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本发明提供一种组合物和使用碱基编辑器

的方法，所述碱基编辑器包含多核苷酸可编程核

苷酸结合结构域以及结合指导多核苷酸的核碱

基编辑结构域。本发明还提供一种用于编辑靶核

苷酸序列的核碱基的碱基编辑器系统。
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1.一种与一种或多种指导多核苷酸复合的碱基编辑器于制备用于编辑包含与α‑1抗胰

蛋白酶缺乏症(A1AD)相关的单核苷酸多态性(SNP)的SERPINA1多核苷酸的药物的用途，所

述药物与所述SERPINA1多核苷酸接触，其中所述碱基编辑器包含对具有核酸序列5’‑NGC‑

3’的原间隔物相邻基序(PAM)具有特异性的脓性链球菌Cas9内切酶的多核苷酸可编程DNA

结合结构域、由MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMAL

RQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILAD

ECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD氨基酸序列所组成的野生型TadA腺苷脱氨酶结构域和由

SEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLID

ATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPR

QVFNAQKKAQSSTD氨基酸序列所组成的TadA*7.10腺苷脱氨酶结构域，其中一种或多种所述

指导多核苷酸靶向所述碱基编辑器，以造成SERPINA1多核苷酸的A·T至G·C改变，其中所

述一种或多种指导多核苷酸的间隔物由选自由以下所组成的组的核苷酸序列所组成：

ACCAUCGACAAGAAAGGGACUGA；

CAUCGACAAGAAAGGGACUGA；

AUCGACAAGAAAGGGACUGA；

UCGACAAGAAAGGGACUGA；和

CGACAAGAAAGGGACUGA；

其中所述与A1AD相关的SNP导致在氨基酸位置342具有赖氨酸的α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)

多肽的表达，以及其中所述A·T至G·C改变导致在氨基酸位置341包含甘氨酸的A1AT多肽

的表达。

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述接触是在细胞中。

3.根据权利要求2所述的用途，其中所述细胞是体内或离体的。

4.根据权利要求1所述的用途，其中所述一种或多种指导多核苷酸的支架由以下核苷

酸序列所组成：5’‑GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG  UUAUCAACUUGAAAAAG

UGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’。

5.一种通过引入以下(i)和(ii)至细胞或其祖细胞而产生的细胞：

(i)碱基编辑器或编码所述碱基编辑器的多核苷酸，其中所述碱基编辑器包含对具有

核酸序列5’‑NGC‑3’的原间隔物相邻基序(PAM)具有特异性的脓性链球菌Cas9内切酶的多

核苷酸可编程DNA结合结构域、由MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRP

IGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHP

GMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD氨基酸序列所组成的野生型TadA腺苷脱

氨酶结构域和由SEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMAL

RQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILAD

ECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD氨基酸序列所组成的TadA*7.10腺苷脱氨酶结构域；以及

(ii)一种或多种指导多核苷酸，其靶向碱基编辑器，以造成包含与A1AD相关的SNP的

SERPINA1多核苷酸的A·T至G·C改变，其中所述一种或多种指导多核苷酸的间隔物由选自

由以下所组成的组的核苷酸序列所组成：

ACCAUCGACAAGAAAGGGACUGA；

CAUCGACAAGAAAGGGACUGA；
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AUCGACAAGAAAGGGACUGA；

UCGACAAGAAAGGGACUGA；和

CGACAAGAAAGGGACUGA；

其中所述与A1AD相关的SNP导致在氨基酸位置342具有赖氨酸的α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)

多肽的表达，以及其中所述A·T至G·C改变导致在氨基酸位置341包含甘氨酸的A1AT多肽

的表达。

6.根据权利要求5所述的细胞，其中所述产生的细胞是肝细胞。

7.根据权利要求5或权利要求6所述的细胞，其中所述细胞是肝细胞。

8.根据权利要求5或权利要求6所述的细胞，其中所述细胞的祖细胞是诱导性多能干细

胞。

9.根据权利要求6所述的细胞，其中所述肝细胞表达A1AT多肽。

10.根据权利要求5或权利要求6所述的细胞，其中所述细胞来自患有AlAD的受试者。

11.根据权利要求5或权利要求6所述的细胞，其中所述细胞是哺乳动物细胞。

12.根据权利要求5或权利要求6所述的细胞，其中所述细胞被选择用于所述与A1AD相

关的SNP的所述A·T至G·C改变。

13.根据权利要求5所述的细胞，其中所述一种或多种指导多核苷酸的支架由以下核苷

酸序列所组成：5’‑GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG  UUAUCAACUUGAAAAAG

UGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’。

14.根据权利要求5或权利要求6所述的细胞，其中所述碱基编辑器和所述一种或多种

指导多核苷酸在所述细胞中形成复合物。

15.一种根据权利要求5至14中任一项所述的细胞于制备用于对有此需要的受试者治

疗A1AD的药物的用途，其中所述受试者表达在氨基酸位置342具有赖氨酸突变的A1AT多肽。

16.根据权利要求15所述的用途，其中所述细胞对于所述受试者是自体的，同种异体的

或异种的。

17.一种分离细胞或细胞群，其从权利要求5至14中任一项所述的细胞繁殖或扩增。

18.一种碱基编辑器或编码所述碱基编辑器的多核苷酸以及一种或多种靶向碱基编辑

器的指导多核苷酸于制备用于对受试者治疗A1AD的药物的用途，其中所述受试者表达在氨

基酸位置342具有赖氨酸突变的A1AT多肽，

其中所述碱基编辑器包含对具有核酸序列5’‑NGC‑3’的原间隔物相邻基序(PAM)具有

特异性的脓性链球菌Cas9内切酶的多核苷酸可编程DNA结合结构域、由MSEVEFSHEYWMRHAL

TLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAG

AMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD氨

基酸序列所组成的野生型TadA腺苷脱氨酶结构域和由SEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVG

AVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVR

NAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD氨基酸序列所组成

的TadA*7.10腺苷脱氨酶结构域；以及

其中所述指导多核苷酸靶向碱基编辑器，以造成包含与A1AD相关的SNP的SERPINA1多

核苷酸的A·T至G·C改变，其中所述一种或多种指导多核苷酸的间隔物由选自由以下所组

成的组的核苷酸序列所组成：
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ACCAUCGACAAGAAAGGGACUGA；

CAUCGACAAGAAAGGGACUGA；

AUCGACAAGAAAGGGACUGA；

UCGACAAGAAAGGGACUGA；和

CGACAAGAAAGGGACUGA；

其中所述与A1AD相关的SNP导致在氨基酸位置342具有赖氨酸的α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)

多肽的表达，以及其中所述A·T至G·C改变导致在氨基酸位置341包含甘氨酸的A1AT多肽

的表达。

19.根据权利要求18所述的用途，其中所述受试者是哺乳动物。

20.根据权利要求18或权利要求19所述的用途，其中所述药物递送至所述受试者的细

胞。

21.根据权利要求20所述的用途，其中所述细胞是肝细胞。

22.根据权利要求20所述的用途，其中所述细胞是肝细胞的祖细胞。

23.根据权利要求18所述的用途，其中所述一种或多种指导多核苷酸的支架由以下核

苷酸序列所组成：5’‑GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG  UUAUCAACUUGAAAA

AGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’。

24.一种产生肝细胞的方法，所述方法包括：

(a)将包含SERPINA1多核苷酸的诱导性多能干细胞或肝细胞祖细胞引入以下(i)和

(ii)，所述SERPINA1多核苷酸包含与A1AD相关的SNP，

(i)碱基编辑器或编码所述碱基编辑器的多核苷酸，其中所述碱基编辑器包含对具有

核酸序列5’‑NGC‑3’的原间隔物相邻基序(PAM)具有特异性的脓性链球菌Cas9内切酶的多

核苷酸可编程核苷酸结合结构域、由MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGW

NRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVL

HHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD氨基酸序列所组成的野生型TadA腺

苷脱氨酶结构域和由SEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAE

IMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEG

ILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD氨基酸序列所组成的TadA*7.10腺苷脱氨酶结构域；

以及

(ii)一种或多种指导多核苷酸，其中所述一种或多种指导多核苷酸靶向碱基编辑器，

以造成所述SERPINA1多核苷酸的A·T至G·C改变，其中所述一种或多种指导多核苷酸的间

隔物由选自由以下所组成的组的核苷酸序列所组成：

ACCAUCGACAAGAAAGGGACUGA；

CAUCGACAAGAAAGGGACUGA；

AUCGACAAGAAAGGGACUGA；

UCGACAAGAAAGGGACUGA；和

CGACAAGAAAGGGACUGA；

其中所述与A1AD相关的SNP导致在氨基酸位置342具有赖氨酸的α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)

多肽的表达，以及其中所述A·T至G·C改变导致在氨基酸位置341包含甘氨酸的A1AT多肽

的表达；以及
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(b)将诱导性多能干细胞或肝细胞祖细胞分化为肝细胞。

25.根据权利要求24所述的方法，其中所述肝细胞祖细胞获自患有A1AD的受试者。

26.根据权利要求24或权利要求25所述的方法，其中所述肝细胞或肝细胞祖细胞是哺

乳动物细胞或人类细胞。

27.根据权利要求24或权利要求25所述的方法，其中所述细胞被选择用于与A1AD相关

的SNP的A·T至G·C改变。

28.根据权利要求24所述的方法，其中所述一种或多种指导多核苷酸的支架由以下核

苷酸序列所组成：5’‑GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG  UUAUCAACUUGAAAA

AGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’。

29.根据权利要求24或权利要求25所述的方法，其中所述碱基编辑器和所述一种或多

种指导多核苷酸在所述细胞中形成复合物。
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利用可编程碱基编辑器系统编辑单核苷酸多态性的方法

[0001] 相关申请

[0002] 本申请主张2018年5月11日提交的美国临时申请号62/670,588，2018年12月17日

提交的美国临时申请号62/780,838和2019年3月13日提交的美国临时申请62/817,986的优

先权和利益，其整体内容通过引用并入本文。

背景技术

[0003] 对于大多数已知的遗传疾病，研究或解决疾病的根本原因，需要校正目标基因座

中的点突变，而不是基因的随机破坏。当前的基因组编辑技术利用规律间隔成簇短回文重

复序列(clustered  regularly  interspaced  short  palindromic  repeat，CRISPR)系统在

目标基因座处引入双链DNA断裂，作为基因校正的第一步。为响应双链DNA断裂，细胞DNA修

复过程通常会通过非同源末端连接(non‑homologous  end  joining，NHEJ)导致DNA切割位

点的随机插入或缺失(插入缺失，Indels)。尽管大多数遗传疾病是由点突变引起的，但当前

的点突变校正方法效率低下，通常会在靶基因座上引起大量的随机插入和缺失(Indels)，

这是由于细胞对dsDNA断裂的反应所致。因此，需要一种改进形式的基因组编辑，其更有效

且具有更少的副产物，例如随机插入或缺失(Indels)或易位。

[0004] α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)是一种遗传疾病，其中编码α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)蛋

白的SERPINA1基因中的致病性突变导致患有所述疾病的个体减少蛋白质产生。A1AT是嗜中

性粒细胞弹性蛋白酶特别好的抑制剂，可保护肺等组织器官免受弹性蛋白降解。因此，具有

A1AD的患者的肺中的弹性蛋白更容易被嗜中性粒细胞弹性蛋白酶降解，且随着时间的流

逝，肺弹性的流失发展成慢性阻塞性肺疾病(COPD)。在健康个体中，A1AT是由肝脏中的肝细

胞生成，并分泌到全身循环中，在所述循环中所述蛋白质起蛋白酶抑制剂的作用。

[0005] 最常见的致病性A1AT变异是SERPINA1基因中的鸟嘌呤至腺嘌呤(G→A)突变，导致

A1AT蛋白第342位氨基酸被谷氨酸取代为赖氨酸。此种取代导致蛋白质在肝细胞内错误折

叠并聚合，最终，有毒聚集体可导致肝损伤和肝硬化。尽管可能通过基因敲除(CRISPR/ZFN/

TALEN)或基因敲除(siRNA)解决肝脏毒性，但这些方法均未解决肺部病理学问题。尽管肺部

病理可以用蛋白质替代疗法解决，但此种疗法无法解决肝脏毒性。基因治疗也不足以解决

A1AT基因缺陷。由于A1AD患者的肝脏已经处于由内源性A1AT聚集引起的严重疾病负担中，

因此增加肝脏中A1AT的基因治疗会适得其反。因此，需要一种治疗患有A1AD的患者的方法，

其同时解决所述疾病伴随的肺病理学和肝毒性。

[0006] 参考文献援引

[0007] 本申请说明书中提到的所有出版、专利和专利申请都以相同的程度通过引用并入

本文，如同明确地和独立地指出个别独立的出版物、专利或专利申请通过引用并入。除非另

有说明，否则本说明书中提及的出版物、专利和专利申请通过引用整体并入本文。

发明内容

[0008] 如本文所述，本发明提供一种使用可编程核碱基编辑器精确校正与疾病或病症相
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关的蛋白质中的病原性氨基酸的组合物和方法。在一个特定方面，所述组合物和方法可用

于治疗α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)。在一个实施方案中，所述用于治疗A1AD的组合物和方

法是利用腺苷(A)碱基编辑器(ABE‑(NGC变体))来精确地校正内源SERPINA1基因中的有害

的单核苷酸多态性(SNP)。在一个实施方案中，所述组合物和方法校正有害突变E342K，其影

响编码的α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)蛋白的活性和功能。此种校正同时消除肝脏中的致病蛋白

负担，并恢复了肺部功能蛋白。

[0009] 在一方面，本发明提供一种编辑包含与α1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)相关的单核苷

酸多态性(SNP)的SERPINA1多核苷酸的方法，其中所述方法包括使SERPINA1多核苷酸与碱

基编辑器接触，所述碱基编辑器与一种或多种指导多核苷酸复合，其中碱基编辑器包含一

个多核苷酸可编程的DNA结合结构域和一个腺苷脱氨酶结构域，且其中一种或多种指导多

核苷酸靶向所述碱基编辑器，从而使与A1AD相关的SERPINA1基因中的SNP的A·T到G·C改

变。在一个实施方案中，所述方法包括接触细胞，例如真核细胞、哺乳动物细胞或人类细胞。

在另一个实施方案中，细胞是体内或离体的。

[0010] 在另一方面，本发明的特征在于一种细胞，所述细胞是通过将碱基编辑器、编码所

述碱基编辑器的多核苷酸引入细胞或其祖细胞中而产生的，其中所述碱基编辑器包含多核

苷酸可编程DNA结合域和腺苷脱氨酶域。以及靶向所述碱基编辑器的一种或多种指导多核

苷酸，以造成与A1AD相关的基因(例如SERPINA1基因)中SNP的A·T到G·C改变。在一实施方

案中，产生的细胞是肝细胞。在另一个实施方案中，所述细胞或其祖细胞是诱导性多能干细

胞或肝细胞。在另一个实施方案中，肝细胞表达A1AT多肽。在另一个实施方案中，细胞来自

患有AlAD的受试者。在另一个实施方案中，细胞是哺乳动物细胞或人细胞。

[0011] 在另一方面，本发明的特征在于一种在受试者中治疗A1AD的方法，所述方法包括

对有此需要的受试者施用如以上描述的方面和实施方案中所述的细胞。在一实施方案中，

细胞对于受试者是自体的或同种异体的或异种的。

[0012] 在另一方面，本发明的特征在于从任何上述方面的细胞繁殖或扩增的分离的细胞

或细胞群。

[0013] 在另一方面，本发明的特征在于一种对受试者治疗A1AD的方法，其中所述方法包

括对有此需要的受试者施用碱基编辑器或编码所述碱基编辑器的多核苷酸，其中所述碱基

编辑器包含多核苷酸可编程的DNA结合域和腺苷脱氨酶域；以及靶向所述碱基编辑器的一

种或多种指导多核苷酸，以造成与A1AD相关的基因(例如SERPINA1基因)中SNP的A·T到G·

C改变。在一个实施方案中，受试者是哺乳动物或人类。在另一个实施方案中，所述方法涉及

将碱基编辑器或编码碱基编辑器的多核苷酸以及一种或多种指导多核苷酸递送至受试者

的细胞。在另一个实施方案中，细胞是肝细胞。在另一个实施方案中，细胞是肝细胞的祖细

胞。在另一个实施方案中，肝细胞表达一含有突变的A1AT多肽。

[0014] 在另一方面，本发明的特征在于一种生产肝细胞或其祖细胞的方法，其中所述方

法涉及(a)引入与A1AD相关的基因(例如SERPINA1基因)中含有SNP的诱导型多能干细胞或

肝细胞祖细胞、碱基编辑器或编码碱基编辑器的多核苷酸，其中所述碱基编辑器包含多核

苷酸可编程核苷酸结合结构域和腺苷脱氨酶结构域；以及一种或多种指导多核苷酸，其中

所述一种或多种指导多核苷酸靶向碱基编辑器以造成与A1AD相关的SNP的A·T至G·C改

变；(b)将诱导性多能干细胞或肝细胞祖细胞分化为肝细胞。在一实施方案中，所述方法涉
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及将诱导性多能干细胞分化为肝细胞或其祖细胞。在另一个实施方案中，诱导性多能干细

胞包含E342K突变。在另一个实施方案中，肝细胞祖细胞获自患有A1AD的受试者。在另一个

实施方案中，肝细胞或肝细胞祖细胞是哺乳动物细胞或人细胞。

[0015] 在另一个方面，碱基编辑器(BE)中所描述的组合物和方法中使用包括包含氨基酸

序列的多肽：(i)：

[0016] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALL

FDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAY

HEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINAS

GVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLA

QIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSK

NGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPF

LKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVL

PKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVE

DRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWG

RLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG

ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLY

LYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLN

AKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVS

DFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYS

NIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNS

DKLIARKKDWDPKKYGGFmqPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKK

DLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAkfLQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDE

IIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPrAFKYFDTTIaRKeYrSTKEVLD

ATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDEGADKRTADGSEFESPKKKRK；以及(ii)腺苷脱氨酶结构域。

[0017] 在另一方面，本发明的特征在于一种指导RNA(gRNA)，其包含以下核酸序列：

[0018] 5’‑GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCAC

CGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[0019] 5’‑ACCAUCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAUAGAGAGUAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[0020] 5’‑CCAUCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[0021] 5’‑CAUCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGGAGAGUAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[0022] 5’‑AUCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
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UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[0023] 5’‑UCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGGUGAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA

UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；以及

[0024] 5’‑CGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGGUGAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU

CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’。

[0025] 在另一方面，本发明的特征在于蛋白质核酸复合物，其包含本文所述的前述方面

或实施方案中任一项的碱基编辑器和指导RNA。

[0026] 在本文所述的本发明的上述方面或任何其他方面的各个实施方案中，于所述与

A1AD相关的SNP处的A·T至G·C改变将A1AT多肽中的赖氨酸改变为谷氨酸。在以上描述的

方面或本文描述的本发明的任何其他方面的各个实施方案中，与A1AD相关的SNP导致表达

在氨基酸位置342处具有赖氨酸的A1AT多肽。在另一个实施方案中，碱基编辑器的校正是以

谷氨酸替换与A1AD相关的A1AT多肽的位置342处的赖氨酸。在以上描述的本发明的上述方

面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，多核苷酸可编程DNA结合结构域是修饰的

化脓链球菌Cas9(SpCas9)或其变体。

[0027] 在以上描述的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，多

核苷酸可编程DNA结合结构域包含具有改变的原间隔物相邻基序(PAM)特异性的修饰的

SpCas9。在上述方面或本文所述的本发明的任何其他方面的各种实施方案中，修饰的

SpCas9对核酸序列5’‑AGC‑3’具有特异性。在本文所述的本发明的上述方面或任何其他方

面的各个实施方案中，修饰的SpCas9包含氨基酸取代D1332A和D1135M、S1136Q、G1218K、

E1219F、D1332A、R1335E和T1337R中的一个或多个，或相应的氨基酸其替代。在以上描述的

本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，多核苷酸可编程DNA结合

结构域包含SpCas9的变体，其具有改变的原间隔物相邻基序(PAM)特异性。在本文描述的上

述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，SpCas9的变体对核酸序列5’‑NGC‑3’

具有特异性。在本文所述的本发明的上述方面或任何其他方面的各种实施方案中，修饰的

SpCas9包含氨基酸取代D1135M、S1136Q、G1218K、E1219F、A1322R、D1332A、R1335E和T1337R，

或其相应的氨基酸取代。在本文描述的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案

中，多核苷酸可编程DNA结合结构域是核酸酶失活或切口酶变体。在以上描述的本发明的上

述方面或本发明的任何其他方面的各个实施方案中，切口酶变体包含氨基酸取代D10A或其

相应的氨基酸取代。在以上描述的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施

方案中，腺苷脱氨酶结构域能够使脱氧核糖核酸(DNA)中的腺苷脱氨。在本文所述的本发明

的上述方面或任何其他方面的各个实施方案中，腺苷脱氨酶是自然界中不存在的修饰的腺

苷脱氨酶。在本文所述的本发明的上述方面或任何其他方面的各种实施方案中，腺苷脱氨

酶是TadA脱氨酶(例如，TadA*7.10)。在本文所述的本发明的上述方面或任何其他方面的各

个实施方案中，一种或多种指导RNA包含CRISPR  RNA(crRNA)和反式编码的小RNA

(tracrRNA)，其中crRNA包含与SERPINA1核酸序列互补的核酸序列，其中SERPINA1核酸序列

包含与A1AD相关的SNP。在上述方面的各个实施方案中，碱基编辑器与单链指导RNA(sgRNA)

复合，所述单链指导RNA(sgRNA)包含与SERPINA1核酸序列互补的核酸序列，其中SERPINA1

核酸序列包含与A1AD相关的SNP。

[0028] 在另一方面，本文提供一种用于校正基因中的致病性单核苷酸多态性(SNP)的碱
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基编辑器系统，其中所述碱基编辑器系统包括(a)碱基编辑器，其包括：(i)多核苷酸可编程

DNA结合域，以及(ii)能够使病原性SNP或其互补核碱基脱氨的脱氨酶域；(b)与多核苷酸可

编程的DNA结合结构域结合的指导多核苷酸，其中所述指导多核苷酸将碱基编辑器靶向至

靶多核苷酸序列，所述靶多核苷酸序列的至少一部分位于所述基因或其反向互补序列中；

其中使病原体SNP或其互补核碱基脱氨基导致病原体SNP转化为其野生型等位基因，从而校

正病原性突变，例如本文表3A和3B中所列。

[0029] 在另一方面，本文提供一种用于校正基因中的致病性单核苷酸多态性(SNP)的方

法，其中所述方法包括：与靶核苷酸序列接触，所述靶核苷酸序列的至少一部分位于所述基

因或其反向互补序列中，其碱基编辑器包含：(i)多核苷酸可编程的DNA结合结构域，与将碱

基编辑器靶向目标多核苷酸序列的指导多核苷酸结合，其至少一部分位于基因或其反向互

补序列中(ii)能够使病原性SNP或其互补核碱基脱氨的脱氨酶域；以及通过在将碱基编辑

器靶向靶核苷酸序列后使病原性SNP或其互补核碱基脱氨来编辑病原性SNP，其中使病原性

SNP或其互补核碱基脱氨导致病原性SNP转化为其野生型等位基因，从而校正病原性突变，

例如本文表3A或表3B中所列。

[0030] 在另一方面，本文提供一种通过校正基因中的致病性单核苷酸多态性(SNP)来治

疗受试者的遗传疾病的方法，其中所述方法包括将碱基编辑器或编码所述碱基编辑器的多

核苷酸施用于有此需要的受试者，其中所述碱基编辑器包含：(i)多核苷酸可编程的DNA结

合结构域，和(ii)能够使病原性SNP或其补体核碱基脱氨基的脱氨酶结构域；给予所述对象

的指导多核苷酸，其中所述指导多核苷酸将所述碱基编辑器靶向靶核苷酸序列，所述靶核

苷酸序列的至少一部分位于所述基因或其反向互补序列中；以及通过在将碱基编辑器靶向

靶核苷酸序列后使病原性SNP或其互补核碱基脱氨来编辑病原性SNP，其中使病原性SNP或

其互补核碱基脱氨导致病原性SNP转化为其野生型等位基因，从而校正表3A或3B中列出的

致病突变，并治疗遗传性疾病。

[0031] 本文提供一种通过校正细胞、组织或器官的基因中的致病性单核苷酸多态性

(SNP)来产生用于治疗有此需要的受试者的遗传性疾病的细胞、组织或器官的方法，其中所

述方法包括：使细胞、组织或器官与碱基编辑器接触，其中所述碱基编辑器包括：(i)多核苷

酸可编程的DNA结合结构域，和(ii)能够使病原性SNP或其互补核碱基脱氨的脱氨酶结构

域；以及使细胞、组织或器官与指导多核苷酸接触，其中所述指导多核苷酸将碱基编辑器靶

向至靶核苷酸序列，所述靶核苷酸序列的至少一部分位于所述基因或其反向互补序列中；

以及通过在将碱基编辑器靶向靶核苷酸序列后使病原性SNP或其互补核碱基脱氨来编辑病

原性SNP，其中使病原性SNP或其互补核碱基脱氨导致病原性SNP转化为其野生型等位基因，

从而校正诸如表3A或3B所列的致病突变，并产生用于治疗遗传疾病的细胞、组织或器官。在

一些实施方案中，所述方法进一步包括将细胞、组织或器官施用给受试者。在一些实施方案

中，细胞、组织或器官对于受试者是自体的。在一些实施方案中，细胞、组织或器官对受试者

是同种异体的。在一些实施方案中，细胞、组织或器官对受试者是异种的

[0032] 在一些实施方案中，致病性SNP与斯特格病变(Stargardt  disease)相关；任选地，

致病性SNP在ABCA4基因中；以及，任选地，病原性突变包括A1038V、L541P、G1961E或其组合。

在一些实施方案中，致病性SNP与弹性假性黄瘤相关。任选地，致病性SNP在ABCC6基因中；以

及，任选地，病原突变包括R1141*。在一些实施方案中，致病性SNP与中链酰基辅酶A脱氢酶
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缺乏症相关；任选地，致病性SNP在ACADM基因中；以及，任选地，病原性突变包括K329E。在一

些实施方案中，致病性SNP与严重的联合免疫缺陷相关；任选地，所述致病性SNP在ADA基因

中；以及，任选地，病原性突变包括G216R、Q3*或其组合。

[0033] 在一些实施方案中，致病性SNP与原发性低血尿症有关。任选地，所述致病性SNP在

AGXT基因中；以及，任选地，病原性突变包括G170R。在一些实施方案中，致病性SNP与常染色

体隐性遗传性高胆固醇血症有关；任选地，所述致病性SNP在ARH基因中；以及，任选地，致病

突变包括Q136*。在一些实施方案中，致病性SNP与异染色质的白细胞营养不良相关。任选

地，所述病原性SNP在ARSA基因中；以及，任选地，致病性突变包含P426L、c.459+1G>A或其组

合。在一些实施方案中，致病性SNP与马特鲁兹‑拉米综合征(Marteauz‑Lamy  Syndrome，

MSPVI)相关；任选地，所述致病性SNP在ARSB基因中；以及，任选地，致病突变包括Y210C。在

一些实施方案中，致病性SNP与I型瓜氨酸血症相关；例如，I型瓜氨酸血症。任选地，所述致

病性SNP在ASS基因中；以及，任选地，致病突变包括G390R。在一些实施方案中，致病性SNP与

Darier氏病有关。任选地，所述致病性SNP在ATP2A2基因中；以及，任选地，致病突变包括

N767S。

[0034] 在一些实施方案中，致病性SNP与经典高半胱氨酸尿症相关；任选地，所述致病性

SNP在CBS基因中；任选地，致病突变包括G307S、T191M或其组合。在一些实施方案中，致病性

SNP与囊性纤维化有关；任选地，所述致病性SNP在CFTR基因中；任选地，致病突变包括

G551D、W1282*、R553*、R117H或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与脉络膜增生症相

关；任选地，所述致病性SNP在CHM基因中；以及，任选地，致病突变包括R293*、R270*、A117A

或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与神经元类脂褐质沉积病(Neuronal  ceroid 

lipofuscinosis，NCL)相关。任选地，所述致病性SNP在CLN2基因中；以及，任选地，致病突变

包括R208*。在一些实施方案中，致病性SNP与常染色体显性遗传性聋相关；任选地，所述病

原性SNP在COCH基因中；以及，任选地，致病突变包括G88E。在一些实施方案中，致病性SNP与

肉碱棕榈酰转移酶II缺乏症相关；任选地，所述致病性SNP在CPT2基因中；以及，任选地，致

病突变包括S113L。

[0035] 在一些实施方案中，致病性SNP与胱氨酸病有关。任选地，所述致病性SNP在CTNS基

因中；以及，任选地，致病突变包括W138*。在一些实施方案中，病原性SNP与常染色体隐性遗

传性耳聋有关；任选地，所述致病性SNP在CX30基因中；以及，任选地，致病突变包括T5M。在

一些实施方案中，病原性SNP与常染色体隐性遗传性耳聋有关；任选地，所述病原性SNP在

DFNB59基因中；以及，任选地，病原性突变包括R183W。在一些实施方案中，致病性SNP与分离

的丙种球蛋白血症相关；任选地，致病性SNP在E47基因中；病原性突变包括E555K。在一些实

施方案中，致病性SNP与先天性因子XI缺乏症相关；任选地，所述致病性SNP在F11基因中；以

及，任选地，病原性突变包括E117*、F283L或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与先天

性因子V缺乏症相关；任选地，病原性SNP在F5基因中；以及，任选地，病原性突变包括R506Q、

R534Q或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与先天性因子VII缺乏症相关；任选地，致病

性SNP在F7基因中；以及，任选地，病原性突变包括A294V、C310F、R304Q、Q100R或其组合。

[0036] 在一些实施方案中，致病性SNP与A型血友病A相关；任选地，致病性SNP在F8基因

中；以及，任选地，病原性突变包括R2169H、R1985Q、R2178C、R550C或其组合。在一些实施方

案中，病原性SNP与B型血友病B有关；任选地，病原性SNP在F9基因中；以及，任选地，病原性
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突变包括T342M、R294Q、R43Q、R191H、G106S、A279T、R75*、R294*、R379Q或其组合。在一些实

施方案中，致病性SNP与1型酪氨酸血症相关；任选地，所述致病性SNP在FAH基因中；以及，任

选地，病原性突变包括P261L。在一些实施方案中，致病性SNP与常染色体显性低磷酸盐血症

性病相关；任选地，所述病原性SNP在FGF23基因中；以及，任选地，病原性突变包括R176Q。

[0037] 在一些实施方案中，致病性SNP与冯吉尔克病(von  Gierke  disease)有关；任选

地，所述致病性SNP在G6PC基因中；以及，任选地，病原突变包括Q347*。在一些实施方案中，

致病性SNP与地中海G6PD缺乏有关；任选地，致病性SNP在G6PD基因中；以及，任选地，病原性

突变包括S188D。在一些实施方案中，病原性SNP与莫尔基奥综合症(MPSIVA)相关；任选地，

所述致病性SNP在GALNS基因中；以及，任选地，病原性突变包括R386C。在一些实施方案中，

致病性SNP与经典半乳糖血症相关；任选地，致病性SNP在GALT基因中；以及，任选地，病原性

突变包括Q188R。

[0038] 在一些实施方案中，致病性SNP与高雪氏(Gaucher)症相关；任选地，所述病原性

SNP在GBA基因中；以及，任选地，病原性突变包括N370S、L444P或其组合。在一些实施方案

中，致病性SNP与戊二酰辅酶A脱氢酶缺乏有关；任选地，所述致病性SNP在GCDH基因中；以

及，任选地，病原性突变包括R138G、M263V、R402W或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP

与甘氨酸脑病有关；任选地，所述病原性SNP在GLDC基因中；以及，任选地，病原性突变包括

A389V、G771R、T269M或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与锥状‑杆状细胞营养不良有

关；任选地，致病性SNP在GUCY2D基因中；以及，任选地，病原性突变包括R838C。在一些实施

方案中，致病性SNP与Sly综合征(MPSVII)相关；可选地，所述致病性SNP在GUSB基因中；以

及，任选地，病原性突变包括L175F。

[0039] 在一些实施方案中，致病性SNP与镰状细胞病有关；任选地，所述病原性SNP在HBB

基因中；以及，任选地，病原突变包括E26K；E7K；c.‑138C>T；IVS2，654C>T；或其组合。在一些

实施方案中，致病性SNP与间歇性紫质症相关；任选地，所述致病性SNP在HMBS基因中；以及，

任选地，病原性突变包括R173W。在一些实施方案中，致病性SNP与莱希‑尼亨症候群(Lesch‑

Nyhan  syndrome)相关；任选地，所述致病性SNP在HPRT1基因中；以及，任选地，病原性突变

包括R51*、R170*或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与亨特综合征相关；任选地，病原

性SNP在IDS基因中；以及，任选地，病原性突变包括R88C、G374G或其组合。在一些实施方案

中，致病性SNP与贺勒氏症(Hurler)(MPS1)相关。任选地，病原性SNP在IDUA基因中；以及，任

选地，病原突变包括Q70*。

[0040] 在一些实施方案中，致病性SNP与视网膜色素病变相关；任选地，所述致病性SNP在

IMPDH1基因中；以及，任选地，病原性突变包括D226N。在某些实施方案中，致病性SNP与安德

森氏症候群(Andersen‑Tawil  syndrome)有关；任选地，所述病原性SNP在KCNJ2基因中；以

及，任选地，病原性突变包括R218W。在一些实施方案中，致病性SNP与Meesmann上皮角膜营

养不良有关；因此，SNP与Meesmann上皮角膜营养不良有关。任选地，所述病原性SNP在KRT12

基因中；以及，任选地，病原性突变包括L132P。在一些实施方案中，致病性SNP与帕金森氏症

(Parkinson's  disease)相关；任选地，所述致病性SNP在LRRK2基因中；以及，任选地，病原

性突变包括G2109S。在一些实施方案中，致病性SNP与雷特氏症(Rett  syndrome)有关；任选

地，所述致病性SNP在MECP2基因中；以及，任选地，病原性突变包括R106W、R133C、R306C、

R168*、R255*或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与圣菲利柏氏症B型(Sanfilippo 
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Syndrome  B，MPSIIIB)有关；任选地，病原性SNP在NAGLU基因中；以及，任选地，病原性突变

包括R297*、Y140C或其组合。

[0041] 在一些实施方案中，病原性SNP与CADASIL综合征相关；任选地，病原性SNP在

NOTCH3基因中；以及，任选地，病原性突变包括R90C、R141C或其组合。在一些实施方案中，致

病性SNP与蓝锥单色性相关；任选地，所述致病性SNP在OPN1LW基因中；以及，任选地，病原性

突变包括C203R。在一些实施方案中，致病性SNP与苯丙酮尿症有关；任选地，所述病原性SNP

在PAH基因中；以及，任选地，病原性突变包括R408W、I65T、R261Q、IVS10‑11G>A或其组合。在

一些实施方案中，致病性SNP与尤塞氏综合症1F型(Usher  syndrome  type  1F)相关；任选

地，致病性SNP在PCDH15基因中；以及，任选地，病原性突变包括R245*。在一些实施方案中，

致病性SNP与视网膜色素病变相关；任选地，病原性SNP在PDE6A基因中；以及，任选地，病原

性突变包括V685M、D670G或其组合。

[0042] 在一些实施方案中，致病性SNP与Pendred氏综合症相关；任选地，所述病原性SNP

在PDS基因中；以及，任选地，病原性突变包括L236P；c.1001+1G>A；IVS8，+1G>A或其组合。在

一些实施方案中，病原性SNP与异位型紫质症(Variegate  porphyria)相关；任选地，所述致

病性SNP在PPOX基因中；以及，任选地，病原突变包括R59W。在一些实施方案中，病原性SNP与

1型神经元类脂褐质沉积病有关；任选地，病原性SNP在PPT1基因中；以及，任选地，病原性突

变包括R151*。在一些实施方案中，致病性SNP与库贾氏病(Creutzfeldt‑Jakob  Disease，

CJD)有关；任选地，所述致病性SNP在PRNP基因中；以及，任选地，病原性突变包括M129V、

P102L、D178N或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与视网膜色素病变相关；任选地，所

述病原性SNP在PRPF3基因中；以及，任选地，病原性突变包括T494M。在一些实施方案中，致

病性SNP与视网膜色素病变相关；任选地，致病性SNP在PRPF8基因中；以及，任选地，病原性

突变包括H2309R。

[0043] 在一些实施方案中，致病性SNP与遗传性慢性胰腺炎相关；任选地，病原性SNP在

PRSS1基因中；以及，任选地，病原突变包括R122H。在一些实施方案中，致病性SNP与视网膜

色素病变相关；任选地，所述致病性SNP在RHO基因中；以及，任选地，病原性突变包括P347L、

D190N或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与视网膜色素病变相关；任选地，所述致病

性SNP在RP1基因中；以及，任选地，病原性突变包括R667*。在一些实施方案中，致病性SNP与

2型莱伯氏先天性黑蒙症有关；任选地，致病性SNP在RPE65基因中；以及，任选地，病原性突

变包括R44*；IVS1，G‑A，+5；或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与戴布氏贫血

(Diamond‑Blackfan  anaemia)有关；任选地，所述致病性SNP在RPS19基因中；以及，任选地，

病原突变包括R62Q。

[0044] 在一些实施方案中，致病性SNP与X‑连接的视网膜骨分裂症相关；任选地，所述病

原性SNP在视黄醛毒素(RS1)基因中；以及，任选地，病原性突变包括R102W、R141C或其组合。

在一些实施方案中，致病性SNP与A1AD相关；任选地，致病性SNP在SERPINA1基因中；以及，任

选地，病原性突变包括E342K、R48C(R79C)或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP与圣菲

利柏氏症A型(Sanfilippo  Syndrome  A，MPSIIIA)相关；任选地，所述致病性SNP在SGSH基因

中；以及，任选地，病原性突变包括R74C。在一些实施方案中，致病性SNP与A型尼曼匹克症

(Niemann‑Pick  disease  type  A)相关；任选地，所述致病性SNP在SMPD1基因中；以及，任选

地，病原性突变包括L302P。
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[0045] 在一些实施方案中，致病性SNP与常染色体显性帕金森氏病有关；任选地，病原性

SNP在SNCA基因中；以及，任选地，病原突变包括A53T。在一些实施方案中，致病性SNP与家族

性肌萎缩性侧索硬化症(ALS)有关。任选地，所述病原性SNP在超氧化物歧化酶1(SOD1)基因

中；以及，任选地，病原性突变包括A4V、H46R、G37R或其组合。在一些实施方案中，致病性SNP

与常染色体显性遗传性聋相关；任选地，致病性SNP在TECTA基因中；以及，任选地，病原性突

变包括Y1870C。在一些实施方案中，病原性SNP与常染色体隐性遗传性耳聋有关；任选地，所

述致病性SNP在TMC1基因中；病原性突变包括Y182C。在一些实施方案中，致病性SNP与ATTR

淀粉样变性有关；任选地，所述病原性SNP在TTR基因中；以及，任选地，病原性突变包括

V50M/V30M。在一些实施方案中，病原性SNP与视网膜色素病变/尤塞氏综合症1C型相关；任

选地，所述致病性SNP在USH1C基因中；以及，任选地，病原性突变包括V72V。

[0046] 在一些实施方案中，致病性SNP与视网膜色素病变相关；任选地，致病性SNP在

USH2a基因中；以及，任选地，病原性突变包括C759F。在一些实施方案中，致病性SNP与肌小

管肌病有关；任选地，所述致病性SNP在MTM1基因中；以及，任选地，病原性突变包括c.1261‑

10A>G。

[0047] 在一些实施方案中，本文提供的任何碱基编辑器系统或方法可以进一步包含用于

编辑另外的核碱基的第二指导多核苷酸。在一些实施方案中，另外的核碱基不在基因中。在

一些实施方案中，另外的核碱基位于基因中。在一些实施方案中，另外的核碱基位于蛋白质

编码区。在一些实施方案中，另外的核碱基位于蛋白质非编码区。在一些实施方案中，蛋白

质非编码区是基因调节组件。在一些实施方案中，脱氨酶结构域是胞苷脱氨酶结构域或腺

苷脱氨酶结构域。在一些实施方案中，脱氨酶结构域是胞苷脱氨酶结构域。在一些实施方案

中，脱氨酶结构域是腺苷脱氨酶结构域。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶结构域能够使脱氧

核糖核酸(DNA)中的腺苷脱氨。在一些实施方案中，指导多核苷酸包含核糖核酸(RNA)或脱

氧核糖核酸(DNA)。在一些实施方案中，指导多核苷酸包含CRISPR  RNA(crRNA)序列、反式激

活的CRISPR  RNA(tracrRNA)序列或其组合。

[0048] 在一些实施方案中，本文提供的任何碱基编辑器系统或方法可进一步包含第二指

导多核苷酸。在一些实施方案中，第二指导多核苷酸包含核糖核酸(RNA)或脱氧核糖核酸

(DNA)。在一些实施方案中，第二指导多核苷酸包含CRISPR  RNA(crRNA)序列、反式激活的

CRISPR  RNA(tracrRNA)序列或其组合。在一些实施方案中，第二指导多核苷酸将碱基编辑

器靶向第二靶核苷酸序列。

[0049] 在一些实施方案中，在本文提供的任何碱基编辑器系统或方法中，多核苷酸可编

程DNA结合结构域包含Cas9结构域、Cpf1结构域、CasX结构域、CasY结构域、Cas12b/C2c1结

构域或Cas12c/C2c3域。在一些实施方案中，多核苷酸可编程DNA结合结构域是核酸酶死亡

的。在一些实施方案中，多核苷酸可编程的DNA结合结构域是切口酶。在一些实施方案中，多

核苷酸可编程DNA结合结构域包含Cas9结构域。在一些实施方案中，Cas9结构域包含核酸酶

死亡的Cas9(dCas9)、Cas9切口酶(nCas9)或核酸酶活性Cas9。在一些实施方案中，Cas9结构

域包含Cas9切口酶。在一些实施方案中，多核苷酸可编程的DNA结合结构域是设计或修饰的

多核苷酸可编程的DNA结合结构域。

[0050] 在一些实施例中，本文提供的任何碱基编辑器系统或方法可以进一步包括第二碱

基编辑器。在一些实施例中，第二碱基编辑器包括与碱基编辑器不同的脱氨酶域。
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[0051] 在一些实施方案中，在本文提供的任何方法中，编辑导致少于20％的插入缺失形

成。在一些实施例中，编辑导致少于15％的插入缺失形成。在一些实施例中，编辑导致少于

10％的插入缺失形成。在一些实施例中，编辑导致少于5％的插入缺失形成。在一些实施例

中，编辑导致少于4％的插入缺失形成。在一些实施例中，编辑导致少于3％的插入缺失形

成。在一些实施例中，编辑导致少于2％的插入缺失形成。在一些实施例中，编辑导致少于

1％的插入缺失形成。在一些实施例中，编辑导致少于0.5％的插入缺失形成。在一些实施例

中，编辑导致少于0.1％的插入缺失形成。在一些实施例中，编辑不导致易位。

[0052] 一方面，本发明提供了一种编辑G6PC多核苷酸的方法，所述G6PC多核苷酸包含与

糖原贮积病1a型(GSD1a)相关的单核苷酸多态性(SNP)，所述方法包括使G6PC多核苷酸与碱

基编辑器接触，所述碱基编辑器与一种或多种指导多核苷酸复合，其中碱基编辑器包含多

核苷酸可编程DNA结合结构域和腺苷脱氨酶结构域，且其中一种或多种指导多核苷酸靶向

碱基编辑器，以造成与GSD1a相关的SNP的A·T到G·C改变。在一个实施方案中，与糖原贮积

病1a型(GSD1a)相关的SNP处的A·T至G·C改变将谷氨酰胺(Q)改变为非谷氨酰胺(X)氨基

酸。在本文描述的上述方面或本发明的任何其他方面的各个实施方案中，与糖原贮积病1a

型(GSD1a)相关的SNP处的A·T至G·C改变将在G6PC多肽中精氨酸(R)改变为非精氨酸(X)。

[0053] 在上述方面或本文描述的本发明的任何其他方面的各个实施方案中，与GSD1a相

关的SNP导致在位置347处具有非谷氨酰胺(X)氨基酸或在位置83处的非精氨酸(X)氨基酸

的G6PC多肽的表达。在一个实施方案中，碱基编辑器校正是以非谷氨酰胺氨基酸(X)取代在

位置347处的谷氨酰胺。在另一个实施方案中，碱基编辑器的校正是用非精氨酸氨基酸(X)

代替位置83处的精氨酸。

[0054] 在以上描述的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，多

核苷酸可编程DNA结合结构域是修饰的化脓链球菌Cas9(SpCas9)或其变体。在以上描述的

本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，多核苷酸可编程DNA结合

域包含具有改变的原间隔物相邻基序(PAM)特异性的修饰的SpCas9。在一个实施方案中，修

饰的SpCas9对核酸序列5’‑NGA‑3’或5’‑NGG‑3’具有特异性。在本文所述的本发明的上述方

面或任何其他方面的各种实施方案中，腺苷脱氨酶为ABE7.10。

[0055] 一方面，通过向细胞或其祖细胞中引入碱基编辑器，编码所述碱基编辑器的多核

苷酸到细胞中来生产细胞，其中所述碱基编辑器包含多核苷酸可编程DNA结合域和腺苷脱

氨酶域。；以及一种或多种靶向碱基编辑器的指导多核苷酸，以造成与糖原贮积症1a型

(GSD1a)相关的SNP的A·T到G·C改变。在本文所述的本发明的上述方面或任何其他方面的

各个实施方案中，所述细胞是肝细胞，肝细胞前体或iPSc衍生的肝细胞。

[0056] 在以上描述的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，细

胞来自患有GSD1a的受试者。在以上描述的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的

各种实施方案中，细胞具有Q347X突变。在本文描述的上述方面或本发明的任何其他方面的

各种实施方案中，与GSD1a相关的SNP处的A·T至G·C改变将谷氨酰胺改变为非谷氨酰胺

(X)氨基酸。在本文描述的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，与GSD1a

相关的SNP处的A·T至G·C将G6PC多肽中的精氨酸改变为非精氨酸(X)氨基酸。在以上描述

的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各个实施方案中，与GSD1a相关的SNP导致

在位置347处具有非谷氨酰胺(X)氨基酸或在位置83处的非精氨酸(X)氨基酸的G6PC多肽的
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表达。

[0057] 在一个方面，本发明提供一种对有此需要的受试者中治疗1a型糖原贮积症

(GSD1a)或冯吉尔克病的方法，所述方法包括对受试者施用本文描述的本发明的上述方面

或任何其他方面的各种实施方案的细胞。

[0058] 在另一方面，本发明提供一种产生肝细胞或其祖细胞的方法，所述方法包括：(a)

引入包含与GSD1a相关的SNP的诱导性多能干细胞或肝细胞祖细胞、碱基编辑器或编码所述

碱基编辑器的多核苷酸，其中所述碱基编辑器包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域和腺

苷脱氨酶结构域；以及一种或多种指导多核苷酸，其中所述一种或多种指导多核苷酸靶向

所述碱基编辑器，以造成与GSD1a相关的SNP的A·T至G·C改变；(b)将诱导性多能干细胞或

肝细胞祖细胞分化为肝细胞。在另一方面，所述方法包括将诱导性多能干细胞分化为肝细

胞或其祖细胞。在各种实施方案中，步骤(a)的诱导性多能干细胞包含Q347X突变。

[0059] 在本文所述的本发明的上述方面或任何其他方面的各种实施方案中，所述肝细胞

祖细胞获自患有GSD1a的受试者。在各种实施方案中，肝细胞或肝细胞祖细胞是哺乳动物细

胞或人细胞。在以上描述的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案

中，与GSD1a相关的SNP处的A·T至G·C改变将谷氨酰胺改变为非谷氨酰胺(X)氨基酸或将

精氨酸改变为G6PC多肽中的非精氨酸(X)氨基酸。在各种实施方案中，与GSD1a相关的SNP导

致在位置347具有非谷氨酰胺(X)氨基酸的G6PC多肽的表达。在各种实施方案中，与GSD1a相

关的SNP导致在位置83处的具有精氨酸(X)氨基酸的G6PC多肽的表达。在各种实施方案中，

与GSD1a相关的SNP用非谷氨酰胺(X)氨基酸取代谷氨酰胺。在各种实施方案中，与GSD1a相

关的SNP用非精氨酸(X)氨基酸替代精氨酸。在上述方面或本文描述的本发明的任何其他方

面的各种实施方案中，所述细胞被选择用于与GSD1a相关的SNP的A·T至G·C改变。

[0060] 一方面，本发明提供一种编辑IDUA多核苷酸的方法，所述IDUA多核苷酸包含与1型

粘多糖贮积病(MPS1)相关的单核苷酸多态性(SNP)，所述方法包括使IDUA多核苷酸与碱基

编辑器接触，且所述碱基编辑器一种或多种指导多核苷酸复合，其中碱基编辑器包含多核

苷酸可编程DNA结合结构域和腺苷脱氨酶结构域，且其中一种或多种指导多核苷酸靶向碱

基编辑器，以造成与MPS1相关的SNP的A·T至G·C改变。在一个实施方案中，多核苷酸可编

程DNA结合结构域是修饰的化脓性链球菌Cas9(SpCas9)或其变体。在另一个实施方案中，多

核苷酸可编程DNA结合结构域包含具有改变的原间隔物相邻基序(PAM)特异性的修饰的

SpCas9。在以上描述的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的各种实施方案中，修

饰的SpCas9对核酸序列5’‑NGG‑3’具有特异性。在本文所述的本发明的上述方面或任何其

他方面的各种实施方案中，腺苷脱氨酶为ABE7.10。在各种实施方案中，指导多核苷酸包含

人核酸序列ACTCTaGGCAGAGGTCTCAA  AGG。在各种实施方案中，指导多核苷酸包含小鼠核酸

序列GCTCTaGGCCGAAGTGTCGC  AGG。

[0061] 一方面，通过向细胞或其祖细胞中引入碱基编辑器，编码所述碱基编辑器的多核

苷酸到细胞中来生产细胞，其中所述碱基编辑器包含多核苷酸可编程DNA结合结构域和腺

苷脱氨酶结构域；以及一种或多种靶向碱基编辑器的指导多核苷酸，以造成与1型粘多糖贮

积病(MPS1)相关的SNP的A·T到G·C改变。在各种实施方案中，细胞是干细胞、干细胞前体

或诱导性多能干细胞(iPSC)。在以上描述的本发明的上述方面或本发明的任何其他方面的

各种实施方案中，细胞来自患有MPS1的受试者。
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[0062] 另一方面，本发明提供一种对有此需要的受试者治疗MPS1的方法，所述方法包括

对受试者施用上述方面或本文所述的本发明的任何其他方面的细胞。

附图说明

[0063] 在所附权利要求中具体阐述本申请的特征。通过参考下面的详细描述，可以更好

地理解本发明的特征和优点，所述详细描述阐述说明性实施例，在实施例中应用本申请的

原理及其附图：

[0064] 图1是比较健康受试者和抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)患者的示意图。在健康受试者

中，α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)保护肺部免受蛋白酶损害，肝脏将α‑1抗胰蛋白酶释放到血液中。

在患有A1AD的患者中，缺乏正常功能的A1AT蛋白会导致肺组织损伤。此外，肝细胞中异常

A1AT的积累会导致肝硬化。

[0065] 图2显示不同基因型(正常(MM)；α‑1抗胰蛋白酶缺乏症的杂合子携带者(MZ、SZ)；

以及纯合子缺乏症(SS、ZZ))的血清α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)的典型水平范围。所述血清α‑1抗
胰蛋白酶(AAT)浓度在左侧“y”轴以μM表示，这在文献中很常见。右侧的“y”轴显示临床实验

室和其他测量技术(浊度法或放射免疫扩散法)常见报告的血清AAT浓度到mg/dL单位的近

似换算。

[0066] 图3A至3C显示碱基编辑靶序列，以及与精确校正编码A1AT蛋白的SERPINA1基因中

的致病突变有关的图3A显示针对编码A1AT的SERPINA1基因中的突变的精确的校正碱基编

辑策略。A7(“目标A”)可被编辑以恢复野生型(WT)表型。在某些情况下，“A”核碱基A5/A7可

被编辑以将氨基酸D341G引入A1AT蛋白中。在某些情况下，A7/A8可被编辑以将氨基酸E342G

引入A1AT蛋白中。图3B提供一核酸序列，其显示了SERPINA1基因内靶标A核碱基的位置和编

码的氨基酸，以及显示从表达野生型(WT)的HEK293T细胞分泌的A1AT水平(ng/ml)的图，或

包含E342K、D341G或E342G的A1AT变体。图3C是显示野生型(WT)A1AT蛋白中的弹性蛋白酶活

性与含有E342K或D341G的A1AT变体中的弹性蛋白酶活性的图。

[0067] 图4显示从TadA  tRNA脱氨酶开始发展DNA脱氧腺苷脱氨酶的策略的示意图。显示

的是大肠杆菌资料库，其中包含与dCas9融合的突变ecTadA(TadA*)基因的质粒资料库，以

及一个需要靶向A·T到G·C突变以修复抗生素抗性基因的选择质粒。将来自存活的TadA*

变异的突变导入到ABE体系结构中，用于在人类细胞中进行碱基编辑。

[0068] 图5提供一种显示SERPINA1基因内的靶“A”核碱基的位置和编码的氨基酸的核酸

序列，以及显示SERPINA1基因中的位置A5或A7处的编辑百分比作为指导RNA长度的函数的

图。

[0069] 图6A和6B描绘SpCas9突变体的资料库，SpCas9突变体产生以丰富Cas9的PAM相互

作用(PI)结构域内的突变。可由所述资料库筛选以了解具有改变的PAM特异性的SpCas9。

[0070] 图7是显示出使用碱基编辑器的Q347X突变的校正策略的示意图，以利用NGG和NGA 

PAM识别序列在靶位点处转换A>G(突出显示)。精确的校正产生TAG>CAG(终止密码子>谷氨

酰胺)转换。

[0071] 图8A和8B提供基于GSD1a  iPSc衍生的肝细胞的成熟周期的转染时间表。图8A提供

转染时间表的时间表，其显示了接种、转染和细胞收获的代表性时间点。图8B显示在第5天

和第7天成熟的GSD1a  iPSc衍生的肝细胞的图像。

说　明　书 12/193 页

17

CN 112469446 B

17



[0072] 图9A和9B提供数据，且所述数据示出针对GSD1a的G6PC  Q347X的碱基编辑精确校

正。图9A提供核酸序列，其显示了G6PC基因内靶标和旁观者“A”核碱基的位置以及相应的

NGG和NGA  PAM序列，以及显示HEK293T细胞中G6PC  Q347X对ABE‑的碱基编辑效率百分比的

图。使用NGA  PAM或NGG  PAM定位目标上的ABE‑旁观者，插入/缺失和核酸酶‑插入/缺失。图

9B提供了图表，其显示了在患者iPSc衍生的肝细胞中，使用NGA  PAM或NGG  PAM在G6PC 

Q347X中对ABE‑靶标上、ABE‑旁观者、插入缺失和核酸酶插入缺失的碱基编辑效率。使用实

线表示实验的平均值。

[0073] 图10提供核酸序列，其显示了G6PC基因中靶标和旁观者“A”核碱基的位置以及相

应的GGA  PAM序列，以及显示用于ABE‑On靶标、ABE‑Bystander和使用mRNA变体的插入的源

自iPSc的肝细胞的患者G6PC  Q347X的A>G碱基编辑百分比的图，。

[0074] 图11提供显示使用ABE7.10碱基编辑器在小鼠和人类IDUA基因中碱基编辑效率的

百分比的图。

具体实施方式

[0075] 此处的描述和示例详细示出本申请的实施例。应理解的是，本申请不限于本文描

述的特定实施例，因此可以变化。本领域技术人员将认识到，有许多变化和修改包含在本申

请范围内。

[0076] 所有术语为如本领域技术人员将理解的。除非另有定义，否则本文所用的所有技

术和科学术语具有与本领域技术人员本申请通常所理解的相同含义。

[0077] 除非另有说明，否则本文公开的一些实施方案的实施采用免疫学、生物化学、化

学、分子生物学、微生物学、细胞生物学、基因组学和重组DNA领域技术范围内的常规技术。

参见例如Sambrook  and  Green,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual,4th  Edition

(2012)；the  series  Current  Protocols  in  Molecular  Biology(F .M .Ausubel ,et 

al .eds .)；the  series  Methods  In  Enzymology(Academic  Press ,Inc .) ,PCR  2:A 

Practical  Approach(M.J.MacPherson,B.D.Hames  and  G.R.Taylor  eds.(1995)) ,Harlow 

and  Lane ,eds .(1988)；Antibodies ,A  Laboratory  Manual ,and  Culture  of  Animal 

Cells:A  Manual  of  Basic  Technique  and  Specialized  Applications ,6th  Edition

(R.I.Freshney,ed.(2010))。

[0078] 在此使用的章节标题仅出于组织目的，并且不应被解释为限制所描述的主题。

[0079] 尽管可以在单个实施例的上下文中描述本申请的各种特征，但也可以独立地或以

任何合适的组合来提供特征。相反，为了清楚起见，本文中可以在单独的实施例的上下文中

描述本申请，但本申请也可在单个实施例中实现。

[0080] 定义

[0081] 以下定义是本领域技术的补充，并且是针对本申请的，而不应归因于任何相关或

不相关的情况，例如，任何共同拥有的专利或申请。尽管本文描述的那些方法或材料类似或

等同的任何方法和材料都可在实践中用于测试本申请，本文仍描述优选的材料和方法。因

此，本文所使用的术语仅出于描述特定实施例的目的，而无意于进行限制。

[0082] 除非另有定义，否则本文所用的所有技术和科学术语具有本领域技术人员通常理

解的含义。下列参考文献为本领域技术人员提供本发明中使用的许多术语的一般定义：
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Singleton等人，Dictionary  of  Microbiology  and  Molecular  Biology(2nd  ed .1994)；

The  Cambridge  Dictionary  of  Science  and  Technology(Walker  ed .,1988)；The 

Glossary  of  Genetics ,5th  Ed .,R .Rieger等人(eds .) ,Springer  Verlag(1991)；以及

Hale&Marham,The  Harper  Collins  Dictionary  of  Biology(1991)。

[0083] 在本申请中，单数的使用包括复数，除非另有明确说明。必须注意，在说明书中使

用的单数形式“一”、“一个”和“所述”包括复数对象，除非上下文另有明确规定。在本申请

中，除非另外说明，否则“或”的使用表示“和/或”。此外，术语“包括”以及其他形式(例如“包

括(include)”、“包含(includes)”和“包含(included)”)的使用不是限制性的。

[0084] 如本说明书和权利要求书中所使用的，词语“包括”(以及包括的任何形式，例如

“包括(comprise)”和“包括(comprises)”)，“具有”(以及具有的任何形式，例如“具有

(have)”和“具有(has)”)，“包含”(以及任何形式的包含，例如“包含(includes)”和“包含

(include)”)或“含”(以及任何形式的包含，例如“含有(contains)”和“包含(contain)”)是

包含性的或开放式的，并且不排除其他未引用的元素或方法步骤。可预期地，可相对于本申

请的任何方法或组成来实现本说明书中讨论的任何实施例，反之亦然。此外，本申请的组合

物可用于实现本申请的方法。

[0085] 术语“大约(about)”或“大约(approximately)”是指本领域技术人员确定的特定

值在可接受的误差范围内，这将部分取决于如何测量或确定所述值，即测量系统的局限性。

例如，根据本领域的实践，“约”可以表示在1个或大于1个标准偏差之内。可替代地，“约”可

以表示给定值的最高20％、最高10％、最高5％或最高1％的范围。可替代地，特别是关于生

物系统或过程，所述术语可以意指在数值的一个数量级内，优选在5倍以内，更优选在2倍以

内。在本申请和权利要求书中描述了特定值的情况下，除非另有说明，否则应假设术语“约”

表示所述特定值在可接受的误差范围内。

[0086] 在说明书中对“一些实施例”、“一个实施例”、“一个实施例”或“其他实施例”的引

用是指结合这些实施例描述的特定特征，结构或特性包括在至少一些实施例中，但不一定

是本申请的所有实施例。

[0087] “腺苷脱氨酶”是指能够催化腺嘌呤或腺苷的水解脱氨的多肽或其片段。在一些实

施方案中，脱氨酶或脱氨酶结构域是催化腺苷水解为肌苷或脱氧腺苷水解为脱氧肌苷的腺

苷脱氨酶。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶催化脱氧核糖核酸(DNA)中腺嘌呤或腺苷的水解

脱氨。本文提供的腺苷脱氨酶(例如工程化腺苷脱氨酶，进化的腺苷脱氨酶)可以来自任何

生物，例如细菌。

[0088] “试剂”是指任何小分子化合物、抗体、核酸分子或多肽或其片段。

[0089] “改善”是指减少、抑制、减弱、减少、阻止或稳定疾病的发展或进程。

[0090] “改变”是指基因或多肽的表达水平或活性的改变(增加或减少)，如通过标准领域

已知的方法(例如本文所述的方法)检测到的。如本文所用，改变包括表达水平的10％变化，

优选25％的变化，更优选40％的变化，最优选50％或更大的表达水平的变化。

[0091] “类似物”是指不相同但具有相似功能或结构特征的分子。举例来说，多肽类似物

保留了相应的天然存在的多肽的生物活性，同时具有某些生物化学修饰，相对于天然存在

的多肽，其可以增强类似物的功能。这种生化修饰可增加类似物的蛋白酶抗性、膜通透性或

半衰期，而不会改变例如配体结合。类似物可包括非天然氨基酸。
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[0092] 本文中的“给药”是指对患者或受试者提供本文所述的一种或多种组合物。举例但

不限于，可以通过静脉内(iv)注射、皮下(sc)注射、皮内(id)注射、腹膜内(ip)注射或肌内

(im)注射进行组合物施用，可以采用一种或多种这样的途径。例如，肠胃外给药可以通过推

注或随时间逐渐灌注。可替代地或同时地，通过口服途径施用。

[0093] “α‑1抗胰蛋白酶(A1AT)蛋白”是指与UniProt登录号P01009的氨基酸序列具有至

少约95％的氨基酸序列同一性的多肽或其片段。在特定的实施方案中，A1AT蛋白相对于以

下参考序列包含一种或多种改变。在一个特定的实施方案中，与A1AD相关的A1AT蛋白包含

E342K突变。以下提供示例性A1AT氨基酸序列(>sp|P01009|A1AT_人类α‑1‑抗胰蛋白酶OS＝

智人OX＝9606GN＝SERPINA1  PE＝1SV＝3)：

[0094] MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAEDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFS

[0095] LYRQLAHQSNSTNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTEIPEAQIHEGF

[0096] QELLRTLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTEEAKKQ

[0097] INDYVEKGTQGKIVDLVKELDRDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDTEEEDFHVDQVTTV

[0098] KVPMMKRLGMFNIQHCKKLSSWVLLMKYLGNATAIFFLPDEGKLQHLENELTHDIITKFL

[0099] ENEDRRSASLHLPKLSITGTYDLKSVLGQLGITKVFSNGADLSGVTEEAPLKLSKAVHKA

[0100] VLTIDEKGTEAAGAMFLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK。

[0101] “碱基编辑器(BE)”或“核碱基编辑器(NBE)”是所述指结合多核苷酸并具有核碱基

修饰活性的试剂。在各种实施方案中，所述碱基编辑器包含核碱基修饰多肽(例如脱氨酶)

和与指导多核苷酸(例如，指导RNA)结合的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域。在各种实施

方案中，所述试剂是生物分子复合物，其包含具有碱基编辑活性的蛋白质结构域，即能够修

饰核酸分子(例如，A、T、C、G或U)中的碱基(例如，脱氧核糖核酸)。在一些实施方案中，所述

多核苷酸可编程DNA结合结构域与脱氨酶结构域融合或连接。在一个实施方案中，所述试剂

是融合蛋白，其包含具有碱基编辑活性的结构域。在另一个实施方案中，具有碱基编辑活性

的蛋白结构域与指导RNA连接(例如，通过所述指导RNA上的RNA结合基序，以及与脱氨酶融

合的RNA结合域)。在一些实施方案中，具有碱基编辑活性的结构域能够使核酸分子内的碱

基脱氨。在一些实施方案中，所述碱基编辑器能够使DNA分子内的碱基脱氨。在一些实施方

案中，所述碱基编辑器能够使DNA内的胞嘧啶(C)或腺苷(A)脱氨。在一些实施方案中，所述

碱基编辑器是胞苷碱基编辑器(CBE)。在一些实施例中，所述碱基编辑器是腺苷碱基编辑器

(ABE)。在一些实施方案中，所述腺苷脱氨酶从TadA进化而来。在一些实施方案中，所述多核

苷酸可编程DNA结合结构域是CRISPR相关的(例如，Cas或Cpf1)酶。在一些实施方案中，所述

碱基编辑器是与脱氨酶结构域融合的催化死亡的Cas9(dCas9)。在一些实施方案中，所述碱

基编辑器是一与脱氨酶结构域融合的Cas9切口酶(nCas9)。在一些实施方案中，所述碱基编

辑器是与碱基切除修复(BER)抑制剂融合。在一些实施方案中，所述碱基切除修复抑制剂是

尿嘧啶DNA糖基化酶抑制剂(UGI)。在一些实施方案中，所述碱基切除修复抑制剂是肌苷碱

基切除修复抑制剂。碱基编辑器的详细信息在国际PCT第PCT/2017/045381号专利申请(WO

第2018/027078号国际专利申请)和国际第PCT/US2016/058344号专利申请案(WO第2017/

070632号专利申请)中进行了描述，在此将其全部内容通过引用并入本文。另请参见Komor,

A.C.等人“Programmable  editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA  without  double‑

stranded  DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)；Gaudelli,N.M.等人“Programmable 
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base  editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA  without  DNA  cleavage”Nature  551，

464‑471(2017)；Komor ,A .C .等人“Improved  base  excision  repair  inhibition  and 

bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base  editors  with  higher 

efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3:eaao4774(2017)以及Rees,H.A.

