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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体の遺伝子または核酸における深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害を
治療するための組成物であって、該組成物は：
　（ｉ）遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ
　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（Ｃ
ＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコード
する核酸であって、
　　ａ）標的ＤＮＡと反対側のＤＮＡ鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよ
び第２のガイドＲＮＡであって、該標的ＤＮＡは、深部イントロン突然変異と、該深部イ
ントロン突然変異の両端に位置する配列とを含み、第１のガイドおよび第２のガイドは、
該両端配列と反対側の部位にハイブリダイズする、前記第１のガイドＲＮＡおよび第２の
ガイドＲＮＡ、および
　　ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列および第１のガイドＲＮＡ標的
部位を含むＣａｓ発現カセット、ここで、第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡ
は第１のガイドＲＮＡ標的部位にハイブリダイズする、
を含む、前記核酸；
または
　（ｉｉ）ウイルスベクターを含むウイルス粒子であって、該ウイルスベクターは、遺伝
子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒ
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ｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）
－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核酸を
コードし、
　　ａ）標的ＤＮＡと反対側のＤＮＡ鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよ
び第２のガイドＲＮＡであって、該標的ＤＮＡは、深部イントロン突然変異と、該深部イ
ントロン突然変異の両端に位置する配列とを含み、第１のガイドおよび第２のガイドは、
該両端配列と反対側の部位にハイブリダイズする、前記第１のガイドＲＮＡおよび第２の
ガイドＲＮＡ、および
　　ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列および第１のガイドＲＮＡ標的
部位を含むＣａｓ発現カセット、ここで、第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡ
は第１のガイドＲＮＡ標的部位にハイブリダイズする、
を含む、前記ウイルス粒子；
を含み、
　該Ｃａｓタンパク質は、該Ｃａｓ発現カセットから発現され；該Ｃａｓタンパク質は、
該深部イントロン突然変異の両端に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによっ
て、該深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出し；および、該Ｃａｓタ
ンパク質は、該第１のガイドＲＮＡ標的部位で該Ｃａｓ発現カセットを切断し、それによ
って、該Ｃａｓ発現カセットの切断前の該Ｃａｓタンパク質の発現と比較して、該Ｃａｓ
タンパク質の発現を低減する、
前記組成物。
【請求項２】
　Ｃａｓ発現カセットは、第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡとハイブリダイ
ズする第２のガイドＲＮＡ標的部位
をさらに含み；
　Ｃａｓタンパク質は、該Ｃａｓ発現カセットを、第１および第２のガイドＲＮＡ標的部
位で切断し、それによって、該Ｃａｓ発現カセットの切断前の該Ｃａｓタンパク質の発現
と比較して、該Ｃａｓタンパク質の発現を低減し；および
　（ｉ）該第１のガイドＲＮＡは、第１のガイドＲＮＡ標的部位および第２のガイドＲＮ
Ａ標的部位とハイブリダイズする、
　（ｉｉ）該第２のガイドＲＮＡは、第１のガイドＲＮＡ標的部位および第２のガイドＲ
ＮＡ標的部位とハイブリダイズする、または
　（ｉｉｉ）該第１のガイドＲＮＡは、第１のガイドＲＮＡ標的部位とハイブリダイズし
、該第２のガイドＲＮＡは、第２のガイドＲＮＡ標的部位とハイブリダイズする、
請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　Ｃａｓ発現カセットは、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列と作動可能に
連結されているポリアデニル化（ポリＡ）配列をさらに含み、そして、該Ｃａｓタンパク
質による第１または第２のガイドＲＮＡ標的部位の切断は、該Ｃａｓタンパク質をコード
するヌクレオチド配列およびポリＡ配列間の作動可能な連結を妨げる、請求項１または２
に記載の組成物。
【請求項４】
　深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害は、眼の障害、レーバー先天黒内障
、視神経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症候群
、Ｘ連鎖網膜色素変性症、無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬
化症、毛細血管拡張性運動失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、βサラセ
ミア、先天性無フィブリノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群
、先天性グリコシル化異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、
ジヒドロプテリジンレダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病を伴う家族性
血小板異常症、ファンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライ
ヒ運動失調症、血友病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群
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、ホモシスチン尿症、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ
欠乏症、メチルマロン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ
型、マルチミニコア病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型
、眼白子症Ｉ型、オルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマト
ーデスの素因、プロピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、ステ
ィックラー症候群、全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖
高免疫グロブリンＭ血症、または、Ｘ連鎖低リン酸血症である、請求項１～３のいずれか
１項に記載の組成物。
【請求項５】
　深部イントロン突然変異は、
　（ｉ）表１または表２に示される深部イントロン突然変異である；
　（ｉｉ）中心体タンパク質２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）の深部イントロン突然変異で
あり、場合によりヒトＣＥＰ２９０、および／または配列番号２３に示される配列の深部
イントロン突然変異を含む；
　（ｉｉｉ）ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である；
　（ｉｖ）核酸の５'スプライス供与部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１
０００ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド下流に位置する；
　（ｖ）核酸の３'スプライス受容部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１０
００ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド上流に位置する；または
　（ｖｉ）核酸中にスプライス供与部位またはスプライス受容部位を導入する；
請求項１～４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項６】
　（ｉ）第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡガイド配列は、中心体タンパク質
２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の深部イントロン突然変異の両端に位置する標的Ｄ
ＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズし、場合によりヒトＣＥＰ２９０、および／または配列
番号２３に示される配列の深部イントロン突然変異を含む；
　（ｉｉ）第１のガイドＲＮＡは、配列番号４１、配列番号４５、配列番号４６、配列番
号４７、配列番号１９、配列番号５０、配列番号５１または配列番号５２の配列を含むＤ
ＮＡによってコードされる；
　（ｉｉｉ）第２のガイドＲＮＡは、配列番号４２、配列番号４３、配列番号４４、配列
番号４８、配列番号４９、配列番号２０、配列番号２１、配列番号２２、配列番号５３ま
たは配列番号５４の配列を含むＤＮＡによってコードされる；
　（ｉｖ）第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮＡは、トランス活性化ｃ
ｒ（ｔｒａｃｒ）配列と融合されており、場合により該ｔｒａｃｒ配列は、配列番号２５
によってコードされるヌクレオチド配列を含む；
　（ｖ）第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよびＣａｓタンパク質は、真核細胞
において発現される；
　（ｖｉ）第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタンパク質を
コードする核酸は、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結されてい
る；
　（ｖｉｉ）第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮＡは、ＲＮＡポリメラ
ーゼＩＩＩプロモーター、場合によりＵ６、７ＳＫまたはＨ１プロモーター、と作動可能
に連結されている；および／または
　（ｖｉｉｉ）Ｃａｓタンパク質をコードする核酸は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモー
ター、場合により、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期プロモーター、ＣＭＶプロモ
ーター（ｍｉｎＣＭＶプロモーター）由来の最小プロモーター断片、ＲＳＶ ＬＴＲ、Ｍ
ｏＭＬＶ ＬＴＲ、ホスホグリセリン酸キナーゼ－１（ＰＧＫ）プロモーター、サルウイ
ルス４０（ＳＶ４０）プロモーター、ＣＫ６プロモーター、トランスサイレチンプロモー
ター（ＴＴＲ）、ＴＫプロモーター、テトラサイクリン応答性プロモーター（ＴＲＥ）、
ＨＢＶプロモーター、ｈＡＡＴプロモーター、ＬＳＰプロモーター、キメラ肝臓特異的プ
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ロモーター（ＬＳＰ）、Ｅ２Ｆプロモーター、ＥＦ１αプロモーター、テロメラーゼ（ｈ
ＴＥＲＴ）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／
ウサギβ－グロビンプロモーター（ＣＡＧ）プロモーター、桿体オプシンプロモーター、
錐体オプシンプロモーター、βホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）プロモーター、網膜色素
変性症（ＲＰ１）プロモーターまたは光受容体間レチノイド結合タンパク質遺伝子（ＩＲ
ＢＰ）プロモーター、と作動可能に連結されている；
請求項１～５のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項７】
　Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ９タンパク質であり、場合により、Ｃａｓ９タンパク質は
、
　（ｉ）化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９タ
ンパク質、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９タ
ンパク質、ストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅ
ｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎ
ｇｉｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９タンパク質またはトレポネーマ・デンティコラ（Ｔｒｅｐｏｎ
ｅｍａ　ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃａｓ９タンパク質である；および／または、
　（ｉｉ）真核細胞、場合により哺乳動物のまたはヒトの細胞、における発現のために最
適化されたコドンである；
請求項１～６のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項８】
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、１つまたはそれ以上の核局在性シグナル（ＮＬＳ）
をさらに含み、場合により、
　（ｉ）Ｃａｓタンパク質は、１つまたはそれ以上のＮＬＳを含む；
　（ｉｉ）該ＮＬＳは、ＳＶ４０ラージＴ抗原中のＣ末端配列である；および／または、
　（ｉｉｉ）該ＮＬＳは、配列ＰＫＫＫＲＫＶ（配列番号２６）またはＰＫＫＫＲＫＶＥ
ＤＰＫＫＫＲＫＶＤ（配列番号２７）を含む；
請求項１～７のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
　第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク質のうちの１つまたは
それ以上をコードする核酸は、システムの同一または異なるベクター上に位置し、場合に
より該ベクターは、組換えアデノ随伴ウイルス（ｒＡＡＶ）ベクター、組換えアデノウイ
ルスベクター、組換えレンチウイルスベクター、または、組換え単純ヘルペスウイルス（
ＨＳＶ）ベクターである、請求項１～８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１０】
　ベクターは、組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）ベクターであり、そして第１のガイドＲＮＡ、
第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核
酸は、１つ、２つまたはそれ以上のＡＡＶ逆方向末端反復（ＩＴＲ）配列がその両端に位
置する、請求項９に記載の組成物。
【請求項１１】
　ＡＡＶ ＩＴＲは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、
ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒ
ｈ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ ＤＪ、ヤギＡＡＶ、ウ
シＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシド血清型ＩＴＲであり、そしてＡＡＶ粒子は、ＡＡ
Ｖ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡ
Ｖｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡ
Ｖ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ２／２－７ｍ８、ＡＡＶ　ＤＪ、ＡＡＶ２　Ｎ５８
７Ａ、ＡＡＶ２　Ｅ５４８Ａ、ＡＡＶ２　Ｎ７０８Ａ、ＡＡＶ　Ｖ７０８Ｋ、ヤギＡＡＶ
、ＡＡＶ１／ＡＡＶ２キメラ、ウシＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシドｒＡＡＶ２／Ｈ
ＢｏＶ１血清型キャプシドを含むか、または、チロシン突然変異またはヘパラン結合突然
変異を含むＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９および／またはＡ
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ＡＶｒｈ１０キャプシドを含み；場合によりベクターは、自己相補的ベクターである、請
求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　個体の核酸における深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害を治療するため
の医薬を製造する方法における、請求項１～１１のいずれか１項に記載の組成物の使用。
【請求項１３】
　深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害は、眼の障害、レーバー先天黒内障
、視神経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症候群
、Ｘ連鎖網膜色素変性症、無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬
化症、毛細血管拡張性運動失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、βサラセ
ミア、先天性無フィブリノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群
、先天性グリコシル化異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、
ジヒドロプテリジンレダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病を伴う家族性
血小板異常症、ファンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライ
ヒ運動失調症、血友病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群
、ホモシスチン尿症、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ
欠乏症、メチルマロン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ
型、マルチミニコア病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型
、眼白子症Ｉ型、オルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマト
ーデスの素因、プロピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、ステ
ィックラー症候群、全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖
高免疫グロブリンＭ血症、または、Ｘ連鎖低リン酸血症である、請求項１２に記載の使用
。
【請求項１４】
　深部イントロン突然変異は、
　（ｉ）表１または表２に示される深部イントロン突然変異である；
　（ｉｉ）中心体タンパク質２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）の深部イントロン突然変異で
あり、場合によりヒトＣＥＰ２９０、および／または配列番号２３に示される配列の深部
イントロン突然変異を含む；または、
　（ｉｉｉ）ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である；
請求項１２または１３に記載の使用。
【請求項１５】
　組成物は、個体の眼に投与され、場合により該投与は、網膜下または硝子体内である、
請求項１２～１４のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１６】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載の組成物を含むキット。
【請求項１７】
　ウイルスベクターを含むウイルス粒子であって、該ウイルスベクターは、
　ａ）標的ＤＮＡと反対側のＤＮＡ鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび
第２のガイドＲＮＡであって、該標的ＤＮＡは、深部イントロン突然変異と、該深部イン
トロン突然変異の両端に位置する配列とを含み、第１のガイドおよび第２のガイドは、該
両端配列と反対側の部位にハイブリダイズする、前記第１のガイドＲＮＡおよび第２のガ
イドＲＮＡ、および
　ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列および第１のガイドＲＮＡ標的部
位を含むＣａｓ発現カセット、ここで、第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡは
第１のガイドＲＮＡ標的部位にハイブリダイズする、
を含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ
　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（Ｃ
ＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコード
する核酸を含み、
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　該Ｃａｓタンパク質は、該深部イントロン突然変異の両端に位置する部位で標的ＤＮＡ
分子を切断し、それによって、該深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り
出し；該Ｃａｓタンパク質は、該Ｃａｓ発現カセットから発現され；該Ｃａｓタンパク質
は、該第１のガイドＲＮＡ標的部位で該Ｃａｓ発現カセットを切断し、それによって、該
Ｃａｓ発現カセットの切断前の該Ｃａｓタンパク質の発現と比較して、該Ｃａｓタンパク
質の発現を低減し；および、該ウイルスベクターは、組換えアデノ随伴ウイルス（ｒＡＡ
Ｖ）ベクター、組換えアデノウイルスベクター、組換えレンチウイルスベクター、または
、組換え単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターである、
前記ウイルス粒子。
【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、すべての目的のために参照によってその全文を本明細書に組み入れる２０１
５年５月１６日に出願された米国特許仮出願番号第６２／１６２，７２０号の優先権を主
張する。
【０００２】
ＡＳＣＩＩテキストファイルでの配列表の提出
　ＡＳＣＩＩテキストファイルでの以下の提出の内容は、その全文を参照によって本明細
書に組み入れる：配列表のコンピュータによって読み取り可能な形式（ＣＲＦ）（ファイ
ル名：１５９７９２０１３４４０ＳＥＱＬＩＳＴ．ＴＸＴ、記録日時：２０１６年４月１
４日、サイズ：４９ＫＢ）。
【０００３】
　本発明は、遺伝子操作された、天然に存在しないクラスター化して規則的な配置の短い
回文配列リピート（Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ
　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ）（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳ
ＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムを使用して、深部イントロン突然
変異と関連する疾患または障害を治療するための方法ならびにそれと関連する組成物、キ
ットおよびウイルス粒子に関する。
【背景技術】
【０００４】
　イントロンのような非コード配列中の突然変異は、幅広い疾患に関連している。ヒトゲ
ノムは、虫およびハエのようなその他の生物よりも長いイントロンをより高い割合で含有
し；ヒトイントロンの９０％超は、１００ヌクレオチドを超える長さであり、すべてのイ
ントロンの３分の１より多くは、２，０００ヌクレオチドまたはそれより長い（非特許文
献１）。さらに、深部イントロン突然変異は、ヒト疾患の重要な、無視されている可能性
がある原因と同定されており、疾患と関連のある突然変異を同定する多くの試みは、コー
ド配列に焦点を合わせていた（非特許文献２）。ヒトにおけるｍＲＮＡスプライシングの
複雑性のために、これらの深部イントロン突然変異は、とりわけ、ｍＲＮＡ不安定化、分
解およびミススプライシング（例えば、潜在スプライシング部位を生成する）を含む機序
のために、種々の病状を潜在的に引き起こし得る。実際、ヒトにおける、メンデルの法則
に従った疾患の最大５％は、深部イントロン突然変異と関連している可能性があると推定
した人もいる（非特許文献３）。
【０００５】
　いくつかの場合に深部イントロン突然変異と関連していた障害の例示的例として、レー
バー先天黒内障（ＬＣＡ）は、人生の最初の１年において症状が発生する遺伝性網膜ジス
トロフィーの最も重症な形態である（非特許文献４）。ＬＣＡ患者における視力は、２０
／４００よりも良好であることは稀である（非特許文献５）。ＬＣＡは、一般集団中、３
０，０００人の個体あたりおよそ１人に影響を及ぼし、すべての遺伝性網膜ジストロフィ
ーの５％を占める（非特許文献６）。欧州諸国におけるおよび米国におけるすべてのＬＣ
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Ａ症例のおよそ１５％を占める、ＬＣＡの最も頻繁な遺伝子的原因は、ＣＥＰ２９０遺伝
子のイントロン２６中の深部イントロン突然変異ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇであり、
これは、潜在スプライス供与部位を生成し、その結果、ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡの未熟な
停止コドン（ｐ．Ｃ９９８Ｘ）を含有する異常なエキソンを含むことになる（非特許文献
７；非特許文献８；非特許文献９；非特許文献１０）。ＣＥＰ２９０突然変異によって引
き起こされるＬＣＡ疾患は、ＬＣＡ１０として知られている。ホモ接合性患者における、
すべてではないがいくつかのｍＲＮＡ転写物において、潜在エキソンのＣＥＰ２９０　ｍ
ＲＮＡへの選択的スプライシングが起こっており（非特許文献１１）、これは、このイン
トロン突然変異の低形質性を強調する。
【０００６】
　ヒトＣＥＰ２９０遺伝子は、２４７９アミノ酸のタンパク質をコードする５４個のエキ
ソンを包含する。ＣＥＰ２９０は、繊毛の構築および繊毛タンパク質輸送の両方において
重要な役割を果たす中心体タンパク質である（非特許文献１２；非特許文献１３）。ＣＥ
Ｐ２９０突然変異によって最も影響を受ける網膜細胞である光受容体では、ＣＥＰ２９０
は、結合繊毛に局在し（非特許文献１４）、これは、光受容体の内側セグメントおよび外
側セグメントを結合する。
【０００７】
　現在、ＣＥＰ２９０突然変異によって引き起こされるＬＣＡの治療法はない。この疾患
に立ち向かうための２つの前臨床アプローチとして、遺伝子増強およびアンチセンスオリ
ゴヌクレオチド（ＡＯＮ）がある。ヒトＣＥＰ２９０相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）の大きさ
は、組換えアデノ随伴ウイルス（ｒＡＡＶ）のカーゴサイズ（約４．８ｋｂ）を超える。
レンチウイルスベクター系は、全長ＣＥＰ２９０　ｃＤＮＡを収容し得る；しかし、ＣＥ
Ｐ２９０の発現レベルを正確に制御できない場合がある。これまでの報告は、光受容体は
、導入遺伝子発現のレベルに対して感受性があり、ＣＥＰ２９０の過剰発現は、細胞傷害
性であることを実証した（非特許文献１５；非特許文献１６）。代替戦略は、ＡＯＮを使
用して、ＣＥＰ２９０の異常なスプライシングを干渉することである（非特許文献１７；
非特許文献１８）。しかし、このアプローチは、網膜の専門家による数年間にわたる毎週
または毎月の網膜下注射を必要とする。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ、第６
版（Ａｌｂｅｒｔｓ，Ｂ．ら編、２０１４）
【非特許文献２】Ｈｏｍｏｌｏｖａ，Ｋ．ら（２０１０）Ｈｕｍ．Ｍｕｔａｔ．第３１巻
：４３７～４４４頁
【非特許文献３】Ｃｏｏｐｅｒ，Ｄ．Ｎ．ら（２０１０）Ｈｕｍ．Ｍｕｔａｔ．第３１巻
：６３１～６５５頁
【非特許文献４】Ｌｅｂｅｒ，Ｔ．Ｋ．Ｇ．ｖ．（１８６９）Ｇｒａｅｆｅ’ｓ　Ａｒｃ
ｈｉｖｅ　ｆｏｒ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｏｐｈｔｈ
ａｌｍｏｌｏｇｙ第１５巻：１～２５頁
【非特許文献５】Ｃｒｅｍｅｒｓ，Ｆ．Ｐ．ら（２００２）Ｈｕｍａｎ　ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ第１１巻：１１６９～１１７６頁
【非特許文献６】Ｋｏｅｎｅｋｏｏｐ，Ｒ．Ｋ．（２００４）Ｓｕｒｖｅｙ　ｏｆ　ｏｐ
ｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ第４９巻：３７９～３９８頁
【非特許文献７】ｄｅｎ　Ｈｏｌｌａｎｄｅｒ，Ａ．Ｉ．ら（２００６）Ａｍ．Ｊ．Ｈｕ
ｍ．Ｇｅｎｅｔ．第７９巻：５５６～５６１頁
【非特許文献８】Ｐｅｒｒａｕｌｔ，Ｉ．ら（２００７）Ｈｕｍ．Ｍｕｔａｔ．第２８巻
：４１６頁
【非特許文献９】Ｓｔｏｎｅ，Ｅ．Ｍ．（２００７）Ａｍ．Ｊ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．
第１４４巻：７９１～８１１頁
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【非特許文献１０】Ｗｉｓｚｎｉｅｗｓｋｉ，Ｗ．ら（２０１１）Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．
第１２９巻：３１９～３２７頁
【非特許文献１１】ｄｅｎ　Ｈｏｌｌａｎｄｅｒ，Ａ．Ｉ．ら（２００６）Ａｍ．Ｊ．Ｈ
ｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．第７９巻：５５６～５６１頁
【非特許文献１２】Ｂａｒｂｅｌａｎｎｅ，Ｍ．ら（２０１３）Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎ
ｅｔ．第２２巻：２４８２～２４９４頁
【非特許文献１３】Ｃｒａｉｇｅ，Ｂ．ら（２０１０）Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．第１９
０巻：９２７～９４０頁
【非特許文献１４】Ｃｈａｎｇ，Ｂ．ら（２００６）Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．第１
５巻：１８４７～１８５７頁
【非特許文献１５】Ｂｕｒｎｉｇｈｔ，Ｅ．Ｒ．ら（２０１４）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．第
２１巻：６６２～６７２頁
【非特許文献１６】Ｔａｎ，Ｅ．ら（２００１）Ｉｎｖｅｓｔ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．
Ｖｉｓ．Ｓｃｉ．第４２巻：５８９～６００頁
【非特許文献１７】Ｃｏｌｌｉｎ，Ｒ．Ｗ．ら（２０１２）Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ第１巻：ｅ１４
【非特許文献１８】Ｇｅｒａｒｄ，Ｘ．ら（２０１２）Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ第１巻：ｅ２９
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、ＣＥＰ２９０突然変異によって引き起こされるＬＣＡ１０のような、深部
イントロン突然変異と関連のある障害を治療するための改善された治療アプローチが緊急
に必要である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害を
治療するための組成物であって、該組成物が、ａ）深部イントロン突然変異の両端に位置
する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイ
ドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌ
ｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉ
ｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲ
ＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムを含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の
両端に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異
を含む標的ＤＮＡの部分を切り出す組成物を提供する。いくつかの実施形態では、本発明
は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害を治療する
ための組成物であって、該組成物が、ａ）深部イントロン突然変異の両端に位置する標的
ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡ
と、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列とを含む、遺伝子操作された、
天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　
Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ
関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核酸を含み、該Ｃａｓタ
ンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、
それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出す組成物を提供
する。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害は、
無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬化症、毛細血管拡張性運動
失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、βサラセミア、先天性無フィブリノ
ーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群、先天性グリコシル化異常
症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、ジヒドロプテリジンレダク
ターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病を伴う家族性血小板異常症、ファンコニ
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貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライヒ運動失調症、血友病Ａ、
遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群、ホモシスチン尿症、メー
プルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ欠乏症、メチルマロン酸血
症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ型、マルチミニコア病、筋
ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型、眼白子症Ｉ型、オルニチ
ンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマトーデスの素因、プロピオン
酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、スティックラー症候群、全身性
エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖高免疫グロブリンＭ血症ま
たはＸ連鎖低リン酸血症である。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、
表１に示される深部イントロン突然変異である。
【００１１】
　いくつかの態様では、本発明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連
する眼の疾患または障害を治療するための組成物であって、該組成物が、ａ）深部イント
ロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする第１のガイド
ＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配
列とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒ
ｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ
（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコ
ードする核酸を含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する
部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮ
Ａの部分を切り出す組成物を提供する。いくつかの実施形態では、本発明は、個体の遺伝
子における深部イントロン突然変異と関連する眼の疾患または障害を治療するための組成
物であって、該組成物が、ａ）深部イントロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列
の逆鎖とハイブリダイズする第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａ
ｓタンパク質とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅ
ｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅ
ｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）シ
ステムを含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する部位で
標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部
分を切り出す組成物を提供する。いくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒
内障、視神経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症
候群またはＸ連鎖網膜色素変性症である。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然
変異は、表２に示される深部イントロン突然変異である。
【００１２】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障である。
いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡガイド配列は、
中心体タンパク質２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の深部イントロン突然変異の両端
に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、深部
イントロン突然変異は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である。いくつかの実施
形態では、第１のガイドＲＮＡは、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５（Ｓ
ａＣａｓ９の）、配列番号４６（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４７（ＳａＣａｓ９の
）の配列を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲ
ＮＡは、配列番号１９（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号
５１（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによ
ってコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号４２（Ｓ
ｐＣａｓ９の）、配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４４（ＳｐＣａｓ９の）、
配列番号４８（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４９（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤ
ＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号
２０（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２２（ＳｐＣａｓ
９の）、配列番号５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（ＳａＣａｓ９の）の配列
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を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、ヒトＣ
ＥＰ２９０である。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、配列番号２３に示される
配列の深部イントロン突然変異を含む。
【００１３】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子の５’
スプライス供与部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１０００ヌクレオチドま
たは約１００～１０００ヌクレオチド下流に位置する。いくつかの実施形態では、深部イ
ントロン突然変異は、遺伝子の３’スプライス受容部位の約１～１０，０００ヌクレオチ
ド、約１～１０００ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド上流に位置する
。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子中にスプライス供与部位
またはスプライス受容部位を導入する。
【００１４】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ９タンパク質
である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９タンパク質は、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９タンパク質（配列番号４０）、黄色ブド
ウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質（配列番号
５５）、ストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇ
ｉｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９タンパク質またはトレポネーマ・デンティコラ（Ｔｒｅｐｏｎｅ
ｍａ　ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃａｓ９タンパク質である。いくつかの実施形態では、Ｃａ
ｓ９は、真核細胞における発現のためにコドン最適化される。いくつかの実施形態では、
真核細胞は、哺乳動物細胞である。いくつかの実施形態では、真核細胞は、ヒト細胞であ
る。
【００１５】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、１つま
たはそれ以上の核局在性シグナル（ＮＬＳ）をさらに含む。いくつかの実施形態では、Ｃ
ａｓタンパク質は、１つまたはそれ以上のＮＬＳを含む。いくつかの実施形態では、ＮＬ
Ｓは、ＳＶ４０ラージＴ抗原中のＣ末端配列である。いくつかの実施形態では、ＮＬＳは
、配列ＰＫＫＫＲＫＶ（配列番号２６）またはＰＫＫＫＲＫＶＥＤＰＫＫＫＲＫＶＤ（配
列番号２７）を含む。
【００１６】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２の
ガイドＲＮＡは、トランス活性化ｃｒ（ｔｒａｃｒ）配列と融合されている。いくつかの
実施形態では、ｔｒａｃｒ配列は、配列番号２５によってコードされるヌクレオチド配列
を含む。
【００１７】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステム（例えば、
第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよびＣａｓタンパク質）は、脂質、カチオン
性脂質、リポソーム、ポリカチオンまたは核酸および／もしくはタンパク質の細胞取り込
みを増強する物質と複合体形成されている。
【００１８】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡ
およびＣａｓタンパク質をコードする核酸は、真核細胞において発現される。いくつかの
実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタンパク
質をコードする核酸は、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結され
ている。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮ
Ａは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの
実施形態では、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターは、Ｕ６、７ＳＫまたはＨ１プロ
モーターである。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードする核酸は、ＲＮ
ＡポリメラーゼＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では
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、ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターは、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期プロ
モーター、ＣＭＶプロモーター由来の最小プロモーター断片（ｍｉｎＣＭＶプロモーター
）、ＲＳＶ　ＬＴＲ、ＭｏＭＬＶ　ＬＴＲ、ホスホグリセリン酸キナーゼ－１（ＰＧＫ）
プロモーター、サルウイルス４０（ＳＶ４０）プロモーター、ＣＫ６プロモーター、トラ
ンスサイレチンプロモーター（ＴＴＲ）、ＴＫプロモーター、テトラサイクリン応答性プ
ロモーター（ＴＲＥ）、ＨＢＶプロモーター、ｈＡＡＴプロモーター、ＬＳＰプロモータ
ー、キメラ肝臓特異的プロモーター（ＬＳＰ）、Ｅ２Ｆプロモーター、ＥＦ１αプロモー
ター、テロメラーゼ（ｈＴＥＲＴ）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／ウサギβ－グロビンプロモーター（ＣＡＧ）プロモーター、桿体
オプシンプロモーター、錐体オプシンプロモーター、βホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）
プロモーター、網膜色素変性症（ＲＰ１）プロモーターまたは光受容体間レチノイド結合
タンパク質遺伝子（ＩＲＢＰ）プロモーターである。
【００１９】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡ
またはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、システムの同
一または異なるベクター上に位置する。いくつかの実施形態では、ベクターは、プラスミ
ドである。いくつかの実施形態では、ベクターは、送達システムと複合体形成されている
。いくつかの実施形態では、ベクターは、脂質、カチオン性脂質、リポソーム、ポリカチ
オンまたは核酸の細胞取り込みを増強する物質と複合体形成されている。
【００２０】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、ベクターは、組換えアデノ随伴ウイルス（
ｒＡＡＶ）ベクター、組換えアデノウイルスベクター、組換えレンチウイルスベクターま
たは組換え単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターである。いくつかの実施形態では、
ベクターは、組換えアデノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、組換えア
デノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、
１４、１６、２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、
２２、２３、２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、Ａ
ｄＨｕ２４、ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７
、ＡｄＨｕ４１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、Ａ
ｄＣ６９、ウシＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来する。い
くつかの実施形態では、組換えアデノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２また
はアデノウイルス血清型５の変異体に由来する。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えレンチウイルスベクターである。いくつ
かの実施形態では、組換えレンチウイルスベクターは、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）
、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラ
ウイルス、マールブルグウイルス、モカラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬
病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異体で偽型化されたレンチウイルスに由来する。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ｒＨＳＶベクターである。いくつかの実施形態
では、ｒＨＳＶベクターは、ｒＨＳＶ－１またはｒＨＳＶ－２に由来する。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）ベクターである。い
くつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク
質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、１つまたはそれ以上のＡＡＶ逆方向
末端反復（ＩＴＲ）配列がその両端に位置する。いくつかの実施形態では、第１のガイド
ＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコー
ドする核酸は、２つのＡＡＶ　ＩＴＲがその両端に位置する。いくつかの実施形態では、
ＡＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、Ａ
ＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ
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１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ　ＤＪ、ヤギＡＡＶ、ウシ
ＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシド血清型ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、Ａ
ＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ２　ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、ベクターは、自己
相補的ベクターである。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ウイルス粒子中にキャプシド封入されている。
いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えアデノウイルスベクターをキャプシド
封入する組換えアデノウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイ
ルス粒子は、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、１４、１６、
２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、２２、２３、
２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、ＡｄＨｕ２４、
ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７、ＡｄＨｕ４
１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、ＡｄＣ６９、ウ
シＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来するキャプシドを含む
。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイルス粒子は、アデノウイルス血清型２キャ
プシドまたはアデノウイルス血清型５キャプシドの変異体を含む。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えレンチウイルスベクターをキャプシ
ド封入する組換えレンチウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えレンチウ
イルス粒子は、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣ
ＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラウイルス、マールブルグウイルス、モカ
ラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異
体で偽型化されたキャプシドを含む。
【００２６】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＨＳＶベクターをキャプシド封入す
る組換えＨＳＶ粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＨＳＶ粒子は、ｒＨＳＶ－
１粒子またはｒＨＳＶ－２ウイルス粒子である。
【００２７】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＡＡＶベクターを含む組換えＡＡＶ
ウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、クレード
Ａ～Ｆに由来するＡＡＶ血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶウイ
ルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、
ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ２／２－７ｍ８、ＡＡＶ　ＤＪ、
ＡＡＶ２　Ｎ５８７Ａ、ＡＡＶ２　Ｅ５４８Ａ、ＡＡＶ２　Ｎ７０８Ａ、ＡＡＶ　Ｖ７０
８Ｋ、ヤギＡＡＶ、ＡＡＶ１／ＡＡＶ２キメラ、ウシＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシ
ドｒＡＡＶ２／ＨＢｏＶ１血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶ
ウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、同一ＡＡＶ血清型に由来する。いくつかの実
施形態では、ｒＡＡＶウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、異なるＡＡＶ血清型に
由来する。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドを含
む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ
９および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドは、チロシン突然変異またはヘパラン結合突
然変異を含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶベクターは、ＡＡＶ２　ＩＴＲを含む
。
【００２８】
　いくつかの態様では、本発明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連
する疾患または障害を治療するための方法であって、該方法が、ａ）深部イントロン突然
変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡ
および第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質とを含む、遺伝子操作された、天然
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に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈ
ｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連
（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムを含む組成物の治療有効量を、個体に投与
することを含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する部位
で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの
部分を切り出す方法を提供する。いくつかの実施形態では、本発明は、個体の遺伝子にお
ける深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害を治療するための方法であって、
該方法が、ａ）深部イントロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブ
リダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質
をコードするヌクレオチド配列とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓ
ｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄ
ｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳ
ＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核酸を含む組成物の治療有効量を個体に投与するこ
とを含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する部位で標的
ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を
切り出す方法を提供する。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異と関連する
疾患または障害は、無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬化症、
毛細血管拡張性運動失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、βサラセミア、
先天性無フィブリノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群、先天
性グリコシル化異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、ジヒド
ロプテリジンレダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病を伴う家族性血小板
異常症、ファンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライヒ運動
失調症、血友病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群、ホモ
シスチン尿症、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ欠乏症
、メチルマロン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ型、マ
ルチミニコア病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型、眼白
子症Ｉ型、オルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマトーデス
の素因、プロピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、スティック
ラー症候群、全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖高免疫
グロブリンＭ血症またはＸ連鎖低リン酸血症である。いくつかの実施形態では、深部イン
トロン突然変異は、表１に示される深部イントロン突然変異である。
【００２９】
　態様では、本発明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連する眼の疾
患または障害を治療するための方法であって、該方法が、ａ）深部イントロン突然変異の
両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび
第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列とを含む、
遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔ
ｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰ
Ｒ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムを含む組成物の治
療有効量を、個体に投与することを含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変
異の両端に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然
変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出す方法を提供する。いくつかの実施形態では、本発
明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連する眼の疾患または障害を治
療するための方法であって、該方法が、ａ）深部イントロン突然変異の両端に位置する標
的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮ
Ａと、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列とを含む、遺伝子操作された
、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ
　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰ
Ｒ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核酸を含む組成物の治
療有効量を、個体に投与することを含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変
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異の両端に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然
変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出す方法を提供する。いくつかの実施形態では、眼の
疾患は、レーバー先天黒内障、視神経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタル
ガルト病、アッシャー症候群またはＸ連鎖網膜色素変性症である。いくつかの実施形態で
は、深部イントロン突然変異は、表２に示される深部イントロン突然変異である。
【００３０】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、個体は、哺乳動物である。いくつかの実施形態
では、哺乳動物は、ヒトである。いくつかの実施形態では、組成物は、個体の眼に投与さ
れる。いくつかの実施形態では、投与は、網膜下または硝子体内である。
【００３１】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障である。いく
つかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡガイド配列は、中心
体タンパク質２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の深部イントロン突然変異の両端に位
置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、深部イン
トロン突然変異は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である。いくつかの実施形態
では、第１のガイドＲＮＡは、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５（ＳａＣ
ａｓ９の）、配列番号４６（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４７（ＳａＣａｓ９の）の
配列を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ
は、配列番号１９（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号５１
（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによって
コードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号４２（ＳｐＣ
ａｓ９の）、配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４４（ＳｐＣａｓ９の）、配列
番号４８（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４９（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡ
によってコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号２０
（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２２（ＳｐＣａｓ９の
）、配列番号５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（ＳａＣａｓ９の）の配列を含
むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、ヒトＣＥＰ
２９０である。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、配列番号２３に示される配列
の深部イントロン突然変異を含む。
【００３２】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子の５’スプ
ライス供与部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１０００ヌクレオチドまたは
約１００～１０００ヌクレオチド下流に位置する。いくつかの実施形態では、深部イント
ロン突然変異は、遺伝子の３’スプライス受容部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、
約１～１０００ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド上流に位置する。い
くつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子中にスプライス供与部位また
はスプライス受容部位を導入する。
【００３３】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ９タンパク質であ
る。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９タンパク質は、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９タンパク質、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓタンパク質、ストレプトコッカス・サーモフィ
ルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質、
髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９タンパク質または
トレポネーマ・デンティコラ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃａｓ９タン
パク質である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９は、真核細胞における発現のためにコ
ドン最適化される。いくつかの実施形態では、真核細胞は、哺乳動物細胞である。いくつ
かの実施形態では、真核細胞は、ヒト細胞である。
【００３４】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、１つまたは
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それ以上の核局在性シグナル（ＮＬＳ）をさらに含む。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ
タンパク質は、１つまたはそれ以上のＮＬＳを含む。いくつかの実施形態では、ＮＬＳは
、ＳＶ４０ラージＴ抗原中のＣ末端配列である。いくつかの実施形態では、ＮＬＳは、配
列ＰＫＫＫＲＫＶ（配列番号２６）またはＰＫＫＫＲＫＶＥＤＰＫＫＫＲＫＶＤ（配列番
号２７）を含む。
【００３５】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイ
ドＲＮＡは、トランス活性化ｃｒ（ｔｒａｃｒ）配列と融合されている。いくつかの実施
形態では、ｔｒａｃｒ配列は、配列番号２５によってコードされるヌクレオチド配列を含
む。
【００３６】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステム（例えば、第１
のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよびＣａｓタンパク質）は、脂質、カチオン性脂
質、リポソーム、ポリカチオンまたは核酸および／もしくはタンパク質の細胞取り込みを
増強する物質と複合体形成されている。
【００３７】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよ
びＣａｓタンパク質をコードする核酸は、真核細胞において発現される。いくつかの実施
形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタンパク質を
コードする核酸は、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結されてい
る。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮＡは
、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施
形態では、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターは、Ｕ６、７ＳＫまたはＨ１プロモー
ターである。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードする核酸は、ＲＮＡポ
リメラーゼＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では、Ｒ
ＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターは、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期プロモー
ター、ＣＭＶプロモーター由来の最小プロモーター断片（ｍｉｎＣＭＶプロモーター）、
ＲＳＶ　ＬＴＲ、ＭｏＭＬＶ　ＬＴＲ、ホスホグリセリン酸キナーゼ－１（ＰＧＫ）プロ
モーター、サルウイルス４０（ＳＶ４０）プロモーター、ＣＫ６プロモーター、トランス
サイレチンプロモーター（ＴＴＲ）、ＴＫプロモーター、テトラサイクリン応答性プロモ
ーター（ＴＲＥ）、ＨＢＶプロモーター、ｈＡＡＴプロモーター、ＬＳＰプロモーター、
キメラ肝臓特異的プロモーター（ＬＳＰ）、Ｅ２Ｆプロモーター、ＥＦ１αプロモーター
、テロメラーゼ（ｈＴＥＲＴ）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／ウサギβ－グロビンプロモーター（ＣＡＧ）プロモーター、桿体オプ
シンプロモーター、錐体オプシンプロモーター、βホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）プロ
モーター、網膜色素変性症（ＲＰ１）プロモーターまたは光受容体間レチノイド結合タン
パク質遺伝子（ＩＲＢＰ）プロモーターである。
【００３８】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまた
はＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、システムの同一ま
たは異なるベクター上に位置する。いくつかの実施形態では、ベクターは、プラスミドで
ある。いくつかの実施形態では、ベクターは、送達システムと複合体形成されている。い
くつかの実施形態では、ベクターは、脂質、カチオン性脂質、リポソーム、ポリカチオン
または核酸の細胞取り込みを増強する物質と複合体形成されている。
【００３９】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、ベクターは、組換えアデノ随伴ウイルス（
ｒＡＡＶ）ベクター、組換えアデノウイルスベクター、組換えレンチウイルスベクターま
たは組換え単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターである。いくつかの実施形態では、
ベクターは、組換えアデノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、組換えア
デノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、
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１４、１６、２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、
２２、２３、２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、Ａ
ｄＨｕ２４、ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７
、ＡｄＨｕ４１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、Ａ
ｄＣ６９、ウシＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来する。い
くつかの実施形態では、組換えアデノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２また
はアデノウイルス血清型５の変異体に由来する。
【００４０】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えレンチウイルスベクターである。いくつ
かの実施形態では、組換えレンチウイルスベクターは、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）
、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラ
ウイルス、マールブルグウイルス、モカラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬
病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異体で偽型化されたレンチウイルスに由来する。
【００４１】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ｒＨＳＶベクターである。いくつかの実施形態
では、ｒＨＳＶベクターは、ｒＨＳＶ－１またはｒＨＳＶ－２に由来する。
【００４２】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）ベクターである。い
くつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク
質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、１つまたはそれ以上のＡＡＶ逆方向
末端反復（ＩＴＲ）配列がその両端に位置する。いくつかの実施形態では、第１のガイド
ＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコー
ドする核酸は、２つのＡＡＶ　ＩＴＲがその両端に位置する。いくつかの実施形態では、
ＡＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、Ａ
ＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ
１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ　ＤＪ、ヤギＡＡＶ、ウシ
ＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシド血清型ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、Ａ
ＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ２　ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、ベクターは、自己
相補的ベクターである。
【００４３】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ウイルス粒子中にキャプシド封入されている。
いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えアデノウイルスベクターをキャプシド
封入する組換えアデノウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイ
ルス粒子は、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、１４、１６、
２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、２２、２３、
２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、ＡｄＨｕ２４、
ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７、ＡｄＨｕ４
１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、ＡｄＣ６９、ウ
シＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来するキャプシドを含む
。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイルス粒子は、アデノウイルス血清型２キャ
プシドまたはアデノウイルス血清型５キャプシドの変異体を含む。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えレンチウイルスベクターをキャプシ
ド封入する組換えレンチウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えレンチウ
イルス粒子は、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣ
ＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラウイルス、マールブルグウイルス、モカ
ラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異
体で偽型化されたキャプシドを含む。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＨＳＶベクターをキャプシド封入す
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る組換えＨＳＶ粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＨＳＶ粒子は、ｒＨＳＶ－
１粒子またはｒＨＳＶ－２ウイルス粒子である。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＡＡＶベクターを含む組換えＡＡＶ
ウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、クレード
Ａ～Ｆに由来するＡＡＶ血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶウイ
ルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、
ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ２／２－７ｍ８、ＡＡＶ　ＤＪ、
ＡＡＶ２　Ｎ５８７Ａ、ＡＡＶ２　Ｅ５４８Ａ、ＡＡＶ２　Ｎ７０８Ａ、ＡＡＶ　Ｖ７０
８Ｋ、ヤギＡＡＶ、ＡＡＶ１／ＡＡＶ２キメラ、ウシＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシ
ドｒＡＡＶ２／ＨＢｏＶ１血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶ
ウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、同一ＡＡＶ血清型に由来する。いくつかの実
施形態では、ｒＡＡＶウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、異なるＡＡＶ血清型に
由来する。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドを含
む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ
９および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドは、チロシン突然変異またはヘパラン結合突
然変異を含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶベクターは、ＡＡＶ２　ＩＴＲを含む
。
【００４７】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、組成物は、医薬組成物である。
【００４８】
　いくつかの態様では、本発明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連
する障害を治療するための、上記の実施形態のいずれか１つの組成物の使用を提供する。
いくつかの態様では、本発明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連す
る障害を治療するための医薬の製造における、上記の実施形態のいずれか１つの組成物の
使用を提供する。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異と関連する疾患また
は障害は、無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬化症、毛細血管
拡張性運動失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、βサラセミア、先天性無
フィブリノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群、先天性グリコ
シル化異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、ジヒドロプテリ
ジンレダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病を伴う家族性血小板異常症、
ファンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライヒ運動失調症、
血友病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群、ホモシスチン
尿症、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ欠乏症、メチル
マロン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ型、マルチミニ
コア病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型、眼白子症Ｉ型
、オルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマトーデスの素因、
プロピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、スティックラー症候
群、全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖高免疫グロブリ
ンＭ血症またはＸ連鎖低リン酸血症である。いくつかの実施形態では、深部イントロン突
然変異は、表１に示される深部イントロン突然変異である。いくつかの実施形態では、深
部イントロン突然変異と関連する疾患または障害は、眼の疾患である。いくつかの実施形
態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障、視神経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞
腫、シュタルガルト病、アッシャー症候群またはＸ連鎖網膜色素変性症である。いくつか
の実施形態では、深部イントロン突然変異は、表２に示される深部イントロン突然変異で
ある。いくつかの実施形態では、個体は、哺乳動物である。いくつかの実施形態では、哺
乳動物は、ヒトである。いくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障であ
る。
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【００４９】
　上記の使用のいくつかの実施形態では、組成物は、個体の眼への投与のために製剤化さ
れる。いくつかの実施形態では、投与は、網膜下または硝子体内投与のために製剤化され
る。
【００５０】
　上記の使用のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡ
ガイド配列は、中心体タンパク質２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の深部イントロン
突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする。いくつかの実施
形態では、深部イントロン突然変異は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である。
いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡは、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配
列番号４５（ＳａＣａｓ９の）、配列番号４６（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４７（
ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、
第１のガイドＲＮＡは、配列番号１９（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９
の）、配列番号５１（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）の配列を
含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配
列番号４２（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４４（Ｓｐ
Ｃａｓ９の）、配列番号４８（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４９（ＳａＣａｓ９の）
の配列を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮ
Ａは、配列番号２０（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２
２（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（ＳａＣａ
ｓ９の）の配列を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２
９０は、ヒトＣＥＰ２９０である。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、配列番号
２３に示される配列の深部イントロン突然変異を含む。
【００５１】
　上記の使用のいくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子の５’スプ
ライス供与部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１０００ヌクレオチドまたは
約１００～１０００ヌクレオチド下流に位置する。いくつかの実施形態では、深部イント
ロン突然変異は、遺伝子の３’スプライス受容部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、
約１～１０００ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド上流に位置する。い
くつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、スプライス供与部位またはスプライ
ス受容部位を導入する。
【００５２】
　いくつかの態様では、本発明は、上記の実施形態のいずれか１つの組成物を含むキット
を提供する。いくつかの実施形態では、キットは、本明細書に記載される方法のいずれか
において使用するための、上記の実施形態のいずれか１つの組成物を含む。いくつかの実
施形態では、キットは、使用のための説明書をさらに含む。
【００５３】
　いくつかの態様では、本発明は、ウイルスベクターを含むウイルス粒子であって、該ウ
イルスベクターが、ａ）個体の遺伝子における深部イントロン突然変異の両端に位置する
