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(57)摘要

本公开描述了用于生产腺相关病毒(AAV)颗

粒(包括重组腺相关病毒(rAAV)颗粒)的方法和

系统。在某些实施方案中，生产方法和系统在AAV

颗粒的生产中使用杆状病毒表达载体(BEV)。在

某些实施方案中，生产方法和系统使用草地贪夜

蛾(Spodoptera  frugiperda)昆虫细胞(例如Sf9

或Sf21)作为病毒生产细胞。在某些实施方案中，

生产方法和系统使用缺少v‑cath基因的一部分

或全部或者包括v‑cath基因的突变失活形式的

BEV。
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1.一种包含VP编码区的腺相关病毒(AAV)表达构建体，其包含编码选自VP1、VP2和VP3

的一种或多种AAV衣壳蛋白的核苷酸序列。

2.根据权利要求1所述的AAV表达构建体，其中所述AAV表达构建体是杆状病毒表达载

体(BEV)。

3.根据权利要求2所述的AAV表达构建体，其中所述BEV不包含功能性杆状病毒v‑cath

基因。

4.根据权利要求3所述的AAV表达构建体，其中所述BEV缺少部分或全部的杆状病毒v‑

cath基因。

5.根据权利要求3所述的AAV表达构建体，其中所述BEV包含杆状病毒v‑cath基因的突

变失活形式。

6.根据权利要求1‑5中任一项所述的AAV表达构建体，其中所述一种或多种AAV衣壳蛋

白的血清型选自VOY101、VOY201、AAVPHP.B(PHP.B)、AAVPHP.A(PHP.A)、AAVG2B‑26、AAVG2B‑

13、AAVTH1 .1‑32、AAVTH1 .1‑35、AAVPHP .B2(PHP .B2)、AAVPHP .B3(PHP .B3)、AAVPHP .N/

PHP.B‑DGT、AAVPHP.B‑EST、AAVPHP.B‑GGT、AAVPHP.B‑ATP、AAVPHP.B‑ATT‑T、AAVPHP.B‑DGT‑

T、AAVPHP .B‑GGT‑T、AAVPHP .B‑SGS、AAVPHP .B‑AQP、AAVPHP .B‑QQP、AAVPHP .B‑SNP(3)、

AAVPHP.B‑SNP、AAVPHP.B‑QGT、AAVPHP.B‑NQT、AAVPHP.B‑EGS、AAVPHP.B‑SGN、AAVPHP.B‑

EGT、AAVPHP .B‑DST、AAVPHP .B‑DST、AAVPHP .B‑STP、AAVPHP .B‑PQP、AAVPHP .B‑SQP、

AAVPHP.B‑QLP、AAVPHP.B‑TMP、AAVPHP.B‑TTP、AAVPHP.S/G2A12、AAVG2A15/G2A3(G2A3)、

AAVG2B4(G2B4)、AAVG2B5(G2B5)、PHP.S、AAV1、AAV2、AAV2G9、AAV3、AAV3a、AAV3b、AAV3‑3、

AAV4、AAV4‑4、AAV5、AAV6、AAV6.1、AAV6.2、AAV6.1.2、AAV7、AAV7.2、AAV8、AAV9、AAV9.11、

AAV9.13、AAV9.16、AAV9.24、AAV9.45、AAV9.47、AAV9.61、AAV9.68、AAV9.84、AAV9.9、AAV10、

AAV11、AAV12、AAV16.3、AAV24.1、AAV27.3、AAV42.12、AAV42‑1b、AAV42‑2、AAV42‑3a、AAV42‑

3b、AAV42‑4、AAV42‑5a、AAV42‑5b、AAV42‑6b、AAV42‑8、AAV42‑10、AAV42‑11、AAV42‑12、

AAV42‑13、AAV42‑15、AAV42‑aa、AAV43‑1、AAV43‑12、AAV43‑20、AAV43‑21、AAV43‑23、AAV43‑

25、AAV43‑5、AAV44 .1、AAV44 .2、AAV44 .5、AAV223 .1、AAV223 .2、AAV223 .4、AAV223 .5、

AAV223.6、AAV223.7、AAV1‑7/rh.48、AAV1‑8/rh.49、AAV2‑15/rh.62、AAV2‑3/rh.61、AAV2‑

4/rh.50、AAV2‑5/rh.51、AAV3.1/hu.6、AAV3.1/hu.9、AAV3‑9/rh.52、AAV3‑11/rh.53、AAV4‑

8/r11.64、AAV4‑9/rh.54、AAV4‑19/rh.55、AAV5‑3/rh.57、AAV5‑22/rh.58、AAV7.3/hu.7、

AAV16 .8/hu .10、AAV16 .12/hu .11、AAV29 .3/bb .1、AAV29 .5/bb .2、AAV106 .1/hu .37、

AAV114.3/hu.40、AAV127.2/hu.41、AAV127.5/hu.42、AAV128.3/hu.44、AAV130.4/hu.48、

AAV145.1/hu.53、AAV145.5/hu.54、AAV145.6/hu.55、AAV161.10/hu.60、AAV161.6/hu.61、

AAV33.12/hu.17、AAV33.4/hu.15、AAV33.8/hu.16、AAV52/hu.19、AAV52.1/hu.20、AAV58.2/

hu.25、AAVA3.3、AAVA3.4、AAVA3.5、AAVA3.7、AAVC1、AAVC2、AAVC5、AAV‑DJ、AAV‑DJ8、AAVF3、

AAVF5、AAVH2、AAVrh .72、AAVhu .8、AAVrh .68、AAVrh .70、AAVpi .1、AAVpi .3、AAVpi .2、

AAVrh .60、AAVrh .44、AAVrh .65、AAVrh .55、AAVrh .47、AAVrh .69、AAVrh .45、AAVrh .59、

AAVhu.12、AAVH6、AAVLK03、AAVH‑1/hu.1、AAVH‑5/hu.3、AAVLG‑10/rh.40、AAVLG‑4/rh.38、

AAVLG‑9/hu .39、AAVN721‑8/rh .43、AAVCh .5、AAVCh .5R1、AAVcy .2、AAVcy .3、AAVcy .4、

AAVcy .5、AAVCy .5R1、AAVCy .5R2、AAVCy .5R3、AAVCy .5R4、AAVcy .6、AAVhu .1、AAVhu .2、

AAVhu.3、AAVhu.4、AAVhu.5、AAVhu.6、AAVhu.7、AAVhu.9、AAVhu.10、AAVhu.11、AAVhu.13、
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AAVhu.15、AAVhu.16、AAVhu.17、AAVhu.18、AAVhu.20、AAVhu.21、AAVhu.22、AAVhu.23.2、

AAVhu .24、AAVhu .25、AAVhu .27、AAVhu .28、AAVhu .29、AAVhu .29R、AAVhu .31、AAVhu .32、

AAVhu .34、AAVhu .35、AAVhu .37、AAVhu .39、AAVhu .40、AAVhu .41、AAVhu .42、AAVhu .43、

AAVhu .44、AAVhu .44R1、AAVhu .44R2、AAVhu .44R3、AAVhu .45、AAVhu .46、AAVhu .47、

AAVhu .48、AAVhu .48R1、AAVhu .48R2、AAVhu .48R3、AAVhu .49、AAVhu .51、AAVhu .52、

AAVhu .54、AAVhu .55、AAVhu .56、AAVhu .57、AAVhu .58、AAVhu .60、AAVhu .61、AAVhu .63、

AAVhu.64、AAVhu.66、AAVhu.67、AAVhu.14/9、AAVhu.t  19、AAVrh.2、AAVrh.2R、AAVrh.8、

AAVrh .8R、AAVrh .10、AAVrh .12、AAVrh .13、AAVrh .13R、AAVrh .14、AAVrh .17、AAVrh .18、

AAVrh .19、AAVrh .20、AAVrh .21、AAVrh .22、AAVrh .23、AAVrh .24、AAVrh .25、AAVrh .31、

AAVrh.32、AAVrh.33、AAVrh.34、AAVrh.35、AAVrh.36、AAVrh.37、AAVrh.37R2、AAVrh.38、

AAVrh .39、AAVrh .40、AAVrh .46、AAVrh .48、AAVrh .48 .1、AAVrh .48 .1 .2、AAVrh .48 .2、

AAVrh .49、AAVrh .51、AAVrh .52、AAVrh .53、AAVrh .54、AAVrh .56、AAVrh .57、AAVrh .58、

AAVrh.61、AAVrh.64、AAVrh.64R1、AAVrh.64R2、AAVrh.67、AAVrh.73、AAVrh.74、AAVrh8R、

AAVrh8R  A586R突变体、AAVrh8R  R533A突变体、AAAV、BAAV、山羊AAV、牛AAV、AAVhE1 .1、

AAVhEr1 .5、AAVhER1 .14、AAVhEr1 .8、AAVhEr1 .16、AAVhEr1 .18、AAVhEr1 .35、AAVhEr1 .7、

AAVhEr1.36、AAVhEr2.29、AAVhEr2.4、AAVhEr2.16、AAVhEr2.30、AAVhEr2.31、AAVhEr2.36、

AAVhER1 .23、AAVhEr3.1、AAV2.5T、AAV‑PAEC、AAV‑LK01、AAV‑LK02、AAV‑LK03、AAV‑LK04、

AAV‑LK05、AAV‑LK06、AAV‑LK07、AAV‑LK08、AAV‑LK09、AAV‑LK10、AAV‑LK11、AAV‑LK12、AAV‑

LK13、AAV‑LK14、AAV‑LK15、AAV‑LK16、AAV‑LK17、AAV‑LK18、AAV‑LK19、AAV‑PAEC2、AAV‑

PAEC4、AAV‑PAEC6、AAV‑PAEC7、AAV‑PAEC8、AAV‑PAEC11、AAV‑PAEC12、AAV‑2‑pre‑miRNA‑

101、AAV‑8h、AAV‑8b、AAV‑h、AAV‑b、AAV  SM  10‑2、AAV改组100‑1、AAV改组100‑3、AAV改组

100‑7、AAV改组10‑2、AAV改组10‑6、AAV改组10‑8、AAV改组100‑2、AAV  SM  10‑1、AAV  SM  10‑

8、AAV  SM  100‑3、AAV  SM  100‑10、BNP61  AAV、BNP62  AAV、BNP63  AAV、AAVrh.50、AAVrh.43、

AAVrh .62、AAVrh .48、AAVhu .19、AAVhu .11、AAVhu .53、AAV4‑8/rh .64、AAVLG‑9/hu .39、

AAV54 .5/hu .23、AAV54 .2/hu .22、AAV54 .7/hu .24、AAV54 .1/hu .21、AAV54 .4R/hu .27、

AAV46.2/hu.28、AAV46.6/hu.29、AAV128.1/hu.43、真型AAV(ttAAV)、UPENN  AAV  10、日本

AAV  10血清型、AAV  CBr‑7.1、AAV  CBr‑7.10、AAV  CBr‑7.2、AAV  CBr‑7.3、AAV  CBr‑7.4、AAV 

CBr‑7.5、AAV  CBr‑7.7、AAV  CBr‑7.8、AAV  CBr‑B7.3、AAV  CBr‑B7.4、AAV  CBr‑E1、AAV  CBr‑

E2、AAV  CBr‑E3、AAV  CBr‑E4、AAV  CBr‑E5、AAV  CBr‑e5、AAV  CBr‑E6、AAV  CBr‑E7、AAV  CBr‑

E8、AAV  CHt‑1、AAV  CHt‑2、AAV  CHt‑3、AAV  CHt‑6 .1、AAV  CHt‑6 .10、AAV  CHt‑6 .5、AAV 

CHt‑6.6、AAV  CHt‑6.7、AAV  CHt‑6.8、AAV  CHt‑P1、AAV  CHt‑P2、AAV  CHt‑P5、AAV  CHt‑P6、

AAV  CHt‑P8、AAV  CHt‑P9、AAV  CKd‑1、AAV  CKd‑10、AAV  CKd‑2、AAV  CKd‑3、AAV  CKd‑4、AAV 

CKd‑6、AAV  CKd‑7、AAV  CKd‑8、AAV  CKd‑B1、AAV  CKd‑B2、AAV  CKd‑B3、AAV  CKd‑B4、AAV 

CKd‑B5、AAV  CKd‑B6、AAV  CKd‑B7、AAV  CKd‑B8、AAV  CKd‑H1、AAV  CKd‑H2、AAV  CKd‑H3、AAV 

CKd‑H4、AAV  CKd‑H5、AAV  CKd‑H6、AAV  CKd‑N3、AAV  CKd‑N4、AAV  CKd‑N9、AAV  CLg‑F1、AAV 

CLg‑F2、AAV  CLg‑F3、AAV  CLg‑F4、AAV  CLg‑F5、AAV  CLg‑F6、AAV  CLg‑F7、AAV  CLg‑F8、AAV 

CLv‑1、AAV  CLv1‑1、AAV  Clv1‑10、AAV  CLv1‑2、AAV  CLv‑12、AAV  CLv1‑3、AAV  CLv‑13、AAV 

CLv1‑4、AAV  Clv1‑7、AAV  Clv1‑8、AAV  Clv1‑9、AAV  CLv‑2、AAV  CLv‑3、AAV  CLv‑4、AAV 

CLv‑6、AAV  CLv‑8、AAV  CLv‑D1、AAV  CLv‑D2、AAV  CLv‑D3、AAV  CLv‑D4、AAV  CLv‑D5、AAV 
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CLv‑D6、AAV  CLv‑D7、AAV  CLv‑D8、AAV  CLv‑E1、AAV  CLv‑K1、AAV  CLv‑K3、AAV  CLv‑K6、AAV 

CLv‑L4、AAV  CLv‑L5、AAV  CLv‑L6、AAV  CLv‑M1、AAV  CLv‑M11、AAV  CLv‑M2、AAV  CLv‑M5、AAV 

CLv‑M6、AAV  CLv‑M7、AAV  CLv‑M8、AAV  CLv‑M9、AAV  CLv‑R1、AAV  CLv‑R2、AAV  CLv‑R3、AAV 

CLv‑R4、AAV  CLv‑R5、AAV  CLv‑R6、AAV  CLv‑R7、AAV  CLv‑R8、AAV  CLv‑R9、AAV  CSp‑1、AAV 

CSp‑10、AAV  CSp‑11、AAV  CSp‑2、AAV  CSp‑3、AAV  CSp‑4、AAV  CSp‑6、AAV  CSp‑7、AAV  CSp‑

8、AAV  CSp‑8.10、AAV  CSp‑8.2、AAV  CSp‑8.4、AAV  CSp‑8.5、AAV  CSp‑8.6、AAV  CSp‑8.7、

AAV  CSp‑8.8、AAV  CSp‑8.9、AAV  CSp‑9、AAV.hu .48R3、AAV.VR‑355、AAV3B、AAV4、AAV5、

AAVF1/HSC1、AAVF11/HSC11、AAVF12/HSC12、AAVF13/HSC13、AAVF14/HSC14、AAVF15/HSC15、

AAVF16/HSC16、AAVF17/HSC17、AAVF2/HSC2、AAVF3/HSC3、AAVF4/HSC4、AAVF5/HSC5、AAVF6/

HSC6、AAVF7/HSC7、AAVF8/HSC8、AAVF9/HSC9、AAVrh20、AAVrh32/33、AAVrh39、AAVrh46、

AAVrh73、AAVrh74、AAVhu.26，或其变体或嵌合体。

7.根据权利要求1‑5中任一项所述的AAV表达构建体，其中所述一种或多种AAV衣壳蛋

白的血清型是VOY101。

8.一种AAV病毒生产系统，其包含AAV病毒生产细胞和权利要求1‑7中任一项所述的AAV

表达构建体。

9.根据权利要求8所述的AAV病毒生产系统，其中所述AAV病毒生产系统包含AAV有效载

荷构建体。

10.根据权利要求8‑9中任一项所述的AAV病毒生产系统，其中AAV病毒生产细胞是昆虫

细胞。

11.根据权利要求8‑9中任一项所述的AAV病毒生产系统，其中AAV病毒生产细胞是Sf9

细胞。

12.根据权利要求8‑9中任一项所述的AAV病毒生产系统，其中AAV病毒生产细胞是Sf21

细胞。

13.一种在AAV病毒生产细胞中生产重组腺相关病毒(rAAV)载体的方法，该方法包括：

提供包含AAV表达构建体和AAV有效载荷构建体的AAV病毒生产系统，其中AAV表达构建体包

含权利要求1‑7中任一项所述的AAV表达构建体；将AAV病毒生产系统转染到AAV病毒生产细

胞中；使AAV病毒生产细胞暴露于允许AAV病毒生产细胞将AAV表达构建体和AAV有效载荷构

建体加工成rAAV颗粒的条件；以及从AAV病毒生产细胞收集rAAV颗粒。

14.根据权利要求13所述的方法，其中AAV病毒生产细胞是昆虫细胞。

15.根据权利要求13所述的方法，其中AAV病毒生产细胞是Sf9细胞或Sf21细胞。

16.一种在使用杆状病毒表达载体(BEV)的杆状病毒表达系统中减少AAV蛋白的蛋白酶

降解的方法，所述方法包括从BEV缺失部分或全部的杆状病毒v‑cath基因。

17.一种在使用杆状病毒表达载体(BEV)的杆状病毒表达系统中减少AAV蛋白的蛋白酶

降解的方法，所述方法包括使来自BEV的杆状病毒v‑cath基因突变失活。
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在杆状病毒/Sf9系统中大规模生产rAAV的表达载体

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求享有以下的权益：2018年10月15日提交的标题为在杆状病毒/Sf9系统

中大规模生产rAAV的表达载体(EXPRESSION  VECTORS  FOR  LARGE‑SCALE  PRODUCTION  OF 

rAAV  IN  THE  BACULOVIRUS/Sf9SYSTEM)的美国临时专利申请号62/745,703；其内容通过引

用整体并入本文。

[0003] 参考序列表

[0004] 本申请与电子格式的序列表一起提交。序列表以标题为20571514PCTSL.txt的文

件形式提供，该文件创建于2019年10月15日，大小为25,091字节。序列表的电子格式中的信

息通过引用整体并入本文。

发明领域

[0005] 本公开描述了用于生产腺相关病毒(AAV)颗粒(包括重组腺相关病毒(rAAV)颗粒)

的方法和系统。在某些实施方案中，生产方法和系统在AAV颗粒的生产中使用杆状病毒表达

载体(BEV)。在某些实施方案中，生产方法和系统使用草地贪夜蛾(Spod optera 

frugiperda)昆虫细胞(例如Sf9或Sf21)作为病毒生产细胞。在某些实施方案中，生产方法

和系统使用缺少v‑cath基因或包含v‑cath基因的突变失活形式的BEV。

[0006] 背景

[0007] AAV已经成为将基因转移到哺乳动物细胞中最广泛研究和利用的病毒载体之一。

参见，例如，Tratschin等人,Mol .Cell  Biol .,5(11):3251‑3260(1985)和Grimm等人,

Hum.Gene  Ther.,10(15):2445‑2450(1999)，其内容通过引用整体并入本文。腺相关病毒

(AAV)载体是治疗性基因递送的有希望的候选者，并且在临床试验中已被证明是安全有效

的。为此目的设计和生产改进的AAV颗粒是一个活跃的研究领域。

[0008] 随着AAV领域的发展，仍然需要用于生产AAV载体(例如AAV颗粒)和相应的基因疗

法生产材料如杆状病毒感染的昆虫细胞(BIIC)的改进的系统和方法。

[0009] 发明概述

[0010] 本公开提出了用于生产重组腺相关病毒(rAAV)载体的工程化核酸构建体。本公开

描述了用于生产重组腺相关病毒(rAAV)载体的病毒生产系统和病毒生产细胞(例如昆虫细

胞)，其包括工程化核酸构建体。本公开描述了生产本公开的病毒生产细胞的方法，以及使

用本公开的工程化核酸构建体、病毒生产系统和病毒生产细胞来生产重组腺相关病毒

(rAAV)载体的方法。

[0011] 本公开描述了用于生产腺相关病毒(AAV)载体(例如重组腺相关病毒(rAAV)载体)

的核酸构建体。在某些实施方案中，核酸构建体是AAV表达构建体。

[0012] 本公开描述了生产本公开的病毒生产细胞的方法。在某些实施方案中，该方法包

括以下步骤：提供本公开的一种或多种表达构建体；提供本公开的有效载荷构建体；将一种

或多种表达构建体和有效载荷构建体转染到病毒生产细胞中。在某些实施方案，病毒生产

细胞是哺乳动物细胞。在某些实施方案中，病毒生产细胞是昆虫细胞。在某些实施方案中，
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病毒生产细胞是AAV病毒生产细胞。在某些实施方案中，该方法包括以下步骤：提供本公开

的一种或多种AAV表达构建体；提供本公开的AAV有效载荷构建体；和将一种或多种AAV表达

构建体和AAV有效载荷构建体转染到AAV病毒生产细胞中。在某些实施方案中，该方法包括

以下步骤：提供本公开的病毒生产系统；和将病毒生产系统转染到病毒生产细胞中。

[0013] 本公开提出了用于改进AAV颗粒生产的方法和策略。这样的方法包括使用一种或

多种重组杆状病毒表达载体(BEV)在昆虫细胞系中生产AAV颗粒的方法。在某些实施方案

中，BEV缺少v‑cath基因的一部分或全部，或包括v‑cath基因的突变失活形式。在某些实施

方案中，BEV缺少v‑cath基因的一部分或全部。在某些实施方案中，BEV包括v‑cath基因的突

变失活形式。

[0014] 本公开提出了用于改进AAV颗粒生产的方法和策略，其导致AAV生产蛋白，特别是

AAV衣壳蛋白(VP1、VP2和VP3)的更高产量和更少的蛋白质降解。

[0015] 在某些实施方案中，本公开的方法可以用于采用病毒生产细胞的生产系统，所述

病毒生产细胞包括昆虫细胞，包括(但不限于)Sf9、Sf21和High  FiveTM  BTI‑TN‑5B1‑4细胞

系。在某些实施方案中，本公开的方法可用于采用重组BEV系统，例如BacMagicTM

(Millipore)、FlashBACTM(Oxford  Expression  Technologies)和BestBac  2 .0TM

(Expression  Systems)的生产系统中。

[0016] 在某些实施方案中，本公开提出了腺相关病毒(AAV)表达构建体，其包括VP编码

区，该VP编码区包含编码选自VP1、VP2和VP3的一种或多种AAV衣壳蛋白的核苷酸序列。在某

些实施方案中，AAV表达构建体是杆状病毒表达载体(BEV)。在某些实施方案中，BEV不包括

功能性杆状病毒v‑cath基因。在某些实施方案中，BEV缺少杆状病毒v‑cath基因的一部分或

全部。在某些实施方案中，BEV包含杆状病毒v‑cath基因的突变失活形式。

[0017] 在某些实施方案中，一种或多种AAV衣壳蛋白的血清型选自VOY101、VOY201、

AAVPHP.B(PHP.B)、AAVPHP.A(PHP.A)、AAVG2B‑26、AAVG2B‑13、AAVTH1.1‑32、AAVTH1.1‑35、

AAVPHP.B2(PHP.B2)、AAVPHP.B3(PHP.B3)、AAVPHP.N/PHP.B‑DGT、AAVPHP.B‑EST、AAVPHP.B‑

GGT、AAVPHP.B‑ATP、AAVPHP.B‑ATT‑T、AAVPHP.B‑DGT‑T、AAVPHP.B‑GGT‑T、AAVPHP.B‑SGS、

AAVPHP.B‑AQP、AAVPHP.B‑QQP、AAVPHP.B‑SNP(3)、AAVPHP.B‑SNP、AAVPHP.B‑QGT、AAVPHP.B‑

NQT、AAVPHP .B‑EGS、AAVPHP .B‑SGN、AAVPHP .B‑EGT、AAVPHP .B‑DST、AAVPHP .B‑DST、

AAVPHP.B‑STP、AAVPHP.B‑PQP、AAVPHP.B‑SQP、AAVPHP.B‑QLP、AAVPHP.B‑TMP、AAVPHP.B‑

TTP、AAVPHP.S/G2A12、AAVG2A15/G2A3(G2A3)、AAVG2B4(G2B4)、AAVG2B5(G2B5)、PHP.S、

AAV1、AAV2、AAV2G9、AAV3、AAV3a、AAV3b、AAV3‑3、AAV4、AAV4‑4、AAV5、AAV6、AAV6.1、AAV6.2、

AAV6 .1 .2、AAV7、AAV7 .2、AAV8、AAV9、AAV9 .11、AAV9 .13、AAV9 .16、AAV9 .24、AAV9 .45、

AAV9.47、AAV9.61、AAV9.68、AAV9.84、AAV9.9、AAV10、AAV11、AAV12、AAV16 .3、AAV24 .1、

AAV27.3、AAV42.12、AAV42‑1b、AAV42‑2、AAV42‑3a、AAV42‑3b、AAV42‑4、AAV42‑5a、AAV42‑

5b、AAV42‑6b、AAV42‑8、AAV42‑10、AAV42‑11、AAV42‑12、AAV42‑13、AAV42‑15、AAV42‑aa、

AAV43‑1、AAV43‑12、AAV43‑20、AAV43‑21、AAV43‑23、AAV43‑25、AAV43‑5、AAV44.1、AAV44.2、

AAV44.5、AAV223.1、AAV223.2、AAV223.4、AAV223.5、AAV223.6、AAV223.7、AAV1‑7/rh.48、

AAV1‑8/rh .49、AAV2‑15/rh .62、AAV2‑3/rh .61、AAV2‑4/rh .50、AAV2‑5/rh .51、AAV3 .1/

hu.6、AAV3.1/hu.9、AAV3‑9/rh.52、AAV3‑11/rh.53、AAV4‑8/r11.64、AAV4‑9/rh.54、AAV4‑

19/rh.55、AAV5‑3/rh.57、AAV5‑22/rh.58、AAV7.3/hu.7、AAV16.8/hu.10、AAV16.12/hu.11、
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AAV29 .3/bb .1、AAV29 .5/bb .2、AAV106 .1/hu .37、AAV114 .3/hu .40、AAV127 .2/hu .41、

AAV127.5/hu.42、AAV128.3/hu.44、AAV130.4/hu.48、AAV145.1/hu.53、AAV145.5/hu.54、

AAV145.6/hu.55、AAV161.10/hu.60、AAV161.6/hu.61、AAV33.12/hu.17、AAV33.4/hu.15、

AAV33 .8/hu .16、AAV52/hu .19、AAV52 .1/hu .20、AAV58 .2/hu .25、AAVA3 .3、AAVA3 .4、

AAVA3.5、AAVA3.7、AAVC1、AAVC2、AAVC5、AAV‑DJ、AAV‑DJ8、AAVF3、AAVF5、AAVH2、AAVrh.72、

AAVhu.8、AAVrh.68、AAVrh.70、AAVpi.1、AAVpi.3、AAVpi.2、AAVrh.60、AAVrh.44、AAVrh.65、

AAVrh.55、AAVrh.47、AAVrh.69、AAVrh.45、AAVrh.59、AAVhu.12、AAVH6、AAVLK03、AAVH‑1/

hu.1、AAVH‑5/hu.3、AAVLG‑10/rh.40、AAVLG‑4/rh.38、AAVLG‑9/hu.39、AAVN721‑8/rh.43、

AAVCh .5、AAVCh .5R1、AAVcy .2、AAVcy .3、AAVcy .4、AAVcy .5、AAVCy .5R1、AAVCy .5R2、

AAVCy.5R3、AAVCy.5R4、AAVcy.6、AAVhu.1、AAVhu.2、AAVhu.3、AAVhu.4、AAVhu.5、AAVhu.6、

AAVhu .7、AAVhu .9、AAVhu .10、AAVhu .11、AAVhu .13、AAVhu .15、AAVhu .16、AAVhu .17、

AAVhu.18、AAVhu.20、AAVhu.21、AAVhu.22、AAVhu.23.2、AAVhu.24、AAVhu.25、AAVhu.27、

AAVhu .28、AAVhu .29、AAVhu .29R、AAVhu .31、AAVhu .32、AAVhu .34、AAVhu .35、AAVhu .37、

AAVhu.39、AAVhu.40、AAVhu.41、AAVhu.42、AAVhu.43、AAVhu.44、AAVhu.44R1、AAVhu.44R2、

AAVhu .44R3、AAVhu .45、AAVhu .46、AAVhu .47、AAVhu .48、AAVhu .48R1、AAVhu .48R2、

AAVhu.48R3、AAVhu.49、AAVhu.51、AAVhu.52、AAVhu.54、AAVhu.55、AAVhu.56、AAVhu.57、

AAVhu.58、AAVhu.60、AAVhu.61、AAVhu.63、AAVhu.64、AAVhu.66、AAVhu.67、AAVhu.14/9、

AAVhu .t  19、AAVrh .2、AAVrh .2R、AAVrh .8、AAVrh .8R、AAVrh .10、AAVrh .12、AAVrh .13、

AAVrh .13R、AAVrh .14、AAVrh .17、AAVrh .18、AAVrh .19、AAVrh .20、AAVrh .21、AAVrh .22、

AAVrh .23、AAVrh .24、AAVrh .25、AAVrh .31、AAVrh .32、AAVrh .33、AAVrh .34、AAVrh .35、

AAVrh.36、AAVrh.37、AAVrh.37R2、AAVrh.38、AAVrh.39、AAVrh.40、AAVrh.46、AAVrh.48、

AAVrh .48 .1、AAVrh .48 .1 .2、AAVrh .48 .2、AAVrh .49、AAVrh .51、AAVrh .52、AAVrh .53、

AAVrh.54、AAVrh.56、AAVrh.57、AAVrh.58、AAVrh.61、AAVrh.64、AAVrh.64R1、AAVrh.64R2、

AAVrh.67、AAVrh.73、AAVrh.74、AAVrh8R、AAVrh8R  A586R突变体、AAVrh8R  R533A突变体、

AAAV、BAAV、山羊AAV、牛AAV、AAVhE1.1、AAVhEr1.5、AAVhER1.14、AAVhEr1.8、AAVhEr1.16、

AAVhEr1.18、AAVhEr1.35、AAVhEr1.7、AAVhEr1.36、AAVhEr2.29、AAVhEr2.4、AAVhEr2.16、

AAVhEr2.30、AAVhEr2.31、AAVhEr2.36、AAVhER1.23、AAVhEr3.1、AAV2.5T、AAV‑PAEC、AAV‑

LK01、AAV‑LK02、AAV‑LK03、AAV‑LK04、AAV‑LK05、AAV‑LK06、AAV‑LK07、AAV‑LK08、AAV‑LK09、

AAV‑LK10、AAV‑LK11、AAV‑LK12、AAV‑LK13、AAV‑LK14、AAV‑LK15、AAV‑LK16、AAV‑LK17、AAV‑

LK18、AAV‑LK19、AAV‑PAEC2、AAV‑PAEC4、AAV‑PAEC6、AAV‑PAEC7、AAV‑PAEC8、AAV‑PAEC11、

AAV‑PAEC12、AAV‑2‑pre‑miRNA‑101、AAV‑8h、AAV‑8b、AAV‑h、AAV‑b、AAV  SM  10‑2、AAV改组

100‑1、AAV改组100‑3、AAV改组100‑7、AAV改组10‑2、AAV改组10‑6、AAV改组10‑8、AAV改组

100‑2、AAV  SM  10‑1、AAV  SM  10‑8、AAV  SM  100‑3、AAV  SM  100‑10、BNP61  AAV、BNP62  AAV、

BNP63  AAV、AAVrh .50、AAVrh .43、AAVrh .62、AAVrh .48、AAVhu .19、AAVhu .11、AAVhu .53、

AAV4‑8/rh.64、AAVLG‑9/hu.39、AAV54.5/hu.23、AAV54.2/hu.22、AAV54.7/hu.24、AAV54.1/

hu .21、AAV54 .4R/hu .27、AAV46 .2/hu .28、AAV46 .6/hu .29、AAV128 .1/hu .43、真型AAV

(ttAAV)、UPENN  AAV  10、日本AAV  10血清型、AAV  CBr‑7.1、AAV  CBr‑7.10、AAV  CBr‑7.2、

AAV  CBr‑7.3、AAV  CBr‑7.4、AAV  CBr‑7.5、AAV  CBr‑7.7、AAV  CBr‑7.8、AAV  CBr‑B7.3、AAV 

CBr‑B7.4、AAV  CBr‑E1、AAV  CBr‑E2、AAV  CBr‑E3、AAV  CBr‑E4、AAV  CBr‑E5、AAV  CBr‑e5、
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AAV  CBr‑E6、AAV  CBr‑E7、AAV  CBr‑E8、AAV  CHt‑1、AAV  CHt‑2、AAV  CHt‑3、AAV  CHt‑6.1、

AAV  CHt‑6.10、AAV  CHt‑6.5、AAV  CHt‑6.6、AAV  CHt‑6.7、AAV  CHt‑6.8、AAV  CHt‑P1、AAV 

CHt‑P2、AAV  CHt‑P5、AAV  CHt‑P6、AAV  CHt‑P8、AAV  CHt‑P9、AAV  CKd‑1、AAV  CKd‑10、AAV 

CKd‑2、AAV  CKd‑3、AAV  CKd‑4、AAV  CKd‑6、AAV  CKd‑7、AAV  CKd‑8、AAV  CKd‑B1、AAV  CKd‑

B2、AAV  CKd‑B3、AAV  CKd‑B4、AAV  CKd‑B5、AAV  CKd‑B6、AAV  CKd‑B7、AAV  CKd‑B8、AAV  CKd‑

H1、AAV  CKd‑H2、AAV  CKd‑H3、AAV  CKd‑H4、AAV  CKd‑H5、AAV  CKd‑H6、AAV  CKd‑N3、AAV  CKd‑

N4、AAV  CKd‑N9、AAV  CLg‑F1、AAV  CLg‑F2、AAV  CLg‑F3、AAV  CLg‑F4、AAV  CLg‑F5、AAV  CLg‑

F6、AAV  CLg‑F7、AAV  CLg‑F8、AAV  CLv‑1、AAV  CLv1‑1、AAV  Clv1‑10、AAV  CLv1‑2、AAV  CLv‑

12、AAV  CLv1‑3、AAV  CLv‑13、AAV  CLv1‑4、AAV  Clv1‑7、AAV  Clv1‑8、AAV  Clv1‑9、AAV  CLv‑

