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(57)【要約】
本明細書では、いくつかの態様において、改変された細
胞における核酸発現の時空間調節を可能にする方法、組
成物、システム、およびキットを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも1つの合成プロモーターを含む、改変された遺伝子構築物であって、
　該少なくとも1つの合成プロモーターが、
　　非標的細胞と比べて標的細胞においてより高い活性を有し、かつ、
　　(a)関心対象の生成物をコードするヌクレオチド配列と、
　　(b)少なくとも1つのマイクロRNA(miRNA)が結合する少なくとも1つのmiRNA結合部位を
含む少なくとも1つのmiRNAセンサーを含む、3’非翻訳領域(UTR)と
　に機能的に連結され、
　該少なくとも1つのmiRNAが、標的細胞において不活性であるかまたは低レベルで活性で
あり、かつ、該少なくとも1つのmiRNAが、非標的細胞においてmiRNAセンサーによって検
出可能なレベルで活性である、
改変された遺伝子構築物。
【請求項２】
　マイクロRNAセンサーが、少なくとも2個のmiRNA結合部位を含む、請求項1記載の改変さ
れた遺伝子構築物。
【請求項３】
　マイクロRNAセンサーが、2～10個のmiRNA結合部位を含む、請求項2記載の改変された遺
伝子構築物。
【請求項４】
　マイクロRNAセンサーが、5～10個のmiRNA結合部位を含む、請求項3記載の改変された遺
伝子構築物。
【請求項５】
　マイクロRNAセンサーが、少なくとも5個のmiRNA結合部位を含む、請求項2記載の改変さ
れた遺伝子構築物。
【請求項６】
　マイクロRNAセンサーが、5～10個のmiRNA結合部位を含む、請求項5記載の改変された遺
伝子構築物。
【請求項７】
　miRNA結合部位が直列に位置する、請求項2～6のいずれか一項記載の改変された遺伝子
構築物。
【請求項８】
　miRNA結合部位が互いに同一である、請求項2～7のいずれか一項記載の改変された遺伝
子構築物。
【請求項９】
　3’UTRが、異なるmiRNAに各々特異的な少なくとも2つのmiRNAセンサーを含む、請求項1
～8のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項１０】
　少なくとも1つのmiRNA(miR)が、miR-154、miR-497、miR-29A、miR-720、miR-205、miR-
494、miR-224、miR-191、miR-21、miR-96、miR-449A、およびmiR-183から選択される、請
求項1～9のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項１１】
　標的細胞が、がん性細胞、免疫細胞、またはニューロンである、請求項1～10のいずれ
か一項記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項１２】
　合成プロモーターが、100～500ヌクレオチドの長さを有する、請求項1～11のいずれか
一項記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項１３】
　合成プロモーターが、100～125ヌクレオチドの長さを有する、請求項12記載の改変され
た遺伝子構築物。
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【請求項１４】
　合成プロモーターが、直列反復ヌクレオチド配列を含む、請求項1～13のいずれか一項
記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項１５】
　ヌクレオチド配列の各々の長さが12ヌクレオチド未満である、請求項14記載の改変され
た遺伝子構築物。
【請求項１６】
　合成プロモーターが、2～20個の直列反復ヌクレオチド配列を含む、請求項14または15
記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項１７】
　ヌクレオチドスペーサーが、反復ヌクレオチド配列の各々の間に位置付けられている、
請求項1～16のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項１８】
　合成プロモーターの活性が、非標的細胞と比べて標的細胞において少なくとも10％さら
に高い、請求項1～17のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項１９】
　合成プロモーターの活性が、非標的細胞と比べて標的細胞において少なくとも50％さら
に高い、請求項18記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項２０】
　合成プロモーターの活性が、非標的細胞と比べて標的細胞において少なくとも100％さ
らに高い、請求項19記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項２１】
　関心対象の生成物が、治療用分子、予防用分子、および／または診断用分子である、請
求項1～19のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項２２】
　関心対象の生成物が、タンパク質、ペプチド、または核酸である、請求項1～21のいず
れか一項記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項２３】
　関心対象の生成物が、RNA、DNA、またはRNAとDNAとの組み合わせから選択される核酸で
ある、請求項22記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項２４】
　関心対象の生成物が、短鎖ヘアピンRNA、短鎖干渉RNA、およびマイクロRNAから選択さ
れるRNAである、請求項23記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項２５】
　関心対象の生成物が、抗体、酵素、ホルモン、炎症性分子、抗炎症性分子、免疫調節分
子、および抗がん分子から選択される治療用および／または予防用分子である、請求項21
記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項２６】
　関心対象の生成物が、蛍光分子および発光分子から選択される診断用分子である、請求
項21記載の改変された遺伝子構築物。
【請求項２７】
　請求項1～26のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物を含む、ベクター。
【請求項２８】
　請求項1～26のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物または請求項27記載のベク
ターを含む、細胞。
【請求項２９】
　請求項1～26のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物、請求項27記載のベクター
、または請求項28記載の細胞を含む、組成物。
【請求項３０】
　少なくとも1つの合成プロモーターを含む改変された遺伝子構築物を含む、キットであ
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って、
　該少なくとも1つの合成プロモーターが、
　　非標的細胞と比べて標的細胞においてより高い活性を有し、かつ、
　　少なくとも1つのマイクロRNA(miRNA)が結合する少なくとも1つのmiRNA結合部位を含
む少なくとも1つのmiRNAセンサーを含む3’非翻訳領域(UTR)に機能的に連結され、
　該少なくとも1つのmiRNAが、標的細胞において不活性であるかまたは低レベルで活性で
あり、かつ、該少なくとも1つのmiRNAが、非標的細胞においてmiRNAセンサーによって検
出可能なレベルで活性であり、
　該構築物が、該プロモーターと3’UTRとの間に位置する制限部位をさらに含む、
キット。
【請求項３１】
　請求項1～26のいずれか一項記載の改変された遺伝子構築物または請求項27記載のベク
ターを細胞に送達する工程を含む、方法。
【請求項３２】
　請求項1～26のいずれか一項記載の改変された核酸または請求項26記載のベクターを対
