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(57)【要約】
第ＶＩＩＩ因子変異体及びその使用が開示される。
特定の実施形態において、第ＶＩＩＩ因子変異体は、野
生型の第ＶＩＩＩ因子タンパクよりも細胞によってより
効率的に発現され、野生型の第ＶＩＩＩ因子タンパクよ
りも細胞によって増加したレベルで分泌され、野生型の
第ＶＩＩＩ因子タンパクと比較して増強された活性を示
し、ウイルスベクター中により効率的にゲノム組込され
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体であって、
前記核酸変異体によってコードされるＦＶＩＩＩは、野性型ＦＶＩＩＩ発現と比較して発
現が多い、核酸変異体。
【請求項２】
第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体であって、
前記核酸変異体によってコードされるＦＶＩＩＩがＢドメイン欠損を含み、Ｂドメイン欠
損発現を含む野性型ＦＶＩＩＩと比較して発現が多い、核酸変異体。
【請求項３】
前記核酸変異体は、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター中により効率的にゲノム組込
される、請求項１又は２に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項４】
前記核酸変異体によってコードされるＦＶＩＩＩが、野性型ＦＶＩＩＩと比較して又はＢ
ドメイン欠損を含む野性型ＦＶＩＩＩと比較してより大きな生物活性を示す、請求項１～
３のいずれか１項に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項５】
前記生物活性は、凝固分析、又は、ＦＶＩＩＩアッセイ若しくはＦＶＩＩＩ欠失モデルに
おける出血減少によって決定される、請求項１～３のいずれか１項に記載の変異体ＦＶＩ
ＩＩ。
【請求項６】
前記核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩにおけるＴＴＡ、ＴＴＧ、ＣＴＴ、ＣＴＣ又はＣＴ
Ａと対比してＣＴＧに変化した１つ以上のロイシンコドンを有する、請求項１～４のいず
れか１項に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項７】
前記核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩにおけるＴＴＡ、ＴＴＧ、ＣＴＴ、ＣＴＣ又はＣＴ
Ａロイシンコドンから変更された２－５、５－１０、１０－２０、２０－５０、５０－１
００、１００－２５０、２５０－５００、５００－７５０又は７５０－８５０個のＣＴＧ
ロイシンコドンを有する、請求項１～４のいずれか１項に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項８】
前記核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩにおけるＴＴＡ、ＴＴＧ、ＣＴＴ、ＣＴＣ又はＣＴ
Ａロイシンコドンから変化した８５％超のＣＴＧロイシンコドンを有する、請求項１～４
のいずれか１項に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項９】
前記核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩにおけるＴＴＡ、ＴＴＧ、ＣＴＴ、ＣＴＣ又はＣＴ
Ａロイシンコドンから変化したすべてのＣＴＧロイシンコドンを有する、請求項１～４の
いずれか１項に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項１０】
前記核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩにおいてＡＡＡリジンコドンと対照として１つ以上
のＡＡＧリジンコドンを有する、請求項１～４のいずれか１項に記載の変異体ＦＶＩＩＩ
。
【請求項１１】
前記核酸変異体は、約５０－５９％、５０－５６％、又は５０－５３％のＧＣ含有量を有
する、請求項１に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項１２】
前記核酸変異体は、野生型ヒトＦＶＩＩＩ核酸又はＢドメイン欠損を含む野生型ヒトＦＶ
ＩＩＩ核酸に対して少なくとも７５％同一である、請求項１～４のいずれか１項に記載の
変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項１３】
前記核酸変異体がヒトＦＶＩＩＩであり、及び／又は、前記野性型ＦＶＩＩＩ又はＢドメ
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イン欠損を含む野性型ＦＶＩＩＩがヒトＦＶＩＩＩである、請求項１～４のいずれか１項
に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項１４】
前記核酸変異体は配列番号１－７及び９のいずれかで構成される、請求項１に記載の変異
体ＦＶＩＩＩ。
【請求項１５】
ＰＡＣＥ／フーリン切断部位をコードするコドンの１個、２個、３個又は４個すべてが欠
損している、請求項１～１４のいずれか１項に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項１６】
位置１６４５－１６４８からＨＨＱＲ又はＲＨＱＲと示されているＰＡＣＥ／フーリン切
断部位をコードするコドンの１個、２個、３個又は４個すべてが欠損している、請求項１
～１４のいずれか１項に記載の変異体ＦＶＩＩＩ。
【請求項１７】
請求項１－１６のいずれかの変異体ＦＶＩＩＩを含む発現ベクター。
【請求項１８】
アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター、レトロウイルスベクター、アデノウイルスベク
ター、プラスミド又はレンチウイルスベクターからからなる群から選択される、請求項１
７に記載の発現ベクター。
【請求項１９】
前記ＡＡＶベクターが、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６
、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４又はＡ
ＡＶ－２ｉ８ＡＡＶ血清型を含む、請求項１８に記載の発現ベクター。
【請求項２０】
イントロン、発現制御因子、１つ以上のアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）逆方向末端リピー
ト（ＩＴＲ）、及び／又は、フィラーポリヌクレオチド配列をさらに含む、請求項１７に
記載の発現ベクター。
【請求項２１】
前記イントロンが前記変異体ＦＶＩＩＩの内部若しくは前記変異体ＦＶＩＩＩに隣接して
いるか、又は、前記発現制御因子が前記変異体ＦＶＩＩＩに作用可能に連結しているか、
又は、前記ＡＡＶ　ＩＴＲが前記変異体ＦＶＩＩＩの５’末端若しくは３’末端に隣接し
ているか、又は、前記フィラーポリヌクレオチド配列が前記変異体ＦＶＩＩＩの５’末端
又は３’末端に隣接している、請求項２０に記載の発現ベクター。
【請求項２２】
前記発現制御因子は、構成的制御因子、若しくは、調節可能制御因子、又は、組織特異的
発現制御因子、若しくは、プロモーターを含む、請求項２０に記載の発現ベクター。
【請求項２３】
前記発現制御因子は、肝臓中の発現を与える因子を含む、請求項２０に記載の発現ベクタ
ー。
【請求項２４】
前記発現制御因子はＴＴＲプロモーターか変異体ＴＴＲプロモーターを含む、請求項２０
に記載の発現ベクター。
【請求項２５】
前記変異体ＴＴＲプロモーターは配列番号８で構成される、請求項２４に記載の発現ベク
ター。
【請求項２６】
前記ＩＴＲは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ
７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４、若しくは、Ａ
ＡＶ－２ｉ８ＡＡＶ血清型又はこれらの組み合わせのいずれかの１つ以上のＩＴＲを含む
、請求項２０に記載の発現ベクター。
【請求項２７】
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請求項１－１６のいずれかの核酸変異体によってコードされるＦＶＩＩＩを発現する宿主
細胞。
【請求項２８】
請求項１～１６のいずれかに記載の核酸変異体又は請求項１７－２６のいずれかの発現ベ
クターを含む宿主細胞。
【請求項２９】
請求項１～１６のいずれかに記載の核酸変異体又は請求項１７－２６のいずれかの発現ベ
クターを含むウイルスベクター。
【請求項３０】
請求項１－１６のいずれかの核酸変異体又は請求項１７－２６のいずれかの発現ベクター
を含むＡＡＶベクター。
【請求項３１】
前記ＡＡＶベクターが、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６
、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４、又は
、ＡＡＶ－２ｉ８ＶＰ１、ＶＰ２及び／若しくはＶＰ３配列に対して７５％以上の配列同
一性を有するＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３キャプシド配列を含む、請求項３０に記載
のＡＡＶベクター。
【請求項３２】
前記ＡＡＶベクターが、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６
、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４及びＡ
ＡＶ－２ｉ８　ＡＡＶ血清型のいずれかから選択されるＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３
キャプシド配列を含む、請求項３０に記載のＡＡＶベクター。
【請求項３３】
生物学的適合性を有する担体又は賦形剤中に、請求項１～１６のいずれかに記載の核酸変
異体、請求項１７～２６のいずれかに記載の発現ベクター、又は、請求項３０－３２のい
ずれかのウイルス若しくはＡＡＶベクターを含み、空のカプシドＡＡＶを任意に含む、医
薬組成物。
【請求項３４】
リポソーム中に入れられた又はリン脂質若しくはミセルと混合された請求項１７～２６の
いずれかに記載の発現ベクター又は請求項３０－３２のいずれかに記載のウイルス若しく
はＡＡＶベクター、請求項１～１６のいずれか１項に記載の核酸変異体。
【請求項３５】
哺乳動物又は哺乳動物細胞へ核酸配列を送達又は移動する方法であって、
前記哺乳動物又は哺乳動物細胞の中に請求項１～１６のいずれかに記載の核酸変異体、請
求項１７－２６のいずれかに記載の発現ベクター、又は、請求項３０－３２のいずれかの
ウイルス若しくはＡＡＶベクターを投与し又は接触させ、それによってそれによって前記
核酸配列を哺乳動物又は哺乳動物細胞に送達又は移動するステップを含む方法。
【請求項３６】
前記哺乳動物細胞が培養液中に又は被検体中に存在する、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
第ＶＩＩＩ因子を必要とする哺乳動物を治療する方法であって、
（ａ）請求項１～１６のいずれかに記載の核酸変異体、請求項１７～２６のいずれかに記
載の発現ベクター又は請求項３０－３２のいずれかのウイルス若しくはＡＡＶベクターを
提供するステップと、
（ｂ）請求項１－１６のいずれかに記載の核酸変異体、請求項１７－２６のいずれかに記
載の発現ベクター、あるいは哺乳動物に対する請求項３０－３２のいずれかに記載のウイ
ルス若しくはＡＡＶベクターの所定量を投与するステップを含み、
前記第ＶＩＩＩ因子が哺乳動物中で発現される、方法。
【請求項３８】
前記第ＶＩＩＩ因子は、哺乳動物に対して有益な又は治療的な効果を有するレベルで発現



(5) JP 2018-506261 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

される、請求項３５又は３７に記載の方法。
【請求項３９】
前記第ＶＩＩＩ因子は、前記哺乳動物の細胞、組織又は器官において発現される、請求項
３５又は３７に記載の方法。
【請求項４０】
前記細胞が分泌細胞を含む、請求項３５または３７に記載の方法。
【請求項４１】
前記細胞が内分泌細胞又は内皮細胞を含む。請求項３５又は３７に記載の方法
【請求項４２】
前記細胞が肝細胞、シヌソイドの内皮細胞、巨核球、血小板細胞又は造血幹細胞を含む、
請求項３５又は３７に記載の方法。
【請求項４３】
前記哺乳動物の組織又は器官が肝臓を含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４４】
前記哺乳動物は、不十分な量の第ＶＩＩＩ因子タンパクを生産するか、又は、不完全若し
くは異常な第ＶＩＩＩ因子タンパクを生産する、請求項３５又は３７に記載の方法。
【請求項４５】
前記哺乳動物には血友病Ａを有する、請求項３５又は３７に記載の方法。
【請求項４６】
必要性のある患者に止血関連疾患の治療のための方法であって、
生物学的に許容できる担体中の治療上有効な量の請求項１～１６のいずれかに記載の核酸
変異体、請求項１７～２６のいずれかに記載の発現ベクター、又は、請求項３０～３２の
いずれかに記載のウイルス若しくはＡＡＶベクターの患者に対する投与を含む、方法。
【請求項４７】
前記哺乳動物又は患者が、血友病Ａ、フォン・ヴィレブランド病及び出血関連トラウマ、
外傷、血栓症、血小板減少症、卒中、凝血異常、汎発性血管内凝固症候群（ＤＩＣ）、並
びに、過剰抗凝固療法疾患からなる群から選択される疾患を有する、請求項３５、３７又
は４６に記載の方法。
【請求項４８】
前記請求項１～１６のいずれかに記載の核酸変異体、請求項１７～２６のいずれかに記載
の発現ベクター、請求項３０～３２のいずれかに記載のウイルス若しくはＡＡＶベクター
は、前記哺乳動物又は患者に対して、静脈内に、動脈内に、筋肉内に、皮下に、腔内に、
又は、挿管若しくはテーテルによってに届けられる、請求項３５～４７のいずれかに記載
の方法。
【請求項４９】
前記哺乳動物又は患者がヒトである、請求項３３～４５のいずれかに記載の方法。
【請求項５０】
前記哺乳動物又は患者が、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ
６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ－Ｒｈ１０又はＡ
ＡＶ－Ｒｈ７４の血清型に対して血清反応陽性又は血清反応陰性である、請求項３５～４
７のいずれかに記載の方法。
【請求項５１】
前記哺乳動物又は前記患者に対して空のカプシドＡＡＶを投与するステップをさらに含む
、請求項３５～４７のいずれかに記載の方法。
【請求項５２】
ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、
ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ－１２、ＡＡＶ－Ｒｈ１０及び／又はＡＡＶ
－Ｒｈ７４の血清型の空のカプシドを前記哺乳動物又は患者に対して投与するステップを
さらに含む、請求項３５～４７のいずれかに記載の方法。
【請求項５３】
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ＦＶＩＩＩタンパクを生産する方法であって、
必要とされるときに細胞中で請求項１－１６のいずれかに記載の変異体ＦＶＩＩＩ又は請
求項１７の発現ベクターを発現させるステップと、
細胞によって生産された前記ＦＶＩＩＩタンパクを回収するステップを含む、方法。
【請求項５４】
前記細胞によって生産されたＦＶＩＩＩタンパクを精製又は単離するステップをさらに含
む、請求項５３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
この出願は、２０１４年８月１３日に提出された米国仮特許出願第６２／０３６，９３６
号に対する優先権を主張する。全本、表、配列表及び図面を含む先の出願の全内容は参照
により本明細書に組み込まれている。
【０００２】
　本発明は、組み換え凝固因子生産の分野、及び、異常止血に関連した医学的疾患の治療
に関する。より詳しくは、本発明は、本発明の第ＶＩＩＩ因子変異体配列をより効率的に
パッケージする、改善された発現カセットを提供する。改善された変異体は、野生型の第
ＶＩＩＩ因子タンパクを超える増強された活性を示す。
イントロダクション
【０００３】
　本発明が関係する最先端技術について記述するために、いくつかの刊行物及び特許文献
が明細書の全体にわたって引用される。これらの引用のそれぞれは、あたかもすべてが記
載されているように参照によって本明細書に組込まれている。
【０００４】
　血友病は、世界的に５０００人の男性に１人存在するＸ連鎖出血性疾患である。ちょう
ど平年値の１％以上の凝固因子レベルを増加させることを目指した療法は、重篤な疾病表
現型の本質的な改良に関係する。血友病Ｂ（ＨＢ）のためのＡＡＶを介在した遺伝子導入
の最近の治験は、第ＩＸ因子（ＦＩＸ）の治療的レベルの継続した長期発現を示したが、
ＡＡＶキャプシドに対する抗ＡＡＶ免疫反応によってＡＡＶベクター用量が限定的である
ことを実証した。これらのデータは血友病Ｂに関連するが、すべての血友病の８０％はＦ
ＶＩＩＩ欠失、血友病Ａ（ＨＡ）が原因である。
【０００５】
　この疾病のための現行の治療は、第ＶＩＩＩ因子タンパクの頻繁な注入を必要とするタ
ンパク置換療法である。患者がもはやそのような頻繁なタンパク治療を必要としないよう
に、第ＶＩＩＩ因子発現の継続的な治療レベルを達成する即時の必要性が存在する。確か
に、連続的な第ＶＩＩＩ因子発現は出血症状を防ぎ、タンパクに対する免疫寛容が確立さ
れることを確かにするかもしれない。
【０００６】
　要約すると、血友病Ａのための遺伝子治療は３つの別個の難問を提示する。
（１）ヒトＦＶＩＩＩ（ｈＦＶＩＩＩ）の固有特性は、同様のサイズの他のタンパクと比
較して発現することが困難である。
（２）ＦＶＩＩＩ　ｃＤＮＡの大きいサイズ及び配列特異的効果がＡＡＶ生産を妨げる再
配列と関連している。
（３）重篤な（ＦＶＩＩＩ＜１％）血友病Ａ患者の２５～３０％において生じる、タンパ
ク療法に呼応した抗ＦＶＩＩＩ抗体（阻害薬）生成の高い速度。
【０００７】
　本発明は血友病Ａを有する患者の必要性のある患者における治療に役立つ改善された第
ＶＩＩＩ因子変異体を提供する。
【０００８】
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　本発明に従って、野生型のＦＶＩＩＩをコードする野生型の核酸とは異なるコドンに最
適化された第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体が提供される。そのよ
うなコドンが最適化されたＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、Ｂドメインがない（例
えば図１参照）ＦＶＩＩＩタンパク（例えば、ヒトＦＶＩＩＩタンパク）のように、任意
にＢドメインなしで、ＦＶＩＩＩタンパクをコードする。そのようなコドンが最適化され
たＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、発現増加を示し、細胞中に移された場合、特別
のコドンに最適化された配列（ＣＯ／ＣＯ３）に対して４～５倍であり（例えば、図６Ｂ
参照）、ＦＶＩＩＩタンパク分泌の増大及び従って活性の増大（例えば図７参照）に結び
つく。また、そのようなコドンが最適化されたＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、異
なるＡＡＶベクターの血清型中により効率的にパッケージされ、ＡＡＶ血清型を超えてＡ
ＡＶベクターの生産増大に結びつく（例えば、表３－５参照）。
【０００９】
　驚いたことに、これらの特徴は、野生型のＦＶＩＩＩをコードする野生型の核酸の発現
又はＢドメインのない野性型ＦＶＩＩＩの発現と比較して劇的にＦＶＩＩＩ発現を増加さ
せ、また、ＡＡＶベクター中へのゲノム組込効率を増大し、より高いベクター生産量に結
びつく。コドン最適化されたＦＶＩＩＩコード配列は、ＡＡＶゲノム組込後に、野性型Ｆ
ＶＩＩＩ及び他のコドン最適化されたｈＦＶＩＩＩ導入遺伝子について観察されるＦＶＩ
ＩＩ導入遺伝子の完全性に影響を与える再配列事象の減少を示すことができる（例えば、
ＣＯ／ＣＯ３はＣＯ１及びＣＯ２よりも優れている）。さらに、ＰＡＣＥフーリン切断部
位において単一のアミノ酸変更又は小さな欠損（１～４個のアミノ酸）を有するコドン最
適化されていない及びコドン最適化されたＦＶＩＩＩ変異体は、インビボにおいて分泌を
増大し、また、ＦＶＩＩＩタンパクの非活性度を増大することができる（非コドン最適化
されたものは図３Ｂ、コドン最適化されたものは図６Ｂ）。Ｂドメインを有する若しくは
有しない及び／又は変異したＰＡＣＥフーリン開裂認識部位を有する若しくは該認識部位
がないＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、ＦＶＩＩＩの発現を増加させることができ
、ＡＡＶベクターの生産を増加させることができ、また、より高いレベルのＦＶＩＩＩの
血中濃度及びより少ないＦＶＩＩＩで止血達成により、遺伝子導入の関係において効果増
強を提供し、それによって有益な治療結果のために必要な有効量を減らすことができる。
【００１０】
　ある実施形態において、野性型ＦＶＩＩＩ発現と比較した場合、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶ
ＩＩＩ）をコードする核酸変異体は、より大きな発現を示す。別の実施形態では、第ＶＩ
ＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体は、Ｂドメイン欠損を含み、Ｂドメイン
欠損発現を含む野性型ＦＶＩＩＩと比較した場合、より大きな発現を示す。さらなる実施
形態において、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベ
クターのようなウイルスベクター中により効率的にゲノム組込される。
【００１１】
　さらに別の実施例において、前記核酸変異体によってコードされるＦＶＩＩＩは、野性
型ＦＶＩＩＩと比較した場合又はＢドメイン欠損を含む野性型ＦＶＩＩＩと比較した場合
（例えば、凝固分析又はＦＶＩＩＩアッセイ若しくはＦＶＩＩＩ欠失モデルにおける出血
減少により決定したとき）、より大きい生物活性を示す。
【００１２】
　さらに別の実施形態において、コドンが最適化されたＦＶＩＩＩコード核酸変異体は、
変異体ＦＶＩＩＩ又はＦＶＩＩＩタンパクと呼ばれる、変化したＰＡＣＥフーリン開裂認
識部位を有するＦＶＩＩＩタンパクをコードする。変化したＰＡＣＥフーリン開裂認識部
位を有するＦＶＩＩＩタンパクをコードするそのようなコドンが最適化されたＦＶＩＩＩ
核酸変異体は、分泌及び血液凝固活性（例えば、図２、図６及び図７参照）の増加を示す
