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(57)【要約】
　本発明は、リソソーム蓄積障害（ＬＳＤ）に対する新
規な治療アプローチとしての細胞外小胞（ＥＶ）に関す
る。より具体的には、本発明は、ロードが困難なＬＳＤ
関連タンパク質のロードを改善し、得られたＥＶを目的
の組織および臓器に標的化するための、種々のタンパク
質工学戦略の使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　間葉間質細胞（ＭＳＣ）、羊膜上皮（ＡＥ）細胞または胎盤由来細胞から入手可能な細
胞外小胞（ＥＶ）であって、少なくとも１つのリソソームタンパク質を含む複数のポリペ
プチド構築物を含む、ＥＶ。
【請求項２】
　前記ポリペプチド構築物が、少なくとも１つのＥＶ富化ポリペプチドをさらに含む、請
求項１に記載のＥＶ。
【請求項３】
　前記リソソームタンパク質が、アルファ－Ｄ－マンノシダーゼ、Ｎ－アスパルチル－ベ
ータ－グルコサミニダーゼ、リソソーム酸リパーゼ、シスチノシン、リソソーム関連膜タ
ンパク質－２、アルファガラクトシダーゼＡ、酸性セラミダーゼ、アルファフコシダーゼ
、カテプシンＡ、酸性ベータグルコシダーゼ、ベータガラクトシダーゼ、ベータヘキソサ
ミニダーゼＡ、ベータヘキソサミニダーゼＢ、ＧｌｃＮＡｃ－１－ホスホトランスフェラ
ーゼ、ベータガラクトシルセラミダーゼ、リソソーム酸リパーゼ、アリールスルファター
ゼＡ、アルファ－Ｌ－イズロニダーゼ、イズロン酸－２－スルファターゼ、パランスルフ
ァミダーゼ、アセチルアルファ－グルコサミニダーゼ、アセチルＣｏＡ：アルファ－グル
コサミニド－Ｎ－アセチルトランスフェラーゼ、Ｎ－アセチルグルコサミン－６－スルフ
ァターゼ、Ｎ－アセチルガラクトサミン－６－スルファターゼ、ヒアルロニダーゼ、アセ
チルガラクトサミン－４－スルファターゼ、ベータ－グルクロニダーゼ、アルファ－Ｎ－
アセチルノイラミニダーゼ、Ｎ－アセチルグルコサミン－１－ホスホトランスフェラーゼ
、ムコリピン－１、ホルミルグリシン生成酵素、パルミトイルタンパク質チオエステラー
ゼ－１、トリペプチジルペプチダーゼＩ、システインストリングタンパク質、ＣＬＮ３ｐ
、ＣＬＮ５ｐ、ＣＬＮ６ｐ、ＣＬＮ７ｐ、ＣＬＮ８ｐ、酸性スフィンゴミエリナーゼ、Ｎ
ＰＣ１、ＮＰＣ２、酸性アルファ－グルコシダーゼ、カテプシンＫ、シアリン、アルファ
－Ｎ－アセチルガラクトサミニダーゼ、ＧＭ２アクチベーター、リソソーム酸リパーゼ、
およびそれらの誘導体、領域、ドメイン、および／任意の組合せからなる群から選択され
る、請求項１～２のいずれか１項に記載のＥＶ。
【請求項４】
　前記ＥＶ富化ポリペプチドが、ＣＤ９、ＣＤ５３、ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ５４、Ｃ
Ｄ５０、ＦＬＯＴ１、ＦＬＯＴ２、ＣＤ４９ｄ、ＣＤ７１、ＣＤ１３３、ＣＤ１３８、Ｃ
Ｄ２３５ａ、ＡＬＩＸ、シンテニン（配列番号１）、シンテニンのＮ末端部分（配列番号
２）、シンテニン－２、Ｌａｍｐ２ｂ、ＴＳＰＡＮ８、ＴＳＰＡＮ１４、ＣＤ３７、ＣＤ
８２、ＣＤ１５１、ＣＤ２３１、ＣＤ１０２、ＮＯＴＣＨ１、ＮＯＴＣＨ２、ＮＯＴＣＨ
３、ＮＯＴＣＨ４、ＤＬＬ１、ＤＬＬ４、ＪＡＧ１、ＪＡＧ２、ＣＤ４９ｄ／ＩＴＧＡ４
、ＩＴＧＢ５、ＩＴＧＢ６、ＩＴＧＢ７、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１
８／ＩＴＧＢ２、ＣＤ４１、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ５１、ＣＤ６１
、ＣＤ１０４、Ｆｃ受容体、インターロイキン受容体、免疫グロブリン、ＣＤ２、ＣＤ３
イプシロン、ＣＤ３ゼータ、ＣＤ１３、ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ３０、ＣＤ３４、ＣＤ
３６、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ４７、ＣＤ８６
、ＣＤ１１０、ＣＤ１１１、ＣＤ１１５、ＣＤ１１７、ＣＤ１２５、ＣＤ１３５、ＣＤ１
８４、ＣＤ２００、ＣＤ２７９、ＣＤ２７３、ＣＤ２７４、ＣＤ３６２、ＣＯＬ６Ａ１、
ＡＧＲＮ、ＥＧＦＲ、ＧＡＰＤＨ、ＧＬＵＲ２、ＧＬＵＲ３、ＨＬＡ－ＤＭ、ＨＳＰＧ２
、Ｈｓｐ７０、Ｌ１ＣＡＭ、ＬＡＭＢ１、ＬＡＭＣ１、ＬＦＡ－１、ＬＧＡＬＳ３ＢＰ、
Ｍａｃ－１アルファ、Ｍａｃ－１ベータ、ＭＦＧＥ８、ＳＬＩＴ２、ＳＴＸ３、ＴＣＲＡ
、ＴＣＲＢ、ＴＣＲＤ、ＴＣＲＧ、ＶＴＩ１Ａ、ＶＴＩ１Ｂ、それらの任意の誘導体およ
び／またはドメイン、ならびにそれらの任意の組合せからなる群から選択される、請求項
１～３のいずれか１項に記載のＥＶ。
【請求項５】
　前記ＥＶ富化ポリペプチドが、シンテニン、シンテニンのＮ－端子部分、またはＣＤ６
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３である、請求項２～４のいずれか１項に記載のＥＶ。
【請求項６】
　前記リソソームタンパク質がリソソーム膜タンパク質である、請求項１～５のいずれか
１項に記載のＥＶ。
【請求項７】
　前記ＥＶが、以下のポリペプチド：ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ４４、ＳＳＥＡ４、ＣＤ
１３３、ＣＤ２４、およびヒートショック７０ｋＤａタンパク質８のうちの１つ以上に対
して陽性である、請求項１～６のいずれか１項に記載のＥＶ。
【請求項８】
　前記ＥＶが、少なくとも１つのヒートショックタンパク質をさらに含む、請求項１～７
のいずれか１項に記載のＥＶ。
【請求項９】
　前記少なくとも１つのヒートショックタンパク質がヒートショック７０ｋＤａタンパク
質８である、請求項８に記載のＥＶ。
【請求項１０】
　組織標的化ペプチドおよび／またはポリペプチドをさらに含む、請求項１～９のいずれ
か１項に記載のＥＶ。
【請求項１１】
　前記組織標的化ペプチドおよび／またはポリペプチドが、前記ポリペプチド構築物中に
含まれ、および／または別個のポリペプチド構築物として存在する、請求項１０に記載の
ＥＶ。
【請求項１２】
　少なくとも１つのリソソームタンパク質からなる前記ポリペプチド構築物が、実質的に
正しく折り込まれている、請求項１～１１のいずれか１項に記載のＥＶ。
【請求項１３】
　単一のＥＶが、
　（ｉ）前記ポリペプチド構築物の少なくとも１０コピー、
　（ｉｉ）前記ポリペプチド構築物の少なくとも５０コピー、および／または
　（ｉｉｉ）前記ポリペプチド構築物の少なくとも１００コピー、を含む、請求項１～１
２のいずれか１項に記載のＥＶ。
【請求項１４】
　（ｉ）少なくとも１つのリソソームタンパク質を含むポリペプチド構築物をコードする
ポリヌクレオチド構築物をＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥまたは胎盤由来細胞に導入する工程、お
よび（ｉｉ）少なくとも１つのリソソームタンパク質を含む複数のポリペプチド構築物を
含むＥＶをＥＶ産生細胞から得る工程を含む、請求項１～１３のいずれか１項に記載のＥ
Ｖの産生方法。
【請求項１５】
　少なくとも１つのリソソームタンパク質を含む複数のポリペプチド構築物を含む前記Ｅ
Ｖであって、少なくとも１つのリソソームタンパク質は、
　（ｉ）前記リソソームタンパク質の少なくとも１０コピー、
　（ｉｉ）前記リソソームタンパク質の少なくとも５０コピー、および／または
　（ｉｉｉ）前記リソソームタンパク質の少なくとも１００コピー、を含む、請求項１４
に記載の方法。
【請求項１６】
　少なくとも１つのリソソームタンパク質を含む前記ポリペプチド構築物がまた、少なく
とも１つのＥＶ富化ポリペプチドを含む、請求項１４または１５のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１７】
　少なくとも１つのリソソームタンパク質を含む少なくとも１つのポリペプチド構築物、
少なくとも１つのリソソームタンパク質をコードする少なくとも１つのポリヌクレオチド
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構築物、および／または少なくとも１つのリソソームタンパク質をコードするポリヌクレ
オチド構築物を含む少なくとも１つのベクターを含む、ＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥ、または胎
盤由来細胞。
【請求項１８】
　少なくとも１つのリソソームタンパク質を含むポリペプチド構築物をコードするポリヌ
クレオチド構築物、および／またはそのような構築物を含むベクターは、ＥＶ産生細胞に
安定して挿入される、請求項１７に記載のＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥ、または胎盤由来細胞。
【請求項１９】
　少なくとも１つのリソソームタンパク質を含む前記ポリペプチド構築物がまた、少なく
とも１つのＥＶ富化ポリペプチドを含む、請求項１７または１８のいずれか１項に記載の
ＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥまたは胎盤由来細胞。
【請求項２０】
　細胞により産生される前記ＥＶのうちの
　（ｉ）少なくとも５０％、
　（ｉｉ）少なくとも７０％、および／または
　（ｉｉｉ）少なくとも９０％、
　は、少なくとも１つのリソソームタンパク質を含む前記ポリペプチド構築物を含む、請
求項１７～１９のいずれか１項に記載のＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥまたは胎盤由来細胞。
【請求項２１】
　前記細胞によって産生される前記ＥＶが、
　（ｉ）前記リソソームタンパク質の少なくとも１０コピー、
　（ｉｉ）前記リソソームタンパク質の少なくとも５０コピー、および／または
　（ｉｉｉ）前記リソソームタンパク質を含む前記ポリペプチド構築物の少なくとも１０
０コピー、を含む、請求項１７～２０のいずれか１項に記載のＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥまた
は胎盤由来細胞。
【請求項２２】
　前記細胞が不死化されている、請求項１７～２１のいずれか１項に記載のＥＶ産生ＭＳ
Ｃ、ＡＥまたは胎盤由来細胞。
【請求項２３】
　前記細胞および前記細胞によって産生される前記ＥＶが、以下の天然タンパク質：ＣＤ
６３、ＣＤ８１、ＣＤ４４、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１０５、ＳＳＥＡ４、ＣＤ１３３、ＣＤ２
４、および／またはヒートショック７０ｋＤａタンパク質８のうちの１つ以上を含む、請
求項１７～２２のいずれか１項に記載のＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥ、または胎盤由来細胞。
