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(57)【要約】
　本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を
発現させるためのアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター
システムであって、該AAVベクターシステムは第1の核酸
配列を含む第1のAAVベクターと第2の核酸配列を含む第2
のAAVベクターとを含み、第1の核酸配列はABCA4コーデ
ィング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列
はABCA4 CDSの3'末端部分を含み、該5'末端部分及び該3
'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含し、第1の核
酸配列は配列番号1のヌクレオチド105～3597に対応する
連続ヌクレオチドの配列を含み、第2の核酸配列は配列
番号1のヌクレオチド3806～6926に対応する連続ヌクレ
オチドの配列を含み、第1の核酸配列及び第2の核酸配列
はそれぞれ他方と配列が重複する領域を含み、並びに該
配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598
～3805に対応する核酸配列の少なくとも約20個の連続ヌ
クレオチドを含む、該AAVベクターシステムを提供する
。疾患の予防又は治療におけるAAVベクターシステムの
使用もまた提供される。
【選択図】図１０
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるためのアデノ随伴ウイルス（AAV）
ベクターシステムであって、前記AAVベクターシステムは第1の核酸配列を含む第1のAAVベ
クターと第2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、
　第1の核酸配列はABCA4コーディング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列は
ABCA4 CDSの3'末端部分を含み、前記5'末端部分及び前記3'末端部分は合わせてABCA4 CDS
全体を包含し、
　第1の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド105～3597に対応する連続ヌクレオチドの配
列を含み、
　第2の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド3806～6926に対応する連続ヌクレオチドの配
列を含み、
　第1の核酸配列及び第2の核酸配列はそれぞれ他方と配列が重複する領域を含み、並びに
　前記配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対応する核酸配列
の少なくとも約20個の連続ヌクレオチドを含む、前記AAVベクターシステム。
【請求項２】
　前記配列が重複する領域は長さが20～550ヌクレオチド、好ましくは長さが50～250ヌク
レオチド、好ましくは長さが175～225ヌクレオチド、好ましくは長さが195～215ヌクレオ
チドである、請求項１記載のAAVベクターシステム。
【請求項３】
　前記配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対応する核酸配列
の少なくとも約50個の連続ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約75個の連続ヌクレオチ
ド、好ましくは少なくとも約100個の連続ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約150個の
連続ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約200個の連続ヌクレオチド、好ましくは全208
個の連続ヌクレオチドを含む、請求項１又は２に記載のAAVベクターシステム。
【請求項４】
　第1の核酸配列が配列番号1のヌクレオチド105～3805に対応する連続ヌクレオチドの配
列を含み、且つ、
　第2の核酸配列が配列番号1のヌクレオチド3598～6926に対応する連続ヌクレオチドの配
列を含む、
請求項１～３のいずれか一項に記載のAAVベクターシステム。
【請求項５】
　第1の核酸配列がABCA4コーディング配列（CDS）の5'末端部分に作動可能に連結されたG
RK1プロモーターを含む、請求項１～４のいずれか一項に記載のAAVベクターシステム。
【請求項６】
　第1の核酸配列がABCA4コーディング配列（CDS）の5'末端部分の上流に位置する非翻訳
領域（UTR）を含む、請求項１～５のいずれか一項に記載のAAVベクターシステム。
【請求項７】
　第2の核酸配列が転写後応答エレメント（PRE）、好ましくはウッドチャック肝炎ウイル
ス転写後応答エレメント（WPRE）を含む、請求項１～６のいずれか一項に記載のAAVベク
ターシステム。
【請求項８】
　第2の核酸配列がウシ成長ホルモン（bGH）ポリアデニル化配列を含む、請求項１～７の
いずれか一項に記載のAAVベクターシステム。
【請求項９】
　第1のAAVベクターが配列番号9の核酸配列を含み、且つ、第2のAAVベクターが配列番号1
0の核酸配列を含む、請求項１～８のいずれか一項に記載のAAVベクターシステム。
【請求項１０】
　標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるための方法であって、
　機能的ABCA4タンパク質が標的細胞において発現されるように、請求項１～９のいずれ
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か一項に規定される第1のAAVベクター及び第2のAAVベクターで標的細胞を形質導入するス
テップ
を含む、前記方法。
【請求項１１】
　ABCA4 CDSの5'末端部分を含む核酸配列を含むAAVベクターであって、前記ABCA4 CDSの5
'末端部分が配列番号1のヌクレオチド105～3805に対応する連続ヌクレオチドの配列から
成る、前記AAVベクター。
【請求項１２】
　配列番号9の核酸配列を含む、請求項１１記載のAAVベクター。
【請求項１３】
　ABCA4 CDSの3'末端部分を含む核酸配列を含むAAVベクターであって、前記ABCA4 CDSの3
'末端部分が配列番号1のヌクレオチド3598～6926に対応する連続ヌクレオチドの配列から
成る、前記AAVベクター。
【請求項１４】
　配列番号10の核酸配列を含む、請求項１３記載のAAVベクター。
【請求項１５】
　請求項１～９のいずれか一項に規定される第1の核酸配列を含む核酸。
【請求項１６】
　請求項１～９のいずれか一項に規定される第2の核酸配列を含む核酸。
【請求項１７】
　配列番号9の核酸配列を含む核酸。
【請求項１８】
　配列番号10の核酸配列を含む核酸。
【請求項１９】
　請求項１～９のいずれか一項に規定される第1のAAVベクター、及び請求項１～９のいず
れか一項に規定される第2のAAVベクターを含む、キット。
【請求項２０】
　請求項１５記載の核酸及び請求項１６記載の核酸、又は請求項１７記載の核酸及び請求
項１８記載の核酸を含む、キット。
【請求項２１】
　請求項１～９のいずれか一項に記載のAAVベクターシステム及び薬学的に許容可能な賦
形剤を含む、医薬組成物。
【請求項２２】
　遺伝子治療に使用するための、請求項１～９のいずれか一項に記載のAAVベクターシス
テム、請求項１９若しくは請求項２０に記載のキット、又は請求項２１記載の医薬組成物
。
【請求項２３】
　網膜細胞の分解を特徴とする疾患の予防若しくは治療において使用するための、好まし
くはシュタルガルト病の予防若しくは治療において使用するための、請求項１～９のいず
れか一項に記載のAAVベクターシステム、請求項１９若しくは請求項２０に記載のキット
、又は請求項２１記載の医薬組成物。
【請求項２４】
　それを必要とする対象に有効量の請求項１～９のいずれか一項に記載のAAVベクターシ
ステム、請求項１９若しくは請求項２０に記載のキット、又は請求項２１記載の医薬組成
物を投与することを含む、網膜細胞の分解を特徴とする疾患、好ましくはシュタルガルト
病を予防又は治療する方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるためのアデノ随伴ウイ
ルス（AAV）ベクターシステム及びAAVベクターに関する。本発明のAAVベクターシステム
及びAAVベクターは、シュタルガルト病などの網膜細胞の分解に関連する疾患の予防又は
治療において使用することができる。
【背景技術】
【０００２】
　シュタルガルト病は、眼における感光性視細胞の破壊により失明をもたらしうる網膜の
遺伝性疾患である。この疾患は、一般に小児期に現れて若者に失明をもたらす。
【０００３】
　シュタルガルト病の最も一般的な形態は、タンパク質ATP結合カセット、サブファミリ
ーA、メンバー4（ABCA4）をコードする遺伝子中の変異に連鎖した劣性障害である。ABCA4
は、網膜細胞における感光性色素のリサイクリングにおいて役割を果たす大型の膜貫通型
タンパク質である。シュタルガルト病では、ABCA4遺伝子の変異は網膜細胞における機能
的ABCA4タンパク質の欠如をもたらす。これは次にビスレチノイド副産物の形成と蓄積を
もたらし、網膜色素上皮（RPE）細胞においてリポフスチンの毒性顆粒を産生する。これ
は、RPE細胞の分解と最終的には破壊を引き起こし、これは視細胞の喪失をもたらし視覚
の進行性の喪失と最終的には失明を引き起こす。
【０００４】
　遺伝子治療はシュタルガルト病の治療として有望である。ベクターを使用して機能的AB
CA4遺伝子を罹患視細胞に導入し、それによりABCA4機能を回復させることによって、疾患
の原因となる欠損を直すことが目的である。
【０００５】
　アデノ随伴ウイルス（AAV）由来のベクターは、網膜遺伝子治療のために現在研究され
ている。AAVは非常に低い免疫原性を提示する小型ウイルスであり、いかなる公知のヒト
疾患にも関連していない。付随する免疫反応がないことは、眼の中に注入してもAAVは網
膜損傷を引き起こさないことを意味する。
【０００６】
　しかし、AAVキャプシドのサイズは、その中にパッケージングされうるDNAの量に制限を
課す。AAVゲノムはサイズが約4.7キロベース（kb）であり、AAVにおけるDNAパッケージン
グのための対応する上限サイズは、約5kbであると考えられている（Wu et al., Molecula
r Therapy, vol. 18, No. 1, Jan 2010）。ABCA4遺伝子のコーディング配列はサイズが約
6.8kbであり（さらなる遺伝因子が遺伝子発現に必要である）、標準的AAVベクターに組み
込まれるには大きすぎる。
【０００７】
　この上限サイズを克服しAAVベクターからABCA4などの大型遺伝子を発現させるための多
くの手法が試されてきた。これらの手法は、「特大（oversize）」ベクター手法及び「デ
ュアル」ベクター手法を含む。
【０００８】
　「特大」ベクター
　天然の4.7kbゲノムよりもかなり大きな遺伝子をAAVベクターの中に詰め込むために多く
の試みがなされ、標的細胞を形質導入することにある程度成功している。例を挙げれば、
Allocca et al. (J. Clin. Invest. vol.118, No. 5, May 2008)は、マウスABCA4及びヒ
トMYO7A遺伝子をパッケージングする特大AAVベクターを調製し、マウス網膜細胞の形質導
入後のタンパク質発現を示した。しかし、特定のAAVキャプシドは8.9kbまで収容しうるこ
とがAllocca et al.によって提案された一方で、その後の研究により、「特大」手法は実
際にはパッケージング上限サイズを克服するのではなく、ランダムな様式で導入遺伝子の
トランケーションをもたらし、各々が導入遺伝子の断片を含むAAVベクターの不均一な集
団をもたらすことが見出された（Dong et al., Molecular Therapy, vol. 18, No. 1, Ja
n 2010）。所与の集団における特大ベクターの一部は、断片間で重複する領域が存在し、
標的細胞の形質導入後に全長遺伝子への再構成を可能にするような特大導入遺伝子の十分
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大きな断片をパッケージングすると考えられている。しかし、この方法は予測不能で非効
率的であり、パッケージング制御を欠いており、その後の組換えの失敗は一貫性で検出可
能な成功への重大な障害をもたらす。
【０００９】
　「デュアル」ベクター
　代わりの手法はデュアルベクターシステムを調製することであり、デュアルベクターシ
ステムでは、約5kb限界よりも大きな導入遺伝子が、規定された配列の2つの別々のベクタ
ー、すなわち導入遺伝子の5'部分を含有する「上流」ベクター、及び導入遺伝子の3'部分
を含有する「下流」ベクターへと、概ね半分に分割されている。上流ベクター及び下流ベ
クターの両方による標的細胞の形質導入によって、全長導入遺伝子が様々な細胞内機構を
用いて2つの断片から再構成されることが可能になる。
【００１０】
　いわゆる「トランススプライシング」デュアルベクター手法では、スプライス供与シグ
ナルが上流導入遺伝子断片の3'末端に置かれ、スプライス受容シグナルが下流導入遺伝子
断片の5'末端に置かれる。デュアルベクターによって標的細胞を形質導入すると、AAVゲ
ノム中に存在する逆方向末端反復（ITR）配列が導入遺伝子断片のヘッドトゥーテールの
コンカテマー化を媒介し、転写物のトランススプライシングの結果として全長mRNA配列の
生成がもたらされ、全長タンパク質の発現が可能となる。
【００１１】
　代わりのデュアルベクターシステムは、「重複」手法を使用する。重複デュアルベクタ
ーシステムでは、上流コーディング配列部分の3'末端におけるコーディング配列の部分は
、下流コーディング配列部分の5'における相同配列と重複する。上流及び下流ベクターに
よって標的細胞を形質導入すると、コーディング配列の上流部分及び下流部分の間の相同
組換えによって、全長導入遺伝子の再創出が可能となり、そこから対応するmRNAが転写さ
れ、全長タンパク質が発現されうる。
【００１２】
　WO 2014/170480は、ヒトABCA4タンパク質をコードするデュアルAAVベクターシステムの
生成を記載する。
【００１３】
　したがって、ABCA4タンパク質をコードし、遺伝子治療における使用に適した、代替と
なる、及び／又は改善されたAAVベクターシステムのニーズが当技術分野において存在す
る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】WO 2014/170480
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Wu et al., Molecular Therapy, vol. 18, No. 1, Jan 2010
【非特許文献２】Allocca et al. (J. Clin. Invest. vol.118, No. 5, May 2008)
【非特許文献３】Dong et al., Molecular Therapy, vol. 18, No. 1, Jan 2010
【発明の概要】
【００１６】
　本発明は、特許請求の範囲に記載されるアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターシステム
を提供することによって、上記の先行技術の問題に取り組む。
【００１７】
　有利な点として、本発明のAAVベクターシステムは、驚くべきことに、形質導入細胞に
おける全長ABCA4タンパク質の高レベルの発現をもたらし、ABCA4の望まれないトランケー
ト型断片の生成は限定的である。
【００１８】
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　一態様では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるためのAAV
ベクターシステムであって、該AAVベクターシステムは第1の核酸配列を含む第1のAAVベク
ターと第2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、第1の核酸配列はABCA4コーディ
ング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列はABCA4 CDSの3'末端部分を含み、
該5'末端部分及び該3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含し、第1の核酸配列は配列
番号1のヌクレオチド105～3597に対応する連続ヌクレオチドの配列を含み、第2の核酸配
列は配列番号1のヌクレオチド3806～6926に対応する連続ヌクレオチドの配列を含み、第1
の核酸配列及び第2の核酸配列はそれぞれ他方と配列が重複する領域を含み、並びに該配
列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対応する核酸配列の少なく
とも約20個の連続ヌクレオチドを含む、該AAVベクターシステムを提供する。
【００１９】
　配列が重複する領域は、長さが20～550ヌクレオチド、好ましくは長さが50～250ヌクレ
オチド、より好ましくは長さが175～225ヌクレオチド、最も好ましくは長さが195～215ヌ
クレオチドであってもよい。
【００２０】
　配列が重複する領域はまた、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対応する核酸配列
の少なくとも約50個の連続ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約75個の連続ヌクレオチ
ド、より好ましくは少なくとも約100個の連続ヌクレオチド、さらにより好ましくは少な
くとも約150個の連続ヌクレオチド、最も好ましくは少なくとも約200個の連続ヌクレオチ
ドを含んでもよい。
【００２１】
　一実施形態では、第1の核酸配列は、配列番号1のヌクレオチド105～3597からなる連続
ヌクレオチドの配列を含む。一実施形態では、第2の核酸配列は、配列番号1のヌクレオチ
ド3806～6926からなる連続ヌクレオチドの配列を含む。
【００２２】
　一実施形態では、第1の核酸配列は、配列番号2のヌクレオチド105～3597からなる連続
ヌクレオチドの配列を含む。一実施形態では、第2の核酸配列は、配列番号2のヌクレオチ
ド3806～6926からなる連続ヌクレオチドの配列を含む。
【００２３】
　一実施形態では、配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805からな
