
JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　強力なゲノムインスレーターエレメントの少なくとも1つのコピーを含むウイルスベク
ターであって、該ゲノムインスレーターエレメントが、CACCAGGTGGCGCT (SEQ ID NO.: 1)
、CCACCAGGGGGAGC (SEQ ID NO.: 2)、TCAGTAGAGGGCGC (SEQ ID NO.: 3)、CCACTAGGGGGCAG
 (SEQ ID NO.: 4)、CAGCAGAGGGCGCT (SEQ ID NO.: 5)およびCAGTAGAGGGCGCT (SEQ ID NO.
: 6)からなる群より選択される14bpのCTCF結合部位コア配列を含み、該ゲノムインスレー
ターエレメントが、119～284ヌクレオチドを含み、該ゲノムインスレーターエレメントが
、該14bpのCTCF結合部位コア配列および該コア配列に隣接して存在するゲノム配列を含む
、ウイルスベクター。
【請求項２】
　ウイルスベクターがレトロウイルスベクターである、請求項1記載のウイルスベクター
。
【請求項３】
　レトロウイルスベクターがレンチウイルスベクターである、請求項2記載のウイルスベ
クター。
【請求項４】
　ウイルスベクターが遺伝子治療用ベクターである、請求項1記載のウイルスベクター。
【請求項５】
　治療物質をコードする配列をさらに含む、請求項1記載のウイルスベクター。
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【請求項６】
　ゲノムインスレーターエレメントが、以下からなる群より選択される配列を含む、請求
項1記載のウイルスベクター：
SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
【請求項７】
　ベクターが少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントを含む、請求項1記載のウ
イルスベクター。
【請求項８】
　ウイルスベクターが、エンハンサーによって調節されるプロモーターによって駆動され
る治療用遺伝子をコードする核酸配列を含むカセットを含み、該カセットが、前記ゲノム
インスレーターエレメントによってブラケット状に挟まれている、請求項1記載のウイル
スベクター。
【請求項９】
　ベクターが同じゲノムインスレーターエレメントのコピーを2つ含む、請求項8記載のウ
イルスベクター。
【請求項１０】
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントが2種の異なるゲノムインスレーター
エレメントである、請求項8記載のウイルスベクター。
【請求項１１】
　ゲノムインスレーターエレメントが、以下からなる群より選択される配列を含む、請求
項8記載のウイルスベクター：
SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
【請求項１２】
　ゲノムインスレーターエレメントがベクターを含むウイルスのウイルス力価を有意には
変化させない、請求項1記載のウイルスベクター。
【請求項１３】
　ゲノムインスレーターエレメントの配列が300bp未満である、請求項1記載のウイルスベ
クター。
【請求項１４】
　ゲノムインスレーターエレメントがサイレンサー活性を実質的に含まない、請求項1記
載のウイルスベクター。
【請求項１５】
　以下のうち1つまたは複数を含む、請求項1記載のウイルスベクター：
　（a）プロモーター、
　（b）エンハンサー、
　（c）制限部位、
　（d）非翻訳領域、
　（e）DNアーゼI高感受性部位、
　（f）多重クローニング部位、
　（g）末端反復配列、または
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　（h）ポリA尾部をコードする配列。
【請求項１６】
　治療物質が、関心対象の遺伝子、タンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA
干渉物質、またはmiRNAを含む、請求項5記載のウイルスベクター。
【請求項１７】
　強力なゲノムインスレーターがcHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハ
ンサー遮断活性を示す、請求項1記載のウイルスベクター。
【請求項１８】
　請求項1記載のベクターを含む、疾患を治療するための薬学的組成物であって、該ベク
ターが治療物質をコードする配列をさらに含み、かつ該治療物質が疾患の治療を媒介する
、薬学的組成物。
【請求項１９】
　治療物質がタンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA干渉物質、またはmiRNA
を含む、請求項18記載の薬学的組成物。
【請求項２０】
　（a）治療物質をコードする核酸、および
　（b）ゲノムインスレーターエレメントが、CACCAGGTGGCGCT (SEQ ID NO.: 1)、CCACCAG
GGGGAGC (SEQ ID NO.: 2)、TCAGTAGAGGGCGC (SEQ ID NO.: 3)、CCACTAGGGGGCAG (SEQ ID 
NO.: 4)、CAGCAGAGGGCGCT (SEQ ID NO.: 5)およびCAGTAGAGGGCGCT (SEQ ID NO.: 6)から
なる群より選択される14bpのCTCF結合部位コア配列を含み、該ゲノムインスレーターエレ
メントが、119～284ヌクレオチドを含み、該ゲノムインスレーターエレメントが、該14bp
のCTCF結合部位コア配列および該コア配列に隣接して存在するゲノム配列を含む、強力な
ゲノムインスレーターエレメントの少なくとも1つのコピー
を含むウイルスベクターを含む、治療物質をコードする核酸を投与するための薬学的組成
物。
【請求項２１】
　ベクターが、強力なゲノムインスレーターエレメントを欠く同じベクターと比較して、
対象における腫瘍形成を少なくとも50％減少させる、請求項20記載の薬学的組成物。
【請求項２２】
　ベクターが、強力なゲノムインスレーターエレメントを欠く同じベクターと比較して、
腫瘍発生率を少なくとも10分の1に低下させる、請求項20記載の薬学的組成物。
【請求項２３】
　ウイルスベクターがレトロウイルスベクターである、請求項20記載の薬学的組成物。
【請求項２４】
　レトロウイルスベクターがレンチウイルスベクターである、請求項23記載の薬学的組成
物。
【請求項２５】
　ゲノムインスレーターエレメントが、以下からなる群より選択される配列を含む、請求
項20記載の薬学的組成物：
SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
【請求項２６】
　ベクターが少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントを含む、請求項20記載の
薬学的組成物。
【請求項２７】
　ウイルスベクターが、エンハンサーによって調節されるプロモーターによって駆動され
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る治療物質をコードする核酸を含むカセットを含み、該カセットが、前記ゲノムインスレ
ーターエレメントによってブラケット状に挟まれている、請求項26記載の薬学的組成物。
【請求項２８】
　ベクターが同じゲノムインスレーターエレメントのコピーを2つ含む、請求項27記載の
薬学的組成物。
【請求項２９】
　ゲノムインスレーターエレメントが2種の異なるゲノムインスレーターエレメントであ
る、請求項27記載の薬学的組成物。
【請求項３０】
　ゲノムインスレーターエレメントが、以下からなる群より選択される配列を含む、請求
項27記載の薬学的組成物：
SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
【請求項３１】
　ゲノムインスレーターエレメントがベクターを含むウイルスのウイルス力価を有意には
変化させない、請求項20記載の薬学的組成物。
【請求項３２】
　ゲノムインスレーターエレメントの配列が300bp未満である、請求項20記載の薬学的組
成物。
【請求項３３】
　ゲノムインスレーターエレメントがサイレンサー活性を実質的に含まない、請求項20記
載の薬学的組成物。
【請求項３４】
　ベクターが以下のうち1つまたは複数を含む、請求項20記載の薬学的組成物：
　（a）プロモーター、
　（b）エンハンサー、
　（c）制限部位、
　（d）非翻訳領域、
　（e）DNアーゼI高感受性部位、
　（f）多重クローニング部位、
　（g）末端反復配列、または
　（h）ポリA尾部をコードする配列。
【請求項３５】
　治療物質が、関心対象の遺伝子、タンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA
干渉物質、またはmiRNAを含む、請求項20記載の薬学的組成物。
【請求項３６】
　強力なゲノムインスレーターがcHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハ
ンサー遮断活性を示す、請求項20記載の薬学的組成物。
【請求項３７】
　14bpのCTCF結合部位コア配列が、CACCAGGTGGCGCT (SEQ ID NO.: 1)である、請求項1記
載のウイルスベクター。
【請求項３８】
　14bpのCTCF結合部位コア配列が、CCACCAGGGGGAGC (SEQ ID NO.: 2)、TCAGTAGAGGGCGC (
SEQ ID NO.: 3)、CCACTAGGGGGCAG (SEQ ID NO.: 4)、CAGCAGAGGGCGCT (SEQ ID NO.: 5)ま
たはCAGTAGAGGGCGCT (SEQ ID NO.: 6)である、請求項1記載のウイルスベクター。
【請求項３９】
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　請求項37記載のベクターを含む疾患を治療するための薬学的組成物であって、該ベクタ
ーが治療物質をコードする配列をさらに含み、かつ該治療物質が疾患の治療を媒介する、
薬学的組成物。
【請求項４０】
　治療物質がタンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA干渉物質、またはmiRNA
を含む、請求項39記載の薬学的組成物。
【請求項４１】
　14bpのCTCF結合部位コア配列が、CACCAGGTGGCGCT (SEQ ID NO.: 1)である、請求項20記
載の薬学的組成物。
【請求項４２】
　14bpのCTCF結合部位コア配列が、CCACCAGGGGGAGC (SEQ ID NO.: 2)、TCAGTAGAGGGCGC (
SEQ ID NO.: 3)、CCACTAGGGGGCAG (SEQ ID NO.: 4)、CAGCAGAGGGCGCT (SEQ ID NO.: 5)ま
たはCAGTAGAGGGCGCT (SEQ ID NO.: 6)である、請求項20記載の薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、米国特許法第119条（e）（35 U.S.C. §119（e））の下で、2014年3月14日
に提出された米国仮出願第61／953,419号、および2014年10月24日に提出された第62／068
,226号の恩典を主張し、それらの内容はその全体が参照により本明細書に組み入れられる
。
【０００２】
政府の援助
　本発明は、米国国立衛生研究所（National Institutes of Health）によって授与され
た助成金番号PO1 HL53750の下で、米国政府の援助を受けて行われた。米国政府は本発明
において一定の権利を有する。
【０００３】
開示の分野
　本開示の分野は、ゲノムインスレーターを含む遺伝子治療用ベクター組成物およびその
使用に関する。
【背景技術】
【０００４】
背景
　造血幹細胞遺伝子治療は、いくつかの遺伝性疾患の治療に既に影響を与えている。X連
鎖性SCID（1）、アデノシンデアミナーゼ欠損症（2）、X連鎖性副腎白質ジストロフィー
（X-linked adeno-leukodystrophy）（3）およびβサラセミア（4）を有する患者では、
その疾患が治癒したり、またはその臨床状態が劇的に改善したりしている。しかし、ベク
ター媒介性の挿入性突然変異誘発に続発する遺伝毒性副作用が患者のある割合に出現して
おり、これには、X連鎖性SCID遺伝子治療の治験で治療を受けた患者のほぼ25％におけるT
細胞白血病が含まれる（1）。遺伝毒性は、ウイルスベクター中のエンハンサーによる細
胞の癌遺伝子の活性化によって生じる（5,6に総説がある）。挿入性突然変異誘発のリス
クを減少させるために、さまざまなアプローチが試みられている。
【発明の概要】
【０００５】
概要
　本明細書に記載の組成物および方法は、一部には、外来性核酸配列を投与する時に強い
インスレーター活性をもたらしうる強力なゲノムインスレーターを同定するための方法の
発見に基づく。そのような強いインスレーター活性は、例えば、癌遺伝子の活性化を防止
することができる。したがって、本明細書では、ゲノムインスレーターエレメントの少な
くとも1つのコピーをコードする遺伝子治療用ベクターを含む組成物、およびその使用を
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提供する。本明細書に記載の組成物および方法は、本明細書に記載の強力なゲノムインス
レーターエレメントを欠く遺伝子治療用ベクターと比較して、腫瘍形成を低下させる利点
がある。加えて、本明細書に記載の強力なゲノムインスレーターエレメントはサイズが小
さく、その結果、それらを、ウイルス力価に有意に影響を与えることなく、遺伝子治療用
ベクター中に容易に組み入れることができる。
【０００６】
　本明細書において提供される1つの局面は、強力なゲノムインスレーターエレメントの
少なくとも1つのコピーをコードするウイルスベクター組成物であって、ゲノムインスレ
ーターエレメントが400bp未満の配列およびCTCF結合部位コア配列を含む、ウイルスベク
ター組成物に関する。CTCFとは、ニワトリc-myc遺伝子の負の転写調節因子として当初発
見された、CCCTC結合因子に与えられた名称である（Lobanenkov, W. et al., (1990) Onc
ogene 5;1743-1752）。
【０００７】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面の1つの態様において、ウイルスベ
クターはレトロウイルスベクターである。
【０００８】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、レトロ
ウイルスベクターはレンチウイルスベクターである。
【０００９】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ウイル
スベクターはアデノウイルスベクターまたはアデノ随伴ウイルスベクターである。
【００１０】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ウイル
スベクターは遺伝子治療用ベクターである。
【００１１】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ベクタ
ーは、治療物質をコードする配列をさらに含む。
【００１２】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、コア配
列は、以下からなる群より選択される14bp配列である：

【００１３】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノム
インスレーターエレメントは、以下からなる群より選択される配列を含む：SEQ ID NO.：
10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、SEQ ID NO.：
15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、SEQ ID NO.：
20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、SEQ ID NO.：
25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、SEQ ID NO.：
30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、SEQ ID NO.：
35、およびSEQ ID NO.：36。
【００１４】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ベクタ
ーは、ゲノムインスレーターエレメントを少なくとも2つ含む。
【００１５】
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　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、少なく
とも2つのゲノムインスレーターエレメントは、それらがベクター中でベクタープロウイ
ルスの両側に位置するように配置されている。
【００１６】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ベクタ
ーは同じゲノムインスレーターエレメントのコピーを2つ含む。
【００１７】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、少なく
とも2つのゲノムインスレーターエレメントは2種の異なるゲノムインスレーターエレメン
トである。
【００１８】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、少なく
とも2つのゲノムインスレーターエレメントはそれぞれ、以下からなる群より選択される1
4bp配列である：

【００１９】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、少なく
とも2つのゲノムインスレーターエレメントはそれぞれ、以下からなる群より選択される
配列を含む：SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ 
ID NO.：14、SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ 
ID NO.：19、SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ 
ID NO.：24、SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ 
ID NO.：29、SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ 
ID NO.：34、SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
【００２０】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、CTCF結
合部位コア配列は、ヒトゲノム中の高占有率CTCF結合部位である。
【００２１】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、高占有
率部位は、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％、少なく
とも99％または100％のCTCF占有率を構成する。1つの態様において、高占有率部位はK562
骨髄性白血病不死化細胞株において決定される。
【００２２】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、遺伝子
インスレーターエレメントはベクターのウイルス力価を有意には変化させない。
【００２３】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノム
インスレーターエレメントの配列は300bp未満である。この局面および本明細書に記載の
他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノムインスレーターエレメントの配列は4
00bp未満である。
【００２４】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノム
インスレーターエレメントはサイレンサー活性を実質的に含まない。
【００２５】
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　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ベクタ
ーは任意で、以下のうち1つまたは複数を含む：（a）プロモーター、（b）エンハンサー
、（c）制限部位、（d）非翻訳領域、（e）DNアーゼI高感受性部位、（f）多重クローニ
ング部位、（g）末端反復配列、または（h）ポリA尾部をコードする配列。
【００２６】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、治療物
質は、関心対象の遺伝子、タンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA干渉物質
、またはmiRNAを含む。もう1つの態様において、治療物質はジンクフィンガーヌクレアー
ゼ、TALEN、CRISPR、またはメガヌクレアーゼである。
【００２７】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、強力な
ゲノムインスレーターは、cHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハンサー
遮断活性を示す。1つの態様において、強力なゲノムインスレーターは、cHS4インスレー
ターエレメントのものよりも少なくとも50％高いエンハンサー遮断活性を示す。他の態様
において、強力なゲノムインスレーターは、cHS4インスレーターエレメントのものの少な
くとも75％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも1倍、少なくとも2倍、少なく
とも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍、少なく
とも100倍高い（またはそれを上回る）エンハンサー遮断活性を示す。
【００２８】
　もう1つの局面において本明細書において同じく提供されるのは、強力なゲノムインス
レーターを同定するための方法であって、（a）ゲノム中の1つまたは複数のCTCF結合モチ
ーフのCTCFタンパク質による占有率を決定する段階、および（b）エンハンサー遮断活性
に関して試験し、それによって強力なゲノムインスレーターを同定する段階、を含む方法
である。
【００２９】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面の1つの態様において、本方法は、
段階（a）の後に、以下の段階をさらに含む：（i）CTCFによる占有があると判定された1
つまたは複数のCTCF結合モチーフを、それぞれが固有のCTCFコア配列を有するクラスに分
類する段階、（ii）段階（i）において同定されたCTCF結合モチーフのクラスを、それら
のCTCF占有率に応じて、占有率が最も高いものから最も低いものまでにランク付けする段
階、および（iii）高くランク付けされたクラスの中で、1つまたは複数のCTCF結合モチー
フを選択する段階、を含む。
【００３０】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノム
中の1つまたは複数のCTCF結合モチーフの占有率を決定する段階（a）は、以下の段階を含
む：（i）実質的に完全なゲノム配列を含むデータベースを1つまたは複数のCTCF結合モチ
ーフに関してスキャンすることによって、ゲノム中の1つまたは複数のCTCF結合モチーフ
の事例の数を決定する段階、（ii）ChIP-シークエンシング技術を用いて決定されたCTCF
と結合する配列を含むデータベースを用いて、CTCFと結合するように働くゲノム中の1つ
または複数のCTCF結合モチーフを同定する段階、（iii）段階（i）の1つまたは複数のCTC
F結合モチーフの各事例と、段階（ii）のCTCF結合データとのアラインメントを行う段階
、および（iv）CTCFと結合するように働くCTCF結合モチーフ事例のパーセンテージを計算
し、それによって占有率を決定する段階。
【００３１】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、コア配
列は、以下からなる群より選択される14bp配列である：
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【００３２】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、CTCF結
合モチーフは、以下からなる群より選択される配列を含む：SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.
：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.
：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.
：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.
：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.
：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、SEQ ID NO.：35、およびSEQ 
ID NO.：36。
【００３３】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、試験の
ために選択されるCTCF結合モチーフの占有率は、樹立細胞株または初代細胞において、少
なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％、少なくとも99％また
は100％のCTCF占有率を示す。疑義を避けるために、CTCF占有率は、K562細胞において決
定された占有率を基準として決定することができる。
【００３４】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、CTCF結
合モチーフの配列は300bp未満である。この局面および本明細書に記載の他のすべての局
面のもう1つの態様において、CTCF結合モチーフの配列は400bp未満である。
【００３５】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、強力な
ゲノムインスレーターは、cHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハンサー
遮断活性を示す。1つの態様において、強力なゲノムインスレーターは、cHS4インスレー
ターエレメントのものよりも少なくとも50％高いエンハンサー遮断活性を示す。他の態様
において、強力なゲノムインスレーターは、cHS4インスレーターエレメントのものの少な
くとも75％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも1倍、少なくとも2倍、少なく
とも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍、少なく
とも100倍高い（またはそれを上回る）エンハンサー遮断活性を示す。
【００３６】
　もう1つの局面において本明細書において同じく提供されるのは、疾患を治療するため
の方法であって、本明細書に記載の通りのベクターを投与する段階を含み、ベクターが治
療物質をコードする配列をさらに含み、治療物質が疾患の治療を媒介する、方法である。
【００３７】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面の1つの態様において、治療物質は
タンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA干渉物質、またはmiRNAを含む。
【００３８】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、強力な
ゲノムインスレーターは、cHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハンサー
遮断活性を示す。1つの態様において、強力なゲノムインスレーターは、cHS4インスレー
ターエレメントのものよりも少なくとも50％高いエンハンサー遮断活性を示す。他の態様
において、強力なゲノムインスレーターは、cHS4インスレーターエレメントのものの少な
くとも75％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも1倍、少なくとも2倍、少なく
とも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍、少なく
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とも100倍高い（またはそれを上回る）エンハンサー遮断活性を示す。
【００３９】
　本明細書において提供されるもう1つの局面は、治療物質をコードする核酸を投与する
ための方法であって、対象に対して、以下のもの：（a）治療物質、および（b）400bp未
満の配列およびCTCF結合部位コア配列を含む強力なゲノムインスレーターエレメントの少
なくとも1つのコピー、をコードするウイルスベクターを投与する段階を含む方法に関す
る。
【００４０】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面の1つの態様において、本遺伝子治
療用ベクターは、強力なゲノムインスレーターエレメントを欠く遺伝子治療用ベクターと
比較して、対象における腫瘍形成を少なくとも50％減少させる。
【００４１】
　もう1つの態様において、本ベクターは、強力なゲノムインスレーターエレメントを欠
く同じベクターと比較して、腫瘍発生率を少なくとも10分の1に低下させる。他の態様に
おいて、ベクターは、強力なゲノムインスレーターエレメントを欠く同じベクターと比較
して、腫瘍発生率を少なくとも15分の1、少なくとも20分の1、少なくとも25分の1、少な
くとも30分の1、少なくとも40分の1、少なくとも50分の1、少なくとも100分の1に、また
はそれを以上に低下させる。
【００４２】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ウイル
スベクターはレトロウイルスベクターである。
【００４３】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、レトロ
ウイルスベクターはレンチウイルスベクターである。
【００４４】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ウイル
スベクターはアデノウイルスベクターまたはアデノ随伴ウイルスベクターである。
【００４５】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、コア配
列は、以下からなる群より選択される14bp配列である：

