞化学，免疫沉淀，和重组蛋白质的亲和纯化；S标签，其是衍生

自核糖核酸酶A的肽(KETAAAKFERQHMDS)；SBP标签，其是与链霉抗生物素蛋白结合的肽；(M

DEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP)；Softag  1，其旨在用于哺乳动物表达

(SLAELLNAGLGGS)；Softag  3，其旨在用于原核表达(TQDPSRVG)；Strep-标签，其是与链霉抗

生物素蛋白或称为streptactin的经修饰链霉抗生物素蛋白结合的肽(Strep-标签II：

WSHPQFEK)；TC标签，其是由FlAsH和ReAsH双砷化合物(CCPGCC)V5标签识别的四半胱氨酸标

签，其是由抗体识别的肽(GKPIPNPLLGLDST)；VSV标签，由抗体识别的肽(YTDIEMNRLGK)；

X p r e s s标签 (D L Y D D D D K) ；I s o p e p t a g ，其是与pi l i n - C蛋白共价结合的肽

(TDKDMTITFTNKKDAE)；SpyTag，其是与SpyCatcher蛋白共价结合的肽(AHIVMVDAYKPTK)；

SnoopTag，其是与SnoopCatcher蛋白共价结合的肽(KLGDIEFIKVNK)；BCCP(生物素羧基载体

蛋白)，其是由BirA生物素化以使能够通过链霉抗生物素蛋白识别的蛋白质结构域；谷胱甘

肽-S-转移酶标签，其是与固定化谷胱甘肽结合的蛋白质；绿色荧光蛋白标签，其是自发荧

光并可被抗体结合的蛋白质；HaloTag，其是突变的细菌卤代烷脱卤素酶，其与反应性卤代

烷底物共价连接，以允许连接至各种各样的底物；麦芽糖结合蛋白标签，其是与直链淀粉琼

脂糖结合的蛋白质；Nus-标签；硫氧还蛋白标签；和Fc标签，衍生自免疫球蛋白Fc结构域，其

允许二聚化和溶解，并且可用于在蛋白-A琼脂糖凝胶上纯化。核定位信号(NLS)，例如从

SV40获得的那些，允许蛋白质在进入细胞后立即转运到细胞核。鉴于天然Cas9蛋白是细菌

来源并因此不天然地包含NLS基序，预期在重组Cas9蛋白中添加一个或多个NLS基序以在用

于靶基因组DNA底物存在于细胞核中的真核细胞中时显示改善的基因组编辑活性。本领域

技术人员将理解这些各种各样的融合标签技术，以及如何制备和使用包含它们的融合蛋

白。

[0046] 术语“分离的核酸”包括DNA，RNA，cDNA和编码它们的载体，其中DNA，RNA，cDNA和载

体不含可以从其衍生它们或与之相关的其他生物材料，例如细胞组分。通常，分离的核酸将

与可以从其衍生它们或与之相关的其他生物材料纯化，例如细胞组分。

[0047] 术语“分离的野生型Cas9核酸”是编码野生型Cas9蛋白的分离的核酸。分离的野生

型Cas9核酸的实例包括SEQ  ID  NO:1和2。

[0048] 术语“分离的突变Cas9核酸”是编码突变Cas9蛋白的分离的核酸。分离的突变Cas9

核酸的实例包括SEQ  ID  NO:3和4。

[0049] 术语“长度修饰的”，在该术语修饰RNA时，是指缺少核苷酸序列的参考RNA的缩短

或截短形式或包括额外核苷酸序列的参考RNA的细长形式。

[0050] 术语“化学修饰的”，在该术语修饰RNA时，是指含有化学修饰的核苷酸或与RNA共

价连接的非核苷酸化学基团的参考RNA的形式。如本文所述，化学修饰的RNA通常是指使用

寡核苷酸合成程序制备的合成RNA，其中在RNA寡核苷酸的合成期间掺入修饰的核苷酸。然
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而，化学修饰的RNA还包括合成后用合适的修饰剂修饰的合成RNA寡核苷酸。

[0051] 合格的CRISPR-Cas核酸内切酶系统包括用分离的Cas9蛋白和选自双crRNA:

tracrRNA组合或嵌合单分子sgRNA之一的分离的指导RNA形成的核糖核蛋白(RNP)复合物。

在一些实施方式中，将分离的长度修饰和/或化学修饰形式的crRNA和tracrRNA与纯化的

Cas9蛋白、编码Cas9蛋白的分离的mRNA或编码Cas9蛋白的基因组合在表达载体中。在某些

测定中，可以将分离的长度修饰和/或化学修饰形式的crRNA和tracrRNA引入细胞系中，所

述细胞系稳定地从编码Cas9基因的内源表达盒表达Cas9蛋白。在其他测定中，可以将长度

修饰形式和/或化学修饰形式的crRNA和tracrRNA与突变Cas9mRNA或突变Cas9蛋白组合的

混合物引入细胞中。

[0052] 申请人已经呈现了先前新颖的crRNA和tracrRNA寡核苷酸组合物，其在规则成簇

的间隙短回文重复序列(CRISPR)-CRISPR相关(Cas)(CRISPR-Cas)核酸内切酶系统中显示

稳健的活性。寡核苷酸组合物包括长度修饰形式的crRNA和tracrRNA，以及化学修饰形式的

crRNA和tracrRNA。长度修饰形式的crRNA和tracrRNA使人们能够通过常规获得的成本有效

且有效的寡核苷酸合成方案制备这些RNA的活性形式。crRNA和tracrRNA的化学修饰形式提

供某些特定性质可调的活性剂，例如在细胞和体内环境中改善的稳定性，或者触发哺乳动

物细胞中的先天免疫应答的风险减少。crRNA和tracrRNA的长度修饰形式也可以包括修饰，

由此使得能够获得宽范围的具有CRISPR-CAS核酸内切酶系统环境中的活性的组合物。这些

寡核苷酸组合物及其在CRISPR-Cas核酸内切酶系统中的特性可与本文公开的突变Cas9核

酸和蛋白质一起使用。这些寡核苷酸组合物及其在CRISPR-Cas核酸内切酶系统中的性质在

Collingwood等(申请人：Integrated  DNA  Technologies,Inc.(Skokie，IL(US))，2015年12

月18日提交的名称为“CRISPR-BASED  COMPOSITIONS  AND  METHODS  OF  USE”的美国专利申

请序列号14/975 ,709中公开，其在2016年6月23日公布为美国专利公开号US2016-

0177304A1，并且在______授权为美国专利号__________，其全部内容通过引用并入本文。

[0053] 具有减少的脱靶基因编辑活性的突变Cas9蛋白

[0054] 在第一方面，提供了分离的突变Cas9蛋白。分离的突变Cas9蛋白在规则成簇的间

隙短回文重复序列(CRISPR)/CRISPR相关蛋白核酸内切酶系统(“CRISPR/Cas核酸内切酶系

统”)中有活性。所得CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统

显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

[0055] 优选的单突变Cas9蛋白包括在以下位置之一引入WT-Cas9的置换突变：R494，

N522，N588，N612，T657，S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，

N803，S845，N854，S872和R925。示例性单突变Cas9蛋白包括引入WT-Cas9的以下特定突变：

R494C，R494A，N522K，N522A，N588D，N588A，N612A，T657A，S663A，R691S，R691A，N692D，

N692A，S730G，S730A，T740A，R765G，R765A，T770K，T770A，N776A，R778A，R783A，S793A，

N803D，N803A，S845A，N854K，N854A，S872A，R925C和R925A。示例性的单突变Cas9蛋白包括选

自SEQ  ID  No:7至SEQ  ID  NO:38的至少一个成员。另外的置换突变可以包括在单突变Cas9

蛋白氨基酸序列的氨基酸背景中，条件是所得突变Cas9蛋白作为CRISPR/Cas核酸内切酶系

统有活性，其中所得CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统

显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

[0056] 优选的双突变Cas9蛋白包括在以下位置中的两个引入WT-Cas9的突变：R494，
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N522，N588，N612，T657，S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，

