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บทคดัย่อ 
 แบคทีเรียมีกลไกที่ใช้ส าหรับป้องกนัตวัเองจากการบกุรุกของสารพนัธุกรรมแปลกปลอม เช่น แบคเทอริโอฟาจ 
และพลาสมิด กลไกที่ส าคญัอย่างหนึ่งคือ ระบบ Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats และ
โปรตีน Cas (CRISPR-Cas system) ซึ่งการท างานของระบบ CRISPR-Cas เปรียบได้กับระบบภูมิคุ้ มกันแบบจ าเพาะ   
ของแบคทีเรีย กลไกการท างานคือแบคทีเรียสามารถน าเอาชิน้สว่นของสารพนัธุกรรมของแบคเทอริโอฟาจ หรือพลาสมิด   
ที่บุกรุกเซลล์เข้าสู่โครโมโซมของตวัเอง ในบริเวณของ CRISPR ท าให้แบคทีเรียนัน้สามารถจดจ าแบคเทอริโอฟาจหรือ 
พลาสมิดที่เคยบกุรุกเข้ามาได้ ดงันัน้เมื่อแบคเทอริโอฟาจหรือพลาสมิดชนิดเดิมบกุรุกกลบัเข้ามาอีกในครัง้ตอ่ไป แบคทีเรีย
จะสร้าง RNA ที่เรียกวา่ CRISPR–RNA หรือ crRNA ซึง่มีความจ าเพาะกบัแบคเทอริโอฟาจ หรือพลาสมิดนัน้ และ crRNA 
ที่สร้างขึน้จะท างานร่วมกับโปรตีน Cas ในการท าลายสารพนัธุกรรมของแบคเทอริโอฟาจ หรือพลาสมิดนัน้ ๆ ปัจจุบัน
ความรู้เร่ืองระบบ CRISPR-Cas ได้น าไปประยกุต์ใช้ในงานด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ และเทคโนโลยีชีวภาพ เช่น การ
พฒันา CRISPR เพื่อใช้เป็นโมเลกุลเคร่ืองหมายส าหรับการศึกษาทางระบาดวิทยาของแบคทีเรียก่อโรค การพฒันาสาย
พนัธุ์แบคทีเรียที่สามารถทนตอ่การบกุรุกของแบคเทอริโอฟาจและการใช้เป็นเคร่ืองมือส าหรับการแก้ไขปรับปรุงพนัธุกรรม
ระดบัจีโนมในสตัว์และพืช  
 
 ค าส าคญั : CRISPR     ยีน Cas     ภมูิคุ้มกนัของแบคทีเรีย   
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Abstract 
 Bacteria have a defense mechanism to protect themselves from invading bacteriophage or plasmid. 
The importance mechanism is the Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, and Cas 
protein (CRISPR-Cas system), which working as specific immune system of bacterial cell. The mechanism 
involved with the ability to incorporate bacteriophage or plasmid DNA into bacterial chromosome, which act 
as a memory card of bacteria to recognize of previously invaded bacteriophage or plasmid. Therefore, when 
the bacterial cell are invaded again by the previously known bacteriophage or plasmid that will activates the 
CRISPR and Cas system to create a small interference RNA called “crRNA”. This crRNA are worked together 
with Cas protein to destroy the bacteriophage and plasmid DNA. Nowadays, the knowledge of the fascinating 
CRISPR-Cas system have applied to biomedical and biotechnology. For example, developing as a molecular 
marker for epidemiological study of pathogenic bacteria, constructing the bacterial strains that resistant to 
bacteriophage infection, and using as a tool for genome engineering in animal and plant.  
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บทน ำ 

สิ่งมีชีวิตทุกชนิดล้วนมีศัตรูตามธรรมชาติ ในแบคทีเรียก็เช่นกัน ศัตรูตามธรรมชาติของแบคทีเรีย  ก็คือ             
แบคเทอริโอฟาจ หรือ “ฟาจ” ซึง่เป็นไวรัสชนิดหนึง่ มีความหลากหลายของชนิดและสายพนัธุ์ที่สงูมากพบได้ในสิง่แวดล้อม              
ที่หลากหลาย เมื่อฟาจบุกรุกเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย ฟาจจะเพิ่มจ านวนมากขึน้โดยอาศยักลไกภายในของเซลล์แบคทีเรีย             
เพื่อสร้างองค์ประกอบต่าง ๆ ของฟาจ และท าลายแบคทีเรียให้เซลล์แตกสลายไป อย่างไรก็ตามแบคทีเรียก็มีกลไก               
ที่สามารถป้องกนัตวัเองจากฟาจ และสารพนัธุกรรมแปลกปลอมที่บกุรุกเข้ามา เช่นการเปลี่ยนแปลงโมเลกุลที่เป็นตวัรับ 
(receptor) บนผิวเซลล์ ป้องกันการยึดเกาะของฟาจ และฉีดสารพันธุกรรมเข้าสู่เซลล์ อีกกลไกหนึ่งซึ่งเป็นที่รู้จักดี คือ
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction endonuclease enzymes) ซึ่งจะตดัท าลาย DNA แปลกปลอมที่บกุรุกเข้าสูเ่ซลล์ ในขณะ
ที่แบคทีเรียจะป้องกัน DNA ของตนเองจากเอนไซม์ตัดจ าเพาะด้วยการดัดแปลงโมเลกุลของ DNA ตัวเองโดยเติม                  
หมู่ methyl ไปที่ต าแหน่งจ าเพาะที่เอนไซม์ตัด เรียกกระบวนการนีว้่า methylation (Pingoud et al., 2005) กลไกนี ้
เปรียบเสมือนเป็นระบบภูมิคุ้มกนัที่มีมาแต่ก าเนิด (innate immune system) ที่พบได้ในสตัว์มีกระดกูสนัหลงัทัว่ไป และ
เมื่อเร็ว ๆ นี  ้มีการค้นพบกลไกอีกรูปแบบหนี่ง คือ Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 
(CRISPR)  