【００４６】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノム
インスレーターエレメントは、以下からなる群より選択される配列を含む：SEQ ID NO.：
10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、SEQ ID NO.：
15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、SEQ ID NO.：
20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、SEQ ID NO.：
25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、SEQ ID NO.：
30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、SEQ ID NO.：
35、およびSEQ ID NO.：36。
【００４７】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ベクタ
ーは、ゲノムインスレーターエレメントを少なくとも2つ含む。
【００４８】
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　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、少なく
とも2つのゲノムインスレーターエレメントは、それらがベクター中でベクタープロウイ
ルスの両側に位置するように配置されている。
【００４９】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ベクタ
ーは、同じゲノムインスレーターエレメントのコピーを少なくとも2つ含む。
【００５０】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、少なく
とも2つのゲノムインスレーターエレメントは、少なくとも2種類のゲノムインスレーター
エレメントである。
【００５１】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、少なく
とも2つのゲノムインスレーターエレメントはそれぞれ、以下からなる群より選択される1
4bp配列である：

【００５２】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、少なく
とも2つのゲノムインスレーターエレメントはそれぞれ、以下からなる群より選択される
配列を含む：SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ 
ID NO.：14、SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ 
ID NO.：19、SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ 
ID NO.：24、SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ 
ID NO.：29、SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ 
ID NO.：34、SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
【００５３】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、CTCF結
合部位コア配列は、ヒトゲノム中の高占有率CTCF結合部位である。
【００５４】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、高占有
率部位は、少なくとも95％、少なくとも98％、少なくとも99％、または100％のCTCF占有
率を含む。
【００５５】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、遺伝子
インスレーターエレメントは、ベクターのウイルス力価を有意には変化させない。
【００５６】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノム
インスレーターエレメントの配列は300bp未満である。この局面および本明細書に記載の
他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノムインスレーターエレメントの配列は4
00bp未満である。
【００５７】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ゲノム
インスレーターエレメントはサイレンサー活性を含まない。
【００５８】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、ベクタ
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ーは任意で以下のうち1つまたは複数を含む：（a）プロモーター、（b）エンハンサー、
（c）制限部位、（d）非翻訳領域、（e）DNアーゼI高感受性部位、（f）多重クローニン
グ部位、および（g）ポリA尾部をコードする配列。
【００５９】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、治療物
質は、関心対象の遺伝子、タンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA干渉物質
、またはmiRNAを含む。
【００６０】
　この局面および本明細書に記載の他のすべての局面のもう1つの態様において、強力な
ゲノムインスレーターは、cHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハンサー
遮断活性を示す。1つの態様において、強力なゲノムインスレーターは、cHS4インスレー
ターエレメントのものよりも少なくとも50％高いエンハンサー遮断活性を示す。他の態様
において、強力なゲノムインスレーターは、cHS4インスレーターエレメントのものよりも
少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも1倍、少なくとも2倍、少
なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍、少
なくとも100倍高い（またはそれを上回る）エンハンサー遮断活性を示す。
[本発明1001]
　強力なゲノムインスレーターエレメントの少なくとも1つのコピーをコードするウイル
スベクター組成物であって、ゲノムインスレーターエレメントが400bp未満の配列およびC
TCF結合部位コア配列を含む、ウイルスベクター組成物。
[本発明1002]
　ウイルスベクターがレトロウイルスベクターである、本発明1001の組成物。
[本発明1003]
　レトロウイルスベクターがレンチウイルスベクターである、本発明1002の組成物。
[本発明1004]
　ウイルスベクターが遺伝子治療用ベクターである、本発明1001の組成物。
[本発明1005]
　治療物質をコードする配列をさらに含む、本発明1001の組成物。
[本発明1006]
　コア配列が、以下からなる群より選択される14bp配列である、本発明1005の組成物：

。
[本発明1007]
　ゲノムインスレーターエレメントが、以下からなる群より選択される配列を含む、本発
明1001の組成物：
SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
[本発明1008]
　ベクターが少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントを含む、本発明1001の組
成物。



(13) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

40

50

[本発明1009]
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントが、それらがベクター中でベクター
プロウイルスの両側に位置するように配置されている、本発明1008の組成物。
[本発明1010]
　ベクターが同じゲノムインスレーターエレメントのコピーを2つ含む、本発明1008の組
成物。
[本発明1011]
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントが2種の異なるゲノムインスレーター
エレメントである、本発明1008の組成物。
[本発明1012]
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントがそれぞれ、以下からなる群より選
択される14bp配列である、本発明1010または1011の組成物：

。
[本発明1013]
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントがそれぞれ、以下からなる群より選
択される配列を含む、本発明1008の組成物：
SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
[本発明1014]
　CTCF結合部位コア配列がヒトゲノム中の高占有率CTCF結合部位である、本発明1001の組
成物。
[本発明1015]
　高占有率部位が、少なくとも95％、少なくとも98％、少なくとも99％または100％のCTC
F占有率を含む、本発明1014の組成物。
[本発明1016]
　遺伝子インスレーターエレメントがベクターのウイルス力価を有意には変化させない、
本発明1001の組成物。
[本発明1017]
　ゲノムインスレーターエレメントの配列が300bp未満である、本発明1001の組成物。
[本発明1018]
　ゲノムインスレーターエレメントがサイレンサー活性を実質的に含まない、本発明1001
の組成物。
[本発明1019]
　任意で以下のうち1つまたは複数を含む、本発明1001の組成物：
　（a）プロモーター、
　（b）エンハンサー、
　（c）制限部位、
　（d）非翻訳領域、
　（e）DNアーゼI高感受性部位、
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　（f）多重クローニング部位、
　（g）末端反復配列、または
　（h）ポリA尾部をコードする配列。
[本発明1020]
　治療物質が、関心対象の遺伝子、タンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA
干渉物質、またはmiRNAを含む、本発明1001の組成物。
[本発明1021]
　強力なゲノムインスレーターがcHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハ
ンサー遮断活性を示す、本発明1001の組成物。
[本発明1022]
　強力なゲノムインスレーターを同定するための方法であって、
　（a）ゲノム中の1つまたは複数のCTCF結合モチーフのCTCFタンパク質による占有率を決
定する段階、および
　（b）エンハンサー遮断活性に関して試験し、それによって強力なゲノムインスレータ
ーを同定する段階
を含む、方法。
[本発明1023]
　段階（a）の後に、以下の段階をさらに含む、本発明1022の方法：
　（i）CTCFによる占有があると判定された1つまたは複数のCTCF結合モチーフを、それぞ
れが固有のCTCFコア配列を有するクラスに分類する段階、
　（ii）段階（i）において同定されたCTCF結合モチーフのクラスを、それらのCTCF占有
率に応じて、占有率が最も高いものから最も低いものまでにランク付けする段階、および
　（iii）高くランク付けされたクラスの中で、1つまたは複数のCTCF結合モチーフを選択
する段階。
[本発明1024]
　ゲノム中の1つまたは複数のCTCF結合モチーフの占有率を決定する段階（a）が、以下の
段階を含む、本発明1022の方法：
　（i）実質的に完全なゲノム配列を含むデータベースを1つまたは複数のCTCF結合モチー
フに関してスキャンすることによって、1つまたは複数のCTCF結合モチーフの事例の数を
決定する段階、
　（ii）ChIP-シークエンシング技術を用いて決定されたCTCFと結合する配列を含むデー
タベースを用いて、CTCFと結合するように働く、ゲノム中の1つまたは複数のCTCF結合モ
チーフを同定する段階、
　（iii）段階（i）の1つまたは複数のCTCF結合モチーフの各事例と、段階（ii）のCTCF
結合データとのアラインメントを行う段階、および
　（iv）CTCFと結合するように働くCTCF結合モチーフの事例のパーセンテージを計算し、
それによって占有率を決定する段階。
[本発明1025]
　コア配列が、以下からなる群より選択される14bp配列である、本発明1023の方法：

。
[本発明1026]
　CTCF結合モチーフが、以下からなる群より選択される配列を含む、本発明1023または10
24の方法：



(15) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

40

50

SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
[本発明1027]
　試験のために選択されるCTCF結合モチーフの占有率が、少なくとも95％、少なくとも98
％、少なくとも99％または100％のCTCF占有率を示す、本発明1022の方法。
[本発明1028]
　CTCF結合モチーフの配列が300bp未満である、本発明1022の方法。
[本発明1029]
　強力なゲノムインスレーターがcHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハ
ンサー遮断活性を示す、本発明1022の方法。
[本発明1030]
　疾患を治療するための方法であって、本発明1001のベクターを投与する段階を含み、該
ベクターが治療物質をコードする配列をさらに含み、かつ該治療物質が疾患の治療を媒介
する、方法。
[本発明1031]
　治療物質がタンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA干渉物質、またはmiRNA
を含む、本発明1030の方法。
[本発明1032]
　治療物質をコードする核酸を投与するための方法であって、
　（a）治療物質、および
　（b）ゲノムインスレーターエレメントが400bp未満の配列およびCTCF結合部位コア配列
を含む、強力なゲノムインスレーターエレメントの少なくとも1つのコピー
をコードするウイルスベクターを対象に投与する段階を含む、方法。
[本発明1033]
　ベクターが、強力なゲノムインスレーターエレメントを欠く同じベクターと比較して、
対象における腫瘍形成を少なくとも50％減少させる、本発明1032の方法。
[本発明1034]
　ベクターが、強力なゲノムインスレーターエレメントを欠く同じベクターと比較して、
腫瘍発生率を少なくとも10分の1に低下させる、本発明1032の方法。
[本発明1035]
　ウイルスベクターがレトロウイルスベクターである、本発明1032の方法。
[本発明1036]
　レトロウイルスベクターがレンチウイルスベクターである、本発明1035の方法。
[本発明1037]
　コア配列が、以下からなる群より選択される14bp配列である、本発明1032の方法：

。
[本発明1038]
　ゲノムインスレーターエレメントが、以下からなる群より選択される配列を含む、本発
明1032の方法：
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SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
[本発明1039]
　ベクターが少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントを含む、本発明1032の方
法。
[本発明1040]
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントが、それらがベクター中でベクター
プロウイルスの両側に位置するように配置されている、本発明1039の方法。
[本発明1041]
　ベクターが同じゲノムインスレーターエレメントのコピーを2つ含む、本発明1039の方
法。
[本発明1042]
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントが2種の異なるゲノムインスレーター
エレメントである、本発明1039の方法。
[本発明1043]
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントがそれぞれ、以下からなる群より選
択される14bp配列である、本発明1041または1042の方法：