N803，S845，N854，S872和R925。高度优选的双突变Cas9蛋白包括在以下位置引入WT-Cas9的

突变：R691/N692，R691/R494，R691/N522，R691/N588，R691/N612，R691/S663，R691/T730，

R691/T740，R691/R765，R691/T770，N692/T740，R691/S845，N692/S845，R691/S872和N692/

S872。示例性双突变Cas9蛋白包括引入WT-Cas9中的选自以下氨基酸突变的两种不同的特

定突变：R494C或R494A；N522K或N522A；N588D或N588A；N612A；T657A；S663A；R691S或R691A；

N692D或N692A；S730G或S730A；T740A；R765G或R765A；T770K或T770A；N776A；R778A；R783A；

S793A；N803D或N803A；S845A；N854K或N854A；S872A；和R925C或R925A。示例性双突变Cas9蛋

白包括选自SEQ  ID  No:39-88的至少一个成员。另外的置换突变可以包括在双突变Cas9蛋

白氨基酸序列的氨基酸背景中，条件是所得突变Cas9蛋白作为CRISPR/Cas核酸内切酶系统

有活性，其中所得CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显

示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

[0057] 在第二方面，提供了分离的核糖核蛋白复合物。RNP包含突变Cas9蛋白和gRNA复合

物。在一个方面，gRNA包括化学计量(1:1)比率的crRNA和tracrRNA。在第二个方面，crRNA包

括针对用于给定基因座的特定编辑靶位点的 crR N A (I n teg ra ted  DN A 

Technologies ,Inc .(Skokie，IL(US))，并且tracrRNA包括 tracrRNA的

(Integrated  DNA  Technologies,Inc.(Skokie，IL(US))。另一方面，gRNA包括sgRNA。优选

的突变Cas9蛋白包括如上所述的那些。

[0058] 在第三方面，提供了编码突变Cas9蛋白的分离的核酸。优选的分离的核酸编码如

上所述的突变Cas9蛋白。编码突变Cas9蛋白的示例性分离的核酸可以通过重组DNA程序或

化学合成方法从编码野生型Cas9蛋白的核酸容易地产生。用于该目的优选核酸包括为细菌

(例如，大肠杆菌)或哺乳动物(例如人)细胞中的Cas9蛋白的表达而优化的核酸。用于在大

肠杆菌和人细胞中表达WT-Cas9(SEQ  ID  NO:5)的示例性密码子优化的核酸分别包括SEQ 

ID  No:1和2。用于在大肠杆菌和人细胞中表达突变Cas9蛋白(例如，R691A突变Cas9蛋白；

SEQ  ID  NO:7)的示例性密码子优化的核酸分别包括SEQ  ID  No:3和4。此外，本发明设想WT-

Cas9和突变Cas9的融合蛋白，其中WT-Cas9和突变Cas9的编码序列与编码用于真核细胞中

的融合蛋白的核定位(“NLS”)的氨基酸序列或促进蛋白质纯化的氨基酸序列融合。包含WT-

Cas9氨基酸序列或突变Cas9氨基酸序列(例如，R691A突变Cas9蛋白)的示例性融合蛋白分

别包括SEQ  ID  No:6和8。

[0059] 在一个方面，分离的核酸包括编码上述突变Cas9蛋白之一的mRNA。在第二方面，分

离的核酸包括编码上述突变Cas9蛋白之一的基因的DNA。优选的DNA包括编码编码突变Cas9

蛋白的基因的载体。这样的递送方法包括质粒和本领域技术人员熟知的各种病毒递送载

体。还可以使用合适的表达载体将突变Cas9蛋白稳定地转化到细胞中，以产生组成型或诱

导型表达突变Cas9的细胞系。上述方法也可以应用于胚胎以产生组成型或诱导型表达突变

型Cas9的后代动物。

[0060] 在第四方面，提供了CRISPR/Cas核酸内切酶系统。CRISPR/Cas核酸内切酶系统包

括突变Cas9蛋白。优选的突变Cas9蛋白包括如上所述的那些。在一个方面，CRISPR/Cas核酸

内切酶系统由DNA表达载体编码。在一个实施方式中，DNA表达载体是质粒携带的载体。在第

二个实施方式中，DNA表达载体选自细菌表达载体和真核表达载体。在第三方面，CRISPR/
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Cas核酸内切酶系统包括核糖核蛋白复合物，其包含突变体Cas9蛋白和gRNA复合物。在一个

方面，gRNA包括化学计量(1:1)比率的crRNA和tracrRNA。在第二个方面，crRNA包括针对用

于给定基因座的特定编辑靶位点的 crRNA(Integrated  DNA  Technologies ,Inc.

(Skokie，IL(US))，并且tracrRNA包括 tracrRNA(Integrated  DNA  Technologies,

Inc.(Skokie，IL(US))。另一方面，gRNA包括sgRNA。

[0061] 在第五方面，提供了一种执行基因编辑的方法，其具有减少的脱靶编辑活性和/或

增加的中靶编辑活性。该方法包括使候选编辑靶位点基因座与具有突变Cas9蛋白的活性

CRISPR/Cas核酸内切酶系统接触的步骤。在一个方面，该方法包括具有在以下位置之一引

入WT-Cas9中的突变的单突变Cas9蛋白：R494，N522，N588，N612，T657，S663，R691，N692，

S730，T740，R765，T770，N776，R778，R783，S793，N803，S845，N854，S872和R925。示例性单突

变Cas9蛋白包括引入WT-Cas9的以下特定突变：R494C，R494A，N522K，N522A，N588D，N588A，

N612A，T657A，S663A，R691S，R691S，R691A，N692D，N692A，S730G，S730A，T740A，R765G，

R765A，T770K，T770A，N776A，R778A，R783A，S793A，N803D，N803A，S845A，N854K，N854A，

S872A，R925C和R925A。示例性的单突变Cas9蛋白包括选自SEQ  ID  No:7至SEQ  ID  NO:38的

至少一个成员。另外的置换突变可以包括在单突变Cas9蛋白氨基酸序列的氨基酸背景中，

条件是所得突变Cas9蛋白在该方法中作为CRISPR/Cas核酸内切酶系统有活性，其中所得

CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显示减少的脱靶编

辑活性并维持中靶编辑活性。

[0062] 另一方面，该方法包括双突变Cas9蛋白，其在具有在以下位置中的两个引入WT-

Cas9的突变：R494，N522，N588，N612，T657，S663，R691，N692，S730，T740，R765，T770，N776，

R778，R783，S793，N803，S845，N854，S872和R925。高度优选的双突变Cas9蛋白包括在以下位

置引入WT-Cas9的突变：R691/N692，R691/R494，R691/N522，R691/N588，R691/N612，R691/

S663，R691/T730，R691/T740，R691/R765，R691/T770，N692/T740，R691/S845，N692/S845，

R691/S872和N692/S872。示例性双突变Cas9蛋白包括选自以下氨基酸突变的引入WT-Cas9

的两种不同的特定突变：R494C或R494A；N522K或N522A；N588D或N588A；N612A；T657A；

S663A；R691S或R691A；N692D或N692A；S730G或S730A；T740A；R765G或R765A；T770K或T770A；

N776A；R778A；R783A；S793A；N803D或N803A；S845A；N854K或N854A；S872A；和R925C或R925A。

示例性双突变Cas9蛋白包括选自SEQ  ID  No:39-88的至少一个成员。另外的置换突变可以

包括在双突变Cas9蛋白氨基酸序列的氨基酸背景中，条件是所得突变Cas9蛋白在该方法中

作为CRISPR/Cas核酸内切酶系统有活性，其中所得CRISPR/Cas核酸内切酶系统相对于野生

型CRISPR/Cas核酸内切酶系统显示减少的脱靶编辑活性并维持中靶编辑活性。

[0063] 基于Cas9的工具的应用是多种多样的。它们包括但不限于：植物基因编辑，酵母基

因编辑，哺乳动物基因编辑，活体动物器官中的细胞编辑，胚胎编辑，敲除/敲入动物系的快

速生成，产生动物疾病状态模型，纠正疾病状态，插入报告基因和全基因组功能筛选。

[0064] 实施例

[0065] 实施例1

[0066] 野生型和突变型Cas9蛋白的DNA和氨基酸序列。

[0067] 下面的列表显示了本发明中描述的不同野生型(WT)和突变型Cas9核酸酶。本领域
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技术人员将理解，许多不同的DNA序列可以编码/表达相同的氨基酸(AA)序列，因为在许多

