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(57)【要約】
本明細書中開示される実施形態は、ＲＮＡ標的指向性エ
フェクターを利用して、堅固なＣＲＩＳＰＲに基づく核
酸増幅の方法及びシステムを提供する。本明細書中開示
される実施形態は、二本鎖核酸標的及び一本鎖核酸標的
の両方を増幅することができる。さらに、本明細書中開
示される実施形態は、様々な検出プラットフォーム、例
えば、ＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫなどと組み合わ
せて、アトモル感度での検出及び診断を達成することが
できる。そのような実施形態は、例えば、ウイルス検出
、細菌株分類、高感度遺伝子型解析、及び疾患関連無細
胞ＤＮＡの検出をはじめとする、ヒトの健康に関する複
数の場面で有用である。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出する方法であって、以下：
ａ．前記標的二本鎖核酸を含む試料を、増幅反応混合物と混合すること、前記増幅反応混
合物は、以下：
　ｉ．増幅ＣＲＩＳＰＲ系、前記増幅ＣＲＩＳＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合
体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を含み、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は
、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を第一標的核酸位置
に誘導する第一ガイド分子とを含み、前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃａ
ｓ系ニッカーゼと、前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を第二標的核酸位置に誘導する
第二ガイド分子とを含む；ならびに
　ｉｉ．ポリメラーゼ、を含む；
ｂ．前記標的核酸を増幅すること；
ｃ．前記反応混合物に、第一プライマー及び第二プライマーを含むプライマー対を加える
こと、前記第一プライマーは、第一位置と相補的な部分を含み、前記第二プライマーは、
第二位置と相補的な部分及び前記第二ガイド分子の結合部分を含む部分を含み；ならびに
ｄ．等温条件下で延長及びニッキングを繰り返すことにより、さらに、前記標的核酸を増
幅すること
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記第一ガイド分子は、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を前記標的核酸の第一鎖
に誘導し、及び前記第二ガイド分子は、前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を前記標的
核酸の第二鎖に誘導する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第一標的核酸位置及び前記第二標的核酸位置は、前記標的核酸の第一鎖にあり、そ
れにより、前記第一標的核酸位置と前記第二標的核酸位置の間にある前記標的核酸の前記
第一鎖の配列を含むｓｓＤＮＡを生成する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体及び前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を用い
て前記標的核酸の前記第一鎖及び前記第二鎖をニッキングし、ならびに前記ポリメラーゼ
を用いて前記ニッキングされた鎖を置換及び延長し、それにより第一及び第二ニッキング
部位間の標的核酸配列を含む二重鎖を生成させることにより前記標的核酸を増幅すること
を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｃａｓ９ニッカーゼ、Ｃｐｆ１ニッカーゼ、及びＣ２ｃ１
ニッカーゼからなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＨＮＨドメインに変異を有するＣａｓ９ニッカーゼタンパ
ク質である、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＳｐＣａｓ９のＮ８６３ＡまたはＳａＣａｓ９のＮ５８０
Ａに相当する変異を有するＣａｓ９ニッカーゼタンパク質である、請求項２に記載の方法
。
【請求項８】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ、Ｓｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐ
ｈｉｌｕｓ、Ｓ．　ｍｕｔａｎｓ、Ｓ．　ａｇａｌａｃｔｉａｅ、Ｓ．　ｅｑｕｉｓｉｍ
ｉｌｉｓ、Ｓ．　ｓａｎｇｕｉｎｉｓ、Ｓ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｃ．　ｊｅｊｕｎｉ
、Ｃ．　ｃｏｌｉ；Ｎ．　ｓａｌｓｕｇｉｎｉｓ、Ｎ．　ｔｅｒｇａｒｃｕｓ；Ｓ．　ａ
ｕｒｉｃｕｌａｒｉｓ、Ｓ．　ｃａｒｎｏｓｕｓ；Ｎ．　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ、Ｎ
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．　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ；Ｌ．　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ、Ｌ．　ｉｖａｎｏｖ
ｉｉ；Ｃ．　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ、Ｃ．　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ．　ｔｅｔａｎｉ、Ｃ
．　ｓｏｒｄｅｌｌｉｉ、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ　１、Ｐｒｅ
ｖｏｔｅｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＭＣ２０１７
　１、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕｓ、Ｐｅｒｅｇｒｉｎ
ｉｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＡ２＿３３＿１０、Ｐａｒｃｕｂａｃｔｅｒ
ｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＣ２＿４４＿１７、Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ種ＳＣＡＤＣ、Ａｃ
ｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＭＡ２
０２０、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａｓｍａ　ｔｅｒｍｉｔｕｍ、Ｅｕ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉ　２３７
、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＮＤ２０
０６、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ　３、Ｐｒｅｖｏｔｅ
ｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａｃａｃａｅからなる群
より選択される細菌種に由来するＣａｓ９タンパク質である、請求項３または４に記載の
方法。
【請求項９】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｎｕｃドメインに変異を有するＣｐｆ１ニッカーゼタンパ
ク質である、請求項２に記載の方法。
【請求項１０】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＡｓＣｐｆ１のＲ１２２６Ａに相当する変異を有するＣｐ
ｆ１ニッカーゼタンパク質である、請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ、Ｐｒｅ
ｖｏｔｅｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌、Ｂｕｔｙｒ
ｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕｓ、Ｐｅｒｅｇｒｉｎｉｂａｃｔｅｒｉ
ａ属菌、Ｐａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ属菌、Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ種、Ａｃｉｄａｍｉｎｏ
ｃｏｃｃｕｓ種、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔ
ｈａｎｏｐｌａｓｍａ　ｔｅｒｍｉｔｕｍ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、
Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｐｏｒ
ｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉ
ｅｎｓ及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａｃａｃａｅ、Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ
　ｄｅｘｔｒｉｎｏｓｏｌｖｅｎｓ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、Ｆｌａｖ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｒａｎｃｈｉｏｐｈｉｌｕｍ、Ｈｅｌｃｏｃｏｃｃｕｓ　ｋｕ
ｎｚｉｉ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ種、Ｍｉｃｒｏｇｅｎｏｍａｔｅｓ　（Ｒｏｉｚｍａ
ｎｂａｃｔｅｒｉａ）群菌、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　
ｂｒｅｖｉｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｃａｐｒａｅ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ　ｏｒ
ａｌ、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃａｎｓｕｌｃｉ、Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｓ　ｊｏ
ｎｅｓｉｉ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｂｒｙａｎｔｉｉ、Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏ種、
Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔ
ｈａｎｏｍｅｔｈｙｌｏｐｈｉｌｕｓ、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ種、Ｏｒｉｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ種、Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｒｕｍｉｎｉｓ、ならびにＰｒｏ
ｔｅｏｃａｔｅｌｌａ　ｓｐｈｅｎｉｓｃｉからなる群より選択される細菌種に由来する
Ｃｐｆ１タンパク質である、請求項６または７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｎｕｃドメインに変異を有するＣ２ｃ１ニッカーゼタンパ
ク質である、請求項２に記載の方法。
【請求項１３】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＡａｃＣ２ｃ１のＤ５７０Ａ、Ｅ８４８Ａ、またはＤ９７
７Ａに相当する変異を有するＣ２ｃ１ニッカーゼタンパク質である、請求項９に記載の方
法。
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【請求項１４】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒ
ｅｓｔｒｉｓ、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ、Ａｌｉｃ
ｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｈｉｓａｓｈｉｉ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｌｉｎｄｏｗｂａｃｔｅｒｉａ、Ｄｅｓｕｌ
ｆｏｖｉｂｒｉｏ　ｉｎｏｐｉｎａｔｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ　ｔｈｉｏ
ｄｉｓｍｕｔａｎｓ、Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ門菌ＲＩＦＯＸＹＡ１２、Ｏｍｎｉｔ
ｒｏｐｈｉｃａ　ＷＯＲ＿２細菌ＲＩＦＣＳＰＨＩＧＨＯ２、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科
菌ＴＡＶ５、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ綱菌ＳＴ－ＮＡＧＡＢ－Ｄ１、Ｐｌａｎｃｔｏ
ｍｙｃｅｔｅｓ門菌ＲＢＧ＿１３＿４６＿１０、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ門菌ＧＷＢ１
＿２７＿１３、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ科菌ＵＢＡ２４２９、Ｔｕｂｅ
ｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｉｄｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏａｍｙｌｏｖ
ｏｒａｎｓ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ種ＣＦ１１２、Ｂａｃｉｌｌｕｓ種ＮＳＰ２．
１、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ　ｂｕｔｙｒａｔｉｖｏｒａｎｓ、Ａｌｉｃｙ
ｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｒｂａｒｉｕｓ、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄ
ｉｉ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇｒｉ（例えば、ＢＡＢ－２５００）、及びＭｅ
ｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｏｄｕｌａｎｓからなる群より選択される細菌種に由
来するＣ２ｃ１タンパク質である、請求項９または１０に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第一Ｃａｓ系ニッカーゼと前記第二Ｃａｓ系ニッカーゼは、同一である、先行請求
項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記第一Ｃａｓ系ニッカーゼと前記第二Ｃａｓ系ニッカーゼは、異なっている、請求項
１から１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ポリメラーゼは、Ｂｓｔ　２．０　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　２．０　Ｗａｒ
ｍＳｔａｒｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　３．０　ＤＮＡポリメラーゼ、全長Ｂｓｔ
　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｕ　ＤＮＡ
ポリメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｇｓｔポ
リメラーゼ、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノー断片
、ＫｌｅｎＴａｑ、Ｐｏｌ　ＩＩＩ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ５　ＤＮＡポリメラーゼ、
Ｇｓｔポリメラーゼ、及びシーケナーゼＤＮＡポリメラーゼからなる群より選択される、
先行請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記標的核酸の増幅は、約５０℃～５９℃で行われる、先行請求項のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１９】
　前記標的核酸の増幅は、約６０℃～７２℃で行われる、請求項１から１４のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記標的核酸の増幅は、約３７℃でまたは約６５℃で行われる、請求項１から１４のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記標的核酸の増幅は、一定温度で行われる、請求項１から１４のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項２２】
　前記標的核酸配列は、長さが、約２０～３０、約３０～４０、約４０～５０、または約
５０～１００ヌクレオチドである、先行請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記標的核酸配列は、長さが、約１００～２００、約１００～５００、または約１００
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～１０００ヌクレオチドである、請求項１から１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記標的核酸配列は、長さが、約１０００～２０００、約２０００～３０００、約３０
００～４０００、または約４０００～５０００ヌクレオチドである、請求項１から１８の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記第一プライマーまたは前記第二プライマーは、ＲＮＡポリメラーゼプロモーターを
含む、先行請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
　さらに、前記増幅された核酸を、ゲル電気泳動、挿入色素検出、ＰＣＲ、リアルタイム
ＰＣＲ、蛍光、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）、質量分析、及びＣＲＩＳＰＲ－Ｓ
ＨＥＲＬＯＣＫからなる群より選択される方法により検出することを含む、先行請求項の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記増幅された核酸は、Ｃａｓ１３に基づくＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫ法により
検出される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　前記標的核酸は、アトモル感度で検出される、先行請求項のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項２９】
　前記標的核酸は、フェムトモル感度で検出される、請求項１から２４のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項３０】
　前記標的核酸は、ゲノムＤＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡ、ウイルスＤＮＡ、プラスミド
ＤＮＡ、及び合成二本鎖ＤＮＡからなる群より選択される、先行請求項のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項３１】
　前記試料は、生体試料または環境試料である、先行請求項のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項３２】
　生体試料は、血液、血漿、血清、尿、糞便、痰、粘液、リンパ液、滑液、胆汁、腹水、
胸水、漿液腫、唾液、脳脊髄液、眼房水もしくは硝子体液、または任意の体分泌、漏出液
、滲出液、または関節から得られる液体、あるいは皮膚または粘膜表面のスワブである、
請求項２８に記載の方法。
【請求項３３】
　前記試料は、ヒト患者から得られた血液、血漿、または血清である、請求項２９に記載
の方法。
【請求項３４】
　前記試料は、植物試料である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３５】
　前記試料は、未精製試料である、先行請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記試料は、精製試料である、請求項１から３１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３７】
　標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出する方法であって、以下：
（ａ）試料中の前記一本鎖核酸を標的二本鎖核酸に変換すること；及び
（ｂ）請求項１に記載の工程を行うこと、
を含む、前記方法。
【請求項３８】
　標的一本鎖核酸は、ＲＮＡ分子である、請求項３４に記載の方法。
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【請求項３９】
　ＲＮＡ分子は、逆転写及び増幅工程により、前記二本鎖核酸に変換される、請求項３５
に記載の方法。
【請求項４０】
　標的一本鎖核酸は、一本鎖ウイルスＤＮＡ、ウイルスＲＮＡ、メッセンジャーＲＮＡ、
リボソームＲＮＡ、転移ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、低分子干渉ＲＮＡ、核内低分子ＲＮＡ
、合成ＲＮＡ、及び合成一本鎖ＤＮＡからなる群より選択される、請求項３４に記載の方
法。
【請求項４１】
　試料中の標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出するためのシステムであって、以下：
ｅ）増幅ＣＲＩＳＰＲ系、前記増幅ＣＲＩＳＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体
及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を含み、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、
第一Ｃａｓ系ニッカーゼと、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第一鎖に
誘導する第一ガイド分子とを含み、及び前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃ
ａｓ系ニッカーゼと、前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を前記標的核酸の第二鎖に誘
導する第二ガイド分子とを含む；
ｆ）ポリメラーゼ；
ｇ）反応混合物に対する第一プライマー及び第二プライマーを含むプライマー対、前記第
一プライマーは、前記標的核酸の前記第一鎖と相補的な部分及び前記第一ガイド分子の結
合部位を含む部分を含み、及び前記第二プライマーは、前記標的核酸の前記第二鎖と相補
的な部分及び前記第二ガイド分子の結合部位を含む部分を含む；ならびに任意選択で
ｈ）前記標的核酸の増幅を検出する検出システム、
を含む、前記システム。
【請求項４２】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｃａｓ９ニッカーゼ、Ｃｐｆ１ニッカーゼ、及びＣ２ｃ１
ニッカーゼからなる群より選択される、請求項３８に記載のシステム。
【請求項４３】
　前記ポリメラーゼは、Ｂｓｔ　２．０　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　２．０　Ｗａｒ
ｍＳｔａｒｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　３．０　ＤＮＡポリメラーゼ、全長Ｂｓｔ
　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｕ　ＤＮＡ
ポリメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、及びシー
ケナーゼＤＮＡポリメラーゼからなる群より選択される、請求項３８または３９に記載の
システム。
【請求項４４】
　前記Ｃａｓ系ニッカーゼ及び前記ポリメラーゼは、同一温度で機能する、請求項３８か
ら４０のいずれか１項に記載のシステム。
【請求項４５】
　試料中の標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出するためのシステムであって、以下：
ａ）前記標的一本鎖核酸を二本鎖核酸に変換する試薬、
ｂ）請求項３８に記載の構成要素、
を含む、前記システム。
【請求項４６】
　試料中の標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出するためのキットであって、請求項３
８に記載の構成要素及び取扱説明書のセットを含む、前記キット。
【請求項４７】
　さらに、前記試料中の前記二本鎖核酸を精製する試薬を含む、請求項４３に記載のキッ
ト。
【請求項４８】
　試料中の標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出するためのキットであって、請求項４
３に記載の構成要素及び取扱説明書のセットを含む、前記キット。
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【請求項４９】
　さらに前記試料中の一本鎖核酸を精製する試薬を含む、請求項４に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１８年１１月１４日出願の米国仮出願第６２／７６７，０５９号及び２
０１８年６月２６日出願の米国仮出願第６２／６９０，２７８号の優先権を主張する。上
記特定される出願の全内容は、本明細書によりそのまま全体が本明細書中参照として援用
される。
　連邦政府による資金提供を受けた研究に関する記述
　本発明は、認可番号ＭＨ１００７０６、ＭＨ１１００４９、及びＨＬ１４１２０１の下
、国立衛生研究所により付与された政府支援を受けてなされた。政府は、本発明に一定の
権利を有する。
【０００２】
　技術分野
　本明細書中開示される発明の対象は、概して、ＣＲＩＳＰＲエフェクター系の使用と関
連した、核酸増幅の方法、システム、及び迅速な診断方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　核酸は、生体情報の普遍的符号である。携帯型プラットフォームで、高感度かつ単一塩
基特異性を持って核酸を迅速に検出できることは、多くの疾患の診断及びモニタリングに
変革をもたらし、価値ある疫学的情報を提供し、一般化可能な科学ツールとして役立つ可
能性がある。核酸検出の方法は数多く開発されてきたものの（Ｄｕ　ｅｔ　ａｌ．，　２
０１７；Ｇｒｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１４；Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１
４；Ｐａｒｄｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１４；Ｐａｒｄｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１
６；Ｕｒｄｅａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００６）、それらは、感度、特異性、簡潔さ、及び
速さの間で不可避のトレードオフを被っている。例えば、ｑＰＣＲアプローチは、高感度
であるものの、高価な上に複雑な装置に依存しており、そのため実験室での高度に訓練さ
れたオペレーターによる利用に限られている。核酸診断が様々な医療用途に適しているこ
とがますます明らかであることから、低費用で高特異性かつ高感度を提供する検出技術は
、臨床及び基礎研究の場の両方で非常に有用であると思われる。
【０００４】
　多くの核酸増幅アプローチは、様々な検出プラットフォームで利用可能である。その中
でも、等温核酸増幅法は、極端な温度循環及び複雑な設備を用いない増幅のために開発さ
れてきた。そのような方法として、核酸配列に基づく増幅法（ｎｕｃｌｅｉｃ－ａｃｉｄ
　ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ－ｂａｓｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ、ＮＡＳＢＡ）、リコ
ンビナーゼポリメラーゼ増幅法（ＲＰＡ）、ループ介在等温増幅法（ＬＡＭＰ）、鎖置換
増幅法（ＳＤＡ）、ヘリカーゼ依存増幅法（ＨＤＡ）、またはニック酵素増幅反応（ＮＥ
ＡＲ）が挙げられる。しかしながら、これらの等温増幅アプローチは、依然として、最初
の変性工程及び複数のプライマーセットを必要とする可能性がある。そのうえさらに、等
温核酸増幅を携帯型プラットフォームと組み合わせた新規アプローチ（Ｄｕ　ｅｔ　ａｌ
．，　２０１７；Ｐａｒｄｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１６）は、ポイントオブケア（Ｐ
ＯＣ）の場で高い検出感度を提供するものの、感度が低いために幾分用途が制限される。
【発明の概要】
【０００５】
　本開示は、概して、ニッカーゼに基づく核酸増幅及び検出の方法に関する。
【０００６】
　ある特定の例示の実施形態において、本発明は、標的二本鎖核酸を増幅及び／または検
出する方法を提供し、本方法は、以下を含む：（ａ）標的二本鎖核酸を含む試料を、増幅
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反応混合物と混合すること、増幅反応混合物は、以下：（ｉ）増幅ＣＲＩＳＰＲ系、増幅
ＣＲＩＳＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合
体を含み、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと、第一ＣＲＩ
ＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第一位置に誘導する第一ガイド分子とを含み、第二Ｃ
ＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃａｓ系ニッカーゼと、第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複
合体を標的核酸の第二位置に誘導する第二ガイド分子とを含み；ならびに（ｉｉ）ポリメ
ラーゼを含む；（ｂ）標的核酸を増幅すること；（ｃ）反応混合物に、第一プライマー及
び第二プライマーを含むプライマー対を加えること、第一プライマーは、標的核酸の第一
位置と相補的な部分及び第一ガイド分子の結合部位を含む部分を含み、第二プライマーは
、標的核酸の第二位置と相補的な部分及び第二ガイド分子の結合部位を含む部分を含む；
ならびに（ｄ）等温条件下で延長及びニッキングを繰り返すことにより、さらに標的核酸
を増幅すること。
【０００７】
　複数の実施形態において、第一位置及び第二位置は、標的核酸の同一鎖にある。他の実
施形態において、第一位置は、二本鎖標的核酸の第一鎖に、及び第二位置は第二鎖にある
。第一位置が標的核酸の第一鎖に、及び第二位置が第二鎖にある応用において、増幅は、
第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を用いて標的核酸
の第一鎖及び第二鎖をニッキングすること、及びニッキングされた鎖を、ポリメラーゼを
用いて置換及び延長することを含み、それにより、第一ニッキング部位と第二ニッキング
部位との間の標的核酸配列を有する二重鎖を生成させることができる。
【０００８】
　ある特定の実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｃａｓ９ニッカーゼ、Ｃｐｆ１
ニッカーゼ、及びＣ２ｃ１ニッカーゼからなる群より選択することができる。
【０００９】
　ある実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＨＮＨドメインに変異を有するＣａｓ
９ニッカーゼタンパク質である。別の実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＳｐＣ
ａｓ９のＮ８６３ＡまたはＳａＣａｓ９のＮ５８０Ａに相当する変異を有するＣａｓ９ニ
ッカーゼタンパク質である。Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙ
ｏｇｅｎｅｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ、Ｓ．　ｍｕｔａｎｓ、Ｓ．　ａｇａｌａｃｔｉａｅ、
Ｓ．　ｅｑｕｉｓｉｍｉｌｉｓ、Ｓ．　ｓａｎｇｕｉｎｉｓ、Ｓ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ
；Ｃ．　ｊｅｊｕｎｉ、Ｃ．　ｃｏｌｉ；Ｎ．　ｓａｌｓｕｇｉｎｉｓ、Ｎ．　ｔｅｒｇ
ａｒｃｕｓ；Ｓ．　ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｓ、Ｓ．　ｃａｒｎｏｓｕｓ；Ｎ．　ｍｅｎｉ
ｎｇｉｔｉｄｅｓ、Ｎ．　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ；Ｌ．　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ
、Ｌ．　ｉｖａｎｏｖｉｉ；Ｃ．　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ、Ｃ．　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ
．　ｔｅｔａｎｉ、Ｃ．　ｓｏｒｄｅｌｌｉｉ、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅ
ｎｓｉｓ　１、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅ
ａｅ科菌ＭＣ２０１７　１、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕ
ｓ、Ｐｅｒｅｇｒｉｎｉｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＡ２＿３３＿１０、Ｐ
ａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＣ２＿４４＿１７、Ｓｍｉｔｈｅｌｌ
ａ種ＳＣＡＤＣ、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒ
ａｃｅａｅ科菌ＭＡ２０２０、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａｓｍａ　ｔ
ｅｒｍｉｔｕｍ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏ
ｖｏｃｕｌｉ　２３７、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ
ｃｅａｅ科菌ＮＤ２００６、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ
　３、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａ
ｃａｃａｅからなる群より選択される細菌種に由来するＣａｓ９タンパク質であることが
可能である。
【００１０】
　ある実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｎｕｃドメインに変異を有するＣｐｆ
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１ニッカーゼタンパク質である。別の実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＡｓＣ
ｐｆ１のＲ１２２６Ａに相当する変異を有するＣｐｆ１ニッカーゼタンパク質である。Ｃ
ａｓ系ニッカーゼは、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ、Ｐｒｅｖｏｔｅ
ｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂ
ｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕｓ、Ｐｅｒｅｇｒｉｎｉｂａｃｔｅｒｉａ属菌、
Ｐａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ属菌、Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ種、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃ
ｕｓ種、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏ
ｐｌａｓｍａ　ｔｅｒｍｉｔｕｍ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、Ｍｏｒａ
ｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｐｏｒｐｈｙｒ
ｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ及
びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａｃａｃａｅ、Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ　ｄｅｘ
ｔｒｉｎｏｓｏｌｖｅｎｓ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、Ｆｌａｖｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ　ｂｒａｎｃｈｉｏｐｈｉｌｕｍ、Ｈｅｌｃｏｃｏｃｃｕｓ　ｋｕｎｚｉｉ
、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ種、Ｍｉｃｒｏｇｅｎｏｍａｔｅｓ　（Ｒｏｉｚｍａｎｂａｃ
ｔｅｒｉａ）群菌、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｂｒｅｖ
ｉｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｃａｐｒａｅ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ　ｏｒａｌ、Ｐ
ｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃａｎｓｕｌｃｉ、Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｓ　ｊｏｎｅｓｉ
ｉ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｂｒｙａｎｔｉｉ、Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏ種、Ｂｕｔｙ
ｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏ
ｍｅｔｈｙｌｏｐｈｉｌｕｓ、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ種、Ｏｒｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
種、Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｒｕｍｉｎｉｓ、ならびにＰｒｏｔｅｏｃ
ａｔｅｌｌａ　ｓｐｈｅｎｉｓｃｉからなる群より選択される細菌種に由来するＣｐｆ１
タンパク質であることが可能である。
【００１１】
　ある実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｎｕｃドメインに変異を有するＣ２ｃ
１ニッカーゼタンパク質である。別の実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ａａｃ
Ｃ２ｃ１のＤ５７０Ａ、Ｅ８４８Ａ、またはＤ９７７Ａに相当する変異を有するＣ２ｃ１
ニッカーゼタンパク質である。Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｎｔａ
ｍｉｎａｎｓ、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕ
ｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｉｓａｓｈｉｉ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｌｉｎｄｏｗｂａｃ
ｔｅｒｉａ、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ　ｉｎｏｐｉｎａｔｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａ
ｔｒｏｎｕｍ　ｔｈｉｏｄｉｓｍｕｔａｎｓ、Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ門菌ＲＩＦＯ
ＸＹＡ１２、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ　ＷＯＲ＿２細菌ＲＩＦＣＳＰＨＩＧＨＯ２、Ｏ
ｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科菌ＴＡＶ５、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ綱菌ＳＴ－ＮＡＧＡＢ
－Ｄ１、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門菌ＲＢＧ＿１３＿４６＿１０、Ｓｐｉｒｏｃｈ
ａｅｔｅｓ門菌ＧＷＢ１＿２７＿１３、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ科菌Ｕ
ＢＡ２４２９、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｉｄｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔ
ｈｅｒｍｏａｍｙｌｏｖｏｒａｎｓ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ種ＣＦ１１２、Ｂａｃ
ｉｌｌｕｓ種ＮＳＰ２．１、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ　ｂｕｔｙｒａｔｉｖ
ｏｒａｎｓ、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｒｂａｒｉｕｓ、Ｃｉｔｒｏｂａ
ｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇｒｉ（例えば、ＢＡＢ
－２５００）、及びＭｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｏｄｕｌａｎｓからなる群よ
り選択される細菌種に由来するＣ２ｃ１タンパク質であることが可能である。
【００１２】
　ある実施形態において、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと第二Ｃａｓ系ニッカーゼは、同一で
ある。別の実施形態において、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと第二Ｃａｓ系ニッカーゼは、異
なっている。
【００１３】
　ＤＮＡポリメラーゼは、５’→３’エキソヌクレアーゼ活性を欠いたポリメラーゼの群
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から選択される場合があり、これらのポリメラーゼは、さらに、任意選択で３’－５’エ
キソヌクレアーゼ活性を欠いている場合がある。適切なＤＮＡポリメラーゼの例として、
Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩのエキソヌクレアーゼ欠失クレノー断片（Ｎｅｗ　
Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，　Ｉｎｃ．（Ｂｅｖｅｒｌｙ、Ｍａｓｓ．））、エキ
ソヌクレアーゼ欠失Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ（シーケナーゼ；ＵＳＢ、（Ｃｌｅｖｅｌ
ａｎｄ、Ｏｈｉｏ））、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノー断片（Ｎｅｗ　
Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，　Ｉｎｃ．（Ｂｅｖｅｒｌｙ、Ｍａｓｓ．））、Ｂｓ
ｔ　ＤＮＡポリメラーゼの巨大断片（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，　Ｉｎ
ｃ．（Ｂｅｖｅｒｌｙ、Ｍａｓｓ．））、ＫｌｅｎＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（ＡＢ　
Ｐｅｐｔｉｄｅｓ、（ＳｔＬｏｕｉｓ、Ｍｏ．））、Ｔ５　ＤＮＡポリメラーゼ（米国特
許第５，７１６，８１９号）、及びＰｏｌ　ＩＩＩ　ＤＮＡポリメラーゼ（米国特許第６
，５５５，３４９号）が挙げられる。鎖置換活性を保持するＤＮＡポリメラーゼ、例えば
、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩのエキソヌクレアーゼ欠失クレノー断片、Ｂｓｔ
　ＤＮＡポリメラーゼ巨大断片、及びシーケナーゼは、ヘリカーゼ依存増幅に好適である
。Ｔ７ポリメラーゼは、誤り率が３．５×１０５という高度に忠実なポリメラーゼであり
、この誤り率はＴａｑポリメラーゼより著しく低い（Ｋｅｏｈａｖｏｎｇ　ａｎｄ　Ｔｈ
ｉｌｌｙ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８６，　９２５
３－９２５７（１９８９））。しかしながら、Ｔ７ポリメラーゼは、耐熱性がなく、した
がって、昇温サイクルを必要とする増幅システムで使用するのに最適なものではない。等
温で行うことが可能であるＨＤＡでは、Ｔ７シーケナーゼは、ＤＮＡの増幅に好適なポリ
メラーゼの１種である。
【００１４】
　特定の実施形態において、ポリメラーゼは、Ｂｓｔ　２．０　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂ
ｓｔ　２．０　ＷａｒｍＳｔａｒｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　３．０　ＤＮＡポリ
メラーゼ、全長Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨
大断片Ｂｓｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＤＮＡポ
リメラーゼ、及びシーケナーゼＤＮＡポリメラーゼからなる群より選択される場合がある
。
【００１５】
　ある特定の実施形態において、ポリメラーゼは、Ｂｓｔ　２．０　ＤＮＡポリメラーゼ
、Ｂｓｔ　２．０　ＷａｒｍＳｔａｒｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　３．０　ＤＮＡ
ポリメラーゼ、全長Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ
、巨大断片Ｂｓｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＤＮ
Ａポリメラーゼ、Ｇｓｔポリメラーゼ、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリ
メラーゼＩのクレノー断片、ＫｌｅｎＴａｑ、Ｐｏｌ　ＩＩＩ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ
５　ＤＮＡポリメラーゼ、及びシーケナーゼＤＮＡポリメラーゼからなる群より選択され
る。標的核酸の増幅は、約５０℃～５９℃、約６０℃～７２℃、または約３７℃で行うこ
とができる。ある特定の実施形態において、標的核酸の増幅は、一定温度で行われる。あ
る特定の実施形態において、標的核酸の増幅は、ある範囲内の温度で行われる。
【００１６】
　ある特定の実施形態において、標的核酸配列は、長さが、約２０～３０、約３０～４０
、約４０～５０、または約５０～１００ヌクレオチドであることが可能である。ある特定
の実施形態において、標的核酸配列は、長さが、約１００～２００、約１００～５００、
または約１００～１０００ヌクレオチドであることが可能である。他の実施形態において
、標的核酸配列は、長さが、約１０００～２０００、約２０００～３０００、約３０００
～４０００、または約４０００～５０００ヌクレオチドであることが可能である。
【００１７】
　さらなる実施形態において、第一プライマーまたは第二プライマーは、さらに、ＲＮＡ
ポリメラーゼプロモーターを含む。
【００１８】
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　ある特定の実施形態において、本方法は、さらに、増幅された核酸を、ゲル電気泳動、
挿入色素検出、ＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ、蛍光、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ
）、質量分析、ラテラルフローアッセイ、比色アッセイ（ＨＲＰ、ＡＬＰ、金ナノ粒子に
基づくアッセイ）、及びＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫからなる群より選択される方法