。
[本発明1044]
　少なくとも2つのゲノムインスレーターエレメントがそれぞれ、以下からなる群より選
択される配列を含む、本発明1039の方法：
SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、
SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、
SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、
SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、
SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、
SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
[本発明1045]
　CTCF結合部位コア配列がヒトゲノム中の高占有率CTCF結合部位である、本発明1032の方
法。
[本発明1046]
　高占有率部位が少なくとも95％、少なくとも98％、少なくとも99％または100％のCTCF
占有率を有する、本発明1045の方法。
[本発明1047]
　遺伝子インスレーターエレメントがベクターのウイルス力価を有意には変化させない、
本発明1032の方法。
[本発明1048]
　ゲノムインスレーターエレメントの配列が300bp未満である、本発明1032の方法。
[本発明1047]
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　ゲノムインスレーターエレメントがサイレンサー活性を実質的に含まない、本発明1032
の方法。
[本発明1049]
　ベクターが任意で以下のうち1つまたは複数を含む、本発明1032の方法：
　（a）プロモーター、
　（b）エンハンサー、
　（c）制限部位、
　（d）非翻訳領域、
　（e）DNアーゼI高感受性部位、
　（f）多重クローニング部位、
　（g）末端反復配列、または
　（h）ポリA尾部をコードする配列。
[本発明1050]
　治療物質が、関心対象の遺伝子、タンパク質、ドミナントネガティブ突然変異体、RNA
干渉物質、またはmiRNAを含む、本発明1032の方法。
[本発明1051]
　強力なゲノムインスレーターがcHS4インスレーターエレメントのものよりも高いエンハ
ンサー遮断活性を示す、本発明1032の方法。
【図面の簡単な説明】
【００６１】
【図１】ゲノムプロファイリングによる、インスレーターと推定されるものの同定。CTCF
部位は、配列モチーフの存在（右上）およびChIP-seq占有率によって明示される（ヒトK5
62赤白血病細胞で示されている）。部位を、同一の14bpコア配列を共通に有することに基
づいて複数のクラスにグループ分けした。続いて、クラス毎のゲノムワイド占有率に従っ
てクラスをランク付けした。各クラスに関する候補部位を、本文中に記載した通りに、エ
ンハンサー遮断活性に関して試験した。
【図２Ａ】エンハンサー遮断性インスレーターの機能的同定。アッセイのデザイン。レポ
ータープラスミドpJC5-4／P4-P2Kは、Aγ-グロビン遺伝子プロモーター（γpro）から転
写されたGFP用の発現カセット、および赤芽球特異的HS2エンハンサー（HS2）を含有する
。候補断片を2つの場所に挿入した：Aγ-グロビン-グロビン遺伝子プロモーターの上流、
およびneo遺伝子（Neo）とHS2エンハンサーとの間。この配置では、3'挿入部位により、
インスレーター候補が、HS2エンハンサーとAγ-グロビン-グロビン遺伝子プロモーターと
の間の情報交換を物理的に遮断することが可能になる。
【図２Ｂ】エンハンサー遮断性インスレーターの機能的同定。中立対照に対するパーセン
トとしてのG418耐性コロニーの頻度。ヒストグラムは4回の独立した実験による平均±標
準偏差を表しており、スペーサー対照を用いて得られた平均コロニー形成（100％に設定
）に対するパーセンテージとして報告されている。
【図２Ｃ】エンハンサー遮断性インスレーターの機能的同定。cHS4対照との比較による変
化倍数として表されたインスレーションの度合い。変化倍数は、表2に列記されているコ
ロニー数の平均値を用いて計算した。
【図２Ｄ】エンハンサー遮断性インスレーターの機能的同定。インスレータークラスの関
数としてのインスレーター活性。データはパネル（図2B）におけるものと同じであるが、
インスレータークラス別に並べられている。
【図３Ａ】サイレンサー活性、およびレンチウイルスベクター力価に対する影響に関する
エンハンサー遮断性インスレーターの評価。サイレンサーアッセイのデザイン。レポータ
ープラスミドは、エンハンサー遮断アッセイ（図3A）に用いたものとほぼ同じであるが、
ただし3'挿入部位がHS2エンハンサーの遠位側に位置しており、それにより、HS2エンハン
サーとAγ-グロビン遺伝子プロモーターとの間の情報交換が妨げられることなく可能にな
る。
【図３Ｂ】サイレンサー活性、およびレンチウイルスベクター力価に対する影響に関する
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エンハンサー遮断性インスレーターの評価。中立対照に対するパーセントとしてのG418耐
性コロニーの頻度。ヒストグラムは3回またはそれを上回る独立した実験による平均±標
準偏差を表しており、スペーサー対照を用いて得られた平均コロニー形成（100％に設定
）に対するパーセンテージとして報告されている。サイレンサーとして用いた321bpエレ
メント（T39と呼ばれる）は、関連した諸研究で同定されており、chrX:11551258-1155157
8（hg19）にマッピングされる。cHS4およびすべてのインスレーター候補については対照
との比較でp＞0.05（ボンフェローニ補正）、サイレンサーT39については対照との比較で
p＝3×10-11。
【図３Ｃ】サイレンサー活性、およびレンチウイルスベクター力価に対する影響に関する
エンハンサー遮断性インスレーターの評価。レンチウイルスベクター力価アッセイのデザ
イン。この第三世代レンチウイルスレポーターベクターは内部Pgk遺伝子プロモーターか
らGFPを発現し、3'LTRの「二重コピー」位置への挿入により、インスレーター候補がその
両側に位置している。
【図３Ｄ】サイレンサー活性、およびレンチウイルスベクター力価に対する影響に関する
エンハンサー遮断性インスレーターの評価。ベクター上清の量を漸増させながらHT1080細
胞の形質導入を行った後の、インサートなし対照に対するパーセンテージとしてのGFP陽
性細胞の割合。ヒストグラムは3回の独立した実験による平均±標準偏差を表しており、
インサートなし対照を用いて得られたGFP陽性細胞の割合（100％に設定）に対するパーセ
ンテージとして報告されている。試験したインスレーターは図2のエレメントに対応する
が、ただしC4についてはレンチウイルスベクターのみの中にクローニングした。
【図４Ａ】遺伝毒性アッセイ。インスレーターがベクター媒介性遺伝毒性の比率を低下さ
せる能力を評価するためのアッセイのデザイン。インスレーターA1をγレトロウイルスベ
クターの3' LTRの近位端に挿入した。ベクタープロウイルスの作製時に、このインサート
は5' LTRにもコピーされ、その結果、内部発現カセットの両側にうまく位置する。力価を
一致させた同種指向性ベクター産生株からの上清を、IL-3依存性細胞株32Dの形質導入に
用いた。独立したサブプールを続いて増殖させて、コンジェニックマウス（マウス1匹当
たり1つの独立したサブプール）に移植した。レシピエントをその後に腫瘍形成（典型的
には脾腫として顕在化する）に関してモニターした（24）。
【図４Ｂ】遺伝毒性アッセイ。モック形質導入を受けた、またはインスレーターA1、もし
くは1.2kb cHS4、もしくはマウスG6PD遺伝子のcDNAの一部分由来の790bp断片（中性対照
として）を含有するか、もしくはインサートを含有しないベクターによる形質導入を受け
た32D細胞を移植されたマウスに関するKaplan-Myer無腫瘍生存曲線。
【図４Ｃ】遺伝毒性アッセイ。基礎となる形質転換の比率（プロウイルス105個当たりの
腫瘍）は、記載の通りに（24）、28週時点での無腫瘍動物の割合およびポワソン分布に基
づいて形質転換イベントの数をまず推定し、続いてこれらを元の培養物において形質導入
された細胞の推定数で除算することによって算出した。P値は2つの比率に関するz検定を
基にした。
【図５】特異的CTCF結合モチーフとインビボ占有率との相関。（図5A）各CTCF占有率クラ
スに関するCTCFによる結合を受けたかまたは受けていないCTCF部位の数を、上位1000個の
CTCF占有率クラスのそれぞれについて示している。同一の14bpコア配列を共通に有するCT
CF占有率クラスを、50を上回る部位を有するように選択した。（図5B）各CTCF占有率クラ
スに関するCTCFによる結合を受けたCTCF部位の相対的比率を示している同様の分析。両方
のパネルのデータは、K562細胞におけるChIP-seq試験に基づく。
【図６】複数の細胞種におけるCTCF占有率クラスとCTCF占有率との相関。1000個のCTCF占
有率クラスの各メンバーのCTCF占有率を19種類の細胞種においてChIP-seqによって評価し
、続いて各CTCF占有率クラスの占有を示す細胞の平均数を決定するために用いた（1000個
のクラスのそれぞれについて1つのデータポイント）。細胞種の一覧については図7を参照
されたい。傾向線はLOESSフィットを表している。高占有率クラスA～Fおよび低占有率ク
ラスG、HおよびJの場所を指し示している。R値は全データセットについて示されている。
【図７】複数の細胞種における高占有率インスレーター候補のDNアーゼI高感受性。指し
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示された高占有率インスレーター候補のゲノム領域にわたるDNアーゼI高感受性プロファ
イルを、19種類の細胞株について示している。Y軸：DNアーゼI-seq分析に基づく読み取り
値密度の軌跡；X軸：インスレーター候補配列の両側に1000bp広がるウィンドウ（インス
レーター座標については表2を参照されたい）。DNアーゼIプロファイルはENCODEから導き
出した。
【図８】遺伝子間インスレーターのゲノム構成。各パネルの上方のグラフは、2つの遺伝
子間に位置するインスレーター候補のゲノム構成を示している。各インスレーターに関し
て染色体番号およびhg19に基づく座標を上に提示し、周囲の遺伝子を基準とするインスレ
ーターの場所をインスレーターIDに隣接する矢印によって指し示している。また、以下に
列記する遺伝子記号を用いて、側方配置遺伝子のゲノム配置も提示している。各パネルの
下方のグラフは、K562細胞におけるDNアーゼI-seq試験に基づく、対応するゲノム領域に
わたってのDNアーゼI高感受性プロファイルを示している。
【図９】遺伝子内インスレーターのゲノム構成。各パネルの上方のグラフは、遺伝子体の
内部に位置するインスレーター候補のゲノム構成を示している。各インスレーターに関し
て染色体番号およびhg19に基づく座標を上に提示し、特定の遺伝子を基準とするインスレ
ーターの場所をインスレーターIDに隣接する矢印によって指し示している。また、以下に
列記する遺伝子記号を用いて、特定の遺伝子のゲノム配置も提示している。各パネルの下
方のグラフは、K562細胞におけるDNアーゼI-seq試験に基づく、対応するゲノム領域にわ
たってのDNアーゼI高感受性を示している。
【図１０】CTCF占有率クラスとCTCF密度との関係。K562細胞におけるChIP-seq試験に基づ
く各CTCF占有率クラスについて、CTCF結合の平均密度を示している（1000個のクラスのそ
れぞれについて1つのデータポイント）。傾向線はLOESSフィットを表している。高占有率
クラスA～Fおよび低占有率クラスG、HおよびJの場所を矢印によって指し示している。占
有率の高いインスレーターほど高密度のCTCF結合を示す傾向があることに留意されたい。
R、ピアソン相関係数。
【図１１】高占有率インスレーター候補に伴ってみられる転写因子認識配列。転写因子が
結合する可能性の高い部位を、機能性試験のためにクローニングされたインスレーターエ
レメント候補の配列（表3）を、プログラムFIMOを用いて（Grant et al. 2011）、閾値P
≦10-4で合致する認識配列に関してスキャンすることによって同定した。位置重み付け行
列は、4種の主な転写因子結合モチーフの収集物：TRANSFAC（Matys et al. 2006）；JASP
AR（Portales-Casamar et al. 2010）；UniPROBE（Newburger et al. 2009）；および既
発表のSELEXデータセット（Jolma et al. 2013）から入手した。続いて、同様のモチーフ
を複数のファミリーとしてまとめた。41種のヒト細胞種にわたってのゲノムワイドDNアー
ゼIフットプリンティングによってデノボで導き出された位置重み付け行列も含めた；こ
れには他のモチーフと合致しないもののみを含めた（*）（Neph et al. 2012）。転写因
子認識配列には、K562細胞においてDNアーゼIフットプリントを、少なくとも3bpずつ、0.
95未満のフットプリント占有率スコアで（すなわち、より強く）重ね合わせることを要求
し（Neph et al. 2012）、それらがCTCF認識配列と重ね合わさる場合には除外した。デー
タは、5つまたはそれを上回るエレメントが存在する転写因子認識配列について示されて
いる。少なくとも1つの認識モチーフの存在はグレーによって指し示されており、一方、
認識モチーフが存在しないことは白によって指し示されている。認識配列およびインスレ
ーターエレメントは階層的クラスタリングによって順序づけられている。転写因子認識配
列と特定のCTCF占有率クラスとの間、または強力なインスレーター機能との間には相関が
存在しないことに留意されたい。
【図１２】CTCF占有率クラスとコヒーシンとの相関。（図12A）コヒーシンは、占有率が
より高いCTCFクラスほどより高い頻度で認められる。各CTCF占有率クラスにおいてコヒー
シン（Rad21）結合が重なり合うメンバーの比率を、K562細胞におけるChIP-seqによって
評価した（1000個のクラスのそれぞれについて1つのデータポイント）。CTCF ChIP-seq占
有率を有する事象のみを含めた。傾向線はLOESSフィットを表している。高占有率クラスA
～Fの場所を矢印によって指し示している。R、ピアソン相関係数。（図12B～12C）コヒー
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シンと重なり合うCTCF部位(+)は、K562細胞におけるChIP-seqによるCTCF占有率のレベル
がより高く（図12B）（16）、重なり合わない部位（-）よりも、DNアーゼI-seq（47）に
よればより到達可能なクロマチンを有した（図12C）。ボックスプロットの説明：白抜き
ボックス部、第1および第3の四分位数；ウィスカー、四分位数間領域の1.5倍；黒丸印、
集団中央値；白抜き丸印、個々の外れデータポイント。
【図１３Ａ】CTCF占有率クラスとCTCF結合様式との関係。CTCFコア配列および拡張認識配
列に関するコンセンサス配列を示している略図。拡張上流モチーフとコアモチーフとの間
隔は異なってよく（+0または+1bp）、その結果、考えられる結合様式は3通りとなる（Nak
ahashi et al. 2013）。
【図１３Ｂ】CTCF占有率クラスとCTCF結合様式との関係。各CTCF結合部位について3通り
の結合様式のうち最も合致するものを決定し（FIMO P値により）、続いてこれらのデータ
を用いて、各CTCF占有率クラスについて、重なり合う拡張上流モチーフを含む事例の比率
を決定した（1000個のクラスのそれぞれについて1つのデータポイント）。傾向線は、LOE
SSフィットによる決定で+0の間隔、+1の間隔、またはいずれかの間隔を有する、重なり合
う拡張上流モチーフを伴う事例の比率について示されている。上流モチーフを伴う結合様
式とCTCF占有率クラスのランクとの間の逆相関に注目されたい。R、ピアソン相関係数。
【図１４】CTCF占有率クラスと長距離ゲノム相互作用との関係。（図14A）K562細胞にお
けるCTCFクラス事例にわたってのRNAポリメラーゼII媒介相互作用の平均数；2回の反復試
験の合計（31）。（図14B）K562細胞におけるクラス事例の25kb以内でのCTCF媒介相互作
用の平均数（31）。（図14C）IMR90トポロジカル関連ドメイン（TAD）の50kb以内での各
クラスにおける事例の比率（25）。各パネル中、インスレーター候補が試験のために選択
選択された高親和性モチーフクラス。高占有率クラスA～Fは強調している。傾向線はLOES
Sフィットを表している。（図14A）および（図14B）に関するChIA-PETに基づく相互作用
は、UCSC Genome Browserからダウンロードした；染色体内相互作用のみを考慮した（31
）。Rは、上位400個のCTCF占有率クラスにわたってのSpearmanの相関係数を指し示してい
る。
【図１５】レンチウイルスベクターのGFP発現に対するインスレーターの影響。インスレ
ーターエレメントを、GFPを発現するレンチウイルスベクターの「二重コピー」位置に挿
入して、ヒトHT1080細胞の形質導入に用いた。3日後に、GFP陽性細胞におけるベクターGF
P発現の量を決定するために、培養物をフローサイトメトリーによって分析した。形質導
入率の低い培養物（12.4±9.2パーセントがGFP陽性）を用いて、GFP陽性細胞のほとんど
が1個または少数のベクターコピーを有していたことを確かめた。発現データは、インサ
ートなし対照に対するパーセンテージとして示されている。ヒストグラムは4回の独立し
た実験による平均±標準偏差を表しており、インサートなし対照で決定された発現（GFP
陽性細胞の平均蛍光単位）（100％に設定）に対するパーセンテージとして報告されてい
る。複数の試験に対するボンフェローニ補正後に、対照と統計的に異なる試料はなかった
。
【図１６】レンチウイルスベクター環境下でインスレーターエレメントがCTCFと結合する
能力。インスレーター候補A2（高親和性）およびG2（低親和性）を、レンチウイルスレポ
ーターベクターの末端反復配列中に、二重コピー配置を用いて挿入した。その結果得られ
たベクターを、細胞1個当たり1個のベクタープロウイルスのみを標的とする目的で、低い
感染多重度（5％ GFP(+)細胞）で用いてK562細胞に形質導入し、形質導入細胞のプールを
GFPに関する細胞分取法によって選択した。その結果得られたプール（ほぼ98％ GFP(+)、
細胞1個当たりおよそ1個のベクタープロウイルス）を、続いて、従来のクロマチン免疫沈
降（ChIP）により、A2またはG2でのCTCF結合に関して分析した。CTCF結合係数kは以下の
通りに算出した：k＝[x1/x2]2^[Ctin-Ctch]、式中、x1は投入試料に関するDNA量であり、
x2はChIP産物の生成のために用いたDNA量であり、Ctinは投入DNAに関する閾値サイクルで
あり、CtchはChIP DNAに関する閾値サイクルである。これらの試験において、x1／x2の比
は、CTCF結合係数をk＝2^[Ctin-Ctch]によって推定しうるように、ベクター形質導入細胞
および対照細胞に関して同じであるように設定した。Ct値は二重反復決定による平均とし
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た。データは、内在性遺伝子座のみでのCTCF結合（具体的な候補による形質導入を受けて
いないK562細胞を用いる）を、内在性遺伝子座＋レンチウイルスベクターにより移入され
た遺伝子座の両方での結合の合計と比較した上で提示している。高親和性インスレーター
候補A2は、レンチウイルスベクター環境下の方が、そのネイティブ性遺伝子座の環境下よ
りも効率的にCTCFと結合するように考えられ、一方、低親和性インスレーター候補G2はレ
ンチウイルスベクター環境下の方がそのネイティブ性遺伝子座の環境下よりも低い効率で
CTCFと結合するように考えられたことに注目されたい。
【発明を実施するための形態】
【００６２】
詳細な説明
　本明細書では、必要とする対象に投与された時に、例えば、癌原遺伝子などの隣接遺伝
子の望まれない発現を防止するために有用である、ベクター組成物中に用いることのでき
る強力なゲノムインスレーターエレメントを同定するための方法を提供する。また、本明
細書では、そのようなエレメントを含むベクター、そのようなベクターを用いて、疾患を
治療するための方法、および核酸を対象に投与するための方法も提供する。
【００６３】
定義
　「ベクター」という用語は、導入遺伝子の発現を導くための組換えDNA配列構成要素の
組み合わせを含む核酸ビヒクルのことを指す。1つの態様において、ベクターは、レトロ
ウイルスベクター（例えば、レンチウイルスベクター）、アデノウイルスベクター、また
はアデノ随伴ウイルスベクターを非限定的に含むウイルスベクターである。もう1つの態
様において、ベクターは遺伝子治療用ベクターである。
【００６４】
　本明細書で用いる場合、「レトロウイルス」という用語は、そのゲノムRNAを直鎖状の
二本鎖DNAコピーへと逆転写し、その後にそのゲノムDNAを宿主ゲノム中に共有結合性に組
み込むRNAウイルスのことを指す。レトロウイルスはレトロウイルス科（Retroviridae）
に属し、これは、短い二量体化領域を有する一本鎖RNAゲノムの2つのコピーを保有する、
非正二十面体でエンベロープを有する多数のウイルスで構成される。レトロウイルスは、
遺伝子送達のための一般的なツールである（Miller, 2000, Nature. 357: 455-460）。ウ
イルスが宿主ゲノム中に組み込まれると、それは「プロウイルス」と称される。プロウイ
ルスはRNAポリメラーゼIIのテンプレートとしての役割を果たし、新たなウイルス粒子を
産生するために必要とされる構造タンパク質および酵素をコードするRNA分子の発現を導
く。例示的なレトロウイルスには、モロニーマウス白血病ウイルス（M-MuLV）、モロニー
マウス肉腫ウイルス（MoMSV）、ハーベイマウス肉腫ウイルス（HaMuSV）、マウス乳癌ウ
イルス（MuMTV）、テナガザル白血病ウイルス（GaLV）、ネコ白血病ウイルス（FLV）、ス
プマウイルス、フレンドマウス白血病ウイルス、マウス幹細胞ウイルス（MSCV）およびラ
ウス肉腫ウイルス（RSV））およびレンチウイルスが非限定的に含まれる。「レトロウイ
ルス」または「レトロウイルスベクター」という用語は、本明細書で用いる場合、それぞ
れ「レンチウイルス」および「レンチウイルスベクター」を含むものとする。
【００６５】
　本明細書で用いる場合、「レンチウイルス」という用語は、複合的なレトロウイルスの
群（または属）のことを指す。例示的なレトロウイルスには、HIV（ヒト免疫不全ウイル
ス；HIV 1型およびHIV 2型を含む）；ビスナ・マエディウイルス（VMV）ウイルス；ヤギ
関節炎脳炎ウイルス（CAEV）；ウマ伝染性貧血ウイルス（EIAV）；ネコ免疫不全ウイルス
（FIV）；ウシ免疫不全ウイルス（BIV）；およびサル免疫不全ウイルス（SIV）が非限定
的に含まれる。1つの態様においては、HIVに基づくベクター骨格（すなわち、HIVシス作
用性配列エレメント）が好ましい。
【００６６】
　本明細書で用いる場合、「ゲノムインスレーターエレメント」という用語は、ある遺伝
子（例えば、隣接遺伝子）の読み過ごし発現を防止する核酸配列のことを指す。そのよう
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なゲノムインスレーターエレメントは、染色体ドメインが異質染色質化（heterchromatin
ization）するのを防ぐためのバリアー機能、および／または異なるクロマチンドメイン
の調節因子間の相互作用を防止するエンハンサー遮断機能を形づくることができる。ゲノ
ムインスレーターエレメントは、例えば、CTCFコア配列、またはCTCFコア配列を含むCTCF
結合モチーフを含みうる。1つの態様において、ゲノムインスレーターエレメントはCTCF
結合モチーフを含む。もう1つの態様において、ゲノムインスレーターエレメントは、少
なくともCTCF結合部位コア配列を含む。
【００６７】
　本明細書で用いる場合、「強力なゲノムインスレーターエレメント」という用語は、ベ
クタープロモーターからの隣接遺伝子またはゲノム配列の読み過ごし発現を、（本明細書
において実施例に記載されたようなエンハンサー遮断アッセイを用いた判定で）ゲノムイ
ンスレーターエレメントを欠く同一のベクターと比較して少なくとも50％防止するゲノム
インスレーターエレメントのことを指す。いくつかの態様において、強力なゲノムインス
レーターエレメントは、ゲノムインスレーターエレメントを欠く同一のベクターと比較し
て、読み過ごし発現を少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90
％、少なくとも95％、少なくとも98％、少なくとも99％、またはさらには100％（すなわ
ち、読み過ごし発現が全く検出されないように）防止する。
【００６８】
　「CTCF結合部位コア配列」または「コア配列」という用語は、本明細書において互換的
に用いられ、少なくとも、CTCFのジンクフィンガー4～8のうち少なくとも1つと係合する
のに十分なGCリッチ領域を含む14bpの核酸配列のことを指す。この14bpコア配列に基づい
て、ゲノム中のCTCF結合モチーフを、ゲノムインスレーターエレメントのサブグループま
たは「クラス」に分類することができる。すなわち、CTCF結合モチーフを、CTCFが結合す
る固有の14bpコア配列に基づいて分類することができる。
【００６９】
　本明細書で用いる場合、「高占有率CTCF結合部位」という用語は、ある所与のゲノム（
例えば、ヒトゲノム、K562細胞ゲノム、など）中のコア配列の事例の総数にわたって、少
なくとも85％の頻度でCTCFによって占有されるCTCF結合部位コア配列を含む核酸配列のこ
とを指す。すなわち、例えば、ChIP-シークエンシングデータを用いた判定で、ある所与
のゲノム中にその所与のCTCFコア配列が出現する機会のうち少なくとも85％で、それはCT
CFによる結合を受けている。他の態様において、高占有率CTCF結合部位は、90％占有され
、少なくとも95％占有され、少なくとも96％占有され、少なくとも97％占有され、少なく
とも98％占有され、少なくとも99％占有され、またはさらには100％占有されている（す
なわち、コア配列が検出されるゲノム中のあらゆる事例にCTCFが結合する）。いくつかの
態様において、「高親和性CTCF結合部位」という用語は、「高占有率CTCF結合部位」とい
う用語と互換的に用いられる。対照的に、「低親和性CTCF結合部位」または「低占有率CT
CF結合部位」とは、機会のうち10％未満の頻度で占有される部位のことを指す。「中親和
性CTCF結合部位」または「中占有率CTCF部位」とは、機会のうち10％～85％、例えば、15
～85％、25～85％、50～85％、75～85％、15～75％、15～50％、15～25％、25～75％、25
～50％、50～75％、またはそれらの間の任意の範囲の頻度で占有される部位のことを指す
。
【００７０】
　本明細書で用いる場合、「ベクターのウイルス力価を有意には変化させない」という語
句は、少なくとも1つのゲノムインスレーターエレメントを含むベクターが、1つの態様に
おいて、例えば、本明細書に記載されたようなレンチウイルスベクター力価アッセイにお
いて、その少なくとも1つのゲノムインスレーターエレメントを欠く同一のベクターと実
質的に同じウイルス力価を有することを指し示している。他の態様において、ゲノムイン
スレーターエレメントを含むベクターのウイルス力価は、ゲノムインスレーターエレメン
トを欠く同一のベクターと比較して、20％未満、15％未満、10％未満、5％未満、2％未満
、または1％未満、モジュレートされる（すなわち、力価が増加する、または力価が減少
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する）。
【００７１】
　本明細書で用いる場合、「サイレンサー活性」という用語は、核酸配列がリプレッサー
と結合して、遺伝子からのタンパク質発現を防止する能力のことを指す。1つの態様にお
いて、サイレンサー活性は、その挿入がエンハンサーおよびプロモーターを遮断するので
はなくブラケット状に挟む（bracket）ように、インスレーター候補をneoレポーターコン
ストラクト中にクローニングすることによって評価することができる。続いてコンストラ
クトを、K652細胞においてG418選択下でのコロニー形成率に関して分析する。
【００７２】
　本明細書で用いる場合、「サイレンサー活性を実質的に含まない」という用語は、ゲノ
ムインスレーターエレメントが陰性対照インサートと実質的に同じサイレンサー活性を含
むことを指し示している。
【００７３】
　本明細書で用いる場合、「治療物質」という用語は、投与された時に疾患または障害の
治療を媒介しうる分子または組成物のことを指す。分子または組成物は、タンパク質、タ
ンパク質をコードする核酸配列、または活性をそれ自体が持つ核酸（例えば、miRNA）で
あってよい。治療物質は、疾患と関連のあるタンパク質（すなわち、ミスフォールディン
グ、切り詰め、活性障害、タンパク質分解増加などに起因する）の機能を増強するため、
または代替するために用いることができる。または、治療物質を、インビボ標的の機能を
阻害するため、低下させるため、または抑止するために用いることもできる。したがって
、治療物質は、いくつか例を挙げるならば、抗体、抗体断片、タンパク質、ドミナントネ
ガティブ突然変異体、RNA干渉物質（例えば、siRNA、shRNA）、またはmiRNAであってよく
、これらのそれぞれを本明細書に記載のウイルスベクターから発現させることができる。
当業者は、疾患または障害の治療に用いるための多くの治療物質を想起することができよ
う。
【００７４】
　本明細書で用いる場合、「高くランク付けされたクラス」という用語は、それらを占有
率が最も高いものから最も低いものまでにランク付けした場合に、クラスのうち上位20％
（例えば、上位15％、上位10％、上位5％、上位2％、上位1％）にある、固有の14bpコア
配列によって分類されるCTCF結合モチーフのセットのことを指す。または、「高くランク
付けされたクラス」という用語は、それらを占有率が最も高いものから最も低いものまで
にランク付けした場合に、CTCF結合モチーフの上位5つ、4つ、3つ、2つまたは1つのクラ
スのことを指すこともできる。
【００７５】
　「機能的に連結された」とは、機能的転写単位を生成するために、別個のDNA分子また
はDNA配列を接続することを指す。
【００７６】
　「遺伝子」、「関心対象の遺伝子」、「導入遺伝子」および「治療物質をコードする核
酸配列」という用語は、本明細書において互換的に用いられる。一般に、これらの用語は
、特定のポリペプチド、例えば、治療用抗体または補充用酵素といった関心対象の組換え
タンパク質のコード配列を含む核酸配列（例えば、DNA）のことを指す。また、導入遺伝
子が、融合タンパク質をコードする異種配列を含むこともできる。「遺伝子」、「関心対
象の遺伝子」、「導入遺伝子」および「治療物質」という用語は、ポリアデニル化部位、
プロモーター、エンハンサー、およびインスレーターを含むことを意図している。
【００７７】
　「プロモーター」という用語は、典型的にはある遺伝子の上流に位置し、RNAポリメラ
ーゼおよび関連因子などの転写機構を動員して、ひいてはその遺伝子の転写を開始させる
核酸配列のことを指す。
【００７８】
　「エンハンサー」という用語は、遺伝子の転写活性化を本質的には位置および配向に非
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依存的な様式で強化するために、転写活性化因子などの転写調節タンパク質を動員するこ
とのできる核酸配列のことを指す。したがって、プロモーターとは異なり、エンハンサー
は、転写単位の上流、下流、またはさらにはイントロン中にも位置することができる。異
種供給源由来のエンハンサーエレメントを、本明細書に記載の組成物および方法の態様に
相当する発現ベクター中の構成要素として用いることができる。
【００７９】
　「側方に位置する（flanking）」とは、1つの核酸配列のもう1つの核酸配列に対する相
対位置のことを指す。側方に位置する配列は、側方配置を受けた配列（flanked sequence
）の前方または後方にあるが、側方配置を受けた配列と連続していたり直に隣接していた
りする必要はない。例えば、ゲノムインスレーターエレメントと導入遺伝子とを含む転写
単位の環境下では、ゲノムインスレーターエレメントを、治療物質をコードする核酸のい
ずれかの（または両方の）末端に配置することができる。
【００８０】
　「相同性」、「同一性」および「類似性」という用語は、配列アラインメントによって
比較される2つのポリペプチド間または2つの核酸分子間の配列類似性の度合いのことを指
す。比較される2つの別個の核酸配列間の相同性の度合いは、同等の位置にある同一な、
または一致するヌクレオチドの数の関数である。比較される2つの別個のアミノ酸配列間
の相同性の度合いは、同等の位置にある同一な、または一致するアミノ酸の数の関数であ
る。
【００８１】
　「RNA干渉物質」および「RNA干渉」という用語は、それらが本明細書で用いられる場合
、RNA干渉物質がsiRNA、miRNA、shRNAまたは他の二本鎖RNA分子を含むかどうかに関係な
く、二本鎖RNAによって媒介される遺伝子サイレンシングの形態を範囲に含むことを意図
している。「短鎖干渉RNA」（siRNA）は、本明細書では「低分子干渉RNA」とも呼ばれ、
例えばRNAiによって標的遺伝子の発現を阻害するように働くRNA作用物質と定義される。s
iRNAは、化学的に合成すること、インビトロ転写によって生成させること、または宿主細
胞内で産生させることができる。1つの態様において、siRNAは、約15～約40ヌクレオチド
長、好ましくは約15～約28ヌクレオチド、より好ましくは約19～約25ヌクレオチド長、よ
り好ましくは約19、20、21、22または23ヌクレオチド長の二本鎖RNA（dsRNA）分子であり
、各鎖上に約0、1、2、3、4または5ヌクレオチドの長さを有する3'および／または5'オー
バーハングを含むことができる。オーバーハングの長さは2本の鎖間で独立であり、すな
わち、一方の鎖上のオーバーハングの長さは、他方の鎖上のオーバーハングの長さに依存
しない。好ましくは、siRNAは、標的メッセンジャーRNA（mRNA）の分解または特異的転写
後遺伝子サイレンシング（PTGS）を介してRNA干渉を促進することができる。
【００８２】
　「薬学的に許容される」という用語は、過度の毒性を伴わずに哺乳動物に投与しうる化
合物および組成物のことを指す。
【００８３】
　本明細書で用いる場合、「薬学的に許容される担体」という用語は、有効成分と組み合
わされた時に、成分が生物活性を保つことを可能にし、かつ対象の免疫システムとは反応
しない任意の材料を含む。例としては、標準的な薬学的担体のいずれか、例えば、リン酸
緩衝食塩液、水、油中水型エマルションなどのエマルション、およびさまざまな種類の湿
潤剤などが非限定的に含まれる。エアロゾルまたは非経口的投与用の好ましい希釈剤には
、リン酸緩衝食塩水または生理的（0.9％）食塩水がある。そのような担体を含む組成物
は、従来の方法（例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th edition, A. Ge
nnaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990を参照）によって製剤化される。
「薬学的に許容される担体」という用語からは、組織培養基は除外される。
【００８４】
　本明細書で用いる場合、「1つの（a）」または「1つの（an）」は、別様に明確に指示
されている場合を除き、少なくとも1つを意味する。本明細書で用いる場合、病状または
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疾患を「予防する」または「防ぐ」とは、病状または疾患の発症または進行を妨げること
、軽減すること、または遅らせることを意味する。
【００８５】
　「減少する」、「低下した」、「低下」、または「阻害する」という用語はすべて、本
明細書において、統計的に有意な量の減少を意味する。いくつかの態様において、「低下
させる」、「低下」または「減少する」または「阻害する」は、典型的には、参照基準レ
ベル（例えば、所与の治療の非存在下）と比較して少なくとも10％の減少を意味し、これ
には例えば、少なくとも約10％、少なくとも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30
％、少なくとも約35％、少なくとも約40％、少なくとも約45％、少なくとも約50％、少な
くとも約55％、少なくとも約60％、少なくとも約65％、少なくとも約70％、少なくとも約
75％、少なくとも約80％、少なくとも約85％、少なくとも約90％、少なくとも約95％、少
なくとも約98％、少なくとも約99％の、またはそれを上回る減少が含まれうる。本明細書
で用いる場合、「低下」または「阻害」は、参照基準レベルと比較した完全な阻害または
低下を範囲に含まない。「完全阻害」は、参照基準レベルと比較した100％阻害である。
減少は、好ましくは、ある所与の障害を有しない個体に関する正常範囲内にあると受け入
れられているレベルまで下がることであってよい。
【００８６】
　「増加した」、「増加する」または「強化する」または「活性化する」という用語はす
べて、本明細書において、統計的に有意な量での増加を意味する；疑義を避けるため、「
増加した」、「増加する」または「強化する」または「活性化する」という用語は、参照
基準レベルと比較して少なくとも10％の増加、例えば、参照基準レベルと比較して少なく
とも約20％、もしくは少なくとも約30％、もしくは少なくとも約40％、もしくは少なくと
も約50％、もしくは少なくとも約60％、もしくは少なくとも約70％、もしくは少なくとも
約80％、もしくは少なくとも約90％の、もしくは最大100％までの増加、もしくは10～100
％の任意の増加、または参照基準レベルと比較して少なくとも約2倍、もしくは少なくと
も約3倍、もしくは少なくとも約4倍、もしくは少なくとも約5倍、もしくは少なくとも約1
0倍の増加、少なくとも約20倍の増加、少なくとも約50倍の増加、少なくとも約100倍の増
加、少なくとも約1000倍の増加、もしくはそれを上回ること、を意味するものとする。
【００８７】
　「統計的に有意な」または「有意に」という用語は、統計的有意性のことを指し、これ
は一般に、正常値または参照基準値よりも2標準偏差（2SD）またはそれを上回って上また
は下にあることを意味する。この用語は、差があるという統計的証拠を指す。これは、帰
無仮説が実際に真である場合に帰無仮説を棄却する判断を下す確率として定義される。こ
の判断は多くの場合、p値を用いて行われる。
【００８８】
　本明細書で用いる場合、「含む（comprising）」という用語は、提示された所定の要素
に加えて他の要素も存在しうることを指す。「含む」の使用は、限定ではなく包含を示し
ている。
【００８９】
　本明細書で用いる場合、「から本質的になる」という用語は、ある所与の態様のために
必要な要素のことを指す。この用語は、本発明のその態様の基本的なかつ新規または機能
的な特徴に実質的に影響を及ぼさない追加の要素の存在を許容する。
【００９０】
　「からなる」という用語は、態様のその記載に列記されていない要素を全く含まない、
本明細書に記載される組成物、方法、および各々の構成要素のことを指す。
【００９１】
　さらに、文脈に特別の規定のない限り、単数形の用語は複数形も含むものとし、複数形
の用語は単数形も含むものとする。
【００９２】
　操作例における場合以外、または別様に指定される場合を除き、本明細書で用いられる
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成分の数量または反応条件を表す数字はすべて、いかなる場合にも「約」という用語によ
って修飾されると理解されるべきである。「約」という用語は、パーセンテージとともに
用いられる場合は±1％を意味しうる。
【００９３】
　本明細書において別様に定める場合を除き、本出願とともに用いられる科学用語および
技術用語は、本開示が属する当業者によって一般的に理解されている意味を有するはずで
ある。本発明は、本明細書に記載された特定の方法、プロトコールおよび試薬などには限
定されず、これらは異なってもよいことが理解されるべきである。本明細書で用いられる
用語は、特定の態様を説明することのみを目的としており、本発明の範囲を限定すること
を意図したものではなく、それは特許請求の範囲のみによって規定される。分子生物学に
おける一般的な用語の定義は、The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 19th Edit
ion, published by Merck Sharp & Dohme Corp., 2011 (ISBN 978-0-911910-19-3)；Robe
rt S. Porter et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Cell Biology and Molec
ular Medicine, published by Blackwell Science Ltd., 1999-2012 (ISBN 978352760090
8)；およびRobert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Compreh
ensive Desk Reference, published by VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569
-8)；Immunology by Werner Luttmann, published by Elsevier, 2006；Lewin's Genes X
I, published by Jones & Bartlett Publishers, 2014 (ISBN-1449659055)；Michael Ric
hard Green and Joseph Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 4th ed.,
 Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., USA (2012) (ISBN
 19361 13414)；Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier Scienc
e Publishing, Inc., New York, USA (2012) (ISBN 044460149X)；Laboratory Methods i
n Enzymology: DNA, Jon Lorsch (ed.) Elsevier, 2013 (ISBN 0124199542)；Current Pr
otocols in Molecular Biology (CPMB), Frederick M. Ausubel (ed.), John Wiley and 
Sons, 2014 (ISBN 047150338X, 9780471503385)、およびCurrent Protocols in Protein 
Science (CPPS), John E. Coligan (ed.), John Wiley and Sons, Inc., 2005 (ISBN 047
1142735)に見ることができ、これらの内容はすべて、その全体が参照により本明細書に組
み入れられる。
【００９４】
ゲノムインスレーターエレメント
　クロマチンインスレーターは、ベクター中のエンハンサーと細胞癌遺伝子の調節因子と
の間の相互作用を妨害することによって、挿入性突然変異誘発のリスクを減少させること
ができる（6,7）。クロマチンインスレーターには2種類ある：染色体ドメインが異質染色
質化するのを防ぐバリアーインスレーターと、異なるクロマチンドメインの調節因子間の
相互作用を防止するエンハンサー遮断性インスレーターである（8）。ある種のエレメン
トはバリアー活性とエンハンサー遮断活性を兼ね備える。最も詳細に研究されているクロ
マチンインスレーターは、ニワトリβグロビン遺伝子座の遺伝子座領域のDNアーゼI高感
受性部位4（cHS4）に位置する（9,10）。詳細な試験により、cHS4インスレーターのエン
ハンサー遮断活性は、転写因子CTCFの結合に依存することが実証されている（11～14）。
ゲノムワイドでのCTCFによる占有率が多数の細胞種にわたって調査されたところ（15,16
）、その結合部位は種を通じて驚くほど保存されていた（17）。ゲノムワイドでCTCF結合
部位の多くの割合はコヒーシンタンパク質と重なり合い、cHS4でのインスレーター機能は
コヒーシンに依存することが報告されている（18）。その上、CTCF部位はトポロジカルな
ドメイン境界を多く含む（19）。
【００９５】
　いくつかの試験により、遺伝子治療におけるクロマチンインスレーターの役割について
取り組まれているが、ほとんどはcHS4またはその構成要素をウイルスベクター中に組み入
れることによってである。cHS4は、そのバリアー機能によってベクターサイレンシングの
確率を低下させ（20,21）、そのエンハンサー遮断機能によって近位調節因子の活性化の
確率を低下させ（22～24）、かつエクスビボおよびインビボアッセイにおいて遺伝毒性の
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リスクを低下させる（24～26）。しかし、cHS4インスレーターには目立った欠点が2つあ
る：十分に活性のあるcHS4エレメントは極めて長く（1.2kb）、ウイルスベクター中の貴
重な空間を消費する；および完全長cHS4の組み入れは多くの場合、ベクター力価の低下を
もたらす。
【００９６】
　本明細書において提供されるゲノムインスレーターエレメントは、近位調節因子の活性
化の確率を低下させるためのエンハンサー遮断を形づくる。しかし、本明細書に記載のゲ
ノムインスレーターエレメントは活性cHS4エレメントよりも短く、ウイルス力価の実質的
な損失を伴わずにウイルスベクター中に容易に組み入れることができる。
【００９７】
　1つの態様において、本明細書に記載のゲノムインスレーターエレメントは長さが600bp
未満である。他の態様において、ゲノムインスレーターエレメントは、550bp未満、500bp
未満、450bp未満、400bp未満、350bp未満、325bp未満、300bp未満、290bp未満、280bp未
満、270bp未満、260bp未満、250bp未満、240bp未満、230bp未満、220bp未満、210bp未満
、200bp未満、190bp未満、180bp未満、170bp未満、160bp未満、150bp未満、125bp未満、1
00bp未満、50bp未満、25bp未満、15bp未満、またはより小さい。1つの態様において、ゲ
ノムインスレーターエレメントは長さが14bpである。
【００９８】
　他の態様において、本明細書に記載のゲノムインスレーターエレメントは長さが100～6
00bp、100～500bp、100～400bp、100～300bp、100～250bp、100～200bp、100～175bp、10
0～150bp、150～600bp、200～600bp、300～600bp、400～600bp、500～600bp、125～300bp
、150～300bp、175～300bp、200～300bp、225～300bp、250～300bp、275～300bp、および
それらの間の任意の範囲である。
【００９９】
　1つの態様において、本明細書において提供されるゲノムインスレーターエレメントは
、以下からなる群より選択される14bpコア配列を含む：