CRISPR มีรายงานครัง้แรกในเชือ้ E.coli ในปี  1987 (Ishino et al., 1987) การศึกษาต่อมาพบว่าบริเวณ
ดังกล่าวเก่ียวข้องกับกระบวนการป้องกันตัวเองของแบคทีเรีย โดยเปรียบได้กับภูมิคุ้ มกันแบบจ าเพาะ (specific or 
adaptive immune system) ที่พบในสตัว์ชัน้สงู CRISPR เป็นต าแหน่งของนิวคลีโอไทด์ที่จัดเรียงตัวแบบพิเศษแบ่งเป็น
สองบริเวณ โดยบริเวณแรกเป็นนิวคลีโอไทด์ที่มีขนาดสัน้ ๆ เป็นบริเวณอนุรักษ์  (conserve) ที่มีการเรียงตัวซ า้ ๆ กัน 
เรียกวา่ direct repeat และพบวา่ล าดบันิวคลโีอไทด์ของ direct repeat นัน้มีลกัษณะเป็น palindrome ท าให้สาย RNA ที่
ถอดรหัสจากบริเวณของ direct repeat นัน้สามารถจับกันเองเป็นโครงสร้างทุติยภูมิในลกัษณะของ hairpin loop ได้ 
บริเวณที่สองเป็นนิวคลีโอไทด์ที่มีความหลากหลาย (variable) ไม่ซ า้กัน เรียกว่า spacer โดย spacer มีขนาดประมาณ 
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24-28 คู่เบส จะแทรกตวัอยู่ระหว่าง direct repeat มีลกัษณะดงันี ้คือ repeat—spacer—repeat (ภาพที่ 1) พบว่าสว่น         
ที่เป็น spacer มีล าดบันิวคลโีอไทด์เหมือนกนักบัล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของฟาจ และ พลาสมิดบางชนิดที่แบคทีเรีย
นัน้เคยได้รับหรือถูกบุกรุกมาก่อน (Bolotin et al., 2005; Godde & Bickerton, 2006) และพบว่าแบคทีเรียมีกลไก             
ที่น าเอาชิน้สว่น DNA บางสว่นของฟาจหรือ พลาสมิดเข้าไปแทรกอยู่ในบริเวณ direct repeat โดยชิน้สว่น DNA ที่น าเข้า
ไปเปรียบได้กบัเป็นหน่วยความจ า (memory card) ที่แบคทีเรียใช้จดจ าชนิดของฟาจที่เคยบุกรุกเข้ามา เมื่อมีการบกุรุก
ของฟาจหรือได้รับพลาสมิดชนิดเดิมกลับเข้ามา กลไกของ CRISPR จะสร้าง CRISPR–RNA (crRNA) ออกมาและ               
ไปท าลายฟาจหรือ พลาสมิดนัน้อย่างจ าเพาะ ซึ่งกลไกลดงักลา่วคล้ายกบั RNAi ที่พบใน eukaryotic cells (Wiedenheft 
et al., 2012)  

ความรู้เร่ือง CRISPR นบัว่ายงัคงเป็นเร่ืองที่ค่อนข้างใหม่ นักวิทยาศาสตร์มีความเข้าใจกลไกการท างานของ 
CRISPR ได้ไม่นานนัก ปัจจุบัน CRISPR เป็นประเด็นหนึ่งที่นักวิทยาศาสตร์จ านวนมากให้ความสนใจศึกษา                 
เพื่อท่ีจะเข้าใจกลไกการท างานให้มากขึน้และหาแนวทางการประยกุต์ใช้ประโยชน์จาก CRISPR ในบทความนีไ้ด้รวบรวม
ความรู้พืน้ฐานในเร่ืองดังกล่าว  และแนวทางการวิจัยรวมถึงน าไปประยุกต์ใช้ เพื่อเป็นแนวทางส าหรับผู้ สนใจ                    
ได้ศกึษาตอ่ไป 

   
กำรค้นพบ CRISPR และสมมุติฐำนหน้ำที่ของ CRISPR 
 CRISPR มีรายงานครัง้แรกโดย Nakata และคณะ ในปี 1987 ได้ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน iap             
ซึ่งเป็นยีนควบคุมการสร้างเอนไซม์ alkaline phosphatase พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนมีลกัษณะการจัดเรียงตวั
แบบพิเศษอยู่ที่บริเวณด้านข้าง (flanking region) ไปทางด้านปลาย 3’ ของยีน iap โดยพบว่าบริเวณดงักล่าวมีล าดับ            
นิวคลีโอไทด์ที่เป็นบริเวณอนุรักษ์ขนาดประมาณ 29 นิวคลีโอไทด์จัดเรียงตัวตัวแบบ direct repeat สลบักับบริเวณ                
ที่มีความหลากหลายประมาณ 32 นิวคลโีอไทด์ โดยมีการเรียงตวัในแบบดงักลา่วสลบักนัประมาณ 5 ชดุ แตย่งัไมท่ราบวา่
ล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวท าหน้าที่อย่างไร (Ishino et al., 1987) หลังจากนัน้ก็มีรายงานการค้นพบบริเวณ DNA               
ทีมีลกัษณะดงักลา่วในเชือ้แบคทีเรียและอาร์เคีย (archaea) อื่น ๆ อีกเป็นจ านวนมาก (Hermans et al., 1991; Groenen 
et al., 1993; Bult et al., 1996; Horvath et al., 2008)  
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ภาพที่ 1 ลักษณะการจัดเรียงตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Cas gene และ CRISPR; บริเวณของ CRISPR 
ประกอบด้วยนิวคลโีอไทด์สองสว่นคือ direct repeat และ spacer โดยสว่น CRISPR จะถกูถอดรหสัเป็น pre-crRNA และ
จะถกูตดัด้วยโปรตีน Cas เพื่อให้ได้เป็น crRNA    
 