により検出することを含む。ＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＩＲＬＯＣＫ法は、Ｃａｓ１３に基づく
ＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫ法が可能である。標的核酸は、アトモル感度、またはフ
ェムトモル感度で検出することができる。
【００１９】
　ある特定の実施形態において、標的核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡが可能である。ＤＮＡ
は、ゲノムＤＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡ、ウイルスＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ、循環無
細胞ＤＮＡ、環境ＤＮＡ、及び合成二本鎖ＤＮＡからなる群より選択することができる。
ある特定の実施形態において、標的核酸は、二本鎖核酸または一本鎖核酸が可能である。
標的核酸が一本鎖である場合、そのような一本鎖核酸として、一本鎖ウイルスＤＮＡ、ウ
イルスＲＮＡ、メッセンジャーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、転移ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ
、低分子干渉ＲＮＡ、核内低分子ＲＮＡ、合成ＲＮＡ、または合成一本鎖ＤＮＡをあげる
ことができるが、必ずしもこれらに限定されない。
【００２０】
　ある実施形態において、試料は、生体試料または環境試料である。生体試料は、血液、
血漿、血清、尿、糞便、痰、粘液、リンパ液、滑液、胆汁、腹水、胸水、漿液腫、唾液、
脳脊髄液、眼房水もしくは硝子体液、または任意の体分泌、漏出液、滲出液、または関節
から得られる液体、あるいは皮膚または粘膜表面のスワブである。ある特定の実施形態に
おいて、試料は、ヒト患者から得られた血液、血漿、または血清である。別の実施形態に
おいて、試料は、植物試料である。さらなる実施形態において、試料は、未精製試料また
は精製試料が可能である。
【００２１】
　別の態様において、本開示は、標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出する方法を提供
し、本方法は、以下を含む：（ａ）試料中の一本鎖核酸を標的二本鎖核酸に変換すること
；及び（ｂ）先に記載された方法の工程を行うこと。標的一本鎖核酸は、ＲＮＡ分子が可
能である。ＲＮＡ分子は、逆転写及び増幅工程により、二本鎖核酸へと変換することがで
きる。標的一本鎖核酸は、一本鎖ウイルスＤＮＡ、ウイルスＲＮＡ、メッセンジャーＲＮ
Ａ、リボソームＲＮＡ、転移ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、低分子干渉ＲＮＡ、核内低分子Ｒ
ＮＡ、合成ＲＮＡ、長鎖非翻訳ＲＮＡ、プレマイクロＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ、及び合成一本
鎖ＤＮＡからなる群より選択することができる。
【００２２】
　別の態様において、本開示は、試料中の標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出するシ
ステムを提供し、本システムは、以下を含む：（ａ）増幅ＣＲＩＳＰＲ系、増幅ＣＲＩＳ
ＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を含み
、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと、第一ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ複合体を標的核酸の第一鎖に誘導する第一ガイド分子とを含み、第二ＣＲＩＳＰＲ
／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃａｓ系ニッカーゼと、第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的
核酸の第二鎖に誘導する第二ガイド分子とを含む；（ｂ）ポリメラーゼ；（ｃ）反応混合
物に対する第一プライマー及び第二プライマーを含むプライマー対、第一プライマーは、
標的核酸の第一鎖と相補的な部分及び第一ガイド分子の結合部位を含む部分を含み、第二
プライマーは、標的核酸の第二鎖と相補的な部分及び第二ガイド分子の結合部位を含む部
分を含む；ならびに任意選択で、（ｄ）標的核酸の増幅を検出する検出システム。Ｃａｓ
系ニッカーゼは、Ｃａｓ９ニッカーゼ、Ｃｐｆ１ニッカーゼ、Ｃ２ｃ１ニッカーゼ、Ｃａ
ｓ１３ａニッカーゼ、Ｃａｓ１３ｂニッカーゼ、Ｃａｓ１３ｃニッカーゼ、及びＣａｓ１
３ｄニッカーゼからなる群より選択することができる。ポリメラーゼは、Ｂｓｔ　２．０
　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　２．０　ＷａｒｍＳｔａｒｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂ
ｓｔ　３．０　ＤＮＡポリメラーゼ、全長Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｔ
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　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリ
メラーゼ、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｇｓｔポリメラーゼ、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｅ．
ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノー断片、ＫｌｅｎＴａｑ、Ｐｏｌ　ＩＩＩ　Ｄ
ＮＡポリメラーゼ、Ｔ５　ＤＮＡポリメラーゼ、及びシーケナーゼＤＮＡポリメラーゼか
らなる群より選択することができる。ある特定の実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼ
とポリメラーゼは、同一温度で機能する。ある特定の実施形態において、Ｃａｓ系ニッカ
ーゼとポリメラーゼは、異なる温度で機能する。
【００２３】
　鎖置換活性を保持するＤＮＡポリメラーゼ、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラー
ゼＩのエキソヌクレアーゼ欠失クレノー断片、Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ巨大断片、及
びシーケナーゼは、ヘリカーゼ依存増幅に好適である。Ｔ７ポリメラーゼは、誤り率が３
．５×１０５という高度に忠実なポリメラーゼであり、この誤り率はＴａｑポリメラーゼ
より著しく低いので、等温で行われる場合には使用可能である。（Ｋｅｏｈａｖｏｎｇ　
ａｎｄ　Ｔｈｉｌｌｙ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８
６，　９２５３－９２５７（１９８９））。
【００２４】
　さらに別の態様において、本開示は、試料中の標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出
するシステムを提供し、本システムは、以下を含む：（ａ）標的一本鎖核酸を二本鎖核酸
に変換する試薬；及び（ｂ）標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出する上記のシステム
の構成要素。
【００２５】
　別の態様において、本開示は、試料中の標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出するた
めのキットを提供し、本キットは、標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出する上記のシ
ステムの構成要素、及び使用説明書のセットを含む。本キットは、さらに、試料中の二本
鎖核酸を精製する試薬も含むことができる。
【００２６】
　別の態様において、本開示は、試料中の標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出するた
めのキットを提供し、本キットは、標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出する上記のシ
ステムの構成要素、及び使用説明書のセットを含む。本キットは、さらに、試料中の一本
鎖核酸を精製する試薬も含むことができる。
【００２７】
　例示の実施形態のこれら及び他の態様、目的、特長、及び利点は、図解される例示の実
施形態についての以下の詳細な説明を考慮することで当業者に明らかとなるだろう。
【００２８】
　本発明の原理が利用されている場合がある例示の実施形態について説明する以下の詳細
な説明、及び添付の図面を参照することにより、本発明の特長及び利点が理解されるだろ
う。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】ある特定の例示の実施形態に従うプログラム可能なニッカーゼに基づく増幅の概
略図である。
【００３０】
【図２】ニッカーゼ酵素増幅反応の最適化を実証するゲル電気泳動像である。赤色矢印は
、標的増幅バンドを示す。
【００３１】
【図３Ａ】Ｎｔ．Ａ１ｗ１制限酵素を２０ｎＭの標的とともに用いたニッカーゼに基づく
直線増幅を示すグラフである。
【図３Ｂ】Ｔ７ミスマッチ化Ｃｐｆ１を２０ｎＭの標的とともに用いたニッカーゼに基づ
く直線増幅を示すグラフである。
【図３Ｃ】マッチするＣｐｆ１を２０ｎＭの標的とともに用いたニッカーゼに基づく直線
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増幅を示すグラフである。
【図３Ｄ】Ｎｔ．Ａ１ｗ１制限酵素を２０ｆＭの標的とともに用いたニッカーゼに基づく
直線増幅を示すグラフである。
【図３Ｅ】Ｔ７ミスマッチ化Ｃｐｆ１を２０ｆＭの標的とともに用いたニッカーゼに基づ
く直線増幅を示すグラフである。
【図３Ｆ】マッチするＣｐｆ１を２０ｆＭの標的とともに用いたニッカーゼに基づく直線
増幅を示すグラフである。
【００３２】
【図４Ａ】Ｎｔ．Ａ１ｗ１増幅及びＳＹＴＯ挿入色素を用いた検出を示すグラフである。
【図４Ｂ】Ｔ７ミスマッチ化Ｃｐｆ１増幅及びＳＹＴＯ挿入色素を用いた検出を示すグラ
フである。
【図４Ｃ】マッチするＣｐｆ１増幅及びＳＹＴＯ挿入色素を用いた検出を示すグラフであ
る。
【図４Ｄ】Ｎｔ．Ａ１ｗ１増幅及びゲルに基づく読み出しを用いた検出を示すグラフであ
る。
【図４Ｅ】Ｔ７ミスマッチ化Ｃｐｆ１増幅及びゲルに基づく読み出しを用いた検出を示す
グラフである。
【図４Ｆ】マッチするＣｐｆ１増幅及びゲルに基づく読み出しを用いた検出を示すグラフ
である。
【図４Ｇ】Ｎｔ．Ａ１ｗ１増幅及びＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫを用いた検出を示す
グラフである。
【図４Ｈ】Ｔ７ミスマッチ化Ｃｐｆ１増幅及びＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫを用いた
検出を示すグラフである。
【図４Ｉ】マッチするＣｐｆ１増幅及びＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫを用いた検出を
示すグラフである。
【００３３】
【図５】ニッカーゼに基づく増幅をＳＹＴＯまたはＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫ検出
のいずれかと組み合わせた結果を、標的あり／標的なしの比でプロットして示すグラフで
ある。
【００３４】
【図６Ａ】ＮＥＡＲ増幅単独で標的濃度を変化させた結果を示すグラフである。
【図６Ｂ】ＮＥＡＲ増幅をＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫ検出と組み合わせて標的濃度
を変化させた結果を示すグラフである。
【００３５】
【図７Ａ】ＮＥＡＲ増幅を、６０℃で、Ｂｓｔ　２．０　ｗａｒｍｓｔａｒｔポリメラー
ゼを用いて行った結果を示すゲル電気泳動像である。
【図７Ｂ】図１１９Ａの定量化を示すグラフである。
【図７Ｃ】ＮＥＡＲをＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫと組み合わせて、６０℃で、Ｂｓ
ｔ　２．０　ｗａｒｍｓｔａｒｔポリメラーゼを用いて行った結果を示すグラフである。
【００３６】
【図８Ａ】ＮＥＡＲ増幅を３７℃で、シーケナーゼ２．０を用いて行ったときの１６分の
時点での結果を示すグラフである。
【図８Ｂ】ＮＥＡＲ増幅を３７℃で、シーケナーゼ２．０を用いて行ったときの終点での
結果を示すグラフである。
【００３７】
【図９】ＣＲＩＳＰＲ－ＮＥＡＲとＳＨＥＲＬＯＣＫ検出の組み合わせの概略である。
【００３８】
　本明細書中の図面は、例示のみを目的し、必ずしも縮尺どおりには描かれていない。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
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　一般的な定義
　特に定義されない限り、本明細書中使用される技術用語及び科学用語は、本開示が関係
する分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。分子生物学の一般的
な用語と技術の定義は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ　（１９８９）（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　
Ｆｒｉｔｓｃｈ，　ａｎｄ　Ｍａｎｉａｔｉｓ）；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　４ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ　（２０１２
）（Ｇｒｅｅｎ　ａｎｄ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（１９８７）（Ｆ．Ｍ．　Ａｕｓｕｂｅｌ
　ｅｔ　ａｌ．　ｅｄｓ．）；ｔｈｅ　ｓｅｒｉｅｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ　（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．）：　ＰＣＲ　２：　Ａ　
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　（１９９５）（Ｍ．Ｊ．　ＭａｃＰｈｅｒｓｏ
ｎ，　Ｂ．Ｄ．　Ｈａｍｅｓ，　ａｎｄ　Ｇ．Ｒ．　Ｔａｙｌｏｒ　ｅｄｓ．）：　Ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　（１９８８）（Ｈａｒ
ｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，　ｅｄｓ．）：　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ　２０１３　（Ｅ．Ａ．　Ｇｒｅｅ
ｎｆｉｅｌｄ　ｅｄ．）；Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　（１９８７）（Ｒ
．Ｉ．　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，　ｅｄ．）；Ｂｅｎｊａｍｉｎ　Ｌｅｗｉｎ，　Ｇｅｎｅｓ
　ＩＸ，　出版元Ｊｏｎｅｓ　ａｎｄ　Ｂａｒｔｌｅｔ，　２００８　（ＩＳＢＮ　０７
６３７５２２２３）；Ｋｅｎｄｒｅｗ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅｄｓ．），　Ｔｈｅ　Ｅｎｃ
ｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　出版元Ｂｌａｃｋ
ｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｌｔｄ．，　１９９４　（ＩＳＢＮ　０６３２０２１８２９
）；Ｒｏｂｅｒｔ　Ａ．　Ｍｅｙｅｒｓ　（ｅｄ．），　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｄ
ｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，　出版元ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，　Ｉｎｃ．，　
１９９５　（ＩＳＢＮ　９７８０４７１１８５７１０）；Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２ｎｄ　ｅｄ．，　Ｊ．　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　（Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ．Ｙ．　１９９４），　Ｍａｒｃｈ，　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇ
ａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，　Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ
　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　４ｔｈ　ｅｄ．，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　（Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ．Ｙ．　１９９２）；及びＭａｒｔｅｎ　Ｈ．　Ｈｏｆｋｅｒ　ａ
ｎｄ　Ｊａｎ　ｖａｎ　Ｄｅｕｒｓｅｎ，　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｍｏｕｓｅ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，　２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ　（２０１１）で見
ることができる。
【００４０】
　本明細書中使用される場合、単数形「ａ（不定冠詞）」、「ａｎ（不定冠詞）」、及び
「ｔｈｅ（定冠詞）」は、文脈がそうではないと明確に指示しない限り、単数及び複数の
指示対象の両方を含む。
【００４１】
　「任意選択の」または「任意選択で」という用語は、その後に記載される事象、状況、
または置き換えが発生する場合と発生しない場合があること、ならびにその記載にはその
事象または状況が発生する場合及び発生しない場合が含まれることを意味する。
【００４２】
　端点による数値範囲の列挙は、列挙された端点と同様に、それぞれの範囲内に包含され
る全ての数及び分数を含む。
【００４３】
　「約」または「およそ」という用語は、本明細書中使用される場合、パラメーター、量
、時間的持続期間などの測定可能な値を示す場合、その指定される値を基準にしたその値
からの変動、例えば、指定される値を基準にしてその値から＋／－１０％以下、＋／－５
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％以下、＋／－１％以下、及び＋／－０．１％以下の変動を包含することを意味するが、
ただし、そのような変動は、開示される本発明で生じるのに適切である場合に限る。当然
のことながら、修飾語「約」または「およそ」が指す値は、それ自体も具体的であり、か
つ好ましくは開示されている。
【００４４】
　本明細書中使用される場合、「生体試料」は、全細胞及び／または生細胞及び／または
細胞片を含有する場合がある。生体試料は、「体液」を含有する（またはそれに由来する
）場合がある。本発明は、体液が、羊水、房水、硝子体液、胆汁、血清、母乳、脳脊髄液
、耳垢（イヤーワックス）、乳糜、粥状液、内リンパ、外リンパ、滲出液、糞便、女性射
出液、胃酸、胃液、リンパ、粘液（鼻漏及び痰を含む）、心膜液、腹水、胸水、膿、粘膜
分泌物、唾液、皮脂（皮脂（ｓｋｉｎ　ｏｉｌ））、精液、痰、滑液、汗、涙、尿、膣分
泌物、吐瀉物、及びそれらの１種または複数の混合物から選択される実施形態を包含する
。生体試料には、細胞培養物、体液、体液からの細胞培養物が含まれる。体液は、哺乳類
生物から、例えば、穿刺により、または他の収集もしくは試料採取手技により、得ること
ができる。
【００４５】
　「対象」、「個体」、及び「患者」という用語は、本明細書中同義で使用され、脊椎動
物、好ましくは哺乳類、より好ましくはヒトを示す。哺乳類として、マウス、サル、ヒト
、家畜動物、スポーツ用動物、及びペットが挙げられるが、これらに限定されない。ｉｎ
　ｖｉｖｏで得られたまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養された生物学的実体の組織、細胞、
及びそれらの子孫も、包含される。
【００４６】
　「Ｃ２ｃ２」は、現在「Ｃａｓ１３ａ」と称されており、これらの用語は、特に記載が
ない限り、本明細書中同義で使用される。「グループ２９」、「グループ３０」、及びＣ
ａｓ１３ｂという用語は、本明細書中同義で使用される。「Ｃｐｆ１」及び「Ｃａｓ１２
ａ」という用語は、本明細書中同義で使用される。「Ｃ２ｃ１」及び「Ｃａｓ１２ｂ」と
いう用語は、本明細書中同義で使用される。
【００４７】
　様々な実施形態について、本明細書中以下に記載する。なお、特定の実施形態は、網羅
的な説明であること、または本明細書で考察するよりも広範な態様に対する制限であるこ
とを意図しない。特定の実施形態に関連して記載される１つの態様は、必ずしもその実施
形態に限定されるものではなく、他の任意の実施形態（複数可）で実施され得る。本明細
書全体を通じて「１つの実施形態」、「ある実施形態」、「例示の実施形態」への言及は
、その実施形態に関連して記載される特定の特長、構造、または特性が、本発明の少なく
とも１つの実施形態に含まれていることを意味する。したがって、本明細書全体を通じて
様々な箇所で「１つの実施形態において」、「ある実施形態において」、「例示の実施形
態」という語句が出現する場合、必ずしも全てが同一の実施形態を示しているわけではな
いが、そうである場合もあり得る。さらに、その特定の特長、構造、または特性は、１つ
または複数の実施形態において、本開示から当業者に明らかであると思われるとおり、任
意の適切な様式で組み合わせることができる。さらに、本明細書中記載されるある実施形
態は、ある特長を含むが他の実施形態に含まれる他の特長を含まないものの、異なる実施
形態の特長の組み合わせは、本発明の範囲内にあることを意味する。例えば、添付の特許
請求の範囲において、特許請求される実施形態のどれであっても、任意の組み合わせで使
用可能である。
【００４８】
　本明細書中引用される全ての刊行物、公開特許文書、及び特許出願は、個々の刊行物、
公開特許文書、または特許出願が参照により援用されると具体的かつ個別に示されるのと
同じ程度に、本明細書により参照として援用される。
【００４９】
　概要
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　本明細書中開示される実施形態は、等温条件下、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系ニック酵素を
利用した、標的核酸の増幅法を提供する。
【００５０】
　別の態様において、本明細書中開示される実施形態は、試料中の標的二本鎖及び一本鎖
核酸を増幅及び／または検出するシステムに関する。ある特定の実施形態において、本シ
ステムは、増幅ＣＲＩＳＰＲ系、ポリメラーゼ、プライマー対、及び任意選択で、標的核
酸の増幅を検出する検出システムを含む。ある特定の例示の実施形態において、本システ
ムは、さらに、標的一本鎖核酸を二本鎖核酸に変換する試薬を含むことができる。
【００５１】
　さらに別の態様において、本明細書中開示される実施形態は、試料中の標的二本鎖また
は一本鎖核酸を増幅及び／または検出するキットに関する。ある特定の例示の実施形態に
おいて、本キットは、試料中の二本鎖または一本鎖核酸を精製する試薬、及び取扱説明書
のセットを含むことができる。
【００５２】
　増幅システム
　試料中の標的二本鎖核酸を増幅するシステムが提供される。本システムは、増幅ＣＲＩ
ＳＰＲ系、ポリメラーゼ、及びプライマー対を含む。複数の実施形態において、本システ
ムは、任意選択で、検出システムを含むことができ、これにより標的核酸の検出が可能に
なる。
【００５３】
　増幅ＣＲＩＳＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａ
ｓ複合体を含む。各ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、Ｃａｓ系ニッカーゼと、標的分子に
優先的に結合する、標的分子に特異的である、例えば、標的分子との結合に十分な相補性
を有することでＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸に誘導するガイド分子とを含む。
増幅システムは、以下、ポリメラーゼ；反応混合物に対する第一プライマー及び第二プラ
イマーを含むプライマー対、第一プライマーは、第一標的位置と相補的な部分及び第一ガ
イド分子の結合部位を含む部分を含み、第二プライマーは、第二標的核酸位置と相補的な
部分及び第二ガイド分子の結合部位を含む部分を含む；ならびに任意選択で、標的核酸の
増幅を検出する検出システムを含む。第一位置及び第二位置は、同一鎖にあることが可能
であり、その場合、Ｃａｓ系ニッカーゼは、同一鎖をニッキングすると思われ、または第
一位置及び第二位置は、２本の異なる鎖にあることが可能である。
【００５４】
ＣＲＩＳＰＲ系
　本明細書中提供されるＣＲＩＳＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体及び第二Ｃ
ＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を含む。第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第一Ｃａｓ系ニ
ッカーゼと、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第一位置に誘導する第一ガイ
ド分子とを含み、第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃａｓ系ニッカーゼと、第二
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第二位置に誘導する第二ガイド分子とを含む。
【００５５】
　１つの態様において、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと
、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第一鎖に誘導する第一ガイド分子とを含
み、第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃａｓ系ニッカーゼと、第二ＣＲＩＳＰＲ
／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第二鎖に誘導する第二ガイド分子とを含む。ある態様におい
て、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと、第一ＣＲＩＳＰＲ
／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第一鎖の第一位置に誘導する第一ガイド分子とを含み、第二
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃａｓ系ニッカーゼと、第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ
複合体を標的核酸の第一鎖の第二位置に誘導する第二ガイド分子とを含む。
【００５６】
　一般に、ＣＲＩＳＰＲ－ＣａｓまたはＣＲＩＳＰＲ系とは、本明細書中使用される場合
、及びＷＯ２０１４／０９３６２２（ＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０７４６６７）などの前述
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の文書で使用されているとおり、ＣＲＩＳＰＲ関連（「Ｃａｓ」）遺伝子の活性の発現ま
たは活性の誘導に関与する転写物及び他の配列要素を総称的に示し、これに含まれるもの
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、ｔｒａｃｒＲＮＡまたは活性部分ｔｒａｃｒＲＮＡ）、ｔｒａｃｒ－ｍａｔ
ｅ配列（内因性ＣＲＩＳＰＲ系の文脈において「直列反復」及びｔｒａｃｒＲＮＡで処理
された部分的な直列反復を含む）、ガイド配列（内因性ＣＲＩＳＰＲ系の文脈において「
スペーサー」とも称する）、または本明細書で使用されるとおりの「ＲＮＡ（複数可）」
という用語（例えば、Ｃａｓ９などのＣａｓをガイドするＲＮＡ（複数可）、例えばＣＲ
ＩＳＰＲ　ＲＮＡ及びトランス活性化（ｔｒａｃｒ）ＲＮＡまたはシングルガイドＲＮＡ
（ｓｇＲＮＡ）（キメラＲＮＡ））、またはＣＲＩＳＰＲ遺伝子座からの他の配列及び転
写物が挙げられる。一般に、ＣＲＩＳＰＲ系は、標的配列の部位でＣＲＩＳＰＲ複合体の
形成を促進する配列要素（内因性ＣＲＩＳＰＲ系の文脈においてプロトスペーサーとも称
する）を特徴とする。ＣＲＩＳＰＲタンパク質がＣｐｆ１タンパク質である場合、ｔｒａ
ｃｒＲＮＡは、必要ではない。
【００５７】
　本明細書中使用される場合、「Ｃａｓ」という用語は、概して、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ
系または複合体の（修飾）エフェクタータンパク質を示し、Ｃａｓとしては、特に制限な
く、（修飾）Ｃａｓ９、（修飾）Ｃａｓ１２（例えば、Ｃａｓ１２ａ「Ｃｐｆ１」、Ｃａ
ｓ１２ｂ「Ｃ２ｃ１」、Ｃａｓ１２ｃ「Ｃ２ｃ３」）、（修飾）Ｃａｓ１３（例えば、Ｃ
ａｓ１３ａ「Ｃ２ｃ２」、Ｃａｓ１３ｂ「グループ２９／３０」、Ｃａｓ１３ｃ、Ｃａｓ
１３ｄ）が可能である。「Ｃａｓ」という用語は、本明細書中、特に明記されない限り、
例えば、Ｃａｓ９に具体的に限定される記述などでない限り、「ＣＲＩＳＰＲ」タンパク
質、「ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓタンパク質」、「ＣＲＩＳＰＲエフェクター」、「ＣＲＩＳ
ＰＲ／Ｃａｓエフェクター」、「ＣＲＩＳＰＲ酵素」、「ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ酵素」な
どの用語と同義で使用される場合がある。当然のことながら、「ＣＲＩＳＰＲタンパク質
」という用語は、ＣＲＩＳＰＲタンパク質が、野生型ＣＲＩＳＰＲタンパク質に比べて、
改変されている、例えば、酵素活性が上昇または低下（またはなくなって）いるなどに関
係なく、「ＣＲＩＳＰＲ酵素」と同義で使用される場合がある。同様に、本明細書中使用
される場合、ある特定の実施形態において、適切でありかつ当業者に明らかである場合に
は、「ヌクレアーゼ」という用語は、特に明記されない限り、例えば、未修飾ヌクレアー
ゼに具体的に限定される記述などでない限り、修飾ヌクレアーゼを示す場合があり、その
場合、触媒活性は、改変されている、例えば、ヌクレアーゼ活性が上昇または低下してい
る、あるいはヌクレアーゼ活性をまったく持たず、ニッカーゼ活性についても同様であり
、本明細書中いずれかの箇所で定義されるとおりのそれ以外の修飾ヌクレアーゼについて
も同様である。
【００５８】
　本発明によるある特定の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質は、好ま
しくは、相当する野生型酵素を基準として、変異型ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質が標
的配列を含む標的遺伝子座のＤＮＡ鎖の一方または両方を切断する能力を欠くようにして
変異している。
【００５９】
　ある特定の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質は、一本のＤＮＡ鎖の
みを切断する変異型ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質、すなわちニッカーゼである。ある
特定の実施形態において、ニッカーゼは、非標的配列、すなわち標的配列の反対ＤＮＡ鎖
上にあり、ＰＡＭ配列の３’である配列内で切断する。
【００６０】
　本発明は、２種以上のニッカーゼの使用法、詳細には、二重またはダブルニッカーゼア
プローチを企図する。この結果、標的ＤＮＡは、２種のＣａｓニッカーゼと結合する。ま
た、例えば、ＤＮＡの一方の鎖（例えば、コード鎖）にはＣａｓニッカーゼ、及び非コー
ドまたは反対ＤＮＡ鎖、あるいは第二のＤＮＡ標的位置にはオルソログ、というように異
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なるオルソログが使用可能であることも想定している。オルソログとして、Ｃａｓ９ニッ
カーゼ、例えば、ＳａＣａｓ９ニッカーゼまたはＳｐＣａｓ９ニッカーゼなどが可能であ
るが、これらに限定されない。異なるＰＡＭを必要とし、さらに異なるガイド必要条件も
有する可能性がある２種の異なるオルソログを使用することは、利用者に大幅な制御をも
たらすので、有利となる可能性がある。
【００６１】
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質
　ＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパク質をコードする核酸分子は、有利なことに、コドン
最適化ＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパク質である。コドン最適化配列の例は、この場合
、真核生物、例えば、ヒト（すなわちヒトでの発現に最適化されている）、または本明細
書中検討されるとおりの別の真核生物、動物、または哺乳類での発現に最適化された配列
である；例えば、ＷＯ　２０１４／０９３６２２（ＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０７４６６７
）のＳａＣａｓ９ヒトコドン最適化配列を参照。これが好適であるものの、当然のことな
がら、他の例も可能であり、ヒト以外の宿主へのコドン最適化、または特定の生物へのコ
ドン最適化は既知である。実施形態によっては、ＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパク質を
コードする酵素コード配列は、特定の細胞、例えば、真核生物細胞での発現にコドン最適
化されている。真核生物細胞は、特定生物、例えば、植物または哺乳類のものである、ま
たはそれに由来する場合があり、特定生物として、ヒト、あるいは本明細書中検討される
とおりの非ヒト真核生物または動物または哺乳類、例えば、マウス、ラット、ウサギ、イ
ヌ、家畜、あるいは非ヒト哺乳類または霊長類が挙げられるが、これらに限定されない。
実施形態によっては、ヒトの生殖系列遺伝的同一性の修飾プロセス及び／または動物の遺
伝的同一性の修飾プロセスで、そのようなプロセスを受けるヒトまたは動物に、及びその
ようなプロセスから生じる動物も同様に、実質的な医薬的利益を全くもたらさずに苦痛を
引き起こす可能性があるプロセスは、除外される場合がある。一般に、コドン最適化は、
天然の配列の少なくとも１つのコドン（例えば、約１、２、３、４、５、１０、１５、２
０、２５、５０またはそれ以上のコドン）を、その天然のアミノ酸配列を維持したままで
、その宿主細胞の遺伝子においてより頻繁にまたは最も頻繁に用いられるコドンで置き換
えることにより、目的の宿主細胞における発現を高めるために核酸配列を修飾するプロセ
スを示す。様々な種が、特定のアミノ酸のある特定のコドンに対し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違い）は、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲ
ＮＡ）の翻訳効率と相関することが多く、これは、同じく、とりわけ、翻訳されるコドン
の特性及び特定のトランスファーＲＮＡ（ｔＲＮＡ）分子の利用可能性に依存すると考え
られている。細胞内の選択されたｔＲＮＡの優位性は、一般的に、ペプチド合成で最も頻
繁に使用されるコドンを反映している。したがって、コドン最適化に基づいて、所定の生
物における最適な遺伝子発現のために遺伝子を調整することが可能である。コドン使用表
は、例えばｋａｚｕｓａ．ｏｒ．ｊｐ／ｃｏｄｏｎ／にある「Ｃｏｄｏｎ　Ｕｓａｇｅ　
Ｄａｔａｂａｓｅ」で容易に入手可能であり、これらの表は、多数の方法で適合可能であ
る。Ｎａｋａｍｕｒａ，　Ｙ．，　ｅｔ　ａｌ．　‘‘Ｃｏｄｏｎ　ｕｓａｇｅ　ｔａｂ
ｕｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎ
ｃｅ　ｄａｔａｂａｓｅｓ：　ｓｔａｔｕｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｙｅａｒ　２０００’’
　Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２８：２９２　（２０００）を参照。特定の宿主
細胞で発現させるために特定の配列をコドン最適化するコンピューターアルゴリズムも利
用可能であり、例えばＧｅｎｅ　Ｆｏｒｇｅ（Ａｐｔａｇｅｎ；Ｊａｃｏｂｕｓ、ＰＡ）
なども利用可能である。実施形態によっては、Ｃａｓをコードする配列中の１つまたは複
数のコドン（例えば、１、２、３、４、５、１０、１５、２０、２５、５０以上、または
全てのコドン）は、特定のアミノ酸で最も頻繁に使用されるコドンに対応する。
【００６２】
　ある特定の実施形態において、本明細書中記載される方法は、Ｃａｓ遺伝子導入細胞を
提供することを含む場合があり、Ｃａｓ遺伝子導入細胞では、１つまたは複数のガイドＲ
ＮＡをコードする１つまたは複数の核酸が、提供または導入されて、細胞中で、１つまた
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は複数の目的の遺伝子のプロモーターを含む調節エレメントと作動可能に連結される。本
明細書中使用される場合、「Ｃａｓ遺伝子導入細胞」という用語は、細胞中、Ｃａｓ遺伝
子がゲノムレベルで組み込まれている真核生物細胞などの細胞を示す。細胞の性質、型、
または起源は、本発明により特に制限されることはない。同じく、Ｃａｓ導入遺伝子を細
胞に導入するやり方は、変更可能であり、当該分野で既知であるとおりの任意の方法が可
能である。ある特定の実施形態において、Ｃａｓ遺伝子導入細胞は、単離した細胞に、Ｃ
ａｓ導入遺伝子を導入することにより得られる。ある特定の実施形態において、Ｃａｓ遺
伝子導入細胞は、Ｃａｓ遺伝子導入生物から細胞を単離することにより得られる。例とし
て、特に制限なく、本明細書中示すとおりのＣａｓ遺伝子導入細胞は、Ｃａｓ遺伝子導入
真核生物、例えば、Ｃａｓノックイン真核生物に由来する場合がある。参照として、ＷＯ
　２０１４／０９３６２２（ＰＣＴ／ＵＳ１３／７４６６７）が挙げられ、これは本明細
書中参照として援用される。Ｓａｎｇａｍｏ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ，　Ｉｎｃ．に譲
渡された米国特許公開番号第２０１２００１７２９０号及び同第２０１１０２６５１９８
号の方法は、Ｒｏｓａ遺伝子座を標的とすることに関するものであるが、これらを、本発
明のＣＲＩＳＰＲ　Ｃａｓ系を利用するように改変することができる。Ｃｅｌｌｅｃｔｉ
ｓに譲渡された米国特許公開番号第２０１３０２３６９４６号の方法は、Ｒｏｓａ遺伝子
座を標的とすることに関するものであるが、これも、本発明のＣＲＩＳＰＲ　Ｃａｓ系を
利用するように改変することができる。さらなる例として、参照として、Ｐｌａｔｔ　ｅ
ｔ．　ａｌ．　（Ｃｅｌｌ；１５９（２）：４４０－４５５　（２０１４））が挙げられ
、これはＣａｓ９ノックインマウスについて記載するものであり、本明細書中参照として
援用される。Ｃａｓ導入遺伝子は、さらに、Ｌｏｘ－Ｓｔｏｐ－ポリＡ－Ｌｏｘ（ＬＳＬ
）カセットを含むことができ、それにより、Ｃａｓ発現をＣｒｅリコンビナーゼにより誘
導可能にすることができる。あるいは、Ｃａｓ遺伝子導入細胞は、単離された細胞にＣａ
ｓ導入遺伝子を導入することにより、得られる場合がある。導入遺伝子の送達系は、当該
分野で周知である。例として、Ｃａｓ導入遺伝子は、例えば、真核生物細胞に、ベクター
（例えば、ＡＡＶ、アデノウイルス、レンチウイルス）及び／または粒子及び／またはナ
ノ粒子送達を用いて送達される場合があり、これについても、本明細書中いずれかの箇所
で記載される。
【００６３】
　当業者には当然のことながら、本明細書中示されるとおりの細胞、例えばＣａｓ遺伝子
導入細胞は、組み込まれたＣａｓ遺伝子を有するのとは別にさらなるゲノム改変を含む、
またはＣａｓを標的遺伝子座に誘導することができるＲＮＡと複合体形成するときのＣａ
ｓの配列特異的作用から生じる変異を含む場合がある。
【００６４】
　ある特定の態様において、本発明は、例えば、細胞に、Ｃａｓ及び／またはＣａｓを標
的遺伝子座に誘導することができるＲＮＡ（すなわちガイドＲＮＡ）を送達または導入す
るベクター、それだけでなくこうした構成要素を伝播する（例えば、原核細胞において）
ことができるベクターが関与する。本明細書中使用される場合、「ベクター」とは、ある
実体を１つの環境から別の環境へと移すことを可能にするまたは促進する道具である。こ
れは、挿入されたセグメントの複製をもたらすように、別のＤＮＡセグメントを挿入する
ことが可能なレプリコン、例えば、プラスミド、ファージ、またはコスミドなどである。
一般に、ベクターは、適切な調節エレメントが付随する場合に複製を行うことができる。
一般に、「ベクター」という用語は、自身がそれまで結合していた核酸を輸送することが
できる核酸分子を示す。ベクターとして、一本鎖、二本鎖、または部分二本鎖である核酸
分子；１つまたは複数の遊離末端を有する、遊離末端を有さない（例えば、環状）核酸分
子；ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはその両方を有する核酸分子；及び、当該分野で既知である他
の種類のポリヌクレオチドが挙げられるが、これらに限定されない。ベクターの１つの種
類は、「プラスミド」であり、これは、環状二本鎖ＤＮＡループを示し、その中に、追加
のＤＮＡセグメントを、例えば標準的な分子クローニング技法により、挿入することがで
きる。ベクターの別の種類は、ウイルスベクターであり、この場合、まとめあげてウイル
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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、及びアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ））にするために、ウイルス由来のＤＮＡま
たはＲＮＡ配列が、ベクターに存在する。ウイルスベクターは、宿主細胞にトランスフェ
クションするためにウイルスが保有するポリヌクレオチドも含む。ある種のベクターは、
それらが導入された宿主細胞中で自律増殖することができる（例えば、複製の細菌起源を
有する細菌ベクター、及びエピソーム哺乳類ベクター）。他のベクター（例えば、非エピ
ソーム哺乳類ベクター）は、宿主細胞への導入に際して、宿主細胞のゲノムに組み込まれ
、それにより、宿主ゲノムと合わせて複製される。さらに、ある種のベクターは、それら
が作動性に連結されている遺伝子の発現を指示することができる。そのようなベクターは
、本明細書中、「発現ベクター」と称する。組換えＤＮＡ技法で利用される一般的な発現
ベクターは、プラスミドの形態をしている場合が多い。
【００６５】
　組換え発現ベクターは、宿主細胞で本発明の核酸が発現するのに適切な形でその核酸を
含むことができ、このことは、組換え発現ベクターが、１つまたは複数の調節エレメント
を含むことを意味し、調節エレメントは、発現に使用される宿主細胞に基づいて選択する
ことができ、発現させようとする核酸配列と作動性に連結されている。組換え発現ベクタ
ー内で、「作動性に連結されている」とは、目的のヌクレオチド配列が、ヌクレオチド配
列の発現（例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写／翻訳システムにおいて、または宿主細胞に導
入される場合は宿主細胞において）を可能にする様式で調節エレメント（複数可）に連結
されていることを意味するものとする。組換え及びクローニング法に関して、以下が参照
される：米国特許出願第１０／８１５，７３０号、ＵＳ　２００４－０１７１１５６　Ａ
１として２００４年９月２日公開、この内容は、そのまま全体が本明細書中参照として援
用される。すなわち、本明細書中開示される実施形態は、ＣＲＩＳＰＲエフェクター系を
含む遺伝子導入細胞も含む場合がある。ある特定の例示の実施形態において、遺伝子導入
細胞は、個別の離散した塊として機能する場合がある。言い換えると、マスキング構築物
を含む試料が、例えば、適切な送達小胞で、細胞に送達される場合があり、標的が送達小
胞中に存在する場合、ＣＲＩＳＰＲエフェクターは活性化されて、検出可能なシグナルが
生成する。
【００６６】
　ベクター（複数可）は、調節エレメント（複数可）、例えば、プロモーター（複数可）
を含むことができる。ベクター（複数可）は、複数及び／または単一のＣａｓコード配列
を含むことができるが、可能性として、少なくとも３または８または１６または３２また
は４８または５０のガイドＲＮＡ（複数可）（例えば、ｓｇＲＮＡ）コード配列、例えば
、１～２、１～３、１～４、１～５、３～６、３～７、３～８、３～９、３～１０、３～
８、３～１６、３～３０、３～３２、３～４８、３～５０のＲＮＡ（複数可）（例えば、
ｓｇＲＮＡ）も含むことができる。単一ベクター中、有利なことに、上限約１６のＲＮＡ
（複数可）が存在する場合には各ＲＮＡ（例えば、ｓｇＲＮＡ）についてプロモーターが
存在することができ；単一ベクターが１６を超えるＲＮＡ（複数可）を提供する場合、１
つまたは複数のプロモーター（複数可）が、複数のＲＮＡ（複数可）の発現を駆動するこ
とができ、例えば、３２のＲＮＡ（複数可）が存在する場合には、各プロモーターは、２
つのＲＮＡ（複数可）の発現を駆動することができ、４８のＲＮＡ（複数可）が存在する
場合には、各プロモーターは、３つのＲＮＡ（複数可）の発現を駆動することができる。
簡単な算術的及び十分に確立されたクローニングプロトコルならびに本開示での教示によ
り、当業者なら、ＲＮＡ（複数可）に応じて、ＡＡＶなどの適切な例示ベクター、及びＵ
６プロモーターなどの適切なプロモーターに関して本発明を容易に実行できる。例えば、
ＡＡＶの組み入れ限度は、約４．７ｋｂである。単一Ｕ６－ｇＲＮＡ（＋クローニング用
制限部位）の長さは、３６１ｂｐである。したがって、当業者なら、単一ベクターに約１
２～１６、例えば、１３のＵ６－ｇＲＮＡカセットを容易に合わせることができる。これ
は、任意の適切な手段、例えば、ＴＡＬＥアセンブリ（ｇｅｎｏｍｅ－ｅｎｇｉｎｅｅｒ
ｉｎｇ．ｏｒｇ／ｔａｌｅｆｆｅｃｔｏｒｓ／）に利用されるゴールデンゲート戦略など
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により組み立てることができる。当業者なら、Ｕ６－ｇＲＮＡの数を約１．５倍に増加さ
せる、例えば、１２～１６、例えば、１３から、約１８～２４、例えば、約１９のＵ６－
ｇＲＮＡへと増加させるタンデムガイド戦略も利用できる。したがって、当業者なら、単
一ベクター、例えば、ＡＡＶベクター中のプロモーター－ＲＮＡ、例えば、Ｕ６－ｇＲＮ
Ａを約１８～２４、例えば、約１９にすることが容易に可能である。ベクター中のプロモ
ーター及びＲＮＡの数を増加させるさらなる手段は、単一プロモーター（例えば、Ｕ６）
を使用して、切断可能な配列により分離されたＲＮＡのアレイを発現させることである。
また、ベクター中のプロモーター－ＲＮＡの数を増加させるなおさらなる手段は、切断可
能な配列により分離されたプロモーター－ＲＮＡのアレイを、コード配列または遺伝子の
イントロンにおいて発現させることである。この場合、ポリメラーゼＩＩプロモーターを
使用するのが有利であり、ポリメラーゼＩＩプロモーターは、組織特異的様式で、発現を
増加させることができ、長鎖ＲＮＡの転写を行うことができる。（例えば、ｎａｒ．ｏｘ
ｆｏｒｄｊｏｕｒｎａｌｓ、ｏｒｇ／ｃｏｎｔｅｎｔ／３４／７／ｅ５３．ｓｈｏｒｔ及
びｎａｔｕｒｅ．ｃｏｍ／ｍｔ／ｊｏｕｒｎａｌ／ｖ１６／ｎ９／ａｂｓ／ｍｔ２００８
１４４ａ．ｈｔｍｌを参照）。有利な実施形態において、ＡＡＶは、上限約５０遺伝子を
目的として、Ｕ６タンデムｇＲＮＡを組み入れることができる。したがって、当該分野の
知識及び本開示の教示から、当業者なら、どのような過度の実験も行わずに、特には本明
細書中検討されるＲＮＡまたはガイドの数に応じて、１つまたは複数のプロモーターの制
御下でまたはプロモーターと作動性にもしくは機能性に連結させて複数のＲＮＡまたはガ
イドを発現するベクター（複数可）、例えば、単一ベクターを、容易に作製及び使用する
ことができる。
【００６７】
　ガイドＲＮＡ（複数可）コード配列及び／またはＣａｓコード配列は、調節エレメント
（複数可）と機能性または作動性に連結させることができ、したがって、調節エレメント
（複数可）が、発現を駆動する。プロモーター（複数可）は、構成的プロモーター（複数
可）及び／または条件的プロモーター（複数可）及び／または誘導型プロモーター（複数
可）及び／または組織特異的プロモーター（複数可）が可能である。プロモーターは、Ｒ
ＮＡポリメラーゼ、ｐｏｌ　Ｉ、ｐｏｌ　ＩＩ、ｐｏｌ　ＩＩＩ、Ｔ７、Ｕ６、Ｈ１、レ
トロウイルスラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）ＬＴＲプロモーター、サイトメガロウイルス
（ＣＭＶ）プロモーター、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、
及びＥＦ１αプロモーターからなる群より選択することができる。有利なプロモーターは
、プロモーターはＵ６である。
【００６８】
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質は、さらに修飾されている場合がある。本明細書中使
用される場合、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質に関して「修飾された」という用語は、
概して、派生元となる野生型Ｃａｓタンパク質と比較して、１つまたは複数の修飾または
変異（点変異、トランケーション、挿入、削除、キメラ、融合タンパク質などを含む）を
有するＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質を示す。由来するは、由来する酵素が、高度の配
列相同性を有するという意味において、野生型酵素に多大に基づいているが、当該分野で
既知のある種の方法でまたは本明細書中記載されるとおりに変異している（修飾されてい
る）ことを意味する。
【００６９】
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質の追加修飾は、機能の改変をもたらす場合もそうでな
い場合もある。例として、特にＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質に関して、機能の改変を
もたらさない修飾として、例えば、発現のための特定宿主へのコドン最適化、または特定
マーカー（例えば、可視化用）を持つヌクレアーゼの提供が挙げられる。機能の改変をも
たらす可能性がある修飾は、変異、ならびにキメラヌクレアーゼ（例えば、異なるオルソ
ログまたはホモログ由来のドメインを含む）または融合タンパク質も含む場合があり、変
異として、点変異、挿入、削除、トランケーション（開裂ヌクレアーゼを含む）などが挙
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げられる。融合タンパク質として、特に制限なく、例えば、異種ドメインまたは機能性ド
メイン（例えば、局在化シグナル、触媒ドメインなど）との融合物を挙げることができる
。ある特定の実施形態において、多種多様な修飾を組み合わせる場合がある（例えば、触
媒的に不活性であり、例えばＤＮＡメチル化もしくは別の核酸修飾を誘導するためにさら
に機能性ドメインと融合されている変異型ヌクレアーゼ、例えば、特に制限なく、切断（
例えば、異なるヌクレアーゼ（ドメイン）によるもの）、変異、削除、挿入、置換、連結
、消化、切断、または組換えが挙げられる）。本明細書中使用される場合、「機能の改変
」として、特に制限なく、特異性の改変（例えば、標的認識の改変、特異性の上昇（例え
ば、「向上した」Ｃａｓタンパク質）または低下、あるいはＰＡＭ認識の改変）、活性の
改変（例えば、触媒活性の上昇または低下、触媒不活性なヌクレアーゼまたはニッカーゼ
を含む）、及び／または安定性の改変（例えば、不安定化ドメインを持つ融合物）が挙げ
られる。適切な異種ドメインとして、特に制限なく、ヌクレアーゼ、リガーゼ、修復タン
パク質、メチルトランスフェラーゼ、（ウイルス）インテグラーゼ、リコンビナーゼ、ト
ランスポザーゼ、アルゴノート、シチジンデアミナーゼ、レトロン（ｒｅｔｒｏｎ）、グ
ループＩＩイントロン、ホスファターゼ、ホスホリラーゼ、スルフリラーゼ（ｓｕｌｐｆ
ｕｒｙｌａｓｅ）、キナーゼ、ポリメラーゼ、エキソヌクレアーゼなどが挙げられる。こ
うした修飾の全ての例は、当該分野で既知である。当然のことながら、本明細書中称する
とおりの「修飾」ヌクレアーゼ、特に「修飾」Ｃａｓまたは「修飾」ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａ
ｓ系または複合体は、好ましくは、ポリ核酸と相互作用するまたはそれと結合する能力を
依然として有する（例えば、ガイド分子との複合体形成において）。そのような修飾Ｃａ
ｓタンパク質は、本明細書中記載されるとおりのデアミナーゼタンパク質またはその活性
ドメインと組み合わせることができる。
【００７０】
　ある特定の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質は、活性及び／または
特異性の向上をもたらす１つまたは複数の修飾を含む場合があり、そのような修飾として
、例えば、標的指向化または非標的指向化鎖を安定化させる残基の変異が挙げられる（例
えば、ｅＣａｓ９；‘‘Ｒａｔｉｏｎａｌｌｙ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ｃａｓ９　ｎｕ
ｃｌｅａｓｅｓ　ｗｉｔｈ　ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ’’，　Ｓｌａ
ｙｍａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（２０１６），　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　３５１（６２６８）
：８４－８８、本明細書によりそのまま全体が参照として援用される）。ある特定の実施
形態において、改変ＣＲＩＳＰＲタンパク質の活性の改変または修飾は、標的指向性効率
の上昇または標的外結合の減少を含む。ある特定の実施形態において、改変ＣＲＩＳＰＲ
タンパク質の活性の改変は、切断活性の修飾を含む。ある特定の実施形態において、活性
の改変は、標的ポリヌクレオチド遺伝子座に対する切断活性の上昇を含む。ある特定の実
施形態において、活性の改変は、標的ポリヌクレオチド遺伝子座に対する切断活性の低下
を含む。ある特定の実施形態において、活性の改変は、標的外ポリヌクレオチド遺伝子座
に対する切断活性の低下を含む。ある特定の実施形態において、修飾ヌクレアーゼの活性
の改変または修飾は、ヘリカーゼ動態の改変を含む。ある特定の実施形態において、修飾
ヌクレアーゼは、タンパク質と、ＲＮＡを含む核酸分子（Ｃａｓタンパク質の場合）、ま
たは標的ポリヌクレオチド遺伝子座の鎖、または標的外ポリヌクレオチド遺伝子座の鎖と
の会合を改変する修飾を含む。本発明の態様において、改変ＣＲＩＳＰＲタンパク質は、
ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成を改変する修飾を含む。ある特定の実施形態において、活性の
改変は、標的外ポリヌクレオチド遺伝子座に対する切断活性の上昇を含む。したがって、
ある特定の実施形態において、標的外ポリヌクレオチド遺伝子座と比較した場合に標的ポ
リヌクレオチド遺伝子座に対する特異性の上昇が存在する。他の実施形態において、標的
外ポリヌクレオチド遺伝子座と比較した場合に標的ポリヌクレオチド遺伝子座に対する特
異性の低下が存在する。ある特定の実施形態において、変異は、標的外効果（例えば、切
断もしくは結合特性、活性、または動態）の低下をもたらし、例えば、Ｃａｓタンパク質
の場合において、例えば、標的とガイドＲＮＡとの間のミスマッチ許容度の低下をもたら
す。他の変異は、標的外効果（例えば、切断もしくは結合特性、活性、または動態）の上
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昇をもたらす場合がある。他の変異は、標的的中効果（例えば、切断もしくは結合特性、
活性、または動態）の上昇または低下を招く場合がある。ある特定の実施形態において、
変異は、ヘリカーゼ活性の改変（例えば、上昇または低下）、機能性ヌクレアーゼ複合体
（例えば、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ複合体）の会合または形成の改変をもたらす。ある特定
の実施形態において、変異は、ＰＡＭ認識の改変をもたらす、すなわち、非修飾Ｃａｓタ
ンパク質と比較して、異なるＰＡＭが（追加でまたは代替で）認識される場合がある（例
えば、‘‘Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９　ｎｕｃｌｅａｓｅｓ　ｗｉ
ｔｈ　ａｌｔｅｒｅｄ　ＰＡＭ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ’’，　Ｋｌｅｉｎｓｔｉ
ｖｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（２０１５），　Ｎａｔｕｒｅ，　５２３（７５６１）：４８１
－４８５を参照、これはそのまま全体が本明細書中参照として援用される）。特に好適な
変異は、特異性を向上させる目的で、正荷電残基及び／または（進化上）保存残基、例え
ば、保存された正荷電残基を含む。ある特定の実施形態において、そのような残基は、変
異により、アラニンなど無電荷残基になる場合がある。
【００７１】
　Ｃａｓ９系ニッカーゼ
　ある特定の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲニッカーゼは、Ｃａｓ９系ニッカーゼであ
る。Ｃａｓ９遺伝子は、複数の多様な細菌ゲノムにおいて見られ、典型的には、同じ遺伝
子座でｃａｓ１、ｃａｓ２、及びｃａｓ４遺伝子ならびにＣＲＩＳＰＲカセットとともに
見られる。そのうえさらに、Ｃａｓ９タンパク質は、トランスポゾンＯＲＦ－Ｂとホモロ
グの関係にある容易に同定可能なＣ末端領域を有し、また、活性ＲｕｖＣ様ヌクレアーゼ
、アルギニンリッチ領域を有する。
【００７２】
　特定の実施形態において、ニッカーゼは、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｃａｍｐｙ
ｌｏｂａｃｔｅｒ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａｃｔｏｒ属、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
属、Ｐａｒｖｉｂａｃｕｌｕｍ属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ属、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ属、Ｇｌ
ｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ属、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ属、Ｓｐｈａｅｒｏｃｈ
ａｅｔａ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、またはＣｏｒ
ｙｎｅｂａｃｔｅｒ属を含む属の生物に由来するＣａｓ９ニッカーゼである。
【００７３】
　特定の実施形態において、ニッカーゼは、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｒｈｏｄ
ｏｂａｃｔｅｒ属、Ｌｉｓｔｅｒｉａ属、Ｐａｌｕｄｉｂａｃｔｅｒ属、Ｃｌｏｓｔｒｉ
ｄｉｕｍ属、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｒｉｄｉｕｍ属
、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ属、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ属、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ属、
Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｏｐｈｉｌｕｓ属、Ｐ
ｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ属、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ属、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ門
、Ｈｅｌｃｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ属
、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃ
ｉｌｌｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｕｓ属、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ属、またはＡｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ属を含む属の生物に由来する
Ｃａｓ９ニッカーゼである。
【００７４】
　さらに特定の実施形態において、Ｃａｓ９ニッカーゼは、Ｓ．　ｍｕｔａｎｓ、Ｓ．　
ａｇａｌａｃｔｉａｅ、Ｓ．　ｅｑｕｉｓｉｍｉｌｉｓ、Ｓ．　ｓａｎｇｕｉｎｉｓ、Ｓ
．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｃ．　ｊｅｊｕｎｉ、Ｃ．　ｃｏｌｉ；Ｎ．　ｓａｌｓｕｇｉ
ｎｉｓ、Ｎ．　ｔｅｒｇａｒｃｕｓ；Ｓ．　ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｓ、Ｓ．　ｃａｒｎｏ
ｓｕｓ；Ｎ．　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ、Ｎ．　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ；Ｌ．　ｍｏ
ｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ、Ｌ．　ｉｖａｎｏｖｉｉ；Ｃ．　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ、Ｃ．　
ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ．　ｔｅｔａｎｉ、Ｃ．　ｓｏｒｄｅｌｌｉｉから選択される生
物に由来する。特定の実施形態において、ニッカーゼは、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　
ｐｙｏｇｅｎｅｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、またはＳｔｒｅｐｔ
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ｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓのＣａｓ９の生物に由来するＣａｓ９ニッカ
ーゼである。
【００７５】
　ニッカーゼは、第一エフェクタータンパク質（例えば、Ｃａｓ９）オルソログに由来す
る第一断片及び第二エフェクター（例えば、Ｃａｓ９）タンパク質オルソログに由来する
第二断片を有するキメラタンパク質を含む場合があり、第一エフェクタータンパク質オル
ソログと第二フェクタータンパク質オルソログは異なっている。第一及び第二エフェクタ
ータンパク質（例えば、Ｃａｓ９）オルソログの少なくとも一方は、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏ
ｃｃｕｓ属、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａｃｔｏｒ属、Ｓｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｐａｒｖｉｂａｃｕｌｕｍ属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ属、Ｎｅ
ｉｓｓｅｒｉａ属、Ｇｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ属、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ
属、Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｅｕｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ属、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒ属、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｒｈｏｄｏ
ｂａｃｔｅｒ属、Ｌｉｓｔｅｒｉａ属、Ｐａｌｕｄｉｂａｃｔｅｒ属、Ｃｌｏｓｔｒｉｄ
ｉｕｍ属、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｒｉｄｉｕｍ属、
Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ属、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ属、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ属、Ａ
ｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｏｐｈｉｌｕｓ属、Ｐｏ
ｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ属、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ属、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ門、
Ｈｅｌｃｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ属、
Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉ
ｌｌｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｕｓ属、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ属、またはＡｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ属に含まれる生物に由来するエ
フェクタータンパク質（例えば、Ｃａｓ９）を含む場合がある。例えば、キメラエフェク
タータンパク質は、第一断片及び第二断片を含み、第一断片及び第二断片のそれぞれは、
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａ
ｃｔｏｒ属、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｐａｒｖｉｂａｃｕｌｕｍ属、Ｒｏｓｅ
ｂｕｒｉａ属、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ属、Ｇｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ属、Ａｚｏ
ｓｐｉｒｉｌｌｕｍ属、Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属
、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒ属、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ属、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ属、Ｌｉｓｔｅｒｉａ属、Ｐａｌｕｄｉｂａｃｔｅｒ属
、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ属、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ
ａｒｉｄｉｕｍ属、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ属、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ属、Ｌｅｇｉ
ｏｎｅｌｌａ属、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｏｐ
ｈｉｌｕｓ属、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ属、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ属、Ｂａｃｔｅｒ
ｏｉｄｅｔｅｓ門、Ｈｅｌｃｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ属、Ｄｅｓｕｌｆ
ｏｖｉｂｒｉｏ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科、Ｔ
ｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｕｓ属、Ｍ
ｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、またはＡｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ属に含まれ
る生物のＣａｓ９から選択され、ただし、第一断片及び第二断片は、同じ細菌に由来しな
い。例えば、キメラエフェクタータンパク質は、第一断片及び第二断片を含み、第一断片
及び第二断片のそれぞれは、Ｓ．　ｍｕｔａｎｓ、Ｓ．　ａｇａｌａｃｔｉａｅ、Ｓ．　
ｅｑｕｉｓｉｍｉｌｉｓ、Ｓ．　ｓａｎｇｕｉｎｉｓ、Ｓ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｃ．
　ｊｅｊｕｎｉ、Ｃ．　ｃｏｌｉ；Ｎ．　ｓａｌｓｕｇｉｎｉｓ、Ｎ．　ｔｅｒｇａｒｃ
ｕｓ；Ｓ．　ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｓ、Ｓ．　ｃａｒｎｏｓｕｓ；Ｎ．　ｍｅｎｉｎｇｉ
ｔｉｄｅｓ、Ｎ．　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ；Ｌ．　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ、Ｌ．
　ｉｖａｎｏｖｉｉ；Ｃ．　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ、Ｃ．　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ．　ｔ
ｅｔａｎｉ、Ｃ．　ｓｏｒｄｅｌｌｉｉ；Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉ
ｓ　１、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科
菌ＭＣ２０１７　１、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕｓ、Ｐ
ｅｒｅｇｒｉｎｉｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＡ２＿３３＿１０、Ｐａｒｃ
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ｕｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＣ２＿４４＿１７、Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ種Ｓ
ＣＡＤＣ、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅ
ａｅ科菌ＭＡ２０２０、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａｓｍａ　ｔｅｒｍ
ｉｔｕｍ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃ
ｕｌｉ　２３７、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａ
ｅ科菌ＮＤ２００６、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ　３、
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａｃａｃ
ａｅのＣａｓ９から選択され、ただし、第一断片及び第二断片は、同じ細菌に由来しない
。
【００７６】
　より好適な実施形態において、Ｃａｓ９ニッカーゼは、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　
ｐｙｏｇｅｎｅｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、またはＳｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓのＣａｓ９から選択される細菌種に由来する
。ある特定の実施形態において、Ｃａｓ９ｐは、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅ
ｎｓｉｓ　１、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅ
ａｅ科菌ＭＣ２０１７　１、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕ
ｓ、Ｐｅｒｅｇｒｉｎｉｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＡ２＿３３＿１０、Ｐ
ａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＣ２＿４４＿１７、Ｓｍｉｔｈｅｌｌ
ａ種ＳＣＡＤＣ、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒ
ａｃｅａｅ科菌ＭＡ２０２０、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａｓｍａ　ｔ
ｅｒｍｉｔｕｍ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏ
ｖｏｃｕｌｉ　２３７、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ
ｃｅａｅ科菌ＮＤ２００６、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ
　３、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａ
ｃａｃａｅから選択される細菌種に由来する。ある特定の実施形態において、Ｃａｓ９ｐ
は、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科
菌ＭＡ２０２０から選択される細菌種に由来する。ある特定の実施形態において、エフェ
クタータンパク質は、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ　１の亜種に由来
し、亜種として、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ　ｓｕｂｓｐ．　Ｎｏ
ｖｉｃｉｄａが挙げられるが、これに限定されない。
【００７７】
　特定の実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣａｓ９のホモログまたはオル
ソログは、Ｃａｓ９と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより
好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列相同性または同一性を有
する。さらなる実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣａｓ９のホモログまた
はオルソログは、野生型Ｃａｓ９と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％
、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列同一性を有
する。Ｃａｓ９が１つまたは複数の変異を有する（変異型である）場合、本明細書中称さ
れるとおりの当該Ｃａｓ９のホモログまたはオルソログは、変異型Ｃａｓ９と少なくとも
８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例
えば、少なくとも９５％の配列同一性を有する。
【００７８】
　ある実施形態において、Ｃａｓ９ニッカーゼは、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ種または
Ｓｔａｐｈｉｌｏｃｏｃｃｕｓ種を含む属の生物のオルソログである場合があるが、これ
らに限定されない。特定の実施形態において、Ｃａｓ９タンパク質は、Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、または
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓのＣａｓ９を含む種の生物のオ
ルソログである場合があるが、これらに限定されない。特定の実施形態において、本明細
書中称されるとおりのＣａｓ９ｐのホモログまたはオルソログは、本明細書中開示される
Ｃａｓ９配列の１つまたは複数と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、
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さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列相同性または
同一性を有する。さらなる実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣａｓ９のホ
モログまたはオルソログは、野生型ＳｐＣａｓ９、ＳａＣａｓ９、またはＳｔＣａｓ９と
少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも
９０％、例えば、少なくとも９５％の配列同一性を有する。
【００７９】
　特定の実施形態において、本発明のＣａｓ９ニッカーゼは、ＳｐＣａｓ９、ＳａＣａｓ
９、またはＳｔＣａｓ９と少なくとも６０％、より詳細には少なくとも７０％、例えば少
なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９
０％、例えば、少なくとも９５％の配列相同性または同一性を有する。さらなる実施形態
において、本明細書中称されるとおりのＣａｓ９タンパク質は、野生型ＳｐＣａｓ９、Ｓ
ａＣａｓ９、またはＳｔＣａｓ９と少なくとも６０％、例えば少なくとも７０％、より詳
細には少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少な
くとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列同一性を有する。当業者ならわかるだろ
うが、これには、Ｃａｓ９タンパク質の切断型が含まれ、それにより配列同一性は、切断
型の長さにわたり決定される。
【００８０】
　修飾Ｃａｓ９タンパク質
　特定の実施形態において、本明細書中定義されるとおりの改変Ｃａｓ９タンパク質、例
えばＣａｓ９を利用することが目的となるが、ただしこのタンパク質は、ＲＮＡを含む核
酸分子と複合体形成して、ＣＲＩＳＰＲ複合体を形成し、ただし、ＣＲＩＳＰＲ複合体に
おいて、核酸分子が１つまたは複数の標的ポリヌクレオチド遺伝子座を標的とする場合、
タンパク質は、非修飾Ｃａｓ９タンパク質と比較して少なくとも１つの修飾を有し、及び
修飾タンパク質を含むＣＲＩＳＰＲ複合体は、非修飾Ｃａｓタンパク質を含む複合体と比
較した場合に活性が変化している。当然のことながら、本明細書中ＣＲＩＳＰＲ「タンパ
ク質」と示す場合、Ｃａｓ９タンパク質は、好ましくは、修飾ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタン
パク質である（例えば、酵素活性が上昇または低下している（あるいはない）、例えば、
限定するものではないが、Ｃａｓ９が挙げられる）。「ＣＲＩＳＰＲタンパク質」という
用語は、「ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質」と同義で使用することができ、野生型ＣＲ
ＩＳＰＲタンパク質に比べて、ＣＲＩＳＰＲタンパク質が改変されているかどうか、例え
ば酵素活性が上昇または低下している（あるいはない）などとは無関係である。
【００８１】
　Ｃａｓ９一次構造内で、不定形領域の小さな区間が複数予想されている。不定形領域は
、溶媒と接触し、異なるＣａｓ９オルソログの間で保存されていないが、これらは、分断
して小タンパク質配列を挿入するのに好適な側部である。また、これらの側部は、Ｃａｓ
９オルソログ間でキメラタンパク質を生成するのに利用することができる。
【００８２】
　上記の知識に基づくと、酵素の不活性化を招く、または二本鎖ヌクレアーゼ活性をニッ
カーゼ活性に修飾する変異体を生成することができる。代替実施形態において、この知識
を用いて、標的外効果の低下した酵素が開発される（本明細書中いずれかの箇所で記載さ
れる）。
【００８３】
　特異性を、特に標的外効果の低下により向上させる、適切なＣａｓ９酵素修飾は、例え
ば、ＰＣＴ／ＵＳ２０１６／０３８０３４に記載されており、これはそのまま全体が本明
細書中参照として援用される。特定の実施形態において、標的外切断の減少は、鎖分離を
不安定化させることにより、より詳細には、ＤＮＡ相互作用領域の正電荷を減少させる変
異をＣａｓ９酵素に導入することにより、確実になる（本明細書中記載されるとおりであ
り、Ｃａｓ９に関してＳｌａｙｍａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　２０１６　（Ｓｃｉｅｎｃｅ
，　１；３５１（６２６８）：８４－８にさらに例示される）。さらなる実施形態におい
て、標的外切断の減少は、標的鎖とガイドＲＮＡ配列の間の相互作用に影響を及ぼす変異
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をＣａｓ９酵素に導入する、より詳細には、標的特異的活性は保持するが標的外活性は低
下させるようなやり方でＣａｓ９と標的ＤＮＡ鎖のリン酸骨格との間の相互作用を破壊す
ることにより、確実になる（Ｃａｓ９に関してＫｌｅｉｎｓｔｉｖｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　
２０１６，　Ｎａｔｕｒｅ，　２８；５２９（７５８７）：４９０－５に記載されるとお
り）。特定の実施形態において、標的外活性は、野生型Ｃａｓ９に比べて、標的鎖及び非
標的鎖両方との相互作用が修飾されている、修飾型Ｃａｓ９という手段により低下する。
【００８４】
　標的外活性に対する標的的中の活性及び／または特異性を上昇または低下させる、すな
わち標的外結合に対する標的的中の結合及び／または特異性を上昇または低下させるため
に様々な組み合わせで利用可能な方法及び変異を用いて、他の効果を促進するためになさ
れた変異または修飾を、補填するまたは向上させることができる。他の効果を促進するた
めになされたそのような変異または修飾として、Ｃａｓ９エフェクタータンパク質に対す
る変異または修飾、及び／またはガイドＲＮＡになされた変異または修飾が挙げられる。
【００８５】
　Ｃａｓ９特異性を改善するために用いられる同様な戦略を用いて（Ｓｌａｙｍａｋｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．　２０１５　‘‘Ｒａｔｉｏｎａｌｌｙ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ｃａｓ
９　ｎｕｃｌｅａｓｅｓ　ｗｉｔｈ　ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ’’）
、標的外ＤＮＡ鎖を安定化する残基を変異させることにより、Ｃａｓ９の特異性をさらに
改善することができる。これは、直線構造配列比較を用いて、１）Ｃａｓ９のどのドメイ
ンがＤＮＡのどの鎖と結合するか、及び２）それらのドメイン中のどの残基がＤＮＡと接
触するか、を予測することにより、結晶構造がなくても達成することができる。
【００８６】
　しかしながら、このアプローチは、既知のタンパク質を持つＣａｓ９の保存性が良くな
いために制限される場合がある。したがって、全ての可能性のあるＤＮＡ相互作用アミノ
酸（リシン、ヒスチジン、及びアルギニン）の機能を探査することが望ましい場合がある
。
【００８７】
　触媒活性なＣａｓ９タンパク質は、平滑断端を生成し、そのため、切断部位は、典型的
には、標的配列にある。より詳細には、平滑断端は、典型的には、ＰＡＭの２～３ヌクレ
オチド上流にある。特定の実施形態において、非標的鎖の断端は、ＰＡＭの３ヌクレオチ
ド上流（すなわちＰＡＭの上流の３番目と４番目のヌクレオチドの間）にあり、標的鎖（
すなわちガイド配列とハイブリダイズする鎖）の断端は、相補鎖の同じ位置に生じる（こ
れは、３’鎖上でＰＡＭの補体の３ヌクレオチド上流、またはＰＡＭの補体の上流の３番
及び４番ヌクレオチドの間である）。
【００８８】
　ある特定の実施形態において、Ｃａｓ９タンパク質の１つまたは複数の触媒ドメイン（
例えば、Ｃａｓ９タンパク質のＲｕｖＣ　Ｉ、ＲｕｖＣ　ＩＩ、及びＲｕｖＣ　ＩＩＩ、
またはＨＮＨドメイン）が変異して、標的配列の１つのＤＮＡ鎖のみを切断する変異型Ｃ
ａｓタンパク質が生成する。
【００８９】
　追加のガイダンスとして、特に制限なく、例えば、Ｓ．　ｐｙｏｇｅｎｅｓ由来のＣａ
ｓ９のＲｕｖＣ　Ｉ触媒ドメインにおいてアスパラギン酸からアラニンへの置換（Ｄ１０
Ａ）を行うと、Ｃａｓ９は、鎖を両方とも切断するヌクレアーゼからニッカーゼ（一本の
鎖を切断する）へと変換される。Ｃａｓ９をニッカーゼにする変異の他の例として、特に
制限なく、Ｈ８４０Ａ、Ｎ８５４Ａ、及びＮ８６３Ａが挙げられる。追加のガイダンスと
して、酵素がＳｐＣａｓ９ではない場合、変異は、ＳｐＣａｓ９の１０、７６２、８４０
、８５４、８６３、及び／または９８６位に相当する残基のいずれかまたは全てで行うこ
とが可能である（このことは、例えば、標準の配列比較ツールにより確認可能である）。
詳細には、以下の変異のいずれかまたは全てが、ＳｐＣａｓ９において好適であり：Ｄ１
０Ａ、Ｅ７６２Ａ、Ｈ８４０Ａ、Ｎ８５４Ａ、Ｎ８６３Ａ、及び／またはＤ９８６Ａ；な
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らびに交換アミノ酸のいずれかについての保存的置換も想定されている。
【００９０】
　第一の好適な実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質は、触媒不活性なＨ
ＮＨドメインを有するＳｐＣａｓ９ニッカーゼである（例えば、Ｎ８６３Ａ変異を持つＳ
ｐＣａｓ９ニッカーゼ）。第二の好適な実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパ
ク質は、触媒不活性なＨＮＨドメインを有するＳａＣａｓ９である（例えば、Ｎ５８０Ａ
変異を持つＳａＣａｓ９ニッカーゼ）。第三の好適な実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃａｓタンパク質は、ＨＮＨドメインが部分的または完全に除去されたＳｐＣａｓ９ニッ
カーゼである。第四の好適な実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質は、Ｈ
ＮＨドメインが部分的または完全に除去されたＳａＣａｓ９である。
【００９１】
　上記のＣａｓ９酵素のあるものにおいて、酵素は、１つまたは複数の残基の変異により
修飾されており、そのような残基として、ＦｎＣａｓ９タンパク質または任意の相当する
オルソログに従って、Ｄ９１７、Ｅ１００６、Ｅ１０２８、Ｄ１２２７、Ｄ１２５５Ａ、
及びＮ１２５７位が挙げられるが、これらに限定されない。ある態様において、本発明は
、本明細書中検討される組成物を提供し、組成物中、Ｃａｓ９酵素は、ＦｎＣａｓ９タン
パク質またはＣａｓ９オルソログの相当する位置に従って、Ｄ９１７Ａ、Ｅ１００６Ａ、
Ｅ１０２８Ａ、Ｄ１２２７Ａ、Ｄ１２５５Ａ、及びＮ１２５７Ａからなる群より選択され
る１つまたは複数の変異を有する不活性化酵素である。ある態様において、本発明は、本
明細書中検討される組成物を提供し、組成物中、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓタンパク質は、Ｆ
ｎＣａｓ９タンパク質またはＣａｓ９オルソログの相当する位置に従って、Ｄ９１７、ま
たはＥ１００６とＤ９１７、またはＤ９１７とＤ１２５５を有する。
【００９２】
　ある特定の実施形態において、Ｃａｓ９の修飾または変異は、ＲｕｖＣ　Ｉ、ＲｕｖＣ
　ＩＩ、ＲｕｖＣ　ＩＩＩ、またはＨＮＨドメインでの変異を含む。ある特定の実施形態
において、修飾または変異は、ＳｐＣａｓ９のアミノ酸位置番号を参照して、１２、１３
、６３、４１５、６１０、７７５、７７９、７８０、８１０、８３２、８４８、８５５、
８６１、８６２、８６６、９６１、９６８、９７４、９７６、９８２、９８３、１０００
、１００３、１０１４、１０４７、１０６０、１１０７、１１０８、１１０９、１１１４
、１１２９、１２４０、１２８９、１２９６、１２９７、１３００、１３１１、及び１３
２５位；好ましくは８５５位；８１０、１００３、及び１０６０位；または８４８、１０
０３位の１つまたは複数でのアミノ酸置換を含む。ある特定の実施形態において、６３、
４１５、７７５、７７９、７８０、８１０、８３２、８４８、８５５、８６１、８６２、
８６６、９６１、９６８、９７４、９７６、９８２、９８３、１０００、１００３、１０
１４、１０４７、１０６０、１１０７、１１０８、１１０９、１１１４、１１２９、１２
４０、１２８９、１２９６、１２９７、１３００、１３１１、または１３２５位；好まし
くは８５５位；８１０、１００３、及び１０６０位；８４８、１００３、及び１０６０位
；あるいは４９７、６６１、６９５、及び９２６位での修飾または変異は、アラニン置換
を含む。ある特定の実施形態において、修飾は、Ｋ８５５Ａ；Ｋ８１０Ａ、Ｋ１００３Ａ
、及びＲ１０６０Ａ；またはＫ８４８Ａ、Ｋ１００３Ａ（ＳｐＣａｓ９を参照して）、及
びＲ１０６０Ａを含む。ある特定の実施形態において、ある特定の実施形態において、修
飾は、Ｎ４９７Ａ、Ｒ６６１Ａ、Ｑ６９５Ａ、及びＱ９２６Ａ（ＳｐＣａｓ９を参照して
）を含む。
【００９３】
　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、及びＲｕｖＣ　ＩＩＩ、またはＨＮＨドメイン）を変異させて、全てのＤＮＡ切断活
性を実質的に失った変異型Ｃａｓ９を生成させる場合がある。実施形態によっては、Ｄ１
０Ａ変異を、Ｈ８４０Ａ、Ｎ８５４Ａ、またはＮ８６３Ａ変異のうちの１つまたは複数と
組み合わせて、全てのＤＮＡ切断活性を実質的に失った変異型Ｃａｓ９を生成させる。実
施形態によっては、変異型酵素のＤＮＡ切断活性が、その非変異型を基準として約２５％
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、１０％、５％、１％、０．１％、０．０１％未満、またはそれより低い場合に、ＣＲＩ
ＳＰＲ酵素は、全てのＤＮＡ切断活性を実質的に失っていると見なされる。酵素がＳｐＣ
ａｓ９ではない場合、変異は、ＳｐＣａｓ９の１０、７６２、８４０、８５４、８６３、
及び／または９８６位に相当するいずれかまたは全てで行うことが可能である（このこと
は、例えば、標準の配列比較ツールにより確認可能である）。詳細には、以下の変異のい
ずれかまたは全てが、ＳｐＣａｓ９において好適であり：Ｄ１０Ａ、Ｅ７６２Ａ、Ｈ８４
０Ａ、Ｎ８５４Ａ、Ｎ８６３Ａ、及び／またはＤ９８６Ａ；ならびに交換アミノ酸のいず
れかについての保存的置換も想定されている。他のＣａｓ９での相当する位置における同
じ変異（またはそれら変異の保存的置換）も好適である。特に好適であるのは、ＳｐＣａ
ｓ９におけるＤ１０及びＨ８４０である。しかしながら、他のＣａｓ９において、ＳｐＣ
ａｓ９のＤ１０及びＨ８４０に相当する残基も好適である。
【００９４】
　ある特定の実施形態において、２種の異なるキメラｇＲＮＡを、Ｃａｓ９ニッカーゼと
ともに使用することができ、これらは一緒になって、単一キメラｇＲＮＡを用いるのと同
様な効率で標的部位の切断を導入することができる。この様式では標的外効果を低下させ
ることができる。なぜならＣａｓ９ニッカーゼは、野生型Ｃａｓ９のような二本鎖切断を
導入する能力を持たないからである。そのような二重ニッキング法は、例えば、ＰＣＴ公
開番号第ＷＯ２０１４０９３６２２号及び第ＷＯ２０１４２０４７２５号に記載されてお
り、これらは本明細書中参照として援用される。
【００９５】
　Ｃａｓ１２タンパク質
　ある特定の例示の実施形態において、組成物、システム、及びアッセイは、複数のＣａ
ｓ１２オルソログあるいは１種または複数のオルソログを１種または複数のＣａｓ９オル
ソログと組み合わせて含む場合がある。ある特定の例示の実施形態において、Ｃａｓ１２
オルソログは、Ｃｐｆ１オルソログ、Ｃ２ｃ１オルソログ、またはＣ２ｃ３オルソログで
ある。
【００９６】
　Ｃｐｆ１オルソログ
　本発明は、サブタイプＶ－Ａで示されるＣｐｆ１遺伝子座に由来する、野生型Ｃｐｆ１
エフェクタータンパク質の変異型に基づくニッカーゼの使用を包含する。本明細書中、そ
のようなエフェクタータンパク質は、「Ｃｐｆ１ｐ」、例えば、Ｃｐｆ１タンパク質とも
称する（及びそのようなエフェクタータンパク質またはＣｐｆ１タンパク質またはＣｐｆ
１遺伝子座に由来するタンパク質も「ＣＲＩＳＰＲ酵素」と呼ぶ）。現在、サブタイプＶ
－Ａ遺伝子座は、ｃａｓ１、ｃａｓ２、ｃｐｆ１で示される明確な遺伝子、及びＣＲＩＳ
ＰＲアレイを包含する。Ｃｐｆ１（ＣＲＩＳＰＲ関連タンパク質Ｃｐｆ１、サブタイプＰ
ＲＥＦＲＡＮ）は、Ｃａｓ９の相当するドメインとホモログであるＲｕｖＣ様ヌクレアー
ゼドメインを、Ｃａｓ９の特徴的なアルギニンリッチクラスターのカウンターパートと合
わせて有する巨大タンパク質（約１３００のアミノ酸）である。しかしながら、Ｃｐｆ１
には、全てのＣａｓ９タンパク質に存在するＨＮＨヌクレアーゼドメインが欠けており、
ＲｕｖＣ様ドメインは、Ｃａｓ９とは対照的にＣｐｆ１配列中で連続している。Ｃａｓ９
では、このドメインには、ＨＮＨドメインを含む長い挿入が含まれている。したがって、
特定の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ酵素は、ＲｕｖＣ様ヌクレアーゼドメイ
ンのみを含む。
【００９７】
　「オルソログ（ｏｒｔｈｏｌｏｇｕｅ）」（本明細書中「オルソログ（ｏｒｔｈｏｌｏ
ｇ）」とも称する）及び「ホモログ（ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ）」（本明細書中「ホモログ（
ｈｏｍｏｌｏｇ）」とも称する）という用語は、当該分野で周知である。追加のガイダン
スとして、本明細書中使用される場合、タンパク質の「ホモログ」とは、ホモログの関係
にあるタンパク質と同じまたは同様の機能を発揮する、同じ種のタンパク質である。ホモ
ログタンパク質は、可能性としてはあり得るが、構造的に関連する必要はなく、またはそ
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の構造的な関連性は部分的なものにすぎない。本明細書中使用される場合、タンパク質の
「オルソログ」とは、オルソログの関係にあるタンパク質と同じまたは同様の機能を発揮
する、異なる種のタンパク質である。オルソログタンパク質は、可能性としてはあり得る
が、構造的に関連する必要はなく、またはその構造的な関連性は部分的なものにすぎない
。ホモログ及びオルソログは、相同性モデリングによって同定可能である。（例えば、Ｇ
ｒｅｅｒ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｖｏｌ．　２２８　（１９８５）　１０５５、及びＢｌｕｎ
ｄｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．　Ｅｕｒ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　ｖｏｌ　１７２　（１９８８）
、５１３）、または「ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ＢＬＡＳＴ」（Ｄｅｙ　Ｆ，　Ｃｌｉｆｆ
　Ｚｈａｎｇ　Ｑ，　Ｐｅｔｒｅｙ　Ｄ，　Ｈｏｎｉｇ　Ｂ．　Ｔｏｗａｒｄ　ａ　‘‘
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ＢＬＡＳＴ’’：　ｕｓｉｎｇ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｒｅｌ
ａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ　ｔｏ　ｉｎｆｅｒ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ．　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃ
ｉ．　２０１３　Ａｐｒ；２２（４）：３５９－６６．　ｄｏｉ：　１０．１００２／ｐ
ｒｏ．２２２５．を参照）。ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ遺伝子座の分野における応用について
は、Ｓｈｍａｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．　（２０１５）も参照。ホモログタンパク質は、可能
性としてはあり得るが、構造的に関連する必要はなく、またはその構造的な関連性は部分
的なものにすぎない。
【００９８】
　Ｃｐｆ１遺伝子は、複数の多様な細菌ゲノムにおいて見られ、典型的には、同じ遺伝子
座でｃａｓ１、ｃａｓ２、及びｃａｓ４遺伝子ならびにＣＲＩＳＰＲカセットとともに見
られる（例えば、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｃｆ．ｎｏｖｉｃｉｄａ　Ｆｘ１のＦＮＦＸ
１＿１４３１－ＦＮＦＸ１＿１４２８）。すなわち、この推定新規ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ
系のレイアウトは、ＩＩ－Ｂ型のものと同様であるように見受けられる。そのうえさらに
、Ｃｐｆ１タンパク質は、Ｃａｓ９と同様に、トランスポゾンＯＲＦ－Ｂとホモログの関
係にある容易に同定可能なＣ末端領域を有し、また、活性ＲｕｖＣ様ヌクレアーゼ、アル
ギニンリッチ領域、及びＺｎフィンガー（Ｃａｓ９には存在しない）を有する。しかしな
がら、Ｃａｓ９とは異なり、Ｃｐｆ１は、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓとは脈絡のない複数のゲ
ノム中にも存在し、その相対的に高いＯＲＦ－Ｂ類似性は、これが、トランスポゾン構成
要素である可能性を示唆する。仮にこれが本物のＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系であり、Ｃｐｆ
１がＣａｓ９の機能的類似体であるとしたら、これは、新型のＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ、い
わゆるＶ型であるという可能性が示唆された（Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｌａｓ
ｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ　Ｓｙｓｔｅｍｓ．　Ｍａｋａｒｏ
ｖａ　ＫＳ，　Ｋｏｏｎｉｎ　ＥＶ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．　２０１５
；１３１１：４７－７５を参照）。しかしながら、本明細書中記載される場合、Ｃｐｆ１
は、Ｃ２ｃ１ｐと区別するためにサブタイプＶ－Ａにあるとして表される。Ｃ２ｃ１ｐは
