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ระบบ CRISPR-Cas: กรรไกรโมเลกุล
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Clustered regularly interspaced short palin-

dromic	 repeats	 (CRISPR)	คือ	ส่วน	DNA	ที่มีลำาดับเบสสั้น

เรียงตัวซำ้าๆ	 และมีลำาดับเหมือนกันเม่ืออ่านจากทั้งสองทิศทาง	 

(palindrome)	พบในกลุ่มสิ่งมีชีวิตไร้นิวเคลียสจริงและไร้แผ่น

เยือ่หุม้นวิเคลยีส	(กลุม่	prokaryote)	เช่น	แบคทเีรยี	พบครัง้แรก 

เมื่อ	 พ.ศ.	 ๒๕๓๐	 โดย	 Yoshizumi	 Ishino	 นักวิทยาศาสตร์

ชาวญี่ปุ ่นที่มหาวิทยาลัยโอสะฅา	 ต่อมาในปี	 พ.ศ.	 ๒๕๔๓	 

การศึกษาโดย	 Francisco	Mojica	 นักวิทยาศาสตร์ชาวสเปน	 

ทำาให ้ทราบว ่าลำาดับเบสพิ เศษน้ี มีอยู ่ ในสิ่ งมีชีวิตกลุ ่ม 

โปรฅารีย์โอต	เช่น	แบคทีเรียกว่า	๒๐	ชนิดพันธุ์	และเป็นผู้ตั้ง

ชื่อว่า	 CRISPR	 (คริสเปอร์)	 ต่อมาได้พบว่ามีหน่วยพันธุกรรม 

กลุ่มหนึ่งซึ่งอยู่ใกล้กับ	CRISPR	ทำาหน้าที่สร้างเอนซัยม์ที่คลาย

เกลียวสายดีเอนเอ	(helicase)	และตัดสายดีเอนเอ	(endonu-

clease)	ได้	จงึตัง้ชือ่ว่า	CRISPR-associated	system	(Cas)	ซึง่

มหีลายชนดิแตกต่างกนัไปตามชนดิพันธุข์องแบคทเีรียทีต่่างกนั

ในระยะแรกของการค้นพบน้ัน	 ยังไม่ทราบแน่ชัดว่า	 

CRISPR-Cas	 มีหน้าท่ีจำาเพาะใดในแบคทีเรีย	 ในเวลาต่อมา	

Francisco	 Mojica	 พบว่าในจีโนมของแบคทีเรียนั้น	 ส่วน

ของดีเอนเอที่กระจายอยู่ระหว่าง	 CRISPR	 (spacer	 DNA)	 มี

ลำาดับคล้ายคลึงกับดีเอนเอจากสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นโดยเฉพาะ