【請求項２４】
　前記細胞および前記細胞によって産生される前記ＥＶが、以下の天然タンパク質：ＣＤ
６３、ＣＤ８１、およびヒートショック７０ｋＤａタンパク質８を含む、請求項１７～２
３のいずれか１項に記載のＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥ、または胎盤由来細胞。
【請求項２５】
　請求項１～１３のいずれか１項に記載の複数のＥＶと、薬学的に許容可能な担体とを含
む医薬組成物。
【請求項２６】
　ミグルスタット、アリモクロモール、ヘパリン、トレハロース、および／またはシクロ
デキストリンおよび／またはそれらの誘導体をさらに含む、請求項２５に記載の医薬組成
物。
【請求項２７】
　１つ以上のリソソーム蓄積障害の治療に使用するための、請求項１～１３のいずれか１
項に記載のＥＶおよび／または請求項２５または２６に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、リソソーム蓄積障害（ＬＳＤ）に対する新規な治療アプローチとしての操作
された細胞外小胞（ＥＶ）に関する。より具体的には、本発明は、ロード（ｌｏａｄ）が
困難なＬＳＤ関連タンパク質のロードを改善し、得られたＥＶを目的の組織および臓器に
標的化するための、種々のタンパク質工学戦略の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　リソソーム蓄積症は、先天性代謝異常の重要なサブグループを形成する。ＬＳＤは、５
０００人の生存出生毎に１人に影響を及ぼすと推定されるが、診断されていない症例およ
び誤診された症例のために、この数字はより大きいと考えられる。全てのＬＳＤは、エン
ドソーム－常食性－リソソーム系の細胞小器官内の特定の高分子またはモノマー化合物の
集積によって引き起こされる。基材貯蔵におけるエラーを超えて、ＬＳＤは、典型的には
、神経学的障害および病変に関連し、世界中の神経変性症例の大部分を占める。過去２０
年間、特に酵素補充療法の開発の結果として、ＬＳＤに対する進歩が見られてきた。しか
し、現在の治療法がさらなる開発を必要とするか、またはさらに悪いことに、治療法が存
在しないいくつかの疾患が依然として存在する。Ｎｉｅｍａｎｎ－Ｐｉｃｋ病Ｃ型は、タ
ンパク質ＮＰＣ－１の不在または機能不全によって引き起こされる、そのようなＬＳＤの
１つの例である。ＮＰＣ－１タンパク質は、コレステロールおよび糖脂質などの大きな非
水溶性分子の共局在化および細胞内輸送に関与する。その結果、病気の状況下では、遊離
コレステロールおよびグリコスフィンゴ脂質が多数の組織および臓器に蓄積する。Ｎｉｅ
ｍａｎｎ－Ｐｉｃｋ病は、肝臓、脾臓、または肝脾腫として現れ得る広い臨床スペクトル
を有する。Ｎｉｅｍａｎｎ－Ｐｉｃｋ病は、ＬＳＤに典型的には、進行性の神経学的病理
学をもたらし、幼児期を超える全ての症例の間で早期死をもたらす。現在、Ｎｉｅｍａｎ
ｎ－Ｐｉｃｋ病Ｃ型（ＮＰＣ）の治療法はなく、現在の治療レジメンは疾患管理を伴う。
【０００３】
　ＮＰＣの以前の治療戦略には、抗てんかん薬、抗コリン薬または抗うつ薬などの症状を
緩和する薬剤が含まれていた。その後、ミグルスタットおよびヒドロキシプロピルβ－シ
クロデキストリン（ＣＤ）を含む、脂質代謝経路の異なる段階を矯正することを目的とす
るいくつかの候補薬剤が、臨床環境において評価されているか、または現在評価されてい
る。ミグルスタットは、グルコシルセラミドシンターゼの活性を阻害し、それによって生
成するスフィンゴ糖脂質を減少させるイミノ糖である。元来、ミグルスタットはゴーシェ
病の治療のために開発され、２００９年にＮＰＣ患者に使用するためにヨーロッパで承認
された。ＣＤはまた、現在、くも膜下腔内または静脈内投与経路のいずれかを介して、Ｎ
ＰＣの治療のための臨床試験を受けている。ＣＤは、コレステロールと相互作用し、環流
からコレステロールを除去するか、またはコレステロールの分布を変えると考えられてい
る。いくつかの課題はＮＰＣのための全ての既存の治療に関連し、最も重要なことに、そ
れらは根底にある疾患病理に適切に対処しない。
【０００４】
　タンパク質生物製剤（そのうちの１つの重要であるが、しばしば不十分な薬物タイプが
上記の酵素補充療法である）およびＲＮＡ療法のような生物製剤は、ＬＳＤを治療するた
めのより有効な代替手段を提供し得る。１９９０年代初頭の臨床現場へのＥＲＴの導入は
、一定のＬＳＤ（例えば、ゴーシェ病）がどのように治療されるかの変化をもたらしたが
、ＥＲＴは依然として重大な欠点を有し、多くのＬＳＤ患者カテゴリーへの医療サービス
が依然としてかなり不十分である。多くのＥＲＴは、標的細胞内でそれらの治療効果を実
行するが、これらのタンパク質ベースの薬物の内在化は、特に効率的ではない。さらに、
本質的に全てのタンパク質生物製剤のサイズの大きさおよび電荷のために、ＥＲＴは血液
脳関門を通過せず、したがって、中枢神経系（ＣＮＳ）に入ることが妨げられるが、いく
つかのＬＳＤの神経学的徴候は非常に重篤であるため、中枢神経系に入ることはこれらの
疾患の治療の鍵である。ＷＯ２０１６／０４４９４７は、ＬＳＤの治療様式としてエキソ
ソームを利用する試みを記載しており、該出願は、治療的介入のための様々なアプローチ
に触れているが、設計戦略においていくつかの重大な欠点を有する。実際、ＷＯ２０１６
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／０４４９４７は、（ｉ）（ｉｉ）エキソソームタンパク質に融合されたリソソーム標的
化配列を含む融合タンパク質構築物を使用することによって、標的細胞のリソソームを標
的化するようにエキソソームを改変することを表面的に記載しているが、この出願は、実
際の治療用ｍＲＮＡおよび／またはタンパク質ベースの薬剤のロードおよび生物活性送達
に関する開示を顕著に欠いている。明らかに、エキソソームは、種々の型の生体分子貨物
の優れたなキャリアであることが示されているが、治療タンパク質および／またはｍＲＮ
Ａのインビボ送達のためのそれらの実際の効用は簡単ではなく、周到な小胞工学を必要と
する。
【発明の概要】
【０００５】
　したがって、本発明の目的は、ＬＳＤに対するタンパク質治療薬の送達のためのＥＶの
操作に関連する上記の問題を克服することである。本発明は、ＬＳＤのためのＥＶベース
の治療薬のいくつかの重要な態様、すなわち、複合体、タンパク質薬剤貨物のＥＶへのパ
ッケージングおよびロード；ＥＶ自体の薬剤動態の最適化；ＥＶの再生効果の利用；およ
び薬剤貨物（この場合、リソソームタンパク質、例えば、輸送体および酵素）のインビボ
での標的細胞への生物活性送達に取り組む。
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、新規なＥＶ工学技術を利用して、ＬＳＤを治療するために必要とされる複雑
でしばしば非常に大きなリソソームタンパク質を、生物活性状態および構成でパッケージ
ングおよびロードすることによって、これを達成する。さらに、好適な薬物動態と再生特
性との間の最適なバランスを提供する、細胞供給源からの特定の分子特性を有するＥＶの
偶然の選択およびプロファイリング、ならびに種々のＬＳＤにおいて治療活性を有するさ
らなるタンパク質および核酸成分を含むＥＶを提供することも含む。本発明の発明者らは
、（ｉ）一定の予想外の細胞源が、正確に折り畳まれ、したがって活性なリソソームタン
パク質を産生するのに優れていること、（ｉｉ）そのようなリソソームタンパク質をＥＶ
に輸送する能力は、高度に細胞依存性であり、これは、治療用リソソームタンパク質とエ
キソソームタンパク質との間の融合タンパク質構築物を使用することによって改善され得
ること、（ｉｉｉ）一定のＥＶタンパク質成分が、積荷タンパク質およびＥＶ自体の生物
学的活性に重要であること、ならびに（ｉｖ）本明細書中のＥＶ産生細胞源に由来するＥ
Ｖが、正確な細胞内コンパートメントへの生物活性送達を可能にすることを認識した。対
照的に、先行技術（例えば、ＷＯ２０１６／０４４９４７）は、リソソームタンパク質の
生物活性送達のための最適な細胞供給源の選択と完全に無関係であり、そしてこの文献は
また、ＥＶ富化ポリペプチドを治療用リソソームタンパク質自体に融合することの重要性
を明らかに認識していない。ＷＯ２０１６／０４４９４７は、実際に、融合タンパク質技
術を利用することを提案しているが、単に標的細胞のリソソームコンパートメントを標的
とするためのものである。ＷＯ２０１６／０４４９４７の溶融体は、標的細胞のリソソー
ムに対するようなエキソソームの標的化を提供する短いペプチド配列に基づくが、該溶融
タンパク質は、実際の治療用リソソームタンパク質自体のＥＶへの生物活性のロードを可
能にしない。したがって、先行技術は、（１）正しい細胞内位置への標的化のための手段
としての細胞源選択の重要性、（２）リソソームタンパク質が、典型的には、正しく折り
畳まれておらず、かつ／または任意の所定の細胞源に操作された場合に生物活性でないと
いう事実、および（３）治療用リソソームタンパク質のＥＶへのロードが、しばしば、Ｅ
Ｖにおいて、また重要なことに標的細胞において、任意の酵素活性および／または輸送体
活性を達成するために、ＥＶ富化ポリペプチド／ドメインとの融合を必要とするという事
実を明らかに認識していない。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　したがって、第１の態様では、本発明は、間葉間質細胞（ＭＳＣ）、羊膜上皮（ＡＥ）
細胞または胎盤由来（Ｐ）細胞から得ることができるＥＶに関し、ＥＶは、少なくとも１
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つのリソソームタンパク質を含む複数のポリペプチド構築物を含む。本発明によるＡＥ－
ＥＶ、ＭＳＣ－ＥＶ、およびＰ－ＥＶは、パッケージングおよびＥＶへのロードを最適化
するために、ＥＶを対象の組織および／または細胞型に標的化するために、および／また
は異なるＬＳＤを治療するための標的区画、すなわち典型的には標的細胞のリソソーム区
画へのＥＶの輸送を増強するために、様々なポリペプチド構築物を含有するように操作さ
れ得る。
【０００８】
　重要なＥＶ富化戦略のいくつかは、ＥＶタンパク質およびシンテニン、シンテニンのＮ
－端子部分、または非常に驚くべきことにＣＤ６３などのＥＶタンパク質の一部を、治療
用リソソームタンパク質の融合パートナーとして利用することを含む。有利な実施形態で
は、本発明は、ＮＰＣ１タンパク質、シスチノシン、ＣＬＮタンパク質および／またはＬ
ＡＭＰ２タンパク質などの高度に送達困難なリソソーム膜貫通タンパク質を送達するＥＶ
を提供する。
【０００９】
　さらなる態様において、本発明は、少なくとも１つのリソソームタンパク質および少な
くとも１つのＥＶ富化ポリペプチドを含むポリペプチド構築物、ならびにさらなる態様に
おいて、このようなポリペプチド構築物をコードするポリヌクレオチド構築物に関する。