、同一のドメイン構造を有さず、したがってサブタイプＶ－Ｂにあるとして表される。
【００９９】
　特定の実施形態において、エフェクタータンパク質は、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ属
、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａｃｔｏｒ属、Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ属、Ｐａｒｖｉｂａｃｕｌｕｍ属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ属、Ｎｅｉｓｓｅｒ
ｉａ属、Ｇｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ属、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ属、Ｓｐｈ
ａｅｒｏｃｈａｅｔａ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒ属、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅ
ｒ属、Ｌｉｓｔｅｒｉａ属、Ｐａｌｕｄｉｂａｃｔｅｒ属、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ属、
Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｒｉｄｉｕｍ属、Ｌｅｐｔｏ
ｔｒｉｃｈｉａ属、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ属、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ属、Ａｌｉｃｙｃ
ｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｏｐｈｉｌｕｓ属、Ｐｏｒｐｈｙｒ
ｏｍｏｎａｓ属、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ属、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ門、Ｈｅｌｃｏ
ｃｏｃｃｕｓ属、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ属、Ｄｅｓｕｌ
ｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ属
、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｕｓ属、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕ
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ｍ属、またはＡｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ属を含む属の生物に由来するＣｐｆ１エフ
ェクタータンパク質である。
【０１００】
　さらなる特定の実施形態において、Ｃｐｆ１エフェクタータンパク質は、Ｓ．　ｍｕｔ
ａｎｓ、Ｓ．　ａｇａｌａｃｔｉａｅ、Ｓ．　ｅｑｕｉｓｉｍｉｌｉｓ、Ｓ．　ｓａｎｇ
ｕｉｎｉｓ、Ｓ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｃ．　ｊｅｊｕｎｉ、Ｃ．　ｃｏｌｉ；Ｎ．　
ｓａｌｓｕｇｉｎｉｓ、Ｎ．　ｔｅｒｇａｒｃｕｓ；Ｓ．　ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｓ、Ｓ
．　ｃａｒｎｏｓｕｓ；Ｎ．　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ、Ｎ．　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａ
ｅ；Ｌ．　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ、Ｌ．　ｉｖａｎｏｖｉｉ；Ｃ．　ｂｏｔｕｌｉ
ｎｕｍ、Ｃ．　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ．　ｔｅｔａｎｉ、Ｃ．　ｓｏｒｄｅｌｌｉｉか
ら選択される生物に由来する。
【０１０１】
　ニッカーゼは、第一エフェクタータンパク質（例えば、Ｃｐｆ１）オルソログに由来す
る第一断片及び第二エフェクター（例えば、Ｃｐｆ１）タンパク質オルソログに由来する
第二断片を含むキメラタンパク質の場合があり、ただし、第一及び第二エフェクタータン
パク質オルソログは、異なっている。第一及び第二エフェクタータンパク質（例えば、Ｃ
ｐｆ１）オルソログの少なくとも一方は、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｃａｍｐｙｌ
ｏｂａｃｔｅｒ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａｃｔｏｒ属、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属
、Ｐａｒｖｉｂａｃｕｌｕｍ属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ属、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ属、Ｇｌｕ
ｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ属、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ属、Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａ
ｅｔａ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｃｏｒｙｎｅｂ
ａｃｔｅｒ属、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ属、Ｌｉｓｔ
ｅｒｉａ属、Ｐａｌｕｄｉｂａｃｔｅｒ属、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ属、Ｌａｃｈｎｏｓ
ｐｉｒａｃｅａｅ科、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｒｉｄｉｕｍ属、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ
属、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ属、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ属、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌ
ｌｕｓ属、Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｏｐｈｉｌｕｓ属、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ属
、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ属、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ門、Ｈｅｌｃｏｃｏｃｃｕｓ属
、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏ
ｎｕｍ属、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ属、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｕｓ属、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、またはＡ
ｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ属に含まれる生物に由来するエフェクタータンパク質（例
えば、Ｃｐｆ１）を含む可能性がある。例えば、キメラエフェクタータンパク質は、第一
断片及び第二断片を含み、第一断片及び第二断片のそれぞれは、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ属、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａｃｔｏｒ属、Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｐａｒｖｉｂａｃｕｌｕｍ属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ属、Ｎｅｉｓ
ｓｅｒｉａ属、Ｇｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ属、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ属、
Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ属、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒ属、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｒｈｏｄｏｂａ
ｃｔｅｒ属、Ｌｉｓｔｅｒｉａ属、Ｐａｌｕｄｉｂａｃｔｅｒ属、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕ
ｍ属、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｒｉｄｉｕｍ属、Ｌｅ
ｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ属、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ属、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ属、Ａｌｉ
ｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｏｐｈｉｌｕｓ属、Ｐｏｒｐ
ｈｙｒｏｍｏｎａｓ属、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ属、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ門、Ｈｅ
ｌｃｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ属、Ｄｅ
ｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌ
ｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｕｓ属、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ属、またはＡｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ属に含まれる生物のＣｐｆ１から選
択され、ただし、第一及び第二断片は、同一細菌に由来しない。例えば、キメラエフェク
タータンパク質は、第一断片及び第二断片を含み、第一断片及び第二断片のそれぞれは、
Ｓ．　ｍｕｔａｎｓ、Ｓ．　ａｇａｌａｃｔｉａｅ、Ｓ．　ｅｑｕｉｓｉｍｉｌｉｓ、Ｓ
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．　ｓａｎｇｕｉｎｉｓ、Ｓ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｃ．　ｊｅｊｕｎｉ、Ｃ．　ｃｏ
ｌｉ；Ｎ．　ｓａｌｓｕｇｉｎｉｓ、Ｎ．　ｔｅｒｇａｒｃｕｓ；Ｓ．　ａｕｒｉｃｕｌ
ａｒｉｓ、Ｓ．　ｃａｒｎｏｓｕｓ；Ｎ．　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ、Ｎ．　ｇｏｎｏ
ｒｒｈｏｅａｅ；Ｌ．　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ、Ｌ．　ｉｖａｎｏｖｉｉ；Ｃ．　
ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ、Ｃ．　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ．　ｔｅｔａｎｉ、Ｃ．　ｓｏｒｄ
ｅｌｌｉｉ；Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ　１、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌ
ａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＭＣ２０１７　１、Ｂｕｔ
ｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕｓ、Ｐｅｒｅｇｒｉｎｉｂａｃｔｅ
ｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＡ２＿３３＿１０、Ｐａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ
２０１１＿ＧＷＣ２＿４４＿１７、Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ種ＳＣＡＤＣ、Ａｃｉｄａｍｉｎ
ｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＭＡ２０２０、Ｃａ
ｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａｓｍａ　ｔｅｒｍｉｔｕｍ、Ｅｕｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉ　２３７、Ｌｅｐｔｏ
ｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＮＤ２００６、Ｐｏｒ
ｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ　３、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉ
ｓｉｅｎｓ、及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａｃａｃａｅのＣｐｆ１から選択され
、ただし、第一及び第二断片は、同一細菌に由来しない。
【０１０２】
　より好適な実施形態において、Ｃｐｆ１ｐニッカーゼは、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔ
ｕｌａｒｅｎｓｉｓ　１、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐ
ｉｒａｃｅａｅ科菌ＭＣ２０１７　１、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａ
ｓｔｉｃｕｓ、Ｐｅｒｅｇｒｉｎｉｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＡ２＿３３
＿１０、Ｐａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＣ２＿４４＿１７、Ｓｍｉ
ｔｈｅｌｌａ種ＳＣＡＤＣ、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎ
ｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＭＡ２０２０、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａ
ｓｍａ　ｔｅｒｍｉｔｕｍ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、Ｍｏｒａｘｅｌ
ｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉ　２３７、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｌａｃｈｎｏ
ｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＮＤ２００６、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉ
ｃａｎｉｓ　３、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎ
ａｓ　ｍａｃａｃａｅから選択される細菌種に由来する。ある特定の実施形態において、
Ｃｐｆ１ｐは、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ
ｃｅａｅ科菌ＭＡ２０２０から選択される細菌種に由来する。ある特定の実施形態におい
て、エフェクタータンパク質は、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ　１の
亜種に由来し、そのような亜種として、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ
　ｓｕｂｓｐ．　Ｎｏｖｉｃｉｄａが挙げられるが、これに限定されない。
【０１０３】
　実施形態によっては、Ｃｐｆ１ｐニッカーゼは、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ属の生物に由
来する。実施形態によっては、ＣＲＩＳＰＲニッカーゼは、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｒ
ｅｃｔａｌｅの細菌種の生物に由来する。実施形態によっては、野生型Ｃｐｆ１エフェク
タータンパク質のアミノ酸配列は、ＮＣＢＩ参照配列ＷＰ＿０５５２２５１２３．１、Ｎ
ＣＢＩ参照配列ＷＰ＿０５５２３７２６０．１、ＮＣＢＩ参照配列ＷＰ＿０５５２７２２
０６．１、またはＧｅｎＢａｎｋ　ＩＤ　ＯＬＡ１６０４９．１に相当する。実施形態に
よっては、Ｃｐｆ１エフェクタータンパク質は、ＮＣＢＩ参照配列ＷＰ＿０５５２２５１
２３．１、ＮＣＢＩ参照配列ＷＰ＿０５５２３７２６０．１、ＮＣＢＩ参照配列ＷＰ＿０
５５２７２２０６．１、またはＧｅｎＢａｎｋ　ＩＤ　ＯＬＡ１６０４９．１と、少なく
とも６０％、より詳細には少なくとも７０、例えば少なくとも８０％、より好ましくは少
なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば少なくとも９５％の配
列相同性または配列同一性を有する。当業者ならわかるだろうが、これには、Ｃｐｆ１タ
ンパク質の切断型が含まれ、それにより配列同一性は、切断型の長さにわたり決定される
。実施形態によっては、Ｃｐｆ１エフェクターは、ＴＴＴＮまたはＣＴＴＮというＰＡＭ
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配列を認識する。
【０１０４】
　特定の実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣｐｆ１のホモログまたはオル
ソログは、Ｃｐｆ１と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより
好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列相同性または同一性を有
する。さらなる実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣｐｆ１のホモログまた
はオルソログは、野生型Ｃｐｆ１と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％
、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列同一性を有
する。Ｃｐｆ１が１つまたは複数の変異を有する（変異型である）場合、本明細書中称さ
れるとおりの当該Ｃｐｆ１のホモログまたはオルソログは、変異型Ｃｐｆ１と少なくとも
８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例
えば、少なくとも９５％の配列同一性を有する。
【０１０５】
　ある実施形態において、Ｃｐｆ１タンパク質は、ある属の生物のオルソログである場合
があり、そのような属の生物として、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種、Ｌａｃｈｎｏ
ｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌、またはＭｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉが挙げられるが
これらに限定されない。特定の実施形態において、Ｖ型Ｃａｓタンパク質は、ある種の生
物のオルソログである場合があり、そのような種の生物として、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏ
ｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＮＤ２００６（ＬｂＣｐｆ
１）、またはＭｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉ　２３７が挙げられるがこれらに限
定されない。特定の実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣｐｆ１のホモログ
またはオルソログは、本明細書中開示されるＣｐｆ１配列のうち１つまたは複数と少なく
とも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％
、例えば少なくとも９５％の配列相同性または同一性を有する。さらなる実施形態におい
て、本明細書中称されるとおりのＣｐｆ１のホモログまたはオルソログは、野生型ＦｎＣ
ｐｆ１、ＡｓＣｐｆ１、またはＬｂＣｐｆ１と少なくとも８０％、より好ましくは少なく
とも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列
同一性を有する。
【０１０６】
　特定の実施形態において、本発明のＣｐｆ１タンパク質は、ＦｎＣｐｆ１、ＡｓＣｐｆ
１、またはＬｂＣｐｆ１と少なくとも６０％、より詳細には少なくとも７０、例えば少な
くとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０
％、例えば少なくとも９５％の配列相同性または同一性を有する。さらなる実施形態にお
いて、本明細書中称されるとおりのＣｐｆ１タンパク質は、野生型ＡｓＣｐｆ１またはＬ
ｂＣｐｆ１と少なくとも６０％、例えば少なくとも７０％、より詳細には少なくとも８０
％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば
少なくとも９５％の配列同一性を有する。特定の実施形態において、本発明のＣｐｆ１タ
ンパク質は、ＦｎＣｐｆ１との配列同一性が６０％未満である。当業者ならわかるだろう
が、これには、Ｃｐｆ１タンパク質の切断型が含まれ、それにより配列同一性は、切断型
の長さにわたり決定される。
【０１０７】
　実施形態によっては、Ｃｐｆ１ニッカーゼは、Ｎｕｃドメインに変異を有する。実施形
態によっては、Ｃｐｆ１ニッカーゼは、標的ＤＮＡ鎖とガイド分子の間のヘテロ二本鎖の
形成により行き場を失った標的外ＤＮＡ鎖を、目的の標的遺伝子座において、ニッキング
することができる。実施形態によっては、Ｃｐｆ１ニッカーゼはＡｓＣｐｆ１のＲ１２２
６Ａに相当する変異を有する。
【０１０８】
　追加のガイダンスとして、特に制限なく、Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種由来のＣ
ｐｆ１のＮｕｃドメインにおいてアルギニンからアラニンへの置換（Ｒ１２２６Ａ）を行
うと、Ｃｐｆ１は、鎖を両方とも切断するヌクレアーゼからニッカーゼ（一本の鎖を切断
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する）へと変換される。当業者には当然のことながら、酵素がＡｓＣｐｆ１ではない場合
、変異は、相当する位置の残基で行うことができる。特定の実施形態において、Ｃｐｆ１
はＦｎＣｐｆ１であり、変異は、Ｒ１２１８位のアルギニンで行われる。特定の実施形態
において、Ｃｐｆ１はＬｂＣｐｆ１であり、変異はＲ１１３８位のアルギニンで行われる
。特定の実施形態において、Ｃｐｆ１はＭｂＣｐｆ１であり、変異はＲ１２９３位のアル
ギニンで行われる。
【０１０９】
　Ｃ２ｃ１オルソログ
　本発明は、サブタイプＶ－Ｂで示されるＣ２ｃ１遺伝子座に由来するＣ２ｃ１系ニッカ
ーゼの使用を包含する。本明細書中、そのようなエフェクタータンパク質は、「Ｃ２ｃ１
ｐ」、例えば、Ｃ２ｃ１タンパク質とも称する（及びそのようなエフェクタータンパク質
またはＣ２ｃ１タンパク質またはＣ２ｃ１遺伝子座に由来するタンパク質も「ＣＲＩＳＰ
Ｒ酵素」と称する）。現在、サブタイプＶ－Ｂ遺伝子座は、ｃａｓ１－Ｃａｓ４融合物、
ｃａｓ２、Ｃ２ｃ１と示される別個の遺伝子、及びＣＲＩＳＰＲアレイを包含する。Ｃ２
ｃ１（ＣＲＩＳＰＲ関連タンパク質Ｃ２ｃ１）は、Ｃａｓ９の相当するドメインとホモロ
グの関係にあるＲｕｖＣ様ヌクレアーゼドメインをＣａｓ９の特徴的なアルギニンリッチ
クラスターのカウンターパートと合わせて有する巨大タンパク質（約１１００～１３００
のアミノ酸）である。しかしながら、Ｃ２ｃ１には、全てのＣａｓ９タンパク質に存在す
るＨＮＨヌクレアーゼドメインが欠けており、ＲｕｖＣ様ドメインは、Ｃａｓ９とは対照
的にＣ２ｃ１配列中で連続している。Ｃａｓ９では、このドメインには、ＨＮＨドメイン
を含む長い挿入が含まれている。したがって、特定の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃａｓ酵素は、ＲｕｖＣ様ヌクレアーゼドメインのみを含む。
【０１１０】
　Ｃ２ｃ１（Ｃａｓ１２ｂとしても知られる）タンパク質は、ＲＮＡに誘導されるヌクレ
アーゼである。これによる切断は、ガイド配列及び直列反復を含むガイドＲＮＡを動員す
るｔｒａｃｒＲＮＡに依存しており、ガイド配列は、標的ヌクレオチド配列とハイブリダ
イズして、ＤＮＡ／ＲＮＡヘテロ二本鎖を形成する。現在の研究に基づくと、Ｃ２ｃ１ヌ
クレアーゼ活性も、ＰＡＭ配列の認識を必要とし、これに依存する。Ｃ２ｃ１のＰＡＭ配
列はＴリッチ配列である。実施形態によっては、ＰＡＭ配列は、５’ＴＴＮ３’または５
’ＡＴＴＮ３’であり、配列中、Ｎは、任意のヌクレオチドである。特定の実施形態にお
いて、ＰＡＭ配列は、５’ＴＴＣ３’である。特定の実施形態において、ＰＡＭは、Ｐｌ
ａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍの配列中にある。
【０１１１】
　Ｃ２ｃ１は、標的遺伝子座においてねじれ型切断を作り、５’オーバーハング、すなわ
ち「粘着末端」が、標的配列のＰＡＭ遠位側にできる。実施形態によっては、５’オーバ
ーハングは、７ｎｔである。Ｌｅｗｉｓ　ａｎｄ　Ｋｅ，　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ．　２０１
７　Ｆｅｂ　２；６５（３）：３７７－３７９を参照。
【０１１２】
　Ｃ２ｃ１遺伝子は、複数の多様な細菌ゲノムにおいて見られ、典型的には、同じ遺伝子
座でｃａｓ１、ｃａｓ２、及びｃａｓ４遺伝子ならびにＣＲＩＳＰＲカセットとともに見
られる。すなわち、この推定新規ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系のレイアウトは、ＩＩ－Ｂ型の
ものと同様であるように見受けられる。そのうえさらに、Ｃ２ｃ１タンパク質は、Ｃａｓ
９と同様に、活性ＲｕｖＣ様ヌクレアーゼ、アルギニンリッチ領域、及びＺｎフィンガー
（Ｃａｓ９には存在しない）を有する。
【０１１３】
　特定の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲニッカーゼは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌ
ｕｓ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉｔ
ｕｔａｃｅａｅ科、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖｉ
ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ属、
Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ属、Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ門、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅ
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ｒｉｕｍ属、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ門、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ綱、Ｐｌａｎｃ
ｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅ属、及びＶｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉ
ａｃｅａｅ科を含む属の生物に由来するＣ２ｃ１ニッカーゼである。
【０１１４】
　さらなる特定の実施形態において、Ｃ２ｃ１ニッカーゼは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉ
ｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（例えば、ＡＴＣＣ　４９０２５）、Ａｌｉ
ｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ（例えば、ＤＳＭ　１７９７５）
、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕｓ（例えば、
ＤＳＭ　１７９８０）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｉｓａｓｈｉｉ株Ｃ４、Ｃａｎｄｉｄａｔ
ｕｓ　Ｌｉｎｄｏｗｂａｃｔｅｒｉａ細菌ＲＩＦＣＳＰＬＯＷＯ２、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉ
ｂｒｉｏ　ｉｎｏｐｉｎａｔｕｓ（例えば、ＤＳＭ　１０７１１）、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａ
ｔｒｏｎｕｍ　ｔｈｉｏｄｉｓｍｕｔａｎｓ（例えば、ＭＬＦ－１株）、Ｅｌｕｓｉｍｉ
ｃｒｏｂｉａ門菌ＲＩＦＯＸＹＡ１２、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ　ＷＯＲ＿２細菌ＲＩ
ＦＣＳＰＨＩＧＨＯ２、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科菌ＴＡＶ５、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒ
ａｅ綱菌ＳＴ－ＮＡＧＡＢ－Ｄ１、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門菌ＲＢＧ＿１３＿４
６＿１０、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ門菌ＧＷＢ１＿２７＿１３、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃ
ｒｏｂｉａｃｅａｅ科菌ＵＢＡ２４２９、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｉｄｕ
ｓ（例えば、ＤＳＭ　１７５７２）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏａｍｙｌｏｖｏｒ
ａｎｓ（例えば、Ｂ４１６６株）、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ種ＣＦ１１２、Ｂａｃｉ
ｌｌｕｓ種ＮＳＰ２．１、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ　ｂｕｔｙｒａｔｉｖｏ
ｒａｎｓ（例えば、ＤＳＭ　１８７３４）、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｒ
ｂａｒｉｕｓ（例えば、ＤＳＭ　１３６０９）、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄ
ｉｉ（例えば、ＡＴＣＣ　８０９０）、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇｒｉ（例えば
、ＢＡＢ－２５００）、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｏｄｕｌａｎｓ（例えば
、ＯＲＳ　２０６０）から選択される種に由来するものである。
【０１１５】
　ニッカーゼは、第一エフェクタータンパク質（例えば、Ｃ２ｃ１）オルソログに由来す
る第一断片及び第二エフェクター（例えば、Ｃ２ｃ１）タンパク質オルソログに由来する
第二断片を含むキメラエフェクタータンパク質を含む場合があり、ただし、第一及び第二
エフェクタータンパク質オルソログは、異なっている。第一及び第二エフェクタータンパ
ク質（例えば、Ｃ２ｃ１）オルソログの少なくとも一方は、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌ
ｌｕｓ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉ
ｔｕｔａｃｅａｅ科、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖ
ｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ属
、Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ門、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ属、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ属、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ門、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ綱、Ｐｌａｎ
ｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅ属、及びＶｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂ
ｉａｃｅａｅ科に含まれる生物に由来するエフェクタータンパク質（例えば、Ｃ２ｃ１）
を含む可能性がある。例えば、キメラエフェクタータンパク質は、第一断片及び第二断片
を含み、第一断片及び第二断片のそれぞれは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｄ
ｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅ
ａｅ科、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌ
ｌｕｓ属、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ属、Ｅｌｕｓｉ
ｍｉｃｒｏｂｉａ門、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ属、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属
、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ門、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ綱、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃ
ｅｔｅｓ門、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅ属、及びＶｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ
科に含まれる生物のＣ２ｃ１から選択され、ただし、第一断片及び第二断片は、同一細菌
に由来しない。例えば、キメラエフェクタータンパク質は、第一断片及び第二断片を含み
、第一断片及び第二断片のそれぞれは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏ
ｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（例えば、ＡＴＣＣ　４９０２５）、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌ
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ｌｕｓ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ（例えば、ＤＳＭ　１７９７５）、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕｓ（例えばＤＳＭ　１７９８０）、
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｉｓａｓｈｉｉ株Ｃ４、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｌｉｎｄｏｗｂａ
ｃｔｅｒｉａ細菌ＲＩＦＣＳＰＬＯＷＯ２、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ　ｉｎｏｐｉｎ
ａｔｕｓ（例えば、ＤＳＭ　１０７１１）、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ　ｔｈｉｏ
ｄｉｓｍｕｔａｎｓ（例えば、ＭＬＦ－１株）、Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ門菌ＲＩＦ
ＯＸＹＡ１２、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ　ＷＯＲ＿２細菌ＲＩＦＣＳＰＨＩＧＨＯ２、
Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科菌ＴＡＶ５、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ綱菌ＳＴ－ＮＡＧＡ
Ｂ－Ｄ１、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門菌ＲＢＧ＿１３＿４６＿１０、Ｓｐｉｒｏｃ
ｈａｅｔｅｓ門菌ＧＷＢ１＿２７＿１３、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ科菌
ＵＢＡ２４２９、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｉｄｕｓ（例えば、ＤＳＭ　１
７５７２）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏａｍｙｌｏｖｏｒａｎｓ（例えば、Ｂ４１
６６株）、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ種ＣＦ１１２、Ｂａｃｉｌｌｕｓ種ＮＳＰ２．１
、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ　ｂｕｔｙｒａｔｉｖｏｒａｎｓ（例えば、ＤＳ
Ｍ　１８７３４）、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｒｂａｒｉｕｓ（例えば、
ＤＳＭ　１３６０９）、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉ（例えば、ＡＴＣＣ
　８０９０）、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇｒｉ（例えば、ＢＡＢ－２５００）、
Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｏｄｕｌａｎｓ（例えば、ＯＲＳ　２０６０）の
Ｃ２ｃ１から選択され、ただし、第一断片及び第二断片は、同一細菌に由来しない。
【０１１６】
　より好適な実施形態において、Ｃ２ｃ１ｐニッカーゼは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（例えば、ＡＴＣＣ　４９０２５）、Ａｌｉｃ
ｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ（例えば、ＤＳＭ　１７９７５）、
Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕｓ（例えばＤＳ
Ｍ　１７９８０）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｉｓａｓｈｉｉ株Ｃ４、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
　Ｌｉｎｄｏｗｂａｃｔｅｒｉａ細菌ＲＩＦＣＳＰＬＯＷＯ２、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒ
ｉｏ　ｉｎｏｐｉｎａｔｕｓ（例えば、ＤＳＭ　１０７１１）、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒ
ｏｎｕｍ　ｔｈｉｏｄｉｓｍｕｔａｎｓ（例えば、ＭＬＦ－１株）、Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒ
ｏｂｉａ門菌ＲＩＦＯＸＹＡ１２、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ　ＷＯＲ＿２細菌ＲＩＦＣ
ＳＰＨＩＧＨＯ２、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科菌ＴＡＶ５、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ
綱菌ＳＴ－ＮＡＧＡＢ－Ｄ１、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門菌ＲＢＧ＿１３＿４６＿
１０、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ門菌ＧＷＢ１＿２７＿１３、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏ
ｂｉａｃｅａｅ科菌ＵＢＡ２４２９、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｉｄｕｓ（
例えば、ＤＳＭ　１７５７２）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏａｍｙｌｏｖｏｒａｎ
ｓ（例えば、Ｂ４１６６株）、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ種ＣＦ１１２、Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ種ＮＳＰ２．１、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ　ｂｕｔｙｒａｔｉｖｏｒａ
ｎｓ（例えば、ＤＳＭ　１８７３４）、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｒｂａ
ｒｉｕｓ（例えば、ＤＳＭ　１３６０９）、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉ
（例えば、ＡＴＣＣ　８０９０）、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇｒｉ（例えば、Ｂ
ＡＢ－２５００）、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｏｄｕｌａｎｓ（例えば、Ｏ
ＲＳ　２０６０）から選択される細菌種に由来する。ある特定の実施形態において、Ｃ２
ｃ１ｐは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（例え
ば、ＡＴＣＣ　４９０２５）、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｎｔａｍｉｎａ
ｎｓ（例えば、ＤＳＭ　１７９７５）から選択される細菌種に由来する。
【０１１７】
　特定の実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣ２ｃ１のホモログまたはオル
ソログは、Ｃ２ｃ１と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより
好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列相同性または同一性を有
する。さらなる実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣ２ｃ１のホモログまた
はオルソログは、野生型Ｃ２ｃ１と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％
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、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列同一性を有
する。Ｃ２ｃ１が１つまたは複数の変異を有する（変異型である）場合、本明細書中称さ
れるとおりの当該Ｃ２ｃ１のホモログまたはオルソログは、変異型Ｃ２ｃ１と少なくとも
８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例
えば、少なくとも９５％の配列同一性を有する。
【０１１８】
　ある実施形態において、Ｃ２ｃ１タンパク質は、ある属の生物のオルソログである場合
があり、そのような属として、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｖ
ｉｂｒｉｏ属、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ属、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科、Ｔｕｂ
ｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｃａ
ｎｄｉｄａｔｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ属、Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉ
ａ門、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ属、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｏｍｎｉｔｒ
ｏｐｈｉｃａ門、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ綱、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門、Ｓ
ｐｉｒｏｃｈａｅｔｅ属、及びＶｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ科が挙げられる
が、これらに限定されない。特定の実施形態において、Ｖ型Ｃａｓタンパク質は、ある種
の生物のオルソログである場合があり、そのような種として、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉ
ｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（例えば、ＡＴＣＣ　４９０２５）、Ａｌｉ
ｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ（例えば、ＤＳＭ　１７９７５）
、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕｓ（例えば、
ＤＳＭ　１７９８０）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｉｓａｓｈｉｉ株Ｃ４、Ｃａｎｄｉｄａｔ
ｕｓ　Ｌｉｎｄｏｗｂａｃｔｅｒｉａ細菌ＲＩＦＣＳＰＬＯＷＯ２、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉ
ｂｒｉｏ　ｉｎｏｐｉｎａｔｕｓ（例えば、ＤＳＭ　１０７１１）、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａ
ｔｒｏｎｕｍ　ｔｈｉｏｄｉｓｍｕｔａｎｓ（例えば、ＭＬＦ－１株）、Ｅｌｕｓｉｍｉ
ｃｒｏｂｉａ門菌ＲＩＦＯＸＹＡ１２、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ　ＷＯＲ＿２細菌ＲＩ
ＦＣＳＰＨＩＧＨＯ２、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅａｅ科菌ＴＡＶ５、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒ
ａｅ綱菌ＳＴ－ＮＡＧＡＢ－Ｄ１、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門菌ＲＢＧ＿１３＿４
６＿１０、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ門菌ＧＷＢ１＿２７＿１３、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃ
ｒｏｂｉａｃｅａｅ科菌ＵＢＡ２４２９、Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｉｄｕ
ｓ（例えば、ＤＳＭ　１７５７２）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏａｍｙｌｏｖｏｒ
ａｎｓ（例えば、Ｂ４１６６株）、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ種ＣＦ１１２、Ｂａｃｉ
