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1.一种改变腺相关病毒(AAV)载体的组织嗜性的方法，所述方法包括：

定位AAV衣壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266或对应于

在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置168的氨基酸位置；并且

将对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的定位的位置的天然存在的

氨基酸替代为甘氨酸(G)氨基酸残基以增强所得AAV载体的肝脏嗜性，或替代为丙氨酸(A)

氨基酸残基以降低所得AAV的肝脏嗜性，或者

将对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置168的定位的位置的天然存在的

氨基酸替代为精氨酸(R)氨基酸残基以增强所得AAV载体的肝脏嗜性，或替代为赖氨酸(K)

氨基酸残基以降低所得AAV的肝脏嗜性。

2.根据权利要求1所述的方法，包括将对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的

位置266的所述定位的位置的所述天然存在的氨基酸替代为G氨基酸残基以增强所述所得

AAV载体的肝脏嗜性。

3.根据权利要求1所述的方法，包括将对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的

位置266的所述定位的位置的所述天然存在的氨基酸替代为A氨基酸残基以降低所述所得

AAV载体的肝脏嗜性。

4.根据权利要求1所述的方法，包括将对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的

位置168的所述定位的位置的所述天然存在的氨基酸替代为R氨基酸残基以增强所述所得

AAV载体的肝脏嗜性。

5.根据权利要求1所述的方法，包括将对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的

位置168的所述定位的位置的所述天然存在的氨基酸替代为K氨基酸残基以降低所述所得

AAV载体的肝脏嗜性。

6.根据前述任一项权利要求所述的方法，其中替代步骤使用定点诱变进行。

7.根据前述任一项权利要求所述的方法，其中所述替代步骤通过限制性消化以及现有

或从头合成的DNA连接进行。

8.根据前述任一项权利要求所述的方法，其中所述替代步骤通过现有或从头合成的

DNA的同源性介导的组装进行。

9.根据前述任一项权利要求所述的方法，其中定位步骤通过测序进行。

10.一种筛选腺相关病毒(AAV)的肝脏嗜性水平的方法，所述方法包括：

对编码AAV衣壳蛋白的核酸进行测序；

定位所述AAV衣壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的氨

基酸位置或所述AAV衣壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置168的

氨基酸位置；并且

鉴定在对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的所述衣壳蛋白中的位置266的所述定位的位置

具有G氨基酸残基或A氨基酸残基，或者在对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的所述衣壳蛋白中

的位置168的所述定位的位置具有R氨基酸残基或K氨基酸残基的AAV衣壳蛋白，

其中在对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的所述衣壳蛋白中的位置266的所述定位的位置

的G氨基酸残基或在对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的所述衣壳蛋白中的位置168的所述定

位的位置的R氨基酸残基表明AAV显示出肝脏嗜性，并且其中在对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:

1)的所述衣壳蛋白中的位置266的所述定位的位置的A氨基酸残基或在对应于在Anc80(SEQ 
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ID  NO:1)的所述衣壳蛋白中的位置168的所述定位的位置的K氨基酸残基表明AAV显示出极

低或无肝脏嗜性。

11.一种具有SEQ  ID  NO:1[Anc80]中所示序列的腺相关病毒(AAV)，其中在位置266的X3

选自G或A，或者其中在位置168的X1选自R或K。

12.一种具有选自下组的序列的腺相关病毒(AAV)：SEQ  ID  NO:2[Anc80L65]、SEQ  ID 

NO:3[Anc80L65  G266A]、SEQ  ID  NO:4[AAV9  G267A]、SEQ  ID  NO:5[AAV9  G267A  S269T]、

SEQ  ID  NO:6[AAV9  Anc80L65-VRI]、SEQ  ID  NO:7[AAV9  Anc80L65  G266A-VRI]、SEQ  ID 

NO:8[AAV3B  A266G]、SEQ  ID  NO:9[AAV3B  A266G  S267  N268T]、SEQ  ID  NO:10[AAV3B  G265 

A266A]、SEQ  ID  NO:11[AAV3B  G265  A266G]、SEQ  ID  NO:12  AAV3B  G265  A266A  S268T]、

SEQ  ID  NO:13[AAV3B  G265  A266G  S268T]、SEQ  ID  NO:14[AAV3B  AAV9-VRI]、SEQ  ID  NO:

15[AAV3B  Anc80L65-VRI]、SEQ  ID  NO:16[AAV3B  Anc80L65  G266A-VRI]和SEQ  ID  NO:17

[Anc80L65  R168K]。

13.一种改变腺相关病毒(AAV)载体的组织嗜性的方法，所述方法包括：

定位AAV衣壳蛋白内如图14中所定义的肝脏切换(toggle)区；并且

将天然存在的肝脏切换区替代为来自异源血清型或从头衍生的序列的肝脏切换区，以

增强所得AAV载体的肝脏嗜性或降低所得AAV载体的肝脏嗜性。

14.根据权利要求13所述的方法，其中，当所述异源或从头衍生的肝脏切换区在AAV衣

壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的位置包含G氨基酸残基

时，所述所得AAV载体的肝脏嗜性增强。

15.根据权利要求13所述的方法，其中，当所述异源或从头衍生的肝脏切换区在AAV衣

壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的位置包含A氨基酸残基

时，所述所得AAV载体的肝脏嗜性降低。
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腺相关病毒的肝脏特异性嗜性

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2019年04月30日提交的美国临时申请序列号62/841,179和2018年05

月11日提交的美国临时申请序列号62/670,543的优先权。

发明领域

[0003] 本公开内容总体上涉及腺相关病毒(AAV)改变的组织嗜性，并且具体地涉及控制

AAV的肝脏嗜性。

背景技术

[0004] 腺相关病毒(AAV)是属于细小病毒属的细小病毒，而细小病毒属又属于细小病毒

科。该病毒是一种复制缺陷型、无包膜病毒，可感染人类和某些灵长类动物，但已知不会引

起疾病。AAV能够感染分裂细胞和静止细胞，并以染色体外状态持续存在，而不会整合到宿

主细胞的基因组中，尽管在天然病毒中，病毒携带的基因也可能会整合到宿主基因组中。这

些特征使得AAV成为用作基因疗法中的病毒载体的候选物。然而，某些AAV血清型会表现出

肝脏嗜性，这可能取决于所治疗的疾病，其可能是需要的或不需要的。

[0005] 了解如何确定AAV的肝脏嗜性，并且基于该信息能够操纵AAV的嗜性，将是有益的。

发明内容

[0006] AAV的组织特异性(即，组织嗜性)由衣壳血清型决定，并且本文所述的方法和组合

物能够改变特定AAV的组织嗜性，以改善由这些改变的AAV递送的疗法的特异性。例如，改变

或变化AAV的肝脏嗜性可能是有益的，例如，当肝脏是所需靶点时，例如通过增强天然肝脏

嗜性，还有当肝脏不是所需靶点时，例如通过降低天然肝脏嗜性。例如，当该病毒被更有效

地递送至肝脏(或非肝器官)中的细胞并更有效地对其进行转染时，可以向该对象施用较低

剂量的给定AAV。

[0007] 在一个方面中，本公开内容提供了改变腺相关病毒(AAV)载体的组织嗜性的方法。

这种方法通常包括定位AAV衣壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置

266的氨基酸位置；并且将在定位的位置的天然存在的氨基酸替代为甘氨酸(G)氨基酸残

基，以便为所得AAV载体提供增强的肝脏嗜性，或者替代为丙氨酸(A)氨基酸残基，以降低肝

脏嗜性，即为所述所得AAV提供肝脏脱靶。

[0008] 在一些实施方式中，这种方法包括将在定位的位置的天然存在的氨基酸替代为G

氨基酸残基，以便为所述所得AAV载体提供增强的肝脏嗜性(例如，肝脏富集)。在一些实施

方式中，这种方法包括将在定位的位置的天然存在的氨基酸替代为A氨基酸残基，以提供降

低的肝脏嗜性，例如通过所述所得AAV使所述肝脏脱靶。

[0009] 在另一个方面中，本公开内容提供了改变腺相关病毒(AAV)载体的组织嗜性的方

法。这种方法通常包括定位AAV衣壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的

位置168的氨基酸位置；并且将在定位的位置的天然存在的氨基酸替代为精氨酸(R)氨基酸
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残基，以便为所得AAV载体提供增强的肝脏嗜性，或者替代为赖氨酸(K)氨基酸残基，以提供

