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ตระกูลใหม่ของระบบ RNA-guided ที่เล็ง DNA— ต่าง
จาก CRISPR และยังไม่ใช่ gene-editing tool

จากการ mining จีโนมจุลชีพ นักวิจัยพบ TIGR-Tas ตระกูลระบบ RNA-guided ที่ไม่เคยรู้จักซึ่งตัด DNA — ใช้ guide
สองส่วนและไม่ต้องมี ’PAM’ landing site ต่างจาก CRISPR พวกเขาแสดงว่าหนึ่งเวอร์ชันโปรแกรมให้ edit เซลล์มนุษย์
ได้ แต่ efficiency ต่ำ และติดตามความเชื่อมโยงวิวัฒนาการลึกกับเครื่องจักร RNA-guided อื่น นี่เป็นการขยายจริงของสิ่ง
ที่เรารู้เกี่ยวกับชีววิทยา RNA-guided และเป็นจุดเริ่มที่อาจใช้สร้าง tools ในอนาคต — basic-science discovery และ
proof of concept ไม่ใช่ gene editor mature หรือ therapy
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กิ่งใหม่บนต้นไม้ของระบบที่นำทางด้วย RNA

นาน ๆ ครั้ง งานชีววิทยาจะได้พาดหัวที่ตัวงานเองไม่เคยขอ สำหรับงานนี้คือ “CRISPR ใหม่” แต่สิ่งที่อยู่ใต้พาดหัวน่าสนใจกว่า
— และเจียมตัวกว่าตามปกติ

เริ่มจากสิ่งที่ทำให้ CRISPR โด่งดัง: ระบบที่ใช้ RNA นำทาง เคล็ดคือโปรตีนไม่จำเป็นต้องถูกสร้างมาให้จำเป้าหมายเดียว
โดยเฉพาะ แต่พก RNA สั้น ๆ เป็น “ไกด์” แล้วไปยังตำแหน่งที่ลำดับเข้าคู่กัน เปลี่ยน RNA ไกด์ก็เปลี่ยนเป้าหมายได้ ความ
สามารถในการตั้งโปรแกรมแบบนี้คือเหตุผลสำคัญที่ CRISPR กลายเป็นเครื่องมือทรงพลัง

แต่ CRISPR ไม่ใช่ระบบที่ใช้ RNA นำทางเพียงชนิดเดียวในธรรมชาติ คำถามของงานนี้จึงเรียบง่ายแต่ต้องอาศัยความอดทน
มาก: ยังมีระบบชนิดอื่นอีกเท่าไร และพวกมันสอนอะไรเราได้บ้าง?

How TIGR-Tas targets DNA without being CRISPR
A tigRNA guide uses two spacers to position a Tas protein on both DNA strands.

1. TIGR array
the locus encodes guide RNA

2. Tas complex
the guide loads into the protein

3. DNA target
two spacers read the two strands

tigRNA guide

two spacer segments
programmable in

principle, not yet mature
editing

double-stranded DNA

PAM-free
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editor

NOT SHOWN BY THIS PAPER

• a CRISPR replacement ready for routine editing

• an efficient human-cell editor or a therapy

• a known natural immune function for every TIGR-Tas system

Original diagram — The Clean Paper · raster artwork embedded; labels and claims remain editable SVG

TIGR-Tas ใช้ RNA ไกด์ที่มีส่วนจับเป้าหมายสองช่วง เพื่ออ่าน DNA คนละสาย นี่เป็นสถาปัตยกรรมใหม่ ไม่ใช่เครื่องมือตัดต่อยีน
สำเร็จรูป

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

เพื่อค้นหา ผู้เขียนไม่ได้มองหาลำดับยีนที่เหมือนกัน เพราะลำดับโปรตีนเปลี่ยนเร็วเกินไปตามวิวัฒนาการจนญาติห่าง ๆ มองไม่
เห็น แต่ค้นหา รูปร่างสามมิติของโปรตีน แทน พวกเขาเริ่มจากส่วนของ Cas9 ที่จับ RNA ไกด์ แล้วค้นฐานข้อมูลโครงสร้าง
โปรตีนที่คาดการณ์ไว้ เพื่อหาสิ่งที่พับตัวคล้ายกัน ร่องรอยพาไปจากองค์ประกอบเคลื่อนที่ในแบคทีเรียและเครื่องจักรที่เซลล์ใช้
ดัดแปลง RNA ไปสู่ระบบที่ไม่เคยถูกรู้จักมาก่อน
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ผู้วิจัยทำอะไร