標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲ
ＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列とを含む、遺伝子操作され
た、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅ
ｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳ
ＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核酸を含み、該Ｃａ
ｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断
し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出すウイルス
粒子を提供する。いくつかの実施形態では、個体の遺伝子における深部イントロン突然変
異は、無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬化症、毛細血管拡張
性運動失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、βサラセミア、先天性無フィ
ブリノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群、先天性グリコシル
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化異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、ジヒドロプテリジン
レダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病を伴う家族性血小板異常症、ファ
ンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライヒ運動失調症、血友
病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群、ホモシスチン尿症
、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ欠乏症、メチルマロ
ン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ型、マルチミニコア
病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型、眼白子症Ｉ型、オ
ルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマトーデスの素因、プロ
ピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、スティックラー症候群、
全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖高免疫グロブリンＭ
血症またはＸ連鎖低リン酸血症と関連する。いくつかの実施形態では、個体の遺伝子にお
ける深部イントロン突然変異は、表１に示される深部イントロン突然変異である。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、無フィブリノーゲン血症、アルポート症候
群、筋萎縮性側索硬化症、毛細血管拡張性運動失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バー
ス症候群、βサラセミア、先天性無フィブリノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニ
ューロパチー症候群、先天性グリコシル化異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ
型、嚢胞性線維症、ジヒドロプテリジンレダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性
白血病を伴う家族性血小板異常症、ファンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不
応症、フリードライヒ運動失調症、血友病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー
・パドラック症候群、ホモシスチン尿症、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メ
チオニンシンターゼ欠乏症、メチルマロン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏
症、ムコ多糖症ＩＩ型、マルチミニコア病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニー
マン・ピック病Ｃ型、眼白子症Ｉ型、オルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症
、全身性エリテマトーデスの素因、プロピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤ
ンペル症候群、スティックラー症候群、全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェル
ナー症候群、Ｘ連鎖高免疫グロブリンＭ血症またはＸ連鎖低リン酸血症を有する個体を治
療するために使用される。
【００５５】
　いくつかの態様では、本発明は、ウイルスベクターを含むウイルス粒子であって、該ウ
イルスベクターが、ａ）眼の疾患または障害と関連する個体の遺伝子における深部イント
ロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイ
ドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド
配列とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａ
ｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔ
ｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムを
コードする核酸を含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置す
る部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的Ｄ
ＮＡの部分を切り出すウイルス粒子を提供する。いくつかの実施形態では、眼の疾患また
は障害は、レーバー先天黒内障、視神経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタ
ルガルト病、アッシャー症候群またはＸ連鎖網膜色素変性症である。いくつかの実施形態
では、深部イントロン突然変異は、表２に示される深部イントロン突然変異である。いく
つかの実施形態では、ウイルス粒子は、レーバー先天黒内障、視神経萎縮症、網膜色素変
性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症候群またはＸ連鎖網膜色素変性症
を治療するために使用される。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障である。いくつかの実施形
態では、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡガイド配列は、中心体タンパク質
２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の深部イントロン突然変異の両端に位置する標的Ｄ
ＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変
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異は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である。いくつかの実施形態では、第１の
ガイドＲＮＡは、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５（ＳａＣａｓ９の）、
配列番号４６（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４７（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤ
ＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡは、配列番号
１９（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号５１（ＳａＣａｓ
９の）または配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによってコードされる
。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号４２（ＳｐＣａｓ９の）、
配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４４（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４８（Ｓ
ａＣａｓ９の）または配列番号４９（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによってコー
ドされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号２０（ＳｐＣａｓ
９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２２（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号
５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによ
ってコードされる。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、ヒトＣＥＰ２９０である
。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、配列番号２３に示される配列の深部イント
ロン突然変異を含む。
【００５７】
　上記のウイルス粒子のいくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子の
５’スプライス供与部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１０００ヌクレオチ
ドまたは約１００～１０００ヌクレオチド下流に位置する。いくつかの実施形態では、深
部イントロン突然変異は、遺伝子の３’スプライス受容部位の約１～１０，０００ヌクレ
オチド、約１～１０００ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド上流に位置
する。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子中にスプライス供与
部位またはスプライス受容部位を導入する。
【００５８】
　上記のウイルス粒子のいくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ９タンパ
ク質である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９タンパク質は、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒ
ｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９タンパク質、黄色ブドウ球菌（Ｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質、ストレプトコッカス・
サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９タ
ンパク質、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９タンパ
ク質またはトレポネーマ・デンティコラ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃ
ａｓ９タンパク質である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９は、真核細胞における発現
のためにコドン最適化される。いくつかの実施形態では、真核細胞は、哺乳動物細胞であ
る。いくつかの実施形態では、真核細胞は、ヒト細胞である。
【００５９】
　上記のウイルス粒子のいくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、１
つまたはそれ以上の核局在性シグナル（ＮＬＳ）をさらに含む。いくつかの実施形態では
、Ｃａｓタンパク質は、１つまたはそれ以上のＮＬＳを含む。いくつかの実施形態では、
ＮＬＳは、ＳＶ４０ラージＴ抗原中のＣ末端配列である。いくつかの実施形態では、ＮＬ
Ｓは、配列ＰＫＫＫＲＫＶ（配列番号２６）またはＰＫＫＫＲＫＶＥＤＰＫＫＫＲＫＶＤ
（配列番号２７）を含む。
【００６０】
　上記のウイルス粒子のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第
２のガイドＲＮＡは、トランス活性化ｃｒ（ｔｒａｃｒ）配列と融合されている。いくつ
かの実施形態では、ｔｒａｃｒ配列は、配列番号２５によってコードされるヌクレオチド
配列を含む。
【００６１】
　上記のウイルス粒子のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲ
ＮＡおよびＣａｓタンパク質をコードする核酸は、真核細胞において発現される。いくつ
かの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタン
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パク質をコードする核酸は、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結
されている。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイド
ＲＮＡは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつ
かの実施形態では、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターは、Ｕ６、７ＳＫまたはＨ１
プロモーターである。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードする核酸は、
ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施形態
では、ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターは、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期
プロモーター、ＣＭＶプロモーター由来の最小プロモーター断片（ｍｉｎＣＭＶプロモー
ター）、ＲＳＶ　ＬＴＲ、ＭｏＭＬＶ　ＬＴＲ、ホスホグリセリン酸キナーゼ－１（ＰＧ
Ｋ）プロモーター、サルウイルス４０（ＳＶ４０）プロモーター、ＣＫ６プロモーター、
トランスサイレチンプロモーター（ＴＴＲ）、ＴＫプロモーター、テトラサイクリン応答
性プロモーター（ＴＲＥ）、ＨＢＶプロモーター、ｈＡＡＴプロモーター、ＬＳＰプロモ
ーター、キメラ肝臓特異的プロモーター（ＬＳＰ）、Ｅ２Ｆプロモーター、ＥＦ１αプロ
モーター、テロメラーゼ（ｈＴＥＲＴ）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／ウサギβ－グロビンプロモーター（ＣＡＧ）プロモーター、
桿体オプシンプロモーター、錐体オプシンプロモーター、βホスホジエステラーゼ（ＰＤ
Ｅ）プロモーター、網膜色素変性症（ＲＰ１）プロモーターまたは光受容体間レチノイド
結合タンパク質遺伝子（ＩＲＢＰ）プロモーターである。
【００６２】
　上記のウイルス粒子のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲ
ＮＡまたはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、システム
の同一または異なるベクター上に位置する。いくつかの実施形態では、ベクターは、プラ
スミドである。いくつかの実施形態では、ベクターは、送達システムと複合体形成されて
いる。いくつかの実施形態では、ベクターは、脂質、カチオン性脂質、リポソーム、ポリ
カチオンまたは核酸の細胞取り込みを増強する物質と複合体形成されている。
【００６３】
　上記のウイルス粒子のいくつかの実施形態では、ベクターは、組換えアデノ随伴ウイル
ス（ｒＡＡＶ）ベクター、組換えアデノウイルスベクター、組換えレンチウイルスベクタ
ーまたは組換え単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターである。いくつかの実施形態で
は、ベクターは、組換えアデノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、組換
えアデノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、
７、１４、１６、２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２
０、２２、２３、２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４
、ＡｄＨｕ２４、ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ
３７、ＡｄＨｕ４１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７
、ＡｄＣ６９、ウシＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来する
。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２
またはアデノウイルス血清型５の変異体に由来する。いくつかの実施形態では、ウイルス
粒子は、組換えアデノウイルスベクターをキャプシド封入する組換えアデノウイルス粒子
である。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイルス粒子は、アデノウイルス血清型
２、１、５、６、１９、３、１１、７、１４、１６、２１、１２、１８、３１、８、９、
１０、１３、１５、１７、１９、２０、２２、２３、２４～３０、３７、４０、４１、Ａ
ｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、ＡｄＨｕ２４、ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、Ａｄ
Ｈｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７、ＡｄＨｕ４１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、
ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、ＡｄＣ６９、ウシＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジ
ＡｄまたはブタＡｄ３型に由来するキャプシドを含む。いくつかの実施形態では、組換え
アデノウイルス粒子は、アデノウイルス血清型２キャプシドまたはアデノウイルス血清型
５キャプシドの変異体を含む。
【００６４】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えレンチウイルスベクターである。いくつ
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かの実施形態では、組換えレンチウイルスベクターは、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）
、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラ
ウイルス、マールブルグウイルス、モカラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬
病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異体で偽型化されたレンチウイルスに由来する。い
くつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えレンチウイルスベクターをキャプシド封
入する組換えレンチウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えレンチウイル
ス粒子は、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ
）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラウイルス、マールブルグウイルス、モカラウ
イルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異体で
偽型化されたキャプシドを含む。
【００６５】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ｒＨＳＶベクターである。いくつかの実施形態
では、ｒＨＳＶベクターは、ｒＨＳＶ－１またはｒＨＳＶ－２に由来する。いくつかの実
施形態では、ウイルス粒子は、組換えＨＳＶベクターをキャプシド封入する組換えＨＳＶ
粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＨＳＶ粒子は、ｒＨＳＶ－１粒子またはｒ
ＨＳＶ－２ウイルス粒子である。
【００６６】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）ベクターである。い
くつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク
質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、１つまたはそれ以上のＡＡＶ逆方向
末端反復（ＩＴＲ）配列が両端に位置する。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮ
Ａ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコードす
る核酸は、２つのＡＡＶ　ＩＴＲが両端に位置する。いくつかの実施形態では、ＡＡＶ　
ＩＴＲは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、
ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、Ａ
ＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ　ＤＪ、ヤギＡＡＶ、ウシＡＡＶま
たはマウスＡＡＶキャプシド血清型ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、ＡＡＶ　Ｉ
ＴＲは、ＡＡＶ２　ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、ベクターは、自己相補的ベ
クターである。いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＡＡＶベクターを含む
組換えＡＡＶウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子
は、クレードＡ～Ｆに由来するＡＡＶ血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では
、ＡＡＶウイルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ
６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡ
Ｖｒｈ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ２／２－７ｍ８、Ａ
ＡＶ　ＤＪ、ＡＡＶ２　Ｎ５８７Ａ、ＡＡＶ２　Ｅ５４８Ａ、ＡＡＶ２　Ｎ７０８Ａ、Ａ
ＡＶ　Ｖ７０８Ｋ、ヤギＡＡＶ、ＡＡＶ１／ＡＡＶ２キメラ、ウシＡＡＶまたはマウスＡ
ＡＶキャプシドｒＡＡＶ２／ＨＢｏＶ１血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態で
は、ｒＡＡＶウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、同一ＡＡＶ血清型に由来する。
いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、異なるＡ
ＡＶ血清型に由来する。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、ＡＡＶ
１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９および／またはＡＡＶｒｈ１０キャ
プシドを含む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８
Ｒ、ＡＡＶ９および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドは、チロシン突然変異またはヘパ
ラン結合突然変異を含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶベクターは、ＡＡＶ２　Ｉ
ＴＲを含む。
【００６７】
　上記のウイルス粒子のいくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、医薬組成物中にある
。
【００６８】
　いくつかの態様では、本発明は、ａ）真核細胞に、ｉ）遺伝子中のイントロンの標的Ｄ
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ＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする単一ガイドＲＮＡと、ｉｉ）Ｃａｓタンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列と、ｉｉｉ）所望のイントロン突然変異およびプロトスペーサ
ー隣接モチーフ（ＰＡＭ）の両端に位置する相同性アームを含む相同性組換え修復（ＨＤ
Ｒ）鋳型を含む一本鎖オリゴヌクレオチドとを含む、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムをコ
ードする核酸を導入することと、ｂ）遺伝子中に組み込まれた突然変異を含む細胞を単離
することとを含む、遺伝子における深部イントロン突然変異と関連する眼の疾患のｉｎ　
ｖｉｔｒｏモデルを作製するための方法を提供する。
【００６９】
　いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子の５’スプライス供与部
位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１０００ヌクレオチドまたは約１００～１
０００ヌクレオチド下流に位置する。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異
は、遺伝子の３’スプライス受容部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１００
０ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド上流に位置する。いくつかの実施
形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子中にスプライス供与部位またはスプライス
受容部位を導入する。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、ＰＡＭは、細胞において発現されたＣａｓタンパク質による
一本鎖オリゴヌクレオチドの切断を避けるために突然変異を含む。
【００７１】
　いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ９タンパク質である。いくつか
の実施形態では、Ｃａｓ９タンパク質は、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９タンパク質、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質、ストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔ
ｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質、髄膜炎菌（
Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９タンパク質またはトレポネー
マ・デンティコラ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃａｓ９タンパク質であ
る。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９は、真核細胞における発現のためにコドン最適化
される。いくつかの実施形態では、真核細胞は、哺乳動物細胞である。いくつかの実施形
態では、真核細胞は、ヒト細胞である。いくつかの実施形態では、真核細胞は、眼の細胞
である。いくつかの実施形態では、眼の細胞は、網膜細胞である。
【００７２】
　いくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、１つまたはそれ以上の核
局在性シグナル（ＮＬＳ）をさらに含む。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は
、１つまたはそれ以上のＮＬＳを含む。いくつかの実施形態では、ＮＬＳは、ＳＶ４０ラ
ージＴ抗原中のＣ末端配列である。いくつかの実施形態では、ＮＬＳは、配列ＰＫＫＫＲ
ＫＶ（配列番号２６）またはＰＫＫＫＲＫＶＥＤＰＫＫＫＲＫＶＤ（配列番号２７）を含
む。
【００７３】
　いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮＡは、
トランス活性化ｃｒ（ｔｒａｃｒ）配列と融合されている。いくつかの実施形態では、ｔ
ｒａｃｒ配列は、配列番号２５によってコードされるヌクレオチド配列を含む。
【００７４】
　いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよびＣａｓタン
パク質をコードする核酸は、真核細胞において発現される。いくつかの実施形態では、第
１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタンパク質をコードする核
酸は、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結されている。いくつか
の実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮＡは、ＲＮＡポリ
メラーゼＩＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では、Ｒ
ＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターは、Ｕ６、７ＳＫまたはＨ１プロモーターである。
いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードする核酸は、ＲＮＡポリメラーゼＩ
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Ｉプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では、ＲＮＡポリメラ
ーゼＩＩプロモーターは、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期プロモーター、ＣＭＶ
プロモーター由来の最小プロモーター断片（ｍｉｎＣＭＶプロモーター）、ＲＳＶ　ＬＴ
Ｒ、ＭｏＭＬＶ　ＬＴＲ、ホスホグリセリン酸キナーゼ－１（ＰＧＫ）プロモーター、サ
ルウイルス４０（ＳＶ４０）プロモーター、ＣＫ６プロモーター、トランスサイレチンプ
ロモーター（ＴＴＲ）、ＴＫプロモーター、テトラサイクリン応答性プロモーター（ＴＲ
Ｅ）、ＨＢＶプロモーター、ｈＡＡＴプロモーター、ＬＳＰプロモーター、キメラ肝臓特
異的プロモーター（ＬＳＰ）、Ｅ２Ｆプロモーター、ＥＦ１αプロモーター、テロメラー
ゼ（ｈＴＥＲＴ）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／ウサギβ－グロビンプロモーター（ＣＡＧ）プロモーター、桿体オプシンプロモー
ター、錐体オプシンプロモーター、βホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）プロモーター、網
膜色素変性症（ＲＰ１）プロモーターまたは光受容体間レチノイド結合タンパク質遺伝子
（ＩＲＢＰ）プロモーターである。
【００７５】
　いくつかの実施形態では、単一ガイドＲＮＡ、Ｃａｓタンパク質または一本鎖オリゴヌ
クレオチドのうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、システムの同一または異な
るベクター上に位置する。
【００７６】
　いくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障、視神経萎縮症、網膜色素
変性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症候群またはＸ連鎖網膜色素変性
症である。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、表２に示される深部イ
ントロン突然変異である。いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、レーバー先天黒内
障、視神経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症候
群またはＸ連鎖網膜色素変性症を治療するために使用される。
【００７７】
　いくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障である。いくつかの実施形
態では、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡガイド配列は、中心体タンパク質
２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の深部イントロン突然変異の両端に位置する標的Ｄ
ＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変
異は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である。いくつかの実施形態では、第１の
ガイドＲＮＡは、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５（ＳａＣａｓ９の）、
配列番号４６（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４７（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤ
ＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡは、配列番号
１９（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号５１（ＳａＣａｓ
９の）または配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによってコードされる
。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号４２（ＳｐＣａｓ９の）、
配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４４（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４８（Ｓ
ａＣａｓ９の）または配列番号４９（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによってコー
ドされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号２０（ＳｐＣａｓ
９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２２（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号
５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによ
ってコードされる。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、ヒトＣＥＰ２９０である
。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、配列番号２３に示される配列の深部イント
ロン突然変異を含む。
【００７８】
　いくつかの態様では、本発明は、細胞において標的核酸を切断するための方法であって
、該方法が、細胞に、ａ）突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダ
イズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡを含む、遺伝子操作された、天
然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓ
ｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関
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連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核酸と、ｂ）ｉ）Ｃａｓタ
ンパク質をコードするヌクレオチド配列およびｉｉ）第１のガイドＲＮＡまたは第２のガ
イドＲＮＡがハイブリダイズする第１のガイドＲＮＡ標的部位を含むＣａｓ発現カセット
とを含む組成物の有効量を送達することを含み、該Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ発現カセ
ットから発現され、Ｃａｓタンパク質は、突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列を切
断し、それによって、突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出し、Ｃａｓタンパク質は
、第１のガイドＲＮＡ標的部位でＣａｓ発現カセットを切断し、それによって、Ｃａｓ発
現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発現と比較して、Ｃａｓタンパク質の発現を低
減する方法を提供する。いくつかの態様では、本発明は、個体の核酸における突然変異と
関連する疾患または障害を治療するための方法であって、該方法が、ａ）突然変異の両端
に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２
のガイドＲＮＡを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅ
ｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅ
ｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）シ
ステムをコードする核酸と、ｂ）ｉ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列お
よびｉｉ）第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする第１のガ
イドＲＮＡ標的部位を含むＣａｓ発現カセットとを含む組成物の治療有効量を個体に投与
することを含み、該Ｃａｓタンパク質が、Ｃａｓ発現カセットから発現され、該Ｃａｓタ
ンパク質が、突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列を切断し、それによって、突然変
異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出し、該Ｃａｓタンパク質が、第１のガイドＲＮＡ標的
部位でＣａｓ発現カセットを切断し、それによって、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣａ
ｓタンパク質の発現と比較して、Ｃａｓタンパク質の発現を低減する方法を提供する。い
くつかの態様では、本発明は、個体の核酸における突然変異と関連する眼の疾患または障
害を治療するための方法であって、該方法が、ａ）突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ
配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡを含む
、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎ
ｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳ
ＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核
酸と、ｂ）ｉ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびｉｉ）第１のガイ
ドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする第１のガイドＲＮＡ標的部位を
含むＣａｓ発現カセットとを含む組成物の治療有効量を個体に投与することを含み、該Ｃ
ａｓタンパク質が、Ｃａｓ発現カセットから発現され、該Ｃａｓタンパク質が、突然変異
の両端に位置する標的ＤＮＡ配列を切断し、それによって、突然変異を含む標的ＤＮＡの
部分を切り出し、該Ｃａｓタンパク質が、Ｃａｓ発現カセットを、第１のガイドＲＮＡ標
的部位で切断し、それによって、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発現
と比較して、Ｃａｓタンパク質の発現を低減する方法を提供する。いくつかの実施形態で
は、Ｃａｓ発現カセットは、ｉｉｉ）第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハ
イブリダイズする第２のガイドＲＮＡ標的部位をさらに含み、Ｃａｓタンパク質が、Ｃａ
ｓ発現カセットを、第１および第２のガイドＲＮＡ標的部位で切断し、それによって、Ｃ
ａｓ発現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発現と比較して、Ｃａｓタンパク質の発
現を低減する。
【００７９】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡは、第１のガイドＲＮＡ標
的部位および第２のガイドＲＮＡ標的部位とハイブリダイズする。いくつかの実施形態で
は、第２のガイドＲＮＡは、第１のガイドＲＮＡ標的部位および第２のガイドＲＮＡ標的
部位とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡは、第１のガ
イドＲＮＡ標的部位とハイブリダイズし、第２のガイドＲＮＡは、第２のガイドＲＮＡ標
的部位とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは、Ｃａｓ
タンパク質をコードするヌクレオチド配列と作動可能に連結されているポリアデニル化（
ポリＡ）配列をさらに含む。いくつかの実施形態では、ポリＡ配列は、ＳＶ４０ポリＡ配
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列である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質による第１または第２のガイドＲ
ＮＡ標的部位の切断は、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびポリＡ配
列の間の作動可能な連結を妨げる。いくつかの実施形態では、第１または第２のガイドＲ
ＮＡ標的部位は、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびポリＡ配列の間
にある。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列は、
Ｃａｓ発現カセットから発現されるＣａｓタンパク質が、１つまたはそれ以上のＮＬＳと
インフレームで融合されるように、１つまたはそれ以上の核局在性シグナル（ＮＬＳ）を
コードするヌクレオチド配列と作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では、１
つまたはそれ以上のＮＬＳをコードするヌクレオチド配列は、Ｃａｓタンパク質をコード
するヌクレオチド配列およびポリアデニル化（ポリＡ）配列の間にある。いくつかの実施
形態では、第１または第２のガイドＲＮＡ標的部位は、１つまたはそれ以上のＮＬＳをコ
ードするヌクレオチド配列およびポリＡ配列の間にある。いくつかの実施形態では、１つ
またはそれ以上のＮＬＳは、ＳＶ４０ラージＴ抗原中のＣ末端配列を含む。いくつかの実
施形態では、１つまたはそれ以上のＮＬＳは、配列ＰＫＫＫＲＫＶ（配列番号２６）また
はＰＫＫＫＲＫＶＥＤＰＫＫＫＲＫＶＤ（配列番号２７）を含む。いくつかの実施形態で
は、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸および／またはＣａｓ発現カセット
は、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結されている。いくつかの
実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列は、プロモーターと作動
可能に連結されている。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質による第１または第
２のガイドＲＮＡ標的部位の切断は、調節制御エレメントおよびＣａｓタンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列の間の作動可能な連結を妨げる。いくつかの実施形態では、第１
または第２のガイドＲＮＡ標的部位は、プロモーターおよびＣａｓタンパク質をコードす
るヌクレオチド配列の間にある。
【００８０】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは、ｉｉｉ）第１のガイド
ＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする第２のガイドＲＮＡ標的部位であ
って、Ｃａｓタンパク質に特異的なプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）と隣接する
、第２のガイドＲＮＡ標的部位をさらに含み、Ｃａｓタンパク質による第１のガイドＲＮ
Ａ標的部位の切断が、調節制御エレメントおよびＣａｓタンパク質をコードするヌクレオ
チド配列の間の作動可能な連結を妨げ、Ｃａｓタンパク質による第２のガイドＲＮＡ標的
部位の切断が、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびポリＡ配列の間の
作動可能な連結を妨げ、Ｃａｓタンパク質の発現および標的ＤＮＡ配列の切断の際に、Ｃ
ａｓタンパク質が、Ｃａｓ発現カセットを、第１および第２のガイドＲＮＡ標的部位で切
断し、それによって、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発現と比較して
、Ｃａｓタンパク質の発現を低減する。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは
、ｉｉｉ）第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする、第２の
ガイドＲＮＡ標的部位をさらに含み、第１のガイドＲＮＡ標的部位は、Ｃａｓタンパク質
をコードするヌクレオチド配列およびＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列と
作動可能に連結されているプロモーターの間にあり、第２のガイドＲＮＡ標的部位は、Ｃ
ａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびＣａｓタンパク質をコードするヌク
レオチド配列と作動可能に連結されているポリＡ配列の間にあり、Ｃａｓタンパク質は、
Ｃａｓ発現カセットを、第１および第２のガイドＲＮＡ標的部位で切断し、それによって
、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発現と比較して、Ｃａｓタンパク質
の発現を低減する。
【００８１】
　上記の方法のいくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異と関連する疾患または
障害は、無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬化症、毛細血管拡
張性運動失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、βサラセミア、先天性無フ
ィブリノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群、先天性グリコシ
ル化異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、ジヒドロプテリジ
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ンレダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病を伴う家族性血小板異常症、フ
ァンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライヒ運動失調症、血
友病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群、ホモシスチン尿
症、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ欠乏症、メチルマ
ロン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ型、マルチミニコ
ア病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型、眼白子症Ｉ型、
オルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマトーデスの素因、プ
ロピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、スティックラー症候群
、全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖高免疫グロブリン
Ｍ血症またはＸ連鎖低リン酸血症である。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然
変異は、表１に示される深部イントロン突然変異である。
【００８２】
　いくつかの態様では、本発明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連
する眼の疾患または障害を治療するための組成物であって、該組成物が、ａ）深部イント
ロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする第１のガイド
ＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配
列とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒ
ｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ
（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコ
ードする核酸を含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する
部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮ
Ａの部分を切り出す組成物を提供する。いくつかの実施形態では、本発明は、個体の遺伝
子における深部イントロン突然変異と関連する眼の疾患または障害を治療するための組成
物であって、該組成物が、ａ）深部イントロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列
の逆鎖とハイブリダイズする第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａ
ｓタンパク質とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅ
ｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅ
ｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）シ
ステムを含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する部位で
標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部
分を切り出す組成物を提供する。いくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒
内障、視神経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症
候群またはＸ連鎖網膜色素変性症である。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然
変異は、表２に示される深部イントロン突然変異である。
【００８３】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障である。
いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡガイド配列は、
中心体タンパク質２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の深部イントロン突然変異の両端
に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、深部
イントロン突然変異は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である。いくつかの実施
形態では、第１のガイドＲＮＡは、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５（Ｓ
ａＣａｓ９の）、配列番号４６（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４７（ＳａＣａｓ９の
）の配列を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲ
ＮＡは、配列番号１９（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号
５１（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによ
ってコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号４２（Ｓ
ｐＣａｓ９の）、配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４４（ＳｐＣａｓ９の）、
配列番号４８（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４９（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤ
ＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号
２０（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２２（ＳｐＣａｓ
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９の）、配列番号５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（ＳａＣａｓ９の）の配列
を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、ヒトＣ
ＥＰ２９０である。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、配列番号２３に示される
配列の深部イントロン突然変異を含む。
【００８４】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子の５’
スプライス供与部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１０００ヌクレオチドま
たは約１００～１０００ヌクレオチド下流に位置する。いくつかの実施形態では、深部イ
ントロン突然変異は、遺伝子の３’スプライス受容部位の約１～１０，０００ヌクレオチ
ド、約１～１０００ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド上流に位置する
。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子中にスプライス供与部位
またはスプライス受容部位を導入する。
【００８５】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ９タンパク質
である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９タンパク質は、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９タンパク質（配列番号４０）、黄色ブド
ウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質（配列番号
５５）、ストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇ
ｉｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９タンパク質またはトレポネーマ・デンティコラ（Ｔｒｅｐｏｎｅ
ｍａ　ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃａｓ９タンパク質である。いくつかの実施形態では、Ｃａ
ｓ９は、真核細胞における発現のためにコドン最適化される。いくつかの実施形態では、
真核細胞は、哺乳動物細胞である。いくつかの実施形態では、真核細胞は、ヒト細胞であ
る。
【００８６】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２の
ガイドＲＮＡは、トランス活性化ｃｒ（ｔｒａｃｒ）配列と融合されている。いくつかの
実施形態では、ｔｒａｃｒ配列は、配列番号２５によってコードされるヌクレオチド配列
を含む。
【００８７】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステム（例えば、
第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよびＣａｓタンパク質）は、脂質、カチオン
性脂質、リポソーム、ポリカチオンまたは核酸および／もしくはタンパク質の細胞取り込
みを増強する物質と複合体形成されている。
【００８８】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡ
およびＣａｓタンパク質をコードする核酸は、真核細胞において発現される。いくつかの
実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタンパク
質をコードする核酸は、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結され
ている。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮ
Ａは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの
実施形態では、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターは、Ｕ６、７ＳＫまたはＨ１プロ
モーターである。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードする核酸は、ＲＮ
ＡポリメラーゼＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では
、ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターは、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期プロ
モーター、ＣＭＶプロモーター由来の最小プロモーター断片（ｍｉｎＣＭＶプロモーター
）、ＲＳＶ　ＬＴＲ、ＭｏＭＬＶ　ＬＴＲ、ホスホグリセリン酸キナーゼ－１（ＰＧＫ）
プロモーター、サルウイルス４０（ＳＶ４０）プロモーター、ＣＫ６プロモーター、トラ
ンスサイレチンプロモーター（ＴＴＲ）、ＴＫプロモーター、テトラサイクリン応答性プ
ロモーター（ＴＲＥ）、ＨＢＶプロモーター、ｈＡＡＴプロモーター、ＬＳＰプロモータ
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ー、キメラ肝臓特異的プロモーター（ＬＳＰ）、Ｅ２Ｆプロモーター、ＥＦ１αプロモー
ター、テロメラーゼ（ｈＴＥＲＴ）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／ウサギβ－グロビンプロモーター（ＣＡＧ）プロモーター、桿体
オプシンプロモーター、錐体オプシンプロモーター、βホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）
プロモーター、網膜色素変性症（ＲＰ１）プロモーターまたは光受容体間レチノイド結合
タンパク質遺伝子（ＩＲＢＰ）プロモーターである。
【００８９】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡ
またはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、システムの同
一または異なるベクター上に位置する。いくつかの実施形態では、ベクターは、プラスミ
ドである。いくつかの実施形態では、ベクターは、送達システムと複合体形成されている
。いくつかの実施形態では、ベクターは、脂質、カチオン性脂質、リポソーム、ポリカチ
オンまたは核酸の細胞取り込みを増強する物質と複合体形成されている。
【００９０】
　上記の実施形態のいくつかの実施形態では、ベクターは、組換えアデノ随伴ウイルス（
ｒＡＡＶ）ベクター、組換えアデノウイルスベクター、組換えレンチウイルスベクターま
たは組換え単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターである。いくつかの実施形態では、
ベクターは、組換えアデノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、組換えア
デノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、
１４、１６、２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、
２２、２３、２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、Ａ
ｄＨｕ２４、ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７
、ＡｄＨｕ４１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、Ａ
ｄＣ６９、ウシＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来する。い
くつかの実施形態では、組換えアデノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２また
はアデノウイルス血清型５の変異体に由来する。
【００９１】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えレンチウイルスベクターである。いくつ
かの実施形態では、組換えレンチウイルスベクターは、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）
、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラ
ウイルス、マールブルグウイルス、モカラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬
病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異体で偽型化されたレンチウイルスに由来する。
【００９２】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ｒＨＳＶベクターである。いくつかの実施形態
では、ｒＨＳＶベクターは、ｒＨＳＶ－１またはｒＨＳＶ－２に由来する。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）ベクターである。い
くつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク
質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、１つまたはそれ以上のＡＡＶ逆方向
末端反復（ＩＴＲ）配列がその両端に位置する。いくつかの実施形態では、第１のガイド
ＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコー
ドする核酸は、２つのＡＡＶ　ＩＴＲがその両端に位置する。いくつかの実施形態では、
ＡＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、Ａ
ＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ
１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ　ＤＪ、ヤギＡＡＶ、ウシ
ＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシド血清型ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、Ａ
ＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ２　ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、ベクターは、自己
相補的ベクターである。
【００９４】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ウイルス粒子中にキャプシド封入されている。
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いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えアデノウイルスベクターをキャプシド
封入する組換えアデノウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイ
ルス粒子は、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、１４、１６、
２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、２２、２３、
２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、ＡｄＨｕ２４、
ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７、ＡｄＨｕ４
１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、ＡｄＣ６９、ウ
シＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来するキャプシドを含む
。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイルス粒子は、アデノウイルス血清型２キャ
プシドまたはアデノウイルス血清型５キャプシドの変異体を含む。
【００９５】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えレンチウイルスベクターをキャプシ
ド封入する組換えレンチウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えレンチウ
イルス粒子は、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣ
ＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラウイルス、マールブルグウイルス、モカ
ラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異
体で偽型化されたキャプシドを含む。
【００９６】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＨＳＶベクターをキャプシド封入す
る組換えＨＳＶ粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＨＳＶ粒子は、ｒＨＳＶ－
１粒子またはｒＨＳＶ－２ウイルス粒子である。
【００９７】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＡＡＶベクターを含む組換えＡＡＶ
ウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、クレード
Ａ～Ｆに由来するＡＡＶ血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶウイ
ルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、
ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ２／２－７ｍ８、ＡＡＶ　ＤＪ、
ＡＡＶ２　Ｎ５８７Ａ、ＡＡＶ２　Ｅ５４８Ａ、ＡＡＶ２　Ｎ７０８Ａ、ＡＡＶ　Ｖ７０
８Ｋ、ヤギＡＡＶ、ＡＡＶ１／ＡＡＶ２キメラ、ウシＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシ
ドｒＡＡＶ２／ＨＢｏＶ１血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶ
ウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、同一ＡＡＶ血清型に由来する。いくつかの実
施形態では、ｒＡＡＶウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、異なるＡＡＶ血清型に
由来する。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドを含
む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ
９および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドは、チロシン突然変異またはヘパラン結合突
然変異を含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶベクターは、ＡＡＶ２　ＩＴＲを含む
。
【００９８】
　いくつかの態様では、本発明は、細胞において標的核酸を切断するための組成物であっ
て、該組成物が、ａ）突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズ
する、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドを含む、遺伝子操作された、天然に存在し
ないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　
Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ
）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核酸と、ｂ）ｉ）Ｃａｓタンパク質を
コードするヌクレオチド配列およびｉｉ）第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡ
がハイブリダイズする第１のガイドＲＮＡ標的部位を含むＣａｓ発現カセットとを含み、
該Ｃａｓタンパク質が、Ｃａｓ発現カセットから発現され、該Ｃａｓタンパク質が、突然
変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列を切断し、それによって、突然変異を含む標的ＤＮ
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Ａの部分を切り出し、該Ｃａｓタンパク質が、第１のガイドＲＮＡ標的部位でＣａｓ発現
カセットを切断し、それによって、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発
現と比較して、Ｃａｓタンパク質の発現を低減する組成物を提供する。いくつかの態様で
は、本発明は、個体の核酸における突然変異と関連する疾患または障害を治療するための
組成物であって、該組成物が、ａ）突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハ
イブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡを含む、遺伝子操作さ
れた、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃ
ｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩ
ＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコードする核酸と、ｂ）ｉ）
Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびｉｉ）第１のガイドＲＮＡまたは
第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする第１のガイドＲＮＡ標的部位を含むＣａｓ発現
カセットとを含み、該Ｃａｓタンパク質が、Ｃａｓ発現カセットから発現され、該Ｃａｓ
タンパク質が、突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列を切断し、それによって、突然
変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出し、該Ｃａｓタンパク質が、第１のガイドＲＮＡ標
的部位でＣａｓ発現カセットを切断し、それによって、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣ
ａｓタンパク質の発現と比較して、Ｃａｓタンパク質の発現を低減する組成物を提供する
。いくつかの態様では、本発明は、個体の核酸における突然変異と関連する眼の疾患また
は障害を治療するための組成物であって、該組成物が、ａ）突然変異の両端に位置する標
的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮ
Ａを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌ
ｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（
ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムをコー
ドする核酸と、ｂ）ｉ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびｉｉ）第
１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする第１のガイドＲＮＡ標
的部位を含むＣａｓ発現カセットとを含み、該Ｃａｓタンパク質が、Ｃａｓ発現カセット
から発現され、該Ｃａｓタンパク質が、突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列を切断
し、それによって、突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出し、該Ｃａｓタンパク質が
、Ｃａｓ発現カセットを、第１のガイドＲＮＡ標的部位で切断し、それによって、Ｃａｓ
発現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発現と比較して、Ｃａｓタンパク質の発現を
低減する組成物を提供する。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは、ｉｉｉ）
第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする第２のガイドＲＮＡ
標的部位をさらに含み、Ｃａｓタンパク質が、Ｃａｓ発現カセットを、第１および第２の
ガイドＲＮＡ標的部位で切断し、それによって、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣａｓタ
ンパク質の発現と比較して、Ｃａｓタンパク質の発現を低減する。
【００９９】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡは、第１のガイドＲＮＡ
標的部位および第２のガイドＲＮＡ標的部位とハイブリダイズする。いくつかの実施形態
では、第２のガイドＲＮＡは、第１のガイドＲＮＡ標的部位および第２のガイドＲＮＡ標
的部位とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡは、第１の
ガイドＲＮＡ標的部位とハイブリダイズし、第２のガイドＲＮＡは、第２のガイドＲＮＡ
標的部位とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは、Ｃａ
ｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列と作動可能に連結されているポリアデニル化
（ポリＡ）配列をさらに含む。いくつかの実施形態では、ポリＡ配列は、ＳＶ４０ポリＡ
配列である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質による第１または第２のガイド
ＲＮＡ標的部位の切断は、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびポリＡ
配列の間の作動可能な連結を妨げる。いくつかの実施形態では、第１または第２のガイド
ＲＮＡ標的部位は、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびポリＡ配列の
間にある。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列は
、Ｃａｓ発現カセットから発現されるＣａｓタンパク質が、１つまたはそれ以上のＮＬＳ
とインフレームで融合されるように、１つまたはそれ以上の核局在性シグナル（ＮＬＳ）
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をコードするヌクレオチド配列と作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では、
１つまたはそれ以上のＮＬＳをコードするヌクレオチド配列は、Ｃａｓタンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列およびポリアデニル化（ポリＡ）配列の間にある。いくつかの実
施形態では、第１または第２のガイドＲＮＡ標的部位は、１つまたはそれ以上のＮＬＳを
コードするヌクレオチド配列およびポリＡ配列の間にある。いくつかの実施形態では、１
つまたはそれ以上のＮＬＳは、ＳＶ４０ラージＴ抗原中のＣ末端配列を含む。いくつかの
実施形態では、１つまたはそれ以上のＮＬＳは、配列ＰＫＫＫＲＫＶ（配列番号２６）ま
たはＰＫＫＫＲＫＶＥＤＰＫＫＫＲＫＶＤ（配列番号２７）を含む。いくつかの実施形態
では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸および／またはＣａｓ発現カセッ
トは、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結されている。いくつか
の実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列は、プロモーターと作
動可能に連結されている。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質による第１または
第２のガイドＲＮＡ標的部位の切断は、調節制御エレメントおよびＣａｓタンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列の間の作動可能な連結を妨げる。いくつかの実施形態では、第
１または第２のガイドＲＮＡ標的部位は、プロモーターおよびＣａｓタンパク質をコード
するヌクレオチド配列の間にある。
【０１００】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは、ｉｉｉ）第１のガイ
ドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする第２のガイドＲＮＡ標的部位で
あって、Ｃａｓタンパク質に特異的なプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）と隣接す
る、第２のガイドＲＮＡ標的部位をさらに含み、Ｃａｓタンパク質による第１のガイドＲ
ＮＡ標的部位の切断は、調節制御エレメントおよびＣａｓタンパク質をコードするヌクレ
オチド配列の間の作動可能な連結を妨げ、Ｃａｓタンパク質による第２のガイドＲＮＡ標
的部位の切断は、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびポリＡ配列の間
の作動可能な連結を妨げ、Ｃａｓタンパク質の発現および標的ＤＮＡ配列の切断の際に、
Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ発現カセットを、第１および第２のガイドＲＮＡ標的部位で
切断し、それによって、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発現と比較し
て、Ｃａｓタンパク質の発現を低減する。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセット
は、ｉｉｉ）第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡがハイブリダイズする第２の
ガイドＲＮＡ標的部位をさらに含み、第１のガイドＲＮＡ標的部位は、Ｃａｓタンパク質
をコードするヌクレオチド配列およびＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列と
作動可能に連結されているプロモーターの間にあり、第２のガイドＲＮＡ標的部位は、Ｃ
ａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列およびＣａｓタンパク質をコードするヌク
レオチド配列と作動可能に連結されているポリＡ配列の間にあり、Ｃａｓタンパク質は、
Ｃａｓ発現カセットを、第１および第２のガイドＲＮＡ標的部位で切断し、それによって
、Ｃａｓ発現カセットの切断前のＣａｓタンパク質の発現と比較して、Ｃａｓタンパク質
の発現を低減する。
【０１０１】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異と関連する疾患また
は障害は、無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬化症、毛細血管
拡張性運動失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、βサラセミア、先天性無
フィブリノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群、先天性グリコ
シル化異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、ジヒドロプテリ
ジンレダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病を伴う家族性血小板異常症、
ファンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライヒ運動失調症、
血友病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群、ホモシスチン
尿症、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ欠乏症、メチル
マロン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ型、マルチミニ
コア病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型、眼白子症Ｉ型
、オルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマトーデスの素因、
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プロピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、スティックラー症候
群、全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖高免疫グロブリ
ンＭ血症またはＸ連鎖低リン酸血症である。いくつかの実施形態では、深部イントロン突
然変異は、表１に示される深部イントロン突然変異である。
【０１０２】
　いくつかの態様では、本発明は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連
する眼の疾患または障害を治療するための組成物であって、該組成物が、ａ）深部イント
ロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイ
ドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド
配列とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａ
ｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔ
ｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムを
コードする核酸を含み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置す
る部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的Ｄ
ＮＡの部分を切り出す組成物を提供する。いくつかの実施形態では、本発明は、個体の遺
伝子における深部イントロン突然変異と関連する眼の疾患または障害を治療するための組
成物であって、ａ）深部イントロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハ
イブリダイズする第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク
質とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒ
ｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ
（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムを含
み、該Ｃａｓタンパク質が、深部イントロン突然変異の両端に位置する部位で標的ＤＮＡ
分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出
す組成物を提供する。いくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障、視神
経萎縮症、網膜色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症候群または
Ｘ連鎖網膜色素変性症である。いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、表
２に示される深部イントロン突然変異である。
【０１０３】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、眼の疾患は、レーバー先天黒内障である。い
くつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡガイド配列は、中
心体タンパク質２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の深部イントロン突然変異の両端に
位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では、深部イ
ントロン突然変異は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異である。いくつかの実施形
態では、第１のガイドＲＮＡは、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５（Ｓａ
Ｃａｓ９の）、配列番号４６（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４７（ＳａＣａｓ９の）
の配列を含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮ
Ａは、配列番号１９（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号５
１（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮＡによっ
てコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号４２（Ｓｐ
Ｃａｓ９の）、配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４４（ＳｐＣａｓ９の）、配
列番号４８（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４９（ＳａＣａｓ９の）の配列を含むＤＮ
Ａによってコードされる。いくつかの実施形態では、第２のガイドＲＮＡは、配列番号２
０（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２２（ＳｐＣａｓ９
の）、配列番号５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（ＳａＣａｓ９の）の配列を
含むＤＮＡによってコードされる。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、ヒトＣＥ
Ｐ２９０である。いくつかの実施形態では、ＣＥＰ２９０は、配列番号２３に示される配
列の深部イントロン突然変異を含む。
【０１０４】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子の５’ス
プライス供与部位の約１～１０，０００ヌクレオチド、約１～１０００ヌクレオチドまた
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は約１００～１０００ヌクレオチド下流に位置する。いくつかの実施形態では、深部イン
トロン突然変異は、遺伝子の３’スプライス受容部位の約１～１０，０００ヌクレオチド
、約１～１０００ヌクレオチドまたは約１００～１０００ヌクレオチド上流に位置する。
いくつかの実施形態では、深部イントロン突然変異は、遺伝子中にスプライス供与部位ま
たはスプライス受容部位を導入する。
【０１０５】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ９タンパク質で
ある。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９タンパク質は、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９タンパク質（配列番号４０）、黄色ブドウ
球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質（配列番号５
５）、ストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９タンパク質、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉ
ｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９タンパク質またはトレポネーマ・デンティコラ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍ
ａ　ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃａｓ９タンパク質である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ
９は、真核細胞における発現のためにコドン最適化される。いくつかの実施形態では、真
核細胞は、哺乳動物細胞である。いくつかの実施形態では、真核細胞は、ヒト細胞である
。
【０１０６】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガ
イドＲＮＡは、トランス活性化ｃｒ（ｔｒａｃｒ）配列と融合されている。いくつかの実
施形態では、ｔｒａｃｒ配列は、配列番号２５によってコードされるヌクレオチド配列を
含む。
【０１０７】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステム（例えば、第
１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよびＣａｓタンパク質）は、脂質、カチオン性
脂質、リポソーム、ポリカチオンまたは核酸および／もしくはタンパク質の細胞取り込み
を増強する物質と複合体形成されている。
【０１０８】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡお
よびＣａｓタンパク質をコードする核酸は、真核細胞において発現される。いくつかの実
施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタンパク質
をコードする核酸は、１つまたはそれ以上の調節制御エレメントと作動可能に連結されて
いる。いくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮＡ
は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実
施形態では、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターは、Ｕ６、７ＳＫまたはＨ１プロモ
ーターである。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードする核酸は、ＲＮＡ
ポリメラーゼＩＩプロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では、
ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターは、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期プロモ
ーター、ＣＭＶプロモーター由来の最小プロモーター断片（ｍｉｎＣＭＶプロモーター）
、ＲＳＶ　ＬＴＲ、ＭｏＭＬＶ　ＬＴＲ、ホスホグリセリン酸キナーゼ－１（ＰＧＫ）プ
ロモーター、サルウイルス４０（ＳＶ４０）プロモーター、ＣＫ６プロモーター、トラン
スサイレチンプロモーター（ＴＴＲ）、ＴＫプロモーター、テトラサイクリン応答性プロ
モーター（ＴＲＥ）、ＨＢＶプロモーター、ｈＡＡＴプロモーター、ＬＳＰプロモーター
、キメラ肝臓特異的プロモーター（ＬＳＰ）、Ｅ２Ｆプロモーター、ＥＦ１αプロモータ
ー、テロメラーゼ（ｈＴＥＲＴ）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／ウサギβ－グロビンプロモーター（ＣＡＧ）プロモーター、桿体オ
プシンプロモーター、錐体オプシンプロモーター、βホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）プ
ロモーター、網膜色素変性症（ＲＰ１）プロモーターまたは光受容体間レチノイド結合タ
ンパク質遺伝子（ＩＲＢＰ）プロモーターである。
【０１０９】
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　上記の組成物のいくつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡま
たはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、システムの同一
または異なるベクター上に位置する。いくつかの実施形態では、ベクターは、プラスミド
である。いくつかの実施形態では、ベクターは、送達システムと複合体形成されている。
いくつかの実施形態では、ベクターは、脂質、カチオン性脂質、リポソーム、ポリカチオ
ンまたは核酸の細胞取り込みを増強する物質と複合体形成されている。
【０１１０】
　上記の組成物のいくつかの実施形態では、ベクターは、組換えアデノ随伴ウイルス（ｒ
ＡＡＶ）ベクター、組換えアデノウイルスベクター、組換えレンチウイルスベクターまた
は組換え単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターである。いくつかの実施形態では、ベ
クターは、組換えアデノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、組換えアデ
ノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、１
４、１６、２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、２
２、２３、２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、Ａｄ
Ｈｕ２４、ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７、
ＡｄＨｕ４１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、Ａｄ
Ｃ６９、ウシＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来する。いく
つかの実施形態では、組換えアデノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２または
アデノウイルス血清型５の変異体に由来する。
【０１１１】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えレンチウイルスベクターである。いくつ
かの実施形態では、組換えレンチウイルスベクターは、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）
、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラ
ウイルス、マールブルグウイルス、モカラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬
病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異体で偽型化されたレンチウイルスに由来する。
【０１１２】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ｒＨＳＶベクターである。いくつかの実施形態
では、ｒＨＳＶベクターは、ｒＨＳＶ－１またはｒＨＳＶ－２に由来する。
【０１１３】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）ベクターである。い
くつかの実施形態では、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク
質のうちの１つまたはそれ以上をコードする核酸は、１つまたはそれ以上のＡＡＶ逆方向
末端反復（ＩＴＲ）配列がその両端に位置する。いくつかの実施形態では、第１のガイド
ＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク質のうちの１つまたはそれ以上をコー
ドする核酸は、２つのＡＡＶ　ＩＴＲがその両端に位置する。いくつかの実施形態では、
ＡＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、Ａ
ＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ
１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ　ＤＪ、ヤギＡＡＶ、ウシ
ＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシド血清型ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、Ａ
ＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ２　ＩＴＲである。いくつかの実施形態では、ベクターは、自己
相補的ベクターである。
【０１１４】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、ウイルス粒子中にキャプシド封入されている。
いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えアデノウイルスベクターをキャプシド
封入する組換えアデノウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイ
ルス粒子は、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、１４、１６、
２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、２２、２３、
２４～３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、ＡｄＨｕ２４、
ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７、ＡｄＨｕ４
１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、ＡｄＣ６９、ウ
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シＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄまたはブタＡｄ３型に由来するキャプシドを含む
。いくつかの実施形態では、組換えアデノウイルス粒子は、アデノウイルス血清型２キャ
プシドまたはアデノウイルス血清型５キャプシドの変異体を含む。
【０１１５】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えレンチウイルスベクターをキャプシ
ド封入する組換えレンチウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えレンチウ
イルス粒子は、水泡性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣ
ＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲＶ）、エボラウイルス、マールブルグウイルス、モカ
ラウイルス（Ｍｏｋａｌａ　ｖｉｒｕｓ）、狂犬病ウイルス、ＲＤ１１４またはその変異
体で偽型化されたキャプシドを含む。
【０１１６】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＨＳＶベクターをキャプシド封入す
る組換えＨＳＶ粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＨＳＶ粒子は、ｒＨＳＶ－
１粒子またはｒＨＳＶ－２ウイルス粒子である。
【０１１７】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子は、組換えＡＡＶベクターを含む組換えＡＡＶ
ウイルス粒子である。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、クレード
Ａ～Ｆに由来するＡＡＶ血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶウイ
ルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、
ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ２／２－７ｍ８、ＡＡＶ　ＤＪ、
ＡＡＶ２　Ｎ５８７Ａ、ＡＡＶ２　Ｅ５４８Ａ、ＡＡＶ２　Ｎ７０８Ａ、ＡＡＶ　Ｖ７０
８Ｋ、ヤギＡＡＶ、ＡＡＶ１／ＡＡＶ２キメラ、ウシＡＡＶまたはマウスＡＡＶキャプシ
ドｒＡＡＶ２／ＨＢｏＶ１血清型キャプシドを含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶ
ウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、同一ＡＡＶ血清型に由来する。いくつかの実
施形態では、ｒＡＡＶウイルス粒子のＩＴＲおよびキャプシドは、異なるＡＡＶ血清型に
由来する。いくつかの実施形態では、組換えＡＡＶウイルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドを含
む。いくつかの実施形態では、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ
９および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドは、チロシン突然変異またはヘパラン結合突
然変異を含む。いくつかの実施形態では、ｒＡＡＶベクターは、ＡＡＶ２　ＩＴＲを含む
。
【０１１８】
　特許出願および刊行物を含む、本明細書において引用されるすべての参考文献は、参照
によりその全文を組み入れる。
【図面の簡単な説明】
【０１１９】
【図１】ＣＥＰ２９０遺伝子におけるイントロンｃ．２２９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異
の模式図である。Ａ＞Ｇ突然変異は、イントロン２６内に位置する潜在性エキソンの５’
スプライス部位の＋５位で起こる。ＣＥＰ２９０エキソン２６からエキソン２７領域のエ
キソン－イントロン構造を、野生型（実線）および突然変異体（破線）の転写物に関する
スプライシングパターンと共に、それぞれ、四角および線で表す。突然変異ヌクレオチド
を太字および下線で示し、黒い星印で表す。潜在性エキソンの５’スプライス部位配列を
、ＢＤＧＰ：ニューラルネットワークによるスプライス部位予測（例えば、ｗｗｗ．ｆｒ
ｕｉｔｆｌｙ．ｏｒｇ／ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／ｓｐｌｉｃｅ．ｈｔｍｌ、およびＲｅｅｓ
ｅ，Ｍ．Ｇ．ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｊ．Ｃｏｍｐｕｔ．Ｂｉｏｌ．４：３１１～３２
３頁を参照されたい）によって計算したそのスプライス部位の強さスコアと共に示す。エ
キソンヌクレオチドを大文字で示す。エキソンおよびイントロンのサイズを図の下に注釈
する。
【図２】ＣＥＰ２９０のｃ．２２９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異の両端に位置するイント
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ロン領域を欠失させる戦略を示す模式図である。上流のｓｇＲＮＡは、イントロン突然変
異の上流に位置する第１のＣａｓ９切断を導き、下流のｓｇＲＮＡは、突然変異の下流に
位置する第２のＣａｓ９切断を導く。上流の標的座は、潜在性エキソンの上流または潜在
性エキソン内のいずれかに位置することができることに注目されたい。２つの切断末端を
、非相同性末端結合（ＮＨＥＪ）プロセスを通して直接ライゲートすると、ｃ．２９９１
＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異の両端に位置するイントロン断片が欠失される。イントロン２
６はさらに、ｍＲＮＡプロセシングの際にＲＮＡスプライシングによって除去される。
【図３】異なる細胞株におけるｍＲＮＡ（図３Ａおよび３Ｂ）およびタンパク質（図３Ｃ
）発現レベルを示す。図３Ａおよび３Ｂは、野生型細胞（白色の棒グラフ）、ｃ．２９９
１＋１６５５Ａ＞Ｇおよびｃ．２９９１＋１６６６Ｃ＞Ｇ突然変異を有する染色体に関し
てヘテロ接合である細胞（灰色の棒グラフ）、ならびにホモ接合ｃ．２９９１＋１６５５
Ａ＞Ｇおよびｃ．２９９１＋１６６６Ｃ＞Ｇ細胞（突然変異体細胞；黒色の棒グラフ）に
おける、ＲＴ－ｑＰＣＲによって決定した野生型（図３Ａ）および突然変異体（図３Ｂ）
ｍＲＮＡの基礎発現レベルのグラフを示す。データは、３回の独立したトランスフェクシ
ョンからの試料の平均値±標準偏差（ｎ＝３）として表す。一元配置ＡＮＯＶＡの後にテ
ューキーのＨＳＤ事後検定を使用して比較を実施した。＊＝ｐ＜０．０５、＊＊＝ｐ＜０
．０１、＊＊＊＝ｐ＜０．００１。図３Ｃは、野生型細胞（ＷＴ）、ヘテロ接合細胞（Ｈ
ｅｔ）、および突然変異体細胞（ＭＴ）から調製したライセートのイムノブロットである
。メンブレンを、ＣＥＰ２９０（上）およびローディング対照としてのベータ－アクチン
（下）に関してプロービングした。
【図４】ＰＣＲ（図４Ａ）および次世代シークエンシング（図４Ｂ）によって決定した、
ｓｇＲＮＡ対およびＳｐＣａｓ９による標的化欠失の効率を示す。図４Ａでは、予想され
る欠失領域の外側のプライマーを使用した。上のバンドは、野生型ＣＥＰ２９０のイント
ロン２６から増幅されたＰＣＲ産物であり、下のバンドは、予想されるゲノム欠失後のＣ
ＥＰ２９０対立遺伝子から増幅されたＰＣＲ産物である（それぞれ、「Ｗｔ」および「Ｔ
ｒｕｎｃ」と表示する）。Ｍ、１ｋｂ　ＤＮＡラダー。図４Ｂは、次世代シークエンシン
グ（ＮＧＳ）によって決定した、ｓｇＲＮＡ対およびＳｐＣａｓ９をトランスフェクトし
た突然変異体細胞におけるＤＮＡの野生型およびトランケート型の百分率を示す。
【図５】ｓｇＲＮＡ対およびＳｐＣａｓ９によるＣＥＰ２９０発現のレスキューを示す。
図５Ａおよび５Ｂは、ＲＴ－ｑＰＣＲによって測定した、ｓｇＲＮＡ対およびＳｐＣａｓ
９をトランスフェクトした野生型（白色の棒グラフ）、ヘテロ接合（灰色の棒グラフ）、
および突然変異体（黒色の棒グラフ）細胞における野生型（図５Ａ）および突然変異体（
図５Ｂ）ｍＲＮＡの発現レベルを示す。データを、２回の独立したトランスフェクション
からの試料の平均値±標準偏差（ｎ＝２）として表す。一元配置ＡＮＯＶＡの後にテュー
キーのＨＳＤ事後検定を使用して比較を実施した。＊＝ｐ＜０．０５、＊＊＝ｐ＜０．０
１。図５Ｃは、ｓｇＲＮＡ対およびＳｐＣａｓ９をトランスフェクトした突然変異体細胞
から調製したライセートのイムノブロットである。メンブレンを、ＣＥＰ２９０（上）お
よびローディング対照としてのベータ－アクチン（下）に関してプロービングした。
【図６－１】自己限定性ＣＲＩＳＰＲ－ＳｐＣａｓ９システムを示す。図６Ａは、自己限
定性ＣＲＩＳＰＲ－ＳｐＣａｓ９システムにおいて使用されるｐＡＡＶ－ＳｐＣａｓ９ベ
クターの模式図である。ＳｐＣａｓ９ヌクレアーゼの認識配列（ｓｐＲＮＡ標的配列プラ
スＰＡＭモチーフ）を、挿入部位１（ｍｉｎＣＭＶプロモーターとＳｐＣａｓ９の間）お
よび／または挿入部位２（ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳとＳＶ４０ｐＡの間）に組み込む。ＮＬ
Ｓ、核局在化シグナル、ＳＶ４０ｐＡ、サルウイルス４０ポリアデニル化シグナル。図６
Ｂは、Ｕ１Ｄ３　ｓｇＲＮＡ対を発現する第１のＡＡＶパッケージングプラスミドおよび
ＳｐＣａｓ９を発現する第２のＡＡＶパッケージングプラスミドをトランスフェクトした
突然変異体細胞から調製したライセートのイムノブロットである。ＳｐＣａｓ９プラスミ
ドは、２つの挿入部位においてＵ１　ｓｇＲＮＡ認識配列（Ｕ１Ｔ）および／またはＤ３
　ｓｇＲＮＡ認識配列（Ｄ３Ｔ）を含む。Ｕ１Ｄ３プラスミド単独をトランスフェクトし
た突然変異体細胞を、この場合の対照とした。メンブレンをＳｐＣａｓ９（上）およびロ
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ーディング対照としてのベータ－アクチン（下）に関してプロービングした。図６Ｃは、
ＰＣＲによって決定した、突然変異体細胞にＵ１Ｄ３　ｓｇＲＮＡ対と自己限定性ＳｐＣ
ａｓ９をトランスフェクトした後の標的化欠失を示す。上のバンドは、野生型ＣＥＰ２９
０イントロン２６から増幅されたＰＣＲ産物であり、下のバンドは、Ｕ１およびＤ３　ｓ
ｇＲＮＡにより導かれたゲノム欠失後のＣＥＰ２９０対立遺伝子から増幅されたＰＣＲ産
物である。Ｍ、１ｋｂ　ＤＮＡラダー。図６Ｄおよび６Ｅは、ＲＴ－ｑＰＣＲによって測
定した、Ｕ１Ｄ３　ｓｇＲＮＡ対および自己限定性ＳｐＣａｓ９をトランスフェクトした
突然変異体細胞における野生型（図６Ｄ）および突然変異体（図６Ｅ）ｍＲＮＡの発現レ
ベルを示す。データは、３回の独立したトランスフェクションからの試料の平均値±標準
偏差（ｎ＝３）として表す。一元配置ＡＮＯＶＡの後にテューキーのＨＳＤ事後検定を使
用して比較を実施した。Ｕ１Ｄ３　ｓｇＲＮＡ対単独をトランスフェクトした細胞と比較
して、＊＝ｐ＜０．０５、＊＊＝ｐ＜０．０１、＊＊＊＝ｐ＜０．００１。
【図６－２】図６－１の続き。
【図７】デュアルＡＡＶシステムによるマウス網膜におけるＣｅｐ２９０遺伝子のイント
ロン２５における領域の欠失を示す。図７Ａは、網膜下注射に使用したデュアルＡＡＶの
模式図である。図７Ｂは、ＰＣＲによって決定した、（１）ＡＡＶ５－ＲＫ－ＥＧＦＰ（
対照）、またはＡＡＶ５－Ｕ１１Ｄ１１　ｓｇＲＮＡ対－ＲＫ－ＥＧＦＰおよび（２）Ａ
ＡＶ５－ＳｐＣａｓ９による標的化欠失を示す。上のバンドは、野生型マウスＣｅｐ２９
０イントロン２５から増幅されたＰＣＲ産物であり、下のバンドは、Ｕ１１およびＤ１１
　ｓｇＲＮＡにより導かれたゲノム欠失後のＣｅｐ２９０対立遺伝子から増幅されたＰＣ
Ｒ産物である。Ｍ、１ｋｂ　ＤＮＡラダー。
【図８】ＰＣＲ（図８Ａ）およびＲＴ－ｑＰＣＲ（図８Ｂおよび８Ｃ）によって決定した
、黄色ブドウ球菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９（ＳａＣａｓ９）およびＳｐＣａｓ９に
よる標的化欠失を示す。突然変異体細胞に、ＳａＣａｓ９またはＳｐＣａｓ９のいずれか
と共に、対になったｓｇＲＮＡ対をトランスフェクトした。ｓｇＲＮＡ対およびＳａＣａ
ｓ９は、１つのＡＡＶパッケージングプラスミドに存在するが、ｓｇＲＮＡ対およびＳｐ
Ｃａｓ９は、２つの異なるＡＡＶパッケージングプラスミドに存在することに注意された
い。図８Ａにおいて、上のバンドは野生型ＣＥＰ２９０のイントロン２６から増幅された
ＰＣＲ産物であり、下のバンドは、予想されるゲノム欠失後のＣＥＰ２９０対立遺伝子か
ら増幅されたＰＣＲ産物である（それぞれ、「Ｗｔ」および「Ｔｒｕｎｃ」と表示）。Ｍ
、１ｋｂ　ＤＮＡラダー。図８Ａおよび８Ｂは、ＲＴ－ｑＰＣＲによって測定した、Ｓａ
Ｃａｓ９（白色の棒グラフ）またはＳｐＣａｓ９（灰色の棒グラフ）のいずれかと共にｓ
ｇＲＮＡ対をトランスフェクトした突然変異体細胞における野生型（図８Ａ）および突然
変異体（図８Ｂ）ｍＲＮＡの発現レベルを示す。データは、３回の独立したトランスフェ
クションからの試料の平均値±標準偏差（ｎ＝３）として表す。一元配置ＡＮＯＶＡの後
にテューキーのＨＳＤ事後検定を使用して比較を実施した。＊＝ｐ＜０．０５、＊＊＝ｐ
＜０．０１、＊＊＊＝ｐ＜０．００１。ＳａＣａｓ９単独をトランスフェクトした突然変
異体細胞と比較して、＃＝ｐ＜０．０５。
【発明を実施するための形態】
【０１２０】
　本発明は、深部イントロン突然変異を編集するための組成物、方法およびウイルス粒子
を提供する。いくつかの実施形態では、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と
関連する疾患または障害を治療するための組成物は、ａ）深部イントロン突然変異の両端
に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第１のガイドＲＮＡおよび第２
のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しな
いＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐ
ａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）
（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）システムを含み、該Ｃａｓタンパク質は、深部イントロン突然
変異の両端に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突
然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出す。その他の実施形態では、個体の遺伝子におけ
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る深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害を治療するための組成物は、ａ）深
部イントロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする、第
１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、ｂ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌク
レオチド配列とを含む、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅ
ｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅ
ｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）シ
ステムをコードする核酸を含み、該Ｃａｓタンパク質は、深部イントロン突然変異の両端
に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異を含
む標的ＤＮＡの部分を切り出す。
【０１２１】
　いくつかの態様では、本発明は、眼の疾患を治療するための組成物、方法およびウイル
ス粒子を提供する。上記のように、ＬＣＡの最も頻繁な遺伝子的原因は、ＣＥＰ２９０遺
伝子のイントロン２６中の深部イントロン突然変異ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇであり
、これは、潜在スプライス供与部位を生成し、その結果、ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡの未熟
な停止コドン（ｐ．Ｃ９９８Ｘ）を含有する異常なエキソンを含むことになる（図１）。
本発明者らは、単一ガイドＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）およびＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　ｒｅｇｕｌ
ａｒｌｙ　ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　ｓｈｏｒｔ　ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　ｒｅｐｅａ
ｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）およびＣＲＩＳＰＲ関連タンパク質（Ｃａｓ）システムの対による
、ヒト細胞におけるターゲッティングされたゲノムＤＮＡ欠失によって、ＣＥＰ２９０遺
伝子中にイントロン性ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を有するＬＣＡ患者を治療
するための簡単で効率的な方法を設計した（図２）。このアプローチは、イントロン性ｃ
．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を効率的に、永久に欠失させ、ＣＥＰ２９０　ｍＲ
ＮＡ中に挿入された潜在エキソンのスプライシングを防ぎ、一方で、内因性ゲノム調節エ
レメントは無傷のまま残る。
【０１２２】
Ｉ．一般技術
　本明細書において記載されるか、または参照される技術および手順は、一般的に十分に
理解され、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、第４版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．
、２０１２）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編、２００３）；ｔｈｅ　ｓｅｒｉｅｓ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；
ＰＣＲ２：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｍ．Ｊ．ＭａｃＰｈｅｒｓｏｎ
、Ｂ．Ｄ．ＨａｍｅｓおよびＧ．Ｒ．Ｔａｙｌｏｒ編、１９９５）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ編、１９８
８）；Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂ
ａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ａｎｄ　Ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ、第６版、Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ、２０
１０）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編、
１９８４）；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｈｕｍａｎ
ａ　Ｐｒｅｓｓ；Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｎｏｔｅｂｏ
ｏｋ（Ｊ．Ｅ．Ｃｅｌｌｉｓ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１９９８）；Ｉｎｔｒ
ｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｊ．Ｐ．
ＭａｔｈｅｒおよびＰ．Ｅ．Ｒｏｂｅｒｔｓ、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ、１９９８）；
Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｏｃｅ
ｄｕｒｅｓ（Ａ．Ｄｏｙｌｅ、Ｊ．Ｂ．ＧｒｉｆｆｉｔｈｓおよびＤ．Ｇ．Ｎｅｗｅｌｌ
編、Ｊ．ＷｉｌｅｙおよびＳｏｎｓ、１９９３～８）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐ
ｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｄ．Ｍ．ＷｅｉｒおよびＣ．Ｃ．Ｂｌａｃ
ｋｗｅｌｌ編、１９９６）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍ
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ａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｊ．Ｍ．ＭｉｌｌｅｒおよびＭ．Ｐ．Ｃａｌｏｓ編、１
９８７）；ＰＣＲ：Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ、（
Ｍｕｌｌｉｓら編、１９９４）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ（Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、１９９１）；Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｊ．Ｗｉｌｅ
ｙおよびＳｏｎｓ、２００２）；Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ（Ｃ．Ａ．Ｊａｎｅｗａｙ
ら、２００４）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｐ．Ｆｉｎｃｈ、１９９７）；Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｄ．Ｃａｔｔｙ．編、ＩＲＬ　Ｐ
ｒｅｓｓ、１９８８～１９８９）；Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｐ．ＳｈｅｐｈｅｒｄおよびＣ．Ｄｅａｎ編、
Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、２０００）；Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｅ．ＨａｒｌｏｗおよびＤ．
Ｌａｎｅ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ
、１９９９）；Ｔｈｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｍ．ＺａｎｅｔｔｉおよびＪ．Ｄ．Ｃａ
ｐｒａ編、Ｈａｒｗｏｏｄ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、１９９５）；お
よびＣａｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｏｎｃｏ
ｌｏｇｙ（Ｖ．Ｔ．ＤｅＶｉｔａら編、Ｊ．Ｂ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｃｏｍｐａｎｙ
、２０１１）において記載される、広く使用される方法論などの従来方法論を使用して当
業者によって一般的に使用される。
【０１２３】
ＩＩ．定義
　本明細書において、「ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ」は、ガイドＲＮＡおよびＣａｓエンドヌ
クレアーゼを有する２成分リボヌクレオタンパク質複合体を指す。ＣＲＩＳＰＲは、Ｃｌ
ｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉ
ｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ　ＩＩ型システムを指す。ＣＲＩＳＰＲは、細菌および
古細菌が、外来核酸（例えば、ウイルスまたはプラスミド由来の）を検出し、サイレンシ
ングすることを可能にする適応防御システムとして発見されたが、配列特異的にポリヌク
レオチド編集することを可能にするために種々の細胞種における使用のために適応されて
きた（例えば、Ｊｉｎｅｋ，Ｍ．ら（２０１２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　第３３７巻：８１６～
８２１頁およびＲａｎ，Ｆ．Ａ．ら（２０１３）Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏｃ．第８巻：２２８
１～２３０８頁を参照のこと）。ＩＩ型システムでは、ガイドＲＮＡは、Ｃａｓと相互作
用し、Ｃａｓ酵素のヌクレアーゼ活性を、ガイドＲＮＡガイド配列と同一の標的ＤＮＡ配
列に向ける。ガイドＲＮＡは、標的配列の逆鎖と塩基対形成する。次いで、Ｃａｓヌクレ
アーゼ活性は、標的ＤＮＡにおいて二本鎖切断を生成する。いくつかの実施形態では、Ｃ
ａｓタンパク質は、Ｃａｓ９タンパク質である。
【０１２４】
　本明細書において、「ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ単一ガイドＲＮＡ」（用語「単一ガイドＲ
ＮＡ」および「ｓｇＲＮＡ」は、本明細書において同義的に使用することができる）は、
標的ＤＮＡのＣａｓ媒介性切断を導くことができる単一ＲＮＡ種を指す。いくつかの実施
形態では、単一ガイドＲＮＡは、Ｃａｓ（例えば、Ｃａｓ９）ヌクレアーゼ活性に必要な
配列および目的の標的ＤＮＡと同一のガイド配列を含有し得る。
【０１２５】
　用語「キメラＲＮＡ」、「キメラガイドＲＮＡ」、「ガイドＲＮＡ」、「単一ガイドＲ
ＮＡ」および「合成ガイドＲＮＡ」は、本明細書において同義的に使用され得、ガイド配
列、ｔｒａｃｒ配列およびｔｒａｃｒメイト配列を含むポリヌクレオチド配列を指す。用
語「ガイド配列」は、本明細書において、標的部位を特定するガイドＲＮＡ内の約２０ｂ
ｐの配列を指し、用語「ガイド」または「スペーサー」または「プロトスペーサー」と同
義的に使用することができる。用語「ｔｒａｃｒメイト配列」はまた、用語「ダイレクト
リピート」と同義的に使用することができる。
【０１２６】
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　本明細書において、「ｓｇＲＮＡガイド配列」は、標的ＤＮＡ配列の逆鎖と結合し、Ｃ
ａｓ（例えば、Ｃａｓ９）ヌクレアーゼ活性をその遺伝子座に向けるｓｇＲＮＡのヌクレ
オチド配列を指し得る。いくつかの実施形態では、ｓｇＲＮＡガイド配列は、標的配列と
同一である。ハイブリダイゼーションを引き起こし、ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成を促進す
るのに十分な類似性があれば、完全同一性は必ずしも必要ではない。ガイド配列は、ＤＮ
ＡまたはＲＮＡポリヌクレオチドなどの任意のポリヌクレオチドを含み得る。
【０１２７】
　本明細書において、「Ｃａｓ」ポリペプチドは、ガイドＲＮＡ、例えば、ｓｇＲＮＡと
複合体形成された場合にヌクレアーゼとして機能するポリペプチドである。いくつかの実
施形態では、Ｃａｓポリペプチドは、Ｃａｓ９ポリペプチド（Ｃｓｎ１としても知られる
ＣＲＩＳＰＲ関連９）である。Ｃａｓポリペプチド（例えば、Ｃａｓ９）は、ｃｒＲＮＡ
：ｔｒａｃｒＲＮＡガイドまたは単一ガイドＲＮＡと結合されると、標的ＤＮＡを、ｓｇ
ＲＮＡガイド配列と同一の、ＰＡＭモチーフと隣接する配列で切断できる。Ｃａｓ９ポリ
ペプチドは、その他のＣａｓポリペプチドとは異なり、ＩＩ型ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシス
テムに特徴的である（種々のＣＲＩＳＰＲ－ＣａｓシステムのＣａｓタンパク質の説明に
ついては、Ｍａｋａｒｏｖａ，Ｋ．Ｓ．ら（２０１１）Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌ．第９巻（６号）：４６７～７７頁を参照のこと）。本明細書において、「Ｃａｓ」
は、特に断りのない限り、ｓｇＲＮＡまたは複合体のポリペプチド成分とのリボヌクレオ
タンパク質複合体を指し得る。
【０１２８】
　用語「ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）」は、本明細書において、標的ＤＮＡ配列
に対して切断を導くためにＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムによって使用されるガイド配列
を含むＲＮＡを指す。用語「トランス活性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）」は、本明
細書において、ＤＮＡ切断を媒介するＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓエフェクター複合体に必要な
構造を形成する配列を含むＲＮＡを指す。内因性細菌性および古細菌性ＩＩ型ＣＲＩＳＰ
Ｒ－Ｃａｓシステムでは、エフェクターＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ複合体は、２つのポリリボ
ヌクレオチド分子：ｃｒＲＮＡおよびｔｒａｃｒＲＮＡと複合体形成されたＣａｓタンパ
ク質（例えば、Ｃａｓ９タンパク質）を含む。ｃｒＲＮＡは、標的認識を媒介する約２０
ヌクレオチドのガイド配列およびｔｒａｃｒＲＮＡと二本鎖を形成する配列を含有する。
ｃｒＲＮＡ：ｔｒａｃｒＲＮＡ二本鎖は、Ｃａｓタンパク質と結合し、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃ
ａｓエフェクター複合体機能に必要である。いくつかの実施形態では、ｃｒＲＮＡおよび
ｔｒａｃｒＲＮＡ機能は、標的認識を媒介する配列およびＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓエフェク
ター複合体にとって必要な構造を生成する配列の両方を含有する単一ＲＮＡ（単一ガイド
ＲＮＡまたはｓｇＲＮＡ）によって実施される。
【０１２９】
　用語「深部イントロン突然変異」は、本明細書において、野生型スプライス受容配列お
よびスプライス供与配列の外側の領域のイントロン配列内の突然変異を指す。いくつかの
場合には、深部イントロン突然変異は、関連遺伝子のスプライシングの変更、例えば、成
熟ｍＲＮＡ中にイントロン配列を含むことにつながり得る。限定されない例では、深部イ
ントロン突然変異は、エキソンの約１００ｂｐ超下流（すなわち、３’）、エキソンの約
１００ｂｐ超上流（すなわち、５’）または第１のエキソンの約１００ｂｐ超下流かつ第
２のエキソンの約１００ｂｐ超上流である。
【０１３０】
　用語「レーバー先天黒内障（ＬＣＡ）」は、本明細書において、視力喪失、網膜機能不
全および眼振を特徴とする早期発症型障害の群を指す。種々の突然変異が、ＬＣＡと関与
しているが、ＬＣＡは、通常、常染色体劣性遺伝疾患として遺伝性である。さらなる説明
および例示的ＬＣＡ疾患遺伝子および遺伝子座については、例えば、ＯＭＩＭ　Ｅｎｔｒ
ｙ２０４０００を参照のこと。
【０１３１】
　用語「ＣＥＰ２９０」は、本明細書において、ＭＫＳ４、ＣＴ８７、ＰＯＣ３、ｒｄ１
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６、ＢＢＳ１４、ＬＣＡ１０、ＪＢＴＳ５、ＮＰＨＰ６、ＳＬＳＮ６および３Ｈ１１Ａｇ
としても知られる、繊毛形成に関与する中心体タンパク質をコードする遺伝子を指す。Ｃ
ＥＰ２９０中の突然変異は、ＬＣＡと関与している。このような突然変異の１つの例とし
て、潜在スプライス供与部位を導入し、その結果、未熟な停止コドンを有する異常なエキ
ソンを含むことになるｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異がある。例えば、それぞれ
、例示的ヒト遺伝子およびタンパク質配列について、ＮＣＢＩ遺伝子番号８０１８４およ
びＵｎｉＰｒｏｔ番号Ｏ１５０７８を参照のこと。ＣＥＰ２９０遺伝子のその他の例とし
て、制限するものではないが、マウスＣＥＰ２９０（例えば、ＮＣＢＩ遺伝子番号２１６
２７４）、ラットＣＥＰ２９０（例えば、ＮＣＢＩ遺伝子番号３１４７８７）、アカゲザ
ルＣＥＰ２９０（例えば、ＮＣＢＩ遺伝子番号７０８２８６）、ゼブラフィッシュＣＥＰ
２９０（例えば、ＮＣＢＩ遺伝子番号５６０５８８）、イヌＣＥＰ２９０（例えば、ＮＣ
ＢＩ遺伝子番号４８２５９１）、チンパンジーＣＥＰ２９０（例えば、ＮＣＢＩ遺伝子番
号４５２１１３）、ネコＣＥＰ２９０（例えば、ＮＣＢＩ遺伝子番号１００１１３４７１
）、ニワトリＣＥＰ２９０（例えば、ＮＣＢＩ遺伝子番号４１７８８７）およびウシＣＥ
Ｐ２９０（例えば、ＮＣＢＩ遺伝子番号２８２７０７）が挙げられる。いくつかの実施形
態では、ＣＥＰ２９０遺伝子は、配列番号２３に示される配列の深部イントロン突然変異
を含む。
【０１３２】
　「ベクター」は、本明細書において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏいずれか
において宿主細胞中に送達されるべき核酸を含む組換えプラスミドまたはウイルスを指す
。
【０１３３】
　用語「ポリヌクレオチド」または「核酸」は、本明細書において、リボヌクレオチドま
たはデオキシリボヌクレオチドいずれかの任意の長さのヌクレオチドの多量体型を指す。
したがって、この用語は、それだけには限らないが、一本鎖、二本鎖または多重鎖ＤＮＡ
またはＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドまたはプリンおよ
びピリミジン塩基もしくはその他の天然、化学もしくは生化学的に修飾された非天然もし
くは誘導体化されたヌクレオチド塩基を含むポリマーを含む。ポリヌクレオチドの主鎖は
、糖およびリン酸基（ＲＮＡまたはＤＮＡ中に通常見られるような）または修飾されたも
しくは置換された糖またはリン酸基を含み得る。あるいは、ポリヌクレオチドの主鎖は、
ホスホロアミド酸などの合成サブユニットのポリマーを含むこともあり得、したがって、
オリゴデオキシヌクレオシドホスホルアミダート（Ｐ－ＮＨ２）または混合ホスホルアミ
ダート－ホスホジエステルオリゴマーであり得る。さらに、二本鎖ポリヌクレオチドは、
相補鎖を合成することおよび適当な条件下で鎖をアニーリングすることまたは適当なプラ
イマーととともにＤＮＡポリメラーゼを使用して相補鎖をｄｅ　ｎｏｖｏ合成することに
よって、化学合成の一本鎖ポリヌクレオチド産物から得ることができる。
【０１３４】
　用語「ポリペプチド」および「タンパク質」は、アミノ酸残基のポリマーを指すように
同義的に使用され、最小の長さに制限されない。アミノ酸残基のこのようなポリマーは、
天然または非天然アミノ酸残基を含有し得、それだけには限らないが、ペプチド、オリゴ
ペプチド、アミノ酸残基の二量体、三量体および多量体を含み得る。全長タンパク質およ
びその断片の両方が、定義によって包含される。用語はまた、ポリペプチドの発現後修飾
、例えば、グリコシル化、シアリル化、アセチル化、リン酸化などを含む。さらに、本発
明の目的上、「ポリペプチド」は、タンパク質が、所望の活性を維持する限り、天然配列
に対する欠失、付加および置換（一般的に、天然に保存的）などの修飾を含むタンパク質
を指す。これらの修飾は、部位特異的突然変異誘発によってのような意図的なものである
場合も、ＰＣＲ増幅によるタンパク質またはエラーをもたらす宿主の突然変異による偶発
的なものである場合もある。
【０１３５】
　「組換えウイルスベクター」は、１つまたはそれ以上の異種配列（すなわち、ウイルス
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起源ではない核酸配列）を含む組換えポリヌクレオチドベクターを指す。組換えＡＡＶベ
クターの場合には、組換え核酸は、少なくとも１つの逆方向末端反復配列（ＩＴＲ）がそ
の両端に位置する。いくつかの実施形態では、組換え核酸は、２つのＩＴＲがその両端に
位置する。
【０１３６】
　「組換えＡＡＶベクター（ｒＡＡＶベクター）」は、少なくとも１つのＡＡＶ逆方向末
端反復配列（ＩＴＲ）がその両端に位置する１つまたはそれ以上の異種配列（すなわち、
ＡＡＶ起源ではない核酸配列）を含むポリヌクレオチドベクターを指す。このようなｒＡ
ＡＶベクターは、適したヘルパーウイルスに感染しており（または適したヘルパー機能を
発現している）ならびにＡＡＶ　ｒｅｐおよびｃａｐ遺伝子産物（すなわち、ＡＡＶ　Ｒ
ｅｐおよびＣａｐタンパク質）を発現している宿主細胞中に存在する場合に、複製され、
感染性ウイルス粒子中にパッケージングされる。ｒＡＡＶベクターが、より大きなポリヌ
クレオチド中に（例えば、染色体中またはクローニングもしくはトランスフェクションの
ために使用されるプラスミドなどの別のベクター中に）組み込まれる場合には、ｒＡＡＶ
ベクターは、ＡＡＶパッケージング機能および適したヘルパー機能の存在下での複製およ
びキャプシド封入によって「レスキュー」される「プロベクター」と呼ばれる。ｒＡＡＶ
ベクターは、それだけには限らないが、プラスミド、線形人工染色体を含む、いくつかの
形態のいずれかであり得、脂質と複合体形成され、リポソーム内にカプセル封入され、ウ
イルス粒子、例えば、ＡＡＶ粒子中にキャプシド封入される。ｒＡＡＶベクターを、ＡＡ
Ｖウイルスキャプシド中にパッケージングし、「組換えアデノ随伴ウイルス粒子（ｒＡＡ
Ｖ粒子）」を作製することができる。
【０１３７】
　「ｒＡＡＶウイルス」または「ｒＡＡＶウイルス粒子」は、少なくとも１つのＡＡＶキ
ャプシドタンパク質およびキャプシド封入されたｒＡＡＶベクターゲノムから構成される
ウイルス粒子を指す。
【０１３８】
　「組換えアデノウイルスベクター」は、少なくとも１つのアデノウイルス逆方向末端反
復配列（ＩＴＲ）がその両端に位置する、１つまたはそれ以上の異種配列（すなわち、ア
デノウイルス起源ではない核酸配列）を含むポリヌクレオチドベクターを指す。いくつか
の実施形態では、組換え核酸は、２つの逆方向末端反復配列（ＩＴＲ）がその両端に位置
する。このような組換えウイルスベクターは、組換えウイルスゲノムから欠失された必須
アデノウイルス遺伝子（例えば、Ｅ１遺伝子、Ｅ２遺伝子、Ｅ４遺伝子など）を発現して
いる宿主細胞中に存在する場合に、複製され、感染性ウイルス粒子中にパッケージングさ
れる。組換えウイルスベクターが、より大きなポリヌクレオチド中に（例えば、染色体中
またはクローニングもしくはトランスフェクションのために使用されるプラスミドなどの
別のベクター中に）組み込まれる場合には、組換えウイルスベクターは、アデノウイルス
パッケージング機能の存在下での複製およびキャプシド封入によって「レスキュー」され
る「プロベクター」と呼ばれる。組換えウイルスベクターは、それだけには限らないが、
プラスミド、線形人工染色体を含む、いくつかの形態のいずれかであり得、脂質と複合体
形成され、リポソーム内にカプセル封入され、ウイルス粒子、例えば、アデノウイルス粒
子中にキャプシド封入される。組換えウイルスベクターを、アデノウイルスのウイルスキ
ャプシド中にパッケージングして、「組換えアデノウイルス粒子」を作製することができ
る。
【０１３９】
　「組換えレンチウイルスベクター」は、少なくとも１つのレンチウイルス末端反復配列
（ＬＴＲ）がその両端に位置する１つまたはそれ以上の異種配列（すなわち、レンチウイ
ルス起源ではない核酸配列）を含むポリヌクレオチドベクターを指す。いくつかの実施形
態では、組換え核酸は、２つのレンチウイルス末端反復配列（ＬＴＲ）がその両端に位置
する。このような組換えウイルスベクターは、適したヘルパー機能を有する感染している
宿主細胞中に存在する場合に、複製され、感染性ウイルス粒子中にパッケージングされる
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。組換えレンチウイルスベクターを、レンチウイルスキャプシド中にパッケージングし、
「組換えレンチウイルス粒子」を作製することができる。
【０１４０】
　「組換え単純ヘルペスベクター（組換えＨＳＶベクター）」は、ＨＳＶ末端反復配列が
その両端に位置する、１つまたはそれ以上の異種配列（すなわち、ＨＳＶ起源ではない核
酸配列）を含むポリヌクレオチドベクターを指す。このような組換えウイルスベクターは
、適したヘルパー機能を有する感染している宿主細胞中に存在する場合に、複製され、感
染性ウイルス粒子中にパッケージングされる。組換えウイルスベクターが、より大きなポ
リヌクレオチド中に（例えば、染色体中またはクローニングもしくはトランスフェクショ
ンのために使用されるプラスミドなどの別のベクター中に）組み込まれる場合には、組換
えウイルスベクターは、ＨＳＶパッケージング機能の存在下での複製およびキャプシド封
入によって「レスキュー」される「プロベクター」と呼ばれる。組換えウイルスベクター
は、それだけには限らないが、プラスミド、線形人工染色体を含む、いくつかの形態のい
ずれかであり得、脂質と複合体形成され、リポソーム内にカプセル封入され、ウイルス粒
子、例えば、ＨＳＶ粒子中にキャプシド封入される。組換えウイルスベクターを、ＨＳＶ
キャプシド中にパッケージングして、「組換え単純ヘルペスウイルス粒子」を作製するこ
とができる。
【０１４１】
　「異種」とは、それと比較されるまたはその中に導入されるもしくは組み込まれる実体
の残部のものとは遺伝子型的に異なる実体に由来することを意味する。例えば、遺伝子工
学技術によって、異なる細胞型中に導入されるポリヌクレオチドは、異種ポリヌクレオチ
ドである（発現されると、異種ポリペプチドをコードし得る）。同様に、ウイルスベクタ
ー中に組み込まれる細胞性配列（例えば、遺伝子またはその一部）は、ベクターに対して
異種ヌクレオチド配列である。
【０１４２】
　用語「導入遺伝子」は、細胞中に導入され、適当な条件下で、ＲＮＡ中に転写され、場
合により、翻訳され、および／または発現されることが可能であるポリヌクレオチドを指
す。態様では、導入遺伝子は、それが導入された細胞に所望の特性を付与する、もしくは
そうでなければ、所望の療法または診断結果につながる。別の態様では、ｍｉＲＮＡ、ｓ
ｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡなどのＲＮＡ干渉を媒介する分子中に転写される。
【０１４３】
　ウイルス力価に関連して使用されるような、用語「ゲノム粒子（ｇｐ）」、「ゲノム等
価物」または「ゲノムコピー」は、感染性または機能性にかかわらず、組換えＡＡＶ　Ｄ
ＮＡゲノムを含有するビリオンの数を指す。特定のベクター調製物中のゲノム粒子の数を
、本明細書における実施例に、または例えば、Ｃｌａｒｋら（１９９９）Ｈｕｍ．Ｇｅｎ
ｅ　Ｔｈｅｒ．、第１０巻：１０３１～１０３９頁；Ｖｅｌｄｗｉｊｋら（２００２）Ｍ
ｏｌ．Ｔｈｅｒ．、第６巻：２７２～２７８頁に記載されるような手順によって測定する
ことができる。
【０１４４】
　用語「ベクターゲノム（ｖｇ）」は、本明細書において、ベクター、例えば、ウイルス
ベクターのポリヌクレオチド配列のセットを含む１つまたはそれ以上のポリヌクレオチド
を指し得る。ベクターゲノムは、ウイルス粒子中にキャプシド封入される。特定のウイル
スベクターに応じて、ベクターゲノムは、一本鎖ＤＮＡ、二本鎖ＤＮＡまたは一本鎖ＲＮ
Ａまたは二本鎖ＲＮＡを含み得る。ベクターゲノムは、特定のウイルスベクターおよび／
または組換え技術によって特定のウイルスベクター中に挿入された任意の異種配列と会合
する内因性配列を含み得る。例えば、組換えＡＡＶベクターゲノムは、プロモーターの両
端に位置する少なくとも１つのＩＴＲ配列、スタッファー、目的の配列（例えば、ＲＮＡ
ｉ）およびポリアデニル化配列を含み得る。完全ベクターゲノムは、ベクターのポリヌク
レオチド配列の完全セットを含み得る。いくつかの実施形態では、ウイルスベクターの核
酸力価を、ｖｇ／ｍＬの単位で測定することができる。この力価を測定するのに適した方
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法は、当技術分野で公知である（例えば、定量的ＰＣＲ）。
【０１４５】
　ウイルス力価に関連して使用されるような、用語「感染単位（ｉｕ）」、「感染性粒子
」または「複製単位」は、複製中心アッセイとしても知られる、例えば、ＭｃＬａｕｇｈ
ｌｉｎら（１９８８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．、第６２巻：１９６３～１９７３頁に記載される
ような感染中心アッセイによって測定されるような感染性および複製可能な組換えＡＡＶ
ベクター粒子の数を指す。
【０１４６】
　ウイルス力価に関連して使用されるような、用語「形質導入単位（ｔｕ）」は、本明細
書における実施例に、または、例えば、Ｘｉａｏら（１９９７）Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｂｉ
ｏｌ．、第１４４巻：１１３～１２４頁に；またはＦｉｓｈｅｒら（１９９６）Ｊ．Ｖｉ
ｒｏｌ．、第７０巻：５２０～５３２頁（ＬＦＵアッセイ）に記載されるものなどの機能
的アッセイにおいて測定されるような、機能的導入遺伝子産物の製造をもたらす感染性組
換えＡＡＶベクター粒子の数を指す。
【０１４７】
　「逆方向末端反復」または「ＩＴＲ」配列は、当技術分野で十分に理解されている用語
であり、反対の配向にある、ウイルスゲノムの末端に見られる比較的短い配列を指す。
【０１４８】
　当技術分野で十分に理解されている用語である、「ＡＡＶ逆方向末端反復（ＩＴＲ）」
配列は、天然一本鎖ＡＡＶゲノムの両端に存在するおよそ１４５ヌクレオチドの配列であ
る。最も外側の１２５ヌクレオチドのＩＴＲは、２つの代替配向のいずれかで存在し得、
異なるＡＡＶゲノム間および単一ＡＡＶゲノムの２つの末端間の不均一性につながる。最
も外側の１２５ヌクレオチドはまた、自己相補性のいくつかのより短い領域（Ａ、Ａ’、
Ｂ、Ｂ’、Ｃ、Ｃ’およびＤ領域と表される）を含有し、ストランド内塩基対合がＩＴＲ
のこの部分内に生じることを可能にする。
【０１４９】
　「末端解離配列」または「ｔｒｓ」は、ウイルスＤＮＡ複製の際にＡＡＶ　ｒｅｐタン
パク質によって切断されるＡＡＶ　ＩＴＲのＤ領域中の配列である。突然変異体末端解離
配列は、ＡＡＶ　ｒｅｐタンパク質による切断に対して抵抗性である。
【０１５０】
　ＡＡＶの「ヘルパーウイルス」は、ＡＡＶ（欠陥パルボウイルスである）が、宿主細胞
によって複製され、パッケージングされることを可能にするウイルスを指す。いくつかの
このようなヘルパーウイルスは同定されており、アデノウイルス、ヘルペスウイルスおよ
びワクシニアなどのポックスウイルスが挙げられる。サブグループＣのアデノウイルス５
型（Ａｄ５）が、最もよく知られているが、アデノウイルスは、いくつかの異なるサブグ
ループを包含する。ヒト、非ヒト哺乳動物および鳥類起源の多数のアデノウイルスが公知
であり、ＡＴＣＣなどの寄託機関から入手可能である。同様に、ＡＴＣＣなどの寄託機関
から入手可能であるヘルペス科のウイルスとして、例えば、単純ヘルペスウイルス（ＨＳ
Ｖ）、エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）および
仮性狂犬病ウイルス（ＰＲＶ）が挙げられる。
【０１５１】
　参照ポリペプチドまたは核酸配列と関連する「配列同一性パーセント（％）」は、最大
配列同一性パーセントを達成するように、配列をアラインし、必要に応じてギャップを導
入した後に、いかなる保存的置換も配列同一性の部分として考慮せずに、参照ポリペプチ
ドまたは核酸配列中のアミノ酸残基またはヌクレオチドと同一である候補配列中のアミノ
酸残基またはヌクレオチドのパーセンテージとして定義される。アミノ酸または核酸配列
同一性パーセントを決定する目的のアラインメントは、当業者の範囲内である種々の方法
で、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編、１９８７）、付録３０、７．７．１８節、表７．７．１
に記載されたものおよびＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧＮまたはＭｅｇａｌｉｇ
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ｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウェアを含め、例えば、公的に入手可能なコンピュータソフ
トウェアプログラムを使用して達成することができる。アラインメントプログラムの一例
として、ＡＬＩＧＮ　Ｐｌｕｓ（Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ａｎｄ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ）がある。当業者ならば、比較されて
いる配列の全長にわたって最大アラインメントを達成するために必要とされる任意のアル
ゴリズムを含め、アラインメントを測定するための適当なパラメータを決定することがで
きる。本明細書における目的上、所与のアミノ酸配列Ｂに対しての、との、またはそれに
対する、所与のアミノ酸配列Ａのアミノ酸配列同一性％（所与のアミノ酸配列Ｂに対して
の、との、またはそれに対する特定のアミノ酸配列同一性％を有する、または含む所与の
アミノ酸配列Ａと言い換えることができる）は、以下のとおりに算出される：分数Ｘ／Ｙ
（式中、Ｘは、ＡおよびＢのそのプログラムのアラインメントにおいて、配列アラインメ
ントプログラムによって同一マッチとしてスコア化されたアミノ酸残基の数であり、Ｙは
、Ｂ中のアミノ酸残基の総数である）を１００倍する。アミノ酸配列Ａの長さが、アミノ
酸配列Ｂの長さと等しくない場合には、ＡのＢに対するアミノ酸配列同一性％は、ＢのＡ
に対するアミノ酸配列同一性％と等しくないことが認められよう。本明細書における目的
上、所与の核酸配列Ｄに対しての、との、またはそれに対する所与の核酸配列Ｃの核酸配
列同一性％（所与の核酸配列Ｄに対しての、との、またはそれに対する特定の核酸配列同
一性％を有する、または含む所与の核酸配列Ｃと言い換えることができる）は、以下のと
おりに算出される：分数Ｗ／Ｚ（式中、Ｗは、ＣおよびＤのそのプログラムのアラインメ
ントにおいて、配列アラインメントプログラムによって同一マッチとしてスコア化された
ヌクレオチドの数であり、Ｚは、Ｄ中のヌクレオチドの総数である）を１００倍する。核
酸配列Ｃの長さが、核酸配列Ｄの長さと等しくない場合には、ＣのＤに対する核酸配列同
一性％は、ＤのＣに対する核酸配列同一性％と等しくないことが認められよう。
【０１５２】
　「単離された」分子（例えば、核酸またはタンパク質）または細胞とは、それが同定さ
れ、その天然環境の成分から分離および／または回収されていることを意味する。
【０１５３】
　「有効量」とは、臨床結果（例えば、症状の回復、臨床エンドポイントの達成など）を
含む、有益なまたは所望の結果を達成するのに十分な量である。有効量は、１回またはそ
れ以上の投与で投与される。疾患状態の点では、有効量とは、疾患を回復させ、安定化さ
せ、またはその発生を遅延するのに十分な量である。
【０１５４】
　「個体」または「対象」は、哺乳動物である。哺乳動物として、それだけには限らない
が、家畜化動物（例えば、ウシ、ヒツジ、ネコ、イヌおよびウマ）、霊長類（例えば、ヒ
トおよびサルなどの非ヒト霊長類）、ウサギおよびげっ歯類（例えば、マウスおよびラッ
ト）が挙げられる。特定の実施形態では、個体または対象は、ヒトである。
【０１５５】
　本明細書において、「治療」は、有益なまたは所望の臨床結果を得るためのアプローチ
である。本発明の目的上、有益なまたは所望の臨床結果として、それだけには限らないが
、検出可能であろうと、検出不可能であろうと、症状の軽減、疾患の程度の減少、疾患の
安定化された（例えば、悪化しない）状態、疾患の広がり（例えば、転移）を防ぐこと、
疾患進行の遅延または減速、疾患状態の回復または緩和および緩解（部分的であろうと、
全体であろうと）が挙げられる。「治療」はまた、治療を受けていない場合に予測される
生存と比較した生存の延長を意味することもある。
【０１５６】
　本明細書において、用語「予防的処置」は、個体が、障害を有すると知られている、ま
たは有すると疑われる、または有するリスクがあるが、障害の症状を示していない、また
は障害の最小症状を示している場合の処置を指す。予防的処置を受けている個体は、症状
の発生に先立って治療される。
【０１５７】
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　本明細書において、「治療的」薬剤（例えば、治療的ポリペプチド、核酸または導入遺
伝子）は、上記の例示的臨床結果などの有益なまたは所望の臨床結果を提供するものであ
る。したがって、治療的薬剤は、上記のような治療において使用される。
【０１５８】
　用語「中心網膜」は、本明細書において、外部黄斑および／または内部黄斑および／ま
たは中心窩を指す。用語「中心網膜細胞種」は、本明細書において、例えば、ＲＰＥおよ
び光受容体細胞などの中心網膜の細胞種を指す。
【０１５９】
　用語「黄斑」は、末梢網膜と比較して高い相対濃度の光受容体細胞、具体的には、桿体
および錐体を含有する霊長類における中心網膜の領域を指す。用語「外部黄斑」は、本明
細書においてまた、「末梢黄斑」とも呼ばれる。用語「内部黄斑」は、本明細書において
また、「中心黄斑」とも呼ばれる。
【０１６０】
　用語「中心窩」は、末梢網膜および黄斑と比較して高い相対濃度の光受容体細胞、具体
的には錐体を含有する直径およそ０．５ｍｍ以下の霊長類の中心網膜中の小さい領域を指
す。
【０１６１】
　用語「網膜下空間」は、本明細書において、光受容体細胞および網膜色素上皮細胞の間
の網膜中の位置を指す。網膜下空間は、流体の任意の網膜下注射などに先立つ、潜在空間
であり得る。網膜下空間はまた、潜在空間中に注射される流体を含有し得る。この場合に
は、流体は、「網膜下空間と接触して」いる。「網膜下空間と接触して」いる細胞として
、ＲＰＥおよび光受容体細胞などの網膜下空間と隣接する細胞が挙げられる。
【０１６２】
　用語「ブレブ」は、本明細書において、眼の網膜下空間内の流体空間を指す。本発明の
ブレブは、単一空間への流体の単回注射によって、同一空間への１つまたはそれ以上の流
体の複数回注射によって、または複数空間への複数回注射によって作製され、これは、再
配置されると、網膜下空間の所望の部分にわたる治療効果を達成するのに有用な総流体空
間を作製する。
【０１６３】
　本明細書における「約」値またはパラメータへの言及は、その値またはパラメータ自体
を対象とする実施形態を含む（および記載する）。例えば、「約Ｘ」を言及する記載は、
「Ｘ」の記載を含む。
【０１６４】
　本明細書において、冠詞「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」および「その（ｔｈｅ
）」の単数形は、特に断りのない限り、複数の言及を含む。
【０１６５】
　本明細書に記載される本発明の態様および実施形態は、態様および実施形態を「含んで
いる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ）」および／また
は「本質的にからなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」を含
むと理解される。
【０１６６】
ＩＩＩ．ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ
　本開示の特定の態様は、遺伝子操作された、天然に存在しないＣｌｕｓｔｅｒｅｄ　Ｒ
ｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　Ｒ
ｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ）－ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）（ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ）
システムに関する。これらのシステムは、とりわけ、個体の遺伝子における深部イントロ
ン突然変異と関連する疾患または障害、例えば、深部イントロン突然変異と関連する眼の
疾患または障害を治療するために使用される。いくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃａｓシステムは、深部イントロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハ
イブリダイズする第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡと、Ｃａｓタンパク質を
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コードするヌクレオチド配列とを含み、Ｃａｓタンパク質は、深部イントロン突然変異の
両端に位置する部位で標的ＤＮＡ分子を切断し、それによって、深部イントロン突然変異
を含む標的ＤＮＡの部分を切り出す。
【０１６７】
　上記のように、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、細菌および古細菌における外来核酸
に対する適応防御として元々発見された。実際、ＣＲＩＳＰＲ遺伝子座は、制限するもの
ではないが、アエロピルム属（Ａｅｒｏｐｙｒｕｍ）、ピロバキュラム属（Ｐｙｒｏｂａ
ｃｕｌｕｍ）、スルホロブス属（Ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓ）、アーケオグロブス属（Ａｒｃ
ｈａｅｏｇｌｏｂｕｓ）、ハロアーキュラ属（Ｈａｌｏｃａｒｃｕｌａ）、メタノバクテ
リウム属（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｎ）、メタノコッカス属（Ｍｅｔｈａｎｏ
ｃｏｃｃｕｓ）、メタノサルシナ属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）、メタノピルス属
（Ｍｅｔｈａｎｏｐｙｒｕｓ）、ピロコッカス属（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ）、ピクロフィ
ルス（Ｐｉｃｒｏｐｈｉｌｕｓ）、サーモプラズマ属（Ｔｈｅｒｎｉｏｐｌａｓｎｉａ）
、コリネバクテリウム属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、マイコバクテリウム属（
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、ストレプトマイセス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、
アクウェイフェクス属（Ａｑｕｉｆｒｘ）、ポルフィロモナス属（Ｐｏｒｐｈｖｒｏｍｏ
ｎａｓ）、クロロビウム属（Ｃｈｌｏｒｏｂｉｕｍ）、サーマス属（Ｔｈｅｒｍｕｓ）、
バチルス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、リステリア属（Ｌｉｓｔｅｒｉａ）、スタフィロコッ
カス属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、クロストリジウム属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕ
ｍ）、サーモアナエロバクター属（Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、マイコプ
ラズマ属（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）、フソバクテリウム属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
）、アザーカス属（Ａｚａｒｃｕｓ）、クロモバクテリウム属（Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ）、ナイセリア属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）、ニトロソモナス属（Ｎｉｔｒｏｓｏ
ｍｏｎａｓ）、デスルホビブリオ属（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ）、ジオバクター属（
Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ）、マイクロコッカス属（Ｍｙｒｏｃｏｃｃｕｓ）、カンピロバクタ
ー属（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ）、ウォリネラ属（Ｗｏｌｉｎｅｌｌａ）、アシネト
バクター属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、エルウィニア属（Ｅｒｗｉｎｉａ）、エシ
ェリキア属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、レジオネラ属（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ）、メチ
ロコッカス属（Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、パスツレラ属（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ
）、フォトバクテリウム属（Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、サルモネラ属（Ｓａｌｍ
ｏｎｅｌｌａ）、キサントモナス属（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）、エルシニア属（Ｙｅｒ
ｓｉｎｉａ）、トレポネーマ属（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ）およびサーモトガ属（Ｔｈｅｒｍ
ｏｔｏｇａ）を含む、４０種を超える原核生物において同定されている（例えば、Ｊａｎ
ｓｅｎ，Ｒ．ら（２００２）Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．第４３巻：１５６５～１５７
５頁およびＭｏｊｉｃａ，Ｆ．Ｊ．ら（２００５）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｖｏｌ．第６０巻：１
７４～１８２頁を参照のこと）。
【０１６８】
　細菌では、Ｃａｓ（例えば、Ｃａｓ９）タンパク質は、２つの異なるガイドＲＮＡ：Ｃ
ＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）およびトランス活性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ
）と結合する。ｃｒＲＮＡおよびｔｒａｃｒＲＮＡリボヌクレオチドが塩基対形成し、標
的ＤＮＡのＣａｓ媒介性切断に必要な構造を形成する。しかし、単一ガイドＲＮＡ（ｓｇ
ＲＮＡ）を、ｃｒＲＮＡ：ｔｒａｃｒＲＮＡ構造を形成し、標的ＤＮＡのＣａｓ媒介性切
断を導くように遺伝子操作することができることが最近実証された（Ｊｉｎｅｋ，Ｍ．ら
（２０１２）Ｓｃｉｅｎｃｅ第３３７巻（６０９６）：８１６～２１頁）。Ｃａｓヌクレ
アーゼ活性の特異性は、ガイドＲＮＡによって決定されるので、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシ
ステムが、異種細胞における二本鎖ＤＮＡ切断を導き、カスタマイズ可能なゲノム編集を
可能にするツールとして調査された（Ｍａｌｉ，Ｐ．ら（２０１３）Ｓｃｉｅｎｃｅ第３
３９巻（６１２１）：８２３～６頁）。例示的ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムおよびそれ
に関連する使用の方法のさらなる説明の記載は、とりわけ、米国特許第８，６９７，３５
９号に見ることができる。いくつかの実施形態では、本明細書において記載されるような
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ガイドＲＮＡ（例えば、第１または第２のガイドＲＮＡ）は、ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃ
ｒＲＮＡ）およびトランス活性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）を含む単一ガイドＲＮ
Ａ（ｓｇＲＮＡ）を含む。いくつかの実施形態では、本明細書に記載されるようなガイド
ＲＮＡ（例えば、第１または第２のガイドＲＮＡ）は、トランス活性化ｃｒ（ｔｒａｃｒ
）配列と融合されている。いくつかの実施形態では、トランス活性化ｃｒ（ｔｒａｃｒ）
配列は、配列番号２５の配列を含む。
【０１６９】
　したがって、本明細書において記載されるＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、多くの理
由のために天然に存在するＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムと対照的であり得る。例えば、
とりわけ、本開示のＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、非天然配列（例えば、真核細胞の
イントロン）とハイブリダイズする１つまたはそれ以上のガイドＲＮＡを含み得る。天然
に存在するＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、プラスミドまたはファージ配列などの、細
菌および古細菌が通常曝露される配列を認識する。また、本開示のＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ
システムの多くは、単一ガイドＲＮＡを含むが、天然に存在するＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシ
ステムは、通常、別個のＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）およびトランス活性化ｃｒ
ＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）を含む。
【０１７０】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されるＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、自
己限定性（ｓｅｌｆ－ｌｉｍｉｔｉｎｇ）であり得る。例えば、以下に記載されるように
、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、そのシステム自体内の標的配列（単数または複数）
、例えば、その切断が、Ｃａｓタンパク質などのシステム成分の発現レベルに影響を及ぼ
す配列（単数または複数）とハイブリダイズする１つまたはそれ以上のガイドＲＮＡを含
み得る。理論に捉われることを望むものではないが、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、
宿主細胞において持続的に発現される必要はないので、システムを「自己限定性」である
（例えば、持続および／または発現の低減を特徴とする）ように遺伝子操作することは、
例えば、オフターゲット効果を低減し、不要な免疫応答および／または安全性の問題の可
能性を低減するなどのために有利であり得ると考えられる。
【０１７１】
　自己限定性ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムでは、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ複合体は、複合
体自体の１つまたはそれ以上の成分を発現させるために使用されるベクター中の１つまた
はそれ以上の部位を標的とする。したがって、ガイドＲＮＡ（単数または複数）およびＣ
ａｓタンパク質の発現の際、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、目的の遺伝子座（例えば
、本明細書に記載されるような突然変異の部位）ならびにＣａｓベクター中の１つまたは
それ以上の標的（単数または複数）を標的とし、最終的に、Ｃａｓベクターの切断および
Ｃａｓタンパク質発現の低減または排除（目的の遺伝子座での切断後）につながる。実施
例３は、このような自己限定性ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、目的の標的配列（単数
または複数）での効果的な切断（例えば、深部イントロン突然変異の切除）を依然として
可能にしながら、Ｃａｓ持続時間の低減を特徴とすることを以下で実証する。
【０１７２】
　本開示の特定の態様は、自己限定性ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムを使用する、個体の
遺伝子における突然変異と関連する疾患または障害を治療するための方法に関する。例え
ば、突然変異は、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムによって個体の遺伝子から切り出される
不要な配列（例えば、深部イントロン突然変異）であり得る。その他の実施形態では、突
然変異は、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムによって修正される（例えば、特に、相同性鋳
型が含まれる場合には、相同ＤＮＡが切断されたＤＮＡ配列で修復する）ミスセンス、点
またはその他の突然変異であり得る。いくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシ
ステムは、組成物中にある。いくつかの実施形態では、組成物は、治療有効量で個体に投
与される。
【０１７３】
　いくつかの実施形態では、組成物は、ａ）目的の突然変異（それだけには限らないが、
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本明細書に記載される深部イントロン突然変異を含む）の両端に位置する標的ＤＮＡ配列
の逆鎖とハイブリダイズする第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡを含むＣＲＩ
ＳＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸；およびｂ）Ｃａｓ発現カセットを含む。いく
つかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチ
ド配列およびガイドＲＮＡ標的部位を含む。第１または第２のガイドＲＮＡは、ガイドＲ
ＮＡ標的部位とハイブリダイズし、したがって、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムが、ガイ
ドＲＮＡ標的部位での切断を触媒することを可能にする。ガイドＲＮＡ標的部位はまた、
Ｃａｓタンパク質に特異的な、ガイドＲＮＡとハイブリダイズする配列に隣接するプロト
スペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）を含み得る。Ｃａｓタンパク質が発現すると、Ｃａｓ
タンパク質は、突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列を切断し、それによって、突然
変異を含む標的ＤＮＡを切り出す。Ｃａｓタンパク質が発現すると、Ｃａｓタンパク質は
また、Ｃａｓ発現カセットをガイドＲＮＡ標的部位で切断し、それによって、Ｃａｓタン
パク質の発現を低減する。したがって、Ｃａｓ発現は、細胞へのＣａｓ発現カセットの導
入後、最初は増大するが、Ｃａｓタンパク質が細胞中に蓄積するにつれ、Ｃａｓタンパク
質は、Ｃａｓ発現カセットを切断する。Ｃａｓ発現カセットの多くが、Ｃａｓタンパク質
によって妨げられるにつれ、さらなるＣａｓタンパク質の発現が低減される（すなわち、
Ｃａｓは、それ自身の発現カセットの発現を制限し、自己限定性Ｃａｓ発現カセットと考
えられる）。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質の発現は、最初の増大と、それ
に続くガイドＲＮＡ標的部位での切断後の発現の減少を特徴とする。本明細書において記
載されるように、Ｃａｓタンパク質の発現の低減は、Ｃａｓタンパク質の量および／また
は持続の低減を指し得る。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質の発現は、Ｃａｓ
発現カセットの切断の前と比較して（例えば、Ｃａｓの最初の発現と比較して）低減され
る。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質の発現は、ガイドＲＮＡ標的部位を欠く
Ｃａｓ発現カセットの使用と比較して低減される。いくつかの実施形態では、自己限定性
Ｃａｓ発現カセットを含む組成物は、標的核酸を切断するために使用される。いくつかの
実施形態では、組成物は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで標的核酸を切断する
ために使用される。いくつかの実施形態では、組成物は、突然変異（例えば、深部イント
ロン突然変異）を含む標的核酸を切断するために使用される。例えば、自己限定性Ｃａｓ
発現カセットは、核酸における突然変異と関連する疾患または障害を治療するために使用
される。
【０１７４】
　いくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは、第２のガイドＲＮＡ標的部位をさら
に含み、第１のガイドＲＮＡまたは第２のガイドＲＮＡは、第２のガイドＲＮＡ標的部位
とハイブリダイズし、第２のガイドＲＮＡ標的部位は、Ｃａｓタンパク質に特異的なプロ
トスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）と隣接している。Ｃａｓタンパク質が発現すると、
Ｃａｓタンパク質は、突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列を切断し、それによって
、突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出す。さらに、Ｃａｓタンパク質が発現すると
、Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓ発現カセットを両ガイドＲＮＡ標的部位で切断し、それに
よって、Ｃａｓタンパク質の発現を低減する。以下に例示されるように、１つのガイドＲ
ＮＡは、２つのガイドＲＮＡ標的部位とハイブリダイズし得、第１のガイドＲＮＡは、第
１のガイドＲＮＡ標的部位とハイブリダイズし得、第２のガイドＲＮＡは、第２のガイド
ＲＮＡ標的部位とハイブリダイズし得るか、または第２のガイドＲＮＡは、第１のガイド
ＲＮＡ標的部位とハイブリダイズし得、第１のガイドＲＮＡは、第２のガイドＲＮＡ部位
とハイブリダイズし得る。
【０１７５】
　いくつかの実施形態では、Ｃａｓ発現カセットは、Ｃａｓタンパク質の発現を導く／促
進するのに有用な、５’または３’非翻訳領域中に存在する、１つまたはそれ以上のプロ
モーター、エンハンサー、イントロン、ポリアデニル化（ポリＡ）配列、ターミネーター
、調節エレメントなどを含み得る。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコード
するヌクレオチド配列は、プロモーターと作動可能に連結されている。いくつかの実施形
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態では、ガイドＲＮＡ標的部位は、プロモーターおよびＣａｓタンパク質をコードするヌ
クレオチド配列の間にあり得、その結果、切断の際、Ｃａｓタンパク質の発現の低減をも
たらす。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質の発現は、プロモーターおよびＣａ
ｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列の間の作動可能な連結の切断によって低減さ
れる。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列は、ポ
リＡ配列と作動可能に連結されている。いくつかの実施形態では、ガイドＲＮＡ標的部位
は、ポリＡ配列およびＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列の間にあり得、そ
の結果、切断の際に、Ｃａｓタンパク質の発現の低減をもたらす。いくつかの実施形態で
は、Ｃａｓタンパク質の発現は、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列および
ポリアデニル化配列の間の作動可能な連結の切断によって低減される。いくつかの実施形
態では、第１のガイドＲＮＡ標的部位は、プロモーターおよびＣａｓタンパク質をコード
するヌクレオチド配列の間にあり得、第２のガイドＲＮＡ標的部位は、ポリＡ配列および
Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列の間にあり得、その結果、切断の際、Ｃ
ａｓタンパク質の発現の低減をもたらす。いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は
、１つまたはそれ以上のＮＬＳとインフレームで融合され、ガイドＲＮＡ標的部位は、１
つまたはそれ以上のＮＬＳをコードする配列およびポリＡ配列の間にあり得（特に、ＮＬ
Ｓが、Ｃａｓタンパク質のＣ末端と融合されている場合には）、その結果、切断の際に、
ＮＬＳが融合しているＣａｓタンパク質の発現の低減をもたらす。
【０１７６】
　本明細書において記載されるように、自己限定性ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムなどの
ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、本明細書において記載されるベクターまたはウイルス
ベクター／粒子のいずれかなどの、１つまたはそれ以上のベクター上にコードされる。い
くつかの実施形態では、第１および第２のガイドＲＮＡをコードする核酸は、Ｃａｓ発現
カセットと同一のベクター上にあり得る。その他の実施形態では、第１および第２のガイ
ドＲＮＡをコードする核酸は、Ｃａｓ発現カセットとは異なるベクターであり得る。例え
ば、第１および第２のガイドＲＮＡは、第１のｒＡＡＶベクターによってコードされ、Ｃ
ａｓ発現カセットは、第２のｒＡＡＶベクターによってコードされる。いくつかの実施形
態では、標的細胞は、両ベクターをトランスフェクトされ、ひいては、自己限定性ＣＲＩ
ＳＰＲ－Ｃａｓシステムの発現につながる。
【０１７７】
　いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、標的ＤＮＡ分子を突然変異（例えば、
深部イントロン突然変異）の両端に位置する部位で切断し、それによって、突然変異を含
む標的ＤＮＡの部分を切り出す。例えば、非相同末端結合（ＮＨＥＪ）などのＤＮＡ修復
プロセスは、切断された末端を結合することによって、切断されたＤＮＡ配列を修復し、
それによって、深部イントロン突然変異を含む標的ＤＮＡの部分を切り出し得る。その他
の実施例では、相同ＤＮＡ修復は、特に、相同性鋳型が含まれる場合に、切断されたＤＮ
Ａ配列を修復し得る。本明細書において記載され、例示されるように、標的ＤＮＡ配列（
例えば、深部イントロン突然変異を有する配列）の両端に位置する２つのガイドＲＮＡの
使用は、深部イントロン突然変異を有する配列などの標的ＤＮＡ配列の部分の切り出しを
可能にする（また、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムを使用する例示的遺伝子欠失戦略の説
明については、Ｂｒａｎｄｌ，Ｃ．ら（２０１４）ＦＥＢＳ　Ｏｐｅｎ　Ｂｉｏ．第５巻
：２６～３５頁；Ｚｈｅｎｇ，Ｑ．ら（２０１４）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ第５７巻
：１１５～１２４頁を参照のこと）。いくつかの実施形態では、標的ＤＮＡ配列の切り出
された部分は、イントロンＤＮＡを含む。いくつかの実施形態では、標的ＤＮＡ配列の切
り出された部分は、イントロンＤＮＡのみからなる。
【０１７８】
　いくつかの実施形態では、第１および／または第２のガイドＲＮＡは、突然変異（例え
ば、深部イントロン突然変異）の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズ
する。理論に捉われることを望むものではないが、第１および／または第２のガイドＲＮ
Ａは、深部イントロン突然変異から任意の距離離れたイントロン内に位置する標的ＤＮＡ
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配列の逆鎖とハイブリダイズし得ると考えられる。いくつかの実施形態では、第１および
／または第２のガイドＲＮＡは、深部イントロン突然変異から、１塩基対から約１０，０
００塩基対の間の標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする。いくつかの実施形態では
、第１および／または第２のガイドＲＮＡは、深部イントロン突然変異から、（ヌクレオ
チドの単位で）およそ、以下の距離のいずれか未満の距離に位置する標的ＤＮＡ配列の逆
鎖とハイブリダイズする：１０，０００；９，５００；９，０００；８，５００；８，０
００；７，５００；７，０００；６，５００；６，０００；５，５００；５，０００；４
，５００；４，０００；３，５００；３，０００；２，５００；２，０００；１，５００
；１，０００；９５０；９００；８５０；８００；７５０；７００；６５０；６００；５
５０；５００；４５０；４００；３５０；３００；２５０；２００；１５０；１００；９
５；９０；８５；８０；７５、７０、６５、６０、５５、５０、４５、４０、３５、３０
、２５、２０、１５、１０、９、８、７、６、５、４；３；２；またはその間の任意の値
。いくつかの実施形態では、第１および／または第２のガイドＲＮＡは、深部イントロン
突然変異から、（ヌクレオチドの単位で）およそ、以下の距離のいずれかを超える距離に
位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダイズする：１；２；３；４；５；６；７；８
；９；１０；１５；２０；２５；３０；３５；４０；４５；５０；５５；６０；６５；７
０；７５；８０；８５；９０；９５；１００；１５０；２００；２５０；３００；３５０
；４００；４５０；５００；５５０；６００；６５０；７００；７５０；８００；８５０
；９００；９５０；１，０００；１，５００；２，０００；２，５００；３，０００；３
，５００；４，０００；４，５００；５，０００；５，５００；６，０００；６，５００
；７，０００；７，５００；８，０００；８，５００；９，０００；９，５００；または
それらの間の任意の値。すなわち、第１および／または第２のガイドＲＮＡは、１０，０
００；９，５００；９，０００；８，５００；８，０００；７，５００；７，０００；６
，５００；６，０００；５，５００；５，０００；４，５００；４，０００；３，５００
；３，０００；２，５００；２，０００；１，５００；１，０００；９５０；９００；８
５０；８００；７５０；７００；６５０；６００；５５０；５００；４５０；４００；３
５０；３００；２５０；２００；１５０；１００；９５；９０；８５；８０；７５、７０
、６５、６０、５５、５０、４５、４０、３５、３０、２５、２０、１５、１０、９、８
、７、６、５、４；３；２；またはそれらの間の任意の値の上限および１；２；３；４；
５；６；７；８；９；１０；１５；２０；２５；３０；３５；４０；４５；５０；５５；
６０；６５；７０；７５；８０；８５；９０；９５；１００；１５０；２００；２５０；
３００；３５０；４００；４５０；５００；５５０；６００；６５０；７００；７５０；
８００；８５０；９００；９５０；１，０００；１，５００；２，０００；２，５００；
３，０００；３，５００；４，０００；４，５００；５，０００；５，５００；６，００
０；６，５００；７，０００；７，５００；８，０００；８，５００；９，０００；９，
５００；またはそれらの間の任意の値の独立して選択された下限を有する距離の範囲（ヌ
クレオチドの単位で）であって、下限が上限未満である範囲のうちの任意のもののであり
得る、深部イントロン突然変異からの距離に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖とハイブリダ
イズし得る。
【０１７９】
　Ｃａｓタンパク質の限定されない例として、Ｃａｓ１、Ｃａｓ１Ｂ、Ｃａｓ２、Ｃａｓ
３、Ｃａｓ４、Ｃａｓ５、Ｃａｓ６、Ｃａｓ７、Ｃａｓ８、Ｃａｓ９（Ｃｓｎ１およびＣ
ｓｘ１２としても知られる）、Ｃａｓ１０、Ｃｓｙ１、Ｃｓｙ２、Ｃｓｙ３、Ｃｓｅ１、
Ｃｓｅ２、Ｃｓｃ１、Ｃｓｃ２、Ｃｓａ５、Ｃｓｎ２、Ｃｓｍ２、Ｃｓｍ３、Ｃｓｍ４、
Ｃｓｍ５、Ｃｓｍ６、Ｃｍｒ１、Ｃｍｒ３、Ｃｍｒ４、Ｃｍｒ５、Ｃｍｒ６、Ｃｓｂ１、
Ｃｓｂ２、Ｃｓｂ３、Ｃｓｘ１７、Ｃｓｘ１４、Ｃｓｘ１０、Ｃｓｘ１６、ＣｓａＸ、Ｃ
ｓｘ３、Ｃｓｘ１、Ｃｓｘ１５、Ｃｓｆ１、Ｃｓｆ２、Ｃｓｆ３、Ｃｓｆ４、その相同体
またはその修飾されたものが挙げられる。これらの酵素は、当技術分野で一般的に知られ
ている。
【０１８０】



