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(57)【要約】
　本開示の態様は、改変型tRNAを使用する終止コドン中
の変異によって引き起こされる疾患、障害又は状態のた
めの遺伝子治療アプローチに関する。筋ジストロフィー
（例えばデュシェンヌ型筋ジストロフィー）、一部のが
ん、ベータサラセミア、ハーラー症候群及び嚢胞性線維
症など、すべての遺伝性疾患の少なくとも10～15％がこ
のカテゴリーに分類される。理論に拘束されるものでは
ないが、オフターゲット効果が最小限であり、ゲノムレ
ベルの変化がないため、このアプローチはCRISPRアプロ
ーチより安全であると考えられる。
【選択図】図１７
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　その必要がある対象においてタンパク質をコードするRNA配列中に点突然変異を含むタ
ンパク質の発現を回復する方法であって、点突然変異を含むコドンを認識するアンチコド
ン配列を有する1つ以上のtRNAをコードするベクターを対象に投与することを含み、任意
的には点突然変異が未成熟終止コドンを生じる、上記方法。
【請求項２】
　点突然変異が、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる、請求項1
に記載の方法。
【請求項３】
　tRNAが、点突然変異を含むコドンを認識する改変型アンチコドンステムを有する内因性
tRNAである、請求項1又は2に記載の方法。
【請求項４】
　tRNAにセリンが装填される、請求項3に記載の方法。
【請求項５】
　tRNAが、非標準アミノ酸が装填された直交tRNA（orthogonal tRNA）である、請求項1又
は2に記載の方法。
【請求項６】
　ベクターが、対応するtRNAシンテターゼをさらに含む、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　非標準アミノ酸がピロリシンである、請求項5又は6に記載の方法。
【請求項８】
　対象の食餌にピロリシンを導入することをさらに含む、請求項7に記載の方法。
【請求項９】
　ベクターが、点突然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する2つのtRNA
をコードする、請求項1～8のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０】
　遺伝子がジストロフィンである、請求項1～9のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１】
　その必要がある対象において疾患、障害又は状態と関連する遺伝子をコードするRNA配
列中の点突然変異の存在を特徴とする疾患、障害又は状態を処置する方法であって、点突
然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する1つ以上のtRNAをコードするベ
クターを対象に投与することを含み、任意的には点突然変異が未成熟終止コドンを生じる
、上記方法。
【請求項１２】
　点突然変異が、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる、請求項11
に記載の方法。
【請求項１３】
　tRNAが、点突然変異を含むコドンを認識する改変型アンチコドンステムを有する内因性
tRNAである、請求項11又は12に記載の方法。
【請求項１４】
　tRNAにセリンが装填される、請求項13に記載の方法。
【請求項１５】
　tRNAが、非標準アミノ酸が装填された直交tRNAである、請求項11又は12に記載の方法。
【請求項１６】
　ベクターが、対応するシンテターゼをさらに含む、請求項15に記載の方法。
【請求項１７】
　非標準アミノ酸がピロリシンである、請求項15又は16に記載の方法。
【請求項１８】
　対象の食餌にピロリシンを導入することをさらに含む、請求項17に記載の方法。
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【請求項１９】
　ベクターが、点突然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する2つのtRNA
をコードする、請求項11～18のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２０】
　疾患、障害又は状態が、表1に列挙される疾患、障害及び状態、任意的にナンセンス変
異及び／又は未成熟終止コドンの存在によって特徴づけられる疾患、障害及び状態、から
なる群より選択される、請求項11～19のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２１】
　遺伝子がジストロフィンである、請求項11～20のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２２】
　疾患、障害又は状態が筋ジストロフィーである、請求項21に記載の方法。
【請求項２３】
　筋ジストロフィーがデュシェンヌ型筋ジストロフィーである、請求項22に記載の方法。
【請求項２４】
　遺伝子をコードするRNA配列中に点突然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列
を有する1つ以上のtRNAをコードするベクターであって、任意的に、点突然変異が未成熟
終止コドンを生じる、上記ベクター。
【請求項２５】
　点突然変異が、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる、請求項24
に記載のベクター。
【請求項２６】
　tRNAが、点突然変異を含むコドンを認識する改変型アンチコドンステムを有する内因性
tRNAである、請求項24又は25に記載のベクター。
【請求項２７】
　tRNAにセリンが装填される、請求項26に記載のベクター。
【請求項２８】
　tRNAが、非標準アミノ酸が装填された直交tRNAである、請求項24又は25に記載のベクタ
ー。
【請求項２９】
　ベクターが、対応するtRNAシンテターゼをさらに含む、請求項28に記載のベクター。
【請求項３０】
　非標準アミノ酸がピロリシンである、請求項28又は29に記載のベクター。
【請求項３１】
　ベクターがAAVベクターである、請求項24～30のいずれか1項に記載のベクター。
【請求項３２】
　ベクターがAAV8ベクターである、請求項31に記載のベクター。
【請求項３３】
　ベクターが、点突然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する2つのtRNA
をコードする、請求項24～32のいずれか1項に記載のベクター。
【請求項３４】
　遺伝子がジストロフィンである、請求項24～33のいずれか1項に記載のベクター。
【請求項３５】
　その必要がある対象においてタンパク質をコードするRNA配列中に点突然変異を含むタ
ンパク質の発現を回復する方法であって、ADARのための1以上のフォワードガイドRNA（「
adRNA」）及びADARのための1以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADA
Rに基づくRNA編集系をコードする1つ以上のベクターを対象に投与することを含み、ADAR
に基づくRNA編集系は点突然変異を特異的に編集する、上記方法。
【請求項３６】
　点突然変異が、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる、請求項35
に記載の方法。
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【請求項３７】
　ADARに基づくRNA編集系が、UAAをUIAに変換する、請求項36に記載の方法。
【請求項３８】
　ADARに基づくRNA編集系が、UIAをUIIに変換する、請求項37に記載の方法。
【請求項３９】
　ADARに基づくRNA編集系が、UAAをUAIに変換する、請求項36に記載の方法。
【請求項４０】
　1つ以上のベクターが、アンバーコドンを標的とするtRNAをさらにコードする、請求項3
9に記載の方法。
【請求項４１】
　タンパク質がジストロフィンである、請求項35～40のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４２】
　点突然変異が、DNA配列CAG及びRNA配列CAGを有するミスセンス変異又はスプライス部位
を生じる、請求項35に記載の方法。
【請求項４３】
　ADARに基づくRNA編集系が、CAGをCIGに変換する、請求項42に記載の方法。
【請求項４４】
　タンパク質がオルニチントランスカルバミラーゼである、請求項35、42又は43のいずれ
か1項に記載の方法。
【請求項４５】
　ADARに基づく編集系が、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q変異体各々、ADARの触媒ドメイ
ン及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメインを含む融合タンパク質、ADARの触媒ドメ
イン及びデッド型Cas9を含む融合タンパク質、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOBEC
を含む融合タンパク質をさらに含む、請求項35～44のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４６】
　RNAヘアピンモチーフと会合するドメインが、MS2バクテリオファージコートタンパク質
（MCP）及びN22ペプチドの群から選択される、請求項45に記載の方法。
【請求項４７】
　内因性ADAR1発現を増強するための有効量のインターフェロンを投与することをさらに
含む、請求項35～46のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４８】
　インターフェロンがインターフェロンαである、請求項47に記載の方法。
【請求項４９】
　adRNAが、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含む、請求項35～48のいずれか1項に記載の
方法。
【請求項５０】
　1つ以上のRNAヘアピンモチーフが、MS2ステムループ及びBoxBループの群から選択され
る、請求項49に記載の方法。
【請求項５１】
　1つ以上のRNAヘアピンモチーフが、A－UをG－Cに置換することによって安定化される、
請求項49に記載の方法。
【請求項５２】
　adRNAが、adRNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メチル、2′-O-メチル3′ホスホロチ
オエート、又は2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ以上を組み込むことによって安定化
される、請求項35～51のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５３】
　その必要がある対象において疾患、障害又は状態と関連するタンパク質をコードするRN
A配列中の点突然変異の存在による疾患、障害又は状態を処置する方法であって、ADARの
ための1以上のフォワードガイドRNA（「adRNA」）及びADARのための1以上の対応するリバ
ースガイドRNA（「radRNA」）を含むADARに基づくRNA編集系をコードする1つ以上のベク
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ターを対象に投与することを含み、ADARに基づくRNA編集系が点突然変異を特異的に編集
する、上記方法。
【請求項５４】
　点突然変異が、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる、請求項53
に記載の方法。
【請求項５５】
　ADARに基づくRNA編集系が、UAAをUIAに変換する、請求項54に記載の方法。
【請求項５６】
　ADARに基づくRNA編集系が、UIAをUIIに変換する、請求項53に記載の方法。
【請求項５７】
　ADARに基づくRNA編集系が、UAAをUAIに変換する、請求項54に記載の方法。
【請求項５８】
　1つ以上のベクターが、アンバーコドンを標的とするtRNAをさらにコードする、請求項5
7に記載の方法。
【請求項５９】
　タンパク質がジストロフィンである、請求項53～58のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６０】
　点突然変異が、DNA配列CAG及びRNA配列CAGを有するミスセンス変異又はスプライス部位
を生じる、請求項53に記載の方法。
【請求項６１】
　ADARに基づくRNA編集系が、CAGをCIGに変換する、請求項60に記載の方法。
【請求項６２】
　タンパク質がオルニチントランスカルバミラーゼである、請求項53、60又は61のいずれ
か1項に記載の方法。
【請求項６３】
　ADARに基づく編集系が、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q変異体各々、ADARの触媒ドメイ
ン及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメインを含む融合タンパク質、ADARの触媒ドメ
イン及びデッド型Cas9を含む融合タンパク質、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOBEC
を含む融合タンパク質をさらに含む、請求項53～62のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６４】
　RNAヘアピンモチーフと会合するドメインが、MS2バクテリオファージコートタンパク質
（MCP）及びN22ペプチドの群から選択される、請求項63に記載の方法。
【請求項６５】
　内因性ADAR1発現を増強するための有効量のインターフェロンを投与することをさらに
含む、請求項53～64のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６６】
　インターフェロンがインターフェロンαである、請求項65に記載の方法。
【請求項６７】
　adRNAが、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含む、請求項53～66のいずれか1項に記載の
方法。
【請求項６８】
　1つ以上のRNAヘアピンモチーフが、MS2ステムループ及びBoxBループの群から選択され
る、請求項67に記載の方法。
【請求項６９】
　1つ以上のRNAヘアピンモチーフが、A－UをG－Cに置換することによって安定化される、
請求項68に記載の方法。
【請求項７０】
　adRNAが、adRNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メチル、2′-O-メチル3′ホスホロチ
オエート、又は2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ以上を組み込むことによって安定化
される、請求項50～69のいずれか1項に記載の方法。
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【請求項７１】
　疾患、障害又は状態が、表1に列挙される疾患、障害及び状態からなる群より選択され
る、請求項53～70のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７２】
　タンパク質がジストロフィンであり、疾患、障害又は状態が筋ジストロフィーである、
請求項71に記載の方法。
【請求項７３】
　筋ジストロフィーがデュシェンヌ型筋ジストロフィーである、請求項72に記載の方法。
【請求項７４】
　対象に対するADARのための1以上のフォワードガイドRNA（「adRNA」）及びADARのため
の1以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADARに基づくRNA編集系をコ
ードする1つ以上のベクターを含む組換え発現系であって、ADARに基づくRNA編集系が、タ
ンパク質をコードするRNA配列中の点突然変異を特異的に編集する、上記組換え発現系。
【請求項７５】
　点突然変異が、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる、請求項74
に記載の組換え発現系。
【請求項７６】
　ADARに基づくRNA編集系が、UAAをUIAに変換する、請求項75に記載の組換え発現系。
【請求項７７】
　ADAR2に基づくRNA編集系が、UIAをUIIに変換する、請求項76に記載の組換え発現系。
【請求項７８】
　ADAR2に基づくRNA編集系が、UAAをUAIに変換する、請求項75に記載の組換え発現系。
【請求項７９】
　1つ以上のベクターが、アンバーコドンを標的とするtRNAをさらにコードする、請求項7
8に記載の組換え発現系。
【請求項８０】
　タンパク質がジストロフィンである、請求項74～79のいずれか1項に記載の組換え発現
系。
【請求項８１】
　点突然変異が、DNA配列CAG及びRNA配列CAGを有するミスセンス変異又はスプライス部位
を生じる、請求項74に記載の組換え発現系。
【請求項８２】
　ADARに基づくRNA編集系が、CAGをCIGに変換する、請求項81に記載の組換え発現系。
【請求項８３】
　タンパク質がオルニチントランスカルバミラーゼである、請求項74、81又は82のいずれ
か1項に記載の組換え発現系。
【請求項８４】
　ADARに基づく編集系が、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q変異体各々、ADARの触媒ドメイ
ン及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメインを含む融合タンパク質、ADARの触媒ドメ
イン及びデッド型Cas9を含む融合タンパク質、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOBEC
を含む融合タンパク質をさらに含む、請求項74～83のいずれか1項に記載の組換え発現系
。
【請求項８５】
　RNAヘアピンモチーフと会合するドメインが、MS2バクテリオファージコートタンパク質
（MCP）及びN22ペプチドの群から選択される、請求項84に記載の組換え発現系。
【請求項８６】
　adRNAが、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含む、請求項74～85のいずれか1項に記載の
組換え発現系。
【請求項８７】
　1つ以上のRNAヘアピンモチーフが、MS2ステムループ及びBoxBループの群から選択され
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る、請求項86に記載の組換え発現系。
【請求項８８】
　1つ以上のRNAヘアピンモチーフが、A－UをG－Cに置換することによって安定化される、
請求項86に記載の組換え発現系。
【請求項８９】
　adRNAが、adRNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メチル、2′-O-メチル3′ホスホロチ
オエート、又は2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ以上を組み込むことによって安定化
される、請求項74～88のいずれか1項に記載の組換え発現系。
【請求項９０】
　タンパク質がジストロフィン又はオルニチントランスカルバミラーゼである、請求項74
～89のいずれか1項に記載の組換え発現系。
【請求項９１】
　請求項74～90のいずれか1項に記載の組換え発現系、及び内因性ADAR1発現を増強するた
めの有効量のインターフェロンを含む組成物。
【請求項９２】
　インターフェロンがインターフェロンαである、請求項91に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、35 U.S.C. 119(e)のもとで、その全体が本明細書に参照により組み込まれる
、2017年3月3日出願の米国第62/466,961号、及び2017年8月29日出願の米国第62/551,732
号に対する優先権を主張する。
【０００２】
政府支援に関する声明
　本発明は、国立衛生研究所（National Institutes of Health）により授与された助成
金番号R01HG009285の下での政府支援によりなされた。政府は本発明に一定の権利を有す
る。
【背景技術】
【０００３】
　本開示の態様は、改変型tRNAを使用する終止コドン中の変異によって引き起こされる疾
患、障害又は状態のための遺伝子治療アプローチに関する。筋ジストロフィー（例えばデ
ュシェンヌ型筋ジストロフィー）、一部のがん、ベータサラセミア、ハーラー症候群及び
嚢胞性線維症など、すべての遺伝性疾患の少なくとも10～15％がこのカテゴリーに分類さ
れる。理論に拘束されるものではないが、オフターゲット効果が最小限であり、ゲノムレ
ベルの変化がないため、このアプローチはCRISPR又はTALENアプローチより安全であると
考えられる。
【発明の概要】
【０００４】
　本開示の態様は、その必要がある対象においてタンパク質をコードするRNA配列中に点
突然変異を含むタンパク質の発現を回復する方法であって、対象に対して点突然変異を含
むコドンを認識するアンチコドン配列を有する1つ以上のtRNAをコードするベクターを対
象に投与することを含む、又は代替的にはそれから本質的になる、又はさらにはそれから
なる方法に関し、任意的に、点突然変異が未成熟終止コドンを生じ、任意的に、点突然変
異が未成熟終止コドンを生じる。いくつかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列T
AA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる。いくつかの実施形態において、tRNA
は、点突然変異を含むコドンを認識する改変型アンチコドンステムを有する内因性tRNAで
ある。さらなる実施形態において、tRNAにセリンが装填される。いくつかの実施形態にお
いて、tRNAは、非標準アミノ酸が装填された直交tRNA（orthogonal tRNA）である。さら
なる実施形態において、ベクターは、対応するtRNAシンテターゼをさらに含む。いくつか
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の実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシンテターゼ
である。直交tRNAを含むいくつかの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシンであ
る。さらなる実施形態では、ピロリシンは、対象の食事に導入することによって対象に投
与される。いくつかの実施形態において、ベクターは、点突然変異を含むコドンを認識す
るアンチコドン配列を有する2つのtRNAをコードする。いくつかの実施形態において、タ
ンパク質はジストロフィンである。さらなる態様において、対象はヒトであり、任意的に
小児患者である。
【０００５】
　さらなる方法の態様は、その必要がある対象において疾患、障害又は状態と関連するタ
ンパク質をコードするRNA配列中の点突然変異の存在を特徴とする疾患、障害又は状態の
処置に関するものであり、この方法は、対象に対して点突然変異を含むコドンを認識する
アンチコドン配列を有する1つ以上のtRNAをコードするベクターを対象に投与することを
含む、又は代替的にはそれから本質的になる、又はさらにはそれからなる方法であって、
任意的に、点突然変異が未成熟終止コドンを生じる。いくつかの実施形態において、点突
然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる。いくつかの実施
形態において、tRNAは、点突然変異を含むコドンを認識する改変型アンチコドンステムを
有する内因性tRNAである。さらなる実施形態において、tRNAにセリンが装填される。いく
つかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填された直交tRNAである。さらな
る実施形態において、ベクターは、対応するtRNAシンテターゼをさらに含む。いくつかの
実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシンテターゼで
ある。直交tRNAを含むいくつかの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシンである
。さらなる実施形態では、ピロリシンは、対象の食事中に導入される。いくつかの実施形
態において、ベクターは、点突然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する
2つのtRNAをコードする。いくつかの実施形態において、疾患、障害又は状態は、任意的
にナンセンス変異及び／又は未成熟終止コドンの存在によって特徴づけられる、表1に列
挙される疾患、障害及び状態からなる群より選択される。いくつかの実施形態において、
タンパク質はジストロフィンである。さらなる実施形態において、疾患、障害又は状態は
、筋ジストロフィーである。さらに別の実施形態では、疾患、障害又は状態は、デュシェ
ンヌ型筋ジストロフィーである。いくつかの実施形態において、対象はヒトであり、任意
的に小児患者である。
【０００６】
　本明細書に開示されているさらに別の態様は、タンパク質をコードするRNA配列中に点
突然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する1つ以上のtRNAをコードする
ベクターに関するものであり、任意的に、点突然変異が未成熟終止コドンを生じる。いく
つかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス
変異を生じる。いくつかの実施形態において、tRNAは、点突然変異を含むコドンを認識す
る改変型アンチコドンステムを有する内因性tRNAである。さらなる実施形態において、tR
NAにセリンが装填される。いくつかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填
された直交tRNAである。さらなる実施形態において、ベクターは、対応するtRNAシンテタ
ーゼをさらに含む。いくつかの実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グル
タミニル－tRNAシンテターゼである。直交tRNAを含むいくつかの実施形態において、非標
準アミノ酸はピロリシンである。いくつかの実施形態において、ベクターは、点突然変異
を含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する2つのtRNAをコードする。いくつかの
実施形態において、ベクターはAAVベクターであり、任意的にAAV8ベクターである。いく
つかの実施形態において、タンパク質はジストロフィンである。さらなる態様において、
対象はヒトであり、任意的に小児患者である。
【０００７】
　別の態様において、本開示は、ADARのための1以上のフォワードガイドRNA（「adRNA」
）及びADARのための1以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADARに基づ
くRNA編集系をコードする1つ以上のベクターを対象に投与することを含む、その必要があ
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る対象においてタンパク質をコードするRNA配列中に点突然変異を含むタンパク質の発現
を回復する方法に関するものであり、ADARに基づくRNA編集系は点突然変異を特異的に編
集する。いくつかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有す
るナンセンス変異を生じる。いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系は、U
AAをUIAに変換し、任意的に、さらにUIAをUIIに変換する。いくつかの実施形態において
、ADARに基づくRNA編集系は、UAAをUAIに変換する。いくつかの実施形態において、任意
的にナンセンス又はミスセンス変異を含むもの、mRNA中で標的化されたRNAである。さら
なる実施形態において、1つ以上のベクターは、アンバーコドンを標的とするtRNAをさら
にコードする。いくつかの実施形態において、タンパク質はジストロフィンである。いく
つかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列CAG及びRNA配列CAGを有するミスセンス
変異又はスプライス部位を生じる。いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集
系は、CAGをCIGに変換する。いくつかの実施形態において、任意的にスプライス部位変異
を含むもの、標的とされるRNAは、mRNA前駆体（pre-mRNA）である。いくつかの実施形態
において、タンパク質はオルニチントランスカルバミラーゼ（transcabamylase）である
。いくつかの実施形態において、ADARに基づく編集系は、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q
変異体各々、ADARの触媒ドメイン及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメインを含む融
合タンパク質、ADARの触媒ドメイン及びデッド型Cas9（dead Cas9）を含む融合タンパク
質、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOBECを含む融合タンパク質をさらに含む。さら
なる実施形態において、RNAヘアピンモチーフと会合するドメインは、MS2バクテリオファ
ージコートタンパク質（MCP）及びN22ペプチドの群から選択される。いくつかの実施形態
において、本方法は、内因性ADAR1発現を増強するための有効量のインターフェロンを投
与することをさらに含む。さらに別の実施形態では、インターフェロンはインターフェロ
ンαである。いくつかの実施形態において、adRNAは、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを
含む。いくつかの実施形態において、1つ以上のRNAヘアピンモチーフは、MS2ステムルー
プ及びBoxBループの群から選択され、及び／又はA－UをG－Cに置換することによって安定
化される。いくつかの実施形態では、adRNAは、adRNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メ
チル、2′-O-メチル3′ホスホロチオエート、又は2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ
以上を組み込むことによって安定化される。さらなる態様において、対象はヒトであり、
任意的に小児患者である。
【０００８】
　さらなる方法の態様は、その必要がある対象において疾患、障害又は状態に関連するタ
ンパク質をコードするRNA配列中の点突然変異の存在を特徴とする疾患、障害又は状態を
処置する方法であって、対象に対してADARのための1つ以上のフォワードガイドRNA（「ad
RNA」）及びADARのための1つ以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADA
Rに基づくRNA編集系をコードする1つ以上のベクターを対象に投与することを含む、又は
代替的にはそれから本質的になる、又はさらにはそれからなる方法に関し、ADARに基づく
RNA編集系が点突然変異を特異的に編集する。いくつかの実施形態において、点突然変異
は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる。いくつかの実施形態に
おいて、ADARに基づくRNA編集系は、UAAをUIAに変換し、任意的に、さらにUIAをUIIに変
換する。いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系は、UAAをUAIに変換する
。いくつかの実施形態において、任意的にナンセンス又はミスセンス変異を含むもの、mR
NA中で標的化されたRNAである。さらなる実施形態において、1つ以上のベクターは、アン
バーコドンを標的とするtRNAをさらにコードする。いくつかの実施形態において、タンパ
ク質はジストロフィンである。いくつかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列CAG
及びRNA配列CAGを有するミスセンス変異又はスプライス部位を生じる。いくつかの実施形
態において、ADARに基づくRNA編集系は、CAGをCIGに変換する。いくつかの実施形態にお
いて、任意的にスプライス部位変異を含むもの、標的とされるRNAは、mRNA前駆体（pre-m
RNA）である。いくつかの実施形態において、タンパク質はオルニチントランスカルバミ
ラーゼである。いくつかの実施形態において、ADARに基づく編集系は、ADAR1、ADAR2、E4
88Q及びE100Q変異体各々、ADARの触媒ドメイン及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメ



(10) JP 2020-508685 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

インを含む融合タンパク質、ADARの触媒ドメイン及びデッド型Cas9を含む融合タンパク質
、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOBECを含む融合タンパク質をさらに含む。さらな
る実施形態において、RNAヘアピンモチーフと会合するドメインは、MS2バクテリオファー
ジコートタンパク質（MCP）及びN22ペプチドの群から選択される。いくつかの実施形態に
おいて、本方法は、内因性ADAR1発現を増強するための有効量のインターフェロンを投与
することをさらに含む。さらに別の実施形態では、インターフェロンはインターフェロン
αである。いくつかの実施形態において、adRNAは、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含
む。いくつかの実施形態において、1つ以上のRNAヘアピンモチーフは、MS2ステムループ
及びBoxBループの群から選択され、及び／又はA－UをG－Cに置換することによって安定化
される。いくつかの実施形態では、adRNAは、adRNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メチ
ル、2′-O-メチル3′ホスホロチオエート、又は2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ以
上を組み込むことによって安定化される。いくつかの実施形態において、疾患、障害又は
状態は、表1に列挙される疾患、障害及び状態からなる群より選択される。さらなる実施
形態では、タンパク質はジストロフィンであり、疾患、障害又は状態は筋ジストロフィー
である。さらに別の実施形態では、疾患、障害又は状態は、デュシェンヌ型筋ジストロフ
ィーである。いくつかの実施形態において、対象はヒトであり、任意的に小児患者である
。
【０００９】
　さらなる態様は、対象に対してADARのための1以上のフォワードガイドRNA（「adRNA」
）及びADARのための1以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADARに基づ
くRNA編集系をコードする1つ以上のベクターを含む組換え発現系に関し、ADARに基づくRN
A編集系は、タンパク質をコードするRNA配列中の点突然変異を特異的に編集するものであ
る。いくつかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナ
ンセンス変異を生じる。いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系は、UAAを
UIAに変換し、任意的に、さらにUIAをUIIに変換する。いくつかの実施形態において、ADA
Rに基づくRNA編集系は、UAAをUAIに変換する。いくつかの実施形態において、任意的にナ
ンセンス又はミスセンス変異を含むもの、mRNA中で標的化されたRNAである。さらなる実
施形態において、1つ以上のベクターは、アンバーコドンを標的とするtRNAをさらにコー
ドする。いくつかの実施形態において、タンパク質はジストロフィンである。いくつかの
実施形態において、点突然変異は、DNA配列CAG及びRNA配列CAGを有するミスセンス変異又
はスプライス部位を生じる。いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系は、C
AGをCIGに変換する。いくつかの実施形態において、任意的にスプライス部位変異を含む
もの、標的とされるRNAは、mRNA前駆体（pre-mRNA）である。いくつかの実施形態におい
て、タンパク質はオルニチントランスカルバミラーゼである。いくつかの実施形態におい
て、ADARに基づく編集系は、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q変異体各々、ADARの触媒ドメ
イン及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメインを含む融合タンパク質、ADARの触媒ド
メイン及びデッド型Cas9を含む融合タンパク質、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOB
ECを含む融合タンパク質をさらに含む。さらなる実施形態において、RNAヘアピンモチー
フと会合するドメインは、MS2バクテリオファージコートタンパク質（MCP）及びN22ペプ
チドの群から選択される。いくつかの実施形態において、adRNAは、1つ以上のRNAヘアピ
ンモチーフを含む。いくつかの実施形態において、1つ以上のRNAヘアピンモチーフは、MS
2ステムループ及びBoxBループの群から選択され、及び／又はA－UをG－Cに置換すること
によって安定化される。いくつかの実施形態では、adRNAは、adRNAの一方又は両方の末端
に、2′-O-メチル、2′-O-メチル3′ホスホロチオエート、又は2′-O-メチル3′チオPACE
のうちの1つ以上を組み込むことによって安定化される。さらなる態様において、対象は
ヒトであり、任意的に小児患者である。
【００１０】
　さらに別の態様は、本明細書に開示されるベクターのいずれか1つ以上、及び任意的に1
つ以上の担体、例えば薬学的に許容可能な担体を含む組成物に関する。いくつかの実施形
態において、組成物は、内因性ADAR1発現を増強するための有効量のインターフェロンを



(11) JP 2020-508685 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

さらに含む。さらに別の実施形態では、インターフェロンはインターフェロンαである。
【００１１】
　本明細書中に開示されたいくつかの態様は、その必要がある対象においてタンパク質の
発現を回復する方法であって、対象に対して該タンパク質をコードするRNA配列中の変異
を認識するアンチコドン配列を有するtRNA、又は該tRNAの1つ以上をコードするベクター
を対象に投与することを含む、又は代替的にそれから本質的になる、又はさらにそれから
なる方法に関する。いくつかの実施形態において、変異はナンセンス変異であり、任意的
に未成熟終止コドンである。いくつかの実施形態において、ナンセンス変異は、DNAにお
けるTAA及びRNAにおけるUAAである。いくつかの実施形態において、tRNAは、標準アミノ
酸が装填された改変型内因性tRNAである。いくつかの実施形態において、標準アミノ酸は
セリンである。いくつかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填された直交
tRNAである。いくつかの実施形態において、直交tRNAは、対応するシンテターゼを有する
。いくつかの実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシ
ンテターゼである。いくつかの実施形態において、非標準アミノ酸は、対象に導入される
か、又は投与され（例えば、食物を介して）、直交tRNA活性の誘導を可能にする。いくつ
かの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシンである。いくつかの実施形態におい
て、tRNAは、アンバーコドンを標的とする。いくつかの実施形態において、tRNAはオーカ
ーコドンを標的とする。いくつかの実施形態において、tRNAは、オパールコドンを標的と
する。いくつかの実施形態において、タンパク質はジストロフィンである。さらなる態様
において、対象はヒトであり、任意的に小児患者である。
【００１２】
　本明細書に開示されるさらなる態様は、その必要がある対象においてタンパク質欠損に
よって特徴づけられる疾患、障害又は状態の方法であって、該タンパク質をコードするRN
A配列中の変異を認識するアンチコドン配列を有するtRNA、又は該tRNAの1つ以上をコード
するベクターを対象に投与することを含む、又は代替的にそれから本質的になる、又はさ
らにそれからなる方法に関する。いくつかの実施形態において、変異はナンセンス変異で
あり、任意的に未成熟終止コドンである。いくつかの実施形態において、ナンセンス変異
は、DNAにおけるTAA及びRNAにおけるUAAである。いくつかの実施形態において、tRNAは、
標準アミノ酸が装填された改変型内因性tRNAである。いくつかの実施形態において、標準
アミノ酸はセリンである。いくつかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填
された直交tRNAである。いくつかの実施形態において、直交tRNAは、対応するシンテター
ゼを有する。いくつかの実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニ
ル－tRNAシンテターゼである。いくつかの実施形態において、非標準アミノ酸は、対象に
投与又は導入され（例えば、食物を介して）、直交tRNA活性の誘導を可能にする。いくつ
かの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシンである。いくつかの実施形態におい
て、tRNAは、アンバーコドンを標的とする。いくつかの実施形態において、tRNAは、オー
カーコドンを標的とする。いくつかの実施形態において、tRNAは、オパールコドンを標的
とする。いくつかの実施形態において、タンパク質欠損は、ジストロフィン欠損である。
いくつかの実施形態において、疾患、障害又は状態は、筋ジストロフィーである。いくつ
かの実施形態において、筋ジストロフィーは、デュシェンヌ型筋ジストロフィーである。
さらなる態様において、対象はヒトであり、任意的に小児患者である。
【００１３】
　他の態様は、タンパク質をコードするRNA配列中の変異を認識するアンチコドン配列を
有する1つ以上のtRNAをコードするベクターに関する。いくつかの実施形態において、変
異はナンセンス変異であり、任意的には未成熟終止コドンである。いくつかの実施形態に
おいて、ナンセンス変異は、DNAにおけるTAA及びRNAにおけるUAAである。いくつかの実施
形態において、tRNAは、標準アミノ酸が装填された改変型内因性tRNAである。いくつかの
実施形態において、標準アミノ酸はセリンである。いくつかの実施形態において、tRNAは
、非標準アミノ酸が装填された直交tRNAである。いくつかの実施形態において、直交tRNA
は、対応するシンテターゼを有する。いくつかの実施形態において、対応するシンテター
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ゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシンテターゼである。いくつかの実施形態において、ベ
クターは、対応するシンテターゼをさらに含む。いくつかの実施形態において、非標準ア
ミノ酸は、対象に導入されるか、又は投与され（例えば、食物を介して）、直交tRNA活性
の誘導を可能にする。いくつかの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシンである
。いくつかの実施形態において、tRNAは、アンバーコドンを標的とする。いくつかの実施
形態において、tRNAは、オーカーコドンを標的とする。いくつかの実施形態において、tR
NAは、オパールコドンを標的とする。いくつかの実施形態において、タンパク質はジスト
ロフィンである。いくつかの実施形態において、変異はナンセンス変異であり、任意的に
未成熟終止コドンである。いくつかの実施形態において、ベクターは、アデノ随伴ウイル
ス（AAV）ベクターである。いくつかの実施形態において、AAVベクターは、AAV8ベクター
である。
【００１４】
　本開示のさらなる態様は、治療用タンパク質、例えば限定されるものではないが、（i
）インスリン；（ii）ウイルス（例えば、HIV、HCV、HPV、インフルエンザ）及び細菌（
例えば、黄色ブドウ球菌（Staph Aureus）；薬物耐性株）に対する中和抗体など、のオン
デマンドin vivo産生に関する。このような方法の態様は、その配列中に変異を有する治
療用タンパク質をコードするベクター、及び治療用タンパク質をコードするRNA配列中の
変異を認識するアンチコドン配列を有するtRNA又は該tRNAの1つ以上をコードするベクタ
ーを対象に投与することを含む。したがって、タンパク質をコードするRNA配列中の変異
を認識するアンチコドン配列を有するtRNA、又は該tRNAの1つ以上をコードするベクター
に関連して本明細書中で上に開示した方法及びベクターのいずれかを、同様にこの態様に
適用することができる。
【００１５】
　本明細書に開示されるいくつかの態様は、ADAR2、ADAR2のための1つ以上のフォワード
ガイドRNA（「adRNA」）、及びADAR2のための1つ以上の対応するリバースガイドRNA（「r
adRNA」）を含むADAR2に基づくRNA編集系を対象に投与することを含む、その必要がある
対象においてタンパク質の発現を回復するための方法に関し、ADAR2に基づくRNA編集系は
、タンパク質をコードするRNA配列、又は該ADAR2、adRNA、radRNAをコードする1つ以上の
ベクターにおける変異を特異的に編集する。いくつかの実施形態において、ADAR2に基づ
くRNA編集系は、アデノシン（A）をイノシン（I）に変化させ、これはグアノシン（G）と
して翻訳中に読み取られる。いくつかの実施形態において、変異はナンセンス変異である
。いくつかの実施形態において、ナンセンス変異は、DNAにおけるTAA及びRNAにおけるUAA
である。いくつかの実施形態において、ADAR2に基づくRNA編集系は、ナンセンス変異にお
いて1以上のアデノシン（A）に点突然変異を引き起こす。いくつかの実施形態において、
ADAR2に基づくRNA編集系は、UAAをUIA（UGAとして読み取られる）に変換する。さらなる
実施形態では、ADAR2に基づくRNA編集系は、UIA（UGAとして読み取られる）をUII（UGGと
して読み取られる）に変換する。いくつかの実施形態において、ADAR2に基づくRNA編集系
は、UAAをUAI（UAGとして読み取られる）に変換する。いくつかの実施形態において、本
方法は、ADAR2編集配列によってコードされるコドンを認識する、上記に開示されたもの
のようなtRNAを投与することをさらに含む。いくつかの実施形態において、tRNAは、標準
アミノ酸が装填された改変型内因性tRNAである。いくつかの実施形態において、標準アミ
ノ酸はセリンである。いくつかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填され
た直交tRNAである。いくつかの実施形態において、直交tRNAは、対応するシンテターゼを
有する。いくつかの実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－
tRNAシンテターゼである。いくつかの実施形態において、非標準アミノ酸は、（例えば、
食物を介して）対象に導入され、直交tRNA活性の誘導を可能にする。いくつかの実施形態
において、非標準アミノ酸はピロリシンである。いくつかの実施形態において、tRNAは、
アンバーコドンを標的とする。いくつかの実施形態において、tRNAは、オーカーコドンを
標的とする。いくつかの実施形態において、tRNAは、オパールコドンを標的とする。いく
つかの実施形態において、タンパク質欠損は、ジストロフィン欠損である。いくつかの実
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施形態において、疾患、障害又は状態は、筋ジストロフィーである。いくつかの実施形態
において、筋ジストロフィーは、デュシェンヌ型筋ジストロフィーである。
【００１６】
　本明細書に開示されるさらなる態様は、ADAR2、ADAR2のための1つ以上のフォワードガ
イドRNA（「adRNA」）、及びADAR2のための1つ以上の対応するリバースガイドRNA（「rad
RNA」）を含むADAR2に基づくRNA編集系を対象に投与することを含む、その必要がある対
象においてタンパク質欠損を特徴とする疾患、障害又は状態の方法に関し、ADAR2に基づ
くRNA編集系は、タンパク質をコードするRNA配列又は該ADAR2、adRNA、radRNAをコードす
る1つ以上のベクターにおける変異を特異的に編集する。いくつかの実施形態において、A
DAR2に基づくRNA編集系は、アデノシン（A）をイノシン（I）に変化させ、これはグアノ
シン（G）として翻訳中に読み取られる。いくつかの実施形態において、変異はナンセン
ス変異である。いくつかの実施形態において、ナンセンス変異はTAAである。いくつかの
実施形態において、ADAR2に基づくRNA編集系は、ナンセンス変異において1以上のアデノ
シン（A）に点突然変異を引き起こす。いくつかの実施形態において、ADAR2に基づくRNA
編集系は、UAAをUIA（UGAとして読み取られる）に変換する。さらなる実施形態では、ADA
R2に基づくRNA編集系は、UIA（UGAとして読み取られる）をUII（UGGとして読み取られる
）に変換する。いくつかの実施形態において、ADAR2に基づくRNA編集系は、UAAをUAI（UA
Gとして読み取られる）に変換する。いくつかの実施形態において、本方法は、ADAR2編集
配列によってコードされるコドンを認識する、上記に開示されたもののようなtRNAを投与
することをさらに含む。いくつかの実施形態において、tRNAは、標準アミノ酸が装填され
た改変型内因性tRNAである。いくつかの実施形態において、標準アミノ酸はセリンである
。いくつかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填された直交tRNAである。
いくつかの実施形態において、直交tRNAは、対応するシンテターゼを有する。いくつかの
実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシンテターゼで
ある。いくつかの実施形態において、非標準アミノ酸は、（例えば、食物を介して）対象
に導入され、直交tRNA活性の誘導を可能にする。いくつかの実施形態において、非標準ア
ミノ酸はピロリシンである。いくつかの実施形態において、tRNAは、アンバーコドンを標
的とする。いくつかの実施形態において、tRNAは、オーカーコドンを標的とする。いくつ
かの実施形態において、tRNAは、オパールコドンを標的とする。いくつかの実施形態にお
いて、タンパク質欠損は、ジストロフィン欠損である。いくつかの実施形態において、疾
患、障害又は状態は、筋ジストロフィーである。いくつかの実施形態において、筋ジスト
ロフィーは、デュシェンヌ型筋ジストロフィーである。
【００１７】
　他の態様は、1つ以上のADAR2、ADAR2のための1つ以上のフォワードガイドRNA（「adRNA
」）、及びADAR2のための1つ以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含む、A
DAR2に基づくRNA編集系をコードする1つ以上のベクターを含む組換え発現系に関し、ここ
で、ADAR2に基づくRNA編集系は、タンパク質をコードするRNA配列中の変異を特異的に編
集する。いくつかの実施形態において、ADAR2はアデノシン（A）をイノシン（I）に変化
させ、これはグアノシン（G）として翻訳中に読み取られる。いくつかの実施形態におい
て、1つのadRNA／radRNA対は、UAAのUIA（UGAとして読み取られる）への変換を誘導する
。さらなる実施形態において、第2のadRNA／radRNA対は、UIA（UGAとして読み取られる）
からUII（UGGとして読み取られる）への変換を誘導する。いくつかの実施形態において、
1つのadRNA／radRNA対は、UAAのUAI（UAGとして読み取られる）への変換を誘導する。い
くつかの実施形態において、1つ以上のベクター又は追加のベクターは、ADAR2編集配列に
よってコードされるコドンを認識する、上記に開示されたものなどのtRNAをさらにコード
する。いくつかの実施形態において、tRNAは、標準アミノ酸が装填された改変型内因性tR
NAである。いくつかの実施形態において、標準アミノ酸はセリンである。いくつかの実施
形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填された直交tRNAである。いくつかの実施形
態において、直交tRNAは、対応するシンテターゼを有する。いくつかの実施形態において
、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシンテターゼである。いくつかの
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実施形態において、非標準アミノ酸は、（例えば、食物を介して）対象に導入され、直交
tRNA活性の誘導を可能にする。いくつかの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシ
ンである。いくつかの実施形態において、tRNAは、アンバーコドンを標的とする。いくつ
かの実施形態において、tRNAは、オーカーコドンを標的とする。いくつかの実施形態にお
いて、tRNAは、オパールコドンを標的とする。いくつかの実施形態において、タンパク質
はジストロフィンである。いくつかの実施形態において、変異はナンセンス変異である。
いくつかの実施形態において、ベクターは、アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターである
。いくつかの実施形態において、AAVベクターは、AAV8ベクターである。
【００１８】
　本開示のさらなる態様は、治療用タンパク質、例えば限定されるものではないが、（i
）インスリン；（ii）ウイルス（例えば、HIV、HCV、HPV、インフルエンザ）及び細菌（
例えば、黄色ブドウ球菌（Staph Aureus）；薬物耐性株）に対する中和抗体など、のオン
デマンドin vivo産生に関する。このような方法の態様は、その配列に変異を有する治療
用タンパク質をコードするベクター、並びにADAR2、ADAR2のための1つ以上のフォワード
ガイドRNA（「adRNA」）、及びADAR2のための1つ以上の対応するリバースガイドRNA（「r
adRNA」）を含むADAR2に基づくRNA編集系を対象に投与することを含み、ここで、ADAR2に
基づくRNA編集系は、タンパク質をコードするRNA配列中の変異、又はADAR2、adRNA、radR
NAをコードする1つ以上のベクターを特異的に編集する。したがって、ADAR2に基づくRNA
編集系に関連して上記で開示された方法及びベクターのいずれかは、タンパク質をコード
するRNA配列中の変異、又は前記ADAR2、adRNA、radRNAをコードする1つ以上のベクターを
コードするベクターを特異的に編集する。
【００１９】
部分配列表
mU6, tRNA(U25C) アンバー
tcccggggtttccgccaTTTTTTGGTACTGAGtCGCCCaGTCTCAGATAGATCCGACGCCGCCATCTCTAGGCCCGCGCC
GGCCCCCTCGCACAGACTTGTGGGAGAAGCTCGGCTACTCCCCTGCCCCGGTTAATTTGCATATAATATTTCCTAGTAAC
TATAGAGGCTTAATGTGCGATAAAAGACAGATAATCTGTTCTTTTTAATACTAGCTACATTTTACATGATAGGCTTGGAT
TTCTATAAGAGATACAAATACTAAATTATTATTTTAAAAAACAGCACAAAAGGAAACTCACCCTAACTGTAAAGTAATTG
TGTGTTTTGAGACTATAAATATCCCTTGGAGAAAAGCCTTGTTTGggaaacctgatcatgtagatcgaaCggactCTAaa
tccgttcagccgggttagattcccggggtttccgccaTTTTTTCCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGG
【００２０】
mU6, tRNA(U25C) オーカー
tcccggggtttccgccaTTTTTTGGTACTGAGtCGCCCaGTCTCAGATAGATCCGACGCCGCCATCTCTAGGCCCGCGCC
GGCCCCCTCGCACAGACTTGTGGGAGAAGCTCGGCTACTCCCCTGCCCCGGTTAATTTGCATATAATATTTCCTAGTAAC
TATAGAGGCTTAATGTGCGATAAAAGACAGATAATCTGTTCTTTTTAATACTAGCTACATTTTACATGATAGGCTTGGAT
TTCTATAAGAGATACAAATACTAAATTATTATTTTAAAAAACAGCACAAAAGGAAACTCACCCTAACTGTAAAGTAATTG
TGTGTTTTGAGACTATAAATATCCCTTGGAGAAAAGCCTTGTTTGggaaacctgatcatgtagatcgaaCggactTTAaa
tccgttcagccgggttagattcccggggtttccgccaTTTTTTCCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGG
【００２１】
mU6, tRNA(U25C) オパール
tcccggggtttccgccaTTTTTTGGTACTGAGtCGCCCaGTCTCAGATAGATCCGACGCCGCCATCTCTAGGCCCGCGCC
GGCCCCCTCGCACAGACTTGTGGGAGAAGCTCGGCTACTCCCCTGCCCCGGTTAATTTGCATATAATATTTCCTAGTAAC
TATAGAGGCTTAATGTGCGATAAAAGACAGATAATCTGTTCTTTTTAATACTAGCTACATTTTACATGATAGGCTTGGAT
TTCTATAAGAGATACAAATACTAAATTATTATTTTAAAAAACAGCACAAAAGGAAACTCACCCTAACTGTAAAGTAATTG
TGTGTTTTGAGACTATAAATATCCCTTGGAGAAAAGCCTTGTTTGggaaacctgatcatgtagatcgaaCggactTCAaa
tccgttcagccgggttagattcccggggtttccgccaTTTTTTCCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGG
【００２２】
MmPylRS (AfIII)
CAGCCTCCGGACTCTAGAGGATCGAACCCTTAAGgccaccATGGATAAGAAACCTTTGAACACTCTCATTAGTGCGACAG
GGCTCTGGATGTCCCGAACGGGGACTATACACAAGATAAAACACCATGAGGTCTCAAGGAGCAAAATCTATATCGAGATG
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GCATGCGGCGACCATCTTGTGGTAAATAATAGTAGGTCCTCCAGGACGGCAAGAGCACTCCGACATCACAAGTACAGAAA
AACCTGCAAACGGTGTAGGGTATCCGACGAAGACTTGAACAAATTTTTGACTAAGGCCAACGAGGATCAAACTTCTGTCA
AAGTGAAAGTGGTTTCTGCTCCTACCCGAACTAAGAAGGCCATGCCCAAGTCCGTGGCAAGGGCACCCAAGCCACTCGAA
AATACTGAGGCCGCTCAGGCCCAACCATCCGGTAGTAAGTTCAGTCCAGCCATACCCGTAAGTACCCAAGAATCTGTCAG
TGTGCCGGCCTCAGTTTCCACATCTATAAGTTCAATTTCTACAGGAGCGACGGCCTCCGCCCTCGTCAAGGGTAACACAA
ACCCGATAACTTCTATGAGTGCCCCCGTACAGGCATCCGCACCAGCACTGACGAAGTCTCAAACTGATAGGCTGGAAGTG
CTCTTGAATCCGAAGGACGAGATATCTCTTAACTCCGGTAAACCTTTCCGGGAGCTGGAAAGTGAACTTCTCAGCCGGCG
AAAAAAAGACCTCCAGCAAATTTACGCAGAGGAAAGGGAGAACTATCTGGGGAAGTTGGAACGAGAGATCACCCGATTCT
TTGTCGATCGCGGATTTTTGGAGATTAAAAGCCCAATTCTCATCCCCCTTGAATATATCGAACGAATGGGAATCGACAAT
GATACGGAGTTGTCCAAGCAGATTTTCCGCGTAGACAAGAACTTTTGTCTTCGACCCATGCTCGCTCCGAACCTCTACAA
TTACTTGAGAAAGTTGGACAGAGCGCTCCCGGACCCGATCAAGATATTTGAGATCGGTCCTTGTTATAGAAAGGAGAGTG
ATGGAAAAGAACACCTCGAAGAGTTCACGATGCTGAACTTCTGCCAAATGGGTTCTGGCTGCACACGGGAGAATCTCGAA
AGCATCATTACAGATTTCCTTAACCATCTGGGGATAGACTTTAAAATAGTGGGTGACAGCTGTATGGTATACGGAGATAC
CTTGGACGTAATGCACGGGGATCTTGAGCTTTCCTCCGCCGTGGTTGGACCTATACCGTTGGACCGGGAGTGGGGAATCG
ACAAACCGTGGATAGGCGCCGGTTTCGGCCTTGAAAGACTCCTCAAAGTCAAGCATGATTTCAAAAACATAAAACGGGCT
GCTCGCTCCGAATCTTATTACAACGGTATAAGTACGAACCTGTGATAATAGCTTAAGGGTTCGATCCCTACtGGTTAGTA
ATGAGTTTA
【００２３】
tRNA
アンバー抑制:
ggaaacctgatcatgtagatcgaatggactctaaatccgttcagccgggttagattcccggggtttccgcca 
【００２４】
アンバー抑制 (2):
ggggggtggatcgaatagatcacacggactctaaattcgtgcaggcgggtgaaactcccgtactccccgcca
【００２５】
オーカー抑制
ggaaacctgatcatgtagatcgaatggactttaaatccgttcagccgggttagattcccggggtttccgcca 
【００２６】
オパール抑制:
ggaaacctgatcatgtagatcgaatggacttcaaatccgttcagccgggttagattcccggggtttccgcca
【００２７】
シンテターゼ:
ATGGATAAAAAACCATTAGATGTTTTAATATCTGCGACCGGGCTCTGGATGTCCAGGACTGGCACGCTCCACAAAATCAA
GCACCATGAGGTCTCAAGAAGTAAAATATACATTGAAATGGCGTGTGGAGACCATCTTGTTGTGAATAATTCCAGGAGTT
GTAGAACAGCCAGAGCATTCAGACATCATAAGTACAGAAAAACCTGCAAACGATGTAGGGTTTCGGACGAGGATATCAAT
AATTTTCTCACAAGATCAACCGAAAGCAAAAACAGTGTGAAAGTTAGGGTAGTTTCTGCTCCAAAGGTCAAAAAAGCTAT
GCCGAAATCAGTTTCAAGGGCTCCGAAGCCTCTGGAAAATTCTGTTTCTGCAAAGGCATCAACGAACACATCCAGATCTG
TACCTTCGCCTGCAAAATCAACTCCAAATTCGTCTGTTCCCGCATCGGCTCCTGCTCCTTCACTTACAAGAAGCCAGCTT
GATAGGGTTGAGGCTCTCTTAAGTCCAGAGGATAAAATTTCTCTAAATATGGCAAAGCCTTTCAGGGAACTTGAGCCTGA
ACTTGTGACAAGAAGAAAAAACGATTTTCAGCGGCTCTATACCAATGATAGAGAAGACTACCTCGGTAAACTCGAACGTG
ATATTACGAAATTTTTCGTAGACCGGGGTTTTCTGGAGATAAAGTCTCCTATCCTTATTCCGGCGGAATACGTGGAGAGA
ATGGGTATTAATAATGATACTGAACTTTCAAAACAGATCTTCCGGGTGGATAAAAATCTCTGCTTGAGGCCAATGCTTGC
CCCGACTCTTTACAACTATCTGCGAAAACTCGATAGGATTTTACCAGGCCCAATAAAAATTTTCGAAGTCGGACCTTGTT
ACCGGAAAGAGTCTGACGGCAAAGAGCACCTGGAAGAATTTACTATGGTGAACTTCTGTCAGATGGGTTCGGGATGTACT
CGGGAAAATCTTGAAGCTCTCATCAAAGAGTTTCTGGACTATCTGGAAATCGACTTCGAAATCGTAGGAGATTCCTGTAT
GGTCTTTGGGGATACTCTTGATATAATGCACGGGGACCTGGAGCTTTCTTCGGCAGTCGTCGGGCCAGTTTCTCTTGATA
GAGAATGGGGTATTGACAAACCATGGATAGGTGCAGGTTTTGGTCTTGAACGCTTGCTCAAGGTTATGCACGGCTTTAAA
AACATTAAGAGGGCATCAAGGTCCGAATCTTACTATAATGGGATTTCAACCAATCTGTAA
【００２８】
EGFP:
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【００２９】
EGFPアンバー:

【００３０】
EGFPオーカー:

【００３１】
EGFPオパール:
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【００３２】
MbPylRS 

【００３３】
MmPylRS (uniprot)
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【００３４】
PylT* (アンバー)

【００３５】
PylT* (オーカー)

【００３６】
PylT* (オパール)

【００３７】
マウスU6プライマー
tcccggggtttccgccaTTTTTTGGTACTGAGtCGCCCaGTCTCAGAT
CAAACAAGGCTTTTCTCCAAGGGATAT
【００３８】
tRNA (U25C) アンバー_F: 

【００３９】
共通リバース:
PylT
ggaaacctgatcatgtagatcgaatggactCTAaatccgttcagccgggttagattcccggggtttccgcca
【００４０】
PylT*(U25C)
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【００４１】

【００４２】
フォワード:
TTGTGGAAAGGACGAAACACC
リバース:
ACAAGAAAGCTGGGTCTAGGCTAGCAAAAAA
【００４３】

【００４４】

【００４５】

【００４６】
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【００４７】

【００４８】

【００４９】

【００５０】

【００５１】

【００５２】

【００５３】

【００５４】
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【００５５】
mU6_tRNA_ser_oc :
GTACTGAGtCGCCCaGTCTCAGATAGATCCGACGCCGCCATCTCTAGGCCCGCGCCGGCCCCCTCGCACAGACTTGTGGG
AGAAGCTCGGCTACTCCCCTGCCCCGGTTAATTTGCATATAATATTTCCTAGTAACTATAGAGGCTTAATGTGCGATAAA
AGACAGATAATCTGTTCTTTTTAATACTAGCTACATTTTACATGATAGGCTTGGATTTCTATAAGAGATACAAATACTAA
ATTATTATTTTAAAAAACAGCACAAAAGGAAACTCACCCTAACTGTAAAGTAATTGTGTGTTTTGAGACTATAAATATCC
CTTGGAGAAAAGCCTTGTTTGGTAGTCGTGGCCGAGTGGTTAAGGCGATGGACTTTAAATCCATTGGGGTTTCCCCGCGC
AGGTTCGAATCCTGCCGACTACGTTTTTT
【００５６】
mU6_tRNA_ser_oc_Nhe1_insert_F:
AATCCTGCCGACTACGTTTTTTGTACTGAGtCGCCCAGTCT
【００５７】

【００５８】

【００５９】

【００６０】
adRNAの長さ及びADAR2リクルートドメインからの編集の距離の最適化 (adRNAの長さ-ADAR
2リクルートドメインからの編集の距離):



(22) JP 2020-508685 A 2020.3.26

10

20

30

40

【００６１】
ADAR2リクルート領域 v1:
GGGTGGAATAGTATAACAATATGCTAAATGTTGTTATAGTATCCCACCT
【００６２】
ADAR2リクルート領域 v2:
GTGGAATAGTATAACAATATGCTAAATGTTGTTATAGTATCCCAC
【００６３】
ヘアピン (3’) (図8): GGGCCCTCTTCAGGGCCCTCTAGA
【００６４】
ヘアピン (3’) (図10): atcgccctgaaaag
【００６５】
トゥホールド (5’): gccaccTGGgg
【００６６】

【００６７】
NNN - アンチコドン
　内因性tRNAでは、tRNAは、本明細書で上記したNNN位置に相補配列を含めることにより
、点突然変異を含むコドンを認識するように改変される。以下で詳しく説明するように、
アンバー、オーカー及びオパールtRNA中のNNN配列は以下の通りである：アンバー: NNN＝
CTA；オーカー: NNN＝TCA；オパール: NNN＝TTA。
【００６８】
[0083]
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【００６９】
　in vivo RNA編集研究に使用されるadRNAアンチセンス配列と対応するADAR2リクルート
骨格のリスト。いくつかの実施形態において、リクルート骨格v2（段落[0083]に開示）は
、これらの配列とともに使用される。

