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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＲＰＧＲ遺伝子産物またはそのフラグメントをコードする核酸配列を、該ＲＰＧＲ遺伝
子産物を、該産物を必要とする個体の光受容細胞中で発現する調節配列の制御下に担持す
る組換えアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）であって、該核酸配列が配列番号1またはそのコ
ドン最適化配列を含んでなる、前記ＡＡＶ。
【請求項２】
　ＲＰＧＲ配列が配列番号5をコードする請求項1に記載のＡＡＶ。
【請求項３】
　調節配列がＩＲＢＰプロモーターまたはＧＲＫ１プロモーターを含んでなる請求項１～
２のいずれかに記載のＡＡＶ。
【請求項４】
　ＡＡＶが偽型ＡＡＶであり、そして場合によりＡＡＶ２／５偽型ＡＡＶである請求項１
～３のいずれかに記載のＡＡＶ。
【請求項５】
　ＡＡＶキャプシドがＡＡＶ2又はＡＡＶ5からのものである請求項１に記載のＡＡＶ。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれかに記載の組換えＡＡＶおよび製薬学的に許容され得る担体を含
んでなる組成物。
【請求項７】
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　請求項１～５のいずれかに記載のＡＡＶを有効成分として含んでなる、治療において使
用するための製薬学的配合物。
【請求項８】
　請求項１～５のいずれかに記載のＡＡＶを有効成分として含んでなる網膜色素変性症に
伴う視覚喪失を防ぎ、進行を阻止し、または改善する際に使用するための製薬学的配合物
。
【請求項９】
　請求項１～５のいずれかに記載のＡＡＶを毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）と併用する
ための製薬学的配合物。
【請求項１０】
　請求項７に記載の製薬学的配合物であって、該ＡＡＶが同じ目および／または反対側の
目に少なくとも１回再投与される療法で使用するためのものである、製薬学的配合物。
【請求項１１】
　請求項７に記載の製薬学的配合物であって、該ＡＡＶの用量が１ミリリットル（ｍＬ）
当たり１０9～１０13ベクターゲノム（ｖｇ）の濃度を含む、製薬学的配合物。
【請求項１２】
　請求項１１に記載の製薬学的配合物であって、該用量が５０μＬ～１ｍＬの容量で投与
されるためのものである、製薬学的配合物。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
発明の背景
　光受容体は網膜色素上皮（ＲＰＥ）と共同的に機能してフォトンのキャッチ（ｐｈｏｔ
ｏｎ　ｃａｔｃｈ）を最適化し、そしてシグナルを生成し、これがより高度な中心視野（
ｖｉｓｉｏｎ　ｃｅｎｔｅｒ）に伝えられ、そして視覚像として知覚される。網膜の光受
容体における視覚過程の破壊は、失明を生じる可能性がある。網膜の遺伝子異常は、多数
のメカニズムにより相当数の視力障害疾患をもたらす。
【０００２】
　光受容体ジストロフィーの中で、網膜色素変性のＸ連鎖形（ＸＬＲＰ）は重篤な視覚喪
失（ｖｉｓｉｏｎ　ｌｏｓｓ）の最もよくある原因の一つである。２５年以上も前に、遺
伝子座が同定され、そして根本にある遺伝子異常の知見が追跡された。網膜色素変性ＧＴ
Ｐａｓｅ調節物質（Ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　Ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　ＧＴＰａｓｅ　Ｒｅｇ
ｕｌａｔｏｒ（ＲＰＧＲ））遺伝子における突然変異により生じるヒトＸＬＲＰは、ほと
んどのＸＬＲＰの原因となる重篤な早期発生の網膜変性疾患である。網膜色素変性ＧＴＰ
ａｓｅ調節物質（ＲＰＧＲ）遺伝子における突然変異は、ＸＬＲＰの原因の７０％より多
くを占め、ＲＰＧＲ中の突然変異多発点であるエキソンＯＲＦ１５は、患者の２２～６０
％で突然変異している。この疾患は容赦なく進行し、そして４０代の終わりまでにほとん
どの患者が法的盲となる。
【０００３】
　最近まで、突然変異からＲＰ変性を導く分子メカニズムの解明、およびＲＰＧＲ－ＸＬ
ＲＰを含むほとんどの形態のＲＰに関する効果的処置の開発は遅々としていた。疾患に関
連する動物モデルが、新たな治療の開発および確認には決定的であった。ＲＰＧＲ－ＸＬ
ＲＰについては、マウスおよびイヌの両モデルが存在する。イヌでは、ＯＲＦ１５中の二
つの自然に存在する顕著な微小欠損が、異なる疾患表現型をもたらす。Ｘ連鎖性進行性網
膜萎縮症１（ＸＬＰＲＡ１；ｄｅｌ１０２８－１０３２）は、２３０残基のＣ末端先断（
ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ）を有し、この疾患は若年性であるが、発症後に発達し、そして数
年にわたって進行する。対照的にＸＬＰＲＡ２（ｄｅｌ１０８４－１０８５）に関連する
二つのヌクレオチド欠損は、フレイムシフトおよび推定タンパク質の等電点を変える３４
個の塩基性アミノ酸の包含を引き起し、そして末端の１６１残基を切断する。この疾患は
早期に発症し、そして急速に進行する。両モデルがヒトＸＬＲＰの疾患スペクトラムに対
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応し、そして相対的重篤度に変化があるが、それらは１０代で発症するヒトの疾患に等し
い。
【０００４】
　この疾患に罹患しているヒト患者が現在利用できるＸＬＲＰの成功裏な処置はない。必
要とされているのは効果的で、安全かつ長期安定性を有するＲＰＧＲ－ＸＬＲＰのための
処置である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許第７，５６１，９７２号明細書
【特許文献２】米国特許第７，５６１，９７３号明細書
【特許文献３】米国特許第７，８８８，１１２号明細書
【特許文献４】国際公開第２００５／０３３３２１号パンフレット
【特許文献５】米国特許第７，２８２，１９９号明細書
【特許文献６】米国特許第５，４７８，７４５号明細書
【特許文献７】米国特許第７，６２９，３２２号明細書
【特許文献８】米国特許仮出願第６１／６７０，３３５号明細書
【非特許文献】
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ｉｚ　ＭＭ，＆　Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ　ＳＳ（２０１０）Ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔ
ｏｒ　ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ：ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎｄ　ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ　
ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｔｒａｉｔ．Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｇｅ
ｎｅｔ　１１：２７３－２８４．
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【非特許文献１６】Ａｌｅｍａｎ　ＴＳ，ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｉｎｎｅｒ　ｒｅｔ
ｉｎａｌ　ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ　ｉｎ　Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ
　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　ｗｉｔｈ　ＲＰＧＲ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏ
ｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　４８：４７５９－４７６５．
【非特許文献１７】Ｈｏｎｇ　ＤＨ，ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ａ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ
　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　ＧＴＰａｓｅ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ（ＲＰＧＲ）－ｄｅｆｉｃ
ｉｅｎｔ　ｍｏｕｓｅ　ｍｏｄｅｌ　ｆｏｒ　Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　
ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ（ＲＰ３）．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ
　９７：３６４９－３６５４．
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【非特許文献１８】Ｃｈａｎｇ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｒｅｔｉｎａｌ　ｄｅｇ
ｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｍｕｔａｎｔｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍｏｕｓｅ．Ｖｉｓｉｏｎ　Ｒｅ
ｓ　４２：５１７－５２５．
【非特許文献１９】Ｈｏｎｇ　ＤＨ，Ｐａｗｌｙｋ　ＢＳ，Ａｄａｍｉａｎ　Ｍ，＆　Ｌ
ｉ　Ｔ（２００４）Ｄｏｍｉｎａｎｔ，ｇａｉｎ－ｏｆ－ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｍｕｔａｎ
ｔ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＲＰＧＲ．Ｉｎｖｅｓｔ　
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　４５：３６－４１．
【非特許文献２０】Ｚｈａｎｇ　Ｑ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｒ
ＰＧＲ　ｅｘｏｎ　ＯＲＦ１５　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｃａｎｉｄｓ　ｐｒｏｖｉ
ｄｅ　ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｉｎｔｏ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｃｅｌｌ　ｄｅｇｅ
ｎｅｒａｔｉｏｎ．Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１１：９９３
－１００３．
【非特許文献２１】Ｚｅｉｓｓ　ＣＪ，Ａｃｌａｎｄ　ＧＭ，＆　Ａｇｕｉｒｒｅ　ＧＤ
（１９９９）Ｒｅｔｉｎａｌ　ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｃａｎｉｎｅ　Ｘ－ｌｉｎｋ
ｅｄ　ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ　ｒｅｔｉｎａｌ　ａｔｒｏｐｈｙ，ｔｈｅ　ｌｏｃｕｓ
　ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ　ｏｆ　ＲＰ３．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｏｐｈｔｈａｌｍ
ｏｌｏｇｙ　＆　Ｖｉｓｕａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　４０：３２９２－３３０４．
【非特許文献２２】Ｂｅｌｔｒａｎ　ＷＡ，Ｈａｍｍｏｎｄ　Ｐ，Ａｃｌａｎｄ　ＧＭ，
＆　Ａｇｕｉｒｒｅ　ＧＤ（２００６）Ａ　ｆｒａｍｅｓｈｉｆｔ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　
ｉｎ　ＲＰＧＲ　ｅｘｏｎ　ＯＲＦ１５　ｃａｕｓｅｓ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｎｎｅｒ　ｒｅｔｉｎａ　ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ
　ｉｎ　ａ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐｉｇｍｅｎ
ｔｏｓａ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　４７：１６６９－１
６８１．
【非特許文献２３】Ｗｒｉｇｈｔ　ＡＦ，ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｌｉｆｅｓｐａｎ　
ａｎｄ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅ
ｒａｔｉｏｎ．Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　３６：１１５３－１１５８．
【非特許文献２４】Ｊａｃｏｂｓｏｎ　ＳＧ，ｅｔ　ａｌ．（２０１１）Ｈｕｍａｎ　ｒ
ｅｔｉｎａｌ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｆｒｏｍ　ＡＩＰＬ１　ｇｅｎｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
：ｆｏｖｅａｌ　ｃｏｎｅ　ｌｏｓｓ　ｗｉｔｈ　ｍｉｎｉｍａｌ　ｍａｃｕｌａｒ　ｐ
ｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｒｏｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｒｅｍａｉｎｉｎｇ
．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　５２：７０－７９．
【非特許文献２５】Ａｙｙａｇａｒｉ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ
　ｒｅｃｅｓｓｉｖｅ　ａｔｒｏｐｈｉｃ　ｍａｃｕｌａｒ　ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
　ｆｒｏｍ　ＲＰＧＲ　ｍｕｔａｔｉｏｎ．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　８０：１６６－１７１．
【非特許文献２６】Ｅｂｅｎｅｚｅｒ　ＮＤ，ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｉｄｅｎｔｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｏｖｅｌ　ＲＰＧＲ　ＯＲＦ１５　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ
　Ｘｌｉｎｋｅｄ　ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ　ｃｏｎｅ－ｒｏｄ　ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ（
ＸＬＣＯＲＤ）ｆａｍｉｌｉｅｓ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃ
ｉ　４６：１８９１－１８９８．
【非特許文献２７】Ｓｈｕ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．（２００７）ＲＰＧＲ　ｍｕｔａｔｉｏｎ
　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ｄｉｓｅａｓｅ：ａｎ　ｕｐｄａｔｅ．Ｈｕｍ　Ｍｕｔａ
ｔ　２８：３２２－３２８．
【非特許文献２８】Ｗａｌｉａ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｄｉｓｃｏｒｄａｎｔ　
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｉｎ　ｆｒａｔｅｒｎａｌ　ｔｗｉｎｓ　ｈａｖｉｎｇ　ａｎ　
ｉｄｅｎｔｉｃａｌ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｅｘｏｎ　ＯＲＦ１５　ｏｆ　ｔｈｅ　
ＲＰＧＲ　ｇｅｎｅ．Ａｒｃｈ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　１２６：３７９－３８４．
【非特許文献２９】Ｒｕｄｄｌｅ　ＪＢ，ｅｔ　ａｌ．（２００９）ＲＰＧＲ　ＯＲＦ１
５　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｒ
ｅｔｉｎａｌ　ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｎ　Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ　ｐｏｐ
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ｕｌａｔｉｏｎ．Ｂｒ　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　９３：１１５１－１１５４．
【非特許文献３０】Ｆａｈｉｍ　ＡＴ，ｅｔ　ａｌ．（２０１１）Ａｌｌｅｌｉｃ　ｈｅ
ｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｎｄ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｍｏｄｉｆｉｅｒ　ｌｏｃｉ　ｃｏ
ｎｔｒｉｂｕｔｅ　ｔｏ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｍａｌｅｓ　
ｗｉｔｈ　Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　ｄｕｅ　ｔ
ｏ　ＲＰＧＲ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ　６：ｅ２３０２１．
【非特許文献３１】Ｍｏｗａｔ　ＦＭ，ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｔｏｐｏｇｒａｐｈｉ
ｃａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｎｅ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔ
ｏｒｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ａｒｅａ　ｃｅｎｔｒａｌｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃａｎｉｎｅ
　ｒｅｔｉｎａ．Ｍｏｌ　Ｖｉｓ　１４：２５１８－２５２７．
【非特許文献３２】Ａｃｌａｎｄ　ＧＭ，ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍ
　ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｏｄ　ａｎｄ　ｃｏｎｅ　ｖｉｓｉｏｎ　ｂｙ　ｓ
ｉｎｇｌｅ　ｄｏｓｅ　ｒＡＡＶ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｔ
ｏ　ｔｈｅ　ｒｅｔｉｎａ　ｉｎ　ａ　ｃａｎｉｎｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｃｈｉｌｄｈ
ｏｏｄ　ｂｌｉｎｄｎｅｓｓ．Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１２：１０７２－１０８２．
【非特許文献３３】Ｋｈａｎｎａ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．（２００５）ＲＰＧＲ－ＯＲＦ１５
，ｗｈｉｃｈ　ｉｓ　ｍｕｔａｔｅｄ　ｉｎ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓ
ａ，ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｗｉｔｈ　ＳＭＣ１，ＳＭＣ３，ａｎｄ　ｍｉｃｒｏｔｕｂ
ｕｌｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２８０：３
３５８０－３３５８７．
【非特許文献３４】Ａｄａｍｉａｎ　Ｍ，Ｐａｗｌｙｋ　ＢＳ，Ｈｏｎｇ　ＤＨ，＆　Ｂ
ｅｒｓｏｎ　ＥＬ（２００６）Ｒｏｄ　ａｎｄ　ｃｏｎｅ　ｏｐｓｉｎ　ｍｉｓｌｏｃａ
ｌｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｎ　ａｕｔｏｐｓｙ　ｅｙｅ　ｆｒｏｍ　ａ　ｃａｒｒｉｅ
ｒ　ｏｆ　Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　ｗｉｔｈ　
ａ　Ｇｌｙ４３６Ａｓｐ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＲＰＧＲ　ｇｅｎｅ．Ａｍ
　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　１４２：５１５－５１８．
【非特許文献３５】Ｂｅｌｔｒａｎ　ＷＡ，Ａｃｌａｎｄ　ＧＭ，＆　Ａｇｕｉｒｒｅ　
ＧＤ（２００９）Ａｇｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓ　ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｍｏ
ｓａｉｃ　ｉｎ　ｃａｒｒｉｅｒｓ　ｏｆ　ＲＰＧＲ　ｅｘｏｎ　ＯＲＦ１５　ｍｕｔａ
ｔｉｏｎｓ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　５０：３９８５－
３９９５．
【非特許文献３６】Ａｇｕｉｒｒｅ　ＧＤ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｒｅｔｉｎａｌ　
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ａｎ　ＸＬＲＰ　ｃａｒｒｉｅｒ　ｗｉｔｈ　ａ
　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＲＰＧＲ　ｅｘｏｎ　ＯＲＦ１５．Ｅｘｐ　Ｅｙｅ
　Ｒｅｓ　７５：４３１－４４３．
【非特許文献３７】Ｌｉ　ＺＹ，Ｋｌｊａｖｉｎ　ＩＪ，＆　Ｍｉｌａｍ　ＡＨ（１９９
５）Ｒｏｄ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｎｅｕｒｉｔｅ　ｓｐｒｏｕｔｉｎｇ　ｉｎ
　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ．Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　１５：５４２９
－５４３８．
【非特許文献３８】Ｇｅｉｇｅｒ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
　ｍｉｃｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ＩＦＮ－ｇａｍｍａ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅｔｉｎａ
　ｄｅｖｅｌｏｐ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｙｅ　ａｎｄ　ｐｈｏ
ｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｌｏｓｓ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃ
ｉ　３５：２６６７－２６８１．
【非特許文献３９】Ｊａｃｏｂｓｏｎ　ＳＧ　＆　Ｃｉｄｅｃｉｙａｎ　ＡＶ（２０１０
）Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｉｅｓ　ｆｏｒ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐ
ｉｇｍｅｎｔｏｓａ．Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６３：１６６９－１６７１．
【非特許文献４０】Ｗｒｉｇｈｔ　ＡＦ　＆　Ｓｈｕ　Ｘ（２００７）Ｆｏｃｕｓ　ｏｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ：ＲＰＧＲ．Ｅｘｐ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ　８５：１－２．
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【非特許文献４１】Ｓｉｍｏｎｓ　ＤＬ，Ｂｏｙｅ　ＳＬ，Ｈａｕｓｗｉｒｔｈ　ＷＷ，
＆　Ｗｕ　ＳＭ（２０１１）Ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｐｒｅｖｅｎｔｓ　ｐｈｏｔｏ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｄｅａｔｈ　ａｎｄ　ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｆｕｎ
ｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ａ　Ｂａｒｄｅｔ－Ｂｉｅｄｌ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｍｏｕｓｅ　ｍ
ｏｄｅｌ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　１０８：６２７６－６
２８１．
【非特許文献４２】Ｇｕｙｏｎ　Ｒ，Ｐｅａｒｃｅ－Ｋｅｌｌｉｎｇ　ＳＥ，Ｚｅｉｓｓ
　ＣＪ，Ａｃｌａｎｄ　ＧＭ，＆　Ａｇｕｉｒｒｅ　ＧＤ（２００７）Ａｎａｌｙｓｉｓ
　ｏｆ　ｓｉｘ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｇｅｎｅｓ　ａｓ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｍｏｄ
ｉｆｉｅｒｓ　ｏｆ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｃａｎｉｎｅ　Ｘ
ＬＰＲＡ１，ａ　ｍｏｄｅｌ　ｆｏｒ　ｈｕｍａｎ　Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｒｅｔｉｎｉｔ
ｉｓ　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　３．Ｍｏｌ　Ｖｉｓ　１３：１０９４－１１０５．
【非特許文献４３】Ｄｅｍｉｒｃｉ　ＦＹ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ
　ｃｏｎｅ－ｒｏｄ　ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ（ｌｏｃｕｓ　ＣＯＤ１）：ｉｄｅｎｔｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ＲＰＧＲ　ｅｘｏｎ　ＯＲＦ１５．Ａ
ｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅｔ　７０：１０４９－　１０５３．
【非特許文献４４】Ｙａｎｇ　Ｚ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ
　ｔｈｅ　ＲＰＧＲ　ｇｅｎｅ　ｃａｕｓｅ　Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｃｏｎｅ　ｄｙｓｔｒ
ｏｐｈｙ．Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　１１：６０５－６１１．
【非特許文献４５】Ｄｅｍｉｒｃｉ　ＦＹ，ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｈｉｓｔｏｐａｔ
ｈｏｌｏｇｉｃ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　ｃｏｎｅ－ｒｏｄ　ｄｙｓｔｒ
ｏｐｈｙ（ＣＯＲＤＸ１）ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　ａ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　
ＲＰＧＲ　ｅｘｏｎ　ＯＲＦ１５．Ａｍ　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　１３９：３８６－
３８８．
【非特許文献４６】Ａｌｅｘａｎｄｅｒ　ＪＪ，ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｒｅｓｔｏｒ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｎｅ　ｖｉｓｉｏｎ　ｉｎ　ａ　ｍｏｕｓｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ
　ａｃｈｒｏｍａｔｏｐｓｉａ．Ｎａｔ　Ｍｅｄ　１３：６８５－６８７．
【非特許文献４７】Ｋｏｍａｒｏｍｙ　ＡＭ，ｅｔ　ａｌ．（２０１０）Ｇｅｎｅ　ｔｈ
ｅｒａｐｙ　ｒｅｓｃｕｅｓ　ｃｏｎｅ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｃｏｎｇｅｎｉｔａ
ｌ　ａｃｈｒｏｍａｔｏｐｓｉａ．Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　１９：２５８１－２５
９３．
【非特許文献４８】Ｍｉｃｈａｌａｋｉｓ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．（２０１０）Ｒｅｓｔｏｒ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｎｅ　ｖｉｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＣＮＧＡ３－／－　ｍｏｕ
ｓｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｌａｃｋ　ｏｆ　
ｃｏｎｅ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ．Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８：