2、AAV  CLv‑3、AAV  CLv‑4、AAV  CLv‑6、AAV  CLv‑8、AAV  CLv‑D1、AAV  CLv‑D2、AAV  CLv‑D3、

AAV  CLv‑D4、AAV  CLv‑D5、AAV  CLv‑D6、AAV  CLv‑D7、AAV  CLv‑D8、AAV  CLv‑E1、AAV  CLv‑K1、

AAV  CLv‑K3、AAV  CLv‑K6、AAV  CLv‑L4、AAV  CLv‑L5、AAV  CLv‑L6、AAV  CLv‑M1、AAV  CLv‑

M11、AAV  CLv‑M2、AAV  CLv‑M5、AAV  CLv‑M6、AAV  CLv‑M7、AAV  CLv‑M8、AAV  CLv‑M9、AAV 

CLv‑R1、AAV  CLv‑R2、AAV  CLv‑R3、AAV  CLv‑R4、AAV  CLv‑R5、AAV  CLv‑R6、AAV  CLv‑R7、AAV 

CLv‑R8、AAV  CLv‑R9、AAV  CSp‑1、AAV  CSp‑10、AAV  CSp‑11、AAV  CSp‑2、AAV  CSp‑3、AAV 

CSp‑4、AAV  CSp‑6、AAV  CSp‑7、AAV  CSp‑8、AAV  CSp‑8.10、AAV  CSp‑8.2、AAV  CSp‑8.4、AAV 

CSp‑8 .5、AAV  CSp‑8 .6、AAV  CSp‑8 .7、AAV  CSp‑8 .8、AAV  CSp‑8 .9、AAV  CSp‑9、

AAV.hu.48R3、AAV.VR‑355、AAV3B、AAV4、AAV5、AAVF1/HSC1、AAVF11/HSC11、AAVF12/HSC12、

AAVF13/HSC13、AAVF14/HSC14、AAVF15/HSC15、AAVF16/HSC16、AAVF17/HSC17、AAVF2/HSC2、

AAVF3/HSC3、AAVF4/HSC4、AAVF5/HSC5、AAVF6/HSC6、AAVF7/HSC7、AAVF8/HSC8、AAVF9/HSC9、

AAVrh20、AAVrh32/33、AAVrh39、AAVrh46、AAVrh73、AAVrh74、AAVhu.26，或其变体或嵌合体。

在某些实施方案中，一种或多种AAV衣壳蛋白的血清型是VOY101。

[0018] 在某些实施方案中，本公开提出了一种AAV病毒生产系统，其包括本公开的AAV病

毒生产细胞和AAV表达构建体。在某些实施方案中，AAV病毒生产系统包括AAV有效载荷构建

体。在某些实施方案中，AAV病毒生产细胞是昆虫细胞。在某些实施方案中，AAV病毒生产细

胞是Sf9细胞。在某些实施方案中，AAV病毒生产细胞是Sf21细胞。

[0019] 在某些实施方案中，本公开提出了在AAV病毒生产细胞中生产重组腺相关病毒

(rAAV)载体的方法。在某些实施方案中，该方法包括：提供一种AAV病毒生产系统，其包括本

公开的AAV表达构建体和AAV有效载荷构建体；将AAV病毒生产系统转染到AAV病毒生产细胞

中；使AAV病毒生产细胞暴露于允许AAV病毒生产细胞将AAV表达构建体和AAV有效载荷构建

体加工成rAAV颗粒的条件；以及从AAV病毒生产细胞中收集rAAV颗粒。在某些实施方案中，

AAV病毒生产细胞是昆虫细胞。在某些实施方案中，AAV病毒生产细胞是Sf9细胞或Sf21细

胞。

[0020] 在某些实施方案中，本公开提出了在使用杆状病毒表达载体(BEV)的杆状病毒表

达系统中减少AAV蛋白的蛋白酶降解的方法。在某些实施方案中，该方法包括从BEV中删除

杆状病毒v‑cath基因的一部分或全部。在某些实施方案中，该方法包括使BEV的杆状病毒v‑

cath基因突变失活。

[0021] 在以下描述中阐述了本公开的各种实施方案的细节。通过说明书、附图以及权利

要求书，本公开的其他特征、目的和优点将变得显而易见。在说明书中，单数形式也包括复
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数，除非上下文另外明确指出。除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与

本公开所属领域的普通技术人员通常所理解的相同含义。在有冲突的情况下，以本说明书

为准。

[0022] 附图简要说明

[0023] 根据以下本公开的特定实施方案的描述，前述和其他目的、特征和优点将是显而

易见的，如附图中所示。附图不必然按比例或全面绘制，而是将重点放在说明本公开的各种

实施方案的原理上。

[0024] 图1是使用BEV/sf9系统从AAV9变体衣壳生产的纯化的AAV衣壳蛋白的银染凝胶。

[0025] 图2是VP1、VP2和VP3衣壳蛋白与鉴定的裂解产物(包括18kDa产物)比对的比对结

果。

[0026] 图3是v‑cath杆状病毒基因保守性的比较。摘自Handbook  of  Proteolytic 

Enzymes  2003(A .J .Barrett ,Rawlings和J .F  Woesner  Ed .)Academic  Press ,2nd 

edition,[557]Viral  cathepsin,J.Slack。

[0027] 图4A示出了v‑cath基因的三个PCR筛选。

[0028] 图4B是三个PCR筛选的PCR产物的凝胶，显示如预期的那样v‑cath基因座出现。

[0029] 图5是显示v‑cath缺失对细胞活力的影响的图。

[0030] 图6是显示v‑cath缺失对总细胞计数的影响的图。

[0031] 图7是显示v‑cath缺失对细胞直径的影响的图。

[0032] 图8是显示v‑cath缺失对蛋白酶活性的影响的图。

[0033] 图9是显示在替代缓冲液中v‑cath缺失对蛋白酶活性的影响的图。

[0034] 图10A是显示v‑cath缺失对精氨酸缓冲液中降解产物的出现的影响的凝胶。

[0035] 图10B是显示v‑cath缺失对精氨酸缓冲液中降解产物的出现的影响的凝胶。

[0036] 发明详述

[0037] I.腺相关病毒(AAV)

[0038] 概述

[0039] 腺相关病毒(AAV)是细小病毒科(Parvoviridae)的小的非包膜二十面体衣壳病

毒，其特征在于单链DNA病毒基因组。细小病毒科病毒由两个亚科组成：感染脊椎动物的细

小病毒亚科(Parvovirinae)和感染无脊椎动物的浓核病毒亚科(Densovirinae)。细小病毒

科包括能够在脊椎动物宿主(包括但不限于人类、灵长类、牛、犬、马和绵羊物种)中复制的

依赖病毒属(Dependovirus)，其包括AAV。

[0040] 细小病毒和细小病毒科的其他成员在Kenneth  I .Berns ,“Parvoviridae:The 

Viruses  and  Their  Replication,”Fields  Virology(1996年底3版)第69章中概述，因为

涉及细小病毒其内容通过引用整体并入本文。

[0041] AAV由于其结构相对简单、具有感染多种细胞(包括静止和分裂细胞)而无需整合

到宿主基因组中且无需复制的能力以及相对温和的免疫原性，已被证明可用作生物学工

具。可以操纵病毒的基因组以使其含有用于组装功能性重组病毒或病毒颗粒的最少组分，

所述重组病毒或病毒颗粒装载有或工程化以靶向特定组织并表达或递送所需的有效载荷。

[0042] AAV病毒基因组

[0043] 野生型AAV病毒基因组是线性、单链DNA(ssDNA)分子，长度约为5,000个核苷酸
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(nt)。反向末端重复序列(ITR)传统上在5'和3'端都给病毒基因组加帽，为病毒基因组提供

了复制起点。尽管不希望受到理论的束缚，但AAV病毒基因组通常包括两个ITR序列。这些

ITR具有特征性T形发夹结构，该结构由形成能量稳定的双链区域的ssDNA的5'和3'端的自

我互补区域(在野生型AAV中为145nt)定义。双链发夹结构包括多种功能，包括但不限于通

过充当宿主病毒复制细胞的内源性DNA聚合酶复合物的引物来用作DNA复制的起点。

[0044] 野生型AAV病毒基因组还包括两个开放阅读框的核苷酸序列，一个为四个非结构

Rep蛋白(Rep78、Rep68、Rep52、Rep40，由Rep基因编码)，且一个为三个衣壳或结构蛋白

(VP1、VP2、VP3，由衣壳基因或Cap基因编码)。Rep蛋白对于复制和包装重要，而衣壳蛋白则

组装形成AAV的蛋白壳或AAV衣壳。Rep78和Rep68可以从p5启动子转录，而Rep52和Rep40可

以从p19启动子转录。可变剪接和可变起始密码子和启动子导致从单个开放阅读框产生四

种不同的Rep蛋白以及从单个开放阅读框产生三种衣壳蛋白。尽管其随AAV血清型而变化，

但作为非限制性实例，对于AAV9/hu.14(US  7,906,111中的SEQ  ID  NO:123，由于涉及AAV9/

hu.14，其内容通过引用整体并入本文)，VP1是指氨基酸1‑736，VP2是指氨基酸138‑736，而

VP3是指氨基酸203‑736。换句话说，VP1是全长衣壳序列，而VP2和VP3是完整的较短组成部

分。结果，VP3区域中序列的变化也是VP1和VP2的变化，但是，与亲本序列相比的百分比差异

对于VP3将是最大的，因为它是三个序列中最短的序列。尽管在此关于氨基酸序列进行了描

述，但是可以类似地描述编码这些蛋白的核酸序列。这三种衣壳蛋白合起来组装形成AAV衣

壳蛋白。尽管不希望受到理论的束缚，但AAV衣壳蛋白通常包括摩尔比为1:1:10的VP1:VP2:

VP3。如本文所用，“AAV血清型”主要由AAV衣壳定义。在一些情况下，还通过AAV血清型(例

如，AAV2/9)具体描述ITR。

[0045] 为了用作生物学工具，可以修饰野生型AAV病毒基因组，以用包含具有至少一个

ITR区域的有效载荷区域的核酸序列替换rep/cap序列。通常，在重组AAV病毒基因组中有两

个ITR区域。rep/cap序列可以在生产过程中反式提供以生产AAV颗粒。

[0046] 除编码的异源有效载荷外，AAV载体还可包含全部或部分的任何天然存在的和/或

重组的AAV血清型核苷酸序列或变体的病毒基因组。AAV变体可在核酸(基因组或衣壳)和氨

基酸水平(衣壳)上具有显著同源性的序列，以产生通常为物质和功能等同物的构建体，通

过相似的机制复制，并通过相似的机制组装。参见Chiorini等人,J .Vir .71:6823‑33

(1997)；Srivastava等人,J.Vir.45:555‑64(1983)；Chiorini等人,J.Vir.73:1309‑1319

(1999)；Rutledge等人,J.Vir.72:309‑319(1998)；和Wu等人,J.Vir.74:8635‑47(2000)，由

于涉及AAV变体和等同物，其各自内容通过引用整体并入本文。

[0047] 在某些实施方案中，本公开的AAV颗粒、病毒基因组和/或有效载荷及其使用方法

可以如WO2017189963中所述，由于涉及AAV颗粒、病毒基因组和/或有效载荷，其内容通过引

用整体并入本文。

[0048] 本公开的AAV颗粒可以配制成本公开的任何基因治疗制剂，包括对本领域技术人

员显而易见的此类制剂的任何变化形式。在本申请中提及的“AAV颗粒”、“AAV颗粒制剂”和

“配制的AAV颗粒”是指可以配制的AAV颗粒和被配制而没有限制的那些。

[0049] 在某些实施方案中，本公开的AAV颗粒是复制缺陷的重组AAV(rAAV)病毒颗粒，在

其病毒基因组内缺乏编码功能性Rep和Cap蛋白的序列。这些缺陷的AAV颗粒可能缺乏大多

数或全部亲本编码序列，并且基本上仅携带一个或两个AAV  ITR序列和用于递送至细胞、组
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织、器官或生物体的目标核酸(即有效载荷)。

[0050] 在某些实施方案中，本公开的AAV颗粒的病毒基因组包括至少一种控制元件，该控

制元件提供了其中编码的编码序列的复制、转录和翻译。并非总是需要存在所有的控制元

件，只要编码序列能够在适当的宿主细胞中复制、转录和/或翻译即可。表达控制元件的非

限制性实例包括用于转录起始和/或终止的序列、启动子和/或增强子序列、有效的RNA加工

信号(例如剪接和聚腺苷酸化信号)、稳定细胞质mRNA的序列、增强翻译效率的序列(例如，

Kozak共有序列)、增强蛋白稳定性的序列和/或增强蛋白加工和/或分泌的序列。

[0051] 根据本公开，用于治疗和/或诊断的AAV颗粒包括已被提取(distilled)或减少至

转导目标核酸有效载荷或货物所需的最小组分的病毒。以这种方式，AAV颗粒被工程化为用

于特异性递送的载体，同时缺少在野生型病毒中发现的有害复制和/或整合特征。

[0052] 本公开的AAV颗粒可以重组产生，并且可以基于腺相关病毒(AAV)亲本或参考序

列。如本文所用，“载体”是转运、转导或以其他方式充当异源分子(例如本文所述的核酸)的

载体的任何分子或实体。

[0053] 除了单链AAV病毒基因组(例如ssAAV)之外，本公开还提供了自互补AAV(scAAV)病

毒基因组。scAAV载体基因组包含DNA链，它们退火在一起形成双链DNA。通过跳过第二链合

成，scAAV可在细胞中快速表达。

[0054] 在某些实施方案中，本公开的AAV病毒基因组是scAAV。在某些实施方案中，本公开

的AAV病毒基因组是ssAAV。

[0055] 本领域公开了产生和/或修饰AAV颗粒的方法，例如假型AAV颗粒(PCT专利公开号

WO200028004；WO200123001；WO2004112727；WO  2005005610和WO  2005072364，由于涉及产

生和/或修饰AAV颗粒，其各自的内容通过引用整体并入本文)。

[0056] 可以修饰AAV颗粒以增强递送效率。这样的修饰的AAV颗粒可以被有效地包装，并

被用于以高频率和最小毒性成功地感染靶细胞。在某些实施方案中，根据美国公开号US 

20130195801中描述的方法工程化AAV颗粒的衣壳，由于涉及修饰AAV颗粒以增强递送效率，

其内容通过引用整体并入本文。

[0057] 在某些实施方案中，可以将包含编码本公开的多肽或蛋白的有效载荷区的AAV颗

粒引入到哺乳动物细胞中。

[0058] 反向末端重复序列(ITR)

[0059] 本公开的AAV颗粒包含具有至少一个ITR区和一个有效载荷区的病毒基因组。在某

些实施方案中，病毒基因组具有两个ITR。这两个ITR在5'和3'端位于有效载荷区的侧翼。

ITR用作包含复制识别位点的复制的起点。ITR包含可以互补和对称排列的序列区。引入本

公开的病毒基因组中的ITR可以由天然存在的多核苷酸序列或重组衍生的多核苷酸序列组

成。

[0060] ITR可以衍生自与衣壳相同的血清型或其衍生物。ITR可以具有与衣壳不同的血清

型。在某些实施方案中，AAV颗粒具有多于一个ITR。在非限制性实例中，AAV颗粒具有包含两

个ITR的病毒基因组。在某些实施方案中，ITR具有彼此相同的血清型。在另一个实施方案

中，ITR具有不同的血清型。非限制性实例包括具有与衣壳相同血清型的零个、一个或两个

ITR。在某些实施方案中，AAV颗粒的病毒基因组的两个ITR均为AAV2  ITR。

[0061] 独立地，每个ITR可以具有约100‑约150个核苷酸长度。ITR可以具有约100‑105个
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核苷酸长度、106‑110个核苷酸长度、111‑115个核苷酸长度、116‑120个核苷酸长度、121‑

125个核苷酸长度、126‑130个核苷酸长度、131‑135个核苷酸长度、136‑140个核苷酸长度、

141‑145个核苷酸长度或146‑150个核苷酸长度。在某些实施方案中，ITR具有140‑142个核

苷酸长度。ITR长度的非限制性实例是102、130、140、141、142、145个核苷酸长度，以及与其

具有至少95％同一性的那些核苷酸。

[0062] 在某些实施方案中，每个ITR的长度可以是141个核苷酸。在某些实施方案中，每个

ITR的长度可以是130个核苷酸。在某些实施方案中，每个ITR的长度可以是119个核苷酸。

[0063] 在某些实施方案中，AAV颗粒包括两个ITR，并且一个ITR的长度为141个核苷酸，而

另一个ITR的长度为130个核苷酸。在某些实施方案中，AAV颗粒包括两个ITR，并且这两个

ITR的长度均为141个核苷酸。

[0064] 启动子

[0065] 在某些实施方案中，病毒基因组的有效载荷区包含至少一种增强转基因靶特异性

和表达的元件(参见例如Powell等人，Viral  Expression  Cassette  Elements  to  Enhance 

Transgene  Target  Specificity  and  Expression  in  Gene  Therapy,2015；由于涉及有效

载荷/转基因增强子元件，其内容通过引用整体并入本文)。增强转基因靶特异性和表达的

元件的非限制性实例包括启动子、内源性miRNA、转录后调控元件(PRE)、聚腺苷酸化

(PolyA)信号序列和上游增强子(USE)、CMV增强子和内含子。

[0066] 本领域技术人员可以认识到，本公开的多肽在靶细胞中的表达可能需要特异性启

动子，包括但不限于物种特异性、诱导型、组织特异性或细胞周期特异性的启动子(参见

Parr等人,Nat.Med.3:1145‑9(1997)；由于涉及多肽表达启动子，其内容通过引用整体并入

本文)。

[0067] 在某些实施方案中，当启动子驱动在AAV颗粒的病毒基因组的有效载荷区中编码

的多肽的表达时，该启动子被认为是有效的。在某些实施方案中，所述启动子是当其在待靶

向的细胞中驱动表达时被认为有效的启动子。在某些实施方案中，启动子是对被靶向的细

胞具有嗜性的启动子。在某些实施方案中，启动子是对于病毒生产细胞具有嗜性的启动子。

[0068] 在某些实施方案中，启动子驱动有效载荷在靶细胞或组织中表达一段时间。由启

动子驱动的表达可以持续1‑31天(或其中的任何值或范围)、1‑23个月(或其中的任何值或

范围)、2‑10年(或其中的任何值或范围)或超过10年。表达可以持续1‑5小时、1‑12小时、1‑2

天、1‑5天、1‑2周、1‑3周、1‑4周、1‑2个月、1‑4个月、1‑6个月、2‑6个月、3‑6个月、3‑9个月、4‑

8个月、6‑12个月、1‑2年、1‑5年、2‑5年、3‑6年、3‑8年、4‑8年或5‑10年。作为非限制性实例，

启动子可以是用于在神经(例如CNS)细胞或组织中持续表达有效载荷的弱启动子。

[0069] 在某些实施方案中，启动子驱动本公开的多肽的表达持续至少1‑11个月(或其中

任何个体值)、2‑65年(或其中任何个体值)或超过65年。

[0070] 启动子可以是天然存在的或非天然存在的。启动子的非限制性实例包括病毒启动

子、植物启动子和哺乳动物启动子。在某些实施方案中，启动子可以是人启动子。在某些实

施方案中，启动子可以被截短或突变。

[0071] 在大多数组织中驱动或启动表达的启动子包括但不限于人延伸因子1α亚基(EF1

α)、巨细胞病毒(CMV)立即早期增强子和/或启动子、鸡β‑肌动蛋白(CBA)及其衍生物CAG、β

葡萄糖醛酸糖苷酶(GUSB)或泛素C(UBC)。组织特异性表达元件可用于将表达限制于某些细
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胞类型，例如但不限于肌肉特异性启动子、B细胞启动子、单核细胞启动子、白细胞启动子、

巨噬细胞启动子、胰腺腺泡细胞启动子、内皮细胞启动子、肺组织启动子、星形胶质细胞启

动子或神经系统启动子，其可用于将表达限制于神经元或神经元的亚型、星形胶质细胞或

少突胶质细胞。

[0072] 肌肉特异性启动子的非限制性实例包括哺乳动物肌肉肌酸激酶(MCK)启动子、哺

乳动物结蛋白(DES)启动子、哺乳动物肌钙蛋白I(TNNI2)启动子和哺乳动物骨骼α‑肌动蛋

白(ASKA)启动子(参见例如美国专利公开US  20110212529，由于涉及肌肉特异性启动子，其

内容通过引用整体并入本文)。

[0073] 神经元的组织特异性表达元件的非限制性实例包括神经元特异性烯醇化酶

(NSE)、血小板衍生生长因子(PDGF)、血小板衍生生长因子B链(PDGF‑β)、突触蛋白(Syn)、甲

基‑CpG结合蛋白2(MeCP2)、Ca2+/钙调蛋白依赖性蛋白激酶II(CaMKII)、代谢型谷氨酸受体2

(mGluR2)、神经丝轻肽(neurofilament  light,NFL)或神经丝重肽(neurofilament  heavy,

NFH)、β‑珠蛋白小基因nβ2、前脑啡肽原(PPE)、脑啡肽(Enk)和兴奋性氨基酸转运蛋白2

(EAAT2)启动子。星形胶质细胞的组织特异性表达元件的非限制性实例包括神经胶质原纤

维酸性蛋白(GFAP)和EAAT2启动子。少突胶质细胞的组织特异性表达元件的非限制性实例

包括髓鞘碱性蛋白(MBP)启动子。

[0074] 在某些实施方案中，启动子可以小于1kb。启动子的长度可以为200‑800个核苷酸

(或其中的任何值或范围)或大于800个核苷酸。启动子的长度可以是200‑300、200‑400、

200‑500、200‑600、200‑700、200‑800、300‑400、300‑500、300‑600、300‑700、300‑800、400‑

500、400‑600、400‑700、400‑800、500‑600、500‑700、500‑800、600‑700、600‑800或700‑800。

[0075] 在某些实施方案中，启动子可以是相同或不同的起始或亲本启动子的两个或更多

个组分的组合，例如但不限于CMV和CBA。每个组分的长度可以是200‑800个核苷酸(或其中

的任何值或范围)，或超过800个核苷酸。每个组分的长度可以是200‑300、200‑400、200‑

500、200‑600、200‑700、200‑800、300‑400、300‑500、300‑600、300‑700、300‑800、400‑500、

400‑600、400‑700、400‑800、500‑600、500‑700、500‑800、600‑700、600‑800或700‑800。在某

些实施方案中，启动子是382个核苷酸的CMV‑增强子序列和260个核苷酸的CBA‑启动子序列

的组合。

[0076] 在某些实施方案中，病毒基因组包括遍在启动子。遍在启动子的非限制性实例包

括CMV、CBA(包括衍生物CAG、CBh等)、EF‑1α、PGK、UBC、GUSB(hGBp)和UCOE(HNRPA2B1‑CBX3的

启动子)。

[0077] Yu等人(Molecular  Pain  2011,7:63；其内容通过引用整体并入本文)使用慢病毒

载体评价了eGFP在大鼠DRG细胞和原代DRG细胞中在CAG、EFIα、PGK和UBC启动子下的表达，

并发现UBC显示出比其他3种启动子更弱的表达，并且所有启动子仅观察到10‑12％的神经

胶质表达。Soderblom等人(E.Neuro  2015；其内容通过引用整体并入本文)评价了在运动皮

层注射后，eGFP在具有CMV和UBC启动子的AAV8中和在具有CMV启动子的AAV2中的表达。鼻内

施用含有UBC或EFIα启动子的质粒显示比用CMV启动子表达更强的持续气道表达(参见，例

如，Gill等人,Gene  Therapy  2001 ,Vol .8,1539‑1546；其内容通过引用整体并入本文)。

Husain等人(Gene  Therapy  2009；其内容通过引用整体并入本文)评价了具有hGUSB启动

子、HSV‑1LAT启动子和NSE启动子的HβH构建体，并且发现HβH构建体在小鼠脑中显示出比
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NSE弱的表达。Passini和Wolfe(J.Virol.2001,12382‑12392，其内容通过引用整体并入本

文)评价了在新生小鼠脑室内注射后HβH载体的长期作用，并发现其持续表达至少一年。Xu

等人(Gene  Therapy  2001 ,8 ,1323‑1332；其内容通过引用整体并入本文)发现，与CMV‑

lacZ、CMV‑luc、EF、GFAP、hENK、nAChR、PPE、PPE+wpre、NSE(0.3kb)、NSE(1.8kb)和NSE(1.8kb

+wpre)相比，当使用NFL和NFH启动子时，在所有脑区域中表达低。Xu等人发现启动子活性按

照降序是NSE(1.8kb)、EF、NSE(0.3kb)、GFAP、CMV、hENK、PPE、NFL和NFH。NFL是一个650个核

苷酸的启动子，而NFH是一个920个核苷酸的启动子，它们在肝脏中都不存在，但是NFH在感

觉本体感受神经元、大脑和脊髓中含量丰富，并且NFH存在于心脏中。SCN8A是一个470个核

苷酸的启动子，其在整个DRG、脊髓和脑中表达，并在海马神经元和小脑浦肯野细胞、皮层、

丘脑和下丘脑中表现出特别高的表达(参见例如Drews等人，Identification  of 

evolutionary  conserved ,functional  noncoding  elements  in  the  promoter  region 

of  the  sodium  channel  gene  SCN8A,Mamm  Genome(2007)18:723‑731；和Raymond等人，

Expression  of  Alternatively  Spliced  Sodium  Channelα‑subunit  genes,Journal  of 

Biological  Chemistry(2004)279(44)46234‑46241；其各自内容通过引用整体并入本文)。

[0078] 由前述Yu、Soderblom、Gill、Husain、Passini、Xu、Drews或Raymond教导的任何启

动子都可以用于本公开。

[0079] 在某些实施方案中，启动子不是细胞特异性的。

[0080] 在某些实施方案中，该启动子是泛素c(UBC)启动子。UBC启动子可以具有300‑350

个核苷酸的大小。作为非限制性实例，UBC启动子是332个核苷酸。在某些实施方案中，启动

子是β‑葡糖醛酸糖苷酶(GUSB)启动子。GUSB启动子的大小可以是350‑400个核苷酸。作为非

限制性实例，GUSB启动子是378个核苷酸。在某些实施方案中，启动子是神经丝轻肽(NFL)启

动子。NFL启动子可以具有600‑700个核苷酸的大小。作为非限制性实例，NFL启动子是650个

核苷酸。在某些实施方案中，启动子是神经丝重肽(NFH)启动子。NFH启动子可以具有900‑

950个核苷酸的大小。作为非限制性实例，NFH启动子为920个核苷酸。在某些实施方案中，启

动子是SCN8A启动子。SCN8A启动子的大小可以是450‑500个核苷酸。作为非限制性实例，

SCN8A启动子为470个核苷酸。

[0081] 在某些实施方案中，启动子是共济蛋白(FXN)启动子。在某些实施方案中，启动子

是磷酸甘油酸激酶1(PGK)启动子。在某些实施方案中，启动子是鸡β‑肌动蛋白(CBA)启动子

或其变体。在某些实施方案中，启动子是CB6启动子。在某些实施方案中，启动子是最小CB启

动子。在某些实施方案中，启动子是巨细胞病毒(CMV)启动子。在某些实施方案中，启动子是

H1启动子。在某些实施方案中，启动子是CAG启动子。在某些实施方案中，启动子是GFAP启动

子。在某些实施方案中，启动子是突触蛋白启动子。在某些实施方案中，启动子是工程化的

启动子。在某些实施方案中，启动子是肝或骨骼肌启动子。肝启动子的非限制性实例包括人

α‑1‑抗胰蛋白酶(hAAT)和甲状腺素结合球蛋白(TBG)。骨骼肌启动子的非限制性实例包括

结蛋白、MCK或合成C5‑12。在某些实施方案中，启动子是RNA  pol  III启动子。作为非限制性

实例，RNA  pol  III启动子是U6。作为非限制性实例，RNA  pol  III启动子是H1。在某些实施

方案中，启动子是心肌细胞特异性启动子。心肌细胞特异性启动子的非限制性实例包括α

MHC、cTnT和CMV‑MLC2k。在某些实施方案中，病毒基因组包含两个启动子。作为非限制性实

例，启动子是EF1α启动子和CMV启动子。
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[0082] 在某些实施方案中，病毒基因组包括增强子元件、启动子和/或5'UTR内含子。增强

子元件，在本文中也称为“增强子”，可以是但不限于CMV增强子，启动子可以是但不限于

CMV、CBA、UBC、GUSB、NSE、突触蛋白、MeCP2和GFAP启动子，并且5'UTR/内含子可以是但不限

于SV40和CBA‑MVM。作为非限制性实例，组合使用的增强子、启动子和/或内含子可以是：(1)

CMV增强子、CMV启动子、SV40  5'UTR内含子；(2)CMV增强子、CBA启动子、SV  40  5'UTR内含

子；(3)CMV增强子、CBA启动子、CBA‑MVM  5'UTR内含子；(4)UBC启动子；(5)GUSB启动子；(6)

NSE启动子；(7)突触蛋白启动子；(8)MeCP2启动子和(9)GFAP启动子。

[0083] 在某些实施方案中，病毒基因组包括工程化的启动子。

[0084] 在另一个实施方案中，病毒基因组包括来自天然表达的蛋白的启动子。

[0085] 非翻译区(UTR)

[0086] 根据定义，基因的野生型非翻译区(UTR)被转录但未被翻译。通常，5'UTR在转录起

始位点开始并在起始密码子处终止，3'UTR在终止密码子后立即开始，并一直持续到转录终

止信号为止。

[0087] 通常在特定靶器官的大量表达基因中发现的特征可以被工程化为UTR，以增强稳

定性和蛋白产生。作为非限制性实例，来自正常在肝脏中表达的mRNA(例如白蛋白、血清淀

粉样蛋白A、载脂蛋白A/B/E、转铁蛋白、甲胎蛋白、促红细胞生成素或因子VIII)的5'UTR可

以用在本公开的AAV颗粒的病毒基因组中，以增强在肝细胞系或肝脏中的表达。

[0088] 尽管不希望受到理论的束缚，野生型5'非翻译区(UTR)包含在翻译起始中起作用

的特征。通常已知参与核糖体启动许多基因翻译的过程的Kozak序列通常包含在5'UTR中。

Kozak序列具有共有CCR(A/G)CCAUGG，其中R是起始密码子(ATG)上游3个碱基的嘌呤(腺嘌

呤或鸟嘌呤)，其后是另一个'G'。在某些实施方案中，病毒基因组中的5'UTR包含Kozak序

列。在某些实施方案中，病毒基因组中的5'UTR不包含Kozak序列。

[0089] 尽管不希望受到理论的束缚，已知野生型3'UTR具有嵌入其中的一段腺苷和尿苷。

这些富含AU的标记在具有高周转率的基因中特别普遍。基于它们的序列特征和功能特性，

富含AU的元件(ARE)可以分为三类(Chen等人,1995，由于涉及富含AU的元件，其内容通过引

用整体并入本文)：I类ARE，例如但不限于c‑Myc和MyoD，在富含U的区域内包含数个AUUUA基

序的分散拷贝。II类ARE，例如但不限于GM‑CSF和TNF‑a，具有两个或多个重叠的UUAUUUA(U/

A)(U/A)九聚体。III类ARE的定义不太明确，例如但不限于c‑Jun和生肌蛋白(Myogenin)。这

些富含U的区域不包含AUUUA基序。已知大多数与ARE结合的蛋白都会使信使不稳定，而ELAV

家族的成员(最值得注意的是HuR)已被证明可以增加mRNA的稳定性。HuR结合到所有三类的

ARE。将HuR特异性结合位点工程化到核酸分子的3'UTR中将导致HuR结合，并且从而使体内

信使稳定。

[0090] 可以使用3'UTR富含AU的元件(ARE)的引入、去除或修饰来调节多核苷酸的稳定

性。当工程化特定多核苷酸(例如病毒基因组的有效载荷区)时，可以引入一个或多个ARE拷

贝，以使多核苷酸的稳定性降低，从而减少翻译并降低所得蛋白的生产。同样，可以识别并

去除或突变ARE，以增加细胞内稳定性，并且从而增加所得蛋白的翻译和生产。

[0091] 在某些实施方案中，病毒基因组的3'UTR可以包括寡聚(dT)序列，用于模板化添加

poly‑A尾。

[0092] 在某些实施方案中，病毒基因组可以包括至少一个miRNA种子、结合位点或完整序
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列。microRNA(或miRNA或miR)是19‑25个核苷酸的非编码RNA，可与核酸靶位点结合并通过

降低核酸分子的稳定性或抑制翻译来下调基因表达。microRNA序列包括“种子”区域，即成

熟microRNA的2‑8位区域中的序列，该序列与核酸的miRNA靶序列具有完美的Watson‑Crick

互补性。

[0093] 在某些实施方案中，可以对病毒基因组工程化以包括、改变或去除至少一个miRNA

结合位点、序列或种子区域。

[0094] 可将来自本领域已知的任何基因的任何UTR引入到AAV颗粒的病毒基因组中。这些

UTR或其部分可以以与由其选择它们的基因中相同的方向放置，或者可以改变方向或位置。

在某些实施方案中，可以将AAV颗粒的病毒基因组中使用的UTR反转、缩短、延长、用本领域

已知的一种或多种其他5'UTR或3'UTR制成。如本文所使用的，术语“改变”在涉及UTR时，表

示相对于参考序列已经以某种方式改变了UTR。例如，可以通过如上所述的方向或位置的改

变来相对于野生型或天然UTR改变3'或5'UTR，或者可以通过包括额外的核苷酸、核苷酸的

缺失、核苷酸的交换或转座来改变3'或5'UTR。

[0095] 在某些实施方案中，AAV颗粒的病毒基因组包括至少一种人工UTR，其不是野生型

UTR的变体。

[0096] 在某些实施方案中，AAV颗粒的病毒基因组包括UTR，所述UTR选自其蛋白具有共同

功能、结构、特征或特性的转录物家族。

[0097] 聚腺苷酸化序列

[0098] 在某些实施方案中，本公开的AAV颗粒的病毒基因组包括至少一个聚腺苷酸化序

列。AAV颗粒的病毒基因组可以在有效载荷编码序列的3'端与3'ITR的5'端之间包括聚腺苷

酸化序列。

[0099] 在某些实施方案中，聚腺苷酸化序列或“polyA序列”的长度范围可以从不存在到

约500个核苷酸。聚腺苷酸化序列的长度可以是但不限于1‑500个核苷酸(或其中的任何值

或范围)。

[0100] 在某些实施方案中，聚腺苷酸化序列的长度为127个核苷酸。在某些实施方案中，

聚腺苷酸化序列的长度为477个核苷酸。在某些实施方案中，聚腺苷酸化序列的长度为552

个核苷酸。

[0101] 内含子

[0102] 在某些实施方案中，载体基因组包含至少一种增强转基因靶标特异性和表达的元

件(参见例如Powell等人，Viral  Expression  Cassette  Elements  to  Enhance  Transgene 

Target  Specificity  and  Expression  in  Gene  Therapy,2015，由于涉及转基因靶向增强

子，其内容通过引用整体并入本文)，例如内含子。内含子的非限制性实例包括MVM(67‑

97bp)、F.IX截短的内含子1(300bp)、β‑珠蛋白SD/免疫球蛋白重链剪接受体(250bp)、腺病

毒剪接供体/免疫球蛋白剪接受体(500bp)、SV40晚期剪接供体/剪接受体(19S/16S)

(180bp)和杂种腺病毒剪接供体/IgG剪接受体(230bp)。

[0103] 在某些实施方案中，内含子或内含子部分的长度可以是100‑500个核苷酸。内含子

的长度可以是80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、171、172、173、174、175、176、

177、178、179、180、190、200、210、220、230、240、250、260、270、280、290、300、310、320、330、

340、350、360、370、380、390、400、410、420、430、440、450、460、470、480、490或500。内含子的
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长度可以是80‑100、80‑120、80‑140、80‑160、80‑180、80‑200、80‑250、80‑300、80‑350、80‑