降低的肝脏嗜性，例如，所述所得AAV肝脏脱靶。

[0010] 这种方法通常包括定位AAV衣壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白

中的位置168的氨基酸位置；并且将在定位的位置的天然存在的氨基酸替代为精氨酸(R)氨

基酸残基，以便为所得AAV载体提供增强的肝脏嗜性(例如，肝脏富集)，或者替代为赖氨酸

(K)氨基酸残基，以提供降低的肝脏嗜性，例如，所述所得AAV肝脏脱靶。

[0011] 在一些实施方式中，这种方法包括将在定位的位置的天然存在的氨基酸替代为R

氨基酸残基，以便为所述所得AAV载体提供肝脏富集。在一些实施方式中，这种方法可以包

括将在定位的位置的天然存在的氨基酸替代为K氨基酸残基，以提供所述所得AAV降低的肝

脏靶向。

[0012] 在另一个方面中，提供了改变腺相关病毒(AAV)载体的组织嗜性的方法。这种方法

通常包括定位AAV衣壳蛋白内如图14中所定义的肝脏切换(toggle)区；并且将天然存在的

肝脏切换区替代为来自异源血清型或从头衍生的序列的肝脏切换区，以改变肝脏嗜性，例

如以提供所述所得AAV载体的增强或降低的肝脏靶向。

[0013] 在一些实施方式中，当所述异源或从头衍生的肝脏切换区在AAV衣壳蛋白内对应

于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的位置包含G氨基酸残基时，提供了所述

所得AAV载体的肝脏富集。在一些实施方式中，当所述异源或从头衍生的肝脏切换区在AAV

衣壳蛋白内对应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的位置包含A氨基酸残

基时，提供了所述所得AAV载体降低的肝脏靶向。

[0014] 在一些实施方式中，替代步骤使用定点诱变，通过限制性消化以及现有或从头合

成的DNA连接，通过现有或从头合成的DNA的同源性介导的组装或者其组合进行。在一些实

施方式中，定位步骤通过测序进行。

[0015] 在另一个方面中，本公开内容提供了筛选向肝脏的转染被富集或降低的AAV的方

法。这种方法通常包括对编码AAV衣壳蛋白的核酸进行测序；定位所述AAV衣壳蛋白内对应

于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的氨基酸位置；并且鉴定在定位的位置

具有G氨基酸残基或在定位的位置具有A氨基酸残基的AAV衣壳蛋白。在通常情况下，在定位

的位置的G氨基酸残基表明AAV是向肝脏的转染被富集的AAV，而在定位的位置的A氨基酸残

基表明AAV是向肝脏的转染被降低的AAV。

[0016] 在另一个方面中，本公开内容提供了筛选向肝脏的转染被富集或降低的AAV的方

法。这种方法通常包括对编码AAV衣壳蛋白的核酸进行测序；定位所述AAV衣壳蛋白内对应

于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置168的氨基酸位置；并且鉴定在定位的位置

具有R氨基酸残基或在定位的位置具有K氨基酸残基的AAV衣壳蛋白。在通常情况下，在定位

的位置的R氨基酸残基表明AAV是向肝脏的转染被富集的AAV，而在定位的位置的K氨基酸残

基表明AAV是向肝脏的转染被降低的AAV。

[0017] 在又一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:1[Anc80]中所示序列的AAV，

其中在位置266的X3选自G或A。

[0018] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:1[Anc80]中所示序列的AAV，

其中在位置168的X1选自R或K。

[0019] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:2[Anc80L65]中所示序列的

说　明　书 2/15 页

5

CN 112368391 A

5



AAV。

[0020] 在又一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:3[Anc80L65G266A]中所示序

列的AAV。

[0021] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:4[AAV9  G267A]中所示序列

的AAV。

[0022] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:5[AAV9  G267A  S269T]中所

示序列的AAV。

[0023] 在又一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:6[AAV9  Anc80L65-VRI]中所

示序列的AAV。

[0024] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:7[AAV9  Anc80L65  G266A-

VRI]中所示序列的AAV。

[0025] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:8[AAV3B  A266G]中所示序列

的AAV。

[0026] 在又一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:9[AAV3B  A266G  S267 

N268T]中所示序列的AAV。

[0027] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:10[AAV3B  G265  A266A]中所

示序列的AAV。

[0028] 在又一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:11[AAV3B  G265  A266G]中所

示序列的AAV。

[0029] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:12AAV3B  G265  A266A 

S268T]中所示序列的AAV。

[0030] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:13[AAV3B  G265  A266G 

S268T]中所示序列的AAV。

[0031] 在又一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:14[AAV3B  AAV9-VRI]中所示

序列的AAV。

[0032] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:15[AAV3B  Anc80L65-VRI]中

所示序列的AAV。

[0033] 在又一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:16[AAV3B  Anc80L65  G266A-

VRI]中所示序列的AAV。

[0034] 在另一个方面中，本公开内容提供了具有SEQ  ID  NO:17[Anc80L65  R168K]中所示

序列的AAV。

[0035] 如在本文中所使用的，“组织嗜性”指通过特定AAV感染和/或转染细胞的天然组织

特异性。例如，很多AAV显示出肝脏嗜性，这表明这些AAV优先感染和/或转染肝细胞，而非其

他组织类型的细胞。组织嗜性通常基于在特定组织中的细胞表面上和/或在特定AAV的表面

上发现的特定表面蛋白(例如，受体蛋白)。

[0036] 如在本文中所使用的，“切换”指与AAV的组织嗜性相关的AAV衣壳蛋白内的特定位

置或区域。因此，当在如本文所述的切换位置或区域的天然存在的氨基酸被不同氨基酸替

代时，该AAV的组织嗜性改变。因而，“肝脏切换”(例如，“肝脏切换1”)指能够被“转换”的残

基，以使得转染主要或基本上完全发生在肝细胞中，或者主要或基本上完全不发生在肝细
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胞中。

[0037] 亦如在本文中所使用的，“肝脏切换区”指位于如图14中所定义的“肝脏切换”残基

“内两条β-链之间的20个氨基酸残基。因而，“肝脏切换区”指可以通过从异源AAV导入或通

过从头衍生而“转换”的一系列连续残基，以使得转染主要或基本上完全发生在肝细胞中，

或者主要或基本上完全不发生在肝细胞中。肝脏切换区域可变区I(VRI)重叠，因此所有切

换区转换使用此命名法作为简写。

[0038] 如在本文中所使用的，“切换2”指独立于“切换1”的开关。因而，“肝脏切换2”指与

肝脏切换1中所讨论的残基不同的另一个残基，并且能够被“转换”，以使得转染主要或基本

上完全发生在肝细胞中，或者主要或基本上完全不发生在肝细胞中。”

[0039] 除非另外定义，本文中使用的所有技术和科学术语与方法和物质组合物所属领域

的普通技术人员的通常理解具有相同的含义。虽然与本文描述的方法和材料相似或等同的

方法和材料可以用于方法和物质组合物的实践或测试中，但是以下描述了合适的方法和材

料。此外，材料，方法和实例仅是说明性的，并不意在进行限制。将本文中提及的所有出版

物、专利申请、专利和其他参考文献以其整体并入本文作为参考。

附图说明

[0040] 本专利或申请文件包含以彩色制作的至少一幅附图。通过请求并支付必要的费用

由当局提供具有彩色附图的本专利或专利申请公开文本的副本。

[0041] 图1是显示11个位置的Anc80支架序列(SEQ  ID  NO:1)，所述位置被改变以产生用

于体内筛选的211(2048)-变体Anc80文库。已将突出显示的位置X1和X3确定为肝脏切换位

置，并且对应于Anc80衣壳序列中的残基168和266。在X3处的残基是决定该载体是否有效地

将基因递送至肝细胞的主要位置，因此将其称为“肝脏切换”或“切换”。在本文中将位置X1

称为“切换2”。

[0042] 图2A和2B分别是Anc80L65(SEQ  ID  NO:2)和Anc80L65  G266A(SEQ  ID  NO:3)的氨

基酸序列。除了肝脏切换以外，这两条序列是相同的。甘氨酸(G)/丙氨酸(A)肝脏切换在这

两条核酸和蛋白序列中用粗体并加下划线表示。

[0043] 图3A和3B分别代表AAV9  G267A(SEQ  ID  NO:4)和AAV9  G267A  S269T(SEQ  ID  NO:

5)的氨基酸序列。这些序列代表AAV9中鉴定和改变的肝脏切换，以及在后者中与Anc80L65

中相应位置匹配的其他改变。从AAV9中改变的残基用粗体并加下划线表示。

[0044] 图4A和4B分别代表AAV9  Anc80L65-VRI(SEQ  ID  NO:6)和AAV9  Anc80L65  G266A-

VRI(SEQ  ID  NO:7)的氨基酸序列。这些序列代表从Anc80L65向AAV9导入肝脏富集和肝脏脱

靶的肝脏切换区。导入的序列用粗体并加下划线表示。

[0045] 图5A和5B分别是AAV3B  A266G(SEQ  ID  NO:8)和AAV3B  A266G  S267_N268T(SEQ  ID 

NO:9)的序列。尽管与Anc80肝脏切换区相比缩短，使得其鉴定不确定，但是AAV3B的A266可

能代表该血清型中的肝脏切换。AAV3B不能很好地转导小鼠肝脏，这表明改变A266G可能会

改善这一功能。T的插入形成了与Anc80具有更高同一性的肝脏切换区。从AAV3B改变或插入

的残基用粗体并加下划线表示。

[0046] 图6A和6B分别是AAV3B  G265_A266A(SEQ  ID  NO:10)和AAV3B  G265_A266G(SEQ  ID 

NO:11)的序列。AAV3B的肝脏切换区域与Anc80的肝脏切换区相比缩短。从Anc80中的相应位
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置插入肝脏富集G或肝脏脱靶A可能会导入这一功能。从AAV3B改变或插入的残基用粗体并

加下划线表示。

[0047] 图7A和7B分别是AAV3B  G265_A266A  S268T(SEQ  ID  NO:12)和AAV3B  G265_A266G 

S268T(SEQ  ID  NO:13)的序列。AAV3B的肝脏切换区域与Anc80的肝脏切换区相比缩短。从

Anc80中的相应位置插入肝脏富集G或肝脏脱靶A可能会导入这一功能。在位置286处将S改

变为T会建立与Anc80具有更高同一性的区域。从AAV3B改变或插入的残基用粗体并加下划

线表示。

[0048] 图8A、8B和8C分别是AAV3B  AAV9-VRI(SEQ  ID  NO:14)、AAV3B  Anc80L65-VRI(SEQ 

ID  NO:15)和AAV3B  Anc80L65  G266A-VRI(SEQ  ID  NO:16)的序列。这些序列代表从AAV9、

Anc80L65和Anc80L65  G266A向AAV3B导入肝脏富集和肝脏脱靶的肝脏切换区。导入的序列

用粗体并加下划线表示。

[0049] 图9是显示在C57/BL6J小鼠中与病毒输入相比肝脏中2048Anc80文库成员丰度的

MA图。在y轴上，零表示输入没有变化，正值和负值分别表示相对富集或脱靶。在11个切换位

置中，观察到位置X3与双峰性相关。

[0050] 图10是显示在非人灵长类恒河猴中与病毒输入相比肝脏中2048Anc80文库成员丰

度的MA图。在y轴上，零表示输入没有变化，正值和负值分别表示相对富集或脱靶。与小鼠肝

脏一样，在11个切换位置中，观察到位置X3cn.com与双峰性相关。

[0051] 图11是图示了小鼠肝脏中Anc80肝脏切换的克隆验证的柱状图。Anc80L65(SEQ  ID 

N O : 2 ) 和 A n c 8 0 L 6 5  G 2 6 6 A ( S E Q  I D  N O : 3 ) 均是通过表达e G F P的基因组

CB7.CI.eGFP.FF2A.hA1AT.RGB三重转染而产生的。将这些载体以每只1.25e12  gc/kg的剂

量注射至5只小鼠，三天后处死小鼠。回收的肝脏的生物分布表明，与Anc80L65  G266A切换

“关闭”载体相比，在Anc80L65切换“开启”载体中每个细胞的eGFP编码基因组中富集100X。

[0052] 图12A-12K是一系列11张显微镜图像，其示出了来自图11的10小鼠外加1只未注射

对照小鼠的肝脏中eGFP染色的结果。与Anc80L65  G266A切换“关闭”载体相比，注射

Anc80L65切换“开启”载体的小鼠肝脏中eGFP染色显著更多。

[0053] 图13A是代表腺相关病毒2(AAV2)VP3衣壳单体的晶体结构的示意图。肝脏切换

(“LT”)的位置由箭头指示，并且围绕LT的区域的结构用方框表示。

[0054] 图13B是代表晶体结构的示意图，其示出了来自AAV  2、3、6、8和9的LT区域的覆盖，

突出显示了定义切换位置的局部二级结构。切换区域定义为位于二级结构β-升序(βa)和β-

降序(βd)之间并包括其的残基，其具有编码N末端至α-切换(αt)的2至3个残基的主要官能

团。LT残基位于VR1，以β片层为边界的环，N末端至3残基α螺旋内。

[0055] 图14是AAV进化支和克隆的原型(例如，第1、4、8-10和13行)，AAV的临床相关血清

型(天然存在的和工程化的；例如，第2、3、5-7、11和12行)以及Anc变体(例如，第14-22行)的

序列比对。第1-22行对应于SEQ  ID  NO:18-39。显示了b-升序(ba)、b-降序(bd)、a-切换

(at)、切换区和切换位置本身的定位。b-升序(ba)在保守的酪氨酸处起始，b-降序(bd)在保

守的丝氨酸处终止。切换表示在Anc80L65中的残基266，在AAV9中的267和在AAV5中的257，

强调了在定义切换时位置编号是相对的。

[0056] 图15是肝脏切换区序列的表(SEQ  ID  NO:40-55，从上到下)，定位于Anc80L65、

AAV3B和AAV9血清型C末端的a-切换(NDN)，以及构建用于检测肝脏切换假设的变体。最后两
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列列出了Anc80L65、AAV3B和AAV9在小鼠和灵长类肝脏中已知的“开启”或“关闭”转导效率，

以及以粗体列出了本文报道的变体的体内结果。假设针对未测试变体预测的效率用斜体表

示。

[0057] 图16是显示用于检测肝脏切换区对异源AAV帽可携带性的方法，以及进一步检测

单一残基切换观察结果的示意图。该区域的两侧是两个保守的结构域，适于同源性导向的

区域“转换”的组装。SEQ  ID  NO:86。

[0058] 图17是显示了具有“转换”的肝脏切换区(SEQ  ID  NO:56-63，从上到下)变体的肝

脏转导效率(与图15类似)预测的表。最后两列以粗体列出了本文报道的这些变体在小鼠肝

脏中在体内确定的“开启”或“关闭”转导效率。假设针对未测试变体预测的效率用斜体表

示。

[0059] 图18A和18B是报道了AAV9和基于AAV9的肝脏切换变体的体外转导效率的柱状图。

这些变体是通过三重转染293细胞生产的，并包装在编码CMV-荧光素酶的基因组中。滴定变

体，然后以100,000的感染复数(MOI)加入Huh7细胞。Huh7细胞是肝癌细胞系，可以将以归一

化的RLU报道的转导效率解释为变体是肝脏“开启”还是“关闭”的粗略指标。与双突变体

G267A  S269T(SEQ  ID  NO:5)一样，将天然AAV9  G267变为A(SEQ  ID  NO:4)极大地降低了

Huh7细胞的转导效率。尽管切换在Anc80L65(SEQ  ID  NO:6)和Anc80L65  G266A(SEQ  ID  NO:

7)变体的相对效率中可能是明显的，但是AAV9似乎不能很好地耐受肝脏切换区的转换。

[0060] 图19A和19B是报道了AAV3B和基于AAV3B的肝脏切换变体的体外转导效率的柱状

图。这些变体是通过三重转染293细胞生产的，并包装在编码CMV-荧光素酶的基因组中。滴

定变体，然后以100,000的MOI加入Huh7细胞。Huh7细胞是肝癌细胞系，可以将以归一化的

RLU报道的转导效率解释为变体是肝脏“开启”还是“关闭”的粗略指标。将天然AAV3B  A266

改为G(SEQ  ID  NO:8)出乎意料地严重降低了Huh7细胞的转导效率，但是在Anc80L65(SEQ 

ID  NO:9)中的相应位置插入T可以挽救该变体，并且表现优于AAV3B。类似地，在A266之前插

入A(SEQ  ID  NO:10)或G(SEQ  ID  NO:11)，带有或不带有S268T(SEQ  ID  NO:12和SEQ  ID  NO:

13)改变，都会产生表现优于AAV3B的具有两种+G“开启”变体的肝脏切换样效率模式。AAV3B

对肝脏切换区转换耐受良好，其在肝脏“开启”AAV9变体(SEQ  ID  NO:14)中显示出明显的切

换，以及Anc80L65(SEQ  ID  NO:15)和Anc80L65G266A(SEQ  ID  NO:16)变体的相对效率。

[0061] 图20A-20C是显示来自注射有AAV9和基于AAV9的变体G267A和G267A  S269T的小鼠

的荧光素酶体内动力学表达结果的图。对小鼠追踪57天，并在整个过程中进行活体成像。将

目标区域定义为总体、肝脏和腰臀部(大腿和臀部的主要肌群)。尽管AAV9  G267A  S269T的

总体总辐射率与AAV9相当，但是这两种“关闭”AAV9变体在肝脏区域内观察到的辐射率均非

常低。这种双突变体可能从腰臀部区域产生了很多这种总辐射率。

[0062] 图21A-21F是支持从体内荧光素酶实验观察到的数据的柱状图。在注射后28天处

死注射表达GFP的载体AAV9、AAV9  G267A或AAV9  G267A  S269T的小鼠，并对含有eGFP的基因

组(DNA)和eGFP表达(RNA)进行生物分布。尽管这两种肝细胞“关闭”突变体在肝脏中的DNA

和RNA水平都降低了三个数量级(图21A-21B)，但是在心脏细胞中，AAV9  G267A和AAV9 

G267A  S269T与AAV9相当(图21C-21D)。值得注意的是，在股四头肌肌细胞中，AAV9  G267A 

S269T超过了AAV9的基因递送和基因表达水平(图21E-21F)。

[0063] 图22A和22B是显示来自注射有AAV3B或基于AAV3B的变体G265_A266A、G265_
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A266G、Anc80L65-VRI、Anc80L65  G266A-VRI或AAV9的小鼠的荧光素酶体内动力学表达结果

的图。对小鼠追踪29天，并在整个过程中进行活体成像。将目标区域定义为总体和肝脏。

AAV3B的肝脏“开启”变体与其肝脏“关闭”对应物相比发射出更高的辐射率，从而支持了切

换假设。实际上，这两个肝脏“关闭”AAV3B变体在肝脏区域内观察到的辐射率非常低。有趣

的是，Anc80L65-VRI突变体的表现与野生型AAV3B一样，但重要的是，简单插入甘氨酸就产

生了相当于AAV9的肝脏区域信号的载体。变体再次与AAV9匹配的总信号表明大部分AAV3B 

G265  A266G信号来自肝脏。

[0064] 图23是序列Anc80L65  R266K(SEQ  ID  NO:17)。除了肝脏切换2以外，该序列与

Anc80L65相同。将精氨酸(R)/赖氨酸(K)肝脏切换突出显示。

[0065] 图24是AAV进化支和克隆的原型(例如，第1、4、8-10和13行)，AAV的临床相关血清

型(天然存在的和工程化的；例如，第2、3、5-7、11和12行)以及Anc变体(例如，第14-22行)的

序列比对。第1-22行对应于SEQ  ID  NO:64-85。显示了肝脏切换2的位置，保守的脯氨酸和赖

氨酸的定向以及VP2的非经典起始密码子。肝脏切换2表示在Anc80L65和AAV9中的残基168

和在AAV5中的151强调了在定义切换时位置编号是相对的。

[0066] 图25A和25B表示图和热图。图25A的左侧表示MA图，其显示了在这两只C57BL/6的

小鼠肝细胞中2048Anc80文库成员的丰度，以及图25B的左侧表示与第28天的病毒输入相比

的异种移植FRG小鼠模型的MA图。在这些细胞中富集的变体已被框出，并且在两个图中右侧

的“热图”中示出了11个切换位置中每个位置的标识。在11个切换位置中，肝脏切换位置X3

与富集相关。位置X1切换2的状态1也与富集相关，从而显著地具有丰度最高的变体。

[0067] 图26A-26C的左侧是三个MA图，其显示了在第28天的NHP(图26A)，在第28天的异种

移植FRG小鼠模型(图26B)和在第3天的人肝细胞(图26C)中在动物和体外模型中与病毒输

入相比2048Anc80文库成员的丰度。在这些细胞中富集的变体已被框出，并且在每个图中右

侧的“热图”中示出了11个切换位置中每个位置的标识。在11个切换位置中，肝脏切换位置

X3与富集相关。位置X1切换2的状态1也与富集相关，从而显著地具有丰度最高的变体。

具体实施方式

[0068] 腺相关病毒(AAV)主要是肝脏嗜性的。尽管这种嗜性对具有肝脏病因疾病的基因

疗法治疗是有益的，但有效转导该器官所需的含基因组病毒颗粒的数量仍可能给患者和提

供者带来负担。由于肝脏是AAV递送的大多数治疗性物质的汇聚区，因而与非肝脏病因相关

但相反的疾病治疗可能效果较差，或者需要更高剂量。此外，有希望的AAV血清型不能有效

转导小鼠肝脏，严重限制了小鼠模型在临床相关性和剂量研究中的应用。

[0069] 例如，此前鉴定与嗜性相关的AAV序列的方法依赖于具有不同特征的高度相关的

现存血清型的比较，不相关血清型之间的随机结构域交换或考虑高阶结构，以鉴定定义肝

脏嗜性的基序。例如，通过比较高度相关的血清型，已经完成了AAV嗜性作图的决定因素。一

个这样的实例是AAV1与AAV6之间的单氨基酸改变(E531K)，其改善了在AAV1中的小鼠肝脏

转导(Wu等，2006,J.Virol.,80(22):11393-7)。另一个实例是AAV2与AAV8之间的相互结构

域交换，该结构域交换改变了嗜性，但是未能定义任何稳健的特异性组织靶向基序(Raupp

等，2012,J.Virol.,86(17):9396-408)。此外，对结构的全局考虑仅强调了较好或较差的肝

脏转导物之间的总体差异，这些差异在实践中更多是观察性的而不是有用的(Nam等，2007,
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J.Virol.,81(22):12260-71)。

[0070] 在AAV衣壳蛋白中肝脏切换的鉴定

[0071] 本公开内容描述了对合理设计的AAV衣壳文库的筛选，以鉴定导致双峰性小鼠肝

脏嗜性(例如，“肝脏切换”)的单一位点的氨基酸改变。本公开内容还描述了AAV衣壳中的特

定残基，a)如有需要，其改善在人体内的肝脏转导或使肝脏脱靶，从而使得有效剂量降低，

和b)改善小鼠肝脏转导，同时最小地改变其他良好的特征，从而使得可以将这些血清型用

于小鼠疾病模型中。

[0072] 如本文中所描述的，可以通过改变在Anc80(SEQ  ID  NO:1)中的位置266的一个残

基改变AAV衣壳蛋白的肝脏特异性嗜性。例如，在此位置将非甘氨酸(G)氨基酸残基改变为

甘氨酸(G)氨基酸残基导致AAV对肝脏的嗜性或靶向作用增强或增加；或者，在此位置将非

丙氨酸(A)氨基酸残基改变为丙氨酸(A)氨基酸残基导致AAV对肝脏的嗜性或靶向作用降低

(“脱靶”)。因此，可以通过将Anc80(SEQ  ID  NO:1)的AAV衣壳蛋白内位置266处的非G残基改

变为G残基来增加AAV感染和/或转染肝脏的倾向，而可以通过将Anc80(SEQ  ID  NO:1)的AAV

衣壳蛋白内位置266处的非A残基改变为A残基来降低AAV感染和/或转染肝脏的倾向。

[0073] 在一些实施方式中，取决于所需的肝脏特异性嗜性，可以将其他已知衣壳蛋白(例

如，来自AAV血清型1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或11)中与Anc80中位置266对应的氨基酸位置改