２０５７－２０６３．
【非特許文献４９】Ｃａｒｖａｌｈｏ　ＬＳ，ｅｔ　ａｌ．（２０１１）Ｌｏｎｇ－ｔｅ
ｒｍ　ａｎｄ　ａｇｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖｉｓｕ
ａｌ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ａ　ｍｏｕｓｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ＣＮＧＢ３－ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄ　ａｃｈｒｏｍａｔｏｐｓｉａ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ｇｅｎｅ　ｔｈ
ｅｒａｐｙ．Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　２０：３１６１－３１７５．
【非特許文献５０】Ｊａｃｏｂｓｏｎ　ＳＧ，ｅｔ　ａｌ．（２０１１）Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　Ｌｅｂｅｒ　Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ　Ａｍａｕｒｏｓｉｓ　Ｃａｕ
ｓｅｄ　ｂｙ　ＲＰＥ６５　Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ：Ｓａｆｅｔｙ　ａｎｄ　Ｅｆｆｉｃａ
ｃｙ　ｉｎ　１５　Ｃｈｉｌｄｒｅｎ　ａｎｄ　Ａｄｕｌｔｓ　Ｆｏｌｌｏｗｅｄ　Ｕｐ
　ｔｏ　３　Ｙｅａｒｓ．Ａｒｃｈ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｅ　ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　
ａｈｅａｄ　ｏｆ　ｐｒｉｎｔ．
【非特許文献５１】Ｐｅｔｒｓ－Ｓｉｌｖａ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．（２０１１）Ｎｏｖｅｌ
　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｙｒｏｓｉｎｅ－ｍｕｔａｎｔ　ＡＡＶ２　ｖｅｃｔ
ｏｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍｏｕｓｅ　ｒｅｔｉｎａ．Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１９：２９３－
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３０１．
【非特許文献５２】Ｈｅ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　Ｐｉｇｍ
ｅｎｔｏｓａ　ＧＴＰａｓｅ　Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ（ＲＰＧＲ）ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｓｏ
ｆｏｒｍｓ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｒｅｔｉｎａ：ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｉｎｔｏ　
Ｘ－ｌｉｎｋｅｄ　Ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　Ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　ａｎｄ　ａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄ　ｃｉｌｉｏｐａｔｈｉｅｓ．Ｖｉｓｉｏｎ　Ｒｅｓ　４８：３６６－３７６．
【非特許文献５３】Ｍｕｒｇａ－Ｚａｍａｌｌｏａ　ＣＡ，Ｄｅｓａｉ　ＮＪ，Ｈｉｌｄ
ｅｂｒａｎｄｔ　Ｆ，＆　Ｋｈａｎｎａ　Ｈ（２０１０）Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ
　ｃｉｌｉａｒｙ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐｉｇｍｅ
ｎｔｏｓａ　ＧＴＰａｓｅ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ　ｗｉｔｈ　ｎｅｐｈｒｏｎｏｐｈｔｈ
ｉｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｒｅ
ｔｉｎａｓ．Ｍｏｌ　Ｖｉｓ　１６：１３７３－　１３８１．
【非特許文献５４】Ｓｈｕ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．（２００５）ＲＰＧＲ　ＯＲＦ１５　ｉｓ
ｏｆｏｒｍ　ｃｏ－ｌｏｃａｌｉｚｅｓ　ｗｉｔｈ　ＲＰＧＲＩＰ１　ａｔ　ｃｅｎｔｒ
ｉｏｌｅｓ　ａｎｄ　ｂａｓａｌ　ｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　ｉｎｔｅｒａｃｔｓ　ｗｉｔ
ｈ　ｎｕｃｌｅｏｐｈｏｓｍｉｎ．Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　１４：１１８３－１１
９７．
【非特許文献５５】Ｍｕｒｇａ－Ｚａｍａｌｌｏａ　ＣＡ，Ａｔｋｉｎｓ　ＳＪ，Ｐｅｒ
ａｎｅｎ　Ｊ，Ｓｗａｒｏｏｐ　Ａ，＆　Ｋｈａｎｎａ　Ｈ（２０１０）Ｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　ＧＴＰａｓｅ　ｒｅｇｕ
ｌａｔｏｒ（ＲＰＧＲ）ｗｉｔｈ　ＲＡＢ８Ａ　ＧＴＰａｓｅ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ　ｆｏｒ　ｃｉｌｉａ　ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏ
ｒ　ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　１９：３５９１－３５９
８．
【非特許文献５６】Ｇｈｏｓｈ　ＡＫ，ｅｔ　ａｌ．（２０１０）Ｈｕｍａｎ　ｒｅｔｉ
ｎｏｐａｔｈｙ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｃｉｌｉａｒｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｔｉｎ
ｉｔｉｓ　Ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ　ＧＴＰａｓｅ　Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ　ｍｅｄｉａｔｅ
ｓ　ｃｉｌｉａ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
．Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　１９：９０－９８．
【非特許文献５７】Ｐｏｒｒｅｌｌｏ　Ｋ，Ｂｈａｔ　ＳＰ，＆　Ｂｏｋ　Ｄ（１９９１
）Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｒｅｔｉｎｏｉ
ｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ＩＲＢＰ）ｍＲＮＡ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ａｎｄ
　ｃｏｎｅ－ｄｏｍｉｎａｎｔ　ｓｑｕｉｒｒｅｌ　ｒｅｔｉｎａｓ　ｂｙ　ｉｎ　ｓｉ
ｔｕ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．Ｊ　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ　Ｃｙｔｏｃｈｅｍ　３９
：１７１－１７６．
【非特許文献５８】Ａｌｆｉｎｉｔｏ　ＰＤ　＆　Ｔｏｗｎｅｓ－Ａｎｄｅｒｓｏｎ　Ｅ
（２００２）Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｓｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｏｐｓｉｎ　ｋ
ｉｌｌｓ　ｒｏｄ　ｃｅｌｌｓ：ａ　ｎｏｖｅｌ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｆｏｒ　ｒｏｄ
　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ　ｉｎ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｄｉｓｅａｓｅ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ
　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　９９：５６５５－５６６０．
【非特許文献５９】Ｚｈａｎｇ　Ｔ，Ｚｈａｎｇ　Ｎ，Ｂａｅｈｒ　Ｗ，＆　Ｆｕ　Ｙ（
２０１１）Ｃｏｎｅ　ｏｐｓｉｎ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓ　ｔｈｅ　ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒ
ｓｅ　ｏｆ　ｃｏｎｅ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｉｎ
　Ｌｅｂｅｒ　ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ　ａｍａｕｒｏｓｉｓ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃ
ａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　１０８：８８７９－８８８４．
【非特許文献６０】Ｊａｃｏｂｓｏｎ　ＳＧ，ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｄｉｓｅａｓｅ
　ｂｏｕｎｄａｒｉｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅｔｉｎａ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉ
ｔｈ　Ｕｓｈｅｒ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　ＭＹＯ７Ａ　ｇｅｎｅ　ｍ
ｕｔａｔｉｏｎｓ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　５０：１８
８６－１８９４．
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【非特許文献６１】Ｊａｃｏｂｓｏｎ　ＳＧ，ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｐｈｏｔｏｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ　ｌａｙｅｒ　ｔｏｐｏｇｒａｐｈｙ　ｉｎ　ｃｈｉｌｄｒｅｎ　ｗｉｔｈ
　ｌｅｂｅｒ　ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ　ａｍａｕｒｏｓｉｓ　ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　ＲＰ
Ｅ６５　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　
４９：４５７３－４５７７．
【非特許文献６２】Ｂｅｌｔｒａｎ　ＷＡ，ｅｔ　ａｌ．（２０１０）ｒＡＡＶ２／５　
ｇｅｎｅ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｔｏ　ｒｏｄｓ：ｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｆ
ｆｉｃｉｅｎｃｙ　ａｎｄ　ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉ
ｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　１７：１１６２
－１１７４．
【非特許文献６３】Ｚｈａｎｇ　Ｑ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｒ
ＰＧＲ　ｅｘｏｎ　ＯＲＦ１５　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｃａｎｉｄｓ　ｐｒｏｖｉ
ｄｅ　ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｉｎｔｏ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｃｅｌｌ　ｄｅｇｅ
ｎｅｒａｔｉｏｎ．ＨｕｍａｎＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１１：９９３－
１００３．
【非特許文献６４】Ｈｏｎｇ　ＤＨ，Ｐａｗｌｙｋ　ＢＳ，Ａｄａｍｉａｎ　Ｍ，Ｓａｎ
ｄｂｅｒｇ　ＭＡ，＆　Ｌｉ　Ｔ（２００５）Ａ　ｓｉｎｇｌｅ，ａｂｂｒｅｖｉａｔｅ
ｄ　ＲＰＧＲ－ＯＲＦ１５　ｖａｒｉａｎｔ　ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ＲＰＧＲ　
ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｖｉｖｏ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓ
ｃｉ　４６：４３５－４４１．
【非特許文献６５】Ｂｅｌｔｒａｎ　ＷＡ，ｅｔ　ａｌ．（２０１０）ｒＡＡＶ２／５　
ｇｅｎｅ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｔｏ　ｒｏｄｓ：ｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｆ
ｆｉｃｉｅｎｃｙ　ａｎｄ　ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉ
ｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　１７：１１６２
－１１７４．
【非特許文献６６】Ｈｏｎｇ　ａｎｄ　Ｌｉ，Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ
　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ，４３（１１）：３３７３－８２．
【非特許文献６７】Ｖｅｒｖｏｏｒｔ　ａｎｄ　Ｗｒｉｇｈｔ，Ｈｕｍ　Ｍｕｔａｔ．２
００２　Ｍａｙ，１９（５）：４８６－５００．
【非特許文献６８】Ｎｅｉｄｈａｒｄｔ　ｅｔ　ａｌ，Ｈｕｍ　Ｍｕｔａｔ．２００７，
２８（８）：７９７－８０７．
【非特許文献６９】Ｋｏｚａｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１
５（２０）：８１２５－８１４８．
【非特許文献７０】Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ．
【非特許文献７１】Ｋ．Ｆｉｓｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ，１９９３　Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，７０
：５２０－５３２
【非特許文献７２】Ｌ．Ｗａｎｇ　ａｎｄ　Ｉ．Ｖｅｒｍａ，１９９９　Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，９６：３９０６－３９１０．
【非特許文献７３】Ｓｈｕ　ｅｔ　ａｌ，ＩＯＶＳ，Ｍａｙ　２１０２
【非特許文献７４】Ｍｕｓｓｏｌｉｎｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ，Ｊｕｌｙ　
２０１１，１８（７）：６３７－４５
【非特許文献７５】Ｍｏｒｒｉｓｓｅｙ　ｅｔ　ａｌ，ＢＭＣ　Ｄｅｖ，Ｂｉｏｌ，Ｊａ
ｎ　２０１１，１１：３）
【非特許文献７６】Ｎｉｃｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｇｅｎｅ　Ｍｅｄ，Ｄｅｃ　２００
７，９（１２）：１０１５－２３
【非特許文献７７】Ｌａｍｂａｒｄ　ｅｔ　ａｌ，ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ，Ｏｃｔ．２０１０
，５（１０）：ｅ１３０２５
【非特許文献７８】Ｃａｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｘｐ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．２０１０　Ａｕｇ；
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９１（２）：１８６－９４
【非特許文献７９】Ｋａｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ，
２００９（２０：３１－９
【非特許文献８０】Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ
，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９
【非特許文献８１】Ｓ．Ｋ．ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ，１９８８　Ｊ．Ｖｉｒ
ｏｌ．，６２：１９６３
【非特許文献８２】Ｓｉｅｖｉｎｇ，Ｐ．Ａ．ｅｔ　ａｌ，２００６．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　１０３（１０）：３８９６－３９０１．
【非特許文献８３】ａｌ－Ｕｂａｉｄｉ　ＭＲ，ｅｔ　ａｌ．（１９９２），Ｊ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｂｉｏｌ　１１９：１６８１－１６８７
【非特許文献８４】Ｂｏａｔｒｉｇｈｔ　ＪＨ，ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｍｏｌ　Ｖｉ
ｓ　３：１５
【非特許文献８５】Ｚｏｌｏｔｕｋｈｉｎ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｇｅｎｅ　Ｔ
ｈｅｒ　６：９７３－９８５
【非特許文献８６】Ｋｉｊａｓ　ＪＷ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　９９：６３２８－６３３３
【非特許文献８７】Ｂｅｌｔｒａｎ　ＷＡ，ｅｔ　ａｌ，（２０１２　Ｊａｎ）Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，１０９（６）：２１３２－７（Ｂｅｌｔｒａｎ
　２０１２）
【非特許文献８８】Ｗｅｉｓｓ，Ｅ．Ｒ．ｅｔ　ａｌ，２００１．Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ
　２１（２３）：９１７５－９１８４
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
発明の概要
　一つの態様では、本発明は個体の網膜色素変性に伴う視覚喪失を防ぎ、その進行を阻止
し、または改善する方法を提供する。この方法は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグ
メントをコードする核酸配列を、個体の眼球細胞（ｏｃｕｌａｒ　ｃｅｌｌｓ）に遺伝子
産物を発現する調節配列の制御下に持つ組換えアデノ随伴ウイルス（ｒＡＡＶ）、および
製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個体に投与することを含む
。
【０００８】
　別の態様では、光受容体機能の喪失を防ぎ、進行を阻止し、または光受容体機能を上げ
ることが必要な個体の光受容体機能の喪失を防ぎ、進行を阻止し、または光受容体機能を
上げる方法が提供される。この方法は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコ
ードする核酸配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持つｒ
ＡＡＶ、および製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個体に投与
することを含む。結果として個体の視覚が向上し、または視覚喪失が阻止され、かつ／ま
たは改善される。
【０００９】
　別の態様では、本発明は光受容体構造の向上が必要な個体の光受容体構造を向上する方
法を提供する。本発明は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸
配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持つｒＡＡＶ、およ
び製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個体に投与することを含
む。結果として個体の視覚が向上し、または視覚喪失が阻止され、かつ／または改善され
る。
【００１０】
　さらに別の態様では、個体の外網状層（ＯＰＬ）異常を防ぎ、その進行を阻止し、また
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は改善することが必要な個体の外網状層（ＯＰＬ）異常を防ぎ、その進行を阻止し、また
は改善する方法が提供される。この方法は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメント
をコードする核酸配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持
つｒＡＡＶ、および製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個体に
投与することを含む。結果として個体の視覚が向上し、または視覚喪失が阻止され、かつ
／または改善される。
【００１１】
　別の態様では、本発明は双極細胞のデンドライト収縮を防ぎ、その進行を阻止し、また
は改善することが必要な個体の双極細胞のデンドライト収縮を防ぎ、その進行を阻止し、
または改善する方法を提供する。この方法は正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメント
をコードする核酸配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持
つｒＡＡＶ、および製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個体に
投与することを含む。結果として個体の視覚が向上し、または視覚喪失が阻止され、かつ
／または改善される。
【００１２】
　別の態様では、双極細胞機能の喪失を防ぎ、その進行を阻止し、または改善することが
必要な個体の双極細胞機能の喪失を防ぎ、その進行を阻止し、または改善する方法が提供
される。この方法は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸配列
を、個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持つｒＡＡＶ、および製
薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を該個体に投与することを含む
。結果として個体の視覚が向上し、または視覚喪失が阻止され、かつ／または改善される
。
【００１３】
　さらに別の態様では、本発明はニューロフィラメントの過剰発現により特徴付けられる
軸索損傷を防ぎ、その進行を阻止し、または改善することが必要な個体のニューロフィラ
メントの過剰発現により特徴付けられる軸索損傷を防ぎ、その進行を阻止し、または改善
する方法を提供する。この方法は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコード
する核酸配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持つｒＡＡ
Ｖ、および製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個体に投与する
ことを含む。結果として個体の視覚が向上し、または視覚喪失が阻止され、かつ／または
改善される。
【００１４】
　別の態様では、ＸＬＲＰを発症する危険性がある個体のＸＬＲＰを防ぐ方法が提供され
る。この方法は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸配列を、
個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持つｒＡＡＶ、および製薬学
的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個体に投与することを含む。
【００１５】
　さらに別の態様では、本発明は桿体（ｒｏｄ）および／またはＲ／Ｇ錐体（ｃｏｎｅ）
オプシンの誤局在化を防ぎ、阻止し、または改善することが必要な個体の桿体および／ま
たはＲ／Ｇ錐体オプシンの誤局在化（ｍｉｓｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）を防ぎ、阻止し
、または改善する方法を提供する。この方法は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメ
ントをコードする核酸配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下
に持つｒＡＡＶ、および製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個
体に投与することを含む。結果として個体の視覚が向上し、または視覚喪失が阻止され、
かつ／または改善される。
【００１６】
　別の態様では、本発明はＸ連鎖性網膜色素変性症（ＸＬＲＰ）に伴うＯＰＬシナプス変
化、双極細胞異常または内網膜異常を防ぎ、その進行を阻止し、または改善することが必
要な個体のＸ連鎖性網膜色素変性症に関連するＯＰＬシナプス変化、双極細胞異常または
内網膜異常を防ぎ、その進行を阻止し、または改善する方法を提供する。この方法は、正
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常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸配列を、個体の眼球細胞に遺
伝子産物を発現する調節配列の制御下に持つｒＡＡＶ、および製薬学的に許容され得る担
体を含んでなる組成物の有効濃度を体に投与することを含む。結果として個体の視覚が向
上し、または視覚喪失が阻止され、かつ／または改善される。
【００１７】
　さらに別の態様では、本発明はＸＬＲＰに伴うＯＮＬ厚の増加、または保存が必要な個
体のＸＬＲＰに伴うＯＮＬ厚の増加、または保存方法を提供する。この方法は、正常ＲＰ
ＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産
物を発現する調節配列の制御下に持つｒＡＡＶ、および製薬学的に許容され得る担体を含
んでなる組成物の有効濃度を該個体に投与することを含む。結果として個体の視覚が向上
し、または視覚喪失が阻止され、かつ／または改善される。
【００１８】
　別の態様では、ＸＬＲＰを処置または防ぐ必要がある個体のＸＬＲＰを処置または防ぐ
方法が提供される。この方法は、（ａ）ＸＬＲＰに罹患しているか、またはそれを発症す
る危険性がある個体を同定し；（ｂ）遺伝子型分析を行い、そしてＲＰＧＲ遺伝子の突然
変異を同定し；（ｃ）非侵襲的網膜撮像および機能試験を行い、そして治療の標的にでき
る保持されている光受容体の領域を同定し；そして（ｄ）正常光受容細胞（ｐｈｏｔｏｒ
ｅｃｅｐｔｏｒ　ｃｅｌｌｓ）特異的遺伝子をコードする核酸配列を、個体の眼球細胞に
該遺伝子産物を発現するプロモーター配列の制御下に持つ組換えウイルス、および製薬学
的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効濃度を個体に投与することを含み、これ
によりＸＬＲＰを防ぎ、進行を阻止し、または改善する。
【００１９】
　別の態様では、本発明は正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸
配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持つ組換えアデノ随
伴ウイルス（ｒＡＡＶ）、および製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物を提供
する。
【００２０】
　別の態様では、本発明は正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸
配列を、個体の眼球細胞に遺伝子産物の発現を向けるヒトＩＲＢＰまたはヒトＧＲＫ１プ
ロモーターの制御下に持つ組換えＡＡＶ２／５偽型アデノ随伴ウイルスを、担体および注
入に適する追加成分と配合して含む組成物を提供する。別の態様では、上記の任意の方法
はこの組成物を使用する。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】ｈＩＲＰＢプロモーター（配列番号：２）およびｈＲＰＧＲ１－ＯＲＦ１５遺伝
子を包含するＡＡＶ２／５ベクターのプラスミドマップである。このプラスミド中のＩＲ
ＢＰプロモーターは、ヒトＩＲＢＰ遺伝子の近位プロモーター領域の２４１ｂｐフラグメ
ントである。
【図２】ｈＧＲＫ１プロモーター（配列番号：３）およびｈＲＰＧＲ１－ＯＲＦ１５遺伝
子を包含するＡＡＶ２／５ベクターのプラスミドマップである。
【図３】ヒトＲＰＧＲバリアント配列番号：１（下）をコードする核酸配列、およびバリ
アントＢＫ００５７１１（Ｗｒｉｇｈｔ）配列番号：４（上）をコードする核酸配列のア
ライメントである。
【図４】ヒトＲＰＧＲバリアント配列番号：５（上）のアミノ酸配列およびバリアントＢ
Ｋ００５７１１（Ｗｒｉｇｈｔ）配列番号：６（下）のアミノ酸配列のアライメントであ
る。
【図５】配列番号：５のｈＲＰＧＲバリアントのアミノ酸残基ａａ８４５－１０３９と、
配列番号：５のバリアントＢＫ００５７１１のアミノ酸残基８４５－１０５２と、そして
さらにコンセンサス配列配列番号：７を形成する共通のアミノ酸とのアライメントを示す
。アライメント中のコンセンサス配列は、非コンセンサスアミノ酸の位置にギャップを含
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んで現れる。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