。特別な態様において、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、ＦＶＩＩＩのＰＡＣＥ／
フーリン切断部位をコードするコドンの１個、２個、３個又は４個すべてが置換又は削除
されている。そのような態様において、そのようなＦＶＩＩＩ核酸変異体によってコード
される変異体ＦＶＩＩＩタンパクは、ＦＶＩＩＩのＰＡＣＥ／フーリン切断部位の１個、
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２個、３個又は４個すべてが置換又は削除されている。さらなる特別な態様において、位
置１６４５～１６４８からＨＨＱＲ又はＲＨＱＲとして記載されているＰＡＣＥ／フーリ
ン切断部位をコードするコドンの１個、２個、３個又は４個すべてが、ＦＶＩＩＩをコー
ドする核酸変異体において削除されている。
【００１３】
　さらなる態様において、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩをコ
ードする核酸におけるＴＴＡ、ＴＴＧ、ＣＴＴ、ＣＴＣ又はＣＴＡと比較して、ＣＴＧに
変化した１つ以上のロイシンコドンを有する。さらなる態様において、ＦＶＩＩＩをコー
ドする核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩをコードする核酸におけるＴＴＡ、ＴＴＧ、ＣＴ
Ｔ、ＣＴＣ又はＣＴＡのロイシンコドンから変更された２－５個、５－１０個、１０－２
０個、２０－５０個、５０－１００個、１００－２５０個、２５０－５００個、５００－
７５０個又は７５０－８５０個のＣＴＧロイシンコドンを有する。またさらなる態様にお
いて、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩをコードする核酸におい
て、ＴＴＡ、ＴＴＧ、ＣＴＴ、ＣＴＣ又はＣＴＡのロイシンコドンから変更された８５％
を超えるＣＴＧロイシンコドンを有する。またさらなる態様において、ＦＶＩＩＩをコー
ドする核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩをコードする核酸におけるＴＴＡ、ＴＴＧ、ＣＴ
Ｔ、ＣＴＣ又はＣＴＡのロイシンコドンから変更されたすべてのＣＴＧロイシンコドンを
有する。特別な態様において、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、約５０－５９％、
５０－５６％、又は５０－５３％のＧＣ含有量を有する。他の態様において、ＦＶＩＩＩ
をコードする核酸変異体は、野性型ＦＶＩＩＩをコードする核酸におけるＡＡＡリジンコ
ドンを比較して、１つ以上のＡＡＧリジンコドンを有する。
【００１４】
　またさらなる実施形態において、核酸変異体をコードするＦＶＩＩＩは、野生型ヒトＦ
ＶＩＩＩ核酸又はＢドメイン欠損を含む野生型ヒトＦＶＩＩＩ核酸に対して少なくとも７
５％同一である。さらなる特別な態様において、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、
野生型ヒトＦＶＩＩＩ核酸又はＢドメイン欠損を含む野生型ヒトＦＶＩＩＩ核酸に対して
約７５－８５％同一（例えば、約７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８
１％、８２％、８３％、８４％又は８５％同一）である。
【００１５】
　特別な態様において、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は配列番号１－７及び９のい
ずれかに記載されている。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は人間等の哺乳類の
ものである。人間型を含むそのような哺乳類ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は、野性
型ＦＶＩＩＩ又はＢドメイン欠損を含む野性型ＦＶＩＩＩをベースとしていてもよい。
【００１７】
　本発明に従ってさらに提供されるのは、本明細書に開示されているＦＶＩＩＩをコード
する核酸変異体を含む発現ベクターである。特定の実施形態において、発現ベクターはア
デノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター、レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクタ
ー、プラスミド又はレンチウイルスベクターを含む。特別な態様において、ＡＡＶベクタ
ーは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡ
Ｖ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４又はＡＡＶ－２ｉ８のＡ
ＡＶ血清型を含む。
【００１８】
　発現ベクターはさらなる成分又は因子を含んでいてもよい。特定の実施形態において、
ＡＡＶベクター等の発現ベクターは、イントロン、発現制御因子、１つ以上のＡＡＶ逆方
向末端反復（ＩＴＲ）（例えば、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、
ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒｈ７
４か、ＡＡＶ－２ｉ８のＡＡＶ血清型、又は、これらの組み合わせのいずれか）、及び／
又は、フィラーポリヌクレオチド配列をさらに含む。特別な態様において、イントロンが
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ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体の内部に存在するか若しくはＦＶＩＩＩをコードする
核酸変異体に隣接しているか、及び／又は、発現制御因子がＦＶＩＩＩをコードする核酸
変異体に作用可能に連結しているか、及び／又は、ＡＡＶＩＴＲがＦＶＩＩＩをコードす
る核酸変異体の５’末端又は３’末端に隣接しているか、及び／又は、フィラーポリヌク
レオチド配列がＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体の５’末端又は３’末端に隣接してい
る。
【００１９】
　特別な態様において、発現制御因子は、構成的な若しくは調節可能な制御因子、又は、
組織特異的な発現制御因子、又は、プロモーターを含む。さらなる特別な態様において、
発現制御因子は、肝臓における発現を与える因子を含む。さらなる特別な態様において、
発現制御因子は、配列番号８等の、ＴＴＲプロモーター又は変異体ＴＴＲプロモーターを
含む。
【００２０】
　本発明に従ってさらに提供されるのは、本明細書に開示されている核酸変異体によって
コードされるＦＶＩＩＩを発現するホスト細胞である。特定の実施形態において、宿主細
胞は、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体又はＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含む
発現ベクターを含む。特別な態様において、そのような宿主細胞は、核酸変異体によって
コードされるＦＶＩＩＩタンパクを生産し、生産されるＦＶＩＩＩタンパクが回収される
。細胞によって生産されるそのようなＦＶＩＩＩタンパクは、任意に分離及び／又は精製
されて、本明細書に開示されている被検体に投与することができる。
【００２１】
　本発明に従ってさらに提供されるのは、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含む発現
ベクター、又は、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含むウイルスベクターである。特
定の実施形態において、ウイルスベクターはＡＡＶベクターを含む。特別な態様において
、ＡＡＶベクターは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、
ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４、又は、
ＡＡＶ－２ｉ８ＶＰ１、ＶＰ２及び／若しくはＶＰ３配列に対して７５％以上の配列同一
性（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９
．１％、９９．２％、９９．３％、９９．４％、９９．５％、９９．６％、９９．７％、
９９．８％等）を有するＶＰ１、ＶＰ２又はＶＰ３キャプシド配列を含む。さらなる特別
な態様において、ＡＡＶベクターは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ
５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、Ｒｈ１０、Ｒ
ｈ７４及びＡＡＶ－２ｉ８のＡＡＶ血清型のいずれかから選択されるＶＰ１、ＶＰ２及び
／又はＶＰ３キャプシド配列を含む。
【００２２】
　本発明に従ってさらに提供されるのは、本明細書に記載されているＦＶＩＩＩをコード
する核酸変異体を含む組成物である。特定の実施形態において、医薬組成物は、生物学的
適合性を有する担体又は賦形剤の中に、発現ベクター又はウイルス又はＡＡＶベクターを
含む。そのような医薬組成物は、任意に空のカプシドＡＡＶを含む（例えば、ＦＶＩＩＩ
をコードする核酸変異体を含むベクターゲノムがない）。さらなる特別な実施形態におい
て、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体、発現ベクター又はウイルス又はＡＡＶベクター
は、リポソーム中で入っているか、又は、リン脂質又はミセルと混合されている。
【００２３】
　本発明に従ってさらに提供されるのは、哺乳動物又は哺乳動物細胞へＦＶＩＩＩをコー
ドする核酸変異体を送達又は移動する方法である。ある実施形態において、１つの方法は
、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含む発現ベ
クター、又は、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含むウイルス若しくはＡＡＶベクタ
ーを哺乳動物又は哺乳動物の細胞に投与又は接触させるステップを含み、それによって哺
乳動物又は哺乳動物の細胞へ核酸配列を送達又は移動する。そのような方法は、培養中の
哺乳動物細胞又は被検体（例えば患者）の中にＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を導入
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する。
【００２４】
　本発明の方法は、第ＶＩＩＩ因子を必要とするヒト等の哺乳類被検体（例えば患者）を
治療するステップをさらに含む（ここでいうヒトは不十分な量の第ＶＩＩＩ因子タンパク
又は不完全な若しくは異常な第ＶＩＩＩ因子タンパクを生産する）。１つの実施形態にお
いて、第ＶＩＩＩ因子を必要とする哺乳動物を治療する方法は：ＦＶＩＩＩをコードする
核酸変異体、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含む発現ベクター、又は、ＦＶＩＩＩ
をコードする核酸変異体を含むウイルス若しくはＡＡＶのベクターを提供するステップと
；ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体によってコードされる第ＶＩＩＩ因子が哺乳類の被
検体中で発現されるように、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体、ＦＶＩＩＩをコードす
る核酸変異体を含む発現ベクター、又は、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含むウイ
ルス若しくはＡＡＶのベクターの一定量を哺乳類被検体に投与するステップを含む。
【００２５】
　別の実施形態において、必要のある患者（例えば、その患者は不十分な量の第ＶＩＩＩ
因子タンパク、又は不完全な若しくは異常な第ＶＩＩＩ因子タンパクを生産する）におけ
る止血関連疾患の治療のための方法は、生物学的に許容可能な担体中の治療上有効な量の
、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含む発現ベ
クター、又は、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含むウイルス若しくはＡＡＶのベク
ターを患者に投与するステップを含む。
【００２６】
　本発明の方法の特別な態様において、第ＶＩＩＩ因子が哺乳動物に対して有益な又は治
療的な効果を有するレベルで発現されるか、及び／又は、第ＶＩＩＩ因子が哺乳動物の細
胞、組織又は器官において発現される。そのような態様は、肝臓等の組織又は器官の中へ
のＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体の導入を含む。そのような態様は、ＦＶＩＩＩをコ
ードする核酸変異体の分泌細胞中への導入を含む。そのような態様は、内分泌細胞又は内
皮細胞の中へのＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体の導入を含む。そのような態様は、肝
細胞、シヌソイド内皮細胞、巨核球、血小板細胞又は造血幹細胞の中へのＦＶＩＩＩをコ
ードする核酸変異体の導入をさらに含む。
【００２７】
　ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含む発現ベ
クター、又は、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含むウイルス若しくはＡＡＶのベク
ターを投与（例えば、送達）するための候補被検体（例えば患者）及び哺乳動物（例えば
ヒト）には、血友病Ａ、フォン・ヴィレブランド病及び外傷関連出血、損傷、血栓症、血
小板減少症、脳卒中、凝血異常、汎発性血管内凝固症候群（ＤＩＣ）、又は、過剰抗凝固
療法疾患を有する又はそのリスクがあるものが含まれる。
【００２８】
　ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含む発現ベ
クター、又は、ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体を含むウイルス若しくはＡＡＶのベク
ターを投与（例えば送達）するための候補被検体（例えば患者）及び哺乳動物（例えばヒ
ト）には、ＡＡＶ抗体に対して血清反応陰性のもの又はＡＡＶ抗体を発達させる若しくは
そのリスクのあるものが含まれる。そのような被検体（例えば患者）及び哺乳動物（例え
ばヒト）は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７
、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ－Ｒｈ１０又はＡＡＶ－Ｒｈ７
４の血清型に対して血清反応陰性又は血清反応陽性であってもよい。
【００２９】
　したがって、本発明の方法は、哺乳動物又は患者に対して空のカプシドＡＡＶを投与す
るステップをさらに含む。特定の実施形態において、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、Ａ
ＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１
、ＡＡＶ－１２、ＡＡＶ－Ｒｈ１０及び／又はＡＡＶ－Ｒｈ７４の血清型の空のカプシド
は、哺乳動物又は患者にさらに投与される。
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【００３０】
　本発明による投与（例えば送達）の方法は、エクスビボ又はインビボの接触又は送達の
あらゆる様式を含む。特定の実施形態において、投与（例えば送達）は、静脈内、動脈内
、筋肉内、皮下、窩内、挿管、又は、カテーテル経由である。
【００３１】
　本発明は、変異体の投与を評価して変異体の免疫原性を監視するために、ヒトＦＶＩＩ
Ｉに対して耐性のある小さいモデル動物モデル及び大きい動物モデルにおいて、改善され
たＦＶＩＩＩ変異体をテストするための方法を提供する。ＨＢイヌモデルは、ヒトＦＩＸ
遺伝子治療のために必要な有効量を予測するのに優れている。さらに、このモデルの使用
は、そのような変異体に対する免疫反応を発達させる傾向がある抗ｈＦＶＩＩＩ抗体産生
応答の証拠がなくても、ｈＦＶＩＩＩ－ＢＤＤを用いたタンパク置換療法を現在受けてい
るヒトの評価を可能にする環境を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】図１は、第ＶＩＩＩ因子のタンパク分解的開裂を示す。ＦＶＩＩＩは、３つのＡ
ドメイン（Ａ１、Ａ２及びＡ３）、２つのＣドメイン（Ｃ１及びＣ２）、及び、ＦＶＩＩ
Ｉ機能には重要でない遺伝子のエクソン１４によってコードされる巨大なＢドメインから
なるドメイン構造を有する。ＦＶＩＩＩは、因子ＩＸａによって触媒される反応において
、因子Ｘの因子Ｘａへの活性化において補因子として機能する。ＦＶＩＩＩは、フォンビ
ルブラント因子（ｖＷＦ）によって循環中に安定化されるＦＶＩＩＩ重鎖とＦＶＩＩＩ軽
鎖で構成されるヘテロダイマーとして分泌される。トロンビン開裂時に、ＦＶＩＩＩは活
性化されたヘテロ三量体を形成する。
【００３３】
【図２】図２はコドン最適化された第ＶＩＩＩ因子のＡＡＶ送達後の第ＶＩＩＩ因子の発
現を示す。コドン最適化されたヒト因子ＶＩＩＩ遺伝子（ＣＯ）は、アデノ随伴ウイルス
ベクター血清型８に入れて血友病Ａ／ＣＤ４ノックアウトマウスに届けられた。１×１０
11ベクター・ゲノム（ｖｇ）／１匹のｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ（野性型第ＶＩＩＩ因子ｃＤＮ
Ａ）、ＴＴＲ－ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ－ＣＯ、ＴＴＲｍｕｔ－ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ－ＣＯ又
はＴＴＲｍｕｔ－ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ－ＣＯ－ｄｅｌＰ／Ｆがマウスに届けられた。循環
中の第ＶＩＩＩ因子タンパクレベルを決定するために、ベクター投与後２週、４週、８週
及び１２週に回収した血漿に対してＥＬＩＳＡを行った。
【００３４】
【図３Ａ】図３Ａは非コドン最適化ＡＡＶ－ｈＦＶＩＩＩ構築物を示している。ＡＡＶ－
ｈＦＶＩＩＩベクターは、野性型Ｂドメインが削除された（ＢＤＤ）ヒト因子ＶＩＩＩ　
ｃＤＮＡを有する。エンハンサー／プロモーター因子は、ヒトａｐｏｌタンパクＥｘｘＣ
－１遺伝子座の肝臓制御領域の短縮バージョンを有する、最小の肝臓制御領域－ヒトα－
１抗トリプシンエンハンサー／プロモーター（ＨＣＲ－ｈＡＡＴ）である（Ｎａｔｈｗａ
ｎｉら、２００６年、Ｓａｂａｔｉｎｏら、２０１１）。６５塩基対のＳＶ４０イントロ
ン及び１３４塩基対のＳＶ４０ポリアデニル化も含まれている。これらの構築物の間にお
けるただ１つの違いは、１つが野性型ｈＦＶＩＩＩ－ＢＤＤを利用し（トップ構築物）、
他のものがＰＡＣＥフーリン欠損変異体を有する野性型ｈＦＶＩＩＩ－ＢＤＤを利用する
（ボトム構築物）ということである。すべての５つのＰ／Ｆの欠損変異体（表１）がこの
発現カセットの中に導入された。
【００３５】
【図３Ｂ】図３ＢはｈＦＶＩＩＩ　ＰＡＣＥフーリン欠損変異体のＡＡＶ８送達後のＦＶ
ＩＩＩ発現を示す。ＡＡＶ（５ｘ１０11ベクターゲノム／マウス）が血友病Ａ／ＣＤ４ノ
ックアウト（免疫不全）マウスに届けられた。ＡＡＶ投与後１２週を通した血漿中ｈＦＶ
ＩＩＩ発現（抗原及び活性）をフォローした。＊＝ｐ＜０．０５
【００３６】
【図４Ａ】図４Ａは、ヒト野生型構築物及びコドン最適化ＦＶＩＩＩ導入遺伝子構築物を
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示す。ＴＴＲプロモーターは、コドン最適化されたＦＶＩＩＩを発現させる。ＳＱ、接合
にＳ７４３及びＱ１６３８を有するＢドメイン欠失型；ＩＴＲ、ＡＡＶベクター中への組
換え遺伝子のゲノム組込のために必要な逆方向末端反復配列である。
【００３７】
【図４Ｂ】図４Ｂは、ｈＦＶＩＩＩのコドン最適化がより高い発現レベルに結びつくこと
を示す。ＡＡＶベクター投与後４週及び８週のＣＯ１　ＦＶＩＩＩ、ＣＯ２　ＦＶＩＩＩ
及び野生型ＦＶＩＩＩ　ＡＡＶによって届けられるＦＶＩＩＩ発現及び活性レベルの比較
である。
【００３８】
【図４Ｃ】図４Ｃは、ｈＦＶＩＩＩのコドン最適化がより高い発現レベルに結びつくこと
を示す。ＡＡＶベクター投与後４週及び８週のＣＯ１　ＦＶＩＩＩ、ＣＯ３／ＣＯ　ＦＶ
ＩＩＩ、及び、野生型のＦＶＩＩＩ　ＡＡＶによって届けられるＦＶＩＩＩ発現及び活性
レベルの比較である。
【００３９】
【図５Ａ】図５ＡはＣＯ３のＡＡＶ送達後のＦＶＩＩＩ発現を示す。ＴＴＲプロモーター
及びＦＶＩＩＩ－ＣＯ３を有するＴＴＲ変異体（ＴＴＲｍ）プロモーターの比較。ＰＡＣ
Ｅフーリン欠損デルタ４を有するＴＴＲ変異体プロモーター（ｄｅｌＰ／Ｆ）がＣＯ３中
に導入された。
【００４０】
【図５Ｂ】図５Ｂは、ＴＴＲ変異体プロモーターがＡＡＶ送達後にＦＶＩＩＩ－ＣＯ３の
発現が増加する結果となったことを示すデータを示す。
【００４１】
【図６Ａ】図６ＡはヒトＦＶＩＩＩ導入遺伝子構築を示す。遺伝子組換構成物は、変更さ
れたトランスチレチン・プロモータ（ＴＴＲｍ）、合成イントロン（Ｉｎｔｒｏｎ）及び
ポリアデニル化シグナル（Ｐｏｌｙ　Ａ）を利用する。因子ＶＩＩＩ組換遺伝子は、野性
型のＢドメインが削除されたヒト因子ＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ（ＷＴ　ＦＶＩＩＩ）、又は、
Ｂドメインが削除されたコドン最適化ヒト因子ＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ（ＣＯ　ＦＶＩＩＩ）
である。ＰＡＣＥフーリン欠損変異体デルタ３又はデルタ４はｈＦＶＩＩＩ導入遺伝子中
に導入された。デルタ３、ＰＡＣＥフーリン開裂認識部位の３つの残基（アミノ酸１６４
５－１６４７）の欠損。デルタ４、ＰＡＣＥフーリン開裂認識部位の４つの残基（アミノ
酸１６４５－１６４８）の欠損。ＳＱ、接合においてＳ７４３とＱ１６３８を有するＢド
メイン欠失型；ＩＴＲ、ＡＡＶベクター中への導入遺伝子のゲノム組込のために必要な逆
方向末端反復配列。
【００４２】
【図６Ｂ】図６Ｂは、野性型ＦＶＩＩＩ構成物及びコドン最適化ＦＶＩＩＩ構成物のＡＡ
Ｖ送達後の第ＶＩＩＩ因子発現を示す。ｈＦＶＩＩＩ抗原量は、ヒトＦＶＩＩＩ特異的Ｅ
ＬＩＳＡ（Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ）によって測定された。コアテス