象に送達する工程を含む、方法。
【請求項３３】
　対象がヒト対象である、請求項31記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、米国特許法第119条(e)項に基づき2016年7月26日に出願された米国仮出願第6
2/366,755号の恩典を主張するものであり、これは参照によってその全体が本明細書に組
み入れられる。
【発明の概要】
【０００２】
概要
　本明細書では、いくつかの態様において、エクスビボおよびインビボでの細胞機能の時
空間制御のための、方法、組成物、システム、およびキットが提供される。本開示の時空
間調節因子は、標的細胞（オンターゲット細胞）における選択的な核酸発現を可能にする
合成プロモーターおよび非標的細胞（オフターゲット細胞）における核酸発現の抑制を可
能にするマイクロRNA(miRNA)センサーを組み込む。本明細書において使用される合成プロ
モーターは、天然に存在するプロモーターと比べてより正確な特異性を示し、かつ、非標
的細胞と比べて標的細胞においてより高い活性を示す。miRNAセンサーは、非標的細胞に
おいて活性である（非標的細胞において抑制／分解を導く）が標的細胞において不活性で
あるかまたは低レベルで活性であるmiRNAに特異的な、少なくとも1つの（1つまたは複数
の）miRNA結合部位を含む。この二重機能性は、標的細胞において選択的に増強された核
酸発現を可能にする。
【０００３】
　この技術は、次世代のヒト細胞療法の確立、改変、製造、および展開に広範に変革をも
たらす。低分子または生物学的製剤に対する時空間制御は困難であり、このことは、局在
化、時間調整、または動力学が重要である複雑な疾患を処置することを難しくしている。
改変された細胞は、インビボ療法の時空間制御の可能性を提供する。本明細書において提
供される通りの改変された遺伝子構築物（時空間調節因子）を、インビボ療法の時空間制
御を可能にする、細胞機能の時空間プログラミングに使用してもよい。
【０００４】
　したがって、本開示のいくつかの局面は、少なくとも1つの合成プロモーターを含む改
変された遺伝子構築物であって、この合成プロモーターが、非標的細胞と比べて標的細胞
においてより高い活性を有し、かつ、(a)関心対象の生成物をコードするヌクレオチド配
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列と、(b)少なくとも1つのマイクロRNA(miRNA)が結合する少なくとも1つのmiRNA結合部位
を含むmiRNAセンサーを含む3’非翻訳領域(UTR)とに機能的に連結され、少なくとも1つの
miRNAが、標的細胞において不活性であるかまたは低レベルで活性であり、かつ、少なく
とも1つのmiRNAが、非標的細胞においてmiRNAセンサーによって検出可能なレベルで活性
である、改変された遺伝子構築物を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０００５】
【図１】ミクログリアにおいて選択的にNF-κB経路を阻害する（他の細胞タイプでは阻害
しない）改変されたウイルスベクターがALSおよび他の神経性疾患において神経炎症を改
善し得る一例を示す。遺伝子構築物は、ウイルスベクター（例えば、AAV）を介して脳細
胞に送達され、次いでミクログリア特異的プロモーターおよびマイクロRNAセンサーに依
存して、ミクログリアにおいてのみNF-κB阻害剤の選択的な発現を達成する。NF-κB阻害
剤は、NF-κB誘導プロモーターの制御下で発現されて、構成的抑制よりもむしろ動的抑制
を可能にする。
【図２】種々の細胞特異的調節因子（例えば、プロモーター、5’UTR、3’UTR）を評価す
るために使用されるモジュラー構築物の例を示す。合成プロモーターを、3’UTR、ならび
に、いくつかの場合では、改変された5’UTRにおいて、合成miRNA結合部位と組み合わせ
て、多種多様な用途のために遺伝子発現を評価してもよい。
【図３】個々の構築物をアッセイするために使用されるマイクロRNAセンサーベクターの
一例を示す。
【図４】上のパネルは、実施例1に記載の2つの細胞株についてレポーター遺伝子の発現を
異なるレベルで阻害するマイクロRNAを示すデータのグラフである。バーの各セットは、
左から右へ、MCF-10A、MDA-MB-453。下のパネルは、細胞タイプ間の発現比を示すデータ
のグラフであり、ある特定のマイクロRNAが細胞タイプ間で5倍超の選択性を有することを
示している。バーの各組は、左から右へ、MDA/MCF、MCF/MDA。
【図５】合成プロモーターおよびマイクロRNAセンサーを組み込んでいる構築物の一例を
示す。
【図６Ａ】合成プロモーターとマイクロRNAとの組み合わせにおける発現データを示す。
バーの各セットは、左から右へ、pmirGLO、pSyn-3、Syn-12、pSyn-18。
【図６Ｂ】同じデータの拡大図である。バーの各セットは、左から右へ、pmirGLO、pSyn-
3、pSyn-12、pSyn-18。
【図７Ａ】合成プロモーターとマイクロRNAとの組み合わせにおける追加の発現データを
示す。バーの各セットは、左から右へ、pmirGLO、pSyn-3、pSyn-12、pSyn-18。
【図７Ｂ】同じデータの拡大図である。バーの各セットは、左から右へ、pmirGLO、pSyn-
3、pSyn-12、pSyn-18。
【図８Ａ】合成プロモーターとマイクロRNAとの組み合わせについての発現データの比を
示す。合成プロモーターおよびマイクロRNAセンサーを含有する構築物のいくつかにおい
て予期しない相乗効果が観察された。一例として、プロモーターpSyn-18単独は約25×の
選択性を示し、miR-29A(1×)は約4×であり、組み合わせは約250×であった。バーの各セ
ットは、左から右へ、pmirGLO、pSyn-3、pSyn-12、pSyn-18。
【図８Ｂ】合成プロモーターとマイクロRNAとの組み合わせについての発現データの比を
示す。合成プロモーターおよびマイクロRNAセンサーを含有する構築物のいくつかにおい
て予期しない相乗効果が観察された。一例として、プロモーターpSyn-18単独は約25×の
選択性を示し、miR-29A(1×)は約4×であり、組み合わせは約250×であった。バーの各セ
ットは、左から右へ、pmirGLO、pSyn-3、pSyn-12、pSyn-18。
【発明を実施するための形態】
【０００６】
詳細な説明
　本明細書において、エクスビボおよびインビボでの細胞機能に対する改善された（増強
された）制御を可能にする、空間的および／または時間的選択性を達成する改変された遺
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伝子構築物が提供される。これらの改変された遺伝子構築物を時空間調節因子と称する場
合がある。時空間調節因子を使用して、特定の標的細胞（例えば、卵巣がん細胞またはミ
クログリアなどのがん細胞）において条件付きで活性化され、非標的細胞タイプ（例えば
、非がん性細胞）において抑制される、細胞および遺伝子療法を作製して、治療的アウト
プット（例えば、それぞれ、免疫療法または抗炎症メディエーター）をもたらすことがで
きる。加えて、これらの調節因子を使用して、ある特定の病態（例えば、炎症）において
条件付きで活性化され、他の病態（例えば、非炎症性）において抑制される、細胞および
遺伝子療法を作製することができる。治療的エフェクターの発現を局在化、濃縮、および
時間調整する能力は、動力学が重要な役割を果たす複雑な疾患の処置を可能にする。
【０００７】
　したがって、本明細書に、次世代の細胞および遺伝子療法を可能にする強力な技術が記
載されている。これらの時空間調節因子を使用して、遺伝子構築物の発現を特定の細胞タ
イプ、特定の条件下、および／または特定の時点で制御することができる。この技術は、
インビボおよびエクスビボでの条件付きまたは局在化された治療法の作製を可能にする。
時空間調節因子は、細胞タイプ／細胞状態特異的な様式においてのみ活性化される遺伝子
発現構築物に急速に収束するハイスループット設計－構築－評価－学習プラットフォーム
と組み合わせた合理的設計アプローチを活用する。これらの調節因子は、ストリンジェン
シーおよび活性を増強するための補完型組み込み機序を使用して、標的細胞において高度
に活性かつ特異的な遺伝子発現を達成する。
【０００８】