情况下，多于一种密码子可以编码相同的氨基酸。下面显示的DNA序列仅用作实例，并且设

想编码相同蛋白质(例如，相同氨基酸序列)的其他DNA序列。还应理解，可以将附加特征、要

素或标签添加到所述序列，例如NLS结构域等。示出了WT  Cas9和突变体R691A  Cas9的实例，

其显示了单独的Cas9以及C末端和N末端融合SV40NLS结构域和HIS-标签Cas9的那些蛋白质

的氨基酸和DNA序列。对于其他Cas9突变体，仅提供氨基酸序列，但设想可以类似添加NLS和

His-标签结构域以便于用于产生用于哺乳动物细胞的重组蛋白。使用带下划线的粗体字体

识别与WT序列不同的突变。

[0068] SEQ  ID  NO.1

[0069] WT  SpyCas9DNA序列，密码子优化用于在E.coli中表达。

[0070] ATGGGCAGCAGCGCCCCAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGTATCCACGGAGTCCCAGCAGCCATGGACAAA

AAGTACTCTATTGGCCTGGATATCGGGACCAACAGCGTCGGGTGGGCTGTTATCACCGACGAGTATAAAGTACCTTC

GAAAAAGTTCAAAGTGCTGGGCAACACCGATCGCCATTCAATCAAAAAGAACTTGATTGGTGCGCTGTTGTTTGACT

CCGGGGAAACCGCCGAGGCGACTCGCCTTAAACGTACAGCACGTCGCCGGTACACTCGGCGTAAGAATCGCATTTGC

TATTTGCAGGAAATCTTTAGCAACGAGATGGCAAAAGTCGATGACTCGTTTTTCCACCGCCTCGAGGAAAGCTTTCT

GGTGGAGGAAGACAAAAAGCATGAGCGTCACCCGATCTTCGGCAACATTGTCGATGAAGTAGCGTATCATGAAAAAT

ACCCAACCATTTACCACTTACGCAAAAAGCTGGTGGACAGCACTGACAAAGCTGATTTGCGCCTTATCTATTTAGCC

CTGGCACATATGATTAAGTTTCGTGGTCACTTCCTGATCGAAGGAGACTTAAATCCCGACAACAGTGATGTTGATAA

ATTGTTTATTCAGCTTGTCCAAACTTACAATCAACTGTTCGAGGAAAACCCGATCAATGCCTCCGGTGTGGATGCAA

AAGCCATTTTAAGTGCACGCCTTAGCAAGTCCCGTCGCTTAGAAAACCTTATCGCGCAGCTGCCCGGCGAGAAAAAG

AATGGTTTGTTTGGGAACCTTATTGCCTTGAGCTTAGGCCTCACCCCGAATTTCAAAAGTAATTTCGATCTTGCAGA

AGACGCCAAATTACAACTGTCGAAGGATACTTATGATGACGATCTCGATAATCTGTTAGCGCAGATTGGTGACCAAT

ACGCCGATCTTTTTCTGGCGGCTAAAAATCTGAGCGACGCCATCTTGCTTTCGGATATTCTCCGCGTTAACACCGAA

ATCACGAAAGCGCCTCTTAGTGCCAGCATGATTAAACGTTATGATGAACACCACCAGGACCTGACCTTACTCAAAGC

GTTGGTTCGCCAGCAACTGCCAGAGAAGTACAAAGAAATCTTCTTTGATCAGTCAAAGAATGGTTATGCCGGCTATA

TTGACGGGGGTGCAAGCCAAGAGGAATTCTACAAATTTATCAAGCCTATTCTGGAGAAAATGGATGGCACCGAAGAG

TTATTGGTGAAGCTTAACCGTGAAGACCTCCTGCGGAAACAGCGCACATTCGATAATGGTTCGATCCCACACCAAAT

CCATTTGGGGGAGTTACACGCTATTTTGCGTCGCCAGGAAGACTTTTACCCTTTCCTGAAGGATAACCGGGAGAAAA

TTGAGAAGATCCTTACCTTTCGTATTCCGTATTACGTAGGCCCCTTAGCACGGGGTAATAGCCGTTTCGCGTGGATG

ACACGGAAGTCGGAAGAGACGATCACCCCGTGGAACTTCGAAGAGGTAGTCGACAAGGGCGCATCAGCGCAGTCTTT

TATTGAACGTATGACGAATTTCGATAAAAACTTGCCCAATGAGAAGGTGCTTCCGAAACATTCCTTGTTATATGAAT

ATTTTACAGTTTACAACGAGCTGACCAAGGTTAAATACGTGACGGAAGGAATGCGCAAGCCCGCTTTTCTTAGCGGT

GAGCAAAAAAAGGCGATCGTCGACCTGTTATTCAAAACGAATCGTAAGGTGACTGTAAAGCAACTCAAAGAAGATTA

CTTCAAAAAGATTGAGTGCTTCGACAGCGTCGAAATCTCTGGGGTAGAGGATCGGTTTAACGCAAGTTTAGGTACCT

ACCATGACCTGCTTAAAATCATTAAGGATAAAGACTTCTTAGATAATGAAGAGAACGAAGATATTCTCGAGGACATC

GTCTTGACGTTAACCTTATTTGAGGATCGTGAAATGATTGAGGAACGCCTCAAAACTTATGCCCACCTGTTCGACGA

TAAGGTGATGAAGCAGCTGAAACGTCGGCGCTACACAGGATGGGGCCGCTTGAGTCGCAAACTTATTAACGGAATCC

GTGACAAGCAATCCGGCAAAACGATTCTGGATTTCTTGAAGTCGGACGGATTTGCTAATCGCAACTTCATGCAGTTG

ATCCATGATGACTCCCTGACTTTTAAAGAGGATATTCAAAAGGCGCAGGTTAGTGGTCAAGGCGACAGCTTACACGA
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ACACATCGCAAATTTGGCTGGTTCGCCGGCCATTAAAAAGGGGATCCTCCAGACCGTGAAAGTTGTAGATGAGCTTG

