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(57)【要約】
本明細書において提供されるのは、メチルマロニルCoAムターゼ(MUT)をコードする核酸、
ならびに関連するベクター、例えばAAVベクターおよびAnc80ベクターに関する、方法およ
び組成物である。また、提供されるのは、有機酸血症に関連する酵素をコードする配列お
よび発現制御配列を含むウイルスベクターを、免疫抑制剤へ連結した合成ナノキャリアと
組み合わせて投与するための方法である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　有機酸血症を有するか、またはこれを有することが疑われる対象に、AAVベクターまた
はAnc80ベクターなどのウイルスベクターと、免疫抑制剤へ連結した合成ナノキャリアと
を、同時に投与すること
を含む方法であって、ウイルスベクターが、有機酸血症に関連する酵素をコードする配列
および1つ以上の発現制御配列を含む、前記方法。
【請求項２】
　ウイルスベクターが、AAV2、AAV8、Anc80、AAV2/Anc80またはAAV8/Anc80ベクターであ
る、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　有機酸血症が、メチルマロン酸血症(MMA)である、請求項1または2に記載の方法。
【請求項４】
　ウイルスベクターと、免疫抑制剤へ連結した合成ナノキャリアとが、ウイルスベクター
に対する体液性および/または細胞性免疫応答を低下させるための有効量におけるもので
ある、請求項1～3のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　対象が、小児の対象である、請求項1～4のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　対象が、ウイルスベクターと、免疫抑制剤へ連結した合成ナノキャリアとを同時に先に
投与されている、請求項1～5のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　その後の時点においてウイルスベクターを対象に投与することをさらに含む、請求項1
～6のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　ウイルスベクターと、免疫抑制剤へ連結した合成ナノキャリアとの同時投与が繰り返さ
れる、請求項1～7のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　メチルマロン酸血症(MMA)に関連する酵素が、メチルマロニルCoAムターゼ(MUT)である
、請求項1～8のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　配列が、野生型MUTをコードする、請求項1～9のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　1つ以上の発現制御配列が、肝臓特異的プロモーターを含む、請求項1～10のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１２】
　1つ以上の発現制御配列が、構成的プロモーターを含む、請求項1～10のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１３】
　免疫抑制剤が、ラパマイシンを含む、請求項1～12のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　免疫抑制剤が、合成ナノキャリア中にカプセル化されている、請求項1～13のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１５】
　合成ナノキャリアが、ポリマー性ナノ粒子を含む、請求項1～14のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１６】
　ポリマー性ナノ粒子が、ポリエステルまたはポリエーテルに結合したポリエステルを含
む、請求項15に記載の方法。
【請求項１７】
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　ポリエステルが、ポリ(乳酸)、ポリ(グリコール酸)、ポリ(乳酸-コ-グリコール酸)また
はポリカプロラクトンを含む、請求項16に記載の方法。
【請求項１８】
　ポリマー性ナノ粒子が、ポリエステルおよびポリエーテルに結合したポリエステルを含
む、請求項16または17に記載の方法。
【請求項１９】
　ポリエーテルが、ポリエチレングリコールまたはポリプロピレングリコールを含む、請
求項16～18のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　動的光散乱を用いて得られた合成ナノキャリアの集合の粒子サイズ分布の平均が、110n
mより大きな直径である、請求項1～19のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　直径が、150nmより大きい、請求項20に記載の方法。
【請求項２２】
　直径が、200nmより大きい、請求項21に記載の方法。
【請求項２３】
　直径が、250nmより大きい、請求項22に記載の方法。
【請求項２４】
　直径が、5μm未満である、請求項20～23のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　直径が、4μm未満である、請求項24に記載の方法。
【請求項２６】
　直径が、3μm未満である、請求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　直径が、2μm未満である、請求項26に記載の方法。
【請求項２８】
　直径が、1μm未満である、請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　直径が、500nm未満である、請求項28に記載の方法。
【請求項３０】
　直径が、450nm未満である、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】
　直径が、400nm未満である、請求項30に記載の方法。
【請求項３２】
　直径が、350nm未満である、請求項31に記載の方法。
【請求項３３】
　直径が、300nm未満である、請求項32に記載の方法。
【請求項３４】
　合成ナノキャリア中に含まれる免疫抑制剤のロードが、合成ナノキャリア全体での平均
において、0.1％～50％(重量/重量)である、請求項1～33のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　ロードが、0.1％～25％である、請求項34に記載の方法。
【請求項３６】
　ロードが、1％～25％である、請求項35に記載の方法。
【請求項３７】
　ロードが、2％～25％である、請求項36に記載の方法。
【請求項３８】
　合成ナノキャリアの集合のアスペクト比が、1:1、1:1.2、1:1.5、1:2、1:3、1:5、1:7
または1:10より大きい、請求項1～37のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
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　対象が、肝臓または腎臓の酵素の発現を必要とする、請求項1～38のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項４０】
　対象が、酵素をコードする配列および肝臓特異的プロモーターまたは構成的プロモータ
ーを含む、AAV8ベクターまたはAnc80ベクターを投与される、請求項39に記載の方法。
【請求項４１】
　対象が、酵素の腎臓での発現を必要としており、対象が、酵素および構成的プロモータ
ーをコードするAnc80ベクターを投与される、請求項1～38のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　対象が、同時投与の前に、測定可能なレベルの抗AAV抗体を有し、ウイルスベクターが
、Anc80ベクターである、請求項1～41のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　ウイルスベクターが、本明細書において提供されるウイルスベクターのうちのいずれか
1つである、請求項1～42のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　ウイルスベクターが、本明細書において提供される酵素および1つ以上の発現制御配列
をコードする配列のうちのいずれか1つを含む、請求項1～42のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項４５】
　請求項1～44のいずれか一項に記載されるようなウイルスベクターのうちのいずれか1つ
の用量
を含む、組成物。
【請求項４６】
　請求項1～44のいずれか一項に記載されるような合成ナノキャリアの用量をさらに含む
、請求項45に記載の組成物。
【請求項４７】
　組成物が、キットである、請求項45または46に記載の組成物。
【請求項４８】
　キットが、使用のための説明をさらに含む、請求項47に記載の組成物。
【請求項４９】
　キットが、請求項1～44のいずれか一項に記載の方法を実施するための説明をさらに含
む、請求項47に記載の組成物。
【請求項５０】
　本明細書において提供されるか、請求項1～44のいずれか一項に記載されるようなウイ
ルスベクターのうちのいずれか1つを含む、組成物。
【請求項５１】
　本明細書において提供される核酸のうちのいずれか1つを含む、組成物。
【請求項５２】
　本明細書において提供される核酸を含むウイルスベクターを含む、組成物。
【請求項５３】
　本明細書において提供される酵素のうちのいずれか1つをコードする配列を、本明細書
において提供されるプロモーターと共に含む、AAV2、AAV8、Anc80、AAV2/Anc80またはAAV
8/Anc80ベクターを含む、組成物。
【請求項５４】
　プロモーターが、本明細書において提供される構成的プロモーターのうちのいずれか1
つである、請求項53に記載の組成物。
【請求項５５】
　プロモーターが、本明細書において提供される肝臓特異的プロモーターのうちのいずれ
か1つである、請求項53に記載の組成物。
【請求項５６】
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　配列が、ポリAテイルおよび/または本明細書において提供されるITRのうちのいずれか1
つをさらに含む、請求項53～55のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５７】
　配列が、本明細書において提供されるイントロンのうちのいずれか1つをさらに含む、
請求項53～56のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５８】
　配列が、本明細書において提供される転写後制御配列のうちのいずれか1つをさらに含
む、請求項53～57のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５９】
　本明細書において提供される方法のうちのいずれか1つにおける使用のための、請求項5
3～58に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、2018年7月16日に出願された米国仮出願シリアル番号62/698,528、および2019
年4月28日に出願された米国仮出願シリアル番号62/839,761の35 U.S.C.§119(e)下におけ
る利益を主張し、当該仮出願の各々の全内容は、本明細書において参考として援用される
。
【背景技術】
【０００２】
発明の分野
　本発明は、メチルマロニルCoAムターゼ(MUT)をコードする核酸、ならびに関連するベク
ター、例えばAAV、Anc80およびAAV/Anc80ベクターに関する、方法および組成物に関する
。また、提供されるのは、メチルマロン酸血症などの有機酸血症(organic acidemia)に関
連する酵素をコードする配列および発現制御配列を含むウイルスベクターを、免疫抑制剤
へ連結した(coupled to)合成ナノキャリアと組み合わせて投与する方法である。
【発明の概要】
【０００３】
発明の要旨
　本明細書において提供されるのは、メチルマロニルCoAムターゼ(MUT)をコードする核酸
、ならびに関連するウイルスベクターに関する、方法および組成物である。また、本明細
書において提供されるのは、メチルマロン酸血症(MMA)などの有機酸血症に関連する酵素
をコードする配列、および1つ以上の発現制御配列を含むウイルスベクターを、免疫抑制
剤へ連結した合成ナノキャリアと組み合わせて投与するための、方法および組成物である
。本明細書において提供される組成物または方法のうちのいずれか1つの一態様において
、ウイルスベクターは、野生型MUTをコードする。免疫抑制剤へ連結した合成ナノキャリ
アと組み合わせてのウイルスベクターの投与は、本明細書において提供される目的のいず
れか1つのために、本明細書において提供される方法または組成物のうちのいずれか1つに
おいて、治療上の利益を有し得る。
【０００４】
　別の側面において、例のいずれか1つにおいて記載されるような方法または組成物が提
供される。一態様において、組成物は、例において提供されるウイルスベクターのうちの
いずれか1つを含む。
　別の側面において、組成物のいずれか1つは、提供される方法のいずれか1つにおける使
用のためのものである。
【０００５】
　別の側面において、方法または組成物のいずれか1つは、本明細書において記載される
疾患または障害のいずれか1つを処置することにおける使用のためのものである。別の側
面において、方法または組成物のいずれか1つは、ウイルス抗原および/またはウイルスベ
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クターの発現生成物に対する免疫応答(すなわち、体液性および/または細胞性)を低下さ
せること、酵素をコードする配列の発現を増大させることにおける使用のため、またはAA
Vベクターの繰り返し投与のためのものである。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
図の簡単な記載
【図１】図1は、例示的なmRNAコンストラクトを表す模式図である。
【図２】図2は、apoE-hAAT-synMUT4を含む肝臓特異的コンストラクトを表す。略語は、以
下のとおりである：アポリポタンパク質E、ApoE；hAAT、ヒトアルファ-1-アンチトリプシ
ン；HBB-2、ヘモグロビンサブユニットベータ-2。
【図３】図3は、EFα long-synMUT4を含む、例示的な構成的プロモーターコンストラクト
を表す模式図である。下の模式図は、プロモーター(EF1α、伸長因子1アルファ1)と導入
遺伝子(synMUT4)とが、イントロン(HBB-2、ヘモグロビンサブユニットベータ-2)により分
離されている場合を示す。上の模式図は、イントロンなしの同じコンストラクトを説明す
る。両方のコンストラクトを、rAAV8において、およびAnc80において形成させた。
【図４】図4は、apoE-hAAT(short)-HBB2-synMUT4を含む例示的な肝臓特異的プロモーター
コンストラクトを表す模式図である。各々は、イントロン(HBB-2、ヘモグロビンサブユニ
ットベータ-2)および/または転写制御エレメント(ヒト転写後制御エレメント、HPRE)を含
むか、またはこれらを含まない。
【図５】図5は、apoE-hAAT(short)-HBB2-synMUT4を含む例示的な構成的プロモーターコン
ストラクトを表す模式図である。各々は、イントロン(HBB-2、ヘモグロビンサブユニット
ベータ-2)および/または転写制御エレメント(ヒト転写後制御エレメント、HPRE)を含むか
、またはこれらを含まない。
【図６】図6は、EF1α(short)-syn MUT4を含む、2つの構成的プライマーコンストラクト
を表す模式図である。いずれも、プロモーターと導入遺伝子との間に合成(SYN)イントロ
ンを有し、下の模式図は、導入遺伝子とポリAテイルとの間の制御エレメント(HPRE)を示
す。
【図７】図7は、様々なコンストラクトを用いた遺伝子導入の48時間後の、Huh7細胞にお
けるプラスミドDNAのFACSの結果を示す：Huh7細胞対照、rAAV2-CB7-CI-eGFP-WPRE-rBG MO
I 1E4、AAV2/2-CMV-EGFP-WPRE.bGH (A646) MOI 1E4、AAV2/2-CMV-EGFP-WPRE.bGH (A646) 
MOI 1E5、AAV2/Anc80 AAP.-CMV-EGFP-WPRE.bGH (A915) MOI 1E5、AAV2/Anc80 AAP.-CMV-E
GFP-WPRE.bGH (A915) MOI 1E6およびAAV2/Anc80 AAP.-CMV-EGFP-WPRE.bGH (A915) MOI 2E
6。
【図８】図8は、肝臓試料中のsynMUT4発現を表すグラフである。
【図９】図9は、腎臓試料中のsynMUT4発現を表すグラフである。
【図１０】図10は、肝臓におけるsynMUT4の生体分布を示すグラフである。
【０００７】
【図１１】図11は、Anc80参照標準を決定するための分析的超遠心分離法のプロセスを説
明する模式図である。
【図１２】図12は、図11において記載されるAnc80参照標準の決定のグラフによる結果を
示す。
【図１３】図13は、メチルマロニルCoAムターゼ(MUT)欠損マウスにおける、300μgのImmT
ORナノ粒子の投与の後の、メチルマロン酸(MMA)およびアルカリホスファターゼ(ALK)のレ
ベルを示す。(D0＝第0日、投与；D12＝第12日。D30＝第30日；ns＝有意ではない；*＝P＜
0.05)。
【図１４】図14は、メチルマロニルCoAムターゼ(MUT)欠損マウスにおける、Anc80-MUTベ
クター(2.5×1012vg/kg)および100μgまたは300μgの免疫寛容誘導性(immune tolerance-
inducing)合成ナノ粒子(ImmTOR)の投与後の、体重増加を示す。
【図１５】図15は、MUT欠損マウスにおける、Anc80-ルシフェラーゼ(Anc80-Luc)ベクター