ト分析（Ｃｏａｔｅｓｔ　Ａｓｓａｙ）によって測定したＦＶＩＩＩ活性は、ＦＶＩＩＩ
抗原量と相関していた。これらのデータは、２週及び４週の時点でＴＴＲｍｕｔ－ｈＦＶ
ＩＩＩ－ｗｔＳＱと比較した倍数差として示されている。
【００４３】
【図７】図７は、野性型ｈＦＶＩＩＩ構成物及びコドン最適化されたｈＦＶＩＩＩ構成物
のＡＡＶ送達後のマウスのインビボにおける止血チャレンジを示す。ベクター投与（１ｘ
１０11ベクターゲノム／マウス）後６週で、ＡＡＶ－ｈＦＶＩＩＩ構築で治療されたマウ
スを、テイル・クリップ・アッセイ（Ｉｖａｎｃｉｕ　Ｌら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈ　２０１１，　２９（１１）：１０２８－１０３３）を使用して試験した。マウスは
イソフルランで麻酔され、その尻尾は３７℃に予熱され、その後に３ｍｍの直径で尻尾を
切断した。血液は３７℃の１４ｍｌの食塩水に１０分間回収された。全失血（μｌ）は、
赤血球溶血後の５７５ｎｍでの吸光度測定によって総ヘモグロビンを測定することによっ
て測定された。ＡＡＶ－ｈＦＶＩＩＩ構成物で治療された血友病Ａマウスの失血は、治療
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していない血友病Ａマウス及び野性型マウスからの失血と比較された。
【発明の概要】
【００４４】
　以前の報告は、イヌのＦＶＩＩＩ（ｃＦＶＩＩＩ）のＡＡＶ肝臓遺伝子治療が、投薬を
受けていない血友病ＡのイヌにおけるＦＶＩＩＩの治療レベルの長期的な発現に帰着する
ことを示した（Ｓａｂａｔｉｎｏら、Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１９、４４２－４４９、２０１
１）。また、この戦略は、先在する無効化するｃＦＶＩＩＩ抗体を有する血友病Ａイヌに
おいてｃＦＶＩＩＩに対する阻害因子を根絶した（Ｆｉｎｎ，　Ｊ．Ｄ．ら、Ｂｌｏｏｄ
　１１６、５８４２－５８４８、２０１０）。これらのデータは、ＡＡＶ－ＦＶＩＩＩが
疾病表現型を著しく改善し、ＦＶＩＩＩ阻害因子を除去することができることを実証する
。興味深いことには、ｃＦＶＩＩＩはヒトＦＶＩＩＩ（ｈＦＶＩＩＩ）より本質的に安定
しており、生物活性が増大する結果となる（Ｓａｂａｔｉｎｏ，　Ｄ．Ｅら、Ｂｌｏｏｄ
　１１４、４５６２－４５６５、２００９）。したがって、ｃＦＶＩＩＩのＡＡＶ容量は
、ｈＦＶＩＩＩの治療容量を予測しない。これは、両方の種において同様の生物活性を有
し、人間における治療的ＡＡＶ用量を予測した第ＩＸ因子と対照的である。顕著に、血友
病イヌモデルは、血友病Ｂのための肝臓及び筋肉の試みにおける導入遺伝子に対する効能
及び免疫反応の両方の優れた予測因子であった。
【００４５】
　ｃＦＶＩＩＩの機能を高めるための生化学基盤を理解するために、我々は、ｈＦＶＩＩ
Ｉを含む他のすべての種と比較して、ｃＦＶＩＩＩにおいて独特である、ＦＶＩＩＩ中の
ＰＡＣＥフーリン開裂認識部位を同定した。ｈＦＶＩＩＩにおけるこの部位での単一のア
ミノ酸変更の導入は、ｈＦＶＩＩＩにより高い安定性及びより高い生物活性を与える（Ｓ
ｉｎｅｒ，Ｊ．Ｉ．ら、Ｂｌｏｏｄ１２１、４３９６－４４０３、２０１３年）。
【００４６】
　本明細書に開示されているのは、野生型のＦＶＩＩＩをコードする核酸とは異なる、ヒ
トＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体である。ヒトＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体は
、細胞及び／又は動物において増加したレベルで発現され、次にはインビボにおいて増加
したＦＶＩＩＩタンパクレベルを提供することができる。さらに本明細書に開示されてい
るのは、異なる血清型を通してＡＡＶによってより効率的にゲノム組込することができる
ヒトＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体である。さらに本明細書に開示されているのは、
インビトロ及び／又はインビボにおいてより高い安定性及び／又は生物活性を有するヒト
ＦＶＩＩＩタンパク変異体をコードする核酸変異体である。
【００４７】
　またさらに本明細書に開示されているのは、血友病Ａの動物モデルにおけるヒトＦＶＩ
ＩＩのいくつかの変異体のＡＡＶ送達の効能及び安全性を示すデータである。特に、例え
ば、細胞内プロテアーゼ開裂認識部位中の欠損を有する又は有しないヒトＦＶＩＩＩをコ
ードするコドン最適化された核酸は下記の１つ以上を示す。
１）細胞及び／又は動物における発現増加
２）活性増大（例えば、増加した凝固によって反映される）
３）安定性の増大
４）現在用いられているＢドメインに関する免疫原性の明白な増加なしで、在来のｈＦＶ
ＩＩＩより低いＡＡＶ用量で治療効果を達成する、ＦＶＩＩＩを削除した、構築する。
【００４８】
　用語「ポリヌクレオチド」及び用語「核酸」は、オリゴヌクレオチド、デオキシリボ核
酸（ＤＮＡ）及びリボ核酸（ＲＮＡ）を含む、核酸のすべての形態を表すために本明細書
において交換可能に使用されている。ポリヌクレオチドは、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ及び
アンチセンスＤＮＡ、並びに、結合された又は結合されていないｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔ
ＲＮＡ、及び、阻害的ＤＮＡ又はＲＮＡ（ＲＮＡｉ、例えば、小さい又は短いヘアピン（
ｓｈ）ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、小さい又は短い干渉（ｓｉ）ＲＮＡ、ト
ランススプライシングＲＮＡ、アンチセンスＲＮＡ）を含む。ポリヌクレオチドは、天然
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のポリヌクレオチド、合成のポリヌクレオチド、意図的に修飾された又は変更されたポリ
ヌクレオチド（例えば、変異体核酸）を含む。ポリヌクレオチドは、単鎖、二重鎖又は三
重鎖、線状又は環状であってもよく、任意の長さであってもよい。ポリヌクレオチドにつ
いて議論する際に、特定のポリヌクレオチドの配列又は構造は、５’末端から３’末端の
方向で配列を与える慣例に従って本明細書に記載されることができる。
【００４９】
　本明細書で使用されているように、用語「修飾する」（ｍｏｄｉｆｙ）又は「変異体」
（ｖａｒｉａｎｔ）並びにこれらの文法的変形は、核酸、ポリペプチド又はそれらの部分
配列が参照配列から逸脱していることを意味する。したがって、修飾された配列及び変異
体配列は、参照配列と実質的に同じ、より大きい、又は、より少ない発現、活性又は機能
を有していてもよいが、少なくとも参照配列の部分的な活性又は機能を保持していてもよ
い。修飾又は変異体の特別な例は、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化された核酸配列
である。
【００５０】
　「核酸」又は「ポリヌクレオチド」変異体は、野生型のものと比較して遺伝子が組み替
えられた配列を指す。配列は、コードされるタンパク配列を変更せずに遺伝子組み換えさ
れていてもよい。あるいは、配列は、変異体タンパクをコードするように遺伝子組み換え
されていてもよい。核酸又はポリヌクレオチドの変異体は、野生型タンパク配列等の参照
配列に対して少なくとも部分的な配列同一性を保持するタンパクをコードするようにコド
ン修飾された組み合わせ配列、及び、変異体タンパクをコードするようにコドン修飾され
た組み合わせ配列を指すことができる。例えば、そのような核酸変異体のいくつかのコド
ンは、それによってコードされるタンパク（ＦＶＩＩＩ）のアミノ酸を変更せずに、変更
されるであろう。また、核酸変異体のいくつかのコドンは変更され、次にはそれによって
コードされるタンパク（ＦＶＩＩＩ）のアミノ酸を変更するであろう。
【００５１】
　用語「変異体因子ＶＩＩＩ（ＦＶＩＩＩ）」は、未修飾の野生型ＦＶＩＩＩ又はＦＶＩ
ＩＩ－ＢＤＤと比較した場合にコードされるタンパクの発現が増加するように遺伝子的に
変更されたＦＶＩＩＩを指す。そのような変異体は、「ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコ
ードする核酸変異体」と呼ぶことができる。ＴＴＲｍｕｔ－ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ－ＣＯ　
ｄｅｌＰ／Ｆ発現カセットは、野生型ｈＦＶＩＩＩを作動させるＨＣＲ／ｈＡＡＴプロモ
ーターと比較して、少なくとも３０倍の増加を達成した（図２）。そのようなＦＶＩＩＩ
修飾の特別な例は、非コドン最適化野生型ＦＶＩＩＩ又はＦＶＩＩＩ－ＢＤＤと比較して
、増加した発現を示し、かつ、ＡＡＶベクター中へのゲノム組込効率を増加させた変異体
をコードするコドン最適化ＦＶＩＩＩであり、コードされるＦＶＩＩＩタンパクにアミノ
酸変更を結果的にもたらす核酸への修飾なしでそのようにする。発現を比較する場合、変
異体ＦＶＩＩＩタンパクがＢドメインを保持していれば、それを野生型のＦＶＩＩＩ発現
と比較することが適切であり、また、変異体ＦＶＩＩＩタンパクがＢドメイン欠損を有し
ていれば、さらにＢドメイン欠損を有する野生型ＦＶＩＩＩの発現と比較するのが適切で
ある。
【００５２】
　「変異体因子ＶＩＩＩ（ＦＶＩＩＩ）」は、修飾されたタンパクが野生型ＦＶＩＩＩと
比較して変化したアミノ酸を有し、かつ、そのタンパクが野生型のＦＶＩＩＩと比較して
活性及び／又は安定の増加を示すように、修飾されたＦＶＩＩＩタンパクを意味する場合
がある。そのような特別なＦＶＩＩＩタンパク修飾の例は、本明細書において変異体ＦＶ
ＩＩＩタンパクと呼ばれている、ＦＶＩＩＩタンパク中のＰＡＣＥフーリン開裂認識部位
変異、欠損又は置換に結びつく遺伝子修飾である。活性及び／又は安定を比較する場合、
変異体ＦＶＩＩＩタンパクがＢドメインを保持していれば、それを野生型ＦＶＩＩＩと比
較することが適切であり、また、変異体ＦＶＩＩＩタンパクがＢドメイン欠損を有してい
れば、それをＢドメイン欠損を有する野生型ＦＶＩＩＩと比較するのが適切である。
【００５３】
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　本明細書に記載されているヌクレオチド配列は、ＧｅｎＢａｎｋから容易に入手可能で
ある。ヒトＦＶＩＩＩについては、アセッションＮｏ．：ＮＧ－０１１４０３．１を参照
されたい。イヌＦＶＩＩＩについては、アセッションＮｏ．：ＮＭ－００１００３２１２
－１を参照されたい。ＦＶＩＩＩ－ＢＤＤ、ｈＦＶＩＩＩ－ＢＤＤ、ｃＦＶＩＩＩ－ＢＤ
Ｄ等は、Ｂドメインを欠くＦＶＩＩＩ変異体を指す（例えば、図１参照）。
【００５４】
　「核酸」配列又は「ポリヌクレオチド」配列によってコードされる「ポリペプチド」、
「タンパク」及び「ペプチド」は、天然の野生型タンパクと同様な完全長の生来の（ＦＶ
ＩＩＩ）配列と、機能的な部分配列、修飾された形態又は配列変異体であって、その配列
、修飾された形態又は変異体が生来の完全長のタンパクのある程度の機能性を保持してい
るものとを含む。例えば、ＦＶＩＩＩタンパクは、本明細書に開示されているＢドメイン
欠損を有して、凝固機能を保持することができる。本発明の方法及び使用において、前記
核酸配列によってコードされるそのようなポリペプチド、タンパク及びペプチドは、不完
全である内因性タンパクと同一であるか、又は、それらの発現が治療される哺乳動物にお
いて不十分であるか若しくは不足していてもよいが、そのようである必要はない。
【００５５】
　修飾の非制限的な例は、１個以上（例えば、１－３、３－５、５－１０、１０－１５、
１５－２０、２０－２５、２５－３０、３０－４０、４０－５０、５０－１００、１００
－１５０、１５０－２００、２００－２５０の、２５０－５００、５００－７５０又は７
５０－８５０個以上のヌクレオチド又は残基）のヌクレオチド又はアミノ酸の置換を含む
。核酸修飾の一例は、例えば、ＣＴＧではないロイシンコドンをＣＴＧに修飾すること、
又は、ＡＡＧではないリジンコドンをＡＡＧに修飾することを目的としたコドン最適化で
ある。核酸コドン最適化修飾の他の例は、ＧＣ含有量を増加させることである。特別な態
様において、ヒトＦＶＩＩＩタンパクをコードする変異体核酸配列は、ヒト因子ＦＶＩＩ
Ｉをコードする生来の配列より１～５％多いＧＣ含有量（例えば、１％、２％、３％、４
％又は５％より多くのＧＣ含有量）を有するか；又は、ヒト因子ＦＶＩＩＩをコードする
生来の（野生型）配列より５－１０％多いＧＣ含有量（例えば、５％、６％、７％、８％
、９％又は１０％多いＧＣ含有量）を有するか；又は、ヒト因子ＦＶＩＩＩをコードする
生来の（野生型）配列より１０－１５％多いＧＣ含有量（例えば、１０％、１１％、１２
％、１３％、１４％又は１５％多いＧＣ含有量）を有する。
【００５６】
　アミノ酸修飾の一例は、保存アミノ酸置換、又は、参照配列（例えば、ＦＶＩＩＩ）の
欠損（例えば、部分配列若しくはフラグメント、又は、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の欠
損）である。特定の実施形態において、修飾された配列又は変異体配列は、修飾されてい
ない配列の機能又は活性の少なくとも一部を保持する。
【００５７】
　ＦＶＩＩＩ核酸の他の哺乳類形態および本明細書に開示されているＦＶＩＩＩタンパク
を含む、タンパクをコードする核酸のすべての哺乳類形態及び非ほ乳類形態は、公知であ
るかないかに拘わらず、明示的に含まれている。従って、本発明は、非哺乳動物、ヒト以
外の哺乳動物、及び、ヒトに由来する遺伝子及びタンパクであって、本明細書に記載され
ているＦＶＩＩＩ（例えば、ヒト）遺伝子及びタンパクと実質的に同様の態様で機能する
遺伝子及びタンパクを含む。
【００５８】
　用語「ベクター」は、核酸の挿入又は合体によって操作することができる小さな担体核
酸分子、プラスミド、ウイルス（例えば、ＡＡＶベクター）又は他の媒介体を指す。その
ようなベクターは、ポリヌクレオチドを細胞中に導入／移動し、細胞中に挿入されたポリ
ヌクレオチドを転写又は翻訳するための、遺伝子操作（つまり「クローニングベクター」
）に使用することができる。「発現ベクター」は、宿主細胞における発現に必要とされる
必須制御領域を有する遺伝子又は核酸配列を含む特殊なベクターである。ベクター核酸配
列は、一般に、少なくとも、細胞中での増殖のための複製開始点と、任意に、異種起源の
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ポリヌクレオチド配列、発現制御因子（例えばプロモーター、エンハンサー）、イントロ
ン、ＩＴＲ（ｓ）、選択可能なマーカー（例えば、抗生物質耐性）、ポリアデニル化シグ
ナル等の付加因子とを含む。
【００５９】
　ウイルスベクターは、ウイルスゲノムを含む１つ以上の核酸因子に由来するか又は該核
酸因子をベースとする。特定のウイルスベクターは、レンチウイルス、偽型レンチウイル
ス、及び、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター等のパーボウイルスベクターを含む。
さらに提供されるのは、変異体ＦＶＩＩＩポリペプチドをコードする核酸配列を含むベク
ターである。
【００６０】
　用語「組み換え体」は、例えば、レンチウイルス又はパーボウイルス（例えば、ＡＡＶ
）ベクター等の組み換え型ウイルスのように、ベクターの修飾語として、並びに、組み換
え型のポリヌクレオチド及びポリペプチドのように、配列の修飾語として、自然界では通
常生じない態様で構成が操作されていること（つまり、遺伝子操作されたこと）を意味す
る。ＡＡＶベクター等の組換えベクターの特別な例は、野生型ウイルス（例えば、ＡＡＶ
）のゲノム中に通常は存在しないポリヌクレオチドがウイルスゲノム中に挿入されたもの
であろう。組み換え型ポリヌクレオチドの一例は、ＦＶＩＩＩタンパクをコードする核酸
（例えば、遺伝子）がベクター中にクローンされたものであり、５’及び３’、並びに／
又は、遺伝子がウイルス（例えばＡＡＶ）ゲノム中で通常関連しているイントロン領域の
有無に拘わらない。用語「組み換え型」は、本明細書中において常にウイルス及びＡＡＶ
ベクター等のベクター並びにポリヌクレオチド等の配列に関して使用されるものではない
が、ポリヌクレオチドを含む組み換え型形態は、いかなるそのような省略に拘わらず明示
的に含まれる。
【００６１】
　組み換え型のウイルス「ベクター」又は「ＡＡＶベクター」は、ウイルス（例えばＡＡ
Ｖ）から野性型ゲノムを取り除くために分子法を使用すること、及び、ＦＶＩＩＩをコー
ドする核酸変異体配列等の非生来核酸で置換することによって、ＡＡＶ等のウイルスの野
性型ゲノムに由来する。ＡＡＶについては、典型的には、ＡＡＶゲノムの逆方向末端反復
（ＩＴＲ）配列の１つ又は両方が、ＡＡＶベクター中に保持されている。ウイルス（例え
ばＡＡＶ）ゲノムの核酸と比較して、ウイルスゲノムのすべて又は一部が、ＦＶＩＩＩを
コードする核酸変異体配列等のような非生来の配列で置換されているので、「組み換え型
」のウイルスベクター（例えばＡＡＶ）は、ウイルス（例えばＡＡＶ）のゲノムとは区別
される。従って、非生来の配列の組込は、ウイルスベクター（例えばＡＡＶ）を「組み換
え型」のベクターとして定義される。ＡＡＶの場合には「ｒＡＡＶベクター」と称するこ
とができる。
【００６２】
　組み換え型ベクター（例えば、レンチウイルス、パーボウイルス、ＡＡＶ）配列は、ゲ
ノム組込されてもよく、その後のエクスビボ、インビトロ又はインビボにおける細胞の感
染（トランスダクション）のための「粒子」と本明細書中において呼ばれる。組み換え型
ベクター配列がカプシドで包まれ又はＡＡＶ粒子中にゲノム組込される場合、その粒子を
「ｒＡＡＶ」と称してもよい。そのような粒子は、ベクターゲノムをキャプシドで包み又
は包装するタンパクを含む。特別な例には、ウイルスエンベロープタンパクが含まれ、Ａ
ＡＶの場合、カプシドタンパクが含まれる。
【００６３】
　ベクター「ゲノム」は、究極的にはゲノム組込されて又はキャプシドに包まれてウイル
ス（例えばＡＡＶ）粒子を形成する組み換え型プラスミド配列の一部を指す。組み換え型
のベクターを構築又は製造するために組み換え型のプラスミドが使用される場合、ベクタ
ーゲノムは、組み換え型のプラスミドのベクターゲノム配列に相当しない「プラスミド」
の一部を含まない。組み換え型プラスミドのこの非ベクターゲノム部分は、「プラスミド
バックボーン」とも呼ばれ、増殖及び組み替えウイルス生産に必要とされるが、それ自体
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がウイルス（例えばＡＡＶ）粒子中にゲノム組込又はキャプシド包装されないプロセスで
ある、プラスミドのクローニング及び増幅にとって重要である。従って、ベクター「ゲノ
ム」は、ウイルス（例えばＡＡＶ）によってゲノム組込される又はキャプシドに包まれる
核酸を指す。
【００６４】
　「導入遺伝子」は、細胞又は生命体の中へ導入された又は意図されている核酸を便宜的
に表すために本明細書中で使用されている。導入遺伝子は、ポリペプチド又はタンパク（
例えば、第ＶＩＩＩ因子）をコードする遺伝子等のような、あらゆる核酸を含む。
【００６５】
　遺伝子組み換えがある細胞では、遺伝子組み換えは、細胞のＡＡＶ、「トランスダクシ
ョン」又は「トランスフェクション」のようなベクター経由で導入された／移動された。
用語「形質導入する」及び用語「トランスフェクトする」は、細胞又は宿主生物中に核酸
のような分子を導入することを指す。導入遺伝子は、受容細胞のゲノム核酸に統合されて
もよいし、統合されなくてもよい。導入された核酸が受容細胞又は生命体の核酸（ゲノム
ＤＮＡ）中に統合された場合、導入された核酸は、その細胞又は生命体中に安定的に保持
され、子孫細胞若しくは生命体にさらに継承されるか又はその受容細胞若しくは生命体の
子孫となる細胞若しくは生命体に遺伝される。最後に、導入された核酸は、受容細胞又は
宿主生物において染色体外に又は単に一時的に存在してもよい。
【００６６】
　「形質導入された細胞」は導入遺伝子が導入された細胞である。従って、「形質導入さ
れた」細胞（例えば、哺乳動物中の、細胞又は組織又は器官細胞等）は、細胞中への外因
性分子（例えば、核酸（例えば、導入遺伝子））の組み込み後の細胞における遺伝的変更
を意味する。従って、「形質導入された」細胞は、外因性の核酸が導入された細胞又はそ
の子孫細胞である。その細胞を増殖させて、導入されたタンパクを発現させ又は核酸を転
写させることができる。遺伝子治療の用途及び方法については、形質導入細胞が被検体中
に存在していてもよい。
【００６７】
　「発現制御因子」は、作用可能に連結された核酸の発現に影響を与える核酸配列を指す
。プロモーター及びエンハンサー等の本明細書に記載されている発現制御因子を含む制御
因子、並びに、ＡＡＶベクターを含むベクター配列は、１つ以上の「発現制御因子」を含
んでいてもよい。典型的には、そのような因子は適切な異種起源のポリヌクレオチド転写
及び適切な翻訳を促進するために含まれている（例えば、プロモーター、エンハンサー、
イントロンのスプライシングシグナル、ｍＲＮＡのインフレーム翻訳を可能にする遺伝子
の正確なリーディングフレームのメンテナンス、及び、停止コドン等）。そのような因子
は、典型的にはシスで作用し、「シス作用」因子と呼ばれるが、トランスで作用すること
もできる。
【００６８】
　発現制御は、転写、翻訳、スプライシング、メッセージ安定性等のレベルで達成するこ
とができる。典型的には、転写を調整する発現制御因子は、転写される核酸の５’末端の
近く（つまり「上流に」）に並置される。発現制御因子は、転写配列の３’端末に（つま
り、「下流である」）又は転写物（例えば、イントロン中）中に位置していてもよい。発
現制御因子は、転写配列に隣接していてもよいし、又は、転写配列から距離（例えば、そ
のポリヌクレオチドから１～１０個、１０～２５個、２５～５０個、５０～１００個、１
００～５００個、又は、それより多いヌクレオチド）があってもよく、相当な距離があっ
てもよい。しかし、ＡＡＶベクター等の特定のベクターの長さ制約のために、発現制御因
子は転写される核酸から典型的には１～１０００個の範囲内のヌクレオチド内に存在する
であろう。
【００６９】
　機能的に、作用可能に連結した核酸の発現は、その因子が核酸の転写および適切に転写
物の翻訳を調整するように、その因子（例えば、プロモーター）によって少なくとも部分
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的に制御可能である。発現制御因子の具体例は、プロモーターであり、通常は転写配列（
例えば、核酸変異体をコードする第ＶＩＩＩ因子）（ＦＶＩＩＩ）の５’に位置する。プ
ロモーターは、典型的には、プロモーターが存在しない場合に発現される量と比較して、
作用可能に連結した核酸からの発現量を増加させる。
【００７０】
　本明細書で使用されているように、「エンハンサー」は、異種起源のポリヌクレオチド
に隣接して位置する配列を指すことができる。エンハンサー因子は、典型的にはプロモー