ไวรัส	ข้อสังเกตนี้ทำาให้เชื่อว่า	CRISPR	นั้นอาจมีหน้าที่สำาคัญใน

กระบวนการกำาจัดสิ่งบุกรุกแปลกปลอม	การศึกษาระยะถัดมา

จึงทราบว่า	CRISPR-Cas	มีบทบาทสำาคัญมากต่อกระบวนการ

ป้องกันการบุกรุกของไวรัส	 เนื่องจากการติดเชื้อไวรัสของเซลล์

สิ่งมีชีวิตต่างๆ	นั้น	ไวรัสจะฉีดดีเอนเอของตนเองเข้าสู่เซลล์นั้น

เพื่อผนวกกับดีเอนเอของเซลล์	 จากน้ันจึงกระตุ้นให้เซลล์สร้าง

ไวรสัขึน้ภายในเซลล์ทีต่ดิเชือ้นัน้	ในสิง่มชีวีติชัน้สงู	เช่น	สัตว์หรอื

มนษุย์จะมรีะบบภมูคิุม้กนั	ได้แก่	เมด็เลอืดขาวและโปรตนีคุม้กนั	 

(immunoglobulins)	ชนิดต่างๆ	ซึ่งทำาหน้าที่เป็นแอนติบอดีย์ 

ต่อต้านไวรัส	 แต่กลุ่มโปรฅารีย์โอต	 ซึ่งเป็นสัตว์เซลล์เดียวแบบ

แบคทเีรยีทีไ่ม่มรีะบบภูมคิุม้กนัซบัซ้อนเช่นนี	้การป้องกนัตนเอง

จึงอาศัย	 CRISPR	 ในการค้นหาตำาแหน่งดีเอนเอแปลกปลอมที่

ตรงกับไวรัสที่ติดเชื้อ	 จากนั้นจึงทำาการตัดดีเอนเอแปลกปลอม

นั้นด้วยเอนซัยม์	 Cas	 ถือเป็นระบบภูมิคุ้มกันอย่างง่ายของ

แบคทีเรีย

ด้วยกลวิธานการทำางานของ	 CRISPR-Cas	 ทำาให้

นักวิทยาศาสตร์ประยุกต์ระบบการค้นหาตำาแหน่งดีเอนเอ	 

ที่จำาเพาะและตัดสายดีเอนเอได้ตามต้องการในเซลล์ชนิดต่างๆ	

โดยแบคทีเรียแต่ละชนิดมีเอนซัยม์	Cas	แตกต่างกันไป	ระบบ

ที่ได้รับความนิยมมากที่สุดคือ	CRISPR-Cas9	ซึ่งถูกพัฒนาโดย

นักวิทยาศาสตร์ชาวอเมริกัน	Jennifer	Doudna	และคณะใน

ปี	 พ.ศ.	 ๒๕๕๕	 โดยดัดแปลง	 Cas9	 ซึ่งเป็นเอนซัยม์ท่ีพบใน	

Streptococcus pyogenes	ขึน้ใหม่ให้ใช้ร่วมกบัสายอาร์เอนเอ	 

ซึ่งทำาหน้าที่เป็นลำาดับเบสเปรียบเทียบกับตำาแหน่งที่ต้องการ

ตัดสายดีเอนเอ	เรียกสายอาร์เอนเอนี้ว่า	single-guided	RNA	 

ทำาให้เอนซัยม์	Cas9	สามารถค้นหาลำาดับเบสในสายดีเอนเอที่

ตรงกับ	 single-guided	 RNA	 และตัดสายดีเอนเอในตำาแหน่ง

นั้นได้	 ด้วย	 CRISPR-Cas9	 นี้	 ทำาให้นักวิทยาศาสตร์สามารถ

ออกแบบ	single-guided	RNA	ที่จำาเพาะต่อส่วนของดีเอนเอ

ที่ต้องการตัด	 ทำาให้การตัดต่อดีเอนเอสามารถทำาได้ด้วยความ

แม่นยำา	 และเนื่องจาก	 CRISPR-Cas9	 มีขนาดเล็กและมีความ

จำาเพาะสงู	นกัวทิยาศาสตร์จงึสามารถดดัแปลงดเีอนเอได้พร้อม

กันหลายตำาแหน่ง	 และในตำาแหน่งใดก็ได้ทั่วท้ังจีโนม	 โดยใช้	

CRISPR-Cas9	นอกจากนี้นักวิทยาศาสตร์ยังค้นพบ	endonu-

clease	อื่นซึ่งมีขนาดเล็กและทำางานง่ายกว่า	Cas9	เช่น	Cpf1	

ทำาให้การออกแบบ	single-guided	RNA	ทำาได้ง่ายขึ้นไปอีก
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ในปัจจุบัน	CRISPR-Cas9	 ได้รับการประยุกต์ในการ

วิจัยหลากหลายสาขาท้ังในด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่เก่ียว

