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명 세 서

청구범위

청구항 1 

RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)의 아미노산 위치 195, 199, 201 또는 202번 중 어느 하나에서의 아미노산

치환, 또는 RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)에서 리신의 아르기닌으로의 아미노산 치환을 갖는 AAV 캡시드

서열.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 잔기가 RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)의 아미노산 위치 195, 199, 201 또는 202번 중

어느 하나에서 A, V, P 또는 N 아미노산에 상응한 AAV 캡시드 서열.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 서열이 RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)의 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위

치 199번에서 V 잔기, 아미노산 위치 201번에서 P 잔기, 또는 아미노산 위치 202번에서 N 잔기를 갖는 AAV 캡시

드 서열.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 서열이 RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)의 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위

치 199번에서 V 잔기, 아미노산 위치 201번에서 P 잔기, 또는 아미노산 위치 202번에서 N 잔기 중 임의의 2개를

갖는 AAV 캡시드 서열.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 서열이 RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)의 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위

치 199번에서 V 잔기, 아미노산 위치 201번에서 P 잔기, 또는 아미노산 위치 202번에서 N 잔기 중 임의의 3개를

갖는 AAV 캡시드 서열.

청구항 6 

제 1항에 있어서, 서열이 RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)의 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위

치 199번에서 V 잔기, 아미노산 위치 201번에서 P 잔기, 및 아미노산 위치 202번에서 N 잔기를 갖는 AAV 캡시드

서열.

청구항 7 

제 1항 내지 제 6항 중의 어느 한 항의 AAV 캡시드 서열 또는 RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6),

RHM15-2  (SEQ  ID  NO:7),  RHM15-3/RHM15-5  (SEQ  ID  NO:8),  RHM15-4  (SEQ  ID  NO:9)  또는  RHM15-6  (SEQ  ID

NO:10)을 포함하는 재조합 AAV 입자.

청구항 8 

제 1항 내지 제 6항 중의 어느 한 항의 AAV 캡시드 서열 또는 RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6),

RHM15-2  (SEQ  ID  NO:7),  RHM15-3/RHM15-5  (SEQ  ID  NO:8),  RHM15-4  (SEQ  ID  NO:9)  또는  RHM15-6  (SEQ  ID

NO:10)을 포함하는 재조합 AAV 입자로서, 입자가 벡터 게놈을 캡시드화시킨 재조합 AAV 입자.

청구항 9 

제 1항 내지 제 6항 중의 어느 한 항의 AAV 캡시드 서열 또는 RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6),

RHM15-2  (SEQ  ID  NO:7),  RHM15-3/RHM15-5  (SEQ  ID  NO:8),  RHM15-4  (SEQ  ID  NO:9)  또는  RHM15-6  (SEQ  ID

NO:10)을 포함하는 재조합 AAV 입자로서, 입자는 AAV 벡터 게놈을 캡시드화시킨 재조합 AAV 입자.

공개특허 10-2024-0090694

- 3 -



청구항 10 

제 8항 또는 제 9항에 있어서, AAV 벡터 게놈이 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 포함하는 재조합 AAV 입자.

청구항 11 

이종 폴리뉴클레오티드 서열을 포유동물 또는 포유동물의 세포로 전달 또는 전이시키는 방법으로서, 이종 폴리

뉴클레오티드 서열을 포함하는 재조합 벡터 게놈을 포함하는 재조합 AAV 입자를 상기 포유동물 또는 상기 포유

동물의 세포에 투여하여 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 포유동물 또는 포유동물의 세포 내로 전달 또는 전이시

키는 것을 포함하는 방법.

청구항 12 

제 11항에 있어서, 재조합 AAV 입자가 제 1항 내지 제 6항 중의 어느 한 항의 AAV 캡시드 서열, 또는 RHM4-1

(SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6), RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4

(SEQ ID NO:9) 또는 RHM15-6 (SEQ ID NO:10), 또는 제 7항 내지 제 10항 중의 어느 한 항의 재조합 AAV 입자를

포함하는 방법.

청구항 13 

제 11항 또는 제 12항에 있어서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열이 상기 이종 폴리뉴클레오티드 서열의 전사를 부

여하는 발현 조정 요소에 작동가능하게 연결된 방법.

청구항 14 

단백질 발현 또는 기능 결함이 있는 포유동물을 치료하는 방법으로서, (a) 결함 단백질 발현 또는 기능을 수정

할 수 있는 폴리펩티드를 엔코딩하는 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 포함하는 재조합 벡터 게놈을 포함하는 재

조합 AAV 입자를 제공하는 단계로서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열이 상기 이종 폴리뉴클레오티드 서열의 전사를

부여하는 발현 조정 요소에 작동가능하게 연결된 단계; 및 (b) 상당량의 재조합 AAV 입자를 포유동물에 투여하

는 단계로서, 상기 폴리펩티드가 포유동물에 발현되는 단계를 포함하는 방법.

청구항 15 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 

공개특허 10-2024-0090694

- 4 -



또는 이에 대한 1-50개 아미노산 치환, 결실 또는 부가와 90% 또는 그 초과의 서열 동일성을 갖는 VP1 서열;

또는 이에 대한 1-50개 아미노산 치환, 결실 또는 부가와 90% 또는 그 초과의 서열 동일성을 갖는 VP2 서열; 및

/또는

또는 이에 대한 1-50개 아미노산 치환, 결실 또는 부가와 90% 또는 그 초과의 서열 동일성을 갖는 VP3 서열을

포함하는 방법.

청구항 16 

제 15항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)의 아미노산 위치 195, 199, 201 또

는 202번 중 어느 하나에서의 아미노산 치환, 또는 RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID NO:1)에서 리신의 아르기닌으

로의 아미노산 치환을 포함하는 방법.

청구항 17 

제 16항에 있어서, 잔기가 VP1 캡시드 서열의 아미노산 위치 195, 199, 201 또는 202번 중 어느 하나에서 A, V,

P 또는 N 아미노산에 상응하는 방법.

청구항 18 

제 15항에 있어서, VP1 캡시드 서열이 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위치 199번에서 V 잔기, 아미

노산 위치 201번에서 P 잔기, 또는 아미노산 위치 202번에서 N 잔기를 갖는 방법.

청구항 19 

제 15항에 있어서, VP1 캡시드 서열이 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위치 199번에서 V 잔기, 아미

노산 위치 201번에서 P 잔기, 또는 아미노산 위치 202번에서 N 잔기 중 임의의 2개를 갖는 방법.

청구항 20 

제 15항에 있어서, VP1 캡시드 서열이 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위치 199번에서 V 잔기, 아미
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노산 위치 201번에서 P 잔기, 또는 아미노산 위치 202번에서 N 잔기 중 임의의 3개를 갖는 방법.

청구항 21 

제 15항에 있어서, VP1 캡시드 서열이 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위치 199번에서 V 잔기, 아미

노산 위치 201번에서 P 잔기, 및 아미노산 위치 202번에서 N 잔기를 갖는 방법.

청구항 22 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 도 3에 제시된 하나 이상의

VP1, VP2, 또는 VP3 서열과 95% 또는 그 초과의 동일성을 갖는 VP1, VP2, 또는 VP3 서열을 지닌 AAV를 포함하

는 방법.

청구항 23 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 도 3에 제시된 하나 이상의

VP1, VP2 또는 VP3 서열과 96% 또는 그 초과의 동일성을 갖는 VP1, VP2, 또는 VP3 서열을 포함하는 방법.

청구항 24 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 도 3에 제시된 하나 이상의

VP1, VP2 또는 VP3 서열과 97% 또는 그 초과의 동일성을 갖는 VP1, VP2, 또는 VP3 서열을 포함하는 방법.

청구항 25 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 도 3에 제시된 하나 이상의

VP1, VP2 또는 VP3 서열과 98% 또는 그 초과의 동일성을 갖는 VP1, VP2, 또는 VP3 서열을 포함하는 방법.

청구항 26 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 도 3에 제시된 하나 이상의

VP1, VP2 또는 VP3 서열과 99% 또는 그 초과의 동일성을 갖는 VP1, VP2, 또는 VP3 서열을 포함하는 방법.

청구항 27 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 도 3에 제시된 하나 이상의

VP1, VP2 또는 VP3 서열과 99.5% 또는 그 초과의 동일성을 갖는 VP1, VP2, 또는 VP3 서열을 포함하는 방법.

청구항 28 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 재조합 AAV 입자가 도 3에 제시된 AAV-Rh74,

AAV-Rh74에 관련된 AAV 벡터 또는 AAV-Rh74,  또는 RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6), RHM15-2

(SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4 (SEQ ID NO:9) 또는 RHM15-6 (SEQ ID NO:10)의 VP1,

VP2, 또는 VP3 서열을 포함하는 방법.

청구항 29 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 이종 폴리뉴클레오티드 서열, 또는 상기 단백

질이 포유동물에 대한 치료학적 효과를 갖는 수준으로 발현되는 방법.

청구항 30 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 아데노-관련 바이러스 (AAV) 벡터가 Rh74,

AAV2 또는 AAV8 혈청형과 비교하여 간세포에 대한 증가된 향성(tropism)을 갖는 방법.

청구항 31 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 이종 폴리뉴클레오티드 서열 또는 상기 단백질

이 상기 포유동물의 세포, 조직 또는 기관에서 발현되는 방법.
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청구항 32 

제 31항에 있어서, 세포가 분비 세포를 포함하는 방법.

청구항 33 

제 31항에 있어서, 세포가 내분비 세포를 포함하는 방법.

청구항 34 

제 31항에 있어서, 세포가 간세포, 신경 세포, 아교 세포, 망막 세포, 상피 세포, 폐 세포 또는 전능성, 만능성

또는 다능성 줄기 세포를 포함하는 방법.

청구항 35 

제 31항에 있어서, 상기 포유동물의 조직 또는 기관이 간, 뇌, 중추신경계, 척수, 눈, 망막 또는 폐를 포함하는

방법.

청구항 36 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 포유동물이 불충분한 양의 단백질, 또는 결함 또는

비정상 단백질을 생성하는 방법.

청구항 37 

제 36항에 있어서, 단백질이 CFTR (낭성 섬유종 막횡단 조절 단백질), 혈액 응고 인자 (인자 XIII, 인자 IX, 인

자 X, 인자 VIII, 인자 VIIa, 단백질 C, 등), 기능 획득 혈액 응고 인자, 항체, 망막색소상피-특이적 65 kDa 단

백질 (RPE65),  에리트로포이에틴, LDL  수용체, 지질단백질 리파제, 오르니틴 트랜스카르바밀라제, β-글로빈,

α-글로빈,  스펙트린,  α-안티트립신,  아데노신  데아미나제  (ADA),  금속  수송체  (ATP7A  또는  ATP7),

설파미다제, 라이소좀 축적 병 관련 효소 (ARSA), 히포잔틴 구아닌 포스포리보실 트랜스퍼라제, β-25 글루코세

레브로시다제, 스핑고마이엘리나제, 라이소좀 헥소사미니다제, 분지쇄 케토산 데히드로게나제, 호르몬, 성장 인

자, 인슐린-유사 성장 인자 1 또는 2, 혈소판 유래 성장 인자, 표피 성장 인자, 신경 성장 인자, 신경영양 인자

-3 및 -4, 뇌-유래 신경영양 인자, 아교세포 유래 성장 인자, 형질전환 성장 인자 α 및 β, 사이토킨, α-인터

페론, β-인터페론, 인터페론-γ, 인터류킨-2, 인터류킨-4, 인터류킨 12, 과립구-대식세포 집락자극인자, 림포

톡신, 자살 유전자 생성물, 단순 포진 바이러스 티미딘 키나제, 시토신 데아미나제, 디프테리아 독소, 시토크롬

P450, 데옥시시티딘 키나제, 종양 괴사 인자, 약물 내성 단백질, 종양 억제제 단백질 (예를 들어, p53, Rb, Wt-

1, NF1, 폰 힙펠-린도우 (VHL), 선종성 결장폴립증 (APC)), 면역조절 특성을 갖는 펩티드, 면역허용원성 또는

면역원성 펩티드 또는 단백질 트레지토프(Tregitope) 또는 hCDR1, 인슐린, 글루코키나제, 구아닐레이트 시클라

제 2D (LCA-GUCY2D), Rab 에스코트 단백질 1 (범맥락막위축), LCA 5 (LCA-레베르실린(Lebercilin)), 오르니틴

케토산  아미노트랜스퍼라제  (우곡상  위축),  레티노쉬신(Retinoschisin)  1  (X-연결된  망막층간분리

(Retinoschisis)), USH1C (아셔 증후군 1C), X-연결된 색소성 망막염 GTP아제 (XLRP), MERTK (RP의 AR 형: 색

소성 망막염), DFNB1  (코넥신 26  난청), ACHM  2,  3  및 4  (색맹), PKD-1  또는 PKD-2  (다낭 신장병), TPP1,

CLN2, 라이소좀 축적 병의 원인이 되는 유전자 생성물 (예를 들어, 설파타제, N-아세틸글루코사민-1-포스페이트

트랜스퍼라제, 카텝신 A, GM2-AP, NPC1, VPC2, 스핑고리피드 활성인자 단백질, 또는 게놈 편집을 위한 하나 이

상의 아연 핑거 누클레아제, 또는 게놈 편집을 위한 복구 주형으로서 사용된 도너 서열을 포함하는 방법.

청구항 38 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열이 폴리펩티드, 펩티드

또는 단백질을 엔코딩하는 유전자를 포함하는 방법.

청구항 39 

제 38항에 있어서, 유전자가 CFTR (낭성 섬유종 막횡단 조절 단백질), 혈액 응고 인자 (인자 XIII, 인자 IX, 인

자 X, 인자 VIII, 인자 VIIa, 단백질 C, 등), 기능 획득 혈액 응고 인자, 항체, 망막색소상피-특이적 65 kDa 단

백질 (RPE65),  에리트로포이에틴, LDL  수용체, 지질단백질 리파제, 오르니틴 트랜스카르바밀라제, β-글로빈,

α-글로빈,  스펙트린,  α-안티트립신,  아데노신  데아미나제  (ADA),  금속  수송체  (ATP7A  또는  ATP7),
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설파미다제, 라이소좀 축적 병 관련 효소 (ARSA), 히포잔틴 구아닌 포스포리보실 트랜스퍼라제, β-25 글루코세

레브로시다제, 스핑고마이엘리나제, 라이소좀 헥소사미니다제, 분지쇄 케토산 데히드로게나제, 호르몬, 성장 인

자, 인슐린-유사 성장 인자 1 또는 2, 혈소판 유래 성장 인자, 표피 성장 인자, 신경 성장 인자, 신경영양 인자

-3 및 -4, 뇌-유래 신경영양 인자, 아교세포 유래 성장 인자, 형질전환 성장 인자 α 및 β, 사이토킨, α-인터

페론, β-인터페론, 인터페론-γ, 인터류킨-2, 인터류킨-4, 인터류킨 12, 과립구-대식세포 집락자극인자, 림포

톡신, 자살 유전자 생성물, 단순 포진 바이러스 티미딘 키나제, 시토신 데아미나제, 디프테리아 독소, 시토크롬

P450, 데옥시시티딘 키나제, 종양 괴사 인자, 약물 내성 단백질, 종양 억제제 단백질 (예를 들어, p53, Rb, Wt-

1, NF1, 폰 힙펠-린도우 (VHL), 선종성 결장폴립증 (APC)), 면역조절 특성을 갖는 펩티드, 면역허용원성 또는

면역원성 펩티드 또는 단백질 트레지토프, 또는 hCDR1, 인슐린, 글루코키나제, 구아닐레이트 시클라제 2D (LCA-

GUCY2D), Rab 에스코트 단백질 1 (범맥락막위축), LCA 5 (LCA-레베르실린), 오르니틴 케토산 아미노트랜스퍼라

제 (우곡상 위축), 레티노쉬신 1 (X-연결된 망막층간분리), USH1C (아셔 증후군 1C), X-연결된 색소성 망막염

GTP아제 (XLRP), MERTK (RP의 AR 형: 색소성 망막염), DFNB1 (코넥신 26 난청), ACHM 2, 3 및 4 (색맹), PKD-1

또는 PKD-2 (다낭 신장병), TPP1, CLN2, 라이소좀 축적 병의 원인이 되는 유전자 생성물 (예를 들어, 설파타제,

N-아세틸글루코사민-1-포스페이트  트랜스퍼라제,  카텝신  A,  GM2-AP,  NPC1,  VPC2,  스핑고리피드  활성인자

단백질, 또는 게놈 편집을 위한 하나 이상의 아연 핑거 누클레아제, 또는 게놈 편집을 위한 복구 주형으로서 사

용된 도너 서열을 포함하거나 엔코딩하는 방법.

청구항 40 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열이 억제 핵산을 포함하

는 방법.

청구항 41 

제 40항에 있어서, 억제 핵산이 마이크로-RNA (miRNA), siRNA, shRNA, 트랜스-스플라이싱 RNA, 안티센스 RNA

또는 트리플렉스 형성 RNA를 포함하는 방법.

청구항 42 

제 40항에 있어서, 억제 핵산이 병원성 유전자, 병원성 유전자의 전사체, 또는 폴리뉴클레오티드 반복 질환과

관련된  유전자  전사체,  헌팅틴  (HTT)  유전자,  치상핵적핵담창구시상하핵  위축증  관련  유전자  (아트로핀  1,

ATN1); 척수구근 근 위축증에서 X 크로모솜 상의 안드로겐 수용체, 인간 아탁신-1, -2, -3, 및 -7, Cav2.1 P/Q

전압-의존성 칼슘 채널 ((CACNA1A)에 의해 엔코딩됨), TATA-결합 단백질, 아탁신(Ataxin) 8 반대 가닥 (또한,

ATXN80S로도 공지됨), 척수소뇌성 실조증에서 세린/트레오닌-단백질 포스파타제 2A 55 kDa 조절 서브유닛 B 베

타 아이소형 (타입 1, 2, 3, 6, 7, 8, 12 17), 취약성 X 증후군에서 FMR1 (취약성 X 정신 지체 1), 취약성 X-

관련 진전/운동실조 증후군에서 FMR1 (취약성  X 정신 지체 1), FMR1 (취약성  X 정신 지체 2) 또는 취약성 XE

정신 지체에서 AF4/FMR2 패밀리 멤버 2; 근긴장성 이영양증에서 미오토닌-단백질 키나제 (MT-PK); 프리이드라이

히 운동실조에서 프라탁신; 근위축성 측삭 경화증에서 슈퍼옥시드 디스무타제 1 (SOD1) 유전자의 돌연변이체;

파킨슨병 및/또는 알츠하이머병의 발병기전과 관련된 유전자; 아포지질단백질 B (APOB) 및 프로단백질 전환효소

섭틸리신/켁신 타입 9 (PCSK9), 하이퍼콜로에스테르올레미아; HIV 감염에서 전사 유전자의 HIV Tat (인간 면역

결핍 바이러스 트랜스작용 인자); HIV 감염에서 HIV TAR, HIV TAR (인간 면역결핍 바이러스 트랜스작용 인자 반

응) 요소 유전자; HIV 감염에서 C-C 케모킨 수용체 (CCR5); 라우스 육종 바이러스 (RSV) 감염에서 RSV 뉴클레오

캡시드 단백질, C 형 간염 바이러스 감염에서 간-특이적 마이크로RNA (miR-122); p53, 급성 신장 손상 또는 이

식기능부전 신장 이식 또는 신장 손상 급성 신부전; 진행성 재발 또는 전이성 고형 악성 종양에서 단백질 키나

제 N3 (PKN3); LMP2, 또한, 프로테아좀 서브유닛 베타-타입 9 (PSMB 9)로도 공지된 LMP2, 전이성 흑색종; LMP7

(또한, 프로테아좀 서브유닛 베타-타입 8 (PSMB 8)로도 공지됨), 전이성 흑색종; MECL1 (또한, 프로테아좀 서브

유닛 베타-타입 10 (PSMB 10)로도 공지됨), 전이성 흑색종; 고형 종양에서 혈관 내피 성장 인자 (VEGF); 고형

종양에서 키네신 스핀들 단백질, 만성 골수성 백혈병에서 아폽토시스 억제인자 B-세포 CLL/림프종 (BCL-2); 고

형  종양에서 리보뉴클레오티드 환원효소 M2  (RRM2);  고형 종양에서 푸린;  간  종양에서 폴로-유사 키나제 1

(PLK1), C 형 간염 감염에서 디아실글리세롤 아실트랜스퍼라제 1 (DGAT1), 가족성 선종성 용종증에서 베타-카테

닌; 베타2 아드레날린성 수용체, 녹내장; 당뇨병성 망막부종 (DME) 또는 노인성 황반 변성에서 DNA 손상-유도성

전사 4 단백질로서 또한 공지된 RTP801/Redd1; 노인성 황반 변성 또는 맥락막 혈관신생에서 혈관 내피 성장 인

자 수용체 I (VEGFR1), 비동맥형 허혈성 시신경증에서 카스파제 2; 선천성 손발톱 비대증에서 케라틴 6A N17K
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돌연변이체 단백질; 인플루엔자 감염에서 인플루엔자 A 바이러스 게놈/유전자 서열; 중증 급성 호흡기 증후군

(SARS) 감염에서 SARS 코로나바이러스 게놈/유전자 서열; 호흡기 세포융합 바이러스 감염에서 호흡기 세포융합

바이러스 게놈/유전자 서열; 에볼라 감염에서 에볼라 필로바이러스 게놈/유전자 서열; B형 및 C형 간염 감염에

서 B형 및 C형 간염 바이러스 게놈/유전자 서열; HSV 감염에서 단순 포진 바이러스 (HSV) 게놈/유전자 서열, 콕

사키바이러스 B3 감염에서 콕사키바이러스 B3 게놈/유전자 서열; 원발성 근긴장이상에서 토르신 A (TOR1A)와 같

은 유전자의 병원성 대립 유전자 침묵 (대립 유전자-특이적 침묵), 이식에 특이적인 pan-클래스 I 및 HLA-대립

유전자; 또는 상염색체성의 우세하게 유전된 색소성 망막염 (adRP)에서 돌연변이체 로돕신 유전자 (RHO)에 결합

되는 방법.

청구항 43 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 포유동물이 폐 질환 (예를 들어, 낭성 섬유증), 출

혈성 질환 (예를 들어, 억제제 함유 또는 비함유 혈우병 A 또는 혈우병 B), 지중해빈혈, 혈액 질환 (예를 들어,

빈혈), 알츠하이머병, 파킨슨병, 헌팅턴병, 증근위축측삭경화증 (ALS), 간질, 라이소좀 축적병, 구리 또는 철

축적병 (예를 들어, 윌슨병 또는 멘케스병) 라이소좀 산 리파제 결핍증, 신경성 또는 신경퇴행성 질환, 암, 타

입 1 또는 타입 2 당뇨병, 고셰병, 헐러병, 아데노신 데아미나제 결핍증, 대사 결함 (예를 들어, 글리코겐 축적

병), 망막 변성증 (예컨대, RPE65 결핍증, 범맥락막위축, 및 기타 안구 질환), 고형 기관 질환 (예를 들어, 뇌,

간, 신장, 심장), 또는 감염성 바이러스 (예를 들어, B형 및 C형 간염, HIV, 등), 박테리아 또는 진균류 질환을

갖는 방법.

청구항 44 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 발현 조정 요소가 항시성 또는 조절성 조정 요소를

포함하는 방법.

청구항 45 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 발현 조정 요소가 조직-특이적 발현 조정 요소 또는

프로모터를 포함하는 방법.

청구항 46 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, AAV 벡터가 정맥내, 동맥내, 근내, 피하내, 경구,

삽관내에 의해, 카테터를 통해, 진피, 두개-내, 흡입을 통해, 강-내 또는 점막으로 전달되는 방법.

청구항 47 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 포유동물이 인간인 방법.

청구항 48 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 포유동물이 AAV-Rh74 이외의 AAV 혈청형에 대해 혈

청반응 양성인 방법.

청구항 49 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 포유동물이 AAV 혈청형 AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,

AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10 또는 AAV11에 대해 혈청반응 양성인 방법.

청구항 50 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 포유동물이 AAV-Rh74에 대해 혈청반응 음성 또는 혈

청반응 양성인 방법.

청구항 51 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 빈 캡시드 AAV를 투여하는 것을 추가로 포함하는 방

법.
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청구항 52 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, 제 1항 내지 제 6항 중의 어느 한 항의 AAV 캡시드

서열 또는 RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6), RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID

NO:8), RHM15-4 (SEQ ID NO:9) 또는 RHM15-6 (SEQ ID NO:10)을 포함하는 빈 캡시드 또는 빈 캡시드 AAV-Rh74를

투여하는 것을 추가로 포함하는 방법.

청구항 53 

제 52항에 있어서, VP1, VP2 또는 VP3 서열이 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 또는 10개의 보존적 아미노산 치환,

비보존적 아미노산 치환, 또는 보존적 아미노산 치환과 비보존적 아미노산 치환을 갖는 방법. 

청구항 54 

제 11항, 제 12항 또는 제 14항 중의 어느 한 항에 있어서, AAV 입자가 약제 조성물을 포함하는 방법.

청구항 55 

제 54항에 있어서, 약제 조성물이 빈 캡시드 AAV를 포함하는 방법.

청구항 56 

제 54항에 있어서, 약제 조성물이 제 1항 내지 제 6항 중의 어느 한 항의 AAV 캡시드 서열 또는 RHM4-1 (SEQ ID

NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6), RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4 (SEQ ID

NO:9) 또는 RHM15-6 (SEQ ID NO:10)를 포함하는 빈 캡시드 또는 빈 캡시드 AAV-Rh74를 포함하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원에 대한 교차-참조[0001]

본 출원은 2014년 4월 28일 출원된 미국 가출원 번호  61/985,365 및 2013년 7월 22일 출원된 미국 가출원 번호[0002]

61/857,161의 우선권을 청구하며, 이들 출원 모두는 그 전체가 본원에 참조로 통합된다.

배 경 기 술

도입[0003]

바람직한 유전자의 부재 또는 결함 (기능 손실) 또는 바람직하지 않은 또는 결함 유전자의 발현 또는 (기능 획[0004]

득)에 의해 초래된 유전 질환은 다양한 질병으로 이어진다.  기능 손실 유전 질환의 한 예는 응고 인자 VIII

(FVIII, A형 혈우병) 또는 인자 IX (FIX, B형 혈우병)의 결핍에 의해 초래된 유전성 출혈 장애인 혈우병이다.

기능 획득 유전 질환의 한 예는 헌팅턴병으로서, 뉴론 내부에 축적되어 특히, 기저핵 및 대뇌피질에서 뉴론의

점착적 파괴로 이어지는 돌연변이된 단백질을 엔코딩하는 병적 "HTT" 유전자 (헌팅틴 단백질 엔코딩)에 의해 초

래되는 질병이다.

혈우병에 대한 최근 치료는 출혈이 발생하는 경우 필요에 따라 또는 예방적으로 재조합 응혈 인자의 정맥내 투[0005]

여로 이루어진다.  그러나, 이러한 치료학적 접근법은 수개의 단점 예컨대, 반복 투입의 필요성, 치료 비용, 항

-치료학적 인자 면역 반응의 발생 위험 및 잠재적으로 치명적인 출혈 위험을 갖는다.  이러한 제한은 혈우병에

대한 유전자-기반 치료법의 개발을 촉발시킨다.  이를 위해, 혈우병은 유전자 전이 기반 치료법에 이상적인데,

1) 정상의 단지 1% 초과의 수준도 이미 표현형을 중증에서 중등증으로 변화시킬 수 있으며, 100%의 수준이 임의

의 부작용과 관계되지 않기 때문에 치료학적 윈도우가 매우 넓으며; 2) 치료학적 전이유전자의 조직 특이적 발

현이 엄격하게 요구되지 않으며; 3) 치료학적 효율의 끝점 측정에 상당한 경험이 있기 때문이다.  게다가, 응고

인자의 간 발현은 응고 인자 자체에 대한 면역학적 내성을 유발시켜, 응고 인자에 대한 잠재적으로 해로운 면역

반응의 가능성을 감소시키는 것으로 입증되었다.

현재, 아데노-관련 바이러스 (AAV) 벡터는 선택되는 유전자 전이 벡터로서 인식되는데, 이들이 생체내에서 유전[0006]

자 절단에 가장 안전하고 효율적인 프로파일을 갖기 때문이다.  지금까지 분리된 AAV 혈청형 중에서, AAV2 및

AAV8은  중증  B형  혈우병이  발병된  인간의  간을  표적화하는데  이용되었다.   두  벡터  모두는  효율적으로
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작업하고, AAV8의 경우, 치료학적 전이유전자의 장기간 발현이 기록되었다.  인간에서의 최근 데이타는 AAV 벡

터로의 간의 표적화는 치료학적 수준의 FIX 전이유전자의 장기간 발현을 달성함을 보여주었다.

이들 데이터가 유망하지만, 인간 (야생형 AAV에 있어서 천연 숙주)에서 낮은 혈청학적 유병률 및 간에 있어서[0007]

높은 향성을 갖는 AAV 혈청형의 확인은 1) 항-AAV 캡시드 면역 반응을 촉발할 위험성을 감소시킬 가능성이 있는

가장 낮은 벡터 용량으로 간에서 전이유전자 발현의 치료학적 수준을 달성하는데 있어서 기본이 되며; 2) 독특

한 혈청학적 유병률을 갖는 대안적인 AAV 혈청형은, 독특한 혈청학적 유병률을 갖지 못한다면 AAV에 대한 이미

존재하는 체액성 면역으로 인해 AAV 유전자 전이에 대해 자격을 갖추지 못할 그러한 환자 군집의 치료를 허용할

것이다.  본 발명은 이러한 필요를 논의하고 추가적인 이점을 제공한다.

발명의 내용

요약[0008]

본 발명은 아데노-관련 바이러스 (AAV) 혈청형 AAV-Rh74 벡터, 및 관련된 AAV 벡터 및 바이러스 입자를 제공한[0009]

다.  이러한 벡터는 다른 세포 유형 중에서 간의 간세포를 표적으로 하는 AAV-Rh74를 포함한다.  폴리뉴클레오

티드 서열 전달을 위한 벡터로서, AAV-Rh74 및 관련된 AAV 벡터는 세포에서 폴리뉴클레오티드의 발현을 추진한

다.  단백질 예컨대, 치료학적 적용을 위한 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드는 투여 후 치료학적 수준으

로 발현될 수 있다.