【０１００】
　もう1つの態様において、本明細書において提供されるようなゲノムインスレーターエ
レメントは、以下からなる群より選択される配列を含む：SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：
11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：
16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：
21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：
26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：
31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID
 NO.：36（例えば、表7を参照）。
【０１０１】
　同じく本明細書において想定しているのは、表7に列記されたゲノムインスレーターエ
レメントの変異体またはホモログであるが、ただし、変異体またはホモログが、（例えば
、実施例に記載されたようなエンハンサー遮断アッセイを用いた判定で）ゲノムインスレ
ーターエレメントのエンハンサー遮断活性の少なくとも75％、少なくとも80％、少なくと
も85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％、少なくとも99％、またはさ
らには100％を保っていることを条件とする。いくつかの態様においては、表7に列記され
たゲノムインスレーターエレメントの変異体またはホモログが、表7に提示された配列よ
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りも高いエンハンサー遮断活性を有する可能性も想定している。例えば、変異体および／
またはホモログは、表7に列記されたゲノムインスレーターエレメント配列の活性よりも
少なくとも20％高い活性を有しうる。他の態様において、変異体および／またはホモログ
は、表7に列記されたゲノムインスレーターエレメントの活性と比較して、少なくとも50
％高い、少なくとも60％高い、少なくとも70％高い、少なくとも80％高い、少なくとも85
％高い、少なくとも90％高い、少なくとも95％高い、少なくとも98％高い、少なくとも99
％高い、少なくとも1倍高い、少なくとも2倍高い、少なくとも5倍高い、少なくとも10倍
高い、少なくとも20倍高い、少なくとも50倍高い、少なくとも75倍高い、少なくとも100
倍高い、少なくとも150倍高い、少なくとも200倍高い、少なくとも500倍高い、少なくと
も1000倍高いか、またはそれを上回る活性を有しうる。
【０１０２】
　1つの態様において、ゲノムインスレーターエレメントの変異体は、以下からなる群よ
り選択される配列に対して少なくとも80％同一な配列を含む：SEQ ID NO.：10、SEQ ID N
O.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、SEQ ID NO.：15、SEQ ID N
O.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、SEQ ID NO.：20、SEQ ID N
O.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、SEQ ID NO.：25、SEQ ID N
O.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、SEQ ID NO.：30、SEQ ID N
O.：31、SEQ ID NO.：32、SEQID NO.：33、SEQ ID NO.：34、SEQ ID NO.：35、およびSEQ
 ID NO.：36。他の態様において、本明細書に記載されたようなゲノムインスレーターエ
レメントの配列は、以下からなる群より選択される配列に対して、少なくとも85％、少な
くとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％または
少なくとも99％同一な配列を含む：SEQ ID NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、
SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、SEQ ID NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、
SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、SEQ ID NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、
SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、SEQ ID NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、
SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、SEQ ID NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、
SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、SEQ ID NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
【０１０３】
　いくつかの態様において、本明細書に記載のゲノムインスレーターエレメントは、14bp
コア配列の内部では100％の同一性を保っているが、コア配列の外側（例えば、コア配列
のいずれかの側）の配列は、以下からなる群より選択される配列中の14bpコア配列の外側
の領域に対して、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、
少なくとも97％、少なくとも98％、または少なくとも99％同一な配列を含みうる：SEQ ID
 NO.：10、SEQ ID NO.：11、SEQ ID NO.：12、SEQ ID NO.：13、SEQ ID NO.：14、SEQ ID
 NO.：15、SEQ ID NO.：16、SEQ ID NO.：17、SEQ ID NO.：18、SEQ ID NO.：19、SEQ ID
 NO.：20、SEQ ID NO.：21、SEQ ID NO.：22、SEQ ID NO.：23、SEQ ID NO.：24、SEQ ID
 NO.：25、SEQ ID NO.：26、SEQ ID NO.：27、SEQ ID NO.：28、SEQ ID NO.：29、SEQ ID
 NO.：30、SEQ ID NO.：31、SEQ ID NO.：32、SEQ ID NO.：33、SEQ ID NO.：34、SEQ ID
 NO.：35、およびSEQ ID NO.：36。
【０１０４】
　本明細書に記載のゲノムインスレーターエレメントは、例えば、遺伝子治療を生じさせ
るため、および／または疾患を治療するためのベクター組成物の設計に用いることができ
る。最小限でも、本明細書に記載のウイルスベクターは、強力なゲノムインスレーターエ
レメントの少なくとも1つのコピーを含む。しかし、単一のゲノムインスレーターエレメ
ントの複数のコピー（すなわち、2つまたはそれを上回る）を含むウイルスベクター、ま
たは複数の異なるゲノムインスレーターエレメントを含むウイルスベクターも、本明細書
において想定している。
【０１０５】
　したがって、いくつかの態様において、ベクターは、単一のゲノムインスレーターエレ
メントの少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5
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つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、少なくとも8つ、少なくとも9つ、少なくとも10、ま
たはそれを上回るコピーを含む。他の態様において、ベクターは、少なくとも2つ、少な
くとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、少なくと
も8つ、少なくとも9つ、またはそれを上回る、異なるゲノムインスレーターエレメントを
含む。少なくとも2つの異なるゲノムインスレーターエレメントを含むベクターが、ゲノ
ムインスレーターエレメントのうち1つまたは複数の少なくとも1つ、少なくとも2つ、少
なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、少なく
とも8つ、少なくとも9つ、少なくとも10、またはそれを上回るコピーを含むこともできる
。当業者は、ベクターのエンハンサー遮断活性とウイルスベクター制約条件に貢献する全
インサートサイズとのバランスをとりうる、複数のコピーまたは複数のゲノムインスレー
ターエレメントを含むようにベクターを容易に設計することができる。
【０１０６】
ベクター
　当業者には明白であろうが、「ウイルスベクター」という用語はは、典型的には核酸分
子の移入もしくは細胞のゲノム中への組み込みを容易にするウイルス由来の核酸エレメン
トを含む核酸分子（例えば、移入プラスミド）、または核酸の移入を媒介するウイルス粒
子のいずれかを指して、広く用いられる。ウイルス粒子は、典型的には、さまざまなウイ
ルス構成要素を含み、時には核酸に加えて宿主細胞の構成要素も含む。
【０１０７】
　本質的にあらゆるウイルスベクターを本明細書に記載の組成物および方法とともに用い
ることができるが、これは特に、本明細書に記載のゲノムインスレーターエレメントの使
用により、発現の不適切な読み過ごしを防止することができ、それ故に対象におけるウイ
ルスベクターの発癌作用を軽減しうるためである。
【０１０８】
　1つの態様において、本明細書に記載されたようなゲノムインスレーターエレメントを
含むウイルスベクターは、レトロウイルスベクターである。「レトロウイルスベクター」
という用語は、主にレトロウイルスに由来する構造的遺伝要素および機能的遺伝要素を含
有するウイルスベクターまたはプラスミドを指す。レトロウイルスという用語は、レンチ
ウイルスベクターを範囲に含むことを意図している。
【０１０９】
　同じく本明細書において使用を企図しているのは、「ハイブリッドベクター」である。
「ハイブリッド」という用語は、レトロウイルス性（例えば、レンチウイルス配列）およ
び非レンチウイルス性のウイルス配列の両方を含有するベクター、LTRまたは他の核酸の
ことを指す。そのようなウイルス配列は、例えば、配列の逆転写、複製、組み込みおよび
／もしくはパッケージングのための配列、非構造タンパク質、ならびに／またはポリメラ
ーゼ認識部位を含みうる。
【０１１０】
　ゲノムインスレーターエレメントの使用は、ゲノム中に組み入れられるベクター（例え
ば、レトロウイルスベクター）では特に重要であるが、しかし、アデノウイルスベクター
、アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）またはそれらの構成要素の使用にゲノムインスレ
ーターエレメントを含めることもできる。AAVベクターは、血清型1、2、3、4、5、6、7、
8、9および10、またはそれらに由来するキメラ性AAVからなる群より選択しうる（Wu et a
l., 2006, Mol Therapy 14:316-27；Bowles et al., 2012, Mol Therapy 20:443-455）。
一般に、マウスにおける形質導入のためには、AAV血清型6およびAAV血清型9が特に適して
おり、一方、ヒトへの遺伝子移入のためには、AAV血清型1、6、8および9が好ましい。
【０１１１】
　組換えウイルスベクターは、標準的な手法に従って作製することができる。それらのイ
ンビボ適用の前に、ウイルスベクターをセファロースカラムなどのゲル濾過法によって脱
塩し、その後の濾過によって精製することができる。精製により、ベクターが投与される
対象における有害な恐れのある影響が軽減される。投与されるウイルスは、野生型で複製
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能のあるウイルスを実質的に含まない。ウイルスの純度は、ドデシル硫酸ナトリウム-ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）の後に銀染色を行うといった適した方法によ
って証明しうる。
【０１１２】
　当業者には理解されるであろうが、当技術分野において、対象（例えば、ヒト）への核
酸配列の投与のためにはウイルスベクターが典型的には好ましいが、しかし、本明細書に
記載のゲノムインスレーターエレメントは、任意の適した遺伝子治療用ベクターとともに
、またはさらにはプラスミドもしくは裸の核酸配列とともに用いることも想定している。
【０１１３】
ベクター構成要素
　本明細書に記載のベクターは、当業者に公知であるいくつかの配列のうち任意のもの、
例えば、プロモーター（例えば、構成性または誘導性）、エンハンサー、末端反復配列（
LTR）、多重クローニング部位、制限配列などを含みうる。例えば、対象における治療物
質の発現を強化するために、随意選択的ないくつかの配列のうち任意のものを含むように
ベクターを設計しうることは当業者には理解されるであろう。本明細書において「ウイル
ス構成要素」と称される、これらの配列のいくつかの非限定的な例は、本明細書中に記載
されている。
【０１１４】
　本明細書に記載のベクターは、以下の構成要素のうち0個、1個または複数を含有しうる
：プロモーターおよび／またはエンハンサー、非翻訳領域（UTR）、コザック配列、ポリ
アデニル化シグナル、追加の制限酵素部位、多重クローニング部位、配列内リボソーム進
入部位（IRES）、リコンビナーゼ認識部位（例えば、LoxP、FRTおよびAtt部位）、終結コ
ドン、転写終結シグナル、および自己切断性ポリペプチド、またはエピトープタグをコー
ドするポリヌクレオチド。
【０１１５】
　本明細書に記載のベクター組成物とともに用いられるプロモーターは、構成性、誘導性
、または組織特異的であってよい。
【０１１６】
　本明細書で用いる場合、「構成性プロモーター」という用語は、機能的に連結された配
列の転写を継続的または連続的に可能にするプロモーターのことを指す。構成性プロモー
ターは、多種多様な細胞種および組織型における発現を可能にする「ユビキタスプロモー
ター」、または制限された種々の細胞種および組織型における発現を可能にする「組織特
異的プロモーター」であってよい。例示的なユビキタスプロモーターには、サイトメガロ
ウイルス（CMV）最初期プロモーター、ウイルス性シミアンウイルス40（SV40）（例えば
、初期または後期）、モロニーマウス白血病ウイルス（MoMLV）LTRプロモーター、ラウス
肉腫ウイルス（RSV）LTR、単純ヘルペスウイルス（HSV）（チミジンキナーゼ）プロモー
ター、ワクシニアウイルス由来のH5プロモーター、P7.5プロモーターおよびP11プロモー
ター、伸長因子1-α（EF1a）プロモーター、初期増殖応答1（EGR1）、フェリチンH（FerH
）、フェリチンL（FerL）、グリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）、真
核生物翻訳開始因子4A1（EIF4A1）、熱ショック70kDaタンパク質5（HSPA5）、熱ショック
タンパク質90kDaβ、メンバー1（HSP90B1）、熱ショックタンパク質70kDa（HSP70）、β-
キネシン（β-KIN）、ヒトROSA26遺伝子座（Irions et al., Nature Biotechnology 25, 
1477-1482 (2007)）、ユビキチンCプロモーター（UBC）、ホスホグリセリン酸キナーゼ-1
（PGK）プロモーター、サイトメガロウイルスエンハンサー／ニワトリβ-アクチン（CAG
）プロモーター、およびβ-アクチンプロモーターが非限定的に含まれる。
【０１１７】
　1つの態様において、所望のポリヌクレオチド配列の細胞種特異的、系列特異的、また
は組織特異的発現を実現するために、組織特異的プロモーターを用いることが望ましいこ
とがある。組織特異的プロモーターの実例には、B29プロモーター（B細胞での発現）、ru
nt転写因子（CBFa2）プロモーター（幹細胞特異的発現）、CD14プロモーター（単核球細
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胞での発現）、CD43プロモーター（白血球および血小板での発現）、CD45プロモーター（
造血細胞での発現）、CD68プロモーター（マクロファージでの発現）、CYP450　3A4プロ
モーター（肝細胞での発現）、デスミンプロモーター（筋肉での発現）、エラスターゼ1
プロモーター（膵腺房細胞での発現、エンドグリンプロモーター（内皮細胞での発現）、
線維芽細胞特異的タンパク質1プロモーター（FSP1）プロモーター（線維芽細胞での発現
）、フィブロネクチンプロモーター（線維芽細胞での発現）、fms関連チロシンキナーゼ1
（FLT1）プロモーター（内皮細胞での発現）、グリア線維酸性タンパク質（GFAP）プロモ
ーター（アストロサイトでの発現）、インスリンプロモーター（膵β細胞での発現）、イ
ンテグリンα2b（ITGA2B）プロモーター（巨核球）、細胞内接着分子2（ICAM-2）プロモ
ーター（内皮細胞）、インターフェロンβ（IFN-β）プロモーター（造血細胞）、ケラチ
ン5プロモーター（ケラチノサイトでの発現）、ミオグロビン（MB）プロモーター（筋肉
での発現）、筋分化1（MYOD1）プロモーター（筋肉での発現）、ネフリンプロモーター（
有足細胞での発現）、骨γ-カルボキシグルタミン酸タンパク質2（OG-2）プロモーター（
骨芽細胞での発現）、3-オキソ酸CoAトランスフェラーゼ2B（Oxct2B）プロモーター（一
倍体-精子細胞での発現）、サーファクタントタンパク質B（SP-B）プロモーター（肺での
発現）、シナプシンプロモーター（ニューロンでの発現）、ウィスコット・アルドリッチ
症候群タンパク質（WASP）プロモーター（造血細胞での発現）が非限定的に含まれる。
【０１１８】
　本明細書で用いる場合、「条件的発現」は、誘導性発現；抑圧可能な発現；特定の生理
的、生物学的または疾患状態を有する細胞または組織における発現などを非限定的に含む
任意の種類の条件的発現のことを指しうる。この定義は、細胞種または組織特異的な発現
を除外するものではない。本明細書における方法および組成物のある態様は、例えば、細
胞、組織、生物体などを、ポリヌクレオチドの発現を引き起こす処理もしくは条件、また
は関心対象のポリヌクレオチドによってコードされるポリヌクレオチドの発現の増加もし
くは減少を引き起こす処理もしくは条件に供することによって発現が制御される、関心対
象のポリヌクレオチドの条件的発現を提供する。
【０１１９】
　誘導性プロモーター／システムの実例には、ステロイド誘導性プロモーター、例えば、
グルココルチコイドまたはエストロゲン受容体をコードする遺伝子のプロモーターなど（
対応するホルモンによる処理によって誘導される）、メタロチオネイン（metallothionin
e）プロモーター（種々の重金属による処理によって誘導される）、MX-1プロモーター（
インターフェロンによって誘導される）、「GeneSwitch」ミフェプリストン調節可能シス
テム（Sirin et al., 2003, Gene, 323:67）、クメート（cumate）誘導性遺伝子スイッチ
（WO 2002／088346号）、テトラサイクリン依存性調節システムなどが非限定的に含まれ
る。
【０１２０】
　また、条件的発現を、部位特異的DNAリコンビナーゼを用いることによって実現するこ
ともできる。ある態様によれば、ベクターは、部位特異的リコンビナーゼによって媒介さ
れる組換えのための部位を少なくとも1つ（典型的には2つ）含む。本明細書で用いる場合
、「リコンビナーゼ」または「部位特異的リコンビナーゼ」という用語には、1つまたは
複数の組換え部位（例えば、2つ、3つ、4つ、5つ、7つ、10、12、15、20、30、50など）
がかかわる組換え反応に関与する切除的または統合的なタンパク質、酵素、補因子または
関連するタンパク質が含まれ、これは野生型タンパク質であってもよく（Landy, Current
 Opinion in Biotechnology 3:699-707 (1993)を参照）、またはその突然変異体、誘導体
（例えば、組換えタンパク質配列またはその断片を含有する融合タンパク質）、断片およ
び変異体であってもよい。特定の態様に用いるために適したリコンビナーゼの実例には、
Cre、Int、IHF、Xis、Flp、Fis、Hin、Gin、ΦC31、Cin、Tn3リゾルバーゼ、TndX、XerC
、XerD、TnpX、Hjc、Gin、SpCCE1、およびParAが非限定的に含まれる。
【０１２１】
　ベクターは、多種多様な部位特異的リコンビナーゼのいずれかのための1つまたは複数
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の組換え部位を含みうる。部位特異的リコンビナーゼの標的部位は、ベクター、例えばレ
トロウイルスベクターまたはレンチウイルスベクターの組み込みのために必要な任意の部
位に加えたものであることが理解されるべきである。本明細書で用いる場合、「組換え配
列」、「組換え部位」または「部位特異的組換え部位」という用語は、リコンビナーゼが
認識して結合する特定の核酸配列のことを指す。
【０１２２】
　例えば、Creリコンビナーゼのための1つの組換え部位はloxPであり、これは、8塩基対
のコア配列の両側に位置する、13塩基対の逆方向反復配列（リコンビナーゼ結合部位とし
ての役を果たす）を2つ含む34塩基対の配列である（例えば、Sauer, B., Current Opinio
n in Biotechnology 5:521-527 (1994)を参照）。他の例示的なloxP部位には、lox511（H
oess et al., 1996；Bethke and Sauer, 1997）、lox5171（Lee and Saito, 1998）、lox
2272（Lee and Saito, 1998）、m2（Langer et al., 2002）、lox71（Albert et al., 19
95）、およびlox66（Albert et al., 1995）が非限定的に含まれる。
【０１２３】
　FLPリコンビナーゼのために適した認識部位には、FRT（McLeod, et al., 1996）、F1、
F2、F3（Schlake and Bode, 1994）、F4、F5（Schlake and Bode, 1994）、FRT（LE）（S
enecoff et al., 1988）、FRT（RE）（Senecoff et al., 1988）が非限定的に含まれる。
認識配列の他の例には、attB配列、attP配列、attL配列、およびattR配列があり、これら
はリコンビナーゼ酵素λインテグラーゼ、例えばφ-c31によって認識される。φC31 SSR
は、ヘテロタイプ部位attB（長さ34bp）とattP（長さ39bp）との間の組換えのみを媒介す
る（Groth et al., 2000）。
【０１２４】
　1つの態様において、本明細書に記載のベクターは「配列内リボソーム進入部位」また
は「IRES」を含むことができ、これはATGなどの開始コドンへのシストロン（タンパク質
コード領域）の直接的な内部リボソーム進入を促進し、それにより、その遺伝子のキャッ
プ非依存的な翻訳を導くエレメントのことを指す。特定の態様において、本明細書におい
て想定しているベクターは、1つまたは複数のポリペプチド（例えば、治療用タンパク質
）をコードする、1つまたは複数の関心対象の遺伝子を含みうる。複数のポリペプチドの
それぞれの効率的な翻訳を実現するために、ポリヌクレオチド配列を、1つまたは複数のI
RES配列または自己切断性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列によって分離
することができる。
【０１２５】
　本明細書で用いる場合、「コザック配列」という用語は、リボソームの小サブユニット
に対するmRNAの初期結合を大きく促して、翻訳を増加させる、短いヌクレオチド配列のこ
とを指す。コンセンサスコザック配列は（GCC）RCCATGGであり、ここでRはプリン（Aまた
はG）である（Kozak, 1986. Cell. 44(2):283-92、およびKozak, 1987. Nucleic Acids R
es. 15(20):8125-48）。
【０１２６】
　特定の態様において、ベクターは、発現させようとするポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドの3'側にあるポリアデニル化配列を含む。ポリアデニル化配列は、コード配
列の3'末端にポリA尾部を付加することによってmRNAの安定性を促進し、それ故に翻訳効
率の増大に寄与しうる。認知されているポリアデニル化部位には、理想的なポリA配列（
例えば、AATAAA、ATTAAAAGTAAA）、ウシ成長ホルモンポリA配列（BGHpA）、ウサギβ-グ
ロビンポリA配列（rβgpA）、または当技術分野で公知の別の適切な異種性または内在性
のポリA配列が含まれる。
【０１２７】
　所望であれば、本明細書に記載のベクターは、選択マーカーとも称される選択遺伝子を
含みうる。典型的な選択遺伝子は、（a）抗生物質または他の毒素、例えば、アンピシリ
ン、ネオマイシン、ハイグロマイシン、メトトレキセート、ゼオシン、ブラストサイジン
、またはテトラサイクリンに対する耐性を付与する、（b）栄養要求性欠損を補完する、
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または（c）複合培地からは入手不可能な重大な栄養分を供給する、例えば、バチルス属
（Bacilli）の場合にはD-アラニンラセマーゼをコードする遺伝子。いくつかの選択シス
テムの任意のものを用いて、形質転換された細胞株を回収することができる。これらには
、それぞれtk細胞またはaprt細胞において使用しうる単純ヘルペスウイルスチミジンキナ
ーゼ遺伝子（Wigler et al., 1977. Cell 11:223-232）およびアデニンホスホリボシルト
ランスフェラーゼ遺伝子（Lowy et al., 1990. Cell 22:817-823）が非限定的に含まれる
。
【０１２８】
　1つの態様において、本明細書に記載のベクター組成物は、末端反復配列を含む。「末
端反復配列（LTR）」という用語は、典型的には、レトロウイルスDNAの末端に位置する塩
基対のドメインのことを指し、これはその天然の配列環境下では直列反復配列であり、U3
、RおよびU5領域を含む。LTRは一般に、レトロウイルス遺伝子の発現（例えば、遺伝子転
写物の促進、開始およびポリアデニル化）およびウイルス複製の基礎となる機能をもたら
す。LTRは、転写調節因子、ポリアデニル化シグナル、ならびにウイルスゲノムの複製お
よび組み込みのために必要な配列を含む、多数の調節シグナルを含む。本明細書に記載の
ベクターは、LTR全体を含むこともでき、またはU3、RおよびU5領域からなる群より選択さ
れる1つもしくは複数の領域を含むこともできる。
【０１２９】
　他の態様において、ベクターは改変された5'および／または3' LTRを含みうる。3' LTR
の改変は、多くの場合、ウイルスを複製欠損性にすることによってレンチウイルスシステ
ムまたはレトロウイルスシステムの安全性を改善するために行われる。本明細書で用いる
場合、「複製欠損性」という用語は、完全な有効な複製ができず、そのために感染性ビリ
オンが産生されないウイルスを指す（例えば、複製欠損性レンチウイルス子孫）。「複製
能がある」という用語は、複製することができ、そのためにウイルスのウイルス複製によ
り感染性ビリオン（例えば、複製コンピテントレンチウイルス子孫）を産生することがで
きる野生型ウイルスまたは突然変異ウイルスのことを指す。
【０１３０】
　本明細書に記載のベクターが、「自己不活性化」（SIN）ベクター、例えば、1回目のウ
イルス複製を超えてウイルスが転写されることを防ぐために、U3領域として知られる右側
の（3'）LTRのエンハンサー-プロモーター領域が改変された（例えば、欠失または置換に
よって）複製欠損性ベクターであってもよい。1つのさらなる態様において、3' LTRは、U
5領域が、例えば、理想的なポリ（A）配列に置き換えられるように改変される。
【０１３１】
　5' LTRのU3領域を、ウイルス粒子の産生の間にウイルスゲノムの転写を駆動するために
異種プロモーターで置き換えることによって、さらなる安全性の強化がもたらされる。用