等人“Base  editing:precision  chemistry  on  the  genome  and  transcriptome  of 

living  cells.”Nat  Rev  Genet.2018  Dec；19(12):770‑788.doi:10.1038/s41576‑018‑

0059‑1，其全部内容通过引用合并于此。

[0102] 例如，在此描述的碱基编辑组合物、系统和方法中使用的胞苷碱基编辑器CBE具有

以下核酸序列(8877个碱基对)，(Addgene ,Watertown ,MA.；Komor  AC ,et  al .,2017 ,Sci 

Adv.,30；3(8):eaao4774.doi:10.1126/sciadv.aao4774)，如下所示。还包括有具与BE4核

酸序列至少95％或更高同一性的多核苷酸序列。

[0103]
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[0104]
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[0105]
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[0106]

说　明　书 19/193 页

24

CN 112469446 B

24



[0107]

[0108] 在一些实施方案中，BE4核酸序列选自以下之一者：

[0109] 原始BE4

[0110] ATGagctcagagactggcccagtggctgtggaccccacattgagacggcggatcgagccccatgagtt

tgaggtattcttcgatccgagagagctccgcaaggagacctgcctgctttacgaaattaattgggggggccggcac

tccatttggcgacatacatcacagaacactaacaagcacgtcgaagtcaacttcatcgagaagttcacgacagaaa

gatatttctgtccgaacacaaggtgcagcattacctggtttctcagctggagcccatgcggcgaatgtagtagggc

catcactgaattcctgtcaaggtatccccacgtcactctgtttatttacatcgcaaggctgtaccaccacgctgac

ccccgcaatcgacaaggcctgcgggatttgatctcttcaggtgtgactatccaaattatgactgagcaggagtcag

gatactgctggagaaactttgtgaattatagcccgagtaatgaagcccactggcctaggtatccccatctgtgggt

acgactgtacgttcttgaactgtactgcatcatactgggcctgcctccttgtctcaacattctgagaaggaagcag
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ccacagctgacattctttaccatcgctcttcagtcttgtcattaccagcgactgcccccacacattctctgggcca

ccgggttgaaatctggtggttcttctggtggttctagcggcagcgagactcccgggacctcagagtccgccacacc

cgaaagttctggtggttcttctggtggttctgataaaaagtattctattggtttagccatcggcactaattccgtt

ggatgggctgtcataaccgatgaatacaaagtaccttcaaagaaatttaaggtgttggggaacacagaccgtcatt

cgattaaaaagaatcttatcggtgccctcctattcgatagtggcgaaacggcagaggcgactcgcctgaaacgaac

cgctcggagaaggtatacacgtcgcaagaaccgaatatgttacttacaagaaatttttagcaatgagatggccaaa

gttgacgattctttctttcaccgtttggaagagtccttccttgtcgaagaggacaagaaacatgaacggcacccca

tctttggaaacatagtagatgaggtggcatatcatgaaaagtacccaacgatttatcacctcagaaaaaagctagt

tgactcaactgataaagcggacctgaggttaatctacttggctcttgcccatatgataaagttccgtgggcacttt

ctcattgagggtgatctaaatccggacaactcggatgtcgacaaactgttcatccagttagtacaaacctataatc

agttgtttgaagagaaccctataaatgcaagtggcgtggatgcgaaggctattcttagcgcccgcctctctaaatc

ccgacggctagaaaacctgatcgcacaattacccggagagaagaaaaatgggttgttcggtaaccttatagcgctc

tcactaggcctgacaccaaattttaagtcgaacttcgacttagctgaagatgccaaattgcagcttagtaaggaca

cgtacgatgacgatctcgacaatctactggcacaaattggagatcagtatgcggacttatttttggctgccaaaaa

ccttagcgatgcaatcctcctatctgacatactgagagttaatactgagattaccaaggcgccgttatccgcttca

atgatcaaaaggtacgatgaacatcaccaagacttgacacttctcaaggccctagtccgtcagcaactgcctgaga

aatataaggaaatattctttgatcagtcgaaaaacgggtacgcaggttatattgacggcggagcgagtcaagagga

attctacaagtttatcaaacccatattagagaagatggatgggacggaagagttgcttgtaaaactcaatcgcgaa

gatctactgcgaaagcagcggactttcgacaacggtagcattccacatcaaatccacttaggcgaattgcatgcta

tacttagaaggcaggaggatttttatccgttcctcaaagacaatcgtgaaaagattgagaaaatcctaacctttcg

cataccttactatgtgggacccctggcccgagggaactctcggttcgcatggatgacaagaaagtccgaagaaacg

attactccatggaattttgaggaagttgtcgataaaggtgcgtcagctcaatcgttcatcgagaggatgaccaact

ttgacaagaatttaccgaacgaaaaagtattgcctaagcacagtttactttacgagtatttcacagtgtacaatga

actcacgaaagttaagtatgtcactgagggcatgcgtaaacccgcctttctaagcggagaacagaagaaagcaata

gtagatctgttattcaagaccaaccgcaaagtgacagttaagcaattgaaagaggactactttaagaaaattgaat

gcttcgattctgtcgagatctccggggtagaagatcgatttaatgcgtcacttggtacgtatcatgacctcctaaa

gataattaaagataaggacttcctggataacgaagagaatgaagatatcttagaagatatagtgttgactcttacc

ctctttgaagatcgggaaatgattgaggaaagactaaaaacatacgctcacctgttcgacgataaggttatgaaac

agttaaagaggcgtcgctatacgggctggggacgattgtcgcggaaacttatcaacgggataagagacaagcaaag

tggtaaaactattctcgattttctaaagagcgacggcttcgccaataggaactttatgcagctgatccatgatgac

tctttaaccttcaaagaggatatacaaaaggcacaggtttccggacaaggggactcattgcacgaacatattgcga

atcttgctggttcgccagccatcaaaaagggcatactccagacagtcaaagtagtggatgagctagttaaggtcat

gggacgtcacaaaccggaaaacattgtaatcgagatggcacgcgaaaatcaaacgactcagaaggggcaaaaaaac

agtcgagagcggatgaagagaatagaagagggtattaaagaactgggcagccagatcttaaaggagcatcctgtgg

aaaatacccaattgcagaacgagaaactttacctctattacctacaaaatggaagggacatgtatgttgatcagga

actggacataaaccgtttatctgattacgacgtcgatcacattgtaccccaatcctttttgaaggacgattcaatc

gacaataaagtgcttacacgctcggataagaaccgagggaaaagtgacaatgttccaagcgaggaagtcgtaaaga

aaatgaagaactattggcggcagctcctaaatgcgaaactgataacgcaaagaaagttcgataacttaactaaagc

tgagaggggtggcttgtctgaacttgacaaggccggatttattaaacgtcagctcgtggaaacccgccaaatcaca
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aagcatgttgcacagatactagattcccgaatgaatacgaaatacgacgagaacgataagctgattcgggaagtca

aagtaatcactttaaagtcaaaattggtgtcggacttcagaaaggattttcaattctataaagttagggagataaa

taactaccaccatgcgcacgacgcttatcttaatgccgtcgtagggaccgcactcattaagaaatacccgaagcta

gaaagtgagtttgtgtatggtgattacaaagtttatgacgtccgtaagatgatcgcgaaaagcgaacaggagatag

gcaaggctacagccaaatacttcttttattctaacattatgaatttctttaagacggaaatcactctggcaaacgg

agagatacgcaaacgacctttaattgaaaccaatggggagacaggtgaaatcgtatgggataagggccgggacttc

gcgacggtgagaaaagttttgtccatgccccaagtcaacatagtaaagaaaactgaggtgcagaccggagggtttt

caaaggaatcgattcttccaaaaaggaatagtgataagctcatcgctcgtaaaaaggactgggacccgaaaaagta

cggtggcttcgatagccctacagttgcctattctgtcctagtagtggcaaaagttgagaagggaaaatccaagaaa

ctgaagtcagtcaaagaattattggggataacgattatggagcgctcgtcttttgaaaagaaccccatcgacttcc

ttgaggcgaaaggttacaaggaagtaaaaaaggatctcataattaaactaccaaagtatagtctgtttgagttaga

aaatggccgaaaacggatgttggctagcgccggagagcttcaaaaggggaacgaactcgcactaccgtctaaatac

gtgaatttcctgtatttagcgtcccattacgagaagttgaaaggttcacctgaagataacgaacagaagcaacttt

ttgttgagcagcacaaacattatctcgacgaaatcatagagcaaatttcggaattcagtaagagagtcatcctagc

tgatgccaatctggacaaagtattaagcgcatacaacaagcacagggataaacccatacgtgagcaggcggaaaat

attatccatttgtttactcttaccaacctcggcgctccagccgcattcaagtattttgacacaacgatagatcgca

aacgatacacttctaccaaggaggtgctagacgcgacactgattcaccaatccatcacgggattatatgaaactcg

gatagatttgtcacagcttgggggtgactctggtggttctggaggatctggtggttctactaatctgtcagatatt

attgaaaaggagaccggtaagcaactggttatccaggaatccatcctcatgctcccagaggaggtggaagaagtca

ttgggaacaagccggaaagcgatatactcgtgcacaccgcctacgacgagagcaccgacgagaatgtcatgcttct

gactagcgacgcccctgaatacaagccttgggctctggtcatacaggatagcaacggtgagaacaagattaagatg

ctctctggtggttctggaggatctggtggttctactaatctgtcagatattattgaaaaggagaccggtaagcaac

tggttatccaggaatccatcctcatgctcccagaggaggtggaagaagtcattgggaacaagccggaaagcgatat

actcgtgcacaccgcctacgacgagagcaccgacgagaatgtcatgcttctgactagcgacgcccctgaatacaag

ccttgggctctggtcatacaggatagcaacggtgagaacaagattaagatgctctctggtggttctAAAAGGACGG

CGGACGGATCAGAGTTCGAGAGTCCGAAAAAAAAACGAAAGGTCGAAtaa

[0111] BE4密码子优化1

[0112] ATGTCATCCGAAACCGGGCCAGTGGCCGTAGACCCAACACTCAGGAGGCGGATAGAACCCCATGAGTT

TGAAGTGTTCTTCGACCCCAGAGAGCTGCGCAAAGAGACTTGCCTCCTGTATGAAATAAATTGGGGGGGTCGCCAT

TCAATTTGGAGGCACACTAGCCAGAATACTAACAAACACGTGGAGGTAAATTTTATCGAGAAGTTTACCACCGAAA

GATACTTTTGCCCCAATACACGGTGTTCAATTACCTGGTTTCTGTCATGGAGTCCATGTGGAGAATGTAGTAGAGC

GATAACTGAGTTCCTGTCTCGATATCCTCACGTCACGTTGTTTATATACATCGCTCGGCTTTATCACCATGCGGAC

CCGCGGAACAGGCAAGGTCTTCGGGACCTCATATCCTCTGGGGTGACCATCCAGATAATGACGGAGCAAGAGAGCG

GATACTGCTGGCGAAACTTTGTTAACTACAGCCCAAGCAATGAGGCACACTGGCCTAGATATCCGCATCTCTGGGT

TCGACTGTATGTCCTTGAACTGTACTGCATAATTCTGGGACTTCCGCCATGCTTGAACATTCTGCGGCGGAAACAA

CCACAGCTGACCTTTTTCACGATTGCTCTCCAAAGTTGTCACTACCAGCGATTGCCACCCCACATCTTGTGGGCTA

CTGGACTCAAGTCTGGAGGAAGTTCAGGCGGAAGCAGCGGGTCTGAAACGCCCGGAACCTCAGAGAGCGCAACGCC

CGAAAGCTCTGGAGGGTCAAGTGGTGGTAGTGATAAGAAATACTCCATCGGCCTCGCCATCGGTACGAATTCTGTC

GGTTGGGCCGTTATCACCGATGAGTACAAGGTCCCTTCTAAGAAATTCAAGGTTTTGGGCAATACAGACCGCCATT
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CTATAAAAAAAAACCTGATCGGCGCCCTTTTGTTTGACAGTGGTGAGACTGCTGAAGCGACTCGCCTGAAGCGAAC

TGCCAGGAGGCGGTATACGAGGCGAAAAAACCGAATTTGTTACCTCCAGGAGATTTTCTCAAATGAAATGGCCAAG

GTAGATGATAGTTTTTTTCACCGCTTGGAAGAAAGTTTTCTCGTTGAGGAGGACAAAAAGCACGAGAGGCACCCAA

TCTTTGGCAACATAGTCGATGAGGTCGCATACCATGAGAAATATCCTACGATCTATCATCTCCGCAAGAAGCTGGT

CGATAGCACGGATAAAGCTGACCTCCGGCTGATCTACCTTGCTCTTGCTCACATGATTAAATTCAGGGGCCATTTC

CTGATAGAAGGAGACCTCAATCCCGACAATTCTGATGTCGACAAACTGTTTATTCAGCTCGTTCAGACCTATAATC

AACTCTTTGAGGAGAACCCCATCAATGCTTCAGGGGTGGACGCAAAGGCCATTTTGTCCGCGCGCTTGAGTAAATC

ACGACGCCTCGAGAATTTGATAGCTCAACTGCCGGGTGAGAAGAAAAACGGGTTGTTTGGGAATCTCATAGCGTTG

AGTTTGGGACTTACGCCAAACTTTAAGTCTAACTTTGATTTGGCCGAAGATGCCAAATTGCAGCTGTCCAAAGATA

CCTATGATGACGACTTGGATAACCTTCTTGCGCAGATTGGTGACCAATACGCGGATCTGTTTCTTGCCGCAAAAAA

TCTGTCCGACGCCATACTCTTGTCCGATATACTGCGCGTCAATACTGAGATAACTAAGGCTCCCCTCAGCGCGTCC

ATGATTAAAAGATACGATGAGCACCACCAAGATCTCACTCTGTTGAAAGCCCTGGTTCGCCAGCAGCTTCCAGAGA

AGTATAAGGAGATATTTTTCGACCAATCTAAAAACGGCTATGCGGGTTACATTGACGGTGGCGCCTCTCAAGAAGA

ATTCTACAAGTTTATAAAGCCGATACTTGAGAAAATGGACGGTACAGAGGAATTGTTGGTTAAGCTCAATCGCGAG

GACTTGTTGAGAAAGCAGCGCACATTTGACAATGGTAGTATTCCACACCAGATTCATCTGGGCGAGTTGCATGCCA

TTCTTAGAAGACAAGAAGATTTTTATCCGTTTCTGAAAGATAACAGAGAAAAGATTGAAAAGATACTTACCTTTCG

CATACCGTATTATGTAGGTCCCCTGGCTAGAGGGAACAGTCGCTTCGCTTGGATGACTCGAAAATCAGAAGAAACA

ATAACCCCCTGGAATTTTGAAGAAGTGGTAGATAAAGGTGCGAGTGCCCAATCTTTTATTGAGCGGATGACAAATT

TTGACAAGAATCTGCCTAACGAAAAGGTGCTTCCCAAGCATTCCCTTTTGTATGAATACTTTACAGTATATAATGA

ACTGACTAAAGTGAAGTACGTTACCGAGGGGATGCGAAAGCCAGCTTTTCTCAGTGGCGAGCAGAAAAAAGCAATA

GTTGACCTGCTGTTCAAGACGAATAGGAAGGTTACCGTCAAACAGCTCAAAGAAGATTACTTTAAAAAGATCGAAT

GTTTTGATTCAGTTGAGATAAGCGGAGTAGAGGATAGATTTAACGCAAGTCTTGGAACTTATCATGACCTTTTGAA

GATCATCAAGGATAAAGATTTTTTGGACAACGAGGAGAATGAAGATATCCTGGAAGATATAGTACTTACCTTGACG

CTTTTTGAAGATCGAGAGATGATCGAGGAGCGACTTAAGACGTACGCACATCTCTTTGACGATAAGGTTATGAAAC

AATTGAAACGCCGGCGGTATACTGGCTGGGGCAGGCTTTCTCGAAAGCTGATTAATGGTATCCGCGATAAGCAGTC

TGGAAAGACAATCCTTGACTTTCTGAAAAGTGATGGATTTGCAAATAGAAACTTTATGCAGCTTATACATGATGAC

TCTTTGACGTTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTATCCGGCCAAGGGGATAGCCTCCATGAACACATAGCCA

ACCTGGCCGGCTCACCAGCTATTAAAAAGGGAATATTGCAAACCGTTAAGGTTGTTGACGAACTCGTTAAGGTTAT

GGGCCGACACAAACCAGAGAATATCGTGATTGAGATGGCTAGGGAGAATCAGACCACTCAAAAAGGTCAGAAAAAT

TCTCGCGAAAGGATGAAGCGAATTGAAGAGGGAATCAAAGAACTTGGCTCTCAAATTTTGAAAGAGCACCCGGTAG

AAAACACTCAGCTGCAGAATGAAAAGCTGTATCTGTATTATCTGCAGAATGGTCGAGATATGTACGTTGATCAGGA

GCTGGATATCAATAGGCTCAGTGACTACGATGTCGACCACATCGTTCCTCAATCTTTCCTGAAAGATGACTCTATC

GACAACAAAGTGTTGACGCGATCAGATAAGAACCGGGGAAAATCCGACAATGTACCCTCAGAAGAAGTTGTCAAGA

AGATGAAAAACTATTGGAGACAATTGCTGAACGCCAAGCTCATAACACAACGCAAGTTCGATAACTTGACGAAAGC

CGAAAGAGGTGGGTTGTCAGAATTGGACAAAGCTGGCTTTATTAAGCGCCAATTGGTGGAGACCCGGCAGATTACG

AAACACGTAGCACAAATTTTGGATTCACGAATGAATACCAAATACGACGAAAACGACAAATTGATACGCGAGGTGA

AAGTGATTACGCTTAAGAGTAAGTTGGTTTCCGATTTCAGGAAGGATTTTCAGTTTTACAAAGTAAGAGAAATAAA

CAACTACCACCACGCCCATGATGCTTACCTCAACGCGGTAGTTGGCACAGCTCTTATCAAAAAATATCCAAAGCTG

GAAAGCGAGTTCGTTTACGGTGACTATAAAGTATACGACGTTCGGAAGATGATAGCCAAATCAGAGCAGGAAATTG
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GGAAGGCAACCGCAAAATACTTCTTCTATTCAAACATCATGAACTTCTTTAAGACGGAGATTACGCTCGCGAACGG

CGAAATACGCAAGAGGCCCCTCATAGAGACTAACGGCGAAACCGGGGAGATCGTATGGGACAAAGGACGGGACTTT

GCGACCGTTAGAAAAGTACTTTCAATGCCACAAGTGAATATTGTTAAAAAGACAGAAGTACAAACAGGGGGGTTCA

GTAAGGAATCCATTTTGCCCAAGCGGAACAGTGATAAATTGATAGCAAGGAAAAAAGATTGGGACCCTAAGAAGTA

CGGTGGTTTCGACTCTCCTACCGTTGCATATTCAGTCCTTGTAGTTGCGAAAGTGGAAAAGGGGAAAAGTAAGAAG

CTTAAGAGTGTTAAAGAGCTTCTGGGCATAACCATAATGGAACGGTCTAGCTTCGAGAAAAATCCAATTGACTTTC

TCGAGGCTAAAGGTTACAAGGAGGTAAAAAAGGACCTGATAATTAAACTCCCAAAGTACAGTCTCTTCGAGTTGGA

GAATGGGAGGAAGAGAATGTTGGCATCTGCAGGGGAGCTCCAAAAGGGGAACGAGCTGGCTCTGCCTTCAAAATAC

GTGAACTTTCTGTACCTGGCCAGCCACTACGAGAAACTCAAGGGTTCTCCTGAGGATAACGAGCAGAAACAGCTGT

TTGTAGAGCAGCACAAGCATTACCTGGACGAGATAATTGAGCAAATTAGTGAGTTCTCAAAAAGAGTAATCCTTGC

AGACGCGAATCTGGATAAAGTTCTTTCCGCCTATAATAAGCACCGGGACAAGCCTATACGAGAACAAGCCGAGAAC

ATCATTCACCTCTTTACCCTTACTAATCTGGGCGCGCCGGCCGCCTTCAAATACTTCGACACCACGATAGACAGGA

AAAGGTATACGAGTACCAAAGAAGTACTTGACGCCACTCTCATCCACCAGTCTATAACAGGGTTGTACGAAACGAG

GATAGATTTGTCCCAGCTCGGCGGCGACTCAGGAGGGTCAGGCGGCTCCGGTGGATCAACGAATCTTTCCGACATA

ATCGAGAAAGAAACCGGCAAACAGTTGGTGATCCAAGAATCAATCCTGATGCTGCCTGAAGAAGTAGAAGAGGTGA

TTGGCAACAAACCTGAGTCTGACATTCTTGTCCACACCGCGTATGACGAGAGCACGGACGAGAACGTTATGCTTCT

CACTAGCGACGCCCCTGAGTATAAACCATGGGCGCTGGTCATCCAAGATTCCAATGGGGAAAACAAGATTAAGATG

CTTAGTGGTGGGTCTGGAGGGAGCGGTGGGTCCACGAACCTCAGCGACATTATTGAAAAAGAGACTGGTAAACAAC

TTGTAATACAAGAGTCTATTCTGATGTTGCCTGAAGAGGTGGAGGAGGTGATTGGGAACAAACCGGAGTCTGATAT

ACTTGTTCATACCGCCTATGACGAATCTACTGATGAGAATGTGATGCTTTTaACGTCAGACGCTCCCGAGTACAAA

CCCTGGGCTCTGGTGATTCAGGACAGCAATGGTGAGAATAAGATTAAAATGTTGAGTGGGGGCTCAAAGCGCACGG

CTGACGGTAGCGAATTTGAGAGCCCCAAAAAAAAACGAAAGGTCGAAtaa

[0113] BE4密码子优化2

[0114] ATGAGCAGCGAGACAGGCCCTGTGGCTGTGGATCCTACACTGCGGAGAAGAATCGAGCCCCACGAGTT

CGAGGTGTTCTTCGACCCCAGAGAGCTGCGGAAAGAGACATGCCTGCTGTACGAGATCAACTGGGGCGGCAGACAC

TCTATCTGGCGGCACACAAGCCAGAACACCAACAAGCACGTGGAAGTGAACTTTATCGAGAAGTTTACGACCGAGC

GGTACTTCTGCCCCAACACCAGATGCAGCATCACCTGGTTTCTGAGCTGGTCCCCTTGCGGCGAGTGCAGCAGAGC

CATCACCGAGTTTCTGTCCAGATATCCCCACGTGACCCTGTTCATCTATATCGCCCGGCTGTACCACCACGCCGAT

CCTAGAAATAGACAGGGACTGCGCGACCTGATCAGCAGCGGAGTGACCATCCAGATCATGACCGAGCAAGAGAGCG

GCTACTGCTGGCGGAACTTCGTGAACTACAGCCCCAGCAACGAAGCCCACTGGCCTAGATATCCTCACCTGTGGGT

CCGACTGTACGTGCTGGAACTGTACTGCATCATCCTGGGCCTGCCTCCATGCCTGAACATCCTGAGAAGAAAGCAG

CCTCAGCTGACCTTCTTCACAATCGCCCTGCAGAGCTGCCACTACCAGAGACTGCCTCCACACATCCTGTGGGCCA

CCGGACTTAAGAGCGGAGGATCTAGCGGCGGCTCTAGCGGATCTGAGACACCTGGCACAAGCGAGTCTGCCACACC

TGAGAGTAGCGGCGGATCTTCTGGCGGCTCCGACAAGAAGTACTCTATCGGACTGGCCATCGGCACCAACTCTGTT

GGATGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACA

GCATCAAGAAGAATCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACTCTGGCGAAACAGCCGAAGCCACCAGACTGAAGAGAAC

CGCCAGGCGGAGATACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAG

GTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCA

TCTTCGGCAACATCGTGGATGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGT
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GGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGAGACTGATCTACCTGGCTCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTT

CTGATCGAGGGCGATCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACC

AGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCTCTGGCGTGGACGCCAAGGCTATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAG

CAGAAGGCTGGAAAACCTGATCGCCCAGCTGCCTGGCGAGAAGAAGAATGGCCTGTTCGGCAACCTGATTGCCCTG

AGCCTGGGACTGACCCCTAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGATGCCAAACTGCAGCTGAGCAAGGACA

CCTACGACGACGACCTGGACAATCTGCTGGCCCAGATCGGCGATCAGTACGCCGACTTGTTTCTGGCCGCCAAGAA

CCTGTCCGACGCCATCCTGCTGAGCGATATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACAAAGGCCCCTCTGAGCGCCTCT

ATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGATCTGACCCTGCTGAAGGCCCTCGTTAGACAGCAGCTGCCAGAGA

AGTACAAAGAGATTTTCTTCGATCAGTCCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATTGATGGCGGAGCCAGCCAAGAGGA

ATTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAAAAGATGGACGGCACCGAGGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAG

GACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAATGGCTCTATCCCTCACCAGATCCACCTGGGAGAGCTGCACGCCA

TTCTGCGGAGACAAGAGGACTTTTACCCATTCCTGAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCAG

GATCCCCTACTACGTGGGACCACTGGCCAGAGGCAATAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACC

ATCACACCCTGGAACTTCGAGGAAGTGGTGGACAAGGGCGCCAGCGCTCAGTCCTTCATCGAGCGGATGACCAACT

TCGATAAGAACCTGCCTAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACTCCCTGCTGTATGAGTACTTCACCGTGTACAACGA

GCTGACCAAAGTGAAATACGTGACCGAGGGAATGAGAAAGCCCGCCTTTCTGAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATT

GTGGATCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAAGTGACCGTGAAGCAGCTGAAAGAGGACTACTTCAAGAAAATCGAGT

GCTTCGACAGCGTGGAAATCAGCGGCGTGGAAGATCGGTTCAATGCCAGCCTGGGCACATACCACGACCTGCTGAA

AATTATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAGAACGAGGACATTCTCGAGGACATCGTGCTGACCCTGACA

CTGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAACGGCTGAAAACATACGCCCACCTGTTCGACGACAAAGTGATGAAGC

AACTGAAGCGGAGGCGGTACACAGGCTGGGGCAGACTGTCTCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGATAAGCAGTC

CGGCAAGACAATCCTGGATTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGAC

AGCCTGACCTTTAAAGAGGACATCCAGAAAGCCCAGGTGTCCGGCCAAGGCGATTCTCTGCACGAGCACATTGCCA

ACCTGGCCGGATCTCCCGCCATTAAGAAGGGCATCCTGCAGACAGTGAAGGTGGTGGACGAGCTTGTGAAAGTGAT

GGGCAGACACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAAATGGCCAGAGAGAACCAGACCACACAGAAGGGCCAGAAGAAC

AGCCGCGAGAGAATGAAGCGGATCGAAGAGGGCATCAAAGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCCGTGG

AAAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAATGGACGGGATATGTACGTGGACCAAGA

GCTGGACATCAACCGGCTGAGCGACTACGATGTGGACCATATCGTGCCCCAGAGCTTTCTGAAGGACGACTCCATC

GATAACAAGGTCCTGACCAGAAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGATAACGTGCCCTCCGAAGAGGTGGTCAAGA

AGATGAAGAACTACTGGCGACAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCCAGCGGAAGTTCGATAACCTGACCAAGGC

CGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAACTTGATAAGGCCGGCTTCATTAAGCGGCAGCTGGTGGAAACCCGGCAGATCACC

AAACACGTGGCACAGATTCTGGACTCCCGGATGAACACTAAGTACGACGAGAATGACAAGCTGATCCGGGAAGTGA

AAGTCATCACCCTGAAGTCTAAGCTGGTGTCCGATTTCCGGAAGGATTTCCAGTTCTACAAAGTGCGGGAAATCAA

CAACTACCATCACGCCCACGACGCCTACCTGAATGCCGTTGTTGGAACAGCCCTGATCAAGAAGTATCCCAAGCTG

GAAAGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAACAAGAGATCG

GCAAGGCTACCGCCAAGTACTTTTTCTACAGCAACATCATGAACTTTTTCAAGACAGAGATCACCCTGGCCAACGG

CGAGATCCGGAAAAGACCCCTGATCGAGACAAACGGCGAAACCGGGGAGATCGTGTGGGATAAGGGCAGAGATTTT

GCCACAGTGCGGAAAGTGCTGAGCATGCCCCAAGTGAATATCGTGAAGAAAACCGAGGTGCAGACAGGCGGCTTCA

GCAAAGAGTCTATCCTGCCTAAGCGGAACAGCGATAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCTAAGAAGTA

说　明　书 25/193 页

30

CN 112469446 B

30



CGGCGGCTTCGATAGCCCTACCGTGGCCTATTCTGTGCTGGTGGTGGCCAAAGTGGAAAAGGGCAAGTCCAAAAAG

CTCAAGAGCGTGAAAGAGCTGCTGGGGATCACCATCATGGAAAGAAGCAGCTTTGAGAAGAACCCGATCGACTTTC

TGGAAGCCAAGGGCTACAAAGAAGTCAAGAAGGACCTCATCATCAAGCTCCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGA

AAATGGCCGGAAGCGGATGCTGGCCTCAGCAGGCGAACTGCAGAAAGGCAATGAACTGGCCCTGCCTAGCAAATAC

GTCAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTATGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAATGAGCAAAAGCAGCTGT

TTGTGGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCTCCAAGAGAGTGATCCTGGC

CGACGCTAACCTGGATAAGGTGCTGTCTGCCTATAACAAGCACCGGGACAAGCCTATCAGAGAGCAGGCCGAGAAT

ATCATCCACCTGTTTACCCTGACCAACCTGGGAGCCCCTGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGA

AGAGGTACACCAGCACCAAAGAGGTGCTGGACGCCACACTGATCCACCAGTCTATCACCGGCCTGTACGAAACCCG

GATCGACCTGTCTCAGCTCGGCGGCGATTCTGGTGGTTCTGGCGGAAGTGGCGGATCCACCAATCTGAGCGACATC

ATCGAAAAAGAGACAGGCAAGCAGCTCGTGATCCAAGAATCCATCCTGATGCTGCCTGAAGAGGTTGAGGAAGTGA

TCGGCAACAAGCCTGAGTCCGACATCCTGGTGCACACCGCCTACGATGAGAGCACCGATGAGAACGTCATGCTGCT

GACAAGCGACGCCCCTGAGTACAAGCCTTGGGCTCTCGTGATTCAGGACAGCAATGGGGAGAACAAGATCAAGATG

CTGAGCGGAGGTAGCGGAGGCAGTGGCGGAAGCACAAACCTGTCTGATATCATTGAAAAAGAAACCGGGAAGCAAC

TGGTCATTCAAGAGTCCATTCTCATGCTCCCGGAAGAAGTCGAGGAAGTCATTGGAAACAAACCCGAGAGCGATAT

TCTGGTCCACACAGCCTATGACGAGTCTACAGACGAAAACGTGATGCTCCTGACCTCTGACGCTCCCGAGTATAAG

CCCTGGGCACTTGTTATCCAGGACTCTAACGGGGAAAACAAAATCAAAATGTTGTCCGGCGGCAGCAAGCGGACAG

CCGATGGATCTGAGTTCGAGAGCCCCAAGAAGAAACGGAAGGTgGAGtaa

[0115] “碱基编辑活性”是指用于化学改变多核苷酸内的碱基。在一个实施例中，第一碱

基被转换为第二碱基。在一个实施方案中，碱基编辑活性是胞苷脱氨酶活性，例如，将靶C·

G转化为T·A。在另一个实施方案中，碱基编辑活性是腺苷或腺嘌呤脱氨酶活性，例如将A·

T转化为G·C。

[0116] 术语“碱基编辑器系统”是指用于编辑靶核苷酸序列的核碱基的系统。在各种实施

方案中，碱基编辑器(BE)系统包含(1)用于使所述核碱基脱氨的多核苷酸可编程核苷酸结

合结构域和脱氨酶结构域；(2)指导多核苷酸(例如，指导RNA)与多核苷酸可编程核苷酸结

合结构域结合。在一些实施方案中，碱基编辑器系统包括(1)碱基编辑器(BE)，其包含多核

苷酸可编程DNA结合结构域和用于使所述核碱基脱氨的脱氨酶结构域；(2)指导RNA与多核

苷酸可编程DNA结合结构域结合。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是

多核苷酸可编程DNA结合结构域。在一些实施方案中，碱基编辑器是胞苷碱基编辑器(CBE)。

在一些实施方案中，碱基编辑器是腺嘌呤或腺苷碱基编辑器(ABE)。

[0117] 术语“保守氨基酸取代”或“保守突变”是指一个氨基酸被具有共同性质的另一氨

基酸替代。定义单个氨基酸之间共有特性的一种功能方法是分析同源生物体相应蛋白质之

间氨基酸变化的标准化频率(Schulz ,G .E .和Schirmer ,R .H .，Principles  of  Protein 

Structure，Springer‑Verlag，纽约(1979))。根据这样的分析，可以定义氨基酸组，其中组

内的氨基酸优先彼此交换，因此在它们对整体蛋白质结构的影响上最相似(Schulz，G.E.和

Schirmer，R.H.，同上)。保守突变的非限制性实例包括氨基酸的氨基酸取代，例如赖氨酸取

代精氨酸且反之亦然，故可以保持正电荷；谷氨酸取代天冬氨酸且反之亦然，从而可保持负

电荷；苏氨酸取代丝氨酸，以维持游离的‑OH；以及氨酰胺取代天冬酰胺，从而维持游离的–

NH2。
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[0118] 如本文可互换使用的，术语“编码序列”或“蛋白质编码序列”是指编码蛋白质的多

核苷酸的区段。所述区域或序列的起始密码子在5’末端附近，终止密码子在3’末端附近。编

码序列也可称为开放阅读框(opening  reading  frames)。

[0119] “胞苷脱氨酶”是指能够催化将氨基转化为羰基的脱氨反应的多肽或其片段。在一

实施方案中，胞苷脱氨酶将胞嘧啶转化为尿嘧啶或将5‑甲基胞嘧啶转化为胸腺嘧啶。

PmCDA1，衍生自海洋七鳃鳗(Petromyzon  marinus)(海洋七鳃鳗胞嘧啶脱氨酶，Petromyzon 

marinus  cytosine  deaminase  1，“PmCDA1”)、AID(活化诱导的胞苷脱氨酶；AICDA)，其衍生

自哺乳动物(例如人类、猪、牛、马、猴等)以及作为示例性的胞苷脱氨基酶的APOBEC。

[0120] 如本文所用，术语“脱氨酶”或“脱氨酶结构域”是指催化脱氨反应的蛋白质或酶。

在一些实施方案中，脱氨酶或脱氨酶结构域是胞苷脱氨酶，其分别催化胞苷或脱氧胞苷水

解为尿苷或脱氧尿苷。在一些实施方案中，脱氨酶或脱氨酶结构域是胞嘧啶脱氨酶，其催化

胞嘧啶水解脱氨为尿嘧啶。在一些实施方案中，脱氨酶是腺苷脱氨酶，其催化腺嘌呤水解为

次黄嘌呤。在一些实施方案中，脱氨酶是腺苷脱氨酶，其催化腺苷或腺嘌呤(A)水解为肌苷

(I)。在一些实施方案中，脱氨酶或脱氨酶结构域是腺苷脱氨酶，其分别催化腺苷或脱氧腺

苷水解为肌苷或脱氧肌苷。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶催化脱氧核糖核酸(DNA)中腺苷

的水解脱氨。本文提供的腺苷脱氨酶(例如工程化腺苷脱氨酶，进化的腺苷脱氨酶)可以来

自任何生物，例如细菌。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶来自细菌，例如大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌、伤寒链球菌、腐烂链球菌、流感嗜血杆菌或新月形梭菌。在一些实施方案中，腺苷脱

氨酶是TadA脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶或脱氨酶结构域是来自生物体例如人类、黑

猩猩、大猩猩、猴子、牛、狗、大鼠或小鼠的天然存在的脱氨酶的变体。在一些实施方案中，脱

氨酶或脱氨酶结构域本质上不存在。例如，在一些实施方案中，脱氨酶或脱氨酶结构域为至

少50％、至少55％、至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、

至少99％、至少99.1％、至少99.2％、至少99.3％、至少99.4％、至少99.5％、至少99.6％、至

少99.7％、至少99.8％或至少99.9％的同一性自然发生的脱氨酶。举例来说，脱氨酶结构域

描述于国际第PCT/2017/045381号专利申请(WO第2018/027078号国际专利申请)和国际第

PCT/US2016/058344号专利申请(WO第2017/070632号国际专利申请)中，其各自通过引用整

体并入本文。另请参阅Komor,A.C.等人，“Programmable  editing  of  a  target  base  in 

genomic  DNA  without  double‑stranded  DNA  cleavage”Nature  533,420‑424(2016)；

Gaudelli,N.M.等人，“Programmable  base  editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA 

without  DNA  cleavage”Nature  551 ,464‑471(2017)；Komor,A.C.等人，“Improved  base 

excision  repair  inhibition  and  bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A 

base  editors  with  higher  efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3:

eaao4774(2017)以及Rees ,H .A .等人，“Base  editing:precision  chemistry  on  the 

genome  and  transcriptome  of  living  cells.”Nat  Rev  Genet.2018Dec；19(12):770‑

788.doi:10.1038/s41576‑018‑0059‑1，其全部内容通过引用合并于本文中。

[0121] “可检测标记”是指一种组合物，当其与感兴趣的分子连接时，使其能够通过光谱、

光化学、生物化学、免疫化学或化学手段进行检测。例如，有用的标记包括放射性同位素、磁

珠、金属珠、胶体颗粒、荧光染料、电子致密试剂、酶(例如，如在ELISA中通常使用的)、生物
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素、过异羟基洋地黄毒苷(digoxigenin)或半抗原。

[0122] “疾病”是指损害或干扰细胞、组织或器官正常功能的任何状况或障碍。疾病的例

子包括视网膜色素病变、尤塞氏综合症、镰状细胞病、β‑地中海贫血、α‑1抗胰蛋白酶缺乏症

(A1AD)、肝紫质症、中链酰基辅酶A脱氢酶(MCAD)缺乏症、溶酶体酸性脂肪酶(LAL)缺乏症、

苯丙酮尿症、血色素沉着症、冯吉尔克病、庞贝氏(Pompe)症、高雪氏症、贺勒氏症、囊性纤维

化或慢性疼痛。在一个特定的实施方案中，所述疾病是AlAD。

[0123] “有效量”是指相对于未经治疗的患者或没有疾病的个体，缓解本文所述的试剂或

活性化合物的量，例如本文所述的碱基编辑器。相对于未经治疗的患者或没有疾病的个体，

即健康个体，改善疾病症状所需要的“治疗”。用于实施本发明以治疗疾病的活性化合物的

有效量，根据给药方式、年龄、体重和受试者的总体健康状况而变化。最终，主治医师或兽医

将决定适当的量和剂量方案。所述剂量称为“有效”量。在一个实施方案中，有效量是足以在

细胞(例如体外或体内细胞)中引入目的基因改变的本发明的碱基编辑器的量。在一个实施

方案中，有效量是达到治疗效果(例如，减少或控制视网膜色素病变、尤塞氏综合症、镰状细

胞疾病，β地中海贫血、α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)、肝紫质症、中链酰基辅酶A脱氢酶

(MCAD)缺乏症、溶酶体酸性脂肪酶(LAL)缺乏症、苯丙酮酸尿症、血色素沉着症、冯吉尔克

病、庞贝氏症、高雪氏症、贺勒氏症、囊性纤维化或慢性疼痛或症状或其条件)。这种治疗效

果不足以改变受试者、组织或器官的所有细胞中的致病基因，而仅足以改变致病基因的约

1％、5％、10％、25％、50％、75％或受试者、组织或器官中存在更多的细胞。在一个实施方案

中，有效量足以缓解一种或多种疾病的症状(例如，视网膜色素病变、尤塞氏综合症、镰状细

胞病、β地中海贫血、α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)、肝紫质症、中链酰基辅酶A脱氢酶(MCAD)

缺乏症、溶酶体酸性脂肪酶(LAL)缺乏症、苯丙酮尿症、血色素沉着症、冯吉尔克病、庞贝氏

症、高雪氏症、贺勒氏症、囊性纤维化或慢性疼痛)。

[0124] “片段”是指多肽或核酸分子的一部分。所述部分优选包含参考核酸分子或多肽的

全长的至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％或90％。片段可以包含10、20、30、

40、50、60、70、80、90或100、200、300、400、500、600、700、800、900或1000个核苷酸或氨基酸。

[0125] “杂交”是指互补核碱基之间的氢键，其可以是Watson‑Crick、Hoogsteen或反向

Hoogsteen氢键。举例来说，腺嘌呤和胸腺嘧啶是通过形成氢键而配对的互补核碱基。

[0126] 术语“碱基修复抑制剂”、“碱基修复抑制剂”、“IBR”或其语法等同物是指能够抑制

核酸修复酶例如碱基切除修复酶活性的蛋白质。在一些实施方案中，IBR是肌苷碱基切除修

复的抑制剂。碱基修复的示例性抑制剂包括APE1、Endo  III、Endo  IV、Endo  V、Endo  VIII、

Fpg、hOGG1、hNEIL1、T7  Endol、T4PDG、UDG、hSMUG1和hAAG的抑制剂。在一些实施方案中，碱

修复抑制剂是Endo  V或hAAG的抑制剂。在一些实施方案中，IBR是Endo  V或hAAG的抑制剂。

在一些实施方案中，IBR是催化失活的EndoV或催化失活的hAAG。在一些实施方案中，碱修复

抑制剂是催化失活的EndoV或催化失活的hAAG。在一些实施方案中，碱基修复抑制剂是尿嘧

啶糖基化酶抑制剂(UGI)。UGI是指能够抑制尿嘧啶‑DNA糖基化酶碱基切除修复酶的蛋白

质。在一些实施方案中，UGI结构域包含野生型UGI或野生型UGI的片段。在一些实施方案中，

本文提供的UGI蛋白包括UGI的片段和与UGI或UGI片段同源的蛋白。在一些实施方案中，碱

基修复抑制剂是肌苷碱基切除修复的抑制剂。在一些实施方案中，碱修复抑制剂是“催化失

活的肌苷特异性核酸酶”或“死亡肌苷特异性核酸酶”。不希望受到任何特定理论的束缚，催
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化失活的肌苷糖基化酶(例如烷基腺嘌呤糖基化酶(AAG))可以结合肌苷，但不能产生脱碱

基位点或去除肌苷，从而在空间上阻止新形成的肌苷部分受到DNA损伤/修复机制。在一些

实施方案中，催化失活的肌苷特异性核酸酶能够结合核酸中的肌苷，但不切割核酸。非限制

性示例性的催化失活的肌苷特异性核酸酶包括例如来自人的催化失活的烷基腺苷糖基化

酶(AAG核酸酶)和例如来自大肠杆菌的催化失活的核酸内切酶V(EndoV核酸酶)。在一些实

施方案中，催化失活的AAG核酸酶在另一个AAG核酸酶中包含E125Q突变或相应的突变。

[0127] 术语“分离的”、“纯化的”或“生物学上纯净的”是指不含各种程度不同组分的材

料，且所述各组分通常在其材料的天然状态下随其伴随。“隔离”表示与原始来源或周围环

境的隔离程度。“纯化”表示高于隔离的分离程度。“纯化的”或“生物纯净的”蛋白质充分不

含其他物质，以使任何杂质均不会实质性影响所述蛋白质的生物学特性或引起其他不利后

果。即，如果本发明的核酸或肽在通过重组DNA技术生产时基本不含细胞材料、病毒材料或

培养基，或者在化学合成时基本不含化学前体或其他化学品，则将其纯化。纯度和均质性通

常使用分析化学技术确定，例如聚丙烯酰胺凝胶电泳或高效液相色谱法。术语“纯化的”可

以表示一核酸或一蛋白质在电泳凝胶中本质上形成一条带。对于可进行修饰的蛋白质，例

如磷酸化或糖基化，不同的修饰可以产生不同的分离的蛋白质，可以将其分别纯化。

[0128] “分离的多核苷酸”是指不含位于基因侧翼的基因的核酸(例如DNA)，所述基因在

衍生本发明的核酸分子的生物的天然存在的基因组中。因此，所述术语包括，例如，掺入载

体中的重组DNA；进入自主复制的质粒或病毒；或进入原核生物或真核生物的基因组DNA；或

以独立于其他序列的独立分子(例如，通过PCR或限制性核酸内切酶消化产生的cDNA或基因

组或cDNA片段)等形式存在。另外，所述术语包括从DNA分子转录的RNA分子，以及作为编码

附加多肽序列的杂合基因的一部分的重组DNA。

[0129] “分离的多肽”是指已经与天然伴随其的组分分离的本发明的多肽。通常，当多肽

按重量计至少60％不含与之天然结合的蛋白质和天然存在的有机分子时，将其分离。优选

地，所述制剂是按重量计至少75％，更优选地至少90％，并且最优选地至少99％的本发明的

多肽。本发明的分离的多肽可通过例如从天然来源提取、通过表达编码这种多肽的重组核

酸而获得、或通过化学合成蛋白质，且可以通过任何合适的方法，例如，管柱色谱法、聚丙烯

酰胺凝胶电泳或通过HPLC分析来测量纯度。

[0130] 如本文所用，术语“接头”可指共价接头(例如，共价键)、非共价接头、化学基团或

连接两个分子或部分，例如，蛋白质复合物或核糖核酸复合物的两个成分，或融合蛋白的两

个结构域，例如多核苷酸可编程DNA结合结构域(例如，dCas9)和脱氨酶结构域(例如，腺苷

脱氨酶或胞苷脱氨酶)。接头可以连接碱基编辑器系统的不同组件或组件的不同部分。例

如，在一些实施方案中，接头可以连接多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的指导多核苷酸

结合结构域和脱氨酶的催化结构域。在一些实施方案中，接头可以连接CRISPR多肽和脱氨

酶。在一些实施方案中，接头可以连接Cas9和脱氨酶。在一些实施方案中，接头可以连接

dCas9和脱氨酶。在一些实施方案中，接头可以连接nCas9和脱氨酶。在一些实施方案中，接

头可以连接指导多核苷酸和脱氨酶。在一些实施方案中，接头可以连接碱基编辑器系统的

脱氨基组分和多核苷酸可编程核苷酸结合组分。在一些实施方案中，接头可以连接脱氨基

成分的RNA结合部分和碱基编辑器系统的多核苷酸可编程核苷酸结合成分。在一些实施方

案中，接头可连接脱碱基组分的RNA结合部分和碱基编辑器系统的多核苷酸可编程核苷酸
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结合组分的RNA结合部分。接头可位于两个基团，分子或其他部分之间或在其两侧，并通过

共价键或非共价相互作用连接至每个，从而将两者连接。在一些实施方案中，接头可以是有

机分子、基团、聚合物或化学部分。在一些实施方案中，接头可以是多核苷酸。在一些实施方

案中，接头可以是DNA接头。在一些实施方案中，接头可以是RNA接头。在一些实施方案中，接

头可包含能够结合配体的适体。在一些实施方案中，配体可以是碳水化合物、肽、蛋白质或

核酸。在一些实施方案中，接头可包含可从核糖开关衍生的适体。衍生适体的核糖开关可选

自茶碱核糖开关、硫胺焦磷酸(TPP)核糖开关、腺苷钴胺素(AdoCbl)核糖开关、S‑腺苷甲硫

氨酸(SAM)核糖开关、SAH核糖开关、黄素单核苷酸(FMN)核糖开关、四氢叶酸核糖开关、赖氨

酸核糖开关、甘氨酸核糖开关、嘌呤核糖开关、GlmS核糖开关或pre‑queosine1(PreQ1)核糖

开关。在一些实施方案中，接头可包含结合至多肽或蛋白质结构域例如多肽配体的适体。在

一些实施方案中，多肽配体可以是K同源性(KH)结构域、MS2外壳蛋白结构域、PP7外壳蛋白

结构域、SfMu  Com外壳蛋白结构域、无菌α基序、端粒酶Ku结合基序和Ku蛋白、端粒酶Sm7结

合基序和Sm7蛋白或RNA识别基序。在一些实施方案中，多肽配体可以是碱基编辑器系统组

分的一部分。例如，核碱基编辑成分可包含脱氨酶结构域和RNA识别基序。

[0131] 在一些实施方案中，接头可以是氨基酸或多个氨基酸(例如，肽或蛋白质)。在一些

实施方案中，接头的长度可以是约5至100个氨基酸，例如约5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19。长度为20、20至30、30至40、40至50、50至60、60至70、70至80、80至90或90

至100个氨基酸。在一些实施方案中，接头的长度可以是约100至150、150至200、200至250、

250至300、300至350、350至400、400至450或450至500个氨基酸。也可以考虑更长或更短的

接头。

[0132] 在一些实施方案中，接头连接RNA可编程核酸酶的gRNA结合结构域，包括Cas9核酸

酶结构域，和核酸编辑蛋白的催化结构域(例如胞苷或腺苷脱氨酶)。在一些实施方案中，接

头连接dCas9和核酸编辑蛋白。例如，接头位于两个基团、分子或其他部分之间或在两个基

团、分子或其他部分的侧面，并通过共价键连接至每个，从而将两者连接。在一些实施方案

中，接头是氨基酸或多个氨基酸(例如，肽或蛋白质)。在一些实施方案中，接头是有机分子、

基团、聚合物或化学部分。在一些实施方案中，接头的长度为5至200个氨基酸，例如5、6、7、

8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20，25、35、45、50、55、60、60、65、70、70、75、80、85、

90、90、95、100、101、102、103、104、105、110、120、130，长度为140、150、160、175、180、190或

200个氨基酸。也可以考虑更长或更短的接头。在一些实施方案中，接头包含氨基酸序列

SGSETPGTSESATPES，其也可以称为XTEN接头。在一些实施方案中，接头包含氨基酸序列

SGGS。在一些实施方案中，接头包含(SGGS)n、(GGGS)n、(GGGGS)n、(G)n、(EAAAK)n、(GGS)n、

SGSETPGTSESATPES或(XP)n基序，或以下各项的组合其中任何一个，其中n独立地是1到30之

间的整数，并且X是任何氨基酸。在一些实施方案中，n为1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、

14或15。在一些实施方案中，连接基包含多个脯氨酸残基和长度为5至21、5至14、5至9、5至7

个氨基酸，例如PAPAP、PAPAPA、PAPAPAP、PAPAPAPA、P(AP)4、P(AP)7、P(AP)10。这种富含脯氨

酸的接头也被称为“刚性”接头。

[0133] 在一些实施方案中，碱基编辑器的结构域通过包含以下氨基酸序列的接头融合：

[0134] SGGSSGSETPGTSESATPESSGGS、SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS或GGSGGSPGS

P A G S P T S T E E G T S E S A T P E S G P G T S T E P S E G S A P G S P A G S P T S T E E G T S T E 
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PSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSESATP。在一些实施方案中，碱基编辑器的结构域通过包含氨基酸

序列SGSETPGTSESATPES的接头被融合，所述接头也被称为XTEN接头。在一些实施方案中，接

头 的 长 度 为 2 4 个 氨 基 酸 。在 一 些 实 施 方 案 中 ，接 头 包 含 氨 基 酸 序 列

SGGSSGGSSGSETPGTSESATPES。在一些实施方案中，接头的长度为40个氨基酸。在一些实施方

案中，接头包含氨基酸序列SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSGGSSGGS。在一些实施方

案中，接头的长度为64个氨基酸。在一些实施方案中，接头包含氨基酸序列SGGSSGGSSGSET

PGTSESATPESSGGSSGGSSGGSSGGSSGSSPGSETPGTSESATPESSGGS  SGGS。在一些实施方案中，接

头的长度为92个氨基酸。在一些实施方案中，接头包含氨基酸序列PGSPAGSPTSTEEGTSESAT

PESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAP  GTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATS。

[0135] 如本文所用，术语“突变”是指例如核酸或氨基酸序列的序列中的残基被另一残基

取代，或序列中一个或多个残基的缺失或插入。突变通常在本文中通过鉴定原始残基，且所

述原始残基随后在序列中残基的位置及新取代的残基的身份来描述。本文提供的各种用于

进行氨基酸取代(突变)的方法是本领域众所周知的，并且例如由Green和Sambrook，

Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual(第4版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press，Cold  Spring  Harbor，纽约(2012))所提供。在一些实施方案中，当前公开的碱基编

辑器可以在核酸(例如，受试者的基因组内的核酸)中有效地产生“预期突变”，例如点突变，

而不会产生大量的意外突变，例如意外的点突变。在一些实施方案中，预期的突变是由与专

门设计用于产生预期的突变的指导多核苷酸(例如，gRNA)结合的特定碱基编辑器(例如，胞

苷碱基编辑器或腺苷碱基编辑器)产生的突变。

[0136] 通常，相对于参考(或野生型)序列，即不包含突变的序列，对序列(例如，本文所述

的氨基酸序列)中产生或鉴定的突变进行编号。本领域技术人员将容易理解如何确定氨基

酸和核酸序列中的突变相对于参考序列的位置。

[0137] 术语“非保守突变”涉及不同基团之间的氨基酸取代，例如赖氨酸代替色氨酸或苯

丙氨酸代替丝氨酸等。在这种情况下，非保守氨基酸取代优选不被取代、干扰功能性变体或

抑制其功能。非保守氨基酸取代可增强功能变体的生物学活性，从而与野生型蛋白质相比，

功能变体的生物学活性增加。

[0138] 术语“核定位序列”、“核定位信号”或“NLS”是指促进蛋白质导入细胞核的氨基酸

序列。核定位序列是本领域已知的，并且例如描述于Plank等人在2000年11月23日提交的国

际第PCT/EP2000/011690号专利申请，且于2001年5月31日公开的WO第2001/038547号国际

专利申请，所述专利的内容因其示例性核定位序列的公开内容通过引用并入本文。在其他

实施方案中，NLS是例如Koblan等人，Nature  Biotech，2018，doi:10.1038/nbt.4172所述的

优 化 N L S。在 一 些 实 施 方 案 中 ，N L S包 含 氨 基 酸 序 列 K R T A D G S E F E S P K K K R K V、

KRPAATKKAGQAKKKK、KKTELQTTNAENKTKKL、KRGINDRNFWRGENGRKTR、RKSGKIAAIVVKRPRK、

PKKKRKV或MDSLLMNRRKFLYQFKNVRWAKGRRETYLC。

[0139] 在本文中可互换使用的术语“核碱基”、“氮碱基”或“碱基”是指形成核苷的含氮生

物化合物，其又是核苷酸的组分。核碱基形成碱基对并彼此堆叠的能力直接导致长链螺旋

结构，例如核糖核酸(RNA)和脱氧核糖核酸(DNA)。五个核碱基‑腺嘌呤(A)、胞嘧啶(C)、鸟嘌

呤(G)、胸腺嘧啶(T)和尿嘧啶(U)–被称为初级或典范。腺嘌呤和鸟嘌呤衍生自嘌呤、胞嘧

啶、尿嘧啶和胸腺嘧啶衍生自嘧啶。DNA和RNA也可以包含其他修饰的(非主要)碱基。非限制
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性示例性修饰核碱基可包括次黄嘌呤、黄嘌呤、7‑甲基鸟嘌呤、5，6‑二氢尿嘧啶、5‑甲基胞

嘧啶(m5C)和5‑氢甲基胞嘧啶。次黄嘌呤和黄嘌呤可以通过诱变剂的存在而产生，它们都可

以通过脱氨基作用(用羰基取代胺基)。次黄嘌呤可以由腺嘌呤修饰。黄嘌呤可以由鸟嘌呤

修饰。尿嘧啶可以由胞嘧啶脱氨基产生。“核苷”由核碱基和五碳糖(核糖或脱氧核糖)组成。

核苷的实例包括腺苷、鸟苷、尿苷、胞苷、5‑甲基尿苷(m5U)、脱氧腺苷、脱氧鸟苷、胸苷、脱氧

尿苷和脱氧胞苷。具有修饰的核碱基的核苷的实例包括肌苷(I)、黄嘌呤(X)、7‑甲基鸟苷

(m7G)、二氢尿苷(D)、5‑甲基胞苷(m5C)和假尿苷(Ψ)。“核苷酸”由核碱基，五碳糖(核糖或

脱氧核糖)和至少一个磷酸基团组成。

[0140] 如本文所用，术语“核酸”和“核酸分子”是指包含核碱基和酸性部分(例如，核苷、

核苷酸或核苷酸的聚合物)的化合物。通常，聚合核酸，例如包含三个或更多个核苷酸的核

酸分子是线性分子，其中相邻的核苷酸通过磷酸二酯键彼此连接。在一些实施方案中，“核

酸”是指单个核酸残基(例如核苷酸和/或核苷)。在一些实施方案中，“核酸”是指包含三个

或更多个个体核苷酸残基的寡核苷酸链。如本文所用，术语“寡核苷酸”、“多核苷酸”和“多

核酸”可互换使用，以指代核苷酸的聚合物(例如，至少三个核苷酸的字符串)。在一些实施

方案中，“核酸”涵盖RNA以及单链和/或双链DNA。核酸可以是天然存在的，例如在基因组、转

录物、mRNA、tRNA、rRNA、siRNA、snRNA、质粒、粘粒、染色体、染色单体或其他天然存在的核酸

分子的背景下。另一方面，核酸分子可以是非天然存在的分子，例如重组DNA或RNA、人工染

色体、工程基因组或其片段，或合成DNA、RNA、DNA/RNA杂种，或包括非天然存在的核苷酸或

核苷。此外，术语“核酸”、“DNA”、“RNA”和/或类似术语包括核酸类似物，例如具有除磷酸二

酯主链以外的类似物。核酸可以从天然来源中纯化，使用重组表达系统产生，并任选地纯

化、化学合成等。在适当的情况下，例如，在化学合成分子的情况下，核酸可以包含核苷类似

物，例如具有化学修饰的碱基或糖和骨架修饰。除非另有说明，否则核酸序列以5'至3'方向

显示。在一些实施方案中，核酸是或包含天然核苷(例如腺苷、胸苷、鸟苷、胞苷、尿苷、脱氧

腺苷、脱氧胸苷、脱氧鸟苷和脱氧胞苷)；或核苷类似物(例如2‑氨基腺苷、2‑硫代胸苷、肌

苷、吡咯并嘧啶、3‑甲基腺苷、5‑甲基胞苷、2‑氨基腺苷、C5‑溴尿苷、C5‑氟尿苷、C5‑碘尿苷、

C5‑丙炔基尿苷、C5‑丙炔基胞苷、C5‑甲基胞嘧啶、2‑氨基腺苷、7‑脱氮杂腺苷、7‑脱氮鸟苷、

8‑氧代腺苷、8‑氧代鸟苷、O6‑甲基鸟嘌呤和2‑硫代胞苷)；化学修饰的碱；生物修饰的碱(例

如甲基化的碱)；插层基；修饰的糖(例如2'‑氟核糖、核糖、2'‑脱氧核糖、阿拉伯糖和己糖)；

和/或修饰的磷酸基团(例如，硫代磷酸酯和5'‑N‑亚磷酰胺键)。

[0141] 术语“核酸可编程DNA结合蛋白”或“napDNAbp”可与“多核苷酸可编程核苷酸结合

域”互换使用，以指代与核酸缔合的蛋白质(例如DNA或RNA)，例如引导核酸，将napDNAbp引

导至特定核酸序列。例如，Cas9蛋白可以与指导RNA结合，所述指导RNA将Cas9蛋白引导至与

指导RNA互补的特定DNA序列。在一些实施方案中，napDNAbp是Cas9结构域，例如核酸酶活性

Cas9、Cas9切口酶(nCas9)或核酸酶非活性Cas9(dCas9)。核酸可编程DNA结合蛋白的实例包

括但不限于Cas9(例如dCas9和nCas9)、Cas12a/Cpf1、Cas12b/C2cl、Cas12c/C2c3、Cas12d/

CasY、Cas12e/CasX、Cas12g、Cas12h和Cas12i。其他核酸可编程的DNA结合蛋白也在本申请

的范围内，尽管它们可能未 在本申请中具体 列出。参 见，例如，M a k a r o va等人，

“Classification  and  Nomenclature  of  CRISPR‑Cas  Systems:Where  from  Here？”

CRISPR  J.2018Oct；1:325‑336.doi:10.1089/crispr.2018.0033；Yan等人，“Functionally 
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diverse  type  V  CRISPR‑Cas  systems”Science .2019Jan4；363(6422):88‑91 .doi:

10.1126/science.aav7271，每个文献的全部内容通过引用并入本文。

[0142] 如本文所用，术语“核碱基编辑结构域”或“核碱基编辑蛋白”是指可催化RNA或DNA

中的核碱基修饰的蛋白质或酶，例如胞嘧啶(或胞苷)变为尿嘧啶(或尿苷)或胸腺嘧啶(或

胸腺嘧啶核苷)、以及腺嘌呤(或腺苷)对次黄嘌呤(或肌苷)的脱氨作用，以及非模板核苷酸

的添加和插入。在一些实施方案中，核碱基编辑结构域是脱氨酶结构域(例如胞苷脱氨酶、

胞嘧啶脱氨酶、腺嘌呤脱氨酶或腺苷脱氨酶)。在一些实施方案中，核碱基编辑结构域可以

是天然存在的核碱基编辑结构域。在一些实施方案中，核碱基编辑结构域可以是来自天然

存在的核碱基编辑结构域的工程化或进化的核碱基编辑结构域。核碱基编辑结构域可以来

自任何生物，例如细菌、人类、黑猩猩、大猩猩、猴子、牛、狗、大鼠或小鼠。例如，核碱基编辑

蛋白在国际第PCT/2017/045381号专利申请(WO第2018/027078号国际专利申请)和国际第

PCT/US2016/058344号专利申请(WO第2017/070632号国际专利申请)中描述，其各自通过引

用整体并入本文。另请参阅Komor,A.C.等人“Programmable  editing  of  a  target  base 

in  genomic  DNA  without  double‑stranded  DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)；

Gaudelli ,N.M.等人“Programmable  base  editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA 

without  DNA  cleavage”Nature  551，464‑471(2017)；以及Komor ,A .C .等人“Improved 

base  excision  repair  inhibition  and  bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑

to‑T:A  base  editors  with  higher  efficiency  and  product  purity”Science 

Advances  3:eaao4774(2017)，其内容通过引用合并于此。

[0143] 如本文中所使用的，“获得”与“获得试剂”中的包括合成、购买或以其他方式获得

试剂。

[0144] 如本文所用，“患者”或“受试者”是指被诊断患有、具有患上或发育中、或怀疑患有

或发展成疾病或病症的哺乳动物受试者或个体。在一些实施方案中，术语“患者”是指患有

疾病或病症的可能性高于平均可能性的哺乳动物受试者。示例性患者可以是人类、非人类

灵长类动物、猫、狗、猪、牛、猫、马、骆驼、美洲驼、山羊、绵羊、啮齿动物(例如小鼠、兔子、大

鼠或豚鼠)以及其他可以受益于本文公开的疗法。示例性的人类患者可以是男性和/或女

性。

[0145] “有此需要的患者”或“有此需要的受试者”在本文中是指被诊断为或怀疑患有疾

病或病症的患者，例如但不限于α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)。

[0146] 术语“致病性突变”、“致病性变异”、“疾病外壳突变”、“引起疾病的变异”、“有害突

变”或“易感突变”是指遗传变异或突变，会增加个体的易感性或易患某种疾病或病症。在一

些实施方案中，致病性突变包含由基因编码的蛋白质中的至少一种致病性氨基酸取代的至

少一种野生型氨基酸。

[0147] 术语“蛋白质”、“肽”、“多肽”及其语法等同物在本文可互换使用，是指通过肽(酰

胺)键连接在一起的氨基酸残基的聚合物。所述术语是指任何大小、结构或功能的蛋白质、

肽或多肽。通常，蛋白质、肽或多肽的长度至少为三个氨基酸。蛋白质、肽或多肽可以指单个

蛋白质或蛋白质集合。蛋白质、肽或多肽中的一个或多个氨基酸可以被修饰，例如，通过添

加化学实体，例如碳水化合物基团、羟基、磷酸基团、法尼基、异法尼基、脂肪酸基团，用于缀

合、功能化或其他修饰的接头等。蛋白质、肽或多肽也可以是单分子或可以是多分子复合

说　明　书 33/193 页

38

CN 112469446 B

38



物。蛋白质、肽或多肽可以只是天然存在的蛋白质或肽的片段。蛋白质、肽或多肽可以是天

然存在的、重组的或合成的，或其任何组合。如本文所用，术语“融合蛋白”是指包含来自至

少两种不同蛋白的蛋白结构域的杂合多肽。一种蛋白质可以位于融合蛋白的氨基末端(N‑

末端)部分或羧基末端(C‑末端)蛋白质上，从而分别形成氨基末端融合蛋白或羧基末端融

合蛋白。蛋白质可以包含不同的结构域，例如核酸结合结构域(例如，指导蛋白质与靶位点

结合的Cas9的gRNA结合结构域)和核酸切割结构域或核酸的催化结构域酸编辑蛋白。在一

些实施方案中，蛋白质包含蛋白质部分，例如构成核酸结合结构域的氨基酸序列，和有机化

合物，例如可以充当核酸切割剂的化合物。在一些实施方案中，蛋白质与核酸例如RNA或DNA

复合或相关。本文提供的任何蛋白质可以通过本领域已知的任何方法产生。例如，本文提供

的蛋白可通过重组蛋白表达和纯化产生，其特别适合于包含肽接头的融合蛋白。重组蛋白

表达和纯化的方法是众所周知的，包括Green和Sambrook，Molecular  Cloning：A 

Laboratory  Manual(第4版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，Cold  Spring 

Harbor，纽约(2012))中描述的方法，全部内容通过引用将其合并于此。

[0148] 本文公开的多肽和蛋白质(包括其功能部分和功能变体)可以包含合成氨基酸代

替一种或多种天然存在的氨基酸。这样的合成氨基酸是本领域已知的，并且包括例如氨基

环己烷羧酸、正亮氨酸、α‑氨基正癸酸、高丝氨酸、S‑乙酰氨基甲基‑半胱氨酸、反式3‑和反

式4‑羟基脯氨酸、4‑氨基苯丙氨酸、4‑硝基苯丙氨酸、4‑氯苯丙氨酸、4‑羧基苯丙氨酸、β‑苯
基丝氨酸、β‑羟基苯丙氨酸、苯基甘氨酸、α‑萘丙氨酸、环己基丙氨酸、环己基甘氨酸、二氢

吲哚‑2‑羧酸、1,2,3,4‑四氢异喹啉‑3‑羧酸、氨基丙二酸、氨基丙二酸单酰胺、N’苄基‑N’‑

甲基赖氨酸、N’,N’‑二苄基赖氨酸、6‑羟基赖氨酸、鸟氨酸、α‑氨基环戊烷羧酸、α‑氨基环己

烷羧酸、α‑氨基环庚烷羧酸、α‑(2‑氨基‑2‑降冰片烷)‑羧酸、α,γ‑二氨基丁酸、α,β‑二氨基

丙酸、高苯丙氨酸和α‑叔丁基甘氨酸。多肽和蛋白质可以与多肽构建体的一个或多个氨基

酸的翻译后修饰相关。翻译后修饰的非限制性实例包括磷酸化、酰化(包括乙酰化和甲酰

化)、糖基化(包括N‑连接和O‑连接)、酰胺化、羟基化、烷基化(包括甲基化和乙基化)，泛素

化、吡咯烷酮羧酸的加成、二硫键的形成、硫酸化、肉豆蔻酰化、棕榈酰化、异戊二烯化

(isoprenylation)、法尼基化、香叶酰化 (geranylation)、糖基磷脂酰肌醇化

(glypiation)、硫辛酰化(lipoylation)和碘化。

[0149] 术语“多核苷酸可编程核苷酸结合结构域”是指与核酸(例如，DNA或RNA)缔合的蛋

白质，例如指导多核苷酸可编程DNA结合域的指导多核苷酸(例如，指导RNA)，其将多核苷酸

可编程DNA结合结构域引导至特定核酸序列。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结

合结构域是多核苷酸可编程DNA结合结构域。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结

合结构域是多核苷酸可编程RNA结合结构域。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结

合结构域是Cas9蛋白。Cas9蛋白可以与指导RNA结合，所述指导RNA将Cas9蛋白引导至与指

导RNA互补的特定DNA序列。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是Cas9

结构域，例如核酸酶活性Cas9、Cas9切口酶(nCas9)或核酸酶失活Cas9(dCas9)。核酸可编程

DNA结合蛋白的非限制性实例包括Cas9(例如，dCas9和nCas9)、Cas12a/Cpf1、Cas12b/C2c1

和Cas12c/C2c3、Cas12d/CasY、Cas12e/CasX、Cas12g、Cas12h和Cas12i。Cas酶的非限制性实

例包括Cas1、Cas1B、Cas2、Cas3、Cas4、Cas5、Cas5d、Cas5t、Cas5h、Cas5a、Cas6、Cas7、Cas8、

Cas8a、Cas8b、Cas8c、Cas9(也称为Csn1或Csx12)、Cas10、Cas10d、Cas12a/Cpfl、Cas12b/
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C2cl、Cas12c/C2c3、Cas12d/CasY、Cas12e/CasX、Cas12g、Cas12h、Cas12i、Csy1、Csy2、Csy3、

Csy4、Cse1、Cse2、Cse3、Cse4、Cse5e、Csc  Csc2、Csa5、Csn1、Csn2、Csm1、Csm2、Csm3、Csm4、

Csm5、Csm6、Cmr1、Cmr3、Cmr4、Cmr5、Cmr6、Csb1、Csb2、Csb3、Csx17、Csx14、Csx10、Csx16、

CsaX、Csx3、Csx1、Csx1S、Csx11、Csf1、Csf2、CsO、Csf4、Csd1、Csd2、Cst1、Cst2、Csh1、Csh2，

Csa1、Csa2、Csa3、Csa4、Csa5、II型Cas效应蛋白、V型Cas效应蛋白、VI型Cas效应子蛋白、

CARF、DinG、其同源物或其修饰或设计化形式。其他核酸可编程的DNA结合蛋白也在本申请

的范围内，尽管它们未在本申请中具体列出。

[0150] 本文在蛋白质或核酸的上下文中使用的术语“重组”是指自然界中不存在而是人

类工程化的产物的蛋白质或核酸。例如，在一些实施方案中，重组蛋白或核酸分子包含氨基

酸或核苷酸序列，所述氨基酸或核苷酸序列包含至少一个、至少两个、至少三个、至少四个、

至少五个、至少六个或至少一个与任何自然发生的序列相比有七个突变。

[0151] “减少”是指至少10％、25％、50％、75％或100％的负变化。

[0152] “参考”是指标准或控制条件。在一个实施方案中，参照是野生型或健康细胞。

[0153] “参考序列”是定义的序列，用作序列比较的基础。参考序列可以是指定序列的子

集或全部。例如，全长cDNA或基因序列的片段，或完整的cDNA或基因序列。对于多肽，参考多

肽序列的长度通常为至少约16个氨基酸，优选至少约20个氨基酸，更优选至少约25个氨基

酸，甚至更优选约35个氨基酸、约50个氨基酸、或约100个氨基酸。对于核酸，参考核酸序列

的长度通常为至少约50个核苷酸，优选至少约60个核苷酸，更优选至少约75个核苷酸，甚至

更优选约100个核苷酸或约300个核苷酸或其附近或之间的任何整数。

[0154] 术语“RNA可编程核酸酶”和“RNA指导的核酸酶”与不是切割靶标的一种或多种RNA

一起使用(例如，结合或相关)。在一些实施方案中，当RNA可编程的核酸酶与RNA复合时，可

被称为核酸酶：RNA复合物。通常，结合的RNA被称为指导RNA(gRNA)。gRNA可以以两个或多个

RNA的复合体形式存在，也可以以单个RNA分子形式存在。以单链RNA分子形式存在的gRNA可

以称为单链指导RNA(sgRNA)，尽管“gRNA”可以互换使用，是指以单个分子或两个或多个分

子的复合物形式存在的指导RNA。通常，以单链RNA种类存在的gRNA包含两个域：(1)与靶核

酸具有同源性的域(例如，并指导Cas9复合物与靶标结合)；(2)结合Cas9蛋白的结构域。在

一些实施方案中，结构域(2)对应于称为tracrRNA的序列，并包含茎环结构。例如，在一些实

施方案中，结构域(2)是与Jinek等人在Science337：816‑821(2012)中所提供的tracrRNA相

同或同源，其全部内容通过引用并入本文。gRNA的其他实例(例如，包括结构域2的所述些)

可以于2013年9月6日提交的名称为“Switchable  Cas9  Nucleases  and  Uses”的美国

U .S .S .N .第61/874 ,682号专利临时申请以及于2013年9月6日提交名称为“Delivery 

System  For  Functional  Nucleases”的美国专利申请U.S.S.N.第61/874,746号专利临时

申请的全部内容通过引用整体并入本文。在一些实施方案中，gRNA包含结构域(1)和(2)中

的两个或更多个，并且可以被称为“延伸的gRNA”。例如，如本文所述，延伸的gRNA将例如结

合两个或更多个Cas9蛋白且在两个或更多个不同的区域结合靶核酸。gRNA包含与靶位点互

补的核苷酸序列，其介导核酸酶/RNA复合物与所述靶位点的结合，提供核酸酶：RNA复合物

的序列特异性。在一些实施方案中，RNA可编程核酸酶是(CRISPR相关系统)Cas9核酸内切

酶，例如，来自化脓链球菌的Cas9(Csnl)(参见，例如，“Complete  genome  sequence  of  an 

Ml  strain  of  Streptococcus  pyogenes .”，Ferretti  JJ .、McShan  W.M.、Ajdic  D.J .、
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Savic  D.J.、Savic  G.、Lyon  K.、Primeaux  C.、Sezate  S.、Suvorov  A.N.、Kenton  S.、Lai 

H.S.、Lin  S.P.、Qian  Y.、Jia  H.G.、Najar  F.Z.、Ren  Q.、Zhu  H.、Song  L.、White  J.、Yuan 

X.、Clifton  S.W.、Roe  B.A.、McLaughlin  R.E.，Proc.Natl.Acad .Sci.USA  98：4658‑4663

(2001)；“CRISPR  RNA  maturation  by  trans‑encoded  small  RNA  and  host  factor 

RNase  III .”，  Deltcheva  E .、Chylinski  K .、Sharma  C .M .、Gonzales  K .、Chao  Y .、

Pirzada  Z.A.、Eckert  M.R.、Vogel  J.、Charpentier  E.，Nature  471：602  ‑607(2011)。

[0155] 术语“单核苷酸多态性(SNP)”是发生在基因组中特定位置的单链核苷酸中的变

异，其中每个变异在群体中以一定程度(例如＞  1％)存在。例如，在人类基因组的特定碱基

位置，C核苷酸可以出现在大多数个体中，但在少数个体中，所述位置被A占据。这意味着在

所述特定位置存在一个SNP，并且这两个可能的核苷酸变异C或A被认为是所述位置的等位

基因。SNP是对疾病易感性的差异基础。疾病的严重程度以及人体对治疗的反应方式也是遗

传变异的表现。  SNP可以落入基因的编码区域，基因的非编码区域或基因间区域(基因之间

的区域)内。在一些实施方案中，  由于遗传密码的简并性，编码序列内的SNP不一定改变所

产生的蛋白质的氨基酸序列。编码区中的SNP有两种类型：同义和非同义SNP。同义SNP不会

影响蛋白质序列，而非同义SNP会改变蛋白质的氨基酸序列。非同义SNP有两种类型：错义和

无义。不在蛋白质编码区的SNP仍会影响基因剪接，转录因子结合，信使RNA降解或非编码

RNA的序列。受这种SNP类型影响的基因表达称为eSNP(表达SNP)，可以在基因的上游或下

游。单核苷酸变异体(SNV)是单链核苷酸的变异体，没有频率限制，可以在体细胞中产生。体

细胞单核苷酸变异(例如，  由癌症引起)也可以称为单核苷酸变异。

[0156] “SERPINA1多核苷酸”是指编码A1AT蛋白或其片段的核酸分子。示例性SERPINA1多

核苷酸的序列，  其可见于NCBI登录号第NM_000295号，并提供如下：

[0157]
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[0158]

说　明　书 37/193 页

42

CN 112469446 B

42



[0159]