  การทดลองที่สนบัสนนุสมมตุิฐานท่ีวา่ CRISPR อาจเก่ียวข้องกบัการจดจ า และป้องกนัการบกุรุกของฟาจนัน้ 
มาจากรายงานการศกึษาโดย 3 ทีมวิจยัที่ไมม่ีความเก่ียวข้องกนั แตร่ายงานผลการศกึษาที่มีความสอดคล้องกนั คือพบวา่
ล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ spacer ที่แทรกอยูร่ะหว่าง direct repeat นัน้มีสว่นที่คล้ายกบันิวคลโีอไทด์บางสว่นในฟาจ
หรือพลาสมิดบางชนิด (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005) นอกจากนีร้ายงานการศึกษา
ในเชือ้ Streptococcus thermophilus พบว่าความไวของแบคทีเรียต่อการถูกฟาจบุกรุกนัน้สัมพันธ์กับจ านวนซ า้                
ของ spacer ที่พบใน CRISPR โดยเชือ้ที่มีจ านวนซ า้ของ spacer น้อยจะมีแนวโน้มที่จะถูกฟาจบุกรุกได้ง่ายกว่าเชือ้            
ที่ตรวจพบว่ามีจ านวนซ า้ของ spacer มากกว่า (Bolotin et al., 2005) การทดลองที่สนับสนุนสมมุติฐานอีกเร่ืองหนึ่ง              
คือการศึกษาในเชือ้ Staphylococcus epidermidis พบว่าบริเวณของ spacer ของเชือ้ S. epidermidis บางสายพันธุ์            
มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกับบางส่วนของยีน nickase (nes) ที่อยู่ในคอนจูเกทีพพลาสมิด (conjugative plasmid)            
ในเชือ้ S. epidermidis การทดลองนัน้พบว่าหากเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณของยีน nickase ที่พบ               
บนพลาสมิดและน ากลบัเข้าใปใส่ในเชือ้ S. epidermidis ทัง้สายพันธุ์ที่มีและไม่ spacer ต่อยีน nickase ผลปรากฏว่า       
พลาสมิดที่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน nickase สามารถเข้าสู่เชือ้ S. epidermidis ทัง้สายพันธุ์ที่มี           
และไม่ spacer ต่อยีน nickase ได้ ในขณะที่พลาสมิดที่มียีน nickase ปกติจะไม่สามารถเข้าสู่เชือ้ S. epidermidis            
ที่มี spacer ต่อยีน nickase ได้ แต่จะเข้าสู่ S. epidermidis สายพันธุ์ที่ไม่มี CRISPR ได้เป็นปกติ ซึ่งพิสูจน์ให้เห็นว่า 
spacer ที่พบนัน้จดจ าล าดบันิวคลโีอไทด์ของพลาสมิด และเก่ียวข้องกบัการป้องกนัการบกุรุกของพลาสมิด (Marraffini & 
Sontheimer, 2008) การศึกษาในรายงานอื่น ๆ ก็มีผลที่สอดคล้องกัน เช่นกรณีศึกษาในเชือ้ S. pyogenes ซึ่งเป็น
แบคทีเรียที่มีระดับความรุนแรงของการก่อโรคแตกต่างกัน โดยคุณสมบัติการก่อโรคนัน้ขึน้อยู่กับการได้รับยีนก่อโรค 
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(virulence genes) จากฟาจ โดยฟาจจะสอดแทรก DNA ของตวัเองเข้าสู่โครโมโซมของแบคทีเรีย  และพบว่า CRISPR 
สามารถจ ากดัการแทรก DNA ของฟาจเข้าสูโ่ครโมโซมของแบคทีเรียได้ ซึ่งในการศึกษานัน้ได้ตัง้ข้อสนันิษฐานไว้วา่ ข้อมลู
ในส่วน spacer ที่มีอยู่อย่างจ ากัดหรือแตกต่างกันอาจจะเก่ียวข้องกับการก่อโรคที่แตกต่างกันในเชือ้  S. pyogenes 
(Nozawa et al., 2011) และเช่นเดียวกันกับการศึกษาในเชือ้ S. thermophilus ซึ่งพบว่าเชือ้ที่สามารถน าชิน้ส่วนของ 
พลาสมิดที่มียีนดือ้ยาเข้าสู่ CRISPR จะมีความสามารถท าลายพลาสมิดชนิดเดียวกันที่อยู่ภายในเซลล์ได้ (Garneau           
et al., 2010) จากผลการศึกษาในหลาย ๆ รายงาน และในแบคทีเรียที่แตกต่างกันให้ผลที่สอดคล้องกัน ท าให้
นกัวิทยาศาสตร์มีความเข้าใจบทบาทหน้าที่ของ CRISPR มากขึน้และน าไปสู่ข้อสรุปว่า CRISPR มีความเก่ียวข้องกับ
ระบบการป้องกนัการบกุรุกของสารพนัธุกรรมแปลกปลอม  
 
กลไกกำรท ำงำนของ CRISPR 

กระบวนการท างานของ CRISPR นัน้แบ่งออกได้เป็น 3 ขัน้ตอน ขัน้ตอนแรกเรียกว่า “adaptation” หรือ 
“immunization” เป็นกระบวนการน าชิน้ส่วน DNA ของฟาจหรือพลาสมิดเข้าสู่ในบริเวณ CRISPR กระบวนการนีอ้าศยั
โปรตีน Cas 1 และ 2 โดยโปรตีน Cas จะเป็นตัวรับรู้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ าเพาะของฟาจ เรียกว่า Protospacer 
Associated Motif (PAM) ซึ่งอยู่ใกล้กับบริเวณ protospacer ที่จะถูกตัดและน าเข้าไปต่อใน CRISPR ทางด้านปลาย           
ของ  leader เสมอ (ภาพที่ 1) ดงันัน้ล าดบัของ spacer ที่พบจึงสามารถบ่งบอกถึงล าดบัก่อนหลงัของการได้รับ spacer 
นัน้ได้ ขัน้ตอนที่สอง คือ  “CRISPR expression” เป็นการแสดงออกของ  CRISPR โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ทัง้หมด              
ของ CRISPR จะถูกถอดรหัส (transcription) เป็น RNA เรียกว่า pre-crRNA จากนัน้ pre-crRNA จะถูกโปรตีน Cas             
บางตวัที่มีคณุสมบตัิเป็นเอนไซม์ endoribonucleases ที่จ าเพาะตดัให้เป็น small CRISPR RNA เรียกวา่ crRNA ซึ่งสว่น 
crRNA จะเป็นบริเวณ spacer ที่มีความจ าเพาะกับ DNA ของฟาจ crRNA จับกับโปรตีน Cas และน าพาโปรตีน Cas             
เข้าไปจับกับ DNA ของฟาจ และตัดท าลายสาย DNA ของฟาจนัน้ เรียกขัน้ตอนสุดท้ายนีว้่า “CRISPR interference” 
เนื่องจาก crRNA ท าหน้าที่เป็น silencing RNA จึงเรียกอีกช่ือหนึง่วา่ prokaryotic silencing RNA (psiRNA) 