효소적 AAV-Rh74 및 관련된 AAV 벡터는 AAV-Rh74 변종을 포함한다.  특정 캡시드 변종은 RH74 VP1 캡시드 서열[0010]

(SEQ ID NO: 1)의 아미노산 위치 195, 199, 201 또는 202번 중 어느 하나에서 아미노산 치환을 갖는 Rh74 캡시

드 서열을 포함한다.  특정 양태에서, 잔기는 RH74  VP1  캡시드 서열 (SEQ  ID  NO:  1)의 아미노산 위치 195,

199, 201 또는 202 번 중 어느 하나에서 A, V, P 또는 N 아미노산에 상응한다.  더욱 특정 양태에서, 캡시드 서

열은 RH74  VP1  캡시드 서열 (SEQ  ID  NO:1)의 아미노산 위치 195에서 A  잔기; 아미노산 위치 199  번에서 V

잔기, 아미노산 위치 201 번에서 P 잔기, 또는 아미노산 위치 202번에서 N 잔기를 갖는다.  추가의 더욱 특정

양태에서, 캡시드 서열은 하기 중 임의의 2개, 3개 또는 전체 4개를 갖는다: RH74 VP1 캡시드 서열 (SEQ ID

NO:1)의 아미노산 위치 195번에서 A 잔기; 아미노산 위치 199번에서 V 잔기, 아미노산 위치 201번에서 P 잔기,

또는 아미노산 위치 202번에서 N 잔기.

본 발명의 재조합 AAV 입자는 임의의 캡시드 변종의 AAV 캡시드 서열 예컨대, RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1[0011]

(SEQ ID NO:6), RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4 (SEQ ID NO:9) 또는 RHM15-

6 (SEQ ID NO:10)를 포함한다.  특정 구체예에서, 재조합 AAV 입자는 벡터 게놈 (예를 들어, 바이러스 벡터 예

컨대, AAV 벡터 게놈)을 캡시드화시키거나 패키징한다.  이러한 본 발명의 재조합 AAV 입자는 이종 폴리뉴클레

오티드 서열을 또한 포함하는 바이러스 (예를 들어, AAV) 벡터 게놈을 포함한다.

AAV-Rh74 및 관련된 AAV 벡터 매개된 폴리뉴클레오티드 전이는 임상전 및 임상 세팅에서 최근 연구된 수개의 기[0012]

타 혈청형 중에서 현저하게 더 높은 단백질 발현 수준을 유도하였다.  특히, AAV-Rh74는 마우스 및 B형 혈우병

개 둘 모두에서 간 형질도입을 위한 절대 표준인 AAV8에 적어도 필적하거나 이보다 우수한 효율로 폴리뉴클레오

티드를 간으로 표적화시킨다 (예를 들어, 도 1 및 2 참조).  AAV-Rh74 변종 예컨대, 예를 들어, 캡시드 변종

RHM4-1 (SEQ ID NO:5)은 마우스에서 Rh74 AAV보다 탁월하게 그리고, AAV8에 필적하거나 이보다 탁월한 효율로

폴리뉴클레오티드를 간으로 표적화시킨다 (예를 들어, 도 5 참조).  또한, 인간외 영장류에서의 데이터는 AAV-

Rh74 및 AAV-Rh74 변종 예컨대, RHM4-1이 hFIX의 매개하는 간-유래된 발현에서 AAV8보다 대략 2배 더 강력함을

보여준다 (예를 들어, 도 4 및 6 참조). 

따라서, AAV-Rh74 및 AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)은 바람직하거나 치료학적 이점을[0013]

제공하는 단백질을 발현시키기 위해 폴리뉴클레오티드 예컨대, 유전자 코딩 서열은 물론 바람직하지 않은 또는

결함 유전자의 발현을 감소시키거나 억제하는 억제성 뉴클레오티드를 전달하여 다양한 질병을 치료하는데 사용

될 수 있다.  예를 들어, AAV-Rh74 및 AAV-Rh74캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)은 벡터로서 세포, 조직 및 기

관 예컨대, 간에 치료학적 유전자 (예를 들어, FIX, FVIII)를 전달하여 혈우병 A, B 등을 치료하는데 이용될 수

있다.  이러한 AAV-Rh74 및 AAV-Rh74캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1) 벡터는 또한, 광범위한 기타 대사 또는

혈장 단백질 결핍을 위한 또는 기타 치료학적 목적을 위한 유전자 예컨대, 비제한적으로, 간에서 게놈 편집을

수행하기 위한 아연 핑거 뉴클레아제를 엔코딩하는 유전자를 전달하기 위해, 및 간염 바이러스 감염의 치료를

위한 알파-인터페론과 같은 면역조절제의 국소 (간) 전달을 위해, 또는 혈류에서 치료학적 전이유전자 생성물의

간 형질도입 또는 존재가 필요한 임의의 질환을 사실상 치료 (이는 간 발현을 위한 전이유전자를 표적화함으로
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써 달성될 수 있음)하기 위해 이용될 수 있다.

시험관내, 생체외 및 생체내에서 AAV-Rh74 및 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예[0014]

를 들어, RHM4-1)에 의한 폴리뉴클레오티드의 세포로의 효율적인 전달 이외에, 인간에서 항-AAV-Rh74 항체의 유

병률은 항-AAV2 항체보다 낮으며, 항-AAV8 항체의 것과 상이하다 (표 1).  낮은 혈청학적 유병률로 인해, AAV-

Rh74 및 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 (캡시드) 변종 (예를 들어, RHM4-1)은 그렇지 않다면 유전자 전이에

대해 적합하지 않을 더 높은 백분율의 인간 예를 들어, 기타 AAV 혈청형(예를 들어, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,

AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, 등등)에 대해 혈청반응 양성일 수 있는 인간에 이용될 수 있다.

또한, AAV-Rh74 및 관련된 벡터 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)을 포함하는 AAV-Rh74 변종이 높은 역

가로 효율적으로 생성될 수 있다 (표 2).  따라서, AAV-Rh74 및 관련된 벡터는 더 높은 유병률의 임상 질병에

대해 많은 양으로 생성될 수 있다.

본 발명에 따르면, 재조합 AAV-Rh74 벡터 및 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, (캡시드화, 패키[0015]

지) AAV 벡터 게놈을 포함하는 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1) 입자가 제공된다.  일 구체예에서, 재조합 AAV

벡터는 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 포함한다.  또 다른 구체예에서, 재조합 AAV 벡터 게놈은 AAV-Rh74 캡시

드 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)에 의해 캡시드화되거나

패키징된다.

(캡시드화, 패키지) 재조합 AAV 벡터 게놈을 포함하는 본 발명의 재조합 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 벡터 및 관[0016]

련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 (캡시드) 변종 (예를 들어, RHM4-1) 입자에서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은

전사된 후 단백질로 번역될 수 있다.  대안적으로, 이종 폴리뉴클레오티드는 그 자체에서 기능 또는 활성을 갖

는 전사체 (예를 들어, 억제 핵산으로서)로 전사될 수 있다.

다양한 양태에서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 치료학적 단백질을 엔코딩한다.  특정 양태에서, 단백질은 혈[0017]

액 응고 인자 (예를 들어, 인자 XIII, 인자 IX, 인자 X, 인자 VIII, 인자 VIIa, 또는 단백질 C), CFTR (낭성

섬유종 막횡단 조절 단백질), 항체, 망막색소상피-특이적 65 kDa 단백질 (RPE65), 에리트로포이에틴, LDL 수용

체, 지질단백질 리파제, 오르니틴 트랜스카르바밀라제, β-글로빈, α-글로빈, 스펙트린, α-안티트립신, 아데

노신 데아미나제 (ADA), 금속 수송체 (ATP7A 또는 ATP7), 설파미다제, 라이소좀 축적 병 관련 효소 (ARSA), 히

포잔틴 구아닌 포스포리보실 트랜스퍼라제, β-25 글루코세레브로시다제, 스핑고마이엘리나제, 라이소좀 헥소사

미니다제, 분지쇄 케토산 데히드로게나제, 호르몬, 성장 인자 (예를 들어, 인슐린-유사 성장 인자 1 및 2, 혈소

판 유래 성장 인자, 표피 성장 인자, 신경 성장 인자, 신경영양 인자 -3 및 -4, 뇌-유래 신경영양 인자, 아교세

포 유래 성장 인자, 형질전환 성장 인자 α 및 β, 등), 사이토킨 (예를 들어, α-인터페론, β-인터페론, 인터

페론-γ, 인터류킨-2, 인터류킨-4, 인터류킨 12, 과립구-대식세포 집락자극인자, 림포톡신, 등), 자살 유전자

생성물 (예를 들어, 단순 포진 바이러스 티미딘 키나제, 시토신 데아미나제, 디프테리아 독소, 시토크롬 P450,

데옥시시티딘 키나제, 종양 괴사 인자, 등), 약물 내성 단백질 (예를 들어, 암 치료에 사용된 약물에 대한 내성

을 제공하는 단백질), 종양 억제제 단백질 (예를 들어, p53, Rb, Wt-1, NF1, 폰 힙펠-린도우 (VHL), 선종성 결

장폴립증 (APC)), 면역조절 특성을 갖는 펩티드, 면역허용원성 또는 면역원성 펩티드 또는 단백질 트레지토프

(Tregitope), 또는 hCDR1, 인슐린, 글루코키나제, 구아닐레이트 시클라제 2D (LCA-GUCY2D), Rab 에스코트 단백

질  1  (범맥락막위축),  LCA  5  (LCA-레베르실린(Lebercilin)),  오르니틴  케토산  아미노트랜스퍼라제  (우곡상

위축), 레티노쉬신(Retinoschisin) 1 (X-연결된 망막층간분리(Retinoschisis)), USH1C (아셔 증후군 1C), X-연

결된 색소성 망막염 GTP아제 (XLRP), MERTK (RP의 AR 형: 색소성 망막염), DFNB1 (코넥신 26 난청), ACHM 2, 3

및 4 (색맹), PKD-1 또는 PKD-2 (다낭 신장병), TPP1, CLN2, 라이소좀 축적 병의 원인이 되는 유전자 결핍 (예

를 들어, 설파타제, N-아세틸글루코사민-1-포스페이트 트랜스퍼라제, 카텝신 A, GM2-AP, NPC1, VPC2, 스핑고리

피드 활성인자 단백질, 등), 게놈 편집을 위한 하나 이상의 아연 핑거 누클레아제, 또는 게놈 편집을 위한 복구

주형으로서 사용된 도너 서열이다.

추가의 양태에서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 치료학적 단백질을 엔코딩하며, 이는 이어서 대상체에 존재하[0018]

는 (내인성) 바람직하지 않은 또는 비정상적 (기능이상) 단백질의 발현 또는 기능을 억제한다.  추가의 양태에

서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 전사되는 경우, 억제 핵산 (예를 들어, 억제 RNA)으로 전사되는 폴리뉴클레

오티드이다.  더욱 특정 양태에서, 억제 핵산은 단일-가닥 서열이거나, 이중- 또는 삼중-가닥 서열을 형성한다.

추가적인 더욱 특정 양태에서, 억제 핵산은 마이크로-RNA (miRNA), siRNA, shRNA, 트랜스-스플라이싱 RNA, 안티

센스 RNA 또는 트리플렉스 형성 RNA이다.

추가의 더욱 특정 양태에서, 억제 핵산은 헌팅틴 (HTT) 유전자, 치상핵적핵담창구시상하핵 위축증 관련 유전자[0019]
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(예를  들어,  아트로핀  1,  ATN1);  척수구근  근  위축증에서  X  크로모솜 상의 안드로겐 수용체,  인간  아탁신

(Ataxin)-1, -2, -3, 및 -7, Cav2.1 P/Q 전압-의존성 칼슘 채널 ((CACNA1A)에 의해 엔코딩됨), TATA-결합 단백

질, 아탁신 8 반대 가닥 (opposite strand) (또한, ATXN80S로도 공지됨), 척수소뇌성 실조증에서 세린/트레오닌

-단백질 포스파타제 2A 55 kDa 조절 서브유닛 B 베타 아이소형 (타입 1, 2, 3, 6, 7, 8, 12 17), 취약성 X 증

후군에서 FMR1 (취약성 X 정신 지체 1), 취약성 X-관련 진전/운동실조 증후군에서 FMR1 (취약성  X 정신 지체

1), FMR1 (취약성  X 정신 지체 2) 또는 취약성 XE 정신 지체에서 AF4/FMR2 패밀리 멤버 2; 근긴장성 이영양증

에서 미오토닌-단백질 키나제 (MT-PK); 프리이드라이히 운동실조에서 프라탁신; 근위축성 측삭 경화증에서 슈퍼

옥시드  디스무타제  1  (SOD1)  유전자의  돌연변이체;  파킨슨병  및/또는  알츠하이머병의  발병기전과  관련된

유전자; 아포지질단백질 B (APOB) 및 프로단백질 전환효소 섭틸리신/켁신 타입 9 (PCSK9), 하이퍼콜로에스테르

올레미아; HIV 감염에서 전사 유전자의 HIV Tat (인간 면역결핍 바이러스 트랜스작용 인자); HIV 감염에서 HIV

TAR, HIV TAR (인간 면역결핍 바이러스 트랜스작용 인자 반응) 요소 유전자; HIV 감염에서 C-C 케모킨 수용체

(CCR5); 라우스 육종 바이러스 (RSV) 감염에서 RSV 뉴클레오캡시드 단백질, C 형 간염 바이러스 감염에서 간-특

이적 마이크로RNA (miR-122); p53, 급성 신장 손상 또는 이식기능부전 신장 이식 또는 신장 손상 급성 신부전;

진행성 재발 또는 전이성 고형 악성 종양에서 단백질 키나제 N3 (PKN3); LMP2, 또한, 프로테아좀 서브유닛 베타

-타입 9 (PSMB 9)로도 공지된 LMP2, 전이성 흑색종; LMP7 (또한, 프로테아좀 서브유닛 베타-타입 8 (PSMB 8)로

도 공지됨), 전이성 흑색종; MECL1 (또한, 프로테아좀 서브유닛 베타-타입 10 (PSMB 10)로도 공지됨), 전이성

흑색종; 고형 종양에서 혈관 내피 성장 인자 (VEGF); 고형 종양에서 키네신 스핀들 단백질, 만성 골수성 백혈병

에서 아폽토시스 억제인자 B-세포 CLL/림프종 (BCL-2); 고형 종양에서 리보뉴클레오티드 환원효소 M2 (RRM2);

고형 종양에서 푸린 (Furin); 간 종양에서 폴로-유사 키나제 1 (PLK1), C 형 간염 감염에서 디아실글리세롤 아

실트랜스퍼라제 1 (DGAT1), 가족성 선종성 용종증에서 베타-카테닌; 베타2 아드레날린성 수용체, 녹내장; 당뇨

병성  망막부종  (DME)  또는  노인성  황반  변성에서  DNA  손상-유도성  전사  4  단백질로서  또한  공지된

RTP801/Redd1; 노인성 황반 변성 또는 맥락막 혈관신생에서 혈관 내피 성장 인자 수용체 I (VEGFR1), 비동맥형

허혈성 시신경증에서 카스파제 2; 선천성 손발톱 비대증에서 케라틴 6A N17K 돌연변이체 단백질; 인플루엔자 감

염에서 인플루엔자 A 바이러스 게놈/유전자 서열; 중증 급성 호흡기 증후군 (SARS) 감염에서 SARS 코로나바이러

스 게놈/유전자 서열; 호흡기 세포융합 바이러스 감염에서 호흡기 세포융합 바이러스 게놈/유전자 서열; 에볼라

감염에서 에볼라 필로바이러스 게놈/유전자 서열; B형 및 C형 간염 감염에서 B형 및 C형 간염 바이러스 게놈/유

전자 서열; HSV 감염에서 단순 포진 바이러스 (HSV) 게놈/유전자 서열, 콕사키바이러스 B3 감염에서 콕사키바이

러스 B3 게놈/유전자 서열; 원발성 근긴장이상에서 토르신 A (TOR1A)와 같은 유전자의 병원성 대립 유전자 침묵

(대립 유전자-특이적 침묵), 이식 특이적 pan-클래스 I 및 HLA-대립 유전자; 상염색체성의 우성 유전된 색소성

망막염 (adRP)에서 돌연변이체 로돕신 유전자 (RHO)의 발현을 억제하거나; 상기 억제 핵산은 임의의 상기 유전

자 또는 서열의 전사체에 결합한다.

본 발명의 재조합 AAV 벡터 및 AAV-Rh74 및 관련된 AAV 벡터 예컨대, (캡시드화, 패키지) 재조합 AAV 벡터 게놈[0020]

을 포함하는 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1) 입자와 같은 AAV-Rh74 벡터는 시스 또는 트랜스로 작용하는 추가

적인 요소를 포함한다.  특정 구체예에서, 재조합 바이러스 (예를 들어, AAV) 벡터 및/또는 AAV-Rh74 벡터 또는

관련된 AAV 벡터 예컨대, (캡시드화, 패키지) 재조합 AAV 벡터 게놈을 포함하는 AAV-Rh74 (캡시드) 변종 (예를

들어, RHM4-1) 입자는 또한, 이종 폴리뉴클레오티드 서열의 5' 또는 3' 말단 측면에 인접한 하나 이상의 역방향

말단 반복부 (ITR) 서열; 이종 폴리뉴클레오티드 서열의 전사를 추진하는 발현 조절 서열 (예를 들어, 이종 폴

리뉴클레오티드 서열의 전사에 기여하는 프로모터 또는 인핸서 예컨대, 항시성 또는 조절성 조정 요소, 또는 조

직-특이적 발현 조정 요소); 이종 폴리뉴클레오티드 서열의 3'에 위치한 폴리-아데닌 서열; 선택 마커 (예를 들

어, 항생제 내성 예컨대, 카나마이신 내성을 제공하는 단백질); 및/또는 복제 오리진을 갖는다. 

본 발명의 재조합 AAV 벡터 및 AAV-Rh74 벡터 및 관련된 AAV 벡터 예컨대, (캡시드화, 패키지) 재조합 AAV 벡터[0021]

게놈을 포함하는 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1) 입자를 포함하는 AAV-Rh74 변종은 또한 추가적인 요소를 포

함할 수 있다.  일 구체예에서, 재조합 벡터 게놈은 이종 폴리뉴클레오티드 서열 및 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클

레오티드 서열을 포함한다.  특정 양태에서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 약 4.7Kb 미만의 길이를 갖는다.

추가의 특정 양태에서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 4.7Kb 미만의 길이를 가지며, 2개의 아데노-관련 바이러

스 (AAV) ITR 서열 내부에 위치한다.  추가의 특정 양태에서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 이종

폴리뉴클레오티드 서열과 합쳐질 경우, 이종 폴리뉴클레오티드 서열과 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열

의 총 합친 길이가 약 3.0-5.5Kb, 또는 약 4.0-5.0Kb, 또는 약 4.3-4.8Kb이 되는 길이를 갖는다.

필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 벡터의 기능 또는 활성을 방지하지 않도록 임의의 요망되는 위치에[0022]
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서 벡터 서열에 위치할 수 있다.  일 양태에서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 이종 폴리뉴클레오

티드 서열의 각 5' 및/또는 3' 말단에 측면인접한 5' 및/또는 3' ITR 사이에 위치하지 않는다.  또 다른 양태에

서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 이종 폴리뉴클레오티드 서열의 각 5' 및/또는 3' 말단에 측면인

접한 5' 및/또는 3' ITR 내부에 위치한다.  추가의 양태에서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 이종

폴리뉴클레오티드 서열의 각 5' 및/또는 3' 말단에 측면인접한 5' 및/또는 3' ITR에 근접하여 위치한다.  추가

의 양태에서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열 예를 들어, 게놈 핵산 내부의 인트론에 대한 유사체는

이종 폴리뉴클레오티드 서열 내부에 위치한다.

따라서, 다양한 구체예에서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 AAV ITR 서열에 근접하여 위치하거나;[0023]

2개의 아데노-관련 바이러스 (AAV) ITR 서열 내부에 위치하거나; 2개의 아데노-관련 바이러스 (AAV) ITR 서열

외부에 위치하거나; 2개의 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열이 존재하는데, 제 1 필러 또는 스터퍼 폴리

뉴클레오티드 서열은 2개의 아데노-관련 바이러스 (AAV) ITR 서열 내부에 위치하며, 제 2 필러 또는 스터퍼 폴

리뉴클레오티드 서열은 2개의 아데노-관련 바이러스 (AAV) ITR 서열 외부에 위치한다.

더욱 특정 양태에서, 2개의 아데노-관련 바이러스 (AAV) ITR 서열 내부에 위치할 때, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴[0024]

클레오티드 서열은, 상기 이종 폴리뉴클레오티드 서열과 조합되는 경우, 이종 폴리뉴클레오티드 서열과 필러 또

는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열의 전체 합친 길이가 약 3.0-5.5Kb, 약 4.0-5.0Kb, 또는 약 4.3-4.8Kb가 되는

길이를 갖는다.  다른 더욱 특정 양태에서, 2개의 아데노-관련 바이러스 (AAV) ITR 서열 외부에 위치할 때, 필

러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 4.7Kb 초과, 약 5.0-10.0Kb, 또는 약 6.0-8.0Kb의 길이를 갖는다.

다양한 추가의 양태에서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 약 1-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50,[0025]

50-60, 60-75, 75-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-400, 400-500, 500-750, 750-1,000, 1,000-

1,500,  1,500-2,000,  2,000-2,500,  2,500-3,000,  3,000-3,500,  3,500-4,000,  4,000-4,500,  4,500-5,000,

5,500-6,000, 6,000-7,000, 7,000-8,000, 또는 8,000-9,000 개 뉴클레오티드 길이의 서열이다.  

전형적으로,  필러  또는  스터퍼  폴리뉴클레오티드  서열은  불활성이거나  무해하며,  기능  또는  활성을  갖지[0026]

않는다.  다양한 특정 양태에서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 박테리아 폴리뉴클레오티드 서열이

아니며, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 단백질 또는 펩티드를 엔코딩하는 서열이 아니며, 필러 또

는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은  이종 폴리뉴클레오티드 서열, AAV 역방향 말단 반복부 (ITR) 서열, 발현

조정 요소, 복제 오리진, 선택 마커 또는 폴리-아데닌 (폴리-A) 서열 중 임의의 서열과 구별되는 서열이다.

다양한 추가적인 특정 양태에서, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 이종 폴리뉴클레오티드 서열과 관[0027]

련되거나 관련되지 않은 인트론 서열이다.  특정 양태에서, 인트론 서열은 이종 폴리뉴클레오티드 서열 내부에

위치한다.  다른 특정 양태에서, 인트론이 또한 이종 폴리뉴클레오티드 서열에 의해 엔코딩되는 단백질을 엔코

딩하는 게놈 DNA와 같은 게놈 DNA에 존재하기 때문에 인트론 서열은 이종 폴리뉴클레오티드 서열과 관련된다.

본 발명의 재조합 AAV 벡터 및 AAV-Rh74 및 관련된 AAV 벡터 예컨대, (캡시드화, 패키지) 재조합 AAV 벡터 게놈[0028]

을 포함하는 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1) 입자와 같은 AAV-Rh74 변종은 세포 내부에 포함될 수 있다.  이

러한 구체예에서, 세포는 바이러스 (AAV) 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-

Rh74 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))를 생성하도록 용해된 헬퍼 세포, 또는 이종 폴리뉴클레오티드 서열을

발현시키는 것이 요망되는 표적 세포를 포함할 수 있다.

본 발명의 재조합 AAV 벡터 및 AAV-Rh74 벡터 및 관련된 AAV 벡터 예컨대, (캡시드화, 패키지) 재조합 AAV 벡터[0029]

게놈을 포함하는 AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1) 입자는 약제 조성물 내에 포함될 수

있다.  이러한 조성물은 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 및 바이러스 입자 예컨대, AAV-Rh74 벡터 및 관련된 AAV

벡터 예컨대, (캡시드화, 패키지) 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 게놈을 포함하는 AAV-Rh74 변종 (예를 들어,

캡시드 변종 예컨대, RHM4-1)의 대상체로의 투여에 유용하다.

본 발명의 재조합 AAV 벡터 및 AAV-Rh74 벡터 및 관련된 AAV 벡터 예컨대, (캡시드화, 패키지) 재조합 AAV 벡터[0030]

게놈을 포함하는 AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1) 입자는 다양한 방법 및 용도에 사용

될 수 있다.  따라서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 유기체 또는 세포 예컨대, 포유동물 또는 포유동물의 세포

로 전달 또는 전이하기 위한 방법 및 용도가 제공된다.

일 구체예에서, 방법 또는 용도는 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 포유동물 또는 포유동물의 세포에 전달 또는[0031]

전이하는데  적합한  조건하에  (캡시드화,  패키지)  벡터  게놈을  포함하는  이종  폴리뉴클레오티드  서열  (예를

들어, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1)를 통
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해) 입자를 포함하는 아데노-관련 바이러스 (AAV) 벡터를 포유동물 또는 포유동물의 세포에 투여하는 것을 포함

한다.  일 양태에서, 방법 또는 용도는 이종 폴리뉴클레오티드의 포유동물 및/또는 세포로의 전이/전달을 허용

한다.  또 다른 양태에서, 방법은 이종 폴리뉴클레오티드의 포유동물 및/또는 세포로의 전이/전달, 및 이종 폴

리뉴클레오티드의 후속 전사를 허용하여 전사체를 형성한다.  추가의 양태에서, 방법은 이종 폴리뉴클레오티드

의 세포로의 전이/전달, 전사체 형성을 위한 후속 전사 및 유전자 생성물 (단백질) 생성을 위한 후속 번역을 허

용한다.  특히, 예를 들어, 마지막 2개 양태에서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 이종 폴리뉴클레오티드 서열의

전사 및 선택적으로 전사체의 후속 번역을 부여하는 발현 조정 요소에 작동가능하게 연결된다.

추가적인 구체예에서, 방법 또는 용도는 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 대상체 (예를 들어, 포유동물) 또는 대[0032]

상체 (예를 들어, 포유동물)의 세포로 전달 또는 전이시키기 위한 것이며, 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 또는

관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 입자, 복수의 이러한 바이러스 (예를 들어,

AAV) 입자 또는 이러한 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예를

들어, RHM4-1)) 입자 또는 복수의 이러한 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자의 약제 조성물을 대상체 (예를 들어,

포유동물) 또는 대상체 (예를 들어, 포유동물)의 세포에 투여하여, 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 대상체 (예를

들어, 포유동물) 또는 대상체 (예를 들어, 포유동물)의 세포로 전달 또는 전이시키는 것을 포함한다.  또 다른

구체예에서, 방법 또는 용도는 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를

들어, RHM4-1와 같은 캡시드 변종)) 입자, 복수의 이러한 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자, 또는 바이러스 (예

를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, RHM4-1와 같은 캡시드 변종)) 입자 또

는 복수의 이러한 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자의 약제 조성물을 제공하고; 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74

또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, RHM4-1와 같은 캡시드 변종)) 입자, 복수의 이러한 바이러

스 (예를 들어, AAV) 입자, 또는 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예

를 들어, RHM4-1와 같은 캡시드 변종)) 입자 또는 복수의 이러한 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자의 약제 조성

물을 대상체 (예를 들어, 포유동물)에 투여하는 것을 포함하여, 내인성 단백질 (예를 들어, 바람직하지 않거나,

비정상이거나 기능이상 단백질)의 발현 또는 기능 감소를 필요로 하거나 단백질 발현 또는 기능이 결핍되거나

단백질 발현 또는 기능을 필요로 하는 대상체 (예를 들어, 포유동물)를 치료하기 위한 것이며, 여기에서 이종

폴리뉴클레오티드 서열은 포유동물에서 발현되거나, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 대상체 (예를 들어, 포유동

물)에서 내인성 단백질 (예를 들어, 바람직하지 않거나, 비정상이거나 기능이상 단백질)의 발현 또는 기능을 감

소시키는 억제 서열 또는 단백질을 엔코딩한다.

투여 또는 전달 방법 및 용도는 대상체와 양립가능한 임의의 모드를 포함한다.  특정 구체예에서, 바이러스 (예[0033]

를 들어, AAV-Rh74 또는 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 입자 또는 복수의 이러

한 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자(예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예를

들어, RHM4-1))는 정맥내, 동맥내, 근내, 피하내, 경구, 삽관내에 의해, 카테터를 통해, 진피, 두개-내, 흡입을

통해, 강-내 또는 점막으로 투여되거나 전달된다.

대상체는 포유동물, 예컨대, 인간 및 비-인간 (예를 들어, 영장류)을 포함한다.  특정 구체예에서, 대상체는 이[0034]

종 폴리뉴클레오티드 서열의 발현으로부터 이득이 있거나 이의 발현을 필요로 한다.

본 발명에 따라서, 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 플라스미드, 및 (캡시드화, 패키지) 재조합 벡터 (예를 들어,[0035]

AAV)를 포함하는 바이러스 (예를 들어, AAV-RH74 및 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종

예컨대, RHM4-1)) 입자를 생성하는 방법이 제공된다.  일 구체예에서, 재조합 바이러스 또는 AAV 입자를 생성하

는 방법은 패키징 헬퍼 세포 내에 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 플라스미드를 도입하여 생산성 바이러스 (예를

들어, AAV-Rh74 및 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1)) 감염을 유도하

고; 재조합 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 및 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 입자를

생산하기 위한 조건하에 헬퍼 세포를 배양하는 것을 포함한다.  또 다른 구체예에서, 재조합 바이러스 벡터가

오염 핵산을 포함하는 재조합 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 및 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어,

캡시드 변종 예컨대, RHM4-1)) 입자의 양이 감소된 재조합 바이러스 또는 AAV 입자를 생성하는 방법은, 패키징

헬퍼 세포 내로 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 플라스미드를 도입시키고; 재조합 바이러스 (예를 들어, AAV-

Rh74 및 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1)) 입자를 생성하기 위한 조

건하에 헬퍼 세포를 배양하는 것을 포함하며, 여기에서 생성된 재조합 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 및 관련

AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1)) 입자는, 재조합 바이러스 벡터에 필러

또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열이 부재하는 조건하에 생성된 오염 핵산을 함유하는 바이러스 (예를 들어,

AAV-Rh74 및 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1)) 입자의 수와 비교하
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여, 오염 핵산을 함유하는 재조합 벡터 게놈을 갖는 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 및 관련 AAV 예컨대, AAV-

Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1)) 입자의 수가 감소되었다.  특정 양태에서, 오염 핵산은

박테리아  핵산;  또는  이종  폴리뉴클레오티드  서열  또는  ITR,  프로모터,  인핸서,  복제  오리진,  폴리-아데닌

서열, 또는 선택 마커 이외의 서열이다.