ｌｌｕｓ種ＮＳＰ２．１、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ　ｂｕｔｙｒａｔｉｖｏ
ｒａｎｓ（例えば、ＤＳＭ　１８７３４）、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｒ
ｂａｒｉｕｓ（例えば、ＤＳＭ　１３６０９）、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄ
ｉｉ（例えば、ＡＴＣＣ　８０９０）、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇｒｉ（例えば
、ＢＡＢ－２５００）、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｏｄｕｌａｎｓ（例えば
、ＯＲＳ　２０６０）が挙げられるが、これらに限定されない。特定の実施形態において
、本明細書中称されるとおりのＣ２ｃ１のホモログまたはオルソログは、本明細書中開示
されるＣ２ｃ１配列の１つまたは複数と少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８
５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば、少なくとも９５％の配列相同性
または同一性を有する。さらなる実施形態において、本明細書中称されるとおりのＣ２ｃ
１のホモログまたはオルソログは、野生型ＡａｃＣ２ｃ１またはＢｔｈＣ２ｃ１と少なく
とも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％
、例えば、少なくとも９５％の配列同一性を有する。
【０１１９】
　特定の実施形態において、本発明のＣ２ｃ１ニッカーゼは、ＡａｃＣ２ｃ１またはＢｔ
ｈＣ２ｃ１と少なくとも６０％、より詳細には少なくとも７０、例えば少なくとも８０％
、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば少
なくとも９５％の配列相同性または同一性を有する。さらなる実施形態において、本明細
書中称されるとおりのＣ２ｃ１タンパク質は、野生型ＡａｃＣ２ｃ１と少なくとも６０％
、例えば少なくとも７０％、より詳細には少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも
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８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば少なくとも９５％の配列同一性
を有する。特定の実施形態において、本発明のＣ２ｃ１タンパク質は、ＡａｃＣ２ｃ１と
の配列同一性が６０％未満である。当業者ならわかるだろうが、これには、Ｃ２ｃ１タン
パク質の切断型が含まれ、それにより配列同一性は、切断型の長さにわたり決定される。
【０１２０】
　ある特定の実施形態において、Ｃ２ｃ１ニッカーゼは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ系中または細
胞中で、一過性にまたは安定して、提供されるまたは発現し、非特異的に細胞核酸を切断
することを標的とするまたはそれを引き起こすようにされている場合がある。１つの実施
形態において、Ｃ２ｃ１は、ｓｓＤＮＡ、例えば、ウイルスｓｓＤＮＡをノックダウンす
るように操作されている。別の実施形態において、Ｃ２ｃ１は、ＲＮＡをノックダウンす
るように操作されている。このシステムは、ノックダウンが、細胞中またはｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ系中に存在する標的ＤＮＡに依存する、あるいはその系または細胞に標的核酸が加え
られることにより引き起こされるように、考案することができる。
【０１２１】
　ある特定の例示の実施形態において、Ｃ２ｃ１タンパク質は、ＲｕｖＣドメインに変異
を有する触媒不活性Ｃ２ｃ１である。実施形態によっては、触媒不活性Ｃ２ｃ１タンパク
質は、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓのＣ２ｃ１
のアミノ酸位置Ｄ５７０、Ｅ８４８、またはＤ９７７に相当する変異を有する。実施形態
によっては、触媒不活性Ｃ２ｃ１タンパク質は、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａ
ｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓのＣ２ｃ１のＤ５７０Ａ、Ｅ８４８Ａ、またはＤ９７７Ａ
に相当する変異を有する。
【０１２２】
　ある特定の実施形態において、Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｎｕｃドメインに変異を有する
Ｃ２ｃ１ニッカーゼである。実施形態によっては、Ｃ２ｃ１ニッカーゼは、Ａｌｉｃｙｃ
ｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓのＣ２ｃ１のアミノ酸位置Ｒ９
１１、Ｒ１０００、またはＲ１０１５に相当する変異を有する。実施形態によっては、Ｃ
２ｃ１ニッカーゼは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒ
ｉｓのＣ２ｃ１のＲ９１１Ａ、Ｒ１０００Ａ、またはＲ１０１５Ａに相当する変異を有す
る。当業者には当然のことながら、酵素が上記のＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ酵素ではない場合
、変異は、相当する位置の残基で行うことができる。
【０１２３】
　変異は、隣接する残基、例えば、ヌクレアーゼ活性に関与する上記に示されるものの近
くのアミノ酸で行うことができる。実施形態によっては、ＲｕｖＣドメインのみが不活性
化され、他の実施形態において、別の推定ヌクレアーゼドメインが不活性化され、この場
合、エフェクタータンパク質複合体は、ニッカーゼとして機能し、１つのＤＮＡ鎖のみを
切断する。実施形態によっては、２種のＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓバリアント（それぞれ異な
るニッカーゼ）を用いて特異性を高め、２種のニッカーゼバリアントは、標的でＤＮＡを
切断するのに用いられる（１つのＤＮＡ鎖のみが切断され続いて修復される標的外修飾は
最小限に抑えつつまたは除外しながら、どちらのニッカーゼもＤＮＡ鎖を切断する）。
【０１２４】
　ある特定の実施形態において、Ｃ２ｃ１エフェクタータンパク質は、２つのＣ２ｃ１エ
フェクタータンパク質分子を含むホモ二量体として、目的の標的遺伝子座に関連した配列
またはその遺伝子座で配列を切断する。好適な実施形態において、ホモ二量体は、それぞ
れ個別のＲｕｖＣドメインに異なる変異を有する２つのＣ２ｃ１エフェクタータンパク質
分子を含む場合がある。
【０１２５】
　ガイド配列
　本明細書中使用される場合、「ガイド配列」、「ｃｒＲＮＡ」、「ガイドＲＮＡ」、ま
たは「単一ガイドＲＮＡ」、または「ｇＲＮＡ」、または「ガイド分子」という用語は、
標的核酸配列とハイブリダイズし、ガイド配列及びＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパク質
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を含むＲＮＡ標的指向性複合体の標的核酸配列に対する配列特異的結合を指示するのに十
分な相補性を有する任意のポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドを示す。いくつ
かの例示の実施形態において、相補性の程度は、適切な整列アルゴリズムを使用して最適
に配列比較される場合、約５０％、６０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、
９７．５％、９９％以上である。最適な配列比較は、配列の整列に適した任意のアルゴリ
ズムを使用して決定される場合があり、その限定ではなく例として、Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔ
ｅｒｍａｎアルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈアルゴリズム、Ｂｕｒｒｏ
ｗｓ－Ｗｈｅｅｌｅｒ変換に基づくアルゴリズム（例えば、Ｂｕｒｒｏｗｓ　Ｗｈｅｅｌ
ｅｒ　Ａｌｉｇｎｅｒ）、ＣｌｕｓｔａｌＷ、ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＢＬＡＴ、Ｎｏｖｏａ
ｌｉｇｎ（Ｎｏｖｏｃｒａｆｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ；ｗｗｗ．ｎｏｖｏｃｒａｆ
ｔ．ｃｏｍで入手可能）、ＥＬＡＮＤ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）
、ＳＯＡＰ（ｓｏａｐ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎで入手可能）、及びＭａｑ（ｍ
ａｑ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔで入手可能）が挙げられる。核酸標的指向性複合
体の標的核酸配列への配列特異的結合を指示するガイド配列（核酸標的指向性ガイドＲＮ
Ａ内）の能力は、任意の適切なアッセイにより評価可能である。例えば、試験されるガイ
ド配列を含む核酸標的指向性複合体を形成するのに十分な核酸標的指向性ＣＲＩＳＰＲ系
の構成要素は、核酸標的指向性複合体の構成要素をコードするベクターを用いるトランス
フェクションなどにより、対応する標的核酸配列を有する宿主細胞に提供することができ
、続いて、本明細書に記載されるとおりのＳｕｒｖｅｙｏｒアッセイなどにより、標的核
酸配列内の優先的標的指向性（例えば、切断）を評価することができる。同様に、標的核
酸配列の切断は、試験管内で、標的核酸配列と、試験されるガイド配列及び試験ガイド配
列とは異なる対照ガイド配列を含む核酸標的指向性複合体の構成要素とを提供すること、
ならびに試験ガイド配列反応と対照ガイド配列反応の間で、標的配列での結合または切断
速度を比較することにより評価可能である。他のアッセイも可能であり、当業者に思い浮
かぶであろう。任意の標的核酸配列を標的とするように、ガイド配列、したがって核酸標
的指向性ガイドを選択することができる。標的配列はＤＮＡである場合がある。標的配列
は、任意のＲＮＡ配列が可能である。実施形態によっては、標的配列は、メッセンジャー
ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、プレｍＲＮＡ、リボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）、トランスファーＲ
ＮＡ（ｔＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、
核内低分子ＲＮＡ（ｓｎＲＮＡ）、低分子核小体ＲＮＡ（ｓｎｏＲＮＡ）、二本鎖ＲＮＡ
（ｄｓＲＮＡ）、非コードＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）、長非コードＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）、
及び低分子細胞質ＲＮＡ（ｓｃＲＮＡ）からなる群より選択されるＲＮＡ分子内の配列で
ある場合がある。いくつかの好適な実施形態において、標的配列は、ｍＲＮＡ、プレｍＲ
ＮＡ、及びｒＲＮＡからなる群より選択されるＲＮＡ分子内の配列である場合がある。い
くつかの好適な実施形態において、標的配列は、ｎｃＲＮＡ及びｌｎｃＲＮＡからなる群
より選択されるＲＮＡ分子内の配列である場合がある。いくつかのより好ましい実施形態
において、標的配列は、ｍＲＮＡ分子またはプレｍＲＮＡ分子内の配列である場合がある
。
【０１２６】
　実施形態によっては、核酸標的指向性ガイドは、核酸標的指向性ガイド内の二次構造の
程度を低下するように選択される。実施形態によっては、核酸標的指向性ガイドのヌクレ
オチドのうち、最適にフォールディングされたときの自己相補的な塩基対形成に関与する
ヌクレオチドの割合は、約７５％以下、約５０％以下、約４０％以下、約３０％以下、約
２５％以下、約２０％以下、約１５％以下、約１０％以下、約５％以下、約１％以下、ま
たはそれ未満の％である。最適なフォールディングは、任意の適切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って決定可能である。いくつかのプログラムは、最小ギ
ブズ自由エネルギーの計算に基づくものである。そのようなアルゴリズムの１つの例は、
ｍＦｏｌｄであり、ｍＦｏｌｄは、Ｚｕｋｅｒ　ａｎｄ　Ｓｔｉｅｇｌｅｒ（Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　９　（１９８１），　１３３－１４８）によって説明され
ている。フォールディングアルゴリズムの別の例は、重心構造予測アルゴリズムを使用す
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るオンラインウェブサーバーＲＮＡｆｏｌｄであり、これは、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏ
ｒ　Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｔ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　ｏｆ　Ｖｉｅｎｎａで開発されたものである（例えば、Ａ．Ｒ．　Ｇｒｕｂｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　２００８，　Ｃｅｌｌ　１０６（１）：　２３－２４；及びＰＡ　Ｃａｒ
ｒ　ａｎｄ　ＧＭ　Ｃｈｕｒｃｈ，　２００９，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　２７（１２）：１１５１－６２を参照）。
【０１２７】
　ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡまたはｃｒＲＮＡは、直列反復（ＤＲ）配
列とガイド配列またはスペーサー配列とを含む、本質的にそれらからなる、あるいはそれ
らからなる場合がある。ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡまたはｃｒＲＮＡは
、ガイド配列またはスペーサー配列に融合または連結された直列反復配列を含む、本質的
にそれらからなる、あるいはそれらからなる場合がある。ある特定の実施形態において、
直列反復配列は、ガイド配列またはスペーサー配列の上流（すなわち５’）に位置する場
合がある。他の実施形態では、直列反復配列は、ガイド配列またはスペーサー配列の下流
（すなわち、３’）に位置する場合がある。
【０１２８】
　ある特定の実施形態において、ｃｒＲＮＡは、ステムループ、好ましくは単一のステム
ループを含む。ある特定の実施形態において、直列反復配列は、ステムループ、好ましく
は単一のステムループを形成する。
【０１２９】
　ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡのスペーサー長は、１５～３５ｎｔである
。ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡのスペーサー長は、少なくとも１５ヌクレ
オチドである。ある特定の実施形態において、スペーサー長は、１５～１７ｎｔ、例えば
１５、１６、または１７ｎｔ、１７～２０ｎｔ、例えば１７、１８、１９、または２０ｎ
ｔ、２０～２４ｎｔ、例えば２０、２１、２２、２３、または２４ｎｔ、２３～２５ｎｔ
、例えば２３、２４、または２５ｎｔ、２４～２７ｎｔ、例えば２４、２５、２６、また
は２７ｎｔ、２７～３０ｎｔ、例えば２７、２８、２９、または３０ｎｔ、３０～３５ｎ
ｔ、例えば３０、３１、３２、３３、３４、または３５ｎｔ、または３５ｎｔ以上である
。
【０１３０】
　一般に、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９、またはＣＲＩＳＰＲ系とは
、ＷＯ　２０１４／０９３６２２（ＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０７４６６７）などの前述の
文書で使用されているとおりのものであり、ＣＲＩＳＰＲ関連（「Ｃａｓ」）遺伝子の活
性の発現または活性の誘導に関与する転写物及び他の配列要素を総称的に示し、これに含
まれるものとして、Ｃａｓ遺伝子をコードする配列、特にＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９の場合
はＣａｓ９遺伝子、ｔｒａｃｒ（トランス活性化ＣＲＩＳＰＲ）配列（例えば、ｔｒａｃ
ｒＲＮＡまたは活性部分ｔｒａｃｒＲＮＡ）をコードする配列、ｔｒａｃｒ－ｍａｔｅ配
列（内因性ＣＲＩＳＰＲ系の文脈において「直列反復」及びｔｒａｃｒＲＮＡで処理され
た部分的な直列反復を含む）、ガイド配列（内因性ＣＲＩＳＰＲ系の文脈において「スペ
ーサー」とも称する）、または本明細書で使用されるとおりの「ＲＮＡ（複数可）」とい
う用語（例えば、Ｃａｓ９をガイドするＲＮＡ（複数可）、例えばＣＲＩＳＰＲＲＮＡ及
びトランス活性化（ｔｒａｃｒ）ＲＮＡまたはシングルガイドＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）（キ
メラＲＮＡ））、またはＣＲＩＳＰＲ遺伝子座からの他の配列及び転写物が挙げられる。
一般に、ＣＲＩＳＰＲ系は、標的配列の部位でＣＲＩＳＰＲ複合体の形成を促進する配列
要素（内因性ＣＲＩＳＰＲ系の文脈においてプロトスペーサーとも称する）を特徴とする
。ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成の文脈において、「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た配列を示し、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。ガイド配列の中の、標的配列に対する相補
性が切断活性に重要であるセクションは、本明細書中シード配列と呼ばれる。標的配列は
、ＤＮＡまたはＲＮＡポリヌクレオチドなどの任意のポリヌクレオチドを含むことができ
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る。実施形態によっては、標的配列は、細胞の核または細胞質に位置し、細胞内に存在す
るミトコンドリア、オルガネラ、小胞、リポソーム、もしくは粒子の中にあるまたはそれ
に由来する核酸を含む場合がある。実施形態によっては、特に非核用途の場合、ＮＬＳは
好ましくない。実施形態によっては、ＣＲＩＳＰＲ系は、１つまたは複数の核輸出シグナ
ル（ＮＥＳ）を含む。実施形態によっては、ＣＲＩＳＰＲ系は、１つまたは複数のＮＬＳ
及び１つまたは複数のＮＥＳを含む。実施形態によっては、以下の基準のいずれかまたは
全てを満たす反復モチーフを検索することにより、ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏで直列反復を同定
することができる：１．ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座に隣接するゲノム配列の２Ｋｂのウ
ィンドウで見られる；２．２０～５０ｂｐの範囲；及び３．２０～５０ｂｐの間隔。実施
形態によっては、これらの基準のうちの２つ、例えば１と２、２と３、または１と３が用
いられる場合がある。いくつかの実施形態では、３つ全ての基準が用いられる場合がある
。
【０１３１】
　本発明の実施形態において、ガイド配列及びガイドＲＮＡ、すなわちＣａｓを標的ゲノ
ム遺伝子座にガイドすることができるＲＮＡという用語は、ＷＯ　２０１４／０９３６２
２（ＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０７４６６７）などの前述の引用文献のように同義で使用さ
れる。一般に、ガイド配列とは、標的配列とハイブリダイズし、標的配列へのＣＲＩＳＰ
Ｒ複合体の配列特異的結合を指示するのに十分な、標的ポリヌクレオチド配列との相補性
を有する任意のポリヌクレオチド配列である。実施形態によっては、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、適切な整列アルゴリズムを使用して最適に配列
比較された場合、約５０％、６０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９７．
５％、９９％、またはそれ以上である。最適な配列比較は、配列の整列に適した任意のア
ルゴリズムを使用して決定可能であり、そのようなアルゴリズムの限定ではなく例として
、Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈアル
ゴリズム、Ｂｕｒｒｏｗｓ－ＷｈｅｅｌｅｒＴｒａｎｓｆｏｒｍに基づくアルゴリズム（
例えば、Ｂｕｒｒｏｗｓ　Ｗｈｅｅｌｅｒ　Ａｌｉｇｎｅｒ）、ＣｌｕｓｔａｌＷ、Ｃｌ
ｕｓｔａｌＸ、ＢＬＡＴ、Ｎｏｖｏａｌｉｇｎ（Ｎｏｖｏｃｒａｆｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ、ｗｗｗ．ｎｏｖｏｃｒａｆｔ．ｃｏｍで入手可能）、ＥＬＡＮＤ（Ｉｌｌｕｍ
ｉｎａ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）、ＳＯＡＰ（ｓｏａｐ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ
．ｃｎで入手可能）、及びＭａｑ（ｍａｑ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔで入手可能
）が挙げられる。実施形態によっては、ガイド配列は、約５、１０、１１、１２、１３、
１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２
７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、７５、またはそれ以上のヌクレオチド
長である。実施形態によっては、ガイド配列は、約７５、５０、４５、４０、３５、３０
、２５、２０、１５、１２ヌクレオチド長未満である。好ましくは、ガイド配列は、１０
～３０ヌクレオチド長である。ＣＲＩＳＰＲ複合体の標的配列への配列特異的結合を指示
するガイド配列の能力は、任意の適切なアッセイにより評価可能である。例えば、試験さ
れるガイド配列を含む、ＣＲＩＳＰＲ複合体を形成するのに十分なＣＲＩＳＰＲ系の構成
要素を、ＣＲＩＳＰＲ配列の構成要素をコードするベクターによるトランスフェクション
などにより、対応する標的配列を有する宿主細胞に提供することができ、続いて、本明細
書に記載されるとおりのＳｕｒｖｅｙｏｒアッセイなどにより、標的配列内の優先的切断
を評価することができる。同様に、標的ポリヌクレオチド配列の切断は、試験管中で、標
的配列と、試験されるガイド配列及び試験ガイド配列とは異なる対照ガイド配列を含むＣ
ＲＩＳＰＲ複合体の構成要素とを提供すること、ならびに試験ガイド配列反応と対照ガイ
ド配列反応の間で、標的配列での結合または切断速度を比較することによって、評価する
ことができる。他のアッセイも可能であり、当業者に思い浮かぶであろう。
【０１３２】
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系のいくつか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、約５０％、６０％、７５％、８０％、８５％、９０％、
９５％、９７．５％、９９％以上、または約１００％であることが可能であり；ガイドま
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たはＲＮＡまたはｓｇＲＮＡは、約５、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０
、３５、４０、４５、５０、７５、またはそれ以上のヌクレオチド長であることが可能で
あり；あるいは、ガイドまたはＲＮＡまたはｓｇＲＮＡは、約７５、５０、４５、４０、
３５、３０、２５、２０、１５、１２、またはそれ未満のヌクレオチド長であることが可
能であり；有利には、ｔｒａｃｒＲＮＡは、３０または５０ヌクレオチド長である。しか
しながら、本発明のある態様は、標的外相互作用を低減すること、例えば、低い相補性を
有する標的配列とのガイドの相互作用を低減することを目的とする。実際、そのような例
では、本発明は、８０％超～約９５％の相補性、例えば８３％～８４％または８８～８９
％または９４～９５％の相補性を有する標的配列と標的外配列をＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系
が識別する（例えば、１８ヌクレオチドを有する標的と、１、２または３つのミスマッチ
を有する１８ヌクレオチドの標的外のものを識別する）ことができるようになる変異を含
むことが示されている。したがって、本発明の文脈において、ガイド配列とそれに対応す
る標的配列との間の相補性の程度は、９４．５％または９５％または９５．５％または９
６％または９６．５％または９７％または９７．５％または９８％または９８．５％また
は９９％または９９．５％または９９．９％超、または１００％である。標的外では、配
列とガイドとの間の相補性が１００％または９９．９％または９９．５％または９９％ま
たは９９％または９８．５％または９８％または９７．５％または９７％または９６．５
％または９６％または９５．５％または９５％または９４．５％または９４％または９３
％または９２％または９１％または９０％または８９％または８８％または８７％または
８６％または８５％または８４％または８３％または８２％または８１％または８０％未
満であり、標的外では配列とガイドとの間で１００％または９９．９％または９９．５％
または９９％または９９％または９８．５％または９８％または９７．５％または９７％
または９６．５％または９６％または９５．５％または９５％または９４．５％の相補性
であることが有利である。
【０１３３】
　ガイド修飾
　ある特定の実施形態において、本発明のガイドは、非天然の核酸、及び／または非天然
のヌクレオチド、及び／またはヌクレオチドアナログ、及び／または化学修飾を含む。非
天然の核酸として、例えば、天然のヌクレオチドと非天然のヌクレオチドの混合物が挙げ
られる。非天然のヌクレオチド及び／またはヌクレオチドアナログは、リボース部分、リ
ン酸部分、及び／または塩基部分で修飾されている場合がある。本発明のある実施形態に
おいて、ガイド核酸は、リボヌクレオチド及び非リボヌクレオチドを含む。そのような実
施形態の１つにおいて、ガイドは、１つまたは複数のリボヌクレオチド及び１つまたは複
数のデオキシリボヌクレオチドを含む。本発明のある実施形態において、ガイドは、１つ
または複数の非天然のヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログ、例えば、ホスホロチオ
アート結合を有するヌクレオチド、ボラノリン酸連結を有するヌクレオチド、リボース環
の２’炭素と４’炭素との間にメチレン架橋を有するロックド核酸（ＬＮＡ）ヌクレオチ
ド、または架橋型核酸（ＢＮＡ）を含む。修飾ヌクレオチドの他の例として、２’－Ｏ－
メチルアナログ、２’－デオキシアナログ、２－チオウリジンアナログ、Ｎ６－メチルア
デノシンアナログ、または２’－フルオロアナログが挙げられる。修飾塩基のさらなる例
として、２－アミノプリン、５－ブロモ－ウリジン、シュードウリジン（Ψ））、Ｎ１－
メチルシュードウリジン（ｍｅ１Ψ）、５－メトキシウリジン（５ｍｏＵ）、イノシン、
７－メチルグアノシンが挙げられるが、これらに限定されない。ガイドＲＮＡの化学修飾
の例として、限定するものではないが、２’－Ｏ－メチル（Ｍ）、２’－Ｏ－メチル－３
’－ホスホロチオアート（ＭＳ）、ホスホロチオアート（ＰＳ）、Ｓ－拘束エチル（ｃＥ
ｔ）、または２’－Ｏ－メチル３’チオＰＡＣＥ（ＭＳＰ）を１つまたは複数の末端ヌク
レオチドに組み込むことが挙げられる。そのように化学修飾されたガイドは、非修飾ガイ
ドと比較した場合に安定性の向上及び活性の増大を含む可能性があるが、標的外と比較し
ての標的的中特異性は予測不可能である（Ｈｅｎｄｅｌ，　２０１５，　Ｎａｔ　Ｂｉｏ
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ｔｅｃｈｎｏｌ．　３３（９）：９８５－９，　ｄｏｉ：１０．１０３８／ｎｂｔ．３２
９０、２０１５年６月２９日オンライン公開；Ｒａｇｄａｒｍ　ｅｔ　ａｌ．，　０２１
５，　ＰＮＡＳ，　Ｅ７１１０－Ｅ７１１１；Ａｌｌｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．
　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．　２００５，　４８：９０１－９０４；Ｂｒａｍｓｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｆｒｏｎｔ．　Ｇｅｎｅｔ．，　２０１２，　３：１５４；Ｄｅｎｇ　ｅｔ　
ａｌ．，　ＰＮＡＳ，　２０１５，　１１２：１１８７０－１１８７５；Ｓｈａｒｍａ　
ｅｔ　ａｌ．，　ＭｅｄＣｈｅｍＣｏｍｍ．，　２０１４，　５：１４５４－１４７１；
Ｈｅｎｄｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　（２０１５）　３
３（９）：　９８５－９８９；Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃ
ａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，　２０１７，　１，　００６６　ＤＯＩ：１０．１０３
８／ｓ４１５５１－０１７－００６６を参照）。実施形態によっては、ガイドＲＮＡの５
’末端及び／または３’末端は、さまざまな機能性部分によって修飾され、そのような機
能性部分として、蛍光色素、ポリエチレングリコール、コレステロール、タンパク質、ま
たは検出タグが挙げられる。（Ｋｅｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１６，　Ｊ．　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ．　２３３：７４－８３を参照のこと）。ある特定の実施形態において、ガイド
は、標的ＤＮＡに結合する領域にリボヌクレオチドを含み、Ｃａｓ９、Ｃｐｆ１、または
Ｃ２ｃ１に結合する領域に１つまたは複数のデオキシリボヌクレオチド及び／またはヌク
レオチドアナログを含む。本発明のある実施形態において、デオキシリボヌクレオチド及
び／またはヌクレオチドアナログは、改変ガイド構造、例えば、限定するものではないが
、５’及び／または３’末端、ステムループ領域、及びシード領域などに組み込まれる。
ある特定の実施形態において、こうした修飾は、ステムループ領域の５’ハンドルには存
在しない。ガイドのステムループ領域の５’ハンドルを化学修飾するとガイドの機能が消
失する場合がある（Ｌｉ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｅ
ｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、２０１７，　１：００６６を参照）。ある特定の実施形態におい
て、ガイドのヌクレオチドのうちの少なくとも１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７
つ、８つ、９つ、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０
、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、
５０、または７５のヌクレオチドが化学的に修飾される。実施形態によっては、ガイドの
３’末端または５’末端いずれかに位置する３～５つのヌクレオチドが化学修飾される。
実施形態によっては、シード領域にごく軽微な修飾、例えば２’－Ｆ修飾などが導入され
る。実施形態によっては、ガイドの３’末端に２’－Ｆ修飾が導入される。ある特定の実
施形態において、ガイドの５’末端及び／または３’末端に位置する３～５ヌクレオチド
が、２’－Ｏ－メチル（Ｍ）、２’－Ｏ－メチル－３’－ホスホロチオアート（ＭＳ）、
Ｓ－拘束エチル（ｃＥｔ）、または２’－Ｏ－メチル－３’－チオＰＡＣＥ（ＭＳＰ）で
化学的に修飾される。そのような修飾によってゲノム編集効率が向上する可能性がある（
Ｈｅｎｄｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　（２０１５）　３
３（９）：９８５－９８９を参照）。ある特定の実施形態において、遺伝子破壊のレベル
を向上させるために、ガイドのホスホジエステル結合の全てがホスホロチオアート（ＰＳ
）で置き換えられる。ある特定の実施形態において、ガイドの５’末端及び／または３’
末端に位置する５ヌクレオチド超が、２’－Ｏ－Ｍｅ、２’－Ｆ、またはＳ－拘束エチル
（ｃＥｔ）で化学的に修飾される。そのように化学修飾されたガイドでは、介在する遺伝
子破壊のレベルが向上する可能性がある（Ｒａｇｄａｒｍ　ｅｔ　ａｌ．，　０２１５，
　ＰＮＡＳ，　Ｅ７１１０－Ｅ７１１１を参照）。本発明のある実施形態において、ガイ
ドは、その３’末端及び／または５’末端に化学部分を含むように修飾される。そのよう
な部分として、アミン、アジド、アルキン、チオ、ジベンゾシクロオクチン（ＤＢＣＯ）
、またはローダミンが挙げられるが、これらに限定されない。ある特定の実施形態におい
て、化学部分は、リンカー、例えばアルキル鎖などによってガイドに結合される。ある特
定の実施形態において、修飾ガイドの化学部分は、ガイドを別の分子、例えば、ＤＮＡ、
ＲＮＡ、タンパク質、またはナノ粒子などに付加するために使用することができる。その
ように化学修飾されたガイドは、ＣＲＩＳＰＲ系によって一般に編集された細胞の同定ま
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たは富化に使用することができる（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　ｅＬｉｆｅ，　２０１７，
　６：ｅ２５３１２，　ＤＯＩ：１０．７５５４を参照）。
【０１３４】
　ある特定の実施形態において、本明細書中提供されるとおりのＣＲＩＳＰＲ系は、ガイ
ド配列を含むｃｒＲＮＡまたは類似ポリヌクレオチドを利用することができ、ポリヌクレ
オチドは、ＲＮＡ、ＤＮＡ、またはＲＮＡとＤＮＡの混合物であり、及び／またはポリヌ
クレオチドは、１つまたは複数のヌクレオチドアナログを含む。配列は、任意の構造を含
むことができ、そのような構造として、天然ｃｒＲＮＡの構造、例えば、バルジ、ヘアピ
ン、またはステムループ構造が挙げられるが、これらに限定されない。ある特定の実施形
態において、ガイド配列を含むポリヌクレオチドは、第二のポリヌクレオチド配列と二本
鎖を形成し、第二のポリヌクレオチド配列は、ＲＮＡ配列またはＤＮＡ配列であることが
可能である。
【０１３５】
　ある特定の実施形態において、化学修飾されたガイドＲＮＡが使用される。ガイドＲＮ
Ａの化学修飾の例として、限定するものではないが、１つまたは複数の末端ヌクレオチド
への２’－Ｏ－メチル（Ｍ）、２’－Ｏ－メチル３’ホスホロチオアート（ＭＳ）、また
は２’－Ｏ－メチル３’チオＰＡＣＥ（ＭＳＰ）の組み込みが挙げられる。そのように化
学修飾されたガイドＲＮＡは、非修飾ＲＮＡと比較した場合に安定性の向上及び活性の増
大を含む可能性があるが、標的外と比較しての標的的中特異性は予測不可能である（Ｈｅ
ｎｄｅｌ，　２０１５，　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．３３（９）：９８５－９，　
ｄｏｉ：１０．１０３８／ｎｂｔ．３２９０，　２０１５年６月２９日にオンライン公開
、を参照）。化学修飾されたガイドＲＮＡは、さらに、限定するものではないが、ホスホ
ロチオアート結合を有するＲＮＡ、及びリボース環の２’炭素と４’炭素との間にメチレ
ン架橋を有するロックド核酸（ＬＮＡ）ヌクレオチドを含む。
【０１３６】
　実施形態によっては、ガイド配列は、長さが約５、１０、１１、１２、１３、１４、１
５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８
、２９、３０、３５、４０、４５、５０、７５ヌクレオチドある、またはそれより長い。
実施形態によっては、ガイド配列は、長さが、約７５、５０、４５、４０、３５、３０、
２５、２０、１５、１２ヌクレオチドある、またはそれより短い。好ましくは、ガイド配
列は、１０～３０ヌクレオチド長である。ＣＲＩＳＰＲ複合体が標的配列に対して配列特
異的に結合するように指示するガイド配列の能力は、任意の適切なアッセイにより評価可
能である。例えば、ＣＲＩＳＰＲ複合体を形成するのに十分なＣＲＩＳＰＲ系の構成要素
は、試験されるガイド配列も含めて、例えばＣＲＩＳＰＲ配列の構成要素をコードするベ
クターを用いるトランスフェクションにより、対応する標的核酸配列を有する宿主細胞に
提供することができ、続いてＳｕｒｖｅｙｏｒアッセイなどにより、標的配列内の優先的
切断を評価することができる。同様に、標的ＲＮＡの切断は、試験管内で、標的配列と、
試験されるガイド配列及び試験ガイド配列とは異なる対照ガイド配列を含むＣＲＩＳＰＲ
複合体の構成要素とを提供すること、ならびに試験ガイド配列反応と対照ガイド配列反応
の間で、標的配列での結合または切断速度を比較することにより評価可能である。他のア
ッセイも可能であり、当業者に思い浮かぶであろう。
【０１３７】
　実施形態によっては、ガイドに対する修飾は、化学修飾、挿入、削除、または分割であ
る。実施形態によっては、化学修飾として、２’－Ｏ－メチル（Ｍ）アナログ、２’－デ
オキシアナログ、２－チオウリジンアナログ、Ｎ６－メチルアデノシンアナログ、２’－
フルオロアナログ、２－アミノプリン、５－ブロモ－ウリジン、シュードウリジン（Ψ）
、Ｎ１－メチルシュードウリジン（ｍｅ１Ψ）、５－メトキシウリジン（５ｍｏＵ）、イ
ノシン、７－メチルグアノシン、２’－Ｏ－メチル－３’－ホスホロチオアート（ＭＳ）
、Ｓ－拘束エチル（ｃＥｔ）、ホスホロチオアート（ＰＳ）、または２’－Ｏ－メチル－
３’－チオＰＡＣＥ（ＭＳＰ）を組み込むことが挙げられるが、これらに限定されない。
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実施形態によっては、ガイドは、１つまたは複数のホスホロチオアート修飾を含む。ある
特定の実施形態において、ガイドのヌクレオチドのうちの少なくとも１つ、２つ、３つ、
４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個、１５
個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、または２５個が化学修飾される。ある特
定の実施形態において、シード領域の１つまたは複数のヌクレオチドが化学修飾される。
ある特定の実施形態において、３’末端の１つまたは複数のヌクレオチドが化学修飾され
る。ある特定の実施形態において、５’ハンドルのヌクレオチドはいずれも、化学修飾さ
れない。実施形態によっては、シード領域における化学修飾は、軽微な修飾、例えば、２
’－フルオロアナログの組み込みなどである。特定の実施形態において、シード領域のヌ
クレオチドの１つが、２’－フルオロアナログで置き換えられる。実施形態によっては、
３’末端の５または１０個のヌクレオチドが化学修飾される。Ｃｐｆ１ＣｒＲＮＡの３’
末端をそのように化学修飾することで、遺伝子切断効率が改善される（Ｌｉ，　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，　２０１７，
　１：００６６を参照）。特定の実施形態において、３’末端の５つのヌクレオチドが、
２’－フルオロアナログで置き換えられる。特定の実施形態において、３’末端の１０個
のヌクレオチドが、２’－フルオロアナログで置き換えられる。特定の実施形態において
、３’末端の５つのヌクレオチドが、２’－Ｏ－メチル（Ｍ）アナログで置き換えられる
。
【０１３８】
　実施形態によっては、ガイドの５’ハンドルのループが修飾される。実施形態によって
は、ガイドの５’ハンドルのループは、削除、挿入、分割、または化学修飾を有するよう
に修飾される。ある特定の実施形態において、ループは、３つ、４つ、または５つのヌク
レオチドを有する。ある特定の実施形態において、ループは、ＵＣＵＵ、ＵＵＵＵ、ＵＡ
ＵＵ、またはＵＧＵＵという配列を含む。
【０１３９】
　ガイド配列、従って核酸標的指向性ガイドＲＮＡは、任意の標的核酸配列を標的とする
ように選択可能である。ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成の文脈において、「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ている配列を示し、標的配列とガイド配列の間
で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。標的配列は、Ｒ
ＮＡポリヌクレオチドを含む場合がある。「標的ＲＮＡ」という用語は、標的配列である
または標的配列を含むＲＮＡポリヌクレオチドを示す。言い換えると、標的ＲＮＡは、ｇ
ＲＮＡ、すなわちガイド配列の一部が相補性を有するように設計されており、ＣＲＩＳＰ
Ｒエフェクタータンパク質及びｇＲＮＡを含む複合体が介在するエフェクター機能がそれ
に向けられている、ＲＮＡポリヌクレオチドまたはＲＮＡポリヌクレオチドの一部の場合
がある。実施形態によっては、標的配列は、細胞の核または細胞質に存在する。標的配列
はＤＮＡである場合がある。標的配列は、任意のＲＮＡ配列である場合がある。実施形態
によっては、標的配列は、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、プレｍＲＮＡ、リボソー
ムＲＮＡ（ｒＲＮＡ）、トランスファーＲＮＡ（ｔＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮ
Ａ）、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、核内低分子ＲＮＡ（ｓｎＲＮＡ）、低分子核小
体ＲＮＡ（ｓｎｏＲＮＡ）、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、非コードＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ
）、長非コードＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）、及び低分子細胞質ＲＮＡ（ｓｃＲＮＡ）からな
る群より選択されるＲＮＡ分子内の配列である場合がある。いくつかの好適な実施形態に
おいて、標的配列は、ｍＲＮＡ、プレｍＲＮＡ、及びｒＲＮＡからなる群より選択される
ＲＮＡ分子内の配列である場合がある。いくつかの好適な実施形態において、標的配列は
、ｎｃＲＮＡ及びｌｎｃＲＮＡからなる群より選択されるＲＮＡ分子内の配列である場合
がある。いくつかのより好適な実施形態において、標的配列は、ｍＲＮＡ分子またはプレ
ｍＲＮＡ分子内の配列である場合がある。
【０１４０】
　ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡのスペーサー長は、２８ヌクレオチド未満
である。ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡのスペーサー長は、少なくとも１８
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ヌクレオチドあり、かつ２８ヌクレオチド未満である。ある特定の実施形態において、ガ
イドＲＮＡのスペーサー長は、１９～２８ヌクレオチドである。ある特定の実施形態にお
いて、ガイドＲＮＡのスペーサー長は、１９～２５ヌクレオチドである。ある特定の実施
形態において、ガイドＲＮＡのスペーサー長は、２０ヌクレオチドである。ある特定の実
施形態において、ガイドＲＮＡのスペーサー長は、２３ヌクレオチドである。ある特定の
実施形態において、ガイドＲＮＡのスペーサー長は、２５ヌクレオチドである。
【０１４１】
　ある特定の実施形態において、切断効率の調節は、スペーサー／標的側にあるミスマッ
チの位置も含めて、スペーサー配列と標的配列の間にミスマッチを導入すること、例えば
１つまたは複数のミスマッチ、例えば１つまたは２つのミスマッチを導入することにより
活用可能である。例えば、より中心近く（すなわち、３’または５’ではない）にダブル
ミスマッチがあるほど、切断効率が受ける影響は大きくなる。したがって、スペーサー側
でミスマッチ位置を選択することにより、切断効率を調節することができる。例として、
標的の切断が１００％未満であることが望ましい場合（例えば、細胞集団において）、ス
ペーサーと標的配列の間の１つまたは複数、例えば、好ましくは２つのミスマッチを、ス
ペーサー配列に導入することができる。ミスマッチ位置がスペーサー側でより中心寄りで
あると、切断パーセンテージはより低くなる。
【０１４２】
　ある特定の例示の実施形態において、切断効率は、単一ヌクレオチドで異なる２つ以上
の標的、例えば、単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）、多様性、または（点）変異を識別す
ることができる単一ガイドを設計することにより活用される場合がある。ＣＲＩＳＰＲエ
フェクターは、ＳＮＰ（または他の単一ヌクレオチド多様性）に対する感度を低下させて
いながらも、継続してある一定レベルの効率でＳＮＰ標的を切断する場合がある。すなわ
ち、２つの標的、または１組の標的に関して、標的のうちの１つに対して相補的であるヌ
クレオチド配列を持つようにガイドＲＮＡを設計する、すなわち標的的中ＳＮＰを設計す
ることができる。ガイドＲＮＡは、さらに、合成ミスマッチを有するように設計される。
本明細書中使用される場合、「合成ミスマッチ」は、天然のＳＮＰの上流または下流、例
えば、最大で５ヌクレオチド上流または下流、例えば、４、３、２、または１ヌクレオチ
ド上流または下流、好ましくは最大で３ヌクレオチド上流または下流、より好ましくは最
大で２ヌクレオチド上流または下流、特に好ましくは１ヌクレオチド上流または下流（す
なわちＳＮＰに隣接して）に導入される非天然のミスマッチを示す。ＣＲＩＳＰＲエフェ
クターが標的的中ＳＮＰに結合するとき、１つのミスマッチのみが合成ミスマッチとの間
に形成されることになり、ＣＲＩＳＰＲエフェクターは引き続き活性化されて検出可能な
シグナルが生成することになる。ガイドＲＮＡが標的外ＳＮＰとハイブリダイズするとき
、２つのミスマッチ、ＳＮＰによるミスマッチ及び合成ミスマッチによるミスマッチが形
成されることになり、検出可能なシグナルが生成しない。すなわち、本明細書中開示され
るシステムは、集団内のＳＮＰを識別するように設計することができる。例えば、本シス
テムを使用して、単一ＳＮＰで異なる病原性株を識別する、またはある特定の疾患特異的
ＳＮＰを検出することができ、そのようなＳＮＰとして、疾患関連ＳＮＰ、例えば特に限
定されないが、がん関連ＳＮＰなどが挙げられるが、これに限定されない。
【０１４３】
　ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡは、ＳＮＰがスペーサー配列の１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、または３０位（
５’末端から開始して）に位置するように設計される。ある特定の実施形態において、ガ
イドＲＮＡは、ＳＮＰがスペーサー配列の１、２、３、４、５、６、７、８、または９位
（５’末端から開始して）に位置するように設計される。ある特定の実施形態において、
ガイドＲＮＡは、ＳＮＰがスペーサー配列の２、３、４、５、６、または７位（５’末端
から開始して）に位置するように設計される。ある特定の実施形態において、ガイドＲＮ
Ａは、ＳＮＰがスペーサー配列の３、４、５、または６位（５’末端から開始して）に位
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置するように設計される。ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡは、ＳＮＰがスペ
ーサー配列の３位（５’末端から開始して）に位置するように設計される。
【０１４４】
　ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡは、ミスマッチ（例えば、合成ミスマッチ
、すなわちＳＮＰを除く追加ミスマッチ）がスペーサー配列の１、２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２
１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、または３０位（５’末端から開
始して）に位置するように設計される。ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡは、
ミスマッチがスペーサー配列の１、２、３、４、５、６、７、８、または９位（５’末端
から開始して）に位置するように設計される。ある特定の実施形態において、ガイドＲＮ
Ａは、ミスマッチがスペーサー配列の４、５、６、または７位（５’末端から開始して）
に位置するように設計される。ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡは、ミスマッ
チがスペーサー配列の５位（５’末端から開始して）に位置するように設計される。
【０１４５】
　ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡは、ミスマッチがＳＮＰの２ヌクレオチド
上流に位置する（すなわち１つのヌクレオチドを間に挟む）ように設計される。
【０１４６】
　ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡは、ミスマッチがＳＮＰの２ヌクレオチド
下流に位置する（すなわち１つのヌクレオチドを間に挟む）ように設計される。
【０１４７】
　ある特定の実施形態において、ガイドＲＮＡは、ミスマッチがスペーサー配列の５位（
５’末端から開始して）に位置し、ＳＮＰがスペーサー配列の３位（５’末端から開始し
て）に位置するように設計される。
【０１４８】
　本明細書中記載される実施形態は、本明細書中考察されるとおりの真核細胞に（ｉｎ　
ｖｉｔｒｏで、すなわち単離された真核細胞に）１つまたは複数のヌクレオチド修飾を誘
導することを包含し、細胞に本明細書中考察されるとおりのベクターを送達することを含
む。変異（複数可）は、ガイド（複数可）ＲＮＡ（複数可）を介した細胞（複数可）の各
標的配列での１つまたは複数のヌクレオチドの導入、削除、または置換を含むことができ
る。変異は、ガイド（複数可）ＲＮＡ（複数可）を介した当該細胞（複数可）の各標的配