る核酸配列の少なくとも約20個の連続ヌクレオチドを含む。一実施形態では、配列が重複
する領域は、配列番号2のヌクレオチド3598～3805からなる核酸配列の少なくとも約20個
の連続ヌクレオチドを含む。
【００２４】
　一実施形態では、配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805からな
る核酸配列の少なくとも約50個の連続ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約75個の連続
ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも約100個の連続ヌクレオチド、さらにより好ま
しくは少なくとも約150個の連続ヌクレオチド、最も好ましくは少なくとも約200個の連続
ヌクレオチドを含む。一実施形態では、配列が重複する領域は、配列番号2のヌクレオチ
ド3598～3805からなる核酸配列の少なくとも約50個の連続ヌクレオチド、好ましくは少な
くとも約75個の連続ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも約100個の連続ヌクレオチ
ド、さらにより好ましくは少なくとも約150個の連続ヌクレオチド、最も好ましくは少な
くとも約200個の連続ヌクレオチドを含む。
【００２５】
　一実施形態では、第1の核酸配列は、配列番号1のヌクレオチド105～3805に対応する連
続ヌクレオチドの配列を含み、第2の核酸配列は、配列番号1のヌクレオチド3598～6926に
対応する連続ヌクレオチドの配列を含む。
【００２６】
　一実施形態では、第1の核酸配列は、配列番号1のヌクレオチド105～3805からなる連続
ヌクレオチドの配列を含み、第2の核酸配列は、配列番号1のヌクレオチド3598～6926から
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なる連続ヌクレオチドの配列を含む。
【００２７】
　一実施形態では、第1の核酸配列は、配列番号2のヌクレオチド105～3805からなる連続
ヌクレオチドの配列を含み、第2の核酸配列は、配列番号2のヌクレオチド3598～6926から
なる連続ヌクレオチドの配列を含む。
【００２８】
　第1のAAVベクターは、ABCA4コーディング配列（CDS）の5'末端部分に作動可能に連結さ
れたGRK1プロモーターを含んでもよい。
【００２９】
　第1の核酸配列は、ABCA4コーディング配列（CDS）の5'末端部分の上流に位置する非翻
訳領域（UTR）を含んでもよい。
【００３０】
　第2の核酸配列は、転写後応答エレメント（PRE）、好ましくはウッドチャック肝炎ウイ
ルス転写後応答エレメント（WPRE）を含んでもよい。
【００３１】
　第2の核酸配列は、ウシ成長ホルモン（bGH）ポリアデニル化配列を含んでもよい。
【００３２】
　別の態様では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるための
方法であって、機能的ABCA4タンパク質が標的細胞において発現されるように、上記の第1
のAAVベクター及び第2のAAVベクターで標的細胞を形質導入するステップを含む方法を提
供する。
【００３３】
　さらなる態様では、本発明は、ABCA4 CDSの5'末端部分を含む核酸配列を含むAAVベクタ
ーであって、ABCA4 CDSの5'末端部分が配列番号1のヌクレオチド105～3805に対応する連
続ヌクレオチドの配列からなるAAVベクターを提供する。一実施形態では、このAAVベクタ
ーは、配列番号9の核酸配列を含む。一実施形態では、ABCA4 CDSの5'末端部分は配列番号
1のヌクレオチド105～3805からなる。一実施形態では、ABCA4 CDSの5'末端部分は配列番
号2のヌクレオチド105～3805からなる。
【００３４】
　さらなる態様では、本発明は、ABCA4 CDSの3'末端部分を含む核酸配列を含むAAVベクタ
ーであって、ABCA4 CDSの3'末端部分が配列番号1のヌクレオチド3598～6926に対応する連
続ヌクレオチドの配列からなるAAVベクターを提供する。一実施形態では、このAAVベクタ
ーは、配列番号10の核酸配列を含む。一実施形態では、ABCA4 CDSの3'末端部分は配列番
号1のヌクレオチド3598～6926からなる。一実施形態では、ABCA4 CDSの3'末端部分は配列
番号2のヌクレオチド3598～6926からなる。
【００３５】
　別の態様では、本発明は、上に規定される第1の核酸配列を含む核酸を提供する。
【００３６】
　別の態様では、本発明は、上に規定される第2の核酸配列を含む核酸を提供する。
【００３７】
　配列番号9の核酸配列を含む核酸、及び配列番号10の核酸配列を含む核酸もまた本発明
によって提供される。
【００３８】
　さらなる態様では、本発明は、上述のAAVベクターシステム、又は上述の上流AAVベクタ
ー及び下流AAVベクターを含むキットを提供する。
【００３９】
　本発明はまた、上述の、第1の核酸配列を含む核酸、及び第2の核酸配列を含む核酸、又
は上述の、配列番号9の核酸配列を含む核酸、及び配列番号10の核酸配列を含む核酸を含
むキットを提供する。
【００４０】
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　さらにさらなる態様では、本発明は、上述のAAVベクターシステム及び薬学的に許容可
能な賦形剤を含む、医薬組成物を提供する。
【００４１】
　さらにさらなる態様では、本発明は、網膜細胞の分解を特徴とする疾患の予防若しくは
治療において使用するための、好ましくはシュタルガルト病の予防若しくは治療において
使用するための、上述のAAVベクターシステム、上述のキット、又は上述の医薬組成物を
提供する。
【００４２】
　別の態様では、本発明は、それを必要とする対象に有効量の上述のAAVベクターシステ
ム、上述のキット、又は上述の医薬組成物を投与することを含む、シュタルガルト病など
の網膜細胞の分解を特徴とする疾患を予防又は治療する方法を提供する。
【００４３】
　別の態様では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるためのA
AVベクターシステムであって、該AAVベクターシステムは第1の核酸配列を含む第1のAAVベ
クターと第2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、第1の核酸配列はABCA4コーデ
ィング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列はABCA4 CDSの3'末端部分を含み
、該5'末端部分及び該3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含し、第1の核酸配列は配
列番号1のヌクレオチド105～3597に対して少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、
96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）
の配列同一性を有する配列を含み、第2の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド3806～6926
に対して少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99
.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同一性を有する配列を含み
、第1の核酸配列及び第2の核酸配列はそれぞれ他方と配列が重複する領域を含み、該配列
が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対して少なくとも90％（例え
ば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、
99.8、99.9又は100％）の配列同一性を有する核酸配列の少なくとも約20個の連続ヌクレ
オチドを含む、該AAVベクターシステムを提供する。
【００４４】
　別の態様では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるためのA
AVベクターシステムであって、該AAVベクターシステムは第1の核酸配列を含む第1のAAVベ
クターと第2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、第1の核酸配列はABCA4コーデ
ィング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列はABCA4 CDSの3'末端部分を含み
、該5'末端部分及び該3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含し、該ABCA4 CDSの5'末
端部分は配列番号1のヌクレオチド105～3805に対して少なくとも90％（例えば、少なくと
も90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又
は100％）の配列同一性を有する配列からなり、該ABCA4 CDSの3'末端部分は配列番号1の
ヌクレオチド3598～6926に対して少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、
98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同
一性を有する配列からなる、該AAVベクターシステムを提供する。
【００４５】
　別の態様では、本発明は、ABCA4 CDSの5'末端部分を含む核酸配列を含むAAVベクターで
あって、該ABCA4 CDSの5'末端部分は配列番号1のヌクレオチド105～3805に対して少なく
とも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5
、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同一性を有する配列からなる、該AAVベクタ
ーを提供する。
【００４６】
　別の態様では、本発明は、ABCA4 CDSの3'末端部分を含む核酸配列を含むAAVベクターで
あって、該ABCA4 CDSの3'末端部分は配列番号1のヌクレオチド3598～6926に対して少なく
とも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5
、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同一性を有する配列からなる、該AAVベクタ
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ーを提供する。
【００４７】
　別の態様では、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるためのAAVベクター
システムであって、該AAVベクターシステムは第1の核酸配列を含む第1のAAVベクターと第
2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、第1の核酸配列はABCA4コーディング配列
（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列はABCA4 CDSの3'末端部分を含み、該5'末端
部分及び該3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含し、第1の核酸配列は配列番号2の
ヌクレオチド105～3597に対して少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、9
8、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同一
性を有する配列を含み、第2の核酸配列は配列番号2のヌクレオチド3806～6926に対して少
なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、
99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同一性を有する配列を含み、第1の核酸
配列及び第2の核酸配列はそれぞれ他方と配列が重複する領域を含み、該配列が重複する
領域は、配列番号2のヌクレオチド3598～3805に対して少なくとも90％（例えば、少なく
とも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9
又は100％）の配列同一性を有する核酸配列の少なくとも約20個の連続ヌクレオチドを含
む、該AAVベクターシステムを提供する。
【００４８】
　別の態様では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるためのA
AVベクターシステムであって、該AAVベクターシステムは第1の核酸配列を含む第1のAAVベ
クターと第2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、第1の核酸配列はABCA4コーデ
ィング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列はABCA4 CDSの3'末端部分を含み
、該5'末端部分及び該3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含し、ABCA4 CDSの該5'末
端部分は配列番号2のヌクレオチド105～3805に対して少なくとも90％（例えば、少なくと
も90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又
は100％）の配列同一性を有する配列からなり、ABCA4 CDSの該3'末端部分は配列番号2の
ヌクレオチド3598～6926に対して少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、
98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同
一性を有する配列からなる、該AAVベクターシステムを提供する。
【００４９】
　別の態様では、本発明は、ABCA4 CDSの5'末端部分を含む核酸配列を含むAAVベクターで
あって、該ABCA4 CDSの5'末端部分が配列番号2のヌクレオチド105～3805に対して少なく
とも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5
、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同一性を有する配列からなる、該AAVベクタ
ーを提供する。
【００５０】
　別の態様では、本発明は、ABCA4 CDSの3'末端部分を含む核酸配列を含むAAVベクターで
あって、該ABCA4 CDSの3'末端部分が配列番号2のヌクレオチド3598～6926に対して少なく
とも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5
、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同一性を有する配列からなる、該AAVベクタ
ーを提供する。
【００５１】
　配列番号9に対して少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.
1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又は100％）の配列同一性を有する
核酸配列を含む核酸、及び配列番号10に対して少なくとも90％（例えば、少なくとも90、
95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9又は100
％）の配列同一性を有する核酸配列を含む核酸もまた本発明によって提供される。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１】組み合わさって完全なABCA4導入遺伝子を形成する上流及び下流導入遺伝子構造
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を示す図である。
【図２】付加的なUTR配列を有する（5'C）及び有しない（C）デュアルベクターバリアン
トCの注入6週後のAbca4-/-網膜におけるABCA4タンパク質検出を示す図である。単位は非
注入KO試料に対する倍率増加を示す。エラーバーはSEMを示す。一元配置分散分析、テュ
ーキーポストホック、p=**0.009。
【図３】重複バリアントA、B、C、D、E、F及びXを構成する上流及び下流導入遺伝子に含
まれるABCA4 CDSを示す図である。（a）インビトロ及び（b）インビボでの、異なる重複
ゾーンベクターバリアントで形質導入後のABCA4タンパク質検出。単位は未処理試料（- 
＝未処理HEK293T細胞；KO＝非注入Abca4-/-網膜）に対する倍率増加を示す。エラーバー
はSEMを示す。一元配置分散分析、テューキーポストホック解析により、インビトロでは
、デュアルベクターバリアントB及びCは他のすべての試料よりも有意に多いABCA4タンパ
ク質を生成したが、BとCの間には有意な差はなかったことが明らかにされた。インビボで
は、デュアルベクターバリアントCは他のすべてのバリアント（Bを除く）よりも有意に多
いABCA4タンパク質を生成した。
【図４－１】（a）非組換え下流ベクターで処理されたHEK293T細胞において検出可能なト
ランケート型ABCA4タンパク質バリアント；（b）デュアルベクター5'B又は5'Cを注入した
Abca4-/-網膜試料において検出されたトランケート型及び全長ABCA4タンパク質を示す図
である。
【図４－２】図４－１の続きである。（c）表は注入された網膜のウエスタンブロットに
よって検出される全ABCA4タンパク質集団中に存在するパーセンテージ全長ABCA4を提示す
る；（d）転写物及びタンパク質レベルでの、重複Cデュアルベクターバリアントを注入し
た網膜と、重複Bデュアルベクターバリアントを注入した網膜との間の、ABCA4発現の倍率
変化の差。エラーバーはSEMを示す。
【図５－１】a）インフレームAUGコドンの前にフレーム外AUGを有する重複C配列を示す図
である。
【図５－２】図５－１の続きである。b）重複ゾーンC及びBの予測二次構造を示す図であ
る。
【図５－３】図５－２の続きである。
【図５－４】図５－３の続きである。
【図６】注入6週後に回収されたAbca4-/-網膜における視細胞の外節におけるABCA4（緑色
）の染色。HCN1（赤色）染色は内節を標識する。WT網膜における天然Abca4局在の染色例