いうる異種プロモーターの例には、例えば、シミアンウイルス40（SV40）プロモーター（
例えば、初期または後期）、サイトメガロウイルス（CMV）プロモーター（例えば、最初
期）、モロニーマウス白血病ウイルス（MoMLV）プロモーター、ラウス肉腫ウイルス（RSV
）プロモーター、および単純ヘルペスウイルス（HSV）（チミジンキナーゼ）プロモータ
ーが含まれる。典型的なプロモーターは、Tatに依存しない様式で高レベルの転写を駆動
することができる。この置き換えにより、ウイルス産生システムに完全なU3配列が存在し
なくなるため、複製能のあるウイルスが生じる組換えの可能性が低下する。
【０１３２】
　加えて、ベクターが、いくつか例を挙げるならば、パッケージング配列（例えば、ψ配
列）、「トランス活性化反応」遺伝要素、「R領域」、逆転写部位、FLAPエレメント、輸
送エレメント、転写後調節因子、および／またはポリアデニル化部位をさらに含むことも
できる。当業者はそのようなエレメントの使用を認識していると考えられ、必要に応じて
、本明細書に記載されたようなベクターのデザインにそれらを組み入れることができる。
【０１３３】
　1つの態様において、ベクターは、異種遺伝子発現を増加させるために異種核酸転写物
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の効率的な終結およびポリアデニル化を導く少なくとも1つのエレメントをさらに含むこ
とができる。転写終結シグナルは一般に、ポリアデニル化シグナルの下流に見いだされる
。本明細書で用いる「ポリA部位」または「ポリA配列」という用語は、RNAポリメラーゼI
Iによる新生RNA転写物の終結およびポリアデニル化の両方を導くDNA配列のことを指す。
ポリA尾部を欠く転写物は不安定であり、急速に分解されるので、組換え転写物の効率的
なポリアデニル化が望ましい。ベクター中に用いうるポリAシグナルの実例には、理想的
なポリA配列（例えば、AATAAA、ATTAAA　AGTAAA）、ウシ成長ホルモンポリA配列（BGHpA
）、ウサギβ-グロビンポリA配列（rβgpA）、または当技術分野で公知の別の適した異種
性または内在性のポリA配列が含まれる。
【０１３４】
　本明細書に記載のベクターは、遺伝子治療のために用いられた場合に、治療物質の発現
を可能にすることができる。治療物質は、生物活性タンパク質、治療用タンパク質、ドミ
ナントネガティブ突然変異体、RNA干渉物質、またはmiRNAであってよい。1つの態様にお
いて、治療物質をコードする配列は核酸カセット内に含められる。
【０１３５】
　本明細書で用いる「核酸カセット」という用語は、RNAを発現し、その後にタンパク質
を発現することができるベクター中の遺伝子配列のことを指す。核酸カセットは、カセッ
ト内の核酸をRNAに転写し、必要に応じてタンパク質またはポリペプチドに翻訳し、形質
転換された細胞中の活性に必要な適切な翻訳後修飾を受け、適切な細胞内区画へのターゲ
ティングまたは細胞外区画内への分泌によって生物活性に適切な区画にトランスロケーシ
ョンすることができるようにベクター内に位置的および順序的に配向されている。好まし
くは、カセットは、ベクター中への容易な挿入に適したその3'末端および5'末端を有し、
例えば、各末端に制限エンドヌクレアーゼ部位を有する。1つの態様において、核酸カセ
ットは、疾患を治療するために用いられる治療用遺伝子の配列を含む。カセットを取り出
して、単一の単位としてベクターまたはプラスミドに挿入することができる。
【０１３６】
　妥当なウイルス力価を実現するためには、多くの場合、大規模なウイルス粒子の産生が
必要である。ウイルス粒子は、移入ベクターをウイルスの構造遺伝子および／またはアク
セサリー遺伝子、例えば、gag遺伝子、pol遺伝子、env遺伝子、tat遺伝子、rev遺伝子、v
if遺伝子、vpr遺伝子、vpu遺伝子、vpx遺伝子、またはnef遺伝子または他のレトロウイル
スの遺伝子を含むパッケージング細胞系列にトランスフェクトすることによって産生され
る。
【０１３７】
　本明細書で用いる場合、「パッケージングベクター」という用語は、パッケージングシ
グナルを欠き、1つ、2つ、3つ、4つまたはそれより多くのウイルスの構造遺伝子および／
またはアクセサリー遺伝子をコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターまたはウイ
ルスベクターのことを指す。典型的には、パッケージングベクターはパッケージング細胞
に含まれ、トランスフェクション、形質導入または感染によって細胞に導入される。トラ
ンスフェクション、形質導入または感染のための方法は当業者に周知である。本発明のレ
トロウイルス／レンチウイルス移入ベクターを、トランスフェクション、形質導入または
感染によってパッケージング細胞系列に導入して、産生細胞または産生細胞系列を作製す
ることができる。本発明のパッケージングベクターは、例えば、リン酸カルシウムトラン
スフェクション、リポフェクションまたは電気穿孔を含む標準の方法によってヒト細胞ま
たは細胞系列に導入することができる。いくつかの態様において、パッケージングベクタ
ーを、優性選択マーカー、例えば、ネオマイシン、ハイグロマイシン、ピューロマイシン
、ブラストサイジン、ゼオシン、チミジンキナーゼ、DHFR、Gln合成酵素またはADAなどと
一緒に細胞に導入し、その後、適切な薬物の存在下でクローンを選択し、単離することが
できる。選択マーカー遺伝子は、コード遺伝子に、パッケージングベクターによって、例
えば、IRESまたは自己切断性ウイルスペプチドによって物理的に連結させることができる
。
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【０１３８】
　ウイルスエンベロープタンパク質（env）により、細胞系列から生成される組換えレト
ロウイルスによって最終的に感染させ、形質転換することができる宿主細胞の範囲が決定
される。レンチウイルス、例えば、HIV-1、HIV-2、SIV、FIVおよびEIVなどの場合、envタ
ンパク質にはgp41およびgp120が含まれる。以前に記載されている通り、本発明のパッケ
ージング細胞によって発現されるウイルスenvタンパク質は、ウイルスのgag遺伝子および
pol遺伝子とは別のベクター上にコードされることが好ましい。
【０１３９】
　本発明において使用しうるレトロウイルス由来env遺伝子の実例には、MLVエンベロープ
、10A1エンベロープ、BAEV、FeLV-B、RD114、SSAV、エボラ（Ebola）、センダイ（Sendai
）、FPV（家禽ペストウイルス）、およびインフルエンザウイルスのエンベロープが非限
定的に含まれる。同様に、RNAウイルス（例えば、ピコルナウイルス（Picornaviridae）
科、カリシウイルス（Calciviridae）科、アストロウイルス（Astroviridae）科、トガウ
イルス（Togaviridae）科、フラビウイルス（Flaviviridae）科、コロナウイルス（Coron
aviridae）科、パラミクソウイルス（Paramyxoviridae）科、ラブドウイルス（Rhabdovir
idae）科、フィロウイルス（Filoviridae）科、オルソミクソウイルス（Orthomyxovirida
e）科、ブニヤウイルス（Bunyaviridae）科、アレナウイルス（Arenaviridae）科、レオ
ウイルス（Reoviridae）科、ビルナウイルス（Birnaviridae）科、レトロウイルス（Retr
oviridae）科のRNAウイルス）由来のエンベロープ、ならびにDNAウイルス（ヘパドナウイ
ルス（Hepadnaviridae）科、シルコウイルス（Circoviridae）科、パルボウイルス（Parv
oviridae）科、パポバウイルス（Papovaviridae）科、アデノウイルス（Adenoviridae）
科、ヘルペスウイルス（Herpesviridae）科、ポックスウイルス（Poxyiridae）科、およ
びイリドウイルス（Iridoviridae）科）由来のエンベロープをコードする遺伝子を利用す
ることができる。代表的な例には、FeLV、VEE、HFVW、WDSV、SFV、狂犬病、ALV、BIV、BL
V、EBV、CAEV、SNV、ChTLV、STLV、MPMV、SMRV、RAV、FuSV、MH2、AEV、AMV、CT10、およ
びEIAVが含まれる。
【０１４０】
　他の態様において、本発明のウイルスをシュードタイピングするためのエンベロープタ
ンパク質には、以下のウイルスのいずれかが非限定的に含まれる：A型インフルエンザ、
例えば、H1N1、H1N2、H3N2およびH5N1（トリインフルエンザ）など、B型インフルエンザ
、C型インフルエンザウイルス、A型肝炎ウイルス、B型肝炎ウイルス、C型肝炎ウイルス、
D型肝炎ウイルス、E型肝炎ウイルス、ロタウイルス、ノーウォークウイルス群の任意のウ
イルス、腸内アデノウイルス、パルボウイルス、デング熱ウイルス、サル痘、モノネガウ
イルス目、リッサウイルス、例えば、狂犬病ウイルス、ラゴスコウモリウイルス、モコラ
ウイルス、ドゥベンヘイジウイルス、ヨーロッパコウモリウイルス1＆2およびオーストラ
リアコウモリウイルスなど、エフェメロウイルス、ベシクロウイルス、水疱性口内炎ウイ
ルス（VSV）、ヘルペスウイルス、例えば、単純ヘルペスウイルス1型および2型、水痘帯
状疱疹、サイトメガロウイルス、エプスタイン・バー・ウイルス（EBV）、ヒトヘルペス
ウイルス（HHV）、ヒトヘルペスウイルス6型および8型など、ヒト免疫不全ウイルス（HIV
）、パピローマウイルス、マウスガンマヘルペスウイルス、アレナウイルス、例えば、ア
ルゼンチン出血熱ウイルス、ボリビア出血熱ウイルス、サビア関連出血熱ウイルス、ベネ
ズエラ出血熱ウイルス、ラッサ熱ウイルス、マチュポウイルス、リンパ球脈絡髄膜炎ウイ
ルス（LCMV）など、ブニヤウイルス（Bunyaviridiae）科、例えば、クリミア・コンゴ出
血熱ウイルス、ハンタウイルス、腎症候群を伴う出血熱を引き起こすウイルス、リフトバ
レー熱ウイルスなど、エボラ出血熱およびマールブルグ出血熱を含むフィロウイルス（Fi
loviridae）科（フィロウイルス）、キャサヌール森林病ウイルス、オムスク出血熱ウイ
ルス、ダニ媒介脳炎を引き起こすウイルスを含むフラビウイルス（Flaviviridae）科なら
びにパラミクソウイルス（Paramyxoviridae）科、例えば、ヘンドラウイルスおよびニパ
ーウイルスなど、大痘瘡、小痘瘡（天然痘）、アルファウイルス、例えば、ベネズエラウ
マ脳炎ウイルス、東部ウマ脳炎ウイルス、西部ウマ脳炎ウイルス、SARS関連コロナウイル
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ス（SARS-CoV）、西ナイルウイルス、任意の脳炎（encephaliltis）を引き起こすウイル
スなど。
【０１４１】
　1つの態様においては、ベクター粒子の表面上での抗体または抗原結合断片の発現によ
って、ベクター指向性を改変することができる。
【０１４２】
強力なゲノムインスレーターエレメントの同定
　本明細書において提供されるのは、強力なゲノムインスレーターエレメントを同定する
ための方法である。手短に述べると、本方法は、ゲノム中のCTCF結合モチーフの事例の数
を評価する段階、およびそれらを、占有率の高いCTCF結合モチーフを決定するためのCTCF
に関するChIPシークエンシングからのデータとアラインメントする段階、任意で14bpコア
配列の存在によってCTCF結合モチーフを分類する段階、任意で占有率が最も高いものから
最も低いものまでに（またはその反対に）ランク付けする段階、機能性試験のための候補
を選択する段階、およびエンハンサー遮断活性に関して試験する段階、を含む。1つの態
様において、強力なゲノムインスレーターエレメントを同定するための方法は、図1に概
要を示す諸段階を含む。
【０１４３】
　もう1つの態様において、強力なゲノムインスレーターエレメントを同定するための方
法は、実施例に概要を示す方法を含む。
【０１４４】
遺伝毒性
　ヒトにおける遺伝子治療用ベクターの使用は、その毒性、特にウイルスベクター中に存
在するエンハンサーによる細胞の癌遺伝子の活性化のために遺伝毒性が生じる傾向によっ
て制限されている。そのような遺伝毒性は、例えば、遺伝子治療用ベクターによって治療
されたヒトにおける造血器悪性腫瘍の出現、および例えば、ウイルスベクターを投与され
た実験動物における腫瘍数の増加が証拠となっている。いかなるレベルの遺伝毒性も一般
に望ましくないが、本明細書に記載のベクターの遺伝毒性と関連のある腫瘍を有する動物
の発生率は、ゲノムインスレーターエレメントを欠く点以外は同一なベクターと比較して
、少なくとも50％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも95％
、少なくとも98％、少なくとも99％に、またはそれを上回って低下した。いくつかの態様
において、本明細書に記載のベクターの遺伝毒性と関連のある腫瘍の発生率は、ゲノムイ
ンスレーターエレメントを欠く点以外は同一なベクターと比較して、少なくとも1分の1、
少なくとも2分の1、少なくとも5分の1、少なくとも10分の1、少なくとも15分の1、少なく
とも20分の1、少なくとも25分の1、少なくとも30分の1、少なくとも35分の1、少なくとも
40分の1、少なくとも45分の1、少なくとも50分の1、少なくとも100分の1、少なくとも200
分の1に、またはそれを上回って低下した。
【０１４５】
　遺伝毒性は、ベクター投与に伴う腫瘍の数または程度を測定することを含む、さまざま
なインビトロ方法およびインビボ方法によって決定することができる。
【０１４６】
　1つの態様において、遺伝毒性は、腫瘍移植遺伝毒性アッセイを用いて決定される。こ
のアッセイでは、γレトロウイルスベクターによる形質導入を受けた細胞株をマウスに移
植して、腫瘍の数または無腫瘍生存率をマウスにおいて決定する。このアッセイにより、
例えば、無腫瘍生存率または全体的な腫瘍形成率を評価することによって、遺伝毒性作用
の定量化が可能になる。
【０１４７】
遺伝子治療の投与および有効性
　本明細書で用いる場合、「治療する」、「治療」、「治療すること」または「改善」と
いう用語は、疾患または障害に関連する病状の進行または重症度を好転させること、緩和
すること、改善すること、阻害すること、緩徐化すること、または停止させることを目的
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とする治療的処置のことを指す。「治療すること」という用語は、炎症性皮膚障害に関連
する病状、疾患、または障害の有害作用または症状の少なくとも1つを軽減または緩和す
ることを指す。治療は一般に、1つまたは複数の症状または臨床的マーカーが軽減される
場合に「有効」である。
【０１４８】
　または、治療は、疾患の進行が軽減されるかまたは停止する場合に「有効」である。す
なわち、「治療」は、症状またはマーカーの改善だけでなく、治療が行われない場合に予
想される症状の進行または悪化の停止または少なくとも緩徐化も含みうる。有益なまたは
所望の臨床的結果には、検出可能であるか検出不能であるかを問わず、炎症性皮膚疾患の
1つまたは複数の症状の緩和、炎症性皮膚疾患の程度の減少、炎症性皮膚疾患の状態の安
定化（すなわち、悪化しないこと）、疾患の進行の遅延または緩徐化、炎症性皮膚疾患状
態の改善または一時的緩和、および寛解（部分的であるか完全であるかを問わず）が非限
定的に含まれる。疾患の「治療」には、疾患の症状または副作用を和らげること（姑息的
治療を含む）も含まれる。
【０１４９】
　1つの態様において、本明細書で用いる場合、「予防」または「予防すること」という
用語は、対象に関連して用いられる場合、炎症性皮膚疾患に関連する免疫疾患および症状
の発症を停止させること、妨げること、および／または緩徐化することを指す。
【０１５０】
　本明細書で用いる場合、「治療的有効量」という用語は、少なくとも部分的に、所望の
効果を達成するため、治療される特定の疾患もしくは障害の症状発現を遅らせるため、そ
の進行を阻害するため、または症状発現もしくは進行を完全に停止させるために必要な量
を意味する。そのような量は、当然ながら、治療される特定の病状、病状の重症度、なら
びに年齢、身体状態、体格、体重、および併用治療を含む個々の患者パラメーターに依存
すると考えられる。これらの要因は当業者には周知であり、日常的程度の実験によって対
処することができる。いくつかの態様においては、治療用物質の最大用量、すなわち適切
な医学的判断による最大の安全用量が用いられる。しかし、当業者には、医学的理由、心
理学的な理由、またはほぼすべての他の理由から、より低用量または耐容量が投与されう
ることが理解されるであろう。
【０１５１】
　1つの態様において、ある所与の疾患または障害を治療する方法のための本明細書に記
載の薬学的製剤または組成物の治療的有効量は、疾患または障害の少なくとも1つの症状
のレベルを、化合物、化合物の組み合わせ、薬学的組成物／製剤、または組成物の非存在
下におけるレベルと比較して低下させるのに十分な量のことである。他の態様において、
投与される組成物の量は、安全であり、かつ疾患を治療するのに、その発症を遅らせるの
に、および／または疾患の症状発現を遅らせるのに十分であることが好ましい。いくつか
の態様において、その量はそれ故に、疾患を治癒させること、その症状の改善をもたらす
こと、疾患の経過を緩徐化すること、疾患の症状を緩徐化するかもしくは阻害すること、
または疾患の続発性症状の確立もしくは発症を緩徐化するかもしくは阻害することができ
る。有効な治療が、必ずしも疾患の完全な縮退を惹起する必要はないものの、そのような
効果は有効な治療であると考えられる。ある所与の治療物質の有効量は、その物質の性質
、投与経路、治療物質を投与される動物の体格または種、および投与の目的といった要因
に応じて異なると考えられる。このため、正確な「治療的有効量」を特定することは可能
でもなく賢明でもない。しかし、あらゆる所与の場合に、適切な「有効量」は、当業者に
より、当技術分野において確立された方法に従って日常的な実験のみを用いて決定されう
る。
【０１５２】
薬学的組成物
　本明細書において提供されるのは、対象における種々さまざまな疾患および／または障
害を治療および予防するために有用なベクター組成物である。1つの態様において、組成
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物は薬学的組成物である。組成物は、ポリヌクレオチドまたは治療物質をコードするベク
ターの治療的または予防的な有効量を含みうる。
【０１５３】
　組成物は任意で、担体、例えば薬学的に許容される担体などを含みうる。薬学的に許容
される担体は、一部には、薬学的に許容される担体は、一部には、投与される特定の組成
物によって、ならびに組成物を投与するのに用いられる特定の方法によって決まる。した
がって、薬学的組成物の適した製剤は非常にさまざまである。非経口投与のために適した
製剤は、例えば、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内、および皮下経路用として製剤化するこ
とができる。担体には、酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、および製剤を意図するレシピエン
トの血液と等張にする溶質を含有しうる水性等張滅菌注射液、ならびに懸濁剤、可溶化剤
、増粘剤、安定化剤、保存料を含みうる水性および非水性の滅菌懸濁液、リポソーム、ミ
クロスフェアならびにエマルションが含まれうる。
【０１５４】
　治療用組成物は、生理的に耐容される担体を、有効成分としてその中に溶解または分散
された本明細書に記載のベクターとともに含有する。本明細書で用いる場合、「薬学的に
許容される」、「生理的に耐容される」、およびそれらの文法的変形物は、それらが組成
物、担体、希釈剤、および試薬を指す場合には互換的に用いられ、これらの物質を、悪心
、めまい、急性胃蠕動などの望ましくない生理的作用を生じることなく哺乳動物に投与で
きることを表す。薬学的に許容される担体は、所望されない限り、それと混合される作用
物質に対する免疫応答の惹起を促進しないと考えられる。溶解または分散されている有効
成分を含有する薬理学的組成物の調製は当技術分野で十分に了解されており、製剤に基づ
いて限定される必要はない。典型的には、そのような組成物は溶液または懸濁液のいずれ
かとして注入可能なように調製されるが、使用前に液体によって溶液または懸濁液にする
のに適した固体剤形を調製することもできる。また、調製物を乳化させること、またはリ
ポソーム組成物として提示することもできる。有効成分は、薬学的に許容されかつ有効成
分と適合性がある賦形剤と、本明細書に記載の治療方法に用いるのに適した量で混合する
ことができる。適切な賦形剤には、例えば、水、食塩水、デキストロース、グリセロール
、エタノールなど、およびこれらの組み合わせが含まれる。さらに、必要に応じて、組成
物は、有効成分の有効性を強化する、湿潤剤、乳化剤、pH緩衝剤などの少量の補助物質を
含んでもよい。本明細書に記載の方法とともに用いるための治療用組成物は、その中の構
成要素の薬学的に許容される塩を含むことができる。薬学的に許容される塩には、例えば
塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、酒石酸、マンデル酸などの有機酸により
形成される（ポリペプチドの遊離アミノ基と形成される）酸付加塩が含まれる。遊離カル
ボキシル基と形成される塩を、例えば、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウ
ム、または第二鉄の水酸化物などの無機塩基、およびイソプロピルアミン、トリメチルア
ミン、2-エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなどの有機塩基から導き出す
こともできる。生理的に耐容される担体は当技術分野において周知である。例示的な液体
担体は、有効成分および水のほかに何の物質も含有しないか、または緩衝剤、例えば生理
的pH値のリン酸ナトリウム、生理食塩水もしくはその両方、例えばリン酸緩衝食塩水など
を含む滅菌水溶液である。さらになお、水性担体は、複数の緩衝塩、ならびに塩化ナトリ
ウムおよび塩化カリウムなどの塩、デキストロース、ポリエチレングリコール、および他
の溶質を含有することができる。液体組成物はまた、水に加えてまたは水を除外して液相
を含むことができる。そのような追加の液相の例には、グリセリン、綿実油などの植物油
、および水-油エマルションがある。特定の障害または病状の治療に有効と考えられる本
発明に記載の方法に用いられる有効作用物質の量は、その障害または病状の性質に依存す
ると考えられ、標準的な臨床的手法によって決定することができる。
【０１５５】
　当業者に公知の任意の適した担体を本発明の薬学的組成物において使用しうるが、担体
の種類は投与様式に応じて異なるであろう。本明細書に記載されたように用いるための組
成物は、任意の適切な投与様式のために製剤化しうると考えられ、これには例えば、局所
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、経口、経鼻、静脈内、頭蓋内、腹腔内、皮下、皮内、または筋肉内投与が含まれる。皮
下注射などの非経口投与のための担体には好ましくは水、生理食塩水、アルコール、脂肪
、ワックス、または緩衝剤が含まれる。経口投与のためには、以上の担体または固体担体
の任意のもの、マンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッ
カリンナトリウム、タルク、セルロース、グルコース、スクロース、および炭酸マグネシ
ウムを用いうる。生分解性ミクロスフェア（例えば、乳酸グリコール酸重合体）を、本発
明の薬学的組成物のための担体として用いることもできる。適切な生分解性ミクロスフェ
アは、例えば、米国特許第4,897,268号および第5,075,109号に開示されている。そのよう
な組成物は、緩衝液（例えば、中性緩衝食塩水またはリン酸緩衝生理食塩水）、糖質（例
えば、グルコース、マンノース、スクロースまたはデキストラン）、マンニトール、タン
パク質、ポリペプチド、またはグリシンなどのアミノ酸、抗酸化物質、EDTAもしくはグル
タチオンなどのキレート剤、アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）、および／ま
たは保存料も含みうる。または、本発明の組成物を凍結乾燥物として製剤化することもで
きる。周知の技術を用いて化合物をリポソーム中に封入することもできる。本明細書に記
載した組成物を、持続放出製剤（すなわち、投与後に化合物の緩徐な放出を生じるカプセ
ルまたはスポンジなどの製剤）の一部として投与することもできる。そのような製剤は公
知の技術を用いて一般に調製され、例えば、経口的、直腸内、もしくは皮下移植によって
、または腫瘍の外科的切除部位のような所望の標的部位への移植によって投与される。持
続放出製剤は、ペプチド、ポリヌクレオチド、または抗体を、担体マトリックス中に分散
された状態、および／または律速性の膜に囲まれている貯蔵部内に包含された状態で含み
うる。そのような製剤の内部に用いるための担体は生体適合性があり、さらに生分解性で
あってもよい；製剤により、有効成分の比較的一定したレベルの放出が得られることが好
ましい。持続放出製剤内に含まれる活性化合物の量は、移植の部位、放出の速度および予
想される持続期間、ならびに治療または予防しようとする状態の性質に依存する。
【０１５６】
用法、用量
　治療は予防処置および治療法を含む。予防処置または治療は、単一時点もしくは複数時
点での単回直接注射によって達成することができる。投与は、複数部位へほぼ同時にもで
きる。患者または対象には、哺乳動物、例えばヒト、ウシ科動物、ウマ科動物、イヌ科動
物、ネコ科動物、ブタおよびヒツジ、ならびに他の獣医学的対象が含まれる。好ましくは
、患者または対象はヒトである。
【０１５７】
　1つの局面において、本明細書に記載の方法は、対象における疾患または障害を治療す
るための方法を提供する。1つの態様において、対象は哺乳動物であってよい。もう1つの
態様において、哺乳動物はヒトであってよいが、このアプローチはすべての哺乳動物に関
して有効である。本方法は、本明細書に記載のベクターを薬学的に許容される担体中に含
む薬学的組成物の有効量を対象に投与する段階を含む。
【０１５８】
　作用物質に関する投与量の範囲はその効力、治療物質の発現レベルに依存し、所望の効
果、例えば、治療しようとする疾患の少なくとも1つの症状の軽減を生じさせるのに十分
に多い量を含む。投与量は、許容されない有害な副作用を引き起こすほどは多くないべき
である。一般に、投与量は、ベクターから発現される阻害物質（例えば、抗体または断片
、小分子、siRNAなど）または活性化物質（例えば、組換えポリペプチド、ペプチド、ペ
プチド模倣体、小分子など）の種類、ならびに患者の年齢、状態および性別に応じて異な
ると考えられる。投与量は当業者によって決定可能であり、また、合併症の場合には個々
の医師によっても調整されうる。典型的には、治療物質および／またはベクター組成物の
投与量は、0.001mg／kg体重～5g／kg体重の範囲である。いくつかの態様において、投与
量の範囲は0.001mg／kg体重～1g／kg体重、0.001mg／kg体重～0.5g／kg体重、0.001mg／k
g体重～0.1g／kg体重、0.001mg／kg体重～50mg／kg体重、0.001mg／kg体重～25mg／kg体
重、0.001mg／kg体重～10mg／kg体重、0.001mg／kg体重～5mg／kg体重、0.001mg／kg体重
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～1mg／kg体重、0.001mg／kg体重～0.1mg／kg体重、0.001mg／kg体重～0.005mg／kg体重
である。または、いくつかの態様において、投与量の範囲は、0.1g／kg体重～5g／kg体重
、0.5g／kg体重～5g／kg体重、1g／kg体重～5g／kg体重、1.5g／kg体重～5g／kg体重、2g
／kg体重～5g／kg体重、2.5g／kg体重～5g／kg体重、3g／kg体重～5g／kg体重、3.5g／kg
体重～5g／kg体重、4g／kg体重～5g／kg体重、4.5g／kg体重～5g／kg体重、4.8g／kg体重
～5g／kg体重である。1つの態様において、用量の範囲は5μg／kg体重～30μg／kg体重で
ある。
【０１５９】
　いくつかの態様において、ベクターは、少なくとも5、少なくとも10、少なくとも20、
少なくとも30、少なくとも40、少なくとも50、少なくとも100、少なくとも200、少なくと
も500の、またはそれを上回る感染多重度（MOI）で投与される。
【０１６０】
　他の態様において、ベクターは、少なくとも1×105、1×106、1×107、1×108、1×109