ター因子の上流に位置するが、そうでなくても機能し、配列（例えば、第ＶＩＩＩ因子（
ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体）の下流又は当該配列中に位置していてもよい。従
って、エンハンサーは、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体の上流又
は下流の１００塩基対、２００塩基対又は３００以上の塩基対の位置に存在していてもよ
い。エンハンサー因子は、典型的には、プロモーター因子によって与えられる発現を超え
て、作用可能に連結した核酸の発現量を増加させる。
【００７１】
　発現構築物は、特定の細胞種又は組織種において発現させるように機能する制御因子を
含んでいてもよい。発現制御因子（例えば、プロモーター）は、本明細書中において「組
織特異的発現制御因子／プロモーター」と称され、特定の組織種又は細胞種において活性
なものを含む。組織特異的発現制御因子は、典型的には、特定の細胞又は組織（例えば肝
臓）において活性である。発現制御因子は、転写活性化因子タンパク、又は、特定の細胞
種、組織種若しくは器官種に対してユニークである転写の他のレギュレータによって認識
されるので、典型的には特定の細胞、組織又は器官において活性である。そのような制御
因子は、当業界者に公知である（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、（１９８９）及びＡｕｓ
ｕｂｅｌら（１９９２）参照）。
【００７２】
　本発明の発現構築物中への組織特異的制御因子の組み込みは、変異体ＦＶＩＩＩ又はそ
の機能性フラグメントの発現のための少なくとも部分的な組織指向性を与える。肝臓にお
いて活性なプロモーターの例は、特に、ＴＴＲプロモーター、ヒトアルファ１抗トリプシ
ン（ｈＡＡＴ）プロモーター；アルブミン、Ｍｉｙａｔａｋｅら、Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．，
　７１：５１２４－３２（１９９７）；Ｂ型肝炎ウイルス・コア・プロモーター、Ｓａｎ
ｄｉｇら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　３：１００２－９（１９９６）；アルファフェトプロ
テイン（ＡＦＰ）、Ａｒｂｕｔｈｎｏｔら、Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ．　Ｔｈｅｒ．，　７：
１５０３－１４（１９９６）である。肝臓において活性なエンハンサーの一例は、アポリ
ポタンパクＥ（ａｐｏＥ）ＨＣＲ－１及びＨＣＲ－２（Ａｌｌａｎら、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．
　Ｃｈｅｍ、２７２：２９１１３－１９（１９９７））である。
【００７３】
　発現制御因子は、さらに多くの異なる細胞種においてポリヌクレオチドを発現させるこ
とができる、どこにでも存在する又は広域に存在するプロモーター／エンハンサーを含む
。そのような因子は、限定されるものではないが、サイトメガロウィルス（ＣＭＶ）即時
初期プロモーター／エンハンサー配列、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）プロモーター／エ
ンハンサー配列及び、様々な哺乳動物細胞種において活性なその他のウイルスのプロモー
ター／エンハンサー、又は、天然には存在しない合成因子（例えば、Ｂｏｓｈａｒｔら、
Ｃｅｌｌ，　４１：５２１－５３０（１９８５）参照）、ＳＶ４０プロモーター、ジヒド
ロ葉還元酵素プロモーター、細胞質β－アクチンプロモーター、及び、ホスフォグリセロ
ールキナーゼ（ＰＧＫ）プロモーターを含む。
【００７４】
　発現制御因子は、制御可能な態様で発現を与えることもできる。すなわち、シグナル又
は刺激は、作用可能に連結した異種起源のポリヌクレオチドの発現を増加又は減少させる
。シグナル又は刺激に応答して作用可能に連結されたポリヌクレオチドの発現を増加させ
る制御因子は、「誘導可能因子」（つまり、シグナルによって誘導される）とも呼ばれる
。特別な例は、限定されるものではないが、ホルモン（例えばステロイド）誘導プロモー
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ターを含む。典型的には、そのような因子によって与えられる増加又は減少は、存在する
シグナル又は刺激の量に比例する。シグナル又は刺激の量が大きいほど、発現の増加又は
減少が大きい。特別な非限定的な例は、亜鉛誘導性ヒツジメタロチオニン（ＭＴ）プロモ
ーター；ステロイドホルモン誘導性マウス乳腺腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）プロモーター；
Ｔ７ポリメラーゼ・プロモーター・システム（ＷＯ９８／１００８８）；テトラサイクリ
ン抑制性システム（Ｇｏｓｓｅｎら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　
ＵＳＡ，　８９：５５４７－５５５１　（１９９２））；テトラサイクリン誘導系（Ｇｏ
ｓｓｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ．２６８：１７６６－１７６９（１９９５）参照；Ｈａｒｖ
ｅｙ，ら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．２：５１２－５１８（１９９８）
参照）；ＲＵ４８６誘導系（Ｗａｎｇら、Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　１５：２３９－
２４３　（１９９７）及びＷａｎｇら、．，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　４：４３２－４４
１　（１９９７））；及び、ラパマイシン誘導系（Ｍａｇａｒｉら、Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　
Ｉｎｖｅｓｔ．　１００：２８６５－２８７２（１９９７）；Ｒｉｖｅｒａら、Ｎａｔ．
　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ．　２：１０２８－１０３２（１９９６））を含む。この文脈におい
て有用なその他の調節可能な制御因子は、特定の生理的状態（例えば、温度、急性期、発
達）によって制御されるものである。
【００７５】
　発現制御因子は、異種起源のポリヌクレオチドのための天然の因子をさらに含む。異種
起源のポリヌクレオチドの発現が天然の発現を模倣することが望まれる場合、天然の制御
因子（例えば、プロモーター）を使用してもよい。異種起源のポリヌクレオチドの発現が
一時的に若しくは発展的に、又は、組織特異性態様で若しくは特定の転写刺激に応じて制
御されることになる場合、天然の因子を使用してもよい。イントロン、ポリアデニル化部
位又はコザック（Ｋｏｚａｋ）コンセンサス配列のような他の天然の発現制御因子を使用
することもできる。
【００７６】
　「作用可能に連結した」との用語は、コーディング配列の発現に必須な制御配列が、当
該コーティング配列の発現を達成するように当該コーティング配列に対して適切な位置に
置かれることを意味する。この同じ定義は、発現ベクター中のコーディング配列及び転写
制御因子（例えば、プロモーター因子、エンハンサー因子及びターミナル因子）の配置に
時々適用される。この定義は、ハイブリッド核酸分子が生成される場合の第１の核酸配列
及び第２の核酸分子の核酸配列の配置にも時々適用される。
【００７７】
　核酸と作用可能に連結した発現制御因子の例において、その関係は、制御因子が核酸の
発現を調整する状態である。より詳しくは、例えば、作用可能に連結した２つのＤＮＡ塩
基配列は、２つのＤＮＡ塩基配列の少なくとも１つが他方の配列に対して生理的影響を及
ぼすことができる関係で２つのＤＮＡが（シス又はトランスで）配置されることを意味す
る。
【００７８】
　従って、ベクターのためのさらなる因子は、限定されるものではないが、発現制御（例
えば、プロモーター／エンハンサー）因子、転写終結シグナル又は停止コドン、５’又は
３’ の非翻訳領域（例えば、ポリアデニル化（ｐｏｌｙＡ）配列）であって、ＡＡＶ　
ＩＴＲ配列又はイントロンの１つ以上のコピー等の配列に隣接する因子を含む。
【００７９】
　さらなる因子は、例えば、ゲノム組込を改善し、核酸コンタミの存在を低減させるため
のフィラーポリヌクレオチド配列又はスタッファーポリヌクレオチド配列を含む。ＡＡＶ
ベクターは、典型的には、おおよそ約４ｋｂから約５．２ｋｂ又はわずかに大きい範囲の
サイズを有するＤＮＡ挿入物を受け入れる。従って、短い配列に関しては、その長さをウ
イルスゲノム配列の正常な大きさの近く又はその正常な大きさに調節するためのスタッフ
ァー又はフィラーの組み込みは、ウイルス粒子中へのＡＡＶベクターゲノム組込のために
許容可能である。いくつかの実施形態において、フィラー／スタッファー核酸配列は、核
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酸の翻訳されていない（非タンパクコード）セグメントである。４．７ｋｂ未満の核酸配
列に関して、フィラーポリヌクレオチド配列又はスタッファーポリヌクレオチド配列は、
その配列と結合した（例えば、ベクターに挿入された）場合、約３．０－５．５Ｋｂ、約
４．０－５．０Ｋｂ、又は、約４．３－４．８Ｋｂの全体長さを有する。
【００８０】
　イントロンは、ウイルス粒子中にＡＡＶベクターゲノムを組み込むための長さを達成す
るために、フィラーポリヌクレオチド配列又はスタッファーポリヌクレオチド配列として
機能することもできる。フィラーポリヌクレオチド配列又はスタッファーポリヌクレオチ
ドとして機能するイントロン及びイントロンのフラグメントは、発現を増強することもで
きる。
【００８１】
　「止血関連疾患」というフレーズは、血友病Ａ等の出血性疾患、阻害抗体を有する血友
病Ａ患者、凝固因子ＶＩＩ、ＶＩＩＩ、ＩＸ及びＸ、ＸＩ、Ｖ、ＸＩＩ、ＩＩの欠失、フ
ォンビルブラント因子、合併したＦＶ／ＦＶＩＩＩ欠失、ビタミンＫエポキシド還元酵素
Ｃ１欠失、γ－カルボキシラーゼ欠失；外傷、損傷、血栓症、血小板減少症、脳卒中、凝
血異常、汎発性血管内凝固症候群（ＤＩＣ）と関連する出血；ヘパリン、低分子ヘパリン
、五糖類、ワルファリン、小分子抗血栓症（つまり、ＦＸａ阻害因子）に関連した過剰血
液凝固阻止、；及び、ベルナールースリエ症候群、グランツマン血小板無力症及びストレ
ージプール欠乏等の血小板障害を指す。
【００８２】
　用語「分離された」は、成分の修飾語として使用された場合、その成分が人の手によっ
て作られたものであるか、又は、その成分の天然のインビボ環境から完全に又は少なくと
も部分的に分離されていることを意味する。一般に、分離された成分は、例えば、１つ以
上のタンパク、核酸、脂質、炭水化物、細胞膜等のような通常はその成分に自然に伴う１
つ以上の物質が実質的に存在しない。
【００８３】
　本発明の核酸に関して、用語「分離された」は、由来する生命体の天然のゲノム（ゲノ
ムＤＮＡ）において（５’から３’方向において）すぐ隣に隣接している１つ以上の配列
から分離された核酸分子を表す。例えば、「分離された核酸」は、プラスミド若しくはウ
イルスベクター等のベクター中に挿入された又は原核生物若しくは真核生物のＤＮＡ中に
統合されたＤＮＡ又はｃＤＮＡの分子を含んでいてもよい。
【００８４】
　本発明のＲＮＡ分子に関して、用語「分離された」は、上記で定義されているように、
分離されたＤＮＡ分子によってコードされたＲＮＡ分子を主として表す。あるいは、この
用語は、「実質的に純粋な」形態（用語「実質的に純粋な」は以下で定義されている）で
存在する程度に天然状態（つまり、細胞中又は組織中で）において結びついているであろ
うＲＮＡ分子から十分に分離されたＲＮＡ分子を表すこともできる。
【００８５】
　タンパクに関して、用語「分離されたタンパク」又は用語「分離及び精製されたタンパ
ク」が本明細書において時々使用されている。この用語は、分離された核酸分子の発現に
よって生産されたタンパクを主として表す。あるいは、この用語は、「実質的に純粋な」
形態で存在する程度に、天然状態で結びついている他のタンパクから十分に分離されたタ
ンパクを表すこともできる。
【００８６】
　用語「分離された」は、人の手によって生産された組み合わせ（例えば、組み換え型の
ベクター（例えば、ｒＡＡＶ）配列）、又は、ベクターゲノムと医薬製剤を組込んだ又は
キャプシド化されたウイルス粒子）を除外するものではない。「分離された」という用語
は、ハイブリッド／キメラ、マルチマー／オリゴマー、修飾（例えば、リン酸化、グリコ
シレーション、脂質付加）若しくは誘導された形式、又は、人の手によって作られた宿主
細胞において発現された形態等のような、その成分の代替的な物理的形態を除外するもの
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ではない。
【００８７】
　「実質的に純粋な」という用語は、対象化合物（例えば、核酸、オリゴヌクレオチド、
タンパク等）を少なくとも５０～６０重量％含む調合物を表す。この調合物は、少なくと
も７５重量％又は約９０重量％～９９重量％の対象化合物を含んでいてもよい。純度は、
対象化合物に対して適切な方法（例えば、クロマトグラフ法、アガロース又はポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動、ＨＰＬＣ解析等）によって測定される。
【００８８】
　「から本質的になる」というフレーズは、特定のヌクレオチド配列又はアミノ酸配列に
言及する場合、与えられる配列番号の特性を有する配列を意味する。例えば、アミノ酸配
列に関して使用された時、このフレーズは、配列それ自体、及び、その配列の基本的特性
及び新規な特性に影響しない分子修飾を含む。
【００８９】
　「オリゴヌクレオチド」という用語は、本明細書で使用されているように、プライマー
及びプローブを表し、3個以上のように、２個以上リボ－又はデオキシリボヌクレオチド
から構成された核酸分子として定義される。オリゴヌクレオチドの正確なサイズは、様々
な要因、及び、オリゴヌクレオチドが使用される特定の用途に依存するであろう。
【００９０】
　「プローブ」という用語は、本明細書で使用されているようにオリゴヌクレオチド、ポ
リヌクレオチド又は核酸であって、ＲＮＡ又はＤＮＡのいずれであってもよく、精製され
た制限酵素消化において自然に生じるものであるか又は合成的に生産されるものであるか
に拘わらず、そのプローブに対して相補的な配列を有する核酸とアニールすることができ
る又は特異的にハイブリダイズすることができるものを表す。プローブは単鎖であっても
よいし、二本鎖であってもよい。プローブの正確な長さは、温度、プローブの源、及び、
使用の方法を含む多くの要因に依存するであろう。例えば、診断的適用については、ター
ゲット配列の複雑さに応じて、より少ないヌクレオチドを含んでいてもよいが、オリゴヌ
クレオチドプローブは、典型的には１５～２５個又はそれより多いヌクレオチドを含む。
【００９１】
　本明細書のプローブは、特定のターゲット核酸配列の異なる鎖に対して「実質的に」相
補的であるように選択されている。これは、プローブが、「特異的にハイブリダイズする
ことができる」又は所定の組み合わせ条件下で各ターゲット鎖とアニールすることができ
る程度に充分に相補的でなければならないことを意味する。従って、プローブ配列は、タ
ーゲットの正確な相補的配列を反映するものである必要はない。例えば、非相補的ヌクレ
オチド断片は、プローブの５’末端又は３’末端に結合してもよく、そのプローブ配列の
残りの部分がターゲット鎖に対して相補的であってもよい。あるいは、プローブ配列がタ
ーゲット核酸の配列に対して特異的にアニールするのに充分な相補性を有していれば、非
相補的塩基又はより長い配列をプローブ中に散在させてもよい。
【００９２】
　「特異的にハイブリダイズする」という用語は、当業界において一般に使用される所定
の条件下でそのようなハイブリダイゼーションを可能にするのに充分に相補的な配列の２
つの１本鎖核酸分子の間の関係を表す（場合によっては「実質的に相補的である」と称さ
れる）。特に、この用語は、本発明の一本鎖ＤＮＡ又は一本鎖ＲＮＡの分子内に含まれて
いる実質的に相補的な配列とのオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションを表し、非
相補的配列の１本鎖核酸とのオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションの本質的に除
外するものである。
【００９３】
　本明細書で使用されているように、「プライマー」という用語は、ＲＮＡ又はＤＮＡの
いずれかであり、一本鎖又は二本鎖であり、生物系に由来する、制限酵素消化によって生
成された又は合成的に生産されたオリゴヌクレオチドであり、適切な環境に置かれた場合
にテンプレート依存の核酸合成の開始因子として機能することができるオリゴヌクレオチ
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ドを表す。適切な核酸テンプレート、核酸の適切なヌクレオシド三リン酸前駆体、ポリメ
ラーゼ酵素、適切な補因子、並びに、適温及びｐＨ等の条件が与えられる場合、プライマ
ーは、プライマー伸長生成物を作成するためのポリメラーゼ又は同様な活性の作用により
、ヌクレオチドの追加によってその３’末端において延長することができる。
【００９４】
　プライマーは、適用の特定の条件及び要件に応じて、長さが変わってもよい。例えば、
診断的適用では、オリゴヌクレオチドプライマーは、典型的には、１５～２５個又はそれ
以上のヌクレオチド長さである。プライマーは、所望の伸張生成物の合成を準備するため
、すなわち、ポリメラーゼ又は類似酵素による合成の開始における使用のための適切な並
置におけるプライマーの３’ヒドロキシル部分を提供するのに充分な態様で所望のテンプ
レート鎖とアニールすることができるために、所望のテンプレートに対して充分に相補的
でなければならない。プライマー配列が所望のテンプレートの正確な相補体を表すことは
必要ではない。例えば、非相補的ヌクレオチド配列は、相補的プライマーの５’末端に対
して他の方法で付着してもよい。あるいは、プライマー配列が、伸張生成物の合成のため
にテンプレート・プライマー複合体を機能的に提供するように、所望のテンプレート鎖の
配列との充分な相補性を有していれば、非相補的塩基はオリゴヌクレオチドプライマー配
列内に散在していてもよい。
【００９５】
　「同一性」、「同族性」という用語及びこれらの文法的変形は、参照された２つ以上の
構成要素が、「並べた」配列である場合に、同じであることを意味する。従って、例とし
て、２つのポリペプチド配列が同一である場合、この２つのポリペプチド配列は、少なく
とも言及されている領域又は部分内では、同じアミノ酸配列を有する。２つのポリヌクレ
オチド配列が同一である場合、その２つのポリヌクレオチド配列は、少なくとも言及され
ている領域又は部分内では、同じポリヌクレオチド配列を有する。同一性は、配列の定義
されたエリア（領域又はドメイン）の全体にわたるものであってもよい。同一性の「エリ
ア」又は「領域」は、同じである２つ以上の言及された構成要素の一部分を表す。従って
、２つのタンパク又は核酸配列が、１つ以上の配列エリア又は領域にわたって同一である
場合、それらの２つのタンパク又は核酸配列は、その領域内で同一性を共有する。「並べ
た」配列は、複数のポリヌクレオチド又はタンパク（アミノ酸）配列を表し、参照配列と
比較して、欠損している又は追加された塩基又はアミノ酸（ギャップ）のための訂正をし
ばしば含む。
【００９６】
　同一性は、全長又は配列の一部にわたって延在していてもよい。特別な態様において、
パーセント同一性を共有する配列の長さは、２個、３個、４個、５個又はそれ以上の隣接
する核酸又はアミノ酸（例えば、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、１
３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個の隣接する核酸又はア
ミノ酸）である。さらなる特別の態様において、同一性を共有する配列の長さは、２１個
又はそれ以上の隣接する核酸又はアミノ酸（例えば、２１個、２２個、２３個、２４個、
２５個、２６個、２７個、２８個、２９個、３０個、３１個、３２個、３３個、３４個、
３５個、３６個、３７個、３８個、３９個、４０個の隣接する核酸又はアミノ酸）である
。さらなる特別な態様においては、同一性を共有する配列の長さは、４１個又はそれ以上
の隣接する核酸又はアミノ酸（例えば、４２個、４３個、４４個、４５個、４５個、４７
個、４８個、４９個、５０個の隣接する核酸又はアミノ酸）である。またさらなる特別な
態様において、同一性を共有する配列の長さは、５０個又はそれ以上の隣接する核酸又は
アミノ酸（例えば、５０～５５個、５５～６０個、６０～６５個、６５～７０個、７０～
７５個、７５～８０個、８０～８５個、８５～９０個、９０～９５個、９５～１００個、
１００～１１０個の隣接する核酸又はアミノ酸）である。
【００９７】
　本明細書に記載されているように、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変
異体は、野生型ＦＶＩＩＩをコードする核酸とは異なる（例えば、非野生型）が、野生型
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ＦＶＩＩＩをコードする核酸と配列同一性を示すであろう。ＣＯ１、ＣＯ２及びＣＯ／Ｃ
Ｏ３と表示されている、コドンが最適化されたＦＶＩＩＩコード核酸変異体において、ヌ
クレオチド配列レベルでは、コドン最適化されたＦＶＩＩＩコード核酸変異体は、典型的
には、野生型ＦＶＩＩＩコード核酸に対して、少なくとも約７０％同一であり、より典型
的には約７５％同一であり、さらに典型的には約８０％～８５％同一である。従って、例
えば、コドン最適化されたＦＶＩＩＩコード核酸変異体は、野生型ＦＶＩＩＩをコードす
る遺伝子に対して、又は、互いに対して（つまり、本明細書に開示されているＣＯ１対Ｃ
Ｏ２、ＣＯ１対ＣＯ３、ＣＯ２対ＣＯ３等）７５％～８５％同一性を有していてもよい。
【００９８】
　アミノ酸配列レベルでは、変異体ＦＶＩＩＩタンパク等の変異体は、約少なくとも７０
％同一であり、より典型的には約８０％同一であり、さらに典型的には約９０％以上同一
である。他の実施形態において、変異体ＦＶＩＩＩタンパク等の変異体は、参照配列（例
えば、Ｂドメインを有する又は有しない野生型ＦＶＩＩＩタンパク）に対して、少なくと
も９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％
又はそれ以上の同一性を有する。
【００９９】
　同一性を決定するために、変異体ＦＶＩＩＩ（ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体又は
ＦＶＩＩＩタンパク）がＢドメインを保持する場合、野生型のＦＶＩＩＩと同一性を比較