も含まれ、さらに非注入Abca4-/-網膜において染色がないことの証拠も含まれる。
【図７】野生型（WT）及びAbca4-/-眼におけるAbca4/ABCA4（緑色）及びHcn1（赤色）染
色を示す図である。
【図８】野生型（WT）及びAbca4-/-眼における視細胞外節におけるAbca4/ABCA4（緑色）
及びロドプシン（赤色）染色を示す図である。
【図９】野生型（WT）及びAbca4-/-眼におけるAbca4/ABCA4（緑色）及びロドプシン（赤
色）頂端RPE染色を示す図である。
【図１０】例示的な重複ベクターの図である。
【図１１】正常レチノイドサイクルが図の左側に示される。Abca4欠損マウス及びヒトに
おいて強化された度合で起きるビスレチノイド及びA2Eの生成が右側に示される。図の右
側で、ボックス内で強調される分子は、Abca4-/-マウスにおいて評価された（実施例６）
。
【図１２】シャム又は治療注入のいずれかを受けた13のAbca4-/-マウスの眼のペアにおけ
るビスレチノイド及びA2Eアイソフォームのレベルを示す図である。ビスレチノイド及びA
2Eレベルの有意な減少が、シャムと治療の眼の間で観察された（p=0.017、F=5.849）。さ
らに、すべてのビスレチノイド及びA2E測定では、最も低いレベルはデュアルベクター処
理した眼において見られた（実施例６）。
【発明を実施するための形態】
【００５３】
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　配列のリスト
　配列番号1　ヒトABCA4核酸配列。配列番号1はNCBI参照配列NM_000350.2と同一である。
　配列番号2　ヒトABCA4核酸配列バリアント。配列番号2は以下の変異、ヌクレオチド164
0 G>T、ヌクレオチド5279 G>A、ヌクレオチド6173 T>Cを除き、配列番号1と同一である。
　配列番号3　ITR、プロモーター、CDS、ITRを含む、例示的上流ベクター配列。
　配列番号4　ITR、CDS、転写後応答エレメント、ポリアデニル化配列、ITRを含む、例示
的下流ベクター配列。
　配列番号5　GRK1プロモーター配列。
　配列番号6　UTR配列。
　配列番号7　ウッドチャック肝炎ウイルス転写後応答エレメント。
　配列番号8　ウシ成長ホルモンポリアデニル化配列。
　配列番号9　プロモーター、CDSを含む例示的な部分的上流ベクター配列。
　配列番号10　CDS、転写後応答エレメント、ポリアデニル化配列を含む、例示的な部分
的下流ベクター配列。
【００５４】
　ウイルスベクターは、組換え核酸技術を使用して非天然核酸配列（又は導入遺伝子）を
ウイルスゲノム中に組み入れて改変された野生型ウイルスに由来する。特異的な細胞を標
的として感染するウイルスの能力は、導入遺伝子を標的細胞に送達するために使用され、
遺伝子の発現とコードされる遺伝子産物の生成をもたらす。
【００５５】
　本発明は、アデノ随伴ウイルス（AAV）に由来するベクターに関する。
【００５６】
　第1の態様では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるための
アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターシステムであって、該AAVベクターシステムは第1の
核酸配列を含む第1のAAVベクターと第2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、第1
の核酸配列はABCA4コーディング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列はABCA4
 CDSの3'末端部分を含み、該5'末端部分及び該3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包
含し、第1の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド105～3597に対応する連続ヌクレオチド
の配列を含み、第2の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド3806～6926に対応する連続ヌク
レオチドの配列を含み、第1の核酸配列及び第2の核酸配列はそれぞれ他方と配列が重複す
る領域を含み、該配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対応す
る核酸配列の少なくとも約20個の連続ヌクレオチドを含む、該AAVベクターシステムを提
供する。
【００５７】
　AAVベクターは一般的に当技術分野において周知であり、当業者は、当技術分野におけ
るその技術常識から、その調製に適した一般的手法に精通している。当業者の技術常識に
は、目的の核酸配列をAAVベクターのゲノム中に組み込むのに適した手法が含まれる。
【００５８】
　「AAVベクターシステム」という用語は、第1及び第2のAAVベクターが相補的な様式で共
に機能することが意図されるという事実を受容するために使用される。
【００５９】
　本発明のAAVベクターシステムの第1及び第2のAAVベクターは、合わせてABCA4導入遺伝
子全体をコードする。したがって、標的細胞におけるコードされるABCA4導入遺伝子の発
現には、第1（上流）及び第2（下流）のベクターの両方で標的細胞を形質導入することが
必要である。
【００６０】
　本発明のAAVベクターシステムのAAVベクターは、典型的にはAAV粒子（ビリオンとも呼
ばれる）の形態である。AAV粒子は、AAVゲノムである核酸のコアを囲むタンパク質コート
（キャプシド）を含む。本発明はまた、本明細書に記載されるAAVベクターシステムのAAV
ベクターゲノムをコードする核酸配列を包含する。
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【００６１】
　配列番号1は、NCBI参照配列NM_000350.2に対応するヒトABCA4核酸配列である。配列番
号1は、NCBI参照配列NM_000350.2と同一である。ABCA4コーディング配列は配列番号1のヌ
クレオチド105～6926に渡る。
【００６２】
　第1のAAVベクターは、ABCA4 CDSの5'末端部分を含む第1の核酸配列を含む。ABCA4 CDS
の5'末端部分は、ABCA4 CDSの5'末端を含むABCA4 CDSの部分である。これはCDSの一部に
過ぎないから、ABCA4 CDSの5'末端部分は全長ABCA4 CDSではない（すなわち、ABCA4 CDS
全体ではない）。したがって、第1の核酸配列（したがって、及び第1のAAVベクター）は
全長ABCA4 CDSを含まない。
【００６３】
　第2のAAVベクターはABCA4 CDSの3'末端部分を含む第2の核酸配列を含む。ABCA4 CDSの3
'末端部分は、ABCA4 CDSの3'末端を含むABCA4 CDSの部分である。これはCDSの一部に過ぎ
ないから、ABCA4 CDSの3'末端部分は全長ABCA4 CDSではない（すなわち、ABCA4 CDS全体
ではない）。したがって、第2の核酸配列（したがって、及び第2のAAVベクター）は全長A
BCA4 CDSを含まない。
【００６４】
　5'末端部分及び3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含する（後述されるように、
配列が重複する領域を有する）。したがって、全長ABCA4 CDSは本発明のAAVベクターシス
テムに含まれ、第1及び第2のAAVベクターに渡って分割され、第1及び第2のAAVベクターで
標的細胞を形質導入後に標的細胞において再構成されうる。
【００６５】
　上述の第1の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド105～3597に対応する連続ヌクレオチ
ドの配列を含む。ABCA4 CDSは配列番号1のヌクレオチド105で始まる。
【００６６】
　上述の第2の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド3806～6926に対応する連続ヌクレオチ
ドの配列を含む。
【００６７】
　ABCA4 CDS全体を包含するために、第1及び第2の核酸配列は各々が配列番号1のヌクレオ
チド3598～3805に対応するABCA4 CDSの少なくとも一部をさらに含み、第1及び第2の核酸
配列を整列した場合に配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対応するABCA4 CDSの全体が
包含されるようにする。したがって、整列した場合に、第1及び第2の核酸配列は、合わせ
てABCA4 CDS全体を包含する。
【００６８】
　さらに、第1及び第2の核酸配列は、本発明の第1及び第2のAAVベクターで形質導入され
た標的細胞内で全長導入遺伝子の一部としてABCA4 CDS全体の再構成を可能とする、配列
が重複する領域を含む。
【００６９】
　第1及び第2の核酸配列が互いに整列される場合、第1の核酸配列の3'末端の領域は、第2
の核酸配列の5'末端の対応する領域と重複する。したがって、第1及び第2の核酸配列の両
方が、配列が重複する領域を形成するABCA4 CDSの一部を含む。
【００７０】
　本発明者は、第1及び第2の核酸配列の間の重複領域が、配列番号1のヌクレオチド3598
～3805に対応するABCA4 CDSの部分の少なくとも約20個の連続ヌクレオチドを含む場合に
、特に有利な結果が得られることを見出した。
【００７１】
　重複領域は、前記20個の連続ヌクレオチドの上流及び／又は下流に伸びてもよい。した
がって、重複する領域は長さが20ヌクレオチドを超えてもよい。
【００７２】
　重複領域は配列番号1のヌクレオチド3598に対応する位置の上流のヌクレオチドを含ん
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でもよい。あるいは、又はその上、重複領域は、配列番号1のヌクレオチド3805に対応す
る位置の下流のヌクレオチドを含んでもよい。
【００７３】
　あるいは、核酸配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対応す
るABCA4 CDSの部分の中に含まれてもよい。
【００７４】
　したがって、一実施形態では、核酸配列が重複する領域は、長さが20～550ヌクレオチ
ド、好ましくは長さが50～250ヌクレオチド、好ましくは長さが175～225ヌクレオチド、
好ましくは長さが195～215ヌクレオチドである。
【００７５】
　一実施形態では、核酸配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に
対応する核酸配列の少なくとも約50個の連続ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約75個
の連続ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約100個の連続ヌクレオチド、好ましくは少
なくとも約150個の連続ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約200個の連続ヌクレオチド
、好ましくは全208個の連続ヌクレオチドを含む。
【００７６】
　好ましい実施形態では、核酸配列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598に
対応するヌクレオチドで開始する。「開始する」という用語は、核酸配列が重複する領域
が配列番号1のヌクレオチド3598に対応するヌクレオチドから始まり5'から3'への方向に
走ることを意味する。したがって、好ましい実施形態では、核酸配列が重複する領域の最
も5'のヌクレオチドは、配列番号1のヌクレオチド3598に対応する。
【００７７】
　さらに好ましい実施形態では、第1の核酸配列及び第2の核酸配列ベクターの間の核酸配
列が重複する領域は、配列番号1のヌクレオチド3598～3805に対応する。
【００７８】
　本発明のさらなる利点は、上述の核酸配列が重複する領域を含むデュアルAAVベクター
の構築物が望ましくないトランケート型ABCA4ペプチドの翻訳のレベルを有利には低減し
うることである。
【００７９】
　下流ベクターのみに由来するmRNA転写物から翻訳が開始される場合、トランケート型AB
CA4ペプチドの翻訳の問題がデュアルAAVベクターシステムにおいて生じうる。この点で、
AAV2 5'ITRなどのAAV ITRはプロモーター活性を有しうる。このことは、下流ベクターに
おけるWPRE及びbGHポリアデニル化配列の存在と共に（後述されるように）、非組換え下
流ベクターからの安定なmRNA転写物の生成をもたらしうる。野生型ABCA4 CDSは、その下
流部分において、アミノ酸配列を変更することなく他のコドンに置換しえない、複数のイ
ンフレームAUGコドンを有する。これにより、安定な転写物から翻訳が生じトランケート
型ABCA4ペプチドの存在をもたらす可能性が生じる。
【００８０】
　核酸配列が重複する領域が配列番号1のヌクレオチド3598に対応するヌクレオチドで開
始する本発明の好ましい実施形態では、重複ゾーンの開始配列は、翻訳機構が非組換え下
流のみの転写物のフレーム外部位からの翻訳を開始することを促進するために、より弱い
コンテキストのインフレームAUGコドンよりも前に良好なコンテキスト（潜在的なコザッ
クコンセンサス配列に関して）のフレーム外AUG（開始）コドンを含む。本発明の特に好
ましい実施形態では、インフレームAUGよりも前に様々なコンテキストの全部で4つのフレ
ーム外AUGコドンが存在する。これらのすべてが翻訳されると10アミノ酸以内で終止コド
ンに翻訳され、したがって望ましくないトランケート型ABCA4ペプチドの翻訳を防止する
。
【００８１】
　好ましくは、第1の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド105～3805に対応する連続ヌク
レオチドの配列を含み、第2の核酸配列は配列番号1のヌクレオチド3598～6926に対応する
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連続ヌクレオチドの配列を含み、そうして上述の特に好ましい核酸配列が重複する領域が
包含される。
【００８２】
　したがって、好ましい実施形態では、ABCA4 CDSの5'末端部分は、配列番号1のヌクレオ
チド105～3805に対応する連続ヌクレオチドの配列からなり、ABCA4 CDSの3'末端部分は、
配列番号1のヌクレオチド3598～6926に対応する連続ヌクレオチドの配列からなる。
【００８３】
　さらに好ましい実施形態では、ABCA4 CDSの5'末端部分は、配列番号1のヌクレオチド10
5～3805からなり、ABCA4 CDSの3'末端部分は、配列番号1のヌクレオチド3598～6926から
なる。
【００８４】
　したがって、好ましい実施形態では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク
質を発現させるためのAAVベクターシステムであって、該AAVベクターシステムは第1の核
酸配列を含む第1のAAVベクターと第2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、第1の
核酸配列はABCA4コーディング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列はABCA4 C
DSの3'末端部分を含み、該5'末端部分及び該3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含
し、該ABCA4 CDSの5'末端部分は配列番号1のヌクレオチド105～3805に対応する連続ヌク
レオチドの配列からなり、該ABCA4 CDSの3'末端部分は配列番号1のヌクレオチド3598～69
26に対応する連続ヌクレオチドの配列からなる、該AAVベクターシステムを提供する。
【００８５】
　さらに好ましい実施形態では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発
現させるためのAAVベクターシステムであって、該AAVベクターシステムは第1の核酸配列
を含む第1のAAVベクターと第2の核酸配列を含む第2のAAVベクターとを含み、第1の核酸配
列はABCA4コーディング配列（CDS）の5'末端部分を含み、第2の核酸配列はABCA4 CDSの3'
末端部分を含み、該5'末端部分及び該3'末端部分は合わせてABCA4 CDS全体を包含し、該A
BCA4 CDSの5'末端部分は配列番号1のヌクレオチド105～3805からなり、該ABCA4 CDSの3'
末端部分は配列番号1のヌクレオチド3598～6926からなる、該AAVベクターシステムを提供
する。
【００８６】
　「からなる」という用語によれば、ABCA4 CDSの5'末端部分及びABCA4 CDSの3'末端部分
が上述の連続ヌクレオチドの特定の配列からなる実施形態では、第1の核酸配列及び第2の
核酸配列は各々いかなる追加のABCA4 CDSも含まない。
【００８７】
　典型的には、第1のAAVベクター及び第2のAAVベクターの各々は5'及び3'逆方向末端反復
（ITR）を含む。
【００８８】
　典型的には、AAVの天然由来の血清型、単離体又はクレードのAAVゲノムは、少なくとも
1つの逆方向末端反復配列（ITR）を含む。ITR配列はシスに作用して機能的な複製起点を
提供し、細胞のゲノムからのベクターの組み込み及び切除を可能とする。AAV ITRは、例
えば、宿主細胞DNAポリメラーゼの作用による一本鎖ベクターDNAの二本鎖DNAへの変換後
、AAV感染細胞の核内でコンカテマー形成を助けると考えられている。そのようなエピソ
ームコンカテマーの形成は宿主細胞の生涯の間にベクター構築物を保護するのに役立ちう
るものであり、それによってインビボで導入遺伝子の発現を長引かせることを可能にする
。
【００８９】
　したがって、一実施形態では、ITRはAAV ITR（すなわち、AAVゲノムにおいて見出され
るITR配列に由来するITR配列）である。
【００９０】
　本発明のAAVベクターシステムの第1及び第2のAAVベクターは合わせて、完全に機能的な
ABCA4導入遺伝子が両方のベクターの形質導入後に標的細胞において再構成されるのに必
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要なすべての成分を含む。当業者は、ウイルスベクター形質導入細胞において導入遺伝子
の発現を保証するのに一般に使用される追加の遺伝因子を知っている。これらは発現調節
配列と呼ばれてもよい。したがって、本発明のAAVウイルスベクターシステムのAAVベクタ
ーは、通常、ABCA4導入遺伝子をコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結された発
