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(57)【要約】
ヌクレアーゼを使用して、抗ＨＩＶ導入遺伝子が細胞のゲノム内に組み込まれる、ＨＩＶ
感染のおよび／または複製を制御するための方法および組成物。細胞におけるＨＩＶの感
染または複製を阻害する方法が提供され、この方法は、前記細胞のゲノム内の標的部位に
抗ＨＩＶ導入遺伝子を導入することを含み、前記抗ＨＩＶ導入遺伝子は、天然には存在し
ないジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）による標的部位の二本鎖切断の後に前記ゲ
ノム内に組み込まれ、さらに、抗ＨＩＶ導入遺伝子は、前記細胞内で発現され、それによ
ってＨＩＶの感染または複製を阻害する。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞におけるＨＩＶの感染または複製を阻害する方法であって、
前記細胞のゲノム内の標的部位に抗ＨＩＶ導入遺伝子を導入することを含み、前記抗ＨＩ
Ｖ導入遺伝子は、天然には存在しないジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）による標
的部位の二本鎖切断の後に前記ゲノム内に組み込まれ、さらに、抗ＨＩＶ導入遺伝子は、
前記細胞内で発現され、それによってＨＩＶの感染または複製を阻害する、方法。
【請求項２】
　前記抗ＨＩＶ導入遺伝子は、ＨＩＶポリタンパク質を抑制するジンクフィンガー転写因
子をコードする配列、ＨＩＶ受容体の発現を抑制するジンクフィンガー転写因子をコード
する配列、ＣＣＲ５リボザイム、ＨＩＶポリタンパク質を標的とするｓｉＲＮＡ配列、Ｔ
ｒｉｍ５アルファ（Ｔｒｉｍ５α）制限因子をコードする配列、ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ制限因
子をコードする配列、ＲｅｖＭ１０タンパク質をコードする配列、自殺カセット、および
それらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記標的部位は、ＣＣＲ５、ＣＣＲ４、ＡＡＶＳ１、ＨＰＲＴ、アルブミン、およびＲ
ｏｓａからなる群から選択される内因性遺伝子である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記標的部位は、内因性ＣＣＲ５遺伝子である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記内因性遺伝子が不活性化される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記細胞は、幹細胞、Ｔ細胞、マクロファージ、樹状細胞、または抗原提示細胞からな
る群から選択される、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記幹細胞は、胚性幹細胞（ＥＳＣ）、人工多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）、および造血幹
細胞／前駆細胞（ＨＳＰＣ）からなる群から選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記細胞中の前記内因性ＣＣＲ５遺伝子が不活性化される、請求項１～７のいずれかに
記載の方法。
【請求項９】
　前記細胞中の前記内因性ＣＸＣＲ４遺伝子が不活性化される、請求項１～８のいずれか
に記載の方法。
【請求項１０】
　前記組み込まれた抗ＨＩＶ導入遺伝子の発現は、内因性プロモーターによって駆動され
る、請求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記抗ＨＩＶ導入遺伝子は、前記導入遺伝子の発現を駆動するプロモーターを含む、請
求項１～９のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１１年１０月６日に出願された米国特許仮出願第　号の利益を主張する
ものであり、その開示は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本開示は、抗ＨＩＶ分子のゲノムへの組込みを含む、ゲノム編集の分野に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ゲノムＤＮＡの標的切断のための種々の方法および組成物が記載されている。そのよう
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な標的切断事象は、例えば、所定の染色体座において、標的変異誘発を誘導するため、細
胞ＤＮＡ配列の標的欠失を誘発するため、および標的組換えを促進するために使用するこ
とができる。例えば、特許文献１、特許文献２、特許文献３、特許文献４、特許文献５、
および特許文献６を参照されたい（それらの開示は、あらゆる目的のために、参照により
その全体が組み込まれる）。
【０００４】
　そのような方法は、ＨＩＶの感染および複製を調節するために、ヒト免疫不全ウイルス
（ＨＩＶ）受容体ＣＣＲ５およびＣＸＣＲ４のジンクフィンガーヌクレアーゼによって媒
介される不活性化に適用されてきた（例えば、特許文献７および特許文献８をそれぞれ参
照のこと）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００３／０２３２４１０号明細書
【特許文献２】米国特許出願公開第２００５／０２０８４８９号明細書
【特許文献３】米国特許出願公開第２００５／００２６１５７号明細書
【特許文献４】米国特許出願公開第２００５／００６４４７４号明細書
【特許文献５】米国特許出願公開第２００６／０１８８９８７号明細書
【特許文献６】国際公開第２００７／０１４２７５号
【特許文献７】米国特許第７，９５１，９２５号明細書
【特許文献８】米国特許出願公開第２０１０／０２９１０４８号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、ＨＩＶの感染および／または複製を調節するために、導入遺伝子、特に
ＨＩＶ阻害剤を発現させるために使用することのできるさらなる方法および組成物の必要
性が依然として存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本明細書に開示されるのは、抗ＨＩＶの方法および組成物である。したがって、一態様
において、標的部位（複数可）における１つ以上の抗ＨＩＶ導入遺伝子の組込みを促進す
るために、ＤＮＡ結合タンパク質と、１つ以上の標的部位でゲノムを切断する際に使用す
るための切断ドメインまたは切断ハーフドメインとを含むヌクレアーゼが本明細書に記載
される。特定の実施形態において、ＤＮＡ結合ドメインは、ヌクレアーゼが、細胞のゲノ
ム内の関心領域（例えば、ＣＣＲ５もしくはＣＸＣＲ４遺伝子等のＨＩＶ受容体遺伝子お
よび／またはセーフハーバー遺伝子）に結合して切断するジンクフィンガーヌクレアーゼ
（ＺＦＮ）であるように、ジンクフィンガータンパク質を含む。例えば、米国特許第７，
９５１，９２５号を参照されたい。他の実施形態において、ＤＮＡ結合ドメインは、ゲノ
ム内の関心領域（ＣＣＲ５もしくはＣＸＣＲ４遺伝子等のＨＩＶ受容体遺伝子および／ま
たはセーフハーバー遺伝子）内の標的部位に結合するＴＡＬＥタンパク質（転写活性化因
子様）を含み、ＴＡＬＥは、１つ以上の遺伝子操作されたＴＡＬＥ結合ドメインを含む。
一実施形態において、ＴＡＬＥは、対象とする標的ゲノム領域を切断するヌクレアーゼ（
ＴＡＬＥＮ）であり、ＴＡＬＥＮは、１つ以上の遺伝子操作されたＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合
ドメインと、ヌクレアーゼ切断ドメインまたは切断ハーフドメインとを含む。切断ドメイ
ンおよび切断ハーフドメインは、例えば、種々の制限エンドヌクレアーゼおよび／または
ホーミングエンドヌクレアーゼから得ることができる。一実施形態において、切断ハーフ
ドメインは、ＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼ（例えば、Ｆｏｋ　Ｉ）に由来する。特定
の実施形態において、ジンクフィンガーおよび／またはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインは
、ＨＩＶ受容体遺伝子、例えばＣＣＲ５またはＣＸＣＲ４内の標的部位を認識する。他の
実施形態において、ジンクフィンガーおよび／またはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインは、
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セーフハーバー遺伝子、例えば、ＣＣＲ５遺伝子、ＰＰＰ１Ｒ１２Ｃ（ＡＡＶ　Ｓ１とし
ても知られている）遺伝子－Ｒｏｓａ２６遺伝子、ＨＰＲＴ遺伝子（米国仮特許出願第６
１／５５６，６９１号）、またはアルブミン遺伝子を認識する。例えば、米国特許第７，
９５１，９２５号、ならびに米国特許公開第２００８０１５９９９６号、同２０１０００
２１８２６４号、ならびに米国特許出願第１３／６２４，１９３号および同１３／６２４
，２１７号を参照されたい。本明細書に記載されるようなＺＦＮおよび／またはＴＡＬＥ
Ｎは、遺伝子内のまたは遺伝子に隣接するコード領域もしくは非コード領域内の関心領域
、例えば、リーダー配列、トレーラー配列、もしくはイントロン等、あるいはコード領域
の上流または下流のいずれかの非転写領域内の関心領域に結合および／または切断するこ
とができる。
【０００８】
　別の態様において、本明細書に記載されるジンクフィンガーおよび／またはＴＡＬＥヌ
クレアーゼのうちの１つ以上を含む組成物が本明細書に記載される。特定の実施形態にお
いて、組成物は、薬学的に許容される賦形剤と組み合わせて１つ以上のジンクフィンガー
および／またはＴＡＬＥヌクレアーゼを含む。いくつかの実施形態において、組成物はＺ
ＦＮおよび／またはＴＡＬＥＮを含む。他の実施形態において、組成物は、ＺＦＮおよび
／またはＴＡＬＥＮをコードするポリヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において
、前記組成物中の核酸はｍＲＮＡであり、他の実施形態において、核酸はＤＮＡである。
【０００９】
　別の態様において、本明細書に記載される１つ以上のＺＦＮおよび／またはＴＡＬＥＮ
をコードするポリヌクレオチドが本明細書に記載される。ポリヌクレオチドは、例えば、
ｍＲＮＡであってもよい。
【００１０】
　別の態様において、プロモーターに作動的に連結された本明細書に記載される１つ以上
のＺＦＮおよび／またはＴＡＬＥＮをコードするポリヌクレオチドを含むＺＦＮおよび／
またはＴＡＬＥＮ発現ベクターが本明細書に記載される。一実施形態において、発現ベク
ターは、ウイルスベクターである。一態様において、ウイルスベクターは、組織特異的な
指向性を示す。
【００１１】
　別の態様において、１つ以上のＺＦＮおよび／またはＴＡＬＥＮ発現ベクターを含む宿
主細胞が本明細書に記載される。宿主細胞は、１つ以上のＺＦＮまたはＴＡＬＥＮ発現ベ
クターを用いて安定に変換されるか、または一過性にトランスフェクトされるか、または
それらの組み合わせであり得る。一実施形態において、宿主細胞は、幹細胞、例えば、造
血幹細胞／前駆細胞（例えば、ＣＤ３４＋）である。他の実施形態において、１つ以上の
ＺＦＮおよび／またはＴＡＬＥＮ発現ベクターは、宿主細胞において１つ以上のＺＦＮお
よび／またはＴＡＬＥＮを発現させる。別の実施形態において、宿主細胞は、外因性ポリ
ヌクレオチドドナー配列をさらに含んでもよい。いくつかの実施形態において、ヌクレア
ーゼは、精製されたタンパク質として宿主細胞に送達される。
【００１２】
　別の態様において、ＺＦＮおよび／またはＴＡＬＥＮを用いた標的切断の後に抗ＨＩＶ
導入遺伝子（「ドナー」配列）がゲノムに挿入されるように、本明細書に記載されるよう
なＺＦＮもしくはＴＡＬＥＮ（または前記ＺＦＮもしくはＴＡＬＥＮをコードするベクタ
ー）を使用して細胞のゲノムに抗ＨＩＶ導入遺伝子を挿入するための方法が本明細書に記
載される。ドナー配列は、ＺＦＮもしくはＴＡＬＥＮベクターに存在してもよいか、別個
のベクター（例えば、Ａｄ、ＡＡＶ、もしくはＬＶベクター）に存在してもよいか、また
は代替として、異なる核酸送達機構を使用して細胞に導入されてもよい。標的遺伝子座（
例えば、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４、他のセーフハーバー遺伝子等）へのそのようなドナーヌ
クレオチド配列の挿入は、標的遺伝子座（例えば、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４）の遺伝子制御
要素の制御下における導入遺伝子の発現をもたらす。他の実施形態において、ドナー配列
は、抗ＨＩＶ遺伝子を駆動するためのプロモーターを含む。プロモーターは、構成的であ
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ってもよいか、または制御可能（誘導的）であってもよい。いくつかの実施形態において
、ドナーは、相同性依存型組換え（ＨＤＲ）を介して挿入され、他の実施形態において、
ドナーは、ヌクレアーゼによって誘導される切断後に、非相同末端結合（ＮＨＥＪ）の間
に捕捉される。他の実施形態において、ドナーは、組成物中に供給される。いくつかの実
施形態において、組成物はドナーおよびヌクレアーゼを含み、他の実施形態において、組
成物はヌクレアーゼを含まずにドナーを含む。
【００１３】
　別の態様において、細胞におけるＨＩＶの複製および／または感染を阻害する方法が本
明細書に記載され、該方法は、細胞において導入遺伝子が発現され、ＨＩＶの複製および
／または感染を阻害するように、ヌクレアーゼを使用して細胞に抗ＨＩＶ導入遺伝子を組
み込むことを含む。いくつかの実施形態において、細胞を処理するために、ヌクレアーゼ
および／またはドナーを含む組成物（複数可）が使用される。ドナー組成物は、ヌクレア
ーゼ組成物とともに与えられてもよいか、または連続的に与えられてもよい。ＨＩＶの感
染および／または複製を治療または予防する方法も提供される。
 
【００１４】
　本明細書に記載される方法のいずれにおいても、抗ＨＩＶ導入遺伝子は、ＨＩＶポリタ
ンパク質を抑制するジンクフィンガー転写因子をコードする配列、ＨＩＶ受容体の発現を
抑制するジンクフィンガー転写因子をコードする配列、ＣＣＲ５リボザイム、ＨＩＶポリ
タンパク質を標的とするｓｉＲＮＡ配列、Ｔｒｉｍ５アルファ（Ｔｒｉｍ５α）制限因子
をコードする配列、ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ制限因子をコードする配列、ＲｅｖＭ１０タンパク
質をコードする配列、他の抗ＨＩＶ遺伝子、自殺カセット、およびこれらの組み合わせか
らなる群から選択され得る。
【００１５】
　いくつかの態様において、導入遺伝子は、ＲＮＡ分子、例えば、ＨＩＶの感染および／
または複製を阻害する低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）または低分子ヘアピン型ＲＮＡ（
ｓｈＲＮＡ）をコードする。他の態様において、導入遺伝子は、対象とする治療タンパク
質（例えば、ジンクフィンガータンパク質転写因子、制限因子、ＨＩＶタンパク質、また
はＨＩＶ変異タンパク質（例えば、ＲｅｖＭ１０）等）をコードし得る。導入遺伝子は、
本発明の方法をタンパク質置換のために使用することができるように、タンパク質をコー
ドし得る。他の態様において、導入遺伝子は、配列（ＲＮＡまたは発現されたタンパク質
）が、発現されたタンパク質またはＲＮＡに新規の望ましい特徴（半減期の延長、血漿ク
リアランス特性の変化等）を与える特徴を有するように、遺伝子操作された配列を含み得
る。
【００１６】
　本明細書に記載される方法および組成物のいずれにおいても、細胞は、例えば、造血幹
細胞／前駆細胞（例えば、ＣＤ３４＋細胞）、Ｔ細胞（例えば、ＣＤ４＋Ｔ細胞）、マク
ロファージ、樹状細胞、もしくは抗原提示細胞、またはＫ５６２（慢性骨髄性白血病）、
ＨＥＫ２９３（胚性腎臓）、ＰＭ－１（ＣＤ４＋Ｔ細胞）、ＴＨＰ－１（単球性白血病）
、ＳｕｐＴ１（Ｔ細胞リンパ芽球性リンパ腫）、もしくはＧＨＯＳＴ（骨肉腫）等の細胞
株であり得る。特定の実施形態において、細胞は幹細胞である。本発明の方法および組成
物とともに使用され得る特定の幹細胞の種類は、胚性幹細胞（ＥＳＣ）、人工多能性幹細
胞（ｉＰＳＣ）、および造血幹細胞／前駆細胞（ＨＳＰＣ）を含む。ｉＰＳＣは、患者試
料または正常対照に由来してもよく、患者由来のｉＰＳＣは、対象とする遺伝子において
野生型配列を得るように遺伝子組み換えすることができるか、または正常細胞は、対象と
する遺伝子において既知の疾患の対立遺伝子に改変することができる。同様に、ＨＳＰＣ
は、患者から単離することもできる。これらの細胞は、次いで、対象とする導入遺伝子を
発現するように遺伝子操作され、増殖され、次いで、患者の中に再導入される。
【００１７】
　本明細書に記載される方法のいずれにおいても、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（複数