[0160] PAM序列以斜体和双底线显示，并显示腺苷碱基编辑后的正确序列。

[0161] “特异性结合”是指识别并结合多肽和/或核酸的核酸分子、多肽或其复合物(例

如，核酸可编程DNA结合域和指导核酸)、化合物或分子。本发明的酸性分子，但是基本上不

识别并结合样品，例如生物样品中的其他分子。

[0162] 可用于本发明方法的核酸分子包括编码本发明多肽或其片段的任何核酸分子。这

样的核酸分子不必与内源核酸序列100％相同，但是通常将显示出实质同一性。与内源序列

具有“基本同一性”的多核苷酸通常能够与双链核酸分子的至少一条链杂交。可用于本发明

方法的核酸分子包括编码本发明多肽或其片段的任何核酸分子。这样的核酸分子不必与内

源核酸序列100％相同，但是通常将显示出实质同一性。与内源序列具有“基本同一性”的多

核苷酸通常能够与双链核酸分子的至少一条链杂交。“杂交”是指在各种严格条件下在互补

多核苷酸序列(例如，本文描述的基因)或其部分之间形成双链分子的对。(参见例如Wahl，

G .M .和S .L .Berger(1987)Methods  Enzymol .152：399；Kimmel，A .R .(1987)Methods 

Enzymol.152：507)。

[0163] 例如，严格的盐浓度通常小于约750  mM的NaCl和75  mM的柠檬酸三钠，优选小于约

500  mM的NaCl和50  mM的柠檬酸三钠，更优选小于约250  mM的NaCl和25  mM的柠檬酸三钠

盐。在不存在有机溶剂例如甲酰胺的情况下可获得低严格度杂交，而在至少约35％的甲酰

胺，更优选至少约50％的甲酰胺的存在下可以获得高严谨度杂交。严格的温度条件通常将

包括至少约30℃，更优选至少约37℃，最优选至少约42℃的温度。改变其他参数，例如杂交

时间、去污剂的浓度，例如，十二烷基硫酸钠(SDS)以及包含或排除载体DNA是本领域技术人

员众所周知的。通过根据需要组合这些各种条件来实现各种严谨度。在一个优选的实施方

案中，杂交将在30℃在750mM的NaCl、75mM的柠檬酸三钠和1％SDS中发生。在一个更优选的

实施方案中，杂交将在37℃下在500mM的NaCl、50mM的柠檬酸三钠、1％的SDS、35％的甲酰胺

和100μg/ml的变性鲑鱼精DNA(ssDNA)中进行。在最优选的实施方案中，杂交将在42℃在

250mM的NaCl、25mM的柠檬酸三钠、1％的SDS、50％的甲酰胺和200μg/ml的ssDNA中发生。在

这些条件下有用的变化对于本领域技术人员是显而易见的。

[0164] 对于大多数应用，杂交后的洗涤步骤的严谨度也会有所不同。洗涤严谨度条件可

以通过盐浓度和温度来定义。如上所述，可以通过降低盐浓度或通过提高温度来提高洗涤

严谨度。例如，洗涤步骤的严谨的盐浓度将优选小于约30mM的NaCl和3mM的柠檬酸三钠，最

优选小于约15mM的NaCl和1.5mM的柠檬酸三钠。洗涤步骤的严格温度条件通常包括至少约

25℃，更优选至少约42℃，甚至更优选至少约68℃的温度。在优选的实施方案中，洗涤步骤

将为在25℃的30mM的NaCl、3mM的柠檬酸三钠和0.1％的SDS中发生。在更优选的实施方案

中，洗涤步骤将在42℃下在15mM的NaCl、1.5mM的柠檬酸三钠和0.1％的SDS中进行。在更优

选的实施方案中，洗涤步骤将在68℃下在15mM的NaCl、1.5mM的柠檬酸三钠和0.1％的SDS中

进行。这些条件的其他变化对于本领域技术人员是显而易见的。杂交技术是本领域技术人

员众所周知的，并且描述于例如Benton和Davis(Science196：180，1977)；Grunstein和
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Hogness(Proc.Natl.Acad .Sci.，USA  72：3961，1975)；Ausubel等人(Current  Protocols 

in  Molecular  Biolog，Wiley  Interscience，纽约，2001)；Berger和Kimmel(Guide  to 

Molecular  Cloning  Techniques，1987年，Academic  Press，纽约)；和Sambrook等人，

Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，纽

约。

[0165] “基本上相同”是指与参考氨基酸序列(例如，本文所述的任何一种氨基酸序列)或

核酸序列(例如，本文所述的任何一种核酸序列)。优选地，这种序列在氨基酸水平或核酸水

平上与用于比较的序列至少60％，更优选80％或85％，并且更优选90％、95％或什至99％相

同。

[0166] 序列同一性通常使用序列分析软件(例如，威斯康星大学(1710University 

Avenue ,Madison ,Wis .53705)生物技术中心遗传学计算机组的序列分析软件包、BLAST、

BESTFIT、GAP或PILEUP/PRETTYBOX程序进行测量)。此类软件通过将同源性程度分配给各种

替换、缺失和/或其他修饰来匹配相同或相似的序列。保守取代通常包括以下组内的取代：

甘氨酸、丙氨酸；缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸；天冬氨酸、谷氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺；丝氨

酸、苏氨酸、赖氨酸、精氨酸；和苯丙氨酸、酪氨酸。在确定同一性程度的示例性方法中，可以

使用BLAST程序，其中e‑3和e‑100之间的概率分数表示密切相关的序列。

[0167] 例如，COBALT用于以下参数：

[0168] a)对齐参数：空位罚分‑11、‑1和空位罚分5、‑1，

[0169] b)CDD参数：使用RPS  BLAST；Blast  E值0.003；搜寻保守列并重新计算，然后

[0170] c)查询聚类参数：使用查询聚类；字元长度4；最大丛集距离0.8；常规字母。

[0171] EMBOSS  Needle例如使用以下参数：

[0172] a)矩阵：BLOSUM62；

[0173] b)开放空位：10；

[0174] c)扩展空位：0.5；

[0175] d)输出格式：成对；

[0176] e)最终空位罚分：假；

[0177] f)最终空位开启：10；以及

[0178] g)最终空位扩展：0.5。

[0179] “受试者”是指哺乳动物，包括但不限于人类或非人类哺乳动物，例如牛、马、犬、绵

羊或猫。

[0180] 术语“靶位点”是指核酸分子内被核碱基编辑器修饰的序列。在一个实施方案中，

靶位点被脱氨酶或包含脱氨酶的融合蛋白(例如胞苷或腺嘌呤脱氨酶)脱氨。

[0181] 因RNA可编程核酸酶(例如，Cas9)使用RNA：DNA杂交来靶向DNA切割位点，所以这些

蛋白质原则上能够靶向由指导RNA指定的任何序列。使用RNA可编程核酸酶(例如Cas9)进行

位点特异性切割(例如，修饰基因组)的方法是本领域已知的(例如，参见Cong ,L .等人，

Multiplex  genome  engineering  using  CRISPR/Cas  systems .，Science339，819‑823

(2013)；Mali,P.等人，RNA‑guided  human  genome  engineering  via  Cas9.，Science  339，

823‑826(2013)；Hwang ,W.Y.等人，Efficient  genome  editing  in  zebrafish  using  a 

CRISPR‑Cas  system .，Nature  biotechnology  31，227‑229(2013)；Jinek ,M.等人，RNA‑
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programmed  genome  editing  in  human  cells.eLife  2,e00471(2013)；Dicarlo,J.E.等

人，Genome  engineering  in  Saccharomyces  cerevisiae  using  CRISPR‑Cas  systems.，

Nucleic  acids  research(2013)；Jiang ,W .等人，RNA‑guided  editing  of  bacterial 

genomes  using  CRISPR‑Cas  systems.，Nature  biotechnology  31,233‑239(2013)；每个

的全部内容通过引用并入本文)。

[0182] 如本文所用，术语“治疗”是指减轻或改善与之相关的病症和/或症状或获得所需

的药理和/或生理作用。应当理解，尽管没有排除，但治疗疾病或病症并不需要完全消除与

之相关的疾病、病症或症状。在一些实施方案中，所述作用是治疗性的，即，但不限于，所述

作用部分或完全减轻(reduces)、减少(diminishes)、消除(abrogates)、减轻(abates)、减

轻(alleviates)、减轻(decreases)疾病的强度或治愈(cures)疾病和/或归因于所述疾病

的不良症状。在一些实施方案中，所述作用是预防性的，即所述作用保护或预防疾病或病症

的发生或再发生。为此，本发明公开的方法包括给予治疗有效量的本文所述的组合物。

[0183] “尿嘧啶糖基化酶抑制剂”是指抑制尿嘧啶切除修复系统的药剂。在一个实施方案

中，所述试剂是结合宿主尿嘧啶‑DNA糖基化酶并防止从DNA去除尿嘧啶残基的蛋白质或其

片段。

[0184] 本文提供的范围应理解为所述范围内所有值的简写。例如，1到50的范围应理解为

包括任何数字，数字的组合或选自1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、

20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36，37、38、39、40、41、42、43、44、

45、46、47、48、49或50的子范围。

[0185] 在本文对变量的任何定义中列举化学基团的列举包括将所述变量定义为所列基

团的任何单个基团或组合。本文中对变量或方面的实施例的叙述包括所述实施例作为任何

单个实施例或与任何其他实施例或其部分组合。

[0186] 本文提供的任何组合物或方法可以与本文提供的任何其他组合物或方法中的一

种或多种结合。

[0187] DNA编辑已成为通过在遗传水平上校正致病突变来改变疾病状态的可行方法。直

到最近，所有的DNA编辑平台都通过在指定的基因组位点诱导DNA双链断裂(DSB)并依靠内

源性DNA修复途径以半随机方式确定产物的结果来起作用，从而导致复杂的遗传产物种群。

尽管可以通过同源引导修复(homology  directed  repair，HDR)途径实现精确的用户定义

的修复结果，但许多挑战已阻止了在治疗相关细胞类型中使用HDR进行高效修复。在实践

中，相对于竞争性的，易于出错的非同源末端连接途径的效率低下。此外，HDR严格限制在细

胞周期的G1期和S期，从而防止有丝分裂后细胞中DSB的精确修复。结果，已经证明难以或不

可能以用户定义的可编程方式在这些人群中高效地改变基因组序列。

[0188] 核碱基编辑器

[0189] 本文公开了用于编辑、修饰或改变多核苷酸的靶核苷酸序列的碱基编辑器或核碱

基编辑器。本文描述的是包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域和核碱基编辑结构域的核

碱基编辑器或碱基编辑器。当与结合的指导多核苷酸(例如，gRNA)结合时，多核苷酸可编程

核苷酸结合结构域可以特异性地结合至靶多核苷酸序列(即，通过结合的引导核酸的碱基

与靶多核苷酸序列的碱基之间的互补碱基配对)，从而将碱基编辑器定位到希望被编辑的

靶核酸序列。在一些实施方案中，靶多核苷酸序列包含单链DNA或双链DNA。在一些实施方案
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中，靶多核苷酸序列包含RNA。在一些实施方案中，靶多核苷酸序列包含DNA‑RNA杂合体。

[0190] 多核苷酸可编程核苷酸结合域

[0191] 术语“多核苷酸可编程核苷酸结合结构域”是指与核酸(例如，DNA或RNA)相关的蛋

白质，例如指导多核苷酸(例如，指导RNA)，其将多核苷酸可编程核苷酸结合结构域引导至

特定核酸序列。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是多核苷酸可编程

DNA结合结构域。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是多核苷酸可编程

RNA结合结构域。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是Cas9蛋白。在一

些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是Cpf1蛋白。

[0192] 应当理解，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域也可以包括结合RNA的核酸可编程

蛋白。例如，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域可以与将多核苷酸可编程核苷酸结合结构

域引导至RNA的核酸结合。其他核酸可编程的DNA结合蛋白也在本申请的范围内，尽管它们

未在本申请中具体列出。

[0193] 碱基编辑器的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域本身可以包含一个或多个结构

域。例如，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域可包含一个或多个核酸酶结构域。在一些实施

方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的核酸酶结构域可包含核酸内切酶或核酸外切

酶。在本文中，术语“核酸外切酶”是指能够从自由端消化核酸(例如，RNA或DNA)的蛋白质或

多肽，并且术语“核酸内切酶”是指能够催化(例如，切割)内部区域的蛋白质或多肽。在核酸

(例如DNA或RNA)中。在一些实施方案中，核酸内切酶可以切割双链核酸的单链。在一些实施

方案中，核酸内切酶可以切割双链核酸分子的两条链。在一些实施方案中，多核苷酸可编程

核苷酸结合结构域可以是脱氧核糖核酸酶。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结

合结构域可以是核糖核酸酶。

[0194] 在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的核酸酶结构域可以切割

靶多核苷酸的零、一或两条链。在一些情况下，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域可包含切

口酶结构域。本文中，术语“切口酶”是指包含核酸酶结构域的多核苷酸可编程核苷酸结合

结构域，所述核酸酶结构域仅能够切割双链核酸分子(例如DNA)中两条链中的一条链。在一

些实施方案中，可通过将一个或多个突变引入活性多核苷酸可编程核苷酸结合域中来从多

核苷酸可编程核苷酸结合域的完全催化活性(例如天然)形式衍生切口酶。例如，在多核苷

酸可编程核苷酸结合结构域包含衍生自Cas9的切口酶结构域的情况下，源自Cas9的切口酶

结构域可以在位置840处包含D10A突变和组氨酸。在这种情况下，残基H840保留催化活性并

因此可以切割核酸双链体的单链。在另一个实例中，Cas9衍生的切口酶结构域可包含H840A

突变，而位置10的氨基酸残基仍为D。在一些实施方案中，切口酶可源自多核苷酸的完全催

化活性(例如天然)形式。通过去除切口酶活性不需要的全部或部分核酸酶结构域来实现可

程序设计的核苷酸结合结构域。例如，在多核苷酸可编程核苷酸结合结构域包含衍生自

Cas9的切口酶结构域的情况下，源自Cas9的切口酶结构域可以包含RuvC结构域或HNH结构

域的全部或部分的缺失。

[0195] 示例性的催化活性Cas9的氨基酸序列如下：

[0196] MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTA

RRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVD

STDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSR
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RLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNL

SDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEF

YKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRI

PYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNEL

TKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKI

IKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSG

KTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMG

RHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQEL

DINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAE

RGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINN

YHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGE

IRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYG

GFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELEN

GRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILAD

ANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRI

DLSQLGGD。

[0197] 因此，包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的碱基编辑器包含核苷酸酶结构

域，所述碱基编辑器能够在特定的多核苷酸靶序列(例如，由结合的指导核酸的互补序列确

定)上产生单链DNA断裂(切口)。在一些实施方案中，被包含切口酶结构域(例如，Cas9衍生

的切口酶结构域)的碱基编辑器切割的核酸双链体靶多核苷酸序列的链是未被碱基编辑器

编辑的链(即，由碱基编辑器切割的片段与包含要编辑的碱基的链相反)。在其他实施方案

中，包含切口酶结构域(例如，Cas9衍生的切口酶结构域)的碱基编辑器可以切割靶向于编

辑的DNA分子的链。在这种情况下，非靶向链不会被切割。

[0198] 本文还提供了包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的碱基编辑器，所述多核苷

酸可编程核苷酸结合结构域被催化性死亡(即，不能切割靶多核苷酸序列)。在本文中，术语

“催化死的”和“核酸酶死的”可互换使用，是指具有一个或多个导致其不能切割核酸链的突

变和/或缺失的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域。在一些实施方案中，由于一个或多个核

酸酶结构域中的特定点突变，催化死亡的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域碱基编辑器可

缺乏核酸酶活性。例如，在碱基编辑器包含Cas9结构域的情况下，Cas9可同时包含D10A突变

和H840A突变。这样的突变使两个核酸酶结构域失活，从而导致核酸酶活性的丧失。在其他

实施方案中，催化死亡的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域可包含催化结构域(例如RuvC1

和/或HNH结构域)的全部或一部分的一个或多个缺失。在进一步的实施方案中，催化性死亡

的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域包含点突变(例如D10A或H840A)以及核酸酶结构域的

全部或部分缺失。

[0199] 本文还考虑能够从多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的先前功能形式产生催化

死亡的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的突变。例如，在催化死亡的Cas9(“dCas9”)的情

况下，提供了具有D10A和H840A以外的突变的变体，其导致核酸酶失活的Cas9。举例来说，此

类突变包括在D10和H840处的其他氨基酸取代，或在Cas9的核酸酶结构域内的其他取代(例

如，在HNH核酸酶子结构域和/或RuvC1子结构域中的取代)。基于本申请和本领域的知识，其

说　明　书 42/193 页

47

CN 112469446 B

47



他合适的核酸酶失活的dCas9结构域对本领域技术人员而言是显而易见的，并且在本申请

的范围内。这样的另外的示例性的适合的核酸酶失活的Cas9结构域包括但不限于D10A/

H840A，D10A/D839A/H840A和D10A/D839A/H840A/N863A突变域(参见，例如，Prashant等人，

CAS9transcriptional  activators  for  target  specificity  screening  and  paired 

nickases  for  cooperative  genome  engineering .，Nature  Biotechnology .，2013；31

(9)：833‑838，其全部内容通过引用并入本文)。

[0200] 可掺入碱基编辑器中的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的非限制性实例包括

CRISPR蛋白衍生的结构域、限制性核酸酶、大范围核酸酶、TAL核酸酶(TALEN)和锌指核酸酶

(ZFN)。在一些情况下，碱基编辑器包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域，其包含天然或

修饰的蛋白质或其部分，其通过结合的指导核酸能够在CRISPR过程中结合核酸序列(即，成

簇的规则间隔的短回文重复序列)介导的核酸修饰。这种蛋白质在本文中被称为“CRISPR蛋

白质”。因此，本文公开的是包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域的碱基编辑器，所述多

核苷酸可编程核苷酸结合结构域包含CRISPR蛋白的全部或部分(即，包含CRISPR蛋白的全

部或部分作为域的碱基编辑器，也称为碱基编辑器的“CRISPR蛋白衍生域”)。与野生型或天

然版本的CRISPR蛋白质相比，掺入碱基编辑器中的CRISPR蛋白质的域可以进行修饰。例如，

如下所述，相对于野生型或天然形式的CRISPR蛋白，源自CRISPR蛋白的结构域可包含一个

或多个突变、插入、缺失、重排和/或重组。

[0201] CRISPR是一种适应性免疫系统，可针对移动遗传组件(病毒，转座因子和结合质

粒)提供保护。CRISPR簇包含间隔子，与先前的移动组件互补的序列以及靶向入侵的核酸。

CRISPR簇被转录并加工成CRISPR  RNA(crRNA)。在II型CRISPR系统中，正确处理pre‑crRNA

需要反编码小RNA(tracrRNA)，内源性核糖核酸酶3(rnc)和Cas9蛋白。tracrRNA可作为核糖

核酸酶3辅助pre‑crRNA加工的指南。随后，Cas9/crRNA/tracrRNA进行核酸内切切割与间隔

物互补的线性或环状dsDNA靶标。不与crRNA互补的靶链首先被核酸内切地切割，然后进行

3’‑5’核酸外切。实际上，DNA结合和切割通常需要蛋白质和两个RNA。但是，可以对单链指导

RNA(“sgRNA”或简称为“gNRA”)进行改造，以便将crRNA和tracrRNA的各个方面都整合到单

个RNA物种中。参见例如Jinek  M.、Chylinski  K .、Fonfara  I .、Hauer  M.、Doudna  J .A.、

Charpentier  E.Science  337：816‑821(2012)，其全部内容通过引用结合于此。Cas9识别

CRISPR重复序列中的短基序(PAM或原间隔子相邻基序)，以帮助区分自身和非自身。

[0202] 在一些实施方案中，本文描述的方法可以利用工程改造的Cas蛋白。指导RNA

(gRNA)是一种简短的合成RNA，由Cas结合所需的支架序列和用户定义的 个核苷酸间

隔区组成，所述间隔区定义了要修饰的基因组靶标。因此，本领域技术人员可以改变Cas蛋

白的基因组靶标，部分地由与基因组其余部分相比gRNA靶向序列对基因组靶标的特异性来

部分确定。

[0203] 在一些实施方案中，gRNA支架序列如下：GUUUUAGAGC  UAGAAAUAGC  AAGUUAAAAU 

AAGGCUAGUC  CGUUAUCAAC  UUGAAAAAGU  GGCACCGAGU  CGGUGCUUUU。

[0204] 在一些实施方案中，掺入碱基编辑器中的源自CRISPR蛋白的域是当与结合的指导

核酸结合时能够结合靶多核苷酸的核酸内切酶(例如，脱氧核糖核酸酶或核糖核酸酶)。在

一些实施方案中，掺入碱基编辑器中的源自CRISPR蛋白质的域是当与结合的指导核酸结合

时能够结合靶多核苷酸的切口酶。在一些实施方案中，掺入碱基编辑器中的源自CRISPR蛋
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白的域是与结合的指导核酸结合时能够结合靶多核苷酸的催化性死亡域。在一些实施方案

中，与碱基编辑器的CRISPR蛋白衍生的域结合的靶多核苷酸是DNA。在一些实施方案中，与

碱基编辑器的CRISPR蛋白来源的结构域结合的靶多核苷酸是RNA。

[0205] 可以在本文中使用的Cas蛋白包括1类和2类。Cas蛋白的非限制性实例包括Cas1、

Cas1B、Cas2、Cas3、Cas4、Cas5、Cas5d、Cas5t、Cas5h、Cas5a、Cas6、Cas7、Cas8、Cas9(也称为

Csn1或Csx12)、Cas10、Csy1、Csy2、Csy3、Csy4、Cse1、Cse2、Cse3、Cse4、Cse5e、Csc1、Csc2、

Csa5、Csn1、Csn2、Csm1、Csm2、Csm3、Csm3、Csm4、Csm5、Csm6、Cmr1、Cmr3、Cmr4、Cmr5、Cmr6、

Csb1、Csb2、Csb3、Csx17、Csx14、Csx10、Csx16、CsaX、Csx3、Csx1、Csx1S、Csf1、Csf2、CsO、

Csf4、Csd1、Csd2、Cst1、Cst2、Csh1、Csh2、Csa1、Csa2、Csa3、Csa4、Csa5、Cas12a/Cpf1、

Cas12b/C2c1、Cas12c/C2c3、Cas12d/CasY、Cas12e/CasX、Cas12g、Cas12h和Cas12i  CARF、

DinG、其同源物或已修饰者。未经修饰的CRISPR酶可以具有DNA切割活性，例如Cas9，它具有

两个功能性核酸内切酶结构域：RuvC和HNH。CRISPR酶可以指导在靶序列上例如在靶序列内

和/或在靶序列的互补序列内切割一条或两条链。例如，CRISPR酶可以指导一条或两条链在

大约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、50、100、200、500或自靶序列的第一个或最后一个

核苷酸的多个碱基对。

[0206] 可使用编码相对于相应的野生型酶突变的CRISPR酶的载体，使突变的CRISPR酶缺

乏切割含有靶序列的靶多核苷酸的一条或两条链的能力。Cas9可以指与野生型示例性Cas9

多肽(例如，化脓性链球菌的Cas9)具有至少或至少约50％、60％、70％、80％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性和/或序列同源性的多

肽。Cas9可以指与野生型示例性Cas9多肽(例如，来自化脓链球菌)具有最多或最多约50％、

60％、70％、80％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％的序列

同一性和/或序列同源性的多肽。Cas9可指Cas9蛋白的野生型或修饰形式，其可包含氨基酸

变化，例如缺失、插入、取代、变体、突变、融合、嵌合体或上述之任何组合。

[0207] 在一些实施方案中，碱基编辑器的CRISPR蛋白来源的结构域可包括来自溃疡棒状

杆菌(Corynebacterium  ulcerans)(NCBI  Refs：NC_015683.1，NC_017317.1)；白喉棒状杆

菌(Corynebacterium  diphtheria)(NCBI  Ref：NC_016782.1，NC_016786.1)；栖蚜蝇螺原体

(Spiroplasma  syrphidicola)(NCBI  Ref：NC_021284 .1)；中间型普氏杆菌(Prevotella 

intermedia)(NCBI  Ref：NC_017861.1)；中国台湾螺旋体(Spiroplasma  taiwanense)(NCBI 

Ref：NC_021846.1)；海豚链球菌(Streptococcus  iniae)(NCBI  Ref：NC_021314.1)；波罗的

海贝尔氏菌 (Belliella  baltica) (NCBI  Ref：NC_018010 .1)；扭曲冷弯曲菌

(Psychroflexus  torquis)(NCBI  Ref：NC_018721 .1)；嗜热链球菌(Streptococcus 

thermophilus)(NCBI  Ref：YP_820832.1)；无害李斯特菌(Listeria  innocua)(NCBI  Ref：

NP_472073.1)；空肠弯曲菌(Campylobacter  jejuni)(NCBI  Ref：YP_002344900.1)；脑膜炎

双球菌(Neisseria  meningitidis) (NCBI  Ref：YP_002342100 .1)，化脓性链球菌

(Streptococcus  pyogenes)或金黄色葡萄球菌的Cas9的全部或部分。

[0208] 核碱基编辑器的Cas9域

[0209] 术语“Cas9”或“Cas9结构域”是指包含Cas9蛋白或其片段(例如，包含Cas9的活性、

非活性或部分活性的DNA切割域的蛋白、和/或Cas9的gRNA结合结构域)。Cas9核酸酶有时也

称为casnl核酸酶或CRISPR(规律间隔成簇短回文重复序列)相关的核酸酶。示例性的Cas9
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是化脓性链球菌Cas9(spCas9)，其氨基酸序列如下。

[0210]

[0211] Cas9核酸酶序列和结构是本领域技术人员众所周知的(例如，参见“Complete 

genome  sequence  of  an  Ml  strain  of  Streptococcus  pyogenes .”，Ferretti等人，

J .J .、McShan  W.M.、Ajdic  D.J .、Savic  D.J .、Savic  G .、Lyon  K .、Primeaux  C.、Sezate 

S.、Suvorov  A.N.、Kenton  S.、Lai  H.S.、Lin  S.P.、Qian  Y.、Jia  H.G.、Najar  F.Z.、Ren 

Q .、Zhu  H .、Song  L .、White  J .、Yuan  X .、Clifton  S.W .、Roe  B.A.、McLaughlin  R .E .、

Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.98:4658‑4663(2001)；“CRISPR  RNA  maturation  by  trans‑

encoded  small  RNA  and  host  factor  RNase  III.”Deltcheva  E.、Chylinski  K.、Sharma 

C.M.、Gonzales  K .、Chao  Y.、Pirzada  Z.A.、Eckert  M.R .、Vogel  J .、Charpentier  E.、

Nature471:602‑607(2011)；and“A  programmabledual‑RNA‑guided  DNA  endonuclease  in 

adaptive  bacterial  immunity .”，Jinek  M .、Chylinski  K .、Fonfara  I .、Hauer  M .、

Doudna  J.A.、Charpentier  E.Science337:816‑821(2012)，每个都通过引用并入本文)。已

经在各种物种中描述Cas9直向同源物，包括但不限于化脓性链球菌和嗜热链球菌。基于所

述公开，其他合适的Cas9核酸酶和序列对本领域技术人员是显而易见的，并且此类Cas9核
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酸酶和序列包括来自Chylinski、Rhun及Charpentier，“The  tracrRNA  and  Cas9  families 

of  type  II  CRISPR‑Cas  immunity  systems”(2013)RNA  Biology  10:5,726‑737；其全部

内容通过引用并入本文。

[0212] 在一些方面，核酸可编程DNA结合蛋白(napDNAbp)是Cas9结构域。本文提供非限制

性的示例性Cas9结构域。Cas9结构域可以是核酸酶活性Cas9结构域、核酸酶非活性Cas9结

构域或Cas9切口酶。在一些实施方案中，Cas9结构域是核酸酶活性结构域。例如，Cas9结构

域可以是切割双链核酸的两条链(例如，双链DNA分子的两条链)的Cas9结构域。在一些实施

方案中，Cas9结构域包含如本文所述的任何氨基酸序列。在一些实施方案中，Cas9结构域包

含的氨基酸序列与本文列出的任何氨基酸序列至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、

至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或至少

99.5％相同。在一些实施方案中，与本文列出的任何氨基酸序列相比，Cas9结构域包含具有

1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18，19、20、21、22、21、24、25、26、27、28、

29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、4344、45、46、47、48、49、50个或更多个突

变。在一些实施方案中，与本文列出的任何氨基酸序列相比，Cas9结构域包含具有至少10、

至少15、至少20、至少30、至少40、至少50、至少60、至少70、至少80、至少90、至少100、至少

150、至少200、至少250、至少300、至少350、至少400、至少500、至少600、至少700、至少800、

至少900、至少1000、至少1100或至少1200个相同的连续氨基酸残基。

[0213] 在一些实施方案中，提供了包含Cas9的片段的蛋白质。例如，在一些实施方案中，

蛋白质包含两个Cas9结构域之一：(1)Cas9的gRNA结合结构域；或(2)Cas9的DNA切割结构

域。在一些实施方案中，包含Cas9或其片段的蛋白质被称为“Cas9变体”。Cas9变体与Cas9或

其片段具有同源性。例如，Cas9变体在以下条件下至少约70％相同、至少约80％相同、至少

约90％相同、至少约95％相同、至少约96％相同、至少约97％相同。与野生型Cas9具有至少

约98％的同一性、至少约99％的同一性、至少约99.5％的同一性或至少约99.9％的同一性。

在一些实施方案中，与野生型Cas9相比，Cas9变体可以具有1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、21、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、

38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50或更多氨基酸变化的氨基酸。在一些实施方案

中，Cas9变体包含Cas9的片段(例如，gRNA结合结构域或DNA切割结构域)，使得所述片段与

野生型Cas9的相应片段至少约70％相同、至少约80％相同、至少约90％相同、至少约95％相

同、至少约96％相同、至少约97％相同、至少约98％相同、至少约99％相同、至少约99.5％相

同或至少约99.9％相同。在一些实施方案中，所述片段至少是相应野生型Cas9氨基酸长度

的至少30％、至少35％、至少40％、至少45％、至少50％、至少55％、至少60％、至少65％、至

少70％％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、至少99％、至少99.5％。在一些实施方案中，所述片段的长度为至少100个氨基酸。在

一些实施方案中，所述片段的长度为至少100、150、200、250、300、350、400、450、500、550、

600、650、700、750、800、850、900、950、1000、1050、1100、1150、1200、1250或1300个氨基酸。

[0214] 在一些实施方案中，本文提供的Cas9融合蛋白包含Cas9蛋白的全长氨基酸序列，

例如本文提供的Cas9序列之一。然而，在其他实施方案中，本文提供的融合蛋白不包含全长

Cas9序列，而仅包含其一个或多个片段。本文提供了合适的Cas9结构域和Cas9片段的示例

性氨基酸序列，并且Cas9结构域和片段的其他合适的序列对本领域技术人员而言是显而易

说　明　书 46/193 页

51

CN 112469446 B

51



见的。

[0215] Cas9蛋白可以与指导RNA缔合，指导RNA将Cas9蛋白引导至与指导RNA具有互补性

的特定DNA序列。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是Cas9结构域，例

如核酸酶活性Cas9、Cas9切口酶(nCas9)或核酸酶失活Cas9(dCas9)。核酸可编程DNA结合蛋

白的实例包括但不限于Cas9(例如，dCas9和nCas9)、CasX、CasY、Cpf1、Cas12b/C2C1和

Cas12c/C2C3。

[0216] 在一些实施方案中，野生型Cas9对应于化脓性链球菌的Cas9(NCBI参考序列：NC_

017053.1，核苷酸和氨基酸序列如下所示)。ATGGATAAGAAATACTCAATAGGCTTAGATATCGGCACA

AATAGCGTCGGATGGGCGGTGATCACTGATGATTATAAGGTTCCGTCTAAAAAGTTCAAGGTTCTGGGAAATACAG

ACCGCCACAGTATCAAAAAAAATCTTATAGGGGCTCTTTTATTTGGCAGTGGAGAGACAGCGGAAGCGACTCGTCT

CAAACGGACAGCTCGTAGAAGGTATACACGTCGGAAGAATCGTATTTGTTATCTACAGGAGATTTTTTCAAATGAG

ATGGCGAAAGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGACTTGAAGAGTCTTTTTTGGTGGAAGAAGACAAGAAGCATGAAC

GTCATCCTATTTTTGGAAATATAGTAGATGAAGTTGCTTATCATGAGAAATATCCAACTATCTATCATCTGCGAAA

AAAATTGGCAGATTCTACTGATAAAGCGGATTTGCGCTTAATCTATTTGGCCTTAGCGCATATGATTAAGTTTCGT

GGTCATTTTTTGATTGAGGGAGATTTAAATCCTGATAATAGTGATGTGGACAAACTATTTATCCAGTTGGTACAAA

TCTACAATCAATTATTTGAAGAAAACCCTATTAACGCAAGTAGAGTAGATGCTAAAGCGATTCTTTCTGCACGATT

GAGTAAATCAAGACGATTAGAAAATCTCATTGCTCAGCTCCCCGGTGAGAAGAGAAATGGCTTGTTTGGGAATCTC

ATTGCTTTGTCATTGGGATTGACCCCTAATTTTAAATCAAATTTTGATTTGGCAGAAGATGCTAAATTACAGCTTT

CAAAAGATACTTACGATGATGATTTAGATAATTTATTGGCGCAAATTGGAGATCAATATGCTGATTTGTTTTTGGC

AGCTAAGAATTTATCAGATGCTATTTTACTTTCAGATATCCTAAGAGTAAATAGTGAAATAACTAAGGCTCCCCTA

TCAGCTTCAATGATTAAGCGCTACGATGAACATCATCAAGACTTGACTCTTTTAAAAGCTTTAGTTCGACAACAAC

TTCCAGAAAAGTATAAAGAAATCTTTTTTGATCAATCAAAAAACGGATATGCAGGTTATATTGATGGGGGAGCTAG

CCAAGAAGAATTTTATAAATTTATCAAACCAATTTTAGAAAAAATGGATGGTACTGAGGAATTATTGGTGAAACTA

AATCGTGAAGATTTGCTGCGCAAGCAACGGACCTTTGACAACGGCTCTATTCCCCATCAAATTCACTTGGGTGAGC

TGCATGCTATTTTGAGAAGACAAGAAGACTTTTATCCATTTTTAAAAGACAATCGTGAGAAGATTGAAAAAATCTT

GACTTTTCGAATTCCTTATTATGTTGGTCCATTGGCGCGTGGCAATAGTCGTTTTGCATGGATGACTCGGAAGTCT

GAAGAAACAATTACCCCATGGAATTTTGAAGAAGTTGTCGATAAAGGTGCTTCAGCTCAATCATTTATTGAACGCA

TGACAAACTTTGATAAAAATCTTCCAAATGAAAAAGTACTACCAAAACATAGTTTGCTTTATGAGTATTTTACGGT

TTATAACGAATTGACAAAGGTCAAATATGTTACTGAGGGAATGCGAAAACCAGCATTTCTTTCAGGTGAACAGAAG

AAAGCCATTGTTGATTTACTCTTCAAAACAAATCGAAAAGTAACCGTTAAGCAATTAAAAGAAGATTATTTCAAAA

AAATAGAATGTTTTGATAGTGTTGAAATTTCAGGAGTTGAAGATAGATTTAATGCTTCATTAGGCGCCTACCATGA

TTTGCTAAAAATTATTAAAGATAAAGATTTTTTGGATAATGAAGAAAATGAAGATATCTTAGAGGATATTGTTTTA

ACATTGACCTTATTTGAAGATAGGGGGATGATTGAGGAAAGACTT  AAAACATATGCTCACCTCTTTGATGATAAG

GTGATGAAACAGCTTAAACGTCGCCGTTATACTGGTTGGGGACGTTTGTCTCGAAAATTGATTAATGGTATTAGGGA

TAAGCAATCTGGCAAAACAATATTAGATTTTTTGAAATCAGATGGTTTTGCCAATCGCAATTTTATGCAGCTGATCC

ATGATGATAGTTTGACATTTAAAGAAGATATTCAAAAAGCACAGGTGTCTGGACAAGGCCATAGTTTACATGAACAG

ATTGCTAACTTAGCTGGCAGTCCTGCTATTAAAAAAGGTATTTTACAGACTGTAAAAATTGTTGATGAACTGGTCAA

AGTAATGGGGCATAAGCCAGAAAATATCGTTATTGAAATGGCACGTGAAAATCAGACAACTCAAAAGGGCCAGAAAA

ATTCGCGAGAGCGTATGAAACGAATCGAAGAAGGTATCAAAGAATTAGGAAGTCAGATTCTTAAAGAGCATCCTGTT
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GAAAATACTCAATTGCAAAATGAAAAGCTCTATCTCTATTATCTACAAAATGGAAGAGACATGTATGTGGACCAAGA

ATTAGATATTAATCGTTTAAGTGATTATGATGTCGATCACATTGTTCCACAAAGTTTCATTAAAGACGATTCAATAG

ACAATAAGGTACTAACGCGTTCTGATAAAAATCGTGGTAAATCGGATAACGTTCCAAGTGAAGAAGTAGTCAAAAAG

ATGAAAAACTATTGGAGACAACTTCTAAACGCCAAGTTAATCACTCAACGTAAGTTTGATAATTTAACGAAAGCTGA

ACGTGGAGGTTTGAGTGAACTTGATAAAGCTGGTTTTATCAAACGCCAATTGGTTGAAACTCGCCAAATCACTAAGC

ATGTGGCACAAATTTTGGATAGTCGCATGAATACTAAATACGATGAAAATGATAAACTTATTCGAGAGGTTAAAGTG

ATTACCTTAAAATCTAAATTAGTTTCTGACTTCCGAAAAGATTTCCAATTCTATAAAGTACGTGAGATTAACAATTA

CCATCATGCCCATGATGCGTATCTAAATGCCGTCGTTGGAACTGCTTTGATTAAGAAATATCCAAAACTTGAATCGG

AGTTTGTCTATGGTGATTATAAAGTTTATGATGTTCGTAAAATGATTGCTAAGTCTGAGCAAGAAATAGGCAAAGCA

ACCGCAAAATATTTCTTTTACTCTAATATCATGAACTTCTTCAAAACAGAAATTACACTTGCAAATGGAGAGATTCG

CAAACGCCCTCTAATCGAAACTAATGGGGAAACTGGAGAAATTGTCTGGGATAAAGGGCGAGATTTTGCCACAGTGC

GCAAAGTATTGTCCATGCCCCAAGTCAATATTGTCAAGAAAACAGAAGTACAGACAGGCGGATTCTCCAAGGAGTCA

ATTTTACCAAAAAGAAATTCGGACAAGCTTATTGCTCGTAAAAAAGACTGGGATCCAAAAAAATATGGTGGTTTTGA

TAGTCCAACGGTAGCTTATTCAGTCCTAGTGGTTGCTAAGGTGGAAAAAGGGAAATCGAAGAAGTTAAAATCCGTTA

AAGAGTTACTAGGGATCACAATTATGGAAAGAAGTTCCTTTGAAAAAAATCCGATTGACTTTTTAGAAGCTAAAGGA

TATAAGGAAGTTAAAAAAGACTTAATCATTAAACTACCTAAATATAGTCTTTTTGAGTTAGAAAACGGTCGTAAACG

GATGCTGGCTAGTGCCGGAGAATTACAAAAAGGAAATGAGCTGGCTCTGCCAAGCAAATATGTGAATTTTTTATATT

TAGCTAGTCATTATGAAAAGTTGAAGGGTAGTCCAGAAGATAACGAACAAAAACAATTGTTTGTGGAGCAGCATAAG

CATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAAATCAGTGAATTTTCTAAGCGTGTTATTTTAGCAGATGCCAATTTAGATAA

AGTTCTTAGTGCATATAACAAACATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATATTATTCATTTATTTACGT

TGACGAATCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGATCGTAAACGATATACGTCTACAAAA

GAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCCATCACTGGTCTTTATGAAACACGCATTGATTTGAGTCAGCTAGG

AGGTGACTGA

说　明　书 48/193 页

53

CN 112469446 B

53



[0217]

[0218] (底线：HNH域；双底线：RuvC域)

[0219] 在一些实施方案中，野生型Cas9对应于或包含以下核苷酸和/或氨基酸序列：

[0220] ATGGATAAAAAGTATTCTATTGGTTTAGACATCGGCACTAATTCCGTTGGATGGGCTGTCATAACCGAT

GAATACAAAGTACCTTCAAAGAAATTTAAGGTGTTGGGGAACACAGACCGTCATTCGATTAAAAAGAATCTTATCGG

TGCCCTCCTATTCGATAGTGGCGAAACGGCAGAGGCGACTCGCCTGAAACGAACCGCTCGGAGAAGGTATACACGTC

GCAAGAACCGAATATGTTACTTACAAGAAATTTTTAGCAATGAGATGGCCAAAGTTGACGATTCTTTCTTTCACCGT

TTGGAAGAGTCCTTCCTTGTCGAAGAGGACAAGAAACATGAACGGCACCCCATCTTTGGAAACATAGTAGATGAGGT

GGCATATCATGAAAAGTACCCAACGATTTATCACCTCAGAAAAAAGCTAGTTGACTCAACTGATAAAGCGGACCTGA

GGTTAATCTACTTGGCTCTTGCCCATATGATAAAGTTCCGTGGGCACTTTCTCATTGAGGGTGATCTAAATCCGGAC

AACTCGGATGTCGACAAACTGTTCATCCAGTTAGTACAAACCTATAATCAGTTGTTTGAAGAGAACCCTATAAATGC

AAGTGGCGTGGATGCGAAGGCTATTCTTAGCGCCCGCCTCTCTAAATCCCGACGGCTAGAAAACCTGATCGCACAAT

TACCCGGAGAGAAGAAAAATGGGTTGTTCGGTAACCTTATAGCGCTCTCACTAGGCCTGACACCAAATTTTAAGTCG

AACTTCGACTTAGCTGAAGATGCCAAATTGCAGCTTAGTAAGGACACGTACGATGACGATCTCGACAATCTACTGGC

ACAAATTGGAGATCAGTATGCGGACTTATTTTTGGCTGCCAAAAACCTTAGCGATGCAATCCTCCTATCTGACATAC
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TGAGAGTTAATACTGAGATTACCAAGGCGCCGTTATCCGCTTCAATGATCAAAAGGTACGATGAACATCACCAAGAC

TTGACACTTCTCAAGGCCCTAGTCCGTCAGCAACTGCCTGAGAAATATAAGGAAATATTCTTTGATCAGTCGAAAAA

CGGGTACGCAGGTTATATTGACGGCGGAGCGAGTCAAGAGGAATTCTACAAGTTTATCAAACCCATATTAGAGAAGA

TGGATGGGACGGAAGAGTTGCTTGTAAAACTCAATCGCGAAGATCTACTGCGAAAGCAGCGGACTTTCGACAACGGT

AGCATTCCACATCAAATCCACTTAGGCGAATTGCATGCTATACTTAGAAGGCAGGAGGATTTTTATCCGTTCCTCAA

AGACAATCGTGAAAAGATTGAGAAAATCCTAACCTTTCGCATACCTTACTATGTGGGACCCCTGGCCCGAGGGAACT

CTCGGTTCGCATGGATGACAAGAAAGTCCGAAGAAACGATTACTCCATGGAATTTTGAGGAAGTTGTCGATAAAGGT

GCGTCAGCTCAATCGTTCATCGAGAGGATGACCAACTTTGACAAGAATTTACCGAACGAAAAAGTATTGCCTAAGCA

CAGTTTACTTTACGAGTATTTCACAGTGTACAATGAACTCACGAAAGTTAAGTATGTCACTGAGGGCATGCGTAAAC

CCGCCTTTCTAAGCGGAGAACAGAAGAAAGCAATAGTAGATCTGTTATTCAAGACCAACCGCAAAGTGACAGTTAAG

CAATTGAAAGAGGACTACTTTAAGAAAATTGAATGCTTCGATTCTGTCGAGATCTCCGGGGTAGAAGATCGATTTAA

TGCGTCACTTGGTACGTATCATGACCTCCTAAAGATAATTAAAGATAAGGACTTCCTGGATAACGAAGAGAATGAAG

ATATCTTAGAAGATATAGTGTTGACTCTTACCCTCTTTGAAGATCGGGAAATGATTGAGGAAAGACTAAAAACATAC

GCTCACCTGTTCGACGATAAGGTTATGAAACAGTTAAAGAGGCGTCGCTATACGGGCTGGGGACGATTGTCGCGGAA

ACTTATCAACGGGATAAGAGACAAGCAAAGTGGTAAAACTATTCTCGATTTTCTAAAGAGCGACGGCTTCGCCAATA

GGAACTTTATGCAGCTGATCCATGATGACTCTTTAACCTTCAAAGAGGATATACAAAAGGCACAGGTTTCCGGACAA

GGGGACTCATTGCACGAACATATTGCGAATCTTGCTGGTTCGCCAGCCATCAAAAAGGGCATACTCCAGACAGTCAA

AGTAGTGGATGAGCTAGTTAAGGTCATGGGACGTCACAAACCGGAAAACATTGTAATCGAGATGGCACGCGAAAATC

AAACGACTCAGAAGGGGCAAAAAAACAGTCGAGAGCGGATGAAGAGAATAGAAGAGGGTATTAAAGAACTGGGCAGC

CAGATCTTAAAGGAGCATCCTGTGGAAAATACCCAATTGCAGAACGAGAAACTTTACCTCTATTACCTACAAAATGG

AAGGGACATGTATGTTGATCAGGAACTGGACATAAACCGTTTATCTGATTACGACGTCGATCACATTGTACCCCAAT

CCTTTTTGAAGGACGATTCAATCGACAATAAAGTGCTTACACGCTCGGATAAGAACCGAGGGAAAAGTGACAATGTT

CCAAGCGAGGAAGTCGTAAAGAAAATGAAGAACTATTGGCGGCAGCTCCTAAATGCGAAACTGATAACGCAAAGAAA

GTTCGATAACTTAACTAAAGCTGAGAGGGGTGGCTTGTCTGAACTTGACAAGGCCGGATTTATTAAACGTCAGCTCG

TGGAAACCCGCCAAATCACAAAGCATGTTGCACAGATACTAGATTCCCGAATGAATACGAAATACGACGAGAACGAT

AAGCTGATTCGGGAAGTCAAAGTAATCACTTTAAAGTCAAAATTGGTGTCGGACTTCAGAAAGGATTTTCAATTCTA

TAAAGTTAGGGAGATAAATAACTACCACCATGCGCACGACGCTTATCTTAATGCCGTCGTAGGGACCGCACTCATTA

AGAAATACCCGAAGCTAGAAAGTGAGTTTGTGTATGGTGATTACAAAGTTTATGACGTCCGTAAGATGATCGCGAAA

AGCGAACAGGAGATAGGCAAGGCTACAGCCAAATACTTCTTTTATTCTAACATTATGAATTTCTTTAAGACGGAAAT

CACTCTGGCAAACGGAGAGATACGCAAACGACCTTTAATTGAAACCAATGGGGAGACAGGTGAAATCGTATGGGATA

AGGGCCGGGACTTCGCGACGGTGAGAAAAGTTTTGTCCATGCCCCAAGTCAACATAGTAAAGAAAACTGAGGTGCAG

ACCGGAGGGTTTTCAAAGGAATCGATTCTTCCAAAAAGGAATAGTGATAAGCTCATCGCTCGTAAAAAGGACTGGGA

CCCGAAAAAGTACGGTGGCTTCGATAGCCCTACAGTTGCCTATTCTGTCCTAGTAGTGGCAAAAGTTGAGAAGGGAA

AATCCAAGAAACTGAAGTCAGTCAAAGAATTATTGGGGATAACGATTATGGAGCGCTCGTCTTTTGAAAAGAACCCC

ATCGACTTCCTTGAGGCGAAAGGTTACAAGGAAGTAAAAAAGGATCTCATAATTAAACTACCAAAGTATAGTCTGTT

TGAGTTAGAAAATGGCCGAAAACGGATGTTGGCTAGCGCCGGAGAGCTTCAAAAGGGGAACGAACTCGCACTACCGT

CTAAATACGTGAATTTCCTGTATTTAGCGTCCCATTACGAGAAGTTGAAAGGTTCACCTGAAGATAACGAACAGAAG

CAACTTTTTGTTGAGCAGCACAAACATTATCTCGACGAAATCATAGAGCAAATTTCGGAATTCAGTAAGAGAGTCAT

CCTAGCTGATGCCAATCTGGACAAAGTATTAAGCGCATACAACAAGCACAGGGATAAACCCATACGTGAGCAGGCGG
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AAAATATTATCCATTTGTTTACTCTTACCAACCTCGGCGCTCCAGCCGCATTCAAGTATTTTGACACAACGATAGAT

CGCAAACGATACACTTCTACCAAGGAGGTGCTAGACGCGACACTGATTCACCAATCCATCACGGGATTATATGAAAC

TCGGATAGATTTGTCACAGCTTGGGGGTGACGGATCCCCCAAGAAGAAGAGGAAAGTCTCGAGCGACTACAAAGACC

ATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGGCTGCAGGA

[0221]

[0222]

[0223] (单底线：HNH域；双底线：RuvC域)。

[0224] 在一些实施方案中，野生型Cas9对应于化脓性链球菌的Cas9(NCBI参考序列：NC_

002737.2(核苷酸序列如下)；以及Uniprot参考序列：Q99ZW2(氨基酸序列如下)：

[0225] ATGGATAAGAAATACTCAATAGGCTTAGATATCGGCACAAATAGCGTCGGATGGGCGGTGATCACTGAT

GAATATAAGGTTCCGTCTAAAAAGTTCAAGGTTCTGGGAAATACAGACCGCCACAGTATCAAAAAAAATCTTATAGG

GGCTCTTTTATTTGACAGTGGAGAGACAGCGGAAGCGACTCGTCTCAAACGGACAGCTCGTAGAAGGTATACACGTC

GGAAGAATCGTATTTGTTATCTACAGGAGATTTTTTCAAATGAGATGGCGAAAGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGA

CTTGAAGAGTCTTTTTTGGTGGAAGAAGACAAGAAGCATGAACGTCATCCTATTTTTGGAAATATAGTAGATGAAGT

TGCTTATCATGAGAAATATCCAACTATCTATCATCTGCGAAAAAAATTGGTAGATTCTACTGATAAAGCGGATTTGC

GCTTAATCTATTTGGCCTTAGCGCATATGATTAAGTTTCGTGGTCATTTTTTGATTGAGGGAGATTTAAATCCTGAT
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AATAGTGATGTGGACAAACTATTTATCCAGTTGGTACAAACCTACAATCAATTATTTGAAGAAAACCCTATTAACGC

AAGTGGAGTAGATGCTAAAGCGATTCTTTCTGCACGATTGAGTAAATCAAGACGATTAGAAAATCTCATTGCTCAGC

TCCCCGGTGAGAAGAAAAATGGCTTATTTGGGAATCTCATTGCTTTGTCATTGGGTTTGACCCCTAATTTTAAATCA

AATTTTGATTTGGCAGAAGATGCTAAATTACAGCTTTCAAAAGATACTTACGATGATGATTTAGATAATTTATTGGC

GCAAATTGGAGATCAATATGCTGATTTGTTTTTGGCAGCTAAGAATTTATCAGATGCTATTTTACTTTCAGATATCC

TAAGAGTAAATACTGAAATAACTAAGGCTCCCCTATCAGCTTCAATGATTAAACGCTACGATGAACATCATCAAGAC

TTGACTCTTTTAAAAGCTTTAGTTCGACAACAACTTCCAGAAAAGTATAAAGAAATCTTTTTTGATCAATCAAAAAA

CGGATATGCAGGTTATATTGATGGGGGAGCTAGCCAAGAAGAATTTTATAAATTTATCAAACCAATTTTAGAAAAAA

TGGATGGTACTGAGGAATTATTGGTGAAACTAAATCGTGAAGATTTGCTGCGCAAGCAACGGACCTTTGACAACGGC

TCTATTCCCCATCAAATTCACTTGGGTGAGCTGCATGCTATTTTGAGAAGACAAGAAGACTTTTATCCATTTTTAAA

AGACAATCGTGAGAAGATTGAAAAAATCTTGACTTTTCGAATTCCTTATTATGTTGGTCCATTGGCGCGTGGCAATA

GTCGTTTTGCATGGATGACTCGGAAGTCTGAAGAAACAATTACCCCATGGAATTTTGAAGAAGTTGTCGATAAAGGT

GCTTCAGCTCAATCATTTATTGAACGCATGACAAACTTTGATAAAAATCTTCCAAATGAAAAAGTACTACCAAAACA

TAGTTTGCTTTATGAGTATTTTACGGTTTATAACGAATTGACAAAGGTCAAATATGTTACTGAAGGAATGCGAAAAC

CAGCATTTCTTTCAGGTGAACAGAAGAAAGCCATTGTTGATTTACTCTTCAAAACAAATCGAAAAGTAACCGTTAAG

CAATTAAAAGAAGATTATTTCAAAAAAATAGAATGTTTTGATAGTGTTGAAATTTCAGGAGTTGAAGATAGATTTAA

TGCTTCATTAGGTACCTACCATGATTTGCTAAAAATTATTAAAGATAAAGATTTTTTGGATAATGAAGAAAATGAAG

ATATCTTAGAGGATATTGTTTTAACATTGACCTTATTTGAAGATAGGGAGATGATTGAGGAAAGACTTAAAACATAT

GCTCACCTCTTTGATGATAAGGTGATGAAACAGCTTAAACGTCGCCGTTATACTGGTTGGGGACGTTTGTCTCGAAA

ATTGATTAATGGTATTAGGGATAAGCAATCTGGCAAAACAATATTAGATTTTTTGAAATCAGATGGTTTTGCCAATC

GCAATTTTATGCAGCTGATCCATGATGATAGTTTGACATTTAAAGAAGACATTCAAAAAGCACAAGTGTCTGGACAA

GGCGATAGTTTACATGAACATATTGCAAATTTAGCTGGTAGCCCTGCTATTAAAAAAGGTATTTTACAGACTGTAAA

AGTTGTTGATGAATTGGTCAAAGTAATGGGGCGGCATAAGCCAGAAAATATCGTTATTGAAATGGCACGTGAAAATC

AGACAACTCAAAAGGGCCAGAAAAATTCGCGAGAGCGTATGAAACGAATCGAAGAAGGTATCAAAGAATTAGGAAGT

CAGATTCTTAAAGAGCATCCTGTTGAAAATACTCAATTGCAAAATGAAAAGCTCTATCTCTATTATCTCCAAAATGG

AAGAGACATGTATGTGGACCAAGAATTAGATATTAATCGTTTAAGTGATTATGATGTCGATCACATTGTTCCACAAA

GTTTCCTTAAAGACGATTCAATAGACAATAAGGTCTTAACGCGTTCTGATAAAAATCGTGGTAAATCGGATAACGTT

CCAAGTGAAGAAGTAGTCAAAAAGATGAAAAACTATTGGAGACAACTTCTAAACGCCAAGTTAATCACTCAACGTAA

GTTTGATAATTTAACGAAAGCTGAACGTGGAGGTTTGAGTGAACTTGATAAAGCTGGTTTTATCAAACGCCAATTGG

TTGAAACTCGCCAAATCACTAAGCATGTGGCACAAATTTTGGATAGTCGCATGAATACTAAATACGATGAAAATGAT

AAACTTATTCGAGAGGTTAAAGTGATTACCTTAAAATCTAAATTAGTTTCTGACTTCCGAAAAGATTTCCAATTCTA

TAAAGTACGTGAGATTAACAATTACCATCATGCCCATGATGCGTATCTAAATGCCGTCGTTGGAACTGCTTTGATTA

AGAAATATCCAAAACTTGAATCGGAGTTTGTCTATGGTGATTATAAAGTTTATGATGTTCGTAAAATGATTGCTAAG

TCTGAGCAAGAAATAGGCAAAGCAACCGCAAAATATTTCTTTTACTCTAATATCATGAACTTCTTCAAAACAGAAAT

TACACTTGCAAATGGAGAGATTCGCAAACGCCCTCTAATCGAAACTAATGGGGAAACTGGAGAAATTGTCTGGGATA

AAGGGCGAGATTTTGCCACAGTGCGCAAAGTATTGTCCATGCCCCAAGTCAATATTGTCAAGAAAACAGAAGTACAG

ACAGGCGGATTCTCCAAGGAGTCAATTTTACCAAAAAGAAATTCGGACAAGCTTATTGCTCGTAAAAAAGACTGGGA

TCCAAAAAAATATGGTGGTTTTGATAGTCCAACGGTAGCTTATTCAGTCCTAGTGGTTGCTAAGGTGGAAAAAGGGA

AATCGAAGAAGTTAAAATCCGTTAAAGAGTTACTAGGGATCACAATTATGGAAAGAAGTTCCTTTGAAAAAAATCCG
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ATTGACTTTTTAGAAGCTAAAGGATATAAGGAAGTTAAAAAAGACTTAATCATTAAACTACCTAAATATAGTCTTTT

TGAGTTAGAAAACGGTCGTAAACGGATGCTGGCTAGTGCCGGAGAATTACAAAAAGGAAATGAGCTGGCTCTGCCAA

GCAAATATGTGAATTTTTTATATTTAGCTAGTCATTATGAAAAGTTGAAGGGTAGTCCAGAAGATAACGAACAAAAA

CAATTGTTTGTGGAGCAGCATAAGCATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAAATCAGTGAATTTTCTAAGCGTGTTAT

TTTAGCAGATGCCAATTTAGATAAAGTTCTTAGTGCATATAACAAACATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAG

AAAATATTATTCATTTATTTACGTTGACGAATCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGAT

CGTAAACGATATACGTCTACAAAAGAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCCATCACTGGTCTTTATGAAAC

ACGCATTGATTTGAGTCAGCTAGGAGGTGACTGA

[0226]

[0227]

[0228] 在一些实施方案中，Cas9是指来自溃疡棒状杆菌(NCBI  Refs：NC_015683 .1，NC_

017317 .1)；白喉棒状杆菌(NCBI  Ref：NC_016782.1，NC_016786 .1)；栖蚜蝇螺原体(NCBI 

Ref：NC_021284 .1)；中间型普氏杆菌(NCBI  Ref：NC_017861 .1)；中国台湾螺旋体(NCBI 

Ref：NC_021846.1)；海豚链球菌(NCBI  Ref：NC_021314.1)；波罗的海贝尔氏菌(NCBI  Ref：

NC_018010 .1)；扭曲冷弯曲菌(NCBI  Ref：NC_018721 .1)；嗜热链球菌(NCBI  Ref：YP_

820832 .1)，无害李斯特菌(NCBI  Ref：NP_472073 .1)，空肠弯曲杆菌(NCBI  Ref：YP_
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002344900.1)或脑膜炎双球菌(NCBI  Ref：YP_002342100.1)的Cas9，或来自其他任何生物

的Cas9。

[0229] 应了解，包括其变体和同源物在内的其他Cas9蛋白(例如，核酸酶死亡的Cas9

(dCas9)、Cas9切口酶(nCas9)或核酸酶活性Cas9)，包括其变体和同源物。示例性的Cas9蛋

白包括但不限于以下提供的那些。在一些实施方案中，Cas9蛋白是核酸酶死亡的Cas9

(dCas9)。在一些实施方案中，Cas9蛋白是Cas9切口酶(nCas9)。在一些实施方案中，Cas9蛋

白是核酸酶活性的Cas9。

[0230] 在一些实施方案中，Cas9结构域是无核酸酶的Cas9结构域(dCas9)。例如，dCas9结

构域可以结合双链核酸分子(例如，通过gRNA分子)，而不切割双链核酸分子的任一链。在一

些实施方案中，无核酸酶的dCas9结构域包含本文列出的氨基酸序列的D10X突变和H840X突

变，或本文提供的任何氨基酸序列中的相应突变，其中X是任何氨基酸改变。在一些实施方

案中，无核酸酶的dCas9结构域包含本文列出的氨基酸序列的D10A突变和H840A突变，或本

文提供的任何氨基酸序列中的相应突变。作为一个实例，无核酸酶的Cas9结构域包含克隆

载体pPlatTET‑gRNA2(登录号BAV54124)中列出的氨基酸序列。

[0231] 示例性的催化失活Cas9(dCas9)的氨基酸序列如下：

[0232] MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTAR

RRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDST

DKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLE

NLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAI

LLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIK

PILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVT

EGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLD

NEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKS

DGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIE

MARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVD

AIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGF

IKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVV

GTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETG

EIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVA

KVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGN

ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKP

IREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD

[0233] (例如，参见Qi等人，“Repurposing  CRISPR  as  an  RNA‑guided  platform  for 

sequence‑specific  control  of  gene  expression.”Cell.，2013；152(5)：1173‑83，其全

部内容通过引用并入本文)。

[0234] 在一些实施方案中，Cas9核酸酶具有失活的(例如，灭活的)DNA切割结构域，即，所

述Cas9是切口酶，称为“nCas9”蛋白(作为“切口酶”Cas9)。核酸酶灭活的Cas9蛋白可以互换

地称为“dCas9”蛋白(对于核酸酶“死亡”Cas9)或催化失活的Cas9。产生具有失活的DNA切割
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结构域的Cas9蛋白(或其片段)的方法是已知的(例如，参见Jinek等人，Science.，337：816‑

821(2012)；Qi等人，“Repurposing  CRISPR  as  an  RNA‑guided  platform  for  sequence‑

specific  control  of  gene  expression.”(2013)Cell.，28；152(5)：1173‑83，其每一个的

全部内容通过引用并入本文。例如，已知Cas9的DNA切割结构域包括两个亚结构域，即HNH核

酸酶亚结构域和RuvC1亚结构域。HNH子域切割与gRNA互补的链，而RuvC1子域切割非互补

链。这些亚结构域内的突变可以使Cas9的核酸酶活性沉默。例如，突变D10A和H840A完全灭

活了化脓性链球菌Cas9的核酸酶活性(Jinek等人，Science.337：816‑821(2012)；Qi等人，

Cell.，28；152(5)：1173‑83(2013))。

[0235] 在一些实施方案中，dCas9结构域包含与本文提供的任何dCas9结构域至少60％、

至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％、至少99％或至少99.5％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，与本文列

出的任何氨基酸序列相比，Cas9结构域包含具有1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

16、17、18、19、20、21、22、21、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、

41、42、43、44、45、46、47、48、49、50个或更多个或更多突变。在一些实施方案中，与本文列出

的任何氨基酸序列相比，Cas9结构域包含具有至少10、至少15、至少20、至少30、至少40、至

少50、至少60、至少70、至少80、至少90、至少100、至少150、至少200、至少250、至少300、至少

350、至少400、至少500、至少600、至少700、至少800、至少具有900、至少1000、至少1100或至

少1200个相同的连续氨基酸残基。

[0236] 在一些实施方案中，dCas9对应于或部分或全部包含具有使Cas9核酸酶活性失活

的一个或多个突变的Cas9氨基酸序列。例如，在一些实施方案中，dCas9结构域包含D10A和

H840A突变或另一Cas9中的相应突变。

[0237] 在一些实施方案中，dCas9包含dCas9的氨基酸序列(D10A和H840A)：

[0238]

说　明　书 55/193 页

60

CN 112469446 B

60



[0239]

[0240] 在一些实施方案中，Cas9结构域包含D10A突变，而位置840上的残基在以上提供的

氨基酸序列中或在本文提供的任何氨基酸序列中的相应位置处仍为组氨酸。

[0241] 在其他实施方案中，提供了具有除D10A和H840A以外的突变的dCas9变体，其例如

导致核酸酶灭活的Cas9(dCas9)。举例来说，此类突变包括在D10和H840处的其他氨基酸取

代，或在Cas9的核酸酶结构域内的其他取代(例如，在HNH核酸酶子结构域和/或RuvC1子结

构域中的取代)。在一些实施方案中，提供了dCas9的变体或同源物，其至少约70％相同、至

少约80％相同、至少约90％相同、至少约95％相同、至少约98％相同、至少约99％相同、至少

约99.5％相同或至少约99.9％相同。在一些实施方案中，提供的dCas9变体具有以下氨基酸

序列，所述氨基酸序列较短或更长约5个氨基酸、约10个氨基酸、约15个氨基酸、约20个氨基

酸、约25个氨基酸、约30个氨基酸、约40个氨基酸、约50个氨基酸、约75个氨基酸、约100个氨

基酸或更多。

[0242] 在一些实施方案中，Cas9结构域是Cas9切口酶。Cas9切口酶可以是Cas9蛋白，其能

够仅切割双链核酸分子(例如，双链DNA分子)的一条链。在一些实施方案中，Cas9切口酶切

割双链核酸分子的靶链，这意味着Cas9切口酶切割与结合至Cas9的gRNA(例如，sgRNA)碱基

配对(互补)的链。在一些实施方案中，Cas9切口酶包括D10A突变并且在840位具有组氨酸。
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在一些实施方案中，Cas9切口酶切割双链核酸分子的非靶标、非碱基编辑的链，这意味着

Cas9切口酶切割未与结合至Cas9的gRNA(例如，sgRNA)碱基配对的链。在一些实施方案中，

Cas9切口酶包含H840A突变并且在位置10处具有天冬氨酸残基或相应的突变。在一些实施

方案中，Cas9切口酶包含的氨基酸序列至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少

80％、至少85％、至少90％、至少95％，至少96％，至少97％，至少98％、至少99％或至少

99.5％与本文提供的任何Cas9切口酶相同。基于本申请和本领域的知识，其他合适的Cas9

切口酶对于本领域技术人员是显而易见的，并且在本申请的范围内。

[0243] 示例性的催化Cas9切口酶(nCas9)的氨基酸序列如下：MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVIT

DEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFH

RLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNP

DNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFK

SNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQ

DLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDN

GSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDK

GASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTV

KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKT

YAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSG

QGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELG

SQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDN

VPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDEN

DKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIA

KSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKN

PIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQ

KQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTI

DRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD

[0244] 在一些实施方案中，Cas9指来自古细菌(例如，纳米古细菌)的Cas9，其构成单细胞

原核微生物的域和界。在一些实施方案中，可编程核苷酸结合蛋白可以是CasX或CasY蛋白，

其已经描述于例如Burstein等人，“New  CRISPR‑Cas  systems  from  uncultivated 

microbes.”,Cell  Res,2017年2月21日，doi：10.1038/cr.2017.21，其全部内容通过引用合

并于本文。使用基因组分辨的宏基因组学(metagenomic)，鉴定了许多CRISPR‑Cas系统，包

括生命古细菌域中首次报导的Cas9。这种差异化的Cas9蛋白是在鲜为研究的nanoarchaea

中发现的，是主动CRISPR‑Cas系统的一部分。在细菌中，发现了两个以前未知的系统，即

CRISPR‑CasX和CRISPR‑CasY，它们是迄今为止发现的最紧凑的系统。在一些实施例中，在本

文所述的碱基编辑器系统中，Cas9被CasX或CasX的变体替代。在一些实施例中，在本文描述

的碱基编辑器系统中，Cas9被CasY或CasY的变体替代。应当理解，其他RNA引导的DNA结合蛋

白可以用作核酸可编程DNA结合蛋白(napDNAbp)，并且在本申请的范围内。

[0245] 在一些实施方案中，本文提供的任何融合蛋白的核酸可编程DNA结合蛋白

(napDNAbp)可以是CasX或CasY蛋白。在一些实施方案中，napDNAbp是CasX蛋白。在一些实施
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方案中，napDNAbp是CasY蛋白。在一些实施方案中，napDNAbp包含的氨基酸序列至少85％、

至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、至少99％或至少99.5％与天然存在的CasX或CasY蛋白相同。在一些实施方案中，可编

程核苷酸结合蛋白是天然存在的CasX或CasY蛋白。在一些实施方案中，可编程核苷酸结合

蛋白包含与本文所述的任何CasX或CasY蛋白具有至少85％、至少90％、至少91％、至少

92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％，至少97％，至少98％，至少99％或至少

99 .5％的同一性的氨基酸序列。应当理解，根据本申请，也可以使用来自其他细菌物种的

CasX和CasY。

[0246] 示例性的CasX((uniprot.org/uniprot/F0NN87；uniprot.org/uniprot/F0NH53)

tr|F0NN87|F0NN87_SULIHCRISPR相关的Casx蛋白OS＝冰岛硫化叶菌(菌株HVE10/4)GN＝

SiH_0402PE＝4SV＝1)氨基酸序列如下：

[0247] MEVPLYNIFGDNYIIQVATEAENSTIYNNKVEIDDEELRNVLNLAYKIAKNNEDAAAERRGKAKKKKG

EEGETTTSNIILPLSGNDKNPWTETLKCYNFPTTVALSEVFKNFSQVKECEEVSAPSFVKPEFYEFGRSPGMVERT

RRVKLEVEPHYLIIAAAGWVLTRLGKAKVSEGDYVGVNVFTPTRGILYSLIQNVNGIVPGIKPETAFGLWIARKVV

SSVTNPNVSVVRIYTISDAVGQNPTTINGGFSIDLTKLLEKRYLLSERLEAIARNALSISSNMRERYIVLANYIYE

YLTG  SKRLEDLLYFANRDLIMNLNSDDGKVRDLKLISAYVNGELIRGEG。

[0248] 示例性的CasX(>tr|F0NH53|F0NH53_SULIR  CRISPR相关蛋白，Casx  OS＝冰岛硫化

叶菌(菌株REY15A)GN＝SiRe_0771  PE＝4  SV＝1)氨基酸序列如下：

[0249] MEVPLYNIFGDNYIIQVATEAENSTIYNNKVEIDDEELRNVLNLAYKIAKNNEDAAAERRGKAKKKKG

EEGETTTSNIILPLSGNDKNPWTETLKCYNFPTTVALSEVFKNFSQVKECEEVSAPSFVKPEFYKFGRSPGMVERT

RRVKLEVEPHYLIMAAAGWVLTRLGKAKVSEGDYVGVNVFTPTRGILYSLIQNVNGIVPGIKPETAFGLWIARKVV

SSVTNPNVSVVSIYTISDAVGQNPTTINGGFSIDLTKLLEKRDLLSERLEAIARNALSISSNMRERYIVLANYIYE

YLTGSKRLEDLLYFANRDLIMNLNSDDGKVRDLKLISAYVNGELIRGEG。

[0250] δ‑变形菌CasX

[0251] MEKRINKIRKKLSADNATKPVSRSGPMKTLLVRVMTDDLKKRLEKRRKKPEVMPQVISNNAANNLRML

LDDYTKMKEAILQVYWQEFKDDHVGLMCKFAQPASKKIDQNKLKPEMDEKGNLTTAGFACSQCGQPLFVYKLEQVS

EKGKAYTNYFGRCNVAEHEKLILLAQLKPVKDSDEAVTYSLGKFGQRALDFYSIHVTKESTHPVKPLAQIAGNRYA

SGPVGKALSDACMGTIASFLSKYQDIIIEHQKVVKGNQKRLESLRELAGKENLEYPSVTLPPQPHTKEGVDfAYNE

VIARVRMWVNLNLWQKLKLSRDDAKPLLRLKGFPSFPVVERRENEVDWWNTINEVKKLIDAKRDMGRVFWSGVTAEK

RNTILEGYNYLPNENDHKKREGSLENPKKPAKRQFGDLLLYLEKKYAGDWGKVFDEAWERIDKKIAGLTSHIEREEA

RNAEDAQSKAVLTDWLRAKASFVLERLKEMDEKEFYACEIQLQKWYGDLRGNPFAVEAENRVVDISGFSIGSDGHSI

QYRNLLAWKYLENGKREFYLLMNYGKKGRIRFTDGTDIKKSGKWQGLLYGGGKAKVIDLTFDPDDEQLIILPLAFGT

RQGREFIWNDLLSLETGLIKLANGRVIEKTIYNKKIGRDEPALFVALTFERREVVDPSNIKPVNLIGVARGENIPAV

IALTDPEGCPLPEFKDSSGGPTDILRIGEGYKEKQRAIQAAKEVEQRRAGGYSRKFASKSRNLADDMVRNSARDLFY

HAVTHDAVLVFANLSRGFGRQGKRTFMTERQYTKMEDWLTAKLAYEGLTSKTYLSKTLAQYTSKTCSNCGFTITYAD

MDVMLVRLKKTSDGWATTLNNKELKAEYQITYYNRYKRQTVEKELSAELDRLSEESGNNDISKWTKGRRDEALFLLK

KRFSHRPVQEQFVCLDCGHEVHAAEQAALNIARSWLFLNSNSTEFKSYKSGKQPFVGAWQAFYKRRLKEVWKPNA

[0252] 示例性的CasY((ncbi.nlm.nih.gov/蛋白质/APG80656.1)>APG80656.1  CRISPR相

关蛋白CasY[未培养的俭菌总门群细菌])氨基酸序列如下：
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[0253] MSKRHPRISGVKGYRLHAQRLEYTGKSGAMRTIKYPLYSSPSGGRTVPREIVSAINDDYVGLYGLSNF