【００７０】

【００７１】
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【００７２】

【００７３】

【００７４】
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【００７５】

【００７６】

【００７７】
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【００７８】

【００７９】

【００８０】

【００８１】
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【００８２】

【００８３】

【００８４】



(28) JP 2020-508685 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

【００８５】

【００８６】

【００８７】

【００８８】
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【００８９】

【００９０】

【００９１】

【００９２】
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【００９３】

【００９４】
MS2-RNA:
単一:
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNggccAACATGAGGATCACCCATGTCTGCAGggcc
二重:
aACATGAGGATCACCCATGTcNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNaACATGAGGATCACCCATGTc
【００９５】
BoxB RNA:
単一: 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgggccctgaagaagggccc
二重:
ggGCCCTGAAGAAGGGCccNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNggGCCCTGAAGAAGGGCcc
【００９６】
PP7-RNA:
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNccggagcagacgatatggcgtcgctccgg
【００９７】
二重ヘアピン RNA: 
TGGAATAGTATAACAATATGCTAAATGTTGTTATAGTATCCCACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTGGAATAGTATAACA
ATATGCTAAATGTTGTTATAGTATCCCAC
【００９８】
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【０１００】
単一及び二重ADAR2リクルートドメイン:
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【図面の簡単な説明】
【０１０１】
【図１】図1は、改変型の内因性又は直交tRNAの送達のために開発されたベクター構築物
の概略である。
【図２】図2A-Bは、tRNA構築物の抑制効率を示す：（図2A）アルギニン、セリン及びロイ
シンに由来するサプレッサーtRNAの、アンバー、オーカー及びオパール終止コドンに対す
る相対効率；代表的なイメージは、Ser tRNAアンバーの存在下におけるGFP発現の回復を
示す。（図2B）2mM UAAの存在下における、単一又は二重ピロリジルtRNAの、アンバー、
オーカー及びオパール終止コドンに対する抑制効率の比較；代表的なイメージは、2mM UA
Aの存在下における、単一及び二重ピロリジルtRNAアンバーを使用した相対的なGFP回復を
示す。
【図３】図3は、種々のtRNA及びアミノ酸を用いたジストロフィンについてのGFPレポータ
ーの結果を示す。
【図４】図4は、mdxマウスにおいて実施したジストロフィン回復実験の結果を示す。
【図５】図5は、ADAR2構築物を作製するために使用される配列を示す。
【図６】図6は、ADAR2によって作製し得る、コドンへのRNAレベルの点突然変異の非限定
的な例を示す。
【図７】図7は、ADAR2に基づくRNA編集系において使用し得る構築物の例示的な概略を示
す。
【図８】図8は、adRNAの長さ及びADAR2リクルートドメインからの編集の距離の最適化の
結果を示す。Y軸の各カテゴリの短縮形の最初の数字はadRNAの長さであり、2番目の数字
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（ダッシュに続く）はADAR2リクルートドメインからの編集距離である。ADAR2リクルート
領域v2を有する20-6で最良の結果が得られた。
【図９】図9は、本明細書に記載の編集系を使用したGFP発現のin vitro回復を示す。
【図１０】図10は、ミスマッチを有するヘアピンの最適化の結果を示す。Y軸の各カテゴ
リの短縮形の最初の数字はミスマッチの数であり、2番目の数字は標的からの塩基の数で
ある。例えば、13は1つのミスマッチで、標的から3塩基離れている。
【図１１】図11は、トゥホールド、標的に対してミスマッチのないガイドRNA配列、の様
々な長さの結果を示す。
【図１２】図12A-Cは、（図12A）免疫染色、（図12B）ウエスタンブロット、及び（図12C
）in vitroにおけるOTC mRNA編集アッセイの結果を示す。
【図１３】図13は、Cas9に基づくアプローチと比較した、サプレッサーtRNAを用いたジス
トロフィン発現の回復を示すウエスタンブロットである。
【図１４】図14は、正規化ジストロフィンmRNAレベルを示す。
【図１５】図15は、免疫染色の結果を示す。
【図１６】図16A-Dは、in vitro抑制及びGFPレポーターmRNAにおける終止コドンの編集を
示す：（図16A）アンバー、オーカー及びオパール終止コドンを標的とするアルギニン、
セリン及びロイシンサプレッサーtRNAの活性（n＝3 独立した複製）。（図16B）AAVベク
ターによって送達された1又は2コピーのピロリジルtRNAの存在下及び1mM Nε-Boc-L-リシ
ンの存在下におけるアンバー、オーカー及びオパール終止コドンの直交tRNA/aaRS（MbPyl
RS）に基づく抑制（n＝3 独立した複製）（それぞれp値0.022、0.002、0.027）。（図16C
）1段階、2段階、又はサプレッサーtRNAと組み合わせた、アンバー及びオーカー終止コド
ンのADAR2に基づくRNA編集効率（n＝3 独立した複製）。（図16D）AAVベクターによって
送達された1又は2コピーのadRNAの存在下における、アンバー及びオーカー終止コドンのA
DAR2に基づくRNA編集効率（n＝3又は6 独立した複製）（それぞれp値0.0003、0.0001、0.
0015）。
【図１７】図17A-Eは、ヒト疾患のモデルマウスにおけるin vivoでのRNAターゲティング
を示す：（図17A）mdxマウスにおいてジストロフィン発現を回復するためのDNA及びRNAタ
ーゲティングアプローチの概略である：（i）二重gRNA-CRISPRに基づくアプローチは、エ
キソン23のインフレーム切除をもたらす；（ii）オーカーコドンのtRNA抑制；及び（iii
）オーカーコドンのADAR2に基づく編集。（図17B）対照及び処置サンプルにおけるジスト
ロフィン及びnNOSについての免疫蛍光染色（スケールバー：250μm）。（図17C）対応す
る処置成体mdxマウスにおけるin vivoでのTAA→TGG/TAG/TGA RNA編集効率（n＝3又は4匹
のマウス）。（図17D）エキソン4の最後のヌクレオチドにおけるミスセンス又はドナース
プライス部位におけるG→A点突然変異を有するspfashマウスにおけるOTC遺伝子座の概略
、並びにADAR2が媒介するRNA編集による変異型OTC mRNAの修正のためのアプローチ。（図
17E）対応する処置成体spfashマウスにおけるin vivoでのA→G RNA編集効率（n＝3又は4
匹のマウス）。
【図１８】図18A-Bは、in vitroでのtRNA抑制の評価及び最適化を示す：（図18A）オーカ
ー及びオパール終止コドンに対する改変型セリンサプレッサーtRNAの特異性（n＝3 独立
した複製）。（図18B）3つの異なるaaRS：MbPylRS、MmPylRS及びAcKRS、並びに2若しくは
4コピーのピロリジル-tRNA、又はセリンサプレッサーtRNA（すべてAAVベクターを使用し
て送達される）を使用するオーカー終止コドン抑制効率。MbPylRS、MmPylRS：1mM Nε-Bo
c-L-リシン；AcKRS: 1又は10mM Nε-アセチル-L-リシン（n＝3 独立した複製）。
【図１９】図19A-Cは、in vitroでのADAR2が媒介する部位特異的RNA編集の評価及び最適
化を示す：（図19A）GFP発現は、adRNA/radRNAがオーカー終止コドン中の2つのアデノシ
ンに対応する2つのミスマッチを有する場合に回復する。単一ミスマッチの存在は、アン
バー又はオパール終止コドンの形成を生じる（n＝3 独立した複製）。（図19B）使用した
adRNA設計のパネル。（図19C）adRNA設計1を使用したadRNAアンチセンス領域の最適化：
長さ及びADAR2リクルート領域からの距離を体系的に変化させ、Sangerピーク高さの比G/(
A+G)として編集効率を計算した（n＝3 独立した複製）。
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【図２０】図20A-Cは、サプレッサーtRNAを介したジストロフィンmRNAのin vivoターゲテ
ィングを示す：（図20A）AAV8-二重-セリン-オーカー-tRNAで処置したmdxマウスにおける
、経時的なジストロフィン発現の漸進的に増加する回復。（図20B）AAV8-二重-ピロリシ
ン-オーカー-tRNA-MbPylRSで処置したmdxマウスにおけるUAA誘導性nNOS局在。（図20C）
ジストロフィンについてのウエスタンブロットは、セリンtRNA オーカー、ピロリジル-tR
NAオーカーで処置しUAAを投与したmdxマウス、並びにCas9/gRNAで処置したサンプルにお
けるジストロフィン発現の部分的回復を示す。
【図２１】図21A-Dは、ジストロフィン及びOTC mRNAのin vitro及びin vivoでの編集を示
す：（図21A）HEK 293T細胞において発現されたmdxジストロフィンmRNAの断片におけるオ
ーカー終止コドン（TAA→TGG）の12.7％の編集を示す代表的なSanger配列決定プロット（
NGSを使用して定量）。（図21B）処置mdxマウスのin vivoでのRNA編集解析の代表的な例
（NGSを使用して定量）。（図21C）HEK 293T細胞において発現されたspfash OTC mRNAの
断片における点突然変異の29.7％の修正を示す代表的なSanger配列決定プロット（NGSを
使用して定量）。（図21D）処置spfashマウスのin vivoでのRNA編集解析の代表的な例（N
GSを使用して定量）。
【図２２】図22A-Bは、ADAR2-E488Qのin vitroでの編集効率を示す。ADAR2-E488Qにより
、以下のin vitro編集におけるADAR2よりも高い効率が可能となる：（図22A）HEK293T細
胞において発現されたspfash OTC mRNAの断片（n＝3 独立した複製）（p値 0.037）、及
び（図22B）HEK293T細胞において発現されたmdxジストロフィンmRNAの断片（n＝3 独立し
た複製）（それぞれp値0.048、0.012）。効率は、Sangerピーク高さの比G/(A+G)として計
算した。
【図２３－１】図23A-Dは、（図23A）ADAR1又はADAR2とのMCP又はN22融合物、（図23B）a
dRNAによるAPOBECのリクルート、（図23C）より一般的なadRNA構築、並びに（図23D）折
りたたみ後のv2 adRNA骨格の構造、の概略を示す。
【図２３－２】図23-1の続きである。
【図２４】図24A-Bは、以下の最適な実施形態の概略を示す：（図24A）内因性ADAR2を、
高い内因性ADAR2を有する組織、例えば脳、肺及び脾臓において、本明細書に開示の方法
で使用し得る。（図24B）ADAR1及び/又はADAR2レベルは、低レベルの内因性ADAR1及びADA
R2を有する組織で増加し得る。左から時計回りに、（1）adRNA及びADAR2の送達は高レベ
ルのRNA編集をもたらし、（2）adRNA単独の送達は、低レベルの内因性ADAR1及びADAR2に
より、ほとんど又はまったく編集をもたらさない可能性が高く、（3）IFNで細胞を処理す
ると、ADAR1（p150）レベルが増加するが、adRNAの非存在下でRNA標的を編集することは
ほとんどない可能性があり、（4）adRNAを添加したIFNでの細胞の処理はADAR1（p150）の
レベルの上昇につながり、adRNAの存在下では、高レベルの標的RNA編集につながる可能性
があり、（5）adRNA及びADAR2を添加したIFNでの細胞の処理により、ADAR1の発現レベル
が高くなり、RNA編集のレベルが高くなる。
【図２５】図25は、UAAからUAGへの変換率を示す。UAAは、ADAR2に基づく編集によりUAG
へと変換され、UAG 終止コドンを標的とするサプレッサーtRNAの添加は、GFP発現の部分
的な回復を導いた。
【図２６】図26は、筋ジストロフィーのmdxマウスモデルにおけるin vivoでのNA編集の結
果を示す。
【図２７】図27は、無差別な（promiscuous）C末端ADAR2の使用から生じた編集された配
列を示す。
【図２８】図28は、安定化骨格の編集効率を示す。
【図２９】図29は、単一 対 二重ADAR2リクルートドメインによる編集されたmRNAの画分
と対応する配列を示す。
【図３０】図30は、種々のMCP-ADAR骨格による編集されたmRNAの画分を示す。
【図３１】図31は、OTCのオルタナティブスプライスバリアントを示し、Hodges, P. E. &
 Rosenberg, L. E.から取得した。spfashマウス：オルニチントランスカルバミラーゼ遺
伝子におけるミスセンス変異もまた異常なmRNAスプライシングを生じる（Proc. Natl. Ac
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ad. Sci. U. S. A. 86, 4142-4146 (1989)）。
【発明を実施するための形態】
【０１０２】
　別途定義されない限り、本明細書で使用される技術用語及び科学用語は全て、本発明が
属する技術分野の技術者により通常理解されるものと同じ意味を有する。本明細書で提供
されるすべてのヌクレオチド配列は、5'から3'方向に示される。本明細書に記載されるも
のと類似又は同等の任意の方法及び材料を本発明の実施又は試験に使用することができる
が、好ましい方法、デバイス及び材料をここで説明する。本明細書で引用されたすべての
技術刊行物及び特許刊行物は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。本明細書
のいかなるものも、本発明が先行発明のおかげでそのような開示に先行する権利がないこ
とを認めるものと解釈されるべきではない。
【０１０３】
　本技術の実施は、特に明記しない限り、当業者の範囲内にある組織培養、免疫学、分子
生物学、微生物学、細胞生物学及び組換えDNAの慣用的な技術を使用する。例えば、以下
を参照のこと：Sambrook and Russell編 (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al, 3rd edition; Ausubel et al.編のシリーズ (2007) Current Protocols in Molecula
r Biology; Methods in Enzymologyのシリーズ (Academic Press, Inc., N.Y.); MacPher
son et al. (1991) PCR 1: A Practical Approach (IRL Press at Oxford University Pr
ess); MacPherson et al. (1995) PCR 2: A Practical Approach; Harlow and Lane編 (1
999) Antibodies, A Laboratory Manual; Freshney (2005) Culture of Animal Cells: A
 Manual of Basic Technique, 5th edition; Gait編 (1984) Oligonucleotide Synthesis
; 米国特許第4,683,195号; Hames and Higgins 編 (1984) Nucleic Acid Hybridization;
 Anderson (1999) Nucleic Acid Hybridization; Hames and Higgins編 (1984) Transcri
ption and Translation; Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press (1986)); Perbal 
(1984) A Practical Guide to Molecular Cloning; Miller and Calos編 (1987) Gene Tr
ansfer Vectors for Mammalian Cells (Cold Spring Harbor Laboratory); Makrides編 (
2003) Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells; Mayer and Walker編 (1987)
 Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, London); 
and Herzenberg et al.編 (1996) Weir’s Handbook of Experimental Immunology。
【０１０４】
　本明細書での説明に使用される用語は、具体的な実施形態を説明するためだけのもので
あり、本発明を制限するものとは意図されない。本明細書で言及される刊行物、特許出願
、特許及びその他の参考文献は全て、その全内容にわたって参照により組み込まれる。
【０１０５】
　数値による指定、例えば範囲を含むpH、温度、時間、濃度、及び分子量は全て、必要に
応じて増加分1.0若しくは0.1で、又は代わりに+/-15％、若しくは代わりに10％、若しく
は代わりに5％、若しくは代わりに2％の変動で(+)又は(-)変動する近似値である。必ずし
も明確に記述されるわけではないが、数値による指定は全て「約」という語に先行される
ことが理解されるべきである。必ずしも明確に記述されるわけではないが、本明細書に記
載される試薬は例示的なものに過ぎず、このようなものの同等物が当技術分野で既知であ
ることも理解されるべきである。
【０１０６】
　文脈が別途示さない限り、本明細書に記載される本発明の各種特徴が、任意の組合せで
使用可能であることが特に意図される。さらに本開示は、一部の実施形態において、本明
細書で示される任意の特徴又は特徴の組合せが、除外されうる又は省かれうることも企図
している。例示のため、複合体が成分A、B及びCを含むと明細書が記述する場合、A、B若
しくはCのいずれか、又はそれらの組合せが、単独で又は任意の組合せで省かれ放棄され
うることが特に意図される。
【０１０７】
　別途明確に示されない限り、指定される実施形態、特徴、及び語は全て、記述される実
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施形態、特徴、又は語、及びその生物学的同等物の両方を含むことを意図する。
【０１０８】
定義
　本明細書及び特許請求の範囲で使用される場合、文脈が別途明確に示さない限り、単数
形「a」、「an」及び「the」は複数の参照を含む。例えば、「ポリペプチド」という用語
は、複数のポリペプチド、例えばその混合物などを含む。
【０１０９】
　「約」という語は、本明細書で使用される場合、量又は濃度などの測定可能な値に言及
する場合、指定される量から20％、10％、5％、1％、0.5％、又はさらには0.1％の変動を
包含することが意図される。
【０１１０】
　本明細書で使用される場合、「～を含む」という語は、組成物及び方法が、記述される
要素を含むがその他の要素を除外しないことを意味することを意図される。組成物及び方
法を定義するために使用される場合、「～から本質的になる」は、意図する使用のために
、組み合わせにとって本質的に重要な他の要素を除外することを意味する。したがって、
本明細書で定義される要素から本質的になる組成物は、単離及び精製方法からの微量汚染
物質、並びにリン酸緩衝生理食塩水、防腐剤などの薬学的に許容される担体を除外しない
。「～からなる」は、その他の成分の微量元素及び本発明の組成物を投与するための実質
的な方法ステップを超えるものを除くことを意味するものとする。これらの移行語それぞ
れにより定義される実施形態は、本発明の範囲内である。
【０１１１】
　診断又は処置の「対象」は、細胞、又は動物、例えば哺乳動物など、又はヒトである。
診断又は処置の対象となる非ヒト動物は、感染症又は動物モデル、例えば、シミアン、ネ
ズミ類、例えばラット、マウスなど、チンチラ、イヌ類、例えばイヌ、ウサギ類、例えば
ウサギ、家畜、スポーツ動物、並びにペットである。
【０１１２】
　「タンパク質」、「ペプチド」及び「ポリペプチド」という語は、互換可能に、かつア
ミノ酸、アミノ酸アナログ又はペプチド模倣物の2つ以上のサブユニットの化合物を指す
ための最も広い意味で使用される。サブユニットはペプチド結合により連結されうる。別
の実施形態において、サブユニットはその他の結合、例えば、エステル、エーテルなどに
より連結されうる。タンパク質又はペプチドはアミノ酸少なくとも2つを含まなければな
らず、タンパク質又はペプチド配列を構成しうるアミノ酸の最大数に課される制限はない
。本明細書で使用される場合、「アミノ酸」という語は、グリシン、並びにD及びL両方の
光学異性体、アミノ酸アナログ並びにペプチド模倣物を含む、天然及び/又は非天然又は
合成アミノ酸のいずれかを指す。本明細書で使用する場合、「融合タンパク質」という用
語は、一般に各ドメインが異なる機能を果たす、複数の天然に存在するタンパク質又は組
換えにより産生されたタンパク質からのドメインで構成されるタンパク質を指す。これに
関して、「リンカー」という用語は、これらのドメインを一緒に連結するために使用され
るタンパク質断片を指し、任意的に、融合タンパク質ドメインのコンフォメーションを維
持し、及び/又はそれぞれの機能を損なう可能性のある融合されたタンパク質ドメイン間
の好ましくない相互作用を防ぐためのものである。
【０１１３】
　用語「ポリヌクレオチド」及び「オリゴヌクレオチド」は互換的に使用され、デオキシ
リボヌクレオチド若しくはリボヌクレオチド又はその類似体のいずれかの任意の長さのヌ
クレオチドのポリマー形態を指す。ポリヌクレオチドは、任意の3次元構造を有すること
ができ、既知又は未知の任意の機能を実行し得る。以下はポリヌクレオチドの非限定的な
例である：遺伝子又は遺伝子断片（例えば、プローブ、プライマー、EST又はSAGEタグな
ど）、エキソン、イントロン、メッセンジャーRNA（mRNA）、トランスファーRNA、リボソ
ームRNA、RNAi、リボザイム、cDNA、組換えポリヌクレオチド、分岐ポリヌクレオチド、
プラスミド、ベクター、任意の配列の単離されたDNA、任意の配列の単離されたRNA、核酸
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プローブ及びプライマー。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌクレオチド及びヌクレオチド
類似体などの修飾ヌクレオチドを含むことができる。存在する場合、ヌクレオチド構造へ
の修飾は、ポリヌクレオチドのアセンブリの前又は後に付与され得る。ヌクレオチドの配
列は、非ヌクレオチド成分によって中断されてもよい。ポリヌクレオチドは、標識成分と
の結合などにより、重合後にさらに修飾され得る。この用語はまた、二本鎖及び一本鎖の
分子の両方を指す。特に指定又は必要がない限り、ポリヌクレオチドである本発明の実施
形態は、二本鎖形態と、二本鎖形態を構成することが知られている又は予測される2つの
相補的一本鎖形態の各々の両方を包含する。
【０１１４】
　ポリヌクレオチドは、4つのヌクレオチド塩基の特定の配列から構成される：アデニン
（A）、シトシン（C）、グアニン（G）、チミン（T）、ポリヌクレオチドがRNAの場合に
はチミンの代わりにウラシル（U）。いくつかの実施形態において、ポリヌクレオチドは
、ヒポキサンチンがβ-N9-グリコシド結合を介してリボフラノースに結合して形成され、
以下の化学構造をもたらすヌクレオシドであるイノシン（I）など、1つ以上の他のヌクレ
オチド塩基を含むことができる：
【化１】

イノシンは、翻訳機構によってグアニン（G）として読み取られる。「ポリヌクレオチド
配列」という用語は、ポリヌクレオチド分子のアルファベット表記である。このアルファ
ベット表記は、中央処理装置を備えたコンピュータのデータベースに入力でき、機能ゲノ
ミクスやホモロジー検索などのバイオインフォマティクス用途に使用できる。
【０１１５】
　本明細書で使用される場合、「発現」とは、ポリヌクレオチドがmRNAに転写されるプロ
セス、及び/又は転写されたmRNAが次いでペプチド、ポリペプチド、若しくはタンパク質
に翻訳されるプロセスを指す。ポリヌクレオチドがゲノムDNA由来である場合、発現は真
核細胞におけるmRNAのスプライシングを含みうる。
【０１１６】
　「同等物」又は「生物学的同等物」という語は、特定の分子、生物学的又は細胞物質に
言及する場合に互換可能に使用され、それらが最小の相同性を有しつつ望ましい構造又は
機能性を依然として維持していることを意図する。
【０１１７】
　ポリヌクレオチドに適用される場合の「コードする」という語は、その天然の状況で、
又は当業者に周知の方法により操作された場合に転写及び/又は翻訳されてポリペプチド
及び/又はその断片のmRNAを産生することができる場合にそのポリペプチドを「コードす
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る」と言われるポリヌクレオチドを指す。アンチセンス鎖はこのような核酸の相補体であ
り、コード配列はそこから推測されうる。
【０１１８】
　本明細書で使用される場合、「機能性（機能的）」という語は、任意の分子、生物学的
又は細胞物質を修飾するのに、これらが特定の、指定される効果を実現することを意図す
るため使用されうる。
【０１１９】
　本明細書で使用される場合、「処置する」、「処置」などの用語は、所望の薬理学的及
び/又は生理学的効果を得ることを意味するために本明細書で使用される。効果は、疾患
、障害若しくは状態又はその兆候若しくは症状を完全又は部分的に予防するという点で予
防的であり、かつ/あるいは障害及び/又は障害に起因する有害作用の部分的又は完全な治
癒の観点で治療的であり得る。
【０１２０】
　「投与」は、治療の過程を通して連続的又は断続的に一用量で達成することができる。
最も効果的な投与手段及び投与量を決定する方法は、当業者に知られており、治療に使用
される組成物、治療の目的、処置される標的細胞、及び処置される対象によって変動し得
る。単回又は複数回の投与は、処置する医師によって選択された用量レベル及びパターン
で実行され得る。適切な剤形及び薬剤を投与する方法が当技術分野で既知である。投与経
路も決定することができ、最も効果的な投与経路を決定する方法は当業者に公知であり、
処置に使用される組成物、処置の目的、処置される対象の健康状態又は疾患のステージ、
並びに標的細胞又は組織によって異なり得る。投与経路の非限定的な例には、経口投与、
経鼻投与、注射、及び局所適用が挙げられる。
【０１２１】
　「有効量」という用語は、所望の効果を達成するのに十分な量を指す。治療的又は予防
的適用の文脈において、有効量は、問題の状態の種類及び重症度、並びに一般的な健康、
年齢、性別、体重、及び医薬組成物に対する抵抗性などの個々の対象の特徴に依存する。
免疫原性組成物の文脈において、いくつかの実施形態では、有効量は、病原体に対する防
御応答をもたらすのに十分な量である。他の実施形態では、免疫原性組成物の有効量は、
抗原に対する抗体生成をもたらすのに十分な量である。いくつかの実施形態において、有
効量は、それを必要とする対象に受動免疫を付与するために必要な量である。免疫原性組
成物に関して、いくつかの実施形態では、有効量は、上記の要因に加えて、意図する用途
、特定の抗原化合物の免疫原性の程度、及び対象の免疫系の健康/反応性に依存し得る。
当業者は、これらの及び他の要因に応じて適切な量を決定することができるだろう。
【０１２２】
　in vitroでの適用の場合、いくつかの実施形態では、有効量は、問題の適用のサイズと
性質に依存するだろう。また、in vitro標的の性質及び感受性、使用中の方法にも依存し
得る。当業者は、これら及び他の考慮事項に基づいて有効量を決定することができるだろ
う。有効量は、実施形態に応じて、組成物の1回以上の投与を含み得る。
【０１２３】
　「Cas9」という用語は、この名前で呼ばれるCRISPR関連エンドヌクレアーゼ（例えば、
UniProtKB G3ECR1（CAS9_STRTR））、並びにエンドヌクレアーゼ活性を欠くデッド型Cas9
又はdCas9（例えば、RuvC及びHNHドメインの両方に変異がある）を指す。「Cas9」という
用語は、他の大きなCas9タンパク質を含むがこれに限定されず、少なくとも約60％、65％
、70％、75％、80％、85％、90％、95％、又は99％の同一性を有する参照Cas9の同等物を
さらに指し得る。いくつかの実施形態において、Cas9はカンピロバクター・ジェジュニ（
Campylobacter jejuni）又は1000アミノ酸以下の長さの別のCas9オーソログに由来する。
【０１２４】
　「ベクター」という語は、複製又は発現され得る別の細胞に外来遺伝物質を人工的に運
ぶために使用されるポリヌクレオチド（通常はDNA）を指す。非限定的なベクターの例に
は、プラスミド、ウイルスベクター、コスミド、及び人工染色体が含まれる。そのような
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ベクターは、細菌及びウイルス供給源を含むさまざまな供給源に由来し得る。プラスミド
の非限定的な例示的ウイルス源は、アデノ随伴ウイルスである。
【０１２５】
　本明細書で使用される場合、「組換え発現系」という語は、組換えにより形成される特
定の遺伝物質の発現のための遺伝構築物（1若しくは複数）を指す。これに関して「構築
物」という用語は、本明細書で定義する「ベクター」という用語と互換的である。
【０１２６】
　「アデノ随伴ウイルス」又は「AAV」という語は、本明細書で使用される場合、この名
前に関連し、パルボウイルス科（Parvoviridae）のデペンドパルボウイルス（dependopar
vovirus）属に属するウイルスのクラスメンバーを指す。このウイルスの複数の血清型が
遺伝子送達に適していることが知られており、既知の血清型は全て各種組織型由来の細胞
に感染させることができる。順次付番される少なくとも11種が先行技術で開示されている
。本明細書で開示される目的において有用な、非限定的な例示的血清型には、11種の血清
型のいずれか、例えば、AAV2及びAAV8が含まれる。
【０１２７】
　本明細書で使用される場合、「レンチウイルス」という用語は、この名前に関連し、レ
トロウイルス科、レンチウイルス属に属するウイルスのクラスのメンバーを指す。いくつ
かのレンチウイルスは疾患を引き起こすことが知られているが、他のレンチウイルスは遺
伝子送達に適していることが知られている。例えば、Tomas et al. (2013) Biochemistry
, Genetics and Molecular Biology: “Gene Therapy - Tools and Potential Applicati
ons,” ISBN 978-953-51-1014-9, DOI: 10.5772/52534を参照。
【０１２８】
　本明細書で使用する場合、タンパク質の発現に関する「回復」という用語は、以前のタ
ンパク質発現が変異により切断された場合の全長タンパク質の発現を確立する能力を指す
。
【０１２９】
　本明細書で使用される場合、「変異」という用語は、タンパク質のコンセンサス配列と
比較したタンパク質をコードする核酸配列の変化を指す。「ミスセンス」変異により、あ
るコドンが別のコドンに置換される。「ナンセンス」変異は、特定のアミノ酸をコードす
るコドンから終止コドンにコドンを変更する。ナンセンス変異はしばしばタンパク質の切
断された翻訳を生じる。「サイレント」変異とは、得られるタンパク質に影響を与えない
ものである。本明細書で使用される「点突然変異」という用語は、遺伝子配列内の1ヌク
レオチドのみに影響を及ぼす変異を指す。「スプライス部位変異」とは、mRNA前駆体（イ
ントロンを除去するプロセシングの前）に存在する変異であり、スプライス部位の誤った
描写によるタンパク質の誤翻訳としばしば切断を生じる。
【０１３０】
　「メッセンジャーRNA」又は「mRNA」は、DNAから転写され、続いてイントロンとして知
られる非コード部分を除去するためにプロセシングされる核酸分子である。得られたmRNA
は核（又はDNAが存在する別の場所）から輸送され、タンパク質に翻訳される。「mRNA前
駆体（pre-mRNA）」という用語は、非コード部分を除去するためのプロセシングの前の鎖
を指す。
【０１３１】
　「トランスファーリボ核酸」又は「tRNA」は、mRNAをタンパク質に翻訳するのを助ける
核酸分子である。tRNAは、3つのヘアピンループを含む独特の折りたたみ構造を有してお
り、これらのループの1つは、アンチコドンをコードする「ステム」部分を含む。アンチ
コドンは、mRNA上の対応するコドンを認識する。各tRNAには、mRNAコドンに対応するアミ
ノ酸「が装填（charged with）」される。この「装填（charging）」は、tRNAシンテター
ゼ酵素によって達成される。アンチコドンに対応するコドンがtRNAで認識されると、tRNA
はそれが装填しているアミノ酸を成長中のアミノ酸鎖に移動して、ポリペプチド又はタン
パク質を形成する。内因性tRNAは、内因性tRNAシンテターゼによって装填され得る。した
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がって、内因性tRNAには、典型的には、標準アミノ酸が装填される。外部供与源に由来す
る直交tRNAには、対応する直交tRNAシンテターゼが必要である。このような直交tRNAには
、標準アミノ酸と非標準アミノ酸の両方が装填され得る。いくつかの実施形態において、
tRNAが装填しているアミノ酸は、in vivoでの検出を可能にするために検出可能に標識さ
れていてもよい。標識のための技術は当技術分野で公知であり、限定されるものではない
が、クリックケミストリー（非天然アミノ酸を含むアジド/アルキンが直交tRNA/シンテタ
ーゼの対によって追加され、したがってフルオロフォア又は他のそのような分子を含むア
ルキン/アジドを使用して検出できる）が含まれる。
【０１３２】
　「終止コドン」という用語は、翻訳の終結を知らせるメッセンジャーRNA内の3つのヌク
レオチドの連続した配列を意味する。非限定的な例には、RNAにはUAG、UAA、UGA、及びDN
AにはTAG、TAA又はTGAが含まれる。特に断りのない限り、この用語には、未成熟終止コド
ンを導入し、結果として生じるタンパク質を異常に短くする、DNA又はRNA内のナンセンス
変異も含まれる。様々な終止コドンに対応するtRNAは、アンバー（UAG）、オーカー（UAA
）、及びオパール（UGA）という特定の名前で知られている。
【０１３３】
　「標準アミノ酸」とは、以下の表に、3文字の略語、1文字の略語、構造、及び対応する
コドンを示す、ヒト体内に天然に見られる20のアミノ酸を指す：
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【０１３４】
　「非標準アミノ酸」という用語は、典型的には標準アミノ酸の化学合成又は修飾（例え
ばアミノ酸類似体）によって生成される、このグループ外の合成又は修飾アミノ酸を指す
。本開示は、本明細書に開示される方法及びベクターのいくつかにおいてタンパク質産生
非標準アミノ酸を使用する。非限定的な非標準アミノ酸の例はピロリシン（Pyl又はO）で
あり、その化学構造を以下に示す：