TTAAGGTCATGGGTCGTCATAAGCCCGAAAACATCGTGATTGAAATGGCGCGGGAGAATCAAACGACCCAGAAAGGA

CAAAAGAATAGCCGTGAACGGATGAAGCGGATCGAGGAAGGCATTAAAGAGCTGGGGTCTCAAATCTTGAAGGAACA

CCCTGTGGAGAACACTCAGCTCCAAAATGAAAAACTTTACCTGTACTATTTGCAGAACGGACGCGATATGTACGTGG

ACCAAGAGTTGGATATTAATCGGCTGAGTGACTACGACGTTGATCATATCGTCCCGCAGAGCTTCCTCAAAGACGAT

TCTATTGACAATAAGGTACTGACGCGCTCTGATAAAAACCGTGGTAAGTCGGACAACGTGCCCTCCGAAGAGGTTGT

GAAAAAGATGAAAAATTATTGGCGCCAGCTTTTAAACGCGAAGCTGATCACACAACGTAAATTCGATAATTTGACCA

AGGCTGAACGGGGTGGCCTGAGCGAGTTAGATAAGGCAGGATTTATTAAACGCCAGTTAGTGGAGACTCGTCAAATC

ACCAAACATGTCGCGCAGATTTTGGACAGCCGGATGAACACCAAGTACGATGAAAATGACAAACTGATCCGTGAGGT

GAAAGTCATTACTCTGAAGTCCAAATTAGTTAGTGATTTCCGGAAGGACTTTCAATTCTACAAAGTCCGTGAAATTA

ATAACTATCATCACGCACATGACGCGTACCTGAATGCAGTGGTTGGGACCGCCCTTATCAAGAAATATCCTAAGCTG

GAGTCGGAGTTTGTCTATGGCGACTATAAGGTATACGATGTTCGCAAAATGATTGCGAAATCTGAGCAGGAGATCGG

TAAGGCAACCGCAAAATATTTCTTTTACTCAAACATTATGAATTTCTTTAAGACAGAAATCACTCTGGCCAACGGGG

AGATTCGCAAACGTCCGTTGATCGAAACAAACGGCGAGACTGGCGAAATTGTTTGGGACAAAGGGCGTGATTTCGCG

ACGGTGCGCAAGGTACTGAGCATGCCTCAAGTCAATATTGTTAAGAAAACCGAAGTGCAGACGGGCGGGTTTTCCAA

GGAAAGCATCTTACCCAAACGTAATTCAGATAAACTTATTGCACGCAAAAAGGACTGGGATCCGAAAAAGTATGGAG

GCTTCGACAGTCCAACCGTAGCCTACTCTGTTCTCGTTGTAGCGAAAGTAGAAAAGGGTAAATCCAAGAAACTGAAA

TCTGTCAAGGAGTTGCTTGGAATCACCATTATGGAGCGTAGCTCCTTCGAGAAGAACCCGATTGACTTTCTGGAAGC

CAAAGGATATAAAGAGGTCAAGAAAGATCTTATCATTAAGCTGCCTAAGTATTCACTCTTCGAGCTGGAAAATGGTC

GTAAACGCATGCTCGCTTCTGCCGGCGAGTTGCAGAAGGGCAATGAATTAGCACTTCCATCAAAGTACGTTAACTTC

CTGTATTTGGCCAGCCATTACGAGAAACTGAAGGGGTCTCCAGAGGACAACGAACAGAAACAATTATTTGTAGAGCA

GCACAAGCATTATCTTGATGAAATCATTGAGCAAATTTCCGAATTCAGTAAACGCGTAATCCTGGCCGATGCAAACC

TCGACAAGGTGCTGAGCGCTTACAATAAGCATCGCGACAAACCTATCCGTGAGCAGGCTGAAAATATCATTCACCTG

TTCACATTAACGAACCTGGGCGCTCCGGCCGCTTTTAAATATTTCGACACGACAATCGACCGTAAGCGCTATACCAG

TACGAAAGAAGTGTTGGATGCGACCCTTATTCACCAGTCAATTACAGGATTATATGAGACCCGTATCGACCTTAGCC

AATTAGGTGGGGATGCGGCCCCGAAGAAAAAACGCAAAGTGGATCCGAAGAAAAAACGCAAAGTGGCGGCCGCACTC

GAGCACCACCACCACCACCACTGA

[0071] SEQ  ID  NO.2

[0072] WT  SpyCas9DNA序列，密码子优化用于在智人中表达。

[0073] ATGGGCAAGCCCATCCCTAACCCCCTGTTGGGGCTGGACAGCACCGCTCCCAAAAAGAAAAGGAAGGTG

GGCATTCACGGCGTGCCTGCGGCCGACAAAAAGTACAGCATCGGCCTTGATATCGGCACCAATAGCGTGGGCTGGGC

CGTTATCACAGACGAATACAAGGTACCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGGAATACAGACAGGCACTCTATCAAGA

AAAACCTTATCGGGGCTCTGCTGTTTGACTCAGGCGAGACCGCCGAGGCCACCAGGTTGAAGAGGACCGCAAGGCGA

AGGTACACCCGGAGGAAGAACAGGATCTGCTATCTGCAGGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAG

CTTCTTCCACAGGCTGGAGGAGAGCTTCCTTGTCGAGGAGGATAAGAAGCACGAACGACACCCCATCTTCGGCAACA

TAGTCGACGAGGTCGCTTATCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGAAAGAAATTGGTGGATAGCACCGAT

AAAGCCGACTTGCGACTTATCTACTTGGCTCTGGCGCACATGATTAAGTTCAGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGA

CCTTAACCCCGACAACAGTGACGTAGACAAATTGTTCATCCAGCTTGTACAGACCTATAACCAGCTGTTCGAGGAAA

ACCCTATTAACGCCAGCGGGGTGGATGCGAAGGCCATACTTAGCGCCAGGCTGAGCAAAAGCAGGCGCTTGGAGAAC
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CTGATAGCCCAGCTGCCCGGTGAAAAGAAGAACGGCCTCTTCGGTAATCTGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCC

CAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGATGCCAAGCTGCAGTTGAGTAAGGACACCTATGACGACGACTTGG

ACAATCTGCTCGCCCAAATCGGCGACCAGTACGCTGACCTGTTCCTCGCCGCCAAGAACCTTTCTGACGCAATCCTG

CTTAGCGATATCCTTAGGGTGAACACAGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCAGCATGATCAAGAGGTACGACGA

GCACCATCAGGACCTGACCCTTCTGAAGGCCCTGGTGAGGCAGCAACTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTTTTCG

ACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGAGCCAGCCAAGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCC

ATCCTGGAGAAGATGGATGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACAGGGAAGATTTGCTCCGGAAGCAGAGGAC

CTTTGACAACGGTAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCAATACTGAGGCGACAGGAGGATTTCT

ACCCCTTCCTCAAGGACAATAGGGAGAAAATCGAAAAGATTCTGACCTTCAGGATCCCCTACTACGTGGGCCCTCTT

GCCAGGGGCAACAGCCGATTCGCTTGGATGACAAGAAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAAGT

GGTGGACAAAGGAGCAAGCGCGCAGTCTTTCATCGAACGGATGACCAATTTCGACAAAAACCTGCCTAACGAGAAGG

TGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTTTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTCACCAAGGTGAAATATGTGACCGAG

GGCATGCGAAAACCCGCTTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACAGGAA

GGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTTGATAGCGTGGAAATAAGCGGCGTGG

AGGACAGGTTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACTTGTTGAAGATAATCAAAGACAAGGATTTCCTGGATAAT

GAGGAGAACGAGGATATACTCGAGGACATCGTGCTGACTTTGACCCTGTTTGAGGACCGAGAGATGATTGAAGAAAG

GCTCAAAACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAAGTGATGAAACAACTGAAGAGACGAAGATACACCGGCTGGGGCA

GACTGTCCAGGAAGCTCATCAACGGCATTAGGGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGATTTCCTGAAGTCCGAC

GGCTTCGCCAACCGAAACTTCATGCAGCTGATTCACGATGACAGCTTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCA

GGTTAGCGGCCAGGGCGACTCCCTGCACGAACATATTGCAAACCTGGCAGGCTCCCCTGCGATCAAGAAGGGCATAC

TGCAGACCGTTAAGGTTGTGGACGAATTGGTCAAGGTCATGGGCAGGCACAAGCCCGAAAACATAGTTATAGAGATG

GCCAGAGAGAACCAGACCACCCAAAAGGGCCAGAAGAACAGCCGGGAGCGCATGAAAAGGATCGAGGAGGGTATCAA

GGAACTCGGAAGCCAGATCCTCAAAGAGCACCCCGTGGAGAATACCCAGCTCCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACT

ACCTGCAGAACGGCAGGGACATGTACGTTGACCAGGAGTTGGACATCAACAGGCTTTCAGACTATGACGTGGATCAC

ATAGTGCCCCAGAGCTTTCTTAAAGACGATAGCATCGACAACAAGGTCCTGACCCGCTCCGACAAAAACAGGGGCAA

AAGCGACAACGTGCCAAGCGAAGAGGTGGTTAAAAAGATGAAGAACTACTGGAGGCAACTGCTCAACGCGAAATTGA

TCACCCAGAGAAAGTTCGATAACCTGACCAAGGCCGAGAGGGGCGGACTCTCCGAACTTGACAAAGCGGGCTTCATA

AAGAGGCAGCTGGTCGAGACCCGACAGATCACGAAGCACGTGGCCCAAATCCTCGACAGCAGAATGAATACCAAGTA

CGATGAGAATGACAAACTCATCAGGGAAGTGAAAGTGATTACCCTGAAGAGCAAGTTGGTGTCCGACTTTCGCAAAG

ATTTCCAGTTCTACAAGGTGAGGGAGATCAACAACTACCACCATGCCCACGACGCATACCTGAACGCCGTGGTCGGC

ACCGCCCTGATTAAGAAGTATCCAAAGCTGGAGTCCGAATTTGTCTACGGCGACTACAAAGTTTACGATGTGAGGAA

GATGATCGCTAAGAGCGAACAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCTAAGTATTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTTT

TCAAGACCGAGATCACACTTGCCAACGGCGAAATCAGGAAGAGGCCGCTTATCGAGACCAACGGTGAGACCGGCGAG

ATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCCACCGTGAGGAAAGTCCTGAGCATGCCCCAGGTGAATATTGTGAAAAA

AACTGAGGTGCAGACAGGCGGCTTTAGCAAGGAATCCATCCTGCCCAAGAGGAACAGCGACAAGCTGATCGCCCGGA

AGAAGGACTGGGACCCTAAGAAGTATGGAGGCTTCGACAGCCCCACCGTAGCCTACAGCGTGCTGGTGGTCGCGAAG

GTAGAGAAGGGGAAGAGCAAGAAACTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTCGGCATAACCATCATGGAGAGGTCCAGCTT

TGAGAAGAACCCCATTGACTTTTTGGAAGCCAAGGGCTACAAAGAGGTCAAAAAGGACCTGATCATCAAACTCCCCA

AGTACTCCCTGTTTGAATTGGAGAACGGCAGAAAGAGGATGCTGGCGAGCGCTGGGGAACTGCAAAAGGGCAACGAA
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CTGGCGCTGCCCAGCAAGTACGTGAATTTTCTGTACCTGGCGTCCCACTACGAAAAGCTGAAAGGCAGCCCCGAGGA

CAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGCAGCACAAGCATTACCTGGACGAGATAATCGAGCAAATCAGCGAGTTCA

GCAAGAGGGTGATTCTGGCCGACGCGAACCTGGATAAGGTCCTCAGCGCCTACAACAAGCACCGAGACAAACCCATC

AGGGAGCAGGCCGAGAATATCATACACCTGTTCACCCTGACAAATCTGGGCGCACCTGCGGCATTCAAATACTTCGA

TACCACCATCGACAGGAAAAGGTACACTAGCACTAAGGAGGTGCTGGATGCCACCTTGATCCACCAGTCCATTACCG

GCCTGTATGAGACCAGGATCGACCTGAGCCAGCTTGGAGGCGACTCTAGGGCGGACCCAAAAAAGAAAAGGAAGGTG

GAATTCCACCACACTGGACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGA

[0074] SEQ  ID  NO.3

[0075] R691A突变SpyCas9DNA序列，密码子优化用于在E.coli中表达。

[0076]
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[0077]

[0078] SEQ  ID  NO.4

[0079] R691A突变SpyCas9  DNA序列，密码子优化用于在智人中表达。
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[0080]

[0081]

[0082] SEQ  ID  NO.5

[0083] WT  SpyCas9  AA序列。

[0084] MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTAR
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RRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDST

DKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLE

NLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAI

LLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIK

PILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVT

EGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLD

NEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKS

DGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIE

MARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVD

HIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGF

IKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVV

GTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETG

EIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVA

KVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGN

ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKP

IREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD

[0085] SEQ  ID  NO.6

[0086] WT  SpyCas9AA序列，具有添加的NLS结构域和HIS-标签纯化结构域。

[0087] MGSSAPKKKRKVGIHGVPAAMDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIG

ALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEV

AYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINA

SGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLA

QIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKN

GYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLK

DNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKH

SLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFN

ASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRK

LINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVK

VVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNG

RDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRK

FDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFY

KVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEI

TLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWD

PKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLF

ELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVI

LADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYET

RIDLSQLGGDAAPKKKRKVDPKKKRKVAAALEHHHHHH

[0088] SEQ  ID  NO.7
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[0089] R691A突变SpyCas9  AA序列。

[0090]

[0091] SEQ  ID  NO.8

[0092] R691A突变SpyCas9  AA序列，具有添加的NLS结构域和HIS-标签纯化结构域。

[0093]

[0094]

[0095] SEQ  ID  NO.9

[0096] R494C突变SpyCas9  AA序列。
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[0097]

[0098] SEQ  ID  NO.10

[0099] R494A突变SpyCas9  AA序列。

[0100]

[0101] SEQ  ID  NO.11

[0102] N522K突变SpyCas9  AA序列。
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[0103]

[0104] SEQ  ID  NO.12

[0105] N522A突变SpyCas9  AA序列。

[0106]

[0107] SEQ  ID  NO.13

[0108] N588D突变SpyCas9  AA序列。

[0109]
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[0110]

[0111] SEQ  ID  NO.14

[0112] N588A突变SpyCas9  AA序列。

[0113]

[0114] SEQ  ID  NO.15

[0115] N612A突变SpyCas9  AA序列。

[0116]

[0117] SEQ  ID  NO.16

[0118] T657A突变SpyCas9  AA序列。

[0119]
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[0120]

[0121] SEQ  ID  NO.17

[0122] S663A突变SpyCas9  AA序列。

[0123]

[0124] SEQ  ID  NO.18

[0125] N692D突变SpyCas9  AA序列。

[0126]

[0127] SEQ  ID  NO.19

[0128] N692A突变SpyCas9  AA序列。

说　明　书 24/60 页

29

CN 110462034 A

29



[0129]

[0130] SEQ  ID  NO.20

[0131] S730G突变SpyCas9  AA序列。

[0132]

[0133] SEQ  ID  NO.21

[0134] S730A突变SpyCas9  AA序列。

[0135]

[0136]
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[0137] SEQ  ID  NO.22

[0138] T740A突变SpyCas9  AA序列。

[0139]

[0140] SEQ  ID  NO.23

[0141] R765G突变SpyCas9  AA序列。

[0142]

[0143] SEQ  ID  NO.24

[0144] R765A突变SpyCas9  AA序列。

[0145]
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[0146]

[0147] SEQ  ID  NO.25

[0148] T770K突变SpyCas9  AA序列。

[0149]

[0150] SEQ  ID  NO.26

[0151] T770A突变SpyCas9  AA序列。

[0152]

[0153] SEQ  ID  NO.27

[0154] N776A突变SpyCas9  AA序列。
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[0155]

[0156]

[0157] SEQ  ID  NO.28

[0158] R778A突变SpyCas9  AA序列。

[0159]

[0160] SEQ  ID  NO.29

[0161] R783A突变SpyCas9  AA序列。
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[0162]

[0163] SEQ  ID  NO.30

[0164] S793A突变SpyCas9  AA序列。

[0165]

[0166] SEQ  ID  NO.31

[0167] N803D突变SpyCas9  AA序列。
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[0168]

[0169] SEQ  ID  NO.32

[0170] N803A突变SpyCas9  AA序列。

[0171]

[0172]

[0173] SEQ  ID  NO.33

[0174] S845A突变SpyCas9  AA序列。

说　明　书 30/60 页

35

CN 110462034 A

35



[0175]

[0176] SEQ  ID  NO.34

[0177] N854K突变SpyCas9  AA序列。

[0178]

[0179] SEQ  ID  NO.35

[0180] N854A突变SpyCas9  AA序列。

[0181]
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[0182]

[0183] SEQ  ID  NO.36

[0184] S872A突变SpyCas9  AA序列。

[0185]

[0186] SEQ  ID  NO.37

[0187] R925C突变SpyCas9  AA序列。

[0188]
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[0189] SEQ  ID  NO.38

[0190] R925A突变SpyCas9  AA序列。

[0191]

[0192] SEQ  ID  NO.39

[0193] R691A/N692A突变SpyCas9  AA序列。

[0194]

[0195] SEQ  ID  NO.40

[0196] R691A/R494C突变SpyCas9  AA序列。

[0197]

说　明　书 33/60 页

38

CN 110462034 A

38



[0198]

[0199] SEQ  ID  NO.41

[0200] N692A/R494C突变SpyCas9  AA序列。

[0201]

[0202] SEQ  ID  NO.42

[0203] R691A/N522K突变SpyCas9  AA序列。

[0204]

[0205] SEQ  ID  NO.43

[0206] N692A/N522K突变SpyCas9  AA序列。
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[0207]

[0208]

[0209] SEQ  ID  NO.44

[0210] R691A/N588D突变SpyCas9  AA序列。

[0211]

[0212] SEQ  ID  NO.45

[0213] N692A/N588D突变SpyCas9  AA序列。
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[0214]

[0215] SEQ  ID  NO.46

[0216] R691A/N612A突变SpyCas9  AA序列。

[0217]

[0218] SEQ  ID  NO.47

[0219] N692A/N612A突变SpyCas9  AA序列。
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[0220]

[0221] SEQ  ID  NO.48

[0222] R691A/S663A突变SpyCas9  AA序列。

[0223]

[0224]

[0225] SEQ  ID  NO.49

[0226] N692A/S663A突变SpyCas9  AA序列。
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[0227]

