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摘要 

本研究利用合成生物學技術開發的創新基因組篩檢平台 PRISM(v2.0)，採用合成轉錄因

子(crispr-TF)辨認 DNA 但不進行剪切，透過修改 CRISPR/Cas 的 PAM-interacting (PI) 

domain 序列打破其辨認限制，由原本 NGG 序列變成可以結合 NAG 的序列，提升

crispr-TF 在高通量基因組的篩選能力，期待未來可以做出辨認 NNN序列，以此技術初

步成功建構 Chk2/Rad53 所參與的基因網絡，讓失去 Chk2/Rad53 功能的酵母菌能在

DNA 損傷的情況生存。Chk2/Rad53 蛋白磷酸酶在 DNA 修復的訊息傳遞中調控龐大的

基因網絡，其中潛在大量不同調控路徑聯結的組合性，過去的研究都無法有效地分析

且重建完整的 DNA 修復機制。未來將進一步探討 Chk2/Rad53 調控的下游基因組，並

以此新技術和研究應用於複雜腫瘤與老化疾病的預防及治療。 

Abstract 

DNA damage checkpoint is conserved signaling pathways that ensure genome integrity. 

Upon replication stress or DNA damage, an essential kinase Rad53 (the ortholog of 

mammalian Chk2 kinase) stalls DNA replication and inhibits cell cycle progression. Here, we 

aimed to systematically probe the genetic interaction of Chk2/Rad53 in order to elucidate 

of the Rad53 functions and its regulatory networks. Current methods of perturbing genetic 

networks rely mainly on targeted single-gene overexpression, knockout, and knockdown. 

However, these approaches are labor-intensive and it is challenging to modulate the 

combinatorial or global regulatory networks involved in complex diseases. To overcome 

these limitations, we have developed a novel technology platform called PRISM (Perturbing 

Regulatory Interactions by Synthetic Modulators). PRISM introduces global perturbations to 

cellular transcriptional networks using CRISPR/Cas based transcription factors (crisprTFs). 

Here, we added the screening power to PRISM v2.x  by engineering the PAM-interacting (PI) 

domain of Cas9. We demonstrated that the reprogrammed networks by PRISM v2.x rebuilt 

the Rad53/Chk2-dependent checkpoint signaling in DNA damage induced yeast cells. These 

approaches are expected to deepen our understanding of the fundamental mechanisms that 

underlie checkpoint signaling and to open up new therapeutic strategies for complex 

disorders, such as cancers and aging. 
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壹、前言 

一、研究動機  

在細胞複製及分裂的過程中， Chk2/Rad53 作為重要的檢查點訊號傳訊者 

(checkpoint signaling) 將 DNA 損傷的訊息傳遞給下游基因，當 Chk2/Rad53 發生突

變，細胞週期和修復系統將無法獲得協調，常導致細胞的不正常增生或細胞的提

早死亡。Chk2/Rad53蛋白磷酸酶在DNA修復的訊息傳遞中調控龐大的基因網絡，

其中潛在大量不同調控路徑聯結的組合性，傳統遺傳學和分子生物技術皆無法有

效地分析且重建完整的 DNA 修復機制。 

由於過去研究皆無法系統性地重建 Chk2/Rad53所調控的基因網絡，本研究嘗試利

用合成生物學中的 PRISM （ Perturbing Regulatory Interactions by Synthetic 

Modulators）技術，透過改良CRISPR/Cas對PAM(NGG)序列的限制找尋Chk2/Rad53

的下游基因組，此新技術和研究應用將可用於複雜疾病的預防及治療(圖 1)。 

 

(圖 1): PRISM 技術建立於 CRISPR，透過 guide RNA 辨認目標基因，進而找出

chk2/rad53 的下游基因組，而我們藉由降低 PAM 的限制，提高 PRISM 技術

的效率與擴大其辨認範圍，找到更多 chk2/rad53 的下游基因。 

 

二、DNA 損傷的檢查點訊號傳遞（DNA damage checkpoint signaling） 

當 DNA 發生錯誤的時候，負責偵測錯誤訊息的蛋白 MRN 和 ATRIP 將訊號帶給下

游負責傳遞訊息的蛋白質 ATM/ATR 再磷酸化其下游的 Chk2/Rad53，而
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Chk2/Rad53也是個激酶(kinase)，透過磷酸化下游的分子將訊號傳遞下去，並啟動