【００１０】
　より具体的には、本発明のポリペプチド構築物のリソソームタンパク質は、ＮＰＣ１、
ＬＡＭＰ２、シアリン、ＣＩＣ５、ＣＬＮ３、シスチノシン、またはＧＭ２アクチベータ
ータンパク質の１つ以上であり得る。ポリペプチド構築物の少なくとも１つのＥＶ富化ポ
リペプチドは、シンテニン、シンテニンのＮ末端部分、および／またはＣＤ６３であり得
る。
【００１１】
　さらに、本発明のポリペプチドは、少なくとも１つの標的化ペプチドおよび／またはポ
リペプチドをさらに含み得る。
【００１２】
　本発明はまた、本発明のポリヌクレオチド構築物を含むベクターに関し、ここで、ベク
ターは、プラスミド、ミニサークル、および／または任意の他の型の実質的に環状化され
たポリヌクレオチド；例えば、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レンチウイルス、
および／またはキャプシドフリーウイルスなどのウイルス；直鎖状ＤＮＡおよび／または
ＲＮＡポリヌクレオチド；メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）；および／または改変され
たｍＲＮＡである。
【００１３】
　本発明はまた、さらに別の態様において、このようなポリペプチドおよび／またはポリ
ヌクレオチド構築物を含む細胞に関する。このような細胞は、好ましくは、ＭＳＣ、ＡＥ
および／または胎盤由来細胞であり、これらの細胞は、好ましくは、このようなポリヌク
レオチド構築物で安定にトランスフェクトおよび／または形質導入され、複数のポリペプ
チド構築物を内因的にロードしたＥＶの一貫した再現性のある産生を可能にする。
【００１４】
　さらなる態様において、本発明はまた、本発明のような複数のＥＶ、および／または本
発明のポリペプチド構築物および／または本発明のポリヌクレオチド構築物、および／ま
たは本発明の任意の型のベクターを含む医薬組成物に関する。本発明の医薬組成物は、薬
学的に許容可能な担体をさらに含み得る。ＥＶおよび／またはそのような医薬組成物は、
ＬＳＤの治療に特に適しているが、リソソーム機能、モルフォロジーなどが妨害される様
々な疾患、例えばパーキンソン病、アルツハイマー病などの治療にも役立ち得る。
【００１５】
　さらに他の態様において、本発明は、哺乳動物のリソソームおよび／または任意の他の
細胞区画におけるリソソームポリペプチドの量を増加させる方法、ならびにそれを必要と
する対象においてＬＳＤを治療するための種々の本発明の方法に関する。このような方法
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は、ＥＶを選択し、プロファイルし、用量を決定し、最適な方法で患者に投与することが
できることを含む。
【００１６】
　好ましい実施形態において、リソソームおよび／または哺乳動物の任意の他の細胞区画
におけるリソソームポリペプチドの量を増加させる方法は、哺乳動物に、本発明によるＥ
Ｖを含む組成物、本発明による少なくとも１つのポリペプチド構築物、本発明による少な
くとも１つのポリヌクレオチド、および／または本発明による少なくとも１つのベクター
を投与することを含む。
【００１７】
　要約すると、本発明は、ＬＳＤを治療するために必要とされる複雑でしばしば非常に大
きなリソソームタンパク質を、生物活性状態および構成でパッケージングおよびロードし
、適切な貨物安定化およびデリバリー能力を有する最適な再生細胞供給源を選択する、高
度に発明的なＥＶ工学技術を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１。ＮＰＣ１羊膜由来ＥＶは、生物活性ＮＰＣ１タンパク質を細胞に大量に送
達することにより、標的細胞中のコレステロールレベルを有意に低下させた。
【図２】図２。ワルトンゼリーＭＳＣ由来ＥＶ（ＷＪ－ＭＳＣ－ＥＶ、ワルトンゼリーか
ら入手可能）を、リソソームタンパク質シスチノシンおよびＥＶ富化タンパク質ＣＤ６３
を含むポリペプチド構築物をコードするポリヌクレオチド構築物を用いて遺伝子操作し、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで強力なシステイン輸送効果を示した。
【図３】図３。ＣＤ４４、ＳＳＥＡ４、ＣＤ１３３、ＣＤ２４に対して陽性であり、複数
のＮＰＣ１－シンテニンポリペプチド構築物を含むように操作されたＡＥ－ＥＶを、Ｎｉ
ｅｍａｎｎ－Ｐｉｃｋ病のダブルノックアウトマウスモデルにおいてインビボで評価した
。操作されたＡＥＥＶは、肝臓およびＣＮＳの病変の両方に対して有意な治療効果を示し
た。
【００１９】
　生物活性ＥＶ集団の選択的設計およびプロファイリングと組み合わせた本発明のＥＶ工
学技術を使用することによって、本発明は、ＬＳＤのためのＥＶベースの治療の重要な態
様のいくつかに対処する。
【００２０】
　便宜上および明確にするために、本明細書で使用される特定の用語を集め、以下に説明
する。他に規定がない限り、本明細書で用いられる全ての技術的および科学的用語は、当
業者により一般的に理解されているのと同じ意味をもつ。
【００２１】
　本発明の特徴、態様、実施形態、または代替形態がマーカッシュグループに関して説明
される場合、当業者は、本発明が、それによって、マーカッシュグループのメンバーの任
意の個々のメンバーまたはサブグループに関しても説明されることを認識するであろう。
当業者はさらに、本発明が、それによって、マーカッシュグループのメンバーの個々のメ
ンバーまたはサブグループの任意の組合せに関しても記載されることを認識するであろう
。さらに、本発明の態様および／または実施形態のうちの１つと組み合わせて説明される
実施形態および特徴は、本発明の他の全ての態様および／または実施形態にも必要な変更
を加えて適用されることに留意されたい。例えば、このようなリソソームタンパク質を含
むＥＶと組み合わせて、本明細書中に記載されるリソソームタンパク質は、本明細書中の
全ての他の態様、教示および実施形態、例えば、このようなリソソームタンパク質を含む
ＥＶを産生するための方法に関する態様および／または実施形態、または本明細書中のポ
リペプチドおよび／またはポリヌクレオチド構築物に関する態様に、開示され、関連し、
そして両立であると理解されるべきである。さらに、本明細書中で同定される全てのポリ
ペプチドおよびタンパク質は、ポリペプチドを融合するための従来の戦略を使用して、ポ
リペプチド構築物において自由に組み合わされ得る。非限定的な例として、本明細書中に
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記載される全てのリソソームタンパク質は、１つ以上のＥＶ富化ポリペプチドと任意の組
合せで自由に組み合わされ得る。また、本明細書中の任意のおよび全てのリソソームタン
パク質を、任意の他のリソソームタンパク質と組み合わせて、２つ以上のリソソームタン
パク質を含む、ポリペプチド、および／または対応するポリヌクレオチド、構築物を生成
し得る。さらに、任意のおよび全ての特徴（例えば、マーカッシュグループの任意のおよ
び全てのメンバー）は、任意のおよび全ての他の特徴（例えば、任意の他のマーカッシュ
グループの任意のおよび全てのメンバー）と自由に組み合わせることができる。さらに、
本明細書の教示が、単数のＥＶおよび／または複数のＥＶを別個の天然ナノ粒子様小胞と
して言及する場合、そのような教示は全て、複数のＥＶおよびＥＶの集団に等しく関連し
、それらに適用可能であることを理解されたい。一般的な注釈として、本発明に従うリソ
ソームタンパク質、ＥＶ富化ポリペプチド、標的化ペプチドおよび／またはポリペプチド
、ＥＶ産生細胞供給源、ならびに全ての他の態様、実施形態、および代替物は、本発明の
範囲および要旨から逸脱することなく、任意のおよび全ての可能な組合せで自由に組み合
わせられ得る。さらに、本発明の任意のポリペプチドもしくはポリヌクレオチドまたは任
意のポリペプチドもしくはポリヌクレオチド配列（それぞれアミノ酸配列またはヌクレオ
チド配列）は、任意の所与の分子が、それに関連する所望の技術的効果を実施する能力を
保持する限り、元のポリペプチド、ポリヌクレオチドおよび配列からかなり逸脱し得る。
それらの生物学的特性が維持される限り、本願によるポリペプチドおよび／またはポリヌ
クレオチド配列は、天然配列と比較して５０％（例えば、ＢＬＡＳＴまたはＣｌｕｓｔａ
ｌＷを使用して計算される）ほど逸脱し得るが、可能な限り高い配列同一性が好ましい（
例えば、６０％、７０％、８０％、または例えば、９０％以上）。例えば、少なくとも１
つのリソソームタンパク質と少なくとも１つのＥＶ富化ポリペプチドとの組合せは、それ
ぞれのポリペプチドの一定のセグメントが置換および／または改変され得ること、および
／または配列が他のアミノ酸ストレッチの挿入によって中断され得ることを当然に意味し
、これは、重要な特性（例えば、リソソームタンパク質の天然の効果、ＥＶ輸送および富
化、標的化特性など）が保存される限り、天然の配列からの逸脱が相当であり得ることを
意味する。したがって、同様の理由は、このようなポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチド配列にも当然に適用される。ペプチド、ポリペプチドおよびタンパク質と組み合わ
せて本明細書中で言及される全ての受託番号および配列番号は、単に例として、そして情
報のみのために見なされるべきであり、そして全てのペプチド、ポリペプチドおよびタン
パク質は、当業者が理解するように、それらの通常の意味を与えられるべきである。した
がって、上記のように、当業者はまた、本発明が、本明細書中で言及される特定の配列番
号および／または受託番号のみならず、その改変体および誘導体もまた包含することを理
解する。本明細書中で言及される全ての受託番号は、データベースの２０１７年１１月１
０日バージョンによるＵｎｉＰｒｏｔＫＢ受託番号であり、そして本明細書中で言及され
る全てのタンパク質、ポリペプチド、ペプチド、ヌクレオチドおよびポリヌクレオチドは
、当業者によって理解されるように、それらの従来の意味にしたがって解釈されるべきで
ある。
【００２２】
　用語「細胞外小胞」または「ＥＶ」または「エキソソーム」は、本明細書中で交換可能
に使用され、そして任意の形態の細胞から入手可能な任意の型の小胞（例えば、細胞の形
質膜から排出される任意の小胞）、エキソソーム（例えば、エンドリソソーム経路に由来
する任意の小胞）、アポトーシス体（例えば、アポトーシス細胞から入手可能である）、
微粒子（例えば、血小板に由来し得る）、エクトソーム（例えば、血清中の好中球および
単球に由来し得る）、前立腺腫（例えば、前立腺がん細胞から入手可能である）、または
心臓腫（例えば、心臓細胞に由来し得る）などに関連すると理解されるべきである。エキ
ソソームおよび微小胞は、特に好ましいＥＶを表す。ＥＶのサイズは、かなり変化し得る
が、ＥＶは、典型的には、ナノサイズの流体力学的半径、すなわち、１０００ｎｍ未満の