헬퍼 세포는 포유동물 세포를 포함한다.  특정 구체예에서, 헬퍼 세포는 이종 폴리뉴클레오티드 서열을 바이러[0036]

스 입자 (예를 들어, AAV 입자 예컨대, AAV-Rh74 및 관련 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드

변종 예컨대, RHM4-1)) 내로 패키징하는 헬퍼 (예를 들어, AAV) 기능을 제공한다.  특정 양태에서, 헬퍼 세포는

AAV Rep 및/또는 Cap 단백질 (예를 들어, Rep78 및/또는 Rep68 단백질)을 제공하며; 헬퍼 세포는 Rep 및/또는

Cap 단백질 서열(들)을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드(들)로 안정하게 또는 일시적으로 형질감염되며; 헬퍼 세포

는 Rep78 및/또는 Rep68 단백질　폴리뉴클레오티드 엔코딩 서열(들)로 안정하게 또는 일시적으로 형질감염된다.

본 발명의 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 플라스미드는 다양한 혈청형의 하이브리드 또는 키메라를 포함하는 임[0037]

의의 균주 또는 혈청형을 기반으로 할 수 있다.  본 발명의 재조합 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자는 전형적으

로, AAV-Rh74 또는 관련 AAV 예컨대, AAV-Rh74 및 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종

예컨대, RHM4-1)을 기반으로 하나, 또한 다양한 혈청형의 하이브리드 또는 키메라를 포함한다.  대표적인 AAV

혈청형은 비제한적으로, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 및 Rh10 혈청

형을 포함한다.  또한, 벡터 게놈을 포함하는 본 발명의 재조합 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자는 다양한 혈청

형,  혈청형의  혼합물  또는  다양한  혈청형의  하이브리드  또는  키메라로부터의  캡시드  단백질  예컨대,  AAV1,

AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, Rh10 혈청형의 VP1, VP2 또는 VP3 캡시드

단백질을 포함할 수 있다.  게다가, 본 발명의 재조합 벡터 (예를 들어, AAV), 서열, 플라스미드, 벡터 게놈은

임의의 하나의 혈청형, 혈청형의 혼합물, 또는 다양한 혈청형의 하이브리드 또는 키메라로부터의 요소를 포함할

수 있다.  다양한 구체예에서, 재조합 AAV 벡터는 AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9,

AAV10, AAV11, Rh74 또는 Rh10 혈청형, 또는 임의의 상기 AAV 혈청형의 혼합물, 하이브리드 또는 키메라로부터

유래된 Cap, Rep 및/또는 ITR 서열을 포함한다.

도면의 간단한 설명

도  1은  간-특이적  프로모터의  조정하에  FIX  전이유전자를  발현하는  AAV  벡터가  꼬리  정맥을  통해  주입된[0038]

C57BL/6 마우스 (군 당 n=5)에서 인간 인자 IX (FIX) 혈장 수준을 보여준다.  벡터 용량은 마우스당 2.5
10
 벡터

게놈이다.  FIX 전이유전자 생성물 (FIX 단백질) 혈장 수준을 유전자 전이 1, 2 및 4주 후에 ELISA에 의해 측정

하였다.  AAV-Rh74는 가장 높은 수준의 FIX 전이유전자 발현을 부여하였다.

도 2는 중량 킬로그램 (kg) 당 3
12
 벡터 게놈 전달 후 B형 혈우병 개에서 개의 FIX 혈장 수준을 보여준다.  AAV

벡터는 복재 정맥을 통해 정맥내 (IV)로 주입되며, FIX 수준을 ELISA에 의해 모니터링하였다.  치료학적 FIX 전

이유전자의 발현은 간 특이적 프로모터에 의해 추진된다.  AAV8 및 AAV-Rh74 벡터는 B형 혈우병 개에서 거의 동

일하게 수행되며, 둘 모두 AAV6보다 탁월하다.

도 3은 AAV-Rh74 VP1, VP2, 및 VP3 아미노산 서열 및, VP1에 있어서, 폴리뉴클레오티드 (DNA) 서열 (SEQ ID

NO:1-4)을 보여준다.

도 4는 (간-특이적 프로모터의 조정하에) 인간 인자 IX (FIX)를 발현하는 AAV8 및 AAVrh74 벡터의 레서스 원숭

이, 인간외 영장류로의 투여, 및 동물에서 FIX의 발현을 보여준다.  AAVrh74-FIX 벡터 (오른쪽 가장자리쪽으로

마지막 2개의 막대)가 투여된 동물은 동일한 용량이 주입된 다른 군의 동물과 비교하여 더 높은 수준으로 FIX

전이유전자를 발현하였다.

도 5는 Rh74 및 AAV8 캡시드화된 AAV 인간 인자 IX 발현 벡터와 비교하여, 지시된 AAV (Rh74 변종, 예컨대,

RHM4-1 변종)에 의해 캡시드화된 AAV 인간 인자 IX 발현 벡터를 투여한 동물에서 혈장 인간 인자 IX 발현 수준

을 보여준다.

도 6은 (간-특이적 프로모터의 조정하에) 인간 인자 IX를 발현하는 AAV8 및 AAV-Rh74 변종 RHM4-1 벡터의 사이

노몰구스 원숭이, 인간외 영장류로의 투여 및 동물에서 FIX의 발현을 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용
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상세한 설명[0039]

본 발명은 아데노-관련 바이러스 (AAV) 혈청형 AAV-Rh74 및 관련된 AAV 변종 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예[0040]

를 들어, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6)이 간의 세포인 간세포에 대해 높

은 향성을 가짐을 나타내는 데이터를 적어도 부분적으로 기반으로 한다.  세포로의 폴리뉴클레오티드 (예를 들

어, 유전자, 억제 핵산 등) 전이/전달을 위한 벡터로서, AAV-Rh74 및 관련된 AAV 변종 예컨대, AAV-Rh74 변종

(예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6)이 사용되

어 정맥내 투여 후 간에서 치료학적 수준의 발현을 제공할 수 있다.  게다가, AAV-Rh74 벡터 및 관련된 AAV 변

종 예컨대, AAV-Rh74  변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1,  RHM15-1,  RHM15-2,  RHM15-3/RHM15-5,

RHM15-4 및 RHM15-6) 매개된 유전자 전이/전달은 수개의 기타 혈청형보다 현저하게 더 높은 단백질 발현 수준을

유도하였다 (예를 들어, 도 1, 2, 4, 5 및 6 참조).  특히, AAV-Rh74 벡터 및 관련된 AAV-Rh74 캡시드 변종

(예를 들어, RHM4-1)은 B형 혈우병 개 및/또는 마우스 및/또는 원숭이에서 간 형질도입에 대한 절대 표준 AAV8

에 적어도 필적하며 전형적으로 이보다 탁월한 효율로 간에 전달하기 위한 유전자를 표적으로 한다.  따라서,

AAV-Rh74 벡터 및 관련된 AAV 변종 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)은 이종 폴리뉴클레오티

드 예컨대, 바람직한 또는 치료학적 이점을 제공하는 단백질에 대한 코딩 서열 (유전자)은 물론 바람직하지 않

은 또는 결함 (예를 들어, 병적) 유전자의 발현을 감소 또는 억제하는 억제성 (예를 들어, 안티-센스) 핵산을

전이/전달하여 다양한 질병을 치료하는데 이용될 수 있다.  예를 들어, 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 게놈은

이종 폴리뉴클레오티드를 세포 내로 전이/전달하기 위해 AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 변종 예컨대, AAV-Rh74

캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6) 내에 패키징되거

나 캡시드화될 수 있다.

본원에 제시된 바와 같이, 아데노-관련 바이러스 (AAV) 혈청형 AAV-Rh74 및 관련된 AAV 변종 예컨대, AAV-Rh74[0041]

캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6)은 생체외, 시험관

내 및 생체내에서 세포로의 폴리뉴클레오티드 서열의 전달 수단을 제공한다.  이러한 폴리뉴클레오티드 서열은

폴리뉴클레오티드가 전달되는 세포가 엔코딩된 단백질을 발현하도록 단백질을 엔코딩할 수 있다.  예를 들어,

재조합 AAV 벡터는 요망되는 단백질 또는 펩티드를 엔코딩하는 이종 폴리뉴클레오티드, 또는 전사되는 경우, 억

제 서열 (예를 들어, RNA), 예를 들어, 발현 억제를 위한 유전자를 표적으로 하는 서열을 포함하는 이종 폴리뉴

클레오티드를 포함할 수 있다.  따라서, 대상체 (예를 들어, 포유동물)로의 벡터 전달 또는 투여는 단백질 및

펩티드를 엔코딩하는 이종 폴리뉴클레오티드를 대상체에 제공할 뿐만 아니라, 대상체에서 발현 또는 기능의 억

제를 위한 유전자를 표적으로 하는 억제 핵산을 제공한다.

이와 같이, 본 발명에 따르면, 펩티드 및 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열은 물론, 직접적으로 또는[0042]

전사되는 경우, 발현 또는 기능 억제를 위한 유전자를 표적으로 하는 억제 핵산을 포함하는 폴리뉴클레오티드

서열을  포함하는  (캡시드화  또는  패키지)  벡터  게놈을  포함하는  AAV-Rh74  벡터  및  관련된  AAV  벡터  변종

예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-

4 및 RHM15-6)이 제공된다.

재조합 "벡터" 또는 "AAV 벡터"는 바이러스 (예를 들어, AAV)로부터 야생형 게놈을 제거하기 위해 분자적 방법[0043]

을 이용하고 비-천연 핵산 예컨대, 이종 폴리뉴클레오티드 서열 (예를 들어, 치료학적 유전자 발현 카세트)로

대체함으로써 바이러스 예컨대, AAV의 야생형 게놈으로부터 유래된다.  전형적으로, AAV에 있어서, 야생형 AAV

게놈의 한 방향 또는 양방향 역 말단 반복부 (ITR) 서열은 AAV 벡터에 보유된다.  재조합 바이러스 벡터 (예를

들어, AAV)는 바이러스 (예를 들어, AAV) 게놈과 구별되는데, 바이러스 게놈 모두 또는 일부가 바이러스 (예를

들어, AAV) 게놈 핵산 예컨대, 이종 폴리뉴클레오티드 서열에 있어서 비-천연 서열로 대체되었기 때문이다.  따

라서, 비천연 서열 예컨대, 이종 폴리뉴클레오티드의 통합은 바이러스 벡터 (예를 들어, AAV)를 "재조합" 벡터

로서 규정되며, 이는 AAV의 경우 "rAAV 벡터"로서 칭해질 수 있다.

재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 서열은 생체외, 시험관내 또는 생체내에서 세포의 후속 감염 (형질전환)을 위한[0044]

바이러스 (또한, "입자" 또는 "비리온"으로서 본원에서 언급됨) 내로 패키징될 수 있다.  재조합 벡터 서열이

AAV 입자 내로 캡시드화되거나 패키징되는 경우, 입자는 "rAAV"로서 칭해질 수 있다.  이러한 입자 또는 비리온

은 전형적으로 벡터 게놈을 캡시드화하거나 패키징하는 단백질을 포함할 것이다.  특정 예는 바이러스 엔벨로프

단백질, 및 AAV의 경우, 캡시드 단백질을 포함한다.

특정 구체예에서, 재조합 벡터 (예를 들어, AAV)는 파르보바이러스 벡터이다.  파르보바이러스는 단일-가닥 DNA[0045]

게놈을 갖는 작은 바이러스이다.  "아데노-관련 바이러스" (AAV)가 파르보바이러스 패밀리에 속한다.
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AAV를 포함하는 파르보바이러스는 이들이 세포를 관통하고 핵산/유전자 물질을 도입하여 핵산/유전자 물질이 세[0046]

포 내에서 안정적으로 유지될 수 있기 때문에 유전자 요법 벡터로서 유용한 바이러스이다.  또한, 이들 바이러

스는 핵산/유전자 물질을 특이적 부위 예를 들어, 예컨대, 크로모좀 19 상의 특이적 부위로 도입시킬 수 있다.

AAV가 인간에서 병원성 질환과 관련되지 않기 때문에, AAV 벡터는 실질적인 AAV 발병기전 또는 질환을 초래하지

않으면서 인간 환자에 이종 폴리뉴클레오티드 서열 (예를 들어, 치료학적 단백질 및 제제)를 전달할 수 있다.

AAV-Rh74 및 관련된 AAV 변종 예컨대, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시드[0047]

변종 예컨대, RHM4-1) 혈청형 (예를 들어, VP1, VP2, 및/또는 VP3 서열)은 예를 들어, AAV1-AAV11 또는 Rh10

(예를 들어, 임의의 AAV1-AAV11, 또는 Rh10 혈청형의 VP1, VP2, 및/또는 VP3 서열과 구별됨)을 포함하는 기타

AAV 혈청형과 구별될 수 있거나 없다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "혈청형"은 다른 AAV 혈청형으로부터 혈

청학적으로 구별되는 캡시드를 갖는 AAV를 나타내기 위해 사용된 식별어이다.  혈청학적 구별은 한 AAV와 비교

하여 또 다른 AAV에 대한 항체 간의 교차-반응성의 결여를 기반으로 하여 규정된다.  이러한 교차-반응성 차이

는 일반적으로 캡시드 단백질 서열/항원 결정인자의 차이로 인한 것이다 (예를 들어, AAV 혈청형의 VP1, VP2,

및/또는 VP3 서열 차이로 인함).  캡시드 변종을 포함하는 AAV-Rh74 변종이 Rh74 또는 기타 AAV와 혈청학적으로

구별되지 않을 수 있다는 가능성에도 불구하고, 이들은 Rh74 또는 기타 AAV와 비교하여 적어도 하나의 뉴클레오

티드 또는 아미노산 잔기 만큼 상이하다.

전통적인 정의하에, 혈청형은 관심 바이러스가 활성을 중화시키기 위한 모든 존재하는 특성결정된 혈청형에 대[0048]

해 특이적인 혈청에 대해 평가되었으며, 관심 바이러스를 중화시키는 항체가 발견되지 않았음을 의미한다.  더

욱 자연 발생적인 바이러스 분리물이 발견되고/거나 캡시드 돌연변이체가 발생하기 때문에, 현재 존재하는 혈청

형 중 임의의 혈청형과 혈청학적으로 차이가 있을 수 있거나 없다.  따라서, 새로운 바이러스 (예를 들어, AA

V)가 혈청학적 차이를 갖지 않는 경우에, 이러한 새로운 바이러스 (예를 들어, AAV)는 상응하는 혈청형의 아집

단 또는 변종일 것이다.  그러나 많은 경우에, 중화 활성에 대한 혈청학 테스트는 캡시드 서열 변형된 돌연변이

체 바이러스에 대해 수행되어 이들이 전통적인 혈청형 정의에 따라 또 다른 혈청형인지를 결정해야 한다.  따라

서, 편의를 위해서 그리고 반복을 피하기 위해, 용어 "혈청형"은 광범위하게는, 혈청학적으로 구별되는 바이러

스 (예를 들어, AAV)는 물론 주어진 혈청형의 아집단 또는 변종 내에 속할 수 있는 혈청학적으로 구별되지 않은

바이러스 (예를 들어, AAV) 둘 모두를 지칭한다.

재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 플라스미드는 물론 이들의 방법 및 용도는 임의의 바이러스 균주 또는 혈청형을[0049]

포함한다.  비제한적 예로서, 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 플라스미드는 임의의 AAV 게놈 예컨대, 예를 들어,

AAV-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -11, -rh74, -rh10 또는 AAV-2i8을 기반으로 할 수 있다.  이러

한 벡터는 동일한 균주 또는 혈청형 (또는 아집단 또는 변종)를 기반으로 할 수 있거나 서로 상이할 수 있다.

비제한적 예로서, 하나의 혈청형 게놈을 기반으로 하는 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 플라스미드는 벡터를 패

키징하는 캡시드 단백질 중 하나 이상과 동일할 수 있다.  또한, 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 플라스미드는

벡터를 패키징하는 캡시드 단백질 중 하나 이상과 구별되는 AAV (예를 들어, AAV2) 혈청형 게놈을 기반으로 할

수 있으며, 이 경우 3개의 캡시드 단백질 중 적어도 하나는 AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 변종 예컨대, AAV-Rh74

또는  관련된  AAV  예컨대,  예를  들어,  AAV-Rh74  변종  (예를  들어,  캡시드  변종  예컨대,  RHM4-1,  RHM15-1,

RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6)일 수 있다.

AAV-Rh74는 AAV-Rh74에 대한 서열 특징과 동일한 유전자/단백질 서열을 갖는다 (예를 들어, 도 3의 VP1, VP2,[0050]

VP3 참조).  본원에 사용된 바와 같이, "AAV-Rh74 관련된 AAV 벡터" 및 이의 문법적 변형어는 AAV-Rh74를 포함

하는 하나 이상의 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드 서열과 실질적인 서열 동일성을 갖는 하나 이상의 AAV 단

백질 (예를 들어, VP1, VP2, 및/또는 VP3 서열)을 지칭한다.  따라서, 이러한 AAV-Rh74에 관련된 AAV 벡터는

AAV-Rh74와  하나  이상의  상이한  서열을  가질  수  있으나,  AAV-Rh74의  하나  이상의  기능  특징  (예를  들어,

예컨대, 세포/조직 향성)을 갖고/거나 하나 이상의 유전자에 대한 실질적인 서열 동일성을 나타낼 수 있다.  예

를 들어, AAV-Rh74 관련된 AAV 변종 RHM4-1은 Rh74 캡시드와 4개 아미노산이 상이한 캡시드를 갖는다.  예시적

인 AAV-Rh74 및 관련된 AAV 변종 예컨대, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 (예를 들어, 캡시

드 변종 예컨대, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6) 서열은 본원 예를 들어,

도 3에 제시된 VP1, VP2, 및/또는 VP3을 포함한다.  한 비제한적 예시적 구체예에서, AAV-Rh74에 관련된 AAV 벡

터는 도 3에 제시된 하나 이상의 AAV-Rh74 VP1, VP2, 및/또는 VP3 서열과 적어도 80% 또는 그 초과 (예를 들어,

85%,  90%,  95%,  96%,  97%,  98%,  99%,  99.5%,  등등)로  동일한  서열을  포함하거나  이로  구성된

폴리뉴클레오티드, 폴리펩티드 또는 이의 부분서열을 갖는다.

본 발명에 따르면, 방법 및 용도는 기준 AAV-Rh74 유전자 또는 단백질 서열 (예를 들어, 도 3에 제시된 VP1,[0051]
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VP2, 및/또는 VP3 서열)과 100% 미만의 서열 동일성을 나타내나, 공지된 AAV 유전자 또는 단백질 예컨대, AAV1-

AAV11, AAV-Rh10, 유전자 또는 단백질 등과 구별되며 동일하지 않은 AAV-Rh74 서열 (폴리펩티드 및 뉴클레오티

드) 및 이의 부분서열을 포함한다.  일 구체예에서, AAV-Rh74 폴리펩티드 또는 이의 부분서열은 임의의 기준

AAV-Rh74 서열 또는 이의 부분서열 (예를 들어, 도 3에 제시된 VP1, VP2, 및/또는 VP3 서열)과 적어도 80% 또는

그 초과로 동일한 예를 들어, 85%, 85%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,

99.5%, 등등, 즉, 100% 이하로 동일한 서열을 포함하거나 이로 구성된다.  특정 양태에서, AAV-Rh74 관련된 변

종은 AAV-Rh74에 제시된 4개 아미노산 치환 중 1, 2, 3 또는 4개를 갖는다 (예를 들어, 캡시드 변종 RHM4-1,

RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6). 

AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 또는 AAV-2i8 및 변종,[0052]

관련된 하이브리드 및 키메라 서열을 포함하는 재조합 벡터 (예를 들어, AAV)는 하나 이상의 기능성 AAV ITR 서

열 측면에 인접한 하나 이상의 이종 폴리뉴클레오티드 서열 (전이유전자)를 포함하도록 당업자에게 공지된 재조

합 기법을 이용하여 작제될 수 있다.  이러한 벡터는 전체적으로 또는 부분적으로 결실된 야생형 AAV 유전자 중

하나 이상 예를 들어,  rep  및/또는 cap  유전자를 가질 수 있으나, AAV  벡터 입자로의 재조합 벡터의 구조

(rescue), 복제 및 패키징에 필요한 것으로서 적어도 하나의 기능성 측면 인접 ITR 서열을 보유한다.  따라서,

AAV 벡터 게놈은 복제 및 패키징을 위한 시스 (cis)에 필요한 서열 (예를 들어, 기능성 ITR 서열)을 포함한다.

용어 "폴리뉴클레오티드" 및 "핵산"은 데옥시리보핵산 (DNA) 및 리보핵산 (RNA)을 포함하는 모든 형태의 핵산,[0053]

올리고뉴클레오티드를 나타내기 위해 본원에서 상호교환적으로 사용된다.  폴리뉴클레오티드는 게놈 DNA, cDNA

및 안티센스 DNA를 포함하며, 스플라이싱되거나 비스플라이싱된 mRNA, rRNA tRNA 및 억제 DNA 또는 RNA (RNAi,

예를 들어, 작거나 짧은 헤어핀 (sh)RNA, 마이크로RNA (miRNA), 작거나 짧은 간섭 (si)RNA, 트랜스-스플라이싱

RNA, 또는 안티센스 RNA)를 포함한다.  폴리뉴클레오티드는 천연 발생, 합성, 및 고의로 변화시키거나 변형시킨

폴리뉴클레오티드, 및 유사체 및 유도체를 포함한다.  폴리뉴클레오티드는 단일, 이중 또는 삼중의 선형 또는

환형일 수 있으며, 임의의 길이일 수 있다.  폴리뉴클레오티드를 논의하는데 있어서, 특정 폴리뉴클레오티드의

서열 또는 구조는 5' 내지 3' 방향의 서열을 제공하는 관례에 따라 본원에서 기술될 수 있다.

"이종" 폴리뉴클레오티드는 세포로의 폴리뉴클레오티드의 벡터 매개된 전이/전달을 목적으로 벡터 (예를 들어,[0054]

AAV)에 삽입된 폴리뉴클레오티드를 지칭한다.  이종 폴리뉴클레오티드는 전형적으로, 벡터 (예를 들어, AAV) 핵

산과 구별되며, 즉, 바이러스 (예를 들어, AAV) 핵산과 관련하여 "비-천연"이다.  일단 세포 내로 전이/전달되

면, 비리온 내에 함유된 이종 폴리뉴클레오티드가 발현될 수 있다 (예를 들어, 전사되고, 적합하다면, 번역됨).

대안적으로, 비리온 내에 함유된, 세포 내의 전이/전달된 이종 폴리뉴클레오티드는 발현되지 않아도 된다.  용

어 "이종"이 본원에서 항상 폴리뉴클레오티드와 관련하여 사용되지 않지만, 심지어 수식어 "이종"의 부재하에서

도 폴리뉴클레오티드에 대한 언급은 이러한 누락에도 불구하고 이종 폴리뉴클레오티드를 포함하는 것으로 의도

된다.

"폴리뉴클레오티드 서열"에 의해 엔코딩된 "폴리펩티드", "단백질" 및 "펩티드"는, 천연 발생 단백질과 같이 천[0055]

연 전장 서열을 포함하며, 또한, 기능성 부분서열, 변형된 형태 또는 서열 변이체가 천연 전장 단백질의 기능을

어느 정도 보유하는 한, 이러한 기능성 부분서열, 변형된 형태 또는 서열 변이체를 포함한다.  본 발명의 방법

및 용도에서, 폴리뉴클레오티드 서열에 의해 엔코딩된 이러한 폴리펩티드, 단백질 및 펩티드는, 결함이 있거나

발현이 처리 동물에서 불충분하거나 결핍된 내인성 단백질일 수 있으나 이와 동일하지 않아도 된다.  

본 발명의 아데노-관련 바이러스 (AAV)  혈청형 AAV-Rh74  및 관련된 AAV  변종 예컨대, AAV-Rh74  변종 (예를[0056]

들어, 캡시드 변종 예컨대, RHM4-1, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6)은 폴리

뉴클레오티드를 안정하게 또는 일시적으로 세포 또는 이의 자손으로 도입/전달하는데 이용될 수 있다.  용어 "

전이유전자"는 본원에서 세포 또는 유기체내로 도입된 그러한 이종 폴리뉴클레오티드를 편리하게 지칭하는데 사

용된다.  전이유전자는 임의의 폴리뉴클레오티드 예컨대, 폴리펩티드 또는 단백질을 엔코딩하는 유전자, 억제

폴리뉴클레오티드로 전사되는 폴리뉴클레오티드, 또는 전사되지 않는 (예를 들어, 발현 조절 요소 예컨대, 전사

를 추진하는 프로모터가 결핍된) 폴리뉴클레오티드를 포함한다.

예를 들어, 전이유전자를 갖는 세포에서, 전이유전자는 세포의 벡터 예컨대, AAV "형질전환"에 의해 도입/전이[0057]

되었다.  용어 "형질전환" 및 "형질감염"은 분자 예컨대, 폴리뉴클레오티드의 세포 또는 숙주 유기체로의 도입

을 지칭한다.

전이유전자가 도입된 세포는 "형질전환된 세포" 또는 "형질전환주"로서 언급된다.  따라서, "형질전환된" 또는[0058]

"형질감염된" 세포 (예를 들어, 포유동물에서, 예컨대, 세포 또는 조직 또는 기관 세포)는 외인성 분자 예를 들
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어, 폴리뉴클레오티드 또는 단백질 (예를 들어, 전이유전자)의 세포 내로의 혼입 후 세포에서의 유전자 변화를

의미한다.  이와 같이,  "형질감염된" 또는 "형질전환된" 세포는 예를 들어, 외인성 분자가 도입된 세포 또는

이의 자손이다.  이러한 세포(들)는 증식될 수 있으며, 도입된 단백질은 발현되거나 핵산은 전사된다.  유전자

요법 용도 및 방법에 있어서, 형질전환된 세포는 대상에 존재할 수 있다.

도입된 폴리뉴클레오티드는 수령체 세포 또는 유기체의 핵산 내로 통합될 수 있거나 없다.  도입된 폴리뉴클레[0059]

오티드가 수령체 세포 또는 유기체의 핵산 (게놈 DNA) 내로 통합되는 경우, 이는 그 세포 또는 유기체 내에 안

정하게 유지될 수 있으며, 게다가 수령체 세포 또는 유기체의 자손 세포 또는 유기체로 전달되거나 유전될 수

있다.  마지막으로, 도입된 핵산은 단지 일시적으로 수령체 세포 또는 숙주 유기체에 존재할 수 있다.

형질전환될  수  있는  세포는  임의의  조직  또는  기관  타입,  임의의  기원  (예를  들어,  중배엽,  외배엽  또는[0060]

내배엽)의 세포를 포함한다.  세포의 비제한적 예는 간 (예를 들어, 간세포, 굴 내피 세포), 췌장 (예를 들어,

베타 섬 세포), 폐, 중추 또는 말초 신경계, 예컨대, 뇌 (예를 들어, 신경, 아교 또는 뇌실막 세포) 또는 척추,

신장,  눈  (예를  들어,  망막,  세포  구성요소),  비장,  피부,  가슴샘,  고환,  폐,  횡경막,  심장(heart)  (심장

(cardiac)), 근육 또는 요근, 또는 장 (예를 들어, 내분비), 지방 조직 (백색, 갈색 또는 베이지색), 근육 (예

를 들어, 섬유아세포), 윤활막세포, 연골세포, 파골세포, 상피 세포, 내피 세포, 침샘 세포, 내이 신경 세포 또

는 조혈 (예를 들어, 혈액 또는 림프) 세포를 포함한다.  추가적인 예는 줄기 세포, 예컨대, 간 (예를 들어, 간

세포, 굴 내피 세포), 췌장 (예를 들어, 베타 섬 세포), 폐, 중추 또는 말초 신경계, 예컨대, 뇌 (예를 들어,

신경, 아교 또는 뇌실막 세포) 또는 척추, 신장, 눈 (망막, 세포 구성요소), 비장, 피부, 가슴샘, 고환, 폐, 횡

경막, 심장 (심장), 근육 또는 요근, 또는 장 (예를 들어, 내분비), 지방 조직 (백색, 갈색 또는 베이지색), 근

육 (예를 들어, 섬유아세포), 윤활막세포, 연골세포, 파골세포, 상피 세포, 내피 세포, 침샘 세포, 내이 신경

세포 또는 조혈 (예를 들어, 혈액 또는 림프) 세포로 발달되거나 분화되는 만능성 또는 다능성 전구 세포를 포

함한다.

일 구체예에서, "치료학적 분자"는 대상체 또는 세포 내의 단백질 부재 또는 결함으로 초래된 증상을 완화시키[0061]

거나 저하시킬 수 있는 펩티드 또는 단백질이다.  대안적으로, 전이유전자에 의해 엔코딩된 "치료학적" 펩티드

또는 단백질은 대상체에 이점을 제공하는 예를 들어, 유전자 결함을 교정하거나, 유전자 (발현 또는 기능) 결핍

을 교정하거나 항암 효과가 있는 것이다.