(53) JP 6985250 B2 2021.12.22

10

20

30

40

50

　いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質（例えば、ＣＲＩＳＰＲ酵素）は、Ｃａｓ
９タンパク質である。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９などの未修飾ＣＲＩＳＰＲ酵素
は、ＤＮＡ切断活性を有する。例示的Ｃａｓ９タンパク質として、制限するものではない
が、Ｓ．ピオゲネス（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９（例えば、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔデ
ータベース受託番号Ｑ９９ＺＷ２を参照のこと）、Ｓ．オーレウス（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）
Ｃａｓ９（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＣＣＫ７４１７３を参照のこと）、Ｓ．サー
モフィルス（Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９（例えば、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔデ
ータベース受託番号Ｇ３ＥＣＲ１を参照のこと）、Ｎ．メニンギティディス（Ｎ．ｍｅｎ
ｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９（例えば、ＵｎｉＰｒｏｔ受託番号Ｃ９Ｘ１Ｇ５を参照の
こと）およびＴ．デンティコラ（Ｔ．ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃａｓ９（例えば、ＧｅｎＢ
ａｎｋ受託番号ＥＭＢ４１０７８を参照のこと）が挙げられる。いくつかの実施形態では
、Ｃａｓ９は、Ｓ．ピオゲネス（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）またはＳ．ニューモニエ（Ｓ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）由来である。いくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、標
的配列内および／または標的配列の相補体内などの、標的配列の位置での一方の鎖または
両鎖の切断を導く。いくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ酵素は、標的配列の第１のま
たは最後のヌクレオチドから約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０
、２５、５０、１００、２００、５００またはそれ以上の塩基対内の一方の鎖または両鎖
の切断を導く。
【０１８１】
　いくつかの実施形態では、本開示のＣａｓタンパク質をコードする酵素コード配列は、
真核細胞などの特定の細胞における発現のためにコドン最適化される。真核細胞は、それ
だけには限らないが、ヒト、マウス、ラット、ウサギ、イヌまたは非ヒト霊長類を含む、
哺乳動物などの特定の生物のものまたはそれに由来するものであり得る。一般に、コドン
最適化とは、天然アミノ酸配列を維持しながら、天然配列の少なくとも１つのコドンを、
その宿主細胞の遺伝子においてより頻繁にもしくは最も頻繁に使用されるコドンで置換す
ることによって、目的の宿主細胞における増強された発現のために核酸配列を修飾するプ
ロセスを指す。種々の種は、特定のアミノ酸の特定のコドンについて特定のバイアスを示
す。コドン使用表は、例えば、「コドン使用データベース」で容易に入手可能であり、こ
れらの表は、いくつかの方法で適応させることができる（例えば、Ｎａｋａｍｕｒａ，Ｙ
．ら（２０００）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．第２８巻：２９２頁）。特定の
宿主細胞における発現のために特定の配列をコドン最適化するためのコンピュータアルゴ
リズムも入手可能であり、Ｇｅｎｅ　Ｆｏｒｇｅ（Ａｐｔａｇｅｎ；Ｊａｃｏｂｕｓ、Ｐ
ａ．）なども入手可能である。
【０１８２】
　いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、１つまたはそれ以上の異種タンパク質
ドメイン（ＣＲＩＳＰＲ酵素に加えて、例えば、約１、２、３、４、５、６、７、８、９
、１０もしくはそれ以上のドメインまたは約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
またはそれ以上を超えるドメイン）を含む融合タンパク質である。Ｃａｓ融合タンパク質
は、任意のさらなるタンパク質配列および場合により、任意の２つのドメイン間のリンカ
ー配列を含み得る。Ｃａｓタンパク質と融合されるタンパク質ドメインの例として、制限
するものではないが、エピトープタグ、リポーター遺伝子配列および以下の活性：メチラ
ーゼ活性、デメチラーゼ活性、転写活性化活性、転写抑制活性、転写放出因子活性、ヒス
トン修飾活性、ＲＮＡ切断活性および核酸結合活性のうちの１つまたはそれ以上を有する
タンパク質ドメインが挙げられる。エピトープタグの例として、制限するものではないが
、ヒスチジン（Ｈｉｓ）タグ、Ｖ５タグ、ＦＬＡＧタグ、インフルエンザ血球凝集素（Ｈ
Ａ）タグ、Ｍｙｃタグ、ＶＳＶ－Ｇタグおよびチオレドキシン（Ｔｒｘ）タグが挙げられ
る。リポーター遺伝子の例として、制限するものではないが、グルタチオン－５－トラン
スフェラーゼ（ＧＳＴ）、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、クロラムフェニコー
ルアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）β－ガラクトシダーゼ、β－グルクロニダーゼ
、ルシフェラーゼおよび蛍光タンパク質（例えば、ＧＦＰ、ＣＦＰ、ＹＦＰ、ＢＦＰなど
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）が挙げられる。Ｃａｓタンパク質は、それだけには限らないが、マルトース結合タンパ
ク質（ＭＢＰ）、Ｓ－タグ、Ｌｅｘ　Ａ　ＤＮＡ結合ドメイン（ＤＢＤ）融合物、ＧＡＬ
４Ａ　ＤＮＡ結合ドメイン融合物および単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ＢＰ１６タンパ
ク質融合物を含む、ＤＮＡ分子と結合するか、またはその他の細胞性分子と結合するタン
パク質またはタンパク質の断片をコードする遺伝子配列と融合される。いくつかの実施形
態では、Ｃａｓタンパク質は、機能の増強のために修飾される。
【０１８３】
　いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、突然変異体Ｃａｓタンパク質である。
いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質（例えば、Ｃａｓ９タンパク質）は、ニッカ
ーゼ突然変異体である（Ｒａｎら、２０１３　Ｃｅｌｌ第１５６巻（６）：１３８０～９
頁）。いくつかの実施形態では、Ｃａｓ９ニッカーゼ突然変異体は、ターゲッティングさ
れた二本鎖切断を導入し、オフターゲットＤＮＡ切断を低減するために、ガイドＲＮＡの
対とともに使用される。
【０１８４】
　いくつかの実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、アミノ酸変更を有し、頑強なオンター
ゲット活性を示すが、オフターゲット切断は無視できる正確性が高いＣａｓタンパク質変
異体である（Ｓｌａｙｍａｋｅｒ，Ｉ．Ｍ．ら（２０１６）Ｓｃｉｅｎｃｅ第３５１巻（
６２６８）：８４～８８頁；Ｋｌｅｉｎｓｔｉｖｅｒ，Ｂ．Ｐ．ら（２０１６）Ｎａｔｕ
ｒｅ第５２９巻：４９０～４９５頁）。
【０１８５】
　いくつかの実施形態では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムは、１つまたはそれ以上の核
局在性シグナル（ＮＬＳ）をさらに含む。例えば、Ｃａｓタンパク質（例えば、Ｃａｓ９
タンパク質）は、１つまたはそれ以上のＮＬＳを含み得る。ＮＬＳとともにＣａｓ９を含
む例示的プラスミドは、Ｒａｎ，Ｆ．Ａ．ら（２０１３）Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏｃ．第８巻
：２２８１～２３０８頁に見ることができる。さまざまな宿主細胞に適した種々のＮＬＳ
が、当技術分野で公知である。例えば、制限するものではないが、ＮＬＳは、ＳＶ４０　
ＮＬＳ（例えば、Ｍａｌｉ，Ｐ．ら（２０１３）Ｓｃｉｅｎｃｅ第３３９巻（６１２１）
：８２３～６頁に記載されるような）、ＳＶ４０ラージＴ抗原単節型（ｍｏｎｏｐａｒｔ
ｉｔｅ）ＮＬＳ、ヌクレオプラスミンＮＬＳおよびｈｎＲＮＰ　Ａ１　ＮＬＳであり得る
。使用される例示的ＮＬＳ配列として、制限するものではないが、ＰＫＫＫＲＫＶ（配列
番号２６）またはＰＫＫＫＲＫＶＥＤＰＫＫＫＲＫＶＤ（配列番号２７）が挙げられる（
例えば、Ｊｉｎｅｋ，Ｍ．ら（２０１３）ｅＬｉｆｅ　２：ｅ００４７１を参照のこと）
。
【０１８６】
　ＣＲＩＳＰＲ複合体（標的配列の逆鎖とハイブリダイズし、１つまたはそれ以上のＣａ
ｓタンパク質と複合体形成されたガイド配列を含む）の形成は、通常、内因性ＣＲＩＳＰ
Ｒシステム中の標的配列中またはその付近の（例えば、１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、２０、５０またはそれ以上の塩基対内の）一方の鎖または両鎖の切断をもた
らす。野生型ｔｒａｃｒ配列のすべてまたは一部を含み得るｔｒａｃｒ配列もまた、ｔｒ
ａｃｒ配列の少なくとも一部に沿った、ｔｒａｃｒメイト配列のすべてまたは一部、例え
ば、ガイド配列と作動可能に連結されているｔｒａｃｒメイト配列とのハイブリダイゼー
ションなどによって、ＣＲＩＳＰＲ複合体の一部を形成することができると考えられる。
【０１８７】
　一般に、ｔｒａｃｒメイト配列は、対応するｔｒａｃｒ配列を含有する細胞における、
ｔｒａｃｒメイト配列がその両端に位置するガイド配列の切り出し；標的配列でのｔｒａ
ｃｒ配列とハイブリダイズしたｔｒａｃｒメイト配列を含むＣＲＩＳＰＲ複合体の形成；
またはその両方を促進するのに十分な、ｔｒａｃｒ配列との相補性を有する任意の配列を
含み得る。いくつかの実施形態では、ｔｒａｃｒ配列は、ｔｒａｃｒメイト配列にハイブ
リダイズし、ＣＲＩＳＰＲ複合体の形成に加わるのに十分な相補性を有する。標的配列に
関して以下に記載されるように、少なくとも機能的であるために十分な相補性が必要であ
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る（すなわち、ｔｒａｃｒおよびｔｒａｃｒメイト配列の間の完全相補性は必要ではない
）と考えられる。
【０１８８】
　一般に、相補性の程度は、２つの配列の短い方の長さに沿ったｔｒａｃｒメイト配列お
よびｔｒａｃｒ配列の最適アラインメントを指す。最適アラインメントは、任意の適した
アラインメントアルゴリズム（例えば、本明細書に記載されるような）によって決定され
、ｔｒａｃｒ配列またはｔｒａｃｒメイト配列のいずれか内の自己相補性などの二次構造
をさらに構成し得る。いくつかの実施形態では、ｔｒａｃｒ配列は、約５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０
、４０、５０もしくはそれ以上のヌクレオチド長または約５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、４０、５０
もしくはそれ以上を超えるヌクレオチド長である。いくつかの実施形態では、ｔｒａｃｒ
配列は、最適にアラインされた場合にｔｒａｃｒメイト配列の長さに沿って、少なくとも
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％または９９％の配列相補性を有する（
例えば、本明細書において記載される例示的アラインメント方法のいずれかによって決定
されるような）。
【０１８９】
　理論に捉われることを望むものではないが、任意の目的とする所望の標的ＤＮＡ配列が
、ｓｇＲＮＡガイド配列によってターゲッティングされ、標的ＤＮＡ配列の唯一の必要条
件は、ｓｇＲＮＡ標的配列に隣接するプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）の存在で
あると考えられる（Ｍａｌｉ，Ｐ．ら（２０１３）Ｓｃｉｅｎｃｅ第３３９巻（６１２１
）：８２３～６頁）。異なるＣａｓ複合体は、異なるＰＡＭモチーフを有すると知られて
いる。例えば、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）由来
のＣａｓ９は、ＧＧジヌクレオチドＰＡＭモチーフを有する。さらなる例を挙げると、Ｓ
．オーレウス（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９のＰＡＭモチーフは、ＧＲＲＴ（式中、Ｒは
、プリン（ＡまたはＧ）である）であり、Ｎ．メニンギティディス（Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉ
ｔｉｄｉｓ）Ｃａｓ９のＰＡＭモチーフは、ＧＡＴＴであり、Ｓ．サーモフィルス（Ｓ．
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９のＰＡＭモチーフは、ＡＧＡＡであり、Ｔ．デンテ
ィコラ（Ｔ．ｄｅｎｔｉｃｏｌａ）Ｃａｓ９のＰＡＭモチーフは、ＡＡＡＡＣである。
【０１９０】
　一般に、ガイド配列は、標的配列の逆鎖とハイブリダイズし、ＣＲＩＳＰＲ複合体の標
的配列との配列特異的結合を導くのに十分な、標的ポリヌクレオチド配列との類似性を有
する任意のポリヌクレオチド配列であり得る。いくつかの実施形態では、ガイド配列とそ
の対応する標的配列との間の同一性度は、適したアラインメントアルゴリズムを使用して
最適にアラインされた場合に、約５０％、６０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９
５％、９７．５％、９９％もしくはそれ以上または約５０％、６０％、７５％、８０％、
８５％、９０％、９５％、９７．５％、９９％もしくはそれ以上を超える。最適アライン
メントは、配列をアラインするための任意の適したアルゴリズムを使用して決定される；
限定されない例として、Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａ
ｎ－Ｗｕｎｓｃｈアルゴリズム、Ｂｕｒｒｏｗｓ－Ｗｈｅｅｌｅｒ　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍ
（例えば、Ｂｕｒｒｏｗｓ　Ｗｈｅｅｌｅｒ　Ａｌｉｇｎｅｒ）に基づくアルゴリズム、
ＣｌｕｓｔａｌＷ、ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＢＬＡＴ、Ｎｏｖｏａｌｉｇｎ（Ｎｏｖｏｃｒａ
ｆｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ＥＬＡＮＤ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ
、Ｃａｌｉｆ．）、ＳＯＡＰ（ｓｏａｐ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎで入手可能）
、Ｍａｑ（ｍａｑ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔで入手可能）などが挙げられる。
【０１９１】
　いくつかの実施形態では、ガイド配列は、約５、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、
２９、３０、３５、４０、４５、５０、７５もしくはそれ以上のうちいずれか１つのヌク
レオチド長または約５、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９
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、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、
４５、５０、７５もしくはそれ以上のうちいずれか１つのヌクレオチド長を超える。いく
つかの実施形態では、ガイド配列は、約７５、５０、４５、４０、３５、３０、２５、２
０、１５、１２もしくはそれ以下のうちいずれか１つのヌクレオチド長未満である。ＣＲ
ＩＳＰＲ複合体の標的配列との配列特異的結合を導くガイド配列の能力を調べるためのア
ッセイは、当技術分野で公知である。例えば、試験されるべきガイド配列を含むＣＲＩＳ
ＰＲ複合体を形成するのに十分なＣＲＩＳＰＲシステムの成分が、例えば、米国特許第８
，６９７，３５９号に記載されるように、ＣＲＩＳＰＲ配列の成分をコードするベクター
のトランスフェクションと、それに続く、標的配列内の好ましい切断の評価などによって
、対応する標的配列を有する宿主細胞に提供される。
【０１９２】
　いくつかの実施形態では、本開示のガイドＲＮＡ（例えば、第１のガイドＲＮＡ）は、
配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５（ＳａＣａｓ９の）、配列番号４６（Ｓ
ａＣａｓ９の）または配列番号４７（ＳａＣａｓ９の）の配列を含む。いくつかの実施形
態では、本開示のガイドＲＮＡ（例えば、第１のガイドＲＮＡ）は、配列番号１９（Ｓｐ
Ｃａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号５１（ＳａＣａｓ９の）また
は配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）の配列を含む。いくつかの実施形態では、ガイドＲＮ
Ａは、ＣＥＰ２９０遺伝子のＣａｓ切断のガイドＲＮＡとしてのその機能を維持しながら
、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５（ＳａＣａｓ９の）、配列番号４６（
ＳａＣａｓ９の）、配列番号４７（ＳａＣａｓ９の）、配列番号１９（ＳｐＣａｓ９の）
、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号５１（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５
２（ＳａＣａｓ９の）の配列の１、２、３、４または５つの置換、欠失または挿入を含む
。いくつかの実施形態では、ガイドＲＮＡは、ＣＥＰ２９０遺伝子のＣａｓ切断のための
ガイドＲＮＡとしての機能が増強した、配列番号４１（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４５
（ＳａＣａｓ９の）、配列番号４６（ＳａＣａｓ９の）、配列番号４７（ＳａＣａｓ９の
）、配列番号１９（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５０（ＳａＣａｓ９の）、配列番号５１
（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５２（ＳａＣａｓ９の）のガイドＲＮＡの変異体であ
る。
【０１９３】
　いくつかの実施形態では、本開示のガイドＲＮＡ（例えば、第２のガイドＲＮＡ）は、
配列番号４２（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４４（Ｓ
ｐＣａｓ９の）、配列番号４８（ＳａＣａｓ９の）または配列番号４９（ＳａＣａｓ９の
）の配列を含む。いくつかの実施形態では、本開示のガイドＲＮＡ（例えば、第２のガイ
ドＲＮＡ）は、配列番号２０（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配
列番号２２（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（
ＳａＣａｓ９の）の配列を含む。いくつかの実施形態では、ガイドＲＮＡは、ＣＥＰ２９
０遺伝子のＣａｓ切断のためのガイドＲＮＡとしてのその機能を維持しながら、配列番号
１３、配列番号１４、配列番号１５、配列番号１６、配列番号１７または配列番号１８の
配列の１、２、３、４または５つの置換、欠失または挿入を含む。いくつかの実施形態で
は、ガイドＲＮＡは、ＣＥＰ２９０遺伝子のＣａｓ切断のためのガイドＲＮＡとしての機
能が増強した、配列番号４２（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４３（ＳｐＣａｓ９の）、配
列番号４４（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号４８（ＳａＣａｓ９の）、配列番号４９（Ｓａ
Ｃａｓ９の）、配列番号２０（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号２１（ＳｐＣａｓ９の）、配
列番号２２（ＳｐＣａｓ９の）、配列番号５３（ＳａＣａｓ９の）または配列番号５４（
ＳａＣａｓ９の）のガイドＲＮＡの変異体である。
【０１９４】
　いくつかの実施形態では、ｔｒａｃｒ配列およびｔｒａｃｒメイト配列は、これら２つ
の間のハイブリダイゼーションが、二次構造（例えば、ヘアピン）を有する転写物をもた
らすように、単一転写物内に含有される。いくつかの実施形態では、ヘアピン構造におい
て使用するためのループ形成配列は、４ヌクレオチドの長さである。いくつかの実施形態
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では、ループ形成配列は、配列ＧＡＡＡを有する。しかし、代替配列のように、より長い
またはより短いループ配列が使用される。その他のループ形成配列の例として、制限する
ものではないが、ＣＡＡＡおよびＡＡＡＧが挙げられる。いくつかの実施形態では、転写
物または転写されたポリヌクレオチド配列は、少なくとも２以上のヘアピン、例えば、２
、３、４または５つのヘアピンを有する。いくつかの実施形態では、単一転写物は、転写
終結配列、例えば、６つのＴヌクレオチドなどのポリＴ配列をさらに含む。
【０１９５】
ＩＶ．深部イントロン突然変異
　本開示のある特定の態様は、深部イントロン突然変異に関する。上記のように、深部イ
ントロン突然変異によって、成熟（例えば、スプライスされた）ｍＲＮＡに異常にイント
ロン配列を含めることが起こりうる。例えば、深部イントロン突然変異は、遺伝子にスプ
ライス供与部位、スプライス受容部位、またはスプライシングエンハンサー部位を導入し
うる。その結果、イントロン配列が潜在性エキソンとして含められる。これによって典型
的に、特に潜在性エキソンがフレームシフト突然変異または未成熟終止コドンを含む場合
は、突然変異したポリペプチドが起こる。
【０１９６】
　上記のように、深部イントロン突然変異は、内因性のスプライス受容部またはスプライ
ス供与部での突然変異とは対照的に、野生型スプライス受容配列およびスプライス供与配
列の外側の突然変異を指す。典型的に、深部イントロン突然変異は、内因性のスプライス
受容部位／スプライス供与部位からある程度の距離で起こる。
【０１９７】
　いくつかの実施形態において、深部イントロン突然変異は、遺伝子の５’スプライス供
与部位から少なくとも約１００ヌクレオチドに位置する。いくつかの実施形態において、
深部イントロン突然変異は、遺伝子の３’スプライス受容部位から少なくとも約１００ヌ
クレオチドに位置する。いくつかの実施形態において、深部イントロン突然変異は、遺伝
子の５’スプライス供与部位から少なくとも約１００ヌクレオチド、かつ３’スプライス
受容部位から少なくとも約１００ヌクレオチドに位置する。いくつかの実施形態において
、深部イントロン突然変異は、内因性のスプライス受容部位および／またはスプライス供
与部位（例えば、５’スプライス供与部位および／または３’スプライス受容部位）から
約１００ヌクレオチド超、約１５０ヌクレオチド超、約２００ヌクレオチド超、約２５０
ヌクレオチド超、３００ヌクレオチド超、約３５０ヌクレオチド超、約４００ヌクレオチ
ド超、約４５０ヌクレオチド超、約５００ヌクレオチド超、約５５０ヌクレオチド超、約
６００ヌクレオチド超、約６５０ヌクレオチド超、約７００ヌクレオチド超、約７５０ヌ
クレオチド超、約８００ヌクレオチド超、約８５０ヌクレオチド超、約９００ヌクレオチ
ド超、約９５０ヌクレオチド超、約１，０００ヌクレオチド超、約１，５００ヌクレオチ
ド超、約２，０００ヌクレオチド超、約２，５００ヌクレオチド超、約３，０００ヌクレ
オチド超、約３，５００ヌクレオチド超、約４，０００ヌクレオチド超、約４，５００ヌ
クレオチド超、約５，０００ヌクレオチド超、約５，５００ヌクレオチド超、約６，００
０ヌクレオチド超、約６，５００ヌクレオチド超、約７，０００ヌクレオチド超、約７，
５００ヌクレオチド超、約８，０００ヌクレオチド超、約８，５００ヌクレオチド超、約
９，０００ヌクレオチド超、約９，５００ヌクレオチド超、約１０，０００ヌクレオチド
超、約１５，０００ヌクレオチド超、約２０，０００ヌクレオチド超、約２５，０００ヌ
クレオチド超、約３０，０００ヌクレオチド超、約３５，０００ヌクレオチド超、約４０
，０００ヌクレオチド超、約４５，０００ヌクレオチド超、約５０，０００ヌクレオチド
超、約５５，０００ヌクレオチド超、約６０，０００ヌクレオチド超、約６５，０００ヌ
クレオチド超、約７０，０００ヌクレオチド超、約７５，０００ヌクレオチド超、約８０
，０００ヌクレオチド超、または約８５，０００ヌクレオチド超で起こる。
【０１９８】
　いくつかの実施形態において、深部イントロン突然変異は、内因性のスプライス受容部
位および／またはスプライス供与部位（例えば、５’スプライス供与部位または３’スプ
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ライス受容部）から、（ヌクレオチドの単位で）およそ、以下の距離のいずれか未満の距
離で起こる：約８５，０００；８０，０００；７５，０００；７０，０００；６５，００
０；６０，０００；５５，０００；５０，０００；４５，０００；４０，０００；３５，
０００；３０，０００；２５，０００；２０，０００；１５，０００；１０，０００；９
，５００；９，０００；８，５００；８，０００；７，５００；７，０００；６，５００
；６，０００；５，５００；５，０００；４，５００；４，０００；３，５００；３，０
００；２，５００；２，０００；１，５００；１，０００；９５０；９００；８５０；８
００；７５０；７００；６５０；６００；５５０；５００；４５０；４００；３５０；３
００；２５０；２００；または１５０。いくつかの実施形態において、深部イントロン突
然変異は、内因性のスプライス受容部位および／またはスプライス供与部位から、（ヌク
レオチドの単位で）およそ、以下の距離のいずれかを超える距離で起こる：約１００，１
５０，２００，２５０，３００，３５０，４００，４５０，５００，５５０，６００，６
５０，７００，７５０，８００，８５０，９００；９５０；１，０００；１，５００；２
，０００；２，５００；３，０００；３，５００；４，０００；４，５００；５，０００
；５，５００；６，０００；６，５００；７，０００；７，５００；８，０００；８，５
００；９，０００；９，５００；１０，０００；１５，０００；２０，０００；２５，０
００；３０，０００；３５，０００；４０，０００；４５，０００；５０，０００；５５
，０００；６０，０００；６５，０００；７０，０００；７５，０００；または８０，０
００。すなわち、深部イントロン突然変異から内因性のスプライス受容部位および／また
はスプライス供与部位（例えば、５’スプライス供与部位）までの距離は、８５，０００
；８０，０００；７５，０００；７０，０００；６５，０００；６０，０００；５５，０
００；５０，０００；４５，０００；４０，０００；３５，０００；３０，０００；２５
，０００；２０，０００；１５，０００；１０，０００；９，５００；９，０００；８，
５００；８，０００；７，５００；７，０００；６，５００；６，０００；５，５００；
５，０００；４，５００；４，０００；３，５００；３，０００；２，５００；２，００
０；１，５００；１，０００；９５０；９００；８５０；８００；７５０；７００；６５
０；６００；５５０；５００；４５０；４００；３５０；３００；２５０；２００；また
は１５０の上限と、独立して選択される、１００、１５０、２００、２５０、３００、３
５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８
５０、９００；９５０；１，０００；１，５００；２，０００；２，５００；３，０００
；３，５００；４，０００；４，５００；５，０００；５，５００；６，０００；６，５
００；７，０００；７，５００；８，０００；８，５００；９，０００；９，５００；１
０，０００；１５，０００；２０，０００；２５，０００；３０，０００；３５，０００
；４０，０００；４５，０００；５０，０００；５５，０００；６０，０００；６５，０
００；７０，０００；７５，０００；または８０，０００の下限を有する距離の範囲（ヌ
クレオチドの単位で）であって、下限が上限未満である範囲のうちの任意のものでありう
る。
【０１９９】
　本開示のある特定の態様は、例えば中でも個体の遺伝子における深部イントロン突然変
異と関連する疾患または障害を治療するために使用することができる方法、キット、組成
物、およびウイルス粒子に関する。多様な深部イントロン突然変異が当技術分野で公知で
ある。疾患と関連する例示的な深部イントロン突然変異を、以下の表１に提供する（表１
に提供される特異的突然変異、遺伝子、およびイントロンサイズは、参照としてヒトＤＮ
Ａ配列を指すことに注意されたい）。
【０２００】
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【表１】

【０２０１】
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【表２】

【０２０２】
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【表３】

【０２０３】
　いくつかの実施形態において、深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害は、
無フィブリノーゲン血症、アルポート症候群、筋萎縮性側索硬化症、毛細血管拡張性運動
失調症、常染色体劣性多発性嚢胞腎、バース症候群、ベータサラセミア、先天性無フィブ
リノーゲン血症、先天性白内障・顔貌異常・ニューロパチー症候群、先天性グリコシル化
異常症Ｉａ型、先天性グリコシル化異常症ＩＩ型、嚢胞性線維症、ジヒドロプテリジンレ
ダクターゼ欠乏症、ファブリー病、急性骨髄性白血病の素因を有する家族性血小板異常症
、ファンコニ貧血、ギテルマン症候群、成長ホルモン不応症、フリードライヒ運動失調症
、血友病Ａ、遺伝性巨赤芽球性貧血１、ヘルマンスキー・パドラック症候群、ホモシスチ
ン尿症、メープルシロップ尿症、マルファン症候群、メチオニンシンターゼ欠乏症、メチ
ルマロン酸血症、ミトコンドリア三機能タンパク質欠乏症、ムコ多糖症ＩＩ型、マルチミ
ニコア病、筋ジストロフィー、神経線維腫症Ｉ型、ニーマン・ピック病Ｃ型、眼白子症Ｉ
型、オルニチンデルタアミノトランスフェラーゼ欠損症、全身性エリテマトーデスの素因
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、プロピオン酸血症、ラブドイド腫瘍、シュワルツ・ヤンペル症候群、スティックラー症
候群、全身性エリテマトーデス、結節性硬化症、ウェルナー症候群、Ｘ連鎖高免疫グロブ
リンＭ血症、またはＸ連鎖低リン酸血症である。いくつかの実施形態において、深部イン
トロン突然変異は、表１に示される深部イントロン突然変異である。
【０２０４】
　いくつかの実施形態において、深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害は、
眼の疾患である。本明細書において使用される用語「眼の疾患」は、最も広い意味で使用
され、角膜、光彩、水晶体、網膜、視神経、房水、結膜、１つまたはそれ以上の眼筋、強
膜、硝子体、黄斑、中心窩、毛様体、１つまたはそれ以上の靱帯または水晶体支持靱帯小
帯、瞳孔、前眼房、および／または後眼房を含むがこれらに限定されるわけではない、眼
の任意の構造の病的状態を起源とする、または起因する疾患を指しうる。眼の疾患と関連
する例示的な深部イントロン突然変異を、以下の表２に提供する（表２に提供される特異
的突然変異、遺伝子、およびイントロンサイズは、参照としてヒトＤＮＡ配列を指すこと
に注意されたい）
【０２０５】
【表４】

【０２０６】
　いくつかの実施形態において、眼の疾患は、レーバー先天黒内障、視神経萎縮症、網膜
色素変性症、網膜芽細胞腫、シュタルガルト病、アッシャー症候群、またはＸ連鎖網膜色
素変性症である。いくつかの実施形態において、深部イントロン突然変異は、表２に示さ
れる深部イントロン突然変異である。
【０２０７】
　いくつかの実施形態において、眼の疾患は、レーバー先天黒内障である。レーバー先天
黒内障（ＬＣＡ）は、重度の視力喪失、眼振、網膜機能障害、羞明、眼指兆候（例えば、
眼をこする、突く、および押すこと）、および円錐角膜のような症状によって特徴付けら
れる眼の障害群を指す。ＬＣＡは、典型的に出生時に重度の視力喪失および眼振と共に現
れる。ＬＣＡの症例は、典型的に常染色体劣性障害として遺伝するが、多様な遺伝子座の
突然変異が関係している。例えば、表３はＬＣＡの型に関係する座のいくつかを記載する
。
【０２０８】
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【表５】

