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(57)摘要

本公开涉及肌球蛋白15启动子及其用途。本

公开提供了含有肌球蛋白15(Myo15)启动子的区

域的多核苷酸，以及含有所述多核苷酸的载体，

所述多核苷酸能够用于促进转基因在毛细胞中

的特异性表达。本文所述的多核苷酸可以可操作

地连接至转基因，诸如编码治疗性蛋白质的转基

因，以便促进所述转基因的毛细胞特异性表达。

本文所述的多核苷酸可以可操作地连接至治疗

性转基因，并且用于治疗患有听力损失或前庭功

能障碍或有发展听力损失或前庭功能障碍的风

险的受试者。
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1.一种多核苷酸，所述多核苷酸包含可操作地连接至的第二区域的第一区域，所述第

一区域与SEQ  ID  NO:2或包含SEQ  ID  NO:8和/或SEQ  ID  NO:9的序列的其功能部分或衍生

物具有至少85％序列同一性，所述第二区域与SEQ  ID  NO:1或包含SEQ  ID  NO:3和/或SEQ 

ID  NO:4的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性，所述多核苷酸任选地包

含位于所述第一区域与所述第二区域之间的包含1至100个核苷酸的接头。

2.如权利要求1所述的多核苷酸，其中所述第一区域包含SEQ  ID  NO:2的序列或由其组

成。

3.如权利要求1所述的多核苷酸，其中SEQ  ID  NO:2的所述功能部分包含SEQ  ID  NO:8

的序列。

4.如权利要求1所述的多核苷酸，其中SEQ  ID  NO:2的所述功能部分包含SEQ  ID  NO:9

的序列。

5.如权利要求1所述的多核苷酸，其中SEQ  ID  NO:2的所述功能部分包含SEQ  ID  NO:8

的序列和SEQ  ID  NO:9的序列。

6.如权利要求5所述的多核苷酸，其中SEQ  ID  NO:2的所述功能部分包含SEQ  ID  NO:10

的序列。

7.如权利要求5所述的多核苷酸，其中SEQ  ID  NO:2的所述功能部分包含SEQ  ID  NO:11

的序列。

8.如权利要求5所述的多核苷酸，其中SEQ  ID  NO:2的所述功能部分包含SEQ  ID  NO:12

的序列。

9.如权利要求1所述的多核苷酸，其中SEQ  ID  NO:2的所述功能部分包含SEQ  ID  NO:28

的序列。

10.如权利要求1所述的多核苷酸，其中SEQ  ID  NO:2的所述功能部分包含SEQ  ID  NO:

29的序列。
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肌球蛋白15启动子及其用途

[0001] 本申请为分案申请，原申请的申请日为2020年2月7日，申请号为202080026444.6

(PCT/US2020/017292)，发明名称为“肌球蛋白15启动子及其用途”。

[0002] 序列表

[0003] 本申请含有已经以电子方式以ASCII格式提交并且特此以引用的方式整体并入的

序列表。2020年2月7日创建的所述ASCII拷贝名为51471‑002WO4_Sequence_Listing_

2.7.20_ST25且大小为26,901字节。

技术领域

[0004] 本文描述了含有肌球蛋白15(Myo15)启动子的区域的多核苷酸，以及包含所述多

核苷酸的载体，所述多核苷酸可用于促进转基因在毛细胞(例如，耳蜗毛细胞，诸如内毛细

胞和外毛细胞，和/或前庭毛细胞)中的表达。还公开了使用本发明的多核苷酸和载体实现

转基因在毛细胞中的表达以治疗听力损失和/或前庭功能障碍的方法。

背景技术

[0005] 听力损失是一个重大的公共卫生问题，估计将影响近15％的学龄儿童和三分之一

65岁的人。听力损失最常见的类型是感觉神经性听力损失，这是一类由内耳细胞(诸如耳蜗

毛细胞)或从内耳伸出到脑部的神经通路的缺陷引起的听力损失。感觉神经性听力损失通

常是获得性的，其原因多种多样，包括声创伤、疾病或感染、头部创伤、耳毒性药物和衰老。

感觉神经性听力损失也有遗传原因，诸如参与内耳发育和功能的基因的突变。已经鉴定出

超过90种此类基因的突变，包括以常染色体隐性、常染色体显性和X连锁模式遗传的突变。

[0006] 破坏耳蜗毛细胞的发育、存活或完整性的因素，诸如基因突变、疾病或感染、耳毒

性药物、头部创伤和衰老，可同样影响前庭毛细胞，并且因此也与前庭功能障碍(包括眩晕、

头晕和失衡)有关。的确，携带破坏毛细胞发育或功能的突变的患者可同时出现听力损失和

前庭功能障碍，或单独出现任一病症。近年来，治疗听力损失的努力越来越多地集中在作为

可能解决方案的基因疗法上；然而，仍存在很少特异性地靶向毛细胞的方法，而毛细胞通常

与听力损失和前庭功能障碍有关。需要靶向毛细胞以治疗感觉神经性听力损失或前庭功能

障碍的新疗法。

发明内容

[0007] 本发明提供了用于促进目标基因，诸如促进或改善毛细胞功能或存活的基因在特

定细胞类型中的表达的组合物和方法。本文所述的组合物和方法涉及刺激转基因在内耳的

毛细胞(例如，耳蜗毛细胞和前庭毛细胞)中的转录的多核苷酸。本文所述的多核苷酸可以

可操作地连接至治疗性转基因，并且可施用给患者以治疗或预防听力损失(例如，感觉神经

性听力损失)和/或前庭功能障碍(例如，眩晕、头晕或失衡)。

[0008] 在第一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸包含连接(例如，可操作地

连接)至第二区域的第一区域，所述第一区域与SEQ  ID  NO:1或包含SEQ  ID  NO:3和/或SEQ 
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ID  NO:4的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)，所述第二区域与SEQ  ID  NO:2或包含SEQ  ID 

NO:8和/或SEQ  ID  NO:9的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)，所述多核苷酸任选地含有

位于所述第一区域与所述第二区域之间的包含1至100个核苷酸(例如，1‑5、1‑10、1‑15、1‑

20、1‑25、1‑30、1‑35、1‑40、1‑45、1‑50、1‑60、1‑70、1‑80、1‑90、10‑20、10‑30、10‑40、10‑50、

10‑60、10‑70、10‑80、10‑90、10‑100、20‑30、20‑40、20‑50、20‑60、20‑70、20‑80、20‑90或20‑

100个核苷酸)的接头。

[0009] 在一些实施方案中，所述第一区域包含SEQ  ID  NO:1的序列或由其组成。

[0010] 在一些实施方案中，所述第二区域包含SEQ  ID  NO:2的序列或由其组成。

[0011] 在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:13的序列或由其组成。在一些

实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:15的序列或由其组成。在一些实施方案中，所述

多核苷酸包含SEQ  ID  NO:16的序列或由其组成。在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ 

ID  NO:30的序列或由其组成。在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:31的序列

或由其组成。在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:36的序列或由其组成。在一

些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:37的序列或由其组成。

[0012] 在另一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸包含连接(例如，可操作地

连接)至第二区域的第一区域，所述第一区域与SEQ  ID  NO:2或包含SEQ  ID  NO:8和/或SEQ 

ID  NO:9的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)，所述第二区域与SEQ  ID  NO:1或包含SEQ  ID 

NO:3和/或SEQ  ID  NO:4的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)，所述多核苷酸任选地含有

位于所述第一区域与所述第二区域之间的包含1至100个核苷酸(例如，1‑5、1‑10、1‑15、1‑

20、1‑25、1‑30、1‑35、1‑40、1‑45、1‑50、1‑60、1‑70、1‑80、1‑90、10‑20、10‑30、10‑40、10‑50、

10‑60、10‑70、10‑80、10‑90、10‑100、20‑30、20‑40、20‑50、20‑60、20‑70、20‑80、20‑90或20‑

100个核苷酸)的接头。

[0013] 在一些实施方案中，第一区域包含SEQ  ID  NO:2的序列或由其组成。

[0014] 在一些实施方案中，第二区域包含SEQ  ID  NO:1的序列或由其组成。

[0015] 在一些实施方案中，多核苷酸包含SEQ  ID  NO:14的序列或由其组成。在一些实施

方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:35的序列或由其组成。

[0016] 在另一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸包含与SEQ  ID  NO:1或包含

SEQ  ID  NO:3和/或SEQ  ID  NO:4的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性

(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的区域。

[0017] 在一些实施方案中，所述区域包含SEQ  ID  NO:1的序列或由其组成。

[0018] 在另一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸包含与SEQ  ID  NO:2或包含

SEQ  ID  NO:8和/或SEQ  ID  NO:9的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性

(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的区域。

[0019] 在一些实施方案中，所述区域包含SEQ  ID  NO:2的序列或由其组成。

[0020] 在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:1的所述功能部分含有SEQ  ID 
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NO:3的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:1的所述功能部分含有SEQ  ID 

NO:4的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:1的所述功能部分含有SEQ  ID 

NO:3的序列和SEQ  ID  NO:4的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:1的所

述功能部分含有SEQ  ID  NO:5的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:1的

所述功能部分含有SEQ  ID  NO:6的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:1

的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:7的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:

1的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:27的序列。

[0021] 在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:2的所述功能部分含有SEQ  ID 

NO:8的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:2的所述功能部分含有SEQ  ID 

NO:9的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:2的所述功能部分含有SEQ  ID 

NO:8的序列和SEQ  ID  NO:9的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:2的所

述功能部分含有SEQ  ID  NO:28的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:2的

所述功能部分含有SEQ  ID  NO:29的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:2

的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:10的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID 

NO:2的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:11的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ 

ID  NO:2的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:12的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，

SEQ  ID  NO:2的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:32的序列。

[0022] 在另一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸包含连接(例如，可操作地

连接)至第二区域的第一区域，所述第一区域与SEQ  ID  NO:17或包含SEQ  ID  NO:19的序列

的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或更大的序列同一性)，所述第二区域与SEQ  ID  NO:18或包含SEQ  ID  NO:20和/

或SEQ  ID  NO:21的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)，所述多核苷酸任选地含有位于所

述第一区域与所述第二区域之间的包含1至400个核苷酸(例如，1‑5、1‑10、1‑15、1‑20、1‑

25、1‑30、1‑35、1‑40、1‑45、1‑50、1‑60、1‑70、1‑80、1‑90、1‑100、1‑125、1‑150、1‑175、1‑

200、1‑225、1‑250、1‑275、1‑300、1‑325、1‑350、1‑375、1‑400、10‑20、10‑30、10‑40、10‑50、

10‑60、10‑70、10‑80、10‑90、10‑100、20‑30、20‑40、20‑50、20‑60、20‑70、20‑80、20‑90、20‑

100、30‑100、40‑100、50‑100、50‑150、50‑200、50‑250、50‑300、50‑350、50‑400、100‑150、

100‑200、100‑250、100‑300、100‑350、100‑400、150‑200、150‑250、150‑300、150‑350、150‑

400、200‑250、200‑300、200‑350、200‑400、250‑300、250‑350、250‑400、300‑400或350‑400

个核苷酸)的接头。

[0023] 在一些实施方案中，所述第一区域包含SEQ  ID  NO:17的序列或由其组成。

[0024] 在一些实施方案中，所述第二区域包含SEQ  ID  NO:18的序列或由其组成。

[0025] 在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:25的序列或由其组成。

[0026] 在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:26的序列或由其组成。

[0027] 在另一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸包含连接(例如，可操作地

连接)至第二区域的第一区域，所述第一区域与SEQ  ID  NO:18或包含SEQ  ID  NO:20和/或

SEQ  ID  NO:21的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)，所述第二区域与SEQ  ID  NO:17或包含
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SEQ  ID  NO:19的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)，所述多核苷酸任选地含有位于所述第

一区域与所述第二区域之间的包含1至400个核苷酸(例如，1‑5、1‑10、1‑15、1‑20、1‑25、1‑

30、1‑35、1‑40、1‑45、1‑50、1‑60、1‑70、1‑80、1‑90、1‑100、1‑125、1‑150、1‑175、1‑200、1‑

225、1‑250、1‑275、1‑300、1‑325、1‑350、1‑375、1‑400、10‑20、10‑30、10‑40、10‑50、10‑60、

10‑70、10‑80、10‑90、10‑100、20‑30、20‑40、20‑50、20‑60、20‑70、20‑80、20‑90、20‑100、30‑

100、40‑100、50‑100、50‑150、50‑200、50‑250、50‑300、50‑350、50‑400、100‑150、100‑200、

100‑250、100‑300、100‑350、100‑400、150‑200、150‑250、150‑300、150‑350、150‑400、200‑

250、200‑300、200‑350、200‑400、250‑300、250‑350、250‑400、300‑400或350‑400个核苷酸)

的接头。

[0028] 在一些实施方案中，所述第一区域包含SEQ  ID  NO:18的序列或由其组成。

[0029] 在一些实施方案中，所述第二区域包含SEQ  ID  NO:17的序列或由其组成。

[0030] 在另一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸包含与SEQ  ID  NO:17或包

含SEQ  ID  NO:19的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的区域。

[0031] 在一些实施方案中，所述区域包含SEQ  ID  NO:17的序列或由其组成。

[0032] 在另一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸包含与SEQ  ID  NO:18或包

含SEQ  ID  NO:20和/或SEQ  ID  NO:21的序列的其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一

性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的区域。

[0033] 在一些实施方案中，所述区域包含SEQ  ID  NO:18的序列或由其组成。

[0034] 在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:17的所述功能部分含有SEQ  ID 

NO:19的序列。

[0035] 在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:18的所述功能部分含有SEQ  ID 

NO:20的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:18的所述功能部分含有SEQ 

ID  NO:21的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID  NO:18的所述功能部分含有

SEQ  ID  NO:20的序列和SEQ  ID  NO:21的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ  ID 

NO:18的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:22的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，SEQ 

ID  NO:18的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:23的序列。在任何前述方面的一些实施方案中，

SEQ  ID  NO:18的所述功能部分含有SEQ  ID  NO:24的序列。

[0036] 在另一方面，本发明提供一种多核苷酸，所述多核苷酸与SEQ  ID  NO:27‑35中的任

一个的核酸序列具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％

或更大的序列同一性)。在一些实施方案中，所述多核苷酸与SEQ  ID  NO:28的核酸序列具有

至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一

性)。在一些实施方案中，所述多核苷酸与SEQ  ID  NO:32的核酸序列具有至少85％序列同一

性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)。在一些实施方案

中，所述多核苷酸与SEQ  ID  NO:33的核酸序列具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)。在一些实施方案中，所述多核苷酸与

SEQ  ID  NO:34的核酸序列具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或更大的序列同一性)。在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:28的
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序列或由其组成。在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:32的序列或由其组成。

在一些实施方案中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:33的序列或由其组成。在一些实施方案

中，所述多核苷酸包含SEQ  ID  NO:34的序列或由其组成。

[0037] 在任何前述方面的一些实施方案中，当可操作地连接至转基因并引入毛细胞中

时，所述多核苷酸诱导转基因表达。

[0038] 在另一方面，本发明提供一种含有本发明的多核苷酸的核酸载体。在一些实施方

案中，所述多核苷酸可操作地连接至转基因。在一些实施方案中，所述转基因包含编码治疗

性蛋白质的核酸序列。在一些实施方案中，所述多核苷酸能够在哺乳动物毛细胞中指导由

所述核酸序列进行的治疗性蛋白质的毛细胞特异性表达。在一些实施方案中，所述毛细胞

是耳蜗毛细胞。在一些实施方案中，所述耳蜗毛细胞是内毛细胞。在一些实施方案中，所述

耳蜗毛细胞是外毛细胞。在一些实施方案中，所述毛细胞是前庭毛细胞。

[0039] 在一些实施方案中，所述治疗性蛋白质选自含有以下的组：ACTG1、FSCN2、RDX、

POU4F3、TRIOBP、TPRN、XIRP2、ATOH1、GFI1、CHRNA9、CIB3、CDH23、PCDH15、KNCN、DFNB59、

OTOF、MKRN2OS、LHX3、TMC1、MYO15、MYO7A、MYO6、MYO3A、MYO3B、GRXCR1、PTPRQ、LCE6A、

LOXHD1、ART1、ATP2B2、CIB2、CACNA2D4、CABP2、EPS8、EPS8L2、ESPN、ESPNL、PRPH2、STRC、

SLC8A2、ZCCHC12、LRTOMT2、LRTOMT1、USH1C、ELFN1、TTC24、DYTN、KCP、CCER2、LRTM2、KCNA10、

NTF3、CLRN1、CLRN2、SKOR1、TCTEX1D1、FCRLB、SLC17A8、GRXCR2、BDNF、SERPINE3、NHLH1、

HSP70、HSP90、ATF6、PERK、IRE1和BIP。

[0040] 在一些实施方案中，所述核酸载体是质粒、粘粒、人工染色体或病毒载体。在一些

实施方案中，所述核酸载体是选自由以下组成的组的病毒载体：腺相关病毒(AAV)、腺病毒

和慢病毒。在一些实施方案中，所述病毒载体是AAV载体。在一些实施方案中，所述AAV载体

的血清型选自含有以下的组：AAV1、AAV2、AAV2quad(Y‑F)、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、

AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、rh10、rh39、rh43、rh74、Anc80、Anc80L65、DJ/8、DJ/9、7m8、PHP.B、

PHP.eb和PHP.S。在一些实施方案中，所述AAV载体的血清型是AAV1。在一些实施方案中，所

述AAV载体的血清型是AAV9。在一些实施方案中，所述AAV载体的血清型是AAV6。在一些实施

方案中，所述AAV载体的血清型是Anc80。在一些实施方案中，所述AAV载体的血清型是

Anc80L65。在一些实施方案中，所述AAV载体的血清型是DJ/9。在一些实施方案中，所述AAV

载体的血清型是7m8。在一些实施方案中，所述AAV载体的血清型是AAV2。在一些实施方案

中，所述AAV载体的血清型是AAV2quad(Y‑F)。在一些实施方案中，所述AAV载体的血清型是

PHP.B。在一些实施方案中，所述AAV载体的血清型是AAV8。

[0041] 在另一方面，本发明提供一种含有本发明的核酸载体的组合物。在一些实施方案

中，所述组合物还包含药学上可接受的赋形剂。

[0042] 在另一方面，本发明提供一种增加治疗性蛋白质在哺乳动物毛细胞中的表达的方

法，所述方法通过使哺乳动物毛细胞与本发明的核酸载体或本发明的组合物接触来实现。

在一些实施方案中，所述治疗性蛋白质的表达在毛细胞中特异性地增加。

[0043] 在一些实施方案中，所述哺乳动物毛细胞是人毛细胞。

[0044] 在一些实施方案中，所述哺乳动物毛细胞是耳蜗毛细胞。在一些实施方案中，所述

耳蜗毛细胞是内毛细胞。在一些实施方案中，所述耳蜗毛细胞是外毛细胞。

[0045] 在一些实施方案中，所述哺乳动物毛细胞是前庭毛细胞。
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[0046] 在一些实施方案中，所述治疗性蛋白质的表达在不是毛细胞的内耳细胞中基本上