본 발명에 따른 유용한 유전자 생성물 (예를 들어, 치료학적 단백질)을 엔코딩하는 이종 폴리뉴클레오티드의 특[0062]

정한 비제한적 예로는 하기를 포함하나 이에 제한되지 않는다: CFTR (낭성 섬유종 막횡단 조절 단백질), 기능

획득 혈액 응고 인자를 포함하는 혈액 응고 (coagulation) (응고 (clotting)) 인자 (인자 XIII, 인자 IX, 인자

X,  인자  VIII,  인자  VIIa,  단백질  C  등),  항체,  망막색소상피-특이적  65  kDa  단백질  (RPE65),

에리트로포이에틴, LDL 수용체, 지질단백질 리파제, 오르니틴 트랜스카르바밀라제, β-글로빈, α-글로빈, 스펙

트린, α-안티트립신, 아데노신 데아미나제 (ADA), 금속 수송체 (ATP7A 또는 ATP7), 설파미다제, 라이소좀 축적

병 관련 효소 (ARSA), 히포잔틴 구아닌 포스포리보실 트랜스퍼라제, β-25 글루코세레브로시다제, 스핑고마이엘

리나제, 라이소좀 헥소사미니다제, 분지쇄 케토산 데히드로게나제, 호르몬, 성장 인자 (예를 들어, 인슐린-유사

성장 인자 1 및 2, 혈소판 유래 성장 인자, 표피 성장 인자, 신경 성장 인자, 신경영양 인자 -3 및 -4, 뇌-유래

신경영양 인자, 아교세포 유래 성장 인자, 형질전환 성장 인자 α 및 β, 등), 사이토킨 (예를 들어, α-인터페

론, β-인터페론, 인터페론-γ, 인터류킨-2, 인터류킨-4, 인터류킨 12, 과립구-대식세포 집락자극인자, 림포톡

신, 등), 자살 유전자 생성물 (예를 들어, 단순 포진 바이러스 티미딘 키나제, 시토신 데아미나제, 디프테리아

독소, 시토크롬 P450, 데옥시시티딘 키나제, 종양 괴사 인자, 등), 약물 내성 단백질 (예를 들어, 암 치료에 사

용된 약물에 대한 내성을 제공하는 단백질), 종양 억제제 단백질 (예를 들어, p53, Rb, Wt-1, NF1, 폰 힙펠-린

도우 (VHL), 선종성 결장폴립 (APC)), 면역조절 특성을 갖는 펩티드, 면역허용원성 또는 면역원성 펩티드 또는

단백질 트레지토프(Tregitope) [de Groot et al., 혈액 2008 Oct 15;112(8):3303], 또는 hCDR1 [Sharabi et

al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2006 Jun 6;103(23):8810-5], 인슐린, 글루코키나제, 구아닐레이트 시클라제

2D (LCA-GUCY2D), Rab 에스코트 단백질 1 (범맥락막위축), LCA 5 (LCA-레베르실린(Lebercilin)), 오르니틴 케

토산  아미노트랜스퍼라제  (우곡상  위축),  레티노쉬신(Retinoschisin)  1  (X-연결된  망막층간분리

(Retinoschisis)), USH1C (아셔 증후군 1C), X-연결된 색소성 망막염 GTP아제 (XLRP), MERTK (RP의 AR 형: 색

소성 망막염), DFNB1  (코넥신 26  난청), ACHM  2,  3  및 4  (색맹), PKD-1  또는 PKD-2  (다낭 신장병), TPP1,

CLN2, 라이소좀 축적 병의 원인이 되는 유전자 결핍 (예를 들어, 설파타제, N-아세틸글루코사민-1-포스페이트

트랜스퍼라제, 카텝신 A, GM2-AP, NPC1, VPC2, 스핑고리피드 활성인자 단백질, 등), 게놈 편집을 위한 하나 이

상의 아연 핑거 누클레아제, 또는 게놈 편집을 위한 복구 주형으로서 사용된 도너 서열을 포함하거나 엔코딩하
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는 유전자.

본 발명에 따른 유용한 유전자 생성물 (예를 들어, 치료학적 단백질)을 엔코딩하는 이종 폴리뉴클레오티드의 추[0063]

가의 비제한적 예는 비제한적으로, 낭포성 섬유증 (및 폐의 기타 질환), A형 혈우병, B형 혈우병, 지중해빈혈,

빈혈 및 기타 혈액 질환, AIDS, 알츠하이머병, 파킨슨병, 헌팅턴병, 근위축측상 경화증, 간질, 및 기타 신경 질

환, 암, 당뇨병, 근육 퇴행위축 (예를 들어, 뒤시엔느, 베커), 고셰병, 헐러병, 아데노신 데아미나제 결핍, 글

리코겐 축적병 및 기타 대사 결함, 망막 퇴행성 질환 (및 기타 안구 질환), 및 고형 기관 (예를 들어, 뇌, 간,

신장, 심장)의 질환을 포함하는 질병 또는 질환의 치료에 사용될 수 있는 것들을 포함한다.

본원에 기재된 비제한적인 유전자 및 단백질을 포함하는 유전자 생성물을 엔코딩하는, 모든 포유동물 및 비-포[0064]

유동물 형태의 폴리뉴클레오티드가 분명히 포함되며, 이들은 공지되거나 비공지되어 있다.  이와 같이, 본 발명

은 비-포유동물, 인간 이외의 포유동물 및 인간으로부터의 유전자 및 단백질을 포함하며, 이러한 유전자 및 단

백질은 본원에 기술된 인간 유전자 및 단백질과 실질적으로 유사한 방식으로 작용한다.  비-포유동물 유전자의

비제한적 예로는 박테리아 기원인 Fok 누클레아제 도메인이 있다.  포유동물의 비-인간 FIX 서열의 비제한적 예

는 문헌 [Yoshitake  et  al.,  1985,  supra;  Kurachi  et  al.,  1995,  supra;  Jallat  et  al.,  1990,  supra;

Kurachi  et  al.,  1982,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  79:6461-6464;  Jaye  et  al.,  1983,  Nucl. Acids Res.

11:2325-2335;  Anson  et  al.,  1984,  EMBO  J.  3:  1053-1060;  Wu  et  al.,  1990,  Gene  86:275-278; Evans et

al., Proc Natl Acad Sci USA  86:10095 (1989), Blood 74:207-212; Pendurthi et al., 1992, Thromb. Res.

65:177-186;  Sakar  et  al.,  1990,  Genomics  1990,  6:133-143;  and,  Katayama  et  al.,  1979,  Proc.  Natl.

Acad. Sci. USA 76:4990-4994]에 기술되어 있다.

본원에  제시된  바와  같이,  이종  폴리뉴클레오티드  서열  (전이유전자)는  억제  및  안티센스  핵산  서열을[0065]

포함한다.  억제, 안티센스, siRNA (작은 간섭 RNA), miRNA (마이크로 RNA), shRNA (작은 헤어핀 RNA), RNAi

및 안티센스 올리고뉴클레오티드는 표적 유전자의 발현을 조절할 수 있다.  이러한 분자는 질환 과정의 중재에

관련된 표적 유전자의 발현을 억제하여 질환의 하나 이상의 증상을 저하, 억제 또는 완화시킬 수 있는 것들을

포함한다.

안티센스는 RNA 전사체 또는 DNA (예를 들어, 게놈 DNA)에 결합하는 펩티드 핵산 (PNA), 및 단일, 이중 또는 삼[0066]

중 가닥 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  예를 들어, 출발 부위로부터 -10번 내지 +10번 위치의, 표적 유전자의

전사 개시 부위로부터의 유래된 올리고뉴클레오티드가 또 다른 특정 예이다.  트리플렉스 형성 안티센스는 이중

가닥 DNA에 결합하여 유전자의 전사를 억제할 수 있다.  "RNAi"는 유전자 발현을 억제하기 위한 단일 또는 이중

가닥 RNA 서열로 사용된다 (예를 들어, 문헌  [Kennerdell et　al., Cell 95:1017 (1998); and Fire et　al.,

Nature, 391:806 (1998)] 참조).  따라서, 표적 유전자 코딩 부위로부터의 이중 가닥 RNA 서열이 본 발명의 방

법 및 용도에 따라 유전자 발현/전사를 억제하거나 방지하는데 사용될 수 있다.  표적 유전자 서열 (예를 들어,

헌팅턴 또는 HTT)을 엔코딩하는 핵산 예컨대, 포유동물 및 인간 HTT를 엔코딩하는 핵산을 기반으로 하는 안티센

스 및 RNAi가 생성될 수 있다.  예를 들어, 단일 또는 이중 가닥 핵산 (예를 들어, RNA)은 HTT 전사체 (예를 들

어, mRNA)를 표적으로 할 수 있다.

"siRNA"는 서열-특이적 전사-후 유전자 침묵 또는 유전자 넉다운을 위한 RNA 간섭 과정에 관련된 치료학적 분자[0067]

를 지칭한다.  siRNA는 표적화된 유전자의 동족 mRNA의 서열과 상동성을 갖는다.  작은 간섭 RNA (siRNA)는 시

험관내에서 합성될 수 있거나 더 긴 dsRNA로부터 리보누클레아제 III 절단에 의해 생성될 수 있으며, 서열-특이

적 mRNA 분해의 매개체이다.  본 발명의 siRNA 또는 기타 이러한 핵산은 적합하게 보호된 리보뉴클레오시드 포

스포르아미다이트 및 통상적인 DNA/RNA 합성기를 이용하여 화학적으로 합성될 수 있다.  siRNA는 2개의 별도의

상보적 RNA 분자로서 또는 2개의 상보적 영역을 갖는 단일 RNA 분자로서 합성될 수 있다.  합성 RNA 분자 또는

합성 시약의 시중의 공급업체는 Applied Biosystems (Foster City, CA, USA), Proligo (Hamburg, Germany),

Dharmacon Research (Lafayette, Colo., USA), Pierce Chemical (part of Perbio Science, Rockford, Ill.,

USA), Glen Research (Sterling, Va., USA), ChemGenes (Ashland, Mass., USA) 및 Cruachem (Glasgow, UK)를

포함한다.  표적 유전자의 mRNA를 억제하기 위한 특이적 siRNA 작제물은 15-50개 뉴클레오티드 길이일 수 있으

며, 더욱 전형적으로, 약 20-30개 뉴클레오티드 길이일 수 있다.  이러한 핵산 분자는 당업자에게 공지된 통상

적인 방법을 이용하여 본원에 기재된 바이러스 벡터 내로 용이하게 혼입될 수 있다.

본 발명에 따른 억제 핵산 서열로 표적화될 수 있는 병원성 유전자 (예를 들어, RNA 또는 mRNA)의 전사체 또는[0068]

유전자 (예를 들어, 게놈 DNA)의 특정한 비제한적 예는 비제한적으로, 폴리뉴클레오티드 반복 질환과 관련된 유

전자 예컨대, 헌팅틴 (HTT)  유전자, 치상핵적핵담창구시상하핵 위축증 관련 유전자 (예를 들어, 아트로핀 1,
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ATN1); 척수구근 근 위축증에서 X 크로모솜 상의 안드로겐 수용체, 인간 아탁신-1, -2, -3, 및 -7, Cav2.1 P/Q

전압-의존성 칼슘 채널 ((CACNA1A)에 의해 엔코딩됨), TATA-결합 단백질, 아탁신 8 반대 가닥 (또한, ATXN80S로

도 공지됨), 척수소뇌성 실조증에서 세린/트레오닌-단백질 포스파타제 2A 55 kDa 조절 서브유닛 B 베타 아이소

형 (타입 1, 2, 3, 6, 7, 8, 12 17), 취약성 X 증후군에서 FMR1 (취약성 X 정신 지체 1), 취약성 X-관련 진전/

운동실조 증후군에서 FMR1 (취약성  X 정신 지체 1), FMR1 (취약성  X 정신 지체 2) 또는 취약성 XE 정신 지체

에서 AF4/FMR2 패밀리 멤버 2; 근긴장성 이영양증에서 미오토닌-단백질 키나제 (MT-PK); 프리이드라이히 운동실

조에서 프라탁신; 근위축성 측삭 경화증에서 슈퍼옥시드 디스무타제 1 (SOD1) 유전자의 돌연변이체; 파킨슨병

및/또는 알츠하이머병의 발병기전과 관련된 유전자; 아포지질단백질 B (APOB) 및 프로단백질 전환효소 섭틸리신

/켁신 타입 9 (PCSK9), 하이퍼콜로에스테르올레미아; HIV 감염에서 전사 유전자의 HIV Tat (인간 면역결핍 바이

러스 트랜스작용 인자); HIV 감염에서 HIV TAR, HIV TAR (인간 면역결핍 바이러스 트랜스작용 인자 반응) 요소

유전자; HIV 감염에서 C-C 케모킨 수용체 (CCR5); 라우스 육종 바이러스 (RSV) 감염에서 RSV 뉴클레오캡시드 단

백질, C 형 간염 바이러스 감염에서 간-특이적 마이크로RNA (miR-122); p53, 급성 신장 손상 또는 이식기능부전

신장 이식(delayed  graft  function  kidney  transplant) 또는 신장 손상 급성 신부전; 진행성 재발 또는 전

이성 고형 악성 종양에서 단백질 키나제 N3 (PKN3); LMP2, 또한, 프로테아좀 서브유닛 베타-타입 9 (PSMB 9)로

도 공지된 LMP2, 전이성 흑색종; LMP7 (또한, 프로테아좀 서브유닛 베타-타입 8 (PSMB 8)로도 공지됨), 전이성

흑색종; MECL1 (또한, 프로테아좀 서브유닛 베타-타입 10 (PSMB 10)로도 공지됨), 전이성 흑색종; 고형 종양에

서 혈관 내피 성장 인자 (VEGF); 고형 종양에서 키네신 스핀들 단백질, 만성 골수성 백혈병에서 아폽토시스 억

제인자 B-세포 CLL/림프종 (BCL-2); 고형 종양에서 리보뉴클레오티드 환원효소 M2 (RRM2); 고형 종양에서 푸린;

간 종양에서 폴로-유사 키나제 1 (PLK1), C 형 간염 감염에서 디아실글리세롤 아실트랜스퍼라제 1 (DGAT1), 가

족성 선종성 용종증에서 베타-카테닌; 베타2 아드레날린성 수용체, 녹내장; 당뇨병성 망막부종 (DME) 또는 노인

성 황반 변성에서 DNA 손상-유도성 전사 4 단백질로서 또한 공지된 RTP801/Redd1; 노인성 황반 변성 또는 맥락

막 혈관신생에서 혈관 내피 성장 인자 수용체 I (VEGFR1), 비동맥형 허혈성 시신경증에서 카스파제 2; 선천성

손발톱 비대증에서 케라틴 6A N17K 돌연변이체 단백질; 인플루엔자 감염에서 인플루엔자 A 바이러스 게놈/유전

자 서열; 중증 급성 호흡기 증후군 (SARS) 감염에서 SARS 코로나바이러스 게놈/유전자 서열; 호흡기 세포융합

바이러스 감염에서 호흡기 세포융합 바이러스 게놈/유전자 서열; 에볼라 감염에서 에볼라 필로바이러스 게놈/유

전자 서열; B형 및 C형 간염 감염에서 B형 및 C형 간염 바이러스 게놈/유전자 서열; HSV 감염에서 단순 포진 바

이러스 (HSV) 게놈/유전자 서열, 콕사키바이러스 B3 감염에서 콕사키바이러스 B3 게놈/유전자 서열; 원발성 근

긴장이상에서 토르신 A (TOR1A)와 같은 유전자의 병원성 대립 유전자 침묵 (대립 유전자-특이적 침묵), 이식에

특이적인 pan-클래스 I 및 HLA-대립 유전자; 또는 상염색체성의 우세하게 유전된 색소성 망막염 (adRP)에서 돌

연변이체 로돕신 유전자 (RHO)를 포함한다.

폴리뉴클레오티드,  폴리펩티드 및  이의  부분서열은 변형된 및  변종  형태를 포함한다.   본원에 사용된 바와[0069]

같이, 용어 "변형" 또는 "변종" 및 이의 문법적 변형은 폴리뉴클레오티드, 폴리펩티드 또는 이의 부분서열이 기

준 서열로부터 벗어남을 의미한다.  따라서, 변형된 서열 및 변종 서열은 기준 서열과 실질적으로 동일하거나,

더 크거나 더 적은 활성 또는 기능을 가질 수 있으나, 적어도 기준 서열의 부분적 활성 또는 기능을 보유한다.

따라서, 본 발명은 또한 천연 및 비-천연 발생 변종을 포함한다.  이러한 변종은 AAV-Rh74 변종 예컨대, AAV-[0070]

Rh74 캡시드 변종을 포함한다.  이러한 AAV-Rh74 캡시드 변종의 특정 예는 RHM 15-1, RHM 15-2, RHM 15-3, RHM

15-4, RHM 15-5, RHM 15-6 및 RHM4-1 (예를 들어, 도 5 참조)를 포함한다.

이러한 변종은 또한, 기능 획득 및 손실 변종을 포함한다.  예를 들어, 단백질 변종 또는 돌연변이체가 활성을[0071]

보유하는 야생형 인간 FIX DNA 서열은 본 발명의 방법 및 용도에서 치료학적으로 유효하거나 비변종 인간 FIX에

필적하거나 심지어 더욱 치료학적으로 활성이다.  특정 예에서, 콜라겐 IV는 FIX를 포획하는 역할을 하며, 이는

포유동물의 근 조직내에 도입되는 경우, FIX의 일부가 근 조직내의 간질 공간내에 보유되기 때문에 혈액 응고의

관여에 이용될 수 없음을 의미한다.  콜라겐 IV로의 감소된 결합 (예를 들어, 기능 손실)을 갖는 단백질을 유도

하는 FIX의 서열에서의 돌연변이는 본 발명의 방법 예를 들어, 혈우병 치료에 유용한 돌연변이체이다.  이러한

돌연변이체 인간 FIX 유전자의 예는 성숙 단백질의 시작부터 5번째 아미노산 위치에서 리신 대신 아미노산 알라

닌을 갖는 인간 FIX 단백질을 엔코딩한다.  

비제한적 예의 변형은 기준 서열의 하나 이상의 뉴클레오티드 또는 아미노산 치환 (예를 들어, 1-3, 3-5, 5-10,[0072]

10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-40, 40-50, 50-100 개 또는 그 초과의 뉴클레오티드 또는 잔기), 예컨대, 리

신 잔기 대신 아르기닌 (예를 들어, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6의 임의

의 것에 제시된 바와 같이 리신의 하나 이상의 아르기닌 치환), 부가 (예를 들어, 삽입 또는 1-3, 3-5, 5-10,
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10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-40, 40-50, 50-100 개 또는 그 초과의 뉴클레오티드 또는 잔기) 및 결실 (예

를 들어, 부분서열 또는 단편)을 포함한다.  특정 구체예에서, 변형된 또는 변종 서열은 비변형된 서열의 기능

또는 활성의 적어도 일부를 보유한다.  이러한 변형된 형태 및 변종은 예를 들어, 본원에 기술된 바와 같은 기

준 서열보다 작거나 동일하거나 더 클 수 있으나, 기준 서열의 기능 또는 활성의 적어도 일부를 가질 수 있다.

변종은 하나 이상의 비-보존적 또는 보존적 아미노산 서열 차이 또는 변형, 또는 이 둘 모두를 가질 수 있다.[0073]

"보존적 치환"은 생물학적으로, 화학적으로 또는 구조적으로 유사한 잔기에 의한 하나의 아미노산의 대체이다.

생물학적으로 유사함은 치환이 생물학적 활성을 파괴하지 않음을 의미한다.  구조적으로 유사함은 아미노산이

유사한 길이의 측쇄 예컨대, 알라닌, 글리신 및 세린 또는 유사한 크기를 가짐을 의미한다.  화학적 유사성은

잔기가 동일한 전하를 갖거나 둘 모두 친수성 또는 소수성임을 의미한다.  특정 예로는 하나의 소수성 잔기 예

컨대, 이소류신, 발린, 류신 또는 메티오닌의 또 다른 것으로의 치환, 또는 하나의 극성 잔기의 또 다른 것으로

의 치환 예컨대, 리신 대신 아르기닌 (예를 들어, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3/RHM15-5, RHM15-4 및 RHM15-6)으

로의 치환, 아스파르트산 대신 글루탐산으로의 치환, 또는 아스파라긴 대신 글루타민으로의 치환, 트레오닌의

세린으로의 치환 등을 포함한다.  보존적 치환의 특정 예로는 소수성 잔기의 치환 예컨대, 이소류신, 발린, 류

신 또는 메티오닌의 또 다른 것으로의 치환, 극성 잔기의 또 다른 것으로의 치환, 예컨대, 리신 대신 아르기닌

으로의 치환, 아스파르트산 대신 글루탐산으로의 치환 또는 아스파라긴의 글루타민으로의 치환 등을 포함한다.

예를  들어,  보존적  아미노산  치환은  전형적으로  하기  군내의  치환을  포함한다:  글리신,  알라닌;  발린,

이소류신, 류신; 아스파르트산, 글루탐산; 아스파라긴, 글루타민; 세린, 트레오닌; 리신, 아르기닌; 및 페닐알

라닌, 티로신.  "보존적 치환"은 또한, 비치환된 모 아미노산 대신 치환된 아미노산의 사용을 포함한다.

따라서, 본 발명은 하나 이상의 생물학적 활성 (예를 들어, 혈액 응고 기능 등)을 보유하는 (예를 들어, 본원에[0074]

기술된 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드의) 유전자 및 단백질 변종을 포함한다.  이러한 단백질 또는 폴

리펩티드의 변종은, 재조합 DNA 기법을 사용하여 단백질 또는 폴리펩티드가 변형된 특성 또는 추가의 특성을 갖

도록 변형되었거나 변형될 수 있는 단백질 또는 폴리펩티드를 포함하며, 예를 들어, 변종은 혈장에서 향상된 단

백질 안정성 또는 단백질의 향상된 활성을 부여한다.  변종은 기준 서열 예컨대, 천연 발생 폴리뉴클레오티드,

단백질 또는 펩티드와 상이할 수 있다.

뉴클레오티드 서열 수준에서, 천연 및 비천연 발생 변종 유전자는 전형적으로, 기준 서열과 적어도 약 50% 동일[0075]

할 것이며, 더욱 전형적으로, 약 70% 동일할 것이며, 심지어 더욱 전형적으로, 약 80% (90% 또는 그 초과의 동

일성) 동일할 것이다.  아미노산 서열 수준에서, 천연 및 비천연 발생 변종 단백질은, 실질적인 비-동일성 부위

가 비-보존된 부위에서 허용되지만 (예를 들어, 70% 미만의 동일성, 예컨대, 60%, 50% 또는 심지어 40% 미만),

전형적으로 기준 단백질과 적어도 약 70% 동일할 것이며, 더욱 전형적으로, 약 80% 동일할 것이며, 심지어 더욱

전형적으로는 약 90% 또는 그 초과로 동일한 것이다 .  또 다른 구체예에서, 서열은 기준 서열과 적어도 60%,

70%,  75%  또는 그 초과의 동일성 (예를 들어,  80%,  85%,  90%,  95%,  96%,  97%,  98%,  99%  또는 그 초과의

동일성)을 갖는다.  폴리뉴클레오티드, 단백질 또는 폴리펩티드에서 뉴클레오티드 및 아미노산 변화의 도입 과

정은 당업자에게 공지되어 있다 (예를 들어, 문헌 [Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual

(2007)] 참조).

용어 "동일성" 또는 "상동성" 및 이의 문법적 변형은 2개 또는 그 초과의 언급된 대상이 "정렬된" 서열인 경우[0076]

동일함을 의미한다.  따라서, 예를 들어, 2개의 폴리펩티드 서열이 동일한 경우, 이들은 적어도 언급된 부위 또

는 부분내에서 동일한 아미노산 서열을 갖는다.  2개의 폴리뉴클레오티드 서열이 동일한 경우, 이들은 적어도

언급된 부위 또는 부분내에서 동일한 폴리뉴클레오티드 서열을 갖는다.  동일성은 서열의 규정된 영역 (부위 또

는 도메인)을 망라할 수 있다.  동일성의 "영역" 또는 "부위"는 동일한 2개 또는 그 초과의 언급된 대상의 일부

를 나타낸다.  이와 같이, 2개의 단백질 또는 핵산 서열이 하나 이상의 서열 영역 또는 부위에 걸쳐 동일한 경

우, 이들은 그 부위 내에서 동일성을 공유한다.  "정렬된" 서열은 기준 서열 대비 누락되거나 부가된 염기 또는

아미노산 (갭)에 대한 교정 (correction)을 종종 갖는 다중 폴리뉴클레오티드 또는 단백질(아미노산) 서열을 나

타낸다.

동일성은 서열의 전체 서열 길이 또는 일부에 걸쳐 확장될 수 있다.  특정 양태에서, 동일성 퍼센트를 공유하는[0077]

서열의 길이는 2, 3, 4, 5 개 또는 그 초과의 연속 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산, 예를 들어, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 개 등의 연속 아미노산이다.  추가의 특정 양태에서, 동일성을

공유하는 서열의 길이는 20 개 또는 그 초과의 연속 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산, 예를 들어, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 개 등의 연속 아미노산이다.  추가의 특정 양태에서, 동

일성을 공유하는 서열의 길이는 35개 또는 그 초과의 연속 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산, 예를 들어, 35,
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36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 45, 47, 48, 49, 50 개 등의 연속 아미노산이다.  더욱 추가의 특정

양태에서, 동일성을 공유하는 서열의 길이는 50개 또는 그 초과의 연속 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산, 예를

들어, 50-55, 55-60, 60-65, 65-70, 70-75, 75-80, 80-85, 85-90, 90-95, 95-100, 100-110 개 등의 연속 폴리

뉴클레오티드 또는 아미노산이다.

용어 "상동" 또는 "상동성"은 2개 또는 그 초과의 언급된 대상이 해당 부위 또는 부분에 걸쳐 적어도 부분적인[0078]

동일성을 공유함을 의미한다.  상동성 또는 동일성의 "영역, 부위 또는 도메인"은 2개 또는 그 초과의 언급된

대상의 일부가 상동성을 공유하거나 동일함을 의미한다.  이와 같이, 2개의 서열이 하나 이상의 서열 부위에 걸

쳐 동일한 경우, 이들은 이들 부위에서 동일성을 공유한다.  "실질적인 상동성"은 분자가 상동성을 공유하는 기

준 분자의 관련된/상응하는 부위 또는 부분, 또는 기준 분자의 하나 이상의 구조 또는 기능 (예를 들어, 생물학

적 기능 또는 활성)의 적어도 부분적 구조 또는 기능을 갖거나 갖는 것으로 예측되도록 구조적으로 또는 기능적

으로 보존됨을 의미한다.

 2개 서열 사이의 동일성 (상동성)의 정도는 컴퓨터 프로그램 및 수학적 알고리즘을 이용하여 확인될 수 있다.[0079]

서열 동일성 (상동성) 퍼센트를 계산하는 이러한 알고리즘은 일반적으로 비교 부위 또는 영역에 걸친 서열 갭

및 미스매치를 설명한다.  예를 들어, BLAST (예를 들어, BLAST 2.0) 탐색 알고리즘 (예를 들어, 문헌[Altschul

et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990)] 참조, 공개적으로 NCBI을 통해 이용가능)은 하기와 같은 예시적인 탐

색 변수를 갖는다:  미스매치-2; 갭 개방 5; 갭 연장 2.  폴리펩티드 서열 비교에 있어서, BLASTP 알고리즘은

전형적으로 스코어링 매트릭스 예컨대, PAM100,  PAM  250,  BLOSUM  62  또는 BLOSUM  50과 조합되어 사용된다.

FASTA (예를 들어, FASTA2 및 FASTA3) 및 SSEARCH 서열 비교 프로그램이 또한, 동일성의 정도를 정량화하기 위

해 이용된다 (Pearson  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  85:2444  (1988);  Pearson,  Methods  Mol  Biol.

132:185 (2000); and Smith et al., J. Mol. Biol. 147:195 (1981)).  Delaunay-기반 위상 맵핑을 이용하여 단

백질  구조  유사성을  정량화하기  위한  프로그램이  또한  개발되었다 (Bostick  et  al.,  Biochem  Biophys  Res

Commun. 304:320 (2003)).  

폴리뉴클레오티드는 부가 및 삽입 예를 들어, 이종 도메인을 포함한다.  부가 (예를 들어, 이종 도메인)는 조성[0080]

물로의 임의의 유형의 분자의 공유적 또는 비공유적 부착일 수 있다.  전형적으로 부가 및 삽입 (예를 들어, 이

종 도메인)은 보완적인 또는 별개의 기능 또는 활성을 부여한다. 

부가 및 삽입은, 서열에 공유적으로 부착된, 기준의 천연 (야생형) 서열에 일반적으로 존재하지 않는 하나 이상[0081]

의 분자를 갖는 폴리뉴클레오티드 또는 단백질 서열인 키메라 및 융합 서열을 포함한다.  용어 "융합" 또는 "키

메라" 및 이의 문법적 변형은 분자와 관련하여 사용되는 경우, 분자의 일부 또는 부분이 이러한 분자와 구별되

는 (이종) 상이한 존재를 함유함을 의미하며, 이들은 전형적으로 자연에서는 함께 존재하지 않는다.  즉, 예를

들어, 융합 또는 키메라의 한 부분이 자연에서는 함께 존재하지 않으며 구조적으로 구별되는 부분을 포함하거나

이들로 구성된다.

용어 "벡터"는 폴리뉴클레오티드의 삽입 또는 혼입에 의해 조작될 수 있는 플라스미드, 바이러스 (예를 들어,[0082]

AAV 벡터), 코스미드 또는 기타 비히클을 지칭한다.  이러한 벡터는 폴리뉴클레오티드를 세포 내로 도입/전이시

키고, 세포에서 삽입된 폴리뉴클레오티드를 전사 또는 번역시키기 위한 유전자 조작 (즉, "클로닝 벡터")에 사

용될 수 있다.  벡터 핵산 서열은 일반적으로 적어도, 세포 내에서의 증식을 위한 복제 오리진 및 선택적으로,

추가적인 요소 예컨대, 이종 폴리뉴클레오티드 서열, 발현 조정 요소 (예를 들어, 프로모터, 인핸서), 선택 마

커 (예를 들어, 항생제 내성), 폴리-아데닌 서열을 함유한다.

바이러스 벡터 예컨대, 재조합 AAV 벡터의 수식어는 물론, 서열 예컨대, 재조합 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티[0083]

드의 수식어로서 본원에 사용된 바와 같은 용어 "재조합"은, 조성물 (예를 들어, AAV 또는 서열)이 일반적으로

자연에서 발생하지 않는 방식으로 조작 (즉, 유전자 조작)되었음을 의미한다.  재조합체 벡터 예컨대, AAV 벡터

의 특정 예는 야생형 바이러스 (예를 들어, AAV) 게놈에 일반적으로 존재하지 않는 폴리뉴클레오티드가 바이러

스 게놈 내에 삽입되는 경우일 것이다.  예를 들어, 재조합 폴리뉴클레오티드의 예는, 단백질을 엔코딩하는 이

종 폴리뉴클레오티드 (예를 들어, 유전자)가 바이러스 (예를 들어, AAV) 게놈 내에서 유전자가 일반적으로 결합

되는 5', 3' 및/또는 인트론 영역의 존재 또는 부재하에 벡터내로 클로닝되는 경우일 것이다.  용어 "재조합"은

본원에서 항상 바이러스 벡터 예컨대, AAV 벡터 및 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드와 같은 서열과 관련되어 항

상 사용되는 것은 아니나, AAV의 재조합 형태, 및 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드를 포함하는 서열이 임의의

이러한 누락에도 불구하고 명백히 포함된다.

재조합 벡터 "게놈" (예를 들어, 바이러스 또는 AAV 벡터 게놈)은 생체외, 시험관내 또는 생체내에서 세포의 후[0084]
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속 감염 (형질도입 또는 형질전환)을 위해 바이러스 (또한, 본원에서는 "입자" 또는 "비리온"으로서 언급됨) 내

로 캡시드화되거나 패키징될 수 있다.  재조합 AAV 벡터 게놈이 AAV 입자 내부로 캡시드화되거나 패키징되는 경

우, 입자는 "rAAV"로서 언급될 수 있다.  이러한 입자 또는 비리온은 전형적으로, 벡터 게놈을 캡시드화하거나

패키징하는 단백질을 포함할 것이다.  특정 예는 바이러스 캡시드 및 엔벨로프 단백질 및 AAV의 경우, AAV 캡시

드 단백질을 포함한다.