　遺伝子療法における標的特異性は、現在のところ、主に、標的指向性ウイルスベクター
または天然プロモーターの使用を通して達成されている。前者は、特異的なウイルスター
ゲティングに使用することができる固有の細胞表面マーカーが必ずしも存在するとは限ら
ないという理由から困難である。後者は、天然プロモーターが、必ずしもある特定の細胞
タイプに完全に特異的であるとは限らないこと、オンターゲット細胞対オフターゲット細
胞における低いON-OFF比を有し得ること、ならびに、サイズが極めて巨大であり得るゆえ
に容量の制約されたウイルスベクター内にコードすることが制限されるという理由から困
難である。本明細書に記載の通り、組み込まれた遺伝子構築物において最小標的として＞
30倍のON-OFF比が達成され、そして、いくつかの態様において、＞100倍のON-OFF比が達
成される。そのようなON-OFF比は、狭い治療域の薬物が最小有効濃度と最小毒性濃度との
間に＜2倍の差を有することが多いことを考慮すれば合理的である(26)。
【０００９】
　いくつかの態様において、合成プロモーターおよびマイクロRNAセンサーを論理ゲート
（ANDゲートなど）および／またはデジタルスイッチに組み入れて、より鋭い遺伝子発現
の閾値を設定することができる。アウトプット遺伝子は、例えば、がん適用のための免疫
療法アウトプットまたは神経炎症／神経変性適用（例えば、筋萎縮性側索硬化症[ALS]）
のための炎症の阻害剤などの治療的ペイロードであってもよい。
【００１０】
　例えば、がん適用について、チェックポイント阻害剤、サイトカイン、およびケモカイ
ンの分泌、ならびに、T細胞ががん細胞を殺傷するよう誘発する抗CD3εドメインの表面提
示が有用であり得る。正常細胞に対するオフターゲット効果を最小限に抑えるために高ス
トリンジェンシーが必要である。本明細書において提供される通りの改変された遺伝子構
築物を非ウイルスベクターまたはウイルスを介してがん細胞に送達して、腫瘍それ自体の
中から腫瘍を殺傷する免疫療法を使ってもよい。このアプローチは、既存の免疫療法の主
な制限を克服する。例えば、CAR T細胞および二重特異性T細胞エンゲージャーは、見つけ
ることが困難である可能性がある特定の細胞表面標的を必要とする。また、腫瘍は、従来
のアプローチでは克服することが難しい免疫抑制環境を生み出す可能性がある。
【００１１】
　加えて、ALSモデルでの最近のデータは、ミクログリアにおけるNF-κB媒介経路が運動
ニューロン死をもたらすことを示している(1)。炎症の全体的な抑制は、ALSマウスの生存
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を改善しない上に、疾患を悪化させる可能性さえある。さらに、NF-κBは、ニューロンに
おいて重要なシグナル伝達経路を媒介するため、NF-κBを非標的指向様式で抑制すること
は望ましくない可能性が高い。しかしながら、ミクログリアにおけるNF-κB経路の標的指
向阻害は、ALSのモデルであるSOD1-G93Aマウスの生存期間を47％まで延長させることがで
きる。したがって、本明細書に記載され、AAVベクターを介して脳へ送達される構築物を
使用した、NF-κB経路の空間的／細胞タイプ特異的な阻害は、ALSを含む神経炎症と関連
する疾患を処置するための変革的アプローチである(図1)。外因性のFDA承認薬または天然
産物で調節されるスイッチを用いたミクログリア特異的NF-κB阻害のさらなる時間的制御
(9～12)は、そのようなアプローチの安全性およびタイミングに対するさらなる調節を可
能にする。
【００１２】
　本開示のいくつかの局面は、少なくとも1つの合成プロモーターを含む改変された遺伝
子構築物であって、この合成プロモーターが、非標的細胞と比べて標的細胞においてより
高い活性を有し、かつ、(a)関心対象の生成物をコードするヌクレオチド配列と、(b)少な
くとも1つのマイクロRNA(miRNA)が結合する少なくとも1つのmiRNA結合部位を含むmiRNAセ
ンサーを含む3’非翻訳領域(UTR)とに機能的に連結され、少なくとも1つのmiRNAが、標的
細胞において不活性であるかまたは低レベルで活性であり、かつ、少なくとも1つのmiRNA
が、非標的細胞においてmiRNAセンサーによって検出可能なレベルで活性である、改変さ
れた遺伝子構築物を提供する。
【００１３】
　合成プロモーターが機能的に連結されている核酸の発現が非標的細胞と比べて標的細胞
においてより高い（例えば、少なくとも10％）場合に（本明細書において提供される通り
のmiRNAセンサーの不在下であっても）、合成プロモーターは非標的細胞と比べて標的細
胞においてより高い活性を有すると見なされる。いくつかの態様において、合成プロモー
ターの活性は、非標的細胞と比べて標的細胞において少なくとも10％さらに高い。例えば
、合成プロモーターの活性は、非標的細胞と比べて標的細胞において少なくとも15％、20
％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％
、90％、95％、100％、200％、300％、400％、500％、1000％、1500％、2000％、2500％
、3000％、3500％、4000％、4500％、5000％、またはより高い場合がある。いくつかの態
様において、合成プロモーターの活性は、非標的細胞と比べて標的細胞において10％～10
00％、10％～500％、10％～100％、50％～1000％、50％～500％、または50％～100％さら
に高い。いくつかの態様において、合成プロモーターの活性は、非標的細胞と比べて標的
細胞において少なくとも50％さらに高い。いくつかの態様において、合成プロモーターの
活性は、非標的細胞と比べて標的細胞において少なくとも100％さらに高い。
【００１４】
　miRNAが、非標的細胞において、合成プロモーターが機能的に連結されている核酸の発
現を抑制する（例えば、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、または90％
超）のに十分なレベルで存在する場合に、miRNAは非標的細胞において活性であると見な
される。miRNAが標的細胞（標的細胞は、特定のmiRNAを含有しない）に不在である場合ま
たはmiRNAがmiRNAセンサーに結合しない場合に、miRNAは標的細胞において不活性である
と見なされる。mRNAが標的細胞中に存在するが、合成プロモーターが機能的に連結されて
いる核酸の発現を抑制する（翻訳をサイレンシングするまたは転写物を分解する）（例え
ば、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、または90％超）のに十分なレベ
ルでは存在しない場合に、miRNAは標的細胞において低レベルで活性であると見なされる
。
【００１５】
合成プロモーター
　本開示の合成プロモーターは、残りの核酸配列の転写の開始および速度が制御される、
核酸配列の制御領域である。合成プロモーターは、典型的には、RNAポリメラーゼ、およ
び他の転写因子などの調節タンパク質および分子が結合し得る下位領域を含有する。合成



(8) JP 2019-527563 A 2019.10.3

10

20

30

40

50

プロモーターは、それが調節する核酸配列の発現を駆動するかまたは転写を駆動する。合
成プロモーターが、それが配列の転写開始および／または発現を制御（「駆動」）するた
めに、調節する核酸配列の関係において、正確な機能的位置および配向にあるとき、合成
プロモーターは、機能的に連結されていると見なされる。
【００１６】
　本開示の合成（天然に存在しない）プロモーターは、いくつかの態様において、100～5
00ヌクレオチドの長さを有する。例えば、合成プロモーターは、100、200、300、400、ま
たは500ヌクレオチドの長さを有してもよい。いくつかの態様において、合成プロモータ
ーは、200～300ヌクレオチドの長さを有する。いくつかの態様において、合成プロモータ
ーは、100～125ヌクレオチドの長さを有する。
【００１７】
　いくつかの態様において、合成プロモーターは、直列反復ヌクレオチド配列を含む。す
なわち、合成プロモーターは、互いに直接隣接して（互いが連続して）位置しているか、
または数（例えば、1～5）ヌクレオチドだけ（ヌクレオチドスペーサーによって）互いに
分離している、反復（同一）ヌクレオチド配列を含んでもよい。したがって、いくつかの