400、80‑450、80‑500、200‑300、200‑400、200‑500、300‑400、300‑500或400‑500。

[0104] 填充物序列

[0105] 在某些实施方案中，病毒基因组包含至少一种改善包装效率和表达的元件，例如

填充物序列或填充序列。填充物序列的非限制性实例包括白蛋白和/或α‑1抗胰蛋白酶。可

以操控任何已知的病毒、哺乳动物或植物序列以用作填充物序列。

[0106] 在某些实施方案中，填充物或填充序列的长度可以是约100‑3500个核苷酸。填充

物序列的长度可以是大约100、200、300、400、500、600、700、800、900、1000、1100、1200、

1300、1400、1500、1600、1700、1800、1900、2000、2100、2200、2300、2400、2500、2600、2700、

2800、2900或3000。

[0107] miRNA

[0108] 在某些实施方案中，病毒基因组包含至少一个编码miRNA以减少转基因在特定组

织中表达的序列。miRNA及其所靶向的组织是本领域众所周知的。作为非限制性实例，可以

在病毒基因组中编码miR‑122miRNA以减少病毒基因组在肝脏中的表达。

[0109] 有效载荷

[0110] 本公开的AAV颗粒可以包含含有至少一个有效载荷区的至少一种有效载荷构建

体，或使用其生产。在某些实施方案中，有效载荷区可以位于病毒基因组内，例如有效载荷

构建体的病毒基因组内。在有效载荷区的5’和/或3’端，可能存在至少一个反向末端重复序

列(ITR)。在有效载荷区内可以存在启动子区、内含子区和编码区。

[0111] 在某些实施方案中，本公开的有效载荷构建体可以是杆粒，也称为杆状病毒质粒

或重组杆状病毒基因组。

[0112] 在某些实施方案中，AAV颗粒的有效载荷区包含一个或多个编码目标多肽或蛋白

的核酸序列。

[0113] 在某些实施方案中，AAV颗粒包含具有有效载荷区的病毒基因组，该有效载荷区包

含编码多于一种目标多肽的核酸序列。在某些实施方案中，可以复制编码一种或多种多肽

的病毒基因组，并将其包装到病毒颗粒中。用包含载体基因组的病毒颗粒转导的靶细胞可

以在单个靶细胞中表达一种或多种多肽中的每一种。

[0114] 如果AAV颗粒有效载荷区编码多肽，该多肽可以是肽、多肽或蛋白。作为非限制性

实例，有效载荷区可以编码至少一种目标治疗性蛋白。编码本文描述的多肽的AAV病毒基因

组可用于人类疾病、病毒、感染、兽医应用和各种体内和体外环境的领域。

[0115] 在某些实施方案中，将配制的AAV颗粒(其包含病毒基因组)施用于受试者将增加

蛋白在受试者中的表达。在某些实施方案中，蛋白表达的增加将减少与有效载荷编码的多

肽相关的疾病或病症的作用和/或症状。

[0116] 在某些实施方案中，AAV颗粒包含具有有效载荷区的病毒基因组，该有效载荷区包

含编码目标蛋白(即有效载荷蛋白、治疗性蛋白)的核酸序列。

[0117] 在某些实施方案中，有效载荷区包含编码蛋白的核酸序列，所述蛋白包括但不限

于抗体、芳香族L‑氨基酸脱羧酶(AADC)、ApoE2、共济蛋白、存活的运动神经元(SMN)蛋白、葡

萄糖脑苷脂酶、N‑磺基葡糖胺磺基水解酶、N‑乙酰基‑α‑氨基葡糖苷酶、艾杜糖2‑硫酸酯酶、

α‑L‑艾杜糖醛酸酶(alpha‑L‑iduronidase)、棕榈酰蛋白硫酯酶1、三肽基肽酶1、battenin、
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CLN5、CLN6(linclin)、MFSD8、CLN8、天冬氨酸酰积分转移酶(ASPA)、颗粒蛋白前体

(progranulin)(GRN)、MeCP2、β‑半乳糖苷酶(GLB1)和/或巨轴索神经病蛋白(gigaxonin)

(GAN)。

[0118] 在某些实施方案中，AAV颗粒包含具有有效载荷区的病毒基因组，该有效载荷区包

含编码在以下国际公开中的任一个中描述的任何疾病相关性蛋白(及其片段或变体)的核

酸序列：WO2016073693、WO2017023724、WO2018232055、WO2016077687、WO2016077689、

WO2018204786、WO2017201258、WO2017201248、WO2018204803、WO2018204797、

WO2017189959、WO2017189963、WO2017189964、WO2015191508、WO2016094783、

WO20160137949、WO2017075335；其各自内容通过引用整体并入本文，只要他们不与本公开

冲突。

[0119] 由本公开的病毒基因组的有效载荷区编码的氨基酸序列可以翻译为完整的多肽、

多个多肽或多肽片段，其可以独立地由一个或多个核酸、核酸片段或上述任何物质的变体

编码。如本文所用，“多肽”是指最通常通过肽键连接在一起的氨基酸残基(天然或非天然)

的聚合物。如本文所用，该术语是指任何大小、结构或功能的蛋白、多肽和肽。在某些情况

下，编码的多肽小于约50个氨基酸，则将该多肽称为肽。如果多肽是肽，则其长度将是至少

约2、3、4或至少5个氨基酸残基。因此，多肽包括基因产物、天然存在的多肽、合成多肽、同系

物、直系同源物、旁系同源物、片段和前述的其他等同物、变体和类似物。多肽可以是单分

子，也可以是多分子复合物，例如二聚体、三聚体或四聚体。它们还可以包含单链或多链多

肽，并且可以被结合或连接。术语多肽还可以应用于氨基酸聚合物，其中一个或多个氨基酸

残基是相应的天然存在的氨基酸的人工化学类似物。

[0120] 在某些实施方案中，提供了“多肽变体”。术语“多肽变体”是指其氨基酸序列与天

然序列或参考序列不同的分子。与天然序列或参考序列相比，氨基酸序列变体可在氨基酸

序列内的某些位置具有取代、缺失和/或插入。通常，变体与天然序列或参考序列将具有至

少约50％的同一性(同源性)，并且在某些实施方案中，它们与天然序列或参考序列具有至

少约80％或至少约90％的同一性(同源性)。

[0121] 本公开包括配制的AAV颗粒作为治疗剂的用途，所述AAV颗粒的载体基因组编码调

节性多核苷酸，例如RNA或DNA分子。因此，本公开提供了编码多核苷酸的载体基因组，所述

多核苷酸被加工成靶向目标基因的小双链RNA(dsRNA)分子(小干扰RNA、siRNA、miRNA、pre‑

miRNA)。本公开还提供了其用于抑制目标基因的等位基因的基因表达和蛋白生产，用于治

疗疾病、病症和/或病状的方法。

[0122] 在某些实施方案中，AAV颗粒包含具有有效载荷区的病毒基因组，该有效载荷区包

含编码或包含一种或多种调节性多核苷酸的核酸序列。在某些实施方案中，AAV颗粒包含具

有有效载荷区的病毒基因组，该有效载荷区包含编码目标调节性多核苷酸的核酸序列。在

本公开的某些实施方案中，调节性多核苷酸，例如RNA或DNA分子，作为治疗剂提供。RNA干扰

介导的基因沉默可以特异性抑制所靶向的基因的表达。

[0123] 在某些实施方案中，有效载荷区包含编码调节性多核苷酸的核酸序列，所述调节

性多核苷酸干扰靶基因表达和/或靶蛋白产生。在某些实施方案中，待抑制/修饰的基因表

达或蛋白产生可包括但不限于超氧化物歧化酶1(SOD1)、染色体9开放阅读框72(C9ORF72)、

TAR  DNA结合蛋白(TARDBP)、共济失调蛋白‑3(ATXN3)、亨廷顿蛋白(HTT)、淀粉样前体蛋白
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(APP)、载脂蛋白E(ApoE)、微管相关蛋白τ(MAPT)、α‑突触核蛋白(SNCA)、电压门控钠通道α

亚基9(SCN9A)和/或电压门控钠通道α亚基10(SCN10A)。

[0124] 在某些实施方案中，AAV颗粒包含具有有效载荷区的病毒基因组，该有效载荷区包

含编码以下国际公开任何一个中描述的任何调节性多核苷酸、RNAi分子、siRNA分子、dsRNA

分子和/或RNA双链体的核酸序列：WO2016073693、WO2017023724、WO2018232055、

WO2016077687、WO2016077689、WO2018204786、WO2017201258、WO2017201248、

WO2018204803、WO2018204797、WO2017189959、WO2017189963、WO2017189964、

WO2015191508、WO2016094783、WO20160137949、WO2017075335；其各自内容通过引用整体并

入本文，只要它们不与本公开冲突。

[0125] 在某些实施方案中，将编码此类siRNA分子或siRNA分子的单链的核酸序列插入到

腺相关病毒载体中，并引入到细胞(特别是中枢神经系统中的细胞)中。

[0126] 因为几个独特的特征，已经针对siRNA递送研究了AAV载体。所述特征的非限制性

实例包括(i)感染分裂的细胞和非分裂的细胞的能力；(ii)侵染性的广宿主范围，包括人细

胞；(iii)野生型AAV尚未与任何疾病相关联，且尚未被证实在受感染的细胞中复制；(iv)细

胞介导的针对载体的免疫应答的缺乏，和(v)在宿主染色体中的不整合性质，由此减少长期

表达的可能。此外，AAV颗粒感染对改变细胞基因表达模式均仅具有微小影响(Stilwell和

Samulski等人,Biotechniques,2003,34,148)。

[0127] 在某些实施方案中，本公开的编码的siRNA双链体包含杂交在一起形成双链体结

构的反义链和有义链，其中所述反义链与所述目标所靶向基因的核酸序列互补，并且其中

有义链与目标所靶向基因的核酸序列同源。在其他方面，在每条链的3'端具有0、1或2个核

苷酸突出端。

[0128] 本公开的配制的AAV颗粒的有效载荷可以编码一种或多种物质，所述物质经受RNA

干扰(RNAi)诱导的基因表达抑制。本文提供了靶向目标基因的编码的siRNA双链体或编码

的dsRNA(本文统称为“siRNA分子”)。此类siRNA分子，例如编码的siRNA双链体、编码的

dsRNA或编码的siRNA或dsRNA前体，可以降低或沉默细胞(例如星形胶质细胞或小胶质细胞

神经元、皮层神经元、海马神经元、内嗅神经元、丘脑神经元、感觉神经元或运动神经元)中

的基因表达。

[0129] RNAi(也称为转录后基因沉默(PTGS)、压抑或共抑制)是转录后基因沉默的过程，

其中RNA分子以序列特异性方式抑制基因表达，通常是通过导致破坏特异性的mRNA分子。

RNAi的活性组分是短/小双链RNA(dsRNA)，称为小干扰RNA(siRNA)，其通常包含15‑30个核

苷酸(例如19至25、19至24或19‑21个核苷酸)和2个核苷酸的3’突出端，且其与靶基因的核

酸序列匹配。这些短RNA物质可由Dicer介导的较大dsRNA的裂解在体内自然产生，并且它们

在哺乳动物细胞中具有功能。

[0130] 天然表达的小RNA分子，称为microRNA(miRNA)，通过调节mRNA的表达引起基因沉

默。包含RNA诱导沉默复合物(RISC)的miRNA靶向mRNA，所述mRNA与在miRNA的5’区中的核苷

酸2‑7(称为种子区)和其他具有其3’区的碱基对呈完美序列互补性。miRNA介导的基因表达

下调可能是由靶标mRNA的切割、靶标mRNA的翻译抑制或mRNA降解引起的。miRNA靶向序列通

常位于靶mRNA的3’‑UTR中。单个miRNA可以靶向来自多种基因的超过100种转录物，而一种

mRNA可以被不同的miRNA靶向。
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[0131] 可以将靶向特定mRNA的siRNA双链体或dsRNA设计成AAV颗粒的有效载荷，并引入

细胞中以激活RNAi过程。Elbashir等人证明了21个核苷酸的siRNA双链体(称为小干扰RNA)

能够在不诱导哺乳动物细胞的免疫应答的情况下有效地强烈且特异性地敲低基因

(Elbashir  SM等人,Nature,2001,411,494‑498)。自从这份初步报告以来，通过siRNA进行

转录后基因沉默迅速成为哺乳动物细胞遗传分析的有力工具，并具有产生新疗法的潜力。

[0132] siRNA双链体由与靶mRNA同源的有义链和与靶mRNA互补的反义链组成，与单链

(ss)‑siRNA(例如反义链RNA或反义寡核苷酸)的使用相比，在破坏靶RNA的效率方面，siRNA

双链体具有更多优势。在许多情况下，需要更高浓度的ss‑siRNA才能实现对应双链体的有

效基因沉默效力。

[0133] 在某些实施方案中，可以在还包含分子支架的调节性多核苷酸中编码siRNA分子。

如本文所用，“分子支架”是框架或起始分子，其形成设计或制备后续分子所依据的序列或

结构基础。

[0134] 在某些实施方案中，包含有效载荷(例如本文所述的siRNA、miRNA或其他RNAi剂)

的调节性多核苷酸包括分子支架，其包含前导5’侧翼序列，该序列可以具有任何长度，并且

可以全部或部分衍生自野生型microRNA序列或是完全人工的。3’侧翼序列可以在大小和来

源上与5’侧翼序列镜像。在某些实施方案中，5’和3’侧翼序列中的一个或两个都不存在。

[0135] 在某些实施方案中，分子支架可包含一个或多个本领域已知的接头。接头可以将

多个区域或将一个分子支架与另一个分开。作为非限制性实例，分子支架可以是多顺反子

的。

[0136] 在某些实施方案中，使用以下特性中的至少一种来设计调节性多核苷酸：环变体、

种子错配/凸起/摆动变体、茎错配、环变体和基茎错配变体、种子错配和基茎错配变体、茎

错配和基础茎错配变体、种子摆动和基础茎摆动变体或茎序列变体。

[0137] 基因组大小

[0138] 在某些实施方案中，包含本文所述的有效载荷的AAV颗粒可以是单链或双链载体

基因组。载体基因组的大小可以是小、中等、大或最大大小。另外，载体基因组可以包含启动

子和polyA尾。

[0139] 在某些实施方案中，包含本文描述的有效载荷的载体基因组可以是小的单链载体

基因组。小的单链载体基因组的大小可以为2.1至3.5kb，例如大小为约2.1、2.2、2.3、2.4、

2.5、2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4和3.5kb。作为非限制性实例，小的单链载体

基因组的大小可以是3.2kb。作为另一个非限制性实例，小的单链载体基因组的大小可以是

2.2kb。另外，载体基因组可以包含启动子和polyA尾。

[0140] 在某些实施方案中，包含本文描述的有效载荷的载体基因组可以是小的双链载体

基因组。小的双链载体基因组的大小可以为1.3至1.7kb，例如大小为约1.3、1.4、1.5、1.6和

1.7kb。作为非限制性实例，小的双链载体基因组的大小可以为1.6kb。另外，载体基因组可

以包含启动子和polyA尾。

[0141] 在某些实施方案中，包含本文所述的有效载荷例如多核苷酸、siRNA或dsRNA的载

体基因组可以是中等单链载体基因组。中等单链载体基因组的大小可以为3.6至4.3kb，例

如大小为约3.6、3.7、3.8、3.9、4.0、4.1、4.2和4.3kb。作为非限制性实例，中等单链载体基

因组的大小可以为4.0kb。另外，载体基因组可以包含启动子和polyA尾。
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[0142] 在某些实施方案中，包含本文描述的有效载荷的载体基因组可以是中等双链载体

基因组。中等双链载体基因组的大小可以为1.8至2.1kb，例如大小为约1.8、1 .9、2.0和

2.1kb。作为非限制性实例，中等双链载体基因组的大小可以为2.0kb。另外，载体基因组可

以包含启动子和polyA尾。

[0143] 在某些实施方案中，包含本文所述的有效载荷的载体基因组可以是大的单链载体

基因组。大的单链载体基因组的大小可以是4.4至6.0kb，例如大小为约4.4、4.5、4.6、4.7、

4.8、4.9、5.0、5.1、5.2、5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、5.9和6.0kb。作为非限制性实例，大的

单链载体基因组的大小可以是4.7kb。作为另一个非限制性实例，大的单链载体基因组的大

小可以是4.8kb。作为又一个非限制性实例，大的单链载体基因组的大小可以是6.0kb。另

外，载体基因组可以包含启动子和polyA尾。

[0144] 在某些实施方案中，包含本文所述的有效载荷的载体基因组可以是大的双链载体

基因组。大的双链载体基因组的大小可以为2.2至3.0kb，例如大小为约2.2、2.3、2.4、2.5、

2.6、2.7、2.8、2.9和3.0kb。作为非限制性实例，大的双链载体基因组的大小可以是2.4kb。

另外，载体基因组可以包含启动子和polyA尾。

[0145] AAV血清型

[0146] 本公开的AAV颗粒可以包括或衍生自任何天然或重组AAV血清型。根据本公开，AAV

颗粒可以利用或基于血清型或包括选自以下任何一种的肽：VOY101、VOY201、AAVPHP .B

(PHP.B)、AAVPHP.A(PHP.A)、AAVG2B‑26、AAVG2B‑13、AAVTH1.1‑32、AAVTH1.1‑35、AAVPHP.B2

(PHP .B2)、AAVPHP .B3(PHP .B3)、AAVPHP .N/PHP .B‑DGT、AAVPHP .B‑EST、AAVPHP .B‑GGT、

AAVPHP .B‑ATP、AAVPHP .B‑ATT‑T、AAVPHP .B‑DGT‑T、AAVPHP .B‑GGT‑T、AAVPHP .B‑SGS、

AAVPHP.B‑AQP、AAVPHP.B‑QQP、AAVPHP.B‑SNP(3)、AAVPHP.B‑SNP、AAVPHP.B‑QGT、AAVPHP.B‑

NQT、AAVPHP .B‑EGS、AAVPHP .B‑SGN、AAVPHP .B‑EGT、AAVPHP .B‑DST、AAVPHP .B‑DST、

AAVPHP.B‑STP、AAVPHP.B‑PQP、AAVPHP.B‑SQP、AAVPHP.B‑QLP、AAVPHP.B‑TMP、AAVPHP.B‑

TTP、AAVPHP.S/G2A12、AAVG2A15/G2A3(G2A3)、AAVG2B4(G2B4)、AAVG2B5(G2B5)、PHP.S、

AAV1、AAV2、AAV2G9、AAV3、AAV3a、AAV3b、AAV3‑3、AAV4、AAV4‑4、AAV5、AAV6、AAV6.1、AAV6.2、

AAV6 .1 .2、AAV7、AAV7 .2、AAV8、AAV9、AAV9 .11、AAV9 .13、AAV9 .16、AAV9 .24、AAV9 .45、

AAV9.47、AAV9.61、AAV9.68、AAV9.84、AAV9.9、AAV10、AAV11、AAV12、AAV16 .3、AAV24 .1、

AAV27.3、AAV42.12、AAV42‑1b、AAV42‑2、AAV42‑3a、AAV42‑3b、AAV42‑4、AAV42‑5a、AAV42‑

5b、AAV42‑6b、AAV42‑8、AAV42‑10、AAV42‑11、AAV42‑12、AAV42‑13、AAV42‑15、AAV42‑aa、

AAV43‑1、AAV43‑12、AAV43‑20、AAV43‑21、AAV43‑23、AAV43‑25、AAV43‑5、AAV44.1、AAV44.2、

AAV44.5、AAV223.1、AAV223.2、AAV223.4、AAV223.5、AAV223.6、AAV223.7、AAV1‑7/rh.48、

AAV1‑8/rh .49、AAV2‑15/rh .62、AAV2‑3/rh .61、AAV2‑4/rh .50、AAV2‑5/rh .51、AAV3 .1/

hu.6、AAV3.1/hu.9、AAV3‑9/rh.52、AAV3‑11/rh.53、AAV4‑8/r11.64、AAV4‑9/rh.54、AAV4‑

19/rh.55、AAV5‑3/rh.57、AAV5‑22/rh.58、AAV7.3/hu.7、AAV16.8/hu.10、AAV16.12/hu.11、

AAV29 .3/bb .1、AAV29 .5/bb .2、AAV106 .1/hu .37、AAV114 .3/hu .40、AAV127 .2/hu .41、

AAV127.5/hu.42、AAV128.3/hu.44、AAV130.4/hu.48、AAV145.1/hu.53、AAV145.5/hu.54、

AAV145.6/hu.55、AAV161.10/hu.60、AAV161.6/hu.61、AAV33.12/hu.17、AAV33.4/hu.15、

AAV33 .8/hu .16、AAV52/hu .19、AAV52 .1/hu .20、AAV58 .2/hu .25、AAVA3 .3、AAVA3 .4、

AAVA3.5、AAVA3.7、AAVC1、AAVC2、AAVC5、AAV‑DJ、AAV‑DJ8、AAVF3、AAVF5、AAVH2、AAVrh.72、
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AAVhu.8、AAVrh.68、AAVrh.70、AAVpi.1、AAVpi.3、AAVpi.2、AAVrh.60、AAVrh.44、AAVrh.65、

AAVrh.55、AAVrh.47、AAVrh.69、AAVrh.45、AAVrh.59、AAVhu.12、AAVH6、AAVLK03、AAVH‑1/

hu.1、AAVH‑5/hu.3、AAVLG‑10/rh.40、AAVLG‑4/rh.38、AAVLG‑9/hu.39、AAVN721‑8/rh.43、

AAVCh .5、AAVCh .5R1、AAVcy .2、AAVcy .3、AAVcy .4、AAVcy .5、AAVCy .5R1、AAVCy .5R2、

AAVCy.5R3、AAVCy.5R4、AAVcy.6、AAVhu.1、AAVhu.2、AAVhu.3、AAVhu.4、AAVhu.5、AAVhu.6、

AAVhu .7、AAVhu .9、AAVhu .10、AAVhu .11、AAVhu .13、AAVhu .15、AAVhu .16、AAVhu .17、

AAVhu.18、AAVhu.20、AAVhu.21、AAVhu.22、AAVhu.23.2、AAVhu.24、AAVhu.25、AAVhu.27、

AAVhu .28、AAVhu .29、AAVhu .29R、AAVhu .31、AAVhu .32、AAVhu .34、AAVhu .35、AAVhu .37、

AAVhu.39、AAVhu.40、AAVhu.41、AAVhu.42、AAVhu.43、AAVhu.44、AAVhu.44R1、AAVhu.44R2、

AAVhu .44R3、AAVhu .45、AAVhu .46、AAVhu .47、AAVhu .48、AAVhu .48R1、AAVhu .48R2、

AAVhu.48R3、AAVhu.49、AAVhu.51、AAVhu.52、AAVhu.54、AAVhu.55、AAVhu.56、AAVhu.57、

AAVhu.58、AAVhu.60、AAVhu.61、AAVhu.63、AAVhu.64、AAVhu.66、AAVhu.67、AAVhu.14/9、

AAVhu .t  19、AAVrh .2、AAVrh .2R、AAVrh .8、AAVrh .8R、AAVrh .10、AAVrh .12、AAVrh .13、

AAVrh .13R、AAVrh .14、AAVrh .17、AAVrh .18、AAVrh .19、AAVrh .20、AAVrh .21、AAVrh .22、

AAVrh .23、AAVrh .24、AAVrh .25、AAVrh .31、AAVrh .32、AAVrh .33、AAVrh .34、AAVrh .35、

AAVrh.36、AAVrh.37、AAVrh.37R2、AAVrh.38、AAVrh.39、AAVrh.40、AAVrh.46、AAVrh.48、

AAVrh .48 .1、AAVrh .48 .1 .2、AAVrh .48 .2、AAVrh .49、AAVrh .51、AAVrh .52、AAVrh .53、

AAVrh.54、AAVrh.56、AAVrh.57、AAVrh.58、AAVrh.61、AAVrh.64、AAVrh.64R1、AAVrh.64R2、

AAVrh.67、AAVrh.73、AAVrh.74、AAVrh8R、AAVrh8R  A586R突变体、AAVrh8R  R533A突变体、

AAAV、BAAV、山羊AAV、牛AAV、AAVhE1.1、AAVhEr1.5、AAVhER1.14、AAVhEr1.8、AAVhEr1.16、

AAVhEr1.18、AAVhEr1.35、AAVhEr1.7、AAVhEr1.36、AAVhEr2.29、AAVhEr2.4、AAVhEr2.16、

AAVhEr2.30、AAVhEr2.31、AAVhEr2.36、AAVhER1.23、AAVhEr3.1、AAV2.5T、AAV‑PAEC、AAV‑

LK01、AAV‑LK02、AAV‑LK03、AAV‑LK04、AAV‑LK05、AAV‑LK06、AAV‑LK07、AAV‑LK08、AAV‑LK09、

AAV‑LK10、AAV‑LK11、AAV‑LK12、AAV‑LK13、AAV‑LK14、AAV‑LK15、AAV‑LK16、AAV‑LK17、AAV‑

LK18、AAV‑LK19、AAV‑PAEC2、AAV‑PAEC4、AAV‑PAEC6、AAV‑PAEC7、AAV‑PAEC8、AAV‑PAEC11、

AAV‑PAEC12、AAV‑2‑pre‑miRNA‑101、AAV‑8h、AAV‑8b、AAV‑h、AAV‑b、AAV  SM  10‑2、AAV改组

100‑1、AAV改组100‑3、AAV改组100‑7、AAV改组10‑2、AAV改组10‑6、AAV改组10‑8、AAV改组

100‑2、AAV  SM  10‑1、AAV  SM  10‑8、AAV  SM  100‑3、AAV  SM  100‑10、BNP61  AAV、BNP62  AAV、

BNP63  AAV、AAVrh .50、AAVrh .43、AAVrh .62、AAVrh .48、AAVhu .19、AAVhu .11、AAVhu .53、

AAV4‑8/rh.64、AAVLG‑9/hu.39、AAV54.5/hu.23、AAV54.2/hu.22、AAV54.7/hu.24、AAV54.1/

hu .21、AAV54 .4R/hu .27、AAV46 .2/hu .28、AAV46 .6/hu .29、AAV128 .1/hu .43、真型AAV

(ttAAV)、UPENN  AAV  10、日本AAV  10血清型、AAV  CBr‑7.1、AAV  CBr‑7.10、AAV  CBr‑7.2、

AAV  CBr‑7.3、AAV  CBr‑7.4、AAV  CBr‑7.5、AAV  CBr‑7.7、AAV  CBr‑7.8、AAV  CBr‑B7.3、AAV 

CBr‑B7.4、AAV  CBr‑E1、AAV  CBr‑E2、AAV  CBr‑E3、AAV  CBr‑E4、AAV  CBr‑E5、AAV  CBr‑e5、

AAV  CBr‑E6、AAV  CBr‑E7、AAV  CBr‑E8、AAV  CHt‑1、AAV  CHt‑2、AAV  CHt‑3、AAV  CHt‑6.1、

AAV  CHt‑6.10、AAV  CHt‑6.5、AAV  CHt‑6.6、AAV  CHt‑6.7、AAV  CHt‑6.8、AAV  CHt‑P1、AAV 

CHt‑P2、AAV  CHt‑P5、AAV  CHt‑P6、AAV  CHt‑P8、AAV  CHt‑P9、AAV  CKd‑1、AAV  CKd‑10、AAV 

CKd‑2、AAV  CKd‑3、AAV  CKd‑4、AAV  CKd‑6、AAV  CKd‑7、AAV  CKd‑8、AAV  CKd‑B1、AAV  CKd‑

B2、AAV  CKd‑B3、AAV  CKd‑B4、AAV  CKd‑B5、AAV  CKd‑B6、AAV  CKd‑B7、AAV  CKd‑B8、AAV  CKd‑
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H1、AAV  CKd‑H2、AAV  CKd‑H3、AAV  CKd‑H4、AAV  CKd‑H5、AAV  CKd‑H6、AAV  CKd‑N3、AAV  CKd‑

N4、AAV  CKd‑N9、AAV  CLg‑F1、AAV  CLg‑F2、AAV  CLg‑F3、AAV  CLg‑F4、AAV  CLg‑F5、AAV  CLg‑

F6、AAV  CLg‑F7、AAV  CLg‑F8、AAV  CLv‑1、AAV  CLv1‑1、AAV  Clv1‑10、AAV  CLv1‑2、AAV  CLv‑

12、AAV  CLv1‑3、AAV  CLv‑13、AAV  CLv1‑4、AAV  Clv1‑7、AAV  Clv1‑8、AAV  Clv1‑9、AAV  CLv‑

2、AAV  CLv‑3、AAV  CLv‑4、AAV  CLv‑6、AAV  CLv‑8、AAV  CLv‑D1、AAV  CLv‑D2、AAV  CLv‑D3、

AAV  CLv‑D4、AAV  CLv‑D5、AAV  CLv‑D6、AAV  CLv‑D7、AAV  CLv‑D8、AAV  CLv‑E1、AAV  CLv‑K1、

AAV  CLv‑K3、AAV  CLv‑K6、AAV  CLv‑L4、AAV  CLv‑L5、AAV  CLv‑L6、AAV  CLv‑M1、AAV  CLv‑

M11、AAV  CLv‑M2、AAV  CLv‑M5、AAV  CLv‑M6、AAV  CLv‑M7、AAV  CLv‑M8、AAV  CLv‑M9、AAV 

CLv‑R1、AAV  CLv‑R2、AAV  CLv‑R3、AAV  CLv‑R4、AAV  CLv‑R5、AAV  CLv‑R6、AAV  CLv‑R7、AAV 

CLv‑R8、AAV  CLv‑R9、AAV  CSp‑1、AAV  CSp‑10、AAV  CSp‑11、AAV  CSp‑2、AAV  CSp‑3、AAV 

CSp‑4、AAV  CSp‑6、AAV  CSp‑7、AAV  CSp‑8、AAV  CSp‑8.10、AAV  CSp‑8.2、AAV  CSp‑8.4、AAV 

CSp‑8 .5、AAV  CSp‑8 .6、AAV  CSp‑8 .7、AAV  CSp‑8 .8、AAV  CSp‑8 .9、AAV  CSp‑9、

AAV.hu.48R3、AAV.VR‑355、AAV3B、AAV4、AAV5、AAVF1/HSC1、AAVF11/HSC11、AAVF12/HSC12、

AAVF13/HSC13、AAVF14/HSC14、AAVF15/HSC15、AAVF16/HSC16、AAVF17/HSC17、AAVF2/HSC2、

AAVF3/HSC3、AAVF4/HSC4、AAVF5/HSC5、AAVF6/HSC6、AAVF7/HSC7、AAVF8/HSC8、AAVF9/HSC9、

AAVrh20、AAVrh32/33、AAVrh39、AAVrh46、AAVrh73、AAVrh74、AAVhu.26，或其变体或衍生物。

[0147] AAV‑DJ序列可以包含两个突变：(1)R587Q，其中氨基酸587处的精氨酸(R；Arg)变

为谷氨酰胺(Q；Gln)和(2)R590T，其中氨基酸590处的精氨酸(R；Arg)变为苏氨酸(T；Thr)。

作为另一个非限制性实例，可以包含3个突变：(1)K406R，其中氨基酸406处的赖氨酸(K；

Lys)变为精氨酸(R；Arg)，(2)R587Q，其中氨基酸587处的精氨酸(R；Arg)变为谷氨酰胺(Q；

Gln)和(3)R590T，其中氨基酸590处的精氨酸(R；Arg)变为苏氨酸(T；Thr)。

[0148] 在某些实施方案中，AAV可以是由AAV9衣壳文库产生的具有390‑627位氨基酸(VP1

编号)中的突变的血清型。血清型以及相应的核苷酸和氨基酸取代可以是但不限于AAV9.1

(G1594C；D532H)、AAV6 .2(T1418A和T1436X；V473D和I479K)、AAV9 .3(T1238A；F413Y)、

AAV9.4(T1250C和A1617T；F417S)、AAV9.5(A1235G、A1314T、A1642G、C1760T；Q412R、T548A、

A587V)、AAV9 .6(T1231A；F411I)、AAV9 .9(G1203A、G1785T；W595C)、AAV9 .10(A1500G、

T1676C；M559T)、AAV9 .11(A1425T、A1702C、A1769T；T568P、Q590L)、AAV9 .13(A1369C、

A1720T；N457H、T574S)、AAV9 .14(T1340A、T1362C、T1560C、G1713A；L447H)、AAV9 .16

(A1775T；Q592L)、AAV9 .24(T1507C、T1521G；W503R)、AAV9 .26(A1337G、A1769C；Y446C、

Q590P)、AAV9.33(A1667C；D556A)、AAV9.34(A1534G、C1794T；N512D)、AAV9.35(A1289T、

T1450A、C1494T、A1515T、C1794A、G1816A；Q430L、Y484N、N98K、V606I)、AAV9.40(A1694T、

E565V)、AAV9 .41(A1348T、T1362C；T450S)、AAV9 .44(A1684C、A1701T、A1737G；N562H、

K567N)、AAV9.45(A1492T、C1804T；N498Y、L602F)、AAV9.46(G1441C、T1525C、T1549G；G481R、

W509R、L517V)、9.47(G1241A、G1358A、A1669G、C1745T；S414N、G453D、K557E、T582I)、

AAV9.48(C1445T、A1736T；P482L、Q579L)、AAV9.50(A1638T、C1683T、T1805A；Q546H、L602H)、

AAV9.53(G1301A、A1405C、C1664T、G1811T；R134Q、S469R、A555V、G604V)、AAV9.54(C1531A、

T1609A；L511I、L537M)、AAV9.55(T1605A；F535L)、AAV9.58(C1475T、C1579A；T492I、H527N)、

AAV .59(T1336C；Y446H)、AAV9 .61(A1493T；N498I)、AAV9 .64(C1531A、A1617T；L511I)、

AAV9.65(C1335T、T1530C、C1568A；A523D)、AAV9.68(C1510A；P504T)、AAV9.80(G1441A,；
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G481R)、AAV9 .83(C1402A、A1500T；P468T、E500D)、AAV9 .87(T1464C、T1468C；S490P)、

AAV9 .90(A1196T；Y399F)、AAV9 .91(T1316G、A1583T、C1782G、T1806C；L439R、K528I)、

AAV9.93(A1273G、A1421G、A1638C、C1712T、G1732A、A1744T、A1832T；S425G、Q474R、Q546H、

P571L、G578R、T582S、D611V)、AAV9.94(A1675T；M559L)和AAV9.95(T1605A；F535L)。

[0149] 在本文引用和/或描述的任何DNA和RNA序列中，单个字母符号具有以下描述：A代

表腺嘌呤；C代表胞嘧啶；G代表鸟嘌呤；T代表胸腺嘧啶；U代表尿嘧啶；W代表弱碱基，例如腺

嘌呤或胸腺嘧啶；S代表强核苷酸，例如胞嘧啶和鸟嘌呤；M代表氨基核苷酸，如腺嘌呤和胞

嘧啶；K代表酮核苷酸，如鸟嘌呤和胸腺嘧啶；R代表嘌呤腺嘌呤和鸟嘌呤；Y代表嘧啶胞嘧啶

和胸腺嘧啶；B代表任何不是A的碱基(例如胞嘧啶、鸟嘌呤和胸腺嘧啶)；D代表任何不是C的

碱基(例如，腺嘌呤、鸟嘌呤和胸腺嘧啶)；H代表任何不是G的碱基(例如，腺嘌呤、胞嘧啶和

胸腺嘧啶)；V代表任何不是T的碱基(例如，腺嘌呤、胞嘧啶和鸟嘌呤)；N代表任何核苷酸(其

不是空位)；并且Z代表零。

[0150] 在本文提及和/或描述的任何氨基酸序列中，单字母符号具有以下描述：G(Gly)代

表甘氨酸；A(Ala)代表丙氨酸；L(Leu)代表亮氨酸；M(Met)代表甲硫氨酸；F(Phe)代表苯丙

氨酸；W(Trp)代表色氨酸；K(Lys)代表赖氨酸；Q(Gln)代表谷氨酰胺；E(Glu)代表谷氨酸；S

(Ser)代表丝氨酸；P(Pro)代表脯氨酸；V(Val)代表缬氨酸；I(Ile)代表异亮氨酸；C(Cys)代

表半胱氨酸；Y(Tyr)代表酪氨酸；H(His)代表组氨酸；R(Arg)代表精氨酸；N(Asn)代表天冬

酰胺；D(Asp)代表天冬氨酸；T(Thr)代表苏氨酸；B(Asx)代表天冬氨酸或天冬酰胺；J(Xle)

代表亮氨酸或异亮氨酸；O(Pyl)为吡咯赖氨酸；U(Sec)代表硒代胱氨酸；X(Xaa)代表任何氨

基酸；Z(Glx)代表谷氨酰胺或谷氨酸。

[0151] 在某些实施方案中，AAV血清型可以是或可以包括如以下专利公开中所述的序列、

插入、修饰或突变：WO2015038958、WO2017100671、WO2016134375、WO2017083722、

WO2017015102、WO2017058892、WO2017066764、US9624274、US9475845、US20160369298、

US20170145405，由于涉及AAV血清型和修饰，其内容通过引用整体并入本文。

[0152] 在某些实施方案中，AAV可以是如Deverman等人(Nature  Biotechnology  34(2)：

204‑209(2016))所述的基于Cre重组的AAV靶向进化(CREATE)生成的血清型，其内容通过引

用整体并入本文。在某些实施方案中，AAV血清型可以如Jackson等人(Frontiers  in 

Molecular  Neuroscience  9:154(2016))所述，由于涉及AAV血清型和修饰，该文献的内容

通过引用整体并入本文。在某些实施方案中，选择AAV血清型进行使用是由于其对中枢神经

系统细胞的嗜性。在某些实施方案中，中枢神经系统的细胞是神经元。在另一个实施方案

中，中枢神经系统的细胞是星形胶质细胞。

[0153] 在某些实施方案中，选择AAV血清型进行使用是由于其对肌肉细胞的嗜性。

[0154] 在某些实施方案中，用于AAV  VP1衣壳蛋白翻译的起始密码子可以是CTG、TTG或

GTG，如美国专利号US8163543中所述，由于涉及AAV血清型和修饰，其内容通过引用整体并

入本文。

[0155] 本公开涉及由衣壳(Cap)基因编码的结构衣壳蛋白(包括VP1、VP2和VP3)。这些衣

壳蛋白形成病毒载体例如AAV的外部蛋白结构壳(即衣壳)。由Cap多核苷酸合成的VP衣壳蛋

白通常包含甲硫氨酸作为肽序列中的第一个氨基酸(Met1)，其与相应的Cap核苷酸序列中

的起始密码子(AUG或ATG)相关。然而，常见的是在蛋白合成之后或期间通过蛋白加工酶例
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如Met‑氨基肽酶将第一甲硫氨酸(Met1)残基或通常任何第一氨基酸(AA1)裂解掉。这种