、1×1010、1×1011、1×1012、またはそれを上回る力価で投与される。
【０１６１】
　治療有効性を維持するために、必要に応じて反復投与を行うことができる。
【０１６２】
　治療的有効量とは、疾患の少なくとも1つの症状の統計的に有意で測定可能な変化を生
じさせるのに十分な、ベクターまたは発現された治療物質の量のことである（以下の「有
効性測定」を参照）。または、治療的有効量とは、対象における疾患と関連のあるバイオ
マーカーの発現レベルの統計的に有意で測定可能な変化を生じさせるのに十分な、作用物
質の量のことである。そのような有効量は、ある所与の作用物質に関して、臨床試験なら
びに動物試験において正確に測定することができる。
【０１６３】
　ベクター組成物は、特定の部位に直接投与することもでき（例えば、筋肉内注射、静脈
内、特定臓器内に）、または経口投与することもできる。また、作用物質を、静脈内に（
ボーラス注入または持続注入により）、吸入により、鼻腔内に、腹腔内に、筋肉内に、皮
下に、体腔内に投与しうることも想定しており、必要に応じて蠕動手段によって、または
当業者に公知の他の手段によって送達することもできる。所望であれば、作用物質を全身
投与することもできる。
【０１６４】
　少なくとも1種の作用物質を含む治療用組成物を、従来通りに単位用量で投与すること
ができる。治療用組成物に言及して用いられる「単位用量」という用語は、対象に対する
単位投与量として適する物理的に離散的な単位量のことを指し、各単位は、所望の治療効
果を生じるように算出された活性物質の所定量を、必要な生理的に許容される希釈剤、す
なわち担体、またはビヒクルとともに含有する。
【０１６５】
　投与されることが必要な有効成分の正確な量は医師の判断に依存し、各個体に対して特
有である。しかし、全身適用のために適した投与量の範囲は、本明細書に開示されており
、投与経路に依存する。投与のための適したレジメンもさまざまであるが、初期投与の後
に、1つまたは複数の間隔をおいて、その後の注射または他の投与による反復投与を行う
ことが典型的である。または、血中濃度をインビボ治療法に関して指定された範囲に維持
するのに十分な持続的静脈内注入も想定している。
【０１６６】
有効性測定
　ある疾患に対する所与の治療の有効性は、熟練した臨床医によって判定されうる。しか
し、治療は、本明細書に記載されたようなベクターによる治療後に、治療しようとする疾
患の徴候もしくは症状のいずれか1つもしくはすべてが有益な様式で変更され、疾患の臨
床的に認められた他の症状もしくはマーカーが向上するか、またはさらには例えば少なく
とも10％改善される場合に、本明細書で使用される用語である「有効な治療」と判断され
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る。また、有効性を、疾患、入院、または医学的介入の必要性の安定化（すなわち、疾患
の進行が停止するか、または少なくとも緩徐化する）による評価で、個体が悪化しないこ
とに関して測定することもできる。これらの指標を測定する方法は当業者に公知であり、
かつ／または本明細書に記載されている。治療には、個体または動物（いくつかの非限定
的な例にはヒトまたは哺乳動物が含まれる）における疾患の任意の治療が含まれ、これに
は以下が含まれる：（1）疾患を阻害すること、例えば、疾患の進行を停止させるかもし
くは緩徐化すること；または（2）疾患を和らげること、例えば、症状の縮退を引き起こ
すこと；および（3）疾患の発症を予防するかもしくはその見込みを低下させること、ま
たは疾患に伴う続発性結果を予防すること。
【０１６７】
　前記の詳細な説明および以下の実施例は単なる例示であり、本発明の範囲の限定として
解釈されるべきではないことを理解されたい。開示された態様に対するさまざまな変更お
よび改変は、当業者には明らかであり、本発明の趣旨および範囲から逸脱することなく行
うことができる。さらに、示されたすべての特許、特許出願、および刊行物は、例えば、
本発明に関連して使用されうるそのような刊行物に記載の方法を説明および開示する目的
で、参照により本明細書に明示的に組み入れられる。これらの刊行物は、本出願の出願日
以前のそれらの開示のためだけに提供される。これに関連して何ごとも、先行発明である
という理由でまたはその他の理由で、そのような開示に先行する権利が本発明者らにはな
いことを承認するものとして解釈されるべきでない。これらの文書の日付に関する記述ま
たは内容に関する表記はすべて、本出願人らにとって入手可能な情報に基づいており、こ
れらの文書の日付または内容の正確性に関していかなる承認も与えない。
【実施例】
【０１６８】
　本発明者らは、本明細書において、ヒトゲノムのCTCF部位をそれらのCTCF占有率に従っ
て分類するためにゲノムインフォマティクスとCTCF ChIP-seqを組み合わせて、ヒトゲノ
ム中のクロマチンインスレーターを同定するためのアプローチについて述べた。本発明者
らは、CTCFによって占有されているのはヒトゲノムのCTCF部位のごく少数に過ぎないこと
、および、占有頻度によってその部位がエンハンサー遮断性インスレーターとして働くと
考えられる確率が決まることを見いだした。機能分析を行ったCTCF占有率が98％～100％
の部位はすべて、強固なエンハンサー遮断性インスレーターであった。これらのインスレ
ーターの大半は、cHS4インスレーターのものよりも優れたエンハンサー遮断活性を示す。
それらの配列は短く（119～284bp）、それ故に遺伝子治療用ベクター中に容易に収容する
ことができる；その上、それらはレンチウイルスベクターの力価に対しても有害な影響を
及ぼさない。本発明者らはまた、これらのエレメントがマウスモデルにおけるレンチウイ
ルスベクター媒介性発癌のリスクを減少させうるという原理の証明も提示する。
【０１６９】
クロマチンインスレーターに関するヒトゲノムのマイニング
　本発明者らは、K562細胞におけるCTCFのゲノムワイドインビボ占有率プロファイリング
に基づき、インスレーター候補配列を同定した（図1）。CTCF結合部位の大半を保存的な
配列モチーフによって識別したものの（15）、ゲノムワイドでこの配列のほとんどの事例
はCTCFによる結合を受けていない（図5）。ゲノムをスキャンするためのインフォマティ
クスアプローチを用いて、本発明者らは、CTCFモチーフの22,579,591件の事例を同定した
（P＜10-2）。これらのうちCTCF結合に関するChIP-seqピークと重なり合ったのは205,227
件（0.9％）のみであり、このことは、CTCFモチーフと一致するほとんどの配列エレメン
トが、インビボで結合を受けている確率が低いことを指し示している。
【０１７０】
　CTCFに対する高親和性と関連のある配列特徴を同定するために、本発明者らは、ゲノム
ワイドでのこれらの有望な認識配列を、正確な配列同一性を有する複数のクラスにグルー
プ分けした（図1）。本発明者らは、ジンクフィンガー4～8と係合するのに十分なことが
示されているGCリッチ領域であるCTCFモチーフの情報量の多いコアにある14bp配列に注目
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た。本発明者らは、ゲノム全体を通じて、同じ14-merの50件を上回る事例を有する82,234
個のクラスを見いだした（平均＝105件の事例）。
【０１７１】
　各クラスの本来の親和性を評価するために、本発明者らは、インビボでCTCFによって占
有されているそのゲノム部位の比率を測定した。K562細胞における占有率には、100％（1
4-mer配列のゲノム部位のすべてがインビボで結合を受けている）から0％（14-mer配列の
ゲノム部位がインビボで全く結合を受けていない）までと、大きな違いがあった。ゲノム
ワイドで159個のCTCF部位がCTCF占有率100％として同定された；1624個の部位ではCTCF占
有率が95％を上回った；3499個の部位ではCTCF占有率が90％を上回った；77316個の部位
ではCTCF占有率が1％またはそれを上回った（データは提示せず）。（CTCF占有率が1％よ
りも高いすべての部位のCTCF配列およびゲノム座標は、Liu et al. "Genomic discovery 
of potent chromatin insulators for human gene therapy" Nature (2015) 33(2): 198-
203の補遺の表2に列記されており、これはその全体が参照により本明細書に組み入れられ
る）。10％以上のCTCF占有率を示すクラスは、ゲノムワイドでのCTCF結合のうち少数（16
％）に相当した。図6に概要を示した試験により、K562細胞における上位1000個のCTCF占
有率クラスのランク付けと、18種の他の細胞株における占有率との間に直接的な相関が実
証され、このことは高占有率CTCF部位に関するユビキタス活性プロファイルを指し示して
いる。
【０１７２】
　この方法を通じて同定された高親和性CTCF部位がエンハンサー遮断性インスレーターと
して働くか否かを明らかにするために、本発明者らは、CTCF占有率の高い部位または低い
部位から代表的なゲノム配列を選択した（表1および2）。
【０１７３】
（表１）機能アッセイに用いたCTCFクラスおよび配列