การค้นจากโครงสร้างพบตระกูลโปรตีนใหม่ซึ่งส่วนใหญ่อยู่ใน bacteriophages — ไวรัสที่ติดเชื้อแบคทีเรีย — ไวรัสของ
archaea และแบคทีเรียปรสิตขนาดเล็ก โปรตีนเหล่านี้มักอยู่ข้างบริเวณ DNA ที่มีรูปแบบซ้ำเป็นชุด ผู้เขียนตั้งชื่อบริเวณนี้ว่า
TIGR array หรือ Tandem Interspaced Guide RNA และเรียกโปรตีนที่เกี่ยวข้องว่า Tas หรือ TIGR-associated

Tas บางชนิดมีเพียงส่วนจับ RNA ส่วนบางชนิดพ่วงโดเมนตัด DNA แบบ RuvC หรือ HNH มาด้วย

หลังค้นพบตระกูลในฐานข้อมูล ผู้เขียนนำระบบเข้าห้องปฏิบัติการ พวกเขาแสดงออกระบบใน E. coli วิเคราะห์ RNA ขนาดเล็ก
ที่สร้างขึ้น หาว่า RNA เหล่านี้จำลำดับเป้าหมายบน DNA ตามกฎอะไร ทดสอบว่าโปรตีนที่มีโดเมนตัด DNA ตัดได้จริงหรือไม่
ลองตั้งโปรแกรมหนึ่งระบบให้แก้ไข DNA ในเซลล์มนุษย์ และสุดท้ายสร้างโครงสร้างของคอมเพล็กซ์ที่กำลังทำงานด้วยความ
ละเอียดใกล้ระดับอะตอม

พบอะไร

RNA ไกด์มีส่วนจับเป้าหมายสองช่วง TIGR array ถูกตัดแต่งเป็น RNA สั้นยาวประมาณ 36 นิวคลีโอไทด์ แต่ละโมเลกุลมี
ส่วนที่จับ DNA แยกกันสองช่วง ช่วงหนึ่งจับ DNA สายหนึ่ง อีกช่วงจับสายตรงข้าม ทั้งสองทำงานร่วมกันเพื่อกำหนดตำแหน่ง
เป้าหมาย นี่เป็นความต่างเชิงกลไกจริงจาก CRISPR-Cas หลายระบบที่ใช้ไกด์จับลำดับต่อเนื่องบนสายเดียว

ระบบนี้ไม่ต้องมี “จุดลงจอด” แบบ PAM นิวคลีเอส CRISPR หลายชนิดตัดได้เฉพาะเมื่อมีลำดับสั้นเฉพาะที่เรียกว่า PAM
อยู่ติดกับเป้าหมาย ทำให้ตำแหน่งที่เล็งได้มีข้อจำกัด ระบบ TIGR ที่ทดสอบไม่แสดงข้อกำหนดแบบนั้น แต่พึ่งลำดับเป้าหมายเอง
ดังนั้นในหลักการระบบที่ไม่ต้อง PAM อาจเล็งตำแหน่งได้ยืดหยุ่นกว่า

สมาชิกที่มีโดเมนนิวคลีเอสตัด DNA ได้แบบจำเพาะต่อ RNA ไกด์ เมื่อมี RNA ไกด์ โปรตีน Tas ที่มี RuvC หรือ HNH
สามารถสร้างรอยขาดใน DNA ที่ลำดับเป้าหมายได้อย่างจำเพาะ และแทบไม่ทำอะไรเมื่อไม่มีไกด์

โปรตีนหนึ่งตัวตั้งโปรแกรมให้แก้ไขเซลล์มนุษย์ได้ — แต่ประสิทธิภาพยังต่ำมาก เมื่อนำเข้าสู่เซลล์มนุษย์เพาะเลี้ยง
และเล็งยีนหกตำแหน่ง ระบบสร้างการแก้ไข DNA ได้จริง ยืนยันว่ามันตั้งโปรแกรมได้ในเซลล์ของเราเช่นกัน แต่ประสิทธิภาพ
ดีที่สุดยังอยู่เพียงไม่กี่เปอร์เซ็นต์ของเซลล์ เทียบกับเครื่องมือ CRISPR ที่ผ่านการปรับแต่งมานานซึ่งแก้ไขเซลล์ได้ในสัดส่วนสูง
กว่ามาก นี่เป็นหลักฐานว่า ทำได้ ไม่ใช่เครื่องมือที่ ทำได้ดีพร้อมใช้งาน