 
ควำมหลำกหลำยและหน้ำที่ของระบบ CRISPR-Cas 
               แบคทีเรียแตล่ะจีนสั และสปีชีส์ จะมีจะมีจ านวน direct repeat ที่แตกตา่งกนั และมีความยาวของนิวคลโีอไทด์
แตกต่างกันตัง้แต่ 24-47 คู่เบส (Grissa et al., 2007) ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ direct repeat ที่พบในแบคทีเรียสปีชีส์
เดียวกนัสว่นใหญ่จะมลี าดบันิวคลโีอไทด์ที่เหมือนกนัทัง้จ านวนคูเ่บสและล าดบันิวคลโีอไทด์ ในขณะที่แบคทีเรียตา่งสปีชีส์ 
อาจจะพบล าดบันิวคลโีอไทด์ของ direct repeat แตกตา่งกนัได้ มีรายงานการศกึษาซึง่ได้วิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของ 
direct repeat ในแบคทีเรียจ านวน 195 ชนิด พบว่า direct repeat นัน้สามารถแบ่งออกได้อย่างน้อย 12 กลุม่ ตามความ
เหมือนกนั (homology) ของล าดบันิวคลีโอไทด์ โดย direct repeat ทัง้ 12 กลุม่นัน้มีทัง้กลุม่ที่มีลกัษณะของ palindrome 
และไมเ่ป็น palindrome (Kunin et al., 2007) เช่นเดียวกบั direct repeat บริเวณ spacer ก็มีความแตกตา่งกนัทัง้จ านวน
และล าดบันิวคลีโอไทด์ ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ spacer ที่พบในแบคทีเรียจีนสั และสปีชีส์ต่าง ๆ จ านวน 
67 เชือ้ พบวา่มีจ านวน spacer รวมกนัมากกวา่ 4,000 spacer เมื่อวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของ spacer นัน้กบัล าดบั
นิวคลีโอไทด์จากฟาจ และพลาสมิดที่มีในฐานข้อมูลของ GenBank พบว่ามีเพียงร้อยละ 2 ของ spacer เท่านัน้ที่ล าดบั   
นิวคลีโอไทด์มีความคล้ายกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของฟาจ และพลาสมิดที่สืบค้นได้จากฐานข้อมูล GenBank ในขณะที่ 
spacer ส่วนที่เหลือนัน้ไม่มีความคล้ายกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของฟาจและพลาสมิดใด ๆ ที่สืบค้นได้จากฐานข้อมูล       
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ผลการศึกษานีแ้สดงให้เห็นว่าบริเวณของ spacer นัน้มีความหลากหลายที่สูงมาก นอกจากนีย้ังอาจจะเป็นข้อมูล
สนบัสนนุท่ีบง่ชีว้่าฟาจ และพลาสมิด มีความหลากหลายที่สงูมากในสิง่แวดล้อม และยงัมีฟาจอีกเป็นจ านวนมากที่ยงัไม่
รู้จกัและไมม่ีข้อมลู (Mojica et al., 2005) 
 นอกจากบริเวณของ CRISPR แล้ว การศึกษาต่อมายงัพบต าแหน่งของยีนที่เรียกว่า CRISPR-associated 
(Cas) genes อยูใ่กล้กบั CRISPR เสมอ โดยจะอยูห่่างออกไปจาก CRISPR ทางด้าน upstream ยีน Cas จะควบคมุการ
สร้างโปรตีนเรียกวา่โปรตีน Cas พบวา่แบคทีเรียที่ไมม่ี CRISPR ก็จะไมพ่บกลุม่ของยีน Cas เช่นกนั ท าให้นกัวิทยาศาสตร์
สนันิษฐานว่า CRISPR และยีน Cas นัน้อาจจะเก่ียวข้อง และท างานร่วมกัน (Ruud et al., 2002) จึงเรียกระบบนีว้่า 
CRISPR-Cas system ยีน Cas นัน้มีอยู่ด้วยกนัหลายชนิด และเป็นยีนที่น าไปใช้ส าหรับแบ่งกลุ่มของ CRISPR ด้วย  ยีน 
Cas  มีหน้าที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ในกลุ่ม helicase, nuclease และ RNase ซึ่งเก่ียวข้องกับการน าชิน้ส่วนของ 
crRNA ไปยงัเป้าหมาย กระบวนการตดัท าลาย DNA ของฟาจ และการน าพลาสมิดหรือฟาจนัน้เข้าไปแทรกระหวา่ง short 
palindromic direct repeat (Bolotin et al., 2005; Godde & Bickerton, 2006; Pougacha et al., 2012) น อก จ าก
โปรตีน Cas แล้วยังพบโปรตีนอีกกลุ่มหนึ่งเรียกว่า  “Repeat-associated mysterious proteins” (RAMPs) ซึ่งจัดเป็น
โปรตีนในกลุ่ม  Cas superfamily เช่นกัน มีคุณสมบัติ เป็น RNA binding protein โครงสร้างพื น้ฐานของ RAMPs 
เหมือนกับโปรตีนที่จบักับ RNA ทัว่ ๆ ไป โดยมีสว่นปลายด้าน N-terminal เป็นสายโปรตีนที่พนัทบักนัไปมาระหว่างสาย 