【０２０９】
　ＬＣＡの最も頻繁な型は、中心体および繊毛の発達において重要な役割を果たす中心体
タンパク質をコードするＣＥＰ２９０の突然変異によって引き起こされる（例えば、例示
的なヒト遺伝子およびタンパク質配列に関してはそれぞれ、ＮＣＢＩ　Ｇｅｎｅ　ＩＤ　
Ｎｏ．８０１８４およびＵｎｉＰｒｏｔ　ＩＤ　Ｎｏ．Ｏ１５０７８を参照されたい）。
ＣＥＰ２９０は、網膜後部の光受容体、ならびに体の腎臓、脳、および他の多くの臓器に
おいて重要な役割を果たす細胞膜上の一次繊毛の形成において必須である。ＣＥＰ２９０
はまた、ＭＫＳ４、ＣＴ８７、ＰＯＣ３、ｒｄ１６、ＢＢＳ１４、ＬＣＡ１０、ＪＢＴＳ
５、ＮＰＨＰ６、ＳＬＳＮ６、および３Ｈ１１Ａｇとしても知られる。いくつかの実施形
態において、原因となる突然変異は、潜在性スプライス供与部位を導入するｃ．２９９１
＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異であり、それによって未成熟終止コドンと共に異常なエキソン
を含めることが起こる。いくつかの実施形態において、第１のガイドＲＮＡおよび第２の
ガイドＲＮＡのガイド配列は、中心体タンパク質２９０ｋＤａ（ＣＥＰ２９０）遺伝子の
深部イントロン突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ配列の逆鎖にハイブリダイズする。
ある特定の実施形態において、深部イントロン突然変異は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞
Ｇ突然変異である。いくつかの実施形態において、ＣＥＰ２９０は、ヒトＣＥＰ２９０で
ある（例えば、ＮＣＢＩ参照配列ＮＧ＿００８４１７に従うヒトＣＥＰ２９０配列を参照
されたい）。いくつかの実施形態において、ＣＥＰ２９０は、配列番号２３に記載の配列
の深部イントロン突然変異を含む。
【０２１０】
　本開示のある特定の態様はさらに、遺伝子における深部イントロン突然変異と関連する
眼の疾患のｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルを作製する方法に関する。いくつかの実施形態におい
て、方法は、真核細胞に、ｉ）遺伝子におけるイントロンの標的ＤＮＡ配列への単一ガイ
ドＲＮＡ、ｉｉ）Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列、ｉｉｉ）所望のイン
トロン突然変異およびプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）の両端に位置する相同性
アームを含む相同性組換え修復（ＨＤＲ）鋳型を含む一本鎖オリゴヌクレオチド、を含む
ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸を導入することと、遺伝子に組み込まれ
た突然変異を含む細胞を単離することとを含む。このアプローチと関連する例示的な方法
を以下の実施例に例証する。上記のように、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ媒介ＤＮＡ切断は、Ｎ
ＨＥＪによって修復され、それによって例えば標的ＤＮＡ配列の切り出しが起こりうる。
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しかし、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ媒介ＤＮＡ切断はまた、相同性組換え修復（ＨＤＲ）によ
っても修復され、それによって例えばＨＤＲ鋳型に存在する配列の導入（例えば、深部イ
ントロン突然変異の導入）が起こる。例えば、Ｒａｎ，Ｆ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０１３
）Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏｃ．８：２２８１～２３０８頁を参照されたい。これらの方法は、
治療方法、ウイルス粒子、組成物、およびキットに関して本明細書において記述される任
意の特徴、態様、または要素を含みうる。
【０２１１】
　相同性組換え修復（ＨＤＲ）鋳型は、二本鎖ＤＮＡポリヌクレオチド、または一本鎖Ｄ
ＮＡオリゴヌクレオチド（ｓｓＯＤＮ）のような多様な形態をとることができる。ＨＤＲ
鋳型は、所望のイントロン突然変異の両端に位置する１つまたはそれ以上の相同性アーム
を含みうる。これらの相同性アームは、標的座と比較してセンスまたはアンチセンス方向
でありうる。いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上の相同性アームは、標的
座から少なくとも約４０塩基対、少なくとも約５０塩基対、少なくとも約６０塩基対、少
なくとも約７０塩基対、少なくとも約８０塩基対、少なくとも約９０塩基対、または少な
くとも約１００塩基対離れうる。
【０２１２】
　ＨＤＲ鋳型はまた、プロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）も含みうる。いくつかの
実施形態において、ＰＡＭは、細胞中の発現されたＣａｓタンパク質による一本鎖オリゴ
ヌクレオチドの切断を回避するために突然変異を含む。例えば、ＰＡＭは、特定の発現さ
れたＣａｓタンパク質がＨＤＲ鋳型を切断しないように突然変異させてもよく、またはゲ
ノム座のＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ媒介編集時に、識別配列（例えば、以下の実施例に例証さ
れる独自の制限部位）が、導入されるように突然変異させてもよい。
【０２１３】
　任意の適した真核細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルのために使用してもよい。いくつかの
実施形態において、真核細胞は哺乳動物またはヒト細胞である。いくつかの実施形態にお
いて、真核細胞は、ヒト細胞株（例えば、ＨｅＬａ、Ａ５４９、２９３等）、哺乳動物細
胞株、脊椎動物細胞株、または昆虫細胞株（例えば、Ｓｆ９、またはＳ２）のような細胞
株である。いくつかの実施形態において、真核細胞は、光受容細胞のような網膜細胞（例
えば、ＷＥＲＩ細胞）である。
【０２１４】
Ｖ．送達方法
　本開示のある特定の態様は、個体の遺伝子における深部イントロン突然変異と関連する
疾患または障害を治療することに関する。いくつかの態様において、本発明は、個体の遺
伝子における深部イントロン突然変異と関連する疾患または障害を治療する方法であって
、個体に本開示の組成物、例えば本開示の遺伝子操作された、天然に存在しないＣＲＩＳ
ＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸を含む組成物の治療有効量を投与する工程を含む
方法を提供する。いくつかの実施形態において、遺伝子操作された、天然に存在しないＣ
ＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡでありうる。いく
つかの実施形態において、Ｃａｓタンパク質はタンパク質として送達される。
【０２１５】
ベクター
　いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上の第１のガイドＲＮＡ、第２のガイ
ドＲＮＡ、またはＣａｓタンパク質をコードする核酸は、システムの同じまたは異なるベ
クターに位置する。いくつかの実施形態において、ＣＲＩＳＰＲシステムの１つまたはそ
れ以上のエレメントの発現を駆動する（ｄｒｉｖｉｎｇ）１つまたはそれ以上のベクター
は、ＣＲＩＳＰＲシステムのエレメントの発現が、１つまたはそれ以上の標的部位でＣＲ
ＩＳＰＲ複合体の形成を導くように、細胞に導入される。例えば、Ｃａｓ酵素、ｔｒａｃ
ｒメイト配列に連結したガイド配列、およびｔｒａｃｒ配列をそれぞれ、別個のベクター
上の別個の調節エレメントに作動可能に連結することができる。あるいは、２つまたはそ
れ以上の上記のエレメントを、同じもしくは異なる調節エレメントから発現させてもよく
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、および／または場合により第１のベクターに含まれないＣＲＩＳＰＲシステムの任意の
構成要素を提供する１つもしくは複数の追加のベクターと共に単一のベクターにおいて組
み合わせてもよい。ベクターにおいて組み合わせたＣＲＩＳＰＲシステムのエレメントを
、任意の適した方向に配置してもよい。例えば、１つのエレメントのコード配列は、第２
のエレメントのコード配列の同じもしくは逆の鎖に位置してもよく、および／または同じ
もしくは逆方向を向いてもよい。
【０２１６】
　いくつかの実施形態において、１つのプロモーターが、Ｃａｓタンパク質と、１つまた
はそれ以上のガイド配列、ｔｒａｃｒメイト配列（場合によりガイド配列に作動可能に連
結された）、および１つまたはそれ以上のイントロン配列内に埋もれたｔｒａｃｒ配列（
例えば、それぞれが異なるイントロン、少なくとも１つのイントロンのうちの２つもしく
はそれ以上、または単一のイントロンにおける全て）をコードする転写物の発現を駆動す
る。いくつかの実施形態において、Ｃａｓタンパク質、ガイド配列、ｔｒａｃｒメイト配
列、およびｔｒａｃｒ配列は、同じプロモーターに作動可能に連結され、同じプロモータ
ーから発現される。いくつかの実施形態において、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲ
ＮＡ、および／またはＣａｓタンパク質をコードする核酸は、１つまたはそれ以上の調節
制御エレメントおよび／またはプロモーターに作動可能に連結される。
【０２１７】
　いくつかの実施形態において、ベクターはプラスミドである。
【０２１８】
　いくつかの実施形態において、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡ、およびＣａ
ｓタンパク質は、真核細胞において発現される。いくつかの実施形態において、第１のガ
イドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡ、およびＣａｓタンパク質は、真核細胞における発現を
可能にする１つまたはそれ以上のプロモーターに作動可能に連結される。真核細胞におい
て発現される多様なプロモーターが当技術分野で公知である。限定されない例示的なプロ
モーターを以下に提供する。
【０２１９】
　いくつかの実施形態において、第１のガイドＲＮＡおよび／または第２のガイドＲＮＡ
は、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターに作動可能に連結される。ＲＮＡポリメラー
ゼＩＩＩプロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩによる転写を駆動するために十分な
完全長のプロモーターまたはその断片を含みうる。ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモータ
ーの型、構造特徴、およびＲＮＡポリメラーゼＩＩＩとの相互作用、ならびに適したＲＮ
ＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターのより詳細な説明に関しては、Ｓｃｈｒａｍｍ，Ｌ．
ａｎｄ　Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ，Ｎ．（２００２）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１６：２５９３～
６２０頁を参照されたい。ｔＲＮＡ、５Ｓ　ＲＮＡ、Ｕ６　ｓｎＲＮＡ、Ｈ１、７ＳＫ、
ＲＮアーゼＰ、シグナル認識粒子のＲＮＡ構成要素、およびｓｎｏＲＮＡを含むがこれら
に限定されるわけではない、当技術分野で公知の任意の適したＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ
プロモーターを使用してもよい（例えば、Ｍａ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．（２０１４）Ｍｏｌ．
Ｔｈｅｒ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　３：ｅ１６１を参照されたい）。いくつかの実
施形態において、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターはＵ６、Ｈ１、または７ＳＫプ
ロモーターである。いくつかの実施形態において、第１のガイドＲＮＡおよび／または第
２のガイドＲＮＡは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩターミネーターに作動可能に連結する。
ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩターミネーターの例には、長さが少なくとも５～６塩基の一連
のウリジンヌクレオチドが挙げられるがこれらに限定されるわけではない（ＲＮＡポリメ
ラーゼＩＩＩターミネーターに関するより詳細な情報に関しては、Ｍａｒｃｋ，Ｃ．，ｅ
ｔ　ａｌ．（２００６）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　３４（６）：１８１６～
３５頁を参照されたい）。
【０２２０】
　いくつかの実施形態において、Ｃａｓタンパク質をコードする核酸は、ＲＮＡポリメラ
ーゼＩＩプロモーターに作動可能に連結する。ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターは、
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ＲＮＡポリメラーゼＩＩによる転写を駆動するために十分な完全長のプロモーターまたは
その断片を含みうる。当技術分野で公知の任意の適したＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモー
ターを使用してもよく、これらにはサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期プロモーター
、ＣＭＶプロモーター由来の最小プロモーター断片（ｍｉｎＣＭＶプロモーター）、ＲＳ
Ｖ　ＬＴＲ、ＭｏＭＬＶ　ＬＴＲ、ホスホグリセリン酸キナーゼ－１（ＰＧＫ）プロモー
ター、サルウイルス４０（ＳＶ４０）プロモーター、およびＣＫ６プロモーター、トラン
スサイレチンプロモーター（ＴＴＲ）、ＴＫプロモーター、テトラサイクリン応答性プロ
モーター（ＴＲＥ）、ＨＢＶプロモーター、ｈＡＡＴプロモーター、ＬＳＰプロモーター
、キメラ肝臓特異的プロモーター（ＬＳＰ）、Ｅ２Ｆプロモーター、テロメラーゼ（ｈＴ
ＥＲＴ）プロモーター、サイトメガロウイルスエンハンサー／ニワトリベータ－アクチン
／ウサギベータ－グロビンプロモーター（ＣＡＧプロモーター；Ｎｉｗａ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｇｅｎｅ，１９９１，１０８（２）：１９３～９頁）、および伸長因子１－アルファプ
ロモーター（ＥＦ１－アルファ）プロモーター（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ，１９
９０，９１（２）：２１７～２３頁およびＧｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．
，１９９６，３（９）：８０２～１０頁）が挙げられるがこれらに限定されるわけではな
い。いくつかの実施形態において、プロモーターは、ヒトベータ－グルクロニダーゼプロ
モーター、またはニワトリベータ－アクチン（ＣＢＡ）プロモーターに連結したサイトメ
ガロウイルスエンハンサーを含む。プロモーターは、構成的、誘導可能、または抑制可能
なプロモーターでありうる。いくつかの実施形態において、プロモーターは、眼の細胞に
おいて異種核酸を発現することができる。いくつかの実施形態において、プロモーターは
、光受容細胞またはＲＰＥにおいて異種核酸を発現することができる。実施形態において
、プロモーターは、ロドプシンキナーゼ（ＲＫ）プロモーター、例えばヒトＲＫプロモー
ターである。いくつかの実施形態において、プロモーターはオプシンプロモーター、例え
ばヒトオプシンプロモーターまたはマウスオプシンプロモーターである。いくつかの実施
形態において、プロモーターは、桿体オプシンプロモーター、錐体オプシンプロモーター
、ベータホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）プロモーター、網膜色素変性症（ＲＰ１）プロ
モーター、または光受容体間レチノイド結合タンパク質遺伝子（ＩＲＢＰ）プロモーター
である。
【０２２１】
　誘導可能なプロモーターは、遺伝子発現の調節を可能にし、外部から供給された化合物
、温度のような環境要因、もしくは特異的生理状態、例えば急性期、細胞の特定の分化状
態の存在によって、または複製中の細胞に限って調節することができる。誘導可能なプロ
モーターおよび誘導可能なシステムは、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、およ
びＡｒｉａｄを含むがこれらに限定されるわけではない、多様な販売元から入手可能であ
る。他の多くのシステムが記載されており、当業者が容易に選択することができる。外部
から供給されるプロモーターによって調節される誘導可能なプロモーターの例には、亜鉛
で誘導可能なヒツジメタロチオネイン（ＭＴ）プロモーター、デキサメタゾン（Ｄｅｘ）
で誘導可能なマウス乳腺腫瘍ウイルス（ＭＭＭＶ）プロモーター、Ｔ７ポリメラーゼプロ
モーターシステム（国際公開第９８／１００８８号）、エクジソン昆虫プロモーター（Ｎ
ｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９３：３３４６～
３３５１頁（１９９６））、テトラサイクリン発現抑制可能なシステム（Ｇｏｓｓｅｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：５５４７～５５
５１頁（１９９２））、テトラサイクリンで誘導可能なシステム（Ｇｏｓｓｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２６８：１７６６～１７６９頁（１９９５）、同様にＨａｒｖ
ｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．，２：５１２～５１８
頁（１９９８）も参照されたい）、ＲＵ４８６で誘導可能なシステム（Ｗａｎｇ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，１５：２３９～２４３頁（１９９７）、およびＷａ
ｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．，４：４３２～４４１頁（１９９７））なら
びにラパマイシンで誘導可能なシステム（Ｍａｇａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．
Ｉｎｖｅｓｔ．，１００：２８６５～２８７２頁（１９９７））が挙げられる。本文にお
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いて有用でありうるさらに他の型の誘導可能なプロモーターは、特異的生理状態、例えば
温度、急性期、細胞の特定の分化状態によって、または複製中の細胞に限って調節される
プロモーターである。
【０２２２】
　別の実施形態において、トランスジーンのネイティブプロモーターまたはその断片が使
用される。ネイティブプロモーターは、トランスジーンの発現がネイティブの発現を模倣
することが望ましいときに使用することができる。トランスジーンの発現を時間的もしく
は発達的に、または組織特異的に、または特異的転写刺激に応答して調節しなければなら
ないとき、ネイティブプロモーターを使用してもよい。さらなる実施形態において、エン
ハンサーエレメント、ポリアデニル化部位、またはコザックコンセンサス配列のような他
のネイティブ発現制御エレメントもまた、ネイティブ発現を模倣するために使用してもよ
い。
【０２２３】
　いくつかの実施形態において、調節配列は、組織特異的遺伝子発現能を付与する。一部
の場合において、組織特異的調節配列は、組織特異的に転写を誘導する組織特異的転写因
子に結合する。そのような組織特異的調節配列（例えば、プロモーター、エンハンサー等
）は、当技術分野で周知である。例示的な組織特異的調節配列には、以下の組織特異的プ
ロモーターが挙げられるがこれらに限定されるわけではない：ニューロン特異的エノラー
ゼ（ＮＳＥ）プロモーター（Ａｎｄｅｒｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ．Ｍｏｌ．Ｎｅ
ｕｒｏｂｉｏｌ．，１３：５０３～１５頁（１９９３））、ニューロフィラメント軽鎖遺
伝子プロモーター（Ｐｉｃｃｉｏｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８８：５６１１～５頁（１９９１））、およびニューロン特異的ｖｇｆ
遺伝子プロモーター（Ｐｉｃｃｉｏｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｎ，１５：３７３～
８４頁（１９９５））のようなニューロン特異的プロモーター。いくつかの実施形態にお
いて、組織特異的プロモーターは、神経核（ＮｅｕＮ）、グリア原線維酸性タンパク質（
ＧＦＡＰ）、腺腫性大腸ポリポーシス（ＡＰＣ）、およびイオン化カルシウム結合アダプ
ター分子１（Ｉｂａ－１）から選択される遺伝子のプロモーターである。他の適切な組織
特異的プロモーターは、当業者に明らかであろう。いくつかの実施形態において、プロモ
ーターはニワトリベータ－アクチンプロモーターである。
【０２２４】
　本発明は、ウイルス粒子、例えば以下に記述されるウイルス粒子にパッケージングする
ために、１つまたはそれ以上の核酸配列（例えば、ガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタ
ンパク質をコードするヌクレオチド配列）を導入するための組み換え型ウイルスゲノムの
使用を企図する。組換えウイルスゲノムは、ガイドＲＮＡおよび／またはＣａｓタンパク
質をコードするヌクレオチド配列の発現を確立するための任意のエレメント、例えば、プ
ロモーター、ＩＴＲ、リボソーム結合エレメント、ターミネーター、エンハンサー、選択
マーカー、イントロン、ポリＡシグナル、および／または複製開始点を含みうる。例示的
なウイルスゲノムエレメントおよび多様なウイルス粒子の送達方法を以下により詳細に説
明する。
【０２２５】
非ウイルス送達システム
　通常の非ウイルス遺伝子移入方法もまた、細胞または標的組織に核酸を導入するために
使用することができる。非ウイルスベクター送達システムは、ＤＮＡプラスミド、ＲＮＡ
（例えば、ガイドＲＮＡまたはＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列）、裸の
核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）、および送達システムと複合体形成した核酸（例え
ば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を含む。例えば、ベクターは、脂質（例えば、カチオン性また
は中性脂質）、リポソーム、ポリカチオン、ナノ粒子、または核酸の細胞取り込みを増強
する試剤と複合体形成してもよい。ベクターは、本明細書において記述されるいかなる送
達方法にも適した試剤と複合体を形成することができる。
【０２２６】
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　核酸の非ウイルス送達方法は、リポフェクション、ヌクレオフェクション、マイクロイ
ンジェクション、バイオリスティック、ナノ粒子（例えば、Ｊｉｎ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（
２００９）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．５４４：５４７～５５７頁）、ビロゾー
ム、リポソーム、イムノリポソーム、ポリカチオン、または脂質：核酸コンジュゲート、
裸のＤＮＡ、人工ビリオン、および試剤によるＤＮＡの取り込みの増強を含む。リポフェ
クションは、例えば米国特許第５，０４９，３８６号、第４，９４６，７８７号；および
第４，８９７，３５５号に記述され、リポフェクション試薬は市販されている（例えば、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（登録商標）、Ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍ（商標）、およびＬ
ｉｐｏｆｅｃｔｉｎ（商標））。ポリヌクレオチドの効率的な受容体認識リポフェクショ
ンにとって適したカチオン性および中性の脂質は、Ｆｅｌｇｎｅｒ、国際公開第９１／１
７４２４号；国際公開第９１／１６０２４号に記載の脂質を含む。
【０２２７】
　免疫脂質複合体のような標的化リポソームを含む、脂質：核酸複合体の調製は、当業者
に周知である（例えば、Ｃｒｙｓｔａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０：４０４～４１０頁（
１９９５）；Ｂｌａｅｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２：２
９１～２９７頁（１９９５）：Ｂｅｈｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃ
ｈｅｍ．５：３８２～３８９頁（１９９４）；Ｒｅｍｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊ
ｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．５：６４７～６５４頁（１９９４）；Ｇａｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇ
ｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　２：７１０～７２２頁（１９９５）；Ａｈｍａｄ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５２：４８１７～４８２０頁（１９９２）；米国特許第４，
１８６，１８３号、第４，２１７，３４４号、第４，２３５，８７１号、第４，２６１，
９７５号、第４，４８５，０５４号、第４，５０１，７２８号、第４，７７４，０８５号
、第４，８３７，０２８号、および第４，９４６，７８７号を参照されたい）。
【０２２８】
　本開示のベクターと複合体形成することができる他の化合物には、カチオン性ペプチド
（例えば、ポリＬ－リシン）、塩（例えば、リン酸カルシウム）、ＤＥＡＥデキストラン
、デンドリマー（例えば、ポリアミドアミンまたはＰＡＭＡＭ）、ポリエチレングリコー
ル、ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）、およびそのコンジュゲート等が挙げられるがこれら
に限定されるわけではない。そのような試剤のより詳細な考察に関しては、例えば、Ｌｕ
ｏ，Ｄ．ａｎｄ　Ｓａｌｔｚｍａｎ，Ｗ．Ｍ．（２０００）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　１８：３３～３７頁を参照されたい。
【０２２９】
　いくつかの実施形態において、核酸は医薬製剤中にある。いくつかの実施形態において
、医薬製剤は、薬学的に許容される担体を含む。そのような担体は当技術分野で周知であ
る（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ，１５ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１０３５～１０３８頁および１５７０～１５８０頁を参
照されたい）。いくつかの実施形態において、本明細書において記述される核酸と薬学的
に許容される担体とを含む医薬組成物は、眼の注射にとって適している。そのような薬学
的に許容される担体は、滅菌液体、例えば水、および石油、動物、植物、または合成起源
の油を含む油、例えば落花生油、ダイズ油、鉱油等を含む油でありうる。食塩水溶液およ
びデキストロース水溶液、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）およびグリセロール溶液も
また、特に注射用溶液のための液体担体として使用することができる。医薬組成物はさら
に、追加の成分、例えば保存剤、緩衝剤、等張剤、抗酸化剤および安定剤、非イオン性湿
潤剤または清澄剤、増粘剤等を含みうる。本明細書において記述される医薬組成物は、単
回単位用量または複数回単位用量に包装することができる。組成物は一般的に、無菌的で
実質的に等張の溶液として製剤化される。
【０２３０】
ウイルス粒子
　いくつかの実施形態において、ベクターは、組換えアデノ随伴ウイルス（ｒＡＡＶ）ベ
クター、組換えアデノウイルスベクター、組換えレンチウイルスベクター、または組換え
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単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターである。
【０２３１】
ｒＡＡＶ粒子
　いくつかの実施形態において、ベクターは、組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）ベクターである
。いくつかの実施形態において、第１のガイドＲＮＡ、第２のガイドＲＮＡ、またはＣａ
ｓタンパク質の１つまたはそれ以上をコードする核酸は、１つまたはそれ以上のＡＡＶ逆
方向末端反復（ＩＴＲ）配列がその両端に位置する。いくつかの実施形態において、ウイ
ルス粒子は、１つまたは２つのＩＴＲが両端に位置するトランスジーンを含む核酸を含む
組換えＡＡＶ粒子である。いくつかの実施形態において、第１のガイドＲＮＡ、第２のガ
イドＲＮＡ、またはＣａｓタンパク質の１つまたはそれ以上をコードする核酸は２つのＡ
ＡＶ　ＩＴＲがその両端に位置する。
【０２３２】
　いくつかの実施形態において、核酸は、転写の方向に構成要素が作動可能に連結された
、本開示の１つまたは２つのガイドＲＮＡ、および／または本開示のＣａｓタンパク質を
コードするヌクレオチド配列、転写開始および終止配列を含む制御配列を含み、それによ
って発現カセットを形成する。発現カセットは、５’および３’末端上で少なくとも１つ
の機能的ＡＡＶ　ＩＴＲ配列が両端に位置する。「機能的ＡＡＶ　ＩＴＲ配列」とは、Ｉ
ＴＲ配列がＡＡＶビリオンのレスキュー、複製、およびパッケージングに関して意図され
るように機能することを意味する。その全体が参照により本明細書に組み入れられる、Ｄ
ａｖｉｄｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ，２０００，９７（７）３４２８～３２頁；Ｐ
ａｓｓｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，２００３，７７（１２）：７０３４～
４０頁；およびＰｅｃｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．，２００９，１６：
１０～１６頁を参照されたい。本発明のいくつかの態様の実施に関して、組換えベクター
は、キャプシド封入に必須のＡＡＶの配列およびｒＡＡＶによる感染のための物理的構造
の少なくとも全てを含む。本発明のベクターにおいて使用するためのＡＡＶ　ＩＴＲは、
野生型ヌクレオチド配列（例えば、Ｋｏｔｉｎ，Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．，１９
９４，５：７９３～８０１頁に記述されるように）を有する必要はなく、ヌクレオチドの
挿入、欠失、もしくは置換によって変化してもよく、またはＡＡＶ　ＩＴＲはいくつかの
ＡＡＶ血清型のいずれに由来してもよい。ＡＡＶの４０超の血清型が現在公知であり、新
規血清型および既存の血清型の変異体が絶えず同定されている。Ｇａｏ　ｅｔ　ａｌ．，
ＰＮＡＳ，２００２，９９（１８）：１１８５４～６頁；Ｇａｏ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡ
Ｓ，２００３，１００（１０）：６０８１～６頁；およびＢｏｓｓｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，２００３，７７（１２）：６７９９～８１０頁を参照されたい。
【０２３３】
　任意のＡＡＶ血清型の使用が本発明の範囲内で検討される。いくつかの実施形態におい
て、ｒＡＡＶベクターは、以下を含むがこれらに限定されるわけではないＡＡＶ血清型に
由来するベクターである。ＡＡＶ　ＩＴＲは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４
、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９
、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ
　ＤＪ、ヤギＡＡＶ、ウシＡＡＶ、またはマウスＡＡＶ　ＩＴＲなどである。いくつかの
実施形態において、ＡＡＶ中の核酸は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡ
Ｖ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、ＡＡ
Ｖ１０、ＡＡＶｒｈ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ２Ｒ４７１Ａ、ＡＡＶ　ＤＪ
、ヤギＡＡＶ、ウシＡＡＶ、またはマウスＡＡＶなどである、ＡＡＶ　ＩＴＲのＩＴＲを
含む。ある特定の実施形態において、ＡＡＶ　ＩＴＲｓはＡＡＶ２　ＩＴＲである。
【０２３４】
　いくつかの実施形態において、ベクターは、スタッファー核酸を含みうる。いくつかの
実施形態において、スタッファー核酸は、緑色蛍光タンパク質をコードしうる。いくつか
の実施形態において、スタッファー核酸は、プロモーターと、１つまたはそれ以上の本開
示の１つもしくは２つのガイドＲＮＡおよび／または本開示のＣａｓタンパク質をコード
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するヌクレオチド配列との間に位置しうる。
【０２３５】
　いくつかの態様において、本発明は、組換え自己相補的ゲノムを含むウイルス粒子を提
供する。いくつかの実施形態において、ベクターは自己相補的ベクターである。自己相補
的ゲノムを有するＡＡＶウイルス粒子および自己相補的ＡＡＶゲノムを使用する方法は、
その全体が参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第６，５９６，５３５号
；第７，１２５，７１７号；第７，７６５，５８３号；第７，７８５，８８８号；第７，
７９０，１５４号；第７，８４６，７２９号；第８，０９３，０５４号；および第８，３
６１，４５７号；ならびにＷａｎｇ　Ｚ．，ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒ　１０：２１０５～２１１１頁に記述されている。自己相補的ゲノムを含むｒＡＡＶ
は、その部分的に相補的な配列（例えば、トランスジーンの相補的なコードおよび非コー
ド鎖）のために、急速に二本鎖ＤＮＡ分子を形成する。いくつかの実施形態において、本
発明は、ＡＡＶゲノムを含むＡＡＶウイルス粒子を提供し、ｒＡＡＶゲノムは、第１の異
種ポリヌクレオチド配列（例えば、本開示の１つまたは２つのガイドＲＮＡおよび／また
は本開示のＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列）と、第２の異種ポリヌクレ
オチド配列（例えば、本開示の１つまたは２つのガイドＲＮＡの非コードまたはアンチセ
ンス鎖および／または本開示のＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列）とを含
み、第１の異種ポリヌクレオチド配列は、その長さのほとんどまたは全てに沿って、第２
のポリヌクレオチド配列と鎖内塩基対を形成することができる。
【０２３６】
　いくつかの実施形態において、第１の異種ポリヌクレオチド配列および第２の異種ポリ
ヌクレオチド配列は、鎖内塩基対形成、例えばヘアピンＤＮＡ構造を促進する配列によっ
て連結される。例えばｓｉＲＮＡ分子におけるヘアピン構造は、当技術分野で公知である
。いくつかの実施形態において、第１の異種ポリヌクレオチド配列および第２の異種ポリ
ヌクレオチド配列は、突然変異ＩＴＲ（例えば、右のＩＴＲ）によって連結される。突然
変異ＩＴＲは、末端解離配列を含むＤ領域の欠失を含む。その結果、ＡＡＶウイルスゲノ
ムが複製すると、ｒｅｐタンパク質は、突然変異ＩＴＲでウイルスゲノムを切断せず、そ
のため、以下を５’から３’の順に含む組換えウイルスゲノムが、ウイルスキャプシドに
パッケージングされる：ＡＡＶ　ＩＴＲ、調節配列を含む第１の異種ポリヌクレオチド配
列、突然変異ＡＡＶ　ＩＴＲ、第１の異種ポリヌクレオチドとは逆方向の第２の異種ポリ
ヌクレオチド、および第３のＡＡＶ　ＩＴＲ。
【０２３７】
　いくつかの実施形態において、第１の異種核酸配列および第２の異種核酸配列は、突然
変異ＩＴＲ（例えば、右のＩＴＲ）によって連結される。いくつかの実施形態において、
ＩＴＲは、ポリヌクレオチド配列５’－ＣＡＣＴＣＣＣＴＣＴＣＴＧＣＧＣＧＣＴＣＧＣ
ＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＡＧＧＣＣＧＧＧＣＧＡＣＣＡＡＡＧＧＴＣＧＣＣＣＡＣＧＣＣＣ
ＧＧＧＣＴＴＴＧＣＣＣＧＧＧＣＧ－３’（配列番号２４）を含む。突然変異ＩＴＲは、
末端解離配列を含むＤ領域の欠失を含む。その結果、ＡＡＶウイルスゲノムが複製すると
、ｒｅｐタンパク質は、突然変異ＩＴＲでウイルスゲノムを切断せず、そのため、以下を
５’から３’の順に含む組換えウイルスゲノムが、ウイルスキャプシドにパッケージング
される：ＡＡＶ　ＩＴＲ、調節配列を含む第１の異種ポリヌクレオチド配列、突然変異Ａ
ＡＶ　ＩＴＲ、第１の異種ポリヌクレオチドとは逆方向の第２の異種ポリヌクレオチド、
および第３のＡＡＶ　ＩＴＲ。
【０２３８】
　いくつかの実施形態において、ベクターはウイルス粒子にキャプシド封入される。いく
つかの実施形態において、ウイルス粒子は、組換えＡＡＶベクターを含む組換えＡＡＶウ
イルス粒子である。異なるＡＡＶ血清型を使用して、特定の標的細胞の形質導入を最適化
する、または特定の標的組織（例えば、眼の組織）内の特異的細胞型を標的とすることが
できる。ｒＡＡＶ粒子は、同じ血清型または混合血清型のウイルスタンパク質およびウイ
ルス核酸を含みうる。例えば、いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、本発明の
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ＡＡＶ２キャプシドタンパク質と少なくとも１つのＡＡＶ２　ＩＴＲとを含むことができ
、またはＡＡＶ２キャプシドタンパク質と少なくとも１つのＡＡＶ１　ＩＴＲとを含むこ
とができる。ｒＡＡＶ粒子の産生のためのＡＡＶ血清型のいかなる組み合わせも、それぞ
れの組み合わせが本明細書において明白に述べられていたかのように本明細書において提
供される。いくつかの実施形態において、本発明は、本発明のＡＡＶ２キャプシドを含む
ｒＡＡＶ粒子を提供する。いくつかの実施形態において、本発明は、本発明のＡＡＶｒｈ
８Ｒキャプシドを含むｒＡＡＶ粒子を提供する。
【０２３９】
　いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、ＡＡＶ１キャプシド、ＡＡＶ２キャプ
シド、ＡＡＶ３キャプシド、ＡＡＶ４キャプシド、ＡＡＶ５キャプシド、ＡＡＶ６キャプ
シド（例えば、野生型ＡＡＶ６キャプシド、または米国特許付与前公報第２０１２／０１
６４１０６号に記述されるＳｈＨ１０のような変異体ＡＡＶ６キャプシド）、ＡＡＶ７キ
ャプシド、ＡＡＶ８キャプシド、ＡＡＶｒｈ８キャプシド、ＡＡＶｒｈ８Ｒキャプシド、
ＡＡＶ９キャプシド（例えば、野生型ＡＡＶ９キャプシド、または米国特許付与前公報第
２０１３／０３２３２２６号に記述される改変されたＡＡＶ９キャプシド）、ＡＡＶ１０
キャプシド、ＡＡＶｒｈ１０キャプシド、ＡＡＶ１１キャプシド、ＡＡＶ１２キャプシド
、チロシンキャプシド突然変異体、ヘアピン結合キャプシド突然変異体、ＡＡＶ２Ｒ４７
１Ａキャプシド、ＡＡＶＡＡＶ２／２－７ｍ８キャプシド、ＡＡＶ　ＤＪキャプシド（例
えば、ＡＡＶ－ＤＪ／８キャプシド、ＡＡＶ－ＤＪ／９キャプシド、または米国特許付与
前公報第２０１２／００６６７８３号に記述される他の任意のキャプシド）、ＡＡＶ２　
Ｎ５８７Ａキャプシド、ＡＡＶ２　Ｅ５４８Ａキャプシド、ＡＡＶ２　Ｎ７０８Ａキャプ
シド、ＡＡＶ　Ｖ７０８Ｋキャプシド、ヤギＡＡＶキャプシド、ＡＡＶ１／ＡＡＶ２キメ
ラキャプシド、ウシＡＡＶキャプシド、マウスＡＡＶキャプシド、ｒＡＡＶ２／ＨＢｏＶ
１キャプシド、または米国特許第８，２８３，１５１号もしくは国際出願国際公開第２０
０３／０４２３９７号に記述されるＡＡＶキャプシドを含む。いくつかの実施形態におい
て、突然変異体キャプシドタンパク質は、ＡＡＶキャプシドの形成能を維持する。いくつ
かの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子はＡＡＶ５チロシン突然変異体キャプシドを含む（
Ｚｈｏｎｇ　Ｌ．ｅｔ　ａｌ．，（２００８）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　
ＵＳＡ　１０５（２２）：７８２７～７８３２頁）。さらなる実施形態において、ｒＡＡ
Ｖ粒子は、クレードＡ～ＦのＡＡＶ血清型のキャプシドタンパク質を含む（Ｇａｏ，ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．２００４，７８（１２）：６３８１頁）。いくつかの実施形
態において、ｒＡＡＶ粒子は、ＡＡＶ１キャプシドタンパク質またはその突然変異体を含
む。他の実施形態において、ｒＡＡＶウイルス粒子は、ＡＡＶ２キャプシドタンパク質ま
たはその突然変異体を含む。いくつかの実施形態において、ＡＡＶ血清型は、ＡＡＶ１、
ＡＡＶ２、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、
ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、またはＡＡＶｒｈ１０である。いくつかの実施形態において、ｒ
ＡＡＶ粒子は、ＡＡＶ血清型１（ＡＡＶ１）キャプシドを含む。いくつかの実施形態にお
いて、ｒＡＡＶ粒子は、ＡＡＶ血清型２（ＡＡＶ２）キャプシドを含む。いくつかの実施
形態において、組換えＡＡＶウイルス粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒ
ｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、および／またはＡＡＶｒｈ１０キャプシドを含む。いくつかの実施形
態において、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８Ｒ、ＡＡＶ９、および／また
はＡＡＶｒｈ１０キャプシドは、例えば以下に記述されるチロシン突然変異またはヘパラ
ン結合突然変異を含む。
【０２４０】
　ＡＡＶ（例えば、ＡＡＶ２、ＡＡＶｒｈ８Ｒ等）のキャプシドは、３つのキャプシドタ
ンパク質：ＶＰ１、ＶＰ２、およびＶＰ３を含むことが知られている。これらのタンパク
質は、有意な量の重なり合うアミノ酸配列および独自のＮ末端配列を含む。ＡＡＶ２キャ
プシドは、正二十面体の対称性で配置される６０のサブユニットを含む（Ｘｉｅ，Ｑ．，
ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９９（１６）：１０
４０５～１０頁）。ＶＰ１、ＶＰ２、およびＶＰ３は、１：１：１０の比率で存在するこ
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とが見出されている。
【０２４１】
　ＡＡＶ２キャプシドタンパク質とＨＳＰＧの間の結合は、塩基性のＡＡＶ２キャプシド
タンパク質残基と陰性荷電のグリコサミノグリカン残基との間の静電気相互作用を介して
起こることが知られている（Ｏｐｉｅ，ＳＲ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｊ．Ｖｉｒｏ
ｌ．７７：６９９５～７００６頁；Ｋｅｒｎ，Ａ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｊ．Ｖｉ
ｒｏｌ．７７：１１０７２～１１０８１頁）。これらの相互作用に関係する特異的キャプ
シド残基は、Ｒ４８４、Ｒ４８７、Ｋ５３２、Ｒ５８５、およびＲ５８８を含む。これら
の残基における突然変異は、Ｈｅｌａ細胞およびヘパランそのものに対するＡＡＶ２の結
合を低減させることが示されている（Ｏｐｉｅ，ＳＲ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｊ．
Ｖｉｒｏｌ．７７：６９９５～７００６頁；Ｋｅｒｎ，Ａ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）
Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７７：１１０７２～１１０８１頁；国際公開第２００４／０２７０１９
　Ａ２号、米国特許第７，６２９，３２２号）。さらに、理論に捉われることを望むもの
ではないが、ＡＡＶ２のＶＰ１ナンバリングに基づくナンバリングのアミノ酸４８４、４
８７、５３２、５８５、または５８８位に対応する１つまたはそれ以上の残基でのアミノ
酸置換は、ＨＳＰＧに結合しないＡＡＶキャプシド型の形質導入特性を調節し得るか、ま
たはそのＨＳＰＧの結合能とは無関係にＡＡＶキャプシド型の形質導入特性を調節し得る
と考えられている。
【０２４２】
　いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、ＨＳＰＧと相互作用する残基で、また
はＡＡＶ２のＶＰ１ナンバリングに基づくナンバリングのアミノ酸４８４、４８７、５３
２、５８５、または５８８位に対応する１つまたはそれ以上の残基で、キャプシドタンパ
ク質において突然変異を有する。したがって、いくつかの実施形態において、送達時に、
ｒＡＡＶベクターによってコードされる異種核酸は、参照ｒＡＡＶキャプシドタンパク質
（例えば、野生型ｒＡＡＶキャプシドタンパク質）を含むｒＡＡＶキャプシドを含むｒＡ
ＡＶ粒子の異種核酸の発現レベルと比較して、増加した発現レベルで発現される。いくつ
かの実施形態において、核酸の発現は、少なくとも約１０％、少なくとも約２５％、少な
くとも約５０％、少なくとも約７５％、または少なくとも約１００％増加する。いくつか
の実施形態において、送達時に、ｒＡＡＶ粒子は、参照ｒＡＡＶキャプシドタンパク質（
例えば、野生型ｒＡＡＶキャプシドタンパク質）を含むｒＡＡＶ粒子と比較して、低減さ
れた神経炎症を引き起こす。いくつかの実施形態において、神経炎症は、なくとも約１０
％、少なくとも約２５％、少なくとも約５０％、少なくとも約７５％、または少なくとも
約１００％低減される。適した参照ｒＡＡＶキャプシドタンパク質は、ヘパラン硫酸プロ
テオグリカンと相互作用する１つまたはそれ以上の位置で１つまたはそれ以上のアミノ酸
置換を欠如する任意のキャプシドタンパク質を含みうる（このため、参照キャプシドは、
ＨＳＰＧに対する結合を変化させない１つまたはそれ以上の「バックグラウンド」置換を
含みうる）。
【０２４３】
　いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、ａ）ヘパラン硫酸プロテオグリカンと
相互作用する１つまたはそれ以上の位置で１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を含むｒＡ
ＡＶキャプシドタンパク質を含むｒＡＡＶキャプシド、およびｂ）異種核酸と少なくとも
１つのＡＡＶ逆方向末端反復配列とを含むｒＡＡＶベクターを含む。
【０２４４】
　いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上のアミノ酸置換により、ヘパラン硫
酸プロテオグリカンに対するｒＡＡＶ粒子の結合は、少なくとも約１０％、少なくとも約
２５％、少なくとも約５０％、少なくとも約７５％、または少なくとも約１００％低減す
る。いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上のアミノ酸置換により、ヘパラン
硫酸プロテオグリカンに対するｒＡＡＶ粒子の結合は、少なくとも約１０％、少なくとも
約１５％、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
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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％、または少なくとも約１００％（野生型キャプシドを含むｒＡＡＶ粒子の結合と
比較して）低減する。いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上のアミノ酸置換
により、ヘパラン硫酸プロテオグリカンに対するｒＡＡＶ粒子の結合は、約１０％～約１
００％、約２０％～約１００％、約３０％～約１００％、約４０％～約１００％、約５０
％～約１００％、約６０％～約１００％、約７０％～約１００％、約８０％～約１００％
、約９０％～約１００％、約１０％～約９０％、約２０％～約９０％、約３０％～約９０
％、約４０％～約９０％、約５０％～約９０％、約６０％～約９０％、約７０％～約９０
％、約８０％～約９０％、約１０％～約８０％、約２０％～約８０％、約３０％～約８０
％、約４０％～約８０％、約５０％～約８０％、約６０％～約８０％、約７０％～約８０
％、約１０％～約７０％、約２０％～約７０％、約３０％～約７０％、約４０％～約７０
％、約５０％～約７０％、約６０％～約７０％、約１０％～約６０％、約２０％～約６０
％、約３０％～約６０％、約４０％～約６０％、約５０％～約６０％、約１０％～約５０
％、約２０％～約５０％、約３０％～約５０％、約４０％～約５０％、約１０％～約４０
％、約２０％～約４０％、約３０％～約４０％、約１０％～約３０％、約２０％～約３０
％、または約１０％～約２０％のうちの任意の割合だけ（野生型キャプシドを含むｒＡＡ
Ｖ粒子の結合と比較して）低減する。いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上
のアミノ酸置換によって、野生型ｒＡＡＶ粒子の結合と比較して、ヘパラン硫酸プロテオ
グリカンに対するｒＡＡＶ粒子の検出可能な結合が起こらない。ＨＳＰＧに対するＡＡＶ
粒子の結合、例えば、ヘパラン硫酸クロマトグラフィー培地に対する結合、またはその表
面上にＨＳＰＧを発現することが知られている細胞に対する結合を測定する手段は、当技
術分野で公知である。例えば、Ｏｐｉｅ，ＳＲ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｊ．Ｖｉｒ
ｏｌ．７７：６９９５～７００６頁およびＫｅｒｎ，Ａ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｊ
．Ｖｉｒｏｌ．７７：１１０７２～１１０８１頁を参照されたい。
【０２４５】
　いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、ヘパラン硫酸プロテオグリカンに対す
るｒＡＡＶ粒子の結合を低減または消失させるキャプシドタンパク質の１つまたはそれ以
上のアミノ酸置換を含み、および／または１つまたはそれ以上のアミノ酸置換は、ＡＡＶ
２のＶＰ１ナンバリングに基づくナンバリングのアミノ酸４８４、４８７、５３２、５８
５、または５８８位に存在する。本明細書において使用される「ＡＡＶ２のＶＰ１に基づ
くナンバリング」とは、ＡＡＶ２のＶＰ１の列挙されたアミノ酸に対応する列挙されたキ
ャプシドタンパク質のアミノ酸を指す。例えば、１つまたはそれ以上のアミノ酸置換が、
ＡＡＶ２のＶＰ１に基づくナンバリングの３４７、３５０、３９０、３９５、４４８、４
５１、４８４、４８７、５２７、５３２、５８５、および／または５８８位に存在する場
合、１つまたはそれ以上のアミノ酸置換は、ＡＡＶ２のＶＰ１のアミノ酸３４７、３５０
、３９０、３９５、４４８、４５１、４８４、４８７、５２７、５３２、５８５、および
／または５８８に対応する列挙されたキャプシドタンパク質のアミノ酸におけるものであ
る。いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上のアミノ酸置換は、ＡＡＶ２のＶ
Ｐ１の４８４、４８７、５３２、５８５、または５８８位に存在する。いくつかの実施形
態において、１つまたはそれ以上のアミノ酸置換は、ＡＡＶ２のＶＰ１に基づくナンバリ
ングの、ＡＡＶ３のＶＰ１の４８４、４８７、５３２、５８５、または５８８位に存在す
る。いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上のアミノ酸置換は、ＡＡＶｒｈ８
ＲのＶＰ１ナンバリングに基づくナンバリングの４８５、４８８、５２８、５３３、５８
６、または５８９位に存在する。いくつかの実施形態において、アミノ酸５８５および／
または５８８（ＡＡＶ２のＶＰ１に基づくナンバリング）に対応する位置の１つまたはそ
れ以上のアミノ酸は、アルギニン残基で置換されている（例えば、ＡＡＶ１またはＡＡＶ
６に関してＳ５８６および／またはＴ５８９；ＡＡＶ９に関してＳ５８６および／または
Ａ５８９；ＡＡＶｒｈ８Ｒに関してＡ５８６および／またはＴ５８９；ＡＡＶ８に関して
Ｑ５８８および／またはＴ５９１；ならびにＡＡＶｒｈ１０に関してＱ５８８および／ま
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たはＡ５９１）。他の実施形態において、アミノ酸４８４、４８７、５２７、および／ま
たは５３２（ＡＡＶ２のＶＰ１に基づくナンバリング）に対応する位置の１つまたはそれ
以上のアミノ酸（例えば、アルギニンまたはリシン）は、アラニンのような非陽性荷電ア
ミノ酸で置換されている（例えば、ＡＡＶ１またはＡＡＶ６に関してＲ４８５、Ｒ４８８
、Ｋ５２８、および／またはＫ５３３；ＡＡＶ９またはＡＡＶｒｈ８Ｒに関してＲ４８５
、Ｒ４８８、Ｋ５２８、および／またはＲ５３３；ならびにＡＡＶ８またはＡＡＶｒｈ１
０に関してＲ４８７、Ｒ４９０、Ｋ５３０、および／またはＲ５３５）。
【０２４６】
他のウイルス粒子
　いくつかの実施形態において、ベクターは組換えアデノウイルスベクターである。いく
つかの実施形態において、ウイルス粒子はアデノウイルス粒子である。いくつかの実施形
態において、アデノウイルス粒子は組換えアデノウイルス粒子、例えば本開示の１つまた
は２つのガイドＲＮＡおよび／または２つのＩＴＲの間に本開示のＣａｓタンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドベクターである。いくつかの実施形態
において、アデノウイルス粒子は、アデノウイルスを複製欠損にする１つまたはそれ以上
のＥ１遺伝子を欠如するか、または欠損コピーを含む。アデノウイルスは、大きい（約９
５０Å）非エンベロープの正二十面体キャプシド内に直線状の二本鎖ＤＮＡゲノムを含む
。アデノウイルスは、３０ｋｂ超の異種配列を組み込むことができる大きいゲノムを有し
（例えば、Ｅ１および／またはＥ３領域の代わりに）、それによって、それらはより大き
い異種遺伝子と共に使用するために独自に適している。それらはまた、分裂中および非分
裂細胞に感染することが知られており、宿主ゲノムに本来組み込まれない（ハイブリッド
変異体はこの能力を保有しうる）。いくつかの実施形態において、アデノウイルスベクタ
ーは、Ｅ１の代わりに異種配列を有する第一世代アデノウイルスベクターでありうる。い
くつかの実施形態において、アデノウイルスベクターは、Ｅ２Ａ、Ｅ２Ｂ、および／また
はＥ４に追加の突然変異または欠失を有する第二世代アデノウイルスベクターでありうる
。いくつかの実施形態において、アデノウイルスベクターは、全てのウイルスコード遺伝
子を欠如するが、ＩＴＲおよびパッケージングシグナルのみを保持し、複製およびパッケ
ージングのためにヘルパーアデノウイルスをトランスで必要とする第三世代またはｇｕｔ
ｔｅｄアデノウイルスベクターでありうる。アデノウイルス粒子は、哺乳動物細胞の一過
性のトランスフェクションのためのベクターとしてならびに遺伝子治療ベクターとしての
使用が研究されている。詳しい説明に関しては、Ｄａｎｔｈｉｎｎｅ，Ｘ．ａｎｄ　Ｉｍ
ｐｅｒｉａｌｅ，Ｍ．Ｊ．（２０００）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：１７０７～１４頁およ
びＴａｔｓｉｓ，Ｎ．ａｎｄ　Ｅｒｔｌ，Ｈ．Ｃ．（２００４）Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．１０
：６１６～２９頁を参照されたい。
【０２４７】
　いくつかの実施形態において、ウイルス粒子は、本開示の１つまたは２つのガイドＲＮ
Ａおよび／または本開示のＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む核酸を
含む組換えアデノウイルス粒子である。任意のアデノウイルス血清型の使用が、本発明の
範囲内で検討される。いくつかの実施形態において、組換えアデノウイルスベクターは、
アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、１４、１６、２１、１２、
１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、２２、２３、２４～３０、
３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、ＡｄＨｕ２４、ＡｄＨｕ２６
、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７、ＡｄＨｕ４１、ＡｄＨｕ
４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、ＡｄＣ６９、ウシＡｄ３型、
イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄ、またはブタＡｄ３型を含むがこれらに限定されるわけではな
い、アデノウイルス血清型に由来するベクターである。いくつかの実施形態において、組
換えアデノウイルスベクターは、アデノウイルス血清型２またはアデノウイルス血清型５
の変異体に由来する。
【０２４８】
　いくつかの実施形態において、ベクターは、ウイルス粒子にキャプシド封入されている
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。いくつかの実施形態において、ウイルス粒子は、組換えアデノウイルスベクターをキャ
プシド封入する組換えアデノウイルス粒子である。いくつかの実施形態において、組換え
ウイルス粒子は、１つまたはそれ以上の外来のウイルスキャプシドタンパク質と組み合わ
せてアデノウイルス粒子を含む。そのような組み合わせを、偽型化された組換えアデノウ
イルス粒子と呼ぶ。いくつかの実施形態において、偽型化された組換えアデノウイルス粒
子において使用される外来のウイルスキャプシドタンパク質は、外来のウイルスまたはも
う一つのアデノウイルスの血清型に由来する。いくつかの実施形態において、外来のウイ
ルスキャプシドタンパク質は、レオウイルス３型を含むがこれらに限定されるわけではな
いウイルスに由来する。偽型化されたアデノウイルス粒子において使用されるベクターと
キャプシドタンパク質の組み合わせの例は、以下の参考文献に見出すことができる（Ｔａ
ｔｓｉｓ，Ｎ．ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．１０（４）：６１６～６２
９頁、およびＡｈｉ，Ｙ．ｅｔ　ａｌ．（２０１１）Ｃｕｒｒ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１
１（４）：３０７～３２０頁）。異なるＨＳＶ血清型を使用して、特定の標的細胞の形質
導入を最適化する、または特定の標的組織（例えば、疾患組織）内の特異的細胞型を標的
とすることができる。特異的アデノウイルス血清型が標的とする組織または細胞には、肺
（例えば、ＨｕＡｄ３）、脾臓および肝臓（例えば、ＨｕＡｄ３７）、平滑筋、滑膜細胞
、樹状細胞、心血管細胞、腫瘍細胞株（例えば、ＨｕＡｄ１１）、および樹状細胞（例え
ば、レオウイルス３型によって偽型化されたＨｕＡｄ５、ＨｕＡｄ３０、またはＨｕＡｄ
３５）が挙げられるがこれらに限定されるわけではない。詳しい説明に関しては、Ａｈｉ
、Ｙ．ｅｔ　ａｌ．（２０１１）Ｃｕｒｒ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１１（４）：３０７～
３２０頁、Ｋａｙ、Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．７（１）：３３～４
０頁、およびＴａｔｓｉｓ、Ｎ．ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．１０（４
）：６１６～６２９頁を参照されたい。いくつかの実施形態において、組換えアデノウイ
ルス粒子は、アデノウイルス血清型２、１、５、６、１９、３、１１、７、１４、１６、
２１、１２、１８、３１、８、９、１０、１３、１５、１７、１９、２０、２２、２３、
２４－３０、３７、４０、４１、ＡｄＨｕ２、ＡｄＨｕ３、ＡｄＨｕ４、ＡｄＨｕ２４、
ＡｄＨｕ２６、ＡｄＨｕ３４、ＡｄＨｕ３５、ＡｄＨｕ３６、ＡｄＨｕ３７、ＡｄＨｕ４
１、ＡｄＨｕ４８、ＡｄＨｕ４９、ＡｄＨｕ５０、ＡｄＣ６、ＡｄＣ７、ＡｄＣ６９、ウ
シＡｄ３型、イヌＡｄ２型、ヒツジＡｄ、またはブタＡｄ３型を含むがこれらに限定され
るわけではない、アデノウイルス血清型からのキャプシドを含みうる。いくつかの実施形
態において、組換えアデノウイルス粒子は、アデノウイルス血清型２キャプシドまたはア
デノウイルス血清型５キャプシドの変異体を含む。
【０２４９】
　いくつかの実施形態において、ベクターは、組換えレンチウイルスベクターである。い
くつかの実施形態において、ウイルス粒子はレンチウイルス粒子である。いくつかの実施
形態において、レンチウイルス粒子は、組換えレンチウイルス粒子、例えば２つのＬＴＲ
の間に本開示の１つまたは２つのガイドＲＮＡおよび／または本開示のＣａｓタンパク質
をコードするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドベクターである。レンチウイルス
は、およそ１０ｋｂのゲノムを有するプラスセンスのｓｓＲＮＡレトロウイルスである。
レンチウイルスは、分裂中および非分裂細胞のゲノムに組み込まれることが知られている
。レンチウイルス粒子は、例えば、多数のプラスミド（典型的に、レンチウイルスゲノム
と、複製および／またはパッケージングのために必要な遺伝子とは、ウイルス複製を防止
するために分離される）を、改変されたレンチウイルスゲノムをレンチウイルス粒子にパ
ッケージングするパッケージング細胞株にトランスフェクトすることによって産生するこ
とができる。いくつかの実施形態において、レンチウイルス粒子は、エンベロープタンパ
ク質を欠如する第一世代ベクターを指しうる。いくつかの実施形態において、レンチウイ
ルス粒子は、ｇａｇ／ｐｏｌおよびｔａｔ／ｒｅｖ領域を除く全ての遺伝子を欠如する第
二世代ベクターを指しうる。いくつかの実施形態において、レンチウイルス粒子は、内因
性のｒｅｖ、ｇａｇ、およびｐｏｌ遺伝子のみを含み、ｔａｔ遺伝子を有しない形質導入
のためのキメラＬＴＲを有する第三世代ベクターを指しうる（Ｄｕｌｌ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ
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．（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２：８４６３～７１頁を参照されたい）。詳しい説明
に関しては、Ｄｕｒａｎｄ，Ｓ．ａｎｄ　Ｃｉｍａｒｅｌｌｉ，Ａ．（２０１１）Ｖｉｒ
ｕｓｅｓ　３：１３２～５９頁を参照されたい。
【０２５０】
　いくつかの実施形態において、ウイルス粒子は、本開示の１つまたは２つのガイドＲＮ
Ａおよび／または本開示のＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む核酸を
含む組換えレンチウイルス粒子である。任意のレンチウイルスベクターの使用が、本発明
の範囲内において検討される。いくつかの実施形態において、レンチウイルスベクターは
、ヒト免疫不全ウイルス－１（ＨＩＶ－１）、ヒト免疫不全ウイルス－２（ＨＩＶ－２）
、サル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）、ネコ免疫不全ウイルス（ＦＩＶ）、ウマ伝染性貧血
ウイルス（ＥＩＡＶ）、ウシ免疫不全ウイルス（ＢＩＶ）、ジェンブラナ病ウイルス（Ｊ
ＤＶ）、ビスナウイルス（ＶＶ）、およびヤギ関節炎脳炎ウイルス（ＣＡＥＶ）を含むが
これらに限定されるわけではないレンチウイルスに由来する。
【０２５１】
　いくつかの実施形態において、ベクターは、ウイルス粒子にキャプシド封入される。い
くつかの実施形態において、ウイルス粒子は、組換えレンチウイルスベクターをキャプシ
ド封入する組換えレンチウイルス粒子である。いくつかの実施形態において、組換えウイ
ルス粒子は、１つまたはそれ以上の外来のウイルスキャプシドタンパク質と組み合わせて
レンチウイルスベクターを含む。そのような組み合わせを、偽型化された組換えレンチウ
イルス粒子と呼ぶ。いくつかの実施形態において、偽型化された組換えレンチウイルス粒
子に使用される外来ウイルスキャプシドタンパク質は、外来ウイルスに由来する。いくつ
かの実施形態において、偽型化された組換えレンチウイルス粒子に使用される外来ウイル
スキャプシドタンパク質は、水疱性口内炎ウイルス糖タンパク質（ＶＳＶ－ＧＰ）である
。ＶＳＶ－ＧＰは、遍在する細胞受容体と相互作用して、偽型化された組換えレンチウイ
ルス粒子に対して広い組織向性を提供する。加えて、ＶＳＶ－ＧＰは、偽型化された組換
えレンチウイルス粒子に対してより高い安定性を提供すると考えられる。他の実施形態に
おいて、外来のウイルスキャプシドタンパク質は、チャンディプラウイルス、狂犬病ウイ
ルス、モコラウイルス、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、ロスリバーウイル
ス（ＲＲＶ）、シンドビスウイルス、セムリキ森林ウイルス（ＳＦＶ）、ベネズエラウマ
脳炎ウイルス、エボラウイルスレストン株、エボラウイルスザイール株、マールブルグウ
イルス、ラッサウイルス、トリ白血病ウイルス（ＡＬＶ）、ヤーグジークテヒツジレトロ
ウイルス（ＪＳＲＶ）、モロニーマウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）、テナガザル白血病ウ
イルス（ＧＡＬＶ）、ネコ内在性レトロウイルス（ＲＤ１１４）、ヒトＴ－リンパ好性ウ
イルス（ＨＴＬＶ－１）、ヒトフォーミーウイルス、マエディ・ビスナウイルス（ＭＶＶ
）、ＳＡＲＳ－ＣｏＶ、センダイウイルス、ＲＳウイルス（ＲＳＶ）、ヒトパラインフル
エンザウイルス３型、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、インフルエンザウイルス、トリペス
トウイルス（ＦＰＶ）、またはカイコ核多角体病ウイルス（ＡｃＭＮＰＶ）を含むがこれ
らに限定されるわけではないウイルスに由来する。
【０２５２】
　いくつかの実施形態において、組換えレンチウイルスベクターは、水疱性口内炎ウイル
ス（ＶＳＶ）、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、ロスリバーウイルス（ＲＲ
Ｖ）、エボラウイルス、マールブルグウイルス、モカラウイルス、狂犬病ウイルス、ＲＤ
１１４、またはその変異体によって偽型化されたレンチウイルスに由来する。偽型化され
たレンチウイルス粒子において使用されるベクターとキャプシドタンパク質の組み合わせ
の例は、例えば、Ｃｒｏｎｉｎ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）．Ｃｕｒｒ．Ｇｅｎｅ　
Ｔｈｅｒ．５（４）：３８７－３９８に見出すことができる。異なる偽型化された組換え
レンチウイルス粒子を使用して、特定の標的細胞の形質導入を最適化する、または特定の
標的組織（例えば、疾患組織）内の特異的細胞型を標的とすることができる。例えば、特
異的偽型化された組換えレンチウイルス粒子が標的とする組織には、肝臓（例えば、ＶＳ
Ｖ－Ｇ、ＬＣＭＶ、ＲＲＶ、またはＳｅＶ　Ｆタンパク質によって偽型化される）、肺（
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例えば、エボラ、マールブルグ、ＳｅＶ　ＦおよびＨＮ、またはＪＳＲＶタンパク質によ
って偽型化される）、膵島細胞（例えば、ＬＣＭＶタンパク質によって偽型化される）、
中枢神経系（例えば、ＶＳＶ－Ｇ、ＬＣＭＶ、狂犬病、またはモカラタンパク質によって
偽型化される）、網膜（例えば、ＶＳＶ－Ｇまたはモカラタンパク質によって偽型化され
る）、単球または筋肉（例えば、モカラまたはエボラタンパク質によって偽型化される）
、造血系（例えば、ＲＤ１１４またはＧＡＬＶタンパク質によって偽型化される）、また
はがん細胞（例えば、ＧＡＬＶまたはＬＣＭＶタンパク質によって偽型化される）が挙げ
られるがこれらに限定されるわけではない。詳しい説明に関しては、Ｃｒｏｎｉｎ，Ｊ．
ｅｔ　ａｌ．（２００５）．Ｃｕｒｒ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．５（４）：３８７～３９８
頁およびＫａｙ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．７（１）：３３～４０
頁を参照されたい。いくつかの実施形態において、組換えレンチウイルス粒子は、水疱性
口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、リンパ球脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、ロスリバーウイ
ルス（ＲＲＶ）、エボラウイルス、マールブルグウイルス、モカラウイルス、狂犬病ウイ
ルス、ＲＤ１１４、またはその変異体によって偽型化されたキャプシドを含む。
【０２５３】
　いくつかの実施形態において、ベクターは、ｒＨＳＶベクターである。いくつかの実施
形態において、ウイルス粒子は単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）粒子である。いくつかの
実施形態において、ＨＳＶ粒子は、ｒＨＳＶ粒子、例えば、２つのＴＲの間に本開示の１
つまたは２つのガイドＲＮＡおよび／または本開示のＣａｓタンパク質をコードするヌク
レオチド配列を含むポリヌクレオチドベクターである。ＨＳＶは、およそ１５２ｋｂのゲ
ノムを有するエンベロープを有する二本鎖ＤＮＡウイルスである。有利なことには、その
遺伝子のおよそ半数が非必須であり、異種配列に適合させるために欠失させてもよい。Ｈ
ＳＶ粒子は非分裂細胞に感染する。加えて、それらは、本来ニューロンに潜伏して定着し
、逆行性輸送によって移動し、シナプスを越えて運ばれることから、神経系を巻き込むニ
ューロンのトランスフェクションおよび／または遺伝子治療アプローチにとって有用とな
る。いくつかの実施形態において、ＨＳＶ粒子は、複製欠損または複製コンピテント（例
えば、１つまたはそれ以上の後期遺伝子の不活化を通して単一の複製サイクルに関してコ
ンピテント）でありうる。詳しい説明に関しては、Ｍａｎｓｅｒｖｉｇｉ，Ｒ．ｅｔ　ａ
ｌ．（２０１０）Ｏｐｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．Ｊ．４：１２３～５６頁を参照されたい。
【０２５４】
　いくつかの実施形態において、ウイルス粒子は、本開示の１つまたは２つのガイドＲＮ
Ａおよび／または本開示のＣａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む核酸を
含むｒＨＳＶ粒子である。任意のＨＳＶベクターの使用が、本発明の範囲内において考慮
される。いくつかの実施形態において、ＨＳＶベクターは、ＨＳＶ－１およびＨＳＶ－２
を含むがこれらに限定されるわけではないＨＳＶ血清型に由来する。
【０２５５】
　いくつかの実施形態において、ベクターはウイルス粒子にキャプシド封入される。いく
つかの実施形態において、ウイルス粒子は、組換えＨＳＶベクターをキャプシド封入する
組換えＨＳＶ粒子である。いくつかの実施形態において、組換えウイルス粒子は、１つま
たはそれ以上の外来のウイルスキャプシドタンパク質と組み合わせたＨＳＶベクターを含
む。そのような組み合わせを、偽型化されたｒＨＳＶ粒子と呼ぶ。いくつかの実施形態に
おいて、偽型化されたｒＨＳＶ粒子に使用される外来ウイルスキャプシドタンパク質は、
外来ウイルスまたはもう一つのＨＳＶ血清型に由来する。いくつかの実施形態において、
偽型化されたｒＨＳＶ血清型に使用される外来ウイルスキャプシドタンパク質は、水疱性
口内炎ウイルス糖タンパク質（ＶＳＶ－ＧＰ）である。ＶＳＶ－ＧＰは、遍在する細胞受
容体と相互作用し、偽型化されたｒＨＳＶ粒子に対して広い組織向性を提供する。いくつ
かの実施形態において、ＶＳＶ－ＧＰは、偽型化されたｒＨＳＶ粒子に対してより高い安
定性を提供すると考えられる。他の実施形態において、外来ウイルスキャプシドタンパク
質は、異なるＨＳＶ血清型に由来しうる。例えば、ＨＳＶ－１ベクターは、１つまたはそ
れ以上のＨＳＶ－２キャプシドタンパク質を含みうる。異なるＨＳＶ血清型を使用して、
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特定の標的細胞の形質導入を最適化する、または特定の標的組織（例えば、疾患組織）内
の特異的細胞型を標的とすることができる。特異的アデノウイルス血清型が標的とする組
織または細胞には、中枢神経系およびニューロン（例えば、ＨＳＶ－１）が挙げられるが
これらに限定されるわけではない。詳しい説明に関しては、Ｍａｎｓｅｒｖｉｇｉ，Ｒ．
ｅｔ　ａｌ．（２０１０）Ｏｐｅｎ　Ｖｉｒｏｌ　Ｊ　４：１２３～１５６頁，Ｋａｙ，
Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．７（１）：３３～４０頁、およびＭｅｉ
ｇｎｉｅｒ，Ｂ．ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．１５５（５）：
９２１～９３０頁を参照されたい。いくつかの実施形態において、組換えＨＳＶ粒子は、
ｒＨＳＶ－１粒子、またはｒＨＳＶ－２ウイルス粒子である。
【０２５６】
ウイルス粒子の産生
　アデノウイルスベクター粒子の産生に関して、多数の方法が当技術分野で公知である。
例えば、ｇｕｔｔｅｄアデノウイルスベクターに関して、アデノウイルスベクターゲノム
およびヘルパーアデノウイルスゲノムを、パッケージング細胞株（例えば、２９３細胞株
）にトランスフェクトしてもよい。いくつかの実施形態において、ヘルパーアデノウイル
スゲノムは、そのパッケージングシグナルの両端に位置する組換え部位を含み、両方のゲ
ノムを、目的のアデノウイルスベクターがヘルパーアデノウイルスより効率的にパッケー
ジングされるように、リコンビナーゼ（例えば、Ｃｒｅ／ｌｏｘＰシステムを使用しても
よい）を発現するパッケージング細胞株にトランスフェクトしてもよい（例えば、Ａｌｂ
ａ，Ｒ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１２　Ｓｕｐｐｌ　１：Ｓ１８
～２７頁を参照されたい）。アデノウイルスベクターは、本明細書において記述される方
法のような標準的な方法を使用して回収および精製してもよい。
【０２５７】
　レンチウイルスベクター粒子の産生に関して、多数の方法が当技術分野で公知である。
例えば、第３世代のレンチウイルスベクターに関して、ｇａｇおよびｐｏｌ遺伝子を有す
る目的のレンチウイルスゲノムを含むベクターを、ｒｅｖ遺伝子を含むベクターと共に、
パッケージング細胞株（例えば、２９３細胞株）に同時トランスフェクトしてもよい。目
的のレンチウイルスゲノムはまた、Ｔａｔの非存在下で転写を促進するキメラＬＴＲも含
む（Ｄｕｌｌ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２：８４６３～７１頁
を参照されたい）。レンチウイルスベクターは、本明細書において記述される方法（例え
ば、Ｓｅｇｕｒａ　ＭＭ，ｅｔ　ａｌ．，（２０１３）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏ
ｌ　Ｔｈｅｒ．１３（７）：９８７～１０１１頁）を使用して回収および使用してもよい
。
【０２５８】
　ＨＳＶ粒子の産生に関して、多数の方法が当技術分野で公知である。ＨＳＶベクターは
、本明細書において記述される方法のような標準的な方法を使用して回収および精製して
もよい。例えば、複製欠損ＨＳＶベクターに関して、最初期（ＩＥ）遺伝子の全てを欠如
する目的のＨＳＶゲノムを、ＩＣＰ４、ＩＣＰ２７、およびＩＣＰ０のような、ウイルス
産生に必要な遺伝子を提供する相補的細胞株にトランスフェクトしてもよい（例えば、Ｓ
ａｍａｎｉｅｇｏ，Ｌ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２：３３０７
～２０頁を参照されたい）。ＨＳＶベクターは、記述の方法を使用して回収および精製し
てもよい（例えば、Ｇｏｉｎｓ，ＷＦ　ｅｔ　ａｌ．，（２０１４）Ｈｅｒｐｅｓ　Ｓｉ
ｍｐｌｅｘ　Ｖｉｒｕｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
　１１４４：６３～７９頁）。
【０２５９】
　ｒＡＡＶベクターの産生に関して、トランスフェクション、安定な細胞株産生、および
アデノウイルス－ＡＡＶハイブリッド、ヘルペスウイルス－ＡＡＶハイブリッド（Ｃｏｎ
ｗａｙ，ＪＥ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７）Ｊ．　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７１（１１）：８
７８０～８７８９頁）およびバキュロウイルス－ＡＡＶハイブリッドを含む感染性ハイブ
リッドウイルス産生系を含む多数の方法が当技術分野で公知である。ｒＡＡＶウイルス粒
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子を産生するためのｒＡＡＶ産生培養は全て、１）適した宿主細胞、２）適したヘルパー
ウイルス機能、３）ＡＡＶ　ｒｅｐおよびｃａｐ遺伝子および遺伝子産物、４）少なくと
も１つのＡＡＶ　ＩＴＲ配列（例えば、サイズ超過のｒＡＡＶベクターゲノム）が両端に
位置する核酸（例えば、治療核酸）、および５）ｒＡＡＶ産生を支持するために適した培
地および培地成分、を必要とする。いくつかの実施形態において、適した宿主細胞は霊長
類の宿主細胞である。いくつかの実施形態において、適した宿主細胞は、ＨｅＬａ、Ａ５
４９、２９３、またはＰｅｒｃ．６細胞のようなヒト由来の細胞株である。いくつかの実
施形態において、適したヘルパーウイルス機能は、野生型または突然変異体アデノウイル
ス（温度感受性アデノウイルスのような）、ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）、バキュロウイ
ルス、またはヘルパー機能を提供するプラスミド構築物によって提供される。いくつかの
実施形態において、ＡＡＶ　ｒｅｐおよびｃａｐ遺伝子産物は、任意のＡＡＶ血清型に由
来しうる。一般的に、しかし必須ではないが、ＡＡＶ　ｒｅｐ遺伝子産物は、ｒｅｐ遺伝
子産物がｒＡＡＶゲノムを複製およびパッケージングするように機能しうる限り、ｒＡＡ
ＶベクターゲノムのＩＴＲと同じ血清型の遺伝子産物である。当技術分野で公知の適した
培地を、ｒＡＡＶベクターの産生のために使用してもよい。これらの培地には、改変イー
グル培地（ＭＥＭ）、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）を含む、Ｈｙｃｌｏｎｅ
　ＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓおよびＪＲＨが製造する培地、米国特許第６，５６６，１１
８号に記述される配合のようなカスタム配合、および米国特許第６，７２３，５５１号に
記述されるＳｆ－９００　ＩＩ　ＳＦＭ培地が挙げられるがこれらに限定されるわけでは
なく、これらの特許文献は、特に組換えＡＡＶベクターの産生に使用するためのカスタム
培地配合に関して、そのそれぞれの全体が参照により本明細書に組み入れられる。いくつ
かの実施形態において、ＡＡＶヘルパー機能は、アデノウイルスまたはＨＳＶによって提
供される。いくつかの実施形態において、ＡＡＶヘルパー機能は、バキュロウイルスによ
って提供され、宿主細胞は昆虫細胞（例えば、ツマジロクサヨトウ（Spodoptera frugipe
rda）（Ｓｆ９）細胞）である。ＡＡＶの複製に関するアデノウイルスヘルパー機能の例
には、Ｅ１Ａ機能、Ｅ１Ｂ機能、Ｅ２Ａ機能、ＶＡ機能、およびＥ４ｏｒｆ６機能が挙げ
られる。寄託所から入手可能なバキュロウイルスには、カイコ核多角体病ウイルスが挙げ
られる。
【０２６０】
　ｒＡＡＶ粒子は、当技術分野で公知の方法を使用して産生することができる。例えば、
米国特許第６，５６６，１１８号；第６，９８９，２６４号；および第６，９９５，００
６号を参照されたい。本発明の実践において、ｒＡＡＶ粒子を産生するための宿主細胞に
は、哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物細胞、微生物および酵母が挙げられる。宿主細胞はま
た、ＡＡＶ　ｒｅｐおよびｃａｐ遺伝子が宿主細胞において安定に維持されるパッケージ
ング細胞、またはＡＡＶベクターゲノムが安定に維持される産生細胞でありうる。例示的
なパッケージングおよび産生細胞は、２９３、Ａ５４９、またはＨｅＬａ細胞に由来する
。ＡＡＶベクターは、当技術分野で公知の標準的な技術を使用して精製および製剤化され
る。
【０２６１】
　いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、以下に提供される例示的なトリプルト
ランスフェクション法のようなトリプルトランスフェクション法によって産生することが
できる。簡単に説明すると、ｒｅｐ遺伝子およびキャプシド遺伝子を含むプラスミドをヘ
ルパーアデノウイルスプラスミドと共に、細胞株（例えば、ＨＥＫ２９３細胞）にトラン
スフェクトして（例えば、リン酸カルシウム法を使用して）、ウイルスを収集して、場合
により精製してもよい。
【０２６２】
　いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、産生細胞株法によって産生してもよい
（例えば、Ｍａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，（２０１３）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ
ａｐｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２４：２５３～２６９頁を参照されたい）。簡単に説明すると
、細胞株（例えば、ＨｅＬａ細胞株）に、ｒｅｐ遺伝子、キャプシド遺伝子、およびプロ
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モーター－トランスジーン配列を含むプラスミドを安定にトランスフェクトしてもよい。
細胞株をスクリーニングして、ｒＡＡＶ産生のためのリードクローンを選択して、次に、
これを産生バイオリアクターにおいて増殖させて、ｒＡＡＶ産生を開始するためのヘルパ
ーとしてのアデノウイルス（例えば、野生型アデノウイルス）を感染させてもよい。次に
、ウイルスを回収して、アデノウイルスを不活化（例えば、熱によって）および／または
除去し、ｒＡＡＶ粒子を精製してもよい。いくつかの実施形態において、産生細胞株は、
ＨｅＬａ、２９３、Ａ５４９、またはＰｅｒｃ．６細胞に由来する。いくつかの実施形態
において、産生細胞株は、浮遊培養での増殖に適合させる。いくつかの実施形態において
、ＡＡＶヘルパー機能は、アデノウイルス、ＨＳＶ、またはバキュロウイルスによって提
供される。
【０２６３】
　いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、ヘルパー機能の提供後約４８時間～約
９６時間の間に回収される。例えば、いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、ヘ
ルパー機能の提供の約４８時間後、約６０時間後、約７２時間後、約８４時間後、または
約９６時間後に回収される。いくつかの実施形態において、ｒＡＡＶ粒子は、ヘルパー機
能の提供の、約４８時間および約９６時間後、約４８時間および約８４時間後、約４８時
間および約７２時間後、約４８時間および約６０時間後、約６０時間および約９６時間後
、約６０時間および約８４時間後、約６０時間および約７２時間後、約７２時間および約
９６時間後、約７２時間および約８４時間後、または約８４時間および約９６時間後に回
収される。
【０２６４】
　本発明の適したｒＡＡＶ産生培養培地に、０．５％～２０％（ｖ／ｖまたはｗ／ｖ）の
レベルで血清または血清由来組換えタンパク質を補充してもよい。あるいは、当技術分野
で公知であるように、ｒＡＡＶベクターを、動物由来産物を有しない培地とも呼ばれる無
血清条件で産生してもよい。当業者は、産生培養物におけるｒＡＡＶの力価を増加させる
ために、ｒＡＡＶベクターの産生を支持するように設計された市販のまたはカスタム培地
に、グルコース、ビタミン、アミノ酸、および／または増殖因子を含むがこれらに限定さ
れるわけではない、当技術分野で公知の１つまたはそれ以上の細胞培養構成要素を補充し
てもよいことを認識し得る。
【０２６５】
　ｒＡＡＶ産生培養物は、利用される特定の宿主細胞にとって適した多様な条件（広い温
度範囲、多様な期間等）で増殖させることができる。当技術分野で公知であるように、ｒ
ＡＡＶ産生培養物は、例えばローラーボトル、中空繊維フィルター、マイクロキャリア、
および充填床または流動床バイオリアクターのような適した付着依存的容器中で培養する
ことができる、付着依存的培養物を含む。ｒＡＡＶベクター産生培養物はまた、例えばス
ピナーフラスコ、攪拌タンクバイオリアクター、およびＷａｖｅバッグシステムのような
使い捨てシステムを含む多様な方法で培養することができるＨｅＬａ、２９３、およびＳ
Ｆ－９細胞のような浮遊培養に適合させた宿主細胞を含みうる。
【０２６６】
　本発明のｒＡＡＶベクター粒子は、米国特許第６，５６６，１１８号により詳しく記述
されているように、インタクト細胞からの培地にｒＡＡＶ粒子を放出させるために細胞を
当技術分野で公知の条件で培養することを条件として、産生培養物の宿主細胞の溶解によ
って、または産生培養物から消費された培地を回収することによってｒＡＡＶ産生培養物
から回収することができる。細胞の適した溶解方法もまた当技術分野で公知であり、例え
ば多数の凍結／融解サイクル、超音波処理、マイクロフルイダイゼーション、ならびに洗
浄剤および／またはプロテアーゼのような化学物質による処理が挙げられる。
【０２６７】
　さらなる実施形態において、ウイルス粒子は精製される。本明細書において使用される
用語「精製」は、ウイルス粒子が本来存在するまたは当初そこから調製される場所に同様
に存在しうる他の構成要素の少なくとも一部を含まないウイルス粒子の調製を含む。この
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ため、例えば、単離ウイルス粒子は、培養物ライセートまたは産生培養物上清のような起
源混合物からそれを濃縮するための精製技術を使用して調製することができる。濃縮は、
例えば溶液中に存在するＤＮアーゼ抵抗性粒子（ＤＲＰ）もしくはゲノムコピー（ｇｃ）
の割合、もしくは感染度のような多様な方法で測定することができ、またはヘルパーウイ
ルス、培地構成要素等を含む産生培養混入物質または処理中の混入物質を含む混入物質の
ような、起源混合物に存在する第２の場合によっては干渉性の物質に関連して測定するこ
とができる。
【０２６８】
　いくつかの実施形態において、ウイルス産生培養回収物は、宿主細胞破片を除去するた
めに清澄化される。いくつかの実施形態において、産生培養回収物は、例えばグレードＤ
ＯＨＣ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｍｉｌｌｉｓｔａｋ＋ＨＣ　Ｐｏｄフィルター、グレード
Ａ１ＨＣ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｍｉｌｌｉｓｔａｋ＋ＨＣ　Ｐｏｄフィルター、および
０．２μｍフィルターＯｐｔｉｃａｐ　ＸＬ１Ｏ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ
　ＳＨＣ親水性メンブレンフィルターを含む一連の深さのフィルターを通した濾過によっ
て清澄化される。清澄化はまた、遠心分離または当技術分野で公知の孔サイズ０．２μｍ
もしくはそれ以上の任意の酢酸セルロースフィルターを通しての濾過のような、当技術分
野で公知の多様な他の標準的な技術によって得ることができる。
【０２６９】
　いくつかの実施形態において、ウイルス産生培養回収物を、産生培養物に存在する任意
の高分子量ＤＮＡを消化するためにＢｅｎｚｏｎａｓｅ（登録商標）によってさらに処理
する。いくつかの実施形態において、Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ（登録商標）の消化は、例えば
最終濃度１～２．５単位／ｍｌのＢｅｎｚｏｎａｓｅ（登録商標）を、周囲温度から３７
℃の範囲の温度で３０分間から数時間の期間を含む、当技術分野で公知の標準的な条件下
で実施される。
【０２７０】
　ｒＡＡＶ粒子は、１つまたはそれ以上の以下の精製工程を使用して単離または精製する
ことができる：平衡遠心分離；フロースルー陰イオン交換濾過；ｒＡＡＶ粒子を濃縮する
ための接線流濾過（ＴＦＦ）；アパタイトクロマトグラフィーによるｒＡＡＶの捕捉；ヘ
ルパーウイルスの熱不活化；疎水性相互作用クロマトグラフィーによるｒＡＡＶの捕捉；
サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）による緩衝液交換；ナノフィルトレーション；
および陰イオン交換クロマトグラフィー、陽イオン交換クロマトグラフィー、またはアフ
ィニティクロマトグラフィーによるｒＡＡＶ捕捉。これらの工程は、単独で、様々な組み
合わせで、または異なる順序で使用してもよい。ｒＡＡＶ粒子を精製する方法は、例えば
Ｘｉａｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９８）Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７２
：２２２４～２２３２頁；米国特許第６，９８９，２６４号および第８，１３７，９４８
号；ならびに国際公開第２０１０／１４８１４３号に見出される。アデノウイルス粒子を
精製する方法は、例えば、Ｂｏ，Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，（２０１４）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｐｈａｒ
ｍ．Ｓｃｉ．６７Ｃ：１１９～１２５頁に見出される。レンチウイルス粒子を精製する方
法は、例えばＳｅｇｕｒａ　ＭＭ，ｅｔ　ａｌ．，（２０１３）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ
　Ｂｉｏｌ　Ｔｈｅｒ．１３（７）：９８７～１０１１頁に見出される。ＨＳＶ粒子を精
製する方法は、例えばＧｏｉｎｓ，ＷＦ　ｅｔ　ａｌ．，（２０１４）Ｈｅｒｐｅｓ　Ｓ
ｉｍｐｌｅｘ　Ｖｉｒｕｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ　１１４４：６３～７９頁に見出される。
【０２７１】
　いくつかの実施形態において、ウイルス粒子は医薬製剤中にある。いくつかの実施形態
において、医薬製剤は、薬学的に許容される担体を含む。そのような担体は当技術分野で
周知である（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ，１５ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１０３５～１０３８頁および１５７０～１５８
０頁を参照されたい）。いくつかの実施形態において、本明細書において記述されるウイ
ルス粒子と薬学的に許容される担体とを含む医薬組成物は、眼の注射に適している。その
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ような薬学的に許容される担体は、滅菌液体、例えば水、および石油、動物、植物、また
は合成起源の油を含めた油、例えば落花生油、ダイズ油、鉱油等でありうる。食塩水溶液
およびデキストロース水溶液、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）およびグリセロール溶
液もまた、特に注射用溶液のための液体担体として使用することができる。医薬組成物は
さらに、追加の成分、例えば保存剤、緩衝剤、等張剤、抗酸化剤および安定剤、非イオン
性湿潤剤または清澄剤、増粘剤等を含みうる。本明細書において記述される医薬組成物は
、単回単位用量または複数回単位用量に包装することができる。組成物は一般的に、無菌
的で実質的に等張の溶液として製剤化される。
【０２７２】
ＶＩ．治療方法
　本開示のある特定の態様は、例えば上記のような、本開示の遺伝子操作された、天然に
存在しないＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸を含む組成物の治療有効量を
個体に投与することを含む。
【０２７３】
　いくつかの実施形態において、本開示の態様は、本開示のＣａｓタンパク質と、第１の
ガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮＡを含む１つまたはそれ以上の核酸とを含む組成物
の治療有効量を個体に投与することを含み、第１のガイドＲＮＡおよび第２のガイドＲＮ
Ａは、例えば上記の深部イントロン突然変異を含む突然変異の両端に位置する標的ＤＮＡ
配列の逆鎖にハイブリダイズする。すなわち、本開示の方法、組成物、およびキットのい
ずれに関しても、Ｃａｓタンパク質は、Ｃａｓタンパク質をコードするヌクレオチド配列
として、またはポリペプチドとして供給することができる。非制限的な例として、Ｃａｓ
タンパク質は、カチオン性脂質媒介送達（例えば、Ｚｕｒｉｓ，Ｊ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．Ｎ
ａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．３３：７３～８０頁を参照されたい）を使用して、１つま
たはそれ以上のガイドＲＮＡ（例えば、ｓｇＲＮＡ）と共に投与することができる。いく
つかの実施形態において、Ｃａｓタンパク質を、例えばＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓエフェクタ
ー複合体として１つまたはそれ以上のガイドＲＮＡとの複合体として投与してもよい。以
下に記述される送達および／または投与方法のいずれも、１つまたはそれ以上のガイドＲ
ＮＡと共に投与されるＣａｓタンパク質の送達のために使用してもよいと認識される。い
くつかの実施形態において、Ｃａｓタンパク質は、上記の自己限定性発現カセットから発
現される。
【０２７４】
　いくつかの実施形態において、本開示の遺伝子操作された、天然に存在しないＣＲＩＳ
ＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸を含む組成物（または本開示のＣａｓタンパク質
と本開示の１つまたはそれ以上のガイドＲＮＡとを含む組成物）は、静脈内、筋肉内、皮
下、局所、経口、経皮、腹腔内、眼窩内、植え込み、吸入、髄腔内、脳室内、または鼻腔
内投与される。
【０２７５】
　いくつかの実施形態において、本開示の遺伝子操作された、天然に存在しないＣＲＩＳ
ＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする核酸を含む組成物（または本開示のＣａｓタンパク質
と本開示の１つまたはそれ以上のガイドＲＮＡとを含む組成物）は、網膜下または硝子体
内に投与される。深部イントロン突然変異と関連する眼の疾患のような網膜疾患の遺伝子
治療プロトコールは、網膜の細胞への核酸の局所送達を必要とする。これらの疾患におけ
る治療標的である細胞は、網膜の光受容細胞または網膜神経感覚上皮の下にあるＲＰＥの
細胞のいずれかである。これらの細胞に対する核酸の送達は、網膜とＲＰＥとの間の網膜
下腔への注射を必要とする。
【０２７６】
　いくつかの態様において、本発明は、場合により薬学的に許容される賦形剤中に本明細
書に記述される任意の核酸を含む組成物を提供する。当技術分野において周知であるよう
に、薬学的に許容される賦形剤は、薬理学的に有効な物質の投与を促進する比較的不活性
な物質であり、液体溶液もしくは懸濁液、乳剤、または使用前に液体に溶解もしくは懸濁
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するために適した固体剤形として供給することができる。例えば、賦形剤は、形もしくは
コンシステンシーを与えることができ、または希釈剤として作用することができる。適し
た賦形剤には、安定剤、湿潤剤および乳化剤、浸透圧を変化させるための塩、カプセル化
剤、ｐＨ緩衝物質、および緩衝剤が挙げられるがこれらに限定されるわけではない。その
ような賦形剤は、過度の毒性を示すことなく投与される、眼に直接送達するために適した
任意の薬剤を含む。薬学的に許容される賦形剤には、ソルビトール、様々なＴＷＥＥＮ化
合物のいずれか、および水、食塩水、グリセロールおよびエタノールのような液体が挙げ
られるがこれらに限定されるわけではない。薬学的に許容される賦形剤には、薬学的に許
容される塩、例えば塩酸塩、臭化水素酸塩、リン酸塩、硫酸塩等のような無機酸の塩；な
らびに酢酸塩、プロピオン酸塩、マロン酸塩、安息香酸塩等のような有機酸の塩を含める
ことができる。薬学的に許容される賦形剤の詳しい考察は、ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　Ｐ
ＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ．　Ｃｏ．，Ｎ．Ｊ
．１９９１）において利用可能である。
【０２７７】
　一般的に、これらの組成物は、網膜下注射によって投与されるように製剤化される。し
たがって、これらの組成物は、食塩水、リンゲル緩衝塩類溶液（ｐＨ７．４）等のような
薬学的に許容されるビヒクルと組み合わせることができる。必要ではないが、組成物は場
合により、正確な量を投与するために適した単位投与剤形で供給してもよい。
【０２７８】
網膜下送達方法
　網膜下送達方法は当技術分野において公知である。例えば、参照により本明細書に組み
入れられる、国際公開第２００９／１０５６９０号を参照されたい。簡単に説明すると、
組成物（例えば、上記のウイルス送達または非ウイルス送達を通して送達してもよい、本
開示の遺伝子操作された、天然に存在しないＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓシステムをコードする
核酸）を黄斑および中心窩の網膜下に送達する一般的な方法を、以下の簡単な概要によっ
て例証する。この例は、単に方法の特定の特徴を例証することを意味しており、決して制
限的であることを意味しない。
【０２７９】
　一般的に、ベクターは、手術用顕微鏡を使用して直接観察下で眼内（網膜下）に注射さ
れる組成物の形態で送達することができる。この技法は、硝子体切除後に、細いカニュー
レを使用して１つまたはそれ以上の小さい網膜切開部を通してベクター懸濁液の網膜下腔
への注射を伴いうる。
【０２８０】
　簡単に説明すると、手術の間を通して、輸注（例えば、食塩水の）によって正常な眼球
の体積を維持するために、輸注カニューレを留置して縫合することができる。硝子体切除
を、適切な孔径（例えば、２０～２７ゲージ）のカニューレを使用して実施し、除去され
る硝子体ゲルの体積を、輸注カニューレから食塩水または他の等張溶液を輸注することに
よって交換する。硝子体切除は、（１）その皮質（後部硝子体膜）の除去により、カニュ
ーレによる網膜の貫通が容易となる；（２）その除去および流体（例えば、食塩水）との
交換により、ベクターの眼内注射に適合する空間が作製される、および（３）その制御さ
れた除去により、網膜裂傷および計画外の網膜剥離の可能性が低減することから、実施す
ることが都合がよい。
【０２８１】
　いくつかの実施形態において、ベクター組成物は、適切な孔サイズ（例えば２７～４５
ゲージ）のカニューレを利用することによって中心網膜外部の網膜下腔に直接注射され、
このようにして網膜下腔にブレブを作製する。他の実施形態において、ベクター組成物の
網膜下注射の前に、適切な流体（食塩水またはリンゲル液のような）の少量（例えば、約
０．１～約０．５ｍｌ）を、中心網膜外の網膜下腔に網膜下注射する。網膜下腔へのこの
初回注射により、網膜下腔内に最初の流体ブレブが確立され、最初のブレブの位置で局所
網膜剥離を引き起こす。この最初の流体ブレブにより、網膜下腔へのベクター組成物の標
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的化送達が促進され（ベクター送達の前に注射平面を定義することにより）、脈絡膜への
起こりうるベクター投与、および硝子体腔への注射または逆流の可能性を最小限にするこ
とができる。いくつかの実施形態において、この最初の流体ブレブにさらに、１つまたは
それ以上のベクター組成物および／または１つまたはそれ以上の追加の治療剤を含む流体
を、同じまたは追加の細孔（ｆｉｎｅ　ｂｏｒｅ）カニューレのいずれかによって、これ
らの流体を最初の流体ブレブに直接投与することによって注射することができる。
【０２８２】
　ベクター組成物および／または最初の少量の流体の眼内投与は、シリンジに取り付けた
細孔カニューレ（例えば、２７～４５ゲージ）を使用して実施することができる。いくつ
かの実施形態において、このシリンジのプランジャーは、フットペダルを押すことのよう
な、機械的装置によって駆動することができる。細孔カニューレを、強膜切除術を通して
硝子体腔を越えて、標的となる網膜の領域（しかし、中心網膜の外部）に従ってそれぞれ
の対象において予め決定された網膜の部位まで前進させる。直接可視下で、ベクター懸濁
液を、自己閉鎖非拡大網膜切除術によって局所網膜剥離を引き起こす神経感覚上皮の下に
機械的に注射する。上記のように、ベクター組成物を、中心網膜外部のブレブを作製する
網膜下腔に直接注射するか、またはベクターを中心網膜外の最初のブレブに注入して、そ
れを拡大させる（および網膜剥離領域を拡大させる）ことができる。いくつかの実施形態
において、ベクター組成物の注射後に、別の流体のブレブへの注射を行う。
【０２８３】
　理論に捉われることを望むものではないが、網膜下注射の速度および位置によって、黄
斑、中心窩、および／またはその下のＲＰＥ細胞の損傷を引き起こしうる局所剪断力が起
こりうる。網膜下注射は剪断力を最小限にするまたは回避する速度で実施することができ
る。いくつかの実施形態において、ベクター組成物を約１５～１７分間かけて注射する。
いくつかの実施形態において、ベクターを約１７～２０分間かけて注射する。いくつかの
実施形態において、ベクター組成物を約２０～２２分間かけて注射する。いくつかの実施
形態において、ベクター組成物を約３５～約６５μｌ／分の速度で注射する。いくつかの
実施形態において、ベクター組成物を約３５μｌ／分の速度で注射する。いくつかの実施
形態において、ベクター組成物を約４０μｌ／分の速度で注射する。いくつかの実施形態
において、ベクター組成物を約４５μｌ／分の速度で注射する。いくつかの実施形態にお
いて、ベクター組成物を約５０μｌ／分の速度で注射する。いくつかの実施形態において
、ベクター組成物を約５５μｌ／分の速度で注射する。いくつかの実施形態において、ベ
クター組成物を約６０μｌ／分の速度で注射する。いくつかの実施形態において、ベクタ
ー組成物を約６５μｌ／分の速度で注射する。当業者は、ブレブの注射速度および時間が
例えば、中心網膜の細胞に近づくために十分な網膜剥離を作製するために必要な、ベクタ
ー組成物の体積またはブレブのサイズ、ベクター組成物を送達するために使用されるカニ
ューレのサイズ、および本発明のカニューレの位置を安全に維持する能力によって指示さ
れることを認識するであろう。
【０２８４】
　本発明のいくつかの実施形態において、網膜の網膜下腔に注射される組成物の体積は、
約１μｌ、２μｌ、３μｌ、４μｌ、５μｌ、６μｌ、７μｌ、８μｌ、９μｌ、１０μ
ｌ、１５μｌ、２０μｌ、２５μｌ、５０μｌ、７５μｌ、１００μｌ、２００μｌ、３
００μｌ、４００μｌ、５００μｌ、６００μｌ、７００μｌ、８００μｌ、９００μｌ
、もしくは１ｍＬ、またはその間の任意の量のいずれか１つより多い。
【０２８５】
　いくつかの実施形態において、方法は、本開示のベクターを含む組換えウイルス粒子の
有効量の眼への投与（例えば、網膜下および／または硝子体内投与によって）を含む。い
くつかの実施形態において、組成物のウイルス力価は、約５×１０１２、６×１０１２、
７×１０１２、８×１０１２、９×１０１２、１０×１０１２、１１×１０１２、１５×
１０１２、２０×１０１２、２５×１０１２、３０×１０１２、または５０×１０１２ゲ
ノムコピー／ｍＬの少なくともいずれかである。いくつかの実施形態において、組成物の
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ウイルス力価は、約５×１０１２～６×１０１２、６×１０１２～７×１０１２、７×１
０１２～８×１０１２、８×１０１２～９×１０１２、９×１０１２～１０×１０１２、
１０×１０１２～１１×１０１２、１１×１０１２～１５×１０１２、１５×１０１２～
２０×１０１２、２０×１０１２～２５×１０１２、２５×１０１２～３０×１０１２、
３０×１０１２～５０×１０１２、または５０×１０１２～１００×１０１２ゲノムコピ
ー／ｍＬのいずれかである。いくつかの実施形態において、組成物のウイルス力価は、約
５×１０１２～１０×１０１２、１０×１０１２～２５×１０１２、または２５×１０１