[0228] SEQ  ID  NO.50

[0229] R691A/S730G突变SpyCas9  AA序列。

[0230]

[0231] SEQ  ID  NO.51

[0232] N692A/S730G突变SpyCas9  AA序列。

[0233]
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[0234]

[0235] SEQ  ID  NO.52

[0236] R691A/T740A突变SpyCas9  AA序列。

[0237]

[0238] SEQ  ID  NO.53

[0239] N692A/T740A突变SpyCas9  AA序列。

[0240]

[0241] SEQ  ID  NO.54
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[0242] R691A/R765G突变SpyCas9  AA序列。

[0243]

[0244] SEQ  ID  NO.55

[0245] N692A/R765G突变SpyCas9  AA序列。

[0246]

[0247] SEQ  ID  NO.56

[0248] R691A/T770K突变SpyCas9  AA序列。

[0249]
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[0250]

[0251] SEQ  ID  NO.57

[0252] N962A/T770K突变SpyCas9  AA序列。

[0253]

[0254] SEQ  ID  NO.58

[0255] R691A/S793A突变SpyCas9  AA序列。

[0256]

[0257] SEQ  ID  NO.59

[0258] N692A/S793A突变SpyCas9  AA序列。

[0259]
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[0260]

[0261] SEQ  ID  NO.60

[0262] R691A/N803D突变SpyCas9  AA序列。

[0263]

[0264] SEQ  ID  NO.61

[0265] N692A/N803D突变SpyCas9  AA序列。

[0266]

说　明　书 42/60 页

47

CN 110462034 A

47



[0267] SEQ  ID  NO.62

[0268] R691A/S845A突变SpyCas9  AA序列。

[0269]

[0270] SEQ  ID  NO.63

[0271] N692A/S845A突变SpyCas9  AA序列。

[0272]

[0273] SEQ  ID  NO.64

[0274] R691A/N854K突变SpyCas9  AA序列。

[0275]
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[0276]

[0277] SEQ  ID  NO.65

[0278] N692A/N854K突变SpyCas9  AA序列。

[0279]

[0280] SEQ  ID  NO.66

[0281] R691A/S872A突变SpyCas9  AA序列。

[0282]

[0283] SEQ  ID  NO.67

[0284] N692A/S872A突变SpyCas9  AA序列。
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[0285]

[0286] SEQ  ID  NO.68

[0287] R691A/N692A/T740A突变SpyCas9  AA序列。

[0288]

[0289] SEQ  ID  NO.69

[0290] R691A/N692A/S845A突变SpyCas9  AA序列。

[0291]
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[0292]

[0293] SEQ  ID  NO.70

[0294] R691A/N692A/S872A突变SpyCas9  AA序列。

[0295]

[0296] SEQ  ID  NO.71

[0297] R691S突变SpyCas9  AA序列。

[0298]

[0299] SEQ  ID  NO.72

[0300] R691N突变SpyCas9  AA序列。

[0301]
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[0302]

[0303] SEQ  ID  NO.73

[0304] R691D突变SpyCas9  AA序列。

[0305]

[0306] SEQ  ID  NO.74

[0307] R691C突变SpyCas9  AA序列。

[0308]

[0309]
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[0310] SEQ  ID  NO.75

[0311] R691Q突变SpyCas9  AA序列。

[0312]

[0313] SEQ  ID  NO.76

[0314] R691E突变SpyCas9  AA序列。

[0315]

[0316] SEQ  ID  NO.77

[0317] R691G突变SpyCas9  AA序列。

[0318]
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[0319]

[0320] SEQ  ID  NO.78

[0321] R691H突变SpyCas9  AA序列。

[0322]

[0323] SEQ  ID  NO.79

[0324] R691I突变SpyCas9  AA序列。

[0325]

[0326] SEQ  ID  NO.80

[0327] R691L突变SpyCas9  AA序列。
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[0328]

[0329] SEQ  ID  NO.81

[0330] R691K突变SpyCas9  AA序列。

[0331]

[0332] SEQ  ID  NO.82

[0333] R691M突变SpyCas9  AA序列。

[0334]
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[0335]

[0336] SEQ  ID  NO.83

[0337] R691F突变SpyCas9  AA序列。

[0338]

[0339] SEQ  ID  NO.84

[0340] R691P突变SpyCas9  AA序列。

[0341]

[0342] SEQ  ID  NO.85

[0343] R691T突变SpyCas9  AA序列。
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[0344]

[0345] SEQ  ID  NO.86

[0346] R691W突变SpyCas9  AA序列。

[0347]

[0348] SEQ  ID  NO.87

[0349] R691Y突变SpyCas9  AA序列。

[0350]

[0351]
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[0352] SEQ  ID  NO.88

[0353] R691V突变SpyCas9  AA序列。

[0354]

[0355] 实施例2

[0356] 富集具有减少的脱靶切割，同时维持高中靶活性的突变Cas9肽的细菌遗传筛选。

[0357] 以下实施例详述了在大肠杆菌中进行的遗传筛选，以鉴定感兴趣的候选Cas9突变

体酶，用于随后从～250,000个突变体克隆的文库中进行更详细的表征。

[0358] 现有技术中揭示的具有减少的脱靶效应的Cas9突变体均通过基于先前公开的

Cas9、Cas9-gRNA和Cas9-gRNA-DNA复合物的晶体和共晶体结构，紧邻Cas9核酸结合口袋进

行带电氨基酸的丙氨酸置换，而使用合理的设计方法开发。这将可用于突变的序列空间限

制为数量非常有限的氨基酸残基。本发明而是使用由Cas9表达盒的低保真PCR产生的大量

随机突变体的无偏筛选，其极大地扩展了对有用突变进行质询的潜在序列空间，鉴定了新

的有用的Cas9突变体。

[0359] 在本发明中，我们使用细菌筛选方法，选择Cas9中促进中靶切割但避免脱靶切割

的任何氨基酸置换。筛选方法改编自先前针对其他应用进行的筛选，参见Chen和Zhao

(Nucleic  Acids  Research，33(18)pe154  2005)和Kleinstiver等(Nature，523  p.481-

485，2015)。本筛选是基于大肠杆菌细胞与两种质粒的共转化：i)编码与CRISPR/Cas9中靶

切割位点(VEGFA3，HEKSite4或EMX1，SEQ  ID  No:133，135，137)连接的阿拉伯糖诱导的细胞

增殖毒素的毒素质粒，其中中靶切割消除毒素产生(即，如果不切割中靶位点，细胞将死

亡)，和ii)含有随机诱变的(～每千碱基6个突变)cas9序列，对每个中靶位点特异的单一指

导RNA(sgRNA)，以及针对每个指导RNA的已知脱靶切割位点的氯霉素抗性质粒(SEQ  ID  No:

134，136，138)(与氯霉素表达连接，使得如果暴露于选择性标记物氯霉素，如果发生切割，

则不表达抗性基因，细胞将死亡)。筛选的设计使得能够连续使用与合适的脱靶位点(氯霉

素)成对的不同的中靶位点(毒素)，使得可以重复进行筛选，以确保不仅仅基于针对单个

gRNA靶位点的性能选择分离物。

[0360] 筛选方法如下：在不存在阿拉伯糖的情况下，用含有VEGFA3靶位点的毒素质粒转

化大肠杆菌K12菌株MG1655，其中不产生毒素并允许细胞存活。然后用氯霉素Cas9-sgRNA-

脱靶质粒转化具有稳定复制的毒素质粒的细胞，在37摄氏度下非选择性生长1小时以恢复，
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然后将转化物涂布在含有氯霉素和阿拉伯糖两者的选择性培养基上。生长的细菌是i)用