(5.0×1010vg/kg)の投与、またはAnc80 AAVベクターと100μgのImmTORナノ粒子との共投
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与の後の、抗Anc80抗体のレベルを示す。(D0＝第0日、投与または共投与；D14＝第14日；
D28＝第28日；n＝5/群)。
【図１６】図16は、MUT欠損マウスにおける、Anc80-MUTベクター(2.5×1012vg/kg)の投与
、またはAnc80-MUTベクターと100μgもしくは300μgのImmTORナノ粒子との共投与の14お
よび30日後の、メチルマロン酸(MMA)のレベルを示す。(第14日群についてはn＝11～14マ
ウス/群；第30日群についてはn＝12～14マウス/群；*＝P＜0.05；**＝P＜0.01；***＝P＜
0.005)。
【図１７】図17は、MUT欠損マウスにおける、Anc80-MUTベクター(2.5×1012vg/kg)の投与
、またはAnc80-MUTベクターと100μgまたは300μgのImmTORナノ粒子との共投与の後の、
細胞1つあたりのAnc80-MUTベクターゲノムの数を示す。(n＝4～6マウス；M＝オスマウス
、F＝メスマウス；*＝P＜0.05)。
【図１８】図18は、MUT欠損マウスにおける、Anc80-MUTベクター(2.5×1012vg/kg)の第2
の投与、またはAnc80-MUTベクターと100μgのImmTORナノ粒子との共投与の後の、体重増
加を示す。(Anc80のみ：n＝7マウス；Anc80＋ImmTOR：n＝9マウス；*＝P＜0.05；**＝P＜
0.001)。
【図１９】図19は、MUT欠損マウスにおける、Anc80-MUTベクターの第1および第2の用量、
またはAnc80-MUTベクターと100μgもしくは300μgのImmTORナノ粒子との共投与の後の、
抗Anc80抗体(IgG)のレベルを示す。
【図２０】図20は、MUT欠損マウスにおける、Anc80-MUTベクターの第1および第2の用量、
またはAnc80-MUTベクターと100μgもしくは300μgのImmTORナノ粒子との共投与の後の、
メチルマロン酸(MMA)のレベルを示す(Anc80のみ：n＝13マウス；Anc80＋100μgのImmTOR
：n＝15；Anc80＋300μgのImmTOR：n＝12)。
【０００８】
【図２１】図21は、MUT欠損マウスにおける、Anc80-MUTベクターの第1および第2の用量、
またはAnc80-MUTベクターと100μgもしくは300μgのImmTORナノ粒子との共投与の後の、
メチルマロン酸(MMA)のパーセンテージを示す。第2の用量は、第56日に投与した。(n＝4
～7、*＝P＜0.05；**＝P＜0.01)。
【図２２】図22は、Anc80-Luc AAVベクターの第1の用量(5.0×1010vg/kg)と300μgのImmT
ORナノ粒子との共投与と、その後のAnc80 AAVベクターの第2の用量(2.5×1012vg/kg)のた
めの1つの投与スキーム、ならびに、Anc80-Luc AAVベクターの第1の用量(5.0×1010vg/kg
)と300μgのImmTORナノ粒子との共投与と、その後のAnc80 AAVベクターの第2の用量(2.5
×1012vg/kg)と300μgのImmTORナノ粒子のための第2の投与スキームを示す。第1の投与は
、第0日(d0)であり、第2の投与は、第47日(d47)である。(MMA＝メチルマロン酸；Abs＝不
在；n＝6/群)。
【図２３】図23は、MUT欠損マウスにおける、図22の第1または第2の投与スキームの投与
の後の、抗Anc80抗体のレベルを示す。(d0＝第0日、第1の用量の日；d12＝第12日；d30＝
第30日；2-d1(第2の用量の日；第1の用量の47日後)；2-d12(第2の用量の12日後)；2-d30(
第2の用量の30日後))。
【図２４】図24は、図22において記載されるとおりの第2の用量の投与の後の、MUT欠損マ
ウスにおけるメチルマロン酸(MMA)のレベルを示す。Luc-SVP＋wtMUT群は、Anc80 AAVベク
ター(2.5×1012vg/kg)のみを含む第2の用量を投与され、一方、Luc-SVP＋wtMUT-ImmTOR 3
00μg群は、Anc80 AAVベクター(2.5×1012vg/kg)および300μgのImmTORナノ粒子を含む第
2の用量を投与された。(2-D0＝第2の用量の日、第1の用量の47日後；2-D12＝第2の用量の
12日後；****＝P＜0.001)。
【図２５】図25は、MUT欠損マウスにおける、図22の第1または第2の投与スキームの投与
の後の、メチルマロン酸(MMA)のレベルを示す。(D0＝第0日、第1の用量の日；D12＝第1の
用量の12日後；D30＝第1の用量の30日後；2-D0＝第2の用量の日、第1の用量の47日後；2-
D12＝第2の用量の12日後；*＝P＜0.05；**＝P＜0.01；****＝P＜0.001)。
【図２６】図26は、母系伝達された抗Anc80抗体を有するMUT欠損マウスにおける、Anc80-
MUTベクターの投与の前から後への、抗Anc80抗体(IgG)のレベルを示す(n＝17)。
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【図２７】図27は、母系伝達された抗Anc80抗体を有するMUT欠損マウスにおける、Anc80
ベクター(5.0×1012vg/kg)の投与、またはAnc80-MUTベクターと100μgまたは300μgのImm
TORナノ粒子との共投与の後の、メチルマロン酸(MMA)のレベルを示す。(「X」は、死亡し
たマウスを指し、Anc80-MUTのみについてはn＝3マウスであり、Anc80-MUT＋100μgのImmT
ORについてはn＝5であり、Anc80-MUT＋300μgのImmTORについてはn＝7である)。
【図２８】図28は、母系伝達された抗Anc80抗体を有するMUT欠損マウスにおける、Anc80-
MUTベクターの第1および第2の用量、またはAnc80-MUTベクターと100μgもしくは300μgの
ImmTORナノ粒子との共投与の後の、メチルマロン酸(MMA)のレベルを示す。(「X」は、死
亡したマウスを指し、Anc80-MUTのみについてはn＝3マウスであり、Anc80-MUT＋100μgの
ImmTORについてはn＝5であり、Anc80-MUT＋300μgのImmTORについてはn＝7である)。
【図２９】図29は、母系伝達された抗Anc80抗体を有するMUT欠損マウスにおける、Anc80-
MUTベクターの第1および第2の用量、またはAnc80-MUTベクターと100μgもしくは300μgの
ImmTORナノ粒子との共投与の後の、FGF21のレベルを示し(「X」は、死亡したマウスを指
し、Anc80-MUTのみについてはn＝6マウスであり、Anc80-MUT＋100μgのImmTORについては
n＝7であり、Anc80-MUT＋300μgのImmTORについてはn＝10である)、各々の群における、
第2１日における第2の注射まで、および第30日まで生存したマウスの数を、括弧内に示す
。
【図３０】図30は、母系伝達された抗Anc80抗体を有するMUT欠損マウスにおける、Anc80-
MUTベクターの第1および第2の用量、またはAnc80-MUTベクターと100μgもしくは300μgの
ImmTORナノ粒子との共投与の後の、抗Anc80抗体(IgG)のレベルを示す。
【図３１】図31は、MUT欠損マウスにおける、Anc80-MUTベクター(5.0×1012vg/kg)の第1
および第2の投与、またはAnc80-MUTベクターと100μgのImmTORナノ粒子との共投与の後の
、体重増加を示す。(「X」は、死亡したマウスを指し、Anc80-MUTのみについてはn＝3マ
ウスであり、Anc80-MUT＋100μgのImmTORについてはn＝5であり、Anc80-MUT＋300μgのIm
mTORについてはn＝7である)。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
【表Ａ】

【００１０】
発明の詳細な説明
　本発明を詳細に記載する前に、本発明が、特に例示される材料またはプロセスのパラメ
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ーターに限定されず、当該材料またはプロセスのパラメーターは、それ自体が変化し得る
ことが、理解されるべきである。また、本明細書において用いられる専門用語は、発明の
特定の態様を記載することを目的とするものであり、本発明を記載するための代替的な専
門用語の使用の限定を意図するものではない。
【００１１】
　本明細書において、上または下のいずれであっても、引用される全ての刊行物、特許お
よび特許出願は、その全体において、全ての目的のために、本明細書により参考として援
用される。かかる参考としての援用は、援用される、本明細書において引用される刊行物
、特許および特許出願のいずれかが、先行技術を構成することを認定することを意図しな
い。
【００１２】
　本明細書および添付の請求の範囲において用いられる場合、内容が明らかに他を指定し
ない限り、単数形「a」、「an」および「the」は、複数の指示物を含む。例えば、「a po
lymer」への言及は、2つ以上のかかる分子の混合物または異なる分子量の単一のポリマー
種の混合物を含み、「a synthetic nanocarrier」への言及は、2つ以上のかかる合成ナノ
キャリアの混合物または複数のかかる合成ナノキャリアを含み、「a DNA molecule」への
言及は、2つ以上のかかるDNA分子の混合物または複数のかかるDNA分子を含み、「an immu
noisuppressant」への言及は、2つ以上のかかる免疫抑制剤分子の混合物または複数のか
かる免疫抑制剤分子を含む、など。
【００１３】
　本明細書において用いられる場合、用語「含む(comprise)」またはそのバリアント、例
えば「含む(comprises)」もしくは「含むこと(comprising)」は、任意の列挙される完全
体(integer)(例えば、特色、要素、特徴、特性、方法/プロセスステップもしくは限定(a 
feature, element, characteristic, property, method/process step or limitation))
または完全体の群(例えば、特色、要素、特徴、特性、方法/プロセスステップもしくは限
定(features, elements, characteristics, properties, methods/process steps or lim
itations))の包含を示すように読まれるべきであるが、任意の他の完全体または完全体の
群の除外を示すように読まれるべきではない。したがって、本明細書において用いられる
場合、用語「含むこと(comprising)」は、包括的であり、さらなる、列挙されない完全体
または方法/プロセスステップを除外するものではない。
【００１４】
　本明細書において提供される組成物および方法のいずれかの態様において、「含むこと
(comprising)」は、「～から本質的になる(consisting essentially of)」または「～か
らなる(consisting of)」と置き換えることができる。句「～から本質的になる(consisti
ng essentially of)」は、本明細書において、特定の完全体もしくはステップ、または請
求される発明の特徴もしくは機能に物質的に影響を及ぼさないものを必要とするように用
いられる。本明細書において用いられる場合、用語「～からなる(consisting)」は、列挙
される完全体(例えば、特色、要素、特徴、特性、方法/プロセスステップもしくは限定(a
 feature, element, characteristic, property, method/process step or limitation))
または完全体の群(例えば、特色、要素、特徴、特性、方法/プロセスステップもしくは限
定(features, elements, characteristics, properties, methods/process steps or lim
itations))のみの存在を示すように用いられる。
【００１５】
Ａ．導入
　有機酸血症(有機酸性尿症)は、正常なアミノ酸代謝が妨げられる代謝障害の1つのグル
ープを説明する。当該障害は、一般に、正常では存在しないアミノ酸の蓄積をもたらし、
典型的には、イソロイシン、ロイシンおよびバリンなどの分枝鎖アミノ酸の代謝の妨害に
より引き起こされる。4つの主な型の有機酸血症が存在する：メチルマロン酸血症、プロ
ピオン酸血症、イソ吉草酸血症、およびメープルシロップ尿症。メチルマロン酸血症(MMA
)は、メチルマロニルCoAムターゼ(MUT)の変異により頻繁に引き起こされる、一般的かつ
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重篤な有機酸血症である。MMAは、常染色体劣性障害であり、メチルマロン酸の蓄積をも
たらす。重篤に罹患した患者は、肝臓移植から恩恵を受けることができ、腎不全により、
腎臓移植を必要とする場合もある。
【００１６】
　例として、ヒトMUT４導入遺伝子を発現する一連のAnc80およびAAVベクターコンストラ
クトを開発した。肝臓特異的プロモーターまたは構成的プロモーターのいずれかを用いる
Anc80ベクターは、野生型マウスにおいて、類似のレベルのMUT発現を有し、一方で、構成
的プロモーターを有するAnc80ベクターもまた、腎臓において顕著な発現を示すことが見
出された。Anc80またはAAV8ベクターによる、5×1011～6×1012GC/kgの用量における処置
の後で、MMAの低形質マウスモデルは、成長の改善、循環代謝物のレベルの低下、およびM
UT酵素活性の増大を示した。全てのベクターによるAAV遺伝子治療の効果は、12日間まで
に明らかであり、少なくとも1年間にわたり持続した。さらに、新生仔マウスに投与され
たAnc80ベクター(1×1013GC/kg)は、新生児期致死性の表現型を有するMMAのマウスモデル
をレスキューすることにおいて有効であることが見出された。かかるコンストラクトのう
ちのいずれか1つを含む組成物が、本明細書においていくつかの側面において提供される
。かかるコンストラクトのうちのいずれか1つを、本明細書において提供される方法およ
び組成物のうちのいずれか1つにおいて用いることができる。
【００１７】
　加えて、ウイルスベクターは導入遺伝子発現などの多様な適用のための有望な治療剤で
ある一方で、ウイルスベクターに対する細胞性および体液性の免疫応答が、特に繰り返し
投与に関して、効力を減少させ、および/またはかかる治療剤を使用する能力を低下させ
得ることに、留意する。実際に、ウイルス性の輸送ベクターに対する細胞性および体液性
免疫応答は、当該ウイルス性の輸送ベクターの単回投与の後で生じ得る。これらの免疫応
答は、抗体、B細胞およびT細胞の応答を含み、当該ウイルスベクターのウイルス抗原(ウ
イルスキャプシドまたはコートタンパク質またはこれらのペプチドなど)に対して特異的
であり得る。ウイルス性輸送ベクターの繰り返し投与は、一般に免疫応答の増強をもたら
すので、ウイルスベクター投与の後で、中和抗体の力価は増大し得、数年間にわたり高く
維持され得、ウイルスベクターの投与の有効性を低下させ得る。さらに、多くの治療的適
用について、ウイルスベクターの複数ラウンドの投与は、長期の利益のために必要とされ
るであろうこと、ならびに、本明細書において提供される方法および組成物なしでは、そ
うする能力は、再投与が必要とされる場合には特に、ひどく限定されることが予測される
ことが、理解される。
【００１８】
　提供されるのは、ラパマイシンなどの免疫抑制剤を含む生分解性合成ナノキャリアと組
み合わせての投与のための、野生型MUT、MUT４遺伝子などを含むMUTをコードするアデノ
随伴ウイルス(AAV)ベクターおよびAnc80ベクターである。かかる組み合わせは、抗体応答
などの免疫応答を予防するために行い、これを用いることができる。したがって、本明細
書において提供されるのは、免疫抑制剤を含む合成ナノキャリアと組み合わせて、野生型
MUTをコードする配列または本明細書において提供されるコンストラクトのいずれか1つを
含むAAVベクター、Anc80またはAAV/Anc80ベクターにより、対象を処置するための方法お
よび組成物である。
【００１９】
　したがって、本発明者らは、驚くべきことに、かつ予想外に、本明細書において開示さ
れる発明を実施することにより上記の課題および限定を解決することができることを見出
した。処置のためのウイルスベクターの効果的な使用に対する前述の障害に対する解決方
法を提供する方法および組成物が、提供される。
　発明は、ここで、以下により詳細に記載されるであろう。
【００２０】
Ｂ．定義
　「投与すること」または「投与」または「投与する」とは、材料を、対象に、薬理学的
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に有用な様式において、与えるかまたは分配することを意味する。当該用語は、「投与さ
れることを引き起こすこと」を含むことを意図される。「投与されることを引き起こすこ
と」とは、直接的または間接的に、他者に、当該材料を投与させること、当該材料を投与
する衝動を起こさせること、当該材料を投与するように奨励すること、当該材料を投与す
ることを補助すること、当該材料を投与することを誘導するかまたは指示することを意味
する。本明細書において提供される方法のいずれか1つは、ウイルスベクターおよび免疫
抑制剤を含む合成ナノキャリアを同時に投与するステップを含んでもよいか、またはこれ
をさらに含む。いくつかの態様において、同時投与(concomitant administration)は、繰
り返し行われる。なおさらなる態様において、同時投与は、同時の投与(simultaneous ad
ministration)である。「同時の(simultaneous)」とは、臨床家が、同じ時間または実質
的に同じ時間における投与であって、所望される治療成績に対する影響に関して、投与の
間の任意の時間を、実質的に無(nil)であるかまたは無視し得ると考えるものを意味する
。いくつかの態様において、「同時の」とは、投与が、5、4、3、2、1分間、またはそれ
より短い時間の中で起こることを意味する。
【００２１】
　「有効量」とは、本明細書において提供されるような対象への投与のための組成物また