โครงสร้างช่วยอธิบายกลไก และชี้เบาะแสเรื่องต้นกำเนิด คอมเพล็กซ์ที่ถ่ายภาพได้มีโปรตีนสองหน่วยจัดสมมาตรรอบ
RNA ไกด์รูปคล้ายเลขแปด ขณะที่ DNA เป้าหมายโค้งผ่านโครงสร้าง สิ่งที่น่าสนใจคือสถาปัตยกรรมโดยรวมคล้ายเครื่องจักร
box C/D snoRNP ซึ่งใช้ RNA นำทางเพื่อดัดแปลง RNA ในเซลล์ยูคาริโอตมากกว่าจะตัด DNA

หน้าที่ตามธรรมชาติยังไม่รู้แน่ เมื่อผู้เขียนนำระบบหนึ่งไปแสดงออกใน E. coli มันไม่ได้ป้องกันไวรัสหรือ plasmid ที่บุกรุก
แบบที่ CRISPR ทำ แต่ค่อย ๆ ลดจำนวน plasmid เป้าหมายลงตลอดหลายรุ่น ผลนี้ทำให้นึกถึงบทบาทในการแข่งขันระหว่าง
องค์ประกอบ DNA เคลื่อนที่มากกว่าภูมิคุ้มกันด่านหน้า แต่เป็นเพียงการทดลองในสภาพแวดล้อมประดิษฐ์ คำตอบที่ซื่อตรงคือ
ยังไม่รู้ว่าระบบเหล่านี้ทำอะไรตามธรรมชาติ
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สิ่งนี้น่าจะหมายความว่าอย่างไร

มีสองระดับของข้อสรุป และควรถือด้วยความมั่นใจต่างกัน

ระดับที่แข็งแรงคือ โลกของระบบที่ใช้ RNA นำทางกว้างและหลากหลายกว่ากลุ่ม CRISPR ที่รู้จักอยู่แล้ว TIGR-Tas เป็นกิ่ง
ใหม่จริง ใช้วิธีจำ DNA แบบสองส่วนและไม่ต้อง PAM นี่เป็นการเพิ่มชิ้นส่วนใหม่ให้แผนที่ชีววิทยา

ระดับที่ลึกและเป็นการอนุมานมากกว่าคือ เพราะ TIGR มีโครงสร้างคล้าย snoRNP ที่ใช้ดัดแปลง RNA และยังมีความเชื่อม
โยงกับองค์ประกอบ DNA เคลื่อนที่ มันอาจเป็น สะพานวิวัฒนาการ ระหว่างระบบ RNA-guided ที่แก้ไข RNA กับระบบ
RNA-guided ที่เล็ง DNA — เบาะแสต่อคำถามว่าความสามารถในการใช้ RNA ตั้งโปรแกรมเครื่องจักรชีวภาพแพร่กระจาย
ไปทั่วต้นไม้แห่งชีวิตได้อย่างไร

สิ่งที่งานนี้ ไม่ได้ พิสูจน์

• นี่ไม่ใช่เครื่องมือตัดต่อยีนที่พร้อมใช้ การแก้ไขในเซลล์มนุษย์ทำได้จริงแต่ประสิทธิภาพยังต่ำ เพียงไม่กี่เปอร์เซ็นต์ เป็น
proof of concept มากกว่าเครื่องมือสุกงอม และห่างไกลจากการใช้ทางคลินิก

• นี่ไม่ใช่ “CRISPR 2.0” หากวัดในฐานะเครื่องมือปัจจุบัน CRISPR-Cas9 ที่ผ่านการปรับแต่งมานานยังมีประสิทธิภาพ
เหนือกว่ามาก TIGR-Tas เป็นสถาปัตยกรรมใหม่ในระยะเริ่มต้น ไม่ใช่รุ่นอัปเกรดของ CRISPR

• หน้าที่ทางชีววิทยาตามธรรมชาติยังไม่ถูกยืนยัน การทดสอบหนึ่งไม่สนับสนุนบทบาทภูมิคุ้มกันต้านไวรัสแบบCRISPR
แต่ยังไม่บอกว่าหน้าที่จริงคืออะไร

• กลไกพื้นฐานบางส่วนยังเปิดอยู่ รวมถึงวิธีที่ RNA ไกด์ถูกตัดแต่งให้ได้ขนาดสุดท้าย และเป้าหมายตามธรรมชาติของ
ระบบส่วนใหญ่