２～５０×１０１２ゲノムコピー／ｍＬのいずれかである。いくつかの実施形態において
、組成物のウイルス力価は、約５×１０９、６×１０９、７×１０９、８×１０９、９×
１０９、１０×１０９、１１×１０９、１５×１０９、２０×１０９、２５×１０９、３
０×１０９、または５０×１０９形質導入単位／ｍＬの少なくともいずれかである。いく
つかの実施形態において、組成物のウイルス力価は、約５×１０９～６×１０９、６×１
０９～７×１０９、７×１０９～８×１０９、８×１０９～９×１０９、９×１０９～１
０×１０９、１０×１０９～１１×１０９、１１×１０９～１５×１０９、１５×１０９

～２０×１０９、２０×１０９～２５×１０９、２５×１０９～３０×１０９、３０×１
０９～５０×１０９、または５０×１０９～１００×１０９形質導入単位／ｍＬのいずれ
かである。いくつかの実施形態において、組成物のウイルス力価は、約５×１０９～１０
×１０９、１０×１０９～１５×１０９、１５×１０９～２５×１０９、または２５×１
０９～５０×１０９形質導入単位／ｍＬのいずれかである。いくつかの実施形態において
、組成物のウイルス力価は、約５×１０１０、６×１０１０、７×１０１０、８×１０１

０、９×１０１０、１０×１０１０、１１×１０１０、１５×１０１０、２０×１０１０

、２５×１０１０、３０×１０１０、４０×１０１０、または５０×１０１０感染単位／
ｍＬの少なくともいずれかである。いくつかの実施形態において、組成物のウイルス力価
は、約５×１０１０～６×１０１０、６×１０１０～７×１０１０、７×１０１０～８×
１０１０、８×１０１０～９×１０１０、９×１０１０～１０×１０１０、１０×１０１

０～１１×１０１０、１１×１０１０～１５×１０１０、１５×１０１０～２０×１０１

０、２０×１０１０～２５×１０１０、２５×１０１０～３０×１０１０、３０×１０１

０～４０×１０１０、４０×１０１０～５０×１０１０、または５０×１０１０～１００
×１０１０感染単位／ｍＬの少なくともいずれかである。いくつかの実施形態において、
組成物のウイルス力価は、約５×１０１０～１０×１０１０、１０×１０１０～１５×１
０１０、１５×１０１０～２５×１０１０、または２５×１０１０～５０×１０１０感染
単位／ｍＬの少なくともいずれかである。
【０２８６】
　いくつかの実施形態において、方法は、本開示のベクターを含む組換えウイルス粒子の
有効量の個体（例えば、ヒト）の眼（例えば、網膜下および／または硝子体内投与）への
投与を含む。いくつかの実施形態において、個体に投与されるウイルス粒子の用量は、約
１×１０８～約１×１０１３ゲノムコピー／ｋｇ体重の少なくともいずれかである。いく
つかの実施形態において、個体に投与されるウイルス粒子の用量は、約１×１０８～約１
×１０１３ゲノムコピー／ｋｇ体重のいずれかである。
【０２８７】
　１つまたはそれ以上（例えば、２、３、またはそれ以上）のブレブを作製することがで
きる。一般的に、本発明の方法およびシステムによって作製されるブレブまたは複数のブ
レブの総体積は、眼の流体体積、例えば典型的なヒト対象において約４ｍｌを超えてはな
らない。それぞれの個々のブレブの総体積は、中心網膜の細胞型を露出するため、および
最適な操作のために十分な依存性のブレブを作製するために十分なサイズの網膜剥離を促
進するため、少なくとも約０．３ｍｌ、または少なくとも約０．５ｍｌでありうる。当業
者は、眼の構造に対する損傷を回避するために、本発明の方法およびシステムに従うブレ
ブの作製において、適切な眼内圧を維持しなければならないことを認識する。それぞれの
個々のブレブのサイズは、例えば、約０．５～約１．２ｍｌ、約０．８～約１．２ｍｌ、
約０．９～約１．２ｍｌ、約０．９～約１．０ｍｌ、約１．０～約２．０ｍｌ、約１．０
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～約３．０ｍｌでありうる。このように、一例において、ベクター組成物懸濁液の全量３
ｍｌを注射するために、各約１ｍｌのブレブ３個を確立することができる。組み合わせた
全てのブレブの総体積は、例えば、約０．５～約３．０ｍｌ、約０．８～約３．０ｍｌ、
約０．９～約３．０ｍｌ、約１．０～約３．０ｍｌ、約０．５～約１．５ｍｌ、約０．５
～約１．２ｍｌ、約０．９～約３．０ｍｌ、約０．９～約２．０ｍｌ、約０．９～約１．
０ｍｌでありうる。
【０２８８】
　ブレブの当初の位置の端部の外側の標的網膜（例えば、中心網膜）の領域に安全かつ効
率的に形質導入するために、形質導入の標的領域にブレブを再配置するようにブレブを操
作してもよい。ブレブの操作は、ブレブの体積によって作製されるブレブの依存性、ブレ
ブを含む眼の再配置、１つまたはそれ以上のブレブを含む眼または複数の眼を有するヒト
の頭部の再配置、および／または流体－空気交換によって行うことができる。これは特に
、中心網膜が典型的に網膜下注射による剥離に耐えることから、中心網膜に特に適切であ
る。いくつかの実施形態において、流体－空気交換は、ブレブを再配置するために利用さ
れ、輸注カニューレからの流体を、例えば網膜の表面上に空気を流れさせることによって
、一時的に空気に交換する。空気の体積が、網膜の表面から硝子体腔の流体を押しのける
と、硝子体腔内の流体がカニューレから流れ出ることがある。硝子体腔の流体からの圧の
一時的な欠如により、ブレブが、眼の依存部分へと移動して引き寄せられる。眼球を適切
に配置することによって、網膜下ベクター組成物のブレブを、隣接する領域（例えば、黄
斑および／または中心窩）を巻き込むように操作する。一部の例において、ブレブの質量
は、流体－空気交換を使用しない場合であっても、それを引き寄せるために十分である。
ブレブの所望の位置への移動は、ブレブを眼の中の所望の位置に引き寄せるために、対象
の頭部の位置を変更することによってさらに促進することができる。ブレブの所望の形状
が達成されると、流体を硝子体腔に戻す。流体は適切な流体、例えば、新鮮な食塩水であ
る。一般的に、網膜下ベクター組成物は、網膜切除に対する網膜復位を行わなくとも、お
よび眼内タンポナーデを行わなくともその場に留まり、網膜は約４８時間位内に自然に再
接着するであろう。
【０２８９】
　眼の細胞（例えば、黄斑および／または中心窩の、例えばＲＰＥおよび／または光受容
細胞）に本開示のベクターを安全かつ有効に形質導入することによって、本発明の方法は
、深部イントロン突然変異と関連する眼の障害を有する個体、例えばヒトを治療するため
に使用することができ、形質導入細胞は、眼の障害を治療するために十分量のＣＲＩＳＰ
Ｒ－Ｃａｓシステムを産生する。
【０２９０】
　ベクター（いくつかの実施形態において、ウイルス粒子の形状）の有効量を、治療の目
的に応じて投与する。例えば、低い百分率の形質導入が所望の治療効果を達成することが
できる場合、治療の目的は一般的に、形質導入のこのレベルに合致するか、または超える
ことである。一部の例において、このレベルの形質導入は、標的細胞のわずか約１～５％
、いくつかの実施形態において、所望の組織型の細胞の少なくとも約２０％、いくつかの
実施形態において少なくとも約５０％、いくつかの実施形態において少なくとも約８０％
、いくつかの実施形態において少なくとも約９５％、いくつかの実施形態において少なく
とも約９９％の形質導入によって達成することができる。手引きとして、注射あたりに投
与されるウイルス粒子の数は、一般的に１ｘ１０６～約１ｘ１０１４個の粒子の間、約１
ｘ１０７～１ｘ１０１３個の粒子の間、約１ｘ１０９～１ｘ１０１２個の粒子の間、また
は約１ｘ１０１１個の粒子である。ベクター組成物は、同じ技法の間に、または数日、数
週間、数カ月、もしくは数年の間隔を空けて１回または複数回の網膜下注射によって投与
してもよい。いくつかの実施形態において、多数のベクターをヒトを治療するために使用
してもよい。
【０２９１】
　いくつかの実施形態において、本開示のベクターまたは核酸の有効量の網膜への投与は
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、投与部位またはその近傍の光受容細胞に形質導入する。いくつかの実施形態において、
光受容細胞の約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５
％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、または１００％超のいずれかが
形質導入される。いくつかの実施形態において、光受容細胞の約５％～約１００％、約１
０％～約５０％、約１０％～約３０％、約２５％～約７５％、約２５％～約５０％、また
は約３０％～約５０％が形質導入される。形質導入された光受容細胞を同定する方法は、
当技術分野で公知であり、例えば、免疫組織化学または増強緑色蛍光タンパク質のような
マーカーを使用して形質導入を検出することができる。
【０２９２】
　本発明のいくつかの実施形態において、方法は、眼の障害を有する個体、例えば深部イ
ントロン突然変異と関連する眼の障害を有するヒトを治療するために、本開示のベクター
または核酸の有効量を、哺乳動物の網膜下（例えば、網膜下腔）に投与することを含む。
いくつかの実施形態において、組成物は、光受容細胞において核酸を発現させるために網
膜下の１つまたはそれ以上の位置に注射される。いくつかの実施形態において、組成物は
、網膜下の１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、または１０超の位置のいずれか
１つに注射される。
【０２９３】
　いくつかの実施形態において、組成物は、１つ超の位置に同時または連続的に投与され
る。いくつかの実施形態において、複数回注射はわずか１時間、２時間、３時間、４時間
、５時間、６時間、９時間、１２時間、または２４時間の間隔である。いくつかの実施形
態において、複数回の注射は、１日、２日、３日、４日、５日、６日、７日、１０日、１
５日、２０日、２５日、または３０日の間隔である。いくつかの実施形態において、複数
回注射は、１カ月、２カ月、３カ月、４カ月、５カ月、６カ月、８カ月、１０カ月、また
は１１カ月の間隔である。いくつかの実施形態において、複数回の注射は、１年、２年、
３年、４年、５年、６年、８年、１０年、１５年、２０年、２５年、３０年、３５年、４
０年、４５年、５５年、または６０年の間隔である。
【０２９４】
硝子体内注射方法
　一般的な硝子体内注射方法を以下の簡単な概要によって例証する。本実施例は、方法の
ある特定の特徴を例証することを意味しており、決して制限することを意味していない。
硝子体内注射の技法は当技術分野で公知である（例えば、Ｐｅｙｍａｎ，Ｇ．Ａ．，ｅｔ
　ａｌ．（２００９）Ｒｅｔｉｎａ　２９（７）：８７５～９１２頁およびＦａｇａｎ，
Ｘ．Ｊ．ａｎｄ　Ａｌ－Ｑｕｒｅｓｈｉ，Ｓ．（２０１３）Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅ
ｎｔ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．４１（５）：５００～７頁を参照されたい）。
【０２９５】
　簡単に説明すると、硝子体内注射の対象に、瞳孔散大、眼の消毒、および麻酔薬の投与
によって技法の準備を行う。当技術分野で公知の任意の適した散瞳剤を瞳孔散大のために
使用することができる。瞳孔散大が適切であるかを治療前に確認することができる。眼の
消毒処置剤、例えばポビドンヨード（ＢＥＴＡＤＩＮＥ（登録商標））のようなヨウ化物
含有溶液を適用することによって、消毒を行ってもよい。類似の溶液を使用して、眼瞼、
まつげ、および他の任意の近傍の組織（例えば、皮膚）を清浄にする。リドカインまたは
プロパラカインのような任意の適した麻酔薬を、任意の適した濃度で使用してもよい。麻
酔薬は、局所用滴剤、ジェル、またはゼリー、および麻酔薬の結膜下適用を含むがこれら
に限定されるわけではない当技術分野で公知の任意の方法によって投与してもよい。
【０２９６】
　注射前に、滅菌眼瞼用検鏡を使用して、領域のまつげをきれいにしてもよい。注射部位
にシリンジで印をつけてもよい。注射部位は、患者の水晶体に基づいて選択される。例え
ば、注射部位は、偽水晶体眼または無水晶体眼の患者では辺縁部から３～３．５ｍｍであ
り、有水晶体眼の患者では辺縁部から３．５～４ｍｍでありうる。患者は、注射部位と反
対方向を見ていてもよい。
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【０２９７】
　いくつかの実施形態において、方法は、本開示のベクターを含む組換えウイルス粒子の
有効量を、眼（例えば、網膜下および／または硝子体内投与によって）に投与することを
含む。いくつかの実施形態において、組成物のウイルス力価は、約５×１０１２、６×１
０１２、７×１０１２、８×１０１２、９×１０１２、１０×１０１２、１１×１０１２

、１５×１０１２、２０×１０１２、２５×１０１２、３０×１０１２、または５０×１
０１２ゲノムコピー／ｍＬの少なくともいずれかである．いくつかの実施形態において、
組成物のウイルス力価は、約５×１０１２～６×１０１２、６×１０１２～７×１０１２

、７×１０１２～８×１０１２、８×１０１２～９×１０１２、９×１０１２～１０×１
０１２、１０×１０１２～１１×１０１２、１１×１０１２～１５×１０１２、１５×１
０１２～２０×１０１２、２０×１０１２～２５×１０１２、２５×１０１２～３０×１
０１２、３０×１０１２～５０×１０１２、または５０×１０１２～１００×１０１２ゲ
ノムコピー／ｍＬのいずれかである。いくつかの実施形態において、組成物のウイルス力
価は、約５×１０１２～１０×１０１２、１０×１０１２～２５×１０１２、または２５
×１０１２～５０×１０１２ゲノムコピー／ｍＬのいずれかである。いくつかの実施形態
において、組成物のウイルス力価は、約５×１０９、６×１０９、７×１０９、８×１０
９、９×１０９、１０×１０９、１１×１０９、１５×１０９、２０×１０９、２５×１
０９、３０×１０９、または５０×１０９形質導入単位／ｍＬの少なくともいずれかであ
る。いくつかの実施形態において、組成物のウイルス力価は、約５×１０９～６×１０９

、６×１０９～７×１０９、７×１０９～８×１０９、８×１０９～９×１０９、９×１
０９～１０×１０９、１０×１０９～１１×１０９、１１×１０９～１５×１０９、１５
×１０９～２０×１０９、２０×１０９～２５×１０９、２５×１０９～３０×１０９、
３０×１０９～５０×１０９、または５０×１０９～１００×１０９形質導入単位／ｍＬ
のいずれかである。いくつかの実施形態において、組成物のウイルス力価は、約５×１０
９～１０×１０９、１０×１０９～１５×１０９、１５×１０９～２５×１０９、または
２５×１０９～５０×１０９形質導入単位／ｍＬのいずれかである。いくつかの実施形態
において、組成物のウイルス力価は、約５×１０１０、６×１０１０、７×１０１０、８
×１０１０、９×１０１０、１０×１０１０、１１×１０１０、１５×１０１０、２０×
１０１０、２５×１０１０、３０×１０１０、４０×１０１０、または５０×１０１０感
染単位／ｍＬの少なくともいずれかである。いくつかの実施形態において、組成物のウイ
ルス力価は、約５×１０１０～６×１０１０、６×１０１０～７×１０１０、７×１０１

０～８×１０１０、８×１０１０～９×１０１０、９×１０１０～１０×１０１０、１０
×１０１０～１１×１０１０、１１×１０１０～１５×１０１０、１５×１０１０～２０
×１０１０、２０×１０１０～２５×１０１０、２５×１０１０～３０×１０１０、３０
×１０１０～４０×１０１０、４０×１０１０～５０×１０１０、または５０×１０１０

