
JP 2019-116492 A 2019.7.18

(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】アデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）血清型ＡＡＶ－Ｒｈ７４並びに関連ＡＡＶベクタ
ー、及び、ＡＡＶ－Ｒｈ７４並びに関連ＡＡＶベクターによって調整される遺伝子導入方
法及び使用法の提供。
【解決手段】ＡＶカプシド配列であって、当該配列は、ＲＨ７４ ＶＰ１カプシド配列の
第１９５、１９９、２０１、又は２０２番目のアミノ酸位置のいずれか１つをアミノ酸置
換し、又はＲＨ７４ ＶＰ１カプシド配列においてリジンをアルギニンでアミノ酸置換し
た、ＡＡＶカプシド配列。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＡＶカプシド配列であって、当該配列は、ＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番
号：１）の第１９５、１９９、２０１、又は２０２番目のアミノ酸位置のいずれか１つを
アミノ酸置換し、又はＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）においてリジ
ンをアルギニンでアミノ酸置換した、ＡＡＶカプシド配列。
【請求項２】
　前記残基は、ＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）の第１９５、１９９
、２０１、又は２０２番目のアミノ酸位置のいずれか１つにおけるＡ、Ｖ、Ｐ、又はＮア
ミノ酸に対応する、請求項１に記載のＡＡＶカプシド配列。
【請求項３】
　前記ＡＡＶカプシド配列はＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）の１９
５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のアミノ酸位置におけるＶ残基、２０
１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、又は２０２番目のアミノ酸位置におけるＮ残基を
有する、請求項１に記載のＡＡＶカプシド配列。
【請求項４】
　前記ＡＡＶカプシド配列はＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）の１９
５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のアミノ酸位置におけるＶ残基、２０
１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、又は２０２番目のアミノ酸位置におけるＮ残基の
うちの任意の２つを有する、請求項１に記載のＡＡＶカプシド配列。
【請求項５】
　前記ＡＡＶカプシド配列はＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）の１９
５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のアミノ酸位置におけるＶ残基、２０
１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、又は２０２番目のアミノ酸位置におけるＮ残基の
うちの任意の３つを有する、請求項１に記載のＡＡＶカプシド配列。
【請求項６】
　前記ＡＡＶカプシド配列はＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）の１９
５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のアミノ酸位置におけるＶ残基、２０
１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、及び２０２番目のアミノ酸位置におけるＮ残基を
有する、請求項１に記載のＡＡＶカプシド配列。
【請求項７】
　請求項１乃至６のいずれか１項に記載のＡＡＶカプシド配列、又はＲＨＭ４－１（配列
ＩＤ番号：５）、ＲＨＭ１５－１（配列ＩＤ番号：６）、ＲＨＭ１５－２（配列ＩＤ番号
：７）、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５（配列ＩＤ番号：８）、ＲＨＭ１５－４（配列
ＩＤ番号：９）、もしくはＲＨＭ１５－６（配列ＩＤ番号：１０）を含む、組換えＡＡＶ
粒子。
【請求項８】
　請求項１乃至６のいずれか１項に記載のＡＡＶカプシド配列、又はＲＨＭ４－１（配列
ＩＤ番号：５）、ＲＨＭ１５－１（配列ＩＤ番号：６）、ＲＨＭ１５－２（配列ＩＤ番号
：７）、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５（配列ＩＤ番号：８）、ＲＨＭ１５－４（配列
ＩＤ番号：９）、もしくはＲＨＭ１５－６（配列ＩＤ番号：１０）を含む、組換えＡＡＶ
粒子であって、当該粒子はベクターゲノムをカプシド化する、組換えＡＡＶ粒子。
【請求項９】
　請求項１乃至６のいずれか１項に記載のＡＡＶカプシド配列、又はＲＨＭ４－１（配列
ＩＤ番号：５）、ＲＨＭ１５－１（配列ＩＤ番号：６）、ＲＨＭ１５－２（配列ＩＤ番号
：７）、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５（配列ＩＤ番号：８）、ＲＨＭ１５－４（配列
ＩＤ番号：９）、もしくはＲＨＭ１５－６（配列ＩＤ番号：１０）を含む、組換えＡＡＶ
粒子であって、当該粒子はＡＡＶベクターゲノムをカプシド化する、組換えＡＡＶ粒子。
【請求項１０】
　前記ＡＡＶベクターゲノムは、異種ポリヌクレオチド配列を含む、請求項８又は９に記
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載の組換えＡＡＶ粒子。
【請求項１１】
　哺乳動物に又は哺乳動物の細胞に異種ポリヌクレオチド配列を送達する又は導入する方
法であって、異種ポリヌクレオチド配列を含む組換えベクターゲノムを含む組換えＡＡＶ
粒子を、前記哺乳動物に又は前記哺乳動物の細胞に投与して、前記異種ポリヌクレオチド
配列を前記哺乳動物に又は前記哺乳動物の細胞に送達する又は導入する段階を備える、方
法。
【請求項１２】
　前記組換えＡＡＶ粒子が、請求項１乃至６のいずれか１項に記載のＡＡＶカプシド配列
、又はＲＨＭ４－１（配列ＩＤ番号：５）、ＲＨＭ１５－１（配列ＩＤ番号：６）、ＲＨ
Ｍ１５－２（配列ＩＤ番号：７）、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５（配列ＩＤ番号：８
）、ＲＨＭ１５－４（配列ＩＤ番号：９）、もしくはＲＨＭ１５－６（配列ＩＤ番号：１
０）、又は請求項７乃至１０のいずれか１項に記載の組換えＡＡＶ粒子を含む、請求項１
１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記異種ポリヌクレオチド配列は、前記異種ポリヌクレオチド配列の転写を付与する発
現制御要素に操作可能に結合されている、請求項１１又は１２に記載の方法。
【請求項１４】
　タンパク質の発現又は機能に欠陥がある哺乳動物を治療する方法であって、（ａ）前記
欠陥のあるタンパク質の発現又は機能を修正することができるポリペプチドをコードする
異種ポリヌクレオチド配列を含む組換えベクターゲノムを含む組換えＡＡＶ粒子を提供す
る段階であって、前記異種ポリヌクレオチド配列は、当該異種ポリヌクレオチド配列の転
写を付与する発現制御要素に操作可能に結合されている、前記組換えＡＡＶ粒子を提供す
る段階と、（ｂ）前記ポリペプチドを前記哺乳動物内で発現させるべく、前記哺乳動物に
前記組換えＡＡＶ粒子を所定量投与する段階と、を備える方法。
【請求項１５】
　前記組換えＡＡＶ粒子は、以下の配列と９０％以上の一致率を有する、ＭＡＡＤＧＹＬ
ＰＤＷＬＥＤＮＬＳＥＧＩＲＥＷＷＤＬＫＰＧＡＰＫＰＫＡＮＱＱＫＱＤＮＧＲＧＬＶＬ
ＰＧＹＫＹＬＧＰＦＮＧＬＤＫＧＥＰＶＮＡＡＤＡＡＡＬＥＨＤＫＡＹＤＱＱＬＱＡＧＤ
ＮＰＹＬＲＹＮＨＡＤＡＥＦＱＥＲＬＱＥＤＴＳＦＧＧＮＬＧＲＡＶＦＱＡＫＫＲＶＬＥ
ＰＬＧＬＶＥＳＰＶＫＴＡＰＧＫＫＲＰＶＥＰＳＰＱＲＳＰＤＳＳＴＧＩＧＫＫＧＱＱＰ
ＡＫＫＲＬＮＦＧＱＴＧＤＳＥＳＶＰＤＰＱＰＩＧＥＰＰＡＧＰＳＧＬＧＳＧＴＭＡＡＧ
ＧＧＡＰＭＡＤＮＮＥＧＡＤＧＶＧＳＳＳＧＮＷＨＣＤＳＴＷＬＧＤＲＶＩＴＴＳＴＲＴ
ＷＡＬＰＴＹＮＮＨＬＹＫＱＩＳＮＧＴＳＧＧＳＴＮＤＮＴＹＦＧＹＳＴＰＷＧＹＦＤＦ
ＮＲＦＨＣＨＦＳＰＲＤＷＱＲＬＩＮＮＮＷＧＦＲＰＫＲＬＮＦＫＬＦＮＩＱＶＫＥＶＴ
ＱＮＥＧＴＫＴＩＡＮＮＬＴＳＴＩＱＶＦＴＤＳＥＹＱＬＰＹＶＬＧＳＡＨＱＧＣＬＰＰ
ＦＰＡＤＶＦＭＩＰＱＹＧＹＬＴＬＮＮＧＳＱＡＶＧＲＳＳＦＹＣＬＥＹＦＰＳＱＭＬＲ
ＴＧＮＮＦＥＦＳＹＮＦＥＤＶＰＦＨＳＳＹＡＨＳＱＳＬＤＲＬＭＮＰＬＩＤＱＹＬＹＹ
ＬＳＲＴＱＳＴＧＧＴＡＧＴＱＱＬＬＦＳＱＡＧＰＮＮＭＳＡＱＡＫＮＷＬＰＧＰＣＹＲ
ＱＱＲＶＳＴＴＬＳＱＮＮＮＳＮＦＡＷＴＧＡＴＫＹＨＬＮＧＲＤＳＬＶＮＰＧＶＡＭＡ
ＴＨＫＤＤＥＥＲＦＦＰＳＳＧＶＬＭＦＧＫＱＧＡＧＫＤＮＶＤＹＳＳＶＭＬＴＳＥＥＥ
ＩＫＴＴＮＰＶＡＴＥＱＹＧＶＶＡＤＮＬＱＱＱＮＡＡＰＩＶＧＡＶＮＳＱＧＡＬＰＧＭ
ＶＷＱＮＲＤＶＹＬＱＧＰＩＷＡＫＩＰＨＴＤＧＮＦＨＰＳＰＬＭＧＧＦＧＬＫＨＰＰＰ
ＱＩＬＩＫＮＴＰＶＰＡＤＰＰＴＴＦＮＱＡＫＬＡＳＦＩＴＱＹＳＴＧＱＶＳＶＥＩＥＷ
ＥＬＱＫＥＮＳＫＲＷＮＰＥＩＱＹＴＳＮＹＹＫＳＴＮＶＤＦＡＶＮＴＥＧＴＹＳＥＰＲ
ＰＩＧＴＲＹＬＴＲＮＬ，　又は、当該配列に１－５０個のアミノ酸が置換、削除または
付加された、ＶＰ１配列、
以下の配列と９０％以上の一致率を有する、
ＴＡＰＧＫＫＲＰＶＥＰＳＰＱＲＳＰＤＳＳＴＧＩＧＫＫＧＱＱＰＡＫＫＲＬＮＦＧＱＴ
ＧＤＳＥＳＶＰＤＰＱＰＩＧＥＰＰＡＧＰＳＧＬＧＳＧＴＭＡＡＧＧＧＡＰＭＡＤＮＮＥ
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ＧＡＤＧＶＧＳＳＳＧＮＷＨＣＤＳＴＷＬＧＤＲＶＩＴＴＳＴＲＴＷＡＬＰＴＹＮＮＨＬ
ＹＫＱＩＳＮＧＴＳＧＧＳＴＮＤＮＴＹＦＧＹＳＴＰＷＧＹＦＤＦＮＲＦＨＣＨＦＳＰＲ
ＤＷＱＲＬＩＮＮＮＷＧＦＲＰＫＲＬＮＦＫＬＦＮＩＱＶＫＥＶＴＱＮＥＧＴＫＴＩＡＮ
ＮＬＴＳＴＩＱＶＦＴＤＳＥＹＱＬＰＹＶＬＧＳＡＨＱＧＣＬＰＰＦＰＡＤＶＦＭＩＰＱ
ＹＧＹＬＴＬＮＮＧＳＱＡＶＧＲＳＳＦＹＣＬＥＹＦＰＳＱＭＬＲＴＧＮＮＦＥＦＳＹＮ
ＦＥＤＶＰＦＨＳＳＹＡＨＳＱＳＬＤＲＬＭＮＰＬＩＤＱＹＬＹＹＬＳＲＴＱＳＴＧＧＴ
ＡＧＴＱＱＬＬＦＳＱＡＧＰＮＮＭＳＡＱＡＫＮＷＬＰＧＰＣＹＲＱＱＲＶＳＴＴＬＳＱ
ＮＮＮＳＮＦＡＷＴＧＡＴＫＹＨＬＮＧＲＤＳＬＶＮＰＧＶＡＭＡＴＨＫＤＤＥＥＲＦＦ
ＰＳＳＧＶＬＭＦＧＫＱＧＡＧＫＤＮＶＤＹＳＳＶＭＬＴＳＥＥＥＩＫＴＴＮＰＶＡＴＥ
ＱＹＧＶＶＡＤＮＬＱＱＱＮＡＡＰＩＶＧＡＶＮＳＱＧＡＬＰＧＭＶＷＱＮＲＤＶＹＬＱ
ＧＰＩＷＡＫＩＰＨＴＤＧＮＦＨＰＳＰＬＭＧＧＦＧＬＫＨＰＰＰＱＩＬＩＫＮＴＰＶＰ
ＡＤＰＰＴＴＦＮＱＡＫＬＡＳＦＩＴＱＹＳＴＧＱＶＳＶＥＩＥＷＥＬＱＫＥＮＳＫＲＷ
ＮＰＥＩＱＹＴＳＮＹＹＫＳＴＮＶＤＦＡＶＮＴＥＧＴＹＳＥＰＲＰＩＧＴＲＹＬＴＲＮ
Ｌ，　又は、当該配列に１－５０個のアミノ酸が置換、削除または付加された、ＶＰ２配
列、及び／又は、
以下の配列と９０％以上の一致率を有する、ＭＡＡＧＧＧＡＰＭＡＤＮＮＥＧＡＤＧＶＧ
ＳＳＳＧＮＷＨＣＤＳＴＷＬＧＤＲＶＩＴＴＳＴＲＴＷＡＬＰＴＹＮＮＨＬＹＫＱＩＳＮ
ＧＴＳＧＧＳＴＮＤＮＴＹＦＧＹＳＴＰＷＧＹＦＤＦＮＲＦＨＣＨＦＳＰＲＤＷＱＲＬＩ
ＮＮＮＷＧＦＲＰＫＲＬＮＦＫＬＦＮＩＱＶＫＥＶＴＱＮＥＧＴＫＴＩＡＮＮＬＴＳＴＩ
ＱＶＦＴＤＳＥＹＱＬＰＹＶＬＧＳＡＨＱＧＣＬＰＰＦＰＡＤＶＦＭＩＰＱＹＧＹＬＴＬ
ＮＮＧＳＱＡＶＧＲＳＳＦＹＣＬＥＹＦＰＳＱＭＬＲＴＧＮＮＦＥＦＳＹＮＦＥＤＶＰＦ
ＨＳＳＹＡＨＳＱＳＬＤＲＬＭＮＰＬＩＤＱＹＬＹＹＬＳＲＴＱＳＴＧＧＴＡＧＴＱＱＬ
ＬＦＳＱＡＧＰＮＮＭＳＡＱＡＫＮＷＬＰＧＰＣＹＲＱＱＲＶＳＴＴＬＳＱＮＮＮＳＮＦ
ＡＷＴＧＡＴＫＹＨＬＮＧＲＤＳＬＶＮＰＧＶＡＭＡＴＨＫＤＤＥＥＲＦＦＰＳＳＧＶＬ
ＭＦＧＫＱＧＡＧＫＤＮＶＤＹＳＳＶＭＬＴＳＥＥＥＩＫＴＴＮＰＶＡＴＥＱＹＧＶＶＡ
ＤＮＬＱＱＱＮＡＡＰＩＶＧＡＶＮＳＱＧＡＬＰＧＭＶＷＱＮＲＤＶＹＬＱＧＰＩＷＡＫ
ＩＰＨＴＤＧＮＦＨＰＳＰＬＭＧＧＦＧＬＫＨＰＰＰＱＩＬＩＫＮＴＰＶＰＡＤＰＰＴＴ
ＦＮＱＡＫＬＡＳＦＩＴＱＹＳＴＧＱＶＳＶＥＩＥＷＥＬＱＫＥＮＳＫＲＷＮＰＥＩＱＹ
ＴＳＮＹＹＫＳＴＮＶＤＦＡＶＮＴＥＧＴＹＳＥＰＲＰＩＧＴＲＹＬＴＲＮＬ，　又は、
当該配列に１－５０個のアミノ酸が置換、削除または付加された、ＶＰ３配列を有する、
請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記組換えＡＡＶ粒子は、ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）の第１９５、１９
９、２０１、又は２０２番目のアミノ酸位置のいずれか１つをアミノ酸置換し、又はＲＨ
７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）においてリジンをアルギニンでアミノ酸
置換した、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記残基は、ＶＰ１カプシド配列の第１９５、１９９、２０１、又は２０２番目のアミ
ノ酸位置のいずれか１つにおけるＡ、Ｖ、Ｐ、又はＮアミノ酸に対応する、請求項１６に
記載の方法。
【請求項１８】
　前記ＶＰ１カプシド配列は１９５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のア
ミノ酸位置におけるＶ残基、２０１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、又は２０２番目
のアミノ酸位置におけるＮ残基を有する、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ＶＰ１カプシド配列は１９５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のア
ミノ酸位置におけるＶ残基、２０１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、又は２０２番目
のアミノ酸位置におけるＮ残基のうちの任意の２つを有する、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　前記ＶＰ１カプシド配列は１９５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のア
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ミノ酸位置におけるＶ残基、２０１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、又は２０２番目
のアミノ酸位置におけるＮ残基のうちの任意の３つを有する、請求項１５に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ＶＰ１カプシド配列は１９５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のア
ミノ酸位置におけるＶ残基、２０１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、及び２０２番目
のアミノ酸位置におけるＮ残基を有する、請求項１５に記載の方法。
【請求項２２】
　前記組換えＡＡＶ粒子は、図３Ａから図３Ｅに記載された一つ又は複数のＶＰ１、ＶＰ
２、又はＶＰ３配列と９５％以上の一致率を有するＶＰ１、ＶＰ２、又はＶＰ３配列を有
するＡＡＶを含む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項２３】
　前記組換えＡＡＶ粒子は、図３Ａから図３Ｅに記載された一つ又は複数のＶＰ１、ＶＰ
２、又はＶＰ３配列と９６％以上の一致率を有するＶＰ１、ＶＰ２、又はＶＰ３配列を含
む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項２４】
　前記組換えＡＡＶ粒子は、図３Ａから図３Ｅに記載された一つ又は複数のＶＰ１、ＶＰ
２、又はＶＰ３配列と９７％以上の一致率を有するＶＰ１、ＶＰ２、又はＶＰ３配列を含
む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項２５】
　前記組換えＡＡＶ粒子は、図３Ａから図３Ｅに記載された一つ又は複数のＶＰ１、ＶＰ
２、又はＶＰ３配列と９８％以上の一致率を有するＶＰ１、ＶＰ２、又はＶＰ３配列を含
む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記組換えＡＡＶ粒子は、図３Ａから図３Ｅに記載された一つ又は複数のＶＰ１、ＶＰ
２、又はＶＰ３配列と９９％以上の一致率を有するＶＰ１、ＶＰ２、又はＶＰ３配列を含
む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項２７】
　前記組換えＡＡＶ粒子は、図３Ａから図３Ｅに記載された一つ又は複数のＶＰ１、ＶＰ
２、又はＶＰ３配列と９９．５％以上の一致率を有するＶＰ１、ＶＰ２、又はＶＰ３配列
を含む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項２８】
　前記組換えＡＡＶ粒子が、図３Ａから図３Ｅに記載されたＡＡＶ－Ｒｈ７４のＶＰ１、
ＶＰ２、又はＶＰ３配列、ＡＡＶ－Ｒｈ７４に関連するＡＡＶベクターもしくはＡＡＶ－
Ｒｈ７４、又はＲＨＭ４－１（配列ＩＤ番号：５）、ＲＨＭ１５－１（配列ＩＤ番号：６
）、ＲＨＭ１５－２（配列ＩＤ番号：７）、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５（配列ＩＤ
番号：８）、ＲＨＭ１５－４（配列ＩＤ番号：９）、もしくはＲＨＭ１５－６（配列ＩＤ
番号：１０）を含む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項２９】
　前記異種ポリヌクレオチド配列又は前記タンパク質は、前記哺乳動物に対して治療的効
果を有するレベルで発現する、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項３０】
　前記アデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）ベクターは、Ｒｈ７４、ＡＡＶ２、又はＡＡＶ８血
清型よりも高い肝細胞に対する指向性を有する、請求項１１、１２、又は１４に記載の方
法。
【請求項３１】
　前記異種ポリヌクレオチド配列又は前記タンパク質は、前記哺乳動物の細胞、組織又は
臓器において発現する、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項３２】
　前記細胞は、分泌細胞を含む請求項３１の方法。
【請求項３３】
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　前記細胞は、内分泌細胞を含む請求項３１の方法。
【請求項３４】
　前記細胞は、肝細胞、神経細胞、グリア細胞、網膜細胞、上皮細胞、肺細胞、又は、全
能性、多能性若しくは多分化能性幹細胞を含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３５】
　前記哺乳動物の組織又は器官は、肝臓、脳、中枢神経系、脊髄、眼、網膜又は肺を含む
、請求項３１に記載の方法。
【請求項３６】
　前記哺乳動物は、不十分な量のタンパク質、又は、欠陥を伴う若しくは異常なタンパク
質を生成する、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項３７】
　前記タンパク質は、嚢胞性線維性膜貫通調節因子タンパク質（ＣＦＴＲ）、血液凝固（
凝血）因子（第ＸＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＶＩＩａ因子
、タンパク質Ｃ等）、血液凝固因子の機能獲得、抗体、網膜色素上皮固有の６５ｋＤａタ
ンパク質（ＲＰＥ６５）、エリスロポエチン、ＬＤＬ受容体、リポタンパク質リパーゼ、
オルニチントランスカルバミラーゼ、βグロビン、αグロビン、スペクトリン、αアンチ
トリプシン、アデノシンデアミナーゼ（ＡＤＡ）、金属輸送体（ＡＴＰ７Ａ又はＡＴＰ７
）、スルファミダーゼ、ライソゾーム蓄積症に関係する酵素（ＡＲＳＡ）、ヒポキサンチ
ングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ、β２５グルコセレブロシダーゼ、スフィ
ンゴミエリナーゼ、リソソームヘキソサミニダーゼ、分枝鎖ケト酸脱水素酵素、ホルモン
、成長因子、インシュリン様成長因子１若しくは２、血小板由来成長因子、上皮成長因子
、神経成長因子、神経栄養因子３及び４、脳由来神経栄養因子、グリア細胞由来の成長因
子、形質転換成長因子α及びβ、サイトカイン、αインターフェロン、βインターフェロ
ン、インターフェロンγ、インターロイキン２、インターロイキン４、インターロイキン
１２、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、リンホトキシン、自殺遺伝子産物、単純
ヘルペスウィルスチミジンキナーゼ、シトシンデアミナーゼ、ジフテリア毒素、シトクロ
ムＰ４５０、デオキシシチジンキナーゼ、腫瘍壊死因子、薬剤耐性タンパク質、腫瘍抑制
タンパク質（例えば、ｐ５３、Ｒｂ、Ｗｔ－１、ＮＦ１、Ｖｏｎ　Ｈｉｐｐｅｌ－Ｌｉｎ
ｄａｕ（ＶＨＬ）、腺腫様多発結腸ポリープ（ＡＰＣ））、免疫調整性、免疫寛容原性若
しくは免疫原性ペプチド又はタンパク質Ｔレギトープ又はｈＣＤＲ１、インシュリン、グ
ルコキナーゼ、グアニル酸シクラーゼ２Ｄ（ＬＣＡ－ＧＵＣＹ２Ｄ）、Ｒａｂエスコート
タンパク質１（コロイデレミア）、ＬＣＡ５（ＬＣＡ－レベルシリン）、オルニチンケト
酸アミノトランスフェラーゼ（脳回転状萎縮症）、レチノスキシン１（Ｘ連鎖性網膜分離
症）、ＵＳＨ１Ｃ（アッシャー症候群１Ｃ）、Ｘ連鎖性網膜色素変性ＧＴＰアーゼ（ＸＬ
ＲＰ）、ＭＥＲＴＫ（ＲＰのＡＲ型：網膜色素変性）、ＤＦＮＢ１（コネキシン２６難聴
）、ＡＣＨＭ２、３及び４（色盲）、ＰＫＤ－１又はＰＫＤ－２（多発性嚢胞腎疾患）、
ＴＰＰ１、ＣＬＮ２、ライソゾーム蓄積症に関係する遺伝子産物（例えば、スルファター
ゼ，Ｎ－アセチルグルコサミン－１－リン酸塩転移酵素、カテプシンＡ、ＧＭ２－ＡＰ、
ＮＰＣ１、ＶＰＣ２，スフィンゴ脂質活性化タンパク質）、又は、ゲノム編集のための一
の若しくは複数のジンクフィンガーヌクレアーゼ、又は、ゲノム編集のための修復テンプ
レートとして使用されるドナー配列、を含む請求項３６に記載の方法。 
【請求項３８】
　前記異種ポリヌクレオチド配列は、ポリペプチド、ペプチド又はタンパク質をコードす
る遺伝子を含む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項３９】
　前記遺伝子は、嚢胞性線維性膜貫通調節因子タンパク質（ＣＦＴＲ）、血液凝固（凝血
）因子（第ＸＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩａ因子、タン