現調節配列（例えば、プロモーター配列を含む）を含む。
【００９１】
　5'発現調節配列は好適にはウイルスベクターシステムの第1（「上流」）のAAVベクター
中に位置しており、一方、3'発現調節配列は好適にはウイルスベクターシステムの第2（
「下流」）のAAVベクター中に位置している。
【００９２】
　したがって、第1のAAVベクターは、通常、ABCA4 CDSの5'末端部分に作動可能に連結さ
れたプロモーターを含む。プロモーターはその性質上ABCA4 CDSの5'に位置することが必
要であり、したがって第1のAAVベクターにおけるその位置も同様である。
【００９３】
　任意の好適なプロモーターを使用してもよく、その選択は当業者によって容易になされ
うる。プロモーター配列は、恒常活性型（すなわち、任意の宿主細胞背景で作動するもの
）であってもよく、あるいは、特定の宿主細胞環境でのみ活性であり、よって特定の細胞
種で導入遺伝子の標的発現を可能とするものであってもよい（例えば、組織特異的プロモ
ーター）。プロモーターは、別の因子、例えば宿主細胞に存在する因子の存在に応じて誘
導可能な発現を示してもよい。ベクターが治療用に投与されるいかなる場合においても、
プロモーターが標的細胞背景において機能的であることが好ましい。
【００９４】
　一部の実施形態では、導入遺伝子が網膜細胞集団でのみ発現されることを可能にするた
めに、プロモーターが網膜細胞特異的発現を示すことが好ましい。したがって、プロモー
ターからの発現は網膜細胞特異的、例えば網膜神経感覚上皮及び網膜色素上皮の細胞にの
み限定されるものであってもよい。
【００９５】
　本発明における使用に適した例示的なプロモーターは、場合によりサイトメガロウイル
ス（CMV）エンハンサーエレメントと組み合わせた、ニワトリベータ-アクチン（CBA）プ
ロモーターである。本発明において使用するための別の例示的プロモーターはハイブリッ
ドCBA/CAGプロモーター、例えばrAVE発現カセット（GeneDetect.com）において使用され
るプロモーターである。
【００９６】
　網膜特異的遺伝子発現を誘導しうるヒト配列に基づくプロモーターの例としては、杆体
及び錐体にはロドプシンキナーゼ、錐体のみにはPR2.1、並びに網膜色素上皮にはRPE65が
挙げられる。
【００９７】
　本発明者は、遺伝子発現の特に有利なレベルがGRK1プロモーターを使用して達成されう
ることを見出した。したがって、好ましい実施形態では、プロモーターはヒトロドプシン
キナーゼ（GRK1）プロモーターである。
【００９８】
　本発明のGRK1プロモーター配列は、長さが199ヌクレオチドであってもよく、GRK1遺伝
子のヌクレオチド-112～+87を含んでもよい。好ましい実施形態では、プロモーターは配
列番号5の核酸配列、又は少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99
、99.1、99.2、99.3、99.4又は99.5、99.6、99.7、99.8又は99.9％）の配列同一性を有す
るそのバリアントを含む。
【００９９】
　第1のAAVベクターは、プロモーターと上流ABCA4核酸配列の間に位置する非翻訳領域（U
TR）（すなわち5'UTR）を含んでもよい。
【０１００】
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　任意の好適なUTR配列を使用してもよく、その選択は当業者によって容易になされうる
。
【０１０１】
　UTRは以下のエレメント、ニワトリ（Gallus gallus）β-アクチン（CBA）イントロン1
断片、アナウサギ（Oryctolagus cuniculus）β-グロビン（RBG）イントロン2断片、及び
アナウサギ（Oryctolagus cuniculus）β-グロビンエキソン3断片のうち1以上を含んでも
よい。
【０１０２】
　UTRはコザックコンセンサス配列を含んでもよい。任意の好適なコザックコンセンサス
配列を使用してもよく、その選択は当業者によって容易になされうる。
【０１０３】
　好ましい実施形態では、UTRは配列番号6において特定される核酸配列、又は少なくとも
90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99
.6、99.7、99.8又は99.9％）の配列同一性を有するそのバリアントを含む。
【０１０４】
　配列番号6のUTRは長さが186ヌクレオチドであり、コザックコンセンサス配列の直前に
ニワトリ（Gallus gallus）β-アクチン（CBA）イントロン1断片（予測スプライス供与部
位を有する）、アナウサギ（Oryctolagus cuniculus）β-グロビン（RBG）イントロン2断
片（予測分岐点及びスプライス受容部位を含む）、及びアナウサギ（Oryctolagus cunicu
lus）β-グロビンエキソン3断片を含む。
【０１０５】
　本発明者は、驚くことに、上述のUTR、特に配列番号6において特定されるUTR配列又は
少なくとも90％の配列同一性を有するそのバリアントの存在が、有利な点としてABCA4導
入遺伝子からの翻訳収量を増加させることを見出した。
【０１０６】
　本発明のAAVベクターシステムの第2（「下流」）のAAVベクターは、転写後応答エレメ
ント（転写後調節エレメントとしても公知である）又はPREを含んでもよい。任意の好適
なPREを使用してもよく、その選択は当業者によって容易になされうる。好適なPREの存在
は、ABCA4導入遺伝子の発現を増強しうる。
【０１０７】
　好ましい実施形態では、PREはウッドチャック肝炎ウイルスPRE（WPRE）である。特に好
ましい実施形態では、WPREは配列番号7、又は少なくとも90％（例えば、少なくとも90、9
5、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は99.9％）の
配列同一性を有するそのバリアントにおいて特定される配列を有する。
【０１０８】
　第2のAAVベクターは、下流ABCA4核酸配列の3'に位置するポリアデニル化配列を含んで
もよい。任意の好適なポリアデニル化配列を使用してもよく、その選択は当業者によって
容易になされうる。
【０１０９】
　好ましい実施形態では、ポリアデニル化配列は、ウシ成長ホルモン（bGH）ポリアデニ
ル化配列である。特に好ましい実施形態では、bGHポリアデニル化配列は、配列番号8、又
は少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99
.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は99.9％）の配列同一性を有するそのバリアントにおいて
特定される配列を有する。
【０１１０】
　本発明のAAVベクターシステムの好ましい実施形態では、第1のAAVベクターは配列番号9
の核酸配列を含み、第2のAAVベクターは配列番号10の核酸配列を含む。
【０１１１】
　本発明のAAVベクターシステムの別の好ましい実施形態では、第1のAAVベクターは配列
番号3の核酸配列を含み、第2のAAVベクターは配列番号4の核酸配列を含む。
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【０１１２】
　本発明のAAVベクターシステムは標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現させるの
に適している。
【０１１３】
　したがって、一態様では、本発明は、標的細胞においてヒトABCA4タンパク質を発現さ
せるための方法であって、機能的ABCA4タンパク質が標的細胞において発現されるように
、上述の第1のAAVベクター及び第2のAAVベクターで標的細胞を形質導入するステップを含
む方法を提供する。
【０１１４】
　ヒトABCA4タンパク質の発現は、第1のAAVベクター及び第2のAAVベクターの両方で標的
細胞が形質導入されることを必要とするが、その順序は重要ではない。したがって、標的
細胞は、任意の順番（第1のAAVベクターの後に第2のAAVベクター、又は第2のAAVベクター
の後に第1のAAVベクター）で又は同時に、第1のAAVベクター及び第2のAAVベクターで、形
質導入することができる。
【０１１５】
　標的細胞をAAVベクターで形質導入するための方法は、当技術分野において公知であり
、当業者は精通している。
【０１１６】
　標的細胞は好ましくは眼の細胞、好ましくは網膜細胞（例えば、神経視細胞、杆体細胞
、錐体細胞、又は網膜色素上皮細胞）である。
【０１１７】
　本発明はまた上に規定されるように第1のAAVベクターを提供する。上に規定されるよう
に、第2のAAVベクターもまた提供される。
【０１１８】
　別の態様では、本発明は、ABCA4 CDSの5'末端部分を含む核酸配列を含み、ABCA4 CDSの
5'末端部分が配列番号1のヌクレオチド105～3805に対応する連続ヌクレオチドの配列から
なる、AAVベクターを提供する。したがって、このAAVベクターは、当該連続ヌクレオチド
の配列を超えていかなる追加のABCA4 CDSをも含まない。
【０１１９】
　第1のAAVベクターは、5'及び3' ITR、好ましくはAAV ITR；プロモーター、好ましくはG
RK1プロモーター；及び／又はUTRを含んでもよく、これらのエレメントは本発明のAAVベ
クターシステムに関連して上述されたとおりのものである。
【０１２０】
　一実施形態では、第1のAAVベクターは、配列番号9の核酸配列を含む。
【０１２１】
　一実施形態では、第1のAAVベクターは、配列番号9又は少なくとも90％（例えば、少な
くとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は
99.9％）の配列同一性を有するそのバリアントの核酸配列を含む。
【０１２２】
　一実施形態では、第1のAAVベクターは、配列番号9（ただし、配列番号1のヌクレオチド
1640に対応する位置のヌクレオチドがGである）、又は少なくとも90％（例えば、少なく
とも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は99
.9％）の配列同一性を有するそのバリアントの核酸配列を含む。
【０１２３】
　一実施形態では、第1のAAVベクターは配列番号3の核酸配列を含む。
【０１２４】
　一実施形態では、第1のAAVベクターは、配列番号3、又は少なくとも90％（例えば、少
なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又
は99.9％）の配列同一性を有するそのバリアントの核酸配列を含む。
【０１２５】
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　一実施形態では、第1のAAVベクターは、配列番号3（ただし、配列番号1のヌクレオチド
1640に対応する位置のヌクレオチドがGである）、又は少なくとも90％（例えば、少なく
とも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は99
.9％）の配列同一性を有するそのバリアントの核酸配列を含む。
【０１２６】
　別の態様では、本発明は、ABCA4 CDSの3'末端部分を含む核酸配列を含み、該ABCA4 CDS
の3'末端部分が配列番号1のヌクレオチド3598～6926に対応する連続ヌクレオチドの配列
からなる、AAVベクターを提供する。したがって、このAAVベクターは、当該連続ヌクレオ
チドの配列を超えていかなる追加のABCA4 CDSをも含まない。
【０１２７】
　第2のベクターは、5'及び3' ITR、好ましくはAAV ITR；PRE、好ましくはWPRE；及び／
又はポリアデニル化配列、好ましくはbGHポリアデニル化配列を含んでもよく、これらの
エレメントは本発明のAAVベクターシステムに関連して上述したとおりのものである。
【０１２８】
　一実施形態では、第2のAAVベクターは、配列番号10の核酸配列を含む。
【０１２９】
　一実施形態では、第2のAAVベクターは、配列番号10、又は少なくとも90％（例えば、少
なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又
は99.9％）の配列同一性を有するそのバリアントの核酸配列を含む。
【０１３０】
　一実施形態では、第2のAAVベクターは、配列番号10（ただし、配列番号1のヌクレオチ
ド5279に対応する位置のヌクレオチドがGであり、配列番号1のヌクレオチド6173に対応す
る位置のヌクレオチドがTである）、又は少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、9
6、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は99.9％）の配列
同一性を有するそのバリアントの核酸配列を含む。
【０１３１】
　一実施形態では、第2のAAVベクターは配列番号4の核酸配列を含む。
【０１３２】
　一実施形態では、第2のAAVベクターは、配列番号4、又は少なくとも90％（例えば、少
なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又
は99.9％）の配列同一性を有するそのバリアントの核酸配列を含む。
【０１３３】
　一実施形態では、第2のAAVベクターは、配列番号4（ただし、配列番号1のヌクレオチド
5279に対応する位置のヌクレオチドがGであり、配列番号1のヌクレオチド6173に対応する
位置のヌクレオチドがTである）、又は少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96
、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は99.9％）の配列同
一性を有するそのバリアントの核酸配列を含む。
【０１３４】
　本発明はまた、上述の核酸配列を含む核酸を提供する。
【０１３５】
　本発明はまた上述のAAVベクターに由来しうるAAVベクターゲノムを提供する。
【０１３６】
　上述の第1のAAVベクター及び第2のAAVベクターを含むキットもまた提供される。AAVベ
クターはAAV粒子の形態のキットの中に提供されてもよい。
【０１３７】
　上述のように、第1の核酸配列を含む核酸と第2の核酸配列を含む核酸とを含むキットが
さらに提供される。
【０１３８】
　本発明はまた上述のAAVベクターシステム及び薬学的に許容可能な賦形剤を含む医薬組
成物を提供する。
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【０１３９】
　本発明のAAVベクターシステム、本発明のキット、本発明の医薬組成物を遺伝子治療に
おいて使用してもよい。例えば、本発明のAAVベクターシステム、本発明のキット、本発
明の医薬組成物を疾患の予防又は治療において使用してもよい。
【０１４０】
　疾患を予防又は治療するための本発明の使用には、ABCA4タンパク質の発現をもたらす
ために、第1のAAVベクター及び第2のAAVベクターを標的細胞に投与することが必要である
。
【０１４１】
　好ましくは、予防又は治療されるべき疾患は、網膜細胞の分解を特徴とする。そのよう
な疾患の例は、シュタルガルト病である。したがって、本発明の第1及び第2のAAVベクタ
ーは、機能的なABCA4タンパク質が発現されて当該疾患に存在する変異（単数又は複数）
が補償されるように、患者の眼に、好ましくは眼の網膜組織に投与されてもよい。
【０１４２】
　本発明のAAVベクターは、医薬組成物又は医薬として製剤化されてもよい。
【０１４３】
　本発明の例示的AAVベクターシステムは、第1のAAVベクター及び第2のAAVベクターを含
み、第1のAAVベクターは配列番号9の核酸配列を含み、第2のAAVベクターは配列番号10の
核酸配列を含む。
【０１４４】
　本発明のさらなる例示的AAVベクターシステムは、第1のAAVベクター及び第2のAAVベク
ターを含み、第1のAAVベクターは配列番号9又は少なくとも90％（例えば、少なくとも90
、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は99.9％）
の配列同一性を有するそのバリアントの核酸配列を含み、第2のAAVベクターは配列番号10
又は少なくとも90％（例えば、少なくとも90、95、96、97、98、99、99.1、99.2、99.3、
99.4、99.5、99.6、99.7、99.8又は99.9％）の配列同一性を有するそのバリアントの核酸
配列を含む。
【０１４５】
　本発明はまた、配列番号1の代わりに配列番号2が参照配列として使用される状況で実施
されてもよい。
【０１４６】
　この点では、配列番号2は以下の変異、ヌクレオチド1640 G>T、ヌクレオチド5279 G>A
、
ヌクレオチド6173 T>Cを除き、配列番号1と同一である。これらの変異はコードされるア
ミノ酸配列を変更せず、したがって、配列番号2にコードされるABCA4タンパク質は配列番
号1にコードされるABCA4タンパク質と同一である。
【０１４７】
　したがって、本発明の代替的な実施形態では、配列番号1への上記参照は、配列番号2へ
の参照と置換されてもよい。
【０１４８】
　配列の対応
　本明細書で使用される場合、所与の核酸配列中のヌクレオチドに関して使用される場合
の「に対応する」という用語は、特定の配列番号への参照によってヌクレオチドの位置を
規定する。しかし、そのような参照がなされる場合、発明は、参照される特定の配列番号
に示される正確な配列に限定されるものではなく、そのバリアント配列を含むことが理解
される。配列番号1におけるヌクレオチドの位置に対応するヌクレオチドは、配列アライ
ンメントによって、例えば配列アラインメントプログラムを使用することによって容易に
決定されうるものであり、その使用は当技術分野において周知である。この点について、
当業者であれば、遺伝暗号の縮重性質は、所与のポリペプチドをコードする様々な核酸配
列が、コードされるポリペプチドのアミノ酸配列を変化させることなく存在しうることを
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意味することを容易に理解するだろう。したがって、他のABCA4コーディング配列におけ
るヌクレオチドの位置の同定が考えられる（すなわち、当業者が考えうる位置のヌクレオ
チドは、例えば配列番号1において同定される位置に対応する）。
【０１４９】
　例を挙げると、配列番号2は、上述のように、3つの特定の変異を除き、配列番号1と同
一である（これらの3つの変異は、コードされるABCA4ポリペプチドのアミノ酸配列を変更
しない）。したがって、この場合、当業者であれば、配列番号2における所与のヌクレオ
チドの位置は、配列番号1において同等に番号を割り振られたヌクレオチドの位置に対応
すると考えるだろう。
【０１５０】
　AAVベクター