没有增加。

[0047] 在另一方面，本发明提供一种治疗患有听力损失(例如，感觉神经性听力损失)或

有发展听力损失的风险的受试者的方法，所述方法通过向所述受试者施用有效量的本发明

的核酸载体或本发明的组合物来实现。

[0048] 在一些实施方案中，所述听力损失是遗传性听力损失。在一些实施方案中，所述遗

传性听力损失是常染色体显性听力损失、常染色体隐性听力损失或X连锁性听力损失。

[0049] 在一些实施方案中，所述听力损失是获得性听力损失。在一些实施方案中，所述获

得性听力损失是噪声引起的听力损失、年龄相关的听力损失、疾病或感染相关的听力损失、

头部创伤相关的听力损失或耳毒性药物引起的听力损失。在一些实施方案中，所述获得性

听力损失是年龄相关的听力损失。在一些实施方案中，所述听力损失是噪声引起的听力损

失。在一些实施方案中，所述听力损失是耳毒性药物引起的听力损失。

[0050] 在另一方面，本发明提供一种治疗患有前庭功能障碍或有发展前庭功能障碍的风

险的受试者的方法，所述方法通过向所述受试者施用有效量的本发明的核酸载体或本发明的

组合物来实现。在一些实施方案中，所述前庭功能障碍是眩晕、头晕或失衡(例如，平衡障碍)。

[0051] 在另一方面，本发明提供一种促进有需要的受试者的毛细胞再生的方法，所述方

法通过向受试者施用有效量的本发明的核酸载体或本发明的组合物来实现。在一些实施方

案中，所述毛细胞是耳蜗毛细胞。在一些实施方案中，所述毛细胞是前庭毛细胞。

[0052] 在另一方面，本发明提供一种预防或减少耳毒性药物引起的毛细胞损伤或死亡的

方法，所述方法通过向所述受试者施用有效量的本发明的核酸载体或本发明的组合物来实

现。在一些实施方案中，所述耳毒性药物选自包括以下的组：氨基糖苷类(例如，庆大霉素、

新霉素、链霉素、妥布霉素、卡那霉素、万古霉素和阿米卡星)、抗肿瘤药(例如，含铂化疗剂，

诸如顺铂、卡铂和奥沙利铂)、依他尼酸、速尿灵(furosemide)、水杨酸盐类(例如，阿司匹

林，特别是在高剂量下)和奎宁。在一些实施方案中，所述毛细胞是耳蜗毛细胞。在一些实施

方案中，所述毛细胞是前庭毛细胞。

[0053] 在另一方面，本发明提供一种治疗患有耳鸣的受试者的方法，所述方法通过向所

述受试者施用有效量的本发明的核酸载体或本发明的组合物来实现。

[0054] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述听力损失、前庭功能障碍或耳鸣与毛细

胞(例如，耳蜗和/或前庭毛细胞)的损失相关。

[0055] 在另一方面，本发明提供一种预防或减少有需要的受试者的毛细胞损伤或死亡的

方法，所述方法通过向所述受试者施用有效量的本发明的核酸载体或本发明的组合物来实

现。在一些实施方案中，所述毛细胞是耳蜗毛细胞。在一些实施方案中，所述毛细胞是前庭

毛细胞。

[0056] 在另一方面，本发明提供一种增加有需要的受试者的毛细胞存活的方法，所述方

法通过向所述受试者施用有效量的本发明的核酸载体或本发明的组合物来实现。在一些实

施方案中，所述毛细胞是耳蜗毛细胞。在一些实施方案中，所述毛细胞是前庭毛细胞。

[0057] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述毛细胞是耳蜗毛细胞。在任何前述方面

的一些实施方案中，所述耳蜗毛细胞是内毛细胞。在任何前述方面的一些实施方案中，所述

耳蜗毛细胞是外毛细胞。在任何前述方面的一些实施方案中，所述哺乳动物毛细胞是前庭

说　明　书 6/57 页

8

CN 119320772 A

8



毛细胞。

[0058] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述方法还包括在施用所述核酸载体或组合

物之前评估所述受试者的听力的步骤(例如，使用标准测试评估听力，所述标准测试诸如听

力测验法(audiometry)、听性脑干反应(auditory  brainstem  response，ABR)、耳蜗电图描

记法(electrochocleography，ECOG)或耳声发射)。

[0059] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述方法还包括在施用所述核酸载体或组合

物之后评估所述受试者的听力的步骤(例如，使用标准测试评估听力，所述标准测试诸如听

力测验法、ABR、ECOG或耳声发射)。

[0060] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述方法还包括在施用所述核酸载体或组合

物之前评估所述受试者的前庭功能的步骤(例如，使用标准测试评估前庭功能，所述标准测

试诸如眼震电图(electronystagmogram，ENG)或视频眼震图(videonystagmogram，VNG)、姿

势描记术(posturography)、转椅测试(rotary‑chair  testing)、ECOG、前庭诱发的肌源性

电位(vestibular  evokedmyogenic  potentials，VEMP)或专科临床平衡测试(specialized 

clinical  balance  test))。

[0061] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述方法还包括在施用所述核酸载体或组合

物之前评估所述受试者的前庭功能的步骤(例如，使用标准测试评估前庭功能，所述标准测

试诸如ENG或VNG、姿势描记术、转椅测试、ECOG、VEMP或专科临床平衡测试)。

[0062] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述核酸载体或组合物局部施用(例如，施用

至内耳，例如，施用到外淋巴或内淋巴中，诸如通过卵圆窗、圆窗或水平半规管)。

[0063] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述核酸载体或组合物以足以预防或减少听

力损失、预防或减少前庭功能障碍、预防或减少耳鸣、延迟听力损失的发展、延迟前庭功能

障碍的发展、减缓听力损失的进展、减缓前庭功能障碍的进展、改善听力、改善前庭功能、改善

毛细胞功能、预防或减少毛细胞损伤、预防或减少毛细胞死亡或增加毛细胞数量的量施用。

[0064] 在任何前述方面的一些实施方案中，所述受试者是人。

[0065] 在另一方面，本发明提供一种药盒，所述药盒含有本发明的核酸载体或本发明的

组合物。

[0066] 定义

[0067] 如本文所用，术语“约”是指在所述值的上下10％以内的值。

[0068] 如本文所用，“施用”是指通过任何有效途径向受试者提供或给予治疗剂(例如，含

有可操作地连接至转基因的肌球蛋白15(Myo15)启动子的核酸载体)。示例性的施用途径在

下文描述。

[0069] 如本文所用，术语“细胞类型”是指共享基于基因表达数据在统计学上可分离的表

型的一组细胞。例如，常见细胞类型的细胞可共享相似的结构和/或功能特征，诸如相似的

基因激活模式和抗原呈递特征谱。常见细胞类型的细胞可包括从常见组织(例如，上皮组

织、神经组织、结缔组织或肌肉组织)分离的那些和/或从常见器官、组织系统、血管或生物

体的其他结构和/或区域分离的那些。

[0070] 如本文所用，术语“耳蜗毛细胞”是指内耳中参与感测声音的一组特化细胞。耳蜗

毛细胞有两种类型：内毛细胞和外毛细胞。耳蜗毛细胞的损伤和破坏耳蜗毛细胞功能的基

因突变与听力损失和耳聋有关。
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[0071] 如本文所用，术语“保守突变”、“保守取代”和“保守氨基酸取代”是指一个或多个

氨基酸取代成表现出相似物理化学特性(诸如极性、静电荷和空间体积)的一个或多个不同

的氨基酸。下表1中汇总了20种天然存在的氨基酸中的每一种的这些特性。

[0072] 表1.天然存在的氨基酸的代表性物理化学特性

[0073]

说　明　书 8/57 页

10

CN 119320772 A

10



[0074]

[0075] 由此表应认识到，保守氨基酸家族包括(i)G、A、V、L和I；(ii)D和E；(iii)C、S和T；

(iv)H、K和R；(v)N和Q；以及(vi)F、Y和W。因此，保守突变或取代是一个氨基酸取代成同一氨

基酸家族的成员的一种突变或取代(例如，Ser取代成Thr或Lys取代成Arg)。

[0076] 如本文所用，术语本文所述的组合物、载体构建体或病毒载体的“有效量”、“治疗

有效量”和“足够量”是指当施用给包括哺乳动物(例如人)的有需要的受试者时足以实现有

益或期望结果(包括临床结果)的量，并且因此，“有效量”或其同义词取决于其所应用的背

景。例如，在治疗感觉神经性听力损失或前庭功能障碍的背景中，它是与不施用组合物、载

体构建体或病毒载体的情况下获得的响应相比，足以实现治疗响应的组合物、载体构建体

或病毒载体的量。将与这样的量相对应的本文所述的给定组合物的量将根据各种因素而变

化，诸如给定的剂、药物制剂、施用途径、疾病或病症的类型、所治疗的受试者(例如年龄、性

别、体重)或宿主的身份等，但是仍然可由本领域技术人员常规确定。同样，如本文所用，本

公开的组合物、载体构建体或病毒载体的“治疗有效量”是与对照相比，在受试者中产生有

益或期望结果的量。应注意，当施用活性成分的组合时，所述组合的有效量可包括或可不包

括在单独施用时将有效的每种成分的量。如本文所定义，本公开的组合物、载体构建体或病

毒载体的治疗有效量可由普通技术人员通过本领域已知的常规方法容易地确定。可调整剂

量方案以提供最佳治疗响应。

[0077] 如本文所用，术语“内源性”描述天然存在于特定生物体(例如，人)中或生物体内

的特定位置(例如，器官、组织或细胞，诸如人细胞，例如人毛细胞)中的分子(例如，多肽、核

酸或辅因子)。

[0078] 如本文所用，术语“表达”是指以下事件中的一个或多个：(1)从DNA序列产生RNA模

板(例如，通过转录)；(2)RNA转录物的加工(例如，通过剪接、编辑、5'帽形成和/或3 '端加

工)；(3)将RNA翻译成多肽或蛋白质；以及(4)多肽或蛋白质的翻译后修饰。

[0079] 如本文所用，术语“外源性”描述不天然存在于特定生物体(例如，人)中或生物体

内的特定位置(例如，器官、组织或细胞，诸如人细胞，例如人毛细胞)中的分子(例如，多肽、

核酸或辅因子)。外源性材料包括由外部来源提供至生物体或提供至培养物质(从其中提

取)的那些材料。

[0080] 如本文所用，术语“毛细胞特异性表达”是指与内耳的其他细胞类型(例如，螺旋神

经节神经元、神经胶质或其他内耳细胞类型)相比，RNA转录物或多肽主要在毛细胞(例如，

耳蜗毛细胞和/或前庭毛细胞)内产生。转基因的毛细胞特异性表达可通过使用任何标准技

术(例如，定量RT  PCR、免疫组织化学、蛋白质印迹分析，或可操作地连接至启动子的报告基

因(例如，GFP)的荧光的测量)在内耳的各种细胞类型(例如，毛细胞相对于非毛细胞)之间

比较转基因表达(例如，RNA或蛋白质表达)来确认。毛细胞特异性启动子所诱导的与其可操

作地连接的转基因的表达(例如，RNA或蛋白质表达)在毛细胞中比在至少3种(例如，3、4、5、

6、7、8、9、10种或更多种)以下内耳细胞类型中大至少50％(例如，大50％、75％、100％、

125％、150％、175％、200％或更多)：边界细胞、内指细胞、内柱细胞、外柱细胞、第一排
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Deiter细胞、第二排Deiter细胞、第三排Deiter细胞、汉森细胞、克劳迪厄斯氏(Claudius)

细胞、内沟细胞、外沟细胞、螺旋突细胞、根细胞、齿间细胞、血管纹的基底细胞、血管纹的中

间细胞、血管纹的边缘细胞、螺旋神经节神经元、施旺(Schwann)细胞。

[0081] 如本文所用，术语“增加”和“减少”是指相对于参考分别产生更大或更少量的功

能、表达或活性的调节。例如，在以本文所述的方法施用组合物之后，如本文所述的度量(例

如，转基因表达)的标志物的量可相对于施用之前的标志物的量在受试者中增加或减少至

少5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％、95％或98％或更多。通常，在施用后，在施用已达到所述效果的时间，例

如，在治疗方案开始之后至少一周、一个月、3个月或6个月测量所述度量。

[0082] 如本文所用，术语“内含子”是指基因的编码区内其核苷酸序列不翻译成相应蛋白

质的氨基酸序列的区域。术语内含子还指从基因转录的RNA的相应区域。内含子被转录成前

体mRNA，但在加工过程中去除，不包括在成熟mRNA中。

[0083] 如本文所用，术语“接头”是指连接多核苷酸的两个不同区域的一系列核苷酸。接

头不破坏其连接的多核苷酸的两个区域的功能。

[0084] 如本文所用，“局部”或“局部施用”是指在身体的特定部位上旨在局部作用而不是

全身作用的施用。局部施用的实例是表皮、吸入、关节内、鞘内、阴道内、玻璃体内、子宫内、

病灶内施用、淋巴结施用、肿瘤内施用、向内耳施用和向受试者的粘膜施用，其中施用旨在

产生局部而非全身作用。

[0085] 如本文所用，术语“可操作地连接”是指第一分子可连结至第二分子，其中所述分

子的布置使得第一分子影响第二分子的功能。术语“可操作地连接”包括两个或更多个部件

(例如，启动子和另一个序列元件)的并置，使得两个部件均正常发挥作用，并允许至少一个

部件可介导施加于其他部件中的至少一个上的功能的可能性。两个分子可以是或可以不是

单个邻接分子的一部分并且可以或可以不是相邻的。例如，如果启动子调节目标可转录多

核苷酸分子在细胞中的转录，那么启动子可操作地连接至可转录多核苷酸分子。在另外的

实施方案中，如果转录调控元件的两个部分相互连接，使得一部分的转录激活功能不受另

一部分的存在的不利影响，那么所述两个部分彼此可操作地连接。两个转录调控元件可借

助接头核酸(例如，居间的非编码核酸)彼此可操作地连接或可在不存在居间核苷酸的情况

下彼此可操作地连接。

[0086] 如本文所用，术语“质粒”是指另外的DNA区段可连接到其中的染色体外环状双链

DNA分子。质粒是一种载体，是能够转运已与其连接的另一核酸的核酸分子。某些质粒能够

在其被引入的宿主细胞中自主复制(例如，具有细菌复制起点的细菌质粒和附加型哺乳动

物质粒)。其他载体(例如，非附加型哺乳动物载体)可在引入宿主细胞后整合到宿主细胞的

基因组中，并且由此与宿主基因组一起复制。某些质粒能够指导它们可操作地连接的基因

的表达。

[0087] 如本文所用，在本文可互换使用的术语“核酸”和“多核苷酸”是指任何长度的核苷

的聚合形式。通常，多核苷酸由通过磷酸二酯键连接的天然存在于DNA或RNA中的核苷(例

如，腺苷、胸苷、鸟苷、胞苷、尿苷、脱氧腺苷、脱氧胸苷、脱氧鸟苷和脱氧胞苷)构成。所述术

语涵盖包含含有化学或生物学修饰的碱基、修饰的骨架等的核苷或核苷类似物的分子，无

论是否存在于天然存在的核酸中，并且此类分子对于某些应用可以是优选的。当本申请涉
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及多核苷酸时，应理解，提供了DNA、RNA，并且在每种情况下都提供了单链和双链形式(以及

每个单链分子的互补物)。如本文所用，“多核苷酸序列”可指多核苷酸材料本身和/或生物

化学表征特定核酸的序列信息(即，用作碱基缩写的一连串字母)。除非另外指明，否则本文

给出的多核苷酸序列以5'至3'方向给出。

[0088] 如本文所用，术语核酸的“互补(complementarity)”或“互补(complementary)”是

指核酸的一条链中的核苷酸序列由于其核碱基基团的取向而与相反的核酸链上的另一序

列形成氢键。DNA中的互补碱基通常是A与T和C与G。在RNA中，它们通常是C与G和U与A。互补

可以是完全或基本/充分互补。两个核酸之间完全互补是指这两个核酸可形成双链体，其中

双链体中的每个碱基都通过Watson‑Crick配对与互补碱基结合。“基本”或“充分”互补是指

一条链中的序列与相反链中的序列不全部和/或完全互补，但是在一组杂交条件(例如，盐

浓度和温度)下，在两条链上的碱基之间发生充分的键合以形成稳定的杂交复合物。可通过

使用序列和标准数学计算预测杂交链的Tm(解链温度)，或通过使用常规方法凭经验确定Tm

来预测此类条件。Tm包括在两条核酸链之间形成的杂交复合物群体50％变性(即，双链核酸

分子群体一半解离成单链)的温度。在低于Tm的温度下，有利于杂交复合物的形成，而在高

于Tm的温度下，有利于杂交复合物中的链的解链或分离。可通过使用例如Tm＝81 .5+0 .41

(％G+C)估计在1MNaCl水溶液中具有已知G+C含量的核酸的Tm，尽管其他已知的Tm计算考虑

了核酸结构特征。

[0089] 如本文所用，术语“启动子”是指DNA上由RNA聚合酶结合的识别位点。聚合酶驱动

转基因的转录。

[0090] 相对于参考多核苷酸或多肽序列而言的“序列同一性百分比(％)”定义为在将序

列比对并且在需要时引入空位以实现最大序列同一性百分比之后，在候选序列中与参考多

核苷酸或多肽序列中的核酸或氨基酸相同的核酸或氨基酸的百分比。用于确定核酸或氨基

酸序列同一性百分比的比对可以在本领域技术人员能力范围内的各种方式实现，例如，使

用可公开获得的计算机软件，诸如BLAST、BLAST‑2或Megalign软件。所属领域技术人员可确

定适用于比对序列的参数，包括实现所比较序列的全长内的最大比对所需的任何算法。例

如，可使用序列比较计算机程序BLAST生成序列同一性百分比值。作为说明，给定核酸或氨

基酸序列A对于、与或针对给定核酸或氨基酸序列B的序列同一性百分比(其可替代地措词

为给定核酸或氨基酸序列A具有对于、与或针对给定核酸或氨基酸序列B的某一序列同一性

百分比)计算如下：

[0091] 100×(分数X/Y)