“Met/AA‑剪切”过程通常与多肽序列中的第二个氨基酸(例如，丙氨酸、缬氨酸、丝氨酸、苏

氨酸等)的相应乙酰化相关。Met‑剪切通常发生在VP1和VP3衣壳蛋白上，但也可发生在VP2

衣壳蛋白上。

[0156] 当Met/AA剪切不完全时，可能产生包含病毒衣壳在内的一种或多种(一个、两个或

三个)VP衣壳蛋白的混合物，其中一些可能包含Met1/AA1氨基酸(Met+/AA+)，并且其中一些

由于Met/AA剪切可能缺少Met1/AA1氨基酸(Met‑/AA‑)。有关衣壳蛋白中Met/AA剪切的更多

讨论，参见以下文献：Jin等人，Direct  Liquid  Chromatography/Mass  Spectrometry 

Analysis  for  Complete  Characterization  of  Recombinant  Adeno‑Associated  Virus 

Capsid  Proteins .Hum  Gene  Ther  Methods .2017Oct .28(5):255‑267；Hwang等人，N‑

Terminal  Acetylation  of  Cellular  Proteins  Creates  Specific  Degradation 

Signals.Science.2010February  19.327(5968):973–977；由于涉及壳蛋白修饰和剪切，其

内容各自通过引用整体并入本文。

[0157] 根据本公开，对衣壳蛋白的提及不限于剪切的(Met‑/AA‑)或未剪切的(Met+/AA

+)，并且在上下文中可以是指独立的衣壳蛋白、包含衣壳蛋白混合物的病毒衣壳和/或编

码、描述、产生或导致本公开的衣壳蛋白的多核苷酸序列(或其片段)。直接提及“衣壳蛋白”

或“衣壳多肽”(例如VP1、VP2或VP2)还可以包括：包含Met1/AA1氨基酸(Met+/AA+)的VP衣壳

蛋白以及相应的由于Met/AA剪切而缺少Met1/AA1氨基酸(Met‑/AA‑)的VP衣壳蛋白。

[0158] 进一步根据本公开，提及分别包含或编码一种或多种包含Met1/AA1氨基酸的衣壳

蛋白(Met+/AA+)的特定SEQ  ID  NO：(无论是蛋白还是核酸)应被理解为教导了检查序列时

缺少Met1/AA1氨基酸的VP衣壳蛋白，很明显其是任何仅缺少第一列出的氨基酸的序列(无

论是否是Met1/AA1)。

[0159] 作为非限制性实例，提及长度为736个氨基酸且包括由AUG/ATG起始密码子编码的

“Met1”氨基酸(Met+)的VP1多肽序列也可以被理解为教导了长度为735个氨基酸且不包含

736个氨基酸Met+序列中的“Met1”氨基酸(Met‑)的VP1多肽序列。作为第二非限制性实例，

提及的长度为736个氨基酸且包含由任何NNN起始密码子编码的“AA1”氨基酸(AA1+)的VP1

多肽序列也可以被理解为教导了长度为735个氨基酸且不包含736个氨基酸AA1+序列中的

“AA1”氨基酸(AA1‑)的VP1多肽序列。

[0160] 提及由VP衣壳蛋白形成的病毒衣壳(例如提及特定的AAV衣壳血清型)可以并入包

含Met1/AA1氨基酸的VP衣壳蛋白(Met+/AA1+)、相应的由于Met/AA1剪切而缺少Met1/AA1氨

基酸的VP衣壳蛋白(Met‑/AA1‑)及其组合(Met+/AA1+和Met‑/AA1‑)。

[0161] 作为非限制性实例，AAV衣壳血清型可包括VP1(Met+/AA1+)、VP1(Met‑/AA1‑)或

VP1(Met+/AA1+)和VP1(Met‑/AA1‑)的组合。AAV衣壳血清型还可以包括VP3(Met+/AA1+)、

VP3(Met‑/AA1‑)或VP3(Met+/AA1+)和VP3(Met‑/AA1‑)的组合；并且还可以包括VP2(Met+/

AA1+)和VP2(Met‑/AA1‑)的类似可选组合。

[0162] 引入细胞

[0163] 本公开的编码的siRNA分子(例如，siRNA双链体)可以通过被AAV颗粒的载体基因

组编码而引入到细胞中。对这些AAV颗粒进行了工程化和优化，以帮助其进入到不易被转

染/转导修饰的细胞。而且，一些合成的病毒载体具有将shRNA整合到细胞基因组中的能力，
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从而导致稳定的siRNA表达和靶基因的长期敲低。以这种方式，将病毒载体工程化为用于特

定递送的载体，同时缺乏在野生型病毒中发现的有害复制和/或整合特征。

[0164] 在某些实施方案中，通过用AAV颗粒转染、感染或转导细胞，将编码的siRNA分子引

入到细胞中，所述AAV颗粒包含当在细胞中转录时能够产生siRNA分子的核酸序列。在某些

实施方案中，通过将AAV颗粒注射到细胞或组织中来将siRNA分子引入到细胞中，所述AAV颗

粒包含当在细胞中转录时能够产生siRNA分子的核酸序列。

[0165] 在某些实施方案中，在转染/转导之前，可以将包含编码本公开的siRNA分子的核

酸序列的AAV颗粒转染到细胞中。

[0166] 引入包含本文所述的siRNA分子的核酸序列的AAV颗粒的其他方法可以包括如美

国专利公开号20120264807中所述的光化学内在化，由于涉及光化学内在化，该专利的内容

通过引用整体并入本文。

[0167] 在某些实施方案中，本文所述的制剂可以包含至少一个AAV颗粒，其包含编码本文

所述的siRNA分子的核酸序列。在某些实施方案中，siRNA分子可以在一个靶位点靶向目标

基因。在另一个实施方案中，制剂包含多个AAV颗粒，每个AAV颗粒均包含编码在不同靶位点

靶向目标基因的siRNA分子的核酸序列。可以在2、3、4、5或超过5个位点靶向目标基因。

[0168] 在某些实施方案中，可以将来自任何相关物种(例如但不限于人、狗、猪、小鼠、大

鼠或猴)的AAV颗粒引入到细胞中。

[0169] 在某些实施方案中，可以将配制的AAV颗粒引入到与待治疗的疾病相关的细胞或

组织中。

[0170] 在某些实施方案中，可以将配制的AAV颗粒引入到具有高水平靶序列内源性表达

的细胞中。

[0171] 在另一个实施方案中，可以将配制的AAV颗粒引入到具有低水平靶序列内源性表

达的细胞中。

[0172] 在某些实施方案中，细胞可以是具有高AAV转导效率的细胞。

[0173] 在某些实施方案中，配制的包含编码本公开的siRNA分子的核酸序列的AAV颗粒可

以用于将siRNA分子递送至中枢神经系统(例如，美国专利号6,180,613；由于涉及siRNA分

子和AAV颗粒的递送和治疗用途，其内容通过引用整体并入本文)。

[0174] 在某些实施方案中，配制的包含编码本公开的siRNA分子的核酸序列的AAV颗粒可

以进一步包含修饰的衣壳，其包含来自非病毒来源的肽。在其他方面，AAV颗粒可以包含CNS

特异性嵌合衣壳，以促进将编码的siRNA双链体递送至脑和脊髓。例如，可以构建来自显示

CNS嗜性的AAV变体的cap核苷酸序列的比对，以识别可变区(VR)序列和结构。

[0175] 在某些实施方案中，配制的包含编码本公开的siRNA分子的核酸序列的AAV颗粒可

以编码作为多顺反子分子的siRNA分子。siRNA分子可以在siRNA分子的区域之间另外包含

一个或多个接头。

[0176] 在某些实施方案中，配制的AAV颗粒可以包含至少一个编码本文所述的siRNA序列

或双链体中的至少一个的调节性多核苷酸。

[0177] 在某些实施方案中，表达载体从ITR至ITR可以包含(从5’至3’陈述)ITR、启动子、

内含子、调节性多核苷酸、polyA序列和ITR。

[0178] 在某些实施方案中，编码的siRNA分子在表达载体中可位于启动子的下游，该启动
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子例如但不限于CMV、U6、H1、CBA或具有SV40内含子的CBA启动子。此外，编码的siRNA分子在

表达载体中还可位于聚腺苷酸化序列的上游。作为非限制性实例，编码的siRNA分子在表达

载体中可位于启动子下游和/或聚腺苷酸化序列上游的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、

14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30或多于30个氨基酸内。作为另一

个非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可位于启动子下游和/或聚腺苷酸化序列

上游的1‑5、1‑10、1‑15、1‑20、1‑25、1‑30、5‑10、5‑15、5‑20、5‑25、5‑30、10‑15、10‑20、10‑

25、10‑30、15‑20、15‑25、15‑30、20‑25、20‑30或25‑30个核苷酸内。作为非限制性实例，编码

的siRNA分子在表达载体中可位于启动子下游和/或聚腺苷酸化序列上游的前1％、2％、

3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、10％、15％、20％、25％或多于25％的核苷酸内。作为另一

个非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可位于启动子下游和/或聚腺苷酸化序列

上游的前1‑5％、1‑10％、1‑15％、1‑20％、1‑25％、5‑10％、5‑15％、5‑20％、5‑25％、10‑

15％、10‑20％、10‑25％、15‑20％、15‑25％或20‑25％的核苷酸内。

[0179] 在某些实施方案中，编码的siRNA分子在表达载体中可位于聚腺苷酸化序列的上

游。此外，编码的siRNA分子在表达载体中可位于启动子的下游，该启动子例如但不限于

CMV、U6、CBA或具有SV40内含子的CBA启动子。作为非限制性实例，编码的siRNA分子在表达

载体中可位于启动子下游和/或聚腺苷酸化序列上游的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、

14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30或多于30个核苷酸内。作为另一

个非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可位于启动子下游和/或聚腺苷酸化序列

上游的1‑5、1‑10、1‑15、1‑20、1‑25、1‑30、5‑10、5‑15、5‑20、5‑25、5‑30、10‑15、10‑20、10‑

25、10‑30、15‑20、15‑25、15‑30、20‑25、20‑30或25‑30个核苷酸内。作为非限制性实例，编码

的siRNA分子在表达载体中可位于启动子下游和/或聚腺苷酸化序列上游的前1％、2％、

3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、10％、15％、20％、25％或多于25％的核苷酸内。作为另一

个非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可位于启动子下游和/或聚腺苷酸化序列

上游的前1‑5％、1‑10％、1‑15％、1‑20％、1‑25％、5‑10％、5‑15％、5‑20％、5‑25％、10‑

15％、10‑20％、10‑25％、15‑20％、15‑25％或20‑25％的核苷酸内。

[0180] 在某些实施方案中，编码的siRNA分子可以位于scAAV中。

[0181] 在某些实施方案中，编码的siRNA分子可以位于ssAAV中。

[0182] 在某些实施方案中，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于flip  ITR的5’端附

近。在另一个实施方案中，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于flip  ITR的3’端附近。

在又一个实施方案中，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于flop  ITR的5’端附近。在又

一个实施方案中，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于flop  ITR的3’端附近。在某些实

施方案中，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于flip  ITR的5’端和flop  ITR的3’端之

间。在某些实施方案中，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于flip  ITR的3’端和flop 

ITR的5’端之间(例如，在flip  ITR的5’端与flop  ITR的3’端或在flop  ITR的3’端和flip 

ITR的5’端之间的中间)。作为非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于ITR

(例如Flip或Flop  ITR)的5’或3’端下游的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30或多于30个核苷酸内。作为非限制性实例，

编码的siRNA分子在表达载体中可以位于ITR(例如Flip或Flop  ITR)的5’或3’端上游的1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、
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30或多于30个核苷酸内。作为另一个非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可以位

于ITR(例如Flip或Flop  ITR)的5’或3’端下游的1‑5、1‑10、1‑15、1‑20、1‑25、1‑30、5‑10、5‑

15、5‑20、5‑25、5‑30、10‑15、10‑20、10‑25、10‑30、15‑20、15‑25、15‑30、20‑25、20‑30或25‑

30个核苷酸内。作为另一个非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于ITR(例

如Flip或Flop  ITR)的5’或3’端上游的1‑5、1‑10、1‑15、1‑20、1‑25、1‑30、5‑10、5‑15、5‑20、

5‑25、5‑30、10‑15、10‑20、10‑25、10‑30、15‑20、15‑25、15‑30、20‑25、20‑30或25‑30个核苷

酸内。作为非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可以位于ITR(例如Flip或Flop 

ITR)的5’或3’端上游的前1％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、10％、15％、20％、25％

或大于25％的核苷酸内。作为另一个非限制性实例，编码的siRNA分子在表达载体中可以位

于ITR(例如Flip或Flop  ITR)的5’或3’端下游的前1‑5％、1‑10％、1‑15％、1‑20％、1‑25％、

5‑10％、5‑15％、5‑20％、5‑25％、10‑15％、10‑20％、10‑25％、15‑20％、15‑25％或20‑25％

内。

[0183] 在某些实施方案中，可以配制包含本公开的siRNA分子的核酸序列的AAV颗粒用于

CNS递送。可以使用穿过大脑血液屏障的药物。例如，可以将siRNA分子靶向脑血屏障内皮的

一些细胞穿透肽可用于配制靶向目标基因的siRNA双链体。

[0184] 在某些实施方案中，可以将配制的包含编码本公开的siRNA分子的核酸序列的AAV

颗粒直接施用于CNS。作为非限制性实例，载体包含编码靶向目标基因的siRNA分子的核酸

序列。

[0185] 在特定实施方案中，可以以促进载体或siRNA分子进入中枢神经系统并渗透进运

动神经元的方式施用配制的包含编码本公开的siRNA分子的核酸序列的AAV颗粒的组合物。

[0186] 在某些实施方案中，可以以治疗有效量将配制的AAV颗粒施用于受试者(例如，通

过鞘内施用施用于受试者的CNS)，以使siRNA双链体或dsRNA靶向脊髓和/或脑干中的运动

神经元和星形胶质细胞。作为非限制性实例，siRNA双链体或dsRNA可减少蛋白或mRNA的表

达。

[0187] II.AAV生产

[0188] 通用病毒生产方法

[0189] 用于生产rAAV颗粒的病毒生产细胞通常包括哺乳动物细胞类型。然而，哺乳动物

细胞给rAAV颗粒的大规模生产带来了一些问题，包括每个复制细胞的病毒颗粒的普遍低产

率，以及病毒生产细胞中存在不希望的来自其他哺乳动物生物材料的污染的高风险。因此，

昆虫细胞已经成为大规模生产rAAV颗粒的替代载体。

[0190] 使用昆虫细胞的AAV生产系统也存在一系列问题。例如，高产量生产rAAV颗粒通常

要求与Rep52相比更低的Rep78的表达。因此，控制Rep78和Rep52在昆虫细胞中的相对表达

要求在Rep操纵子内精心设计的控制机制。这些控制机制可包括单独工程化的昆虫细胞启

动子，例如用于Rep78的ΔIE1启动子和用于Rep52的PolH启动子，或将编码Rep的核苷酸序

列划分为独立工程化的序列或构建体。但是，实施这些控制机制通常导致rAAV颗粒产量降

低或结构不稳定的病毒体。

[0191] 在另一个实例中，rAAV颗粒的生产需要VP1、VP2和VP3蛋白，它们组装以形成AAV衣

壳。rAAV颗粒的高产量生产需要调节的VP1、VP2和VP3比例，其通常应分别为1:1:10左右，但

相对于10个VP3拷贝，VP1可以为1‑2，和/或VP2可以为1‑2。该比例对于衣壳的质量很重要，
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因为太多的VP1使破坏衣壳的稳定性，而太少的VP1将降低病毒的感染性。

[0192] 野生型AAV使用缺陷剪接方法来控制VP1的表达；使用具有特殊周围环境(“Kozak”

序列)的弱起始密码子(ACG)来控制VP2；以及对于VP3的表达使用标准起始密码子(ATG)。但

是，在一些杆状病毒系统中，哺乳动物剪接序列并不总是被识别，并且不能适当地控制VP1、

VP2和VP3的产生。因此，来自VP2的相邻核苷酸和ACG起始序列可用于驱动衣壳蛋白的产生。

不幸的是，对于大多数AAV血清型，这种方法产生的衣壳具有较低的VP1比VP2的比(相对于

10个VP3拷贝，<1)。为了更有效地控制VP蛋白的生产，已使用了非经典或起始密码子，例如

TTG、GTG或CTG。然而，相对于野生型ATG或ACG起始密码子，这些起始密码子被本领域技术人

员认为是次优的(参见WO2007046703和WO2007148971，由于涉及AAV衣壳蛋白的生产，其内

容通过引用整体并入本文)。

[0193] 在另一个实例中，使用杆状病毒/Sf9系统生产rAAV颗粒通常需要广泛使用的基于

杆粒的杆状病毒表达载体系统(BEV)，该系统未针对大规模AAV生产进行优化。在基于杆粒

的BEV中病毒蛋白的异常蛋白水解降解是一个出于意料的问题，这妨碍了使用杆状病毒/

Sf9系统可靠地大规模生产AAV衣壳蛋白的过程。

[0194] 仍然需要允许在哺乳动物和昆虫细胞中有效且高效地大规模(商业)生产rAAV颗

粒的方法和系统。

[0195] 在以下描述中阐述了本公开的一个或多个实施方案的细节。根据说明书、附图和

权利要求书，本发明的其他特征、目的和优点将变得显而易见。在说明书中，单数形式也包

括复数，除非上下文另外明确指出。除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具

有与本公开所属领域的普通技术人员通常所理解的相同含义。在与通过引用并入的公开内

容有冲突的情况下，以本文的明确描述为准。

[0196] 在某些实施方案中，本公开的构建体、多核苷酸、多肽、载体、血清型、衣壳制剂或

颗粒可以是、可以包括以下国际公开之一中所述的任何序列、元件、构建体、系统、靶标或方

法，可以被以下国际公布之一所述的任何序列、元件、构建体、系统、靶标或方法修饰、使用，

可以被以下国际公布之一所述的任何序列、元件、构建体、系统、靶标或方法使用，可以用于

以下国际公布之一所述的任何序列、元件、构建体、系统、靶标或方法，可以与以下国际公布

之一所述的任何序列、元件、构建体、系统、靶标或方法一起使用，或可以用以下国际公布之

一所述的任何序列、元件、构建体、系统、靶标或方法生产：WO2016073693、WO2017023724、

WO2018232055、WO2016077687、WO2016077689、WO2018204786、WO2017201258、

WO2017201248、WO2018204803、WO2018204797、WO2017189959、WO2017189963、

WO2017189964、WO2015191508、WO2016094783、WO20160137949、WO2017075335，；其内容均通

过引用整体并入本文，只要其不与本公开冲突。

[0197] 本公开的AAV生产包括生产AAV颗粒和病毒载体的过程和方法，所述AAV颗粒和病

毒载体可接触靶细胞以递送有效载荷，例如重组病毒构建体，其包含编码有效载荷分子的

核苷酸。在某些实施方案中，病毒载体是腺相关病毒(AAV)载体，例如重组腺相关病毒

(rAAV)载体。在某些实施方案中，AAV颗粒是腺相关病毒(AAV)颗粒，例如重组腺相关病毒

(rAAV)颗粒。

[0198] 本公开提供了通过以下方式生产AAV颗粒或病毒载体的方法：(a)使病毒生产细胞

与编码至少一种嵌合衣壳蛋白的一种或多种病毒表达构建体以及一种或多种有效载荷构
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建体载体接触，其中所述有效载荷构建体载体包括编码有效载荷分子的有效载荷构建体，

所述有效载荷分子选自转基因、编码蛋白的多核苷酸和调节性核酸；(b)在能够生产至少一

种AAV颗粒或病毒载体的条件下培养所述病毒生产细胞，和(c)分离所述至少一种AAV颗粒

或病毒载体。

[0199] 在这些方法中，病毒表达构建体可以编码至少一种结构蛋白和/或至少一种非结

构蛋白。结构蛋白可以包括任何天然或野生型衣壳蛋白VP1、VP2和/或VP3或嵌合蛋白。非结

构蛋白可以包括任何天然或野生型Rep78、Rep68、Rep52和/或Rep40蛋白或嵌合蛋白。

[0200] 在某些实施方案中，接触通过瞬时转染、病毒转导和/或电穿孔发生。

[0201] 在某些实施方案中，病毒生产细胞选自哺乳动物细胞和昆虫细胞。在某些实施方

案中，昆虫细胞包括草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda)昆虫细胞。在某些实施方案中，

昆虫细胞包括Sf9昆虫细胞。在某些实施方案中，昆虫细胞包括Sf21昆虫细胞。

[0202] 本公开的有效载荷构建体载体可以包含至少一个反向末端重复序列(ITR)，并且

可以包含哺乳动物DNA。

[0203] 还提供了根据本文描述的方法生产的AAV颗粒和病毒载体。

[0204] 本公开的AAV颗粒可以被配制为具有一种或多种可接受的赋形剂的药物组合物。

[0205] 在某些实施方案中，可以通过本文描述的方法生产AAV颗粒或病毒载体。

[0206] 在某些实施方案中，可以通过使病毒生产细胞(例如昆虫细胞或哺乳动物细胞)与

编码至少一种衣壳蛋白的至少一种病毒表达构建体和至少一种有效载荷构建体载体接触

来生产AAV颗粒。病毒生产细胞可以通过瞬时转染、病毒转导和/或电穿孔来接触。有效载荷

构建体载体可以包括编码有效载荷分子的有效载荷构建体，所述有效载荷分子例如但不限

于转基因、编码蛋白的多核苷酸和调节性核酸。在生产、分离(例如，使用温度诱导的裂解、

机械裂解和/或化学裂解)和/或纯化(例如，使用过滤、色谱法和/或免疫亲和纯化)至少一

种AAV颗粒或病毒载体的条件下培养所述病毒生产细胞。作为非限制性实例，有效载荷构建

体载体可以包含哺乳动物DNA。

[0207] 在某些实施方案中，使用本文所述的方法在昆虫细胞(例如，草地贪夜蛾(Sf9)细

胞)中生产AAV颗粒。作为非限制性实例，使用病毒转导接触昆虫细胞，所述病毒转导可以包

括杆状病毒转导。

[0208] 在另一个实施方案中，使用本文描述的方法在哺乳动物细胞中生产AAV颗粒。作为

非限制性实例，使用瞬时转染接触哺乳动物细胞。

[0209] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以编码至少一种结构蛋白和至少一种非结

构蛋白。作为非限制性实例，结构蛋白包括VP1、VP2和/或VP3。作为另一个非限制性实例，非

结构蛋白包括Rep78、Rep68、Rep52和/或Rep40。

[0210] 在某些实施方案中，本文所述的AAV颗粒生产方法在病毒生产细胞中生产大于

101、大于102、大于103、大于104或大于105个AAV颗粒。

[0211] 在某些实施方案中，本公开的方法包括使用病毒生产系统在病毒生产细胞中生产

病毒颗粒，所述病毒生产系统包括至少一种病毒表达构建体和至少一种有效载荷构建体。

可以将至少一种病毒表达构建体和至少一种有效载荷构建体共转染(例如双重转染、三重

转染)到病毒生产细胞中。使用本领域技术人员已知和常规进行的标准分子生物学技术完

成转染。病毒生产细胞提供表达生产AAV颗粒所必需的蛋白和其他生物材料所必需的细胞
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机制，包括复制有效载荷构建体的Rep蛋白和组装形成包围复制的有效载荷构建体的衣壳

的Cap蛋白。从病毒生产细胞中提取所得的AAV颗粒，并将其加工成用于施用的药物制剂。

[0212] 一旦施用，AAV颗粒接触靶细胞并以内含体进入细胞。AAV颗粒从内含体释放，然后

接触靶细胞的核以递送有效载荷构建体。有效载荷构建体(例如重组病毒构建体)被递送至

靶细胞的核，其中可以表达由有效载荷构建体编码的有效载荷分子。

[0213] 在某些实施方案中，生产病毒颗粒的方法利用病毒生产细胞的种子培养物，其包

括一种或多种杆状病毒(例如，杆状病毒表达载体(BEV)或已经被病毒表达构建体和有效载

荷构建体载体转染的杆状病毒感染的昆虫细胞(BIIC))。在某些实施方案中，收获种子培养

物，将其分成等分试样并冷冻，并可以在稍后的时间点用于引发生产细胞未经处理群体的

感染。

[0214] AAV颗粒的大规模生产可以利用生物反应器。使用生物反应器允许精确测量和/或

控制支持病毒生产细胞的生长和活性的变量，例如质量、温度、混合条件(喷射器RPM或波振

荡)、CO2浓度、O2浓度、气体喷射速率和体积、气体覆盖率和体积、pH、活细胞密度(VCD)、细胞

活力、细胞直径和/或光密度(OD)。在某些实施方案中，生物反应器用于批量生产，其中在实

验确定的时间点收获整个培养物，并纯化AAV颗粒。在另一个实施方案中，使用生物反应器

进行连续生产，其中在实验确定的时间点收获一部分培养物以纯化AAV颗粒，并且用另外的

生长培养基组分更新生物反应器中的剩余培养物。

[0215] 可以在包括细胞裂解、澄清、灭菌和纯化的过程中从病毒生产细胞中提取AAV病毒

颗粒。细胞裂解包括破坏病毒生产细胞的结构从而释放AAV颗粒的任何过程。在某些实施方

案中，细胞裂解可以包含热激、化学或机械裂解方法。澄清可以包括裂解细胞、培养基组分

和AAV颗粒的混合物的粗纯化。在某些实施方案中，澄清包括离心和/或过滤，包括但不限于

深度末端过滤、切向流过滤和/或中空纤维过滤。

[0216] 病毒生产的最终结果是纯化的AAV颗粒收集物，其中包括两种组分：(1)有效载荷

构建体(例如重组病毒基因组构建体)和(2)病毒衣壳。

[0217] 在某些实施方案中，本公开的病毒生产系统或方法包括使用病毒生产细胞(VPC)

和质粒构建体生产杆状病毒感染的昆虫细胞(BIIC)的步骤。将来自细胞库(CB)的病毒生产

细胞(VPC)解冻并扩增，以提供目标工作体积和VPC浓度。将得到的VPC汇聚物分成Rep/Cap 

VPC汇聚物和有效载荷VPC汇聚物。将一种或多种Rep/Cap质粒构建体(病毒表达构建体)加

工成Rep/Cap杆粒多核苷酸，并转染到Rep/Cap  VPC汇聚物中。将一种或多种有效载荷质粒

构建体(有效载荷构建体)加工成有效载荷杆粒多核苷酸并转染到有效载荷VPC汇聚物中。

将两个VPC汇聚物温育以生产P1Rep/Cap杆状病毒表达载体(BEV)和P1有效载荷BEV。将两个

BEV汇聚物扩增为斑块收集物，并选择一个斑块进行克隆斑块(CP)纯化(也称为单一斑块扩

增)。该过程可以包括单个CP纯化步骤，或者可以包括串联的或被其他处理步骤分开的多个

CP纯化步骤。一个或多个CP纯化步骤提供CP  Rep/Cap  BEV汇聚物和一个CP有效载荷BEV汇

聚物。然后可以储存这两个BEV汇聚物并将其用于将来的生产步骤，或者可以将它们转染到

VPC中以生产Rep/Cap  BIIC汇聚物和有效载荷BIIC汇聚物。

[0218] 在某些实施方案中，本公开的病毒生产系统或方法包括使用病毒生产细胞(VPC)

和杆状病毒感染的昆虫细胞(BIIC)来生产AAV颗粒的步骤。将来自细胞库(CB)的病毒生产

细胞(VPC)解冻并扩增，以提供目标工作体积和VPC浓度。将工作体积的病毒生产细胞接种
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到生产生物反应器中，并可以进一步扩增至200‑2000L的工作体积及以及用于BIIC感染的

目标VPC浓度。然后，将生产生物反应器中的工作体积的VPC与Rep/Cap  BIIC和有效载荷

BIIC，以目标VPC：BIIC比例和目标BIIC：BIIC比例共感染。VCD感染也可以利用BEV。在生产

生物反应器中温育并扩增共感染的VPC，以生产AAV颗粒和VPC的大量收获物。

[0219] 病毒表达构建体

[0220] 本公开的病毒生产系统包括一种或多种可以被转染/转导到病毒生产细胞中的病

毒表达构建体。在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体或有效载荷构建体可以是杆

粒，也被称为杆状病毒质粒或重组杆状病毒基因组。在某些实施方案中，病毒表达包括编码

蛋白的核苷酸序列和用于在病毒生产细胞中表达的至少一个表达控制序列。在某些实施方

案中，病毒表达包括有效地连接至至少一个用于在病毒生产细胞中表达的表达控制序列的

编码蛋白的核苷酸序列。在某些实施方案中，病毒表达构建体包含在一个或多个启动子控

制下的细小病毒基因。细小病毒基因可以包括编码非结构性AAV复制蛋白的核苷酸序列，例

如编码Rep52、Rep40、Rep68或Rep78蛋白的Rep基因。细小病毒基因可以包括编码结构性AAV

蛋白的核苷酸序列，例如编码VP1、VP2和VP3蛋白的Cap基因。

[0221] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以包含Rep52编码区；Rep52编码区是包含

编码Rep52蛋白的Rep52核苷酸序列的核苷酸序列。在某些实施方案中，病毒表达构建体可

以包含Rep78编码区；Rep78编码区是包含编码Rep78蛋白的Rep78核苷酸序列的核苷酸序

列。在某些实施方案中，病毒表达构建体可以包含Rep40编码区；Rep40编码区是包含编码

Rep40蛋白的Rep40核苷酸序列的核苷酸序列。在某些实施方案中，病毒表达构建体可以包

含Rep68编码区；Rep68编码区是包含编码Rep68蛋白的Rep68核苷酸序列的核苷酸序列。

[0222] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以包含VP编码区；VP编码区是包含编码

VP1、VP2、VP3或其组合的VP核苷酸序列的核苷酸序列。在某些实施方案中，病毒表达构建体

可以包含VP1编码区；VP1编码区是包含编码VP1蛋白的VP1核苷酸序列的核苷酸序列。在某

些实施方案中，病毒表达构建体可以包含VP2编码区；VP2编码区是包含编码VP2蛋白的VP2

核苷酸序列的核苷酸序列。在某些实施方案中，病毒表达构建体可以包含VP3编码区；VP3编

码区是包含编码VP3蛋白的VP3核苷酸序列的核苷酸序列。

[0223] 病毒表达构建体的结构性VP蛋白VP1、VP2和VP3以及非结构性蛋白Rep52和Rep78

可以在通过利用可变剪接受体和非规范翻译起始密码子二者调节的单个开放阅读框中编

码。Rep78和Rep52均可从单个转录物进行翻译：Rep78翻译在第一个起始密码子(AUG或非

AUG)处启动，而Rep52翻译从Rep78序列内的Rep52起始密码子(例如AUG)启动。Rep78和

Rep52也可以从具有独立起始密码子的单独的转录物进行翻译。可以对Rep78序列内的

Rep52起始密码子进行突变、修饰或去除，以使对修饰的Rep78序列进行的加工将不生产

Rep52蛋白。

[0224] 可以从单个转录物转录和翻译VP1、VP2和VP3，其中，对框内和/或框外起始密码子

都进行工程化以控制由核苷酸转录物产生的VP1：VP2：VP3比例。在某些实施方案中，VP1可

以由仅对VP1进行编码的序列产生。如本文所用，术语“仅对VP1”或“仅VP1”是指核苷酸序列

或转录物，其编码VP1衣壳蛋白并且：(i)在VP1序列内缺少用于从同一序列完全转录或翻译

VP2和VP3的必需起始密码子(即缺失或突变)；(ii)在VP1序列内包括防止从同一序列转录

或翻译VP2和VP3的其他密码子；或(iii)包含VP1的起始密码子(例如ATG)，使得VP1是核苷
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酸转录物产生的主要VP蛋白。

[0225] 在某些实施方案中，VP2可以由仅对VP2进行编码的序列生产。如本文所用，术语

“仅对VP2”或“仅VP2”是指编码VP2衣壳蛋白的核苷酸序列或转录物，并且：(i)该核苷酸转

录物是编码仅VP2和VP3衣壳蛋白的完整VP衣壳序列的截短变体，和(ii)其包含VP2的起始

密码子(例如ATG)，使得VP2是该核苷酸转录物产生的主要VP蛋白。

[0226] 在某些实施方案中，VP1和VP2可以由仅对VP1和VP2进行编码的序列生产。如本文

所用，术语“仅对VP1和VP2”或“仅VP1和VP2”是指编码VP1和VP2衣壳蛋白的核苷酸序列或转

录物，并且其：(i)在VP序列内缺少用于从同一序列完全转录或翻译VP3的必需起始密码子

(即删除或突变)；(ii)在VP序列内包含防止从同一序列转录或翻译VP3的其他密码子；

(iii)包含VP1的起始密码子(例如ATG)和VP2的起始密码子(例如ATG)，使得VP1和VP2是该

核苷酸转录物生产的主要VP蛋白；或(iv)包含通过接头(例如IRES区域)连接的仅VP1的核

苷酸转录物和仅VP2的核苷酸转录物。

[0227] 本公开的病毒生产系统不受用于将细小病毒功能引入到病毒复制细胞中的病毒

表达载体的限制。病毒复制细胞中病毒表达构建体的存在不需是永久性的。可以通过任何

已知的方式引入病毒表达构建体，例如通过细胞的化学处理、电穿孔或感染。

[0228] 本公开的病毒表达构建体可以包括任何化合物或制剂(生物的或化学的)，其有助

于用核酸转化、转染或转导细胞。示例性的生物病毒表达构建体包括质粒、线性核酸分子和

包括杆状病毒的重组病毒。示例性的化学载体包括脂质复合物。根据本公开，病毒表达构建

体用于将核酸序列引入到病毒复制细胞中。(O'Reilly,David  R.,Lois  K.Miller和Verne 

A.Luckow.Baculovirus  expression  vectors:a  laboratory  manual.Oxford  University 

Press,1994.)；Maniatis等人,eds.Molecular  Cloning.CSH  Laboratory,NY,N.Y.(1982)；

和Philiport和Scluber,eds.Liposoes  as  tools  in  Basic  Research  and  Industry.CRC 

Press,Ann  Arbor,Mich.(1995)，由于涉及病毒表达构建体及其用途，其各自内容通过引用

整体并入本文。

[0229] 在某些实施方案中，病毒表达构建体是AAV表达构建体，其包含一个或多个编码非

结构性AAV复制蛋白、结构性AAV衣壳蛋白或其组合的核苷酸序列。

[0230] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体可以是质粒载体。在某些实施方案

中，本公开的病毒表达构建体可以是杆状病毒构建体。

[0231] 本公开不受用于生产AAV颗粒或病毒载体的病毒表达构建体的数量的限制。在某

些实施方案中，根据本公开，可以采用一种、两种、三种、四种、五种、六种或更多种病毒表达

构建体在病毒生产细胞中生产AAV颗粒。在一个非限制性实例中，五种表达构建体可以分别

编码AAV  VP1、AAV  VP2、AAV  VP3、Rep52、Rep78，以及伴随的包含有效载荷多核苷酸和至少

一个AAV  ITR的有效载荷构建体。在另一个实施方案中，表达构建体可以用于表达例如

Rep52和Rep40，或Rep78和Rep  68。表达构建体可以包含VP1、VP2、VP3、Rep52/Rep40和

Rep78/Rep68编码序列的任何组合。

[0232] 在本公开的某些实施方案中，病毒表达构建体可以用于在昆虫细胞中生产AAV颗

粒。在某些实施方案中，可以对衣壳和/或rep基因的野生型AAV序列进行修饰，例如以改善

病毒颗粒的特性，例如增加的感染性或特异性，或提高产产量。

[0233] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可在蛋白编码核苷酸序列之间包含一个或多
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个表达控制序列。在某些实施方案中，表达控制区可包含IRES序列区，其包含编码内部核糖