は投与形態に関して、対象において1つ以上の所望される結果、例えばウイルスベクター
もしくはその発現生成物および/または効果的な導入遺伝子発現に対する免疫応答の低下
または除去を提供する、組成物または投与形態の量を指す。有効量は、in vitroまたはin
 vivoでの目的のためのものであってよい。in vivoでの目的のために、量は、臨床家が、
対象にとって臨床上の利益を有し得ると考えるであろうものであってよい。本明細書にお
いて提供される方法のいずれか1つにおいて、投与される組成物は、本明細書において提
供されるような有効量のうちのいずれか1つにおけるものであってよい。
【００２２】
　有効量は、望ましくない免疫応答のレベルを低下させることを含み得るが、いくつかの
態様において、それは、望ましくない免疫応答を完全に予防することを含む。有効量はま
た、望ましくない免疫応答の発生を遅延させることを含んでもよい。有効量はまた、所望
される治療エンドポイントまたは所望される治療結果をもたらす量であってもよい。有効
量は、いくつかの態様において、対象において、ウイルスベクターのウイルス抗原および
/または発現生成物などの抗原に対する免疫寛容原性免疫応答をもたらす。有効量はまた
、導入遺伝子発現(ウイルスベクターにより送達される導入遺伝子)の増大をもたらし得る
。このことは、対象における多様な目的の組織または系における導入遺伝子タンパク質濃
度を測定することにより、決定することができる。この発現の増大は、局所的に測定して
も全身で測定してもよい。前述のもののいずれかの達成は、慣用的な方法によりモニタリ
ングすることができる。
【００２３】
　提供される組成物および方法のいずれか1つのいくつかの態様において、有効量は、免
疫応答の低下または除去などの所望される免疫応答が、対象において、少なくとも1週間
、少なくとも2週間または少なくとも1か月間にわたり持続するものである。提供される組
成物および方法のいずれか1つの他の態様において、有効量は、免疫応答の低下または除
去などの、測定可能な所望される免疫応答をもたらすものである。いくつかの態様におい
て、有効量は、測定可能な所望される免疫応答を、少なくとも1週間、少なくとも2週間ま
たは少なくとも1か月間にわたりもたらすものである。
【００２４】
　有効量は、無論、処置されている特定の対象；状態、疾患または障害の重篤度；年齢、
身体的条件、サイズおよび体重を含む個々の患者のパラメーター；処置の期間；併用治療
(ある場合は)の性質；投与の具体的な経路、ならびに保健の実務家の知識および専門知識
の範囲内の類似の要因に依存するであろう。これらの要因は、当業者に周知であり、慣用
的な実験のみを用いて取り組むことができる。
【００２５】
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　一般的に、本明細書において記載される免疫抑制剤へ連結した合成ナノキャリアの用量
は、約1μg/kg～約100,000μg/kgの範囲であってよい。いくつかの態様において、用量は
、約0.01mg/kg～約100mg/kgの範囲であってよい。なお他の態様において、用量は、約1μ
g/kg～100μg/kg、約0.01mg/kg～約10mg/kg、約25mg/kg～約50mg/kg、約50mg/kg～約75mg
/kgまたは約75mg/kg～約100mg/kgの範囲であってよい。一般的に、本明細書において記載
されるベクターの用量は、1*108～1*1014VG/kgの範囲であってよい。いくつかの態様にお
いて、用量は、約1*109～1*1013VG/kgの範囲であってよい。なお他の態様において、用量
は、約1*109～1*1011VG/kgまたは約1*1011～1*1013VG/kgの範囲であってよい。
【００２６】
　「接着させる(attach)」または「接着している(attached)」または「連結させる(coupl
e)」または「連結している(coupled)」(など)は、1つの実体(例えば部分)を別のものに化
学的に会合させることを意味する。いくつかの態様において、接着は、共有的であり、こ
れは、接着が、2つの実体の間の共有結合の存在に関して起こることを意味する。非共有
的な態様において、非共有的な接着は、非共有的な相互作用により媒介され、これは、こ
れらに限定されないが、電荷相互作用、親和性相互作用、金属配位、物理吸着、ホスト-
ゲスト相互作用、疎水性相互作用、TTスタッキング相互作用、水素結合相互作用、ファン
デルワールス相互作用、磁気相互作用、静電相互作用、双極子-双極子相互作用、および/
またはこれらの組み合わせを含む。態様において、カプセル化は、接着の一形態である。
【００２７】
　「平均」とは、本明細書において用いられる場合、別段に記述されない限り、算術平均
を指す。
　「同時に(concomitantly)」とは、2つ以上の材料/剤を、対象に、時間的に相関した様
式において、好ましくは免疫応答の修飾をもたらすために十分に相関した時間において、
投与することを意味し、およびさらにより好ましくは、2つ以上の材料/剤は、組み合わせ
て投与される。態様において、同時投与は、特定された期間内、好ましくは1か月間以内
、より好ましくは1週間以内、なおより好ましくは1日以内、およびさらにより好ましくは
1時間以内の、2つ以上の材料/剤の投与を包含する。態様において、材料/剤は、繰り返し
て同時に投与してもよい；すなわち、1回より多くの機会における同時投与である。
【００２８】
　「用量」とは、薬理学的に、および/または免疫学的に活性な材料の、所与の時間にわ
たる対象への投与のための、特定の量を指す。一般的に、本発明の方法および組成物にお
ける免疫抑制剤および/またはウイルスベクターを含む合成ナノキャリアの用量とは、免
疫抑制剤および/またはウイルスベクターを含む合成ナノキャリアの量を指す。あるいは
、用量は、免疫抑制剤を含む合成ナノキャリアの用量に言及する場合には、所望される量
の免疫抑制剤を提供する合成ナノキャリアの数に基づいて、投与することができる。用量
が、繰り返しの投与に関して用いられる場合、用量とは、繰り返される用量の各々の量を
指し、これらは、同じであっても異なっていてもよい。
【００２９】
　「カプセル化する」とは、物質の少なくとも一部を、合成ナノキャリア中に封入するこ
とを意味する。いくつかの態様において、物質は、合成ナノキャリア中に完全に封入され
る。他の態様において、カプセル化される物質のほとんどまたは全てが、合成ナノキャリ
アにとって外部である局所環境に暴露されない。他の態様において、50％、40％、30％、
20％、10％または5％(重量/重量)以下が、局所環境に暴露される。カプセル化は、吸収と
は区別し得る。吸収は、物質のほとんどまたは全てを合成ナノキャリアの表面上に配置し
、物質を、合成ナノキャリアにとって外部である局所環境に暴露したままにする。
【００３０】
　「発現制御配列」は、発現に影響を及ぼし得る任意の配列であって、プロモーター、エ
ンハンサーおよびオペレーターを含み得る。提供される方法または組成物のいずれか1つ
の一態様において、発現制御配列は、プロモーターである。提供される方法または組成物
のいずれか1つの一態様において、発現制御配列は、肝臓特異的プロモーターまたは構成
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的プロモーターである。「肝臓特異的プロモーター」とは、肝臓の細胞において、排他的
にまたは優先的に発現をもたらすものである。「構成的プロモーター」とは、一般に活性
であると考えられ、特定の細胞に対して排他的または優先的ではないものである。本明細
書において提供される核酸またはウイルスベクターのうちのいずれか1つにおいて、プロ
モーターは、本明細書において提供されるプロモーターのうちのいずれか1つであってよ
い。
【００３１】
　「免疫抑制剤」とは、好ましくはAPC上でのその効果を通して、免疫寛容原性効果を引
き起こし得る化合物を意味する。免疫寛容原性効果とは、一般に、全身性または局所的に
、APCまたは他の免疫細胞による修飾であって、耐久的な様式において、抗原に対する望
ましくない免疫応答を減少させるか、これを阻害するか、またはこれを予防するものを指
す。一態様において、免疫抑制剤は、APCに、1つ以上の免疫エフェクター細胞における制
御性の表現型を促進させるものである。例えば、制御性の表現型は、抗原特異的CD4＋T細
胞またはB細胞の産生、誘導、刺激または動員の阻害、抗原特異的抗体の産生の阻害、Tre
g細胞(例えばCD4＋CD25highFoxP3＋Treg細胞)の産生、誘導、刺激または動員などにより
、特徴づけることができる。このことは、CD4＋T細胞またはB細胞の、制御性の表現型へ
の変換の結果であり得る。このことはまた、CD8＋T細胞、マクロファージおよびiNKT細胞
などの他の免疫細胞におけるFoxP3の誘導の結果であり得る。一態様において、免疫抑制
剤は、APCが抗原をプロセッシングした後の、APCの応答に影響を及ぼすものである。別の
態様において、免疫抑制剤は、抗原のプロセッシングを妨害しないものである。さらなる
態様において、免疫抑制剤は、アポトーシスシグナル分子ではない。別の態様において、
免疫抑制剤は、リン脂質ではない。
【００３２】
　免疫抑制剤として、これらに限定されないが、以下が挙げられる：スタチン；ラパマイ
シンまたはラパマイシンアナログ(すなわちラパログ)などのmTOR阻害剤；TGF-βシグナル
伝達剤；TGF-β受容体アゴニスト；トリコスタチンAなどのヒストンデアセチラーゼ阻害
剤；副腎皮質ステロイド；ロテノンなどのミトコンドリア機能の阻害剤；P38阻害剤；6Bi
o、デキサメタゾン、ＴCPA-1、IKK VIIなどのNF-κβ阻害剤；アデノシン受容体アゴニス
ト；ミソプロストールなどのプロスタグランジンE2アゴニスト(PGE2)；ロリプラムなどの
ホスホジエステラーゼ4阻害剤(PDE4)などのホスホジエステラーゼ阻害剤；プロテアソー
ム阻害剤；キナーゼ阻害剤；G-タンパク質共役型(coupled)受容体アゴニスト；G-タンパ
ク質共役型受容体アンタゴニスト；糖質コルチコイド；レチノイド；サイトカイン阻害剤
；サイトカイン受容体阻害剤；サイトカイン受容体アクチベーター；ペルオキシソーム増
殖剤活性化受容体アンタゴニスト；ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体アゴニスト；ヒ
ストンデアセチラーゼ阻害剤；カルシニューリン阻害剤；ホスファターゼ阻害剤；TGX-22
1などのPI3KB阻害剤；3-メチルアデニンなどのオートファジー阻害剤；アリール炭化水素
受容体阻害剤；プロテアソーム阻害剤I(PSI)；およびP2X受容体遮断薬などの酸化型ATP。
免疫抑制剤はまた、以下を含む：IDO、ビタミンD3、レチノイン酸、シクロスポリンＡな
どのシクロスポリン、アリール炭化水素受容体阻害剤、レスベラトロール、アザチオプリ
ン(Aza)、6-メルカプトプリン(6-MP)、6-チオグアニン(6-TG)、FK506、サングリフェリン
A、サルメテロール、ミコフェノール酸モフェチル(MMF)、アスピリンおよび他のCOX阻害
剤、ニフルミン酸、エストリオールおよびトリプトライド。他の例示的な免疫抑制剤とし
て、限定されないが、以下が挙げられる：小分子薬、天然生成物、抗体(例えばCD20、CD3
、CD4に対する抗体)、生物製剤(biologics)に基づく薬物、炭水化物に基づく薬物、RNAi
、アンチセンス核酸、アプタマー、メトトレキサート、NSAID；フィンゴリモド；ナタリ
ズマブ；アレムツズマブ；抗CD3；タクロリムス(FK506)、アバタセプト、ベラタセプトな
ど。「ラパログ」とは、本明細書において用いられる場合、ラパマイシン(シロリムス)に
構造的に関連する分子(アナログ)を指す。ラパログの例として、限定することなく、テム
シロリムス(CCI-779)、エベロリムス(RAD001)、リダフォロリムス(AP-23573)、およびゾ
タロリムス(ABT-578)が挙げられる。ラパログのさらなる例は、例えば、WO公開WO 1998/0
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02441および米国特許第8,455,510号において見出すことができ、これらのラパログは、本
明細書において参考として援用される。
【００３３】
　免疫抑制剤は、APCに対して直接的に免疫寛容原性効果を提供する化合物であっても、
または、それは、間接的に(すなわち、投与の後、何らかの方法において処理された後で)
免疫寛容原性効果を提供する化合物であってもよい。さらなる免疫抑制剤は、は、当業者
に公知であり、本発明は、この側面において限定されない。態様において、免疫抑制剤は
、本明細書において提供される剤のいずれかを含んでいてもよい。
【００３４】
　「ロード(load)」とは、合成ナノキャリアへ連結する場合に、合成ナノキャリア全体に
おける材料の乾燥処方重量に基づいた、合成ナノキャリアへ連結した免疫抑制剤の量であ
る(重量/重量)。一般に、かかるロードは、合成ナノキャリアの集合全体にわたる平均と
して計算される。一態様において、ロードは、合成ナノキャリア全体にわたる平均で、0.
1％～99％である。別の態様において、ロードは、0.1％～50％である。別の態様において
、ロードは、0.1％～20％である。さらなる態様において、ロードは、0.1％～10％である
。なおさらなる態様において、ロードは、1％～10％である。なおさらなる態様において
、ロードは、7％～20％である。さらに別の態様において、ロードは、合成ナノキャリア
の集合全体にわたる平均で、少なくとも0.1％、少なくとも0.2％、少なくとも0.3％、少
なくとも0.4％、少なくとも0.5％、少なくとも0.6％、少なくとも0.7％、少なくとも0.8
％、少なくとも0.9％、少なくとも1％、少なくとも2％、少なくとも3％、少なくとも4％
、少なくとも5％、少なくとも6％、少なくとも少なくとも7％、少なくとも8％、少なくと
も9％、少なくとも10％、少なくとも11％、少なくとも12％、少なくとも13％、少なくと
も14％、少なくとも15％、少なくとも16％、少なくとも17％、少なくとも18％、少なくと
も19％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも40％、少なくと
も50％、少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくと
も95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％または少なくとも99％である
。さらなる態様において、ロードは、合成ナノキャリアの集合全体にわたる平均で、0.1
％、0.2％、0.3％、0.4％、0.5％、0.6％、0.7％、0.8％、0.9％、1％、2％、3％、4％、
5％、6％、7％、8％、9％、10％、11％、12％、13％、14％、15％、16％、17％、18％、1
9％または20％である。上の態様のうちのいくつかの態様において、ロードは、90％、少
なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％または少なくとも99％
である。さらなる態様において、ロードは、25％以下である。態様において、ロードは、
例において記載され得るとおり、または当該分野において別段に公知であるように計算さ
れる。
【００３５】
　「合成ナノキャリアの最大寸法」とは、合成ナノキャリアの任意の軸に沿って測定され
るナノキャリアの最大の寸法を意味する。「合成ナノキャリアの最小寸法」とは、合成ナ
ノキャリアの任意の軸に沿って測定される合成ナノキャリアの最小の寸法を意味する。例
えば、球体の合成ナノキャリアについて、合成ナノキャリアの最大および最小寸法は、実
質的に同一であり、その直径のサイズであろう。同様に、立方状の合成ナノキャリアにつ
いて、合成ナノキャリアの最小寸法は、その高さ、幅または長さのうちの最小のものであ
り、一方、合成ナノキャリアの最大寸法は、その高さ、幅または長さのうちの最大のもの
であろう。一態様において、試料中の合成ナノキャリアの合計数に基づいて、試料中の合
成ナノキャリアの少なくとも75％、好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくと
も90％の最小寸法が、100nm以上である。一態様において、試料中の合成ナノキャリアの
合計数に基づいて、試料中の合成ナノキャリアの少なくとも75％、好ましくは少なくとも
80％、より好ましくは少なくとも90％の最大寸法が、5μm以下である。好ましくは、試料
中の合成ナノキャリアの合計数に基づいて、試料中の合成ナノキャリアの少なくとも75％
、好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも90％最小寸法が、110nmより大
きい、より好ましくは120nmより大きい、より好ましくは130nmより大きい、より好ましく
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は150nmよりなお大きい。合成ナノキャリア最大および最小寸法のアスペクト比は、態様
に依存して異なり得る。例えば、合成ナノキャリアの最小寸法に対する最大寸法のアスペ
クト比は、1:1～1,000,000:1、好ましくは1:1～100,000:1、より好ましくは1:1～10,000:
1、より好ましくは1:1～1000:1、なおより好ましくは1:1～100:1、およびさらにより好ま
しくは1:1～10:1で異なり得る。
【００３６】
　好ましくは、試料中の合成ナノキャリアの合計数に基づいて、試料中の合成ナノキャリ
アの少なくとも75％、好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも90％の最大
寸法が、3μm以下、より好ましくは2μm以下、より好ましくは1μm以下、より好ましくは
800nm以下、より好ましくは600nm以下、およびより好ましくはなお500nm以下である。好
ましい態様において、試料中の合成ナノキャリアの合計数に基づいて、試料中の合成ナノ
キャリアの少なくとも75％、好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも90％
の最小寸法が、100nm以上、より好ましくは120nm以上、より好ましくは130nm以上、より
好ましくは140nm以上、およびより好ましくはなお150nm以上である。合成ナノキャリアの