発明の詳細な説明
　本発明は、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸配列を、個体
の眼球細胞に遺伝子産物の発現を向ける調節配列の制御下に持つ有効濃度の組換えアデノ
随伴ウイルス（ｒＡＡＶ）を、担体および注入に適する追加成分と配合して含んでなる種
々の組成物およびそれを使用した処置法に関する。処置法は、目の障害およびそれに関連
する付随状態を対象とする。
【００２３】
　他に定義しない限り、本明細書で使用する技術的および科学的用語は、本発明が属する
分野の当業者に一般に理解され、そして本出願で使用する多くの用語に対する一般的指針
を当業者に与える公開されている教科書を参照にすることにより、一般に理解されている
意味と同じ意味を有する。以下の定義は明瞭性のためにのみ提供し、請求する発明を限定
することを意図していない。
【００２４】
　用語“ａ”または“ａｎ”は、１もしくは複数を指し、例えば「遺伝子（ａ　ｇｅｎｅ
）」は、１もしくは複数のそのような遺伝子を表すと理解される。このように用語“ａ”
（または“ａｎ”）、「１もしくは複数」、および「少なくとも一つ」は本明細書では互
換的に使用されている。本明細書で使用する用語「約」は、他に特定しない限り、与えた
引例から１０％の変動を意味する。以下の記載に関して、本明細書に記載する各組成物は
、本発明の方法の別の態様で有用であることを意図している。さらにまた、本明細書のこ
の方法に有用と記載された各組成物は、別の態様では、それ自体が本発明の態様である。
本明細書の様々な態様は、「含んでなる」という言葉を使用して表現されているが、他の
状況では関連する態様が「からなる」または「から本質的になる」という言葉を使用して
解釈され、そして記載されることも意図している。
【００２５】
Ａ．哺乳動物個体
　本明細書で使用する用語「哺乳動物個体」または「個体」には、特にヒトを含めこのよ
うな処置または予防の方法が必要な任意の哺乳動物を含む。そのような処置または予防が
必要な他の哺乳動物には、イヌ、ネコまたは他の飼育動物、ウマ、家畜、ヒトではない霊
長類を含む実験動物等がある。個体は雄または雌でよい。一つの態様では、個体はＲＰ、
そしてより特別にはＸＬＲＰを罹患しているか、または発症する危険性がある。別の態様
では、個体はＸＬＲＰの「キャリアー」であり、すなわち少なくとも一つのＸ染色体に少
なくとも一つのＲＰＧＲ突然変異を有する。ＸＬＲＰはＸ連鎖性疾患であるので、通常は
二つのＸ染色体を有する雌はＲＰＧＲ遺伝子の特異的な突然変異について同型接合体また
は異型接合体であるか、または各Ｘ染色体上のＲＰＧＲ遺伝子に異なる突然変異を有する
複合異型接合体であり得る。ＲＰＧＲ遺伝子に一つの突然変異を含む唯一のＸ染色体を有
する正常な雄は半接合体と呼ばれる。一つの態様では、ＸＬＲＰに罹患しているか、また
はそれを発症する危険性がある個体は半接合体の雄である。別の態様では、ＸＬＲＰを罹
患しているか、またはそれを発症する危険性がある個体は、同型接合体の雌または異型接
合体の雌である。別の態様ではＸＬＲＰを発症する危険性がある個体にはＸＬＲＰの家族
歴を有する個体、ＲＰＧＲ遺伝子に１もしくは複数の確認されている突然変異を有する個
体、ＲＰＧＲ突然変異の雌のキャリアー（異型接合体の雌）の子孫、または両Ｘ染色体上
にＲＰＧＲ突然変異を持つ雌の子孫を含む。
【００２６】
　別の態様では、個体はＸＬＲＰの臨床的兆候を有する。ＸＬＲＰの臨床的兆候には、限
定するわけではないが、周辺視覚の低下、中心（読み取り）視覚の低下、夜間視覚の低下
、色覚の喪失、視力低下、光受容体機能の低下、色素変化を含む。さらに別の態様では、
個体はすでにＸＬＲＰと診断されている。別の態様では個体はＸＬＲＰの臨床的兆候を未
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だ示していない。
【００２７】
　さらに別の態様では、個体は１０％以上の光受容体傷害／喪失を有する。別の態様では
、個体は２０％以上の光受容体傷害／喪失を有する。別の態様では、個体は３０％以上の
光受容体傷害／喪失を有する。別の態様では、個体は４０％以上の光受容体傷害／喪失を
有する。別の態様では、個体は５０％以上の光受容体傷害／喪失を有する。別の態様では
、個体は６０％以上の光受容体傷害／喪失を有する。別の態様では、個体は７０％以上の
光受容体傷害／喪失を有する。別の態様では、個体は８０％以上の光受容体傷害／喪失を
有する。別の態様では、個体は９０％以上の光受容体傷害／喪失を有する。
【００２８】
Ｂ．ＸＬＲＰおよびＲＰＧＲ
　一つの態様では、本明細書に記載する方法は網膜色素変性症（ＲＰ）の処置または防止
に関する。一態様では網膜色素変性症は、Ｘ連鎖性網膜色素変性症（ＸＬＲＰ）である。
ＸＬＲＰはＲＰの最も重篤な形態の一つであり、若年での発症（通常、１０歳以内）、そ
して疾患の急速な進行を示す。この疾患はＸ連鎖性なので、同型接合体の雌は稀であり、
通常は小さな隔離集団で現れるだけである。すなわちこの疾患は主に雄に発症するが、キ
ャリアー（異型接合体）の雌にも発症し、様々なレベルの網膜変性を表す。この疾患は家
族間および内で広いスペクトラムの疾患重篤度を表す。
【００２９】
　網膜色素変性ＧＴＰａｓｅ調節物質（ＲＰＧＲ）はＸＬＲＰに関与する８１５ａａタン
パク質である（非特許文献７および非特許文献１２、これらは引用により本明細書に編入
する）。ＲＰＧＲ中の２９０より多い突然変異（ｈｔｔｐ：／／ｒｐｇｒ．ｈｇｕ．ｍｒ
ｃ．ａｃ．ｕｋ／ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ／、および「ＲＰＧＲ突然変異および多型
の要約」という表題の文書、これは引用により本明細書に編入する）がＸＬＲＰ患者の７
０％より多くを占める。このタンパク質は、高度に保存されたグアニンヌクレオチド交換
因子の特徴であるＲＣＣ－１様ドメインを含む。１９エキソンを含むＲＰＧＲの構成的転
写物は、広範な組織で発現される（非特許文献６６、引用により本明細書に編入する）。
ＲＰＧＲバリアントはＲＰＧＲ遺伝子のイントロン１５で終結する。別の末端エキソンは
構成的エキソン１５およびイントロン１５の一部からなり、そしてＯＲＦ１５と呼ばれて
いる。エキソン１からＯＲＦ１５によりコードされているこのタンパク質アイソフォーム
が一般的に光受容体で使用され、そして多数の疾患を生じる突然変異がＯＲＦ１５中に見
出された（非特許文献６７、非特許文献３６および非特許文献６８、それぞれ引用により
本明細書に編入する）。
【００３０】
　一つの態様では、この方法は正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする
核酸配列を使用する。本明細書で使用する用語「ＲＰＧＲ」は、以下に詳細に記載するよ
うに、完全長の遺伝子自体、または機能的フラグメントを称する。正常ＲＰＧＲ遺伝子を
コードする核酸配列は、自然にＲＰＧＲ遺伝子またはその相同体を発現する任意の哺乳動
物に由来することができる。別の態様では、ＲＰＧＲ遺伝子配列は、組成物が処置するこ
とを意図する同じ哺乳動物に由来する。別の態様では、ＲＰＧＲはヒトに由来する。別の
態様では、ＲＰＧＲ配列はエキソン１からＯＲＦ１５を含む完全長のヒトＲＰＧＲＯＲＦ
１５クローンの配列である（非特許文献１２、引用により本明細書に編入する）。別の態
様では、ＲＰＧＲ配列は配列番号１に示す配列である。別の態様ではＲＰＧＲ配列はＲＰ
ＧＲＯＲＦ１５クローンの機能的フラグメントである。用語「フラグメント」または「機
能的フラグメント」とは、必ずしも同じレベルの発現または活性ではないが、完全長クロ
ーンの機能を保持する任意のフラグメントを意味する。例えばＲＰＧＲ－ＯＲＦ１５を表
すが、反復領域が６５４ｂｐ短縮されたａｃＤＮＡは、マウスでＲＰＧＲ機能を再構成す
ることが示されている（非特許文献６４、これは引用により本明細書に編入する）。ヒト
の同様な機能的フラグメント、または他のＲＰＧＲ配列は、当業者により決定され得る。
別の態様では、ＲＰＧＲはイヌに由来する。別の態様では、標的細胞中での発現を強化す
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るために、特定の修飾がＲＰＧＲ配列に作成される。そのような修飾にはコドン最適化（
例えば引用により本明細書に編入する特許文献１、２および３を参照にされたい）、およ
び翻訳開始部位を囲む配列のコンセンサスＫｏｚａｋ配列：ｇｃｃＲｃｃＡＴＧＲへの転
換がある。例えば非特許文献６９を参照にされたい。
【００３１】
　本明細書で使用する用語「眼球細胞」とは目の中の、または目の機能に関連する任意の
細胞を称する。この用語は、桿体、錐体および光感受性ガングリオン細胞または網膜色素
上皮（ＲＰＥ）細胞を含む任意の光受容細胞を指すことができる。一つの態様では、眼球
細胞は光受容細胞である。
【００３２】
Ｃ．ＡＡＶベクターおよび組成物
　本発明の特定の態様では、ＲＰＧＲ核酸配列、またはそのフラグメントがウイルスベク
ターによる処置が必要な眼球細胞に送達され、そのベクターの多くは当該技術分野で知ら
れており、そして利用可能である。眼球細胞への送達には、治療用ベクターは非毒性、非
免疫原性で、産生し易く、しかもＤＮＡの保護と標的細胞への送達が効率的であることが
望ましい。一つの特定の態様では、ウイルスベクターはアデノ随伴ウイルスベクターであ
る。別の態様では、本発明はＲＰＧＲ配列を適切なプロモーターの制御下に含んでなるア
デノ随伴ウイルスベクターを含んでなる治療用組成物を提供する。一つの態様では、ＲＰ
ＧＲ配列は配列番号１によりコードされる。
【００３３】
　３０種より多くの自然に存在するＡＡＶの血清型を利用することができる。ＡＡＶキャ
プシド中に多くの天然のバリアントが存在し、眼球細胞に特に適する特性を持つＡＡＶの
同定および使用が可能になる。ＡＡＶウイルスは通常の分子生物学的技法により操作する
ことができ、免疫原性を最少とし、粒子の安定性および寿命を調整し（ｔｕｎｉｎｇ）、
効率的に分解し、核への正確な送達などのために、これらの粒子をＲＰＧＲ核酸配列の細
胞特異的送達に最適化することが可能である。
【００３４】
　このようにＲＰＧＲの過剰発現は、ＲＰＧＲをコードする配列を含む組換え操作したＡ
ＡＶまたは人工ＡＡＶによる送達を介して眼球細胞で達成することができる。ＡＡＶは比
較的非毒性であり、効率的な遺伝子導入を提供し、そして具体的な目的に容易に最適化で
きるので、ＡＡＶの使用はＤＮＡの外因性送達の一般的様式である。ヒトまたはヒトでは
ない霊長類（ＮＨＰ）から単離され、そして十分に特性決定されたＡＡＶの血清型の中で
、ヒト血清型２は遺伝子導入ベクターとして開発された最初のＡＡＶであり、これは種々
の標的組織および動物モデルで効率的な遺伝子導入実験に広く使用されてきた。幾つかの
ヒトの疾患モデルに対して、ＡＡＶ２に基づくベクターの実験的応用の臨床試験が進行中
であり、そしてそれには嚢胞性線維症および血友病Ｂのような疾患を含む。他のＡＡＶ血
清型には限定するわけではないが、ＡＡＶ１，ＡＡＶ３，ＡＡＶ４，ＡＡＶ５，ＡＡＶ６
，ＡＡＶ７，ＡＡＶ８およびＡＡＶ９がある。例えば引用により本明細書に編入する特許
文献４を参照にされたい。
【００３５】
　ベクターに集成するために望ましいＡＡＶフラグメントには、ｖｐ１、ｖｐ２、ｖｐ３
および高度可変領域を含むｃａｐタンパク質、ｒｅｐ７８、ｒｅｐ６８、ｒｅｐ５２およ
びｒｅｐ４０を含むｒｅｐタンパク質、およびこれらのタンパク質をコードする配列を含
む。これらのフラグメントは、様々なベクター系および宿主細胞で容易に利用することが
できる。そのようなフラグメントは単独で、他のＡＡＶ血清型配列またはフラグメントと
組み合わせて、または他のＡＡＶまたは非ＡＡＶウイルス配列由来の要素と組み合わせて
使用することができる。本明細書で使用する人工ＡＡＶ血清型には、限定せずに自然には
存在しないキャプシドタンパク質を持つＡＡＶがある。そのような人工キャプシドは、選
択したＡＡＶ配列（例えばｖｐ１キャプシドタンパク質のフラグメント）を、異なる選択
したＡＡＶ血清型から、同じＡＡＶ血清型の非連続部分から、非－ＡＡＶウイルス源から
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、または非－ウイルス源から得ることができるヘテロロガス配列と組み合わせて使用して
任意の適切な技法により作成することができる。人工ＡＡＶ血清型は、限定するわけでは
ないが、偽型ＡＡＶ、キメラＡＡＶキャプシド、組換えＡＡＶキャプシド、または「ヒト
化」ＡＡＶキャプシドでよい。一つのＡＡＶのキャプシドがヘテロロガスなキャプシドタ
ンパク質に置き換えられた偽型ベクターは、本発明に有用である。説明の目的で、ＡＡＶ
２／５が以下に記載する実施例では使用される。好適な態様では、ＡＡＶはＡＡＶ２／５
である。別の好適な態様では、ＡＡＶはＡＡＶ２／８である。例えば上で引用したＭｕｓ
ｓｏｌｉｎｏ　ｅｔ　ａｌ．を参照にされたい。
【００３６】
　一つの態様では、本明細書に記載する組成物および方法に有用なベクターは、最低でも
選択したＡＡＶ血清型のキャプシド、例えばＡＡＶ５キャプシドまたはそのフラグメント
をコードする配列を含む。別の態様では、有用ベクターは最低でも選択したＡＡＶ血清型
ｒｅｐタンパク質、例えばＡＡＶ５　ｒｅｐタンパク質またはそのフラグメントをコード
する配列を含む。場合によりそのようなベクターはＡＡＶ　ｃａｐおよびｒｅｐタンパク
質の両方を含むことができる。ＡＡＶ　ｒｅｐおよびｃａｐの両方が与えられたベクター
では、ＡＡＶ　ｒｅｐおよびｃａｐ配列が両方とも一つの血清型起源、例えば全てＡＡＶ
５起源であることができる。あるいはｒｅｐ配列がｃａｐ配列を提供するものとは異なる
ＡＡＶ血清型に由来するベクターを使用することができる。一つの態様では、ｒｅｐおよ
びｃａｐ配列は別の起源から発現される（例えば別のベクター、または宿主細胞およびベ
クター）。別の態様ではこれらのｒｅｐ配列は異なるＡＡＶ血清型のｃａｐ配列とインフ
レイムに融合されてキメラＡＡＶベクター、例えば特許文献５（引用により本明細書に編
入する）に記載されているＡＡＶ２／８を形成する。
【００３７】
　適切な組換えアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）は、本明細書で定義するアデノ随伴ウイル
ス（ＡＡＶ）の血清型キャプシドタンパク質、またはそのフラグメントをコードする核酸
配列；機能的ｒｅｐ遺伝子；最低でもＡＡＶ逆方向末端反復（ＩＴＲ）およびＲＰＧＲ核
酸配列からなるミニ遺伝子；およびミニ遺伝子をＡＡＶキャプシドタンパク質にパッケー
ジングできるようにする十分なヘルパー機能を含む宿主細胞を培養することにより産生さ
れる。ＡＡＶミニ遺伝子をＡＡＶキャプシドにパッケージングするために、宿主細胞中で
培養されるために必要な成分は、宿主細胞にトランスで提供することができる。あるいは
１もしくは複数の必要な成分（例えばミニ遺伝子、ｒｅｐ配列、ｃａｐ配列、および／ま
たはヘルパー機能）は、当該技術分野で知られている方法を使用して１もしくは複数の必
要な成分を含むように操作した安定な宿主細胞により提供することができる。
【００３８】
　そのような安定な宿主細胞は、必要な構成要素（１もしくは複数）を誘導性プロモータ
ーの制御下に含むことが最適である。しかし必要な構成要素（１もしくは複数）は構成的
プロモーターの制御下でもよい。適切な誘導性および構成的プロモーターの例は、導入遺
伝子、すなわちＲＰＧＲと使用するために適する調節要素についての以下の考察で本明細
書に提供される。さらに別の方法では、選択した安定な宿主細胞は選択した構成要素（１
もしくは複数）を構成的プロモーターの制御下に、そして他の選択した構成要素（１もし
くは複数）を１もしくは複数の誘導性プロモーターの制御下に含むことができる。例えば
２９３細胞（これは構成的プロモーターの制御下にＥ１ヘルパー機能を含む）に由来する
安定な宿主細胞を作成することができるが、これはｒｅｐおよび／またはｃａｐタンパク
質を誘導性プロモーターの制御下に含む。さらに他の安定な宿主細胞が当業者により作成
され得る。
【００３９】
　本発明のｒＡＡＶを産生するために必要なミニ遺伝子、ｒｅｐ配列、ｃａｐ配列および
ヘルパー機能は、遺伝子要素上の配列を導入する任意の遺伝子要素の形態でパッケージン
グ宿主細胞に送達することができる。選択された遺伝要素は本明細書に記載されているよ
うな方法を含め、任意の適切な方法により送達され得る。本発明の態様を構築するために
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使用する方法は、核酸の操作における当業者には知られており、そして遺伝子工学、組換
え工学および合成技術を含む。例えば非特許文献７０を参照にされたい。同様にｒＡＡＶ
ビリオンを生産する方法も周知であり、そして適切な方法の選択は本発明を限定しない。
例えばとりわけ非特許文献７１、および特許文献６を参照にされたい。これらの公報は引
用により本明細書に編入する。
【００４０】
　特に明記しない限り、本明細書に記載するＡＡＶ　ＩＴＲおよび他の選択したＡＡＶ構
成要素は、限定するわけではないが、ＡＡＶ１，ＡＡＶ２，ＡＡＶ３，ＡＡＶ４，ＡＡＶ
５，ＡＡＶ６，ＡＡＶ７，ＡＡＶ８，ＡＡＶ９または他の既知の、および未知のＡＡＶ血
清型を含む任意のＡＡＶ血清型の中から容易に選択することができる。これらのＩＴＲま
たは他のＡＡＶ構成要素は、当業者が利用可能な技術を使用してＡＡＶ血清型の中から容
易に単離することができる。そのようなＡＡＶは単離でき、あるいは学術的、商業的また
は公的な供給源（例えばバージニア州、マナッサスのアメリカンタイプカルチャーコレク
ション）から得ることができる。あるいはＡＡＶ配列は、例えば文献またはＧｅｎｅＢａ
ｎｋ，ＰｕｂＭｅｄ等のようなデータベースのような公開された配列を参照することによ
り、合成または他の適切な手段を介して得ることができる。
【００４１】
　ミニ遺伝子は、最低でも上記のＲＰＧＲ核酸配列（導入遺伝子）、およびその調節配列
、および５’および３’ＡＡＶ逆方向末端反復（ＩＴＲ）からなる。一つの望ましい態様
では、ＡＡＶ血清型２のＩＴＲが使用される。しかし他の適切な血清型由来のＩＴＲも選
択することができる。キャプシドタンパク質にパッケージングされ、そして選択した宿主
細胞に送達されるのはこのミニ遺伝子である。
【００４２】
　調節配列には、本発明で産生したベクターでトランスフェクトした細胞、またはウイル
スで感染した細胞中で転写、翻訳および／または発現を可能とする様式で、ＲＰＧＲ遺伝
子に操作可能に連結される通例の制御要素を含む。本明細書で使用する「操作可能に連結
される」配列には、目的遺伝子に連続する発現制御配列、およびトランスに作用するか、
または目的遺伝子の制御から離れた発現制御配列の両方を含む。
【００４３】
　発現制御配列は、適切な転写開始、終結、プロモーターおよびエンハンサー配列；スプ
ライシングおよびポリアデニレーション（ｐｏｌｙＡ）シグナルのような効率的なＲＮＡ
プロセッシングシグナル；細胞質ｍＲＮＡを安定化する配列；翻訳効率を強化する配列（
すなわちＫｏｚａｋコンセンサス配列）；タンパク質の安定性を強化する配列；および所
望により、コードされた産物の分泌を強化する配列を含む。プロモーターを含む膨大な数
の発現制御配列が当該技術分野で知られており、そして利用することができる。
【００４４】
　本発明の構築物に有用な調節配列は、望ましくはプロモーター／エンハンサー配列と遺
伝子との間に配置されたイントロンを含むことができる。一つの望ましいイントロン配列
は、ＳＶ－４０に由来し、そしてＳＤ－ＳＡと呼ばれている１００ｂｐのミニ－イントロ
ンスプライスドナー／スプライスアクセプターである。別の適切な配列にはウッドチャッ
ク肝炎ウイルス転写後要素（例えば非特許文献７２を参照にされたい）がある。Ｐｏｌｙ
Ａシグナルは限定するわけではないが、ＳＶ－４０、ヒトおよびウシを含む多くの適切な
種に由来することができる。
【００４５】
　本発明の方法で有用なｒＡＡＶの別の調節構成要素は、内部リボソーム侵入部位（ＩＲ
ＥＳ）である。ＩＲＥＳ配列または他の適切な系を、一つの遺伝子転写産物から１より多
くのポリペプチドを産生するために使用することができる。１より多くのポリペプチド鎖
を含むタンパク質を産生するために、あるいは同じ細胞から、またはその中に二つの異な
るタンパク質を発現するために、ＩＲＥＳ（または他の適切な配列）を使用する。一例の
ＩＲＥＳはポリオウイルス内部リボソーム侵入部位配列であり、これは光受容体、ＲＰＥ
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およびガングリオン細胞での導入遺伝子発現を支持する。好ましくはＩＲＥＳはｒＡＡＶ
ベクター中の導入遺伝子の３’に位置する。
【００４６】
　ｒＡＡＶ中で使用されることになるプロモーターの選択は、選択した導入遺伝子を所望
する眼球細胞内に発現できる広範な数の構成的または誘導性プロモーターの中から行うこ
とができる。別の態様では、プロモーターは細胞－特異的である。用語「細胞－特異的」
とは、組換えベクター用に選択された特定のプロモーターが、選択した導入遺伝子の発現
を特定の眼球細胞型の中へ向けることができることを意味する。一つの態様では、プロモ
ーターは光受容細胞中での導入遺伝子の発現に特異的である。別の態様では、プロモータ
ーは桿体細胞および錐体細胞中での発現に特異的である。別の態様では、プロモーターは
桿体細胞中での発現に特異的である。別の態様では、プロモーターは錐体細胞中での発現
に特異的である。別の態様では、プロモーターはＲＰＥ細胞中で導入遺伝子の発現に特異
的である。別の態様では、導入遺伝子は任意の上記眼球細胞内で発現される。
【００４７】
　プロモーターは任意の種に由来することができる。別の態様では、プロモーターはヒト
Ｇ－タンパク質共役受容体プロテインキナーゼ１（ＧＲＫ１）プロモーター（Ｇｅｎｅｂ
ａｎｋ寄託番号ＡＹ３２７５８０）である。別の態様では、プロモーターはＧＲＫ１プロ
モーター（配列番号：２）の２９２ｎｔフラグメント（１７９３―２０８７位）である（
また非特許文献６２も参照にされたい。これは引用により本明細書に編入する）。別の好
適な態様では、プロモーターはヒト光受容体間レチノイド－結合タンパク質近位（ＩＲＢ
Ｐ）プロモーターである。一つの態様ではプロモーターはｈＩＲＢＰプロモーター（配列
番号：３）の２３５ｎｔフラグメントである。別の態様では、プロモーターは発現される
遺伝子に自然なプロモーターである。一つの態様では、プロモーターはＲＰＧＲ近位プロ
モーターである（非特許文献７３、これは引用により本明細書に編入する）。本発明に有
用な他のプロモーターには、限定するわけではないが、桿体オプシンプロモーター、赤－
緑オプシンプロモーター、青オプシンプロモーター、ｃＧＭＰ－β－ホスホジエステラー
ゼプロモーター、マウスオプシンプロモーター（上記で引用した非特許文献６２）、ロド
プシンプロモーター（非特許文献７４）；錐体トランスデューシンのアルファ－サブユニ
ット（非特許文献７５）；ベータ　ホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）プロモーター；網膜
色素変性（ＲＰ１）プロモーター（非特許文献７６）；ＮＸＮＬ２／ＮＸＮＬ１プロモー
ター（非特許文献７７）；ＲＰＥ６５プロモーター；網膜変性スロー／ペリフェリン２（
Ｒｄｓ／ｐｅｒｐｈ２）プロモーター（非特許文献７８）；およびＶＭＤ２プロモーター
（非特許文献７９）がある。これらの文書は引用により本明細書に編入する。一つの態様
では、プロモーターはＡＡＶベクターのサイズ限界から、１０００ｂｐ未満の小サイズの
ものである。別の態様では、プロモーターは４００ｂｐ未満である。
【００４８】
　本発明に有用な構成的プロモーターの例には、限定するわけではないが、レトロウイル
スラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）ＬＴＲプロモーター（場合によりＲＳＶエンハンサーを
含む）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター（場合によりＣＭＶエンハンサー
を含む）、ＳＶ４０プロモーター、ジヒドロ葉酸レダクターゼプロモーター、ニワトリβ
アクチン（ＣＢＡ）プロモーター、ホスホグリセロールキナーゼ（ＰＧＫ）プロモーター
、ＥＦ１プロモーター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、およびＣＢＡプロモーターと共役する
前初期ＣＭＶエンハンサー（上に引用した非特許文献６２，６５）がある。
【００４９】
　誘導性プロモーターは遺伝子発現の調節を可能とし、そして外から供給される化合物、
温度のような環境因子、または特異的な生理学的状態の存在、例えば急性期、細胞の特定
の分化状態、または複製している細胞のみにより調節され得る。誘導性プロモーターおよ
び誘導性の系は、限定するわけではないが、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃｌｏｎｔｅｃｈお
よびＡｒｉａｄを含む様々な商業的供給元から入手できる。多くの他の系が記載され、そ
して当業者により容易に選択され得る。外から供給される化合物により調節される誘導性
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プロモーターの例には、亜鉛－誘導性ヒツジメタロチオネイン（ＭＴ）プロモーター、デ
キサメタゾン（Ｄｅｘ）－誘導性マウス乳癌ウイルス（ＭＭＴＶ）プロモーター、Ｔ７ポ
リメラーゼプロモーター系；エクジソン昆虫プロモーター、テトラサイクリン－抑制系、
テトラサイクリン－誘導系、ＲＵ４８６－誘導系およびラパマイシン－誘導系がある。本
内容で有用となり得る他の種類の誘導性プロモーターは、特異的な生理学的状態、例えば
温度、急性期、細胞の特定の分化状態、または複製している細胞のみにより調節されるも
のである。厳しく調節され、しかも特定の標的眼球細胞型に特異的な任意の種類の誘導性
プロモーターを使用することができる。
【００５０】
　本発明に有用な他の調節配列は、エンハンサー配列を含む。本発明に有用なエンハンサ
ー配列には、ＩＲＢＰエンハンサー（上に引用した非特許文献７６）、前初期サイトメガ
ロウイルスエンハンサー、免疫グロブリン遺伝子に由来するもの、またはＳＶ４０エンハ
ンサー、マウス近位プロモーターに同定されるシス―作用要素（ｃｉｓ－ａｃｔｉｎｇ　
ｅｌｅｍｅｎｔ）などを含む。
【００５１】
　これらおよび他の一般的ベクターおよび調節要素の選択は通例であり、そして多くのそ
のような配列を利用することができる。例えば非特許文献７０およびその中に引用されて
いる文献、例えば第３．１８－３．２６および１６．１７－１６．２７ページ、および非
特許文献８０を参照にされたい。もちろん全てのベクターおよび発現制御配列が本発明の
全ての導入遺伝子を等しく良好に発現するように機能するわけではない。しかし当業者は
本発明の範囲から逸脱せずに、これらの、そして他の発現制御配列の中から選択を行うこ
とができる。
【００５２】
Ｄ．製薬学組成物および投与
　上記のように、標的眼球細胞で使用するために所望の導入遺伝子および細胞―特異的プ
ロモーターを含む組換えＡＡＶは、通例の方法によりコンタミネーションを評価し、次い
で網膜下注入を意図する製薬学的組成物に配合することが好ましい。そのような製剤には
製薬学的および／または生理学的に許容され得る賦形剤または担体、生理食塩水または他
のバッファーのような特に例えば網膜下注入により目に投与することが適するもの、例え
ば適切な生理学的レベルでｐＨを維持するためにＨＥＰＥＳ、および任意に他の薬剤、医
薬品、安定化剤、バッファー、担体、補助剤、希釈剤等の使用が関与する。注入には、担
体は典型的には液体になる。例示的な生理学的に許容され得る担体には、滅菌された、発
熱物質を含まない水、および滅菌された、発熱物質を含まないリン酸緩衝生理食塩水があ
る。そのような様々な既知の担体が、引用により本明細書に編入する特許文献７に与えら
れている。一つの態様では、担体は生理食塩水である。別の態様では、担体は緩衝塩溶液
である。一つの態様では、担体はｔｗｅｅｎを含む。ウイルスが長期間、保存されること
になるならば、グリセロールまたはＴｗｅｅｎ２０の存在下で凍結してもよい。
【００５３】
　本発明の方法の特定の態様では、上記の製薬学的組成物は網膜下注入により個体に投与
される。送達の経路としての網膜下注入の使用は、硝子体内の投与が現在、同じ治療効果
を可能にできないので、本方法の重要な構成要素となる。
【００５４】
　さらに本発明の特定の態様では、治療の標的となるべき保持されている光受容体の領域
を同定するために、非侵襲的な網膜撮像および機能的実験を行うことが望ましい。このよ
うな態様では、臨床的な診断試験が採用されて、１もしくは複数の網膜下注入に関する正
確な位置（１もしくは複数）を決定する。これらの試験には網膜電図法（ＥＲＧ）、視野
測定法、網膜の層のトポグラフィカルマッピング（ｔｏｐｏｇｒａｐｈｉｃａｌ　ｍａｐ
ｐｉｎｇ）そして共焦点走査型レーザー検眼鏡（ｃＳＬＯ）および光干渉断層計（ＯＣＴ
）によるその層の厚さの測定、補償光学（ＡＯ）を介する錐体密度のトポグラフィカルマ
ッピング、機能的な目の試験などを含むことができる。これらの、および他の望ましい試
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験は以下の実施例に記載される。撮像および機能的実験の視点では、本発明の幾つかの態
様において、保持されている光受容体の異なる領域を標的とするために、１もしくは複数
の注入が同じ目に行われる。各注入の容量およびウイルス力価は、以下にさらに記載する
ように個別に決定され、そして同じ目または反対の目に行われる他の注入と同じでも異な
ってもよい。別の態様では、目全体を処置するために単回の大容量の注入がなされる。一
つの態様では、ｒＡＡＶ組成物の容量および濃度は、傷害された光受容体の領域のみに影
響を及ぼすように選択される。別の態様では、ｒＡＡＶ組成物の容量および／または濃度
は、傷害を受けていない光受容体を含む目の大部分に到達するためにより大量となる。
【００５５】
　組成物は、処置すべき領域のサイズ、使用するウイルス力価、投与経路、および方法の
所望する効果に依存して、間の全ての数値を含む約５０μＬ～約１ｍＬの容量で送達する
ことができる。一つの態様では、容量は約５０μＬである。別の態様では、容量は約７０
μＬである。別の態様では、容量は約１００μＬである。別の態様では、容量は約１２５
μＬである。別の態様では、容量は約１５０μＬである。別の態様では、容量は約１７５
μＬである。さらに別の態様では、容量は約２００μＬである。別の態様では、容量は約
２５０μＬである。別の態様では、容量は約３００μＬである。別の態様では、容量は約
４５０μＬである。別の態様では、容量は約５００μＬである。別の態様では、容量は約
６００μＬである。別の態様では、容量は約７５０μＬである。別の態様では、容量は約
８５０μＬである。別の態様では、容量は約１０００μＬである。所望する導入遺伝子を
コードする核酸配列を、細胞－特異的プロモーター配列の制御下に持つ組換えアデノ随伴
ウイルスの有効濃度は、望ましくは１ミリリットルあたり約１０8から１０13のベクター
ゲノム（ｖｇ／ｍＬ）の間の範囲である。ｒＡＡＶ感染単位は、特許文献８１に記載され
ているように測定される。好ましくは、濃度は約１．５ｘ１０9ｖｇ／ｍＬ～約１．５ｘ
１０12ｖｇ／ｍＬ、そしてより好ましくは約１．５ｘ１０9ｖｇ／ｍＬ～約１．５ｘ１０1