【化２】

イノシン（I）は、tRNAで一般的に見られる別の非標準アミノ酸の例であり、「ウォブル
（wobble）塩基対合」による適切な翻訳に必須である。イノシンの構造は上に提供される
。
【０１３５】
　本明細書で使用される場合、「ADAR」という用語は、RNA配列においてアデノシン（A）
をイノシン（I）に変換することができるアデノシンデアミナーゼを指す。ADAR1及びADAR
2は、in vivoでのmRNA編集に関与するADARの2つの典型的な種である。ADAR1の非限定的な
例示的配列は、以下の参照番号の下で見つけることができる：HGNC: 225；Entrez Gene: 
103；Ensembl: ENSG 00000160710；OMIM: 146920；UniProtKB: P55265；及びGeneCards: 
GC01M154554、並びにその生物学的同等物。ADAR2の非限定的な例示的配列は、以下の参照
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番号の下で見つけることができる：HGNC: 226；Entrez Gene: 104；Ensembl: ENSG000001
97381；OMIM: 601218；UniProtKB: P78563；及びGeneCards: GC21P045073、並びにその生
物学的同等物。触媒ドメインのさらなる非限定的な例示的配列は本明細書中上に提供され
ている。部位特異的ADAR編集を指示するために使用されるフォワード及びリバースRNAは
、それぞれ「adRNA」及び「radRNA」として知られる。ADAR1及びADAR2の触媒ドメインは
、本明細書中以下に示す配列に含まれる。
【０１３６】
　ADAR1触媒ドメイン:
KAERMGFTEVTPVTGASLRRTMLLLSRSPEAQPKTLPLTGSTFHDQIAMLSHRCFNTLTNSFQPSLLGRKILAAIIMKKD
SEDMGVVVSLGTGNRCVKGDSLSLKGETVNDCHAEIISRRGFIRFLYSELMKYNSQTAKDSIFEPAKGGEKLQIKKTVSF
HLYISTAPCGDGALFDKSCSDRAMESTESRHYPVFENPKQGKLRTKVENGEGTIPVESSDIVPTWDGIRLGERLRTMSCS
DKILRWNVLGLQGALLTHFLQPIYLKSVTLGYLFSQGHLTRAICCRVTRDGSAFEDGLRHPFIVNHPKVGRVSIYDSKRQ
SGKTKETSVNWCLADGYDLEILDGTRGTVDGPRNELSRVSKKNIFLLFKKLCSFRYRRDLLRLSYGEAKKAARDYETAKN
YFKKGLKDMGYGNWISKPQEEKNFYLCPV
【０１３７】
　ADAR2触媒ドメイン:
QLHLPQVLADAVSRLVLGKFGDLTDNFSSPHARRKVLAGVVMTTGTDVKDAKVISVSTGTKCINGEYMSDRGLALNDCHA
EIISRRSLLRFLYTQLELYLNNKDDQKRSIFQKSERGGFRLKENVQFHLYISTSPCGDARIFSPHEPILEEPADRHPNRK
ARGQLRTKIESGEGTIPVRSNASIQTWDGVLQGERLLTMSCSDKIARWNVVGIQGSLLSIFVEPIYFSSIILGSLYHGDH
LSRAMYQRISNIEDLPPLYTLNKPLLSGISNAEARQPGKAPNFSVNWTVGDSAIEVINATTGKDELGRASRLCKHALYCR
WMRVHGKVPSHLLRSKITKPNVYHESKLAAKEYQAAKARLFTAFIKAGLGAWVEKPTEQDQFSLT
【０１３８】
　ADARの二本鎖RNA結合ドメイン（dsRBD）は、本明細書中以下に示す配列に含まれる。
【０１３９】
　ADAR dsRBD:
MDIEDEENMSSSSTDVKENRNLDNVSPKDGSTPGPGEGSQLSNGGGGGPGRKRPLEEGSNGHSKYRLKKRRKTPGPVLPK
NALMQLNEIKPGLQYTLLSQTGPVHAPLFVMSVEVNGQVFEGSGPTKKKAKLHAAEKALRSFVQFPNASEAHLAMGRTLS
VNTDFTSDQADFPDTLFNGFETPDKAEPPFYVGSNGDDSFSSSGDLSLSASPVPASLAQPPLPVLPPFPPPSGKNPVMIL
NELRPGLKYDFLSESGESHAKSFVMSVVVDGQFFEGSGRNKKLAKARAAQSALAAIFN
【０１４０】
　ADAR及び/又はその様々なドメインの配列にさらなる変異を加えることができることが
理解される。例えば、出願人は、ADAR1及びADAR2の両方のE488Q及びE1008Q変異体、並び
にC末端の欠失に起因するADAR2の「無差別な（promiscuous）」バリアントを生成した。
この「無差別な」バリアントは、AからGへの変換を示す標的配列に近い複数のAで編集さ
れた読み取りで乱雑性（promiscuity）を示したため（2つの異なる遺伝子座で検証）、そ
のように知られている。このバリアントの配列を以下に示す。
【０１４１】
　「無差別な（promiscuous）」ADAR2バリアント:
MLRSFVQFPNASEAHLAMGRTLSVNTDFTSDQADFPDTLFNGFETPDKAEPPFYVGSNGDDSFSSSGDLSLSASPVPASL
AQPPLPVLPPFPPPSGKNPVMILNELRPGLKYDFLSESGESHAKSFVMSVVVDGQFFEGSGRNKKLAKARAAQSALAAIF
NLHLDQTPSRQPIPSEGLQLHLPQVLADAVSRLVLGKFGDLTDNFSSPHARRKVLAGVVMTTGTDVKDAKVISVSTGTKC
INGEYMSDRGLALNDCHAEIISRRSLLRFLYTQLELYLNNKDDQKRSIFQKSERGGFRLKENVQFHLYISTSPCGDARIF
SPHEPILEEPADRHPNRKARGQLRTKIESGEGTIPVRSNASIQTWDGVLQGERLLTMSCSDKIARWNVVGIQGSLLSIFV
EPIYFSSIILGSLYHGDHLSRAMYQRISNIEDLPPLYTLNKPLLSGISNAEARQPGKAPNFSVNWTVGDSAIEVINATTG
KDELGRASRLCKHALYCRWMRVHGKVPSHLLRSKITKPNVYHESKLAAKEYQAAKARLFTAFIKAGLGAWVEKPTEQDQF
SLTP*
理論に拘束されるものではないが、ADAR1におけるC末端欠失は同じ又は同様の効果を生じ
得る。
【０１４２】
　本明細書で使用される場合、「欠損」という用語は、特定の作用剤の通常より低い（生
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理学的に許容される）レベルを指す。タンパク質の文脈では、欠損とは、全長タンパク質
の正常レベルよりも低いことを指す。
【０１４３】
　本明細書で使用される場合、「ジストロフィン」という用語は、その名前に対応し、遺
伝子Dmdによってコードされるタンパク質を指す。その非限定的な例は、UniProt参照番号
P11532（ヒト）及びP11531（マウス）に見られる。
【０１４４】
　本明細書で使用される場合、「オルニチントランスカルバミラーゼ」又は「OTC」とい
う用語は、その名前に対応し、遺伝子Otcによってコードされるタンパク質を指す。その
非限定的な例は、UniProt参照番号P00480（ヒト）及びP11725（マウス）に見られる。OTC
欠損症は、血中に高濃度のアンモニアを生じるX連鎖遺伝病である。いくつかの場合には
、OTC欠損症は、エキソン4のドナースプライス部位のG→Aスプライス部位変異によって引
き起こされ、mRNA前駆体（pre-mRNA）の誤ったスプライシングが生じる。この変異により
、伸長されたタンパク質又は点突然変異を伴うタンパク質が形成される。OTCタンパク質
レベルは15～20倍減少する。図31（Hodges, P. E. & Rosenberg, L. E. The spfash mous
e: a missense mutation in the ornithine transcarbamylase gene also causes aberra
nt mRNA splicing. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 86, 4142-4146 (1989)から取得）
は、生成されるオルタナティブ形態を示す。以下にその配列を示す：

上に示すように、正確なスプライスバリアントは、変異が存在する場合に生成され得るが
、そのような生成はミスセンス変異を生じ、これもまたOTC欠損症に寄与し得る。
【０１４５】
　単独又は「モチーフ」と組み合わせて使用される用語「ヘアピン」、「ヘアピンループ
」、「ステムループ」、及び/又は「ループ」は、オリゴヌクレオチドとの関連で使用さ
れ、反対方向の塩基対で読み取られたときに相補的であり、ヘアピン又はループに似た立
体構造を有する領域を形成する一本鎖内の配列である場合に一本鎖オリゴヌクレオチドで
形成される構造を指す。
【０１４６】
　本明細書で使用される場合、「ドメイン」という用語は、タンパク質又はポリペプチド
の特定の領域を指し、特定の機能に関連している。例えば、「RNAヘアピンモチーフと会
合するドメイン」とは、1つ以上のRNAヘアピンに結合するタンパク質のドメインを指す。
この結合は、任意的に特定のヘアピンに特異的なものであり得る。例えば、M2バクテリオ
ファージコートタンパク質（MCP）は、MS2ステムループを含むがこれに限定されない特定
のステムループ構造に特異的に結合することができる。例えば、Peabody, D.S., “The R
NA binding site of bacteriophage MS2 coat protein.” EMBO J. 12(2):595-600 (1993
); Corrigan and Chubb, “Biophysical Methods in Cell Biology” Methods in Cell B
iology (2015)を参照。同様に、本明細書で「N22ペプチド」と呼ばれるλN22は、BoxBス
テムループを含むがこれに限定されない特定のステムループ構造に特異的に結合すること
ができる。例えば、Cilley and Williamson, “Analysis of bacteriophage N protein a
nd peptide binding to boxB RNA using polyacrylamide gell coelectrophoresis (PACE
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).” RNA 3(1):57-67 (1997)を参照。MCP及びMS2ステムループとN22ペプチド及びBoxBル
ープの両方の配列は、それぞれADAR（MCP、N22ペプチド）との融合タンパク質及びadRNA
（MS2ステムループ、BoxBループ）での使用の文脈で本明細書中上に提供される。
【０１４７】
　本明細書で使用される場合、「APOBEC」という用語は、mRNA編集（CからUへの変換の触
媒）に関与する進化的に保存されたシチジンデアミナーゼのファミリー内に入る任意のタ
ンパク質、及びその同等物を指す。いくつかの態様では、APOBECという用語は、APOBEC1
、APOBEC2、APOBEC3A、APOBEC3B、APOBEC3C、APOBEC3E、APOBEC3F、APOBEC3G、APOBEC3H
、APOBEC4、又はそれらの各々の同等物のいずれか1つを指す。1つ以上のAPOBECドメイン
を含む融合タンパク質の非限定的な例示的配列は、ADARドメインに融合されるか、又はRN
A編集系での使用に適するようにする代替ドメインに融合されて本明細書で提供される。
この目的のために、APOBECはADARと同等と見なすことができる。つまり、異なる変換によ
る編集を触媒する。したがって、理論に拘束されるものではないが、出願人は、ADARに基
づく編集系で使用するために本明細書で企図されるすべての実施形態は、APOBECに基づく
RNA編集系での使用に適合し得ると考える。
【０１４８】
　本明細書で使用する場合、「インターフェロン」という用語は、免疫応答に関連するこ
とが知られている一群のシグナル伝達タンパク質を指す。本出願の文脈では、対象のイン
ターフェロンは、ADARの発現の増強をもたらすものである。インターフェロンαとADAR1
の間の相関関係は周知であり、したがって、本開示は、内因性ADAR1発現を増加させる手
段としてインターフェロンαの使用を想定している。単離された又は組換えインターフェ
ロンαの商業的供給源には、Sigma-Aldrich、R&D Sytems、Abcam、及びThermo Fisher Sc
ientificが挙げられるが、これらに限定されるものではない。あるいは、インターフェロ
ンαは、既知のベクター及び所定のタンパク質配列、例えばQ6QNB6（ヒトIFNA）を使用し
て生成し得る。
【０１４９】
　明確な記述なしに、かつ別途意図されない限り、本開示がポリペプチド、タンパク質、
ポリヌクレオチド又は抗体に関する場合、このようなものの同等物又は生物学的同等物は
本開示の範囲内であることが意図されることが推測されるべきである。本明細書で使用さ
れる場合、「その生物学的同等物」という語は、参照タンパク質、抗体、ポリペプチド又
は核酸に言及する場合、「その同等物」と同義であることを意図され、それらが最小の相
同性を有しつつ望ましい構造又は機能性を依然として維持していることを意図する。本明
細書で特に記述されない限り、本明細書で言及される任意のポリヌクレオチド、ポリペプ
チド又はタンパク質は、その同等物も含むことが企図される。例えば、同等物は少なくと
も約70％の相同性若しくは同一性、又は少なくとも80％の相同性若しくは同一性、代わり
に、又は少なくとも約85％、又は代わりに少なくとも約90％、又は代わりに少なくとも約
95％、又は代わりに98％パーセントの相同性若しくは同一性を意図し、参照タンパク質、
ポリペプチド又は核酸と実質的に同等の生物学的活性を示す。代わりに、ポリヌクレオチ
ドに言及する場合、その同等物はストリンジェントな条件下で参照ポリヌクレオチド又は
その相補体にハイブリダイズするポリヌクレオチドである。
【０１５０】
　出願者らは本明細書で、下記の遺伝子及びタンパク質の導入及び発現技術における使用
のためのポリペプチド及び/又はポリヌクレオチド配列を提供している。必ずしも明確に
記述されるわけではないが、本明細書で提供される配列は、発現産物、及び同じ生物学的
特性を有するタンパク質を産生する実質的に同一の配列をもたらすために使用されうるこ
とが理解されるべきである。これらの「生物学的に同等の」又は「生物学的に活性な」ポ
リペプチドは、本明細書に記載される同等のポリヌクレオチドによりコードされる。これ
らは、デフォルト条件下で実行される配列同一性方法を使用して比較した場合に、参照ポ
リペプチドに対し少なくとも60％、又は代わりに少なくとも65％、又は代わりに少なくと
も70％、又は代わりに少なくとも75％、又は代わりに少なくとも80％、又は代わりに少な
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くとも85％、又は代わりに少なくとも90％、又は代わりに少なくとも95％、又は代わりに
少なくとも98％同一の一次アミノ酸配列を有しうる。特定のポリペプチド配列が、特定の
実施形態の例として提供される。配列に対する、アミノ酸に対する、類似した電荷を有す
る代替のアミノ酸による改変。さらに、同等のポリヌクレオチドは、ストリンジェントな
条件下で参照ポリヌクレオチド若しくはその相補体にハイブリダイズするポリヌクレオチ
ドであり、又はポリペプチドに関しては、ストリンジェントな条件下で、ポリヌクレオチ
ド若しくはその相補鎖をコードする参照にハイブリダイズするポリヌクレオチドによりコ
ードされるポリペプチドである。代わりに、同等のポリペプチド又はタンパク質は、同等
のポリヌクレオチドから発現されるポリペプチド又はタンパク質である。
【０１５１】
　「ハイブリダイゼーション」は、1つ以上のポリヌクレオチドが反応して、ヌクレオチ
ド残基の塩基間の水素結合を介して安定化した複合体を形成する反応を指す。水素結合は
、Watson-Crick塩基対形成、Hoogstein結合によって、又は任意のその他の配列特異的様
式で発生しうる。複合体は、二重鎖構造を形成する2本の鎖、複数鎖複合体を形成する3本
以上の鎖、単一の自己ハイブリダイズした鎖、又はこれらのうちの任意の組合せを含みう
る。ハイブリダイゼーション反応は、PC反応の開始、又はリボザイムによるポリヌクレオ
チドの酵素的切断などのより広範なプロセスにおけるステップを構成しうる。
【０１５２】
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の例には、インキュベーション温度約
25℃～約37℃、ハイブリダイゼーション緩衝液濃度約6x SSC～約10x SSC、ホルムアミド
濃度約0％～約25％、及び洗浄溶液約4x SSC～約8x SSCが含まれる。中度のハイブリダイ
ゼーション条件の例には、インキュベーション温度約40℃～約50℃、緩衝液濃度約9x SSC
～約2x SSC、ホルムアミド濃度約30％～約50％、及び洗浄溶液約5x SSC～約2x SSCが含ま
れる。高ストリンジェンシー条件の例には、インキュベーション温度約55℃～約68℃、緩
衝液濃度約lx SSC～約0.1x SSC、ホルムアミド濃度約55％～約75％、及び洗浄溶液約lx S
SC、0.1x SSC、又は脱イオン水が含まれる。一般的に、ハイブリダイゼーションインキュ
ベーション時間は5分～24時間であり、1、2、又はそれを超える洗浄ステップを有し、洗
浄インキュベーション時間は約1、2、又は15分である。SSCは0.15M NaCl及び15mMクエン
酸緩衝液である。その他の緩衝液系を使用するSSCの同等物が使用可能であることが理解
される。
【０１５３】
　「相同性」又は「同一性」又は「類似性」は、2つのペプチド間又は2つの核酸分子間の
配列類似性を指す。相同性は、比較のためにアラインメントされうる各配列における位置
を比較することにより決定可能である。比較された配列における位置が同じ塩基又はアミ
ノ酸により占められていた場合、その分子はその位置において相同である。配列間の相同
性の程度は、配列により共有される一致した又は相同な位置の数次第である。「無関係の
」又は「非相同」配列は、本発明の配列のうち1つと40％未満の同一性、又は代わりに25
％未満の同一性を共有する。
【０１５４】
本開示を実施する形態
　点突然変異は多くの遺伝性疾患の根底にある。この点で、プログラム可能なDNAヌクレ
アーゼは突然変異の修復に使用されているが、遺伝子治療への使用には複数の課題がある
。1つ目は、相同組換え効率が典型的に細胞中で低いこと、2つ目は、活性なヌクレアーゼ
は、永続的なオフターゲット変異を導入するリスクを示すこと、そして、3つ目は、一般
的なプログラム可能なヌクレアーゼは、典型的には、in vivo免疫原性の可能性を高める
非ヒト起源の要素を含むことである。これらに照らして、代わりに直接RNAを標的とする
アプローチ、及び宿主に固有の分子機構の使用が非常に望ましいだろう。これに向けて、
出願人は、コドン抑制でのtRNAの使用とRNA編集でのアデノシンデアミナーゼの使用に基
づいて、本明細書で一緒にtRiADと呼ばれる2つの補完的アプローチを設計し、最適化した
。具体的には、改変型内因性tRNA又はRNA編集酵素ADAR及び関連するガイドRNA（adRNA）
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ナンセンス変異を有するmdxマウスモデルの未成熟終止コドンのリードスルー及び修正を
可能にした。さらに出願人は、オルニチントランスカルバミラーゼ（OTC）欠損症のspfas
hマウスモデルの肝臓RNAにおける点突然変異のADAR2媒介修正を操作した。まとめると、
本明細書に開示する結果は、in vivoでのRNAターゲティングのためのサプレッサーtRNA及
びADAR2の使用を確立し、この統合されたtRiADアプローチは、エフェクターRNA及びヒト
タンパク質を利用するため、強固で、ゲノム的に傷がなく、潜在的に非免疫原性である。
【０１５５】
　本開示の態様は、tRNAに基づくタンパク質編集系、任意的に単独で、又は対象に対する
ADARのための1以上のフォワードガイドRNA（「adRNA」）及びADARのための1以上の対応す
るリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADARに基づくRNA編集系と組み合わせたtRNAに
基づくタンパク質編集系に関し、ADARに基づくRNA編集系は、遺伝子をコードするRNA配列
中の点突然変異を特異的に編集する。
【０１５６】
　tRNAに基づくタンパク質編集系は、タンパク質のオフターゲット編集を防ぐために内因
性改変型tRNA及び／又は直交tRNAを含み得る。これに関して、これらのtRNAを制御するた
めの系を以下に開示する。
【０１５７】
　ADARに基づくRNA編集系で使用するためのadRNA構築は比較的単純で、標的に相補的なRN
Aターゲティングドメインと、任意的に、種々のタンパク質のRNA結合ドメインをリクルー
トする1つ又は2つのリクルートドメイン（アプタマーとも呼ばれる）を含む。任意的なリ
クルートドメインは、RNAターゲティングドメインの5'及び/又は3'末端に配置される。そ
のmRNA標的に結合したadRNAの概略図を図23Cに示す。いくつかの実施形態において、adRN
AはA-Cミスマッチを特徴としており、ADARの編集機能を促す。同様のフレームワークを使
用して、核に存在するmRNA前駆体（pre-mRNA）をターゲティングするように骨格を適合さ
せることにより、イントロンプロセシングの前にmRNA前駆体をターゲティングし得る。こ
のアプローチは、スプライス部位の変異を含むOTC欠損を含む非限定的な例示的方法で行
われるが、mRNA編集アプローチは、ナンセンス変異を含むジストロフィン欠損を含む非限
定的な例示的方法で行われる。
【０１５８】
　出願人は、図19Cに示す一連の骨格を試験して、ADARのRNA結合ドメインをリクルートし
た。図示されている配列はリクルートドメインを表し、イタリック体のNは標的に相補的
なヌクレオチドを表す。Cは、編集機能を促すミスマッチである。さまざまな長さとミス
マッチ位置の配列を試験して、所望の標的に最良なadRNAを決定し得る。例えば、出願人
が生成したadRNAのリクルートドメインの残基は、次のように改変した（5'-3'）：
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【０１５９】
　折りたたみ後のV2の構造を図23Dとして提供する。また対応するradRNAを以下のように
作製した：

【０１６０】
　標的mRNAに対して得られるadRNA及びradRNA対の概要を図16Cに示す。
【０１６１】
　ターゲティングドメイン中のCミスマッチの位置を変化させながら（イタリック体のN）
ターゲティングドメインのいずれかの末端における2つのADARリクルートドメイン（黒字
）を用いた別の骨格フレームワークもまた出願人によって適用された。