パク質Ｃ等）、血液凝固因子の機能獲得、抗体、網膜色素上皮固有の６５ｋＤａタンパク
質（ＲＰＥ６５）、エリスロポエチン、ＬＤＬ受容体、リポタンパク質リパーゼ、オルニ
チントランスカルバミラーゼ、βグロビン、αグロビン、スペクトリン、αアンチトリプ
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シン、アデノシンデアミナーゼ（ＡＤＡ）、金属輸送体（ＡＴＰ７Ａ又はＡＴＰ７）、ス
ルファミダーゼ、ライソゾーム蓄積症に関係する酵素（ＡＲＳＡ）、ヒポキサンチングア
ニンホスホリボシルトランスフェラーゼ、β２５グルコセレブロシダーゼ、スフィンゴミ
エリナーゼ、リソソームヘキソサミニダーゼ、分枝鎖ケト酸脱水素酵素、ホルモン、成長
因子、インシュリン様成長因子１若しくは２、血小板由来成長因子、上皮成長因子、神経
成長因子、神経栄養因子３及び４、脳由来神経栄養因子、グリア細胞由来の成長因子、形
質転換成長因子α及びβ、サイトカイン、αインターフェロン、βインターフェロン、イ
ンターフェロンγ、インターロイキン２、インターロイキン４、インターロイキン１２、
顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、リンホトキシン、自殺遺伝子産物、単純ヘルペ
スウィルスチミジンキナーゼ、シトシンデアミナーゼ、ジフテリア毒素、シトクロムＰ４
５０、デオキシシチジンキナーゼ、腫瘍壊死因子、薬剤耐性タンパク質、腫瘍抑制タンパ
ク質（例えば、ｐ５３、Ｒｂ、Ｗｔ－１、ＮＦ１、Ｖｏｎ　Ｈｉｐｐｅｌ－Ｌｉｎｄａｕ
（ＶＨＬ）、腺腫様多発結腸ポリープ（ＡＰＣ））、免疫調整性、免疫寛容原性若しくは
免疫原性ペプチド又はタンパク質Ｔレギトープ又はｈＣＤＲ１、インシュリン、グルコキ
ナーゼ、グアニル酸シクラーゼ２Ｄ（ＬＣＡ－ＧＵＣＹ２Ｄ）、Ｒａｂエスコートタンパ
ク質１（コロイデレミア）、ＬＣＡ５（ＬＣＡ－レベルシリン）、オルニチンケト酸アミ
ノトランスフェラーゼ（脳回転状萎縮症）、レチノスキシン１（Ｘ連鎖性網膜分離症）、
ＵＳＨ１Ｃ（アッシャー症候群１Ｃ）、Ｘ連鎖性網膜色素変性ＧＴＰアーゼ（ＸＬＲＰ）
、ＭＥＲＴＫ（ＲＰのＡＲ型：網膜色素変性）、ＤＦＮＢ１（コネキシン２６難聴）、Ａ
ＣＨＭ２、３及び４（色盲）、ＰＫＤ－１又はＰＫＤ－２（多発性嚢胞腎疾患）、ＴＰＰ
１、ＣＬＮ２、ライソゾーム蓄積症に関係する遺伝子産物（例えば、スルファターゼ，Ｎ
－アセチルグルコサミン－１－リン酸塩転移酵素、カテプシンＡ、ＧＭ２－ＡＰ、ＮＰＣ
１、ＶＰＣ２，スフィンゴ脂質活性化タンパク質）、又は、ゲノム編集のための一の若し
くは複数のジンクフィンガーヌクレアーゼ、又は、ゲノム編集のための修復テンプレート
として使用されるドナー配列、を含む又はコードする請求項３８に記載の方法。 
【請求項４０】
　前記異種ポリヌクレオチド配列は、阻害性核酸を含む、請求項１１、１２、又は１４に
記載の方法。
【請求項４１】
　前記阻害性核酸は、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、トラン
ススプライシングＲＮＡ、アンチセンスＲＮＡ又は三重鎖構造ＲＮＡを含む、請求項４０
に記載の方法。
【請求項４２】
　前記阻害性核酸は、病原性遺伝子、病原性遺伝子の転写物、又は、ヌクレオチドリピー
ト病と関連する遺伝子転写物、ハンチントン（ＨＴＴ）遺伝子、歯状核赤核淡蒼球ルイ体
萎縮症と関連する遺伝子（アトロフィン１、ＡＴＮ１）、球脊髄性筋萎縮症におけるＸ染
色体上のアンドロゲン受容体、ヒト　アタキシン－１、－２、－３及びー７、（ＣＡＣＮ
Ａ１Ａ）によりコードされたＣａv２．１Ｐ／Ｑ電位依存性カルシウムチャネル、ＴＡＴ
Ａ結合タンパク質、ＡＴＸＮ８ＯＳとも称されるアタキシン８逆鎖、脊髄小脳失調症（１
、２、３、６、７、８、１２、１７型）におけるセリン／スレオニンタンパク質ホスファ
ターゼ２Ａ　５５　ｋＤａ調節サブユニットＢベータイソ型、脆弱Ｘ症候群におけるＦＭ
Ｒ１（脆弱Ｘ精神遅滞１）、脆弱Ｘ関連振戦／運動失調症におけるＦＭＲ１（脆弱Ｘ精神
遅滞１）、脆弱ＸＥ精神遅滞におけるＦＭＲ１（脆弱Ｘ精神遅滞２）又はＡＦ４／ＦＭＲ
２ファミリーメンバー；筋強直性ジストロフィーにおける筋強直性プロテインキナーゼ（
ＭＴ－ＰＫ）；フリードライヒ失調症におけるフラタキシン、筋萎縮性側索硬化症におけ
るスーパーオキシドジスムターゼ１（ＳＯＤ１）遺伝子の変異体；パーキンソン病及び／
又はアルツハイマー病の病因に関与する遺伝子；アポリポタンパクＢ（ＡＰＯＢ）及びプ
ロタンパク質転換酵素サブチリシン／ケキシン９型（ＰＣＳＫ９）、高コレステロール血
症；ＨＩＶ感染症におけるＨＩＶ　Ｔａｔ、転写遺伝子のヒト免疫不全ウイルストランス
活性化因子；ＨＩＶ感染症におけるＨＩＶ　ＴＡＲ，ヒト免疫不全ウイルストランス活性
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化活性化因子応答エレメント遺伝子；ＨＩＶ感染症におけるＣＣケモカイン受容体（ＣＣ
Ｒ５）；ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）感染症におけるＲＳＶヌクレオカプシドタンパク
質、Ｃ型肝炎ウイルス感染症における肝臓固有のマイクロＲＮＡ（ｍｉＲ－１２２）；ｐ
５３の、急性腎障害又は腎臓移植後臓器機能障害又は腎臓障害による急性腎不全；進行性
、再発性又は転移性の固形悪性腫瘍におけるプロテインキナーゼＮ３（ＰＫＮ３）；プロ
テアソームサブユニットベータ型９（ＰＳＭＢ９）転移性黒色腫としても知られるＬＭＰ
２；プロテアソームサブユニットベータ型８（ＰＳＭＢ８）転移性黒色腫としても知られ
るＬＭＰ７；プロテアソームサブユニットベータ型１０（ＰＳＭＢ１０）転移性黒色腫と
しても知られるＭＥＣＬ１；固形腫瘍における血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）；固形腫瘍
におけるキネシンスピンドルタンパク質、慢性骨髄性白血病におけるアポトーシス抑制Ｂ
－細胞ＣＬＬ／リンパ腫（ＢＣＬ－２）；固形腫瘍におけるリボヌクレオチドレダクター
ゼＭ２（ＲＲＭ２）；固形腫瘍におけるフーリン；肝腫瘍におけるポロ様キナーゼ１（Ｐ
ＬＫ１）、Ｃ型肝炎感染におけるジアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼ１（Ｄ
ＧＡＴ１），家族性大腸腺腫症におけるベータカテニン；ベータ２アドレナリン受容体、
緑内障；糖尿病性黄斑浮腫（ＤＭＥ）又は加齢黄斑変性におけるＤＡＮ損傷誘導性転写産
物４タンパク質として知られるＲＴＰ８０１／Ｒｅｄｄ１；加齢性黄斑変性症又は脈絡膜
血管新生における血管内皮増殖因子受容体Ｉ（ＶＥＧＦＲ１）、非動脈炎性虚血性視神経
症におけるカスパーゼ２；先天性爪肥厚症におけるケラチン６ＡＮ１７Ｋ変異タンパク質
；インフルエンザ感染症におけるインフルエンザＡウイルスゲノム／遺伝子配列；重症急
性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）感染におけるＳＡＲＳコロナウイルスゲノム／遺伝子配列；
呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳ）感染症におけるＲＳウイルスゲノム／遺伝子配列；エボラ
感染症におけるエボラフィロウイルスゲノム／遺伝子配列；Ｂ型肝炎及びＣ型肝炎感染に
おけるＢ型及びＣ型肝炎ウイルスゲノム／遺伝子配列；単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）
感染症における単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ゲノム／遺伝子配列、コクサッキーウイ
ルスＢ３感染におけるコクサッキーウイルスＢ３ゲノム／遺伝子配列；原発性ジストニア
におけるトーシンＡ（ＴＯＲ１Ａ）、ｐａｎ－ｃｌａｓｓＩ及び移植において特定のＨＬ
Ａ対立遺伝子のような遺伝子の病原性対立遺伝子のサイレンシング（対立遺伝子を狙った
サイレンシング）；又は、遺伝子常染色体優性遺伝網膜色素変性（ａｄＲＰ）における変
異ロドプシン遺伝子（ＲＨＯ）と結合する、請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
　前記哺乳動物は、肺疾患（例えば、嚢胞性線維症）、出血性疾患（例えば、インヒビタ
ーを伴う又は伴わない血友病Ａ又は血友病Ｂ）、サラセミア、血液疾患（例えば、貧血）
、アツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、
てんかん、ライソゾーム蓄積症、銅又は鉄蓄積障害（例えば、ウィルソン病又はメンケス
病）リソソーム酸リパーゼ欠損症、神経障害又は神経変性疾患、癌、１型又は２型糖尿病
、ゴーシェ病、ハーラー病、アデノシンデアミナーゼ欠損症、代謝障害（例えば、グリコ
ーゲン蓄積症）、網膜変性疾患（例えば、ＲＰＥ６５欠乏症、先天性脈絡膜欠如、及び、
その他の眼の疾患）、実質臓器（例えば、脳、肝臓、腎臓、心臓）の疾患、又は、感染性
ウィルス疾患（例えば、Ｂ型及びＣ型肝炎、ＨＩＶ等）、細菌性疾患若しくは真菌性疾患
を有する、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項４４】
　前記発現制御要素は、構成型の又は調整可能な制御要素を含む、請求項１１、１２、又
は１４に記載の方法。
【請求項４５】
　前記発現制御要素は、組織特異的な発現制御要素又はプロモーターを含む、請求項１１
、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項４６】
　前記ＡＡＶベクターは、静脈内に、動脈内に、筋肉内に、皮下に、経口的に、挿管によ
って、カテーテルを介して、経皮的に、頭蓋内に、吸入により、体腔内に、又は、粘膜を
介して、送達される請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
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【請求項４７】
　前記哺乳動物はヒトである、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項４８】
　前記哺乳類は、ＡＡＶ－Ｒｈ７４以外のＡＡＶ血清型に対して血清学的に陽性である、
請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項４９】
　前記哺乳類は、ＡＡＶ血清型ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、Ａ
ＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０又はＡＡＶ１１に対して血清学的に
陽性である、請求項１１、１２、又は１４３に記載の方法。
【請求項５０】
　前記哺乳動物はＡＡＶ－Ｒｈ７４に対して血清学的に陰性又は血清学的に陽性である、
請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項５１】
　空のカプシドＡＡＶを投与する段階を更に備える、請求項１１、１２、又は１４に記載
の方法。
【請求項５２】
　空のカプシドＡＡＶ－Ｒｈ７４、又は請求項１乃至６のいずれか１項に記載のＡＡＶカ
プシド配列、もしくはＲＨＭ４－１（配列ＩＤ番号：５）、ＲＨＭ１５－１（配列ＩＤ番
号：６）、ＲＨＭ１５－２（配列ＩＤ番号：７）、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５（配
列ＩＤ番号：８）、ＲＨＭ１５－４（配列ＩＤ番号：９）、もしくはＲＨＭ１５－６（配
列ＩＤ番号：１０）を含む空のカプシドを投与する段階をさらに含む、請求項１１、１２
、又は１４に記載の方法。
【請求項５３】
　前記ＶＰ１、ＶＰ２、又はＶＰ３配列は、１、２、３、４、５、６、７、８、９，又は
１０個の保存的、非保存的、又は、保存的及び非保存的なアミノ酸置換を有する、請求項
５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記ＡＡＶ粒子は医薬組成物を含む、請求項１１、１２、又は１４に記載の方法。
【請求項５５】
　前記医薬組成物は、空のカプシドＡＡＶを含む請求項５４の方法。
【請求項５６】
　前記医薬組成物は、空のカプシドＡＡＶ－Ｒｈ７４、又は請求項１乃至６のいずれか１
項に記載のＡＡＶカプシド配列、もしくはＲＨＭ４－１（配列ＩＤ番号：５）、ＲＨＭ１
５－１（配列ＩＤ番号：６）、ＲＨＭ１５－２（配列ＩＤ番号：７）、ＲＨＭ１５－３／
ＲＨＭ１５－５（配列ＩＤ番号：８）、ＲＨＭ１５－４（配列ＩＤ番号：９）、もしくは
ＲＨＭ１５－６（配列ＩＤ番号：１０）を含む空のカプシドを含む、請求項５４に記載の
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１４年４月２８日に出願された米国特許仮出願第６１／９８５，３６５
号、及び２０１３年７月２２日に出願された米国特許仮出願第６１／８５７，１６１号か
らの優先権を主張するものであり、これらの出願の全内容は参照ににより本明細書に組み
入れられる。
序文
【０００２】
　望ましい遺伝子における欠如若しくは欠陥（機能喪失）、又は、望ましくない若しくは
欠陥を有する遺伝子の発現（機能獲得）によって引き起こされる遺伝性疾患は、様々な病
気につながる。機能喪失による遺伝性疾患の一例としては、血友病が挙げられ、これは、
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第ＶＩＩＩ凝固因子（ＦＶＩＩＩ、血友病Ａ）又は第ＩＸ凝固因子（ＦＩＸ、血友病Ｂ）
の欠乏により引き起こされる遺伝性出血性疾患である。機能獲得による遺伝性疾患の一例
としては、ハンチントン病が挙げられ、これは、変異タンパク質をコードする病態“ＨＴ
Ｔ”遺伝子（ハンチンチン（ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ）タンパク質をコードする）によって
引き起こされる病気であり、変異タンパク質が特に大脳基底核及び大脳皮質に蓄積して、
次第に神経細胞破壊につながる。
【０００３】
　血友病の現在の治療方法では、出血が発生した場合に必要に応じて又は予防的に、組み
換え型凝固因子を静脈内投与する。しかしながら、この治療方法には幾つかの欠点があり
、例えば、点滴を繰り返し行う必要性、治療費の問題、抗治療因子免疫応答を発現するリ
スク、及び、命を奪うような出血につながるリスクが存在する。このような制約が存在す
ることから、血友病に対する遺伝子ベースの治療法の開発が進められてきた。上記の観点
において、血友病には、遺伝子導入ベースの治療法が適しており、理由として、まず、１
）治療可能時間域（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｗｉｎｄｏｗ）が非常に広いことが挙げら
れ、通常の１％をわずかに超えるレベルで、すでに、表現型が重症から中程度へと変化し
、１００％のレベルであらゆる副作用と関係しないこと、更に、２）組織を特定した治療
的導入遺伝子の発現を厳密に要求されないこと、および、３）治療効果の終点の測定につ
いて相当量の実施実績があること、が挙げられる。更に、凝固因子の肝発現により、凝固
因子そのものに対する免疫寛容が誘起されることが分かっており、有害となり得る凝固因
子に対する免疫反応の可能性を下げている。
【０００４】
　現在、アデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）ベクターは、遺伝子導入ベクターとして最適であ
ると認識されているが、これは、生体内において優れた遺伝子送達の安全性及び有効性プ
ロファイルを有しているからである。これまでに分離されているＡＡＶ血清型のうち、Ａ
ＡＶ２及びＡＡＶ８が、重度の血友病Ｂの患者の肝臓を標的として使用されてきた。いず
れのベクターも有効に働くことが知られており、ＡＡＶ８の場合、治療的導入遺伝子が長
期的に発現することが報告されている。人体での最近のデータによれば、ＡＡＶベクター
を使用して肝臓を標的とすることにより、治療レベルのＦＩＸ導入遺伝子が長期的に発現
することが示されている。
【０００５】
　これらのデータから上記の血清型は将来も有望であると考えられるが、肝臓に対して高
い指向性（ｔｒｏｐｉｓｍ）を有すると共に人体内で低い血清陽性率（ｓｅｒｏｐｒｅｖ
ａｌｅｎｃｅ）を有するＡＡＶ血清型（野生型ＡＡＶの自然宿主）を新たに特定すること
は、次の２点を達成するために重要である。１）抗ＡＡＶカプシド免疫反応を引き起こす
リスクを低減させるべく可能な限り低いベクター投与量で、肝臓における治療レベルの導
入遺伝子の発現を達成すること、及び、２）ＡＡＶに対する既存の液性免疫を有するため
にＡＡＶ遺伝子導入ができない患者群に対する治療を、固有の血清陽性率を有する代替Ａ
ＡＶ血清型により可能とすること。本発明は、上記のような要望に対処し、更なる利点を
もたらす。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、アデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）血清型ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター、及び、関
連ＡＡＶベクター並びにウイルス粒子を提供する。このようなベクターとして、様々な細
胞種のうち、肝臓の肝細胞を標的とするＡＡＶ－Ｒｈ７４を含む。ポリヌクレオチド配列
を送達するベクターとして、ＡＡＶ－Ｒｈ７４および関連ＡＡＶベクターは、細胞中のポ
リヌクレオチドの発現を活発にする。治療に使用されるタンパク質のようなタンパク質を
コードするポリヌクレオチドを、投与後に、治療レベルで発現させることができる。
【０００７】
　例示的なＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター及び関連ＡＡＶベクターは、ＡＡＶ－Ｒｈ７４変異
体を含む。特定のカプシド変異体は、ＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１
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）の第１９５、１９９、２０１、又は２０２番目のアミノ酸位置のいずれか１つをアミノ
酸置換したＲｈ７４カプシド配列を含む。特定の態様において、残基は、ＲＨ７４　ＶＰ
１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）の第１９５、１９９、２０１、又は２０２番目のア
ミノ酸位置のいずれか１つにおけるＡ、Ｖ、Ｐ、又はＮアミノ酸に対応する。さらに特定
の態様において、カプシド配列はＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：１）の
１９５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のアミノ酸位置におけるＶ残基、
２０１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、又は２０２番目のアミノ酸位置におけるＮ残
基を有する。さらに特定の態様において、カプシド配列は以下のうちの任意の２つ、３つ
、又は４つすべてを有する。それらは、ＲＨ７４　ＶＰ１カプシド配列（配列ＩＤ番号：
１）の１９５番目のアミノ酸位置におけるＡ残基、１９９番目のアミノ酸位置におけるＶ
残基、２０１番目のアミノ酸位置におけるＰ残基、又は２０２番目のアミノ酸位置におけ
るＮ残基、である。
【０００８】
　本発明の組換えＡＡＶ粒子は、ＲＨＭ４－１（配列ＩＤ番号：５）、ＲＨＭ１５－１（
配列ＩＤ番号：６）、ＲＨＭ１５－２（配列ＩＤ番号：７）、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１
５－５（配列ＩＤ番号：８）、ＲＨＭ１５－４（配列ＩＤ番号：９）、又はＲＨＭ１５－
６（配列ＩＤ番号：１０）などの任意のカプシド変異体のＡＡＶカプシド配列を含む。特
定の実施形態において、組換えＡＡＶ粒子はベクターゲノム（例えば、ＡＡＶベクターゲ
ノムなどのウイルスベクター）をカプシド化又はパッケージする。このような本発明の組
換えＡＡＶ粒子は、異種ポリヌクレオチド配列を含むウイルス（例えば、ＡＡＶ）ベクタ
ーゲノムを含む。
【０００９】
　ＡＡＶ－Ｒｈ７４および関連ＡＡＶベクターは、前臨床および臨床設定で研究されてい
るその他の幾つかの血清型よりも大幅に高かったポリヌクレオチドの導入で生成されるタ
ンパク質の発現レベルを調整する。特に、ＡＡＶ－Ｒｈ７４は、マウス及び血友病Ｂの犬
において、肝臓形質導入（ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）の代表例であるＡＡＶ８に少なく
とも劣らない又はそれを超える効率で、肝臓をポリヌクレオチドの標的とする。（図１及
び図２を参照。）例えば、カプシド変異体ＲＨＭ４－１（配列ＩＤ番号：５）などのＡＡ
Ｖ－Ｒｈ７４変異体は、マウスにおいてＡＡＶ８と同等かそれよりも優れた、またＲｈ７
４－ＡＡＶよりも優れた効率で肝臓をポリヌクレオチドの標的とする（例えば、図５参照
）。さらに、ヒト以外の霊長目の動物におけるデータによって、ＡＡＶ－Ｒｈ７４及びＲ
ＨＭ４－１などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体は、肝臓由来のｈＦＩＸの発現を仲介する際に
ＡＡＶ８の約２倍の効力を発揮することが示されている（例えば、図４及び６を参照）。
【００１０】
　したがって、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、及びカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などの
ＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体は、遺伝子コード配列のようなポリヌクレオチドを送達するのに
使用することができ、所望の又は治療的な利点を提供できるタンパク質を発現させること
ができると共に、望ましくない又は欠陥を有する遺伝子の発現を低減する又は抑制する阻
害ヌクレオチドについても使用できることから、様々な疾患を治療することができる。例
えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１
）は、血友病Ａ、Ｂ等を治療するべく治療遺伝子（例えば、ＦＩＸ、ＦＶＩＩＩ）を細胞
、組織、及び肝臓などの臓器に送達するためのベクターとして使用することができる。ま
た、このようなＡＡＶ－Ｒｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨ
Ｍ４－１）ベクターは、その他の代謝異常又は血漿タンパク質欠乏等の幅広い疾患のため
に遺伝子を送達するのに使用することができる。又は、その他の治療目的で使用される遺
伝子を送達するのに使用することができ、例えば、これに限定されないが、肝臓でゲノム
編集を実行するのに使用されるジンクフィンガーヌクレアーゼ（ｚｉｎｃ　ｆｉｎｇｅｒ
　ｎｕｃｌｅａｓｅｓ）をコードする遺伝子、肝炎ウィルス感染を治療するためのアルフ
ァインターフェーロンのような免疫調整薬の局所的（肝臓）送達、又は、肝臓形質導入を
必要とする若しくは血流に治療的導入遺伝子生成物を存在させること（肝臓で発現させる