[0092] 其中X是通过序列比对程序(例如，BLAST)在所述程序的A和B的比对中评分为相同

匹配的核苷酸或氨基酸的数目，并且其中Y是B中核酸的总数。应当理解，在核酸或氨基酸序

列A的长度不等于核酸或氨基酸序列B的长度的情况下，A对于B的序列同一性百分比将不等

于B对于A的序列同一性百分比。

[0093] 如本文所用，术语“衍生物”是指与相应的全长野生型核酸、肽或蛋白质相比包含

一个或多个突变和/或化学修饰的核酸、肽或蛋白质或其变体或类似物。涉及核酸的化学修

饰的非限制性实例包括，例如，对碱基部分、糖部分、磷酸酯部分、磷酸酯‑糖骨架或其组合

的修饰。

[0094] 如本文所用，术语“药物组合物”是指含有任选地与一种或多种药学上可接受的赋
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形剂、稀释剂和/或载剂组合的治疗剂，待施用给受试者(诸如哺乳动物，例如人)以便预防、

治疗或控制影响或可能影响受试者的特定疾病或疾患的混合物。

[0095] 如本文所用，术语“药学上可接受的”是指适于与受试者，诸如哺乳动物(例如，人)

的组织接触，而没有过度的毒性、刺激、过敏反应和其他问题并发症的与合理效益/风险比

相称的那些化合物、材料、组合物和/或剂型。优选地，术语“药学上可接受的”是指由联邦或

州政府的监管机构批准或在美国药典或其他普遍认可的药典中列出可用于哺乳动物且更

具体地是人。

[0096] 如本文所用，术语“样品”是指从受试者中分离的样本(例如，血液、血液组分(例

如，血清或血浆)、尿液、唾液、羊水、脑脊液、组织(例如，胎盘或真皮组织)、胰液、绒毛膜和

细胞)。

[0097] 如本文所用，术语“转录调控元件”是指至少部分地控制目标基因的转录的核酸。

转录调控元件可包括启动子、增强子以及控制或帮助控制基因转录的其他核酸(例如，聚腺

苷酸化信号)。转录调控元件的实例描述于，例如，Lorence ,Recombinant  Gene 

Expression:Reviews  andProtocols(Humana  Press,New  York,NY,2012)。

[0098] 如本文所用，术语“转染”是指常用于将外源DNA引入原核或真核宿主细胞中的广

泛多种技术中的任一种，例如电穿孔、脂质转染、磷酸钙沉淀、DEAE‑葡聚糖转染、核转染、挤

压‑穿孔(squeeze‑poration)、声致穿孔、光学转染(optical  transfection)、磁转染、穿刺

转染(impalefection)等。

[0099] 如本文所用，术语“受试者”和“患者”是指动物(例如，哺乳动物，诸如人)、兽医动

物(例如，猫、狗、牛、马、绵羊、猪等)以及疾病的实验动物模型(例如，小鼠、大鼠)。待根据本

文所述的方法治疗的受试者可以是已被诊断为患有听力损失(例如，感觉神经性听力损失)

或前庭功能障碍(例如，头晕、眩晕或失衡)的受试者或有发展这些疾患的风险的受试者。可

通过本领域已知的任何方法或技术进行诊断。本领域技术人员将理解，待根据本公开治疗

的受试者可能已经接受了标准测试，或可能由于存在一种或多种与疾病或疾患相关的风险

因素而未经检查就被鉴定为有风险的受试者。

[0100] 如本文所用，术语“转导(transduction和transduce)”是指将载体构建体或其部

分引入细胞中的方法。其中载体构建体包含在病毒载体例如AAV载体中，转导是指细胞的病

毒感染以及随后载体构建体或其部分转移和整合到细胞基因组中。

[0101] 如本文所用，状态、病症或疾患的“治疗(treatment和treating)”可包括：(1)预

防、延迟或减少在可能患有或易患所述状态、病症或疾患但尚未经历或表现出所述状态、病

症或疾患的临床或亚临床症状的受试者中发展的状态、病症或疾患的至少一种临床或亚临

床症状的发病率和/或出现的可能性；或(2)抑制所述状态、病症或疾患，即阻止、减少或延

迟疾病或其复发或至少一种其临床或亚临床症状的发展；或(3)减轻疾病，即导致状态、病

症或疾患或至少一种其临床或亚临床症状的消退。对于待治疗的受试者的益处在统计学上

是显著的，或对于患者或医师至少是可察觉的。

[0102] 如本文所用，术语“载体”包括核酸载体，例如，DNA载体，诸如质粒、粘粒或人工染

色体、RNA载体、病毒或任何其他合适的复制子(例如，病毒载体)。已开发出多种载体，以用

于将编码外源蛋白质的多核苷酸递送到原核或真核细胞中。此类表达载体的实例描述于，

例如，Gellissen ,Production  of  Recombinant  Proteins:Novel  Microbial  and 
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Eukaryotic  Expression  Systems(John  Wiley&Sons,Marblehead ,MA,2006)。适于与本文

所述的组合物和方法一起使用的表达载体含有多核苷酸序列，以及例如，用于表达蛋白质

和/或将这些多核苷酸序列整合到哺乳动物细胞的基因组中的另外的序列元件。可用于表

达如本文所述的转基因的某些载体包括含有指导基因转录的调控序列(诸如启动子和增强

子区域)的载体。用于表达转基因的其他可用载体含有提高转基因的翻译速率或改善由基

因转录产生的mRNA的稳定性或核输出的多核苷酸序列。这些序列元件包括，例如，5’和3’非

翻译区和聚腺苷酸化信号位点，以便指导表达载体上携带的基因的有效转录。适于与本文

所述的组合物和方法一起使用的表达载体还可含有编码用于选择包含所述载体的细胞的

标志物的多核苷酸。合适的标志物的实例包括编码对抗生素，诸如氨苄青霉素、氯霉素、卡

那霉素或诺尔斯菌素的抗性的基因。

[0103] 如本文所用，术语“前庭毛细胞”是指内耳中参与感测移动并且有助于平衡和空间

取向的感测的一组特化细胞。前庭毛细胞位于内耳的半规管和耳石中。前庭毛细胞的损伤

和破坏前庭毛细胞功能的基因突变与前庭功能障碍(诸如眩晕和失衡症)有关。

[0104] 如本文所用，术语“野生型”是指在给定生物体中对于特定基因具有最高频率的基

因型。

附图说明

[0105] 图1A‑1B是用在巨细胞病毒(CMV)启动子的控制下表达GFP的腺相关病毒(AAV)载

体(图1A)或在鼠类Myo15启动子(SEQ  ID  NO:13，图1B)的控制下表达GFP的AAV载体转导的

小鼠耳蜗的一系列荧光图像。AAV‑Myo15‑GFP病毒通过后半规管输注给6‑8周龄的C57Bl/6J

雄性小鼠。使小鼠从手术中恢复并将其安乐死，在10天后用10％的正常缓冲福尔马林灌注。

收获内耳颞骨并在8％EDTA中脱钙3天。从脱钙的颞骨上切下耳蜗并将其固定在载玻片上以

进行共聚焦成像。使用遍在启动子，AAV‑CMV‑GFP在耳蜗内的许多细胞类型中诱导GFP表达，

包括内毛细胞、外毛细胞、螺旋神经节神经元、间充质细胞和神经胶质(图1A)。使用毛细胞

特异性启动子，AAV‑Myo15‑GFP仅在内毛细胞和外毛细胞中诱导表达(图1B)。

[0106] 图2是用在鼠类Myo15启动子(SEQ  ID  NO:13，图2)的控制下表达GFP的AAV载体转

导的小鼠 前庭系统 区域 (椭圆囊、球囊、后嵴 (p o s t e r i o r  c r i s t a，P C) 、前嵴

(anteriorcrista，AC)和水平嵴(horizontal  crista，HC))的荧光图像。AAV‑Myo15‑GFP病

毒通过后半规管输注给6‑8周龄的C57Bl/6J雄性小鼠。使小鼠从手术中恢复并将其安乐死，

在10天后用10％的正常缓冲福尔马林灌注。收获内耳颞骨并在8％EDTA中脱钙3天。从脱钙

的颞骨上切下前庭器官并将其固定在载玻片上以进行成像。使用毛细胞特异性启动子，

AAV‑Myo15‑GFP仅在前庭毛细胞中诱导表达(图2)。

[0107] 图3A‑3B是用在鼠类Myo151  kb启动子(SEQ  ID  NO:15，图3A)或Myo15微型内含子

启动子(SEQ  ID  NO:16，图3B)的控制下表达GFP的AAV  2/9病毒载体转导的小鼠耳蜗的系列

荧光图像。如图3A‑3B所示，鼠类Myo151kb(SEQ  ID  NO:15)和鼠类Myo15微型内含子(SEQ  ID 

NO:16)启动子两者均诱导GFP在毛细胞中的特异性表达。

[0108] 图4A‑4G是示出鼠类和人Myo15启动子的特异性的一系列小鼠耳蜗图像。将新生小

鼠耳蜗外植体在含有在0.6kb人Myo15启动子(SEQ  ID  NO:26；图4A)、1.2kb人Myo15启动子

(SEQ  ID  NO:25；图4B)或1kb小鼠Myo15启动子(SEQ  ID  NO:15；图4C)控制下编码GFP的AAV1
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载体的培养物中处理(比例尺＝100μm)。示出如用抗GFP抗体检测到的GFP信号。在单独的实

验中，通过圆窗注射将AAV1‑1.2kb人Myo15‑GFP或AAV1‑1  kb鼠类Myo15‑GFP递送至成年小

鼠耳蜗。全标本包埋(Whole  mount)图像(图4D‑4E)或切片(图4F‑4G)示出在耳蜗的顶端、中

部和基底中的毛细胞特异性信号，如用抗GFP抗体检测到的。图4F中的箭头指向GFP标记的

耳蜗毛细胞。如图4F和4G所示，在1.2kb人Myo15启动子和1kb鼠类Myo15启动子情况下的表

达主要限于内毛细胞。

[0109] 图5A‑5C是非人灵长类动物耳蜗的一系列荧光图像，其示出Myo15启动子将GFP表

达局限于非人灵长类动物耳蜗中的毛细胞。图5A是来自通过圆窗膜接受AAV1‑CMV‑GFP的局

部注射的非人灵长类动物的耳蜗的共聚焦图像。注射后28天收获组织。示出天然GFP荧光。

在整个器官的广泛多种细胞类型中检测到GFP表达。图5B是来自注射了AAV1‑Myo15(SEQ  ID 

NO:13)‑GFP的非人灵长类动物并且以与图5A中的耳蜗相同的方式进行加工的耳蜗的共聚

焦图像。GFP表达局限于毛细胞。图5C是图5B所示的方框区域中的毛细胞的放大视图。

[0110] 图6是示出与遍在CMV启动子相比，1.6kb  Myo15启动子(SEQ  ID  NO:13)增强AAV‑

小鼠TMC1载体在Tmc1敲除(KO)小鼠中的生物学功效的图。在出生后第2天(P2)对Tmc1  KO小

鼠进行注射，并在指定的年龄评估听性脑干反应(ABR)。将ABR阈值绘图为初始纯合(具有空

心圆圈的浅灰色线)和杂合(穿过黑色圆圈的深灰色线)Tmc1KO小鼠以及注射AAV‑CMV‑小鼠

TMC1(CMV_mTmc1；具有空心圆圈的深灰色线)或AAV‑Myo15(SEQ  ID  NO:13)‑小鼠TMC1

(PdBx_mTmc1；P23，穿过浅灰色圆圈的浅灰色线；P28，具有实心圆圈的深灰色线)的纯合

Tmc1  KO小鼠的刺激频率的函数。与AAV‑CMV‑小鼠TMC1相比，注射AAV‑Myo15‑小鼠TMC1的纯

合Tmc1  KO小鼠中ABR阈值的恢复大大改善。

[0111] 图7A‑7B是用在1.2kb人肌球蛋白15启动子(SEQ  ID  NO:25)控制下表达GFP的AAV1

载体处理的食蟹猴的内耳的一系列荧光图像。双侧(n＝1只动物)注射用于以15μL/min的流

速将30μL的AAV1‑1.2kb肌球蛋白15‑GFP(病毒滴度为1.06×1013个基因组拷贝/mL)施用至

内耳的圆窗。注射后四周，取出内耳并进行基底膜的表面制备。GFP表达用于监测肌球蛋白

15启动子活性(图7A，示出代表性耳朵之一)。食蟹猴内耳的AAV1‑1.2kb肌球蛋白15‑GFP转

导导致在耳蜗的整个基底‑顶端轴上的GFP表达，在基底具有高频率并且在顶端具有低频率

(图7A，频率以kHz计)。2.8kHz下的高倍放大图像显示在内毛细胞(IHC)和外毛细胞(OHC)内

观察到GFP表达(图7B，上图)。Myo7A的免疫组织化学用于可视化毛细胞，并且将细胞核用

DAPI染色(图7B，中图和下图)。

[0112] 图8A‑8B是用在0.6kb人肌球蛋白15启动子(SEQ  ID  NO:26)控制下表达GFP的AAV1

载体处理的食蟹猴的内耳的一系列荧光图像。双侧(n＝1只动物)注射用于以15μL/min的流

速将30μL的AAV1‑0.6kb肌球蛋白15‑GFP(病毒滴度为1.22×1013个基因组拷贝/mL)施用至

内耳的圆窗。注射后四周，取出内耳并进行基底膜的表面制备。GFP表达用于监测肌球蛋白

15启动子活性(图8A，示出代表性耳朵之一)。食蟹猴内耳的AAV1‑0.6kb肌球蛋白15‑GFP转

导导致在耳蜗的整个基底‑顶端轴上的GFP表达，在基底具有高频率并且在顶端具有低频率

(图8A，频率以kHz计)。2.8kHz下的高倍放大图像显示在内毛细胞(IHC)和外毛细胞(OHC)内

观察到GFP表达(图8B，上图)。Myo7A的免疫组织化学用于可视化毛细胞，并且将细胞核用

DAPI染色(图8B，中图和下图)。

[0113] 图9是示出使用定量PCR(qPCR)对来自具有毛细胞特异性表达的三种不同鼠类
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Myo15(mMyo15)启动子的GFP表达的定量的条形图。将转录水平针对毛细胞特异性基因

Myo7a归一化。来自mMyo151.6kb(SEQ  ID  NO:13)、1kb(SEQ  ID  NO:15)和0.5kb(SEQ  ID  NO:

16)启动子的GFP报告基因的表达水平彼此相当并且是稳健的。

[0114] 图10是示出由多种不同启动子驱动的肌球蛋白7a(Myo7a)阳性毛细胞中GFP荧光

的定量图像分析的结果的图，所述启动子包括截短的嵌合CMV‑鸡β‑肌动蛋白(smCBA)启动

子、1.6kb  mMyo15启动子(SEQ  ID  NO:13)、1kb  mMyo15启动子(SEQ  ID  NO:15)、0.5kb 

mMyo15启动子(SEQ  ID  NO:16)、1.2kb  hMyo15启动子(SEQ  ID  NO:25)和0.6kb  hMyo15启动

子(SEQ  ID  NO:26)。每个细胞的GFP蛋白表达水平指示Myo15启动子之间表达的差异，其中

mMyo151  kb启动子产生每个细胞的最高水平的GFP蛋白。

[0115] 图11A‑11J是用含有SEQ  ID  NO:16和27‑35的Myo15启动子变体的病毒载体感染的

新生儿耳蜗外植体培养物的一系列全标本包埋荧光图像。SEQ  ID  NO:27(Myo15  A)的启动

子序列对于一般启动子活性或毛细胞特异性既不是充分的也不是必需的，如图11B(SEQ  ID 

NO:27)、11E(SEQ  ID  NO:30)、11F(SEQ  ID  NO:31)和11G(SEQ  ID  NO:32)中所示。SEQ  ID 

NO:27的启动子序列确实提供了剪接供体位点，当与剪接受体位点配对时所述剪接供体位

点增加了表达水平，如图11A(SEQ  ID  NO:16)和11H(SEQ  ID  NO:33)中所示，从而将内含子

引入所述启动子序列中。发现单独SEQ  ID  NO:28(Myo15  B)的启动子序列是赋予一般启动

子活性的核心启动子，如图11C(SEQ  ID  NO:28)中所示，但在不存在SEQ  ID  NO:29(Myo15 

C)的启动子序列的情况下不驱动毛细胞特异性GFP表达，如图11C(SEQ  ID  NO:29)和11G

(SEQ  ID  NO:32)中所示。发现SEQ  ID  NO:29(Myo15  C)的启动子序列是将核心启动子(SEQ 

ID  NO:28)的活性限制于内毛细胞和外毛细胞的增强子，如图11G(SEQ  ID  NO:32)中所示，

但在不存在核心启动子的情况下对于一般启动子活性是不足够的，如图11D(SEQ  ID  NO:

29)中所示。SEQ  ID  NO:27、SEQ  ID  NO:28和SEQ  ID  NO:29的启动子序列被重新排序为各种

组合并且产生导致毛细胞特异性启动子活性，如图11H(SEQ  ID  NO:33)和11I(SEQ  ID  NO:

34)中所示，尽管并非所有的重排都被容忍，如图11J(SEQ  ID  NO:35)中所示。

[0116] 图12是示出如通过qPCR测量的来自具有毛细胞特异性表达的启动子变体的GFP表

达的定量的条形图。将转录水平针对毛细胞特异性基因Myo7a归一化。来自Myo150 .5  kb

(SEQ  ID  NO:16)、Myo15B‑C(SEQ  ID  NO:32)和Myo15  B‑A‑C(SEQ  ID  NO:33)启动子的GFP报

告基因的表达水平彼此相当并且是稳健的。Myo15  C‑A‑B启动子(SEQ  ID  NO:34)是通过重

排剪接供体和受体位点的位置产生的，从而导致隐蔽剪接到GFP  cDNA的中部，如通过对比

转录物的5'端或中部，用位于转录物的3'端中的GFP探针检测到的较高表达水平所证明。

[0117] 图13A‑13B是示出Myo7a阳性毛细胞中GFP表达水平的定量图像分析的一系列图。

每个细胞的GFP蛋白的表达水平显示Myo15启动子之间表达的差异(图13A‑13B)，所述启动

子包括0.5kb  mMyo15启动子(也称为Myo15  A‑B‑C启动子；SEQ  ID  NO:16)、Myo15  A‑B启动

子(SEQ  ID  NO:30)、Myo15  A‑C启动子(SEQ  ID  NO:31)、Myo15B‑C启动子(SEQ  ID  NO:32)、

Myo15  A启动子(SEQ  ID  NO:27)、Myo15  B启动子(SEQ  ID  NO:28)、Myo15  C启动子(SEQ  ID 

NO:29)、Myo15  B‑A‑C启动子(SEQ  ID  NO:33)、Myo15  C‑A‑B启动子(SEQ  ID  NO:34)和Myo15 

B‑C‑A启动子(SEQ  ID  NO:35)。Myo15  A‑B‑C启动子(SEQ  ID  NO:16)产生每个细胞最高的

GFP表达(图13A)。基于组织的自发荧光(对于图13A，<2000单位并且对于图13B，<6000单位)