DDLYNAEKRNEEKVYSVLDFWYDCVQYGAVFSYTAPGLLKNVAEVRGGSYELTKTLKGSHLYDELQIDKVIKFLNK

KEISRANGSLDKLKKDIIDCFKAEYRERHKDQCNKLADDIKNAKKDAGASLGERQKKLFRDFFGISEQSENDKPSF

TNPLNLTCCLLPFDTVNNNRNRGEVLFNKLKEYAQKLDKNEGSLEMWEYIGIGNSGTAFSNFLGEGFLGRLRENKI

TELKKAMMDITDAWRGQEQEEELEKRLRILAALTIKLREPKFDNHWGGYRSDINGKLSSWLQNYINQTVKIKEDLK

GHKKDLKKAKEMINRFGESDTKEEAVVSSLLESIEKIVPDDSADDEKPDIPAIAIYRRFLSDGRLTLNRFVQREDV

QEALIKERLEAEKKKKPKKRKKKSDAEDEKETIDFKELFPHLAKPLKLVPNFYGDSKRELYKKYKNAAIYTDALWK

AVEKIYKSAFSSSLKNSFFDTDFDKDFFIKRLQKIFSVYRRFNTDKWKPIVKNSFAPYCDIVSLAENEVLYKPKQS

RSRKSAAIDKNRVRLPSTENIAKAGIALARELSVAGFDWKDLLKKEEHEEYIDLIELHKTALALLLAVTETQLDIS

ALDFVENGTVKDFMKTRDGNLVLEGRFLEMFSQSIVFSELRGLAGLMSRKEFITRSAIQTMNGKQAELLYIPHEFQ

SAKITTPKEMSRAFLDLAPAEFATSLEPESLSEKSLLKLKQMRYYPHYFGYELTRTGQGIDGGVAENALRLEKSPV

KKREIKCKQYKTLGRGQNKIVLYVRSSYYQTQFLEWFLHRPKNVQTDVAVSGSFLIDEKKVKTRWNYDALTVALEP

VSGSERVFVSQPFTIFPEKSAEEEGQRYLGIDIGEYGIAYTALEITGDSAKILDQNFISDPQLKTLREEVKGLKLD

QRRGTFAMPSTKIARIRESLVHSLRNRIHHLALKHKAKIVYELEVSRFEEGKQKIKKVYATLKKADVYSEIDADKN

LQTTVWGKLAVASEISASYTSQFCGACKKLWRAEMQVDETITTQELIGTVRVIKGGTLIDAIKDFMRPPIFDENDT

PFPKYRDFCDKHHISKKMRGNSCLFICPFCRANADADIQASQTIALLRYVKEEKKVEDYFERFRKLKNIKVLGQMK

KI。

[0254] 在一些实施方案中，核酸可编程DNA结合蛋白(napDNAbp)是微生物CRISPR‑Cas系

统的单个效应子。微生物CRISPR‑Cas系统的单个效应子包括但不限于Cas9、Cpf1、Cas12b/

C2c1和Cas12c/C2c3。通常，微生物CRISPR‑Cas系统分为1类和2类系统。1类系统具有多亚基

效应子复合物，而2类系统具有单个蛋白质效应子。例如，Cas9和Cpf1是2类效应器。除Cas9

和Cpf1外，Shmakov等人，“Discovery  and  Functional  Characterization  of  Diverse 

Class  2CRISPR  Cas  Systems”，Mol.Cell，2015年11月5日；60(3)：385‑397还描述了三个不

同的2类CRISPR‑Cas系统，其全部内容通过引用合并于此。两个系统的效应子Cas12b/C2c1

和Cas12c/C2c3包含与Cpf1相关的RuvC样核酸内切酶结构域。第三系统包含具有两个谓词

HEPN  RNase结构域的效应子。与Cas12b/C2c1产生的CRISPR  RNA不同，成熟的CRISPR  RNA的

产生不依赖tracrRNA。Cas12b/C2c1取决于CRISPR  RNA和tracrRNA的DNA切割。

[0255] 已经报导了酸环脂双歧杆菌Cas12b/C2c1(AacC2c1)的晶体结构与嵌合单分子指

导RNA(sgRNA)复合。例如，参见Liu等人，“C2c1‑sgRNA  Complex  Structure  Reveals  RNA‑

Guided  DNA  Cleavage  Mechanism”，Mol.Cell，2017年1月19日；65(2)：310‑322，其全部内

容通过引用合并于此。还已经报导了酸热脂环酸杆菌C2c1以三元复合物结合到靶DNA上的

晶体结构。例如，参见Yang等人，“PAM‑dependent  Target  DNA  Recognition  and  Cleavage 

by  C2C1CRISPR‑Cas  endonuclease”，Cell，2016年12月15日；167(7)：1814‑1828，其全部内

容通过引用结合于此。具有目标和非目标DNA链的AacC2c1具有催化能力的构象已被独立捕

获，放置在单个RuvC催化口袋中，Cas12b/C2c1介导的切割导致目标DNA错开七个核苷酸。

Cas12b/C2c1三元复合物与先前鉴定的Cas9和Cpf1对应物之间的结构比较证明了CRISPR‑

Cas9系统使用的机制的多样性。

[0256] 在一些实施方案中，本文提供的任何融合蛋白的核酸可编程DNA结合蛋白

(napDNAbp)可以是Cas12b/C2c1或Cas12c/C2c3蛋白。在一些实施方案中，napDNAbp是
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Cas12b/C2c1蛋白。在一些实施方案中，napDNAbp是Cas12c/C2c3蛋白。在一些实施方案中，

napDNAbp包含与天然存在的Cas12b/C2c1或Cas12c/C2c3蛋白至少85％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％

或至少99.5％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，napDNAbp是天然存在的Cas12b/C2c1

或Cas12c/C2c3蛋白。在一些实施方案中，napDNAbp包含与本文提供的任何napDNAbp序列至

少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％、至少99％或至少99.5％的氨基酸序列相同。应当理解，根据本申请，也可以

使用来自其他细菌物种的Cas12b/C2c1或Cas12c/C2c3。

[0257] 一个Cas12b/C2c1((uniprot.org/uniprot/T0D7A2#2)sp|T0D7A2|C2C1_ALIAG 

CRISPR相关的核酸内切酶C2c1  OS＝嗜酸酸脂环芽孢杆菌(菌株ATCC  49025/DSM  3922/CIP 

106132/NCIMB  13)GN＝c2c1  PE＝1  SV＝1)氨基酸序列如下：

[0258] MAVKSIKVKLRLDDMPEIRAGLWKLHKEVNAGVRYYTEWLSLLRQENLYRRSPNGDGEQECDKTAEEC

KAELLERLRARQVENGHRGPAGSDDELLQLARQLYELLVPQAIGAKGDAQQIARKFLSPLADKDAVGGLGIAKAGN

KPRWVRMREAGEPGWEEEKEKAETRKSADRTADVLRALADFGLKPLMRVYTDSEMSSVEWKPLRKGQAVRTWDRDM

FQQAIERMMSWESWNQRVGQEYAKLVEQKNRFEQKNFVGQEHLVHLVNQLQQDMKEASPGLESKEQTAHYVTGRAL

RGSDKVFEKWGKLAPDAPFDLYDAEIKNVQRRNTRRFGSHDLFAKLAEPEYQALWREDASFLTRYAVYNSILRKLN

HAKMFATFTLPDATAHPIWTRFDKLGGNLHQYTFLFNEFGERRHAIRFHKLLKVENGVAREVDDVTVPISMSEQLD

NLLPRDPNEPIALYFRDYGAEQHFTGEFGGAKIQCRRDQLAHMHRRRGARDVYLNVSVRVQSQSEARGERRPPYAA

VFRLVGDNHRAFVHFDKLSDYLAEHPDDGKLGSEGLLSGLRVMSVDLGLRTSASISVFRVARKDELKPNSKGRVPF

FFPIKGNDNLVAVHERSQLLKLPGETESKDLRAIREERQRTLRQLRTQLAYLRLLVRCGSEDVGRRERSWAKLIEQ

PVDAANHMTPDWREAFENELQKLKSLHGICSDKEWMDAVYESVRRVWRHMGKQVRDWRKDVRSGERPKIRGYAKDV

VGGNSIEQIEYLERQYKFLKSWSFFGKVSGQVIRAEKGSRFAITLREHIDHAKEDRLKKLADRIIMEALGYVYALD

ERGKGKWVAKYPPCQLILLEELSEYQFNNDRPPSENNQLMQWSHRGVFQELINQAQVHDLLVGTMYAAFSSRFDAR

TGAPGIRCRRVPARCTQEHNPEPFPWWLNKFVVEHTLDACPLRADDLIPTGEGEIFVSPFSAEEGDFHQIHADLNA

AQNLQQRLWSDFDISQIRLRCDWGEVDGELVLIPRLTGKRTADSYSNKVFYTNTGVTYYERERGKKRRKVFAQEKL

SEEEAELLVEADEAREKSVVLMRDPSGIINRGNWTRQKEFWSMV  NQRIEGYLVKQIRSRVPLQDSACENTGDI。

[0259] BhCas12b(组氨酸芽孢杆菌)NCBI参考序列：WP_095142515MAPKKKRKVGIHGVPAAAT

RSFILKIEPNEEVKKGLWKTHEVLNHGIAYYMNILKLIRQEAIYEHHEQDPKNPKKVSKAEIQAELWDFVLKMQKCN

SFTHEVDKDEVFNILRELYEELVPSSVEKKGEANQLSNKFLYPLVDPNSQSGKGTASSGRKPRWYNLKIAGDPSWEE

EKKKWEEDKKKDPLAKILGKLAEYGLIPLFIPYTDSNEPIVKEIKWMEKSRNQSVRRLDKDMFIQALERFLSWESWN

LKVKEEYEKVEKEYKTLEERIKEDIQALKALEQYEKERQEQLLRDTLNTNEYRLSKRGLRGWREIIQKWLKMDENEP

SEKYLEVFKDYQRKHPREAGDYSVYEFLSKKENHFIWRNHPEYPYLYATFCEIDKKKKDAKQQATFTLADPINHPLW

VRFEERSGSNLNKYRILTEQLHTEKLKKKLTVQLDRLIYPTESGGWEEKGKVDIVLLPSRQFYNQIFLDIEEKGKHA

FTYKDESIKFPLKGTLGGARVQFDRDHLRRYPHKVESGNVGRIYFNMTVNIEPTESPVSKSLKIHRDDFPKVVNFKP

KELTEWIKDSKGKKLKSGIESLEIGLRVMSIDLGQRQAAAASIFEVVDQKPDIEGKLFFPIKGTELYAVHRASFNIK

LPGETLVKSREVLRKAREDNLKLMNQKLNFLRNVLHFQQFEDITEREKRVTKWISRQENSDVPLVYQDELIQIRELM

YKPYKDWVAFLKQLHKRLEVEIGKEVKHWRKSLSDGRKGLYGISLKNIDEIDRTRKFLLRWSLRPTEPGEVRRLEPG

QRFAIDQLNHLNALKEDRLKKMANTIIMHALGYCYDVRKKKWQAKNPACQIILFEDLSNYNPYEERSRFENSKLMKW

SRREIPRQVALQGEIYGLQVGEVGAQFSSRFHAKTGSPGIRCSVVTKEKLQDNRFFKNLQREGRLTLDKIAVLKEGD
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LYPDKGGEKFISLSKDRKCVTTHADINAAQNLQKRFWTRTHGFYKVYCKAYQVDGQTVYIPESKDQKQKIIEEFGEG

YFILKDGVYEWVNAGKLKIKKGSSKQSSSELVDSDILKDSFDLASELKGEKLMLYRDPSGNVFPSDKWMAAGVFFGK

LERILISKLTNQYSISTIEDDSSKQSMKRPAATKKAGQAKKKK

[0260] 在一些实施方案中，Cas12b是BvCas12B，其是BhCas12b的变体，并且相对于

BhCas12B包含以下变化：S893R，K846R和E837G。BvCas12b(芽孢杆菌V3‑13)NCBI参考序列：

WP_101661451.1MAIRSIKLKMKTNSGTDSIYLRKALWRTHQLINEGIAYYMNLLTLYRQEAIGDKTKEAYQAE

LINIIRNQQRNNGSSEEHGSDQEILALLRQLYELIIPSSIGESGDANQLGNKFLYPLVDPNSQSGKGTSNAGRKPRW

KRLKEEGNPDWELEKKKDEERKAKDPTVKIFDNLNKYGLLPLFPLFTNIQKDIEWLPLGKRQSVRKWDKDMFIQAIE

RLLSWESWNRRVADEYKQLKEKTESYYKEHLTGGEEWIEKIRKFEKERNMELEKNAFAPNDGYFITSRQIRGWDRVY

EKWSKLPESASPEELWKVVAEQQNKMSEGFGDPKVFSFLANRENRDIWRGHSERIYHIAAYNGLQKKLSRTKEQATF

TLPDAIEHPLWIRYESPGGTNLNLFKLEEKQKKNYYVTLSKIIWPSEEKWIEKENIEIPLAPSIQFNRQIKLKQHVK

GKQEISFSDYSSRISLDGVLGGSRIQFNRKYIKNHKELLGEGDIGPVFFNLVVDVAPLQETRNGRLQSPIGKALKVI

SSDFSKVIDYKPKELMDWMNTGSASNSFGVASLLEGMRVMSIDMGQRTSASVSIFEVVKELPKDQEQKLFYSINDTE

LFAIHKRSFLLNLPGEVVTKNNKQQRQERRKKRQFVRSQIRMLANVLRLETKKTPDERKKAIHKLMEIVQSYDSWTA

SQKEVWEKELNLLTNMAAFNDEIWKESLVELHHRIEPYVGQIVSKWRKGLSEGRKNLAGISMWNIDELEDTRRLLIS

WSKRSRTPGEANRIETDEPFGSSLLQHIQNVKDDRLKQMANLIIMTALGFKYDKEEKDRYKRWKETYPACQIILFEN

LNRYLFNLDRSRRENSRLMKWAHRSIPRTVSMQGEMFGLQVGDVRSEYSSRFHAKTGAPGIRCHALTEEDLKAGSNT

LKRLIEDGFINESELAYLKKGDIIPSQGGELFVTLSKRYKKDSDNNELTVIHADINAAQNLQKRFWQQNSEVYRVPC

QLARMGEDKLYIPKSQTETIKKYFGKGSFVKNNTEQEVYKWEKSEKMKIKTDTTFDLQDLDGFEDISKTIELAQEQQ

KKYLTMFRDPSGYFFNNETWRPQKEYWSIVNNIIKSCLKKKILSNKVEL

[0261] Cas9核酸酶具有两个功能性核酸内切酶结构域：RuvC和HNH。Cas9在靶标结合后经

历第二个构象变化，所述变化使核酸酶结构域定位，以切割靶标DNA的相对链。Cas9介导的

DNA切割的最终结果是靶DNA(PAM序列上游约3‑4个核苷酸)内的双链断裂(DSB)。然后，通过

两种一般的修复途径之一修复所得的DSB：(1)有效但容易出错的非同源末端连接(NHEJ)途

径；或(2)效率较低但高保真同源引导修复(HDR)途径。

[0262] 非同源末端连接(NHEJ)和/或同源引导修复(HDR)的“效率”可以通过任何方便的

方法来计算。例如，在某些情况下，效率可以用成功HDR的百分比表示。例如，可以使用测量

员核酸酶测定法(surveyor  nuclease  assay)来产生切割产物，并且可以用产物与受质的

比例来计算百分比。例如，作为成功的HDR的结果，可以使用直接切割含有新整合的限制性

序列的DNA的测量员核酸酶。切割的受质越多，表明HDR百分比越高(HDR效率越高)。作为说

明性实例，可以使用以下等式[(切割产物)/(受质加上切割产物)]计算HDR的分数(百分比)

(例如，(b+c)/(a+b+c)，其中“a”是DNA受质的条带强度，“b”和“c”是切割产物。

[0263] 在某些情况下，效率可以用NHEJ成功率来表示。例如，T7核酸内切酶I测定法可用

于产生切割产物，产物与受质的比例可用于计算NHEJ的百分比。T7核酸内切酶可切割由野

生型和突变型DNA链杂交引起的错配异源双链DNA(NHEJ在原始断裂位点产生小的随机插入

或缺失(Indels))。切割程度越高，表示NHEJ的百分比越高(NHEJ的效率越高)。作为说明性

示例，可以使用以下等式计算NHEJ的分数(百分比)：(1‑(1‑(b(c+c)/(a+b+c))1/2)×100，

其中“a”是DNA受质的条带强度，“b”和“c”是切割产物(Ran等人，Cell,2013年9月12日；154

(6)：1380‑9；Ran等人，Nat  Protoc.，2013年11月；8(11)：2281–2308)。
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[0264] NHEJ修复途径是最活跃的修复机制，它经常在DSB位点引起小的核苷酸插入或缺

失(Indels)。NHEJ介导的DSB修复的随机性具有重要的实际意义，因为表达Cas9和gRNA或指

导多核苷酸的细胞群会导致各种各样的突变。在大多数情况下，NHEJ在靶标DNA中产生小的

插入，导致氨基酸缺失、插入或移码突变，从而导致靶标基因的开放阅读框(ORF)内的提前

终止密码子。理想的最终结果是靶基因内的功能丧失突变。

[0265] 虽然NHEJ介导的DSB修复经常破坏基因的开放阅读框，但是同源引导修复(HDR)可

用于产生特定的核苷酸变化，范围从单核苷酸变化到大插入，如添加荧光团或标签。

[0266] 为了利用HDR进行基因编辑，可以将含有所需序列的DNA修复模板与gRNA和Cas9或

Cas9切口酶一起传递到感兴趣的细胞类型中。修复模板可以包含期望的编辑以及紧接在靶

标的上游和下游的其他同源序列(称为左和右同源臂)。每个同源臂的长度可以取决于引入

的改变的大小，其中较大的插入需要更长的同源臂。修复模板可以是单链寡核苷酸、双链寡

核苷酸或双链DNA质粒。即使在表达Cas9，gRNA和外源性修复模板的细胞中，HDR的效率通常

也较低(<修饰等位基因的10％)。由于HDR发生在单元周期的S和G2阶段，因此可以通过同步

单元来提高HDR的效率。NHEJ中涉及的化学或遗传抑制基因也可以增加HDR频率。

[0267] 在一些实施方案中，Cas9是修饰的Cas9。给定的gRNA靶向序列在整个基因组中可

能存在部分同源的其他位点。这些位点称为脱靶位点，在设计gRNA时需要加以考虑。除了优

化gRNA设计外，还可以通过修饰Cas9来提高CRISPR特异性。Cas9通过两个核酸酶结构域

RuvC和HNH的组合活性产生双链断裂(DSB)。Cas9切口酶是SpCas9的D10A突变体，保留一个

核酸酶结构域并产生DNA切口而不是DSB。切口酶系统也可以与HDR介导的基因编辑结合起

来进行特定的基因编辑。

[0268] 在某些情况下，Cas9是Cas9蛋白的变体。当与野生型Cas9蛋白的氨基酸序列相比

时，变体Cas9多肽具有的氨基酸序列相差一个氨基酸(例如，具有缺失、插入、取代、融合)。

在一些情况下，变体Cas9多肽具有降低Cas9多肽的核酸酶活性的氨基酸变化(例如，缺失、

插入或取代)。例如，在某些情况下，变体Cas9多肽具有小于50％、小于40％、小于30％、小于

20％、小于10％、小于5％或小于1％的核酸酶。相应的野生型Cas9蛋白的活性。在某些情况

下，变体Cas9蛋白没有实质的核酸酶活性。当主题Cas9蛋白是没有实质核酸酶活性的变体

Cas9蛋白时，其可以被称为“dCas9”。

[0269] 在一些情况下，变体Cas9蛋白具有降低的核酸酶活性。例如，变体Cas9蛋白展现出

核酸内切酶活性的小于约20％、小于约15％、小于约10％、小于约5％、小于约1％或小于约

0.1％。野生型Cas9蛋白，例如野生型Cas9蛋白。

[0270] 在一些情况下，变体Cas9蛋白可以切割指导靶序列的互补链，但是具有降低的切

割双链指导靶序列的非互补链的能力。例如，变体Cas9蛋白可具有降低RuvC结构域功能的

突变(氨基酸取代)。作为非限制性实例，在一些实施方案中，变体Cas9蛋白具有D10A(在氨

基酸位置10处为谷氨酸的天冬氨酸)，因此可以切割双链导向靶序列的互补链，但切割双链

导向靶序列的非互补链的能力降低(因此，当变体Cas9蛋白切割双链靶核酸时，导致单链断

裂(SSB)而不是双链断裂(DSB))(例如，参见Jinek等人，Science .2012年八月17日；337

(6096)：816‑21)。

[0271] 在一些情况下，变体Cas9蛋白可以切割双链指导靶序列的非互补链，但是具有降

低的切割指导靶序列的互补链的能力。例如，变体Cas9蛋白可具有降低HNH结构域(RuvC/
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HNH/RuvC结构域基序)的功能的突变(氨基酸取代)。作为非限制性实例，在一些实施方案

中，变体Cas9蛋白具有H840A(在氨基酸位置840处的组氨酸至丙氨酸)突变，并因此可以切

割指导靶序列的非互补链，但是具有降低的切割靶序列的能力。指导目标序列的互补链(因

此，当变体Cas9蛋白切割双链指导目标序列时，将产生SSB而不是DSB)。这样的Cas9蛋白切

割指导靶序列(例如单链指导靶序列)的能力降低，但是保留了结合指导靶序列(例如单链

指导靶序列)的能力。

[0272] 在一些情况下，变体Cas9蛋白切割双链靶DNA的互补链和非互补链的能力降低。作

为非限制性实例，在一些情况下，变体Cas9蛋白既具有D10A突变又具有H840A突变，使得所

述多肽具有降低的切割双链靶DNA的互补链和非互补链的能力。这样的Cas9蛋白切割靶DNA

(例如单链靶DNA)的能力降低，但是保留了结合靶DNA(例如单链靶DNA)的能力。

[0273] 作为另一个非限制性实例，在一些情况下，变体Cas9蛋白具有W476A和W1126A突

变，使得多肽具有降低的切割靶DNA的能力。这样的Cas9蛋白切割靶DNA(例如单链靶DNA)的

能力降低，但是保留了结合靶DNA(例如单链靶DNA)的能力。

[0274] 作为另一个非限制性实例，在一些情况下，变体Cas9蛋白具有P475A、W476A、

N477A、D1125A、W1126A和D1127A突变，使得所述多肽具有降低的切割靶DNA的能力。这样的

Cas9蛋白切割靶DNA(例如单链靶DNA)的能力降低，但是保留了结合靶DNA(例如单链靶DNA)

的能力。

[0275] 作为另一个非限制性实例，在一些情况下，变体Cas9蛋白具有H840A、W476A和

W1126A突变，使得多肽具有降低的切割靶DNA的能力。这样的Cas9蛋白切割靶DNA(例如单链

靶DNA)的能力降低，但是保留了结合靶DNA(例如单链靶DNA)的能力。作为另一个非限制性

实例，在某些情况下，变体Cas9蛋白带有H840A、D10A、W476A和W1126A突变，使得所述多肽切

割靶DNA的能力降低。这样的Cas9蛋白切割靶DNA(例如单链靶DNA)的能力降低，但是保留了

结合靶DNA(例如单链靶DNA)的能力。在一些实施方案中，变体Cas9已经在Cas9  HNH结构域

(A840H)中的位置840处恢复了催化的His残基。

[0276] 作为另一个非限制性实例，在一些情况下，变体Cas9蛋白带有H840A、P475A、

W476A、N477A、D1125A、W1126A和D1127A突变，使得所述多肽切割靶DNA的能力降低。这样的

Cas9蛋白切割靶DNA(例如单链靶DNA)的能力降低，但是保留了结合靶DNA(例如单链靶DNA)

的能力。作为另一个非限制性实例，在一些情况下，变体Cas9蛋白具有D10A、H840A、P475A、

W476A、N477A、D1125A、W1126A和D1127A突变，使得所述多肽具有降低的切割靶DNA的能力。

这样的Cas9蛋白切割靶DNA(例如单链靶DNA)的能力降低，但是保留了结合靶DNA(例如单链

靶DNA)的能力。在某些情况下，当变异的Cas9蛋白带有W476A和W1126A突变，或者变异的

Cas9蛋白带有P475A、W476A、N477A、D1125A、W1126A和D1127A突变时，变异的Cas9蛋白不能

有效地与PAM序列结合。因此，在一些这样的情况下，当在结合方法中使用这种变体Cas9蛋

白时，所述方法不需要PAM序列。换句话说，在某些情况下，当将这种Cas9变异蛋白用于结合

方法时，所述方法可包含指导RNA，但所述方法可在不存在PAM序列的情况下进行(因此，结

合的特异性由指导RNA的靶向片段提供)。可以使其他残基突变以获得上述效果(即，使一个

或另一个核酸酶部分失活)。作为非限制性实例，残基D10、G12、G17、E762、H840、N854、N863、

H982、H983、A984、D986和/或A987可以被改变(即被取代)。同样，除丙氨酸取代以外的突变

也是合适的。
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[0277] 在一些实施方案中，具有降低的催化活性的变体Cas9蛋白(例如，当Cas9蛋白具有

D10、G12、G17、E762、H840、N854、N863、H982、H983、A984、D986和/或如果是A987突变，例如

D10A、G12A、G17A、E762A、H840A、N854A、N863A、H982A、H983A、A984A和/或D986A)，则Cas9变

体蛋白仍可以以位点特异性方式与靶DNA结合(因为只要它保留与指导RNA相互作用的能

力，它仍然可以被指导RNA引导至目标DNA序列。

[0278] 在一些实施方案中，变体Cas蛋白可以是spCas9、spCas9‑VRQR、spCas9‑VRER、

xCas9(sp)、saCas9、saCas9‑KKH、spCas9‑MQKSER、spCas9‑LRKIQK或spCas9‑LRVSQL。

[0279] 化脓性链球菌Cas9的替代品可以包括Cpf1家族的RNA指导的内切核酸酶，在哺乳

动物细胞中显示出切割活性。来自普氏杆菌(Prevotella)和弗朗西斯菌1(Francisella  1)

(CRISPR/Cpf1)的CRISPR是一种类似于CRISPR/Cas9系统的DNA编辑技术。Cpf1是II类

CRISPR/Cas系统的RNA指导的核酸内切酶。在普氏杆菌和弗朗西斯菌中发现了这种获得性

免疫机制。Cpf1基因与CRISPR基因座相关联，编码一种内切核酸酶，所述核酸内切酶使用指

导RNA来发现和切割病毒DNA。Cpf1是一种比Cas9小且简单的核酸内切酶，克服了CRISPR/

Cas9系统的某些局限性。与Cas9核酸酶不同，Cpf1介导的DNA切割的结果是带有短3’突出端

的双链断裂。Cpf1的交错切割模式可以打开方向性基因转移的可能性，类似于传统的限制

性内切酶克隆，可以提高基因编辑的效率。像上述的Cas9变体和直向同源物一样，Cpf1还可

以将CRISPR靶向的AT位富集区域或AT基因组缺少SpCas9支持的NGG  PAM位点的位点数目扩

展。Cpf1基因座包含一个混合的α/β域、一后跟一个螺旋区域、一个RuvC‑II和一个锌指状域

的RuvC‑I。Cpf1蛋白具有类似于Cas9的RuvC结构域的RuvC样核酸内切酶结构域。此外，Cpf1

不具有HNH核酸内切酶结构域，并且Cpf1的N端不具有Cas9的α‑螺旋识别叶。Cpf1  CRISPR‑

Cas域结构显示Cpf1在功能上是独特的，被归类为2类，V型CRISPR系统。Cpf1基因座编码的

Cas1、Cas2和Cas4蛋白与I型和III型相比更类似于II型系统。功能性Cpf1不需要反式激活

CRISPR  RNA(tracrRNA)，因此只需要CRISPR(crRNA)。这有利于基因组编辑，因为Cpf1不仅

比Cas9小，而且具有更小的sgRNA分子(约为Cas9的一半)。与Cas9靶向的富含G的PAM相比，

Cpf1‑crRNA复合物可通过识别与5’‑YTN‑3’相邻的原间隔子来切割目标DNA或RNA。鉴定出

PAM后，Cpf1引入了一个4或5个核苷酸突出端的粘性末端样DNA双链断裂。

[0280] 本申请内容的一些方面提供了融合蛋白，其包含充当核酸可编程DNA结合蛋白的

结构域，其可用于将蛋白质(例如碱基编辑器)引导至特定核酸(例如DNA或RNA)序列。在特

定实施方案中，融合蛋白包含核酸可编程DNA结合蛋白结构域和脱氨酶结构域。DNA结合蛋

白包括但不限于Cas9(例如dCas9和nCas9)、Cas12a/Cpf1、Cas12b/C2cl、Cas12c/C2c3、

Cas12d/CasY、Cas12e/CasX，Cas12g、Cas12h和Cas12i。具有不同于Cas9的PAM特异性的可编

程多核苷酸结合蛋白的一个例子是成簇的来自普氏杆菌和弗朗西斯菌1(Cpf1)的规则间隔

的短回文重复序列。与Cas9相似，Cpf1也是2类CRISPR效应子。已经显示Cpf1介导具有不同

于Cas9的特征的强大的DNA干扰。Cpf1是一种缺少tracrRNA的单链RNA指导的内切核酸酶，

其利用了一个富含T的邻近原间隔子的基序(TTN，TTTN或YTN)。此外，Cpf1通过交错的DNA双

链断裂切割DNA。在16种Cpf1家族蛋白中，来自酸性氨基球菌和毛螺菌的两种酶显示在人细

胞中具有有效的基因组编辑活性。Cpf1蛋白是本领域已知的，并且先前已经进行了描述，例

如Yamano等人，“Crystal  structure  of  Cpf1  in  complex  with  guide  RNA  and  target 

DNA.”Cell.(165)2016,p.949‑962；其全部内容通过引用结合于此。
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[0281] 在本发明的组合物和方法中还有用的是无核酸酶的Cpf1(dCpf1)变体，其可用作

指导核苷酸序列可编程的多核苷酸结合蛋白结构域。Cpf1蛋白具有类似于Cas9的RuvC结构

域的RuvC样核酸内切酶结构域，但不具有HNH核酸内切酶结构域，并且Cpf1的N端不具有

Cas9的α‑螺旋识别叶。在Zetsche等人，Cell.，163，759‑771，2015(通过引用并入本文)中显

示，Cpf1的RuvC‑样结构域负责切割DNA链和RuvC‑样结构域的失活。使Cpf1核酸酶活性失

活。例如，Novicida  novicida  Cpf1中对应于D917A、E1006A或D1255A的突变会失活Cpf1核

酸酶活性。在一些实施方案中，本申请的dCpf1包含对应于D917A、E1006A、D1255A、D917A/

E1006A、D917A/D1255A、E1006A/D1255A或D917A/E1006A/D1255A的突变。应当理解，根据本

发明，可以使用任何突变，例如使Cpf1的RuvC结构域失活的取代突变、缺失或插入。在一些

实施方案中，本文提供的任何融合蛋白的核酸可编程核苷酸结合蛋白可以是Cpf1蛋白。在

一些实施方案中，Cpf1蛋白是Cpf1切口酶(nCpf1)。在一些实施方案中，Cpf1蛋白是核酸酶

失活的Cpf1(dCpf1)。在一些实施方案中，Cpf1、nCpf1或dCpf1包含与本文公开的Cpf1序列

具有至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％，至少99％或至少99.5％同一性氨基酸序列。在一些实施方案中，dCpf1

包含与本文公开的Cpf1序列具有至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少

94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或至少99.5％相同性的氨基酸序

列，并且包含对应于D917A、E1006A、D1255A、D917A/E1006A、D917A/D1255A、E1006A的突变/

D1255A或D917A/E1006A/D1255A。应当理解，根据本申请，也可以使用来自其他细菌物种的

Cpf1。

[0282] 野生型新弗朗西斯菌(Francisella  novicida)Cpf1的氨基酸序列如下。D917、

E1006和D1255用粗体加底线。
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[0283]

[0284] 以下为新弗朗西斯菌Cpf1  D917A的氨基酸序列。(A917、E1006和D1255用粗体和底

线标出)。

[0285]
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[0286]

[0287] 以下为新弗朗西斯菌Cpf1  E1006A的氨基酸序列。(D917，A1006和D1255用粗体和

底线标出)。

[0288]

[0289] 以下为新弗朗西斯菌Cpf1  D1255A的氨基酸序列。(D917、E1006和A1255突变位置

以粗体显示并带有底线)。

[0290]
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[0291]

[0292] 新弗朗西斯菌Cpf1  D917A/E1006A的氨基酸序列如下。(A917、A1006和D1255用粗

体和底线标出)。

[0293]
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[0294]

[0295] 以下为新弗朗西斯菌Cpf1  D917A/D1255A的氨基酸序列。(A917、E1006和A1255用

粗体和底线标出)。

[0296]

[0297] 新弗朗西斯菌Cpf1  E1006A/D1255A的氨基酸序列如下。(D917、A1006和A1255用粗

体和底线标出)。

[0298]
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[0299]

[0300] 以下为新弗朗西斯菌Cpf1  D917A/E1006A/D1255A的氨基酸序列。(A917、A1006和

A1255用粗体和底线标出)。

[0301]
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[0302]

[0303] 在一些实施方案中，融合蛋白中存在的Cas9结构域之一可以被不需要PAM序列的

指导核苷酸序列可编程DNA结合蛋白结构域替代。

[0304] 在一些实施方案中，Cas结构域是来自金黄色葡萄球菌(SaCas9)的Cas9结构域。在

一些实施方案中，SaCas9结构域是核酸酶活性SaCas9、核酸酶非活性SaCas9(SaCas9d)或

SaCas9切口酶(SaCas9n)。在一些实施方案中，SaCas9结构域在本文提供的任何氨基酸序列

中包含N579A突变或相应的突变。

[0305] 在一些实施方案中，SaCas9结构域、SaCas9d结构域或SaCas9n结构域可以结合具

有非典型PAM的核酸序列。在一些实施方案中，SaCas9结构域、SaCas9d结构域或SaCas9n结

构域可以结合具有NNGRRT或NNGRRT  PAM序列的核酸序列。在一些实施方案中，SaCas9结构

域在本文提供的任何氨基酸序列中包含E781X、N967X和R1014X突变或相应突变中的一个或

多个，其中X是任何氨基酸。在一些实施方案中，SaCas9结构域包含本文提供的任何氨基酸

序列中的一个或多个E781K、N967K和R1014H突变，或一个或多个相应突变。在一些实施方案

中，SaCas9结构域在本文提供的任何氨基酸序列中包含E781K、N967K或R1014H突变或相应

的突变。

[0306] 示例性的SaCas9的氨基酸序列如下：

[0307]
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[0308]

[0309] 在所述序列中，带底线和粗体的残基N579可以被突变(例如，突变为A579)以产生

SaCas9切口酶。

[0310] 示例性的SaCas9n的氨基酸序列如下：

[0311]

[0312] 在所述序列中，可以从N579突变以产生SaCas9切口酶的残基A579用底线和粗体标

出。

[0313] 示例性的SaKKH  Cas9的氨基酸序列如下：

[0314]
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[0315]

[0316] 上面的残基A579用底线和粗体标出，可以从N579突变以产生SaCas9切口酶。可以

从E781、N967和R1014突变以产生SaKKH  Cas9的上述残基K781、K967和H1014用底线和斜体

标出。

[0317] 高保真Cas9域

[0318] 本申请的一些方面提供了高保真度的Cas9结构域。在一些实施方案中，高保真

Cas9结构域是经工程改造的Cas9结构域，其包含相对于相应的野生型Cas9结构域降低Cas9

结构域与DNA的糖‑磷酸骨架之间的静电相互作用的一个或多个突变。与DNA的糖‑磷酸主链

的静电相互作用降低的高保真Cas9结构域可具有较少的脱靶效应。在一些实施方案中，

Cas9结构域(例如，野生型Cas9结构域)包含一种或多种降低Cas9结构域与DNA的糖‑磷酸主

链之间的缔合的突变。在一些实施方案中，Cas9结构域包含一种或多种突变，其使Cas9结构

域与DNA的糖‑磷酸主链之间的缔合降低至少1％、至少2％、至少3％、至少4％、至少5％、至

少10％、至少15％、至少20％、至少25％、至少30％、至少35％、至少40％、至少45％、至少

50％、至少55％、至少60％、至少65％或至少70％。

[0319] 在一些实施方案中，本文提供的任何Cas9融合蛋白在本文提供的任何氨基酸序列

中包含N497X、R661X、Q695X和/或Q926X突变或相应突变中的一个或多个，其中X是任何氨基

酸。在一些实施方案中，本文提供的任何Cas9融合蛋白在本文提供的任何氨基酸序列中包

含N497A、R661A、Q695A和/或Q926A突变或相应突变中的一个或多个。在一些实施方案中，

Cas9结构域在本文提供的任何氨基酸序列中包含D10A突变或相应的突变。具有高保真度的

Ca s 9结构域是本领域已知的，并且对本领域技术人员而言是显而易见的。例如，

Kleinstiver,B.P.等人，“High‑fidelity  CRISPR‑Cas9  nucleases  with  no  detectable 

genome‑wide  off‑target  effects.”，Nature  529，490‑495(2016)；and  Slaymaker,I.M.

等人，“Rationally  engineered  Cas9  nucleases  with  improved  specificity .”，
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Science  351，84‑88(2015)；每个的全部内容通过引用并入本文。

[0320] 在一些实施方案中，修饰的Cas9是高保真Cas9酶。在一些实施方案中，高保真Cas9

酶是SpCas9(K855A)、eSpCas9(1.1)、SpCas9‑HF1或超精确Cas9变体(HypaCas9)。修饰后的

Cas9  eSpCas9(1 .1)包含丙氨酸取代，可削弱HNH/RuvC凹槽与非目标DNA链之间的相互作

用，从而防止链分离和在脱靶位点切割。类似地，SpCas9‑HF1通过丙氨酸取代降低了脱靶编

辑，丙氨酸取代破坏了Cas9与DNA磷酸骨架之间的相互作用。HypaCas9在REC3域中包含突变

(SpCas9N692A/M694A/Q695A/H698A)，可增加Cas9校对和目标识别力。与野生型Cas9相比，

所有三种高保真酶产生的脱靶编辑均更少。

[0321] 下面提供示例性的高保真Cas9。

[0322] 相对于Cas9的高保真Cas9域突变以粗体和底线显示

[0323]

[0324] 指导多核苷酸

[0325] 如本文所用，术语“(一个或多个)指导多核苷酸”是指可以对靶序列特异并且可以

与多核苷酸可编程核苷酸结合域蛋白(例如，Cas9或Cpf1)形成复合物的多核苷酸。在一个

实施方案中，指导多核苷酸是指导RNA。如本文所用，术语“指导RNA(gRNA)”及其语法等同物
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可以指可以对靶DNA具有特异性并且可以与Cas蛋白形成复合物的RNA。RNA/Cas复合物可以

帮助将Cas蛋白“引导”至目标DNA。Cas9/crRNA/tracrRNA核酸内切切割与间隔物互补的线

性或环状dsDNA靶标。不与crRNA互补的靶链首先在核酸内切，然后在核酸外切3’‑5’。实际

上，DNA结合和切割通常需要蛋白质和两个RNA。但是，可以对单链指导RNA(“sgRNA”或简称

为“gNRA”)进行改造，以便将crRNA和tracrRNA的各个方面都整合到单个RNA物种中。例如，

参见Jinek  M.等人，Science  337：816‑821(2012)，其全部内容通过引用并入本文。Cas9识

别CRISPR重复序列中的短基序(PAM或原间隔子相邻基序)，以帮助区分自身和非自身。Cas9

核酸酶序列和结构是本领域技术人员众所周知的(参见例如“Complete  genome  sequence 

of  an  M1  strain  of  Streptococcus  pyogenes.”Ferretti，JJ等人，Natl.Acad .Sci.USA 

98：4658‑4663(2001)；“CRISPR  RNA  maturation  by  trans‑encoded  small  RNA  and  host 

factor  RNase  III.”Deltcheva  E.等人，Nature  471：602‑607(2011)；以及Jinek  M.等人

“Programmable  dual‑RNA‑guided  DNA  endonuclease  in  adaptive  bacterial 

immunity.”，Science  337：816‑821(2012)，其每一个的全部内容通过引用并入本文。已经

在各种物种中描述了Cas9直向同源物，包括但不限于化脓性链球菌和嗜热链球菌。基于所

述公开，其他合适的Cas9核酸酶和序列对于本领域技术人员而言是显而易见的，并且此类

Cas9核酸酶和序列包括来自Chylinski，Rhun和Charpentier，“The  tracrRNA  and  Cas9 

families  of  type  IICRISPR‑Cas  immunity  systems”(2013)RNA  Biology  10:5,726‑

737；其全部内容通过引用并入本文。在一些实施方案中，Cas9核酸酶具有失活的(例如，失

活的)DNA切割结构域，即，Cas9是切口酶。

[0326] 在一些实施方案中，指导多核苷酸是至少一个单一指导RNA(“sgRNA”或“gNRA”)。

在一些实施方案中，指导多核苷酸是至少一种tracrRNA。在一些实施方案中，指导多核苷酸

不需要PAM序列来将多核苷酸可编程DNA结合结构域(例如，Cas9或Cpf1)引导至靶核苷酸序

列。

[0327] 本文公开的碱基编辑器的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域(例如，CRISPR衍生

的结构域)可以通过与指导多核苷酸结合而识别靶多核苷酸序列。指导多核苷酸(例如，

gRNA)通常是单链的，并且可以被编程为与多核苷酸的靶序列位点特异性结合(即，通过互

补碱基配对)，从而指导与指导结合的碱基编辑器靶序列的核酸。指导多核苷酸可以是DNA。

指导多核苷酸可以是RNA。在某些情况下，指导多核苷酸包含天然核苷酸(例如，腺苷)。在一

些情况下，指导多核苷酸包含非天然(或非天然)核苷酸(例如，肽核酸或核苷酸类似物)。在

一些情况下，指导核酸序列的靶向区域可以是至少15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、

26、27、28、29或30个核苷酸在长度上。指导核酸的靶向区域的长度可以在10至30个核苷酸

之间，或在15至25个核苷酸之间，或在15至20个核苷酸之间。

[0328] 在一些实施方案中，指导多核苷酸包含两个或更多个单独的多核苷酸，其可以通

过例如互补碱基配对(例如双链指导多核苷酸)彼此相互作用。例如，指导多核苷酸可以包

含CRISPR  RNA(crRNA)和反式激活CRISPR  RNA(tracrRNA)。例如，指导多核苷酸可以包含一

种或多种反式激活CRISPR  RNA(tracrRNA)。

[0329] 在II型CRISPR系统中，通过CRISPR蛋白(例如Cas9)靶向核酸通常需要在包含识别

靶序列的序列的第一RNA分子(crRNA)和第二RNA分子(trRNA)之间进行互补碱基配对，所述

序列识别靶序列和包含重复序列的第二个RNA分子(trRNA)，所述重复序列形成稳定指导
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RNA‑CRISPR蛋白复合物的支架区域。这样的双链指导RNA系统可以用作指导多核苷酸，以将

本文公开的碱基编辑器引导至靶多核苷酸序列。

[0330] 在一些实施方案中，本文提供的碱基编辑器利用单链指导多核苷酸(例如，gRNA)。

在一些实施方案中，本文提供的碱基编辑器利用双链指导多核苷酸(例如双链gRNA)。在一

些实施方案中，本文提供的碱基编辑器利用一种或多种指导多核苷酸(例如，多种gRNA)。在

一些实施方案中，单链指导多核苷酸用于本文所述的不同碱基编辑器。例如，单链指导多核

苷酸可用于胞苷碱基编辑器和腺苷碱基编辑器。

[0331] 在其他实施方案中，指导多核苷酸可以在单个分子(即，单分子指导核酸)中既包

含核酸的多核苷酸靶向部分又包含核酸的支架部分。例如，单分子指导多核苷酸可以是单

链指导RNA(sgRNA或gRNA)。在本文中，术语“指导多核苷酸序列”涵盖能够与靶标多核苷酸

序列相互作用并将其引导至靶标多核苷酸序列的任何单分子、双分子或多分子核酸。

[0332] 通常，指导多核苷酸(例如crRNA/trRNA复合物或gRNA)包含“多核苷酸靶向片段”

和“蛋白质结合片段”，所述片段包含能够识别并结合靶多核苷酸序列的序列。在碱基编辑

器的多核苷酸可编程核苷酸结合结构域组分内稳定指导多核苷酸。在一些实施方案中，指

导多核苷酸的多核苷酸靶向区段识别并结合至DNA多核苷酸，从而促进DNA中碱基的编辑。

在其他情况下，指导多核苷酸的多核苷酸靶向片段识别并结合至RNA多核苷酸，从而促进

RNA中碱基的编辑。在本文中，“片段”是指分子的部分或区域，例如在指导多核苷酸中核苷

酸的连续延伸；片段也可以指复合物的区域/部分，使得片段可以包含大于或等于1的区域。

例如，在指导多核苷酸包含多个核酸分子的情况下，其蛋白质结合区段可以包括例如沿着

互补性区域杂交的多个单独分子的全部或一部分。包含两个单独分子的靶向DNA的RNA的结

合片段可包含(i)第一个RNA分子的40至75个碱基对，长度为100个碱基对；和(ii)第二个

RNA分子的10至25个碱基对长度为50个碱基对。“段”的定义，除非在特定上下文中另外明确

定义，不限于特定数量的总碱基对，也不限于来自以下任何特定数量的碱基对。对于给定的

RNA分子，不限于复合物中特定数量的单独分子，并且可以包括具有任何总长度的RNA分子

区域，并且可以包括与其他分子互补的区域。

[0333] 指导RNA或指导多核苷酸可包含两个或更多个RNA，例如，CRISPR  RNA(crRNA)和反

式激活crRNA(tracrRNA)。指导RNA或指导多核苷酸有时可以包含单链RNA，或通过crRNA和

tracrRNA的一部分(例如功能部分)融合形成的单指导RNA(sgRNA)。指导RNA或指导多核苷

酸也可以是包含crRNA和tracrRNA的双链RNA。此外，crRNA可以与靶DNA杂交。

[0334] 如上所述，指导RNA或指导多核苷酸可以是表达产物。例如，编码指导RNA的DNA可

以是包含编码指导RNA的序列的载体。可以通过用分离的指导RNA或包含编码指导RNA和启

动子的序列的质粒DNA转染细胞来将指导RNA或指导多核苷酸转移到细胞中。指导RNA或指

导多核苷酸也可以以其他方式转移到细胞中，例如使用病毒介导的基因递送。

[0335] 可以分离出指导RNA或指导多核苷酸。例如，指导RNA可以以分离的RNA的形式转染

到细胞或生物体中。可以使用本领域已知的任何体外转录系统通过体外转录制备指导RNA。

指导RNA可以以分离的RNA的形式而不是包含指导RNA的编码序列的质粒的形式转移至细

胞。

[0336] 指导RNA或指导多核苷酸可包含三个区域：在5’端的第一区域，其可与染色体序列

中的靶位点互补；第二内部区域，其可形成茎环结构；和可以是单链的第三个3’区域。每个
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指导RNA的第一区域也可以是不同的，使得每个指导RNA将融合蛋白引导至特定的靶位点。

此外，每个指导RNA的第二和第三区域在所有指导RNA中可以相同。

[0337] 指导RNA或指导多核苷酸的第一区域可以与染色体序列中靶位点的序列互补，使

得指导RNA的第一区域可以与靶位点碱基配对。在一些情况下，指导RNA的第一区域可包含

约10个核苷酸至25个核苷酸或约10个核苷酸至25个核苷酸(即，10个核苷酸至核苷酸；或约

10个核苷酸至约25个核苷酸；或10个核苷酸至约25个核苷酸；或10个核苷酸至约25个核苷

酸；或大约10个核苷酸至25个核苷酸)或更多。例如，在指导RNA的第一区域和染色体序列中

的靶位点之间的碱基配对区域可以是或可以是大约10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、

22、23、24、25个或更多个核苷酸长度。有时，指导RNA的第一区域的长度可以是或可以是大

约19、20或21个核苷酸。

[0338] 指导RNA或指导多核苷酸也可以包含形成二级结构的第二区域。例如，由指导RNA

形成的二级结构可包含茎(或发夹)和环。环和茎的长度可以变化。例如，环的长度可以在约

3至10个核苷酸的范围内或约3至10个核苷酸，并且茎的长度可以在约6至20个碱基对的范

围或约6至20个碱基对。茎可包含一个或多个1至10个或大约10个核苷酸的突出。第二区域

的总长度的长度可以在约16至60个核苷酸的范围内或16至60个核苷酸。例如，环的长度可

以是或可以是约4个核苷酸，茎的长度可以是或可以是约12个碱基对。

[0339] 指导RNA或指导多核苷酸还可以在3’端包含基本上可以是单链的第三区域。例如，

第三区域有时与目的细胞中的任何染色体序列都不互补，并且有时与其余的指导RNA不互

补。此外，第三区域的长度可以变化。第三区域的长度可以大于或大于约4个核苷酸。例如，

第三区域的长度可以在约5至60个核苷酸的长度范围内。

[0340] 指导RNA或指导多核苷酸可以靶向基因靶标的任何外显子或内含子。在某些情况

下，指导可以靶向基因的第1外显子或第2外显子；指导可以靶向基因的外显子3或4。组合物

可以包含全部靶向相同外显子的多个指导RNA，或者在某些情况下，可以包含可以靶向不同

外显子的多个指导RNA。基因的外显子和内含子可以被靶向。

[0341] 指导RNA或指导多核苷酸可以靶向20个核苷酸或约20个核苷酸的核酸序列。靶核

酸可以小于或小于约20个核苷酸。靶核酸的长度可以是至少或至少约5、10、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、30，或长度在1至100个核苷酸之间。靶核酸可以是至多或至多约5、

10、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、30、40、50或1至100之间的任意值的核苷酸长度。

靶核酸序列可以是或可以是PAM第一个核苷酸5’的20个碱基。指导RNA可以靶向核酸序列。

靶核酸可以是至少或至少约1至10、1至20、1至30、1至40、1至50、1至60、1至70、1至80、1至90

或1至100个核苷酸。

[0342] 指导多核苷酸，例如指导RNA，可以指可以与另一种核酸杂交的核酸，例如细胞基

因组中的靶核酸或原间隔子。指导多核苷酸可以是RNA。指导多核苷酸可以是DNA。指导多核

苷酸可以被编程或设计成与位点特异性地结合核酸序列。指导多核苷酸可以包含多核苷酸

链，并且可以被称为单链指导多核苷酸。指导多核苷酸可以包含两条多核苷酸链，并且可以

被称为双链指导多核苷酸。指导RNA可以作为RNA分子引入细胞中。例如，RNA分子可以在体

外转录和/或可以化学合成。可以从合成DNA分子(例如 基因片段)转录RNA。然后

可以将指导RNA作为RNA分子引入细胞中。指导RNA也可以以非RNA核酸分子例如DNA分子的

形式引入细胞。例如，可以将编码指导RNA的DNA可操作地连接至启动子控制序列，以在目标
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细胞中表达指导RNA。RNA编码序列可以可操作地连接至被RNA聚合酶III(Pol  III)识别的

启动子序列。可用于表达指导RNA的质粒载体包括但不限于px330载体和px333载体。在某些

情况下，质粒载体(例如px333载体)可包含至少两个编码指导RNA的DNA序列。

[0343] 选择、设计和验证指导多核苷酸的方法，例如指导RNA和靶向序列在本文中描述并

且是本领域技术人员已知的。例如，为了使脱碱基酶结构域(例如，AID结构域)中的脱氨酶

结构域的潜在受质混杂的影响最小化，可以无意地靶向脱氨的残基数量(例如，脱靶的C残

基可能可以最小化在靶核酸基因座内的ssDNA上的残基)。另外，可以使用软件工具来优化

对应于靶核酸序列的gRNA，例如以最小化整个基因组的脱靶活性。例如，对于使用化脓性链

球菌Cas9进行的每个可能的靶向结构域选择，可以在整个基因组中鉴定出所有脱靶序列

(在选择的PAM之前，例如NAG或NGG)，其中包含多达一定数量(例如1、2、3、4、5、6、7、8、9或

10)个不匹配的碱基对的。可以鉴定出与靶位点互补的gRNA的第一区域，并且可以根据其总

的预测脱靶得分对所有第一区域(例如crRNA)进行排名；排名最高的定位域表示目标活动

最多且目标最少的活动。可以通过使用本领域已知的和/或本文阐述的方法在功能上评估

候选靶向gRNA。

[0344] 作为非限制性实例，可以使用DNA序列搜索算法来鉴定与Cas9一起使用的指导RNA

的crRNA中的靶DNA杂交序列。可以使用基于公共工具cas‑offer的定制gRNA设计软件来进

行gRNA设计，如Bae  S.，Park  J.，和Kim  J.‑S中所述。Cas‑OFFinder：一种快速且通用的算

法，可搜索Cas9  RNA引导的核酸内切酶的潜在脱靶位点，Bioinformatics  30,1473‑1475

(2014)。所述软件会在计算指南全基因组偏离目标的倾向后对指南进行评分。通常，对于长

度从17到24不等的指南，会考虑从完全匹配到7个不匹配的匹配。一旦非目标位点通过计算

确定后，便会为每个指南计算出总得分，并使用网络版汇总为表格输出接口。除了识别与

PAM序列相邻的潜在靶位点外，所述软件还识别与所选靶位点相差1、2、3或3个以上核苷酸

的所有PAM相邻序列。靶核酸序列的基因组DNA序列，例如可以获得靶基因，并可以使用公开

可用的工具(例如RepeatMasker程序)筛选重复组件。RepeatMasker在输入的DNA序列中搜

索重复元素和低复杂度的区域。输出是给定查询序列中存在的重复的详细注释。

[0345] 在鉴定之后，指导RNA的第一区域，例如，crRNA可以根据它们与靶位点的距离，其

正交性和与相关PAM序列(例如，基于鉴定包含以下内容的人类基因组中的紧密匹配的5’G)

的紧密匹配而存在的5’核苷酸进行分类：相关的PAM，例如化脓性链球菌的NGG  PAM，金黄色

葡萄球菌的NNGRRT或NNGRRV  PAM)。如本文所用，正交性是指人类基因组中包含与靶序列的

最小错配的最小数目的序列的数目。“高水平的正交性”或“良好的正交性”可以例如是指20

聚体靶向结构域，其在人类基因组中除了预期的靶标之外没有相同的序列，也没有在靶标

中包含一个或两个错配的任何序列。可以选择具有良好正交性的靶向结构域，以最大程度

地减少脱靶DNA的切割。

[0346] 在一些实施方案中，报告系统可用于检测碱基编辑活性并测试候选指导多核苷

酸。在一些实施方案中，报告系统可以包括基于报导基因的测定，其中碱基编辑活性导致报

导基因的表达。例如，报告系统可以包括报告基因，所述报告基因包含失活的起始密码子，

例如模板链上从3’‑TAC‑5’到3’‑CAC‑5’的突变。靶C成功脱氨后，相应的mRNA将被转录为

5’‑AUG‑3’而不是5’‑GUG‑3’，从而能够翻译报告基因。合适的报导基因对于本领域技术人

员是显而易见的。报告基因的非限制性实例包括编码绿色荧光蛋白(GFP)、红色荧光蛋白
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(RFP)、荧光素酶、分泌性碱性磷酸酶(SEAP)的基因，或对本领域技术人员显而易见的表达

的任何其他基因。报告系统可用于测试许多不同的gRNA，例如，以便确定相应脱氨酶将靶向

靶DNA序列的哪个残基。还可以测试靶向非模板链的sgRNA，以评估特定碱基编辑蛋白(例

如，Cas9脱氨酶融合蛋白。在一些实施方案中，可以设计这样的gRNA，使得突变的起始密码

子不会与gRNA碱基配对。指导多核苷酸可包含标准核糖核苷酸，修饰的核糖核苷酸(例如假

尿苷)，核糖核苷酸异构体和/或核糖核苷酸类似物。在一些实施方案中，指导多核苷酸可以

包含至少一种可检测标记。可检测标记可以是荧光团(例如，FAM、TMR、Cy3、Cy5、Texas  Red、

Oregon  Green、Alexa  Fluors、Halo标签或合适的荧光染料)、检测标签(例如生物素，异羟

基洋地黄毒苷等)、量子点或金粒子。

[0347] 所述指导多核苷酸可以化学合成、酶合成或其组合。例如，可以使用基于标准亚磷

酰胺的固相合成方法合成指导RNA。或者，可通过将编码指导RNA的DNA与噬菌体RNA聚合酶

识别的启动子控制序列可操作地连接，在体外合成指导RNA。合适的噬菌体启动子序列的实

例包括T7、T3、SP6启动子序列或其变体。在其中指导RNA包含两个分开的分子(例如，crRNA

和tracrRNA)的实施方案中，crRNA可以被化学合成并且tracrRNA可以被酶合成。

[0348] 在一些实施方案中，碱基编辑器系统可以包含多个指导多核苷酸，例如，gRNA。例

如，gRNA可以靶向一个或多个靶基因座(例如，至少1gRNA、至少2gRNA、至少5gRNA、至少

10gRNA、至少20gRNA、至少30gRNA、至少50g  gRNA)包含在碱基编辑器系统中。所述多个gRNA

序列可以串联排列，并且优选被直接重复隔开。

[0349] 编码指导RNA或指导多核苷酸的DNA序列也可以是载体的一部分。此外，载体可包

含其他表达控制序列(例如增强子序列、Kozak序列、聚腺苷酸化序列、转录终止序列等)、选

择性标记序列(例如GFP或抗生素抗性基因，例如嘌呤霉素)、复制起点等等。编码指导RNA的

DNA分子也可以是线性的。编码指导RNA或指导多核苷酸的DNA分子也可以是环状的。

[0350] 在一些实施方案中，碱基编辑器系统的一个或多个组件可以由DNA序列编码。可以

将此类DNA序列引入表达系统，例如cDNA。一个单元、一起或分开。例如，可以将编码多核苷

酸可编程核苷酸结合结构域和指导RNA的DNA序列引入细胞，每个DNA序列可以是单独分子

的一部分(例如，一个包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域编码序列的载体和另一个包

含指导RNA编码序列的载体或两者可以是同一分子的一部分(例如，一个包含多核苷酸可编

程核苷酸结合域和指导RNA的编码(和调节)序列的载体)。

[0351] 指导多核苷酸可以包含一个或多个修饰，以提供具有新的或增强的特征的核酸。

指导多核苷酸可以包含核酸亲和标签。指导多核苷酸可以包含合成核苷酸、合成核苷酸类

似物、核苷酸衍生物和/或修饰的核苷酸。

[0352] 在某些情况下，gRNA或指导多核苷酸可包含修饰。可以在gRNA或指导多核苷酸的

任何位置进行修饰。可以对单链gRNA或指导多核苷酸进行一个以上的修饰。修饰后，gRNA或

指导多核苷酸可以进行质量控制。在某些情况下，质量控制可以包括PAGE、HPLC、MS或其任

意组合。

[0353] gRNA或指导多核苷酸的修饰可以是取代、插入、缺失、化学修饰、物理修饰、稳定

化、纯化或其任何组合。

[0354] 也可以通过5’腺苷酸、5’鸟苷三磷酸帽、5’N7‑甲基鸟苷三磷酸帽、5’三磷酸帽、3’

磷酸酯、3’硫代磷酸酯、5’磷酸酯、5’硫代磷酸酯、顺式胸腺嘧啶二聚体、三聚体、C12间隔
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基、C3间隔基、C6间隔基、d间隔基、PC间隔基、r间隔基、18间隔基9,3’‑3’修饰、5’‑5’修饰、

无碱基、吖啶、偶氮苯、生物素、生物素BB、生物素TEG、胆甾醇TEG、脱硫生物素TEG、DNP  TEG、

DNP‑X、DOTA、dT‑生物素、双重生物素、PC生物素、补骨脂素C2、补骨脂素C6、TINA、3’DABCYL、

黑洞淬灭剂1、黑洞淬灭剂2、DABCYL  SE、dT‑DABCYL、IRDye  QC‑1、QSY‑21、QSY‑35、QSY‑7、

QSY‑9、羧基接头、硫醇接头、2’‑脱氧核糖核苷类似物嘌呤、2’‑脱氧核糖核苷类似物嘧啶、

核糖核苷类似物、2’‑O‑甲基核糖核苷类似物、糖修饰的类似物、摆动/通用碱基、荧光染料

标记、2’‑氟RNA、2’‑O‑甲基RNA、膦酸甲酯、磷酸二酯脱氧核糖核酸、磷酸二酯RNA、硫代磷酸

酯DNA、硫代磷酸酯RNA、UNA、伪尿苷5’‑三磷酸酯、5’‑甲基胞苷5’‑三磷酸酯或其任意组合

修饰gRNA或指导多核苷酸。

[0355] 在某些情况下，修饰是永久性的。在其他情况下，修饰是暂时的。在一些情况下，对

gRNA或指导多核苷酸进行了多种修饰。gRNA或指导多核苷酸修饰可以改变核苷酸的物理化

学性质，例如其构象、极性、疏水性、化学反应性、碱基配对相互作用或其任何组合。

[0356] 修饰也可以是硫代磷酸酯替代物。在某些情况下，天然磷酸二酯键可能易于被细

胞核酸酶快速降解，并且；使用硫代磷酸酯(PS)键替代物修饰核苷酸间键对通过细胞降解

的水解更稳定。修饰可以增加gRNA或指导多核苷酸的稳定性。修饰还可以增强生物活性。在

某些情况下，硫代磷酸酯增强的RNA  gRNA可抑制RNase  A、RNase  T1、小牛血清核酸酶或它

们的任何组合。这些特性可允许将PS‑RNA  gRNA用于在体内或体外极有可能暴露于核酸酶

的应用中。例如，可以在gRNA的5’或”端的最后3‑5个核苷酸之间引入硫代磷酸酯(PS)键，这

可以抑制核酸外切酶降解。在某些情况下，可以在整个gRNA中添加硫代磷酸酯键，以减少核

酸内切酶的攻击。

[0357] 原间隔子相邻主题

[0358] 术语“间隔子邻近基序(PAM)”或PAM样基序是指在CRISPR细菌适应性免疫系统中

紧随Cas9核酸酶靶向的DNA序列之后的2‑6个碱基对的DNA序列。在一些实施例中，PAM可以

是5’PAM(即，位于原间隔物的5’端的上游)。在其他实施例中，PAM可以是3’PAM(即位于原间

隔物的5’端的下游)。

[0359] 原间隔子相邻基序(PAM)或PAM样基序是指在CRISPR细菌适应性免疫系统中紧随

Cas9核酸酶靶向的DNA序列后的2‑6个碱基对的DNA序列。在一些实施例中，PAM可以是5’PAM

(即，位于原间隔物的5’端的上游)。在其他实施例中，PAM可以是3’PAM(即，位于原间隔物的

5’端的下游)。PAM序列对于靶标结合至关重要，但是确切的序列取决于Cas蛋白的类型。

[0360] 本文提供的碱基编辑器可以包含CRISPR蛋白衍生的结构域，其能够结合包含典型

的或非典型的原间隔子相邻基序(PAM)序列的核苷酸序列。PAM位点是接近靶多核苷酸序列

的核苷酸序列。本申请的一些方面提供了包含全部或部分具有不同PAM特异性的CRISPR蛋

白质的碱基编辑器。例如，典型的Cas9蛋白，例如化脓性链球菌的Cas9(spCas9)，需要典型

的NGG  PAM序列结合特定的核酸区域，其中“NGG”中的“N”是腺嘌呤(A)、胸腺嘧啶(T)、鸟嘌

呤(G)或胞嘧啶(C)，且G为鸟嘌呤。PAM可以是CRISPR蛋白质特异性的，并且在包含不同

CRISPR蛋白质衍生域的不同碱基编辑器之间可以不同。PAM可以是目标序列的5'或3'。PAM

可以在靶序列的上游或下游。PAM的长度可以是1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多个核苷酸。

通常，PAM的长度在2‑6个核苷酸之间。

[0361] 在一些实施方案中，Cas9结构域是化脓性链球菌(SpCas9)的Cas9结构域。在一些
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实施方案中，SpCas9结构域是核酸酶活性SpCas9，核酸酶非活性SpCas9(SpCas9d)或SpCas9

切口酶(SpCas9n)。在一些实施方案中，SpCas9在本文提供的任何氨基酸序列中包含D9X突

变或相应的突变，其中X是除D外的任何氨基酸。在一些实施方案中，SpCas9包括D9A突变或

相应的突变。在本文提供的任何氨基酸序列中。在一些实施方案中，SpCas9结构域、SpCas9d

结构域或SpCas9n结构域可以结合具有非典型PAM的核酸序列。在一些实施方案中，SpCas9

结构域、SpCas9d结构域或SpCas9n结构域可以结合具有NGG、NGA或NGCG  PAM序列的核酸序

列。在一些实施方案中，SpCas9结构域在本文提供的任何氨基酸序列中包含D1135X、R1335X

和T1336X突变或相应突变中的一个或多个，其中X是任何氨基酸。在一些实施方案中，

SpCas9结构域在本文提供的任何氨基酸序列中包含D1135E、R1335Q和T1336R突变或相应突

变中的一个或多个。在一些实施方案中，SpCas9结构域包含D1135E、R1335Q和T1336R突变，

或本文提供的任何氨基酸序列中的相应突变。在一些实施方案中，SpCas9结构域在本文提

供的任何氨基酸序列中包含D1135X、R1335X和T1336X突变或相应突变中的一个或多个，其

中X是任何氨基酸。在一些实施方案中，SpCas9结构域在本文提供的任何氨基酸序列中包含

D1135V、R1335Q和T1336R突变或相应突变中的一个或多个。在一些实施方案中，SpCas9结构

域包含D1135V、R1335Q和T1336R突变，或本文提供的任何氨基酸序列中的相应突变。在一些

实施方案中，SpCas9结构域在本文提供的任何氨基酸序列中包含D1135X、G1217X、R1335X和

T1336X突变或相应突变中的一个或多个，其中X是任何氨基酸。在一些实施方案中，SpCas9

结构域在本文提供的任何氨基酸序列中包含D1135V、G1217R、R1335Q和T1336R突变或相应

突变中的一个或多个。在一些实施方案中，SpCas9结构域在本文提供的任何氨基酸序列中

包含D1135V、G1217R、R1335Q和T1336R突变或相应的突变。

[0362] 在一些实施方案中，本文提供的任何融合蛋白的Cas9结构域包含至少60％、至少

65％、至少70％、至少75％、至少80％的氨基酸序列，与本文所述的Cas9多肽具有至少85％、

至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或至少99.5％的同一性。在

一些实施方案中，本文提供的任何融合蛋白的Cas9结构域包含本文描述的任何Cas9多肽的

氨基酸序列。在一些实施方案中，本文提供的任何融合蛋白的Cas9结构域由本文描述的任

何Cas9多肽的氨基酸序列组成。

[0363] 示例性的结合PAM的SpCas9的氨基酸序列如下：

[0364] MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTA

RRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVD

STDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSR

RLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNL

SDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEF

YKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRI

PYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNEL

TKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKI

IKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSG

KTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMG

RHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQEL

DINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAE
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RGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINN

YHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGE

IRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYG

GFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELEN

GRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILAD

ANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRI

DLSQLGGD。

[0365] 示例性的结合PAM的SpCas9n的氨基酸序列如下：

[0366] MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTA

RRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVD

STDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSR

RLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNL

SDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEF

YKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRI

PYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNEL

TKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKI

IKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSG

KTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMG

RHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQEL

DINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAE

RGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINN

YHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGE

IRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYG

GFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELEN

GRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILAD

ANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRI

DLSQLGGD。

[0367] 示例性的PAM结合SpEQR  Cas9的氨基酸序列如下：
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[0368]

[0369] 在此序列中，可以从D1135、R1335和T1337突变以产生SpEQR  Cas9的残基E1135、

Q1335和R1337用底线和粗体标出。

[0370] 示例性的结合PAM的SpVQR  Cas9的氨基酸序列如下：

[0371]
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[0372]

[0373] 在此序列中，可以从D1135、R1335和T1336突变以产生SpVQR  Cas9的残基V1135、

Q1335和R1336以底线和粗体标出。

[0374] 示例性的结合PAM的SpVRER  Cas9的氨基酸序列如下：

[0375]
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[0376]

[0377] 在一些实施方案中，Cas9结构域是重组Cas9结构域。在一些实施方案中，重组Cas9

结构域是SpyMacCas9结构域。在一些实施方案中，SpyMacCas9域是核酸酶活性的

SpyMacCas9、核酸酶非活性的SpyMacCas9(SpyMacCas9d)或SpyMacCas9切口酶

(SpyMacCas9n)。在一些实施方案中，SaCas9结构域，SaCas9d结构域或SaCas9n结构域可以

结合具有非典型PAM的核酸序列。在一些实施方案中，SpyMacCas9结构域、SpCas9d结构域或

SpCas9n结构域可以结合具有NAA  PAM序列的核酸序列。

[0378] 示例性SpyMacCas9

[0379] MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDDYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFGSGETAEATRLKRTA

RRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLAD

STDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQIYNQLFEENPINASRVDAKAILSARLSKSR

RLENLIAQLPGEKRNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNL

SDAILLSDILRVNSEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEF

YKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRI

PYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNEL

TKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGAYHDLLKI

IKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDRGMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSG

KTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGHSLHEQIANLAGSPAIKKGILQTVKIVDELVKVMG

HKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELD

INRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAER

GGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNY

HHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEI

RKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEIQTVGQNGGLFDDNPKSPLEVTPSKLVPLKKELN

PKKYGGYQKPTTAYPVLLITDTKQLIPISVMNKKQFEQNPVKFLRDRGYQQVGKNDFIKLPKYTLVDIGDGIKRLW

ASSKEIHKGNQLVVSKKSQILLYHAHHLDSDLSNDYLQNHNQQFDVLFNEIISFSKKCKLGKEHIQKIENVYSNKK

NSASIEELAESFIKLLGFTQLGATSPFNFLGVKLNQKQYKGKKDYILPCTEGTLIRQSITGLYETRVDLSKIGED.