Cas9-sgRNA-脱靶质粒成功转化，ii)表达足够的Cas9和VEGFA3sgRNA以切割毒素中靶质粒，

和iii)避免切割足够的氯霉素Cas9-sgRNA-脱靶质粒以允许足够的氯霉素抗性以在选择下

存活的那些。产生了允许在所有3种测试指导(VEGFA3，HEKSite4和EMX1)下存活的候选突变

的池。在该池中，在整个筛选过程中多次分离的突变(总共94个克隆)推进到在哺乳动物细

胞中进一步分析。该筛选方法的示意图如图1所示。

[0361] 实施例3

[0362] 新型Cas9突变体的质粒递送减少了脱靶基因，同时维持了中靶活性。

[0363] 以下实施例证实了本发明通过质粒递送Cas9核酸酶来减少脱靶基因编辑活性的

能力。在初级筛选中鉴定的单点突变(实施例2)用作起点，通过定点诱变从中产生选择的双

突变体或三突变体变体。在质粒表达的环境中，其中Cas9酶过表达，具有多个突变组合的克

隆可以显示脱靶编辑活性的改善的减少，对中靶编辑活性影响有限。

[0364] 该 S.p.Cas9表达质粒(WT)用定点诱变改变，并通过DNA测序证实具有指示

的突变。CRISPR/Cas9实验使用与突变体不同WT和突变体 Cas9表达质粒同时共转染

的2部分 crRNA和tracrRNA系统进行。通过加热至95℃5分钟，然后缓慢冷却至25

℃，靶向EMX1和HEKSite4基因座(表1，SEQ  ID  NO:113和114)中含有NGG  PAM的序列的Alt-

RTM  crRNA与 tracrRNA以1:1的摩尔比双链化(3μM)。反向转染以一式三份用0.5μl 

Transit-X2(Mirus  Bio  LLC)，30nM  EMX1或HEKSite4 gRNA复合物，和0.1μg

Cas9质粒(WT或包含所指示的突变体)进行。根据制造商的说明书，使转染脂质复

合物在室温下形成20分钟，并向每次转染中加入40,000个HEK293细胞。在37℃，5％CO2下孵

育48小时后，用0.1ml  PBS洗涤贴壁细胞，并用0.05ml  QuickExtractTM  DNA提取溶液裂解。

将细胞裂解物在65℃温育15分钟，然后在98℃热灭活3分钟。然后将粗制DNA样品用0.1ml 

ddH2O稀释3倍并用作PCR模板。PCR引物和预期的T7核酸内切酶1(T7E1)消化模式示于表1中

(SEQ  ID  No:121-128)。PCR用于使用KAPA高保真DNA聚合酶和以下循环参数扩增EMX1或

HEKSite4基因座的≤1kb的片段：955:00，(980:20，640:15，720:30)重复29次，722:00。使用以下循

环参数形成异源双链体：9510:00在1分钟内冷却到85，851:00在1分钟内冷却至75，751:00在1分

钟内冷却至65，651:00在1分钟内冷却至55，551:00在1分钟内冷却至45，451:00在1分钟内冷却

至35，351:00在1分钟内冷却至25，251:00。陈述为XY的前述数字提到X为华氏度的恒定温度，Y

为时间段(分钟表示为“n:00”或秒钟表示为“0:nn”(n是整数))。异源双链体通过在37℃下

加入2U  T7核酸内切酶I(New  England  Biolabs)1小时而切割，切割产物通过毛细管电泳

(Fragment  Analyzer,Advanced  Analytical)进行分析。T7E1错配切割测定用于评估该实

施例和后续实施例中的DNA编辑效率。已经描述了完整的方案(参见：Jacobi等，Methods，

121-122，第16-28页，2017)。

[0365] 这些结果显示在指定的Cas9氨基酸位置处的点突变(SEQ  ID  No:9，11，13，15，16，

17，18，20，22，23，25，27，28，29，30，31，33，34，36，37和71)减少靶向EMX1(图2)或HEKSite4

基因座(图3)的crRNA的脱靶基因编辑活性。从我们的筛选中分离出的许多点突变导致丙氨

酸以外的氨基酸置换。对于那些来自初始筛选的非丙氨酸置换的突变体，我们进行了定点
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突变，并将这些突变改为在这些位置的丙氨酸置换，并将它们与WT  Cas9和原始氨基酸置换

进行比较(新的丙氨酸突变体包括SEQID号：7，10，12，14，19，21，24，26，32，35和38)。我们观

察到从初级筛选中分离的原始突变体与新丙氨酸突变体之间的相似表型(图4和5)。在某些

情况下，丙氨酸置换导致更高的中靶编辑活性和更低的脱靶编辑活性。通常，丙氨酸突变体

的表现与分离的原始突变体一样好或更好，因此仅使用丙氨酸置换测试前移突变组合。位

置R691和N692的突变显示EMX1和HEKSite4crRNA的脱靶基因编辑活性的最大减少。R691处

的突变显示WT  Cas9水平的中靶编辑活性，而N692处的突变显示两种crRNA的中靶编辑活性

略微减少。出于这个原因，我们选择基于R691A或N692A突变作为起点制备双突变体和三突

变体组合。我们还制作并测试了R691A/N692A双突变体。新的双突变Cas9序列包括SEQ  ID 

No:39-70。这些突变的所有组合具有加合效果，因为未检测到可检测的脱靶编辑活性(图

6)。两种已发表的现有技术高保真Cas9蛋白，eSpCas9(1 .1)(K848A，K1003A和R1060A)

(Slaymaker等，Science，351p.84-88，2016)和SpCas9-HF1(N497A，R661A，Q695A，和Q926A)

(Kleinstiver等，Nature  p.490-495，2016)，当通过质粒递送时也具有不可检测的脱靶编

辑活性，但相对于野生型蛋白具有减少的中靶编辑活性。与现有技术的这些突变体相比，当

作为质粒递送时，本发明的突变体具有优异的总体编辑活性谱。表1中提供了实施例中使用

的所有CRISPR  gRNA的靶特异性原型间隔子结构域的序列。这些RNA序列代表随靶位点改变

的gRNA的可变结构域。在实践中，原型间隔子结构域与另外的通用RNA序列邻接以组成完整

的功能性Cas9crRNA或sgRNA(参见：Jinek等，Science，2012 .337(6096)：第816-21页和

Jacobi等，Methods，2017.121-122，p.16-28)。在实施例中研究的DNA中靶和脱靶结构域和

dsDNA  GUIDE-Seq标签的序列示于表2中。

[0366] 表1.crRNA原型间隔子结构域和PCR引物的序列
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[0367]
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[0368]

[0369] a，g，c，u＝RNA

[0370] A，G，C，T＝DNA

[0371] 表2.中靶和脱靶DNA位点和GUIDE-seq标签的序列

[0372]
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[0373]

[0374] A，G，C，T＝DNA

[0375] “*”＝硫代磷酸酯核苷酸间键

[0376] P＝磷酸盐

[0377] 通过脱靶DNA序列中的错配的下划线突出显示脱靶位点和中靶位点之间不同的碱

基。

[0378] Guide-seq标签是dsDNA，序列以双链体格式对齐显示。

[0379] 实施例4

[0380] 新型Cas9突变体的RNP递送减少了脱靶编辑活性，同时维持了中靶编辑活性。

[0381] 以下实施例证实，当Cas9-gRNA复合物作为RNP复合物递送到哺乳动物细胞中时，

本发明的Cas9突变体减少脱靶基因编辑活性和维持中靶编辑活性的能力。

[0382] 将本发明中描述的Cas9氨基酸突变转移到Cas9蛋白表达/纯化质粒的环境中，该

质粒允许在大肠杆菌中表达重组蛋白，并且所得蛋白含有促进哺乳动物细胞中核递送的

NLS结构域以及简化纯化的HIS-标签(参见WT  Cas9DNA序列SEQ  ID  No:1和R691A突变体SEQ 

ID  No:3)。具有结构域添加的氨基酸序列显示为示例性模型(WT  SEQ  ID  No:6，R691A突变

体SEQ  ID  No:8)。用固定化金属亲和力和肝素色谱法纯化野生型和突变型Cas9蛋白。还使

用该方法纯化了已发表的高保真Cas9蛋白eSpCas9(1.1)和SpCas9-HF1。通过首先在25℃下

在Opti-MEM中5分钟，形成具有纯化Cas9蛋白和2部分 RNA(crRNA:tracrRNA复合物)