1ｖｇ／ｍＬである。一つの態様では、有効濃度は約１．５ｘ１０10ｖｇ／ｍＬである。
別の態様では、有効濃度は約１．５ｘ１０11ｖｇ／ｍＬである。別の態様では、有効濃度
は約２．８ｘ１０11ｖｇ／ｍＬである。さらに別の態様では、有効濃度は約１．５ｘ１０
12ｖｇ／ｍＬである。別の態様では、有効濃度は約１．５ｘ１０13ｖｇ／ｍＬである。毒
性、網膜異形成および剥離のような望ましくない影響の危険性を下げるために、最低有効
濃度のウイルスを使用することが望ましい。さらにこれらの範囲中の他の投薬用量を、個
体の、好ましくは処置するヒトの身体状態、個体の年齢、特定の目の障害および進行した
場合に発症する障害の程度を考慮して、担当医師が選択できる。
【００５６】
Ｅ．処置／予防法
　本発明は、上記の目の疾患およびそれに付随する網膜の変化を防ぎ、処置し、進行を阻
止し、または改善する様々な方法を提供する。一般的に、この方法にはそれらが必要な哺
乳動物個体に、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコードする核酸配列を、個
体の眼球細胞に遺伝子産物を発現する調節配列の制御下に持つ組換えアデノ随伴ウイルス
（ＡＡＶ）、および製薬学的に許容され得る担体を含んでなる組成物の有効量を投与する
ことを含む。
【００５７】
　ＲＰ、より詳細にはＸＬＲＰは多くの網膜変化に関連する。これらには光受容体構造ま
たは機能の喪失；外顆粒層（ＯＮＬ）の薄化（ｔｈｉｎｎｉｎｇ）または肥厚化；外網状
層（ＯＰＬ）の薄化または肥厚化；破壊（ｄｉｓｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ）に続く桿体
および錐体外節の喪失；桿体および錐体内節の短縮；双極細胞デンドライトの収縮；内顆
粒層、内網状層、ガングリオン細胞層および神経線維層を含む内網膜層の薄化または肥厚
化；オプシンの誤局在化；ニューロフィラメントの過剰発現；ＥＲＧ機能の喪失；視力お
よびコントラスト感度の喪失；および視覚誘導行動の喪失がある。一つの態様では、本発
明はＸＬＲＰに伴う任意の網膜変化を防ぎ、進行を阻止し、または改善する方法を提供す
る。結果として個体の視覚が向上し、または視覚喪失が阻止され、かつ／または改善され