确定每个数据集的背景荧光水平。
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具体实施方式

[0118] 本文描述了用于在毛细胞(例如，耳蜗和/或前庭毛细胞)中特异性地诱导转基因

表达的组合物和方法。本发明的特征在于含有肌球蛋白15(Myo15)启动子的区域的多核苷

酸，其能够在耳蜗毛细胞中特异性地表达转基因。本发明的特征还在于含有可操作地连接

至编码多肽的多核苷酸的这些启动子的核酸载体。本文所述的组合物和方法可用于在耳蜗

和前庭毛细胞中特异性地表达编码毛细胞蛋白的多核苷酸，并且因此，可将本文所述的组

合物施用给受试者(诸如哺乳动物受试者，例如人)，以治疗由毛细胞的功能障碍引起的病

症，诸如听力损失或前庭功能障碍。

[0119] 毛细胞

[0120] 毛细胞是驻留在内耳中的听觉和前庭系统的感觉细胞。耳蜗毛细胞是听觉系统的

感觉细胞，并且由两种主要细胞类型组成：负责感测声音的内毛细胞和被认为放大低音量

声音的外毛细胞。前庭毛细胞位于内耳的半规管和耳石器官中，并参与移动的感觉，这有助

于平衡和空间取向的感测。毛细胞以从细胞顶表面突出形成毛细胞束的静纤毛命名。静纤

毛的偏转(例如，通过耳蜗毛细胞中的声波，或通过前庭毛细胞中的旋转或线性加速度)导

致机械门控的离子通道打开，从而允许毛细胞释放神经递质以激活神经，从而将机械声音

或运动信号转换成可传输到脑部的电信号。耳蜗毛细胞对于正常听力必不可少，并且耳蜗

毛细胞的损伤和破坏耳蜗毛细胞功能的基因突变与听力损失和耳聋有关。前庭毛细胞的损

伤和破坏前庭毛细胞功能的基因突变与前庭功能障碍(诸如失去平衡和眩晕(例如，头晕))

有关。基因疗法最近已成为治疗听力损失和前庭功能障碍的一种颇具吸引力的治疗方法；

然而，本领域缺乏用于使基因疗法中使用的核酸载体特异性地靶向毛细胞的方法。

[0121] 肌球蛋白15

[0122] Myo15是调控静纤毛发育的非常规的基于肌动蛋白的分子马达。已发现在Myo15中

携带突变的小鼠具有短静纤毛和严重的听力损失和前庭功能障碍，并且人直系同源物

Myo15A中的突变导致非综合征常染色体隐性耳聋DFNB3。已观察到Myo15定位于静纤毛并且

对于静纤毛的发育和维持是必不可少的。定位模式表明Myo15可在毛细胞中特异性表达。然

而，Myo15启动子先前尚未得到分离和表征。我们在直系同源基因组序列中鉴定了可构成启

动子的调控元件的进化保守的嵌段，并发现它们位于翻译起始位点上游超过7200个碱基对

(bp)的位置。此基因组区域太大而无法与最大包装容量为4.7kb的腺相关病毒(AAV)载体结

合使用以递送用于基因疗法的目标转基因。

[0123] 本发明部分地基于Myo15翻译起始位点上游区域的发现，所述区域可用于促进转

基因在毛细胞(例如，耳蜗和/或前庭毛细胞)中的特异性表达。因此，本文所述的组合物和

方法可用于在毛细胞中表达目标基因(例如，与毛细胞发育、功能、细胞命运决定、再生、存

活或维持有关的基因，或已知在患有听力损失或前庭功能障碍的受试者中被破坏(例如突

变)的基因)，以治疗患有听力损失(例如，感觉神经性听力损失)和/或前庭功能障碍(例如，

眩晕、头晕或失去平衡)或有此风险的受试者。

[0124] 鼠类肌球蛋白15启动子

[0125] 本文所述的组合物和方法的多核苷酸包含来自鼠类Myo15基因座的能够在毛细胞

中特异性地表达转基因的区域的核酸序列，或其变体，诸如与鼠类Myo15基因座的能够在毛

细胞中特异性地表达转基因的区域具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、
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96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的核酸序列。这些区域包括紧接在鼠类Myo15

翻译起始位点前面的核酸序列和被定位距离鼠类Myo15翻译起始位点超过5kb的上游调控

元件。本文所述的组合物和方法的多核苷酸可任选地包含可操作地连接鼠类Myo15基因座

的能够在毛细胞中特异性地表达转基因的区域的接头，或鼠类Myo15基因座的所述区域可

在没有居间接头的情况下直接连接。

[0126] 在一些实施方案中，本文所述的多核苷酸含有连接(例如，可操作地连接)至第二

区域的第一区域(上游调控元件)，所述第一区域与包含Myo15基因的第一非编码外显子的

区域(相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑6755至‑7209的核酸，其序列在SEQ  ID  NO:1中示

出)或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或更大的序列同一性)，所述第二区域与紧接在鼠类Myo15的翻译起始位点前面

的核酸序列(相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑1至‑1157的核酸，其序列在SEQ  ID  NO:2中

示出)或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或更大的序列同一性)。SEQ  ID  NO:1的功能部分可具有相对于鼠类Myo15

翻译起始位点从‑7166至‑7091的核酸序列(在SEQ  ID  NO:3中示出)和/或相对于鼠类Myo15

翻译起始位点从‑7077至‑6983的核酸序列(在SEQ  ID  NO:4中示出)。第一区域可含有不使

用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:4的核酸序列的SEQ  ID  NO:3的核酸序列，如SEQ  ID  NO:5中

所示，或第一区域可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:3的核酸序列的SEQ  ID  NO:4的

核酸序列，如SEQ  ID  NO:6中所示。可替代地，第一区域可含有通过内源性居间核酸序列(例

如，第一区域可具有或包含相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑7166至‑6983的核酸序列，如

SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:27中所示)或核酸接头连接的SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:4的序

列。在其中第一区域含有SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:4两者的多核苷酸中，两个序列可以任

何顺序被包括在内(例如，SEQ  ID  NO:3可连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:4，或SEQ  ID 

NO:4可连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:3)。SEQ  ID  NO:2的功能部分可具有相对于

Myo15翻译起始位点从‑590至‑509的核酸序列(在SEQ  ID  NO:8中示出)和/或相对于鼠类

Myo15翻译起始位点从‑266至‑161的核酸序列(在SEQ  ID  NO:9中示出)。在一些实施方案

中，含有SEQ  ID  NO:8的序列具有SEQ  ID  NO:28的序列。在一些实施方案中，含有SEQ  ID 

NO:9的序列具有SEQ  ID  NO:29的序列。第二区域可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:

9的核酸序列的SEQ  ID  NO:8的核酸序列，如SEQ  ID  NO:10中所示，或第二区域可包含不使

用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:8的核酸序列的SEQ  ID  NO:9的核酸序列，如SEQ  ID  NO:11中

所示。第二区域可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:29的核酸序列的SEQ  ID  NO:28的

核酸序列，如SEQ  ID  NO:32中所示，或第二区域可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:

28的核酸序列的SEQ  ID  NO:29的核酸序列。可替代地，第二区域可含有通过内源性居间核

酸序列(例如，第二区域可具有相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑590至‑161的核酸序列，

如SEQ  ID  NO:12中所示)或核酸接头连接的SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9的序列。在其中第

二区域含有SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9两者的多核苷酸中，两个序列可以任何顺序被包括

在内(例如，SEQ  ID  NO:8可连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:9，或SEQ  ID  NO:9可连接至

(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:8)。

[0127] 多核苷酸的第一区域和第二区域可直接连接或可通过核酸接头连接。例如，多核

苷酸可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:2的序列或其功能部分或衍生物(例如，SEQ 
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ID  NO:8‑12、28、29和32中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO  8和9)的SEQ  ID  NO:1的序列

或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:3‑7和27中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO  3

和4)。例如，由SEQ  ID  NO:1直接融合至SEQ  ID  NO:2产生的多核苷酸的核酸序列在SEQ  ID 

NO:13中示出。可替代地，可使用接头将SEQ  ID  NO:1的序列或其功能部分或衍生物(例如，

SEQ  ID  NO:3‑7和27中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO  3和4)连接至SEQ  ID  NO:2的序

列或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:8‑12、28、29和32中的任何一个或多个，例如

SEQ  ID  NO  8和9)。含有SEQ  ID  NO:1和SEQ  ID  NO:2两者的功能部分的示例性多核苷酸在

SEQ  ID  NO:15、16、30和31中提供。

[0128] 用于在本文所述的多核苷酸中使用的核酸接头的长度可以为约5kb或更少(例如，

约5kb、4.5kb、4kb、3.5kb、3kb、2.5kb、2kb、1.5kb、1kb、900bp、800bp、700bp、600bp、500bp、

450bp、400bp、350bp、300bp、250bp、200bp、150bp、100bp、90bp、80bp、70bp、60bp、50bp、

40bp、30bp、25bp、20bp、15bp、10bp、5bp、4bp、3bp、2bp或更少)。可在本文所述的多核苷酸中

使用的核酸接头不破坏本发明的多核苷酸在毛细胞中诱导转基因表达的能力。

[0129] 在一些实施方案中，将SEQ  ID  NO:1的序列或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID 

NO:3‑7和27中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO  3和4)连接(例如，可操作地连接)至SEQ 

ID  NO:2的序列或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:8‑12、28、29和32中的任何一个或

多个，例如SEQ  ID  NO  8和9)，并且，在一些实施方案中，将所述区域的顺序颠倒(例如，将

SEQ  ID  NO:2的序列或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:8‑12、28、29和32中的任何一

个或多个，例如SEQ  ID  NO  8和9)连接(例如，可操作地连接)至SEQ  ID  NO:1的序列或其功

能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:3‑7和27中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO  3和4))。

例如，由SEQ  ID  NO:2直接融合至SEQ  ID  NO:1产生的多核苷酸的核酸序列在SEQ  ID  NO:14

中示出。SEQ  ID  NO:2的功能部分或衍生物在SEQ  ID  NO:1的功能部分或衍生物之前的多核

苷酸的实例在SEQ  ID  NO:35中提供。不考虑顺序，如上所述，可通过直接融合或核酸接头将

SEQ  ID  NO:1的序列或其功能部分或衍生物和SEQ  ID  NO:2的序列或其功能部分或衍生物

连接。

[0130] 在一些实施方案中，本文所述的多核苷酸包含与含有Myo15基因的第一非编码外

显子的区域(相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑6755至‑7209的核酸，其序列在SEQ  ID  NO:

1中示出)或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或更大的序列同一性)的区域。SEQ  ID  NO:1的功能部分可具有相对于鼠类

Myo15翻译起始位点从‑7166至‑7091的核酸序列(在SEQ  ID  NO:3中示出)和/或相对于

Myo15翻译起始位点从‑7077至‑6983的核酸序列(在SEQ  ID  NO:4中示出)。所述多核苷酸可

含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:4的核酸序列的SEQ  ID  NO:3的核酸序列，如SEQ  ID 

NO:5中所示，或所述多核苷酸可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:3的核酸的SEQ  ID 

NO:4的核酸序列，如SEQ  ID  NO:6中所示。可替代地，所述多核苷酸可含有通过内源性居间

核酸序列(例如，第一区域可具有或包含相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑7166至‑6983的

核酸序列，如SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:27中所示)或核酸接头连接的SEQ  ID  NO:3和SEQ 

ID  NO:4的序列。在含有SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:4两者的多核苷酸中，两个序列可以任何

顺序被包括在内(例如，SEQ  ID  NO:3可连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:4，或SEQ  ID 

NO:4可连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:3)。
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[0131] 在一些实施方案中，本文所述的多核苷酸含有与紧接在鼠类Myo15翻译起始位点

上游的核酸序列(相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑1至‑1157的核酸，其序列在SEQ  ID 

NO:2中示出)或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的区域。SEQ  ID  NO:2的功能部分可具有相对

于鼠类Myo15翻译起始位点从‑590至‑509的核酸序列(在SEQ  ID  NO:8中示出)和/或相对于

鼠类Myo15翻译起始位点从‑266至‑161的核酸序列(在SEQ  ID  NO:9中示出)。在一些实施方

案中，含有SEQ  ID  NO:8的序列具有SEQ  ID  NO:28的序列。在一些实施方案中，含有SEQ  ID 

NO:9的序列具有SEQ  ID  NO:29的序列。所述多核苷酸可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID 

NO:9的核酸序列的SEQ  ID  NO:8的核酸序列，如SEQ  ID  NO:10中所示，或所述多核苷酸可含

有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:8的核酸序列的SEQ  ID  NO:9的核酸序列，如SEQ  ID 

NO:11中所示。所述多核苷酸可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:29的核酸序列的SEQ 

ID  NO:28的核酸序列，如SEQ  ID  NO:32中所示，或第二区域可含有不使用居间核酸融合至

SEQ  ID  NO:28的核酸序列的SEQ  ID  NO:29的核酸序列。可替代地，所述多核苷酸可含有通

过内源性居间核酸序列(例如，第二区域可具有相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑590至‑

161的核酸序列，如SEQ  ID  NO:12中所示)或核酸接头连接的SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9的

序列。在含有SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9两者的多核苷酸中，两个序列可以任何顺序被包

括在内(例如，SEQ  ID  NO:8可连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:9，或SEQ  ID  NO:9可连接

至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:8)。

[0132] 在一些实施方案中，本文所述的多核苷酸包含与含有Myo15基因的第一非编码外

显子的区域(相对于鼠类Myo15翻译起始位点从‑6755至‑7209的核酸，其序列在SEQ  ID  NO:

1中示出)具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大

的序列同一性)的区域的部分或衍生物，所述含有Myo15基因的第一非编码外显子的区域在

任一侧由与紧接在鼠类Myo15翻译起始位点上游的核酸序列(相对于鼠类Myo15翻译起始位

点从‑1至‑1157的核酸，其序列在SEQ  ID  NO:2中示出)具有至少85％序列同一性(例如，

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的区域的部分或衍生物侧

接。例如，SEQ  ID  NO:2的功能部分或衍生物，如SEQ  ID  NO:8或28可通过核酸接头直接融合

或连接至SEQ  ID  NO:1的部分，如SEQ  ID  NO:3‑7和27中的任一个，所述SEQ  ID  NO:1的部分

通过核酸接头直接融合或连接至SEQ  ID  NO:2的不同功能部分，如SEQ  ID  NO:9或29。在其

他实施方案中，SEQ  ID  NO:2的功能部分或衍生物，如SEQ  ID  NO:9或29可通过核酸接头直

接融合或连接至SEQ  ID  NO:1的部分，如SEQ  ID  NO:3‑7和27中的任一个，所述SEQ  ID  NO:1

的部分通过核酸接头直接融合或连接至SEQ  ID  NO:2的不同功能部分，如SEQ  ID  NO:8或

28。例如，与SEQ  ID  NO:28、27和29的核酸序列具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的多核苷酸可融合以产生与SEQ  ID  NO:

33的核酸序列具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或

更大的序列同一性)的多核苷酸。在一些实施方案中，与SEQ  ID  NO:29、27和28的核酸序列

具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同

一性)的多核苷酸可融合以产生与SEQ  ID  NO:34的核酸序列具有至少85％序列同一性(例

如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的多核苷酸。

[0133] 人肌球蛋白15启动子
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[0134] 本文所述的组合物和方法的多核苷酸还可包含来自人Myo15基因座的能够在毛细

胞中特异性地表达转基因的区域的核酸序列，或其变体，诸如与人Myo15基因座的能够在毛

细胞中特异性地表达转基因的区域具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的核酸序列。本文所述的组合物和方法的多核

苷酸可任选地包含可操作地连接人Myo15基因座的能够在毛细胞中特异性地表达转基因的

区域的接头，或人Myo15基因座的所述区域可在没有居间接头的情况下直接连接。

[0135] 在一些实施方案中，本文所述的多核苷酸含有连接(例如，可操作地连接)至第二

区域的第一区域，所述第一区域与SEQ  ID  NO:17中所示的序列或其功能部分或衍生物具有

至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一

性)，所述第二区域与SEQ  ID  NO:18中所示的序列或其功能部分或衍生物具有至少85％序

列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)。SEQ  ID 

NO:17的功能部分可具有SEQ  ID  NO:19中所示的序列。SEQ  ID  NO:18的功能部分可具有SEQ 

ID  NO:20中所示的序列和/或SEQ  ID  NO:21中所示的序列。第二区域可含有不使用居间核

酸融合至SEQ  ID  NO:21的核酸序列的SEQ  ID  NO:20的核酸序列，如SEQ  ID  NO:22中所示，

或第二区域可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:20的核酸序列的SEQ  ID  NO:21的核

酸序列，如SEQ  ID  NO:23中所示。可替代地，第二区域可含有通过内源性居间核酸序列(如

SEQ  ID  NO:24中所示)或核酸接头连接的SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21的序列。在其中第

二区域含有SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21两者的多核苷酸中，两个序列可以任何顺序被包

括在内(例如，SEQ  ID  NO:20可连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:21，或SEQ  ID  NO:21可

连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:20)。

[0136] 多核苷酸的第一区域和第二区域可直接连接或可通过核酸接头连接。例如，多核

苷酸可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:18的序列或其功能部分或衍生物(例如，SEQ 

ID  NO:20‑24中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO:20和/或21)的SEQ  ID  NO:17的序列或

其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:19)。可替代地，可使用接头将SEQ  ID  NO:17的序列

或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:19)连接至SEQ  ID  NO:18的序列或其功能部分或

衍生物(例如，SEQ  ID  NO:20‑24中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO:20和/或21)。含有

SEQ  ID  NO:17和SEQ  ID  NO:18两者的功能部分的示例性多核苷酸在SEQ  ID  NO:25和26中

提供。

[0137] 在一些实施方案中，将SEQ  ID  NO:17的序列或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID 

NO:19)连接(例如，可操作地连接)至SEQ  ID  NO:18的序列或其功能部分或衍生物(例如，

SEQ  ID  NO:20‑24中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO:20和21)，并且，在一些实施方案

中，将所述区域的顺序颠倒(例如，将SEQ  ID  NO:18的序列或其功能部分或衍生物(例如，

SEQ  ID  NO:20‑24中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO:20和/或21)连接(例如，可操作地

连接)至SEQ  ID  NO:17的序列或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:19)。不考虑顺序，