することが適切である。変異体ＦＶＩＩＩ（ＦＶＩＩＩをコードする核酸変異体又はＦＶ
ＩＩＩタンパク）がＢドメイン欠損を有する場合、Ｂドメイン欠損を有する野生型ＦＶＩ
ＩＩと同一性を比較することが適切である。
【０１００】
　「相同性」又は「相同」という用語は、２つ以上の言及されている構成要素が所定の領
域又は部位にわたって少なくとも部分的に同一性を共有することを意味する。相同性又は
同一性の「エリア、領域又はドメイン」は、２つ以上の言及されている構成要素が相同性
を共有しているか又は同一であることを意味する。従って、２つの配列が１つ以上の配列
領域にわたって同一である場合、それら２つの配列はこれらの領域において同一性を共有
する。「本質的な相同性」は、参照分子又は相同性を共有している当該参照分子の適切な
／対応する領域若しくは部分の構造又は機能（例えば、生物学的な機能又は活性）の１つ
以上の少なくとも部分的な構造又は機能を有し又は有すると予測される程度において、そ
の分子が構造的に又は機能的に保存されていることを意味する。
【０１０１】
　２つの配列間の同一性（相同性）又は「パーセント同一性」の範囲は、コンピュータプ
ログラム及び／又は数学アルゴリズムを使用して確認することができる。この発明の目的
のために、核酸配列の比較は、マディソン、ウィスコンシンのＧｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍ
ｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐから利用可能である、ＧＣＧウィスコンシン・パッケージ・バー
ジョン９．１を使用して行われる。便宜のために、配列同一性を比較するために、そのプ
ログラムによって指定されているデフォルトパラメータ（ｇａｐ　ｃｒｅａｔｉｏｎ　ｐ
ｅｎａｌｔｙ＝１、ｇａｐ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　ｐｅｎａｌｔｙ＝４）を使用すること
が本明細書において意図されている。あるいは、核酸配列及びアミノ酸配列の同一性及び
類似性のレベルを決定するために、デフォルトパラメータと共にギャップのある配列を使
用して、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎによって提供されるＢｌａｓｔｎ　２．０プログラム（ｎｃｂｉ．ｎ
ｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／のウェブサイトで見つけることができる；　Ａｌｔ
ｓｃｈｕｌら、１９９０，　Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２１５：４０３－４１０）を使用し
てもよい。ポリペプチド配列比較のために、ＢＬＡＳＴＰアルゴリズムは、典型的には、
ＰＡＭ１００、ＰＡＭ２５０、ＢＬＯＳＵＭ６２又はＢＬＯＳＵＭ５０等のスコアリング
マトリックスと組み合わせて使用されるＦＡＳＴＡ（例えば、ＦＡＳＴＡ２とＦＡＳＴＡ
３）及びＳＳＥＡＲＣＨ配列比較プログラムも同一性の程度を定量するために使用される
（Ｐｅａｒｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８５：２４４
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４（１９８８）；Ｐｅａｒｓｏｎ，　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．　１３２：１
８５（２０００）；及び、Ｓｍｉｔｈら、Ｊ．　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１４７：１９５（１
９８１））。ドローネーをベースとした位相写像を使用した、タンパク構造類似性を定量
するためのプログラムも開発されている（Ｂｏｓｔｉｃｋら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐ
ｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．　３０４：３２０　（２００３））。
【０１０２】
　本発明の第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体を含む、核酸分子、発
現ベクター（例えば、ベクターゲノム）、プラスミドは、組み換えＤＮＡ技術を使用する
ことによって調製されてもよい。ヌクレオチド配列情報が入手可能であることは、様々な
手段による本発明の分離された核酸分子の調製を可能にする。例えば、第ＶＩＩＩ因子（
ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体は、細胞発現又はインビトロ翻訳並びに化学合成技
術を通じて、様々な標準的クローニング組み換えＤＮＡ技術を使用して作ることができる
。ポリヌクレオチドの純度は、シーケンシング、ゲル電気泳動等によって測定することが
できる。例えば、核酸は、ハイブリダイゼーション又はコンピュータベースのデータベー
ス・スクリーニング技術を使用して分離することができる。そのような技術は、（１）相
同性ヌクレオチド配列を検知するプローブを用いたゲノムＤＮＡ又はｃＤＮＡライブラリ
ーのハイブリダイゼーション、（２）例えば、発現ライブラリーを使用した、共有された
構造的特徴を有するポリペプチドを検知する抗体スクリーニング、（３）対象核酸配列に
対してアニールすることができるプライマーを使用したゲノムＤＮＡ又はｃＤＮＡに対す
るポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、（４）関連配列用の配列データベースのコンピュー
タ調査、（５）サブトラクション核酸図書館の差異のスクリーニングを含むが、これらに
限定されるものではない。
【０１０３】
　本発明の核酸は、任意の都合のよいクローニングベクター中にＤＮＡとして維持されて
もよい。１つの実施形態では、クローンは、適切な大腸菌宿主細胞中で増殖するｐＢｌｕ
ｅｓｃｒｉｐｔ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、ラ・ホーヤ、カリフォルニア）等のプラスミド
・クローニング／発現ベクター中に維持される。あるいは、核酸は、哺乳動物細胞中の発
現に適したベクター中に維持されてもよい。翻訳後修飾が凝固機能に影響する場合、核酸
分子は哺乳動物細胞中で発現されてもよい。
【０１０４】
　本発明の第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体は、ｃＤＮＡ、ゲノム
ＤＮＡ、ＲＮＡ及びそのフラグメントを含み、一本鎖又は二本鎖であってもよい。従って
、この発明は、本発明の核酸の少なくとも１つの配列とハイブリダイズすることができる
配列を有するオリゴヌクレオチド（ＤＮＡ又はＲＮＡのセンス鎖又はアンチセンス鎖）を
提供する。そのようなオリゴヌクレオチドは、ＦＶＩＩＩ発現を検知するためのプローブ
として有用である。
【０１０５】
　ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する又は有しないＦＶＩＩ
Ｉポリペプチド変異体を任意にコードする、Ｂドメインが削除された本発明のコドン最適
化ＦＶＩＩＩコード核酸変異体、又は、ここに記載されているいずれかの機能性フラグメ
ントは、既知の方法に従って様々な方法で調製されてもよい。このタンパクは適切なソー
ス（例えば、形質転換されたバクテリア若しくは動物、又は、遺伝子操作されたＦＶＩＩ
Ｉを発現する培養細胞又は培養組織）から免疫親和性精製によって精製されてもよい。
【０１０６】
　ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する又は有しないＦＶＩＩ
Ｉポリペプチド変異体を任意にコードする本発明のＦＶＩＩＩコード変異体核酸分子、又
は、ここに記載されているいずれかの機能性フラグメントの利用は、当業界で公知のイン
ビトロ発現方法を用いてＦＶＩＩＩの生産を可能にする。例えば、ｃＤＮＡ又は遺伝子は
、インビトロ転写用のｐＳＰ６４又はｐＳＰ６５等の適切なインビトロ転写ベクター中に
クローンされてもよく、その後に、コムギ麦芽又はウサギ網状赤血球抽出液等のような適
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切な無細胞翻訳系における無細胞翻訳を行ってもよい。インビトロの転写系及び翻訳系は
、例えば、Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ（Ｍａｄｉｓｏｎ、ウィスコンシン又はＢＲ
Ｌ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、メリーランド）から市販により入手可能である。
【０１０７】
　あるいは、一実施形態によれば、適切な原核生物発現系又は真核生物発現系における発
現によって大量のＦＶＩＩＩが生産されてもよい。例えば、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ
）をコードする核酸変異体の一部分又はすべては、例えば、大腸菌等の細菌細胞、又は、
ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、ＣＨＯ細胞若しくはＨｅＬａ細胞等の哺乳動物細
胞株における発現に適したプラスミドベクター中に挿入されてもよい。あるいは、一実施
形態において、ＦＶＩＩＩを含む、標識された融合タンパクを生成することができる。そ
のような標識されたＦＶＩＩＩ融合タンパクは、ＤＮＡ分子の一部分又はすべてによって
コードされ、正確なコドンリーディングフレームにおいて、大腸菌のような細菌細胞、又
は、酵母細胞及び哺乳動物細胞を含むがそれらに限定されない真核細胞における発現に適
したプラスミドベクター中に挿入される所望のポリペプチドタグの一部分又はすべてをコ
ードするヌクレオチド配列に連結される。
【０１０８】
　本明細書に記載されているようなベクターは、宿主細胞中でのコードされるタンパクの
発現を可能にするような態様で配置された、宿主細胞におけるＤＮＡの発現に必要な制御
因子を含む。発現のために必要なそのような制御因子は、本明細書に記載されている及び
当業者に知られているプロモーター配列、エンハンサー配列及び転写開始配列を含むが、
それらに限定されるものではない。
【０１０９】
　組み換え型の原核生物系又は真核細胞系における遺伝子発現によって生産される本明細
書に開示されている変異体ＦＶＩＩＩタンパクを任意にコードする第ＶＩＩＩ因子（ＦＶ
ＩＩＩ）コード核酸変異体は、当業界で知られている方法によって精製されてもよい。一
実施形態において、市販の発現／分泌システムを使用することができる。それによって組
換え型タンパクが発現され、その後、宿主細胞から分泌されて、容易に周囲媒質から精製
することができる。発現／分泌ベクターが使用されない場合、代替的アプローチは、組換
え型タンパクに対して特異的に結合する抗体との免疫学的相互作用によるもの等のような
アフィニティ分離、又は、Ｎ末端又はＣ末端に６～８個のヒスチジン残基のタグを付けら
れた組換え型タンパクを分離するためのニッケルカラムによって組換え型タンパクを精製
することを含む。代替タグは、ＦＬＡＧエピトープ、ＧＳＴ又は赤血球凝集素エピトープ
で構成されてもよい。そのような方法は当業者に一般的に使用されている。
【０１１０】
　前記方法によって調製されたＦＶＩＩＩタンパクは、標準的手順によって分析されても
よい。例えば、そのようなタンパクは既知の方法によって変化した凝固性について評価さ
れてもよい。
【０１１１】
　本明細書に開示されているように、本発明に従ってポリペプチドを生産する便利な方法
は、発現系において核酸を使用することによって、そのポリペプチドをコードする核酸を
発現することである。発明の方法のための実用的な様々な発現系は当業者に周知である。
【０１１２】
　従って、本発明は、（開示されているような）ポリペプチドを作る方法も提供し、その
方法は、そのポリペプチドをコードする核酸からの発現を含む（一般的には核酸）。これ
は、ポリペプチドの生産を生じさせるか又は可能にする適切な条件下で、そのようなベク
ターを含む宿主細胞を培養することによって都合よく達成することができる。ポリペプチ
ドはインビトロ系で生産されてもよい。
【０１１３】
　本発明の方法及び使用は、分裂細胞及び／又は非分裂細胞を含む宿主細胞中に核酸を届
ける（導入する）こと（形質導入すること）を含む。本発明の核酸、組換え型ベクター（
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例えば、ｒＡＡＶ）、方法、使用及び医薬製剤は、治療法として、必要性のある被検体に
対してタンパクを届ける、投与する、又は、提供する方法においてさらに有用である。こ
のように、核酸が複写され、タンパクが被検体においてインビボで生産されてもよい。被
検体はタンパク欠失を有しているので、又は、被検体におけるタンパクの生産が治療法と
して又はそうでなくてもある程度の治療効果を与えるかもしれないので、被検体はタンパ
クから利益を得るか又はタンパクを必要としてもよい。
【０１１４】
　レンチウイルス又はパーボウイルスベクター（例えばＡＡＶ）配列を含むベクター、組
み替えウイルス粒子、方法及び使用は、ＦＶＩＩＩの欠失又は異常に関連する１つ以上の
症状を治療又は改善する生物学的作用を有する第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードす
る核酸変異体を送達するために使用されてもよい。組み換え型のレンチウイルス又はパー
ボウイルスベクター（例えばＡＡＶ）配列、プラスミド、組み替えウイルス粒子、方法及
び使用は、ＦＶＩＩＩの欠失又は異常を含む又はそれによる様々な病状に対する治療を提
供するために使用されてもよい。
【０１１５】
　本発明の核酸、ベクター、組換えベクター（例えばｒＡＡＶ）及び組み替えウイルス粒
子方法並びに使用は、遺伝子疾患（例えばＦＶＩＩＩ欠失）の治療を可能にする。欠乏状
態疾患に関しては、置換療法のために正常遺伝子を罹患組織中に持っていくために、及び
、アンチセンス変異を使用してその病気用の動物モデルを作成するために、遺伝子導入を
使用することができる。アンバランスな病状に関しては、モデル系中で病状を作るために
、及び、その後にその病状を打ち消すために、遺伝子移入を使用することができるかもし
れない。欠損症を治療するための核酸配列の部位特異的な組込の使用が可能である。
【０１１６】
　特定の実施形態において、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例
えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコー
ドする核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有
する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれか
の機能性フラグメントは、例えば、血液凝固カスケードを調整する治療薬及び／又は予防
薬（タンパク又は核酸）として、又は、遺伝子中の導入遺伝子として使用されてもよい。
例えば、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体は、野生型ＦＶＩＩＩと
同様の凝固活性を有していてもよいし、又は、変異体ＦＶＩＩＩタンパク（例えば、ＰＡ
ＣＥ／フーリン切断部位変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコ
ードするコドン最適化核酸変異体）等のように、野生型ＦＶＩＩ又は機能性フラグメント
と比較して変化した凝固活性を有していてもよい。細胞をベースとした戦略は、血友病Ａ
患者において第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）コード核酸変異体又はＦＶＩＩＩタンパク変
異体の連続的な発現を可能にする。本明細書に開示されているように、ＦＶＩＩＩ分子の
特定の修飾（核酸及びタンパク）は、核酸レベルでの発現増加、ウイルス（例えばＡＡＶ
）ベクターによるゲノム組込効率の向上、タンパクレベルでの凝固活性及び安定性の向上
に帰着し、それによって止血を有効に改善する。
【０１１７】
　第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコード
するコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例えば
、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタン
パクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメントは、
本発明に従って様々な目的に使用されてもよい。一実施形態において、血液凝固を調整す
るための核酸伝達手段（つまり、発現ベクター）が提供される。前記発現ベクターは、本
明細書に記載されているような、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体
（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクを
コードする核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換
を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いず
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れかの機能性フラグメントを含む。患者に対するＦＶＩＩＩをコードする発現ベクターの
投与は、凝固カスケードを変更するように機能するＦＶＩＩＩタンパクの発現に帰着する
。本発明に従って、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体は、本明細書
に記載されているＦＶＩＩＩポリペプチド（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異
、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパク）又は機能性フラグメントであっ
て、その発現が止血を向上させるものをコードしてもよい。ある実施形態において、第Ｖ
ＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体は、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変
異、欠損若しくは置換を有するＦＶＩＩＩタンパク等のＦＶＩＩＩポリペプチド変異体又
はその機能性フラグメントをコードする。
【０１１８】
　本発明のさらなる実施形態において、組成物及び方法は、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ
）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変
異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位
の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化
核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメントを含むウイルスベクターを投与する
ために提供される。一実施形態において、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核
酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタ
ンパクをコードする核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若し
くは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又
は、いずれかの機能性フラグメントを含む発現ベクターは、ウイルスベクターである。
【０１１９】
　第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコード
するコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例えば
、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタン
パクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメントを含
む発現ベクターは、単独で投与されてもよいし、又は、止血を調整するのに有用な他の分
子と組み合わせて投与されてもよい。本発明によれば、発現ベクター又は治療薬の組み合
わせは、患者に対して単独で投与されてもよいし、又は、薬学的に許容可能な若しくは生
物学的適合性である組成で投与されてもよい。
【０１２０】
　ＡＡＶ血清型及びその変異体を含むレンチウイルス及びパーボウイルスベクター等のウ
イルスベクターは、エクスビボ、インビトロ及びインビボにおいて細胞中に核酸を送達す
るための手段を提供し、タンパクをコードし、細胞がコードされるタンパクを発現する。
ＡＡＶは、核酸／遺伝物質が細胞中に安定して維持されるように、細胞中に浸透して核酸
／遺伝物質を導入することができるので、ＡＡＶは、遺伝子治療ベクターとして有用なウ
イルスである。さらに、例えば、これらのウイルスは特定部位中に核酸／遺伝物質を導入
することができる。ＡＡＶはヒトにおける病原性の疾病に関係していないので、ＡＡＶベ
クターは、ＡＡＶ病理発生又は疾病を本質的に生じさせずに、ヒト患者に異種起源のポリ
ヌクレオチド配列（例えば治療用タンパク及び治療薬）を送達することができる。
【０１２１】
　本発明において使用することができるウイルスベクターは、多数の血清型のアデノ随伴
ウイルス（ＡＡＶ）ベクター及びハイブリッド／キメラのＡＡＶベクター（例えば、ＡＡ
Ｖ－１乃至ＡＡＶ－１２及びその他）、レンチウイルスベクター及びシュードタイプレン
チウイルスベクター［例えば、エボラウイルス、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、及び
、ネコ免疫不全ウイルス（ＦＩＶ）］、単純疱疹ウイルスベクター、アデノウイルスベク
ター（組織特異的プロモーター／エンハンサーの有無に拘わらない）、ワクシニアウイル
スベクター、レトロウイルスベクター、レンチウイルスベクター、非ウイルスベクター、
並びに、その他のものを含むが、これらに制限されるものではない。
【０１２２】
　ＡＡＶ及びレンチウイルス粒子は、有効な遺伝子送達のための媒体として、利益を与え
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るために使用されてもよい。そのようなウイルス粒子は、分裂細胞及び非分裂細胞に対す