列での１～７５ヌクレオチドの導入、削除、または置換を含むことができる。変異は、ガ
イド（複数可）ＲＮＡ（複数可）を介した当該細胞（複数可）の各標的配列における１、
５、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２
、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、または
７５ヌクレオチドの導入、削除、または置換を含むことができる。変異は、ガイド（複数
可）ＲＮＡ（複数可）を介した、当該細胞（複数可）の各標的配列における５、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４
、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、または７５ヌクレオ
チドの導入、削除、または置換を含むことができる。変異は、ガイド（複数可）ＲＮＡ（
複数可）を介した当該細胞（複数可）の各標的配列の１０、１１、１２、１３、１４、１
５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８
、２９、３０、３５、４０、４５、５０、または７５ヌクレオチドの導入、削除、または
置換を含むことができる。変異は、ガイド（複数可）ＲＮＡ（複数可）を介した当該細胞
（複数可）の各標的配列での２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、
２９、３０、３５、４０、４５、５０、または７５ヌクレオチドの導入、削除、または置
換を含むことができる。変異は、ガイド（複数可）ＲＮＡ（複数可）を介した当該細胞（
複数可）の各標的配列での４０、４５、５０、７５、１００、２００、３００、４００、
または５００ヌクレオチドの導入、削除、または置換を含むことができる。
【０１４９】
　典型的には、内因性ＣＲＩＳＰＲ系の文脈において、ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成（標的
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配列とハイブリダイズし、１つまたは複数のＣａｓタンパク質と複合体を形成したガイド
配列を含む）は、標的配列において、またはその付近（例えば、そこから１、２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、２０、５０、またはそれ以上の塩基対内）での切断をもた
らすが、例えば二次構造に依存する場合があり、特にＲＮＡ標的の場合などでそうである
。
【０１５０】
　増幅試薬
　ある特定の例示の実施形態において、本明細書中開示されるシステムは、増幅試薬を含
む場合がある。核酸の増幅に有用な種々の構成要素または試薬は、本明細書中記載される
。例えば、本明細書中記載されるとおりの増幅試薬として、トリス緩衝剤などの緩衝剤を
挙げることができる。トリス緩衝剤は、所望の用途または使用に適切な任意の濃度で使用
可能であり、濃度として、例えば、１ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、４ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、
７ｍＭ、８ｍＭ、９ｍＭ、１０ｍＭ、１１ｍＭ、１２ｍＭ、１３ｍＭ、１４ｍＭ、１５ｍ
Ｍ、２５ｍＭ、５０ｍＭ、７５ｍＭ、１Ｍなどが挙げられるが、これらに限定されない。
当業者なら、本発明で使用するのに適切な、トリスなどの緩衝剤の濃度を決定することが
できるだろう。
【０１５１】
　塩、例えば、塩化マグネシウム（ＭｇＣｌ２）、塩化カリウム（ＫＣｌ）、または塩化
ナトリウム（ＮａＣｌ）が、核酸断片の増幅を改善する目的で、ＰＣＲなどの増幅反応に
含まれている場合がある。塩濃度は特定の反応及び応用に依存することになるものの、実
施形態によっては、特定の塩濃度で、特定の大きさの核酸断片が最適に産生される場合が
ある。生成物が大きくなると、所望の結果をもたらす目的で、必要とされる塩濃度も変化
する可能性があり、典型的には低くなるが、生成物がより小さい場合の増幅は、塩濃度が
高い方がより良い結果をもたらす可能性がある。当業者には当然のことながら、塩の存在
及び／または濃度は、塩濃度の変更に合わせて、生物学的または化学反応のストリンジェ
ンシーを変更する場合があり、したがって、本発明の方法に最適であり本明細書中記載さ
れるとおりの条件を提供する任意の塩を使用することができる。
【０１５２】
　生物学的または化学反応の他の成分として、細胞中の材料を分析するために細胞を破壊
して開くまたは溶解させる目的で、細胞溶解成分を挙げることができる。細胞溶解成分と
して、界面活性剤、上記のとおりの塩、例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、硫酸アンモニウム［
（ＮＨ４）２ＳＯ４］、または他のものを挙げることができるが、これらに限定されない
。本発明に適切である可能性がある界面活性剤として、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ドデ
シル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、ＣＨＡＰＳ（３－［（３－コールアミドプロピル）ジメ
チルアンモニオ］－１－プロパンスルホナート）、エチルトリメチルアンモニウム＝ブロ
ミド、ノニルフェノキシポリエトキシエタノール（ＮＰ－４０）が挙げられる。界面活性
剤の濃度は、特定の用途に依存する場合があり、場合によっては、反応に対して特異的で
ある場合がある。増幅反応は、本明細書中詳細に記載されるとおり、任意の濃度で使用さ
れるｄＮＴＰ及び核酸プライマーを含む場合がある。
【０１５３】
　増幅反応は、本発明に適切な任意の濃度で使用されるｄＮＴＰ及び核酸プライマーを含
む場合があり、例えば、その濃度として、１００ｎＭ、１５０ｎＭ、２００ｎＭ、２５０
ｎＭ、３００ｎＭ、３５０ｎＭ、４００ｎＭ、４５０ｎＭ、５００ｎＭ、５５０ｎＭ、６
００ｎＭ、６５０ｎＭ、７００ｎＭ、７５０ｎＭ、８００ｎＭ、８５０ｎＭ、９００ｎＭ
、９５０ｎＭ、１ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、４ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、７ｍＭ、８ｍＭ、９
ｍＭ、１０ｍＭ、２０ｍＭ、３０ｍＭ、４０ｍＭ、５０ｍＭ、６０ｍＭ、７０ｍＭ、８０
ｍＭ、９０ｍＭ、１００ｍＭ、１５０ｍＭ、２００ｍＭ、２５０ｍＭ、３００ｍＭ、３５
０ｍＭ、４００ｍＭ、４５０ｍＭ、５００ｍＭなどが挙げられるが、これらに限定されな
い。同様に、本発明に従って有用なポリメラーゼは、当該分野で既知であり本発明にとっ
て有用であれば、特定のポリメラーゼでも一般的なポリメラーゼでもどれでもよく、その
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ようなポリメラーゼとして、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｑ５ポリメラーゼなどが挙げられる。
【０１５４】
　実施形態によっては、本明細書中記載されるとおりの増幅試薬は、ホットスタート増幅
で使用するのに適切である場合がある。ホットスタート増幅は、実施形態によっては、ア
ダプター分子またはオリゴの二量体化を削減または排除するのに、あるいはその他の望ま
しくない増幅産物またはアーチファクトを防いで所望の産物の最適な増幅を得るのに、有
益である場合がある。本明細書中記載される増幅で使用される多くの成分は、ホットスタ
ート増幅でも使用することができる。実施形態によっては、ホットスタート増幅で使用す
るのに適切な試薬または成分が、適宜、１種または複数の組成成分の代わりに使用される
場合がある。例えば、特定の温度ではあるポリメラーゼが、他の反応条件では他の試薬が
、そこで所望の活性を示すものが使用される場合がある。実施形態によっては、ホットス
タート増幅用に設計されたまたは最適化された試薬が使用される場合があり、例えば、ポ
リメラーゼは、遺伝子転位後に、または特定温度に到達後に、活性化される場合がある。
そのようなポリメラーゼは、抗体に基づくまたはアプタマーに基づく場合がある。本明細
書中記載されるポリメラーゼは、当該分野で既知である。そのような試薬の例として、ホ
ットスタートポリメラーゼ、ホットスタートｄＮＴＰ、及びフォトケージド（ｐｈｏｔｏ
－ｃａｇｅｄ）ｄＮＴＰを挙げることができるが、これらに限定されない。そうした試薬
は、当該分野で既知であり利用可能である。当業者なら、個別の試薬にとって適切なよう
に最適温度を決定することができる。
【０１５５】
　ポリメラーゼ
　本明細書中のシステム及び方法は、標的配列の増幅にポリメラーゼを利用する。本発明
に従って有用なポリメラーゼは、当該分野で既知であり、本発明に有用であれば、どのよ
うな特異的または汎用ポリメラーゼでも可能であり、そのようなポリメラーゼとして、Ｔ
ａｑポリメラーゼ、Ｑ５ポリメラーゼなどが挙げられる。複数の実施形態において、増幅
を利用して、ニッキングされたＤＮＡ片をサイクル反応中でニッキング及び拡張すること
ができ、このサイクルがニッキング部位間の標的を指数関数的に増幅させることができる
。複数の実施形態において、ポリメラーゼは、Ｂｓｔ　２．０　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂ
ｓｔ　２．０　ＷａｒｍＳｔａｒｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　３．０　ＤＮＡポリ
メラーゼ、全長Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨
大断片Ｂｓｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＤＮＡポ
リメラーゼ、Ｇｓｔポリメラーゼ、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラ
ーゼＩのクレノー断片、ＫｌｅｎＴａｑ、Ｐｏｌ　ＩＩＩ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ５　
ＤＮＡポリメラーゼ、Ｇｓｔポリメラーゼ、及びシーケナーゼＤＮＡポリメラーゼから選
択することができる。
【０１５６】
　増幅は、等温であること及び温度に合わせて選択することが可能である。１つの実施形
態において、増幅は、３７℃で迅速に進行する。他の実施形態において、等温増幅の温度
は、異なる温度で作動可能なポリメラーゼ（例えばＢｓｕ、Ｂｓｔ、Ｐｈｉ２９、クレノ
ー断片など）の選択により、選択される場合がある。ニッカーゼに基づく増幅は、ある範
囲内の温度またはある一定温度で行うことができる。ある特定の実施形態において、ニッ
カーゼに基づく増幅は、約５０℃～５９℃、約６０℃～７２℃、または約３７℃で行うこ
とができる。Ｃａｓ系ニッカーゼ及びポリメラーゼは、同一温度下で、または異なる温度
下で、機能することができる。
【０１５７】
　等温反応は、一般に、極度の温度変化サイクルを伴なわず行われる、すなわち約１℃、
２℃、３℃、４℃、５℃、６℃、７℃、８℃、９℃、１０℃、１１℃、１２℃、１３℃、
１４℃、１５℃、１６℃、１７℃、１８℃、１９℃、または２０℃より上がる温度変動を
伴わず、あるいは約１℃、２℃、３℃、４℃、５℃、６℃、７℃、８℃、９℃、１０℃、
１１℃、１２℃、１３℃、１４℃、１５℃、１６℃、１７℃、１８℃、１９℃、または２
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０℃より下がる温度変動を伴わず行われる反応を示す。ある特定の実施形態において、等
温反応は、ポリメラーゼにとって作動可能な温度範囲で行われる。
【０１５８】
　実施形態によっては、本明細書中記載されるとおりの増幅試薬は、ホットスタート増幅
で使用するのに適切である場合がある。ホットスタート増幅は、実施形態によっては、ア
ダプター分子またはオリゴの二量体化を削減または排除するのに、あるいはその他の望ま
しくない増幅産物またはアーチファクトを防いで所望の産物の最適な増幅を得るのに、有
益である場合がある。増幅で使用される本明細書中記載される多くの成分は、ホットスタ
ート増幅でも使用することができる。実施形態によっては、ホットスタート増幅で使用す
るのに適切な試薬または成分が、適宜、１種または複数の組成成分の代わりに使用される
場合がある。例えば、特定の温度ではあるポリメラーゼが、他の反応条件では他の試薬が
、そこで所望の活性を示すものが使用される場合がある。実施形態によっては、ホットス
タート増幅用に設計されたまたは最適化された試薬が使用される場合があり、例えば、ポ
リメラーゼは、遺伝子転位後に、または特定温度に到達後に、活性化される場合がある。
そのようなポリメラーゼは、抗体に基づくまたはアプタマーに基づく場合がある。本明細
書中記載されるポリメラーゼは、当該分野で既知である。そのような試薬の例として、ホ
ットスタートポリメラーゼ、ホットスタートｄＮＴＰ、及びフォトケージド（ｐｈｏｔｏ
－ｃａｇｅｄ）ｄＮＴＰを挙げることができるが、これらに限定されない。そうした試薬
は、当該分野で既知であり利用可能である。当業者なら、個別の試薬にとって適切なよう
に最適温度を決定することができる。
【０１５９】
　プライマー対
　プライマー対は、本明細書中提供されるシステム及び方法の実施形態で使用される。プ
ライマー対は、第一プライマー及び第二プライマーを含む。第一プライマーは、標的核酸
の第一位置と相補的な部分を含み、及び第一ガイド分子の結合部位を含む部分を含む。第
二プライマーは、標的核酸の第二位置と相補的な部分を含み、及び第二ガイド分子の結合
部位を含む部分を含む。
【０１６０】
　ある態様において、第一プライマー及び第二プライマーを含むプライマー対が、反応混
合物に提供され、第一プライマーは、標的核酸の第一鎖と相補的な部分及び第一ガイド分
子の結合部位を含む部分を含み、第二プライマーは、標的核酸の第二鎖と相補的な部分及
び第二ガイド分子の結合部位を含む部分を含む。
【０１６１】
　ある態様において、第一プライマー及び第二プライマーを含むプライマー対が、反応混
合物に提供され、第一プライマーは、標的核酸の１つの鎖の第一位置と相補的な部分及び
第一ガイド分子の結合部位を含む部分を含み、第二プライマーは、標的核酸の当該鎖の第
二位置と相補的な部分及び第二ガイド分子の結合部位を含む部分を含む。
【０１６２】
　特定の実施形態において、増幅反応混合物は、さらに、標的核酸鎖とハイブリダイズす
ることができるプライマーを含む場合がある。「ハイブリダイゼーション」という用語は
、オリゴヌクレオチドプライマーが一本鎖核酸テンプレート鎖の一方にあるその相補配列
に対してのみ特異的に結合する条件下で、オリゴヌクレオチドプライマーがテンプレート
のある領域に結合し、テンプレートの他の領域には結合しないことを示す。ハイブリダイ
ゼーションの特異性は、オリゴヌクレオチドプライマーの長さ、ハイブリダイゼーション
反応が行われる温度、イオン強度、及びｐＨにより影響を受ける場合がある。「プライマ
ー」という用語は、標的核酸の一本鎖領域に結合して標的核酸鎖のポリメラーゼ依存性複
製を促進することができる一本鎖核酸を示す。「相補的な」または「補体（複数可）」で
ある核酸（複数可）とは、標準のワトソン・クリック、フーグスティーン、または逆フー
グスティーン結合相補性則に従って塩基対形成することができるものである。
【０１６３】
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　ある特定の実施形態において、反応には、延長された鎖とのハイブリダイゼーション、
続いてポリメラーゼによるプライマーのさらなる延長により、２つのｄｓＤＮＡ片を生成
させることができるプライマーが含まれ、第一のｄｓＤＮＡは、第一鎖ＣＲＩＳＰＲガイ
ド部位または第一及び第二鎖ＣＲＩＳＰＲガイド部位の両方を含み、第二ｄｓＤＮＡは、
第二鎖ＣＲＩＳＰＲガイド部位または第一及び第二鎖ＣＲＩＳＰＲガイド部位の両方を含
む。これらのｄｓＤＮＡ片は、サイクル反応中で継続してニッキング及び延長が行われ、
このサイクルによりニッキング部位間の標的領域が指数関数的に増幅される。
【０１６４】
　本アプローチは、固定された配列優先性を持つニッキング酵素を用いる（例えば、ニッ
キング酵素増幅反応、すなわちＮＥＡＲにおいて）これまでのニッキング等温増幅技法に
勝る利点を提供する。これまでのニッキング等温増幅技法は、ニッキング基質を標的の末
端に付加するプライマーがアニーリング及び延長を行えるように元来のｄｓＤＮＡ標的を
変性する必要がある。ガイドＲＮＡを介してニッキング部位をプログラムすることが可能
なＣＲＩＳＰＲニッカーゼを用いる本発明の方法は、変性工程を必要としないことを意味
し、これにより、全反応を真に等温にすることが可能となる。反応が簡素化されるのは、
ニッキング基質を付加するプライマーが、反応の後段で使用されるプライマーとは異なる
ことが理由であるが、このことは、ＮＥＡＲがプライマーセットを２つ（すなわち４つの
プライマー）を必要とするのに対して、Ｃｐｆ１ニッキング増幅などのＣＲＩＳＰＲニッ
キングがプライマーセットを１つ（すなわち２つのプライマー）しか必要としないことを
意味する。このことは、ＣＲＩＳＰＲニッキング増幅を、さらにより簡素かつ簡便にして
、変性及びそれに続く等温への冷却を行うための複雑な指示なしで操作できるようにして
、より簡素で、より迅速な増幅法を提供する。
【０１６５】
　プライマーは、プロモーター配列を含むことができる。ある特定の実施形態において、
プロモーター配列とは、任意選択の検出工程で使用可能な配列である。複数の実施形態に
おいて、プライマーは、ＳＨＥＲＬＯＣＫ検出法で使用可能なＴ７プロモーター配列を含
む。さらに下流のシステム及び方法で使用するために、他のプロモーター配列を、当業者
は選択することができる。
【０１６６】
　核酸は、重合工程に供することができる。ＤＮＡポリメラーゼは、増幅しようとする核
酸がＤＮＡである場合に選択される。当初の標的がＲＮＡである場合、最初に逆転写酵素
を使用してＲＮＡ標的をｃＤＮＡ分子にコピーすることができ、それからｃＤＮＡをさら
に増幅する。
【０１６７】
　増幅反応は、本発明に適切な任意の濃度で使用されるｄＮＴＰ及び核酸プライマーを含
む場合があり、濃度として例えば、１００ｎＭ、１５０ｎＭ、２００ｎＭ、２５０ｎＭ、
３００ｎＭ、３５０ｎＭ、４００ｎＭ、４５０ｎＭ、５００ｎＭ、５５０ｎＭ、６００ｎ
Ｍ、６５０ｎＭ、７００ｎＭ、７５０ｎＭ、８００ｎＭ、８５０ｎＭ、９００ｎＭ、９５
０ｎＭ、１ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、４ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、７ｍＭ、８ｍＭ、９ｍＭ、
１０ｍＭ、２０ｍＭ、３０ｍＭ、４０ｍＭ、５０ｍＭ、６０ｍＭ、７０ｍＭ、８０ｍＭ、
９０ｍＭ、１００ｍＭ、１５０ｍＭ、２００ｍＭ、２５０ｍＭ、３００ｍＭ、３５０ｍＭ
、４００ｍＭ、４５０ｍＭ、５００ｍＭ、などが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１６８】
　標的核酸
　ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成の文脈において、「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ている配列を示し、標的配列とガイド配列の間でのハイブリダイゼー
ションは、ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成を促進する。標的配列は、ＤＮＡまたはＲＮＡポリ
ヌクレオチドを含む場合がある。「標的ＤＮＡまたはＲＮＡ」という用語は、標的配列で
あるもしくは標的配列を含むＤＮＡまたはＲＮＡポリヌクレオチドを示す。言い換えると
、標的ＤＮＡまたはＲＮＡは、ｇＲＮＡ、すなわちガイド配列の一部が相補性を有するよ
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うに設計されており、ＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパク質及びｇＲＮＡを含む複合体が
介在するエフェクター機能がそれに向けられている、ＤＮＡまたはＲＮＡポリヌクレオチ
ドあるいはＤＮＡまたはＲＮＡポリヌクレオチドの一部の場合がある。実施形態によって
は、標的配列は、細胞の核または細胞質に存在する。
【０１６９】
　ニッカーゼに基づく増幅は、様々な長さの標的核酸配列を増幅するのに使用可能である
。例えば、標的核酸配列は、約１０～２０、約２０～３０、約３０～４０、約４０～５０
、約５０～１００、約１００～２００、約１００～２００、約１００～１０００、約１０
００～２０００、約２０００～３０００、約３０００～４０００、または約４０００～５
０００ヌクレオチドの長さが可能である。標的核酸は、ＤＮＡ、例えば、ゲノムＤＮＡ、
ミトコンドリアＤＮＡ、ウイルスＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ、循環無細胞ＤＮＡ、環境Ｄ
ＮＡ、または合成二本鎖ＤＮＡであることが可能である。標的核酸は、一本鎖核酸、例え
ば、ＲＮＡ分子であることが可能である。一本鎖核酸は、ニッカーゼに基づく増幅の前に
、二本鎖核酸に変換することができる。例えば、ＲＮＡ分子は、増幅の前に、逆転写によ
り二本鎖ＤＮＡに変換することができる。一本鎖核酸は、一本鎖ウイルスＤＮＡ、ウイル
スＲＮＡ、メッセンジャーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、転移ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、低
分子干渉ＲＮＡ、核内低分子ＲＮＡ、合成ＲＮＡ、長鎖非翻訳ＲＮＡ、プレマイクロＲＮ
Ａ、ｄｓＲＮＡ、及び合成一本鎖ＤＮＡからなる群より選択することができる。
【０１７０】
　試料
　本明細書中記載されるとおり、本発明で使用される試料は、生体試料または環境試料、
例えば、食品試料（新鮮な果物または野菜、肉）、飲料試料、紙面、布面、金属面、木面
、プラスチック面、土壌試料、新鮮な水試料、排水試料、生理食塩水試料、大気または他
のガスと接触した試料、あるいはそれらの組み合わせである場合がある。例えば、任意の
材料製の家庭／商業／産業的表面として、限定するものではないが、金属、木材、プラス
チック、ゴムなどが挙げられるが、これらを拭き取り、汚染物質について検査する場合が
ある。土壌試料は、環境保護目的及び／またはヒト、動物、もしくは植物の病害検査の両
方のため、病原菌または寄生虫、あるいは他の微生物の存在について検査する場合がある
。水試料、例えば、新鮮な水試料、排水試料、生理食塩水試料は、例えば、Ｃｒｙｐｔｏ
ｓｐｏｒｉｄｉｕｍ　ｐａｒｖｕｍ、Ｇｉａｒｄｉａ　ｌａｍｂｌｉａ、または他の微生
物汚染の存在を検出して、清浄度及び安全性、及び／または可搬性を評価することができ
る。さらなる実施形態において、生体試料は、試料源から得られる場合があり、試料源と
して、組織試料、唾液、血液、血漿、血清、糞便、尿、痰、粘液、リンパ液、滑液、脳脊
髄液、腹水、胸水、漿液腫、膿、あるいは皮膚または粘膜表面のスワブが挙げられるが、
これらに限定されない。特定の実施形態において、環境試料または生体試料は、未精製試
料である場合があり、及び／または１種または複数の標的分子が、本方法の増幅前に試料
から精製されて増幅されていない場合がある。微生物の同定は、多数の応用にとって有用
及び／または必要である場合があり、したがって、当業者が適切だと見なす任意の試料源
由来の任意の種類の試料が、本発明に従って使用される場合がある。
【０１７１】
　実施形態によっては、生体試料として、血液、血漿、血清、尿、糞便、痰、粘液、リン
パ液、滑液、胆汁、腹水、胸水、漿液腫、唾液、脳脊髄液、眼房水もしくは硝子体液、ま
たは任意の体分泌、漏出液、滲出液、または関節から得られる液体、あるいは皮膚または
粘膜表面のスワブを挙げることができるが、これらに限定されない。
【０１７２】
　特定の実施形態において、試料は、ヒト患者から得られる血液、血漿、または血清であ
る場合がある。
【０１７３】
　実施形態によっては、試料は、植物試料である場合がある。実施形態によっては、試料
は、未精製試料である場合がある。実施形態によっては、試料は、精製試料である場合が
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ある。
【０１７４】
　検出
　本明細書中記載されるシステムは、さらに、検出システムを含む場合がある。ニッカー
ゼに基づく増幅は、増幅された核酸産物を検出するために様々な検出法と組み合わせるこ
とができる。例えば、検出システム及び方法は、ゲル電気泳動、挿入色素検出、ＰＣＲ、
リアルタイムＰＣＲ、蛍光、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）、質量分析、ラテラル
フローアッセイ、比色アッセイ（ＨＲＰ、ＡＬＰ、金、ナノ粒子系アッセイ）、及びＣＲ
ＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫを含むことができる。増幅と検出を組み合わせることで、ア
トモル感度またはフェムトモル感度を達成することができる。ある特定の実施形態におい
て、本発明の方法またはシステムを用いたＤＮＡの検出は、検出前に、（増幅された）Ｄ
ＮＡをＲＮＡに転写することを必要とする。
【０１７５】
　本発明の検出方法は、様々な組み合わせで核酸増幅及び検出手順を含むことができるこ
とが、明らかとなるだろう。検出対象となる核酸は、任意の天然または合成核酸が可能で
あり、ＤＮＡ及びＲＮＡが挙げられるが、これらに限定されず、これらは、任意の適切な
方法により増幅されて、検出可能な中間産物をもたらす場合がある。中間産物の検出は、
任意の適切な方法により行うことができ、そのような方法として、検出可能なシグナル部
分を直接または付帯活性により生成するＣＲＩＳＰＲタンパク質の結合及び活性化が挙げ
られるが、これに限定されない。
【０１７６】
　特定の実施形態において、増幅された核酸は、ＣＲＩＳＰＲ　Ｃａｓ１３に基づくシス
テムにより検出される場合がある。特定の実施形態において、増幅された核酸は、ＣＲＩ
ＳＰＲ　Ｃａｓ１２に基づくシステムにより検出される場合がある（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３６０：４３６－４３９　（２０１８）及びＧｏｏｔｅｎｂｅｒ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３６０：４３９－４４４　（２０１８）を参照）。
特定の実施形態において、増幅された核酸は、ＣＲＩＳＰＲ　Ｃａｓ１３に基づくシステ
ムとＣＲＩＳＰＲ　Ｃａｓ１２に基づくシステムの併用により検出される場合がある。
【０１７７】
　単一ヌクレオチドバリアントを含む核酸の検出、ｒＲＮＡ配列に基づく検出、薬剤耐性
についてのスクリーニング、微生物激増のモニタリング、遺伝的摂動、及び環境試料のス
クリーニングは、例えば、２０１８年１０月２２日出願のＷＯ／２０１９／０７１０５の
［０１８３］－［０３２７］に記載されるとおりのものが可能であり、この出願は本明細
書中参照として援用される。以下も参照される：ＷＯ　２０１７／２１９０２７、ＷＯ　
２０１８／１０７１２９、ＵＳ２０１８０２９８４４５、ＵＳ　２０１８－０２７４０１
７、ＵＳ　２０１８－０３０５７７３、ＷＯ　２０１８／１７０３４０、２０１８年３月
１５日出願の米国出願第１５／９２２，８３７号、名称「Ｄｅｖｉｃｅｓ　ｆｏｒ　ＣＲ
ＩＳＰＲ　Ｅｆｆｅｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂａｓｅｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ」、
２０１８年９月７日出願のＰＣＴ／ＵＳ１８／５００９１、名称「Ｍｕｌｔｉ－Ｅｆｆｅ
ｃｔｏｒ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｂａｓｅｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」、２０
１８年１２月２０日出願のＰＣＴ／ＵＳ１８／６６９４０、名称「ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｆｆ
ｅｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂａｓｅｄ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ
」、２０１８年１０月４日出願のＰＣＴ／ＵＳ１８／０５４４７２、名称「ＣＲＩＳＰＲ
　Ｅｆｆｅｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂａｓｅｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ」、２０１８年
１０月３日出願の米国仮出願第６２／７４０，７２８号、名称「ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｆｆｅ
ｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂａｓｅｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ｆｏｒ　Ｈｅｍｏｒｒ
ｈａｇｉｃ　Ｆｅｖｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ」、２０１８年６月２６日出願の米国仮出
願第６２／６９０，２７８号及び２０１８年１１月１４日出願の米国仮出願第６２／７６
７，０５９号、ともに名称「ＣＲＩＳＰＲ　Ｄｏｕｂｌｅ　Ｎｉｃｋａｓｅ　Ｂａｓｅｄ
　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ，　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎ
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ｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ」、２０１８年６月２６日出願の米国仮出願第６２／６９０，１６０
号及び２０１８年１１月１４日出願の米国仮出願第６２，７６７，０７７号、ともに名称
「ＣＲＩＳＰＲ／ＣＡＳ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ　Ｂａｓｅｄ　Ａｍｐｌｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ，　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ」、２０１８年６月２６日出願の米国仮出願第６２／６９０，２５７号及び２０１８
年１１月１４日出願の米国仮出願第６２／７６７，０５２号、ともに名称「ＣＲＩＳＰＲ
　Ｅｆｆｅｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂａｓｅｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ，　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ａｎｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ」、２０１８年１１月
１４日出願の米国仮出願第６２／７６７，０７６号、名称「Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｉｎｇ　
Ｈｉｇｈｌｙ　Ｅｖｏｌｖｉｎｇ　Ｖｉｒａｌ　Ｖａｒｉａｎｔｓ　Ｗｉｔｈ　ＳＨＥＲ
ＬＯＣＫ」、及び２０１８年１１月１４日出願の米国仮出願第６２／７６７，０７０号、
名称「Ｄｒｏｐｌｅｔ　ＳＨＥＲＬＯＣＫ」。さらに以下が参照される：ＷＯ　２０１７
／１２７８０７、ＷＯ　２０１７／１８４７８６、ＷＯ　２０１７／１８４７６８、ＷＯ
　２０１７／１８９３０８、ＷＯ　２０１８／０３５３８８、ＷＯ　２０１８／１７０３
３３、ＷＯ　２０１８／１９１３８８、ＷＯ　２０１８／２１３７０８、ＷＯ　２０１９
／００５８６６、２０１８年１２月２１日出願のＰＣＴ／ＵＳ１８／６７３２８、名称「
Ｎｏｖｅｌ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」、２０１８年１
２月２１日出願のＰＣＴ／ＵＳ１８／６７２２５、名称「Ｎｏｖｅｌ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅ
ｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」、及び２０１８年１２月２１日出願のＰＣＴ／
ＵＳ１８／６７３０７、名称「Ｎｏｖｅｌ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ」、２０１８年７月３１日出願のＵＳ６２／７１２，８０９、名称「Ｎｏｖ
ｅｌ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」、２０１８年１０月１
０日出願のＵ．Ｓ．　６２／７４４，０８０、名称「Ｎｏｖｅｌ　Ｃａｓ１２ｂ　Ｅｎｚ
ｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」、及び２０１８年１０月２６日出願のＵ．Ｓ．　６
２／７５１，１９６、名称「Ｎｏｖｅｌ　Ｃａｓ１２ｂ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ」、２０１８年８月７日出願のＵ．Ｓ．　７１５，６４０、名称「Ｎｏｖｅｌ
　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」、ＷＯ　２０１６／２０５
７１１、Ｕ．Ｓ．　９，７９０，４９０、ＷＯ　２０１６／２０５７４９、ＷＯ　２０１
６／２０５７６４、ＷＯ　２０１７／０７０６０５、ＷＯ　２０１７／１０６６５７、及
びＷＯ　２０１６／１４９６６１、ＷＯ　２０１８／０３５３８７、ＷＯ　２０１８／１
９４９６３、Ｃｏｘ　ＤＢＴ，　ｅｔ　ａｌ．，　ＲＮＡ　ｅｄｉｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　
ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ１３，　Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２０１７　Ｎｏｖ　２４；３５８（６
３６６）：１０１９－１０２７；Ｇｏｏｔｅｎｂｅｒｇ　ＪＳ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｕ
ｌｔｉｐｌｅｘｅｄ　ａｎｄ　ｐｏｒｔａｂｌｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｄｅｔｅ
ｃｔｉｏｎ　ｐｌａｔｆｏｒｍ　ｗｉｔｈ　Ｃａｓ１３，　Ｃａｓ１２ａ，　ａｎｄ　Ｃ
ｓｍ６．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２０１８　Ａｐｒ　２７；３６０（６３８７）：４３９
－４４４；Ｇｏｏｔｅｎｂｅｒｇ　ＪＳ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ
　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ１３ａ／Ｃ２ｃ２．，　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ．　２０１７　Ａｐｒ　２８；３５６（６３３６）：４３８－４４２；Ａｂｕｄ
ａｙｙｅｈ　ＯＯ，　ｅｔ　ａｌ．，　ＲＮＡ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ＣＲＩ
ＳＰＲ－Ｃａｓ１３，　Ｎａｔｕｒｅ．　２０１７　Ｏｃｔ　１２；５５０（７６７５）
：２８０－２８４；Ｓｍａｒｇｏｎ　ＡＡ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃａｓ１３ｂ　Ｉｓ　ａ
　Ｔｙｐｅ　ＶＩ－Ｂ　ＣＲＩＳＰＲ－Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ＲＮＡ－Ｇｕｉｄｅｄ　
ＲＮａｓｅ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　Ａｃｃｅｓｓ
ｏｒｙ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｃｓｘ２７　ａｎｄ　Ｃｓｘ２８．　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ．　
２０１７　Ｆｅｂ　１６；６５（４）：６１８－６３０．ｅ７；Ａｂｕｄａｙｙｅｈ　Ｏ
Ｏ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃ２ｃ２　ｉｓ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｐｒ
ｏｇｒａｍｍａｂｌｅ　ＲＮＡ－ｇｕｉｄｅｄ　ＲＮＡ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ＣＲＩＳ
ＰＲ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２０１６　Ａｕｇ　５；３５３（６２９
９）：ａａｆ５５７３；Ｙａｎｇ　Ｌ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ａ
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ｎｄ　ｏｐｔｉｍｉｓｉｎｇ　ｄｅａｍｉｎａｓｅ　ｆｕｓｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｇｅｎｏ
ｍｅ　ｅｄｉｔｉｎｇ．　Ｎａｔ　Ｃｏｍｍｕｎ．　２０１６　Ｎｏｖ　２；７：１３３
３０，　Ｍｙｒｖｈｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｆｉｅｌｄ　ｄｅｐｌｏｙａｂｌｅ　ｖｉ
ｒａｌ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ｕｓｉｎｇ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ１３，　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２０１８　３６０，　４４４－４４８；Ｓｈｍａｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．‘‘Ｄｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ　ａｎｄ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｌａｓｓ　２　ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃａｓ　ｓｙｓｔｅｍｓ，’’　Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　２０１７　１
５（３）：１６９－１８２、これらのそれぞれが、そのまま全体が本明細書中参照として
援用される。
【０１７８】
　いくつかの具体的な実施形態において、堅固なＣＲＩＳＰＲに基づく検出を提供するた
めにＲＮＡ標的指向性エフェクターを利用することができる。本明細書中開示される実施
形態は、同等の感度レベルでＤＮＡ及びＲＮＡの両方を検出することができ、開示される
ＨＤＡ法及びシステムと併用して使用することができる。容易に参照できるように、本明
細書中開示される実施形態は、ＳＨＥＲＬＯＣＫ（特異的高感度酵素レポーターによるロ
ック解除、Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｈｉｇｈ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ｕｎＬＯＣＫｉｎｇ）と称する場合もある。これは、実施形態によ
っては、本明細書中開示されるＨＤＡ法に続いて行われ、中温性及び好熱性等温条件下で
あることを含む。
【０１７９】
　実施形態によっては、核酸標的指向性検出システムの１つまたは複数の配列要素は、内
因性ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ標的指向性系を含む特定生物に由来する。ある特定の例示の実
施形態において、エフェクタータンパク質ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ標的指向性検出システム
は、少なくとも１つのＨＥＰＮドメインを含み、ＨＥＰＮドメインとして、本明細書中記
載されるＨＥＰＮドメイン、当該分野で既知であるＨＥＰＮドメイン、及びコンセンサス
配列モチーフとの比較によりＨＥＰＮドメインであると認められるドメインが挙げられる
が、これらに限定されない。そのようなドメインのいくつかは、本明細書中提供される。
限定ではない１つの例において、コンセンサス配列は、本明細書中提供されるＣ２ｃ２ま
たはＣａｓ１３ｂオルソログの配列に由来することができる。ある特定の例示の実施形態
において、エフェクタータンパク質は、単一ＨＥＰＮドメインを含む。ある特定の他の例
示の実施形態において、エフェクタータンパク質は、２つのＨＥＰＮドメインを含む。
【０１８０】
　１つの例示の実施形態において、エフェクタータンパク質は、ＲｘｘｘｘＨモチーフ配
列を含むＨＥＰＮドメインを１つまたは複数含む。ＲｘｘｘｘＨモチーフ配列は、特に制
限なく、本明細書中記載されるＨＥＰＮドメインまたは当該分野で既知であるＨＥＰＮド
メインに由来するものが可能である。ＲｘｘｘｘＨモチーフ配列は、さらに、２つ以上の
ＨＥＰＮドメインの一部分を組み合わせることにより作製されたモチーフ配列を含む。上
記のとおり、コンセンサス配列は、ＰＣＴ／ＵＳ２０１７／０３８１５４、名称「Ｎｏｖ
ｅｌ　Ｔｙｐｅ　ＶＩ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｏｒｔｈｏｌｏｇｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」
の、例えば、２５６－２６４ページ及び２８５－３３６ページ、米国仮特許出願第６２／
４３２，２４０号、名称「Ｎｏｖｅｌ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ」、２０１７年３月１５日出願の米国仮特許出願第６２／４７１，７１０号、名
称「Ｎｏｖｅｌ　Ｔｙｐｅ　ＶＩ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｏｒｔｈｏｌｏｇｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ」、及び２０１７年４月１２日出願の米国仮特許出願第６２／４８４，７８６号
、名称「Ｎｏｖｅｌ　Ｔｙｐｅ　ＶＩ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｏｒｔｈｏｌｏｇｓ　ａｎｄ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ」に開示されるオルソログの配列に由来することが可能である。
【０１８１】
　本発明の実施形態において、ＨＥＰＮドメインは、配列Ｒ｛Ｎ／Ｈ／Ｋ｝Ｘ１Ｘ２Ｘ３
Ｈ（配列番号１）を含むＲｘｘｘｘＨモチーフを少なくとも１つ含む。本発明の実施形態
において、ＨＥＰＮドメインは、配列Ｒ｛Ｎ／Ｈ｝Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｈ（配列番号２）を含む
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ＲｘｘｘｘＨモチーフを含む。本発明の実施形態において、ＨＥＰＮドメインは、配列Ｒ
｛Ｎ／Ｋ｝Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｈ（配列番号３）を含む。ある特定の実施形態において、Ｘ１は
、Ｒ、Ｓ、Ｄ、Ｅ、Ｑ、Ｎ、Ｇ、Ｙ、またはＨである。ある特定の実施形態において、Ｘ
２は、Ｉ、Ｓ、Ｔ、Ｖ、またはＬである。ある特定の実施形態において、Ｘ３は、Ｌ、Ｆ
、Ｎ、Ｙ、Ｖ、Ｉ、Ｓ、Ｄ、Ｅ、またはＡである。
【０１８２】
　本発明に従って使用される追加のエフェクターは、ｃａｓ１遺伝子に対するそれらの近
さによって特定可能であり、例えば、特に限定するものではないが、ｃａｓ１遺伝子の始
まる前２０Ｋｂからｃａｓ１遺伝子の終わりより２０ｋｂまでの領域内にある。ある特定
の実施形態において、エフェクタータンパク質は、少なくとも１つのＨＥＰＮドメイン及
び少なくとも５００のアミノ酸を含み、ただし、Ｃ２ｃ２エフェクタータンパク質は、原
核生物ゲノム中に天然に存在するものであり、Ｃａｓ遺伝子またはＣＲＩＳＰＲアレイか
ら２０ｋｂ上流または下流の範囲内にある。Ｃａｓタンパク質の限定ではなく例として、
Ｃａｓ１、Ｃａｓ１Ｂ、Ｃａｓ２、Ｃａｓ３、Ｃａｓ４、Ｃａｓ５、Ｃａｓ６、Ｃａｓ７
、Ｃａｓ８、Ｃａｓ９（Ｃｓｎ１及びＣｓｘ１２としても知られる）、Ｃａｓ１０、Ｃｓ
ｙ１、Ｃｓｙ２、Ｃｓｙ３、Ｃｓｅ１、Ｃｓｅ２、Ｃｓｃ１、Ｃｓｃ２、Ｃｓａ５、Ｃｓ
ｎ２、Ｃｓｍ２、Ｃｓｍ３、Ｃｓｍ４、Ｃｓｍ５、Ｃｓｍ６、Ｃｍｒ１、Ｃｍｒ３、Ｃｍ
ｒ４、Ｃｍｒ５、Ｃｍｒ６、Ｃｓｂ１、Ｃｓｂ２、Ｃｓｂ３、Ｃｓｘ１７、Ｃｓｘ１４、
Ｃｓｘ１０、Ｃｓｘ１６、ＣｓａＸ、Ｃｓｘ３、Ｃｓｘ１、Ｃｓｘ１５、Ｃｓｆ１、Ｃｓ
ｆ２、Ｃｓｆ３、Ｃｓｆ４、それらのホモログ、またはそれらの修飾型が挙げられる。あ
る特定の例示の実施形態において、Ｃ２ｃ２エフェクタータンパク質は、原核生物ゲノム
中に天然に存在するものであり、Ｃａｓ１遺伝子から２０ｋｂ上流または下流の範囲内に
ある。「オルソログ（ｏｒｔｈｏｌｏｇｕｅ）」（本明細書中「オルソログ（ｏｒｔｈｏ
ｌｏｇ）」とも称する）及び「ホモログ（ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ）」（本明細書中「ホモロ
グ（ｈｏｍｏｌｏｇ）」とも称する）という用語は、当該分野で周知である。追加のガイ
ダンスとして、本明細書中使用される場合、タンパク質の「ホモログ」とは、ホモログの
関係にあるタンパク質と同じまたは同様の機能を発揮する、同じ種のタンパク質である。
ホモログタンパク質は、可能性としてはあり得るが、構造的に関連する必要はなく、また
はその構造的な関連性は部分的なものにすぎない。本明細書中使用される場合、タンパク
質の「オルソログ」とは、オルソログの関係にあるタンパク質と同じまたは同様の機能を
発揮する、異なる種のタンパク質である。オルソログタンパク質は、可能性としてはあり
得るが、構造的に関連する必要はなく、またはその構造的な関連性は部分的なものにすぎ
ない。
【０１８３】
　特定の実施形態において、ＶＩ型ＲＮＡ標的指向性Ｃａｓ酵素は、Ｃ２ｃ２である。他
の例示の実施形態において、ＶＩ型ＲＮＡ標的指向性Ｃａｓ酵素は、Ｃａｓ１３ｂである
。特定の実施形態において、本明細書中示されるとおりのＣ２ｃ２などのＶＩ型タンパク
質のホモログまたはオルソログは、Ｃ２ｃ２などのＶＩ型タンパク質と（例えば、Ｌｅｐ
ｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｓｈａｈｉｉのＣ２ｃ２、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌Ｍ
Ａ２０２０のＣ２ｃ２、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＮＫ４Ａ１７９のＣ２ｃ２
、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ａｍｉｎｏｐｈｉｌｕｍ（ＤＳＭ　１０７１０）のＣ２ｃ２
、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ（ＤＳＭ　４８４７）のＣ２ｃ
２、Ｐａｌｕｄｉｂａｃｔｅｒ　ｐｒｏｐｉｏｎｉｃｉｇｅｎｅｓ（ＷＢ４）のＣ２ｃ２
、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｗｅｉｈｅｎｓｔｅｐｈａｎｅｎｓｉｓ（ＦＳＬ　Ｒ９－０３１７
）のＣ２ｃ２、Ｌｉｓｔｅｒｉａｃｅａｅ科菌（ＦＳＬ　Ｍ６－０６３５）のＣ２ｃ２、
Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｎｅｗｙｏｒｋｅｎｓｉｓ（ＦＳＬ　Ｍ６－０６３５）のＣ２ｃ２、
Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｗａｄｅｉ（Ｆ０２７９）のＣ２ｃ２、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔ
ｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ（ＳＢ　１００３）のＣ２ｃ２、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　
ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ（Ｒ１２１）のＣ２ｃ２、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌ
ａｔｕｓ（ＤＥ４４２）のＣ２ｃ２、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｗａｄｅｉ（Ｌｗ２）
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のＣ２ｃ２、またはＬｉｓｔｅｒｉａ　ｓｅｅｌｉｇｅｒｉのＣ２ｃ２のいずれかの野生
型配列に基づいて）、少なくとも３０％、または少なくとも４０％、または少なくとも５
０％、または少なくとも６０％、または少なくとも７０％、または少なくとも８０％、よ
り好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくとも９０％、例えば少なく
とも９５％の配列相同性または同一性を有する。さらなる実施形態において、本明細書中
示されるとおりのＣ２ｃ２などのＶＩ型タンパク質のホモログまたはオルソログは、野生
型Ｃ２ｃ２と（例えば、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｓｈａｈｉｉのＣ２ｃ２、Ｌａｃｈ
ｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＭＡ２０２０のＣ２ｃ２、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ
科菌ＮＫ４Ａ１７９のＣ２ｃ２、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ａｍｉｎｏｐｈｉｌｕｍ（Ｄ