複雜的的DNA修復機制。例如 Chk2/Rad53透過磷酸化BRCA1的 Ser988，使BRCA1

脫離與Chk2/Rad53形成的複合體，之後BRCA1參與DNA的修復機制（homologous 

recombination repair and transcription-coupled repair）以及調控細胞週期，甚至引

發細胞凋亡。Chk2/Rad53 還可磷酸化 p53 的 Ser20，穩定 p53 的結構，使 p53 可

以調控細胞週期、細胞凋亡以及 DNA 的修復。或者，透過磷酸化 Cdc25A 或

Cdc25C，導致細胞週期暫停在 G2，避免進入細胞分裂。如果 Chk2/Rad53 發生基

因突變，就有可能讓 DNA 複製時出現的錯誤無法被修復，細胞因為無法停止細胞

週期而繼續分裂，也無法利用細胞凋亡的機制使細胞正常死去。上述這些現象都

是正常細胞轉變成癌細胞時會出現的，由此可以推測 Chk2/Rad53基因的完整與否

跟腫瘤生成有非常密切的關係。有研究指出：Chk2/Rad53 的幾個特定位置若發生

突變，例如 1100delC 和 I157T 突變的族群，比健康族群更高的機率罹患乳癌和前

列腺癌，此外 I157T 也被測出是卵巢癌、淋巴癌、膀胱癌等等眾多癌症的高危險

族群。透過這些研究，也可以知道 Chk2/Rad53為癌症發育的指標基因，透過研究

Chk2/Rad53 便有機會對其作用有更深入的了解，進而給癌症的預防新的突破。 
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(圖 2): DNA damage 與 DNA repair 機制：由不同損傷如:物理性損傷、化學性損傷、

自發性損傷，而導致多種 DNA damage，進而由 chk2/rad53 調控下游基因修復機

制，PRISM 技術找出可以取代 chk2/rad53 重要角色的基因群，以探討參與 DNA 

repair 的基因網絡。 

 

三、Chk2/Rad53 參與的 DNA 修復機制  

當細胞受到 X 光、紫外線、細胞代謝、致癌物、複製錯誤，會使 DNA 產生單股斷

裂(SSB)、雙股斷裂(DSB)、鏈間交聯、甲基化等，細胞會執行複雜的 DNA 修復機

制，Chk2/Rad53 會針對損傷類型開啟不同下游訊息傳遞，例如 BER（Base excision 

repair） 鹼基刪除修復， NER（Nucleotide excision repair） 核甘酸刪除修復，MMR

（Mismatch repair） 核甘酸錯誤配對修復，DSBR ( Double-Strand Break Repair ) 雙
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股斷裂修復，但若是沒有修復成功，便會造成細胞凋亡或是突變，進而下一步地

導致老化或是癌症。人類細胞中的 Chk2 (Checkpoint kinase 2)原先是在酵母菌遺傳

學研究中所發現對輻射(radiation)敏感而得此命名為 Rad53，當酵母菌受到外界環

境刺激讓 DNA 複製出現錯誤時，Rad53 作為訊號傳遞中樞可以透過磷酸化並同時

活化下游基因，例如 BRCA1、E2F1、p53、Cdc25 等，這些下游基因所調控之機制

包含 DNA 修復、細胞老化或細胞凋亡，以確保每次分裂後所產生之細胞是完整且

健康的。 

然而，關於 Chk2/Rad53 的完整功能到現在卻還沒有被全部釐清。目前僅知道

Rad53在酵母菌中是扮演 transducer的角色，Rad53要被活化有兩種情況，第一種

情況是 DNA 因為外界原因發生 DSB 時，會被 Tel1 (human ATM homolog)偵測到並

磷酸化發生 DSB 附近的組蛋白 H2A，H2A 被磷酸化之後會招募 adaptor 

Rad9(human 53BP1/Classpin)，Rad9 也會被 Tel1 磷酸化而形成能與 Rad53結合，此

時 Tel1 再磷酸化 Rad53 將之活化，Rad53 被活化後才繼續引發下游蛋白的活化與

功能。第二種則是發生在 DNA 複製之時，DNA 複製過程中有時會有出現錯誤的情

況，若發生複製錯誤，則會被Mec1 (human ATR homolog)發現，招募 adaptor Mrc1，

並將之磷酸化，被磷酸化的 Mrc1 能與 Rad53 結合，因此有招募的作用，Rad53 被

招募來後再被 Mec1 磷酸化，而繼續啟動下游基因表現。Rad53 能調控的基因非

常廣泛，例如在 cell cycle arrest 部分，Rad53 能透過磷酸化，抑制 Cdc5 的功能，

影響紡錘絲的形成。Rad53 也可以抑制 Exo1 的活性，Exo1 在細胞週期中的聯會互

換中扮演極重要的腳色，當 Exo1 被抑制便會影響細胞週期的進行。除此之外，

Rad53 還會影響 ATP-dependent DNA helicase Pif1 和 Rrm3 的活性對於 replication 

fork stability 非常重要。而在 transcriptional response 部分，Rad53 也會影響 Swi6

和 Nrm1 等 transcriptional factor 的活性，進而調控細胞週期中 G1/S phase 時的

基因轉錄。另外，Rad53 也能抑制 Sld3 與 Dbf4 來影響 DNA 複製的修復。 

過去研究試圖透過遺傳學和分子生物技術探討 Chk2/Rad53 下游調控的分子機制，

卻始終無法達成這個目標，因為 Chk2/Rad53 同時調控「多項」細胞中的重要機制，

因此過去所找到「單一」的下游基因無法修復或是取代其所扮演的角色。而我們
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的研究希望能開發並運用合成生物學的 PRISM技術，找出 Chk2/Rad53調控的下游