재조합 플라스미드에 있어서, 벡터 "게놈"은 궁극적으로 패키징되거나 캡시드화되어 바이러스 입자를 형성하는[0085]

재조합 플라스미드 서열의 일부를 지칭한다.  재조합 플라스미드가 재조합 벡터의 작제 또는 제작에 사용되는

경우, 벡터 게놈은 재조합 플라스미드의 벡터 게놈 서열에 상응하지 않는 "플라스미드"의 일부를 포함하지 않는

다.  재조합 플라스미드의 이러한 비(non) 벡터 게놈 부분은 '플라스미드 백본'으로서 지칭되며, 이는 증식 및

재조합 바이러스 생성에 필요한 과정인 플라스미드의 클로닝 및 증폭에 중요하나, 그 자체는 바이러스 (예를 들

어, AAV) 입자 내로 패키징되거나 캡시드화되지 않는다.

따라서, 벡터 "게놈"은 바이러스 (예를 들어, AAV)에 의해 패키징되거나 캡시드화되며, 이종 폴리뉴클레오티드[0086]

서열을 함유하는 벡터 플라스미드의 일부를 지칭한다.  재조합 플라스미드의 비 벡터 게놈 부분은 플라스미드의

클로닝 및 증폭에 중요한 백본을 포함하나, 그 자체는 바이러스 (예를 들어, AAV)에 의해 패키징되거나 캡시드

화되지 않는다.

바이러스 벡터는 바이러스 게놈을 포함하는 하나 이상의 핵산 요소를 기재로 하거나 이로부터 유래된다.  특정[0087]

바이러스 벡터는 파르보바이러스 벡터, 예컨대, 아데노-관련 바이러스 (AAV) 벡터를 포함한다.

재조합 벡터 서열은 폴리뉴클레오티드의 삽입 또는 혼입에 의해 조작된다.  본원에 기술된 바와 같이, 벡터 플[0088]

라스미드는 일반적으로, 세포에서의 증식을 위한 복제 오리진 및 하나 이상의 발현 조정 요소를 적어도 함유한

다.

AAV 벡터를 포함하는 벡터 서열은 하나 이상의 "발현 조정 요소"를 포함할 수 있다.  전형적으로, 발현 조정 요[0089]

소는 작동가능하게 연결된 폴리뉴클레오티드의 발현에 영향을 끼치는 핵산 서열(들)이다.  벡터 내에 존재하는

프로모터 및 인핸서와 같은 본원에 제시된 바와 같은 발현 조정 요소를 포함하는 조정 요소는 적절한 이종 폴리

뉴클레오티드 전사 및 적절한 경우 번역을 촉진하기 위해 포함된다 (예를 들어, 프로모터, 인핸서, 인트론에 대

한 스플라이싱 시그널, mRNA의 인-프래임 번역을 허용하는 유전자의 정확한 해독틀의 유지 및 정지 코돈 등).

이러한 요소는 전형적으로 시스로 작용하나, 또한 트랜스로 작용할 수 있다.

발현 조정은 전사, 번역, 스플라이싱, 메시지 안정도 등의 수준에서 일어날 수 있다.  전형적으로, 전사를 조절[0090]

하는 발현 조정 요소는 전사된 폴리뉴클레오티드의 5' 말단 근처 (즉, "업스트림")에서 나란히 놓인다.  발현

조정 요소는 또한, 전사된 서열의 3' 말단 (즉, "다운스트림") 또는 전사체내 (예를 들어, 인트론내)에 위치할

수 있다.  발현 조정 요소는 전사된 서열로부터 멀리 떨어진 거리 (예를 들어, 폴리뉴클레오티드로부터 100 내

지 500, 500 내지 1000, 2000 내지 5000, 5000 내지 10,000 개 또는 그 초과의 뉴클레오티드)를 두고, 심지어

상당한 거리를 두고 위치할 수 있다.  그럼에도 불구하고, 폴리뉴클레오티드 길이 제한으로 인해, AAV 벡터에

있어서 이러한 발현 조정 요소는 전형적으로, 폴리뉴클레오티드로부터 1 내지 1000개 뉴클레오티드 내에 위치할

것이다.

기능적으로, 작동가능하게 연결된 이종 폴리뉴클레오티드의 발현은 발현 요소 (예를 들어, 프로모터)가 폴리뉴[0091]

클레오티드의 전사 및 적합하다면, 전사체의 번역을 조절하도록 요소에 의해 적어도 부분적으로 조정가능하다.

발현 조정 요소의 특정 예는 프로모터이며, 이는 일반적으로 전사된 서열의 5'에 위치한다.  발현 조정 요소의

또 다른 예는 인핸서이며, 이는 전사된 서열의 5', 3' 또는 전사된 서열내에 위치할 수 있다.

본원에 사용된 바와 같은 "프로모터"는 재조합 생성물을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열에 근접하게 위치하[0092]

는 DNA 서열을 지칭할 수 있다.  프로모터는 전형적으로, 근접 서열 예를 들어, 이종 폴리뉴클레오티드에 작동

가능하게 연결된다.  프로모터는 전형적으로, 프로모터가 존재하지 않는 경우 발현된 양과 비교하여 이종 폴리

뉴클레오티드로부터 발현된 양을 증가시킨다.

본원에 사용된 바와 같은 "인핸서"는 이종 폴리뉴클레오티드에 근접하게 위치하는 서열을 지칭할 수 있다.  인[0093]

핸서 요소는 프로모터 요소의 업스트림에 전형적으로 위치하며, 또한 작용하며, DNA 서열 (예를 들어, 이종 폴

리뉴클레오티드)의 다운스트림 또는 DNA 서열 내에 위치할 수 있다.  따라서, 인핸서 요소는 이종 폴리뉴클레오

티드의 100 개 염기 쌍, 200 개 염기 쌍, 또는 300 개 또는 그 초과의 염기 쌍 업스트림 또는 다운스트림에 위

치할 수 있다.  인핸서 요소는 전형적으로, 프로모터 요소에 의해 제공된 증가된 발혈을 초과하여 이종 폴리뉴
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클레오티드의 발현을 증가시킨다.

"조직-특이적 발현 조정 요소/프로모터"로서 본원에서 언급된 발현 조정 요소 (예를 들어, 프로모터)는 특정 조[0094]

직 또는 세포 타입에서 활성인 것들을 포함한다.  조직-특이적 발현 조정 요소는 전형적으로 특정 세포 또는 조

직(예를 들어, 간, 뇌, 중추신경계, 척수, 눈, 망막, 뼈, 근육, 폐, 췌장, 심장, 신장 세포 등)에서 활성이다.

발현 조정 요소는 전형적으로 이들 세포, 조직 또는 기관에서 활성적인데, 왜냐하면 이들이 특이적 세포, 조직

또는 기관 타입에 독특한 전사 활성 인자 단백질 또는 기타 전사의 조절 인자에 의해 인식되기 때문이다.

예를 들어, 골격근에서의 발현이 요망되는 경우, 근육에서 활성인 프로모터가 사용될 수 있다.  이들은 골격 α[0095]

-액틴, 모이신 경쇄 2A, 디스트로핀, 근육 크레아틴 키나제를 엔코딩하는 유전자로부터의 프로모터는 물론, 천

연-발생 프로모터보다 높은 활성을 갖는 합성 근육 프로모터를 포함한다 (예를 들어, 문헌 [Li, et al., Nat.

Biotech. 17:241-245 (1999)] 참조).  간에 대해 조직-특이적인 프로모터의 예는 특히, 알부민 [Miyatake, et

al. J. Virol., 71:5124-32 (1997)]; B형 간염 바이러스 코어 프로모터 [Sandig, et al., Gene Ther. 3:1002-9

(1996)]; 알파-페토단백질 (AFP) [Arbuthnot, et al., Hum. Gene. Ther., 7:1503-14 (1996)], 뼈 (오스테오칼

신 [Stein, et al., Mol. Biol. Rep., 24:185-96 (1997)]; 골 시알로단백질 [Chen, et al., J. Bone Miner.

Res. 11 :654-64 (1996)]), 림프구 (CD2 [Hansal, et al., J. Immunol., 161:1063-8 (1998)]; 면역글로불린

중쇄;  T  세포 수용체 사슬),  뉴런 (뉴런-특이적 에놀라제 (NSE)  프로모터 [Andersen,  et  al.,  Cell.  Mol.

Neurobiol., 13:503-15 (1993)]); 신경미세섬유 경쇄 유전자 [Piccioli, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

88:5611-5 (1991)]; 뉴론-특이적 vgf 유전자 [Piccioli, et al., Neuron, 15:373-84 (1995)]이다.

발현 조정 요소는 또한, 많은 다양한 세포 타입에서 폴리뉴클레오티드의 발현을 추진할 수 있는 편재하거나 뒤[0096]

섞인 프로모터/인핸서를 포함한다.  이러한 요소는 거대세포바이러스 (CMV) 급속 초기 발현 프로모터/인핸서 서

열, 라우스 육종바이러스 (RSV) 프로모터/인핸서 서열, 및 다양한 포유동물 세포 타입에서 활성인 기타 바이러

스 프로모터/인핸서, 또는 자연적으로는 존재하지 않는 합성 요소 (예를 들어, 문헌 [Boshart  et  al,  Cell,

41:521-530 (1985)] 참조), SV40 프로모터, 디히드로폴레이트 환원효소 프로모터, 세포질 β-액틴 프로모터 및

포스포글리세롤 키나제 (PGK) 프로모터를 포함하나 이에 제한되지 않는다 .

발현 조정 요소는 또한, 조절가능한 방식으로 발현을 부여할 수 있으며, 즉, 시그널 또는 자극은 작동가능하게[0097]

연결된 이종 폴리뉴클레오티드의 발현을 증가 또는 감소시킬 수 있다.  시그널 또는 자극에 반응하여 작동가능

하게 연결된 폴리뉴클레오티드의 발현을 증가시키는 조절가능한 요소는 또한, "유도성 요소" (즉, 시그널에 의

해 유도됨)로서 언급된다.  특정 예는 호르몬 (예를 들어, 스테로이드) 유도성 프로모터를 포함하나 이에 제한

되지 않는다.  시그널 또는 자극에 반응하여 작동가능하게 연결된 폴리뉴클레오티드의 발현을 감소시키는 조절

가능한 요소는 "억제성 요소"로서 언급된다 (즉, 시그널이 제거되거나 존재하지 않는 경우 발현이 증가되도록,

시그널은 발현을 감소시킴).  전형적으로, 이러한 요소에 의해 부여된 증가 또는 감소의 양은 존재하는 시그널

또는 자극의 양에 비례한다; 시그널 또는 자극의 양이 더 클수록, 발현의 증가 또는 감소가 더 크다.  특정 비

제한적 예는 아연-유도성 양 메탈로티오닌 (MT) 프로모터; 스테로이드 호르몬-유도성 마우스 유방 종양 바이러

스 (MMTV) 프로모터; T7 폴리머라제 프로모터 시스템 (WO 98/10088); 테트라시클린-억제성 시스템 (Gossen, et

al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA,  89:5547-5551  (1992));  테트라시클린-유도성 시스템 (Gossen,  et  al.,

Science. 268:1766-1769 (1995); 또한, 문헌 [Harvey, et al., Curr. Opin. Chem. Biol. 2:512-518 (1998))]

참조; RU486-유도성 시스템 (Wang, et al., Nat. Biotech. 15:239-243 (1997) and Wang, et al., Gene Ther.

4:432-441 (1997)]; 및 라파마이신-유도성 시스템 (Magari, et al., J. Clin. Invest. 100:2865-2872 (1997);

Rivera, et al., Nat. Medicine. 2:1028-1032 (1996))을 포함한다.  이러한 상황에서 유용할 수 있는 기타 조

절가능한  조정  요소는  특이적  생리학적  상태  예를  들어,  온도,  급성기  (acute  phase)에  의해  조절되는

것들이다.

발현 조정 요소는 또한,  이종 폴리뉴클레오티드에 대한 천연 요소(들)를 포함한다.  천연 조정 요소 (예를[0098]

들어,  프로모터)는,  이종  폴리뉴클레오티드의  발현이  천연  발현을  모방하는  것이  바람직한  경우  이용될  수

있다.   천연  요소는,  이종  폴리뉴클레오티드의  발현이  일시적으로  또는  발달적으로,  또는  조직-특이적

방식으로, 또는 특이적 전사 자극에 대해 반응하여 조절되어야 하는 경우 이용될 수 있다.  기타 천연 발현 조

정 요소 예컨대, 인트론, 폴리아데닐화 부위 또는 코자크 컨센서스 서열이 또한 이용될 수 있다.

본원에 사용된 바와 같은, 용어 "작동가능한 연결" 또는 "작동가능하게 연결된"은 구성요소들이 이들의 의도된[0099]

방식으로 작용하는 것을 허용하도록, 기술된 바와 같은 구성요소의 물리적 또는 기능적 근위를 나타낸다.  폴리

뉴클레오티드와 작동가능하게 연결되는 발현 조정 요소의 예에서, 조정 요소가 핵산의 발현을 조절하도록 관계
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가 이루어진다.  더욱 특히, 예를 들어, 작동가능하게 연결된 2개의 DNA 서열은, 2개의 DNA가 DNA 서열중 적어

도 하나가 다른 서열에 대해 생리학적 영향을 발휘할 수 있는 관계로 배열 (시스 또는 트랜스)됨을 의미한다.

AAV 벡터를 포함하는 벡터는 여전히 추가의 핵산 요소를 포함할 수 있다.  이들 요소는 비제한적으로, AAV ITR[0100]

서열의 하나 이상의 복사체, 프로모터/인핸서 요소, 전사 종결 시그널, 폴리뉴클레오티드 서열 측면에 인접한

5' 또는 3' 비번역된 영역 (예를 들어, 폴리아데닐화 서열), 또는 인트론 I 전체 또는 일부를 포함한다.  이러

한 요소는 또한, 선택적으로 전사 종결 시그널을 포함한다.  전사 종결 시그널의 특정한 비제한적 예는 SV40 전

사 종결 시그널이다.

본원에 기술된 바와 같이, AAV 벡터는 일반적으로, 약 4 kb 내지 약 5.2 kb, 또는 약간 더 초과하는 규정된 크[0101]

기 범위를 갖는 DNA의 삽입물을 전형적으로 수용한다.  따라서, 더 짧은 서열에 있어서, 삽입 단편에서 스터퍼

또는 필러의 포함은 바이러스 입자 내로 AAV 벡터 패키징에 허용가능한 바이러스 게놈 서열의 정상 크기 또는

이에 근접하도록 길이를 조절하기 위한 것이다.  다양한 구체예에서, 필러/스터퍼 핵산 서열은 핵산의 비번역된

(비-단백질 엔코딩) 세그먼트이다.  AAV 벡터의 특정 구체예에서, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 4.7 Kb 미만

길이를 가지며, 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은, 이종 폴리뉴클레오티드 서열과 조합되는 경우 (예

를 들어, 벡터 내로 삽입되는 경우) 총 길이가 약 3.0-5.5Kb, 또는 약 4.0-5.0Kb, 또는 약 4.3-4.8Kb가 되는

길이를 갖는다.

인트론은 또한, 바이러스 입자 내로의 AAV 벡터 패키징을 위한 길이를 달성하기 위해 필러 또는 스터퍼 폴리뉴[0102]

클레오티드 서열로서 작용할 수 있다.  필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열로서 작용하는 인트론 및 인트

론 단편 (예를 들어, FIX의 인트론 I의 일부)은 또한 발현을 향상시킬 수 있다.  예를 들어, 인트론 요소의 포

함은 인트론 요소의 부재하의 발현과 비교하여 발현을 향상시킬 수 있다 (Kurachi et al., 1995, 상기 참조).

인트론의 사용은 FIX 인트론 I 서열의 포함에 제한되지 않으며, 또한 기타 인트론을 포함하며, 이러한 인트론은[0103]

동일한 유전자 (예를 들어, 이종 폴리뉴클레오티드가 FIX를 엔코딩하는 경우, 인트론은 FIX 게놈 서열에 존재하

는 인트론으로부터 유래됨) 또는 완전하게 상이한 유전자 또는 다른 DNA 서열과 결합될 수 있다.  따라서, 동족

(관련된) 유전자 (이종 폴리뉴클레오티드 서열이 게놈 서열에 의해 엔코딩된 동일한 단백질의 전부 또는 일부를

엔코딩함) 및 비-동족 (비관련된) 유전자 (이종 폴리뉴클레오티드 서열이 게놈 서열에 의해 엔코딩된 단백질과

구별되는 단백질을 엔코딩함)로부터의 게놈 서열에서 발견된 인트론과 같은 핵산의 기타 비번역된 (비-단백질

엔코딩) 부위는 또한, 본 발명에 따라 필러 또는 스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열로서 작용할 수 있다.

본원에 사용된 바와 같은 "인트론 I의 부분"은 약 0.1kb 내지 약 1.7kb의 뉴클레오티드 길이를 갖는 인트론 I의[0104]

부위를 위미하는 것으로서, 이러한 부위는 인트론 I의 부분의 부재시의 FIX 발현과 비교할 경우 플라스미드 또

는 바이러스 벡터 주형에서 FIX의 발현을 전형적으로 약 1.5배 또는 그 초과 만큼 향상시킨다.  더욱 특정한 부

분은 1.3kb의 인트론 1의 부분이다.

본원에서 사용되는 용어 "올리고뉴클레오티드"는 2개 이상, 전형적으로 3개 초과의 리보- 또는 데옥시리보뉴클[0105]

레오티드로 구성된 핵산 분자로서 규정된 서열, 프라이머 및 프로브를 지칭한다.  올리고뉴클레오티드의 정확한

크기는 다양한 인자 및 올리고뉴클레오티드의 특정 적용 및 용도에 좌우될 것이나, 전형적으로 올리고뉴클레오

티드는 약 5-50개 뉴클레오티드 길이를 갖는다.

본원에서 사용되는 용어 "프라이머"는 생물학적 시스템으로부터 유래되거나 제한 효소 분해에 의해 생성되거나[0106]

합성에 의해 생성된, 적당한 환경에 놓일 경우, 주형-의존성 핵산 합성의 개시제로서 기능적으로 작용할 수 있

는 단일 가닥 또는 이중 가닥의 DNA 올리고뉴클레오티드를 지칭한다.  적절한 핵산 주형, 핵산의 적합한 뉴클레

오시드 트리포스페이트 전구체, 폴리머라제 효소, 적합한 보조인자 및 적합한 온도 및 pH와 같은 조건이 제공되

는 경우, 프라이머는 폴리머라제의 작용에 의한 뉴클레오티드의 첨가 또는 프라이머 연장 생성물을 산출하는 유

사한 활성에 의해 이의 3' 말단에서 연장될 수 있다.  프라이머는 특정 조건 및 적용 요건에 따라 길이가 달라

질 수 있다.  예를 들어, 진단적 적용에서, 올리고뉴클레오티드 프라이머는 전형적으로 15-30개 또는 그 초과의

뉴클레오티드의 길이이다.  프라이머는 요망되는 연장 생성물의 합성을 프라이밍하기 위해 요망되는 주형에 충

분한 상보성을 지녀야 하고, 즉, 폴리머라제 또는 유사한 효소에 의한 합성의 개시에 사용하기에 적합한 병렬로

프라이머의 3' 하이드록실 모이어티를 제공하는데 충분한 방식으로 요망되는 주형 가닥과 어닐링될 수 있어야

한다.  프라이머 서열이 요망되는 주형의 정확한 상보체를 나타낼 필요는 없다.  예를 들어, 비상보적인 뉴클레

오티드 서열은 다른 상보적인 프라이머의 5' 말단에 부착될 수 있다.  대안적으로, 비상보적인 염기는, 프라이

머 서열이 요망되는 주형 가닥의 서열과 충분한 상보성을 지녀서 연장 생성물의 합성을 위한 주형-프라이머 복

합체를 기능적으로 제공한다면, 올리고뉴클레오티드 프라이머 서열 내에 산재될 수 있다.
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중합효소 연쇄 반응(PCR)은 미국특허 4,683,195호, 4,800,195호, 및 4,965,188호에 기재되어 있다.[0107]

구 "특이적으로 하이브리드화된다"는 당 분야에서 일반적으로 이용되는 소정의 조건하에서 하이브리드화를 가능[0108]

케 하는 충분히 상보적인 (때때로, "실질적으로 상보적인"이라고 지칭됨) 서열의 2개의 단일-가닥 핵산 분자들

간의 회합(association)을 지칭한다.  특히, 상기 용어는 2개의 폴리뉴클레오티드 서열의 실질적으로 상보적인

서열과의 하이브리드화를 지칭하고, 다른 단일-가닥 비-상보적 핵산 서열과의 하이브리드화는 실제로 배제된다.

"선택 마커 유전자"는 발현되었을 때 형질전환된 세포 상에서 항생제 내성 (예를 들어, 카나마이신)과 같은 선[0109]

택가능한 표현형을 부여하는 유전자를 지칭한다.  "리포터" 유전자는 검출가능한 시그널을 제공하는 것이다.

리포터 유전자의 비제한적 예는 루시퍼라제 유전자이다.

변형된 형태를 포함하는 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드는 다양한 표준 클로닝, 재조합 DNA 기법을 이용하여,[0110]

세포 발현을 통해, 또는 시험관내 번역 및 화학 합성 기법을 이용하여 제조될 수 있다.  폴리뉴클레오티드의 순

도는 시퀀싱, 겔 전기영동 등을 통해 측정될 수 있다.  예를 들어, 핵산은 하이브리드화 또는 컴퓨터-기반 데이

타베이스 스크리닝 기법을 이용하여 분리될 수 있다.  이러한 기법은 (1) 상동 뉴클레오티드 서열을 검출하기

위한 프로브와 게놈 DNA 또는 cDNA 라이브러리의 하이브리드화; (2) 예를 들어, 발현 라이브러리를 사용하여 공

유된 구조적 특징을 갖는 폴리펩티드를 검출하기 위한 항체 스크리닝; (3) 관심 핵산 서열에 어닐링될 수 있는

프라이머를 사용한 게놈 DNA 또는 cDNA에 대한 중합효소 연쇄 반응 (PCR); (4) 관련된 서열에 대한 서열 데이터

베이스의 컴퓨터 탐색; 및 (5) 감수된 핵산 라이브러리의 다양한 스크리닝을 포함하나 이에 제한되지 않는다.

변형된 형태를 포함하는 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드는 또한, 당업자에게 공지된 방법 예를 들어, 자동화된[0111]

합성 장치를 사용하여 화학 합성에 의해 생성될 수 있다 (예를 들어, [Applied Biosystems, Foster City, CA]

참조).   펩티드는  화학  방법을  이용하여  전체적으로  또는  부분적으로  합성될  수  있다  (예를  들어,  문헌

[Caruthers  (1980).　Nucleic  Acids  Res.  Symp.  Ser.　215;  Horn  (1980);  and  Banga,  A.K.,　Therapeutic

Peptides and Proteins, Formulation, Processing and Delivery Systems　(1995) Technomic Publishing Co.,

Lancaster,  PA]  참조).   펩티드 합성은 다양한 고체상 기법 (예를 들어, 문헌 [Roberge　Science　269:202

(1995); Merrifield,　Methods Enzymol.　289:3(1997)] 참조)을 사용하여 수행될 수 있으며, 자동화된 합성은

예를 들어, 제조업자의 지시에 따라  ABI 431A 펩티드 합성기 (Perkin Elmer)를 사용하여 달성될 수 있다.

조성물의 수식어로서 사용되는 경우 용어 "분리된"은 조성물이 수동으로 준비되거나, 생체내 환경에서 자연 발[0112]

생하는 것으로부터 완전히 또는 적어도 부분적으로 분리됨을 의미한다.  일반적으로, 분리된 조성물에는 이들이

자연에서 일반적으로 관련된 하나 이상의 물질 예를 들어, 하나 이상의 단백질, 핵산, 지질, 탄수화물, 세포 막

이 실질적으로 존재하지 않는다.   용어 "분리된"은 수동으로 생성된 조합물 예를 들어, 재조합 벡터 (예를

들어, AAV)  서열, 또는 벡터 게놈 및 약제 제형을 패키징하거나 캡시드화시키는 바이러스 입자 (예를 들어,

AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))를 배

제하지 않는다.  용어 "분리된"은 또한, 조성물의 대안적인 물리적 형태 예컨대, 하이브리드/키메라, 멀티머/올

리고머, 변형물 (예를 들어, 인산화, 당화, 지질화) 또는 유도체 형태, 또는 수동으로 생성된 숙주 세포에서 발

현된 형태를 배제하지 않는다.

본 발명의 방법 및 용도는 분열 및 비-분열 세포 둘 모두를 포함하는 광범위한 숙주 세포로 이종 폴리뉴클레오[0113]

티드 (전이유전자)를 전달(형질도입) 하기 위한 수단을 제공한다.  본 발명의 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 서

열, 플라스미드, 벡터 게놈, 재조합 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 및 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종

예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)), 방법, 용도 및 약제 제형은 치료 방법으로서 이를 필요로 하는 대

상체에 단백질, 펩티드 또는 핵산을 투여하는 방법에 추가적으로 유용하다.  따라서, 이러한 방식으로, 단백질,

펩티드 또는 핵산은 대상체에서 생체내에서 생성될 수 있다.  대상체에는 단백질, 펩티드 또는 핵산이 결핍되어

있기 때문에, 또는 대상체에서 단백질, 펩티드 또는 핵산의 생성이 치료 방법으로서 또는 다르게 일부 치료학적

효과를 부여할 수 있기 때문에, 대상체는 단백질, 펩티드 또는 핵산을 필요로 하거나 이로부터 이득을 볼 수 있

다.  대안적으로, 예를 들어, 치료학적 효과를 달성하여 예를 들어, 신견퇴행성 질환, 암 또는 죽상동맥경화증

의 치료를 위해, 질환 과정에서 관련된 표적 유전자의 발현 또는 생성을 억제 또는 감소시키는 것이 바람직할

수 있다.

일반적으로, 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 서열, 플라스미드, 벡터 게놈, 재조합 바이러스 입자 (예를 들어,[0114]

AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)), 방법 및 용도는

생물학적 효과를 갖는 임의의 이종 폴리뉴클레오티드 (전이유전자)를 전달하여 불충분하거나 바람직하지 않은

유전자 발현과 관련된 임의의 질병과 관련된 하나 이상의 증상을 완화시키거나 치료하는데 이용될 수 있다.  재
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조합 벡터 (예를 들어, AAV) 서열, 플라스미드, 벡터 게놈, 재조합 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 또는

관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 입자, 방법 및 용도는 다양한 질

환 상태에 대한 요법을 제공하는데 이용될 수 있다.

결함 유전자가 공지되어 있거나 클로닝된 많은 유전 질환이 존재한다.  일반적으로, 상기 질환 상태는 2개 부류[0115]

에 속한다: 일반적으로, 열성 방식으로 유전되는 일반적인 효소의 결핍 상태 및 우성 방식으로 유전되는 적어도

때때로 조절 또는 구조 단백질을 포함하는 불균형 상태.  결핍 상태 질환에 있어서, 유전자 전이는 대체 요법을

위해 정상 유전자를 침범된 조직으로 유도하는 것은 물론 안티센스 돌연변이를 이용하여 질환에 대한 동물 모델

을 생성시키는데 이용될 수 있다.  불균형 질환 상태에 있어서, 유전자 전이는 모델 시스템에서 질환 상태를 발

생시키는데 이용될 수 있으며, 이는 이어서 질환 상태에 대응하고자 하는 노력에 이용될 수 있다.  따라서, 재

조합 벡터 (예를 들어, AAV) 서열, 플라스미드, 벡터 게놈, 재조합 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터

또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)), 방법 및 용도는 유전

자 질환의 치료를 허용한다.  본원에 사용된 바와 같이, 질환 상태는 질환을 초래하거나 이를 더욱 심각하게 하

는 결핍 또는 불균형을 부분적으로 또는 전체적으로 치료함으로써 치료된다.  돌연변이를 초래하거나 결함을 교

정하기 위해 핵산 서열의 부위-특이적 통합을 이용하는 것이 또한 가능하다.

예시적인 질환 상태는 비제한적으로, 하기를 포함한다: 낭포성 섬유증 (및 폐의 기타 질환), A형 혈우병, B형[0116]

혈우병, 지중해빈혈, 빈혈 및 기타 혈액 응고 질환, AIDS, 알츠하이머병, 파킨슨병, 헌팅턴병, 근위축측상 경화

증, 간질, 및 기타 신경 질환, 암, 당뇨병, 근육 퇴행위축 (예를 들어, 뒤시엔느, 베커), 고셰병, 헐러병, 아데

노신 데아미나제 결핍, 글리코겐 축적병 및 기타 대사 결함, 폼페병, 울혈 심부전증, 망막 퇴행성 질환 (맥락막

결여, 레베르선천흑암시 및 기타 안구 질환), 및 고형 기관 (예를 들어, 뇌, 간, 신장, 심장)의 질환, 및 기타

등등.

본 발명에 따르면, 본 발명의 재조합 벡터 (예를 들어, AAV),  벡터 게놈, 재조합 바이러스 입자(예를 들어,[0117]

AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 및 벡터 게

놈을 포함하는 본 발명의 바이러스 입자(예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대,

캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))를 포함하는 치료 방법 및 용도가 제공된다.  본 발명의 방법 및 용도는 단백

질을 엔코딩하는 유전자를 도입함으로써 또는 유전자 발현 또는 기능을 증가시키거나 자극함으로써 예를 들어,

유전자 첨가 또는 치환에 의해 치료될 수 있는 질환에 광범위하게 적용가능하다.  본 발명의 방법 및 용도는 또

한, 유전자 발현 또는 기능을 감소시키거나 저하시킴으로써 예를 들어, 유전자 넉아웃 또는 유전자 발현의 감소

(유전자 넉다운)에 의해 치료될 수 있는 질환에 광범위하게 적용가능하다.