[0380] 在一些情况下，变体Cas9蛋白带有H840A、P475A、W476A、N477A、D1125A、W1126A和

D1218A突变，使得所述多肽切割靶DNA或RNA的能力降低。这样的Cas9蛋白切割靶DNA(例如

单链靶DNA)的能力降低，但是保留了结合靶DNA(例如单链靶DNA)的能力。作为另一个非限

制性实例，在一些情况下，变体Cas9蛋白带有D10A、H840A、P475A、W476A、N477A、D1125A、

W1126A和D1218A突变，使得所述多肽切割靶DNA的能力降低。这样的Cas9蛋白切割靶DNA(例

如单链靶DNA)的能力降低，但是保留了结合靶DNA(例如单链靶DNA)的能力。在某些情况下，

当变异的Cas9蛋白带有W476A和W1126A突变，或者变异的Cas9蛋白带有P475A、W476A、

N477A、D1125A、W1126A和D1218A突变时，变异的Cas9蛋白不能有效地与PAM序列结合。因此，

在一些这样的情况下，当在结合方法中使用这种变体Cas9蛋白时，所述方法不需要PAM序

列。换句话说，在某些情况下，当将这种Cas9变异蛋白用于结合方法时，所述方法可包含指
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导RNA，但所述方法可在不存在PAM序列的情况下进行(结合的特异性为因此由指导RNA的靶

向片段提供)。可以使其他残基突变以获得上述效果(即，使一个或另一个核酸酶部分失

活)。作为非限制性实例，残基D10、G12、G17、E762、H840、N854、N863、H982、H983、A984、D986

和/或A987可以被改变(即被取代)。同样，除丙氨酸取代以外的突变也是合适的。

[0381] 在一些实施方案中，碱基编辑器的CRISPR蛋白来源的结构域可包含具有标准PAM

序列(NGG)的Cas9蛋白的全部或一部分。在其他实施方案中，碱基编辑器的Cas9衍生的结构

域可以采用非典型的PAM序列。这样的序列已在本领域中描述，并且对本领域技术人员而言

是显而易见的。例如，在Kleinstiver，B.P.等人，“Engineered  CRISPR‑Cas9  nucleases 

with  altered  PAM  specificities”，Nature  523，481‑485(2015)中已经描述了结合非典

型PAM序列的Cas9结构域。Kleinstiver，B.P.等人，“Broadening  the  targeting  range  of 

Staphylococcus  aureus  CRISPR‑Cas9  by  modifying  PAM  recognition”Nature 

Biotechnology  33，1293‑1298(2015)；每个的全部内容通过引用合并于此。

[0382] 在一些实例中，可以将本文公开的碱基编辑器的CRISPR蛋白衍生的结构域识别的

PAM提供给编码碱基编辑器的插入物(例如AAV插入物)的单独寡核苷酸上的细胞。在这种情

况下，在单独的寡核苷酸上提供PAM可以切割原本无法被切割的靶序列，因为在与靶序列相

同的多核苷酸上不存在相邻的PAM。

[0383] 在一个实施方案中，化脓性链球菌Cas9(SpCas9)可用作用于基因组工程的CRISPR

核酸内切酶。但是，可以使用其他方法。在某些情况下，可以使用不同的核酸内切酶靶向某

些基因组靶标。在某些情况下，可以使用具有非NGG  PAM序列的合成的SpCas9衍生变体。另

外，已经鉴定了来自各种物种的其他Cas9直向同源物，并且这些“非SpCas9s”可以结合多种

PAM序列，这也可用于本申请。例如，相对较大的SpCas9大小(大约4kb编码序列)会导致携带

SpCas9  cDNA的质粒无法在细胞中有效表达。相反，金黄色葡萄球菌Cas9(SaCas9)的编码序

列比SpCas9短约1千个碱基，可能使其在细胞中有效表达。与SpCas9相似，SaCas9核酸内切

酶能够在体外和体内修饰哺乳动物细胞中的靶基因。在某些情况下，Cas蛋白可以靶向不同

的PAM序列。在某些情况下，靶基因可能与Cas9  PAM(例如5'‑NGG)相邻。在其他情况下，其他

Cas9直系同源物可能具有不同的PAM要求。例如，其他PAM，例如嗜热链球菌(对于CRISPR1为

5'‑NNAGAA，对于CRISPR3为5'‑NGGNG)和脑膜炎双球菌(5'‑NNNNGATT)。

[0384] 在一些实施方案中，对于化脓性链球菌系统，靶基因序列可以在5'‑NGG  PAM之前

(即5'至)，并且20‑nt指导RNA序列可以与相反链碱基配对介以导与PAM相邻的Cas9切割。在

某些情况下，相邻的片段可以是或可以是PAM上游的约3个碱基对。在某些情况下，相邻的片

段可以是或可以是PAM上游的约10个碱基对。在一些情况下，相邻的片段可以是PAM上游或

可以是PAM上游的约0‑20个碱基对。例如，相邻的切割可以紧邻，1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20PAM上游的21、22、23、24、25、26、27、28、29或30个碱基对。

相邻的片段也可以在PAM的下游1到30个碱基对。

[0385] 包含核定位序列(nuclear  localization  sequence，NLS)的融合蛋白

[0386] 在一些实施方案中，本文提供的融合蛋白进一步包含一个或多个(例如2、3、4、5)

核靶向序列，例如核定位序列(NLS)。在一实施例中，使用二分式NLS。在一些实施方案中，

NLS包含有助于将包含NLS的蛋白质导入细胞核的氨基酸序列(例如，通过核运输)。在一些

实施方案中，本文提供的任何融合蛋白还包含核定位序列(NLS)。在一些实施方案中，将NLS
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融合至融合蛋白的N端。在一些实施方案中，将NLS融合至融合蛋白的C端。在一些实施方案

中，NLS与Cas9结构域的N‑末端融合。在一些实施方案中，将NLS融合至nCas9结构域或dCas9

结构域的C端。在一些实施方案中，NLS与脱氨酶的N‑末端融合。在一些实施方案中，NLS与脱

氨酶的C‑末端融合。在一些实施方案中，NLS通过一个或多个接头与融合蛋白融合。在一些

实施方案中，将NLS与没有接头的融合蛋白融合。在一些实施方案中，NLS包含本文提供或引

用的任何NLS序列的氨基酸序列。另外的核定位序列在本领域中是已知的，并且对本领域技

术人员而言是显而易见的。例如，NLS序列在Plank等人，PCT/EP2000/011690中描述，其内容

通过引用并入本文作为示例性核定位序列的参考。在一些实施方案中，NLS包含氨基酸序列

PKKKRKVEGADKRTADGSEFESPKKKRKV、KRTADGSEFESPKKKRKV、KRPAATKKAGQAKKKK、

KKTELQTTNAENKTKKL、KRGINDRNFWRGENGRKTR、RKSGKIAAIVVKRPRKPKKRKKVK或

KMLKNRLCFLYQLY。在一些实施方案中，NLS存在于接头中或NLS侧接于接头，例如本文所述的

接头。在一些实施方案中，N末端或C末端NLS是二分NLS。二分体NLS包含两个碱性氨基酸簇，

它们由相对较短的间隔序列隔开(因此，二分体‑2个部分，而单分体NLS没有)。核纤溶酶的

NLS  KR[PAATKKAGQA]KKKK是普遍存在的二分信号的原型：两个碱性氨基酸簇，由大约10个

氨基酸的间隔区隔开。示例性两方NLS的序列如下：PKKKRKVEGADKRTADGSEFES  PKKKRKV。

[0387] 在一些实施方案中，本发明的融合蛋白不包含接头序列。在一些实施方案中，存在

一个或多个结构域或蛋白质之间的接头序列。

[0388] 应了解，本发明的融合蛋白可包含一个或多个附加特征。例如，在一些实施方案

中，融合蛋白可包含抑制剂、胞质定位序列、输出序列(例如核输出序列或其他定位序列)，

以及可用于增溶、纯化或检测融合蛋白的序列标签。本文提供的合适的蛋白质标签包括但

不限于生物素羧化酶载体蛋白(BCCP)标签、myc标签、钙调蛋白标签、FLAG标签、血凝素(HA)

标签、多组氨酸标签(也称为组氨酸标签或His‑标签)、麦芽糖结合蛋白(MBP)标签、nus标

签、谷胱甘肽S‑转移酶(GST)标签、绿色荧光蛋白(GFP)标签、硫氧还蛋白标签、S标签、

Softags(例如，Softag  1、Softag  3)、链球菌标签、生物素连接酶标签、FlAsH标签、V5标签

和SBP标签。对于本领域技术人员而言，其他合适的序列是显而易见的。在一些实施方案中，

融合蛋白包含一个或多个His标签。

[0389] 可以使用编码包含一个或多个核定位序列(NLS)的CRISPR酶的载体。例如，可以使

用或大约使用1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个NLS。CRISPR酶可以在弹药末端或附近包含NLS，在

羧基末端或附近包含约或大于约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个NLS这些的组合(例如，在氨基末

端的一个或多个NLS和在羧基末端的一个或多个NLS)。当存在一个以上的NLS时，可以彼此

独立地选择一个，这样单个NLS可以一个以上的副本存在和/或与一个或多个其他的NLS一

起存在一个或多个副本中。

[0390] 所述方法中使用的CRISPR酶可包含约6个NLS。当最接近NLS的氨基酸在距N端或C

端的多肽链中约50个氨基酸以内时，例如在1、2、3、4、5、10、15、20、25、30、40或50个氨基酸

内，则认为NLS接近N端或C端。

[0391] 在一些实施方案中，NLS包含氨基酸序列PKKKRKVEGADKRTADGSEFES  PKKKRKV、

KRTADGSEFESPKKKRKV、KRPAATKKAGQAKKKK、KKTELQTTNAENKTKKL、KRGINDRNFWRGENGRKTR、

RKSGKIAAIVVKRPRKPKKKRKV或MDSLLMNRRKFLYQFKNVRWAKGRRETYLC。

[0392] 在一些实施方案中，NLS存在于接头中或NLS侧接于接头，例如本文所述的接头。在
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一些实施方案中，N末端或C末端NLS是二分NLS。二分体NLS包含两个碱性氨基酸簇，它们被

相对较短的间隔序列隔开(因此，二分体‑2个部分，而单分体NLS没有)。核纤溶酶的NLS  KR

[PAATKKAGQA]KKKK是普遍存在的二分信号的原型：两个碱性氨基酸簇，由大约10个氨基酸

的间隔区隔开。示例性两方NLS的序列如下：PKKKRKVEGADKRTADGSEFES  PKKKRKV。

[0393] 在一些实施方案中，本发明的融合蛋白不包含接头序列。在一些实施方案中，存在

一个或多个结构域或蛋白质之间的接头序列。

[0394] PAM序列可以是本领域已知的任何PAM序列。合适的PAM序列包括但不限于NGG、

NGA、NGC、NGN、NGT、NGCG、NGAG、NGAN、NGNG、NGCN、NGCG、NGTN、NNGRRT、NNNRRT、NGRRR(N)、

TTTV、TYCV、TYCV、TATV、NNNGTAT、NNAGAAW或NAAAAC。Y是嘧啶；N是任何核苷酸碱基；W是A或

T。

[0395] 核碱基编辑结构域

[0396] 本文描述了包含融合蛋白的碱基编辑器，所述融合蛋白包括多核苷酸可编程核苷

酸结合结构域和核苷碱基编辑结构域(例如，脱氨酶结构域)。通过与能够识别靶序列的指

导多核苷酸相互作用，可以对碱基编辑器进行编程以编辑靶多核苷酸序列中的一个或多个

碱基。一旦识别出靶序列，就将碱基编辑器锚定在将要进行编辑的多核苷酸上，然后碱基编

辑器的脱氨酶结构域组分可以编辑靶碱基。

[0397] 在一些实施方案中，核碱基编辑结构域是脱氨酶结构域。在某些情况下，脱氨酶结

构域可以是胞嘧啶脱氨酶或胞苷脱氨酶。在一些实施方案中，术语“胞嘧啶脱氨酶”和“胞苷

脱氨酶”可以互换使用。在某些情况下，脱氨酶结构域可以是腺嘌呤脱氨酶或腺苷脱氨酶。

在一些实施方案中，术语“腺嘌呤脱氨酶”和“腺苷脱氨酶”可以互换使用。核碱基编辑蛋白

的细节在国际PCT第PCT/2017/045381号专利申请(WO第2018/027078号国际专利申请)和

PCT/US2016/058344(WO2017/070632)中进行了描述，将其全部内容通过引用并入本文。另

请参阅Komor ,A .C .等人“Programmable  editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA 

without  double‑stranded  DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)；Gaudelli,N.M.等

人“Programmable  base  editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA  without  DNA 

cleavage”Nature  551，464‑471(2017)；以及Komor,A.C.等人“Improved  base  excision 

repair  inhibition  and  bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base 

editors  with  higher  efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3:eaao4774

(2017)，全文其内容通过引用合并于此。

[0398] C到T编辑

[0399] 在一些实施方案中，本文公开的碱基编辑器包括包含胞苷脱氨酶的融合蛋白，所

述胞嘧啶脱氨酶能够使多核苷酸的靶胞苷(C)碱基脱氨以产生尿苷(U)，所述尿苷具有胸腺

嘧啶的碱基配对特性。在一些实施方案中，例如在多核苷酸是双链的(例如DNA)的情况下，

然后尿苷碱基可以被胸苷碱基取代(例如通过细胞修复机制)以产生C：G至T：A的转变。在其

他实施方案中，碱基编辑器将核酸中的C脱氨为U时，不能将U取代为T。

[0400] 多核苷酸中靶C的脱氨基以产生U是可以由本文所述的碱基编辑器执行的碱基编

辑类型的非限制性实例。在另一个实例中，包含胞苷脱氨酶结构域的碱基编辑器可以介导

胞嘧啶(C)碱基向鸟嘌呤(G)碱基的转化。例如，可以通过碱基切除修复机制(例如，通过尿

嘧啶DNA糖基化酶(UDG)结构域)，从碱基编辑器的胞嘧啶脱氨酶结构域的胞嘧啶脱氨基所
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产生的多核苷酸的U，从多核苷酸中切除，产生一个无基础的网站。然后可以通过例如转移

损伤聚合酶将与无碱基位点相对的核碱基(例如通过碱基修复机制)替换为另一碱基，例如

C。尽管通常将与无碱基位点相反的核碱基用C取代，但也可以发生其他取代(例如A，G或T)。

[0401] 因此，在一些实施方案中，本文所述的碱基编辑器包含能够将多核苷酸中的靶C脱

氨到U的脱氨结构域(例如胞苷脱氨酶结构域)。此外，如下所述，碱基编辑器可包含促进由

脱氨基产生的U转化为T或G的其他结构域。例如，包含胞苷脱氨酶域的碱基编辑器还可包含

尿嘧啶糖基化酶抑制剂(UGI)域来介导U被T取代，从而完成C到T碱基编辑事件。在另一个实

例中，碱基编辑器可以掺入跨病变聚合酶以提高C‑to‑G碱基编辑的效率，因为跨病变聚合

酶可以促进与无碱基位点相对的C的掺入(即，导致在无碱基位点掺入G，完成C‑to‑G碱基编

辑活动)。

[0402] 包含胞苷脱氨酶作为结构域的碱基编辑器可以使任何多核苷酸，包括DNA、RNA和

DNA‑RNA杂种中的靶C脱氨基。通常，胞苷脱氨酶催化位于多核苷酸单链部分的上下文中的C

核碱基。在一些实施方案中，包含靶C的整个多核苷酸可以是单链的。例如，并入碱基编辑器

中的胞苷脱氨酶可以使单链RNA多核苷酸中的靶C脱氨基。在其他实施方案中，包含胞苷脱

氨酶结构域的碱基编辑器可以作用于双链多核苷酸，但是靶标C可以位于在脱氨反应时处

于单链状态的多核苷酸的一部分中。例如，在其中NAGPB结构域包含Cas9结构域的实施方案

中，在形成Cas9‑gRNA‑靶DNA复合物期间，几个核苷酸可以不成对，导致形成Cas9“R‑环复合

物”。这些未配对的核苷酸可以形成单链DNA的气泡，所述单链DNA可以用作单链特异性核苷

酸脱氨酶(例如胞苷脱氨酶)的受质。

[0403] 在一些实施方案中，碱基编辑器的胞苷脱氨酶可包含载脂蛋白B  mRNA编辑复合体

(APOBEC)家族脱氨酶的全部或一部分。APOBEC是进化上保守的胞苷脱氨基酶家族。所述家

族的成员是C到U(C‑to‑U)编辑酶。像蛋白质一样，APOBEC的N末端结构域是催化结构域，而C

末端结构域是伪催化结构域。更具体地说，催化结构域是锌依赖性胞苷脱氨酶结构域，并且

对于胞苷脱氨是重要的。APOBEC家族成员包括APOBEC1、APOBEC2、APOBEC3A、APOBEC3B、

APOBEC3C、APOBEC3D(现在称为“APOBEC3E”)、APOBEC3F、APOBEC3G、APOBEC3H、APOBEC4和激

活诱导的(胞苷)脱氨酶。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包含APOBEC1脱氨

酶的全部或一部分。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC2脱氨酶的

全部或一部分。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3脱氨酶的全部

或一部分。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3A脱氨酶的全部或

一部分。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3B脱氨酶的全部或一

部分。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3C脱氨酶的全部或一部

分。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3D脱氨酶的全部或一部分。

在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3E脱氨酶的全部或一部分。在

一些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3F脱氨酶的全部或一部分。在一

些实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3G脱氨酶的全部或一部分。在一些

实施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC3H脱氨酶的全部或一部分。在一些实

施方案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包括APOBEC4脱氨酶的全部或一部分。在一些实施方

案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包含全部或部分活化诱导的脱氨酶(AID)。在一些实施方

案中，并入碱基编辑器中的脱氨酶包含全部或部分胞苷脱氨酶1(CDA1)。应当理解，碱基编
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辑器可以包含来自任何合适生物体(例如人或大鼠)的脱氨酶。在一些实施方案中，碱基编

辑器的脱氨酶结构域来自人类、黑猩猩、大猩猩、猴子、牛、狗、大鼠或小鼠。在一些实施方案

中，碱基编辑器的脱氨酶结构域衍生自大鼠(例如大鼠APOBEC1)。在一些实施方案中，碱基

编辑器的脱氨酶结构域是人类APOBEC1。在一些实施方案中，碱基编辑器的脱氨酶结构域是

pmCDA1。

[0404] PmCDA1的氨基酸和核酸序列在下文显示。

[0405] >tr|A5H718|A5H718_PETMA胞嘧啶脱氨酶OS＝海七鳃鳗OX＝7757  PE＝2  SV＝1氨

基酸序列：

[0406] MTDAEYVRIHEKLDIYTFKKQFFNNKKSVSHRCYVLFELKRRGERRACFWGYAVNKPQSG

[0407] TERGIHAEIFSIRKVEEYLRDNPGQFTINWYSSWSPCADCAEKILEWYNQELRGNGHTLK

[0408] IWACKLYYEKNARNQIGLWNLRDNGVGLNVMVSEHYQCCRKIFIQSSHNQLNENRWLEKT

[0409] LKRAEKRRSELSIMIQVKILHTTKSPAV

[0410] 核酸序列：>EF094822.1滨海双嘧菌分离物PmCDA.21胞嘧啶脱氨酶mRNA，完整cds：

[0411] TGACACGACACAGCCGTGTATATGAGGAAGGGTAGCTGGATGGGGGGGGGGGGAATACGTTCAGAGAGG

ACATTAGCGAGCGTCTTGTTGGTGGCCTTGAGTCTAGACACCTGCAGACATGACCGACGCTGAGTACGTGAGAATCC

ATGAGAAGTTGGACATCTACACGTTTAAGAAACAGTTTTTCAACAACAAAAAATCCGTGTCGCATAGATGCTACGTT

CTCTTTGAATTAAAACGACGGGGTGAACGTAGAGCGTGTTTTTGGGGCTATGCTGTGAATAAACCACAGAGCGGGAC

AGAACGTGGAATTCACGCCGAAATCTTTAGCATTAGAAAAGTCGAAGAATACCTGCGCGACAACCCCGGACAATTCA

CGATAAATTGGTACTCATCCTGGAGTCCTTGTGCAGATTGCGCTGAAAAGATCTTAGAATGGTATAACCAGGAGCTG

CGGGGGAACGGCCACACTTTGAAAATCTGGGCTTGCAAACTCTATTACGAGAAAAATGCGAGGAATCAAATTGGGCT

GTGGAACCTCAGAGATAACGGGGTTGGGTTGAATGTAATGGTAAGTGAACACTACCAATGTTGCAGGAAAATATTCA

TCCAATCGTCGCACAATCAATTGAATGAGAATAGATGGCTTGAGAAGACTTTGAAGCGAGCTGAAAAACGACGGAGC

GAGTTGTCCATTATGATTCAGGTAAAAATACTCCACACCACTAAGAGTCCTGCTGTTTAAGAGGCTATGCGGATGGT

TTTC

[0412] 人激活诱导的胞苷脱氨酶(AID)的编码序列(CDS)的氨基酸和核酸序列如下所示。

[0413] >tr|Q6QJ80|Q6QJ80_HUMAN激活诱导的胞苷脱氨酶OS＝智人OX＝9606  GN＝AICDA 

PE＝2  SV＝1氨基酸序列：

[0414] MDSLLMNRRKFLYQFKNVRWAKGRRETYLCYVVKRRDSATSFSLDFGYLRNKNGCHVELLFLRYISDWD

LDPGRCYRVTWFTSWSPCYDCARHVADFLRGNPNLSLRIFTARLYFCEDRKAEPEGLRRLHRAGVQIAIMTFKAPV

[0415] 人激活诱导的胞苷脱氨酶(AID)的编码序列(CDS)的氨基酸和核酸序列如下所示。

[0416] >tr|Q6QJ80|Q6QJ80_HUMAN激活诱导的胞苷脱氨酶OS＝智人OX＝9606  GN＝AICDA 

PE＝2SV＝1氨基酸序列：

[0417] MDSLLMNRRKFLYQFKNVRWAKGRRETYLCYVVKRRDSATSFSLDFGYLRNKNGCHVELLFLRYISDWD

LDPGRCYRVTWFTSWSPCYDCARHVADFLRGNPNLSLRIFTARLYFCEDRKAEPEGLRRLHRAGVQIAIMTFKAPV

[0418] 核酸序列：>NG_011588 .1：5001‑15681智人激活诱导的胞苷脱氨酶(AICDA)，

RefSeqGene(LRG_17)在12号染色体上：

[0419] AGAGAACCATCATTAATTGAAGTGAGATTTTTCTGGCCTGAGACTTGCAGGGAGGCAAGAAGACACTCT

GGACACCACTATGGACAGGTAAAGAGGCAGTCTTCTCGTGGGTGATTGCACTGGCCTTCCTCTCAGAGCAAATCTGA

GTAATGAGACTGGTAGCTATCCCTTTCTCTCATGTAACTGTCTGACTGATAAGATCAGCTTGATCAATATGCATATA
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TATTTTTTGATCTGTCTCCTTTTCTTCTATTCAGATCTTATACGCTGTCAGCCCAATTCTTTCTGTTTCAGACTTCT

CTTGATTTCCCTCTTTTTCATGTGGCAAAAGAAGTAGTGCGTACAATGTACTGATTCGTCCTGAGATTTGTACCATG

GTTGAAACTAATTTATGGTAATAATATTAACATAGCAAATCTTTAGAGACTCAAATCATGAAAAGGTAATAGCAGTA

CTGTACTAAAAACGGTAGTGCTAATTTTCGTAATAATTTTGTAAATATTCAACAGTAAAACAACTTGAAGACACACT

TTCCTAGGGAGGCGTTACTGAAATAATTTAGCTATAGTAAGAAAATTTGTAATTTTAGAAATGCCAAGCATTCTAAA

TTAATTGCTTGAAAGTCACTATGATTGTGTCCATTATAAGGAGACAAATTCATTCAAGCAAGTTATTTAATGTTAAA

GGCCCAATTGTTAGGCAGTTAATGGCACTTTTACTATTAACTAATCTTTCCATTTGTTCAGACGTAGCTTAACTTAC

CTCTTAGGTGTGAATTTGGTTAAGGTCCTCATAATGTCTTTATGTGCAGTTTTTGATAGGTTATTGTCATAGAACTT

ATTCTATTCCTACATTTATGATTACTATGGATGTATGAGAATAACACCTAATCCTTATACTTTACCTCAATTTAACT

CCTTTATAAAGAACTTACATTACAGAATAAAGATTTTTTAAAAATATATTTTTTTGTAGAGACAGGGTCTTAGCCCA

GCCGAGGCTGGTCTCTAAGTCCTGGCCCAAGCGATCCTCCTGCCTGGGCCTCCTAAAGTGCTGGAATTATAGACATG

AGCCATCACATCCAATATACAGAATAAAGATTTTTAATGGAGGATTTAATGTTCTTCAGAAAATTTTCTTGAGGTCA

GACAATGTCAAATGTCTCCTCAGTTTACACTGAGATTTTGAAAACAAGTCTGAGCTATAGGTCCTTGTGAAGGGTCC

ATTGGAAATACTTGTTCAAAGTAAAATGGAAAGCAAAGGTAAAATCAGCAGTTGAAATTCAGAGAAAGACAGAAAAG

GAGAAAAGATGAAATTCAACAGGACAGAAGGGAAATATATTATCATTAAGGAGGACAGTATCTGTAGAGCTCATTAG

TGATGGCAAAATGACTTGGTCAGGATTATTTTTAACCCGCTTGTTTCTGGTTTGCACGGCTGGGGATGCAGCTAGGG

TTCTGCCTCAGGGAGCACAGCTGTCCAGAGCAGCTGTCAGCCTGCAAGCCTGAAACACTCCCTCGGTAAAGTCCTTC

CTACTCAGGACAGAAATGACGAGAACAGGGAGCTGGAAACAGGCCCCTAACCAGAGAAGGGAAGTAATGGATCAACA

AAGTTAACTAGCAGGTCAGGATCACGCAATTCATTTCACTCTGACTGGTAACATGTGACAGAAACAGTGTAGGCTTA

TTGTATTTTCATGTAGAGTAGGACCCAAAAATCCACCCAAAGTCCTTTATCTATGCCACATCCTTCTTATCTATACT

TCCAGGACACTTTTTCTTCCTTATGATAAGGCTCTCTCTCTCTCCACACACACACACACACACACACACACACACAC

ACACACACACACAAACACACACCCCGCCAACCAAGGTGCATGTAAAAAGATGTAGATTCCTCTGCCTTTCTCATCTA

CACAGCCCAGGAGGGTAAGTTAATATAAGAGGGATTTATTGGTAAGAGATGATGCTTAATCTGTTTAACACTGGGCC

TCAAAGAGAGAATTTCTTTTCTTCTGTACTTATTAAGCACCTATTATGTGTTGAGCTTATATATACAAAGGGTTATT

ATATGCTAATATAGTAATAGTAATGGTGGTTGGTACTATGGTAATTACCATAAAAATTATTATCCTTTTAAAATAAA

GCTAATTATTATTGGATCTTTTTTAGTATTCATTTTATGTTTTTTATGTTTTTGATTTTTTAAAAGACAATCTCACC

CTGTTACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGCAATCATAGCTTTCTGCAGTCTTGAACTCCTGGGCTCAAGCAATCCTCC

TGCCTTGGCCTCCCAAAGTGTTGGGATACAGTCATGAGCCACTGCATCTGGCCTAGGATCCATTTAGATTAAAATAT

GCATTTTAAATTTTAAAATAATATGGCTAATTTTTACCTTATGTAATGTGTATACTGGCAATAAATCTAGTTTGCTG

CCTAAAGTTTAAAGTGCTTTCCAGTAAGCTTCATGTACGTGAGGGGAGACATTTAAAGTGAAACAGACAGCCAGGTG

TGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTCTGGGAGGCTGAGGTGGGTGGATCGCTTGAGCCCTGGAGTTCAAGACC

AGCCTGAGCAACATGGCAAAACGCTGTTTCTATAACAAAAATTAGCCGGGCATGGTGGCATGTGCCTGTGGTCCCAG

CTACTAGGGGGCTGAGGCAGGAGAATCGTTGGAGCCCAGGAGGTCAAGGCTGCACTGAGCAGTGCTTGCGCCACTGC

ACTCCAGCCTGGGTGACAGGACCAGACCTTGCCTCAAAAAAATAAGAAGAAAAATTAAAAATAAATGGAAACAACTA

CAAAGAGCTGTTGTCCTAGATGAGCTACTTAGTTAGGCTGATATTTTGGTATTTAACTTTTAAAGTCAGGGTCTGTC

ACCTGCACTACATTATTAAAATATCAATTCTCAATGTATATCCACACAAAGACTGGTACGTGAATGTTCATAGTACC

TTTATTCACAAAACCCCAAAGTAGAGACTATCCAAATATCCATCAACAAGTGAACAAATAAACAAAATGTGCTATAT

CCATGCAATGGAATACCACCCTGCAGTACAAAGAAGCTACTTGGGGATGAATCCCAAAGTCATGACGCTAAATGAAA

GAGTCAGACATGAAGGAGGAGATAATGTATGCCATACGAAATTCTAGAAAATGAAAGTAACTTATAGTTACAGAAAG
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CAAATCAGGGCAGGCATAGAGGCTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGAGAGGCCACGTGGGAAGATTGCTAGAACT

CAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGGCAACACAGTGAAACTCCATTCTCCACAAAAATGGGAAAAAAAGAAAGCAAATCA

GTGGTTGTCCTGTGGGGAGGGGAAGGACTGCAAAGAGGGAAGAAGCTCTGGTGGGGTGAGGGTGGTGATTCAGGTTC

TGTATCCTGACTGTGGTAGCAGTTTGGGGTGTTTACATCCAAAAATATTCGTAGAATTATGCATCTTAAATGGGTGG

AGTTTACTGTATGTAAATTATACCTCAATGTAAGAAAAAATAATGTGTAAGAAAACTTTCAATTCTCTTGCCAGCAA

ACGTTATTCAAATTCCTGAGCCCTTTACTTCGCAAATTCTCTGCACTTCTGCCCCGTACCATTAGGTGACAGCACTA

GCTCCACAAATTGGATAAATGCATTTCTGGAAAAGACTAGGGACAAAATCCAGGCATCACTTGTGCTTTCATATCAA

CCATGCTGTACAGCTTGTGTTGCTGTCTGCAGCTGCAATGGGGACTCTTGATTTCTTTAAGGAAACTTGGGTTACCA

GAGTATTTCCACAAATGCTATTCAAATTAGTGCTTATGATATGCAAGACACTGTGCTAGGAGCCAGAAAACAAAGAG

GAGGAGAAATCAGTCATTATGTGGGAACAACATAGCAAGATATTTAGATCATTTTGACTAGTTAAAAAAGCAGCAGA

GTACAAAATCACACATGCAATCAGTATAATCCAAATCATGTAAATATGTGCCTGTAGAAAGACTAGAGGAATAAACA

CAAGAATCTTAACAGTCATTGTCATTAGACACTAAGTCTAATTATTATTATTAGACACTATGATATTTGAGATTTAA

AAAATCTTTAATATTTTAAAATTTAGAGCTCTTCTATTTTTCCATAGTATTCAAGTTTGACAATGATCAAGTATTAC

TCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGAGTTTTGGTCTTGTTGCCCATGCTGGAGTGGAATGGCAT

GACCATAGCTCACTGCAACCTCCACCTCCTGGGTTCAAGCAAAGCTGTCGCCTCAGCCTCCCGGGTAGATGGGATTA

CAGGCGCCCACCACCACACTCGGCTAATGTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGT

CTCAAACTCCTGACCTCAGAGGATCCACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGTAGGCCACTGCGC

CCGGCCAAGTATTGCTCTTATACATTAAAAAACAGGTGTGAGCCACTGCGCCCAGCCAGGTATTGCTCTTATACATT

AAAAAATAGGCCGGTGCAGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAAGCCAAGGCGGGCAGAACACCCGAGG

TCAGGAGTCCAAGGCCAGCCTGGCCAAGATGGTGAAACCCCGTCTCTATTAAAAATACAAACATTACCTGGGCATGA

TGGTGGGCGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCCGCGGAGCCTGGCAGATCTGCCTGAGC

CTGGGAGGTTGAGGCTACAGTAAGCCAAGATCATGCCAGTATACTTCAGCCTGGGCGACAAAGTGAGACCGTAACAA

AAAAAAAAAAATTTAAAAAAAGAAATTTAGATCAAGATCCAACTGTAAAAAGTGGCCTAAACACCACATTAAAGAGT

TTGGAGTTTATTCTGCAGGCAGAAGAGAACCATCAGGGGGTCTTCAGCATGGGAATGGCATGGTGCACCTGGTTTTT

GTGAGATCATGGTGGTGACAGTGTGGGGAATGTTATTTTGGAGGGACTGGAGGCAGACAGACCGGTTAAAAGGCCAG

CACAACAGATAAGGAGGAAGAAGATGAGGGCTTGGACCGAAGCAGAGAAGAGCAAACAGGGAAGGTACAAATTCAAG

AAATATTGGGGGGTTTGAATCAACACATTTAGATGATTAATTAAATATGAGGACTGAGGAATAAGAAATGAGTCAAG

GATGGTTCCAGGCTGCTAGGCTGCTTACCTGAGGTGGCAAAGTCGGGAGGAGTGGCAGTTTAGGACAGGGGGCAGTT

GAGGAATATTGTTTTGATCATTTTGAGTTTGAGGTACAAGTTGGACACTTAGGTAAAGACTGGAGGGGAAATCTGAA

TATACAATTATGGGACTGAGGAACAAGTTTATTTTATTTTTTGTTTCGTTTTCTTGTTGAAGAACAAATTTAATTGT

AATCCCAAGTCATCAGCATCTAGAAGACAGTGGCAGGAGGTGACTGTCTTGTGGGTAAGGGTTTGGGGTCCTTGATG

AGTATCTCTCAATTGGCCTTAAATATAAGCAGGAAAAGGAGTTTATGATGGATTCCAGGCTCAGCAGGGCTCAGGAG

GGCTCAGGCAGCCAGCAGAGGAAGTCAGAGCATCTTCTTTGGTTTAGCCCAAGTAATGACTTCCTTAAAAAGCTGAA

GGAAAATCCAGAGTGACCAGATTATAAACTGTACTCTTGCATTTTCTCTCCCTCCTCTCACCCACAGCCTCTTGATG

AACCGGAGGAAGTTTCTTTACCAATTCAAAAATGTCCGCTGGGCTAAGGGTCGGCGTGAGACCTACCTGTGCTACGT

AGTGAAGAGGCGTGACAGTGCTACATCCTTTTCACTGGACTTTGGTTATCTTCGCAATAAGGTATCAATTAAAGTCG

GCTTTGCAAGCAGTTTAATGGTCAACTGTGAGTGCTTTTAGAGCCACCTGCTGATGGTATTACTTCCATCCTTTTTT

GGCATTTGTGTCTCTATCACATTCCTCAAATCCTTTTTTTTATTTCTTTTTCCATGTCCATGCACCCATATTAGACA

TGGCCCAAAATATGTGATTTAATTCCTCCCCAGTAATGCTGGGCACCCTAATACCACTCCTTCCTTCAGTGCCAAGA
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ACAACTGCTCCCAAACTGTTTACCAGCTTTCCTCAGCATCTGAATTGCCTTTGAGATTAATTAAGCTAAAAGCATTT

TTATATGGGAGAATATTATCAGCTTGTCCAAGCAAAAATTTTAAATGTGAAAAACAAATTGTGTCTTAAGCATTTTT

GAAAATTAAGGAAGAAGAATTTGGGAAAAAATTAACGGTGGCTCAATTCTGTCTTCCAAATGATTTCTTTTCCCTCC

TACTCACATGGGTCGTAGGCCAGTGAATACATTCAACATGGTGATCCCCAGAAAACTCAGAGAAGCCTCGGCTGATG

ATTAATTAAATTGATCTTTCGGCTACCCGAGAGAATTACATTTCCAAGAGACTTCTTCACCAAAATCCAGATGGGTT

TACATAAACTTCTGCCCACGGGTATCTCCTCTCTCCTAACACGCTGTGACGTCTGGGCTTGGTGGAATCTCAGGGAA

GCATCCGTGGGGTGGAAGGTCATCGTCTGGCTCGTTGTTTGATGGTTATATTACCATGCAATTTTCTTTGCCTACAT

TTGTATTGAATACATCCCAATCTCCTTCCTATTCGGTGACATGACACATTCTATTTCAGAAGGCTTTGATTTTATCA

AGCACTTTCATTTACTTCTCATGGCAGTGCCTATTACTTCTCTTACAATACCCATCTGTCTGCTTTACCAAAATCTA

TTTCCCCTTTTCAGATCCTCCCAAATGGTCCTCATAAACTGTCCTGCCTCCACCTAGTGGTCCAGGTATATTTCCAC

AATGTTACATCAACAGGCACTTCTAGCCATTTTCCTTCTCAAAAGGTGCAAAAAGCAACTTCATAAACACAAATTAA

ATCTTCGGTGAGGTAGTGTGATGCTGCTTCCTCCCAACTCAGCGCACTTCGTCTTCCTCATTCCACAAAAACCCATA

GCCTTCCTTCACTCTGCAGGACTAGTGCTGCCAAGGGTTCAGCTCTACCTACTGGTGTGCTCTTTTGAGCAAGTTGC

TTAGCCTCTCTGTAACACAAGGACAATAGCTGCAAGCATCCCCAAAGATCATTGCAGGAGACAATGACTAAGGCTAC

CAGAGCCGCAATAAAAGTCAGTGAATTTTAGCGTGGTCCTCTCTGTCTCTCCAGAACGGCTGCCACGTGGAATTGCT

CTTCCTCCGCTACATCTCGGACTGGGACCTAGACCCTGGCCGCTGCTACCGCGTCACCTGGTTCACCTCCTGGAGCC

CCTGCTACGACTGTGCCCGACATGTGGCCGACTTTCTGCGAGGGAACCCCAACCTCAGTCTGAGGATCTTCACCGCG

CGCCTCTACTTCTGTGAGGACCGCAAGGCTGAGCCCGAGGGGCTGCGGCGGCTGCACCGCGCCGGGGTGCAAATAGC

CATCATGACCTTCAAAGGTGCGAAAGGGCCTTCCGCGCAGGCGCAGTGCAGCAGCCCGCATTCGGGATTGCGATGCG

GAATGAATGAGTTAGTGGGGAAGCTCGAGGGGAAGAAGTGGGCGGGGATTCTGGTTCACCTCTGGAGCCGAAATTAA

AGATTAGAAGCAGAGAAAAGAGTGAATGGCTCAGAGACAAGGCCCCGAGGAAATGAGAAAATGGGGCCAGGGTTGCT

TCTTTCCCCTCGATTTGGAACCTGAACTGTCTTCTACCCCCATATCCCCGCCTTTTTTTCCTTTTTTTTTTTTTGAA

GATTATTTTTACTGCTGGAATACTTTTGTAGAAAACCACGAAAGAACTTTCAAAGCCTGGGAAGGGCTGCATGAAAA

TTCAGTTCGTCTCTCCAGACAGCTTCGGCGCATCCTTTTGGTAAGGGGCTTCCTCGCTTTTTAAATTTTCTTTCTTT

CTCTACAGTCTTTTTTGGAGTTTCGTATATTTCTTATATTTTCTTATTGTTCAATCACTCTCAGTTTTCATCTGATG

AAAACTTTATTTCTCCTCCACATCAGCTTTTTCTTCTGCTGTTTCACCATTCAGAGCCCTCTGCTAAGGTTCCTTTT

CCCTCCCTTTTCTTTCTTTTGTTGTTTCACATCTTTAAATTTCTGTCTCTCCCCAGGGTTGCGTTTCCTTCCTGGTC

AGAATTCTTTTCTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAACAAACAAACAAAAAACCCAAAAAAACTCTTTC

CCAATTTACTTTCTTCCAACATGTTACAAAGCCATCCACTCAGTTTAGAAGACTCTCCGGCCCCACCGACCCCCAAC

CTCGTTTTGAAGCCATTCACTCAATTTGCTTCTCTCTTTCTCTACAGCCCCTGTATGAGGTTGATGACTTACGAGAC

GCATTTCGTACTTTGGGACTTTGATAGCAACTTCCAGGAATGTCACACACGATGAAATATCTCTGCTGAAGACAGTG

GATAAAAAACAGTCCTTCAAGTCTTCTCTGTTTTTATTCTTCAACTCTCACTTTCTTAGAGTTTACAGAAAAAATAT

TTATATACGACTCTTTAAAAAGATCTATGTCTTGAAAATAGAGAAGGAACACAGGTCTGGCCAGGGACGTGCTGCAA

TTGGTGCAGTTTTGAATGCAACATTGTCCCCTACTGGGAATAACAGAACTGCAGGACCTGGGAGCATCCTAAAGTGT

CAACGTTTTTCTATGACTTTTAGGTAGGATGAGAGCAGAAGGTAGATCCTAAAAAGCATGGTGAGAGGATCAAATGT

TTTTATATCAACATCCTTTATTATTTGATTCATTTGAGTTAACAGTGGTGTTAGTGATAGATTTTTCTATTCTTTTC

CCTTGACGTTTACTTTCAAGTAACACAAACTCTTCCATCAGGCCATGATCTATAGGACCTCCTAATGAGAGTATCTG

GGTGATTGTGACCCCAAACCATCTCTCCAAAGCATTAATATCCAATCATGCGCTGTATGTTTTAATCAGCAGAAGCA

TGTTTTTATGTTTGTACAAAAGAAGATTGTTATGGGTGGGGATGGAGGTATAGACCATGCATGGTCACCTTCAAGCT

说　明　书 93/193 页

98

CN 112469446 B

98



ACTTTAATAAAGGATCTTAAAATGGGCAGGAGGACTGTGAACAAGACACCCTAATAATGGGTTGATGTCTGAAGTAG

CAAATCTTCTGGAAACGCAAACTCTTTTAAGGAAGTCCCTAATTTAGAAACACCCACAAACTTCACATATCATAATT

AGCAAACAATTGGAAGGAAGTTGCTTGAATGTTGGGGAGAGGAAAATCTATTGGCTCTCGTGGGTCTCTTCATCTCA

GAAATGCCAATCAGGTCAAGGTTTGCTACATTTTGTATGTGTGTGATGCTTCTCCCAAAGGTATATTAACTATATAA

GAGAGTTGTGACAAAACAGAATGATAAAGCTGCGAACCGTGGCACACGCTCATAGTTCTAGCTGCTTGGGAGGTTGA

GGAGGGAGGATGGCTTGAACACAGGTGTTCAAGGCCAGCCTGGGCAACATAACAAGATCCTGTCTCTCAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAGAAAGAGAGAGGGCCGGGCGTGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGCCGG

GCGGATCACCTGTGGTCAGGAGTTTGAGACCAGCCTGGCCAACATGGCAAAACCCCGTCTGTACTCAAAATGCAAAA

ATTAGCCAGGCGTGGTAGCAGGCACCTGTAATCCCAGCTACTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCCAG

GAGGTGGAGGTTGCAGTAAGCTGAGATCGTGCCGTTGCACTCCAGCCTGGGCGACAAGAGCAAGACTCTGTCTCAGA

AAAAAAAAAAAAAAAGAGAGAGAGAGAGAAAGAGAACAATATTTGGGAGAGAAGGATGGGGAAGCATTGCAAGGAAA

TTGTGCTTTATCCAACAAAATGTAAGGAGCCAATAAGGGATCCCTATTTGTCTCTTTTGGTGTCTATTTGTCCCTAA

CAACTGTCTTTGACAGTGAGAAAAATATTCAGAATAACCATATCCCTGTGCCGTTATTACCTAGCAACCCTTGCAAT

GAAGATGAGCAGATCCACAGGAAAACTTGAATGCACAACTGTCTTATTTTAATCTTATTGTACATAAGTTTGTAAAA

GAGTTAAAAATTGTTACTTCATGTATTCATTTATATTTTATATTATTTTGCGTCTAATGATTTTTTATTAACATGAT

TTCCTTTTCTGATATATTGAAATGGAGTCTCAAAGCTTCATAAATTTATAACTTTAGAAATGATTCTAATAACAACG

TATGTAATTGTAACATTGCAGTAATGGTGCTACGAAGCCATTTCTCTTGATTTTTAGTAAACTTTTATGACAGCAAA

TTTGCTTCTGGCTCACTTTCAATCAGTTAAATAAATGATAAATAATTTTGGAAGCTGTGAAGATAAAATACCAAATA

AAATAATATAAAAGTGATTTATATGAAGTTAAAATAAAAAATCAGTATGATGGAATAAACTTG

[0420] 以下提供了根据本申请的方面可以与Cas9融合的其他示例性脱氨酶。应当理解，

在一些实施方案中，可以使用相应序列的活性结构域，例如没有定位信号的结构域(核定位

序列、无核输出信号、胞质定位信号)。

[0421] 人类AID：

[0422]

[0423] (底线：核定位序列；双底线：核输出信号)

[0424] 小鼠AID：

[0425]

[0426] (底线：核定位序列；双底线：核输出信号)

[0427] 犬类AID：
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[0428]

[0429] (底线：核定位序列；双底线：核输出信号)

[0430] 牛类AID：

[0431]

[0432] (底线：核定位序列；双底线：核输出信号)

[0433] 大鼠AID：

[0434]

[0435] (底线：核定位序列；双底线：核输出信号)

[0436] 小鼠APOBEC‑3

[0437]

[0438] (斜体：核酸编辑域)

[0439] 大鼠APOBEC‑3：
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[0440]

[0441] (斜体：核酸编辑域)

[0442] 猕猴APOBEC‑3G：

[0443]

[0444]

[0445] (斜体：核酸编辑域；底线：胞质定位信号)

[0446] 黑猩猩APOBEC‑3G：

[0447]

[0448] (斜体：核酸编辑域；底线：胞质定位信号)

[0449] 绿猴APOBEC‑3G：
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[0450]

[0451] (斜体：核酸编辑域；底线：胞质定位信号)

[0452] 人类APOBEC‑3G：

[0453]

[0454]

[0455] (斜体：核酸编辑域；底线：胞质定位信号)

[0456] 人类APOBEC‑3F：

[0457]

[0458] (斜体：核酸编辑域)

[0459] 人类APOBEC‑3B：
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[0460]

[0461] (斜体：核酸编辑域)

[0462] 大鼠APOBEC‑3B：

[0463]

[0464]

[0465] 牛类APOBEC‑3B：

[0466] DGWEVAFRSGTVLKAGVLGVSMTEGWAGSGHPGQGACVWTPGTRNTMNLLREVLFKQQFGNQPRVPAPY

YRRKTYLCYQLKQRNDLTLDRGCFRNKKQRHAERFIDKINSLDLNPSQSYKIICYITWSPCPNCANELVNFITRNNH

LKLEIFASRLYFHWIKSFKMGLQDLQNAGISVAVMTHTEFEDCWEQFVDNQSRPFQPWDKLEQYSASIRRRLQRILT

API

[0467] 黑猩猩APOBEC‑3B：

[0468] MNPQIRNPMEWMYQRTFYYNFENEPILYGRSYTWLCYEVKIRRGHSNLLWDTGVFRGQMYSQPEHHAEM

CFLSWFCGNQLSAYKCFQITWFVSWTPCPDCVAKLAKFLAEHPNVTLTISAARLYYYWERDYRRALCRLSQAGARVK

IMDDEEFAYCWENFVYNEGQPFMPWYKFDDNYAFLHRTLKEIIRHLMDPDTFTFNFNNDPLVLRRHQTYLCYEVERL

DNGTWVLMDQHMGFLCNEAKNLLCGFYGRHAELRFLDLVPSLQLDPAQIYRVTWFISWSPCFSWGCAGQVRAFLQEN

THVRLRIFAARIYDYDPLYKEALQMLRDAGAQVSIMTYDEFEYCWDTFVYRQGCPFQPWDGLEEHSQALSGRLRAIL

QVRASSLCMVPHRPPPPPQSPGPCLPLCSEPPLGSLLPTGRPAPSLPFLLTASFSFPPPASLPPLPSLSLSPGHLPV

PSFHSLTSCSIQPPCSSRIRETEGWASVSKEGRDLG

[0469] 人类APOBEC‑3C：
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[0470]

[0471] (斜体：核酸编辑域)

[0472] 大猩猩APOBEC‑3C

[0473]    

[0474]

[0475] 人类APOBEC‑3A：

[0476]

[0477] (斜体：核酸编辑域)

[0478] 猕猴APOBEC‑3A：

[0479]

[0480] (斜体：核酸编辑域)

[0481] 牛类APOBEC‑3A：

[0482]

[0483] (斜体：核酸编辑域

[0484] 人类APOBEC‑3H：
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[0485]

[0486] (斜体：核酸编辑域)

[0487] 猕猴APOBEC‑3H：

[0488] MALLTAKTFSLQFNNKRRVNKPYYPRKALLCYQLTPQNGSTPTRGHLKNKKKDHAEIRFINKIKSMGLD

ETQCYQVTCYLTWSPCPSCAGELVDFIKAHRHLNLRIFASRLYYHWRPNYQEGLLLLCGSQVPVEVMGLPEFTDCWE

NFVDHKEPPSFNPSEKLEELDKNSQAIKRRLERIKSRSVDVLENGLRSLQLGPVTPSSSIRNSR

[0489] 人类APOBEC‑3D：

[0490]

[0491] (斜体：核酸编辑域)

[0492] 人类APOBEC‑1：

[0493] MTSEKGPSTGDPTLRRRIEPWEFDVFYDPRELRKEACLLYEIKWGMSRKIWRSSGKNTTNHVEVNFIKK

FTSERDFHPSMSCSITWFLSWSPCWECSQAIREFLSRHPGVTLVIYVARLFWHMDQQNRQGLRDLVNSGVTIQIMRA

SEYYHCWRNFVNYPPGDEAHWPQYPPLWMMLYALELHCIILSLPPCLKISRRWQNHLTFFRLHLQNCHYQTIPPHIL

LATGLIHPSVAWR

[0494] 小鼠APOBEC‑1：

[0495] MSSETGPVAVDPTLRRRIEPHEFEVFFDPRELRKETCLLYEINWGGRHSVWRHTSQNTSNHVEVNFLEK

FTTERYFRPNTRCSITWFLSWSPCGECSRAITEFLSRHPYVTLFIYIARLYHHTDQRNRQGLRDLISSGVTIQIMTE

QEYCYCWRNFVNYPPSNEAYWPRYPHLWVKLYVLELYCIILGLPPCLKILRRKQPQLTFFTITLQTCHYQRIPPHLL

WATGLK

[0496] 大鼠APOBEC‑1：

[0497] MSSETGPVAVDPTLRRRIEPHEFEVFFDPRELRKETCLLYEINWGGRHSIWRHTSQNTNKHVEVNFIEK

FTTERYFCPNTRCSITWFLSWSPCGECSRAITEFLSRYPHVTLFIYIARLYHHADPRNRQGLRDLISSGVTIQIMTE

QESGYCWRNFVNYSPSNEAHWPRYPHLWVRLYVLELYCIILGLPPCLNILRRKQPQLTFFTIALQSCHYQRLPPHIL

WATGLK

[0498] 人类APOBEC‑2：
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[0499] MAQKEEAAVATEAASQNGEDLENLDDPEKLKELIELPPFEIVTGERLPANFFKFQFRNVEYSSGRNKTF

LCYVVEAQGKGGQVQASRGYLEDEHAAAHAEEAFFNTILPAFDPALRYNVTWYVSSSPCAACADRIIKTLSKTKNLR

LLILVGRLFMWEEPEIQAALKKLKEAGCKLRIMKPQDFEYVWQNFVEQEEGESKAFQPWEDIQENFLYYEEKLADIL

K

[0500] 小鼠APOBEC‑2：

[0501] MAQKEEAAEAAAPASQNGDDLENLEDPEKLKELIDLPPFEIVTGVRLPVNFFKFQFRNVEYSSGRNKT

FLCYVVEVQSKGGQAQATQGYLEDEHAGAHAEEAFFNTILPAFDPALKYNVTWYVSSSPCAACADRILKTLSKTKN

LRLLILVSRLFMWEEPEVQAALKKLKEAGCKLRIMKPQDFEYIWQNFVEQEEGESKAFEPWEDIQENFLYYEEKLA

DILK大鼠APOBEC‑2：

[0502] MAQKEEAAEAAAPASQNGDDLENLEDPEKLKELIDLPPFEIVTGVRLPVNFFKFQFRNVEYSSGRNKT

FLCYVVEAQSKGGQVQATQGYLEDEHAGAHAEEAFFNTILPAFDPALKYNVTWYVSSSPCAACADRILKTLSKTKN

LRLLILVSRLFMWEEPEVQAALKKLKEAGCKLRIMKPQDFEYLWQNFVEQEEGESKAFEPWEDIQENFLYYEEKLA

DILK牛类APOBEC‑2：

[0503] MAQKEEAAAAAEPASQNGEEVENLEDPEKLKELIELPPFEIVTGERLPAHYFKFQFRNVEYSSGRNKT

FLCYVVEAQSKGGQVQASRGYLEDEHATNHAEEAFFNSIMPTFDPALRYMVTWYVSSSPCAACADRIVKTLNKTKN

LRLLILVGRLFMWEEPEIQAALRKLKEAGCRLRIMKPQDFEYIWQNFVEQEEGESKAFEPWEDIQENFLYYEEKLA

DILK海七鳃鳗CDA1(pmCDAl)：

[0504] MTDAEYVRIHEKLDIYTFKKQFFNNKKSVSHRCYVLFELKRRGERRACFWGYAVNK

[0505] PQSGTERGIHAEIFSIRKVEEYLRDNPGQFTINWYSSWSPCADCAEKILEWYNQELRG

[0506] NGHTLKIWACKLYYEKNARNQIGLWNLRDNGVGLNVMVSEHYQCCRKIFIQSSHNQ

[0507] LNENRWLEKTLKRAEKRRSELSFMIQVKILHTTKSPAV

[0508] 人类APOBEC3G  D316R  D317R：

[0509] MKPHFRNTVERMYRDTFSYNFYNRPILSRRNTVWLCYEVKTKGPSRPPLDAKIFRGQ

[0510] VYSELKYHPEMRFFHWFSKWRKLHRDQEYEVTWYISWSPCTKCTRDMATFLAEDP

[0511] KVTLTIFVARLYYFWDPDYQEALRSLCQKRDGPRATMKFNYDEFQHCWSKFVYSQ

[0512] RELFEPWNNLPKYYILLHFMLGEILRHSMDPPTFTFNFNNEPWVRGRHETYLCYEVER

[0513] MHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHGFLEGRHAELCFLDVIPFWKLDLDQDYRVTC

[0514] FTSWSPCFSCAQEMAKFISKKHVSLCIFTARIYRRQGRCQEGLRTLAEAGAKISFTYSEFKHCWDTFV

DHQGCPFQPWDGLDEHSQDLSGRLRAILQNQEN人类APOBEC3G链A：

[0515] MDPPTFTFNFNNEPWWGRHETYLCYEVERMHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHG

[0516] FLEGRHAELCFLDVIPFWKLDLDQDYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISKNKHVSLCI

[0517] FTARIYDDQGRCQEGLRTLAEAGAKISFTYSEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLD 

EHSQDLSGRLRAILQ

[0518] 人APOBEC3G链A  D120R  D121R：

[0519] MDPPTFTFNFNNEPWVRGRHETYLCYEVERMHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHG

[0520] FLEGRHAELCFLDVIPFWKLDLDQDYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISKNKHVSLCI

[0521] FTARIYRRQGRCQEGLRTLAEAGAKISFMTYSEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLDE 

HSQDLSGRLRAILQ

[0522] 本申请的一些方面基于以下认识：调节本文所述的任何融合蛋白的脱氨酶结构域
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催化活性，例如通过在脱氨酶结构域中进行点突变来影响融合蛋白的合成能力(例如，碱基

编辑器)。例如，减少但不消除碱基编辑融合蛋白中脱氨酶结构域催化活性的突变可使脱氨

酶结构域催化邻近靶残基的残基脱氨的可能性降低，从而缩小了脱氨窗口。缩小脱氨窗口

的能力可以防止与特定目标残基相邻的残基发生不希望的脱氨基，这可以减少或防止脱靶

效应。

[0523] 例如，在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含选自

rAPOBEC1的H121X、H122X、R126X、R126X、R118X、W90X、W90X和R132X的一个或多个突变，或另

一个APOBEC脱氨酶中的一个或多个相应突变，其中X是任何氨基酸。在一些实施方案中，并

入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含一种或多种选自rAPOBEC1的H121R、H122R、R126A、

R126E、R118A、W90A、W90Y和R132E的突变，或一种或多种相应的突变。另一个APOBEC脱氨酶。

[0524] 在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可以包含一种或多种选自

hAPOBEC3G的D316X、D317X、R320X、R320X、R313X、W285X、W285X、R326X或一个或多个对应的

突变。另一个APOBEC脱氨酶中的突变，其中X是任何氨基酸。在一些实施方案中，本文提供的

任何融合蛋白包含APOBEC脱氨酶，其包含选自hAPOBEC3G的D316R、D317R、R320A、R320E、

R313A、W285A、W285Y、R326E的一个或多个突变，或一个或多个相应突变。在另一个APOBEC脱

氨酶中。

[0525] 在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含rAPOBEC1的H121R

和H122R突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱

基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含rAPOBEC1的R126A突变，或另一

APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC

脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含rAPOBEC1的R126E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个

或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱

氨酶，其包含rAPOBEC1的R118A突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一

些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含rAPOBEC1

的W90A突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基

编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含rAPOBEC1的W90Y突变，或另一

APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC

脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含rAPOBEC1的R132E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个

或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱

氨酶，其包含rAPOBEC1的W90Y和R126E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突

变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可以包含APOBEC脱氨酶，其包含

rAPOBEC1的R126E和R132E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实

施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含rAPOBEC1的

W90Y和R132E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方案中，并

入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含rAPOBEC1的W90Y、R126E和

R132E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。

[0526] 在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其

包含hAPOBEC3G的D316R和D317R突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个相应突变。在一

些实施方案中，本文提供的任何融合蛋白包含APOBEC脱氨酶，其包含hAPOBEC3G的R320A突
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变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个相应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中

的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含hAPOBEC3G的R320E突变，或另一APOBEC脱氨

酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包

含APOBEC脱氨酶，其包含hAPOBEC3G的R313A突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对

应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包

含hAPOBEC3G的W285A突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方

案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含hAPOBEC3G的W285Y

突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器

中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含hAPOBEC3G的R326E突变，或另一APOBEC脱

氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可

包含APOBEC脱氨酶，其包含hAPOBEC3G的W285Y和R320E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个

或多个对应突变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱

氨酶，其包含hAPOBEC3G的R320E和R326E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突

变。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含

hAPOBEC3G的W285Y和R326E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。在一些实

施方案中，并入碱基编辑器中的APOBEC脱氨酶可包含APOBEC脱氨酶，其包含hAPOBEC3G的

W285Y、R320E和R326E突变，或另一APOBEC脱氨酶中的一个或多个对应突变。

[0527] 许多修饰的胞苷脱氨酶可商购获得，包括但不限于SaBE3、SaKKH‑BE3、VQR‑BE3、

EQR‑BE3、VRER‑BE3、YE1‑BE3、EE‑BE3、YE2‑BE3、和YEE‑BE3、可得自Addgene(质粒85169、

85170、85171、85172、85173、85174、85175、85176、85177)。在一些实施方案中，并入碱基编

辑器中的脱氨酶包含APOBEC1脱氨酶的全部或一部分。

[0528] C到T核碱基编辑蛋白的详细信息在国际PCT第PCT/US2016/058344号专利申请(WO

第2017/070632号国际专利申请)和Komor，A .C .等人中进行了描述，“Programmable 

editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA  without  double‑stranded  DNA  cleavage”

Nature  533，420‑424(2016)，其全部内容通过引用结合于此。

[0529] A到G编辑

[0530] 在一些实施方案中，本文所述的碱基编辑器可包含脱氨酶结构域，其包括腺苷脱

氨酶。碱基编辑器的这种腺苷脱氨酶结构域可以通过使A脱氨基形成肌苷(I)来促进腺嘌呤

(A)核苷碱基向鸟嘌呤(G)核苷碱基的编辑，表现出G的碱基配对特性。腺苷脱氨酶能够脱氧

核糖核酸(DNA)中的脱氧腺苷残基的腺嘌呤脱氨(即除去胺基)的方法。

[0531] 在一些实施方案中，可通过将一个或多个蛋白结构域融合在一起，从而产生融合

蛋白来制备本文提供的核碱基编辑器。在某些实施方案中，本文提供的融合蛋白包含改善

融合蛋白的碱基编辑活性(例如，效率、选择性和特异性)的一种或多种特征。例如，本文提

供的融合蛋白可包含具有降低的核酸酶活性的Cas9结构域。在一些实施方案中，本文提供

的融合蛋白可具有不具有核酸酶活性的Cas9结构域(dCas9)或切割双链DNA分子的一条链

的Cas9结构域，称为Cas9切口酶(nCas9)。不希望受到任何特定理论的束缚，催化残基(例

如，H840)的存在维持了Cas9切割含有与靶标A相对的T的未编辑(例如，未脱氨基)链的活

性。Cas9的催化残基(例如，D10至A10)的“残基”阻止了含有目标A残基的编辑链的切割。此

类Cas9变体能够基于gRNA定义的靶序列在特定位置产生单链DNA断裂(缺口)，从而导致未
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编辑链的修复，最终导致非编辑的子线。在一些实施方案中，A至G碱基编辑器还包含肌苷碱

基切除修复的抑制剂，例如尿嘧啶糖基化酶抑制剂(UGI)结构域或催化失活的肌苷特异性

核酸酶。不希望受任何特定理论的束缚，UGI结构域或催化失活的肌苷特异性核酸酶可以抑

制或阻止脱氨基腺苷残基(例如肌苷)的碱基切除修复，这可以提高碱基编辑器的活性或效

率。

[0532] 包含腺苷脱氨酶的碱基编辑器可以作用于任何多核苷酸，包括DNA、RNA和DNA‑RNA

杂交体。在某些实施方案中，包含腺苷脱氨酶的碱基编辑器可以使包含RNA的多核苷酸的靶

标A脱氨基。例如，碱基编辑器可以包含能够使RNA多核苷酸和/或DNA‑RNA杂合多核苷酸的

靶A脱氨基的腺苷脱氨酶结构域。在一个实施方案中，并入碱基编辑器中的腺苷脱氨酶包含

作用于RNA(ADAR，例如，ADAR1或ADAR2)的全部或部分腺苷脱氨酶。在另一个实施方案中，掺

入碱基编辑器中的腺苷脱氨酶包含作用于tRNA(ADAT)的全部或部分腺苷脱氨酶。包含腺苷

脱氨酶结构域的碱基编辑器也能够使DNA多核苷酸的A核碱基脱氨基。在一个实施方案中，

碱基编辑器的腺苷脱氨酶结构域包含ADAT的全部或一部分，其包含一个或多个突变，所述

突变允许ADAT将DNA中的靶标A脱氨基。例如，碱基编辑器可以包含来自大肠杆菌(EcTadA)

的ADAT的全部或一部分，其包含以下一个或多个突变：D108N、A106V、D147Y、E155V、L84F、

H123Y、I157F或另一个突变腺苷脱氨酶。

[0533] 腺苷脱氨酶可以衍生自任何合适的生物(例如大肠杆菌)。在一些实施方案中，腺

嘌呤脱氨酶是天然存在的腺苷脱氨酶，其包括与本文提供的任何突变相对应的一个或多个

突变(例如，ecTadA中的突变)。任何同源蛋白质中的相应残基可通过例如序列比对和同源

残基的测定来鉴定。可以相应地产生与本文所述的任何突变(例如，在ecTadA中鉴定的任何

突变)相对应的任何天然存在的腺苷脱氨酶中的突变(例如，与ecTadA具有同源性)。

[0534] TadA

[0535] 在特定的实施方案中，TadA是PCT/US2017/045381(WO2018/027078)中描述的TadA

中的任何一种，其通过引用整体并入本文。

[0536] 在一个实施方案中，本发明的融合蛋白包含与TadA7.10连接的野生型TadA，其与

Cas9切口酶连接。在特定实施方案中，融合蛋白包含单个TadA7.10结构域(例如，以单体形

式提供)。在其他实施方式中，ABE7 .10编辑器包括能够形成异二聚体的TadA7 .10和TadA

(wt)。相关序列如下：

[0537] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD(称为“Ta”)。

[0538] TadA7.10：

[0539] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLV

MQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLC

YFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD

[0540] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含与本文提供的任何腺苷脱氨酶中列出的任何

氨基酸序列至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或至少99.5％相同的氨基酸序列。应当理

解，本文提供的腺苷脱氨酶可包括一个或多个突变(例如，本文提供的任何突变)。本申请内
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容提供了具有一定百分比同一性的任何脱氨酶结构域，加上本文所述的任何突变或其组

合。在一些实施方案中，与参考序列或本文提供的任何腺苷脱氨基酶相比，腺苷脱氨酶包含

具有1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、21、24、25、26、27、

28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50或更多个

突变的氨基酸序列。在一些实施方案中，与本领域已知或本文所述的任何氨基酸序列相比，

腺苷脱氨酶包含具有至少5、至少10、至少15、至少20、至少25、至少30、至少35、至少40、至少

45、至少50、至少60、至少70、至少80、至少90、至少100、至少110、至少120、至少130、至少

140、至少150、至少160或至少170个相同的连续氨基酸残基。

[0541] 在一些实施方案中，TadA脱氨酶是全长大肠杆菌TadA脱氨酶。例如，在某些实施方

案中，腺苷脱氨酶包含氨基酸序列：

[0542] MRRAFITGVFFLSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAH

AEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEIT

EGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD。

[0543] 然而，应当理解，对本领域技术人员而言可用于本申请的另外的腺苷脱氨酶是显

而易见的，并且在本申请的范围内。例如，腺苷脱氨酶可以是作用于tRNA(ADAT)的腺苷脱氨

酶的同源物。非限制性地，示例性AD  AT同源物的氨基酸序列包括以下：

[0544] 金黄色葡萄球菌TadA：

[0545] MGSHMTNDIYFMTLAIEEAKKAAQLGEVPIGAIITKDDEVIARAHNLRETLQQPTAHAEHIAIERAAKV

LGSWRLEGCTLYVTLEPCVMCAGTIVMSRIPRVVYGADDPKGGCSGSLMNLLQQSNFNHRAIVDKGVLKEACSTLLT

TFFKNLRANKKSTN

[0546] 枯草芽孢杆菌(Bacillus  subtilis)TadA：

[0547] MTQDELYMKEAIKEAKKAEEKGEVPIGAVLVINGEIIARAHNLRETEQRSIAHAEMLVIDEACKALGT

WRLEGATLYVTLEPCPMCAGAVVLSRVEKVVFGAFDPKGGC  SGTLMNLLQEERFNHQAEVVSGVLEEECGGMLSA

FFRELRKKKKAARKNLSE

[0548] 鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella  typhimurium，S.typhimurium)TadA：

[0549] MPPAFITGVTSLSDVELDHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNHRVIGEGWNRPIGRHDPTAHA

EIMALRQGGLVLQNYRLLDTTLYVTLEPCVMCAGAMVHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLIDVLHHPGMNHRVEIIEG

VLRDECATLLSDFFRMRRQEIKALKKADRAEGAGPAV

[0550] 腐败希瓦氏菌(Shewanella  putrefaciens，S.putrefaciens)TadA：MDEYWMQVAMQ

MAEKAEAAGEVPVGAVLVKDGQQIATGYNLSISQHDPT

[0551] AHAEILCLRSAGKKLENYRLLDATLYITLEPCAMCAGAMVHSRIARVVYGARDEKTGAAGTVVNLLQHP

AFNHQVEVTSGVLAEACSAQLSRFFKRRRDEKKALKLAQRAQQGIE

[0552] 流感嗜血杆菌F3031(Haemophilus  influenzae，H.influenzae)TadA：

[0553] MDAAKVRSEFDEKMMRYALELADKAEALGEIPVGAVLVDDARNIIGEGWNLSIVQSDPTΑ Η AEIIA

LRNGAKNIQNYRLLNSTLYVTLEPCTMCAGAILHSRIKRLVFG

[0554] ASDYKTGAIGSRFHFFDDYKMNHTLEITSGVLAEECSQKLSTFFQKRREEKKIEKALLKSLSDK

[0555] 新月形杆菌(Caulobacter  crescentus，C.crescentus)TadA：

[0556] MRTDESEDQDHRMMRLALDAARAAAEAGETPVGAVILDPSTGEVIATAGNGPIAAHDPTAHAEIAAMRA

AAAKLGNYRLTDLTLVVTLEPCAMCAGAISHARIGRVVFGADD
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[0557] PKGGAVVHGPKFFAQPTCHWRPEVTGGVLADESADLLRGFFRARRKAKI

[0558] 硫还原泥土杆菌(Geobacter  sulfurreducens，G.sulphurredensens)TadA：

[0559] MSSLKKTPIRDDAYWMGKAIREAAKAAARDEVPIGAVIVRDGAVIGRGHNLREGSNDPSAHAEMIAIRQ

AARRSANWRLTGATLYVTLEPCLMCMGAIILARLERVVFGCYDPKGGAAGSLYDLSADPRLNHQVRLSPGVCQEECG

TMLSDFFRDLRRRKKAKATPALFIDERKVPPEP

[0560] 大肠杆菌TadA(ecTadA)的实施例包括以下内容：

[0561] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLV

MQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLC

YFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD

[0562] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶来自原核生物。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶来

自细菌。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶来自大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、伤寒沙门氏菌、腐

烂希瓦氏菌、流感嗜血杆菌、新月形杆菌或枯草芽孢杆菌。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶

来自大肠杆菌。

[0563] 在一个实施方案中，本发明的融合蛋白包含与TadA7.10连接的野生型TadA，其与

Cas9切口酶连接。在特定实施方案中，融合蛋白包含单个TadA7.10结构域(例如，以单体形

式提供)。在其他实施方式中，ABE7 .10编辑器包括能够形成异二聚体的TadA7 .10和TadA

(wt)。

[0564] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含与本文提供的任何腺苷脱氨酶中列出的任何

氨基酸序列至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或至少99.5％相同的氨基酸序列。应当理

解，本文提供的腺苷脱氨酶可包括一个或多个突变(例如，本文提供的任何突变)。本申请内

容提供了具有一定百分比同一性的任何脱氨酶结构域，加上本文所述的任何突变或其组

合。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含与参考序列或本文提供的任何腺苷脱氨酶相比具

有1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、21、24、25、26、27、28、

29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50或更多个突变

的氨基酸序列。在一些实施方案中，与本领域已知或本文所述的任何氨基酸序列相比，所述

腺苷脱氨酶包含具有至少5、至少10、至少15、至少20、至少25、至少30、至少35、至少40、至少

45、至少50、至少60、至少70、至少80、至少90、至少100、至少110、至少120、至少130、至少

140、至少150、至少160或至少170个相同连续氨基酸残基的氨基酸序列。

[0565] 应当理解，可以将本文提供的任何突变(例如，基于TadA参考序列)引入其他腺苷

脱氨酶(如大肠杆菌TadA(ecTadA))、金黄色葡萄球菌TadA(saTadA)或其他腺苷脱氨酶(例

如细菌腺苷脱氨酶)。对于本领域技术人员显而易见的是，可以类似地比对额外的脱氨酶以

鉴定可以如本文所提供的突变的同源氨基酸残基。因此，可以在具有同源氨基酸残基的其

他腺苷脱氨酶(例如ecTada)中进行在TadA参考序列中鉴定的任何突变。还应当理解，本文

提供的任何突变可以在TadA参考序列或另一种腺苷脱氨酶中单独或以任何组合进行。

[0566] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含D108X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型中相应氨基酸以外的任何氨

基酸。腺苷脱氨酶。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含D108G、D108N、D108V、D108A或D108Y

突变，或另一腺苷脱氨酶中的相应突变。
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[0567] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含A106X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外的

任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含A106V突变，或在另一

腺苷脱氨酶(例如野生型TadA或ecTadA)中包含相应的突变。

[0568] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含E155X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变，其中X的存在表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸

以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含E155D、E155G或

E155V突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。

[0569] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含D147X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变，其中X的存在指示野生物中相应氨基酸以外的任何

氨基酸。型腺苷脱氨酶。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含D147Y、TadA参考序列中的突变

或另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。

[0570] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含A106X、E155X或D147X突

变，或在另一个腺苷脱氨酶中的相应突变(例如ecTadA)，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相

应氨基酸以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含E155D、E155G或E155V突

变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含D147Y。

[0571] 举例来说，腺苷脱氨酶可在TadA参考序列中包含D108N、A106V、E155V和/或D147Y

突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在

TadA参考序列中包含以下突变组(突变组由“；”分隔)，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)

中的相应突变：D108N和A106V；D108N和E155V；D108N和D147Y；A106V和E155V；A106V和

D147Y；E155V和D147Y；D108N，A106V和E55V；D108N，A106V和D147Y；D108N，E55V和D147Y；

A106V，E55V和D  147Y；和D108N，A106V，E55V和D147Y。然而，应当理解，可以在腺苷脱氨酶

(例如ecTadA)中进行本文提供的相应突变的任何组合。

[0572] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含TadA参考序列中的H8X、T17X、L18X、W23X、

L34X、W45X、R51X、A56X、E59X、E85X、M94X、I95X、V102X、F104X、A106X、R107X、D108X、K110X、

M118X、N127X、A138X、F149X、M151X、R153X、Q154X、I156X和/或K157X突变，或另一种腺苷脱

氨酶(例如ecTadA)中的一个或多个相应突变，其中X的存在表示任何野生型腺苷脱氨酶中

相应氨基酸以外的其他氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包括TadA参考序列中的

H8Y、T17S、L18E、W23L、L34S、W45L、R51H、A56E或A56S、E59G、E85K或E85G、M94L、1951、V102A、

F104L、A106V、R107C、R107H、R107P、D108G或D108N、D108V或D108A或D108Y、K110I、M118K、

N127S、A138V、F149Y、M151V、R153C、Q154L、I156D和/或K157R突变另一个腺苷脱氨酶中的一

个或多个相应突变(例如ecTadA)。

[0573] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含一个或多个H8X、D108X和/

或N127X突变，或在另一个腺苷脱氨酶中的一个或多个相应突变(例如ecTadA)，其中X表示

存在任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含H8Y、D108N和/或

N127S突变中的一种或多种，或在另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中一种或多种相应的突