寸法(例えば有効直径)の測定値は、いくつかの態様において、合成ナノキャリアを液体(
通常は水性の)溶媒中で懸濁することにより、動的光散乱(DLS)を用いて(例えばBrookhave
n ZetaPALS装置を用いて)、得ることができる。例えば、合成ナノキャリアの懸濁液を、
水性バッファーから精製水中に希釈して、約0.01～0.1mg/mの最終的な合成ナノキャリア
懸濁液濃度を達成することができる。希釈された懸濁液は、DLS分析のための好適なキュ
ベットの内側で直接調製しても、またはこれに移してもよい。キュベットを、次いでDLS
中に置き、制御された温度まで平衡化させ、次いで、溶媒の粘度および試料の屈折率につ
いて適切なインプットに基づいて安定かつ再現可能な分布を得るために十分な時間にわた
りスキャンする。有効直径、または分布の平均を、次いで報告する。高アスペクト比の、
または非球状の合成ナノキャリアの有効サイズを決定することは、より正確な測定値を得
るために、電子顕微鏡法などの増加的な技術を必要とし得る。合成ナノキャリアの「寸法
」または「サイズ」または「直径」とは、例えば動的光散乱を用いて得られた、粒子サイ
ズ分布の平均を意味する。
【００３７】
　「有機酸血症」とは、異常なアミノ酸代謝(例えば分枝鎖アミノ酸に関するもの)が存在
する任意の障害を指す。一般に、これは、対象においてかかる欠損をもたらす変異により
引き起こされる。したがって、「有機酸血症に関連する酵素」とは、対象において障害を
引き起こす欠損が存在する酵素である。有機酸血症の4つの主な型は、メチルマロン酸血
症(MMA)、プロピオン酸血症、イソ吉草酸血症およびメープルシロップ尿症である。
【００３８】
　「薬学的に受入可能な賦形剤」または「薬学的に受入可能なキャリア」とは、組成物を
処方するために薬理学的に活性な材料と一緒に用いられる、薬理学的に不活性な材料を意
味する。薬学的に受入可能な賦形剤として、これらに限定されないが、糖(例えばグルコ
ース、ラクトースなど)、抗菌剤などの保存剤、再構成補助剤、着色料、食塩水(リン酸緩
衝化食塩水など)、およびバッファーを含む、当該分野において公知の多様な材料が挙げ
られる。
【００３９】
　「反復用量」または「反復投与」または類似のものは、同じ材料の、それより前の用量
または投与の後で対象に投与される、少なくとも1回のさらなる用量または投与を意味す
る。例えば、ウイルスベクターの反復用量は、同じ材料の先の用量の後の、ウイルスベク
ターの少なくとも1回のさらなる用量を意味する。材料は同じであってよいが、一方で、
反復用量中の材料の量は、それより前の用量とは異なっていてもよい。例えば、本明細書
において提供される方法または組成物のいずれか1つの一態様において、反復用量中のイ
ルスベクターの量は、それより前の用量のウイルスベクターの量よりも少なくてもよい。
あるいは、本明細書において提供される方法または組成物のいずれか1つの一態様におい
て、反復用量は、それより前の用量中のウイルスベクターの量と少なくとも等しい量であ
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ってよい。反復用量は、先の用量の数週間後、数か月後または数年後に投与してもよい。
本明細書において提供される方法のいずれか1つのいくつかの態様において、反復用量ま
たは投与は、当該用量または投与の直前に起こる用量または投与量の、少なくとも１週間
後に投与される。本明細書において提供される方法のうちのいずれか1つのいくつかの態
様において、反復用量または投与は、当該反復用量または投与の直前に起こる用量または
投与量の、少なくとも1か月後に投与される。反復投与は、それが、対象に対して有益な
効果をもたらす場合に、効果的であると考えられる。好ましくは、効果的な反復投与は、
低下した免疫応答と組み合わせて、例えばウイルスベクターに対して、有益な効果をもた
らす。
【００４０】
　「対象」とは、ヒトおよび霊長類などの温血哺乳動物；鳥類；ネコ、イヌ、ヒツジ、ヤ
ギ、ウシ、ウマおよびブタなどの家庭内飼育動物または農場の動物；マウス、ラットおよ
びモルモットなどの実験動物；魚類；爬虫類；動物園および野生の動物；などを含む、動
物を意味する。本明細書において用いられる場合、対象は、本明細書において提供される
方法または組成物のいずれか1つを必要とするものであってよい。いくつかの態様におい
て、対象は、有機酸血症を有するか、またはこれを有することが疑われる。いくつかの態
様において、対象は、有機酸血症を発症するリスクがある。いくつかの態様において、有
機酸血症は、メチルマロン酸血症である。いくつかの態様において、有機酸血症は、若年
性メチルマロン酸血症である。いくつかの態様において、対象は、小児または若年の対象
であり、例えば、18歳未満、16歳未満、15歳未満、14歳未満、13歳未満、12歳未満、11歳
未満、10歳未満、9歳未満、8歳未満、7歳未満、6歳未満、5歳未満、4歳未満、3歳未満、
または2歳未満である。いくつかの態様において、対象は、1～10歳である。いくつかの態
様において、対象は、成人の対象である。「合成ナノキャリア」は、天然には存在しない
離散物体であって、サイズが5マイクロン以下である少なくとも1つの寸法を有するものを
指す。アルブミンナノ粒子が、一般に、合成ナノキャリアとして挙げられる；しかし、あ
る態様において、合成ナノキャリアは、アルブミンナノ粒子を含まない。態様において、
合成ナノキャリアは、キトサンを含まない。他の態様において、合成ナノキャリアは、脂
質ベースのナノ粒子ではない。さらなる態様において、合成ナノキャリアは、リン脂質を
含まない。
【００４１】
　合成ナノキャリアは、これらに限定されないが、1つまたは複数の脂質ベースのナノ粒
子(本明細書においてまた、脂質ナノ粒子、すなわち、それらの構造を構成する材料の大
部分が脂質であるナノ粒子として言及される)、ポリマー性ナノ粒子、金属ナノ粒子、界
面活性剤ベースのエマルジョン、デンドリマー、バッキーボール、ナノワイヤー、ウイル
ス様粒子(すなわち、ウイルスの構造タンパク質から主に構成されるが、感染性ではない
か、低い感染性を有する粒子)、ペプチドまたはタンパク質ベースの粒子(本明細書におい
てまた、タンパク質粒子、すなわち、それらの構造を構成する材料の大部分がペプチドま
たはタンパク質である粒子として言及される)(アルブミンナノ粒子など)、および/または
脂質-ポリマーナノ粒子などのナノ材料の組み合わせを用いて開発されたナノ粒子であっ
てよい。合成ナノキャリアは、多様な異なる形状であってよく、これは、これらに限定さ
れないが、球状、立方状、錐体状、長方形、円柱状、環状などを含む。本発明による合成
ナノキャリアは、1つ以上の表面を含む。本発明の実施における使用のために適応させる
ことができる例示的な合成ナノキャリアは、以下を含む：(1)Grefらに対する米国特許第5
,543,158号において開示される生分解性ナノ粒子、(2)Saltzmanらに対する公開された米
国特許出願20060002852のポリマー性ナノ粒子、(3)DeSimoneらに対する公開された米国特
許出願20090028910のリソグラフィー構築されたナノ粒子、(4)von Andrianらに対するWO2
009/051837の開示、(5)Penadesらに対する公開された米国特許出願2008/0145441において
開示されるナノ粒子、(6)de los Riosらに対する公開された米国特許出願20090226525に
おいて開示されるタンパク質ナノ粒子、(7)Sebbelらに対する公開された米国特許出願200
60222652において開示されるウイルス様粒子、(8)Bachmannらに対する公開された米国特
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許出願20060251677において開示されるウイルス様粒子に結合した核酸、(9)WO2010047839
A1もしくはWO2009106999A2において開示されるウイルス様粒子、(10)P. Paolicelliら、
「Surface-modified PLGA-based Nanoparticles that can Efficiently Associate and D
eliver Virus-like Particles」、Nanomedicine. 5(6):843-853 (2010)において開示され
るナノ沈殿ナノ粒子、(11)米国公開2002/0086049において開示されるアポトーシス細胞、
アポトーシス体、または合成もしくは半合成の模倣物、あるいは(12)Lookら、「Nanogel-
based delivery of mycophenolic acid ameliorates systemic lupus erythematosus in 
mice」、J. Clinical Investigation　123(4):1741-1749(2013)のもの。
【００４２】
　約100nm以下、好ましくは100nm以下の最小寸法を有する本発明による合成ナノキャリア
は、補体を活性化するヒドロキシル基を有する表面を含まないか、または代替的に、補体
を活性化するヒドロキシル基ではない部分から本質的になる表面を含む。好ましい態様に
おいて、約100nm以下、好ましくは100nm以下の最小寸法を有する本発明による合成ナノキ
ャリアは、補体を実質的に活性化する表面を含まないか、または代替的に、補体を実質的
に活性化しない部分から本質的になる表面を含む。より好ましい態様において、約100nm
以下、好ましくは100nm以下の最小寸法を有する本発明による合成ナノキャリアは、補体
を活性化する表面を含まないか、または代替的に、補体を活性化しない部分から本質的に
なる表面を含む。態様において、合成ナノキャリアは、ウイルス様粒子を除外する。態様
において、合成ナノキャリアは、1:1、1:1.2、1:1.5、1:2、1:3、1:5、1:7より大きいか
、または1:10より大きいアスペクト比を有していてもよい。
【００４３】
　「ウイルスベクター」とは、キャプシドおよび/またはコートタンパク質などのウイル
スの成分を有するベクターコンストラクトであって、治療用タンパク質などの治療剤をコ
ードする導入遺伝子または核酸材料を含みこれを送達するように適応させたものを意味し
、この導入遺伝子または核酸材料は、本明細書において提供されるように発現させること
ができる。「発現された」または「発現」などは、導入遺伝子または核酸材料が細胞中に
形質導入され、形質導入された細胞によりプロセッシングされた後の、機能的な(すなわ
ち、所望される目的のために生理学的に活性である)生成物の合成を指す。かかる生成物
はまた、本明細書において「発現生成物」として言及される。ウイルスベクターは、限定
することなく、AAV8またはAAV2などのアデノ随伴ウイルスをベースにしていてもよい。ウ
イルスベクターはまた、Anc80をベースにしていてもよい。したがって、本明細書におい
て提供されるAAVまたはAnc80ベクターは、それぞれ、AAV8もしくはAAV2などのAAV、また
はAnc80をベースにしたウイルスベクターであり、キャプシドおよび/またはコートタンパ
ク質などのウイルス成分を有し、これらから、それは、導入遺伝子または核酸材料を送達
するために、パッケージングすることができる。いくつかの態様において、ウイルスベク
ターは、「キメラウイルスベクター」である。かかる態様において、これは、ウイルスベ
クターが、1つより多くのウイルスまたはウイルスベクターに由来するウイルス成分から
構成されることを意味する。かかるウイルスベクターは、AAV8/Anc80またはAAV2/Anc80ウ
イルスベクターであってよい。
【００４４】
Ｃ．本発明の方法における使用のための組成物
　上述のとおり、メチルマロン酸血症(MMA)のための決定的な処置は存在しない。加えて
、また上述のとおり、ウイルスベクターに対する免疫応答は、その効力に対して有害効果
を及ぼし得、またその再投与を妨害し得る。重要なことに、本明細書において提供される
方法および組成物が、強力な発現を達成することおよび/またはウイルスベクターに対す
る免疫応答を低下させることにより、上述の障害を克服することを見出した。
【００４５】
導入遺伝子
　例えば本明細書において提供されるウイルスベクターの、導入遺伝子または核酸材料は
、例えば疾患または障害を有する対象にとって有益である、任意のタンパク質またはその
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部分をコードし得る。一般に、対象は、当該タンパク質の対象の内在型バージョンが、欠
損しているか、または限定された量で生産されるか、もしくは全く生産されない、疾患ま
たは障害を有するか、またはこれを有することが疑われる。対象は、本明細書において提
供されるような疾患または障害のうちのいずれか1つを有するものであってよく、導入遺
伝子または核酸材料は、本明細書において提供されるような治療用タンパク質またはその
部分のうちのいずれか1つをコードするものである。本明細書において提供される導入遺
伝子または核酸材料は、対象におけるその内在型バージョンにおける何らかの欠損(内在
型バージョンの発現における欠損を含む)を通して、対象において疾患または障害をもた
らす、任意のタンパク質の機能的バージョンをコードしていてもよい。かかる疾患または
障害の例として、これらに限定されないが、メチルマロン酸血症(MMA)などの有機酸血症
が挙げられる。つまり、導入遺伝子または核酸材料によりコードされる治療用タンパク質
は、メチルマロニルCoAムターゼ(MUT)(MMAの症例において頻繁に変異している酵素である
MUTの任意の野生型バージョンを含む)を含むということになる。
【００４６】
　導入遺伝子または核酸材料の配列もまた、発現制御配列を含んでいてもよい。発現制御
配列は、プロモーター、エンハンサーおよびオペレーターを含み、一般に、発現コンスト
ラクトがその中で利用されるべき発現系に基づいて選択される。いくつかの態様において
、プロモーターおよびエンハンサーの配列は、遺伝子発現を増大させる能力のために選択
され、一方、オペレーター配列は、遺伝子発現を制御する能力のために選択され得る。導
入遺伝子はまた、宿主細胞における相同組み換えを亢進し、および好ましくは促進する配
列を含んでもよい。導入遺伝子はまた、宿主細胞における複製のために必要とされる配列
を含んでもよい。
【００４７】
　例示的な発現制御配列は、肝臓特異的プロモーター配列および構成的プロモーター配列
、例えば本明細書において提供され得る任意のものを含む。一般に、プロモーターは、所
望される発現生成物をコードする配列の上流(すなわち5')に動作可能なように繋げられる
(operatively linked)。導入遺伝子はまた、コード配列の下流(すなわち3')に作動可能に
繋げられた(operably linked)好適なポリアデニル化配列を含んでもよい。
【００４８】
　例示的なコンストラクトとして、図において示されるものが挙げられる。いくつかの態
様において、コンストラクトは、図1において示されるとおり、逆位末端反復配列(ITR)、
プロモーター(例えば、肝臓特異的プロモーターまたは構成的プロモーター)、合成メチル
マロニルCoAムターゼ4(synMUT)、ポリAテイル、およびITRを含む。いくつかの態様におい
て、プロモーターは、伸長因子1アルファ1などの構成的プロモーターである(図3、5)。他
の態様において、プロモーターは、アポリポタンパク質E-ヒトアルファ-1-アンチトリプ
シン(apoE-hAAT)などの肝臓特異的プロモーターである(図2、4)。いくつかの態様におい
て、プロモーターとsynMUT4セグメントとは、図2～5において説明されるとおり、イント
ロン、例えばヘモグロビンサブユニットベータ-2(HBB-2)により分離していてもよい。他
の態様において、プロモーターとsynMUT4セグメントとは、図6にいて表されるとおり、合
成(SYN)イントロンにより分離していてもよい。いくつかの態様においては、プロモータ
ーとsynMUT4セグメントとを分離するイントロンは、存在しない。いくつかの態様におい
ては、synMUT4の後に、ヒト転写後制御エレメントなどの転写後制御配列が続く(図4～6)
。
【００４９】
　MUTまたはその一部をコードする核酸が、一側面において提供される。核酸は、本明細
書において提供される特異的プロモーターの型のうちのいずれか1つを含んでもよく、MUT
またはその一部をコードしてもよい。提供される核酸のうちのいずれか1つは、本明細書
において提供されるようなITRのうちのいずれか1つおよび/またはポリAテイルを含んでも
よい。本明細書において提供される核酸のいずれか1つは、例えばプロモーターとMUTまた
はその一部をコードする配列との間に、本明細書において提供されるイントロンのうちの
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いずれか1つを含んでもよい。本明細書において提供される核酸のうちのいずれか1つは、
例えばMUTまたはその一部をコードする配列の後に、本明細書において提供される転写後
制御配列のうちのいずれか1つを含んでもよい。本明細書において提供される核酸のうち
のいずれか1つを含むウイルスベクターが、一側面において提供される。かかるウイルス
ベクターは、AAV8もしくはAAV2ベクターなどのAAVベクター、またはAnc80ベクター、また
はAAV8/Anc80もしくはAAV2/Anc80ベクターであってよい。本明細書において提供される核
酸またはベクターのうちのいずれか1つは、本明細書において提供される方法のうちのい
ずれか1つにおける使用のためのものであってよい。
【００５０】
ウイルスベクター
　ウイルスは、それらが感染する細胞内でそれらのゲノムを輸送するための特化した機構
を進化させてきた；かかるウイルスをベースにしたウイルスベクターは、特定の用途のた
めに細胞に形質導入するために適合させることができる。本明細書において提供されるよ
うに用いることができるウイルスベクターの例は、当該分野において公知であるか、本明
細書において記載される。好適なウイルスベクターとして、例えば、アデノ随伴ウイルス
(AAV)ベースのベクターが挙げられる。
【００５１】
　本明細書において提供されるウイルスベクターは、アデノ随伴ウイルス(AAV)をベース
にしていてもよい。AAVベクターは、治療的適用、例えば本明細書において記載されるも
のにおける使用のために、特に着目されてきた。AAVは、ヒトの疾患を引き起こすことは