变为G氨基酸残基或A氨基酸残基。在一些实施方式中，插入G氨基酸残基或A氨基酸残基可

以根据需要改变肝脏特异性嗜性。在一些实施方式中，肝脏切换区中的其他改变、插入或缺

失可以根据需要增强肝脏特异性嗜性。在一些实施方式中，可以使用异源衣壳或从头合成

的序列替代包含切换残基的整个天然肝脏切换区，以实现所需的增强或降低的肝脏嗜性。

[0074] 在一些实施方式中，可以对衣壳蛋白进行基因工程改造或设计，以具有对应于在

Anc80(SEQ  ID  NO:1)中位置266的所需氨基酸残基，以使得，当与其他病毒组分组合或组装

成AAV病毒颗粒时，AAV病毒颗粒在肝脏中富集或从肝脏脱靶(例如，与改变之前的衣壳序

列，或在相关位置上没有G或没有A的相应衣壳序列，或在相关位置上具有A而非G或具有G而

非A的相应衣壳序列相比)。

[0075] 如本文中所描述的，还可以通过改变Anc80(SEQ  ID  NO:1)中位置168处的一个残

基改变AAV衣壳蛋白的肝脏嗜性。例如，在该位置将非精氨酸残基改变为精氨酸(R)氨基酸

残基导致AAV的肝脏嗜性增强或增加；或者，在该位置将非赖氨酸氨基酸残基改变为赖氨酸

(K)氨基酸残基导致AAV的肝脏嗜性降低(“脱靶”)。因此，可以通过将Anc80(SEQ  ID  NO:1)

的AAV衣壳蛋白内位置168处的非R残基改变为R残基来增加AAV感染和/或转染肝脏的倾向，

而可以通过将Anc80(SEQ  ID  NO:1)的AAV衣壳蛋白内位置168处的非K残基改变为K残基来

降低AAV感染和/或转染肝脏的倾向。

[0076] 在一些实施方式中，取决于所需的肝脏特异性嗜性，可以将其他已知衣壳蛋白(例

如，来自AAV血清型1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或11)中与Anc80中位置168对应的氨基酸位置改

变为R氨基酸残基或K氨基酸残基。

[0077] 应当理解的是，可以使用与本文所述的赋予嗜性的氨基酸具有相似性质(例如，极

性、酸度/碱度、疏水性、电荷和/或尺寸)的氨基酸(例如，在相对于Anc80的位置266处替代G

或A，或者在相对于Anc80的位置168处替代R或K)。

[0078] 如本文中所描述的，可以通过改变肝脏切换区(如图14中所定义的)内的其他残基
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来改变AAV衣壳蛋白的肝脏特异性嗜性。在一些实施方式中，可以使用来自异源血清型的肝

脏切换区替代天然存在的肝脏切换区，以具有所需肝脏嗜性(例如，以增强所得AAV载体的

肝脏嗜性或降低所得AAV载体的肝脏嗜性)。在一些实施方式中，可以从头合成天然存在的

肝脏切换区，以具有所需肝脏嗜性(例如，以增强所得AAV载体的肝脏嗜性或降低所得AAV载

体的肝脏嗜性)。如本文中所描述的，当异源或从头衍生的肝脏切换区在AAV衣壳蛋白内对

应于在Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的位置包含G氨基酸残基时，所得AAV

载体的肝脏嗜性增强，并且当异源或从头衍生的肝脏切换区在AAV衣壳蛋白内对应于在

Anc80(SEQ  ID  NO:1)的衣壳蛋白中的位置266的位置包含A氨基酸残基时，所得AAV载体的

肝脏嗜性降低。

[0079] 基于本文报道的发现，显而易见的是，可以基于衣壳蛋白的序列，特别是编码对应

于Anc80(SEQ  ID  NO:1)中位置266和/或168的氨基酸残基的核酸序列，筛选在肝细胞中富

集或从肝细胞脱靶的那些AAV。核酸测序的方法是本领域众所周知的，并且包括但不限于链

终止法(例如，Sanger测序法)或化学降解法(例如，Maxam-Gilbert测序法)。已经开发出很

多变型和改进，并且在本领域中用于测序，包括自动测序方法和高通量测序方法。

[0080] 如在本文中所使用的，富集的(enriched)或富集(enrichment)指与当衣壳蛋白在

Anc80(SEQ  ID  NO:1)中对应于位置266的氨基酸位置不具有G氨基酸残基，和/或对应于位

置168不具有R氨基酸位置时(例如，原始或野生型序列，或者改变前的序列)的肝细胞中AAV

基因组的数量相比，肝细胞中AAV基因组的数量增加。如在本文中所使用的，脱靶的(de-

targeted)或脱靶(de-targeting)指与当衣壳蛋白在Anc80(SEQ  ID  NO:1)中对应于位置

266的氨基酸位置不具有A氨基酸残基，和/或对应于位置168不具有K氨基酸位置时(例如，

原始或野生型序列，或者改变前的序列)的肝细胞中AAV基因组的数量相比，肝细胞中AAV基

因组的数量降低。

[0081] 筛选肝脏中AAV基因组数量的方法是本领域公职的，并且通常包括永生化和/或原

代肝细胞的体外转导以及野生型和人源化小鼠的体内全身注射(参见，例如，Grimm等，

2008 ,J .Virol .,82:5887-911；Lisowski等，2014 ,Nature ,382:doi:10 .1038/

nature12875)。

[0082] 本文提供了赋予有效的(或增强的)肝脏嗜性或无效的(或降低的)肝脏嗜性的代

表性衣壳蛋白。赋予有效的肝脏嗜性(例如，其导致肝细胞中AAV基因组富集)的代表性衣壳

蛋白的序列如SEQ  ID  NO:2[AAV9  Anc80+266G]、SEQ  ID  NO:6[AAV9  Anc80+266G  VRI]、SEQ 

ID  NO:9[AAV3B  A266G  S267  N268T]、SEQ  ID  NO:11[AAV3B  G265  A266G]、SEQ  ID  NO:13

[AAV3B  G265  A266G  S268T]、SEQ  ID  NO:14[AAV3B  AAV9+267G-VRI]、SEQ  ID  NO:15[AAV3B 

Anc80+266G-VRI]中所示，而赋予降低的肝脏嗜性(例如，其导致AAV颗粒对肝脏脱靶)的代

表性衣壳蛋白的序列如SEQ  ID  NO:3[Anc80+266A]、SEQ  ID  NO:4[AAV9  G267A]、SEQ  ID 

NO:5[AAV9  G267A  S269T]、SEQ  ID  NO:7[AAV9  Anc80+266A-VRI]、SEQ  ID  NO:10[AAV3B 

G265  A266A]、SEQ  ID  NO:12[AAV3B  G265  A266A  S268T]、SEQ  ID  NO:16[AAV3B  Anc80+

266A-VRI]、SEQ  ID  NO:17[Anc80L65  R168K]中所示。

[0083] 如下文更详细解释的，表现出肝脏转导的双峰模式的两种AAV衣壳蛋白的序列SEQ 

ID  NO:2和SEQ  ID  NO:3来源于具有SEQ  ID  NO:1中所示序列的Anc80支架序列，其中在图1

中以X3表示的位置266是G或A。类似地，表现出肝脏转导的双峰模式的两种AAV衣壳蛋白的
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序列SEQ  ID  NO:16和SEQ  ID  NO:17来源于具有SEQ  ID  NO:1中所示序列的Anc80支架序列，