变。

[0574] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含TadA参考序列中的H8X、R26X、M61X、L68X、

M70X、A106X、D108X、A109X、N127X、D147X、R152X、Q154X、E155X、K161X、Q163X和/或T166X突
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变中的一种或多种，或另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的一个或多个相应突变，其中X表

示野生型腺苷脱氨酶中存在除相应氨基酸以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱

氨酶包括TadA参考序列中的H8Y、R26W、M61I、L68Q、M70V、A106T、D108N、A109T、N127S、

D147Y、R152C、Q154H或Q154R、E155G或E155V或E155D、K161Q、Q163H和/或T166P突变中的一

个或多个，或另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的一个或多个相应突变。

[0575] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4、5或6个突变，其选自TadA参考序列

中的H8X、D108X、N127X、D147X、R152X和Q154X、或相应的另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中

的一个或多个突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中存在除相应氨基酸以外的任何氨基酸。

在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在包含1、2、3、4、5、6、7或8个突变，所述突变选自TadA参考

序列中的H8X、M61X、M70X、D108X、N127X、Q154X、E155X和Q163X组成的组中或相应突变，或另

一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中存在除相应氨基

酸以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4或5个突变，所述突变选

自TadA参考序列中的H8X、D108X、N127X、E155X和T166X，或另一腺苷中的相应突变。脱氨酶

(例如ecTadA)，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中存在除相应氨基酸以外的任何氨基酸。

[0576] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4、5或6个突变，所述突变选自H8X、

A106X、D108X，另一个腺苷脱氨酶中的一个或多个突变，其中X表示存在野生型腺苷脱氨酶

中相应氨基酸以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4、5、6、7或8

个选自以下的突变：H8X、R126X、L68X、D108X、N127X、D147X和E155X，或相应的突变或另一种

腺苷脱氨酶的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中存在除相应氨基酸以外的任何氨基酸。

在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4或5个突变，所述突变选自TadA参考序列中的

H8X、D108X、A109X、N127X和E155X，或另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变，其中X

表示野生型腺苷脱氨酶中存在除相应氨基酸以外的任何氨基酸。

[0577] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4、5或6个的突变，所述突变选自TadA

参考序列中的H8Y、D108N、N127S、D147Y、R152C和Q154H组成的组，或相应的一个或多个其他

腺苷脱氨酶(例如ecTadA)的突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含

1、2、3、4、5、6、7或8个突变，所述突变选自H8Y、M61I、M70V、D108N、N127S、Q154R、E155G和

Q163H组成的组，或另一个腺苷脱氨酶的相应突变(例如ecTadA)。在一些实施方案中，腺苷

脱氨酶包含1、2、3、4或5个突变，所述突变选自TadA参考序列中的H8Y、D108N、N127S、E155V

和T166P组成的组，或另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。在一些实施方案中，

腺苷脱氨酶包含1、2、3、4、5或6个选自TadA参考序列中的H8Y、A106T、D108N、N127S、E155D和

K161Q组成的组，或相应的一个或多个突变，或另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的突变。

在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4、5、6、7或8个突变，所述突变选自在TadA参考

序列中H8Y、R126W、L68Q、D108N、N127S、D147Y和E155V，或另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)

的相应突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4或5个突变，所述突变选自TadA参

考序列中的H8Y，D108N，A109T，N127S和E155G组成的组，或另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)

中的相应突变。

[0578] 可以将本文提供的任何突变和任何其他突变(例如，基于ecTadA氨基酸序列)引入

任何其他腺苷脱氨酶中。本文提供的任何突变均可在TadA参考序列或另一种腺苷脱氨酶

(例如ecTadA)中单独或以任何组合进行。
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[0579] A至G核碱基编辑蛋白的详细信息在国际第PCT/2017/045381号专利申请(WO第

2018/027078号国际专利申请)和Gaudelli，N.M.等人发表的“Programmable  base  editing 

of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA  without  DNA  cleavage”，Nature，551，464‑471(2017)

进行了描述，其全部内容通过引用并入本文。

[0580] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含一个或

多个相应的突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含D108N、D108G或

D108V突变，或在另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。在一些实施方案中，腺苷

脱氨酶在TadA参考序列中包含A106V和D108N突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相

应的突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含R107C和D108N突变，或在

另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参

考序列中包含H8Y、D108N、N127S、D147Y和Q154H突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中

的相应突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含H8Y、R24W、D108N、

N127S、D147Y和E155V突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。在一些实施

方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含D108N、D147Y和E155V突变，或在另一腺苷脱氨

酶(例如，ecTadA)中相应的突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含

H8Y、D108N和N127S突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如，ecTadA)中相应的突变。在一些实施方

案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含A106V、D108N、D147Y和E155V突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如，ecTadA)中的相应突变。

[0581] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含a、S2X、H8X、I49X、L84X、

H123X、N127X、I156X和/或K160X突变中的一种或多种，或另一种腺苷脱氨酶中的一种或多

种相应突变，其中X的存在表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外的任何氨基酸。在一些

实施方案中，腺苷脱氨酶包含TadA参考序列中的S2A、H8Y、I49F、L84F、H123Y、N127S、I156F

和/或K160S突变中的一种或多种，或另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的一种或多种相应

的突变。

[0582] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含L84X突变腺苷脱氨酶，其中X表示野生型腺苷

脱氨酶中除相应氨基酸以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序

列中包含L84F突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如，ecTadA)中包含相应的突变。

[0583] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含H123X突变，或在另一腺苷

脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中除相应氨基酸以

外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含H123Y突变，或在

另一腺苷脱氨酶(例如，ecTadA)中包含相应的突变。

[0584] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含I157X突变，或在另一腺苷

脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外

的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含I157F突变，或在另

一腺苷脱氨酶(例如，ecTadA)中包含相应的突变。

[0585] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含1、2、3、4、5、6或7个突变，

所述突变选自L84X、A106X、D108X、H123X、D147X、E155X和I156X组成的组，或另一种腺苷脱

氨酶(例如ecTadA)中的相应突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中存在除相应氨基酸以外

的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4、5或6个突变，所述突变选自
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TadA参考序列中的S2X、I49X、A106X、D108X、D147X和E155X组成的组，或在另一种腺苷脱氨

酶(例如ecTadA)中相应的一个或多个突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中存在除对应氨

基酸以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4或5个突变，所述突变

选自TadA参考序列中的H8X，A106X，D108X，N127X和K160X组成的组，或另一腺苷脱氨酶(例

如ecTadA)中的相应突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中存在相应氨基酸以外的任何氨基

酸。

[0586] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含1、2、3、4、5、6或7个突变，

所述突变选自L84F、A106V、D108N、H123Y、D147Y、E155V和I156F组成的组，或另一个腺苷脱

氨酶(例如ecTadA)的相应突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4、5或6个突变，

所述突变选自在TadA参考序列中S2A、I49F、A106V、D108N、D147Y和E155V组成的组。

[0587] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含1、2、3、4或5个突变，所述突变选自TadA参考

序列中的H8Y、A106T、D108N、N127S和K160S，或在另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的

一个或多个突变。

[0588] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含TadA参考序列中的E25X、R26X、R107X、A142X

和/或A143X突变中的一种或多种，或另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的一种或多种相应

突变，其中X的存在表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外的任何氨基酸。在一些实施方

案中，腺苷脱氨酶包含TadA参考序列中的E25M、E25D、E25A、E25R、E25V、E25S、E25Y、R26G、

R26N、R26Q、R26C、R26L、R26K、R107P、R07K、R107A、R107N、R107W、R107H、R107S、A142N、

A142D、A142G、A143D、A143G、A143E、A143L、A143W、A143M、A143S、A143Q和/或A143R突变，或

另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的一个或多个相应突变。在一些实施方案中，腺苷脱氨

酶包含一种或多种本文所述的对应于TadA参考序列的突变，或另一种腺苷脱氨酶(例如

ecTadA)中的一种或多种相应的突变。

[0589] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含E25X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外的

任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的E25M、E25D、E25A、

E25R、E25V、E25S或E25Y突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。

[0590] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的R26X突变，或在另一个

腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸

以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的R26G、R26N、

R26Q、R26C、R26L或R26K突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变。

[0591] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的R107X突变，或在另一腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以

外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含R107P、R07K、

R107A、R107N、R107W、R107H或R107S突变，或在另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突

变。

[0592] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的A142X突变，或在另一个

腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸

以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含TadA参考序列中的A142N，A142D，

A142G突变或另一种腺苷脱氨酶(例如，ecTadA)中的相应突变。
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[0593] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的A143X突变，或在另一个

腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外

的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的A143D、A143G、

A143E、A143L、A143W、A143M、A143S、A143Q和/或A143R突变，或在另一个腺苷脱氨酶(例如

ecTadA)中的相应突变。

[0594] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的H36X、N37X、P48X、I49X、

R51X、M70X、N72X、D77X、E134X、S146X、Q154X、K157X和/或K161X突变中的一种或多种，或另

一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的一个或多个相应突变，其中X的存在表示野生型腺苷脱

氨酶中相应氨基酸以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含TadA参考序列

中的H36L、N37T、N37S、P48T、P48L、I49V、R51H、R51L、M70L、N72S、D77G、E134G、S146R、S146C、

Q154H、K157N和/或K161T突变中的一种或多种，或另一种腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中的一

个或多个相应突变。

[0595] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含H36X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中除相应氨基酸

以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含H36L突变，或在

另一个腺苷脱氨酶(例如，ecTadA)中相应的突变。

[0596] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中N37X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以

外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中N37T或N37S突变，

或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0597] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含P48X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外的任

何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含P48T或P48L突变，或在另

一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0598] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含R51X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中除相应氨基酸以外的任何氨

基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含R51H或R51L突变，或在另一腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0599] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含S146X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外的

任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含S146R或S146C突变，或

在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0600] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含K157X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变，其中X表示除野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以外

的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含K157N突变，或在另

一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0601] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中的P48X突变，或在另一个

腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸

以外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶在TadA参考序列中包含P48S、P48T或
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P48A突变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0602] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中A142X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中的相应突变，其中X表示野生型腺苷中相应氨基酸以外的任何氨

基酸。脱氨酶。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中A142N突变，或在另一

腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0603] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中W23X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以

外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中W23R或W23L突变，

或在另一个腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0604] 在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中R152X突变，或在另一个腺

苷脱氨酶(例如ecTadA)中包含相应的突变，其中X表示野生型腺苷脱氨酶中相应氨基酸以

外的任何氨基酸。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含在TadA参考序列中R152P或R52H突

变，或在另一腺苷脱氨酶(例如ecTadA)中相应的突变。

[0605] 在一个实施方案中，腺苷脱氨酶可包含突变H36L、R51L、L84F、A106V、D108N、

H123Y、S146C、D147Y、E155V、I156F和K157N。在一些实施方案中，腺苷脱氨酶包含以下相对

于TadA参考序列的突变组合，其中组合的每个突变用“_”分隔，并且每个突变的组合在括号

之间：

[0606] (A106V_D108N) ,

[0607] (R107C_D108N) ,

[0608] (H8Y_D108N_N127S_D147Y_Q154H) ,

[0609] (H8Y_R24W_D108N_N127S_D147Y_E155V) ,

[0610] (D108N_D147Y_E155V) ,

[0611] (H8Y_D108N_N127S) ,

[0612] (H8Y_D108N_N127S_D147Y_Q154H) ,

[0613] (A106V_D108N_D147Y_E155V) ,

[0614] (D108Q_D147Y_E155V) ,

[0615] (D108M_D147Y_E155V) ,

[0616] (D108L_D147Y_E155V) ,

[0617] (D108K_D147Y_E155V) ,

[0618] (D108I_D147Y_E155V) ,

[0619] (D108F_D147Y_E155V) ,

[0620] (A106V_D108N_D147Y) ,

[0621] (A106V_D108M_D147Y_E155V) ,

[0622] (E59A_A106V_D108N_D147Y_E155V) ,

[0623] (E59A  cat  dead_A106V_D108N_D147Y_E155V) ,

[0624] (L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156Y) ,

[0625] (L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0626] (D103A_D104N) ,

[0627] (G22P_D103A_D104N) ,
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[0628] (G22P_D103A_D104N_S138  A) ,

[0629] (D103A_D104N_S138A) ,

[0630] (R26G_L84F_A106V_R107H_D108N_H123Y_A142N_A143D_D147Y_E155V_I156F) ,

[0631] (E25G_R26G_L84F_A106V_R107H_D108N_H123Y_A142N_A143D_D147Y_E155V_

I156F) ,

[0632] (E25D_R26G_L84F_A106V_R107K_D108N_H123Y_A142N_A143G_D147Y_E155V_

I156F) ,

[0633] (R26Q_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_D147Y_E155V_I156F) ,

[0634] (E25M_R26G_L84F_A106V_R107P_D108N_H123Y_A142N_A143D_D147Y_E155V_

I156F) ,

[0635] (R26C_L84F_A106V_R107H_D108N_H123Y_A142N_D147Y_E155V_I156F) ,(L84F_

A106V_D108N_H123Y_A142N_A143L_D147Y_E155V_I156F) ,

[0636] (R26G_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_D147Y_E155V_I156F) ,

[0637] (E25A_R26G_L84F_A106V_R107N_D108N_H123Y_A142N_A143E_D147Y_E155V_

I156F) ,

[0638] (R26G_L84F_A106V_R107H_D108N_H123Y_A142N_A143D_D147Y_E155V_I156F) ,

[0639] (A106V_D108N_A142N_D147Y_E155V) ,

[0640] (R26G_A106V_D108N_A142N_D147Y_E155V) ,

[0641] (E25D_R26G_A106V_R107K_D108N_A142N_A143G_D147Y_E155V) ,

[0642] (R26G_A106V_D108N_R107H_A142N_A143D_D147Y_E155V) ,

[0643] (E25D_R26G_A106V_D108N_A142N_D147Y_E155V) ,

[0644] (A106V_R107K_D108N_A142N_D147Y_E155V) ,

[0645] (A106V_D108N_A142N_A143G_D147Y_E155V) ,

[0646] (A106V_D108N_A142N_A143L_D147Y_E155V) ,

[0647] (H36L_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_K157N) ,

[0648] (N37T_P48T_M70L_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_I49V_E155V_I156F) ,

[0649] (N37S_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F_K161T) ,

[0650] (H36L_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_Q154H_E155V_I156F) ,

[0651] (N72S_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146R_D147Y_E155V_I156F) ,

[0652] (H36L_P48L_L84F_A106V_D108N_H123Y_E134G_D147Y_E155V_I156F) ,

[0653] (H36L_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F_K157N) ,

[0654] (H36L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F) ,

[0655] (L84F_A106V_D108N_H123Y_S146R_D147Y_E155V_I156F_K161T) ,

[0656] (N37S_R51H_D77G_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0657] (R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F_K157N) ,

[0658] (D24G_Q71R_L84F_H96L_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F_K160E) ,

[0659] (H36L_G67V_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146T_D147Y_E155V_I156F) ,

[0660] (Q71L_L84F_A106V_D108N_H123Y_L137M_A143E_D147Y_E155V_I156F) ,

[0661] (E25G_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F_Q159L) ,
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[0662] (L84F_A91T_F104I_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0663] (N72D_L84F_A106V_D108N_H123Y_G125A_D147Y_E155V_I156F) ,

[0664] (P48S_L84F_S97C_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0665] (W23G_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0666] (D24G_P48L_Q71R_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F_Q159L) ,

[0667] (L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_D147Y_E155V_I156F) ,

[0668] (H36L_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_S146C_D147Y_E155V_I156F_

K157N) ,

[0669] (N37S_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_D147Y_E155V_I156F_K161T) ,

[0670] (L84F_A106V_D108N_D147Y_E155V_I156F) ,

[0671] (R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_K157N_K161T) ,

[0672] (L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_K161T) ,

[0673] (L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_K157N_K160E_K161T) ,

[0674] (L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_K157N_K160E) ,

[0675] (R74Q_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0676] (R74A_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0677] (L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0678] (R74Q_L84F_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0679] (L84F_R98Q_A106V_D108N_H123Y_D147Y_E155V_I156F) ,

[0680] (L84F_A106V_D108N_H123Y_R129Q_D147Y_E155V_I156F) ,

[0681] (P48S_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_D147Y_E155V_I156F) ,

[0682] (P48S_A142N) ,

[0683] (P48T_I49V_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_D147Y_E155V_I156F_L157N) ,

[0684] (P48T_I49V_A142N) ,

[0685] (H36L_P48S_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_

K157N) ,

[0686] (H36L_P48S_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_A142N_D147Y_E155V_I156F

[0687] (H36L_P48T_I49V_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_

K157N) ,

[0688] (H36L_P48T_I49V_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_S146C_D147Y_E155V_

I156F_K157N) ,

[0689] (H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_

K157N) ,

[0690] (H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_S146C_D147Y_E155V_I156F_

K157N) ,

[0691] (H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_A142N_D147Y_E155V_I156F_

K157N) ,

[0692] (W23L_H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_

K157N) ,
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[0693] (W23R_H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_E155V_I156F_

K157N) ,

[0694] (W23L_H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146R_D147Y_E155V_I156F_

K161T) ,

[0695] (H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_R152H_E155V_I156F_

K157N) ,

[0696] (H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_R152P_E155V_I156F_

K157N) ,

[0697] (W23L_H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_R152P_E155V_

I156F_K157N) ,

[0698] (W23L_H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142A_S146C_D147Y_E155V

[0699] _I156F_K157N) ,

[0700] (W23L_H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142A_S146C_D147Y_R152P_

E155V_I156F_K157N) ,

[0701] (W23L_H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146R_D147Y_E155V_I156F_

K161T) ,

[0702] (W23R_H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_S146C_D147Y_R152P_E155V_

I156F_K157N) ,

[0703] (H36L_P48A_R51L_L84F_A106V_D108N_H123Y_A142N_S146C_D147Y_R152P_E155V

[0704] _I156F_K157N)。

[0705] 在某些实施方案中，本文提供的融合蛋白包含改善融合蛋白的碱基编辑活性的一

种或多种特征。举例来说，本文提供的任何融合蛋白可包含具有降低的核酸酶活性的Cas9

结构域。在一些实施方案中，本文提供的任何融合蛋白可具有不具有核酸酶活性的Cas9结

构域(dCas9)，或切割双链DNA分子的一条链的Cas9结构域，称为Cas9切口酶(nCas9)。

[0706] 胞苷脱氨酶

[0707] 在一个实施方案中，本发明的融合蛋白包含胞苷脱氨酶。在一些实施方案中，本文

提供的胞苷脱氨酶能够将胞嘧啶或5‑甲基胞嘧啶脱氨为尿嘧啶或胸腺嘧啶。在一些实施方

案中，本文提供的胞嘧啶脱氨基酶能够使DNA中的胞嘧啶脱氨基。胞苷脱氨酶可以源自任何

合适的生物。在一些实施方案中，胞苷脱氨酶是天然存在的胞苷脱氨酶，其包含与本文提供

的任何突变相对应的一个或多个突变。本领域技术人员将能够例如通过序列比对和同源残

基的确定来鉴定任何同源蛋白中的相应残基。因此，本领域技术人员将能够在与本文所述

的任何突变相对应的任何天然存在的胞苷脱氨酶中产生突变。在一些实施方案中，胞苷脱

氨酶来自原核生物。在一些实施方案中，胞苷脱氨酶来自细菌。在一些实施方案中，胞苷脱

氨酶来自哺乳动物(例如人)。

[0708] 在一些实施方案中，胞苷脱氨酶包含的氨基酸序列与本文所示的任何一个胞苷脱

氨酶氨基酸序列至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90、至

少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或至少99.5％相同。应当理解，本文提供

的胞苷脱氨酶可包括一个或多个突变(例如，本文提供的任何突变)。本申请内容提供具有

一定百分比同一性的任何脱氨酶结构域，加上本文所述的任何突变或其组合。在一些实施
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方案中，胞苷脱氨酶与参考序列或本文提供的任何胞苷脱氨基酶相比，具有1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、21、24、25、26、27、28、29、30、31、32、

33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50个或更多个突变的氨基酸序

列。在一些实施方案中，胞苷脱氨酶与本领域已知或本文所述的任何氨基酸序列相比，包含

具有至少5、至少10、至少15、至少20、至少25、至少30、至少35、至少40、至少45、至少50、至少

60、至少70、至少80、至少90、至少100、至少110、至少120、至少130、至少140、至少150、至少

160或至少170个相同的连续氨基酸残基。

[0709] 本发明的融合蛋白包含核酸编辑结构域。在一些实施方案中，核酸编辑域可以催

化C到U碱基的改变。在一些实施方案中，核酸编辑结构域是脱氨酶结构域。在一些实施方案

中，脱氨酶是胞苷脱氨酶或腺苷脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是载脂蛋白B  mRNA编辑

复合体(APOBEC)家族脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC1脱氨酶。在一些实施方

案中，脱氨酶是APOBEC2脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC3脱氨酶。在一些实施

方案中，脱氨酶是APOBEC3A脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC3B脱氨酶。在一些

实施方案中，脱氨酶是APOBEC3C脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC3D脱氨酶。在

一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC3E脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC3F脱氨

酶。在一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC3G脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC3H

脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是APOBEC4脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是激活诱

导的脱氨酶(AID)。在一些实施方案中，脱氨酶是脊椎动物脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨

酶是无脊椎动物脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是人类、黑猩猩、大猩猩、猴子、牛、狗、

大鼠或小鼠的脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶是人脱氨酶。在一些实施方案中，脱氨酶

是大鼠脱氨酶，例如rAPOBEC1。在一些实施方案中，脱氨酶是马油双胞胎胞嘧啶核苷脱氨酶

1(pmCDA1)。在一些实施方案中，脱氨酶是人APOBEC3G。在一些实施方案中，脱氨酶是人

APOBEC3G的片段。在一些实施方案中，脱氨酶是包含D316R  D317R突变的人APOBEC3G变体。

在一些实施方案中，脱氨酶是人APOBEC3G的片段，并且包含对应于D316R  D317R突变的突

变。在一些实施方案中，核酸编辑结构域与本文所述的任何脱氨酶的脱氨酶结构域具有至

少80％、至少85％、至少90％、至少92％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少

99％或至少99.5％的同一性。

[0710] 排他性降低的Cas9域

[0711] 通常，Cas9蛋白(如化脓性链球菌的Cas9(spCas9))需要典型的NGG  PAM序列结合

特定的核酸区域，其中“NGG”中的“N”是腺苷(A)、胸苷(T)或胞嘧啶(C)，而G为鸟苷。这可能

会限制编辑基因组中所需碱基的能力。在一些实施方案中，本文提供的碱基编辑融合蛋白

可能需要放置在精确的位置，例如包含在PAM上游的靶碱基的区域。例如，参见Komor,A.C.

等人“Programmable  editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA  without  double‑

stranded  DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)，其全部内容通过引用并入本文。因

此，在一些实施方案中，本文提供的任何融合蛋白可包含Cas9结构域，其能够结合不包含典

型(例如NGG)PAM序列的核苷酸序列。结合非典型PAM序列的Cas9结构域已经在本领域中描

述，并且对本领域技术人员而言是显而易见的。例如，在Kleinstiver，B.P.等人发表的“具

有改变的PAM特异性的工程化CRISPR‑Cas9核酸酶”，Nature  523，481‑485(2015)中已经描

述了结合非典型PAM序列的Cas9结构域。Kleinstiver，B.P.等人发表的“Broadening  the 

说　明　书 116/193 页

121

CN 112469446 B

121



targeting  range  of  Staphylococcus  aureus  CRISPR‑Cas9  by  modifying  PAM 

recognition”Nature  Biotechnology  33，1293‑1298(2015)；Nishimasu,H.等人发表的

“Engineered  CRISPR‑Cas9nuclease  with  expanded  targeting  space”Science，2018Sep 

21；361(6408)：1259‑1262，Chatterjee,P.等人发表的“Minimal  PAM  specificity  of  a 

highly  similar  SpCas9  ortholog”，Sci  Adv .2018  Oct  24；4(10):eaau0766 .doi:

10.1126/sciadv.aau0766，其各自的全部内容通过引用合并于此。下表1中描述了几种PAM

变体。下表1中描述了PAM变体的几个非限制性示例：

[0712] 表1.Cas9蛋白和相应的PAM序列

[0713]

[0714]

[0715] 具有指导RNA的Cas9复合物

[0716] 本申请的一些方面提供了复合物，其包含本文提供的任何融合蛋白和指导RNA(例

如靶向SERPINA1的指导)。在一些实施方案中，指导核酸(例如，指导RNA)长为15‑100个核苷

说　明　书 117/193 页

122

CN 112469446 B

122



酸，并且包含与靶序列互补的至少10个连续核苷酸的序列。在一些实施方案中，指导RNA是

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35，36、37、38、39、

40、41、42、43、44、45、46、47、48、49或50个核苷酸长。在一些实施方案中，指导RNA包含与靶

序列互补的15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34，35、36、

37、38、39或40个的连续核苷酸的序列。在一些实施方案中，靶序列是DNA序列。在一些实施

方案中，靶序列是细菌、酵母、真菌、昆虫、植物或动物的基因组中的序列。在一些实施方案

中，靶序列是人基因组中的序列。在一些实施方案中，靶序列的3 '末端紧邻典型PAM序列

(NGG)。在一些实施方案中，靶序列的3'末端紧邻非典型的PAM序列(例如，表1或5'‑NAA‑3'

中列出的序列)。在一些实施方案中，指导核酸 (例如，指导RNA)与目的基因 (例如，

SERPINA1)中的序列互补。

[0717] 本申请的一些方面提供了使用本文提供的融合蛋白或复合物的方法。例如，本申

请的一些方面提供了包括使DNA分子与本文提供的任何融合蛋白以及至少一个指导RNA接

触的方法，其中所述指导RNA长约15‑100个核苷酸，并且包含至少一个序列。与靶序列互补

的10个连续核苷酸。在一些实施方案中，靶序列的3'末端紧邻AGC、GAG、TTT、GTG或CAA序列。

在一些实施方案中，靶序列的3′末端紧邻NGA、NGCG、NGN、NNGRRT、NNNRRT、NGCG、NGCN、NGTN、

NGTN、NGTN或5’(TTTV)序列。

[0718] 应所述理解的是，各个序列中特定位置或残基的编号取决于所使用的特定蛋白质

和编号方案。编号可能不同，例如在成熟蛋白的前体和成熟蛋白本身中，编号之间的差异可

能会影响编号。本领域技术人员将能够通过本领域公知的方法，例如通过序列比对和同源

残基的确定，来鉴定任何同源蛋白和各自编码核酸中的各自残基。

[0719] 对于本领域技术人员而言显而易见的是，为了将本文公开的任何融合蛋白靶向至

靶位点，例如包含待编辑的突变的位点，通常必须共同与指导RNA一起表达融合蛋白。如本

文其他地方更详细地解释的，指导RNA通常包含允许Cas9结合的tracrRNA框架和指导序列，

其赋予Cas9：核酸编辑酶/结构域融合蛋白序列特异性。备选地，指导RNA和tracrRNA可以作

为两个核酸分子分开提供。在一些实施方案中，指导RNA包含结构，其中指导序列包含与靶

序列互补的序列。指导序列通常为20个核苷酸长。基于本申请内容，用于将Cas9：核酸编辑

酶/结构域融合蛋白靶向特定基因组靶位点的合适的指导RNA的序列对于本领域技术人员

是显而易见的。此类合适的指导RNA序列通常包含与待编辑靶核苷酸上游或下游50个核苷

酸内的核酸序列互补的指导序列。本文提供了一些适用于将任何提供的融合蛋白靶向特定

靶序列的示例性指导RNA序列。

[0720] 其他结构域

[0721] 本文所述的碱基编辑器可包括任何有助于促进多核苷酸的核碱基的编辑、修饰或

改变的域。在一些实施方案中，碱基编辑器包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域(例如，

Cas9)、核苷碱基编辑结构域(例如，脱氨酶结构域)和一个或多个其他结构域。在某些情况

下，额外的结构域可以促进碱基编辑器的酶促或催化功能、碱基编辑器的结合功能，或者是

可能干扰所需碱基编辑结果的细胞机器抑制剂(例如酶)。在一些实施方案中，碱基编辑器

可以包含核酸酶、切口酶、重组酶、脱氨酶、甲基转移酶、甲基化酶、乙酰基酶、乙酰基转移

酶、转录激活剂或转录阻遏物结构域。

[0722] 在一些实施方案中，碱基编辑器可包含尿嘧啶糖基化酶抑制剂(UGI)结构域。UGI
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结构域可以例如通过抑制由C的脱氨基形成的U向C核碱基的转化来提高包含胞苷脱氨酶结

构域的碱基编辑器的效率。在某些情况下，对U：G异源双链DNA的存在的细胞DNA修复反应可

能导致细胞中核碱基编辑效率的降低。在这种情况下，尿嘧啶DNA糖基酶(UDG)可以催化从

细胞DNA中去除U，这可以启动碱基切除修复(base  excision  repair，BER)，主要导致U：G对

还原为C：G对。在这种情况下，可以在包含一个或多个结合单链、阻断编辑的碱基、抑制UGI、

抑制BER、保护编辑的碱基和/或促进未编辑的链的一个或多个域的碱基编辑器中抑制BER。

因此，本发明涵盖了包含UGI结构域的碱基编辑器融合蛋白。

[0723] 在一些实施方案中，碱基编辑器包含全部或部分双链断裂(DSB)结合蛋白作为结

构域。例如，DSB结合蛋白可以包括噬菌体Mu的Gam蛋白，其可以结合到DSB的末端并可以保

护它们免于降解。参见Komor，A .C .等人发表的“mproved  base  excision  repair 

inhibition  and  bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base  editors 

with  higher  efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3：eaao4774(2017)，

全文其内容通过引用合并于此。

[0724] 在一些实施方案中，碱基编辑器可包含全部或一部分核酸聚合酶(NAP)作为域。例

如，碱基编辑器可以包含真核NAP的全部或一部分。在一些实施方案中，掺入碱基编辑器中

的NAP或其部分是DNA聚合酶。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的NAP或其部分具有跨

病变聚合酶活性。在某些情况下，掺入碱基编辑器中的NAP或其部分是转病DNA聚合酶。在一

些实施方案中，并入碱基编辑器中的NAP或其部分是Rev7、Rev1复合物、聚合酶 ι、聚合酶κ或
聚合酶η。在一些实施方案中，并入碱基编辑器中的NAP或其部分是真核聚合酶α、β、γ、δ、ε、
γ、η、ι、κ、λ、μ或ν组分。在一些实施方案中，掺入碱基编辑器中的NAP或其部分包含与核酸聚

合酶(例如，转损DNA聚合酶)至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、

99.5％相同的氨基酸序列。

[0725] 碱基编辑器系统

[0726] 本文提供的碱基编辑器系统包括以下步骤：(a)使受试者的多核苷酸(例如，双链

DNA或RNA、单链DNA或RNA)的靶核苷酸序列与碱基接触。编辑器系统，其包含核碱基编辑器

(例如，腺苷碱基编辑器或胞苷碱基编辑器)和指导多核酸(例如，gRNA)，其中所述靶核苷酸

序列包含靶核碱基对；(b)诱导靶区域的链分离；(c)将靶区域的单链中的靶核碱基对的第

一核碱基转化为第二核碱基；(d)切割不超过靶区域的一条链，其中与第一核碱基互补的第

三核碱基被与第二核碱基互补的第四核碱基替代。应当理解，在一些实施例中，步骤(b)被

省略。在一些实施方案中，靶向核碱基对是一个或多个基因中的多个核碱基对。在一些实施

方案中，本文提供的碱基编辑器系统能够对一个或多个基因中的多个核碱基对进行多重编

辑。在一些实施方案中，多个核碱基对位于同一基因中。在一些实施方案中，多个核碱基对

位于一个或多个基因中，其中至少一个基因位于不同的基因座中。

[0727] 在一些实施方案中，切割的单链(带切口的链)与指导核酸杂交。在一些实施方案

中，切割的单链与包含第一核碱基的链相反。在一些实施例中，碱基编辑器包括Cas9域。在

一些实施方式中，第一碱基是腺嘌呤，而第二碱基不是G、C、A或T。在一些实施方式中，第二

碱基是肌苷。

[0728] 如本文所提供的碱基编辑系统提供了一种新的基因组编辑方法，其使用融合蛋

白，所述融合蛋白包含催化缺陷的化脓性链球菌Cas9、胞苷脱氨酶和碱基切除修复抑制剂
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以诱导可编程的单核苷酸(C→T或A→G)DNA的变化而不会产生双链DNA断裂，不需要供体

DNA模板，也不会引起过多的随机插入和缺失。

[0729] 本文提供用于使用碱基编辑器系统编辑核碱基的系统、组合物和方法。在一些实

施方案中，碱基编辑器系统包括(1)碱基编辑器(BE)，其包含多核苷酸可编程核苷酸结合域

和用于编辑核碱基的核碱基编辑结构域(例如，脱氨酶域)；(2)指导多核苷酸(例如，指导

RNA)与多核苷酸可编程核苷酸结合结构域结合。在一些实施方案中，碱基编辑器系统包括

胞嘧啶碱基编辑器(CBE)。在一些实施例中，碱基编辑器系统包括腺苷碱基编辑器(ABE)。在

一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是多核苷酸可编程DNA结合结构域。在

一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域是多核苷酸可编程RNA结合结构域。在

一些实施方案中，核碱基编辑结构域是脱氨酶结构域。在某些情况下，脱氨酶结构域可以是

胞嘧啶脱氨酶或胞苷脱氨酶。在一些实施方案中，术语“胞嘧啶脱氨酶”和“胞苷脱氨酶”可

以互换使用。在某些情况下，脱氨酶结构域可以是腺嘌呤脱氨酶或腺苷脱氨酶。在一些实施

方案中，术语“腺嘌呤脱氨酶”和“腺苷脱氨酶”可以互换使用。核碱基编辑蛋白的细节在国

际第PCT/2017/045381号专利申请(WO第2018/027078号国际专利申请)和国际第PCT/

US2016/058344号专利申请(WO第2017/070632号国际专利申请)中进行了描述，将其全部内

容通过引用并入本文。另请参阅Komor ,A.C .等人“Programmable  editing  of  a  target 

base  in  genomic  DNA  without  double‑stranded  DNA  cleavage”Nature  533，420‑424

(2016)；Gaudelli,N.M.等人“Programmable  base  editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic 

DNA  without  DNA  cleavage”Nature  551，464‑471(2017)；以及Komor,A.C.等人“Improved 

base  excision  repair  inhibition  and  bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑

to‑T:A  base  editors  with  higher  efficiency  and  product  purity”Science 

Advances  3:eaao4774(2017)，全文其内容通过引用合并于此。

[0730] 在一些实施方案中，核碱基编辑器系统可以包括一个以上的碱基编辑组件。例如，

核碱基编辑器系统可以包括一个以上的脱氨酶。在一些实施方案中，核酸酶碱基编辑器系

统可包括一种或多种胞苷脱氨酶和/或一种或多种腺苷脱氨酶。在一些实施方案中，可以使

用单链指导多核苷酸将不同的脱氨酶靶向靶核酸序列。在一些实施方案中，可以利用一对

指导多核苷酸将不同的脱氨酶靶向靶核酸序列。

[0731] 碱基编辑器系统的核碱基成分和多核苷酸可编程核苷酸结合成分可以彼此共价

或非共价结合。例如，在一些实施方案中，可以通过多核苷酸可编程核苷酸结合结构域将脱

氨酶结构域靶向靶核苷酸序列。在一些实施方案中，可将多核苷酸可编程核苷酸结合结构

域融合或连接至脱氨酶结构域。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域可

通过与脱氨酶结构域非共价相互作用或与其缔合而将脱氨酶结构域靶向靶核苷酸序列。例

如，在一些实施方案中，核碱基编辑组件，例如，核糖核酸编辑组件。脱氨酶组分可包含能够

与作为多核苷酸可编程核苷酸结合域的一部分的其他异源部分或结构域相互作用，与其缔

合或与其形成复合物的其他异源部分或结构域。在一些实施方案中，其他异源部分可能能

够与多肽结合、与多肽相互作用、与多肽缔合或与其形成复合物。在一些实施方案中，其他

异源部分可能能够与多核苷酸结合、与多核苷酸相互作用、与其缔合或与其形成复合物。在

一些实施方案中，所述额外的异源部分可能能够结合至指导多核苷酸。在一些实施方案中，

其他异源部分可能能够结合多肽接头。在一些实施方案中，其他异源部分可能能够结合多
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核苷酸接头。额外的异源部分可以是蛋白质结构域。在一些实施方案中，所述额外的异源部

分可以是K同源性(KH)结构域、MS2外壳蛋白结构域、PP7外壳蛋白结构域、SfMu  Com外壳蛋

白结构域、无体α基序、端粒酶Ku结合基序和Ku蛋白、端粒酶Sm7结合基序和Sm7蛋白或RNA识

别基序。

[0732] 碱基编辑器系统可以进一步包含指导多核苷酸组分。应当理解，碱基编辑器系统

的组件可以通过共价键、非共价相互作用，或它们的缔合和相互作用的任何组合彼此关联。

在一些实施方案中，脱氨酶结构域可以被指导多核苷酸靶向靶核苷酸序列。例如，在一些实

施方案中，碱基编辑器系统的核碱基编辑组件(例如，脱氨酶成分)可包含其他异源部分或

域(例如，多核苷酸结合域，例如RNA或DNA结合蛋白)，所述其他异源部分或域能够与指导多

核苷酸的一部分或区段(例如，多核苷酸基序)相互作用、缔合或与之形成复合物。在一些实

施方案中，可以将其他异源部分或域(例如，多核苷酸结合结构域，例如RNA或DNA结合蛋白)

融合或连接至脱氨酶结构域。在一些实施方案中，其他异源部分能与多肽结合，与多肽相互

作用、与多肽缔合或与其形成复合物。在一些实施方案中，其他异源部分能与多核苷酸结

合、与多核苷酸相互作用、与其缔合或与其形成复合物。在一些实施方案中，所述其他异源

部分能结合至指导多核苷酸。在一些实施方案中，其他异源部分能结合多肽接头。在一些实

施方案中，其他异源部分可能能够结合多核苷酸接头。其他异源部分可以是蛋白质结构域。

在一些实施方案中，其他异源部分可以是K同源性(KH)结构域、MS2外壳蛋白结构域、PP7外

壳蛋白结构域、SfMu  Com外壳蛋白结构域、无菌α基序、端粒酶Ku结合基序和Ku蛋白、端粒酶

Sm7结合基序和Sm7蛋白或RNA识别基序。

[0733] 在一些实施例中，碱基编辑器系统可以进一步包括碱基切除修复(BER)成分的抑

制剂。应当理解，碱基编辑器系统的组件可以通过共价键、非共价相互作用、或它们的缔合

和相互作用的任何组合彼此关联。BER组分的抑制剂可以包括碱基切除修复抑制剂。在一些

实施方案中，碱基切除修复的抑制剂可以是尿嘧啶DNA糖基化酶抑制剂(UGI)。在一些实施

方案中，碱基切除修复抑制剂可以是肌苷碱基切除修复抑制剂。在一些实施方案中，碱基切

除修复的抑制剂可以通过多核苷酸可编程核苷酸结合结构域靶向靶核苷酸序列。在一些实

施方案中，可将多核苷酸可编程核苷酸结合结构域融合或连接至碱基切除修复的抑制剂。

在一些实施方案中，可将多核苷酸可编程核苷酸结合结构域融合或连接至脱氨酶结构域和

碱基切除修复的抑制剂。在一些实施方案中，多核苷酸可编程核苷酸结合结构域可通过与

碱基切除修复抑制剂非共价相互作用或与其缔合而将碱基切除修复抑制剂靶向靶核苷酸

序列。例如，在一些实施方案中，碱基切除修复组分的抑制剂可包含其他异源部分或域，所

述其他异源部分或域能与作为多核苷酸可编程核苷酸结合域的一部分的其他异源部分或

域相互作用、缔合或能够形成复合物。在一些实施方案中，碱基切除修复的抑制剂可以被指

导多核苷酸靶向靶核苷酸序列。例如，在一些实施方案中，碱基切除修复的抑制剂可包含其

他异源部分或结构域(例如多核苷酸结合结构域，例如RNA或DNA结合蛋白)，所述其他异源

部分或域能与指导多核苷酸的一部分或区段(例如，多核苷酸基序)相互作用、缔合或能够

与之形成复合物。在一些实施方案中，指导多核苷酸(例如，多核苷酸结合结构域，例如RNA

或DNA结合蛋白)的其他异源部分或域可与碱基切除修复的抑制剂融合或连接。在一些实施

方案中，其他异源部分能与多核苷酸结合，与多核苷酸相互作用、与其缔合或与其形成复合

物。在一些实施方案中，所述其他的异源部分可能能够结合至指导多核苷酸。在一些实施方
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案中，其他异源部分可能能够结合多肽接头。在一些实施方案中，其他异源部分可能能够结

合多核苷酸接头。其他异源部分可以是蛋白质结构域。在一些实施方案中，其他异源部分可

以是K同源性(KH)结构域、MS2外壳蛋白结构域、PP7外壳蛋白结构域、SfMu  Com外壳蛋白结

构域、无菌α基序、端粒酶Ku结合基序和Ku蛋白、端粒酶Sm7结合基序和Sm7蛋白或RNA识别基

序。

[0734] 在一些实施方案中，碱基编辑器禁止编辑的链的碱基切除修复。在一些实施方案

中，碱基编辑者保护或结合未编辑的链。在一些实施例中，碱基编辑器包括UGI活动。在一些

实施方案中，碱基编辑器包含催化失活的肌苷特异性核酸酶。在一些实施例中，碱基编辑器

包括切口酶活性。在一些实施方案中，碱基对的预期编辑在PAM位点的上游。在一些实施方

案中，碱基对的预期编辑是PAM位点上游的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19或20个核苷酸。在一些实施方案中，碱基对的预期编辑在PAM位点的下游。在一些

实施例中，预期的经编辑的碱基对是PAM位点下游的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19或20核苷酸。

[0735] 在一些实施例中，所述方法不需要典型的(例如，NGG)PAM位点。在一些实施方案

中，核碱基编辑器包含接头或间隔子。在一些实施方案中，接头或间隔区的长度为1至25个

氨基酸。在一些实施方案中，接头或间隔区的长度是5至20个氨基酸。在一些实施方案中，接

头或间隔区的长度为10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20个氨基酸。

[0736] 在一些实施方案中，靶标区域包括靶标窗口，其中所述靶标窗口包括靶标核碱基

对。在一些实施方案中，靶标窗口包含1至10个核苷酸。在一些实施方案中，靶窗口是1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20个核苷酸长度。在一些实施例中，碱基

对的预期编辑在目标窗口内。在一些实施例中，目标窗口包括碱基对的预期编辑。在一些实

施例中，使用本文提供的任何碱基编辑器来执行所述方法。在一些实施例中，目标窗口是脱

氨窗口。

[0737] 在一些实施方案中，碱基编辑器是胞苷碱基编辑器(CBE)。在一些实施方案中，非

限制性的示例性CBE是BE1(APOBEC1‑XTEN‑dCas9)、BE2(APOBEC1‑XTEN‑dCas9‑UGI)、BE3

(APOBEC1‑XTEN‑dCas9(A840H)‑UGI)、BE3‑Gam、saBE3、saBE4‑Gam、BE4、BE4‑Gam、saBE4或

saB4E‑Gam。BE4将APOBEC1‑Cas9n(D10A)接头延伸至32个氨基酸，将Cas9n‑UGI接头延伸至9

个氨基酸，并将UGI的第二个副本附加至所述构建体的C末端，并将另外9个氨基酸接头附加

到一个碱基编辑器中构造。碱基编辑器saBE3和saBE4将化脓性链球菌Cas9n(D10A)替换为

较小的金黄色葡萄球菌Cas9n(D10A)。BE3‑Gam、saBE3‑Gam、BE4‑Gam和saBE4‑Gam具有174个

残基，通过16个氨基酸XTEN接头与BE3、saBE3、BE4和saBE4的N端融合。

[0738] 在一些实施例中，碱基编辑器是腺苷碱基编辑器(ABE)。在一些实施方案中，腺苷

碱基编辑器可以使DNA中的腺嘌呤脱氨基。在一些实施方案中，通过用天然或工程改造的大

肠杆菌TadA、人类ADAR2、小鼠ADA或人类ADAT2代替BE3的APOBEC1组分来产生ABE。在一些实

施方案中，ABE包含进化的TadA变体。在一些实施方案中，ABE是ABE  1 .2(TadA*‑XTEN‑

nCas9‑NLS)。在一些实施方案中，TadA*包含A106V和D108N突变。

[0739] 在一些实施例中，ABE是第二代ABE。在一些实施方案中，ABE是ABE2.1，其在TadA*

(TadA*2.1)中包含另外的突变D147Y和E155V。在一些实施方案中，ABE是与人类烷基腺嘌呤

DNA糖基化酶(具有E125Q突变的AAG)的催化失活形式融合的ABE2.2、ABE2.1。在一些实施方
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案中，所述ABE是与催化灭活的大肠杆菌Endo  V(被D35A突变灭活)的ABE2.3、ABE2.1融合。

在一些实施方案中，ABE是ABE2.6，其具有比ABE2.1中的接头长两倍的接头(32个氨基酸，

(SGGS)2‑XTEN‑(SGGS)2)。在一些实施方案中，ABE是ABE2.7，其是与另外的野生型TadA单体

束缚的ABE2 .1。在一些实施方案中，ABE是ABE2 .8，其是与另外的TadA*2 .1单体束缚的

ABE2.1。在一些实施方案中，ABE是ABE2.9，其是进化的TadA(TadA*2.1)与ABE2.1的N末端的

直接融合。在一些实施方案中，ABE是ABE2.10，其是野生型TadA与ABE2.1的N‑末端的直接融

合。在一些实施方案中，ABE是ABE2.11，其是在TadA*单体的N末端具有失活的E59A突变的

ABE2.9。在一些实施方案中，ABE是ABE2.12，其是在内部TadA*单体中具有失活的E59A突变

的ABE2.9。

[0740] 在一些实施例中，ABE是第三代ABE。在一些实施方案中，ABE是ABE3.1，其是具有三

个另外的TadA突变(L84F、H123Y和I157F)的ABE2.3。

[0741] 在一些实施例中，ABE是第四代ABE。在一些实施方案中，ABE是ABE4.3，其是具有额

外的TadA突变A142N(TadA*4.3)的ABE3.1。

[0742] 在一些实施例中，ABE是第五代ABE。在一些实施方案中，ABE是ABE5.1，其通过将来

自存活克隆(H36L、R51L、S146C和K157N)的共有突变集合导入ABE3.1中而产生。在一些实施

方案中，ABE是ABE5.3，其具有包含与内部进化的TadA*融合的野生型大肠杆菌TadA的异二

聚体构建体。在一些实施方案中，ABE是ABE5.2、ABE5.4、ABE5.5、ABE5.6、ABE5.7、ABE5.8、

ABE5.9、ABE5.10、ABE5.11、ABE5.12、ABE5.13或ABE5.14，如下表2所示。在某些实施例中，

ABE是第六代ABE。在一些实施例中，ABE是ABE6 .1、ABE6 .2、ABE6 .3、ABE6 .4、ABE6 .5或

ABE6 .6，如下表2所示。在一些实施例中，ABE是第七代ABE。在一些实施方案中，ABE为

ABE7.1、ABE7.2、ABE7.3、ABE7.4、ABE7.5、ABE7.6、ABE7.7、ABE7.8、ABE7.9或ABE7.10在下面

的表2。

[0743] 表2.ABE的基因型
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[0744]
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[0745]
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[0746]

[0747] 在一些实施方案中，碱基编辑器是融合蛋白，其包含与核碱基编辑结构域(例如，

脱氨酶域的全部或一部分)融合的多核苷酸可编程核苷酸结合域(例如，Cas9衍生的域)。在

一些实施方案中，碱基编辑器还包含包含全部或部分尿嘧啶糖基化酶抑制剂(UGI)的结构

域。在一些实施方案中，碱基编辑器包含包含尿嘧啶结合蛋白(UBP)例如尿嘧啶DNA糖基化

酶(UDG)的全部或一部分的结构域。在一些实施方案中，碱基编辑器包含包含全部或部分核

酸聚合酶的结构域。在一些实施方案中，掺入碱基编辑器中的核酸聚合酶或其部分是绕道

(translesion)DNA聚合酶。

[0748] 在一些实施例中，碱基编辑器的域可以包括多个域。例如，包含衍生自Cas9的多核

苷酸可编程核苷酸结合结构域的碱基编辑器可以包含REC叶和对应于野生型或天然Cas9的

REC叶和NUC叶的REC叶和NUC叶。在另一个示例中，碱基编辑器可以包括RuvCI域、BH域、REC1

域、REC2域、RuvCII域、L1域、HNH域、L2域、RuvCIII域、WED域、TOPO域或CTD域中的一个或多

个。在一些实施方案中，碱基编辑器的一个或多个结构域包含相对于包含所述结构域的多

肽的野生型版本的突变(例如，取代、插入、缺失)。举例来说，多核苷酸可编程DNA结合结构

域的HNH结构域可包含H840A取代。在另一个实例中，多核苷酸可编程DNA结合结构域的

RuvCI结构域可包含D10A取代。

[0749] 本文公开的碱基编辑器的不同域(例如，相邻域)可以在使用或不使用一个或多个

接头域(例如，XTEN接头域)的情况下彼此连接。在一些情况下，接头结构域可以是键(例如，

共价键)、化学基团或连接两个分子或部分的分子，例如融合蛋白的两个结构域，例如第一

结构域(例如，Cas9衍生的结构域)和第二结构域(例如胞苷脱氨酶结构域或腺苷脱氨酶结

构域)。在一些实施方案中，连接基为共价键(例如，碳‑碳键、二硫键、碳‑杂原子键等)。在某

些实施方案中，连接基是酰胺键的碳氮键。在某些实施方案中，接头是环状或无环的、取代

或未取代的、支链或直链的脂族或杂脂族接头。在某些实施方案中，接头是聚合物的(例如，

聚乙烯、聚乙二醇、聚酰胺、聚酯等)。在某些实施方案中，连接基包含氨基链烷酸的单体、二

聚体或聚合物。在一些实施方案中，连接基包含氨基链烷酸(例如，甘氨酸、乙酸、丙氨酸、β‑
丙氨酸、3‑氨基丙酸、4‑氨基丁酸、5‑戊酸等)。在一些实施方案中，接头包含氨基己酸(Ahx)

的单体、二聚体或聚合物。在某些实施方案中，连接基基于碳环部分(例如环戊烷、环己烷)。

在其他实施方案中，接头包含聚乙二醇部分(PEG)。在某些实施方案中，连接基包含芳基或

杂芳基部分。在某些实施方案中，连接基基于苯环。接头可以包括官能化的部分，以促进亲
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核试剂(例如硫醇、氨基)从肽到接头的连接。任何亲电子试剂都可以用作接头的一部分。示

例性的亲电试剂包括但不限于活化的酯、活化的酰胺、迈克尔受体、烷基卤化物、芳基卤化

物、酰基卤化物和异硫氰酸酯。在一些实施方案中，连接子连接RNA可编程核酸酶的gRNA结

合结构域，包括Cas9核酸酶结构域，以及核酸编辑蛋白的催化结构域。在一些实施方案中，

接头连接dCas9和第二结构域(例如胞苷脱氨酶、UGI等)。

[0750] 通常，连接子位于两个基团、分子或其他部分之间或在两个基团、分子或其他部分

的侧面，并通过共价键连接至每个，从而将两者连接。在一些实施方案中，接头是氨基酸或

多个氨基酸(例如，肽或蛋白质)。在一些实施方案中，连接基是有机分子、基团、聚合物或化

学部分。在一些实施方案中，接头的长度为2至100个氨基酸，例如长度为2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、30至35、35至40、

40至45、45至50、50至60、60至70、70至80、80至90、90至100、100至150或150至200个氨基酸。

在一些实施方案中，接头长度为约3至约104个氨基酸(例如长度为5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20、21、22，23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、

38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95或100个氨基

酸)。也可以考虑更长或更短的接头。在一些实施方案中，接头结构域包含氨基酸序列

SGSETPGTSESATPES，其也可以称为XTEN接头。可以使用任何用于连接融合蛋白结构域的方

法(例如，从形式非常灵活的接头(SGGS)n、(GGGS)n、(GGGGS)n和(G)n到形式更刚性的接头

(EAAAK)n、(GGS)n、SGSETPGTSESATPES(例如参见Guilinger  JP、Thompson  DB、Liu  DR发表的

“Fusion  of  catalytically  inactive  Cas9  to  FokI  nuclease  improves  the 

specificity  of  genome  modification”,Nat.Biotechnol.2014；32(6)：577‑82；全部内容

通过引用并入本文)或(XP)n基序，或这些的任何组合，以实现核碱基编辑器活性的最佳长

度，其中n独立为整数在一些实施方案中，n为1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15，其

中X为任何氨基酸。在一些实施方案中，接头包含(GGS)n基序，其中n为1、3或7。在一些实施

方案中，本文提供的融合蛋白的Cas9结构域通过含氨基酸序列SGSETPGTSESATPES的接头进

行融合。在一些实施方案中，接头包含多个脯氨酸残基，并且长度为5至21、5至14、5至9、5至

7个氨基酸，例如PAPAP、PAPAPA、PAPAPAP、PAPAPAPA、P(AP)4、P(AP)7、P(AP)10(例如，参见Tan 

J、Zhang  F、Karcher  D、Bock  R .在2019年1月25日发表的“Engineering  of  high‑

precision  base  editors  for  site‑specific  single  nucleotide  replacement.”，Nat 

Commun.；10(1)：439；全部内容通过引用并入本文。这种富含脯氨酸的接头也被称为“刚性”

接头。

[0751] 本文公开的碱基编辑器的域可以任何序列排列。包含如下融合蛋白的碱基编辑器

的非限制性实例可以如下排列：所述融合蛋白包含例如多核苷酸可编程核苷酸结合结构域

和脱氨酶结构域：

[0752] NH2‑[核碱基编辑域]‑接头1‑[例如，Cas9衍生域]‑COOH；

[0753] NH2‑[例如，胞苷脱氨酶]‑接头1‑[例如，Cas9衍生域]‑COOH；

[0754] NH2‑[例如，胞苷脱氨酶]‑接头1‑[例如，Cas9衍生域]‑接头2‑[UGI]‑COOH；

[0755] NH2‑[例如，APOBEC]‑接头1‑[例如，Cas9衍生域]‑COOH；

[0756] NH2‑[例如，胞苷脱氨酶]‑接头1‑[例如，Cas9衍生域]‑COOH；

[0757] NH2‑[例如，APOBEC]‑接头1‑[例如，Cas9衍生域]‑COOH；
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[0758] NH2‑[例如，APOBEC]‑接头1‑[例如，Cas9衍生域]‑接头2‑[UGI]‑COOH

[0759] NH2‑[例如，肌苷BER抑制剂]‑[例如，Cas9衍生域]‑COOH；

[0760] NH2‑[例如，Cas9衍生域]‑[例如，肌苷BER抑制剂]‑COOH；

[0761] NH2‑[例如，肌苷BER抑制剂]‑[例如，Cas9衍生域]‑[肌苷BER抑制剂]‑COOH；

[0762] NH2‑[例如，肌苷BER抑制剂]‑[肌苷BER抑制剂]‑[例如，Cas9衍生域]‑COOH；

[0763] NH2‑[肌苷BER抑制剂]‑[例如，肌苷BER抑制剂]‑[例如，Cas9衍生域]‑COOH；

[0764] NH2‑[例如，Cas9衍生域]‑[例如，肌苷BER抑制剂]‑[肌苷BER抑制剂]‑COOH；

[0765] NH2‑[例如，Cas9衍生域]‑[肌苷BER抑制剂]‑[例如，肌苷BER抑制剂]‑COOH；or

[0766] NH2‑[肌苷BER抑制剂]‑[例如，Cas9衍生域]‑[例如，肌苷BER抑制剂]‑COOH。

[0767] 另外，在某些情况下，Gam蛋白可以与碱基编辑器的N末端融合。在某些情况下，Gam

蛋白可以融合到碱基编辑器的C末端。噬菌体Mu的Gam蛋白可以结合到双链断裂(DSB)的末

端，并保护其免于降解。在一些实施方案中，使用Gam结合DSB的自由端可以减少碱基编辑过

程中插入缺失的形成。在一些实施方案中，将174个残基的Gam蛋白融合至碱基编辑器的N末

端。参见Komor ,A .C .等人“Improved  base  excision  repair  inhibition  and 

bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base  editors  with  higher 

efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3:eaao4774(2017)。在某些情况下，

一个或多个突变可以改变碱基编辑域相对于野生型域的长度。例如，在至少一个结构域中

至少一个氨基酸的缺失可以减少碱基编辑器的长度。在另一种情况下，一个或多个突变不

改变相对于野生型结构域的结构域的长度。例如，任何域中的替换都不会更改碱基编辑器

的长度。这些碱基编辑器的非限制性示例(其中所有域的长度均与野生型域相同)可以包

括：

[0768] NH2‑[APOBEC1]‑接头1‑[Cas9(D10A)]‑接头2‑[UGI]‑COOH；

[0769] NH2‑[CDA1]‑接头1‑[Cas9(D10A)]‑接头2‑[UGI]‑COOH；

[0770] NH2‑[AID]‑接头1‑[Cas9(D10A)]‑接头2‑[UGI]‑COOH；

[0771] NH2‑[APOBEC1]‑接头1‑[Cas9(D10A)]‑接头2‑[SSB]‑COOH；

[0772] NH2‑[UGI]‑接头1‑[ABOBEC1]‑接头2‑[Cas9(D10A)]‑COOH；

[0773] NH2‑[APOBEC1]‑接头1‑[Cas9(D10A)]‑接头2‑[UGI]‑接头3‑[UGI]‑COOH；

[0774] NH2‑[Cas9(D10A)]‑接头1‑[CDA1]‑接头2‑[UGI]‑COOH；

[0775] NH2‑[Gam]‑接头1‑[APOBEC1]‑接头2‑[Cas9(D10A)]‑接头3‑[UGI]‑COOH；

[0776] NH2‑[Gam]‑接头1‑[APOBEC1]‑接头2‑[Cas9(D10A)]‑接头3‑[UGI]‑接头4‑[UGI]‑

COOH；

[0777] NH2‑[APOBEC1]‑接头1‑[dCas9(D10A,H840A)]‑接头2‑[UGI]‑COOH；or

[0778] NH2‑[APOBEC1]‑接头1‑[dCas9(D10A,H840A)]‑COOH。

[0779] 在一些实施方案中，本文提供的碱基编辑融合蛋白需要定位在精确的位置，例如，

靶碱基被放置在限定的区域内(例如，“脱氨窗口”)。在某些情况下，目标可以在4个碱基区

域内。在某些情况下，这样定义的目标区域可以在PAM上游约15个碱基处。参见Komor,A.C.

等人“Programmable  editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA  without  double‑

stranded  DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)；Gaudelli,N.M.等人“Programmable 

base  editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA  without  DNA  cleavage”Nature  551，
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464‑471(2017)；以及Komor,A.C.等人“Improved  base  excision  repair  inhibition  and 

bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base  editors  with  higher 

efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3:eaao4774(2017)，全文其内容通

过引用合并于此。

[0780] 定义的目标区域可以是脱氨窗口。脱氨基窗口可以是碱基编辑器作用于靶核苷酸

并使其脱氨基的定义区域。在一些实施例中，脱氨窗在2、3、4、5、6、7、8、9或10个碱基区域

内。在一些实施例中，脱氨窗为在PAM的上游5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、

20、21、22、23、24或25碱基。

[0781] 本申请的碱基编辑器可包含任何结构域、特征或氨基酸序列，其有助于靶多核苷

酸序列的编辑。例如，在一些实施例中，碱基编辑器包括核定位序列(NLS)。在一些实施方案

中，碱基编辑器的NLS位于脱氨酶结构域和多核苷酸可编程核苷酸结合结构域之间。在一些

实施方案中，碱基编辑器的NLS位于C端至多核苷酸可编程核苷酸结合结构域。

[0782] 如本文公开的，可存在于碱基编辑器中的其他示例性特征是定位序列，例如细胞

质定位序列、输出序列，例如核输出序列或其他定位序列，以及可用于融合蛋白的增溶、纯

化或检测。本文提供的合适的蛋白质标签包括但不限于生物素羧化酶载体蛋白(BCCP)标

签、myc标签、钙调蛋白标签、FLAG标签、血凝素(HA)标签、多组氨酸标签(也称为组氨酸标签

或His标签)、麦芽糖结合蛋白(MBP)标签、nus标签、谷胱甘肽S‑转移酶(GST)标签、绿色荧光

蛋白(GFP)标签、硫氧还蛋白标签、S标签、软标签(例如，软标签1、软标签3)、链球菌标签、生

物素连接酶标签，FlAsH标签、V5标签和SBP标签。对于本领域技术人员而言，其他合适的序

列是显而易见的。在一些实施方案中，融合蛋白包含一个或多个His标签。

[0783] 可包含在融合蛋白中的蛋白质结构域的非限制性实例包括脱氨酶结构域(例如胞

苷脱氨酶和/或腺苷脱氨酶)、尿嘧啶糖基化酶抑制剂(UGI)结构域、表位标签、报告基因序

列、和/或具有以下一种或多种活性的蛋白质结构域：甲基酶活性、脱甲基酶活性、转录激活

活性、转录抑制活性、转录释放因子活性、组蛋白修饰活性、RNA裂解活性和核酸结合活性。

其他域可以是异源功能域。这样的异源功能域可以赋予功能活性，例如DNA甲基化、DNA损

伤、DNA修复、与靶DNA相关的靶多肽(例如组蛋白，DNA结合蛋白等)的修饰，导致例如，组蛋

白甲基化、组蛋白乙酰化、组蛋白泛素化等。

[0784] 赋予的其他功能可以包括甲基转移酶活性、脱甲基酶活性、脱氨基活性、歧化酶活

性、烷基化活性、脱嘌呤活性、氧化活性、嘧啶二聚体形成活性、整合酶活性、转座酶活性、重

组酶活性、聚合酶活性、连接酶活性、解旋酶活性、光解酶活性或糖基化酶活性、乙酰基转移

酶活性、脱乙酰基酶活性、激酶活性、磷酸酶活性、泛素连接酶活性、去泛素化活性、腺苷酸

化活性、去烯基化活性、SUMO化化活性、脱SUMO化化活性、核糖基化活性、去核糖基化活性、

肉豆蔻酰基化活性、重塑活性蛋白酶活性、氧化还原酶活性、转移酶活性、水解酶活性、裂解

酶活性、异构酶活性、合酶活性、合成酶活性和脱豆基甲酰化活性或其任何组合。

[0785] 表位标签的非限制性实例包括组氨酸(His)标签、V5标签、FLAG标签、流感血凝素

(HA)标签、Myc标签、VSV‑G标签和硫氧还蛋白(Trx)标签。报告基因的例子包括但不限于谷

胱甘肽‑5‑转移酶(GST)、辣根过氧化物酶(HRP)、氯霉素乙酰基转移酶(CAT)β‑半乳糖苷酶、

β‑葡糖醛酸糖苷酶、荧光素酶、绿色荧光蛋白(GFP)、HcRed、DsRed、青色荧光蛋白(CFP)、黄

色荧光蛋白(YFP)和包括蓝色荧光蛋白(BFP)的自发荧光蛋白。其他蛋白质序列可包括结合

说　明　书 129/193 页

134

CN 112469446 B

134



DNA分子或结合其他细胞分子的氨基酸序列，包括但不限于麦芽糖结合蛋白(MBP)、S标签、

Lex  A  DNA结合域(DBD)融合物、GAL4  DNA结合域融合物、和单纯疱疹病毒(HSV)BP16蛋白融

合体。

[0786] 碱基编辑效率

[0787] CRISPR‑Cas9核酸酶已被广泛用于介导靶向基因组编辑。在大多数基因组编辑应

用中，Cas9与指导多核苷酸(例如单指导RNA(sgRNA))形成复合物，并在由sgRNA序列指定的

靶位点诱导双链DNA断裂(DSB)。细胞主要通过非同源末端连接(NHEJ)修复途径对DSB作出

反应，这会导致随机插入或缺失(Indels)，从而导致移码突变破坏基因。在存在与DSB侧翼

具有高度同源性的供体DNA模板的情况下，可以通过称为同源引导修复(HDR)的另一种途径

实现基因校正。不幸的是，在大多数非摄动条件下，HDR效率低下，取决于细胞状态和细胞类

型，并以更大频率的插入/缺失为主导。由于与人类疾病相关的大多数已知遗传变异都是点

突变，因此需要能够更有效，更干净地进行精确点突变的方法。本文提供的碱基编辑系统提

供了一种新的编辑基因组编辑的方式，而不会产生双链DNA断裂，不需要供体DNA模板，并且

不会引起过多的随机插入和缺失。

[0788] 本文提供的碱基编辑器能够修饰特定的核苷酸碱基而不会产生显着比例的插入

缺失。如本文所用，术语“插入/缺失”是指核酸内核苷酸碱基的插入或缺失。此类插入或缺

失可导致基因编码区内的移码突变。在一些实施方案中，期望产生有效地修饰(例如，突变

或脱氨基)核酸内的特定核苷酸而不在靶核苷酸序列中产生大量插入或缺失(即，插入缺

失)的碱基编辑器。在某些实施方案中，与插入缺失相比，本文提供的任何碱基编辑器能够

产生更大比例的预期修饰(例如，点突变或脱氨基)。

[0789] 在一些实施例中，本文提供的任何碱基编辑器系统导致在靶多核苷酸序列中小于

50％、小于40％、小于30％、小于20％、小于19％、小于18％、小于17％、小于16％、小于15％、

小于14％、小于13％、小于12％、小于11％、小于10％、小于9％、小于8％、小于7％、小于6％、

小于5％、小于4％、小于3％、小于2％、小于1％、小于0 .9％、小于0 .8％、小于0 .7％、小于

0 .6％、小于0 .5％、小于0 .4％、小于0 .3％、小于0 .2％、小于0 .1％、小于0 .09％、小于

0.08％、小于0.07％、小于0.06％、小于0.05％、小于0.04％、小于0.03％、小于0.02％或小

于0.01％的插入缺失形成。

[0790] 本申请的一些方面是基于这样的认识，即本文提供的任何碱基编辑器均能够在核

酸(例如DNA的基因组内的核酸)中有效产生预期的突变(例如点突变)，而不会产生大量的

意外突变(例如意外的点突变)。

[0791] 在一些实施方案中，本文提供的任何碱基编辑器均能够产生至少0.01％的预期突

变(即，至少0.01％的碱基编辑效率)。在一些实施例中，本文提供的任何碱基编辑器均能够

产生至少0.01％、1％、2％、3％、4％、5％、10％、15％、20％、25％、30％、40％、45％、50％、

60％、70％、80％、90％、95％或99％的预期突变。

[0792] 在一些实施方案中，本文提供的碱基编辑器能够产生预期的点突变与插入缺失的

比率大于1：1。在一些实施方案中，本文提供的碱基编辑器能够产生预期的点突变与插入缺

失的比率为至少1.5∶1、至少2∶1、至少2.5∶1、至少3∶1、至少3.5：1、至少4：1、至少4.5：1、至

少5：1、至少5.5：1、至少6：1、至少6.5：1、至少7：1、至少7.5：1、至少8：1、至少8.5：1、至少9：

1、至少10：1、至少11：1、至少12：1、至少13：1、至少14：1、至少15：1、至少20：1、至少25：1、至
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少30：1、至少40：1、至少50：1、至少100：1、至少200：1、至少300  1：1、至少400：1、至少500：1、

至少600：1、至少700：1、至少800：1、至少900：1或至少1000：1或更多。

[0793] 预期的突变和插入/缺失的数目可以使用任何合适的方法来确定，例如，如国际第

PCT/2017/045381号专利申请(WO第2018/027078号国际专利申请)和第PCT/US2016/058344

号专利申请(WO第2017/070632号国际专利申请)中所述；KKomor,A.C.等人“Programmable 

editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA  without  double‑stranded  DNA  cleavage”

Nature  533，420‑424(2016)；Gaudelli,N.M.等人“Programmable  base  editing  of  A·T 

to  G·C  in  genomic  DNA  without  DNA  cleavage”Nature  551，464‑471(2017)；以及

Komor,A.C.等人“Improved  base  excision  repair  inhibition  and  bacteriophage  Mu 

Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base  editors  with  higher  efficiency  and  product 

purity”Science  Advances  3:eaao4774(2017)；其全部内容通过引用结合于此。

[0794] 在一些实施方案中，为了计算插入缺失频率、扫描测序读数以寻找与两个10‑bp序

列的精确匹配，所述两个10‑bp序列位于可能发生插入缺失的窗口的两侧。如果未找到完全

匹配的内容，则将其从分析中排除。如果此插入缺失窗口的长度与参考序列完全匹配，则将

读数分类为不包含插入缺失。如果插入缺失窗口比参考序列长或短两个或多个碱基，则测

序读数分别分类为插入或缺失。在一些实施方案中，本文提供的碱基编辑器可以限制核酸

区域中插入缺失的形成。在一些实施方案中，所述区域位于碱基编辑器靶向的核苷酸处或

碱基编辑器靶向的核苷酸的2、3、4、5、6、7、8、9或10个核苷酸内的区域。

[0795] 在靶核苷酸区域形成的插入缺失的数量可以取决于核酸(例如，细胞基因组内的

核酸)暴露于碱基编辑器的时间量。在一些实施方案中，在将目标核苷酸序列(例如，细胞基

因组内的核酸)暴露于碱基编辑器至少1小时、至少2小时、至少6小时、至少12小时、至少24

小时、至少36小时，至少48小时，至少3天，至少4天，至少5天，至少7天，至少10天或至少14天

后，确定插入缺失的数量或比例。应当理解，如本文所述的碱基编辑器的特征可以应用于任

何融合蛋白，或使用本文提供的融合蛋白的方法。

[0796] 多重编辑

[0797] 在一些实施方案中，本文提供的碱基编辑器系统能够多重编辑一个或多个基因中

的多个核碱基对。在一些实施方案中，多个核碱基对位于同一基因中。在一些实施方案中，

多个核碱基对位于一个或多个基因中，其中至少一个基因位于不同的基因座中。在一些实

施方案中，多重编辑可包含一个或多个指导多核苷酸。在一些实施例中，多重编辑可以包括

一个或多个碱基编辑器系统。在一些实施方案中，多重编辑可包括具有单链指导多核苷酸

的一个或多个碱基编辑器系统。在一些实施方案中，多重编辑可以包括具有多个指导多核

苷酸的一个或多个碱基编辑器系统。在一些实施方案中，多重编辑可包含具有单个碱基编

辑器系统的一个或多个指导多核苷酸。在一些实施方案中，多重编辑可包含至少一种不需

要PAM序列靶向结合靶多核苷酸序列的指导多核苷酸。在一些实施方案中，多重编辑可包含

至少一种需要PAM序列以靶向结合靶多核苷酸序列的指导多核苷酸。在一些实施方案中，多

重编辑可以包含至少一种不需要PAM序列靶向结合靶多核苷酸序列的指导多核苷酸和至少

一种需要PAM序列靶向结合靶多核苷酸的指导多核苷酸的混合物序列。应当理解，使用本文

所述的任何碱基编辑器的多路编辑的特征可以应用于使用本文提供的任何碱基编辑器的

方法的任意组合。还应当理解，使用本文所述的任何碱基编辑器进行的多重编辑可包括多
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个核碱基对的序列编辑。

[0798] 本文提供的方法包括以下步骤：(a)使受试者的多核苷酸的靶核苷酸序列(例如，

双链DNA序列)与包含核碱基编辑器(例如，腺苷)的碱基编辑器系统接触。碱基编辑器或胞

苷碱基编辑器)和引导多核酸(例如，gRNA)，其中靶核苷酸序列包含靶核碱基对；(b)诱导靶

区域的链分离；(c)将靶区域的单链中的靶核碱基对的第一核碱基编辑为第二核碱基；(d)