(21) JP 6199965 B2 2017.9.20

10

20

30

40

50

る。
【００５８】
　特定の態様では、本発明は個体の網膜色素変性に伴う視覚の喪失を防ぎ、進行を阻止し
、または改善する方法を提供する。網膜色素変性に伴う視覚の喪失とは、周辺視覚の低下
、中心（読み取り）視覚の低下、夜間視覚の低下、昼間視覚の低下、色覚の喪失、コント
ラスト感度の喪失、または視力の低下を指す。
【００５９】
　別の態様では、本発明は個体の光受容体機能の喪失を防ぎ、または阻止し、あるいは光
受容体機能を上げる方法を提供する。光受容体機能は上記または以下の実施例に記載する
機能的実験、例えば当該技術分野では通例のＥＲＧまたは視野測定法を使用して評価する
ことができる。本明細書で使用する「光受容体機能の喪失」とは、正常な罹患していない
目、またはより早い時点の同じ目と比べて、光受容体機能の低下を意味する。本明細書で
使用する「光受容体機能を上げる」とは、罹患している目（同じ目の疾患を有する）、以
前の同じ目、同じ目の未処置部分、または同じ患者の反対側の目と比較して、光受容体の
機能の改善、または機能的光受容体の数または割合の上昇を意味する。
【００６０】
　別の態様では、本発明は個体の光受容体構造を改善する方法を提供する。本明細書で使
用する「光受容体構造を改善する」（処置する網膜の領域の）とは、外顆粒層（ＯＮＬ）
厚の増加または低下、あるいは全網膜、または中心網膜、もしくは周辺のＯＮＬの薄化も
しくは肥厚化の進行の阻止；外網状層（ＯＰＬ）厚の増加または低下、あるいは全網膜、
または中心網膜、もしくは周辺のＯＰＬの薄化もしくは肥厚化の進行の阻止；桿体および
錐体内節（ＩＳ）短縮の減少；外節（ＯＳ）の短縮および喪失の減少；双極細胞デンドラ
イト収縮の減少、または双極細胞デンドライト長または量の増加；およびオプシン誤局在
化の逆転（ｒｅｖｅｒｓａｌ）の１もしくは複数を指す。
【００６１】
　別の態様では、本発明は外網状層（ＯＰＬ）の異常を防ぎ、進行を阻止し、または改善
する必要がある個体の、外網状層（ＯＰＬ）の異常を防ぎ、進行を阻止し、または改善す
る方法を提供する。本明細書で使用するＯＰＬの異常を改善するとは、（処置する網膜の
領域の）ＯＰＬ厚を上げる、または下げること、あるいは全網膜をわたる、中心網膜の、
もしくは周辺のＯＰＬ厚の変化を阻止することを意味する。別の態様では、本発明は網膜
色素変性症のＸ連鎖型（ＸＬＲＰ）に伴うＯＮＬ厚を上げ、下げ、または保護することが
必要な個体の網膜色素変性症のＸ連鎖型に伴うＯＮＬ厚を上げ、下げ、または保護する方
法を提供する。進行性のＯＮＬ薄化は、全ての種類の表現型のＸＬＲＰに共通し、そして
異常なＯＮＬ肥厚化により進行することがある。本明細書で使用する「ＯＮＬ厚を上げ、
下げ、または保護する」とは、ＯＮＬ厚が標準よりも薄ければそれを上げ、もしＯＮＬ厚
が標準より厚ければそれを下げ、あるいは全網膜をわたる、中心網膜、もしくは周辺のＯ
ＮＬ薄化の進行を阻止することを意味する。別の態様では、本発明は双極細胞のデンドラ
イト収縮を防ぎ、その進行を阻止し、または改善することが必要な個体の双極細胞のデン
ドライト収縮を防ぎ、その進行を阻止し、または改善する方法を提供する。ＸＬＲＰの進
行の過程で、双極細胞デンドライトは収縮し、そして光受容細胞に接続できなくなる。本
発明者は、上記ｒＡＡＶ－ＲＰＧＲ構築物で処置した後に、双極細胞の傷害領域が新たな
デンドライトを形成し、これが光受容細胞と接続し、そして機能を改善できるという驚く
べき知見を得た。このように別の態様では、本発明は双極細胞機能の喪失を防ぎ、その進
行を阻止し、または改善することが必要な個体の双極細胞機能の喪失を防ぎ、その進行を
阻止し、または改善する方法を提供する。また双極細胞機能の強化は、改善された暗順応
（桿体媒介型）ＥＲＧ－ｂ波の増幅も導く。別の態様では、本発明はＥＲＧにより記録さ
れる桿体細胞および錐体細胞に関するレセプター後の応答（ｐｏｓｔ－ｒｅｃｅｐｔｉｏ
ｎａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ）を改善する方法を提供する。別の態様では、本発明はニュー
ロフィラメントの過剰発現により特徴付けられる軸索損傷を防ぎ、その進行を阻止し、ま
たは改善することが必要な個体のニューロフィラメントの過剰発現により特徴付けられる
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軸索損傷を防ぎ、その進行を阻止し、または改善する方法を提供する。
【００６２】
　別の態様では、本発明はＸ連鎖性網膜色素変性症（ＸＬＲＰ）を発症する危険性がある
個体のＸ連鎖性網膜色素変性症を防ぐ方法を提供する。ＸＬＲＰを発症する危険性がある
個体には、ＸＬＲＰの家族歴を有する個体、ＲＰＧＲ遺伝子に１もしくは複数の確認され
ている突然変異を有する個体、ＲＰＧＲ突然変異の雌のキャリアー（異型接合体の雌）の
子孫、または両Ｘ染色体上にＲＰＧＲ突然変異を持つ雌の子孫を含む。
【００６３】
　別の態様では、本発明は桿体および／またはＲ／Ｇ錐体オプシンの誤局在化を防ぎ、そ
の進行を阻止し、または改善することが必要な個体の桿体および／またはＲ／Ｇ錐体オプ
シンの誤局在化を防ぎ、その進行を阻止し、または改善する方法を提供する。正常な目で
は、ロドプシンおよびＲ／Ｇ錐体オプシンは主に桿体細胞外節の膜に見出されるが、ＸＬ
ＲＰを含む多くの網膜疾患および損傷では内節、ＯＮＬおよび／またはシナプス末端に誤
局在化するようになる。
【００６４】
　別の態様では、本発明は疾患後期の網膜下空間に食細胞の増加を防ぎ、阻止し、または
改善する方法を提供する。引用により本明細書に編入する非特許文献２２を参照にされた
い。
【００６５】
　別の態様では、本発明はＸＬＲＰに伴うＯＰＬシナプス変化、双極細胞異常または網膜
異常を防ぎ、その進行を阻止し、または改善することが必要な個体のＸＬＲＰに伴うＯＰ
Ｌシナプス変化、双極細胞異常または内網膜異常を防ぎ、その進行を阻止し、または改善
する方法を提供する。ＯＰＬシナプス変化には、圧縮された光受容体シナプス末端に伴う
ＯＰＬの狭窄化（ｎａｒｒｏｗｉｎｇ）、および桿体および錐体末端でのＣｔＢＰ２－標
識シナプスリボン数の減少を含む。双極細胞異常には、双極細胞デンドライトの収縮を含
む。内網膜異常には、内網膜超肥厚化（ｈｙｐｅｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓ）、桿体光受容体
神経突起発芽、桿体双極細胞デンドライト収縮、上昇したＧＡＢＡ－免疫反応性アマクリ
ン細胞、およびミュラーグリア細胞反応性の変化、カルビンディン抗体で標識できる水平
細胞の軸索分岐の平坦化；ＧＡＢＡ抗体で標識できる内網膜状層（ＩＰＬ）の薄化および
重層化の喪失（疾患後期で）がある。引用により本明細書に編入する上記非特許文献２２
および非特許文献１６を参照にされたい。
【００６６】
　記載した各方法について、処置を使用して網膜傷害の発生を防ぐか、または軽い、もし
くは進んだ疾患をもつ目を救済することができる。本明細書で使用する用語「救済」とは
、疾患が全盲へ進行することを防ぎ、傷害が非損傷光受容細胞に広がることを防ぎ、また
は損傷した光受容細胞の傷害を改善することを意味する。このように一つの態様では、組
成物が疾患の発症前に投与される。別の態様では、組成物がオプシン誤局在化の開始後に
投与される。別の態様では、組成物が光受容体喪失の開始前に投与される。別の態様では
、組成物が光受容体喪失の開始後に投与される。さらに別の態様では、組成物は非疾患の
目と比べて９０％未満の光受容体が機能しているか、または残っている場合に投与される
。別の態様では、組成物は８０％未満の光受容体が機能しているか、または残っている場
合に投与される。別の態様では、組成物は７０％未満の光受容体が機能しているか、また
は残っている場合に投与される。別の態様では、組成物は６０％未満の光受容体が機能し
ているか、または残っている場合に投与される。別の態様では、組成物は５０％未満の光
受容体が機能しているか、または残っている場合に投与される。別の態様では、組成物は
４０％未満の光受容体が機能しているか、または残っている場合に投与される。別の態様
では、組成物は３０％未満の光受容体が機能しているか、または残っている場合に投与さ
れる。別の態様では、組成物は２０％未満の光受容体が機能しているか、または残ってい
る場合に投与される。別の態様では、組成物は１０％未満光受容体が機能しているか、ま
たは残っている場合に投与される。一つの態様では、組成物が目の１もしくは複数の領域
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、例えば保持された光受容体を有する領域に投与される。別の態様では、組成物が目全体
に投与される。
【００６７】
　別の態様では、ＸＬＲＰを処置または防ぐ必要がある個体のＸＬＲＰを処置または防ぐ
方法が提供される。この方法は、ＸＬＲＰに罹患しているか、またはそれを発症する危険
性がある個体を同定し；遺伝子型分析を行い、そしてＲＰＧＲ遺伝子に少なくとも一つの
突然変異を同定し；非侵襲的網膜撮像および機能試験を行い、そして治療の標的になる保
持されている光受容体の領域を同定し；そして有効濃度の組成物を個体に投与することを
含んでなり、これによりＸＬＲＰが防がれ、阻止され、または改善される。組成物は、正
常な光受容細胞－特異的遺伝子をコードする核酸配列を、光受容細胞に遺伝子産物を発現
するプロモーター配列の制御下に持つ組換えウイルスおよび製薬学的に許容され得る担体
を含む。遺伝子型分析は当該技術分野では日常的であり、そしてＲＰＧＲ遺伝子の核酸配
列中に１もしくは複数の突然変異を同定するためにＰＣＲの使用を含む。例えばそれぞれ
引用により本明細書に編入する非特許文献７、１２および６７を参照にされたい。
【００６８】
　別の態様では、任意の上記方法が、正常ＲＰＧＲ遺伝子またはそのフラグメントをコー
ドする核酸配列を、個体の光受容細胞に遺伝子産物の発現を向けるＩＲＢＰまたはＧＲＫ
１プロモーターの制御下に持つ組換えＡＡＶ２／５偽型アデノ随伴ウイルスを、担体およ
び網膜下注入に適する他の追加成分と配合して含む組成物を使用して行われる。
【００６９】
　本発明の別の態様では、この方法は処置の効力を測定するために機能的および撮像実験
を行うことを含む。これらの実験には、以下の実施例に記載するようにＥＲＧおよびイン
ビボ網膜撮像を含む。さらに視野実験、視野測定法および微小視野測定法（ｍｉｃｒｏｐ
ｅｒｉｍｅｔｒｙ）、運動試験、視力、色覚試験を行うことができる。
【００７０】
　本発明のさらに別の態様では、上記の任意の方法は別の、または二次的な治療と組み合
わせて行われる。この治療は、ＸＬＲＰの防止、阻止または改善に役立つか、またはそれ
に付随する任意の上記効果に役立つ、現在知られている任意の、または未だ知られていな
い治療でよい。一つの態様では、二次的治療が毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）である。
引用により本明細書に編入する非特許文献８２。二次的治療は、上記ｒＡＡＶの投与前、
それと同時または後に投与することができる。
【００７１】
　以下の実施例で示すように、例のｈＲＰＧＲＯＲＦ１５をインビボの実験で使用して本
発明の方法および組成物の用途および効力の証拠を提供する。実施例は、ヒト網膜症の多
数の動物モデルを対象として、本発明の方法による網膜機能の回復を示した。実験では、
ＲＰＧＲ変異体のイヌの欠損を、例となるベクターの使用により遺伝子送達で矯正するこ
とができた。網膜機能は、この盲目の大規模動物モデルで改善した。このデータから当業
者は、この方法がヒトを含む他の個体のＸＬＲＰまたは他の種類の網膜疾患を処置するた
めに同様に使用できると容易に想定できる。
【実施例】
【００７２】
Ｆ．実施例
【実施例１】
【００７３】
材料および方法
ａ．ヒト個体および網膜断層像
　ＸＬＲＰおよび分子的に確認されたＲＰＧＲＯＲＦ１５の突然変異を有する患者がこの
試験に含まれた。正しい情報を伝えた上で同意を得た。手順はヘルシンキ宣言のガイドラ
インに従い、そして治験審査委員会に承認を得た。網膜断層像はスペクトラル－ドメイン
光干渉断層計（ＳＤ－ＯＣＴ，ＲＴＶｕｅ－１００；Ｏｐｔｏｖｕｅ　Ｉｎｃ．、フリー
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モント、カリフォルニア州）で得た。記録および分析技術は以前に公開された。
【００７４】
ｂ．動物
　ＸＬＰＲＡ１およびＸＬＰＲＡ２疾患の構造的および機能的結果を定め、そして処置お
よび結果の評価に関する段階を設定するために、我々は野生型（ｎ＝１７，週齢７－４１
６ｗｋｓ）、ＸＬＰＲＡ１（ｎ＝９，週齢７－１５６ｗｋｓ）、およびＸＬＰＲＡ２（ｎ
＝６，週齢８－１４４ｗｋｓ）のイヌを、非侵襲的撮像およびＥＲＧ実験に使用した。遺
伝子治療には、交配した罹患しているイヌを使用した（以下の表１および２）。動物が関
与する全ての手順は、眼科および視覚研究における動物の使用に関するＡＲＶＯ宣言およ
びＩＡＣＵＣ承認に従って行った。
【００７５】
ｃ．ｒＡＡＶベクター産生および精製
　完全長のヒトＲＰＧＲＯＲＦ１５をＡＡＶ２／５ウイルスベクターにクローン化し、そ
してヒトＩＲＢＰまたはＧＲＫ１プロモーターにより制御した。ベクターのｃＤＮＡは、
引用により本明細書に編入するＡｌａｎ　Ｗｒｉｇｈｔ　ａｎｄ　ｃｏｌｌｅａｇｕｅｓ
（ＢＫ００５７１１）による（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏ
ｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＢＫ００５７１１）に公開された配列基づき、完全長のヒトＲＰＧ
ＲＯＲＦ１５クローンであった。しかしこの構築物に使用した配列（配列番号：１）は、
Ｗｒｉｇｈｔ配列よりも高い安定性を現す。この構築物はエキソン１－ＯＲＦ１５を含み
、そしてヒトリンパ球由来の１５ｂのエキソン１－部分（ヌクレオチド１６９－１９９０
）、およびヒトゲノムＤＮＡ由来の１９９１－３６２７を段階的に増幅することによる３
－ウェイライゲーションを使用して作成した。内部制限酵素部位Ｎｄｅｌ（ＣＡＴＡＴＧ
）を、残基１９９３（Ａ＞Ｔ）で部位特異的突然変異誘発法により作成した。構築物に使
用したＲＰＧＲＯＲＦ１５配列は、配列番号：１に示す。Ａｌａｎ　Ｗｒｉｇｈｔ　ａｎ
ｄ　ｃｏｌｌｅａｇｕｅｓ（ＢＫ００５７１１）により公開された核酸配列と配列番号：
１のアライメントを図３に与える（二つの核酸配列によりコードされる、並べた図４のア
ミノ酸配列、および図５に説明する部分的コンセンサス配列も参照にされたい）。次いで
これらのフラグメントをｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔのＢａｍＨＩおよびＸｈｏＩ部位にクロ
ーン化し、大腸菌Ｓｔｂ１４で増殖させ、そして配列をミシガン大学ＤＮＡ配列シークエ
ンシングコアファシリティで確認した。
【００７６】
　ヒトＧ－タンパク質共役受容体プロテインキナーゼ１（ｈＧＲＫ１）プロモーターを使
用して、主にイヌの網膜中の桿体発現を１０11ｖｇ／ｍｌの治療濃度に制御した；より高
濃度（１０13）で幾つかの錐体に発現が生じたが、網膜への悪影響があった。桿体細胞お
よび錐体細胞の両方の発現は、マウス近位プロモーター中に同定された重要なシス作用要
素を含む２３５ｂｐのヒトＩＲＢＰプロモーターにより調節された。双方とも引用により
本明細書に編入する非特許文献８３および８４を参照にされたい。このプロモーターを含
むベクターは、用量および時間依存的様式で桿体細胞および錐体細胞の両方の中にＧＦＰ
発現を生じる（Ｂｅｌｔｒａｎ　２０１２の図Ｓ４、これは特許文献８の図８で再現され
る）。ベクターＤＮＡ配列は、ベクター産生前に正確さを確認した。
【００７７】
　二つのプラスミドのコ－トランスフェクション（ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）法
を使用してＡＡＶ２／５ベクターを産生した（引用により本明細書に編入する非特許文献
８５を参照にされたい）。ウイルス粒子を滴定し、そして０．０１４％Ｔｗｅｅｎ－２０
を含有する緩衝塩溶液（ＢＳＳ，Ａｌｃｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，フォートワー
ス、テキサス州）に、１ｍＬあたり１．５ｘ１０11ウイルスベクターゲノム（ｖｇ／ｍＬ
）の濃度で再懸濁した。無菌状態およびエンドトキシンが無いことは最終産物で確認した
。
【００７８】
ｄ．網膜下注入および処置後の管理
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　網膜下注入は以前公開されたように全身麻酔下で行った（例えば非特許文献６２および
非特許文献４７を参照にされたい。双方とも引用により本明細書に編入する）。注入した
容量は、週齢／目の寸法に依存した：週齢５および２８ｗｋｓのマウスにそれぞれ７０μ
Ｌおよび１５０μＬ、右目に治療用ベクターを注入し、そして左目にＢＳＳを注入した。
注入時、網膜下ブレブの位置および広がりを底の写真または図式による底の説明に記録し
た：すべての場合でブレブは平らになり、そして網膜は２４時間以内に再付着した。硝子
体に逆流した失敗した網膜下注入が、１匹のイヌで見出され、このイヌは実験を通して維
持され、潜在的治療効力および／または硝子体内経路による目の合併症を測定した。
【００７９】
ｅ．臨床的評価およびインビボ網膜像
　眼科的調査は、注入終了の時間間隔を通して行った。正面および網膜断層撮像を全身麻
酔下で行い、そしてＳＤ－ＯＣＴで網膜断層を記載されているように分析した（非特許文
献１６，２４，６０，６１、これら全て、引用により本明細書に編入する）。正面および
網膜断層像は、全身麻酔下のイヌを用いて行った。３０°および５５°の直径のレンズを
用いて、近赤外線照明（８２０ｎｍ）での重複する正面像反射を得（ＨＲＡ２またはＳｐ
ｅｃｔｒａｌｉｓ　ＨＲＡまたはＳｐｅｃｔｒａｌｉｓ　ＨＲＡ＋ＯＣＴ，ハイデルベル
グ、ドイツ）、視神経、網膜血管、注入ブレブの境界、網膜切開部位および他の位置の変
化のような眼底所見を描写した。カスタムプログラム（ＭａｔＬａｂ　６．５；Ｔｈｅ　
ＭａｔｈＷｏｒｋｓ、ネイテック、マサチューセッツ州）を使用して、個々の写真を網膜
全体像の幅にデジタル縫合した。一組の目は、短波長（４８８ｎｍ）照明を使用してタペ
ートおよび色素沈着ＲＰＥの境界を描写した。スペクトラル－ドメイン光干渉断層測定法
（ＳＤ－ＯＣＴ）は、線形およびラスター走査を用いて行った（ＲＴＶｕｅ－１００，Ｏ
ｐｔｏｖｕｅ，Ｉｎｃ．フレモント、カリフォルニア州、またはＳｐｅｃｔｒａｌｉｓ　
ＨＲＡ＋ＯＣＴ，ハイデルベルグ、ドイツ）。
【００８０】
　線形走査は、高度に解像された局所網膜構造を得るためにブレブ境界のような問題の領