 และ  เรียกว่า “ferredoxin fold”  RAMPs จะท างานร่วมกบัโปรตีน Cas ในการรวมตวักับ crRNA และน าไปจับกับ
เป้าหมายคือ DNA หรือ RNA ของฟาจ (Wang & Li, 2012) 
 ปัจุบนัพบยีน Cas ประมาณ 45 ชนิด (Haft et al., 2005) ยีน Cas ที่พบได้บ่อยในแบคทีเรียคือยีน Cas 1          
ถึง Cas 6 โดยพบว่าใน CRISPR ทกุ type จะพบยีน Cas 1 และ 2 เสมอ โปรตีน Cas 1 เป็นเอนไซม์ nuclease ที่ท างาน
โดยต้องพึ่งพาไอออนของโลหะ (metal ion dependent) สามารถตดัสาย DNA ได้แบบจ าเพาะ ท าให้ได้ DNA สายคู่มี
ขนาดยาวประมาณ 80 คู่เบส ในขณะที่โปรตีน Cas 2 นัน้ยงัไม่ทราบหน้าที่อย่างแน่ชดั แต่สนันิษฐานว่าโปรตีน  Cas 1 
และ Cas 2 อาจจะเก่ียวข้องกับการตัด DNA และการน า spacer ใหม่ เข้าสู่  CRISPR (Wiedenheft et al., 2009; 
Karginov & Hannon, 2010) ส าหรับโปรตีน Cas 4 นัน้พบว่าเป็นเอนไซม์ 5’-3’ exonucelase จากผลการศึกษาใน             
อาร์เคีย Sulfolobus solfataricus พบวา่โปรตีน Cas 4 เป็น iron sulfur ที่มีคณุสมบตัิของ 5’-3’ exonucelase สามารถตดั 
DNA ที่เป็นสายเดี่ยวได้ และเช่ือว่าเป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทเก่ียวข้องกบัการจบัสารพนัธุกรรมของฟาจที่แทรกเข้ามาภายใน
เซลล์ (Zhang et al., 2012) CRISPR-Cas system สามารถแบ่งออกได้ เป็น 3 type ตามรูปแบบของการท างาน               
โดยแบคทีเรียแต่ละชนิดอาจจะพบ CRISPR ในโครโมโซมได้มากกว่า 1 type (Makarova et al., 2011; Wiedenheft              
et al., 2012)  
 Type-I CRISPR-Cas system เป็นชนิดที่พบได้มากที่สดุในแบคทีเรีย ลกัษณะส าคญัของ type-I คือจะพบ
ยีน Cas 3 เป็นยีนหลัก (Makarova, Haft et al., 2011; Sinkunas et al., 2011; Ivancic-Bace et al., 2013) กลไกใน
การท าลายสาย DNA เป้าหมายโดย type-I นัน้อาศัยโปรตีน Cas หลายชนิดมาจับกันและร่วมกันท างานเป็นกลุ่ม 
(multiple protein complex) เ รี ย ก ว่ า  CRISPR-associated complex for antiviral defense ห รื อ  “CASCADE”             
โดย CASCADE จะประกอบด้วยโปรตีน Cas6e และ Cas6f โปรตีน Cas 6 ท าหน้าที่ตดัชิน้สว่น Pre-CrRNA ที่ถอดรหสั
มาจาก CRISPR ให้เป็น crRNA และ  จะรวมกลุม่อยู่กบั crRNA นัน้ complex ที่เกิดขึน้จะไปจบักบั DNA เป้าหมายของ
ฟาจหรือพลาสมิด โดยกระบวนการนีจ้ะมีโปรตีน Cas 3 เข้ามาร่วมกลุม่ใน CASCADE นัน้ด้วย โปรตีน Cas 3 เป็นโปรตีน
ที่ มี ส่ วน  N-terminal domain เป็ น เอน ไซ ม์  HD phosphohydrolase แล ะปลาย ด้ าน  C-terminal เป็ น  helicase                   
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(ATP-dependent helicase) ซึ่งท าหน้าที่แยกสาย  DNA สายคู่ออกจากกัน (Sinkunas et al., 2011) โปรตีน Cas 3      
จะน า crRNA ไปยังเป้าหมาย (crRNA-guide) ที่เป็นสารพันธุกรรมของฟาจหรือ พลาสมิด และจะแยก DNA สายคู ่            
ของฟาจหรือพลาสมิดออกจากกันเพื่อให้ crRNA สามารถจับกับเป้าหมายได้ ก่อนที่จะท าลายสารพันธุกรรมของฟาจ
หรือพลาสมิดนัน้ (ภาพท่ี 2) 
 

 
 