(12) JP 2019-116492 A 2019.7.18

10

20

30

40

50

ための導入遺伝子を標的とすることによって達成することができる）を必要とするあらゆ
る疾患に対する治療に使用することができる。
【００１１】
　インビトロ、生体内及び生体外でのＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター、及びカプシド変異体（
例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクターによる
ポリヌクレオチドの細胞への効率的な送達に加えて、ヒトにおける抗ＡＡＶ－Ｒｈ７４抗
体の有病率（ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ）は、抗ＡＡＶ２抗体の有病率よりも低く、抗ＡＡＶ
８抗体の有病率とは異なる（表１）。血清有病率が低いために、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクタ
ー、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４（カプシド）変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などの関連ＡＡ
Ｖベクターを、例えば、その他のＡＡＶ血清型（例えば、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３
、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ
１１等）に対して血清学的に陽性であるヒトに対する遺伝子導入を含む、多くの人に使用
可能である。加えて、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター、及びカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ
４－１）を含むＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ベクターは、高い力価（ｔｉｔｅｒ）
で効率的に生成することができる（表２）。したがって、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター及び
関連するＡＡＶベクターを、より広い臨床疾患に対して大量に生成することができる。
【００１２】
　本発明はまた、ＡＡＶベクターゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする
）、組換えＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター、及びカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）粒
子などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクターを提供する。一実施形態では
、組換えＡＡＶベクターは、異種ポリヌクレオチド配列を含む。他の実施形態において、
組換えＡＡＶベクターゲノムはＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド又は、カプシド変異体（例えば
、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶによって、カプシド化
又はパッケージされる。
【００１３】
　組換えＡＡＶベクターゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする）ＡＡＶ
－Ｒｈ７４ベクター、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４（カプシド）変異体（例えば、ＲＨＭ４－１
）粒子などの関連ＡＡＶベクターなどの本発明の組換えＡＡＶベクターにおいて、異種ポ
リヌクレオチド配列は転写されその後タンパク質に変換される。あるいは、異種ポリヌク
レオチドは、それ自身が（例えば、阻害性核酸としての）機能又は活性を有する転写物へ
と転写されてもよい。
【００１４】
　種々の態様において、異種ポリヌクレオチド配列は治療効果を有するタンパク質をコー
ドする。特定の実施形態では、当該タンパク質は、血液凝固因子（例えば第ＸＩＩＩ因子
、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＶＩＩａ因子またはプロテインＣ）、嚢胞
性線維性膜貫通調節因子（ｃｙｓｔｉｃ　ｆｉｂｒｏｓｉｓ　ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎ
ｅ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　；　ＣＦＴＲ　）、抗体、網膜色素上皮特異
的　６５　ｋＤａタンパク質（　ｒｅｔｉｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｅｐｉｔｈｅｌｉｕ
ｍ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　６５　ｋＤａ　ｐｒｏｔｅｉｎ；　　ＲＰＥ６５）、エリスロポ
エチン（赤血球生成促進因子）、　ＬＤＬ　受容体、リポタンパク質リパーゼ、　オルニ
チン・トランスカルバミラーゼ、βグロビン、αグロビン、スペクトリン、αアンチトリ
プシン、アデノシンデアミナーゼ（ＡＤＡ）、金属輸送体（ＡＴＰ７ＡまたはＡＴＰ７）
、スルファミダーゼ（ｓｕｌｆａｍｉｄａｓｅ）、リソソーム蓄積症に関わる酵素（ＡＲ
ＳＡ）、　ヒポキサンチン・グアニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼ、β－２５グ
ルコセレブロシダーゼ、スフィンゴミエリナーゼ、リソソーム・ヘキソサミニダーゼ、分
枝鎖ケト酸脱水素酵素、成長因子（例えば、インスリン様成長因子１および２、血小板由
来成長因子、上皮成長因子、神経成長因子、神経栄養因子３および４、脳由来神経栄養因
子、グリア細胞由来成長因子、形質転換成長因子α　、β等）、サイトカイン（例えばα
インターフェロン、βインターフェロン、インターフェロンγ、インターロイキン２、イ
ンターロイキン４、インターロイキン１２、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、リ
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ンホトキシン等）、自殺遺伝子産物（例えば、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ、
シトシンデアミナーゼ、ジフテリア毒素、チトクロームＰ４５０、デオキシシチジンキナ
ーゼ、腫瘍壊死因子等）、薬剤耐性タンパク質（例えば癌治療に使われる薬剤に抵抗性を
付与するタンパク質）、腫瘍抑制タンパク質（例えばｐ５３、Ｒｂ、Ｗｔ－１、ＮＦ１、
フォン・ヒッペル・リンドウ（Ｖｏｎ　Ｈｉｐｐｅｌ－Ｌｉｎｄａｕ　；　ＶＨＬ）、大
腸腺腫様ポリポーシス（ＡＰＣ））、免疫調節機能を有するペプチド、寛容原性もしくは
免疫原性のペプチドまたはタンパク質Ｔｒｅｇｉｔｏｐｅｓ（制御性Ｔ細胞エピトープ）
、またはｈＣＤＲ１、インスリン、グルコキナーゼ、グラニル酸シクラーゼ２Ｄ（ＬＣＡ
－ＧＵＣＹ２Ｄ）、Ｒａｂエスコートタンパク質１（先天性脈絡膜欠如）、ＬＣＡ　５（
ＬＣＡ－レベルシリン）、オルニチンケト酸アミノ基転移酵素（脳回転状網膜脈絡膜萎縮
）、レチノスキシン（Ｒｅｔｉｎｏｓｃｈｉｓｉｎ）１（Ｘ染色体連鎖性の網膜分離症）
、ＵＳＨ１Ｃ（アッシャー症候群１Ｃ）、Ｘ染色体連鎖性の網膜色素変性症ＧＴＰアーゼ
（ＸＬＲＰ）、ＭＥＲＴＫ（ＡＲ型の網膜色素変性症）、ＤＦＮＢ１（コネキシン２６難
聴）、ＡＣＨＭ　２、３および４（色覚異常）、ＰＫＤ－１またはＰＫＤ－２（多発性嚢
胞腎）、ＴＰＰ１、ＣＬＮ２、リソソーム蓄積症の原因となる遺伝的欠損（例えば、スル
ファターゼ、Ｎ－アセチルグルコサミン－１－リン酸トランスフェラーゼ、カテプシンＡ
、ＧＭ２－ＡＰ、ＮＰＣ１、ＶＰＣ２、スフィンゴ脂質活性化タンパク等）、ゲノムエデ
ィティングに用いられる一つまたは複数のジンク・フィンガーヌクレアーゼ、またはゲノ
ムエディティングで修復テンプレートとして用いられるドナー配列である。 
【００１５】
　付加的な態様では、異種ポリヌクレオチド配列は、治療用タンパク質をコードし、その
結果として、患者に存在する望ましくないまたは異常な（機能不全）タンパク質（内因性
タンパク質）の発現または機能を阻害する。さらに他の態様では、異種ポリヌクレオチド
配列は、転写されると抑制性核酸（例えば抑制性ＲＮＡ）に転写されるポリヌクレオチド
である。さらに他の態様では、抑制性核酸は一本鎖配列であるか、または二本鎖配列また
は三本鎖配列を形成する。さらに他の態様では、抑制性核酸はマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮ
Ａ）、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、トランススプライシングＲＮＡ、アンチセンスＲＮＡ、
または三重鎖形成ＲＮＡである。
【００１６】
　さらに他の態様では、抑制性核酸は、ハンチンチン（ＨＴＴ）遺伝子、歯状核赤核淡蒼
球ルイ体委縮症に関連する遺伝子（例えばアトロフィン１（ＡＴＮ１））、球脊髄性筋萎
縮症におけるＸ染色体上のアンドロゲン受容体、ヒトアタキシン（Ａｔａｘｉｎ）１，２
，３および７、ＣＡＣＮＡ１Ａにコードされる電位依存性カルシウムチャンネルＣａv２
．１　Ｐ／Ｑ　、ＴＡＴＡ結合タンパク質、ＡＴＸＮ８ＯＳとしても知られるアタキシン
８逆鎖、脊髄小脳失調におけるセリン・スレオニンタンパク質ホスファターゼ２Ａの５５
ｋＤａ調節サブユニットＢベータアイソフォーム（１，２，３，６，７，８，１２，１７
型）、脆弱性Ｘ症候群におけるＦＭＲ１　（脆弱性Ｘ精神遅滞１）、脆弱Ｘ関連震戦／運
動失調症候群におけるＦＭＲ１（脆弱性Ｘ精神遅滞１），脆弱性ＸＥ精神遅滞におけるＦ
ＭＲ１（脆弱性Ｘ精神遅滞２）またはＡＦ４／ＦＭＲ２ファミリーメンバー２（ＡＦ４／
ＦＭＲ２　ｆａｍｉｌｙ　ｍｅｍｂｅｒ　２）、筋強直性ジストロフィー症におけるミオ
トニンタンパク質キナーゼ（Ｍｙｏｔｏｎｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ　ｋｉｎａｓｅ）（ＭＴ
－ＰＫ）、フリートライヒ運動失調症におけるフラタキシン（Ｆｒａｔａｘｉｎ）、筋萎
縮性側索硬化症における変異型スーパーオキシドディスムターゼ１（ＳＯＤ１）遺伝子、
パーキンソン病および／またはアルツハイマー病の発症機序に関与する遺伝子、アポリポ
タンパク質Ｂ（ＡＰＯＢ）　および前駆タンパク質変換酵素サブチリシン／ケキシンタイ
プ９（ＰＣＳＫ９）、高コレステロール血症、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）感染にお
けるＨＩＶ転写トランス活性化因子遺伝子、ＨＩＶ　Ｔａｔ、ヒト免疫不全ウイルス（Ｈ
ＩＶ）感染におけるＨＩＶトランス活性化因子応答配列遺伝子、ＨＩＶ　ＴＡＲ、ＨＩＶ
感染におけるＣ－Ｃケモカイン受容体（ＣＣＲ５）、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）感染
におけるＲＳＶヌクレオカプシドタンパク質、Ｃ型肝炎ウイルス感染における肝臓特異的
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マイクロＲＮＡ（ｍｉＲ－１２２）、ｐ５３、急性腎損傷または移植腎機能発現遅延また
は腎損傷急性腎不全、進行した再発性または転移性の固形悪性腫瘍におけるタンパク質キ
ナーゼＮ３（ＰＫＮ３）、転移性黒色腫におけるＬＭＰ２、ＬＭＰ２はプロテアソームサ
ブユニットベータ９型（ＰＳＭＢ　９）としても知られる、転移性黒色腫におけるＬＭＰ
７、プロテアソームサブユニットベータ８型（ＰＳＭＢ　８）としても知られる、転移性
黒色腫におけるプロテアソームサブユニットベータ１０型（ＰＳＭＢ　１０）としても知
られるＭＥＣＬ１、固形腫瘍における血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）、固形腫瘍における
キネシン紡錘タンパク質、慢性骨髄性白血病におけるアポトーシス抑制Ｂ細胞ＣＬＬ／リ
ンパ腫（ＢＣＬ－２）、固形腫瘍におけるリボヌクレオチド還元酵素Ｍ２（ＲＲＭ２）、
固形腫瘍におけるフーリン（Ｆｕｒｉｎ）、肝臓がんにおけるｐｏｌｏ様キナーゼ１（Ｐ
ＬＫ１）、Ｃ型肝炎感染におけるジアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼ１（Ｄ
ＧＡＴ１）、家族性大腸腺腫症におけるベータカテニン、緑内障におけるベータアドレナ
リン受容体、糖尿病性黄斑浮腫（ＤＭＥ）または加齢に伴う黄斑変性症におけるＤＡＮ損
傷誘導性転写物４タンパク質としても知られるＲＴＰ８０１／Ｒｅｄｄ１、加齢に伴う黄
斑変性症または脈絡膜血管新生における血管内皮成長因子受容体Ｉ（ＶＥＧＦＲ１）、非
動脈炎性虚血性視神経症におけるカスパーゼ２、先天性爪肥厚症におけるケラチン６Ａ　
Ｎ１７Ｋ　変異型タンパク質、インフルエンザ感染におけるインフルエンザＡ型ウイルス
のゲノム・遺伝子配列、重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）感染におけるコロナウイルの
ゲノム・遺伝子配列、呼吸器合胞体ウイルス感染における呼吸器合胞体ウイルスのゲノム
・遺伝子配列、エボラ感染におけるエボラフィロウイルスのゲノム・遺伝子配列、Ｂ型お
よびＣ型肝炎感染におけるＢ型およびＣ型肝炎ウイルスのゲノム・遺伝子配列、単純ヘル
ペスウイルス（ＨＳＶ）感染におけるＨＳＶウイルスのゲノム・遺伝子配列、コクサッキ
ーウイルスＢ３感染におけるコクサッキーウイルスＢ３のゲノム・遺伝子配列、原発性筋
失調症におけるトルシンＡ（ＴＯＲ１Ａ）の様な遺伝子の病原性対立遺伝子のサイレンシ
ング（対立遺伝子特異的サイレンシング）、移植における汎クラスＩおよびＨＬＡ対立遺
伝子特異的（サイレンシング）、常染色体優性遺伝性網膜色素変性症（ａｄＲＰ）におけ
る変異型ロドプシン遺伝子、または前記の遺伝子または配列のいずれかの転写物に結合す
る抑制性核酸の発現を阻害する。
【００１７】
　組換えＡＡＶベクターゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする）本発明
の組換えＡＡＶベクター、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター並びにカプシド変異体（例えば
、ＲＨＭ４－１）粒子などのＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター変異体などの関連ＡＡＶベクター
は、シスまたはトランスで機能する追加の要素を含む。特定の実施形態において、組換え
ＡＡＶベクターゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする）、組換えウイル
ス（例えば、ＡＡＶ）ベクター、及び／又はＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクターもしくはＡＡＶ－
Ｒｈ７４（カプシド）変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）粒子などの関連ＡＡＶは、以下を
も有する。それらは、異種ポリヌクレオチド配列の５’末端または３’末端に隣接する一
つ以上の逆方向末端反復（ＩＴＲ）配列、異種ポリヌクレオチド配列の転写を駆動する発
現制御配列（例えば、構成型の又は調整可能な制御要素などの、異種ポリヌクレオチド配
列の転写に貢献するプロモータ又はエンハンサ、又は組織特異型の発現制御要素）、異種
ポリヌクレオチド配列の３’に配置されるポリアデニン配列、選択可能なマーカー（例え
ば、カナマイシン耐性などの抗生物質に対する耐性を提供するタンパク質）、及び／又は
複製基点、である。
【００１８】
　また、組換えＡＡＶベクターゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする）
本発明の組換えＡＡＶベクター、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター並びにカプシド変異体（
例えば、ＲＨＭ４－１）粒子を含むＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクターは
、追加の要素を含み得る。一実施形態では、組換えベクターゲノムは、異種ポリヌクレオ
チド配列と、フィラー（ｆｉｌｌｅｒ）ポリヌクレオチド配列またはスタッファー（ｓｔ
ｕｆｆｅｒ）ポリヌクレオチド配列を含む。特定の態様では、異種ポリヌクレオチド配列
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は、約４．７Ｋｂ未満の長さを有する。さらに特定の態様では、異種ポリヌクレオチド配
列は、長さが約４．７Ｋｂ未満で、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）の二か所のＩＴＲ配列
の内側に位置するものとする。さらに特定の態様では、異種ポリヌクレオチド配列とフィ
ラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列を合わせた全体の長さは、約３．０～５．
５Ｋｂ、または約４．０～５．０Ｋｂ、または約４．３～４．８Ｋｂとする。
【００１９】
　フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は、ベクターの機能または活性を損
なわない限り、ベクター配列内の任意の所望の位置に配置することができる。ある態様で
は、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は、異種ポリヌクレオチド配列の
５’　末端および／または３’末端の外側にそれぞれ隣接する５’側および／または３’
側ＩＴＲ配列の間には配置されないものとする。別の態様では、フィラーまたはスタッフ
ァーポリヌクレオチド配列は、異種ポリヌクレオチド配列の５’末端および／または３’
末端の外側にそれぞれ隣接する５’側および／または３’側ＩＴＲ配列の間に配置される
ものとする。さらに別の態様では、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は
、異種ポリヌクレオチド配列の５’末端および／または３’末端の外側にそれぞれ隣接す
る５’側および／または３’側ＩＴＲ配列に隣接して配置されるものとする。またさらに
別の態様では、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は、例えばゲノム核酸
中のイントロンのように異種ポリヌクレオチド配列内に配置されるものとする。
【００２０】
　従って、種々の実施形態では、１つのフィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配
列は、ＡＡＶのＩＴＲ配列に隣接する、または、１つのフィラーまたはスタッファーポリ
ヌクレオチド配列は、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）の２か所のＩＴＲ配列の内側に位置
する、または、１つのフィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は、アデノ随伴
ウイルス（ＡＡＶ）の２か所のＩＴＲ配列の外側に位置する、または、２つのフィラーま
たはスタッファーポリヌクレオチド配列があり、第１のフィラーまたはスタッファーポリ
ヌクレオチド配列はアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）の２か所のＩＴＲ配列の内側に位置し
、第２のフィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列はアデノ随伴ウイルス（ＡＡ
Ｖ）の２か所のＩＴＲ配列の外側に位置することになる。
【００２１】
　さらに特定の態様では、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列がアデノ随
伴ウイルス（ＡＡＶ）の二か所のＩＴＲ配列の間に位置する場合には、異種ポリヌクレオ
チド配列とフィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列を合わせた全体の長さは、
約３．０～５．５Ｋｂ、または約４．０～５．０Ｋｂ、または約４．３～４．８Ｋｂとす
る。また別の特定の態様では、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列がアデ
ノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）の二か所のＩＴＲ配列の外側に位置する場合には、フィラーま
たはスタッファーポリヌクレオチド配列の長さは４．７Ｋｂを超えるものとし、約５．０
～１０．０Ｋｂまたは約６．０～８．０Ｋｂとする。
【００２２】
　さらにまた種々の実施形態では、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は
、その長さが約１～１０、１０～２０、２０～３０、３０～４０、４０～５０、５０～６
０、６０～７５、７５～１００、１００～１５０、１５０～２００、２００～２５０、２
５０～３００、３００～４００、４００～５００、５００～７５０、７５０～１，０００
、１，０００～１，５００、１，５００～２，０００、２，０００～２，５００、２，５
００～３，０００、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または８，０００～９，０００ヌクレオチドの配列とする。
【００２３】
　通常は、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は不活性または無害であり
、機能や活性を有しない。種々の特定の実施形態では、フィラーまたはスタッファーポリ
ヌクレオチド配列は細菌のポリヌクレオチド配列ではなく、フィラーまたはスタッファー
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ポリヌクレオチド配列はタンパク質やペプチドをコードする配列ではなく、フィラーまた
はスタッファーポリヌクレオチド配列は異種ポリヌクレオチド配列、ＡＡＶ逆方向末端反
復配列（ＩＴＲ）、発現制御要素、複製起点、選択マーカーまたはポリアデニン（ｐｏｌ
ｙ－Ａ）配列のいずれとも異なる配列である。
【００２４】
　また他の種々の実施形態では、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は、
異種ポリヌクレオチド配列に関連する、または関連しないイントロン配列とする。特定の
実施形態では、イントロン配列は異種ポリヌクレオチド配列の内部に位置する。また別の
実施形態では、イントロン配列は、イントロンがタンパク質をコードし、そのタンパク質
が異種ポリヌクレオチド配列によってもコードされるようなゲノムＤＮＡ内にあるため、
異種ポリヌクレオチド配列と関連する。
【００２５】
　また、組換えＡＡＶベクターゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする）
本発明の組換えＡＡＶベクター、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター並びにカプシド変異体（
例えば、ＲＨＭ４－１）粒子を含むＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクターは
、細胞内に含まれ得る。そのような実施形態においては、細胞は、溶解されてウイルス（
ＡＡＶ）粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体
（例えば、ＲＨＭ４－１）などの関連ＡＡＶベクター）を産生するヘルパー細胞、または
異種ポリヌクレオチド配列がその内部で発現することが望ましい標的細胞を含んでいる。
【００２６】
　また、組換えＡＡＶベクターゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする）
本発明の組換えＡＡＶベクター、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター並びにＡＡＶ－Ｒｈ７４
変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）粒子などの関連ＡＡＶベクターは
、医薬組成物内に含まれ得る。このような組成物は、組換えベクター（例えば、ＡＡＶ）
ゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする）組換えベクター（例えば、ＡＡ
Ｖ）、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター並びにＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４
－１などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶベクターを患者に投与する際に有用である
。
【００２７】
　また、組換えＡＡＶベクターゲノムを含む（カプシド化する、またはパッケージする）
本発明の組換えＡＡＶベクター、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター並びにＡＡＶ－Ｒｈ７４
変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）粒子などの関連ＡＡＶベクターは
、種々の方法及び使用法に採用することができる。従って、生体又は細胞に、例えば、哺
乳動物又は哺乳動物の細胞に、異種ポリヌクレオチド配列を送達する又は導入する方法及
び使用法を提供する。
【００２８】
　一実施形態において、方法又は使用法は、ベクターゲノムを含む（カプシド化する、パ
ッケージする）（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター、又はＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例
えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶによる）異種ポリヌクレオ
チド配列の粒子を含むアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクターを、好適な条件の下で、哺
乳動物に又は哺乳動物の細胞に投与し、当該異種ポリヌクレオチド配列を当該哺乳動物に
又は哺乳動物の細胞に送達又は導入する段階を含む。一実施態様では、方法又は使用法は
、異種ポリヌクレオチドを哺乳動物及び／又は細胞へと導入／送達することを可能にする
。別の態様では、方法は、異種ポリヌクレオチドの哺乳動物及び／又は細胞への導入／送
達を可能とし、次いで、異種ポリヌクレオチドの転写により、転写物を形成する。更なる
態様では、方法は、異種ポリヌクレオチドの細胞への導入／送達を可能とし、次いで、転
写により転写物を形成して、次いで、翻訳（ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）を行って遺伝子産
物（タンパク質）を形成する。より詳細には、例えば、後述の２つの態様において、異種
ポリヌクレオチド配列は、異種ポリヌクレオチド配列の転写を付与する発現制御要素と操
作可能に結合され、必要に応じて更に、転写物の翻訳が行われる。
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【００２９】
　付加的な実施形態では、方法又は使用法は、異種ポリヌクレオチド配列を被験体（例え
ば哺乳類）または被験体（例えば哺乳類）の細胞に送達または輸送するためのものであり
、一つのウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、又はＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（
例えば、ＲＨＭ４－１）などの関連ＡＡＶ）粒子、複数の該ウイルス（例えばＡＡＶ）粒
子、または一つの該ウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、又はＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシ
ド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などの関連ＡＡＶ）粒子または複数の該ウイルス（例
えばＡＡＶ）粒子を含む医薬組成物を被験体（例えば哺乳類）または被験体（例えば哺乳
類）の細胞に投与することを含む。これによって、異種ポリヌクレオチド配列を被験体（
例えば哺乳類）または被験体（例えば哺乳類）の細胞に送達または輸送するものである。
別の実施形態では、方法又は使用法は、タンパク質の発現または機能に不足のある、また
はタンパク質の発現または機能を必要とする、または内因性タンパク質（例えば望ましく
ない、異常な、または機能不全のタンパク質）の発現または機能を低下させる必要のある
被験体（例えば哺乳類）を治療するためのものであり、一つのウイルス（例えば、ＡＡＶ
－Ｒｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体
）などの関連ＡＡＶ）粒子、複数の該ウイルス（例えばＡＡＶ）粒子、または一つのウイ
ルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１
などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶ）粒子または複数の該ウイルス（例えばＡＡＶ
）粒子を含む医薬組成物を提供すること、および一つのウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ
７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）など
の関連ＡＡＶ）粒子、複数の該ウイルス（例えばＡＡＶ）粒子、または一つのウイルス（
例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などの
カプシド変異体）などの関連ＡＡＶ）粒子または複数の該ウイルス（例えばＡＡＶ）粒子
を含む医薬組成物を被験体（例えば哺乳類）に投与することを含む。ここで、異種ポリヌ
クレオチド配列は哺乳類で発現される。または、ここで、異種ポリヌクレオチド配列は、
被験体（例えば哺乳類）において内因性タンパク質（例えば望ましくない、異常な、また
は機能不全のタンパク質）の発現または機能を低下させるような抑制性配列またはタンパ
ク質をコードするものとする。
【００３０】
　投与または送達のための方法と使用法は、被験体に適合するいかなる様式であってもよ
い。特定の実施形態では、一つのウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、又はＡＡＶ－Ｒ
ｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などの関連ＡＡＶ）粒子または複数の該
ウイルス（例えばＡＡＶ）粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター、又はＡＡＶ－Ｒｈ
７４カプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などの関連ＡＡＶベクター）は、静脈内に
、動脈内に、筋肉内に、皮下に、口腔内に、挿管により、カテーテルを経て、皮膚に，頭
蓋内に、吸入により、腔内に、または粘膜に投与または送達される。
【００３１】
　被験体には、ヒトやヒト以外（例えば霊長目）の哺乳類が含まれる。ある特定の実施形
態では、被験体は異種ポリヌクレオチド配列の発現により恩恵を受けるかまたはその発現
を必要とする。
【００３２】
　本発明において、組換えベクター（例えばＡＡＶ）プラスミドおよび組換えベクター（
例えばＡＡＶ）を含む（カプシド化する、またはパッケージする）ウイルス（例えば、Ａ
ＡＶ－Ｒｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変
異体）などの関連ＡＡＶ）粒子を生産する方法が提供される。ある実施形態では、組換え
ウイルスまたはＡＡＶ粒子を生産する方法は、組換えベクター（例えばＡＡＶ）プラスミ
ドをパッケージングヘルパー細胞に導入してウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、及び
ＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）などの関連ＡＡ
Ｖ）を増殖感染させること、および組換えウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、又はＡ
ＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などの関連ＡＡＶ）粒子を産生