• ไม่มีผลด้านการรักษาโรคในงานนี้ นี่เป็นงานค้นพบและอธิบายระบบในจุลชีพกับเซลล์เพาะเลี้ยง ไม่มีโรค ไม่มีผู้ป่วย
และไม่มีการรักษา

หลักฐานน่าเชื่อถือเพียงใด

ตัวการค้นพบเองอยู่บนพื้นฐานค่อนข้างแข็งแรงและครบหลายด้าน ผู้เขียนเริ่มจากการค้นฐานข้อมูลโครงสร้างขนาดใหญ่ แล้ว
ตามด้วยการยืนยันในห้องปฏิบัติการว่า RNA ถูกสร้างอย่างไร จับและตัด DNA อย่างไร จากนั้นสร้างโครงสร้างใกล้ระดับ
อะตอมของคอมเพล็กซ์ขณะทำงาน และทดสอบความสามารถในการตั้งโปรแกรมในเซลล์มนุษย์ ข้ออ้างว่า นี่เป็นตระกูลใหม่ที่
แตกต่างของระบบ RNA-guided DNA targeting จึงได้รับการสนับสนุนจากหลักฐานหลายแบบที่สอดคล้องกัน

ส่วนที่ยังอยู่ระยะต้นคือ ประโยชน์ในฐานะเครื่องมือ การแก้ไขเซลล์มนุษย์ยังต่ำมาก และการปรับแต่งจำนวนมหาศาลที่เคย
เปลี่ยน CRISPR จากสิ่งน่าสนใจทางชีววิทยาเป็นเครื่องมือที่ใช้งานได้จริงยังอยู่ข้างหน้าสำหรับ TIGR ส่วนที่ยังเป็นการอนุมาน
คือหน้าที่ตามธรรมชาติและเรื่องวิวัฒนาการ บทบาทในการแข่งขันระหว่างองค์ประกอบ DNA เป็นสมมติฐานที่สมเหตุผลจาก
การทดลองประดิษฐ์ ส่วนการเป็นสะพานวิวัฒนาการ แม้สวยและมีโครงสร้างสนับสนุน ก็ยังไม่ใช่ประวัติศาสตร์วิวัฒนาการที่ปิด
คำถามแล้ว งานแยกข้ออ้างเหล่านี้ออกจากกันค่อนข้างดี
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ทำไมจึงสำคัญ

หลายครั้งการขยายรายการของระบบที่ใช้ RNA นำทางให้ผลตามมาในภายหลัง Cas9, Cas12, Cas13 รวมถึงโปรตีน IscB/
OMEGA และ Fanzor ต่างเริ่มต้นจากการเป็นชีววิทยาที่เพิ่งถูกอธิบาย ไม่มีระบบใดมาถึงในรูปเครื่องมือสำเร็จรูป

TIGR-Tas มีจุดเริ่มที่แตกต่างจริง: RNA ไกด์สองส่วนและการเล็งเป้าหมายโดยไม่ต้อง PAM เป็นคุณสมบัติที่นักพัฒนาเครื่อง
มือให้ความสนใจ เพราะอาจเพิ่มความยืดหยุ่นในการเลือกตำแหน่งเป้าหมาย

แต่ผลที่เงียบกว่าอาจสำคัญกว่าโอกาสด้านเครื่องมือ ด้วยการเชื่อมระบบตัด DNA เข้ากับเครื่องจักร snoRNP ที่ใช้ RNA
นำทางเพื่อดัดแปลง RNA และกับองค์ประกอบ DNA เคลื่อนที่ งานนี้วาดเส้นเชื่อมที่เป็นไปได้ระหว่างระบบ RNA-guided ที่
ต่างกันมากทั่วต้นไม้ชีวิต การจัดระเบียบความเข้าใจใหม่ว่าเครื่องจักรแบบตั้งโปรแกรมด้วย RNA มาจากไหน อาจมีคุณค่าระยะ
ยาวมากกว่าพาดหัวเรื่อง “กรรไกรชนิดใหม่”