る指向性を含むそのような応用のための多くの望ましい特徴を有する。これらのベクター
を用いた初期の臨床経験は継続的な毒性を示さず、また、免疫反応は最小又は非検出であ
った。ＡＡＶは、受容体依存性エンドサイトーシスによって又はトランスサイトーシスに
よってインビボ又はインビトロにおいて広範な様々の細胞種に感染することが知られてい
る。これらのベクターシステムは、網膜上皮、肝臓、骨格筋、気道、脳、関節及び造血幹
細胞をターゲットとして、ヒトにおいてテストされた。非ウイルスベクター、例えば、プ
ラスミドＤＮＡ又は小環をベースとしたものは、ＦＶＩＩＩをコードするような大きい遺
伝子のための好適な遺伝子移入ベクターである。
【０１２３】
　例えば、所望の遺伝子の複数のコピーを提供することができ、従って、その遺伝子のよ
り多くの生成物を提供することができるベクターを導入することが望ましい場合もある。
改良されたＡＡＶ、レンチウイルスベクター及びこれらのベクターを生産する方法は、Ｗ
ｒｉｇｈｔ　Ｊ．Ｆ．（Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　２０：６９８－７０６、２００９
）、フィラデルフィアの小児科病院で臨床のグレードベクターの生産に使用された技術を
含む多くの参考文献、特許及び特許出願に詳細に記載されている。レンチウイルスベクタ
ーはＣＨＯＰで生産されることもできる。他のベクターは、ＮＨＬＢＩ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒａｐｙ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｐｒｏｇｒａｍ　（ＧＴＲＰ）－Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
　Ｖｅｃｔｏｒ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｃｏｒｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙによる、レン
チウイルスベクター生産コア研究所を通して入手可能である。
【０１２４】
　従って、本発明の様々な実施形態において、ベクターは、アデノウイルスベクター等の
レンチウイルスベクター又はパーボウイルスベクターを含む。特定の実施形態において、
組換え型のベクターはパルボウイルスベクターである。パーボウイルスは一本鎖ＤＮＡゲ
ノムを有する小さいウイルスである。「アデノ随伴ウイルス」（ＡＡＶ）はパーボウイル
スファミリーに入っている
【０１２５】
　従って、本発明は、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、
ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする
核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変
異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能
性フラグメントを含むウイルスベクターを提供する。例えば、組み換え型のＡＡＶベクタ
ーは、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードするコドン最適化された核酸変異体（例え
ば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化された変異体）等のような、所望のタンパクを
コードする核酸（例えば、第ＶＩＩＩ因子）を含んでいてもよく、そのコードされるＦＶ
ＩＩＩタンパクは、任意にＢドメイン欠損、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸
変異体（例えば、コドンは、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有
する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化された核酸変異体）又はいずれ
かの機能性フラグメントを有する。従って、被検体（例えば、哺乳動物）に対するベクタ
ー送達又は投与は、ＦＶＩＩＩ（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化された核
酸変異体を介して）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例えば、ＰＡ
ＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクを
コードするコドン最適化された核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメントを、
哺乳動物（例えばヒト）等の被検体に対して提供する。
【０１２６】
　ベクターの直接送達又は身体への注入を後に伴うヒト細胞のエクスビボトランスダクシ
ョンは、ＦＶＩＩＩ発現をもたらし、それによって止血に有益な治療効果を及ぼす。本明
細書に記載されている第ＶＩＩＩ因子の文脈では、そのような投与は凝固促進活性を増強
する。
【０１２７】
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　ＡＡＶベクター及びレンチウイルスベクターは、典型的には、病理発生に関連したウイ
ルス遺伝子を含んでいない。そのようなベクターは、典型的には、例えばｒｅｐ遺伝子及
び／又はｃａｐ遺伝子のような野性型ＡＡＶ遺伝子の１つ以上が全体又は一部において削
除されているが、ＡＡＶベクター粒子中への組換えベクターの救助、複製及びゲノム組込
のために必要である場合には、少なくとも１つの機能を有する隣接したＩＴＲ配列を保持
している。例えば、ベクターの必須部分（例えば、ＩＴＲ因子及びとＬＴＲ因子）だけが
、それぞれ含まれている。従って、ＡＡＶベクターゲノムは、複製及びゲノム組込（例え
ば、機能的なＩＴＲ配列）のためにシスで必要とされる配列を含むだろう。
【０１２８】
　組み換え型のＡＡＶベクター並びにその方法及び用途はあらゆるウイルス株又は血清型
を含む。非限定的な例として、組み換え型のＡＡＶベクターは、例えば、ＡＡＶ－１、Ａ
ＡＶ－１０、ＡＡＶ－１１、ＡＡＶ－１２、ＡＡＶ－ｒｈ７４、ＡＡＶ－ｒｈ１０又はＡ
ＡＶ－２ｉ８等の任意のＡＡＶゲノムをベースとしていてもよい。そのようなベクターは
、同じ株又は同じ血清型（又はサブグループ又は変異体）をベースとしたものであっても
よいし、又は、互いに異なっていてもよい。非限定的な例として、１つの血清型ゲノムを
ベースとした組み換え型のＡＡＶベクターは、そのベクターを包むカプシドタンパクの１
つ以上と同一であってもよい。さらに、組み換え型のＡＡＶベクターゲノムは、そのベク
ターを包むＡＡＶカプシドタンパクの１つ以上とは異なるＡＡＶ（例えば、ＡＡＶ２）血
清型ゲノムをベースとしたものであってもよい。例えば、ＡＡＶベクターゲノムは、ＡＡ
Ｖ２をベースとしたものであってもよく、それに対して、３つのカプシドタンパクの少な
くとも１つは、例えば、ＡＡＶ１、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７
、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４若し
くはＡＡＶ－２ｉ８又はこれらの変異体であってもよい。
【０１２９】
　特定の実施形態において、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクターは、ＡＡＶ１、ＡＡ
Ｖ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡ
Ｖ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４及びＡＡＶ－２ｉ８、並びに、Ｗ
Ｏ２０１３／１５８８７９（国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０３７１７０）及びＷＯ２
０１５／０１３３１３（国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２０１４／０４７６７０）に記載されてい
るようなそれらの変異体（例えば、アミノ酸挿入、付加及び置換等のキャプシド変異体）
を含む。ＡＡＶ変異体は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ
６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、
Ｒｈ７４及びＡＡＶ－２ｉ８の変異体を含む。従って、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）を
コードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化された変異体）を
含む（キャプシド化された又は包まれた）ＡＡＶベクター及びＡＡＶ変異体（例えば、キ
ャプシド変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例えば、ＰＡＣ
Ｅ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコ
ードするコドン最適化された核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメントが提供
される。
【０１３０】
　ＡＡＶ及びＡＡＶ変異体（例えば、キャプシド変異体）の血清型（例えば、ＶＰ１、Ｖ
Ｐ２及び／又はＶＰ３配列）は、例えば、ＡＡＶ１－ＡＡＶ１２、Ｒｈ７４、又は、Ｒｈ
１０を含む他のＡＡＶ血清型とは異なっていてもよいし（例えば、ＡＡＶ１－ＡＡＶ１２
、Ｒｈ７４又はＲｈ１０の血清型のいずれかのＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３配列とは
異なっていてもよいし）、又は、異なっていなくてもよい。
【０１３１】
　本明細書で使用されているように、「血清型」という用語は、他のＡＡＶ血清型とは血
清学的に異なるキャプシドを有するＡＡＶを表すために使用される区別である。血清学的
な特殊性は、他のＡＡＶと比較して、１つのＡＡＶに対する抗体間の交差反応性の欠如に
基づいて決定される。そのような交差反応性の差は、通常、カプシドタンパク配列／抗原
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の決定要因における差による（例えば、ＡＡＶ血清型のＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３
の配列差による）。キャプシド変異体を含むＡＡＶ変異体が対照ＡＡＶ又は他のＡＡＶ血
清型とは血清学的に区別できない可能性に拘わらず、それらのＡＡＶ変異体は、対照ＡＡ
Ｖ血清型又は他のＡＡＶ血清型と比較して少なくとも１つのヌクレオチド又はアミノ酸残
基が異なっている。
【０１３２】
　従来の定義では、血清型は、中和活性についてすべての既存の血清型及び特徴づけられ
た血清型に対して特異的な血清に対して対象のウイルスをテストし、対象のウイルスを中
和する抗体が見つからなかったことを意味する。多数の分離された天然のウイルスが発見
され及び／又は多数のキャプシド変異体が生成されているので、既存の血清型のいずれか
との血清学的相違が存在する場合もあれば、存在しない場合もある。従って、新しいウイ
ルス（例えば、ＡＡＶ）が血清学的相違を有していない場合、この新しいウイルス（例え
ば、ＡＡＶ）は対応する血清型のサブグループ又は変異体であろう。多くの場合、キャプ
シド配列修飾を有する変異ウイルスが血清型の従来の定義に従って別の血清型を有してい
るかどうか判断するために、その変異ウイルスに対して中和活性に関する血清学的検査試
験を行わなければならない。従って、便宜のために及び反復を避けるために、「血清型」
という用語は、血清学的に区別されるウイルス（例えばＡＡＶ）及び血清学的に区別でき
ないウイルス（例えばＡＡＶ）であって、与えられた血清型のサブグループ又は変異体の
範囲内であるウイルスの両方を広く表す。
【０１３３】
　従って、ＡＡＶベクターは、特定の血清型に対して特徴的な遺伝子／タンパクの配列と
同一の遺伝子／タンパクの配列を含む。本明細書で使用されているように、「ＡＡＶ１と
関係するＡＡＶベクター」は、ＡＡＶ１を含む１つ以上のポリヌクレオチド配列又はポリ
ペプチド配列に対して本質的な配列同一性を有する１つ以上のＡＡＶタンパク（例えば、
ＶＰ１配列、ＶＰ２配列及び／又はＶＰ３配列）を表す。同様に、「ＡＡＶ８と関係する
ＡＡＶベクター」は、ＡＡＶ８を含む１つ以上のポリヌクレオチド配列又はポリペプチド
配列に対して本質的な配列同一性を有する１つ以上のＡＡＶタンパク（例えば、ＶＰ１配
列、ＶＰ２配列及び／又はＶＰ３配列）を表す。「ＡＡＶ－Ｒｈ７４と関係するＡＡＶベ
クター」は、ＡＡＶ－Ｒｈ７４を含む１つ以上のポリヌクレオチド配列又はポリペプチド
配列に対して本質的な配列同一性を有する１つ以上のＡＡＶタンパク（例えば、ＶＰ１配
列、ＶＰ２配列及び／又はＶＰ３配列）を表す。例えば、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３
、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ
１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４又はＡＡＶ－２ｉ８等の他の血清型に関連したそ
のようなＡＡＶベクターは、従って、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ
５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、
Ｒｈ１０、Ｒｈ７４及びＡＡＶ－２ｉ８から区別される１つ以上の配列を有していてもよ
いが、１つ以上の遺伝子及び／又はタンパクに対する本質的な配列同一性を示し、及び／
又は、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡ
Ｖ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４又はＡＡＶ
－２ｉ８（例えば、細胞／組織指向性等）の１つ以上の機能的特徴を有していてもよい。
例となる非制限的なＡＡＶ変異体は、ＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３のいずれかのキャ
プシド変異体を含む。
【０１３４】
　様々な例示的な実施形態において、参照血清型と関連するＡＡＶベクターは、ＡＡＶ１
、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９
、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４又はＡＡＶ－２ｉ８（例え
ば、ＶＰ１配列、ＶＰ２配列及び／又はＶＰ３配列等）の１つ以上に対して、少なくとも
８０％以上（例えば、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９
．１％、９９．２％、９９．３％、９９．４％、９９．５％等）の同一な配列を含んでい
るか又は当該配列からなるポリヌクレオチド、ポリペプチド又は部分配列を有する。
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【０１３５】
　本発明の組成物、方法及び使用は、ＡＡＶ配列（ポリペプチドとヌクレオチド）及びそ
の部分配列であって、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、
ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０又はＡ
ＡＶ－２ｉ８等の参照ＡＡＶ血清型に対して１００％未満の配列同一性を示すが、ＡＡＶ
１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ
９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４若しくはＡＡＶ－２ｉ８
、遺伝子又はタンパク等の既知のＡＡＶ遺伝子又はタンパクとは区別され、かつ、同一で
ないものを含む。一実施形態において、ＡＡＶポリペプチド又はその部分配列は、ＡＡＶ
１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ
９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４又はＡＡＶ－２ｉ８（例
えば、ＶＰ１、ＶＰ２及び／又はＶＰ３）等の任意の参照ＡＡＶ配列又はその部分配列に
対して、少なくとも７５％以上、例えば、８０％、８５％、８５％、８７％、８８％、８
９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、９９．１％、９９．２％、９９．３％、９９．４％、９９．５％等、又は、最大１
００％同一である配列を含んでいる又は当該配列からなる。特別な態様において、ＡＡＶ
変異体は、１個、２個、３個、４個、５個、５～１０個、１０～１５個、１５～２０個、
又は、それ以上のアミノ酸置換を有する。
【０１３６】
　ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８
、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４、ＡＡＶ－２ｉ
８、若しくは、変異体、関連するハイブリッド配列、及び、キメラ配列を含む組み換え型
のＡＡＶベクターは、機能を有する１つ以上のＡＡＶ　ＩＴＲ配列に隣接する１つ以上の
核酸配列（導入遺伝子）を含むように、当業者に知られている組み換え技術を使用して構
築することができる。
【０１３７】
　本発明の一実施形態において、ＰＡＣＥフーリン開裂認識部位の変異、欠損又は置換を
有するヒトＦＶＩＩＩ変異体等のようなＦＶＩＩＩポリペプチド変異体は、生物学的適合
性を有する担体中への注入を介して、例えば静脈内注射によって、患者に投与されてもよ
い。本発明のＰＡＣＥフーリン開裂認識部位の変異、欠損又は置換を有するヒトＦＶＩＩ
Ｉ変異体等のようなＦＶＩＩＩポリペプチド変異体は、分子の安定性を高めるために、任
意に、リポソーム中に入れられてもよいし、又は、他のリン脂質又はミセルと混合されて
もよい。ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損又は置換を有するＦＶＩＩＩタンパク
又は機能性フラグメントは、単独で投与されてもよいし、又は、止血を調整することがわ
かっている他の薬剤（例えば、Ｖ因子、因子Ｖａ又はそれらの誘導体）と組み合わせて投
与されてもよい。
【０１３８】
　ＰＡＣＥフーリン開裂認識部位の変異、欠損又は置換を有するヒトＦＶＩＩＩ変異体等
のようなＦＶＩＩＩポリペプチド変異体を送達するための適切な組成は、患者の病状及び
血流動態的状態を含むが、それらに限定されない様々な生理的変数の考察に基づいて医師
によって決定されてもよい。異なる適用及び投与経路のために適切な様々な組成は、当業
界において周知であり、以下に記載される。
【０１３９】
　ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損又は置換を有するＦＶＩＩＩ変異体等のよう
な精製されたＦＶＩＩＩタンパク又は機能性フラグメントを含む薬剤は、生理的に可能な
マトリクスを含み、医薬品製剤として調剤されてもよい。この薬剤は、実質的に知られて
いる先行技術方法を使用して調剤することができ、ＮａＣｌ、ＣａＣｌ2等の塩を含むバ
ッファー、並びに、グリシン及び／又はリジン等のアミノ酸と、６～８のｐＨ領域で混合
されてもよい。必要とされるまで、ＦＶＩＩＩ変異体を含む精製された製剤は、完成した
溶液の形態、又は、凍結乾燥若しくは急速冷凍された形態で格納することができる。
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【０１４０】
　製剤は凍結乾燥された形態で格納されてもよく、適切な再構成溶液を使用して視覚的に
透明な溶液中に溶解される。あるいは、本発明による製剤は、液状製剤として又は急速冷
凍された液体としても利用可能にすることができる。本発明による製剤は、任意に特別に
安定であり得える、つまり、投与又は送達の前に長時間にわたって溶解された形態に耐え
ることができる。
【０１４１】
　本発明による製剤は、ＦＶＩＩＩ活性が一成分の製剤の形態で、又は、ＦＶＩＩＩ活性
が他の成分と組み合わされた複数成分製剤の形態の医薬品製剤として利用可能にすること
ができる。精製されたタンパクを医薬品製剤に加工する前に、精製されたタンパクは、従
来の品質管理を受けて、症状の治療形態に作られる。特に、組み換え体の製造において、
精製された製剤は、ＥＰ０７１４９８７に記載されているように、細胞核酸、及び、発現
ベクターに由来する核酸が無いことについて試験される。
【０１４２】
　薬剤タンパク製剤は、数日間にわたって１日１回の注入又は最大３回／１日として、３
０～１００ＩＵ／ｋｇ（１ＩＵは１００ナノグラム／ｍｌである）の量で使用されてもよ
い。患者は、出血があれば病院で発病時に直ちに治療されてもよい。あるいは、患者は、
８～１２時間ごとに塊状注入を受けてもよく、あるいは、充分な改善が観察される場合に
は変異体ＦＶＩＩＩの１日１回の注入を受けてもよい。
【０１４３】
　本発明は、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩ
Ｉをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異
体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶ
ＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグ
メントを含む組成物であって、以下の属性の１つ以上を有するものを提供する。
１）細胞によって又は動物において発現増加を示す。
２）細胞によって分泌の増加を示す。
３）活性の増大を示す。例えば、凝固の向上によって反映される。
４）安定性の向上を示す。
５）ＡＡＶベクターによるゲノム組込の向上を示す。
【０１４４】
　従って、本発明の核酸、ベクター、組換えベクター（例えばｒＡＡＶ）及び組み替えウ
イルス粒子、並びに、他の組成物、作用物質、医薬品、生物製剤（タンパク）は、医薬組
成物に組み込まれてもよい。そのような医薬組成物は、他のものと比較してインビボ又は
エクスビボで被検体に対する投与及び送達に有用である。
【０１４５】
　特定の実施形態において、医薬組成物は、さらに、薬学的に許容できる担体又は賦形剤
を含む。そのような賦形剤は、それ自体がその組成物を受け取る個体に対して有害な免疫
反応を誘導せず、かつ、過剰な毒性がなく投与することができるあらゆる製薬剤を含む。
【０１４６】