域または形体にわたって配置した。大部分の断層網膜情報は、網膜の広い領域を網羅する
重複ラスター走査から得た。６ｘ６ｍｍ（各５１３の縦方向反射プロファイル（ＬＲＰ）
の１０１線、平均化なし、Ｏｐｔｏｖｕｅ）、または９ｘ６（各１５３６ＬＲＰの４９線
、８－１０の平均、Ｓｐｅｃｔｒａｌｉｓ）を使用した。
【００８１】
　ＯＣＴデータの獲得後処理は、カスタムプログラム（ＭａｔＬａｂ　６．５；Ｔｈｅ　
ＭａｔｈＷｏｒｋｓ、ネイテック、マサチューセッツ州）を用いて行った。網膜幅のトポ
グラフィー分析には、各ラスター走査の統合後方散乱強度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｂａ
ｃｋｓｃａｔｔｅｒ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）を使用して、ＮＩＲ反射率像により形成され
た網膜幅のモザイク上に見える網膜の形体に関して、その正確な位置および方向を定めた
。登録された全てのラスター走査を形成する個々のＬＲＰは、視神経が中心の直交座標系
で規則的に間隔を空けたビン（１°ｘ１°）に割り当てられた：各ビン中にＬＲＰを並べ
、そして平均化した。組織学的に定められる層に対応する網膜内ピークおよび境界は、各
ＬＲＰに沿った後方錯乱シグナルの強度および傾斜情報の両方を使用して、マニュアルオ
ーバライドで半自動的に分割した。具体的には網膜－硝子体界面、ＯＰＬ、外境界膜（Ｏ
ＬＭ）、内／外節（ＩＳ／ＯＳ）連結部付近のシグナルピークおよびＲＰＥを定めた。イ
ヌの上網膜では、タペートからの後方散乱が最高強度のピークを形成し、そしてＲＰＥお
よびＩＳ／ＯＳピークがタペートピークに対して硝子体に位置する。ＯＮＬ厚はＯＰＬの
ＯＬＭへの強膜化移行から定め、そしてＯＮＬ厚のトポグラフィー分析を算出した。さら
にＩＳ／ＯＳ後方散乱強度のトポグラフィー分析は、ＩＳ／ＯＳピークの±８μｍ内の平
均後方散乱強度を最初に測定し、そして次にこの値を、網膜－硝子体界面に強膜化した網
膜の最初の７５μｍの平均後方散乱強度により標準化した。全てのトポグラフィー分析の
結果について、血管、視神経ヘッドおよびブレブ境界の位置を参考に重ねた。さらなる定
量的比較は、視神経ヘッドと交差する垂直軸に沿って、１０°幅のバンドのＯＮＬ厚をサ
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ンプリングすることにより行った。
【００８２】
ｆ．網膜電図法
　イヌは一晩、暗－順応させ、前投薬し、そして記載のように麻酔かけた（非特許文献３
；非特許文献８６、双方とも引用により本明細書に編入する）。瞳孔を、アトロピン（１
％）、トロピカミド（１％）およびフェニレフリン（１０％）で広げた。脈拍数、酸素飽
和および体温をモニターした。全界磁（ｆｕｌｌ－ｆｉｅｌｄ）ＥＲＧをＢｕｒｉａｎ－
Ａｌｌｅｎ（Ｈａｎｓｅｎ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｓ，アイオワシティ、アイオワ州）コ
ンタクトレンズ電極およびコンピューターに基づくシステムで記録した。低エネルギー（
１０μｓの期間；０．４Ｌｏｇ　ｓｃｏｔ－ｃｄ．ｓ．ｍ－２）および高エネルギー（１
ｍｓの期間；３．７Ｌｏｇ　ｓｃｏｔ－ｃｄ．ｓ．ｍ－２）のホワイトフラッシュを暗－
順応および明－順応（１Ｈｚの刺激で１．５ｌｏｇ　ｃｄ．ｍ－２、２９Ｈｚの刺激で０
．８ｌｏｇ　ｃｄ．ｍ－２）状態下で使用した。高エネルギーフラッシュ応答の先端を、
４ｍｓの固定時点で測定し（引用により本明細書に編入する非特許文献３２）、桿体光受
容体により支配される網膜機能を定量し、そして２９Ｈｚでの低エネルギーフラッシュの
ピーク対ピーク増幅を測定して錐体光受容体により支配される網膜機能を定量した。定性
的および定量的測定を使用した視覚行動の評価は、処置した動物では行わなかった。それ
というのも実験した疾患状態では、両突然変異種（未処置）が正常から識別できないほど
十分に桿体および錐体視覚機能を保持するからである。
【００８３】
ｇ．組織処理および形態学的評価
　イヌは安楽死溶液（Ｅｕｔｈａｓｏｌ，Ｖｉｒｂａｃ，フォートワース，テキサス州）
の静脈内注射により安楽死させ、そして眼球を摘出し、固定し、そして以前に記載された
ように処理した（引用により本明細書に編入する非特許文献２２）。処置および未処置領
域を包含する連続した１０μｍ厚の網膜低温切片を切り取り（～７００／網膜）、そして
サブセットをＨ＆Ｅで染色し、血管ランドマークを使用して切片を正面ｃＳＬＯ像および
続いて正面ＯＮＬマップ上に配置した。隣接区分での免疫組織化学は、桿体オプシン、ヒ
ト錐体アレスチン（Ｃｈｅｒｙｌ　Ｃｒａｆｔにより提供されたＬＵＭＩｆ；１／１００
００），Ｒ／Ｇ－オプシン，ＲＩＢＥＹＥ／ＣｔＢＰ２，ＰＫＣα，Ｇｏα，カルビンデ
ィン、ニューロフィラメント（ＮＦ２００ｋＤａ）、およびＧＦＡＰに対する抗体を用い
て行って、処置および未処置領域の分子マーカーの発現を調べた（それぞれ引用により本
明細書に編入する上記非特許文献２２、および３５）。ヒトＲＰＧＲのＣ－末端ドメイン
に対する抗体（引用により本明細書に編入する非特許文献３３）も使用して処置した目の
中の治療用導入遺伝子を同定した。抗原－抗体複合体は、蛍光標識二次抗体（Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ，１：２００；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，ユージーン、オレゴン
州、米国）で視覚化し、ＤＡＰＩを用いて細胞核を標識し、そしてデジタル画像を撮り（
スポット４．０カメラ、Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓスターリングハ
イツ、ミシガン州）、そして表示のためにグラフィックプログラムに取り込んだ（Ｐｈｏ
ｔｏｓｈｏｐ；Ａｄｏｂｅ，マウンテンビュー、カリフォルニア州、米国）。
【実施例２】
【００８４】
ＲＰＧＲ　ＯＲＦ１５の突然変異は、ヒトおよびイヌの光受容体変性を導く
　光受容体のトポグラフィーは、断層ＯＣＴ網膜撮像を使用して外（光受容体）顆粒層（
ＯＮＬ）の厚さを測定することによりＲＰＧＲ－ＸＬＲＰの患者の網膜をわたりマッピン
グすることができる。特許文献８の図１Ａのように再現される非特許文献８７の図１Ａに
示すように、正常な目（インセット：ｉｎｓｅｔ）ではＯＮＬ厚は中心にピークがあり、
そして中心窩から離れるにつれて減少する。ＯＲＦ１５の突然変異があるＸＬＲＰ患者は
、異なる疾患パターンを有する。普通のパターンは、検出できるが顕著に薄くなったＯＮ
Ｌのゾーンに囲まれた錐体がリッチな中心窩領域、およびその付近に比較的高いＯＮＬ厚
を保持しながら劇的な光受容体の喪失を示す（特許文献８の図１Ａのように再現される非
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特許文献８７の図１Ａ）。またＲＰＧＲ疾患の発現は、中心の光受容体の喪失、および罹
患しているものの、それでも良く保存されている周辺の光受容体により特徴付けられる一
般には少ない表現型も含む（特許文献８の図１Ａのように再現される非特許文献８７の図
１Ａ）。本実施例は以前の考察を考慮して、ヒトＲＰＧＲ－ＸＬＲＰ表現型のスペクトラ
ムが存在し得ることを示す。ＥＲＧにより、ほとんどの表現型が錐体より多くの桿体の機
能不全を有する。
【００８５】
　我々はヒト患者で使用したように、２匹のイヌのモデルもまた断層網膜撮像で実験し、
そしてトポグラフィーによる光受容体マップを作成し、そして正常なデータと比較できる
（特許文献８の図１Ｂのように再現される非特許文献８７の図１Ｂ）。橋渡し（ｔｒａｎ
ｓｌａｔｉｏｎａｌ）の重要性の中で、疾患パターンのスペクトラムがイヌのモデルでも
生じる。例えばＸＬＰＲＡ１のイヌは、視覚線条（ｖｉｓｕａｌ　ｓｔｒｅａｋ）の高い
光受容体密度に対応する視神経の直ぐ上の領域が比較的保存されたＯＮＬの薄化を示すこ
とができる。対照的にＸＬＰＲＡ２光受容体マップの例は、網膜幅のＯＮＬ薄化パターン
を示すが、視覚線条に対応する中心網膜での喪失が周辺網膜より顕著である。
【００８６】
　光受容体の変性の自然な病歴は、ＸＬＰＲＡ１およびＸＬＰＲＡ２の処置のための年齢
および網膜部位を選択するために測定された（特許文献８の図１Ｃのように再現される非
特許文献８７の図１Ｃ）。光受容体変性および疾患経過の時空分布は、垂直軸に沿ったＯ
ＮＬ厚を定量することにより測定した（特許文献８の図１Ｃのように再現される非特許文
献８７の図１Ｃ）。野生型のイヌ（ＷＴ）（ｎ＝５、週齢７－４３ｗｋｓ）は、視神経上
に３５°まで傾いてわずかに高い値（平均５７μｍ）の、そして視神経下に２５°まで傾
いてわずかに低い値（平均５４μｍ）の比較的均一なＯＮＬ厚を表す。より若い週齢のＸ
ＬＰＲＡ１（ｎ＝７、週齢７－２８ｗｋｓ）は、正常限界内または付近のＯＮＬ厚を表す
（特許文献８の図１Ｃのように再現される非特許文献８７の図１Ｃ）。老化したＸＬＰＲ
Ａ１（ｎ＝６、週齢５６－７６ｗｋｓ）は、下網膜内にＯＮＬの薄化、および視神経の直
ぐ上の視覚線条領域に相対的保存を表す（特許文献８の図１Ｃのように再現される非特許
文献８７の図１Ｃの括弧内）。より老齢のＸＬＰＲＡ１間の目ではより大きい差が存在し
、幾つかの結果は正常の下限であり、そしてその他はＷＴの５０％未満の実質的なＯＮＬ
喪失を示し（特許文献８の図１Ｃのように再現される非特許文献８７の図１Ｃ）、以前に
報告されたような疾患の変動性重篤度と一致する。
【００８７】
　調査した最も若い週齢のＸＬＰＲＡ２で（ｎ＝２，週齢８、２２ｗｋｓ）、我々は視覚
線条に対応する中心網膜（ＷＴの４４％）で、周辺（ＷＴの６０％）より大きくなる傾向
がある網膜幅のＯＮＬ薄化を観察した（特許文献８の図１Ｃのように再現される非特許文
献８７の図１Ｃ）。より老化したＸＬＰＲＡ２のイヌ（ｎ＝３、週齢３６－５９ｗｋｓ）
は、上の周辺網膜（ＷＴの４５％）よりも高い中心および下網膜疾患（ｉｎｆｅｒｉｏｒ
　ｒｅｔｉｎａｌ　ｄｉｓｅａｓｅ）（ＷＴの３０％）の傾向がある、より多くのＯＮＬ
薄化を示す（特許文献８の図１Ｃのように再現される非特許文献８７の図１Ｃ）。最も老
化したＸＬＰＲＡ１およびＸＬＰＲＡ２の目のＯＮＬ厚は実質的に低下した（特許文献８
の図１Ｃのように再現される非特許文献８７の図１Ｃ）。ＸＬＰＲＡ１およびＸＬＰＲＡ
２の若いおよび老化したイヌの桿体および錐体の網膜機能は、ＥＲＧにより測定した。Ｘ
ＬＰＲＡ１およびＸＬＰＲＡ２疾患の両方が、錐体機能不全よりも桿体機能不全を有する
と特徴付けることができた。より若いＸＬＰＲＡ１の目（ｎ＝６）は、異常な（４／６）
桿体機能を示したが、錐体機能は正常であり（特許文献８の図１Ｄのように再現される非
特許文献８７の図１Ｄ）、一方、より老化したＸＬＰＲＡ１の目（ｎ＝７）は、異常な桿
体（６／７）および錐体（５／７）を示した（特許文献８の図１Ｄのように再現される非
特許文献８７の１Ｄ）。より若いＸＬＰＲＡ２の目（ｎ＝３）は桿体機能が異常だが、ほ
とんどが（２／３）正常な錐体機能を有し、しかしより老化したＸＬＰＲＡ２の目（ｎ＝
６）は異常な桿体および錐体機能を有した（特許文献８の図１Ｄのように再現される非特
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許文献８７の１Ｄ）。ＸＬＰＲＡ１およびＸＬＰＲＡ２疾患の構造的および機能的な自然
の病歴における差異を定めることは、ＲＰＧＲ－ＸＬＰＲ患者に関連し得る処置の概念実
証実験で、イヌのモデルの使用を確認するために、イヌおよびヒトでの非侵襲的実験で十
分な重複を示した。
【実施例３】
【００８８】
遺伝子ノックダウンおよび置換法でのＸＬＰＲＡの処置－インビボの知見
　突然変異したＲＰＧＲ遺伝子の影響を克服するためには、遺伝子ノックダウンおよび置
換法が必要になると予想された。すなわち短いヘアピンＲＮＡはイヌの短縮化ＲＰＧＲＯ
ＲＦ１５　ｃＤＮＡを含む構築物にコードされ、これはＯＲＦ１５の反復領域からインフ
レイムの７０８ｂｐが除去されていた（ｃＲＰＧＲshort）。追加のサイレント突然変異
がｃＲＰＧＲ配列に含まれて、ｓｉＲＮＡに対してこの配列を強くした（ｈａｒｄｅｎ）
。
【００８９】
　ｈＩＲＢＰプロモーターの制御下のｃＲＰＧＲshortｃＤＮＡ（ＡＡＶ２／５－ｈＩＲ
ＢＰ－ｃＲＰＧＲshort－ｓｈＲＮＡ５）の網膜下注入は、ＸＬＰＲＡ２のイヌで行った
。処置は疾患の発症後、５週間で開始した。網膜異形成の重篤な網膜病変が、網膜下注入
後、１７週で観察された。救済は見られなかった（表２）。
【実施例４】
【００９０】
遺伝子オーギュメンテーション治療（ｇｅｎｅ　ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｔｈｅｒａ
ｐｙ）でのＸＬＰＲＡの処置－インビボの知見
　ｈＩＲＢＰ（ＡＡＶ２／５－ｈＩＲＢＰ－ｈＲＰＧＲ）（図１）プロモーターの制御下
の完全長ヒトＲＰＧＲＯＲＦ１５　ｃＤＮＡの網膜下注入は、ＸＬＲＰＡ１およびＸＬＰ
ＲＡ２の両方に行い、そしてＸＬＰＲＡ２ではｈＧＲＫ１（ＡＡＶ２／５－ｈＧＲＫ１－
ｈＲＰＧＲ）（図２）プロモーターの制御下で行った（表１）。ＸＬＰＲＡ１では、処置
は光受容体喪失の２８週間前に開始し、そして７７ｗｋｓまで、変性の開始後も十分にモ
ニターした（特許文献８の図１Ｃのように再現される非特許文献８７の図１Ｃ）。ＸＬＰ
ＲＡ２では、注入は５週齢で行い、そして実験を３８ｗｋｓで終了した。上記で検討した
処置の失敗とは対照的に、完全長のヒトＲＰＧＲＯＲＦ１５（ｈＩＲＢＰまたはｈＧＲＫ
１プロモーターにより駆動される）は治療に有効であった。
【００９１】
　特許文献８の図９のように再現される非特許文献８７の図Ｓ５に示すように、ｈＩＲＢ
Ｐプロモーターを持つＡＡＶ２／５ベクターは、桿体細胞および錐体細胞への発現を標的
とすることを表す。この図は、ＡＡＶ２／５－ｈＩＲＢＰ－ｈＧＦＰの網膜下注入から２
および８週間後の正常なイヌの網膜に、自然なＧＦＰ蛍光（緑）を示す。２ベクター力価
の１５０μｌ注入を使用した。光受容体中のＧＦＰ蛍光は２ｗｋｓまでに現れ（Ａ１．Ａ
２）、そして８ｗｋｓまで増加する（Ｂ１，Ｂ２）。形質導入されたより少ない錐体細胞
を生じるより低用量のベクターで処置した網膜中の錐体アレスチンとの共局在化（ｃｏｌ
ｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）により確認されるように、発現は桿体細胞および錐体細胞の両
方に見出される（Ｃ）。より多くの光受容体がより高用量で標識され、そして発現は８週
間の処置期間中、持続する。
【００９２】
　正の処置応答がインビボで検出できた。ＸＬＰＲＡ１のイヌの処置した目は、上周辺網
膜、特に未処置側と比べて網膜下注入領域（ブレブ）境界の処置側に、より厚いＯＮＬを
有した（特許文献８の図２Ａのように再現される非特許文献８７の図２Ａ）。さらに光受
容体の内および外節（ＩＳ／ＯＳ）領域に対応するシグナルピークは、処置した側でより
強く、そして良く組織化された（特許文献８の図２Ａのように再現される非特許文献８７
の図２Ａ）。ＸＬＰＲＡ２のイヌの処置した目は、処置した側により厚いＯＮＬを、また
はＩＳ／ＯＳのレベルでより高い強度のシグナルを示した（特許文献８の図２Ａのように
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り良く理解するために、ＯＮＬ厚を処置した目および対照の目の広い範囲（ｅｘｐａｎｓ
ｅ）にわたってマップした（特許文献８の図２Ｂのように再現される非特許文献８７の図
２Ｂ）。ＸＬＰＲＡ１のイヌＨ４８４は７６週齢で、上周辺網膜の処置ブレブ内にＯＮＬ
保持の境界画定ゾーンを明らかに有した（特許文献８の図２Ｂのように再現される非特許
文献８７の図２Ｂ）。上側頭網膜中のブレブの外側にＯＮＬ変性が存在した。この週齢の
ＸＬＰＲＡ１のイヌの中心網膜領域は、ほぼ正常なＯＮＬ厚を保持し（特許文献８の図１
Ｃのように再現される非特許文献８７の図１Ｃ）、ブレブ境界をわたる移行はほとんど検
出できなかった（特許文献８の図２Ｂのように再現される非特許文献８７の図２Ｂ）。
【００９３】
　より小さい網膜下ブレブを持つＸＬＰＲＡ１のイヌＨ４８３は、ブレブ境界の内側にＯ
ＮＬ厚保持の局所的証拠を有する上周辺領域で類似の知見を有した。さらに中心では、処
置および未処置領域の両方が、ほぼ正常なＯＮＬ厚を保持し、そしてブレブ境界に対応す
るＯＮＬ厚に変化はなかった（特許文献８の図２Ｂのように再現される非特許文献８７の
図２Ｂ）。ＸＬＰＲＡ２のイヌＺ４１２は、ブレブ境界に対応する保存されたＯＮＬを含
む領域を示した：ＯＮＬはこの境界の外側で異常に薄化した（特許文献８の図２Ｂのよう
に再現される非特許文献８７の図２Ｂ）。２１から３６ｗｋｓまで長期の追跡で、処置し
た目のブレブの外側、およびＢＳＳを注入した対照の目でＯＮＬ変性の時間経過を示した
（特許文献８の図５のように再現される非特許文献８７の図Ｓ１）。ＸＬＰＲＡ２のイヌ
Ｚ４１４は、ブレブ境界にほぼ対応するわずかなＯＮＬ厚の保存領域を示した（特許文献
８の図２Ｂのように再現される非特許文献８７の図２Ｂ）。
【００９４】
　光受容体ＩＳ／ＯＳのレベルで変化を定量した。この層での後方散乱強度を分画し、そ
してマップした（特許文献８の図２Ｃのように再現される非特許文献８７の図２Ｃ）。処
置した３匹のイヌ（Ｈ４８４，Ｈ４８３およびＺ４１２）のＩＳ／ＯＳ強度マップは、Ｏ
ＮＬマップに類似したので、保持されたＯＮＬ領域はより高い強度に対応した。Ｚ４１４
の場合、処置した領域が実質的により高い後方散乱強度をＩＳ／ＯＳ層で示し、これは個
々の走査で明白なより良い層の定義と一致した（特許文献８の図２Ａのように再現される
非特許文献８７の図２Ａ）。処置およびＢＳＳ－注入対照の目の比較では、処置に関連す
る効果を有することが明らかに描写される網膜領域を示した（特許文献８の図２Ｃのよう
に再現される非特許文献８７の図２Ｃ、ハッシュした）。眼内の非対称性と言う意味でＥ
ＲＧを評価した（特許文献８の図２Ｄのように再現される非特許文献８７の図２Ｄ）。桿
体細胞により支配される光受容体の応答、および桿体細胞および錐体細胞の両方により媒
介されるレセプター後の（ｐｏｓｔ－ｒｅｃｅｐｔｏｒａｌ）双極細胞応答に関する３匹
のイヌ（Ｈ４８４，Ｚ４１２およびＺ４１４）の処置した目におけるシグナルは、より大
きかった。Ｈ４８３は最も変性しない網膜および標準的な増幅の応答を両側に有し（特許
文献８の図２Ｄおよび６のように再現される非特許文献８７の図２ＤおよびＳ２）、これ
らは錐体細胞には対称的で、そして桿体細胞には非対称的であり、未処置の目には好まし
かった。
【００９５】
　これらの結果を以下の表１および表２にまとめる：
【００９６】
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【表１】