如上所述，可通过直接融合或核酸接头将SEQ  ID  NO:17的序列或其功能部分或衍生物和

SEQ  ID  NO:18的序列或其功能部分或衍生物连接。

[0138] 在一些实施方案中，本文所述的多核苷酸包含与含有SEQ  ID  NO:17中所示的序列

或其功能部分或衍生物的区域具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或更大的序列同一性)的区域。SEQ  ID  NO:17的功能部分可具有SEQ  ID 

说　明　书 20/57 页

22

CN 119320772 A

22



NO:19中所示的核酸序列。

[0139] 在一些实施方案中，本文所述的多核苷酸含有与SEQ  ID  NO:18中所示的序列或其

功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、

99％或更大的序列同一性)的区域。SEQ  ID  NO:18的功能部分可具有SEQ  ID  NO:20中所示

的序列和/或SEQ  ID  NO:21中所示的序列。所述多核苷酸可含有不使用居间核酸融合至SEQ 

ID  NO:21的核酸序列的SEQ  ID  NO:20的核酸序列，如SEQ  ID  NO:22中所示，或所述多核苷

酸可含有不使用居间核酸融合至SEQ  ID  NO:20的核酸序列的SEQ  ID  NO:21的核酸序列，如

SEQ  ID  NO:23中所示。可替代地，所述多核苷酸可含有通过内源性居间核酸序列(例如，如

SEQ  ID  NO:24中所示)或核酸接头连接的SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21的序列。在含有SEQ 

ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21两者的多核苷酸中，两个序列可以任何顺序被包括在内(例如，

SEQ  ID  NO:20可连接至(例如，在其前面)SEQ  ID  NO:21，或SEQ  ID  NO:21可连接至(例如，

在其前面)SEQ  ID  NO:20)。

[0140] 用于在本文所述的多核苷酸中使用的核酸接头的长度可以为约5kb或更少(例如，

约5kb、4.5kb、4kb、3.5kb、3kb、2.5kb、2kb、1.5kb、1kb、900bp、800bp、700bp、600bp、500bp、

450bp、400bp、350bp、300bp、250bp、200bp、150bp、100bp、90bp、80bp、70bp、60bp、50bp、

40bp、30bp、25bp、20bp、15bp、10bp、5bp、4bp、3bp、2bp或更少)。可在本文所述的多核苷酸中

使用的核酸接头不破坏本发明的多核苷酸在毛细胞中诱导转基因表达的能力。

[0141] 下表2中汇总了前述核酸序列。

[0142] 表2：用于在本文所述的多核苷酸中使用的示例性核苷酸序列
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[0160]

[0161] 可与本文所述的组合物和方法结合使用的另外的多核苷酸包括与表2中列出的核

酸序列以及表2中列出的核酸序列的功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的核酸分子。

[0162] 前述多核苷酸可包括在核酸载体中并且可操作地连接至转基因以在毛细胞(例

如，耳蜗毛细胞和/或前庭毛细胞)中特异性地表达转基因。在一些实施方案中，转基因编码

与毛细胞功能、毛细胞发育、毛细胞命运决定、毛细胞再生、毛细胞存活或毛细胞维持有关

的蛋白质，或转基因是已发现在患有听力损失、耳聋、听神经病、耳鸣或前庭功能障碍(例

如，眩晕、头晕或失去平衡)的受试者中发生突变的基因的野生型形式。根据本文所述的方

法，可向受试者施用含有一种或多种前述多核苷酸(例如，表2中列出的一种或多种多核苷

酸)的组合物，所述多核苷酸可操作地连接至编码用于治疗听力损失和/或前庭功能障碍的

治疗性蛋白质的转基因。在一些实施方案中，转基因编码选自由以下组成的组的蛋白质：肌

动蛋白 γ 1(ACTG1)、Fascin肌动蛋白集束蛋白2、视黄醛(FSCN2)、根蛋白(RDX)、POU  4类同

源框3(POU4F3)、TRIO和F‑肌动蛋白结合蛋白(TRIOBP)、Taperin(TPRN)、含Xin肌动蛋白结

合重复序列2(XIRP2)、Atonal  BHLH转录因子1(ATOH1)、生长因子非依赖性1转录阻遏蛋白

(GFI1)、胆碱能受体烟酸α9亚基(CHRNA9)、钙和整联蛋白结合家族成员3(CIB3)、钙粘素23

(CDH23)、原钙粘附蛋白15(PCDH15)、Kinocilin(KNCN)、Pejvakin(DFNB59)、耳畸蛋白

(Otoferlin)(OTOF)、MKRN2相反链(MKRN2OS)、LIM同源框蛋白3(LHX3)、跨膜通道样蛋白1
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(TMC1)、肌球蛋白15(MYO15)、肌球蛋白7A(MYO7A)、肌球蛋白6(MYO6)、肌球蛋白IIIA

(MYO3A)、肌球蛋白IIIB(MYO3B)、含有谷氧还蛋白结构域的半胱氨酸富集蛋白1(GRXCR1)、

蛋白酪氨酸磷酸酶受体型Q(PTPRQ)、晚期角质化包膜蛋白6A(LCE6A)、含脂氧合酶同源结构

域蛋白1(LOXHD1)、ADP‑核糖转移酶1(ART1)、ATP酶质膜Ca2+转运2(ATP2B2)、钙和整联蛋白

结合家族成员2(CIB2)、钙电压门控通道辅助亚基α2δ4(CACNA2D4)、钙结合蛋白2(CABP2)、

表皮生长因子受体途径底物8(EPS8)、EPS8样蛋白2(EPS8L2)、Espin(ESPN)、Espin样蛋白

(ESPNL)、外周蛋白2(PRPH2)、硬纤毛蛋白(STRC)、溶质载体家族8成员A2(SLC8A2)、含CCHC

型锌指的蛋白12(ZCCHC12)、含亮氨酸富集跨膜和O‑甲基转移酶结构域的蛋白质(LRTOMT2、

LRTOMT1)、USH1蛋白网络组分Harmonin(USH1C)、含有细胞外亮氨酸富集重复和纤连蛋白

III型结构域的蛋白质1(ELFN1)、四三辅肽重复蛋白24(TTC24)、Dystrotelin(DYTN)、

Kielin/腱蛋白样蛋白(KCP)、卷曲螺旋谷氨酸酯富集蛋白2(Coiled‑coil  Glutamate  Rich 

Protein  2，CCER2)、含有亮氨酸富集重复和跨膜结构域的蛋白质2(Leucine‑rich  Repeat 

and  Transmembrane  Domain‑containing  protein  2，LRTM2)、钾电压门控通道亚家族A成

员10(KCNA10)、神经营养蛋白3(NTF3)、Clarin  1(CLRN1)、Clarin2(CLRN2)、SKI家族转录辅

阻遏物1(SKOR1)、含Tctex1结构域蛋白1(TCTEX1D1)、Fc受体样B(FCRLB)、溶质载体家族17

成员8(SLC17A8)、含有谷氧还蛋白结构域的半胱氨酸富集蛋白2(GRXCR2)、脑源性神经营养

因子(BDNF)、丝氨酸蛋白酶抑制剂(Serpin)家族E成员3(SERPINE3)、无义螺旋环螺旋1

(Nescient  Helix‑loop  Helix  1，NHLH1)、热激蛋白70(HSP70)、热激蛋白90(HSP90)、转录

激活因子6(ATF6)、真核翻译起始因子2α激酶3(PERK)、丝氨酸/苏氨酸‑蛋白激酶/内切核糖

核酸酶IRE1(IRE1)以及结合免疫球蛋白(Binding  ImmunoglobulinProtein，BIP)。

[0163] 外源核酸在哺乳动物细胞中的表达

[0164] 多种基因(诸如MYO7A、POU4F3、SLC17A8和TMC1)的突变已与感觉神经性听力损失

相关联，并且这些突变中的一些(诸如MYO7A的突变)还与前庭功能障碍相关。本文所述的组

合物和方法可用于诱导或增加由目标基因(例如，与听力损失和/或前庭功能障碍有关的基

因的野生型形式，或参与毛细胞发育、功能、细胞命运决定、再生、存活或维持的基因)编码

的蛋白质在毛细胞(例如，耳蜗和/或前庭毛细胞)中的特异性表达，这通过施用核酸载体来

实现，所述核酸载体含有可操作地连接至编码目标蛋白质的核酸序列的Myo15启动子(例

如，多核苷酸，所述多核苷酸含有与SEQ  ID  NO:1或其功能部分或衍生物具有至少85％序列

同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第一区域

和/或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第二区域，所述多核苷酸任选地含有

连接所述第一区域和所述第二区域的接头)。已经建立了广泛的方法将蛋白质递送至哺乳

动物细胞并用于在哺乳动物细胞中稳定表达编码蛋白质的基因。

[0165] 可结合本文所述的组合物表达(例如，当编码蛋白质的转基因可操作地连接至多

核苷酸时，所述多核苷酸含有与SEQ  ID  NO:1或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同

一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第一区域和/

或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第二区域)的蛋白质是在健康毛细胞

中表达的蛋白质(例如，在耳蜗和/或前庭毛细胞中，例如在毛细胞发育、功能、再生、细胞命
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运决定、存活或维持中起作用的蛋白质，或在患有感觉神经性听力损失或前庭功能障碍的

受试者中缺乏的蛋白质)或其他目标治疗性蛋白质。使用本文所述的组合物和方法可在毛

细胞中表达的蛋白质包括ACTG1、FSCN2、RDX、POU4F3、TRIOBP、TPRN、XIRP2、ATOH1、GFI1、

CHRNA9、CIB3、CDH23、PCDH15、KNCN、DFNB59、OTOF、MKRN2OS、LHX3、TMC1、MYO15、MYO7A、MYO6、

MYO3A、MYO3B、GRXCR1、PTPRQ、LCE6A、LOXHD1、ART1、ATP2B2、CIB2、CACNA2D4、CABP2、EPS8、

EPS8L2、ESPN、ESPNL、PRPH2、STRC、SLC8A2、ZCCHC12、LRTOMT2、LRTOMT1、USH1C、ELFN1、

TTC24、DYTN、KCP、CCER2、LRTM2、KCNA10、NTF3、CLRN1、CLRN2、SKOR1、TCTEX1D1、FCRLB、

SLC17A8、GRXCR2、BDNF、SERPINE3、NHLH1、HSP70、HSP90、ATF6、PERK、IRE1和BIP。

[0166] 编码目标蛋白质的多核苷酸

[0167] 可用于在哺乳动物细胞中实现治疗有效的细胞内目标蛋白质浓度的一种平台是

通过编码目标蛋白质的基因的稳定表达(例如，通过整合到哺乳动物细胞的核或线粒体基

因组中，或通过在哺乳动物细胞的核中形成附加型串联体(concatemer))。所述基因是编码

相应蛋白质的一级氨基酸序列的多核苷酸。为了将外源基因引入哺乳动物细胞中，可将基

因掺入载体中。可通过多种方法将载体引入细胞中，包括转化、转染、转导、直接摄取、弹丸

轰击(projectile  bombardment)以及通过将载体包封在脂质体中。转染或转化细胞的合适

方法的实例包括磷酸钙沉淀、电穿孔、显微注射、感染、脂质转染和直接摄取。此类方法更详

细地描述于例如Green等,Molecular  Cloning:ALaboratory  Manual,第四版(Cold  Spring 

Harbor  University  Press ,New  York  2014)；以及Ausubel等 ,Current  Protocols  in 

Molecular  Biology(John  Wiley&Sons,New  York  2015)中，其中每一个的公开内容通过引

用并入本文。

[0168] 还可通过将含有编码目标蛋白质的基因的载体靶向细胞膜磷脂来将目标蛋白质

引入哺乳动物细胞中。例如，通过将载体分子连接至VSV‑G蛋白(对所有细胞膜磷脂具有亲

和力的病毒蛋白)，可将载体靶向细胞膜的细胞外表面上的磷脂。可使用本领域技术人员众

所周知的方法产生这样的构建体。

[0169] 哺乳动物RNA聚合酶对编码目标蛋白质的多核苷酸的识别和结合对于基因表达很

重要。因此，可在多核苷酸内包括对募集RNA聚合酶并促进转录复合物在转录起始位点的组

装的转录因子表现出高亲和力的序列元件。此类序列元件包括，例如，哺乳动物启动子，其

序列可被特异性转录起始因子和最终的RNA聚合酶识别并结合。哺乳动物启动子的实例已

经描述于在线公布的Smith等,Mol.Sys.Biol.,3:73中，其公开内容通过引用并入本文。本

文所述的方法和组合物中使用的启动子是含有与SEQ  ID  NO:1或其功能部分或衍生物具有

至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)

的第一区域和/或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第二区域的多核苷酸，所

述多核苷酸任选地包含位于所述第一区域与所述第二区域之间的接头。

[0170] 一旦将编码目标蛋白质的多核苷酸掺入哺乳动物细胞的核DNA中，就可通过本领

域已知的方法诱导此多核苷酸的转录。例如，可通过将哺乳动物细胞暴露于外部化学试剂，

诸如调节转录因子和/或RNA聚合酶与哺乳动物启动子的结合并因此调控基因表达的剂来

诱导表达。化学试剂可用于促进RNA聚合酶和/或转录因子与哺乳动物启动子的结合，例如

通过除去已结合启动子的阻遏蛋白。可替代地，化学试剂可用于增强哺乳动物启动子对RNA
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聚合酶和/或转录因子的亲和力，使得在化学试剂的存在下，位于启动子下游的基因的转录

速率增加。通过以上机制增强多核苷酸转录的化学试剂的实例包括四环素和强力霉素。这

些试剂是可商购获得的(Life  Technologies,Carlsbad ,CA)，并且可根据建立的方案施用

于哺乳动物细胞以便促进基因表达。

[0171] 可包括在用于在本文所述的组合物和方法中使用的多核苷酸中的其他DNA序列元

件包括增强子序列。增强子代表另一类调控元件，其诱导包含目标基因的多核苷酸的构象

变化，使得DNA采用有利于转录因子和RNA聚合酶在转录起始位点处结合的三维取向。因此，

用于在本文所述的组合物和方法中使用的多核苷酸包括编码目标蛋白质的那些，并且另外

包括哺乳动物增强子序列。现在已知许多来自哺乳动物基因的增强子序列，并且实例包括

来自编码哺乳动物珠蛋白、弹性蛋白酶、白蛋白、甲胎蛋白和胰岛素的基因的增强子。用于

在本文所述的组合物和方法中使用的增强子还包括衍生自能够感染真核细胞的病毒的遗

传物质的那些。实例包括复制起点后侧(bp100‑270)的SV40增强子、巨细胞病毒早期启动子

增强子、复制起点后侧的多瘤增强子以及腺病毒增强子。诱导真核基因转录的激活的另外

增强子序列包括CMV增强子和RSV增强子。可将增强子剪接到含有编码目标蛋白质的多核苷

酸的载体中，例如在此基因的5’或3’位置。在优选取向上，增强子位于启动子的5’侧，其继

而相对于编码目标蛋白质的多核苷酸位于5’。

[0172] 含有本文所述的Myo15启动子的核酸载体可包括Woodchuck转录后调控元件

(WPRE)。WPRE通过促进转录物的核输出和/或通过增加新生转录物的聚腺苷酸化效率而在

转录水平上发挥作用，从而增加细胞中的总mRNA量。将WPRE添加到载体中可导致体外和体

内由几种不同的启动子造成的转基因表达的水平的显著改善。

[0173] 在一些实施方案中，含有本文所述的Myo15启动子的核酸载体包括报告基因序列，

其可用于验证可操作地连接至Myo15启动子的基因的表达，例如在细胞和组织中(例如，在

毛细胞中，诸如耳蜗和/或前庭毛细胞)。可在转基因中提供的报告基因序列包括编码β‑内
酰胺酶、β‑半乳糖苷酶(LacZ)、碱性磷酸酶、胸苷激酶、绿色荧光蛋白(GFP)、氯霉素乙酰转

移酶(CAT)、荧光素酶以及本领域众所周知的其他物质的DNA序列。当与驱动其表达的调控

元件(诸如Myo15启动子)相关联时，报告基因序列提供通过常规手段可检测的信号，所述手

段包括酶促、射线照相、比色、荧光或其他光谱测定、荧光激活细胞分选测定和免疫测定，包

括酶联免疫吸附测定(ELISA)、放射免疫测定(RIA)和免疫组织化学。例如，在标志物序列是

LacZ基因的情况下，通过针对β‑半乳糖苷酶活性的测定检测携带信号的载体的存在。在转

基因是绿色荧光蛋白或荧光素酶的情况下，可在光度计中通过颜色或光产生来目测携带信

号的载体。

[0174] 用于将外源核酸递送至靶细胞的方法

[0175] 可用于将转基因(诸如可操作连接至本文所述的Myo15启动子的转基因)引入靶细

胞(例如，哺乳动物细胞)中的技术是本领域众所周知的。例如，可使用电穿孔，通过将静电

势施加至目标细胞而对哺乳动物细胞(例如，人靶细胞)进行透化。以此方式经受外部电场

的哺乳动物细胞(诸如人细胞)随后易于摄取外源核酸。哺乳动物细胞的电穿孔详细描述于

例如Chu等,Nucleic  Acids  Research  15:1311(1987)中，其公开内容通过引用并入本文。

类似技术NucleofectionTM利用施加的电场，以刺激外源多核苷酸摄取到真核细胞的核中。

NucleofectionTM和可用于进行此技术的方案详细描述于，例如，Distler等,Experimental 
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Dermatology  14:315(2005)以及US2010/0317114中，其中每一个的公开内容通过引用并入