半径を有する。明らかに、ＥＶは、ｉｎ　ｖｉｖｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ、およびｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏの両方の任意の細胞型に由来し得る。しかし、本発明は、羊膜上皮（ＡＥ）細胞、
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間葉間質細胞（ＭＳＣ）、および胎盤由来細胞から得ることができるＥＶに主に焦点を当
てている。さらに、「ＥＶ」および／または「エキソソーム」および／または「微小胞」
という語はまた、細胞外小胞模倣体、例えば、膜押し出し、音波処理、または他の技術な
どによって得られる細胞膜ベースの小胞に関連すると理解されるべきである。当業者には
明らかなように、ＥＶの医学的および科学的な使用および用途を説明するとき、本発明は
、通常、複数のＥＶ、すなわち、数千、数百万、数十億、または数兆のＥＶを含むことが
できるＥＶの集団に関する。以下の実験セクションから分かるように、ＥＶは、単位体積
当たり（例えば、ｍｌ当たり）の１０５、１０８、１０１０、１０１１、１０１２、１０
１３、１０１４、１０１５、１０１８、１０２５、１０３０ＥＶ（しばしば「粒子」と呼
ばれる）、またはその間の任意の他の数のより大きい、より小さい、もしくは任意の数の
濃度で存在し得る。同様に、例えば、特定のリソソームタンパク質を一定ＥＶに関連し得
る「集団」という用語は、そのような集団を構成する複数の実体を包含すると理解される
べきである。換言すれば、個々のＥＶは、複数存在する場合、ＥＶ母集団を構成する。し
たがって、当然ながら、本発明は、当業者には明らかなように、個々のＥＶおよびＥＶを
含む集団の両方に関する。インビボで適用される場合、ＥＶの投薬量は、治療されるべき
疾病、投与経路、目的のリソソームタンパク質の活性および効果、ＥＶ上に存在する任意
のターゲティング部分、医薬配合組成物などに依存して、当然にかなり変動し得る。
【００２３】
　用語「ＥＶ富化ポリペプチド」、「ＥＶタンパク質」、「ＥＶポリペプチド」、「エキ
ソソームポリペプチド」および「エキソソームタンパク質」は、本明細書中で交換可能に
に使用され、そしてポリペプチド構築物（代表的には、ＥＶ富化タンパク質に加えて、リ
ソソームタンパク質を含む）を適切な小胞構造、すなわち、適切なＥＶに輸送するために
利用され得る任意のポリペプチドに関連すると理解されるべきである。より具体的には、
これらの用語は、融合タンパク質構築物の小胞構造、例えば、ＥＶへの輸送、輸送または
往復を可能にする任意のポリペプチドを含むと理解されるべきである。このようなエキソ
ソームポリペプチドの例は、例えば、ＣＤ９、ＣＤ５３、ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ５４
、ＣＤ５０、ＦＬＯＴ１、ＦＬＯＴ２、ＣＤ４９ｄ、ＣＤ７１（トランスフェリン受容体
としても知られる）およびそのエンドソームソーティングドメイン、すなわち、トランス
フェリン受容体エンドソーム選別ドメイン（配列番号３によって例示される非限定的な例
として）、ＣＤ１３３、ＣＤ１３８（シンデカン－１）、ＣＤ２３５ａ、ＡＬＩＸ、シン
テニン（配列番号１によって例示される非限定的な例として）（シンテニン－１としても
知られる）、シンテニンのＮ末端部分（配列番号２によって例示される非限定的な例とし
て）、Ｌａｍｐ２ｂ、シンデカン－２、シンデカン－３、シンデカン－４、ＴＳＰＡＮ８
、ＴＳＰＡＮ１４、ＣＤ３７、ＣＤ８２、ＣＤ１５１、ＣＤ２３１、ＣＤ１０２、ＮＯＴ
ＣＨ１、ＮＯＴＣＨ２、ＮＯＴＣＨ３、ＮＯＴＣＨ４、ＤＬＬ１、ＤＬＬ４、ＪＡＧ１、
ＪＡＧ２、ＣＤ４９ｄ／ＩＴＧＡ４、ＩＴＧＢ５、ＩＴＧＢ６、ＩＴＧＢ７、ＣＤ１１ａ
、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１８／ＩＴＧＢ２、ＣＤ４１、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ
、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ５１、ＣＤ６１、ＣＤ１０４、Ｆｃ受容体、インターロイキン受容体
、免疫グロブリン、ＭＨＣ－ＩまたはＭＨＣ－ＩＩ成分、ＣＤ２、ＣＤ３、イプシロン、
ＣＤ３ゼータ、ＣＤ１３、ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ３０、ＴＳＧ１０１、ＣＤ３４、Ｃ
Ｄ３６、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ４７、ＣＤ８
６、ＣＤ１１０、ＣＤ１１１、ＣＤ１１５、ＣＤ１１７、ＣＤ１２５、ＣＤ１３５、ＣＤ
１８４、ＣＤ２００、ＣＤ２７９、ＣＤ２７３、ＣＤ２７４、ＣＤ３６２、ＣＯＬ６Ａ１
、ＡＧＲＮ、ＥＧＦＲ、ＧＡＰＤＨ、ＧＬＵＲ２、ＧＬＵＲ３、ＡＲＲＤＣ１、ＨＬＡ－
ＤＭ、ＨＳＰＧ２、Ｌ１ＣＡＭ、ＬＡＭＢ１、ＬＡＭＣ１、ＬＦＡ－１、ＬＧＡＬＳ３Ｂ
Ｐ、Ｍａｃ－１アルファ、Ｍａｃ－１ベータ、ＭＦＧＥ８、ＳＬＩＴ２、ＳＴＸ３、ＴＣ
ＲＡ、ＴＣＲＢ、ＴＣＲＤ、ＴＣＲＧ、ＶＴＩ１Ａ、ＶＴＩ１Ｂ、他のエキソソームポリ
ペプチド、およびそれらの任意の組合せであるが、ポリペプチド構築物をＥＶに輸送する
ことができる多数の他のポリペプチドは、本発明の範囲内に含まれる。典型的には、本発
明の多くの実施形態において、少なくとも１つのＥＶ富化ポリペプチドは、リソソームタ
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ンパク質を含むポリペプチド構築物に含まれ、この融合ポリペプチド構築物はまた、リン
カー、膜貫通ドメイン、サイトゾルドメイン、多量体化ドメイン、放出ドメインなどを含
む、種々の他の成分を有利に含み得る。
【００２４】
　用語「供給源細胞」もしくは「ＥＶ供給源細胞」もしくは「親細胞」もしくは「細胞供
給源」もしくは「ＥＶ産生細胞」または任意の他の類似の用語は、適切な条件下で、例え
ば、懸濁培養、接着培養または任意の他の型の培養系において、および／またはｉｎ　ｖ
ｉｖｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏおよび／またはｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、ＥＶを産生すること
ができる任意の型の細胞に関連すると理解されるべきである。供給源細胞は、例えば、そ
の後の翻訳のための対象へのポリヌクレオチド構築物の送達および例えば肝臓におけるＥ
Ｖのｉｎ　ｖｉｖｏ産生を介して、ｉｎ　ｖｉｖｏでエキソソームを産生する細胞も含み
得る。本発明による最も有利な供給源細胞は、ＭＳＣ、ＡＥ細胞、および／または胎盤由
来細胞であり、これらは全て哺乳動物、最も好ましくはヒト由来のものである。ＭＳＣは
、例えば、骨髄、脂肪組織、ワルトンゼリー、周産期組織（例えば、羊膜、羊水膜、羊水
、絨毛膜、胎盤、臍帯コード、ワルトンゼリー）、歯芽、臍帯コード血、皮膚組織などか
ら得ることができる。一般に、ＥＶは、一次細胞源または不死化細胞系であっても、本質
的に任意の細胞源に由来し得る。ＥＶ源細胞は、誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）および任
意の方法によって誘導された他の幹細胞、ならびに任意の成体細胞源を含む、任意の胚、
胎児、および成体体幹細胞型であってもよい。供給源細胞は、治療される患者に対して同
種異系、自己由来、または本質的に異種のいずれであってもよく、すなわち、細胞は、患
者自身からのものであってもよく、または非血縁もしくは血縁の、一致もしくは不一致の
ドナーからのものであってもよい。特定の状況において、同種異系細胞は、特定の症状を
患う患者の自己細胞から得ることができない可能性がある免疫調節効果を提供することが
できるので、医学的観点から好ましい場合がある。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　第１の態様では、本発明は、ＭＳＣ、ＡＥ細胞または胎盤由来細胞から得ることができ
るＥＶ、いわゆるＭＳＣ－ＥＶ、ＡＥ－ＥＶ、およびＰ－ＥＶに関する。本発明によるＥ
Ｖは、さらに、種々の異なるＬＳＤにおけるそれらの治療活性を増強するために、少なく
とも１つのリソソームタンパク質を含むかなりの複数のポリペプチド構築物を含むように
内因的に操作される。用語「内因的に操作された」とは、ＥＶ産生ＡＥ、ＭＳＣおよび／
または胎盤由来細胞が、細胞機構の助剤を借りてＥＶに組み込まれる治療用リソソームタ
ンパク質をコードするポリヌクレオチド構築物を含むように遺伝子操作されることを意味
する。ＥＶ産生細胞源の選択は、治療用リソソームタンパク質によるＥＶの集団全体にわ
たる高効率ロードを達成するための鍵である。対照的に、先行技術、例えばＷＯ２０１６
／０４４９４７は、単に、エレクトロポレーション媒介外因性のロードを介してＧＡＡ酵
素をロードされる（樹状細胞由来の）エキソソームに関する。タンパク質の外因性のロー
ディングは、（ｉ）効率が低いこと、（２）ＥＶ集団全体にわたる分布が不均等であるこ
と、および（３）特に治療用リソソームタンパク質が高度にコンホメーション変化に感受
性であるため、タンパク質ミスフォールディングのリスクが増大することを含む、いくつ
かの欠点を有する。
【００２６】
　ＭＳＣ－ＥＶ、ＡＥ－ＥＶ、およびＰ－ＥＶの選択は、これらの細胞供給源由来のＥＶ
が、酵素活性もしくは輸送体活性、または該治療リソソームタンパク質が行う任意の他の
活性にかかわらず、保持された治療活性を有する、正しく折り畳まれたリソソームタンパ
ク質の多数のコピーを運ぶことができるという予想外の発見に基づく。また、本発明者ら
は、該細胞供給源（ＡＥ、ＭＳＣ、および胎盤由来細胞）が、リソソームタンパク質を標
的細胞におけるそれらの正しい作用位置に能動的に送達する操作されたＥＶを産生するこ
とを予想外に認識した。いかなる理論にも拘束されることを望むものではないが、これら
の特性は、ＥＶ、特にエキソソームにおいて見出されるヒートショックタンパク質、特に
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ヒートショック７０ｋｄａタンパク質８（遺伝子ＨＳＰＡ８によってコードされる、Ｈｓ
ｐ７０－８としても知られる）の高含量の結果であり、これらの細胞源および該細胞が示
すプロテオミクスフィンガープリントに由来すると推測される。
【００２７】
　ＡＥ－ＥＶ、ＭＳＣ－ＥＶ、およびＰ－ＥＶに含まれるポリペプチド構築物は、有利な
実施形態において、リソソームタンパク質のＥＶへの内在化を駆動するために、少なくと
も１つのＥＶ富化ポリペプチドをさらに含むように操作され得る。このようなＥＶ富化ポ
リペプチドは、本質的には、任意のＥＶポリペプチド、例えば、以下のＥＶ富化ポリペプ