基因網絡，使我們對 DNA 複雜的修復機制有更完整的了解。 

 

四、利用 CRISPR/Cas 分析基因網絡  

許多細菌都保留有 CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat)

功能，它是細菌免疫系統的一種機制，可以記憶曾經來犯的病毒。當病毒入侵細

菌後，病毒會將自己的 DNA 留在細菌中，而細菌的 CRISPR 機制中的 Cas9 是一種

可以剪切 DNA 的蛋白質，便會剪開病毒的一小段 DNA，並以病毒的 DNA 片段當

模板，打造一條互補的 guide RNA (gRNA)，使病菌含有曾經攻擊過該細菌的病毒

的基因片段。當病毒第二次入侵，細菌便能比對新病毒 DNA 片段，如果可以互補，

表示新舊病毒相同，使細菌可以透過這些基因片段來偵測並抵抗相同病毒的攻擊，

並摧毀其 DNA。CRISPR 透過複合體中的 gRNA 序列快速地辨認目標 DNA 的其中一

股 protospacer 序列，在互補股中的 PAM 序列(protospacer adjacent motif))亦可輔

助 Cas9 的切點辨認，之後 Cas9 酵素剪輯對應的 DNA。由於此特性的便利，近

年來 CRISPR/Cas9 便成了一種基因編輯技術，使我們可以準確且有效地編輯生命

體內的部分基因。 

 

五、PRISM 基因篩選技術 

我們的實驗主要建構在 PRISM 技術上，PRISM 的原理應用來自於 CRISPR 的 off-

target 脫靶效應。在 CRISPR 編輯基因的過程，同時需要 gRNA 辨認目標 DNA 以及

Cas9 在互補股的 PAM 位置辨認結合，才可以造成 DNA 雙股的斷裂。其中 Cas9 

以 PAM-interacting (PI) domain 辨識出一段三個核甘酸的序列 PAM (NGG) (Figure 3A)，

gRNA (長度約 20bp)貼附在 PAM sequence 的另外一股上面，如果能大致吻合，便

會刺激剪切蛋白 (Cas9) 破壞這段序列。目前的研究指出 gRNA 只要部分序列 (長度
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約 12bp) 吻合便可，於是會出現剪切不精確的問題稱之為 off-target 脫靶效應，

PRISM 利用 off-target 辨認不精確的特性而達到辨認不同的序列。 

 

 

(圖 3-a):CRISPR 透過 gRNA spacer 辨認 DNA 的其中一股 protospacer，而 PAM 序列

可以輔助 Cas9 的切點辨認，剪輯互補股的 DNA，造成 DNA 的雙股斷裂。 
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(圖 3-b):原始的 Cas9 只會辨認 NGG 序列，而經過更改 PI domain 的氨基酸序列

後，本研究成功找到辨認 NAG 序列的組合，希望未來能找到認 NGC、NCT、

NAG... 等序列，甚至是 NNN 的 CRISPR 序列。 

我們將 CRISPR 和轉錄因子(transcriptional factor; TF)結合，所設計的 crisprTF 系統

不具有切割 DNA 功能但具有轉錄的功能，而 PRISM 正利用了 CRISPR 中 off-target

的特性使其可以認到多個基因，進而觀察是否有開啟到我們想要開啟的基因功能，

這樣一來便可以用來探討與重建 Chk2/Rad53調控的複雜基因網絡。目前 PRISM技

術仍有辨認基因數量與種類限制，譬如 PAM 必須為 NGG 序列，我們的研究的首

要目標便是創造新一代的 PRISM v2.x， 提高其基因篩選效率與規模。 

 

六、研究問題與目的   

我們為了提高現有 PRISM 的功能，我們的首要目標是嘗試變換 PI domain 的氨基

酸 1216~1221 及氨基酸 1333~1335，這些胺基酸是決定辨認 NGG 的重要位置，我

們將此位置各種排列組合的 DNA 序列放入酵母菌，希望能合成辨認 NGC、NCT、

和 NAG 的 CRISPR/Cas，降低基因篩選過程中 NGG 辨認的限制，最後再利用提高效

率的 PRISM v2.x 找出 Chk2/Rad53 參與的 DNA 修復機制。 

挑戰問題一：Chk2/Rad53 同時控制多種複雜的機制，因此傳統單一基因調控的分

子技術無法重建其控制的基因網絡，我們將以 PRISM 技術課克服。 

挑戰問題二： 現有 PRISM 技術受到 NGG 序列的侷限，我們將增加 PRISM 技術的

篩選能力。 
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貳、研究過程與方法 

一、實驗流程圖  

 