態様において、1～5ヌクレオチド（例えば、1、2、3、4、または5ヌクレオチド）の長さ
を有するヌクレオチドスペーサーが、反復ヌクレオチド配列間に位置付けられる。ヌクレ
オチドスペーサーは、例えば、AGC、ATC、GAC、ACT、AGT、GTC、GAT、およびGCTから選択
されてもよい。いくつかの態様において、反復ヌクレオチド配列間のスペーサーは長さが
変動する（互いに対して同じ長さでない）。
【００１８】
　合成プロモーターの反復ヌクレオチド配列の長さは、いくつかの態様において、12ヌク
レオチド未満である。例えば、反復ヌクレオチド配列の長さは、11、10、9、8、7、6、5
、または4ヌクレオチドであってもよい。いくつかの態様において、反復ヌクレオチド配
列の長さは、4～11、4～10、4～9、4～8、4～7、4～6、5～11、5～10、5～9、5～8、6～1
1、6～10、6～9、7～11ヌクレオチドである。いくつかの態様において、反復ヌクレオチ
ド配列の長さは、11ヌクレオチドである。いくつかの態様において、反復ヌクレオチド配
列の長さは、8ヌクレオチドである。また、12ヌクレオチドを超える長さを使用してもよ
い。
【００１９】
　いくつかの態様において、合成プロモーターは、2～20個の直列反復ヌクレオチド配列
を含む。例えば、合成プロモーターは、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13 14、1
5、16、17、18、19、または20個の直列反復ヌクレオチド配列を含んでもよい。いくつか
の態様において、合成プロモーターは、2～15、2～10、2～5、5～10、5～15、または5～1
0個の直列反復ヌクレオチド配列を含む。
【００２０】
miRNAセンサー
　マイクロRNA(miRNA)は、典型的には遺伝子発現のRNAサイレンシングおよび転写後調節
で機能する、小さな非コードRNA分子（例えば、約22ヌクレオチドを含有する）である。m
iRNA分子は、いくつかのmRNA転写物の3’非翻訳領域(UTR)に見いだされる配列に全体的に
または部分的に相補的な配列を含む。mRNAの3’UTR内のmiRNA結合部位へのmiRNAの結合は
、mRNA分解または翻訳の阻止を介して起こり得るサイレンシングを導く。
【００２１】
　本明細書において提供される通り、特定の標的細胞においてダウンレギュレートされる
が非標的細胞においてはされないとして同定されるmiRNAが、miRNA結合配列をそれらのmR
NA配列内に含有する非標的細胞において関心対象の生成物（例えば、アウトプット遺伝子
）をコードする核酸の発現を抑制するために使用される。したがって、miRNAに基づく遺
伝子発現の抑制が、いくつかの態様において、非標的細胞においてのみ起こり、結果とし
て、標的細胞と比較して低減された遺伝子発現をもたらす。
【００２２】
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　本開示のmiRNAセンサーは、特定のmiRNAが結合して合成プロモーターが機能的に連結さ
れている核酸の発現をサイレンシングする、少なくとも1個または少なくとも2個のmRNA結
合部位を含む。例えば、miRNAセンサーは、少なくとも3、4、5、6、7、8、9、または10個
のmiRNA結合部位を含んでもよい。いくつかの態様において、miRNAセンサーは、少なくと
も5個（または5個）のmiRNA結合部位を含む。いくつかの態様において、miRNAセンサーは
、1～10個のmiRNA結合部位を含む。例えば、miRNAセンサーは、1～9、1～8、1～7、1～6
、1～5、1～4、1～3、1～2、2～9、2～8、2～7、2～6、2～5、2～4、2～3、3～10、3～9
、3～8、3～7、3～6、3～5、3～4、4～10、4～9、4～8、4～7、4～6、4～5、5～10、5～9
、5～8、5～7、5～6、6～10、6～9、6～8、6～7、7～10、7～9、7～9、8～10、8～9、ま
たは9～10個のmiRNA結合部位を含んでよい。いくつかの態様において、miRNAセンサーは
、2～10個のmiRNA結合部位を含む。いくつかの態様において、miRNAセンサーは、5～10個
のmiRNA結合部位を含む。
【００２３】
　いくつかの態様において、mRNA結合部位は、直列に位置する。すなわち、miRNA結合部
位は、互いに直接隣接（互いが連続）していても、ヌクレオチドスペーサー（例えば、1
～10、例えば、1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10ヌクレオチド長を有するスペーサ
ー）によって互いに分離されていてもよい。
【００２４】
　いくつかの態様において、単一のmiRNAセンサー内のmiRNA結合部位は、互いに同一であ
る（同じヌクレオチド配列を有する）。いくつかの態様において、単一のmiRNAセンサー
内のmiRNA結合部位は、少なくとも80％（例えば、少なくとも85％、90％、95％、96％、9
7％、98％、または99％）のヌクレオチド配列同一性を共有する。
【００２５】
　miRNA結合部位の長さは変動してよい。いくつかの態様において、miRNA結合部位の長さ
は、15～30ヌクレオチドである。例えば、miRNA結合部位の長さは、15、16、17、18、19
、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、または30ヌクレオチドであってもよい。い
くつかの態様において、miRNA結合部位の長さは、15～20、20～30、または20～25ヌクレ
オチドである。
【００２６】
　いくつかの態様において、miRNA結合部位は、miRNAに全体的に(100％)相補的であるが
、一方で他の態様において、miRNA結合部位は、miRNAに部分的に(100％未満)相補的であ
る。
【００２７】
　改変された遺伝子構築物は、単一のmiRNAセンサー（例えば、1つまたは複数のmiRNA結
合部位を含む）を含んでも、複数（1より多い）のmiRNAセンサーを含んでもよい。単一の
miRNAセンサーまたは複数のmiRNAセンサー（例えば、異なるmiRNA結合部位を各々含有し
ている）内の複数のmRNA結合部位を、合成プロモーターと組み合わせて使用して、細胞タ
イプ特異性および細胞状態特異性のストリンジェンシーを増強してもよい。したがって、
いくつかの態様において、単一のmiRNAセンサーまたは複数の異なるmiRNAセンサー内の複
数のmiRNA結合部位を、複数のマイクロRNAが標的細胞において不活性（例えば、不在）で
あるかまたは低活性を有するときにのみ高レベル遺伝子発現が可能となるように、標的転
写物の3’端に直列にコードすることができる。いくつかの態様において、3’UTRは、異
なるmiRNAに各々特異的である少なくとも2つ（例えば、少なくとも3、4、または5つ）のm
iRNAセンサーを含む。構築物が2以上のmiRNAセンサーを含む態様において、センサーは、
異なるmiRNAに特異的なmiRNA結合部位を含む。例えば、改変された遺伝子構築物は、miRN
A#1（例えば、miR-54）に特異的な単一のmRNA結合部位または直列反復miRNA結合部位を含
む第一のmiRNAセンサーを含んでもよく、かつ、同じ改変された構築物は、miRNA#2（例え
ば、miR-497）に特異的な単一のmiRNA結合部位または直列反復miRNA結合部位を含む第二
の（またはより多い）miRNAセンサーを含んでもよい。本明細書において実証される通り
、3倍超の選択性、いくつかの場合では5倍超の選択性が、複数のmRNA結合部位および／ま
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たはセンサーを有する改変された遺伝子構築物を使用して達成される。
【００２８】
　いくつかの態様において、少なくとも1つのmiRNA(miR)は、miR-154、miR-497、miR-29A
、miR-720、miR-205、miR-494、miR-224、miR-191、miR-21、miR-96、miR-449A、およびm
iR-183から選択される。
【００２９】
関心対象の生成物
　本開示の改変された遺伝子構築物によってコードされる生成物は、例えば、治療用分子
および／または予防用分子であってよい。いくつかの態様において、関心対象の生成物は
、タンパク質またはペプチド（例えば、治療用タンパク質またはペプチド）である。いく