チド：ＣＤ９、ＣＤ５３、ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ５４、ＣＤ５０、ＦＬＯＴ１、ＦＬ
ＯＴ２、ＣＤ４９ｄ、ＣＤ７１、ＣＤ１３３、ＣＤ１３８、ＣＤ２３５ａ、ＡＬＩＸ、シ
ンテニン－１、シンテニン－２、Ｌａｍｐ２ｂ、ＴＳＰＡＮ８、ＴＳＰＡＮ１４、ＣＤ３
７、ＣＤ８２、ＣＤ１５１、ＣＤ２３１、ＣＤ１０２、ＮＯＴＣＨ１、ＮＯＴＣＨ２、Ｎ
ＯＴＣＨ３、ＮＯＴＣＨ４、ＤＬＬ１、ＤＬＬ４、ＪＡＧ１、ＪＡＧ２、ＣＤ４９ｄ／Ｉ
ＴＧＡ４、ＩＴＧＢ５、ＩＴＧＢ６、ＩＴＧＢ７、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ
、ＣＤ１８／ＩＴＧＢ２、ＣＤ４１、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ５１、
ＣＤ６１、ＣＤ１０４、Ｆｃ受容体、インターロイキン受容体、免疫グロブリン、ＣＤ２
、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ３ゼータ、ＣＤ１３、ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ３０、ＣＤ３
４、ＣＤ３６、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ４７、
ＣＤ８６、ＣＤ１１０、ＣＤ１１１、ＣＤ１１５、ＣＤ１１７、ＣＤ１２５、ＣＤ１３５
、ＣＤ１８４、ＣＤ２００、ＣＤ２７９、ＣＤ２７３、ＣＤ２７４、ＣＤ３６２、ＣＯＬ
６Ａ１、ＡＲＲＤＣ１、ＡＧＲＮ、ＥＧＦＲ、ＧＡＰＤＨ、ＧＬＵＲ２、ＧＬＵＲ３、Ｈ
ＬＡ－ＤＭ、ＨＳＰＧ２、Ｈｓｐ７０、Ｌ１ＣＡＭ、ＬＡＭＢ１、ＬＡＭＣ１、ＬＦＡ－
１、ＬＧＡＬＳ３ＢＰ、Ｍａｃ－１アルファ、Ｍａｃ－１ベータ、ＭＦＧＥ８、ＳＬＩＴ
２、ＳＴＸ３、ＴＣＲＡ、ＴＣＲＢ、ＴＣＲＤ、ＴＣＲＧ、ＶＴＩ１Ａ、ＶＴＩ１Ｂ、こ
れらの任意の誘導体および／またはドメイン、ならびにこれらの任意の組合せ、から選択
され得る。
【００２８】
　本発明者らは、最も好都合なＥＶ富化ポリペプチドが、シンテニン、シンテニンの様々
なＮ末端部分、およびＣＤ６３であることを認識した。これは、シンテニンが可溶性の管
腔内ＥＶタンパク質であるのに対し、ＣＤ６３はＥＶ膜中に存在するテトラスパニンであ
るので、非常に驚くべきことである。これらの２つの異なるクラスのＥＶタンパク質が、
ＥＶへの種々の型（膜貫通、可溶性など）のリソソームタンパク質のパッケージングに対
してこのような顕著な効果を有するという事実は、きわめて偶然の発見であり、そしてＥ
Ｖ産生細胞供給源としてのＡＥ、ＭＳＣ、および胎盤由来細胞の賢明な選択に関連するよ
うである。シンテニンおよびシンテニン自身のＮ末端部分は、融合ポリペプチド構築物の
どこに挿入されるかにほとんど関係なく、非常に多数のリソソームタンパク質をＥＶに輸
送することができるので、特に好都合なＥＶ富化ポリペプチドである。さらに、膜結合、
膜貫通、および可溶性リソソームタンパク質を、生物活性を維持したままＥＶに輸送する
こともできる。
【００２９】
　本発明のさらなる実施形態において、リソソームタンパク質は、アルファ－Ｄ－マンノ
シダーゼ、Ｎ－アスパルチル－ベータ－グルコサミニダーゼ、リソソーム酸リパーゼ、シ
スチノシン、リソソーム関連膜タンパク質－２（ＬＡＭＰ２）、アルファガラクトシダー
ゼＡ、酸性セラミダーゼ、アルファフコシダーゼ、カテプシンＡ、酸性ベータグルコシダ
ーゼ、ベータガラクトシダーゼ、ベータヘキソサミニダーゼＡ、ベータヘキソサミニダー
ゼＢ、ＧｌｃＮＡｃ－１－ホスホトランスフェラーゼ、ベータガラクトシルセラミダーゼ
、リソソーム酸性リパーゼ、アリールスルファターゼＡ、アルファ－Ｌ－イズロニダーゼ
、イズロン酸－２－スルファターゼ、パランスルファミダーゼ、アセチルアルファ－グル
コサミニダーゼ、アセチルＣｏＡ：アルファ－グルコサミニド－Ｎ－アセチルトランスフ
ェラーゼ、Ｎ－アセチルグルコサミン－６－スルファターゼ、Ｎ－アセチルガラクトサミ
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ン－６－スルファターゼ、ヒアルロニダーゼ、アセチルガラクトサミン－４－スルファタ
ーゼ、ベータ－グルクロニダーゼ、アルファ－Ｎ－アセチルノイラミニダーゼ、Ｎ－アセ
チルグルコサミン－１－ホスホトランスフェラーゼ、ムコリピン－１、ホルミルグリシン
生成酵素、パルミトイルタンパク質チオエステラーゼ－１、トリペプチジルペプチダーゼ
Ｉ、システインストリングタンパク質、ＣＬＮ３ｐ、ＣＬＮ５ｐ、ＣＬＮ６ｐ、ＣＬＮ７
ｐ、ＣＬＮ８ｐ、酸性スフィンゴミエリナーゼ、ＮＰＣ１、ＮＰＣ２、酸性アルファ－グ
ルコシダーゼ、カテプシンＫ、シアリン、アルファ－Ｎ－アセチルガラクトサミニダーゼ
、ＧＭ２アクチベーター、リソソーム酸リパーゼ、およびそれらの誘導体、領域、ドメイ
ン、および／または任意の組合せ、を含む群から選択される。
【００３０】
　特に好ましい実施形態において、リソソームタンパク質は、リソソーム膜タンパク質、
好ましくはＮＰＣ１である。ＮＰＣ１は、その天然の状態でＡＥ－ＥＶ、ＭＳＣ－ＥＶお
よび／またはＰ－ＥＶに操作され、ロードされ得るが、ＮＰＣ１タンパク質およびシンテ
ニン、シンテニンのＮ末端部分、および／またはＣＤ６３のいずれか１つ以上を含む融合
ポリペプチド構築物の使用を介して、該ＥＶにロードされてもよい。本発明の他の好まし
い実施形態は、リソソームタンパク質ＬＡＭＰ２（例えば、Ｄａｎｏｎ病の治療のため）
、シアリン（例えば、Ｓａｌｌａ病、乳児遊離シアル酸蓄積症の治療のための）、ＣＩＣ
５（Ｘリンクされた高カルシウム腎結石症）、ＣＬＮ３（Ｂａｔｔｅｎ病）、シスチノシ
ン（シスチン症）、および／またはＧＭ２アクチベータータンパク質（ＧＭ２ガングリオ
シド症）のいずれか１つ以上を含むポリペプチド構築物を含むＥＶを含む。
【００３１】
　さらなる実施形態において、本発明のＥＶは、種々のタンパク質マーカーに対して陽性
であるように選択され、これは、驚くべきことに、再生および免疫調節効果、ならびにＬ
ＳＤの治療のための適切な薬物動態プロファイルと関連するようである。最も生物活性な
ＥＶは、以下のポリペプチド：ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ４４、ＳＳＥＡ４、ＣＤ１３３
、ＣＤ２４のうちの１つ（しかし、しばしば少なくとも３つ）に対して陽性である。
【００３２】
　なおさらなる実施形態において、本発明者らは、本明細書中のＥＶ供給源由来のＥＶが
、遺伝子工学を用いなくても、種々のＬＳＤにおいて固有の効果を有することを認識した
。これは、異なるＨｓｐタンパク質ファミリー、例えば、Ｈｓｐ９０、Ｈｓｐ７０（該フ
ァミリーの最も重要なタンパク質は、ヒートショック７０ｋＤａタンパク質８（遺伝子Ｈ
ＳＰＡ８によってコードされ、Ｈｓｐ７０－８としても知られる）および／またはＨｓｐ
４０である）由来の様々なヒートショックタンパク質（Ｈｓｐ）がＥＶ中に存在する結果
であると推測される。しかしながら、同様の治療効果が他の細胞供給源由来のＥＶで観察
されていないので、未修飾ＡＥ－ＥＶ、ＭＳＣ－ＥＶ、およびＰ－ＥＶのこの固有の活性
に重要である他の因子が見かけ上存在する。
【００３３】
　ヒートショックタンパク質は、タンパク質の適切なコンホメーションへの折り畳みを助
けるシャペロンとして作用することが知られている。本発明者らは、特に高レベルのヒー
トショックタンパク質を含有するＥＶを産生する特異的細胞型を初めて記載し、これは、
内因的にリソソームタンパク質を産生し、ＥＶにロードするように修飾された場合、内因
的に産生されたリソソームタンパク質が適切に折り畳まれ、したがって高度に生物活性で
あることをもたらす。この戦略の第２の利点は、ヒートショックタンパク質が天然に豊富
である、ＥＶ産生細胞自体によって生成され、ＥＶの保護された環境において標的細胞に
輸送される翻訳後修飾を有する、ＥＶを用いたリソソーム蓄積障害を有する患者の治療が
、患者細胞に既に存在する任意の突然変異リソソームタンパク質の折り畳みも改善すると
考えられることである。これは、これらの細胞供給源からの未操作のＥＶに見られる固有
の有益な効果を説明することができる。
【００３４】
　先行技術、例えばＷＯ２０１６／０４４９４７とは異なり、ＥＶ産生細胞源の選択は、
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正しく折り畳まれた治療用リソソームタンパク質を有するＥＶの集団全体にわたる高効率
ロードを達成するための鍵である。ＷＯ２０１６／０４４９４７とは対照的に、本発明者
らは、治療用リソソームタンパク質によるＥＶの内因性ロードが、正しく折り畳まれた機
能的な治療用リソソームタンパク質（リソソーム酵素およびリソソーム輸送体の両方）の
生物活性送達を達成するための優れた手法であることを認識した。ＷＯ２０１６／０４４
９４７は、人工的に、外因的にそれらの形成後にエキソソームに添加されるシャペロン（
例えば、ヒートショックタンパク質）が、治療を容易にし得ることに言及しているが、Ｗ
Ｏ２０１６／０４４９４７において取られた外因性のロードアプローチから、天然のヒー
トショックタンパク質および他の天然のＥＶ成分の役割の理解が、正確に折り畳まれたタ
ンパク質を有するＥＶの産生において果たされず、次いで、このタンパク質は、ヒートシ
ョックタンパク質の助けによって、リソソームタンパク質が正確な折り畳みで維持された
状態で、正しい細胞内コンパートメントに局在化することが明らかである。
【００３５】
　したがって、好ましい実施形態において、本発明のＥＶ産生細胞およびこれらの細胞に
よって産生されるＥＶの両方は、治療用リソソームタンパク質ならびに少なくとも１つの
ヒートショックタンパク質、好ましくは、ヒートショックタンパク質７０ｋＤａタンパク
質８を含むポリペプチド構築物を含む。ＷＯ２０１６／０４４９４７とは異なり、ヒート
ショックタンパク質がＥＶ生産細胞に天然にに存在するということは、これらの内生ヒー
トショックタンパク質が生まれた時点からＥＶに存在していることを意味し、したがって
、複雑で感応的な治療用リソソームタンパク質が最初から、すなわち、ＥＶに組み込まれ
る前、すなわちＥＶの製造時には、細胞からＥＶを分泌した後でも、また純化過程におい
ても、ＥＶの製造時には正しく折り畳まれていることを保証するものであり、これにより
製造製品の保存可能期間が長くなることが期待される。
【００３６】
　さらに、ヒートショックタンパク質自体が内因性であり、したがってＥＶ産生細胞によ
って適切に翻訳後修飾されるという事実は、より良好なシャペロン活性をもたらし、した
がってリソソームタンパク質のより良好な治療活性をもたらす可能性がある。まとめると
、本発明の細胞が、内因的に産生されたリソソームタンパク質を、選択されたプロデュー
サー細胞型に内因的に存在するヒートショックタンパク質と組み合わせて使用するという