* K562細胞におけるChIP-seqにより判定
【０１７４】
（表２）機能試験に用いたCTCFエレメントの染色体hg18およびhg19座標、CTCF配列ならび
にエンハンサー遮断活性
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* コロニー平均±SDは、1とした非インスレーター対照との比較
【０１７５】
　高親和性部位について、本発明者らは、CTCF占有率が100％である3つのCTCFクラスを選
択してA、BおよびCと名づけ、CTCF占有率が98.6～98.8％である3つのクラスをD、E、Fと
名づけた（表1および2）。さらに2つの基準を用いて、各クラスから機能アッセイのため
に5つの配列を選択した：（i）CTCF部位は、K562細胞および他の細胞種におけるDNアーゼ
I高感受性部位（DHS）と一致しなければならない（図7）；および（ii）CTCFモチーフは
、本発明者らの研究室でChIP-seqを用いて試験した細胞種のうち16種でCTCFによって占有
されていなければならない（図6）。CTCF部位と重なり合うDHSに対応する配列のサイズは
119～284ヌクレオチドの範囲であり、インスレーターエレメントの考えられるサイズに対
応すると判断された。対照として、本発明者らは、CTCF占有率がそれぞれ9.6％、9.7％お
よび9.8％であるクラスG、HおよびJから、いくつかの配列を選択した（表1）。
【０１７６】
エンハンサー遮断性インスレーターの発見