สรุป

ด้วยการค้นหารูปร่างโปรตีนแทนการหาลำดับที่เหมือนกัน นักวิจัยค้นพบ TIGR-Tas ตระกูลระบบ RNA-guided ที่เล็ง DNA
ซึ่งไม่เคยรู้จักมาก่อน พบส่วนใหญ่ในไวรัสของแบคทีเรีย แบคทีเรียปรสิต และจุลชีพอื่น RNA ไกด์ยาวราว 36 นิวคลีโอไทด์
มีส่วนจับเป้าหมายสองช่วงที่อ่าน DNA คนละสาย และต่างจากระบบ CRISPR หลายชนิดตรงที่ไม่ต้องใช้ PAM สมาชิกที่มี
นิวคลีเอสสามารถตัด DNA แบบจำเพาะต่อ RNA ไกด์ได้ หนึ่งระบบถูกตั้งโปรแกรมให้แก้ไข DNA ในเซลล์มนุษย์ได้ แต่
ประสิทธิภาพยังเพียงไม่กี่เปอร์เซ็นต์ โครงสร้างใกล้ระดับอะตอมยังเผยความคล้ายคลึงกับเครื่องจักร box C/D snoRNP ซึ่งใช้
RNA นำทางในเซลล์ยูคาริโอต ทำให้เกิดสมมติฐานเรื่องสะพานวิวัฒนาการระหว่างระบบที่แก้ไข RNA กับระบบที่เล็ง DNA นี่
เป็นการขยายชีววิทยาของระบบ RNA-guided อย่างแท้จริง และอาจเป็นโครงสร้างตั้งต้นสำหรับเครื่องมือในอนาคต — ไม่ใช่
gene editor ที่พร้อมใช้ ไม่ใช่ “CRISPR 2.0” และไม่ใช่การรักษาโรค หน้าที่ตามธรรมชาติยังไม่ทราบ
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งานวิจัยแสดงอะไร: ตระกูลใหม่ของระบบ RNA-guided DNA targeting ที่ชื่อ TIGR-Tas ซึ่งค้นพบด้วยการวิเคราะห์
โครงสร้าง ใช้ RNA ไกด์สองส่วนจับ DNA สองสาย ไม่ต้อง PAM สมาชิกบางตัวตัด DNA แบบจำเพาะได้ สามารถตั้ง
โปรแกรมระบบหนึ่งให้แก้ไข DNA ในเซลล์มนุษย์ด้วยประสิทธิภาพต่ำ และมีโครงสร้าง cryo-EM ที่ให้เบาะแสเชิงวิวัฒนาการ
กับ box C/D snoRNPs และ IS110 transposons

อะไรที่เป็นไปได้แต่ยังไม่พิสูจน์: หน้าที่ตามธรรมชาติของระบบอาจเกี่ยวกับการแข่งขันระหว่างองค์ประกอบ DNA เคลื่อนที่
และ TIGR-Tas อาจเป็นสะพานวิวัฒนาการระหว่างระบบ RNA-guided ที่ดัดแปลง RNA กับระบบที่เล็ง DNA

งานไม่ได้แสดงอะไร: ไม่ได้แสดง gene-editing tool ที่มีประสิทธิภาพสูงหรือพร้อมใช้ ไม่ได้แสดงว่าดีกว่า CRISPR ไม่ได้
ยืนยันหน้าที่ตามธรรมชาติหรือวิธีเกิด RNA ไกด์ที่สมบูรณ์ และไม่ได้แสดงการใช้ทางการแพทย์ใด ๆ

ข้อจำกัดหลัก: ประสิทธิภาพการแก้ไขในเซลล์มนุษย์ต่ำ ระบบส่วนใหญ่มาจาก metagenome และจุลชีพที่ศึกษาโดยตรงได้
ยาก เป้าหมายตามธรรมชาติส่วนใหญ่ยังไม่รู้ ข้ออ้างเรื่องหน้าที่และวิวัฒนาการยังเป็นการอนุมาน และการทดลองอยู่ในจุลชีพกับ
เซลล์เพาะเลี้ยง

ผู้อ่านทั่วไปควรมั่นใจแค่ไหน? มั่นใจสูงว่านี่เป็นตระกูลใหม่จริงของระบบ RNA-guided ที่เล็ง DNA ด้วยกลไกสองส่วน
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และไม่ต้อง PAM และมั่นใจสูงว่านี่ ยังไม่ใช่ gene editor พร้อมใช้ ไม่ใช่ “CRISPR 2.0” และไม่ใช่การรักษา ส่วนหน้าที่
ตามธรรมชาติและศักยภาพระยะยาวในฐานะเครื่องมือยังควรถือด้วยความมั่นใจต่ำกว่า ท่าทีที่เหมาะคือ: ตื่นเต้นกับชีววิทยาใหม่
จริง และอดทนกับการประยุกต์ที่เพิ่งเริ่มต้น
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