(18) JP 2019-116492 A 2019.7.18

10

20

30

40

50

できるような環境下でヘルパー細胞を培養することを含む。他の実施形態では、夾雑核酸
の存在する組換えウイルスベクターを含む組換えウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、
及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）などの関連
ＡＡＶ）粒子の量を減少させた組換えウイルスまたはＡＡＶ粒子を生産する方法は、組換
えベクター（例えばＡＡＶ）プラスミドをパッケージングヘルパー細胞に導入してウイル
ス（例えばＡＡＶ）を増殖感染させること、および組換えウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒ
ｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）な
どの関連ＡＡＶ）粒子を産生できるような環境下でヘルパー細胞を培養することを含む。
ここで、生産された組換えウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４
変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶ）粒子は、夾雑
核酸の存在する組換えウイルスベクターゲノムを含むウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７
４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）などの
関連ＡＡＶ）粒子の数が、組換えウイルスベクター内にフィラーまたはスタッファーポリ
ヌクレオチド配列の無い条件で生産された場合の夾雑核酸の存在するウイルス（例えば、
ＡＡＶ－Ｒｈ７４、及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド
変異体）などの関連ＡＡＶ）粒子の数と比べて減少している。ある実施形態では、夾雑核
酸は、細菌核酸、または異種ポリヌクレオチド配列、ＩＴＲ、プロモーター、エンハンサ
ー、複製の起点、ポリＡ配列または選択マーカー以外の配列とする。
【００３３】
　ヘルパー細胞は、哺乳類の細胞を含む。ある実施形態では、ヘルパー細胞は、異種ポリ
ヌクレオチド配列をウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター、及びＡＡＶ－Ｒ
ｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶベクター
などのＡＡＶ粒子）にパッケージするヘルパー（例えばＡＡＶ）機能を提供する。ある実
施形態では、ヘルパー細胞はＡＡＶのＲｅｐおよび／またはＣａｐタンパク質（例えばＲ
ｅｐ７８および／またはＲｅｐ６８タンパク質）を提供する。ヘルパー細胞は、Ｒｅｐお
よび／またはＣａｐタンパク質の配列をコードするポリヌクレオチドによって、安定的に
または一時的にトランスフェクトされる。ヘルパー細胞は、Ｒｅｐ７８および／またはＲ
ｅｐ６８タンパク質の配列をコードするポリヌクレオチドによって、安定的にまたは一時
的にトランスフェクトされる。
【００３４】
　本発明の組換えベクター（例えばＡＡＶ）プラスミドは、いかなる株、または異なる血
清型からなるハイブリッドまたはキメラを含めいかなる血清型に基づくものであってよい
。本発明の組換えウイルス（例えば、ＡＡＶ）粒子は、通常はＡＡＶ－Ｒｈ７４、又はＡ
ＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶ
に基づくが、異なる血清型を有するハイブリッド又はキメラを含む。代表的なＡＡＶの血
清型は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、Ａ
ＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、およびＲｈ１０を含むが、これらに限定さ
れるものではない。したがって、ベクターゲノムを含む本発明の組換えウイルス（例えば
ＡＡＶ）粒子は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡ
Ｖ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、またはＲｈ１０血清型のＶＰ１、
ＶＰ２またはＶＰ３カプシドタンパク質のように、異なる血清型、血清型の混合物、また
は異なる血清型からなるハイブリッドまたはキメラに由来するカプシドタンパク質を含み
得る。さらに、本発明の組換えベクター（例えばＡＡＶ）、配列、プラスミド、ベクター
ゲノムは、任意の単一の血清型、血清型の混合物、または異なる血清型からなるハイブリ
ッドまたはキメラに由来する要素を含んでよい。種々の実施形態において、組換えＡＡＶ
ベクターは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７
、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ７４またはＲｈ１０の血清型、ま
たは前記のＡＡＶ血清型のうち任意のものを含んでなる混合ハイブリッドまたはキメラに
由来するＣａｐ、Ｒｅｐおよび／またはＩＴＲを含む。
【図面の簡単な説明】
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【００３５】
【図１】尾静脈からＡＡＶベクターを注入し、肝臓固有のプロモータの制御の下でＦＩＸ
導入遺伝子を発現したＣ５７ＢＬ／６マウス（１グループｎ＝５）におけるヒト第ＩＸ因
子（ＦＩＸ）血漿中濃度を示している。ベクター投与量は、マウス１匹あたり２．５10ベ
クターゲノム（ｖｅｃｔｏｒ　ｇｅｎｏｍｅｓ）である。ＦＩＸ導入遺伝子産物（ＦＩＸ
タンパク質）血漿中濃度は、遺伝子導入の後、第１週、第２週及び第４週にＥＬＩＳＡに
よって測定された。ＡＡＶ－Ｒｈ７４により、高い水準のＦＩＸ導入遺伝子の発現が提供
された。
【００３６】
【図２】１キログラム（ｋｇ）重量あたり３12ベクターゲノムの送達を行った後の、血友
病Ｂの犬におけるイヌＦＩＸ血漿中濃度を示している。ＡＡＶベクターは、伏在静脈を介
して静脈内（ＩＶ）注入されて、ＦＩＸ濃度はＥＬＩＳＡによってモニタされた。治療的
ＦＩＸ導入遺伝子の発現は、肝臓固有のプロモータによって活性化された。ＡＡＶ８ベク
ター及びＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクターは、血友病Ｂのイヌにおいてほぼ等しく機能して、Ａ
ＡＶ６を超える成績となった。
【００３７】
【図３Ａ－３Ｅ】ＡＡＶ－Ｒｈ７４　ＶＰ１、ＶＰ２及びＶＰ３アミノ酸配列、及び、Ｖ
Ｐ１については、ポリヌクレオチド（ＤＮＡ）配列（配列ＩＤ番号：１－４）を示す。
【００３８】
【図４】ヒト第ＩＸ因子（ＦＩＸ）を発現するＡＡＶ８及びＡＡＶｒｈ７４ベクターのア
カゲザル、非ヒト霊長類への投与（肝臓固有のプロモータの制御の下で）、及び、動物に
おけるＦＩＸの発現を示した図である。同量が投与されたその他のグループの動物と比較
して、ＡＡＶｒｈ７４－ＦＩＸベクターを投与された動物（右の余白に向かって少なくと
も２つの棒）は、高レベルのＦＩＸ導入遺伝子を発現した。
【００３９】
【図５】指示されたＡＡＶ（ＲＨＭ４－１変異体などのＲｈ７４変異体）によってカプシ
ド化されたＡＡＶヒト第ＩＸ因子発現ベクターを投与された動物における血漿中ヒト第Ｉ
Ｘ因子の発現レベルを、Ｒｈ７４及びＡＡＶ８によってカプシド化されたＡＡＶヒト第Ｉ
Ｘ因子発現ベクターと比較して示す。
【００４０】
【図６】ヒト第ＩＸ因子を発現するＡＡＶ８及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体ＲＨＭ４－１ベ
クターのカニクイザル、非ヒト霊長類への投与（肝臓固有のプロモータの制御の下で）、
及び、動物におけるＦＩＸの発現を示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００４１】
　本発明は、少なくとも部分的に、アデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）血清型ＡＡＶ－Ｒｈ７
４及びＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨ
Ｍ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６）
などの関連ＡＡＶ変異体が、肝臓の細胞である肝細胞（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ）に対し
て高い指向性を有することを示すデータに基づく。ポリヌクレオチド（例えば、遺伝子、
阻害性核酸など）の細胞への導入／送達のためのベクターとして、ＡＡＶ－Ｒｈ７４、及
びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、
ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６などのカプシド
変異体）などの関連ＡＡＶ変異体を用いて、静脈投与後の肝臓における治療レベルの発現
を提供することができる。更に、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体
（例えば、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１
５－５、ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶ
変異体は、他の幾つかの血清型よりも大幅に高くなっている遺伝子導入／送達で生成され
たタンパク質の発現レベルを調整している（例えば、図１、２、４、５、及び６参照）。
特に、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター及び関連ＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、Ｒ
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ＨＭ４－１）は、血友病Ｂの犬において、及び／又はマウス及び／又はカニクイザルにお
いて、肝臓形質導入の代表例であるＡＡＶ８に少なくとも劣らない、及び通常はそれを超
える効率で、肝臓に送達される遺伝子を標的とすることができる。したがって、ＡＡＶ－
Ｒｈ７４ベクター及びＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などの
関連ＡＡＶ変異体を、所望の又は治療的利点をもたらすタンパク質のコード配列（遺伝子
）のような異種ポリヌクレオチド、及び、望ましくない又は欠陥を有する（例えば、病理
的）遺伝子の発現を低減する又は抑制する阻害（例えば、アンチセンス）ヌクレオチドを
導入／送達するのに使用することができることから、様々な疾患を治療することができる
。例えば、異種ポリヌクレオチドを細胞内に導入／送達するために、組換えベクター（例
えば、ＡＡＶ）ゲノムを、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異
体（例えば、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ
１５－５、ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６）などの関連ＡＡＶ変異体内でパッケー
ジ又はカプシド化できる。
【００４２】
　上記したように、アデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）血清型ＡＡＶ－Ｒｈ７４及びＡＡＶ－
Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、Ｒ
ＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６）などの関連ＡＡ
Ｖ変異体は、生体外、インビトロ及び生体内において、ポリヌクレオチド配列の細胞内へ
の送達の手段を提供する。このようなポリヌクレオチド配列は、ポリヌクレオチドが送達
される細胞が、コードされたタンパク質を発現するように、タンパク質をコードすること
ができる。例えば、組換えＡＡＶベクターは、所望のタンパク質若しくはペプチドをコー
ドする異種ポリヌクレオチド、又は、転写された場合に阻害配列（例えば、ＲＮＡ）、例
えば、発現を阻害する遺伝子を標的とする配列、を含む異種ポリヌクレオチド、を含むこ
とができる。したがって、対象（例えば、哺乳動物）へのベクター送達及び投与は、タン
パク質及びペプチドをコードする異種ポリヌクレオチドだけでなく、対象における発現又
は機能を阻害するための遺伝子を標的とする阻害性核酸（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ）を対象に提供する。
【００４３】
　従って、本発明により、ペプチド及びタンパク質をコードするポリヌクレオチド配列、
および直接的にまたは転写されて標的とする遺伝子の発現または機能を阻害する抑制的核
酸を含んでなる異種ポリヌクレオチド配列を含む、ベクターゲノムを含む（カプシド化す
る又はパッケージする）ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター及びＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば
、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、
ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶベクター
変異体が提供される。
【００４４】
　組換え「ベクター」又は「ＡＡＶベクター」は、ＡＡＶなどのウイルスの野生型ゲノム
に由来し、分子学的手法を用いてウイルス（例えばＡＡＶ）から野生型ゲノムを取り除き
、異種ポリヌクレオチド配列（例えば治療的遺伝子発現カセット）の様な外来の核酸で置
換している。通常は、ＡＡＶの場合には、野生型ＡＡＶゲノムの逆方向末端反復（ＩＴＲ
）配列の片方または両方がＡＡＶベクターに残される。異種ヌクレオチド配列などのウイ
ルス（例えば、ＡＡＶ）ゲノム核酸については、ウイルスゲノムの全体または一部が外来
の配列によって置換されているので、組換えウイルスベクター（例えばＡＡＶ）はウイル
ス（例えばＡＡＶ）ゲノムとは区別される。従って、異種ポリヌクレオチド配列などの外
来の配列が組み入れられている場合に、そのウイルスベクター（例えばＡＡＶ）は「組換
え」ベクターであると定義され、ＡＡＶの場合には該「組換え」ベクターを「ｒＡＡＶベ
クター」と称することがある。
【００４５】
　従って、組換えベクター（例えばＡＡＶ）配列は、細胞をｅｘ　ｖｉｖｏ、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで感染（形質転換）させるためにウイルス（ここでは“粒子
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”または“ビリオン”とも称される）内にパッケージされ得る。組み替えベクター配列が
ＡＡＶ粒子内にカプシド化またはパッケージされている場合、その粒子を「ｒＡＡＶ」と
称することがある。該ウイルス粒子またはビリオンは、通常、ベクターゲノムをカプシド
化またはパッケージするタンパク質を含む。例として、エンベロープタンパク質と、ＡＡ
Ｖの場合にはカプシドタンパク質が挙げられる。
【００４６】
　特定の実施形態では、組換えベクター（例えばＡＡＶ）はパルボウイルス（ｐａｒｖｏ
ｖｉｒｕｓ）ベクターである。パルボウイルスは、一本鎖ＤＮＡゲノムを有する小型のウ
イルスである。「アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）」はパルボウイルス科に属する。
【００４７】
　ＡＡＶを含むパルボウイルスは、核酸・遺伝物質が細胞内で安定に維持されるよう、細
胞内に進入し核酸・遺伝物質を導入できるので、遺伝子治療用ベクターとして有用なウイ
ルスである。さらに、これらのウイルスは、核酸・遺伝物質を特異的な部位、例えば第１
９染色体上の特定の部位に導入できる。ＡＡＶはヒトの病原性疾患に関与しないので、Ａ
ＡＶベクターは実質的なＡＡＶ関連の病原性または疾患を引き起こすことなく、患者に異
種ポリヌクレオチド配列（例えば治療的タンパク質および薬剤）を送達できる。
【００４８】
　ＡＡＶ－Ｒｈ７４及びＡＡＶ－Ｒｈ７４などの関連ＡＡＶ変異体又はＡＡＶ－Ｒｈ７４
変異体（例えば、ＲＨＭ４－１などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶの血清型（例え
ば、ＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３配列）は、例えば、ＡＡＶ１－ＡＡＶ１１又はＲｈ
１０を含むそのほかのＡＡＶ血清型とは異なる又は異ならない（例えば、ＡＡＶ１－ＡＡ
Ｖ１１又はＲｈ１０血清型のうちの何れかのＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３配列とは異
なる）。本明細書において使用されている“血清型（ｓｅｒｏｔｙｐｅ）”という言葉は
、その他のＡＡＶ血清型とは、血清学的に異なるカプシドを有するＡＡＶを指すのに使用
されている。血清学的な区別は、一のＡＡＶと別のＡＡＶとを比較した場合に、抗体間に
交差反応がないことに基づいて決定される。このような交差反応の違いは通常、カプシド
タンパク質配列／抗原決定基における違いによるものである（例えば、ＡＡＶ血清型のＶ
Ｐ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３配列の違い）。カプシド変異体を含むＡＡＶ－Ｒｈ７４変
異体がＲｈ７４又は他のＡＡＶと血清学的に異なっていない可能性があるにも関わらず、
これらのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体は、Ｒｈ７４又は他のＡＡＶと比較して少なくとも１つ
のヌクレオチド又はアミノ酸残基が異なっている。
【００４９】
　従来の定義では、血清型とは、興味の対象となるウイルスを性質が既知のすべての既存
血清型に特異的な血清に対して中和活性試験を行い、対象ウイルスを中和する抗体が存在
しないことを意味する。自然界に存在するウイルスのより多くの単離株が発見され、カプ
シドの突然変異体が作出されるにつれて、現存する血清型との間の差異は必ずしも存在し
ない可能性がある。従って、新しいウイルス（例えばＡＡＶ）に血清学的な差異が認めら
れない場合、この新しいウイルス（例えばＡＡＶ）は、対応する血清型の亜群または変異
体となる。多くの場合、カプシド配列が改変された突然変異ウイルスについては、血清型
の従来の定義に基づいてそれらが他の血清型に属するか否かを決定するための、中和活性
の血清学試験は行われていない。従って、便宜上、また重複を避けるため、「血清型」と
いう用語は、血清学的に異なるウイルス（例えばＡＡＶ）および血清学的には差異が無く
ある血清型の亜群または変異体に属するウイルス（例えばＡＡＶ）の両者を幅広く指す。
【００５０】
　組換えベクター（例えばＡＡＶ）プラスミド、ならびにそれらの方法と使用法は、いか
なるウイルス株または血清型を含む。非限定的な例としては、組換えベクター（例えばＡ
ＡＶ）は、例えば、ＡＡＶ－１、－２、－３、－４、－５、－６、－７、－８、－９、－
１０、－１１、－ｒｈ７４、－ｒｈ１０、およびＡＡＶ－２ｉ８の様な、いかなるＡＡＶ
ゲノムにも依拠することができる。該ベクターは、同一または互いに異なる株または血清
型（または亜群または変異体）に依拠してよい。非限定的な例としては、一つの血清型ゲ
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ノムに依拠する組換えベクター（例えばＡＡＶ）プラスミドは、該ベクターをパッケージ
する一つ以上のカプシドタンパク質と同一であってよい。さらに、組換えベクター（例え
ばＡＡＶ）プラスミドは、ＡＡＶ（例えば、ＡＡＶ２）血清型ゲノムに依拠することがで
き、該ゲノムはベクターをパッケージする一つ以上のカプシドタンパク質と異なっている
。この場合、三つのカプシドタンパク質のうち少なくとも一つは、例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ
７４又はＡＡＶ－Ｒｈ７４などの関連ＡＡＶ変異体又はＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば
、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、
ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶであって
もよい。
【００５１】
　ＡＡＶ－Ｒｈ７４は、ＡＡＶ－Ｒｈ７４の配列特徴と同一の遺伝子／タンパク質配列を
有する（例えば、図３Ａから図３ＥのＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３参照）。本明細書で使用さ
れている“ＡＡＶ－Ｒｈ７４に関連するＡＡＶベクター”という言葉及びその同意語は、
ＡＡＶ－Ｒｈ７４を含む一の又は複数のポリヌクレオチド又はポリペプチド配列と、大部
分が同一の配列を有する一の又は複数のＡＡＶタンパク質（例えば、ＶＰ１、ＶＰ２及び
／又はＶＰ３配列）を指す。したがって、このようなＡＡＶ－Ｒｈ７４関連のＡＡＶベク
ターは、ＡＡＶ－Ｒｈ７４とは異なる一の又は複数の配列を有する場合があるが、ＡＡＶ
－Ｒｈ７４の一の又は複数の遺伝子と実質的に同一である配列を示す、及び／又は、ＡＡ
Ｖ－Ｒｈ７４の一の又は複数の機能的特徴を有する（例えば、細胞／組織の指向性）。例
えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４関連のＡＡＶ変異体ＲＨＭ４－１は、Ｒｈ７４カプシドとは異な
る４つのアミノ酸を持つカプシドを有する。例示的なＡＡＶ－Ｒｈ７４及びＡＡＶ－Ｒｈ
７４などの関連ＡＡＶ変異体又はＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体（例えば、ＲＨＭ４－１、ＲＨ
Ｍ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、ＲＨＭ１５－４、及び
ＲＨＭ１５－６などのカプシド変異体）などの関連ＡＡＶの配列は、本明細書で述べた、
例えば図３Ａから図３ＥにおけるＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３を含む。非制限的な実
施形態の一例では、ＡＡＶ－Ｒｈ７４関連のＡＡＶベクターは、図３Ａから図３Ｅに記載
されるＡＡＶ－Ｒｈ７４　ＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３配列のうちの一つ又は複数と
少なくとも８０％又は８０％を超える割合で（例えば、８５％、９０％、９５％、９６％
、９７％、９８％、９９％、９９．５％等）同一の配列を含む又は同一の配列で構成され
るポリヌクレオチド、ポリペプチド又は部分配列を有する。
【００５２】
　本発明によれば、方法及び使用法は、ＡＡＶ－Ｒｈ７４配列（ポリペプチドおよびヌク
レオチド）及びその部分配列を含み、部分配列は、標準ＡＡＶ－Ｒｈ７４遺伝子又はタン
パク質配列（例えば、図３Ａから図３Ｅに記載のＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３配列）
と１００％未満の一致率を呈するが、ＡＡＶ１－ＡＡＶ１１、ＡＡＶ－Ｒｈ１０の遺伝子
又はタンパク質のような周知のＡＡＶ遺伝子又はタンパク質とは異なる及び同一ではない
。一実施形態では、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ポリペプチド又はその部分配列は、任意の標準ＡＡ
Ｖ－Ｒｈ７４配列またはその部分配列（例えば、図３Ａから図３Ｅに記載されるＶＰ１、
ＶＰ２及び／又はＶＰ３配列）と少なくとも８０％一致する又は８０％を超えて最高で１
００％まで（例えば、８５％，　８５％，　８７％，　８８％，　８９％，　９０％，　
９１％，　９２％，　９３％，　９４％，　９５％，　９６％，　９７％，　９８％，　
９９％，　９９．５％）の一致する配列を含む又はそのような配列から構成される。特定
の態様において、ＡＡＶ－Ｒｈ７４関連変異体は、ＡＡＶ－Ｒｈ７４（例えば、ＲＨＭ４
－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、ＲＨＭ１５
－４、及びＲＨＭ１５－６などのカプシド変異体）において述べた４つのアミノ酸置換の
うちの１つ、２つ、３つ、又は４つを有する。
【００５３】
　ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８
、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４またはＡＡＶ－２ｉ８、およ
び変異体の、関連するハイブリッドおよびキメラ配列を含む組換えベクター（例えばＡＡ
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Ｖ）は、当業者に既知の組換え技術を用いて、一つ以上の機能的なＡＡＶのＩＴＲ配列が
隣接した一つ以上の異種ポリヌクレオチド配列（導入遺伝子）を含むよう構築することが
できる。このようなベクターは、例えば、ｒｅｐ遺伝子及び／又はｃａｐ遺伝子のように
、全体が欠損している又は部分的に欠損している野生型ＡＡＶ遺伝子の一つ又は複数を有
することができるが、組換えベクターの回復、複製及びＡＡＶベクター粒子内へのパッケ
ージングに必要な少なくとも一つの機能性隣接ＩＴＲ配列（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｆｌ
ａｎｋｉｎｇ　ＩＴＲ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）を保持する。従って、ＡＡＶベクターゲノム
は、複製およびパッケージングのために同一分子上（ｉｎ　ｃｉｓ）に必要な配列（例え
ばＩＴＲ配列）を含む。
【００５４】
　本明細書では、“ポリヌクレオチド（ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）”及び“核酸（
ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）”を交換可能な言葉として使用しており、デオキシリボ核酸
（ＤＮＡ）及びリボ核酸（ＲＮＡ）を含む、核酸、オリゴヌクレオチドのすべての形態を
指す。ポリヌクレオチドは、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ及びアンチセンスＤＮＡ、並びに、
スプライスされた又はスプライスされていないｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、並びに、
抑制（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ）ＤＮＡ又はＲＮＡ（ＲＮＡｉ、例えば、低分子ヘアピン型
若しくはショートヘアピン型（ｓｈ）ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ），低分子干
渉型若しくは短干渉型（ｓｉ）ＲＮＡ、トランススプライシングＲＮＡ、又は、アンチセ
ンスＲＮＡ）を含む。ポリヌクレオチドは、自然に発生した、合成の及び意図して変更又
は修飾されたポリヌクレオチド、並びに、類似体及び派生物を含む。ポリヌクレオチドは
、単体、２倍の若しくは３倍で、又は、線形若しくは円形で存在してもよく、任意の長さ
を有し得る。ポリヌクレオチドを論じる際には、特定のポリヌクレオチドの配列または構
造を記載することがあり、ここでは慣例に従い、その配列は５‘から３’の方向に記載さ
れる。
【００５５】
　「異種」ポリヌクレオチドは、ベクターを介して細胞内に導入・送達することを目的と
して、ベクター（例えばＡＡＶ）に挿入されたポリヌクレオチドを指す。異種ポリヌクレ
オチドは、通常、ベクター（例えばＡＡＶ）の核酸とは異なる。すなわち、ウイルス（例
えばＡＡＶ）の核酸に対して「外来」である。一旦細胞に導入／送達されると、異種ポリ
ヌクレオチドは、ビリオン（ｖｉｒｉｏｎ）に収容され、発現可能（例えば、転写及び適
切な場合には翻訳）となる。または、細胞内に導入・送達された、ビリオン（例えばＡＡ
Ｖ）内に保持された異種ポリヌクレオチドは、発現される必要は無い。「異種」という用
語はここではポリヌクレオチドを参照する際に常に使われるわけではないが、ポリヌクレ
オチドを参照する際は、「異種」という修飾語を欠く場合でも、省略にもかかわらず　異
種ポリヌクレオチドを含むことを意図する。
【００５６】
　“ポリヌクレオチド配列”によってコードされた“ポリペプチド”、“プロテイン”及
び“ペプチド”は、自然発生的なタンパク質と同様に、完全長の天然型配列（ｎａｔｉｖ
ｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）を含み、また、機能性部分配列、修飾型若しくは変形型配列が
完全長の天然型タンパク質の機能をある程度保持している限りにおいて、これら機能性部
分配列、改変型若しくは多様型配列も含む。本発明の方法及び使用法において、ポリヌク
レオチド配列によってコードされるこのようなポリペプチド、タンパク質及びペプチドは
、治療対象の哺乳動物において欠損している、又は、その発現が不十分である又は不完全
であるような内在性タンパク質と同一であってもよいが、同一であることを必要条件とし
ているわけではない。
【００５７】
　本発明のアデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）血清型ＡＡＶ－Ｒｈ７４及びＡＡＶ－Ｒｈ７４
変異体（例えば、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／Ｒ
ＨＭ１５－５、ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６などのカプシド変異体）などの関連
ＡＡＶ変異体は、ポリヌクレオチドを安定して又は一時的に細胞へと及び子孫細胞へと導
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入／送達するのに使用することができる。本明細書において”導入遺伝子（ｔｒａｎｓｇ
ｅｎｅ）”という言葉は、便宜上、このような細胞又は臓器に導入された異種ポリヌクレ
オチドを指すのに使用される。導入遺伝子とは、ポリペプチド又はタンパク質をコードす
る遺伝子、阻害性ポリヌクレオチドへと転写されるポリヌクレオチド、又は、転写されな
いポリヌクレオチド（例えば、転写を活性化するプロモータのような発現制御要素が存在
しない場合）といった、あらゆるポリヌクレオチドを含む。
【００５８】
　例えば、導入遺伝子を含む細胞には、導入遺伝子は、ベクター（例えばＡＡＶ）を介し
た細胞の「形質転換（ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ）」によって導入・移入される。「
形質転換する（ｔｒａｎｓｆｏｒｍ）」または「トランスフェクトする（ｔｒａｎｓｆｅ
ｃｔ）」という用語は、ポリヌクレオチドの様な分子を細胞または宿主生物内に導入する
ことを指す。
【００５９】
　その内部に導入遺伝子が導入された細胞は、「形質転換された細胞（ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｅｄ　ｃｅｌｌ）」または「形質転換体」と称される。したがって、“形質転換された
”又は“遺伝子導入された（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ）”細胞（例えば、哺乳動物では、
細胞又は組織又は臓器細胞）とは、外因性分子の組み込み、例えば、ポリヌクレオチド又
はタンパク質（例えば、導入遺伝子）を細胞に組み込むことに続いて当該細胞で発生する
遺伝子的な変化を意味する。したがって、“遺伝子導入された”又は“形質転換された”
細胞は、例えば、外因性分子が導入された細胞又はその子孫細胞である。これら細胞は、
増殖されてもよく、導入されたタンパク質が発現する又は核酸が転写される。遺伝子治療
のための使用及び方法として、形質転換された細胞は、被験体内に存在し得る。
【００６０】
　導入されたポリヌクレオチドは、受容細胞または生物の核酸中に組み込まれるかもしれ
ないし、組み込まれないかもしれない。もし導入されたポリヌクレオチドが受容細胞また
は生物の核酸（ゲノムＤＮＡ）中に組み込まれると、該細胞または生物内部で安定に維持
され、受容細胞または生物の後代（子孫）に継承される、または遺伝する可能性がある。
最後に、導入された核酸は、受容細胞または宿主生物の内部に一時的にのみ存在する可能
性がある。
【００６１】
　形質転換される細胞は、どのような起源（例えば中胚葉、外胚葉または内胚葉）のどの
ような組織または器官タイプの細胞であってもよい。細胞の非限定的な例としては、肝臓
（例えば肝細胞、類洞内皮細胞）、膵臓（例えば膵島β細胞）、肺、脳（例えば神経、グ
リアまたは上衣細胞）または脊髄の様な中枢または末梢神経系、腎臓、眼（例えば網膜細
胞成分）、脾臓、皮膚、胸腺、睾丸、肺、横隔膜、心臓（心臓細胞）、筋肉または腰筋、
または腸（例えば内分泌細胞）、脂肪組織（白色、褐色またはベージュ脂肪細胞）、筋肉
（例えば繊維芽細胞）、滑膜細胞、軟骨細胞、破骨細胞、上皮細胞、内皮細胞、唾液腺細
胞、内耳の神経細胞、または造血細胞（例えば、血液細胞またはリンパ球）が挙げられる
。更なる例としては、肝臓（例えば、肝細胞、類洞内皮細胞）、膵臓（例えば、膵島β細
胞）、肺、脳（例えば、神経、グリアまたは上衣細胞）または脊髄の様な中枢または末梢
神経系、腎臓、眼（例えば、網膜細胞成分）、脾臓、皮膚、胸腺、睾丸、肺、横隔膜、心
臓（心臓細胞）、筋肉または腰筋、または腸（例えば内分泌細胞）、脂肪組織（白色、褐
色またはベージュ脂肪細胞）、筋肉（例えば、繊維芽細胞）、滑膜細胞、軟骨細胞、破骨
細胞、上皮細胞、内皮細胞、唾液腺細胞、内耳の神経細胞、または造血細胞（例えば血液
細胞またはリンパ球）へと発達または分化する万能性または多能性前駆細胞の様な幹細胞
が挙げられる。
【００６２】
　ある実施形態における「治療的分子」は、細胞または被験体内のタンパク質の不在また
は機能不全の結果生じる症状を緩和または軽減する可能性のあるペプチドまたはタンパク
質である。または、導入遺伝子によってコードされる「治療的」ペプチドまたはタンパク
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は、被験体に恩恵を与えるものであり、例えば遺伝的欠陥を修復したり、遺伝子（発現ま
たは機能）の不足を修復したり、抗がん作用を付与するものである。
【００６３】
　本発明における有用な遺伝子産物（例えば治療的タンパク）をコードする異種ポリヌク
レオチドの非限定的な例としては、嚢胞性線維性膜貫通調節因子（ｃｙｓｔｉｃ　ｆｉｂ
ｒｏｓｉｓ　ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ、ＣＦ
ＴＲ）、機能性血液凝固因子の獲得を含む血液凝固因子（例えば第ＸＩＩＩ因子、第ＩＸ
因子、第Ｘ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＶＩＩａ因子またはプロテインＣ）、抗体、網膜色
素上皮細胞特異的　６５　ｋＤａタンパク質（ｒｅｔｉｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｅｐｉ
ｔｈｅｌｉｕｍ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　６５　ｋＤａ　ｐｒｏｔｅｉｎ、ＲＰＥ６５）、エ
リスロポエチン（赤血球生成促進因子）、ＬＤＬ受容体、リポタンパク質リパーゼ、オル
ニチン・トランスカルバミラーゼ、βグロビン、αグロビン、スペクトリン、αアンチト
リプシン、アデノシンデアミナーゼ（ＡＤＡ）、金属輸送体（ＡＴＰ７ＡまたはＡＴＰ７
）、スルファミダーゼ（ｓｕｌｆａｍｉｄａｓｅ）、リソソーム蓄積症に関わる酵素（Ａ
ＲＳＡ）、ヒポキサンチン・グアニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼ、β－２５グ
ルコセレブロシダーゼ、スフィンゴミエリナーゼ、リソソーム・ヘキソサミニダーゼ、分
枝鎖ケト酸脱水素酵素、ホルモン、成長因子（例えば　インスリン様成長因子１および２
、血小板由来成長因子、上皮成長因子、神経成長因子、神経栄養因子３および４、脳由来
神経栄養因子、グリア細胞由来成長因子、形質転換成長因子α、β等）、サイトカイン（
例えばαインターフェロン、βインターフェロン、インターフェロンγ、インターロイキ
ン２、インターロイキン４、インターロイキン１２、顆粒球マクロファージコロニー刺激
因子、リンホトキシン等）、自殺遺伝子産物（例えば、単純ヘルペスウイルスチミジンキ
ナーゼ、シトシンデアミナーゼ、ジフテリア毒素、チトクロームＰ４５０、デオキシシチ
ジンキナーゼ、腫瘍壊死因子等）、薬剤耐性タンパク質（例えば癌治療に使われる薬剤に