事実は、ＥＶにロードされたリソソームタンパク質をもたらし、このリソソームタンパク
質は、外因的にロードされたリソソームタンパク質よりも、有意に良好に折り畳まれ、し
たがって、より安定で、長寿命で、生物活性である。さらに、内因的にロードされ、内因
的にシャペロン化されたリソソームタンパク質は、一旦標的細胞に送達されると、この適
切に折り畳まれたコンホメーションで維持され続け、再び治療用タンパク質の生物活性を
延長する。
【００３７】
　したがって、正しい区画への細胞内送達、正しく折り畳まれた治療用リソソームタンパ
ク質、および多数のリソソームタンパク質の集団全体にわたる存在に寄与するＥＶプロテ
オミクスフィンガープリントの組合せは、高い効力を有する治療用タンパク質の増強され
た細胞内送達、改善された固有の免疫調節効果、および製品コストの低減という点で、は
るかに広範な意味を有する独特のアプローチを表す。
【００３８】
　したがって、１つの有利な実施形態では、本発明は、ＡＥ、ＭＳＣ、および／またはＰ
由来ＥＶの集団を含む組成物に関し、ＥＶの少なくとも５０％、６０％、または７０％が
治療リソソームタンパク質に対して陽性であり、より好ましくは、ＥＶの少なくとも７５
％が治療リソソームタンパク質に対して陽性であり、さらにより好ましくは、ＥＶの少な
くとも９０％が治療リソソームタンパク質に対して陽性であり、および／またはさらによ
り好ましくは、ＥＶの少なくとも９５％が治療リソソームタンパク質に対して陽性である
。重要なことに、本発明の治療用リソソームタンパク質は、ヒートショックタンパク質を
含むＥＶへの該タンパク質の内因性ロードの結果として、正しく折り畳まれ、これは、問
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題のタンパク質の正しい折り畳みを維持するのを助ける。
【００３９】
　本発明によるＬＳＤの治療のための非常に強力なＥＶの非限定的な例には、以下が含ま
れる：
－治療用リソソームタンパク質、ならびにヒートショックタンパク質７０ｋＤａタンパク
質８などの少なくとも１つの天然ヒートショックタンパク質を含むポリペプチド構築物の
複数のコピーを含むＭＳＣ－ＥＶまたはＡＥ－ＥＶ。
－リソソームタンパク質シンテニン、シンテニンのリソソームタンパク質－Ｎ末端部分、
またはリソソームタンパク質－ＣＤ６３を含むポリペプチド構築物を含むＡＥ－ＥＶ。特
に好ましい例は、ＮＰＣ１－シンテニン、シンテニンのＮＰＣ１－Ｎ末端部分、またはＮ
ＰＣ１－ＣＤ６３を含むポリペプチド構築物を含むＡＥ－ＥＶ。
－ＮＰＣ１－シンテニン、シンテニンのＮＰＣ１－Ｎ末端部分、またはＮＰＣ１－ＣＤ６
３を含み、ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ４４、ＳＳＥＡ４、ＣＤ１３３、ＣＤ２４の少なく
とも１つに対して陽性であるポリペプチド構築物を含むＡＥ－ＥＶ。他のリソソームタン
パク質は、他のＬＳＤのための治療を開発する場合、ＮＰＣ１タンパク質を天然に置き換
え得る。
－ＡＥ－ＥＶは、上記のようなポリペプチド構築物を含み、少なくとも１つのＨｓｐ、好
ましくはＨｓｐ４０、Ｈｓｐ７０（好ましくはＨｓｐ７０－８）、および／またはＨｓｐ
９０またはその誘導体もしくはドメインのうちの１つ以上をさらに含む。
－複数の任意のリソソームタンパク質、好ましくはＬＡＭＰ２、シアリン、ＣＩＣ５、Ｃ
ＬＮ３、シスチノシン、ＧＭ２アクチベータータンパク質、またはＮＰＣ１などの膜貫通
リソソームタンパク質を含むポリペプチド構築物を含むように操作されたＡＥ－ＥＶおよ
び／またはＭＳＣ－ＥＶ。
－天然ＡＥ－ＥＶおよびＭＳＣ（例えば、羊膜組織、胎盤組織、ワルトンゼリー、骨髄、
または脂肪組織から入手可能）もまた、それらが少なくとも１つのＨｓｐを含む場合には
、非改変形で治療のために利用され得る。
【００４０】
　重要なことに、ＥＶ産生ＡＥ、ＭＳＣ、および胎盤由来細胞を最適化するための本発明
の操作戦略は、ＡＥ－ＥＶ、ＭＳＣ－ＥＶ、およびＰ－ＥＶへのリソソームタンパク質の
非常に効率的なローディングをもたらす。典型的には、本発明の各および全てのＥＶは、
ポリペプチド構築物（したがって、リソソームタンパク質）の少なくとも５～１０コピー
を含むが、より多くの場合、例えば、当該リソソームタンパク質の約２０～３０コピー、
または３０～５０コピーなど１０コピーをはるかに超え、または、例えば、約７５コピー
または約１００コピーなど、５０コピーを超える。明らかに、これは、治療効果にとって
非常に重要であり、最適な操作戦略、細胞供給源、およびＥＶプロファイル、ならびにそ
のようなＥＶを産生および回収するための本発明の方法の意図的な選択なしには達成でき
ない。
【００４１】
　さらなる実施形態において、ＥＶは、臓器、組織または細胞標的化ペプチドおよび／ま
たはポリペプチドをさらに含み得る。ＥＶを脳およびＣＮＳに輸送することにおいて強力
であることが証明されている標的化ペプチドの例は、狂犬病ウイルス糖タンパク質（ＲＶ
Ｇ）ペプチドであるが、他のペプチドおよびポリペプチドもまた、本発明の範囲内である
。重要なことに、組織標的化ペプチドおよび／またはポリペプチドは、リソソームポリペ
プチド（および場合によりＥＶ富化ポリペプチド）も含むポリペプチド構築物中に含まれ
てもよく、および／またはＥＶ中に別個のポリペプチド構築物として存在してもよい。標
的化ペプチドおよび／またはポリペプチドが別個のポリペプチド構築物の一部である場合
、ＥＶへの効率的なロードを確実にするために、好ましくは、それはエキソソームタンパ
ク質に融合される。
【００４２】
　さらなる態様において、本発明は、少なくとも１つのリソソームタンパク質および少な
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くとも１つのＥＶ富化ポリペプチドを含むポリペプチド構築物に関する。上記のように、
このようなポリペプチド構築物は、任意のＥＶタンパク質（すなわち、ＥＶ富化ポリペプ
チド）を含み得るが、特定のＥＶ富化ポリペプチド、例えば、ＣＤ６３およびシンテニン
ならびにシンテニンの領域が非常に好ましい。さらに、上記のように、さらなるエレメン
ト、例えば、（ｉ）標的化ペプチドおよび／またはポリペプチド、（ｉｉ）フォールドオ
ンドメインまたはロイシンジッパードメインなどの多量体化ドメイン、（ｉｉｉ）リンカ
ーおよび切断または放出ドメインなどが、本発明のポリペプチド構築物に含まれ得る。有
利な実施形態において、ポリペプチド構築物は、リソソームタンパク質（例えば、ＮＰＣ
１、ＬＡＭＰ２、シアリン、ＣＩＣ５、ＣＬＮ３、シスチノシン、またはＧＭ２アクチベ
ータータンパク質のうちの１つ以上）を含む。
【００４３】
　さらに別の態様において、本発明は、本発明のポリペプチド構築物をコードするポリヌ
クレオチド構築物に関する。このようなポリヌクレオチド構築物は、種々のベクターを使
用して、ｉｎ　ｖｉｖｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ、および／またはｉｎ　ｖｉｔｒｏで天然に発
現され得る。本発明のポリヌクレオチド構築物を含む好適なベクターは、さらに別の態様
において、プラスミド；ミニサークル；任意の型の実質的に環状化されたポリヌクレオチ
ド；アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レンチウイルス、および／またはカプシドフ
リーウイルスなどのウイルス；直鎖状ＤＮＡおよび／またはＲＮＡポリヌクレオチド；メ
ッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）；および／または修飾されたｍＲＮＡを含む。
【００４４】
　なおさらなる態様において、本発明は、本明細書中に記載されるようなポリペプチド構
築物、ポリヌクレオチド構築物、またはベクターの１つ以上を含む細胞に関する。当然、
本発明のＥＶ産生細胞は、好ましくは、間葉間質細胞（ＭＳＣ）、羊膜上皮細胞（ＡＥ）
および／または胎盤由来細胞であるが、任意の他の細胞もまた使用され得る。ＥＶ産生細
胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、例えば細胞培養で、または任意のｅｘ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ
　ｖｉｖｏ系で存在し得る。本発明の細胞は、ＥＶの持続的な製造を可能にするために、
任意に不死化されてもよい。
【００４５】
　本発明の好ましい実施形態において、ＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥ、または胎盤由来細胞は、
少なくとも１つの治療用リソソームタンパク質を含む少なくとも１つのポリペプチド構築
物、該ポリペプチド構築物を符号化する少なくとも１つのポリヌクレオチド構築物、およ
び／または本発明による少なくとも１つのベクターを含む。本発明の細胞は、典型的には
、ポリヌクレオチド構築物（これは、例えば、プラスミド、ｍＲＮＡ、直鎖状ＤＮＡ分子
、ウイルスまたはウイルスゲノムなどのようなベクターの形態で存在し得る）を含むよう
に操作され、これは、細胞機構によって対応するポリペプチド構築物に発現され、そして
それによって、通常、細胞によって産生されるエキソソームおよび／または微小胞である
、ＥＶに組み込まれる。したがって、細胞は、通常、最初にポリヌクレオチド構築物（ま
たは該構築物を含むベクター）を含み、ポリペプチド構築物の発現および翻訳が完了する
と、細胞は、ポリヌクレオチドおよび対応するポリペプチド構築物の両方を含み、これは
、通常、ＥＶ媒介エキソサイトーシスを介して細胞から分泌され、ここで、各々およびま
さにＥＶは、ポリペプチド構築物の複数のコピーを含む。
【００４６】
　ポリペプチド構築物は、少なくとも１つの治療用リソソームタンパク質を含み、場合に
より、それは、少なくとも１つのＥＶ富化ポリペプチド、例えば、ＣＤ６３、シンテニン
、シンデカン、Ａｌｉｘ、またはポリヌクレオチドおよびポリペプチドレベルの両方で治
療用リソソームタンパク質に作動可能に連結され得る任意の他のＥＶ富化ポリペプチドと
、１つのポリペプチド構築物中で組み合わされた治療用リソソームタンパク質を含む。
【００４７】
　本発明のＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥまたは胎盤由来細胞は、好ましくは、（ａ）ＥＶ産生細
胞に安定に挿入される少なくとも１つのリソソームタンパク質を含むポリペプチド構築物
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をコードするポリヌクレオチド構築物；および／または（ｂ）少なくとも１つのリソソー
ムタンパク質を含むポリペプチド構築物を含み得、これは、上記のように、任意に少なく
とも１つのＥＶ富化ポリペプチドをさらに含み得る。安定的に（遺伝子的に）操作された