(圖 4):為重建 DNA 修復機制，Yeast system 中，先建構 Library，再將 Library 

Transformation，轉植於 Yeast 中，並將培養出的菌株進行 Spotting Assay，比較齊

聲長效率的高低，而 PRISM(Perturbing Regulatory Interactions by Synthetic 

Modulators)中，修改 Cas 9 的 PI domain，並將其定序，為了探討 Rad53 所調控的

基因網絡，加入 HU(Hydroxyurea)造成 DNA 損傷，探討更改成 PRISM-NAG 的系統

是否能成功開啟修復機制，挽救 DNA 損傷。 
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二、研究設備與藥品  

(一) 設備 

 

     (二) 化學藥品 
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    (三) 酵母菌菌種 

菌株 
基因型 來源 

M555 MAT a trp1-901 leu2-3, -112 ura3-52 his3-200 

gal4Δ gal80Δ LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-

ADE2met2::GAL7-lacZ 

James et al., 1996 

M517 W303 MAT a rad53-1 Cabrielse at al., 2006 

        (四) DNA 質體 

pRS416-pTetON--dCas9-VP64-gRNA- NGG 

pRS416-pTetON--dCas9-VP64-gRNA-NAG 

pRS416-pTetON--dCas9-PI-1216-AfalII/ClaI-1221-VP64-gRNA 
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(五) 核酸引子 

dCas9-Q1221-bb-F 5’-AAGGGTAATGAATTGGCTTTGCC-3’ 

dCas9-S1216-bb-R 5’-AGCCAACATTCTCTTTCTACCATTT TC-3’ 

dCas9-R1335-bb-F 5’-TACACCTCTACCAAAGAAGTTTTGGAC-3’ 

Cas9-R1333-bb-R 5’-GTCGATAGTGGTATCGAAATACTTAAAAGC-3’ 

Cas9-1216NNK1221_F2 

5’GTTTGTTCGAATTGGAAAATGGTAGAAAGAGAATGTTGGCTNNKNNKNNKNNKNNKNNKAA

GGGTAATGAATTGGCTTTGCCATCCAAGTACGTTAATTT-3’ 

PI-1333NNK1335_F 

5’GTGCTCCAGCTGCTTTTAAGTATTTCGATACCACTATCGACNNKAAGNNKTACACCTCTACCAA

AGAAGTTTTGGACGCTACTTTGATCC-3’ 

 

三、研究方法與步驟  

(一)  酵母菌的轉型作 - Yeast transformation 

我們的研究中以出芽酵母菌(Saccharomyces cerevisiae)為模式生物，利用 Lithium 

Acetate 鹼性的陰離子加上冷熱(42°heat-shock)快速地處理細胞，可使酵母菌的細

胞外殼發生變化可將 PRISM 的質體 DNA 進入細胞外並表現之。 
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(圖 5)：將欲轉型之細胞以 40ml 液態培養基培養於 30 度隔夜，隔日將細胞以

4000rpm 離心 3 分鐘，並以二次水沖洗以及離心將液態培養基去除。接著加入

1ml 0.1M Lithium acetate (LiAc)培養 30 分鐘於 30 度溫箱。配置轉型所使用

MasterMix，內含 36mL 1M LiAc、5mL 10mg/mL ssDNA、以及 240mL 50% PEG 

3350，並與 1ug/ul 之質體 DNA 以及 50ul 細胞混合，培養於 30 度之烘箱 40 分

鐘。接著用 42 度水浴槽熱休克酵母菌 20 分鐘，並將菌均勻塗在選擇性培養基

上。 

 

(二)  抽取質體 DNA - Plasmid extract  

我們利用 silica-based membrane spin column 從 E. coli 抽取質體 DNA，純化的 DNA

可直接用於酵素剪切、PCR、和定序等生物學實驗。 
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(圖 6):抽取質體 DNA 的順序為 : 蒐集完細胞後，將細胞破壞，使 DNA 離開細胞，

並把 DNA 裝在管柱中，最後得到純化的 DNA。 

 

(三)  限制酶剪切 PRISM 質體 DNA - Restriction enzyme digestion  

我們以基因編輯技術置換 PRISM 質體上 PI domain 的氨基酸序列從 1216 到 1221

成 AflII 和 ClaI 兩種限限制酶切位，以以下列酵素反應建構 PI domain library 所需

的 linear vector。 

DNA (1.25 μg/μl) 2 μl (about 2.5 μg) 