抵抗性を付与するタンパク質）、腫瘍抑制タンパク質（例えばｐ５３、Ｒｂ、Ｗｔ－１、
ＮＦ１、フォン・ヒッペル・リンドウ（Ｖｏｎ　Ｈｉｐｐｅｌ－Ｌｉｎｄａｕ、ＶＨＬ）
、大腸腺腫様ポリポーシス（ＡＰＣ））、免疫調節機能を有するペプチド、寛容原性また
は免疫原性のペプチドまたはタンパク質Ｔｒｅｇｉｔｏｐｅｓ（制御性Ｔ細胞エピトープ
）［ｄｅ　Ｇｒｏｏｔら、　Ｂｌｏｏｄ　２００８　Ｏｃｔ　１５；１１２（８）：３３
０３］、またはｈＣＤＲ１［Ｓｈａｒａｂｉら、　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃ
ｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　２００６　Ｊｕｎ　６；１０３（２３）：８８１０－５］、インスリ
ン、グルコキナーゼ、グラニル酸シクラーゼ２Ｄ（ＬＣＡ－ＧＵＣＹ２Ｄ）、Ｒａｂエス
コートタンパク質１（先天性脈絡膜欠如）、ＬＣＡ５（ＬＣＡ－レベルシリン）、オルニ
チンケト酸アミノ基転移酵素（脳回転状網膜脈絡膜萎縮）、レチノスキシン（Ｒｅｔｉｎ
ｏｓｃｈｉｓｉｎ）１（Ｘ染色体連鎖性の網膜分離症）、ＵＳＨ１Ｃ（アッシャー症候群
１Ｃ）、Ｘ染色体連鎖性の網膜色素変性症ＧＴＰアーゼ（ＸＬＲＰ）、ＭＥＲＴＫ（ＡＲ
型の網膜色素変性症）、ＤＦＮＢ１（コネキシン２６難聴）、ＡＣＨＭ２、３および４（
色覚異常）、ＰＫＤ－１またはＰＫＤ－２（多発性嚢胞腎）、ＴＰＰ１、ＣＬＮ２、リソ
ソーム蓄積症の原因となる遺伝的欠損（例えば、スルファターゼ、Ｎ－アセチルグルコサ
ミン－１－リン酸トランスフェラーゼ、カテプシンＡ、ＧＭ２－ＡＰ、ＮＰＣ１、ＶＰＣ
２、スフィンゴ脂質活性化タンパク等）、ゲノムエディティングに用いられる一つまたは
複数のジンク・フィンガーヌクレアーゼ、またはゲノムエディティングで修復テンプレー
トとして用いられるドナー配列を含む、またはコードする遺伝子を含むが、これらに限定
されるものではない。 
【００６４】
　本発明における有用な遺伝子産物（例えば治療的タンパク質）をコードする異種ポリヌ
クレオチドのまた別の非限定的な例としては、嚢胞性線維症（または肺の他の病気）、血
友病Ａ、血友病Ｂ、地中海貧血、貧血症および他の血液障害、ＡＩＤＳ、アルツハイマー
病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症、てんかんおよび他の神経障
害、癌、（真性）糖尿病、筋ジストロフィー（例えばデュシェンヌ型（Ｄｕｃｈｅｎｎｅ
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）、ベッカー型（Ｂｅｃｋｅｒ））、ゴーシェ病（Ｇａｕｃｈｅｒ’ｓ　ｄｉ
ｓｅａｓｅ）、ハーラー病（Ｈｕｒｌｅｒ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ）、アデノシ
ン・デアミナーゼ欠損症、グリコーゲン蓄積症および他の代謝障害、網膜変性疾患（眼の
他の疾患）、および固形臓器（脳、肝臓、腎臓、心臓）の疾患を含む疾患や障害の治療に
用いられる可能性のあるものを含むが、これらに限定されるものではない。
【００６５】
　明細書に開示される非制限的な遺伝子及びタンパク質を含む、全ての哺乳動物及び非哺
乳動物の形態のポリヌクレオチドエンコーディング遺伝子産物が、既知であれ未知であれ
、明示的に含まれる。したがって、本発明は、非哺乳動物、ヒト以外の哺乳動物及びヒト
からの遺伝子及びタンパク質を含み、その遺伝子及びタンパク質は、以下に記載するヒト
の遺伝子及びタンパク質と実質的に同様に機能する。非哺乳動物の遺伝子の非制限的な例
としては、細菌由来であるＦｏｋヌクレアーゼドメイン（Ｆｏｋ　ｎｕｃｌｅａｓｅ　ｄ
ｏｍａｉｎ）が挙げられる。ヒト以外の哺乳動物のＦＩＸ配列の非制限的な例は、Ｙｏｓ
ｈｉｔａｋｅ　ｅｔ　ａｌ．、１９８５年、前出；Ｋｕｒａｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．、１９
９５年、前出；Ｊａｌｌａｔ　ｅｔ　ａｌ．、１９９０年、前出；Ｋｕｒａｃｈｉ　ｅｔ
　ａｌ．、１９８２年、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７９：
６４６１－６４６４；Ｊａｙｅ　ｅｔ　ａｌ．、１９８３年、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．　１１：２３２５－２３３５；Ａｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、１９８４年、ＥＭＢＯ
　Ｊ．３：１０５３－１０６０；Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．、１９９０年、Ｇｅｎｅ　８６：２
７５－２７８；Ｅｖａｎｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
ＳＡ　８６：１００９５（１９８９年）、Ｂｌｏｏｄ　７４：２０７－２１２；Ｐｅｎｄ
ｕｒｔｈｉ　ｅｔ　ａｌ．、１９９２年、Ｔｈｒｏｍｂ．Ｒｅｓ．６５：１７７－１８６
；Ｓａｋａｒ　ｅｔ　ａｌ．、１９９０年、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　１９９０年、６：１３３
－１４３；及び、Ｋａｔａｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．、１９７９年、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７６：４９９０－４９９４に記載されている。
【００６６】
　本明細書記載の通り、異種ポリヌクレオチド配列（導入遺伝子）は、抑制性およびアン
チセンス核酸配列を含む。抑制性、アンチセンス、ｓｉＲＮＡ（低分子干渉型ＲＮＡ）、
ｍｉＲＮＡ（マイクロＲＮＡ）、ｓｈＲＮＡ（低分子ヘアピン型ＲＮＡ）、ＲＮＡｉおよ
びアンチセンスオリゴヌクレオチドは、標的遺伝子の発現を調節できる。そのような分子
には、疾病経過の媒介に関与する標的遺伝子の発現を阻害し、よって疾病の一つ以上の症
状を低減、阻害または緩和する分子が含まれる。
【００６７】
　アンチセンスは、ＲＮＡ転写物又はＤＮＡ（例えば、ゲノムＤＮＡ）を結合する一本鎖
、二本鎖又は三本鎖ポリヌクレオチド及びペプチド核酸（ＰＮＡ）を含む。標的遺伝子の
転写開始部位、例えば、開始部位から－１０から＋１０の間の位置、から得られたオリゴ
ヌクレオチドは、別の具体例である。三重鎖構造（ｔｒｉｐｌｅｘ　ｆｏｒｍｉｎｇ）の
アンチセンスは、二本鎖構造のＤＮＡと結合して、遺伝子の転写を阻害することができる
。“ＲＮＡｉ”は、遺伝子の発現を阻害するための一本鎖又は二本鎖のＲＮＡ配列の利用
である（例えば、Ｋｅｎｎｅｒｄｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．、Ｃｅｌｌ　９５：１０１７（１
９９８年）；及びＦｉｒｅ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎａｔｕｒｅ、３９１：８０６（１９９８年
）参照）。したがって、本発明の方法及び利用において、標的遺伝子コード領域からの二
本鎖ＲＮＡ配列を、遺伝子発現／転写を阻害する又は防ぐのに使用してもよい。アンチセ
ンスおよびＲＮＡｉは、標的遺伝子配列（例えばハンチンチンまたはＨＴＴ）をコードす
る核酸、例えば哺乳類およびヒトのＨＴＴをコードする核酸に基づいて作成できる。例え
ば、一本鎖又は二本鎖核酸（例えば、ＲＮＡ）は、ＨＴＴ転写（例えば、ｍＲＮＡ）を標
的とすることができる。
【００６８】
　「ｓｉＲＮＡ」は、配列特異的転写後遺伝子サイレンシングまたは遺伝子ノックダウン
のためのＲＮＡ干渉過程に関与する治療的分子を指す。ｓｉＲＮＡは、標的遺伝子の同源
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（ｃｏｇｎａｔｅ）ｍＲＮＡの配列と相同性を有する。低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡｓ
）は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで合成することにより、またはより長鎖のｄｓＲＮＡをリボヌク
レアーゼＩＩＩで切断することにより作成でき、配列特異的ｍＲＮＡ分解の媒介物である
。本発明のｓｉＲＮＡまたは他のそのような核酸は、適切に保護されたリボヌクレオシド
ホスホラミダイトと従来のＤＮＡ／ＲＮＡ合成装置を用いて化学的に合成することができ
る。ｓｉＲＮＡは、別々の二つの相補的ＲＮＡ分子として、または二つの相補的領域を有
する一つのＲＮＡ分子として合成できる。合成ＲＮＡ分子または合成試薬の販売業者には
、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，　ＣＡ，　ＵＳＡ
）、Ｐｒｏｌｉｇｏ（Ｈａｍｂｕｒｇ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）、Ｄｈａｒｍａｃｏｎ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ（Ｌａｆａｙｅｔｔｅ，　Ｃｏｌｏ．，　ＵＳＡ）、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ（ｐａｒｔ　ｏｆ　Ｐｅｒｂｉｏ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，　
Ｉｌｌ．，　ＵＳＡ）、Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（Ｓｔｅｒｌｉｎｇ，　Ｖａ．，　
ＵＳＡ）、ＣｈｅｍＧｅｎｅｓ（Ａｓｈｌａｎｄ，　Ｍａｓｓ．，　ＵＳＡ）、　および
　Ｃｒｕａｃｈｅｍ（Ｇｌａｓｇｏｗ，　ＵＫ）がある。標的遺伝子のｍＲＮＡを阻害す
るための特異的ｓｉＲＮＡ構成物は、１５～５０ヌクレオチドの長さであってよく、より
典型的には約２０～３０ヌクレオチドの長さであってよい。そのような核酸分子は、当業
者に既知の従来法によって、本明細書に開示したウイルスベクター内に容易に組み込むこ
とができる。
【００６９】
　本発明に係る阻害性核酸配列を使用して標的としてもよい遺伝子（例えば、ゲノムＤＮ
Ａ）又は病原性遺伝子（ＲＮＡ又はｍＲＮＡ）の転写物の非制限的な例としては、これに
限定されないが、次のようなものが挙げられる。ハンチントン（ＨＴＴ）遺伝子のような
ヌクレオチドリピート病と関連する遺伝子、歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（ｄｅｎｔａ
ｔｏｒｕｂｒｏｐａｌｌｉｄｏｌｕｓｙａｎ　ａｔｒｏｐｙ）（例えば、アトロフィン（
ａｔｒｏｐｈｉｎ）１、ＡＴＮ１）；球脊髄性筋萎縮症におけるＸ染色体上のアンドロゲ
ン受容体、ヒト　アタキシン（Ａｔａｘｉｎ）－１、－２、－３及びー７、（ＣＡＣＮＡ
１Ａ）によりコードされたＣａv２．１Ｐ／Ｑ電位依存性カルシウムチャネル、ＴＡＴＡ
結合タンパク質、ＡＴＸＮ８ＯＳとも称されるアタキシン８逆鎖、脊髄小脳失調症（１、
２、３、６、７、８、１２、１７型）におけるセリン／スレオニンタンパク質ホスファタ
ーゼ２Ａ　５５　ｋＤａ調節サブユニットＢベータイソ型（ｉｓｏｆｏｒｍ）、脆弱Ｘ症
候群　におけるＦＭＲ１（脆弱Ｘ精神遅滞１）、脆弱Ｘ関連振戦（ｔｒｅｍｏｒ）／運動
失調症におけるＦＭＲ１（脆弱Ｘ精神遅滞１）、脆弱ＸＥ精神遅滞におけるＦＭＲ１（脆
弱Ｘ精神遅滞２）又はＡＦ４／ＦＭＲ２ファミリーメンバー；筋強直性ジストロフィーに
おける筋強直性プロテインキナーゼ（Ｍｙｏｔｏｎｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ　ｋｉｎａｓｅ
：ＭＴ－ＰＫ）；フリードライヒ失調症におけるフラタキシン（Ｆｒａｔａｘｉｎ）、筋
萎縮性側索硬化症におけるスーパーオキシドジスムターゼ１（ＳＯＤ１）遺伝子の変異体
；パーキンソン病及び／又はアルツハイマー病の病因に関与する遺伝子；アポリポタンパ
クＢ（ＡＰＯＢ）及びプロタンパク質転換酵素サブチリシン（ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｃ
ｏｎｖｅｒｔａｓｅ　ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ）／ケキシン（ｋｅｘｉｎ）９型（ＰＣＳＫ
９）、高コレステロール血症（ｈｙｐｅｒｃｏｌｏｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａ）；ＨＩＶ感
染症におけるＨＩＶ　Ｔａｔ、転写遺伝子のヒト免疫不全ウイルストランス活性化因子（
ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ）；ＨＩＶ感染症におけるＨＩＶ　ＴＡＲ，ヒト免疫不全
ウイルストランス活性化活性化因子応答エレメント遺伝子；ＨＩＶ感染症におけるＣＣケ
モカイン（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ）受容体（ＣＣＲ５）；ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）感
染症におけるＲＳＶヌクレオカプシドタンパク質、Ｃ型肝炎ウイルス感染症における肝臓
固有のマイクロＲＮＡ（ｍｉＲ－１２２）；ｐ５３の、急性腎障害又は腎臓移植後臓器機
能障害又は腎臓障害による急性腎不全；進行性、再発性又は転移性の固形悪性腫瘍におけ
るプロテインキナーゼＮ３（ＰＫＮ３）；ＬＭＰ２、これは、プロテアソーム（ｐｒｏｔ
ｅａｓｏｍｅ）サブユニットベータ型９（ＰＳＭＢ９）転移性黒色腫としても知られる；
ＬＭＰ７、これは、プロテアソームサブユニットベータ型８（ＰＳＭＢ８）転移性黒色腫
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としても知られる；ＭＥＣＬ１、これは、プロテアソームサブユニットベータ型１０（Ｐ
ＳＭＢ　１０）転移性黒色腫としても知られる；固形腫瘍における血管内皮成長因子（Ｖ
ＥＧＦ）；固形腫瘍におけるキネシンスピンドル（ｋｉｎｅｓｉｎ　ｓｐｉｎｄｌｅ）タ
ンパク質、慢性骨髄性白血病におけるアポトーシス抑制Ｂ－細胞ＣＬＬ／リンパ腫（ＢＣ
Ｌ－２）；固形腫瘍におけるリボヌクレオチドレダクターゼＭ２（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　Ｍ２：ＲＲＭ２）；固形腫瘍におけるフーリン（Ｆｕｒ
ｉｎ）；肝腫瘍におけるポロ様キナーゼ（ｐｏｌｏ－ｌｉｋｅ　ｋｉｎａｓｅ）１（ＰＬ
Ｋ１）、Ｃ型肝炎感染におけるジアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼ（ｄｉａ
ｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ　ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）１（ＤＧＡＴ１），家族性
大腸腺腫症におけるベータカテニン；ベータ２アドレナリン受容体、緑内障；糖尿病性黄
斑浮腫（ＤＭＥ）や加齢黄斑変性におけるＲＴＰ８０１／Ｒｅｄｄ１として知られるＤＡ
Ｎ損傷誘導性転写産物４タンパク質；加齢性黄斑変性症又は脈絡膜血管新生（ｃｈｏｒｏ
ｉｄａｌ　ｎｅｉｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ）における血管内皮増殖因子受容体Ｉ
（ＶＥＧＦＲ１）；非動脈炎性虚血性視神経症におけるカスパーゼ２；先天性爪肥厚症に
おけるケラチン６ＡＮ１７Ｋ変異タンパク質；インフルエンザ感染症におけるインフルエ
ンザＡウイルスゲノム／遺伝子配列；重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）感染におけるコ
ロナウイルスゲノム／遺伝子配列；呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳ）感染症におけるＲＳウ
イルスゲノム／遺伝子配列；エボラ感染症におけるエボラフィロウイルスゲノム／遺伝子
配列；Ｂ型肝炎及びＣ型肝炎感染におけるＢ型及びＣ型肝炎ウイルスゲノム／遺伝子配列
；単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）感染症における単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ゲノ
ム／遺伝子配列、コクサッキーウイルス（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ）Ｂ３感染にお
けるコクサッキーウイルスＢ３ゲノム／遺伝子配列；原発性ジストニアにおけるトーシン
（ｔｏｒｓｉｎ）Ａ（ＴＯＲ１Ａ）、ｐａｎ－ｃｌａｓｓＩ及び移植において特定のＨＬ
Ａ対立遺伝子のような遺伝子の病原性対立遺伝子のサイレンシング（対立遺伝子を狙った
サイレンシング）；又は、遺伝子常染色体優性遺伝網膜色素変性（ａｄＲＰ）における変
異ロドプシン遺伝子（ＲＨＯ）。
【００７０】
　ポリヌクレオチド、ポリペプチドおよびこれらの部分配列は、修飾型や変異型を含む。
本明細書で使用されている“改変（ｍｏｄｉｆｉｅｄ）”又は“多様型（ｖａｒｉａｎｔ
）”という言葉及びこれらの同意語は、ポチヌクレオチド、ポリペプチド又はこれらの部
分配列が、標準配列から外れた配列であることを意味する。したがって、改変された及び
多様型の配列は、標準配列とほぼ同じ、より多くの又は少ない活性（ａｃｔｉｖｉｔｙ）
又は機能を有してもよいが、少なくとも部分的に当該標準配列の活性又は機能を有する。
【００７１】
　また、本発明は、天然型又は非天然型の多様体を含む。このような多様体としては、Ａ
ＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体を含む。このようなＡＡＶ
－Ｒｈ７４カプシド変異体の具体的な例には、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ
１５－３、ＲＨＭ１５－４、ＲＨＭ１５－５、ＲＨＭ１５－６、及びＲＨＭ４－１（例え
ば、図５参照）を含む。
【００７２】
　また、このような多様体としては、機能獲得型及び機能喪失型の多様体を含む。例えば
、タンパク質多様体又は変異体が活性を保持する野生種のヒトＦＩＸ　ＤＮＡ配列は、本
発明の方法及び使用法において、治療上有効である、又は、不変異体であるヒトＦＩＸと
同等の若しくはそれを超える治療的活性を有する。具体的な例では、コラーゲンＩＶは、
ＦＩＸを捉える役割を果たし、哺乳動物の筋肉組織に取り込まれると、ＦＩＸの一部は筋
肉組織の間質腔に保持されるために、血液凝固に参加できなくなる。コラーゲンＩＶへの
結合が低減されたタンパク質へと変わるようなＦＩＸ配列の変異（例えば、機能喪失）は
、例えば、血友病の治療の場合に、発明の方法において有用な変異である。このような変
異型ヒトＦＩＸ遺伝子の一例は、ヒトＦＩＸタンパク質を、成熟タンパク質の開始から５
番目のアミノ酸の位置におけるリシンを、アミノ酸のアラニンへとコードする。
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【００７３】
　非限定的な修飾の例としては、参照配列の一つ以上のヌクレオチドまたはアミノ酸の置
換（例えば１～３、３～５、５～１０、１０～１５、１５～２０、２０～２５、２５～３
０、３０～４０、４０～５０、５０～１００、またはさらに多くのヌクレオチドまたは残
基）、例えばアルギニンでリジン残基を置換（例えば、ＲＨＭ４－１、ＲＨＭ１５－１、
ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、ＲＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－
６のいずれかにおけるリジンを一又は複数のアルギニンで置換）、付加（例えば挿入また
は１～３、３～５、５～１０、１０～１５、１５～２０、２０～２５、２５～３０、３０
～４０、４０～５０、５０～１００、またはさらに多くのヌクレオチドまたは残基）、お
よび欠失（例えば部分配列または断片）を含む。具体的な実施形態では、改変された配列
又は多様型の配列は、改変されていない配列の機能又は活性を少なくとも部分的に保持す
る。このような改変形及び多様体は、例えば以下に記載するような標準配列の機能又は活
性よりも少ない、同じ又は超える機能又は活性を有し得るが、少なくとも標準配列の機能
又は活性を部分的に保持する。
【００７４】
　多様体は、一の又は複数の非保存的又は保存的アミノ酸配列の差異若しくは改変、又は
、その両方を有することができる。“保存的置換（ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ　ｓｕｂｓ
ｔｉｔｕｔｉｏｎ）”とは、生物学的に、化学的に又は構造的に同様な残基によって、一
つのアミノ酸を置換することである。“生物学的に同様な”とは、置換によって生物学的
活性が失われないことを意味する。“構造的に同様な”とは、アミノ酸が同様な長さの側
鎖を有することを意味し、例えば、アラニン、グリシン及びセリン又は同様なサイズを有
する。化学的に同様であるとは、残基が同じ電荷を有する、又は、共に親水性又は疎水性
を有することを意味する。具体的な例としては、例えば、イソロイシン、バリン、ロイシ
ン又はメチオニンのような一の疎水性残基による置換、又は、リシンのアルギニンによる
置換（例えば、ＲＨＭ１５－１、ＲＨＭ１５－２、ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５、Ｒ
ＨＭ１５－４、及びＲＨＭ１５－６）、アスパラギン酸のグルタミン酸による置換、アス
パラギンのグルタミンによる置換のような一の極性残基による置換、又は、スレオニンの
セリンによる置換等が含まれる。保存的置換の具体的な例としては、例えば、イソロイシ
ン、バリン、ロイシン又はメチオニンのような一の疎水性残基による置換、又は、リシン
のアルギニンによる置換、アスパラギン酸のグルタミン酸による置換、アスパラギンのグ
ルタミンによる置換のような一の極性残基による置換等が含まれる。例えば、保存的アミ
ノ酸置換は、典型的には、次に列挙するようなグループ内での置換を含む：グリシン、ア
ラニン；バリン、イソロイシン、ロイシン；アスパラギン酸、グルタミン酸；アスパラギ
ン、グルタミン；セリン、スレオニン；リシン、アルギニン；及び、フェニルアラニン、
チロシン。“保存的置換”はまた、非置換型の親アミノ酸に代えて、置換型アミノ酸を使
用することを含む。
【００７５】
　このように、本発明は、一の又は複数の生物学的活性（例えば、血液凝固における機能
等）を保持する遺伝子及びタンパク質多様体（例えば、以下に記載するようなポリヌクレ
オチドエンコーディングタンパク質の多様体）を含む。このようなタンパク質又はポリペ
プチドの多様体は、タンパク質又はポリペプチドが変更された又は付加された特性を有す
るようにＤＮＡ組み換え技術を使用して改変された又は改変されてもよいタンパク質又は
ポリペプチドを含み、例えば、血漿中における強化されたタンパク質安定性、又は、強化
されたタンパク質活性を付与する多様体が含まれる。多様体は、天然型ポリヌクレオチド
、タンパク質又はペプチドのような標準配列とは、異なっていてもよい。
【００７６】
　ヌクレオチド配列レベルでは、天然型及び非天然型多様体遺伝子は、典型的には、標準
配列と、少なくとも約５０％、より典型的には約７０％、更に典型的には約８０％一致（
９０％又はそれを超える一致）する。アミノ酸配列レベルでは、天然型及び非天然型多様
体タンパク質は、典型的には、標準タンパク質と、少なくとも約７０％、より典型的には
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約８０％、更に典型的には約９０％又はそれを超える一致率を有するが、非保存的領域で
は、大部分が一致しない領域であっても許容される（例えば、６０％、５０％又は４０％
未満といった、７０％未満の一致率）。別の実施形態では、標準配列に対して、少なくと
も６０％、７０％、７５％又はそれを超える一致率（例えば、８０％、８５％、９０％、
９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又はそれを超える一致率）を有する。ポリヌク
レオチド、タンパク質又はポリペプチド内におけるヌクレオチド及びアミノ酸の変化の導
入プロセスは、当業者に周知である（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２００７年）
参照）。
【００７７】
　“同一（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）”、“相同性（ｈｏｍｏｌｏｇｙ）”及びその同意語は、
”整列された（ａｌｉｇｎｅｄ）”配列の場合に、２つ又は２つを超える対象エンティテ
ィ（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄ　ｅｎｔｉｔｉｅｓ）が同じであることを意味する。一例とし
て、２つのポリペプチドが同一であるという場合、少なくとも標準領域又はタンパク質内
において、同じアミノ酸配列を有する。２つのポリヌクレオチドが同一であるという場合
、少なくとも標準領域又はタンパク質内において、同じポリヌクレオチド配列を有する。
同一性が、配列の規定されたエリア（領域又はドメイン）を超えて存在してもよい。同一
な“エリア（ａｒｅａ）”又は“領域（ｒｅｇｉｏｎ）”とは、同一の２つ又は２つを超
える対象エンティティの一部分を指す。したがって、２つのタンパク質配列又は核酸配列
が、一の又は複数の配列エリア又は領域に渡って一致する場合、これらの配列は、その領
域内において同一性を有する。“整列された（ａｌｉｇｎｅｄ）”配列とは、多くの場合
、標準配列と比較して欠けている又は余分な塩基又はアミノ酸（ギャップ）の修正を含む
複数のポリヌクレオチド又はタンパク質（アミノ酸）の配列を指す。
【００７８】
　配列の全長にわたって一致する場合、又は、配列の一部分が一致する場合が存在する。
特定の態様では、パーセント一致率を共有する配列の長さは、２、３、４、５つ又はそれ
を超える連続したポリヌクレオチド又はアミノ酸であり、例えば、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０等の連続したアミノ酸
である。別の特定の態様において、一致する配列の長さは、２０又は２０を超える連続し
たポリヌクレオチド又はアミノ酸であり、例えば、２０、２１、２２、２３、２４、２５
、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５等の連続したアミノ酸
である。更なる別の特定の態様において、一致する配列の長さは、３５又は３５を超える
連続したポリヌクレオチド又はアミノ酸であり、例えば、３５、３６、３７、３８、３９
、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４５、４７、４８、４９、５０等の連続したア
ミノ酸である。更なる別の特定の態様において、一致する配列の長さは、５０又は５０を
超える連続したポリヌクレオチド又はアミノ酸であり、例えば、５０－５５、５５－６０
、６０－６５、６５－７０、７５－８０、８０－８５、８５－９０、９０－９５、９５－
１００、１００－１１０等の連続したポリヌクレオチド又はアミノ酸である。
【００７９】
　“相同である（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ）”及び“相同性（ｈｏｍｏｌｏｇｙ）”という
言葉は、２つ又は２つを超える対象エンティティが、所定の領域又は部分において少なく
とも部分的に一致していることを意味する。相同である又は一致する“エリア、領域又は
ドメイン”とは、２つの又は２つを超える対象エンティティの一部が相同である又は同一
であることを意味する。したがって、２つの配列が、一の又は複数の配列領域に渡って一
致する場合、これらの配列は、その領域内において同一性を有する。“実質的な相同性（
ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ）”とは、標準分子の又は相同性を有する標
準分子の関係する／対応する領域若しくは部分の、構造又は機能（例えば、生物学的機能
又は活性）の一つ又は複数のうちの少なくとも部分的な構造又は機能を、分子が有する又
は有すると予測されるように、当該分子が構造的又は機能的に保存されることを意味する
。
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【００８０】
　２つの配列の間の一致（相同性）の範囲は、コンピュータプログラム及び数値計算アル
ゴリズムを使用して確かめることができる。このような配列パーセント一致率（相同性）
を計算するアルゴリズムは、通常、比較領域又はエリアにおける配列ギャップ及び不一致
を計算する。例えば、ＢＬＡＳＴ（例えばＢＬＡＳＴ　２．０）の検索アルゴリズム（　
例えばＡｌｔｓｃｈｕｌら、　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２１５：４０３　（１９９
０）参照、ＮＣＢＩにより公的に入手可能）は、以下のような典型的な検索パラメターを
有する：ミスマッチ‐２、ギャップ間隔（ｇａｐ　ｏｐｅｎ）５、ギャップ延長（ｇａｐ
　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）２。ポリペプチド配列の比較には、一般的にＢＬＡＳＴＰアルゴ
リズムを、ＰＡＭ１００、ＰＡＭ　２５０、ＢＬＯＳＵＭ　６２　または　ＢＬＯＳＵＭ
　５０の様なスコアマトリクス（ｓｃｏｒｉｎｇ　ｍａｔｒｉｘ）と組み合わせて用いる
。一致の程度を定量化するのに、ＦＡＳＴＡ（例えば、ＦＡＳＴＡ２及びＦＡＳＴＡ３）
及びＳＳＥＡＲＣＨ配列比較プログラムも使用されている（Ｐｅａｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４（１９８８年）；
Ｐｅａｒｓｏｎ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．１３２：１８５（２０００年）；
及びＳｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１４７：１９５（１９８１年）
）。ドロネー（Ｄｅｌａｕｎａｙ）ベースの位相マッピングを使用して、タンパク質構造
類似性を定量化するプログラムも開発されている（Ｂｏｓｔｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ．、Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．３０４：３２０（２００３年））
。
【００８１】
　ポリヌクレオチドは、例えば、異種ドメインである付加物及び挿入物を含む。付加物（
例えば、異種ドメイン）は、任意の種類の分子の化合物に対する共有結合又は非共有結合
であってもよい。通常、付加物及び挿入物（例えば、異種ドメイン）は、相補的な又は異
なる機能又は活性を付与する。
【００８２】
　付加物及び挿入物としては、標準天然（野生種）配列に通常存在しない一の又は複数の
分子が配列に共有結合しているポリヌクレオチド配列又はタンパク質配列である、キメラ
配列及び融合配列を含む。“融合（ｆｕｓｉｏｎ）”又は“キメラ（ｃｈｉｍｅｒｉｃ）
”という言葉及びその同意語は、分子について使用される場合には、分子の部分又は一部
が、当該分子とは区別される（異種の）異なるエンティティを含むことを意味しており、
当該部分は通常自然な状態では一緒に存在することがない。すなわち、融合又はキメラの
部分は、通常では共存しない部分を含む又は通常では共存しない部分によって構成され、
構造的に区別される。
【００８３】
　「ベクター」という用語は、ポリヌクレオチドの挿入または組み込みによって操作する
ことができるプラスミド、ウイルス（例えばＡＡＶベクター）、コスミドまたは他の輸送
媒体（ｖｅｈｉｃｌｅ）を指す。このようなベクターは、ポリヌクレオチドを細胞内に導
入／移送する、及び、挿入されたポリヌクレオチドを細胞に転写する又は翻訳する遺伝子
操作（すなわち、“クローニングベクター”）のために使用される。ベクター核酸配列は
一般に、細胞内で増殖するための複製起点を少なくとも一つ含み、随意に、異種ポリヌク
レオチド配列、発現制御要素（例えばプロモーター、エンハンサー）、選択マーカー（例
えば抗生物質抵抗性）、ポリアデニン配列のような追加因子を含む。
【００８４】
　ここで用いられるように、組換えＡＡＶベクターの様なウイルスベクターの修飾語とし
ての、ならびに組換えポリヌクレオチドおよびポリペプチドの様な配列の修飾語としての
「組換え」という用語は、組成物（例えば、ＡＡＶ又は配列）が自然界では通常起らない
様式で操作されている（すなわち改変されている）ことを意味する。ＡＡＶベクターの様
な組換えベクターの一例としては、野性型ウイルス（例えばＡＡＶ）のゲノムには通常存
在しないポリヌクレオチドが、ウイルスゲノム内に挿入される場合が挙げられる。例えば
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、組換えポリヌクレオチドの一例としては、タンパク質をコードする異種ポリヌクレオチ
ド（例えば遺伝子）が、ウイルス（例えばＡＡＶ）ゲノム内では通常遺伝子に付随する５
‘、３’および／またはイントロン領域を伴い、または伴わずにベクター内にクローニン
グされる場合が挙げられる。ここでは「組換え」という用語はＡＡＶベクターの様なウイ
ルスベクター、ならびにポリヌクレオチドおよびポリペプチドの様な配列を常に指して用
いられるものではないが、ＡＡＶ、ならびにポリヌクレオチドおよびポリペプチドを含む
配列の組換え型は、たとえ省略されていても明示的に含まれるものとする。
【００８５】
　組換えベクター「ゲノム」（例えばＡＡＶベクターゲノム）は、細胞をｅｘ　ｖｉｖｏ
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで感染（形質導入又は形質転換）させるために
ウイルス（ここでは“粒子”または“ビリオン”とも称される）内にカプシド化又はパッ
ケージされ得る。組み替えＡＡＶベクターゲノムがＡＡＶ粒子内にカプシド化またはパッ
ケージされている場合、その粒子を「ｒＡＡＶ」と称することがある。該ウイルス粒子ま
たはビリオンは、通常、ベクターゲノムをカプシド化またはパッケージするタンパク質を
含む。例として、ウイルスカプシド及びエンベロープタンパク質、またＡＡＶの場合には
ＡＡＶカプシドタンパク質が挙げられる。
【００８６】
　組換えプラスミドについては、ベクター「ゲノム」は、最終的にパッケージ又はカプシ
ド化されてウイルス粒子を形成する組換えプラスミド配列の一部を指す。組換えプラスミ
ドを用いて組換えベクターを構築又は製造した場合、ベクターゲノムは当該組換えプラス
ミドのベクターゲノム配列に対応しない「プラスミド」の部分を含まない。この組換えプ
ラスミドの非ベクターゲノム部分は「プラスミドバックボーン」と呼ばれ、増殖及び組換
えウイルスの生産に必要な、プラスミドのクローニング及び増幅の処理において重要であ
る。ただし、それ自体はウイルス（例えば、ＡＡＶ）粒子内にパッケージ又はカプシド化
されない。
【００８７】
　よって、ベクター「ゲノム」は、ウイルス（例えばＡＡＶ）によってパッケージまたは
カプシド化され、異種ポリヌクレオチド配列を含むベクタープラスミドの一部を指す。組
換えプラスミドの非ベクターゲノム部分は、プラスミドのクローニング及び増幅に重要な
バックボーンを含むが、それ自体はウイルス（例えばＡＡＶ）によってパッケージ又はカ
プシド化されない。
【００８８】
　ウイルスベクターは、ウイルスゲノムを構成する一つ以上の核酸要素に由来するか、ま
たはそれらに基づいて作成される。特定のウイルスベクターには、アデノ随伴ウイルス（
ＡＡＶ）ベクターの様なパルボウイルスベクターが含まれる。
【００８９】
　組換えベクター配列はポリヌクレオチドの挿入又は組み込みによって操作される。ベク
タープラスミドは、通常、細胞内で増殖させるための少なくとも一つの複製開始点、及び
、一又は複数の発現制御要素を含む。
【００９０】
　ＡＡＶベクターを含むベクター配列は、一つ以上の「発現制御要素」を含むことができ
る。典型的には、発現制御要素は、操作可能に結合されたポリヌクレオチドの発現に影響
を与える核酸配列である。ベクター内に存在する以下に記載するようなプロモーター及び
エンハンサーなどの発現制御要素を含めた制御要素は、適切な異種ポリヌクレオチド転写
及び可能な場合には翻訳を行うべく含められる（例えば、プロモーター、エンハンサー、
イントロンのスプライス信号、ｍＲＮＡのインフレーム翻訳を可能にする遺伝子の正しい
リーディングフレーム（ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ）の維持、終止コドン等）。このよ
うな要素は、通常、シス（ｃｉｓ）型で作用するが、トランス（ｔｒａｎｓ）型で作用し
てもよい。
【００９１】
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　発現制御は、転写、翻訳、スプライシング、メッセージ安定性等のレベルで有効とする
ことができる。典型的には、転写を調整する発現制御要素は、転写されたポリヌクレオチ
ド末端である５’付近（すなわち“上流”）に並置される。発現制御要素はまた、転写さ