本文。

[0176] 可用于转染靶细胞的另外的技术包括挤压‑穿孔法。此技术诱导细胞的快速机械

变形，以刺激通过响应于所施加的应力而形成的膜孔摄取外源DNA。此技术的优点在于，载

体不是将核酸递送到细胞(诸如人靶细胞)中所必需的。挤压‑穿孔详细描述于，例如，

Sharei等,Journal  ofVisualized  Experiments  81:e50980(2013)中，其公开内容通过引

用并入本文。

[0177] 脂质转染代表可用于转染靶细胞的另一技术。此方法包括将核酸装载到脂质体

中，所述脂质体通常具有朝向脂质体外部的阳离子型官能团，诸如季胺或质子化胺。这由于

细胞膜的阴离子性质而促进脂质体与细胞之间的静电相互作用，最终引起外源核酸的摄

取，例如通过脂质体与细胞膜的直接融合或通过复合物的内吞作用。脂质转染详细描述于，

例如，美国专利7,442,386中，其公开内容通过引用并入本文。利用与细胞膜的离子相互作

用来引起外来核酸的摄取的类似技术包括使细胞与阳离子聚合物‑核酸复合物接触。多核

苷酸缔合以赋予有利于与细胞膜相互作用的正电荷的示例性阳离子型分子包括活化的树

枝状化合物(dendrimer)(描述于，例如，Dennig ,Topics  in  Current  Chemistry  228:227

(2003)中，其公开内容通过引用并入本文)、聚乙烯亚胺和二乙基氨基乙基(DEAE)‑葡聚糖，

其作为转染剂的使用详细描述于，例如，Gulick等 ,Current  Protocols  in  Molecular 

Biology40:I:9.2:9.2.1(1997)中，其公开内容通过引用并入本文。磁珠是可用于以温和且

有效的方式转染靶细胞的另一工具，因为此方法利用施加的磁场来指导核酸的摄取。此技

术详细描述于例如US2010/0227406中，其公开内容通过引用并入本文。

[0178] 用于诱导靶细胞对外源核酸的摄取的另一可用工具是激光转染(laserfection)，

也称为光学转染，一种包括将细胞暴露于特定波长的电磁辐射以温和地对细胞透化并允许

多核苷酸穿透细胞膜的技术。此技术的生物活性类似于且在一些情况下被发现优于电穿

孔。

[0179] 穿刺转染是可用于将遗传物质递送至靶细胞的另一技术。它依赖于纳米材料的使

用，诸如碳纳米纤维、碳纳米管和纳米线。垂直于基底表面合成针状纳米结构。含有旨在进

行细胞内递送的基因的DNA连接至纳米结构表面。然后将具有这些针的阵列的芯片压贴在

细胞或组织上。被纳米结构刺穿的细胞可表达一种或多种递送的基因。此技术的实例描述

于Shalek等,PNAS107:1870(2010)中，其公开内容通过引用并入本文。

[0180] 磁转染也可用于将核酸递送至靶细胞。磁转染原理是使核酸与阳离子型磁性纳米

颗粒缔合。磁性纳米颗粒由完全可生物降解的氧化铁制成，并涂有根据应用而变化的特定

阳离子型专有分子。它们与基因载体(DNA、siRNA、病毒载体等)的缔合是通过盐诱导的胶体

聚集和静电相互作用实现的。然后，磁性颗粒受到磁体产生的外部磁场的影响而集中在靶

细胞上。此技术详细描述于Scherer等,Gene  Therapy9:102(2002)中，其公开内容通过引用

并入本文。

[0181] 用于诱导靶细胞对外源核酸的摄取的另一可用工具是声致穿孔，一种包括使用声

音(通常是超声频率)改变细胞质膜的通透性，从而使细胞透化并允许多核苷酸穿透细胞膜

的技术。此技术详细描述于，例如，Rhodes等,Methods  in  Cell  Biology  82:309(2007)中，

其公开内容通过引用并入本文。
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[0182] 微囊泡代表可用于根据本文所述的方法修饰靶细胞的基因组的另一潜在媒介物。

例如，可使用通过糖蛋白VSV‑G与例如基因组修饰蛋白(诸如核酸酶)的共过表达引起的微

囊泡将蛋白质有效地递送到细胞中，其随后催化内源多核苷酸序列的位点特异性裂解，以

制备用于共价掺入目标多核苷酸(诸如基因或调控序列)的细胞的基因组。此类囊泡(也称

为纳米囊泡(Gesicle))在真核细胞的遗传修饰中的使用详细描述于，例如，Quinn等 ,

Genetic  Modification  of  Target  Cells  by  Direct  Delivery  of  Active  Protein[摘

要].在：Methylation  changes  in  early  embryonic  genes  in  cancer[摘要]中，在：美国

基因与细胞治疗学会第18届年会记录(Proceedings  of  the  18th  Annual  Meeting  of 

the  American  Society  ofGene  and  Cell  Therapy)；2015年3月13日,摘要编号122中。

[0183] 用于将外源核酸递送至靶细胞的载体

[0184] 除了实现高的转录和翻译速率外，外源基因在哺乳动物细胞中的稳定表达可通过

将包含所述基因的多核苷酸整合到哺乳动物细胞的核基因组中来实现。已开发出用于将编

码外源蛋白质的多核苷酸递送并整合到哺乳动物细胞的核DNA中的多种载体。表达载体的

实例描述于，例如，Gellissen,Production  of  Recombinant  Proteins:Novel  Microbial 

and  Eukaryotic  Expression  Systems(John  Wiley&Sons,Marblehead ,MA,2006)中。用于

在本文所述的组合物和方法中使用的表达载体含有可操作地连接至编码目标蛋白质的多

核苷酸序列的Myo15启动子(例如，包含与SEQ  ID  NO:1或其功能部分或衍生物具有至少

85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第

一区域和/或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第二区域的多核苷酸，所述多核

苷酸任选地含有位于所述第一区域与所述第二区域之间的接头)，以及，例如，用于表达这

些剂和/或将这些多核苷酸序列整合到哺乳动物细胞的基因组中的另外的序列元件。可含

有可操作地连接至编码目标蛋白质的转基因的Myo15启动子的载体包括质粒(例如，可在细

胞内部自主复制的环状DNA分子)、粘粒(例如，pWE或sCos载体)、人工染色体(例如，人的人

工染色体(HAC)、酵母人工染色体(YAC)、细菌人工染色体(BAC)，或P1衍生的人工染色体

(PAC))以及病毒载体。可用于表达目标蛋白质的某些载体包括含有指导基因转录的调控序

列(诸如增强子区域)的质粒。用于表达目标蛋白质的其他可用载体含有提高这些基因的翻

译速率或改善由基因转录产生的mRNA的稳定性或核输出的多核苷酸序列。这些序列元件包

括，例如，5’和3’非翻译区、内部核糖体进入位点(IRES)和聚腺苷酸化信号位点，以便指导

表达载体上携带的基因的有效转录。适于与本文所述的组合物和方法一起使用的表达载体

还可含有编码用于选择包含所述载体的细胞的标志物的多核苷酸。合适的标志物的实例包

括编码对抗生素，诸如氨苄青霉素、氯霉素、卡那霉素或诺尔斯菌素的抗性的基因。

[0185] 用于核酸递送的病毒载体

[0186] 病毒基因组提供可用于将目标基因有效递送到靶细胞(例如，哺乳动物细胞，诸如

人细胞)的基因组中的丰富载体源。病毒基因组是尤其可用于基因递送的载体，因为此类基

因组内包含的多核苷酸通常通过一般化或特殊化转导掺入哺乳动物细胞的核基因组中。这

些过程作为天然病毒复制周期的一部分发生，并且不需要添加蛋白质或试剂来诱导基因整

合。病毒载体的实例包括逆转录病毒(例如，逆转录病毒科病毒载体)、腺病毒(例如，Ad5、

Ad26、Ad34、Ad35和Ad48)、细小病毒(例如，腺相关病毒)、冠状病毒、负链RNA病毒诸如正粘
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病毒(例如，流感病毒)、棒状病毒(例如，狂犬病毒和水疱性口炎病毒)、副粘病毒(例如麻疹

病毒和仙台病毒)、正链RNA病毒(诸如细小核糖核酸病毒和甲病毒)以及双链DNA病毒，包括

腺病毒、疱疹病毒(例如，1型和2型单纯疱疹病毒、EB病毒、巨细胞病毒)和痘病毒(例如，牛

痘、改良安卡拉痘苗(modified  vaccinia  Ankara，MVA)、鸡痘和金丝雀痘)。其他病毒包括

例如诺沃克(Norwalk)病毒、囊膜病毒、黄病毒、呼肠孤病毒、乳多空病毒、嗜肝DNA病毒、人

乳头瘤病毒、人泡沫病毒和肝炎病毒。反转录病毒的实例包括：禽白血病‑肉瘤、禽C型病毒、

哺乳动物C型、B型病毒、D型病毒、致癌逆转录病毒(oncoretrovirus)、HTLV‑BLV组、慢病毒、

α逆转录病毒、γ 逆转录病毒、泡沫病毒(Coffin ,J .M .,Retroviridae:The  viruses  and 

their  replication,Virology,第三版(Lippincott‑Raven,Philadelphia,1996))。其他实

例包括鼠白血病病毒、鼠肉瘤病毒、小鼠乳腺肿瘤病毒、牛白血病病毒、猫白血病病毒、猫肉

瘤病毒、禽白血病病毒、人T细胞白血病病毒、狒狒内源病毒、长臂猿白血病病毒、梅森‑辉瑞

(Mason  Pfizer)猴病毒、猿猴免疫缺陷病毒、猿猴肉瘤病毒、劳斯肉瘤病毒和慢病毒。载体

的其他实例描述于例如美国专利5,801 ,030中，其涉及用于在基因疗法中使用的病毒载体

的公开内容以引用方式并入本文。

[0187] 用于核酸递送的AAV载体

[0188] 在一些实施方案中，将本文所述的组合物和方法的多核苷酸掺入rAAV载体和/或

病毒体中，以便有利于将其引入细胞中。可用于本文所述的组合物和方法的rAAV载体是重

组核酸构建体，所述重组核酸构建体包含：(1)本文所述的Myo15启动子(例如，含有与SEQ 

ID  NO:1或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第一区域和/或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍

生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序

列同一性)的第二区域的多核苷酸，所述多核苷酸任选地含有位于所述第一区域与所述第

二区域之间的接头)，(2)待表达的异源序列，以及(3)促进异源基因的稳定性和表达的病毒

序列。病毒序列可包括AAV的将DNA顺式复制和包装(例如，功能性ITR)到病毒体中所需的那

些序列。在典型的应用中，转基因编码可促进毛细胞发育、毛细胞功能、毛细胞再生、毛细胞

命运决定、毛细胞存活或毛细胞维持的治疗性蛋白质，或在具有遗传性听力损失或前庭功

能障碍形式的受试者中发生突变的毛细胞蛋白的野生型形式，其可用于改善携带与听力损

失、耳聋或前庭功能障碍(例如，头晕、眩晕或失衡)相关的突变的受试者的听力或前庭功

能。此类rAAV载体还可含有标志物或报告基因。可用的rAAV载体具有一个或多个整体或部

分缺失但仍保留功能性侧接ITR序列的AAVWT基因。AAV  ITR可具有适于特定应用的任一血

清型。为了用于本文所述的方法和组合物，ITR可以是AAV2  ITR。使用rAAV载体的方法描述

于，例如，Tal等,J.Biomed .Sci.7:279(2000)以及Monahan和Samulski,Gene  Delivery  7:

24(2000)中，其中每一个涉及用于基因递送的AAV载体的公开内容以引用方式并入本文。

[0189] 可将本文所述的多核苷酸和载体(例如，可操作地连接至编码目标蛋白质的转基

因的Myo15启动子)掺入rAAV病毒体中，以便有利于将多核苷酸或载体引入细胞中。AAV的衣

壳蛋白构成病毒体的外部非核酸部分并且由AAV  cap基因编码。cap基因编码病毒体组装所

需的三种病毒外壳蛋白VP1、VP2和VP3。rAAV病毒体的构建已描述于，例如，US  5,173,414；

US  5 ,139 ,941；US  5 ,863 ,541；US  5 ,869 ,305；US  6 ,057 ,152；和US  6 ,376 ,237；以及

Rabinowitz等,J.Virol.76:791(2002)和Bowles等,J.Virol.77:423(2003)中，其中每一个
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涉及用于基因递送的AAV载体的公开内容以引用方式并入本文。

[0190] 可与本文所述的组合物和方法结合使用的rAAV病毒体包括源自多种AAV血清型的

那些，包括AAV  1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、rh10、rh39、rh43、rh74、Anc80、Anc80L65、DJ/8、DJ/

9、7m8、PHP.B、PHP.eb和PHP.S。对于靶向毛细胞，AAV1、AAV2、AAV2quad(Y‑F)、AAV6、AAV9、

Anc80、Anc80L65、DJ/9、7m8和PHP.B可特别有用。为转导视网膜而进化形成的血清型也可用

于本文所述的方法和组合物中。不同血清型的AAV载体和AAV蛋白的构建和使用描述于，例

如，Chao等 ,Mol .Ther .2:619(2000)；Davidson等 ,Proc .Natl .Acad .Sci .USA  97:3428

(2000)；Xiao等,J.Virol.72:2224(1998)；Halbert等,J.Virol.74:1524(2000)；Halbert

等,J.Virol.75:6615(2001)；以及Auricchio等,Hum.Molec.Genet.10:3075(2001)中，其中

每一个涉及用于基因递送的AAV载体的公开内容以引用方式并入本文。

[0191] 还可与本文所述的组合物和方法结合使用的是假型化rAAV载体。假型化载体包括

给定血清型(例如，AAV9)的AAV载体，其被衍生自除给定血清型之外的血清型(例如，AAV1、

AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8等)的衣壳基因假型化。涉及假型化rAAV病毒体的

构建和使用的技术是本领域已知的并且描述于，例如，Duan等,J .Virol.75:7662(2001)；

Halbert等 ,J .Virol .74:1524(2000)；Zolotukhin等 ,Methods ,28:158(2002)；以及

Auricchio等,Hum.Molec.Genet.10:3075(2001)中。

[0192] 可使用在病毒体衣壳内具有突变的AAV病毒体，以比非突变衣壳病毒体更有效地

感染特定细胞类型。例如，合适的AAV突变体可具有用于促进AAV对特定细胞类型的靶向的

配体插入突变。AAV衣壳突变体(包括插入突变体、丙氨酸筛选突变体和表位标签突变体)的

构建和表征描述于Wu等,J.Virol.74:8635(2000) .中。可在本文所述的方法中使用的其他

rAAV病毒体包括通过病毒的分子育种以及通过外显子改组生成的那些衣壳杂合体。参见，

例如，Soong等,Nat.Genet.,25:436(2000)以及Kolman和Stemmer,Nat.Biotechnol.19:423

(2001)。

[0193] 药物组合物

[0194] 本文所述的多核苷酸(例如，含有与SEQ  ID  NO:1或其功能部分或衍生物具有至少

85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第

一区域和/或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第二区域的多核苷酸，所述多核

苷酸任选地含有位于所述第一区域与所述第二区域之间的接头)可以可操作地连接至转基

因(例如，编码目标蛋白质的转基因)并且掺入媒介物中以施用于患者，诸如罹患感觉神经

性听力损失和/或前庭功能障碍的人患者。包含含有可操作地连接至治疗性转基因的本文

所述的多核苷酸的载体(诸如病毒载体)的药物组合物可使用本领域已知的方法制备。例

如，此类组合物可使用，例如，生理上可接受的载剂、赋形剂或稳定剂(Remington:The 

Science  and  Practice  ofPharmacology第22版,Allen,L.编(2013)；以引用方式并入本

文)并且以期望形式，例如以冻干制剂或水溶液的形式来制备。

[0195] 含有可操作地连接至治疗性转基因的本文所述的多核苷酸(例如，含有与SEQ  ID 

NO:1或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或更大的序列同一性)的第一区域和/或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍生物

具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同
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一性)的第二区域的多核苷酸，所述多核苷酸任选地含有位于所述第一区域与所述第二区

域之间的接头)的核酸载体(例如，病毒载体)的混合物可在适宜与一种或多种赋形剂、载剂

或稀释剂混合的水中制备。分散液也可在甘油、液体聚乙二醇和它们的混合物以及在油中

制备。在正常储存和使用条件下，这些制剂可含有防腐剂以防止微生物生长。适于注射使用

的药物形式包括无菌水溶液或分散液以及用于临时制备无菌可注射溶液或分散液的无菌

粉末(描述于US  5,466,468中，其公开内容以引用方式并入本文)。在任一情况下，制剂可为

无菌的且可为流体，达到存在容易可注射性的程度。制剂在制造和储存条件下可以是稳定

的并且可在防止微生物(诸如细菌和真菌)的污染作用的条件下保存。载体可以是含有例如

水、乙醇、多元醇(例如甘油、丙二醇和液体聚乙二醇等)、其合适的混合物，以及植物油的溶

剂或分散介质。可例如通过使用包衣诸如卵磷脂、通过在分散液的情况下维持所需要的粒

度以及通过使用表面活性剂来维持适当的流动性。可通过多种抗细菌剂和抗真菌剂(例如

对羟苯甲酸酯、氯丁醇、酚、山梨酸、硫柳汞等)来预防微生物的作用。在许多情况下，将优选

包括等渗剂，例如糖或氯化钠。延长可注射组合物的吸收可通过在组合物中使用延迟吸收

的试剂，例如单硬脂酸铝和明胶来达成。

[0196] 例如，如果需要，可将含有本文所述的药物组合物的溶液适当地缓冲，并且首先用

足够的盐水或葡萄糖使液体稀释剂等渗。这些特定的水溶液尤其适用于静脉内、肌内、皮下

和腹膜内施用。就这一点而言，可使用的无菌水性介质将为本领域技术人员根据本公开内

容所已知的。例如，可将一个剂量溶解于1ml等渗NaCl溶液中并且添加到1000ml皮下输液流

体中或在建议的输注部位注射。根据所治疗受试者的疾患，将必要地出现一定的剂量变化。

为了向内耳局部施用，可将组合物配制成含有合成外淋巴液。示例性合成外淋巴液包括20‑

200mMNaCl、1‑5mM  KCl、0.1‑10mM  CaCl2、1‑10mM葡萄糖和2‑50mM  HEPE，具有介于约6与9之

间的pH以及约300mOsm/kg的渗透度。在任何事件中，负责施用的人员将确定用于个体受试

者的适当剂量。此外，对于人施用，制剂应满足FDA生物学标准办公室(FDA  Office  of 

Biological  Standards)所要求的无菌性、热原性、一般安全性和纯度标准。

[0197] 治疗方法

[0198] 本文所述的组合物可通过多种途径施用给患有感觉神经性听力损失和/或前庭功

能障碍的受试者，诸如对内耳局部施用(例如，例如通过卵圆窗、圆窗或半规管(例如，水平

半规管)施用到外淋巴或内淋巴中，例如施用至耳蜗或前庭毛细胞)、静脉内、肠胃外、皮内、

透皮、肌内、鼻内、皮下、经皮、气管内、腹膜内、动脉内、血管内、吸入、灌注、灌洗和口服施

用。在任何给定情况下，最合适的施用途径将取决于所施用的特定组合物、患者、药物配制

方法、施用方法(例如，施用时间和施用途径)、患者的年龄、体重、性别、所治疗的疾病的严

重程度、患者的饮食和患者的排泄率。组合物可施用一次或多于一次(例如，一年一次、一年

两次、一年三次、两月一次或一月一次)。

[0199] 可如本文所述进行治疗的受试者是患有感觉神经性听力损失和/或前庭功能障碍

或有此风险的受试者(例如，患有听力损失、前庭功能障碍或两者或有此风险的受试者)。本

文所述的组合物和方法可用于治疗具有耳蜗毛细胞损伤(例如，与声创伤、疾病或感染、头

部创伤、耳毒性药物或衰老相关的损伤)或有此风险的受试者、具有前庭毛细胞损伤(例如，

与疾病或感染、头部创伤、耳毒性药物或衰老相关的损伤)或有此风险的受试者、患有感觉

神经性听力损失、耳聋或听神经病或有此风险的受试者、患有前庭功能障碍(例如，头晕、眩
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晕或失衡)或有此风险的受试者、患有耳鸣(例如，仅耳鸣，或与感觉神经性听力损失或前庭