つかの態様において、関心対象の生成物は、核酸（例えば、治療用核酸）である。核酸の
例は、RNA、DNA、またはRNAとDNAの組み合わせを含む。いくつかの態様において、関心対
象の生成物は、DNA（例えば、一本鎖DNAまたは二本鎖DNA）である。いくつかの態様にお
いて、関心対象の生成物は、RNAである。例えば、関心対象の生成物は、短鎖ヘアピンRNA
、短鎖干渉RNA、およびマイクロRNAなどのRNA干渉(RNAi)分子から選択されてもよい。い
くつかの態様において、関心対象の生成物は、ウイルス複製および／または病原性を制御
する。
【００３０】
　抗体（例えば、モノクローナルまたはポリクローナル；キメラ；ヒト化；抗体断片およ
び抗体誘導体（二重特異性、三重特異性、scFv、およびFab）を含む）、酵素、ホルモン
、炎症性分子、抗炎症性分子、免疫調節分子、および抗がん分子など、治療用および／ま
たは予防用分子の例。前述のクラスの治療用分子の具体例は、当技術分野において公知で
あり、そのいずれも本開示に従って使用してもよい。
【００３１】
　いくつかの態様において、関心対象の生成物は、免疫調節分子である。免疫調節分子は
、免疫応答を調節する分子（例えば、タンパク質または核酸）である。いくつかの態様に
おいて、免疫調節分子は、がん性細胞の表面で発現されるか、またはそれから分泌される
か、またはがん性細胞から分泌される。
【００３２】
　いくつかの態様において、免疫調節分子は、合成T細胞エンゲージャー（STE)である。
合成T細胞エンゲージャーは、T細胞（例えば、細胞傷害性T細胞）の表面上の分子に結合
する（例えば、リガンド-受容体結合相互作用を通して）か、またはそうでなければ細胞
傷害性T細胞応答を引き起こす、分子（例えば、タンパク質）である。いくつかの態様に
おいて、STEは、T細胞の表面上のリガンドに結合する受容体である。いくつかの態様にお
いて、STEは、抗CD3抗体または抗体断片である。本開示のSTEは、典型的には、STEをコー
ドする核酸が送達されるがん細胞または他の病的細胞の表面で発現されるか、またはそれ
から分泌される。例えば、参照によって本明細書に組み入れられるInternational Public
ation Number WO 2016/205737を参照のこと。
【００３３】
　本開示のSTEの例は、T細胞表面抗原に結合する、抗体、抗体断片および受容体を含む。
T細胞表面抗原は、例えば、CD3、CD4、CD8、およびCD45を含む。
【００３４】
　いくつかの態様において、関心対象の生成物は、ケモカイン、サイトカイン、およびチ
ェックポイント阻害剤から選択される。
【００３５】
　免疫調節分子は、免疫刺激分子および免疫阻害分子を含む。免疫刺激分子は、単独か、
または別の分子との組み合わせかにかかわらず、対象において免疫応答を刺激する（前か
ら存在する免疫応答を増強することを含む）分子である。例は、抗原、補助剤（例えば、
TLRリガンド、メチル化されていないCpGジヌクレオチド、一本鎖または二本鎖RNAを含む
核酸、フラジェリン、ムラミルジペプチド）、インターロイキンを含むサイトカイン（例
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えば、IL-2、IL-7、IL-15（またはスーパーアゴニスト／これらのサイトカインの変異型
）、IL-12、IFN-ガンマ、IFN-アルファ、GM-CSF、FLT3-リガンドなど）、免疫刺激抗体（
例えば、抗CTLA-4、抗CD28、抗CD3、またはこれらの分子の単鎖／抗体断片）などを含む
。
【００３６】
　免疫阻害分子は、単独か、または別の分子との組み合わせかにかかわらず、対象におい
て免疫応答を阻害する分子である。例は、抗CD3抗体または抗体断片、および他の免疫抑
制剤を含む。
【００３７】
　抗原は、非限定的に、がん抗原、自己抗原、微生物抗原、アレルゲン、または環境抗原
であってもよい。
【００３８】
　がん抗原は、がん細胞によって優先的に発現される抗原であり（例えば、それは、非が
ん細胞よりもがん細胞においてより高いレベルで発現される）、いくつかの場合、それは
、がん細胞によってのみ発現される。がん抗原は、がん細胞内またはがん細胞の表面上で
発現され得る。がん抗原は、MART-1/Melan-A、gp100、アデノシンデアミナーゼ結合タン
パク質(ADAbp)、FAP、シクロフィリンb、結腸直腸関連抗原(CRC)--C017-1A/GA733、癌胎
児性抗原(CEA)、CAP-1、CAP-2、etv6、AML1、前立腺特異的抗原(PSA)、PSA-1、PSA-2、PS
A-3、前立腺特異的膜抗原(PSMA)、T細胞受容体/CD3-ゼータ鎖、およびCD20であってもよ
い。がん抗原は、MAGE-A1、MAGE-A2、MAGE-A3、MAGE-A4、MAGE-A5、MAGE-A6、MAGE-A7、M
AGE-A8、MAGE-A9、MAGE-A10、MAGE-A11、MAGE-A12、MAGE-Xp2(MAGE-B2)、MAGE-Xp3(MAGE-
B3)、MAGE-Xp4(MAGE-B4)、MAGE-C1、MAGE-C2、MAGE-C3、MAGE-C4、MAGE-C5からなる群よ
り選択されてよい。がん抗原は、GAGE-1、GAGE-2、GAGE-3、GAGE-4、GAGE-5、GAGE-6、GA
GE-7、GAGE-8、GAGE-9からなる群より選択されてよい。がん抗原は、BAGE、RAGE、LAGE-1
、NAG、GnT-V、MUM-1、CDK4、チロシナーゼ、p53、MUCファミリー、HER2/neu、p21ras、R
CAS1、α-フェトタンパク質、E-カドヘリン、α-カテニン、β-カテニン、γ-カテニン、
p120ctn、gp100Pmel117、PRAME、NY-ESO-1、cdc27、腺腫様多発結腸ポリープタンパク質(
APC)、フォドリン、コネクシン37、Ig-イディオタイプ、p15、gp75、GM2ガングリオシド
、GD2ガングリオシド、ヒトパピローマウイルスタンパク質、腫瘍抗原のSmadファミリー
、lmp-1、P1A、EBVにコードされた核抗原(EBNA)-1、脳グリコーゲンホスホリラーゼ、SSX
-1、SSX-2(HOM-MEL-40)、SSX-1、SSX-4、SSX-5、SCP-1およびCT-7、CD20、ならびにc-erb
B-2からなる群より選択されてもよい。
【００３９】
　いくつかの態様において、関心対象の生成物は、診断用分子である。診断用分子は、例
えば、検出可能な分子（例えば、顕微鏡検査によって検出可能）であってもよい。いくつ
かの態様において、診断用分子は、蛍光タンパク質などの蛍光分子である。蛍光タンパク
質は、当技術分野において公知であり、そのいずれも本開示に従って使用してもよい。い
くつかの態様において、診断用分子は、対象（例えば、ヒト対象）においてイメージング
することができるレポーター分子である。例えば、レポーター分子は、ナトリウム・ヨウ
素共輸送体であってもよい（例えば、参照によって本明細書に組み入れられる、Galanis,
 E. et al. Cancer Research, 75(1): 22-30, 2015を参照のこと）。
【００４０】
改変された核酸
　改変された核酸（例えば、改変された遺伝子構築物）は、自然界に存在しない核酸であ
る。しかしながら、改変された核酸が総じて天然に存在しない一方で、それは、自然界に
存在するヌクレオチド配列を含んでよいことが理解されるべきである。いくつかの態様に
おいて、改変された核酸は、異なる生物由来の（例えば、異なる種由来の）ヌクレオチド
配列を含む。例えば、いくつかの態様において、改変された核酸は、ネズミ科のヌクレオ
チド配列、細菌のヌクレオチド配列、ヒトのヌクレオチド配列、および／またはウイルス
のヌクレオチド配列を含む。用語「改変された核酸」は、組換え核酸および合成核酸を含
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む。「組換え核酸」は、核酸分子を合わせることによって構築された分子を指し、いくつ
かの態様においては、生細胞において複製できる分子を指す。「合成核酸」は、増幅され
た分子、または、化学的にもしくは他の手段によって合成された分子を指す。合成核酸は
、化学的に修飾されているかまたはその他の方法で修飾されているが、天然に存在する核
酸分子と塩基対合できるものを含む。組換え核酸および合成核酸はまた、前述のいずれか