　本発明のウイルスベクターはアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターである。本発明のAAV
ベクターは成熟AAV粒子又はビリオン、すなわちAAVタンパク質キャプシドによって囲まれ
た核酸の形態でありうる。
【０１５１】
　AAVベクターはAAVゲノム又はその派生体を含みうる。
【０１５２】
　AAVゲノムは、AAV粒子の生成に必要な機能をコードするポリヌクレオチド配列である。
これらの機能には、AAVゲノムのAAV粒子へのキャプシド形成を含む、宿主細胞におけるAA
Vの複製及びパッケージングサイクルにおいて働く機能が含まれる。天然に存在するAAVは
、複製欠損であり、複製及びパッケージングサイクルの完了にはトランスのヘルパー機能
の提供に依存する。したがって、本発明のベクターのAAVゲノムは典型的には複製欠損で
ある。
【０１５３】
　AAVゲノムは、ポジティブ若しくはネガティブセンスのいずれかの一本鎖形態、あるい
は二本鎖形態でありうる。二本鎖形態の使用により、標的細胞におけるDNA複製ステップ
を省くことが可能になり、よって導入遺伝子発現を加速しうる。
【０１５４】
　本発明のベクターのAAVゲノムは通常一本鎖形態である。
【０１５５】
　AAVゲノムは、AAVの任意の天然由来の血清型、単離体又はクレードに由来しうる。した
がって、AAVゲノムは天然に存在するAAVの完全ゲノムでありうる。当業者に知られている
ように、天然に存在するAAVは様々な生物学的システムに従って分類されうる。
【０１５６】
　一般に、AAVはその血清型に関して参照される。血清型は、そのキャプシド表面抗原の
発現プロファイルにより、それを他のバリアント亜種と区別するために使用することがで
きる特徴的な反応性を有する、AAVの変異亜種に対応する。通常、特定のAAV血清型を有す
るウイルスは他のいずれのAAV血清型に特異的な中和抗体とも効率的に交差反応しない。
【０１５７】
　AAV血清型には、AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10及び
AAV11、並びに近年霊長類脳から同定されたRec2及びRec3などの組換え血清型も含まれる
。これらのAAV血清型のいずれも本発明において使用することができる。したがって、本
発明の一実施形態では、本発明のAAVベクターは、AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6
、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、Rec2又はRec3 AAVに由来してもよい。
【０１５８】
　AAV血清型の総説は、Choi et al. (2005) Curr. Gene Ther. 5: 299-310及びWu et al.
 (2006) Molecular Therapy 14: 316-27に見出すことができる。AAVゲノムの配列、又はI
TR配列、rep又はcap遺伝子を含むAAVゲノムのエレメントの配列は、AAV全ゲノム配列につ
いての以下のアクセッション番号に由来してもよい：アデノ随伴ウイルス1 NC_002077、A
F063497；アデノ随伴ウイルス2 NC_001401；アデノ随伴ウイルス3 NC_001729；アデノ随
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伴ウイルス3B NC_001863；アデノ随伴ウイルス4 NC_001829；アデノ随伴ウイルス5 Y1806
5、AF085716；アデノ随伴ウイルス6 NC_001862；トリ（Avian）AAV ATCC VR-865 AY18619
8、AY629583、NC_004828；トリ（Avian）AAV株DA-1 NC_006263、AY629583；ウシ（Bovine
）AAV NC_005889、AY388617。
【０１５９】
　AAVはまた、クレード又はクローンに関しても参照されうる。これは、天然由来AAVの系
統学的関係、そして典型的には共通の祖先まで遡ることができるAAVの系統群をいい、そ
してそれらのすべての子孫を含む。さらに、AAVは特定の単離体、すなわち天然に見出さ
れる特定のAAVの遺伝的単離体に関しても参照されうる。遺伝的単離体という用語は、他
の天然に存在するAAVとの限定的な遺伝的混合を受け、それによって遺伝的レベルで認識
可能に異なる集団を定義するAAVの集団を表す。
【０１６０】
　当業者であれば、その技術常識に基づいて、本発明における使用のためのAAVの適切な
血清型、クレード、クローン又は単離体を選択することができる。例えば、遺伝的色覚異
常の矯正が成功したことによって証明されるように、AAV5キャプシドは霊長類錐体視細胞
に効率的に形質導入することが示されている（Mancuso et al. (2009) Nature 461: 784-
7）。
【０１６１】
　AAV血清型は、AAVウイルスの感染の組織特異性（又はトロピズム）を決定する。したが
って、本発明に従って患者に投与されるAAVにおいて使用するための好ましいAAV血清型は
、眼内の標的細胞に対する天然トロピズム又は高い感染効率を有するものである。一実施
形態では、本発明で使用するためのAAV血清型は、網膜神経感覚上皮、網膜色素上皮及び
／又は脈絡膜の細胞に感染するものである。
【０１６２】
　典型的には、AAVの天然由来の血清型、単離体又はクレードのAAVゲノムは少なくとも1
つの逆方向末端反復配列（ITR）を含む。ITR配列はシスで作用して機能的な複製起点を提
供し、細胞のゲノムからのベクターの組込み及び切除を可能にする。AAVゲノムは通常、A
AV粒子のパッケージング機能をコードするrep及び／又はcap遺伝子などのパッケージング
遺伝子も含む。rep遺伝子は、タンパク質Rep78、Rep68、Rep52及びRep40又はそれらのバ
リアントのうちの1つ以上をコードする。cap遺伝子は、VP1、VP2及びVP3などの1つ以上の
キャプシドタンパク質又はそれらのバリアントをコードする。これらのタンパク質はAAV
粒子のキャプシドを構成する。キャプシドバリアントは以下に議論される。
【０１６３】
　プロモーターは、パッケージング遺伝子の各々に作動可能に連結される。そのようなプ
ロモーターの具体例には、p5、p19及びp40プロモーターが含まれる（Laughlin et al. (1
979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 5567-5571）。例えば、p5及びp19プロモーターは
一般にrep遺伝子を発現させるために使用され、一方p40プロモーターは一般にcap遺伝子
を発現させるために使用される。
【０１６４】
　したがって、本発明のベクターに使用されるAAVゲノムは、天然に存在するAAVの完全ゲ
ノムでありうる。例えば、完全AAVゲノムを含むベクターを使用してインビトロでAAVベク
ターを調製することができる。しかし、そのようなベクターは原則として患者に投与する
ことができる一方で、これは実際には滅多に行われない。好ましくは、AAVゲノムは患者
への投与の目的のために派生体化される。そのような派生体化は当技術分野において標準
的であり、本発明は、AAVゲノムの任意の公知の派生体、及び当技術分野において公知の
技術を適用することによって生成しうる派生体の使用を包含する。AAVゲノム及びAAVキャ
プシドの派生体化は、Coura and Nardi (2007) Virology Journal 4: 99並びに上記で参
照されたChoi et al.及びWu et al.に概説されている。
【０１６５】
　AAVゲノムの派生体には、インビボで本発明のベクターからの導入遺伝子の発現を可能
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にするAAVゲノムの任意のトランケート型又は改変型が含まれる。典型的には、最小のウ
イルス配列を含むが上記の機能を保持するようにAAVゲノムを大幅にトランケートするこ
とが可能である。これは、ベクターと野生型ウイルスとの組換えの危険性を低減し、また
標的細胞中のウイルス遺伝子タンパク質の存在による細胞性免疫応答の誘発を回避する安
全性の理由から好ましい。
【０１６６】
　典型的には、AAVゲノムの派生体は少なくとも1つの逆方向末端反復配列（ITR）、好ま
しくは1より多いITR、例えば2つ以上のITRを含む。1つ以上のITRは、異なる血清型を有す
るAAVゲノムに由来しうるか、又はキメラ若しくは変異型ITRでありうる。好ましい変異型
ITRはtrs（末端分解部位）の欠失を有するものである。この欠失は、ゲノムの継続的な複
製を可能にし、コーディング配列と相補的配列の両方を含む一本鎖ゲノム、すなわち自己
相補的AAVゲノムを生成する。これは、標的細胞におけるDNA複製を省くことを可能にし、
よって導入遺伝子発現の加速を可能にする。
【０１６７】
　例えば、宿主細胞DNAポリメラーゼの作用による一本鎖ベクターDNAの二本鎖DNAへの変
換の後に、宿主細胞の核内で本発明のベクターのコンカテマー形成を助けるために、1つ
以上のITRを含めることが好ましい。そのようなエピソームコンカテマーの形成は、宿主
細胞の生存期間にベクター構築物を保護し、それによってインビボでの導入遺伝子の長期
発現を可能にする。
【０１６８】
　好ましい実施形態では、ITRエレメントは、派生体中で天然AAVゲノムから保持されてい
る唯一の配列である。したがって、派生体は、好ましくは、天然ゲノムのrep及び／又はc
ap遺伝子並びに天然ゲノムの他のいかなる配列も含まない。これは、上記の理由から、そ
して宿主細胞ゲノムへのベクターの組込みの可能性を低減するためにも好ましい。さらに
、AAVゲノムのサイズを減少させることにより、導入遺伝子に加えて他の配列エレメント
（例えば、調節エレメント）をベクター内に組み込む際の柔軟性の増大が可能になる。
【０１６９】
　したがって、本発明の派生体では、以下の部分を除去することができる：1つの逆方向
末端反復（ITR）配列、複製（rep）及びキャプシド（cap）遺伝子。しかし、一部の実施
形態では、派生体は、1つ以上のrep及び／若しくはcap遺伝子又はAAVゲノムの他のウイル
ス配列をさらに含みうる。天然に存在するAAVは、ヒト第19染色体上の特定の部位に高頻
度で組み込まれ、無視できる頻度のランダム組み込みを示すため、組み込み能力がベクタ
ー中に保持されることは治療の状況では許容されうる。
【０１７０】
　派生体がキャプシドタンパク質、すなわちVP1、VP2及び/又はVP3を含む場合、その派生
体は1つ以上の天然に存在するAAVのキメラ、シャッフル又はキャプシド改変派生体であり
うる。特に、本発明は、同じベクター（すなわちシュードタイプベクター）内に、AAVの
異なる血清型、クレード、クローン、又は単離体に由来するキャプシドタンパク質配列の
提供を包含する。
【０１７１】
　キメラ、シャッフル又はキャプシド改変派生体は、典型的にはウイルスベクターに1つ
以上の所望の機能性を提供するように選択される。したがって、これらの派生体は、AAV2
のゲノムなどの天然に存在するAAVゲノムを含むAAVベクターと比較して、遺伝子送達効率
の増加、免疫原性（体液性又は細胞性）の低下、トロピズム範囲の変化、及び／又は特定
の細胞種の標的化の改善を示しうる。遺伝子送達の効率の増加は、細胞表面での受容体又
は共受容体の結合の改善、内在化の改善、細胞内及び核への輸送の改善、ウイルス粒子の
アンコーティングの改善及び一本鎖ゲノムの二本鎖型への変換の改善によってもたらされ
うる。効率の増加はまた、トロピズム範囲の変更又は特定の細胞集団の標的化にも関連し
うるものであり、よって、ベクター用量はそれが必要とされない組織への投与によって希
釈されない。
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【０１７２】
　キメラキャプシドタンパク質は、天然に存在するAAV血清型の2つ以上のキャプシドコー
ディング配列間の組換えによって生成されるものを含む。これは、例えば、ある血清型の
非感染性キャプシド配列が異なる血清型のキャプシド配列と同時トランスフェクトされる
マーカーレスキュー手法によって実施されうるものであり、所望の特性を有するキャプシ
ド配列に向けて選択するために定方向選択が使用される。異なる血清型のキャプシド配列
を細胞内での相同組換えによって変化させて新規のキメラキャプシドタンパク質を生成す
ることができる。
【０１７３】
　キメラキャプシドタンパク質はまた、2つ以上のキャプシドタンパク質の間、例えば異
なる血清型の2つ以上のキャプシドタンパク質の間で特定のキャプシドタンパク質ドメイ
ン、表面ループ又は特定のアミノ酸残基を転移するキャプシドタンパク質配列の操作によ
って生成されるものを含む。
【０１７４】
　シャッフル又はキメラキャプシドタンパク質は、DNAシャッフリング又はエラープロー
ンPCRによっても生成されうる。ハイブリッドAAVキャプシド遺伝子は、関連するAAV遺伝
子、例えば複数の異なる血清型のキャプシドタンパク質をコードするものの配列を無作為
に断片化し、次いでその後自己プライミングポリメラーゼ反応（これもまた配列相同性の
領域における交差を引き起こしうる）において断片を再構成することによって創出するこ
とができる。いくつかの血清型のキャプシド遺伝子をシャッフルすることによってこのよ
うにして創出されたハイブリッドAAV遺伝子のライブラリーは、所望の機能性を有するウ
イルスクローンを同定するためにスクリーニングされうる。同様に、エラープローンPCR
を使用してAAVキャプシド遺伝子をランダムに変異させて、その後、所望の特性について
選択することができる多様なバリアントのライブラリーを創出することができる。
【０１７５】
　キャプシド遺伝子の配列はまた、天然野生型配列に対して特異的な欠失、置換又は挿入
を導入するように遺伝的に改変されてもよい。特に、キャプシド遺伝子は、キャプシドコ
ーディング配列のオープンリーディングフレーム内、又はキャプシドコーディング配列の
N末端及び／又はC末端に無関係のタンパク質又はペプチドの配列を挿入することによって
改変することができる。
【０１７６】
　無関係のタンパク質又はペプチドは、有利な点として、特定の細胞種に対するリガンド
として作用し、それによって標的細胞への改善された結合を与えるか又は特定の細胞集団
へのベクターの標的化の特異性を改善するものでありうる。無関係のタンパク質はまた、
製造工程の一部としてウイルス粒子の精製を補助するもの、すなわちエピトープ又はアフ
ィニティータグでありうる。挿入部位は、典型的にはウイルス粒子の他の機能、例えば内
在化、ウイルス粒子の輸送と干渉しないように選択される。当業者であれば、その技術常
識に基づいて挿入に適した部位を同定することができる。特定の部位は、上記で参照され
たChoi et al.に開示されている。
【０１７７】
　本発明はさらに、天然AAVゲノムの配列とは異なる順序及び構成でAAVゲノムの配列を提
供することを包含する。本発明はまた、1以上のAAV配列又は遺伝子を別のウイルス由来の
配列又は1より多いウイルス由来の配列から構成されるキメラ遺伝子で置換することも包
含する。そのようなキメラ遺伝子は、異なるウイルス種の2つ以上の関連ウイルスタンパ
ク質由来の配列から構成されうる。
【０１７８】
　本発明のAAVベクターは、ある血清型のITRを有するAAVゲノム又は派生体が異なる血清
型のキャプシドにパッケージングされているトランスキャプシド化型を含む。本発明のAA
Vベクターは、2つ以上の異なる血清型由来の非改変キャプシドタンパク質の混合物がウイ
ルスキャプシドを構成するモザイク形態も含む。AAVベクターはまた、キャプシド表面に
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吸着されたリガンドを担持する化学的改変形態を含みうる。例えば、そのようなリガンド
は、特定の細胞表面受容体を標的とするための抗体を含みうる。
【０１７９】
　したがって、例えば、本発明のAAVベクターは、AAV2ゲノム及びAAV2キャプシドタンパ
ク質を有するもの（AAV2/2）、AAV2ゲノム及びAAV5キャプシドタンパク質を有するもの（
AAV2/5）、並びにAAV2ゲノム及びAAV8キャプシドタンパク質を有するもの（AAV2/8）を含
む。
【０１８０】
　本発明のAAVベクターは、変異型AAVキャプシドタンパク質を含みうる。一実施形態では
、本発明のAAVベクターは、変異型AAV8キャプシドタンパク質を含む。好ましくは、変異
型AAV8キャプシドタンパク質は、AAV8 Y733Fキャプシドタンパク質である。
【０１８１】
　投与方法
　本発明のウイルスベクターは網膜下注入、網膜への直接注入又は硝子体内注入により対
象の眼に投与されうる。
【０１８２】
　当業者は個々の網膜下注入、網膜への直接注入又は硝子体内注入を熟知しており首尾よ
く実行することができる。
【０１８３】
　網膜下注入
　網膜下注入は網膜下腔、すなわち網膜神経感覚上皮の下への注入である。網膜下注入の
間、注入される物質は視細胞と網膜色素上皮（RPE）層に向けられ、その間に空間を生じ
る。
【０１８４】
　注入が小さな網膜切開術により実施される場合、網膜剥離が生じてもよい。注入物質に
より生じた網膜の剥離して上昇した層は「ブレブ」と呼ばれる。
【０１８５】
　網膜下注入により生じた穴は、注入された溶液が投与後に硝子体腔中に著しく逆流しな
いように十分小さくなければならない。医薬の効果が標的領域から逸れうるため、そのよ
うな逆流は医薬が注入された時に特に問題になるだろう。好ましくは、注入が網膜神経感
覚上皮中に自己閉鎖する入口を生じる、すなわち、注入針が除去されると、注入物質がそ
の穴からほとんど放出されないか又は実質的に全く放出されないように針によって生じた
穴が再閉鎖する。
【０１８６】
　この過程を容易にするために、専用の網膜下注入針が市販されている（例えば、DORC 4
1Gテフロン（登録商標）網膜下注入針、Dutch Ophthalmic Research Center Internation
al BV、Zuidland、The Netherlands）。これらは網膜下注入を実施するために設計された
針である。
【０１８７】
　注入中に網膜への損傷が生じない限り、及び十分に小さい針が使用される限り、実質的
にすべての注入物質は、局所的な網膜剥離の場所で剥離された神経感覚上皮とRPEの間に
局在したままである（すなわち、硝子体腔中に逆流しない）。実際、短い期間に典型的に
はブレブが残っていることは、通常は注入物質が硝子体にほとんど逃げていかないことを
示す。ブレブは注入物質が吸収されるにつれてより長期的には消えうる。
【０１８８】
　眼、特に網膜の可視化が、例えば光干渉断層法を使用して手術前に行われてもよい。
【０１８９】
　2ステップ網膜下注入
　本発明のAAVベクターは、局所的な網膜剥離が第1液の網膜下注入により生じる2ステッ
プ法を使用することによって正確性と安全性を高めて送達されてもよい。第1液はベクタ