【０１６２】
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　これらの非限定的な例示的な骨格は、特定の標的に対するadRNA及びradRNAの操作のた
めの鋳型を提供し、本明細書に開示される例示的な方法に従って実施される比較有効性研
究に基づいて最適化され得る。
【０１６３】
　いくつかの実施形態において、ADARに基づく編集系は、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q
変異体各々、ADARの触媒ドメイン及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメインを含む融
合タンパク質、ADARの触媒ドメイン及びデッド型Cas9（dead Cas9）を含む融合タンパク
質、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOBECを含む融合タンパク質をさらに含む。さら
なる実施形態において、RNAヘアピンモチーフと会合するドメインは、MS2バクテリオファ
ージコートタンパク質（MCP）及びN22ペプチドの群から選択される。いくつかの実施形態
において、adRNAは、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含む。いくつかの実施形態におい
て、1つ以上のRNAヘアピンモチーフは、MS2ステムループ及びBoxBループの群から選択さ
れる。
【０１６４】
　理論に拘束されるものではないが、出願人は、ADARからの二本鎖RNA結合モチーフがい
くつかの二本鎖RNA配列に結合する可能性があり、したがって、オフターゲット効果が生
じる可能性があると考えている。そのような効果を避けるために、出願人は、外因性タン
パク質ドメインを使用してadRNAのRNAヘアピンモチーフを認識することを想定している。
ADAR1とADAR2は両方とも、RNA結合ドメインと、アデノシンからイノシンへの変換を触媒
する触媒ドメインからなる。触媒ドメインは、RNA結合ドメインから切り離すことができ
る。我々の目的は、オフターゲット効果を減らしながら標的アデノシンの高い編集効率を
達成することであり、したがって、代替RNA結合ドメインを探索している。出願人は、ADA
R1又はADAR2の触媒ドメインを、MCP、N22、又はデッド型CjCas9などの異なるRNA結合ドメ
イン（又はSaCas9、CRISPR-Cas13などからの他のRNAターゲティングCRISPR）に融合した
。適切なガイドRNA（adRNA）を追加すると、融合タンパク質が標的にリクルートされ、ア
デノシンからイノシンへの変化をさらに触媒する。この場合、デッド型CjCas9（及び伸長
によるその他のCRISPR）は、基本的にRNA結合ドメインとして機能し、これが順にエフェ
クターに繋がれ得る。
【０１６５】
　ドメインは、ADAR触媒ドメインに融合され、RNAヘアピンモチーフを含む特定のadRNAを
特異的にターゲティングするADARを生成する。例えば、出願人は、ADAR1又はADAR2の触媒
ドメインとそれぞれの変異体E488Q及びE1008Qに融合したMS2バクテリオファージコートタ
ンパク質（MCP）を使用し、RNAのMS2ステムループを使用して融合タンパク質をリクルー
トした（図23A）。この系と同様に、出願人は、boxBアプタマーを利用して融合タンパク
質をリクルートしながら、ADAR1又はADAR2（及びその変異体）の触媒ドメインに融合した
N22ペプチドも利用した。したがって、単一又は二重ヘアピン（MS2/BoxBループ）の追加
に基づいて、ADARの1又は2コピーをリクルートすることができる（図23A）。PP7ヘアピン
も同様に使用することが考えられる。
【０１６６】
　Cミスマッチがターゲティングドメイン内で変化する可能性のある、MCPに基づく融合タ
ンパク質のリクルートのための非限定的なフレームワーク配列を本明細書中以下に示す（
小文字は、下線付きヘアピンの安定化に役立つリンカーを表す）：

　別の非限定的なフレームワーク配列は、N22に基づく融合タンパク質のために提供され
る：
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　別のアプローチは、Cas9と関連するadRNAのリクルートドメインに対するものであり、
デッド型Cas9をADAR触媒ドメインに結合し、これにより、特定のリクルートの同じ効果が
得られる。リクルートのための非限定的なフレームワーク配列は、Cas9に基づく融合タン
パク質のために提供される：

【０１６８】
　APOBECにはRNA編集機能もある（図23B）。したがって、ADARに基づく編集系の代わりに
又はそれに加えて使用することができる。例えば、出願人は、標的化C→T RNA編集を操作
するためにAPOBECとのMCP/N22ペプチド融合物を作製した。さらに、出願人はADAR2の二本
鎖RNA結合ドメイン（dsRBD）をAPOBECと融合させ、その結果、adRNAによってAPOBECをリ
クルートすることができた。
【０１６９】
　融合タンパク質への核移行シグナル（NLS）の付加は、核RNA（すなわちmRNA前駆体）の
ターゲティングを助けることができ、融合タンパク質への核輸送シグナル（NES）の付加
は、本明細書に開示の実施形態のいずれかにおいて細胞質RNAのターゲティングを助ける
ことができる。この方法は、スプライス部位の変異を編集する場合に役立ち、これにより
、mRNA前駆体のイントロンが正しくプロセシングされないため、翻訳用のmRNAが不正確と
なる。異常なOTC発現の大部分は切断型OTCタンパク質をもたらすスプライス部位の変異に
由来するため、OTC欠損はadRNA骨格でmRNA前駆体をターゲティングすることが有用な例で
ある。RNA局在化（移行）タグをadRNAにさらに追加すると、特定の細胞区画にRNAをター
ゲティングできる。
【０１７０】
　adRNAが1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含む場合のさらなる実施形態において、1つ以
上のRNAヘアピンモチーフは、A－UをG－Cに置換することによって安定化される。いくつ
かの実施形態において、adRNAは、adRNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メチル、2′-O-
メチル3′ホスホロチオエート、又は2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ以上を組み込
むことによって安定化される。
【０１７１】
　より一般的には、adRNAのRNAターゲティングドメインは、標的アデノシンの位置にCミ
スマッチを含みながら標的mRNAに相補的であるように設計されていることが理解できる。
adRNAのリクルートドメインは一定である。非限定的な例として以下がある：
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【０１７２】
　オフターゲット効果を防ぐための調整又は代替アプローチは、内因性ADARを利用するこ
とである。ADAR2は、脳、肺、脾臓などの組織で高度に発現しているが、ADAR1は遍在的に
発現しており、一般的な発現レベルはADAR1よりも高い。したがって、出願人は、内因性A
DARによるRNA編集を操作するために2つの方法を提案する。第1に、ADAR1の発現は、イン
ターフェロン、例えばインターフェロンαなどの分子によって刺激され得る。第2に、骨
格はADAR1を動員（リクルート）するために特別に設計され、v1-v13骨格だけでなく、本
明細書で上記に開示されたいくつかの化学修飾骨格で実験を行っている。過剰発現とは対
照的に、内因性ADARを使用すると、オフターゲット効果を制限するのに役立ち得る。
【０１７３】
組換え発現系及びベクター
　本開示の態様は、ベクター及び組換え発現系に関する。
【０１７４】
　例えば、一部の態様は、タンパク質をコードするRNA配列中に点突然変異を含むコドン
を認識するアンチコドン配列を有する1つ以上のtRNAをコードするベクターに関するもの
であり、任意的に、点突然変異が未成熟終止コドンを生じる。いくつかの実施形態におい
て、点突然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる。いくつ
かの実施形態において、tRNAは、点突然変異を含むコドンを認識する改変型アンチコドン
ステムを有する内因性tRNAである。さらなる実施形態において、tRNAにセリンが装填され
る。いくつかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填された直交tRNAである
。さらなる実施形態において、ベクターは、対応するtRNAシンテターゼをさらに含む。い
くつかの実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシンテ
ターゼである。直交tRNAを含むいくつかの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシ
ンである。いくつかの実施形態において、ベクターは、点突然変異を含むコドンを認識す
るアンチコドン配列を有する2つのtRNAをコードする。いくつかの実施形態において、ベ
クターはAAVベクターであり、任意的にAAV8ベクターである。いくつかの実施形態におい
て、タンパク質はジストロフィンである。
【０１７５】
　さらなる態様は、対象に対してADARのための1以上のフォワードガイドRNA（「adRNA」
）及びADARのための1以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADARに基づ
くRNA編集系をコードする1つ以上のベクターを含む組換え発現系に関し、ADARに基づくRN
A編集系は、タンパク質をコードするRNA配列中の点突然変異を特異的に編集するものであ
る。いくつかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有する、
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ナンセンス変異、任意的には未成熟終止コドンを生じる。いくつかの実施形態において、
ADARに基づくRNA編集系は、UAAをUIAに変換し、任意的に、さらにUIAをUIIに変換する。
いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系は、UAAをUAIに変換する。いくつ
かの実施形態において、点突然変異は、DNA配列CAG及びRNA配列CAGを有するミスセンス変
異又はスプライス部位を生じる。いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系
は、CAGをCIGに変換する。さらなる実施形態において、1つ以上のベクターは、アンバー
コドンを標的とするtRNAをさらにコードする。いくつかの実施形態において、ADARに基づ
く編集系は、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q変異体各々、ADARの触媒ドメイン及びRNAヘ
アピンモチーフと会合するドメインを含む融合タンパク質、ADARの触媒ドメイン及びデッ
ド型Cas9を含む融合タンパク質、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOBECを含む融合タ
ンパク質をさらに含む。さらなる実施形態において、RNAヘアピンモチーフと会合するド
メインは、MS2バクテリオファージコートタンパク質（MCP）及びN22ペプチドの群から選
択される。いくつかの実施形態において、adRNAは、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含
む。いくつかの実施形態において、1つ以上のRNAヘアピンモチーフは、MS2ステムループ
及びBoxBループの群から選択され、及び／又はA－UをG－Cに置換することによって安定化
される。いくつかの実施形態では、adRNAは、adRNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メチ
ル、2′-O-メチル3′ホスホロチオエート、又は2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ以
上を組み込むことによって安定化される。
【０１７６】
　概して、RNAなどの遺伝物質を1つ以上のベクターにパッケージングする方法は当技術分
野で周知である。例えば遺伝物質を、パッケージングベクター及び細胞株を使用してパッ
ケージングし、従来の組換え法により導入することができる。
【０１７７】
　一部の実施形態において、パッケージングベクターとしては、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、及びアデノ随伴ウイルスベクター
（任意選択でAAV8）が挙げられるがこれらに限定されない。パッケージングベクターは、
遺伝物質の細胞への送達を促進する因子及び配列を含む。例えば、レトロウイルス構築物
は、複製可能なヘルパーウイルスの産生なしに、複製不全レトロウイルスベクターをパッ
ケージングするのに必要とされ、かつ高力価の複製不全レトロウイルスベクターをパッケ
ージングすることができるビリオンタンパク質を産生するためのものであるビリオンタン
パク質を全てトランスにコードする複製不全レトロウイルスゲノム由来の少なくとも1つ
のレトロウイルスヘルパーDNA配列を含むパッケージングプラスミドである。レトロウイ
ルスDNA配列は、ウイルスのウイルス5'LTRの天然のエンハンサー及び/又はプロモーター
をコードする領域を欠き、ヘルパーゲノムをパッケージングするのに関与するpsi機能配
列、及び3'LTRの両方を欠くが、外来性のポリアデニル化部位、例えばSV40ポリアデニル
化部位、並びにウイルス産生が望まれる細胞型における効率的な転写を導く外来性のエン
ハンサー及び/又はプロモーターをコードする。レトロウイルスは、モロニーマウス白血
病ウイルス（MMLV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、又はテナガザル白血病ウイルス（G
ALV）などの白血病ウイルスである。外来性のエンハンサー及びプロモーターは、ヒトサ
イトメガロウイルス（HCMV）極初期（immediate early）（IE）エンハンサー及びプロモ
ーター、モロニーマウス肉腫ウイルス（MMSV）のエンハンサー及びプロモーター（U3領域
）、ラウス肉腫ウイルス（RSV）のU3領域、脾フォーカス形成ウイルス（SFFV）のU3領域
、又は天然モロニーマウス白血病ウイルス（MMLV）プロモーターに結合したHCMV IEエン
ハンサーとすることができる。
【０１７８】
　レトロウイルスパッケージングプラスミドは、プラスミドベースの発現ベクターにより
コードされる2つのレトロウイルスヘルパーDNA配列からなっていてよく、例えば第1のヘ
ルパー配列は、同種指向性MMLV又はGALVのgag及びpolタンパク質をコードするcDNAを含み
、第2のヘルパー配列は、envタンパク質をコードするcDNAを含む。宿主範囲を決定するEn
v遺伝子は、異種指向性、両種指向性、同種指向性、多指向性（ミンクフォーカス形成）
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若しくは10A1マウス白血病ウイルスenvタンパク質、又はテナガザル白血病ウイルス（GAL
V）envタンパク質、ヒト免疫不全ウイルスenv（gp160）タンパク質、水疱性口内炎ウイル
ス（VSV）Gタンパク質、ヒトT細胞白血病（HTLV）I型及びII型env遺伝子産物をコードす
る遺伝子、上述のenv遺伝子のうち1つ以上の組合せ由来のキメラエンベロープ遺伝子、又
は上述のenv遺伝子産物の細胞質部及び膜貫通部をコードするキメラエンベロープ遺伝子
、並びに望ましい標的細胞の特定の表面分子に対するモノクローナル抗体由来であってよ
い。同様のベクターベースの系では、スリーピングビューティーベクター（sleeping bea
uty vector）又はトランスポゾン因子などのその他のベクターを使用してもよい。
【０１７９】
　次いで、生じるパッケージングされた発現系を、本明細書で開示される方法態様に関し
て詳細に論じられる適切な投与経路を介して導入することができる。
【０１８０】
組成物
　さらなる態様は、本明細書に開示されるベクターのいずれか1つ以上を含む組成物に関
する。いくつかの実施形態において、組成物は、内因性ADAR1発現を増強するための有効
量のインターフェロンをさらに含む。さらなる実施形態において、インターフェロンはイ
ンターフェロンαである。
【０１８１】
　簡潔に言えば、特許請求の範囲に記載の組成物のいずれか1つを含むがこれに限定され
ない本開示の医薬組成物は、1つ以上の薬学的又は生理学的に許容される担体、希釈剤又
は賦形剤と組み合わせて、本明細書に記載の標的細胞集団を含み得る。
【０１８２】
　周知の担体の例には、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン、デキス
トラン、ナイロン、アミラーゼ、天然及び修飾セルロース、ポリアクリルアミド、アガロ
ース及び磁鉄鉱が含まれる。担体の性質は、本開示の目的のために可溶性又は不溶性のい
ずれかであり得る。当業者は、抗体に結合するための他の適切な担体を知っているか、又
は慣用の実験を使用してそれを確認することができるだろう。
【０１８３】
　そのような組成物は、中性緩衝生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水などの緩衝液；グル
コース、マンノース、スクロース又はデキストラン、マンニトールなどの炭水化物；タン
パク質；ポリペプチド又はグリシンなどのアミノ酸；抗酸化剤；EDTAやグルタチオンなど
のキレート剤；アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）；防腐剤を含み得る。本開
示の組成物は、経口、静脈内、局所、経腸、及び/又は非経口投与用に製剤化することが
できる。特定の実施形態では、本開示の組成物は、静脈内投与用に製剤化される。
【０１８４】
　組成物の投与は、一用量で、処置過程を通して連続的に又は断続的に行うことができる
。投与の最も有効な手段及び投与量を決定する方法は当業者に既知であり、療法に使用さ
れる組成物、療法の目的、及び処置を受ける対象によって変動するものである。処置を行
う医師により選択される用量レベル及びパターンで、単回又は複数回投与が実施されうる
。適切な剤形及び薬剤を投与する方法が当技術分野で既知である。さらなる態様において
、本開示の細胞及び組成物を他の治療と組み合わせて投与することができる。
【０１８５】
　ベクター、組換え発現系及び／又は組成物は、当該技術分野で公知の方法を使用して宿
主に投与される。本開示の組成物の投与は、実験的及びスクリーニングアッセイのため、
望ましい疾患、障害、又は状態の動物モデルを生成するために行われてもよい。
【０１８６】
　簡潔に言えば、本開示の医薬組成物、例えば限定されるものではないが、特許請求の範
囲に記載の組成物のいずれか1つは、1つ以上の薬学的に又は生理学的に許容される担体、
希釈剤又は賦形剤と組み合わせて、本明細書に記載の1つ以上のベクター又は組換え発現
系を含みうる。このような組成物は、中性緩衝生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水などの
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緩衝液；グルコース、マンノース、スクロース又はデキストラン、マンニトールなどの糖
；タンパク質；ポリペプチド又はグリシンなどのアミノ酸；抗酸化剤；EDTA又はグルタチ
オンなどのキレート剤；アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）；及び保存料を含
みうる。本開示の組成物は、経口、静脈内、局所、経腸、及び/又は非経口投与用に製剤
化されうる。ある特定の実施形態において、本開示の組成物は静脈内投与用に製剤化され
る。
【０１８７】
　本開示の医薬組成物は、処置又は予防すべき疾患、障害又は状態に適当な方法で投与し
得る。投与の量及び頻度は、患者の状態、並びに患者の疾患の種類及び重篤度などの要因
により決定されるが、適当な用量は臨床試験により決定し得る。
【０１８８】
タンパク質発現の回復方法
　本開示の態様は、タンパク質発現の回復方法に関する。
【０１８９】
　例えば、本開示の一部の態様は、その必要がある対象においてタンパク質をコードする
RNA配列中に点突然変異を含むタンパク質の発現を回復する方法であって、点突然変異を
含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する1つ以上のtRNAをコードするベクターを