ＳＭ　１０７１０）のＣ２ｃ２、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ
（ＤＳＭ　４８４７）のＣ２ｃ２、Ｐａｌｕｄｉｂａｃｔｅｒ　ｐｒｏｐｉｏｎｉｃｉｇ
ｅｎｅｓ（ＷＢ４）のＣ２ｃ２、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｗｅｉｈｅｎｓｔｅｐｈａｎｅｎｓ
ｉｓ（ＦＳＬ　Ｒ９－０３１７）のＣ２ｃ２、Ｌｉｓｔｅｒｉａｃｅａｅ科菌（ＦＳＬ　
Ｍ６－０６３５）のＣ２ｃ２、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｎｅｗｙｏｒｋｅｎｓｉｓ（ＦＳＬ　
Ｍ６－０６３５）のＣ２ｃ２、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｗａｄｅｉ（Ｆ０２７９）の
Ｃ２ｃ２、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ（ＳＢ　１００３）のＣ２ｃ
２、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ（Ｒ１２１）のＣ２ｃ２、Ｒｈｏｄ
ｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ（ＤＥ４４２）のＣ２ｃ２、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃ
ｈｉａ　ｗａｄｅｉ（Ｌｗ２）のＣ２ｃ２、またはＬｉｓｔｅｒｉａ　ｓｅｅｌｉｇｅｒ
ｉのＣ２ｃ２のいずれかの野生型配列に基づいて）、少なくとも３０％、または少なくと
も４０％、または少なくとも５０％、または少なくとも６０％、または少なくとも７０％
、または少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらにより好ましくは少
なくとも９０％、例えば少なくとも９５％の配列同一性を有する。
【０１８４】
　ある特定の他の例示の実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ系エフェクタータンパク質は、
Ｃ２ｃ２ヌクレアーゼである。Ｃ２ｃ２の活性は、２つのＨＥＰＮドメインの存在に依存
する場合がある。これらは、ＲＮＡを切断するＲＮＡ分解酵素ドメイン、すなわちヌクレ
アーゼ（詳細にはエンドヌクレアーゼ）であることが示されている。Ｃ２ｃ２のＨＥＰＮ
は、ＤＮＡを、または潜在的にＤＮＡ及び／またはＲＮＡを標的とする可能性もある。Ｃ
２ｃ２のＨＥＰＮドメインが、それらの野生型において、ＲＮＡに結合してそれを切断す
る能力を少なくとも持つことを踏まえると、Ｃ２ｃ２エフェクタータンパク質がＲＮＡ分
解酵素機能を有することは好ましい。Ｃ２ｃ２　ＣＲＩＳＰＲ系に関しては、２０１６年
６月１７日出願の米国仮出願第６２／３５１，６６２号、及び２０１６年８月１７日出願
の米国仮出願第６２／３７６，３７７号を参照。同じく、２０１６年６月１７日出願の米
国仮出願第６２／３５１，８０３号を参照。同じく、ブロード研究所番号第１００３５．
ＰＡ４号及び代理人整理番号第４７６２７．０３．２１３３号を有する２０１６年１２月
８日出願の米国仮出願、名称「Ｎｏｖｅｌ　Ｃｒｉｓｐｒ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ」を参照。さらに、Ｅａｓｔ－Ｓｅｌｅｔｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．　‘‘Ｔｗ
ｏ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ＲＮａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃ２
ｃ２　ｅｎａｂｌｅ　ｇｕｉｄｅ－ＲＮＡ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ａｎｄ　ＲＮＡ　ｄ
ｅｔｅｃｔｉｏｎ’’　Ｎａｔｕｒｅ　ｄｏｉ：１０／１０３８／ｎａｔｕｒｅ１９８０
２及びＡｂｕｄａｙｙｅｈ　ｅｔ　ａｌ．　‘‘Ｃ２ｃ２　ｉｓ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃ
ｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｐｒｏｇｒａｍｍａｂｌｅ　ＲＮＡ－ｇｕｉｄｅｄ　ＲＮＡ　ｔａｒ
ｇｅｔｉｎｇ　ＣＲＩＳＰＲ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ’’　ｂｉｏＲｘｉｖ　ｄｏｉ：１０．
１１０１／０５４７４２を参照。
【０１８５】
　ＣＲＩＳＰＲ系におけるＲＮＡ分解酵素機能は既知であり、例えば、ｍＲＮＡ標的指向
性が、ある特定のＩＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ系について報告されており（Ｈａｌｅ　
ｅｔ　ａｌ．，　２０１４，　Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ，　ｖｏｌ．　２８，　２４３２－２
４４３；Ｈａｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９，　Ｃｅｌｌ，　ｖｏｌ．　１３９，　９
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４５－９５６；Ｐｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１５，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ　
ｒｅｓｅａｒｃｈ，　ｖｏｌ．　４３，　４０６－４１７）、これは著しい利点を提供す
る。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｓのＩＩＩ－Ａ型系では、標的に
わたる転写は、標的ＤＮＡ及びその転写物の切断をもたらし、これは、Ｃａｓ１０－Ｃｓ
ｍリボ核タンパク質エフェクタータンパク質複合体内の独立活性部位が仲介する（Ｓａｍ
ａｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１５，　Ｃｅｌｌ，　ｖｏｌ．　１５１，　１１６４－１１
７４を参照）。本エフェクタータンパク質を介してＲＮＡを標的とするＣＲＩＳＰＲ－Ｃ
ａｓシステム、組成物、または方法が、こうして提供される。
【０１８６】
　ある実施形態において、Ｃａｓタンパク質は、ある属の生物のＣ２ｃ２オルソログであ
る場合があり、そのような属として、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ属、Ｌｉｓｔｅｒｉａ属
、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒ属、Ｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ属、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ属、Ｔ
ｒｅｐｏｎｅｍａ属、Ｆｉｌｉｆａｃｔｏｒ属、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ属、Ｂａｃ
ｔｅｒｏｉｄｅｓ属、Ｆｌａｖｉｉｖｏｌａ属、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｓｐ
ｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ属、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ属、Ｇｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａ
ｃｔｅｒ属、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ属、Ｐａｒｖｉｂａｃｕｌｕｍ
属、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａｃｔｏｒ属、Ｍｙｃｏｐｌ
ａｓｍａ属、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ属、及びＬａｃｈｎｏｓｐｉｒａ属が挙げられ
るが、これらに限定されない。そのような属の生物種は、本明細書中別途検討されるとお
りのものが可能である。
【０１８７】
　ある特定の例示の実施形態において、本発明のＣ２ｃ２エフェクタータンパク質として
、特に制限なく、以下の２１種のオルソログ種が挙げられる（複数のＣＲＩＳＰＲ遺伝子
座を含む：Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｓｈａｈｉｉ、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｗａ
ｄｅｉ（Ｌｗ２）、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｓｅｅｌｉｇｅｒｉ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃ
ｅａｅ属菌ＭＡ２０２０、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ属菌ＮＫ４Ａ１７９、［Ｃｌ
ｏｓｔｒｉｄｉｕｍ］　ａｍｉｎｏｐｈｉｌｕｍ　ＤＳＭ　１０７１０、Ｃａｒｎｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ　ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ　ＤＳＭ　４８４７、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ　ＤＳＭ　４８４７（第二ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座）、Ｐａｌ
ｕｄｉｂａｃｔｅｒ　ｐｒｏｐｉｏｎｉｃｉｇｅｎｅｓ　ＷＢ４、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｗ
ｅｉｈｅｎｓｔｅｐｈａｎｅｎｓｉｓ　ＦＳＬ　Ｒ９－０３１７、Ｌｉｓｔｅｒｉａｃｅ
ａｅ属菌ＦＳＬ　Ｍ６－０６３５、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｗａｄｅｉ　Ｆ０２７９
、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ　ＳＢ　１００３、Ｒｈｏｄｏｂａｃ
ｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ　Ｒ１２１、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔ
ｕｓ　ＤＥ４４２、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｂｕｃｃａｌｉｓ　Ｃ－１０１３－ｂ、
Ｈｅｒｂｉｎｉｘ　ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｉｌｙｔｉｃａ、［Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ］　ｒｅｃｔａｌｅ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ属菌ＣＨＫＣＩ００４、Ｂｌａｕ
ｔｉａ種Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ－Ｐ２３９８、及びＬｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ種口腔分類群
８７９株Ｆ０５５７。さらに１２種の限定ではなく例として、以下がある：Ｌａｃｈｎｏ
ｓｐｉｒａｃｅａｅ属菌ＮＫ４Ａ１４４、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｕｓ　ａｇｇｒｅｇａｎ
ｓ、Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ　ａｕｒａｎｔｉａｃａ、Ｔｈａｌａｓｓｏｓｐｉｒａ種ＴＳＬ
５－１、Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ種ＯＲ３７、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ
種ＹＡＢ３００１、Ｂｌａｕｔｉａ種Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ－Ｐ２３９８、Ｌｅｐｔｏｔｒ
ｉｃｈｉａ種Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ－Ｐ３００７、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｉｈｕａｅ、
Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ属菌ＫＨ３ＣＰ３ＲＡ、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｒｉ
ｐａｒｉａ、及びＩｎｓｏｌｉｔｉｓｐｉｒｉｌｌｕｍ　ｐｅｒｅｇｒｉｎｕｍ。
【０１８８】
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステム酵素のオルソログを同定する方法によっては、関心対象
のゲノム中のｔｒａｃｒ配列の同定が関与する場合がある。ｔｒａｃｒ配列の同定は、以
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下の工程が関係する場合がある：データベースから直列反復またはｔｒａｃｒ　ｍａｔｅ
配列を検索して、ＣＲＩＳＰＲ酵素を含むＣＲＩＳＰＲ領域を同定する。センス方向及び
アンチセンス方向の両方でＣＲＩＳＰＲ酵素に隣接するＣＲＩＳＰＲ領域においてホモロ
グ配列を検索する。転写ターミネーター及び二次構造を探す。直列反復またはｔｒａｃｒ
　ｍａｔｅ配列ではないが、直列反復またはｔｒａｃｒ　ｍａｔｅ配列と５０％超の同一
性を有する任意の配列を、潜在的ｔｒａｃｒ配列として同定する。潜在的ｔｒａｃｒ配列
を用いて、それと会合する転写ターミネーター配列を分析する。
【０１８９】
　当然のことながら、本明細書中記載される機能のどれでも、他のオルソログからＣＲＩ
ＳＰＲ酵素に操作して導入することができ、そのようなものとして、複数のオルソログ由
来の断片を有するキメラ酵素が挙げられる。そのようなオルソログの例は、本明細書中い
ずれかの箇所に記載される。したがって、キメラ酵素は、ある生物のＣＲＩＳＰＲ酵素オ
ルソログの断片を有する場合があり、そのような生物として、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ
属、Ｌｉｓｔｅｒｉａ属、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒ属、Ｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ属、Ｌｅ
ｇｉｏｎｅｌｌａ属、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ属、Ｆｉｌｉｆａｃｔｏｒ属、Ｅｕｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ属、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｍｙｃｏ
ｐｌａｓｍａ属、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ属、Ｆｌａｖｉｉｖｏｌａ属、Ｆｌａｖｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ属、Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ属、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ属、Ｇｌ
ｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ属、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ属、Ｐ
ａｒｖｉｂａｃｕｌｕｍ属、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａｃ
ｔｏｒ属、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ属、及びＣａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ属が挙げられるが
、これらに限定されない。キメラ酵素は、第一断片及び第二断片を有することができ、こ
れらの断片は、本明細書中言及される属または本明細書中言及される種の生物のＣＲＩＳ
ＰＲ酵素オルソログのものであることが可能であり；有利なことに、断片は、異なる種の
ＣＲＩＳＰＲ酵素オルソログに由来する。
【０１９０】
　複数の実施形態において、本明細書中示されるとおりのＣ２ｃ２タンパク質は、Ｃ２ｃ
２の機能性バリアントまたはそのホモログもしくはオルソログも包含する。タンパク質の
「機能性バリアント」は、本明細書中使用される場合、そのタンパク質の活性を少なくと
も部分的に保持する、そのタンパク質のバリアントを示す。機能性バリアントとして、多
形などを含む変異体（これは、挿入、削除、または置換変異体の場合がある）を挙げるこ
とができる。同じく機能性バリアントとして挙げられるのは、そのようなタンパク質と、
別のもの、通常は無関係の、核酸、タンパク質、ポリペプチド、またはペプチドとの融合
産物である。機能性バリアントは、天然に生じる場合もあれば、人造物である場合もある
。有利な実施形態には、改変されたまたは非天然のＶＩ型ＲＮＡ標的指向性エフェクター
タンパク質が関与可能である。
【０１９１】
　ある実施形態において、Ｃ２ｃ２またはそのオルソログもしくはホモログをコードする
核酸分子（複数可）は、真核細胞での発現に関してコドン最適化されている場合がある。
真核生物は、本明細書中検討されるとおりのものが可能である。核酸分子（複数可）は、
改変されたまたは非天然のものであることが可能である。
【０１９２】
　ある実施形態において、Ｃ２ｃ２またはそのオルソログもしくはホモログは、１つまた
は複数の変異を有する場合がある（したがって、それをコードする核酸分子（複数可）も
変異（複数可）を有する場合がある）。変異は、人為的に導入された変異である場合があ
り、そのような変異として触媒ドメインにおける１つまたは複数の変異を挙げることがで
きるが、これらに限定されない。Ｃａｓ９酵素に関して触媒ドメインの例として、Ｒｕｖ
Ｃ　Ｉ、ＲｕｖＣ　ＩＩ、ＲｕｖＣ　ＩＩＩ、及びＨＮＨドメインを挙げることができる
が、これらに限定されない。
【０１９３】
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　ある実施形態において、Ｃ２ｃ２またはそのオルソログもしくはホモログは、１つまた
は複数の変異を有する場合がある。変異は、人為的に導入された変異である場合があり、
そのような変異として触媒ドメインにおける１つまたは複数の変異を挙げることができる
が、これらに限定されない。Ｃａｓ酵素に関して触媒ドメインの例として、ＨＥＰＮドメ
インを挙げることができるが、これらに限定されない。
【０１９４】
　ある実施形態において、Ｃ２ｃ２またはそのオルソログもしくはホモログは、機能性ド
メインと融合するまたはこれに作動的に連結する一般的核酸結合タンパク質として使用さ
れる場合がある。機能性ドメインの例として、翻訳イニシエーター、翻訳アクチベーター
、翻訳リプレッサー、ヌクレアーゼ、特にリボヌクレアーゼ、スプライソソーム、ビーズ
、光誘導型／制御型ドメイン、または化学光誘導型／制御型ドメインを挙げることができ
るが、これらに限定されない。
【０１９５】
　ある特定の例示の実施形態において、Ｃ２ｃ２エフェクタータンパク質は、以下からな
る群より選択される生物に由来する場合がある；Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ属、Ｌｉｓｔ
ｅｒｉａ属、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒ属、Ｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ属、Ｌｅｇｉｏｎｅｌ
ｌａ属、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ属、Ｆｉｌｉｆａｃｔｏｒ属、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ属、
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
属、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ属、Ｆｌａｖｉｉｖｏｌａ属、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ属、Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ属、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ属、Ｇｌｕｃｏｎａｃ
ｅｔｏｂａｃｔｅｒ属、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ属、Ｐａｒｖｉｂａ
ｃｕｌｕｍ属、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属、Ｎｉｔｒａｔｉｆｒａｃｔｏｒ属、Ｍ
ｙｃｏｐｌａｓｍａ属、及びＣａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ属。
【０１９６】
　ある特定の実施形態において、エフェクタータンパク質は、Ｌｉｓｔｅｒｉａ種のＣ２
ｃ２ｐ、好ましくはＬｉｓｔｅｒｉａ　ｓｅｅｌｉｇｅｒｉａのＣ２ｃ２ｐ、より好まし
くはＬｉｓｔｅｒｉａ　ｓｅｅｌｉｇｅｒｉａ血清型１／２ｂ株ＳＬＣＣ３９５４のＣ２
ｃ２ｐである場合があり、ｃｒＲＮＡ配列は、長さが４４～４７ヌクレオチドであり、５
’の２９ｎｔ直列反復（ＤＲ）及び１５ｎｔ～１８ｎｔのスペーサーを持つ場合がある。
【０１９７】
　ある特定の実施形態において、エフェクタータンパク質は、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ
種のＣ２ｃ２ｐ、好ましくはＬｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｓｈａｈｉｉのＣ２ｃ２ｐ、よ
り好ましくはＬｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｓｈａｈｉｉ　ＤＳＭ　１９７５７のＣ２ｃ２
ｐである場合があり、ｃｒＲＮＡ配列は、長さが４２～５８ヌクレオチドである場合があ
り、５’に少なくとも２４ｎｔの直列反復、例えば５’に２４～２８ｎｔの直列反復（Ｄ
Ｒ）を持ち、及び少なくとも１４ｎｔのスペーサー、例えば１４ｎｔ～２８ｎｔのスペー
サー、または少なくとも１８ｎｔのスペーサー、例えば、１９、２０、２１、２２、また
はそれ以上のｎｔ、例えば、１８～２８、１９～２８、２０～２８、２１～２８、または
２２～２８ｎｔのスペーサーを持つ場合がある。
【０１９８】
　ある特定の例示の実施形態において、エフェクタータンパク質は、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃ
ｈｉａ種、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｗａｄｅｉ　Ｆ０２７９、またはＬｉｓｔｅｒｉ
ａ種、好ましくはＬｉｓｔｅｒｉａ　ｎｅｗｙｏｒｋｅｎｓｉｓ　ＦＳＬ　Ｍ６－０６３
５のものである場合がある。
【０１９９】
　ある特定の例示の実施形態において、本発明のＣ２ｃ２エフェクタータンパク質として
、特に制限なく、以下の２１種のオルソログ種が挙げられる（複数のＣＲＩＳＰＲ遺伝子
座を含む：Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｓｈａｈｉｉ、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｗａ
ｄｅｉ（Ｌｗ２）、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｓｅｅｌｉｇｅｒｉ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃ
ｅａｅ属菌ＭＡ２０２０、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ属菌ＮＫ４Ａ１７９、［Ｃｌ
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ｏｓｔｒｉｄｉｕｍ］　ａｍｉｎｏｐｈｉｌｕｍ　ＤＳＭ　１０７１０、Ｃａｒｎｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ　ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ　ＤＳＭ　４８４７、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ　ＤＳＭ　４８４７（第二ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座）、Ｐａｌ
ｕｄｉｂａｃｔｅｒ　ｐｒｏｐｉｏｎｉｃｉｇｅｎｅｓ　ＷＢ４、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｗ
ｅｉｈｅｎｓｔｅｐｈａｎｅｎｓｉｓ　ＦＳＬ　Ｒ９－０３１７、Ｌｉｓｔｅｒｉａｃｅ
ａｅ属菌ＦＳＬ　Ｍ６－０６３５、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｗａｄｅｉ　Ｆ０２７９
、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ　ＳＢ　１００３、Ｒｈｏｄｏｂａｃ
ｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ　Ｒ１２１、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔ
ｕｓ　ＤＥ４４２、Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ　ｂｕｃｃａｌｉｓ　Ｃ－１０１３－ｂ、
Ｈｅｒｂｉｎｉｘ　ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｉｌｙｔｉｃａ、［Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ］　ｒｅｃｔａｌｅ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ属菌ＣＨＫＣＩ００４、Ｂｌａｕ
ｔｉａ種Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ－Ｐ２３９８、及びＬｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ種口腔分類群
８７９株Ｆ０５５７。さらに１２種の限定ではなく例として、以下がある：Ｌａｃｈｎｏ
ｓｐｉｒａｃｅａｅ属菌ＮＫ４Ａ１４４、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｕｓ　ａｇｇｒｅｇａｎ
ｓ、Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ　ａｕｒａｎｔｉａｃａ、Ｔｈａｌａｓｓｏｓｐｉｒａ種ＴＳＬ
５－１、Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ種ＯＲ３７、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ
種ＹＡＢ３００１、Ｂｌａｕｔｉａ種Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ－Ｐ２３９８、Ｌｅｐｔｏｔｒ
ｉｃｈｉａ種Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ－Ｐ３００７、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｉｈｕａｅ、
Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ属菌ＫＨ３ＣＰ３ＲＡ、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｒｉ
ｐａｒｉａ、及びＩｎｓｏｌｉｔｉｓｐｉｒｉｌｌｕｍ　ｐｅｒｅｇｒｉｎｕｍ。
【０２００】
　ある特定の実施形態において、本発明によるＣ２ｃ２タンパク質は、オルソログのうち
の１種であるかそれに由来し、または本出願中記載されるとおりのオルソログ２種以上か
らなるキメラタンパク質であり、あるいはオルソログのうちの１種の変異体またはバリア
ント（またはキメラ変異体もしくはバリアント）であり、そのようなＣ２ｃ２タンパク質
として、本明細書中いずれかの箇所で定義されるとおりの失活Ｃ２ｃ２、スプリットＣ２
ｃ２、不安定化Ｃ２ｃ２、などが挙げられ、これらは、異種／機能性ドメインと融合して
いる場合もしていない場合もある。
【０２０１】
　ある特定の例示の実施形態において、ＲＮＡ標的指向性エフェクタータンパク質は、Ｖ
Ｉ－Ｂ型エフェクタータンパク質、例えばＣａｓ１３ｂ及びグループ２９またはグループ
３０タンパク質などである。ある特定の例示の実施形態において、ＲＮＡ標的指向性エフ
ェクタータンパク質は、１つまたは複数のＨＥＰＮドメインを含む。ある特定の例示の実
施形態において、ＲＮＡ標的指向性エフェクタータンパク質は、Ｃ末端ＨＥＰＮドメイン
、Ｎ末端ＨＥＰＮドメイン、またはその両方を含む。本発明の文脈において使用可能なＶ
Ｉ－Ｂ型エフェクタータンパク質の例に関して、以下が参照される：２０１６年１０月２
１日出願の米国出願第１５／３３１，７９２号、名称「Ｎｏｖｅｌ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｎ
ｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」、２０１６年１０月２１日出願の国際特許出願第
ＰＣＴ／ＵＳ２０１６／０５８３０２号、名称「Ｎｏｖｅｌ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｎｚｙｍ
ｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」、及びＳｍａｒｇｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　‘‘Ｃａｓ１３
ｂ　ｉｓ　ａ　Ｔｙｐｅ　ＶＩ－Ｂ　ＣＲＩＳＰＲ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ＲＮＡ－Ｇ
ｕｉｄｅｄ　ＲＮａｓｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　
ａｃｃｅｓｓｏｒｙ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｃｓｘ２７　ａｎｄ　Ｃｓｘ２８’’　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ，　６５，　１－１３　（２０１７）；ｄｘ．ｄｏｉ．ｏｒｇ／
１０．１０１６／ｊ．ｍｏｌｃｅｌ．２０１６．１２．０２３、及び２０１７年３月１５
日出願の米国仮出願番号未定の名称「Ｎｏｖｅｌ　Ｃａｓ１３ｂ　Ｏｒｔｈｏｌｏｇｕｅ
ｓ　ＣＲＩＳＰＲ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍ」。１つの好適な実施形態に
おいて、Ｃａｓ１３タンパク質は、ＬｗａＣａｓ１３である。
【０２０２】
　マスキング構築物
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　本明細書中使用される場合、「マスキング構築物」は、本明細書中記載される活性化Ｃ
ＲＩＳＰＲ系エフェクタータンパク質により切断される、またはいずれにしろ不活性化さ
れる可能性がある分子を示す。「マスキング構築物」という用語は、別の方法では、「検
出構築物」とも称する場合がある。ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築
物は、ＲＮＡ系マスキング構築物である。ＲＮＡ系マスキング構築物は、ＣＲＩＳＰＲエ
フェクタータンパク質により切断可能なＲＮＡ配列要素を含む。ＲＮＡ配列要素の切断は
、作用剤を放出、または構造変化をもたらし、これにより検出可能なシグナルが生成され
る。ＲＮＡ配列要素を使用してどのように検出可能なシグナルの生成を防ぐまたはマスク
することができるかを実証する構築物の例を、以下に記載するが、本発明の実施形態は、
その変異形態を含む。切断の前、またはマスキング構築物が「活性」状態にある場合、マ
スキング構築物は、陽性の検出可能なシグナルの生成または検出を遮断する。当然のこと
ながら、ある特定の例示の実施形態において、活性ＲＮＡマスキング構築物の存在下、最
小限のバックグラウンドシグナルが生成する場合がある。陽性の検出可能なシグナルは、
光学的方法、蛍光法、化学発光法、電気化学的方法、または当該分野で既知である他の検
出法を用いて検出可能な任意のシグナルが可能である。「陽性の検出可能なシグナル」と
いう用語は、マスキング構築物の存在下で検出可能である可能性がある他の検出可能なシ
グナルと区別するために使用される。例えば、ある特定の実施形態において、第一のシグ
ナルは、マスキング剤が存在する場合に検出される可能性があり（すなわち、陰性の検出
可能なシグナル）、このシグナルは、次いで、活性化ＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパク
質による標的分子の検出及びマスキング剤の切断または不活性化に際して、第二のシグナ
ルへと変換される（例えば陽性の検出可能なシグナル）。
【０２０３】
　ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築物は、遺伝子産物の生成を抑制す
る場合がある。遺伝子産物は、試料に添加されるレポーター構築物によりコードされる場
合がある。マスキング構築物は、ＲＮＡ干渉経路に関与する干渉ＲＮＡ、例えば、低分子
ヘアピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）または低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）などである場合
がある。マスキング構築物は、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）も含む場合がある。存在す
る間、マスキング構築物は、遺伝子産物の発現を抑制する。遺伝子産物は、蛍光タンパク
質あるいは標識化プローブ、アプタマー、または抗体により別途検出可能となる他のＲＮ
Ａ転写物もしくはタンパク質の場合があり、これらはマスキング構築物が存在すると検出
可能とならない。エフェクタータンパク質の活性化の際、マスキング構築物は切断される
かいずれにしろサイレンシングされて、遺伝子産物が陽性の検出可能なシグナルとして発
現し検出されるようになる。
【０２０４】
　ある特定の例示の実施形態において、検出可能な陽性シグナルの発生に必要な１種また
は複数の試薬がマスキング構築物から放出された結果、検出可能な陽性シグナルが発生す
るように、マスキング構築物は、検出可能な陽性シグナルの発生に必要な１種または複数
の試薬を隔離している場合がある。１種または複数の試薬は、組み合わさって、比色シグ
ナル、化学発光シグナル、蛍光シグナル、または任意の他の検出可能なシグナルを生成す
る場合があり、また、そのような目的に適切であることが既知の任意の試薬を含む場合が
ある。ある特定の例示の実施形態において、１種または複数の試薬は、１種または複数の
試薬に結合したＲＮＡアプタマーにより隔離されている。１種または複数の試薬は、標的
分子が検出されてＲＮＡアプタマーが分解されるのに合わせてエフェクタータンパク質が
活性化されたときに、放出される。
【０２０５】
　本発明の他の実施形態において、ＲＮＡ系マスキング構築物は、検出可能な陽性シグナ
ルの生成を抑制するか、またはＲＮＡ系マスキング構築物は、検出可能な陽性シグナルを
マスクすることにより、もしくは代わりに検出可能な陰性シグナルを生成させることによ
り、検出可能な陽性シグナルの生成を抑制するか、またはＲＮＡ系マスキング構築物は、
レポーター型構築物によりコードされる遺伝子産物の生成を抑制するサイレンシングＲＮ
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Ａを含み、この遺伝子産物が、発現したときに検出可能な陽性シグナルを生成する。
【０２０６】
　さらなる実施形態において、ＲＮＡ系マスキング構築物は、陰性の検出可能なシグナル
を生成させるリボザイムであり、陽性の検出可能なシグナルは、リボザイムが不活性化さ
れたときに生成される、またはリボザイムは、基質を第一の色に変化させ、基質は、リボ
ザイムが不活性化されたときに第二の色に変化する。
【０２０７】
　他の実施形態において、ＲＮＡ系マスキング構築物は、ＲＮＡアプタマーであり、また
はアプタマーは酵素を隔離しており、この酵素が、アプタマーからの放出に際して基質に
作用することにより検出可能なシグナルを生成し、またはアプタマーは１対の作用剤を隔
離しており、この作用剤がアプタマーから放出されたときに、一緒になって検出可能なシ
グナルを生成する。
【０２０８】
　別の実施形態において、ＲＮＡ系マスキング構築物は、ＲＮＡオリゴヌクレオチドを含
み、これに対して、検出可能な試薬及びマスキング構成要素が付加されている。別の実施
形態において、検出可能な試薬は、フルオロフォアであり、マスキング構成要素は、クエ
ンチャー分子、すなわち標的ＲＮＡ分子（ｓｕｃｈ　ａｓ）を増幅する試薬である。
【０２０９】
　ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築物は、別個の離散した体積で固相
基質に固定されており（以下でさらに定義される）、単一試薬を隔離している場合がある
。例えば、試薬は、色素を含むビーズである場合がある。固定された試薬により隔離され
ている場合、別個のビーズは、検出可能なシグナルを生成できないほど拡散しているが、
マスキング構築物からの放出に際して、例えば、凝集または溶液濃度の単純上昇により、
検出可能なシグナルを生成できる。ある特定の例示の実施形態において、固定されたマス
キング剤は、標的分子の検出に際して活性化エフェクタータンパク質により切断される可
能性があるＲＮＡ系アプタマーである。
【０２１０】
　ある特定の他の例示の実施形態において、マスキング構築物は、溶液中の固定された試
薬に結合し、それにより溶液中に遊離している分離した標識化結合パートナーと試薬が結
合する能力を遮断する。したがって、試料の洗浄工程を行う際、標的分子の不在下では標
識化結合パートナーを試料から洗い落とすことが可能である。しかしながら、エフェクタ
ータンパク質が活性化した場合、マスキング構築物の試薬に結合する能力に干渉するのに
十分な程度にマスキング構築物が切断されて、それにより、標識化結合パートナーが、固
定された試薬に結合可能になる。したがって、標識化結合パートナーは、洗浄工程後も残
存し、試料中の標的分子の存在を示す。ある特定の態様において、固定された試薬に結合
するマスキング構築物は、ＲＮＡアプタマーである。固定された試薬は、タンパク質であ
る場合があり、標識化結合パートナーは、標識化抗体である場合がある。あるいは、固定
された試薬は、ストレプトアビジンである場合があり、標識化結合パートナーは、標識化
ビオチンである場合がある。上記の実施形態で使用される結合パートナーの標識は、当該
分野で既知である任意の検出可能な標識が可能である。また、他の既知の結合パートナー
が、本明細書中記載される全体的な設計に従って使用される場合がある。
【０２１１】
　ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築物は、リボザイムを含む場合があ
る。リボザイムは、触媒特性を有するＲＮＡ分子である。リボザイムは、天然及び改変型
どちらにしても、本明細書中開示されるエフェクタータンパク質の標的となる可能性があ
るＲＮＡを含む、またはそれからなる。リボザイムは、陰性の検出可能なシグナルを生成
させるまたは陽性の対照シグナルの生成を防ぐいずれかの反応を触媒するように、選択さ
れるまたは操作される場合がある。活性化エフェクタータンパク質によるリボザイムの不
活性化に合わせて、陰性の対照シグナルを生成するまたは陽性の検出可能なシグナルの発
生を防ぐ反応は除外され、それにより、陽性の検出可能なシグナルが生成されるようにな
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る。１つの例示の実施形態において、リボザイムは、溶液に第一色として呈色を引き起こ
す比色反応を触媒する場合がある。リボザイムが不活性化されたとき、溶液は、第二色に
変色し、この第二色が検出可能な陽性シグナルである。リボザイムを使用してどのように
比色反応を触媒させることができるかの例は、Ｚｈａｏ　ｅｔ　ａｌ．　‘‘Ｓｉｇｎａ
ｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ－６－ｐｈｏｓｐｈａ
ｔｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｒｉｂｏｚｙｍｅ　ｇｌｍＳ，’’　Ｂｉｏｓｅｎｓ　Ｂｉｏ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ．　２０１４；１６：３３７－４２に記載されており、本明細書中開示
される実施形態の文脈においてそのような系がどのように修飾されて機能し得るかの例も
提供される。あるいは、リボザイムは、存在する場合、例えば、ＲＮＡ転写物などの切断
産物を生成することができる。したがって、陽性の検出可能なシグナルの検出は、リボザ
イムが存在しない場合にのみ生成する非切断ＲＮＡ転写物の検出を含む場合がある。
【０２１２】
　ある特定の例示の実施形態において、１種または複数の試薬は、検出可能なシグナル、
例えば、比色シグナル、化学発光シグナル、または蛍光シグナルなどの生成を促進するこ
とができるタンパク質、例えば、酵素などであり、１つまたは複数のＲＮＡアプタマーが
このタンパク質に結合することによりこのタンパク質が検出可能なシグナルを生成するこ
とができないようにして、このタンパク質は阻害または隔離されている。本明細書中開示
されるエフェクタータンパク質の活性化に際して、ＲＮＡアプタマーは、検出可能なシグ
ナルを生成するタンパク質の能力をもはや阻害できない程度まで切断または分解される。
ある特定の例示の実施形態において、アプタマーは、トロンビン阻害因子アプタマーであ
る。ある特定の例示の実施形態において、トロンビン阻害因子アプタマーは、配列ＧＧＧ
ＡＡＣＡＡＡＧＣＵＧＡＡＧＵＡＣＵＵＡＣＣＣ（配列番号４）を有する。このアプタマ
ーが切断されたとき、トロンビンは活性化されることになり、ペプチド比色または蛍光基
質を切断することになる。ある特定の例示の実施形態において、比色基質は、トロンビン
のペプチド基質と共役結合したパラ－ニトロアニリド（ｐＮＡ）である。トロンビンによ
る切断に際して、ｐＮＡは放出されて、黄色を呈色し、容易に視認できるようになる。あ
る特定の例示の実施形態において、蛍光基質は、７－アミノ－４－メチルクマリンという
青色フルオロフォアであり、蛍光検出器を用いて検出可能である。阻害アプタマーは、西
洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、ベータ－ガラクトシダーゼ、または仔ウシアルカ
リホスファターゼ（ＣＡＰ）に対しても使用される場合があり、上記に説明される一般原
則に含まれる。
【０２１３】
　ある特定の実施形態において、ＲＮＡ分解酵素活性は、酵素阻害アプタマーの切断を介
して比色検出される。ＲＮＡ分解酵素活性を比色シグナルに変換する様式の１つとして可
能性があるのは、ＲＮＡアプタマーの切断を、比色アウトプットを生成することができる
酵素の再活性化と結びつけることである。ＲＮＡ切断が存在しない場合、インタクトアプ
タマーは、酵素標的に結合してその活性を阻害することになる。この読み出しシステムの
利点は、酵素がさらなる増幅工程を提供することである：いったん付帯活性（例えばＣａ
ｓ１３ａ付帯活性）を介してアプタマーから遊離すると、比色酵素は、比色産物を生成し
続けることになり、シグナルの倍増を招く。
【０２１４】
　ある特定の実施形態において、比色読み出しを伴って酵素を阻害する既存アプタマーが
使用される。比色読み出しを伴うアプタマー／酵素対は複数存在し、例えば、トロンビン
、タンパク質Ｃ、好中球エラスターゼ、及びサブチリシンなどがある。これらのプロテア
ーゼは、ｐＮＡに基づく比色基質を有し、市販されている。ある特定の実施形態において
、一般的な比色酵素を標的とする新規アプタマーが使用される。一般的で堅固な酵素、例
えば、ベータ－ガラクトシダーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、または仔ウシ小腸アル
カリホスファターゼなどを、ＳＥＬＥＸなどの選択戦略により設計された改変アプタマー
の標的とすることが可能である。そのような戦略は、ナノモル結合効率を持つアプタマー
の迅速な選択を可能にし、比色読み出し用のさらなる酵素／アプタマー対の開発に使用可
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能である。
【０２１５】
　ある特定の実施形態において、ＲＮＡ分解酵素活性は、ＲＮＡテザー阻害剤の切断を介
して、比色検出される。一般的な比色酵素の多くは、競合する可逆的阻害剤を有する：例
えば、ベータ－ガラクトシダーゼは、ガラクトースにより阻害される可能性がある。こう
した阻害剤の多くは、弱いものであるが、それらの効果は、局所濃度の上昇により増大す
る可能性がある。阻害剤の局所濃度をＲＮＡ分解酵素活性と結びつけることにより、比色
酵素と阻害剤の対を操作して、ＲＮＡ分解酵素センサーにすることができる。小分子阻害
剤に基づく比色ＲＮＡ分解酵素センサーには、３つの構成要素が関与する：比色酵素、阻
害剤、ならびに阻害剤及び酵素の両方と共有結合した架橋ＲＮＡであり、これにより阻害
剤を酵素に繋ぎとめる。未切断の配置では、酵素は、小分子の局所濃度が高いことにより
阻害されている；ＲＮＡが切断されたとき（例えば、Ｃａｓ１３ａの付帯切断により）、
阻害剤は放出されることになり、比色酵素は活性化されることになる。
【０２１６】
　ある特定の実施形態において、ＲＮＡ分解酵素活性は、Ｇ四本鎖の形成及び／または活
性化を介して比色検出される。ＤＮＡのＧ四本鎖は、ヘム（鉄（ＩＩＩ）－プロトポルフ
ィリンＩＸ）と複合体形成して、ペルオキシダーゼ活性を持つＤＮＡザイムを形成するこ
とができる。ペルオキシダーゼ基質（例えばＡＢＴＳ：（２，２’－アジノビス［３－エ
チルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸］－ジアンモニウム塩））が補給されると、Ｇ四
本鎖ヘム複合体は、過酸化水素の存在下、基質の酸化を引き起こし、そしてこれが溶液に
緑色を呈色させる。Ｇ四本鎖形成ＤＮＡ配列の例は、：ＧＧＧＴＡＧＧＧＣＧＧＧＴＴＧ
ＧＧＡ（配列番号５）である。ＲＮＡ配列をこのＤＮＡアプタマーとハイブリダイズさせ
ることにより、Ｇ四本鎖構造の形成は制限されることになる。ＲＮＡ分解酵素の付帯活性
化（例えばＣ２ｃ２複合体付帯活性化）に際して、ＲＮＡの付着は切断されていき、Ｇ四
本鎖が形成されるようになり、ヘムが結合するようになる。この戦略は、発色が酵素反応
的である、すなわちＲＮＡ分解酵素活性化を超えてさらに増幅が存在することを意味する
ことから、特に魅力的である。
【０２１７】
　ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築物は、別個の離散した体積で固相
基質に固定されており（以下でさらに定義される）、単一試薬を隔離している場合がある
。例えば、試薬は、色素を含むビーズである場合がある。固定された試薬により隔離され
ている場合、別個のビーズは、検出可能なシグナルを生成できないほど拡散しているが、
マスキング構築物からの放出に際して、例えば、凝集または溶液濃度の単純上昇により、
検出可能なシグナルを生成できる。ある特定の例示の実施形態において、固定されたマス
キング剤は、標的分子の検出に際して活性化エフェクタータンパク質により切断される可
能性があるＲＮＡ系アプタマーである。
【０２１８】
　１つの例示の実施形態において、マスキング構築物は、検出剤が溶液中で凝集している
か分散しているかに応じて呈色を変化させる検出剤を含む。例えば、ある特定のナノ粒子
、例えばコロイド金などは、それらが凝集物から分散した粒子へと動くにつれて視認でき
る紫色から赤色への色シフトを起こす。したがって、ある特定の例示実施形態において、
そのような検出剤は、１つまたは複数の架橋分子により凝集物に固定されている場合があ
る。架橋分子の少なくとも一部分は、ＲＮＡを含む。本明細書中開示されるエフェクター
タンパク質の活性化に際して、架橋分子のＲＮＡ部分が切断されて、検出剤を分散させ、
それに対応する呈色変化がもたらされる。ある特定の例示の実施形態において、架橋分子
は、ＲＮＡ分子である。ある特定の例示の実施形態において、検出剤は、コロイド金属で
ある。コロイド金属材料として、水不溶性金属粒子、または液体に分散した金属化合物、
ヒドロゾル、または金属ゾルをあげることができる。コロイド金属は、周期表のＩＡ、Ｉ
Ｂ、ＩＩＢ、及びＩＩＩＢ族の金属、ならびに遷移金属、特にＶＩＩＩ族のものから選択
される場合がある。好適な金属として、金、銀、アルミニウム、ルテニウム、亜鉛、鉄、
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ニッケル、及びカルシウムが挙げられる。他の適切な金属として、以下のものが挙げられ
、それらの取り得る様々な酸化状態の全てを含む：リチウム、ナトリウム、マグネシウム
、カリウム、スカンジウム、チタン、バナジウム、クロム、マンガン、コバルト、銅、ガ
リウム、ストロンチウム、ニオブ、モリブデン、パラジウム、インジウム、スズ、タング
ステン、レニウム、白金、及びガドリニウム。金属は、好ましくは、適切な金属化合物に
由来するイオン形で提供され、例えば、Ａｌ３＋、Ｒｕ３＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋、Ｎｉ
２＋、及びＣａ２＋イオンなどである。
【０２１９】
　ＲＮＡ架橋が活性化ＣＲＩＳＰＲエフェクターにより切断されると、上述の色シフトが
観察される。ある特定の例示の実施形態において、粒子はコロイド金属である。ある特定
の他の例示の実施形態において、コロイド金属は、コロイド金である。ある特定の例示の