본 발명에 따르면 치료가능한 질환의 비제한적 특정 예로는 본원에 기술된 질환은 물론, 폐 질환 (예를 들어,[0118]

낭성섬유증),  혈액  응고  또는  출혈성  장애  (예를  들어,  억제제의  존재  또는  부재의  A형  혈우병  또는  B형

혈우병),  지중해빈혈,  혈액  장애  (예를  들어,  빈혈),  알츠하이머병,  파킨슨병,  헌팅턴병,  근위축측삭경화증

(ALS), 간질, 라이소좀 축적 병, 구리 또는 철 축적 장애 (예를 들어, 윌슨병 또는 멘케스병), 라이소좀 산 리

파제 결핍, 신경계 장애 또는 신경변성 장애, 암, 타입 1 또는 타입 2 당뇨, 고셰병, 헐러병, 아데노신 데아미

나아제 결핍, 대사 결함 (예를 들어, 글리코겐 축적 병),  망막변성 질환(예컨대, RPE65 결핍 또는 결함, 범맥

락막위축, 및 기타 눈 질환) 및 고형 기관 (예를 들어, 뇌, 간, 신장, 심장)의 질환을 포함한다.

또한, 본 발명의 재조합 벡터 (예를 들어, AAV), 벡터 게놈, 재조합 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 또는[0119]

관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)), 방법 및 용도는 모노클로

날 항체 또는 이의 단편을 엔코딩하는 핵산을 전달하여 유익한 생물학적 효과를 제공하여 암, 감염성 질환 및

자가면역 질환 예컨대, 류마티스 관절염과 관련된 증상을 치료하거나 개선하는데 이용될 수 있다.

일 구체예에서, 본 발명의 방법 또는 용도는 (a) 벡터 게놈을 포함하는 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 또[0120]

는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))를 제공하는 단계로서, 벡터 게놈은 이종 폴

리뉴클레오티드 서열 (및 선택적으로 필러/스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열)을 포함하며, 이종 폴리뉴클레오티드

서열은 상기 폴리뉴클레오티드 서열의 전사를 부여하는 발현 조정 요소에 작동가능하게 연결되는 단계; 및 (b)

상기 이종 폴리뉴클레오티드가 포유동물에서 발현되게 하는 양의 바이러스 입자를 포유동물에 투여하는 단계를

포함한다.

또 다른 구체예에서, 본 발명의 방법 또는 용도는 벡터 게놈을 포함하는 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자 (예를[0121]

들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 또는 복수

의 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡
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시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))를 포유동물 또는 포유동물의 세포에 투여하여 이종 폴리뉴클레오티드 서열을

포유동물 또는 포유동물의 세포에 전달하거나 전이시킴으로써, 포유동물 또는 포유동물의 세포로 이종 폴리뉴클

레오티드 서열을 전달하거나 전이시키는 것을 포함하며, 상기 벡터 게놈은 이종 폴리뉴클레오티드 서열 (및 선

택적으로, 필러/스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열)을 포함한다.

추가의 구체예에서, 단백질 발현 또는 기능을 필요로 하는 결핍 포유동물을 치료하기 위한 본 발명의 방법 또는[0122]

용도는 벡터 게놈을 포함하는 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대,

AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 또는 복수의 바이러스 (예를 들어, AAV) 입자 (예를

들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))를 제공하

는 단계로서, 벡터 게놈이 이종 폴리뉴클레오티드 서열 (및 선택적으로, 필러/스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열)을

포함하는 단계; 및 바이러스 입자 또는 복수의 바이러스 입자를 포유동물에 투여하는 단계로서, 이종 폴리뉴클

레오티드 서열은 포유동물에서 발현된 단백질을 엔코딩하거나, 이종 폴리뉴클레오티드 서열은 포유동물에서 내

인성 단백질의 발현을 감소시키는 억제 서열 또는 단백질을 엔코딩하는 단계를 포함한다.

본원에 기술된 본  발명의 방법 및  용도의 특정 양태에서,  이종  폴리뉴클레오티드의 발현은 포유동물 (예를[0123]

들어, 인간)에 치료학적 이점을 제공하는 단백질 또는 억제 핵산을 엔코딩한다.  추가의 특정 양태에서, 필러/

스터퍼 폴리뉴클레오티드 서열은 이종 폴리뉴클레오티드 서열과 합친 길이가 약 3.0-5.5Kb, 또는 약 4.0-5.0Kb,

또는 약 4.3-4.8Kb의 총 길이를 갖도록 벡터 서열 내로 포함된다.

본 발명의 방법 및 용도는 임의의 치료학적 또는 이로운 효과를 유도하는 치료 방법을 포함한다.  다양한 본 발[0124]

명의 방법 및 용도에서, 추가로 포함하는 것은 질환에 의해 초래되거나 관련된 하나 이상의 해로운 (예를 들어,

물리적) 증상, 장애, 질병, 질환 또는 합병증의 억제, 감소 또는 저하 예컨대, 감소된 혈액 응고 시간, 보조 응

고 인자 단백질의 감소된 투여 용량이다.

따라서, 치료의 치료학적 또는 이로운 효과는 특정 대상에 제공된 임의의 객관적인 또는 주관적인 측정가능한[0125]

또는 검출가능한 개선 또는 이점이다.  치료학적 또는 이로운 효과는 질환의 모든 또는 임의의 특정한 해로운

증상, 장애, 질병 또는 합병증의 완전한 제거일 수 있으나 그렇지 않아도 된다.  이와 같이, 만족할만한 임상

종점은, 질환에 의해 초래되거나 질환과 관련된 해로운 증상, 장애, 질병 또는 합병증에서 점진적 개선 또는 부

분적 감소가 이루어지는 경우, 또는 짧거나 긴 기간 (수시간, 수일, 수주, 수개월 등)에 걸쳐 질환에 의해 초래

되거나 질환과 관련된 하나 이상의 해로운 증상, 장애, 질병 또는 합병증의 악화 또는 진행의 억제, 감소,

저하, 억압, 예방, 제한 또는 제어가 이루어지는 경우 달성된다.

조성물 예컨대, 벡터 게놈, 벡터 게놈을 포함하는 재조합 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터 또는 관련[0126]

된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)), 및 본 발명의 방법 및 용도는

이를 필요로 하는 대상체에 충분량 또는 유효량으로 투여될 수 있다.  "유효량" 또는 "충분량"은 단일 또는 다

중 용량으로 단독으로 또는 하나 이상의 다른 조성물 (치료학적 제제 예컨대, 약물), 치료제, 프로토콜 또는 치

료 요법제와 조합되어 임의의 기간 (장기간 또는 단기간)의 검출가능한 반응, 즉, 임의의 측정가능하거나 검출

가능한 정도로 또는 임의의 기간 (예를 들어, 수분, 수시간, 수일, 수개월, 수년 또는 치료 기간) 동안 대상체

에 이로움을 주거나 대상체에 예상되거나 요망되는 결과를 제공하는 양을 나타낸다.  

치료학적 효과를 달성하기 위한 벡터 게놈 또는 바이러스 입자 (예를 들어, AAV 예컨대, AAV-Rh74 벡터 또는 관[0127]

련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 용량 예를 들어, 벡터 게놈

용량/체중 kg (vg/kg) 용량은 하기를 포함하나 이에 제한되지 않은 수개의 인자를 기반으로 변화될 것이다: 투

여 경로, 치료학적 효과를 달성하는데 요구되는 이종 폴리뉴클레오티드 발현 수준, 치료되는 특정 질환, 바이러

스 벡터에 대한 임의의 숙주 면역 반응, 이종 폴리뉴클레오티드 또는 발현 생성물 (단백질)에 대한 숙주 면역

반응 및 발현된 단백질의 안정도.  당업자는 상기 언급된 인자 및 다른 인자를 기반으로 하여 특정 질환 또는

장애를 갖는 환자를 치료하기 위한 비리온 용량 범위를 용이하게 결정할 수 있다.  일반적으로, 치료학적 효과

를 달성하기 위한 용량은 적어도  1X10
8
, 또는 그 초과, 예를 들어, 1X10

9
, 1X10

10
, 1X10

11
, 1X10

12
, 1X10

13
 또는

1X10
14
, 또는 그 초과의 대상체의 체중 kg 당 벡터 게놈 (vg/kg) 범위일 것이다. 

예로서 혈우병을 이용하는 경우, 일반적으로 말해서, 치료학적 효과를 달성하기 위해, 정상 개체에서 발견된 인[0128]

자 농도의 1% 초과인 혈액 응고 인자 농도가 중증 질환 표현형을 중등증 표현형으로 변화시키는데 필요한 것으

로 간주된다.  중증의 표현형은 관절 손상 및 생명을 위협하는 출혈을 특징으로 한다.  중등증 질환 표현형을

경증 표현형으로 전환시키기 위해, 정상치의 5% 초과의 혈액 응고 인자 농도가 요구되는 것으로 간주된다.  이
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러한 혈우병 대상체를 치료하는데 있어서, 요망되는 치료학적 효과를 달성하기 위한 전형적인 용량은 대상체의

체중의 kg 당 적어도 1X10
10
 벡터 게놈 (vg) (vg/kg) 또는 약  1X10

10
 내지 1X10

11 
vg/ 대상체의 체중 kg, 또는

약 1X10
11
 내지 1X10

12 
vg/대상체의 체중 kg, 또는 약 1X10

12
 내지 1X10

13 
vg/대상체의 체중 kg이다.

치료를 위한 (예를 들어, 완화시키거나 치료학적 이점 또는 개선을 제공하기 위한) "유효량" 또는 "충분량"의[0129]

용량은 전형적으로, 질환의 하나, 다중 또는 모든 해로운 증상, 예후 또는 합병증, 예를 들어, 질환에 의해 초

래되거나 질환과 관련된 하나 이상의 해로운 증상, 장애, 질병, 병태 또는 합병증에 대한 반응을 측정가능한 정

도이나, 질환의 진행 또는 악화의 감소, 저하, 억제, 억압, 제한 또는 제어가 만족스러운 결과를 가져오는 정도

로 제공하는데 효과적이다.

유효량 또는 충분량은 단일 투여로 제공될 수 있으나 그렇지 않아도 되며, 다중 투여가 요구될 수 있으며, 단독[0130]

으로 또는 다른 조성물 (예를 들어, 제제), 치료제, 프로토콜 또는 치료학적 요법과 조합되어 투여될 수 있으나

그렇지 않아도 된다.  예를 들어, 양은 대상체의 요구, 치료되는 질환의 타입, 상태 및 중증도 또는 치료의 부

작용 (존재하는 경우)에 의해 나타나는 바와 같이 비례적으로 증가될 수 있다.  또한, 제 2의 조성물 (예를 들

어, 또 다른 약물 또는 제제), 치료제, 프로토콜 또는 치료 요법 없이 단일 또는 다중 용량으로 제공되는 경우

유효량 또는 충분량이 유효하거나 충분하지 않아도 되는데, 왜냐하면 추가적인 용량, 이러한 용량을 초과하고

넘어서는 양 또는 기간, 또는 추가적인 조성물 (예를 들어, 약물 또는 제제), 치료, 프로토콜, 또는 치료학적

요법이 해당 대상체에 유효하거나 충분한 것으로 간주되도록 포함될 수 있기 때문이다.  유효한 것으로 고려되

는 양은 또한, 또 다른 치료, 치료학적 요법 또는 프로토콜 예컨대, 응고 장애 (예를 들어, A형 또는 B형 혈우

병)의 치료를 위한 재조합 응고 인자 단백질의 투여의 이용 감소를 유도하는 양을 포함한다.

유효량 또는 충분량은 처리된 각각 및 모든 대상체, 또는 해당 군 또는 군집의 대부분의 처리된 대상체에 유효[0131]

하지 않아도 된다.  유효량 또는 충분량은 군 또는 일반적 군집이 아니라 특정 대상체에 유효하거나 충분함을

의미한다.  이러한 방법에 있어서 전형적인 것으로서, 일부 대상체는 해당 치료 방법 또는 용도 보다 더 큰 반

응, 또는 덜한 반응을 나타내거나 반응을 나타내지 않을 것이다.  이와 같이, 적합한 양은 처리되는 상태, 요망

되는 치료 효과 및 개별 대상체 (예를 들어, 대상채내의 생체이용율, 성별, 연령 등)에 좌우될 것이다.

용어 "완화"는 대상체의 질환 또는 이의 증상, 또는 근본적인 세포 반응에서 검출가능하거나 측정가능한 개선을[0132]

의미한다.  검출가능하거나 측정가능한 개선은 질환의 발생, 빈도, 중증도, 진행 또는 기간, 또는 질환에 의해

초래되거나 질환과 관련된 합병증의 주관적이거나 객관적인 감소, 저하, 억제, 억압, 제한 또는 제어, 또는 질

환의 증상 또는 근본적인 원인 또는 예후의 개선, 또는 질환의 반전을 포함한다. 

이와 같이, 성공적인 치료 결과는 대상체에서 질환의 하나 이상의 해로운 증상 또는 근본이 되는 원인 또는 예[0133]

후, 또는 질환의 발생, 빈도, 중증도, 진행 또는 기간의 감소, 저하, 억제, 억압, 제한, 제어 또는 예방의 "치

료학적 효과" 또는 "이점"을 유도할 수 있다.  따라서, 질환의 하나 이상의 근본적인 원인 또는 해로운 증상에

영향을 끼치는 치료 방법 및 용도는 이로운 것으로 간주된다.  질환 또는 이의 해로운 증상의 악화의 감소 또는

저하 예컨대, 안정화는 또한 성공적인 치료 결과이다.

따라서, 치료학적 이점 또는 개선은 질환, 또는 질환과 관련된 임의의 하나, 대부분 또는 모든 해로운 증상, 합[0134]

병증, 예후 또는 근본적인 원인을 완전히 제거하지 않아도 된다.  따라서, 만족스러운 종점은, 단기간 또는 장

기간 (수시간, 수일, 수주, 수개월 등)에 걸친 대상체의 질환에서의 증가적 개선 또는 질환의 발생, 빈도, 중증

도, 진행 또는 기간에서의 부분적 감소, 저하, 억제, 억압, 제한, 제어 또는 예방, 또는 질환의 억제 또는 역전

(예를 들어, 하나 이상의 증상 또는 합병증 안정화)이 이루어지는 경우 달성된다.  방법 또는 용도 예컨대, 질

환의 잠재적인 치료학적 이점 또는 개선을 제공하는 치료의 유효성은 다양한 방법에 의해 확인될 수 있다.

본 발명의 방법 및 용도는 요망되는 치료학적, 유익한, 가산적, 상승작용적 또는 상보적 활성 또는 효과를 갖는[0135]

임의의 화합물, 제제, 약물, 치료제 또는 기타 치료 요법 또는 프로토콜과 조합될 수 있다.  예시적인 조합 조

성물 및 치료제는 제 2의 활성제 예컨대, 생물제제 (단백질), 제제 및 약물을 포함한다.  이러한 생물제제 (단

백질), 제제, 약물, 치료 및 요법은 본 발명의 임의의 다른 방법 또는 용도, 예를 들어, 혈액 응고 질환에 대해

대상체를 치료하기 위한 치료학적 방법 전에, 실질적으로 동시에 또는 그 후에 투여되거나 수행될 수 있다.

화합물, 제제, 약물, 치료제 또는 기타 치료 요법 또는 프로토콜이 조합 조성물로서 투여될 수 있거나, 별도로[0136]

예컨대, 본 발명의 벡터 게놈 또는 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-

Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))와의 동시 또는 연속적 또는 순차적 (전 또는 후에) 전달

또는 투여에 의해 투여될 수 있다.  따라서, 본 발명은 본 발명의 방법 또는 용도가 본원에 기재되거나 당업자
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에게 공지된 임의의 화합물, 제제, 약물, 치료 요법, 치료 프로토콜, 과정, 치료제 또는 조성물과 병행되는 조

합을 제공한다.  화합물, 제제, 약물, 치료 요법, 치료 프로토콜, 과정, 치료 또는 조성물이 본 발명의 벡터 게

놈 또는 바이러스 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변

종 (예를 들어, RHM4-1))의 대상체로의 투여 전, 실질적으로 동시에 또는 후에 투여되거나 수행될 수 있다.  따

라서, 조합 구체예의 특정한 비제한적 예는 상기 또는 기타 화합물, 제제, 약물, 치료 요법, 치료 프로토콜, 과

정, 요법 또는 조성물을 포함한다.

본 발명의 방법 및 용도는 또한, 특히, 또 다른 화합물, 제제, 약물, 치료 요법, 치료 프로토콜, 과정 또는 요[0137]

법의 감소된 필요성 또는 사용을 유도하는 방법 및 용도를 포함한다.  예를 들어, 혈액 응고 질환에 있어서, 본

발명의 방법 또는 용도는 대상체에서 결핍되거나 결함이 있는 (비정상 또는 돌연변이) 내인성 응고 인자 보충을

위한 재조합 응고 인자 단백질 투여가 해당 대상체에서 덜한 빈도 또는 감소된 용량으로 이루어지거나 배제되는

경우 치료학적 이점을 갖는다.  이와 같이, 본 발명에 따르면, 또 다른 치료 또는 요법의 필요 또는 사용을 감

소시키는 방법 및 용도가 제공된다.

본 발명은 가축 의학 적용을 포함하여 동물에 유용하다.  따라서, 적합한 대상체는 포유동물 예컨대, 인간은 물[0138]

론 인간외 포유동물을 포함한다.  용어 "대상체"는 동물, 전형적으로, 포유동물 예컨대, 인간, 인간외 영장류

(유인원, 긴팔원숭이, 고릴라, 침팬지, 오랑우탄, 원숭이 (macaque)), 애완 동물 (개 및 고양이), 가축 (가금류

예컨대, 닭 및 오리, 말, 소, 염소, 양, 돼지) 및 실험용 동물 (마우스, 래트, 토끼, 기니아 피그)를 나타낸다.

인간 대상체는 태아, 신생아, 유아, 청소년 및 성인 대상체를 포함한다.  대상체는 동물 질환 모델 예를 들어,

혈액 응고 질환 및 당업자에게 공지된 기타 질환의 마우스 및 기타 동물 모델을 포함한다.

본 발명에 제시된 바와 같이 벡터 및 이러한 벡터를 포함하는 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된[0139]

AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))는 단백질의 양이 불충분하거나 기능성

유전자 생성물 (단백질)이 결핍된 대상체에 단백질을 제공하거나, 비정상이거나 부분적으로 기능적이거나 비기

능적인 유전자 생성물 (단백질)을 생성하여 질환이 초래될 수 있는 대상체에 억제 핵산 또는 단백질을 제공하는

데 이용될 수 있다.  따라서, 치료에 적합한 대상체는 기능성 유전자 생성물 (단백질)이 결핍되거나 이들을 불

충분한 양으로 생성하거나 그럴 위험성이 있는 대상체 또는 비정상적이거나, 부분적으로 기능적이거나 비기능적

인 유전자 생성물 (단백질)을 생성하여 질환을 초래할 수 있는 대상체를 포함한다.  본 발명에 따르면 치료에

적합한 대상체는 또한, 질환을 초래하는 이상 또는 결손 (돌연변이) 유전자 생성물 (단백질)을 갖거나 이를 생

성할 위험성이 있어, 이상 또는 결손 (돌연변이) 유전자 생성물 (단백질)의 양, 발현 또는 기능의 감소가 질환

치료를 유도하거나 하나 이상의 증상을 감소시키거나 질환을 완화시키는 대상체를 포함한다.  따라서, 표적 대

상체는 질환 타입, 발병 시점 또는 정도, 진행, 중증도, 빈도 또는 증상 타입 또는 기간에 상관없이 이러한 결

함을 갖는 대상체를 포함한다.

"예방" 및 이의 문법적 변형은 질환 전에 대상체로의 접촉, 투여 또는 생체내 전달되는 방법을 의미한다.  대상[0140]

체로의 투여 또는 생체내 전달은 질환에 의해 초래되거나 질환과 관련된 해로운 증상, 장애, 합병증 등의 발생

전에 수행될 수 있다.  예를 들어, 스크린 (예를 들어, 유전적)이 본 발명의 방법 및 용도를 위한 후보자로서

이러한 대상체를 식별하는데 이용될 수 있으며, 그러나, 대상체는 질환을 나타내지 않을 수 있다.  따라서, 이

러한 대상체는 기능성 유전자 생성물 (단백질)에서 불충분한 양 또는 결핍에 대해 양성으로 스크리닝된 대상체,

또는 이상이 있는 부분적으로 기능적이거나 비기능적인 유전자 생성물 (단백질)을 생성하여 질환을 초래할 수

있는 대상체를 포함하며; 심지어 이러한 대상체가 질환의 증상을 나타내지 않더라도 질환을 초래하는 이상 또는

결함 (돌연변이) 유전자 생성물 (단백질)에 대해 양성으로 스크리닝된 대상체를 포함한다. 

본 발명의 방법 및 용도는 전신, 부위적 또는 국부적으로 또는 임의의 경로 예를 들어, 주입, 융합, 경구 (예를[0141]

들어, 섭취 또는 흡입) 또는 국소 (예를 들어, 경피적으로)에 의한 전달 및 투여를 포함한다.  이러한 전달 및

투여는 정맥내, 근내, 복강내, 피내, 피하, 강내, 두개내, 경피 (국소), 비경구 예를 들어, 점막관통 또는 직장

을 포함한다.  예시적인 투여 및 전달 경로는 정맥내 (i.v.), 복강내 (i.p.), 동맥내, 근내, 비경구, 피하, 흉

막내, 국소, 피부, 피내, 경피, 비경구 예를 들어, 점막통과, 두개내, 척수내, 경구 (소화), 점막, 호흡, 비내,

삽관, 폐내, 폐내 점적, 협측, 설하, 혈관내, 동맥내, 강내, 이온영동, 안구내, 안구, 눈, 선내, 기관내, 림프

내를 포함한다.   

용량은 치료가 예방용 또는 치료용인지의 여부, 치료하고자 하는 질환의 타입, 발병, 진행, 중증도, 빈도, 기간[0142]

또는 확률, 요망되는 임상 종점, 이전 또는 동시 치료, 대상체의 일반적 건강 상태, 연령, 성별, 인종 또는 면

역학적 수행능 및 당업자에게 의해 자명해질 기타 인자에 따라 변화될 수 있으며 이에 좌우될 수 있다.  용량,
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수, 빈도 또는 기간은 임의의 해로운 부작용, 합병증 또는 치료 또는 요법의 다른 위험 인자, 및 대상체의 상태

에 의해 나타낸 바대로 비례적으로 증가하거나 감소될 수 있다.  당업자는 치료학적 또는 예방학적 이점을 제공

하는데 충분한 양을 제공하는데 요망되는 투여량 및 시점에 영향을 끼칠 수 있는 인자를 인지할 것이다.

본원에 기재된 바와 같은 본 발명의 방법 및 용도는 대상체가 치료에 표적이 되는 질환을 갖는 것으로 확인되거[0143]

나, 질환의 하나 이상의 증상을 갖거나, 심지어 대상체가 질환의 하나 이상의 증상을 갖지 않더라도 본원에 기

재된 바와 같이 스크리닝되고 양성으로서 확인된 후 1-2, 2-4, 4-12, 12-24 또는 24-72 시간내에 실시될 수 있

다.  물론, 본 발명의 방법 및 용도는 대상체가 치료에 표적이되는 질환을 갖는 것으로 확인되거나, 질환의 하

나 이상의 증상을 가졌거나, 본원에서 기술된 바와 같이 스크리닝되고 양성으로서 확인된 후 1-7, 7-14, 14-21,

21-48 또는 그 초과의 수일, 수개월 또는 수년째에 실시될 수 있다. 

재조합 벡터 (예를 들어, AAV 예컨대, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡[0144]

시드  변종  (예를  들어,  RHM4-1)),  서열,  플라스미드,  벡터  게놈,  재조합  바이러스  입자  (예를  들어,  AAV

예컨대, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-

1)) 및 기타 조성물, 제제, 약물, 생물제제 (단백질)가 약제 조성물 예를 들어, 약제학적으로 허용되는 담체 또

는 부형제내로 혼입될 수 있다.  이러한 약제 조성물은 특히, 생체내 또는 생체외에서 대상체로의 투여 및 전달

에 유용하다.

본원에 사용된 바와 같은 용어 "약제학적으로 허용되는" 및 "생리학적으로 허용되는"은 하나 이상의 투여 경로,[0145]

생채내 전달 또는 접촉에 적합한 생물학적으로 허용가능한 제형, 기체, 액체 또는 고체, 또는 이의 혼합물을 의

미한다.  "약제학적으로 허용되는" 또는 "생리학적으로 허용되는" 조성물은 생물학적이지 않거나 그렇지 않으면

바람직하지 않은 물질이 아니며, 예를 들어, 물질은 실질적으로 바람직하지 않은 생물학적 효과를 초래하지 않

으면서 대상체에 투여될 수 있다.  따라서, 이러한 약제 조성물은 예를 들어, 바이러스 벡터 또는 바이러스 입

자 (예를 들어, AAV-Rh74 또는 관련된 AAV 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))

또는 형질전환된 세포를 대상체에 투여하는데 이용될 수 있다.

이러한 조성물은 약제 투여 또는 생체내 접촉 또는 전달과 양립가능한 용매 (수성 또는 비수성), 용액 (수성 또[0146]

는 비수성), 에멀젼 (예를 들어, 수중유 또는 유중수), 현탁액, 시럽, 엘릭시르, 분산액 및 현탁 매질, 코팅,

등장성 및 흡수 촉진 또는 지연 제제를 포함한다.  수성 및 비수성 용매, 용액 및 현탁액은 현탁제 및 증점제를

포함할 수 있다.  이러한 약제학적으로 허용가능한 담체는 정제 (코팅되거나 비코팅됨), 캡슐 (경질 또는 연

질), 마이크로비드, 분말, 과립 및 결정을 포함한다.  보조 활성 화합물 (예를 들어, 보존제, 항균제, 항바이러

스제 및 항진균제)이 또한, 조성물중에 혼입될 수 있다.

약제 조성물이 당업자에게 공지되거나 본원에 기재된 바와 같은 특정 경로의 투여 또는 전달과 양립되도록 제형[0147]

화될 수 있다.  이와 같이, 약제 조성물은 다양한 경로에 의한 투여에 적합한 담체, 희석제 또는 부형제를 포함

한다.

비경구 투여에 적합한 조성물은 활성 화합물의 수성 및 비수성 용액, 현탁액 또는 에멀젼을 포함하며, 이들 제[0148]

조물은 전형적으로 무균성이며, 의도된 수령체의 혈액과 등장성일 수 있다.  비제한적인 예시적 예로는 물, 염

수, 덱스트로스, 프룩토오스, 에탄올, 동물성, 식물성 또는 합성 오일을 포함한다.

점막통과 또는 경피 투여 (예를 들어, 국소 접촉)에 있어서, 침투제 (penetrant)가 약제 조성물중에 포함될 수[0149]

있다.  침투제는 당해분야에 공지되어 있으며, 예를 들어, 점막통과 투여를 위해 세정제 (detergent), 담즙산염

또는 푸시딘산 유도체를 포함한다.  경피 투여에 있어서, 활성 성분은 당해 기술분야에 일반적으로 공지된 바와

같이 에어로졸, 스프레이, 연고, 고약, 겔 또는 크림으로 제형화될 수 있다.  피부와의 접촉을 위해, 약제 조성

물은 전형적으로, 연고, 크림, 로션, 페이스트, 겔, 스프레이, 에어로졸 또는 오일을 포함한다.  사용될 수 있

는 담체로는 바셀린, 라놀린, 폴리에틸렌 글리콜, 알코올, 경피 인핸서 및 이들의 조합물을 포함한다.

공용매 및 보조제가 제형에 첨가될 수 있다.  공용매의 비제한적 예로는 하이드록실기 또는 기타 극성기 예를[0150]

들어, 알코올 예컨대, 이소프로필 알코올; 글리콜 예컨대, 프로필렌 글리콜, 폴리에틸렌글리콜, 폴리프로필렌

글리콜, 글리콜 에테르; 글리세롤; 폴리옥시에틸렌 알코올 및 폴리옥시에틸렌 지방산 에스테르를 함유한다.  애

주번트는 예를 들어, 계면활성제 예컨대, 콩 레시틴 및 올레산; 소르비탄 에스테르 예컨대, 소르비탄 트리올레

이트; 및 폴리비닐피롤리돈을 포함한다.

벡터 게놈, 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡[0151]

시드 변종 (예를 들어, RHM4-1))에 적합한 약제 조성물 및 전달 시스템, 및 본 발명의 방법 및 용도는 당해 기
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술분야에 공지되어 있다 (예를 들어, 문헌 [Remington:  The  Science  and  Practice  of  Pharmacy  (2003)  20
th

ed.,  Mack  Publishing  Co.,  Easton,  PA;  Remington's  Pharmaceutical  Sciences  (1990)  18
th
 ed.,  Mack

Publishing Co., Easton, PA; The Merck Index (1996) 12
th
 ed., Merck Publishing Group, Whitehouse, NJ;

Pharmaceutical  Principles  of  Solid  Dosage  Forms  (1993),  Technonic  Publishing  Co.,  Inc.,  Lancaster,

Pa.;  Ansel  and  Stoklosa,  Pharmaceutical  Calculations  (2001)  11
th
 ed.,

 
Lippincott  Williams  &  Wilkins,

Baltimore, MD; and Poznansky et al., Drug Delivery Systems (1980), R. L. Juliano, ed., Oxford, N.Y.,

pp. 253-315] 참조).

본원에 사용된 바와 같은 "단위 투여량"은 치료될 대상체에 대한 단일 투여량으로서 적당한 물리적으로 구분된[0152]

단위를 나타낸다; 각 단위는 선택적으로, 약제 담체 (부형제, 희석제, 비히클 또는 충전제)와 함께 소정의 양을

함유하며, 이는 1회 이상의 투여로 투여되는 경우, 요망되는 효과 (예를 들어, 예방 또는 치료 효과)를 유도하

도록 계산된다.  단위 투여량 형태는 예를 들어, 앰플 및 바이알내에 존재할 수 있으며, 이는 냉동-건조된 또는

동결건조된 상태의 조성물 또는 액체 조성물을 포함할 수 있다; 예를 들어, 멸균 액체 담체는 생체내 전달 또는

투여 전에 첨가될 수 있다.  개별 단위 투여 형태가 다중-용량 키트 또는 컨테이너내에 포함될 수 있다.  재조

합 벡터 (예를 들어, AAV) 서열; 플라스미드, 벡터 게놈, 재조합 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터 또

는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예를 들어, RHM4-1)) 및 이의 약제 조성물은 투여량의 투여

용이성 및 균일성을 위해 단일 또는 다수 단위 투여량 형태로 패키징될 수 있다.