【００９７】
脚注：
ＢＳＳ－緩衝塩溶液；ＲＥ－右目；ＬＥ－左目；ＮＤ－行わず
1　　　処置から終了までの週齢期間（週で）。
2　　　５週齢で７０μｌ、２８週齢で１５０μｌの容量の網膜下注入。ＡＡＶ２／５ベ
クター注入は、１．５ｘ１０１１ｖｇ／ｍｌの力価を有した。ＤｏｇＺ４１３は７０μｌ
を硝子体に注入し、そして対照とした。
3　　　光干渉断層計（ＯＣＴ）により測定した、ブレブの外側と比べて注入ブレブ内で
保持された外顆粒層（ＯＮＬ）の領域の存在；＋＝正の処置結果、－＝処置に対する応答
なし。
4　　　ＯＣＴにより測定した、ブレのブ外側と比べて注入ブレブ内でより高い内節／外
節（ＩＳ／ＯＳ）反射性の領域の存在。；＋＝正の処置結果，－＝処置に対する応答なし
。
5　　　桿体－または錐体―支配型網膜電図（ＥＲＧ）の増幅の眼内非対称
6　　　光受容体（ＰＲ）。処置対未処置領域中の桿体細胞、錐体細胞および外顆粒層の
構造、および桿体および錐体オプシンの誤局在化の逆転。Ｎ＝正常、救済；Ｄ＝疾患、救
済なし；Ｐ＝部分救済。
7　　　外網状層（ＯＰＬ）。光受容体のシナプス末端および双極細胞を標識する抗体を
使用した免疫組織化学（ＨＩＣ）により測定した正常な延長双極デンドライトの存在を含
む前－および後－シナプス末端構造。Ｎ＝正常、救済；Ｄ＝疾患、救済なし；Ｐ＝部分救
済。
8　　　内網膜リモデリングの逆転／保護。Ｎ＝正常、救済；Ｄ＝疾患、救済なし；Ｐ＝
部分救済。
9　　　Ｃ－末端抗体で測定された処置領域中のｈＲＰＧＲ発現。桿体細胞および錐体細
胞に限定された標識、そして－（標識なし），＋１（弱い），＋２（中程度），および＋
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３（強い）と階級付けした。
10　　　硝子体内対照を表す。
【００９８】
【表２】