体进入位点(IRES)的IRES核苷酸序列。内部核糖体进入位点(IRES)可以选自：来自口蹄疫

病毒的FMDV‑IRES、来自脑心肌炎病毒的EMCV‑IRES及其组合。

[0234] 在某些实施方案中，表达控制区可包含2A序列区，其包含编码病毒2A肽的2A核苷

酸序列。该序列允许在单个开放阅读框(ORF)内共翻译多个多肽。随着ORF的翻译，带有2A序

列的甘氨酸和脯氨酸残基阻止正常肽键的形成，这导致多肽链内的核糖体“跳跃

(skipping)”和“自我切割”。病毒2A肽可以选自：来自口蹄疫病毒的F2A、来自明脉扁刺蛾

(Thosea  asigna)病毒的T2A、来自马甲型鼻炎(Equine  rhinitis  A)病毒的E2A、来自猪捷

申病毒1(porcine  teschovirus‑1)的P2A、来自细胞质多角体病病毒的BmCPV2A、来自家蚕

(B.mori)软化病病毒的BmIFV  2A，及其组合。

[0235] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以包含含有起始密码子区的核苷酸序列，

例如编码包含一个或多个起始密码子区的AAV衣壳蛋白的序列。在某些实施方案中，起始密

码子区可以在表达控制序列内。起始密码子可以是ATG或非ATG密码子(即次佳起始密码子，

其中AAV  VP1衣壳蛋白的起始密码子是非ATG)。

[0236] 在某些实施方案中，用于AAV生产的病毒表达构建体可以包含编码AAV衣壳蛋白的

核苷酸序列，其中AAV  VP1衣壳蛋白的起始密码子是非ATG，即次佳的起始密码子，从而允许

以修饰比例在生产系统中表达病毒衣壳蛋白，以提供改善的宿主细胞的感染性。在非限制

性实例中，病毒构建体载体可以包含核酸构建体，该核酸构建体包含编码AAV  VP1、VP2和

VP3衣壳蛋白的核苷酸序列，其中用于翻译AAV  VP1衣壳蛋白的起始密码子是CTG、TTG或

GTG，如美国专利号US8,163,543中所述的，由于涉及AAV衣壳蛋白及其生产，其内容通过引

用整体并入本文。

[0237] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体可以是质粒载体或杆状病毒构建

体，其编码细小病毒rep蛋白以在昆虫细胞中表达。在某些实施方案中，针对Rep78和Rep52

蛋白使用单一编码序列，其中用于翻译Rep78蛋白的起始密码子是次佳起始密码子，其选自

ACG、TTG、CTG和GTG，其在昆虫细胞中表达时影响部分外显子跳跃，如美国专利号8,512,981

中所述，其内容通过引用整体并入本文，例如，促进与Rep52相比更不丰富的Rep78的表达，

这可能是因为它促进了高载体收率。

[0238] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以是用于在昆虫细胞中表达的质粒载体或

杆状病毒构建体，其包含具有不同密码子偏倚的重复密码子，例如以达到改善的Rep蛋白

(例如Rep78和Rep52)的比例从而改善了在昆虫细胞中大规模(商业)生产病毒表达构建体

和/或有效载荷构建体载体，如美国专利号8,697,417中所教导的，由于涉及AAV复制蛋白及

其生产，其内容通过引用整体并入本文。

[0239] 在另一个实施方案中，可以使用美国专利号8,642,314中描述的方法和构建体来

实现改善的rep蛋白的比例，由于涉及AAV复制蛋白及其生产，该专利的内容通过引用整体

并入本文。

[0240] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以编码突变的细小病毒Rep多肽，其与它们

相应的野生型Rep多肽相比具有一种或多种改善的特性，例如制备更高的病毒滴度以进行

大规模生产。或者，它们可能能够产生质量更好的病毒颗粒或维持更稳定的病毒生产。在非

限制性实例中，病毒表达构建体可以编码具有突变的核定位序列或锌指结构域的突变Rep
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多肽，如专利申请US  20130023034中所述，由于涉及AAV复制蛋白及其生产，其内容通过引

用整体并入本文。

[0241] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以编码具有引入的Gly‑Ala重复区的细小

病毒衣壳的组分，其可以起到免疫侵袭序列的作用，如美国专利申请20110171262中所述，

由于涉及细小病毒衣壳蛋白，其内容通过引用并入本文。

[0242] 在本公开的某些实施方案中，病毒表达构建体可以用于在昆虫细胞中生产AAV颗

粒。在某些实施方案中，可以对衣壳和/或rep基因的野生型AAV序列进行修饰，例如以改善

病毒颗粒的特性，例如增加的感染性或特异性，或提高产量。

[0243] 在某些实施方案中，VP编码区编码特定AAV血清型的一种或多种AAV衣壳蛋白。VP

编码区的AAV血清型可以相同或不同。在某些实施方案中，可以对VP编码区进行密码子优

化。在某些实施方案中，可以针对哺乳动物细胞对VP编码区或核苷酸序列进行密码子优化。

在某些实施方案中，可以针对昆虫细胞对VP编码区或核苷酸序列进行密码子优化。在某些

实施方案中，可以针对草地贪夜蛾对VP编码区或核苷酸序列进行密码子优化。在某些实施

方案中，可以针对Sf9或Sf21细胞系对VP编码区或核苷酸序列进行密码子优化。

[0244] 在某些实施方案中，可以对编码一种或多种VP衣壳蛋白的核苷酸序列进行密码子

优化，以使其与参考核苷酸序列的核苷酸同源性小于100％。在某些实施方案中，密码子优

化的VP核苷酸序列与参考VP核苷酸序列之间的核苷酸同源性小于100％、小于99％、小于

98％、小于97％、小于96％、小于95％、小于94％、小于93％、小于92％、小于91％、小于90％、

小于89％、小于88％、小于87％、小于86％、小于85％、小于84％、小于83％、小于82％、小于

81％、小于80％、小于78％、小于76％、小于74％、小于72％、小于70％、小于68％、小于66％、

小于64％、小于62％、小于60％、小于55％、小于50％和小于40％。

[0245] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体或有效载荷构建体可以是杆粒，也

被称为杆状病毒质粒或重组杆状病毒基因组。在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建

体或有效载荷构建体(例如杆粒)可以包含通过本领域技术人员已知和实施的标准分子生

物学技术通过同源重组(转座子供体/受体系统)引入到杆粒中的多核苷酸。

[0246] 在某些实施方案中，引入到杆粒中的多核苷酸(即多核苷酸插入物)可包含与编码

蛋白的核苷酸序列有效地连接的表达控制序列。在某些实施方案中，引入到杆粒中的多核

苷酸可包含表达控制序列，其包含启动子，例如p10或polH，并且其有效地连接至编码结构

性AAV衣壳蛋白(例如，VP1、VP2、VP3或其组合)的核苷酸序列。在某些实施方案中，引入到杆

粒中的多核苷酸可包含表达控制序列，其包含启动子，例如p10或polH，并且其有效地连接

至编码非结构性AAV衣壳蛋白(例如，Rep78、Rep52或其组合)的核苷酸序列。

[0247] 在某些实施方案中，可将多核苷酸插入物在杆状病毒基因的位置引入到杆粒中。

在某些实施方案中，可将多核苷酸插入物在非必需杆状病毒基因的位置引入到杆粒中。在

某些实施方案中，可通过用多核苷酸插入物替换杆状病毒基因或杆状病毒基因的一部分将

多核苷酸插入物引入到杆粒中。在某些实施方案中，可通过用融合多核苷酸替换杆状病毒

基因或杆状病毒基因的一部分将多核苷酸插入物引入到杆粒中，所述融合多核苷酸包含多

核苷酸插入物和被替换的杆状病毒基因(或其部分)。

[0248] 在某些实施方案中，可通过用多核苷酸插入物分裂杆状病毒基因将多核苷酸插入

物引入到杆粒中(即，将多核苷酸插入物引入到基因的中间，将杆粒基因的5'部分与3'部分
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分开)。在某些实施方案中，可通过用融合多核苷酸分裂杆状病毒基因将多核苷酸插入物引

入到杆粒中，所述融合多核苷酸包含多核苷酸插入物和被分裂的杆状病毒基因的一部分。

在某些实施方案中，融合多核苷酸的3'端包含被分裂的基因的5'部分，使得融合多核苷酸

中的基因的5'部分和保留在杆粒中的基因的3'部分形成杆状病毒基因的完整或功能部分。

在某些实施方案中，融合多核苷酸的5'端包含被分裂的基因的3'部分，使得融合多核苷酸

中的基因的3'部分和保留在杆粒中的基因的5'部分形成杆状病毒基因的完整或功能部分。

实施例13和14提供了非限制性实例，其中将融合多核苷酸工程化并生产为包含来自gta基

因ORF(完全/部分Ac‑lef12启动子、完全/部分Ac‑gta基因)的组分。

[0249] 在某些实施方案中，可将多核苷酸在与杆状病毒基因相关的限制性核酸内切酶

(REN)切割位点的位置(即，REN接入点)引入到杆粒中。在某些实施方案中，杆粒中的REN接

入点是FseI(对应于gta杆状病毒基因)(ggccggcc)。在某些实施方案中，杆粒中的REN接入

点是SdaI(对应于DNA聚合酶杆状病毒基因)(cctgcagg)。在某些实施方案中，杆粒中的REN

接入点是MauBI(对应于lef‑4杆状病毒基因)(cgcgcgcg)。在某些实施方案中，杆粒中的REN

接入点是SbfI(对应于gp64/gp67杆状病毒基因)(cctgcagg)。在某些实施方案中，杆粒中的

REN接入点是I‑CeuI(对应于v‑cath杆状病毒基因)(SEQ  ID  NO:1)。在某些实施方案中，杆

粒中的REN接入点是AvrII(对应于egt杆状病毒基因)(cctagg)。在某些实施方案中，杆粒中

的REN接入点是NheI(gctagc)。在某些实施方案中，杆粒中的REN接入点是SpeI(actagt)。在

某些实施方案中，杆粒中的REN接入点是BstZ17I(gtatac)。在某些实施方案中，杆粒中的

REN接入点是NcoI(ccatgg)。在某些实施方案中，杆粒中的REN接入点是MluI(acgcgt)。

[0250] 在其中杆粒为双链构建体的某些实施方案中，REN切割位点可在一条链中包含裂

解序列以及在另一条链中包含裂解序列的反向互补序列(其也起裂解序列的作用)。因此，

多核苷酸插入物(或其链)可包含REN裂解序列或反向互补REN裂解序列(其通常在功能上可

互换)。作为非限制性实例，多核苷酸插入物的链可包含FseI裂解序列(ggccggcc)或其反向

互补REN裂解序列(ccggccgg)。

[0251] 可以通过以下方式将多核苷酸引入到这些REN接入点中：(i)提供已被工程化以包

含目标REN裂解序列的多核苷酸插入物(例如，已被工程化以在多核苷酸的两端均包含FseI 

REN序列的多核苷酸插入物)；(ii)提供包含用于多核苷酸插入的目标REN接入点的杆粒(例

如，包含FseI裂解位点的AcMNPV杆粒bMON14272的变体(ii)用适当的REN酶消化REN工程化

的多核苷酸(例如，使用FseI酶消化在两端均包含FseI区的REN工程多核苷酸，以产生多核

苷酸‑FseI插入物)；(iii)用相同的REN酶消化杆粒，以在REN接入点产生单切杆粒(例如使

用FseI酶在FseI位置产生单切杆粒)；和(iv)使用适当的连接酶，例如T4连接酶，将多核苷

酸插入物连接到单切杆粒中。结果是工程化的杆粒DNA，其包含在目标REN接入点处工程化

的多核苷酸插入物。

[0252] 插入过程可以重复一次或多次，以在不同的REN接入点将其他工程化的多核苷酸

插入物引入到同一杆粒中(例如，在egt中的AvrII  REN接入点插入第一工程化的多核苷酸

插入物，然后在cath基因的I‑CeuI  REN接入点插入第二工程化的多核苷酸插入物，然后在

gta基因的FseI  REN接入点插入第三工程化的多核苷酸插入物)。

[0253] 在某些实施方案中，可使用限制性核酸内切酶(REN)裂解从杆粒中去除一个或多

个野生型基因。在某些实施方案中，可使用限制性核酸内切酶(REN)裂解去除先前已插入到
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杆粒中的一个或多个工程化的多核苷酸插入物。在某些实施方案中，可使用限制性核酸内

切酶(REN)裂解用包含相同REN裂解序列的不同工程化的多核苷酸插入物替换一个或多个

工程化的多核苷酸插入物(例如，在FseI  REN接入点处的工程化的多核苷酸插入物可用包

含FseI  REN裂解序列的不同的工程化多核苷酸插入物替换)。

[0254] 在某些实施方案中，可以使用在以下文献中教导的的病毒表达构建体：美国专利

号US  8 ,512 ,981、US  8 ,163 ,543、US  8 ,697 ,417、US  8 ,642 ,314，美国专利公开号

US20130296532、US20110119777、US20110136227、US20110171262、US20130023034，国际专

利申请号PCT/NL2008/050613、PCT/NL2009/050076、PCT/NL2009/050352、PCT/NL2011/

050170、PCT/NL2012/050619和美国专利申请号14/149,953，所述文献各自的内容通过引用

整体并入本文，只要其与本公开不冲突。

[0255] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体可以源自以下文献中教导的病毒表

达构建体：美国专利号US  6,468,524、US  6,984,517、US  7,479,554、US  6,855,314、US  7,

271,002、US  6,723,551，美国专利公开号20140107186，美国专利申请号US  09/717,789、US 

11/936 ,394、US  14/004 ,379，欧洲专利申请号EP1082413、EP2500434、EP  2683829、

EP1572893以及国际专利申请PCT/US99/11958、PCT/US01/09123、PCT/EP2012/054303和

PCT/US2002/035829，所述文献各自的内容通过引用整体并入本文，只要其与本公开不冲

突。

[0256] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以包含来自猴物种的序列。在某些实施方

案中，病毒表达构建体可以包含序列，其包括但不限于来自以下文献的衣壳和rep序列：国

际专利申请PCT/US1997/015694、PCT/US2000/033256、PCT/US2002/019735、PCT/US2002/

033645、PCT/US2008/013067、PCT/US2008/013066、PCT/US2008/013065、PCT/US2009/

062548、PCT/US2009/001344、PCT/US2010/036332、PCT/US2011/061632、PCT/US2013/

041565，美国申请号US13/475535、US13/896722、US10/739096、US14/073979，美国专利公开

号US20010049144、US20120093853、US20090215871、US20040136963、US20080219954、

US20040171807、US20120093778、US20080090281、US20050069866、US20100260799、

US20100247490、US20140044680、US20100254947、US20110223135、US20130309205、

US20120189582、US20130004461、US20130315871，美国专利号US6083716、US7838277、

US7344872、US8603459、US8105574、US7247472、US8231880、US8524219、US8470310，欧洲专

利申请号EP2301582、EP2286841、EP1944043、EP1453543、EP1409748、EP2463362、

EP2220217、EP2220241、EP2220242、EP2350269、EP2250255、EP2435559、EP2643465、

EP1409748、EP2325298、EP1240345，所述文献各自的内容通过引用整体并入本文，只要其与

本公开不冲突。

[0257] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体可以包含来自以下文献中所述的一

种或多种病毒构建体的一个或多个核苷酸序列：国际申请号PCT/US2002/025096、PCT/

US2002/033629、PCT/US2003/012405，美国申请号US10/291583、US10/420284、US  7,319,

002，美国专利公开号US20040191762、US20130045186、US20110263027、US20110151434、

US20030138772、US20030207259，欧洲申请号EP2338900、EP1456419、EP1310571、

EP1359217、EP1427835、EP2338900、EP1456419、EP1310571、EP1359217以及美国专利号US 

7,235,393和US  8,524,446，只要其与本公开不冲突。
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[0258] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体可以包含在以下文献中描述的序列

或组合物：国际专利申请号PCT/US1999/025694、PCT/US1999/010096、PCT/US2001/013000、

PCT/US2002/25976、PCT/US2002/033631、PCT/US2002/033630、PCT/US2009/041606、PCT/

US2012/025550，美国专利号US8637255、US8637255、US7186552、US7105345、US6759237、

US7056502、US7198951、US8318480、US7790449、US7282199，美国专利公开号

US20130059289、US20040057933、US20040057932、US20100278791、US20080050345、

US20080050343、US20080008684、US20060204479、US20040057931、US20040052764、

US20030013189、US20090227030、US20080075740、US20080075737、US20030228282、

US20130323226、US20050014262，美国专利申请号US14/136331、US09/076369、US10/

738609，欧洲申请号EP2573170、EP1127150、EP2341068、EP1845163、EP1127150、EP1078096、

EP1285078、EP1463805、EP2010178940、US20140004143、EP2359869、EP1453547、EP2341068

和EP2675902，所述文献各自的内容通过引用整体并入本文，只要其与本公开不冲突。

[0259] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体可以包含来自以下文献中所述的那

些中的一种或多种核苷酸序列的一个或多个核苷酸序列：美国专利号US7186552、

US7105345、US6759237、US7056502、US7198951、US8318480、US7790449、US7282199，美国专

利公开号US20130059289、US20040057933、US20040057932、US20100278791、

US20080050345、US20080050343、US20080008684、US20060204479、US20040057931、

US20140004143、US20090227030、US20080075740、US20080075737、US20030228282、

US20040052764、US20030013189、US20050014262、US20130323226，美国专利申请号US14/

136331、US10/738609，欧洲专利申请号EP1127150、EP2341068、EP1845163、EP1127150、

EP1078096、EP1285078、EP2573170、EP1463805、EP2675902、EP2359869、EP1453547、

EP2341068，所述文献各自的内容通过引用整体并入本文，只要其与本公开不冲突。

[0260] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体可以包含修饰的AAV的构建体，如以

下文献中所述：国际专利申请号PCT/US1995/014018、PCT/US2000/026449、PCT/US2004/

028817、PCT/US2006/013375、PCT/US2007/010056、PCT/US2010/032158、PCT/US2010/

050135、PCT/US2011/033596，美国专利申请号12/473917、US08/331384、US09/670277，美国

专利号US5871982、US5856152、US6251677、US6387368、US6399385、US7906111，欧洲专利申

请号EP2000103600，欧洲专利公开号EP797678、EP1046711、EP1668143、EP2359866、

EP2359865、EP2357010、EP1046711、EP1218035、EP2345731、EP2298926、EP2292780、

EP2292779、EP1668143、US20090197338、EP2383346、EP2359867、EP2359866、EP2359865、

EP2357010、EP1866422、US20090317417、EP2016174，美国专利公开号US20110236353、

US20070036760、US20100186103、US20120137379和US20130281516，所述文献各自的内容通

过引用整体并入本文，只要其与本公开不冲突。

[0261] 在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体可以包含以下文献中描述的一种或

多种构建体：国际申请号PCT/US1999/004367、PCT/US2004/010965、PCT/US2005/014556、

PCT/US2006/009699、PCT/US2010/032943、PCT/US2011/033628、PCT/US2011/033616、PCT/

US2012/034355，美国专利号US8394386、EP1742668，美国专利公开号US20080241189、

US20120046349、US20130195801、US20140031418、EP2425000、US20130101558、EP1742668、

EP2561075、EP2561073、EP2699688，所述文献各自的内容通过引用整体并入本文，只要其与
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本公开不冲突。

[0262] 表达控制

[0263] 表达控制区

[0264] 本公开的病毒表达构建体可以包含一个或多个由表达控制序列编码的表达控制

区。在某些实施方案中，表达控制序列用于在病毒生产细胞例如昆虫细胞中表达。在某些实

施方案中，表达控制序列有效地连接至编码蛋白的核苷酸序列。在某些实施方案中，表达控

制序列有效地连接至VP编码核苷酸序列或Rep编码核苷酸序列。

[0265] 在本文中，术语“编码核苷酸序列”、“编码蛋白的基因”或“编码蛋白的核苷酸序

列”是指编码或翻译蛋白产物例如VP蛋白或Rep蛋白的核苷酸序列。“有效地连接”是指表达

控制序列相对于编码序列定位，使得其可促进编码的基因产物的表达。

[0266] “表达控制序列”是指调节与其有效地连接的核苷酸序列的表达的核酸序列。当表

达控制序列控制和调节核苷酸序列的转录和/或翻译时，表达控制序列“有效地连接”至该

核苷酸序列。因此，表达控制序列可包括启动子、增强子、非翻译区(UTR)、内部核糖体进入

位点(IRES)、转录终止子、编码蛋白的基因前面的起始密码子、内含子的剪接信号和终止密

码子。术语“表达控制序列”旨在至少包括其存在被设计为影响表达的序列，并且还可以包

括其他有利的组分。例如，前导序列和融合伴侣序列是表达控制序列。该术语还可包括核酸

序列的设计，以使得从序列中去除框内和框外的不希望的潜在的起始密码子。它还可以包

括核酸序列的设计，以使得去除不希望的潜在剪接位点。它包括指导polyA尾的添加的序列

或聚腺苷酸化序列(pA)，即在mRNA的3'端的一串腺嘌呤残基，该序列称为polyA序列。它也

可以设计为增强mRNA的稳定性。在昆虫细胞中已知影响转录和翻译稳定性的表达控制序

列，例如启动子，以及影响翻译的序列，例如Kozak序列。表达控制序列可以具有调节与之有

效地连接的核苷酸序列从而获得更低的表达水平或更高的表达水平的性质。

[0267] 在某些实施方案中，表达控制序列可包括一个或多个启动子。启动子可包括但不

限于杆状病毒主要晚期启动子、昆虫病毒启动子、非昆虫病毒启动子、脊椎动物病毒启动

子、核基因启动子、来自一种或多种物种(包括病毒和非病毒元件)的嵌合启动子，和/或合

成启动子。在某些实施方案中，启动子可以是Ctx、Op‑EI、EI、ΔEI、EI‑1、pH、PIO、polH(多面

体)、ΔpolH、Dmhsp70、Hr1、Hsp70、4xHsp27  EcRE+最小Hsp70、IE、IE‑1、ΔIE‑1、ΔIE、p10、

Δp10(p10的修饰变体或衍生物)、p5、p19、p35、p40、p6.9及其变体或衍生物。在某些实施方

案中，启动子是Ctx启动子。在某些实施方案中，启动子是p10启动子。在某些实施方案中，启

动子是polH启动子。在某些实施方案中，启动子可选自组织特异性启动子、细胞类型特异性

启动子、细胞周期特异性启动子，及其变体或衍生物。在某些实施方案中，启动子可以是CMV

启动子、α1‑抗胰蛋白酶(α1‑AT)启动子、甲状腺激素结合球蛋白启动子、甲状腺素结合球蛋

白(LPS)启动子、HCR‑ApoCII杂种启动子、HCR‑hAAT杂种启动子、白蛋白启动子、载脂蛋白E

启动子、α1‑AT+EaIb启动子、肿瘤选择性E2F启动子、单核血液IL‑2启动子，及其变体或衍生

物。在某些实施方案中，启动子是低表达启动子序列。在某些实施方案中，启动子是表达增

强的启动子序列。在某些实施方案中，启动子可包括如美国专利申请20110136227中所述的

Rep或Cap启动子，由于涉及表达启动子，该申请的内容通过引用整体并入本文。

[0268] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以在所有核苷酸序列中包含相同的启动

子。在某些实施方案中，病毒表达构建体可以在两个或更多个核苷酸序列中包含相同的启
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动子。在某些实施方案中，病毒表达构建体可以在两个或更多个核苷酸序列中包含不同的

启动子。在某些实施方案中，病毒表达构建体可以在所有核苷酸序列中包含不同的启动子。

[0269] 在某些实施方案中，病毒表达构建体编码元件以改善在某些细胞类型中的表达。

在另一个实施方案中，表达构建体可以包含polh和/或ΔIE‑1昆虫转录启动子、CMV哺乳动

物转录启动子和/或p10昆虫特异性启动子，用于在哺乳动物或昆虫细胞中表达所需基因。

[0270] 可以将多于一个的表达控制序列有效地连接至给定的核苷酸序列。例如，启动子

序列、翻译起始序列和终止密码子可以有效地连接至核苷酸序列。

[0271] 在某些实施方案中，病毒表达构建体可以包含含有起始密码子区域的核苷酸序

列，例如包含一个或多个起始密码子区的编码AAV衣壳蛋白的序列。在某些实施方案中，起

始密码子区可以在表达控制序列内。

[0272] 真核mRNA的翻译起始位点部分地由称为Kozak序列的核苷酸序列控制，如以下文

献中所述：Kozak,M  Cell.1986Jan  31；44(2):283‑92和Kozak,M.J  Cell  Biol.1989Feb；

108(2):229‑41，由于涉及Kozak序列及其用途，其各自的内容通过引用整体并入本文。通过

分子遗传技术，Kozak,M.Mamm  Genome.1996Aug；7(8):563‑74(由于涉及Kozak序列及其用

途，其内容通过引用整体并入本文)，可以将Kozak形式的天然存在的和合成的翻译起始位

点都用于多肽的生产中。剪接位点是mRNA上的序列，其促进在mRNA的转录(形成)后去除部

分的mRNA序列。通常，剪接发生在细胞核中，然后将mRNA转运到细胞的细胞质中。

[0273] 本公开的方法不受特定表达控制序列的使用的限制。但是，当达到一定化学计量

的VP产物时(VP1、VP2和VP3分别接近于1：1：10)并且还在Rep52或Rep40(也称为p19  Rep)的

水平明显高于Rep78或Rep68(也称为p5  Rep)时，可以提高生产细胞(例如昆虫细胞)中AAV

的产量。在某些实施方案中，p5/p19比例低于0.6或更多、低于0.4或低于0.3，但总是至少

0.03。这些比例可以在蛋白质水平上测量，或者可以从特定mRNA的相对水平暗示。

[0274] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为1：1：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0275] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为2：2：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0276] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为2：0：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0277] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为1‑2：0‑2：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0278] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为1‑2：1‑2：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0279] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为2‑3：0‑3：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0280] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为2‑3：2‑3：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0281] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为3：3：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0282] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，
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其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为3‑5：0‑5：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0283] 在某些实施方案中，在病毒生产细胞(例如哺乳动物或昆虫细胞)中生产AAV颗粒，

其中所有三种VP蛋白均以接近、约或为3‑5：3‑5：10(VP1：VP2：VP3)的化学计量表达。

[0284] 在某些实施方案中，将表达控制区工程化以生产选自以下的VP1：VP2：VP3的比例：

大约或恰好1：0：10；大约或恰好1：1：10；大约或恰好2：1：10；大约或恰好2：1：10；大约或恰

好2：2：10；大约或恰好3：0：10；大约或恰好3：1：10；大约或恰好3：2：10；大约或恰好3：3：10；

大约或恰好4：0：10；大约或恰好4：1：10；大约或恰好4：2：10；大约或恰好4：3：10；大约或恰

好4：4：10；大约或恰好5：5：10；大约或恰好是l‑2：0‑2：10；大约或恰好1‑2：1‑2：10；大约或

恰好1‑3：0‑3：10；大约或恰好1‑3：1‑3：10；大约或恰好是l‑4：0‑4：10；大约或恰好1‑4：1‑4：

10；大约或恰好1‑5：1‑5：10；大约或恰好2‑3：0‑3：10；大约或恰好2‑3：2‑3：10；大约或恰好

2‑4：2‑4：10；大约或恰好2‑5：2‑5：10；大约或恰好3‑4：3‑4：10；大约或恰好3‑5：3‑5：10；大

约或恰好4‑5：4‑5：10。

[0285] 在本公开的某些实施方案中，从杆状病毒衍生的多面体启动子(polh)转录Rep52

或Rep78。Rep52或Rep78也可以从较弱的启动子转录，例如IE‑1启动子的缺失突变体(ΔIE‑

1启动子)，其具有该IE‑1启动子的转录活性的约20％。可以使用与ΔIE‑1启动子基本上同

源的启动子。关于启动子，至少50％、60％、70％、80％、90％或更高的同源性被认为是基本

上同源的启动子。

[0286] 病毒生产细胞和载体

[0287] 哺乳动物细胞

[0288] 本文公开的本公开的病毒生产描述了生产AAV颗粒或病毒载体的过程和方法，所

述AAV颗粒或病毒载体与靶细胞接触以递送有效载荷构建体，例如重组AAV颗粒或病毒构建

体，其包含编码有效载荷分子的核苷酸。病毒生产细胞可以选自任何生物，包括原核(例如

细菌)细胞和真核细胞，包括昆虫细胞、酵母细胞和哺乳动物细胞。

[0289] 在某些实施方案中，本公开的AAV颗粒可以在包括哺乳动物细胞的病毒生产细胞

中生产。病毒生产细胞可以包括哺乳动物细胞，例如A549、WEH1、3T3、10T1/2、BHK、MDCK、COS 

1、COS  7、BSC  1、BSC  40、BMT  10、VERO.W138、HeLa、HEK293、HEK293T(293T)、Saos、C2C12、L

细胞、HT1080、HepG2和来源于哺乳动物的原代成纤维细胞、肝细胞和成肌细胞。病毒生产细

胞可包括来源于哺乳动物物种的细胞，包括但不限于人、猴、小鼠、大鼠、兔和仓鼠，或细胞

类型，包括但不限于成纤维细胞、肝细胞、肿瘤细胞、细胞系转化细胞等。

[0290] 通常用于生产重组AAV颗粒的AAV病毒生产细胞包括但不限于HEK293细胞、COS细

胞、C127细胞、3T3细胞、CHO细胞、HeLa细胞、KB细胞、BHK和其他哺乳动物细胞系，如以下文

献中所描述的：美国专利号6,156,303、5,387,484、5,741,683、5,691,176、6,428,988和5,

688,676；美国专利公开2002/0081721，和国际专利公开号WO  00/47757、WO00/24916和WO 

96/17947，所述文献各自的内容通过引用整体并入本文，只要其与本公开不冲突。在某些实

施方案中，AAV病毒生产细胞是反式‑补充包装细胞系，其提供从复制缺陷性辅助病毒缺失

的功能，例如HEK293细胞或其他Ea反式‑补充细胞。

[0291] 在某些实施方案中，可以使用包装细胞系293‑10‑3(ATCC登记号PTA‑2361)来生产

AAV颗粒，如美国专利号US6,281,010中所述，由于涉及293‑10‑3包装细胞系及其用途，该专

利的内容通过引用整体并入本文。
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[0292] 在本公开的某些实施方案中，用于反式‑补充E1缺失的腺病毒载体的细胞系(例如

HeLA细胞系，其可在磷酸甘油酸激酶(PGK)启动子的控制下编码腺病毒E1a和腺病毒E1b)可

用于AAV颗粒的生产，如美国专利号6365394号中所述的，由于涉及HeLa细胞系及其用途，该

专利的内容通过引用整体并入本文。

[0293] 在某些实施方案中，使用三重转染方法在哺乳动物细胞中生产AAV颗粒，其中有效

载荷构建体、细小病毒Rep和细小病毒Cap以及辅助构建体包含在三个不同的构建体中。AAV

颗粒生产的三个组分的三重转染方法可以用于生产少量病毒，用于包括转导效率、靶组织

(嗜性)评估和稳定性的测定。

[0294] 可以通过三重转染或杆状病毒介导的病毒生产或本领域已知的任何其他方法生

产待配制的AAV颗粒。可以采用本领域已知的任何合适的允许或包装细胞来生产载体。在某

些实施方案中，使用反式‑补充包装细胞系，其提供从复制缺陷性辅助病毒缺失的功能，例

如293细胞或其他E1a反式‑补充细胞。

[0295] 基因盒可以包含一些或全部的细小病毒(例如，AAV)cap和rep基因。在某些实施方

案中，通过将编码衣壳和/或Rep蛋白的包装载体引入到细胞中，反式提供了一些或全部的

cap和rep功能。在某些实施方案中，基因盒不编码衣壳或Rep蛋白。或者，使用包装细胞系，

其被稳定转化以表达cap和/或rep基因。

[0296] 在某些实施方案中，根据如US2016/0032254中所描述的程序从培养上清液中生产

和纯化重组AAV病毒颗粒，由于涉及重组AAV病毒颗粒的生产和加工，该文献的内容通过引

用整体并入。生产还可以涉及本领域已知的方法，包括使用293T细胞的方法、三重转染或任

何合适的生产方法。

[0297] 在某些实施方案中，哺乳动物病毒生产细胞(例如293T细胞)可处于贴壁/粘附状

态(例如，采用磷酸钙)或悬浮状态(例如采用聚乙烯亚胺(PEI))。用产生AAV所需的质粒(即

AAV  rep/cap构建体、腺病毒辅助构建体和/或ITR侧翼有效载荷构建体)转染哺乳动物病毒

生产细胞。在某些实施方案中，转染过程可包括任选的培养基改变(例如，对于贴壁形式的

细胞，培养基改变；对于悬浮形式的细胞，无培养基改变；如果需要，对于悬浮形式的细胞，

培养基改变)。在某些实施方案中，转染过程可包括转染培养基，例如DMEM或F17。在某些实

施方案中，转染培养基可包括血清或可以是无血清的(例如，贴壁状态的细胞采用磷酸钙和

血清，悬浮状态的细胞采用PEI而没有血清)。

[0298] 随后可以通过刮擦(贴壁形式)和/或沉淀(悬浮形式和刮擦的贴壁形式)收集细

胞，并将其转移到容器中。为了完全收集生产的细胞，必要时可重复收集步骤。接下来，可通

过连续的冻融循环(‑80℃至37℃)、化学裂解(例如添加去污剂Triton)、机械裂解或通过使

细胞培养物在达到～0％的活力后降解来实现细胞裂解。通过离心和/或深度过滤除去细胞

碎片。通过DNA  qPCR通过DNA酶抗性基因组滴定对样品的AAV颗粒进行定量。

[0299] 根据基因组拷贝数(每毫升基因组颗粒数)测量AAV颗粒滴度。如先前所报道

(Clark等人(1999)Hum .Gene  Ther.,10:1031‑1039；Veldwijk等人(2002)Mol.Ther.,6:

272‑278，由于涉及颗粒浓度的测量，其各自内容通过引用整体并入本文中)，基因组颗粒浓

度基于载体DNA的DNA  qPCR。

[0300] 昆虫细胞

[0301] 本公开的病毒生产包括用于生产与靶细胞接触以递送有效载荷构建体例如重组
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病毒构建体的AAV颗粒或病毒载体的过程和方法，所述有效载荷构建体包含编码有效载荷

分子的核苷酸。在某些实施方案中，本公开的AAV颗粒或病毒载体可以在病毒生产细胞(包

括昆虫细胞)中生产。

[0302] 培养中昆虫细胞的生长条件以及培养中昆虫细胞中异源产物的生产在本领域中

是众所周知的，参见美国专利号6,204 ,059，由于涉及昆虫细胞在病毒生产中的生长和用

途，其内容通过引用整体并入本文。

[0303] 根据本公开，可以使用允许细小病毒复制并且可以在培养物中保持的任何昆虫细

胞。通常用于生产重组AAV颗粒的AAV病毒生产细胞包括但不限于草地贪夜蛾，包括但不限

于Sf9或Sf21细胞系、果蝇(Drosophila)细胞系或蚊子细胞系，例如白纹伊蚊(Aedes 

albopictus)起源的细胞系。昆虫细胞用于表达异源蛋白的用途已得到充分证明，将核酸例

如载体(例如昆虫细胞相容性载体)引入到此类细胞中的方法以及在培养中维持此类细胞

的方法也已得到充分证明。参见，例如，Methods  in  Molecular  Biology ,ed .Richard ,

Humana  Press ,NJ(1995)；O 'Reilly等人 ,Baculovirus  Expression  Vectors ,A 

Laboratory  Manual,Oxford  Univ.Press(1994)；Samulski等人,J.Vir.63:3822‑8(1989)；

Kajigaya等人,Proc.Nat'l.Acad .Sci.USA  88:4646‑50(1991)；Ruffing等人,J.Vir.66:

6922‑30(1992)；Kimbauer等人,Vir.219:37‑44(1996)；Zhao等人,Vir.272:382‑93(2000)；

和Samulski等人,U.S.Pat.No.6,204,059，由于涉及昆虫细胞在病毒生产中的用途，其各自

的内容通过引用整体并入本文。

[0304] 在一个实施方案中，使用在WO2015/191508中描述的方法制备AAV颗粒，该文献的

内容通过引用整体并入本文，只要其与本公开不冲突。

[0305] 在某些实施方案中，可以使用昆虫宿主细胞系统与杆状病毒系统的组合(例如，如

Luckow等人,Bio/Technology  6:47(1988)所述的)。在某些实施方案中，用于制备嵌合肽的

表达系统是粉纹夜蛾(Trichoplusia  ni)Tn5B1‑4昆虫细胞/杆状病毒系统，其可以用于高

水平的蛋白，如美国专利号6660521中所述由于涉及病毒颗粒的生产，该文献的内容通过引

用整体并入本文。

[0306] 昆虫细胞的扩增、培养、转染、感染和储存可以在本领域已知的任何细胞培养基、

细胞转染培养基或储存培养基中进行，包括Hyclone  SFX昆虫细胞培养基(Hyclone  SFX 

Insect  Cell  Culture  Media)、表达系统ESF  AF昆虫细胞培养基(Expression  System  ESF 

AF  Insect  Cell  Culture  Medium)、ThermoFisher  Sf900II培养基、ThermoFisher 

Sf900III培养基或ThermoFisher  Grace昆虫培养基(ThermoFisher  Grace’s  Insect 

Media)。本公开的昆虫细胞混合物还可包括本公开中描述的任何制剂添加剂或成分，包括

(但不限于)盐、酸、碱、缓冲剂、表面活性剂(例如泊洛沙姆188/普朗尼克F‑68)，以及其他已

知的培养基成分。制剂添加剂可以逐渐或“快加(spikes)”引入(短时间内大量引入)。

[0307] 杆状病毒生产系统

[0308] 在某些实施方案中，本公开的方法可包括使用病毒表达构建体和有效载荷构建体

载体在杆状病毒系统中生产AAV颗粒或病毒载体。在某些实施方案中，杆状病毒系统包括杆

状病毒表达载体(BEV)和/或杆状病毒感染的昆虫细胞(BIIC)。在某些实施方案中，本公开

的病毒表达构建体或有效载荷构建体可以是杆粒，也被称为杆状病毒质粒或重组杆状病毒

基因组。在某些实施方案中，本公开的病毒表达构建体或有效载荷构建体可以是通过本领
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域技术人员已知和执行的标准分子生物学技术通过同源重组(转座子供体/受体系统)引入

到杆粒中的多核苷酸。分离的病毒复制细胞群的转染产生两组或更多组(例如，两组、三组)

杆状病毒(BEV)、一个或多个可以包含病毒表达构建体的组(表达BEV)以及一个或多个可以

包含有效载荷构建体的组(有效载荷BEV)。杆状病毒可以用于感染病毒生产细胞以生产AAV

颗粒或病毒载体。

[0309] 在某些实施方案中，该方法包括转染单个病毒复制细胞群以产生单个杆状病毒

(BEV)组，其包括病毒表达构建体和有效载荷构建体二者。这些杆状病毒可以用于感染病毒

生产细胞，以生产AAV颗粒或病毒载体。

[0310] 在某些实施方案中，使用杆粒转染剂如Promega  F uG EN E  H D、WFI水或

ThermoFisher  Cellfectin  II试剂产生BEV。在某些实施方案中，在病毒生产细胞例如昆虫

细胞中产生并扩增BEV。

[0311] 在某些实施方案中，该方法利用包括一种或多种BEV的病毒生产细胞(包括杆状病

毒感染的昆虫细胞(BIIC))的种子培养物。种子BIIC已经用包括病毒表达构建体的表达BEV

以及包括有效载荷构建体的有效载荷BEV转染/转导/感染。在某些实施方案中，收获种子培

养物，将其分成等分试样并冷冻，并可以在以后的时间用于起始初始生产细胞群的转染/转

导/感染。在某些实施方案中，将种子BIIC库储存在‑80℃或LN2蒸气中。

[0312] 杆状病毒由几种对杆状病毒的功能和复制必不可少的必需蛋白组成，例如复制蛋

白、包膜蛋白和衣壳蛋白。因此，杆状病毒基因组包括几个编码必需蛋白的必需基因核苷酸

序列。作为非限制性实例，基因组可包括必需基因区，该必需基因区包括编码杆状病毒构建

体的必需蛋白的必需基因核苷酸序列。必需蛋白可包括：GP64杆状病毒包膜蛋白、VP39杆状

病毒衣壳蛋白或杆状病毒构建体的其他类似必需蛋白。

[0313] 用于在昆虫细胞(包括但不限于草地贪夜蛾(Sf9)细胞)中产生AAV颗粒的杆状病

毒表达载体(BEV)，可提供高滴度的病毒载体产物。编码病毒表达构建体和有效载荷构建体

的重组杆状病毒引发病毒载体复制细胞的生产性感染。从初次感染释放的感染性杆状病毒

颗粒继发感染培养物中的其他细胞，并在多个感染周期内以指数方式感染整个细胞培养

群，其是初始感染复数的函数，参见Urabe,M.等人J  Virol.2006Feb；80(4):1874‑85，由于

涉及BEV和病毒颗粒的生产和使用，其内容通过引用整体并入本文。

[0314] 用杆状病毒在昆虫细胞系统中生产AAV颗粒可以解决了已知的杆状病毒的遗传和

物理不稳定性。

[0315] 在某些实施方案中，本公开的生产系统通过利用无滴度的感染细胞保存和放大系

统来解决杆状病毒经过多次传代的不稳定性。用编码AAV颗粒的结构和/或非结构组分的病

毒表达构建体转染病毒生产细胞的小规模种子培养物。收获杆状病毒感染的病毒生产细

胞，分成等分试样，然后将其冷冻保存在液氮中；等分试样保留了感染大规模病毒生产细胞

培养物的活力和感染力，Wasilko  DJ等人Protein  Expr  Purif.2009Jun；65(2):122‑32，由

于涉及BEV和病毒颗粒的生产和使用，其内容通过引用整体并入本文。

[0316] 可以使用遗传稳定的杆状病毒来产生用于在无脊椎动物细胞中生产AAV颗粒的一

种或多种组分源。在某些实施方案中，缺陷型杆状病毒表达载体可以在昆虫细胞中以游离

体维持。在这样的实施方案中，相应的杆粒载体用复制控制元件工程化，所述复制控制元件

包括但不限于启动子、增强子和/或细胞周期调节的复制元件。

说　明　书 40/57 页

44

CN 113166781 A

44



[0317] 在某些实施方案中，杆状病毒可以用标记物工程化以重组到几丁质酶/组织蛋白

酶基因座中。chia/v‑cath基因座对于在组织培养中传播杆状病毒不是必需的，并且V‑cath

(EC  3.4.22.50)是半胱氨酸内切蛋白酶，其对含Arg‑Arg二肽的底物最活跃。Arg‑Arg二肽

存在于浓核病毒和细小病毒衣壳结构蛋白中，但在依赖病毒VP1中则很少出现。

[0318] 在某些实施方案中，将允许杆状病毒感染的稳定的病毒生产细胞用AAV复制和载

体产生所必需的任何元件的至少一个稳定的整合拷贝进行工程化，所述元件包括但不限于

整个AAV基因组、Rep和Cap基因、Rep基因、Cap基因、作为单独转录盒的每个Rep蛋白、作为单

独转录盒的每个VP蛋白、AAP(装配激活蛋白)或至少一个带有天然或非天然启动子的杆状

病毒辅助基因。

[0319] 在某些实施方案中，杆状病毒表达载体(BEV)基于AcMNPV杆状病毒或BmNPV杆状病

毒BmNPV。在某些实施方案中，本公开的杆粒是基于AcMNPV杆粒(例如bmon14272、vAce25ko

或vAclef11KO)(即，其工程化变体)。

[0320] 通常，BEV并未针对AAV生产进行优化。在基于杆粒的BEV中病毒蛋白的异常蛋白水

解降解通常可导致预料不到的问题，这不包括使用杆状病毒/Sf9系统可靠地大规模生产

AAV衣壳蛋白。

[0321] 本公开确定了蛋白降解的源头和途径。本公开提出了一种相应的系统，其可包括

经修饰的BEV(mBEV)，其在杆状病毒/Sf9系统中生产的过程中消除了rAAV衣壳和衣壳变体

的降解。这种新系统不仅能够减轻蛋白水解降解，而且还导致功能性AAV衣壳蛋白的提高的

产量，从而提供了更广阔的收获窗口以支持大规模AAV生产，从而支持临床试验。

[0322] 在某些实施方案中，本公开提出了经修饰的杆状病毒表达载体(mBEV)及其在杆状

病毒/Sf9系统中大规模生产重组腺相关病毒(rAAV)中的使用方法。

[0323] 在某些实施方案中，杆状病毒表达载体(BEV)是其中杆状病毒v‑cath基因已部分

或完全缺失(“v‑cath缺失的BEV”)或突变的BEV。在某些实施方案中，BEV缺少v‑cath基因或

包含v‑cath基因的突变失活形式。在某些实施方案中，BEV缺少v‑cath基因。在某些实施方

案中，BEV包含v‑cath基因的突变失活形式。

[0324] 其中杆状病毒v‑cath基因已部分缺失、完全缺失或突变失活的BEV构建体的非限

制性实例包括BEV，其包含选自SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列。在

某些实施方案中，本公开的BEV构建体包含SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:4。在某

些实施方案中，本公开的BEV构建体包含SEQ  ID  NO:2。在某些实施方案中，本公开的BEV构

建体包含SEQ  ID  NO:3。在某些实施方案中，本公开的BEV构建体包含SEQ  ID  NO:4。

[0325] 本公开的病毒生产杆粒可包括某些杆状病毒基因或基因座的缺失。

[0326] 其他

[0327] 在某些实施方案中，表达宿主包括但不限于埃希氏菌属(Escherichia)、芽孢杆菌

属(Bacillus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、沙门氏菌属(Salmonella)内的细菌物种。

[0328] 在某些实施方案中，可以使用包含稳定整合在细胞染色体内的AAV  rep和cap基因

的宿主细胞进行AAV颗粒的生产。在非限制性实例中，根据美国专利号7238526中所述的方

法和构建体，可以将在其染色体中稳定整合了至少两个拷贝的AAV  rep基因和AAV  cap基因

的宿主细胞用于生产AAV颗粒，由于涉及病毒颗粒的生产，该专利的内容通过引用整体并入

本文。
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[0329] 在某些实施方案中，可以在用包含核酸序列的分子稳定转化的宿主细胞中生产

AAV颗粒，所述核酸序列允许在宿主细胞中调节罕见限制酶的表达，如US20030092161和

EP1183380中所述，由于涉及病毒颗粒的生产，其内容通过引用整体并入本文。

[0330] 在某些实施方案中，生产AAV颗粒的生产方法和细胞系可以包括但不限于以下文

献中教导的那些：PCT/US1996/010245、PCT/US1997/015716、PCT/US1997/015691、PCT/

US1998/019479、PCT/US1998/019463、PCT/US2000/000415、PCT/US2000/040872、PCT/

US2004/016614、PCT/US2007/010055、PCT/US1999/005870、PCT/US2000/004755；美国专利

申请号US08/549489、US08/462014、US09/659203、US10/246447、US10/465302；美国专利号

US6281010、US6270996、US6261551、US5756283(转让给NIH)、US6428988、US6274354、

US6943019、US6482634、(转让给NIH：US7238526、US6475769)、US6365394(转让给NIH)、

US7491508、US7291498、US7022519、US6485966、US6953690、US6258595、EP2018421、

EP1064393、EP1163354、EP835321、EP931158、EP950111、EP1015619、EP1183380、EP2018421、

EP1226264、EP1636370、EP1163354、EP1064393、US20030032613、US20020102714、

US20030073232、US20030040101(转让给NIH)、US20060003451、US20020090717、

US20030092161、US20070231303、US20060211115、US20090275107、US2007004042、

US20030119191、US20020019050，其各自的内容通过引用整体并入本文，只要其与本公开不

冲突。

[0331] III.定义

[0332] 在本公开的各个地方，以组或范围公开了本公开的化合物的取代基或特性。特别

意图表示的是，本公开包括这种组和范围的成员的每个单独或子组合。

[0333] 除非另外说明，否则以下术语和短语具有下面描述的含义。所述定义无意在性质

上成为限制性的，而是用于提供本公开的某些方面的更清楚的理解。

[0334] 约：如本文所用，术语“约”是指所述值的+/‑10％。

[0335] 腺相关病毒：本文所用的术语“腺相关病毒”或“AAV”是指包含任何颗粒、序列、基

因、蛋白或衍生自其的组分的依赖病毒属的成员。

[0336] AAV颗粒：如本文所用，“AAV颗粒”是包含衣壳和病毒基因组的病毒，所述病毒基因

组具有至少一个有效载荷区和至少一个ITR区。本公开的AAV颗粒可以重组产生并且可以基

于腺相关病毒(AAV)的亲本或参考序列。AAV颗粒可衍生自本文所述或本领域已知的任何血

清型，包括血清型的组合(即“假型”AAV)或多种基因组(例如单链或自互补型)。另外，AAV颗

粒可能是复制缺陷的和/或靶向的。

[0337] 活性：如本文所用，术语“活性”是指事物正在发生或正在完成的状况。本公开的组

合物可以具有活性，并且该活性可以涉及一种或多种生物学事件。

[0338] 施用：如本文所用，术语“施用”是指向受试者提供药剂或组合物。

[0339] 联合施用：如本文所用，术语“联合施用(administered  in  combination)”或“组

合施用(combined  administration)”是指将两种或更多种药剂同时或在一定间隔内施用

于受试者，从而可能存在每种药剂对患者的作用的重叠。在某些实施方案中，它们在彼此的

约60、30、15、10、5或1分钟内施用。在某些实施方案中，药剂的施用间隔足够地紧密地在一

起，从而实现组合(例如，协同)作用。

[0340] 改善：如本文所用，术语“改善(amelioration)”或“改善(ameliorating)”是指减
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轻至少一种病症或疾病指标的严重性。例如，在神经退行性疾病的背景下，改善包括神经元

损失的减少。

[0341] 动物：如本文所用，术语“动物”是指动物界的任何成员。在某些实施方案中，“动

物”是指处于任何发育阶段的人类。在某些实施方案中，“动物”是指处于任何发育阶段的非

人类动物。在某些实施方案中，非人类动物是哺乳动物(例如，啮齿动物、小鼠、大鼠、兔、猴、

狗、猫、绵羊、牛、灵长类动物或猪)。在某些实施方案中，动物包括但不限于哺乳动物、禽类、

爬行动物、两栖动物、鱼类和蠕虫。在某些实施方案中，动物是转基因动物、基因工程动物或

克隆。

[0342] 反义链：如本文所用，术语siRNA分子的“反义链”或“第一链”或“引导链”是指与靶

向沉默基因的mRNA的约10‑50个核苷酸(例如约15‑30、16‑25、18‑23或19‑22个核苷酸)的区

段基本互补的链。所述反义链或第一链具有与期望的靶mRNA序列足够互补的序列以指导靶

标特异性的沉默，例如，足以触发RNAi机制或过程对期望的靶mRNA的破坏的互补性。

[0343] 大约：如本文所用，如应用于一个或多个值，术语“大约”或“约”是指类似于所述参

考值的值。在某些实施方案中，术语“大约”是指落入所述参考值的任一方向(大于或小于)

的25％、20％、19％、18％、17％、16％、15％、14％、13％、12％、11％、10％、9％、8％、7％、

6％、5％、4％、3％、2％、1％或更少内的值的范围，除非另有说明或从上下文中可以明显看

出(除非该数字超过可能值的100％)。

[0344] 结合：如本文所用，术语“结合”、“共轭”、“连接”、“附接”和“拴系”，当针对两个或

多个部分使用时，是指这些部分直接地或通过一个或多个另外的用作连接剂的部分物理上

彼此结合或连接，以形成足够稳定的结构，从而在使用该结构的条件(例如生理条件)下，这

些部分保持物理结合。“结合”不必严格地通过直接共价化学键来实现。也可能暗示离子或

氢键或基于杂交的连接性足够稳定，以使“结合的”实体保持物理结合。

[0345] 杆状病毒表达载体(BEV)：如本文所用，BEV是杆状病毒表达载体，即杆状病毒来源

的多核苷酸载体。使用BEV的系统称为杆状病毒表达载体系统(BEVS)。

[0346] mBEV或修饰的BEV：如本文所用，修饰的BEV是杆状病毒来源的表达载体，其已通过

添加和/或缺失和/或复制和/或倒置以下的一个或多个从起始BEV(无论是野生型还是人工

型)改变而来：基因；基因片段；切割位点；限制位点；序列区；编码有效载荷或目标基因的序

列；或前述各项的组合。

[0347] 双功能：如本文所用，术语“双功能”是指能够或维持至少两种功能的任何物质、分

子或部分。这些功能可能会实现相同或不同的结果。产生功能的结构可以相同或不同。

[0348] BIIC：如本文所用，BIIC是杆状病毒感染的昆虫细胞。

[0349] 生物相容的：如本文所用，术语“生物相容的”是指与活细胞、组织、器官或系统相

容，所述活细胞、组织、器官或系统具有很少的或没有免疫系统的伤害、毒性或排斥风险。

[0350] 可生物降解的：如本文所用，术语“可生物降解的”是指能够通过生物的作用分解

成无害的产品。

[0351] 生物学活性的：如本文所用，短语“生物学活性的”是指任何物质在生物系统和/或

生物中具有活性的特征。例如，当施用于生物时对该生物具有生物学作用的物质被认为具

有生物学活性。在特定的实施方案中，即使编码的有效载荷的一部分具有生物学活性或模

拟被认为与生物学相关的活性，则本公开的AAV颗粒也可以被认为具有生物学活性。
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[0352] 衣壳：如本文所用，术语“衣壳”是指病毒颗粒的蛋白壳。

[0353] 密码子优化的：如本文所用，术语“密码子优化的(codon  optimized)”或“密码子

优化(codon  optimization)”是指修饰的核酸序列，其编码与亲本/参考序列相同的氨基酸

序列，但是其已经被改变使得对修饰的核酸序列的密码子进行优化或改进以在特定系统

(例如特定物种或物种组)中表达。作为非限制性实例，可以对包含AAV衣壳蛋白的核酸序列

进行密码子优化以在昆虫细胞或特定的昆虫细胞如草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda)

细胞中表达。密码子优化可以使用本领域技术人员已知的方法和数据库来完成。

[0354] 互补的和基本上互补的：本文使用的术语“互补的”表示多核苷酸彼此形成碱基对

的能力。碱基对通常由反向平行的多核苷酸链中的核苷酸单元之间的氢键形成。互补的多

核苷酸链可以以沃森‑克里克方式(例如，A至T、A至U、C至G)或以允许形成双链体的任意其

它方式形成碱基对。本领域技术人员知晓，当使用RNA而不是DNA时，尿嘧啶(而不是胸腺嘧

啶)是被认为与腺苷互补的碱基。但是，当在本公开的上下文中提及U时，暗示置换T的能力，

除非另有说明。完美互补性或100％互补性表示这样的情形：其中一个多核苷酸链的每个核

苷酸单元都可以与第二个多核苷酸链的核苷酸单元形成氢键。小于完美互补性表示这样的

情形：其中两个链的一些(但是并非全部)核苷酸单元可以彼此形成氢键。例如，对于两个20

聚体，如果在每个链上的仅两个碱基对可以彼此形成氢键，那么所述多核苷酸链表现出

10％互补性。在相同的实例中，如果在每个链上的18个碱基对可以彼此形成氢键，那么所述

多核苷酸链表现出90％互补性。本文使用的术语“基本上互补的”是指，所述siRNA具有足以

结合期望的靶mRNA和触发靶mRNA的RNA沉默的序列(例如，在反义链中)。

[0355] 化合物：本公开的化合物包括存在于中间或最终化合物中的原子的所有同位素。

“同位素”是指由原子核中中子数量不同产生的具有相同原子序数但具有不同质量数的原

子。例如，氢的同位素包括氚和氘。

[0356] 本公开的化合物和盐可以通过常规方法与溶剂或水分子组合制备以形成溶剂化

物和水合物。

[0357] 有条件的活性：如本文所用，术语“有条件的活性”是指野生型多肽的突变体或变

体，其中该突变体或变体在生理条件下比亲本多肽具有或多或少的活性。此外，与亲本多肽

相比，有条件的活性多肽在异常条件下的活性可能增加或降低。有条件的活性多肽可以在

正常生理条件或异常条件下可逆地或不可逆地失活。

[0358] 保守的：如本文所用，术语“保守的”分别是指多核苷酸序列或多肽序列的核苷酸

或氨基酸残基，其是在比较的两个或更多个序列的相同位置上未发生改变的那些。相对保

守的核苷酸或氨基酸是比序列中其他地方出现的核苷酸或氨基酸更相关的序列中保守的

核苷酸或氨基酸。

[0359] 在某些实施方案中，如果两个或更多个序列彼此100％相同，则称它们为“完全保

守的”。在某些实施方案中，如果两个或更多个序列彼此至少70％同一、至少80％同一、至少

90％同一或至少95％同一，则被认为是“高度保守的”。在某些实施方案中，如果两个或更多

个序列彼此约70％同一、约80％同一、约90％同一、约95％、约98％或约99％同一，则被称为

“高度保守”。在某些实施方案中，如果两个或更多个序列彼此至少30％同一、至少40％同

一、至少50％同一、至少60％同一、至少70％同一、至少80％同一，至少90％同一或至少95％

同一，则被认为是“保守的”。在某些实施方案中，如果两个或更多个序列彼此约30％同一、
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约40％同一、约50％同一、约60％同一、约70％同一同、约80％同一、约90％同一、约95％同

一，约98％同一或约99％同一，则被称为“保守的”。序列的保守性可以应用于多核苷酸或多

肽的全长，或者可以应用于其一部分、区域或特征。

[0360] 控制元件：如本文所用，“控制元件”、“调控控制元件”或“调控序列”是指启动子区

域、聚腺苷酸化信号、转录终止序列、上游调节域、复制起点、内部核糖体进入位点

(“IRES”)、增强子等，其在受体细胞中提供编码序列的复制、转录和翻译。并非总是需要所

有这些控制元件，只要选择的编码序列能够在适当的宿主细胞中复制、转录和/或翻译即

可。

[0361] 控制释放：如本文所用，术语“控制释放”是指符合释放的特定样式以影响治疗结

果的药物组合物或化合物释放曲线。

[0362] 细胞抑制：如本文所用，“细胞抑制”是指抑制、减少、阻抑细胞(例如，哺乳动物细

胞(例如，人细胞))、细菌、病毒、真菌、原生动物、寄生虫、朊病毒或其组合的生长、分裂或繁

殖。

[0363] 细胞毒性的：如本文所用，“细胞毒性的”是指杀死细胞(例如，哺乳动物细胞(例

如，人细胞))、细菌、病毒、真菌、原生动物、寄生虫、朊病毒或其组合或引起对其的伤害、毒

性或致命作用。

[0364] 递送：如本文所用，“递送”是指递送AAV颗粒、化合物、物质、实体、部分、货物

(cargo)或有效载荷。

[0365] 递送剂：如本文所用，“递送剂”是指至少部分促进AAV颗粒向靶细胞的体内递送的

任何物质。

[0366] 不稳定的：如本文所用，术语“不稳定的”、“不稳定”或“不稳定区域”是指比相同区

域或分子的起始、野生型或初始形式更不稳定的区域或分子。

[0367] 可检测的标记：如本文所用，“可检测的标记”是指一种或多种标志物、信号或部

分，其与易于通过本领域已知的方法检测的另一实体连接、相连或结合，所述方法包括放射

线照相、荧光、化学发光、酶促活性、吸光度等。可检测的标记包括放射性同位素、荧光团、发

色团、酶、染料、金属离子、诸如生物素、亲和素、链霉亲和素和半抗原之类的配体、量子点

等。可检测的标记可以位于本文公开的肽或蛋白中的任何位置。它们可以在氨基酸、肽或蛋

白内，或位于N或C末端。

[0368] 消化：如本文所用，术语“消化”是指分解成较小的碎片或组分。当涉及多肽或蛋白

时，消化导致肽的生产。

[0369] 远端：如本文所用，术语“远端”是指位于远离中心或远离目标点或区域。

[0370] 给药方案：如本文所用，“给药方案”是施用的时间表，或医生确定的治疗、预防或

姑息治疗方案。

[0371] 包封：如本文所用，术语“包封”是指封入、包围或围住。

[0372] 工程化的：如本文所用，当本公开的实施方案被设计为具有不同于起始点、野生型

或初始分子的特征或特性时，则其是被“工程化的”。

[0373] 有效量：如本文所用，术语药剂的“有效量”是这样的量：所述量足以实现有益的或

期望的结果，例如，临床结果，且这样，“有效量”取决于它所应用的上下文。例如，在施用治

疗癌症的药剂的上下文中，与不施用该药剂获得的应答相比，该药剂的有效量例如是足以
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实现如本文所定义的治疗的量。

[0374] 表达：如本文所用，核酸序列的“表达”是指以下事件中的一个或多个：(1)从DNA序

列产生RNA模板(例如，通过转录)；(2)加工RNA转录物(例如，通过剪接、编辑、5'帽形成和/

或3'末端加工)；(3)将RNA翻译成多肽或蛋白；(4)多肽或蛋白的翻译后修饰。

[0375] 特征：如本文所用，“特征”是指特点、特性或独特要素。

[0376] 制剂：如本文所用，“制剂”包括至少一种AAV颗粒和递送剂或赋形剂。

[0377] 片段：如本文所用，“片段”是指一部分。例如，蛋白片段可以包含通过消化从培养

的细胞分离的全长蛋白而获得的多肽。

[0378] 功能性的：如本文所用，“功能性的”生物分子是以表现出表征其的性质和/或活性

的形式的生物分子。

[0379] 基因表达：术语“基因表达”表示这样的过程：核酸序列通过该过程发生成功转录

和(在大多数情况下)翻译以生产蛋白或肽。为了清楚起见，当提及“基因表达”的测量时，这

应当被理解为是指，可以测量转录的核酸产物(例如，RNA或mRNA)或翻译的氨基酸产物(例

如，多肽或肽)。测量RNA、mRNA、多肽和肽的量或水平的方法是本领域众所周知的。

[0380] 同源性：如本文所用，术语“同源性”是指聚合物分子之间例如多核苷酸分子(例如

DNA分子和/或RNA分子)之间和/或多肽分子之间的整体相关性。在某些实施方案中，如果聚

合物分子的序列为至少25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％、95％或99％相同或相似，则认为它们彼此“同源”。术语“同源的”必定是指

至少两个序列(多核苷酸或多肽序列)之间的比较。根据本公开，如果两个多核苷酸序列编

码的多肽是至少一个至少约20个氨基酸片段中的至少约50％、60％、70％、80％、90％、95％

或至少99％，则它们被认为是同源的。在某些实施方案中，同源多核苷酸序列的特征在于能

够编码至少4‑5个独特指定的氨基酸片段的能力。对于长度少于60个核苷酸的多核苷酸序

列，同源性由编码至少4‑5个独特指定的氨基酸的片段能力决定。根据本公开，如果蛋白对

于至少一个约20个氨基酸的片段至少约50％、60％、70％、80％或90％相同，则认为两个蛋

白序列是同源的。

[0381] 异源区域：如本文所用，术语“异源区域”是指将不被视为同源区域的区域。

[0382] 同源区域：如本文所用，术语“同源区域”是指位置、结构、进化起源、特征、形式或

功能相似的区域。

[0383] 同一性：如本文所用，术语“同一性”是指聚合物分子之间例如多核苷酸分子(例如

DNA分子和/或RNA分子)之间和/或多肽分子之间的整体相关性。例如，可以通过比对两个序

列以达到最佳比对的目的来进行两个多核苷酸序列的同一性百分比的计算(例如，可以在

第一和第二核酸序列中的一个或两个中引入缺口以实现最佳比对，以及出于比对的目的，

可以忽略非同一的序列)。在某些实施方案中，为了比对的目的而比对的序列的长度为参考

序列长度的至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少

95％或100％。然后比较相应核苷酸位置上的核苷酸。当第一序列中的位置被与第二序列中

的相应位置相同的核苷酸占据时，则分子在该位置是相同的。考虑到缺口的数目和每个缺

口的长度，两个序列之间的同一性百分比是序列共享的相同位置数的函数，需要引入所述

缺口以实现两个序列的最佳比对。序列的比对和两个序列之间同一性百分比的确定可以使

用数学算法来完成。例如，两个核苷酸序列之间的同一性百分数可以使用诸如以下描述的
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那些：Computational  Molecular  Biology,Lesk,A.M.,ed .,Oxford  University  Press,

New  York ,1988；Biocomputing:Informatics  and  Genome  Projects ,Smith,D.W.,ed .,

Academic  Press ,New  York ,1993；Sequence  Analysis  in  Molecular  Biology ,von 

Heinje ,G .,Academic  Press ,1987；Computer  Analysis  of  Sequence  Data ,Part  I ,

Griffin ,A .M .,和Griffin ,H .G .,eds .,Humana  Press ,New  Jersey ,1994；和Sequence 

Analysis  Primer,Gribskov,M.and  Devereux,J .,eds .,M  Stockton  Press ,New  York ,

1991；其各自均通过引用并入本文，只要其与本公开不冲突。例如，可以使用Meyers和

Miller(CABIOS，1989，4：11‑17)的算法确定两个核苷酸序列之间的同一性百分比，该算法

已使用PAM120权重残基表、缺口长度罚分12和缺口罚分4，该算法已经合并到ALIGN程序

(2.0版)中。或者，可以使用NWSgapdna .CMP矩阵的GCG软件包中的GAP程序确定两个核苷酸

序列之间的同一性百分比。通常用于确定序列之间的同一性百分比的方法包括但不限于在

Carillo,H.和Lipman,D.,SIAM  J  Applied  Math.,48:1073(1988)中公开的那些方法，该文

献通过引用并入本文，只要其与本公开不冲突。确定同一性的技术已编入公共可用的计算

机程序中。确定两个序列之间的同源性的示例性计算机软件包括但不限于GCG程序包，

Devereux,J.,等人,Nucleic  Acids  Research,12(1) ,387(1984))，BLASTP，BLASTN和FASTA 

Altschul,S.F.等人,J.Molec.Biol.,215,403(1990))。

[0384] 抑制基因的表达：本文中使用的短语“抑制基因的表达”是指造成基因的表达产物

的量的减少。所述表达产物可以是从基因转录的RNA(例如mRNA)或从基因转录的mRNA所翻

译成的多肽。通常，mRNA水平的降低会导致从其翻译的多肽的水平的降低。通过使用用于测

量mRNA或蛋白的标准技术，可以确定表达的水平。

[0385] 体外：本文使用的术语“体外”表示在人工环境中，例如在试管或反应容器中、在细

胞培养物中、在培养皿等中，发生的事件，而不是在生物(例如，动物、植物或微生物)内发生

的事件。

[0386] 体内：本文使用的术语“体内”表示在生物(例如，动物、植物或微生物或其细胞或

组织)内发生的事件。

[0387] 分离的：如本文所用，术语“分离的”是指已经从与之结合的至少一些组分中分离

的物质或实体(无论是在自然界还是在实验环境中)。分离出的物质相对于与它们结合的物

质可能具有不同的纯度水平。分离的物质和/或实体可以从最初与它们相连的至少约10％、

约20％、约30％、约40％、约50％、约60％、约70％、约80％、约90％或更多的其他组分分开。

在某些实施方案中，分离的试剂大于约80％、约85％、约90％、约91％、约92％、约93％、约

94％、约95％、约96％、约97％、98％、约99％或大于约99％的纯度。如本文所用，如果物质基

本上不含其他组分，则该物质是“纯的”。

[0388] 基本上分离的：“基本上分离的”是指物质与形成或检测出物质的环境实质上分

离。部分分离可以包括例如富含本发明的物质或AAV颗粒的组合物。基本上分离可包括含有

按重量计至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约90％、至少约95％、至

少约97％或至少约99％的本公开的化合物或其盐的组合物。分离化合物及其盐的方法是本

领域常规的。

[0389] 接头：如本文所用，“接头”是指连接两个分子的一个分子或一组分子。接头可以是

连接编码两个不同多肽的两个核酸序列的核酸序列。接头可能会被翻译，也可能不会被翻
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译。接头可以是可裂解的接头。

[0390] MicroRNA(miRNA)结合位点：如本文所用，microRNA(miRNA)结合位点代表miRNA的

“种子”区域至少与其结合的核酸转录物的核苷酸位置或区域。

[0391] 修饰的：如本文所用，“修饰的”是指本公开的分子的改变的状态或结构。分子可以

多种方式被修饰，包括化学、结构和功能上的修饰。如本文所用，当本公开的实施方案有或

具有自起始点、野生型或天然分子变化的特征或特性(无论是结构还是化学性质)时，其均

被“修饰”。

[0392] 突变：如本文所用，术语“突变”是指基因结构的任何改变，从而形成可以传递至后

代的变体(也称为“突变体”)形式。基因中的突变可能是由于DNA中单个碱基的交替，或基因

或染色体较大部分的缺失、插入或重排引起的。

[0393] 天然存在的：如本文所用，“天然存在的”或“野生型”是指自然存在而没有人工辅

助或人的介入。

[0394] 非人类脊椎动物：如本文所用，“非人类脊椎动物”包括智人以外的所有脊椎动物，

包括野生和驯养的物种。非人类脊椎动物的实例包括但不限于哺乳动物，例如羊驼、白臀野

牛、野牛、骆驼、猫、牛、鹿、狗、驴、大额牛、山羊、豚鼠、马、美洲驼、骡、猪、兔、驯鹿、绵羊、水

牛和牦牛。

[0395] 脱靶：本文中使用的“脱靶”表示对任意一种或多种靶标、基因和/或细胞转录物的

任何非目的的效果。

[0396] 开放阅读框：如本文所用，“开放阅读框”或“ORF”是指在阅读框末端之外的给定阅

读框内不包含终止密码子的序列。

[0397] 有效地连接：如本文所用，短语“有效地连接”是指两个或更多个分子、构建体、转

录物、实体、部分等之间的功能连接。

[0398] 患者：如本文所用，“患者”是指可能寻求治疗或需要治疗、要求治疗、正在接受治

疗、将要接受治疗的受试者，或由受过训练的专业人员针对特定疾病或疾病进行护理的受

试者。

[0399] 有效载荷：如本文所用，“有效载荷”或“有效载荷区”是指由病毒基因组编码或在

其中的一个或多个多核苷酸或多核苷酸区，或此类多核苷酸或多核苷酸区的表达产物，例

如转基因、编码多肽或多个多肽的多核苷酸，或调节核酸或调节性核酸。

[0400] 有效载荷构建体：如本文所用，“有效载荷构建体”是一种或多种载体构建体，其包

含编码或包含在一侧或两侧侧接有反向末端重复(ITR)序列的有效载荷的多核苷酸区域。

有效载荷构建体提供了在病毒生产细胞中复制以生产治疗性病毒基因组的模板。

[0401] 有效载荷构建体载体：如本文所用，“有效载荷构建体载体”是编码或包含有效载

荷构建体以及用于在细菌细胞中复制和表达有效载荷构建体的调节区的载体。

[0402] 有效载荷构建体表达载体：如本文所用，“有效载荷构建体表达载体”是编码或包

含有效载荷构建体的载体，并且其还包含一个或多个编码或包含用于在病毒复制细胞中病

毒表达的组分的多核苷酸区。

[0403] 肽：如本文所用，“肽”的长度小于或等于50个氨基酸，例如约5、10、15、20、25、30、

35、40、45或50个氨基酸长。

[0404] 药学上可接受的：本文中使用的短语“药学上可接受的”在本文中用于表示这样的
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化合物、物质、组合物和/或剂型：在合理的医学判断范围内，其适用于接触人类和动物的组