AflII 1 μl 

ClaI 1 μl 

10x cutsmart buffer 2 μl 

ddH2O 14 μl 

Total 20μl 
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(四)  聚合酶連鎖反應 - Polymerase chain reaction (PCR) 

我們也同時設計專一性的 primers(dCas9-Q1221-bb-F & dCas9-Q1221-bb-R)以下列

PCR 反應準備 PI domain library 所需的 linear vector。首先以少量的 PRISM 質體以

及 primers 升溫使其 DNA 打開，接著降溫使 primers 接到 DNA 上，最後再升溫到

酵素活性最大的溫度，使其進行 extension，將此循環重複 n 次，得到 2n 次方的 

DNA。 

DNA (50μg/μl) primer (25μM) 2x Phusion 

master mix 

ddH2O Total 

1 μl 1 μl 10 μl 8 μl 20 μl 

98 ℃ 98 ℃ 60 ℃ 72 ℃ 72 ℃ 4 ℃ 

1 min 30 sec 30 sec 18 min 18 min ∞ 

 35 cycles   

 

(五)  酵母菌株 DNA 複製 - Colony PCR 

我們得到有高效率的 PRISM v2.x 後，我們必須將其 PI domain 的 DNA 以 PCR 反應 

獲得足夠的 DNA 以做定序。 
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94 ℃ 94 ℃ 55℃ 72 ℃ 72 ℃ 4 ℃ 

3min 5 sec 1min  1 min 2 min ∞ 

 35 cycles   

(六)  酵母菌的生長定量分析- Spotting assays 

逐步稀釋培養的菌種，在每次稀釋中樣品及溶劑的比例相同，可產生呈幾何級數

的稀釋濃度，再讓酵母菌點在不同的培養皿上生長，其目的在於測試與比較不同

酵母菌株的生長性狀 。 
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(圖 7):Spotting assays 流程圖, 首先，由培養中塞選好的菌株培養 overnight，並離

心，其次，用水使其沖洗後，將混合後的液體移至含有 96 格的 plate 中，並取出

第一列 20μl 的混合液放到第二列中，立刻 pipetting 五次，避免菌株沉積於底

部，而第三列到第六列依此類推，進行序列稀釋，最後，將 spotter 以酒精消毒

後，放入 96 格的 plate 中，取出並蓋在培養皿(-Ura/-Ura-His/-Ura-His+1ml 3AT)

上。 

 

(七)  酵母菌生長的培養基 - Synthetic complete medium (SCM) 

酵母菌之選擇性培養基，可依照 plasmid 所帶有的 selection marker 而調整胺基酸

種類。添加 0.67% Bacto-yeast nitrogen base ，2% glucose 以及各種酵母菌之必須氨

基酸，若要配置固體培養基，則再加入 2% Agar。經過高壓及高溫 121度以上滅菌

後，此時待冷卻至 55 度左右時，方可加入所需氨基酸與藥品（如 3-AT, HU, 

Dox 等）。 
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參、研究結果與討論 

一、設計新一代的基因組篩選平台 PRISM v2.x 

由於先前的 PRISM1.0 的技術在辨認 PAM 時有的 NGG 序列限制，因此我們希望能藉由

更改 PI domain 的序列使 crisprTF 辨認其他 15 種 的 PAM 序列(NNN)。本實驗中，我們

將 Cas9 上的內切酶的功能移除(D10A & H841A)形成 dCas9 (dead Cas9)，其只具有 DNA 

binding 的能力，但無法剪切 DNA。此外並接上 VP64 轉錄因子的 activation domain，

dCas9與 VP64兩者相輔形成的合成轉錄因子能啟動或抑制下游基因的表現，我們稱作

CRISPR transcription factors ( crisprTF )。（圖 8） 

 

為了使 crisprTF 能辨認到其他 PAM sequence，其中我們將 dCas9 辨認 PAM 序列的 PI-

domain ( 1200-1368 ) 中重要位置 1216-1221 的氨基酸序列做系統性的更換，我們其稱

為 PI domain library，為後續實驗所稱的 “insert”。並將原先建構的 PRISM 質體分別利

用 PCR 或 Avrll 與 Clal 酵素切成 linear DNA，此為實驗用之” vector”擁有合成 Uracil(Ura) 

的基因片段以及 crisprTF 的基因片段，我們將 insert 與 vector 送入酵母菌細胞連接為

環狀的 PRISM 質體進行表現。（圖 9） 

 