(44) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

40

50

　上記のアプローチによって同定された候補を、β-グロビン遺伝子座のDNアーゼI高感受
性部位2のエンハンサーによって調節されるγ-グロビン遺伝子（HBG1）プロモーターによ
って薬剤耐性neo遺伝子が駆動されるプラスミドレポーターコンストラクト中にクローニ
ングした（図2Aおよび表3）。
【０１７７】
（表３）機能試験のためのインスレーター候補のクローニングのために用いた染色体hg19
座標およびプライマー配列

【０１７８】
　このコンストラクトをトランスフェクトしたK562細胞をG418の存在下で増殖させた。イ
ンスレーターエレメントがγ-neo発現カセットをブラケット状に挟むと、それはエンハン
サーとγプロモーターとの相互作用を妨害し、その結果、G418培養物におけるneo発現が
減少し、コロニー数が減少した。コロニー数の減少率は、インスレーターエレメントがエ
ンハンサーとγプロモーターとの相互作用を遮断する効率に対応する。陰性対照には、イ
ンサートなしのレポーターコンストラクトのほかに、機能的に中立なDNAを用いてγ-neo
発現カセットをブラケット状に挟んだレポーターコンストラクトを含めた。陽性対照とし
ては、γ-neoカセットをcHS4インスレーターでブラケット状に挟んだ。
【０１７９】
　クラスA～Fから選択した30種のインスレーター候補のうち、27種はクローニングに成功
し、エンハンサー遮断アッセイで分析した；17種の配列は遺伝子間に位置しており、10種
はイントロンに位置していた（図8および9）。すべてがエンハンサー遮断活性を示した（
図2Bおよび表2）。エンハンサー遮断活性を示した27種のうち20種は、cHS4のものよりも
優れていた（図2C）。エレメントA2のエンハンサー遮断活性はcHS4よりも10倍の強さであ
り、一方、他の15種のエレメントはcHS4と比較して2～7倍の強さのエンハンサー遮断活性
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を示した（図2C）。これらの結果から、本明細書に記載のゲノムアプローチにより、エン
ハンサー遮断性インスレーターが高占有率CTCF部位にて100％の精度で同定されたことが
示された。
【０１８０】
　これらのエレメントがエンハンサー遮断性インスレーターではなくてサイレンサーであ
るという可能性を否定するために、本発明者らは、試験するエレメントをエンハンサー-
プロモーターカセットの外側に配置するサイレンサーアッセイを用いた。サイレンサーは
、プロモーター活性を抑制するか、またはエンハンサー／プロモーター複合体の形成を阻
害し、それ故に結果として、neo発現の減少およびコロニー数の減少がもたらされると予
想される（図3A）。サイレンサーアッセイを、エンハンサー遮断活性がcHS4と等しいかま
たはより高い19種のエレメントを用いて行った（図3Bおよび表4）。これらのアッセイに
おいて陽性サイレンサー対照ではコロニー形成が23分の1に減少したが、一方、どのケー
スでもコロニー数は陰性対照と統計的に差がなく、このことは19種のエレメントがいずれ
もサイレンサー活性を保有していないことを指し示している。
【０１８１】
（表４）サイレンサー活性に関するインスレーターエレメントの試験

(a)平均±標準偏差は、1（100％）とした外側「サイレンサー」位置にある中立スペーサ
ー対照との比較。これらの値のうち対照と統計的に差のあるものはなかった。
【０１８２】
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CTCF部位のうちごく少数がインスレーターである
　CTCF占有率とエンハンサー遮断機能との関係についてさらに検討するために、CTCF占有
率が9.6％、9.7％および9.8％である3つのCTCF低占有率クラスG、HおよびJからの7種のエ
レメント（表1、2および3）を、エンハンサー-ブロッカーアッセイのために用いた。中程
度のエンハンサー遮断活性を示したのは1種のみであり、コロニー数が、インスレーター
を挿入していない対照のレベルの38.1％に減少した（図2D）。これらの結果は、CTCFエレ
メントのエンハンサーブロッカーとしての機能を決定づけるのはCTCFモチーフの構造とCT
CF占有率の度合いの両方であることのさらなる証拠を与えている。CTCF部位の大多数はCT
CF低占有率が低いことからみて（データは提示せず）、本発明者らは、エンハンサー遮断
性インスレーターとして働くのはヒトゲノムのCTCF部位のうちごく少数であると結論づけ
る。
【０１８３】
エンハンサー遮断性インスレーターのクロマチン環境
　図2Dのインスレーターエレメントの間には、同じクラスに属するエレメント間でも、異
なるクラス同士の間でも、エンハンサー遮断活性の度合いにかなりの違いがある。クラス
A～Fにおける占有率は100％～98.6％の範囲であることからみて、この差異がCTCF占有率
クラスの違いに起因する可能性は非常に考えにくい。エンハンサー遮断活性の差異は、同
じクラスに属するエレメントの特徴でもある（図2DのエレメントD1とD4、またはF1とF5を
比較されたい）。CTCF占有率クラスはCTCF結合の密度と直接的な相関関係にある（図10）
。同じクラスのエレメントは同じ14bp CTCFコア配列を含むが、機能アッセイのためにク
ローニングされた断片中に含まれる100～200bpの側方に位置する配列によって付与される
さらなる機能特性を示す可能性がある（表3）。事実、高占有率クラスおよび低占有率ク
ラスのCTCF部位のインスレーター活性を評価するために用いた断片は、K562細胞における
DNアーゼIフットプリントにおいて他のいくつかの転写因子認識配列も含んでおり、これ
には特にEボックス、Sp1および核内ホルモン受容体配列が含まれる（図11）。しかし、本
発明者らは、いかなる特定の転写因子認識配列または配列パターンと、いずれか特定のCT
CF占有率ランクまたはインスレーター活性レベルとの間にも直接的な相関を認めなかった
。本発明者らは、CTCF占有率と、インスレーター機能において重要な役割を果たすと考え
られているコヒーシンのサブユニット（28）であるRad21結合の重なり合いとの間に直接
的な相関を認めた（図12A）。コヒーシンとの重なり合いは、CTCF結合の増加およびDNア
ーゼIへの到達可能性とも相関していた（図12B、12C）。CTCFは多価性であることから、
コア配列と上流配列の組み合わせへのジンクフィンガーの動員の違いによって結合部位機
能の調節が可能になることが示唆されている（29,30）。高占有率CTCFクラスは拡張認識
配列が選択的に欠けていることが見いだされており、このためにジンクフィンガー8～11
が遊離されて他のタンパク質またはDNA配列と相互作用する可能性がある（図13）。既発
表のクロマチン相互作用分析データに基づき、本発明者らは、高占有率CTCF部位を交差す
るPol II相互作用が幾分減少していること（31）、ならびに、高占有率CTCF部位と、他の
CTCF部位との相互作用およびトポロジカル会合ドメイン（TAD）との会合の両方との間に
弱い相関を認めた（19）（図14）。これらの後者の所見はエンハンサー遮断性インスレー
ターのモデルに一致するものの、非常に効率的なクロマチンインスレーターを同定する一
助として、CTCF占有率クラスよりも優れる特定のクロマチン環境を指摘するものではない
。
【０１８４】
新たなインスレーターはウイルスベクター安定性に影響を及ぼさない
　これらのインスレーターエレメントのベクター力価に対する影響を評価するために、本
発明者らは、構成性PgkプロモーターからGFPを発現する第三世代レンチウイルスベクター
の二重コピー領域に各インスレーターを導入して、ウイルス力価およびGFP発現を測定し
た（図3C）。順方向または逆方向の配向のいずれにおいても、試験した26種のインスレー
ターのうちベクター力価に有意に影響を及ぼしたのは2種のみであった（図3D、表5）。ベ
クターGFP発現に負の影響を及ぼしたエレメントは皆無であった（図16および表6）。加え
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て、クロマチン免疫沈降試験によっても、高占有率クラスのインスレーターが、K562細胞
におけるこのレンチウイルスベクター環境下で、CTCFと効率的に結合しうることが実証さ
れた（図16）。続いて配向について検討したところ、試験した高効率インスレーターの95
％超（52種のうち50種）はウイルス力価にほとんどまたは全く負の影響を及ぼさなかった
。生体システムが予測不能であると広く見なされていることからすると、これは驚くほど
高度の予測性である。臨床的使用に際して、本明細書に記載されたような任意の所与のエ
レメントに関して、インスレーターとしてウイルス力価および効率に対する影響がわずか
であることが典型的には確認されるであろう。
【０１８５】
（表５）レンチウイルスベクター力価に対するインスレーターエレメントの影響

(a)平均±標準偏差は、1（100％）としたインスレーターを挿入していないレンチウイル
スベクターと比較。



(48) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

40

50

(b)漸増量のベクターによる形質導入を受けたGFP(+)細胞のパーセンテージに基づく力価
。
(c)星印によって示したものを除き、値はすべて対照と統計的に差がない。
【０１８６】
（表６）レンチウイルスベクター発現に対する新規インスレーターエレメントの影響

(a)平均±標準偏差は、1（100％）として採用したインスレーターを挿入していないレン
チウイルスベクターとの比較。
(b)漸増量のベクターによる形質導入を受けたGFP(+)細胞の平均蛍光に基づく発現。
(c)値はすべて対照と統計的に差がない。
【０１８７】
ベクター媒介性遺伝毒性の低下
　本発明者らは、インスレーターA1を用いて、腫瘍移植片遺伝毒性アッセイにおけるベク
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ター媒介性遺伝毒性に対する影響について検討した（24）。このアッセイでは、γレトロ
ウイルスベクターによる形質導入を受けた細胞株をマウスに移植して腫瘍を生じさせ、無
腫瘍生存率を測定することによって遺伝毒性作用の定量を行う。インスレーターA1を3' L
TRの近位部分に挿入し、逆転写およびベクター組み込みの際にそこから5' LTRへとコピー
させた。その結果得られるトポロジー（図4A）は、ベクタープロウイルスの両端にインス
レーターを配置し、それによって5' LTRが周囲のゲノム領域と十分に相互作用することお
よび3' LTRが部分的に相互作用することを妨げることによって、遺伝毒性を減少させる。
A1インスレーターまたは対照断片を側方に配置させたベクターを用いて、増殖因子依存性
細胞株32Dへの形質導入を行い、各ベクター毎に10個ずつの独立したサブクローンを同系C
3H／HeJマウスに移植した。モック形質導入細胞を移植したマウス10匹はすべて無腫瘍の
ままであったが、インサートなしのベクターまたは790bp中立スペーサーを含有するベク
ターによる形質導入を受けた32D細胞を移植されたマウスではほぼすべてで、中央値16週
で腫瘍が発生した（図4B）。このベクターでcHS4インスレーターを側方に配置した場合に
は、腫瘍形成の発症が数週間遅れ、腫瘍が発生した動物の頻度が10匹中6匹に低下した。
対照的に、インスレーターA1を側方に配置したベクターによる形質導入を受けた32D細胞
による移植後に腫瘍が発生したのは動物10匹中2匹のみであった（図4B）。腫瘍を有する
動物の頻度および元のサブプールにおけるベクター形質導入イベントの数に基づいて、本
発明者らは、ベクターにインスレーターA1を側方配置することにより、プロウイルス105

個当たりの腫瘍数ほぼ47個近くから、プロウイルス105個当たりの腫瘍数3個未満となり、
全体的な腫瘍形成率が15.7分の1に低下したと推定した（図4C）。これに比して、cHS4イ
ンスレーターは全体的な腫瘍形成率を2.8分の1に低下させ（プロウイルス105個当たりの
腫瘍数は約17個に）、一方、中立スペーサーは腫瘍形成率に対して統計的に識別可能な影
響を及ぼさなかった。
【０１８８】
　癌原遺伝子の挿入活性化によって引き起こされ、造血器悪性腫瘍として表れる遺伝毒性
は、γレトロウイルスベクターによる治療を受けた数人の免疫不全患者で起こっている（
1,2,32～36）。遺伝毒性の機序に関する推察が、SCID-X1患者およびADA患者のリンパ系細
胞および他の造血細胞におけるゲノム組み込みパターンの詳細分析によって得られている
（37～41）。この発癌過程の第一段階は、ベクターの強力なエンハンサー／プロモーター
による癌原遺伝子および他の細胞増殖遺伝子の活性化であることが今日では明らかである
（37～41）。この第一段階は罹患細胞に増殖上の優位性を与え、クローン性増殖をもたら
す。遺伝毒性のリスクを減少させるためにはこの第一段階の予防が必要であり、これはク
ロマチンインスレーターの使用によって達成することができる（6,7）。クロマチンイン
スレーターを、自己不活性化γレトロウイルスベクターまたはレンチウイルスベクターの
LTR内に配置することにより、ベクターの調節因子がブラケット状に挟まれて、それ故に
近傍遺伝子の活性化の確率が低下する。本発明者らは今回、本発明者らが同定したインス
レーターのすべてが、エンハンサーとプロモーターとの間の相互作用を遮断しうることを
同定した。γレトロウイルスベクターをインスレーターA1によってインスレーションを行
った場合の腫瘍の有意な低下により（図4）、これらのインスレーターは臨床状況下で遺
伝毒性のリスクを減少させるであろうことが指し示される。現在までの大部分の試験から
は、マウスで分析されたすべての造血幹性／始原部分集団を含めて（42、probe set 1418
330_at）、CTCF遺伝子が極めて広範に発現されることが示唆されている（ENCODE発現デー
タ、UCSC Genome Browser）。そのため、CTCFに基づくインスレーターは造血の多くの段
階で活性で、防御を担っているはずである。
【０１８９】
　Felsenfeldらによる先駆的な研究（8～12）以来、多数の文献が、ゲノムにおけるイン
スレーターエレメントの機能における転写因子CTCFの役割を指摘している（43,44）。CTC
Fは多機能性ゲノム調節因子（13）であり、その機能の1つは長距離相互作用の途絶にある
。本発明者らの研究は、CTCFとインスレーターとしてのその機能との関係を明らかにする
ものである。本発明者らは、ゲノムワイドでCTCF部位がCTCFによって占有される頻度によ
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くのはCTCF部位のごく少数であるという証拠を提示した。類似のアプローチを用いて、他
の転写因子モチーフとそれらの生物学的機能との関係をゲノムレベルで詳しく検討するこ
とが可能である。
【０１９０】
　これらのデータは、ヒトゲノム中の強力なインスレーターの発見のための資源として役
立てることができる。機能分析を行った27種のエレメントが、高占有率クラスA～Fの400
種のエレメントの中でもっと強力なインスレーターであった可能性は低い。CTCFは唯一知
られている脊椎動物エンハンサー遮断性タンパク質であるが、他のエレメントの結合もイ
ンスレーターエレメントの機能にとっては同じく重要である（19,45）。理論に拘束され
ることは望まないが、インスレーター機能をモジュレートするエレメントの同時結合によ
り、本明細書に記載の同一のCTCF配列であってもエンハンサー遮断効力に差異がみられた
ことを説明しうる可能性がある。このことからみて、CTCF部位のクロマチン環境もそのイ
ンスレーター効力に寄与する。
【０１９１】
（表７）ゲノムインスレーターエレメントの全配列
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【０１９２】
参考文献



(54) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

40



(55) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

40



(56) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

40



(57) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

40



(58) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

【図１－１】 【図１－２】



(59) JP 6737714 B2 2020.8.12

【図１－３】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図２Ｃ】



(60) JP 6737714 B2 2020.8.12

【図２Ｄ】 【図３Ａ】

【図３Ｂ】 【図３Ｃ】



(61) JP 6737714 B2 2020.8.12

【図３Ｄ】 【図４Ａ】

【図４Ｂ】 【図４Ｃ】



(62) JP 6737714 B2 2020.8.12

【図５】 【図６】

【図７－１】 【図７－２】



(63) JP 6737714 B2 2020.8.12

【図７－３】 【図８－１】

【図８－２】 【図８－３】



(64) JP 6737714 B2 2020.8.12

【図９－１】 【図９－２】

【図１０】 【図１１】



(65) JP 6737714 B2 2020.8.12

【図１２】 【図１３Ａ】

【図１３Ｂ】 【図１４Ａ】



(66) JP 6737714 B2 2020.8.12

【図１４Ｂ】 【図１４Ｃ】

【図１５】 【図１６】



(67) JP 6737714 B2 2020.8.12

【配列表】
0006737714000001.app



(68) JP 6737714 B2 2020.8.12

10

20

30

フロントページの続き

(74)代理人  100142929
            弁理士　井上　隆一
(74)代理人  100148699
            弁理士　佐藤　利光
(74)代理人  100128048
            弁理士　新見　浩一
(74)代理人  100129506
            弁理士　小林　智彦
(74)代理人  100205707
            弁理士　小寺　秀紀
(74)代理人  100114340
            弁理士　大関　雅人
(74)代理人  100114889
            弁理士　五十嵐　義弘
(74)代理人  100121072
            弁理士　川本　和弥
(72)発明者  スタマトヤンノプロス　ジョージ
            アメリカ合衆国　９８１０５　ワシントン州　シアトル　イレヴンス　アベニュー　ノースイース
            ト　４３１１　スイート　５００
(72)発明者  スタマトヤンノプロス　ジョン
            アメリカ合衆国　９８１０５　ワシントン州　シアトル　イレヴンス　アベニュー　ノースイース
            ト　４３１１　スイート　５００

    審査官  飯室　里美

(56)参考文献  米国特許出願公開第２０１２／０１１５２２７（ＵＳ，Ａ１）　　
              Gene Therapy, 2012, Vol.19, p.15-24

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＲＥＧＩＳＴＲＹ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）


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