其中以X1表示的位置168是R或K。

[0084] 编码含有肝脏切换的AAV衣壳蛋白的核酸

[0085] 如本文中所描述的，在位置266的G氨基酸残基和A氨基酸残基之间在AAV衣壳蛋白

中改变或插入氨基酸残基在富集和脱靶之间切换所得AAV的肝脏嗜性。类似地，在位置168

的R氨基酸残基和K氨基酸残基之间在AAV衣壳蛋白中改变氨基酸残基在富集和脱靶之间切

换所得AAV的肝脏嗜性。通常在核酸水平上对序列进行改变，并将所述改变翻译成编码的氨

基酸序列(例如，编码的蛋白)。如在本文中所使用的，核酸可以包括DNA和RNA，包括含有一

种或多种核苷酸类似物或骨架修饰的那些。核酸可以是单链的或双链的，这通常取决于其

预期用途。

[0086] 可以使用各种方法将变化引入核酸，其中的很多是本领域众所周知的。例如，可以

使用诱变(例如，定点诱变，PCR介导的诱变)或通过化学合成包含一个或多个所需改变的核

酸分子将改变引入核酸。参见，例如，Sambrook,Fritsch&Maniatis(Molecular  Cloning:a 

laboratory  manual ,1989,Ed .2)和Dieffenbach&Dveksler(PCR  primer:a  laboratory 

manual,2003,Ed.2)。

[0087] 可以使用本领域的常规技术获得(例如，分离)核酸。例如，可以使用任何方法分离

核酸，包括但不限于重组核酸技术和/或聚合酶链式反应(PCR)。例如，在PCR  Primer:A 

Laboratory  Manual ,Dieffenbach&Dveksler ,Eds .,Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press,1995中描述了通用PCR技术。重组核酸技术包括例如限制性内切酶消化和连接，可以

将其用于分离核酸。分离的核酸也可以化学合成，作为单一核酸分子或一系列寡核苷酸。

[0088] “分离的”核酸分子是不含天然地位于衍生出分离的核酸分子的生物体基因组中

核酸的一个或两个末端侧翼序列的核酸分子(例如，通过PCR或限制性内切酶消化产生的

cDNA或基因组DNA片段)。通常将这种分离的核酸分子引入载体(例如，克隆载体或表达载

体)中，以便于操纵或产生融合核酸分子，这将在下面更详细地讨论。此外，分离的核酸分子

可以包括工程化的核酸分子，如重组的或合成的核酸分子。

[0089] 可以通过公知的方法，如DEAE离子交换、凝胶过滤和羟磷灰石层析法，从天然来源

(例如，生物样品)中获得(例如，纯化)多肽。例如，还可以通过在表达载体中表达核酸纯化

多肽。此外，可以通过化学合成获得纯化的多肽。可以使用任何适当的方法(例如，柱层析、

聚丙烯酰胺凝胶电泳或HPLC分析)来测量多肽的纯度。

[0090] 如在本文中所使用的，“纯化的”多肽是已经从天然伴随的细胞成分中分离或纯化

的多肽。通常，当多肽以干重计为至少70％(例如，至少75％、80％、85％、90％、95％或

99％)，不含蛋白和与其天然结合的天然存在的分子时，认为其是“纯化的”。由于化学合成

的多肽本质上是与天然伴随的成分分离的，因而合成的多肽是“纯化的”。

[0091] 可以在载体内繁殖核酸。载体可以包括病毒载体或非病毒载体，也可以包括表达

载体。很多载体是可商购的，并且可以使用本领域常规的重组DNA技术容易地生产载体。含

有核酸的载体可以具有表达元件，在某些情况下，其可以可操作地连接至这种核酸。载体可

以进一步包含诸如编码选择标记(例如，抗生素抗性基因)的那些的序列。含有核酸的载体

可以编码嵌合或融合多肽(即，可操作地连接至异源多肽的多肽，其可以在该多肽的N末端

或C末端)。代表性的异源多肽是可以用于纯化编码的多肽的那些(例如，6xHis标签，谷胱甘
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肽S-转移酶(GST))。

[0092] 表达元件是本领域公知的，并且包括引导和调控编码序列表达的核酸序列。表达

元件的一个实例是启动子序列。表达元件还可以包括调节核酸表达的内含子、增强子序列、

应答元件或诱导型元件。表达元件可以是病毒来源的，或者对于非病毒分子生物学技术(例

如，质粒载体的简单生长)，表达元件可以是但不限于细菌、酵母、昆虫或哺乳动物来源的，

或者表达元件可以是来自不同来源的元件的组合。如在本文中所使用的，可操作地连接指

以引导或调控核酸表达的方式将启动子或一种或多种其他表达元件相对于核酸定位在载

体中。在某些情况下，可操作地连接意味着两条序列在框架内。

[0093] 将病毒载体引入宿主细胞的方法是本领域共知的，并且通常利用病毒的天然感染

能力。将非病毒载体引入宿主细胞的方法是本领域公知的。如在本文中所使用的，“宿主细

胞”指引入病毒或非病毒载体的特定细胞，并且还包括此类细胞的后代或潜在后代。宿主细

胞可以适当地是原核细胞或真核细胞。例如，可以在细菌细胞(如大肠杆菌)中或在昆虫细

胞中、酵母或哺乳动物细胞(如中国仓鼠卵巢细胞(CHO)或COS细胞)中表达核酸。其他适宜

宿主细胞是本领域技术人员公知的。可以使用公知方法，在体内和体外，将非病毒核酸引入

宿主细胞，诸如但不限于电穿孔、磷酸钙沉淀、聚乙二醇(PEG)转化、热休克、脂质转染、显微

注射和病毒介导的核酸转移。

[0094] 使用含有肝脏切换的AAV衣壳蛋白的方法

[0095] AAV病毒可以包含用于向细胞递送的转基因(与其他病毒序列是顺式或反式的)。

例如，转基因可以是报告基因(例如，β-内酰胺酶、β-半乳糖苷酶(LacZ)、碱性磷酸酶、胸腺

嘧啶激酶、绿色荧光多肽(GFP)、氯霉素乙酰转移酶(CAT)、或荧光素酶，或者包含抗原标签

结构域(如血凝素或Myc)的融合多肽)或者治疗性基因(例如，编码激素或其受体、生长因子

或其受体、分化因子或其受体、免疫系统调节剂(例如，细胞因子和白介素)或其受体、酶、

RNA(例如，抑制性RNA或催化RNA)、或靶抗原(例如，癌抗原、自身免疫抗原)的基因)。

[0096] 特定治疗性基因将至少部分取决于所治疗的特定疾病或缺陷。仅举例来说，可以

将基因转移或基因疗法应用于治疗血友病、色素性视网膜炎、囊性纤维化、莱伯先天性黑蒙

症、溶酶体贮积症、先天性代谢错误(例如，先天性氨基酸代谢错误，包括苯丙酮尿症、先天

性有机酸代谢错误，包括丙酸血症、先天性脂肪酸代谢错误，包括中链酰基CoA脱氢酶缺乏

症(MCAD))、癌症、色盲、锥体杆体营养不良、黄斑变性(例如，年龄相关性黄斑变性)、脂多肽

脂肪酶缺乏症、家族性高胆固醇血症、脊髓性肌萎缩、杜兴氏肌营养不良、阿尔茨海默氏病、

帕金森氏病、肥胖、炎性肠病、糖尿病、充血性心力衰竭、高胆固醇血症、听力丧失、冠心病、

家族性肾脏淀粉样变性、马凡氏综合征、致死性家族性失眠、克雅氏病、镰状细胞病、亨廷顿

氏病、额颞叶变性、亚瑟综合征、乳糖不耐受、脂质贮积症(例如，尼曼-皮克病，C型)、巴滕

病、脉络膜炎、II型糖源贮积症(庞贝病)、共济失调毛细血管扩张症(路易斯-巴综合征)、先

天性甲状腺功能减退症、重度联合免疫缺陷(SCID)和/或肌萎缩性侧索硬化(ALS)。同样以

举例的方式，可以将基因转移或基因疗法应用于治疗视网膜营养不良(例如，(LUXTURNATM)