在質體上也包含本次實驗使用的 gRNA-NGG 或 gRNA-NAG，此兩種 gRNAs 皆可以辨認

參與必需胺基酸 Histidine(His)合成基因的 promoter，但現有的 crisprTF只能藉由 gRNA-

NGG 去辨認 PAM-NGG，進而啟動 HIS3 基因的表現產生 histidine，當酵母菌再沒有

histidine(His)的培養基時仍可以生長。反之，crisprTF 則無法藉由 gRNA-NAG 去啟動

HIS3 基因，因此無法再 SCM-Ura-His 的培養基上生長。我們的實驗目的是希望藉由改

變 PI domain 讓 crisprTF 能利用 gRNA-NAG 啟動 HIS3 基因的表現，最後能再 SCM-Ura-

His 的培養基上生長。（圖 10） 
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(圖 8)由 crispr/cas9 發展出 Crispr-TF(PRISM)的技術  

 

 

(圖 9): vector: dCas9、Ura3、gRNA-NAG、Amp 

           insert: 18 個含氮鹼基的隨機序列 
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(圖 10):New PI domain 和 NAG 辨認的示意圖 

 

實驗結果一：PRISM 質體的準備與測試 

 

(圖 11-a): vector :Ura+CRISPR-TF* 及 insert: 新的 PI-domain 胺基酸位置 1216-1221 的各

種隨機排列組合(random library)。 
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(圖 11-b): 跑膠確認 circular vector 大小為 10Kb、8Kb，以限制酶 AvrII 及 ClaI 處理後的

linear vector 大小為 10Kb。 

實驗結果二：建構與篩選 PI domain library  

為了測試是否成功建立 random library，將酵母菌放在沒有 Ura 的培養皿上，而在上

一步驟，已把含有合成 Ura 基因的質體 transform 進酵母菌中，若成功獲得質體，便

能在沒有 Ura 的培養基中長出菌落。 

A 組:circular vector 

 

 
 
將含有合成 Ura 的質體送進酵母菌 

質體有順利送進細胞，長出菌落約為 

500-1000 個。 

B 組: linear vector+insert 

將用酵素切出的 vector(含有合成 Ura 的

基因)與 1216-1221 胺基酸隨機序列的

insert 送進酵母菌 

 
由於質體有送進去酵母菌，insert 及 

vector 也有成功連接，長出的菌落約為 

100 個菌落。 
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C 組: linear vector 

將用酵素切出的 vector(linear DNA)送進酵

母菌 

 

 
此時有 self-ligation 的可能性，長出的菌

落為 background，約為 10 個菌落。 

D 組: Negative control 

沒有將質體送進酵母菌 

 

 
沒有 Ura 基因，無法生長出菌落，代表

過程中沒有受到汙染。 

 

 A 組 B 組 C 組 D 組 

insert - + - - 

vector +(circular) +(linear) +(linear) - 

colony 

-Ura 

+ + + - 
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(圖 12): A 組送進 circular DNA，長出 500-1000 個菌落。B 組送進 insert 與 vector，長

出約 100 個菌落。C 組送進 linear DNA，長出約為 10 個菌落。D 組沒有質體，無碼長

出菌落。 

實驗結果三：驗證篩選出的 crisprTF 與 gRNA-NAG 

在上一步驟中 -Ura -His 培養基中存活的酵母菌中，挑出五個做生存效率分析。從建立

的 library 中挑出可存活的 candidates，以 1:10 序列稀釋的方式分析 5 個 candidate 生

長的效率差異，每種菌塗 2 種培養盤，在 SCM-Ura 培養盤中，所有的酵母菌皆可存

活(total cell)。在 SCM-Ura-His 培養盤中，序列稀釋的酵母菌的存活將因為有差異的結

合效能而有所不同(detection)由此結果中挑出生長最好的酵母菌，抽出質體 DNA 後做

定序。 

 

(圖 13): 1 組與 2 組分別為 positive 與 negative control，其後 3 到 7 組將會挑效率較高

的定序 

1 組 gRNA-NGG positive:  

Wild type-Cas9: PRISM v1 

dCas9 與 gRNA-NGG 共同辨認 PAM 序

列-NGG，轉錄下游基因產生 His。 

2 組 gRNA-NAG negative:  dCas9 辨認 NGG 而 gRNA-NAG 辨認
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Wild type-Cas9: PRISM v1 NAG，無法共同辨認 PAM 序列-NGG 或