知られていないDNAウイルスである。一般に、AAVは、効率的な複製のために、ヘルパーウ
イルスによる共感染(例えばアデノウィルスまたはヘルパーウイルス)、またはヘルパー遺
伝子の発現を必要とする。AAVベースのベクターの説明については、例えば米国特許第8,6
79,837号、同第8,637,255号、同第8,409,842号、同第7,803,622号、および同第7,790,449
号、ならびに米国公開番号20150065562、20140155469、20140037585、20130096182、2012
0100606および20070036757を参照。AAVベクターは、組み換えAAVベクターであってもよい
。AAVベクターはまた、例えば米国特許公開2007/01110724および2004/0029106ならびに米
国特許第7,465,583号および同第7,186,699号において記載される自己相補的(sc)AAVベク
ターであってよい。
【００５２】
　ウイルスベクターがベースとしているアデノ随伴ウイルスは、AAV8またはAAV2などの特
定の血清型のものであってよい。本明細書において提供される方法または組成物のいずれ
か1つのいくつかの態様においては、したがって、AAVベクターは、AAV8ベクターまたはAA
V2である。
【００５３】
　いくつかの態様において、ウイルスベクターがベースにするウイルスは、Anc80などの
合成のものであってもよい。
　いくつかの態様において、ウイルスベクターは、AAV8/Anc80ベクターまたはAAV2/Anc80
ベクターなどのAAV/Anc80ベクターである。
【００５４】
免疫抑制剤を含む合成ナノキャリア
　本明細書において提供されるウイルスベクターは、免疫抑制剤を含む合成ナノキャリア
と組み合わせて投与することができる。一般に、免疫抑制剤は、合成ナノキャリアの構造
を構成する材料に加える要素である。例えば、合成ナノキャリアが1つ以上のポリマーか
らなる一態様において、免疫抑制剤は、1つ以上のポリマーに加える化合物であり、いく
つかの態様においては、これに接着している化合物である。合成ナノキャリアの材料がま
た免疫寛容原性効果をもたらす態様において、免疫抑制剤は、免疫寛容原性効果をもたら
す合成ナノキャリアの材料に加えて存在する要素である。
【００５５】
　広範な他の合成ナノキャリアは、発明により、いくつかの態様においては免疫抑制剤へ
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連結させて、用いることができる。いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、球体
または球状体である。いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、扁平または板状で
ある。いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、立方体または立方状である。いく
つかの態様において、合成ナノキャリアは、卵円または楕円である。いくつかの態様にお
いて、合成ナノキャリアは、円柱、錐状体、錐体である。
【００５６】
　いくつかの態様において、各々の合成ナノキャリアが、類似の特性を有するように、サ
イズまたは形状に関して相対的に均一である合成ナノキャリアの集合を用いることが望ま
しい。例えば、合成ナノキャリアの合計数に基づいて、提供される組成物または方法のい
ずれか1つの合成ナノキャリアの少なくとも80％、少なくとも90％、または少なくとも95
％は、合成ナノキャリアの平均直径または平均寸法の5％、10％、または20％内に該当す
る最小寸法または最大寸法を有していてもよい。
【００５７】
　合成ナノキャリアは、中実(solid)であっても中空(hollow)であってもよく、1つ以上の
層を含んでいてもよい。いくつかの態様において、各々の層は、他の層と比較して特有の
組成物および特有の特性を有する。一例ではあるが、合成ナノキャリアは、コア/シェル
構造を有していてもよく、ここで、コアは、1つの層(例えばポリマー性のコア)であり、
シェルは、第2の層(例えば脂質二重層または単層)である。合成ナノキャリアは、複数の
異なる層を含んでいてもよい。
【００５８】
　いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、任意に、1つ以上の脂質を含んでもよ
い。いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、リポソームを含んでもよい。いくつ
かの態様において、合成ナノキャリアは、脂質二重層を含んでもよい。いくつかの態様に
おいて、合成ナノキャリアは、脂質単層を含んでもよい。いくつかの態様において、合成
ナノキャリアは、ミセルを含んでもよい。いくつかの態様において、合成ナノキャリアは
、脂質層(例えば脂質二重層、脂質単層など)に取り囲まれた、ポリマー性マトリックスを
含むコアを含んでもよい。いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、脂質層(例え
ば脂質二重層、脂質単層など)に取り囲まれた非ポリマー性のコア(例えば金属粒子、量子
ドット、セラミック粒子、骨粒子、ウイルス粒子、タンパク質、核酸、炭水化物など)を
含んでもよい。
【００５９】
　他の態様において、合成ナノキャリアは、金属粒子、量子ドット、セラミック粒子など
を含んでもよい。いくつかの態様において、非ポリマー性の合成ナノキャリアは、非ポリ
マー性の構成成分の凝集体、例えば金属原子(例えば金原子)の凝集体である。
【００６０】
　いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、任意に、1つ以上の両親媒性の実体を
含んでもよい。いくつかの態様において、両親媒性の実体は、安定性の増大、均一性の改
善、または粘度の増大により、合成ナノキャリアの生成を促進することができる。いくつ
かの態様において、両親媒性の実体は、脂質膜(例えば脂質二重層、脂質単層など)の内部
表面と関連していてもよい。当該分野において公知の多くの両親媒性の実体は、本発明に
よる合成ナノキャリアを作製することにおける使用のために好適である。かかる両親媒性
の実体として、これらに限定されないが、以下が挙げられる：ホスホグリセリド；ホスフ
ァチジルコリン；ジパルミトイルホスファチジルコリン(DPPC)；ジオレイルホスファチジ
ルエタノールアミンアミン(DOPE)；ジオレイルオキシプロピルトリエチルアンモニウム(D
OTMA)；ジオレオイルホスファチジルコリン；コレステロール；コレステロールエステル
；ジアシルグリセロール；コハク酸ジアシルグリセロール；ジホスファチジルグリセロー
ル(DPPG)；ヘキサンデカノール；ポリエチレングリコール(PEG)などの脂肪アルコール；
ポリオキシエチレン-9-ラウリルエーテル；パルミチン酸またはオレイン酸などの界面活
性脂肪酸；脂肪酸；脂肪酸モノグリセリド；脂肪酸ジグリセリド；脂肪酸アミド；ソルビ
タントリオレエート(Span(登録商標)85)グリココール酸；ソルビタンモノラウレート(Spa
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n(登録商標)20)；ポリソルベート20(Tween(登録商標)20)；ポリソルベート60(Tween(登録
商標)60)；ポリソルベート65(Tween(登録商標)65)；ポリソルベート80(Tween(登録商標)8
0)；ポリソルベート85(Tween(登録商標)85)；ポリオキシエチレンモノステアレート；サ
ーファクチン；ポロキサマー；ソルビタントリオレエートなどのソルビタン脂肪酸エステ
ル；レシチン；リゾレシチン；ホスファチジルセリン；ホスファチジルイノシトール；ス
フィンゴミエリン；ホスファチジルエタノールアミン(セファリン)；カルジオリピン；ホ
スファチジン酸；セレブロシド；ジセチルホスフェート；ジパルミトイルホスファチジル
グリセロール；ステアリルアミン；ドデシルアミン；ヘキサデシル-アミン；パルミチン
酸アセチル；リシノール酸グリセロール；ステアリン酸ヘキサデシル ；ミリスチン酸イ
ソプロピル；チロキサポール；ポリ(エチレングリコール)5000-ホスファチジルエタノー
ルアミン；ポリ(エチレングリコール)400-モノステアレート；リン脂質；高界面活性特性
を有する合成および/または天然の洗剤；デオキシコレート；シクロデキストリン；カオ
トロピック塩；イオン対形成剤；およびこれらの組み合わせ。両親媒性の実体の構成成分
は、様々な両親媒性の実体の混合物であってもよい。当業者は、これが、例示的であるが
網羅的ではない、界面活性を有する物質のリストであることを理解するであろう。本発明
により用いられるべき合成ナノキャリアの生成において、任意の両親媒性の実体を用いる
ことができる。
【００６１】
　いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、任意に、1つ以上の炭水化物を含んで
もよい。炭水化物は、天然であっても合成であってもよい。炭水化物は、誘導体化された
天然の炭水化物であってもよい。ある態様において、炭水化物は、単糖または二糖を含み
、これは、これらに限定されないが、グルコース、フルクトース、ガラクトース、リボー
ス、ラクトース、スクロース、マルトース、トレハロース、セロビオース、マンノース、
キシロース、アラビノース、グルクロン酸、ガラクツロン酸、マンヌロン酸、グルコサミ
ン、ガラクトサミン、およびノイラミン酸を含む。ある態様において、炭水化物は、多糖
であり、これは、これらに限定されないが、プルラン、セルロース、微結晶性セルロース
、ヒドロキシプロピルメチルセルロース(HPMC)、ヒドロキシセルロース(HC)、メチルセル
ロース(MC)、デキストラン、シクロデキストラン、グリコーゲン、ヒドロキシエチルデン
プン、カラギーナン、グリコン(glycon)、アミロース、キトサン、N,O-カルボキシメチル
キトサン、アルギン(algin)およびアルギン酸(alginic acid)、デンプン、キチン、イヌ
リン、コンニャク、グルコマンナン、プスツラン、ヘパリン、ヒアルロン酸、カードラン
およびキサンタンを含む。態様において、合成ナノキャリアは、多糖などの炭水化物を含
まない(または特にこれを除外する)。ある態様において、炭水化物は、糖アルコールなど
の炭水化物誘導体を含んでもよく、これは、これらに限定されないが、マンニトール、ソ
ルビトール、キシリトール、エリスリトール、マルチトール、およびラクチトールを含む
。
【００６２】
　いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、1つ以上のポリマーを含んでもよい。
いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、非メトキシ末端化されたプルロニック(
登録商標)ポリマーである1つ以上のポリマーを含む。いくつかの態様において、合成ナノ
キャリアを構成するポリマーの少なくとも1％、2％、3％、4％、5％、10％、15％、20％
、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、
90％、95％、97％、または99％(重量/重量)は、非メトキシ末端化されたプルロニック(登
録商標)ポリマーである。いくつかの態様において、合成ナノキャリアを構成するポリマ
ーのすべてが、非メトキシ末端化されたプルロニック(登録商標)ポリマーである。いくつ
かの態様において、合成ナノキャリアは、非メトキシ末端化ポリマーである1つ以上のポ
リマーを含む。いくつかの態様において、合成ナノキャリアを構成するポリマーの少なく
とも1％、2％、3％、4％、5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50
％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％、または99％(重量/
重量)は、非メトキシ末端化ポリマーである。いくつかの態様において、合成ナノキャリ
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アを構成するポリマーのすべては、非メトキシ末端化ポリマーである。いくつかの態様に
おいて、合成ナノキャリアは、プルロニック(登録商標)ポリマーを含まない1つ以上のポ
リマーを含む。いくつかの態様において、合成ナノキャリアを構成するポリマーの少なく
とも1％、2％、3％、4％、5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50
％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％、または99％(重量/
重量)は、プルロニック(登録商標)ポリマーを含まない。いくつかの態様において、合成
ナノキャリアを構成するポリマーのすべてが、プルロニック(登録商標)ポリマーを含まな
い。いくつかの態様において、かかるポリマーは、コーティング層(例えばリポソーム、
脂質単層、ミセルなど)により取り囲まれていてもよい。いくつかの態様において、合成
ナノキャリアの要素は、ポリマーに接着していてもよい。
【００６３】
　免疫抑制剤は、多数の方法のいずれかにより合成ナノキャリアへ連結させることができ
る。一般に、接着は、免疫抑制剤と合成ナノキャリアとの間に結合の結果であってよい。
この結合は免疫抑制剤が合成ナノキャリアの表面に接着していること、および/または合
成ナノキャリア内に含まれている(カプセル化されている)ことの結果であってよい。いく
つかの態様において、しかし、免疫抑制剤は、合成ナノキャリアへの結合ではなく、むし
ろ合成ナノキャリアの構造の結果として、合成ナノキャリアによりカプセル化される。好
ましい態様において、合成ナノキャリアは、本明細書において提供されるようなポリマー
を含み、免疫抑制剤は、当該ポリマーに接着している。
【００６４】
　接着が、免疫抑制剤と合成ナノキャリアとの間の結合の結果として生じる場合、接着は
、連結部分を介して起こりえる。連結部分は、それを通して免疫抑制剤が合成ナノキャリ
アに結合する、任意の部分であってよい。連結部分は、任意の部分であってよい。かかる
部分は、アミド結合またはエステル結合などの共有結合、ならびに、免疫抑制剤を合成ナ
ノキャリアに(共有的または非共有的に)結合させる別の分子を含む。かかる分子は、リン
カーまたはポリマーまたはこれらの単位を含む。例えば、連結部分は、免疫抑制剤が静電
的に結合する、荷電したポリマーを含んでもよい。別の例として、連結部分は、それが共
有結合するポリマーまたはその単位を含んでもよい。
【００６５】
　好ましい態様において、合成ナノキャリアは、本明細書において提供されるようなポリ
マーを含む。これらの合成ナノキャリアは、完全にポリマー性であっても、または、これ
らは、ポリマーと他の材料との混合物であってもよい。
【００６６】
　いくつかの態様において、合成ナノキャリアのポリマーは、会合してポリマー性マトリ
ックスを形成する。これらの態様のうちのいくつかにおいて、免疫抑制剤などの構成成分
は、ポリマー性マトリックスの1つ以上のポリマーと共有的に会合していてもよい。いく
つかの態様において、共有的会合は、リンカーにより媒介される。いくつかの態様におい
て、構成成分は、ポリマー性マトリックスの1つ以上のポリマーと非共有的に会合してい
てもよい。例えば、いくつかの態様において、構成成分は、ポリマー性マトリックス内に
カプセル化されていても、ポリマー性マトリックスにより囲まれていても、および/また
はポリマー性マトリックス全体に分散していてもよい。あるいはまたは加えて、構成成分
は、疎水性相互作用、電荷相互作用、ファンデルワールス力などにより、ポリマー性マト
リックスの1つ以上のポリマーと会合していてもよい。それらからポリマー性マトリック
スを形成するための広範なポリマーおよび方法が、従来公知である。
【００６７】
　ポリマーは、天然のポリマーであっても、非天然(合成)のポリマーであってもよい。ポ
リマーは、ホモポリマーであっても、2つ以上のモノマーを含むコポリマーであってもよ
い。配列に関して、コポリマーは、ランダム、ブロックであっても、または、ランダム配
列とブロック配列との組み合わせを含んでもよい。典型的には、本発明によるポリマーは
、有機ポリマーである。
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【００６８】
　いくつかの態様において、ポリマーは、ポリエステル、ポリカーボネート、ポリアミド
、またはポリエーテル、またはこれらの単位を含む。他の態様において、ポリマーは、ポ
リ(エチレングリコール)(PEG)、ポリプロピレングリコール、ポリ(乳酸)、ポリ(グリコー
ル酸)、ポリ(乳酸-コ-グリコール酸)、またはポリカプロラクトン、またはこれらの単位
を含む。いくつかの態様においては、ポリマーが生分解性であることが好ましい。したが
って、これらの態様においては、ポリマーがポリ(エチレングリコール)またはポリプロピ
レングリコールなどのポリエーテルまたはこれらの単位を含む場合、ポリマーが生分解性
となるように、ポリマーは、ポリエーテルと生分解性ポリマーとのブロック-コ-ポリマー
を含むことが好ましい。他の態様において、ポリマーは、ポリエーテルまたはその単位、
例えばポリ(エチレングリコール)またはポリプロピレングリコールまたはその単位を、そ
れのみでは含まない。
【００６９】
　本発明における使用のために好適なポリマーの他の例として、これらに限定されないが
、以下が挙げられる：ポリエチレン、ポリカーボネート(例えばポリ(1,3-ジオキサン-2オ
ン))、ポリ無水物(例えばポリ(セバシン酸無水物))、ポリプロピルフマレート、ポリアミ
ド(例えばポリカプロラクタム)、ポリアセタール、ポリエーテル、ポリエステル(例えば
ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリラクチド-コ-グリコリド、ポリカプロラクトン、ポ
リヒドロキシ酸(例えばポリ(β-ヒドロキシアルカノエート)))、ポリ(オルトエステル)、
ポリシアノアクリレート、ポリビニルアルコール、ポリウレタン、ポリホスファゼン、ポ
リアクリレート、ポリメタクリレート、ポリ尿素、ポリスチレンおよびポリアミン、ポリ
リジン、ポリリジン-PEGコポリマー、ならびにポリ(エチレンイミン)、ポリ(エチレンイ
ミン)-PEGコポリマー。
【００７０】
　いくつかの態様において、本発明によるポリマーは米国食品医薬品局(FDA)により21 C.