対象に投与することを含む方法に関し、任意的に、点突然変異が未成熟終止コドンを生じ
る。いくつかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナ
ンセンス変異を生じる。いくつかの実施形態において、tRNAは、点突然変異を含むコドン
を認識する改変型アンチコドンステムを有する内因性tRNAである。さらなる実施形態にお
いて、tRNAにセリンが装填される。いくつかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ
酸が装填された直交tRNA（orthogonal tRNA）である。さらなる実施形態において、ベク
ターは、対応するtRNAシンテターゼをさらに含む。いくつかの実施形態において、対応す
るシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシンテターゼである。直交tRNAを含むいく
つかの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシンである。さらなる実施形態では、
ピロリシンは、対象の食事に導入される。いくつかの実施形態において、ベクターは、点
突然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列を有する2つのtRNAをコードする。い
くつかの実施形態において、タンパク質はジストロフィンである。
【０１９０】
　他の態様は、対象に対してADARのための1以上のフォワードガイドRNA（「adRNA」）及
びADARのための1以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADARに基づくRN
A編集系をコードする1つ以上のベクターを含む組換え発現系に関し、ADARに基づくRNA編
集系は、タンパク質をコードするRNA配列中の点突然変異を特異的に編集するものである
。いくつかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナン
センス変異、任意的には未成熟終止コドンを生じる。いくつかの実施形態において、ADAR
に基づくRNA編集系は、UAAをUIAに変換し、任意的に、さらにUIAをUIIに変換する。いく
つかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系は、UAAをUAIに変換する。いくつかの
実施形態において、任意的にナンセンス又はミスセンス変異を含むもの、mRNA中で標的化
されたRNAである。さらなる実施形態において、1つ以上のベクターは、アンバーコドンを
標的とするtRNAをさらにコードする。いくつかの実施形態において、タンパク質はジスト
ロフィンである。いくつかの実施形態において、点突然変異は、DNA配列CAG及びRNA配列C
AGを有するミスセンス変異又はスプライス部位を生じる。いくつかの実施形態において、
ADARに基づくRNA編集系は、CAGをCIGに変換する。いくつかの実施形態において、任意的
にスプライス部位変異を含むもの、標的とされるRNAは、mRNA前駆体（pre-mRNA）である
。いくつかの実施形態において、ADARに基づく編集系は、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q
変異体各々、ADARの触媒ドメイン及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメインを含む融
合タンパク質、ADARの触媒ドメイン及びデッド型Cas9を含む融合タンパク質、又はADARの
二本鎖結合ドメイン及びAPOBECを含む融合タンパク質をさらに含む。さらなる実施形態に
おいて、RNAヘアピンモチーフと会合するドメインは、MS2バクテリオファージコートタン
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Aは、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含む。いくつかの実施形態において、1つ以上のRN
Aヘアピンモチーフは、MS2ステムループ及びBoxBループの群から選択され、及び／又はA
－UをG－Cに置換することによって安定化される。いくつかの実施形態では、adRNAは、ad
RNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メチル、2′-O-メチル3′ホスホロチオエート、又は
2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ以上を組み込むことによって安定化される。
【０１９１】
　いずれの場合も、タンパク質発現が「回復」したかどうかの評価は、ベースラインと比
較した場合のタンパク質定量化の手段によって達成される。ベースラインは、任意的には
、対象の以前のレベルに基づいて、又は対象の年齢、民族性及びその他の関連する人口統
計情報に合わせて調整された人口の通常レベルとして計算され得る。タンパク質発現を定
量化する技術は、当技術分野で周知であり、任意で、ベースライン値との比較のために対
照又は閾値を利用してもよい。そのような研究のために当技術分野で公知の方法には、限
定されるものではないが、qRTPCR、ELISA、ウエスタンブロット、タンパク質免疫染色、
分光法及び/又は分光法に基づく方法、並びに対象からのサンプル中のタンパク質発現量
を決定するために通常行われる他のアッセイが挙げられる。あるいは、「回復」効果は、
臨床結果に基づいて決定されてもよい。例えば、異常なジストロフィンのレベルは、筋ジ
ストロフィーの症状に関連している。したがって、発現の回復は、これらの症状の軽減又
は逆転などの臨床的シグナルに基づいて外見上決定され得る。ジストロフィンにとって、
筋力の改善はそのような指標の1つである。したがって、医師は結果を決定するために強
度測定を実行し得る。別の例はオルニチントランスカルバミラーゼ（OTC）であり、異常
なOTCレベルは、血液中のアンモニアの過剰な蓄積（窒素の蓄積による）をもたらす稀少
なX連鎖遺伝性障害の結果である。したがって、関連する臨床結果は、血液又は尿などの
生体サンプル中のアンモニアの減少であり得る。同様に、対象タンパク質に関連する臨床
シグナル及び対象タンパク質の下流のタンパク質の発現は、対象タンパク質が特定の経路
に関与している「回復」の関連指標であり得る。
【０１９２】
処置（治療）の方法
　点突然変異は、いくつかの疾患、障害及び状態に関与している。非限定的な例を以下の
表1に提供する。
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【０１９３】
　さらなる非限定的な例には、オルニチントランスカルバミラーゼ欠損症、ヌガレット夜
盲症、アッシャー症候群、心房細動、デュシェンヌ型筋ジストロフィー、ウィルソン病、
遺伝性チロシン血症、及びB-カテニンなどの遺伝子にA→G変異を含む一部のがんが挙げら
れる。
【０１９４】
　したがって、本開示の態様は、点突然変異を含む特定の疾患、障害及び状態の処置に関
する。
【０１９５】
　例えば、一部の方法の態様は、その必要がある対象において疾患、障害又は状態と関連
するタンパク質をコードするRNA配列中の点突然変異の存在を特徴とする疾患、障害又は
状態の処置に関するものであり、この方法は、対象に対して点突然変異を含むコドンを認
識するアンチコドン配列を有する1つ以上のtRNAをコードするベクターを投与することを
含み、任意的に、点突然変異が未成熟終止コドンを生じる。いくつかの実施形態において
、点突然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有するナンセンス変異を生じる。いくつか
の実施形態において、tRNAは、点突然変異を含むコドンを認識する改変型アンチコドンス
テムを有する内因性tRNAである。さらなる実施形態において、tRNAにセリンが装填される
。いくつかの実施形態において、tRNAは、非標準アミノ酸が装填された直交tRNAである。
さらなる実施形態において、ベクターは、対応するtRNAシンテターゼをさらに含む。いく
つかの実施形態において、対応するシンテターゼは、大腸菌グルタミニル－tRNAシンテタ
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ーゼである。直交tRNAを含むいくつかの実施形態において、非標準アミノ酸はピロリシン
である。さらなる実施形態では、ピロリシンは、対象の食事中に導入される。いくつかの
実施形態において、ベクターは、点突然変異を含むコドンを認識するアンチコドン配列を
有する2つのtRNAをコードする。いくつかの実施形態において、疾患、障害又は状態は、
任意的にナンセンス変異及び／又は未成熟終止コドンの存在によって特徴づけられる、表
1に列挙される疾患、障害及び状態からなる群より選択される。いくつかの実施形態にお
いて、タンパク質はジストロフィンである。さらなる実施形態において、疾患、障害又は
状態は、筋ジストロフィーである。さらに別の実施形態では、疾患、障害又は状態は、デ
ュシェンヌ型筋ジストロフィーである。
【０１９６】
　さらなる方法の態様は、その必要がある対象において疾患、障害又は状態に関連するタ
ンパク質をコードするRNA配列中の点突然変異の存在を特徴とする疾患、障害又は状態を
処置する方法であって、ADARのための1つ以上のフォワードガイドRNA（「adRNA」）及びA
DARのための1つ以上の対応するリバースガイドRNA（「radRNA」）を含むADARに基づくRNA
編集系をコードする1つ以上のベクターを対象に投与することを含む方法に関し、ADARに
基づくRNA編集系が点突然変異を特異的に編集する。いくつかの実施形態において、点突
然変異は、DNA配列TAA及びRNA配列UAAを有する、ナンセンス変異、任意的には未成熟終止
コドンを生じる。いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系は、UAAをUIAに
変換し、任意的に、さらにUIAをUIIに変換する。いくつかの実施形態において、ADARに基
づくRNA編集系は、UAAをUAIに変換する。いくつかの実施形態において、任意的にナンセ
ンス又はミスセンス変異を含むもの、mRNA中で標的化されたRNAである。さらなる実施形
態において、1つ以上のベクターは、アンバーコドンを標的とするtRNAをさらにコードす
る。いくつかの実施形態において、タンパク質はジストロフィンである。いくつかの実施
形態において、点突然変異は、DNA配列CAG及びRNA配列CAGを有するミスセンス変異又はス
プライス部位を生じる。いくつかの実施形態において、ADARに基づくRNA編集系は、CAGを
CIGに変換する。いくつかの実施形態において、任意的にスプライス部位変異を含むもの
、標的とされるRNAは、mRNA前駆体（pre-mRNA）である。いくつかの実施形態において、A
DARに基づく編集系は、ADAR1、ADAR2、E488Q及びE100Q変異体各々、ADARの触媒ドメイン
及びRNAヘアピンモチーフと会合するドメインを含む融合タンパク質、ADARの触媒ドメイ
ン及びデッド型Cas9を含む融合タンパク質、又はADARの二本鎖結合ドメイン及びAPOBECを
含む融合タンパク質をさらに含む。さらなる実施形態において、RNAヘアピンモチーフと
会合するドメインは、MS2バクテリオファージコートタンパク質（MCP）及びN22ペプチド
の群から選択される。いくつかの実施形態において、本方法は、内因性ADAR1発現を増強
するための有効量のインターフェロンを投与することをさらに含む。さらに別の実施形態
では、インターフェロンはインターフェロンαである。いくつかの実施形態において、ad
RNAは、1つ以上のRNAヘアピンモチーフを含む。いくつかの実施形態において、1つ以上の
RNAヘアピンモチーフは、MS2ステムループ及びBoxBループの群から選択され、及び／又は
A－UをG－Cに置換することによって安定化される。いくつかの実施形態では、adRNAは、a
dRNAの一方又は両方の末端に、2′-O-メチル、2′-O-メチル3′ホスホロチオエート、又
は2′-O-メチル3′チオPACEのうちの1つ以上を組み込むことによって安定化される。いく
つかの実施形態において、疾患、障害又は状態は、表1に列挙される疾患、障害及び状態
からなる群より選択される。さらなる実施形態では、タンパク質はジストロフィンであり
、疾患、障害又は状態は筋ジストロフィーである。さらに別の実施形態では、疾患、障害
又は状態は、デュシェンヌ型筋ジストロフィーである。
【０１９７】
　当業者は、これらの方法において使用される用量及び投与経路が、対象、及び処置すべ
き疾患、障害又は状態に基づいて変化し得ることを理解している。当該技術分野の知識に
基づいて、対象の年齢、民族性及び他の関連する人口統計学的要因に基づいて好適な用量
及び経路を選択し得る。
【０１９８】
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キット
　特定の一態様では、本開示は、本明細書に開示の方法のいずれかを実施するためのキッ
ト、並びに本開示の方法を実施するための及び/又は本明細書に開示するベクター、組換
え発現系、及び組成物を投与するための説明書を提供する。
【０１９９】
　キットは、その中に含まれる成分の保存に必要な薬剤、例えば緩衝剤、保存剤又はタン
パク質安定化剤も含むことができる。キットは、検出可能な標識を検出するのに必要な成
分、例えば酵素又は基質をさらに含むことができる。キットには、アッセイし、試験サン
プルと比較することができる、対照サンプル又は一連の対照サンプルを含めることもでき
る。キットの各成分は個別の容器に入れることができ、さまざまな容器はすべて、キット
を使用して実行したアッセイの結果を解釈するための説明書とともに、単一のパッケージ
に入れることができる。本開示のキットは、キット容器の上又は中に書面製品を含んでも
よい。書面製品には、キットに含まれる試薬の使用方法が記載される。
【０２００】
　受け入れられるように、これらの提案されたキット成分は、当業者による使用のために
慣習的な方法で包装され得る。例えば、これらの提案されたキット成分は、溶液で又は液
体分散液などとして提供されてもよい。
【０２０１】
実施例
　以下の実施例は、本開示を実施するにあたって各種例において使用可能な、非限定的か
つ説明的な手順である。さらに、本明細書で開示される参考文献は全て、その全内容にわ
たって参照により組み込まれる。
【０２０２】
実施例1：tRNA構築物の設計
　tRNA構築物は、ナンセンス変異TAAを認識するように図1の模式図に沿って設計した。改
変型内因性及び直交tRNAの両方を作製した。これらの構築物は、ナンセンス変異を有する
GFPを用いてin vitroで検証した。改変型内因性及び直交tRNAの両方のための各AAVベクタ
ーには2コピーのtRNAが含まれていることが判明した。直交tRNAに使用するためにMbPylシ
ンテターゼを選択した。AAVベクターは、tRNA及びGFP（並びに直交tRNAを使用する場合に
はシンテターゼ）を含むものを作製した。これらの構築物で使用される配列は、上記の配
列リスト（Sequence Listing）に提供される。
【０２０３】
実施例2：mdxマウスにおける全長ジストロフィンの回復
　ヒトセリンtRNAのアンチコドンステムはナンセンスコドン（TAA）を認識するように改
変されている。内因性tRNAは終止コドンを認識できず、リボソームが終止コドンに達する
と翻訳が終了する。mdxマウスは、ジストロフィンをコードする遺伝子にナンセンス変異
（TAA）があり、その結果、全長ジストロフィン発現を欠く。AAVは、2コピーの改変型tRN
Aをマウスの筋肉に送達するために用いられ、これにより、全長ジストロフィンの発現を
可能にする終止コドンのリードスルー（読み飛ばし）が可能になる。
【０２０４】
　mdxマウスのふくらはぎの筋肉に、2コピーの改変型セリンtRNAとGFP遺伝子を有するAAV
8の1E12粒子を注射した。その後、これらのマウスを1か月後に屠殺し、ふくらはぎの筋肉
を採取した。筋肉を切片化し、ジストロフィンに対する抗体で染色した。ジストロフィン
発現の明瞭な回復が見とめられた。加えて、筋形態も改善した。
【０２０５】
　従って、出願人は、終止コドンを有するGFP遺伝子を用いて、in vitroでの出願人のベ
クターの活性を実証した。加えて、出願人は、mdxマウス筋肉におけるジストロフィン発
現の回復を実証している。セリンtRNAを2コピー有するAAVをmdxマウスに注射してから1ヵ
月以内に、出願人は免疫組織化学法により、ふくらはぎの筋肉におけるジストロフィン発
現の回復を観察した。また出願人は、筋形態の改善を見とめた。
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【０２０６】
　この実験は、直交tRNAを用いてマウス飼料を介してピロリシンを導入して反復され、再
度、より大規模なマウス集団において両方のtRNAで複製される。
【０２０７】
実施例3：治療用タンパク質の食事規則性生産
　出願人は、骨格筋による、（i）インスリン；（ii）ウイルス（例えば、HIV、HCV、HPV
、インフルエンザ）及び細菌（例えば、黄色ブドウ球菌；薬剤耐性株）に対する中和抗体
、のような治療薬のin vivoでのオンデマンド生産を達成することを目的とする。
【０２０８】
　所望の導入遺伝子は、直交tRNA／tRNAシンテターゼ対とともにAAV（又はレンチウイル
ス）を介して筋肉に送達される。これらの導入遺伝子には、全長タンパク質の発現を妨げ
るような未成熟終止コドン（終止コドン）が含まれている。治療薬のオンデマンド合成の
ために、適切な非天然アミノ酸が食事中に消費され、それが順次、未成熟終止部位で直交
tRNA／tRNAシンテターゼによって取り込まれ、所望の治療薬の合成を可能にする。
【０２０９】
実施例4：ADAR2に基づくRNA編集
　出願人は、ADAR2（RNAに作用するアデノシンデアミナーゼ）がmRNAレベルで変異を修正
することを疑った。出願人は、ナンセンス変異を編集することにより、DMDのmdxマウスモ
デルにおけるジストロフィンの発現を回復させる試みにおいて、変異に酵素を誘導するAD
AR2並びにadRNA（フォワードADAR2ガイド）又はradRNA（リバースADAR2ガイド）を送達す
るために、アデノ随伴ウイルスを使用した。また出願人は、この技術を代謝性障害である
オルニチントランスカルバミラーゼ（OTC）欠損症のマウスモデルに応用した。
【０２１０】
　ヌクレアーゼと比較して、ADARは、mRNAにおいて部位特異的なアデノシンからイノシン
（A→I）への変化を作り出し、これは翻訳時にイノシンがグアノシン（G）として読まれ
、それによって恒久的なオフターゲット効果を作り出すことが安全である。また、それら
はmRNAレベルで編集を行うので、変化したタンパク質は一時的にしか発現しない。成体の
OTC欠損マウスにおいてヌクレアーゼを用いると、大規模な欠失が生じ、動物に致死的で
あることが証明された。ADARの使用はこの問題を回避する可能性がある。これは、点突然
変異を特徴とするいくつかの障害のための容易に翻訳可能な解決策となり得る。さらに、
ADAR2の起源はヒトであり、それによってそれに対する体が生み出す免疫応答を最小限に
抑える。また出願人は、tRNA抑制の考え方をADAR2に基づくRNA編集と組み合わせている。
さらに、出願人はadRNA／radRNAの特異性を改善するのに役立つヘアピンループ（3’重複
）及びトウホールド（5’重複）を設計した。また出願人は、効率的なA→I編集のためのa
dRNAの長さ並びにadRNA／radRNAのADAR2リクルートドメインの最適化を続けている。
【０２１１】
　これまでの研究では、点突然変異に起因するDMD又はOTC欠損症の処置のために、ジスト
ロフィン／OTC遺伝子の変異領域を欠失させ、機能的なコピーに置き換えるために、Cas9
などのヌクレアーゼが利用されている。DMDに対する既存の治療法には、障害の症状を遅
らせるコルチコステロイドの使用がある。他の戦略としては、アタルレン（Ataluren）又
はゲンタマイシンのような薬物を使用することによる未成熟終止コドンのリードスルーが
ある。もう一つの戦略は、切断型タンパク質を生じるエキソンスキッピングの方法である
が、DMD表現型の重症度を低下させることができる。もう一つの方法はμ－ジストロフィ
ン遺伝子の送達である。OTC欠損症に対する臨床試験は、患者にOTC cDNAを送達するため
にアデノウイルスベクターを利用して試みられている。その他の治療手段としては、老廃
窒素の排泄を増加させるのに役立つフェニル酪酸ナトリウムの使用が挙げられる。
【０２１２】
　操作されたRNA編集酵素としてのADAR2の使用は、in vitroでのみ実証されている。
【０２１３】
　出願人は、1つは標的配列に相補的であり、もう1つはADAR2リクルートドメインである2