是 NAG。 

3 組 gRNA-NAG New-PI: PRISM v2.1 更改過 PI-domain 後，能與 gRNA-NAG

有效辨認到 NAG，轉錄下游基因 His。 

4 組 gRNA-NAG New-PI: PRISM v2.2 更改過 PI-domain 後，能與 gRNA-NAG

有效辨認到 NAG，轉錄下游基因 His。 

5 組 gRNA-NAG New-PI: PRISM v2.3 更改過 PI-domain 後，能與 gRNA-NAG

有效辨認到 NAG，轉錄下游基因 His。 

6 組 gRNA-NAG New-PI: PRISM v2.4 更改過 PI-domain 後，無法與 gRNA-

NAG 有效辨認到 NAG，轉錄下游基因

His。 

7 組 gRNA-NAG New-PI: PRISM v2.5 更改過 PI-domain 後，能與 gRNA-NAG

有效辨認到 NAG，轉錄下游基因 His。 

 

實驗結果四：Sanger 定序結果 

Spotting 的結果中挑出存活效率佳的酵母菌，經過 DNA 萃取定序後，我們可以看

到 dcas9 在位於 PAM 互動區的 PI domain  胺基酸 1216-1221 經過更改後的序列為 : 

KIFLLY，此改變能結合在 NAG 序列的 PAM 上。圖 14-a 是未經改過 dCas9 的 1216-

1221 的氨基酸序列，圖 14-b 為改過的 18 的含氮鹼基序列及其對應的 6 個胺基酸

序列 : KIFLLY。而我們的下個步驟便是去探討此序列如何與 NAG 結合並檢驗使否

此經過修改的變體能確實有效率的結合在互補股中的 PAM 序列- NAG。 
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(圖 14):酵母菌 DNA 定序結果與對應胺基酸的改變 

(圖 14-a):為原始 Cas9 的胺基酸 1216-1221 序列: SAGELQ 

(圖 14-b): 為改過 dCas9 的胺基酸 1216-1221 序列: KIFLLY 
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實驗結果五：利用 PyMol 進行結構分析 

SAGELQ x NGG SAGELQ x NAG 

(a)NGG 

 

(b)NAG 

(c)NGG

 

(d)NAG 
 

KIFLLY x NGG KIFLLY x NAG 
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(e)NGG (f)NAG 

(g)NGG (h)NAG 

 

PyMol 演示了不同 PI 結構與 PAM sequence 的 interaction。 PI 1216-1221 wild type 

SAGELQ 與 NAG 和 NGG 上的 A 和 G 都有較好的結合；而從突變過後的 PI 1216-1221 

KIFFLY 與 PAM sequence 的圖中可以看到 1221 號的 tyrosine 和 1216 號的 lysine 還是

與 A 或 G closely interact。 
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原本的 PI 和改過的 PI 與對應辨認序列的互動 

(圖 15-abcd):(a)是 NGG 中 2 號位置 G 的鍵結圖，(c)是 NGG 中 3 號位置 G 的鍵結圖，

顯示 WT-SAGELQ，可辨認 NGG，形成鍵結，而(b)顯示 WT-SAGELQ 無法與 NAG 中的 A

形成鍵結，(d)是 NAG 中 G 的鍵結圖，因此，WT-SAGELQ 可辨認 NGG，無法辨認

NAG。 

(圖 15-efgh):(e)是 NGG 中 2 號位置的 G，無法形成鍵結，(g)是 NGG 中 3 號位置 G 的

鍵結圖，顯示更改成 KIFLLY 的 PI domain 無法辨認 NGG，(f)是 NAG 中 A 的鍵結圖，

(h)是 NGG 中 3 號位置 G 的鍵結圖，顯示更改成 KIFLLY 的 PI domain 可以辨認 NAG。

因此，更改成 KIFLLY 的 PI domain 可以辨認 NAG，無法辨認 NGG。 

 

二、利用 PRISM v2.x 重建 Rad53 參與 DNA 修復的基因網絡 

我們用化學試劑Hydroxyurea(HU)模擬細胞在複製過程中產生的DNA損傷，帶有Rad53

突變的酵母菌株(M517 rad53)因為無法啟動 checkpoint signaling的機制，因此無法在加

有 HU 的培養基(SCM+HU)生長，我將 PRISM v2.x 的質體在此菌株中表現，並成功挑選

出多株能在加有 HU 的培養基上生長，說明 PRISM v2.x 成功取代並重組 Rad53 參與的

調控網絡，將來我們將進一步利用 ChIP-seq (chromatin immunoprecipitation)與 RNA-seq 

(RNA expression profiling)等技術驗證此基因網絡。 

 

 

 

 

 



 

28 

實驗結果六：修復 Hydroxyurea(HU)造成的 DNA 損傷 

 

     A 組 

       B 組 

     C 組 

     D 組 

 