(25) JP 2019-523648 A 2019.8.29

10

20

30

40

50

ーを含まない。2回目の網膜下注入は、次いで、1回目の網膜下注入により生じたブレブの
網膜下液中にベクターを含む医薬を送達するために使用される。医薬を送達する注入は網
膜を剥離するために使用されないため、特定の容量の溶液がこの第2ステップにおいて注
入されてもよい。
【０１９０】
　本発明のAAVベクターは以下の：
（a）少なくとも部分的に網膜を剥離し網膜下ブレブを形成するのに有効な量の溶液の網
膜下注入による対象への投与ステップであって、溶液がベクターを含まない投与ステップ
；及び
（b）ステップ（a）により形成されたブレブ中への網膜下注入による医薬組成物の投与ス
テップであって、医薬がベクターを含む投与ステップ
によって送達されてもよい。
【０１９１】
　少なくとも部分的に網膜を剥離するためにステップ（a）において注入される溶液の容
量は、例えば約10～1000μL、例えば約50～1000、100～1000、250～1000、500～1000、10
～500、50～500、100～500、250～500μLであってもよい。容量は例えば約10、50、100、
200、300、400、500、600、700、800、900又は1000μLであってもよい。
【０１９２】
　ステップ（b）において注入される医薬組成物の容量は、例えば約10～500μL、例えば
約50～500、100～500、200～500、300～500、400～500、50～250、100～250、200～250又
は50～150μLであってもよい。容量は例えば約10、50、100、150、200、250、300、350、
400、450又は500μLであってもよい。好ましくは、ステップ（b）において注入される医
薬組成物の容量は100μLである。容量を大きくすると網膜が引き伸ばされるリスクが増大
しうるものであり、一方で容量が小さくすると見るのが困難になりうる。
【０１９３】
　医薬を含まない溶液（すなわちステップ（a）の「第1液」）は後述のように医薬を含む
溶液と同様に製剤化することができる。医薬を含まない好ましい溶液は生理的食塩水（BS
S）又は網膜下腔のpH及び浸透圧に一致した同様の緩衝液である。
【０１９４】
　手術中における網膜の可視化
　網膜は薄く透明であり網膜の下にある乱れて重度に色素が沈着した上皮に対して見るの
が困難であるため、例えば末期の網膜変性中など、特定の状況下では、網膜の同定は困難
である。青色生体色素（例えばBrilliant Peel（登録商標）、Geuder；MembraneBlue-Dua
l（登録商標）、ドルク）の使用により、網膜剥離手順（すなわち、本発明の2ステップ網
膜下注入法におけるステップ（a））において生じた網膜の穴の同定を容易にし、硝子体
腔中に逆流するリスク無しに同一の穴を通じて医薬を投与できるようにすることができる
。
【０１９５】
　肥厚した内境界膜又は網膜上膜のいずれかを通る注入は網膜下腔中へきれいに到達する
のを妨げうるため、青色生体色素の使用はまた、これらの構造のある網膜中のあらゆる領
域を同定する。さらに、これらの構造のいずれかが手術直後の時期において収縮すると、
網膜の入口の穴の伸長をもたらし、硝子体腔中への医薬の逆流をもたらしうる。
【０１９６】
　医薬組成物及び注入溶液
　本発明のAAVベクター及びAAVベクターシステムは医薬組成物に製剤化してもよい。これ
らの組成物は、医薬に加えて薬学的に許容可能な担体、希釈剤、賦形剤、緩衝剤、安定剤
又は当技術分野において周知の他の物質を含んでもよい。そのような物質は無毒性である
べきであり、活性成分の有効性に干渉すべきではない。担体又は他の物質の正確な性質は
、当業者が投与経路、例えば網膜下注入、網膜への直接注入又は硝子体内注入に従って決
定することができる。
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【０１９７】
　医薬組成物は典型的には液体形態である。液体医薬組成物は一般的に、例えば水、石油
、動物若しくは植物油、ミネラルオイル又は合成油などの液体担体を含む。生理食塩水、
塩化マグネシウム、ブドウ糖若しくは他の糖類溶液、又はエチレングリコール、プロピレ
ングリコール若しくはポリエチレングリコールなどのグリコールが含まれてもよい。一部
の場合では、プルロン酸（PF68）0.001％などの界面活性剤が使用されてもよい。
【０１９８】
　苦痛部位での注入には、活性成分は発熱性物質を含まず、好適なpH、浸透圧及び安定性
を有する水溶液の形態であってもよい。当業者であれば、例えば塩化ナトリウム注射液、
リンゲル注射液又は乳酸リンゲル注射液などの等張ビヒクルを使用して好適な溶液を首尾
よく調製することができる。保存料、安定剤、緩衝剤、酸化防止剤及び／又は他の添加剤
が必要に応じて含まれてもよい。
【０１９９】
　遅延放出のためには、医薬は、徐放用に調製された医薬組成物、例えば生体適合性ポリ
マーから形成されたマイクロカプセル又は当技術分野で公知の方法に従ったリポソーム担
体系に含まれてもよい。
【０２００】
　治療方法
　本明細書における治療に関するすべての言及は、根治の、対症的な及び予防的な治療を
含むが、本発明の文脈において、防ぐこと（予防）に関する言及は、予防的な治療により
一般的に関連することが理解される。治療はまた、疾患の重症度の進行を停止することを
含みうる。
【０２０１】
　哺乳類、特にヒトの治療が好ましい。しかし、ヒトの治療及び獣医学的治療の両方が本
発明の範囲内である。
【０２０２】
　バリアント、派生体、アナログ、ホモログ及び断片
　本明細書において言及される特定のタンパク質及びヌクレオチドに加えて、本発明はま
た、バリアント、派生体、アナログ、ホモログ及びそれらの断片の使用も包含する。本発
明の文脈では、いかなる所与の配列のバリアントは、問題になっているポリペプチド又は
ポリヌクレオチドが実質的にその機能を保持するように特定の残基（アミノ酸残基又は核
酸残基）配列が改変されている配列である。バリアント配列は、天然に発生するタンパク
質に存在する少なくとも1個の残基の付加、欠失、置換、改変、交換及び／又は変化によ
り得られうる。
【０２０３】
　本明細書で使用される「派生体」という用語は、本発明のタンパク質又はポリペプチド
に関係して、結果として生じるタンパク質又はポリペプチドがその内在的な機能のうち少
なくとも1つを実質的に保持する条件で、その配列からの又はその配列への1個の（又はそ
れより多い）アミノ酸残基の任意の置換、変化、改変、交換、欠失及び／又は付加を含む
。
【０２０４】
　本明細書において使用される「アナログ」という用語は、ポリペプチド又はポリヌクレ
オチドに関係して、任意の模倣物、すなわち、それが模倣するポリペプチド又はポリヌク
レオチドの内在的な機能のうち少なくとも1つを有する化学物質を含む。
【０２０５】
　典型的には、アミノ酸置換、例えば1、2又は3個から10又は20個の置換は、改変される
配列が必要な活性又は能力を実質的に保持する条件で、なされてもよい。アミノ酸置換は
天然には存在しないアナログの使用を含んでもよい。本発明において使用されるタンパク
質はまた、サイレントな変化を生み機能的に同等なタンパク質をもたらすアミノ酸残基の
欠失、挿入又は置換を有してもよい。計画的なアミノ酸置換は、内在的な機能が保持され
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る限りにおいて、その残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性及び／又は両親媒性の
性質の類似性に基づいてなされてもよい。例えば、負に荷電したアミノ酸はアスパラギン
酸及びグルタミン酸を含み、正に荷電したアミノ酸はリジン及びアルギニンを含み、類似
した親水性値を有する非荷電性極性頭部基を有するアミノ酸はアスパラギン、グルタミン
、セリン、スレオニン及びチロシンを含む。
【０２０６】
　保存的置換は、例えば下の表に従って行うことができる。2番目の列における同じ区分
にあり、好ましくは3番目の列の同じ行にあるアミノ酸は互いに置換されうる。