の複製から生じる分子も含む。本開示の改変された核酸は、単一分子（例えば、同じプラ
スミドまたは他のベクターに含まれる）によって、または複数の異なる分子（例えば、複
数の異なる、独立して複製する分子）によってコードされてよい。
【００４１】
　本開示の改変された核酸は、標準的な分子生物学の方法を使用して生産されてよい（例
えば、Green and Sambrook, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2012, Cold Spr
ing Harbor Pressを参照のこと）。いくつかの態様において、改変された核酸構築物は、
GIBSON ASSEMBLY（登録商標）クローニングを使用して生産される（例えば、Gibson, D.G
. et al. Nature Methods, 343-345, 2009; およびGibson, D.G. et al. Nature Methods
, 901-903, 2010を参照のこと、その各々は、参照によって本明細書に組み入れられる）
。GIBSON ASSEMBLY（登録商標）は、典型的には、単管反応において3つの酵素活性、5’
エキソヌクレアーゼ、DNAポリメラーゼのY伸長活性、およびDNAリガーゼ活性を使用する
。5’エキソヌクレアーゼ活性は、5’端配列をつなぎ合わせ、アニーリングのための相補
的配列を露出させる。次いで、ポリメラーゼ活性が、アニールされた領域のギャップを埋
める。次いで、DNAリガーゼが、ニックをふさぎ、DNA断片を互いに共有結合する。隣接し
た断片の重複配列は、Golden Gate Assemblyで使用されるものよりはるかに長く、それ故
、正確なアセンブリの割合がより高くなる。いくつかの態様において、改変された核酸構
築物は、IN-FUSION（登録商標）クローニング（Takara Bio USA）を使用して生産される
。
【００４２】
　プロモーターは、核酸配列の残部の転写の開始および速度がそれで制御される、核酸配
列の制御領域を指す。プロモーターはまた、RNAポリメラーゼおよび他の転写因子などの
調節タンパク質および分子が結合し得る下位領域を含有してもよい。プロモーターは、構
成的、誘導性、活性化可能、抑制性、組織特異的、またはそれらの任意の組み合わせであ
ってよい。プロモーターは、それが調節する核酸配列の発現を駆動するか、または転写を
駆動する。本明細書において、プロモーターが、その配列の転写開始および／または発現
を制御（「駆動」）するためにそれが調節する核酸配列に対して、正確な機能的位置およ
び配向にある場合、プロモーターは機能的に連結されているとみなされる。
【００４３】
　構成的プロモーターは、転写を継続的に活性化する、アップレギュレートされたプロモ
ーターである。構成的プロモーターの非限定例は、サイトメガロウイルス（CMV）プロモ
ーター、伸長因子1-アルファ（EF1a）プロモーター、伸長因子（EFS）プロモーター、MND
プロモーター（骨髄増殖性肉腫ウイルスエンハンサーを有する修飾されたMoMuLV LTRのU3
領域を含有する合成プロモーター）、ホスホグリセリン酸キナーゼ（PGK）プロモーター
、脾フォーカス形成ウイルス（SFFV）プロモーター、シミアンウイルス40（SV40）プロモ
ーター、およびユビキチンC（UbC）プロモーターを含む。
【００４４】
　誘導性プロモーターは、シグナルが存在するとき、それによって影響されるとき、また
はそれによって接触されたときに、転写活性を調節する（例えば、開始または活性化する
）ことを特徴とする、プロモーターである。シグナルは、内在性であってもよく、通常は
外因性であるが、誘導性プロモーター由来の転写活性を調節する際に活性となるような様
式で誘導性プロモーターに接触する、条件（例えば、光）、化合物（例えば、化学系また
は非化学系の化合物）またはタンパク質（例えば、サイトカイン）であってもよい。転写
の活性化は、プロモーターに直接作用して転写を駆動するか、または、プロモーターが転
写を駆動することを防止するリプレッサーを不活性化することによってプロモーターに間
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接的に作用することを含んでもよい。反対に、転写の脱活性化は、プロモーターに直接作
用して転写を防止するか、または、その後プロモーターに作用するリプレッサーを活性化
することによってプロモーターに間接的に作用することを含んでもよい。プロモーターは
、シグナルの存在下でプロモーターからの転写が活性化、脱活性化、増加、または減少さ
れる場合に、そのシグナルに応答性であるとみなされる。
【００４５】
　また、本明細書において、本開示の改変された遺伝子構築物を含むベクターが提供され
る。いくつかの態様において、ベクターは、エピソームベクター、例えばプラスミドまた
はウイルスベクター（例えば、アデノウイルスベクター、レトロウイルスベクター、単純
ヘルペスウイルスベクター、および／またはキメラウイルスベクター）である。
【００４６】
細胞
　本開示の改変された遺伝子構築物を、全身に送達して、特定の標的細胞において条件付
きで（入力シグナルの存在または不在に基づいて）活性化（構築物の転写を活性化）させ
てもよい。
【００４７】
　標的細胞と非標的細胞の違いは、例えば、疾患状態（例えば、疾患対非疾患）、細胞タ
イプ（例えば、神経細胞対神経膠細胞）、または環境状態（例えば、炎症誘発状態のT細
胞対抗炎症性状態のT細胞）であり得る。本明細書において提供される通り、標的細胞（
および非標的細胞）の選択は、特定の細胞タイプまたは条件に限定されない。
【００４８】
　いくつかの態様において、標的細胞は、がん性細胞、良性腫瘍細胞、または他の疾患細
胞である。したがって、いくつかの態様において、改変された遺伝子構築物は、腫瘍細胞
またはがん細胞を有する対象に送達され、改変された遺伝子構築物は、腫瘍細胞またはが
ん細胞において発現される。
【００４９】
　がん性細胞は、前悪性新生物、悪性腫瘍、転移、または、がん性もしくは前がん性と見
なされる未制御の細胞成長を特徴とする任意の疾患もしくは障害を含むが、これらに限定
されない任意のタイプのがん性細胞であってもよい。がんは、原発がんまたは転移がんで
あり得る。がんは、眼がん、胆道がん、膀胱がん、胸膜がん、胃がん（stomach cancer）
、卵巣がん、髄膜がん、腎臓がん、脳がん（神経膠芽腫および髄芽腫を含む）、乳がん、
子宮頸がん、絨毛がん、結腸がん、子宮内膜がん、食道がん、胃がん（gastric cancer）
、血液学的新生物（急性リンパ性および骨髄性白血病、多発性骨髄腫、AIDS関連白血病、
ならびに成人T細胞白血病リンパ腫を含む）、上皮内新生物（ボーエン病およびページェ
ット病を含む）、肝臓がん、肺がん、リンパ腫（ホジキン病およびリンパ球性リンパ腫を
含む）、神経芽腫、口腔がん（扁平上皮がんを含む）、卵巣がん（上皮細胞、間質細胞、
生殖細胞、および間葉細胞から生じるものを含む）、膵臓がん、前立腺がん、直腸がん、
肉腫（平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、脂肪肉腫、線維肉腫、および骨肉腫を含む）、皮膚がん
（黒色腫、カポジ肉腫、基底細胞がん、および扁平上皮細胞がんを含む）、精巣がん（胚
腫瘍（germinal tumor）、例えば、精上皮腫、非精上皮腫、奇形腫、絨毛がん、間質腫瘍
、および生殖細胞腫瘍を含む）、甲状腺がん（甲状腺腺がんおよび髄様がんを含む）、な
らびに腎臓がん（腺がんおよびウィルムス腫瘍を含む）を含むが、これらに限定されない
。一般に遭遇するがんは、乳がん、前立腺がん、肺がん、卵巣がん、大腸がん、および脳
がんを含む。いくつかの態様において、腫瘍は、黒色腫、癌腫、肉腫、またはリンパ腫で
ある。
【００５０】
　本開示の改変された遺伝子構築物は、広範な宿主細胞タイプにおいて発現され得る。い
くつかの態様において、改変された遺伝子構築物は、哺乳動物細胞（例えば、ヒト細胞）
において発現される。本開示の改変された遺伝子構築物は、例えばヒト対象などの対象に
おいて、インビボ発現され得る。
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【００５１】
　いくつかの態様において、改変された遺伝子構築物は、間葉系幹細胞(MSC)、誘導多能