切割不超过靶区域的一条链，其中与第一核碱基互补的第三核碱基被与第二核碱基互补的

第四核碱基替代。

[0799] 在一些实施方案中，多个核碱基对在一个以上的基因中。在一些实施方案中，多个

核碱基对在同一基因中。在一些实施方案中，一个或更多个基因中的至少一个基因位于不

同的基因座中。

[0800] 在一些实施方案中，所述编辑是在至少一个蛋白质编码区中的多个核碱基对的编

辑。在一些实施方案中，所述编辑是对至少一个蛋白质非编码区中的多个核碱基对的编辑。

在一些实施方案中，所述编辑是编辑至少一个蛋白质编码区和至少一个蛋白质非编码区中

的多个核碱基对。

[0801] 在一些实施方案中，所述编辑与一种或多种指导多核苷酸结合。在一些实施例中，

碱基编辑器系统可以包括一个或多个碱基编辑器系统。在一些实施方案中，碱基编辑器系

统可包括与单链指导多核苷酸结合的一个或多个碱基编辑器系统。在一些实施方案中，碱

基编辑器系统可包含一个或多个碱基编辑器系统以及多个指导多核苷酸。在一些实施方案

中，使用单个碱基编辑器系统将编辑与一个或多个指导多核苷酸结合。在一些实施方案中，

编辑与至少一种不需要PAM序列靶向结合靶多核苷酸序列的指导多核苷酸结合。在一些实

施方案中，所述编辑与至少一种需要PAM序列以靶向结合靶多核苷酸序列的指导多核苷酸

结合。在一些实施方案中，所述编辑与至少一种不需要PAM序列靶向结合靶多核苷酸序列的

指导多核苷酸和至少一种需要PAM序列靶向结合靶标的指导多核苷酸的混合物结合。多核

苷酸序列。应当理解，使用本文所述的任何碱基编辑器的多路编辑的特性可以应用于使用

本文提供的任何碱基编辑器的方法的任意组合。还应当理解，编辑可以包括多个核碱基对

的序列编辑。

[0802] 碱基编辑器的使用方法

[0803] 疾病相关基因和等位基因中点突变的校正为治疗和基础研究中的应用开辟了基

因校正的新策略。

[0804] 本申请提供了用于治疗被诊断患有与点突变相关的疾病或由点突变引起的疾病

的对象的方法，所述疾病可以通过本文提供的碱基编辑器系统来校正。例如，在一些实施方

案中，提供了一种方法，其包括对患有这种疾病(例如，由遗传突变引起的疾病)的受试者施

用有效量的核碱基编辑器(例如，腺苷脱氨酶碱基编辑器或胞苷)脱氨酶碱基编辑器)，可校

正疾病相关基因中的点突变。

[0805] 在一些实施方案中，所述疾病是增生性疾病。在一些实施方案中，所述疾病是遗传

疾病。在一些实施方案中，所述疾病是赘生性疾病。在一些实施方案中，所述疾病是代谢性

疾病。在一些实施方案中，所述疾病是溶酶体贮积病。示例性的合适疾病和病症包括但不限

于视网膜色素病变(例如，adRP‑PRPF3、adRP‑RHO)、尤塞氏综合症1F型、镰状细胞病、α‑1抗
胰蛋白酶缺乏症(A1AD)、肝紫质症、MCAD缺乏症、LAL缺乏症、苯丙酮尿症(PKU)、血色素沉着
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症、冯吉尔克病(GSD1a)、庞贝氏症(GSDII)、高雪氏症、贺勒氏症(MPS1)、囊性纤维化、高半

胱氨酸尿症(HCU)或慢性疼痛。可以通过校正点突变或将失活突变引入疾病相关基因来治

疗的其他疾病是本领域技术人员已知的，并且本申请不限于此。提供了用于治疗其他疾病

或病症的方法，所述其他疾病或病症例如与可以通过脱氨酶介导的基因编辑来校正的点突

变相关或由其引起的疾病或病症。本文描述了这样的疾病，并且基于本申请，可以用本文提

供的策略和融合蛋白治疗的其他合适的疾病对于本领域技术人员是显而易见的。

[0806] 在某些方面，提供了用于治疗A1AD的方法，其与点突变相关或由其引起(例如，在

编码A1AT蛋白的SERPINA1基因中)并且可以通过脱氨酶介导的基因编辑来校正。

[0807] 应当理解，相应序列中特定位置或残基的编号，例如疾病相关基因或其编码的蛋

白质的多核苷酸或氨基酸序列，分别取决于所用的特定蛋白质和编号方案。编号可能不同，

例如，在成熟蛋白的前体和成熟蛋白本身中，编号之间的差异会影响编号。本领域技术人员

将能够通过本领域公知的方法，例如通过序列比对和同源残基的确定，来鉴定任何同源蛋

白和各自编码核酸中的各自残基。

[0808] 本文提供了使用碱基编辑器或碱基编辑器系统来编辑与疾病或病症相关的靶核

苷酸序列中的核碱基的方法。在一些实施方案中，碱基编辑器的活性(例如，包含腺苷脱氨

酶和Cas9结构域)导致点突变的校正。在一些实施方案中，靶DNA序列包含与疾病或病症相

关的G→A点突变，并且其中突变体A碱基的脱氨基导致不与疾病或病症相关的序列。在一些

实施方案中，靶DNA序列包含与疾病或病症相关的T→C点突变，并且其中突变体C碱基的脱

氨基导致不与疾病或病症相关的序列。

[0809] 在一些实施方案中，靶DNA序列编码蛋白质，并且点突变是密码子，与野生型密码

子相比，突变密码子编码的氨基酸发生改变。在一些实施方案中，突变体A的脱氨基导致突

变体密码子编码的氨基酸的改变。在一些实施方案中，突变体A的脱氨基产生编码野生型氨

基酸的密码子。在一些实施方案中，突变体C的脱氨基导致突变体密码子编码的氨基酸的改

变。在一些实施方案中，突变体C的脱氨基导致编码野生型氨基酸的密码子。在一些实施方

案中，受试者已经或已经被诊断出疾病或病症。

[0810] 在一些实施方案中，本文提供的腺苷脱氨酶能够使DNA的脱氧腺苷残基的腺嘌呤

脱氨基。本申请内容的其他方面提供了融合蛋白，其包含能够结合至特定核苷酸序列的腺

苷脱氨酶(例如，如本文所述将DNA中的脱氧腺苷脱氨的腺苷脱氨酶)和结构域(例如，Cas9

或Cpf1蛋白)。例如，腺苷可被转化为肌苷残基，其通常与胞嘧啶残基碱基对。这样的融合蛋

白尤其可用于核酸序列的靶向编辑。这样的融合蛋白可用于体外DNA的靶向编辑，例如用于

突变细胞或动物的产生。用于引入靶向突变，例如，用于校正离体细胞(例如，从受试者获得

的细胞中的遗传缺陷)，然后将其重新引入相同或另一个受试者中；对于体内定向突变的引

入，例如，遗传缺陷的校正或疾病相关基因在G到A或T到C到突变的疾病相关基因的引入可

以使用本文提供的核碱基编辑器进行处理。本申请提供了利用所述脱氨基酶和核碱基编辑

器的脱氨基酶，融合蛋白，核酸，载体，细胞，组合物，方法，试剂盒，系统等。

[0811] 使用核碱基编辑器靶向SERPINA1基因中的核苷酸

[0812] 如本文所述评估靶向SERPINA1基因中核苷酸的核碱基编辑器的适用性。在一个实

施方案中，用一种或多种编码本文所述的核碱基编辑器的核酸分子和少量编码报导分子

(例如GFP)的载体转染，转导或以其他方式修饰目的细胞。这些细胞可以是永生化的人类细
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胞系，例如293T、K562或U20S。或者，可以使用原代人细胞。细胞也可以获自受试者或个体，

例如获自组织活检、手术、血液、血浆、血清或其他生物流体。这些细胞可能与最终的细胞靶

标有关，

[0813] 可以使用病毒载体进行递送，如下文进一步描述。在一个实施方案中，可以使用脂

质转染(例如脂转染胺或Fugene)或通过电穿孔进行转染。转染后，可以通过荧光显微镜或

流式细胞术确定GFP的表达，以确认一致和高水平的转染。这些初步转染可以包含不同的核

碱基编辑器，以确定哪些编辑器组合提供最大的活性。

[0814] 如本文所述评估核碱基编辑器的活性，即通过对靶基因进行测序以检测靶序列的

改变。对于Sanger测序，将纯化的PCR扩增子克隆到质粒主链中，进行转化，微量制备并用单

个引物测序。测序也可以使用下一代测序技术进行。使用下一代测序时，扩增子可能为300‑

500bp，预期的切割位点不对称放置。PCR之后，可以将下一代测序适配器和条形码(例如

Illumina多重适配器和索引)添加到扩增子的末端，例如用于高通量测序(例如在Illumina 

MiSeq上)。

[0815] 可以选择在初始测试中诱导最大水平的靶标特异性改变的融合蛋白进行进一步

评估。

[0816] 在特定的实施方案中，核碱基编辑器用于靶向目的多核苷酸。在一个实施方案中，

将本发明的核碱基编辑器与用于靶向核酸序列的指导RNA一起递送至细胞(例如，肝细胞)，

所述核酸序列例如具有AIAD相关突变的SERPINA1多核苷酸，从而改变靶标基因，即

SERPINA1。

[0817] 在一些实施方案中，指导RNA靶向碱基编辑器以将一个或多个编辑引入目的基因

的序列。在一些实施方案中，引入SERPINA1或SERPINC1基因的一个或多个改变如下表3A和

3B所示。

[0818] 生成预期的突变

[0819] 在一些实施方案中，本文提供的方法的目的是通过基因编辑来恢复功能异常的基

因的功能。在一些实施方案中，功能异常的基因的功能通过引入预期的突变来恢复。可以例

如通过校正人细胞培养物中与疾病相关的突变来验证本文提供的核碱基编辑蛋白用于体

外基于基因编辑的人治疗剂。本领域技术人员将理解，本文提供的核碱基编辑蛋白，例如，

包含多核苷酸可编程核苷酸结合结构域(例如，Cas9)和核碱基编辑结构域(例如，腺苷脱氨

酶结构域或胞苷脱氨酶结构域)的融合蛋白。可用于校正从A到G或C到T的任何单点突变。在

第一种情况下，将突变体A脱氨基至I校正突变，在后一种情况下，将与突变体T碱基配对的A

脱氨基，然后进行一轮复制，以校正突变。

[0820] 在一些实施方案中，本申请提供了碱基编辑器，其可以有效地在核酸(例如，受试

者基因组内的核酸)中产生预期的突变，例如点突变，而无需产生大量的突变。意外突变，例

如意外点突变。在一些实施方案中，预期的突变是由与专门设计用于产生预期的突变的指

导多核苷酸(例如，gRNA)结合的特定碱基编辑器(例如，胞苷碱基编辑器或腺苷碱基编辑

器)产生的突变。在一些实施方案中，预期的突变是与疾病或病症相关的突变。在一些实施

方案中，预期的突变是与疾病或病症相关的腺嘌呤(A)至鸟嘌呤(G)点突变。在一些实施方

案中，预期的突变是与疾病或病症相关的胞嘧啶(C)至胸腺嘧啶(T)点突变。在一些实施方

案中，预期的突变是基因的编码区或非编码区内的腺嘌呤(A)至鸟嘌呤(G)点突变。在一些
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实施方案中，预期的突变是基因的编码区或非编码区内的胞嘧啶(C)至胸腺嘧啶(T)点突

变。在一些实施方案中，预期的突变是点突变，其在基因的编码区域内产生终止密码子，例

如过早的终止密码子。在一些实施方案中，预期的突变是消除终止密码子的突变。

[0821] 在一些实施方案中，本文提供的任何碱基编辑器均能够产生大于1:1的预期突变

与非预期突变(例如，预期点突变：非预期点突变)的比率。本文提供的碱基编辑器中的至少

一个能够产生预期突变与非预期突变(例如，预期点突变：非预期点突变)的比率至少为

1.5:1、至少2:1、至少2.5:1、至少3:1、至少3.5:1、至少4:1、至少4.5:1、至少5:1、至少5.5:

1、至少6:1、至少6.5:1、至少7:1、至少7.5:1、至少8:1、至少10:1、至少12:1、至少15:1、至少

20:1、至少25:1、至少30:1、至少40:1、至少50:1、至少100:1、至少150:1、至少200:1、至少

250:1、至少500:1、或至少1000:1或者更多。

[0822] 碱基编辑器效率的细节在国际PCT申请第PCT/2017/045381号专利申请(WO第201/

027078号国际专利申请)和第PCT/US2016/058344号专利申请案(WO第2017/070632号国际

专利申请)中进行了描述，将其全部内容通过引用合并在此。另请参阅Komor ,A .C .等人

“Programmable  editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA  without  double‑stranded 

DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)；Gaudelli ,N .M .等人“Programmable  base 

editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA  without  DNA  cleavage”Nature  551，464‑

471(2017)；以及Komor ,A .C .等人“Improved  base  excision  repair  inhibition  and 

bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base  editors  with  higher 

efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3:eaao4774(2017)，全文其内容通

过引用合并于此。

[0823] 在一些实施方案中，对一个或多个基因中多个核碱基对的编辑导致至少一种预期

突变的形成。在一些实施方案中，至少一个预期突变的形成导致引起突变的疾病的精确校

正。应当理解，如本文所述的碱基编辑器的多重编辑的特征可以应用于使用本文提供的碱

基编辑器的方法的组合中的任何一种。

[0824] 致病突变的精确校正

[0825] 在一些实施方案中，预期的突变是与疾病或病理学相关的基因中的致病突变或致

病突变的精确校正。病原性突变可以是病原性单核苷酸多态性(SNP)，也可以由SNP引起。例

如，致病突变可以是基因编码的蛋白质中的氨基酸变化。在另一个实例中，致病突变可以是

基因中的致病SNP。精确的校正可以使病原体突变恢复到其野生型状态。在一些实施方案

中，病原性突变是与疾病或病症相关的G→A点突变，其中用A‑to‑G碱基编辑器(ABE)对突变

体A碱基的脱氨基产生与以下目的无关的序列：疾病或失调。在一些实施方案中，致病性突

变是C→T点突变。可以例如通过将A‑to‑G碱基编辑器(ABE)靶向相反链并编辑病原性T核碱

基的补体A来校正C→T点突变。在一些实施方案中，病原性突变是与疾病或病症相关的T→C

点突变，并且其中用C‑to‑T碱基编辑器(BE或CBE)对突变体C碱基的脱氨基产生的序列是与

疾病或病症无关。在一些实施方案中，致病突变是A→G点突变。可以通过例如将CBE靶向相

反链并编辑病原性G核碱基的补体C来校正A→G点突变。非限制性示例性致病突变或致病突

变在本文表3A和3B中列出，以及可用于通过将致病突变编辑回其野生型状态来校正突变的

碱基编辑器。指示的碱基编辑器可以靶向致病性SNP或致病性SNP的互补序列，描述于Den 

Dunnen，J.T.和S.E.Antonarakis发表的“突变命名法扩展和描述复杂突变的建议：讨论”。
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Human  Mutation  15：712(2000)，其全部内容通过引用合并于此。

[0826] 表3A：SERPINA1或SERPINC1基因中致病性突变的精确校正

[0827]

[0828] 表3B：疾病相关基因中致病突变的精确校正

[0829]
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[0830]
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[0831]
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[0832]
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[0833]
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[0834]

[0835] *是终止密码子。

[0836] 在一些实施方案中，所述疾病或病症是α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)。在一些实施

方案中，致病性突变在编码A1AT蛋白的SERPINA1基因中。在一些实施方案中，SERPINA1编码

的A1AT蛋白的突变是E342K(PiZ等位基因)(图3A)。在一些实施方案中，将SERPINA1等位基
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因的位置7的核碱基“A”编辑为“G”，以将PiZ等位基因恢复为野生型等位基因。(图3B和3C)。

[0837] 输送系统

[0838] 本文公开的碱基编辑器可以被编码在病毒载体中包含的核酸上。病毒载体可包括

慢病毒、腺病毒、逆转录病毒和腺相关病毒(AAV)。可以根据应用选择病毒载体。例如，AAV由

于其温和的免疫原性而通常用于体内基因递送。腺病毒由于其诱导的强烈的免疫原性应答

而通常用作疫苗。病毒载体的包装能力会限制可包装到载体中的碱基编辑器的大小。例如，

AAV的包装容量约为4.5kb，包括两个145个碱基的反向末端重复序列(ITR)。

[0839] AAV是属于细小病毒家族的小型单链DNA依赖病毒。4.7kb野生型(wt)AAV基因组由

分别编码四个复制蛋白和三个衣壳蛋白的两个基因组成，并且在两侧均带有145‑bp反向末

端重复序列(ITR)。病毒体由三种衣壳蛋白Vp1、Vp2和Vp3组成，它们以1：1：10的比例由同一

开放阅读框产生，但由差异剪接(Vp1)和其他翻译起始位点(分别为Vp2和Vp3)产生。Vp3是

病毒体中最丰富的亚基，在细胞表面参与受体识别，从而确定病毒的向性。在Vp1的唯一N末

端已鉴定出在病毒感染性中起作用的磷脂酶结构域。

[0840] 与野生型AAV类似，重组AAV(rAAV)利用顺式作用145bp的ITR修饰载体转基因盒的

侧翼，可提供高达4.5kb的外源DNA包装。感染后，rAAV可以表达本发明的融合蛋白，并且通

过游离形式存在于圆环头尾接头中而持续存在而不整合到宿主基因组中。尽管在体外和体

内使用所述系统成功进行rAAV成功的例子很多，但当基因编码序列的长度等于或大于wt 

AAV基因组时，有限的包装能力就限制了AAV介导的基因传递的使用。

[0841] AAV载体的小包装能力使超过所述大小的许多基因的传递和/或使用大的生理调

节组件具有挑战性。这些挑战可以通过例如将待递送的蛋白质分成两个或更多个片段来解

决，其中N‑末端片段与分裂的內含子‑N融合，C‑末端片段与分裂的內含子‑C融合。然后将这

些片段包装成两个或多个AAV载体。如本文所用，“內含子”是指连接N‑末端和C‑末端蛋白质

(例如，待连接的片段)侧翼的自剪接蛋白质内含子(例如，肽)。某些內含子用于连接异源蛋

白片段的用途描述于例如Wood等人，J.Biol.Chem.289(21)；14512‑9(2014)。例如，当融合

至分离的蛋白质片段时，內含子IntN和IntC相互识别，将自身剪接在一起，并同时连接与它

们融合的蛋白质片段的侧翼N和C末端蛋白，从而重建全长来自两个蛋白质片段的蛋白质。

其他合适的內含子对于本领域技术人员是显而易见的。

[0842] 本发明的融合蛋白的片段的长度可以变化。在一些实施方案中，蛋白质片段的长

度范围为2个氨基酸至约1000个氨基酸。在一些实施方案中，蛋白质片段的长度范围为约5

个氨基酸至约500个氨基酸。在一些实施方案中，蛋白质片段的长度范围为约20个氨基酸至

约200个氨基酸。在一些实施方案中，蛋白质片段的长度范围为约10个氨基酸至约100个氨

基酸。其他长度的合适的蛋白质片段对本领域技术人员是显而易见的。

[0843] 在一些实施方案中，核酸酶(例如，Cas9)的一部分或片段与內含子融合。核酸酶可

以融合到內含子的N末端或C末端。在一些实施方案中，融合蛋白的一部分或片段与內含子

融合并且与AAV衣壳蛋白融合。内含子，核酸酶和衣壳蛋白可以以任何排列融合在一起(例

如，核酸酶‑內含子‑衣壳，内含子‑核酸酶‑衣壳，衣壳‑内含子‑核酸酶等)。在一些实施方案

中，将內含子的N端融合至融合蛋白的C端，并且将內含子的C端融合至AAV衣壳蛋白的N端。

[0844] 在一个实施方案中，通过将大的转基因表达盒分成两个分开的两半(5'和3'末端，

或头和尾)来产生双重AAV载体，其中盒的每一半被包装在单个AAV载体中(<5kb)。然后，通
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过两个双重AAV载体共同感染同一细胞，然后进行以下操作：完成全长转基因表达盒的重

组：(1)5'和3'基因组之间的同源重组(HR)(双重AAV重叠向量)；(2)ITR介导的5'和3'基因

组的尾对头串联连接(双重AAV转拼载体)；或(3)这两种机制的组合(双重AAV混合载体)。体

内使用双重AAV载体可导致全长蛋白质的表达。双重AAV载体平台的使用代表了大小大于

4.7kb的转基因的有效且可行的基因转移策略。

[0845] 所公开的用于设计碱基编辑器的策略可用于产生能够被包装到病毒载体中的碱

基编辑器。基于RNA或DNA病毒的系统用于传递碱基编辑器的方法利用了高度进化的过程，

所述过程可将病毒靶向培养物中或宿主中的特定细胞，并将病毒有效载荷转运至细胞核或

宿主细胞基因组。病毒载体可直接施用于培养中的细胞(患者)(体内)，或它们可用于体外

处理细胞，并且修饰的细胞可任选地施用于患者(离体)。基于病毒的常规系统可以包括逆

转录病毒，慢病毒，腺病毒，腺相关病毒和单纯疱疹病毒载体，用于基因转移。用逆转录病

毒，慢病毒和腺相关病毒基因转移方法可以将其整合到宿主基因组中，这通常会导致插入

的转基因长期表达。另外，已经在许多不同的细胞类型和靶组织中观察到高转导效率。

[0846] 逆转录病毒的嗜性可以通过掺入外来包膜蛋白，扩大靶细胞的潜在靶群体来改

变。慢病毒载体是能够转导或感染非分裂细胞并通常产生高病毒滴度的逆转录病毒载体。

因此，逆转录病毒基因转移系统的选择将取决于靶组织。逆转录病毒载体由顺式作用的长

末端重复序列组成，其包装能力可容纳6‑10kb的外源序列。最小的顺式作用LTR足以复制和

包装载体，然后将其用于将治疗性基因整合到靶细胞中以提供永久性转基因表达。广泛使

用的逆转录病毒载体包括基于鼠白血病病毒(MuLV)、长臂猿白血病病毒(GaLV)、猿猴免疫

缺陷病毒(SIV)、人免疫缺陷病毒(HIV)及其组合的载体(例如，参见Buchscher等人，

J.Virol.66:2731‑2739(1992)；Johann等人，J.Virol.66:1635‑1640(1992)；Johann等人，

J .Virol.66：1635‑1640(1992)；Sommnerfelt等，Virol.176:58‑59(1990)；Wilson等人，

J.Virol.63：2374‑2378(1989)；Miller等人，J.Virol.65：2220‑2224(1991)；国际第PCT/

US94/05700号专利申请)。

[0847] 逆转录病毒载体，特别是慢病毒载体，可能需要小于给定长度的多核苷酸序列以

有效整合入靶细胞。例如，与较小的逆转录病毒载体相比，长度大于9kb的逆转录病毒载体

可导致较低的病毒滴度。在一些方面，本申请的碱基编辑器具有足够的大小，以使得能够有

效地包装和经由逆转录病毒载体递送至靶细胞。在一些情况下，碱基编辑器的大小应使得

即使与指导核酸和/或可靶向核酸酶系统的其他组分一起表达时也可以有效包装和递送。

[0848] 在优选瞬时表达的应用中，可以使用基于腺病毒的系统。基于腺病毒的载体在许

多细胞类型中都具有很高的转导效率，并且不需要细胞分裂。使用这样的载体，已经获得了

高滴度和表达水平。所述载体可以在相对简单的系统中大量产生。腺相关病毒(“AAV”)载体

还可用于在靶标核酸和肽的体外生产中，以及在体内和离体基因治疗程序中，用靶核酸转

导细胞(例如，参见West等人，Virology  160：38‑47(1987)；美国第4,797,368号专利；WO第

93/24641号专利申请；Kotin，Human  Gene  Therapy  5：793‑801(1994)；Muzyczka，

J.Clin.Invest.94：1351(1994)。在许多出版物中描述了重组AAV载体的构建，包括美国第

5 ,173 ,414号专利；Tratschin等，分子细胞生物学5：3251‑3260(1985)；Tratschin等人，

Mol.Cell.Biol.4：2072‑2081(1984)；Hermonat&Muzyczka，PNAS  81：6466‑6470(1984)；和

Samulski等人，J.Virol.63：03822‑3828(1989)。
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[0849] 因此，本文所述的碱基编辑器可以与病毒载体一起递送。碱基编辑器系统的一个

或多个组件可以被编码在一个或多个病毒载体上。例如，碱基编辑器和指导核酸可以被编

码在单个病毒载体上。在其他情况下，碱基编辑器和指导核酸被编码在不同的病毒载体上。

在任一种情况下，碱基编辑器和指导核酸均可以可操作地连接至启动子和终止子。

[0850] 编码在病毒载体上的成分的组合可以通过所选择的病毒载体的货物大小限制来

确定。

[0851] 碱基编辑器的非病毒式输送

[0852] 还提供了针对碱基编辑者的非病毒传递方法。一类重要的非病毒核酸载体是纳米

颗粒，其可以是有机或无机的。纳米颗粒是本领域众所周知的。任何合适的纳米颗粒设计可

用于递送基因组编辑系统组件或编码此类组件的核酸。例如，有机(例如脂质和/或聚合物)

纳米颗粒可以适合用作本申请的某些实施方案中的递送载体。用于纳米颗粒制剂和/或基

因转移的示例性脂质示于表4中(以下)。

[0853] 表4
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[0854]
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[0855]

[0856] 表5列出了用于基因转移和/或纳米颗粒制剂的示例性聚合物。

[0857] 表5

[0858]
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[0859]

[0860] 表6总结了编码本文所述融合蛋白的多核苷酸的递送方法。

[0861] 表6

[0862]
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[0863]

[0864] 在另一方面，基因组编辑系统组分或编码此类组分的核酸，例如核酸结合蛋白，例

如Cas9或其变体，以及靶向RNA的基因组核酸序列的gRNA的递送可以通过将核糖核蛋白

(RNP)传递到细胞来实现这一目标。RNP包含与靶向gRNA复合的核酸结合蛋白，例如Cas9。可

以使用已知方法将RNPs递送到细胞中，例如电穿孔、核转染或阳离子脂质介导的方法，例如

Zuris，J.A.等人，2015,Nat.Biotechnology,33(1):73‑80。RNP有利于用于CRISPR碱基编辑

系统，特别是对于难以转染的细胞，例如原代细胞。另外，RNP还可以减轻细胞中蛋白质表达

可能发生的困难，特别是当不能很好地表达在CRISPR质粒中使用的真核启动子例如CMV或

EF1A时。有利地，使用RNP不需要将外源DNA递送到细胞中。而且，由于包含核酸结合蛋白和

gRNA复合物的RNP随时间降解，因此使用RNP具有限制脱靶作用的潜力。以类似于基于质粒

的技术的方式，RNP可用于递送结合蛋白(例如，Cas9变体)并指导同源引导修复(HDR)。

[0865] 用于驱动碱基编辑器编码核酸分子表达的启动子可以包括AAV  ITR。这对于消除

对额外的启动子组件的需求可能是有利的，所述额外的启动子组件可以占用载体中的空

间。释放的额外空间可用于驱动其他元素的表达，例如指导核酸或选择标记。ITR活性相对

较弱，因此由于所选核酸酶的过表达，它可用于减少潜在的毒性。

[0866] 任何合适的启动子都可用于驱动碱基编辑器以及在适当的情况下指导核酸的表

达。对于普遍表达，可以使用的启动子包括CMV、CAG、CBh、PGK、SV40、铁蛋白重链或轻链等。

对于大脑或其他CNS细胞表达，合适的启动子可以包括：用于所有神经元的SynapsinI，用于

兴奋性神经元的CaMKIIα，用于GABA能神经元的GAD67或GAD65或VGAT等。对于肝细胞表达，

合适的启动子包括白蛋白启动子。对于肺细胞表达，合适的启动子可以包括SP‑B。对于内皮

细胞，合适的启动子可以包括ICAM。对于造血细胞，合适的启动子可以包括IFNβ或CD45。对

于成骨细胞，合适的启动子可以包括OG‑2。

[0867] 在一些情况下，本申请内容的碱基编辑器的大小足够小以允许单独的启动子驱动

碱基编辑器和同一核酸分子内的兼容性指导核酸的表达。例如，载体或病毒载体可包含可

操作地连接至编码碱基编辑器的核酸的第一启动子和可操作地连接至指导核酸的第二启

动子。

[0868] 用于驱动指导核酸表达的启动子可包括：Pol  III启动子，例如Pol  II启动子和内

含子盒的U6或H1使用，以表达gRNA腺伴随病毒(AAV)。

[0869] 可以使用腺相关病毒(AAV)、慢病毒，、腺病毒或其他质粒或病毒载体类型，尤其是

使用例如来自美国第8,454,972号专利(腺病毒的制剂，剂量)、美国专利号第8,404,658号

专利(AAV的制剂，剂量)和美国专利号第5,846,946号专利(DNA质粒的制剂，剂量)以及来自
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涉及涉及的临床试验的临床试验和出版物慢病毒、AAV和腺病毒。例如，对于AAV、给药途径、

制剂和剂量可以如美国专利号第8,454,972号专利中以及涉及AAV的临床试验中所描述。对

于腺病毒、给药途径、制剂和剂量可以如美国专利号第8,404,658号专利中以及涉及腺病毒

的临床试验中所述。对于质粒递送、给药途径、制剂和剂量可以如美国专利号第5,846,946

号专利中以及涉及质粒的临床研究中所述。剂量可以基于或推断为平均70公斤的个体(例

如成年男性)，并且可以针对患者，受试者，不同体重和物种的哺乳动物进行调整。给药频率

在医学或兽医(例如医师，兽医)的能力范围内，这取决于通常的因素，包括年龄、性别、总体

健康状况，患者或受试者的其他状况以及要解决的特定状况或症状。可以将病毒载体注射

到目标组织中。对于细胞类型特异性碱基编辑，可以由细胞类型特异性启动子驱动碱基编

辑器和任选的指导核酸的表达。

[0870] 对于体内递送，AAV可能优于其他病毒载体。在某些情况下，AAV毒性低，这可能是

由于纯化方法不需要超离心可激活免疫反应的细胞颗粒所致。在某些情况下，AAV不会引起

宿主诱变，因为它没有整合到宿主基因组中。

[0871] AAV的包装极限为4.5或4.75Kb。这意味着公开的碱基编辑器以及启动子和转录终

止子可以适合单个病毒载体。大于4 .5或4 .75Kb的构建体可能导致病毒产生明显减少。例

如，SpCas9很大，基因本身超过4.1Kb，这使其很难包装到AAV中。因此，本申请的实施例包括

利用公开的碱基编辑器，所述碱基编辑器的长度比常规碱基编辑器的长度短。在某些示例

中，碱基编辑器小于4kb。公开的碱基编辑器可以小于4.5kb、4.4kb、4.3kb、4.2kb、4.1kb、

4kb、3.9kb、3.8kb、3.7kb、3.6kb、3.5kb、3.4kb、3.3kb、3.2kb、3.1kb、3kb、2.9kb、2.8kb、

2.7kb、2.6kb、2.5kb、2kb或1 .5kb。在某些情况下，公开的碱基编辑器的长度为4.5kb或更

短。

[0872] AAV可以是AAV1、AAV2、AAV5或其任何组合。可以针对要靶向的细胞选择AAV的类

型；例如，可以选择AAV血清型1、2、5或混合衣壳AAV1、AAV2、AAV5或其任何组合以靶向脑或

神经元细胞；并且可以选择AAV4靶向心脏组织。AAV8可用于递送至肝脏。关于这些细胞的某

些AAV血清型的列表可以在Grimm,D。等人，J.Virol.82:5887‑5911(2008))中找到。

[0873] 慢病毒是具有在有丝分裂和有丝分裂后细胞中感染并表达其基因的能力的复杂

逆转录病毒。最常见的慢病毒是人类免疫缺陷病毒(HIV)，它使用其他病毒的包膜糖蛋白靶

向广泛的细胞类型。

[0874] 慢病毒可以如下制备。在pCasES10(包含慢病毒转移质粒主链)克隆化后，将低传

代率(p＝5)的HEK293FT接种到T‑75烧瓶中，直到转染前一天在含10％胎牛血清且无抗生素

的DMEM中接种至50％融合。20小时后，将培养基更改为OptiMEM(无血清)培养基，并在4小时

后进行转染。用10μg慢病毒转移质粒(pCasES10)和以下包装质粒转染细胞：5μg  pMD2 .G

(VSV‑g假型)和7 .5μg  psPAX2(gag/pol/rev/tat)。可以在带有阳离子脂质输送剂(50μl 
Lipofectamine  2000和100ul  Plus试剂)的4mL  OptiMEM中进行转染。6小时后，将培养基更

换为含10％胎牛血清的无抗生素DMEM。这些方法在细胞培养期间使用血清，但是无血清方

法是首选。

[0875] 慢病毒可以如下纯化。48小时后收集病毒上清液。首先清除上清液中的碎屑，然后

通过0.45μm低蛋白结合(PVDF)过滤器进行过滤。然后将它们在超速离心机中以24,000rpm

旋转2小时。将病毒沉淀在4℃下重悬于50μlDMEM中过夜，然后等分并立即冷冻在‑80℃下。
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[0876] 在另一个实施方案中，还考虑了基于马传染性贫血病毒(EIAV)的最少的非灵长类

慢病毒载体。在另一个实施方案中，RetinoStatRTM是一种基于马传染性贫血病毒的慢病毒

基因治疗载体，其表达血管抑制蛋白内皮抑素和血管抑素，预期通过视网膜下注射来递送。

在另一个实施方案中，考虑使用自我灭活的慢病毒载体。

[0877] 系统的任何RNA，例如指导RNA或编码碱基编辑器的mRNA，都可以RNA的形式递送。

可以使用体外转录产生编码碱基编辑器的mRNA。例如，可以使用包含以下组件的PCR盒合成

核酸酶mRNA：T7启动子，可选的kozak序列(GCCACC)，核酸酶序列和3’UTR，例如来自β珠蛋

白‑polyA尾巴的3’UTR。所述盒可用于通过T7聚合酶转录。指导多核苷酸(例如，gRNA)也可

以使用体外转录从含T7启动子的盒中转录，随后是序列“GG”和指导多核苷酸序列。

[0878] 为了增强表达并减少可能的毒性，可以将碱基编辑器编码序列和/或指导核酸进

行修饰，以包括一种或多种经修饰的核苷，例如核苷酸。

[0879] 使用伪U或5‑甲基C

[0880] 在一些实施方案中，本申请内容包括修饰细胞或生物的方法。所述细胞可以是原

核细胞或真核细胞。所述细胞可以是哺乳动物细胞。哺乳动物细胞可以是非人类的灵长类、

牛、猪、啮齿动物或小鼠细胞。由本申请内容的碱基编辑者，组合物和方法引入细胞的修饰

可以是使得改变细胞和细胞的后代以改善生物产物如抗体、淀粉、酒精或其他所需细胞输

出的生产。通过本申请的方法引入细胞的修饰可以是使得细胞和细胞的后代包括改变产生

的生物产物的改变。

[0881] 系统可以包括一个或多个不同的载体。一方面，对碱基编辑器进行密码子优化以

表达所需的细胞类型，优选为真核细胞，优选为哺乳动物细胞或人细胞。

[0882] 通常，密码子优化是指修饰核酸序列以在目的宿主细胞中增强表达的过程，方法

是用所述宿主细胞的基因中更频繁或最常用的密码子替换天然序列的至少一个密码子(例

如约或大于约1、2、3、4、5、10、15、20、25、50或更多密码子)，同时保持天然氨基酸序列。各种

物种对特定氨基酸的某些密码子表现出特定的偏见。密码子偏倚(生物之间密码子使用的

差异)通常与信使RNA(mRNA)的翻译效率相关，而信使RNA(mRNA)的翻译效率又被认为尤其

取决于翻译的密码子的性质和特定密码子的可用性。转移RNA(tRNA)分子。所选tRNA在细胞

中的优势通常反映了肽合成中最常使用的密码子。因此，可以基于密码子优化来定制基因

以在给定生物中最佳基因表达。密码子使用表很容易获得，例如，可在www .kazusa .orjp/

codon/上的“Codon  Usage  Database”(2002年7月9日访问)上找到，并且这些表可以通过多

种方式进行修饰。参见Nakamura，Y .等人发表的“Codon  usage  tabulated  from  the 

international  DNA  sequence  databases:status  for  the  year  2000”,Nucl .Acids 

Res.28:292(2000)。也可获得用于优化特定序列以在特定宿主细胞中表达的密码子的计算

机算法，例如Gene  Forge(Aptagen；Jacobuss，Pa.)。在一些实施方案中，编码工程化核酸酶

的序列中的一个或多个密码子(例如1、2、3、4、5、10、15、20、25、50或更多或所有密码子)对

应于最频繁使用的特定氨基酸的密码子。

[0883] 包装细胞通常用于形成能够感染宿主细胞的病毒颗粒。这样的细胞包括包装腺病

毒的293细胞和包装逆转录病毒的psi.2细胞或PA317细胞。基因疗法中使用的病毒载体通

常是通过产生将核酸载体包装成病毒颗粒的细胞系而产生的。载体通常包含包装和随后整

合入宿主所需的最小病毒序列，其他病毒序列被表达盒替换以表达多核苷酸。缺失的病毒
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功能通常由包装细胞系反式提供。例如，用于基因治疗的AAV载体通常仅具有来自AAV基因

组的ITR序列，其是包装和整合入宿主基因组所需的。病毒DNA可以包装在细胞系中，所述细

胞系包含编码其他AAV基因(即rep和cap)但缺少ITR序列的辅助质粒。所述细胞系也可以被

腺病毒作为辅助感染。辅助病毒可以促进AAV载体的复制和辅助质粒中AAV基因的表达。在

某些情况下，由于缺乏ITR序列，辅助质粒的包装量不大。可以通过例如腺病毒比AAV更敏感

的热处理来减少腺病毒的污染。

[0884] 药物成分

[0885] 本申请的其他方面涉及药物组合物，其包含本文所述的任何碱基编辑器，融合蛋

白或融合蛋白‑指导多核苷酸复合物。如本文所用，术语“药物组合物”是指配制用于药物用

途的组合物。在一些实施方案中，药物组合物还包含药学上可接受的载体。在一些实施方案

中，药物组合物包含另外的试剂(例如，用于特异性递送，增加的半衰期或其他治疗化合

物)。

[0886] 如本文所用，术语“药学上可接受的载体”是指药学上可接受的材料，组合物或媒

介物，例如液体或固体填充剂、稀释剂、赋形剂、制造助剂(例如润滑剂、滑石镁、钙或硬脂酸

锌(或硬脂酸锌)或溶剂封装材料，涉及将化合物从身体的一个部位(例如，输送部位)携带

或运输到另一部位(例如，器官、组织或身体的一部分)。在与制剂的其他成分兼容并且对受

试者的组织无害的意义上(例如，生理兼容性、无菌、生理pH等)，药学上可接受的载体是“可

接受的”。

[0887] 可以用作药学上可接受的载体的材料的一些非限制性实例包括：(1)糖，例如乳

糖、葡萄糖和蔗糖；(2)淀粉，例如玉米淀粉和马铃薯淀粉；(3)纤维素及其衍生物，例如羧甲

基纤维素钠、甲基纤维素、乙基纤维素、微晶纤维素和乙酸纤维素；(4)黄芪粉；(5)麦芽；(6)

明胶；(7)润滑剂，如硬脂酸镁，十二烷基硫酸钠和滑石粉；(8)赋形剂，例如可可脂和栓剂

蜡；(九)花生油、棉籽油、红花油、芝麻油、橄榄油、玉米油、大豆油等油；(10)二醇，例如丙二

醇；(11)多元醇，例如甘油、山梨糖醇、甘露糖醇和聚乙二醇(PEG)；(12)酯，例如油酸乙酯和

月桂酸乙酯；(13)琼脂；(14)缓冲剂，例如氢氧化镁和氢氧化铝；(15)海藻酸；(16)无热原

水；(17)等渗盐水；(18)林格的解答；(19)乙醇；(20)pH缓冲溶液；(21)聚酯，聚碳酸酯和/或

聚酐；(22)填充剂，例如多肽和氨基酸；(23)血清醇，例如乙醇；(23)药物制剂中使用的其他

无毒兼容性物质。制剂中还可存在润湿剂、着色剂、脱模剂、包衣剂、甜味剂、调味剂、加香

剂、防腐剂和抗氧化剂。诸如“赋形剂”、“载体”、“药学上可接受的载体”、“载体”等的术语在

本文中可互换使用。

[0888] 药物组合物可包含一种或多种pH缓冲化合物，以将制剂的pH维持在反映生理pH的

预定水平，例如在约5.0至约8.0的范围内。用于水性液体制剂的pH缓冲化合物可以是氨基

酸或氨基酸混合物，例如组氨酸、或氨基酸混合物，例如组氨酸和甘氨酸。或者，pH缓冲化合

物优选是将制剂的pH保持在预定水平，例如在约5.0至约8.0的范围内并且不螯合钙离子的

试剂。这种pH缓冲化合物的说明性实例包括但不限于咪唑和乙酸根离子。pH缓冲化合物可

以以适合将制剂的pH维持在预定水平的任何量存在。

[0889] 药物组合物还可包含一种或多种渗透调节剂，即将制剂的渗透特性(例如张度，重

量克分子渗透压浓度和/或渗透压)调节至血流可接受的水平的化合物。和接受者的血细

胞。渗透调节剂可以是不螯合钙离子的试剂。渗透调节剂可以是本领域技术人员已知或可
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获得的调节制剂的渗透特性的任何化合物。本领域技术人员可以凭经验确定给定的渗透调

节剂用于本发明制剂的适用性。合适类型的渗透调节剂的说明性实例包括但不限于：盐，例

如氯化钠和乙酸钠；和盐。糖，如蔗糖，葡萄糖和甘露醇；氨基酸，例如甘氨酸；以及这些试剂

和/或试剂类型中的一种或多种的混合物。渗透调节剂可以以足以调节制剂的渗透特性的

任何浓度存在。

[0890] 在一些实施方案中，配制药物组合物以递送至受试者，例如，用于基因编辑。施用

本文所述药物组合物的合适途径包括但不限于：局部、皮下、经皮、皮内、病变内、关节内、腹

膜内、膀胱内、经粘膜、牙龈、齿内、耳蜗内、鼓膜内、器官内、硬膜外、鞘内、肌内、静脉内、血

管内、骨内、眼周、肿瘤内、脑内和脑室内给药。

[0891] 在一些实施方案中，本文所述的药物组合物局部施用于患病部位(例如肿瘤部

位)。在一些实施方案中，本文所述的药物组合物通过注射、通过导管、通过栓剂或通过植入

物施用于受试者，所述植入物为多孔、无孔或凝胶状材料。包括诸如唾液弹性膜的膜或纤

维。

[0892] 在其他实施方案中，本文所述的药物组合物在控释系统中递送。在一个实施方案

中，可以使用泵(例如，参见Langer，1990，Science  249：1527‑1533；Sefton，1989，CRC 

Crit.Ref .Biomed .Eng .14：201；Buchwald等，1980，Surgery  88：507；Saudek等人，1989，

N .Engl .J .Med .321：574)。在另一个实施方案中，可以使用聚合物材料。(例如，参见”

Medical  Applications  of  Controlled  Release”(Langer和Wise编辑，CRC  Press,Boca 

Raton ,Fla .,1974)；Controlled  Drug  Bioavailability ,Drug  Product  Design  and 

Performance(Smolen和Ball编辑，Wiley,New  York,1984；Ranger和Peppas，1983，Macrom

ol.Sci.Rev.Macromol.Chem.23：61。另见Levy等人，1985，Science  228：190；During等人，

1989，Ann.Neurol.25：351；Howard等人，1989，J.Neurosurg.71：105。)其他控释系统例如在

上文的Langer中讨论。

[0893] 在一些实施方案中，按照常规程序将药物组合物配制为适于静脉内或皮下施用给

受试者例如人的组合物。在一些实施方案中，用于注射给药的药物组合物是无菌等渗用途

的溶液作为增溶剂和局部麻醉剂如利诺卡因以减轻注射部位的疼痛。通常，将成分分别或

以单位剂型混合在一起提供，例如，作为干燥的冻干粉或无水浓缩物在指示活性剂的量的

密闭容器中，例如安瓿或小袋中。如果要通过输液方式给药，可以将其分配到装有无菌药物

级水或盐水的输液瓶中。在通过注射施用药物组合物的情况下，可以提供安瓿注射用无菌

水或盐水，以便可以在施用之前将成分混合。

[0894] 用于全身给药的药物组合物可以是液体，例如无菌盐水、乳酸林格氏液或汉克氏

溶液。另外，药物组合物可以是固体形式，并在使用前立即重新溶解或悬浮。也可以考虑冻

干形式。药物组合物可以包含在脂质颗粒或囊泡中，例如脂质体或微晶，其也适合于肠胃外

给药。颗粒可以具有任何合适的结构，例如单层或多层，只要其中包含组合物即可。可以将

化合物截留在“稳定的质粒‑脂质颗粒”(SPLP)中，所述颗粒包含融合脂质二油酰磷脂酰乙

醇胺(dioleoylphosphatidylethanolamine，DOPE)，低含量(5‑10mol％)的阳离子脂质，并

通过聚乙二醇(PEG)涂层使其稳定(张永鹏等，基因治疗(Gene  Ther。)1999，6：1438‑47)。带

正电荷的脂质，例如N‑[1‑(2,3‑二羟乙基)丙基]‑N,N,N‑三甲基‑铵甲基硫酸盐或“DOTAP”，

对于此类颗粒和囊泡是特别优选的。这种脂质颗粒的制备是众所周知的。例如，参见美国第
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4 ,880 ,635号专利；第4 ,906 ,477号专利；第4 ,911 ,928号专利；第4 ,917 ,951号专利；第4 ,

920,016号专利；第4,921,757号专利；每一个均通过引用并入本文。

[0895] 例如，本文所述的药物组合物可以作为单位剂量施用或包装。当用于本申请的药

物组合物时，术语“单位剂量”是指适合作为对象的单位剂量的物理上离散的单位，每个单

位包含预定量的活性物质，所述预定量的活性物质经计算可产生期望的治疗效果并与之结

合。所需的稀释剂；即载体或车辆。

[0896] 此外，可以将药物组合物作为药物试剂盒提供，其包括(a)包含冻干形式的本发明

化合物的容器，和(b)包含药学上可接受的稀释剂(例如，用于重构或灭菌的无菌容器)的第

二容器。本发明的冻干化合物的稀释液，可以任选地与这种容器结合，可以是由政府机构规

定的规范药品或生物制品的生产，使用或销售的通知，所述通知反映了所述机构的批准。制

造，使用或销售以进行人为管理。

[0897] 另一方面，包括包含用于治疗上述疾病的材料的制品。在一些实施例中，制品包括

容器和标签。合适的容器包括例如瓶、小瓶、注射器和试管。容器可以由多种材料形成，例如

玻璃或塑料。在一些实施方案中，容器容纳有效治疗本文所述疾病的组合物，并且可以具有

无菌进入口。例如，容器可以是静脉注射溶液袋或具有可被皮下注射针刺穿的塞子的小瓶。

组合物中的活性剂是本发明的化合物。在一些实施方案中，在容器上或与容器相关的标签

表明所述组合物用于治疗选择的疾病。所述制品可以进一步包括第二容器，所述第二容器

包含药学上可接受的缓冲剂，例如磷酸盐缓冲盐水、林格氏溶液或右旋糖溶液。从商业和用

户的角度来看，它还可包括其他材料，包括其他缓冲液、稀释剂、过滤器、针头、注射器和带

有使用说明的包装说明书。

[0898] 在一些实施方案中，本文描述的任何融合蛋白、gRNA和/或复合物作为药物组合物

的一部分提供。在一些实施方案中，药物组合物包含本文提供的任何融合蛋白。在一些实施

方案中，药物组合物包含本文提供的任何复合物。在一些实施方案中，药物组合物包含核糖

核蛋白复合物，其包含与gRNA和阳离子脂质形成复合物的RNA引导的核酸酶(例如，Cas9)。

在一些实施方案中，药物组合物包含gRNA，核酸可编程DNA结合蛋白、阳离子脂质和药学上

可接受的赋形剂。药物组合物可以任选地包含一种或多种其他治疗活性物质。

[0899] 治疗A1AD的方法

[0900] 还提供了治疗A1AD和/或引起A1AD的SERPINA1中的基因突变的方法，其包括向受

试者(例如，哺乳动物，例如人)施用治疗有效量的包含多核苷酸的药物组合物编码此处描

述的碱基编辑器系统(例如，碱基编辑器和gRNA)。在一些实施方案中，碱基编辑器是融合蛋

白，其包含多核苷酸可编程DNA结合结构域和腺苷脱氨酶结构域或胞苷脱氨酶结构域。用碱

基编辑器和靶向所述碱基编辑器的一个或多个指导多核苷酸转导受试者的细胞以实现A·

T到G·C的改变(如果所述细胞被腺苷脱氨酶结构域转导)或C·G含有SERPINA1基因突变的

核酸序列的U·A改变(如果用胞苷脱氨酶结构域转导细胞)。

[0901] 本文的方法包括对受试者(包括被鉴定为需要这种治疗的受试者，或怀疑有患疾

病的风险并且需要这种治疗的受试者)给予有效量的本文所述的组合物。识别需要这种治

疗的受试者可以在受试者或卫生保健专业人员的判断中，并且可以是主观的(例如意见)或

客观的(例如可以通过测试或诊断方法测量)。

[0902] 治疗方法通常包括给予治疗有效量的药物组合物，所述药物组合物包括例如编码
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碱基编辑器的载体和靶向受试者(例如人类患者)的SERPINA1基因的gRNA。需要它。这样的

治疗将适当地施用于患有，患有A1AD，易感或有A1AD风险的受试者，特别是人类受试者。本

文的组合物也可以用于治疗可能涉及A1AD的任何其他疾病。

[0903] 在一个实施例中，提供了一种监视治疗进度的方法。所述方法包括以下步骤：确定

患有或易患与A1AD相关的疾病或其症状的受试者中的诊断标记物(Marker)(例如，与A1AD

相关的SNP)或诊断测量值(例如，筛选，测定)的水平。已向受试者施用足以治疗所述疾病或

其症状的治疗量的本文组合物。所述方法确定的标志物水平可以与健康正常对照者或其他

患病患者的已知标志物水平进行比较，以确定受试者的疾病状况。在优选的实施方案中，在

确定第一水平之后的时间点确定受试者中第二水平的标志物，并且比较这两个水平以监测

疾病的进程或治疗的功效。在某些优选的实施方案中，在根据本发明开始治疗之前确定受

试者中标志物的治疗前水平。然后可以将所述治疗前的标志物水平与治疗开始后受试者中

标志物的水平进行比较，以确定治疗的有效性。

[0904] 在一些实施方案中，将本文提供的组合物施用于受试者，例如人类受试者，以在受

试者内实现靶向的基因组修饰。在一些实施方案中，细胞获自受试者，并与本文提供的任何

药物组合物接触。在一些实施方案中，任选地在细胞中已经实现或检测到所需的基因组修

饰之后，将从受试者中取出并与药物组合物离体接触的细胞重新引入受试者中。递送包含

核酸酶的药物组合物的方法是已知的，并且描述于例如美国第6,453,242号专利；第6,503,

717号专利；第6,534,261号专利；第6,599,692号专利；第6,607,882号专利；第6,689,558号

专利；第6,824,978号专利；第6,933,113号专利；第6,979,539号专利；第7,013,219号专利；

和第7,163,824号专利，其全部公开内容通过引用整体并入本文。尽管本文提供的药物组合

物的描述主要针对适合于向人给药的药物组合物，但是本领域技术人员应理解，此类组合

物通常适合于向各种动物或生物体给药，例如，兽医用途。

[0905] 为使组合物适于向各种动物给药而对适于向人给药的药物组合物的修饰是众所

周知的，并且普通熟练的兽医药理学家可以仅通过普通的实验(如果有的话)来设计和/或

进行这种修饰。预期给予药物组合物的受试者包括但不限于人和/或其他灵长类；哺乳动

物、家养动物、宠物和与商业有关的哺乳动物，例如牛、猪、马、绵羊、猫、狗、小鼠和/或大鼠；

和/或鸟类，包括与商业相关的鸟类，例如鸡、鸭、鹅和/或火鸡。

[0906] 本文描述的药物组合物的制剂可以通过药理学领域中已知的或以后开发的任何

方法来制备。通常，这样的制备方法包括以下步骤：使一种或多种活性成分与赋形剂和/或

一种或多种其他辅助成分结合，然后，如果必要和/或期望的话，将产品成形和/或包装成粉

末。所需的单剂量或多剂量单位。药物制剂可以另外包含药学上可接受的赋形剂，如本文所

用，其包括任何和所有溶剂、分散介质、稀释剂或其他液体媒介物、分散或悬浮助剂、表面活

性剂、等渗剂、增稠剂或乳化剂、防腐剂。适用于所需特定剂型的固体粘合剂、润滑剂等。

Remington的The  Science  and  Practice  of  Pharmacy，第21版，A .R .Gennaro

(Lippincott,Williams&Wilkins,Baltimore,MD,2006，通过引用整体并入)，公开了用于配

制药物组合物的各种赋形剂及其制备已知技术。关于用于生产包含核酸酶的药物组合物的

其他合适的方法、试剂、赋形剂和溶剂，还参见2010年11月2日提交的国际第PCT/US2010/

055131号专利申请(WO第2011/053982A8号国际专利申请)。

[0907] 除非任何常规的赋形剂介质与物质或其衍生物不兼容，例如通过产生任何不希望
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的生物学作用或以有害的方式与药物组合物的任何其他组分相互作用，否则预期其用途在

本申请的范围内。

[0908] 如上所述的组合物可以有效量施用。有效量将取决于给药方式，所治疗的特定病

症和期望的结果。它还可能取决于状况的阶段，受试者的年龄和身体状况，同时治疗的性质

(如果有)以及执业医生众所周知的类似因素。对于治疗应用，所述量足以达到医学上理想

的结果。

[0909] 在一些实施方案中，根据本发明的组合物可以用于治疗多种疾病、病症和/或病状

中的任何一种，包括但不限于以下一种或多种：自身免疫症病(例如，糖尿病、狼疮、多发性

硬化症、牛皮癣、类风湿关节炎)；炎性疾病(例如关节炎、骨盆炎)；传染病(例如病毒感染

(例如HIV、HCV、RSV)、细菌感染、真菌感染、败血症)；神经系统疾病(例如阿尔茨海默氏病、

亨廷顿氏病、自闭症、杜兴氏肌肉营养不良症)；心血管疾病(例如动脉粥样硬化、高胆固醇

血症、血栓形成，凝血障碍，如黄斑变性的血管生成性疾病)；增生性疾病(例如，癌症，良性

肿瘤)；呼吸系统疾病(例如慢性阻塞性肺疾病)；消化系统疾病(例如炎症性肠病，溃疡)；肌

肉骨骼疾病(例如，纤维肌痛、关节炎)；内分泌、代谢和营养失调(例如糖尿病、骨质疏松)；

泌尿系统疾病(例如肾脏疾病)；心理障碍(例如抑郁症、精神分裂症)；皮肤疾病(例如伤口、

湿疹)；血液和淋巴系统疾病(例如贫血、血友病)；等等

[0910] 套件

[0911] 本申请的各个方面提供了包括碱基编辑器系统的试剂盒。在一个实施方案中，试

剂盒包含核酸构建体，所述核酸构建体包含编码核碱基编辑器融合蛋白的核苷酸序列。融

合蛋白包含脱氨酶 (例如胞苷脱氨酶或腺嘌呤脱氨酶)和核酸可编程DNA结合蛋白

(napDNAbp)。在一些实施方案中，试剂盒包含至少一种能够靶向感兴趣的核酸分子例如

A1AD相关突变的指导RNA。在一些实施方案中，试剂盒包含核酸构建体、所述核酸构建体包

含编码至少一个指导RNA的核苷酸序列。

[0912] 在一些实施方案中，试剂盒提供了使用所述试剂盒编辑一个或多个与A1AD相关的

突变的说明。说明书通常将包括有关使用试剂盒编辑核酸分子的信息。在其他实施例中，所

述指令包括以下至少之一：注意事项；警告；临床研究；和/或参考。这些说明可以直接印在

容器上(如果有)，也可以贴在容器上的标签，也可以印在容器内或随容器提供的单独的纸

页、小册子、卡片或文件夹中。在另一个实施方案中，试剂盒可以包括标签或单独的插入物

(包装插入物)形式的用于合适的操作参数的说明书。在又一个实施方案中，试剂盒可包含

一个或多个带有适当的阳性和阴性对照或对照样品的容器，以用作检测、校准或归一化的

标准。所述试剂盒可以进一步包括第二容器，所述第二容器包含药学上可接受的缓冲液，例

如(无菌的)磷酸盐缓冲盐水、林格氏溶液或右旋糖溶液。从商业和用户的角度来看，它还可

包括其他材料，包括其他缓冲液、稀释剂、过滤器、针头、注射器和带有使用说明的包装说明

书。

[0913] 在某些实施方案中，所述试剂盒可用于治疗患有α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)的

受试者。

[0914] 本文设想了涵盖碱基编辑器系统和用途的方法和组成的以下编号的附加实施例：

[0915] 1 .一种对有此需要的受试者中治疗α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)的方法，包括向

所述受试者施用碱基编辑器系统，所述系统包括
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[0916] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[0917] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[0918] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[0919] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统，以实现所述受试者细胞的

SERPINA1多核苷酸中的A·T到G·C单核苷酸多态性(SNP)的改变，从而治疗A1AD；

[0920] 其中SNP是A1AD的病因。

[0921] 2.一种对有此需要的受试者中治疗α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)的方法，包括

[0922] (a)将碱基编辑器系统引入单元格，所述系统包括

[0923] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[0924] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，和

[0925] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，以及

[0926] (b)将细胞施用于受试者，

[0927] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统，以实现所述细胞中

SERPINA1多核苷酸中单核苷酸多态性(SNP)的A·T至G·C改变，从而治疗A1AD；

[0928] 其中SNP是A1AD的病因。

[0929] 3.根据实施方案2的方法，其中所述细胞是肝细胞或其祖细胞。

[0930] 4.根据实施方案2或3中任一项所述的方法，其中所述细胞对于所述受试者是自体

的、同种异体的或异种的。

[0931] 5.一种校正SERPINA1多核苷酸中引起α‑1抗胰蛋白酶缺乏(A1AD)的单核苷酸多态

性(SNP)的方法，所述方法包括使SERPINA1多核苷酸与碱基编辑器系统接触，所述碱基编辑

器系统包括：

[0932] 指导多核苷酸；

[0933] 多核苷酸可编程DNA结合域，以及

[0934] 腺苷脱氨酶结构域，

[0935] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以实现SERPINA1多核苷酸

中SNP的A·T至G·C，从而校正所述SNP。

[0936] 6.一种生产用于治疗α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)的修饰细胞的方法，包括将碱

基编辑器系统引入细胞中，所述系统包括

[0937] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[0938] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[0939] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[0940] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统，以引起细胞中SERPINA1多

核苷酸中引起A1AD的单核苷酸多态性(SNP)的A·T到G·C改变。

[0941] 7.根据实施方案6的方法，其中所述引入是体内的。

[0942] 8.根据实施方案6的方法，其中所述引入是离体的。

[0943] 9.根据实施方案6至8中任一项的方法，其中所述细胞是其祖细胞的肝细胞。

[0944] 10.根据实施方案6至9中任一项的方法，其中所述细胞获自患有A1AD的受试者。
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[0945] 11.前述实施方案中任一项的方法，其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生的在位

置342处包含赖氨酸的A1AT蛋白。

[0946] 12.实施方案11的方法，其中所述A·T至G·C改变用野生型氨基酸替代赖氨酸。

[0947] 13.一种在有此需要的受试者中治疗α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)的方法，包括向

所述受试者施用包括以下内容的碱基编辑器系统：

[0948] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[0949] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[0950] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[0951] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以引起所述对象细胞的

SERPINA1多核苷酸中导致A1AD的单核苷酸多态性(SNP)的A·T至G·C改变，

[0952] 其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生的在位置342处包含赖氨酸的A1AT蛋白，

[0953] 其中A·T到G·C的改变用野生型氨基酸取代赖氨酸，从而治疗A1AD。

[0954] 14.一种在有此需要的受试者中治疗α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)的方法，包括

[0955] (a)使单元与碱基编辑器系统联系，所述碱基编辑器系统包括指导多核苷酸或编

码所述指导多核苷酸的核酸；

[0956] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[0957] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[0958] (b)将细胞施用于受试者，

[0959] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑系统，以引起所述细胞SERPINA1多

核苷酸中导致A1AD的单核苷酸多态性(SNP)从A·T到G·C的改变，

[0960] 其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生的在位置342处包含赖氨酸的A1AT蛋白，

[0961] 其中A·T到G·C的改变用野生型氨基酸取代赖氨酸，从而治疗A1AD。

[0962] 15.根据实施方案14的方法，其中所述细胞是肝细胞或其祖细胞。

[0963] 16.根据实施方案14或15的方法，其中所述细胞对于所述受试者是自体的、同种异

体的或异种的。

[0964] 17.一种校正SERPINA1多核苷酸中引起α‑1抗胰蛋白酶缺乏(A1AD)的单核苷酸多

态性(SNP)的方法，所述方法包括使SERPINA1多核苷酸与包含以下内容的碱基编辑器系统

接触：

[0965] 指导多核苷酸；

[0966] 多核苷酸可编程DNA结合域，以及

[0967] 腺苷脱氨酶结构域，

[0968] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑系统以实现所述SNP的A·T至G·

C，

[0969] 其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生的在位置342处包含赖氨酸的A1AT蛋白，

[0970] 其中A·T到G·C的改变用野生型氨基酸取代赖氨酸，从而校正SNP。

[0971] 18.一种生产用于治疗A1AD的修饰细胞的方法，其包括将碱基编辑器系统引入细

胞中，所述碱基编辑器系统包括:
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[0972] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[0973] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[0974] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[0975] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑系统，以引起所述细胞SERPINA1多

核苷酸中导致A1AD的单核苷酸多态性(SNP)从A·T到G·C的改变，

[0976] 其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生的在位置342处包含赖氨酸的A1AT蛋白，

[0977] 其中A·T到G·C的改变用野生型氨基酸取代赖氨酸。

[0978] 19.根据实施方案18的方法，其中所述引入是体内的。

[0979] 20.根据实施方案18的方法，其中所述引入是离体的。

[0980] 21.根据实施方案18至20中任一项的方法，其中所述细胞是肝细胞或其祖细胞。

[0981] 22.根据实施方案18至21中任一项的方法，其中所述细胞获自患有A1AD的受试者。

[0982] 23.根据实施方案12至22中任一项的方法，其中所述野生型氨基酸是谷氨酸。

[0983] 24.根据前述实施方案中任一项的方法，其中所述多核苷酸可编程DNA结合结构域

是Cas9结构域。

[0984] 25.根据实施方案24的方法，其中所述Cas9结构域是核酸酶失活的Cas9结构域。

[0985] 26.根据实施方案24的方法，其中所述Cas9结构域是Cas9切口酶结构域。

[0986] 27.根据实施方案24至26中任一项的方法，其中所述Cas9结构域包含SpCas9结构

域。

[0987] 28.根据实施方案27的方法，其中所述SpCas9结构域包含D10A和/或H840A氨基酸

取代或其相应的氨基酸取代。

[0988] 29.根据实施方案27或28的方法，其中所述SpCas9结构域对NGG  PAM具有特异性。

[0989] 30.根据实施方案27至29中任一项的方法，其中所述SpCas9结构域对NGA  PAM，NGT 

PAM或NGC  PAM具有特异性。

[0990] 31 .根据实施方案27至30中任一项的方法，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸取

代L1111R、D1135V、G1218R、E1219F、A1322R、R1335V、T1337R和L1111、D1135L、S1136R、

G1218S、E1219V、D1332A、R1335Q、T1337I、T1337V、T1337F和T1337M中的一个或多个，或其相

应的氨基酸取代。

[0991] 32.根据实施方案27至31中任一项的方法，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸取

代L1111R、D1135V、G1218R、E1219F、A1322R、R1335V、T1337R以及L1111、D1135L、S1136R、

G1218S、E1219V、D1332A、D1332S、D1332T、D1332V、D1332L、D1332K、D1332R、R1335Q、T1337I、

T1337V、T1337F、T1337S、T1337N、T1337K、T1337R、T1337H、T1337Q和T1337M中的一个或多

个，或相应的氨基酸取代。

[0992] 33.根据实施方案27至32中任一项的方法，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸取

代D1135L、S1136R、G1218S、E1219V、A1322R、R1335Q、T1337和A1322R，以及L1111、D1135L、

S1136R、G1218S、E1219V、D1332A、D1332S、D1332T、D1332V、D1332L、D1332K、D1332R、R1335Q、

T1337I、T1337V、T1337F、T1337S、T1337N、T1337K、T1337R、T1337H，、T1337Q或T1337M中的一

个或多个，或其相应的氨基酸取代。

[0993] 34.根据实施方案27至33中任一项的方法，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸取
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代D1135M、S1136Q、G1218K、E1219F、A1322R、D1332A、R1335E和T1337R，或其相应的氨基酸取

代。

[0994] 35.根据实施方案27至34中任一项的方法，其中所述SpCas9结构域对NG  PAM、NGG 

PAM、GAA  PAM、GAT  PAM或CAA  PAM具有特异性。

[0995] 36.根据实施方案35的方法，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸取代E480K、E543K

和E1219V或其相应的氨基酸取代。

[0996] 37.根据实施方案27至29中任一项的方法，其中所述Cas9结构域包含SaCas9结构

域。

[0997] 38.根据实施例27所述的方法，其中所述SaCas9结构域对NNNRRT  PAM具有特异性。

[0998] 39.根据实施例38所述的方法，其中所述SaCas9结构域对NNGRRT  PAM具有特异性。

[0999] 40.根据实施方案37至39中任一项的方法，其中所述SaCas9结构域包含氨基酸取

代N579A或其相应的氨基酸取代。

[1000] 41 .根据实施方案37至40中任一项的方法，其中所述SaCas9结构域包含氨基酸取

代E782K、N968K和R1015H或其相应的氨基酸取代。

[1001] 42.根据实施方案27至29中任一项的方法，其中所述Cas9结构域包括St1Cas9结构

域：

[1002] 43 .根据实施例40所述的方法，其中所述St1Cas9结构域对NNACCA  PAM具有特异

性。

[1003] 44.根据前述实施方案中任一项的方法，其中所述腺苷脱氨酶结构域是自然界中

不存在的修饰的腺苷脱氨酶结构域。

[1004] 45.根据实施方案44的方法，其中所述腺苷脱氨酶结构域包含TadA结构域。

[1005] 46.根据实施方案45的方法，其中TadA结构域包含TadA  7.10的氨基酸序列。

[1006] 47.根据前述实施例中任一项的方法，其中所述碱基编辑器系统进一步包括锌指

结构域。

[1007] 48 .根据实施方案47的方法，其中所述锌指结构域包含识别螺旋序列RNEHLEV，

QSTTLKR和RTEHLAR或识别螺旋序列RGEHLRQ，QSGTLKR和RNDKLVP。

[1008] 49.根据实施方案47或48的方法，其中所述锌指结构域是zf1ra或zf1rb。

[1009] 50.根据前述实施例中任一项所述的方法，其中，所述碱基编辑器系统还包括核定

位信号(NLS)。

[1010] 51.根据前述实施例中任一项所述的方法，其中，所述碱基编辑器系统还包括一个

或多个链接器。

[1011] 52.根据实施方案51的方法，其中所述多核苷酸可编程DNA结合结构域、腺苷脱氨

酶结构域，锌指结构域和NLS中的两个或更多个经由接头连接。

[1012] 53 .根据实施方案52的方法，其中所述接头是肽接头，从而形成碱基编辑融合蛋

白。

[1013] 54.根据实施方案53的方法，其中所述肽接头包含选自以下的氨基酸序列：

[1014] SGGSSGSETPGTSESATPESSGGS,

[1015] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS,

[1016] GGSGGSPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPG
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TSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATSGGSGGS,

[1017] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPES,

[1018] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSGGSSGGS,

[1019] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS,

[1020] PGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAP 

GTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATS,(SGGS)n,(GGGS)n,(GGGGS)n,(G)n,(EAAAK)n,(GGS)

n,SGSETPGTSESATPES,and(XP)n.

[1021] 55.根据实施方案53或54的方法，其中所述碱基编辑融合蛋白包含选自以下的氨

基酸序列：

[1022] MPKKKRKVSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIM

ALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGIL

ADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHA

LTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCA

GAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD

SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESDLVLGLAIGIGSVGVGILNKVTGEIIHKNSRIFPAAQAENNLVRRTNRQGRR

LARRKKHRRVRLNRLFEESGLITDFTKISINLNPYQLRVKGLTDELSNEELFIALKNMVKHRGISYLDDASDDGNS

SVGDYAQIVKENSKQLETKTPGQIQLERYQTYGQLRGDFTVEKDGKKHRLINVFPTSAYRSEALRILQTQQEFNPQ

ITDEFINRYLEILTGKRKYYHGPGNEKSRTDYGRYRTSGETLDNIFGILIGKCTFYPDEFRAAKASYTAQEFNLLN

DLNNLTVPTETKKLSKEQKNQIINYVKNEKAMGPAKLFKYIAKLLSCDVADIKGYRIDKSGKAEIHTFEAYRKMKT

LETLDIEQMDRETLDKLAYVLTLNTEREGIQEALEHEFADGSFSQKQVDELVQFRKANSSIFGKGWHNFSVKLMME

LIPELYETSEEQMTILTRLGKQKTTSSSNKTKYIDEKLLTEEIYNPVVAKSVRQAIKIVNAAIKEYGDFDNIVIEM

ARETNEDDEKKAIQKIQKANKDEKDAAMLKAANQYNGKAELPHSVFHGHKQLATKIRLWHQQGERCLYTGKTISIH

DLINNSNQFEVDHILPLSITFDDSLANKVLVYATANQEKGQRTPYQALDSMDDAWSFRELKAFVRESKTLSNKKKE

YLLTEEDISKFDVRKKFIERNLVDTLYASRVVLNALQEHFRAHKIDTKVSVVRGQFTSQLRRHWGIEKTRDTYHHH

AVDALIIAASSQLNLWKKQKNTLVSYSEDQLLDIETGELISDDEYKESVFKAPYQHFVDTLKSKEFEDSILFSYQV

DSKFNRKISDATIYATRQAKVGKDKADETYVLGKIKDIYTQDGYDAFMKIYKKDKSKFLMYRHDPQTFEKVIEPIL

ENYPNKQINDKGKEVPCNPFLKYKEEHGYIRKYSKKGNGPEIKSLKYYDSKLGNHIDITPKDSNNKVVLQSVSPWR

ADVYFNKTTGKYEILGLKYADLQFDKGTGTYKISQEKYNDIKKKEGVDSDSEFKFTLYKNDLLLVKDTETKEQQLF

RFLSRTMPKQKHYVELKPYDKQKFEGGEALIKVLGNVANSGQCKKGLGKSNISIYKVRTDVLGNQHIIKNEGDKPK

LDFPKKKRKVEGADKRTADGSEFESPKKKRKV,MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGE

GWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMD

VLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGS

SGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNY

RLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFF

RMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRD

VIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRGARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEE

EFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDTGNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKE

AKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDLLETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADL

YNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEKFQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHD
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IKDITARKEIIENAELLDQIAKILTIYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDEL

WHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQQKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKN

SKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEIIRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHII

PRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKGNRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRF

SVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLLRSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANA

DFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEKQAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDT

LYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKDNDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGN

YLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLNAHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENY

YEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIASFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPH

IIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYEVKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKV,

[1023] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRDVIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRG

ARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEEEFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDT

GNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKEAKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDL

LETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADLYNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEK

FQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHDIKDITARKEIIENAELLDQIAKILT

IYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDELWHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQ

QKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKNSKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEI

IRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHIIPRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKG

NRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRFSVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLL

RSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANADFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEK

QAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDTLYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKD

NDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGNYLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLN

AHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENYYEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIA

SFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPHIIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYE

VKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKVSSGNSNANSRGPSFSSGLVPLSLRGSHSRPGERPFQCRICM

RNFSRNEHLEVHTRTHTGEKPFQCRICMRNFSQSTTLKRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSRTEHLARHLKTHLRGS

SAQ,or

[1024] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRDVIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRG

ARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEEEFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDT
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GNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKEAKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDL

LETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADLYNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEK

FQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHDIKDITARKEIIENAELLDQIAKILT

IYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDELWHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQ

QKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKNSKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEI

IRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHIIPRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKG

NRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRFSVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLL

RSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANADFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEK

QAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDTLYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKD

NDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGNYLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLN

AHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENYYEVNSKCY  EEAKKLKKISNQAEFI

ASFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPHIIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLY

EVKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKVSSGNSNANSRGPSFSSGLVPLSLRGSHSRPGERPFQCRIC

MRNFSRGEHLRQHTRTHTGEKPFQCRICMRNFSQSGTLKRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSRNDKLVPHLKTHLRG

SSAQ.