れた配列（すなわち、“下流”）の末端３’に又は転写物（例えば、イントロン内）内に
位置させることができる。発現制御要素は、転写された配列から一定距離分、又は、長距
離分、（例えば、ポリヌクレオチドから、１００～５００、５００～１０００、２０００
～５０００、５０００～１０、０００又はこれより多いヌクレオチド分）離れて位置させ
ることができる。しかしながら、ＡＡＶベクターのポリヌクレオチドの長さの制限により
、このような発現制御要素は、典型的には、ポリヌクレオチドから、１個から１０００個
のヌクレオチドの範囲内に位置する。
【００９２】
　機能的には、作動可能な様に連結された異種ポリヌクレオチドの発現は、調節因子（例
えばプロモーター）によって少なくとも部分的には制御が可能であり、その結果調節因子
はポリヌクレオチドの転写を調節し、適切な条件下では転写物の翻訳も調節する。発現制
御要素の具体的な一例として、典型的には、転写される配列の５’に位置するプロモータ
が挙げられる。発現制御要素の別の例としては、エンハンサが挙げられ、これは、転写さ
れる配列の５’、３’に位置する又は転写される配列内に位置してもよい。
【００９３】
　ここで用いられる「プロモーター」という用語は、組換え産物をコードするポリヌクレ
オチド配列の近傍に位置するＤＮＡ配列を指す場合がある。プロモーターは、通常、例え
ば異種ポリヌクレオチドの様な近傍の配列と作動可能な様に連結されている。プロモータ
ーは、通常、異種ポリヌクレオチドから発現される量を、プロモーターが存在しない場合
に発現される量と比べて増加させる。
【００９４】
　ここで用いられる「エンハンサー」という用語は、異種ポリヌクレオチドの近傍に位置
する配列を指す場合がある。エンハンサーは、通常、プロモーターの上流に位置するが、
ＤＮＡ配列（例えば異種ポリヌクレオチド）の下流またはその内部にも位置することがで
き、機能する。従って、エンハンサーは異種ポリヌクレオチドの１００塩基対、２００塩
基対、３００塩基対、またはさらに上流または下流に位置し得る。エンハンサーは、通常
、異種ポリヌクレオチドの発現を、プロモーター配列によって増加された発現量以上に増
加させる。
【００９５】
　発現制御要素（例えばプロモーター）は、特定のタイプの組織または細胞で活性な因子
を含み、ここでは「組織特異的発現制御要素／プロモーター」と称する。組織特異的発現
制御要素は通常、特定の細胞または組織（例えば肝臓、脳、中枢神経系、脊髄、眼、網膜
、骨、筋肉、肺、すい臓、心臓、腎臓の細胞等）で活性である。発現制御要素は、特定の
種類の細胞、組織又は臓器に固有の転写活性化タンパク質又はその他の転写制御因子によ
って認識されるので、通常は、このような細胞、組織又は臓器内で活性を有する。
【００９６】
　例えば、骨格筋内での発現を所望する場合には、筋肉で活性なプロモーターを使用する
ことができる。このようなプロモーターとしては、骨格α‐アクチン、ミオシン軽鎖２Ａ
、ジストロフィン、筋クレアチンキナーゼをコードする遺伝子からのプロモーター、及び
、天然に存在するプロモーターよりも高い活性を有する合成筋肉プロモーターが含まれる
（例えば、Ｌｉ，　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　１７：２４１－２４５
（１９９９年）を参照）。組織特異的プロモーターの例として、肝臓についてはアルブミ
ン（Ｍｉｙａｔａｋｅら、Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．，　７１：５１２４－３２　（１９９７）
）、Ｂ型肝炎ウイルスコアプロモーター（Ｓａｎｄｉｇら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　３：
１００２－９　（１９９６））、アルファフェトプロテイン（ＡＦＰ）（Ａｒｂｕｔｈｎ
ｏｔら、Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ．　Ｔｈｅｒ．，　７：１５０３－１４　（１９９６））、
骨についてはオステオカルシン（Ｓｔｅｉｎら、Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　Ｒｅｐ．，　２
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４：１８５－９６　（１９９７））、骨シアロタンパク質（Ｃｈｅｎら、Ｊ．　Ｂｏｎｅ
　Ｍｉｎｅｒ．　Ｒｅｓ．　１１　：６５４－６４　（１９９６））、リンパ球について
はＣＤ２（Ｈａｎｓａｌら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，　１６１：１０６３－８　（１９
９８））、免疫グロブリン重鎖、Ｔ細胞受容体ａ鎖、神経については神経細胞特異的エノ
ラーゼ（ＮＳＥ）プロモーター（Ａｎｄｅｒｓｅｎら、Ｃｅｌｌ．　Ｍｏｌ．　Ｎｅｕｒ
ｏｂｉｏｌ．，　１３：５０３－１５　（１９９３））、ニューロフィラメント軽鎖遺伝
子（Ｐｉｃｃｉｏｌｉら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　
８８：５６１１－５　（１９９１）、神経細胞特異的ｖｇｆ遺伝子（Ｐｉｃｃｉｏｌｉ，
　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｅｕｒｏｎ，　１５：３７３－８４　（１９９５））が特に挙げら
れる。
【００９７】
　また、発現制御要素として、偏在する又は無差別なプロモータ／エンハンサを含み、こ
れらは、数多くの異なる細胞の種類における発現を駆動することができる。そのような因
子は、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）最初期プロモーター／エンハンサー配列、ラウス
肉腫ウイルス（ＲＳＶ）プロモーター／エンハンサー配列、および種々のタイプの哺乳類
細胞で活性な他のウイルスプロモーター／エンハンサー配列、または自然界には存在しな
い合成因子（例えばＢｏｓｈａｒｔら、Ｃｅｌｌ，　４１：５２１－５３０　（１９８５
）参照）、ＳＶ４０プロモーター、ジヒドロ葉酸還元酵素プロモーター、細胞質性βアク
チンプロモーター、およびホスホグリセロールキナーゼ（ＰＧＫ）プロモーターを含むが
、これらに限定されるものではない。
【００９８】
　発現制御要素はまた、制御可能、すなわち信号または刺激によって作動可能な様に連結
された異種ポリヌクレオチドの発現を増加または低下させるような様式で発現させること
もできる。信号又は刺激に応答して、操作可能に結合されたポリヌクレオチドの発現を増
加させる調整可能要素は、“誘導性要素（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　ｅｌｅｍｅｎｔ）”（す
なわち、信号によって誘導される）とも称される。具体的な例としては、これに限定され
ないが、ホルモン（例えば、ステロイド）誘導性プロモータが含まれる。信号又は刺激に
応答して、操作可能に結合されたポリヌクレオチドの発現を減少させる調整可能要素は、
“抑制要素（ｒｅｐｒｅｓｓｉｂｌｅ　ｅｌｅｍｅｎｔ）”とも称される（すなわち、信
号が除去される又は存在しない場合に発現が増加するような態様で、信号が発現を減少さ
せる）。典型的には、このような要素によって増加する又は減少する量は、存在する信号
又は刺激の量に比例し、信号又は刺激の量が大きくなると、発現の増加量及び減少量も大
きくなる。特定の非限定的な例としては、亜鉛誘導性ヒツジ・メタロチオネイン（ＭＴ）
プロモーター、ステロイドホルモン誘導性マウス乳腺腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）プロモー
ター、Ｔ７ポリメラーゼプロモーターシステム（ＷＯ　９８／１００８８）、テトラサイ
クリン抑制性システム（Ｇｏｓｓｅｎら、　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃ
ｉ．　ＵＳＡ，　８９：５５４７－５５５１　（１９９２））、テトラサイクリン誘導性
システム（Ｇｏｓｓｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２６８：１７６６－１７６９　（１９９
５）；　Ｈａｒｖｅｙら、Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｌ．　２：５１
２－５１８　（１９９８）も参照のこと）、ＲＵ４８６誘導性システム（Ｗａｎｇら、Ｎ
ａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　１５：２３９－２４３　（１９９７）　およびＷａｎｇら、
Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　４：４３２－４４１　（１９９７））、およびラパマイシン誘導
性システム（Ｍａｇａｒｉら、Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ．　１００：２８６５－
２８７２　（１９９７）；　Ｒｉｖｅｒａら、Ｎａｔ．　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ．　２：１０
２８－１０３２　（１９９６））が挙げられる。このような背景において有用な可能性の
ある他の制御可能な調節因子は、例えば温度や急性期のような特定の生理的状態によって
制御を受けるものである。
【００９９】
　発現制御要素には、異種ポリヌクレオチドに対する天然の因子も含まれる。天然の調節
因子（例えばプロモーター）は、異種ポリヌクレオチドの発現が天然の発現を模倣するこ
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とが望まれる場合に用いることができる。天然の調節因子は、異種ポリヌクレオチドの発
現を一時的または発生的に、組織特異的に、または特定の転写刺激に反応させて制御する
ときに用いられる可能性がある。イントロン、ポリアデニレーション部位またはコザック
コンセンサス（共通）配列のような他の天然の調節因子も用いられる可能性がある。
【０１００】
　本明細書で使用されている“操作可能な結合（ｏｐｅｒａｂｌｅ　ｌｉｎｋａｇｅ）”
又は“操作可能（ｏｐｅｒａｂｌｙ　ｌｉｎｋｅｄ）に結合されている”という言葉は、
構成要素が意図された態様で機能可能となるように表記された構成要素の物理的又は機能
的な並置（ｊｕｘｔａｐｏｓｉｔｉｏｎ）を指す。ポリヌクレオチドとの操作可能な結合
における発現制御の例では、制御要素が、核酸の発現を調整するような関係となっている
。具体的には、例えば、操作可能に連結された２つのＤＮＡ配列とは、２つのＤＮＡが、
２つのＤＮＡ配列のうちの少なくとも一方が、他方の配列に生理学的作用を及ぼすことが
できるような関係に配置されている（シス又はトランス）ことを意味する。
【０１０１】
　ＡＡＶベクターを含むベクターは、一の又は複数の“発現制御要素”を含むことができ
る。以下に限定されないが、これらの要素としては、ＡＡＶ　ＩＴＲ配列、プロモータ／
エンハンサ要素、転写終結信号、ポリヌクレオチド配列に隣接する５’又は３’未翻訳領
域（例えば、ポリアデニル化配列）、又は、イントロンＩの全体又は一部が、含まれる。
このような要素はまた、必要に応じて、転写終結信号を含む。転写終結信号の非制限的な
具体例として、ＳＶ４０転写終結信号が挙げられる。
【０１０２】
　ここで開示されるように、ＡＡＶベクターには通常、約４ｋｂから約５．２ｋｂまたは
これより若干大きい、定義されたサイズ範囲のＤＮＡを挿入することが可能である。従っ
て、短い配列に対しては、ウイルス粒子にパッケージされるＡＡＶベクターとして許容さ
れる、ウイルスゲノム配列の通常のサイズ又はその近傍の長さに調節するために、スタッ
ファーまたはフィラーを挿入断片に含める。種々の実施形態では、フィラー／スタッファ
ー核酸配列は、核酸の非翻訳（タンパクをコードしない）断片（ｓｅｇｍｅｎｔ）である
。ＡＡＶベクターの特定の実施形態では、異種ポリヌクレオチド配列は、その長さが４．
７Ｋｂ未満であり、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列は、異種ポリヌク
レオチド配列と合わせた（例えばベクター内に挿入された）時の全長が約３．０～５．５
Ｋｂ、または４．０～５．０ｋｂ、または４．３～４．８ｋｂである。
【０１０３】
　イントロンもまたＡＡＶベクターをウイルス粒子にパッケージされる長さに達成させる
ための、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列として機能することができる
。フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列として機能するイントロンおよびイ
ントロン断片（例えばＦＩＸのイントロンＩの一部）もまた、発現を向上させることがで
きる。例えば、イントロンを含めることで、イントロンが不在の場合に比べて発現を向上
させる可能性がある（Ｋｕｒａｃｈｉら、１９９５、上記参照）。
【０１０４】
　イントロンの使用法は、ＦＩＸのイントロンＩ配列の含有に限定されるものではなく、
他のイントロンも含み、そのようなイントロンは同じ遺伝子（例えば異種ポリヌクレオチ
ドがＦＩＸをコードする場合にイントロンがＦＩＸのゲノム配列内に存在するイントロン
に由来する）、またはまったく異なる遺伝子または別のＤＮＡ配列に関連するものであっ
てもよい。従って、本発明においては、同族（関連した）遺伝子（異種ポリヌクレオチド
配列がゲノム配列によってコードされるタンパク質と同じタンパク質の全体または一部を
コードする）、および非同族（関連しない）遺伝子（異種ポリヌクレオチド配列がゲノム
配列によってコードされるタンパク質とは異なるタンパク質をコードする）に由来するゲ
ノム配列内に存在するイントロンの様な、核酸内の他の非翻訳（タンパク質をコードしな
い）領域も、フィラーまたはスタッファーポリヌクレオチド配列として機能する。
【０１０５】
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　本明細書で使用されている“イントロンＩの一部”という言葉は、イントロンＩの一部
が存在しない場合のＦＩＸ発現と比較して、プラスミド又はウィルスベクターテンプレー
トにおいて、１．５倍又は１．５倍を超えてＦＩＸの発現を強化する領域である、約０．
１ｋｂから約１．７ｋｂの長さヌクレオチドを有するイントロンＩの領域を意味する。よ
り具体的には、イントロンＩの１．３ｋｂの部分である。
【０１０６】
　ここで使われる「オリゴヌクレオチド」という用語は、二以上の、通常は四以上のリボ
核酸またはデオキシリボ核酸から構成される核酸分子として定義される配列、プライマー
およびプローブを指す。オリゴヌクレオチドの正確なサイズは、種々の要因、オリゴヌク
レオチドの具体的な用途および使用法に依存するが、通常、オリゴヌクレオチドは約５～
５０ヌクレオチドの長さを有する。
【０１０７】
　ここで使われる「プライマー」という用語は、一本鎖または二本鎖の、生物学的システ
ムに由来するか、制限酵素消化により生成されるか、または合成的に作成され、適切な環
境下においてテンプレート（鋳型）依存的核酸合成の開始剤として機能することができる
ＤＮＡオリゴヌクレオチドを指す。適切な核酸テンプレート、核酸の適切なヌクレオシド
三リン酸前駆体、ポリメラーゼ酵素、適切な補因子、および適切な温度およびｐＨの様な
適切な環境条件の下では、ポリメラーゼの作用または類似の活性によってプライマーの３
‘にヌクレオチドが添加されてプライマーが伸長され、プライマー伸長産物が得られる可
能性がある。プライマーの長さは、特定の環境条件および応用要件に依存して変化してよ
い。例えば、診断的応用においては、オリゴヌクレオチドプライマーの長さは通常、１５
～３０ヌクレオチドまたはこれを超える。所望の伸長産物の合成を始動する、すなわち、
ポリメラーゼまたは類似の酵素による合成の開始に供するために、適切に並置されたプラ
イマーの３’水酸基を与えるに十分な様態で所望のテンプレート鎖とアニールするために
は、プライマーは、所望のテンプレートに対して十分な相補性を有しなければならない。
プライマー配列が、所望のテンプレ－トと完全な相補性を有する必要はない。例えば、非
相補的ヌクレオチド配列が、他の領域は相補的なプライマーの５‘末端に連結されていて
よい。または、プライマー配列が所望のテンプレートの配列と、伸長産物の合成のための
テンプレート－プライマー複合体を機能的に提供するに十分な相補性を有する限り、非相
補的塩基がオリゴヌクレオチドプライマー配列内に散在してよい。
【０１０８】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、米国特許第４，６８３，１９５号、４，８００，
１９５号および４，９６５，１８８号に記載されている。
【０１０９】
　「特異的にハイブリッド形成する」という表現は、通常当技術分野で用いられるあらか
じめ規定された条件下で、十分な相補性を有する二本の一本鎖核酸分子が会合することを
意味する（時には「十分に相補的」とも表現される）。特に、この用語は、十分に相補的
な配列を有する二つのポリヌクレオチド配列のハイブリッド形成を意味し、非相補的な一
本鎖核酸配列へのハイブリッド形成は実質的に除外される。
【０１１０】
　「選択マーカー遺伝子」は、発現されると、形質転換細胞に抗生物質（例えばカナマイ
シン）耐性の様な選択可能な表現型を付与する遺伝子を意味する。「レポーター」遺伝子
は、検出可能な信号を提供する遺伝子である。レポーター遺伝子の非限定的な例としては
、ルシフェラーゼ遺伝子がある。
【０１１１】
　改変された形態を含むポリヌクレオチド及びポリペプチドは、細胞発現又はインビトロ
翻訳及び化学合成技術を介した様々な標準的な複製、組み換えＤＮＡ技術を使用して生成
することができる。ポリヌクレオチドの純度は、シーケンシング、ゲル電気泳動等により
決定可能である。例えば、核酸は、ハイブリダイゼーション（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏ
ｎ）又はコンピュータベースのデータベーススクリーニング技術を使用して単離すること
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ができる。このような技術は、以下に限定されないが、次のようなものが含まれる。（１
）プローブを使用して同種のヌクレオチド配列を検出するゲノムＤＮＡ又はｃＤＮＡライ
ブラリのハイブリダイゼーション；（２）例えば、発現ライブラリを使用して共通の構造
的特徴を有するポリヌクレオチドを検出する抗体スクリーニング；（３）対象の核酸配列
のアニーリングを行うことが可能なプライマーを使用したゲノムＤＮＡ又はｃＤＭＡに対
するポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）；（４）関連する配列の配列データベースのコンピ
ュータによる検索；及び（５）サブトラクトされた核酸ライブラリの差異スクリーニング
。
【０１１２】
　ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、それらの修飾型を含めて、例えば自動合成装
置（例えばＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，　ＣＡ
を参照）の様な熟練技術者には既知の方法を用いた化学的合成によって生産することがで
きる。ペプチドは、化学的手法を用いて全体または部分的に合成することができる（例え
ばＣａｒｕｔｈｅｒｓ　（１９８０）．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　Ｓｙｍ
ｐ．　Ｓｅｒ．２１５；　Ｈｏｒｎ　（１９８０）；　およびＢａｎｇａ，　Ａ．Ｋ．，
Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，　Ｆｏｒｍｕ
ｌａｔｉｏｎ，　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ａｎｄ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（
１９９５）　Ｔｅｃｈｎｏｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｌａｎｃａｓｔｅ
ｒ，　ＰＡを参照）。ペプチドの合成は、様々な固相法（例えば、Ｒｏｂｅｒｇｅ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２６９：２０２（１９９５年）；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｅｎｚｙｍｏｌ．２８９：３（１９９７年）参照）を用いて行うことができ、また、製造
者の指示に従って、例えば、ＡＢＩ　４３１Ａ　ペプチド合成装置（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌ
ｍｅｒ）を使用して、自動化合成を実現してもよい。
【０１１３】
　組成物の修飾語として使用される“単離（ｉｓｏｌａｔｅｄ）”という言葉は、組成物
が人の手によって生成されている、又は、生体内環境で自然に発生するものとは、完全に
又は部分的に別のものであることを意味する。一般的に、単離組成物は、自然の状態にお
いて、例えば、一の又は複数のタンパク質、核酸、脂質、炭水化物、細胞膜に関連付けら
れている一の又は複数の材料を実質的に含まない。「単離された」という用語は、人の手
によって作出された、例えば組換えベクター（例えばＡＡＶ）配列、またはベクターゲノ
ムをパッケージまたはカプシド化するウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター
又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連
ＡＡＶベクター）と医薬製剤との混合物を除外するものではない。また、「単離された」
という用語は、ハイブリッド／キメラ、マルチマー／オリゴマー、修飾（例えばリン酸化
、糖鎖付加または脂質付加）、または誘導体の様な組成物の別の物理的形態、または人の
手によって作出された宿主細胞で発現される形態を除外するものではない。
【０１１４】
　本発明の方法と使用法は、異種ポリヌクレオチド（導入遺伝子）を分裂細胞および非分
裂細胞の両者を含む広範囲の宿主細胞に送達する（形質導入する）手段を提供する。本発
明の組換えベクター（例えばＡＡＶ）配列、プラスミド、ベクターゲノム、組換えウイル
ス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などの
ＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶ）、方法、使用、医薬製剤は、タンパク質、ペ
プチドまたは核酸を治療手段としてそれを必要とする被験体に投与する方法としても有用
である。その結果として、タンパク質、ペプチドまたは核酸が被験体の体内で生成され得
る。被験体は、該タンパク質、ペプチドまたは核酸が欠乏しているか、または被験体内で
の該タンパク質、ペプチドまたは核酸の生成が治療方法またはその他の方法として治療効
果があるため、該タンパク質、ペプチドまたは核酸により恩恵を受けるか、またはこれら
を必要としている可能性がある。または、例えば神経変性疾患、癌またはアテローム性動
脈硬化症の治療の様に、治療効果を得るためには、疾患経過に関与する標的遺伝子の発現
または生成を阻害または低減することが望ましい場合もある。
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【０１１５】
　一般に、組換えベクター（例えばＡＡＶ）配列、プラスミド、ベクターゲノム、組換え
ウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）
などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶ）、方法および使用法は、不十分なまた
は望ましくない遺伝子の発現に関係する任意の疾患に関わる一つ以上の症状を治療または
緩和するために、生物学的効果を有する任意の異種ポリヌクレオチドを送達するために使
用され得る。組換えベクター（例えばＡＡＶ）配列、プラスミド、ベクターゲノム、組換
えウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１
）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶ）、方法及び使用法は、種々の病態に
対する治療法を提供するのに用いてもよい。
【０１１６】
　欠陥遺伝子が既知でクローニングされている遺伝疾患は、多数存在する。一般的には、
上記の疾患状態は、二つのクラスに分類される。一つは、通常は酵素の欠乏状態であり、
は一般的に劣性遺伝する欠乏状態であり、もう一つは、優性遺伝され、少なくとも一部が
調節タンパク質又は構造タンパク質が関係するアンバランス状態である。欠損状態の疾患
では、遺伝子導入は、補充療法として罹患組織に正常遺伝子を運ぶため、ならびにアンチ
センス突然変異を用いて疾患の動物モデルを作出するために用いることができる。不均衡
状態の疾患では、遺伝子導入は、モデルシステムで病態を作出するために用いることがで
き、該モデルシステムはその病態を解消する取り組みに利用することができる。よって、
組換えベクター（例えばＡＡＶ）配列、プラスミド、ベクターゲノム、組換えウイルス粒
子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）な
どのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクター）、方法及び使用法は、遺伝的疾
患の治療を可能にする。ここで用いられる様に、病態は、その疾患の原因となる、または
悪化させる欠損または不均衡を部分的または完全に改善することによって治療される。核
酸配列の部位特異的組み込みを、突然変異を起こすため、または欠陥を矯正するために使
用することも可能である。
【０１１７】
　病態の実例としては、嚢胞性線維症（および肺の他の病気）、血友病Ａ、血友病Ｂ、地
中海貧血、貧血症および他の血液障害、ＡＩＤ、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハ
ンチントン病、筋萎縮性側索硬化症、てんかんおよび他の神経障害、癌、（真性）糖尿病
、筋ジストロフィー（例えばデュシェンヌ（Ｄｕｃｈｅｎｎｅ）型、ベッカー（Ｂｅｃｋ
ｅｒ）型），ゴーシェ病（Ｇａｕｃｈｅｒ’ａｐｏｓ；ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ）、ハーラー
病（Ｈｕｒｌｅｒａｐｏｓ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ）、アデノシン・デアミナーゼ欠損症
、グリコーゲン蓄積症および他の代謝障害、ポンペ病、鬱血性心不全、網膜変性疾患（先
天性脈絡膜欠如、レーバー先天性黒内障および眼の他の疾患）、および固形臓器（脳、肝
臓、腎臓、心臓）の疾患等を含むが、これらに限定されるものではない。
【０１１８】
　本発明において、治療方法と使用法が提供されており、それらには本発明の組換えベク
ター（例えばＡＡＶ）ベクターゲノム、組換えウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４
ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体な
どの関連ＡＡＶベクター）、およびベクターゲノムを含む本発明のウイルス粒子（例えば
、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７
４変異体などの関連ＡＡＶ）が含まれる。本発明の方法及び使用法は、例えば、遺伝子付
加又は置換による、タンパク質をコードする遺伝子の導入、又は、遺伝子の発現又は機能
を増大させる又は刺激することによる治療の影響を受けやすい疾患に広く適用可能である
。本発明の方法と使用法はまた、例えば遺伝子ノックアウトまたは遺伝子発現の低減（遺
伝子ノックダウン）など、遺伝子の発現または機能を低減または減少させることによって
治療可能な疾患に広範に応用可能である。
【０１１９】
　本発明によって治療可能な疾患の非限定的な特定の例としては、ここに示したもの、な
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らびに肺疾患（例えば嚢胞性線維症）、血液凝固疾患または出血性疾患（例えば阻害剤の
有無に関わらず血友病Ａ、血友病Ｂ）、地中海貧血、血液障害（例えば貧血症）、アルツ
ハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、てんか
ん、リソソーム蓄積症、銅または鉄の蓄積症（例えばウィルソン病またはメンケス病）、
リソソーム酸リパーゼ欠損症、神経障害または神経変性疾患、癌、　１型または２型糖尿
病、ゴーシェ病（Ｇａｕｃｈｅｒ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ）、ハーラー病（Ｈｕｒｌｅｒ’
ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ）　、アデノシン・デアミナーゼ欠損症、代謝障害（例えばグリコー
ゲン蓄積症）、網膜変性疾患（例えばＲＰＥ６５欠損症または不全、先天性脈絡膜欠如や
他の眼の疾患）および固形臓器（脳、肝臓、腎臓、心臓）の疾患等を含むが、これらに限
定されるものではない。
【０１２０】
　更に、本発明の組換えベクター（例えばＡＡＶ）ベクターゲノム、組換えウイルス粒子
（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）など
のＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクター）、方法および使用法は、癌、感染
病、および関節リウマチの様な自己免疫疾患に関連する症状を治療または緩和するために
有益な生物学的効果を提供するモノクローナル抗体またはその断片をコードする核酸を送
達するために利用され得る。
【０１２１】
　一実施形態において、本発明の方法又は使用法は、（ａ）ベクターゲノムを含むウイル
ス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨ
Ｍ４－１）などの関連ＡＡＶ）を提供する段階であって、前記ベクターゲノムは異種ポリ
ヌクレオチド配列（及び任意にフィラー／スタッファーポリヌクレオチド配列）を含み、
前記異種ポリヌクレオチドの配列は、当該ポリヌクレオチド配列の転写を付与する発現制
御要素に操作可能に結合されている、前記ウイルス粒子を提供する段階と、（ｂ）前記異
種ポリペプチドを前記哺乳動物内で発現させるべく、前記哺乳動物に前記ウイルス粒子を
所定量投与する段階と、を備える。
【０１２２】
　別の実施形態では、本発明の方法または使用法は、異種ポリヌクレオチド配列を哺乳動
物または哺乳動物の細胞内に送達または移入することを含み、これは、異種ポリヌクレオ
チド配列（及び任意にフィラー／スタッファーポリヌクレオチド配列）を含むベクターゲ
ノムを含んでなるウイルス（例えばＡＡＶ）粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシ
ド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶ）ま
たは複数のウイルス（例えばＡＡＶ）粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド変異
体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶ）を哺乳動
物または哺乳動物の細胞に投与し、以て異種ポリヌクレオチド配列を哺乳動物または哺乳
動物の細胞内に送達または移入することによる。
【０１２３】
　さらに別の実施形態では、タンパク質の発現または機能を必要とする欠損哺乳動物を治
療するための本発明の方法または使用法は、異種ポリヌクレオチド配列（及び任意にフィ
ラー／スタッファーポリヌクレオチド配列）を含むベクターゲノムを含んでなるウイルス
（例えばＡＡＶ）粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ
４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶ）または複数のウイルス（例え
ばＡＡＶ）粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１
）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶ）を提供する段階と、前記ウイルス粒
子又は前記複数のウイルス粒子を哺乳動物または哺乳動物の細胞内に送達または移入する
段階を含み、ここで異種ポリヌクレオチド配列は哺乳動物内で発現されるタンパク質をコ
ードするか、または異種ポリヌクレオチド配列は哺乳動物の内因性タンパク質の発現を低
下させる抑制性配列またはタンパク質をコードする。
【０１２４】
　本明細書に開示された本発明の方法及び使用法の特定の様態において、異種ポリヌクレ
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オチドの発現は、哺乳動物（例えばヒト）に治療的効果を与えるタンパク質または抑制性
核酸をコードする。さらに特定の態様では、フィラー／スタッファーポリヌクレオチド配
列はベクター配列に含まれ、異種ポリヌクレオチド配列と合わせた全体の長さは、約３．
０～５．５Ｋｂ、または約４．０～５．０Ｋｂ、または約４．３～４．８Ｋｂである。
【０１２５】
　本発明の方法および使用法は、いかなる治療的または有益な効果を及ぼす治療方法をも
含む。種々の本発明の方法および使用法にはさらに、例えば血液凝固時間の短縮、補充血
液凝固因子の投与用量の低減等、疾患に起因するかこれに関連する一つ以上の有害な（例
えば身体的な）症状、障害、不健康状態、疾病または合併症を阻害、低減または軽減する
ことを含む。
【０１２６】
　したがって、治療の治療学的又は有益な効果は、任意の客観的若しくは主観的測定可能
な値である、又は、特定の対象に与えられる検出可能な改善若しくは利益である。治療的
又は有益な効果とは、有害な症状、障害、疾患又は病気の合併症の全て又は特定のものを
必ずしも完全に取り除くことを意味しないが、完全に取り除くことが可能な場合もある。
したがって、満足できる臨床的終点とは、疾患によって又は疾患に関連して引き起こされ
る一の若しくは複数の有害な症状、障害、病気、疾患若しくは合併症における漸進的な改
善若しくは部分的な減少が見られた時、又は、短期間に又は長期間にわたって（数時間、
数日、数週間、数か月等）疾患によって又は疾患に関連して引き起こされる一の若しくは
複数の有害な症状、障害、病気、疾患若しくは合併症における悪化又は進行が、阻害、低
減、減少、抑制、防止、制限又は制御された時に、達成される。
【０１２７】
　本発明のベクターゲノム、ベクターゲノムを含む組換えウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ
－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７
４変異体などの関連ＡＡＶベクター）などの組成物、および方法および使用法は、これら
を必要とする被験体に十分量または有効量投与することができる。“有効量（ｅｆｆｅｃ
ｔｉｖｅ　ａｍｏｕｎｔ）”又は“十分な量（ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ　ａｍｏｕｎｔ）”
とは、一回の投与又は複数回の投与において、単独、又は、一の又は複数のその他の組成
物（薬物のような治療剤）、処置、プロトコル若しくは治療レジメン（ｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃ　ｒｅｇｉｍｅｎ）剤と組み合わせて、任意の期間（長期又は短期）検出可能な反
応が得られる、又は、期待される若しくは所望の結果若しくは利益が対象物に測定可能な
若しくは検出可能な期間（例えば、数分、数時間、数日、数か月、数年又は治癒）与えら
れる量を指す。
【０１２８】
　治療的効果を発揮するベクターゲノムまたはウイルス粒子（例えばＡＡＶ、例えば、Ａ
ＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒ
ｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクター）の用量、例えば体重１キログラム当たりのベク
ターゲノム量（ｖｇ／ｋｇ）で表した用量は、投薬経路、治療的効果の発揮に要する異種
ポリヌクレオチドの発現レベル、具体的な治療対象の疾患、ウイルスベクターに対する宿
主免疫反応、異種ポリヌクレオチドまたは発現産物（タンパク質）に対する宿主免疫反応
、および発現されタンパク質の安定等のいくつかの要因に基づき変化するが、要因はこれ
らに限られるものではない。当業者は、上述の諸要因および他の要因に基づき、特定の疾
患または障害を有する患者を治療するためのビリオンの用量範囲を容易に決定できる。一
般的に、治療効果を得られる投与量は、少なくとも、１×１０8ベクターゲノム／対象物
の体重の１ｋｇあたり（ｖｇ／ｋｇ）又はこれを超える範囲であり、例えば、１×１０9