ภาพที ่2 รูปแบบการท างานของระบบ CRISPR-Cas type I-III  
 
  Type-II CRISPR-Cas system จะพบยีน Cas ได้ 4 ยีน ได้แก่ cas 9, cas 1, cas 2, และ cas 4 โดยจะพบยีน 
Cas 9 เป็นหลกั ยีน Cas 9 ควบคุมการสร้างโปรตีน Cas 9 ซึ่งมีโมเลกุลขนาดใหญ่ และมี nuclease โดเมนจ านวน 2 
โดเมน อยู่ทางด้าน N-terminal และที่บริเวณใจกลางโมเลกุล กลไกการท างานของ type-II CRISPR นัน้ต่างจาก type-I 
คือไม่มี CASCADE กระบวนการท่ีเกิดขึน้ตัง้แต่กระบวนการตดั pre-crRNA (RNA processing) จนได้ crRNA และน าไป
จบักบั DNA เป้าหมายรวมทัง้การตดัท าลาย DNA ของฟาจ เป็นผลมาจากการท างานของโปรตีน Cas 9 ซึ่งมีคุณสมบตัิ
เป็น multifunctional protein (Bhaya et al., 2011; Makarova, Haft et al., 2011) (ภาพท่ี 2) 
 Type-III CRISPR-Cas system พบได้มากในกลุ่มของอาร์เคีย  แบ่งออกได้ เป็น 2 subtype คือ type-IIIA               
และ IIIB (Hrle et al., 2013; Richter et al., 2013; Staals et al., 2013) ใน type-III จะพบโปรตีน Cas 6 และ Cas 10 
เป็นหลัก จากการศึกษาในเชือ้ Pyrococcus furiosus พบว่า Cas 6 มีคุณสมบัติเป็น endoribonuclease ซึ่งจะตัด 
crRNA ที่ repeat sequence ท าให้ได้สว่นของ crRNA ของ spacer ที่จะไปจบักบัเป้าหมาย และ active site ของ Cas 6 
มีความเหมือนกับ tRNA splicing endonuclease ซึ่งการท างานนัน้ไม่ ต้องพึ่ งพาไอออนของโลหะหนัก (metal 
independent)  (Carte et al., 2008) ส าหรับโปรตีน Cas 10 มีคุณสมบัติคล้ายกับ Cas 3 คือมีส่วนโดเมนที่เป็น HD 
nuclease จึงคาดวา่ Cas 10 อาจจะมีบทบาทในการตดัท าลายสารพนัธุกรรมเป้าหมาย (Richter et al., 2013) นอกจากนี ้
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พบว่าเป้าหมายของ type-IIIA และ IIIB แตกต่างกัน กล่าวคือ type-IIIA CRISPR-Cas system ที่พบในเชือ้ P. furiosus 
จะจับกับเป้าหมายและท าลายสารพันธุกรรมของฟาจที่เป็น mRNA (Hale et al., 2009) ในขณะที่ type-IIIB CRISPR-
Cas system ที่พบในเชื อ้  S. epidermidis จับกับเป้าหมายและท าลายสารพันธุกรรมที่ เป็น  DNA (Marraffini & 
Sontheimer, 2008)    
 
กำรประยุกต์ CRISPR ส ำหรับงำนวิจัยทำงจุลชีววิทยำด้ำนต่ำง ๆ  

การศกึษา CRISPR ในปัจจบุนัให้ความสนใจใน 3 ประเด็นหลกัคอื  

1. การประยกุต์ใช้ความหลากหลายของ CRISPR เพื่อเป็นเคร่ืองมือส าหรับการจ าแนกสายพนัธุ์ของแบคทีเรีย 
ส าหรับการศึกษาทางด้านระบาดวิทยา เนื่องจากบริเวณ CRISPR สามารถถ่ายทอดต่อไปยงัเซลล์ลกูได้ ท าให้แบคทีเรีย           
ที่เป็นสายพันธุ์เดียวกันจะตรวจพบลกัษณะของ CRISPR ที่เหมือนกัน เช่นการประยุกต์ใช้ CRISPR ในการจ าแนกเชือ้ 
กลุ่ม Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) ออกเป็นสปีชีส์ต่าง ๆ ได้แก่ M. tuberculosis, M. africanum, 
M. bovis, และ M. canettii ได้ (Groenen et al., 1993; Kamerbeek et al., 1997) 

เชื อ้  Yersinia pestis ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรครุนแรง และมีความหลากหลายของสายพันธุ์ ต ่ า จัดเป็น 
monomorphic species แต่จากการศึกษาเชือ้ Y. pestis จากตวัอย่างที่เป็น clinical isolate จ านวนมาก ซึ่งได้มาจาก
แหล่งที่มีการระบาดที่ เดียวกัน  พบว่า เชื อ้ที่ แยกได้นัน้มี  variation ของ CRISPR ซึ่งแสดงให้ เห็นว่าเชื อ้ที่ เป็น 
monomorphic อาจจะมีความหลากหลายอยู่ในระดับ intra-species ดังนัน้จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน า CRISPR            
ไปประยุกต์ใช้เป็นเคร่ืองมือเพื่อการศึกษาทางด้านระบาดวิทยา (Pourcel et al., 2004) นอกจากนีก้รณีของเชือ้ 
Salmonella enterica ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรคที่ส าคัญในระบบทางเดินอาหารและพบแพร่กระจายค่อนข้างสูง                
ในประเทศไทย เชือ้ S. enterica มีความหลากหลายที่สูงมาก ถึงแม้ว่าจะจัดอยู่ในซีโรวาร์เดียวกัน ดังนัน้การศึกษา
ทางด้านระบาดวิทยาเพื่อให้ทราบถึงสายพนัธุ์ที่แท้จริงที่เป็นสาเหตกุารระบาดจึงมีความส าคญัมาก ปัจจบุนัพบมีรายงาน
การศึกษาในต่างประเทศที่มีการใช้ CRISPR เพื่อจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ S. enterica โดยเปรียบเทียบ CRISPR กับ 
serotype และ multi-locus sequence typing พบว่าให้ผลสอดคล้องกัน แต่ที่น่าสนใจคือ variation ของ spacer นัน้
สามารถแยกความแตกต่างภายในซีโรวาร์เดียวกันได้ (discriminated between subtypes within prevalent serovars) 
ท าให้แนวโน้มการน า CRISPR ไปประยุกต์ใช้ส าหรับการศึกษาทางระบาดวิทยามีความละเอียดมากขึน้ (Fabre et al., 
2012)  