功能障碍相关的耳鸣)或有此风险的受试者、具有与听力损失和/或前庭功能障碍相关的基

因突变的受试者，或具有遗传性听力损失、耳聋、听神经病、耳鸣或前庭功能障碍家族史的

受试者。在一些实施方案中，受试者患有与毛细胞(例如，耳蜗或前庭毛细胞)的损失相关或

由其引起的听力损失和/或前庭功能障碍。本文所述的方法可包括在用本文所述的组合物

治疗或施用之前，针对已知与听力损失或前庭功能障碍相关的基因中的突变筛选受试者的

步骤。可使用本领域技术人员已知的标准方法(例如，基因测试)针对基因突变筛选受试者。

本文所述的方法还可包括在用本文所述的组合物治疗或施用之前评估受试者的听力和/或

前庭功能的步骤。可使用标准测试评估听力，诸如听力测验法、听性脑干反应(ABR)、耳蜗电

图描记法(ECOG)和耳声发射。可使用标准测试评估前庭功能，诸如眼动测试(例如，眼震电

图(ENG)或视频眼震图(VNG))、姿势描记术、转椅测试、ECOG、前庭诱发的肌源性电位(VEMP)

和专科临床平衡测试，诸如Mancini和Horak,Eur  JPhys  Rehabil  Med ,46:239(2010)中描

述的那些。本文所述的组合物和方法还可作为预防性治疗施用给有发展听力损失和/或前

庭功能障碍风险的患者，例如，具有听力损失或前庭功能障碍家族史(例如，遗传性听力损

失或前庭功能障碍)的患者、携带与听力损失或前庭功能障碍相关的基因突变但尚未表现

出听力障碍或前庭功能障碍的患者，或暴露于获得性听力损失(例如，疾病或感染、头部创

伤、耳毒性药物或衰老)或前庭功能障碍(例如，声创伤、疾病或感染、头部创伤、耳毒性药物

或衰老)的风险因素的患者。

[0200] 本文所述的组合物和方法可用于促进或诱导受试者的毛细胞再生(例如，耳蜗和/

或前庭毛细胞再生)。可受益于促进或诱导毛细胞再生的组合物的受试者包括因毛细胞损

失(例如，与创伤(例如，声创伤或头部创伤)、疾病或感染、耳毒性药物或衰老相关的毛细胞

损失)而导致患有听力损失或前庭功能障碍的受试者，以及毛细胞异常(例如，与正常毛细

胞相比不正常发挥作用的毛细胞)、毛细胞损伤(例如，与创伤(例如，声创伤或头部创伤)、

疾病或感染、耳毒性药物或衰老相关的毛细胞损伤)或由基因突变或先天性异常导致的毛

细胞数量减少的受试者。本文所述的组合物和方法还可用于促进或增加毛细胞存活(例如，

增加损伤毛细胞的存活，促进损伤毛细胞的修复，或在有毛细胞损失(例如，由于年龄、暴露

于嘈杂的噪音、疾病或感染、头部创伤或耳毒性药物引起的毛细胞损失)风险的受试者中保

存毛细胞)。

[0201] 本文所述的组合物和方法还可用于在接受过耳毒性药物治疗或正在接受或即将

开始接受耳毒性药物治疗的受试者中预防或减少耳毒性药物引起的毛细胞损伤或死亡(例

如，耳蜗和/或前庭毛细胞损伤或死亡)。耳毒性药物对内耳的细胞有毒，并且可引起感觉神

经性听力损失、前庭功能障碍(例如，眩晕、头晕或失衡)、耳鸣或这些症状的组合。已发现具

有耳毒性的药物包括氨基糖苷抗生素(例如，庆大霉素、新霉素、链霉素、妥布霉素、卡那霉

素、万古霉素和阿米卡星)、紫霉素、抗肿瘤药(例如，含铂化疗剂，诸如顺铂、卡铂和奥沙利

铂)、髓袢利尿剂(例如，依他尼酸和速尿灵)、水杨酸盐类(例如，阿司匹林，特别是在高剂量

下)和奎宁。在一些实施方案中，本文所述的方法预防或减少与声创伤、疾病或感染、头部创

伤或衰老相关的毛细胞损伤或死亡。

[0202] 用于治疗如本文所述的受试者的可操作地连接至Myo15启动子(例如，含有与SEQ 

ID  NO:1或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、
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97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第一区域和/或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍

生物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序

列同一性)的第二区域的多核苷酸)的转基因可以是编码在健康毛细胞中表达的蛋白质(例

如，在耳蜗和/或前庭毛细胞中，例如，在毛细胞发育、功能、细胞命运决定、再生、存活或维

持中起作用的蛋白质，或在患有感觉神经性听力损失和/或前庭功能障碍的受试者中缺乏

的蛋白质)或另一目标治疗性蛋白质的转基因。可基于受试者的听力损失或前庭功能障碍

的原因(例如，如果受试者的听力损失或前庭功能障碍与特定基因突变相关，那么转基因可

以是在受试者中发生突变的所述基因的野生型形式，或如果受试者患有与毛细胞损失相关

的听力损失，那么转基因可编码促进毛细胞再生的蛋白质)、受试者听力损失或前庭功能障

碍的严重程度、受试者的毛细胞的健康状况、受试者的年龄、受试者的听力损失或前庭功能

障碍家族史或其他因素选择转基因。可由可操作地连接至Myo15启动子的转基因表达以治

疗如本文所述的受试者的蛋白质包括ACTG1、FSCN2、RDX、POU4F3、TRIOBP、TPRN、XIRP2、

ATOH1、GFI1、CHRNA9、CIB3、CDH23、PCDH15、KNCN、DFNB59、OTOF、MKRN2OS、LHX3、TMC1、MYO15、

MYO7A、MYO6、MYO3A、MYO3B、GRXCR1、PTPRQ、LCE6A、LOXHD1、ART1、ATP2B2、CIB2、CACNA2D4、

CABP2、EPS8、EPS8L2、ESPN、ESPNL、PRPH2、STRC、SLC8A2、ZCCHC12、LRTOMT2、LRTOMT1、USH1C、

ELFN1、TTC24、DYTN、KCP、CCER2、LRTM2、KCNA10、NTF3、CLRN1、CLRN2、SKOR1、TCTEX1D1、

FCRLB、SLC17A8、GRXCR2、BDNF、SERPINE3、NHLH1、HSP70、HSP90、ATF6、PERK、IRE1和BIP。

[0203] 治疗可包括以各种单位剂量施用包含含有本文所述的Myo15启动子的核酸载体

(例如，AAV病毒载体)的组合物。每个单位剂量通常将含有预定量的治疗性组合物。待施用

的量以及具体施用途径和制剂在临床领域技术人员的技能范围内。单位剂量无需作为单个

注射施用，但可包含设定时间段内的连续输注。可使用注射泵进行给药以控制输注速率，以

便使对内耳(例如，耳蜗)的损伤最小化。在核酸载体是AAV载体(例如，AAV1、AAV2、AAV2quad

(Y‑F)、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、rh10、rh39、rh43、rh74、

Anc80、Anc80L65、DJ/8、DJ/9、7m8、PHP.B、PHP.eb或PHP.S载体)的情况下，病毒载体可例如

约1x  1010
个载体基因组(VG)至1x  1015VG(例如，1x  1010VG、2x  1010VG、3x  1010VG、4x 

1010VG、5x  1010VG、6x  1010VG、7x  1010VG、8x  1010VG、9x  1010VG、1x  1011VG、2x  1011VG、3x 

1011VG、4x  1011VG、5x1011VG、6x  1011VG、7x  1011VG、8x  1011VG、9x  1011VG、1x  1012VG、2x 

1012VG、3x  1012VG、4x  1012VG、5x  1012VG、6x  1012VG、7x  1012VG、8x  1012VG、9x  1012VG、1x 

1013VG、2x  1013VG、3x1013VG、4x  1013VG、5x  1013VG、6x  1013VG、7x  1013VG、8x  1013VG、9x 

1013VG、1x  1014VG、2x  1014VG、3x  1014VG、4x  1014VG、5x  1014VG、6x  1014VG、7x  1014VG、8x 

1014VG、9x  1014VG、1x1015VG)的剂量，以1μL至200μL(例如，1、2、3、5、6、7、8、9、10、15、20、25、

30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130、140、150、160、170、

180、190或200μL)的体积施用给患者。

[0204] 本文所述的组合物以足以改善听力、改善前庭功能(例如，改善平衡或减少头晕或

眩晕)、减少耳鸣、增加由转基因编码的治疗性蛋白质的表达、增加由转基因编码的治疗性

蛋白质的功能、预防或减少毛细胞损伤、预防或减少毛细胞死亡(例如，耳毒性药物引起的

毛细胞死亡、年龄相关的毛细胞死亡，或噪声(例如，声创伤)相关的毛细胞死亡)、促进或增

加毛细胞发育、增加毛细胞数量(例如，促进或诱导毛细胞再生)、增加或促进毛细胞存活，

或改善毛细胞功能的量施用。听力可使用标准听力测试(例如，听力测验法、ABR、耳蜗电图
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描记法(ECOG)和耳声发射)进行评估，并且与治疗前获得的听力测量结果相比可改善5％或

更多(例如，5％、10％、15％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、100％、125％、

150％、200％或更多)。前庭功能可使用平衡和眩晕的标准测试(例如，眼动测试(例如，ENG

或VNG)、姿势描记术、转椅测试、ECOG、VEMP和专科临床平衡测试)进行评估，并且与治疗前

获得的测量结果相比可改善5％或更多(例如，5％、10％、15％、20％、30％、40％、50％、

60％、70％、80％、90％、100％、125％、150％、200％或更多)。在一些实施方案中，以足以改

善受试者理解对话的能力的量施用组合物。本文所述的组合物也可足以减慢或防止感觉神

经性听力损失和/或前庭功能障碍的发展或进展的量施用(例如，在携带与听力损失或前庭

功能障碍相关的基因突变，具有听力损失或前庭功能障碍的家族史(例如，遗传性听力损失

或前庭功能障碍)，或已暴露于与听力损失或前庭功能障碍相关的风险因素(例如，耳毒性

药物、头部创伤、声创伤或感染)，但不表现出听力障碍或前庭功能障碍(例如，眩晕、头晕或

失衡)的受试者中，或在表现出轻度至中度听力损失或前庭功能障碍的受试者中)。施用给

受试者的核酸载体中由可操作地连接至Myo15启动子的转基因编码的治疗性蛋白质的表达

可使用免疫组织化学、蛋白质印迹分析、定量实时PCR或本领域已知的用于检测蛋白质或

mRNA的其他方法进行评估，并且与施用本文所述的组合物之前的表达相比，可增加5％或更

多(例如，5％、10％、15％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、100％、125％、

150％、200％或更多)。毛细胞数量、毛细胞功能或由施用给受试者的核酸载体编码的治疗

性蛋白质的功能可基于听力测试或前庭功能测试间接评估，并且与施用本文所述的组合物

之前的毛细胞数量、毛细胞功能或治疗性蛋白质的功能相比，可增加5％或更多(例如，5％、

10％、15％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、100％、125％、150％、200％或更

多)。与在未治疗的受试者中通常观察到的毛细胞损伤和死亡相比，毛细胞损伤或死亡可减

少5％或更多(例如，5％、10％、15％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、100％、

125％、150％、200％或更多)。这些效果可发生在，例如，施用本文所述的组合物之后的1周、

2周、3周、4周、5周、6周、7周、8周、9周、10周、15周、20周、25周或更长时间内。取决于用于治

疗的施用剂量和途径，可在施用组合物之后1个月、2个月、3个月、4个月、5个月、6个月或更

长时间对患者进行评估。根据评估结果，患者可能接受另外的治疗。

[0205] 药盒

[0206] 本文所述的组合物可提供于用于治疗感觉神经性听力损失或前庭功能障碍的药

盒中。组合物可包括本文所述的多核苷酸(例如，含有与SEQ  ID  NO:1或其功能部分或衍生

物具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列

同一性)的第一区域和/或与SEQ  ID  NO:2或其功能部分或衍生物具有至少85％序列同一性

(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列同一性)的第二区域的多核苷

酸，所述多核苷酸任选地含有位于所述第一区域与所述第二区域之间的接头)、包含此类多

核苷酸的核酸载体，以及含有可操作地连接至编码目标蛋白质(例如，可在毛细胞中表达以

治疗听力损失和/或前庭功能障碍的蛋白质)的转基因的本文所述的多核苷酸的核酸载体。

可将核酸载体包装在AAV病毒衣壳(例如，AAV1、AAV2、AAV2quad(Y‑F)、AAV6、AAV9、Anc80、

Anc80L65、DJ/9、7m8或PHP.B)中。药盒还可包括包装说明书，其指示药盒的使用者(诸如医

师)执行本文所述的方法。药盒可任选地包括注射器或用于施用组合物的其他装置。

[0207] 实施例
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[0208] 提出以下实施例以便为本领域普通技术人员提供如何使用、制备和评估本文所述

的组合物和方法的描述，并且所述实施例仅旨在作为对本发明的举例说明且不旨在限制发

明人所认定的发明范围。

[0209] 实施例1：鼠类Myo15启动子的产生

[0210] 首先使用UCSC  Genome  Browser(genome.ucsc.edu)鉴定脊椎动物Myo15启动子中

的进化保守区域。合成紧接在Myo15翻译起始位点上游的区域(‑1至‑1157，SEQ  ID  NO:1)和

含有Myo15基因的非编码外显子1的上游区域(‑6755至‑7209，SEQ  ID  NO:2)并且通过从头

(de  novo)基因合成连接在一起成为单个DNA片段(SEQ  ID  NO:13)。截短的Myo15启动子的

总大小为1611bp，而整个基因组区域的总大小超过7000bp。

[0211] 在小鼠耳蜗中，相对于巨细胞病毒(CMV)启动子评估由Myo15启动子实现的转基因

表达的趋性(细胞类型靶向)以及程度和持续时间的实验得到的结果是Myo15启动子，而不

是CMV启动子，在耳蜗毛细胞中产生选择性表达。产生利用Myo15驱动墨绿多管水母

(Aequorea  coerulescens)绿色荧光蛋白(AcGFP)表达的AAV构建体，以相对于具有CMV的相

匹配的标准AAV构建体分析基因表达的进展。在其中将病毒递送至新生小鼠、成年小鼠的小

鼠耳蜗中以及离体的耳蜗外植体中的实验中评估转基因表达。

[0212] 为了评估转基因表达，将AAV‑Myo15‑GFP病毒通过后半规管输注给6‑8周龄的

C57Bl/6J雄性小鼠。使小鼠从手术中恢复并将其安乐死，在10天后用10％的正常缓冲福尔

马林灌注。收获内耳颞骨并在8％EDTA中脱钙3天。从脱钙的颞骨上切下耳蜗或前庭系统并

将其固定在载玻片上以进行成像。使用遍在启动子，AAV‑CMV‑GFP在耳蜗内的许多细胞类型

中诱导GFP表达，包括内毛细胞、外毛细胞、螺旋神经节神经元、间充质细胞和神经胶质(图

1A)。使用毛细胞特异性启动子，AAV‑Myo15‑GFP仅在内毛细胞和外毛细胞中诱导表达(图

1B)。在前庭系统中，AAV‑Myo15‑GFP仅在前庭毛细胞中诱导表达(图2)。

[0213] 实施例2：最小Myo15启动子的产生

[0214] 产生一系列启动子，并将其置于荧光报告基因(例如，GFP、AcGFP或荧光素酶)的上

游。产生的启动子包括：

[0215] 1)融合至SEQ  ID  NO:2的SEQ  ID  NO:3；

[0216] 2)融合至SEQ  ID  NO:2的SEQ  ID  NO:4；

[0217] 3)融合至SEQ  ID  NO:2的SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:4的融合体(例如，SEQ  ID  NO:

5、6或7)；

[0218] 4)融合至SEQ  ID  NO:9的SEQ  ID  NO:8(例如，SEQ  ID  NO:10、11或12)；

[0219] 5)融合至SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9的融合体(例如，SEQ  ID  NO:10、11或12)的

SEQ  ID  NO:1；

[0220] 6)融合至SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9的融合体(例如，SEQ  ID  NO:10、11或12)的

SEQ  ID  NO:3；

[0221] 7)融合至SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9的融合体(例如，SEQ  ID  NO:10、11或12)的

SEQ  ID  NO:4；

[0222] 8)融合至SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9的融合体(例如，SEQ  ID  NO:10、11或12)的

SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:4的融合体(例如，SEQ  ID  NO:5、6或7)；

[0223] 9)SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:4的融合体(例如，SEQ  ID  NO:5、6或7)；
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[0224] 11)SEQ  ID  NO:1；

[0225] 12)SEQ  ID  NO:2；

[0226] 13)SEQ  ID  NO:17；

[0227] 14)SEQ  ID  NO:18；

[0228] 15)融合至SEQ  ID  NO:18的SEQ  ID  NO:17；

[0229] 16)融合至SEQ  ID  NO:17的SEQ  ID  NO:18；

[0230] 17)融合至SEQ  ID  NO:18的SEQ  ID  NO:19；

[0231] 18)融合至SEQ  ID  NO:21的SEQ  ID  NO:20(例如，SEQ  ID  NO:22、23或24)；

[0232] 19)融合至SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21的融合体(例如，SEQ  ID  NO:22、23或24)

的SEQ  ID  NO:17；

[0233] 20)融合至SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21的融合体(例如，SEQ  ID  NO:22、23或24)