织，而没有过度的毒性、刺激、变应性应答或其它问题或并发症，与合理的收益/风险比相

称。

[0405] 药学上可接受的赋形剂：如本文所用，短语“药学上可接受的赋形剂”是指除本文

所述化合物以外的任何成分(例如，能够悬浮或溶解活性化合物的溶媒)，并且具有在患者

中基本上无毒且无炎症性的性质。赋形剂可以包括例如：抗粘剂、抗氧化剂、粘合剂、包衣、

压缩助剂、崩解剂、染料(着色剂)、润肤剂、乳化剂、填充剂(稀释剂)、成膜剂或包衣剂、调味

剂、香料、助流剂(流动增强剂)、润滑剂、防腐剂、印刷油墨、吸附剂、悬浮剂或分散剂、甜味

剂和水合水。示例性的赋形剂包括但不限于：丁基羟基甲苯(BHT)、碳酸钙、磷酸氢钙、硬脂

酸钙、交联羧甲基纤维素、交联聚乙烯吡咯烷酮、柠檬酸、交聚维酮、半胱氨酸、乙基纤维素、

明胶、羟丙基纤维素、羟丙基甲基纤维素、乳糖、硬脂酸镁、麦芽糖醇、甘露醇、甲硫氨酸、甲

基纤维素、对羟基苯甲酸甲酯、微晶纤维素、聚乙二醇、聚乙烯吡咯烷酮、聚维酮、预胶化淀

粉、对羟基苯甲酸丙酯、视黄醇棕榈酸酯、虫胶、二氧化硅、羧甲基纤维素钠、柠檬酸钠、淀粉

羟乙酸钠、山梨醇、淀粉(玉米)、硬脂酸、蔗糖、滑石、二氧化钛、维生素A、维生素E、维生素C

和木糖醇。

[0406] 药学上可接受的盐：本公开还可包含本文所述的化合物的药学上可接受的盐。本

文中使用的“药学上可接受的盐”表示公开的化合物的衍生物，其中通过将现有的酸或碱部

分转化成其盐形式(例如，通过使游离碱基团与合适的有机酸反应)来修饰母体化合物。药

学上可接受的盐的实例包括但不限于碱性残基如胺的无机酸盐或有机酸盐；酸性残基如羧

酸的碱盐或有机盐；等。代表性的酸加成盐包括乙酸盐、乙酸、己二酸盐、海藻酸盐、抗坏血

酸盐、天冬氨酸盐、苯磺酸盐、苯磺酸、苯甲酸盐、硫酸氢盐、硼酸盐、丁酸盐、樟脑酸盐、樟脑

磺酸盐、柠檬酸盐、环戊烷丙酸盐、二葡萄糖酸盐、十二烷基硫酸盐、乙磺酸盐、富马酸盐、葡

庚糖酸盐、甘油磷酸盐、半硫酸盐、庚糖酸盐、己酸盐、氢溴酸盐、盐酸盐、氢碘酸盐、2‑羟基‑

乙磺酸盐、乳糖酸盐、乳酸盐、月桂酸盐、月桂基硫酸盐、苹果酸盐、马来酸盐、丙二酸盐、甲

磺酸盐、2‑萘磺酸盐、烟酸盐、硝酸盐、油酸盐、草酸盐、棕榈酸盐、双羟萘酸盐、果胶酸盐、过

硫酸盐、3‑苯基丙酸盐、磷酸盐、苦味酸盐、新戊酸盐、丙酸盐、硬脂酸盐、琥珀酸盐、硫酸盐、

酒石酸盐、硫氰酸盐、甲苯磺酸盐、十一烷酸盐、戊酸盐等。代表性的碱金属或碱土金属盐包

括钠、锂、钾、钙、镁等，以及无毒的铵、季铵和胺阳离子，包括但不限于铵、四甲基铵、四乙基

铵、甲胺、二甲胺、三甲胺、三乙胺、乙胺等。本公开的药学上可接受的盐包括形成的母体化

合物的常规无毒盐，例如，从无毒的无机或有机酸形成。本公开的药学上可接受的盐可以通

过常规化学方法从含有碱性或酸性部分的母体化合物合成。通常，通过使这些化合物的游

离酸或碱形式与化学计量的量的适当的碱或酸在水或有机溶剂或这两者的混合物中反应，

可以制备这样的盐；通常，可使用非水性介质如醚、乙酸乙酯、乙醇、异丙醇或乙腈。合适的

盐的列表可在以下文献中找到：Remington’s  Pharmaceutical  Sciences,17th  ed .,Mack 

Publishing  Company ,Easton ,Pa .,1985,p.1418,Pharmaceutical  Salts:Properties ,

Selection,and  Use,P.H.Stahl和C.G.Wermuth(eds.) ,Wiley‑VCH,2008，以及Berge等人,

Journal  of  Pharmaceutical  Science,66,1‑19(1977)，其各自的内容通过引用整体并入

本文，只要其与本公开不冲突。

[0407] 药学上可接受的溶剂合物：本文中使用的术语“药学上可接受的溶剂合物”是指这
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样的本公开的化合物，其中合适的溶剂的分子掺入晶格中。合适的溶剂在施用的剂量是生

理学上可耐受的。通过从包括有机溶剂、水或其混合物的溶液结晶、重结晶或沉淀，可以制

备溶剂合物。合适的溶剂的实例是乙醇、水(例如，一水合物、二水合物和三水合物)、N‑甲基

吡咯烷酮(NMP)、二甲亚砜(DMSO)、N,N’‑二甲基甲酰胺(DMF)、N,N’‑二甲基乙酰胺(DMAC)、

1,3‑二甲基‑2‑咪唑啉酮(DMEU)、1,3‑二甲基‑3,4,5,6‑四氢‑2‑(1H)‑嘧啶酮(DMPU)、乙腈

(ACN)、丙二醇、乙酸乙酯、苯甲醇、2‑吡咯烷酮、苯甲酸苄酯等。当水是溶剂时，溶剂合物被

称作“水合物”。

[0408] 药代动力学：如本文所用，“药代动力学”是指分子或化合物涉及确定施用于活生

物体的物质的命运时的任何一种或多种性质。药代动力学分为几个方面，包括吸收、分布、

代谢和排泄的程度和速率。通常将其称为ADME，其中：(A)吸收是物质进入血液循环的过程；

(D)分布是指物质在人体的所有液体和组织中的分散或扩散；(M)代谢(或生物转化)是母体

化合物不可逆地转化为子代代谢物；和(E)排泄(或消除)是指物质从体内消除。在极少数情

况下，某些药物会不可逆地积聚在人体组织中。

[0409] 物理化学的：如本文所用，“物理化学的”是指物理或化学性质或与之有关。

[0410] 预防：如本文所用，术语“预防(preventing)”或“预防(prevention)”是指部分或

完全延迟感染、疾病、病症和/或病况的发作；部分或完全延迟特定感染、疾病、病症和/或病

况的一种或多种症状、特征或临床表现的发作；部分或完全延迟特定感染、疾病、病症和/或

病况的一种或多种症状、特征或表现的发作；部分或完全延迟感染、特定疾病、病症和/或病

包括的进展；和/或降低发生与感染、疾病、病症和/或病况相关的病理的风险。

[0411] 增殖：如本文所用，术语“增殖”是指生长、扩增或增加，或引起迅速生长、扩增或增

加。“增殖性”是指具有增殖的能力。“抗增殖性”是指具有与增殖性质相反或不适当的性质。

[0412] 预防的：如本文所用，“预防的”是指用于预防疾病传播的治疗或作用过程。

[0413] 预防(Prophylaxis)：如本文所用，“预防”是指为维持健康和预防疾病传播而采取

的措施。

[0414] 目标蛋白：如本文所用，术语“目标蛋白”或“所需蛋白”包括本文提供的蛋白及其

片段、突变体、变体和改变。

[0415] 近端：如本文所用，术语“近端”是指位于更靠近中心或目标点或区域。

[0416] 纯化的：如本文所用，“纯化”、“纯化的”、“纯化”是指从不需要的组分、材料杂质、

混合物或混杂物(imperfection)中使之基本上纯化或澄清。“纯化的”是指纯净的状态。“纯

化”是指进行纯化的过程。

[0417] 区域(region)：如本文所用，术语“区域”是指区(zone)或一般区域(general 

area)。在某些实施方案中，当涉及蛋白或蛋白模块时，区域可包含沿着蛋白或蛋白模块的

氨基酸的线性序列，或可包含三维区域、表位和/或表位簇。在某些实施方案中，区域包含末

端区域。如本文所用，术语“末端区域”是指位于给定试剂的端点或末端的区域。当涉及蛋白

时，末端区域可包含N末端和/或C末端。N末端是指包含具有游离氨基的氨基酸的蛋白的末

端。C末端是指包含具有游离羧基的氨基酸的蛋白的末端。N‑和/或C‑末端区域可因此包含

N‑和/或C‑末端以及周围的氨基酸。在某些实施方案中，N‑和/或C‑末端区域包含约3个氨基

酸至约30个氨基酸、约5个氨基酸至约40个氨基酸、约10个氨基酸至约50个氨基酸、约20个

氨基酸至约100个氨基酸和/或至少100个氨基酸。在某些实施方案中，N末端区域可包含任
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何长度的氨基酸，其包含N末端，但不包含C末端。在某些实施方案中，C末端区域可包含任何

长度的氨基酸，其包含C末端，但不包含N末端。

[0418] 在某些实施方案中，当提及多核苷酸时，区域可以包含沿着多核苷酸的核酸的线

性序列，或者可以包含三维区域、二级结构或三级结构。在某些实施方案中，区域包含末端

区域。如本文所用，术语“末端区域”是指位于给定试剂的端点或末端的区域。当提及多核苷

酸时，末端区域可以包含5'和3'末端。5'末端是指包含具有游离磷酸基团的核酸的多核苷

酸的末端。3'末端是指包含具有游离羟基的核酸的多核苷酸的末端。5'和3'区域可因此包

含5'和3'末端以及周围的核酸。在某些实施方案中，5'和3'末端区域包含约9个核酸至约90

个核酸、约15个核酸至约120个核酸、约30个核酸至约150个核酸、约60个核酸至约300个核

酸和/或至少300个核酸。在某些实施方案中，5'区域可以包含任何长度的核酸，其包含5'末

端，但不包含3'末端。在某些实施方案中，3'区域可以包含任何长度的核酸，其包含3'末端，

但不包含5'末端。

[0419] RNA或RNA分子：本文使用的术语“RNA”或“RNA分子”或“核糖核酸分子”表示核糖核

苷酸的聚合物；术语“DNA”或“DNA分子”或“脱氧核糖核酸分子”表示脱氧核糖核苷酸的聚合

物。可以天然地合成(例如，分别通过DNA复制和DNA的转录)或化学地合成DNA和RNA。DNA和

RNA可以是单链的(即，分别是ssRNA或ssDNA)或多链的(例如，双链的，即，分别是dsRNA和

dsDNA)。本文中使用的术语“mRNA”或“信使RNA”表示编码一个或多个多肽链的氨基酸序列

的单链RNA。

[0420] RNA干扰或RNAi：本文使用的术语“RNA干扰”或“RNAi”表示由RNA分子介导的序列

特异性的调节机制，其导致对应的蛋白编码基因的表达的抑制或干扰或“沉默”。RNAi已经

在许多类型的生物中观察到，包含植物、动物和真菌。RNAi天然地发生在细胞中以除去外来

RNA(例如，病毒RNA)。天然RNAi通过从游离dsRNA切割的片段进行，其将降解机制引导至其

它类似的RNA序列。RNAi由RNA诱导的沉默复合物(RISC)控制，且由细胞质中的短/小dsRNA

分子起始，其中它们与催化性的RISC组分argonaute相互作用。可以将dsRNA分子外源地引

入细胞中。外源dsRNA通过激活核糖核酸酶蛋白Dicer而起始RNAi，所述Dicer结合和切割

dsRNA以产生21‑25个碱基对的双链片段，其在每个末端上具有几个未配对的突出端碱基。

这些短双链片段被称作小干扰RNA(siRNA)。

[0421] 样品：如本文所用，术语“样品”或“生物样品”是指其组织、细胞或组成部分(例如

体液，包括但不限于血液、粘液、淋巴液、滑液、脑脊髓液、唾液、羊水、羊脐血、尿液、阴道液

和精液)的子集。样品还可以包括从整个生物体或其组织、细胞或组成部分的子集或其一部

分或部分制备的匀浆、裂解物或提取物，包括但不限于例如血浆、血清、脊髓液、淋巴液，皮

肤、呼吸道、肠道和泌尿生殖道的外部区域、眼泪、唾液、乳汁、血细胞、肿瘤、器官。样品还指

可能包含细胞成分(例如蛋白或核酸分子)的培养基，例如营养肉汤或胶。

[0422] 自互补病毒颗粒：如本文所用，“自互补病毒颗粒”是由至少两种组分(蛋白衣壳和

包封在所述衣壳内的编码自身互补基因组的多核苷酸序列)组成的颗粒。

[0423] 有义链：本文使用的术语siRNA分子的“有义链”或“第二条链”或“过客链”表示与

反义链或第一链互补的链。siRNA分子的反义链和有义链发生杂交以形成双链体结构。本文

中使用的“siRNA双链体”包括与为了沉默而靶向的基因的mRNA的约10‑50个核苷酸的段具

有足够互补性的siRNA链和具有足够互补性以与另一条siRNA链形成双链体的siRNA链。
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[0424] 短干扰RNA或siRNA：本文使用的术语“短干扰RNA”、“小干扰RNA”或“siRNA”表示能

够指导或介导RNAi的包含约5‑60个核苷酸(或核苷酸类似物)的RNA分子(或RNA类似物)。在

某些实施方案中，siRNA分子包含约15‑30个核苷酸或核苷酸类似物，诸如约16‑25个核苷酸

(或核苷酸类似物)，约18‑23个核苷酸(或核苷酸类似物)，约19‑22个核苷酸(或核苷酸类似

物)(例如，19、20、21或22个核苷酸或核苷酸类似物)，约19‑25个核苷酸(或核苷酸类似物)，

和约19‑24个核苷酸(或核苷酸类似物)。术语“短”siRNA表示包含5‑23个核苷酸、例如21个

核苷酸(或核苷酸类似物)(例如，19、20、21或22个核苷酸)的siRNA。术语“长”siRNA表示包

含24‑60个核苷酸、例如约24‑25个核苷酸(例如，23、24、25或26个核苷酸)的siRNA。在某些

情况下，短siRNA可以包含少于19个核苷酸，例如，16、17或18个核苷酸，或少至5个核苷酸，

前提条件是，较短的siRNA保留介导RNAi的能力。同样地，在某些情况下，长siRNA可以包含

超过26个核苷酸，例如，27、28、29、30、35、40、45、50、55或甚至60个核苷酸，前提条件是，较

长的siRNA保留介导RNAi或翻译抑制的能力，无需进一步加工(例如，酶促加工)成短siRNA。

siRNA可以是单链RNA分子(ss‑siRNA)或包含有义链和反义链的双链RNA分子(ds‑siRNA)，

所述有义链和反义链杂交以形成被称作siRNA双链体的双链体结构。

[0425] 信号序列：如本文所用，短语“信号序列”是指可以指导蛋白的运输或定位的序列。

[0426] 单个单位剂量：如本文所用，“单个单位剂量”是指以一剂/一次/单途径/单接触点

(即单次施用事件)施用的任何治疗剂的剂量。在某些实施方案中，提供单个单位剂量作为

离散剂型(例如，片剂、胶囊、贴剂、载注射器、小瓶等)。

[0427] 相似性：如本文所用，术语“相似性”是指聚合物分子之间例如多核苷酸分子(例如

DNA分子和/或RNA分子)之间和/或多肽分子之间的整体相关性。聚合物分子彼此的相似性

百分比的计算可以与计算同一性百分比相同的方式进行，除了相似性百分比的计算考虑了

本领域已知的保守取代。

[0428] 分剂量：如本文所用，“分剂量”是将单个单位剂量或每日总剂量分成两个或更多

个剂量。

[0429] 稳定的：如本文所用，“稳定的”是指足够强健以从反应混合物中分离到有用纯度

时存活，并且在某些实施方案中，能够配制成有效治疗剂的化合物。

[0430] 稳定化的：如本文所用，术语“稳定化(stabilize)”、“稳定化的(stabilized)”、

“稳定化的区域(stabilized  region)”是指使得或变得稳定。

[0431] 受试者：本文使用的术语“受试者”或“患者”表示可以给其施用根据本公开的组合

物的任何生物，例如，为了实验、诊断、预防和/或治疗目的。典型受试者包括动物(例如，哺

乳动物诸如小鼠、大鼠、兔、非人灵长类动物和人类)和/或植物。

[0432] 基本上：如本文所用，术语“基本上”是指展现出目标特征或特性的全部或接近全

部程度或度的定性条件。生物学领域的普通技术人员将理解，生物学和化学现象很少(如果

有的话)完全完成和/或进行到完全或达到或避免绝对结果。因此，本文中使用术语“基本

上”来捕获许多生物学和化学现象中固有的潜在的完整性缺乏。

[0433] 基本上相等的：如在本文中所使用的，当它涉及剂量之间的倍数差时，该术语是指

正/负2％。

[0434] 基本上同时的：如本文所用并且在涉及多个剂量时，该术语表示在2秒内。

[0435] 患有：“患有”疾病、病症和/或病况的个体已被诊断出或表现出疾病、病症和/或病
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况的一种或多种症状。

[0436] 易患：“易患”疾病、病症和/或病状的个体尚未被诊断为和/或未表现出该疾病、病

症和/或病况的症状但具有发展疾病或其症状的倾向。在某些实施方案中，易患疾病、病症

和/或病况(例如，癌症)的个体可以以下一种或多种为特征：(1)与疾病、病症和/或病况的

发展相关的遗传突变；(2)与疾病、病症和/或病况发展相关的遗传多态性；(3)与疾病、病症

和/或病况相关的蛋白和/或核酸的表达和/或活性的增加和/或降低；(4)与疾病、病症和/

或病况发展相关的习惯和/或生活方式；(5)疾病、病症和/或病况的家族病史；(6)暴露于

和/或感染与疾病、病症和/或病况发展相关的微生物。在某些实施方案中，易患疾病、病症

和/或病况的个体将发展疾病、病症和/或病况。在某些实施方案中，易患疾病、病症和/或病

况的个体将不会发展疾病、病症和/或病况。

[0437] 持续释放：如本文所用，术语“持续释放”是指符合特定时间段内的释放速率的药

物组合物或化合物的释放曲线。

[0438] 合成的：术语“合成的”是指通过人手生产、制备和/或制造。本公开的多核苷酸或

多肽或其它分子的合成可以是化学的或酶促的。

[0439] 靶向：如本文所用，“靶向”是指设计和选择将与靶核酸杂交并诱导所需作用的核

酸序列的过程。

[0440] 靶细胞：如本文所用，“靶细胞”是指任何一种或多种目标细胞。可以在体外、体内、

原位或生物体的组织或器官中发现细胞。该生物可以是动物，例如哺乳动物、人或人类患

者。

[0441] 末端区：如本文所用，术语“末端区”是指连接的核苷或氨基酸(分别为多核苷酸或

多肽)的区的5’或3’端上的区。

[0442] 末端优化的：术语“末端优化的”在指核酸时表示核酸的末端区相对于天然或野生

型末端区以某种方式得到改善，例如密码子优化。

[0443] 治疗剂：术语“治疗剂”是指当施用于受试者时具有治疗、诊断和/或预防作用和/

或引起期望的生物学和/或药理作用的任何药剂。

[0444] 治疗有效量：本文使用的术语“治疗有效量”是指要递送的药剂(例如，核酸、药物、

治疗剂、诊断剂、预防剂等)的量，当施用给患有或易患感染、疾病、病症和/或病况的受试者

时，所述量足以治疗、诊断、预防所述感染、疾病、病症和/或病况，改善其症状，和/或延迟其

发作。在某些实施方案中，以单剂量提供治疗有效量。在某些实施方案中，以包括多个剂量

的剂量方案施用治疗有效量。本领域技术人员将理解，在某些实施方案中，如果单位剂型包

含当作为这种剂量方案的一部分施用时有效的量，则可以认为该单位剂型包含治疗有效量

的特定试剂或实体。

[0445] 治疗有效的结果：如本文所用，术语“治疗有效的结果”是指在患有或易患感染、疾

病、病症和/或病况的受试者中足以治疗、诊断、预防所述感染、疾病、病症和/或病况，改善

其症状，和/或延迟其发作的结果。

[0446] 总日剂量：如本文所用，“总日剂量”是在24小时内给定或处方的剂量。它可以单个

单位剂量施用。

[0447] 转染：如本文所用，术语“转染”是指将外源核酸引入细胞的方法。转染的方法包含

但不限于化学方法、物理处理和阳离子脂质或混合物。
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[0448] 治疗：如本文所用，术语“治疗”是指部分或完全缓解、改善、改进、解除特定的感

染、疾病、病症和/或病况的一种或多种症状或特征、延迟其发作、抑制其进展、降低其严重

程度和/或降低其发生率。例如，“治疗”癌症可以指抑制肿瘤的存活、生长和/或扩散。出于

降低发展成与疾病、病症和/或病况相关的病理的风险，治疗可施用于不表现出疾病、病症

和/或病况的体征的受试者和/或施用于仅表现出疾病、病症和/或病况的早期体征的受试

者。

[0449] 未修饰的：如本文所用，“未修饰的”是指在以任何方式改变之前的任何物质、化合

物或分子。未修饰的可能但并非总是指生物分子的野生型或初始形式。分子可以经历一系

列修饰，由此每个修饰的分子可以用作随后修饰的“未修饰的”起始分子。

[0450] 载体：如本文所用，“载体”是运输、转导或以其他方式充当异源分子的运载体的任

何分子或部分。本公开的载体可以重组产生，并且可以基于和/或可以包含腺相关病毒

(AAV)亲本或参考序列。这样的亲本或参考AAV序列可以用作工程化载体的原始、第二、第三

或后续序列。在非限制性实例中，此类亲本或参考AAV序列可以包含以下序列中的任何一个

或多个：编码多肽或多个多肽的多核苷酸序列，该序列可以是野生型或从野生型修饰的，以

及该序列可以编码蛋白、蛋白结构域或蛋白的一个或多个亚基的全长或部分序列；包含调

节性或调控性核酸的多核苷酸，该序列可以是野生型或从野生型修饰的；以及可以从或不

从野生型序列修饰的转基因。这些AAV序列可以用作一个或多个密码子(在核酸水平)或氨

基酸(在多肽水平)的“供体”序列或一个或多个密码子(在核酸水平)或氨基酸(在多肽水平

上)的“受体”序列。

[0451] 病毒基因组：如本文所用，“病毒基因组”或“载体基因组”是指包封在AAV颗粒中的

核酸序列。

[0452] IV.等同和范围

[0453] 本领域技术人员会认识到或使用不超过例行实验能够确定根据本文描述的本公

开的具体实施方案的许多等同方案。本公开的范围无意限于上面的描述，而是如所附权利

要求所述。

[0454] 在权利要求中，诸如“一个”、“一种”和“所述”的冠词可以是指一个/种或超过一

个/种，除非指示相反情形或以其它方式从上下文显而易见。如果群体成员中的一个、超过

一个或所有成员存在于指定的产品或过程中、在指定的产品或过程中使用或以其它方式与

指定的产品或过程相关，则认为满足在一组的一个或多个成员之间包括“或”的权利要求或

描述，除非指示相反情形或以其它方式从上下文显而易见。本公开包括这样的实施方案，其

中所述组的刚好一个成员存在于给定产品或方法中、用于给定产品或方法中或者以其它方

式与给定产品或方法相关。本公开包括这样的实施方案，其中所述组成员中的超过一个或

全部都存在于给定产品或方法中、用于给定产品或方法中或者以其它方式与给定产品或方

法相关。

[0455] 还应当指出，术语“包含”意图是开放式的，并且允许但不要求包括额外的要素或

步骤。因此，当在本文中使用术语“包含”时，还包括和公开术语“由……组成”。

[0456] 在给出范围的情况下，包括端点。此外，应当理解，除非另外指示或以其它方式从

上下文和本领域普通技术人员的理解显而易见，以范围表述的数值在本公开的不同实施方

案中可呈现处于所述范围内的任何具体数值或子范围，其精确至该范围的下限单位的十分
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之一，除非上下文另外清楚地指明。

[0457] 另外，应当理解，可以从任意一项或多项权利要求中明确地排除落在现有技术内

的本公开的任何特定实施方案。因为这样的实施方案被视为本领域普通技术人员已知的，

所以可以排除它们，即使所述排除并未在本文中明确地阐明。可以因为任何原因从任意一

项或多项权利要求排除本公开的组合物的任何特定实施方案(例如，任何抗生素、治疗剂或

活性成分；任何生产方法；任何使用方法等)，无论是否与现有技术的存在相关。

[0458] 应当理解，已经使用的词语是描述而不是限制的词语，并且可以在所附权利要求

的范围内做出变化，而不背离在它的更宽方面的本公开的真实范围和精神。

[0459] 尽管已经就几个描述的实施方案而言相当详尽地且相当特定地描述了本公开，但

是无意将本发明限于任何这样的细节或实施方案或任何具体实施方案，而是应当参考所附

权利要求来解释本发明，从而考虑到现有技术提供这类权利要求的最广泛的可能解释，并

因此有效地包括本公开的预期范围。

[0460] 本文提及的所有出版物、专利申请、专利和其它参考文献都通过引用整体并入本

文。如果发生冲突，以本说明书(包括定义)为准。另外，章节标题、材料、方法和实施例仅是

说明性的，而非意图限制。

实施例

[0461] 实施例1.异常衣壳蛋白裂解产物的鉴定

[0462] 使用商业杆状病毒表达载体(BEV)系统在Sf9昆虫细胞中表达具有7个氨基酸的肽

插入物的重组合成AAV9变体衣壳(SEQ  ID  NO:5)。

[0463] 经过处理和CsCl梯度纯化后，将AAV衣壳蛋白在SDS‑PAGE凝胶上分级，并对蛋白进

行银染。除了VP1、VP2和VP3外，AAV药物物质中还出现了意想不到的18kDa、43kDa和52kDa蛋

白，如图1所示。

[0464] 这些额外的蛋白的丰度随着纯化批次以及储存时间的变化而变化。因此损害了源

自BEV/Sf9表达的AAV药物物质的稳定性。

[0465] 当通过质粒转染在哺乳动物细胞(HEK293)中表达相同的AAV衣壳构建体时，未见

到任何意想不到的蛋白。但是，如果基因疗法应用需要大量的AAV载体，则哺乳动物细胞转

染不是AAV生产的理想选择。

[0466] 最小的18kDa蛋白的N端测序表明它是VP1、VP2和VP3共有的C末端肽片段，如图2所

示。

[0467] 在银染的SDS‑PAGE凝胶中观察到的52kDa和43kDa的肽片段与具有从其共同的C末

端裂解的18kDa的VP2和VP3蛋白相关。

[0468] 由VP1的类似裂解预测的67kDa的肽片段是观察不到的，因为它将与70kDa的未裂

解的VP2蛋白共迁移。我们无法生产100％转化为裂解产物的AAV样品，因此我们无法确认

VP1被裂解。这些数据表明，蛋白酶从VP1、VP2和VP3的C末端切割18kDa的肽。

[0469] 当使用抗VP1、VP2和VP3的共同C末端区的抗体通过抗体亲和柱纯化时，Western印

记免疫检测显示仅形成了18kDa的C末端裂解产物。然而在丝氨酸/半胱氨酸蛋白酶抑制剂

混合物的存在下，不再检测到18kDa的肽。这些数据表明丝氨酸和/或半胱氨酸蛋白酶参与

18kDa的C末端裂解产物的出现。
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[0470] 实施例2.蛋白酶鉴定

[0471] 大多数商业BEV是基于杆状病毒AcMNPV或密切相关的杆状病毒BmNPV。杆状病毒v‑

cath基因编码组织蛋白酶样蛋白酶(病毒组织蛋白酶)。v‑cath基因与杆状病毒几丁质酶基

因ChiA相连。除少数例外，几乎所有～80个测序的杆状病毒基因组都具有v‑cath和ChiA基

因。见图3，v‑cath基因的比对。

[0472] 考虑到保守性，可以得出结论，v‑cath和ChiA是必需的杆状病毒基因，并且应在用

于制备重组蛋白的杆状病毒表达载体(BEV)中完整保留。

[0473] 在发现v‑cath基因后不久证明了，V‑CATH蛋白酶在鳞翅目宿主中的杆状病毒感染

的组织液化和变黑病理中起作用(Slack等人,1995J.Gen  Virol.1091‑8)。

[0474] 在细胞培养的杆状病毒感染的昆虫细胞(BIIC)中，V‑CATH的存在与细胞裂解和感

染结束时多面体形包含体的释放相关。

[0475] 然而，尽管在感染结束时V‑CATH在增强来自宿主的杆状病毒包含体的分散中起作

用，但是认为在昆虫细胞培养物中通过BEV的重组蛋白表达不需要V‑CATH。

[0476] 进行筛选以鉴定被利用的BEV系统中的v‑cath基因。虽然用于在Sf9细胞中表达

AAV衣壳蛋白的BEV系统常见地用于重组蛋白表达，尚无法获得BEV的全长序列来确定v‑

cath是否仍存在于BEV系统中。

[0477] 进行PCR筛选以确定在野生型AcMNPV杆状病毒中是否发现了v‑cath基因。三种不

同的PCR筛选证实BEV系统中的v‑cath基因座与根据wt  AcMNPV预测的相比没有变化。见图

4。

[0478] 实施例3.BEV系统中v‑cath缺失的产生和影响

[0479] 研究了缺失v‑cath基因的BEV构建体，包括v‑cath基因缺失对生产重组的合成AAV

衣壳构建体的可能影响。还研究了相应的蛋白裂解、稳定性、细胞活力、细胞直径、细胞外观

和生产效率。

[0480] 用120ul  AAV  BEV1(标准BEV表达载体)或AAV  BEV  2(v‑cath缺失BEV表达载体，其

包含SEQ  ID  NO:2的构建体)的杆状病毒感染的昆虫细胞(BIIC)感染含120ml浓度为

1.4x106个细胞/ml的Sf9细胞的摇瓶。还包括未感染的Sf9细胞的对照瓶。在27℃以130rpm

温育摇瓶。每24小时收集细胞样品，持续6天。

[0481] 细胞活力

[0482] 通过将细胞与0.2％w/v锥虫蓝染料混合并在Nexcelom  Cellometer  Auto  T4上计

数来确定细胞活力。在感染过程中，标准BEV1感染和v‑cath缺失的BEV2感染产生了非常相

似的Sf9细胞活力谱(图5)和细胞计数曲线(图6)。

[0483] 细胞直径

[0484] 使用Nexcelom  Cellometer  Auto  T4测定细胞直径。直到感染后96h，标准BEV1感

染和v‑cath缺失的BEV2感染产生了非常相似的Sf9细胞直径(图7)。在感染后很后期的时候

直径才是不同的。

[0485] 细胞外观

[0486] 用锥虫蓝染色后，未感染的Sf9细胞、AAV‑BEV1和AAV‑BEV2感染的Sf9细胞的显微

镜图像在BEV1和BEV2细胞之间显示出相似的形态。

[0487] 蛋白酶活性
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[0488] 对病毒感染的Sf9细胞裂解物进行了偶氮酪蛋白蛋白酶活性测定以检测V‑CATH，

该测定改编自Slack等人2004 ,J  Gen  Virol .211‑9进行的测定。将收集的Sf9细胞在PBS

(pH7.4)中稀释至5x108个细胞/ml，然后在PBS中以50ul的体积进行系列稀释。将稀释液与

50ul蛋白酶测定缓冲液C(6.7mM柠檬酸；10mM柠檬酸钠；0.25％Triton  X‑100；46mM  NaCl；

3.3mM磷酸盐；0.9mM  KCl；3.3mM  EDTA)合并。然后将该混合物与50ul  0.17％w/v的偶氮酪

蛋白合并。缓冲液C混合物的最终pH经测量为pH  5.87。

[0489] 将样品在37℃的96孔U型底板中温育14h，无需摇动。将50ul体积的20％v/v三氯乙

酸加入到每个孔中，混合后，将96孔板以2100x  g离心5分钟。将150ul的上清液体积转移到

平底96孔板中，并在分光光度计上测量OD405。

[0490] 未感染的Sf9细胞和v‑cath缺失的BEV2感染的细胞具有相似的抗偶氮酪蛋白底物

的蛋白酶活性水平。相比之下，随着感染的进行，被标准BEV1感染的Sf9细胞显示出升高的

抗偶氮酪蛋白底物的蛋白酶活性水平。见图8。

[0491] 还用缓冲液A代替早前描述的缓冲液C进行偶氮酪蛋白蛋白酶测定。缓冲液A

(200mM精氨酸；0.25％Triton  X‑100；46mM  NaCl；3.3mM磷酸盐；0.9mM  KCl)。然后将该混合

物与50ul的0.17％w/v偶氮酪蛋白合并。测量缓冲液A的pH为pH  6.89。

[0492] 发现缓冲液A增加了与标准BEV1  Sf9细胞裂解物相关的蛋白酶活性。甚至在存在

缓冲液A的情况下，v‑cath缺失BEV2  Sf9细胞裂解物也保留低水平的蛋白酶活性。见图9。

[0493] 由于先前的研究表明V‑CATH偏爱酸性条件，因此在中性pH下见到V‑CATH相关的蛋

白酶活性增加是预料不到的。

[0494] 尽管不希望受到理论的束缚，但是胺基团的存在可能充当底物的溶剂。发明人先

前已经表明，在缓冲液中存在尿素的情况下，v‑cath对偶氮酪蛋白底物的活性显著增强

(Slack等人,1995)。因此，精氨酸缓冲液可能以类似的方式起作用，即，它改变了底物蛋白

或衣壳的构象并使残基暴露于蛋白酶。

[0495] 因此，我们确定精氨酸提高了AAV纯化的产量。

[0496] Western印迹‑降解产物的消除

[0497] 在缓冲液A裂解缓冲液中处理由标准BEV1感染和v‑cath缺失的BEV2感染表达的

AAV，然后使用抗VP1、VP2、VP3抗体(American  Research  Products，产品编号：03‑61058)通

过Western免疫印迹来检测AAV衣壳。v‑cath的缺失消除了降解产物。见图10A和图10B。

[0498] 结论

[0499] 本公开提供了可用于解决在Sf9/杆状病毒系统中生产的AAV衣壳的杆状病毒编码

的蛋白酶降解的构建体、系统和方法。添加蛋白酶抑制剂不是好的解决方案，因为它们通常

很昂贵，并且残留物可能在下游治疗产品中具有毒性作用。

[0500] 此处的证据表明，V‑CATH是从杆状病毒表达的AAV药物物质中的VP1、VP2和VP3切

割18kDa  C末端片段的蛋白酶。

[0501] 在BEV系统中存在V‑CATH的另一个潜在问题是对AAV药物物质长期稳定性的潜在

损害，因为蛋白酶也可与其他蛋白结合，并且V‑CATH可能与一些AAV共纯化。
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序列表

<110> 沃雅戈治疗公司（VOYAGER  THERAPEUTICS,  INC.）

<120>  在杆状病毒/Sf9系统中大规模生产rAAV的表达载体

<130>  2057.1514PCT

<140>  PCT/US2019/XXXXXX

<141>  2019‑10‑15

<150>  62/745,703

<151>  2018‑10‑15

<160>  5

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  26

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<221> 来源（source）

<223>  /备注=“人工序列的描述：合成的寡核苷酸”