(64) JP 2020-508685 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

つのドメインから構成されるadRNA及びradRNAを利用した。出願人は、これらのadRNA／ra
dRNAをADAR2酵素と共に送達するためにAAVを利用した。mdxマウスはジストロフィンをコ
ードする遺伝子にナンセンス変異（TAA）を有している。出願人は、adRNA／radRNAの2コ
ピー又はadRNA／radRNA＋tRNAの組み合わせをADAR2酵素と共にAAVにパッケージングし、
それを前脛骨（TA）筋に送達した。出願人は、ジストロフィン発現を回復するために3つ
の代替戦略を利用した：
　(1) 両方の「TAA」のアデノシンをイノシンに編集できるadRNA／radRNA；
　(2) 最初のadRNA／radRNAがTAA→TGAを変換し、次のadRNA／radRNAがそれをTGGに変換
して発現を回復させるという逐次的なアプローチ；
　(3) それによりadRNA／radRNAがTAAをTAGに変換し、アンバーコドン（TAG）のtRNA抑制
がジストロフィン発現を回復する、adRNA／radRNAとtRNAの組合せ。
【０２１４】
　また出願人は、spf-ashマウスのOTC G→A変異を標的とするadRNAの2コピーを、ADAR2と
ともに眼窩後方注射により肝臓に送達した。
【０２１５】
　この系は、アデノシンをイノシン（翻訳の際にグアノシンとして読まれる）に編集する
ことによって機能する。これは、未成熟終止コドンを編集することによって発現を回復さ
せるだけでなく、点突然変異を修正するために用いることができる。図6中、A.アンバー
終止コドンは1回の編集でトリプトファンコドンに変換できる。B. オーカー終止コドン－
両方とも1段階で編集される。C. オーカー終止コドン－逐次編集。D. オーカー終止コド
ン－サプレッサーtRNAと併用したADAR2編集。
【０２１６】
　以下の10ステップは、これらの構成物を試験するためのワークフローを表している：
1. ADAR2構築物の設計及びクローン－adRNA及びradRNA。
2. ナンセンス変異を有するGFPを用いた構築物のin vitroバリデーション。
3. 構築物の改変－adRNA／radRNAの2コピーをクローニングする決定。adRNA／radRNAの1
コピーとセリンサプレッサーtRNAの1コピーを有するベクターの作製。
4. ADAR2及びadRNA／radRNA又はサプレッサーtRNAを有するAAV8ベクターの生成。
6. mdxマウスのTA／腓腹筋注射－ADAR2をadRNA／radRNA又はサプレッサーtRNAと共に有す
るAAV8の1E12粒子を注射した。
7. 注射の6週間後にマウスを屠殺し、TA／腓腹筋を採取した。ジストロフィンを検出する
ために免疫組織化学検査を実施する。ジストロフィンの回復に関する若干のエビデンス。
8. qPCR、ウエスタンブロット及びNGSを行った。
9. 効率を改善するためにベクターを最適化した。adRNAの長さを変化させ、編集位置を変
化させた。
10. 最適化されたベクターでステップ4～8を繰り返す。
【０２１７】
　出願人は、adRNA及びradRNAをGFPの未成熟終止コドンに対して設計し、発現の確実な回
復を実証した（図5）。オーカー終止コドン（TAA）では、発現を回復させるために2つのA
→G編集が必要である。出願人は、単一のAを逐次的に標的とする2つのad／radRNA又は両
方のAを標的とする単一のad／radRNAを構築した。また、RNA編集とtRNA抑制を組み合わせ
たadRNA／radRNA＋サプレッサーtRNAベクターも構築した。
【０２１８】
　in vitroでのRNA編集は、ADAR2及びadRNA／radRNAを有するAAVがmdxマウスにおいてジ
ストロフィンのナンセンス変異をターゲティングするために生成された後にGFP発現の強
固な回復を示した。
【０２１９】
　mdxマウスの前脛骨筋（TA）又は腓腹筋に、ADAR2及びadRNA／radRNAの2コピー又はadRN
A／radRNAの1コピーとサプレッサーtRNAを有するAAV8の1E12粒子を注入した。これらのマ
ウスを6週間後に屠殺し、適切な筋肉を採取した。筋肉を切片化し、ジストロフィンに対
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する抗体で染色した。ジストロフィン発現の部分的回復が見とめられた。
【０２２０】
　概して、出願人は免疫染色によるジストロフィン発現の部分的回復を見とめた。しかし
、ウエスタンブロット及びNGSはジストロフィン発現の編集／回復のエビデンスを示さな
かった。
【０２２１】
　この系の適用の可能性としては、DMD、OTC欠損症、ウィルソン病及び遺伝性チロシン血
症（tysosinemia）1型などの障害（ただし、これらに限定されない）の処置のための点突
然変異のターゲティングが挙げられる。また、別の開始コドンをつくり、タンパク質とそ
のN末端切断形態の共存を可能にするために使用することもできる。
【０２２２】
実施例5：マウスモデルにおけるADAR編集
　急速に進歩した合成生物学ツールセットと組み合わせたゲノム工学の方法論は、機能の
解読、新規機能のプログラミング、及び異常な機能の修復のためにゲノムを摂動させる強
力な能力を可能にしている。特に、メガヌクレアーゼ、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（
ZFN）、転写活性化因子様エフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、及びCRISPR-Casのような
プログラム可能なDNAヌクレアーゼは、広範囲な生物においてゲノムを操作するために広
く使用されている。しかしながら、遺伝子治療におけるそれらの使用は、少なくとも3つ
の主要な課題を提起する：1つは、相同組換え対非相同末端結合の効率は、典型的には低
く、特に成体の大部分を構成する有糸分裂後細胞においては低い；2つは、活性なヌクレ
アーゼは、恒久的なオフターゲット変異を導入する脅威を常にもたらし、従って、活性を
損なうことなく、ヌクレアーゼ用量及び標的細胞における持続時間の厳密な調節を確実に
すると共に、両方の操作上の精巧なヌクレアーゼ特異性において、驚くべき課題を提示す
る；3つは、一般的なプログラム可能なヌクレアーゼは、原核生物起源であるか、又はin 
vivo治療適用において免疫原性の重大なリスクを高める非ヒト起源のドメインを有する。
最近の塩基編集アプローチの出現は、遺伝子ターゲティングのための刺激的な代替戦略を
開いているが、実証されたアプローチは、原核生物起源のCRISPR-Cas系に依存している。
従って、遺伝子変異を引き起こす疾患のようなタンパク質機能の変化をもたらすゲノム変
異については、代わりに直接RNAを標的とするアプローチが非常に望ましいであろう。一
本鎖RNAは二本鎖DNAと比較して、一般的にオリゴヌクレオチド媒介ターゲティングに対し
て、さらなる可能性タンパク質を必要とせずにアクセスしやすいという態様を活用し、tR
NA媒介コドン抑制及び遺伝コード拡張の進歩、並びにアデノシンデアミナーゼ媒介RNA編
集の進歩を踏まえて、RNAターゲティングのための統合プラットフォームを操作し、最適
化し、in vitro及びin vivo適用においてその有効性を実証している。
【０２２３】
ベクター設計及び構築
　GFPレポーター－GFP-アンバー、GFP-オーカー及びGFP-オパールを構築するために、野
生型GFPのY39残基をそれぞれ置換した「TAG」、「TAA」及び「TGA」で3つの遺伝子ブロッ
クを合成し、CAGプロモーターの下流にクローニングした。ヒトU6及びマウスU6プロモー
ターを含むAAVベクターに内因性サプレッサーtRNAの1、2又は4コピーをクローニングした
。ピロリジルtRNA及びadRNA／radRNAは、それぞれMbPylRS／MmPylRS／AcKRS又はhADAR2の
発現を駆動するCMVプロモーターとともに、ヒトU6及びマウスU6プロモーターを含むAAVベ
クターに同様にクローニングした。
【０２２４】
哺乳動物細胞培養及びトランスフェクション
　全てのHEK 293T細胞を、10％FBS及び1％抗生物質-抗真菌薬（Thermo Fisher）を添加し
たダルベッコ改良イーグル培地中で、37℃及び5％CO2環境でインキュベーター中で増殖さ
せた。すべてのin vitroトランスフェクション実験は、市販のトランスフェクション試薬
Lipofectamine 2000（Thermo Fisher）を用いてHEK 293T細胞で実施した。すべてのin vi
tro抑制及び編集実験は、レポータープラスミド500ng及びサプレッサーtRNA／aaRSプラス
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ミド又はadRNA／ADAR2プラスミド1000ngを用いて24ウェルプレートで実施した。細胞を30
％のコンフルエンスでトランスフェクトした。抑制及び編集の定量化のために、それぞれ
トランスフェクションの48及び72時間後に細胞を回収した。UAA Nε-Boc-L-リシン（Chem
impex）及びNε-アセチル-L-リシン（Sigma）を、所望の濃縮で培地に添加した後、トラ
ンスフェクションした。
【０２２５】
AAVベクターの作製
　Salk Institute of Biological Studies（La Jolla, CA）において、遺伝子導入、ター
ゲティング（標的化）及び治療（GT3）コアからのプロトコールを用いてウイルスを調製
した。AAV8ウイルス粒子を、HEK293T細胞を使用して三重トランスフェクション法により
産生し、イオジキサノール勾配により精製した。トランスフェクション時のコンフルエン
シーは約80％であった。トランスフェクション2時間前に、10％FBSを添加したDMEMをHEK 
293T細胞に添加した。各ウイルスは、5x15cmプレートで、PEI（1x DPBS pH4.5中1μg/μL
直鎖状PEI、HCl使用）をPEI:DNA質量比4:1で使用して、pXR-8 7.5μg、組換え導入ベクタ
ー7.5μg、及びpHelperベクター7.5μgで各プレートをトランスフェクトして産生させた
。混合物を室温で10分間インキュベートし、次いで滴下により細胞培地に加えた。ウイル
スを72時間後に回収し、イオジキサノール密度勾配超遠心分離法を使用して精製した。次
いでウイルスを、50mM NaCl及び0.0001％のPluronic F68（Thermo Fisher）を添加した1x
 PBS（pH7.2）で、50kDAフィルター（Millipore）を使用して最終体積約1mLになるよう透
析し、標準（ATCC VR-1616）に対して、ITR領域に特異的なプライマーを使用するqPCRに
より定量化した。
AAV-ITR-F: 5’-CGGCCTCAGTGAGCGA-3’ 及び
AAV-ITR-R: 5’-GGAACCCCTAGTGATGGAGTT-3’。
【０２２６】
RNA単離及び次世代配列決定ライブラリの調製
　製造者のプロトコルに従って、RNeasy Plus Universal Mini Kit（Qiagen）を使用して
、mdxマウスの腓腹筋若しくはTA筋肉又はspfashマウスの肝臓からRNAを抽出した。次世代
配列決定ライブラリは次のように調製した。Protoscript II First Strand cDNA合成キッ
ト（New England Biolabs）を使用して、cDNAを合成した。簡単に説明すると、KAPA Hifi
 HotStart PCR Mix（Kapa Biosystems）を使用して、対象部位の周囲150bpを増幅するプ
ライマーを使用したPCRにより、500ngの投入cDNAを増幅した。PCR産物をゲル精製（Qiage
nゲル抽出キット）し、さらに精製（Qiagen PCR精製キット）して副産物を除去した。ラ
イブラリの構築は、NEBNext Multiplex Oligos for Illumina kit（NEB）を使用して行っ
た。10ngの投入DNAをインデックス付けプライマーで増幅した。その後、サンプルをプー
ルし、5nM濃度でIllumina Miseq（150シングルエンドラン）にロードした。データ分析は
、CRISPRessoを使用して実行した。
【０２２７】
動物実験
　AAV注射：動物手順は全て、University of California、San DiegoのInstitutional An
imal Care and Use Committee（IACUC）によって承認されたプロトコルに従って実施した
。マウスは全てJackson labsから入手した。AAVは、mdxマウス（6～10週齢）の腓腹筋又
はTA筋に2.5E+12 vg/筋を用いて注射した。AAVは、spfash（10～12週齢）マウスに3E+12 
vg/マウスを用いて後眼窩注射により注射した。
【０２２８】
　UAA投与：マウスに1カ月にわたり20mg/mlのNε-Boc-L-リシン（Chemimpex）を含む水を
与えた。また、マウスに週3回、IP注射により30mgのNε-Boc-L-リシンを投与した。
【０２２９】
免疫蛍光
　回収した腓腹筋又はTA筋をOCT化合物（VWR）を含む金型（molds）に入れ、液体窒素中
でフラッシュ凍結した。20μm切片を前処理した組織学的スライド上に切断した。スライ
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ドは4％パラホルムアルデヒドを用いて固定した。ジストロフィンは、ジストロフィンのN
末端ドメインに対するウサギポリクローナル抗体（1：100、Abcam 15277）、続いてロバ
抗ウサギAlexa 546二次抗体（1：250、Thermo Fisher）で検出した。
【０２３０】
統計解析
　すべての統計解析は、ソフトウエアGraphpad Prismを用いて行い、p値を対応のない両
側t検定により計算した。
【０２３１】
結果
　出願人はまずナンセンス変異を標的とする系の確立に焦点を当てた。これは、ナンセン
ス変異が、遺伝性ヒト疾患を引き起こすことが記載されている全遺伝子病変の11％の原因
であり、遺伝子のコード領域に影響を及ぼす疾患関連一塩基置換の20％近くが原因である
という事実に動機づけられた。具体的には、直接的にナンセンス変異を標的とする2つの
独立した、しかし補完的なアプローチを探索した。第1に、出願人はサプレッサーtRNAを
介した強固なナンセンスコドン抑制の操作に焦点を当てた。内因性ナンセンス変異の未成
熟終止コドンリードスルーのためのサプレッサーtRNAの使用はマウスにおいてin vivoで
試みられているが、これらの先行研究はプラスミド送達のみに依存しており、強固で最適
化された送達形式の使用は探索されなかった。さらに、疾患を引き起こす内因性ナンセン
ス変異のin vivoでの誘導性抑制に基づく非天然アミノ酸（UAA）の潜在的な使用も探求さ
れていない。これに向けて、出願人は、最初に、セリン、アルギニン及びロイシンtRNAの
アンチコドンステムを改変して、3つ全ての終止コドンであるアンバー、オパール及びオ
ーカーを標的とするサプレッサーtRNAを作製し、そして対応するナンセンス変異を有する
GFPレポーターを使用して、細胞中でこれらの構築物を評価した。これらの中で、セリン
サプレッサーtRNAは最も一貫した強固な結果（図16A、図18A）を実証した。また、UAAが
媒介する誘導性コドン抑制を操作するために、次にメタノサルキナ・バルケリ（Methanos
arcina barkeri）由来のピロリジル-tRNA/アミノアシルtRNAシンテターゼ（aaRS）対（Mb
PylRS）32,33を利用し、それをAAVベクターにクローニングした。これにより、終止コド
ンでのUAAのプログラム可能な取り込みが可能となった。特に、tRNAの第2のコピーを発現
ベクターに付加すると、抑制効率が有意にブーストされることが、出願人により見出され
た（図18B）。出願人はさらに、メタノサルキナ・マゼイ（Methanosarcina mazei）由来
の追加のアミノアシルtRNAシンテターゼ（MmPylRS）34及びNε-アセチル-リシル-tRNAシ
ンテターゼ（AcKRS）を系統的に評価し、ベクター当たりのtRNAコピー数を最大4つまで変
化させることも探索した（図18B）。
【０２３２】
　サプレッサーtRNAに基づくアプローチは、他の非標的終止コドンのリードスルーを導く
ことができるので、同時に出願人は、アデノシンデアミナーゼ酵素による配列特異的標的
化RNA編集のための系を操作した。具体的には、アデノシンからイノシン（AからI）への
編集はRNA（ADAR）に作用するアデノシンデアミナーゼによって触媒される、RNAにおける
一般的な転写後修飾である。イノシンはアデノシンの脱アミノ化形態であり、生化学的に
グアニンと認識される。最近、複数の研究がin vitroでADAR2媒介ターゲティングの操作
を実証しており、研究もアフリカツメガエル卵母細胞におけるCFTRのナンセンス変異の修
正を実証した。これに基づいて、本明細書では、ヒトADAR2酵素、及びその天然基質GluR2
 mRNA前駆体（pre-mRNA）から操作された関連ADAR2ガイドRNA（adRNA）を利用して、in v
itro及びin vivoで配列特異的標的化RNA編集のための系を操作した。このADAR2誘導（ガ
イド）RNAは、ADARリクルートドメインと、特定の標的RNA配列に相補的なプログラム可能
なアンチセンス領域を含む。出願人は、まず、Y39にナンセンスアンバー又はオーカー変
異を有するGFPレポーターを含む構築物を同時トランスフェクトすることにより、in vitr
oでこの系のRNA編集効率を評価した。具体的には、オーカー終止コドン中の両アデノシン
の編集を操作するために、両アデノシンが同時に編集される一段階メカニズム、又は編集
が連続的に行われる二段階メカニズムの2つの編集アプローチを利用した。さらに、オー
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カーコドンからアンバーコドンへの変換とそれに続くアンバー抑制によるGFP発現回復の
可能性についても検討した。3つのアプローチはすべてGFP発現の回復を可能にした（図16
C、図19A）。次に、ADAR2酵素とともにadRNA又はリバース配向adRNA（radRNA）を送達す
るためのAAVベクターを構築した。tRNA媒介コドン抑制と同様に、adRNA／radRNAの第2の
コピーの追加は、ターゲティング効率を有意に改善した（図19D）。出願人はさらに、改
変型ADARリクルートドメイン、並びに様々な長さ及び標的AとadRNA26のR／Gモチーフとを
介在するヌクレオチドの数の一連のRNAターゲティングアンチセンス設計を系統的に評価
し、効率的なadRNA設計のパネルを得た（図19B-C）。
【０２３３】
　上記のin vitro最適化に基づき、次に出願人はin vivoでのRNAターゲティングのための
系を試験した。出願人は、まず、ジストロフィン遺伝子のエクソン23にオーカー終止部位
を有するデュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）35のmdxマウスモデルに焦点を当てた。
CRISPR－Cas9系を利用した最近の研究では、mdxマウスにおいてDNAレベルでエクソン23の
変化を行うことにより、DMDの予防38及び部分的機能回復において有望な結果が示されて
いる。そこで、1つはナンセンスコドン抑制のための改変型内因性tRNA又はピロリジルtRN
Aに由来するサプレッサーtRNA、2つはナンセンス変異のADAR2に基づく修正、3つはRNAタ
ーゲティングアプローチをベンチマークするためのCRISPR‐Cas9に基づくゲノムターゲテ
ィング、の3つのアプローチを同時に評価した（図17A）。
【０２３４】
　これに対応して、出願人はまず、オーカー終止コドンを標的とするセリンサプレッサー
tRNAを2コピー有するAAVを設計し、mdxマウスの前脛骨筋（TA）又は腓腹筋に同じものを
注入した。2、4及び8週後にマウス筋肉を採取した。漸進的に改善されたジストロフィン
発現の回復が経時的に見られ、8週間後に採取されたマウスは最大の回復度を示した（図1
7B、図20A）。加えて、ニューロン一酸化窒素合成酵素（nNOS）活性は、変異ジストロフ
ィンタンパク質におけるnNOS結合部位の欠如のためにmdxマウスには存在しない筋細胞膜
で回復した（図17B）。さらに系を誘導可能にするために、オーカー終止コドンとMbPylRS
を標的とするピロリジル－tRNAを2コピー有するベクターも構築し、mdxマウスのTA又は腓
腹筋に注入し、マウスを2群に分けた：ピロリシンUAAを投与した群と、投与しなかった対
照群。予想通り、UAAを与えられたマウスのみが、筋細胞膜でnNOSの局在を示し（図20B）
、ジストロフィン発現を回復した（図20C）。
【０２３５】
　次に、出願人はこのマウスモデルにおいてADAR2に基づく部位特異的RNA編集アプローチ
を評価した。mdx DMD mRNAにおけるオーカー終止コドン中の両方のアデノシンの編集にお
けるこの系の有効性を試験するために、出願人は、まず、HEK293T細胞中のmdx DMD mRNA
の断片を有するレポータープラスミドを用いてin vitroで構築物を最適化した。サンガー
配列決定及びNGS解析により、ターゲティングの成功が確認された（図21A）。次に出願人
は、最適化した構築物をAAV8にパッケージングし、mdxマウスの前脛骨筋（TA）又は腓腹
筋に注射した。注射8週後に、mdxマウス、野生型マウス、並びにadRNAターゲティング及
び非ターゲティング対照で処置したマウスからTA及び腓腹筋を採取した。IHCによりジス
トロフィン発現の明瞭な回復が明らかになった（図17B）。さらに、nNOS活性も筋細胞膜
で回復した（図17B）。0.5～0.7％のRNA編集率（TAA→TGG／TAG／TGA）が処置マウスで観
察された（図17C、図21B）。また、mdxマウスはTAA→TGG変化を伴うmRNAを示さなかった
が、処置マウスは0.42％までのTAA→TGG編集mRNAを示したことにも注目される。出願人は
、公表されたin vivoターゲティング研究におけるCRISPR－Cas9を介した対応するDNA編集
率が約2％であったことに注目している39。tRiADアプローチをさらにベンチマークするた
めに、また、ナンセンス変異のCRISPRに基づくゲノム編集を介してmdxマウスをターゲテ
ィングした。出願人は、エクソン23コドンを切り出すために二重gRNAを有するベクターを
注入し、予想通り、これは筋肉細胞のサブセットにおけるジストロフィン発現の回復につ
ながった（図17B）。
【０２３６】



(69) JP 2020-508685 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

　最後に、ヒト疾患の独立マウスモデルにおいてADAR2媒介RNA編集アプローチも評価した
。具体的には、オルニチントランスカルバミラーゼ（OTC）欠損症の雄疎毛（spfash）マ
ウスモデルに焦点を当てた。spfashマウスはOTC遺伝子の第4エクソンの最後のヌクレオチ
ドにG→A点突然変異を有し、これはOTC mRNA欠損と変異型タンパク質の産生を導く43。最
近の研究は、新生仔マウスにおけるこの変異の強固な修正のためのCRISPR‐Cas9及び相同
組換えに基づく戦略の使用を実証している。しかし、成体マウスにおける相同組換え修復
（homology-directed repair：HDR）を介した遺伝子修正は効率が悪く、標的マウスの肝
機能を損なうために致死的であることが証明されたゲノム欠失をもたらした。spfash OTC
 mRNAにおける点突然変異の編集におけるこの系の有効性を試験するために（図17D）、出
願人はまず、HEK293T細胞中のspfash OTC mRNAの断片を有するプラスミドを用いて出願人
の構築物をin vitroで評価した。サンガー配列決定と次世代配列決定（NGS）解析によっ
て強固なRNA編集効率が確認された（図21C）。次に、出願人は、構築物を、高い肝臓向性
44を有するAAV8にパッケージングし、10～12週齢のspfashマウスに注射した。注射の4週
間後、出願人は、ADAR2ターゲティングベクター及び非ターゲティングベクターで処置し
たspfashマウス、野生型同腹仔、及びspfashマウスから肝臓サンプルを採取し、NGSによ
り編集効率を評価した。特に、0.8～4.2％の範囲の有意なRNA編集率がスプライシングOTC
 mRNAにおいて処置マウスで観察され（図17E、図21D）、成体マウスにおける内因性RNAの
in vivo編集に対するこのアプローチの有用性をさらに確認した。
【０２３７】
　総合すると、出願人の結果は、点突然変異のin vivo RNAターゲティングのための可能
性ある戦略としてのサプレッサーtRNA及びADAR2の使用を確立する。具体的には、送達を
最適化することによって、出願人はまず、サプレッサーtRNAの使用を介して強固かつ誘導
可能な終止コドンリードスルーを実証した。未成熟終止リードスルーのための改変型内因
性サプレッサーtRNAの送達には、いくつかの潜在的な利点がある：ゲンタマイシンのよう
なリードスルー薬物に関連した毒性を欠き、有糸分裂後細胞において効率的な終止コドン
リードスルーをもたらすために使用することができる。また、内因性起源であるため、強
い免疫反応を引き起こす可能性は低い。さらに、非天然ではあるが、UAAベースの系によ
って可能にされた誘導性は、遺伝子の発現に対する厳密な調節を提供し得る。標的筋肉へ
のUAAの局所注射は、今後の研究でこの系の効率をさらに改善するのに役立つ可能性があ
る。特に、出願人は、mdxを標的とした試験において、このアプローチを介した明白な毒
性は観察しなかった。しかしながら、出願人は、リードスルー薬物と同様に、この方法の
重要な注意点は、サプレッサーtRNAに基づくアプローチが他の非標的終止コドンのリード
スルーにつながることであることにも注意を払う。この点に関して、出願人は、2つの独
立したマウスモデルにおいて、RNA中の点突然変異のADAR2に基づく部位特異的修正も実証
した。出願人は、トランスクリプトームがゲノムのごく一部のサブセットであるため、RN
A中の潜在的なオフターゲットはDNAと比較して制限されることに注目する。第2に、オフ
ターゲットが存在しても、酵素がオフターゲットA→G変化を作り出すためには、ターゲッ
トウインドウ内にAの存在が必要である。最後に、オフターゲット効果は一過性となる。
したがって、adRNAのアンチセンスドメインの酵素プロセッシビティ、乱雑性、及びオフ
ターゲットハイブリダイゼーションを十分に研究する必要があるが、ADAR2のようなRNA編
集酵素による全般的なオフターゲット効果は限定される可能性が高い。また、ヒト起源の
ADAR2は、免疫反応を誘発する可能性が低く、一方、サプレッサーtRNAアプローチと比較
してRNAのより多くの部位特異的編集が可能である。
【０２３８】
　また出願人は、上記のtRiADに基づくRNAターゲティングアプローチと比較して、CRISPR
に基づくゲノムターゲティングアプローチは、現在、より迅速な動態及びより大きな程度
の変異型タンパク質回復を示すことにも注目する。しかしながら、出願人は、ADAR2の系
統的操作及び指向性進化が、その安定性を改善する手がかりを提供するADAR2の新規な調
節因子を発見する研究からの洞察と相まって、特定の配列に対するADAR2の編集効率を改
善し、また固有のバイアスを排除するのに役立つ可能性があると予想している。この点に
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関して、出願人は、ADAR2－E488Q変異体を試験し、in vitroで発現されるDMD及びOTC mRN
A断片の両方について、野生型ADAR2よりも高い編集効率を可能にすることを指摘した（図
22）。in vivoでの部位特異的A→G mRNA編集の実証は、シトシンデアミナーゼの標的化さ
れたリクルートを介して将来の部位特異的C→T編集への道を開くことになり、それによっ
てRNA編集ツールのレパートリーを潜在的に拡大する。しかしながら、AAVのような非組込
み型ベクターの使用を介して遺伝子治療のためにRNAをターゲティングする間の重要な考
慮は、典型的には編集されたmRNAの半減期が限られているため、エフェクター構築物の定
期的な再投与の必要性である。第2に、RNAの折りたたみ、固有の半減期、局在及びRNA結
合タンパク質も、RNA内の標的部位への接近しやすさに影響を与える可能性がある。例え
ば、この実施例では、変異型ジストロフィンRNAの半減期が短いこと、及びOTCにおける一
過性のmRNA前駆体を標的とする必要性は、全般的な編集効率にマイナスに影響する可能性
がある。sgRNAに関する特異性研究49、又は遮蔽タンパク質（shielding protein）のカッ
プリング、又は最近実証されたプログラム可能なRNA結合タンパク質及びRNAターゲティン
グCRISPR-Cas系からの手がかりを得ながら、tRNA及びadRNAの化学的及び構造的改変は、R
NAの安定性及び特異性を改善し、上記アプローチの効率を改善するのに役立つ可能性があ
る。進歩的な改良により、出願人は、この統合型tRitADツールセットが、応用生命科学並
びに基礎研究の両方において広範な意味を持つことを期待している。
【０２３９】
実施例6：ADAR及びAPOBEC編集効果
　ADAR2が過剰発現した細胞株において、ADARをリクルート（動員）する際の効果につい
て、いくつかのADAR骨格（二重及び単一の両方）を試験した（図28及び図29）。MCP-ADAR
融合骨格について更なる評価を行った（図30）。骨格v2を用いて内因性mRNA標的編集効率
を評価した。
【０２４０】
【表２】

【０２４１】
均等物
　別途定義されない限り、本明細書で使用される技術用語及び科学用語は全て、本技術が
属する技術分野の技術者により通常理解されるものと同じ意味を有する。
【０２４２】
　本明細書で説明的に記載される本技術は、本明細書で特に開示されない任意の単数又は
複数の要素、単数又は複数の制限の非存在下で適切に実施されうる。したがって、例えば
、「含む（comprising）」、「含む（including）」、「含む（containing）」などの語
は、広範にかつ制限なしに読み取られるものとする。さらに、本明細書で使用される語及
び表現は、記載のための語として使用され、制限のための語としては使用されておらず、
このような語及び表現の使用にあたって、示され記載される特徴又はその部分の任意の同
等物を除く意図はなく、請求項に係る本技術の範囲内で各種改変が可能であることが認識
される。
【０２４３】
　したがって、ここで提供される物、方法、及び例は好ましい態様を表し、例示的であり
、本技術の範囲に対する制限としては意図されないことが理解されるべきである。
【０２４４】
　本技術は、本明細書では広くかつ属名で記載されている。属についての開示内に入るよ
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り狭い種及び亜属の群分けのそれぞれも、本技術の一部を形成する。これは、削除された
物が本明細書で特に記述されているか否かに関わらず、属から任意の主題を除く但し書き
又は否定的限定による、本技術の属についての記載を含む。
【０２４５】
　それに加えて、本技術の特徴又は態様がMarkush群に関して記載される場合、本技術が
それにより、Markush群の任意の個々のメンバー又はメンバーの下位群に関しても記載さ
れることを当業者は認識するものである。
【０２４６】
　本明細書で言及される刊行物、特許出願、特許、及びその他の参考文献は全て、それぞ
れが個別に参照により組み込まれるのと同じ程度に、その全内容にわたって参照により明
確に組み込まれる。矛盾する場合、定義を含めて本明細書が支配する。
【０２４７】
　他の態様は、以下の特許請求の範囲の範囲内で示される。
【０２４８】
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