ＥＶ産生細胞源の作製は、再現可能な治療効果を有し、化学、製造および制御（ＣＭＣ）
の観点から再現可能な同一性を有するＥＶの一貫した高収率産生にとって重要である。安
定な細胞は、通常、例えばｈＴＥＲＴ不死化、ウイルス不死化、および／または条件式不
死化戦略を用いて不死化される。スケールでのＥＶ製造を可能にするために、ＥＶ製造細
胞は、特定の数の集団倍加（ＰＤＬ）、好ましくは少なくとも２０ＰＤＬ、より好ましく
は少なくとも５０ＰＤＬ、さらにより好ましくは少なくとも７０ＰＤＬ、さらにより好ま
しくは少なくとも１００またはさらに少なくとも２００ＰＤＬにわたってポリヌクレオチ
ド構築物を（好ましくは適切なベクター中に）安定に含むことが好ましい。
【００４８】
　本発明の好ましい態様において、ＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥまたは胎盤由来細胞によって産
生されるＥＶの少なくとも５０％または６０％、好ましくは少なくとも７０％または８０
％、さらにより好ましくは９０％または９５％以上は、少なくとも１つのリソソームタン
パク質を含むポリペプチド構築物を含む。
【００４９】
　本発明の別の好ましい態様において、ＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥまたは胎盤由来細胞によっ
て産生されるＥＶは、リソソームタンパク質の少なくとも１０、２０、３０または４０コ
ピー、好ましくは少なくとも５０コピー、より好ましくはリソソームタンパク質を含むポ
リペプチド構築物の少なくとも７０、８０または１００コピーを含む。ＥＶにおける治療
用リソソームタンパク質の高コピー数および治療用リソソームタンパク質の集団全体にわ
たる存在は、本発明の細胞供給源の革新的な選択に起因するが、必要な場合、ＥＶ富化ポ
リペプチドの潜在的な包含、ならびに継続的なＥＶ製造のための安定に操作された細胞の
作製にも起因する。
【００５０】
　別の態様では、ＥＶを生成するＭＳＣ、ＡＥまたは胎盤由来細胞は、好適には以下の天
然タンパク質、ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ４４、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１０５、ＳＳＥＡ４、
ＣＤ１３３、ＣＤ２４、および／またはヒートショック７０ｋＤａタンパク質８のうちの
一つまたはそれ以上で構成される。さらに好ましくは、ＥＶ産生ＭＳＣ、ＡＥまたは胎盤
由来細胞は、以下の天然タンパク質、ＣＤ６３、ＣＤ８１、およびヒートショック７０ｋ
Ｄａタンパク質８を含む。両方の細胞におけるこれらの３つの天然タンパク質およびそれ
らの対応するＥＶ（およびより一般的には、Ｈｓｐ７０－８と組み合わされたテトラスパ
ニン）の組合せは、高収率のＥＶ製造、治療用リソソームタンパク質の長期間にわたる正
確な折り畳みおよび活性、ならびに標的細胞における正しい区画への効率的な生物活性送
達と密接に関連する。
【００５１】
　ヒートショックタンパク質、例えば、ヒートショック７０ｋＤａタンパク質８などのＨ
ｓｐ７０ファミリー由来のヒートショックタンパク質の、細胞およびそれらの対応するＥ
Ｖの両方における天然の連続的な存在は、全ての治療リソソームタンパク質の折り畳みお
よび活性にとって重要であるが、ＮＰＣ１、シスチノシン、シアリン、ＬＡＭＰ１、ＬＡ
ＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ、ＰＰＴ１、ＴＰＰ１、ＣＬＮ３、ＣＬＮ６、ＣＬＮ８、ＭＦＳＤ
８、グルコシルセラミダーゼ、ＬＩＭＰ２、Ｌｇｐ８５、フロチリン－１、ＡＴＰ６Ｖ１
Ｂ１、ＡＴＰ１３Ａ２、ＣＬＣＮ７、ＯＳＴＭ１、ＨＧＮＳＡＴ、ＬＭＢＲＤ１、ＴＲＰ
ＭＬ１、ＴＲＰＭＬ３、ＤＩＲＣ２、ＳＰＰＬ２Ａ、ＤＩＲＣ２、ＤＮＡＪＣ５、および
／またはＣＬＮ５などの膜貫通治療リソソームタンパク質にとって特に重要である。いか
なる理論にも拘束されることを望むものではないが、リソソーム膜貫通タンパク質の翻訳
時に既に細胞中および細胞のＥＶ中に天然のヒートショックタンパク質（Ｈｓｐ７０－８
など）が存在することが、タンパク質の正しい折り畳みを生成し、その後維持するための
鍵であると推測される。ヒートショックタンパク質または他のシャペロン、例えば、低分



(18) JP 2021-502105 A 2021.1.28

10

20

30

40

50

子シャペロンのその後の外因性の添加は、既に異常に折り畳まれたタンパク質を回収する
ことができず、したがって、これは、問題の治療リソソーム膜貫通タンパク質の活性につ
いて有意なマイナスの影響を有する。したがって、本発明では、細胞および該細胞によっ
て産生される対応するＥＶの両方において、高いレベルの天然ヒートショックタンパク質
を有するＥＶ産生細胞源を選択する。
【００５２】
　さらなる態様において、本発明はさらに、本明細書中に記載されるような複数のＥＶ、
少なくとも１つのポリペプチド構築物、少なくとも１つのポリヌクレオチド、および／ま
たは少なくとも１つのベクター、ならびに薬学的に許容可能な担体を含む医薬組成物に関
する。重要なことに、本明細書中の生物学的成分の全て（ＥＶ、ポリペプチド、ポリヌク
レオチド、ベクター、細胞など）は、有利には、単独で、または任意の組合せで一緒に、
医薬組成物に含まれ得る。通常、本発明の医薬組成物は、ＥＶの集団および好適な医薬担
体、添加剤、および／または賦形剤を含む。
【００５３】
　別の実施形態では、医薬組成物は、有利には、ミグルスタット、アリモクロモール、ヘ
パリン、トレハロース、および／またはシクロデキストリン、および／またはそれらの任
意の誘導体などの医薬品をさらに含むことができる。これらのタイプの組合せは、ＥＶが
機能的リソソームタンパク質を送達し、次いでその効果がそのような医薬品によって増強
されるので、高度に相乗的な治療効果をもたらし得る。興味深いことに、本発明者らはま
た、ミグルスタット、アリモクロモール、およびシクロデキストリンをＥＶ産生細胞の培
養物に添加することができ、その結果、ＥＶへの該薬剤の内因性ロードおよび増強された
治療効果が得られることを認識した。これは、薬剤をＥＶに装填するための非常に容易な
方法であり、本質的に、問題の薬剤の適切な濃度の存在下で、ＥＶ産生ＡＥ、ＭＳＣ、ま
たは胎盤由来細胞を培養することを含む。当然のことながら、本発明の医薬組成物は、リ
ソソーム蓄積障害を治療するのに特に適しているが、リソソーム関与を有する他の疾患も
また、本明細書中の本発明を使用して治療され得る。このような疾患には、パーキンソン
病、ＧＢＡを伴うパーキンソン病、アルツハイマー病、クローン病などが含まれる。
【００５４】
　本発明によるＥＶを使用する治療のために特に興味深いＬＳＤには、以下の疾患の非限
定的なリストが含まれる：アルファ－マンノシドーシス、ベータマンノシドシス、アスパ
ルチルグルコサミン尿症、コレステリルエステル貯蔵疾患、シスチノーゼ、ダノン病、フ
ァブリー病、ファーバー病、フコシドーシス、ガラクトシアリドーシス、ゴーシェ病Ｉ型
、ゴーシェ病ＩＩ型、ゴーシェ病ＩＩＩ型、ＧＭ１ガングリオシドーシスＩ型、ＧＭ１ガ
ングリオシドーシスＩＩ型、ＧＭ１ガングリオシドーシスＩＩＩ型、ＧＭ２－サンドホフ
病、ＧＭ２－テイサックス病、ＧＭ２－ガングリオシドーシス、ＡＢバリアント、ムコリ
ピドーシスＩＩ、クラッベ病、リソソーム酸リパーゼ欠乏症、異染性白質ジストロフィー
、ＭＰＳ　Ｉ－ハーラー症候群、ＭＰＳ　Ｉ－シェーイ症候群、ＭＰＳ　Ｉハーラー・シ
ェーイ症候群、ＭＰＳ　ＩＩ－ハンター症候群、ＭＰＳ　ＩＩＩＡ－サンフィリポ症候群
Ａ型、ＭＰＳ　ＩＩＩＢ－サンフィリポ症候群Ｂ型、ＭＰＳ　ＩＩＩＢ－サンフィリポ症
候群Ｃ型、ＭＰＳ　ＩＩＩＢ－サンフィリポ症候群Ｄ型、ＭＰＳ　ＩＶ－モルキオＡ型、
ＭＰＳ　ＩＶ－モルキオＢ型、ＭＰＳ　ＩＸ－ヒアルロニダーゼ欠損症、ＭＰＳ　ＶＩ－
マロトーラミー、ＭＰＳ　ＶＩＩ－スライ症候群、ムコリピドーシスＩ－シアリドーシス
、ムコリピドーシスＩＩＩＣ、ムコリピドーシスＩＶ型、多発性スルファターゼ欠損症、
神経セロイドリポフスチン症Ｔ１、神経セロイドリポフスチン症Ｔ２、神経セロイドリポ
フスチン症Ｔ３、神経セロイドリポフスチン症Ｔ４、神経セロイドリポフスチン症Ｔ５、
神経セロイドリポフスチン症Ｔ６、神経セロイドリポフスチン症Ｔ７、神経セロイドリポ
フスチン症Ｔ８、神経セロイドリポフスチン症Ｔ９、神経セロイドリポフスチン症Ｔ１０
、ニーマンピック病Ａ型、ニーマンピック病Ｂ型、ニーマンピック病Ｃ型、ポンペ病、ピ
クノディスストーシス、サラー病、シンドラー病、ウォルマン病。
【００５５】
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　さらなる態様において、本発明は、（ｉ）ＥＶ、（ｉｉ）少なくとも１つのポリペプチ
ド構築物、（ｉｉｉ）少なくとも１つのポリヌクレオチド構築物、および／または（ｉｖ
）少なくとも１つのベクターのいずれか１つ以上を含む組成物を哺乳動物に投与すること
を含む、哺乳動物のリソソームおよび／または任意の他の細胞区画におけるリソソームタ
ンパク質の量を増加させる方法に関する。さらに、本発明はまた、（ｉ）本発明によるＥ
Ｖの集団を含む医薬組成物を提供する工程、および（ｉｉ）体重１ｋｇ当たり少なくとも
１０Λ６　ＥＶの用量を患者に投与する工程を含む、それを必要とする対象におけるＬＳ
Ｄの治療方法に関する。重要なことに、上記のように、治療的介入は、あるいは、ポリペ
プチド構築物、ポリヌクレオチド構築物、および／またはこのようなポリヌクレオチド構
築物を含むベクターのいずれかを患者に投与することを含み得る。これは、種々の送達ベ
クター、例えば、脂質ナノ粒子またはポリマーもしくはペプチドベースの送達ベクターを
使用して実施することができる。組成物、ＥＶ、ポリヌクレオチドおよび／またはポリぺ
プチド構築物は、種々の投与経路、例えば、皮下投与、血管内および／または静脈内投与
、経口投与、腹腔内投与、髄腔内投与、脳室内投与などを介して対象に投与され得る。
【００５６】
実験例
材料および方法
　構築物設計およびクローニング：少なくとも１つのリソソームタンパク質および場合に
より他のポリペプチドドメイン（ＥＶ富化ポリペプチドなど）を含む様々なポリペプチド
構築物が構築され、ベクターにクローニングされ、いくつかの異なるＥＶ産生細胞源、特
にＡＥ細胞、ＭＳＣおよび胎盤由来細胞において産生されている。ＯＲＦは、典型的には
、合成によって生成され、哺乳動物発現ベクターｐＳＦ－ＣＡＧ－Ａｍｐにクローン化さ
れた。簡単に述べると、合成したＤＮＡおよびベクタープラスミドを、製造業者の説明書
（ＮＥＢ）にしたがって、酵素ＮｏｔｌおよびＳａｌｌで消化した。制限され、精製され
たＤＮＡ断片を、製造業者の説明書（ＮＥＢ）にしたがってＴ４リガーゼを用いて一緒に
連結した。成功したライゲーション事象を、アンピシリン補充プレート上での細菌形質転