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可）および／またはＴＡＬＥＮ（複数可）をコードするポリヌクレオチドは、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ、またはそれらの組み合わせを含むことができる。特定の実施形態において、ポリヌ
クレオチドはプラスミドを含む。他の実施形態において、ヌクレアーゼをコードするポリ
ヌクレオチドはｍＲＮＡを含む。
【００１８】
　抗ＨＩＶ導入遺伝子、ＺＦＮおよび／またはＴＡＬＥＮを含むキットも提供される。キ
ットは、ＺＦＮまたはＴＡＬＥＮをコードする核酸（例えば、好適な発現ベクターに含有
される遺伝子をコードするＲＮＡ分子またはＺＦＮまたはＴＡＬＥＮ）、ドナー分子、好
適な宿主細胞株、本発明の方法を実行するための指示等を含んでもよい。
【００１９】
　当業者は、本開示を全体として考慮すると、これらおよび他の態様を容易に理解するで
あろう。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　ゲノム修飾、特に、抗ＨＩＶ組成物および方法（すなわち、ＨＩＶの感染力および／ま
たは複製を調節する組成物）のための外因性配列の挿入が、本明細書に開示される。
【００２１】
　したがって、ＣＣＲ５またはＣＸＣＲ４遺伝子座のヌクレアーゼによって媒介される不
活性化（例えば、米国特許第７，９５１，９２５号）に加えて、本発明は、ＣＣＲ５もし
くはＣＸＣＲ４が修飾された細胞に改善された抗ＨＩＶ特性を提供するため、移植前もし
くは移植後の修飾細胞を積極的に選択して濃縮するための能力を提供するため、および／
または、例えば、小分子薬を使用して、修飾細胞の陰性選択を可能にするために改善され
た安全措置を組み入れるための、１つ以上の導入遺伝子の挿入に関与する。Ｔ細胞または
ヌクレアーゼ修飾ＨＳＰＣの子孫において、レトロウイルスの生活環のいくつかの段階で
ＨＩＶを標的とするための多岐に渡るアプローチを使用することにより、ＣＣＲ５栄養性
もしくはＣＸＣＲ４栄養性である状態から両方の共受容体に対する二重指向性を有するよ
うに進化するか、または共受容体指向性を変化させる（例えば、ＣＣＲ５栄養性が進化し
てＣＸＣＲ４指向性になる）単一の治療的物質またはウイルスへの長期または反復暴露の
後にしばしば観察される耐性ウイルスの出現に関連する問題を克服することができる。ま
た、組込み前の段階でウイルスを阻止する進入経路および進入後経路内の複数段階を標的
とすることにより、これら細胞に、ウイルス感染が疾患の初期段階および後期段階におい
て生じると考えられてきた免疫系の末梢血および組織（例えば、腸管リンパ節および胸腺
）における大きな選択的または長期の生存優位性を提供することができる。
【００２２】
　さらに、最終的な対象への移植に使用するために、いずれの抗ＨＩＶ導入遺伝子が、患
者由来細胞、例えば、患者由来の造血幹細胞／前駆細胞（ＨＳＰＣ）または他の種類の幹
細胞（非限定的なセットとして、胚性幹細胞、人工多能性幹細胞、神経幹細胞、または間
葉系幹細胞）に導入されてもよい。導入遺伝子は、限定されないが、好ましくは、ＣＣＲ
５および／またはＣＸＣＲ４が不活性化される細胞内のＣＣＲ５遺伝子または他のセーフ
ハーバー遺伝子を含む、これらの細胞内の任意の関心領域に導入されてもよい。これらの
ｅｘ　ｖｉｖｏ改変幹細胞は、例えば、分化の前または後に、対象に再注入することがで
きる。また、抗ＨＩＶ導入遺伝子は、最終的な対象への注入に使用するために、患者由来
Ｔ細胞に導入することができる。導入遺伝子は、限定されないが、好ましくは、ＣＣＲ５
および／またはＣＸＣＲ４が不活性化される細胞内のＣＣＲ５遺伝子または他のセーフハ
ーバー遺伝子を含む、これらの細胞内の任意の関心領域に導入されてもよい。これらの改
変されたＴ細胞は、次いで、ｅｘ　ｖｉｖｏで増殖させ、必要とする対象に注入すること
ができる。代替として、導入遺伝子は、特定の組織を標的とするウイルスまたは他の送達
系の使用によって、所望の通りにｉｎ　ｖｉｖｏで対象に定方向であってもよい。
　概要
【００２３】
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　本明細書に開示される方法の実践ならびに組成物の調製および使用は、別途指示のない
限り、分子生物学、生化学、クロマチン構造および分析、計算化学、細胞培養、組換えＤ
ＮＡ、ならびに当該分野の技術の範囲内である関連分野における従来の技術を用いる。こ
れらの技術は、文献に完全に説明されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．
ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｅ
ｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９およびＴｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，２００１、Ａｕｓｕｂ
ｅｌ　ｅｔ　ａｌ．ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　
ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８７お
よび定期改訂版、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹシリーズ、Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｗｏｌｆｆｅ，ＣＨＲＯＭＡＴＩＮ　ＳＴＲＵ
ＣＴＵＲＥ　ＡＮＤ　ＦＵＮＣＴＩＯＮ，Ｔｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａｃａｄｅｍｉ
ｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９９８、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯ
ＬＯＧＹ，Ｖｏｌ．３０４，“Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ”（Ｐ．Ｍ．Ｗａｓｓａｒｍａｎ　ａ
ｎｄ　Ａ．Ｐ．Ｗｏｌｆｆｅ，ｅｄｓ．），Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ，１９９９、ならびにＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯ
ＧＹ，Ｖｏｌ．１１９，“Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ”（Ｐ．Ｂ．Ｂｅｃ
ｋｅｒ，ｅｄ．）Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｔｏｗａ，１９９９を参照されたい。
　定義
【００２４】
　「核酸」、「ポリヌクレオチド」、および「オリゴヌクレオチド」という用語は、交換
可能に使用され、線状または環状構造であり、かつ一本鎖または二本鎖形態のいずれかで
ある、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドポリマーを指す。本開示の目的
のために、これらの用語は、ポリマーの長さに関して限定的であると解釈されるべきでは
ない。この用語は、天然ヌクレオチドの既知の類似体、ならびに塩基部分、糖部分および
／またはリン酸部分において修飾されるヌクレオチド（例えば、ホスホロチオエート骨格
）を包含することができる。一般に、特定のヌクレオチドの類似体は、同じ塩基対形成特
異性を有する：すなわち、Ａの類似体は、Ｔと塩基対形成する。
【００２５】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」という用語は、アミノ酸残基
のポリマーを指すために交換可能に使用される。この用語はまた、１つ以上のアミノ酸が
、対応する天然に存在するアミノ酸の化学的類似体または修飾誘導体である、アミノ酸ポ
リマーにも適用される。
【００２６】
　「結合」は、高分子間（例えば、タンパク質と核酸との間）の配列特異的、非共有結合
的な相互作用を指す。相互作用が全体として配列特異的である限り、結合相互作用の全て
の構成要素が配列特異的である必要はない（例えば、ＤＮＡ骨格内のリン酸残基との接触
）。そのような相互作用は、一般に、１０－６　Ｍ－１以下の解離定数（Ｋｄ）によって
特徴付けられる。「親和性」は、結合の強度を指す：結合親和性の増加は、Ｋｄの低下と
相関している。
【００２７】
　「結合タンパク質」は、別の分子に非共有結合的に結合することができるタンパク質で
ある。結合タンパク質は、例えば、ＤＮＡ分子（ＤＮＡ結合タンパク質）、ＲＮＡ分子（
ＲＮＡ結合タンパク質）、および／またはタンパク質分子（タンパク質結合タンパク質）
に結合することができる。タンパク質結合タンパク質の場合、それは、自身に結合するこ
とができ（ホモ二量体、ホモ三量体等を形成するため）、かつ／または、それは、異なる
タンパク質（単数または複数）の１つ以上の分子に結合することができる。結合タンパク
質は、１つより多くの種類の結合活性を有することができる。例えば、ジンクフィンガー
タンパク質は、ＤＮＡ結合活性、ＲＮＡ結合活性、およびタンパク質結合活性を有する。
【００２８】
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　「ジンクフィンガーＤＮＡ結合タンパク質」（または結合ドメイン）は、亜鉛イオンの
配位によってその構造が安定化される結合ドメイン内のアミノ酸配列の領域である１つ以
上のジンクフィンガーを介して配列特異的な様式でＤＮＡに結合する、タンパク質または
より大きなタンパク質内のドメインである。ジンクフィンガーＤＮＡ結合タンパク質とい
う用語は、しばしば、ジンクフィンガータンパク質またはＺＦＰと省略される。
【００２９】
　「ＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン」または「ＴＡＬＥ」は、１つ以上のＴＡＬＥ反復ド
メイン／単位を含むポリペプチドである。反復ドメインは、ＴＡＬＥの、その同族の標的
ＤＮＡ配列への結合に関与する。単一の「反復単位」（「反復」とも称される）は、典型
的には３３～３５アミノ酸長であり、天然に存在するＴＡＬＥタンパク質内の他のＴＡＬ
Ｅ反復配列に少なくともある程度の配列相同性を示す。例えば、米国特許公開第２０１１
０３０１０７３号（参照により、その全体が本明細書に組み込まれる）を参照されたい。
【００３０】
　ジンクフィンガーおよびＴＡＬＥ結合ドメインは、例えば、天然に存在するジンクフィ
ンガーまたはＴＡＬＥタンパク質の認識へリックス領域の遺伝子操作（１つ以上のアミノ
酸をの改変）を介して、所定のヌクレオチド配列に結合するように「遺伝子操作」するこ
とができる。したがって、遺伝子操作されたＤＮＡ結合タンパク質（ジンクフィンガーま
たはＴＡＬＥ）は、天然には存在しないタンパク質である。ＤＮＡ結合タンパク質を遺伝
子操作するための方法の非限定的な例は、設計および選択である。設計されたＤＮＡ結合
タンパク質は、その設計／組成が、主として合理的基準によってもたらされる、天然には
存在しないタンパク質である。設計のための合理的基準は、置換規則の適用、ならびに既
存のＺＦＰおよび／またはＴＡＬＥの設計および結合データの情報を格納するデータベー
ス内で情報を処理するためのコンピュータアルゴリズムの適用を含む。例えば、米国特許
第６，１４０，０８１号、同第６，４５３，２４２号、および同第６，５３４，２６１を
参照されたく、また、国際公開第ＷＯ９８／５３０５８号、同第ＷＯ９８／５３０５９号
、同第ＷＯ９８／５３０６０号、同第ＷＯ０２／０１６５３６号、および同第ＷＯ０３／
０１６４９６、ならびに米国特許公開第２０１１０３０１０７３号も参照されたい。
【００３１】
　「選択された」ジンクフィンガータンパク質またはＴＡＬＥは、その生成が、主として
ファージディスプレイ、相互作用トラップ、またはハイブリッド選択等の実験プロセスか
らもたらされる、天然には見られないタンパク質である。例えば、米国特許第５，７８９
，５３８号、同第５，９２５，５２３号、同第６，００７，９８８号、同第６，０１３，
４５３号、同第６，２００，７５９号、国際公開第ＷＯ９５／１９４３１号、同第ＷＯ９
６／０６１６６号、同第ＷＯ９８／５３０５７号、同第ＷＯ９８／５４３１１号、同第Ｗ
Ｏ００／２７８７８号、同第ＷＯ０１／６０９７０号、同第ＷＯ０１／８８１９７号、同
第ＷＯ０２／０９９０８４号、および米国特許公開第２０１１０３０１０７３号を参照さ
れたい。
【００３２】
　「組換え」は、２つのポリヌクレオチド間における遺伝子情報の交換のプロセスを指す
。この開示の目的のために、「相同組換え（ＨＲ）」は、例えば、相同性指向性の修復機
構を介して細胞内の二本鎖切断の修復中に起こる、そのような交換の特殊な形態を指す。
このプロセスは、ヌクレオチド配列相同性を必要とし、「標的」分子（すなわち、二本鎖
切断を経験した分子）の鋳型修復のために「ドナー」分子を使用し、ドナーから標的への
遺伝子情報の伝達をもたらすため、「非交差遺伝子変換」または「ショートトラクト遺伝
子変換」として様々に知られている。いずれか特定の理論に拘束されることを望むもので
はないが、そのような伝達は、切断された標的とドナーとの間に形成するヘテロ二重鎖Ｄ
ＮＡのミスマッチ修正、および／または、標的の一部になる遺伝子情報を再合成するため
にドナーが使用される「合成依存鎖アニーリング」、および／または関連プロセスに関与
し得る。そのような特殊なＨＲは、しばしば、ドナーポリヌクレオチドの配列の一部また
は全てが標的ポリヌクレオチドに組み込まれるように、標的分子の配列の改変をもたらす
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。
【００３３】
　本開示の方法において、本明細書に記載されるような１つ以上の標的ヌクレアーゼは、
所定の部位において標的配列（例えば、細胞クロマチン）に二本鎖切断を作製し、該切断
領域内のヌクレオチド配列と相同性を有する抗ＨＩＶ導入遺伝子（「ドナー」ポリヌクレ
オチド）を細胞に導入することができる。二本鎖切断の存在は、ドナー配列の組込みを促
進することが示されている。ドナー配列は、物理的に組み込まれてもよいか、または代替
として、ドナーポリヌクレオチドは、相同組換えを介した切断の修復のための鋳型として
使用され、その結果、ドナー内のヌクレオチド配列の全てまたは一部の細胞クロマチンへ
の導入をもたらす。したがって、細胞クロマチン内の第１の配列は、改変することができ
、特定の実施形態において、ドナーポリヌクレオチド内に存在する配列に変換することが
できる。したがって、「置換する」または「置換」という用語の使用は、あるヌクレオチ
ド配列の、別のヌクレオチド配列による置換（すなわち、情報の意味における配列の置換
）を表すと理解されてもよく、あるポリヌクレオチドの、別のポリヌクレオチドによる物
理的または化学的置換は必ずしも必要ではない。
【００３４】
　本明細書に記載される方法のいずれにおいても、細胞内のさらなる標的部位のさらなる
二本鎖切断のために、ジンクフィンガーまたはＴＡＬＥＮタンパク質のさらなる対が使用
され得る。
【００３５】
　細胞クロマチン内の関心領域内の配列の標的組換えおよび／または置換および／または
改変のための方法の特定の実施形態において、染色体配列は、外因性抗ＨＩＶ導入遺伝子
または「ドナー」ヌクレオチド配列を用いた相同組換えによって改変される。切断領域に
対する配列相同性が存在する場合、そのような相同組換えは、細胞クロマチン内の二本鎖
切断の存在によって刺激される。
【００３６】
　本明細書に記載される方法のいずれにおいても、抗ＨＩＶ導入遺伝子（「ドナー配列」
としても知られる）は、関心領域のゲノム配列と相同ではあるが同一ではない配列を含有
することができ、それによって、関心領域内に非同一配列を挿入するための相同組換えを
促進する。したがって、特定の実施形態において、関心領域内の配列と相同なドナー配列
の一部は、置換されるゲノム配列に約８０～９９％（またはその間の任意の整数）の配列
同一性を示す。他の実施形態において、例えば、１００を超える連続的な塩基対のドナー
配列とゲノム配列との間で１つのヌクレオチドのみが異なる場合、ドナー配列とゲノム配
列との間の相同性は９９％よりも高い。特定の場合、新しい配列が関心領域に導入される
ように、ドナー配列の非相同部分は、関心領域には存在しない配列を含有することがでる
。これらの場合、非相同配列は、一般に、５０～１，０００塩基対（もしくはその間の任
意の整数値）の配列、または関心領域内の配列と相同もしく同一である１，０００を超え
る任意の数の塩基対によって隣接される。他の実施形態において、ドナー配列は、第１の
配列と非相同であり、非相同組換え機構によってゲノム内に挿入される。
【００３７】
　また、抗ＨＩＶ導入遺伝子が組み込まれる本明細書に記載される細胞は、例えば、１つ
以上の対象とする遺伝子の発現を妨害する導入遺伝子の標的組込みによる、細胞内の１つ
以上の標的配列の部分的または完全な不活性化によって修飾されてもよい。部分的または
完全に不活性化された遺伝子を含む細胞株もまた提供される。
【００３８】
　さらに、本明細書に記載されるような標的組込みの方法は、１つ以上の外因性配列（「
導入遺伝子」または「ドナー」とも称される）を組み込むためにも使用することができる
。外因性核酸配列は、例えば、１つ以上の遺伝子もしくはｃＤＮＡ分子、または任意の種
類のコードもしくは非コード配列、および１つ以上の制御要素（例えば、プロモーター）
を含むことができる。また、外因性核酸配列（「導入遺伝子」とも称される）は、１つ以