2. การศึกษากลไกการท าหน้าที่ ป้องกันตนเองของแบคทีเรีย ซึ่งได้มีการศึกษายืนยันชัดเจนว่า แบคทีเรีย
สามารถน าเอาชิน้สว่น DNA จากฟาจหรือพลาสมิดเข้าสู ่CRISPR และเชือ้ที่ได้รับ spacers นัน้จะสามารถป้องกนัตนเอง
จากการบกุรุกของฟาจในครัง้ตอ่ไปได้ ความเข้าใจในกลไกดงักลา่วมีความส าคญัมาก เนื่องจากสามารถน าไปประยกุต์ใช้
เพื่อการสร้างสายพนัธุ์ของเชือ้ที่รู้จกัฟาจหรือพลาสมิดที่เป็นพาหะน าพา virulence gene หรือ antimicrobial resistance 
gene เข้าสูแ่บคทีเรีย ซึ่งการศึกษาในเชือ้ S. thermophilus ได้พิสจูน์ให้เห็นวา่เชือ้ S. thermophilus สามารถน าชิน้สว่น
ของพลาสมิดที่มียีนดือ้ยาและเพิ่มจ านวนได้เอง (antibiotic resistance self-replicating plasmid) เข้าสู่ CRISPR ได้ 
และเชือ้ S. thermophilus ได้รับ spacer ของพลาสมิดสามารถท าลายพลาสมิดที่อยูภ่ายในเซลล์ได้ ท าให้เชือ้นัน้ไมด่ือ้ต่อ
ยาต้านจุลชีพอีกต่อไป และไม่ว่าจะใส่พลาสมิดกลับเข้าไปใหม่ พลาสมิดนัน้ก็ไม่สามารถอยู่  และเพิ่มจ านวนใน S. 
thermophilus ได้อีก (Garneau et al., 2010) นอกจากนีย้งัมีการศึกษาในเชือ้  S. pyogenes เป็นแบคทีเรียที่ก่อโรคได้
หลายแบบ คณุสมบตัิการก่อโรคนัน้ขึน้อยู่กบัการได้รับยีนก่อโรครุนแรง (virulence gene) จากฟาจ โดยฟาจจะสอดแทรก 
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DNA ของตวัเองเข้าสู่โครโมโซมของแบคทีเรีย จากการศึกษาพบว่า CRISPR สามารถจ ากดัการแทรกตวัของฟาจเข้าสู่
โครโมโซมของแบคทีเรียได้ และได้ตัง้ข้อสนันิษฐานไว้ว่า ข้อมลูในสว่น spacer ที่มีอยู่อย่างจ ากดัหรือแตกต่างกนัอาจจะ
เกียวข้องกบัการก่อโรคที่แตกต่างกนัของเชือ้ S. pyogenes (Nozawa et al., 2011) ความเข้าใจการท างานของ CRISPR 
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานอุตสาหกรรม โดยการคัดเลือกสายพันธุ์ที่ทนต่อการบุกรุกของฟาจ เช่นกรณีเชือ้ 
Lactococcus lactis เป็นแบคทีเรียที่ใช้ประโยชน์ในในอุตสาหกรรมการท านมเปรีย้ว ปัญหาที่ผู้ ผลิตพบคือแบคทีเรีย    
มกัจะถกูท าลายด้วยฟาจ ซึ่งจะสง่ผลต่อกระบวนการผลติ ดงันัน้นกัวิจยัจึงพยายามค้นหาสายพนัธุ์ของ L. lactis ที่ทนต่อ
การท าลายด้วยฟาจ ซึง่มีการค้นพบ type-III CRISPR-Cas ชนิดใหม่ซึง่อยูบ่นพลาสมิดของแบคทีเรียดงักลา่ว และพบว่า 
พลาสมิดดังกล่าวสามารถส่งผ่านตามแนวราบ (horizontal transfer) ไปยัง L. lactis เซลล์อื่น ๆ ได้ ซึ่งจะช่วยให้ได้
แบคทีเรียที่ทนตอ่การท าลายด้วยฟาจในกระบวนการหมกัอาหารได้  (Millen et al., 2012)  

3. การศกึษาเพื่อใช้เป็นเคร่ืองมือส าหรับการวิจยัด้านการปรับปรุงพนัธุกรรมในระดบัจีโนม (genome editing 
or genome engineering) ความเข้าใจกลไกของระบบ CRISPR-Cas โดยเฉพาะระบบ CRISPR-Cas9 ช่วยให้นกัวิทยา
ศาตร์น าไปประยกุต์ใช้ส าหรับการแก้ไขหรือเปลี่ยนแปลงพนัธุกรรมของสิง่มีชีวิตหลายชนิด รวมทัง้ใช้เป็นเคร่ืองมือส าหรับ
สร้างสตัว์ทดลองกลายพันธุ์  (transgenic animal) เพื่อใช้เป็นโมเดลส าหรับศึกษาด้านต่าง ๆ หลกัการส าคัญของการ
ประยุกต์ใช้ระบบ CRISPR-Cas9 คือโปรตีน Cas9 ซึ่งมีคุณสมบตัิเป็น endonuclease สามารถตดั DNA และท าให้เกิด 
double strand break (DSB) โดยต าแหน่งที่โปรตีน Cas9 ตดั DNA มีความจ าเพาะ (sequence specific) ซึ่งขึน้อยู่กับ
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ spacer ที่เป็นต้นแบบส าหรับสร้าง crRNA และจะไปจบักบั DNA ของฟาจ ซึง่จะน าโปรตีน Cas9 
เข้ามาและตดัท าลาย DNA ของฟาจ (รูปท่ี 2) โดยหลกัการนีห้ากสงัเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์แทนบริเวณ spacer โดยให้
ล าดบันิวคลีโอไทด์นัน้เหมือนกับบริเวณของยีนที่ต้องการตดั ล าดบันิวคลีโอไทด์นัน้จะเป็นต้นแบบและคดัลอกรหสัเป็น 
RNA เรียกว่า synthetic single guide RNA (sgRNA) ซึ่งท าหน้าที่ เปรียบเหมือนกับ crRNA ไปจับกับยีนที่มีล าดับ          
นิวคลีโอไทด์ที่เป็นคู่สมกัน และจะชักน าให้โปรตีน Cas9 เข้ามาจบัและตดั DNA ในบริเวณดงักล่าวอย่างจ าเพาะ ท าให้
เกิด DSB ของสาย DNA (Bassett & Liu, 2014) เมื่อเกิด DSB ขึน้ เซลล์จะมีกระบวนการที่จะซ่อมแซม DNA ตวัเองซึ่ง
อาจจะเกิดจากกระบวนการ homologous recombination (HR) หรือ nonhomologous end joining (NHEJ) การใช้
ระบบ CRISPR-Cas9 จะมีข้อดี คือใช้เวลาที่สัน้ สามารถก าหนดบริเวรที่จะให้เกิด DSB ได้อย่างจ าเพาะมากกว่าการชัก
น าให้เกิด DSB โดยการใช้สารเคมีหรือรังสี ซึ่งช่วยให้การท าให้เกิดการกลายพันธุ์หรือการเปลี่ยนแปลงยีนท าได้อย่าง
จ าเพาะมากขึน้ (Sokolov et al., 2005; Dmitrieva et al., 2011) ตวัอยา่งเช่นการทดลองท าให้เกิดการกลายพนัธุ์ในแมลง
หวี่ (Drosophila) ด้วยการฉีดโปรตีน Cas9 และพลาสมิดที่ควบคุมการสร้าง sgRNA ที่จ าเพาะต่อยีน yellow ซึ่งควบคุม
การสร้าง melanin ในแมลงหวี่ตัวเต็มวัยเข้าสู่เซลล์ของแมลงหวี่ที่อยู่ในระยะ blastoderm ผลการศึกษาพบว่าระบบ 
CRISPR-Cas9 ท าให้เกิด DSB สง่ผลให้เกิดการกลายพนัธุ์ของยีนดงักลา่วได้อยา่งจ าเพาะ (Gratz et al., 2013) และยงัมี
การทดลองการกลายพันธุ์ที่ประสบผลส าเร็จในสตัว์อื่น ๆ อีกหลายชนิด เช่น ปลาม้าลาย (Zebra fish) ไส้เดือนฝอย 
(Caenorhabditis elegans) รวมทัง้ในพืชด้วย (Auer et al., 2014; Friedland et al., 2013; Li et al., 2013) ส าหรับสตัว์
เลีย้งลกูด้วยน า้นม มีรายงานการศึกษาในเซลล์ของลิง (Cynomolgus monkey) โดยการฉีด sgRNA ที่จ าเพาะกับยีน 