(voretigene  neparvovec-rzyl)，这是一种一次性基因治疗产品，适用于治疗确诊为双等

位基因RPE65突变相关的视网膜营养不良的患者(Spark  Therapeutics  Inc .,

Philadelphia,PA))。

[0097] 例如，治疗性基因还可以是用于免疫对象(例如，人、动物(例如，伴侣动物、农场动
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物、濒危动物))的免疫原。例如，免疫原可以从生物体(例如，病原生物体)或者其免疫原性

部分或组分(例如，毒素多肽或其副产物)获得。举例来说，可以从其获得免疫原性多肽的病

原生物体包括病毒(例如，小核糖核酸病毒、肠病毒、正粘病毒、呼肠孤病毒、逆转录病毒)、

原核生物(例如，肺炎球菌、葡萄糖球菌、李斯特菌、假单胞菌)和真核生物(例如，阿米巴病、

疟疾、利什曼病、线虫)。应当理解的是，本文所述的方法和通过此类方法生产的组合物不限

于任何特定转基因。

[0098] 可以使用标准技术向对象(例如，人或非人哺乳动物)施用通常混悬在生理学上相

容的载体中的AAV病毒。适宜载体包括盐水，其可以与多种缓冲溶液一起配制(例如，磷酸盐

缓冲盐水)、乳糖、蔗糖、磷酸钙、明胶、葡聚糖、琼脂、果胶和水。施用足够数量的AAV病毒，以

转导或感染相关细胞，并提供足够水平的基因转移和表达，以提供治疗获益，而不产生不当

的副作用。常规和药学上可接受的施用途径包括但不限于直接递送至器官(比如，例如，肝

脏或肺脏)、口服、鼻内、气管内、吸入、静脉内、肌内、眼内、皮下、皮内、经粘膜或者通过其他

途径施用。如有需要，可以将施用途径联用。

[0099] 向对象施用的AAV病毒的剂量将主要取决于诸如所治疗的病况，以及对象的年龄、

体重和健康状况等因素。例如，向人类对象施用的AAV病毒的治疗有效剂量通常在约0.1ml

至约10ml溶液的范围内，所述溶液含有约1x101至1x1012的病毒基因组拷贝(GC)(例如，约

1x103至1x109GC)。转基因的转导和/或表达可以通过DNA、RNA或蛋白测定在施用后多个时间

点进行监测。在一些情况下，可以监测转基因的表达水平以确定剂量的频率和/或量。还可

以将类似于用于治疗目的描述的那些剂量方案用于免疫。

[0100] 根据本发明，可以采用本领域的技术范围内的常规分子生物学，微生物学，生物化

学和重组DNA技术。这些技术在文献中充分解释。本发明将在以下实施例中进一步描述，所

述实施例不限制权利要求书中描述的方法和组合物的范围。

[0101] 实施例

[0102] 实施例1—鉴定AAV肝脏切换的材料和方法

[0103] 通过改变Anc80支架序列(SEQ  ID  NO:1；图1)中的11个位置(图1中的X1至X11)产生

AAV序列的211(2048)-变体Anc80文库(参见，例如，美国专利号9,695,220)。将每种变体克隆

到哺乳动物表达质粒中，并与pRep和pAd  Helper辅助质粒一起转染到HEK293细胞中，以产

生病毒载体形式的文库。然后，将该文库用于肝脏定位(例如，富集vs.脱靶)的体内筛选。简

言之，在一项实验中，用Anc80载体文库向三只小鼠注射2.7311总gc(～1e13gc/kg)。注射后

第3天，处死小鼠，收集干燥并冷冻。在另一项实验中，向两只恒河猴注射1.6e12  gc/kg的

Anc80载体文库，在注射后第28天终止研究并收集肝脏。从肝脏提取总基因组DNA，并通过新

一代测序对组织中存在的病毒变体群进行定量。如下所述，将在图1中所示的Anc80支架序

列中突出显示的位置X3确定为肝脏切换位置。位置X3对应于Anc80支架序列中的残基266。

[0104] 体内筛选实验的结果如图9和图10中所示。显示了示出肝脏中2048-变体Anc80文

库成员(y轴)相对于病毒输入(x轴)丰度的图。在y轴上，零表示输入没有变化，正值和负值

分别表示相对富集或脱靶。在11个切换位置中，观察到位置X3与肝脏双峰性相关。

[0105] 次要但是仍与肝脏富集或脱靶相关的是在位置X1的氨基酸残基的标识，该位置对

应于在Anc80支架序列中的残基168。一种称为切换“热图”的方法能够允许以可视化形式考

虑每个切换位置的标识，并通过按所需特征选择变体组，热图能够揭示影响(如果存在的
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话)的多个切换位置。使用来自图9和图10的相同数据，野生型C57BL/6小鼠(图25)和恒河猴

(图26)具有在大部分肝脏富集Anc80变体中存在的X3＝1(G)和X1＝1(R)。支持位置X1的相

关性，在从FRG人肝脏异种移植小鼠模型，以及在模拟体内肝脏结构的条件下(微模式共培

养，MPCC)培养的原代人肝细胞中收集的小鼠和人肝细胞中均观察到了类似模式。

[0106] 实施例2-AAV肝脏切换的产生和检测

[0107] 从2048-变体Anc80-文库(参见，例如，美国专利号9,719,070，其全部内容通过引

用并入本文)产生包含肝脏切换的特定序列(图2)。Anc80L65(SEQ  ID  NO:2)在位置266处含

有G并且显示了肝脏富集，以及Anc80L65  G266A(SEQ  ID  NO:3)在位置266处含有A并且显示

了肝脏脱靶。在图3中突出显示并用颜色编码的G/A肝脏切换与图2中所示的颜色编码一致。

[0108] 每个单独的变体都可以通过定点诱变或等温(Gibson)克隆结合PCR产生和基因合

成片段来获得。将这些变体克隆到标准rep/cap“反式”质粒中，以生产载体。然后，在

Grousbeck基因治疗中心的Gene  Transfer  Vector  Core生产表达GFP和α-1-antityrpin的

载体变体。

[0109] 每种变体三只8周龄雄性小鼠和亲本对照注射1e11总基因组拷贝(～5e12gc/kg)，

并在第3天收集肝脏组织。通过qPCR确定肝脏中的基因组拷贝数，并以绝对值以及与亲本对

照的比率表示。图11显示了在位置266含有G的Anc80L65(SEQ  ID  NO:2)显示出肝脏富集，以

及在位置266处含有A的Anc80L65  G266A(SEQ  ID  NO:3)显示出肝脏脱靶。此外，图12显示，

通过肝脏组织的eGFP染色观察到，与在位置266处含有A的Anc80L65  G266A(SEQ  ID  NO:3)

相比，当利用在位置266处含有G的Anc80L65(SEQ  ID  NO:2)时，来自基因组的表达更加明

显。

[0110] 实施例3-在其他血清型中鉴定可比的肝脏切换残基

[0111] 图13A显示了AAV2  VP3衣壳单体的晶体结构。肝脏切换(“LT”)的位置由箭头指示，

并且围绕LT的区域的结构用方框表示。肝脏切换残基可以定位于处于与Anc80的位置266相

当的位置的N末端至α-切换的2-3个残基。图13B是代表晶体结构的示意图，其示出了来自

AAV  2、3、6、8和9VP3的LT区域的覆盖，突出显示了定义切换位置的局部二级结构。切换区域

定义为位于二级结构β-升序(βa)和β-降序(βd)之间并包括其的残基，其具有编码N末端至

α-切换(αt)的2至3个残基的主要官能团。LT残基位于VR1，以β片层为边界的环，N末端至3残

基α螺旋内。

[0112] 图14是来自包含具有在第15行定位的Anc80L65的肝脏切换的原型和临床相关血

清型的主要VRI氨基酸序列的比对。突出显示了β-升序(βa)、β-降序(βd)、α-切换(αt)、切换

区和切换位置本身的定位。β-升序(βa)在保守的酪氨酸处起始，β-降序(βd)在保守的丝氨

酸处终止。对于很多血清型，可以通过紧密鉴定容易地推断出与Anc80  266相当的位置。在

其他病毒中，尤其是进化支B病毒AAV2和AAV3，以及相关病毒AAV4和Rh32.33，可比的位置更

加模糊或不那么明显。尽管如此，可以将主要序列作为鉴定其他血清型中肝脏切换的指导。

如图5中所示，切换表示在Anc80L65中的残基266，在AAV9中的267和在AAV5中的257，强调了

在定义切换时位置编号是相对的。

[0113] 实施例4-在其他血清型中AAV肝脏切换的产生和检测

[0114] 类似地，图15是肝脏切换区的序列比对，定位于Anc80L65、AAV3B和AAV9血清型C末

端的α-切换(NDN)，以及构建用于检测肝脏切换假设的变体。Anc80L65、AAV3B和AAV9，以及
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其他变体已在小鼠(M)或灵长类动物(P)肝脏中进行了体内测试，而这些血清型的小鼠肝脏