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上のＲＮＡ分子（例えば、低分子ヘアピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、阻害性ＲＮＡ（ＲＮ
Ａｉｓ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）等）を生成し得る。
【００３９】
　「切断」は、ＤＮＡ分子の共有結合骨格の破壊を指す。切断は、限定されないが、リン
酸ジエステル結合の酵素加水分解または化学的加水分解を含む、様々な方法によって開始
することができる。一本鎖切断および二本鎖切断の両方が可能であり、二本鎖切断は、２
つの別個の一本鎖切断事象の結果として生じる可能性がある。ＤＮＡ切断は、平滑末端ま
たは付着端のいずれかの生成をもたらし得る。特定の実施形態において、融合ポリペプチ
ドが、標的とする二本鎖ＤＮＡ切断に用いられる。
【００４０】
　「切断ハーフドメイン」は、第２のポリペプチド（同一または異なる）と組み合わさっ
て、開裂活性（好ましくは、二本鎖開裂活性）を有する複合体を形成するポリペプチド配
列である。「第１および第２の切断ハーフドメイン」、「＋および－切断ハーフドメイン
」、ならびに「右および左切断ハーフドメイン」という用語は、二量体化する切断ハーフ
ドメインの対を指すために交換可能に使用される。
【００４１】
　「遺伝子操作された切断ハーフドメイン」は、別の切断ハーフドメイン（例えば、別の
遺伝子操作された切断ハーフドメイン）とともに偏性ヘテロ二量体を形成するように修飾
された切断ハーフドメインである。米国特許公開第２００５／００６４４７４号、同第２
００７０２１８５２８号、同第２００８／０１３１９６２号、および同第２０１１／０２
０１０５５号（参照により、それらの全体が本明細書に組み込まれる）も参照されたい。
【００４２】
　「配列」という用語は、任意の長さのヌクレオチド配列を指し、ＤＮＡまたはＲＮＡで
あってもよく、線状、環状、または分岐状であってもよく、一本鎖または二本鎖のいずれ
かであってもよい。「導入遺伝子」または「ドナー配列」という用語は、ゲノムに挿入さ
れるヌクレオチド配列を指す。ドナー配列は、任意の長さであり得、例えば、２～１０，
０００ヌクレオチド長（または、その間もしくはそれ以上の任意の整数値）、好ましくは
、約１００～１，０００ヌクレオチド長（または、その間の任意の整数）、より好ましく
は、約２００～５００ヌクレオチド長であってもよい。
【００４３】
　「クロマチン」は、細胞ゲノムを含む核タンパク質構造である。細胞クロマチンは、核
酸、主としてＤＮＡ、ならびにヒストンおよび非ヒストン染色体タンパク質を含むタンパ
ク質を含む。真核細胞クロマチンの大半は、ヌクレオソームの形態で存在し、ヌクレオソ
ームコアは、ヒストンＨ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、およびＨ４のうちのそれぞれ２つを含む八
量体と会合した約１５０塩基対のＤＮＡを含み、（生物に依存して可変長の）リンカーＤ
ＮＡは、ヌクレオソームコアの間に延在する。ヒストンＨ１の分子は、一般に、リンカー
ＤＮＡと会合している。本開示の目的のために、「クロマチン」という用語は、原核およ
び真核の両方の、あらゆる種類の細胞核タンパク質を包含することが意図される。細胞ク
ロマチンは、染色体クロマチンおよびエピソームクロマチンの両方を含む。
【００４４】
　「染色体」は、細胞のゲノムの全てまたは一部を含むクロマチン複合体である。細胞の
ゲノムは、該細胞のゲノムを含む全ての染色体の集合であるその核型によって特徴付けら
れることが多い。細胞のゲノムは、１つ以上の染色体を含むことができる。
【００４５】
　「エピソーム」は、複製する核酸、核タンパク質複合体、または細胞の染色体核型の一
部ではない核酸を含む他の構造である。エピソームの例は、プラスミドおよび特定のウイ
ルスゲノムを含む。
【００４６】
　「標的部位」または「標的配列」は、結合のための十分な条件が存在する場合に結合分
子が結合する核酸の一部を定義する核酸配列である。
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【００４７】
　「外因性」分子は、通常は細胞内に存在しないが、１つ以上の遺伝学的方法、生化学的
方法、または他の方法によって細胞内に導入することができる分子である。「通常は細胞
内に存在する」は、細胞の特定の発達段階および環境条件に関して判定される。したがっ
て、例えば、筋肉の胚発生の間だけ存在する分子は、成体筋細胞に対する外因性分子であ
る。同様に、熱ショックによって誘導される分子は、非熱ショック細胞に対する外因性分
子である。外因性分子は、例えば、機能不全型内因性分子の機能型、または正常機能型内
因性分子の機能不全型を含むことができる。
【００４８】
　外因性分子は、とりわけ、小分子（コンビナトリアル化学プロセスによって生成される
もの等）、または高分子（タンパク質、核酸、炭水化物、脂質、糖タンパク質、リポタン
パク質、多糖、上記分子の任意の修飾誘導体）、または上記分子のうちの１つ以上を含む
任意の複合体等であってもよい。核酸は、ＤＮＡおよびＲＮＡを含み、一本鎖または二本
鎖であってもよく、線状、分岐状、または環状であってもよく、任意の長さであってもよ
い。核酸は、二重鎖を形成することができるもの、および三重鎖形成核酸を含む。例えば
、米国特許第５，１７６，９９６号および同第５，４２２，２５１号を参照されたい。タ
ンパク質は、限定されないが、ＤＮＡ結合タンパク質、転写因子、クロマチン再構成因子
、メチル化ＤＮＡ結合タンパク質、ポリメラーゼ、メチラーゼ、デメチラーゼ、アセチラ
ーゼ、デアセチラーゼ、キナーゼ、ホスファターゼ、インテグラーゼ、リコンビナーゼ、
リガーゼ、トポイソメラーゼ、ジャイレース、およびヘリカーゼを含む。
【００４９】
　外因性分子は、内因性分子と同じ種類の分子、例えば、外因性タンパク質または核酸で
あってもよい。例えば、外因性核酸は、感染ウイルスゲノム、細胞内に導入されたプラス
ミドもしくはエピソーム、または通常は細胞内に存在しない染色体を含むことができる。
細胞内に外因性分子を導入するための方法は、当業者に既知であり、限定されないが、脂
質介在性導入（すなわち、中性脂質および陽イオン性脂質を含むリポソーム）、電気穿孔
、直接注入、細胞融合、粒子衝突、リン酸カルシウム共沈、ＤＥＡＥ－デキストラン介在
性導入、およびウイルスベクター介在性導入を含む。また、外因性分子は、内因性分子と
同じ種類の分子であってもよいが、細胞が由来するものとは異なる種に由来してもよい。
例えば、ヒト核酸配列が、もともとマウスまたはハムスターに由来する細胞株に導入され
てよい。
【００５０】
　対照的に、「内因性」分子は、特定の環境条件下で特定の発達段階にある特定の細胞中
に通常存在する分子である。例えば、内因性核酸は、染色体、ミトコンドリア、クロロプ
ラスト、もしくは他の細胞小器官のゲノム、または天然に存在するエピソーム核酸を含む
ことができる。さらなる内因性分子は、タンパク質、例えば、転写因子および酵素を含む
ことができる。
【００５１】
　「融合」分子は、好ましくは共有結合的に、２つ以上のサブユニット分子が連結した分
子である。サブユニット分子は、同じ化学型の分子であってもよいか、または異なる化学
型の分子であってもよい。第１の型の融合分子の例として、限定されないが、融合タンパ
ク質（例えば、ＺＦＰまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインと１つ以上の活性化ドメイン
との間の融合物）および融合核酸（例えば、上述の融合タンパク質をコードする核酸）が
挙げられる。第２の型の融合分子の例として、限定されないが、三重鎖形成核酸とポリペ
プチドとの間の融合物、および副溝結合剤と核酸との間の融合物が挙げられる。
【００５２】
　細胞における融合タンパク質の発現は、融合タンパク質の細胞への送達から、または融
合タンパク質をコードするポリヌクレオチドの細胞への送達によって生じ得、融合タンパ
ク質を生成するために、ポリヌクレオチドが転写され、転写物が翻訳される。トランスス
プライシング、ポリペプチド切断、およびポリペプチド連結も、細胞におけるタンパク質
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の発現に関与する可能性がある。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの細胞への送達方
法は、本開示内の他の場所に提示する。
【００５３】
　本開示の目的のために、「遺伝子」は、遺伝子産物（以下を参照のこと）をコードする
ＤＮＡ領域、および遺伝子産物の産生を調節する全てのＤＮＡ領域（そのような調節配列
がコード配列および／または転写配列に隣接しているかどうかに関わらず）を含む。した
がって、遺伝子は、プロモーター配列、ターミネーター、翻訳調節配列（リボソーム結合
部位および内部リボソーム進入部位等）、エンハンサー、サイレンサー、インシュレータ
ー、境界要素、複製起点、マトリックス付着部位、および遺伝子座制御領域を含むが、必
ずしもこれらに限定されない。
【００５４】
　「遺伝子発現」は、遺伝子内に含まれる情報の遺伝子産物への変換を指す。遺伝子産物
は、遺伝子の直接転写産物（例えば、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、アンチセンスＲＮ
Ａ、リボザイム、構造ＲＮＡ、もしくは任意の他の種類のＲＮＡ）、またはｍＲＮＡの翻
訳によって生成されるタンパク質であり得る。遺伝子産物はまた、キャッピング、ポリア
デニル化、メチル化、および編集等のプロセスによって修飾されたＲＮＡ、ならびに、例
えば、メチル化、アセチル化、リン酸化、ユビキチン化、ＡＤＰリボシル化、ミリスチン
化、およびグリコシル化によって修飾されたタンパク質も含む。
【００５５】
　遺伝子発現の「調節」は、遺伝子の活性における変化を指す。発現の調節は、限定され
ないが、遺伝子の活性化および遺伝子の抑制を含み得る。ゲノム編集（例えば、切断、改
変、不活性化、ランダム変異）を使用して発現を調節することができる。遺伝子の不活性
化は、本明細書に記載されるようなＺＦＰまたはＴＡＬＥＮを含まない細胞と比較した場
合の遺伝子発現における任意の低下を指す。したがって、遺伝子の不活性化は、部分的ま
たは完全であり得る。
【００５６】
　「関心領域」は、細胞クロマチンの任意の領域であり、例えば、外因性分子に結合する
ことが望ましい、遺伝子、または遺伝子内のもしくは遺伝子に隣接する非コード配列等で
ある。結合は、標的ＤＮＡ切断および／または標的組換えの目的のためであってもよい。
関心領域は、例えば、染色体、エピソーム、細胞小器官のゲノム（例えば、ミトコンドリ
ア、クロロプラスト）、または感染ウイルスゲノム内に存在し得る。関心領域は、遺伝子
のコード領域内、転写された非コード領域（例えば、リーダー配列、トレーラー配列、も
しくはイントロン等）内、またはコード領域の上流もしくは下流のいずれかの非転写領域
内にある場合がある。関心領域は、単一のヌクレオチド対ほど小さいか、または最大２，
０００ヌクレオチド対長であるか、またはヌクレオチド対の任意の整数値であってもよい
。
【００５７】
　「真核」細胞は、限定されないが、真菌細胞（酵母等）、植物細胞、動物細胞、哺乳類
細胞、およびヒト細胞（例えば、Ｔ細胞）を含む。
【００５８】
　「分泌組織」は、個々の細胞から、典型的には上皮に由来する何らかの種類の管腔に生
成物を分泌する動物の組織である。消化管に局在化する分泌組織の例として、腸管、膵臓
、および胆嚢を裏打ちする細胞が挙げられる。他の分泌組織は、肝臓、目および粘膜に関
連する組織、例えば、唾液腺、乳腺、前立腺、下垂体、および他の内分泌系のメンバーを
含む。さらに、分泌組織は、分泌することが可能な組織型の個々の細胞を含む。
【００５９】
　「作動可能な連結」および「作動可能に連結した」（または「作動的に連結した」）と
いう用語は、両方の構成要素が正常に機能し、構成要素のうちの少なくとも１つが、他の
構成要素のうちの少なくとも１つに対して発揮される機能を媒介できる可能性を許容する
ように構成要素が配置された、２つ以上の構成要素（配列要素等）の並列を指して交換可
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能に使用される。例として、転写調節配列が、１つ以上の転写調節因子の有無に応じてコ
ード配列の転写レベルを制御する場合、プロモーター等の転写調節配列がコード配列に作
動可能に連結される。転写調節配列は、一般に、コード配列とともにシスに作動可能に連
結されるが、それに直接隣接する必要はない。例えば、エンハンサーは、たとえそれらが
近接していない場合でも、コード配列に作動可能に連結された転写調節配列である。
【００６０】
　融合ポリペプチドに関して、「作動可能に連結した」という用語は、構成要素の各々が
、そのように連結されていない場合に実行したであろう機能と同じ機能を、他の構成要素
との連結において実行するという事実を指すことができる。例えば、ＺＦＮまたはＴＡＬ
Ｅ　ＤＮＡ結合ドメインが活性化ドメインに融合された融合ポリペプチドに関して、融合
ポリペプチドにおいて、ＺＦＮまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン部分が、その標的部
位および／またはその結合部位に結合することができる一方で、活性化ドメインが遺伝子
発現を上方制御することができる場合、ＺＦＮまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインと活
性化ドメインとは作動可能に連結している。ＺＦＮまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン
が切断ドメインに融合された融合ポリペプチドである場合、融合ポリペプチドにおいて、
ＺＦＮまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン部分が、その標的部位および／またはその結
合部位に結合することができる一方で、切断ドメインが、標的部位の近傍でＤＮＡを切断
することができる場合、ＺＦＮまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインと切断ドメインとは
作動可能に連結している。
【００６１】
　タンパク質、ポリペプチド、または核酸の「機能的断片」は、その配列が、完全長のタ
ンパク質、ポリペプチド、または核酸と同一ではないが、完全長のタンパク質、ポリペプ
チド、または核酸と同じ機能を保持するタンパク質、ポリペプチド、または核酸である。
機能的断片は、対応する天然の分子よりも多いか、少ないか、もしくは同じ数の残基を有
することができ、かつ／または、１つ以上のアミノ酸もしくはヌクレオチド置換を含有す
ることができる。核酸の機能（例えば、コード機能、別の核酸にハイブリダイズする能力
）を判定するための方法は、当該技術分野において周知である。同様に、タンパク質の機
能を判定するための方法も周知である。例えば、ポリペプチドのＤＮＡ結合機能は、例え
ば、フィルター結合アッセイ、電気泳動移動度シフトアッセイ、または免疫沈降アッセイ
によって判定することができる。ＤＮＡ切断は、ゲル電気泳動によって評価することがで
きる。上述のＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌを参照のこと。タンパク質が別のタンパク質と
相互作用する能力は、例えば、免疫共沈降、ツーハイブリッドアッセイ、または相補性（
遺伝子的相補性もしくは生化学的相補性の両方）によって判定することができる。例えば
、Ｆｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６、米
国特許第５，５８５，２４５号、およびＰＣＴ第ＷＯ９８／４４３５０号を参照されたい
。
【００６２】
　「ベクター」は、遺伝子配列を標的細胞に導入することができる。典型的には、「ベク
ター構築物」、「発現ベクター」、および「遺伝子導入ベクター」は、対象とする遺伝子
の発現を司ることができ、かつ、遺伝子配列を標的細胞に導入することができる、任意の
核酸構築物を意味する。したがって、この用語は、クローニング、および発現ベヒクル、
ならびに組込みベクターを包含する。
 
　ヌクレアーゼ
【００６３】
　組成物、具体的には、抗ＨＩＶ導入遺伝子の挿入のために遺伝子を標的とするのに有用
なヌクレアーゼ、例えば、ＣＣＲ５等のＨＩＶ受容体に特異的なヌクレアーゼが、本明細
書に記載される。特定の実施形態において、ヌクレアーゼは天然に存在する。他の実施形
態において、ヌクレアーゼは天然には存在しない、すなわち、ＤＮＡ結合ドメインおよび
／または切断ドメインにおいて遺伝子操作される。例えば、天然に存在するヌクレアーゼ
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のＤＮＡ結合ドメインは、選択された標的部位（例えば、同族の結合部位とは異なる部位
に結合するように遺伝子操作されたメガヌクレアーゼ）に結合するように改変されてもよ
い。他の実施形態において、ヌクレアーゼは、異種のＤＮＡ結合ドメインおよび切断ドメ
イン（例えば、ジンクフィンガーヌクレアーゼ；ＴＡＬ－エフェクターヌクレアーゼ；異
種の切断ドメインを有するメガヌクレアーゼＤＮＡ結合ドメイン）を含む。
　Ａ．ＤＮＡ結合ドメイン
【００６４】