～１００×１０１０感染単位／ｍＬの少なくともいずれかである。いくつかの実施形態に
おいて、組成物のウイルス力価は、約５×１０１０～１０×１０１０、１０×１０１０～
１５×１０１０、１５×１０１０～２５×１０１０、または２５×１０１０～５０×１０
１０感染単位／ｍＬの少なくともいずれかである。
【０２９８】
　いくつかの実施形態において、方法は、本開示のベクターを含む組換えウイルス粒子の
有効量の個体（例えば、ヒト）の眼（例えば、網膜下および／または硝子体内投与）への
投与を含む。いくつかの実施形態において、個体に投与されるウイルス粒子の用量は、約
１×１０８～約１×１０１３ゲノムコピー／ｋｇ体重の少なくともいずれかである。いく
つかの実施形態において、個体に投与されるウイルス粒子の用量は、約１×１０８～約１
×１０１３ゲノムコピー／ｋｇ体重のいずれかである。
【０２９９】
　注射の間、針を強膜に垂直に挿入して、眼の中心を指してもよい。針を、先端が、網膜
下腔ではなくて硝子体で終わるように挿入してもよい。注射に関して当技術分野で公知の
任意の適した量を使用してもよい。注射後、針を抗生物質のような消毒剤によって処置し
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てもよい。また、過剰量の消毒剤を除去するために眼をすすいでもよい。
【０３００】
網膜の構造および核酸送達の有効性を決定する手段
　網膜は多数の層を含むことが知られている。網膜の細胞層は、内境界膜、神経線維、神
経節細胞、内網状層、内顆粒層、外網状層、外顆粒層、外境界膜、光受容体、および網膜
色素上皮層を含みうる。硝子体に対して最も近位の層は、内境界膜である。この層は、神
経膠細胞の一種であるミュラー細胞を含みうる。神経線維層は、視神経を形成する神経節
細胞からの軸索を含みうる。神経節細胞層は、神経節細胞およびアマクリン細胞を含みう
る。内網状層は、神経節およびアマクリン細胞の樹状突起と、双極細胞の軸索との間のシ
ナプスを含みうる。内顆粒層はアマクリン、双極、および水平細胞の細胞核を含みうる。
外網状層は、水平細胞樹状突起と光受容細胞の突起との間のシナプスを含みうる。外顆粒
層は、光受容細胞体を含みうる。外または内境界膜は、ミュラー細胞の先端突起における
接着結合およびデスモゾームのような、ならびにこれらの突起と光受容細胞の内部セグメ
ントとの間の細胞接続部を含みうる。光受容体層は、桿錐状体層およびヤコブ膜としても
知られ、桿体および椎体を含む光受容細胞を含みうる。硝子体に対して最も遠位の網膜層
は、網膜色素上皮（ＲＰＥ）であり、これは色素顆粒を含む六角形の上皮細胞の層を含み
うる。
【０３０１】
　網膜はまた、多くの異なる細胞型を含むことが知られている。網膜ニューロンは、光受
容細胞、双極細胞、神経節細胞、アマクリン細胞、および水平細胞を含みうる。光受容細
胞は、光に対して感受性である。光受容細胞は、光を感知して、双極細胞および神経節細
胞を通して、シグナルを視神経に伝達することによって応答しうる。光受容細胞は、一般
的に弱い光の条件で光を感知する桿体細胞と、一般的に色およびより明るい光の認識を感
知する椎体細胞とを含みうる。双極細胞は、光受容細胞からの入力を受容して、シナプス
を介してアマクリンまたは神経節細胞へと伝達する。神経節細胞は、アマクリン細胞また
は水平細胞からの情報を受容し得、その軸索は視神経を形成する。水平細胞は、多数の光
受容体からの入力を統合し得、光のレベルの調節を助ける。アマクリン細胞は、双極細胞
を調節するために役立ち、神経節細胞に入力を提供する介在ニューロンである。網膜の神
経膠細胞は、ミュラー細胞、星状膠細胞、および小膠細胞を含みうる。
【０３０２】
　網膜下または硝子体内注射による核酸送達の有効性は、本明細書において記述されるい
くつかの基準によってモニターすることができる。いくつかの実施形態において、有効性
は、核酸が送達された１つまたはそれ以上の細胞を含む試料における深部イントロン突然
変異および／または両端に位置する配列の欠失を検出することによってアッセイされる。
欠失は、サザンブロッティング、ＰＣＲ、ｑＰＣＲ、ＤＮＡシークエンシング（例えば、
サンガーシークエンシングおよび次世代シークエンシング）、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダ
イゼーション、ＤＮＡマイクロアレイ、およびＳｕｒｖｅｙｏｒヌクレアーゼアッセイ（
例えば、Ｒａｎ，Ｆ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０１３）Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏｃ．８：２２８
１～２３０８頁を参照されたい）を含むがこれらに限定されるわけではない当技術分野で
公知の任意の手段によって検出することができる。例示的な方法を以下の実施例に例証す
る。
【０３０３】
　いくつかの実施形態において、有効性は機能的にアッセイされる。例えば、本発明の方
法を使用する対象の治療の後、対象を、例えば、１つまたはそれ以上の臨床パラメータに
よって疾患状態の１つまたはそれ以上の兆候または症状の改善、および／または安定化、
および／または進行の遅延に関して評価してもよい。そのような試験の例は、当技術分野
で公知であり、客観的測定ならびに主観的測定（例えば、対象が報告する）を含む。例え
ば、対象の視機能に及ぼす治療の有効性を測定するために、以下の１つまたはそれ以上を
評価してもよい：対象の主観的な見え方の質または中心視機能の改善（例えば、対象が流
ちょうに読む能力および顔を認識する能力の改善）、対象の眼のモビリティ（例えば、迷
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路を通り抜けるのに要する時間の減少）、視力（例えば、対象のＬｏｇＭＡＲスコアの改
善）、マイクロ視野計（例えば、対象のｄＢスコアの改善）、暗順応視野計（例えば、対
象のｄＢスコアの改善）、ファインマトリックスのマッピング（例えば、対象のｄＢスコ
アの改善）、ゴルドマン視野計（例えば、暗点領域（すなわち盲点）のサイズの低減およ
びより小さい視標の解像能の改善）、フリッカー感受性（例えば、ヘルツの改善）、自発
蛍光、および電気生理学測定（例えば、ＥＲＧの改善）。いくつかの実施形態において、
視機能は、対象の視覚モビリティによって測定される。いくつかの実施形態において、視
機能は、対象の視力によって測定される。いくつかの実施形態において、視機能は、マイ
クロ視野計によって測定される。いくつかの実施形態において、視機能は、暗順応視野計
によって測定される。いくつかの実施形態において、視機能はＥＲＧによって測定される
。いくつかの実施形態において、視機能は、対象の主観的な見え方の質によって測定され
る。
【０３０４】
　進行性の視機能変性が起こる疾患の場合、対象を若年齢で治療すれば、疾患の進行を遅
延または停止させるのみならず、後天性の弱視による視機能喪失を改善または予防するこ
とができる。弱視には２つの型がある。出生後数カ月まで完全な暗闇に置いた非ヒト霊長
類および仔ネコの研究において、動物をその後光に曝露すると、網膜が機能的シグナルを
送っているにもかかわらず、機能的に非可逆的盲目である。この盲目は、皮質の神経接続
および「教育」が、刺激停止により出生後から発達時に停止しているために起こる。この
機能が回復するか否かは不明である。網膜変性疾患の場合、通常の視覚野の回路は、当初
、変性により有意な機能障害が引き起こされる時点までは、「学習した」かまたは発達上
適切であった。機能障害の眼におけるシグナル伝達という観点での視覚刺激の喪失は、「
後天性」または「学習性」の機能障害（「後天性弱視」）を生じ、それによって脳がシグ
ナルを解釈できなくなるか、またはその眼を「使用する」ことができなくなる。これらの
「後天性弱視」の場合、弱視の眼の遺伝子治療の結果としての網膜からのシグナル伝達の
改善によって、疾患状態の進行の遅延または安定化に加えて、より正常な機能の獲得がさ
らに起こるか否かは不明である。いくつかの実施形態において、治療されるヒトは年齢３
０歳未満である。いくつかの実施形態において、治療されるヒトは年齢２０歳未満である
。いくつかの実施形態において、治療されるヒトは年齢１８歳未満である。いくつかの実
施形態において、治療されるヒトは年齢１５歳未満である。いくつかの実施形態において
、治療されるヒトは年齢１４歳未満である。いくつかの実施形態において、治療されるヒ
トは年齢１３歳未満である。いくつかの実施形態において、治療されるヒトは年齢１２歳
未満である。いくつかの実施形態において、治療されるヒトは年齢１０歳未満である。い
くつかの実施形態において、治療されるヒトは年齢８歳未満である。いくつかの実施形態
において、治療されるヒトは年齢６歳未満である。
【０３０５】
　一部の眼の障害では、１つの細胞型の機能の改善が別の機能を改善する「ナース細胞」
現象が存在する。例えば、中心網膜のＲＰＥに本発明の核酸を形質導入すると、桿体の機
能を改善し、次に改善された桿体機能により椎体機能の改善が起こる。したがって、１つ
の細胞型の治療によって、別の細胞型の機能の改善が起こりうる。
【０３０６】
　特定のベクターおよび組成物の選択は、個々のヒトの病歴、ならびに治療される状態お
よび個体の特徴を含むがこれらに限定されるわけではない、多数の異なる要因に依存する
。そのような特徴の評価および適切な治療レジメンの設計は、最終的には、主治医の責任
である。
【０３０７】
　いくつかの実施形態において、治療されるヒトは、遺伝性の眼の障害（例えば、深部イ
ントロン突然変異と関連する）を有するが、まだ臨床徴候または症状を発現していない。
いくつかの実施形態において、治療されるヒトは、眼の障害（例えば、深部イントロン突
然変異と関連する）を有する。いくつかの実施形態において、治療されるヒトは、眼の障
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害（例えば、深部イントロン突然変異と関連する）の１つまたはそれ以上の兆候または症
状を発現している。いくつかの実施形態において、深部イントロン突然変異は、治療され
るヒトにおいて同定されている。
【０３０８】
　本発明の組成物は、単独で、または眼の障害を治療するための１つもしくは複数の追加
の治療剤との併用のいずれかで使用することができる。連続的投与の間の間隔は、少なく
とも数分、数時間、または数日（またはあるいはそれ未満）でありうる。
【０３０９】
　いくつかの実施形態において、１つまたはそれ以上の追加の治療剤を、網膜下または硝
子体に投与してもよい（例えば、硝子体内投与を通して）。追加の治療剤の非制限的な例
には、ポリペプチド神経栄養因子（例えば、ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦ、ＢＤＮＦ、ＦＧＦ２、
ＰＥＤＦ、ＥＰＯ）、ポリペプチド抗血管新生因子（例えば、ｓＦｌｔ、アンジオスタチ
ン、エンドスタチン）、抗血管新生核酸（例えば、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、リボザイム
）、例えばＶＥＧＦに対する抗血管新生核酸、抗血管新生モルホリノ、例えばＶＥＧＦに
対する抗血管新生モルホリノ、抗血管新生抗体、および／または抗体断片（例えば、Ｆａ
ｂ断片）、例えばＶＥＧＦに対する抗血管新生抗体および／または抗体断片が挙げられる
。
【０３１０】
ＶＩＩ．キット
　本明細書において記述される組成物、核酸、およびウイルス粒子は、本明細書において
記述される本発明の方法の１つにおいて使用するために設計されたキットに含めることが
できる。
【０３１１】
　本発明の組成物、核酸、およびウイルス粒子を、さらにキットにパッケージしてもよく
、キットはさらに使用説明書を含みうる。いくつかの実施形態において、使用説明書は、
本明細書に記述される方法の１つに従う説明書を含む。
【０３１２】
　いくつかの実施形態において、キットはさらに、緩衝液および／または薬学的に許容さ
れる賦形剤を含む。当技術分野で周知であるように、薬学的に許容される賦形剤は、薬理
学的に有効な物質の投与を促進する比較的不活性な物質であり、液体溶液もしくは懸濁液
、乳液、または使用前に液体に溶解または懸濁させるために適した固体剤形として供給す
ることができる。例えば、賦形剤は、形状もしくはコンシステンシーを生じることができ
、または希釈剤として作用することができる。適した賦形剤には、安定剤、湿潤剤および
乳化剤、浸透圧を変化させるための塩、カプセル化剤、ｐＨ緩衝物質、および緩衝剤を含
むがこれらに限定されるわけではない。そのような賦形剤は、過度の毒性を起こすことな
く投与することができる、眼に直接送達するために適した任意の医薬剤を含みうる。薬学
的に許容される賦形剤には、ソルビトール、様々なＴＷＥＥＮ化合物のいずれか、および
水、食塩水、グリセロールおよびエタノールのような液体が挙げられるがこれらに限定さ
れるわけではない。薬学的に許容される賦形剤には、薬学的に許容される塩、例えば塩酸
塩、臭化水素酸塩、リン酸塩、硫酸塩等のような無機酸の塩、ならびに酢酸塩、プロピオ
ン酸塩、マロン酸塩、安息香酸塩等のような有機酸の塩を含めることができる。薬学的に
許容される賦形剤の詳しい考察は、ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣ
ＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．，Ｎ．Ｊ．１９９１）において利用
可能である。
【０３１３】
　いくつかの実施形態において、薬学的に許容される賦形剤は、薬学的に許容される担体
を含みうる。そのような薬学的に許容される担体は、滅菌液体、例えば水、および石油、
動物、植物、または合成起源の油、例えば落花生油、ダイズ油、鉱油等を含む油でありう
る。食塩水溶液およびデキストロース水溶液、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）および
グリセロール溶液もまた、特に注射用溶液のための液体担体として使用することができる
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。追加の成分、例えば保存剤、緩衝剤、等張剤、抗酸化剤および安定化剤、非イオン性湿
潤剤または清澄剤、増粘剤等も同様に使用することができる。本明細書において記述され
るキットは、単回単位用量または複数回単位用量に包装することができる。キットの内容
物は一般的に、無菌的で実質的に等張の溶液として製剤化される。
【実施例】
【０３１４】
　本発明は、以下の実施例を参照してより十分に理解されるであろう。しかし、以下の実
施例は、本発明の範囲を制限すると解釈すべきではない。本明細書において記述される実
施例および実施形態は、単に説明目的のためであり、それに照らして様々な変更または変
化が当業者に示唆されるが、それらも本出願および添付の特許請求の範囲の精神および範
囲に含まれると理解される。
【実施例１】
【０３１５】
Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９技術を使用したレーバー先天黒内障のｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルの
作製
方法
プラスミド
　ｐＳｐＣａｓ９を発現するｐＳｐＣａｓ９プラスミドを、Ｓｉｇｍａ（カタログ番号：
ＣＡＳ９Ｐ－１ＥＡ）に注文した。ＢＧＨポリＡにおけるＢｂｓＩ制限部位を、Ｑｕｉｋ
Ｃｈａｎｇｅ　Ｌｉｇｈｔｎｉｎｇ部位特異的突然変異誘発キット（Ｓｔｒａｔａｇｅｎ
ｅ）および一対の突然変異誘発プライマー（配列番号２８～２９）を使用して製造元のプ
ロトコールに従って除去した。Ｕ６プロモーター－ＢｂｓＩ：ＢｂｓＩ－ｓｇＲＮＡスキ
ャホールド－Ｕ６ターミネーターカセット（配列番号３０）を、ＧｅｎｅＡｒｔ（Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）によって合成して、ｐＳｐＣａｓ９－ＢｂｓＩヌルプラ
スミドのＰｃｉＩおよびＮｒｕＩ制限部位に挿入し、ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢ）プラスミド
を作製した。ｓｇＲＮＡオリゴ（配列番号１～２）を、既に記述されたプロトコールに従
って（Ｒａｎ，Ｆ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０１３）Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏｃ．８：２２８１
～２３０８頁）、ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢ）プラスミドの２つのＢｂｓＩ制限部位にサブク
ローニングした。
【０３１６】
ヌクレオフェクション
　ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢ）－Ｕ６－ｓｇＲＮＡプラスミドＤＮＡ　２．５マイクログラム
およびｓｓＯＤＮ（１０マイクロモル濃度）（配列番号３）５マイクロリットルを、Ａｍ
ａｘａ　ＳＦ細胞株４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ　ＸキットＬ（Ｌｏｎｚａ）および
４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒシステム（Ｌｏｎｚａ）のプログラムＣＭ－１３０を使
用して、製造元のプロトコールに従って、１ｘ１０６個のＨＥＫ　２９３ＦＴ細胞に同時
トランスフェクトした。
【０３１７】
スクリーニング
　ＣＥＰ２９０のｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を有するクローンを同定するた
めに、細胞を、４８時間の同時トランスフェクション後に単細胞に解離させて、ウェルあ
たり複数の細胞を有する可能性を低減させるために、１００マイクロリットルあたり細胞
０．５個の最終濃度に連続希釈した。希釈した細胞１００マイクロリットルを９６ウェル
プレート９枚のそれぞれのウェルに播種した。細胞を５％ＣＯ２、３７℃のインキュベー
ター内で２週間増殖させた。
【０３１８】
　２３５個の単細胞クローンを同定して、ＣＥＰ２９０のｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ
突然変異に関してスクリーニングした。ゲノムＤＮＡを、ＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ　Ｄ
ＮＡ抽出溶液（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ）を使用して抽出し、ＧｏＴａｑ　Ｈｏｔ　Ｓｔａｒ
ｔ　Ｇｒｅｅｎマスターミックス（Ｐｒｏｍｅｇａ）およびイントロン突然変異の両端に
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位置するＰＣＲプライマー（配列番号４～５）によって増幅した。ＰＣＲ産物の増幅は、
以下のサイクリングパラメータによって得られた：９５℃で２分間を１サイクル；９５℃
で３０秒、６０℃で３０秒、および７２℃で３分間を３５サイクル；７２℃で１５分間を
１サイクル。ＰＣＲ産物を、ＳｎａＢＩ消化およびシークエンシングプライマー（配列番
号６）によるサンガーシークエンシングに供した。
【０３１９】
ＲＴ－ｑＰＣＲ
　ｍＲＮＡを、ＲＮｅａｓｙ　Ｐｌｕｓミニキット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して、製造元
のプロトコールに従ってＷＴ、Ｈｅｔ、およびＭＴ細胞から抽出した。総ＲＮＡ　１マイ
クログラムを使用して、ｉＳｃｒｉｐｔ　ｃＤＮＡ合成キット（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用
して製造元のプロトコールに従ってｃＤＮＡを合成した。ｃＤＮＡを、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓ
ｍ７５００リアルタイムＰＣＲシステム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）にお
いて、低濃度ＲＯＸ（Ｂｉｏｔｉｕｍ）を含むＦａｓｔ　Ｐｌｕｓ　ＥｖａＧｒｅｅｎ　
ｑＰＣＲマスターミックス、ならびに野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡ（配列番号７～８）
および突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡ（配列番号９～１０）をそれぞれ特異的に検出
するプライマーを含む緩衝液中でリアルタイムＰＣＲ増幅に供した。以下の条件を使用し
た：５０℃で２分間を１サイクル；９５℃で１０分間を１サイクル；９５℃で１５秒間お
よび６０℃で６０秒間を４０サイクル。増幅産物の特異性を、９５℃で１５秒間、６０℃
で６０秒間、９５℃で１５秒間および６０℃で１５秒間のサイクルを使用してそれぞれの
試行の最後に実施した融解曲線分析から決定した。データをＳＤＳ　２．３ソフトウェア
（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して分析した。ＣＥＰ２９０発現レベ
ルを、ＰＰＩＡ　ｍＲＮＡの発現レベルに対して標準化した（プライマーの配列に関して
は、配列番号３１～３２を参照されたい）。
【０３２０】
ウェスタンブロット分析
　細胞を、氷中で、１ミリモル／リットルのフッ化フェニルメチルスルホニル（ＰＭＳＦ
；Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）および１Ｘプロテアーゼ阻害
剤カクテル（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を補充したＲＩＰ
Ａ溶解緩衝液（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）中で溶解した。
次に、細胞をこすり取り、エッペンドルフチューブに収集して、ライセートを１３，００
０ｒｐｍ、４℃で６分間の遠心分離によって透明にした。ＮｕＰａｇｅ　４Ｘ　ＬＤＳ試
料緩衝液およびＮｕＰａｇｅ　１０Ｘ還元剤（いずれもＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ）を添加して、７０℃で１０分間加熱し、１３，０００ｒｐｍで１分間遠心分離する
ことによって、試料を調製した。タンパク質試料を、ＨｉＭａｒｋ染色済みタンパク質標
準物質（いずれもＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）と共にＮｕＰＡＧＥ　３～８％
Ｔｒｉｓ－酢酸ゲルにロードした。試料をゲル電気泳動によって、１８０ボルトで１時間
分離した。使用した泳動緩衝液は、Ｔｒｉｓ－酢酸ＳＤＳ泳動緩衝液（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）であった。転写のために、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）メン
ブレンを、親水性にするためにメタノール中で短時間処理して水ですすいだ。ＸＣｅｌｌ
　ＩＩブロットモジュール（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）においてＰＶＤＦメ
ンブレンおよびゲルを濾紙およびスポンジの間に挟むことによって、転写サンドイッチを
調製した。使用した転写緩衝液は、２０％メタノールを含むＮｕＰａｇｅ　２０Ｘ転写緩
衝液（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）であった。転写は、ＸＣｅｌｌ　Ｓｕｒｅ
Ｌｏｃｋ　Ｍｉｎｉ－Ｃｅｌｌ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中、３０ボルト
で２時間実施した。転写後、ＰＶＤＦメンブレンを、１％脱脂粉乳を含むＰｉｅｒｃｅ　
ＴＢＳＴ緩衝液（Ｔｗｅｅｎ２０洗浄剤を含むＴｒｉｓ－緩衝食塩水；Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆ
ｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）中、室温で１時間振とうさせながらブロックした。
ブロットをブロック溶液中で作製した一次抗体溶液中でインキュベートして、４℃で終夜
揺り動かした。使用した一次抗体は、ウサギポリクローナル抗ＣＥＰ２９０抗体（ウスタ
ー、マサチューセッツ大学のＨｅｍａｎｔ　Ｋｈａｎｎａ教授の寄贈）、マウスモノクロ
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ーナル抗Ｃａｓ９抗体（クローン７Ａ９；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、ＨＲＰコンジュゲート
ウサギモノクローナル抗ベータ－アクチン抗体（クローン１３Ｅ５；Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎ
ａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）であった。未結合の一次抗体をＴＢＳＴで各１０分
間３回洗浄した。ブロック溶液中の二次抗体（Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７コンジュ
ゲート抗ウサギまたは抗マウスＩｇＧ；Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ）を、メンブレンに添加して、シェーカーにおいて室温で１時間維持した。非特異
的バックグラウンドを低減させるために、メンブレンをＴＢＳＴによって各１０分間３回
洗浄した。メンブレンを、Ｐｉｅｒｃｅ増強化学発光（ＥＣＬ）ウェスタンブロット用基
質（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して４分間現像した。
最後に、ブロット中のタンパク質バンドを、Ｋｏｄａｋ　Ｘ－ＯＭＡＴ　２０００プロセ
ッサにおいて、フィルムを様々な時間間隔で露出することによって可視化した。抗ベータ
－アクチン抗体のブロットを再プロービングするために、メンブレンを最初に、回復用ウ
ェスタンブロットストリッピング緩衝液（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ）中、３７℃で３０分間インキュベートすることによってストリッピングした後、
抗ベータ－アクチン抗体によって再プロービングした。本試験で示したブロッティングデ
ータは、少なくとも３回の独立した実験の代表であった。
【０３２１】
結果
　最初に、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９ゲノム編集技術を使用して、ＣＥＰ２９０においてイ
ントロンスプライス突然変異ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇを有する細胞モデルを作製し
た。この細胞モデルは、ＣＥＰ２９０においてｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を
有するＬＣＡ患者を治療する治療薬を評価するための貴重なツールであった。
【０３２２】
　細菌型ＩＩ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９システムによるゲノム編集を、ｓｇＲＮＡ標的配
列およびプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）によって定義される標的化ゲノム座で
の二本鎖切断（ＤＳＢ）の導入によって開始した後、相同性組換え修復（ＨＤＲ）または
非相同末端結合（ＮＨＥＪ）のいずれかを通してＤＳＢの修復を行った（Ｊｉｎｅｋ，Ｍ
．ｅｔ　ａｌ．（２０１２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　３３７：８１６～８２１頁；Ｒａｎ，Ｆ．
Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０１３）Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏｃ．８：２２８１～２３０８頁）。Ｈ
ＤＲ鋳型の存在下では、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９システムを使用して、ＨＤＲプロセスを
通して標的座で正確かつ定義された遺伝子操作を行うことができる。
【０３２３】
　標的化ゲノムＤＮＡ置換を得るために、ｓｇＲＮＡおよび化膿連鎖球菌Ｃａｓ９（Ｓｐ
Ｃａｓ９）の両方を発現するプラスミドを、直線状のＨＤＲ鋳型と共に２９３ＦＴ細胞に
ヌクレオフェクションによって導入した。ＨＤＲ鋳型は、突然変異ＰＡＭ（ｃ．２９９１
＋１６６６Ｃ＞Ｇ）と共にｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異の両端に位置する７５
ｂｐの相同性アームを含む一本鎖ＤＮＡオリゴヌクレオチド（ｓｓＯＤＮ；配列番号３）
であった。突然変異ＰＡＭは、細胞においてドナーｓｓＯＤＮがＣａｓ９によって分解さ
れるのを回避して、その間にＣＥＰ２９０のイントロン２６に独自のＳｎａＢＩ制限部位
を導入した。
【０３２４】
　ＣＥＰ２９０のｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を有する細胞を得るために、ｓ
ｇＲＮＡ／ＳｐＣａｓ９およびｓｓＯＤＮ同時トランスフェクト細胞から、２３５個の単
細胞クローンを単離してスクリーニングした。ゲノムＤＮＡを抽出して、イントロン突然
変異の両端に位置するＰＣＲプライマー（配列番号４～５）によって増幅した。ＰＣＲ産
物を、ＳｎａＢＩ消化およびシークエンシングプライマー（配列番号６）によるサンガー
シークエンシングに供した。
【０３２５】
　２３５個の単細胞クローン中、１つのクローンが、両方のＣＥＰ２９０対立遺伝子にｃ
．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇおよびｃ．２９９１＋１６６６Ｃ＞Ｇ突然変異を含んだ（本
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明細書において以降、「突然変異体細胞」または「ＭＴ細胞」と呼ぶ）。別のクローンは
、１つのＣＥＰ２９０対立遺伝子上に２つの突然変異、および他の対立遺伝子上に内因性
の野生型ＣＥＰ２９０　ＤＮＡを含んだ（本明細書において以降、「ヘテロ接合細胞」ま
たは「Ｈｅｔ細胞」と呼ぶ）。内因性の野生型ＣＥＰ２９０の２つの対立遺伝子を含む細
胞を、本明細書において以降「野生型細胞」または「ＷＴ細胞」と呼ぶ。
【０３２６】
　野生型、ヘテロ接合、および突然変異体細胞における野生型および突然変異体ＣＥＰ２
９０　ｍＲＮＡの発現レベルを、野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡ（配列番号７～８）およ
び突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡ（配列番号９～１０）をそれぞれ特異的に検出する
プライマーを使用して、逆転写定量的ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）によって測定した。結果
を、ＰＰＩＡ　ｍＲＮＡ（配列番号３１～３２）の発現レベルに対して標準化した。
【０３２７】
　野生型細胞と比較して、ヘテロ接合および突然変異体細胞では、野生型ＣＥＰ２９０の
ｍＲＮＡレベルがそれぞれ２７％および４８％低減された（図３Ａ）。予想されるように
、野生型細胞は、突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡを発現しなかったが、そのレベルは
突然変異体細胞ではヘテロ接合細胞より２４％高かった（図３Ｂ）。ヘテロ接合細胞と比
較して、突然変異体細胞は、有意により低レベルの野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＭＡを発現
し、有意により高レベルの突然変異体ＣＥＰ　ｍＲＮＡを発現した。したがって、この細
胞モデルは、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を有するＬＣＡ患者が、野生型ＣＥ
Ｐ２９０　ｍＲＮＡの約５０％低減されたレベルを発現することから（ｄｅｎ　Ｈｏｌｌ
ａｎｄｅｒ，Ａ．Ｉ．ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ａｍ．Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．７９：
５５６～５６１頁）、これらの患者における表現型を要約する。
【０３２８】
　野生型、ヘテロ接合、および突然変異体細胞におけるＣＥＰ２９０のタンパク質レベル
をウェスタンブロット分析によって調べた。野生型細胞と比較すると、ヘテロ接合および
突然変異体細胞におけるＣＥＰ２９０タンパク質レベルは、大きく低減された（図３Ｃ）
。突然変異体細胞は、ヘテロ接合細胞と比較してより低いレベルのＣＥＰ２９０タンパク
質を発現した（図３Ｃ）。したがって、イムノブロットデータは、ＲＴ－ｑＰＣＲデータ
と一貫した。
【実施例２】
【０３２９】
ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異の標的化欠失
方法
プラスミド
　オールインワン型発現ベクターを、既に記述されたＧｏｌｄｅｎ　Ｇａｔｅクローニン
グ法（Ｓａｋｕｍａ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．（２０１４）Ｓｃｉ．Ｒｅｐ．４：５４００）に
よって構築した。簡単に説明すると、Ｕ６プロモーター－ＢｂｓＩ：ＢｂｓＩ－ｓｇＲＮ
Ａスキャホールド－Ｕ６ターミネーター－ＣＭＶプロモーター（配列番号３３）を含むＤ
ＮＡ断片を、ＧｅｎｅＡｒｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）によって合成して
、上記のｐＳｐＣａｓ９－ＢｂｓＩヌルプラスミドのＰｃｉＩおよびＮｈｅＩ制限部位に
挿入して、上流のｓｇＲＮＡガイド配列をサブクローニングするために使用するｐＳｐＣ
ａｓ９（ＢＢＵ）プラスミドを作製した。下流のｓｇＲＮＡガイド配列をサブクローニン
グするために使用するｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＤ）プラスミドを構築するために、ＤＮＡ鋳
型としてのｐＳｐＣａｓ９（ＢＢ）プラスミドＤＮＡおよび一対のＰＣＲプライマー（配
列番号３４～３５）と共に、Ｐｈｕｓｉｏｎ高忠実度ＤＮＡポリメラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎ
ｇｌａｎｄ　ＢＩｏＬａｂｓ　Ｉｎｃ）を使用してＰＣＲ反応を実施した。サイクリング
パラメータは、９８℃で１分間を１サイクル；９８℃で２０秒間、および７２℃で３０秒
間を３５サイクル；７２℃で５分間を１サイクルであった。ＰＣＲ産物を、ｐＳｐＣａｓ
９（ＢＢＵ）プラスミドのＰｃｉＩおよびＫｐｎＩ部位に挿入した。このｐＳｐＣａｓ９
（ＢＢＤ）プラスミドでは、２つのＢｓａＩ部位がＵ６プロモーター駆動ｓｇＲＮＡの両
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端に位置する。Ｕ１　ｓｇＲＮＡオリゴ（配列番号１１～１２）をアニールした後、ｐＳ
ｐＣａｓ９（ＢＢＵ）プラスミドの２つのＢｂｓＩ制限部位にサブクローニングし、Ｄ１
、Ｄ２、およびＤ３　ｓｇＲＮＡオリゴ（配列番号１３～１８）をアニールして、既に記
述されたプロトコール（Ｒａｎ，Ｆ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０１３）Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏ
ｃ．８：２２８１～２３０８頁）に従って、ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＤ）プラスミドの２つ
のＢｂｓＩ制限部位にサブクローニングした。得られたＤ１～Ｄ３　ｓｇＲＮＡをＵ６プ
ロモーターと共に、制限酵素ＢｓａＩを使用してｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＤ）プラスミドか
らさらに切り出し、ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＵ）－Ｕ１　ｓｇＲＮＡプラスミドにおける２
つのＢｓａＩ部位にサブクローニングした。得られたｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＵＤ）プラス
ミドは、２つのＵ６プロモーター駆動ｓｇＲＮＡおよび１つのＣＭＶプロモーター駆動Ｓ
ｐＣａｓ９を発現した。２つの対照ｓｇＲＮＡ（配列番号３６～３９）のオリゴを、上記
の方法を使用して、対照プラスミドとしてオールインワン型発現ベクターのＢｂｓＩ制限
部位にサブクローニングした。
【０３３０】
トランスフェクションおよびＰＣＲ分析
　ｓｇＲＮＡ対－ＳｐＣａｓ９プラスミドを、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００トラ
ンスフェクション試薬（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して、製造元のプ
ロトコールに従って、野生型、ヘテロ接合、および突然変異体細胞にトランスフェクトし
た。
【０３３１】
　トランスフェクションの４８時間後、ゲノムＤＮＡを、ＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ　Ｄ
ＮＡ抽出溶液（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ）を使用して細胞から抽出し、ＧｏＴａｑ　Ｈｏｔ　
Ｓｔａｒｔ　Ｇｒｅｅｎマスターミックス（Ｐｒｏｍｅｇａ）およびイントロン突然変異
の両端に位置するＰＣＲプライマー（配列番号４～５）によって増幅した。ＰＣＲ産物の
増幅は、以下のサイクリングパラメータによって得られた：９５℃で２分間を１サイクル
；９５℃で３０秒間、６０℃で３０秒間、および７２℃で３分間を３５サイクル；７２℃
で１５分間を１サイクル。次に、ＰＣＲ産物を、アガロースゲル電気泳動に供した。
【０３３２】
次世代シークエンシング（ＮＧＳ）
　上記で得られたＰＣＲ産物をＮＧＳシークエンシングのためにＡＣＧＴ（Ｗｈｅｅｌｉ
ｎｇ，ＩＬ）に送付した。試料ＤＮＡを、超音波処理によって平均で３５０ｂｐの標的断
片サイズに断片化して、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＴｒｕＳｅｑ　ＤＮＡ　ＰＣＲフリー試料調
製キットを使用してシークエンシングライブラリを構築するために使用した。ライブラリ
をＱｕｂｉｔおよび２１００バイオアナライザによって定量して、Ｉｌｌｕｍｉｎａプラ
ットフォームにロードして、ＰＥ１５０のリードを得た。試料あたりおよそ１５０Ｋリー
ド（±２０％）を得た。未加工のＩｌｌｕｍｉｎａを逆多重化して、ｆａｓｔｑフォーマ
ットに変換し、低品質（Ｑ＜２０）および短いリード（Ｎ＜５０）を除外した。フィルタ
ー処理したリードを、Ｂｏｗｔｉｅ２を使用して参照配列（野生型ＤＮＡおよびトランケ
ート型ＤＮＡ）とアラインした。定量のために、野生型ＤＮＡまたはトランケート型ＤＮ
Ａのいずれかに対して独自であるＵ１　ｓｇＲＮＡ切断部位の両端に位置する（切断部位
の前２０ｂｐおよび後２０ｂｐ）４０ｂｐの配列とアラインしたリードの数を使用して、
それぞれの試料における野生型およびトランケート型ＤＮＡの百分率を計算した。
【０３３３】
結果
　次に、本明細書において記述されるモデルを使用して、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ
突然変異の標的化欠失を生成するためのアプローチを試験した。
【０３３４】
　潜在性エキソン内の座を標的とする１つの上流のｓｇＲＮＡ（Ｕ１、配列番号１９）を
、ＳｐＣａｓ９と同じベクターにおいて下流の３つのｓｇＲＮＡのそれぞれ（Ｄ１、Ｄ２
、Ｄ３、配列番号２０～２２）と共に発現させた。上流および下流のｓｇＲＮＡ対は全て
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、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異の両端に位置し、これまでの研究から、ｓｇＲ
ＮＡ対によって誘導されるゲノム欠失の修復が正確な末端結合によってほぼ達成されるこ
とが証明されていることから、それぞれ２８３ｂｐ、１８７ｂｐ、および２３１ｂｐのゲ
ノム欠失を生成すると予想された（Ｂｒａｎｄｌ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．（２０１４）ＦＥＢ
Ｓ　Ｏｐｅｎ　Ｂｉｏ．５：２６～３５頁；Ｚｈｅｎｇ，Ｑ．ｅｔ　ａｌ．（２０１４）
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　５７：１１５～１２４頁）。２つの対照ｓｇＲＮＡを、対
照として同じプラスミドにサブクローニングした。
【０３３５】
　ｓｇＲＮＡ対－ＳｐＣａｓ９プラスミドを、上記のように野生型、ヘテロ接合、および
突然変異体細胞にトランスフェクトした後、欠失領域の両端に位置するプライマー（配列
番号４～５）を使用してＰＣＲ分析を行った。野生型およびトランケート型ゲノム断片を
ゲル電気泳動によって分離した。試験した３つ全ての上流／下流のｓｇＲＮＡ対に関して
、対照ｓｇＲＮＡトランスフェクト細胞には存在しない、予想されるゲノム欠失の存在を
示すＰＣＲ産物を検出した（図４Ａ）。これらの結果は、ｓｇＲＮＡ対およびＳｐＣａｓ
９が、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を除去することができることを証明した。
突然変異体細胞から調製した４つのＰＣＲ試料の次世代シークエンシング（ＮＧＳ）分析
により、６０．７％、６５．９％、および７２．４％のＮＧＳリードがそれぞれ、Ｕ１Ｄ
１－、Ｕ１Ｄ２－、およびＵ１Ｄ３－トランスフェクト細胞においてトランケート型ＤＮ
Ａとアラインされることがさらに判明した。したがって、３つ全てのｓｇＲＮＡ対および
ＳｐＣａｓ９は、ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異の除去において非常に有効であ
った。
【０３３６】
　ｓｇＲＮＡ対が、ヘテロ接合および突然変異体細胞において野生型ＣＥＰ２９０発現レ
ベルをレスキューすることができることを確認するために、野生型、ヘテロ接合および突
然変異体細胞に、ｓｇＲＮＡ対およびＳｐＣａｓ９を発現するプラスミドをトランスフェ
クトさせた後、上記のようにＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡに関してＲＴ－ｑＰＣＲ分析を行っ
た。結果を、ＰＰＩＡ　ｍＲＮＡの発現レベルに対して標準化した。
【０３３７】
　対照ｓｇＲＮＡと比較すると、ｓｇＲＮＡ対、特にＵ１Ｄ３対は、ヘテロ接合および突
然変異体細胞において、野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを顕著にレスキューし（図
５Ａ）、突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを低減させた（図５Ｂ）。重要なこと
に、３つのｓｇＲＮＡ対のいずれも、野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有意に変化
させず（図５Ａ）、標的化ゲノム欠失がＣＥＰ２９０転写物の正常なスプライシングを妨
害しなかったことを示唆した。Ｕ１Ｄ３　ｓｇＲＮＡ対は、ヘテロ接合および突然変異体
細胞における野生型ＣＥＰ２９０ｍＲＮＡレベルを、野生型細胞と同等のレベルまで顕著
にレスキューした（図５Ａ）。Ｕ１Ｄ２　ｓｇＲＮＡ対もまた、ヘテロ接合細胞における
野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有意に増加させた（図５Ａ）。３つのｓｇＲＮＡ
対は全て、ヘテロ接合細胞における突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有意に低
減させた（図５Ｂ）。Ｕ１Ｄ２およびＵ１Ｄ３　ｓｇＲＮＡの対は、ＭＴ細胞における突
然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有意に低減させた（図５Ｂ）。
【０３３８】
　ｓｇＲＮＡ対が、突然変異体細胞における野生型ＣＥＰ２９０タンパク質発現をレスキ
ューできることを確認するために、突然変異体細胞に、ｓｇＲＮＡ対およびＳｐＣａｓ９
をトランスフェクトさせて、上記のウェスタンブロット分析に供した。対照ｓｇＲＮＡと
比較して、３つ全てのｓｇＲＮＡ対がＣＥＰ２９０タンパク質発現をレスキューした（図
５Ｃ）。
【０３３９】
　併せると、これらのデータは、上流／下流のｓｇＲＮＡ対、特にＵ１Ｄ３対が、突然変
異体の潜在性エキソンのスプライシングの防止および野生型ＣＥＰ２９０発現の回復にお
いて非常に有効であることを証明した。これらの結果は、Ｃａｓ９とカップリングした一
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対のガイドＲＮＡが、ＣＥＰ２９０ｍＲＮＡに挿入される潜在性エキソンのスプライシン
グを防止するために、ＣＥＰ２９０のｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異の両端に位
置するイントロン領域を永続的に欠失させることができることを証明している。
【実施例３】
【０３４０】
ＳｐＣａｓ９存続時間を制限するための自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－ＳｐＣＡＳ９システム
の開発
方法
プラスミド
　ＡＡＶパッケージングプラスミドｐＡＡＶ－ｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ－Ｓ
Ｖ４０ｐＡを、自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムのために構築した。簡単に説
明すると、ＣＭＶプロモーター由来の最小プロモーター断片（ｍｉｎＣＭＶプロモーター
）（配列番号５６）を含むＤＮＡ断片を、ＧｅｎｅＡｒｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）によって合成し、上記のＳｉｇｍａ　ｐＳｐＣａｓ９プラスミドのＭｌｕＩお
よびＡｐｏＩ制限部位に挿入して、ｐｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ－ＢＧＨ　ｐ
Ａプラスミドを作製した。次に、ＳＶ４０初期ポリ（Ａ）シグナル（ＳＶ４０ｐＡ）（配
列番号５７）を含むＤＮＡ断片を、ＧｅｎｅＡｒｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ）によって合成し、上記のプラスミドのＸｈｏＩおよびＢｂｓＩ制限部位に挿入して、
ｐｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ－ＳＶ４０　ｐＡプラスミドを作製した。最後に
、ｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ－ＳＶ４０　ｐＡ断片を、ＡＡＶパッケージング
プラスミドにサブクローニングして、ｐＡＡＶ－ｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ－
ＳＶ４０　ｐＡを作製した。
【０３４１】
　自己限定性ｐＳｐＣａｓ９プラスミドを構築するために、ＳｐＣａｓ９ヌクレアーゼの
認識配列（Ｕ１およびＤ３　ｓｇＲＮＡ標的配列プラス対応するＰＡＭモチーフ；配列番
号５８～５９）を挿入部位１（ｍｉｎＣＭＶプロモーターとＳｐＣａｓ９の間）および／
または挿入部位２（ＳｐＣａｓ９核局在化シグナル（ＮＬＳ）とＳＶ４０ポリ（Ａ）シグ
ナルの間）にサブクローニングした。
【０３４２】
　自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムの第２のＡＡＶパッケージングプラスミド
は、ｐＡＡＶ－Ｕ６－Ｕ１　ｓｇＲＮＡ－Ｕ６－Ｄ３　ｓｇＲＮＡ－ＢＧＨ　ｐＡである
。このプラスミドを構築するために、Ｕ６－Ｕ１　ｓｇＲＮＡ－Ｕ６－Ｄ３　ｓｇＲＮＡ
断片を、制限酵素ＰｃｉＩおよびＫｐｎＩを使用してｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＵＤ）－Ｕ１
Ｄ３プラスミドから切り出した後、ＡＡＶパッケージングプラスミドのＥｃｏＲＶおよび
ＫｐｎＩ部位にサブクローニングして、ｐＡＡＶ－Ｕ６－Ｕ１　ｓｇＲＮＡ－Ｕ６－Ｄ３
　ｓｇＲＮＡプラスミドを作製した。ＡＡＶの力価測定目的のために、ＢＧＨ　ｐＡ断片
（配列番号６０）を、このプラスミドのＳｐｅＩおよびＨｉｎｄＩＩＩ部位にクローニン
グした。
【０３４３】
結果
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９は、強力なゲノム編集ツールであるが、細菌タンパク質である
Ｃａｓ９の発現が患者においてどのように忍容されるのかは不明である。ＣＲＩＳＰＲ－
Ｃａｓ９は、急速（数時間～数日）に作用し、それが細胞に持続的に存在する必要はない
。望まれない免疫反応および起こりうる安全性の問題は、外因性のタンパク質が持続的に
発現することによって引き起こされる。例えば、外因性のマーカータンパク質である緑色
蛍光タンパク質（ＧＦＰ）の発現は、かなりの望まれない免疫反応を誘発しうる（Ｓｔｒ
ｉｐｅｃｋｅ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．６：１３０５～１３
１２頁）。加えて、最近の報告により、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９のｉｎ　ｖｉｖｏ送達後
に、Ｃａｓ９に対する液性免疫の誘導およびＣａｓ９特異的細胞免疫反応が存在する可能
性があることが示唆された（Ｗａｎｇ，Ｄ．ｅｔ　ａｌ．（２０１５）Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ
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　Ｔｈｅｒ．２６：４３２～４４２頁）。したがって、Ｃａｓ９タンパク質に対する曝露
を制限する「ヒット＆ゴー」アプローチは、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９のｉｎ　ｖｉｖｏ送
達にとって有益でありうる。そのような「ヒット＆ゴー」アプローチはまた、これがＣａ
ｓ９と意図されない標的との間の相互作用時間を低減させることから、オフターゲット効
果も低減させることができる。
【０３４４】
　この目的のために、本発明者らは、ＳｐＣａｓ９の発現の開始後まもなく、ベクターが
切断および破壊されるように、ｓｇＲＮＡの認識部位をＳｐＣａｓ９ベクター自身に組み
込むことによってＳｐＣａｓ９の存続時間を制限する自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９
システムを開発した。自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムは、２つのベクター、
すなわちｓｇＲＮＡ対Ｕ１およびＤ３を発現するｐＡＡＶ－Ｕ６－Ｕ１　ｓｇＲＮＡ－Ｕ
６－Ｄ３　ｓｇＲＮＡベクターおよびｍｉｎＣＭＶプロモーター駆動ＳｐＣａｓ９を発現
するｐＡＡＶ－ｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ－ＳＶ４０　ｐＡベクターを含む。
Ｕ１および／またはＵ３　ｓｇＲＮＡの認識配列（標的配列プラス対応するＰＡＭモチー
フ）は、第２のベクターにおける２つの挿入部位の１つまたは２つのいずれかに組み込ま
れる。挿入部位１は、ｍｉｎＣＭＶプロモーターとＳｐＣａｓ９コード配列の間に位置し
、挿入部位２は、核局在化シグナル（ＮＬＳ）とＳＶ４０ポリ（Ａ）シグナルの間に位置
する（図６Ａ）。したがって、この自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムにおいて
、Ｕ１およびＤ３ｓｇＲＮＡは、標的化ゲノム欠失および自己限定性ＳｐＣａｓ９ベクタ
ー自身の切断の両方に関してＳｐＣａｓ９タンパク質を導き、これによってベクターが過
剰なＳｐＣａｓ９タンパク質を生成するのを防止する。
【０３４５】
　自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムをｉｎ　ｖｉｔｒｏで試験するために、突
然変異体細胞に、上記の２つのベクターをトランスフェクトした後、上記のように、ウェ
スタンブロット分析（図６Ｂ）、ゲノムＤＮＡ　ＰＣＲ（図６Ｃ）、およびＣＥＰ２９０
　ｍＲＮＡに関するＲＴ－ｑＰＣＲ分析（図６Ｄ＆６Ｅ）を実施した。
【０３４６】
　単一のｓｇＲＮＡ認識配列（Ｕ１ＴまたはＤ３Ｔ；配列番号５８～５９）を自己限定性
ＳｐＣａｓ９ベクターに挿入すると、ＳｐＣａｓ９タンパク質レベルは、ｓｇＲＮＡ認識
配列を含まない対照のＳｐＣａｓ９ベクターと比較して大きく低減された（図６Ｂ）。２
つのＵ１Ｔ、２つのＤ３Ｔ、またはＤ３ＴとＵ１Ｔの組み合わせを、自己限定性ＳｐＣａ
ｓ９ベクターに挿入すると、ＳｐＣａｓ９タンパク質レベルはほぼ消失した（図６Ｂ）。
したがって、自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムは、ＳｐＣａｓ９発現を有効に
制限することができる。
【０３４７】
　自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムがなおも、標的化ゲノム欠失を誘導して、
ＬＣＡ１０　ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を除去できることを確認するために
、本発明者らは、デュアルベクターをトランスフェクトした突然変異体細胞においてゲノ
ムＤＮＡ　ＰＣＲ分析を実施した（図６Ｃ）。トランケート型ＤＮＡに対応するＰＣＲバ
ンドは、対照のＳｐＣａｓ９ベクタートランスフェクト細胞と、自己限定性ＳｐＣａｓ９
ベクタートランスフェクト細胞の両方に存在し、ＳｐＣａｓ９の存続時間が短いにも関わ
らず、自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムが、なおもＬＣＡ１０イントロン突然
変異を除去できることを示唆した。図６Ｃにおいて観察されたゲノム欠失は、図４Ａで見
られた欠失ほど強くはなかったことは注目に値する。これは、これらの２つの試験におけ
る実験条件が異なるためである可能性がある。第１に本発明者らは、図４Ａにおいてオー
ルインワン型ベクターを使用したが、図６Ｃではデュアルベクターを使用した。第２に、
ＳｐＣａｓ９発現は、図４ＡではＣＭＶによって駆動されたが、図６Ｃでは、ｍｉｎＣＭ
Ｖプロモーターによって駆動された。
【０３４８】
　次に、本発明者らは、デュアルベクターをトランスフェクトした突然変異体細胞におけ
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る野生型および突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを調べた。Ｕ１Ｄ３　ｓｇＲＮ
Ａ単独（対照）と比較すると、ＳｐＣａｓ９ベクターは、突然変異体細胞における野生型
ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有意にレスキューした（図６Ｄ）。同様に、いずれかの
挿入部位でＤ３　ｓｇＲＮＡ認識配列を含むＳｐＣａｓ９ベクターは、野生型ＣＥＰ２９
０　ｍＲＮＡレベルを有意に増加させた（図６Ｄ）。他の自己限定性ＳｐＣａｓ９ベクタ
ーも同様に野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを増加させたが、差は対照と比較して統
計学的に有意ではなかった（図６Ｄ）。加えて、自己限定性ＳｐＣａｓ９ベクターおよび
対照ＳｐＣａｓ９ベクターは全て、突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有意に低
減させた（図６Ｅ）。
【０３４９】
　併せると、これらのデータは、自己限定性Ｃｒｉｓｐｒ－Ｃａｓ９システムが、ＳｐＣ
ａｓ９存続時間を制限し、ＬＣＡ１０ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を除去し、
野生型ＣＥＰ２９０発現をレスキューし、突然変異体ＣＥＰ２９０発現を低減させること
ができることを証明した。
【実施例４】
【０３５０】
マウス網膜におけるマウスＣｅｐ２９０遺伝子のイントロン領域の標的化欠失
方法
プラスミド
　本発明者らは、マウス網膜における標的化ゲノム欠失のためにデュアルＡＡＶシステム
を使用した。第１のＡＡＶを上記のように、ＡＡＶパッケージングプラスミドｐＡＡＶ－
ｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ－ＳＶ４０　ｐＡによって産生した。第２のＡＡＶ
は、ＡＡＶパッケージングプラスミドｐＡＡＶ－Ｕ６－Ｕ１１　ｓｇＲＮＡ－Ｕ６－Ｄ１
１　ｓｇＲＮＡ－ＲＫ－ＥＧＦＰ－ＢＧＨ　ｐＡによって産生した。このプラスミドを構
築するために、Ｕ１１　ｓｇＲＮＡガイド配列（配列番号６１）およびＤ１１　ｓｇＲＮ
Ａガイド配列（配列番号６２）を、上記のようにｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＵＤ）プラスミド
にサブクローニングして、ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＵＤ）－Ｕ１１Ｄ１１プラスミドを作製
した。ＲＫプロモーター－ＥＧＦＰ－ＢＧＨ　ｐＡ断片（配列番号６３）を、このプラス
ミドのＫｐｎＩおよびＸｈｏＩ部位に挿入した後、Ｕ６－Ｕ１１　ｓｇＲＮＡ－Ｕ６－Ｄ
１１　ｓｇＲＮＡ－ＲＫ－ＥＧＦＰ－ＢＧＨ　ｐＡカセット全体を、制限酵素ＰｃｉＩお
よびＰｍｅＩを使用してこのプラスミドから切り出して、上記のＡＡＶパッケージングプ
ラスミドのＢａｍＨＩおよびＳｐｈＩ部位にサブクローニングして、最終的なプラスミド
を作製した。対照プラスミドｐＡＡＶ－ＲＫ－ＥＧＦＰ－ＢＧＨ　ｐＡも作製した。
【０３５１】
ＡＡＶの産生
　組換えＡＡＶベクターを、既に記述されたように（Ｘｉａｏ，Ｘ．ｅｔ　ａｌ．（１９
９８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２：２２２４～２２３２頁）、ヒト胎児腎癌２９３細胞（ＨＥ
Ｋ２９３）のトリプルトランスフェクションによって産生した。簡単に説明すると、ＡＡ
Ｖパッケージングプラスミド、血清型２からのｒｅｐ遺伝子および血清型５からのキャプ
シド遺伝子とを含むプラスミド、ヘルパーアデノウイルスプラスミド（Ｓｔｒａｔａｇｅ
ｎｅ）を使用した。ウイルスをトランスフェクションの７２時間後に回収して、ＡＶＢセ
ファロースアフィニティクロマトグラフィー（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）によって精
製した。ＡＡＶベクターのゲノムコピー（ＧＣ）力価を、既に記述された（Ｇｅｒｉｔｓ
，Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０１５）Ｎｅｕｒｏｐｈｏｔｏｎｉｃｓ．２：０３１２０９）Ｔ
ａｑＭａｎベースの定量的ＰＣＲ分析（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）によっ
て決定した。
【０３５２】
動物
　８～１０週齢の雌性Ｃ５７ＢＬ／６ＪマウスをＪａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ（Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏｒ，ＭＥ）から購入して、Ｓａｎｏｆｉの動物飼育施設で維持
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した。試験期間中、動物に飼料および水を自由に与えた。動物技法は全て、実験動物福祉
部門（ｔｈｅ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｎｉｍａｌ　Ｗｅｌｆａ
ｒｅ）の動物保護法、実験動物の飼育および使用に関するガイド（ｔｈｅ　Ｇｕｉｄｅ　
ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｎｉｍａ
ｌｓ）を遵守して、ＡＲＶＯ　Ｓｔａｔｅｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ａ
ｎｉｍａｌｓ　ｉｎ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ　ａｎｄ　Ｖｉｓｉｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
に従って実施した。
【０３５３】
網膜下ＡＡＶ注射
　マウスを、鼻の円錐形部（nose cone）から動物に送達した酸素８００ｍｌ／分中の３
．５％イソフルランを使用して鎮静化した。散瞳および毛様体筋麻痺を、トロピカミド（
Ａｌｃｏｎ，Ｆｏｒｔ　Ｗｏｒｔｈ，ＴＸ）の局所適用によってマウスに誘導した。角膜
に予備切開を行い、３３ゲージの鈍端の針を、切開部を通過するように導き、虹彩と水晶
体嚢の間の後方に、先端が後部網膜神経感覚上皮を貫通するまで進めた。ＡＡＶ５－ｍｉ
ｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬＳ－ＳＶ４０　ｐＡ（図７ＡのＡＡＶ５－ＳｐＣａｓ９）
の１×１０９個のウイルスゲノム粒子を、ＡＡＶ５－Ｕ６－Ｕ１１　ｓｇＲＮＡ－Ｕ６－
Ｄ１１　ｓｇＲＮＡ－ＲＫ－ＥＧＦＰ－ＢＧＨ　ｐＡ（図７ＡのＡＡＶ５－Ｕ１１Ｄ１１
－ＲＫ－ＥＧＦＰ）または対照ＡＡＶ５－Ｕ６－ＲＫ－ＥＧＦＰ－ＢＧＨ　ｐＡ（図７Ｂ
のＡＡＶ５－ＲＫ－ＥＧＦＰ）の１×１０９個のウイルスゲノム粒子と共に、各マウスの
ＯＳ眼に、１マイクロリットルの体積で１秒間かけて送達した。針を、引き抜くまでおよ
そ５秒間その位置に保持した。動物を麻酔から回復させた後、ケージに戻した。
【０３５４】
　網膜におけるＥＧＦＰ発現を、注射の２および４週間後にＭｉｃｒｏｎ　ＩＶ　Ｒｅｔ
ｉｎａｌ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（Ｐｈｏｅｎｉｘ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｓ）を使
用して生きている動物において評価して、ＥＧＦＰ発現を欠如するマウスを試験から除外
した。動物は全て注射の４週間後に安楽死させた。
【０３５５】
網膜の解剖
　マウスの眼の眼球を摘出してリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中に入れた。網膜を、解
剖顕微鏡下で微小解剖用ハサミによって単離した。網膜色素上皮（ＲＰＥ）層を注意深く
切除した。
【０３５６】
ゲノムＤＮＡ発現およびＰＣＲ分析
　網膜をＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ　ＤＮＡ抽出溶液（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ）中で、コー
ドレスモーター（ＶＷＲ）を動力源とする乳棒によってホモジナイズした。ゲノムＤＮＡ
を、製造元の説明書（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ）に従って抽出し、１０ナノグラム／マイクロ
リットルに希釈した後、ＧｏＴａｑ　Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　Ｇｒｅｅｎマスターミックス
（Ｐｒｏｍｅｇａ）および欠失領域の両端に位置するＰＣＲプライマー（配列番号６４～
６５）によって増幅した。ＰＣＲ産物の増幅は以下のサイクリングパラメータによって得
られた：９５℃で２分間を１サイクル；９５℃で３０秒間、６２℃で３０秒間、および７
２℃で２分間を３５サイクル；７２℃で１２分間を１サイクル。次に、ＰＣＲ産物を、ア
ガロースゲル電気泳動に供した。
【０３５７】
結果
　ＬＣＡ１０の細胞モデルにおける本発明者らの研究は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＬＣＡ１０
　ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を除去するための本発明者らのｓｇＲＮＡ対お
よびＳｐＣａｓ９アプローチの有効性を裏付けた。次に、本発明者らは、ｉｎ　ｖｉｖｏ
の状況で本発明者らのＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９アプローチを評価した。現在、ＬＣＡ１０
イントロンスプライス突然変異によって引き起こされた潜在性エキソンを発現する動物モ
デルはないことから、本発明者らは、ＳｐＣａｓ９と共にｓｇＲＮＡ対が、ｃ．２９９１
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＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異が位置する場所でヒトＣＥＰ２９０遺伝子のイントロン２６に
対して相同であるマウスＣｅｐ２９０遺伝子のイントロン２５における標的化ゲノム欠失
を誘導できるか否かを試験した。
【０３５８】
　本発明者らは、ある特定の細胞型への優先的な感染を可能にする、その低い免疫原性お
よび血清型の範囲のために、ｉｎ　ｖｉｖｏ遺伝子送達のためにＡＡＶベクターを使用す
ることに決定した。ＣＥＰ２９０突然変異によって最も影響を受ける網膜細胞は、光受容
体であり、これまでの研究により、ＡＡＶ血清型５（ＡＡＶ５）が網膜下注射によって光
受容体を効率的に形質導入できることが示されている（Ｂｏｙｅ，Ｓ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．
（２０１２）Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２３：１１０１～１１１５頁）。したがっ
て、本発明者らは、ＳｐＣａｓ９とｓｇＲＮＡ対とを光受容体に送達するためにＡＡＶ５
を使用することを決定した。
【０３５９】
　ＡＡＶベクター（約４．８ｋｂ）の低いパッケージング能力、および４．１ｋｂと測定
される（アミノ酸配列に関しては配列番号４０を参照されたい）ＳｐＣａｓ９コード配列
の長さのために、１つのＳｐＣａｓ９構成要素と２つのＵ６－ｓｇＲＮＡ構成要素とを単
一のＡＡＶベクターにパッケージングすることは難題である。したがって、本発明者らは
、本発明者らのｉｎ　ｖｉｖｏバリデーション試験のためにデュアルＡＡＶシステムを使
用した（図７Ａ）。第１のＡＡＶベクターは、ＡＡＶ５－Ｕ１１Ｄ１１－ＲＫ－ＥＧＦＰ
であり、これは上流のｓｇＲＮＡ　Ｕ１１１（配列番号６１）および下流のｓｇＲＮＡ　
Ｄ１１（配列番号６２）ならびにロドプシンキナーゼ（ＲＫ）プロモーター駆動ＥＧＦＰ
リポーター遺伝子を発現する。Ｕ１１およびＤ１１　ｓｇＲＮＡ対は、マウスＣｅｐ２９
０遺伝子のイントロン２５における５５７ｂｐのゲノム欠失を生成すると予想される。対
照ＡＡＶであるＡＡＶ５－ＲＫ－ＥＧＦＰも同様に産生した。第２のＡＡＶベクターは、
ＡＡＶ５－ＳｐＣａｓ９であり、これはｍｉｎＣＭＶプロモーター駆動ＳｐＣａｓ９を発
現する。
【０３６０】
　ＡＡＶ５－Ｕ１１Ｄ１１－ＲＫ－ＥＧＦＰ（またはＡＡＶ５－ＲＫ－ＥＧＦＰ）および
ＡＡＶ５－ＳｐＣａｓ９（各１×１０９個のウイルスゲノム粒子）を成体のＣ５７ＢＬ／
６Ｊマウスの網膜下腔に同時注射した。網膜におけるＥＧＦＰ発現を、生きている動物に
おいて評価して、ＥＧＦＰ発現を欠如するマウスを試験から除外した。注射の４週間後、
動物を安楽死させ、ゲノムＤＮＡを網膜から抽出した後、欠失領域の両端に位置するプラ
イマー（配列番号６４～６５）を使用してＰＣＲ分析を行った。野生型およびトランケー
ト型ゲノム断片をゲル電気泳動によって分離した。ＡＡＶ５－Ｕ１１Ｄ１１－ＲＫ－ＥＧ
ＦＰおよびＡＡＶ５－ＳｐＣａｓ９を注射した動物に関して、Ｕ１１およびＤ１１　ｓｇ
ＲＮＡ対による予想されるゲノム欠失の存在を示すＰＣＲ産物が検出され、これはＡＡＶ
５－ＲＫ－ＥＧＦＰおよびＡＡＶ５－ＳｐＣａｓ９を注射した動物には存在しなかった（
図７Ｂ）。これらの結果は、本発明者らのデュアルＡＡＶシステムがｉｎ　ｖｉｖｏで標
的化ゲノム欠失を誘導することができることを証明した。
【実施例５】
【０３６１】
ＬＣＡ１０　ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を除去するための上流／下流のｓｇ
ＲＮＡ対およびＳａＣａｓ９の使用
方法
プラスミド
　ＳａＣａｓ９プラスミドを構築するために、ｍｉｎＣＭＶ－ＳａＣａｓ９－ＮＬＳ－Ｆ
ＬＡＧ－ＢＧＨ　ｐＡ－Ｕ６－ＢｓａＩ：ＢｓａＩ－ｓｇＲＮＡスキャホールド断片（配
列番号６６）をＧｅｎＳｃｒｉｐｔにおいて合成し、Ｓｉｇｍａ　ｐＳｐＣａｓ９プラス
ミドのＰｃｉＩおよびＢｂｓＩ制限部位にサブクローニングして、ＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９
－ＢＧＨ　ｐＡカセットを交換し、ｐｍｉｎＣＭＶ－ＳａＣａｓ９－ＢＧＨ　ｐＡ－Ｕ６
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プラスミドを作製した。５個のｓｇＲＮＡガイド配列（ａＵ１、ａＵ２、ａＵ３、ａＤ１
、ａＤ２；配列番号４５～４９）を、Ｂｅｎｃｈｌｉｎｇのオンラインゲノム編集設計ツ
ールを使用して同定した後、上記のプラスミドの２つのＢｓａＩ制限部位にサブクローニ
ングした。上流のｓｇＲＮＡ（ａＵ１、ａＵ２、ａＵ３）と下流のｓｇＲＮＡ（ａＤ１、
ａＤ２）を対にするために、Ｕ６－ａＤ１　ｓｇＲＮＡカセットおよびＵ６－ａＤ２　ｓ
ｇＲＮＡカセットを、制限酵素ＫｐｎＩおよびＮｏｔＩを使用してそのプラスミドから切
り出した後、ａＵ１、ａＵ２、またはａＵ３　ｓｇＲＮＡを発現するプラスミドのＮｏｔ
Ｉ部位にサブクローニングした。その結果、本発明者らは、異なる６つのｓｇＲＮＡ対（
ａＵ１ａＤ１、ａＵ１ａＤ２、ａＵ２ａＤ１、ａＵ２ａＤ２、ａＵ４ａＤ１、ａＵ４ａＤ
２）を発現する６つのプラスミドを作製した。最後に、これらの６つのプラスミドにおけ
るｍｉｎＣＭＶ－ＳａＣａｓ９－ＢＧＨ　ｐＡ－Ｕ６－ｓｇＲＮＡ対断片を、ＡＡＶパッ
ケージングプラスミドにサブクローニングして、ｐＡＡＶ－ｍｉｎＣＭＶ－ＳａＣａｓ９
－ＢＧＨ　ｐＡ－Ｕ６－ｓｇＲＮＡ対プラスミドを作製した。ｓｇＲＮＡを発現しない対
照プラスミドｐＡＡＶ－ｍｉｎＣＭＶ－ＳａＣａｓ９－ＢＧＨ　ｐＡも作製した。
【０３６２】
結果
　上記の試験から、本発明者らは、上流／下流のｓｇＲＮＡの対が、効率的にＳｐＣａｓ
９を導き、ＬＣＡ１０ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異を除去して野生型ＣＥＰ３
９０発現を回復することができることを証明した。ＳｐＣａｓ９コード配列の長さ（約４
．１ｋｂ）により、１つのｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９構成要素と２つのＵ６－ｓｇＲＮ
Ａ構成要素とを単一のＡＡＶベクターにパッケージングすることが難しくなる。Ｒａｎら
（Ｒａｎ，Ｆ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０１５）Ｎａｔｕｒｅ　５２０：１８６～１９１頁
）は、最近、哺乳動物細胞においても切断活性を示す、より短いＣａｓ９酵素である黄色
ブドウ球菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）Ｃａｓ９（ＳａＣａｓ９；１０５３アミノ酸；配列番号
５５）を発見した。ＳａＣａｓ９のサイズがより小さいことにより、１つのｍｉｎＣＭＶ
－ＳａＣａｓ９構成要素と２つのＵ６－ｓｇＲＮＡ構成要素とを単一のＡＡＶベクターに
パッケージングすることができる。ｓｇＲＮＡ対およびＳａＣａｓ９はまた、ＬＣＡ１０
イントロン突然変異を除去することができるか否かを試験するために、本発明者らは、Ｓ
ａＣａｓ９に対して特異的な３つの上流のｓｇＲＮＡガイド配列（ａＵ１、ａＵ２、ａＵ
３；配列番号４５～４７）および２つの下流のｓｇＲＮＡガイド配列（ａＤ１、ａＤ２；
配列番号４８～４９）を、Ｂｅｎｃｈｌｉｎｇのオンラインゲノム編集設計ツールを使用
して設計した。上流／下流のｓｇＲＮＡを対にして、ＡＡＶパッケージングプラスミドに
サブクローニングした。同じプラスミドも、ｍｉｎＣＭＶプロモーター駆動およびヒトコ
ドン最適化ＳａＣａｓ９（配列番号６６）を発現した。
【０３６３】
　ｓｇＲＮＡ対－ＳａＣａｓ９プラスミドを、上記のように突然変異体細胞にトランスフ
ェクトした。ＳａＣａｓ９をＳｐＣａｓ９と比較するため、突然変異体細胞にも、デュア
ルＳｐＣａｓ９　ＡＡＶプラスミド（ｐＡＡＶ－ｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９＋ＡＡＶ－
Ｕ１Ｄ３　ｓｇＲＮＡ対）、または個々のプラスミド単独をトランスフェクトした。欠失
領域の両端に位置するプライマー（配列番号４～５）を使用して、ＰＣＲ分析を実施した
。野生型およびトランケート型ゲノム断片をゲル電気泳動によって分離した。試験した全
ての上流／下流のｓｇＲＮＡ対に関して、予想されるゲノム欠失の存在を示すが、対照プ
ラスミドトランスフェクト細胞には存在しないＰＣＲ産物が検出された（図８Ａ）。これ
らの結果は、ＳａＣａｓ９およびＳｐＣａｓ９の両方が、ＬＣＡ１０イントロンスプライ
ス突然変異を除去するためにｓｇＲＮＡ対と共に作用することができることを証明した。
【０３６４】
　次に、本発明者らは、上記のＡＡＶパッケージングプラスミドをトランスフェクトした
突然変異体細胞における野生型および突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを調べた
。意外にも、上流／下流のｓｇＲＮＡ対のいずれも、ＳａＣａｓ９単独のプラスミドと比
較して野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有意に増加させなかったが、ａＵ２ａＤ１
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対およびａＵ２Ｄ２対は増加傾向を示した（図８Ｂ）。これに対し、ＳｐＣａｓ９のデュ
アルＡＡＶプラスミドは、個々のプラスミドと比較して野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレ
ベルを有意にレスキューした（図８Ｂ）。ｓｇＲＮＡ対－ＳａＣａｓ９プラスミドは全て
、ＳａＣａｓ９単独プラスミドと比較して突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有
意に低減させた（図８Ｃ）。同様に、ＳｐＣａｓ９のデュアルＡＡＶプラスミドは、個々
のプラスミドと比較して突然変異体ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡレベルを有意に低減させた（
図８Ｃ）。本研究において、ＳａＣａｓ９は、突然変異体細胞における野生型ＣＥＰ２９
０　ｍＲＮＡレベルのレスキューに関してＳｐＣａｓ９ほど有効ではないが、本発明者ら
は、強力なｓｇＲＮＡ対が、ＳａＣａｓ９を導いて、突然変異体細胞においてＬＣＡ１０
イントロンスプライス突然変異を有効に除去する、および野生型ＣＥＰ２９０　ｍＲＮＡ
レベルを有意にレスキューする可能性を除外することはできない。
【０３６５】
配列
核酸配列は全て、特に明記していなければ５’から３’で表す。
アミノ酸配列は全て、特に明記していなければＮ末端からＣ末端で表す。
相同性組換え修復（ＨＤＲ）に使用したｓｇＲＮＡのトップ鎖オリゴヌクレオチド（配列
番号１）
ｃａｃｃｇＡＡＧＡＣＡＣＴＧＣＣＡＡＴＡＧＧＧＡＴ
相同性組換え修復（ＨＤＲ）に使用したｓｇＲＮＡのボトム鎖オリゴヌクレオチド（配列
番号２）
ａａａｃＡＴＣＣＣＴＡＴＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴｃ
ＨＤＲ鋳型（配列番号３）
ＣＣＡＣＣＣＧＣＣＴＣＧＧＣＣＴＣＣＴＡＡＡＧＴＧＣＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＧＡＴＧ
ＴＧＡＧＣＣＡＣＣＧＣＡＣＣＴＧＧＣＣＣＣＡＧＴＴＧＴＡＡＴＴＧＴＧＡＧＴＡＴＣ
ＴＣＡＴＡＣＧＴＡＴＣＣＣＴＡＴＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧＴＴＴＴＡＴＴＴＴＴ
ＴＡＴＴＡＴＣＴＴＴＡＴＴＧＴＧＧＣＡＧＣＣＡＴＴＡＴＴＣＣＴＧＴＣＴＣＴＡ
ＣＥＰ２９０イントロン２６Ｆ核酸プライマー（配列番号４）
ＧＧＴＣＣＣＴＧＧＣＴＴＴＴＧＴＴＣＣＴ
ＣＥＰ２９０イントロン２６Ｒ核酸プライマー（配列番号５）
ＣＡＧＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＧＴＧＴＴＴＴ
ＣＥＰ２９０イントロン２６シークエンシングプライマー（配列番号６）
ＡＧＴＡＧＡＧＡＴＧＧＧＧＴＴＴＣＡＣＣ
野生型ＣＥＰ２９０Ｆ核酸プライマー（配列番号７）
ＴＧＡＣＴＧＣＴＡＡＧＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＴＣＴＴＧ
野生型ＣＥＰ２９０Ｒ核酸プライマー（配列番号８）
ＡＧＧＡＧＡＴＧＴＴＴＴＣＡＣＡＣＴＣＣＡＧＧＴ
突然変異体ＣＥＰ２９０Ｆ核酸プライマー（配列番号９）
ＣＴＧＧＣＣＣＣＡＧＴＴＧＴＡＡＴＴＴＧＴＧＡ
野生型ＣＥＰ２９０Ｒ核酸プライマー（配列番号１０）
ＣＴＧＴＴＣＣＣＡＧＧＣＴＴＧＴＴＣＡＡＴＡＧＴ
Ｕ１　ｓｇＲＮＡのトップ鎖オリゴヌクレオチド（配列番号１１）
ｃａｃｃＧＧＣＧＧＧＴＧＧＡＴＣＡＣＧＡＧＴＴＣ
Ｕ１　ｓｇＲＮＡのボトム鎖オリゴヌクレオチド（配列番号１２）
ａａａｃＧＡＡＣＴＣＧＴＧＡＴＣＣＡＣＣＣＧＣＣ
Ｄ１　ｓｇＲＮＡのトップ鎖オリゴヌクレオチド（配列番号１３）
ｃａｃｃｇＡＡＡＧＣＴＡＣＣＧＧＴＴＡＣＣＴＧＡＡ
Ｄ１　ｓｇＲＮＡのボトム鎖オリゴヌクレオチド（配列番号１４）
ａａａｃＴＴＣＡＧＧＴＡＡＣＣＧＧＴＡＧＣＴＴＴｃ
Ｄ２　ｓｇＲＮＡのトップ鎖オリゴヌクレオチド（配列番号１５）
ｃａｃｃｇＴＣＡＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣＡＧＴＡＡＧＧ
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Ｄ２　ｓｇＲＮＡのボトム鎖オリゴヌクレオチド（配列番号１６）
ａａａｃＣＣＴＴＡＣＴＧＣＣＡＣＡＡＧＡＡＴＧＡｃ
Ｄ３　ｓｇＲＮＡのトップ鎖オリゴヌクレオチド（配列番号１７）
ｃａｃｃＧＧＡＧＴＣＡＣＡＴＧＧＧＡＧＴＣＡＣＡ
Ｄ３　ｓｇＲＮＡのボトム鎖オリゴヌクレオチド（配列番号１８）
ａａａｃＴＧＴＧＡＣＴＣＣＣＡＴＧＴＧＡＣＴＣＣ
Ｕ１　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号１９）
ＧＧＣＧＧＧＴＧＧＡＴＣＡＣＧＡＧＴＴＣＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ
ＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴＡＴＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡＡＡＧＴ
ＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴ
Ｄ１　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号２０）
ＧＡＡＡＧＣＴＡＣＣＧＧＴＴＡＣＣＴＧＡＡＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧ
ＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴＡＴＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡＡＡＧ
ＴＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴ
Ｄ２　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号２１）
ＧＴＣＡＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣＡＧＴＡＡＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧ
ＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴＡＴＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡＡＡＧ
ＴＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴ
Ｄ３　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号２２）
ＧＧＡＧＴＣＡＣＡＴＧＧＧＡＧＴＣＡＣＡＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ
ＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴＡＴＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡＡＡＧＴ
ＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴ
ＣＥＰ２９０イントロン２６配列（注意：ｃ．２９９１＋１６５５Ａ＞Ｇ突然変異は、こ
の配列における１６５５番目のヌクレオチドであり、太字および下線で示す）（配列番号
２３）
【化１】
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【化２】