、１×１０10、１×１０11、１×１０12、１×１０13、１×１０14又はこれを超える範囲
である。
【０１２９】
　一例として血友病を取り上げると、一般的に、治療効果を得るべく、疾患の表現型が重
症から中程度へと変化させるのには、血液凝固因子が、健康な人を基準として濃度が１％



(41) JP 2019-116492 A 2019.7.18

10

20

30

40

50

を超える必要がある。表現型が重症であるとは、関節の損傷及び生命を脅かすような出血
を特徴とする。表現型が中程度の疾患を軽度なものへと変えるには、血液凝固因子の濃度
が、健康な人を基準として５％を超える必要がある。血友病に罹患している対象の治療に
関して、典型的な投与量は、少なくとも、当該対象の体重１キログラム当たりのベクター
ゲノム（ｖｇ）を単位として１×１０10（ｖｇ／ｋｇ）である、又は、所望の治療効果を
減るべく、約１×１０10から１×１０11ｖｇ／ｋｇの範囲で対象の体重分、又は、約１×
１０11から１×１０12ｖｇ／ｋｇの範囲で対象の体重分、又は、約１×１０12から１×１
０13ｖｇ／ｋｇの範囲で対象の体重分である。
【０１３０】
　治療（例えば、回復させる、又は、治療的利益を提供する又は改善を提供する）のため
の投与の“有効量（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ａｍｏｕｎｔ）”又は“十分な量（ｓｕｆｆｉ
ｃｉｅｎｔ　ａｍｏｕｎｔ）”とは、一般的に、疾患の有害な症状、結果又は合併症の一
つ、複数若しくは全てに対する、又は、疾患によって引き起こされる若しくは疾患と関連
する一の若しくは複数の有害な症状、病気、病態若しくは合併症に対する、測定可能な程
度の反応を提供するのに有効な量であり、無論、疾患の進行又は悪化を低減する、減少さ
せる、阻害する、抑制する、制限する又は制御できることが望ましい投与結果であると言
える。
【０１３１】
　有効量又は十分な量は、一回の投与で提供されても良いが、必ずしもそうでなく、複数
回の投与が必要な場合もあるし、また、単独で又は別の成分（例えば、作用物質）、処置
、プロトコル又は治療レジメンと組み合わせて投与が行われても良い。例えば、治療すべ
き疾患の対象、種類、ステータス及び重症度又は（存在する場合）治療の副作用の必要性
に比例させて、有効量を増加させても良い。加えて、第２の組成物（例えば、別の薬物又
は作用物質）、処置、プロトコル又は治療レジメンが存在せずに一回の又は複数回の投与
で与えられる場合には、有効量又は十分な量が必ずしも有効である又は十分でなくてもよ
く、これは、所定の対象において有効である及び十分であることを確かめるべく、上記の
投与を超える追加的な投与、量若しくは期間、又は、更なる成分（例えば、薬物又は作用
物質）、処置、プロトコル又は治療レジメンが含まれ得るからである。有効であると考え
られる量としては更に、例えば、凝固障害（例えば、血友病Ａ又はＢ）の治療のための組
換え凝固因子タンパク質の投与などの別の治療、治療レジメン又はプロトコルの使用の減
少をもたらす量が含まれる。
【０１３２】
　有効量又は十分な量は、必ずしも、治療対象の全て及び各々において有効である必要な
く、また、所定のグループ又は集団における治療対象の大半で有効である必要もない。有
効量又は十分な量とは、グループ又は一般集団における有効性又は十分であることを意味
するのではなく、特定の対象（患者）において有効又は十分であることを意味する。この
ような方法においては典型的であるが、所与の治療方法又は使用法に対して、ある対象は
大きな反応を示すが、別の対象は、反応が少ない又は全く反応を示さないといった場合が
ある。したがって、適切な量というのは、治療すべき状態、望まれる治療効果、及び、個
々の対象（例えば、対象の生物学的利用能（ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ）、性別、
年齢等）に依存する。
【０１３３】
　“回復する（ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ）”という言葉は、対象の疾患又はその症状、又は
、根底にある細胞反応における検出可能な又は測定可能な改善を意味する。検出可能な又
は測定可能な改善とは、疾患の発生、頻度、重症度、進行又若しくは期間、又は、疾患と
関連する若しくは疾患によって引き起こされる合併症における主観的又は客観的減少、阻
害、抑制、制限又は制御を含む、又は、疾患の症状若しくは根本的な原因若しくは結果に
おける改善、又は、疾患の回復を含む。
【０１３４】
　したがって、成功した治療の結果は、疾患の発生、頻度、重症度、進行若しくは期間、
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又は、対象における疾患の一の又は複数の有害な症状若しくは根本的な原因若しくは結果
、を減少、低下、阻害、抑制、制限、制御又は予防するという“治療効果”又は“利益”
につながり得る。上記で述べたように、疾患又は有害な症状の一の又は複数の根本的な原
因に影響を与える治療方法及び使用法は、有益であると考えられる。疾患又は疾患の有害
な症状が安定することのように、悪化の減少又は低減も、治療成功の結果であると言える
。
【０１３５】
　このように、治療的利益又は改善とは、必ずしも、疾患の完全な除去、又は、疾患に関
連する有害な症状、合併症、結果又は根本的な原因の一つ、大半又は全てを除去すること
を必要としない。したがって、満足できる臨床的終点とは、対象の疾患における漸進的な
改善、又は、短期間に又は長期間（数時間、数日、数週間、数か月等）にわたる、疾患の
発生、頻度、重症度、進行若しくは期間の部分的な減少、低下、阻害、抑制、制限、制御
若しくは予防若しくは反転（例えば、一の又は複数の症状又は合併症が安定すること）が
見られた時である。潜在的な治療的利益又は疾患の改善をもたらす処置のような、方法又
は使用法の有効性は、様々な方法によって確かめることができる。
【０１３６】
　本発明の方法及び使用法は、望ましい治療的有利な、付加的な、相乗的な又は相補的な
活性又は効果を有する任意の化合物、作用物質、薬物、処置又はその他の治療レジメン又
はプロトコルと組み合わせてもよい。組み合わせされる組成物及び処置の例として、生物
製剤（タンパク質）、作用物質及び薬物のような、第２の活性物質が含まれる。このよう
な生物製剤（タンパク質）、作用物質、薬物、処置及び療法は、その他の方法又は使用法
、又は、例えば、血液凝固疾患の対象を治療する治療的方法のような、本発明の方法及び
使用法の前に、実質的に同時に又は後に、投与することができる又は実行することができ
る。
【０１３７】
　化合物、作用物質、薬物、治療または他の治療計画またはプロトコールは、複合組成物
として、または別々に、例えば本発明のベクターゲノムまたはウイルス（例えば、ＡＡＶ
－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７
４変異体などの関連ＡＡＶベクター）の送達または投与と同時に、連続してまたは順次に
（前または後に）投与することができる。したがって、本発明は、本発明の方法及び使用
法が、本明細書に記載される又は当業者に周知の任意の化合物、作用物質、薬物、治療レ
ジメン、治療プロトコル、プロセス、治療薬又は組成物と組み合わせられた組み合わせを
提供する。化合物、作用物質、薬物、治療計画、治療プロトコール、プロセス、療法、ま
たは組成物は、本発明のベクターゲノムまたはウイルス（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベク
ター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの
関連ＡＡＶベクター）の投与の前に、実質的に同時に、または後に被験体に投与すること
ができる。組み合わせの実施形態の非制限的な具体例としては、上記の又はその他の化合
物、作用物質、薬物、治療レジメン、治療プロトコル、プロセス、治療薬又は組成物を含
む。
【０１３８】
　本発明の方法及び使用法は、とりわけ、別の化合物、作用物質、薬剤、治療レジメン、
治療プロトコル、プロセス又は治療薬の使用又は必要性を低減する結果となる方法及び使
用法を含む。例えば、血液凝固疾患の場合、本発明の方法又は使用法は、所定の対象にお
いて欠乏している又は欠如している（異常又は変異）内因性凝固因子を補うべく行う組み
換え凝固因子タンパク質の投与の回数を減らす又は投与量を減らす又は投与を行わなくて
良くなるといった、治療的利点を有する。したがって、本発明によれば、別の治療又は療
法の必要性又は使用を低減する方法及び使用法が提供される。
【０１３９】
　本発明は、獣医学的適用を含み動物において有用である。従って適切な被験体としては
、ヒトの様な哺乳動物およびヒト以外の哺乳動物が含まれる。“対象（ｓｕｂｊｅｃｔ）
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”という言葉は、典型的には、ヒト、非ヒト霊長類（サル、テナガザル、ゴリラ、チンパ
ンジー、オランウータン、マカク）、家畜（イヌ及びネコ）、家畜（例えば、ニワトリや
アヒル等の家禽、ウマ、ウシ、ヤギ、ヒツジ、ブタ）などの哺乳動物を指し、更に、実験
動物（マウス、ラット、ウサギ、モルモット）を含む動物を指す。ヒト被験体としては、
胎児、新生児、幼児、年少者、および成人を含む。対象は、動物疾患モデルを含み、例え
ば、血液凝固疾患のマウス及びその他の動物モデル、及び、当業者に周知のその他の動物
疾患モデルを含む。
【０１４０】
　ここに記載の通り、ベクターおよび該ベクターを含んでなるウイルス粒子（例えば、Ａ
ＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変
異体などの関連ＡＡＶ）は、タンパク質の量が不十分であるか機能的な遺伝子産物（タン
パク質）が欠損している被験体にタンパク質を提供する、または疾病の原因となり得る異
常な、機能が不完全な、または非機能的な遺伝子産物（タンパク質）を生成する被験体に
抑制性核酸またはタンパク質を提供するために用いることができる。従って、治療に適し
た被験体は、機能的な遺伝子産物（タンパク質）の量が不十分、または欠損している、ま
たは疾病の原因となり得る異常な、機能が不完全な、または非機能的な遺伝子産物（タン
パク質）を産生するか、その危険性を有する被験体である。本発明に係る治療に適した対
象としては、更に、疾患につながる異常な又は欠陥を有する（変異）遺伝子産物（タンパ
ク質）を有する又は生成するリスクを有する対象が含まれ、このような異常な又は欠陥を
有する（変異）遺伝子産物（タンパク質）の量、発現又は機能を低減させることにより、
当該疾患の治療につながる、又は、当該疾患の一の又は複数の症状を軽減し、疾患から回
復させることができる。従って、対象被験体には、疾病のタイプ、発症の時期または程度
、進行、重症度、頻度、症状のタイプ、期間に関わらず、そのような欠損を有する被験体
が含まれる。
【０１４１】
　“予防（Ｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）”という言葉及びその同意語は、対象への接触、投
与又は生体内送達が、疾患より前に行われる方法を意味する。疾患によって又は疾患に関
連して引き起こされる有害な症状、状態、合併症等が発症する前に、対象への投与又は生
体内送達を行うことができる。例えば、本発明の方法及び使用法を適用する候補としての
対象を特定するのに、（例えば、遺伝子の）スクリーニングを行うことができるが、疾患
が顕在していない対象も存在する。従って、その様な被験体には、たとえ疾病の症状を示
していなくても、機能的な遺伝子産物（タンパク質）が不十分な量であること、または欠
損している、疾病の原因となり得る異常な、機能が不完全、または非機能的な遺伝子産物
（タンパク質）を産生する、および疾病の原因となり得る異常または欠陥（突然変異）遺
伝子産物（タンパク質）のスクリーニングにより陽性と発見された被験体が含まれる。
【０１４２】
　本発明の方法及び使用法は、全身的に、局部的に若しくは局所的に又は任意の経路によ
り送達及び投与することを含み、例えば、注射、点滴、経口（例えば、経口摂取又は吸入
）により、又は、局所的に（例えば、経皮的に）送達及び投与することを含む。このよう
な送達及び投与として、静脈内、筋肉内、腹腔内、皮内、皮下、腔内、頭蓋内、経皮（局
所）投与、及び、例えば、粘膜又は直腸を介した非経口投与、投与が含まれる。典型的な
投与及び送達経路としては、静脈内（ｉ．ｖ．）、腹腔内（ｉ．ｐ．）、動脈内、筋肉内
、腸管外、皮下、胸膜内、局所、真皮、皮内、経皮、非経口、例えば、経粘膜、頭蓋内、
髄腔内、経口（消化）、粘膜、呼吸、鼻腔内、気管内挿管、肺内、肺内点滴、口腔、舌下
、血管内、クモ膜下、体腔内、イオン導入、眼内、点眼、光学、腺内、臓器内、リンパ内
が含まれる。
【０１４３】
　処置が予防的措置であるか又は治療であるか、治療対象の疾患の種類、発症、進行、重
症度、頻度、期間又は確率、望ましい臨床的終点、以前に又は同時に行われた治療、対象
の全身の健康状態、年齢、性別、人種又は免疫能力、及び、当業者であれば理解できるそ
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の他の因子に、用量は依存する及び変化する。投与の量、回数、頻度又は期間は、あらゆ
る有害な副作用、合併症、又は、処置若しくは治療のその他のリスク因子及び対象の状態
に応じて、比例的に増加させる又は減少させることができる。当業者であれば、治療的又
は予防的利益を提供するのに十分な量を供給するのに必要となる用量及びタイミングに影
響を与える因子を理解できる。
【０１４４】
　本明細書に開示する本発明の方法及び使用法は、対象が治療対象の疾患を有すると特定
されてから、対象が疾患の一の又は複数の症状を有してから、又は、対象が疾患の一の又
は複数の症状を有さないが以下に記載するようにスクリーニングによって陽性であると判
断されてから１－２、２－４、４－１２、１２－２４又は２４－７２時間以内に実行する
ことができる。無論、本発明の方法及び使用法は、対象が治療対象の疾患を有すると特定
されてから、対象が疾患の一の又は複数の症状を有してから、又は、対象がスクリーニン
グによって陽性であると判断されてから１－７、７－１４、１４－２１、２１－４８日又
は４８日を超えて、数か月又は数年後に実行することもできる。
【０１４５】
　組換えベクター（例えばＡＡＶ、例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異
体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクター）
、配列、プラスミド、ベクターゲノム、組換えウイルス粒子（例えばＡＡＶ、例えば、Ａ
ＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒ
ｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクター）、および他の組成物、作用物質、薬物、生物製
剤（タンパク質）は、医薬組成物、例えば医薬品として許容できる担体または賦形剤に組
み込むことができる。このような医薬組成物は、とりわけ、生体内又は生体外で対象に投
与及び送達するのに有用である。
【０１４６】
　本明細書で使用されている“薬学的に許容される（ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｌｙ
　ａｃｃｅｐｔａｂｌｅ）”及び“生理学的に許容される（ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｌｙ　ａｃｃｅｐｔａｂｌｅ）”という言葉は、生体内送達又は接触において、一の又は
複数の投与経路に適した、生物学的に許容される製剤、気体、液体又は固体又はこれらの
組み合わせを意味する。「医薬品として許容できる」または「生理学的に許容できる」成
分は、生物学的または他の側面で有害でない物質で、例えば著しい望ましくない生物学的
影響を引き起こすことなく被験体に投与され得る物質である。従って、その様な医薬組成
物は、例えばウイルスベクター、ウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４又はカプシド
変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶ）また
は形質転換細胞を被験体に投与する際に用いられ得る。
【０１４７】
　前記組成物は、投薬または生体内での接触または送達に適した溶媒（水性または非水性
）、溶液（水性または非水性）、乳剤（例えば油中水型または水中油型）、懸濁液、シロ
ップ、エリキシル剤、分散媒と懸濁媒、コーティング剤、等張剤、吸収促進剤、または吸
収遅延剤等を含む。水性及び非水性の溶媒、溶液及び懸濁液は、懸濁化剤及び増粘剤を含
んでもよい。このような薬学的に許容されるキャリアとしては、（コーティング又は非コ
ーティング）錠剤、（ハード又はソフト）カプセル、マイクロビーズ、粉末、顆粒及び結
晶が含まれる。補助的な活性化合物（例えば、防腐剤、抗菌剤、抗ウイルス剤及び抗真菌
剤）も組成物に組み込むことができる。
【０１４８】
　以下に記載するように又は当業者に周知のように、医薬組成物は、投与又は送達の特定
の経路に適合するように製剤化することができる。従って、医薬組成物は、種々の経路に
よる投与に適した担体、希釈剤または賦形剤を含む。
【０１４９】
　非経口投与に適した組成物は、活性化合物の水性および非水性の溶液、懸濁液または乳
剤を含み、その調製物は通常無菌であり、対象被験体の血液と等張である場合がある。非
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限定的な具体的な例としては、水、生理食塩水、デキストロース、フルクトース、エタノ
ール、動物油、植物油又は合成油が挙げられる。
【０１５０】
　経粘膜投与又は経皮投与（例えば、局所接触）のために、浸透剤を、医薬組成物中に含
めることができる。浸透剤は、当該分野で公知であり、例えば、経粘膜投与の場合、界面
活性剤、胆汁酸塩及びフシジン酸誘導体が含まれる。経皮投与の場合、活性成分は、当技
術分野において一般に知られているようなエアロゾル、スプレー、軟膏、膏薬、ゲル又は
クリームとして処方することができる。皮膚との接触のために、医薬組成物としては、典
型的には、軟膏、クリーム、ローション、ペースト、ゲル、スプレー、エアロゾル又は油
を含む。使用することができるキャリアとしては、ワセリン、ラノリン、ポリエチレング
リコール、アルコール、経皮促進剤、及び、これらの組合せが挙げられる。
【０１５１】
　共溶媒（ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ）及びアジュバント（ａｄｊｕｖａｎｔｓ）を、製剤に加
えてもよい。共溶媒の非制限的な例は、ヒドロキシル基又は他の極性基を含有し、イソプ
ロピルアルコールなどのアルコール類；プロピレングリコール、ポリエチレングリコール
、ポリプロピレングリコール、グリコールエーテルなどのグリコール類；グリセロール；
ポリオキシエチレンアルコール及びポリオキシエチレン脂肪酸エステルを含有する。アジ
ュバントとしては、例えば、大豆レシチン、オレイン酸などの界面活性剤；トリオレイン
酸ソルビタンなどのソルビタンエステル；及びポリビニルピロリドンが含まれる。
【０１５２】
　本発明のベクターゲノム、ウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はカプ
シド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベ
クター）、および方法と使用法に適した医薬組成物および送達システムは、当技術分野で
は既知である（例えばＲｅｍｉｎｇｔｏｎ：　Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａ
ｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　（２００３）　第２０版，　Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　ＰＡ；　Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　（１９９０）　第１８版，　Ｍａｃｋ　Ｐｕ
ｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　ＰＡ；　Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｉｎｄｅ
ｘ　（１９９６）　第１２版，　Ｍｅｒｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ，　Ｗ
ｈｉｔｅｈｏｕｓｅ，　ＮＪ；　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ
　ｏｆ　Ｓｏｌｉｄ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　（１９９３），　Ｔｅｃｈｎｏｎｉｃ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｉｎｃ．，　Ｌａｎｃａｓｔｅｒ，　Ｐａ．；　Ａ
ｎｓｅｌ　ａｎｄ　Ｓｔｏｋｌｏｓａ，　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃａｌｃｕｌ
ａｔｉｏｎｓ　（２００１）　第１１版，　Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　
＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ，　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，　ＭＤ；　ａｎｄ　Ｐｏｚｎａｎｓｋｙら
，　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　（１９８０），　Ｒ．　Ｌ．　Ｊｕ
ｌｉａｎｏ編、Ｏｘｆｏｒｄ，　Ｎ．Ｙ．，　ｐｐ．　２５３－３１５を参照）。
【０１５３】
　本明細書で使用される“単位投与形態（ｕｎｉｔ　ｄｏｓａｇｅ　ｆｏｒｍ）”という
言葉は、治療される対象のための単位投与量として適した物理的に分離される単位を指す
。各単位は、必要に応じて医薬キャリア（賦形剤、希釈剤、ビークル又は充填剤）も含め
て、一回又は複数回の服用で投与した場合、（例えば、予防効果又は治療効果）所望の効
果を生じるように計算された所定量を含む。単位投与形態は、液体組成物又は凍結乾燥又
は凍結乾燥状態の組成物を含んでもよいアンプル及びバイアルに封入されてもよく、生体
内への投与又は送達の前に、例えば、滅菌液体キャリアを添加することができる。単位投
与形態をそれぞれ、複数用量キット又は容器に収容することができる。組換えベクター（
例えばＡＡＶ）配列、プラスミド、ベクターゲノム、組換えウイルス粒子（例えば、ＡＡ
Ｖ－Ｒｈ７４ベクター又はＡＡＶ－Ｒｈ７４カプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）な
どの関連ＡＡＶベクター）、およびこれらの医薬組成物は、投与の簡便性と用量の均一性
のために単一または複数の単位投与量形態でパッケージされ得る。
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【０１５４】
　本発明は、一の又は複数のコンポーネント及び当該コンポーネントが封入されるパッケ
ージ材を含むキットを提供する。キットは、典型的には、コンポーネントを、インビトロ
、生体内又は生体外で使用するための使用説明書又はコンポーネントの説明書を含むラベ
ル又はパッケージ挿入物を含む。キットは、例えばベクター（例えばＡＡＶ）ゲノムまた
はウイルス粒子（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨ
Ｍ４－１）などのＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクター）、および随意で別
の化合物、作用物質、薬物または組成物等の第二の活性物の様な一群の構成要素を含む場
合がある。
【０１５５】
　キットは、キットの一つ以上の構成要素を収納する物理的構造物を指す。パッケージ材
料は、構成要素を無菌状態に保つことができ、その様な目的に一般的に用いられる素材（
例えば、紙、段ボール、ガラス、プラスチック、アルミホイル、アンプル、バイアル、チ
ューブ等）から成る。
【０１５６】
　ラベル又は挿入物には、一の又は複数のコンポーネントを識別する情報を含めることが
でき、例えば、ドーズ量、作用メカニズムを含む有効成分の臨床薬理学、薬物動態及び薬
力学の情報を含めることができる。ラベル又は挿入物には、製造業者、ロット番号、製造
場所及び日付、有効期限を特定する情報を含めることができる。ラベル又は挿入物には、
製造業者情報、ロット番号、製造場所及び日付を特定する情報を含めることができる。ラ
ベル又は挿入物には、キットのコンポーネントを使用することができる疾患に関する情報
を含めることができる。ラベル又は挿入物には、方法、使用又は治療プロトコル若しくは
治療レジメンにおけるキットのコンポーネントの一つ又は複数を使用する臨床医又は対象
のための使用説明書を含めることができる。使用説明書には、投与量、頻度又は期間、及
び本明細書に記載の方法、使用、治療プロトコル又は予防的レジメン若しくは治療レジメ
ンのいずれかを実施する際の指示を含めることができる。
【０１５７】
　ラベル又は挿入物には、コンポーネントが、提供し得ることが何らかの利益についての
情報、例えば、予防的利益又は治療的利益についての情報を含めることができる。ラベル
又は挿入物には、可能性のある副作用、合併症や反応に関する情報を含めることができ、
例えば、特定の組成物を使用することが適切ではない状況に関して、対象又は臨床医に警
告する情報を含めることができる。対象が、当該組成物と適合しない可能性がある一の又
は複数の他の薬を服用している、服用する予定がある又は有している、又は、対象が、現
在、当該組成物と適合しない別の治療プロトコル又は治療レジメンを受けている、受ける
予定がある又は有している場合に、有害な副作用や合併症が発生することがあるため、説
明書には、このような不適合性に関する情報を含めることができる。
【０１５８】
　ラベル又は挿入物としては、コンポーネント、キット又はパッケージ材（例えば、箱）
とは別に又は貼り付けられた、又は、キットのコンポーネントを収容するアンプル、管若
しくはバイアルに取り付けらえた、例えば、紙やボール紙である“印刷物”が含まれ得る
。ラベル又は挿入物としては更に、バーコード印刷されたラベル、ディスク、ＣＤ－ＲＯ
Ｍ又はＤＶＤ－ＲＯＭ／ＲＡＭ、ＤＶＤのような光ディスク、ＭＰ３、磁気テープ又は電
気記憶媒体のようなコンピュータ可読媒体が含まれてもよく、電気記憶媒体としては、Ｒ
ＡＭ及びＲＯＭ又はこれらのような混合が存在し、例えば、磁気／光学記憶媒体、ＦＬＡ
ＳＨ媒体又はメモリタイプのカードが挙げられる。
【０１５９】
　そうでないとの定義がない限り、本明細書で用いる全ての技術用語及び科学用語は、一
般的に、本発明が属する技術分野の当業者によって理解される意味と同じ意味を有する。
本明細書に記載されるのと同様な又は等価な方法及び材料を本発明の実施又は試験に使用
することができるが、好適な方法及び材料について、以下に記載する。