　特定の実施形態において、ヌクレアーゼは、メガヌクレアーゼ（ホーミングエンドヌク
レアーゼ）である。天然に存在するメガヌクレアーゼは、１５～４０塩基対の切断部位を
認識し、一般的に、ＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリー、ＧＩＹ－ＹＩＧファミリー、Ｈｉｓ
－Ｃｙｓｔボックスファミリー、およびＨＮＨファミリーの４つのファミリーに分類され
る。例示的なホーミングエンドヌクレアーゼは、Ｉ－ＳｃｅＩ、Ｉ－ＣｅｕＩ、ＰＩ－Ｐ
ｓｐＩ、ＰＩ－Ｓｃｅ、Ｉ－ＳｃｅＩＶ、Ｉ－ＣｓｍＩ、Ｉ－ＰａｎＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩ
、Ｉ－ＰｐｏＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩＩ、Ｉ－ＣｒｅＩ、Ｉ－ＴｅｖＩ、Ｉ－ＴｅｖＩＩ、お
よびＩ－ＴｅｖＩＩＩを含む。これらの認識配列は既知である。米国特許第５，４２０，
０３２号、米国特許第６，８３３，２５２号、Ｂｅｌｆｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７
）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３７９-３３８８、Ｄｕｊｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８９）Ｇｅｎｅ　８２：１１５-１１８、Ｐｅｒｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９４）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２，１１２５-１１２７、Ｊａｓｉ
ｎ（１９９６）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．１２：２２４-２２８、Ｇｉｍｂｌｅ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２６３：１６３-１８０、Ａｒｇａｓｔ　
ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２８０：３４５-３５３、およびＮｅ
ｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓカタログも参照されたい。
【００６５】
　特定の実施形態において、ヌクレアーゼは、遺伝子操作された（天然には存在しない）
ホーミングエンドヌクレアーゼ（メガヌクレアーゼ）を含む。Ｉ－ＳｃｅＩ、Ｉ－Ｃｅｕ
Ｉ、ＰＩ－ＰｓｐＩ、ＰＩ－Ｓｃｅ、Ｉ－ＳｃｅＩＶ、Ｉ－ＣｓｍＩ、Ｉ－ＰａｎＩ、Ｉ
－ＳｃｅＩＩ、Ｉ－ＰｐｏＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩＩ、Ｉ－ＣｒｅＩ、Ｉ－ＴｅｖＩ、Ｉ－Ｔ
ｅｖＩＩ、およびＩ－ＴｅｖＩＩＩ等のホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレ
アーゼの認識配列が既知である。米国特許第５，４２０，０３２号、米国特許第６，８３
３，２５２、Ｂｅｌｆｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　ＡｃｉｄｓＲ
ｅｓ．２５：３３７９-３３８８、Ｄｕｊｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｇｅｎｅ　８
２：１１５-１１８、Ｐｅｒｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄｓＲｅｓ．２２，１１２５-１１２７、Ｊａｓｉｎ（１９９６）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎ
ｅｔ．１２：２２４-２２８、Ｇｉｍｂｌｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．２６３：１６３-１８０、Ａｒｇａｓｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．２８０：３４５-３５３、およびＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ
カタログも参照されたい。また、ホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレアーゼ
のＤＮＡ結合特異性は、天然には存在しない標的部位に結合するように遺伝子操作するこ
とができる。例えば、Ｃｈｅｖａｌｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｍｏｌｅｃ．Ｃｅ
ｌｌ　１０：８９５－９０５、Ｅｐｉｎａｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３１：２９５２－２９６２、Ａｓｈｗｏｒｔｈ　ｅｔ　ａｌ．（
２００６）Ｎａｔｕｒｅ　４４１：６５６－６５９、Ｐａｑｕｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２０
０７）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７：４９－６６、米国特許公開第２
００７０１１７１２８を参照されたい。ホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレ
アーゼのＤＮＡ結合ドメインは、ヌクレアーゼ全体という意味で改変されてもよいか（す
なわち、ヌクレアーゼが同族の切断ドメインを含むように）、または異種の切断ドメイン
に融合されてもよい。
【００６６】
　他の実施形態において、ＤＮＡ結合ドメインは、天然に存在するかまたは遺伝子操作さ
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れた（天然には存在しない）ＴＡＬエフェクターＤＮＡ結合ドメインを含む。例えば、米
国特許公開第２０１１０３０１０７３号（参照により、その全体が本明細書に組み込まれ
る）を参照されたい。キサントモナス属の植物病原性細菌は、重要な作物に多くの病害を
引き起こすことが分かっている。キサントモナスの病原性は、植物細胞内に２５を超える
異なるエフェクタータンパク質を注入する保存された３型分泌（Ｔ３Ｓ）系に依存する。
これらの注入されるタンパク質の中には、植物の転写活性化因子を模倣し、植物のトラン
スクリプトームを操作する転写活性化因子様エフェクター（ＴＡＬＥ）がある（Ｋａｙ　
ｅｔ　ａｌ（２００７）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１８：６４８－６５１を参照のこと）。こ
れらのタンパク質は、ＤＮＡ結合ドメインおよび転写活性化ドメインを含有する。最も特
徴付けされたＴＡＬＥの１つは、キサントモナス・カンペストリス病原型ベシカトリアに
由来するＡｖｒＢｓ３である（Ｂｏｎａｓ　ｅｔ　ａｌ（１９８９）Ｍｏｌ　Ｇｅｎ　Ｇ
ｅｎｅｔ　２１８：１２７－１３６および国際公開第ＷＯ２０１００７９４３０号を参照
のこと）。ＴＡＬＥは、タンデム反復の集中ドメインを含有し、各反復が、これらのタン
パク質のＤＮＡ結合特異性の手掛かりである約３４個のアミノ酸を含有する。また、これ
らは、核局在化配列および酸性転写活性化ドメインを含有する（概説についてはＳｃｈｏ
ｒｎａｃｋ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ（２００６）Ｊ　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　１６３（３
）：２５６－２７２を参照のこと）。さらに、植物病原性細菌である青枯病菌において、
ｂｒｇ１１およびｈｐｘ１７と表記される２つの遺伝子が、青枯病菌の次亜種１系統ＧＭ
Ｉ１０００および次亜種４系統ＲＳ１０００において、キサントモナスのＡｖｒＢｓ３フ
ァミリーと相同であることが分かっている（Ｈｅｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ（２００７）Ａｐｐ
ｌ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒ　Ｍｉｃｒｏ　７３（１３）：４３７９－４３８４を参照のこと
）。これらの遺伝子は、ヌクレオチド配列において互いに９８．９％同一であるが、ｈｐ
ｘ１７の反復ドメインにおいて１，５７５ｂｐの欠失分だけ異なる。しかしながら、両方
の遺伝子産物が、キサントモナスのＡｖｒＢｓ３ファミリータンパク質と４０％以下の配
列同一性を有する。
【００６７】
　したがって、いくつかの実施形態において、標的遺伝子座（例えば、ＣＣＲ５またはセ
ーフハーバー）内の標的部位に結合するＤＮＡ結合ドメインは、植物病原菌キサントモナ
ス（Ｂｏｃｈ　ｅｔ　ａｌ，（２００９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　３２６：１５０９－１５１２
およびＭｏｓｃｏｕ　ａｎｄ　Ｂｏｇｄａｎｏｖｅ，（２００９）Ｓｃｉｅｎｃｅ３２６
：１５０１を参照）ならびにラルストニア（Ｈｅｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ　（２００７）Ａｐ
ｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　７３（
１３）：４３７９－４３８４、米国特許公開第２０１１０３０１０７３号、および米国特
許公開第２０１１０１４５９４０号参照）に由来するものと同様のＴＡＬエフェクターに
由来する遺伝子操作されたドメインである。
【００６８】
　特定の実施形態において、ＤＮＡ結合ドメインは、ジンクフィンガータンパク質（例え
ば、ＣＣＲ５または他のセーフハーバー遺伝子等のＨＩＶ受容体内の標的部位に結合する
ジンクフィンガータンパク質）を含む。好ましくは、ジンクフィンガータンパク質は、選
択された標的部位に結合するように遺伝子操作されているという点で天然には存在しない
。例えば、例えば、Ｂｅｅｒｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ．２０：１３５－１４１、Ｐａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ａｎｎ．Ｒｅ
ｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．７０：３１３－３４０、Ｉｓａｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）
Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９：６５６－６６０、Ｓｅｇａｌ　ｅｔ　ａｌ
．（２００１）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１２：６３２－６３７、Ｃ
ｈｏｏ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．１０
：４１１－４１６、米国特許第６，４５３，２４２号、同第６，５３４，２６１号、同第
６，５９９，６９２号、同第６，５０３，７１７号、同第６，６８９，５５８号、同第７
，０３０，２１５号、同第６，７９４，１３６号、同第７，０６７，３１７号、同第７，
２６２，０５４号、同第７，０７０，９３４号、同第７，３６１，６３５号、同第７，２
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５３，２７３号、および米国特許公開第２００５／００６４４７４号、同第２００７／０
２１８５２８号、同第２００５／０２６７０６１号（全て、参照により、それらの全体が
本明細書に組み込まれる）を参照されたい。
【００６９】
　遺伝子操作されたジンクフィンガー結合ドメインまたはＴＡＬＥドメインは、天然に存
在するジンクフィンガータンパク質と比較して新規の結合特異性を有することができる。
遺伝子操作の方法は、限定されないが、合理的設計および種々の種類の選択を含む。合理
的設計は、例えば、３つ組（または４つ組）のヌクレオチド配列および個々のジンクフィ
ンガーアミノ酸配列を含むデータベースを使用することを含み、各３つ組または４つ組の
ヌクレオチド配列は、特定の３つ組または４つ組の配列に結合するジンクフィンガーの１
つ以上のアミノ酸配列と会合している。例えば、共有米国特許第６，４５３，２４２号お
よび第６，５３４，２６１号（参照により、それらの全体が本明細書に組み込まれる）を
参照されたい。
【００７０】
　ファージディスプレイおよびツーハイブリッドシステムを含む例示的な選択方法は、米
国特許第５，７８９，５３８号、同第５，９２５，５２３号、同第６，００７，９８８号
、同第６，０１３，４５３号、同第６，４１０，２４８号、同第６，１４０，４６６号、
同第６，２００，７５９号、および同第６，２４２，５６８号、ならびに国際公開第ＷＯ
９８／３７１８６号、同第ＷＯ９８／５３０５７号、同第ＷＯ００／２７８７８号、同第
ＷＯ０１／８８１９７号、そして英国特許第ＧＢ２，３３８，２３７号に開示されている
。また、ジンクフィンガー結合ドメインに対する結合特異性の増強は、例えば、共有され
る国際公開第ＷＯ０２／０７７２２７号に記載されている。
【００７１】
　さらに、これらおよび他の参考文献に開示されるように、ＤＮＡドメイン（例えば、マ
ルチフィンガー型ジンクフィンガータンパク質またはＴＡＬＥドメイン）は、例えば、５
アミノ酸長以上のリンカーを含む任意の好適なリンカー配列を使用して一緒に連結されて
もよい。６アミノ酸長以上の例示的なリンカー配列については、米国特許第６，４７９，
６２６号、同第６，９０３，１８５号、および同第７，１５３，９４９号も参照されたい
。本明細書に記載されるＤＮＡ結合タンパク質は、タンパク質の個々のジンクフィンガー
間の好適なリンカーのいずれの組み合わせを含んでもよい。また、ジンクフィンガー結合
ドメインに対する結合特異性の増強は、例えば、共有される国際公開第ＷＯ０２／０７７
２２７号に記載されている。
【００７２】
　標的部位の選択、ＤＮＡ結合ドメイン、ならびに融合タンパク質（およびそれをコード
するポリヌクレオチド）の設計および構築は、当業者に既知であり、米国特許第６，１４
０，０８１５号、同第７８９，５３８号、同第６，４５３，２４２号、同第６，５３４，
２６１号、同第５，９２５，５２３号、同第６，００７，９８８号、同第６，０１３，４
５３号、同第６，２００，７５９号、国際公開第ＷＯ９５／１９４３１号、同第ＷＯ９６
／０６１６６号、同第ＷＯ９８／５３０５７号、同第ＷＯ９８／５４３１１号、同第ＷＯ
００／２７８７８号、同第ＷＯ０１／６０９７０号、同第ＷＯ０１／８８１９７号、同第
ＷＯ０２／０９９０８４号、同第ＷＯ９８／５３０５８号、同第ＷＯ９８／５３０５９号
、同第ＷＯ９８／５３０６０号、同第ＷＯ０２／０１６５３６号、および同第ＷＯ０３／
０１６４９６号、ならびに米国特許公開第２０１１０３０１０７３号に詳述されている。
【００７３】
　さらに、これらおよび他の参考文献に開示されるように、ＤＮＡ結合ドメイン（例えば
、マルチフィンガー型ジンクフィンガータンパク質）は、例えば、５アミノ酸長以上のリ
ンカーを含む任意の好適なリンカー配列を使用して一緒に連結されてもよい。６アミノ酸
長以上の例示的なリンカー配列については、米国特許第６，４７９，６２６号、同第６，
９０３，１８５号、および同第７，１５３，９４９号も参照されたい。本明細書に記載さ
れるタンパク質は、タンパク質の個々のジンクフィンガー間の好適なリンカーのいずれの
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組み合わせを含んでもよい。
Ｂ．切断ドメイン
【００７４】
　任意の好適な切断ドメインをＤＮＡ結合ドメインに作動可能に連結して、ヌクレアーゼ
を形成することができる。例えば、ＺＦＰ　ＤＮＡ結合ドメインをヌクレアーゼドメイン
と融合してＺＦＮを作製している：これは、遺伝子操作された（ＺＦＰ）ＤＮＡ結合ドメ
インを介してその目的とする核酸標的を認識し、ヌクレアーゼ活性を介してＺＦＰ結合部
位付近でＤＮＡの切断を引き起こすことができる機能的実体である。例えば、Ｋｉｍ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９６）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９３（３）
：１１５６－１１６０を参照されたい。より最近では、様々な生物におけるゲノム修飾の
ためにＺＦＮが使用されている。例えば、米国特許公開第２００３０２３２４１０号、同
第２００５０２０８４８９号、同第２００５００２６１５７号、同第２００５００６４４
７４号、同第２００６０１８８９８７号、同第２００６００６３２３１号、および国際公
開第ＷＯ０７／０１４２７５号を参照されたい。同様に、ＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン
をヌクレアーゼと融合してＴＡＬＥＮを作製している。例えば、米国特許公開第２０１１
０３０１０７３号を参照のこと。
【００７５】
　上述のように、切断ドメインは、ＤＮＡ結合ドメイン、例えば、ジンクフィンガーＤＮ
Ａ結合ドメインおよびヌクレアーゼの切断ドメイン、またはＴＡＬＥＮ　ＤＮＡ結合ドメ
インおよび切断ドメイン、またはメガヌクレアーゼＤＮＡ結合ドメインおよび異なるヌク