<400>  1

taactataac  ggtcctaagg  tagcga  26

<210>  2

<211>  5781

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<221> 来源（source）

<223>  /备注=“人工序列的描述：合成的多核苷酸”

<400>  2

atgatgtcat  catcacaaat  aatagtatgt  aataaaataa  acatatttgt  gtgtaaatat  60

aatttattac  aaataaattt  tacattgaat  caatctgtct  tcgtgtttgt  tgtaaggtct  120

tcgaatcttg  tgtttcagcc  cctcgggatg  gtcaaaatgc  gccgtagtaa  ttgttaatgg  180

atctttcaac  gattttttgc  ccatggcgag  tgtgacaaac  gcggccacga  caaacagcag  240

gataatcagt  ttcatggtgt  tctatattcg  acaatatatg  ggtcgcttct  aaatcacctt  300

gtccccaaaa  gcctctttta  tagtttttta  gaacacgttg  tgtattccaa  cagtaattgt  360

tccatctctt  tcaacagcca  ttcagcatcc  ggtcgttgac  tgtaatcatg  ctgaattaat  420

ttacaaacaa  tttcggtcaa  tttaggatgg  ccttgggata  aacttgccgg  catttgctgt  480

acattgtttc  taaagttagt  tagcgtagtt  tcgcgttcca  aagcagtctt  gaagggcatt  540

atcaattcga  ataaaacaat  gcccaaacta  tacatgtcat  ttttgggggt  gtacactttt  600

ttgatttgtt  ctggtgcagc  gtacaaagtt  atattttgag  ggttgttttt  gataaacgtt  660
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ttgtatagac  tgccaaacat  gccgcccaca  tacaaatcaa  agtcgggccc  agtcatgaaa  720

atatcttcgg  gattaatatt  gtggtgcacg  atatttacgg  aatgaatcgc  tttcacggcg  780

ctcaccaaat  caacaaactt  gctaatataa  aagccaaaat  ccgccggaac  tttaatgttg  840

gtctttgcaa  aagtttgcaa  attgcgttgt  ttcaaatagt  cgctcaacat  gtactcgttt  900

agaggcgacg  caaaatatat  gcggtgctgc  cgcggattca  aataaaccaa  ttgttcgggt  960

ttcatggtat  acagttaagt  gttaacgcgt  cactaaattc  agacacgagc  gcacgcccta  1020

tatacataca  atttatcgca  caagatgctt  aacgcgatct  gtttataaac  taaaacgcac  1080

tgcaataaat  tttagcaagc  atttgtattt  aatcaatcga  accgtgcact  gatataagaa  1140

ttaaaaatgg  gtttgtttgc  gtgttgcaca  aaatacacaa  ggctgtcgac  cgacacaaaa  1200

atgaagtttc  cctatgttgc  gttgtcgtac  atcaacgtga  cgctgtgcac  ctacaccgcc  1260

atgttggtgg  gatacatggt  aacattcaat  gactccagcg  aattgaaata  tttacaatac  1320

tggttgctgt  tgtcgttttt  gatgtccgtg  gtgctaaacg  ctccgactct  gtggacgatg  1380

ctcaaaacca  cagaagccca  tgaagtaatt  tacgaaatga  agctgttcca  cgccatgtac  1440

tttagtaacg  tgctgttgaa  ttatgtggtg  tttttggaca  atcaaatggg  tacaaatttt  1500

gtttttgtta  acaatttaat  tcactgttgt  gtacttttta  tgatatttgt  tgaattgctt  1560

atcctgttgg  gccacacaat  gggcacgtac  acggattatc  aatatgtcaa  atcgtgttat  1620

atggttatat  tgtttgtttc  agttatgagt  gttactattg  ttatgggttt  agagtgtttg  1680

aaaacgaaac  taattgataa  cagtttgatg  tttaacgcgt  ttgtgtgcgc  tttgtacatt  1740

gtgattgcaa  taatgtggtc  tttaaaaaat  aatttgacta  gttattacgt  ttcaaattta  1800

caaagtattc  aagttgttcc  gttttcatac  aacgatccgc  cgccaccgtt  ctctaacatt  1860

gtaatggatg  acataaaaaa  taaaaaataa  tttataaaaa  tgttttttat  tctttcacaa  1920

ttctgtaaat  tctaaacaaa  aaatataaat  acaaacttat  tatgttgtcg  tctaaataaa  1980

catcaatttg  taaatctgga  cacctattca  tatcattgat  attacagtct  actatacaac  2040

aattaaaact  aaccaaatta  tctttacaac  aattaaagca  attaaaacaa  tttaaataat  2100

cttcattgtc  gtcgtataag  tttatttgca  ctgtagacgg  tgttacacag  cgatccattc  2160

gacgttcgtg  ttcgatcaac  tttctcgcca  acttgtacca  taaaaattgt  ttggacaaaa  2220

agttttccaa  caatggtaac  ggccaattca  acgtgacgat  gcgcacgtcc  tcgggtatgc  2280

atttgttaaa  aaacacacag  ctcgctttac  caaacgaaag  caaaggtact  aaatatggcg  2340

ccattggctg  atttgttatt  ccaagataat  tacaaataaa  ctgatccgtc  gtggggtgat  2400

aactggcagg  tgtcagcttt  aaataatctt  caacgttgtt  gtcgcgcaaa  agtctgcatt  2460

ttacacgcgt  tgttaatccc  acgacttttg  catgtaaaat  cggatccaaa  tactgcagaa  2520

tcgtgtctat  aatttctaat  ggtaaacgta  tgcgttttgc  tcgtgggcgc  tttgtaacgc  2580

tcgacatcct  aataacaact  aacacaaaac  taaaatgata  ctcaatatat  tgcttttaca  2640

gttcatcttt  aggtttaaac  tgtgcgttta  tcgcgttgag  caagtcgccg  ttatcggcat  2700

caatctccca  agcaaacagg  ccgcccaatt  tatttcggtc  gacatattta  acttttccta  2760

acacagagtc  gacgctgtca  aacgaaatca  aatcaccttt  acttttatcg  aaaacgtacg  2820

acgcttgagc  ggcgctgtca  aacgtgtaca  cataattgtt  gagatctttt  tgaatttgac  2880

gataatctac  aacaccgtcc  tcccacgtgc  ccgaccccgg  cccgttgcca  gtgccggaaa  2940

aatagttgtc  attcgtataa  tttgttacgc  cggtccagcc  gcggccgtac  atggcgacgc  3000
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ccacaattat  tttgttggga  tcgacgcctt  gtttcagtaa  cgcatcgaca  gcgtagtgtg  3060

tagtgtatag  ctcttccgag  ttccaacttg  gcgcgtagac  tgttgtttgg  tagcccaaat  3120

ccgtgtttga  ccaagcccct  ttaaaatcgt  aactcatgag  aaatattttg  cctaatgact  3180

tttgcgcttc  ggcgtagttt  accacggcaa  tcttgtcgta  acccgcgctt  atagcgcttg  3240

ttaattcgta  aaccctgccg  gtttgcgctt  cgaggtcgtc  tagcattgcg  cgcagctcct  3300

ccaacaacaa  aatgtatgtt  ttggcgtcac  cgtccgcatc  gcccaacgac  gggttagccc  3360

ctttgccgcc  cggaaactcc  caatcgatgt  ctacaccgtc  aaagaatttc  cacacttgca  3420

gaaattcctt  aaccgaatct  acaaaaacgt  ttcttttttc  aacatcgtgg  gtacctaact  3480

ataacggtcc  taaggtagcg  agacctttaa  ttcaacccaa  cacaatatat  tatagttaaa  3540

taagaattat  tatcaaatca  tttgtatatt  aattaaaata  ctatactgta  aattacattt  3600

tatttacaat  caaattatcg  caagataagg  cgcacgttga  ttgggtcacc  cgagtgtacg  3660

ttgataaagt  cacgtgggca  cccaacgcgt  tgataagcat  cggtatataa  gggcctacag  3720

tgttctggta  aatcagttgc  actgtgctct  tcacaggaac  actacaagac  ctacaagatg  3780

gcttcactgg  ttaaaaaaga  catgtgcatc  aaaatgacga  tggaaggaac  agtaaacggt  3840

caccatttca  agtgtgtagg  agaaggcgaa  ggcaaaccat  ttgaagggac  ccaggtggaa  3900

aagatacgca  tcactgaagg  tgggccctta  ccatttgcgt  atgatatttt  ggccccttgt  3960

tgcatgtatg  gcagtaaaac  cttcattaag  catgtgtcgg  gtattccgga  ttactttaag  4020

gagtcttttc  ctgagggctt  tacctgggaa  agaacacaaa  tcttcgagga  tggcggctat  4080

ctcaccatac  accaggacac  gagccttcag  ggtaataatt  ttattttcaa  agttaatgtc  4140

atcggtgcca  acttccctgc  aaacggtccc  gtgatgcaga  aaaaaacagc  tggatgggaa  4200

ccgtgcgttg  agatgcttta  tccgcgggac  ggcgtcctgt  gtggtcagag  cctgatggcc  4260

ctgaaatgca  ctgatggcaa  tcatctgacg  tcccacctgc  gcactaccta  tcgttctcgc  4320

aagccatcca  atgcagttaa  catgccggaa  tttcattttg  gggatcatcg  cattgagatt  4380

ttgaaagctg  aacaaggtaa  attttatgaa  caatacgagt  cagcggtggc  ccgttactgt  4440

gaggcggcac  cgagtaaatt  agggcatcac  taataacgtt  tattttattg  caataagatc  4500

gacagaatta  aacgcacgga  ataaagtgtt  gggtcgtttg  ttctaactat  aacggtccta  4560

aggtagcgag  gtaccgaatt  cctgcagtca  tttattaatc  tcaacacact  cgctatttgg  4620

aacataatca  tatcgtctca  gtagctcaag  gtagagcgta  gcgctctgga  tcgtatagat  4680

cttgctaagg  ttgtgagttc  aagtctcgcc  tgagatatta  aaaaactttg  taattttaaa  4740

aattttattt  tataatatac  aattaaaaac  tatacaattt  tttattatta  cattaataat  4800

gatacaattt  ttattattac  atttaatatt  gtctattacg  gtttctaatc  atacagtaca  4860

aaaataaaat  cacaattaat  ataattacaa  agttaactac  atgaccaaac  atgaacgaag  4920

tcaatttagc  ggccaattcg  ccttcagcca  tggaagtgat  gtcgctcaga  ctggtgccga  4980

cgccgccaaa  cttggtgttc  tccatggtgg  ttatgaggtt  gcttttttgt  tgggcaataa  5040

acgaccagcc  gctggcatct  ttccaactgt  cgtgataggt  cgtgttgccg  atggtcggga  5100

tccaaaactc  gacgtcgtcg  tcaattgcta  gttccttgta  gttgctaaaa  tctatgcatt  5160

gcgacgagtc  cgtgttggcc  acccaacgcc  cttctttgta  gatgctgttg  ttgtagcaat  5220

tactggtgtg  tgccggcgga  ttggtgcacg  gcatcagcaa  aaacgtgtcg  tccgacaaaa  5280

atgttgaaga  aacagagttg  ttcatgagat  tgccaatcaa  acgctcgtcc  accttggcca  5340
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cggagactat  caggtcgtgc  agcatattgt  ttagcttgtt  gatgtgcgca  tgcatcagct  5400

caatgttcat  tttcagcaaa  tcgttttcgt  acatcagctc  ctcttgaata  tgcatcaggt  5460

cgcctttggt  ggcagtgtct  ccctctgtgt  acttggctct  aacgttgtgg  cgccaagtgg  5520

gcggccgctt  cttgactcgg  tgctcgactt  tgcgtttaat  gcatctgtta  aacttgcagt  5580

tccacgtgtt  tttagaaaga  tcatatatat  cattgtcaat  caaacagtgt  tcgcgtgtca  5640

ccgactcggg  gttatttttg  tcatctttaa  tgagcagaca  cgcagctttt  atttggcgcg  5700

tggtgaacgt  agacttttgt  ttgagaatca  tactcacgcc  gtctcgatga  agcacagtgt  5760

ccacggtcac  gttgatgggg  t  5781

<210>  3

<211>  2860

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<221> 来源（source）

<223>  /备注=“人工序列的描述：合成的多核苷酸”

<400>  3

atgatgtcat  catcacaaat  aatagtatgt  aataaaataa  acatatttgt  gtgtaaatat  60

aatttattac  aaataaattt  tacattgaat  caatctgtct  tcgtgtttgt  tgtaaggtct  120

tcgaatcttg  tgtttcagcc  cctcgggatg  gtcaaaatgc  gccgtagtaa  ttgttaatgg  180

atctttcaac  gattttttgc  ccatggcgag  tgtgacaaac  gcggccacga  caaacagcag  240

gataatcagt  ttcatggtgt  tctatattcg  acaatatatg  ggtcgcttct  aaatcacctt  300

gtccccaaaa  gcctctttta  tagtttttta  gaacacgttg  tgtattccaa  cagtaattgt  360

tccatctctt  tcaacaattt  cacacaggaa  acagctatga  ccatgattac  gaattcctcg  420

ggtatgcatt  tgttaaaaaa  cacacagctc  gctttaccaa  acgaaagcaa  aggtactaaa  480

tatggcgcca  ttggctgatt  tgttattcca  agataattac  aaataaactg  atccgtcgtg  540

gggtgataac  tggcaggtgt  cagctttaaa  taatcttcaa  cgttgttgtc  gcgcaaaagt  600

ctgcatttta  cacgcgttgt  taatcccacg  acttttgcat  gtaaaatcgg  atccaaatac  660

tgcagaatcg  tgtctataat  ttctaatggt  aaacgtatgc  gttttgctcg  tgggcgcttt  720

gtaacgctcg  acatcctaat  aacaactaac  acaaaactaa  aatgatactc  aatatattgc  780

ttttacagtt  catctttagg  tttaaactgt  gcgtttatcg  cgttgagcaa  gtcgccgtta  840

tcggcatcaa  tctcccaagc  aaacaggccg  cccaatttat  ttcggtcgac  atatttaact  900

tttcctaaca  cagagtcgac  gctgtcaaac  gaaatcaaat  cacctttact  tttatcgaaa  960

acgtacgacg  cttgagcggc  gctgtcaaac  gtgtacacat  aattgttgag  atctttttga  1020

atttgacgat  aatctacaac  accgtcctcc  cacgtgcccg  accccggccc  gttgccagtg  1080

ccggaaaaat  agttgtcatt  cgtataattt  gttacgccgg  tccagccgcg  gccgtacatg  1140

gcgacgccca  caattatttt  gttgggatcg  acgccttgtt  tcagtaacgc  atcgacagcg  1200

tagtgtgtag  tgtatagctc  ttccgagttc  caacttggcg  cgtagactgt  tgtttggtag  1260

cccaaatccg  tgtttgacca  agccccttta  aaatcgtaac  tcatgagaaa  tattttgcct  1320

aatgactttt  gcgcttcggc  gtagtttacc  acggcaatct  tgtcgtaacc  cgcgcttata  1380

序　列　表 4/10 页

65

CN 113166781 A

65



gcgcttgtta  attcgtaaac  cctgccggtt  tgcgcttcga  ggtcgtctag  cattgcgcgc  1440

agctcctcca  acaacaaaat  gtatgttttg  gcgtcaccgt  ccgcatcgcc  caacgacggg  1500

ttagcccctt  tgccgcccgg  aaactcccaa  tcgatgtcta  caccgtcaaa  gaatttccac  1560

acttgcagaa  attccttaac  cgaatctaca  aaaacgtttc  ttttttcaac  atcgtgggta  1620

cctaactata  acggtcctaa  ggtagcgagg  taccgaattc  ctgcagtcat  ttattaatct  1680

caacacactc  gctatttgga  acataatcat  atcgtctcag  tagctcaagg  tagagcgtag  1740

cgctctggat  cgtatagatc  ttgctaaggt  tgtgagttca  agtctcgcct  gagatattaa  1800

aaaactttgt  aattttaaaa  attttatttt  ataatataca  attaaaaact  atacaatttt  1860

ttattattac  attaataatg  atacaatttt  tattattaca  tttaatattg  tctattacgg  1920

tttctaatca  tacagtacaa  aaataaaatc  acaattaata  taattacaaa  gttaactaca  1980

tgaccaaaca  tgaacgaagt  caatttagcg  gccaattcgc  cttcagccat  ggaagtgatg  2040

tcgctcagac  tggtgccgac  gccgccaaac  ttggtgttct  ccatggtggt  tatgaggttg  2100

cttttttgtt  gggcaataaa  cgaccagccg  ctggcatctt  tccaactgtc  gtgataggtc  2160

gtgttgccga  tggtcgggat  ccaaaactcg  acgtcgtcgt  caattgctag  ttccttgtag  2220

ttgctaaaat  ctatgcattg  cgacgagtcc  gtgttggcca  cccaacgccc  ttctttgtag  2280

atgctgttgt  tgtagcaatt  actggtgtgt  gccggcggat  tggtgcacgg  catcagcaaa  2340

aacgtgtcgt  ccgacaaaaa  tgttgaagaa  acagagttgt  tcatgagatt  gccaatcaaa  2400

cgctcgtcca  ccttggccac  ggagactatc  aggtcgtgca  gcatattgtt  tagcttgttg  2460

atgtgcgcat  gcatcagctc  aatgttcatt  ttcagcaaat  cgttttcgta  catcagctcc  2520

tcttgaatat  gcatcaggtc  gcctttggtg  gcagtgtctc  cctctgtgta  cttggctcta  2580

acgttgtggc  gccaagtggg  cggccgcttc  ttgactcggt  gctcgacttt  gcgtttaatg  2640

catctgttaa  acttgcagtt  ccacgtgttt  ttagaaagat  catatatatc  attgtcaatc  2700

aaacagtgtt  cgcgtgtcac  cgactcgggg  ttatttttgt  catctttaat  gagcagacac  2760

gcagctttta  tttggcgcgt  ggtgaacgta  gacttttgtt  tgagaatcat  actcacgccg  2820

tctcgatgaa  gcacagtgtc  cacggtcacg  ttgatggggt  2860

<210>  4

<211>  4713

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<221> 来源（source）

<223>  /备注=“人工序列的描述：合成的多核苷酸”

<400>  4

atgatgtcat  catcacaaat  aatagtatgt  aataaaataa  acatatttgt  gtgtaaatat  60

aatttattac  aaataaattt  tacattgaat  caatctgtct  tcgtgtttgt  tgtaaggtct  120

tcgaatcttg  tgtttcagcc  cctcgggatg  gtcaaaatgc  gccgtagtaa  ttgttaatgg  180

atctttcaac  gattttttgc  ccatggcgag  tgtgacaaac  gcggccacga  caaacagcag  240

gataatcagt  ttcatggtgt  tctatattcg  acaatatatg  ggtcgcttct  aaatcacctt  300

gtccccaaaa  gcctctttta  tagtttttta  gaacacgttg  tgtattccaa  cagtaattgt  360
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tccatctctt  tcaacagcca  ttcagcatcc  ggtcgttgac  tgtaatcatg  ctgaattaat  420

ttacaaacaa  tttcggtcaa  tttaggatgg  ccttgggata  aacttgccgg  catttgctgt  480

acattgtttc  taaagttagt  tagcgtagtt  tcgcgttcca  aagcagtctt  gaagggcatt  540

atcaattcga  ataaaacaat  gcccaaacta  tacatgtcat  ttttgggggt  gtacactttt  600

ttgatttgtt  ctggtgcagc  gtacaaagtt  atattttgag  ggttgttttt  gataaacgtt  660

ttgtatagac  tgccaaacat  gccgcccaca  tacaaatcaa  agtcgggccc  agtcatgaaa  720

atatcttcgg  gattaatatt  gtggtgcacg  atatttacgg  aatgaatcgc  tttcacggcg  780

ctcaccaaat  caacaaactt  gctaatataa  aagccaaaat  ccgccggaac  tttaatgttg  840

gtctttgcaa  aagtttgcaa  attgcgttgt  ttcaaatagt  cgctcaacat  gtactcgttt  900

agaggcgacg  caaaatatat  gcggtgctgc  cgcggattca  aataaaccaa  ttgttcgggt  960

ttcatggtat  acagttaagt  gttaacgcgt  cactaaattc  agacacgagc  gcacgcccta  1020

tatacataca  atttatcgca  caagatgctt  aacgcgatct  gtttataaac  taaaacgcac  1080

tgcaataaat  tttagcaagc  atttgtattt  aatcaatcga  accgtgcact  gatataagaa  1140

ttaaaaatgg  gtttgtttgc  gtgttgcaca  aaatacacaa  ggctgtcgac  cgacacaaaa  1200

atgaagtttc  cctatgttgc  gttgtcgtac  atcaacgtga  cgctgtgcac  ctacaccgcc  1260

atgttggtgg  gatacatggt  aacattcaat  gactccagcg  aattgaaata  tttacaatac  1320

tggttgctgt  tgtcgttttt  gatgtccgtg  gtgctaaacg  ctccgactct  gtggacgatg  1380

ctcaaaacca  cagaagccca  tgaagtaatt  tacgaaatga  agctgttcca  cgccatgtac  1440

tttagtaacg  tgctgttgaa  ttatgtggtg  tttttggaca  atcaaatggg  tacaaatttt  1500

gtttttgtta  acaatttaat  tcactgttgt  gtacttttta  tgatatttgt  tgaattgctt  1560

atcctgttgg  gccacacaat  gggcacgtac  acggattatc  aatatgtcaa  atcgtgttat  1620

atggttatat  tgtttgtttc  agttatgagt  gttactattg  ttatgggttt  agagtgtttg  1680

aaaacgaaac  taattgataa  cagtttgatg  tttaacgcgt  ttgtgtgcgc  tttgtacatt  1740

gtgattgcaa  taatgtggtc  tttaaaaaat  aatttgacta  gttattacgt  ttcaaattta  1800

caaagtattc  aagttgttcc  gttttcatac  aacgatccgc  cgccaccgtt  ctctaacatt  1860

gtaatggatg  acataaaaaa  taaaaaataa  tttataaaaa  tgttttttat  tctttcacaa  1920

ttctgtaaat  tctaaacaaa  aaatataaat  acaaacttat  tatgttgtcg  tctaaataaa  1980

catcaatttg  taaatctgga  cacctattca  tatcattgat  attacagtct  actatacaac  2040

aattaaaact  aaccaaatta  tctttacaac  aattaaagca  attaaaacaa  tttaaataat  2100

cttcattgtc  gtcgtataag  tttatttgca  ctgtagacgg  tgttacacag  cgatccattc  2160

gacgttcgtg  ttcgatcaac  tttctcgcca  acttgtacca  taaaaattgt  ttggacaaaa  2220

agttttccaa  caatggtaac  ggccaattca  acgtgacgat  gcgcacgtcc  tcgggtatgc  2280

atttgttaaa  aaacacacag  ctcgctttac  caaacgaaag  caaaggtact  aaatatggcg  2340

ccattggctg  atttgttatt  ccaagataat  tacaaataaa  ctgatccgtc  gtggggtgat  2400

aactggcagg  tgtcagcttt  aaataatctt  caacgttgtt  gtcgcgcaaa  agtctgcatt  2460

ttacacgcgt  tgttaatccc  acgacttttg  catgtaaaat  cggatccaaa  tactgcagaa  2520

tcgtgtctat  aatttctaat  ggtaaacgta  tgcgttttgc  tcgtgggcgc  tttgtaacgc  2580

tcgacatcct  aataacaact  aacacaaaac  taaaatgata  ctcaatatat  tgcttttaca  2640

gttcatcttt  aggtttaaac  tgtgcgttta  tcgcgttgag  caagtcgccg  ttatcggcat  2700
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caatctccca  agcaaacagg  ccgcccaatt  tatttcggtc  gacatattta  acttttccta  2760

acacagagtc  gacgctgtca  aacgaaatca  aatcaccttt  acttttatcg  aaaacgtacg  2820

acgcttgagc  ggcgctgtca  aacgtgtaca  cataattgtt  gagatctttt  tgaatttgac  2880

gataatctac  aacaccgtcc  tcccacgtgc  ccgaccccgg  cccgttgcca  gtgccggaaa  2940

aatagttgtc  attcgtataa  tttgttacgc  cggtccagcc  gcggccgtac  atggcgacgc  3000

ccacaattat  tttgttggga  tcgacgcctt  gtttcagtaa  cgcatcgaca  gcgtagtgtg  3060

tagtgtatag  ctcttccgag  ttccaacttg  gcgcgtagac  tgttgtttgg  tagcccaaat  3120

ccgtgtttga  ccaagcccct  ttaaaatcgt  aactcatgag  aaatattttg  cctaatgact  3180

tttgcgcttc  ggcgtagttt  accacggcaa  tcttgtcgta  acccgcgctt  atagcgcttg  3240

ttaattcgta  aaccctgccg  gtttgcgctt  cgaggtcgtc  tagcattgcg  cgcagctcct  3300

ccaacaacaa  aatgtatgtt  ttggcgtcac  cgtccgcatc  gcccaacgac  gggttagccc  3360

ctttgccgcc  cggaaactcc  caatcgatgt  ctacaccgtc  aaagaatttc  cacacttgca  3420

gaaattcctt  aaccgaatct  acaaaaacgt  ttcttttttc  aacatcgtgg  gtacctaact  3480

ataacggtcc  taaggtagcg  aggtaccgaa  ttcctgcagt  catttattaa  tctcaacaca  3540

ctcgctattt  ggaacataat  catatcgtct  cagtagctca  aggtagagcg  tagcgctctg  3600

gatcgtatag  atcttgctaa  ggttgtgagt  tcaagtctcg  cctgagatat  taaaaaactt  3660

tgtaatttta  aaaattttat  tttataatat  acaattaaaa  actatacaat  tttttattat  3720

tacattaata  atgatacaat  ttttattatt  acatttaata  ttgtctatta  cggtttctaa  3780

tcatacagta  caaaaataaa  atcacaatta  atataattac  aaagttaact  acatgaccaa  3840

acatgaacga  agtcaattta  gcggccaatt  cgccttcagc  catggaagtg  atgtcgctca  3900

gactggtgcc  gacgccgcca  aacttggtgt  tctccatggt  ggttatgagg  ttgctttttt  3960

gttgggcaat  aaacgaccag  ccgctggcat  ctttccaact  gtcgtgatag  gtcgtgttgc  4020

cgatggtcgg  gatccaaaac  tcgacgtcgt  cgtcaattgc  tagttccttg  tagttgctaa  4080

aatctatgca  ttgcgacgag  tccgtgttgg  ccacccaacg  cccttctttg  tagatgctgt  4140

tgttgtagca  attactggtg  tgtgccggcg  gattggtgca  cggcatcagc  aaaaacgtgt  4200

cgtccgacaa  aaatgttgaa  gaaacagagt  tgttcatgag  attgccaatc  aaacgctcgt  4260

ccaccttggc  cacggagact  atcaggtcgt  gcagcatatt  gtttagcttg  ttgatgtgcg  4320

catgcatcag  ctcaatgttc  attttcagca  aatcgttttc  gtacatcagc  tcctcttgaa  4380

tatgcatcag  gtcgcctttg  gtggcagtgt  ctccctctgt  gtacttggct  ctaacgttgt  4440

ggcgccaagt  gggcggccgc  ttcttgactc  ggtgctcgac  tttgcgttta  atgcatctgt  4500

taaacttgca  gttccacgtg  tttttagaaa  gatcatatat  atcattgtca  atcaaacagt  4560

gttcgcgtgt  caccgactcg  gggttatttt  tgtcatcttt  aatgagcaga  cacgcagctt  4620

ttatttggcg  cgtggtgaac  gtagactttt  gtttgagaat  catactcacg  ccgtctcgat  4680

gaagcacagt  gtccacggtc  acgttgatgg  ggt  4713

<210>  5

<211>  743

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>
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<221> 来源（source）

<223>  /备注=“人工序列的描述：合成的多肽”

<400>  5

Met  Ala  Ala  Asp  Gly  Tyr  Leu  Pro  Asp  Trp  Leu  Glu  Asp  Asn  Leu  Ser

1               5                   10                  15

Glu  Gly  Ile  Arg  Glu  Trp  Trp  Ala  Leu  Lys  Pro  Gly  Ala  Pro  Gln  Pro

            20                  25                  30

Lys  Ala  Asn  Gln  Gln  His  Gln  Asp  Asn  Ala  Arg  Gly  Leu  Val  Leu  Pro

        35                  40                  45

Gly  Tyr  Lys  Tyr  Leu  Gly  Pro  Gly  Asn  Gly  Leu  Asp  Lys  Gly  Glu  Pro

    50                  55                  60

Val  Asn  Ala  Ala  Asp  Ala  Ala  Ala  Leu  Glu  His  Asp  Lys  Ala  Tyr  Asp

65                  70                  75                  80

Gln  Gln  Leu  Lys  Ala  Gly  Asp  Asn  Pro  Tyr  Leu  Lys  Tyr  Asn  His  Ala

                85                  90                  95

Asp  Ala  Glu  Phe  Gln  Glu  Arg  Leu  Lys  Glu  Asp  Thr  Ser  Phe  Gly  Gly

            100                 105                 110

Asn  Leu  Gly  Arg  Ala  Val  Phe  Gln  Ala  Lys  Lys  Arg  Leu  Leu  Glu  Pro

        115                 120                 125

Leu  Gly  Leu  Val  Glu  Glu  Ala  Ala  Lys  Thr  Ala  Pro  Gly  Lys  Lys  Arg

    130                 135                 140

Pro  Val  Glu  Gln  Ser  Pro  Gln  Glu  Pro  Asp  Ser  Ser  Ala  Gly  Ile  Gly

145                 150                 155                 160

Lys  Ser  Gly  Ala  Gln  Pro  Ala  Lys  Lys  Arg  Leu  Asn  Phe  Gly  Gln  Thr

                165                 170                 175

Gly  Asp  Thr  Glu  Ser  Val  Pro  Asp  Pro  Gln  Pro  Ile  Gly  Glu  Pro  Pro

            180                 185                 190

Ala  Ala  Pro  Ser  Gly  Val  Gly  Ser  Leu  Thr  Met  Ala  Ser  Gly  Gly  Gly

        195                 200                 205

Ala  Pro  Val  Ala  Asp  Asn  Asn  Glu  Gly  Ala  Asp  Gly  Val  Gly  Ser  Ser

    210                 215                 220

Ser  Gly  Asn  Trp  His  Cys  Asp  Ser  Gln  Trp  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Ile

225                 230                 235                 240

Thr  Thr  Ser  Thr  Arg  Thr  Trp  Ala  Leu  Pro  Thr  Tyr  Asn  Asn  His  Leu

                245                 250                 255

Tyr  Lys  Gln  Ile  Ser  Asn  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Ser  Ser  Asn  Asp  Asn

            260                 265                 270

Ala  Tyr  Phe  Gly  Tyr  Ser  Thr  Pro  Trp  Gly  Tyr  Phe  Asp  Phe  Asn  Arg

        275                 280                 285
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Phe  His  Cys  His  Phe  Ser  Pro  Arg  Asp  Trp  Gln  Arg  Leu  Ile  Asn  Asn

    290                 295                 300

Asn  Trp  Gly  Phe  Arg  Pro  Lys  Arg  Leu  Asn  Phe  Lys  Leu  Phe  Asn  Ile

305                 310                 315                 320

Gln  Val  Lys  Glu  Val  Thr  Asp  Asn  Asn  Gly  Val  Lys  Thr  Ile  Ala  Asn

                325                 330                 335

Asn  Leu  Thr  Ser  Thr  Val  Gln  Val  Phe  Thr  Asp  Ser  Asp  Tyr  Gln  Leu

            340                 345                 350

Pro  Tyr  Val  Leu  Gly  Ser  Ala  His  Glu  Gly  Cys  Leu  Pro  Pro  Phe  Pro

        355                 360                 365

Ala  Asp  Val  Phe  Met  Ile  Pro  Gln  Tyr  Gly  Tyr  Leu  Thr  Leu  Asn  Asp

    370                 375                 380

Gly  Ser  Gln  Ala  Val  Gly  Arg  Ser  Ser  Phe  Tyr  Cys  Leu  Glu  Tyr  Phe

385                 390                 395                 400

Pro  Ser  Gln  Met  Leu  Arg  Thr  Gly  Asn  Asn  Phe  Gln  Phe  Ser  Tyr  Glu

                405                 410                 415

Phe  Glu  Asn  Val  Pro  Phe  His  Ser  Ser  Tyr  Ala  His  Ser  Gln  Ser  Leu

            420                 425                 430

Asp  Arg  Leu  Met  Asn  Pro  Leu  Ile  Asp  Gln  Tyr  Leu  Tyr  Tyr  Leu  Ser

        435                 440                 445

Arg  Thr  Ile  Asn  Gly  Ser  Gly  Gln  Asn  Gln  Gln  Thr  Leu  Lys  Phe  Ser

    450                 455                 460

Val  Ala  Gly  Pro  Ser  Asn  Met  Ala  Val  Gln  Gly  Arg  Asn  Tyr  Ile  Pro

465                 470                 475                 480

Gly  Pro  Ser  Tyr  Arg  Gln  Gln  Arg  Val  Ser  Thr  Thr  Val  Thr  Gln  Asn

                485                 490                 495

Asn  Asn  Ser  Glu  Phe  Ala  Trp  Pro  Gly  Ala  Ser  Ser  Trp  Ala  Leu  Asn

            500                 505                 510

Gly  Arg  Asn  Ser  Leu  Met  Asn  Pro  Gly  Pro  Ala  Met  Ala  Ser  His  Lys

        515                 520                 525

Glu  Gly  Glu  Asp  Arg  Phe  Phe  Pro  Leu  Ser  Gly  Ser  Leu  Ile  Phe  Gly

    530                 535                 540

Lys  Gln  Gly  Thr  Gly  Arg  Asp  Asn  Val  Asp  Ala  Asp  Lys  Val  Met  Ile

545                 550                 555                 560

Thr  Asn  Glu  Glu  Glu  Ile  Lys  Thr  Thr  Asn  Pro  Val  Ala  Thr  Glu  Ser

                565                 570                 575

Tyr  Gly  Gln  Val  Ala  Thr  Asn  His  Gln  Ser  Asp  Gly  Thr  Leu  Ala  Val

            580                 585                 590

Pro  Phe  Lys  Ala  Gln  Ala  Gln  Thr  Gly  Trp  Val  Gln  Asn  Gln  Gly  Ile
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        595                 600                 605

Leu  Pro  Gly  Met  Val  Trp  Gln  Asp  Arg  Asp  Val  Tyr  Leu  Gln  Gly  Pro

    610                 615                 620

Ile  Trp  Ala  Lys  Ile  Pro  His  Thr  Asp  Gly  Asn  Phe  His  Pro  Ser  Pro

625                 630                 635                 640

Leu  Met  Gly  Gly  Phe  Gly  Met  Lys  His  Pro  Pro  Pro  Gln  Ile  Leu  Ile

                645                 650                 655

Lys  Asn  Thr  Pro  Val  Pro  Ala  Asp  Pro  Pro  Thr  Ala  Phe  Asn  Lys  Asp

            660                 665                 670

Lys  Leu  Asn  Ser  Phe  Ile  Thr  Gln  Tyr  Ser  Thr  Gly  Gln  Val  Ser  Val

        675                 680                 685

Glu  Ile  Glu  Trp  Glu  Leu  Gln  Lys  Glu  Asn  Ser  Lys  Arg  Trp  Asn  Pro

    690                 695                 700

Glu  Ile  Gln  Tyr  Thr  Ser  Asn  Tyr  Tyr  Lys  Ser  Asn  Asn  Val  Glu  Phe

705                 710                 715                 720

Ala  Val  Asn  Thr  Glu  Gly  Val  Tyr  Ser  Glu  Pro  Arg  Pro  Ile  Gly  Thr

                725                 730                 735

Arg  Tyr  Leu  Thr  Arg  Asn  Leu

            740
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