換によって選択した。トランスフェクションのためのプラスミドは、製造業者の説明書に
したがって「ｍａｘｉ－ｐｒｅｐ」によって生成した。
細胞培養およびトランスフェクション
【００５７】
　実験デザインおよびアッセイに依存して、一定の場合において、非ウイルス一過性トラ
ンスフェクションおよびエキソソーム製造が、従来の２Ｄ細胞培養において実施されたが
、他の場合において、ウイルス媒介形質導入が、安定な細胞株を作製するために使用され
、これは、代表的には、異なる型のバイオリアクターにおいて培養された。安定に操作さ
れたＥＶ産生細胞はまた、本発明のポリヌクレオチド構築物および／またはポリヌクレオ
チド構築物が含まれる適切なベクターの非ウイルストランスフェクションを使用して産生
され得る。簡潔にするために、本明細書ではいくつかの例のみを挙げる。
【００５８】
　リソソームタンパク質とＥＶポリペプチドの種々の組合せに対する安定な細胞系統のウ
イルストランスダクションおよびウイルス生成の場合、ＢＭ－ＭＳＣ、ＷＪ－ＭＳＣ、羊
膜上皮細胞、羊膜間葉間質細胞、または胎盤由来細胞などの細胞源は、通常、レンチウイ
ルス（ＬＶ）を使用してウイルストランスダクションされた。典型的には、２μＬのＬＶ
および場合によりポリブレン（またはヘキサジメトリンブロミド、ウェル上の最終濃度８
μｇ／ｍＬ）を細胞培養物に添加し、形質導入後２４時間で、形質導入細胞の細胞培地を
新鮮な完全培地に交換する。形質導入後７２時間で、ピューロマイシン選択（４～６μｇ
／ｍｌ）を、通常７日間行い、続いて、目的のタンパク質、代表的には、リソソームタン
パク質および任意に他のポリペプチド、例えば、ＥＶ富化ポリペプチド）を含むポリペプ
チド構築物の安定な発現の分析を行う。安定的に修飾されたＭＳＣ（例えば、骨髄、ワル
トンゼリー、脂肪組織、羊膜、羊水などの羊膜組織から）、ＡＥ細胞または胎盤由来細胞
もまた、例えば、化学ベースのトランスフェクションおよび／またはトランスフェクショ
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ンの物理的な方法を使用して、非ウイルス方法を使用して作製した。化学的トランスフェ
クション方法は、例えば、カチオン性脂質および／またはリポソーム（しばしばリポフェ
クションと呼ばれる）、カチオン性ポリマー、デンドリマー、リン酸カルシウム、ジエチ
ルアミノエチルデキストランおよび／またはそれらの任意の組合せなどの脂質ベースの薬
剤を使用して、ポリヌクレオチドおよび／または該ポリヌクレオチドを含むベクターを導
入することを含む。物理的方法は、エレクトロポレーション、細胞圧搾、マイクロインジ
ェクションなど、ならびに当業者に公知の安定な細胞株を作製するための種々の他の物理
的方法を包含した。安定な細胞株を作製するための物理的および化学的方法はまた、組み
合わせられ得、例えば、リポフェクションまたはカチオンポリマーをエレクトロポレーシ
ョンと組み合わせるか、または当業者に公知のように、安定な細胞を作製するための任意
の他の型の組合せである。
【００５９】
　安定な細胞を、２Ｄ培養またはバイオリアクター、代表的には、中空繊維バイオリアク
ターおよび／または撹拌槽バイオリアクターおよび／または振盪バイオリアクター、例え
ば、Ｗａｖｅ袋のいずれかにおいて培養し、次いで、馴化培地を、エキソソーム調製のた
めに収集した。細胞を懸濁液（例えば羊膜由来細胞）中で増殖させた場合、種々の調製お
よび純化工程を行った。通常の作業フローは、上澄み液の予備清浄、ろ過による濃縮、ク
ロマトグラフィーベースのタンパク質汚染物質の除去、およびインビトロおよび／または
インビボアッセイのための適当な緩衝液中での得られたエキソソーム成分の任意の配合組
成の工程を含む。
【００６０】
アッセイおよび分析
　ウェスタンブロットは、ＥＶにおける富化ポリペプチド構築物を評価するための非常に
簡便な分析方法である。簡潔には、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを、製造業者の指示（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ、Ｎｏｖｅｘ　ＰＡＧＥ　４－１２％ゲル）にしたがって実施し、これにより、
１×１０１０エキソソームおよび２０μｇ細胞溶解物を、ウェルごとにロードした。ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥゲルからのタンパク質は、製造者の指示（Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ，Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）にしたがってＰＶＤＦ膜に移転された。膜をオディッセイブロッキング緩衝
液（Ｌｉｃｏｒ）中でブロックし、供給者の指示にしたがってリソソームタンパク質およ
び／またはエキソソームタンパク質に対する抗体でプローブした（一次抗体－Ａｂcａｍ
、二次抗体－Ｌｉｃｏｒ）。分子プローブは、６８０および８００ｎｍの波長で可視化さ
れた。ＥＶサイズ決定のために、ナノ粒子追跡分析（ＮＴＡ）を、分析ソフトウェアを備
えたＮａｎｏＳｉｇｈｔ機器を用いて行った。全ての記録について、１３または１５のカ
メラレベルおよび自動機能を、全ての取得後設定に使用した。電子顕微鏡および蛍光顕微
鏡は、細胞内の位置および放出を理解し、ＥＶを定量および分析するために頻繁に使用し
た。
【００６１】
　種々の方法、典型的にはＴＦＦおよびＬＣ、特にビード溶離液ＬＣおよびイオン交換ク
ロマトグラフィーなどのろ過の組合せを用いて、ＥＶを単離および精製した。典型的には
、ＥＶ含有培地を収集し、３００ｇで５分間低速スピンし、続いて２０００ｇで１０分間
スピンして、より大きな粒子および細胞破片を除去した。あるいは、とりわけ懸濁細胞の
ケースでは、上澄み液の予備清浄のために様々なフィルタを使用した。次いで、上澄み液
を０．２２ｍの注射器フィルタでろ過し、様々な純化工程にかけた。１００ｋＤａカット
オフフィルタを有するＶｉｖａｆｌｏｗ　５０Ｒ接線流（ＴＦＦ）装置（Ｓａｒｔｏｒｉ
ｕｓ）または１００または３００ｋＤａカットオフホローファイバーフィルタを有するＫ
Ｒ２ｉ　ＴＦＦシステム（ＳｐｅｃｔｒｕｍＬａｂｓ）を使用して、大容量をダイアフィ
ルトレーションし、約２０ｍＬに濃縮した。次に、予め濃縮した培地を、ＡＫＴＡプライ
ムプラスまたはＡＫＴＡ　Ｐｕｒｅ　２５クロマトグラフィーシステム（ＧＥ　Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）に接続したビード溶出液カラム（ＨｉＳｃ
ｒｅｅｎまたはＨｉＴｒａｐ　Ｃａｐｔｏコア７００カラム、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒ
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浄のための流速設定を、製造業者の指示にしたがって適切に選択した。試料を紫外線吸光
度クロマトグラムにしたがって集め、アミコンウルトラ－１５　１０ｋＤａ分子量カット
オフスピンフィルタ（ミリポア）を用いて１００μΙの最終体積まで濃縮し、さらなるダ
ウンストリーム解析のために－８０℃で保存した。タンパク質およびＲＮＡ溶出プロファ
イルを評価するために、培地を濃縮し、１００ｋＤａおよび３００ｋＤａ中空繊維フィル
タを用いてＫＲ２ｉ　ＴＦＦシステムでダイアフィルトレーションし、試料をトリコーン
１０／３００セファロース４高速流（Ｓ４ＦＦ）カラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　
Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）で分析した。
【実施例】
【００６２】
実施例１．
　分娩後胎盤から入手可能な羊膜上皮（ＡＥ）細胞を、ＮＰＣ１タンパク質およびＥＶ富
化タンパク質シンテニン（ＮＰＣ１Ｓ）（配列番号２）のＮ端子部分を含むポリペプチド
構築物をコードするポリヌクレオチド構築物を用いて（レンチウイルス形質導入を用いて
）遺伝子操作した。ＡＥ細胞によって産生されたＡＥ－ＥＶを回収し、精製し、患者由来
線維芽細胞（ＰＤＦ）におけるコレステロール輸送を増強する能力についてｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで評価した。図１に見られるように、ＮＰＣ１　ＡＥ－ＥＶは、生物活性ＮＰＣ１タ
ンパク質を細胞に大量に送達することによって、標的細胞中のコレステロールレベルを有
意に減少させた。興味深いことに、ＡＥ－ＥＶおよびＭＳＣ－ＥＶのみを使用する場合（
および他の細胞源を使用しない場合）、ＥＶ富化ポリペプチドの存在なしに、ＮＰＣ１タ
ンパク質自体を発現するようにＡＥ細胞を遺伝子操作することによって、コレステロール
蓄積の用量依存的減少を達成することも可能であった（データは示さず）。ＥＶ産生細胞
およびそれらの対応する生物活性ＥＶは、全て、様々なヒートショックタンパク質、重要
なことにはＨｓｐ７０ファミリー、より具体的にはＨｓｐ７０－８について陽性であった
。
【００６３】
実施例２．
　ワルトンゼリーＭＳＣ由来ＥＶ（ＷＪ－ＭＳＣ－ＥＶ、ワルトンゼリーから入手可能）
を、リソソームタンパク質シスチノシンおよびＥＶ富化タンパク質ＣＤ６３を含むポリペ
プチド構築物をコードするポリヌクレオチド構築物で遺伝子操作した。シスチノシン含有
ＷＪ－ＭＳＣ－ＥＶ（ＣＹＳ　ＥＶ）を、ＷＪ－ＭＳＣの中空繊維バイオリアクター細胞
培養物から回収し、精製し、患者由来皮膚線維芽細胞（ＰＤＳＦ）に対してｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで評価して、シスチン症のｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルにおけるシスチン集積の減少を評
価した。図２は、ＣＤ６３シスチノシンポリペプチド構築物を含むＷＪ－ＭＳＣ－ＥＶを
適用した場合に見られるシステインの強い減少を示す。実施例１と同様に、ＷＪ－ＭＳＣ
およびＷＪ－ＭＳＣ－ＥＶは、Ｈｓｐ７０タンパク質、特にＨｓｐ７０－８、ならびにテ
トラスパニンＣＤ６３およびＣＤ８１に対して陽性であった。
【００６４】
実施例３．
　ＣＤ４４、ＳＳＥＡ４、ＣＤ１３３、ＣＤ２４、およびＨｓｐ７０－８に対して陽性で
あり、複数のＮＰＣ１－シンテニンポリペプチド構築物を含むように操作されたＡＥ－Ｅ
Ｖを、Ｎｉｅｍａｎｎ－Ｐｉｃｋ病のダブルノックアウトマウスモデルにおいてインビボ
で評価した。操作されたＡＥ－ＥＶは肝臓病と中枢神経疾患の両方で有意な治療効果を示
した（図３）。非操作ＡＥ‐ＥＶはまた、ＡＥ‐ＥＶ中の種々のヒートショックタンパク
質の高含量から誘導可能な治療効力を示した。
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