的1μM  RNP复合物，进行CRISPR/Cas9实验。 crRNA靶向HPRT基因(SEQ  ID  No:89-

100)和CTLA4基因(SEQ  ID  No:101-112)，并通过使用1.2μl  RNAiMAX反向转染预形成的RNP

复合物，递送到HEK293细胞(40,000细胞/孔)中。实验以生物学一式三份进行，并且在37℃、

5％CO2下温育48小时后裂解细胞。如实施例3中基于质粒的实验所述进行DNA提取，PCR扩增

和T7E1消化。PCR扩增引物列于表1中(SEQ  ID  No:117-122)。

[0383] 图7显示了使用RNP方法在哺乳动物细胞中在人HPRT基因中的12个位点处的基因

组编辑效率，图8显示了在人CTLA4基因中的12个位点，比较了WT，突变体R691A，eSpCas9

(1.1)和Cas9-HF1蛋白。本发明的R691A  Cas9突变体在95％的测试位点显示与野生型Cas9

相当的中靶编辑活性，而SpCas9-HF1和eSpCas9(1.1)分别在仅29％和57％的位点显示有用

的功能。

[0384] 使用相同的系统研究3个不同基因(EMX1SEQ  ID  No:113，HEKSite4SEQ  ID  No:114

和VEGFA3SEQ  ID  No:116)中的crRNA位点的先前鉴定的位点处的脱靶编辑活性。图9中显示

了中靶位点与脱靶位点对齐(SEQ  ID  Nos:121-126，129和130)。在所有3个位点观察到WT 

Cas9酶的显著的脱靶编辑活性，然而使用该测定，3种突变Cas9酶均未显示可检测的脱靶活

性。然而，本发明的新R691A突变体在这3个位点显示相同的中靶活性，而现有技术突变体

eSpCas9(1.1)和Cas9-HF1仅在EMX1位点显示完全活性，并且在HEKSite4和VEGF3A基因座观

察到显著减少的活性。这证实了本发明的实用性：对于R691A  Cas9突变体，脱靶活性减少，
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而中靶活性维持高，并且提供了相对于现有技术的现存突变体的性能的显著改善。

[0385] 制备另外的Cas9突变体(包括单突变体，双突变体和三突变体)作为纯化的重组蛋

白，并如上所述在哺乳动物细胞中使用RNP递送研究位点HPRT-38509(SEQ  ID  No:92)处的

中靶活性(图10)和HEKSite4(SEQ  ID  No:114)处的中靶活性相对于脱靶活性。研究的Cas9

酶包括WT(SEQ  ID  No:5)和突变体(SEQ  ID  No:7，19，22，33，36，52，62，66，68，69和70)。

HPRT  38509是通常不显示高水平的编辑活性，并且对Cas9活性变化敏感的gRNA位点。

[0386] 图10显示当用RNP方法用于哺乳动物细胞时，所有测试的Cas9单突变体显示高水

平的中靶活性，而所有双突变体和三突变体显示活性显著丧失。注意，当从质粒模板过表达

时，这些相同的双突变体显示良好活性(图6)。

[0387] 这些突变体也作为RNP递送以测试脱靶活性和HEKSite4基因座。总体而言，N692A

突变体与R691A类似地表现，仅在中靶编辑活性方面适度减少(图10)，以及不可检测的脱靶

编辑活性(图11)。孤立的其他单突变体在该困难位点处显示优异的中靶编辑活性(图10)，

但脱靶编辑活性适度或没有减少(图11)。尽管使用质粒递送的含有R691A或N692A的突变的

多种组合显示优异的中靶编辑活性结合不可检测的脱靶编辑活性，但这些突变体在使用

RNP递送时显示减少的中靶编辑活性(图10和11)。由于R691A突变体在多个测试位点表现出

脱靶编辑活性减少与中靶编辑活性维持的最佳整体组合，因此对该位点进行了更深入的研

究。

[0388] 实施例5

[0389] 使用质粒和RNP递送方法测试位置R691处的另外的氨基酸突变。

[0390] 到目前为止，位点R691已被表征为WT和突变体R691A和R691S。本实施例展示了

Cas9中该位置的17种其他可能的氨基酸置换的活性。

[0391] 使用定点诱变将该位置处的17种新氨基酸置换引入哺乳动物Cas9表达质粒中，并

使用质粒递送(实施例3中所述的方法)测试HEK293细胞中的功能。使用crRNA  HPRT  38509

(SEQ  ID  No:92)研究中靶编辑活性，在该位点处的所有20种可能氨基酸(SEQ  ID  No:5，7和

71-88)的结果显示在图12中。突变体R691N，R691C，R691T，R691I，R691L和R691V显示减少的

中靶活性，而WT和在该位置使用14种其他氨基酸的突变体都显示高活性。

[0392] 在crRNA  HEKSite4(SEQ  ID  No:114)研究这组20个Cas9变体的组合的中靶和脱靶

活性，其是WT  Cas9的中靶和脱靶两者的高活性位点。图13证实WT  Cas9和突变体R691K和

R691P在该位点显示高的脱靶活性，而所有17种其他Cas9突变体显示显著减少的脱靶活性。

这证实位点R691是进行突变以改善Cas9功能的理想位点，并且在此背景下多种不同的氨基

酸置换表现良好。

[0393] 将这些突变体的最佳表现，R691D，R691G，R691H，R691Y和R691W，制备为重组蛋白，

并使用RNP递送与WT  Cas9和突变体R691A比较测试中靶和脱靶编辑活性(方法如实施例4所

述)。如图14和15所示，所有这些突变体在crRNA位点HPRT  38509(SEQ  ID  No:92)，HPRT 

38087(SEQ  ID  No:94)，EMX1(SEQ  ID  No:113)和HEKSite4(SEQ  ID  No:114)显示非常相似

的中靶编辑活性水平。所有突变体还显示位点EMX1和HEKSite4的脱靶活性显著减少(图

15)，但是对于R691G，R691H和R691Y突变体，观察到低但可检测的脱靶编辑活性。当考虑质

粒和RNP递送方法两者时，R691A，R691D，和R691W突变体提供了中靶编辑活性与脱靶编辑活

性减少的最佳组合。
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[0394] 使用名为Guide-Seq的已发表的无偏基因组宽下一代测序(NGS)测定法(Tsai等，

Nature  Biotechnology，33p.187-197，2015)测试R691A突变体的全局脱靶效应，所述测定

法是在上述实施例中研究的EMX1，HEKSite4和VEGF3A  crRNA的验证的脱靶位点的来源。使

用WT  Cas9或R691A突变Cas9与RNP递送，使用crRNA指导EMX1(SEQ  ID  No:113)，VEGFA3(SEQ 

ID  No:116)和AR(SEQ  ID  No:115)，如所推荐的进行Guide-Seq方案。如前所述(Tsai等，

Nature  Biotechnology  33：187-197，2015)进行NGS文库构建和数据处理，结果(图16)证实

R691A突变体显著减少全局脱靶编辑活性，同时与WT  Cas9核酸酶相比维持中靶编辑活性。

[0395] 本文引用的所有参考文献，包括出版物、专利申请和专利均通过引用并入本文，其

程度如同每个参考文献被单独且具体地指出通过引用并入并且在本文中完整地阐述。

[0396] 在描述本发明的上下文中(特别是在以下权利要求的上下文中)术语“一个/种(a/

an)”和“该/所述(the)”以及类似的指示物的使用应被解释为涵盖单数和复数，除非本文另

有说明或与上下文明显矛盾。除非另有说明，否则术语“包含”，“具有”，“包括”和“含有”应

被解释为开放式术语(即，意味着“包括但不限于”)。除非本文另有说明，否则本文中对数值

范围的描述仅旨在用作单独提及落入该范围内的每个单独值的简写方法，并且每个单独值

并入本说明书中，如同其在本文中单独引用一样。除非本文另有说明或上下文明显矛盾，否

则本文所述的所有方法均可以任何合适的顺序进行。除非另外声明，否则本文提供的任何

和所有实例或示例性语言(例如，“如”)的使用仅旨在更好地说明本发明，并且不对本发明

的范围构成限制。说明书中的任何语言都不应被解释为表明任何未要求保护的要素对于本

发明的实践是必要的。

[0397] 本文描述了本发明的优选实施方式，包括发明人已知的实施本发明的最佳方式。

在阅读前面的描述后，那些优选实施方式的变化对于本领域普通技术人员来说可以变得显

而易见。发明人预期熟练的技术人员适当地采用这样的变化，并且发明人意图本发明以不

同于本文具体描述的方式实施。因此，本发明包括适用法律所允许的所附权利要求中记载

的主题内容的所有修改和等同方式。此外，除非本文另有说明或上下文明显矛盾，否则本发

明涵盖上述要素以所有可能变化方式的任何组合。
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