(圖 16): A 組放入 mutated rad53 的酵母菌，在 HU 中無法存活。B 組放入的酵母菌擁

有完整功能的 rad53，在 HU 中存活。C 組放入 mutated rad53 與 PRISM v1，在 HU 中

無法存活。D 組放入 mutated rad53 與 PRISM v2.1，在 HU 中存活。 

A 組 mutated 
rad53 

含有合成

Ura 的

vector 

將酵母菌的 rad53 突變而使其不具調控 DNA 

repair 的功能，並加入 HU 阻礙 DNA 的合成，造

成 DNA damage，而無法存活 

B 組 rad53 含有合成

Ura 的

vector 

放入擁有功能良好 rad53 的酵母菌，便能使 rad53

在 DNA damage 的情況下調控 DNA repair，並在

有 HU 的情況下存活下來。 

C 組 mutated 
rad53 

PRISM v1 
將酵母菌的 rad53 突變，並加入 HU 以及 wild type 

CRISPR-TF，由於 PAM 的限制，只能認到 NGG，

沒有完整取代 rad53 調控下游基因的功能，無法

擁有完整的 DNA repair，造成 DNA damage 
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D 組 mutated 
rad53 

PRISM v2.1 將酵母菌的 rad53 突變，並加入 HU 、 wild type/ 

mutated CRISPR-TF 以及 sgRNA library，由於降低

了 PAM 的限制，若能完整取代 rad53 調控下游基

因的功能，擁有完整的 DNA repair，便能使酵母

菌進行 DNA repair 並在有 HU 的情況下存活下

來。 

 

Future works：探討 Rad53 所調控的基因網絡 

 

(圖 17):利用 RNA-seq、ChIP-seq 等技術分析 RAD53 與 rad53+PRISM 裡面基因表現的差

異，期待找出完整的 DNA 修復網絡基因組合。  
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肆、結論與應用 

一 、我們的研究和實驗主要是為了探討造成人類複雜疾病的基因網絡，特別是要

找出參與 DNA 修復的基因調控，但是，由於 DNA 修復的機制過於複雜，已知

參與 DNA 修復的基因已有數百多個，就目前的技術來找出完整的基因組合的

效率不夠高也極為費時，所以我們運用 "PRISM" 的技術來準確且高效率地找出

複雜網絡中的基因組合。 

二、由於現行的 CRISPR/Cas 和 PRISM 技術接受到 的 PAM 序列的限制，必須先辨

認到 NGG，以往的嘗試中 PRISM 僅能找出基因網絡中近一百多個基因，在此研

究中我們嘗試讓 CRISPR/Cas 和 PRISM 能辨識到 NGG 之外的序列，我們以 NAG

為例開發出新一代的基因網絡篩選平台名為 PRISM v2.x，將來我們將可以此策

略讓 PRISM 辨識其他不同的 PAM 序列，此技術將能擴大基因篩選的範圍至數

千個，將有利於探討複雜基因網絡影響的疾病機制。 

三、因為酵母菌與人類基因體大多數的基因擁有同源的特性，我們利用酵母菌做

為實驗的生物模式，其中人類的 Chk2 和酵母菌的 Rad53 在 checkpoint signaling

中扮演極為重要的角色，我們在 HU 的實驗中成功以 PRISM v2.x 恢復 Rad53 缺

失所造成的細胞死亡，將來我們仍需要將這項發現在高等生物模式中驗證是否

也能修復 Chk2 調控的基因網絡。 

四、最後， DNA 修復的缺失會造成細胞老化、死亡或是變成癌細胞，透過找出正

確的基因網絡並予以調控便能有效解決人類的老化和癌症相關，將來我們也期

望我們的 PRISM v2.x 技術能應用於其他複雜疾病領域比如腫瘤或癌症的研究。 
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【評語】080007 

本研究利用合成生物學技術開發的創新基因組篩檢平台

PRISM(v2.0)，採用合成轉錄因子(crispr-TF)辨認 DNA但不進行

剪切，透過修改 CRISPR/Cas的 PAM-interacting (PI) domain序

列打破其辨認限制，由原本 NGG序列變成可以結合 NAG的序

列，提升 crispr-TF在高通量基因組的篩選能力，期待未來可以做

出辨認NNN序列，以此技術初步成功建構 Chk2/Rad53所參與

的基因網絡，讓失去 Chk2/Rad53功能的酵母菌能在 DNA損傷

的情況生存。 

建議： 

1. 將 PRISM v2.x的質體在此菌株中表現，並成功挑選出多株能

在加有HU的培養基上生長，說明 PRISM v2.x 成功取代並

重組 Rad53參與的調控網絡，但如何知道是 Chk2/Rad53調

控的下游基因組？ 

2. Chk2/Rad53調控的下游基因組及辯認 NAG的關係如何？應

該要提供 preliminary data。 

3. 目前只把工具建立，但此工具的建立概念已有相關報告，雖

然改造 PI domain 1216-1221的胺基酸序列：KIFLLY可以辨

認NAG，無法辨認 NGG應該是新的發現。 
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