본 발명은 포장 물질 및 그 안의 하나 이상의 구성요소들을 갖는 키트를 제공한다.  키트는 전형적으로, 구성요[0153]

소들의 설명 또는 내포된 구성요소들의 시험관내, 생체내 또는 생체외 사용을 위한 설명서를 포함하는 라벨 또

는 패키징 삽입물을 포함한다.  키트는 이러한 구성요소들 예를 들어, 벡터 (예를 들어, AAV) 게놈 또는 바이러

스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 변종 예컨대, 캡시드 변종 (예를

들어, RHM4-1)) 및 선택적으로, 제 2 활성제 예컨대, 또 다른 화합물, 제제, 약물 또는 조성물의 수집물을 함유

할 수 있다.

키트는 키트의 하나 이상의 구성요소를 하우징하는 물리적 구조물을 나타낸다.  패키징 물질은 멸균된 구성요소[0154]

들을 함유할 수 있으며, 이러한 목적을 위해 통상적으로 사용되는 재료 (예를 들어, 종이, 골판지, 유리, 플라

스틱, 호일, 앰플, 바이알, 튜브 등)로 제조될 수 있다.

라벨 또는 삽입물은 내포된 하나 이상의 구성요소의 식별 정보, 용량, 작용 메카니즘을 포함하는 활성 성분[0155]

(들)의 임상적 약리학, 약동학 및 약역학을 포함될 수 있다.  라벨 또는 삽입물은 제조업자, 로트 번호, 제조

위치 및 날짜 즉, 유통 기일을 확인시켜주는 정보를 포함할 수 있다.  라벨 또는 삽입물은 제조업자 정보, 로트

번호, 제조업자 위치 및 날짜를 확인시켜주는 정보를 포함할 수 있다.  라벨 또는 삽입물은 키트 성분이 사용될

수 있는 질환에 대한 정보를 포함할 수 있다.  라벨 또는 삽입물은 방법, 용도, 또는 치료 프로토콜 또는 치료

요법에서 키트 구성요소들중 하나 이상을 사용하기 위한 임상의 또는 대상체를 위한 설명서를 포함할 수 있다.

설명서는 본원에 기술된 방법, 용도, 치료 프로토콜 또는 예방 또는 치료 요법중 임의의 것을 실행하기 위한 설

명, 투여량, 빈도 또는 기간을 포함할 수 있다.

라벨 또는 삽입물은 예방 또는 치료 이점과 같이 구성요소가 제공할 수 있는 임의의 이점에 대한 정보를 포함할[0156]

수 있다.  라벨 또는 삽입물은 잠재적인 해로운 부작용, 합병증 또는 반응에 대한 정보 예컨대, 특정 조성물을

사용하는데 적합하지 않을 상황에 관한 대상체 또는 임상의에 대한 경고를 포함할 수 있다.  해로운 부작용 또

는 합병증이 또한, 대상체가 본 조성물과 양립가능하지 않을 수 있는 하나 이상의 다른 약물 치료를 받거나, 받

을 것이거나 현재 받고 있는 경우, 또는 대상체가 조성물과 양립가능하지 않을 또 다른 치료 프로토콜 또는 치

료 요법을 받거나, 받을 것이거나 현재 받고 있는 경우에 발생할 수 있으며, 따라서, 설명서는 이러한 부적합에

대한 정보를 포함할 수 있다.

라벨 또는 삽입물은 구성요소, 키트 또는 포장 물질 (예를 들어, 박스)에 부착되거나 분리되거나, 키트 구성요[0157]

소를 함유하는 앰플, 튜브 또는 바이알에 부착된 "인쇄된 물질" 예를 들어, 종이 또는 판지를 포함한다.  라벨

또는 삽입물은 추가적으로 컴퓨터 판독가능한 매체 예컨대, 바-코드 인쇄된 라벨, 디스크, 광학 디스크 예컨대,

CD- 또는 DVD-ROM/RAM, DVD, MP3, 자석 테이프, 또는 전기 저장 매체 예컨대, RAM 및 ROM, 또는 이들의 하이브

리드 예컨대, 자석/광 저장 매체, FLASH 매체 또는 메모리 타입 카드를 추가적으로 포함할 수 있다.

다르게 규정되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술 및 과학 용어는 본 발명이 속한 당해 기술분야의 통상의 기[0158]
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술을 가진 자에 의해 일반적으로 이해되는 것과 동일한 뜻을 갖는다.  본원에 기술된 것과 유사하거나 동일한

방법 및 재료가 본 발명의 실시 또는 시험에 이용될 수 있으나, 적합한 방법들 및 재료들이 본원에 기술되어 있

다.

본원에 인용된 모든 출원, 공개문헌, 특허 및 기타 참조, GenBank 인용 및 ATCC 인용은 그 전체가 참조로 통합[0159]

된다.  상충되는 경우, 정의를 포함하는 본 명세서가 기준이 될 것이다.

본원에 기재된 특징들 모두는 임의의 조합으로 조합될 수 있다.  본 명세서에 기재된 각 특징은 동일하거나, 동[0160]

등하거나 유사한 목적으로 작용하는 대안적인 특징에 의해 대체될 수 있다.  이와 같이, 다르게 명확히 언급되

지 않는 한, 기재된 특징들 (예를 들어, 재조합 벡터 (예를 들어, AAV) 서열, 플라스미드, 벡터 게놈 또는 재조

합 바이러스 입자 (예를 들어, AAV-Rh74 벡터 또는 관련된 AAV 벡터 예컨대, AAV-Rh74 캡시드 변종 (예를 들어,

RHM4-1))은 동등하거나 유사한 부류의 특징들의 예이다. 

본원에 사용된 바와 같이, 단수 형태는 문맥에서 달리 명백하게 나타내지 않는 한 복수의 지시 대상물을 포함한[0161]

다.  따라서, 예를 들어, "폴리뉴클레오티드"에 대한 언급은 복수의 이러한 폴리뉴클레오티드를 포함하며, "벡

터"에 대한 언급은 복수의 이러한 벡터들을 포함하며, "바이러스" 또는 "입자"에 대한 언급은 복수의 이러한 비

리온들/입자들을 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, 모든 수치 또는 수치 범위는 문맥에서 명백히 달리 명시하지 않는 한 이러한 범위내[0162]

의 정수 및 범위내의 값 또는 정수의 소수를 포함한다.  따라서, 설명하자면, 적어도 80% 동일성에 대한 언급은

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 등등은 물론 81.1%, 81.2%, 81.3%, 81.4%, 81.5%,

등, 82.1%, 82.2%, 82.3%, 82.4%, 82.5%, 등 및 기타 등등을 포함한다.

초과 (넘는) 또는 미만과 같이 쓰인 정수에 대한 언급은 각각 언급된 수보다 큰 또는 작은 임의의 수를 포함한[0163]

다.  따라서, 예를 들어, 1,000 미만이라는 언급은 999, 998, 997, 등등, 숫자 일 (1)까지 낮은 모든 수를 포함

하며; 100 미만은 99, 98, 97 등등, 숫자 일 (1)까지 낮은 모든 수를 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, 모든 수치 또는 범위는 문맥상 다르게 명백히 언급되지 않는 한 이러한 범위내의 값[0164]

및 정수의 소수 및 이러한 범위내의 정수의 소수를 포함한다.  따라서, 설명하자면, 수치 범위에 대한 언급 예

컨대, 백분율 범위 예컨대, 1-10은 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10은 물론, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 등등 및

기타 등등을 포함한다.  따라서, 1-50의 범위에 대한 언급은 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,

15, 16, 17, 18, 19, 20, 등등, 및 50을 포함하는 50 이하는 물론, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 등, 2.1, 2.2,

2.3, 2.4, 2.5, 등등, 및 기타 등등을 포함한다.

일련 범위에 대한 언급은 일련내의 다양한 범위의 경계 값과 조합되는 범위를 포함한다.  따라서, 설명하자면,[0165]

11-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-75, 75-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-400,

400-500,  500-750,  750-1,000,  1,000-1,500,  1,500-2,000,  2,000-2,500,  2,500-3,000,  3,000-3,500,  3,500-

4,000, 4,000-4,500, 4,500-5,000, 5,500-6,000, 6,000-7,000, 7,000-8,000, 또는 8,000-9,000의 일련의 범위

에 대한 언급은 10-50, 50-100, 100-1,000, 1,000-3,000, 2,000-4,000, 등등의 범위를 포함한다.

본 발명은 일반적으로, 많은 구체예 및 양태를 기술하기 위해 긍정의 언어를 사용하여 본원에서 기술하였다.[0166]

또한, 본 발명은 특히, 특정 내용 예컨대, 물질 또는 재료, 방법 단계 및 조건, 프로토콜 또는 절차가 전체적으

로 또는 부분적으로 배재된 구체예를 포함한다.  예를 들어, 본 발명의 특정 구체예 또는 양태에서, 재료 및/또

는 방법 단계가 배제된다.  따라서, 본 발명은 본 발명이 무엇을 포함하지 않는지에 대해 본원에서 일반적으로

표현되지 않았지만, 그럼에도 불구하고, 본 발명에 명확하게 배제되지 않은 양태들은 본원에 기재된 것이다.

본 발명의 많은 구체예가 기술되어 있다.  그렇지만, 본 발명의 사상 및 범위로부터 벗어나지 않으면서 당업자[0167]

는 다양한 용도 및 조건에 맞춰 본 발명을 다양하게 변화 및 변경시킬 수 있다.  따라서, 하기 실시예는 설명을

위한 것이며, 청구된 본 발명의 범위를 제한하고자 하는 것은 아니다.

실시예[0168]

실시예 1[0169]

본 실시예는 다양한 재료 및 방법의 설명을 포함한다.[0170]

마우스: 수컷 C57BL/6J (WT) 마우스 8-10주령, 실험군 당 n=5.  개는 FIX 유전자에서 미스센스 돌연변이를 수반[0171]

하는 노스 캐롤리나 채플 힐 유니버시티 (University of North Carolina Chapel Hill) 콜로니로부터의 HB 개이
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다 (Evans et al., Proc Natl Acad Sci USA  86:10095 (1989)).

AAV 벡터 작제물: ApoE-hAAT 간 특이적 프로모터의 조정하에 인간 FIX를 발현하는 작제물을 사용하여 마우스에[0172]

서 생체내 연구를 수행하였다.  개에서의 연구는 거의 동일한 프로모터 및 개 FIX 전이유전자를 사용하였다.

유전자 전이 방법론: 모든 벡터를 정맥내로 전달하였다.  마우스에서는 꼬리 정맥을 통하였다 (마우스 당 200[0173]

마이크로리터의  용적을  투여하였으며,  벡터는  PBS로  희석하였다).   개에서  벡터는  복재  정맥을  통해

전달하였다.

FIX  발현 측정: ELISA를 사용하여 FIX  수준을 측정하였다.  마우스에서, 인간 FIX  ELISA  항체 쌍 (캡쳐 및[0174]

이차)은 Affinity Biologicals로부터 얻었다.  개에서, 항체 쌍 또한 Affinity Biologicals로부터 얻었으며,

문헌 [Haurigot et al. (Mol Ther 18:1318 (2010))]에 기술된 바와 같이 사용하였다.

통계학적 분석: 통계학적 분석은 언페어드 2 테일드 t 평가 (unpaired, two tailed t test)를 이용하여 수행하[0175]

였다.  <0.05 p 값은 통계학적으로 유의한 것으로 간주하였다.

AAV  항체  측정:  문헌  [Manno  et  al.,  (Nat  Med  12:342  (2006))  and  Mingozzi  et  al.  (Nat  Med   13:419[0176]

(2007))]에 기술된 시험관내 중화 검정을 항체 측정에 이용하였다.  간단하게는, CMV 프로모터(ssAAV-LacZ)의

조정하에 β-갈락토시다제를 발현하는 단일 가닥 벡터, 또는 닭 β-액틴 프로모터 (CBA)의 조정하에 레닐라 리

포터 유전자를 발현하는 자기-상보성 벡터인  AAV-Rh74-CBA-Renilla인 2개의 AAV 벡터 작제물을 검정에 사용하

였다.  시험관내에서 AAV 벡터의 형질도입의 효율성을 증가시키기 위해, 2V6.11  세포 (ATCC)를 사용하였으며,

이는 유도성 프로모터의 조정하에 아데노바이러스 유전자 E4를 발현하였다.  세포를 1.25x10
4
 세포/웰의 밀도로

96-웰 플레이트에 시딩하고, 포나스테론 A (Invitrogen)의 1:1000 희석물을 배지에 첨가하여 E4 발현을 유도하

였다.  검정 당일에, 열-불활성화된 평가 혈청의 연속 1/2-log 희석물을 바이러스를 함유하는 배지와 혼합하였

다.  ssAAV-LacZ 벡터에 있어서, 검정에 사용된 바이러스 농도는 AAV2에 있어서 ~1x10
10
vg/ml, 및 AAV5, 6, 또

는 8에 있어서 ~5.5x10
10
vg/ml이었다.  scAAV-Luc 벡터에 있어서, 검정에서의 바이러스 농도는 ~50 내지 150 배

더 낮았다.  리포터 전이유전자의 잔여 활성은 비색 검정 (ssAAV-LacZ) 또는 루미노미터 (scAAV-Luc)를 사용하

여 측정하였다.

항-AAV 캡시드, 총 IgG 또는 Ig 서브클래스는 포획 검정을 이용하여 측정하였다; ELISA 플레이트를 5x10
10
 캡시[0177]

드 입자/AAV 빈 캡시드 ml로 코팅하였다.  플레이트를 2시간 동안 실온에서 PBS 중의 0.05% Tween 20, 2% BSA

로 차단하고, 샘플의 연속 희석물을 웰 상에 로딩하고, 밤새 4℃에서 인큐베이션하였다.  바이오틴-컨쥬게이팅

된 항-인간 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, 또는 IgM 항체 (Sigma)를 검출 항체로서 사용하였다; 스트렙타비딘-HRP는

기질 검출을 위해 첨가되었다.  Ig 농도는 인간의 정제된 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, 또는 IgM (Sigma)의 연속

희석물로 제작한 표준 곡선에 대하여 결정되었다.

AAV 생성: 벡터 생성 과정은 문헌 [Ayuso et al. (Gene Ther 17:503 (2010))]에 상세히 기술되어 있다.[0178]

실시예 2[0179]

본 실시예는 인간 FIX 유전자 전이 동물 (마우스) 연구 및 유전자 전이 후 FIX 발현의 설명을 포함한다.[0180]

C57BL/6 마우스 (군 당 n=5)에 간-특이적 프로모터의 조정하의 인자 IX (FIX) 유전자를 함유하는 AAV 벡터 (마[0181]

우스 당 2.5
10
 벡터 게놈)를 꼬리 정맥을 통해 주입하였다.  마우스에서 인간 FIX 전이유전자 생성물 (단백질)

혈장 수준을 유전자 전이 1, 2 및 4 주 후에 ELISA에 의해 측정하고, 도 1에 묘사하였다.  AAV-Rh74는 동물에서

가장 높은 수준의 전이유전자 발현을 보여주었다.

실시예 3[0182]

본 실시예는 혈우병 개에서 치료학적 수준의 FIX의 효과적인 AAV-Rh74 매개된 전달을 입증하는 동물 연구 및 데[0183]

이터의 설명을 포함한다.

간단하게는, B형 혈우병 개에 중량 kg 당 3X10
12 

벡터 게놈을 복재 정맥을 통해 정맥내 (IV) 주입하였다.  치료[0184]

학적 FIX 전이유전자의 발현은 간 특이적 프로모터에 의해 추진된다.  벡터 및 FIX 수준은 ELISA에 의해 모니터

링하였다.  개 FIX 혈장 수준은 도 2에 도시되어 있다.  AAV-Rh74 및 AAV8은 B형 혈우병 개에서 대략 동일하게

수행하나, 이 둘 모두는 AAV6보다 탁월하였다.
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실시예 4[0185]

본 실시예는 인간에서 항-AAV 중화 항체 (NAb)의 존재를 보여주는 연구의 설명을 포함한다.[0186]

표 1의 데이터는 시험관내 검정을 이용한 인간에서 측정된 항-AAV 중화 항체 (NAb)를 보여준다.  1:1 또는 그[0187]

미만의 NAb 역가를 갖는 대상체는 항-AAV 항체에 대해 순수 또는 저-역가로서 규정되며, 그러한 AAV 혈청형에

있어서 유전자 전이에 적격이다 (회색으로 표시함).  1:1 내지 1:3의 역가를 갖는 환자는 빈 캡시드가 디코이

(decoy)로서 사용되는 한 AAV-허용성인 것으로 간주된다.  1:3보다 높은 역가를 갖는 샘플은 전신 주입 후 AAV

형질도입에 대해 비-허용성인 것으로 간주되며, 밝은 회색으로 나타내었다.  AAV-Rh74는 AAV-2 및 AAV-8과 비교

하여 가장 낮은 유병률의 항-AAV Nab를 나타내었다.

표 1[0188]

[0189]
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[0190]

실시예 5[0191]

본 실시예는 AAV-Rh74를 포함하는 다양한 AAV 혈청형의 생산량을 보여주는 데이터의 설명을 포함한다.[0192]

표 2의 데이터는 다양한 AAV 혈청형의 생산 수율을 보여준다.  롤러 버틀에서의 바이러스 배치 크기, 총 벡터[0193]

생산 수율, 및 보틀 당 수율을 기록하였다.  모든 혈청형은 동일한 발현 카세트내에 패키징하였다.  AAV-Rh74는

평가된 다른 혈청형 즉, AAV-8, AAV-dj, 및 AAV-2에 필적하거나 이보다 높은 수율을 갖는다.

표 2[0194]

[0195]

실시예 6[0196]

본 실시예는 레서스 원숭이에 투여된 간-특이적 프로모터 조정하에 인간 인자 IX (FIX)를 발현하는 AAVrh74 벡[0197]

터가 동일한 양으로 투여된 AAV8 벡터보다 더 높은 수준으로 동물에서 FIX의 생산량을 유도함을 보여주는 데이

터의 설명을 포함한다.

간단하게는, 동물에 2x10
12
 벡터 게놈 (vg)/체중 kg의 용량으로 AAV8 또는 AAVrh74를 투여하였다.  벡터를 염수[0198]

중에 또는 벡터와 빈 AAV 캡시드 (EC로 표시함)의 혼합물 중에 포뮬레이팅하였다.

도 4는 레서스 원숭이 혈장에서 특이적으로 인간 FIX를 검출하는 ELISA에 이해 측정된 인간 FIX의 평균 (2 내지[0199]
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8 주) 및 표준 오차 또는 평균의 막대그래프이다.  AAVrh74-FIX 벡터가 투여된 동물은 오른쪽 가장자리 쪽으로

마지막 2개의 막대에 나타내었다.  데이터는 AAVrh74 벡터 (오른쪽 가장자리 쪽으로 마지막 2개 막대)가 투여된

동물이 동일한 용량 (검정 및 회색 막대)으로 주입된 동물의 다른 군과 비교하여 더 높은 수준으로 FIX 전이유

전자를 발현하였음을 보여준다.  평균 수준은 언페어드 2-테일드 스튜던트 t 평가를 이용하여 비교하였다.

AAV-RHM4-1-FIX가 투여된 동물 중 하나는 인간 인자 IX 전이유전자 생성물에 대한 억제제를 발달시켰으며, 이는[0200]

인간 FIX 벡터로 처리된 원숭이 중 대략 20%에서 발생하는 충분히 입증된 현상이다.  2차 RHM4-1-처리된 동물은

AAV8-처리된 원숭이와 비교하여 대략 2-배 높게 FIX 수준을 발현하였다.

실시예 7[0201]

본 실시예는 수개의 Rh74 캡시드 변종의 설명을 포함한다.[0202]

간단하게는, 다양한 치환이 Rh74 캡시드 서열에 도입되어 Rh74 캡시드 변종을 생성하였다.  다양한 Rh74 캡시드[0203]

변종, 및 각 위치에서 치환된 아미노산은 하기와 같다:

표 3: [0204]

[0205]

RHM4-1 변종은 Rh74 VP1 캡시드의 각각 아미노산 위치 195, 199, 201 및 202 번에서 알라닌, 류신, 프롤린 및[0206]

아스파라긴 치환을 갖는다.  밑줄치고 굵게 나타낸 치환된 잔기 a, v, p 및 n을 갖는 RHM4-1 변종 VP1 캡시드

아미노산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:5):

[0207]

밑줄치고 굵게 나타낸 치환된 잔기 a, v, p 및 n을 엔코딩하는 코돈을 갖는 RHM4-1 변종 VP1 캡시드 핵산 서열[0208]

은 하기와 같다 (SEQ ID NO:11):  

[0209]
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[0210]

RHM15-1, 15-2, 15-3, 15-4, 1-5 및 15-6 변종은 또한, Rh74 VP1 캡시드의 각각 아미노산 위치 195, 199, 201[0211]

및 202번에서 알라닌, 류신, 프롤린 및 아스파라긴 치환을 갖는다.  또한, 이들 변종은 다양한 위치에서 리신의

다중 아르기닌 치환을 갖는다.

RHM15-1 변종 VP1 캡시드 아미노산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:6):[0212]

[0213]

RHM15-1 변종 VP1 캡시드 핵산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:12):[0214]

[0215]
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[0216]

RHM15-2 변종 VP1 캡시드 아미노산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:7):  [0217]

[0218]

RHM15-2 변종 VP1 캡시드 핵산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:13):[0219]

[0220]
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[0221]

RHM15-3/RHM15-5 변종 VP1 캡시드 아미노산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:8):[0222]

[0223]

RHM15-3/RHM15-5 변종 VP1 캡시드 핵산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:14):[0224]

[0225]

공개특허 10-2024-0090694

- 42 -



[0226]

RHM15-4 변종 VP1 캡시드 아미노산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:9):[0227]

[0228]

RHM15-4 변종 VP1 캡시드 핵산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:15):[0229]

[0230]

공개특허 10-2024-0090694

- 43 -



[0231]

RHM15-6 변종 VP1 캡시드 아미노산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:10):[0232]

[0233]

RHM15-6 변종 VP1 캡시드 핵산 서열은 하기와 같다 (SEQ ID NO:16):[0234]

[0235]
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[0236]

실시예 8[0237]

본 실시예는 Rh74 및 AAV8과 비교하여 Rh74 캡시드 변종을 사용한 인간 인자 IX 발현 연구의 설명을 포함한다.[0238]

간단하게는, Rh74 캡시드 변종을 사용하여 AAV 인간 인자 IX 발현 벡터를 패키징하였으며, AAV 입자는 마우스를[0239]

감염시키는데 사용하고, 인자 IX의 발현 수준을 동물 (혈장)에서 측정하였다.  캡시드 변종은 표시한 위치에서

하기 아미노산 치환을 갖는다:

표 4[0240]

[0241]

도 5는 2주 후 처리된 동물에서 혈장 인간 인자 IX 발현 수준을 보여준다.  도시된 바와 같이, RHM4-1 변종 캡[0242]

시드에 의해 캡시드화된 AAV 인간 인자 IX 발현 벡터는 가장 높은 수준의 발현을 제공하였으며, Rh74 캡시드화

된 AAV 인간 인자 IX 발현 벡터, 및 AAV8 캡시드화된 AAV 인간 인자 IX 발현 벡터에 의해 생성된 발현보다 실질

적으로 더 높았다.

실시예 9[0243]

본 실시예는, 시아노몰구스 원숭이에 투여된 간-특이적 프로모터의 조정하에 인간 인자 IX (FIX)를 발현하는[0244]

AAVrh74 변종 RHM4-1 벡터가 동물에서 FIX의 생산량을 동일한 양으로 투여된 AAV8 벡터보다 높은 수준으로 유도

함을 보여주는 데이터의 설명을 포함한다.

시아노몰구스 원숭이는 중화 AAV 항체에 대해 사전스크리닝하였으며; <1:1의 전처리 역가를 갖는 동물이 성공적[0245]

인 형질도입을 보장하는 것으로 선택되었다.  이어서, 원숭이에 3x10
12
 vg/kg 용량으로 인간 IX 전이유전자를 발

현하는 AAV8 또는 AAV-Rh74 변종 RHM4-1 벡터를 주입하였다.  인간외 영장류에서 인간 FIX 전이유전자 생성물

(단백질) 혈장 수준은 연구 기간에 걸쳐 주마다 ELISA에 의해 측정하고, 도 6에 묘사하였다.

AAV-RHM4-1-FIX가 투여된 동물중 하나는 인간 인자 IX 전이유전자 생성물에 대한 억제제를 발달시켰으며, 이는[0246]

인간과 원숭이 단백질 간의 적은 아미노산 차이로 인해 인간 FIX 벡터로 처리된 원숭이 중 대략 20%에서 발생하

는 충분히 입증된 현상이다.  RHM4-1로 처리된 한 동물에서 발현의 손실은 인간 전이유전자에 대한 항체 반응의

발달로 인한 것이었다.  2차 RHM4-1-처리된 동물은 AAV8-처리된 원숭이와 비교하여 약 2-배 높은 수준으로 FIX

를 발현하였다.
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도면

도면1

도면2
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도면3a
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도면3b
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도면4
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도면5

도면6

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  The Children's Hospital of Philadelphia

       YAZICIOGLU, MUSTAFA

       HIGH, KATHERINE

       ANGUELA, XAVIER
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<120>  Variant AAV and Compositions, Methods and Uses for Gene Transfer 

       to Cells, Organs and Tissues

<130>  074659-0433285

<150>  61/857161

<151>  2013-07-22

<150>  61/985365

<151>  2014-04-28

<160>  16    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  738

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  1

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Gln Gln Leu Gln Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Ser Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 
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    130                 135                 140                 

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile 

145                 150                 155                 160 

Gly Lys Lys Gly Gln Gln Pro Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln 

                165                 170                 175     

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ala Gly Pro Ser Gly Leu Gly Ser Gly Thr Met Ala Ala Gly Gly 

        195                 200                 205             

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His 

                245                 250                 255     

Leu Tyr Lys Gln Ile Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp 

            260                 265                 270         

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn 

        275                 280                 285             

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn 

    290                 295                 300                 

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn 

305                 310                 315                 320 

Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn Glu Gly Thr Lys Thr Ile Ala 

                325                 330                 335     

Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln 

            340                 345                 350         

Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe 

        355                 360                 365             

Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn 

    370                 375                 380                 
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Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr 

                405                 410                 415     

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser 

            420                 425                 430         

Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu 

        435                 440                 445             

Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr Ala Gly Thr Gln Gln Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met Ser Ala Gln Ala Lys Asn Trp 

465                 470                 475                 480 

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Thr Thr Leu Ser 

                485                 490                 495     

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His 

            500                 505                 510         

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Val Ala Met Ala Thr 

        515                 520                 525             

His Lys Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met 

    530                 535                 540                 

Phe Gly Lys Gln Gly Ala Gly Lys Asp Asn Val Asp Tyr Ser Ser Val 

545                 550                 555                 560 

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Lys Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr 

                565                 570                 575     

Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln Gln Gln Asn Ala Ala 

            580                 585                 590         

Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val 

        595                 600                 605             

Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile 

    610                 615                 620                 

Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe 
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625                 630                 635                 640 

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val 

                645                 650                 655     

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ala Lys Leu Ala Ser Phe 

            660                 665                 670         

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu 

        675                 680                 685             

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr 

    690                 695                 700                 

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu 

705                 710                 715                 720 

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg 

                725                 730                 735     

Asn Leu 

        

<210>  2

<211>  2217

<212>  DNA

<213>  Adeno-associated virus

<400>  2

atggctgccg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctctctga gggcattcgc       60

gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaagcaggac      120

aacggccggg gtctggtgct tcctggctac aagtacctcg gacccttcaa cggactcgac      180

aagggggagc ccgtcaacgc ggcggacgca gcggccctcg agcacgacaa ggcctacgac      240

cagcagctcc aagcgggtga caatccgtac ctgcggtata atcacgccga cgccgagttt      300

caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggcgcgc agtcttccag      360

gccaaaaagc gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgccggttaa gacggctcct      420

ggaaagaaga gaccggtaga gccatcaccc cagcgctctc cagactcctc tacgggcatc      480

ggcaagaaag gccagcagcc cgcaaaaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca      540

gagtcagtcc ccgaccctca accaatcgga gaaccaccag caggcccctc tggtctggga      600

tctggtacaa tggctgcagg cggtggcgct ccaatggcag acaataacga aggcgccgac      660
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ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggctggg cgacagagtc      720

atcaccacca gcacccgcac ctgggccctg cccacctaca acaaccacct ctacaagcaa      780

atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttcgg ctacagcacc      840

ccctgggggt attttgactt caacagattc cactgccact tttcaccacg tgactggcag      900

cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa gctcttcaac      960

atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccaaga ccatcgccaa taaccttacc     1020

agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggcg     1080

caccagggct gcctgcctcc gttcccggcg gacgtcttca tgattcctca gtacgggtac     1140

ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtcgt ccttctactg cctggagtac     1200

tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac     1260

gtgcccttcc acagcagcta cgcgcacagc cagagcctgg accggctgat gaaccctctc     1320

atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggcggtac tgcaggaact     1380

cagcagttgc tattttctca ggccgggcct aacaacatgt cggctcaggc caagaactgg     1440

ctacccggtc cctgctaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac     1500

agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctctctggtg     1560

aatcctggcg ttgccatggc tacccacaag gacgacgaag agcgattttt tccatccagc     1620

ggagtcttaa tgtttgggaa acagggagct ggaaaagaca acgtggacta tagcagcgtg     1680

atgctaacca gcgaggaaga aataaagacc accaacccag tggccacaga acagtacggc     1740

gtggtggccg ataacctgca acagcaaaac gccgctccta ttgtaggggc cgtcaatagt     1800

caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc     1860

tgggccaaga ttcctcatac ggacggcaac tttcatccct cgccgctgat gggaggcttt     1920

ggactgaagc atccgcctcc tcagatcctg attaaaaaca cacctgttcc cgcggatcct     1980

ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tctttcatca cgcagtacag taccggccag     2040

gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag     2100

attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag     2160

ggtacttatt ccgagcctcg ccccattggc acccgttacc tcacccgtaa tctgtaa        2217

<210>  3

<211>  601

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  3
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Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser 

1               5                   10                  15      

Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile Gly Lys Lys Gly Gln Gln Pro Ala Lys 

            20                  25                  30          

Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp 

        35                  40                  45              

Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro Pro Ala Gly Pro Ser Gly Leu Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Thr Met Ala Ala Gly Gly Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu 

65                  70                  75                  80  

Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser 

                85                  90                  95      

Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala 

            100                 105                 110         

Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu Tyr Lys Gln Ile Ser Asn Gly Thr 

        115                 120                 125             

Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro 

    130                 135                 140                 

Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg 

145                 150                 155                 160 

Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg 

                165                 170                 175     

Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn 

            180                 185                 190         

Glu Gly Thr Lys Thr Ile Ala Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val 