กับโรคพันธุกรรม	โรคมะเร็ง	โรคติดเชื้อ	การพัฒนาสัตว์ทดลอง

ที่ดัดแปลงพันธุกรรม	 (transgenic	 animal)	 ด้านการเกษตร

ในการศึกษาและดัดแปลงพันธุ์พืชและสัตว์	 และศึกษาหน่วย

พันธุกรรมที่จำาเพาะต่อลักษณะต่างๆ	 ของสายพันธุ์พืชและ

สัตว์ต่างๆ	

ตวัอย่างการประยกุต์ใช้	CRISPR-Cas	ในวทิยาศาสตร์

การแพทย์	ได้แก่

๑. การศึกษาหน้าที่ของหน่วยพันธุกรรมโดยการ 

คัดกรองท้ังจีโนม (genome-wide screening)	 เนื่องจาก

เซลล์ของมนุษย์มีความซับซ้อน	 และประกอบด้วยหน่วย

พันธุกรรมซ่ึงทำาหน้าที่กว่า	 ๒	 หมื่นตัว	 การศึกษาการทำางาน

ของหน่วยพันธุกรรมในเซลล์มนุษย์ท่ีผ่านมา	 โดยอาศัยการ 

ตัดต่อหน่วยพันธุกรรมหรือกระตุ้นให้เกิดการกลายพันธุ์ของ

หน่วยพันธุกรรมน้ันทำาได้ทีละหน่วย	 เน่ืองจากเป็นข้อจำากัด

ทางเทคนิคในการตัดต่อหน่วยพันธุกรรม	 หรือการกระตุ ้น 

การกลายพันธุ ์เอง	 ทำาให้การศึกษาการทำางานของหน่วย

พันธุกรรมสามารถใช้ได้กับโรคพันธุกรรมหน่วยพันธุกรรม

เดียว	 (single	 gene	 disorders)	 แต่ไม่สะท้อนภาพรวมการ

เปลี่ยนแปลงท่ีเกิดกับหน่วยพันธุกรรมหลายหน่วย	 เช่น	 โรค 

พหปัุจจยั	(multifactorial	disorders)	โรคเรือ้รงัท่ีพบบ่อย	เช่น	

โรคเบาหวาน	ความดันโลหิตสูง	มะเร็ง	กลุ่มโรคออโตอิมมูน	แต่

ความสามารถของ	 CRISPR-Cas	 ท่ีตัดต่อหน่วยพันธุกรรมได้

หลายหน่วยพร้อมกนั	และมคีวามแม่นยำา	ทำาให้นกัวทิยาศาสตร์

สามารถเลือกศึกษาหน้าที่หน่วยพันธุกรรมต่างๆ	 ที่จำาเพาะได้

พร้อมกนัในคราวเดยีว	เทคนคิการใช้	CRISPR-Cas	ในการยบัยัง้

หรือกระตุ้นการทำางานของหน่วยพันธุกรรมพร้อมกันหลาย

หน่วย	 (CRISPR	 interference	 หรือ	 CRISPRi	 และ	 CRISPR	

activation	 หรือ	 CRISPRa)	 ได้รับความนิยมแพร่หลายใน 

การศึกษาชีววิทยาของเซลล์มะเร็ง	ทำาให้นักวิทยาศาสตร์เข้าใจ

บทบาทของหน่วยพันธุกรรมท่ีเกี่ยวข้องกับมะเร็ง	 รวมถึง 

กลวิธานการทำางานของวิถีเซลล์	 (cellular	 pathway)	 ต่างๆ	

ของเซลล์มะเร็งได้ดีขึ้น

๒. การสร้างแบบจ�าลองสัตว์ของโรคต่างๆ	 ใน

อดีตที่ผ่านมา	 การจำาลองรูปแบบท่ีดีที่สุดในการศึกษาโรค

ที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรม	 หรือโรคที่เกิดจากการกลายพันธุ์

ของหน่วยพันธุกรรมซึ่งไม่ถ่ายทอด	 (somatic	 mutation)	