性幹細胞(iPSC)、胚性幹細胞(ESC)、ナチュラルキラー(NK)細胞、T細胞、造血幹細胞(HSC
)、および／または他の免疫細胞（例えば、エクスビボで改変される細胞の場合）におい
て発現される。いくつかの態様において、改変された遺伝子構築物は、免疫細胞、筋細胞
、肝細胞、ニューロン、眼細胞、耳細胞、皮膚細胞、心細胞、膵細胞、および／または脂
肪細胞（例えば、インビボで標的とされる細胞の場合）において発現される。
【００５２】
　いくつかの態様において、改変された遺伝子構築物は、哺乳動物細胞において発現され
る。例えば、いくつかの態様において、改変された遺伝子構築物は、ヒト細胞、霊長類細
胞（例えば、ベロ細胞）、ラット細胞（例えば、GH3細胞、OC23細胞）またはマウス細胞
（例えば、MC3T3細胞）において発現される。ヒト胎児腎臓(HEK)細胞、HeLa細胞、Nation
al Cancer Institute's 60がん細胞株(NCI60)由来のがん細胞、DU145(前立腺がん)細胞、
Lncap(前立腺がん)細胞、MCF-7(乳がん)細胞、MDA-MB-438(乳がん)細胞、PC3(前立腺がん
)細胞、T47D(乳がん)細胞、THP-1(急性骨髄性白血病)細胞、U87(膠芽細胞腫)細胞、SHSY5
Yヒト神経芽細胞腫細胞(骨髄腫からクローン化)およびSaos-2(骨がん)細胞を非限定的に
含む、様々なヒト細胞株がある。いくつかの態様において、改変された核酸は、ヒト胎児
腎臓(HEK)細胞（例えば、HEK293またはHEK293T細胞）において発現される。いくつかの態
様において、改変された核酸は、例えば、多能性幹細胞（例えば、ヒト誘導多能性幹細胞
(hiPSC)を含むヒト多能性幹細胞）などの幹細胞（例えば、ヒト幹細胞）において発現さ
れる。「幹細胞」は、培養中に無期限に分裂して特殊化された細胞を生じる能力を有する
細胞を指す。「多能性幹細胞」は、生物の全ての組織に分化できるが、単独では完全な生
物発生を持続できない幹細胞の一種を指す。「ヒト誘導多能性幹細胞」は、胚性幹細胞を
決定付ける特徴を維持するために重要な遺伝子および因子を強制的に発現させることによ
って胚性幹細胞様状態に再プログラミングされている体細胞（例えば、成熟細胞または成
体細胞）を指す（例えば、参照によって本明細書に組み入れられる、Takahashi and Yama
naka, Cell 126 (4): 663-76, 2006を参照のこと）。ヒト誘導多能性幹細胞は、幹細胞マ
ーカーを発現し、3つの胚葉（外胚葉、内胚葉、中胚葉）全てを特徴とする細胞を生成す
ることができる。
【００５３】
　本開示に従って使用してもよい細胞株の追加の非限定例は、293-T、293-T、3T3、4T1、
721、9L、A-549、A172、A20、A253、A2780、A2780ADR、A2780cis、A431、ALC、B16、B35
、BCP-1、BEAS-2B、bEnd.3、BHK-21、BR 293、BxPC3、C2C12、C3H-10T1/2、C6、C6/36、C
al-27、CGR8、CHO、CML T1、CMT、COR-L23、COR-L23/5010、COR-L23/CPR、COR-L23/R23、
COS-7、COV-434、CT26、D17、DH82、DU145、DuCaP、E14Tg2a、EL4、EM2、EM3、EMT6/AR1
、EMT6/AR10.0、FM3、H1299、H69、HB54、HB55、HCA2、Hepa1c1c7、High Five細胞、HL-6
0、HMEC、HT-29、HUVEC、J558L細胞、Jurkat、JY細胞、K562細胞、KCL22、KG1、Ku812、K
YO1、LNCap、Ma-Mel 1、2、3....48、MC-38、MCF-10A、MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-435
、MDA-MB-468、MDCK II、MG63、MONO-MAC 6、MOR/0.2R、MRC5、MTD-1A、MyEnd、NALM-1、
NCI-H69/CPR、NCI-H69/LX10、NCI-H69/LX20、NCI-H69/LX4、NIH-3T3、NW-145、OPCN/OPCT
 Peer、PNT-1A/PNT 2、PTK2、Raji、RBL細胞、RenCa、RIN-5F、RMA/RMAS、S2、Saos-2細
胞、Sf21、Sf9、SiHa、SKBR3、SKOV-3、T-47D、T2、T84、THP1、U373、U87、U937、VCaP
、WM39、WT-49、X63、YAC-1、およびYAR細胞を含む。
【００５４】
組成物およびキット
　本開示はまた、少なくとも1つの合成プロモーターを含む改変された遺伝子構築物を含
む組成物であって、この合成プロモーターが、非標的細胞と比べて標的細胞においてより
高い活性を有し、かつ、(a)関心対象の生成物をコードするヌクレオチド配列と、(b)少な
くとも1つのマイクロRNA(miRNA)が結合する少なくとも1つのmiRNA結合部位を含む少なく
とも1つのmiRNAセンサーを含む3’非翻訳領域(UTR)とに機能的に連結され、少なくとも1
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つのmiRNAが、標的細胞において不活性であるかまたは低レベルで活性であり、かつ、少
なくとも1つのmiRNAが、非標的細胞においてmiRNAセンサーによって検出可能なレベルで
活性である、組成物を提供する。
【００５５】
　本開示は、少なくとも1つの合成プロモーターを含む改変された遺伝子構築物を含むキ
ットであって、この合成プロモーターが、非標的細胞と比べて標的細胞においてより高い
活性を有し、かつ、少なくとも1つのマイクロRNA(miRNA)が結合する少なくとも1つのmiRN
A結合部位を含む少なくとも1つのmiRNAセンサーを含む3’非翻訳領域(UTR)に機能的に連
結され、少なくとも1つのmiRNAが、標的細胞において不活性であるかまたは低レベルで活
性であり、かつ、少なくとも1つのmiRNAが、非標的細胞においてmiRNAセンサーによって
検出可能なレベルで活性であり、構築物が、プロモーターと3’UTRとの間に位置する制限
部位をさらに含む、キットをさらに提供する。
【００５６】
　本開示の組成物および／またはキットは、本明細書に記載の通りの合成プロモーターお
よび／またはmiRNAセンサーのいずれかを含む、改変された遺伝子構築物のいずれかを含
んでよい。
【００５７】
方法
　また、本明細書において、少なくとも1つの合成プロモーターを含む改変された遺伝子
構築物を細胞に送達する工程を含む方法であって、この合成プロモーターが、非標的細胞
と比べて標的細胞においてより高い活性を有し、かつ、(a)関心対象の生成物をコードす
るヌクレオチド配列と、(b)少なくとも1つのマイクロRNA(miRNA)が結合する少なくとも1
つのmiRNA結合部位を含む少なくとも1つのmiRNAセンサーを含む3’非翻訳領域(UTR)とに
機能的に連結され、少なくとも1つのmiRNAが、標的細胞において発現されないかまたは標
的細胞においてmiRNAセンサーによって検出不可能なレベルで発現され、かつ、少なくと
も1つのmiRNAが、非標的細胞においてmiRNAセンサーによって検出可能なレベルで発現さ
れる（改変された遺伝子構築物が、標的細胞において発現され、かつ、非標的細胞におい
てサイレンシングおよび／または分解されるように）、方法が提供される。
【００５８】
　また、改変された遺伝子構築物を含むベクターを、いくつかの態様において、細胞に送
達してもよい。
【００５９】
　さらになお、本開示は、少なくとも1つの合成プロモーターを含む改変された遺伝子構
築物の対象への送達であって、この合成プロモーターが、非標的細胞と比べて標的細胞に
おいてより高い活性を有し、かつ、(a)関心対象の生成物をコードするヌクレオチド配列
と、(b)少なくとも1つのマイクロRNA(miRNA)が結合する少なくとも1つのmiRNA結合部位を
含む少なくとも1つのmiRNAセンサーを含む3’非翻訳領域(UTR)とに機能的に連結され、少
なくとも1つのmiRNAが、標的細胞において発現されないかまたは標的細胞においてmiRNA
センサーによって検出不可能なレベルで発現され、かつ、少なくとも1つのmiRNAが、非標
的細胞においてmiRNAセンサーによって検出可能なレベルで発現される、送達を提供する
。
【００６０】