Ppar- และ Rag-1 และฉีด mRNA ที่ควบคมุการสร้างโปรตีน Cas9 เข้าสูเ่ซลล์เอ็มบริโอของลงิที่อยูใ่นระยะ 1 เซลล์  (on-
cell-stage embryo) ซึง่พบวา่ mRNA ทัง้สองนัน้สามารถท าให้เกิดระบบ CRISPR-Cas9 ขึน้ภายในเซลล์และชกัน าให้เกิด 
DSB ในจีโนมในเซลล์ตวัอ่อนของลิงได้อย่างจ าเพาะ (Niu et al., 2014) นอกจากนีย้งัมีการทดลองใช้ระบบ CRISPR-
Cas9 ส าหรับการแก้ไขความผิดปกติของยีนใน stem cell เพื่อการรักษาโรคทางพนัธุกรรม เช่น โรค cystic fibrosis (CF) 
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โดยการใช้ intestinal stem cell จากผู้ ป่วยโรค CF ซึ่งยีนควบคุมการสร้างโปรตีน CF transmembrane conductance 
regulator (CFTR) ผิดปกติ และใช้ระบบ CRISPR-Cas9 ตดัสาย DNA บริเวณของยีนดงักล่าวให้เกิด DSB และใส่ยีนที่
ปกติกลบัเข้าไปใหมโ่ดยกระบวนการ homologous recombination ด้วยวิธีการนีพ้บวา่สามารถแก้ไขยีนที่ผิดปกติที่เกิดขึน้
ใน stem cell ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งในอานาคตวิธีการนีอ้าจจะเป็นวิธีการใหม่ส าหรับการรักษาด้วย stem cell 
(Schwank et al., 2013)    

 
สรุป 

ระบบ CRISPR-Cas เป็นกลไกระบบภมูิคุ้มกนัแบบหนึ่งของแบคทีเรีย ลกัษณะการท างานของระบบนีค้ล้ายคลงึ
กับการท างานของ RNA interference (RNAi) ที่พบได้ในเซลล์สตัว์และพืชชัน้สงู ดังนัน้จึงเรียกช่ือระบบ CRISPR-Cas  
อีกแบบหนึ่งว่า prokaryotic silencing RNA (psiRNA) ปัจจุบันมีรายงานการวิจัยที่เก่ียวข้องกับการท างานของระบบ 
CRISPR-Cas ที่เกียวข้องกบักลไกการดือ้ยาต้านจลุชีพของแบคทีเรียเพิ่มขึน้ ซึ่งหากมีความเข้าใจในกลไกการท างานของ
ระบบภมูิคุ้มกนันีม้ากขึน้ อาจจะเป็นแนวทางส าคญัที่จะช่วยลดปัญหาการแพร่กระจายของแบคทีเรียดือ้ยาต้านจลุชีพได้ 
และจากการศกึษาซึง่พบวา่ระบบ CRISPR-Cas สามารถถ่ายทอดไปยงัเซลล์แบคทีเรียเซลล์ลกู (daughter cell) ได้ท าให้
ยีนกลุม่นีส้ามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการศึกษาด้านระบาดวิทยาของแบคทีเรียได้ ซึ่งในอนาคตอาจจะมีการน าเทคนิคนี ้
ไปใช้เพื่อทดแทนเทคนิคเดิม เช่นการท า Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) ที่ต้องใช้เคร่ืองมือที่มีราคาสูงได้ 
นอกจากนีค้วามเข้าใจเก่ียวกับกระบวนการท างานของระบบ CRISPR-Cas ยังมีประโยชน์อย่างมากส าหรับการน าไป
ประยุกต์ใช้ในการศึกษาทางด้านการแก้ไขหรือปรับปรุงทางพนัธุกรรมในระดบัจีโนม ซึ่งเป็นงานวิจัยที่จะมีผลกระทบ 
(impact) อยา่งมากต่อความก้าวหน้าทางวิทยาศาสตร์ต่อไป อย่างไรก็ตามองค์ความรู้เก่ียวกบัระบบ CRISPR-Cas ยงัมี
อยู่จ ากัด อีกทัง้ยังมีแบคทีเรียที่ส าคัญอีกหลายชนิดที่ยังไม่ได้มีการศึกษา และยังคงรอให้นักวิทยาศาสตร์ได้ช่วยกัน
ศกึษาวิจยัตอ่ไป 
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