的SEQ  ID  NO:19。将启动子构建体包装到能够转导毛细胞的AAV血清型(例如，AAV1、AAV2、

AAV6、AAV9、Anc80或Anc80L65)中。

[0234] 病毒启动子构建体用于感染器官型耳蜗外植体。与病毒一起孵育48小时后，对外

植体进行成像并使用报告基因的荧光强度进行分析，以评测毛细胞特异性表达。

[0235] 实施例3：将包含含有Myo15启动子的核酸载体的组合物施用给患有感觉神经性听

力损失的受试者

[0236] 根据本文公开的方法，本领域的熟练医师可治疗具有感觉神经性听力损失的患

者，诸如人患者，以改善或恢复听力。为此，本领域的熟练医师可向人患者施用包含含有多

核苷酸的AAV载体(例如，AAV1、AAV2、AAV2quad(Y‑F)、AAV6、AAV9、Anc80、Anc80L65、DJ/9、

7m8或PHP.B)的组合物，所述多核苷酸含有与SEQ  ID  NO:1或其功能部分或衍生物(例如，

SEQ  ID  NO:3‑7中的任何一个或多个，例如SEQ  ID  NO  3和4)具有至少85％序列同一性(例

如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的序列同一性)的第一区域和/或与SEQ 

ID  NO:2或其功能部分或衍生物(例如，SEQ  ID  NO:8‑12中的任何一个或多个，例如SEQ  ID 

NO  8和9)具有至少85％序列同一性(例如，85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更高

的序列同一性)的第二区域，所述多核苷酸任选地含有位于所述第一区域与所述第二区域

之间的接头，可操作地连接至编码治疗性蛋白质的转基因。例如，可操作地连接至编码治疗

性蛋白质的转基因的多核苷酸可以是SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID  NO:15、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID 

NO:36或SEQ  ID  NO:37。含有AAV载体的组合物可，例如，通过局部施用于内耳(例如，注射到

外淋巴中)而施用给患者，以治疗感觉神经性听力损失。

[0237] 在将组合物施用给患者后，本领域的熟练从业人员可通过多种方法监测由转基因

编码的治疗性蛋白质的表达，以及响应于疗法的患者的改善。例如，医师可在施用组合物之

后通过执行标准测试(诸如听力测验法、ABR、耳蜗电图描记法(ECOG)和耳声发射)来监测患

者的听力。与施用组合物之前的听力测试结果相比，发现在施用组合物之后患者在一种或

多种测试中表现出听力的改善，这表明患者对治疗有良好的响应。后续剂量可根据需要确

定和施用。

[0238] 实施例4：含有SEQ  ID  NO:1和SEQ  ID  NO:2的部分的鼠类Myo15启动子序列在毛细

胞中诱导转基因表达

[0239] 从P0野生型CD1小鼠建立新生儿耳蜗外植体。简言之，根据IACUC批准的方案对新
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生小鼠实施安乐死。从头部移除内耳，并使用显微解剖小心地移除耳蜗。从线圈的中心移除

耳蜗轴，并且移除耳蜗管的顶部，从而暴露感觉上皮。将耳蜗外植体涂铺在涂有15％

Matrigel的Mat‑tek培养皿上，耳蜗管的管腔侧面朝上。将由含有10％FBS和10ug/mL环丙沙

星(ciproflaxin)的DMEM组成的耳蜗外植体培养基直接添加到培养物中。将含有Myo151kb

(SEQ  ID  NO:15)启动子或Myo15微型内含子(SEQ  ID  NO:16)启动子的病毒(AAV  2/9‑

Myo151kb‑GFP或AAV2/9‑Myo15微型内含子‑GFP)以1E+10个基因组拷贝/mL的浓度添加至培

养基。在37℃下5％CO2的标准培养条件下，将培养物在含有病毒的培养基中孵育48小时。然

后将培养物固定在4％PFA中，用0.01％TritonX100透化，并在抗体染色前用10％正常驴血

清封闭。所使用的抗体：兔抗Myo6(Proteus)、驴抗兔Alexa  568(Thermo  Fisher)。如图3A‑

3B所示，Myo151kb(SEQ  ID  NO:15)和Myo15微型内含子(SEQ  ID  NO:16)启动子两者均诱导

GFP在毛细胞中的特异性表达。

[0240] 实施例5：Myo15启动子序列在鼠类耳蜗的毛细胞中诱导转基因表达

[0241] 从P0野生型B6 .CAST‑Cdh23Al+/Kjn小鼠建立新生儿耳蜗外植体。简言之，根据

IACUC批准的方案对新生小鼠实施安乐死。从头部移除内耳，并使用显微解剖小心地移除耳

蜗。从线圈的中心移除耳蜗轴，并且移除耳蜗管的顶部，从而暴露感觉上皮。将耳蜗外植体

涂铺在制备的3D大鼠尾胶原基质上，耳蜗管的管腔侧面朝上。将由含有7％FBS和1U/μL青霉

素G的DMEM组成的耳蜗外植体培养基直接添加到培养物中。将含有鼠类Myo151kb(SEQ  ID 

NO:15)启动子、人Myo150.6  kb(SEQ  ID  NO:26)或人Myo151.2  kb(SEQ  ID  NO:25)启动子的

病毒(AAV1‑Myo151kb‑GFP、AAV1‑Myo150.6  kb‑GFP或AAV1‑Myo151.2  kb‑GFP)以1E+11vg/

培养物的浓度添加至培养基中。在37℃下5％CO2的标准培养条件下，将培养物在含有病毒

的培养基中孵育72小时。然后将培养物固定在4％PFA中，用0.01％TritonX100透化，并在抗

GFP抗体染色前用10％正常驴血清封闭。示出如用抗GFP抗体检测到的GFP信号(图4A‑4C)。

在单独的实验中，通过圆窗注射以2 .65E+12vg/ml的剂量将AAV1‑1 .2kb人Myo15‑GFP或

AAV1‑1  kb鼠类Myo15‑GFP递送至成年小鼠耳蜗。全标本包埋(Whole  mount)图像(图4D‑4E)

或切片(图4F‑4G)示出在耳蜗的顶端、中部和基底中的毛细胞特异性信号，如用抗GFP抗体

检测到的。图4F中的箭头指向GFP标记的耳蜗毛细胞。如图4F和4G所示，在1.2kb人Myo15启

动子和1kb鼠类Myo15启动子情况下的表达主要限于内毛细胞。

[0242] 实施例6：鼠类Myo15启动子序列在体内在非人灵长类动物的耳蜗中诱导转基因表

达

[0243] 在非人灵长类动物中测试鼠类Myo15启动子特异性。通过圆窗膜以15μl/min将30

微升的AAV1‑CMV‑GFP或AAV1‑Myo15(SEQ  ID  NO:13)‑GFP注射到耳蜗中。AAV注射后4周将动

物处死，并且收获耳蜗并作为表面制剂进行加工以检查没有抗体增强情况下的转基因表

达。AAV1具有高感染性。在遍在CMV启动子下，GFP在恒河猴耳蜗的侧壁中的毛细胞、支持细

胞和纤维细胞中表达(图5A)。相比之下，1.6kb鼠类Myo15启动子(SEQ  ID  NO:13)将GFP转基

因表达局限于食蟹猴耳蜗的毛细胞(图5B‑5C)。

[0244] 实施例7：与遍在启动子相比，鼠类Myo15启动子增强AAV‑小鼠Tmc1在Tmc1敲除小

鼠中的生物学功效。

[0245] 将Tmc1敲除(KO)小鼠用异氟烷麻醉，剃掉毛发，并且将聚维酮碘施涂在皮肤上。在

左耳下方从颊肌上方至耳后切开一个切口。分离皮肤，取下肌肉并清理，以暴露后半规管。
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使用钻头在半规管中开一个小孔，并用细棉签使骨头保持干燥。将聚酰胺/聚乙烯管插入孔

中并用骨胶密封。使用具有Hamilton注射器的微型泵将具有0 .05μl的台盼蓝的1μl载体

(AAV‑CMV1‑小鼠TMC1或AAV‑Myo15(SEQ  ID  NO:13)‑小鼠TMC1)以100nl/min速率递送到IL

空间中。递送1μl后，经过5分钟，以使流体到达耳蜗的顶端，并防止回流和泄漏。将管弯曲并

在骨头附近切断。肌肉被拉回原位并且皮肤粘在一起。给予小鼠0 .01cc的美洛昔康

(Meloxicam)，然后使其在加热灯下恢复。术后持续5天检查动物是否有疼痛或感染的迹象。

术后21至28天，用氯胺酮和甲苯噻嗪将动物麻醉，并测量听性脑干反应(ABR)。如图6所示，

与AAV‑CMV‑小鼠TMC1相比，注射AAV‑Myo15‑小鼠TMC1的纯合Tmc1  KO小鼠中ABR阈值的恢复

大大改善。

[0246] 实施例8：人Myo15启动子序列在体内在非人灵长类动物的耳蜗中诱导转基因表达

[0247] 以通过圆窗膜注射注射的方式将含有在1.2kb人肌球蛋白15启动子(SEQ  ID  NO:

25)或0.6kb人肌球蛋白15启动子(SEQ  ID  NO:26)的控制下携带EGFP转基因的AAV1载体的

组合物双侧递送至食蟹猴的内耳中。AAV1‑1.2kb肌球蛋白15‑GFP(病毒滴度为1.06×1013个

基因组拷贝/mL)或AAV1‑0.6kb肌球蛋白15‑GFP(病毒滴度为1.22×1013个基因组拷贝/mL)

的注射液(30μL)以15μL/min的注射速率进行。注射后四周，取出内耳并进行基底膜的表面

制备。GFP表达用于监测肌球蛋白15启动子活性(图7A和8A，示出代表性耳朵之一)。食蟹猴

内耳的AAV1‑1.2kb肌球蛋白15‑GFP转导导致在耳蜗的整个基底‑顶端轴上的GFP表达，在基

底具有高频率并且在顶端具有低频率(图7A，频率以kHz计)。2.8kHz下的高倍放大图像显示

在内毛细胞(IHC)和外毛细胞(OHC)内观察到GFP表达(图7B，上图)。类似地，食蟹猴内耳的

AAV1‑0.6kb肌球蛋白15‑GFP转导导致在耳蜗的整个基底‑顶端轴上的GFP表达，在基底具有

高频率并且在顶端具有低频率(图8A，频率以kHz计)。2.8kHz下的高倍放大图像显示在IHC

和OHC内观察到GFP表达(图8B，上图)。肌球蛋白7A(Myo7A)的免疫组织化学用于可视化毛细

胞，并且将细胞核用DAPI染色(图7B和图8B，中图和下图)。

[0248] 实施例9：Myo15启动子变体在鼠类耳蜗外植体中诱导转基因表达

[0249] 新生儿耳蜗外植体培养和病毒转导

[0250] 从P0野生型B6.CAST‑Cdh23Ahl+/Kjn小鼠建立新生儿耳蜗外植体。简言之，根据机

构动物护理和使用委员会批准的方案对新生小鼠实施安乐死。从头部移除内耳，并使用显

微解剖小心地移除耳蜗。从线圈的中心移除耳蜗轴，并且移除耳蜗管的顶部，从而暴露感觉

上皮。将耳蜗外植体涂铺在制备的3D大鼠尾胶原基质上，耳蜗管的管腔侧面朝上。将由含有

7％FBS和1U/μL青霉素G的DMEM组成的耳蜗外植体培养基直接添加到培养物中。将含有鼠类

Myo151kb(SEQ  ID  NO:15)启动子、人Myo150.6  kb(SEQ  ID  NO:26)、人Myo151.2  kb(SEQ  ID 

NO:25)启动子、鼠类Myo150.5  kb启动子(SEQ  ID  NO:16)、鼠类Myo15  A启动子(SEQ  ID  NO:

27)、鼠类Myo15  B启动子(SEQ  ID  NO:28)、鼠类Myo15  C启动子(SEQ  ID  NO:29)、鼠类Myo15 

A‑B启动子(SEQ  ID  NO:30)、鼠类Myo15  A‑C启动子(SEQ  ID  NO:31)、鼠类Myo15  B‑C启动子

(SEQ  ID  NO:32)、鼠类Myo15  B‑A‑C启动子(SEQ  ID  NO:33)、鼠类Myo15  C‑A‑B启动子(SEQ 

ID  NO:34)或鼠类Myo15  B‑C‑A启动子(SEQ  ID  NO:35；AAV1‑Myo151kb‑GFP、AAV1‑Myo150.6 

kb‑GFP、AAV1‑Myo151.2  kb‑GFP、AAV1‑Myo150.5kb‑GFP、AAV1‑Myo15  A‑GFP、AAV1‑Myo15 

B‑GFP)的病毒以1×1011vg/培养物的浓度添加至培养基中。在37℃下5％CO2的标准培养条

件下，将培养物在含有病毒的培养基中孵育72小时。
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[0251] GFP定量

[0252] 在含有病毒的培养基中培养72小时后，将培养物固定在4％PFA中，用0 .01％

TritonX100透化，并在抗Myo7a和/或抗GFP抗体之前用10％正常驴血清封闭。使用共聚焦显

微镜(Zeiss  LSM  810)在样品之间使用均匀设置(激光强度和增益)对样品进行成像。

ImageJ用于定量每个细胞的GFP强度值。

[0253] mRNA定量

[0254] 在含有病毒的培养基中培养72小时后，将培养物在干冰上快速冷冻，并使用

PicoPure  RNA分离试剂盒(Arcturus  cat#0204)提取RNA。对于所有cDNA合成和RT‑PCR反

应，使用Quantinova探针RT‑PCR试剂盒(Qiagen  cat#208354)通过qPCR对GFP和Myo7AmRNA

进行定量。将GFP表达水平针对Myo7a表达归一化。

[0255] 结果

[0256] 使用定量PCR(qPCR)对来自具有毛细胞特异性表达的鼠类Myo15启动子的GFP表达

进行定量表明，来自mMyo151.6  kb、1kb和0.5kb启动子的GFP转基因的表达水平是稳健的，

并且在GFP表达程度上彼此相当(图9)。由多种鼠类或人Myo15启动子驱动的GFP表达的比较

显示了Myo7a阳性毛细胞中GFP表达的差异，其中mMyo151  kb启动子产生每个细胞的最高

GFP表达水平(图10)。

[0257] 对用表2中描述的Myo15启动子变体的亚组感染的新生儿耳蜗外植体培养物的全

标本包埋图像的分析表明，SEQ  ID  NO:27(Myo15A)的启动子序列对于一般启动子活性或毛

细胞特异性既不是足够的也不是必需的，如图11B(SEQ  ID  NO:27)、11E(SEQ  ID  NO:30)、

11F(SEQ  ID  NO:31)和11G(SEQ  ID  NO:32)中所示。SEQ  ID  NO:27的启动子序列确实提供了

剪接供体位点，当与剪接受体位点配对时所述剪接供体位点增加了表达水平，如图11A(SEQ 

ID  NO:16)和11H(SEQ  ID  NO:33)中所示，从而将内含子引入所述启动子序列中。发现单独

SEQ  ID  NO:28(Myo15  B)的启动子序列是赋予一般启动子活性的核心启动子，如图11C(SEQ 

ID  NO:28)中所示，但在不存在SEQ  ID  NO:29(Myo15  C)的启动子序列的情况下不驱动毛细

胞特异性GFP表达，如图11C(SEQ  ID  NO:29)和11G(SEQ  ID  NO:32)中所示。发现SEQ  ID  NO:

29(Myo15  C)的启动子序列是将核心启动子(SEQ  ID  NO:28)的活性限制于内毛细胞和外毛

细胞的增强子，如图11G(SEQ  ID  NO:32)中所示，但在不存在核心启动子的情况下对于一般

启动子活性是不足够的，如图11D(SEQ  ID  NO:29)中所示。SEQ  ID  NO:27、SEQ  ID  NO:28和

SEQ  ID  NO:29的启动子序列被重新排序为各种组合并且产生导致毛细胞特异性启动子活

性，如图11H(SEQ  ID  NO:33)和11I(SEQ  ID  NO:34)中所示，尽管并非所有的重排都被容忍，

如图11J(SEQ  ID  NO:35)中所示。这些数据总结在下表3中。

[0258] 表3.鼠类Myo15启动子的启动子活性和毛细胞特异性
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[0259]

[0260] 进一步评估了Myo15启动子活性以确定表现出毛细胞特异性的Myo15启动子变体

的表达强度，所述启动子包括Myo150.5  kb(SEQ  ID  NO:16)、Myo15  B‑C(SEQ  ID  NO:32)和

Myo15  B‑A‑C(SEQ  ID  NO:33)。来自Myo150.5  kb、Myo15  B‑C和Myo15  B‑A‑C启动子的GFP报

告基因的表达水平是稳健的并且彼此相当。Myo15  C‑A‑B启动子是通过重排剪接供体和受

体位点的位置产生的，并且导致隐蔽剪接到GFP  cDNA的中部，如通过对比转录物的5'端，用

位于转录物的3'端中的GFP探针检测到的较高表达水平所证明(图12)。

[0261] 在Myo7a阳性毛细胞中进行GFP表达水平的定量图像分析，以评估对于各种Myo15

启动子每个毛细胞的GFP表达水平，所述启动子包括0.5kb  mMyo15启动子(也称为Myo15  A‑

B‑C启动子；SEQ  ID  NO:16)、Myo15  A‑B启动子(SEQ  ID  NO:30)、Myo15  A‑C启动子(SEQ  ID 

NO:31)、Myo15  B‑C启动子(SEQ  ID  NO:32)、Myo15  A启动子(SEQ  ID  NO:27)、Myo15  B启动

子(SEQ  ID  NO:28)、Myo15  C启动子(SEQ  ID  NO:29)、Myo15  B‑A‑C启动子(SEQ  ID  NO:33)、

Myo15C‑A‑B启动子(SEQ  ID  NO:34)和Myo15  B‑C‑A启动子(SEQ  ID  NO:35)。Myo15  A‑B‑C启

动子(SEQ  ID  NO:16)产生每个细胞最高的GFP表达(图13A)。基于组织的自发荧光(对于图

13A，<2000单位并且对于图13B，<6000单位)确定每个数据集的背景荧光水平。

[0262] 其他实施方案

[0263] 在不偏离本发明的范围和精神的情况下，所述发明的各种修改和变化对本领域技

术人员将是显而易见的。尽管已结合具体实施方案对本发明进行了描述，但是应当理解所

要求保护的本发明不应当不适当地限定于此类具体实施方案。实际上，对于本领域的技术

人员显而易见的所描述的用于执行本发明的模式的各种修改意图包括在本发明的范围内。

说　明　书 56/57 页

58

CN 119320772 A

58



其他实施方案在权利要求中。
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图1A

图1B
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图2
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图3A
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图3B
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图4A
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图4B
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图4C
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图4F
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图4G
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图5A

图5B
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图5C
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图6
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图7A
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图7B
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图8A
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图8B
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图9
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图10

说　明　书　附　图 19/32 页

78

CN 119320772 A

78



图11A
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图11B
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图11C
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图11D
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图11E
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图11F
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图11G
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图11H
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图11I

说　明　书　附　图 28/32 页

87

CN 119320772 A

87



图11J
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图12
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图13A
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图13B
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