转导效率在最后两列中用“开启”或“关闭”表示。完整实验的表型以粗体表示；仍在进行的

实验的表型以斜体表示。

[0115] 除了本文鉴定的单残基肝脏切换以外，肝脏切换区在整体上既可以将切换功能导

入异源血清型，也可以保留肝脏切换来源血清型的其他所需特征。图16描述了一种方法，该

方法通过利用位于这些残基侧翼的保守结构域来快速且容易地检测肝脏切换区的可携带

性。该～100-110bp区的扩增或从头合成允许同源定向组装为异源血清型。

[0116] 图17列出了作为该研究的一部分组装的肝脏切换区交换，并且如图16中所示。最

后两列要么以粗体显示本研究确定的小鼠和灵长类的体内肝脏切换功能，要么以斜体显示

预测的肝脏切换功能。

[0117] Huh7肝癌细胞的体外转导在体外可用于检测所有肝脏切换变体的活力，以及提示

在体内这些变体的肝脏切换“开启”或“关闭”表型。当针对滴度进行归一化时，大多数工程

化的变体令人吃惊地表现出一些(即使不是稳健的)活力，如通过载体递送的荧光素酶表达

所确定的，如图18和图19中所示。此外，观察到的荧光素酶活性的量与预测的肝脏切换表型

相匹配，因为在与Anc80相当的位置上带有肝脏-开启“G”的那些变体与其肝脏-关闭“A”的

对应物(sibling)相比具有更高的RLU值。

[0118] 重要的是，在Anc80  266的相当位置(即在AAV9中的位置267)，在体内证明了切换。

如图20和图21中所示，在AAV9中将G267改变为A降低活体荧光素酶信号、每个细胞的基因组

拷贝数以及在肝脏中递送的标记物表达的数量级。此外，通过双突变体AAV9  G267A  S269T

与切换单突变体AAV9  G267A相比的优越性能，证实了改变其他切换区残基的必要性。双突

变不仅显示出肝脏“关闭”表型，而且结果表明了向心脏和骨骼肌基因递送的获益。

[0119] 采用NHP、在FRG小鼠中的人肝脏异种移植模型以及体外人肝脏模型进行进一步研

究，鉴定了影响AAV肝脏基因递送的第二个位点，在本文中称为“肝脏切换2”。该切换由

Anc80支架中的残基X1编码，其对应于Anc80L65中的位置168。

[0120] 图22通过活体荧光素酶表达证明了通过将A266改变为G并在C末端插入两个T残基

(SEQ  ID  NO:9)，或者在A266之前插入G，并将位置268的残基由S改变为T或者不改变(SEQ 

ID  NO:11)，可以将推定的肝脏切换“关闭”病毒AAV3B变为肝脏“开启”。通过后两个变体

(SEQ  ID  NO:10)匹配的A“关闭”插入观察到肝脏“关闭”的期望。此外，从AAV9(SEQ  ID  NO:

14)和Anc80L65(SEQ  ID  NO:15)将天然AAV3B肝脏切换“关闭”区转换为肝脏切换“开启”区

也可以改善小鼠肝脏转导。与其开启对应物Anc80L65(SEQ  ID  NO:16)相比，转换为在肝脏

中切换“关闭”Anc80L65  G266A降低体内荧光素酶表达。

[0121] 图24鉴定了在临床相关血清型和AncAAV中X1的位置和局部环境。其位于靠近VP2

的N末端带正电的基序中，可以通过除AAV5以外的所有AAV中的序列比对容易地识别，其VP2 

N末端短17-20个残基。然而，所有血清型都可以通过其与保守侧翼残基的关系来定义肝脏

切换2：N末端有两个脯氨酸残基和C末端有一个赖氨酸残基。

[0122] 图25和图26说明了肝脏切换2与肝脏富集的相关性。在图25中，实验问询了在野生

型C57BL/6小鼠和人肝脏异种移植小鼠模型FRG的小鼠肝细胞组分两者中Anc80变体的富

集。在图26中，实验问询了在恒河猴肝脏，来自FRG实验的倒数人肝细胞以及使用称为微模

式共培养(MPCC)技术体外培养的人肝细胞中Anc80变体的富集。在每种情况下，当肝脏富集
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变体选自伴随的MA图时，肝脏切换X3的相关性是明显的。此外，位置X1的相关性是明显的，

随着富集由下至上等级升高，变体从切换0＝K转换为切换1＝R。这种模式表明，位置X1处的

肝脏切换2与位置X3处的肝脏切换无关，但在X3处的切换时主要位置。

[0123] 自从发现AAV3B依靠人类肝细胞生长因子受体(HuHGFR)有效进入肝细胞以来，其

已作为一种具有临床意义的血清型而受到欢迎(Ling等，2010,Hum.Gen.Ther,21(12):1741 

1747)。在此发现之前，由于其在小鼠体内的肝脏递送性能较差，这种血清型已被基因治疗

学家排除。尽管如此，大多数临床前疾病模型均在小鼠中，并且这些小鼠模型在例如确定基

因疗法治疗的有效性、安全性和剂量确定中起着至关重要的作用。对EAAV3B进行工程改造，

使其在保持其理想的治疗特征的同时，将其在小鼠中的肝脏递送性能提高到与灵长类相当

的水平，这对产业化将是极有价值的。与Anc80相比，AAV3B具有缩短的VRI和肝脏切换区，因

而难以确定与Anc80的位置266具有可比性的残基(参见图14和图15)。

[0124] 将位置266处的A改变为G并不能改善向Huh7细胞的基因递送；事实上，这种改变可

能会产生AAV3B的功能缺失表型。为了加强在工程化所需特征中考虑整个肝脏切换区的必

要性，或者在AAV3B中与Anc80相当的位置插入T，同时将A266改为G，或者将在Anc80中的相

当位置插入A或G，形成在Huh7细胞和在体内均表现出肝脏“开启”和“关闭”表型的变体(图

19和图22)。此外，AAV3B似乎可以很好地耐受肝脏切换区的互换，并且从AAV9和Anc80L65导

入肝脏“开启”肝脏切换区时，与单独的AAV3B相比，可以改善这些变体的Huh7和体内小鼠肝

细胞基因递送。导入肝脏“关闭”Anc80L65  G266A肝脏切换区将这种能力降至接近背景水平

(图19和图22)。重要的是，在G265和A266之间单一插入G产生了基于3B的血清型，其在小鼠

中的性能与AAV9一样好，如通过在肝脏中的荧光素酶信号所确定的(图22)。

[0125] 其他实施方式

[0126] 应理解虽然本文中已经结合多个不同方面描述了方法和物质组合物，但是前述多

个方面的描述旨在说明而不是限制方法和物质组合物的范围。其他方面，优点和修改均落

入所附权利要求书的范围之内。

[0127] 本文公开的是方法和组合物，它们可用于公开的方法和组合物的产物，可结合公

开的方法和组合物的产物使用，可用于制备公开的方法和组合物的产物或者是公开的方法

和组合物的产物。在本文中公开了这些和其他物质，并且应当理解公开了这些方法和组合

物的组合，亚组，相互作用，组等。即，虽然可能没有明确地公开具体提到这些组合物和方法

的每个不同个体和集体组合以及替换，但每一个是本文中特别考虑并且描述的。例如，如果

公开并讨论了特定的物质组合物或特定方法并且讨论了多种组合物和方法，那么除非有明

确相反的指示，明确涵盖组合物和方法的每一个组合以及替换。同样，也明确涵盖和公开了

这些的任何亚组或组合。
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