レアーゼの切断ドメインに対して異種であってもよい。異種の切断ドメインは、いずれの
エンドヌクレアーゼまたはエキソヌクレアーゼからも得ることができる。切断ドメインが
由来し得る例示的なエンドヌクレアーゼとして、限定されないが、制限エンドヌクレアー
ゼおよびホーミングエンドヌクレアーゼが挙げられる。例えば、２００２－２００３　Ｃ
ａｔａｌｏｇｕｅ，Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ、
およびＢｅｌｆｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
．２５：３３７９－３３８８を参照されたい。ＤＮＡを切断するさらなる酵素が既知であ
る（例えば、Ｓ１ヌクレアーゼ、マングビーンヌクレアーゼ、膵臓ＤＮａｓｅ　Ｉ、小球
菌ヌクレアーゼ、酵母ＨＯエンドヌクレアーゼ：Ｌｉｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．）Ｎ
ｕｃｌｅａｓｅｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ，１９９３も参照されたい）。これらの酵素（またはその機能的断片）のうちの
１つ以上を、切断ドメインおよび切断ハーフドメインの源として使用することができる。
【００７６】
　同様に、上述のように、開裂活性のために二量体化を必要とする切断ハーフドメインは
、任意のヌクレアーゼまたはその一部に由来し得る。一般的に、融合タンパク質が切断ハ
ーフドメインを含む場合、切断のために２つの融合タンパク質が必要である。代替として
、２つの切断ハーフドメインを含む単一のタンパク質が使用されてもよい。２つの切断ハ
ーフドメインが同じエンドヌクレアーゼ（もしくはその機能的断片）に由来してもよいか
、または各切断ハーフドメインが異なるエンドヌクレアーゼ（もしくはその機能的断片）
に由来してもよい。また、２つの融合タンパク質のそれぞれの標的部位への結合が、例え
ば、二量体化によって、切断ハーフドメインが機能的切断ドメインを形成することを可能
にする空間的定位にそれぞれ切断ハーフドメインを配置するように、２つの融合タンパク
質のための標的部位は互いに対して好ましく配置される。したがって、特定の実施形態に
おいて、標的部位付近の端部は、５～８ヌクレオチドまたは１５～１８ヌクレオチド分だ
け離れている。しかしながら、任意の整数のヌクレオチドまたはヌクレオチド対が、２つ
の標的部位の間に介在してもよい（例えば、２～５０ヌクレオチド対以上）。一般に、切
断部位は、標的部位の間に位置する。
【００７７】
　制限エンドヌクレアーゼ（制限酵素）は、多くの種に存在し、（認識部位で）ＤＮＡに
配列特異的に結合すること、および結合部位またはその付近でＤＮＡを切断することがで
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きる。特定の制限酵素（例えば、ＩＩＳ型）は、認識部位から除去された部位でＤＮＡを
切断し、分離可能な結合ドメインおよび切断ドメインを有する。例えば、ＩＩＳ型酵素Ｆ
ｏｋ　Ｉは、一方の鎖上ではその認識部位から９ヌクレオチドで、また他方の鎖上ではそ
の認識部位から１３ヌクレオチドで、ＤＮＡの二本鎖切断を触媒する。例えば、米国特許
第５，３５６，８０２号、同第５，４３６，１５０号、および同第５，４８７，９９４号
、ならびにＬｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　８９：４２７５－４２７９、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：２７６４－２７６８、Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９４ａ）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：８８３－８８７、Ｋｉ
ｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４ｂ）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：３１，９７８－３１
，９８２を参照されたい。したがって、一実施形態において、融合タンパク質は、少なく
とも１つのＩＩＳ型制限酵素に由来する切断ドメイン（または切断ハーフドメイン）と、
遺伝子操作されていてもよいかまたはいなくてもよい１つ以上のジンクフィンガー結合ド
メインとを含む。
【００７８】
　結合ドメインから切断ドメインが分離可能である例示的なＩＩＳ型制限酵素は、Ｆｏｋ
　Ｉである。この特定の酵素は、二量体として活性である。Ｂｉｔｉｎａｉｔｅ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５：１０，５７
０－１０，５７５。したがって、本開示の目的のために、開示される融合タンパク質にお
いて使用されるＦｏｋ　Ｉ酵素の一部は、切断ハーフドメインであるとみなされる。よっ
て、ジンクフィンガー－Ｆｏｋ　Ｉの融合物を使用した細胞配列の標的二本鎖切断および
／または標的置換のために、各々がＦｏｋＩ切断ハーフドメインを含む２つの融合タンパ
ク質を使用して、触媒的に活性な切断ドメインを再構築することができる。代替として、
ＤＮＡ結合ドメインと、２つのＦｏｋ　Ｉ切断ハーフドメインとを含有する単一のポリペ
プチド分子を使用することもできる。
【００７９】
　切断ドメインまたは切断ハーフドメインは、開裂活性を保持するか、または多量体化（
例えば、二量体化）して機能的切断ドメインを形成する能力を保持するタンパク質のいず
れの部分であってもよい。
【００８０】
　例示的なＩＩＳ型制限酵素は、国際公開第ＷＯ０７／０１４２７５号（その全体が本明
細書に組み込まれる）に記載されている。さらなる制限酵素も、分離可能な結合ドメイン
および切断ドメインを含有し、これらは本開示によって企図される。例えば、Ｒｏｂｅｒ
ｔｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３１：４１８－
４２０を参照されたい。
【００８１】
　特定の実施形態において、切断ドメインは、例えば、米国特許公開第２００５００６４
４７４号、同第２００６０１８８９８７号、および同第２００８０１３１９６２号（これ
らの全ての開示は、参照により全体が本明細書に組み込まれる）に記載されるように、ホ
モ二量体化を最小限に抑えるかまたは防止する１つ以上の遺伝子操作された切断ハーフド
メイン（二量体化ドメイン変異体とも称される）を含む。Ｆｏｋ　Ｉの４４６、４４７、
４７９、４８３、４８４、４８６、４８７、４９０、４９１、４９６、４９８、４９９、
５００、５３１、５３４、５３７、および５３８位のアミノ酸残基は、全て、Ｆｏｋ　Ｉ
切断ハーフドメインの二量体化に影響を与えるための標的である。
【００８２】
　偏性ヘテロ二量体を形成するＦｏｋ　Ｉの例示的な遺伝子操作された切断ハーフドメイ
ンとして、第１の切断ハーフドメインがＦｏｋ　Ｉの４９０および５３８位のアミノ酸残
基に突然変異を含み、第２の切断ハーフドメインが４８６および４９９位のアミノ酸残基
に突然変異を含む対が挙げられる。
【００８３】
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　したがって、一実施形態において、４９０における突然変異はＧｌｕ（Ｅ）をＬｙｓ（
Ｋ）に置換し、５３８における突然変異はＩｓｏ（Ｉ）をＬｙｓ（Ｋ）に置換し、４８６
における突然変異はＧｌｎ（Ｑ）をＧｌｕ（Ｅ）に置換し、４９９位における突然変異は
Ｉｓｏ（Ｉ）をＬｙｓ（Ｋ）に置換する。具体的には、本明細書に記載される遺伝子操作
された切断ハーフドメインは、１つの切断ハーフドメインにおいて４９０位（Ｅ→Ｋ）お
よび５３８位（Ｉ→Ｋ）を突然変異させ、「Ｅ４９０Ｋ：Ｉ５３８Ｋ」と表記される遺伝
子操作された切断ハーフドメインを形成することにより、また、別の切断ハーフドメイン
において４８６位（Ｑ→Ｅ）および４９９位（Ｉ→Ｌ）を突然変異させ、「Ｑ４８６Ｅ：
Ｉ４９９Ｌ」と表記される遺伝子操作された切断ハーフドメインを形成することにより、
調製した。本明細書に記載される遺伝子操作された切断ハーフドメインは、異常な切断を
最小限に抑えたまたは消滅させた偏性ヘテロ二量体変異体である。例えば、米国特許公開
第２００８／０１３１９６２号（参照により、その開示全体が、あらゆる目的のために本
明細書に組み込まれる）を参照されたい。
【００８４】
　特定の実施形態において、遺伝子操作された切断ハーフドメインは、４８３、４８６、
４８７、４９９、４９６、および５３７位（野生型ＦｏｋＩに対する番号付け）に、突然
変異、例えば、４８６位の野生型Ｇｌｎ（Ｑ）残基をＧｌｕ（Ｅ）残基に、４９９位の野
生型Ｉｓｏ（Ｉ）残基をＬｅｕ（Ｌ）残基に、および４９６位の野生型Ａｓｎ（Ｎ）残基
をＡｓｐ（Ｄ）またはＧｌｕ（Ｅ）残基（それぞれ、「ＥＬＤ」および「ＥＬＥ」ドメイ
ンとも称される）に置換する突然変異を含む。他の実施形態において、遺伝子操作された
切断ハーフドメインは、４９０、５３８、および５３７位（野生型ＦｏｋＩに対して番号
付け）に、突然変異、例えば、４９０位の野生型Ｇｌｕ（Ｅ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基に
、５３８位の野生型Ｉｓｏ（Ｉ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基に、および５３７位の野生型Ｈ
ｉｓ（Ｈ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基またはＡｒｇ（Ｒ）残基（それぞれ、「ＫＫＫ」およ
び「ＫＫＲ」ドメインとも称される）に置換する突然変異を含む。他の実施形態において
、遺伝子操作された切断ハーフドメインは、４９０および５３７位（野生型ＦｏｋＩに対
する番号付け）に、突然変異、例えば、４９０位の野生型Ｇｌｕ（Ｅ）残基をＬｙｓ（Ｋ
）残基に、および５３７位の野生型Ｈｉｓ（Ｈ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基またはＡｒｇ（
Ｒ）残基（それぞれ、「ＫＩＫ」および「ＫＩＲ」ドメインとも称される）に置換する突
然変異を含む。米国特許公開第２０１１０２０１０５５号を参照のこと。さらなる実施形
態において、遺伝子操作された切断ハーフドメインは、ヌクレアーゼ対が、１つのＨ５３
７Ｒ－Ｒ４８７Ｄ－Ｎ４９６Ｄ（「ＲＤＤ」）ＦｏｋＩハーフドメインと、１つのＮ４９
６Ｄ－Ｄ４８３Ｒ－Ｈ５３７Ｒ（「ＤＲＲ」）ＦｏｋＩハーフドメインとから作製される
ように突然変異を含む。米国特許公開第２０１１０２０１０５５号を参照のこと。
【００８５】
　本明細書に記載される遺伝子操作された切断ハーフドメインは、任意の好適な方法を使
用して、例えば、米国特許公開第２００５００６４４７４号、同第２００８０１３１９６
２号、および同第２０１１０２０１０５５号に記載されるような野生型切断ハーフドメイ
ン（Ｆｏｋ　Ｉ）の部位特異的変異誘発によって調製することができる。
【００８６】
　代替として、ヌクレアーゼは、いわゆる「スプリット酵素」技術を使用して、核酸標的
部位においてｉｎ　ｖｉｖｏで構築されてもよい（例えば、米国特許公開２００９００６
８１６４号を参照のこと）。そのようなスプリット酵素の構成要素は、別個の発現構築物
上で発現させてもよいか、または、１つのオープンリーディングフレーム内に連結させる
ことができ、個々の構成要素は、例えば、自己切断２ＡペプチドまたはＩＲＥＳ配列によ
って分離される。構成要素は、個々のジンクフィンガー結合ドメインであってもよいか、
またはメガヌクレアーゼ核酸結合ドメインのドメインであってよい。
【００８７】
　ヌクレアーゼは、例えば、国際公開第ＷＯ２００９／０４２１６３号および同第２００
９００６８１６４号に記載されるような酵母菌に基づく染色体系において、使用前に活性
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化についてスクリーニングすることができる。ヌクレアーゼ発現構築物は、当該技術分野
で既知の方法を使用して容易に設計することができる。例えば、米国特許公開第２００３
０２３２４１０号、同第２００５０２０８４８９号、同第２００５００２６１５７号、同
第２００５００６４４７４号、同第２００６０１８８９８７号、同第２００６００６３２
３１号、および国際公開第ＷＯ０７／０１４２７５号を参照されたい。ヌクレアーゼの発
現は、構成的プロモーターまたは誘導的プロモーター、例えば、ラフィノースおよび／ま
たはガラクトースの存在下で活性化（抑制解除）され、グルコースの存在下で抑制される
ガラクトキナーゼプロモーターの制御下にあってもよい。
 
　標的部位
【００８８】
　上に詳細に記載したように、ＤＮＡドメインは、遺伝子座、例えば、ＣＣＲ５、ＣＸＣ
Ｒ４、または他のセーフハーバー遺伝子、例えば、ＡＡＶＳ１、ＨＰＲＴ、Ｒｏｓａまた
はアルブミン等における任意の選択された配列に結合するように遺伝子操作することがで
きる。例えば、米国特許公開第２００８０１５９９９６号および同第２０１０００２１８
２６４号、米国仮特許出願第６１／５５６，６９１号、ならびに米国特許出願第１３／６
２４，１９３号および同第１３／６２４，２１７号を参照されたい。遺伝子操作されたＤ
ＮＡ結合ドメインは、天然に存在するＤＮＡ結合ドメインと比較して新規の結合特異性を
有することができる。遺伝子操作の方法は、限定されないが、合理的設計および種々の種
類の選択を含む。合理的設計は、例えば、３つ組（または４つ組）のヌクレオチド配列お
よび個々の（例えば、ジンクフィンガー）アミノ酸配列を含むデータベースを使用するこ
とを含み、各３つ組または４つ組のヌクレオチド配列は、特定の３つ組または４つ組の配
列に結合するＤＮＡ結合ドメインの１つ以上のアミノ酸配列と会合している。例えば、共
有米国特許第６，４５３，２４２号および第６，５３４，２６１号（参照により、それら
の全体が本明細書に組み込まれる）を参照のこと。ＴＡＬエフェクタードメインの合理的
設計が行われてもよい。例えば、米国特許公開第２０１１０３０１０７３号を参照のこと
。
【００８９】
　ファージディスプレイおよびツーハイブリッドシステムを含む、ＤＮＡ結合ドメインに
適用される例示的な選択方法は、米国特許第５，７８９，５３８号、同第５，９２５，５
２３号、同第６，００７，９８８号、同第６，０１３，４５３号、同第６，４１０，２４
８号、同第６，１４０，４６６号、同第６，２００，７５９号、および同第６，２４２，
５６８、ならびに国際公開第ＷＯ９８／３７１８６号、同第ＷＯ９８／５３０５７号、同
第ＷＯ００／２７８７８号、同第ＷＯ０１／８８１９７号、そして英国特許第ＧＢ２，３
３８，２３７号に開示されている。
【００９０】
　標的部位の選択、ヌクレアーゼ、ならびに融合タンパク質（およびそれをコードするポ
リヌクレオチド）の設計および構築は、当業者に既知であり、米国特許出願公開第２００
５００６４４７４号および同第２００６０１８８９８７号（参照により、それらの全体が
本明細書に組み込まれる）に詳述されている。
【００９１】
　さらに、これらおよび他の参考文献に開示されるように、ＤＮＡ結合ドメイン（例えば
、マルチフィンガー型ジンクフィンガータンパク質）は、例えば、５アミノ酸以上のリン
カーを含む任意の好適なリンカー配列を使用して一緒に連結されてもよい。６アミノ酸長
以上の例示的なリンカー配列については、例えば、米国特許第６，４７９，６２６号、同
第６，９０３，１８５号、および同第７，１５３，９４９号を参照されたい。本明細書に
記載されるタンパク質は、タンパク質の個々のＤＮＡ結合ドメイン間の好適なリンカーの
いずれの組み合わせを含んでもよい。米国特許公開第２０１１０３０１０７３号も参照さ
れたい。
【００９２】
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　好適な標的細胞の非制限定期な例として、例えば、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）、マク
ロファージ、間葉系幹細胞、ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳ細胞）、造血幹細胞／前駆細胞（例
えば、ＣＤ３４＋細胞）、Ｔ細胞（例えば、ＣＤ４＋細胞）、樹状細胞、もしくは抗原提
示細胞；またはＫ５６２（慢性骨髄性白血病）、ＨＥＫ２９３（胚性腎臓）、ＰＭ－１（
ＣＤ４＋Ｔ細胞）、ＴＨＰ－１（単球性白血病）、ＳｕｐＴ１（Ｔ細胞リンパ芽球性リン
パ腫）、もしくはＧＨＯＳＴ（骨肉腫）等の細胞株が挙げられる。
　ドナー
【００９３】
　上述のように、例えば、不活性化された遺伝子座における抗ＨＩＶ導入遺伝子の発現の
ための抗ＨＩＶ導入遺伝子（「ドナー配列」または「ドナー」または「外因性配列」とも
称される）の挿入。ドナー配列は、典型的には、それが配置されるゲノム配列と同一では
ないことは容易に認識されるであろう。ドナー配列は、対象とする位置で効率的なＨＤＲ
を可能にするように、２つの相同性領域によって隣接される非相同配列を含有することが
できる。さらに、ドナー配列は、細胞染色体内の関心領域と非相同な配列を含有するベク
ター分子を含むことができる。ドナー分子は、細胞染色体に対するいくつかの不連続な相
同性領域を含有することができる。例えば、通常は関心領域内に存在しない配列の標的挿
入の場合、前記配列は、ドナー核酸分子中に存在することができ、関心領域内の配列に対
する相同性領域によって隣接されてもよい。