【０２０７】
　「ホモログ」という用語は、本明細書において使用される場合、野生型アミノ酸配列及
び野生型ヌクレオチド配列と一定の相同性を有する存在物を意味する。「相同性」という
用語は「同一性」と同一視されうる。
【０２０８】
　相同配列は対象配列に対して少なくとも50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％又は90％同一、好ましくは少なくとも95％又は97％又は99％同一であってもよいアミ
ノ酸配列を含んでもよい。典型的には、ホモログは対象アミノ酸配列と同じ活性部位等を
含む。相同性はまた類似性（すなわち、類似した化学的性質／機能を有するアミノ酸残基
）に関して考慮されうるが、本発明の文脈においては配列同一性に関して相同性を表現す
ることが好まれる。
【０２０９】
　相同配列は対象配列に対して少なくとも50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％又は90％同一、好ましくは少なくとも95％又は97％又は99％同一であってもよいヌク
レオチド配列を含んでもよい。相同性は類似性に関して考慮されうるが、本発明の文脈に
おいては配列同一性に関して相同性を表現することが好まれる。
【０２１０】
　好ましくは、本明細書で詳述される配列番号のいずれか1つに対して何らかのパーセン
ト同一性を有する配列への言及は、言及された配列番号の全長に渡り記載されたパーセン
ト同一性を有する配列を指す。
【０２１１】
　相同性比較は、眼によって、又はより通常は容易に利用できる配列比較プログラムの助
けを得て実施されうる。これらの市販のコンピュータープログラムは2個以上の配列間の
パーセント相同性又は同一性を計算することができる。
【０２１２】
　パーセント相同性は連続的な配列に対して計算されてもよく、すなわち、1つの配列が
他方の配列と整列させられて、1つの配列の各アミノ酸は他方の配列の対応するアミノ酸
に直接、1度に1残基が比較される。これは「ギャップ無し」アラインメントと呼ばれる。
典型的には、このようなギャップ無しアラインメントは比較的短い数の残基に対してのみ
行われる。
【０２１３】
　これは非常に単純で一貫性のある方法であるが、例えば、他については同一な1対の配
列においてヌクレオチド配列中の1つの挿入又は欠失が以降のコドンをアラインメントの
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外に出すかもしれず、よって結果的に全体のアラインメントが行われるときにパーセント
相同性が大きく減少する可能性があることを考慮に入れていない。それ故に、多くの配列
比較法は、全体の相同性スコアを不当に損なうことなく可能性のある挿入及び欠失を考慮
に入れる最適なアラインメントを生じるように設計されている。これは、配列アラインメ
ントに「ギャップ」を挿入して局所的な相同性を最大化するように試みることによって達
成される。
【０２１４】
　しかし、これらのより複雑な方法はアラインメント中に発生する各ギャップに「ギャッ
プペナルティ」を割り当てることで、比較される2つの配列間のより高度な関連性を反映
するようなできるだけ少ないギャップを有する配列アラインメントは、同一アミノ酸の数
が同数である場合に、多数のギャップを有するものよりも高いスコアを達成する。ギャッ
プの存在に対しては比較的高い負担をかけ、そのギャップ中の後の各残基に対してはより
小さいペナルティを与える「アフィンギャップコスト」が通常は使用される。これが最も
一般的に使用されるギャップ点数化システムである。高いギャップペナルティは当然にギ
ャップがより少ない最適化アラインメントを生じる。多くのアラインメントプログラムで
はギャップペナルティの変更が許容される。しかし、そのようなソフトウェアを配列比較
に使用する際には初期値を使用することが好まれる。例えば、GCG Wisconsin Bestfitパ
ッケージを使用する際には、アミノ酸配列の初期値のギャップペナルティはギャップ1つ
に対して-12であり、各伸長に対しては-4である。
【０２１５】
　最大パーセント相同性の計算は故に、ギャップペナルティを考慮に入れた最適アライン
メント作製を最初に必要とする。そのようなアラインメントを実行するのに適したコンピ
ュータープログラムはGCG Wisconsin Bestfitパッケージ（University of Wisconsin, U.
S.A.；Devereux et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12: 387）である。配列比較を行う
ことができる他のソフトウェアの例は、以下に限定されないが、BLASTパッケージ（Ausub
el et al. (1999) ibid - Ch. 18を参照）、FASTA（Atschul et al. (1990) J. Mol. Bio
l. 403-410）及び比較ツールのGENEWORKSスイートを含む。BLASTとFASTAはいずれもオフ
ライン及びオンラインの検索のために利用可能である（Ausubel et al. (1999) ibid, pa
ges 7-58～7-60を参照）。しかし、一部の用途では、GCG Bestfitプログラムを使用する
ことが好まれる。BLAST 2 Sequencesと呼ばれる別のツールもまたタンパク質配列及びヌ
クレオチド配列を比較するために利用できる（FEMS Microbiol. Lett. (1999) 174: 247-
50；FEMS Microbiol. Lett. (1999) 177: 187-8を参照）。最終的なパーセント相同性は
同一性に関して測定されうるが、アラインメントの過程自体は典型的には全か無かのペア
比較に基づかない。その代わりに、各対ごとの比較に化学的類似性又は進化的距離に基づ
くスコアを割り当てる、スケーリングされた類似性スコアマトリクスが一般的に使用され
る。一般的に使用されるそのようなマトリクスの例は、BLOSUM62マトリクス-BLASTスイー
トのプログラムのための初期マトリクスである。GCG Wisconsinプログラムは一般的に公
の初期値又は提供された場合にはあつらえの記号比較表のいずれかを使用する（さらなる
詳細についてはユーザーマニュアルを参照）。一部の用途ではGCGパッケージには公の初
期値を使用し、又は他のソフトウェアの場合にはBLOSUM62などの初期マトリクスを使用す
ることが好まれる。
【０２１６】
　ソフトウェアが最適アラインメントを生成すれば、パーセント相同性、好ましくはパー
セント配列同一性を計算することが可能である。ソフトウェアは典型的には配列比較の一
部としてこれを行い、数値結果を生じる。
【０２１７】
　「断片」もまたバリアントであり、この用語は典型的には、機能的に又は例えば分析に
おいて目的であるポリペプチド又はポリヌクレオチドの選択された領域を指す。「断片」
はしたがって全長ポリペプチド又はポリヌクレオチドの一部であるアミノ酸又は核酸配列
を指す。
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【０２１８】
　そのようなバリアントは部位特異的変異導入などの標準的な組換えDNA技術を使用して
調製することができる。挿入がなされる場合には、挿入位置のいずれかの側で天然に存在
する配列に対応する5'及び3'隣接領域と共に挿入をコードする合成DNAが作製されてもよ
い。隣接領域は、その配列が適切な酵素（単数又は複数）で切断され合成DNAが切断部に
連結されうるように、天然に存在する配列における部位に対応する便利な制限部位を含む
。DNAは次に、コードされるタンパク質を作るために本発明に従って発現される。これら
の方法はDNA配列操作のための当技術分野で公知の多数の標準的手法を例示するものに過
ぎず、他の公知の手法もまた使用されてもよい。
【０２１９】
　コドン最適化
　本発明は、本明細書中に記載される核酸配列のコドン最適化バリアントを包含する。
【０２２０】
　コドン最適化は、遺伝暗号の縮重性の利点を活かし、コードされるタンパク質の同じア
ミノ酸配列を維持しながらヌクレオチド配列が変更されることを可能にする。
【０２２１】
　典型的にはコドン最適化は、コードされるタンパク質の発現の増加又は減少を促すため
に実施される。これはヌクレオチド配列中のコドン使用頻度を特定の細胞種のものに合わ
せることによりもたらされ、よってその細胞種における特定のtRNAの相対存在量の偏りに
対応する細胞のコドンの偏りを利用する。ヌクレオチド配列中のコドンを変化させ、対応
するtRNAの相対的存在量に一致するようにコドンを調整することにより、発現を増大させ
ることが可能である。逆に、対応するtRNAが特定の細胞種で希少であることが知られるコ
ドンを選択することによって、発現を減少させることが可能である。
【０２２２】
　核酸配列のコドン最適化のための方法は当技術分野で公知であり、当業者であれば精通
している。
【０２２３】
　配列
　配列番号1
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　配列番号5