F.R.§177.2600下において、ヒトにおける使用について承認されているポリマーを含み、
これは、これらに限定されないが、ポリエステル(例えばポリ乳酸、ポリ(乳酸-コ-グリコ
ール酸)、ポリカプロラクトン、ポリバレロラクトン、ポリ(1,3-ジオキサン-2オン))；ポ
リ無水物(例えばポリ(セバシン酸無水物))；ポリエーテル(例えばポリエチレングリコー
ル)；ポリウレタン；ポリメタクリレート；ポリアクリレート；およびポリシアノアクリ
レートを含む。
【００７１】
　いくつかの態様において、ポリマーは、親水性であってよい。例えば、ポリマーは、ア
ニオン性の基(例えばリン酸基、硫酸基、カルボン酸基)；カチオン性の基(例えば四級ア
ミン基)；または極性基(例えばヒドロキシル基、チオール基、アミン基)を含んでもよい
。いくつかの態様において、親水性ポリマー性マトリックスを含む合成ナノキャリアは、
合成ナノキャリア内に親水性の環境を生じる。いくつかの態様において、ポリマーは、疎
水性であってよい。いくつかの態様において、疎水性ポリマー性マトリックスを含む合成
ナノキャリアは、合成ナノキャリア内に疎水性の環境を生じる。ポリマーの親水性または
疎水性の選択は、合成ナノキャリア内に組み込まれる材料の性質に影響を有し得る。
【００７２】
　いくつかの態様において、ポリマーは、1つ以上の部分および/または官能基により修飾
されていてもよい。多様な部分または官能基を、本発明により用いることができる。いく
つかの態様において、ポリマーは、ポリエチレングリコール(PEG)により、炭水化物によ
り、および/または多糖から誘導されるアクリル性ポリアセタールにより修飾してもよい(
Papisov, 2001, ACS Symposium Series, 786:301)。ある態様は、Grefらに対する米国特
許第5543158号、またはvon Andrianらに対するWO公開WO2009/051837の一般的教示を用い
て行ってもよい。
【００７３】
　いくつかの態様において、ポリマーは、脂質または脂肪酸基により修飾されていてもよ
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い。いくつかの態様において、脂肪酸基は、酪酸、カプロン酸、カプリル酸、カプリン酸
、ラウリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、アラキジン酸、ベヘン酸、
またはリグノセリン酸のうちの1つ以上であってよい。いくつかの態様において、脂肪酸
基は、パルミトレイン酸、オレイン酸、バクセン酸、リノール酸、アルファ-リノール酸
、ガンマ-リノール酸、アラキドン酸、ガドレイン酸、アラキドン酸、エイコサペンタエ
ン酸、ドコサヘキサエン酸、またはエルカ酸のうちの1つ以上であってよい。
【００７４】
　いくつかの態様において、ポリマーは、ポリエステルであってよく、これは、乳酸およ
びグリコール酸の単位を含むコポリマー、例えば、本明細書において集合的に「PLGA」と
して言及されるポリ(乳酸-コ-グリコール酸)およびポリ(ラクチド-コ-グリコリド)；なら
びに本明細書において「PGA」として言及されるグリコール酸単位を含むホモポリマー、
および本明細書において集合的に「PLA」として言及される乳酸単位を含むホモポリマー
、例えばポリ-L-乳酸、ポリ-D-乳酸、ポリ-D,L-乳酸、ポリ-L-ラクチド、ポリ-D-ラクチ
ド、およびポリ-D,L-ラクチドを含む。いくつかの態様において、例示的なポリエステル
として、例えば、ポリヒドロキシ酸；PEGコポリマーおよびラクチドとグリコリドとのコ
ポリマー(例えばPLA-PEGコポリマー、PGA-PEGコポリマー、PLGA-PEGコポリマー)およびこ
れらの誘導体が挙げられる。いくつかの態様において、ポリエステルとして、例えば、ポ
リ(カプロラクトン)、ポリ(カプロラクトン)-PEGコポリマー、ポリ(L-ラクチド-コ-L-リ
ジン)、ポリ(セリンエステル)、ポリ(4-ヒドロキシ-L-プロリンエステル)、ポリ[α-(4-
アミノブチル)-L-グリコール酸]、およびこれらの誘導体が挙げられる。
【００７５】
　いくつかの態様において、ポリマーは、PLGAであってよい。PLGAは、生体適合性かつ生
分解性の乳酸とグリコール酸とのコポリマーであり、PLGAの多様な形態は、乳酸：グリコ
ール酸の比により特徴づけられる。乳酸は、L-乳酸、D-乳酸、またはD,L-乳酸であってよ
い。PLGAの分解速度は、乳酸:グリコール酸比を変更することにより調整することができ
る。いくつかの態様において、本発明により用いられるべきPLGAは、約85:15、約75:25、
約60:40、約50:50、約40:60、約25:75または約15:85の乳酸:グリコール酸比により特徴づ
けられる。
【００７６】
　いくつかの態様において、ポリマーは、1つ以上のアクリル性ポリマーであってよい。
ある態様において、アクリルポリマーとして、例えば、以下が挙げられる：アクリル酸お
よびメタクリル酸のコポリマー、メチルメタクリレートコポリマー、エトキシエチルメタ
クリレート、シアノエチルメタクリレート、アミノアルキルメタクリレートコポリマー、
ポリ(アクリル酸)、ポリ(メタクリル酸)、メタクリル酸アルキルアミドコポリマー、ポリ
(メチルメタクリレート)、ポリ(メタクリル酸無水物)、メチルメタクリレート、ポリメタ
クリレート、ポリ(メチルメタクリレート)コポリマー、ポリアクリルアミド、アミノアル
キルメタクリレートコポリマー、グリシジルメタクリレートコポリマー、ポリシアノアク
リレート、および前述のポリマーのうちの1つ以上を含む組み合わせ。アクリル性ポリマ
ーは、低含有量の四級アンモニウム基を有する、アクリル酸およびメタクリル酸のエステ
ルの完全に重合したコポリマーを含んでもよい。
【００７７】
　いくつかの態様において、ポリマーは、カチオン性ポリマーであってよい。一般的に、
カチオン性ポリマーは、負に荷電した核酸の鎖を凝縮および/または保護することができ
る。ポリ(リジン)(Zauner et al., 1998, Adv. Drug Del. Rev., 30:97; and Kabanov et
 al., 1995, Bioconjugate Chem., 6:7)、ポリ(エチレンイミン)(PEI; Boussif et al., 
1995, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1995, 92:7297)、およびポリ(アミドアミン)デン
ドリマー(Kukowska-Latallo et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 93:4897；Ta
ng et al., 1996, Bioconjugate Chem., 7:703；およびHaensler et al., 1993, Bioconj
ugate Chem., 4:372)などのアミン含有ポリマーは、生理学的pHにおいて正に荷電し、核
酸とイオン対を形成する。態様において、合成ナノキャリアは、カチオン性ポリマーを含
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まなくともよい(またはこれを除外してもよい)。
【００７８】
　いくつかの態様において、ポリマーは、カチオン性の側鎖を有する分解性ポリエステル
であってよい(Putnam et al., 1999, Macromolecules, 32:3658；Barrera et al., 1993,
 J. Am. Chem. Soc., 115:11010；Kwon et al., 1989, Macromolecules, 22:3250；Lim e
t al., 1999, J. Am. Chem. Soc., 121:5633；およびZhou et al., 1990, Macromolecule
s, 23:3399)。これらのポリエステルの例として、ポリ(L-ラクチド-コ-L-リジン)(Barrer
a et al., 1993, J. Am. Chem. Soc., 115:11010)、ポリ(セリンエステル)(Zhou et al.,
 1990, Macromolecules, 23:3399)、ポリ(4-ヒドロキシ-L-プロリンエステル)(Putnam et
 al., 1999, Macromolecules, 32:3658; and Lim et al., 1999, J. Am. Chem. Soc., 12
1:5633)、およびポリ(4-ヒドロキシ-L-プロリンエステル)(Putnam et al., 1999, Macrom
olecules, 32:3658；およびLim et al., 1999, J. Am. Chem. Soc., 121:5633)が挙げら
れる。
【００７９】
　これらのおよび他のポリマーの特性およびそれらを調製するための方法は、当該分野に
おいて周知である(例えば、米国特許第6,123,727号；同第5,804,178号；同第5,770,417号
；同第5,736,372号；同第5,716,404号；同第6,095,148号；同第5,837,752号；同第5,902,
599号；同第5,696,175号；同第5,514,378号；同第5,512,600号；同第5,399,665号；同第5
,019,379号；同第5,010,167号；同第4,806,621号；同第4,638,045号；および同第4,946,9
29号；Wang et al., 2001, J. Am. Chem. Soc., 123:9480; Lim et al., 2001, J. Am. C
hem. Soc., 123:2460；Langer, 2000, Acc. Chem. Res., 33:94；Langer, 1999, J. Cont
rol. Release, 62:7；ならびにUhrich et al., 1999, Chem. Rev., 99:3181を参照)。よ
り一般的には、好適なポリマーを合成するための多様な方法は、Concise Encyclopedia o
f Polymer Science and Polymeric Amines and Ammonium Salts, Goethals編、Pergamon 
Press、1980年；Principles of Polymerization by Odian, John Wiley & Sons、第四版
、2004年；AllcockらによるContemporary Polymer Chemistry、Prentice-Hall、1981年；
Deming et al., 1997, Nature, 390:386において；ならびに米国特許第6,506,577号、同
第6,632,922号、同第6,686,446号、および同第6,818,732号において記載される。
【００８０】
　いくつかの態様において、ポリマーは、直鎖状または分枝状ポリマーであってよい。い
くつかの態様において、ポリマーは、デンドリマーであってよい。いくつかの態様におい
て、ポリマーは、互いに実質的に架橋されていてもよい。いくつかの態様において、ポリ
マーは、実質的に架橋を含まなくともよい。いくつかの態様において、ポリマーは、架橋
のステップを経験することなく、本発明により用いることができる。さらに、合成ナノキ
ャリアが、前述のおよび他のポリマーのうちのいずれかのブロックコポリマー、グラフト
コポリマー、ブレンド、混合物、および/または付加物を含んでもよいことが、理解され
るべきである。当業者は、本明細書において列記されるポリマーが、例示的ではあるが網
羅的ではない、本発明により使用することができるポリマーのリストを表すことを理解す
るであろう。
【００８１】
　いくつかの態様において、合成ナノキャリアは、ポリマー性構成成分を含まない。いく
つかの態様において、合成ナノキャリアは、金属粒子、量子ドット、セラミック粒子など
を含んでもよい。いくつかの態様において、非ポリマー性合成ナノキャリアは、非ポリマ
ー性構成成分の凝集体、例えば金属原子(例えば金原子)の凝集体である。
【００８２】
　本明細書において提供されるような任意の免疫抑制剤を、いくつかの態様において、合
成ナノキャリアへ連結させることができる。免疫抑制剤として、これらに限定されないが
、以下が挙げられる：スタチン、ラパマイシンまたはラパマイシンアナログ(ラパログ)な
どのmTOR阻害剤；TGF-βシグナル伝達剤；TGFβ受容体アゴニスト；ヒストンデアセチラ
ーゼ(HDAC)阻害剤；副腎皮質ステロイド；ロテノンなどのミトコンドリア機能の阻害剤；



(26) JP 2021-530571 A 2021.11.11

10

20

30

40

50

P38阻害剤；NF-κβ阻害剤；アデノシン受容体アゴニスト；プロスタグランジンE2アゴニ
スト；ホスホジエステラーゼ４阻害剤などのホスホジエステラーゼ阻害剤；プロテアソー
ム阻害剤；キナーゼ阻害剤；G-タンパク質共役型受容体アゴニスト；G-タンパク質共役型
受容体アンタゴニスト；糖質コルチコイド；レチノイド；サイトカイン阻害剤；サイトカ
イン受容体阻害剤；サイトカイン受容体アクチベーター；ペルオキシソーム増殖剤活性化
受容体アンタゴニスト；ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体アゴニスト；ヒストンデア
セチラーゼ阻害剤；カルシニューリン阻害剤；ホスファターゼ阻害剤および酸化型ATP。
免疫抑制剤はまた、IDO、ビタミンD3、シクロスポリンA、アリール炭化水素受容体阻害剤
、レスベラトロール、アザチオプリン、6-メルカプトプリン、アスピリン、ニフルミン酸
、エストリオール、トリプトライド、インターロイキン(例えばIL-1、IL-10)、シクロス
ポリンA、サイトカインを標的とするsiRNA、またはサイトカイン受容体などを含む。
【００８３】
　mTOR阻害剤の例として、ラパマイシンおよびそのアナログ(例えばCCL-779、RAD001、AP
23573、C20-メタリルラパマイシン(C20-Marap)、C16-(S)-ブチルスルホンアミドラパマイ
シン(C16-BSrap)、C16-(S)-3-メチルインドールラパマイシン(C16-iRap)(Bayle et al. C
hemistry & Biology 2006, 13:99-107))、AZD8055、BEZ235(NVP-BEZ235)、クリソファン
酸(クリソファノール)、デフォロリムス(MK-8669)、エベロリムス(RAD0001)、KU-0063794
、PI-103、PP242、テムシロリムス、およびWYE-354(Selleck, Houston, TX, USAから入手
可能)が挙げられる。
【００８４】
　発明による組成物は、保存剤、バッファー、食塩水、リン酸緩衝化食塩水などの薬学的
に受入可能な賦形剤を含んでもよい。組成物は、有用な投与形態に到達するために、従来
の製薬および配合技術を用いて製造することができる。一態様において、組成物は、注射
のために、保存剤と一緒に、無菌食塩水中に懸濁される。
【００８５】
Ｄ．組成物を使用および製造する方法、ならびに関連する方法
　ウイルスベクターは、当業者に公知であるか、本明細書において別段に記載されるよう
な方法により作製することができる。例えば、ウイルスベクターは、例えば、米国特許第
4,797,368およびLaughlin et al., Gene, 23, 65-73 (1983)において記載される方法を用
いて、構築および/または精製することができる。
【００８６】
　AAVベクターなどのウイルスベクターは、組み換え方法を用いて生成することができる
。例えば、方法は、AAVキャプシドタンパク質またはそのフラグメント；機能的なrep遺伝
子；AAV逆位末端反復配列(ITR)および導入遺伝子を含む組み換えAAVベクター；ならびに
組み換えAAVベクターのAAVキャプシドタンパク質へのパッケージングを可能にするための
十分なヘルパー機能をコードする核酸配列を含む宿主細胞を培養することを含んでもよい
。
【００８７】
　ウイルスベクターをキャプシド中でパッケージングするために宿主細胞中で培養される
べき構成成分は、宿主細胞に、トランスで(in trans)提供してもよい。あるいは、必要と
される構成成分(例えば組み換えウイルスベクター、rep、cap配列、および/またはヘルパ
ー機能)のうちのいずれか1つ以上を、当業者に公知の方法を用いて、必要とされる構成成
分のうちの1つ以上を含むように操作された安定な宿主細胞により提供させてもよい。最
も好適には、かかる安定な宿主細胞は、必要とされる構成成分を、誘導性プロモーターの
制御下に含んでもよい。しかし、必要とされる構成成分は、構成的プロモーターの制御下
にあってもよい。ウイルスベクターを生成するために必要とされる組み換えウイルスベク
ター、rep配列、cap配列、およびヘルパー機能は、任意の適切な遺伝子エレメントを用い
て、宿主細胞中に送達してパッケージングすることができる。選択される遺伝子エレメン
トは、本明細書において記載されるものを含む任意の好適な方法により送達することがで
きる。本発明の任意の態様 を構築するために用いられる方法は、核酸操作の分野におけ
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る当業者に公知であり、遺伝子工学、組み換え工学、および合成技術を含む。例えば、Sa
mbrookら、Molecular Cloning: A Laboratory Manual、Cold Spring Harbor Press, Cold
 Spring Harbor, N.Yを参照。同様に、rAAVビリオンを作製する方法は、周知であり、好
適な方法の選択肢は、本発明の限定要因ではない。例えば、K. Fisher et al, J. Virol.
, 70:520-532 (1993)および米国特許第5,478,745号を参照。
【００８８】
　いくつかの態様において、組み換えAAVベクターは、三重遺伝子導入方法(例えば米国特
許第6,001,650号において詳細に記載されるようなもの；三重遺伝子導入方法に関するそ
の内容は、本明細書において参考として援用される)を用いて生成することができる。典
型的には、組み換えAAVは、宿主細胞を、組み換えAAVベクター(導入遺伝子を含むもの)で
遺伝子導入して、AAV粒子、AAVヘルパー機能ベクター、およびアクセサリー機能ベクター
をパッケージングすることにより、生成することができる。一般に、AAVヘルパー機能ベ
クターは、増殖性AAVの複製およびカプセル化のためにトランスで機能するAAVヘルパー機
能配列(repおよびcap)をコードする。好ましくは、AAVヘルパー機能ベクターは、任意の
検出可能な野生型AAVビリオン(すなわち、機能的なrepおよびcap遺伝子を含むAAVビリオ
ン)を生成することなく、効率的なAAVベクター生成を支持する。アクセサリー機能ベクタ
ーは、非AAV由来ウイルスのための、および/または複製のためにAAVが依存する細胞の機
能のためのヌクレオチド配列をコードしていてもよい。アクセサリー機能は、AAVの複製
のために必要とされるそれらの機能を含み、これは、限定することなく、AAVの遺伝子転
写の活性化、ステージ特異的なAAV mRNAスプライシング、AAV DNA複製、cap発現生成物の
合成、およびAAVキャプシドアセンブリーに関与する部分を含む。ウイルスベースのアク
セサリー機能は、アデノウィルス、ヘルペスウイルス(単純ヘルペスウイルス1型以外)、
およびワクシニアウイルスなどの公知のヘルパーウイルスのいずれかから誘導することが
できる。
　ウイルスベクターを生成するための他の方法は、当該分野において公知である。さらに
、ウイルスベクターは、市販されている。
【００８９】
　免疫抑制剤へ連結した合成ナノキャリアに関して、構成成分を合成ナノキャリアに接着
するための方法は、有用であり得る。
　ある態様において、接着は、共有性リンカーを介するものであってよい。態様において
、本発明による免疫抑制剤は、アルキン基を含む免疫抑制剤によるアジド基の1,3-二極性
環付加反応により、またはアジド基を含む免疫抑制剤によるアルキンの1,3-二極性環付加
反応により形成される、1,2,3-トリアゾールリンカーを介して、外部表面に共有的に接着
されていてもよい。かかる環付加反応は、好ましくは、Cu(I)触媒と共に好適なCu(I)-リ
ガンド、およびCu(II)化合物を触媒活性Cu(I)化合物に還元するための還元剤の存在下に
おいて、行われる。このCu(I)により触媒されるアジド-アルキン環付加(CuAAC)はまた、
クリック反応としても言及され得る。
【００９０】
　加えて、共有的連結は、アミドリンカー、ジスルフィドリンカー、チオエーテルリンカ
ー、ヒドラゾンリンカー、ヒドラジドリンカー、イミンもしくはオキシムリンカー、ウレ
アもしくはチオウレアリンカー、アミジンリンカー、アミンリンカー、またはスルホンア
ミドリンカーを含む、共有性リンカーを含んでもよい。
【００９１】
　アミドリンカーは、免疫抑制剤などの1つの構成成分上のアミンと、ナノキャリアなど
の第2の構成成分のカルボン酸基との間のアミド結合を介して形成される。リンカー中の
アミド結合は、好適に保護されたアミノ酸および活性化されたカルボン酸(N-ヒドロキシ
サクシニミド活性化エステルなど)による反応を形成する従来のアミド結合のうちのいず
れかを用いて行うことができる。