เช่น	 มะเร็ง	 อาศัยการสร้างสัตว์ทดลองท่ีมีการกลายพันธุ์ของ

หน่วยพันธุกรรมที่ต้องการศึกษา	 (transgenic	 animal)	 สัตว์

ทดลองที่ได้รับความนิยมในปัจจุบัน	ได้แก่	หนู	และปลาม้าลาย	 

การสร้าง	 transgenic	 animal	 ที่ผ่านมาอาศัยกระบวนการ 

ตัดต่อหน่วยพันธุกรรมและใส่ในไวรัส	 จากนั้นจึงใช้ไวรัสในการ 

นำาส่งส่วนของหน่วยพนัธกุรรมไปยงัเซลล์สืบพนัธ์ุเป้าหมายหรอื

ตัวอ่อน	 การสร้างชิ้นส่วนหน่วยพันธุกรรมและดีเอนเอในไวรัส

นั้นทำาได้ยาก	 และมีข้อจำากัดมาก	ทำาให้การสร้าง	 transgenic	 

animal	 ทำาได้ยาก	 แต่การใช้	 CRISPR-Cas	 ทำาให้การตัดต่อ

หน่วยพันธุกรรมที่ต้องการมีความยุ่งยากน้อยลง	 การสร้าง

แบบจำาลองสัตว์ที่ต้องการศึกษาโรคต่างๆ	 ทำาได้ง่ายขึ้น	 และ

สามารถสร้างแบบจำาลองสัตว์ชนิดใหม่ๆ	 ที่ไม่สามารถทำาด้วย

วิธีเดิมได้อีกมาก

๓. การรักษาผู้ป่วยโรคที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรม

และโรคอื่นๆ	 ด้วยวิธีเซลล์บำาบัด	 หรือหน่วยพันธุกรรมบำาบัด	

การรักษาโรคทีเ่กดิจากความผดิปรกตทิางพนัธกุรรมทีน่่าจะตรง

จดุทีสุ่ด	คือ	การทดแทนหน่วยพนัธกุรรมทีเ่สียหน้าทีด้่วยหน่วย

พันธุกรรมปรกติ	 แต่การรักษาด้วยวิธีนี้มีความซับซ้อนมากเช่น

เดยีวกบัการสร้างแบบจำาลองสัตว์	นอกจากนีย้งัมคีวามเสีย่งของ

การใช้ไวรัสที่ทำาหน้าที่เป็นพาหะนำาส่งหน่วยพันธุกรรม	 (viral	

vector)	 ซึ่งอาจผนวกจีโนมในตำาแหน่งที่อาจกระตุ้นให้เกิด

มะเร็งดังในอดีตที่มีการใช้หน่วยพันธุกรรมบำาบัดในการรักษา 

ผู้ป่วยภูมิคุ้มกันบกพร่องรุนแรง	(severe	combined	immu-

nodeficiency:	SCID)	ซึ่งมีผลให้ผู้ป่วยเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาว

ในภายหลงั	การใช้	CRISPR-Cas	สามารถตดัต่อหน่วยพนัธกุรรม

ที่ต้องการและในตำาแหน่งที่จำาเพาะ	 ทำาให้เลี่ยงความเสี่ยง 

ข้างต้นได้	 นอกจากนี้การรักษาด้วยเซลล์บำาบัด	 สามารถทำาได้

ง่ายขึน้โดยการใช้เซลล์ของผูป่้วยเองมาทำาการตดัต่อแก้ไขหน่วย

พันธุกรรมด้วย	 CRISPR-Cas	 ในห้องปฏิบัติการแล้วเพาะเลี้ยง 

จนมีจำานวนมากพอ	 จากนั้นจึงนำาเซลล์เหล่านั้นให้กลับสู่ผู้ป่วย

รายเดมิต่อไป	เทคนคิเหล่านีย้งัได้รบัการประยกุต์ใช้ในการรกัษา 

โรคมะเร็ง	ในรูปแบบเซลล์ภูมิคุ้มกันบำาบัดอีกด้วย	

๔. การประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อจุลชีพ 

เนื่องจากคุณสมบัติพื้นฐานของ	 CRISPR-Cas	 ในการต่อต้าน

การติดเชื้อแปลกปลอม	 ทำาให้มีแนวคิดการใช้ระบบนี้ในการ

กำาจัดเช้ือจุลชีพก่อโรค	 เช่น	 แบคทีเรีย	 เช้ือรา	 หรือไวรัส	 โดย

การสร้าง	 single-guided	 RNA	 ที่มีความจำาเพาะต่อดีเอนเอ

ของจุลชีพก่อโรคที่ต้องการเพื่อให้ทำางานร่วมกับเอนซัยม์	 Cas	 

ในการทำาลายเชือ้จลุชพีโดยทีเ่ซลล์มนษุย์ไม่ได้รบัผลดังกล่าว	ซึง่

ถือเป็นวิธีต้านจุลชีพที่จำาเพาะต่อเชื้อ	และใช้ได้แม้กับเชื้อดื้อยา

หรือเชื้อที่ไม่มียารักษาด้วย
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๕. การควบคุมการแพร่ระบาดของเชื้อ	 โดยเฉพาะ

การตดิเชือ้จลุชพีกลุม่ทีอ่าศยัแมลงเป็นพาหะ	เช่น	เชือ้มาลาเรยี	

หรือเชื้อไวรัสเดงกี	โดยการใช้	CRISPR-Cas	ในการตัดต่อหน่วย

พันธุกรรมของยุง	Anopheles	หรือ	Aedes	ให้มีความสามารถ

ในการแพร่เชื้อจุลชีพน้อยลง	หรือทำาให้ยุงเป็นหมันและลดการ

แพร่พันธุ์ของยุงพาหะเหล่านี้ได้	

โดยสรุป	 CRISPR-Cas	 เป็นการค้นพบกระบวนการ

เอาตัวรอดทางธรรมชาติของสิ่งมีชีวิต	 ซึ่งนักวิทยาศาสตร์ 

นำามาปรบัปรงุและประยกุต์ใช้กบัวงการวทิยาศาสตร์แขนงต่างๆ	

รวมถงึวทิยาศาสตร์การแพทย์อย่างแพร่หลายในช่วงเวลาไม่กีปี่

มานี้	ทำาให้เกิดความก้าวหน้าใหม่ๆ	ในการศึกษาวิจัย	ค้นหาวิธี

ป้องกันและรักษาโรคต่างๆ	 ทั้งกลุ่มโรคติดต่อและโรคไม่ติดต่อ	

และคาดว่าการพัฒนาเกี่ยวกับระบบนี้จะมีความก้าวหน้าอีก

มากในอนาคตอันใกล้

รูปที่ ๑	 กระบวนการทำางานของ	CRISPR-Cas	ในแบคทีเรียเพื่อกำาจัด	genome	แปลกปลอมจากการติดเชื้อไวรัส	

	 (ที่มา:	Wikipedia	https://en.wikipedia.org/wiki/CRISPR)
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Abstract

CRISPR/Cas: The molecular scissors

Manop Pitukpakorn*, Somchai Bovornkitti**

	 *	 Faculty	of	Medicine	Siriraj	Hospital,	Mahidol	University

	**	 The	Academy	of	Science,	The	Royal	Society	of	Thailand 

	 CRISPR	(Clustered	Regularly	Interspaced	Short	Palindromic	Repeats)	is	a	DNA	sequence	commonly	found	

in	prokaryotes	such	as	archaea	and	bacteria.	Together	with	CRISPR-associated	system	(Cas)	enzyme,	the	CRISPR/

Cas	system	provides	basic	immunity	to	foreign	genetic	materials,	including	those	from	viral	infection,	by	detecting	

and	cleaving	foreign	DNA	sequence	from	the	host	genome.	

	 The	discovery	of	the	CRISPR/Cas	system,	with	some	modifications,	creates	the	basis	of	the	first	genome	

editing	technology,	known	as	CRISPR/Cas9,	allowing	scientists	to	modify	any	genes	within	various	organisms.	The	

CRISPR/Cas	genome	editing	technology	has	numerous	potential	applications,	especially	in	biomedical	researches	

such	as:	genome-wide	gene	function	study;	animal	model	generation;	cell	and	gene	therapy	of	various	diseases;	

microbial	manipulation	for	infectious	disease	study;	and	treatment,	as	well	as	disease	control.	With	further	 

improvement	and	better	understanding	of	disease	models,	we	can	expect	many	scientific	breakthroughs	in	the	

near	future	from	this	gene	editing	technology.