【００９４】
　ドナーポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖のＤＮＡであってもよく、線状または
環状形態で細胞内に導入することができる。また、一本鎖または二本鎖のオリゴヌクレオ
チドが、ドナーのために使用されてもよい。例えば、米国特許公開第２０１０００４７８
０５号、同第２０１１０２８１３６１号、および同第２０１１０２０７２２１号を参照さ
れたい。線状形態で導入される場合、当業者に既知の方法によってドナー配列の末端を（
例えば、エキソヌクレアーゼの分解から）保護することができる。例えば、１つ以上のジ
デオキシヌクレオチド残基が線状分子の３’末端に加えられる、および／または自己相補
的オリゴヌクレオチドが一方もしくは両方の末端に連結される。例えば、Ｃｈａｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：４９５
９－４９６３、Ｎｅｈｌｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７２：８８６
－８８９を参照されたい。外因性ポリヌクレオチドを分解から保護するためのさらなる方
法は、限定されないが、末端アミノ基（複数可）の付加、および修飾されたヌクレオチド
間結合、例えば、ホスホロチオエート、ホスホロアミド酸、およびＯ－メチルリボースま
たはデオキシリボース残基の使用を含む。
【００９５】
　ポリヌクレオチドは、例えば、複製起点、プロモーター、および抗生物質耐性をコード
する遺伝子等のさらなる配列を有するベクター分子の一部として細胞に導入することがで
きる。さらに、ドナーポリヌクレオチドは、裸の核酸として、リポソームもしくはポロキ
サマー等の薬剤またはデンドリマー等の高分子と複合化された核酸として導入されてもよ
いか（Ｗｉｊａｇｋａｎａｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ（２０１１）Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ　２８（
７）ｐ．１５００－１９を参照）、あるいはウイルス（例えば、アデノウイルス、ヘルパ
ー依存型アデノウイルス、ＡＡＶ、ヘルペスウイルス、レトロウイルス、レンチウイルス
、およびインテグラーゼ欠損型レンチウイルス（ＩＤＬＶ））によって送達されてもよい
。
【００９６】
　ドナーは、その発現が、組込み部位で内因性プロモーターによって、例えば、内因性Ｃ
ＣＲ５またはＣＸＣＲ４遺伝子の発現を駆動するプロモーターによって駆動されるように
挿入され得る。しかしながら、ドナーが、プロモーターおよび／あるいはエンハンサー、
例えば、構成的プロモーターまたは誘導的もしくは組織特異的プロモーターを含んでもよ
いことは明白であろう。内因性遺伝子の全て、いくつかが発現されるように、またはいず
れも発現されないように、ドナー分子は、いずれの内因性遺伝子に挿入されてもよい。特
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定の実施形態において、ドナー導入遺伝子は、ＣＣＲ５遺伝子が不活性化されるように内
因性ＣＣＲ５遺伝子座に組み込まれる。例えば、米国特許第７，９５１，９２５号を参照
のこと。他の実施形態において、外因性配列は、ＣＣＲ５以外の内因性遺伝子座、例えば
、セーフハーバー遺伝子、例えば、ＰＰＰ１Ｒ１２Ｃ（ＡＡＶ　Ｓ１としても知られる）
遺伝子、Ｒｏｓａ２６遺伝子、ＨＰＲＴ遺伝子、またはアルブミン遺伝子等に組み込まれ
る（例えば、米国特許公開第２００８０１５９９９６号および同第２０１０００２１８２
６４号、米国特許仮出願第６１／５５６，６９１号、米国特許出願第１３／６２４，１９
３号、および同第１３／６２４，２１７号を参照のこと）が、ＣＣＲ５および／またはＣ
ＸＣＲ４遺伝子は、該細胞において（例えば、ヌクレアーゼを介して）不活性化される。
【００９７】
　さらに、発現のために必要ではないが、外因性配列は、転写または翻訳調節配列、例え
ば、プロモーター、エンハンサー、インシュレーター、内部リボソーム進入部位、２Ａペ
プチドおよび／またはポリアデニル化シグナルをコードする配列を含んでもよい。
【００９８】
　単独でまたは任意の組み合わせで使用され得る好適な抗ＨＩＶ導入遺伝子の非制限的な
例を以下に記載する。本明細書に記載される組成物および方法が、任意の数の遺伝子座に
組み込まれるドナーの任意の組み合わせを含むことができること、例えば、１つ、いくつ
か、または全ての導入遺伝子がＣＣＲ５遺伝子に組み込まれ得る（そして不活性化し得る
）ことは明白であろう。代替として、１つ、いくつか、または全ての導入遺伝子が、内因
性ＣＣＲ５遺伝子が（例えば、ヌクレアーゼを介して）不活性化される１つ以上の内因性
遺伝子（例えば、セーフハーバー遺伝子）に組み込まれてもよい。
　低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）およびｓｈＲＮＡ
【００９９】
　低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）は、遺伝子発現の強力な阻害剤であり、細胞転写物お
よびウイルス転写物の両方を切断することができるため、ＨＩＶ遺伝子治療の適用におい
て使用される魅力的なツールとなっている（Ｓｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｊ．Ｖ
ｉｒｏｌ．７７（１３）：７１７４－８１；Ｌｅｅ　ｅｔ．ａｌ（２００２）Ｎａｔ．Ｂ
ｉｏｔｅｃｈ　２０（５）：５００－５）。本質的なＨＩＶ遺伝子（例えば、ｇａｇ、ｎ
ｅｆ、およびｔａｔ）を標的とするｓｉＲＮＡを使用したいくつかの研究により、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏでのＨＩＶの複製の阻止または減少が示されている（Ｈａｎ　ｅｔ．ａｌ（２
００４）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　３３０（１）：２２１－３２、Ｌｅｅ　ｅｔ．ａｌ（２００
３）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７７（２２）：１１９６４－７２、Ｄａｓ　ｅｔ．ａｌ．（２００
４）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．７８（５）：２６０１－５）。例えば、ｒｅｖおよびｔａｔの両方
のオープンリーディングフレームに重複する配列を標的とするｓｉＲＮＡ遺伝子は、モデ
ル細胞株ＰＢＭＣおよびＣＤ３４＋細胞に送達された場合にＨＩＶの複製を減少させるの
に効果的であることが示されている。例えば、Ｌｅｅ　ｅｔ．ａｌ．（２００２）Ｎａｔ
．Ｂｉｏｔｅｃｈ　２０（５）：５００－５）を参照されたい。したがって、特定の実施
形態において、導入遺伝子は、ＨＩＶポリタンパク質、例えば、ｒｅｖ、ｔａｔ、ｇａｇ
、ｎｅｆ、ｐｏｌ、および／またはｅｎｖを標的とする１つ以上のｓｉＲＮＡ配列を含む
。ｓｉＲＮＡは、センスおよび／またはアンチセンス方向であってもよく、いずれのプロ
モーター、例えば、Ｕ６　ＲＮＡのｐｏｌＩＩＩプロモーターの制御下にあってもよい。
【０１００】
　しかしながら、長期培養において、ＨＩＶが突然変異してｓｉＲＮＡの阻害効果から逃
れることが示されている。例えば、Ｄａｓ　ｅｔ．ａｌ．（２００４）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．
７８（５）：２６０１－５、Ｗｅｓｔｅｒｈｏｕｔ　ｅｔ．ａｌ．（２００５）Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３３（２）：７９６－８０４を参照されたい。したがって
、１つ以上のｓｉＲＮＡ分子および１つ以上のさらなる抗ＨＩＶ治療薬をコードする組み
合わせを含むドナーが本明細書に提供される。さらなる抗ＨＩＶ分子の非限定的な例とし
て、１つ以上のＣＣＲ５リボザイム、ＴＡＲデコイ、ポリペプチド（例えば、転写因子、
酵素等）、および／または１つ以上の低分子ヘアピン型（ｓｈＲＮＡ）分子が挙げられる
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。例えば、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒａｐｙ　８（２）：１９６
－２０５を参照されたい。ｓｉＲＮＡおよびさらなる分子（例えば、ｓｈＲＮＡ）は、同
じかまたは異なるプロモーターの制御下にあってもよい。したがって、特定の実施形態に
おいて、ｓｈＲＮＡ発現カセット（例えば、Ｕ６－ｓｈＲＮＡ）が、ＣＣＲ５遺伝子座へ
の組込みのためにドナー導入遺伝子に含まれ、それによって、ＣＣＲ５の破壊をＨＩＶの
ｔａｔおよびｒｅｖの両方の阻害剤の安定な発現に結び付ける。
　遺伝子操作された転写因子
【０１０１】
　他の実施形態において、本明細書に記載されるような抗ＨＩＶ導入遺伝子は、活性化因
子または抑制因子等の転写調節ドメイン（例えば、ＫＲＡＢ、ＫＯＸ等）に融合した遺伝
子操作された（天然には存在しない）ジンクフィンガードメインを含む、１つ以上の遺伝
子操作された（天然には存在しない）転写因子、例えばジンクフィンガー転写因子をコー
ドする配列を含む。例えば、米国特許第６，４５３，２４２号、同第６，５３４，２６１
号、同第６，５９９，６９２号、同第６，５０３，７１７号、同第６，６８９，５５８号
、同第７，０３０，２１５号、同第６，７９４，１３６号、同第７，０６７，３１７号、
同第７，２６２，０５４号、同第７，０７０，９３４号、同第７，３６１，６３５号、同
第７，２５３，２７３号、および米国特許公開第２００５／００６４４７４号、同第２０
０７／０２１８５２８号、同第２００５／０２６７０６１号（全て、参照により、それら
の全体が本明細書に組み込まれる）を参照されたい。
【０１０２】
　細胞に組み込まれた転写因子は、例えば、ＨＩＶコード配列のうちのいずれか、例えば
、ｇａｇ、ｅｎｖ、ｔａｔ、ｒｅｖ、ｎｅｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕ、ｖｉｆ等を標的とし得る
。特定の実施形態において、遺伝子操作された転写因子は、ウイルスのＲＮＡ発現を阻止
するために、ＨＩＶ－１の５’ＬＴＲ、例えば、ＨＩＶ株間で高度に保存された部位を標
的とする。例えば、Ｒｅｙｎｏｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１００（４）：１６１５－１６２０；Ｅｂｅｒｈａｒｄｙ
　ｅｔ．ａｌ．（２００６）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．８０（６）：２８７３－８３を参照された
い。
【０１０３】
　さらなる実施形態において、導入遺伝子は、ＨＩＶ受容体または共受容体（ＣＣＲ５に
加えて）を抑制する遺伝子操作された転写因子をコードする配列を含む。特定の実施形態
において、抑制因子によって標的とされるＨＩＶ共受容体はＣＸＣＲ４であり、それによ
りＨＩＶのＣＣＲ５およびＣＸＣＲ４受容体の両方の同時破壊がもたらされる。導入遺伝
子は、いずれの内因性または外因性プロモーター（例えば、誘導的または組織特異的プロ
モーター）の制御下にあってもよい。したがって、幹細胞ホーミングおよびその後のＢ細
胞の発達におけるＣＸＣＲ４の必要条件を考慮すると、本明細書に記載されるようなＣＸ
ＣＲ４抑制因子の標的組込みは、適切な制御要素（例えば、ＲＮＡのｐｏｌＩＩプロモー
ター、および／またはＣＤ４特異的プロモーター／エンハンサー）を選択することにより
、選択された細胞型、例えば、ＨＳＰＣおよび／またはＣＤ４＋Ｔ細胞に限定することが
できる。
　レトロウイルス制限因子
【０１０４】
　標的組込みアプローチに組み込むことのできる抗ＨＩＶ治療用導入遺伝子の別のクラス
は、２つのヒトレトロウイルス制限因子Ｔｒｉｍ５アルファ（Ｔｒｉｍ５α）およびＡＰ
ＯＢＥＣ３Ｇの野生型および／または修飾変異体を含む。例えば、Ｍａｌｉｍ　ｅｔ　ａ
ｌ．（２０１２）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｅｒｓｐｅｃｔ　Ｍｅｄ．
Ｍａｙ；２（５）：ａ００６９４０を参照されたい。
【０１０５】
　制限因子ＴＲＩＭ５は、三量体を形成し、進入直後にウイルスのカプシドに結合し、ひ
いては適切なウイルス脱殻に干渉して逆転写の前または最中のある時点で感染を阻止する
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ことによって機能すると考えられている。Ｋｅｃｋｅｓｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．（２００４
）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０１：１０７８０-１０７８５、
Ｓｔｒｅｍｌａｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｎａｔｕｒｅ　４２７：８４８-８５３、
Ｙｌｉｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７９（１８）：１１５８０－
７、Ｙａｐ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　１０１：１０７８６-１０７９１、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．
８０（１４）：６７３８－４４を参照のこと。
【０１０６】
　第２の制限因子ＡＰＯＢＥＣ３Ｇは、シチジン脱アミノ化酵素の機能を有するタンパク
質のファミリーの一部である。例えば、Ｃｈｉｕ　＆　Ｇｒｅｅｎｅ　（２００８）Ａｎ
ｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２６：３１７－５３を参照のこと。ＡＰＯＢＥＣ３Ｇは
、ｓｓＤＮＡを編集し、マイナス鎖においてｄＣ残基のｄＵ残基への脱アミノ化を引き起
こす。ＨＩＶの場合、このプロセスは段階的に起こり、ＲＴの開始により近い残基がより
大規模に編集されるが、全てのマイナス鎖ｄＣ残基の最大２０％を編集することができる
。この編集は、欠陥プロウイルスの生成を引き起こし得るプラス鎖におけるいずれかのＧ
からＡの高頻度変異をもたらす可能性がある。例えば、Ｈａｒｒｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，（
２００３）Ｃｅｌｌ　１１３（６）：８０３－９；Ｍａｎｇｅａｔ　ｅｔ　ａｌ．（２０
０３）Ｎａｔｕｒｅ　４２４（６９４４）：９９－１０３、Ｙｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００
４）Ｎａｔ．Ｓｔｒｕｔ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１１（５）：４３５－４２、Ｚｈａｎｇ　
ｅｔ　ａｌ．（２００３）　Ｎａｔｕｒｅ　４２４（６９４４）：９４－８を参照された
い。通常、ＨＩＶは、ユビキチン化を介してＡＰＯＢＥＣ３Ｇを不安定化するＶｉｆ結合
、それに続くプロテアソームによる分解により、ＡＰＯＢＥＣ３Ｇを不活性化する（Ｙｕ
　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０２（５６４７）：１０５６－６０）。
しかしながら、おそらくは、ＶｉｆがＡＰＯＢＥＣ３Ｇに効率的に結合して修飾すること
ができないために、ＨＩＶ－１は、アカゲザルのＡＰＯＢＥＣ３Ｇによってヒト細胞内に
強く限定される。この活性の差を、アカゲザルタンパク質における単一のアミノ酸である
アスパラギン酸（Ｄ）からリジン（Ｋ）の野生型の位置（Ｄ１２８Ｋ）にマッピングした
。Ｄ１２８Ｋ変異体を合成するようにヒト遺伝子を突然変異させることにより、Ｖｉｆに
限定されたヒトＡＰＯＢＥＣ３Ｇを作製する。例えば、Ｘｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０１（１５）：５６５２－７を参
照のこと。
【０１０７】
　よって、いくつかの態様において、導入遺伝子（例えば、ＣＣＲ５遺伝子座に、または
不活性化ＣＣＲ５遺伝子座を含む細胞に組み込まれた）は、Ｔｒｉｍ５アルファまたはＡ
ＰＯＢＥＣ３Ｇポリペプチドを含む。配列は、野生型であってもよいか、または１つ以上
の突然変異、例えば、抗ウイルス活性を増加させるおよび／もしくは免疫原性を低下させ
る突然変異を含んでもよい。特定の実施形態において、ドナーは、３３２位のアルギニン
（Ｒ）残基が除去または置換された（例えば、プロリン（Ｐ）残基もしくはグルタミン（
Ｑ）残基で置換されてＲ３３２ＰもしくはＲ３３２Ｑを生じる）ヒトＴｒｉｍ５αタンパ
ク質をコードする配列を含む。他の実施形態において、ドナーは、ヒトＡＰＯＢＥＣ３Ｇ
　Ｄ１２８Ｋ突然変異をコードする配列を含む。
【０１０８】
　制限因子（例えば、修飾されたＴｒｉｍ５アルファおよび／またはＡＰＯＢＥＣ３Ｇ）
は、単独で、または互いに組み合わさって、または本明細書に記載される他の抗ＨＩＶ治
療薬（例えば、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、遺伝子操作された転写因子等）とともに組み込
まれてもよい。
ドミナントネガティブなＨＩＶ　ｒｅｖ
【０１０９】
　他の態様において、抗ＨＩＶ導入遺伝子は、ＨＩＶ　ｒｅｖ遺伝子のドミナントネガテ