【００９２】
　ジスルフィドリンカーは、例えばR1-S-S-R2の形態の、2つの硫黄原子の間のジスルフィ
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ド(S-S)結合の形成を介して行われる。ジスルフィド結合は、チオール/メルカプタン基(-
SH)を含む構成成分の、別の活性型チオール基との、またはチオール/メルカプタン基を含
む構成成分の、活性型チオール基を含む構成成分との、チオール交換により形成すること
ができる。
【００９３】
　トリアゾールリンカー、特に、
【化１】

式中R1およびR2は、任意の化学実体であってよい、
の形態の1,2,3-トリアゾールは、第1の構成成分に接着しているアジドの、免疫抑制剤な
どの第2の構成成分に接着している末端アルキンによる1,3-二極性環付加反応により、生
成することができる。1,3-二極性環付加反応は、触媒を用いるかまたはこれを用いずに、
好ましくはCu(I)-触媒を用いて行われ、これは、1,2,3-トリアゾール官能基を通して2つ
の構成成分を繋げる。この化学は、Sharpless et al., Angew. Chem. Int. Ed. 41(14), 
2596, (2002)およびMeldal, et al, Chem. Rev., 2008, 108(8), 2952-3015により詳細に
記載され、しばしば、「クリック」反応またはCuAACとして言及される。
【００９４】
　チオエーテルリンカーは、例えばR1-S-R2の形態における、硫黄-炭素(チオエーテル)結
合の形成により、生成することができる。チオエーテルは、1つの構成成分上のチオール/
メルカプタン(-SH)基の、第2の構成成分上のハライドまたはエポキシドなどのアルキル化
剤によるアルキルにより、生成することができる。チオエーテルリンカーは、1つの構成
成分上のチオール/メルカプタン基の、マイケルアクセプターとしてのマレイミド基また
はビニルスルホン基を含む第2の構成成分上の電子不足のアルケン基に対するマイケル付
加により、形成することができる。別の方法において、チオエーテルリンカーは、1つの
構成成分上のチオール/メルカプタン基の、第2の構成成分上のアルケン基による、ラジカ
ルチオール-エン反応により調製することができる。
【００９５】
　ヒドラゾンリンカーは、1つの構成成分上のヒドラジド基の、第2の構成成分上のアルデ
ヒド/ケトン基との反応により生成される。
　ヒドラジドリンカーは、1つの構成成分上のヒドラジン基の、第2の構成成分上のカルボ
ン酸基との反応により形成される。かかる反応は、一般に、活性化試薬によりカルボン酸
が活性化されるアミド結合の形成と類似の化学を用いて行われる。
【００９６】
　イミンまたはオキシムリンカーは、1つの構成成分上のアミンまたはN-アルコキシアミ
ン(またはアミノオキシ)基の、第2の構成成分上のアルデヒドまたはケトン基との反応に
より、形成される。
　ウレアまたはチオウレアリンカーは、1つの構成成分上のアミン基の、第2の構成成分上
のイソシアネートまたはチオイソシアネート基との反応により調製される。
【００９７】
　アミジンリンカーは、1つの構成成分上のアミン基の、第2の構成成分上のイミドエステ
ル基との反応により調製される。
　アミンリンカーは、1つの構成成分上のアミン基の、第2の構成成分上のハライド、エポ
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キシドまたはスルホネートエステル基などのアルキル化性の基によるアルキル化反応によ
り生成される。あるいは、アミンリンカーはまた、1つの構成成分上のアミン基の、第2の
構成成分上のアルデヒドまたはケトン基による、シアノ水素化ホウ素ナトリウムまたはト
リアセトキシ水酸化ホウ素ナトリウムなどの好適な還元剤による還元性アミン化により、
生成することができる。
【００９８】
　スルホンアミドリンカーは、1つの構成成分上のアミン基の、第2の構成成分上のスルホ
ニルハライド(スルホニル塩化物など)基との反応により生成される。
　スルホンリンカーは、ビニルスルホンへの求核試薬のマイケル付加により生成される。
ビニルスルホンまたは求核試薬のいずれかは、ナノキャリアの表面上にあっても、構成成
分に接着していてもよい。
【００９９】
　構成成分はまた、非共有的な抱合方法を介して抱合させることができる。例えば、負に
荷電した免疫抑制剤は、静電的吸着を通して正に荷電した構成成分に報告させることがで
きる。金属リガンドを含む構成成分は、金属-リガンド錯体を介して金属錯体に抱合させ
ることができる。
【０１００】
　態様において、構成成分は、合成ナノキャリアのアセンブリーの前に、ポリマー、例え
ばポリ乳酸-ブロック-ポリエチレングリコールに接着していてもよい。合成ナノキャリア
を、その表面上で、反応性の基または活性化可能な基により形成させてもよい。後者の場
合、構成成分は、合成ナノキャリアの表面により提示される接着化学と適合性の基により
調製してもよい。他の態様において、ペプチド構成成分は、好適なリンカーを用いて、VL
Pまたはリポソームに接着していてもよい。リンカーとは、2つの分子を一緒に連結させる
ことができる化合物または試薬である。一態様において、リンカーは、Hermanson 2008に
おいて記載されるような、ホモ二官能性またはヘテロ二官能性の試薬であってよい。例え
ば、表面上にカルボキシ基を含むVLPまたはリポソーム合成ナノキャリアを、EDCの存在下
において、ホモ二官能性リンカーであるアジピン酸ジヒドラジド(ADH)で処置し、ADHリン
カーにより対応する合成ナノキャリアを形成させることができる。結果として生じるADH
により繋げられた合成ナノキャリアを、次いで、ナノキャリア上のADHリンカーの他方の
末端を介して、酸性基を含むペプチド構成成分と抱合させて、対応するVLPまたはリポソ
ームペプチドの抱合体を生成する。
【０１０１】
　態様において、ポリマー鎖の末端にアジドまたはアルキン基を含むポリマーを調製する
。次いで、このポリマーを用いて、複数のアルキンまたはアジド基がそのナノキャリアの
表面上に配置されるような様式において、合成ナノキャリアを調製する。あるいは、別の
経路により合成ナノキャリアを調製して、その後、アルキンまたはアジド基により官能化
してもよい。構成成分は、アルキン(ポリマーがアジドを含む場合)またはアジド(ポリマ
ーがアルキンを含む場合)基のいずれかの存在により、調製される。次いで、構成成分を
、1,4-二置換1,2,3-トリアゾールリンカーを通して構成成分を粒子に共有的に接着する触
媒を用いて、またはこれを用いずに、1,3-二極性環付加反応を介してナノキャリアと反応
させる。
【０１０２】
　構成成分が小分子である場合、合成ナノキャリアのアセンブリーの前に構成成分をポリ
マーに接着することは、有利であり得。態様において、構成成分をポリマーに接着して、
次いで、このポリマー抱合体を合成ナノキャリアの構築において用いるのではなく、むし
ろ、構成成分を合成ナノキャリアに接着するために用いられる表面の基により、それらの
表面基の使用を通して合成ナノキャリアを調製することは、有利であり得る。
【０１０３】
　利用可能な抱合方法の詳細な説明については、Hermanson G T「Bioconjugate Techniqu
es」、第2版、Academic Press, Inc.により出版(2008年)を参照。共有的接着に加えて、
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構成成分は、予め形成された合成ナノキャリアの吸着により接着しても、または、合成ナ
ノキャリアの形成の間のカプセル化により接着してもよい。
【０１０４】
　合成ナノキャリアは、当該分野において公知の広範な方法を用いて調製することができ
る。例えば、合成ナノキャリアは、ナノ沈殿、流路(fluidic channel)を用いるフローフ
ォーカシング(flow focusing)、スプレー乾燥、シングルまたはダブルエマルジョン溶媒
蒸発、溶媒抽出、相分離、ミリング(milling)、マイクロエマルジョンの手法、マイクロ
加工(microfabrication)、ナノ加工(nanofabrication)、犠牲層(sacrificial layers)、
単一および複合コアセルベーションなどの方法、ならびに当業者に周知の他の方法により
、形成させることができる。あるいはまたは加えて、単分散半導体、伝導性、磁性、有機
性、および他のナノ材料のための水性および有機性溶媒合成が、記載されている(Pellegr
ino et al., 2005, Small, 1:48; Murray et al., 2000, Ann. Rev. Mat. Sci., 30:545
；およびTrindade et al., 2001, Chem. Mat., 13:3843)。さらなる方法は、文献におい
て記載されている(例えば、Doubrow編、「Microcapsules and Nanoparticles in Medicin
e and Pharmacy」、CRC Press, Boca Raton, 1992；Mathiowitz et al., 1987, J. Contr
ol. Release, 5:13；Mathiowitz et al., 1987, Reactive Polymers, 6:275；およびMath
iowitz et al., 1988, J. Appl. Polymer Sci., 35:755；米国特許第5578325号および同
第6007845号；P. Paolicelliら、「Surface-modified PLGA-based Nanoparticles that c
an Efficiently Associate and Deliver Virus-like Particles」、Nanomedicine. 5(6):
843-853 (2010)を参照)。
【０１０５】
　材料は、これらに限定されないが、以下を含む多様な方法を用いて、所望されるとおり
合成ナノキャリア中にカプセル化することができる：C. Astete et al.,「Synthesis and
 characterization of PLGA nanoparticles」J. Biomater. Sci. Polymer Edn, Vol. 17,
 No. 3, pp. 247-289 (2006)；K.　Avgoustakis「Pegylated Poly(Lactide) and Poly(La
ctide-Co-Glycolide) Nanoparticle: Preparation, Properties and Possible Applicati
ons in Drug Delivery」Current Drug Delivery 1:321-333　(2004)；C. Reis et al.,「
Nanoencapsulation I. Methods for preparation of drug-loaded polymeric nanopartic
les」Nanomedicine 2:8- 21 (2006)；P. Paolicelli et al.,「Surface-modified PLGA-b
ased Nanoparticles that can Efficiently Associate and Deliver Virus-like Particl
es」Nanomedicine. 5(6):843-853 (2010)。材料を合成ナノキャリア中にカプセル化する
ために好適な他の方法を用いてもよく、これは、限定することなく、Ungerに対して2003
年10月14日に発行された米国特許第6,632,671号において開示される方法を含む。
【０１０６】
　ある態様において、合成ナノキャリアは、ナノ沈殿のプロセまたはスプレー乾燥により
調製される。合成ナノキャリアを調製するために用いられる条件は、所望されるサイズま
たは特性(例えば疎水性、親水性、外部の形態学、「粘着性(stickiness)」、形状など)の
粒子を得るために、改変してもよい。合成ナノキャリアを調製する方法および用いられる
条件(例えば溶媒、温度、濃度、気流の速度など)は、合成ナノキャリアに接着されるべき
材料、および/またはポリマーマトリックスの組成に依存し得る。
【０１０７】
　上の方法のいずれかにより調製される合成ナノキャリアが、所望される範囲の外のサイ
ズ範囲を有する場合、合成ナノキャリアを、例えば篩を用いて、サイズ分類することがで
きる。
【０１０８】
　合成ナノキャリアの要素は、例えば1つ以上の共有結合により、合成ナノキャリア全体
に、接着させても、または、1つ以上のリンカーを用いることにより接着させてもよい。
合成ナノキャリアを官能化するさらなる方法は、Saltzmanらへの公開された米国特許出願
2006/0002852、DeSimone らへの公開された米国特許出願2009/0028910、またはMurthyら
への公開された国際特許出願WO/2008/127532A1から適応させてもよい。
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【０１０９】
　あるいはまたは加えて、合成ナノキャリアは、非共有的相互作用を介して直接的にまた
は間接的に構成成分に接着させてもよい。非共有的態様において、非共有的接着は、これ
らに限定されないが、電荷相互作用、親和性相互作用、金属配位、物理的吸着、ホスト-
ゲスト相互作用、疎水性相互作用、TTスタッキング相互作用、水素結合相互作用、ファン
デルワールス相互作用、磁気相互作用、静電相互作用、双極子-双極子相互作用、および/
またはこれらの組み合わせを含む、非共有的相互作用により媒介される。かかる接着は、
合成ナノキャリアの外部表面または内部表面上にあるように配置することができる。態様
において、カプセル化および/または吸着は、接着の一形態である。
【０１１０】
　本明細書において提供される組成物は、以下を含んでもよい：無機または有機のバッフ
ァー(例えばリン酸、炭酸、酢酸またはクエン酸のナトリウムまたはカリウム塩)およびpH
調整剤(例えば塩酸、水酸化ナトリウムまたはカリウム、クエン酸または酢酸の塩、アミ
ノ酸およびそれらの塩)、抗酸化剤(例えばアスコルビン酸、アルファ-トコフェロール)、
界面活性剤(例えばポリソルベート20、ポリソルベート80、ポリオキシエチレン9-10ノニ
ルフェノール、デソキシコール酸ナトリウム(sodium desoxycholate))、溶液および/また
はクライオ(cryo)/リオ(lyo)安定剤(例えばスクロース、ラクトース、マンニトール、ト
レハロース)、浸透圧調整剤(例えば塩または糖)、抗菌剤(例えば安息香酸、フェノール、
ゲンタマイシン)、消泡剤(例えばポリジメチルシロゾン(polydimethylsilozone))、保存
剤(例えばチメロサール、2-フェノキシエタノール、EDTA)、ポリマー性安定化剤および粘
度調整剤(例えばポリビニルピロリドン、ポロキサマー488、カルボキシメチルセルロース
)および共溶媒(例えばグリセロール、ポリエチレングリコール、エタノール)。
【０１１１】
　発明による組成物は、薬学的に受入可能な賦形剤を含んでもよい。組成物は、有用な投
与形態に到達するために、従来の製薬および配合の技術を用いて製造することができる。
本発明を実施することにおける使用のために好適な技術は、Handbook of Industrial Mix
ing: Science and Practice、Edward L. Paul, Victor A. Atiemo-ObengおよびSuzanne M
. Kresta編、2004年、John Wiley & Sons, Inc.；およびPharmaceutics: The Science of
 Dosage Form Design、第2版、M. E. Auten編、2001年、Churchill Livingstoneにおいて
見出すことができる。一態様において、組成物は、注射のために、保存剤と共に、無菌食
塩水中に懸濁される。
【０１１２】
　本発明の組成物は、任意の好適な様式において製造することができ、本発明は決して、
本明細書において記載される方法を用いて生成することができる組成物に限定されないこ
とが、理解されるべきである。適切な製造の方法の選択は、会合している特定の部分の特
性への配慮を必要とする場合がある。
【０１１３】
　いくつかの態様において、組成物は、無菌条件下において製造されるか、最後に滅菌さ
れる。このことは、結果として生じる組成物が無菌かつ非感染性であることを確実にし、
それにより、非無菌の組成物と比較して、安全性を改善する。このことは、組成物を投与
されている対象が免疫欠損を有するか、感染症をり患しているか、および/または感染に
対して感受性である場合には特に、価値ある安全性の尺度を提供する。
【０１１４】
　本発明による投与は、これらに限定されないが、皮下、静脈内および腹腔内経路を含む
、多様な経路によるものであってよい。本明細書において言及される組成物は、従来の方
法を用いる投与、いくつかの態様においては同時投与のために、製造および調製すること
ができる。
【０１１５】
　本発明の組成物は、有効量、例えば本明細書において別の箇所で記載される有効量にお
いて、投与することができる。いくつかの態様において、免疫抑制剤および/またはウイ
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ルスベクターを含む合成ナノキャリアは、投与形態中で、免疫応答を低下させるか、およ
び/またはウイルスベクターの対象への再投与を可能にするための有効量において存在す
る。いくつかの態様において、免疫抑制剤および/またはウイルスベクターを含む合成ナ
ノキャリアは、投与形態中で、対象において効果的な導入遺伝子発現を増大させるかまた
はこれを達成するための有効量において存在する。投与形態は、多様な頻度において投与
することができる。いくつかの態様において、ウイルスベクターによる免疫抑制剤を含む
合成ナノキャリアの繰り返し投与が行われる。
【０１１６】
　本発明の側面は、本明細書において提供されるような投与の方法のためのプロトコルを
決定することに関する。プロトコルは、少なくともウイルスベクターおよび免疫抑制剤を
含む合成ナノキャリアの頻度、投与量を変化させること、およびその後に所望されるまた
は望ましくない免疫応答を評価することにより、決定することができる。本発明の実施の
ための好ましいプロトコルは、ウイルスベクターに対する免疫応答および/もしくは発現
される生成物を低下させ、ならびに/または導入遺伝子発現を促進する。プロトコルは、
少なくとも、ウイルスベクターおよび免疫抑制剤を含む合成ナノキャリアの投与の頻度お
よび用量を含む。
【０１１７】
　本開示の別の側面は、キットに関する。いくつかの態様において、キットは、本明細書
において提供される組成物のいずれか1つ以上を含む。好ましくは、組成物は、本明細書
において提供されるようないずれか1つ以上の用量を提供する量におけるものである。組
成物は、キットにおいて、1つの容器中にあっても、1つより多くの容器中にあってもよい
。提供されるキットのうちのいずれか1つのいくつかの態様において、容器は、バイアル
またはアンプルである。提供されるキットのうちのいずれか1つのいくつかの態様におい
て、組成物は、それらを後の時点で再構成することができるように、各々凍結乾燥形態に
おいて、別々の容器中、または同じ容器中にある。提供されるキットのうちのいずれか1
つのいくつかの態様において、キットは、再構成、混合、投与などのための指示を、さら
に含む。提供されるキットのうちのいずれか1つのいくつかの態様において、指示は、本
明細書において記載される方法のうちのいずれか1つの説明を含む。指示は、例えば印刷
された挿入物またはラベルのような、任意の好適な形態におけるものであってよい。提供
されるキットのうちのいずれか1つのいくつかの態様において、キットは、組成物をin vi
voで対象に送達することができる1つ以上のシリンジまたは他のデバイスを、さらに含む
。
【０１１８】
例
例1：Huh7研究
　遺伝子導入研究を用いて、AAV2とAnc80レポーターとの間の差異を調べた。Huh7細胞に
、操作されたGFP(eGFP)を含む様々なコンストラクトに感染させることにより形質導入し
、結果として生じるGFPを、AAV感染の48時間後にFACSを用いて測定した。結果を、表1に
おいて提示する。
【０１１９】
表1．FACS分析の結果(Huh-7研究)
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【表１】

【０１２０】
　図7は、Lipo2000とAutogene Huh7キットとを比較する実験を示す。細胞を、24ウェルプ
レート中で増殖させ(1ウェルあたり1E4)、500ngのDNA EF1s-eGFP-WPRE/ウェルで遺伝子導
入した。遺伝子導入の48時間後、細胞を、FACSを用いてアッセイした。リポフェクタミン
遺伝子導入は、47～61％のGFP＋細胞をもたらした。
【０１２１】
例2：synMUT4発現研究
　合成メチルマロニルCoAムターゼ4(synMUT4)を発現する一連のAnc80ベクターコンストラ
クトを開発し、これは、Anc80.CB7.synMUT4.RBG、Anc80.hAAT.synMUT4.RBG、Anc80.EF1s.