(47) JP 2019-116492 A 2019.7.18

10

20

30

40

50

【０１６０】
　本明細書で引用した全ての出願、刊行物、特許及び他の参考文献、ＧｅｎＢａｎｋの引
用及びＡＴＣＣの引用は、その全体が援用される。矛盾する場合、定義を含む本明細書が
優先される。
【０１６１】
　本明細書に開示された特徴の全ては、任意の組み合わせで組み合わせることができる。
明細書に開示された各特徴は、同一、等価又は類似の目的を果たす代替の特徴によって置
き換えることができる。従って、別途明言されない限り、開示された特性（例えば組換え
ベクター（例えばＡＡＶ）配列、プラスミド、ベクターゲノムまたは組換えウイルス粒子
（例えば、ＡＡＶ－Ｒｈ７４ベクター又はカプシド変異体（例えば、ＲＨＭ４－１）など
のＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体などの関連ＡＡＶベクター））は、同等または類似の特性の属
の例である。
【０１６２】
　本明細書で使用されている単数形であることを示す“一の（ａ）”、“及び（ａｎｄ）
”、“その（ｔｈｅ）”との言葉は、そうでないと明示されない限り、複数のものも含む
。従って、例えば、「ポリヌクレオチド（ａ　ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）」を参照
する際には、複数のその様なポリヌクレオチドが含まれ、「ベクター（ａ　ｖｅｃｔｏｒ
）」を参照する際には、複数のその様なベクターが含まれ、「ウイルス（ａ　ｖｉｒｕｓ
）」または「粒子（ａ　ｐａｒｔｉｃｌｅ）」を参照する際には、複数のその様なビリオ
ン／粒子が含まれる。
【０１６３】
　本明細書で、文脈がそうでないと明示していない限り、全ての数値又は数値範囲がこの
ような範囲の整数値及び範囲内の値又は整数値の分数部分を含む。例えば、少なくとも８
０％の同一性を参照する場合には、８１％、　８２％、　８３％、　８４％、　８５％、
　８６％、　８７％、　８８％、　８９％、　９０％、　９１％等、　および８１．１％
、　８１．２％、　８１．３％、　８１．４％、　８１．５％等、また　８２．１％、　
８２．２％、　８２．３％、　８２．４％、　８２．５％等を含む。
【０１６４】
　ある整数に対してこれよりも多い（大きい）又は少ないとの言及は、言及された数より
も大きい又は小さい任意の数を含む。したがって、例えば、１０００よりも小さいとの言
及は、９９９、９９８、９９７、…、１までの数字、１００よりも小さいとの言及は、９
９、９８、９７、…、１までの数字を含む。
【０１６５】
　本明細書で、文脈がそうでないと明示していない限り、全ての数値又は数値範囲が、こ
のような値の分数部分、及び、このような範囲内の整数値、並びに、このような範囲内の
整数値の分数部分を含む。従って、例えば、パーセンテージの範囲の様な数的範囲に言及
する際、１～１０の範囲は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、および１．１
、１．２、１．３、１．４、１．５等を含む。１～５０の範囲に言及する際には、従って
、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９、２０等、５０を含めて５０に至るまで、および１．１、　１．２、　
１．３、　１．４、　１．５等、２．１、　２．２、　２．３、　２．４、　２．５等を
含む。
【０１６６】
　一連の範囲と言う場合、連続した異なる複数の範囲の境界の値を組み合わせた範囲を含
む。従って、例えば１～１０、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、７５０～１，０
００、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、６，０００～７，０
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００、７，０００～８，０００または８，０００～９，０００に言及する際は、１０～５
０、５０～１００、１００～１，０００、１，０００～３，０００、２，０００～４，０
００等を含む。
【０１６７】
　本発明は、多くの実施形態及び態様を記述するために断定的な言語を使用して、本明細
書に開示されている。本発明はまた、物質又は材料、方法ステップ及び条件、プロトコル
、手順などの特定の主題が完全に又は部分的に除外される実施形態を含む。例えば、本発
明の特定の実施形態又は態様において、材料及び／又は方法の段階が除外される。したが
って、本発明が、本発明が含まないものとしての観点で明示的に表現されていないが、本
発明に明示的に含まれないものの態様は、開示されている。
【０１６８】
　本発明の幾つかの実施形態が記載された。当業者であれば、本発明の精神及び範囲から
逸脱することなく、本発明を様々な用途及び条件に適合させるべく、本発明に様々な変更
及び修正を行うことができる。したがって、以下に記載する実施例は、本発明を例示する
ものであって、特許請求される本発明の範囲を制限するものではない。
【実施例】
【０１６９】
実施例１
　以下の実施例は、様々な材料及び方法の説明を含む。
　マウス：オスのＣ５７ＢＬ　／　６Ｊ（ＷＴ）マウス８～１０週齢で、実験群当たりｎ
　＝　５。犬は、ノースカロライナ州チャペルヒル大学のＦＩＸ遺伝子におけるミスセン
ス変異を有するコロニーのからのＨＢ犬である（Ｅｖａｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　　８６：１００９５　（１９８９年））。
【０１７０】
　ＡＡＶベクター構築：マウスを使用した生体内の研究では、ＡｐｏＥ－ｈＡＡＴ肝臓固
有プロモーターの制御下にヒトＦＩＸを発現する構築物を用いて行った。犬についても、
ほぼ同一のプロモータ及びイヌＦＩＸ導入遺伝子を使用して行った。
【０１７１】
　遺伝子導入方法：全てのベクターは、静脈内に送達された。マウスでは尾静脈を介して
送達した（マウス一匹当たり２００マイクロリットルの量を投与し、ベクターはＰＢＳ中
に希釈した）。犬では、ベクターを伏在静脈を介して送達した。
【０１７２】
　ＦＩＸ発現判断：ＦＩＸレベルを測定すのに、ＥＬＩＳＡを使用した。マウスでは、ヒ
トＦＩＸ　ＥＬＩＳＡ抗体対（補足抗体及び二次抗体）は、Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌｓからのものである。犬においても、Ｈａｕｒｉｇｏｔ　ｅｔ　ａｌ．　（
Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８：１３１８　（２０１０年））に記載されるように、Ａｆｆｉｎ
ｉｔｙ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓからの抗体対が使用された。
【０１７３】
　統計解析：標本が対になっていない、両側ｔ検定について、統計解析を行った。ｐ値＜
０．０５は、統計的に有意であると考えられた。
【０１７４】
　ＡＡＶ抗体測定：抗体測定には、Ｍａｎｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，　（Ｎａｔ　Ｍｅｄ　１
２：３４２　（２００６年））　及び　Ｍｉｎｇｏｚｚｉ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｎａｔ　Ｍ
ｅｄ　１３：４１９　（２００７年））に記載されたインビトロでの中和測定を使用した
。簡単に説明すると、２つのＡＡＶベクター構築物が測定で使用され、ＣＭＶプロモータ
ー（ｓｓＡＡＶ－ＬａｃＺ）による制御の下でベータ－ガラクトシダーゼ発現する一本鎖
ベクター、又は、チキンβ－アクチンプロモーター（ＣＢＡ）による制御の下でウミシイ
タケ（Ｒｅｎｉｌｌａ）レポーター遺伝子を発現する自己相補ベクター、ＡＡＶ－Ｒｈ７
４－ＣＢＡ－Ｒｅｎｉｌｌａが使用された。インビトロでのＡＡＶベクターの形質導入の
効率を高めるために、２Ｖ６．１１細胞（ＡＴＣＣ）を使用し、誘導性プロモーターの制
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御下にアデノウイルス遺伝子Ｅ４を発現させた。１ウェルあたり１．２５ｘ１０4細胞の
濃度で、細胞を９６ウェルプレートに播種し、１：１０００希釈のポナステロンＡ（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）を培地に添加して、Ｅ４発現を引き起こした。測定の日に、熱不活性
化テスト血清の３．２倍希釈列（ｓｅｒｉａｌ　ｈａｌｆ－ｌｏｇ　ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ
）を、ウイルスを含む培地と混合した。ｓｓＡＡＶ－ＬａｃＺベクターに対しては、測定
で使用されたウイルス濃度は、ＡＡＶ２の場合には約１ｘ１０10ｖｇ／ｍｌ、及び、ＡＡ
Ｖ５，６又は８の場合には約５．５ｘ１０10ｖｇ／ｍｌであった。ｓｃＡＡＶ－Ｌｕｃベ
クターの場合、測定におけるウイルス濃度は、約５０から約１５０倍低かった。レポータ
ー導入遺伝子の残存活性は、比色分析法　（ｓｓＡＡＶ－ＬａｃＺ）又はルミノメータ（
ｓｃＡＡＶ－Ｌｕｃ）を使用して測定された。
【０１７５】
　抗ＡＡＶカプシド全ＩｇＧ又はＩｇサブクラスは、捕獲アッセイ（ｃａｐｔｕｒｅ　ａ
ｓｓａｙ）を用いて測定した。ＥＬＩＳＡプレートを、ＡＡＶの空のカプシドの５×１０
10カプシド粒子／ｍｌで被覆した。プレートを、室温で２時間、ＰＢＳ中の２％ＢＳＡ、
０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０でブロックして、試料の連続希釈液をウェルに充填し、４℃で
一晩インキュベートした。ビオチン結合抗ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４
抗体又はＩｇＭ抗体（Ｓｉｇｍａ）を抗体の検出に使用し、ストレプトアビジン－ＨＲＰ
は、基質の検出のために添加した。Ｉｇの濃度は、精製ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ
３、ＩｇＧ４またはＩｇＭ抗体（Ｓｉｇｍａ）での段階希釈で作成した標準曲線に対して
判定された。
【０１７６】
　ＡＡＶ生成：ベクター産生のためのプロセスはＡｙｕｓｏ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｇｅｎｅ
　Ｔｈｅｒ　１７：５０３　（２０１０年））に詳細に記載されている。
実施例２
　本例は、ヒトＦＩＸ遺伝子導入動物（マウス）の研究及び遺伝子導入の後のＦＩＸ発現
の説明が含まれている。
【０１７７】
　Ｃ５７ＢＬ／６マウス（１グループ当たりｎ＝５）に、肝臓特異的プロモーターの制御
下で（１マウスあたり２．５10ベクターゲノムの）第ＩＸ因子（ＦＩＸ）遺伝子を有する
ＡＡＶベクターを尾静脈から注入した。マウスにおけるヒトＦＩＸの導入遺伝子産物（タ
ンパク質）の血漿中濃度は、遺伝子導入後、第１週、第２週及び第４週目にＥＬＩＳＡに
よって測定され、その結果が図１に示されている。ＡＡＶ－Ｒｈ７４は、動物における最
高レベルの導入遺伝子発現を示した。
実施例３
　本例には、血友病の犬における治療レベルのＦＩＸの効果的なＡＡＶ－Ｒｈ７４の調整
による送達を実証する動物実験及びデータの記述が含まれる。
【０１７８】
　概略的には、血友病Ｂの犬に、伏在静脈を介して、体重１ｋｇ当たり３×１０12ベクタ
ーゲノムを静脈内注入（ＩＶ）した。治療的ＦＩＸ導入遺伝子の発現は、肝臓固有のプロ
モータによって活性化された。ベクターのレベル及びＦＩＸレベルは、ＥＬＩＳＡによっ
てモニタされた。イヌＦＩＸの血漿中濃度が、図２に示されている。ＡＡＶ－Ｒｈ７４及
びＡＡＶ８は血友病Ｂのイヌにおいて同等に効果を発揮し、共にＡＡＶ６よりも優れてい
た。
実施例４
　本例は、ヒトにおける抗ＡＡＶ中和抗体（ＮＡｂ）の存在を示す研究の説明を含む。
【０１７９】
表１のデータは、インビトロ測定でヒトで測定された抗ＡＡＶ中和抗体（ＮＡｂ）を示す
。１：１以下のＮＡｂ力価を有する対象を、実験に使用されていない又は抗ＡＡＶ抗体の
力価が低いと定義され、そのＡＡＶ血清型（灰色で強調されている部分）の遺伝子導入の
対象であるとする。１：１と１：３の間の力価を有する患者は、空のカプシドがおとりと
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して用いられる限りＡＡＶを許容すると考えられる。１：３よりも高い力価を有するサン
プルは、全身注入後のＡＡＶ形質導入を許容しないと考えられ、薄い網掛けがされている
。ＡＡＶ－Ｒｈ７４は、ＡＡＶ－２及びＡＡＶ－８と比較して、抗ＡＡＶのＮａｂの最も
低い有病率を示した。

【表１】
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【表２】

実施例５
　本例では、ＡＡＶ－Ｒｈ７４を含む様々なＡＡＶ血清型の生成量を示すデータの説明が
含まれる。
【０１８０】
　表２のデータは、様々なＡＡＶ血清型の生成量が示されている。報告されているデータ
には、ローラボトルにおけるウイルスバッチサイズ、合計ベクター生成量、及び、ボトル
一本あたりの生成量（ｙｉｅｌｄ）が示されている。全ての血清型を同じ発現カセットで
パッケージ化した。ＡＡＶ－Ｒｈ７４は、評価を行った他の血清型、すなわちＡＡＶ－８
、ＡＡＶ－ｄｊおよびＡＡＶ　－２に匹敵する又は超える生成量を有する。
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【表３】

実施例６
　この例では、肝臓特異的プロモーターの制御下で、ヒト第ＩＸ因子（ＦＩＸ）を発現す
るＡＡＶｒｈ７４ベクターをアカゲザルに投与し、同じ量のＡＡＶ８ベクター投与した場
合よりも高いレベルでの、動物におけるＦＩＸの生産量につながったことを示すデータの
詳細が含まれる。
【０１８１】
　簡単に説明すると、動物には、ＡＡＶ８又はＡＡＶｒｈ７４が、体重１ｋｇあたり、２
×１０12ベクターゲノム（ｖｇ）／ｋｇの用量で投与された。ベクターは、生理食塩水中
又はベクターと空のＡＡＶカプシド（ＥＣと表記される）の混合物中で製剤化された。
【０１８２】
　図４は、アカゲザル血漿中のヒトＦＩＸを検出ＥＬＩＳＡによって測定されたヒトＦＩ
Ｘの平均（ａｖｅｒａｇｅ）（２～８週）及び標準誤差又は算術平均（ｍｅａｎ）のヒス
トグラムプロットである。ＡＡＶｒｈ７４－ＦＩＸベクターを受けた動物は、右の余白に
向かって最後の二つのバーに表示されている。データは、ＡＡＶｒｈ７４ベクターを受け
た動物（右余白に向かって最後の二つのバー）は、同じ用量で注射した動物の他のグルー
プ（黒と灰色のバー）と比較してより高いレベルでＦＩＸ導入遺伝子を発現したことを示
している。平均レベルは、標本が対になっていない、両側スチューデントｔ検定を用いて
比較した。
【０１８３】
　ＡＡＶ－ＲＨＭ４－１－ＦＩＸを注入した固体のうちの１体がヒト第ＩＸ因子導入遺伝
子産物に対する阻害因子を生じさせたが、これは十分に実証された現象であり、ヒトＦＩ
Ｘベクターで処理したマカクザルの約２０％に発生する。ＲＨＭ４－１で処理した第２の
個体は、ＡＡＶ８で処理したマカクザルと比較して約２倍のＦＩＸ濃度を発現した。
実施例７
　以下の実施例は、いくつかのＲｈ７４カプシド変異体の説明を含む。
【０１８４】
　要約すると、Ｒｈ７４カプシド配列に種々の置換を導入し、Ｒｈ７４カプシド変異体を
生成した。異なるＲｈ７４カプシド変異体及び各位置における置換後のアミノ酸は以下の
通りであった。
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【表４】

【０１８５】
　ＲＨＭ４－１変異体は、アラニン、ロイシン、プロリン、及びアスパラギン置換を、そ
れぞれＲｈ７４　ＶＰ１カプシドの１９５、１９９、２０１、及び２０２番目のアミノ酸
の位置に有していた。ＲＨＭ４－１変異体ＶＰ１カプシドのアミノ酸配列は以下の通りで
ある（配列ＩＤ番号：５）。なお、置換後の残基ａ、ｖ、ｐ、及びｎは下線を付与し太字
で示す。

【表５】

【０１８６】
　ＲＨＭ４－１変異体ＶＰ１カプシドの核酸配列は以下の通りである。なお、ａ、ｖ、ｐ
、及びｎをコードするコドンは下線を付与し太字で示す（配列ＩＤ番号：１１）。
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【表６】

【０１８７】
　ＲＨＭ１５－１、１５－２、１５－３、１５－４、１５－５、及び１５－６の各変異体
もまた、アラニン、ロイシン、プロリン、及びアスパラギン置換を、それぞれＲｈ７４　
ＶＰ１カプシドの１９５、１９９、２０１、及び２０２番目のアミノ酸の位置に有してい
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いた。
【０１８８】
　ＲＨＭ１５－１変異体ＶＰ１カプシドのアミノ酸配列は以下の通りである（配列ＩＤ番
号：６）。

【表７】

【０１８９】
　ＲＨＭ１５－１変異体ＶＰ１カプシドの核酸配列は以下の通りである（配列ＩＤ番号：
１２）。
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【表８】

【０１９０】
　ＲＨＭ１５－２変異体ＶＰ１カプシドのアミノ酸配列は以下の通りである（配列ＩＤ番
号：７）。
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【表９】

【０１９１】
　ＲＨＭ１５－２変異体ＶＰ１カプシドの核酸配列は以下の通りである（配列ＩＤ番号：
１３）。
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【表１０】

【０１９２】
　ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５変異体ＶＰ１カプシドのアミノ酸配列は以下の通りで
ある（配列ＩＤ番号：８）。
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【表１１】

【０１９３】
　ＲＨＭ１５－３／ＲＨＭ１５－５変異体ＶＰ１カプシドの核酸配列は以下の通りである
（配列ＩＤ番号：１４）。
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【表１２】

【０１９４】
　ＲＨＭ１５－４変異体ＶＰ１カプシドのアミノ酸配列は以下の通りである（配列ＩＤ番
号：９）。
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【表１３】

【０１９５】
　ＲＨＭ１５－４変異体ＶＰ１カプシドの核酸配列は以下の通りである（配列ＩＤ番号：
１５）。
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【表１４】

【０１９６】
　ＲＨＭ１５－６変異体ＶＰ１カプシドのアミノ酸配列は以下の通りである（配列ＩＤ番
号：１０）。
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【表１５】

【０１９７】
　ＲＨＭ１５－６変異体ＶＰ１カプシドの核酸配列は以下の通りである（配列ＩＤ番号：
１６）。
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【表１６】

実施例８
　本例は、Ｒｈ７４カプシド変異体を用いてＲｈ７４及びＡＡＶ８と比較したヒト第ＩＸ
因子発現研究の説明を含む。
【０１９８】
　要約すると、Ｒｈ７４カプシド変異体を用いてＡＡＶヒト第ＩＸ因子発現ベクターをパ
ッケージし、ＡＡＶ粒子を用いてマウスを感染させ、第ＩＸ因子の発現レベルを動物（血
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た。
【表１７】

【０１９９】
　図５は治療を行った動物における２週間後の血漿中ヒト第ＩＸ因子の発現レベルを示す
。図示するように、ＲＨＭ４－１変異体カプシドによってカプシド化されたＡＡＶヒト第
ＩＸ因子発現ベクターは最高レベルの発現を提供し、Ｒｈ７４によってカプシド化された
ＡＡＶヒト第ＩＸ因子発現ベクター及びＡＡＶ８によってカプシド化されたＡＡＶヒト第
ＩＸ因子発現ベクターによって生成された発現よりも、実質的に大きな発現であった。
実施例９
　この例では、肝臓特異的プロモーターの制御下で、ヒト第ＩＸ因子（ＦＩＸ）を発現す
るＡＡＶｒｈ７４変異体ＲＨＭ４－１ベクターをカニクイザル（マカクザル）に投与し、
同じ量のＡＡＶ８ベクター投与した場合よりも高い濃度での、動物におけるＦＩＸの生産
量につながったことを示すデータの詳細が含まれる。
【０２００】
　カニクイザルはＡＡＶ抗体を中和するために事前に選別され、治療前の力価が１：１未
満の個体を選択して形質導入が成功するようにした。これらのサルにはその後、ヒト第Ｉ
Ｘ因子導入遺伝子を発現するＡＡＶ８ベクター又はＡＡＶ－Ｒｈ７４変異体ＲＨＭ４－１
ベクターのいずれかを、３ｘ１０12ｖｇ／ｋｇの投与量で注入した。ヒト以外の霊長目の
動物におけるヒトＦＩＸの導入遺伝子産物（タンパク質）の血漿中濃度は、観察期間を通
して毎週ＥＬＩＳＡによって測定され、その結果が図６に示されている。
【０２０１】
　ＡＡＶ－ＲＨＭ４－１－ＦＩＸを注入した固体のうちの１体がヒト第ＩＸ因子導入遺伝
子産物に対する阻害因子を生じさせたが、これは十分に実証された現象であり、ヒトとマ
カクザルのタンパク質におけるアミノ酸のわずかな相違を原因として、ヒトＦＩＸベクタ
ーで処理したマカクザルの約２０％に発生する。ＲＨＭ４－１で処理した１体において発
現がなかったのは、ヒト導入遺伝子に対する抗体反応が発生したからであった。ＲＨＭ４
－１で処理した第２の個体は、ＡＡＶ８で処理したマカクザルと比較して約２倍のＦＩＸ
濃度を発現した。
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