　また、改変された遺伝子構築物を含むベクターを、いくつかの態様において、対象に送
達してもよい。
【００６１】
　いくつかの態様において、対象は、哺乳動物対象である。いくつかの態様において、対
象は、ヒト対象である。
【００６２】
　本開示の方法は、本明細書に記載の通りの合成プロモーターおよび／またはmiRNAセン
サーのいずれかを含む、改変された遺伝子構築物のいずれか（その使用）を含んでよい。
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【００６３】
　改変された遺伝子構築物を、ウイルス送達システム（例えば、レトロウイルス、アデノ
ウイルス、アデノ随伴、ヘルパー依存型アデノウイルスシステム、ハイブリッドアデノウ
イルスシステム、単純ヘルペス、ポックスウイルス、レンチウイルス、エプスタイン－バ
ーウイルス）または非ウイルス送達システム（例えば、物理的：裸のDNA、DNA衝撃、電気
穿孔法、流体力学、超音波、もしくはマグネトフェクション；または化学的：カチオン性
脂質、異なるカチオン性ポリマー、もしくは脂質ポリマー）を使用して、細胞に送達して
よい（Nayerossadat N et al. Adv Biomed Res. 2012; 1: 27、参照によって本明細書に
組み入れられる）。いくつかの態様において、非ウイルスに基づく送達システムは、ヒド
ロゲルに基づく送達システムである（例えば、参照によって本明細書に組み入れられる、
Brandl F, et al. Journal of Controlled Release, 2010, 142(2): 221-228を参照のこ
と）。
【００６４】
　改変された遺伝子構築物および／または細胞を、当技術分野において公知の任意のイン
ビボ送達法によって、対象（例えば、ヒト対象などの哺乳動物対象）に送達してもよい。
例えば、改変された遺伝子構築物および／または細胞を静脈内に送達してもよい。いくつ
かの態様において、改変された遺伝子構築物および／または細胞は、送達ビヒクル（例え
ば、非リポソームナノ粒子またはリポソーム）中で送達される。いくつかの態様において
、改変された遺伝子構築物および／または細胞は、がんまたは他の疾患を有する対象に全
身に送達され、対象のがん細胞または病的細胞において特異的に活性化される（転写が活
性化される）。
【００６５】
追加の態様
1. 特定の細胞タイプにおいて活性であるが他の細胞タイプでは活性でない、1つまたは複
数の核酸分子に機能的に連結されて、その発現を駆動する1つまたは複数の人工プロモー
ターを含み、特定のオンターゲット細胞においてダウンレギュレートされるがオフターゲ
ット細胞ではされない1つまたは複数のmiRNAを検出するmiRNAセンサー成分をさらに含む
、空間的および／または時間的選択性を達成し、miRNAに基づく核酸分子の発現の抑制が
、核酸分子の発現がオンターゲット細胞と比較してオフターゲット細胞において低減され
るように、オフターゲット細胞において行われる、合成遺伝子回路（構築物）。
【００６６】
2. 1つまたは複数の人工プロモーターが、治療用またはマーカーポリペプチドをコードす
る1つまたは複数の核酸分子に機能的に連結されて、その発現を駆動する、態様1の合成遺
伝子回路。
【００６７】
3. 1つまたは複数の人工プロモーターの各々が、200～300塩基対を含む、態様1または態
様2の合成遺伝子回路。
【００６８】
4. 1つまたは複数の人工プロモーターが、オフターゲット細胞に対してオンターゲット細
胞内で少なくとも10倍増強された活性、好ましくは、オフターゲット細胞に対してオンタ
ーゲット細胞内で少なくとも50倍増強された活性を含む、態様1のいずれか1つの合成遺伝
子回路。
【００６９】
5. 複数のマイクロRNAがオンターゲット細胞において不在であるときにのみ高レベルの遺
伝子発現が可能となるように、標的転写物の3’端に直列にコードされる複数のマイクロR
NAセンサーを含む、態様1～4のいずれか1つの合成遺伝子回路。
【実施例】
【００７０】
実施例1
　この実施例では、5コピーのマイクロRNA標的部位をホタルルシフェラーゼの3’-UTRに
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クローニングした：マイクロRNA標的部位は、154、497、29A、720、205、494、224、191
、21、96、449A、または183で指定される。図3を参照のこと。ホタルルシフェラーゼは実
験レポーターとしての役割を果たし、ウミシイタケ(Renilla)ルシフェラーゼは制御レポ
ーターとしての役割を果たした。ウミシイタケルシフェラーゼ発現に対するホタルルシフ
ェラーゼ発現の正規化は、トランスフェクション効率および非特異的細胞応答の制御を助
ける。マイクロRNA標的部位およびレポーターを担持するプラスミドをMCF-10AおよびMDA-
MB-453細胞株にトランスフェクトし、翌日ルシフェラーゼ発現を測定した。マイクロRNA
は、2つの細胞株についてレポーター遺伝子の発現を異なるレベルで阻害した。図4の上の
パネルを参照のこと。ある特定のマイクロRNA（miR-191、miR-21、およびmiR-183）は、
細胞タイプ間で5倍超の選択性を有した。図4の下のパネルを参照のこと。
【００７１】
実施例2
　この実施例では、3つの異なる合成プロモーターを、2つの異なるマイクロRNA標的部位
（1～5コピー）と組み合わせてアッセイした。図5を参照のこと。発現データを図6A～8B
に示す。多数の組み合わせが、非悪性細胞株に対して悪性細胞株について50倍超の選択性
を示した。合成プロモーターとマイクロRNAセンサーの両方を含有する時空間調節因子構
築物のいくつかにおいて予期しない相乗効果が観察された。例えば、合成プロモーターpS
yn-3、12、18のみを含有する（miRNAセンサーなし）構築物は、25×の細胞選択性（MDA-M
B-453/MCF-10A細胞におけるレポーター発現の比）を示したが、一方でmiRNA-29Aのみを含
有する（合成プロモーターなし）構築物は、4×の細胞選択性を示した。(1)pSyn-3、pSyn
-12、またはpSyn-18と(2)miRNA-29Aの両方を含む時空間調節因子構築物は、それぞれ、約
100×、約150×、および約250×の細胞選択性を示す。
【００７２】
参考文献
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【００７３】
　本明細書に開示される全ての参考文献、特許および特許出願は、各々が引用される主題
に関して参照することによって組み入れられ、これらは、いくつかの場合では、文書の全
体を包含し得る。
【００７４】
　不定冠詞（a, an）は、本明細書および特許請求の範囲において使用される場合、それ
とは反対の明確な指示のない限り、「少なくとも1つ」を意味するものと理解すべきであ
る。
【００７５】
　また、それとは反対の明確な指示のない限り、1より多い工程または行為を含む本明細
書において請求されるあらゆる方法において、その方法の工程または行為の順序は、その
方法の工程または行為が列挙された順序に必ずしも限定されないことを理解すべきである
。
【００７６】
　先の明細書だけでなく特許請求の範囲においても、「～を含む（comprising）」、「～
を含む（including）」、「～を担持する（carrying）」、「～を有する（having）」、
「～を含有する（containing）」、「～を含む（involving）」、「～を保持する（holdi
ng）」、「～から構成される（composed of）」などの全ての移行句は、制限のない、す
なわち、「～を含むがこれらに限られない」ことを意味するものと理解すべきである。「
～からなる（consisting of）」および「～から本質的になる（consisting essentially 
of）」という移行句のみを、米国特許庁マニュアルの特許審査手続きのセクション2111.0
3に述べられている通り、それぞれ、制限または半制限のある移行句とすべきである。
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【図８Ｂ】
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【国際調査報告】
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