synMUT4.HPREおよびAnc80.EF1s.synMUT4を含んだ。8～10週齢のC57BL6(野生型)マウスは
、コンストラクト(5E+10)の後眼窩注射(全身性)を受け、21日後に安楽死させた。実験は
、1群あたり5個体のマウスにより行い、Anc80.CB7.synMUT4.RBG群を例外とし、この群は
、麻酔中の死亡に起因して4個体のマウスを有した。対照群は、注射を受けなかった。全
ての主要な臓器を採取した。
　synMUT4のための特異的プライマーおよびプローブを用いるqPCRを用いて、発現(mRNA)
を決定した。GAPDHを内部対照として用い、レベルを、ddPCR(BioRad)を用いて測定した。
　発現を、肝臓(図8)および腎臓(図9)において調べた。synMUT4の相対的レベルは、コン
ストラクトの全てにおいて、未処置群と比較して増大した。さらに、肝臓において生体分
布を調べた(図10)。細胞1つあたりのベクターゲノムは、処置群において、未処置の対照
群と比較して、より高かった、
【０１２２】
例3：分析的超遠心分離分析
　分析的超遠心分離法(AUC)を用いて、Anc80についての参照標準を決定した。図11におい
て示されるとおり、Hek293細胞に、ベクター(AAV2/Anc80 AAP.hAAT.synMUT4.RBG)により
、三重遺伝子導入を行い、これを収集し、次いでろ過を用いて前処理した。結果として生
じるろ過物を、次いで、２回遠心分離し、これは2つの層の形成をもたらし、一方は空の
キャプシドを含み、他方は、ベクターを含む。結果を、Sedfitで分析し、データを図12に
おいて提示する。
【０１２３】
例4：ImmTOR粒子はMMAのマウスモデルにおいて良好に耐容される
　Mut-/-；TgINS-MCK-Mutマウスモデル(MUT)を用いて、ラパマイシンを含む合成ナノキャ
リア(ImmTORナノ粒子)の効果を研究した(Kishimoto, et al., 2016, Nat Nanotechnol, 1
1(10): 890-899; Maldonado, et al., 2015, PNAS, 112(2): E156-165)。MUTマウスは、
肝臓においてメチルマロニルCoAムターゼを欠損し、これは、筋クレアチンキナーゼ(MCK)
プロモーターの制御下における骨格筋におけるMut遺伝子の発現により、新生児期の致死
性からレスキューされる。MUTマウスは、重篤な若年性形態のMMAのマウスモデルであり、
発達遅滞、食餌性および環境性のストレスに対する感受性、高度に上昇した血清メチルマ
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ロン酸、および上昇した線維芽細胞増殖因子21(FGF21)を含む、メチルマロン酸血症(MMA)
の重要な臨床的および生化学的特徴を呈する(Manoli, et al., 2018, JCI Insight, 3(23
): e124351)。MUTマウスは、肝臓のAAV遺伝子治療に対して応答する。
【０１２４】
　MUTマウスは、野生型マウスと比較して、上昇したアルカリホスファターゼレベルを含
む低下した肝機能を有する。MUTマウスに、300μgのImmTORナノ粒子を投与し、MMAおよび
アルカリホスファターゼのレベルを測定し、ImmTORナノ粒子が、肝機能に対して何らかの
負の影響を有するか否かを決定した。MMAおよびアルカリホスファターゼのレベルは安定
であり、このことは、MUTマウスが、高用量のImmTORを耐容することを示す(図13)。
【０１２５】
　MUTマウスに、Anc80-MUTベクター(2.5×1012vg/kg)を投与するか、または、Anc80-MUT
ベクターと100もしくは300μgのImmTORナノ粒子とを共投与し、ImmTORによる処置が、Anc
80-MUTベクターにより処置されているマウスにおいて、体重に対して何らかの負の影響を
有するか否かを決定した。Anc80-MUTベクター、Anc80-MUTベクターおよび100μgのImmTOR
ナノ粒子、またはAnc80-MUTベクターおよび300μgのImmTORナノ粒子により処置されたMUT
マウスにおいて、体重増加に著しい差異は存在しなかった(図14)。したがって、ImmTORナ
ノ粒子は、MUTマウスにおいて、良好に耐容される。
【０１２６】
例5：MMAのマウスモデルにおいてImmTOR粒子はAnc80ベクターに対する免疫応答を低下さ
せる
　MUTマウスにおける、Anc80ベクターに対する免疫応答に対するImmTORナノ粒子の効果を
調べた。Anc80ベクターを投与されたMUT欠損マウスは、Anc80に対する抗体を生じる。こ
れらの抗体は、Anc80ベクターの治療効果を中和し得る。MUTマウスに、Anc80-CB-ルシフ
ェラーゼベクター(5.0×1010vg/kg)を投与するか、またはAnc80-ルシフェラーゼベクター
(5.0×1010vg/kg)と300μgのImmTORナノ粒子とを共投与した。投与の14および28日後に、
抗Anc80抗体レベルを測定した。両方の時点において、Anc80-ルシフェラーゼベクター(5.
0×1010vg/kg)と300μgのImmTORナノ粒子とを共投与されたマウスにおいて、Anc80-ルシ
フェラーゼベクターのみを投与されたマウスと比較して、抗Anc80抗体の減少が観察され
た(図15)。ここで提示される結果は、Anc80ベクターで処置されたマウスにおいて、ImmTO
Rナノ粒子の同時投与が、抗Anc80抗体の形成を阻害することを示す。
【０１２７】
例6：MMAのマウスモデルにおいてImmTOR粒子はAnc80-MUTベクターの効力を増大する
　MUTマウスに、Anc80-MUTベクター(2.5×1012vg/kg)を投与するか、または、Anc80-MUT
ベクターと100もしくは300μgのImmTORナノ粒子とを共投与し、ImmTORナノ粒子とAnc80-M
UTベクターとの共投与が、血清メチルマロン酸(MMA)を低下させるか否かを決定した。Anc
80-MUTベクターまたはAnc80-MUTベクターおよびImmTORナノ粒子の投与の14日後、Anc80-M
UTベクターとImmTORナノ粒子(100μgおよび300μgのいずれでも)とを共投与されたMUTマ
ウスにおいて、Anc80-MUTベクターのみを投与されたMUTマウスと比較して、著しいMMAレ
ベルの低下が存在した(図16)。Anc80-MUTベクターまたはAnc80-MUTベクターおよびImmTOR
ナノ粒子の投与の30日後、Anc80-MUTベクターと300μgのImmTORナノ粒子とを共投与され
たMUTマウスにおいて、Anc80-MUTベクターのみを投与されたMUTマウスと比較して、著し
いMMAレベルの低下が存在した(図16)。ここで提示される結果は、ImmTORナノ粒子の同時
投与が、Anc80-MUTベクターで処置されたマウスにおいて、MMAの発現を低下させることを
示す。
【０１２８】
　加えて、MUTマウスに、Anc80-MUTベクター(2.5×1012vg/kg)を投与するか、または、An
c80-MUTベクターと100もしくは300μgのImmTORナノ粒子とを共投与し、ImmTORナノ粒子の
共投与が、肝臓におけるAnc80-MUTベクターゲノムを増大させるか否かを決定した。投与
または共投与の30日後に、MUT特異的プライマーを用いた定量的PCRにより、Anc80-MUT DN
Aレベルを測定した。Anc80-MUTベクターのみの投与と比較して、Anc80-MUTベクターとImm
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TORナノ粒子との共投与による、用量依存的なベクターゲノムコピー数の増大が存在した(
図17)。この実験の結果は、ImmTORナノ粒子の同時投与が、Anc80-MUTベクターで処置され
たマウスにおいて、肝臓におけるAnc80-MUTゲノム数を増大させルことを示す。
【０１２９】
　まとめると、この例からの結果は、MMAのマウスモデルにおいて、ImmTORとAnc80-MUTベ
クターとの単回の同時投与は、Anc80-MUTベクターの効力を増大させることを示す。
【０１３０】
例7：MMAのマウスモデルにおいてImmTOR粒子の繰り返し投与はAnc80-MUTベクターの効力
を増大させる
　Anc80-MUTベクターまたはAnc80-MUTベクターの第1の用量、およびImmTORナノ粒子を投
与されたMUTマウスに、Anc80-MUTベクターの第2の用量を投与するか、または、Anc80-MUT
ベクターとImmTORナノ粒子とを共投与して、第2の用量の耐容性および効力を調べた。
【０１３１】
　第1に、Anc80-MUTベクターまたはAnc80ベクターの第1の用量およびImmTORナノ粒子を第
０日において投与されたMUTマウスに、第56日において、Anc80-MUTベクターの第2の用量
を投与するか、またはAnc80-MUTベクターと100μgのImmTORナノ粒子とを共投与し、第2の
投与の後、マウスの体重を追跡調査した。ImmTORナノ粒子およびAnc80-MUTベクターの第2
の用量を共投与されたMUTマウスは、Anc80-MUTベクターのみを投与されたMITマウスと比
較して、著しい早期の体重増加の利益を有した(図18)。
【０１３２】
　Anc80-MUTベクターまたはAnc80ベクターの第1の用量およびImmTORナノ粒子を第0日にお
いて投与されたMUTマウスに、第57日において、Anc80-MUTベクターの第2の用量を投与す
るか、またはAnc80-MUTベクターと100もしくは300μgのImmTORナノ粒子とを共投与し、抗
Anc80抗体レベルを測定して、ImmTORとAnc80-MUTとの繰り返し共投与が、抗Anc80抗体の
形成を阻害するか否かを決定した。Anc80-MUTベクターを投与されたMUTマウスは、第0日
における単回投与の後で、および第56日における第2の投与の後で、Anc80に対する抗体を
生じる。Anc80-MUTベクターと100または300μgのImmTORナノ粒子とを共投与したMUTにお
いて、抗Anc80抗体のレベルは、第1の用量の後で増大しなかった。300μgの群について、
抗Anc80抗体のレベルはまた、第2の用量の後で増大しなかった。100μgの群について、抗
Anc80抗体レベルは、Anc80-MUT処置されたマウスと比較して、87日間まで低下したままで
あった(図19)。ここで提示される結果は、Anc80-MUTベクターで処置されたマウスにおい
て、ImmTORナノ粒子の同時投与が、第1および第2の用量の後で、抗Anc80抗体の形成を阻
害することを示す。
【０１３３】
　また、MUTマウスに、第0日においてAnc80-MUTベクターまたはAnc80ベクターの第1の用
量およびImmTORナノ粒子を投与し、第56日においてAnc80-MUTベクターの第2の用量(2.5×
1012vg/kg)を投与するか、またはAnc80-MUTベクターと100もしくは300μgのImmTORナノ粒
子とを共投与した後で、血清MMAレベルを測定した。第1の用量の後の、第56日におけるIm
mTORナノ粒子の第2の用量のAnc80-MUTベクターとの共投与は、Anc80-MUTベクターのみの
投与と比較して、用量依存的な、血清MMAレベルのさらなる低下をもたらす(図20、21)。
ここで提示される結果は、第1および第2の用量の後で、Anc80-MUTベクターで処置された
マウスにおいて、ImmTORナノ粒子の同時投与がMMA発現を阻害することを示す。
【０１３４】
例8：MMAのマウスモデルにおいてImmTOR粒子の繰り返し投与はAnc80-MUTベクターの効力
を増大させる
　Anc80-CB-LucベクターまたはAnc80-CB-Lucベクターの用量およびImmTORナノ粒子を投与
されたMUTマウスに、後で、Anc80-MUTベクターの用量を投与するか、またはAnc80-MUTベ
クターとImmTORナノ粒子とを共投与し、異なるAnc80ベクターによる第2の用量の耐容性お
よび効力を調べた。
【０１３５】
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　MUTマウスに、第0日に、Anc80-CB-Luc 5E10の第1の用量および300μgのImmTORナノ粒子
を投与し、次いで、第47日に、Anc80-MUTベクターを投与するか、またはAnc80-MUTベクタ
ーおよび300μgのImmTORナノ粒子を共投与した(図22)。抗Anc80抗体レベルを測定し、Anc
80-CB-LucとImmTORナノ粒子との第1の投与の後の、ImmTORとAnc80-MUTとの共投与が、抗A
nc80抗体の形成を阻害するか否かを決定した。抗Anc80抗体のレベルは、Anc80-MUTベクタ
ーとImmTORナノ粒子とを共投与されたMUTマウスにおいて、第2の用量の投与の少なくとも
30日後まで、減少した(図23)。したがって、ImmTORナノ粒子および異なるAnc80ベクター
の第1の投与の後で、ImmTORナノ粒子とAnc80-MUTベクターとの投与は、抗Anc80抗体の形
成を阻害する。また、同じプロトコルにより処置されたMUTマウスにおいて、MMAレベルを
測定した。MMAのレベルは、Anc80-MUTベクターとImmTORナノ粒子とを共投与されたMUTマ
ウスにおいて、Anc80-CB-Luc 5E10およびImmTORナノ粒子の投与の後で、著しく減少した(
図24、25)。したがって、ImmTORナノ粒子および異なるAnc80ベクターの第1の投与の後で
、ImmTORナノ粒子とAnc80-MUTとの投与は、MMAの血清レベルを減少させる。
【０１３６】
例9：繰り返しの高用量のImmTOR粒子は治療効力を提供する
　オスおよびメスのMUTマウスに、Anc80-MUTベクターを投与して、抗Anc80抗体を生成さ
せた。抗Anc80抗体を有するマウスを交配して、母系伝達された抗Anc80抗体を有するMUT
マウスを作製した(図26)。
【０１３７】
　母系伝達された抗Anc80抗体を有するMUTマウスに、高用量のAnc80-MUTベクター(5.0×1
012vg/kg)を投与するか、または、Anc80-MUTベクター(5.0×1012vg/kg)と100もしくは300
μgのImmTORナノ粒子とを共投与して、ImmTORナノ粒子とAnc80-MUTベクターとの共投与が
、MMAレベルに対する抗Anc80抗体の効果を軽減するか否かを調べた(図27)。MUTマウスに
おいて、血清MMAレベルについて、臨床的に意味のある低下は存在しなかったが、300μg
のImmTORナノ粒子を投与された7個体のMUTマウスのうちの7個体は、投与の14日後まで生
存したが、一方で、100μgのImmTORナノ粒子を投与された5個体のMUTマウスのうちの2個
体のみ、Anc80 AAVベクターのみを投与された3個体のMUTマウスのうち2個体が、投与の後
14日まで生存した(図21)。マウスに、Anc80-MUTベクター(5.0×1012vg/kg)またはAnc80-M
UTベクター(5.0×1012vg/kg)の第2の用量、および100または300μgのImmTORナノ粒子を投
与した場合、Anc80-MUTベクターの第2の用量および300μgのImmTORナノ粒子を投与された
MUTマウスのうちの5/7の生存したマウスが、低下した血清MMAレベルを示した(図28、30)
。MMAの重篤度と相関が示されている炎症性サイトカインである線維芽細胞増殖因子21(FG
F21)(Manoli et al., JCI Insight. 2018; 3(23):e124351)のレベルに関して、類似の効
果が見られ、300μgのImmTORと組み合わせたAnc80-MUTの第1および第2の両方の用量が、M
UTマウスにおいて、低下したFGF21レベルをもたらした(図29)。
【０１３８】
　加えて、Anc80-MUTベクター(5.0×1012vg/kg)の第2の用量を投与するか、またはAnc80-
MUTベクターと100もしくは300μgのImmTORナノ粒子とを共投与した、母系伝達された抗An
c80抗体を有するMUTマウスにおいて、体重増加を調べた。Anc80-MUTベクターを投与され
た3個体のMUTマウスのうちの2個体が、第2の投与を受けるまで生存したが、これらのマウ
スのうちの1個体は、その後すぐに死亡した(図31)。Anc80-MUTベクターおよび100μgのIm
mTORナノ粒子を投与された5個体のMUTマウスのうちの2個体のみが、第2の投与を受けるま
で生存し、2個体の生存したマウスのうちの1個体のみが、第2の投与の後で体重を増加し
た(図31)。対照的に、Anc80-MUTベクターおよび300μgのImmTORナノ粒子を投与された7個
体のMUTマウスのうちの7個体が、第2の投与を受けるまで生存し、当該7個体のマウスのう
ちの6個体が、第2の投与の後で体重を増加した(図31)。
【０１３９】
　したがって、母系伝達された抗Anc80抗体を有するMUTマウスにおいて予め存在した体液
性免疫は、第1の投与の後で、Anc80-MUTベクターの最適以下の治療成績をもたらす。高用
量のAnc80-MUTベクターと同時に投与される高用量(300μg)のImmTORナノ粒子は、第1の投
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与の後の生存率を増大させ、繰り返し投与の後で、治療効力を提供する。
【０１４０】
例10：MMA患者におけるAnc80に対する抗体の発生率
　年齢2～23歳のMMA患者における抗Anc80抗体のレベルを測定した。結果を、下の表2にお
いて提示する。ここで提示される結果は、MMA患者は、Anc80に対して低い抗体の発生率を
有することを示す。
【０１４１】
表2：MMA患者におけるAnc80に対する抗体の発生率
【表２】

【図１】

【図２】

【図３】
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