【００９９】
脚注：
Ｃ＝イヌ；ｈ＝ヒト；ＩＶ－硝子体内対照；ｍＯＰ＝最小オプシンプロモーター；ＣＢＡ
＝ニワトリベータアクチンプロモーター65。
**処置領域内での弱い、および非均一ｈＲＰＧＲ発現、オプシン誤局在化の部分的回復。
光受容体の救済は、網膜剥離、およびこれらの合併症に次ぐ早期終了により解釈されなか
った。
【０１００】
　ＸＬＰＲＡ２について、毒性機能獲得型63であるという事前の仮説は、疾患を改善する
ために変異体ＲＰＧＲ発現をダウンレギュレートするという試みに導いた。インビトロで
イヌＲＰＧＲ発現のダウンレギュレーションに効果的な二つのＫＤ試薬、ｓｈＲＮＡ３お
よびｓｈＲＮＡ５を使用したが、救済されなかった。ＲＰＧＲの同時置換では、ｓｈＲＮ
Ａ５および５’６ｘＨｉｓタグを有する耐性が省略型64のイヌＲＰＧＲ　ｃＤＮＡを合わ
せた一つのウイルス構築物を使用した。高いベクター力価での網膜下処置は効力および網
膜毒性を生じなかった。同様に網膜毒性は、Ｈｉｓタグを持たない省略型のイヌＲＰＧＲ
ｃＤＮＡを用いたオーギュメンテーションのみにより観察された。
【実施例５】
【０１０１】
遺伝子オーギュメンテーションは、両ＸＬＰＲＡ遺伝子型で光受容体を救済し、そして桿
体および錐体オプシンの誤局在化を逆転する
　ブレブ境界を含む組織切片中の網膜形態の評価は、網膜下処置領域中のＯＮＬ厚の保持
および光受容体保存のインビホ撮像結果を確認した（特許文献８の図３および７のように
再現される非特許文献８７の図３およびＳ３のパネル１－５）。硝子体内ベクター投与は
、処置に匹敵しなかった（表１）。ＡＡＶ２／５－ｈＩＲＢＰ－ｈＲＰＧＲで処置した３
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匹のイヌＨ４８４，Ｈ４８３，Ｚ４１２）では、桿体および錐体のＩＳおよびＯＳ構造が
ブレブ境界内で正常であった。未処置領域ではＩＳが短く、そしてＯＳがまばらで、しか
も不規則であった（特許文献８の図３および７のように再現される非特許文献８７の図３
およびＳ３のパネル３，４）。ＡＡＶ２／５－ｈＧＲＫ１－ｈＲＰＧＲで処置したＺ４１
４では、弱いがそれでも正の光受容体救済がブレブ領域で観察された（特許文献８の図７
のように再現される非特許文献８７の図Ｓ３Ｃ）。ヒトＲＰＧＲＯＲＦ１５に対する抗体
を用いた免疫標識では、処置領域の光受容体に限定された強固なｈＲＰＧＲタンパク質発
現が検出された（表１）。標識は４匹のイヌのＩＳおよびシナプス末端全体に、ならびに
Ｈ４８４の桿体および錐体の核周囲領域に見出された（特許文献８の図３および７のよう
に再現される非特許文献８７の図３およびＳ３のパネル６－８）。最後に、ヒト、マウス
およびイヌの疾患の特徴である桿体および錐体オプシンの誤局在化は、ＡＡＶ２／５－ｈ
ＩＲＢＰ－ｈＲＰＧＲで処置した３匹のイヌで逆転した（特許文献８の図３および７のよ
うに再現される非特許文献８７の図３およびＳ３のパネル９，１０，１１，１２，１３）
。少ないがそれでも顕著な桿体およびＲ／Ｇ錐体オプシンの誤局在化が、ＡＡＶ２／５－
ｈＧＲＫ１－ｈＲＰＧＲで処置したＺ４１４で明らかであった（特許文献８の図７Ｃのよ
うに再現される非特許文献８７の図Ｓ３Ｃ）。
【実施例６】
【０１０２】
二次的ＯＰＬ、双極細胞および内網膜疾患の防止
　ＸＬＰＲＡでは、他の一次光受容体疾患のような、ＯＰＬおよび内網膜異常が一般的な
二次的影響である。未処置領域ではＯＰＬの狭窄が、圧縮された光受容体シナプス末端（
特許文献８の図３および７のように再現される非特許文献８７の図３およびＳ３のパネル
２，５）、そして桿体および錐体末端のＣｔＢＰ２－標識シナプスリボン数の減少（特許
文献８の図４および８のように再現される非特許文献８７の図４およびＳ４のパネル１、
２）に関係した。同時に桿体および錐体の双極細胞デンドライトが収縮した（特許文献８
の図４および８のように再現される非特許文献８７の図４およびＳ４のパネル３、４）。
これらの二次的変化は処置した領域には無く、保護されたＯＰＬを生じた。対照的に、水
平およびアマクリン細胞のカルビンディン標識（特許文献８の図４および８のように再現
される非特許文献８７の図４およびＳ４のパネル５，６）、およびそれらの外側突起（ｌ
ａｔｅｒａｌ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ）は正常であり、そして処置と未処置領域との間で変
化しなかった。ＸＬＰＲＡにおける後期網膜リモデリングのこのような顕著な特徴が、イ
ヌを安楽死させた週齢で存在するとは予想されなかった。
【０１０３】
　処置および未処置領域の水平細胞のデンドライト末端、ならびにガングリオン細胞のデ
ンドライト末端、および神経線維層は、ニューロフィラメント重鎖（ＮＦ２００ｋＤａ）
に対する抗体で標識した時に正常に現れた。しかし小さい斑点のあるＮＦ２００染色がＯ
ＮＬに存在した。ニューロフィラメントの過剰発現は、幾つかの神経変性疾患で軸索損傷
の特徴であり、そしてこの、および他の網膜疾患で起こる。この知見は全てのイヌの未処
置領域に限られ、そして処置領域では存在しないか、または少なかった（特許文献８の図
４および８のように再現される非特許文献８７の図４およびＳ４のパネル５，６）。ＧＦ
ＡＰ免疫標識は、増大したミュラーグリア反応性を表す未処置領域を明らかに描き出す一
方、これは処置と未処置領域の間の移行ゾーンで減り、そしてブレブ領域では存在しなか
った（特許文献８の図４および８のように再現される非特許文献８７の図４およびＳ４の
パネル７，８）。まとめると、内網膜の救済は４匹の処置した目の３匹で完結した（ｃｏ
ｍｐｌｅｔｅ）；救済はＡＡＶ２／５－ｈＧＲＫ１－ｈＲＰＧＲで処置した１匹について
は部分的で、この場合、桿体の神経突起発芽が内網膜まで広がり（表１）、そしてＮＦ２
００標識パターンは正常と疾患との間の中間であった（特許文献８の図８Ｄのように再現
される非特許文献８７の図Ｓ４Ｄ）。この結果は、両ＸＬＰＲＡ１およびＸＬＰＲＡ２で
ＲＰＧＲオーギュメンテーションを光受容体に標的化することが、一次光受容体欠損を正
し、そしてＯＰＬおよび内網膜異常を防ぎ、または逆転するような有利な下流の効果を有
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することを明らかに示している。
【実施例７】
【０１０４】
考察
　ＲＰＥ６５の突然変異による常染色体劣性ＲＰＥ疾患であるＬＣＡ２を処置するために
、遺伝子置換療法を使用した最近の成功は、他の治癒不可能なヒトの網膜症を処置するた
めに遺伝子治療を考える道を築いた。ＸＬＲＰは家系分析、キャリアーの同定を通して医
院で確認できること、あるいはＲＰの男性の間だけに高頻度でＸＬＲＰが存在し；そして
ＲＰＧＲＯＲＦ１５の突然変異がＸＬＲＰ患者の約７５％を占めているという事実により
、処置するための候補疾患である。ヒトＲＰＧＲＯＲＦ１５－ＸＬＲＰの二つの大きな動
物モデルで治療効果を示す本結果は、遺伝子オーギュメンテーション法が、この光受容体
の繊毛病の実行可能な選択肢となり、そしてバルデー－ビードル症候群の繊毛病のマウス
モデルにおいて成功裡の桿体救済を完全にすることを強く示唆している。
【０１０５】
　しかしヒトおよび動物モデルにおけるこの疾患は複雑さが無いわけではなく、そしてヒ
トの疾患の将来の治療には注意して取り組む必要があろう。例えば患者およびイヌのモデ
ルの両方で疾患の発現に影響し得るモディファイヤーが存在し、そしてＲＰＧＲＸＬＲＰ
家系間およびその中、およびイヌのＸＬＰＲＡ１モデルで表現型のスペクトラムが存在す
る。この表現型の多様性は、患者選択の潜在的障害となり得、そして治療の候補を定める
ための基準として分子診断および患者の年齢以上のものが必要になることを指摘している
。遺伝子型データの支援では、詳細な非侵襲型網膜撮像および機能実験を補足しなければ
ならない。初期のヒトの処置法では、全ての表現型および全て疾患段階に合うように処置
の計画を立てる衝動は抑えられるべきである。イヌの疾患は主に桿体＞錐体変性であり、
中心の網膜変性がある重篤なＸＬＰＲＡ２および中心の網膜が保護されたより軽度なＸＬ
ＰＲＡ１の両方を、桿体細胞および錐体細胞の両方を標的とするベクターを使用して処置
することに効力があった。イヌの疾患スペクトラムには含まれないが、軽度の錐体＞桿体
または錐体形成異常のような特定のヒトＲＰＧＲ－ＸＬＲＰ表現型が存在する。患者の中
には大変限られた、または正常でさえある桿体機能を表すことができる者もおり、そして
錐体標的化法はこのようなサブタイプにも開発されなければならない。錐体の疾患を標的
とした原理証明実験は、錐体の光伝達またはサイクリックＧＭＰチャンネル遺伝子に突然
変異を持つマウスおよびイヌのモデルの両方で既に成功しており、臨床への橋渡しが促進
されることになる。
【０１０６】
　報告された表現型の家族内変動は、参加者の全家系を排除も含みもしないが、個々の患
者の表現型の完全な分類の場合に強みを増す。さらに本実験では極めて中心の網膜を標的
とするための試みは無かった：イヌで使用する場合に、中心外の網膜下での取り組みは、
現在の考察に基づいて早期のヒト臨床試験に助言を与えることができる方法となろう。し
かし多くのＲＰＧＲ患者が持続した中心窩錐体細胞の残存、および損傷されているが有用
な視力を疾患後期に示す。ベクター－遺伝子の中心窩下注入は、罹患した中心窩錐体細胞
の喪失を引き起こすことが示され、治療用遺伝子送達の代替手段が考察されるべきである
。外網膜を処置するために、例えば変異体ＡＡＶキャプシドベクターを使用した硝子体内
送達系の進歩により、残存する中心窩錐体細胞の処置における安全性の憂慮も最終的に軽
くすることができるだろう。
【０１０７】
　ＲＰＧＲ－関連疾患が一般的で、しかも概して重篤であることは明らかだが、遺伝子の
機能、および突然変異と疾患との間の関係は十分に解明されていない。ＲＰＧＲは多数の
組織－／細胞－特異的アイソフォームを持つ複雑なスプライシングパターンを有し、多数
の毛様体タンパク質と相互作用することが知られ、小ＧＴＰａｓｅＲＡＢ８Ａのグアニン
ヌクレオチド交換因子として作用し、そして脊椎動物の発生に役割を果たすことができる
。そのような複雑さが、疾患の表現型における変動性の原因の一部かもしれない。一般に
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、機能喪失または機能獲得のメカニズムが提案され、それぞれ異なる治療的取組を必要と
することが示唆された。我々の本実験は、疾患の原因としていずれのメカニズムも排除す
ることはできないが、結果は、イヌのＯＲＦ１５突然変異モデルにおいて、明らかに遺伝
子オーギュメンテーションが単独で疾患の防止、または進行の阻止、および変性プロセス
の逆転に効果的であることを示している。このような基本的知見が、我々を橋渡し実験に
向けて治療的に前進させ、同時に特異的な疾患メカニズムがさらに解明されることを待つ
ようにする。
【０１０８】
　我々の結果は、治療を桿体および錐体の光受容体に標的化することが、ＲＰＧＲ関連網
膜疾患の機能的および構造的救済に必須であると強調している。治療遺伝子の発現を調節
するｈＩＲＢＰプロモーターは、両細胞型でレポーターおよび治療遺伝子の強固な発現を
もたらし（特許文献８の図９，２および７のように再現される非特許文献８７のそれぞれ
図Ｓ５および図３およびＳ３のパネル６－８）、そして発現は持続する。ＩＲＢＰもヒト
の錐体で発現するので、我々は将来の橋渡し実験ではこのプロモーターを用いて桿体細胞
および錐体細胞の効率的標的化を期待する。ｈＧＲＫ１プロモーターにより調節される場
合、治療用の導入遺伝子発現は桿体細胞で低く、そして錐体細胞ではより程度が低い。残
る光受容体構造は異常でも、未処置領域よりはかなり改善された。しかしＧＲＫ１はヒト
の錐体細胞で発現するので、我々はＧＲＫの標的化効率はヒトで上がると期待する。例え
ば引用により本明細書に編入する非特許文献８８を参照にされたい。
【０１０９】
　ＸＬＰＲＡ１では、疾患発症前の処置が疾患の発症を防いだ。さらに疾患発症後、そし
て同時に光受容細胞の死後にＸＬＰＲＡ２の処置を進めると（ＴＵＮＥＬ標識により測定
した５ｗｋｓで、細胞死が～５０％の最大率）、疾患の進行を阻止し、そして残る光受容
体の形態は正常に回復した。少なくとも実験した疾患の段階で、この治療ベクターは高度
に効果的であり、そして橋渡し的応用のさらなる実験を保障する。両モデルで、ｈＩＲＰ
Ｂ－ｈＲＰＧＲ治療ベクターを用いた処置は、ヒト、マウスおよびイヌの疾患の特徴であ
る桿体およびＲ／Ｇ錐体オプシンの誤局在化、および光受容細胞死の推定初期マーカーを
防ぎ（ＸＬＰＲＡ１）または逆転した（ＸＬＰＲＡ２）。
【０１１０】
　光受容体変性の特徴的形体は、ＯＰＬ、双極細胞および内網膜層で進行的に変化する。
これらは未処置領域で広がるが、特にＡＡＶ２／５－ｈＩＲＰＢ－ｈＲＰＧＲベクターが
使用された場合に処置領域では正常に逆転した。リモデリングの防止は、疾患の発症前に
ＸＬＰＲＡ１網膜を処置すると起こり、一方、ＸＬＰＲＡ２では、初期ＯＰＬシナプス変
化、双極細胞異常、および内網膜異常が処置で抑制され、そして正常な構造が続いて生じ
た。このように一次光受容体欠損の処置は、ＯＰＬおよび内網膜異常が防止または逆転さ
れたように有益な下流の効果を有する。これは４匹の処置したイヌのうち３匹で記録され
た、改善されたレセプター後応答の理由となり得る。将来的に実験は、未処置領域の変性
が、瞳孔測定および視覚誘発電位の使用、および最終的に視覚行動を用いるような視覚脳
（ｖｉｓｕａｌ　ｂｒａｉｎ）で処置の結果を試験できるようになる高齢まで処置後の追
跡期間を延ばすべきである。ＸＬＰＲＡのイヌモデルを対象とした、ＡＡＶ２／５ベクタ
ーを含むＲＰＧＲＯＲＦ１５－ＸＬＲＰおよび完全長のヒトＲＰＧＲＯＲＦ１５　ｃＤＮ
Ａの網膜下処置は、光受容体構造および機能の保護に効果的であった。
【実施例８】
【０１１１】
ＲＰＧＲ－ＸＬＲＰの矯正的遺伝子治療は中期疾患のイヌモデルを救済する
　本発明者は次に、より進んだ疾患段階で送達される遺伝子治療でも正の結果を与えるこ
とができるかどうかを調査した。完全長のヒトＲＰＧＲＯＲＦ１５　ｃＤＮＡをｈＩＲＢ
Ｐプロモーターの制御下に持つＡＡＶ２／５ベクター構築物（力価：１．５１ｘ１０11ｖ
ｇ／ｍｌ）を、３匹の１２－ｗｋ齢ＸＬＰＲＡ２のイヌに網膜下注入した。その週齢で、
進行性の細胞死があり、そしてＯＮＬ厚が～４０％まで低下する。さらに１匹のＸＬＰＲ
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た。反対側の目にはＢＳＳが注入されるか、または同様の用量のウイルス構築物を硝子体
内に受けるかのいずれかであった。光受容体構造および機能は、３９および４２週齢でそ
れぞれ非侵襲的な網膜撮像（ｃＳＬＯ／ＳＤ－ＯＣＴ）およびＥＲＧにより評価した。
【０１１２】
　インビボ網膜撮像では、処置した網膜領域に保存されたＯＮＬ厚を示した。桿体および
錐体ＥＲＧ機能は、対照よりも処置した目で高かった。両ＯＮＬ厚およびＥＲＧ応答は、
１２週齢で注入した３匹のイヌよりも５．１週で処置した動物で良く保存された。
【０１１３】
　これらの結果は、光受容体構造および網膜機能に及ぼす持続的かつ有益な効果が、ＸＬ
ＲＰ疾患の中期段階にＲＰＧＲ遺伝子オーギュメンテーションを送達した場合にも達成で
きることを示している。このことは患者が処置の時点でより進行した疾患を有するであろ
うと仮定すると、重要な橋渡し的応用を有する。
【０１１４】
　さらに説明しなくても、当業者は前述の説明および説明の実施例を使用して本発明の組
成物を作成し、そして利用することができ、そして特許請求する方法を実施することがで
きると考える。本発明を様々な具体的材料、手順および例を参照して本明細書に記載し、
そして説明してきたが、本発明をその目的に選択された材料および手法の特定の組み合わ
せに限定することを意図しない。そのような詳細の多くの変形を当業者に想定されるよう
に含むことができる。
【０１１５】
　非特許文献８７および特許文献８、ならびにすべての特許、特許出願および他の参考文
献は、本明細書で引用する配列表を含め、それら全部、引用により本明細書に編入する。

【図１】 【図２】



(36) JP 6199965 B2 2017.9.20

【図３－１】 【図３－２】

【図３－３】 【図３－４】



(37) JP 6199965 B2 2017.9.20

【図３－５】 【図４－１】

【図４－２】 【図５】



(38) JP 6199965 B2 2017.9.20

【配列表】
0006199965000001.app



(39) JP 6199965 B2 2017.9.20

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   43/00     １２１　        　　　　　

(72)発明者  ベルトラン，ウイリアム・エイ
            アメリカ合衆国ペンシルベニア州１９１４７フイラデルフイア・アパートメントナンバー８１１・
            サウスセカンドストリート５３０
(72)発明者  アギーレ，グスタボ・デイー
            アメリカ合衆国ペンシルベニア州１９１５１フイラデルフイア・オーバーブルツクアベニユー６４
            １９
(72)発明者  ジヤコブソン，サミユエル・ジー
            アメリカ合衆国ペンシルベニア州１９０７２ペンバリー・センテニアルロード１２２９
(72)発明者  シデシヤン，アーサー・ブイ
            アメリカ合衆国ペンシルベニア州１９１０４フイラデルフイア・ノースサーテイナインスストリー
            ト５１
(72)発明者  リユーイン，アルフレツド・エス
            アメリカ合衆国フロリダ州３２６０５ゲインズビル・ノースウエストイレブンスロード１８５０
(72)発明者  ボーイ，サンフオード・エル
            アメリカ合衆国フロリダ州３２６０８ゲインズビル・サウスウエストフオーテイフアーストアベニ
            ユー１０２０６
(72)発明者  ハウスワース，ウイリアム・ダブリユー
            アメリカ合衆国フロリダ州３２６０８ゲインズビル・サウスウエストエイテイナインスストリート
            １２００１
(72)発明者  デン，ウエン－タオ
            アメリカ合衆国フロリダ州３２６０８ゲインズビル・サウスウエストエイテイフイフスストリート
            ６２３１

    審査官  伊藤　基章

(56)参考文献  特開平０８－１５７４９３（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００９－５３７６１２（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２０１０／０９７２０１（ＷＯ，Ａ１）　　
              PNAS, 2012, vol.109, No.6, p.2132-2137，Supporting Information[online], p.1-7, <URL:ht
              tp://www.pnas.org/cgi/content/short/1118847109>
              GenBank, BK005711.1, 2006,[online]，[2016.10.20検索]，ＵＲＬ，http://www.ncbi.nlm.nih.
              gov/nuccore/BK005711

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　　７／００
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００　　　　
              Ａ６１Ｋ　　３５／００　　　　
              Ａ６１Ｋ　　３８／００　　　　
              Ａ６１Ｋ　　４８／００　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              ＧＩＡＳ


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