実施形態において、コロイド状ナノ粒子は、１５ｎｍの金ナノ粒子（ＡｕＮＰ）である。
コロイド金ナノ粒子の独特の表面特性のため、溶液中に完全に分散しているときは、最大
吸光度は５２０ｎｍで観察され、肉眼では赤色に呈色して見える。ＡｕＮＰが凝集すると
、それらは、最大吸光度の赤方偏移を呈し、色がより暗くなり、最終的に暗紫色凝集物と
して溶液から沈殿する。ある特定の例示の実施形態において、ナノ粒子は、ナノ粒子の表
面から延びるＤＮＡリンカーを有するように修飾される。個別の粒子は、ＲＮＡの各末端
でＤＮＡリンカーの少なくとも一部とハイブリダイズする一本鎖ＲＮＡ（ｓｓＲＮＡ）架
橋により互いに連結される。こうして、ナノ粒子は、連結された粒子と凝集物のウェブを
形成することになり、暗色の沈殿として出現する。本明細書中開示されるＣＲＩＳＰＲエ
フェクターの活性化に際して、ｓｓＲＮＡ架橋は切断されることになり、ＡＵのＮＰＳが
連結されていた網目から放出されて視認できる赤色を生成する。ＤＮＡリンカー及びＲＮ
Ａ架橋配列の例を、以下にまとめる。ＤＮＡリンカーの末端にあるチオールリンカーは、
ＡｕＮＰＳとの表面結合に使用される場合がある。他の結合形式も使用される場合がある
。ある特定の例示の実施形態において、２つのＡｕＮＰ集団が生成する場合があり、各Ｄ
ＮＡリンカーにつき１つである。これは、ｓｓＲＮＡが適切な方向で適切に架橋するのを
促進する助けとなる。ある特定の例示の実施形態において、第一のＤＮＡリンカーは、３
’末端で結合しているが、第二のＤＮＡリンカーは、５’末端で結合している。

【表１】

【０２２０】
　ある特定の他の例示の実施形態において、マスキング構築物は、検出可能な標識を結合
させたＲＮＡオリゴヌクレオチド及びその検出可能な標識のマスキング剤を含む。そのよ
うな検出可能な標識／マスキング剤対の例としては、フルオロフォアとフルオロフォアの
消光剤がある。フルオロフォアの消光は、フルオロフォアと別のフルオロフォアまたは非
蛍光分子との間で非蛍光複合体が形成された結果生じることが可能である。この機構は、
基底状態複合体形成、静的消光、または接触消光として知られる。したがって、ＲＮＡオ
リゴヌクレオチドは、フルオロフォアと消光剤が接触して消光が生じるのに十分なほど近
接しているように設計される。フルオロフォア及びそれらの同族の消光剤は、当該分野で
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既知であり、当業者はこの目的で選択することができる。本発明の文脈において特定のフ
ルオロフォア／消光剤対が重要であるのではなく、フルオロフォア／消光剤対の選択は、
フルオロフォアのマスキングを確実にするにすぎない。本明細書中開示されるエフェクタ
ータンパク質の活性化に際して、ＲＮＡオリゴヌクレオチドは切断され、それによりフル
オロフォアと消光剤の間の接触消光効果を維持するのに必要な近さが断たれる。したがっ
て、フルオロフォアの検出は、試料中に標的分子が存在することを確定するのに使用され
る場合がある。
【０２２１】
　ある特定の他の例示の実施形態において、マスキング構築物は、１つまたは複数の金属
ナノ粒子、例えば金ナノ粒子を結合させた１つまたは複数のＲＮＡオリゴヌクレオチドを
含む場合がある。実施形態によっては、マスキング構築物は、複数のＲＮＡオリゴヌクレ
オチドにより架橋された複数の金属ナノ粒子を含み、それらは閉じたループを形成してい
る。１つの実施形態において、マスキング構築物は、３つのＲＮＡオリゴヌクレオチドに
より架橋された３つの金ナノ粒子を含み、それらは閉じたループを形成している。実施形
態によっては、ＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパク質によるＲＮＡオリゴヌクレオチドの
切断は、金属ナノ粒子による検出可能なシグナルの生成を招く。
【０２２２】
　ある特定の他の例示の実施形態において、マスキング構築物は、１つまたは複数の量子
ドットを結合させた１つまたは複数のＲＮＡオリゴヌクレオチドを含む場合がある。実施
形態によっては、ＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパク質によるＲＮＡオリゴヌクレオチド
の切断は、量子ドットによる検出可能なシグナルの生成を招く。
【０２２３】
　１つの例示の実施形態において、マスキング構築物は、量子ドットを含む場合がある。
量子ドットは、表面に複数のリンカー分子が結合されている場合がある。リンカー分子の
少なくとも一部は、ＲＮＡを含む。リンカー分子は、一端で量子ドットに結合されており
、及び量子ドットの消光が生じるのに十分な近さに消光剤が維持されるように、その長さ
に沿ってまたはリンカーの末端で１つまたは複数の消光剤に結合されている。リンカーは
分岐している場合がある。上記のとおり、量子ドット／消光剤対が重要であるのではなく
、量子ドット／消光剤対の選択は、フルオロフォアのマスキングを確実にするにすぎない
。量子ドット及びそれらの同族／消光剤は、当該分野で既知であり、当業者はこの目的で
選択することができる。本明細書中開示されるエフェクタータンパク質の活性化に際して
、リンカー分子のＲＮＡ部分は切断され、それにより量子ドットと１つまたは複数の消光
剤の間の消光効果を維持するのに必要な近さが排除される。ある特定の例示の実施形態に
おいて、量子ドットは、複合したストレプトアビジンである。ＲＮＡは、ビオチンリンカ
ーを介して結合されており、配列／５Ｂｉｏｓｇ／ＵＣＵＣＧＵＡＣＧＵＵＣ／３ＩＡｂ
ＲＱＳｐ／（配列番号９）または／５Ｂｉｏｓｇ／ＵＣＵＣＧＵＡＣＧＵＵＣＵＣＵＣＧ
ＵＡＣＧＵＵＣ／３ＩＡｂＲＱＳｐ／（配列番号１０）を持つ消光分子を利用している。
式中、／５Ｂｉｏｓｇ／は、ビオチンタグであり、／３ｌＡｂＲＱＳｐ／は、Ｉｏｗａ　
ｂｌａｃｋ消光剤である。切断に際して、本明細書中開示される活性化エフェクターによ
り、量子ドットは、視認できる蛍光を発するようになる。
【０２２４】
　同様な様式で、検出可能な陽性シグナルを生成させるのに蛍光エネルギー移動（ＦＲＥ
Ｔ）を使用する場合がある。ＦＲＥＴは、無放射プロセスであり、このプロセスにより、
エネルギー励起したフルオロフォア（すなわち「ドナーフルオロフォア」）からのフォト
ンが、別の分子（すなわち「アクセプター」）の電子のエネルギー状態を、励起一重項状
態のより高い振動レベルへと引き上げる。ドナーフルオロフォアは、そのフルオロフォア
に特徴的な蛍光を発することなく基底状態に戻る。アクセプターは、別のフルオロフォア
または非蛍光分子であることが可能である。アクセプターがフルオロフォアである場合、
移動したエネルギーは、そのフルオロフォアに特徴的な蛍光として発せられる。アクセプ
ターが非蛍光分子である場合、吸収されたエネルギーは、熱として失われる。したがって
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、本明細書中開示される実施形態の文脈において、フルオロフォア／消光剤対は、オリゴ
ヌクレオチド分子に結合させたドナーフルオロフォア／アクセプター対に置き換えられる
。インタクトであるとき、マスキング構築物は、アクセプターから発せられる蛍光または
熱により検出されるとおりの第一シグナル（陰性の検出可能なシグナル）を生成する。本
明細書中開示されるエフェクタータンパク質の活性化に際して、ＲＮＡオリゴヌクレオチ
ドは切断され、ドナーフルオロフォアの蛍光がそこで検出される（陽性の検出可能なシグ
ナル）ようにＦＲＥＴが破壊される。
【０２２５】
　ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築物は、挿入色素の使用を含み、こ
の色素は、長いＲＮＡが切断されて短いヌクレオチドになるのに反応して、その吸光度を
変化させる。そのような色素は複数存在する。例えば、ピロニン－Ｙは、ＲＮＡと複合体
形成し、５７２ｎｍに光吸収を有する複合体を形成する。ＲＮＡの切断により、光吸収が
消失し、呈色が変化する。メチレンブルーを同様な様式で使用する場合があり、これは、
ＲＮＡ切断に際して６８８ｎｍでの光吸収を変化させる。したがって、ある特定の例示の
実施形態において、マスキング構築物は、本明細書中開示されるエフェクタータンパク質
によるＲＮＡの切断に際して光吸収を変化させるＲＮＡと挿入色素の複合体を含む。
【０２２６】
　ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築物は、ＨＣＲ反応用のイニシエー
ターを含む場合がある。例えば、Ｄｉｒｋｓ　ａｎｄ　Ｐｉｅｒｃｅ．　ＰＮＡＳ　１０
１，　１５２７５－１５７２８　（２００４）を参照。ＨＣＲ反応は、２つのヘアピン種
の位置エネルギーを利用する。ヘアピンのうち一方の対応する領域と相補的な部分を有す
る一本鎖イニシエーターが、それまで安定だった混合物に放出されると、そのイニシエー
ターは、一方の種のヘアピンを開口する。このプロセスは、次いで、一本鎖領域を露出さ
せ、これが他方の種のヘアピンを開口させる。このプロセスは、次いで、最初のイニシエ
ーターと同一の一本鎖領域を露出させる。結果として生じる連鎖反応は、ニック二重らせ
んの形成を招く場合があり、らせんはヘアピンの供給が枯渇するまで成長する。得られる
生成物の検出は、ゲル上でまたは比色で行われる場合がある。比色検出法の例として、例
えば、Ｌｕ　ｅｔ　ａｌ．　‘‘Ｕｌｔｒａ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｌｏｒｉｍｅｔ
ｒｉｃ　ａｓｓａｙ　ｓｙｓｔｅｍ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔ
ｉｏｎ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ－ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ｃａｓｃ
ａｄｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ＡＣＳ　Ａｐｐｌ　Ｍａｔｅｒ　Ｉｎｔｅｒｆａ
ｃｅｓ，　２０１７，　９（１）：１６７－１７５，　Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．‘‘Ａｎ
　ｅｎｚｙｍｅ－ｆｒｅｅ　ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　ａｓｓａｙ　ｕｓｉｎｇ　ｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　ａｎｄ　ｓｐｌｉｔ　ａｐｔａｍｅｒｓ’’　Ａｎａｌｙｓｔ　２０１５，　１５０，
　７６５７－７６６２、及びＳｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　‘‘Ｎｏｎ　ｃｏｖａｌｅｎｔ　
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｌａｂｅｌｉｎｇ　ｏｆ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＤＮＡ　ｐｒｏｂ
ｅ　ｃｏｕｐｌｅｄ　ｗｉｔｈ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔ
ｉｏｎ　ｆｏｒ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ＤＮＡ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．’’　Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，　７０（４）：　６８６－６９４（２０１６）に開示
されるものが挙げられる。
【０２２７】
　ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築物は、ＨＣＲイニシエーター配列
、及びイニシエーターがＨＣＲ反応を開始することを防ぐ切断可能な構造配列要素、例え
ばループまたはヘアピンなどを含む場合がある。活性化ＣＲＩＳＰＲエフェクタータンパ
ク質により構造配列要素が切断されると、次いで、イニシエーターが放出されて、ＨＣＲ
反応を引き起こし、反応の検出は、試料中に１種または複数の標的が存在することを示す
。ある特定の例示の実施形態において、マスキング構築物は、ＲＮＡループを持つヘアピ
ンを含む。活性化ＣＲＩＳＲＰエフェクタータンパク質がＲＮＡループを切断すると、イ
ニシエーターが放出されてＨＣＲ反応を引き起こすことができる。
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【０２２８】
　特定の実施形態において、標的核酸は、アトモル感度で検出される場合がある。特定の
実施形態において、標的核酸は、フェムトモル感度で検出される場合がある。いくつかの
具体的な実施形態において、本方法は、約２時間未満、約９０分間未満、約６０分間未満
、約３０分間未満、または約１５分間未満行われる。いくつかの好適な実施形態において
、増幅及び検出は、２ｆＭの検出を約２時間未満で行うワンポット方法で行うことが可能
である。
【０２２９】
　増幅及び検出用キット
　同じく本明細書中提供されるのは、試料中の標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出す
るためのキットである。そのようなキットは、本明細書中記載されるとおりの増幅ＣＲＩ
ＳＰＲ系を含む場合があるが、必ずしもこれに限定されない。
【０２３０】
　実施形態によっては、キットは、試料中の二本鎖核酸を精製するための試薬を含む場合
がある。
【０２３１】
　実施形態によっては、キットは、試料中の標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出する
ためのキットである場合があり、試料中の一本鎖核酸を精製するための試薬を含む場合が
ある。キットは、使用説明書のセットも含む場合がある。
【０２３２】
　キットは、さらに、検出システムを、好適な実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ検出シス
テムを含む場合がある。検出システムは、例えば、２０１６年１２月９日出願の米国出願
第６２／４３２，５５３号、２０１７年２月８日出願の同６２／４５６，６４５号、２０
１７年３月１５日出願の同６２／４７１，９３０号、２０１７年４月１２日出願の同６２
／４８４，８６９号、２０１７年１０月４日出願の同６２／５６８，２６８号に記載され
るとおりのものが可能であり、これらは全てそのまま全体が参照として援用される。同じ
く、２０１７年１２月８日出願のＰＣＴ／ＵＳ２０１７／０６５４７７、名称ＣＲＩＳＰ
Ｒ　Ｅｆｆｅｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂａｓｅｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓに記載され
るとおりのもの、特に［０１４２］－［０２８９］の検出用ＣＲＩＳＰＲ系の構成要素に
ついて記載されるとおりのものが可能であり、この出願は本明細書中参照として援用され
る。
【０２３３】
　方法
　増幅及び／または検出の方法が提供され、これらの方法は、本明細書中開示されるとお
りのシステムと合わせて利用することができる。
【０２３４】
　本発明の実施形態において、ニッカーゼに基づく増幅が含まれる場合がある。ニック酵
素は、ＣＲＩＳＰＲタンパク質の場合がある。したがって、ｄｓＤＮＡへのニックの導入
は、プログラム可能かつ配列特異的であることが可能である。図１は、本発明の実施形態
を示し、この実施形態は、ｄｓＤＮＡ標的の対向しあう鎖を標的とするように設計された
２つのガイドを用いて開始される。本発明に従って、ニッカーゼは、Ｃｐｆ１、Ｃ２ｃ１
、Ｃａｓ９、あるいはＤＮＡ二重鎖の単一鎖を切断するもしくは切断するように改変され
た任意のオルソログまたはＣＲＩＳＰＲタンパク質が可能である。次いで、ニッキングさ
れた鎖は、ポリメラーゼにより延長することができる。ある実施形態において、ニック位
置は、ポリメラーゼによる鎖延長が、ニック部位間の標的二重鎖ＤＮＡの中心部分に向か
うように選択される。ある特定の実施形態において、延長された鎖とハイブリダイズし、
続いてポリメラーゼがプライマーをさらに延長させて、２つのｄｓＤＮＡ片を生成するこ
とができるプライマーが、反応に含まれる：第一のｄｓＤＮＡは、第一鎖ＣＲＩＳＰＲガ
イド部位または第一及び第二鎖ＣＲＩＳＰＲガイド部位の両方を含み、第二ｄｓＤＮＡは
、第二鎖ＣＲＩＳＰＲガイド部位または第一及び第二鎖ＣＲＩＳＰＲガイド部位の両方を
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含む。これらのｄｓＤＮＡ片は、サイクル反応中で継続してニッキング及び延長が行われ
、このサイクルによりニッキング部位間の標的領域が指数関数的に増幅される。
【０２３５】
　ある特定の実施形態において、増幅は、ＣＲＩＳＰＲ－ニッカーゼに基づく増幅、すな
わちプログラム可能なＣＲＩＳＰＲニッキング増幅である。増幅は、以下を含む場合があ
る：（ａ）標的二本鎖核酸を含む試料を、増幅反応混合物と混合すること、増幅反応混合
物は、以下を含む：（ｉ）増幅ＣＲＩＳＰＲ系、増幅ＣＲＩＳＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰ
Ｒ／Ｃａｓ複合体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を含み、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａ
ｓ複合体は、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸の
第一鎖に誘導する第一ガイド分子とを含み、第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃ
ａｓ系ニッカーゼと、第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第二鎖に誘導する第
二ガイド分子とを含む；ならびに（ｉｉ）ポリメラーゼ；（ｂ）第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａ
ｓ複合体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を用いて標的核酸の第一鎖及び第二鎖をニ
ッキングし、置換し、及びニッキングされた鎖をポリメラーゼを用いて延長し、それによ
り第一及び第二ニッキング部位間の標的核酸配列を含む二重鎖を生成させることにより標
的核酸を増幅すること；（ｃ）反応混合物に、第一プライマー及び第二プライマーを含む
プライマー対を加えること、第一プライマーは、標的核酸の第一鎖と相補的な部分及び第
一ガイド分子の結合部位を含む部分を含み、第二プライマーは、標的核酸の第二鎖と相補
的な部分及び第二ガイド分子の結合部位を含む部分を含む、ならびに（ｄ）等温条件下で
延長及びニッキングを繰り返すことにより、さらに標的核酸を増幅すること。第一Ｃａｓ
系ニッカーゼと第二Ｃａｓ系ニッカーゼは、同じであることも、異なっていることも可能
である。
【０２３６】
　核酸の増幅は、特定の温度サイクル機械または設備を用いて行われる場合があり、単一
反応またはバルクで行われる場合があり、例えば、任意の所望数の反応が同時に行われる
場合がある。実施形態によっては、増幅は、マイクロ流体装置またはロボット装置を用い
て行われる場合があり、あるいは所望の増幅を達成するために温度を手動で変化させて行
われる場合がある。実施形態によっては、特定の応用または材料にとって最適な反応条件
を得るために最適化が行われる場合がある。当業者なら、十分な増幅を得るために反応条
件を最適化することは当然であり、最適化できる。
【０２３７】
　実施形態によっては、標的核酸の増幅は、約３７℃～６５℃で行われる。実施形態によ
っては、標的核酸の増幅は、約５０℃～５９℃で行われる。実施形態によっては、標的核
酸の増幅は、約６０℃～７２℃で行われる。実施形態によっては、標的核酸の増幅は、約
３７℃で行われる。実施形態によっては、標的核酸の増幅は室温で行われる。
【０２３８】
　さらなる実施形態を、以下の番号を振った段落で開示する：
１．標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出する方法であって、以下：
　ａ．前記標的二本鎖核酸を含む試料を、増幅反応混合物と混合すること、前記増幅反応
混合物は、以下：
　　ｉ．増幅ＣＲＩＳＰＲ系、前記増幅ＣＲＩＳＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複
合体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を含み、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体
は、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を第一標的核酸位
置に誘導する第一ガイド分子とを含み、前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二Ｃ
ａｓ系ニッカーゼと、前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を第二標的核酸位置に誘導す
る第二ガイド分子とを含む；ならびに
　　ｉｉ．ポリメラーゼ、を含む；
　ｂ．前記標的核酸を増幅すること；
　ｃ．前記反応混合物に、第一プライマー及び第二プライマーを含むプライマー対を加え
ること、前記第一プライマーは、第一位置と相補的な部分を含み、前記第二プライマーは
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、第二位置と相補的な部分及び前記第二ガイド分子の結合部分を含む部分を含み；ならび
に
　ｄ．等温条件下で延長及びニッキングを繰り返すことにより、さらに、前記標的核酸を
増幅すること
を含む、前記方法。
　２．前記第一ガイド分子は、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を前記標的核酸の第
一鎖に誘導し、及び前記第二ガイド分子は、前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を前記
標的核酸の第二鎖に誘導する、段落１に記載の方法。
　３．前記第一標的核酸位置及び前記第二標的核酸位置は、前記標的核酸の第一鎖にあり
、それにより前記第一標的核酸位置と前記第二標的核酸位置の間にある前記標的核酸の前
記第一鎖の配列を含むｓｓＤＮＡを生成する、段落１に記載の方法。
　４．前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体及び前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を
用いて前記標的核酸の前記第一鎖及び前記第二鎖をニッキングし、ならびに前記ポリメラ
ーゼを用いて前記ニッキングされた鎖を置換及び延長し、それにより第一及び第二ニッキ
ング部位間の標的核酸配列を含む二重鎖を生成させることにより前記標的核酸を増幅する
ことを含む、段落２に記載の方法。
　５．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｃａｓ９ニッカーゼ、Ｃｐｆ１ニッカーゼ、及びＣ２
ｃ１ニッカーゼからなる群より選択される、段落１に記載の方法。
　６．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＨＮＨドメインに変異を有するＣａｓ９ニッカーゼタ
ンパク質である、段落２に記載の方法。
　７．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＳｐＣａｓ９のＮ８６３ＡまたはＳａＣａｓ９のＮ５
８０Ａに相当する変異を有するＣａｓ９ニッカーゼタンパク質である、段落２に記載の方
法。
　８．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ、Ｓ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ、Ｓ．　ｍｕｔａｎｓ、Ｓ．　ａｇａｌａｃｔｉａｅ、Ｓ．　ｅｑｕｉｓ
ｉｍｉｌｉｓ、Ｓ．　ｓａｎｇｕｉｎｉｓ、Ｓ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｃ．　ｊｅｊｕ
ｎｉ、Ｃ．　ｃｏｌｉ；Ｎ．　ｓａｌｓｕｇｉｎｉｓ、Ｎ．　ｔｅｒｇａｒｃｕｓ；Ｓ．
　ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｓ、Ｓ．　ｃａｒｎｏｓｕｓ；Ｎ．　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ
、Ｎ．　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ；Ｌ．　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ、Ｌ．　ｉｖａｎ
ｏｖｉｉ；Ｃ．　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ、Ｃ．　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、Ｃ．　ｔｅｔａｎｉ
、Ｃ．　ｓｏｒｄｅｌｌｉｉ、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ　１、Ｐ
ｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＭＣ２０
１７　１、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕｓ、Ｐｅｒｅｇｒ
ｉｎｉｂａｃｔｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＡ２＿３３＿１０、Ｐａｒｃｕｂａｃｔ
ｅｒｉａ属菌ＧＷ２０１１＿ＧＷＣ２＿４４＿１７、Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ種ＳＣＡＤＣ、
Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種ＢＶ３Ｌ６、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌Ｍ
Ａ２０２０、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａｓｍａ　ｔｅｒｍｉｔｕｍ、
Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅｎｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉ　２
３７、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌ＮＤ
２００６、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ　３、Ｐｒｅｖｏ
ｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａｃａｃａｅからな
る群より選択される細菌種に由来するＣａｓ９タンパク質である、段落３または４に記載
の方法。
　９．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｎｕｃドメインに変異を有するＣｐｆ１ニッカーゼタ
ンパク質である、段落２に記載の方法。
　１０．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＡｓＣｐｆ１のＲ１２２６Ａに相当する変異を有す
るＣｐｆ１ニッカーゼタンパク質である、段落６に記載の方法。
　１１．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ、
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ａｌｂｅｎｓｉｓ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌、Ｂｕ
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ｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕｓ、Ｐｅｒｅｇｒｉｎｉｂａｃｔ
ｅｒｉａ属菌、Ｐａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ属菌、Ｓｍｉｔｈｅｌｌａ種、Ａｃｉｄａｍ
ｉｎｏｃｏｃｃｕｓ種、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科菌、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　
Ｍｅｔｈａｎｏｐｌａｓｍａ　ｔｅｒｍｉｔｕｍ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｌｉｇｅ
ｎｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｂｏｖｏｃｕｌｉ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎａｄａｉ、
Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃｒｅｖｉｏｒｉｃａｎｉｓ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄ
ｉｓｉｅｎｓ及びＰｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｍａｃａｃａｅ、Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂ
ｒｉｏ　ｄｅｘｔｒｉｎｏｓｏｌｖｅｎｓ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｄｉｓｉｅｎｓ、Ｆ
ｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｒａｎｃｈｉｏｐｈｉｌｕｍ、Ｈｅｌｃｏｃｏｃｃｕｓ
　ｋｕｎｚｉｉ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ種、Ｍｉｃｒｏｇｅｎｏｍａｔｅｓ　（Ｒｏｉ
ｚｍａｎｂａｃｔｅｒｉａ）群菌、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種、Ｐｒｅｖｏｔｅｌ
ｌａ　ｂｒｅｖｉｓ、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｃａｐｒａｅ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
　ｏｒａｌ、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｃａｎｓｕｌｃｉ、Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｓ
　ｊｏｎｅｓｉｉ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｂｒｙａｎｔｉｉ、Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉ
ｏ種、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　
Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｌｏｐｈｉｌｕｓ、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ種、Ｏｒｉｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ種、Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｒｕｍｉｎｉｓ、ならびに
Ｐｒｏｔｅｏｃａｔｅｌｌａ　ｓｐｈｅｎｉｓｃｉからなる群より選択される細菌種に由
来するＣｐｆ１タンパク質である、段落６または７に記載の方法。
　１２．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｎｕｃドメインに変異を有するＣ２ｃ１ニッカーゼ
タンパク質である、段落２に記載の方法。
　１３．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、ＡａｃＣ２ｃ１のＤ５７０Ａ、Ｅ８４８Ａ、または
Ｄ９７７Ａに相当する変異を有するＣ２ｃ１ニッカーゼタンパク質である、段落９に記載
の方法。
　１４．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｔ
ｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ、Ａ
ｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕｓ、Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｈｉｓａｓｈｉｉ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｌｉｎｄｏｗｂａｃｔｅｒｉａ、Ｄｅ
ｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ　ｉｎｏｐｉｎａｔｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆｏｎａｔｒｏｎｕｍ　ｔ
ｈｉｏｄｉｓｍｕｔａｎｓ、Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ門菌ＲＩＦＯＸＹＡ１２、Ｏｍ
ｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ　ＷＯＲ＿２細菌ＲＩＦＣＳＰＨＩＧＨＯ２、Ｏｐｉｔｕｔａｃｅ
ａｅ科菌ＴＡＶ５、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ綱菌ＳＴ－ＮＡＧＡＢ－Ｄ１、Ｐｌａｎ
ｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ門菌ＲＢＧ＿１３＿４６＿１０、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ門菌Ｇ
ＷＢ１＿２７＿１３、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ科菌ＵＢＡ２４２９、Ｔ
ｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｉｄｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏａｍｙ
ｌｏｖｏｒａｎｓ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ種ＣＦ１１２、Ｂａｃｉｌｌｕｓ種ＮＳ
Ｐ２．１、Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｒｈａｂｄｉｕｍ　ｂｕｔｙｒａｔｉｖｏｒａｎｓ、Ａｌ
ｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｒｂａｒｉｕｓ、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅ
ｕｎｄｉｉ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｇｒｉ（例えば、ＢＡＢ－２５００）、及
びＭｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｏｄｕｌａｎｓからなる群より選択される細菌
種に由来するＣ２ｃ１タンパク質である、段落９または１０に記載の方法。
　１５．前記第一Ｃａｓ系ニッカーゼと前記第二Ｃａｓ系ニッカーゼは、同一である、先
行する段落のいずれか１つに記載の方法。
　１６．前記第一Ｃａｓ系ニッカーゼと前記第二Ｃａｓ系ニッカーゼは、異なっている、
段落１から１１のいずれか１つに記載の方法。
　１７．前記ポリメラーゼは、Ｂｓｔ　２．０　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　２．０　
ＷａｒｍＳｔａｒｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　３．０　ＤＮＡポリメラーゼ、全長
Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｕ　
ＤＮＡポリメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｇ
ｓｔポリメラーゼ、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノ
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ー断片、ＫｌｅｎＴａｑ、Ｐｏｌ　ＩＩＩ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ５　ＤＮＡポリメラ
ーゼ、Ｇｓｔポリメラーゼ、及びシーケナーゼＤＮＡポリメラーゼからなる群より選択さ
れる、先行する段落のいずれか１つに記載の方法。
　１８．前記標的核酸の増幅は、約５０℃～５９℃で行われる、先行する段落のいずれか
１つに記載の方法。
　１９．前記標的核酸の増幅は、約６０℃～７２℃で行われる、段落１から１４のいずれ
か１つに記載の方法。
　２０．前記標的核酸の増幅は、約３７℃でまたは約６５℃で行われる、段落１から１４
のいずれか１つに記載の方法。
　２１．前記標的核酸の増幅は、一定温度で行われる、段落１から１４のいずれか１つに
記載の方法。
　２２．前記標的核酸配列は、長さが、約２０～３０、約３０～４０、約４０～５０、ま
たは約５０～１００ヌクレオチドである、先行する段落のいずれか１つに記載の方法。
　２３．前記標的核酸配列は、長さが、約１００～２００、約１００～５００、または約
１００～１０００ヌクレオチドである、段落１から１８のいずれか１つに記載の方法。
　２４．前記標的核酸配列は、長さが、約１０００～２０００、約２０００～３０００、
約３０００～４０００、または約４０００～５０００ヌクレオチドである、段落１から１
８のいずれか１つに記載の方法。
　２５．前記第一プライマーまたは前記第二プライマーは、ＲＮＡポリメラーゼプロモー
ターを含む、先行する段落のいずれか１つに記載の方法。
　２６．さらに、前記増幅された核酸を、ゲル電気泳動、挿入色素検出、ＰＣＲ、リアル
タイムＰＣＲ、蛍光、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）、質量分析、及びＣＲＩＳＰ
Ｒ－ＳＨＥＲＬＯＣＫからなる群より選択される方法により検出することを含む、先行す
る段落のいずれか１つに記載の方法。
　２７．前記増幅された核酸は、Ｃａｓ１３に基づくＣＲＩＳＰＲ－ＳＨＥＲＬＯＣＫ法
により検出される、段落２３に記載の方法。
　２８．前記標的核酸は、アトモル感度で検出される、先行する段落のいずれか１つに記
載の方法。
　２９．前記標的核酸は、フェムトモル感度で検出される、段落１から２４のいずれか１
つに記載の方法。
　３０．前記標的核酸は、ゲノムＤＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡ、ウイルスＤＮＡ、プラ
スミドＤＮＡ、及び合成二本鎖ＤＮＡからなる群より選択される、先行する段落のいずれ
か１つに記載の方法。
　３１．前記試料は、生体試料または環境試料である、先行する段落のいずれか１つに記
載の方法。
　３２．前記生体試料は、血液、血漿、血清、尿、糞便、痰、粘液、リンパ液、滑液、胆
汁、腹水、胸水、漿液腫、唾液、脳脊髄液、眼房水もしくは硝子体液、または任意の体分
泌、漏出液、滲出液、または関節から得られる液体、あるいは皮膚または粘膜表面のスワ
ブである、段落２８に記載の方法。
　３３．前記試料は、ヒト患者から得られた血液、血漿、または血清である、段落２９に
記載の方法。
　３４．前記試料は、植物試料である、段落２８に記載の方法。
　３５．前記試料は、未精製試料である、先行する段落のいずれか１つに記載の方法。
　３６．前記試料は、精製試料である、段落１から３１のいずれか１つに記載の方法。
　３７．標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出する方法であって、以下：
　（ａ）試料中の前記一本鎖核酸を標的二本鎖核酸に変換すること；及び
　（ｂ）段落１に記載の工程を行うこと、
を含む、前記方法。
　３８．前記標的一本鎖核酸は、ＲＮＡ分子である、段落３４に記載の方法。
　３９．前記ＲＮＡ分子は、逆転写及び増幅工程により、前記二本鎖核酸に変換される、
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段落３５に記載の方法。
　４０．前記標的一本鎖核酸は、一本鎖ウイルスＤＮＡ、ウイルスＲＮＡ、メッセンジャ
ーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、転移ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、低分子干渉ＲＮＡ、核内低
分子ＲＮＡ、合成ＲＮＡ、及び合成一本鎖ＤＮＡからなる群より選択される、段落３４に
記載の方法。
　４１．試料中の標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出するためのシステムであって、
以下：
　ａ）増幅ＣＲＩＳＰＲ系、前記増幅ＣＲＩＳＰＲ系は、第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合
体及び第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を含み、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は
、第一Ｃａｓ系ニッカーゼと、前記第一ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を標的核酸の第一鎖
に誘導する第一ガイド分子とを含み、及び前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体は、第二
Ｃａｓ系ニッカーゼと、前記第二ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ複合体を前記標的核酸の第二鎖に
誘導する第二ガイド分子とを含む；
　ｂ）ポリメラーゼ；
　ｃ）反応混合物に対する第一プライマー及び第二プライマーを含むプライマー対、前記
第一プライマーは、前記標的核酸の前記第一鎖と相補的な部分及び前記第一ガイド分子の
結合部位を含む部分を含み、及び前記第二プライマーは、前記標的核酸の前記第二鎖と相
補的な部分及び前記第二ガイド分子の結合部位を含む部分を含む；ならびに任意選択で
　ｄ）前記標的核酸の増幅を検出する検出システム、
を含む、前記システム。
　４２．前記Ｃａｓ系ニッカーゼは、Ｃａｓ９ニッカーゼ、Ｃｐｆ１ニッカーゼ、及びＣ
２ｃ１ニッカーゼからなる群より選択される、段落３８に記載のシステム。
　４３．前記ポリメラーゼは、Ｂｓｔ　２．０　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　２．０　
ＷａｒｍＳｔａｒｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｔ　３．０　ＤＮＡポリメラーゼ、全長
Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、巨大断片Ｂｓｕ　
ＤＮＡポリメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、及
びシーケナーゼＤＮＡポリメラーゼからなる群より選択される、段落３８または３９に記
載のシステム。
　４４．前記Ｃａｓ系ニッカーゼ及び前記ポリメラーゼは、同一温度で機能する、段落３
８から４０のいずれか１つに記載のシステム。
　４５．試料中の標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出するためのシステムであって、
以下：
　ａ）前記標的一本鎖核酸を二本鎖核酸に変換する試薬、
　ｂ）段落３８に記載の構成要素、
を含む、前記システム。
　４６．試料中の標的二本鎖核酸を増幅及び／または検出するためのキットであって、段
落３８に記載の構成要素及び取扱説明書のセットを含む、前記キット。
　４７．さらに、前記試料中の前記二本鎖核酸を精製する試薬を含む、段落４３に記載の
キット。
　４８．試料中の標的一本鎖核酸を増幅及び／または検出するためのキットであって、段
落４３に記載の構成要素及び取扱説明書のセットを含む、前記キット。
　４９．さらに前記試料中の一本鎖核酸を精製する試薬を含む、段落４に記載のキット。
【０２３９】
　以下の実施例で本発明をさらに説明するが、実施例は、特許請求の範囲で記載される本
発明の範囲を制限しない。
【実施例】
【０２４０】
　作業実施例
　実施例１：ＣＲＩＳＰＲ－ニッカーゼに基づく増幅（ＣＲＩＳＰＲ－ＮＥＡＲ）及びＮ
ＥＡＲＳＨＥＲＬＯＣＫ検出
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　この実施例では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ酵素を用いたニッカーゼに基づく増幅（ＣＲＩ
ＳＰＲ－ＮＥＡＲと称する）を、ＣＲＩＳＰＲ　ＳＨＥＲＬＯＣＫ検出法と併用して、試
験した。図１に、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ酵素を用いたニッカーゼに基づく増幅の概略図を
示す。
【０２４１】
　ＣＲＩＳＰＲ－ＮＥＡＲは、ＤＮＡインプットまたはＲＮＡインプットいずれでも行う
ことができる。増幅プライマーにＴ７プロモーター配列を組み込むことにより、ＣＲＩＳ
ＰＲ－ＮＥＡＲは、下流にあるＳＨＥＲＬＯＣＫ検出法とも適合する。図９に、ＳＨＥＲ
ＬＯＣＫ検出法と組み合わせたＣＲＩＳＰＲ－ＮＥＡＲの概略図を示す。ＣＲＩＳＰＲ－
ＮＥＡＲを使用することの重要な利点の１つは、それが、ＲＰＡ増幅よりもはるかに迅速
となり得ることである。この方法は、非常に簡単な緩衝剤を使用し、これにより、ＳＨＥ
ＲＬＯＣＫ検出の全ての工程を１つの反応に簡単にまとめることが可能になる。それに対
して、ＲＰＡ増幅は、非常に粘性の高い緩衝剤を使用し、他の試薬とともに使用すること
が難しい。
【０２４２】
　図２は、ニッカーゼ酵素増幅反応の最適化を実証するゲル電気泳動像である。この結果
は、ＮＥＡＲ増幅が、ニッカーゼ酵素及びポリメラーゼの両方に依存することを示す。プ
ライマーがないと、直線増幅のみが生じる。プライマー及び他のＰＣＲ添加剤（例えば、
ｇｐ３２　ＳＳＢまたはトレハロースなど）は、増幅を増大させ、非特異的産物形成を調
節する可能性がある。
【０２４３】
　図３Ａ～図３Ｆは、ニッカーゼに基づく直線増幅が、最適なニッカーゼ濃度に依存する
ことを実証する一連の実験を示す。これらの実験において、追加のプライマーは、反応に
含まれていなかったため、ニッキングに基づく直線増幅のみが生じている。これらの実験
で使用されたニッカーゼは、Ｎｔ．Ａ１ｗ１（陽性対照として使用）、Ｔ７ミスマッチ化
ｎＡｓＣｐｆ１、またはマッチするｎＡｓＣｐｆ１のいずれかであった。ガイド濃度は、
５μＭインプットで一定に保ち、一方でニッカーゼ濃度を、減量設定した。ｎＡｓＣｐｆ
１は、二本鎖ＤＮＡをニッキングすることができ、二本鎖ＤＮＡは、鎖置換ポリメラーゼ
により増幅される。これらのデータは、ｎＡｓＣｐｆ１増幅に最適な濃度が５００ｎＭで
あり、試験した最高濃度（１μＭ）ではないことを示す。
【０２４４】
　インプットとして増幅されたＮＥＡＲ反応を用いて、連続実験を行なった。実験では、
核酸標的は、増幅され、そしてＳＹＴＯ挿入色素（図４Ａ～図４Ｃ）、ゲル系読み出し（
図４Ｄ～図４Ｆ）、またはＣａｓ１３に基づくＳＨＥＲＬＯＣＫ検出（図４Ｇ～図４Ｉ）
のいずれかを用いて検出される。これらの結果は、ＮＥＡＲを用いた増幅が、多くの非特
異的産物を作り出し、従って、ＳＹＴＯまたはゲル系読み出しとは適合しないことを示唆
する。しかしながら、ＣＲＩＳＰＲ　ＳＨＥＲＬＯＣＫに基づく検出は、この問題を回避
することができ、目的の産物の特異的検出を可能にする。ＳＹＴＯまたはＣＲＩＳＰＲ　
ＳＨＥＲＬＯＣＫに基づく検出（Ｃａｓ１３またはＣｐｆ１検出いずれかを使用）を用い
たデータを、さらに、標的あり／標的なしの比としてプロットした（図５）。グラフは、
標的部位に対してプログラミングされたＬｗＣａｓ１３ａ及びＣｐｆ１ガイド複合体が、
非特異的増幅に対して特異的増幅を識別することができるのに対して、ＳＹＴＯ挿入色素
検出は、標準条件下で識別不可であることを示す。
【０２４５】
　図６Ａ及び図６Ｂは、ＮＥＡＲ単独対ＮＥＡＲとＳＨＥＲＬＯＣＫ検出の併用のデータ
を示す２つのグラフである。これらのグラフから複数の結論を導くことができる。第一に
、ＬｗＣａｓ１３ｓ　ＳＨＥＲＬＯＣＫは、Ｔ７増幅及び強力な付帯ＲＮＡ分解酵素活性
を通じてさらに低い検出限度を可能にする。第二に、Ｎｔ．Ａ１ｗ１　ＮＥＡＲをＣａｓ
１３検出と併用することで、２ａＭという検出限度が達成可能であり、一方で、ｎＡｓＣ
ｐｆ１－ＮＥＡＲをＣａｓ１３検出と併用することで、２ｆＭという検出限度が達成可能
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である。最後に、ＡｓＣｐｆ１検出は、どのＮＥＡＲ反応と組み合わせても、２０ｆＭ未
満で信頼できるシグナルを与えるのに十分なほどの感度ではない。
【０２４６】
　ＮＥＡＲ　ＳＨＥＲＬＯＣＫは、使用されるポリメラーゼに応じて、異なる温度で行う
ことができる。図７Ａ～図７Ｃは、ＮＥＡＲが、Ｂｓｔ　２．０　ｗａｒｍｓｔａｒｔポ
リメラーゼを用いて６０℃で実行可能であることを実証する。図８Ａ～図８Ｂは、ＮＥＡ
Ｒが、シーケナーゼ２．０ポリメラーゼを用いて３７℃でも実行可能であることを実証す
る。
【０２４７】
　記載される本発明の方法、医薬組成物、及びキットの様々な修飾及び改変が、本発明の
範囲及び趣旨から逸脱することなく、当業者に明らかとなるだろう。本発明を特定の実施
形態に関連して説明してきたものの、当然のことながら、さらなる修飾が可能であり、特
許請求されるとおりの本発明は、そのような特定の実施形態に不当に限定されるべきでは
ない。実際、本発明を実行するために説明された様式の様々な修飾で当業者に明らかであ
るものは、本発明の範囲内にあることが意図される。本出願は、概して、本発明の原理に
従い、本発明が属する技術分野内で既知の慣行に含まれる本開示からの逸脱を含む、本発
明の任意の改変、使用、または応用を包含することを意図し、このことは、本明細書中明
記される前の必須の特長にも適用され得る。

【図１】 【図２】
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