[1025] 56.根据前述实施方案中任一项的方法，其中所述指导多核苷酸包含两个单独的

多核苷酸，其中所述两个单独的多核苷酸是两个DNA、两个RNA或DNA和RNA。

[1026] 57 .根据前述实施方案中任一项的方法，其中所述指导多核苷酸包含crRNA和

tracrRNA，其中所述crRNA包含与SERPINA1多核苷酸中的靶序列互补的核酸序列。

[1027] 58 .根据实施方案57的方法，其中靶序列包括选自GACAAGAAAGGGACTGAAGC，

ATCAGACAAGAAAGGGACTGA和ACACACCGGTTGGTGGGGCCTC或其互补序列的序列。

[1028] 59 .根据实施方案57或58的方法，其中所述碱基编辑器系统包括单链指导RNA

(sgRNA)。

[1029] 60.根据实施方案59的方法，其中所述sgRNA包含选自ACTCTaGGCAGAGGTCTCAAAAAA

和GCTCTaGGCCGAAGTGTCGCAGG的序列。

[1030] 61.根据前述实施方案中任一项的方法，其中所述碱基编辑器系统包含载体，所述

载体包含指导多核苷酸、多核苷酸可编程DNA结合结构域和脱氨酶结构域中的一个或多个。

[1031] 62.根据实施方案61的方法，其中所述载体是腺病毒载体、AAV载体、慢病毒载体或

逆转录病毒载体。

[1032] 63.一种包括碱基编辑器系统的修饰单元，所述碱基编辑器系统包括

[1033] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[1034] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[1035] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[1036] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统，以引起所述细胞中

SERPINA1多核苷酸中引起α‑1抗胰蛋白酶缺乏(A1AD)的单核苷酸多态性(SNP)的A·T至G·

C改变。

[1037] 64.一种包括碱基编辑器系统的修饰单元，所述碱基编辑器系统包括

[1038] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；
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[1039] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[1040] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[1041] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统，以引起所述细胞中

SERPINA1多核苷酸中引起α‑1抗胰蛋白酶缺乏(A1AD)的单核苷酸多态性(SNP)的A·T到G·

C改变，

[1042] 其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生的在位置324处包含赖氨酸的A1AT蛋白，

[1043] 其中A·T到G·C的改变用野生型氨基酸取代赖氨酸。

[1044] 65.根据实施方案63的修饰的细胞，其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生的在位

置342处包含赖氨酸的A1AT蛋白。

[1045] 66.根据实施方案65的修饰的细胞，其中所述A·T至G·C改变用野生型氨基酸替

代赖氨酸。

[1046] 67.根据实施方案63至66中任一项的修饰的细胞，其中所述细胞是肝细胞或其祖

细胞。

[1047] 68.根据实施方案67的经修饰的细胞，其中所述细胞获自患有AlAD的受试者。

[1048] 69.根据实施方案66至68中任一项的修饰的细胞，其中所述野生型氨基酸是谷氨

酸。

[1049] 70.根据实施方案63至66中任一项的修饰的细胞，其中所述多核苷酸可编程DNA结

合结构域是Cas9结构域。

[1050] 71.实施方案70的修饰的细胞，其中所述Cas9结构域是核酸酶失活的Cas9结构域。

[1051] 72.根据实施方案71的修饰的细胞，其中所述Cas9结构域是Cas9切口酶结构域。

[1052] 73 .根据实施方案70至72中任一项的修饰的细胞，其中所述Cas9结构域包含

SpCas9结构域。

[1053] 74.根据实施方案73的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域包含D10A和/或H840A

氨基酸取代或其相应的氨基酸取代。

[1054] 75.根据实施方案73或74的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域对NGG  PAM具有特

异性。

[1055] 76 .根据实施方案73至75中任一项的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域对NGA 

PAM、NGT  PAM或NGC  PAM具有特异性。

[1056] 77.根据实施方案73至76中任一项的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域包含氨

基酸取代L1111R、D1135V、G1218R、E1219F、A1322R、R1335V、T1337R和一个或多个L1111、

D1135L、S1136R、G1218S、E1219V、D1332A、R1335Q，、T1337I、T1337V、T1337F和T1337M或其相

应的氨基酸取代。

[1057] 78.根据实施方案73至76中任一项的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域包含氨

基酸取代L1111R、D1135V、G1218R、E1219F、A1322R、R1335V、T1337R和L1111、D1135L、

S1136R、G1218S、E1219V、D1332A、D1332S、D1332T、D1332V、D1332L、D1332K、D1332R、R1335Q、

T1337I、T1337V、T1337F、T1337S、T1337N、T1337K、T1337R、T1337H、T1337Q和T1337M或相应

的氨基酸取代。

[1058] 79.根据实施方案73至76任一项的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域包含氨基
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酸取代D1135L、S1136R、G1218S、E1219V、A1322R、R1335Q、T1337和A1322R、以及L1111、

D1135L、S1136R、G1218S、E1219V、D1332A、D1332S、D1332T、D1332V、D1332L、D1332K、D1332R、

R1335Q、T1337I、T1337V、T1337F、T1337S、T1337N、T1337K、T1337R、T1337H、T1337Q和其

T1337M中的一个或多个，或其相应的氨基酸取代。

[1059] 80.实施方案73至76中任一项的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸

取代D1135M，S1136Q，G1218K，E1219F，A1322R，D1332A，R1335E和T1337R，或其相应的氨基酸

取代。

[1060] 81 .根据实施方案73至75中任一项的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域对NG 

PAM、NGG  PAM、GAA  PAM、GAT  PAM或CAA  PAM具有特异性。

[1061] 82 .根据实施方案81的修饰的细胞，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸取代

E480K、E543K和E1219V或其相应的氨基酸取代。

[1062] 83.根据实施方案70‑72中任一项的修饰的细胞，其中所述Cas9结构域包含SaCas9

结构域。

[1063] 84.根据实施方案83的修饰的细胞，其中所述SaCas9结构域对NNNRRT  PAM具有特

异性。

[1064] 85.根据实施方案84的修饰的细胞，其中所述SaCas9结构域对NNGRRT  PAM具有特

异性。

[1065] 86.根据实施方式83至85中任一项的修饰的细胞，其中所述SaCas9结构域包含氨

基酸取代N579A或其相应的氨基酸取代。

[1066] 87.根据实施方案83‑86中任一项的修饰的细胞，其中所述SaCas9结构域包含氨基

酸取代E782K、N968K和R1015H或其相应的氨基酸取代。

[1067] 88 .根据实施方案70至72中任一项的修饰的细胞，其中所述Cas9结构域包含

St1Cas9结构域：

[1068] 89.根据实施方案88的修饰的细胞，其中所述St1Cas9结构域对NNACCA  PAM具有特

异性。

[1069] 90.根据前述实施方案中任一项的修饰的细胞，其中所述腺苷脱氨酶结构域是自

然界中不存在的修饰的腺苷脱氨酶结构域。

[1070] 91.根据实施方案90的修饰的细胞，其中所述腺苷脱氨酶结构域包含TadA结构域。

[1071] 92.根据实施方案91的修饰的细胞，其中TadA结构域包含TadA7.10的氨基酸序列。

[1072] 93.根据实施方案63至92中任一项的修饰的单元，其中所述碱基编辑器系统进一

步包含锌指结构域。

[1073] 94 .根据实施方案93的修饰的细胞，其中所述锌指结构域包含识别螺旋序列

RNEHLEV、QSTTLKR和RTEHLAR或识别螺旋序列RGEHLRQ、QSGTLKR和RNDKLVP。

[1074] 95.根据实施方案93或94的修饰的细胞，其中所述锌指结构域是zf1ra或zf1rb。

[1075] 96.根据前述实施例中任一项所述的修饰单元，其中，所述碱基编辑器系统还包括

核定位信号(NLS)。

[1076] 97.根据实施例63‑96中任一实施例所述的经修饰的单元格，其中，所述碱基编辑

器系统还包括一个或多个链接器。

[1077] 98.根据实施方案97的修饰的细胞，其中所述多核苷酸可编程DNA结合结构域，腺
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苷脱氨酶结构域，锌指结构域和NLS中的两个或更多个经由接头连接。

[1078] 99.根据实施方案98的修饰的细胞，其中所述接头是肽接头，从而形成碱基编辑融

合蛋白。

[1079] 100 .根据实施方案99的修饰的细胞，其中所述肽接头包含选自以下的氨基酸序

列：

[1080] SGGSSGSETPGTSESATPESSGGS,

[1081] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS,

[1082] GGSGGSPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPG

TSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATSGGSGGS,

[1083] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPES,

[1084] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSGGSSGGS,

[1085] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS,

[1086] PGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAP 

GTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATS,(SGGS)n,(GGGS)n,(GGGGS)n,(G)n,(EAAAK)n,(GGS)

n,SGSETPGTSESATPES,and(XP)n.

[1087] 101 .根据实施方案99或100的修饰的细胞，其中所述碱基编辑融合蛋白包含选自

以下的氨基酸序列：

[1088] MPKKKRKVSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIM

ALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGIL

ADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHA

LTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCA

GAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD

SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESDLVLGLAIGIGSVGVGILNKVTGEIIHKNSRIFPAAQAENNLVRRTNRQGRR

LARRKKHRRVRLNRLFEESGLITDFTKISINLNPYQLRVKGLTDELSNEELFIALKNMVKHRGISYLDDASDDGNS

SVGDYAQIVKENSKQLETKTPGQIQLERYQTYGQLRGDFTVEKDGKKHRLINVFPTSAYRSEALRILQTQQEFNPQ

ITDEFINRYLEILTGKRKYYHGPGNEKSRTDYGRYRTSGETLDNIFGILIGKCTFYPDEFRAAKASYTAQEFNLLN

DLNNLTVPTETKKLSKEQKNQIINYVKNEKAMGPAKLFKYIAKLLSCDVADIKGYRIDKSGKAEIHTFEAYRKMKT

LETLDIEQMDRETLDKLAYVLTLNTEREGIQEALEHEFADGSFSQKQVDELVQFRKANSSIFGKGWHNFSVKLMME

LIPELYETSEEQMTILTRLGKQKTTSSSNKTKYIDEKLLTEEIYNPVVAKSVRQAIKIVNAAIKEYGDFDNIVIEM

ARETNEDDEKKAIQKIQKANKDEKDAAMLKAANQYNGKAELPHSVFHGHKQLATKIRLWHQQGERCLYTGKTISIH

DLINNSNQFEVDHILPLSITFDDSLANKVLVYATANQEKGQRTPYQALDSMDDAWSFRELKAFVRESKTLSNKKKE

YLLTEEDISKFDVRKKFIERNLVDTLYASRVVLNALQEHFRAHKIDTKVSVVRGQFTSQLRRHWGIEKTRDTYHHH

AVDALIIAASSQLNLWKKQKNTLVSYSEDQLLDIETGELISDDEYKESVFKAPYQHFVDTLKSKEFEDSILFSYQV

DSKFNRKISDATIYATRQAKVGKDKADETYVLGKIKDIYTQDGYDAFMKIYKKDKSKFLMYRHDPQTFEKVIEPIL

ENYPNKQINDKGKEVPCNPFLKYKEEHGYIRKYSKKGNGPEIKSLKYYDSKLGNHIDITPKDSNNKVVLQSVSPWR

ADVYFNKTTGKYEILGLKYADLQFDKGTGTYKISQEKYNDIKKKEGVDSDSEFKFTLYKNDLLLVKDTETKEQQLF

RFLSRTMPKQKHYVELKPYDKQKFEGGEALIKVLGNVANSGQCKKGLGKSNISIYKVRTDVLGNQHIIKNEGDKPK

LDFPKKKRKVEGADKRTADGSEFESPKKKRKV,MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGE

GWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMD

说　明　书 165/193 页

170

CN 112469446 B

170



VLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGS

SGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNY

RLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFF

RMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRD

VIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRGARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEE

EFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDTGNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKE

AKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDLLETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADL

YNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEKFQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHD

IKDITARKEIIENAELLDQIAKILTIYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDEL

WHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQQKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKN

SKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEIIRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHII

PRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKGNRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRF

SVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLLRSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANA

DFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEKQAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDT

LYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKDNDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGN

YLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLNAHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENY

YEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIASFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPH

IIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYEVKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKV,

[1089] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRDVIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRG

ARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEEEFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDT

GNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKEAKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDL

LETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADLYNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEK

FQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHDIKDITARKEIIENAELLDQIAKILT

IYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDELWHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQ

QKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKNSKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEI

IRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHIIPRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKG

NRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRFSVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLL

RSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANADFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEK

QAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDTLYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKD

NDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGNYLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLN

AHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENYYEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIA

SFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPHIIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYE

VKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKVSSGNSNANSRGPSFSSGLVPLSLRGSHSRPGERPFQCRICM

RNFSRNEHLEVHTRTHTGEKPFQCRICMRNFSQSTTLKRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSRTEHLARHLKTHLRGS
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SAQ,or

[1090] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRDVIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRG

ARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEEEFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDT

GNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKEAKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDL

LETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADLYNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEK

FQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHDIKDITARKEIIENAELLDQIAKILT

IYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDELWHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQ

QKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKNSKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEI

IRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHIIPRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKG

NRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRFSVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLL

RSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANADFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEK

QAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDTLYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKD

NDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGNYLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLN

AHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENYYEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIA

SFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPHIIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYE

VKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKVSSGNSNANSRGPSFSSGLVPLSLRGSHSRPGERPFQCRICM

RNFSRGEHLRQHTRTHTGEKPFQCRICMRNFSQSGTLKRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSRNDKLVPHLKTHLRGS

SAQ.

[1091] 102.根据实施方案63至101中任一项的修饰的细胞，其中所述指导多核苷酸包含

两个单独的多核苷酸，其中所述两个单独的多核苷酸是两个DNA、两个RNA或DNA和RNA。

[1092] 103.根据前述实施方案中任一项的修饰的细胞，其中指导多核苷酸包含crRNA和

tracrRNA，其中crRNA包含与SERPINA1多核苷酸中的靶序列互补的核酸序列。

[1093] 1 0 4 . 根 据 实 施 方 案 1 0 3 的 修 饰 的 细 胞 ，其 中 靶 序 列 包 含 选 自

GACAAGAAAGGGACTGAAGC、ATCAGACAAGAAAGGGACTGA和ACACACCGGTTGGTGGGGCCTC或其互补序

列的序列。

[1094] 105.根据实施方案102或103的修饰的细胞，其中所述碱基编辑器系统包含单链指

导RNA(sgRNA)。

[1095] 1 0 6 .根 据 实 施 方 案 1 0 5 的 修 饰 细 胞 ，其 中 所 述 s g R N A 包 含 选 自

ACTCTaGGCAGAGGTCTCAAAGG和GCTCTaGGCCGAAGTGTCGCAGG的序列。

[1096] 107.根据实施方案63‑106中任一项的修饰的细胞，其中所述碱基编辑器系统包含

载体，所述载体包含指导多核苷酸、多核苷酸可编程DNA结合结构域和脱氨酶结构域中的一

个或多个。

[1097] 108.根据实施方案107的修饰的细胞，其中所述载体是腺病毒载体、AAV载体、慢病

毒载体或逆转录病毒载体。
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[1098] 109.一种基本编辑器系统，包括

[1099] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[1100] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[1101] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[1102] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以引起SERPINA1多核苷酸

中引起α‑1抗胰蛋白酶缺乏(A1AD)的单核苷酸多态性(SNP)的A·T至G·C改变。

[1103] 110.一种碱基编辑器系统，包括

[1104] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[1105] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[1106] 腺苷脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[1107] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以引起SERPINA1多核苷酸

中引起α‑1抗胰蛋白酶缺乏(A1AD)的单核苷酸多态性(SNP)的A·T到G·C改变，

[1108] 其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生的在位置324处包含赖氨酸的A1AT蛋白，

[1109] 其中A·T到G·C的改变用野生型氨基酸取代赖氨酸。

[1110] 111.根据实施方案109的碱基编辑器系统，其中SERPINA1多核苷酸编码由SNP产生

的在位置342处包含赖氨酸的A1AT蛋白。

[1111] 112.根据实施方案111的碱基编辑器系统，其中所述A·T至G·C改变用野生型氨

基酸替代赖氨酸。

[1112] 113 .根据实施方案110或112的碱基编辑器系统，其中所述野生型氨基酸是谷氨

酸。

[1113] 114.根据实施方案109至113中任一项的碱基编辑器系统，其中所述多核苷酸可编

程DNA结合结构域是Cas9结构域。

[1114] 115.根据根据实施例114所述的碱基编辑器系统，其中所述Cas9结构域是核酸酶

失活的Cas9结构域。

[1115] 116.根据根据实施例114所述的碱基编辑器系统，其中，所述Cas9域是Cas9切口酶

域。

[1116] 117.根据实施例114至116中任一实施例所述的碱基编辑器系统，其中，所述Cas9

域包括SpCas9域。

[1117] 118.根据实施方案117的碱基编辑器系统，其中所述SpCas9结构域包含D10A和/或

H840A氨基酸取代或其相应的氨基酸取代。

[1118] 119.根据实施例117或118所述的碱基编辑器系统，其中所述SpCas9结构域对NGG 

PAM具有特异性。

[1119] 120 .根据实施例117至119中任一实施例所述的碱基编辑器系统，其中，所述

SpCas9域对NGA  PAM，NGT  PAM或NGC  PAM具有特异性。

[1120] 121.根据实施方案117至119中任一项的碱基编辑器系统，其中所述SpCas9结构域

包含氨基酸取代L1111R、D1135V、G1218R、E1219F、A1322R、R1335V、T1337R和L1111、D1135L、

S1136R、G1218S、E1219V、D1332A、R1335Q、T1337I、T1337V、T1337F和T1337M中的一个或多
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个，或其相应的氨基酸取代。

[1121] 122.根据实施方案117至119中任一项的碱基编辑器系统，其中所述SpCas9结构域

包含氨基酸取代L1111R、D1135V、G1218R、E1219F、A1322R、R1335V、T1337R和L1111、D1135L、

S1136R、G1218S、E1219V、D1332A、D1332S、D1332T、D1332V、D1332L、D1332K、D1332R、R1335Q、

T1337I、T1337V、T1337F、T1337S、T1337N、T1337K、T1337R、T1337H、T1337Q和T1337M中的一

个或多个，或相应的氨基酸取代。

[1122] 123.根据实施方式117至119中任一项的碱基编辑器系统，其中所述SpCas9结构域

包含氨基酸取代D1135L、S1136R、G1218S、E1219V、A1322R、R1335Q、T1337和A1322R、以及

L1111、D1135L、S1136R、G1218S、E1219V、D1332A、D1332S、D1332T、D1332V、D1332L、D1332K、

D1332R、R1335Q、T1337I、T1337V、T1337F、T1337S、T1337N、T1337K、T1337R、T1337H、T1337M

中的一个或多个，或相应的氨基酸取代。

[1123] 124.根据实施方案117至119中任一项的碱基编辑器系统，其中所述SpCas9结构域

包含氨基酸取代D1135M、S1136Q、G1218K、E1219F、A1322R、D1332A、R1335E和T1337R，或其相

应的氨基酸取代。

[1124] 125 .根据实施例117至119中任一实施例所述的碱基编辑器系统，其中，所述

SpCas9结构域具有对NG  PAM、NGN  PAM、GAA  PAM、GAT  PAM或CAA  PAM的特异性。

[1125] 126.根据实施方案125的碱基编辑器系统，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸取

代E480K、E543K和E1219V或其相应的氨基酸取代。

[1126] 127.根据实施例114至116中任一实施例所述的碱基编辑器系统，其中，所述Cas9

域包括SaCas9域。

[1127] 128.根据实施例127所述的碱基编辑器系统，其中，所述SaCas9结构域对NNNRRT 

PAM具有特异性。

[1128] 129.根据实施例128所述的碱基编辑器系统，其中所述SaCas9域对NNGRRT  PAM具

有特异性。

[1129] 130.根据实施方案127至129中任一项的碱基编辑器系统，其中所述SaCas9结构域

包含氨基酸取代N579A或其对应的氨基酸取代。

[1130] 131.根据实施方案127至130中任一项的碱基编辑器系统，其中所述SaCas9结构域

包含氨基酸取代E782K、N968K和R1015H或其相应的氨基酸取代。

[1131] 132.根据实施例117至119中任一项所述的碱基编辑器系统，其中，所述Cas9域包

括St1Cas9域：

[1132] 133.根据实施例132所述的碱基编辑器系统，其中，所述St1Cas9结构域对NNACCA 

PAM具有特异性。

[1133] 134.根据实施方案中任一项的碱基编辑器系统，其中所述腺苷脱氨酶结构域是自

然界中不存在的修饰的腺苷脱氨酶结构域。

[1134] 135.根据实施方案90的碱基编辑器系统，其中所述腺苷脱氨酶结构域包含TadA结

构域。

[1135] 136.根据实施方案91的碱基编辑器系统，其中TadA结构域包含TadA  7.10的氨基

酸序列。

[1136] 137.根据实施例109至136中任一实施例所述的碱基编辑器系统，其中，所述碱基

说　明　书 169/193 页

174

CN 112469446 B

174



编辑器系统还包括锌指结构域。

[1137] 138.根据实施方案137的碱基编辑器系统，其中所述锌指结构域包含识别螺旋序

列RNEHLEV、QSTTLKR和RTEHLAR或识别螺旋序列RGEHLRQ、QSGTLKR和RNDKLVP。

[1138] 139.根据实施方案136或137的碱基编辑器系统，其中所述锌指结构域是zf1ra或

zf1rb。

[1139] 140.根据前述实施例中任一项所述的碱基编辑器系统，其中，所述碱基编辑器系

统还包括核定位信号(NLS)。

[1140] 141 .根据实施例109至140中任一实施例所述的碱基编辑器系统，其中，所述碱基

编辑器系统还包括一个或多个链接器。

[1141] 142.根据实施方案141的碱基编辑器系统，其中所述多核苷酸可编程DNA结合结构

域、腺苷脱氨酶结构域、锌指结构域和NLS中的两个或更多个经由接头连接。

[1142] 143.根据实施方案142的碱基编辑器系统，其中所述接头是肽接头，从而形成碱基

编辑融合蛋白。

[1143] 144.根据实施方案143的碱基编辑器系统，其中所述肽接头包含选自以下的氨基

酸序列：

[1144] SGGSSGSETPGTSESATPESSGGS,

[1145] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS,

[1146] GGSGGSPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPG

TSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATSGGSGGS,

[1147] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPES,

[1148] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSGGSSGGS,

[1149] SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS,

[1150] PGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAP 

GTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATS,(SGGS)n,(GGGS)n,(GGGGS)n,(G)n,(EAAAK)n,(GGS)

n,SGSETPGTSESATPES,and(XP)n.

[1151] 145.根据实施方案143或144的碱基编辑器系统，其中所述碱基编辑融合蛋白包含

选自以下的氨基酸序列：

[1152] MPKKKRKVSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIM

ALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGIL

ADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHA

LTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCA

GAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD

SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESDLVLGLAIGIGSVGVGILNKVTGEIIHKNSRIFPAAQAENNLVRRTNRQGRR

LARRKKHRRVRLNRLFEESGLITDFTKISINLNPYQLRVKGLTDELSNEELFIALKNMVKHRGISYLDDASDDGNS

SVGDYAQIVKENSKQLETKTPGQIQLERYQTYGQLRGDFTVEKDGKKHRLINVFPTSAYRSEALRILQTQQEFNPQ

ITDEFINRYLEILTGKRKYYHGPGNEKSRTDYGRYRTSGETLDNIFGILIGKCTFYPDEFRAAKASYTAQEFNLLN

DLNNLTVPTETKKLSKEQKNQIINYVKNEKAMGPAKLFKYIAKLLSCDVADIKGYRIDKSGKAEIHTFEAYRKMKT

LETLDIEQMDRETLDKLAYVLTLNTEREGIQEALEHEFADGSFSQKQVDELVQFRKANSSIFGKGWHNFSVKLMME

LIPELYETSEEQMTILTRLGKQKTTSSSNKTKYIDEKLLTEEIYNPVVAKSVRQAIKIVNAAIKEYGDFDNIVIEM
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ARETNEDDEKKAIQKIQKANKDEKDAAMLKAANQYNGKAELPHSVFHGHKQLATKIRLWHQQGERCLYTGKTISIH

DLINNSNQFEVDHILPLSITFDDSLANKVLVYATANQEKGQRTPYQALDSMDDAWSFRELKAFVRESKTLSNKKKE

YLLTEEDISKFDVRKKFIERNLVDTLYASRVVLNALQEHFRAHKIDTKVSVVRGQFTSQLRRHWGIEKTRDTYHHH

AVDALIIAASSQLNLWKKQKNTLVSYSEDQLLDIETGELISDDEYKESVFKAPYQHFVDTLKSKEFEDSILFSYQV

DSKFNRKISDATIYATRQAKVGKDKADETYVLGKIKDIYTQDGYDAFMKIYKKDKSKFLMYRHDPQTFEKVIEPIL

ENYPNKQINDKGKEVPCNPFLKYKEEHGYIRKYSKKGNGPEIKSLKYYDSKLGNHIDITPKDSNNKVVLQSVSPWR

ADVYFNKTTGKYEILGLKYADLQFDKGTGTYKISQEKYNDIKKKEGVDSDSEFKFTLYKNDLLLVKDTETKEQQLF

RFLSRTMPKQKHYVELKPYDKQKFEGGEALIKVLGNVANSGQCKKGLGKSNISIYKVRTDVLGNQHIIKNEGDKPK

LDFPKKKRKVEGADKRTADGSEFESPKKKRKV,MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGE

GWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMD

VLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGS

SGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNY

RLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFF

RMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRD

VIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRGARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEE

EFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDTGNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKE

AKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDLLETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADL

YNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEKFQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHD

IKDITARKEIIENAELLDQIAKILTIYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDEL

WHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQQKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKN

SKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEIIRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHII

PRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKGNRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRF

SVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLLRSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANA

DFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEKQAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDT

LYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKDNDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGN

YLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLNAHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENY

YEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIASFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPH

IIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYEVKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKV,

[1153] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRDVIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRG

ARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEEEFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDT

GNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKEAKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDL

LETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADLYNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEK

FQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHDIKDITARKEIIENAELLDQIAKILT

IYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDELWHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQ
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QKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKNSKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEI

IRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHIIPRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKG

NRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRFSVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLL

RSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANADFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEK

QAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDTLYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKD

NDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGNYLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLN

AHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENYYEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIA

SFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPHIIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYE

VKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKVSSGNSNANSRGPSFSSGLVPLSLRGSHSRPGERPFQCRICM

RNFSRNEHLEVHTRTHTGEKPFQCRICMRNFSQSTTLKRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSRTEHLARHLKTHLRGS

SAQ,or

[1154] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSKRNYILGLAIGITSVGYGIIDYETRDVIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRG

ARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEEEFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDT

GNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKEAKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDL

LETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADLYNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEK

FQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHDIKDITARKEIIENAELLDQIAKILT

IYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDELWHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQ

QKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKNSKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEI

IRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHIIPRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKG

NRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRFSVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLL

RSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANADFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEK

QAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDTLYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKD

NDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGNYLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLN

AHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENYYEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIA

SFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPHIIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYE

VKSKKHPQIIKKGEGADKRTADGSEFESPKKKRKVSSGNSNANSRGPSFSSGLVPLSLRGSHSRPGERPFQCRICM

RNFSRGEHLRQHTRTHTGEKPFQCRICMRNFSQSGTLKRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSRNDKLVPHLKTHLRGS

SAQ.

[1155] 146.根据前述实施方案中任一项的碱基编辑器系统，其中所述指导多核苷酸包含

两个单独的多核苷酸，其中所述两个单独的多核苷酸是两个DNA、两个RNA或DNA和RNA。

[1156] 147.根据实施方案109‑146中任一项的碱基编辑器系统，其中所述指导多核苷酸

包含crRNA和tracrRNA，其中所述crRNA包含与SERPINA1多核苷酸中的靶序列互补的核酸序

列。

[1157] 148.根据实施方案147的碱基编辑器系统，其中所述靶序列包含选自以下的序列：
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GACAAGAAAGGGACUGAAGC、AUCGACAAGAAAGGGACUGA和ACACACCGGUUGGUGGCCUC或它们的互补

物。

[1158] 149.根据实施方案147或148的碱基编辑器系统，其中所述碱基编辑器系统包括单

链指导RNA(sgRNA)。

[1159] 1 5 0 .根 据 实 施 方 案 1 4 9的 碱 基 编 辑 器 系统 ，其 中 所 述 s g R N A包 含 选自

ACTCTaGGCAGAGGTCTCAAAGG和GCTCTaGGCCGAAGTGTCGCAGG的序列。

[1160] 151.根据实施方案109至150中任一项的碱基编辑器系统，其中所述碱基编辑器系

统包含载体，所述载体包含指导多核苷酸、多核苷酸可编程DNA结合结构域和脱氨酶结构域

中的一个或多个。

[1161] 152.根据实施方案151的碱基编辑器系统，其中所述载体是腺病毒载体、AAV载体、

慢病毒载体或逆转录病毒载体。

[1162] 153.一种在有需要的受试者中治疗疾病的方法，包括对受试者施用碱基编辑器系

统，所述系统包括

[1163] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[1164] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[1165] 脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[1166] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以实现所述受试者细胞的

靶多核苷酸中的病原性单核苷酸多态性(SNP)的脱氨基，

[1167] 其中病原性SNP是表3A或表3B中病原性氨基酸突变的原因，其中病原性SNP的脱氨

基导致病原性SNP转化为其野生型等位基因，从而治疗所述疾病。

[1168] 154.一种在有需要的受试者中治疗疾病的方法，包括

[1169] (a)将碱基编辑器系统引入单元格，所述系统包括

[1170] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[1171] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，和

[1172] 脱氨酶结构域或编码脱氨酶结构域的核酸，以及

[1173] (b)将细胞施用于受试者，

[1174] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以实现所述受试者细胞的

靶多核苷酸中的病原性单核苷酸多态性(SNP)的脱氨基，

[1175] 其中病原性SNP是表3A或表3B中病原性氨基酸突变的原因，其中病原性SNP的脱氨

基导致病原性SNP转化为其野生型等位基因，从而治疗所述疾病。

[1176] 155.一种校正靶多核苷酸中引起疾病的SNP病因的方法，其包括使所述靶多核苷

酸与碱基编辑器系统接触，所述碱基编辑器系统包括

[1177] 指导多核苷酸；

[1178] 多核苷酸可编程DNA结合域，和

[1179] 脱氨酶域，

[1180] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以实现所述受试者细胞的

靶多核苷酸中的病原性单核苷酸多态性(SNP)的脱氨基，

[1181] 其中，病原体SNP是表3A或表3B中的病原体氨基酸突变的病因，其中，病原体SNP的
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脱氨基导致病原体SNP向其野生型等位基因的转化，从而校正了靶多核苷酸中的病原体

SNP。

[1182] 156.一种产生用于治疗疾病的修饰细胞的方法，其包括将碱基编辑器系统引入细

胞中，所述碱基编辑器系统包括：

[1183] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[1184] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，以

及

[1185] 脱氨酶结构域或编码脱氨酶结构域的核酸，

[1186] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以实现所述受试者细胞的

靶多核苷酸中的病原性单核苷酸多态性(SNP)的脱氨基，

[1187] 其中病原性SNP是表3A或表3B中的病原性氨基酸突变的原因，其中SNP的脱氨基导

致病原性SNP转化为其野生型等位基因，从而校正靶多核苷酸中的病原性SNP。

[1188] 157.根据实施方案156的方法，其中所述引入是体内或离体的。

[1189] 158.根据实施方案156或157的方法，其中所述细胞获自患有所述疾病的受试者。

[1190] 159.根据实施方案156至158中任一项的方法，其中所述疾病选自斯特格病变、弹

性假黄瘤、中链酰基辅酶A脱氢酶缺乏症、严重的联合免疫缺陷、原发性低血尿症、常染色体

隐性遗传性高胆固醇血症、变色白细胞营养不良、马特鲁斯‑拉米综合征(MSPVI)、I型瓜氨

酸血症、经典的高半胱氨酸尿症的Darier氏病、囊性纤维化、脉络膜炎、神经元类脂褐质尿

毒症、常染色体显性耳聋肉碱棕榈酰转移酶II缺乏症、胱氨酸症、常染色体隐性遗传性耳

聋、无配子体血友病性耳聋V因子缺乏症、先天性VII因子缺乏症、A型血友病、B型血友病、酪

氨酸血症1型、常染色体显性遗传性低磷酸盐血症性病、冯吉尔克病、地中海G6PD缺乏症候

群、莫尔奎(Morquio)综合征、MPSIVA经典半乳糖血症、高雪氏症、戊二酰‑CoA脱氢酶缺乏

症、甘氨酸脑病、锥状‑杆状细胞营养不良、Sly综合征(MPSVII)、镰状细胞病、间歇性紫质

症、莱希‑尼亨症候群、韩特氏(Hunter)症、贺勒氏症(MSPII)、视网膜色素病变Andersen‑

Tawil综合征、Meesmann上皮角膜营养不良、帕金森氏病、Sanfilippo综合征B(MPSIIIB)、

CADASIL综合征蓝锥性单色症苯丙酮尿症候群杂色斑状紫质症、1型神经元类脂褐质沉积

病、1型库贾氏病 (CJ D)、遗传性慢性胰腺炎、莱柏氏先天黑蒙症 2、戴布氏贫血、

SanmannippoA综合征(A型)ATTR淀粉样变性病、视网膜色素病变/尤塞氏综合症1C型和肌小

管肌病。

[1191] 160.根据实施方案156至159中任一项的方法，其中靶多核苷酸包含表3A或表3B中

的基因。

[1192] 161.根据实施方案156至160中任一项的方法，其中所述病原性氨基酸突变包括表

3A或表3B中的病原性突变。

[1193] 162.根据实施方案156至161中任一项的方法，其中所述多核苷酸可编程DNA结合

结构域是Cas9结构域。

[1194] 163.根据实施方案162的方法，其中所述Cas9结构域是核酸酶失活的Cas9结构域

或Cas9切口酶结构域。

[1195] 164.根据实施方案162或163的方法，其中所述Cas9结构域包括SpCas9结构域。

[1196] 165.根据实施方案164的方法，其中所述SpCas9结构域包含D10A和/或H840A氨基

说　明　书 174/193 页

179

CN 112469446 B

179



酸取代或其相应的氨基酸取代。

[1197] 166.根据实施方案164或165的方法，其中所述SpCas9结构域对NGN  PAM具有特异

性。

[1198] 167.根据实施方案164至166中任一项的方法，其中所述Cas9结构域包含氨基酸取

代D1135M、S1136Q、G1218K、E1219F、A1322R、D1332A、R1335E和T1337R，或其相应的氨基酸取

代。

[1199] 168.根据实施方案164或165的方法，其中所述SpCas9结构域对NG  PAM、NGG  PAM、

GAA  PAM、GAT  PAM或CAA  PAM具有特异性。

[1200] 169 .根据实施方案168的方法，其中所述SpCas9结构域包含氨基酸取代E480K、

E543K和E1219V或其相应的氨基酸取代。

[1201] 170.根据实施方式162或163的方法，其中所述Cas9结构域包含SaCas9。

[1202] 171.根据实施方案170的方法，其中所述SaCas9结构域对NNNRRT  PAM具有特异性。

[1203] 172 .根据实施方案170或171的方法，其中所述SaCas9结构域包含氨基酸取代

N579A或其相应的氨基酸取代。

[1204] 173.根据实施方案170至172中任一项的方法，其中所述SaCas9结构域包含氨基酸

取代E782K、N968K和R1015H或其相应的氨基酸取代。

[1205] 174.根据实施方案162或163的方法，其中所述Cas9结构域包括St1Cas9结构域。

[1206] 175 .根据实施方案174的方法，其中所述St1Cas9结构域对NNACCA  PAM具有特异

性。

[1207] 176.根据实施方案156‑175中任一项的方法，其中所述脱氨酶结构域包含胞苷脱

氨酶结构域。

[1208] 177.根据实施方案176的方法，其中所述胞苷脱氨酶结构域包含APOBEC1结构域。

[1209] 178.根据实施方案156至175中任一项的方法，其中所述脱氨酶结构域包含腺苷脱

氨酶结构域。

[1210] 179 .根据实施方案178的方法，其中所述腺苷脱氨酶结构域包含TadA  7 .10结构

域。

[1211] 180.根据实施例156至179中任一实施例所述的方法，其中所述碱基编辑器系统还

包括UGI域。

[1212] 181.根据实施方案156至180中任一项的方法，其中所述碱基编辑器系统进一步包

含锌指结构域。

[1213] 182.根据实施例156至181中任一实施例所述的方法，其中所述碱基编辑器系统还

包括一个或多个链接器。

[1214] 183.根据实施方案182的方法，其中所述多核苷酸可编程DNA结合结构域，脱氨酶

结构域，UGI结构域和锌指结构域中的两个或更多个经由接头连接，

[1215] 184.根据实施方案183的方法，其中所述接头是肽接头，从而形成碱基编辑融合蛋

白。

[1216] 185 .根据实施方案184的方法，其中所述碱基编辑融合蛋白包含BE4的氨基酸序

列。

[1217] 186.根据实施方案184的方法，其中所述碱基编辑融合蛋白包含以下氨基酸序列：
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[1218] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALL

FDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAY

HEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINAS

GVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLA

QIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSK

NGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPF

LKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVL

PKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVE

DRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWG

RLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG

ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLY

LYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLN

AKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVS

DFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYS

NIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNS

DKLIARKKDWDPKKYGGFmqPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKK

DLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAkfLQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDE

IIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPrAFKYFDTTIaRKeYrSTKEVLD

ATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDEGADKRTADGSEFESPKKKRKV.

[1219] 187.根据实施方案156至186中任一项的方法，其中所述脱氨基导致少于10％的插

入缺失形成。

[1220] 188.一种碱基编辑器系统，包括

[1221] 指导多核苷酸或编码所述指导多核苷酸的核酸；

[1222] 多核苷酸可编程DNA结合结构域或编码多核苷酸可编程DNA结合结构域的核酸，和

[1223] 脱氨酶结构域或编码腺苷脱氨酶结构域的核酸，

[1224] 其中所述指导多核苷酸能够靶向所述碱基编辑器系统以实现靶多核苷酸中的病

原性单核苷酸多态性(SNP)的脱氨基，

[1225] 其中，病原体SNP是表3A或表3B中的病原体氨基酸突变的原因，其中，病原体SNP的

脱氨基导致病原体SNP向其野生型等位基因的转化，其中靶标多核苷酸在其中包含靶向序

列表3A或表3B。

[1226] 实施例

[1227] 提供以下实施例仅用于说明目的，并不旨在限制本文提供的权利要求的范围。

[1228] 实施例1.碱基编辑器中的PAM变体验证

[1229] 新颖的CRISPR系统和PAM变体使碱基编辑者可以对目标SNP进行精确校正。几种新
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颖的PAM变体已得到评估和验证。PAM评估和碱基编辑器的详细信息在例如国际第PCT/

2017/045381号专利申请(WO第2018/027078号国际专利申请)和国际第PCT/US2016/058344

号专利申请(WO第2017/070632号国际专利申请)中进行了描述，它们各自通过引用并入本

文完整。另请参阅Komor ,A .C .等人“Programmable  editing  of  a  target  base  in 

genomic  DNA  without  double‑stranded  DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)；

Gaudelli ,N.M.等人“Programmable  base  editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA 

without  DNA  cleavage”Nature  551，464‑471(2017)；以及Komor ,A .C .等人“Improved 

base  excision  repair  inhibition  and  bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑

to‑T:A  base  editors  with  higher  efficiency  and  product  purity”Science 

Advances  3:eaao4774(2017)，全文通过引用将其每一个的内容合并于此。

[1230] 实施例2.基因编辑以校正α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)

[1231] α‑1抗胰蛋白酶(A1A或A1AT)是由14号染色体上的SERPINA1基因编码的蛋白酶抑

制剂。这种糖蛋白主要在肝脏中合成，并分泌到血液中，血清浓度为1 .5‑3.0g/L。(20‑52μ
mol/L)在健康成年人中(图1)。A1AT扩散到肺间质和肺泡衬里液中，在那里使嗜中性粒细胞

弹性蛋白酶失活，从而保护肺组织免受蛋白酶介导的损害。α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)以

常染色体显性方式遗传。

[1232] 已经描述了SERPINA1基因的100多个遗传变异，但并非所有变异都与疾病有关。这

些变体的字母名称基于其在凝胶电泳中的迁移速度。最常见的变异是M(中等迁移率)等位

基因，两个最常见的缺陷等位基因是PiS和PiZ(后者迁移速度最慢)。已经描述了几种不产

生可测血清蛋白的突变；这些被称为“无效”等位基因。最常见的基因型是MM，可产生正常的

血清α‑1抗胰蛋白酶水平。大多数严重缺乏症的人都是Z等位基因(ZZ)的纯合子。Z蛋白在肝

细胞内质网中产生时会折叠并聚合。这些异常的聚合物被困在肝脏中，大大降低了α‑1抗胰

蛋白酶的血清水平。α‑1抗胰蛋白酶缺乏症患者所见的肝病是由肝细胞中异常的α‑1抗胰蛋

白酶蛋白的积累以及随之而来的细胞反应(包括自噬，内质网应激反应和凋亡)引起的。图2

显示了最常见的基因型(MM、MZ、SS、SZ和ZZ)以及α‑1抗胰蛋白酶的各自血清水平。α‑1抗胰

蛋白酶的循环水平降低导致肺中性粒细胞弹性蛋白酶活性增加；蛋白酶和抗蛋白酶活性的

这种不平衡导致与这种状况有关的肺部疾病(图1)。

[1233] α‑1抗胰蛋白酶缺乏症(A1AD)在高加索人中最常见，并且最常影响到肺部和肝脏。

在肺部，最常见的表现是早发(30多岁和40多岁的患者)全肺部肺气肿，最常见于肺部。但

是，支气管扩张也可能发生弥漫性或上叶肺气肿。最常见的症状包括呼吸困难，喘息和咳

嗽。患病者的肺功能检查显示与COPD一致；但是，可能会观察到支气管扩张药反应性，并可

能被误诊为哮喘。

[1234] 由ZZ基因型引起的肝病以各种方式表现出来。患病的婴儿可能在新生儿期出现胆

汁淤积性黄疸，有时表现为无胆色粪(苍白或粘土色)和肝肿大。血液中的结合胆红素、转氨

酶和γ‑谷氨酰转移酶水平升高。年龄较大的儿童和成人的肝脏疾病可能偶发性转氨酶升高

或肝硬化的迹象，包括静脉曲张出血或腹水。α‑1抗胰蛋白酶缺乏症也使患者易患肝细胞

癌。尽管纯合的ZZ基因型对于肝病的发展是必不可少的，但杂合的Z突变可以通过赋予更大

的更严重的肝病风险(例如在丙型肝炎感染和囊性纤维化肝病中)作为其他疾病的遗传修

饰子。
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[1235] A1AD的两种最常见的临床变异是E264V(PiS)和E342K(PiZ)等位基因。超过一半的

A1AD患者携带至少一个E342K突变拷贝。通过同源引导修复(HDR)进行的核酸酶基因组编辑

效率低下，丰富的插入将降低循环水平并恶化肺部症状。由于额外的错误折叠蛋白，通过

AAV进行肝脏的基因治疗使肝脏病理恶化。编码野生型A1AT和可击倒E342K  A1AT的siRNA的

AAV有望解决这两种疾病。

[1236] 图3A显示了SERPINA1基因突变的精确的校正碱基编辑策略。可以编辑序列(A7)中

位置7的“A”核碱基，“靶标A”以恢复野生型。图3B显示了根据DNA编辑器(E342K、D341G、

E342G)产生的替代等位基因的A1AT蛋白分泌的表征。用编码A1AT变体的载体转染HEK293T，

并通过ELISA评估上清液的A1AT含量。所述测定法表征了相对于WT  A1AT，含E342K的A1AT的

分泌减少。结果表明，PAM选项为AGCT，预计将导致编辑SERPINA1序列第5位和/或第7位(A5

和/或A7)的“A”。当A7编辑产生野生型蛋白时，发现A1AT功能得以恢复；当A5和A7编辑导致

在位置342和D341G处的谷氨酸(E)时；当A7和A8转换为WT和E342G时。评估的重组突变体

A1AT的表型(活性/功能)包括细胞分泌蛋白质和抑制中性粒细胞弹性蛋白酶。A1AT变体的

功能活性在图3C(抑制弹性蛋白酶)中示出。有趣的是，D341G突变具有显着的弹性蛋白酶活

性，这证实了A5和A7编辑的恢复结果。图4显示了产生多肽变体(例如，腺苷脱氨酶变体)的

策略。

[1237] 实施例3.HEK298T细胞的碱基编辑

[1238] 在HEK298T细胞中测试了不同基因中各种SNP的碱基编辑效率(表7)。对于质粒转

染，使用250ng的gRNA质粒和750ng的碱基编辑质粒，以3μl：1μg的比例，以3μl：1μg的比例瞬

时转染了针对HEK293细胞优化的高效，低毒性的DNA转染试剂Mirus  TransIT293，将

HEK293T细胞瞬时转染。对于mRNA转染，使用Neon系统在1150V电压下用两个20ms脉冲将

HEK293T细胞用3μg总RNA电穿孔。质粒转染四天和RNA电穿孔两天后，用含有0.05％SDS，25μ
g/ml蛋白酶K，10mM  Tris  pH  8.0的简单裂解缓冲液从细胞中提取基因组DNA，然后在85℃

加热灭活。PCR扩增基因组位点并在MiSeq上测序。如前所述，分析了每个位置的基频和插入

缺失百分比的结果。例如，插入缺失计算的细节在国际第PCT/2017/045381号国际专利申请

(WO第2018/027078号专利申请)和国际第PCT/US2016/058344号专利申请(WO第2017/

070632号国际专利申请)中进行了描述，其全部内容通过引用整体并入本文。另请参见

Komor,A.C.等人“Programmable  editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA  without 

double‑stranded  DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)；Gaudelli ,N .M .等人

“Programmable  base  editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA  without  DNA 

cleavage”Nature  551，464‑471(2017)；以及Komor,A.C.等人“Improved  base  excision 

repair  inhibition  and  bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base 

editors  with  higher  efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3:eaao4774

(2017)，全文其内容通过引用合并于此。

[1239] 表7.SNP校正的肝靶标编辑
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[1240]

[1241] 实施例4.通过突变改组产生的改进的NGC‑PAM  ABE

[1242] 使用表达Lipo2000的表达质粒转染包含表达含有E342K的A1AT变体的PiZ  ORF的

整合慢病毒盒的HEK293T细胞(HEK293T‑E342K)。转染后，表征A1AT中的碱基编辑。所述方法

确定了许多改良的ABE，包括Var‑3，其具有以下氨基酸序列：

[1243] MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGL

VMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAAL

LSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRA

RDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSR

IGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGG

SSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALL

FDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAY

HEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINAS

GVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLA

QIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSK

NGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPF
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LKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVL

PKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVE

DRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWG

RLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG

ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLY

LYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLN

AKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVS

DFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYS

NIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNS

DKLIARKKDWDPKKYGGFmqPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKK

DLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAkfLQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDE

IIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPrAFKYFDTTIaRKeYrSTKEVLD

ATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDEGADKRTADGSEFESPKKKRKV

[1244] 使用2 .5μgVar‑3  ABE  mRNA和1000ng  gRNA  191长度20nt的Neon电穿孔法转染

HEK293T‑E342K。

[1245] 为spCas9碱基编辑器所提供作为sgRNA的gRNA骨架如下：

[1246] 5’‑ G U U U U AG AG C U AG A A A U AG C A AG U U A A A A U A AG G C U AG U C C G U U A U C A A C 

UUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’

[1247] 可用于本发明方法的gRNA包括：

[1248] 5’‑ACCAUCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG

UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[1249] 5’‑CCAUCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[1250] 5’‑CAUCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[1251] 5’‑AUCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA

UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；

[1252] 5’‑UCGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU

CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’；and

[1253] 5’‑CGACAAGAAAGGGACUGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUC

AACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU‑3’.

[1254] 用mRNA和sgRNA进行的编辑主要在A5和A7处是未连锁的。Var‑3  ABE的性能大大优

于其他ABE，并且总有益校正率超过35％(仅A7＝WT)+(A5+A7＝WT+D341G‑分泌无变化)。

[1255] 实施例5.优化gRNA长度以校正HEK293T细胞中的E342K

[1256] 使用Neon系统，一式两份将ABE  Var‑3的Synthego  gRNA和mRNA转染到HEK293T‑

E342K中。与A5位置相比，目标互补长度为18和19个核苷酸的gRNA在所需的A7位置产生更好

的编辑率(图5)。所述模式与截短的gRNA缩短R环可及区域并因此降低靠近gRNA末端位置的

编辑的机制一致。

[1257] 测试了18和19个核苷酸的gRNA和ABE  Var‑3在诱导的多能干细胞来源的E342肝细
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胞和PiZZ小鼠模型中校正E342K突变的能力。使用NGC  PAM进化来产生具有改变的PAM结合

特异性的SpCas9突变体(图6A、6B)。选择这些SpCas9突变体可丰富Cas9的PAM相互作用(PI)

结构域内的突变。筛选所述库中具有改变的PAM特异性的SpCas9。

[1258] 实施例6.基因编辑以校正1a型糖原贮积障碍(冯吉尔克病)

[1259] 1型糖原贮积障碍(也称为GSD1或冯吉尔克病)是一种遗传性疾病，导致糖原分解

和糖异生不足，组织中糖原积累，导致严重的低血糖症和乳酸性酸中毒，可能对CNS造成损

害。在美国，大约每10万名新生儿中就有1名患有GSD1。

[1260] GSD1有两种类型，分别是1a型(GSD1a)和1b型(GSD1b)，它们是由不同的基因突变

引起的。GSD1a是由葡萄糖6磷酸酶(G6PC)的突变引起的，影响了约80％的GSD1患者。约25％

的白种人患者携带隐性突变Q347*。当前的治疗方案包括在两餐之间定期或连续喂食玉米

淀粉(淀粉酶将淀粉直接转化为葡萄糖)。

[1261] 校正Q347X突变的碱基编辑策略

[1262] 直接校正Q347*以恢复G6PC的表达并使葡萄糖代谢正常化。通过在目标位置有效

转换A>G，可以使用碱基编辑器来校正Q347X。代表性的目标部位(突出显示)在图7中示出。

在此位点进行精确校正将产生以下转换：TAG>CAG(终止密码子>谷氨酰胺)。碱基编辑器可

以使用NGG  PAM识别序列或NGA  PAM识别序列。组织和递送策略可包括肝脂质纳米颗粒

(LNP)递送。

[1263] 带有Q347X突变的iPSc衍生肝细胞的体外转染

[1264] 使用体外转染方法在iPSc衍生的肝细胞(Definigen，批次00419F002)中测试了碱

基编辑。GSD1a  iPSc衍生的肝细胞是复合杂合体(Q347X/G222R)，具有Q347X突变。将GSD1a

细胞铺板并使其成熟。

[1265] 如图8A和8B中所示，基于GSD1a  iPSc衍生的肝细胞的已知成熟周期选择转染时间

表。图8A提供了转染时间表的时间表，其显示了接种，转染和细胞收获的代表性时间点。图

8B显示了在第5天和第7天成熟的GSD1a  iPSc来源的肝细胞的代表性图像。成熟后(例如第

12天)，用碱基编辑器ABE7.10  VRQR/gRNA  272转染GSD1a细胞。转染后48‑72小时(例如第14

天)，收获GSD1a转染的细胞用于gDNA。

[1266] 在图9A和9B中示出了用于GSD1a的G6PC  Q347X的代表性碱基编辑精确校正数据。

如图9A所示，使用NGA  PAM或NGG  PAM序列检查了HEK293T细胞中G6PC  Q347X对ABE‑On靶标，

ABE‑Bystander，插入/缺失和核酸酶‑插入/缺失的碱基编辑效率。使用NGG  PAM的G6PC的靶

向/插入序列如下所示：

[1267]

[1268] 上面的靶标/插入序列包含两个“a”核碱基，分别对应于旁观者(斜体和底线显示)

和靶标(粗体和底线显示)。

[1269] 使用NGA  PAM的G6PC的靶向/插入序列如下所示：

[1270]

[1271] 上面的靶标/插入序列含有两个“a”核碱基，分别对应于旁观者(斜体和底线所示)

和靶标(粗体和底线显示)。

[1272] NGA  PAM  gRNA  272在低插入缺失且没有可检测的旁观者V384A的HEK293T细胞中
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对Q347X产生了＞40％的精确校正(图9A)。因此，使用HEK293细胞获得了高的碱基编辑效

率。

[1273] 如图9B所示，使用NGA  PAM或NGG  PAM序列检查了患者iPSc衍生的肝细胞中G6PC 

Q347X对ABE‑On靶标，ABE‑Bystander，插入和核酸酶‑插入s的碱基编辑效率。使用NGA(n＝

4)和NGG(n＝2)，旁观者V384A可以忽略不计的插入，观察到患者iPSc衍生的肝细胞中G6PC 

Q347X的相似编辑。如图9B所示，在杂合患者iPS衍生的Q347X肝细胞中的精确校正导致约

8％‑15％的A＞G转化效率。虽然低于HEK293细胞，但与旁观者相比，Q347X  iPSc肝细胞中的

碱基编辑产生了更清晰的结果。

[1274] 患者iPSc衍生肝细胞中ABE变体的A到G转换效率

[1275] 测试了G6PC  Q347X患者iPSc衍生的肝细胞中ABE变体的A‑G转化效率。在培养的第

12天，产生mRNA变体(TriLink  pBxt464、MSP464、MSP465、MSP471)，并转染到GSD1a患者iPSc

来源的肝细胞中。在第14天，收获细胞用于gDNA分离并进行PAS染色。

[1276] 使用GGA  PAM的G6PC的靶向/插入序列如下所示：

[1277]

[1278] 上面的靶标/插入序列包含两个“a”核碱基，分别对应于旁观者(斜体和底线显示)

和靶标上(粗体和底线显示)。

[1279] Q347X的碱基编辑校正效率的百分比在mRNA变体之间相似，对于杂合序列而言，具

有约10％的A至G转化效率(图10)。

[1280] 实施例7.基因编辑以校正1型粘多糖贮积病(贺勒氏症)

[1281] 1型粘多糖贮积病(也称为MPS1或贺勒氏症)是一种罕见的常染色体隐性溶酶体贮

积病，大约每200,000例出生中发生一次。MPS1的特征是骨骼异常，认知障碍，心脏病，呼吸

系统疾病，肝脏和脾脏肿大以及预期寿命缩短。MPS1是由α‑L‑艾杜糖醛酸酶基因(α‑L‑
iduronidase，IDUA)的突变引起的，导致α‑L‑艾杜糖醛酸酶的缺乏，这对于溶酶体糖胺聚糖

的分解至关重要。

[1282] 以下提供了在NCBI参考序列号NP_032351.2下找到的代表性小鼠α‑L‑艾杜糖醛酸

酶(IDUA)蛋白的氨基酸序列：

[1283]

[1284] 以下提供了在NCBI参考序列号NM_008325.4下找到的代表性小鼠α‑L‑艾杜糖醛酸

酶(IDUA)核酸序列：
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[1285]
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[1286]
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[1287]

[1288] 以下提供了在NCBI参考序列号NP_000194.2下找到的代表性人α‑L‑艾杜糖醛酸酶

(IDUA)蛋白质的氨基酸序列：

[1289]

[1290] 以下提供了在NCBI参考序列号NM_000203下找到的代表性人α‑L‑艾杜糖醛酸酶

(IDUA)核酸序列：
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[1291]  

[1292]

[1293] 在HEK293T细胞系中用小鼠和人类IDUA靶序列测试了碱基编辑(图11)。小鼠IDUA
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的靶向/插入序列如下所示，并对应于上文所示的小鼠IDUA基因序列的核酸1612‑1824。

[1294]

[1295]

[1296] 以上小鼠靶标/插入序列包含“a”核碱基(以粗体和底线显示)，而小鼠IDUA基因序

列在IDUA序列的位置1627处包含“g”核碱基。

[1297] 人类IDUA多核苷酸序列中的靶向/插入序列如下所示，并且对应于以上所示人类

IDUA基因序列的核酸1231‑1324‑。

[1298]

[1299] 上述人类靶标/插入序列包含“a”核碱基(以粗体和底线显示)，而人类IDUA基因序

列在IDUA序列的位置1246处包含“g”核碱基。

[1300] 对于质粒转染，将HEK293T细胞用250ng的gRNA质粒和750ng的碱基编辑质粒以30,

000个细胞/孔的48孔板转染。使用具有NGG  PAM序列的碱基编辑器SpCas9‑ABE7 .10。小鼠

gRNA序列如下所示，并包含一个“a”核碱基(以粗体和底线显示)：

[1301]

[1302] 人类gRNA序列如下所示，并包含一个“a”核碱基(以粗体和底线显示)：

[1303]

[1304] 实施例8.材料和方法

[1305] 使用以下材料和方法获得本文所述实施例中提供的结果。

[1306] 克隆化

[1307] 本文描述了靶多核苷酸和gRNA的DNA序列以及所用的引物。对于gRNA，显示了以下

支架序列：GUUUUAGAGC  UAGAAAUAGC  AAGUUAAAAU  AAGGCUAGUC  CGUUAUCAAC  UUGAAAAAGU 

GGCACCGAGU  CGGUGCUUUU。所述支架用于本文表中所示的PAM，例如，NGG、NGA、NGC、NGT  PAM；

等等。gRNA涵盖本文提供的或根据本领域技术人员的通常知识确定的疾病相关基因(例如

表3A和3B)的支架序列和间隔子序列(靶序列)。在艺术上。(参见，例如，Komor ,A .C .等人

“Programmable  editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA  without  double‑stranded 

DNA  cleavage”Nature  533，420‑424(2016)；Gaudelli ,N .M .等人“Programmable  base 

editing  of  A·T  to  G·C  in  genomic  DNA  without  DNA  cleavage”Nature  551，464‑

471(2017)；Komor ,A .C .等人“Improved  base  excision  repair  inhibition  and 

bacteriophage  Mu  Gam  protein  yields  C:G‑to‑T:A  base  editors  with  higher 

efficiency  and  product  purity”Science  Advances  3:eaao4774(2017)以及Rees,H.A.

等人“Base  editing:precision  chemistry  on  the  genome  and  transcriptome  of 

living  cells .”Nat  Rev  Genet.2018Dec；19(12):770‑788.doi:10.1038/s41576‑018‑

0059‑1)。

[1308] 使用VeraSeq  ULtra  DNA聚合酶(Enzymatics)或Q5  Hot  Start高保真DNA聚合酶
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(New  England  Biolabs)进行PCR。使用USER克隆(New  England  Biolabs)构建碱基编辑器

(BE)质粒。脱氨酶基因合成为gBlocks基因片段(Integrated  DNA  Technologies)。下面列

出了使用的Cas9基因。从先前报导的质粒获得Cas9基因。将脱氨酶和融合基因克隆到pCMV

(哺乳动物密码子优化)或pET28b(大肠杆菌密码子优化)骨架中。使用定点诱变构建sgRNA

表达质粒。

[1309] 简而言之，根据制造商的说明，使用T4多核苷酸激酶(New  England  Biolabs)将上

文列出的引物5 '磷酸化。接下来，根据制造商的说明，使用Q5热启动高保真聚合酶(New 

England  Biolabs)，以磷酸化引物和编码目的基因的质粒为模板，进行PCR。将PCR产物与

DpnI(20U，New  England  Biolabs)在37℃下孵育1小时，在QIAprep旋转柱(Qiagen)上纯化，

并根据制造商的说明使用QuickLigase(New  England  Biolabs)连接。使用Mach1感受态细

胞(ThermoFisher  Scientific)进行DNA载体扩增。

[1310] ssDNA的体外脱氨酶测定

[1311] 所有ssDNA受质的序列在下面提供。所有Cy3标记的受质均获自Integrated  DNA 

Technologies(IDT)。使用TNT  T7快速偶联转录/翻译试剂盒(Promega)根据制造商的说明，

在体外使用1μg质粒表达脱氨基酶。蛋白表达后，将5μl裂解物与35μlssDNA(1.8μM)和USER

酶(1个单位)在CutSmart缓冲液(New  England  Biolabs)(50mM乙酸钾，29mM  Tris‑乙酸盐，

10mM乙酸镁)中合并，100μgml‑1BSA，pH  7.9)于37℃孵育2小时。在10％TBE‑脲凝胶(Bio‑

Rad)上，将未切割的含U受质从全长未修饰的受质中分离出来。

[1312] His6‑rAPOBEC1‑接头‑dCas9融合蛋白的表达和纯化。

[1313] 用质粒(例如，编码pET28b‑His6‑rAPOBEC1‑接头‑dCas9的质粒)转化大肠杆菌

BL21  STAR(DE3)感受态细胞(ThermoFisher  Scientific)。所得表达菌株在含有100μgml‑1
卡那霉素的Luria‑Bertani(LB)肉汤中于37℃过夜生长。将细胞以1:100的比例稀释到相同

的生长培养基中，并在37℃下生长至 在2小时内将培养物冷却至4℃，并以

0.5mM的浓度加入异丙基‑β‑d‑1‑硫代半乳糖吡喃糖苷(IPTG)诱导蛋白质表达。约16小时

后，以4 ,000g离心力收集细胞，并将其重悬于裂解缓冲液(50mM三(羟甲基)‑氨基甲烷

(Tris)‑HCl(pH  7 .5)，1M  NaCl，20％甘油，10mM  tris(2‑羧乙基)膦(TCEP，Soltec 

Ventures))。通过超声(20s脉冲打开，20s脉冲关闭，在6W输出下总共8分钟)进行超声处理

裂解细胞，并在25,000g离心15分钟后分离出裂解物上清液。将裂解物与His‑Pur的镍‑氨乙

酸(nickel‑NTA)树脂(ThermoFisher  Scientific)在4℃下孵育1小时，以捕获带His标签的

融合蛋白。将树脂转移到柱上，并用40ml裂解缓冲液洗涤。将带有His标签的融合蛋白在补

充了285mM咪唑的裂解缓冲液中洗脱，并通过超滤(Amicon‑Millipore，截断分子量为

100kDa)浓缩至1ml总体积。将蛋白质在低盐纯化缓冲液中稀释至20ml，所述缓冲液包含

50mM三(羟甲基)‑氨基甲烷(Tris)‑HCl(pH  7.0)、0.1M  NaCl、20％甘油、10mM  TCEP，并加载

到SP  Sepharose  Fast  Flow中树脂(GE生命科学)。用40ml这种低盐缓冲液洗涤树脂，并用

5ml的含有50mM三(羟甲基)‑氨基甲烷(Tris)‑HCl(pH  7.0)、0.5M  NaCl、20％甘油的活性缓

冲液洗脱蛋白质、10毫米TCEP。洗脱的蛋白质通过SDS‑PAGE定量。

[1314] sgRNA的体外转录

[1315] 根据制造商的说明，使用TranscriptAid  T7高产量转录试剂盒(ThermoFisher 

Scientific)在体外转录包含T7启动子和20bp  sgRNA目标序列的线性DNA片段。sgRNA产品
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使用MEGAclear试剂盒(ThermoFisher  Scientific)根据制造商的说明进行纯化，并通过UV

吸收进行定量。

[1316] Cy3偶联的dsDNA受质的制备

[1317] 通常，将未标记的序列链(例如80‑nt未标记链的序列)订购为来自IDT的经PAGE纯

化的寡核苷酸。订购了与每个80‑nt受质物3'末端互补的25‑nt  Cy3标记的引物，作为IDT的

HPLC纯化寡核苷酸。为了生成Cy3标记的dsDNA受质，将80nt的链(5μl的100μM溶液)与Cy3标

记的引物(5μl的100μM溶液)在NEBuffer  2(38.25μl的50mM)中合并将NaCl、10mM  Tris‑

HCl、10mM  MgCl2、1mM  DTT、pH  7.9溶液、New  England  Biolabs)与dNTPs(0.75μl的100mM溶

液)加热至95℃  5分钟，然后逐步冷却以每秒0.1℃的速率升至45℃。在此退火期之后，加入

Klenow  exo–(5U，New  England  Biolabs)，并将反应液在37℃孵育1小时。溶液用缓冲液PB

(250μl，Qiagen)和异丙醇(50μl)稀释，并在QIAprep旋转柱(Qiagen)上纯化，用50μlTris缓
冲液洗脱。dsDNA上的脱氨酶测定。将纯化的融合蛋白(20μl1.9μM的活性缓冲液)与1当量的

适当sgRNA合并，并在环境温度下孵育5分钟。加入Cy3标记的dsDNA受质至终浓度125nM，并

将所得溶液在37℃下孵育2小时。通过添加缓冲液PB(100μl，Qiagen)和异丙醇(25μl)从融

合中分离dsDNA，并在EconoSpin微旋转柱(Epoch  Life  Science)上纯化，用20μlCutSmart
缓冲液(New  England  Biolabs)洗脱)。将USER酶(1U，New  England  Biolabs)添加到纯化

的，编辑的dsDNA中，并在37℃下孵育1h。通过将5μl反应溶液与15μl基于DMSO的上样缓冲液

(5mM  Tris、0.5mM  EDTA、12.5％甘油、0.02％溴酚蓝、0.02％二甲苯)合并，将Cy3标记的链

从其补体中完全变性。青色，80％DMSO)。在10％TBE‑脲凝胶(Bio‑Rad)上，将全长的含C受质

与任何切割的含U的编辑受质分离，并在GE  Amersham  Typhoon成像仪上成像。

[1318] 制备用于高通量测序的体外编辑的dsDNA

[1319] 寡核苷酸获自IDT。在Tris缓冲液中合并互补序列(5μl的100μM溶液)，并通过加热

至95℃持续5分钟进行退火，然后以0.1℃/s的速率逐渐冷却至45℃，以生成60‑bp  dsDNA受

质。将纯化的融合蛋白(20μl1.9μM活性缓冲液)与1当量的适当sgRNA合并，并在环境温度下

孵育5分钟。加入60‑mer  dsDNA受质至终浓度125nM，并将所得溶液在37℃下孵育2h。通过添

加缓冲液PB(100μl，Qiagen)和异丙醇(25μl)从融合物中分离dsDNA，并在EconoSpin微旋转

柱(Epoch  Life  Science)上纯化，用20μlTris缓冲液洗脱。通过高通量测序引物对和

VeraSeq  Ultra(Enzymatics)按照制造商的说明，通过PCR扩增得到的编辑后的DNA(以1μl
为模板)，并进行13个扩增循环。使用RapidTips(Diffinity  Genomics)纯化PCR反应产物，

并使用含有测序接头的引物通过PCR扩增纯化的DNA，进行纯化，并如前所述在MiSeq高通量

DNA测序仪(Illumina)上测序。

[1320] 细胞培养

[1321] HEK293T(ATCC  CRL‑3216)和U2OS(ATCC  HTB‑96)在37℃的Dulbecco's  Modified 

Eagle's  Medium加GlutaMax(ThermoFisher)中补充了10％(v/v)胎牛血清(FBS)、含5％的

二氧化碳。将HCC1954细胞(ATCC  CRL‑2338)保持在如上所述补充的RPMI‑1640培养基

(ThermoFisher  Scientific)中。含有目的基因的永生细胞(例如SERPINA1、G6PC、IDUA等)

(Taconic  Biosciences)在补充有10％(v/v)胎牛血清(FBS)的Dulbecco改良Eagle培养基

加GlutaMax(ThermoFisher  Scientific)中培养。和200μgml‑1遗传霉素(ThermoFisher 

Scientific)。
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[1322] 转染

[1323] 将HEK293T细胞接种在48孔胶原包覆的BioCoat平板(Corning)上，并以约85％汇

合度转染。简而言之，根据制造商的协议，每孔使用1 .5μlLipofectamine  2000

(ThermoFisher  Scientific)转染750ng  BE和250ng  sgRNA表达质粒。根据制造商的说明，

使用适当的Amaxa  Nucleofector  II程序转染HEK293T细胞(对于HEK293T细胞，使用程序Q‑

001的V试剂盒)。

[1324] 基因组DNA样品的高通量DNA测序

[1325] 3天后收获转染的细胞，并根据制造商的说明使用Agencourt  DNAdvance基因组

DNA分离试剂盒(贝克曼库尔特公司)分离基因组DNA。通过侧翼高通量测序引物对，通过PCR

扩增了目标上和目标外的基因组区域。按照制造商的说明，使用Phusion高保真DNA聚合酶

(ThermoFisher)进行PCR扩增，使用5ng基因组DNA作为模板。分别确定每个引物对的循环

数，以确保反应在线性扩增范围内停止。PCR产物使用RapidTips(Diffinity  Genomics)纯

化。用含有测序接头的引物通过PCR扩增纯化的DNA。使用Quant‑iT  PicoGreen  dsDNA分析

试剂盒(ThermoFisher)和KAPA  Library  Quantification  Kit‑Illumina(KAPA 

Biosystems)对产品进行凝胶纯化和定量。如前所述(Pattanayak，Nature  Biotechnol。31，

839‑843(2013))，在Illumina  MiSeq上对样品进行测序。

[1326] 数据分析

[1327] 测序读数使用MiSeq  Reporter(Illumina)自动解复用，并使用自定义的Matlab分

析单个FASTQ文件。使用Smith‑Waterman算法，将每个读数成对对齐至适当的参考序列。Q得

分低于31的碱基被Ns取代，因此在计算核苷酸频率时被排除在外。此处理产生的预期MiSeq

碱基调用错误率约为1 ,000的1。将比对序列，其中阅读和参考序列不包含缺口被存储在比

对表中，从所述表中可以列出每个基因座的基本频率。使用先前描述的标准(Zuris等人，

Nature  Biotechnol。33，73–80(2015))，使用定制的Matlab脚本对插入频率进行定量

(Zuris等，Nature  Biotechnol.33,73–80(2015)。如果没有精确匹配，则将其从分析中排

除；如果此插入窗口的长度与参考序列完全匹配，则将其归类为不包含插入；如果插入窗口

为两个如果一个或多个碱基比参考序列长或短，则将测序读数分别分类为插入或缺失。

[1328] 序列

[1329] 下表8列出了野生型和变体(E342K)SERPINA1多核苷酸编码的野生型和变体

(E342K)SERPINA1氨基酸序列和开放阅读框(ORF)核酸序列的代表性列表。所描述的实施

例。

[1330] 表8.示例性序列
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