ィブ型であるＲｅｖＭ１０を含む。ｒｅｖ遺伝子は、初期遺伝子発現と後期遺伝子発現と
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の間の過渡期に作用し、スプライシングされていないｍＲＮＡの核から細胞質への輸送、
およびＨＩＶ構造タンパク質の発現に必要である。例えば、Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９
８９），Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６３（９）：３７０８－１３、Ｍａｌｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（１
９８９）Ｃｅｌｌ　５８（１）：２０５－１４を参照されたい。Ｒｅｖのトランスドミナ
ント型であるＲｅｖＭ１０は、細胞株および初代Ｔ細胞の両方においてＨＩＶの複製を阻
害するのに効果的であることが示されている。例えば、Ｂｅｖｅｃ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９（２０）：９８７０－４
、Ｍａｌｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７６（４）：１１９７
－２０１を参照されたい。さらに、トランスドミナントタンパク質の一貫した発現は、修
飾されたヒトＨＳＰＣ由来細胞においてＨＩＶの複製に対するその阻害効果を維持する一
方で、正常な細胞機能またはヒトＨＳＰＣの発達にいずれの悪影響ももたらしていない。
Ｂｏｎｙｈａｄｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７１（６）：４７０７－
１６、Ｐｌａｖｅｃ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　４（２）：
１２８－３９を参照のこと。
【０１１０】
　したがって、特定の実施形態において、ドナー（導入遺伝子）は、ＲｅｖＭ１０タンパ
ク質をコードする配列を含む。特定の実施形態において、ＲｅｖＭ１０をコードする配列
は、導入遺伝子の一貫した高い発現を確保するために構成的プロモーターの制御下にある
。ＲｅｖＭ１０をコードする配列は、ＣＣＲ５遺伝子座または別の遺伝子座に組み込むこ
とができ、記載される他の抗ＨＩＶ導入遺伝子（同じかまたは異なるベクター上の、任意
の組み合わせの同じかまたは異なる部位に組み込まれる）と組み合わせて使用されてもよ
い。
　自殺カセット
【０１１１】
　本明細書に記載される組み込まれた導入遺伝子のいずれに関しても、細胞は、全ての修
飾細胞（例えば、ＨＳＣ）、および小分子の付加（ｅｘ－ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏ
のいずれか）によって得られるそれらの子孫の選択的な死滅を可能にすることにより安全
性を向上させる自殺遺伝子カセットをさらに含み得る。自殺カセットは、本明細書に記載
されるような１つ以上のドナー分子の一部であってもよいか、またはそれとは別個であっ
てもよい。
【０１１２】
　自殺カセットは、当該技術分野において既知であり、ＨＳＶ－ＴＫ融合を含む：修飾細
胞集団は、細胞を分裂させる際にＤＮＡ複製に干渉するように、ＨＳＶ－ＴＫによってリ
ン酸化されるガンシクロビルを細胞内に付加することによって選択的に死滅させることが
できる。例えば、米国特許公開第２０１１００２７２３５を参照のこと。
　送達
【０１１３】
　ヌクレアーゼ、これらのヌクレアーゼをコードするポリヌクレオチド、ドナーポリヌク
レオチド（導入遺伝子）、および本明細書に記載されるタンパク質および／またはポリヌ
クレオチドを含む組成物は、任意の好適な手段によってｉｎ　ｖｉｖｏまたはｅｘ　ｖｉ
ｖｏで送達され得る。
【０１１４】
　本明細書に記載されるようなヌクレアーゼを送達する方法は、例えば、米国特許第６，
４５３，２４２号、同第６，５０３，７１７号、同第６，５３４，２６１号、同第６，５
９９，６９２号、同第６，６０７，８８２号、同第６，６８９，５５８号、同第６，８２
４，９７８号、同第６，９３３，１１３号、同第６，９７９，５３９号、同第７，０１３
，２１９号、および第７，１６３，８２４号（これらの全ての開示は、参照によりその全
体が本明細書に組み込まれる）に記載されている。
【０１１５】
　また、本明細書に記載されるようなヌクレアーゼおよび／またはドナー構築物は、ジン
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クフィンガーまたはＴＡＬＥＮタンパク質（複数可）のうちの１つ以上をコードする配列
を含有するベクターを使用して送達されてもよい。限定されないが、プラスミドベクター
、レトロウイルスベクター、レンチウイルスベクター、アデノウイルスベクター、ポック
スウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクター、およびアデノ随伴ウイルスベクター等
を含む、任意のベクター系が使用されてもよい。米国特許第６，５３４，２６１号、同第
６，６０７，８８２号、同第６，８２４，９７８号、同第６，９３３，１１３号、同第６
，９７９，５３９号、同第７，０１３，２１９号、および同第７，１６３，８２４号（参
照により、その全体が本明細書に組み込まれる）も参照されたい。さらに、これらのベク
ターのいずれも、治療に必要な配列のうちの１つ以上を含み得ることは明白であろう。し
たがって、１つ以上のヌクレアーゼおよびドナー構築物が細胞に導入される場合、ヌクレ
アーゼおよび／またはドナーポリヌクレオチドは、同じベクター上または異なるベクター
上に担持されてもよい。複数のベクターが使用される場合、各ベクターは、１つまたは複
数のヌクレアーゼおよび／もしくはドナー構築物をコードする配列を含んでもよい。
【０１１６】
　従来のウイルスおよび非ウイルスベースの遺伝子導入方法を使用して、ヌクレアーゼお
よびドナー構築物をコードする核酸を細胞（例えば、哺乳類細胞）および標的組織に導入
することができる。非ウイルスベクター送達系は、ＤＮＡプラスミド、裸の核酸、および
リポソームまたはポロキサマー等の送達ビヒクルと複合化された核酸を含む。ウイルスベ
クター送達系は、細胞への送達後にエピソームのゲノムまたは組み込まれたゲノムのいず
れかを有するＤＮＡおよびＲＮＡウイルスを含む。遺伝子治療手順の概説については、Ａ
ｎｄｅｒｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６：８０８－８１３（１９９２）、Ｎａｂｅｌ　
＆　Ｆｅｌｇｎｅｒ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：２１１－２１７　（１９９３）、Ｍｉｔａ
ｎｉ　＆　Ｃａｓｋｅｙ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：１６２－１６６　（１９９３）、Ｄｉ
ｌｌｏｎ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：１６７－１７５（１９９３）、Ｍｉｌｌｅｒ，　Ｎａ
ｔｕｒｅ　３５７：４５５－４６０（１９９２）、Ｖａｎ　Ｂｒｕｎｔ，Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　６（１０）：１１４９－１１５４　（１９８８）、Ｖｉｇｎｅ，Ｒｅｓｔ
ｏｒａｔｉｖｅ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　８：３５－
３６（１９９５）、Ｋｒｅｍｅｒ　＆　Ｐｅｒｒｉｃａｕｄｅｔ，Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｍｅ
ｄｉｃａｌ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　５１（１）：３１－４４（１９９５）、Ｈａｄｄａｄａ
　ｅｔ　ａｌ．，　ｉｎ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏ
ｇｙ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｄｏｅｒｆｌｅｒ　ａｎｄ　Ｂoｈｍ（ｅｄｓ．
）　（１９９５）、およびＹｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：１３－
２６（１９９４）を参照されたい。
【０１１７】
　核酸の非ウイルス送達の方法は、電気穿孔、リポフェクション、マイクロインジェクシ
ョン、バイオリスティック、ビロソーム、リポソーム、免疫リポソーム、デンドリマー、
ポリカチオン、または脂質：核酸複合体、裸のＤＮＡ、人工ビリオン、および薬剤によっ
て強化されたＤＮＡの取り込みを含む。例えば、Ｓｏｎｉｔｒｏｎ　２０００システム（
Ｒｉｃｈ－Ｍａｒ）を用いたソノポレーションも、核酸の送達のために使用することがで
きる。
【０１１８】
　さらなる例示的な核酸送達系は、Ａｍａｘａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｃｏｌｏｇｎｅ
，Ｇｅｒｍａｎｙ）、Ｍａｘｃｙｔｅ，Ｉｎｃ．（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍａｒｙｌａｎ
ｄ）、ＢＴＸ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｈｏｌｌｉｓ
ｔｏｎ，ＭＡ）、およびＣｏｐｅｒｎｉｃｕｓ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　Ｉｎｃ，（
例えばＵＳ６００８３３６を参照）によって提供されるものを含む。リポフェクションは
、例えば、米国特許第５，０４９，３８６号、同第４，９４６，７８７号、および同第４
，８９７，３５５号）に記載されており、リポフェクション試薬は市販されている（例え
ば、Ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍ（商標）およびＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎ（商標））。ポリヌク
レオチドの効率的な受容体認識リポフェクションに好適な陽イオン性脂質および中性脂質
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は、Ｆｅｌｇｎｅｒ、国際公開第ＷＯ９１／１７４２４号、同第ＷＯ９１／１６０２４号
を含む。
【０１１９】
　免疫脂質複合体等の標的リポソームを含む脂質：核酸複合体の調製は、当業者に周知で
ある（例えば、Ｃｒｙｓｔａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０：４０４－４１０（１９９５）
、Ｂｌａｅｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２：２９１－２９
７（１９９５）、Ｂｅｈｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．５：
３８２－３８９（１９９４）、Ｒｅｍｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃ
ｈｅｍ．５：６４７－６５４（１９９４）、Ｇａｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ
ａｐｙ　２：７１０－７２２（１９９５）、Ａｈｍａｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓ．５２：４８１７－４８２０（１９９２）、米国特許第４，１８６，１８３号、同
第４，２１７，３４４号、同第４，２３５，８７１号、同第４，２６１，９７５号、同第
４，４８５，０５４号、同第４，５０１，７２８号、同第４，７７４，０８５号、同第４
，８３７，０２８号、および同第４，９４６，７８７を参照されたい）。
【０１２０】
　さらなる送達の方法は、送達されるべき核酸をＥｎＧｅｎｅＩＣ送達ビヒクル（ＥＤＶ
）にパッケージする使用法を含む。これらのＥＤＶは、二重特異性抗体を用いて標的組織
に特異的に送達される：抗体の一方のアームは、標的組織に対する特異性を有し、他方の
アームは、ＥＤＶに対する特異性を有する。抗体は、標的細胞表面にＥＤＶを運び、次い
で、エンドサイトーシスによりＥＤＶが細胞内に取り込まれる。一旦、細胞内に取り込ま
れると、その内容物が放出される（ＭａｃＤｉａｒｍｉｄ　ｅｔ　ａｌ（２００９）Ｎａ
ｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２７（７）：６４３を参照のこと）。
【０１２１】
　遺伝子操作されたＺＦＰをコードする核酸を送達するためのＲＮＡまたはＤＮＡウイル
スに基づく系の使用は、ウイルスに体内の特定の細胞を標的とさせ、核にウイルス負荷量
を輸送するための高度に進化したプロセスを利用する。ウイルスベクターは、患者に直接
投与することができるか（ｉｎ　ｖｉｖｏ）、またはｉｎ　ｖｉｔｒｏで細胞を治療する
ために使用することができ、修飾細胞が患者に投与される（ｅｘ　ｖｉｖｏ）。ＺＦＰを
送達するための従来のウイルスに基づく系は、限定されないが、遺伝子導入のためのレト
ロウイルス、レンチウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ワクシニアウイル
ス、および単純ヘルペスウイルスベクターを含む。宿主ゲノムへの組込みは、レトロウイ
ルス、レンチウイルス、およびアデノ随伴ウイルスによる遺伝子送達方法を用いて可能で
あり、挿入された導入遺伝子の長期発現をもたらすことが多い。また、多くの異なる細胞
型および標的組織において、高い導入効率が観察されている。
【０１２２】
　レトロウイルスの指向性は、外来性エンベロープタンパク質を組み込むことによって変
更することができ、標的細胞の潜在的な標的集団を拡張する。レンチウイルスベクターは
、非分裂細胞を形質導入するかまたは感染させることができる、典型的には高いウイルス
力価を生じるレトロウイルスベクターである。レトロウイルス遺伝子導入系の選択は、標
的組織に依存する。レトロウイルスベクターは、最大６～１０ｋｂの外因性配列のパッケ
ージング能力を有する、シス作用性の長い末端反復からなる。ベクターの複製およびパッ
ケージングには、最小限のシス作用性ＬＴＲが十分であり、次いで、それらは、恒久的な
導入遺伝子の発現を提供するように治療遺伝子を標的細胞に組み込むために使用される。
広く使用されているレトロウイルスベクターは、マウス白血病ウイルス（ＭｕＬＶ）、テ
ナガザル白血病ウイルス（ＧａＬＶ）、サル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）、ヒト免疫不全
ウイルス（ＨＩＶ）、およびそれらの組み合わせに基づくものを含む（例えば、Ｂｕｃｈ
ｓｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６６：２７３１－２７３９（１９９２）、
Ｊｏｈａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６６：１６３５－１６４０（１９９２）
、Ｓｏｍｍｅｒｆｅｌｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒｏｌ．１７６：５８－５９（１９９０）
、Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６３：２３７４－２３７８（１９８９
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）、Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６５：２２２０－２２２４（１９９
１）、ＰＣＴ／ＵＳ９４／０５７００を参照されたい）。
【０１２３】
　一過性の発現が好ましい用途では、アデノウイルスに基づく系が使用されてもよい。ア
デノウイルスに基づくベクターは、多くの細胞型において極めて高い形質導入効率が可能
であり、細胞分裂を必要としない。そのようなベクターを用いて、高力価かつ高レベルの
発現が得られている。このベクターは、比較的単純なシステムにおいて大量に生成するこ
とができる。また、アデノ随伴ウイルス（「ＡＡＶ」）ベクターも、例えば、核酸および
ペプチドのｉｎ　ｖｉｔｒｏ産生において、ならびにｉｎ　ｖｉｖｏおよびｅｘ　ｖｉｖ
ｏの遺伝子治療手段のために、標的核酸を用いて細胞に形質導入するために使用される（
例えば、Ｗｅｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１６０：３８－４７（１９８７）
、米国特許第４，７９７，３６８号、国際公開第ＷＯ９３／２４６４１号、Ｋｏｔｉｎ，
Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　５：７９３－８０１（１９９４）、Ｍｕｚｙｃ
ｚｋａ，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９４：１３５１（１９９４）を参照のこと。組換
えＡＡＶベクターの構築は、米国特許第５，１７３，４１４号、Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．５：３２５１－３２６０（１９８５）、Ｔｒ
ａｔｓｃｈｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．４：２０７２－２０８１
（１９８４）、Ｈｅｒｍｏｎａｔ　＆　Ｍｕｚｙｃｚｋａ，ＰＮＡＳ８１：６４６６－６
４７０（１９８４）、およびＳａｍｕｌｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６３：
０３８２２－３８２８（１９８９）を含む多くの刊行物に記載されている。
【０１２４】
　現在のところ、少なくとも６つのウイルスベクターのアプローチが、臨床試験における
遺伝子導入に利用可能であり、それらは、形質導入剤を生成するためにヘルパー細胞株に
挿入される遺伝子による欠陥ベクターの補完に関与するアプローチを用いる。
【０１２５】
　ｐＬＡＳＮおよびＭＦＧ－Ｓは、臨床試験に使用されてきたレトロウイルスベクターの
例である（Ｄｕｎｂａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　８５：３０４８－３０５（１９９
５）、Ｋｏｈｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．１：１０１７－１０２（１９９５）、
Ｍａｌｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ　９４：２２　１２１３３－１２１３８（１９９
７））。ＰＡ３１７／ｐＬＡＳＮは、遺伝子治療試験で使用された最初の治療ベクターで
あった（Ｂｌａｅｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０：４７５－４８０（１９
９５））。ＭＦＧ－Ｓをパッケージしたベクターには５０％以上の形質導入効率が観察さ
れている（Ｅｌｌｅｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．４４（
１）：１０－２０（１９９７）、Ｄｒａｎｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔ
ｈｅｒ．１：１１１－２（１９９７）。
【０１２６】
　組換えアデノ随伴ウイルスベクター（ｒＡＡＶ）は、欠損型および非病原性のパルボウ
イルスアデノ随伴２型ウイルスに基づく、有望な代替の遺伝子送達系である。全てのベク
ターは、導入遺伝子発現カセットに隣接するＡＡＶの１４５ｂｐの逆方向末端反復のみを
保持するプラスミドに由来する。形質導入された細胞のゲノムへの組込みに起因する効率
的な遺伝子導入および安定した導入遺伝子送達は、このベクター系の重要な特長である。
（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌａｎｃｅｔ　３５１：９１１７　１７０２－３（１９
９８）、Ｋｅａｒｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．９：７４８－５５（１９９
６））。ＡＡＶ１、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、Ａ
ＡＶ９、およびＡＡＶｒｈ１０を含む他のＡＡＶ血清型も、本発明に従って使用すること
ができる。
【０１２７】
　複製欠損型組換えアデノウイルスベクター（Ａｄ）は、高力価で生成することができ、
多くの異なる細胞型に容易に感染する。ほとんどのアデノウイルスベクターは、導入遺伝
子がＡｄＥ１ａ、Ｅ１ｂ、および／またはＥ３遺伝子を置換するように遺伝子操作され、
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その後、複製欠損型ベクターは、欠失した遺伝子機能をトランスで供給するヒト２９３細
胞において増幅される。Ａｄベクターは、例えば、肝臓、腎臓、および筋肉に見られるも
の等の非分裂の分化細胞含む複数の種類の組織をｉｎ　ｖｉｖｏで形質導入することがで
きる。従来のＡｄベクターは、高い輸送能力を有する。臨床試験におけるＡｄベクターの
使用の例は、筋肉内注射を用いた抗腫瘍免疫のためのポリヌクレオチド治療を含む（Ｓｔ
ｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：１０８３－９（１９９８
））。臨床試験における遺伝子導入のためのアデノウイルスベクターの使用のさらなる例
として、Ｒｏｓｅｎｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　２４：１　５－１
０（１９９６）、Ｓｔｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．９：７
　１０８３－１０８９（１９９８）、Ｗｅｌｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔ
ｈｅｒ．２：２０５－１８（１９９５）、Ａｌｖａｒｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍ．Ｇｅ
ｎｅ　Ｔｈｅｒ．５：５９７－６１３（１９９７）、Ｔｏｐｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ
　Ｔｈｅｒ．５：５０７－５１３（１９９８）、Ｓｔｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍ
．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：１０８３－１０８９（１９９８）が挙げられる。
【０１２８】
　宿主細胞を感染させることができるウイルス粒子を形成するために、パッケージング細
胞が使用される。そのような細胞は、アデノウイルスをパッケージする２９３細胞、およ
びレトロウイルスをパッケージングするψ２細胞またはＰＡ３１７細胞を含む。遺伝子治
療に使用されるウイルスベクターは、通常、核酸ベクターをウイルス粒子中にパッケージ
する生産細胞株によって生成される。ベクターは、典型的には、パッケージングおよびそ
の後の宿主への組込みに必要な最小限のウイルス配列（必要に応じて）を含有し、他のウ
イルス配列は、発現されるべきタンパク質をコードする発現カセットによって置換される
。欠落したウイルス機能は、パッケージングする細胞株によってトランスで供給される。
例えば、遺伝子治療に使用されるＡＡＶベクターは、典型的には、宿主ゲノムへのパッケ
ージングおよび組込みに必要なＡＡＶゲノムからの逆方向末端反復（ＩＴＲ）配列のみを
有する。ウイルスＤＮＡは、他のＡＡＶ遺伝子、すなわち、ｒｅｐおよびｃａｐをコード
するが、ＩＴＲ配列が欠如しているヘルパープラスミドを含有する細胞株内にパッケージ
される。細胞株はまた、ヘルパーとしてのアデノウイルスにも感染させられる。ヘルパー
ウイルスは、ＡＡＶベクターの複製およびヘルパープラスミドからのＡＡＶ遺伝子の発現
を促進する。このヘルパープラスミドは、ＩＴＲ配列の欠如に起因して、相当な量ではパ
ッケージされない。アデノウイルスによる汚染は、例えば、ＡＡＶよりもアデノウイルス
のほうがより感受性の高い熱処理によって減少させることができる。場合によっては、Ａ
ＡＶは、バキュロウイルスにおいて生成されてもよい（米国特許第６，７２３，５５１号
および同第７，２７１，００２号（参照により本明細書に組み込まれる）を参照のこと）
。
【０１２９】
　多くの遺伝子治療の用途において、遺伝子治療ベクターが、特定の組織型に対する高度
の特異性をもって送達されることが望ましい。したがって、ウイルスベクターは、ウイル
スの外表面上のウイルスのコートタンパク質との融合タンパク質としてリガンドを発現さ
せることにより、所与の細胞型に対する特異性を有するように修飾することができる。リ
ガンドは、対象とする細胞型上に存在することが分かっている受容体に対する親和性を有
するように選択される。例えば、Ｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９２：９７４７－９７５１（１９９５）は、モロニーマウス白血病ウイ
ルスを、ｇｐ７０に融合されたヒトヘレグリンを発現するように修飾することができ、そ
の組換えウイルスが、ヒト上皮成長因子受容体を発現する特定のヒト乳癌細胞に感染する
ことを報告した。この原理は、標的細胞が受容体を発現し、かつ、ウイルスが細胞表面受
容体に対するリガンドを含む融合タンパク質を発現する他のウイルス標的細胞対にまで拡
張することができる。例えば、繊維状ファージは、実質的にいかなる選択された細胞受容
体にも特異的結合親和性を有する抗体断片（例えば、ＦＡＢまたはＦｖ）を提示するよう
に遺伝子操作することができる。上記の説明は、主としてウイルスベクターに適用される
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が、同じ原理が非ウイルスベクターに適用されてもよい。そのようなベクターは、特異的
な標的細胞による取り込みを好む特異的な取り込み配列を含有するように遺伝子操作する
ことができる。
【０１３０】
　遺伝子治療ベクターは、後述するように、典型的には、全身投与（例えば、静脈内、腹
腔内、筋肉内、皮下、もしくは頭蓋内注入）または局所適用による個々の患者への投与に
よってｉｎ　ｖｉｖｏで送達することができる。代替として、ベクターは、細胞、例えば
、個々の患者から移植された細胞（例えば、リンパ球、骨髄穿刺液、組織生検）または普
遍的なドナーの造血幹細胞／前駆細胞等にｅｘ　ｖｉｖｏで送達することもでき、その後
、通常はベクターを組み込んだ細胞の選択後に、細胞が患者に再移植される。
【０１３１】
　ヌクレアーゼおよび／またはドナー構築物を含有するベクター（例えば、レトロウイル
ス、アデノウイルス、リポソーム等）は、ｉｎ　ｖｉｖｏでの細胞の形質導入のために生
物に直接投与することもできる。代替として、送達ビヒクル（例えば、リポソームまたは
ポロキサマー）とともに製剤化／複合化した裸のＤＮＡを投与することもできる。投与は
、限定されないが、注射、注入、局所適用、および電気穿孔を含む、通常、血液または組
織細胞との最終的な接触に分子を導入するために用いられる経路のうちのいずれかによる
。そのような核酸を投与する好適な方法は、利用可能かつ当業者に周知であり、特定の組
成物を投与するために１つより多くの経路が用いられてもよいが、特定の経路は、別の経
路より即時的かつより効果的な反応を提供できる場合が多い。
【０１３２】
　本明細書に記載されるポリヌクレオチドの導入に好適なベクターは、非組込み型レンチ
ウイルスベクターまたはインテグラーゼ欠損型レンチウイルス（ＩＤＬＶ）を含む。例え
ば、Ｏｒｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　９３：１１３８２－１１３８８、Ｄｕｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ
．７２：８４６３－８４７１、Ｚｕｆｆｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒｏ
ｌ．７２：９８７３－９８８０、Ｆｏｌｌｅｎｚｉ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２５：２１７－２２２、米国特許公開第　２００９／０５４９
８５号を参照のこと。
【０１３３】
　　薬学的に許容される担体は、投与される特定の組成物によって、また、組成物を投与
するために使用される特定の方法によって、一部決定される。したがって、後述するよう
に、多種多様な好適な医薬組成物の製剤が利用可能である（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１７ｔｈ　ｅｄ．，１９８９
を参照のこと）。
【０１３４】
　ヌクレアーゼをコードする配列およびドナー構築物は、同じかまたは異なる系を使用し
て送達できることは明白であろう。例えば、ドナーポリヌクレオチドは、プラスミドによ
って担持されてもよく、１つ以上のヌクレアーゼは、ＡＡＶベクターによって担持されて
もよい。さらに、同じかまたは異なる経路（筋肉内注射、尾静脈注射、他の静脈内注射、
腹腔内投与および／または筋肉内注射）によって異なるベクターが投与されてもよい。ベ
クターは、同時にまたは任意の連続的順序で送達されてもよい。
【０１３５】
　ｅｘ　ｖｉｖｏ投与およびｉｎ　ｖｉｖｏ投与の両方のための製剤は、液体中の懸濁液
または乳化液を含む。有効成分は、薬学的に許容され、かつ有効成分と適合性のある賦形
剤と混合されることが多い。好適な賦形剤は、例えば、水、生理食塩水、ブドウ糖、グリ
セロール、エタノール等、およびそれらの組み合わせを含む。さらに、組成物は、湿潤剤
もしくは乳化剤、ｐＨ緩衝剤、安定剤、または医薬組成物の有効性を増強する他の試薬等
の、少量の補助物質を含有してもよい。
【０１３６】
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　以下の実施例は、ヌクレアーゼがジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）を含有する
本開示の例示的な実施形態に関する。これは例示目的のために過ぎず、例えば、遺伝子操
作されたＤＮＡ結合ドメインを有するホーミングエンドヌクレアーゼ（メガヌクレアーゼ
）、および／または、天然に存在するかもしくは遺伝子操作されたホーミングエンドヌク
レアーゼ（メガヌクレアーゼ）のＤＮＡ結合ドメインと、異種の切断ドメインもしくはＴ
ＡＬＥＮとの融合物等の他のヌクレアーゼが使用されてもよいことを理解されたい。
【実施例】
【０１３７】
実施例
実施例１：ＣＣＲ５の遺伝子座への抗ＨＩＶ導入遺伝子の組込み
【０１３８】
　米国特許第７，９５１，９２５号に記載されるようなジンクフィンガーヌクレアーゼを
、ドナー分子にコードされた抗ＨＩＶ導入遺伝子の、Ｋ５６２細胞、ＰＭ－１細胞、また
はヒトＨＳＰＣ（例えば、ＣＤ３４＋細胞）のＣＣＲ５遺伝子座内への標的組込みに使用
した。ｓｈＲＮＡドナーの場合、Ｕ６、ＣＡＧ、またはＰＧＫプロモーターが、ｓｈＲＮ
Ａの発現を駆動する。ＺＦＰ－ＴＦ抑制因子ドナーの場合、ドナーは、ＣＤ４＋Ｔ細胞に
おける下方制御を制限するためのＣＤ４プロモーター／エンハンサーを含む。これらの発
現カセットを、（上で特定した）ヒトおよびアカゲザルＨＳＣのためのリードＣＣＲ５ド
ナーにクローン化し、配列を確認した。
【０１３９】
　プラスミドおよび／またはウイルスベクター（例えば、アデノウイルス）を使用して、
ＺＦＮおよび／またはドナー構築物を送達する。予想される活性を確保し、ドナーの組込
みを確認するために、Ｋ５６２細胞における標的組込み率を測定する。Ｋ５６２細胞にお
ける確認後、同様の様式で、内因性のＣＣＲ５遺伝子座を修飾するようにＰＭ－１細胞を
トランスフェクトし、修飾頻度を測定する。トランスフェクトした集団およびクローンを
単離し、ＣＣＲ５遺伝子座に組み込まれたときの導入遺伝子発現の全体的な頻度、レベル
、および安定性、ならびにオフターゲット効果について調べる。
【０１４０】
　導入遺伝子の良好な安定した発現を示す修飾ＰＭ－１集団および細胞クローンを、Ｒ５
指向性、Ｘ４指向性、および二重指向性ウイルスを含む様々なＨＩＶ株に曝露し、ＣＣＲ
５の破壊および導入遺伝子のどの組み合わせが、ＨＩＶに対する最良かつ最も広範な耐性
を付与するかを判定した。ＰＣＲにより修飾細胞の生存を、全体的な細胞生存率を、細胞
外ｐ２４レベルを、培養物中の逆転写酵素（ＲＴ）の単位の存在を測定することによって
、またはｑＲＴ－ＰＣＲにより培養培地中のウイルスメッセージの量を測定することによ
って、耐性をモニタリングする。
【０１４１】
　選択されたドナー／導入遺伝子の組み合わせを、次いで、高力価ＮＩＬベクターを発生
させるために使用する：これは、３つ全ての構成要素を有するようにベクターの構成を変
更すること、それらを２つの別個のベクターに分割すること、または構成要素をセンスも
しくはアンチセンス方向に配置することを含み得る。得られたＮＩＬベクターを使用して
ＨＳＰＣを修飾し、これらの導入遺伝子が、ｅｘ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの両方
の動物試験で多様な細胞型において機能するように、発現および安定性を検査する（遺伝
毒性およびオフターゲット効果に関する試験を含む）。
実施例２：自殺カセット
【０１４２】
　ＥＦ１αプロモーターによって駆動されるＨＳＶ　ＴＫ遺伝子発現カセットをクローン
化および配列決定し、最適なＣＣＲ５ドナー分子（実施例１）に挿入し、得られた構築物
をＫ５６２およびＰＭ－１細胞中で検査して、トランスフェクト細胞における組込み頻度
ならびにＨＳＶ　ＴＫ発現のレベルおよび安定性を判定する。継時的な安定性および発現
レベルを調べるために試験を行う。死滅曲線を作成し、修飾集団および単離細胞クローン
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【０１４３】
　本明細書において言及した全ての特許、特許出願、および刊行物は、参照によりそれら
の全体が本明細書に組み込まれる。
【０１４４】
　理解の明瞭さを目的として、図および実施例を用いてある程度詳細に開示を提供してき
たが、当業者には、本開示の主旨または範囲から逸脱することなく、種々の変更および修
正が実施され得ることは明白であろう。したがって、前述の説明および実施例は、限定的
であると解釈されるべきではない。
【配列表】
2014530603000001.app
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