　配列番号6

　配列番号7

　配列番号8

　配列番号9
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【０２２４】
〔実施例１：上流及び下流AAVベクターの調製〕
　所与のAAVベクターの生成には3つのプラスミド：pTransgene、pRepCap及びpHelperが必
要である。以下に詳述するように、pTransgeneは上流又は下流のいずれかのABCA4導入遺
伝子を含む（ITRの完全性が確認された）。pRepCapはAAVゲノムのrep及びcap遺伝子を含
む。rep遺伝子はAAV2ゲノム由来であり、一方cap遺伝子は血清型要件に依存して変わる。
pHelperはAAV生成の成功に必要なアデノウイルス遺伝子を含む。HEK293T細胞に適用され
る3重トランスフェクションミックスのために、プラスミドをポリエチレンイミン（PEI）
と複合化する。トランスフェクションの3日後、細胞を回収して溶解する。15％、25％、4
0％及び60％相から構成されるイオジキサノール勾配にかける前に、溶解物をベンゾナー
ゼで処理して清澄化する。勾配を59,000rpmで1時間30分回転させ、次いで40％画分を回収
する。次いでこのAAV相をAmicon Ultra 100Kフィルターユニットを使用して精製し濃縮す
る。この工程の後、100～200μlの精製AAVがPBS中に得られる。
【０２２５】
〔実施例２：例示的AAVベクターの構造〕
　上流ベクター
　このベクターは、プロモーター、非翻訳領域（UTR）及びABCA4 CDSの上流セグメントを
含み、導入遺伝子の各末端にAAV2 ITRを有する（図１）。ABCA4は網膜の視細胞において
発現され、したがってヒトロドプシンキナーゼ（GRK1）プロモーターエレメントが組み込
まれている。上流ベクターに含まれる特定のGRK1プロモーター配列は、Khani et al. (In
vestigative Ophthalmology and Visual Science, 48(9), 3954-3961, 2007)に記載され
るようにGRK1遺伝子のヌクレオチド-112から+87までを含み、視細胞を標的とする遺伝子
治療のための前臨床試験で使用されてきた。
【０２２６】
　GRK1プロモーターの199ヌクレオチドには、長さが186ヌクレオチドの非翻訳領域（UTR
）が続く。このヌクレオチド配列は、REP1臨床試験ベクターに含まれるより大きなUTR（4
43ヌクレオチド）から選択された（MacLaren et al., 2014）。具体的には、選択された
配列は、コザックコンセンサスの直前にニワトリ（Gallus gallus）β-アクチン（CBA）
イントロン1断片（予測スプライス供与部位を有する）、アナウサギ（Oryctolagus cunic
ulus）β-グロビン（RBG）イントロン2断片（予測分岐点及びスプライス受容部位を含む
）及びアナウサギ（Oryctolagus cuniculus）β-グロビンエキソン3断片を含み、これがA
BCA4 CDSにつながる。このUTR断片は、翻訳収率を増加させるために元のGRK1プロモータ
ーエレメントに追加されている（Rafiq et al., 1997；Chatterjee et al., 2009）。そ
れ自体では、GRK1プロモーターは視細胞において非常に良好な遺伝子発現能力を示してお
り、これは発現を阻害する大きな特徴がないことを示唆している。
【０２２７】
　デュアルベクター注入Abca4-/-網膜の比較により、GRK1プロモーターエレメント単独と
比較して、上流ベクターがGRK1.5'UTRエレメントを担持する眼から生成されるABCA4タン
パク質が有意に多いことが明らかになる（図２）。
【０２２８】
　上流ベクターにおけるコザックコンセンサスに続くのは、ヌクレオチド1から3,701まで
（NCBI参照ファイルNM_000350中の105から3,805）のABCA4 CDSである。ABCA4 CDSの最後
の208ヌクレオチドは、下流ベクターに含まれるCDSの最初の208ヌクレオチドを形成し、
重複ゾーンとして働く。上流ベクターに含まれるコーディング配列断片は、ヌクレオチド
1,536（NM_000350 1,640）における塩基変化G>Tを除いて、参照配列NM_000350と一致する
。これはコドンの3番目の塩基であり、アミノ酸配列の変化をもたらさない。ABCA4 CDSは
エクソン25内でその下流の3'ITRによりトランケートされている。
【０２２９】
　下流ベクター
　このベクターは、ABCA4 CDSの下流セグメント、ウッドチャック肝炎ウイルス転写後応
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答エレメント（WPRE）及びウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナル（bGH polyA）配列
を含み、導入遺伝子の各末端にAAV2 ITRを有する（図１）。ABCA4 CDSは5'ITRの下流の位
置3,494（NM_000350 3,598）で始まり、6,822（NM_000350 6,926）の終止コドンまで続く
。ABCA4 CDSの最初の208ヌクレオチドは上流ベクターに含まれる最後の208 ABCA4 CDSヌ
クレオチドと同じであり、導入遺伝子間の重複ゾーンとして働く。下流ベクターに含まれ
るコーディング配列断片は、ヌクレオチド5,175（NM_000350 5,279）の塩基変化G>A及び6
,069（NM_000350 6,173）の塩基変化T>Cを除いて参照配列NM_000350と一致する。これら
の変化はいずれもコドンの3番目の塩基で起きるものであり、アミノ酸配列の変化をもた
らさない。
【０２３０】
　制限部位HindIIIはABCA4 CDS終止コドンをWPREから分離する。このエレメントは長さが
593ヌクレオチドであり、REP1臨床試験ベクターに含まれるX抗原不活化WPREと一致する。
次いで、SphIに対する制限部位が、長さが269ヌクレオチドであり、REP1臨床試験ベクタ
ーに存在するbGHポリAシグナルと一致するbGHポリAシグナルからWPREを分離する。次いで
3'ITRはpolyAシグナルの下流にある。
【０２３１】
　AAV2 5'ITRはプロモーター活性を有することが知られており、下流の導入遺伝子内のWP
REとbGHポリAシグナルにより、安定な転写物が非組換え下流ベクターから生成される。下
流導入遺伝子に含まれる野生型ABCA4 CDSは、アミノ酸配列を変えることなく他のコドン
に置換されえない複数のインフレームAUGコドンを有する。これにより、安定な転写物か
ら翻訳が起こる可能性が生まれ、ウエスタンブロットで検出可能なトランケート型ABCA4
ペプチドの存在がもたらされる（図４ａ）。選択された重複ゾーンの開始配列は、翻訳機
構がフレーム外部位から開始するのを促進するために、より弱いコンテキスト（図５ａ）
のインフレームAUGコドンよりも前に良好なコンテキスト（潜在的なコザックコンセンサ
ス配列に関して）のフレーム外AUGコドンを含むように、注意深く選択される。インフレ
ームAUGの前には、様々なコンテキストで合計4つのフレーム外AUGコドンがある。これら
すべては、10アミノ酸以内に終止コドンに翻訳されるだろう。これらのフレーム外AUGコ
ドンの存在は、非組換え下流導入遺伝子からのトランケート型ABCA4タンパク質の翻訳を
妨げうる。
【０２３２】
〔実施例３：重複ゾーンの評価〕
　6つの重複バリアントのインビトロ及びインビボ評価に従って、最適な重複ゾーンを決
定した（それぞれ図３ａ＆３ｂ）。これらは、A、B、C、D、E及びFと呼ばれ、以下の重複
ゾーンを表す（Xは重複なしを表す）：A. 1,173ヌクレオチド（3259～4430）；B. 506ヌ
クレオチド（3300～3805）；C. 208ヌクレオチド（3598～3805）；D. 99ヌクレオチド（3
707～3805）；E. 49ヌクレオチド（3757～3805）及び；F. 24ヌクレオチド（3782～3805
）。重複ゾーンB～Xについての下流導入遺伝子は、全て同じ上流導入遺伝子と対になって
いる。重複バリアントB及びCは、他のすべてのバリアントよりも良好に機能し、同程度に
機能したが、デュアルベクターバージョンCが種々の理由から選択された。第1は、非組換
え下流導入遺伝子からのトランケート型ABCA4の生成が限定されているためである（図４
ａ）。 C、D、E、F及びXバリアント由来の非組換え下流導入遺伝子は、A又はBバージョン
よりも有意に低下したレベルのトランケート型ABCA4タンパク質を生成する。デュアルベ
クターのコンテキストでは、重複Cは、全長ABCA4と比較して最も低い割合のトランケート
型ABCA4を生成する（図４ｂ及び４ｃ）。これは、重複C導入遺伝子の設計が、非組換え導
入遺伝子からの望ましくない発現を制限するだけでなく、重複Bよりも高い効率で組み換
っていることを示唆する。このことのさらなる証拠は、重複C及びB注入ABCA4-/-網膜の間
で転写物の倍率変化とタンパク質の倍率変化を比較することによって生じる。ABCA4 CDS
の上流部分を標的とするプライマー（したがって、組み換え導入遺伝子からの全長ABCA4
転写物に加えて非組換え上流導入遺伝子からの転写物を検出する）は、重複B及びCデュア
ルベクター注入網膜の両方に存在する非常に高いレベルの転写物を検出した。しかし、重
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複Cは重複Bの半分未満の転写物レベルを生成したが、1.5倍のレベルのABCA4タンパク質を
産生した（図４ｄ）。両者が同じ上流ベクターを共有し、それらの下流導入遺伝子配列の
みが異なることを考えると、これは、重複Cのために選択された重複ゾーンが重複Bよりも
高い効率で組み換ることを示唆する。
【０２３３】
　選択された重複ゾーンは52％のGC含量及び-19.60kcal/molの自由エネルギー予測を有し
、-55.60kcal/mol（53％GC含量）の重複ゾーンBの自由エネルギー予測よりほぼ3倍低い、
図５b。この自由エネルギーの減少は、非組み換え重複Cによって形成される2次構造が、
重複Bに比べて分離し易いことを示唆し、これにより重複Cが他方の導入遺伝子上の重複ゾ
ーンとの相互作用により利用しやすくなると出願人は予測する。
【０２３４】
〔実施例４：実験プロトコル〕
　図２
　Abca4-/-マウスはデュアルベクターミックス（1:1）の2μl網膜下注入を受けて、眼1つ
当たり1E+9ゲノムコピーの各ベクターが送達された。注入の6週後に眼球摘出を行い、神
経網膜を眼杯から分離しRIPA緩衝液中で溶解した。組織をホモジナイズして、遠心後に上
清を抽出した。上清を変性ローディング緩衝液と混合し、変性条件下で7.5％TGXゲルに流
した。タンパク質をPVDF膜に移し、ABCA4をウサギポリクローナル抗ABCA4（Abcam）で検
出し、Gapdhをマウスモノクローナル抗GAPDH（Origene）で検出した。バンドはLICORイメ
ージングシステムを使用して可視化し解析した。ABCA4レベルを各サンプルについてGapdh
に対して標準化し、次いで非注入Abca4-/-眼に対して相対的に示した。
【０２３５】
　図３ａ
　HEK293T細胞を用いて6ウェル培養プレートに1ウェル当たり2E5細胞で播種した。24時間
後、1ウェルの細胞を浮揚させてカウントした。このカウントを使用して、各ウェルに1ベ
クター当たり10,000の感染多重度（MOI）を与えるのに適当な量のベクターを決定した。
培地を除去してウシ胎児血清（FBS）を含有しない1mlの培地にAAVを添加した。細胞を37
℃で1時間インキュベートした後20％FBSを含有する1mlの培地を添加した。形質導入の48
時間後、培地を除き10％FBSを含有する新しい培地を与えた。細胞をさらに48時間インキ
ュベートした後、もう1度培地交換を行った。24時間後、細胞を回収し、穏やかな遠心サ
イクルを使用して冷たいPBS中で3回洗浄した。最後のPBS洗浄液を除去し細胞ペレットを
凍結した。細胞ペレットを氷上で融解し、次いでRIPA緩衝液中で溶解した。溶解物は、ウ
エスタンブロット解析について上述した網膜試料と同様に処理された。
【０２３６】
　図３ｂ
　図２と同様である。
【０２３７】
　図４ａ
　HEK293T細胞を用いて6ウェル培養プレートに1ウェル当たり1E6細胞で播種した。24時間
後、トランスフェクション試薬LT1（GeneFlow）と複合化した1μgのプラスミドを含有す
るトランスフェクションミックスを細胞に与えた。試験プラスミドはAAVベクターの創出
に使用された下流導入遺伝子を担持した。トランスフェクションの48時間後、上述のよう
に細胞を洗浄し、回収し、ウエスタンブロットにより評価した。
【０２３８】
　図４ｂ
　図２と同様である。
【０２３９】
　図４ｄ
　ABCA4タンパク質レベルは、図2に記載されているようにウエスタンブロット分析から得
られ、倍率変化は重複バリアントC及びBデュアルベクター処理の間で比較された。転写物
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レベルの比較のために、組織試料をRNAlater（Ambion）中に回収し、そしてmRNAをDynabe
ads-oligodT mRNA DIRECT（Life Technologies）を使用して抽出した。cDNA合成は、olig
odTプライマー及びSuperScript III（Life Technologies）を用いて500ng mRNAで行った
。試料をPCR Purification Spin Columns（QIAGEN）を用いて洗浄し、50μlのDEPC処理水
で溶出した。cDNAをABCA4 CDSの上流部分を標的とするqPCRによって評価した。ABCA4のレ
ベルをアクチンレベルに対して標準化し、非注入Abca4-/-試料に対して相対的に表した。
次いで、重複バリアントC及びBのデュアルベクター処理の間のABCA4転写物レベルの倍率
変化を比較した。
【０２４０】
〔実施例５-重複デュアルベクター戦略を使用した、Abca4-/-マウスの視細胞へのABCA4の
AAV媒介性送達〕
　この実施例に提示されたデータは、本発明の重複デュアルベクターシステムを用いた網
膜下注入後にAbca4-/-マウスモデルの視細胞外節に特異的に局在するABCA4タンパク質の
発現を示す。
【０２４１】
　導入遺伝子の設計と生成：
　重複ABCA4導入遺伝子をAAV8 Y733Fキャプシドにパッケージングした。上流導入遺伝子
は、AAV2逆方向末端反復配列（ITR）の間に、ヒトロドプシンキナーゼ（GRK1）プロモー
ター及びABCA4コーディング配列（CDS）の上流部分を含んでいた。下流導入遺伝子は、AB
CA4 CDSの下流部分、ウッドチャック肝炎ウイルス転写後調節エレメント（WPRE）及びポ
リAシグナル（pA）を含んでいた。上流及び下流導入遺伝子の両方がABCA4 CDS重複を有し
ていた。
【０２４２】
　注入：
　Abac4-/-マウスに、4～5終齢で、上流及び下流ベクター（1x1013gc/ml）の1:1ミックス
を含有する2μl網膜下注入を与えた。免疫組織化学的（IHC）評価のために注入の６週後
に眼を回収した。
【０２４３】
　免疫組織化学染色：
　レンズを取り外した眼杯全体を4％パラホルムアルデヒド（PFA）中で20分間固定し、次
いで30％スクロース中で4℃にて一晩インキュベートした。切片にする前に眼を封入剤中
で凍結させた。組織スライスを室温で一晩乾燥させた後、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）
で5分間、3回すすいだ。試料を0.2％Triton-X-100で20分間透過処理し、次いでPBS中で3
回洗浄した後、10％ロバ血清（DS）、1％ウシ血清アルブミン（BSA）、0.1％Triton-X-10
0と共に1時間インキュベートした。抗体を1％DS、0.1％BSAで1/200希釈し、切片に付与し
、室温で2時間放置した。Abca4/ABCA4検出はヤギ抗ABCA4（AntibodiesOnline）で達成し
、過分極活性化環状ヌクレオチドゲートカリウムチャネル1（Hcn1）検出をマウス抗Hcn1
（Abcam）で、ロドプシン検出をマウス抗1D4（Abcam）で行った。切片を0.05％Tween-20
で3回すすぎ、次いで二次抗体を暗条件下で1時間付与した（1/400希釈）。切片を0.05％T
ween-20で2回すすぎ、次にHoescht染色（1/1,000）で15分間インキュベートした。切片を
PBS中ですすぎ、次に風乾させた。ダイヤモンド褪色防止封入剤を各切片に与え、スライ
ドをイメージング前に一晩放置した。
【０２４４】
　結果
　ABCA4発現は視細胞外節に局在した。
　図７は、野生型（WT）及びAbca4-/-の眼におけるAbca4/ABCA4（緑色）及びHcn1（赤色
）染色を示す。WT SVEV 129、非注入及び注入Abca4-/-眼を、視細胞内節マーカーHcn1及
びAbca4/ABCA4について染色した。WT及びデュアルベクター処理Abca4-/-眼は、視細胞外
節におけるAbca4/ABCA4の特異的局在を明らかにした。
【０２４５】
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　ABCA4のロドプシンとの共局在
　図８は、野生型（WT）及びAbca4-/-の眼の視細胞外節におけるAbca4/ABCA4（緑色）及
びロドプシン（赤色）染色を示す。WT及びデュアルベクター処理Abca4-/-眼は、視細胞外
節におけるロドプシン及びAbca4/ABCA4の共局在を明らかにした。
【０２４６】
　図９は、野生型（WT）及びAbca4-/-の眼におけるAbca4/ABCA4（緑色）及びロドプシン
（赤色）頂端RPE染色を示す。WT及びデュアルベクター処置Abca4-/-眼は、RPE細胞の頂端
領域におけるロドプシン及びAbca4/ABCA4の共局在を明らかにし、これは脱落した外節円
板から生じるという仮説が立てられた。デュアルベクターで処理しなかったAbca4-/-眼は
、RPE細胞の頂端領域においてロドプシン染色のみを示した。囲み画像Aは、形質導入され
たRPE細胞から達成された発現パターンを示し、Abca4/ABCA4/rho染色とは対照的に、びま
ん性染色パターンを明らかにする。画像Bは、GRK1プロモーターからのRPE発現がないこと
を確認する。
【０２４７】
　結論
　最適化重複デュアルベクターシステムは、視細胞においてABCA4発現を生成するために
使用することが可能であり、視細胞ではABCA4はIHCによって検出可能なレベルで所望の外
節構造に輸送される。
【０２４８】
〔実施例６-デュアルベクター処理Abca4-/-マウスにおけるビスレチノイド／A2Eの評価〕
　Abca4-/-マウスモデルは、野生型マウスに比べて加齢とともにビスレチノイド及びA2E
のレベルの増加を示す。しかし、ヒトとは対照的に、ビスレチノイドの増加は、有意な網
膜変性を引き起こすのに必要なレベルには達しない。これは、ABCA4欠損マウスの眼には
他の補償機構が存在しうることを示唆する。野生型網膜では、Abca4は、リサイクリング
のために視細胞外節円板膜から外へのレチナールの動きを促進する。Abca4-/-マウスモデ
ルにおけるように、機能的なAbca4がない場合、レチナールは外節円板膜で維持され、そ
こで様々なビスレチノイド形態への生化学的変化を受ける（図１１）。視細胞は絶えず新
しい外節円板を生成し、そしてその際に、より古くより遠位の円板のRPE細胞への移動が
あり、RPE細胞はその後それらを食作用により分解する。Abca4欠損マウスでは、貪食され
た円板は高レベルのビスレチノイドを含む。RPE細胞内で、これらはさらにA2Eアイソフォ
ームに変換され、その蓄積はリポフスチンをもたらす。したがって、Abca4欠損マウスに
おけるビスレチノイド蓄積は網膜変性を引き起こすのに不十分であるが、それにもかかわ
らず、結果としてもたらされるベースラインを超える上昇レベルは定量化されうるもので
あり、よってAbca4機能のバイオマーカーを提供しうる。
【０２４９】
　ビスレチノイド及びA2E化合物は高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によって正確に
測定することができる。したがって、ABCA4遺伝子治療で処置されたマウスにおける治療
効果の尺度は、未処置の眼と比較してビスレチノイド及びA2Eのレベルの減少を達成する
ことであろう。ただし、検討を要する考慮事項が2つある。第1には、臨床応用のために、
出願人はヒトABCA4コーディング配列及びヒト視細胞プロモーターを使用する必要があり
、これはマウスにおいて同程度に有効ではなさそうである。さらに、HPLC測定は、網膜下
注射によってベクターに曝された領域だけではなく、眼全体から行われる。したがって、
Abca4欠損マウスにおけるビスレトイドの全体的な減少は、野生型レベルに達しそうにな
い。2番目の考慮事項は網膜下注射で、これは外節円板の損傷をもたらしうる。これらの
構造はビスレチノイドに富んでいるので、ABCA4遺伝子治療の効果は同様のシャム注入と
比較する必要がある。理想的には、同じマウスの反対側の眼をこのために使用して、ビス
レチノイドの蓄積にも影響しうる、眼の大きさ及び一生の露光量の対照とすべきである。
【０２５０】
　この理由のために、出願人は、片方の眼にシャム注入を受け、反対側の眼に似たような
治療注入を受けたAbca4-/-マウスのコホートにおけるビスレチノイド/A2Eレベルを比較し
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流ベクターを与えられた。したがって、各マウスの両眼に2μlの網膜下注入を与え、2x10
10ゲノム粒子のAAVベクターを含むブレブを形成させた。
【０２５１】
　合計13匹のAbca4ノックアウトマウスに4～5週齢で注入し、注入3月後に眼を採取した。
マウスを組織採取前に16時間暗順応させ、組織採取は薄暗い赤色光の下で暗所で行った。
次に、確立されたHPLCアッセイを用いたビスレチノイド／A2E評価のために全眼を非特定
化し、そしてJules Stein Eye Instituteに凍結出荷した。各全眼を摘出し解剖せずに処
理した。26個全ての眼のHPLC評価の後、続いて正体を明らかにして、各治療眼のビスレチ
ノイド/A2Eレベルをそれらの対のシャム注入眼と比較した。二元配置分散分析により、対
のシャム注入眼と比較してデュアルベクター治療眼においてビスレチノイド/A2Eの減少が
観察され、当該治療がビスレチノイド/A2Eのレベルに対して有意な効果を有することが決
定された(p=0.0171）、図１２。
【０２５２】
　上記の明細書で言及された全ての刊行物は、参照により本明細書に組み込まれる。本発
明の範囲及び趣旨から逸脱することなく、本発明の記載された製品、システム、使用、プ
ロセス及び方法の様々な改変及び変形が当業者には明らかである。本発明は特定の好まし
い実施形態に関連して記載されているが、特許請求の範囲に記載の本発明は、そのような
特定の実施形態に不当に限定されるべきではないことが理解されるべきである。実際、生
化学及びバイオテクノロジー又は関連分野の当業者に明らかである、本発明を実施するた
めの記載された様式の種々の改変は、以下の特許請求の範囲内にあることが意図される。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４－１】

【図４－２】 【図５－１】
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【図５－２】 【図５－３】

【図５－４】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】

【図１０】 【図１１】
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