突然変異ＩＴＲ配列（配列番号２４）
ＣＡＣＴＣＣＣＴＣＴＣＴＧＣＧＣＧＣＴＣＧＣＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＡＧＧＣＣＧＧＧ
ＣＧＡＣＣＡＡＡＧＧＴＣＧＣＣＣＡＣＧＣＣＣＧＧＧＣＴＴＴＧＣＣＣＧＧＧＣＧ
ｔｒａｃｒ配列（配列番号２５）
ＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴＡＴＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡ
ＡＡＧＴＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＧＴＧＣ
ＮＬＳ配列
ＰＫＫＫＲＫＶ　（配列番号２６）
ＰＫＫＫＲＫＶＥＤＰＫＫＫＲＫＶＤ　（配列番号２７）
ＢｂｓＩ制限部位突然変異のフォワード核酸プライマー（配列番号２８）
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ＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧＧＧＡＡＧＡＧＡＡＴＡＧＣＡＧＧＣＡＴＧＣＴＧ
ＢｂｓＩ制限部位突然変異のリバース核酸プライマー（配列番号２９）
ＣＡＧＣＡＴＧＣＣＴＧＣＴＡＴＴＣＴＣＴＴＣＣＣＡＡＴＣＣＴＣＣＣ
Ｕ６プロモーター配列を下線で示す、ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢ）を構築するためのＵ６プロ
モーター－ＢｂｓＩ：ＢｂｓＩ－ｓｇＲＮＡスキャホールド－Ｕ６ターミネーターカセッ
ト（配列番号３０）
ＣＡＣＡＴＧＴＧＡＧＧＧＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡＴＴＴＧ
ＣＡＴＡＴＡＣＧＡＴＡＣＡＡＧＧＣＴＧＴＴＡＧＡＧＡＧＡＴＡＡＴＴＧＧＡＡＴＴＡ
ＡＴＴＴＧＡＣＴＧＴＡＡＡＣＡＣＡＡＡＧＡＴＡＴＴＡＧＴＡＣＡＡＡＡＴＡＣＧＴＧ
ＡＣＧＴＡＧＡＡＡＧＴＡＡＴＡＡＴＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＧＴＴＴＧＣＡＧＴＴＴＴＡ
ＡＡＡＴＴＡＴＧＴＴＴＴＡＡＡＡＴＧＧＡＣＴＡＴＣＡＴＡＴＧＣＴＴＡＣＣＧＴＡＡ
ＣＴＴＧＡＡＡＧＴＡＴＴＴＣＧＡＴＴＴＣＴＴＧＧＣＴＴＴＡＴＡＴＡＴＣＴＴＧＴＧ
ＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＧＧＴＣＴＴＣＧＡＧＡＡＧＡＣＣＴＧＴＴＴＴＡ
ＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴＡＴ
ＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡＡＡＧＴＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧＴＴＴ
ＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴ
ＴＴＴＡＧＣＧＣＧＴＧＣＧＣＣＡＡＴＴＣＴＧＣＡＧＡＣＡＡＡＴＧＧＣＴＣＴＡＧＡ
ＧＧＴＡＣＣＣ
ＰＰＩＡ　Ｆ核酸プライマー（配列番号３１）
ＴＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣＴＧＣＣＡＡＧＡＣ
ＰＰＩＡ　Ｒ核酸プライマー（配列番号３２）
ＴＣＧＡＧＴＴＧＴＣＣＡＣＡＧＴＣＡＧＣ
Ｕ６プロモーターおよびＣＭＶプロモーター配列を下線で示す、ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＵ
）を構築するためのＵ６プロモーター－ＢｂｓＩ：ＢｂｓＩ－ｓｇＲＮＡスキャホールド
－Ｕ６ターミネーター－ＣＭＶプロモーター（配列番号３３）
ＣＴＣＡＣＡＴＧＴＧＡＧＧＧＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡＴＴ
ＴＧＣＡＴＡＴＡＣＧＡＴＡＣＡＡＧＧＣＴＧＴＴＡＧＡＧＡＧＡＴＡＡＴＴＧＧＡＡＴ
ＴＡＡＴＴＴＧＡＣＴＧＴＡＡＡＣＡＣＡＡＡＧＡＴＡＴＴＡＧＴＡＣＡＡＡＡＴＡＣＧ
ＴＧＡＣＧＴＡＧＡＡＡＧＴＡＡＴＡＡＴＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＧＴＴＴＧＣＡＧＴＴＴ
ＴＡＡＡＡＴＴＡＴＧＴＴＴＴＡＡＡＡＴＧＧＡＣＴＡＴＣＡＴＡＴＧＣＴＴＡＣＣＧＴ
ＡＡＣＴＴＧＡＡＡＧＴＡＴＴＴＣＧＡＴＴＴＣＴＴＧＧＣＴＴＴＡＴＡＴＡＴＣＴＴＧ
ＴＧＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＧＧＴＣＴＴＣＧＡＧＡＡＧＡＣＣＴＧＴＴＴ
ＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧＴＴ
ＡＴＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡＡＡＧＴＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧＴ
ＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧ
ＴＴＴＴＴＡＧＣＧＣＧＴＧＣＧＣＣＡＡＴＴＣＴＧＣＡＧＡＣＡＡＡＴＧＧＣＴＣＴＡ
ＧＡＧＡＣＣＧＧＣＧＣＣＧＣＴＡＣＡＧＧＣＴＴＴＣＣＡＣＣＧＧＴＧＧＴＣＴＣＴＴ
ＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＣＧＴＴＡＣＡＴＣＴＡＧＴＴＡＴＴＡＡＴＡＧＴＡＡＴＣＡＡ
ＴＴＡＣＧＧＧＧＴＣＡＴＴＡＧＴＴＣＡＴＡＧＣＣＣＡＴＡＴＡＴＧＧＡＧＴＴＣＣＧ
ＣＧＴＴＡＣＡＴＡＡＣＴＴＡＣＧＧＴＡＡＡＴＧＧＣＣＣＧＣＣＴＧＧＣＴＧＡＣＣＧ
ＣＣＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＣＧＣＣＣＡＴＴＧＡＣＧＴＣＡＡＴＡＡＴＧＡＣＧＴＡＴＧ
ＴＴＣＣＣＡＴＡＧＴＡＡＣＧＣＣＡＡＴＡＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣＡＴＴＧＡＣＧＴＣＡ
ＡＴＧＧＧＴＧＧＡＧＴＡＴＴＴＡＣＧＧＴＡＡＡＣＴＧＣＣＣＡＣＴＴＧＧＣＡＧＴＡ
ＣＡＴＣＡＡＧＴＧＴＡＴＣＡＴＡＴＧＣＣＡＡＧＴＡＣＧＣＣＣＣＣＴＡＴＴＧＡＣＧ
ＴＣＡＡＴＧＡＣＧＧＴＡＡＡＴＧＧＣＣＣＧＣＣＴＧＧＣＡＴＴＡＴＧＣＣＣＡＧＴＡ
ＣＡＴＧＡＣＣＴＴＡＴＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣＴＡＣＴＴＧＧＣＡＧＴＡＣＡＴＣＴＡＣ
ＧＴＡＴＴＡＧＴＣＡＴＣＧＣＴＡＴＴＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＴＧＣＧＧＴＴＴＴＧＧＣ
ＡＧＴＡＣＡＴＣＡＡＴＧＧＧＣＧＴＧＧＡＴＡＧＣＧＧＴＴＴＧＡＣＴＣＡＣＧＧＧＧ
ＡＴＴＴＣＣＡＡＧＴＣＴＣＣＡＣＣＣＣＡＴＴＧＡＣＧＴＣＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＴＧ
ＴＴＴＴＧＧＣＡＣＣＡＡＡＡＴＣＡＡＣＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣＡＡＡＡＴＧＴＣＧＴＡ
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ＡＣＡＡＣＴＣＣＧＣＣＣＣＡＴＴＧＡＣＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＴＡＧＧＣＧＴＧＴ
ＡＣＧＧＴＧＧＧＡＧＧＴＣＴＡＴＡＴＡＡＧＣＡＧＡＧＣＴＣＴＣＴＧＧＣＴＡＡＣＴ
ＡＧＡＧＡＡＣＣＣＡＣＴＧＣＴＴＡＣＴＧＧＣＴＴＡＴＣＧＡＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡ
ＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣＴＡＧＣＣＧＣ
ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＤ）を構築するためのフォワード核酸プライマー（配列番号３４）
ＡＴＡＡＣＡＴＧＴＧＧＴＣＴＣＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＣＡＴＧＴＧＡＧＧＧＣＣＴＡＴ
ＴＴＣＣＣ
ｐＳｐＣａｓ９（ＢＢＤ）を構築するためのリバース核酸プライマー（配列番号３５）
ＴＡＴＧＧＴＡＣＣＧＧＴＣＴＣＡＴＡＧＡＧＣＣＡＴＴＴＧＴＣＴＧＣＡＧＡ
対照１　ｓｇＲＮＡのトップ鎖オリゴヌクレオチド（配列番号３６）
ｃａｃｃＧＣＡＣＴＡＣＣＡＧＡＧＣＴＡＡＣＴＣＡ
対照１　ｓｇＲＮＡのボトム鎖オリゴヌクレオチド（配列番号３７）
ａａａｃＴＧＡＧＴＴＡＧＣＴＣＴＧＧＴＡＧＴＧＣ
対照２　ｓｇＲＮＡのトップ鎖オリゴヌクレオチド（配列番号３８）
ｃａｃｃｇＴＧＣＧＡＡＴＡＣＧＣＣＡＣＧＣＧＡＴ
対照２　ｓｇＲＮＡのボトム鎖オリゴヌクレオチド（配列番号３９）
ａａａｃＡＴＣＧＣＧＴＧＧＣＧＴＡＴＴＣＧＣＡｃ
化膿連鎖球菌Ｃａｓ９アミノ酸配列（配列番号４０）
ＭＤＫＫＹＳＩＧＬＤＩＧＴＮＳＶＧＷＡＶＩＴＤＥＹＫＶＰＳＫＫＦＫＶＬＧＮＴＤＲ
ＨＳＩＫＫＮＬＩＧＡＬＬＦＤＳＧＥＴＡＥＡＴＲＬＫＲＴＡＲＲＲＹＴＲＲＫＮＲＩＣ
ＹＬＱＥＩＦＳＮＥＭＡＫＶＤＤＳＦＦＨＲＬＥＥＳＦＬＶＥＥＤＫＫＨＥＲＨＰＩＦＧ
ＮＩＶＤＥＶＡＹＨＥＫＹＰＴＩＹＨＬＲＫＫＬＶＤＳＴＤＫＡＤＬＲＬＩＹＬＡＬＡＨ
ＭＩＫＦＲＧＨＦＬＩＥＧＤＬＮＰＤＮＳＤＶＤＫＬＦＩＱＬＶＱＴＹＮＱＬＦＥＥＮＰ
ＩＮＡＳＧＶＤＡＫＡＩＬＳＡＲＬＳＫＳＲＲＬＥＮＬＩＡＱＬＰＧＥＫＫＮＧＬＦＧＮ
ＬＩＡＬＳＬＧＬＴＰＮＦＫＳＮＦＤＬＡＥＤＡＫＬＱＬＳＫＤＴＹＤＤＤＬＤＮＬＬＡ
ＱＩＧＤＱＹＡＤＬＦＬＡＡＫＮＬＳＤＡＩＬＬＳＤＩＬＲＶＮＴＥＩＴＫＡＰＬＳＡＳ
ＭＩＫＲＹＤＥＨＨＱＤＬＴＬＬＫＡＬＶＲＱＱＬＰＥＫＹＫＥＩＦＦＤＱＳＫＮＧＹＡ
ＧＹＩＤＧＧＡＳＱＥＥＦＹＫＦＩＫＰＩＬＥＫＭＤＧＴＥＥＬＬＶＫＬＮＲＥＤＬＬＲ
ＫＱＲＴＦＤＮＧＳＩＰＨＱＩＨＬＧＥＬＨＡＩＬＲＲＱＥＤＦＹＰＦＬＫＤＮＲＥＫＩ
ＥＫＩＬＴＦＲＩＰＹＹＶＧＰＬＡＲＧＮＳＲＦＡＷＭＴＲＫＳＥＥＴＩＴＰＷＮＦＥＥ
ＶＶＤＫＧＡＳＡＱＳＦＩＥＲＭＴＮＦＤＫＮＬＰＮＥＫＶＬＰＫＨＳＬＬＹＥＹＦＴＶ
ＹＮＥＬＴＫＶＫＹＶＴＥＧＭＲＫＰＡＦＬＳＧＥＱＫＫＡＩＶＤＬＬＦＫＴＮＲＫＶＴ
ＶＫＱＬＫＥＤＹＦＫＫＩＥＣＦＤＳＶＥＩＳＧＶＥＤＲＦＮＡＳＬＧＴＹＨＤＬＬＫＩ
ＩＫＤＫＤＦＬＤＮＥＥＮＥＤＩＬＥＤＩＶＬＴＬＴＬＦＥＤＲＥＭＩＥＥＲＬＫＴＹＡ
ＨＬＦＤＤＫＶＭＫＱＬＫＲＲＲＹＴＧＷＧＲＬＳＲＫＬＩＮＧＩＲＤＫＱＳＧＫＴＩＬ
ＤＦＬＫＳＤＧＦＡＮＲＮＦＭＱＬＩＨＤＤＳＬＴＦＫＥＤＩＱＫＡＱＶＳＧＱＧＤＳＬ
ＨＥＨＩＡＮＬＡＧＳＰＡＩＫＫＧＩＬＱＴＶＫＶＶＤＥＬＶＫＶＭＧＲＨＫＰＥＮＩＶ
ＩＥＭＡＲＥＮＱＴＴＱＫＧＱＫＮＳＲＥＲＭＫＲＩＥＥＧＩＫＥＬＧＳＱＩＬＫＥＨＰ
ＶＥＮＴＱＬＱＮＥＫＬＹＬＹＹＬＱＮＧＲＤＭＹＶＤＱＥＬＤＩＮＲＬＳＤＹＤＶＤＨ
ＩＶＰＱＳＦＬＫＤＤＳＩＤＮＫＶＬＴＲＳＤＫＮＲＧＫＳＤＮＶＰＳＥＥＶＶＫＫＭＫ
ＮＹＷＲＱＬＬＮＡＫＬＩＴＱＲＫＦＤＮＬＴＫＡＥＲＧＧＬＳＥＬＤＫＡＧＦＩＫＲＱ
ＬＶＥＴＲＱＩＴＫＨＶＡＱＩＬＤＳＲＭＮＴＫＹＤＥＮＤＫＬＩＲＥＶＫＶＩＴＬＫＳ
ＫＬＶＳＤＦＲＫＤＦＱＦＹＫＶＲＥＩＮＮＹＨＨＡＨＤＡＹＬＮＡＶＶＧＴＡＬＩＫＫ
ＹＰＫＬＥＳＥＦＶＹＧＤＹＫＶＹＤＶＲＫＭＩＡＫＳＥＱＥＩＧＫＡＴＡＫＹＦＦＹＳ
ＮＩＭＮＦＦＫＴＥＩＴＬＡＮＧＥＩＲＫＲＰＬＩＥＴＮＧＥＴＧＥＩＶＷＤＫＧＲＤＦ
ＡＴＶＲＫＶＬＳＭＰＱＶＮＩＶＫＫＴＥＶＱＴＧＧＦＳＫＥＳＩＬＰＫＲＮＳＤＫＬＩ
ＡＲＫＫＤＷＤＰＫＫＹＧＧＦＤＳＰＴＶＡＹＳＶＬＶＶＡＫＶＥＫＧＫＳＫＫＬＫＳＶ
ＫＥＬＬＧＩＴＩＭＥＲＳＳＦＥＫＮＰＩＤＦＬＥＡＫＧＹＫＥＶＫＫＤＬＩＩＫＬＰＫ
ＹＳＬＦＥＬＥＮＧＲＫＲＭＬＡＳＡＧＥＬＱＫＧＮＥＬＡＬＰＳＫＹＶＮＦＬＹＬＡＳ
ＨＹＥＫＬＫＧＳＰＥＤＮＥＱＫＱＬＦＶＥＱＨＫＨＹＬＤＥＩＩＥＱＩＳＥＦＳＫＲＶ
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ＩＬＡＤＡＮＬＤＫＶＬＳＡＹＮＫＨＲＤＫＰＩＲＥＱＡＥＮＩＩＨＬＦＴＬＴＮＬＧＡ
ＰＡＡＦＫＹＦＤＴＴＩＤＲＫＲＹＴＳＴＫＥＶＬＤＡＴＬＩＨＱＳＩＴＧＬＹＥＴＲＩ
ＤＬＳＱＬＧＧＤ
Ｕ１　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４１）
ＧＧＣＧＧＧＴＧＧＡＴＣＡＣＧＡＧＴＴＣ
Ｄ１　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４２）
ＡＡＡＧＣＴＡＣＣＧＧＴＴＡＣＣＴＧＡＡ
Ｄ２　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４３）
ＴＣＡＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣＡＧＴＡＡＧＧ
Ｄ３　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４４）
ＧＧＡＧＴＣＡＣＡＴＧＧＧＡＧＴＣＡＣＡ
ａＵ１　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４５）
ＴＴＴＡＡＣＧＴＴＡＴＣＡＴＴＴＴＣＣＣＡ
ａＵ２　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４６）
ＡＧＴＴＴＣＡＴＴＣＴＧＴＣＡＣＣＣＡＧＧ
ａＵ３　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４７）
ＡＡＡＡＡＴＴＡＧＣＣＧＧＧＣＡＴＧＡＴＧ
ａＤ１　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４８）
ＴＧＴＡＡＧＡＣＴＧＧＡＧＡＴＡＧＡＧＡＣ
ａＤ２　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号４９）
ＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＴＴＴＴＡＡＧＧＣＧ
ａＵ１　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号５０）
ＧＴＴＴＡＡＣＧＴＴＡＴＣＡＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＴＴＴＡＧＴＡＣＴＣＴＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＡＡＴＣＴＡＣＴＡＡＡＡＣＡＡＧＧＣＡＡＡＡＴＧＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＣＴＣ
ＧＴＣＡＡＣＴＴＧＴＴＧＧＣＧＡＧＡＴＴＴＴＴ
ａＵ２　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号５１）
ＧＡＧＴＴＴＣＡＴＴＣＴＧＴＣＡＣＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＡＧＴＡＣＴＣＴＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＡＡＴＣＴＡＣＴＡＡＡＡＣＡＡＧＧＣＡＡＡＡＴＧＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＣＴＣ
ＧＴＣＡＡＣＴＴＧＴＴＧＧＣＧＡＧＡＴＴＴＴＴ
ａＵ３　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号５２）
ＧＡＡＡＡＡＴＴＡＧＣＣＧＧＧＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＴＴＡＧＴＡＣＴＣＴＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＡＡＴＣＴＡＣＴＡＡＡＡＣＡＡＧＧＣＡＡＡＡＴＧＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＣＴＣ
ＧＴＣＡＡＣＴＴＧＴＴＧＧＣＧＡＧＡＴＴＴＴＴ
ａＤ１　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号５３）
ＧＴＧＴＡＡＧＡＣＴＧＧＡＧＡＴＡＧＡＧＡＣＧＴＴＴＴＡＧＴＡＣＴＣＴＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＡＡＴＣＴＡＣＴＡＡＡＡＣＡＡＧＧＣＡＡＡＡＴＧＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＣＴＣ
ＧＴＣＡＡＣＴＴＧＴＴＧＧＣＧＡＧＡＴＴＴＴＴ
ａＤ２　ｓｇＲＮＡ配列（配列番号５４）
ＧＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＴＴＴＴＡＡＧＧＣＧＧＴＴＴＴＡＧＴＡＣＴＣＴＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＡＡＴＣＴＡＣＴＡＡＡＡＣＡＡＧＧＣＡＡＡＡＴＧＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＣＴＣ
ＧＴＣＡＡＣＴＴＧＴＴＧＧＣＧＡＧＡＴＴＴＴＴ
黄色ブドウ球菌Ｃａｓ９アミノ酸配列（配列番号５５）
ＭＫＲＮＹＩＬＧＬＤＩＧＩＴＳＶＧＹＧＩＩＤＹＥＴＲＤＶＩＤＡＧＶＲＬＦＫＥＡＮ
ＶＥＮＮＥＧＲＲＳＫＲＧＡＲＲＬＫＲＲＲＲＨＲＩＱＲＶＫＫＬＬＦＤＹＮＬＬＴＤＨ
ＳＥＬＳＧＩＮＰＹＥＡＲＶＫＧＬＳＱＫＬＳＥＥＥＦＳＡＡＬＬＨＬＡＫＲＲＧＶＨＮ
ＶＮＥＶＥＥＤＴＧＮＥＬＳＴＫＥＱＩＳＲＮＳＫＡＬＥＥＫＹＶＡＥＬＱＬＥＲＬＫＫ
ＤＧＥＶＲＧＳＩＮＲＦＫＴＳＤＹＶＫＥＡＫＱＬＬＫＶＱＫＡＹＨＱＬＤＱＳＦＩＤＴ
ＹＩＤＬＬＥＴＲＲＴＹＹＥＧＰＧＥＧＳＰＦＧＷＫＤＩＫＥＷＹＥＭＬＭＧＨＣＴＹＦ
ＰＥＥＬＲＳＶＫＹＡＹＮＡＤＬＹＮＡＬＮＤＬＮＮＬＶＩＴＲＤＥＮＥＫＬＥＹＹＥＫ
ＦＱＩＩＥＮＶＦＫＱＫＫＫＰＴＬＫＱＩＡＫＥＩＬＶＮＥＥＤＩＫＧＹＲＶＴＳＴＧＫ
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ＰＥＦＴＮＬＫＶＹＨＤＩＫＤＩＴＡＲＫＥＩＩＥＮＡＥＬＬＤＱＩＡＫＩＬＴＩＹＱＳ
ＳＥＤＩＱＥＥＬＴＮＬＮＳＥＬＴＱＥＥＩＥＱＩＳＮＬＫＧＹＴＧＴＨＮＬＳＬＫＡＩ
ＮＬＩＬＤＥＬＷＨＴＮＤＮＱＩＡＩＦＮＲＬＫＬＶＰＫＫＶＤＬＳＱＱＫＥＩＰＴＴＬ
ＶＤＤＦＩＬＳＰＶＶＫＲＳＦＩＱＳＩＫＶＩＮＡＩＩＫＫＹＧＬＰＮＤＩＩＩＥＬＡＲ
ＥＫＮＳＫＤＡＱＫＭＩＮＥＭＱＫＲＮＲＱＴＮＥＲＩＥＥＩＩＲＴＴＧＫＥＮＡＫＹＬ
ＩＥＫＩＫＬＨＤＭＱＥＧＫＣＬＹＳＬＥＡＩＰＬＥＤＬＬＮＮＰＦＮＹＥＶＤＨＩＩＰ
ＲＳＶＳＦＤＮＳＦＮＮＫＶＬＶＫＱＥＥＮＳＫＫＧＮＲＴＰＦＱＹＬＳＳＳＤＳＫＩＳ
ＹＥＴＦＫＫＨＩＬＮＬＡＫＧＫＧＲＩＳＫＴＫＫＥＹＬＬＥＥＲＤＩＮＲＦＳＶＱＫＤ
ＦＩＮＲＮＬＶＤＴＲＹＡＴＲＧＬＭＮＬＬＲＳＹＦＲＶＮＮＬＤＶＫＶＫＳＩＮＧＧＦ
ＴＳＦＬＲＲＫＷＫＦＫＫＥＲＮＫＧＹＫＨＨＡＥＤＡＬＩＩＡＮＡＤＦＩＦＫＥＷＫＫ
ＬＤＫＡＫＫＶＭＥＮＱＭＦＥＥＫＱＡＥＳＭＰＥＩＥＴＥＱＥＹＫＥＩＦＩＴＰＨＱＩ
ＫＨＩＫＤＦＫＤＹＫＹＳＨＲＶＤＫＫＰＮＲＥＬＩＮＤＴＬＹＳＴＲＫＤＤＫＧＮＴＬ
ＩＶＮＮＬＮＧＬＹＤＫＤＮＤＫＬＫＫＬＩＮＫＳＰＥＫＬＬＭＹＨＨＤＰＱＴＹＱＫＬ
ＫＬＩＭＥＱＹＧＤＥＫＮＰＬＹＫＹＹＥＥＴＧＮＹＬＴＫＹＳＫＫＤＮＧＰＶＩＫＫＩ
ＫＹＹＧＮＫＬＮＡＨＬＤＩＴＤＤＹＰＮＳＲＮＫＶＶＫＬＳＬＫＰＹＲＦＤＶＹＬＤＮ
ＧＶＹＫＦＶＴＶＫＮＬＤＶＩＫＫＥＮＹＹＥＶＮＳＫＣＹＥＥＡＫＫＬＫＫＩＳＮＱＡ
ＥＦＩＡＳＦＹＮＮＤＬＩＫＩＮＧＥＬＹＲＶＩＧＶＮＮＤＬＬＮＲＩＥＶＮＭＩＤＩＴ
ＹＲＥＹＬＥＮＭＮＤＫＲＰＰＲＩＩＫＴＩＡＳＫＴＱＳＩＫＫＹＳＴＤＩＬＧＮＬＹＥ
ＶＫＳＫＫＨＰＱＩＩＫＫＧ
ｍｉｎＣＭＶプロモーターを下線で示す、ｐＡＡＶ－ｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９－ＮＬ
Ｓ－ＳＶ４０　ｐＡを構築するためのｍｉｎＣＭＶプロモーター－ＳｐＣａｓ９配列（配
列番号５６）
ＴＡＴＡＣＧＣＧＴＧＴＴＧＡＣＡＣＴＡＧＴＴＣＧＣＧＡＡＡＴＡＴＴＧＡＣＴＣＡＣ
ＧＧＧＧＡＴＴＴＣＣＡＡＧＴＣＴＣＣＡＣＣＣＣＡＴＴＧＡＣＧＴＣＡＡＴＧＧＧＡＧ
ＴＴＴＧＴＴＴＴＧＧＣＡＣＣＡＡＡＡＴＣＡＡＣＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣＡＡＡＡＴＧＴ
ＣＧＴＡＡＣＡＡＣＴＣＣＧＣＣＣＣＡＴＴＧＡＣＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＴＡＧＧＣ
ＧＴＧＴＡＣＧＧＴＧＧＧＡＧＧＴＣＴＡＴＡＴＡＡＧＣＡＧＡＧＣＴＣＧＴＴＴＡＧＴ
ＧＡＡＣＣＧＴＣＡＧＡＴＣＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＣＡＡＧＡＡＧＴＡＣＡＧＣ
ＡＴＣＧＧＣＣＴＧＧＡＣＡＴＣＧＧＣＡＣＣＡＡＣＴＣＴＧＴＧＧＧＣＴＧＧＧＣＣＧ
ＴＧＡＴＣＡＣＣＧＡＣＧＡＧＴＡＣＡＡＧＧＴＧＣＣＣＡＧＣＡＡＧＡＡＡＴＴＣＡＡ
Ｇ
ＳＶ４０初期ポリ（Ａ）シグナルを下線で示す、ｐＡＡＶ－ｍｉｎＣＭＶ－ＳｐＣａｓ９
－ＮＬＳ－ＳＶ４０　ｐＡを構築するためのＳＶ４０　ｐＡ配列（配列番号５７）
ＴＧＡＣＴＣＧＡＧＡＡＣＴＴＧＴＴＴＡＴＴＧＣＡＧＣＴＴＡＴＡＡＴＧＧＴＴＡＣＡ
ＡＡＴＡＡＡＧＣＡＡＴＡＧＣＡＴＣＡＣＡＡＡＴＴＴＣＡＣＡＡＡＴＡＡＡＧＣＡＴＴ
ＴＴＴＴＴＣＡＣＴＧＣＡＴＴＣＴＡＧＴＴＧＴＧＧＴＴＴＧＴＣＣＡＡＡＣＴＣＡＴＣ
ＡＡＴＧＴＡＴＣＴＴＡＴＣＡＴＧＴＣＴＧＣＡＡＴＡＴＴＴＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＣＡ
ＡＴＡＧＣＡＧＧ
Ｕ１　ｓｇＲＮＡ認識配列（Ｕ１Ｔ；Ｕ１　ｓｇＲＮＡガイド配列＋ＰＡＭ）（配列番号
５８）
ＧＧＣＧＧＧＴＧＧＡＴＣＡＣＧＡＧＴＴＣＡＧＧ
Ｄ３　ｓｇＲＮＡ認識配列（Ｄ３Ｔ；Ｄ３　ｓｇＲＮＡガイド配列＋ＰＡＭ）（配列番号
５９）
ＧＧＡＧＴＣＡＣＡＴＧＧＧＡＧＴＣＡＣＡＧＧＧ
ＢＧＨ　ｐＡを下線で示す、ＢＧＨ　ｐＡ含有断片（配列番号６０）
ＣＴＡＧＴＧＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＡＴＧＣＡＴＣＴＡＧＡＧＧＧＣＣＣＴＡＴ
ＴＣＴＡＴＡＧＴＧＴＣＡＣＣＴＡＡＡＴＧＣＴＡＧＡＧＣＴＣＧＣＴＧＡＴＣＡＧＣＣ
ＴＣＧＡＣＴＧＴＧＣＣＴＴＣＴＡＧＴＴＧＣＣＡＧＣＣＡＴＣＴＧＴＴＧＴＴＴＧＣＣ
ＣＣＴＣＣＣＣＣＧＴＧＣＣＴＴＣＣＴＴＧＡＣＣＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＣＡＣＴＣＣ
ＣＡＣＴＧＴＣＣＴＴＴＣＣＴＡＡＴＡＡＡＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＴＧＣＡＴＣＧＣＡＴ
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ＴＧＴＣＴＧＡＧＴＡＧＧＴＧＴＣＡＴＴＣＴＡＴＴＣＴＧＧＧＧＧＧＴＧＧＧＧＴＧＧ
ＧＧＣＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧＧＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧＧＧＡＡＧＡＣＡＡＴＡＧＣＡＧ
ＧＣＡＴＧＣＴＧＧＧＧＡＧＣＴＡＧＡＧＴＣＧＡＣＣＧＧＡＣＣＧＣＴＧＣＡＧＧＣＡ
ＴＧＣＡ
Ｕ１１　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号６１）
ＧＣＡＴＡＡＧＧＡＣＴＡＡＡＧＡＣＣＴＡ
Ｄ１１　ｓｇＲＮＡガイド／プロトスペーサー配列（配列番号６２）
ＧＧＴＡＧＴＧＧＴＴＧＡＡＣＴＣＡＣＡＡ
ＲＫプロモーター－キメライントロン－ＥＧＦＰ－ＢＧＨ　ｐＡ断片（配列番号６３）
ＧＧＧＣＣＣＣＡＧＡＡＧＣＣＴＧＧＴＧＧＴＴＧＴＴＴＧＴＣＣＴＴＣＴＣＡＧＧＧＧ
ＡＡＡＡＧＴＧＡＧＧＣＧＧＣＣＣＣＴＴＧＧＡＧＧＡＡＧＧＧＧＣＣＧＧＧＣＡＧＡＡ
ＴＧＡＴＣＴＡＡＴＣＧＧＡＴＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＴＣＡＧＧＧＧＡＴＴＧＴＣＴＴＴ
ＴＴＣＴＡＧＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＣＣＡＣＴＣＣＴＡＡＧＣＧＴＣＣＴＣＣＧＴＧＡＣ
ＣＣＣＧＧＣＴＧＧＧＡＴＴＴＡＧＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＴＧＴＣＡＧＣＣＣＣＧＧＴＣ
ＴＣＣＣＡＧＧＧＧＣＴＴＣＣＣＡＧＴＧＧＴＣＣＣＣＡＧＧＡＡＣＣＣＴＣＧＡＣＡＧ
ＧＧＣＣＣＧＧＴＣＴＣＴＣＴＣＧＴＣＣＡＧＣＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＣＧＧＧＣＣＡ
ＣＡＧＧＣＣＡＡＧＧＧＣＧＧＡＧＴＣＧＣＴＧＣＧＡＣＧＣＴＧＣＣＴＴＣＧＣＣＣＣ
ＧＴＧＣＣＣＣＧＣＴＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＴＣＧＣＧＣＣＧＣＣＣＧＣＣＣＣＧＧＣ
ＴＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＧＣＧＴＴＡＣＴＣＣＣＡＣＡＧＧＴＧＡＧＣＧＧＧＣＧＧＧＡ
ＣＧＧＣＣＣＴＴＣＴＣＣＴＣＣＧＧＧＣＴＧＴＡＡＴＴＡＧＣＧＣＴＴＧＧＴＴＴＡＡ
ＴＧＡＣＧＧＣＴＴＧＴＴＴＣＴＴＴＴＣＴＧＴＧＧＣＴＧＣＧＴＧＡＡＡＧＣＣＴＴＧ
ＡＧＧＧＧＣＴＣＣＧＧＧＡＧＧＧＣＣＣＴＴＴＧＴＧＣＧＧＧＧＧＧＡＧＣＧＧＣＴＣ
ＧＧＧＧＧＧＴＧＣＧＴＧＣＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＣＧＴＧＧＧＧＡＧＣＧＣＣＧＣＧ
ＴＧＣＧＧＣＴＣＣＧＣＧＣＴＧＣＣＣＧＧＣＧＧＣＴＧＴＧＡＧＣＧＣＴＧＣＧＧＧＣ
ＧＣＧＧＣＧＣＧＧＧＧＣＴＴＴＧＴＧＣＧＣＴＣＣＧＣＡＧＴＧＴＧＣＧＣＧＡＧＧＧ
ＧＡＧＣＧＣＧＧＣＣＧＧＧＧＧＣＧＧＴＧＣＣＣＣＧＣＧＧＴＧＣＧＧＧＧＧＧＧＧＣ
ＴＧＣＧＡＧＧＧＧＡＡＣＡＡＡＧＧＣＴＧＣＧＴＧＣＧＧＧＧＴＧＴＧＴＧＣＧＴＧＧ
ＧＧＧＧＧＴＧＡＧＣＡＧＧＧＧＧＴＧＴＧＧＧＣＧＣＧＴＣＧＧＴＣＧＧＧＣＴＧＣＡ
ＡＣＣＣＣＣＣＣＴＧＣＡＣＣＣＣＣＣＴＣＣＣＣＧＡＧＴＴＧＣＴＧＡＧＣＡＣＧＧＣ
ＣＣＧＧＣＴＴＣＧＧＧＴＧＣＧＧＧＧＣＴＣＣＧＴＡＣＧＧＧＧＣＧＴＧＧＣＧＣＧＧ
ＧＧＣＴＣＧＣＣＧＴＧＣＣＧＧＧＣＧＧＧＧＧＧＴＧＧＣＧＧＣＡＧＧＴＧＧＧＧＧＴ
ＧＣＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＣＣＧＣＣＴＣＧＧＧＣＣＧＧＧＧＡＧＧＧＣＴＣＧ
ＧＧＧＧＡＧＧＧＧＣＧＣＧＧＣＧＧＣＣＣＣＣＧＧＡＧＣＧＣＣＧＧＣＧＧＣＴＧＴＣ
ＧＡＧＧＣＧＣＧＧＣＧＡＧＣＣＧＣＡＧＣＣＡＴＴＧＣＣＴＴＴＴＡＴＧＧＴＡＡＴＣ
ＧＴＧＣＧＡＧＡＧＧＧＣＧＣＡＧＧＧＡＣＴＴＣＣＴＴＴＧＴＣＣＣＡＡＡＴＣＴＧＴ
ＧＣＧＧＡＧＣＣＧＡＡＡＴＣＴＧＧＧＡＧＧＣＧＣＣＧＣＣＧＣＡＣＣＣＣＣＴＣＴＡ
ＧＣＧＧＧＣＧＣＧＧＧＧＣＧＡＡＧＣＧＧＴＧＣＧＧＣＧＣＣＧＧＣＡＧＧＡＡＧＧＡ
ＡＡＴＧＧＧＣＧＧＧＧＡＧＧＧＣＣＴＴＣＧＴＧＣＧＴＣＧＣＣＧＣＧＣＣＧＣＣＧＴ
ＣＣＣＣＴＴＣＴＣＣＣＴＣＴＣＣＡＧＣＣＴＣＧＧＧＧＣＴＧＴＣＣＧＣＧＧＧＧＧＧ
ＡＣＧＧＣＴＧＣＣＴＴＣＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＧＧＧＣＡＧＧＧＣＧＧＧＧＴＴＣＧＧ
ＣＴＴＣＴＧＧＣＧＴＧＴＧＡＣＣＧＧＣＧＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＣＴＣＴＧＣＴＡＡＣ
ＣＡＴＧＴＴＣＡＴＧＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＴＴＴＣＣＴＡＣＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＣＡ
ＡＣＧＴＧＣＴＧＧＴＴＡＴＴＧＴＧＣＴＧＴＣＴＣＡＴＣＡＴＴＴＴＧＧＣＡＡＡＧＡ
ＡＴＴＣＴＴＣＧＡＡＡＧＡＴＣＴＧＣＴＡＧＣＴＴＡＡＴＴＡＡＣＣＣＧＧＴＣＧＣＣ
ＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＡＣＣＧＧＧＧＴＧＧ
ＴＧＣＣＣＡＴＣＣＴＧＧＴＣＧＡＧＣＴＧＧＡＣＧＧＣＧＡＣＧＴＡＡＡＣＧＧＣＣＡ
ＣＡＡＧＴＴＣＡＧＣＧＴＧＴＣＣＧＧＣＧＡＧＧＧＣＧＡＧＧＧＣＧＡＴＧＣＣＡＣＣ
ＴＡＣＧＧＣＡＡＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＧＧＣＡ
ＡＧＣＴＧＣＣＣＧＴＧＣＣＣＴＧＧＣＣＣＡＣＣＣＴＣＧＴＧＡＣＣＡＣＣＣＴＧＡＣ
ＣＴＡＣＧＧＣＧＴＧＣＡＧＴＧＣＴＴＣＡＧＣＣＧＣＴＡＣＣＣＣＧＡＣＣＡＣＡＴＧ
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ＡＡＧＣＡＧＣＡＣＧＡＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＴＧＣＣＣＧＡＡＧＧＣＴ
ＡＣＧＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＧＣＡＡ
ＣＴＡＣＡＡＧＡＣＣＣＧＣＧＣＣＧＡＧＧＴＧＡＡＧＴＴＣＧＡＧＧＧＣＧＡＣＡＣＣ
ＣＴＧＧＴＧＡＡＣＣＧＣＡＴＣＧＡＧＣＴＧＡＡＧＧＧＣＡＴＣＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧ
ＡＧＧＡＣＧＧＣＡＡＣＡＴＣＣＴＧＧＧＧＣＡＣＡＡＧＣＴＧＧＡＧＴＡＣＡＡＣＴＡ
ＣＡＡＣＡＧＣＣＡＣＡＡＣＧＴＣＴＡＴＡＴＣＡＴＧＧＣＣＧＡＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧ
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