        195                 200                 205             

Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His 

    210                 215                 220                 

Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln 

225                 230                 235                 240 

Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser 
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                245                 250                 255     

Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly 

            260                 265                 270         

Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser 

        275                 280                 285             

Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile 

    290                 295                 300                 

Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr 

305                 310                 315                 320 

Ala Gly Thr Gln Gln Leu Leu Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met 

                325                 330                 335     

Ser Ala Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln 

            340                 345                 350         

Arg Val Ser Thr Thr Leu Ser Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp 

        355                 360                 365             

Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn 

    370                 375                 380                 

Pro Gly Val Ala Met Ala Thr His Lys Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe 

385                 390                 395                 400 

Pro Ser Ser Gly Val Leu Met Phe Gly Lys Gln Gly Ala Gly Lys Asp 

                405                 410                 415     

Asn Val Asp Tyr Ser Ser Val Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Lys 

            420                 425                 430         

Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn 

        435                 440                 445             

Leu Gln Gln Gln Asn Ala Ala Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln 

465                 470                 475                 480 

Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro 

                485                 490                 495     

공개특허 10-2024-0090694

- 57 -



Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile 

            500                 505                 510         

Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn 

        515                 520                 525             

Gln Ala Lys Leu Ala Ser Phe Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val 

    530                 535                 540                 

Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp 

545                 550                 555                 560 

Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val 

                565                 570                 575     

Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile 

            580                 585                 590         

Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

        595                 600     

<210>  4

<211>  535

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  4

Met Ala Ala Gly Gly Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Asp Gly Val Gly Ser Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp 

            20                  25                  30          

Leu Gly Asp Arg Val Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro 

        35                  40                  45              

Thr Tyr Asn Asn His Leu Tyr Lys Gln Ile Ser Asn Gly Thr Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Thr Asn Asp Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly 

65                  70                  75                  80  

Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp 

                85                  90                  95      
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Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn 

            100                 105                 110         

Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn Glu Gly 

        115                 120                 125             

Thr Lys Thr Ile Ala Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val Phe Thr 

    130                 135                 140                 

Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly 

145                 150                 155                 160 

Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln Tyr Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Leu Thr Leu Asn Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe 

            180                 185                 190         

Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn 

        195                 200                 205             

Phe Glu Phe Ser Tyr Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln 

225                 230                 235                 240 

Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr Ala Gly 

                245                 250                 255     

Thr Gln Gln Leu Leu Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met Ser Ala 

            260                 265                 270         

Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val 

        275                 280                 285             

Ser Thr Thr Leu Ser Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp Thr Gly 

    290                 295                 300                 

Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly 

305                 310                 315                 320 

Val Ala Met Ala Thr His Lys Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser 

                325                 330                 335     

Ser Gly Val Leu Met Phe Gly Lys Gln Gly Ala Gly Lys Asp Asn Val 
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            340                 345                 350         

Asp Tyr Ser Ser Val Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Lys Thr Thr 

        355                 360                 365             

Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln 

    370                 375                 380                 

Gln Gln Asn Ala Ala Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln Gly Ala 

385                 390                 395                 400 

Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro 

                405                 410                 415     

Ile Trp Ala Lys Ile Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro 

            420                 425                 430         

Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile 

        435                 440                 445             

Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ala 

    450                 455                 460                 

Lys Leu Ala Ser Phe Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val 

465                 470                 475                 480 

Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro 

                485                 490                 495     

Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe 

            500                 505                 510         

Ala Val Asn Thr Glu Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr 

        515                 520                 525             

Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

    530                 535 

<210>  5

<211>  738

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  5

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser 
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1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Gln Gln Leu Gln Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Ser Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile 

145                 150                 155                 160 

Gly Lys Lys Gly Gln Gln Pro Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln 

                165                 170                 175     

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly Pro Asn Thr Met Ala Ala Gly Gly 

        195                 200                 205             

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His 

                245                 250                 255     
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Leu Tyr Lys Gln Ile Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp 

            260                 265                 270         

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn 

        275                 280                 285             

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn 

    290                 295                 300                 

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn 

305                 310                 315                 320 

Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn Glu Gly Thr Lys Thr Ile Ala 

                325                 330                 335     

Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln 

            340                 345                 350         

Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe 

        355                 360                 365             

Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn 

    370                 375                 380                 

Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr 

                405                 410                 415     

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser 

            420                 425                 430         

Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu 

        435                 440                 445             

Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr Ala Gly Thr Gln Gln Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met Ser Ala Gln Ala Lys Asn Trp 

465                 470                 475                 480 

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Thr Thr Leu Ser 

                485                 490                 495     

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His 
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            500                 505                 510         

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Val Ala Met Ala Thr 

        515                 520                 525             

His Lys Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met 

    530                 535                 540                 

Phe Gly Lys Gln Gly Ala Gly Lys Asp Asn Val Asp Tyr Ser Ser Val 

545                 550                 555                 560 

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Lys Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr 

                565                 570                 575     

Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln Gln Gln Asn Ala Ala 

            580                 585                 590         

Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val 

        595                 600                 605             

Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile 

    610                 615                 620                 

Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe 

625                 630                 635                 640 

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val 

                645                 650                 655     

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ala Lys Leu Ala Ser Phe 

            660                 665                 670         

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu 

        675                 680                 685             

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr 

    690                 695                 700                 

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu 

705                 710                 715                 720 

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg 

                725                 730                 735     

Asn Leu 
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<210>  6

<211>  738

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  6

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Ala Asn Gln Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Arg Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Gln Gln Leu Gln Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Ser Pro Val Arg Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile 

145                 150                 155                 160 

Gly Lys Lys Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln 

                165                 170                 175     

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly Pro Asn Thr Met Ala Ala Gly Gly 

        195                 200                 205             
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Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His 

                245                 250                 255     

Leu Tyr Arg Gln Ile Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp 

            260                 265                 270         

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn 

        275                 280                 285             

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn 

    290                 295                 300                 

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn 

305                 310                 315                 320 

Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn Glu Gly Thr Arg Thr Ile Ala 

                325                 330                 335     

Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln 

            340                 345                 350         

Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe 

        355                 360                 365             

Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn 

    370                 375                 380                 

Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr 

                405                 410                 415     

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser 

            420                 425                 430         

Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu 

        435                 440                 445             

Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr Ala Gly Thr Gln Gln Leu Leu 
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    450                 455                 460                 

Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met Ser Ala Gln Ala Lys Asn Trp 

465                 470                 475                 480 

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Thr Thr Leu Ser 

                485                 490                 495     

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His 

            500                 505                 510         

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Val Ala Met Ala Thr 

        515                 520                 525             

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met 

    530                 535                 540                 

Phe Gly Arg Gln Gly Ala Gly Arg Asp Asn Val Asp Tyr Ser Ser Val 

545                 550                 555                 560 

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr 

                565                 570                 575     

Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln Gln Gln Asn Ala Ala 

            580                 585                 590         

Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val 

        595                 600                 605             

Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile 

    610                 615                 620                 

Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe 

625                 630                 635                 640 

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val 

                645                 650                 655     

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ala Lys Leu Ala Ser Phe 

            660                 665                 670         

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu 

        675                 680                 685             

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr 

    690                 695                 700                 
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Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu 

705                 710                 715                 720 

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg 

                725                 730                 735     

Asn Leu 

        

<210>  7

<211>  738

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  7

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Ala Asn Gln Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Arg Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Gln Gln Leu Gln Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Ser Pro Val Arg Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile 

145                 150                 155                 160 

Gly Lys Arg Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln 
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                165                 170                 175     

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly Pro Asn Thr Met Ala Ala Gly Gly 

        195                 200                 205             

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His 

                245                 250                 255     

Leu Tyr Arg Gln Ile Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp 

            260                 265                 270         

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn 

        275                 280                 285             

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn 

    290                 295                 300                 

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn 

305                 310                 315                 320 

Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn Glu Gly Thr Arg Thr Ile Ala 

                325                 330                 335     

Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln 

            340                 345                 350         

Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe 

        355                 360                 365             

Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn 

    370                 375                 380                 

Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr 

                405                 410                 415     
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Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser 

            420                 425                 430         

Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu 

        435                 440                 445             

Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr Ala Gly Thr Gln Gln Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met Ser Ala Gln Ala Lys Asn Trp 

465                 470                 475                 480 

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Thr Thr Leu Ser 

                485                 490                 495     

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His 

            500                 505                 510         

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Val Ala Met Ala Thr 

        515                 520                 525             

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met 

    530                 535                 540                 

Phe Gly Lys Gln Gly Ala Gly Arg Asp Asn Val Asp Tyr Ser Ser Val 

545                 550                 555                 560 

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr 

                565                 570                 575     

Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln Gln Gln Asn Ala Ala 

            580                 585                 590         

Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val 

        595                 600                 605             

Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile 

    610                 615                 620                 

Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe 

625                 630                 635                 640 

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val 

                645                 650                 655     

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ala Lys Leu Ala Ser Phe 
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            660                 665                 670         

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu 

        675                 680                 685             

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr 

    690                 695                 700                 

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu 

705                 710                 715                 720 

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg 

                725                 730                 735     

Asn Leu 

        

<210>  8

<211>  738

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  8

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Ala Asn Gln Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Arg Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Gln Gln Leu Gln Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             
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Leu Gly Leu Val Glu Ser Pro Val Arg Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile 

145                 150                 155                 160 

Gly Lys Arg Gly Gln Gln Pro Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln 

                165                 170                 175     

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly Pro Asn Thr Met Ala Ala Gly Gly 

        195                 200                 205             

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His 

                245                 250                 255     

Leu Tyr Arg Gln Ile Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp 

            260                 265                 270         

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn 

        275                 280                 285             

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn 

    290                 295                 300                 

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn 

305                 310                 315                 320 

Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn Glu Gly Thr Arg Thr Ile Ala 

                325                 330                 335     

Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln 

            340                 345                 350         

Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe 

        355                 360                 365             

Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn 
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    370                 375                 380                 

Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr 

                405                 410                 415     

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser 

            420                 425                 430         

Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu 

        435                 440                 445             

Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr Ala Gly Thr Gln Gln Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met Ser Ala Gln Ala Lys Asn Trp 

465                 470                 475                 480 

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Thr Thr Leu Ser 

                485                 490                 495     

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His 

            500                 505                 510         

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Val Ala Met Ala Thr 

        515                 520                 525             

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met 

    530                 535                 540                 

Phe Gly Arg Gln Gly Ala Gly Arg Asp Asn Val Asp Tyr Ser Ser Val 

545                 550                 555                 560 

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr 

                565                 570                 575     

Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln Gln Gln Asn Ala Ala 

            580                 585                 590         

Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val 

        595                 600                 605             

Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile 

    610                 615                 620                 
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Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe 

625                 630                 635                 640 

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val 

                645                 650                 655     

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ala Lys Leu Ala Ser Phe 

            660                 665                 670         

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu 

        675                 680                 685             

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr 

    690                 695                 700                 

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu 

705                 710                 715                 720 

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg 

                725                 730                 735     

Asn Leu 

        

<210>  9

<211>  738

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  9

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Ala Asn Gln Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Arg Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Gln Gln Leu Gln Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala 
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                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Ser Pro Val Arg Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile 

145                 150                 155                 160 

Gly Lys Arg Gly Gln Gln Pro Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln 

                165                 170                 175     

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly Pro Asn Thr Met Ala Ala Gly Gly 

        195                 200                 205             

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His 

                245                 250                 255     

Leu Tyr Arg Gln Ile Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp 

            260                 265                 270         

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn 

        275                 280                 285             

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn 

    290                 295                 300                 

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn 

305                 310                 315                 320 

Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn Glu Gly Thr Arg Thr Ile Ala 

                325                 330                 335     
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Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln 

            340                 345                 350         

Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe 

        355                 360                 365             

Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn 

    370                 375                 380                 

Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr 

                405                 410                 415     

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser 

            420                 425                 430         

Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu 

        435                 440                 445             

Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr Ala Gly Thr Gln Gln Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met Ser Ala Gln Ala Lys Asn Trp 

465                 470                 475                 480 

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Thr Thr Leu Ser 

                485                 490                 495     

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His 

            500                 505                 510         

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Val Ala Met Ala Thr 

        515                 520                 525             

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met 

    530                 535                 540                 

Phe Gly Lys Gln Gly Ala Gly Arg Asp Asn Val Asp Tyr Ser Ser Val 

545                 550                 555                 560 

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr 

                565                 570                 575     

Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln Gln Gln Asn Ala Ala 
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            580                 585                 590         

Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val 

        595                 600                 605             

Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile 

    610                 615                 620                 

Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe 

625                 630                 635                 640 

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val 

                645                 650                 655     

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ala Arg Leu Ala Ser Phe 

            660                 665                 670         

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu 

        675                 680                 685             

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr 

    690                 695                 700                 

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu 

705                 710                 715                 720 

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg 

                725                 730                 735     

Asn Leu 

        

<210>  10

<211>  738

<212>  PRT

<213>  Adeno-associated virus

<400>  10

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro 

            20                  25                  30          

Lys Ala Asn Gln Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              
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Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Arg Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Gln Gln Leu Gln Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Ser Pro Val Arg Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile 

145                 150                 155                 160 

Gly Lys Lys Gly Gln Gln Pro Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln 

                165                 170                 175     

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly Pro Asn Thr Met Ala Ala Gly Gly 

        195                 200                 205             

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His 

                245                 250                 255     

Leu Tyr Arg Gln Ile Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp 

            260                 265                 270         

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn 

        275                 280                 285             

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn 
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    290                 295                 300                 

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn 

305                 310                 315                 320 

Ile Gln Val Lys Glu Val Thr Gln Asn Glu Gly Thr Arg Thr Ile Ala 

                325                 330                 335     

Asn Asn Leu Thr Ser Thr Ile Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln 

            340                 345                 350         

Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe 

        355                 360                 365             

Pro Ala Asp Val Phe Met Ile Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn 

    370                 375                 380                 

Asn Gly Ser Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Phe Pro Ser Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr 

                405                 410                 415     

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser 

            420                 425                 430         

Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu 

        435                 440                 445             

Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr Ala Gly Thr Gln Gln Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Phe Ser Gln Ala Gly Pro Asn Asn Met Ser Ala Gln Ala Lys Asn Trp 

465                 470                 475                 480 

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Thr Thr Leu Ser 

                485                 490                 495     

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe Ala Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His 

            500                 505                 510         

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Val Ala Met Ala Thr 

        515                 520                 525             

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met 

    530                 535                 540                 
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Phe Gly Arg Gln Gly Ala Gly Arg Asp Asn Val Asp Tyr Ser Ser Val 

545                 550                 555                 560 

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr 

                565                 570                 575     

Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln Gln Gln Asn Ala Ala 

            580                 585                 590         

Pro Ile Val Gly Ala Val Asn Ser Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val 

        595                 600                 605             

Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile 

    610                 615                 620                 

Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe 

625                 630                 635                 640 

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val 

                645                 650                 655     

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ala Arg Leu Ala Ser Phe 

            660                 665                 670         

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu 

        675                 680                 685             

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr 

    690                 695                 700                 

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu 

705                 710                 715                 720 

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg 

                725                 730                 735     

Asn Leu 

        

<210>  11

<211>  2214

<212>  DNA

<213>  Adeno-associated virus

<400>  11

공개특허 10-2024-0090694

- 79 -



atggctgccg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctctctga gggcattcgc       60

gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaagcaggac      120

aacggccggg gtctggtgct tcctggctac aagtacctcg gacccttcaa cggactcgac      180

aagggggagc ccgtcaacgc ggcggacgca gcggccctcg agcacgacaa ggcctacgac      240

cagcagctcc aagcgggtga caatccgtac ctgcggtata atcacgccga cgccgagttt      300

caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggcgcgc agtcttccag      360

gccaaaaagc gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgccggttaa gacggctcct      420

ggaaagaaga gaccggtaga gccatcaccc cagcgctctc cagactcctc tacgggcatc      480

ggcaagaaag gccagcagcc cgcaaaaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca      540

gagtcagtcc ccgaccctca accaatcgga gaaccaccag cagccccctc tggtgtggga      600

cctaatacaa tggctgcagg cggtggcgct ccaatggcag acaataacga aggcgccgac      660

ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggctggg cgacagagtc      720

atcaccacca gcacccgcac ctgggccctg cccacctaca acaaccacct ctacaagcaa      780

atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttcgg ctacagcacc      840

ccctgggggt attttgactt caacagattc cactgccact tttcaccacg tgactggcag      900

cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa gctcttcaac      960

atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccaaga ccatcgccaa taaccttacc     1020

agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggcg     1080

caccagggct gcctgcctcc gttcccggcg gacgtcttca tgattcctca gtacgggtac     1140

ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtcgt ccttctactg cctggagtac     1200

tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac     1260

gtgcccttcc acagcagcta cgcgcacagc cagagcctgg accggctgat gaaccctctc     1320

atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggcggtac tgcaggaact     1380

cagcagttgc tattttctca ggccgggcct aacaacatgt cggctcaggc caagaactgg     1440

ctacccggtc cctgctaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac     1500

agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctctctggtg     1560

aatcctggcg ttgccatggc tacccacaag gacgacgaag agcgattttt tccatccagc     1620

ggagtcttaa tgtttgggaa acagggagct ggaaaagaca acgtggacta tagcagcgtg     1680

atgctaacca gcgaggaaga aataaagacc accaacccag tggccacaga acagtacggc     1740
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gtggtggccg ataacctgca acagcaaaac gccgctccta ttgtaggggc cgtcaatagt     1800

caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc     1860

tgggccaaga ttcctcatac ggacggcaac tttcatccct cgccgctgat gggaggcttt     1920

ggactgaagc atccgcctcc tcagatcctg attaaaaaca cacctgttcc cgcggatcct     1980

ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tctttcatca cgcagtacag taccggccag     2040

gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag     2100

attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag     2160

ggtacttatt ccgagcctcg ccccattggc acccgttacc tcacccgtaa tctg           2214

<210>  12

<211>  2217

<212>  DNA

<213>  Adeno-associated virus

<400>  12

atggctgccg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctctctga gggcattcgc       60

gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac      120

aacggccggg gtctggtgct tcctggctac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac      180

aagggggagc ccgtcaacgc ggcggacgca gcggccctcg agcacgacag ggcctacgac      240

cagcagctcc aagcgggtga caatccgtac ctgcggtata atcacgccga cgccgagttt      300

caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggcgcgc agtcttccag      360

gccaaaaagc gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgccggttag gacggctcct      420

ggaaagaaga gaccggtaga gccatcaccc cagcgctctc cagactcctc tacgggcatc      480

ggcaagaaag gccagcagcc cgcaagaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca      540

gagtcagtcc ccgaccctca accaatcgga gaaccaccag cagccccctc tggtgtggga      600

cctaatacaa tggctgcagg cggtggcgct ccaatggcag acaataacga aggcgccgac      660

ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggctggg cgacagagtc      720

atcaccacca gcacccgcac ctgggccctg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa      780

atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttcgg ctacagcacc      840

ccctgggggt attttgactt caacagattc cactgccact tttcaccacg tgactggcag      900

cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa gctcttcaac      960

atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaa taaccttacc     1020

agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggcg     1080
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caccagggct gcctgcctcc gttcccggcg gacgtcttca tgattcctca gtacgggtac     1140

ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtcgt ccttctactg cctggagtac     1200

tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac     1260

gtgcccttcc acagcagcta cgcgcacagc cagagcctgg accggctgat gaaccctctc     1320

atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggcggtac tgcaggaact     1380

cagcagttgc tattttctca ggccgggcct aacaacatgt cggctcaggc caagaactgg     1440

ctacccggtc cctgctaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac     1500

agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctctctggtg     1560

aatcctggcg ttgccatggc tacccacagg gacgacgaag agcgattttt tccatccagc     1620

ggagtcttaa tgtttgggag acagggagct ggaagagaca acgtggacta tagcagcgtg     1680

atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacggc     1740

gtggtggccg ataacctgca acagcaaaac gccgctccta ttgtaggggc cgtcaatagt     1800

caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc     1860

tgggccaaga ttcctcatac ggacggcaac tttcatccct cgccgctgat gggaggcttt     1920

ggactgaagc atccgcctcc tcagatcctg attaaaaaca cacctgttcc cgcggatcct     1980

ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tctttcatca cgcagtacag taccggccag     2040

gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag     2100

attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag     2160

ggtacttatt ccgagcctcg ccccattggc acccgttacc tcacccgtaa tctgtaa        2217

<210>  13

<211>  2217

<212>  DNA

<213>  Adeno-associated virus

<400>  13

atggctgccg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctctctga gggcattcgc       60

gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac      120

aacggccggg gtctggtgct tcctggctac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac      180

aagggggagc ccgtcaacgc ggcggacgca gcggccctcg agcacgacag ggcctacgac      240

cagcagctcc aagcgggtga caatccgtac ctgcggtata atcacgccga cgccgagttt      300

caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggcgcgc agtcttccag      360

gccaaaaagc gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgccggttag gacggctcct      420
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ggaaagaaga gaccggtaga gccatcaccc cagcgctctc cagactcctc tacgggcatc      480

ggcaagagag gccagcagcc cgcaagaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca      540

gagtcagtcc ccgaccctca accaatcgga gaaccaccag cagccccctc tggtgtggga      600

cctaatacaa tggctgcagg cggtggcgct ccaatggcag acaataacga aggcgccgac      660

ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggctggg cgacagagtc      720

atcaccacca gcacccgcac ctgggccctg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa      780

atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttcgg ctacagcacc      840

ccctgggggt attttgactt caacagattc cactgccact tttcaccacg tgactggcag      900

cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa gctcttcaac      960

atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaa taaccttacc     1020

agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggcg     1080

caccagggct gcctgcctcc gttcccggcg gacgtcttca tgattcctca gtacgggtac     1140

ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtcgt ccttctactg cctggagtac     1200

tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac     1260

gtgcccttcc acagcagcta cgcgcacagc cagagcctgg accggctgat gaaccctctc     1320

atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggcggtac tgcaggaact     1380

cagcagttgc tattttctca ggccgggcct aacaacatgt cggctcaggc caagaactgg     1440

ctacccggtc cctgctaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac     1500

agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctctctggtg     1560

aatcctggcg ttgccatggc tacccacagg gacgacgaag agcgattttt tccatccagc     1620

ggagtcttaa tgtttgggaa acagggagct ggaagagaca acgtggacta tagcagcgtg     1680

atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacggc     1740

gtggtggccg ataacctgca acagcaaaac gccgctccta ttgtaggggc cgtcaatagt     1800

caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc     1860

tgggccaaga ttcctcatac ggacggcaac tttcatccct cgccgctgat gggaggcttt     1920

ggactgaagc atccgcctcc tcagatcctg attaaaaaca cacctgttcc cgcggatcct     1980

ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tctttcatca cgcagtacag taccggccag     2040

gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag     2100

attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag     2160
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ggtacttatt ccgagcctcg ccccattggc acccgttacc tcacccgtaa tctgtaa        2217

<210>  14

<211>  2217

<212>  DNA

<213>  Adeno-associated virus

<400>  14

atggctgccg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctctctga gggcattcgc       60

gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac      120

aacggccggg gtctggtgct tcctggctac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac      180

aagggggagc ccgtcaacgc ggcggacgca gcggccctcg agcacgacag ggcctacgac      240

cagcagctcc aagcgggtga caatccgtac ctgcggtata atcacgccga cgccgagttt      300

caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggcgcgc agtcttccag      360

gccaaaaagc gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgccggttag gacggctcct      420

ggaaagaaga gaccggtaga gccatcaccc cagcgctctc cagactcctc tacgggcatc      480

ggcaagagag gccagcagcc cgcaaaaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca      540

gagtcagtcc ccgaccctca accaatcgga gaaccaccag cagccccctc tggtgtggga      600

cctaatacaa tggctgcagg cggtggcgct ccaatggcag acaataacga aggcgccgac      660

ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggctggg cgacagagtc      720

atcaccacca gcacccgcac ctgggccctg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa      780

atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttcgg ctacagcacc      840

ccctgggggt attttgactt caacagattc cactgccact tttcaccacg tgactggcag      900

cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa gctcttcaac      960

atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaa taaccttacc     1020

agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggcg     1080

caccagggct gcctgcctcc gttcccggcg gacgtcttca tgattcctca gtacgggtac     1140

ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtcgt ccttctactg cctggagtac     1200

tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac     1260

gtgcccttcc acagcagcta cgcgcacagc cagagcctgg accggctgat gaaccctctc     1320

atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggcggtac tgcaggaact     1380

cagcagttgc tattttctca ggccgggcct aacaacatgt cggctcaggc caagaactgg     1440

ctacccggtc cctgctaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac     1500
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agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctctctggtg     1560

aatcctggcg ttgccatggc tacccacagg gacgacgaag agcgattttt tccatccagc     1620

ggagtcttaa tgtttgggag acagggagct ggaagagaca acgtggacta tagcagcgtg     1680

atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacggc     1740

gtggtggccg ataacctgca acagcaaaac gccgctccta ttgtaggggc cgtcaatagt     1800

caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc     1860

tgggccaaga ttcctcatac ggacggcaac tttcatccct cgccgctgat gggaggcttt     1920

ggactgaagc atccgcctcc tcagatcctg attaaaaaca cacctgttcc cgcggatcct     1980

ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tctttcatca cgcagtacag taccggccag     2040

gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag     2100

attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag     2160

ggtacttatt ccgagcctcg ccccattggc acccgttacc tcacccgtaa tctgtaa        2217

<210>  15

<211>  2217

<212>  DNA

<213>  Adeno-associated virus

<400>  15

atggctgccg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctctctga gggcattcgc       60

gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac      120

aacggccggg gtctggtgct tcctggctac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac      180

aagggggagc ccgtcaacgc ggcggacgca gcggccctcg agcacgacag ggcctacgac      240

cagcagctcc aagcgggtga caatccgtac ctgcggtata atcacgccga cgccgagttt      300

caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggcgcgc agtcttccag      360

gccaaaaagc gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgccggttag gacggctcct      420

ggaaagaaga gaccggtaga gccatcaccc cagcgctctc cagactcctc tacgggcatc      480

ggcaagagag gccagcagcc cgcaaaaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca      540

gagtcagtcc ccgaccctca accaatcgga gaaccaccag cagccccctc tggtgtggga      600

cctaatacaa tggctgcagg cggtggcgct ccaatggcag acaataacga aggcgccgac      660

ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggctggg cgacagagtc      720

atcaccacca gcacccgcac ctgggccctg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa      780

atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttcgg ctacagcacc      840
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ccctgggggt attttgactt caacagattc cactgccact tttcaccacg tgactggcag      900

cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa gctcttcaac      960

atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaa taaccttacc     1020

agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggcg     1080

caccagggct gcctgcctcc gttcccggcg gacgtcttca tgattcctca gtacgggtac     1140

ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtcgt ccttctactg cctggagtac     1200

tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac     1260

gtgcccttcc acagcagcta cgcgcacagc cagagcctgg accggctgat gaaccctctc     1320

atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggcggtac tgcaggaact     1380

cagcagttgc tattttctca ggccgggcct aacaacatgt cggctcaggc caagaactgg     1440

ctacccggtc cctgctaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac     1500

agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctctctggtg     1560

aatcctggcg ttgccatggc tacccacagg gacgacgaag agcgattttt tccatccagc     1620

ggagtcttaa tgtttgggaa acagggagct ggaagagaca acgtggacta tagcagcgtg     1680

atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacggc     1740

gtggtggccg ataacctgca acagcaaaac gccgctccta ttgtaggggc cgtcaatagt     1800

caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc     1860

tgggccaaga ttcctcatac ggacggcaac tttcatccct cgccgctgat gggaggcttt     1920

ggactgaagc atccgcctcc tcagatcctg attaaaaaca cacctgttcc cgcggatcct     1980

ccgaccacct tcaatcaggc caggctggct tctttcatca cgcagtacag taccggccag     2040

gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag     2100

attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag     2160

ggtacttatt ccgagcctcg ccccattggc acccgttacc tcacccgtaa tctgtaa        2217

<210>  16

<211>  2217

<212>  DNA

<213>  Adeno-associated virus

<400>  16

atggctgccg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctctctga gggcattcgc       60

gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac      120

aacggccggg gtctggtgct tcctggctac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac      180
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aagggggagc ccgtcaacgc ggcggacgca gcggccctcg agcacgacag ggcctacgac      240

cagcagctcc aagcgggtga caatccgtac ctgcggtata atcacgccga cgccgagttt      300

caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggcgcgc agtcttccag      360

gccaaaaagc gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgccggttag gacggctcct      420

ggaaagaaga gaccggtaga gccatcaccc cagcgctctc cagactcctc tacgggcatc      480

ggcaagaaag gccagcagcc cgcaaaaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca      540

gagtcagtcc ccgaccctca accaatcgga gaaccaccag cagccccctc tggtgtggga      600

cctaatacaa tggctgcagg cggtggcgct ccaatggcag acaataacga aggcgccgac      660

ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggctggg cgacagagtc      720

atcaccacca gcacccgcac ctgggccctg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa      780

atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttcgg ctacagcacc      840

ccctgggggt attttgactt caacagattc cactgccact tttcaccacg tgactggcag      900

cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa gctcttcaac      960

atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaa taaccttacc     1020

agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggcg     1080

caccagggct gcctgcctcc gttcccggcg gacgtcttca tgattcctca gtacgggtac     1140

ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtcgt ccttctactg cctggagtac     1200

tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac     1260

gtgcccttcc acagcagcta cgcgcacagc cagagcctgg accggctgat gaaccctctc     1320

atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggcggtac tgcaggaact     1380

cagcagttgc tattttctca ggccgggcct aacaacatgt cggctcaggc caagaactgg     1440

ctacccggtc cctgctaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac     1500

agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctctctggtg     1560

aatcctggcg ttgccatggc tacccacagg gacgacgaag agcgattttt tccatccagc     1620

ggagtcttaa tgtttgggag acagggagct ggaagagaca acgtggacta tagcagcgtg     1680

atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacggc     1740

gtggtggccg ataacctgca acagcaaaac gccgctccta ttgtaggggc cgtcaatagt     1800

caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc     1860

tgggccaaga ttcctcatac ggacggcaac tttcatccct cgccgctgat gggaggcttt     1920

ggactgaagc atccgcctcc tcagatcctg attaaaaaca cacctgttcc cgcggatcct     1980

ccgaccacct tcaatcaggc caggctggct tctttcatca cgcagtacag taccggccag     2040
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gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag     2100

attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag     2160

ggtacttatt ccgagcctcg ccccattggc acccgttacc tcacccgtaa tctgtaa        2217
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