　本明細書で使用されているように、「薬学的に許容できる」という用語及び「生理的に
許容できる」という用語は、生物学的に許容できる処方（ガス状、液体、固体、又は、そ
れらの混合物）であって、１つ以上の投与経路（インビボの送達又は接触）に適している
ものを意味する。「薬学的に許容できる」、「生理的に許容できる」組成物は、生物学的
に望ましくない又は他の点で望ましくないものではない材料である。例えば、その材料は
、望ましくない生物学的作用を本質的に生じさせずに、被検体に投与することができる。
従って、そのような医薬組成物は、例えば、核酸、ベクター、ウイルス粒子又はタンパク
を被検体に投与するために使用されてもよい。
【０１４７】
　薬学的に許容できる賦形剤は、水、食塩水、グリセロール、糖及びエタノール等の液体
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を含むが、これらに限定されるものではない。例えば、塩酸塩、臭化水素酸塩、リン酸塩
、硫酸塩等の鉱酸塩、及び、酢酸塩、プロピオン酸塩、マロン酸塩、安息香酸塩等の有機
酸の塩のような薬学的に許容できる塩がそこに含まれていてもよい。さらに、湿潤剤、乳
化剤、ｐＨ緩衝剤等の補助剤は、そのような賦形剤中に存在してもよい。
【０１４８】
　医薬組成物は、塩として提供されてもよく、塩酸、硫酸、酢酸、乳酸、酒石酸、リンゴ
酸、コハク酸等を含むがこれらに限定されない多数の酸を用いて作ることができる。塩は
、対応する遊離した塩基形態よりも、水性又はプロトン性溶媒においてより溶解する傾向
がある。他の場合では、製剤は、凍結乾燥されたパウダーであってもよく、１～５０ｍＭ
ヒスチジン、０．１％～２％スクロース、及び、２～７％マンニトールのいずれか又はす
べてを含んでいてもよく、ｐＨ４．５～５．５の領域では使用に先立ってバッファーと混
合される。
【０１４９】
　医薬組成物は、薬剤投与又はインビボの接触若しくは送達に適合する溶剤（水性又は非
水性）、溶液（水性又は非水性）、エマルジョン（例えば、水中油又は油中水）、懸濁液
、シロップ、エリキシル、分散媒体及び懸濁媒体、コーティング剤、等張性の吸収促進剤
又は吸収遅延剤を含む。水性及び非水性の溶媒、溶液及び懸濁液は、懸濁化剤と増粘剤を
含んでいてもよい。そのような薬学的に許容できる担体は、錠剤（コーティングされてい
る又はコーティングされていない）、カプセル剤（堅い又は柔らかい）、マイクロビーズ
、パウダー、果粒剤及び結晶を含む。補足的な活性化合物（例えば、保存剤、抗菌性、抗
ウイルス性及び抗真菌剤）が組成物中に組み込まれてもよい。
【０１５０】
　医薬組成物は、本明細書に記載されている又は当業者に知られているように、特別な投
与経路又は送達に適するように調剤されてもよい。従って、医薬組成物は、様々なルート
による投与に適した担体、希釈剤又は賦形剤を含む。
【０１５１】
　非経口投与に適した組成物は、活性化合物の水性・非水性の溶液、懸濁液又はエマルジ
ョンを含み、その製剤は、典型的に無菌であり、また、意図されるレシピエントの血液と
等張であってもよい。非制限的な例は、水、緩衝食塩水、ハンクス溶液、リンゲル液、デ
キストロース、フルクトース、エタノール、動物、植物油又は合成油を含む。水性の収入
懸濁液は、カルボキシルメチルセルロースナトリウム、ソルビトール又はデキストラン等
のような懸濁液の粘性を増加させる物質を含んでいてもよい。
【０１５２】
　さらに、活性化合物の懸濁液は、適切な油脂注入懸濁液として調製されてもよい。適切
な親油性の溶剤又は媒体は、ゴマ油等の脂肪油、オレイン酸エチル又はトリグリセリド等
の合成脂肪酸エステル、又は、リポソームを含む。また、懸濁液は、任意に、高度に濃縮
された溶液の調製を可能にする適切な安定剤又は化合物の溶解度を増加させる薬剤を含ん
でいてもよい。
【０１５３】
　助溶剤及び補助薬が製剤に加えられてもよい。助溶剤の非制限的な例は、例えば、イソ
プロピルアルコール等のアルコール；プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、
ポリプロピレングリコール、グリコールエーテル等のグリコール；グリセロール；ポリオ
キシエチレンアルコール、及び、ポリオキシエチレン脂肪酸エステルのように、水酸基又
は他の極性基を含む。補助薬は、例えば、ダイズレクチン及びオレイン酸等の界面活性剤
；トリオレイン酸ソルビタン等のソルビタンエステル；及び、ポリビニルピロリドンを含
む
【０１５４】
　医薬組成物が調製された後に、医薬組成物は適切な包装容器中に配置されて、治療のた
めにラベルされてもよい。ＦＶＩＩＩを含むベクター又はポリペプチドの投与のための、
そのようなラベルは、量、頻度、及び、投与の方法を含むであろう。
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【０１５５】
　本発明の医薬組成物、並びに、当該組成物、方法及び使用のための適切な送達システム
は、
当業界で知られている（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ
　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　（２００３）　２０版、Ｍａｃｋ　Ｐｕ
ｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ、ＰＡ；Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　（１９９０）　１８版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ、ＰＡ；Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｉｎｄｅｘ　（１
９９６）　１２版、Ｍｅｒｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ、Ｗｈｉｔｅｈｏｕ
ｓｅ、ＮＪ；Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｓｏｌｉｄ
　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　（１９９３），　Ｔｅｃｈｎｏｎｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉ
ｎｇ　Ｃｏ．，　Ｉｎｃ．，　Ｌａｎｃａｓｔｅｒ，　Ｐａ．；Ａｎｓｅｌ　ａｎｄ　Ｓ
ｔｏｋｌｏｓａ，　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｓ　（２０
０１）　１１版、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ、Ｂａ
ｌｔｉｍｏｒｅ、ＭＤ；及び、Ｐｏｚｎａｎｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．、Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　（１９８０），　Ｒ．　Ｌ．　Ｊｕｌｉａｎｏ，　ｅｄ．，
　Ｏｘｆｏｒｄ，　Ｎ．Ｙ．，２５３－３１５頁を参照されたい）。
【０１５６】
　本発明は、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩ
Ｉをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異
体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶ
ＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグ
メントを細胞又は動物のいずれかに導入する方法を提供する。特別な一実施形態において
、本発明は、止血を調整する方法を提供する。一実施形態において、１つの方法は、第Ｖ
ＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコ
ドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例えば、ＰＡ
ＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクを
コードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメントを含む核酸
送達手段（例えば、ＡＡＶベクター）と、前記ＦＶＩＩＩポリペプチドが個体（哺乳動物
等の患者又は被検体）中で発現される条件下での、前記個体の接触又は投与を含む。別の
一実施形態において、１つの方法は、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変
異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパ
クをコードする核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは
置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、
いずれかの機能性フラグメントを含む核酸送達手段（例えば、ＡＡＶベクター）を、前記
ＦＶＩＩＩポリペプチドが個体（哺乳動物等の患者又は被検体）中で発現される条件下で
、前記個体の細胞に供給することを含む。
【０１５７】
　先の記載から、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶ
ＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸
変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体
ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フ
ラグメントが、不足した、不十分な又は異常な血液凝固に関係する疾患の治療において使
用できることが理解される。
【０１５８】
　必要性のある被検体に対して十分な又は有効な量で、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）を
コードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体
第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変
異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸
変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメントを含む組成物を投与することができ、ま



(35) JP 2018-506261 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

た、本発明の方法及び使用を提供することができる。「有効な量」又は「十分な量」は、
１回投与又は複数回投与において、単独で又は組み合わせで、１つ以上の他の組成物（薬
品等の治療剤）、治療、プロトコル又は治療投与剤を用いて、被検体における、任意の継
続的な時間（長期又は短期）の検知できるレスポンス、被検体に期待される若しくは望ま
れる結果、又は、任意の持続時間（例えば、数分、数時間、数日、数ヶ月、数年、又は、
治癒した）にわたる任意の測定できる若しくは検知できる程度の利益を被検体に提供する
量を表す。
【０１５９】
　用量は、治療の対象とする疾病のタイプ、発病、進行、重症度、頻度、期間、又は、見
込み、望まれる臨床的終了点、以前の治療及び同時の治療、被検体の健康状態、年齢、性
別、人種又は免疫適格性、並びに、当業者によって評価される他の要因に応じて変化し得
る。治療若しくは療法のあらゆる副作用、合併症又は他のリスク因子、並びに、被検体の
状態によって示唆されるように、用量、数、頻度又は期間は、釣り合うように増加又は低
減されてもよい。当業者は、治療的利益又は予防的利点を与えるのに充分な量を提供する
のに必要な用量及びタイミングに影響を及ぼす可能性がある要因を理解するであろう。
【０１６０】
　治療効果を達成する用量、例えば、ベクターゲノム／体重１キログラム当たりの用量（
ｖｇ／ｋｇ）は、投与経路、治療効果を達成するために必要とされる異種起源のポリヌク
レオチド発現のレベル、治療される特定の疾患、ウイルスベクターに対する任意の宿主免
疫反応、異種起源のポリヌクレオチド若しくは発現産物（タンパク）に対する宿主免疫反
応、並びに、発現されるタンパクの安定性を含むが、これらに限定されないいくつかの要
因によって変化するであろう。当業者は、前述の要因及びその他の要因に基づいて、特定
の疾病又は疾患を有する患者を治療するためのｒＡＡＶ／ベクターゲノム用量範囲を決定
することができる。一般に、用量は、治療効果を達成するために、被検体の重量１キログ
ラム当たりのベクターゲノム（ｖｇ／ｋｇ）で、少なくとも１×１０8、又は、例えば、
１×１０9、１×１０10、１×１０11、１×１０12、１×１０13若しくは１×１０14又は
それ以上に及ぶであろう。マウスにおける１×１０10～１×１０11の範囲のＡＡＶ用量、
及び、イヌにおける１×１０12－１×１０13のＡＡＶ用量が有効であった。
【０１６１】
　例として血友病Ｂを使うと、概して言えば、治療効果を達成するためには、正常な個体
で見られる因子濃度の１％超の血液凝固因子濃度が、重傷の疾病表現型を中程度のものに
変化させるために必要であると信じられている。重傷の表現型は、関節損傷及び生命に危
険のある出血が特徴である。中程度の疾病表現型を穏やかなものに変えるためには、平均
５％を超える血液凝固因子濃縮が必要であると信じられている。そのような血友病の被検
体の治療に関して、典型的な用量は、所望の治療効果を達成するためには、被検体の重量
１キログラム当たり（ｖｇ／ｋｇ）で少なくとも１×１０10ベクターゲノム（ｖｇ）であ
り、又は、被検体の重量の１×１０10～１×１０11ｖｇ／ｋｇであり、又は、被検体の重
量あたり１×１０11～１×１０12ｖｇ／ｋｇであり、又は、被検体の重量あたり１×１０
12～１×１０13ｖｇ／ｋｇである。
【０１６２】
　病気の進行又は悪化を減少、低減、抑制、制限又は制御することが満足な結果ではある
が、治療のための（例えば、緩和する又は治療的利益若しくは改善を与える）ための「有
効な量」又は「十分な量」の用量は、典型的には、その病気の１つの、複数の又はすべて
の不利益な症状、結果、若しくは、合併症、例えば、その病気により引き起こされる又は
その病気に関連した１つ以上の不利益な症状、疾患、病気、病状、又は、合併症に対して
、測定可能な程度まで、反応を提供するのに有効である。
【０１６３】
　有効な量又は十分な量は、単一の投与で提供されてもよいが、単一の投与で提供する必
要はなく、複数の投与を必要としてもよく、また、単独で、又は、他の組成物（例えば、
医薬品）、治療、プロトコル又は治療計画と組み合わされて投与されてもよいが、そのよ
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うに投与される必要はない。例えば、被検体の必要性、治療する疾病又は（もしあれば）
治療の副作用のタイプ、状態及び重症度によって示唆されるように、用量は、釣り合うよ
うに増やしてもよい。さらに、与えられた被検体に有効又は十分であると考えるために、
そのような用量より多い及びそのような用量を越えたさらなる用量、量若しくは期間が含
まれていてもよく、又は、さらなる組成（例えば、医薬品又は薬剤）、治療、プロトコル
又は治療計画が含まれていてもよいので、第２の組成（例えば、別の薬剤又は作用物質）
、治療、プロトコル又は治療計画を伴わない一回の又は複数回の投与で与えられる場合で
も、有効な量又は十分な量が有効又は十分である必要はない。また、有効であると考えら
れる量は、凝固障害（例えば血友病Ａ）の治療のための組み換え型の凝固因子タンパク（
例えばＦＶＩＩＩ）の投与等のような、別の治療、治療計画又はプロトコルの使用の低減
をもたらす量を含む。
【０１６４】
　従って、本発明の方法及び使用は、特に、他の化合物、作用物質、薬、治療計画、治療
プロトコル、プロセス又は治療法の必要性が低減される方法及び使用を含む。例えば、血
液凝固疾病については、被検体中の不十分な又は不完全な（異常又は変異体の）内因性凝
固因子を補完するための組み換え型の凝固因子タンパクの投与が、与えられた被検体にお
いて頻繁がより少なく若しくはより少ない用量となるか又は無くなれば、本発明の方法又
は使用は治療的利益を有する。従って、本発明に従って、他の治療又は療法の必要性又は
使用を低減する方法及び使用が提供される。
【０１６５】
　有効な量又は十分な量は、治療されるすべてのあらゆる被検体において有効である必要
はなく、与えられるグループ又は集団において治療される被検体の大多数において有効で
ある必要もない。有効な量又は十分な量は、グループ又は一般人口ではなく、特定の被検
体において有効な又は十分な量を意味する。そのような方法には典型的であるが、与えら
れる治療の方法又は使用に対して、いくつかの被検体はより大きな反応を示し、いくつか
の被検体はより小さい反応を示し、いくつかの被検体は反応を示さない。
【０１６６】
　「緩和する」という用語は、被検体の疾病又はその症状における検出可能な若しくは測
定可能な改善又は潜在的な細胞応答を意味する。検出可能な又は測定可能な改善は、病気
の発生、頻度、重症度、進行、期間、若しくは、その病気によって引き起こされる合併症
若しくはその病気に関連した合併症における主観的若しくは客観的な減少、縮小、抑制、
抑制、限定又は制御、その病気の症状、根本的な原因若しくは結果における改善、又は、
その病気の好転を含む。例えば、ＨｅｍＡについては、有効な量は、被検体における急性
の出血症状の頻度又は重症度を低下させる量、例えば、又は、凝固分析によって測定され
るような凝固時間を低減する量になるであろう。
【０１６７】
　従って、本発明の医薬組成物は、意図した治療目的を達成する有効な量で有効成分が含
まれている組成物を含む。本発明において提供される技術及びガイダンスを使用して、熟
練した医師の能力の範囲内で治療的有効量の決定することが適切である。
【０１６８】
　治療用量は、他の要因のなかでも、被験者の年齢及び全身状態、異常な血液凝固表現型
の重症度、並びに、第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、Ｆ
ＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核
酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異
体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性
フラグメントの発現レベルを制御する制御配列の強さに依存するであろう。従って、ヒト
における治療的有効量は、ベクターをベースとしたＦＶＩＩＩ治療に対する個々の患者の
反応に基づいて医師によって決定される比較的に広い範囲になるであろう。
【０１６９】
　医薬組成物等のような組成物は、インビボの遺伝子をベースとした治療法若しくは細胞



(37) JP 2018-506261 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

をベースとした治療法によって、又は、患者の細胞若しくはドナーの細胞のエクスビボ修
飾によって、ＦＶＩＩＩ導入遺伝子の連続的な発現の誘導によって生物学的に活性なタン
パク（第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコ
ードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例
えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩ
タンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメント
）の生産を可能にするように被検体に送達されてもよい。特別な実施形態において、レシ
ピエントが治療的有効量のＦＶＩＩＩポリペプチドを生産することを可能にするのに十分
な遺伝物質を含む医薬組成物は、当該レシピエントの止血に影響を及ぼすことができる。
あるいは、本明細書に開示されているように、細胞内プロテアーゼ開裂認識部位（ＰＡＣ
Ｅ／フーリン）における１つ以上の変異、欠損又は置換を有するＦＶＩＩＩ等の有効量の
変異因子ＶＩＩＩポリペプチドは、必要性のある患者に直接注入されてもよい。
【０１７０】
　組成物は、単独で投与されてもよいし、又は、食塩水、緩衝食塩水、デキストロース及
び水を含むがこれらに限定されない任意の無菌の生物学的適合性を有する医薬品担体に入
れて投与することができる安定化化合物等のような少なくとも１つの他の薬剤と組み合わ
せて投与されてもよい。組成物は、患者に単独で投与されてもよいし、又は、止血に影響
を及ぼす他の薬剤（例えば、共因子）と組み合わせて投与されてもよい。
【０１７１】
　変異体因子ＶＩＩＩポリペプチドは、単独で又は他の薬剤と組み合わされて、投与若し
くは接触させてもよいし、又は、本明細書に記載されている適切な生物学的担体に入れて
患者に直接注入してもよい。第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例
えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコー
ドする核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有
する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれか
の機能性フラグメント等のようなＦＶＩＩＩをコードする変異体核酸配列を含む本発明の
発現ベクターは、予防的に及び／又は治療的に有効なレベルのＦＶＩＩＩポリペプチドを
達成し、任意に一定期間維持するために、様々な手段によって患者に投与されてもよい。
当業者は、特定の患者の治療的処置のために本発明のＦＶＩＩＩをコードする発現ベクタ
ーを使用するための特別なプロトコルを容易に決定できるであろう。
【０１７２】
　アデノウイルスベクターの生成及び患者への投与のプロトコルは、米国特許第５，９９
８，２０５；６，２２８，６４６；６，０９３，６９９；６，１００，２４２；及び、国
際特許出願ＷＯ９４／１７８１０及びＷＯ９４／２３７４４（これらは参照によって全体
が本明細書に組み込まれている）に記載されている。特に、例えば、ＡＡＶベクターは、
第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコードす
るコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタンパクをコードする核酸変異体（例えば、
ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若しくは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパ
クをコードするコドン最適化核酸変異体）、又は、いずれかの機能性フラグメント等のよ
うな核酸変異体によってコードされる第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）を、必要性のある患
者に届けるために使用される。
【０１７３】
　本発明のＡＡＶベクターにより運ばれる第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）をコードする核
酸変異体（例えば、ＦＶＩＩＩをコードするコドン最適化変異体）、変異体第ＶＩＩＩタ
ンパクをコードする核酸変異体（例えば、ＰＡＣＥ／フーリン切断部位の変異、欠損若し
くは置換を有する変異体ＦＶＩＩＩタンパクをコードするコドン最適化核酸変異体）、又
は、いずれかの機能性フラグメント等のような、核酸変異体によってコードされる第ＶＩ
ＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）は、あらゆる公知の手段によって患者に投与することができる。
【０１７４】
　本発明の方法及び用途は、全身的、局部的、若しくは、局所的、又は、例えば、注射又
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は注入によって等の任意の経路による送達及び投与を含む。対流強化送達（ｃｏｎｖｅｃ
ｔｉｏｎ－ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ）等のような他の送達方法が構想される
が、インビボでの医薬組成物の送達は、一般に、従来の注射器を使用した注射によって実
行されてもよい（例えば米国特許５，７２０，７２０参照）。例えば、組成物は、皮下、
表皮、皮内、鞘内、眼窩内、粘膜内、腹腔内、静脈内、胸膜腔内、動脈内、経口、肝内、
門脈内、又は筋肉内に届けられてもよい。投与の他の形式は、経口投与、経肺投与、坐剤
、及び、経皮的塗布を含む。血液凝固因子異常を有する患者の治療を専門とする臨床医は
、患者の病状及び治療の目的（例えば、血液凝固の強化又は減少）を含むがこれらに限定
されない多くの基準に基づいて、ＦＶＩＩＩ核酸配列を含むアデノウイルス随伴ベクター
を投与するための最適ルートを決定することができる。
【０１７５】
　本発明の方法及び使用は、望まれる治療的な、有益な、付加的な、相乗効果的な、補足
的な活性又は効力を有するあらゆる化合物、作用物質、薬剤、治療、又は、他の治療計画
若しくはプロトコルと組み合わせることができる。典型的な組み合わせの組成物及び治療
は、生物製剤（タンパク）、作用物質、及び、医薬品等の第２の活性成分を含む。そのよ
うな生物製剤（タンパク）、作用物質、医薬品、治療及び療法は、例えば、ＨｅｍＡ等の
血液凝固疾病のために被検体を治療する治療方法等のような、本発明のあるいは他の方法
又は使用に先立って、当該方法又は使用と実質的に同時に、又は、当該方法又は使用の後
で、投与又は実行されてもよい。
【０１７６】
　化合物、作用物質、薬剤、治療又は他の治療計画若しくはプロトコルは、組み合わせの
組成物として投与することもできるし、又は、核酸、ベクター、組換え型ベクター（例え
ばｒＡＡＶ）又は組み替え型ウイルス粒子の送達又は投与と同時に、又は、シリーズで若
しくは連続して（先に又は後で）等のように、別々に投与することもできる。従って、本
発明は、本明細書に記載されている又は当業者に公知であるあらゆる化合物、作用物質、
薬剤、治療規制、治療プロトコル、プロセス、治療法又は組成物との組み合わせで、本発
明の方法及び使用を提供する。化合物、作用物質、薬剤、治療計画、治療プロトコル、プ
ロセス、治療法又は組成物は、被検体に対する本発明の核酸、ベクター、組換え型ベクタ
ー（例えばｒＡＡＶ）又は組み替え型ウイルス粒子の投与に先立って、これらと実質的に
同時に、又は、これらの後で、投与又は実行することができる。
【０１７７】
　本発明はヒト及び獣医学の応用を含む動物において有用である。従って、適切な被検体
は、ヒト及びヒト以外の哺乳動物等のような哺乳動物を含む。「被検体」という用語は、
動物を表し、典型的には、ヒト、ヒト以外の霊長類（類人猿、テナガザル、ゴリラ、チン
パンジー、オランウータン、マカク）、家畜家禽（イヌ及びネコ）、家畜、（ニワトリ及
びアヒル等の飼鳥類、馬、雌牛、ヤギ、羊、ブタ）、及び、実験動物（マウス、ラット、
ラビット、モルモット）等の哺乳動物を表す。ヒト被検体は、胎児、新生児、幼児、若年
者及び成人の被検体を含む。被検体は、家畜病モデル、例えば、ＨｅｍＡ及び当業者に知
られている他のもの等のようなマウス、及び、血液凝固疾病の他の動物モデルを含む。
【０１７８】
　本発明による治療に適切な被検体は、機能遺伝子生成物（例えばＦＶＩＩＩタンパク）
の不十分な量を有する若しくは生産するリスクがあるもの又は当該機能遺伝子生成物が欠
損しているもの、又は、異常な、部分的に機能する、若しくは、機能しない遺伝子産物（
例えばＦＶＩＩＩタンパク）を生産するものであって、疾病に至り得るものを含む。また
、本発明による治療に適切な被検体は、病気に結びつく異常な、不完全な（変異体の）遺
伝子産物（タンパク）を有する又は生産するリスクのあるものであって、その異常な又は
不完全な（変異体の）遺伝子産物（タンパク）の量、発現又は機能の減少がその病気の治
療、又は、その病気の１つ以上の症状の低減若しくは緩和に結びつくものを含む。従って
、ターゲット被検体は、血友病患者（例えば血友病Ａ）等のような、異常な、不十分な血
液凝固因子を生産している被検体、又は、血液凝固因子が欠損している被検体を含む。
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【０１７９】
　本発明による治療に適切な被検体は、ＡＡＶに対する抗体を有する又は生産するリスク
があるものを含む。ＡＡＶベクターは、いくつかの技術を使用してそのような被検体に投
与又は送達することができる。例えば、空のカプシドＡＡＶ（つまり、ＦＶＩＩＩ核酸が
無いＡＡＶ）は、被検体のＡＡＶ抗体に結合させるために送達することができ、それによ
ってＦＶＩＩＩ核酸を運ぶＡＡＶベクターが被検体の細胞を形質転換できるようにする。
投与する空のカプシドＡＡＶの量は、特定の被検体において生産されるＡＡＶ抗体の量に
基づいて調整することができる。空のカプシドは、例えば、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ
３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９）、ＡＡＶ１０、Ａ
ＡＶ１１、ＡＡＶ１２、Ｒｈ１０、Ｒｈ７４又はＡＡＶ－２ｉ８等のような、任意のＡＡ
Ｖ血清型であってもよい。
【０１８０】
　代替的に又は付加的に、ＡＡＶベクターは、直接の筋肉内注射（例えば、筋肉の１つ以
上の遅筋線維）によって送達することができる。別の選択肢では、肝動脈経由で肝臓にＡ
ＡＶベクターを届けるために、大腿動脈へ導入されたカテーテルを使用することができる
。肝臓にＡＡＶベクターを直接送達するために、内視鏡的逆行性胆道膵管造影（ＥＲＣＰ
）等のような非外科手段を使用することもでき、それによって血流及びＡＡＶ抗体を避け
ることができる。抗ＡＡＶ抗体を発達させた又はすでに有している被検体中にＡＡＶベク
ターを送達するための入り口として、顎下腺管等のような他の管状系を使用することがで
きる。
【０１８１】
　被検体に対する投与又はインビボ送達は、病気によって引き起こされる又は病気に伴う
不利な症状、病状、合併症等の発展に先立って行うこともできる。例えば、選抜（例えば
、遺伝的）は、本発明の組成物、方法及び用途のための候補として被検体を識別するため
に使用することができる。従って、そのような被検体は、機能する遺伝子生成物（例えば
ＦＶＩＩＩタンパク）の不十分な量又は欠失が陽性であるとして選抜されたもの、又は、
異常な、部分的に機能する若しくは機能を持たない遺伝子産物（例えばＦＶＩＩＩタンパ
ク）を生産するものを含む。
【０１８２】
　本明細書に開示されている本発明の方法及び使用による被験者に対する投与又はインビ
ボ送達は、被験者が治療の対象とされる病気を有するものとして確認された後、病気の１
つ以上の症状を有する後、又は、病気の１つ以上の症状を有していなくても、本明細書に
記載されているように選抜されて陽性であると識別された後で、１～２、２～４、４～１
２、１２～２４又は２４～７２時間以内に実行することができる。もちろん、本発明の方
法及び使用は、被験者が対象となる病気を有しているものとして確認された後、病気の１
つ以上の症状を有する後、又は、本明細書に記載されているように選抜されて陽性である
と識別された後で、１～７日、７～１４日、１４～２１日、２１～４８日若しくはそれ以
上の日後に、数ヶ月後に、又は、数年後に実行されてもよい。
【０１８３】
　本明細書で使用されているように、「ユニット投薬形態」という用語は、治療される被
検体のための単一量として適した物理的に分離した単位を表す。各単位は、任意に薬剤担
体（賦形剤、希釈剤、媒体又は充満剤）を伴って、１又はそれ以上の用量で投与された場
合に、所望の効果（例えば、予防的効果又は治療的効果）を生じさせると計算される所定
の量を含む。単位用量形態は、例えば、アンプル及びバイアル中に存在していてもよい。
単位用量形態は、液状組成物を含んでいてもよいし、又は、フリーズドライ又は凍結乾燥
された状態の組成物を含んでいてもよく、例えば、インビボでの投与又は送達に先立って
無菌の液状担体が加えられてもよい。個別の単位量形態は、複数用量キット又は包装容器
中に含められてもよい。組み換え型のベクター（例えばｒＡＡＶ）配列、組み替え型のウ
イルス粒子、及び、それらの医薬組成物は、投与のしやすさ及び容量の均一性のために、
単一の単位用量又は複数の単位用量でパッケージされてもよい。
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【０１８４】
　本発明はゲノム組込材料及び１つ以上の成分を有するキットを提供する。キットは、典
型的には、成分の説明又は成分のインビトロ、インビボ、エスクビボでの使用説明書を含
むラベル又はパッケージング挿入物を含む。キットは、例えば、核酸、組換え型のベクタ
ー、ウイルス（例えばＡＡＶ）ベクター又はウイルス粒子等のそのような成分の集合物と
、任意に、他の化合物、作用物質、薬剤又は組成物等のような第２の活性成分を含んでい
てもよい。
【０１８５】
　キットは、当該キットの１つ以上の成分を収容する物理構造を表す。パッケージング材
は、その成分を無菌的に維持することができ、そのような目的のために一般的に使用され
る材料からなるものであってもよい（例えば、紙、波形のファイバー、ガラス、プラスチ
ック、箔、アンプル、バイアル、チューブ等）。
【０１８６】
　ラベル又は挿入物は、１つ以上の成分、用量、（作用機序、薬物動態学及び薬動力学を
含む）有効成分の臨床薬理学を特定する情報を含んでいてもよい。ラベル又は挿入物は、
製造業者、ロット番号、製造業者の居所及び日付、使用期限を特定する情報を含んでいて
もよい。ラベル又は挿入物は、製造業者、ロット番号、製造業者の居所及び日付、使用期
限を特定する情報を含んでいてもよい。ラベル又は挿入物は、キットの成分を使用するこ
とができる疾病に関する情報を含んでいてもよい。ラベル又は挿入物は、方法、使用、又
は、治療プロトコル若しくは治療規制の１つ以上においてキット成分を使用するための、
臨床医又は被検体のための指示書を含んでいてもよい。指示書は、用量、頻度又は期間、
及び、本明細書に記載されている、用途、治療プロトコル、又は、予防計画若しくは治療
計画のいずれかを実行するための指示を含んでいてもよい。
【０１８７】
　ラベル又は挿入物は、予防的利益又は治療的利益等のような、成分が提供することがで
きるあらゆる利益に関する情報を含んでいてもよい。ラベル又は挿入物は、特定の組成物
を使用することが適切でない状況に関する被検体又は臨床医に対する警告等のような、潜
在的な不都合な副作用、合併症又は反応に関する情報を含んでいてもよい。被検体が、組
成物と適合しない可能性がある１つ以上の他の薬物を有し、将来的に有し、若しくは、現
在摂取している場合、又は、被検体が、組成物と適合しない他の治療プロトコル又は治療
計画を有し、将来的に受け、若しくは、現在受けている場合、副作用又は合併症がさらに
生じる可能性があり、従って、指示書は、そのような不適合性に関する情報を含んでいて
もよい。
【０１８８】
　ラベル又は挿入物は、「印刷物」、例えば、紙、厚紙であって、成分、キット若しくは
パッケージ材料（例えば、箱）と分離した若しくは添付された、又は、キット成分を含む
アンプル、チューブ若しくはバイアルに添付されたものを含む。ラベル又は挿入物は、バ
ーコード付きのプリントされたラベル、ディスク、ＣＤ－若しくはＤＶＤ－ＲＯＭ／ＲＡ
Ｍ、ＤＶＤ等の光ディスク、ＭＰ３、磁気テープ、又は、ＲＡＭ、ＲＯＭ等の電気的記憶
媒体、又は、磁気／光記憶媒体、ＦＬＡＳＨメディア又はメモリ型カード等のハイブリッ
ド、等のコンピュータ読取り可能なメディアをさらに含んでいてもよい
【０１８９】
　別段の定めがない限り、本明細書で使用されている技術的用語及び科学用語のすべては
、
この発明が属する分野の当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。本明
細書に記載されているものと類似又は等価の方法及び材料を本発明の実行又は試験におい
て使用することができるが、適切な方法及び材料は本明細書に記載されている。
【０１９０】
　本明細書で引用されているすべての特許、特許出願、刊行物及び他の参考文献、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ引用並びにＡＴＣＣ引用は、参照することによってそれらの全体が組み込まれて
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いる。抵触する場合には、定義を含む明細書が支配する。
【０１９１】
　本発明の生体分子に関する様々な用語が上記並びに明細書及び特許請求の範囲の全体に
わたって使用されている。
【０１９２】
　本明細書に開示されているすべての特徴はあらゆる組み合わせで組み合わせられてもよ
い。本明細書に開示されている各特徴は、同じ、等価、又は、類似の目的を果たす代替的
特徴に置換されてもよい。従って、明示的に別段の記載が無い限り、開示されている特徴
（例えば、核酸変異体、ベクター、プラスミド、組換え型のベクター（例えばｒＡＡＶ）
配列又は組み替え型のウイルス粒子）は、等価な又は同様の特徴の属の例である。
【０１９３】
　本明細書で使用されているように、明示的に別段の定めがない限り、「１つの」（ａ）
及び「その」（ｔｈｅ）という単数形は、複数の指示物を含む。従って、例えば、「核酸
」（ａ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）への言及は複数のそのような核酸を含む。「ベクタ
ー」（ａ　ｖｅｃｔｏｒ）への言及は複数のそのようなベクターを含む。「ウイルス」（
ａ　ｖｉｒｕｓ）又は「粒子」（ａ　ｐａｒｔｉｃｌｅ）への言及は複数のそのようなウ
イルス／粒子を含む。
【０１９４】
　本明細書で使用されているように、明示的に別段の定めがない限り、数値又は数値範囲
は、すべてそのような範囲内の整数と、範囲内の値又は整数の一部を含む。従って、説明
のために、８０％又はそれ以上の同一性への言及は、８１％、８２％、８３％、８４％、
８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％等
、並びに、８１．１％、８１．２％、８１．３％、８１．４％、８１．５％等、８２．１
％、８２．２％、８２．３％、８２．４％、８２．５％等を含む。
【０１９５】
　「より多い（より大きな）」又は「より少ない」を伴う整数への言及は、参照値より大
きい任意の数又は参照値より小さい任意の数をそれぞれ含む。例えば、従って、「１００
より小さい」への言及は、９９、９８、９７等、数１（１）に至る途中の数を含む。また
、「１０より小さい」は、９、８、７等、数１（１）に至る途中の数を含む。
【０１９６】
　本明細書で使用されているように、明示的に別段の定めがない限り、すべての数値又は
範囲は、そのような範囲内の値及び整数の一部、並びに、そのような範囲内の整数の一部
を含む。従って、説明のために、１－１０のような数値範囲への言及は、１、２、３、４
、５、６、７、８、９、１０等、及び、１．１、１．２、１．３、１．４、１．５等を含
む。従って、１－５０の範囲への言及は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０等、最大で５０まで、か
つ、５０を含み、また、１．１、１．２、１．３、１．４、１．５等、２．１、２．２、
２．３、２．４、２．５等を含む。
【０１９７】
　シリーズの範囲への言及は、そのシリーズ中の異なる範囲の境界の値を組み合わせた範
囲を含む。従って、シリーズの範囲への言及を説明するために、例えば、１－１０、１０
－２０、２０－３０、３０－４０、４０－５０、５０－６０、６０－７５、７５－１００
、１００－１５０、１５０－２００、２００－２５０、２５０－３００、３００－４００
、４００－５００、５００－７５０、７５０－８５０は、１－２０、１－３０、１－４０
、１－５０、１－６０、１０－３０、１０－４０、１０－５０、１０－６０、１０－７０
、１０－８０、２０－４０、２０－５０、２０－６０、２０－７０、２０－８０、２０－
９０、５０－７５、５０－１００、５０－１５０、５０－２００、５０－２５０、１００
－２００、１００－２５０、１００－３００、１００－３５０、１００－４００、１００
－５００、１５０－２５０、１５０－３００、１５０－３５０、１５０－４００、１５０
－４５０、１５０－５００等の範囲を含む。
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【０１９８】
　本発明は、多数の実施形態及び態様について記載するために、ここに断定的な言葉を使
用して一般的に開示されている。また、本発明は、物質又は材料、方法ステップ及び条件
、プロトコル又は手続等の特定の主題が、全部又は一部分において除外された実施形態を
特に含んでいる。例えば、本発明のある実施形態又は態様において、材料及び／又は方法
ステップが除外されている。従って、本発明が含んでいないものという観点では、たとえ
本発明が本明細書中に一般に表現されていなくても、本発明において明示的に除外されて
いない態様はそれにも拘わらず本明細書に開示されている。
【０１９９】
　本発明の多くの実施形態が記載されている。しかし、当業者は、本発明の趣旨及び範囲
から逸脱せずに、様々な使用法及び状況に本発明を適応させるために、本発明に様々な変
更及び修飾を加えることができる。従って、以下の実施例は、説明するように意図されて
おり、いかなる態様においても特許請求の範囲に記載された発明の範囲を限定するもので
はない。
実施例１
【０２００】
　血友病Ａ（ＨＡ）は、凝固カスケードの重要成分である第ＶＩＩＩ因子（ＦＶＩＩＩ）
の欠損を特徴とするＸ連鎖性出血疾患である（Ｋａｚａｚｉａｎ，　Ｈ．Ｈ．ら、Ｈｅｍ
ｏｐｈｉｌｉａ　Ａ：　Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ　ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ　ｆａｃ
ｔｏｒ　ＶＩＩＩ　ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｂａｓｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ　Ｄｉｓｅａｓｅ　（編集者　Ｓｃｒｉｖｅｒ，
　Ｃ．Ｒ．，　Ｂｅａｕｄｅｔ，　Ａ．Ｌ．，　Ｓｌｙ，　Ｗ．Ｓ．　＆　Ｖａｌｌｅ，
　Ｄ．）　４３６７－４３９２　（ＭｃＣｒａｗ－Ｈｉｌｌ、ニューヨーク、２００１）
。ＦＶＩＩＩ遺伝子は、１８６ｋｂに及ぶ２６のエクソンを含んでおり、巨大な前駆体分
子（２３３２個のアミノ酸）として合成される（図１）（Ｋａｕｆｍａｎ，　Ｒ．Ｊ．，
ら、Ｔｈｅ　ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｆａｃｔｏｒ　ＶＩＩ
Ｉ　ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｉｎ　ｈｅｍｏｐｈｉｌｉａ　Ａ．　ｉｎ　Ｈｅｍｏｓｔａ
ｓｉｓ　ａｎｄ　Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ：　Ｂａｓｉｃ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ
　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｐｒａｃｔｉｃｅ　（編集者　Ｃｏｌｍａｎ，　Ｒ．Ｗ．，　Ｈｉ
ｒｓｃｈ，　Ｊ．，　Ｍａｎｄｅｒ，　Ｖ．Ｊ．，　Ｃｌｏｗｅｓ，　Ａ．Ｗ．　＆　Ｇ
ｅｏｒｇｅ，　Ｊ．Ｎ．）　（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｒａｖｅｎ，　Ｐｈｉｌａｄｅｌ
ｐｈｉａ，　１９９８）。
【０２０１】
　罹患者は、一般的に、関節、筋肉、致命的になり得る頭蓋内出血及び腹腔内出血を発症
する。正常な血清ＦＶＩＩＩレベルは、１００－２００ナノグラム／ｍｌであるが、少量
の循環するＦＶＩＩＩ（～１－２ナノグラム／ｍｌ）は重症患者の臨床経過に対して実質
的効果を有するのに充分である。血友病Ａ患者のための現行の治療は、組み換え型のＦＶ
ＩＩＩ又は血清から抽出されたＦＶＩＩＩを使用したタンパク置換療法である。しかしな
がら、これらの製品は、全世界において血友病Ａ集団の～２０％にのみ利用可能である。
この療法の主な合併症は、重症の血友病Ａを有する患者の２５～３０％で生じるＦＶＩＩ
Ｉに中和抗体（阻害因子）の発生である。阻害因子がＦＶＩＩＩタンパク療法を無効にす
るので、止血を達成するためにバイパス剤（ＦＶＩＩａ）が使用される。しかし、これら
の製品は非常に高価な選択肢である。
【０２０２】
　ここに開示されるのは、血友病を治療するための遺伝子治療方法における使用のための
遺伝子構成物である。さらに、これらの第ＶＩＩＩ因子（ＦＶｌｌｌ）遺伝子構築物はイ
ンビトロにおいてタンパク発現系のセッティングにおいて有用であり得る。各遺伝子構成
物は、任意に、１つ又はそれ以上の発現制御（例えば、プロモーター）因子、第ＶＩＩＩ
因子遺伝子、及び、イントロン、ＩＴＲ、停止コドン、ポリＡシグナル等のような遺伝子
発現に必要な他の制御性の特徴を含んでいてもよい。
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実施例２
【０２０３】
第ＶＩＩＩ因子ＤＮＡ塩基配列のコドン最適化
【０２０４】
　ＤＮＡ塩基配列のコドン最適化が遺伝子治療のセッティングにおいて第ＶＩＩＩ因子発
現を改善することができる旨が以前に説明されている（Ｗａｒｄら、２０１１、Ｂｌｏｏ
ｄ　１１７（３）：７９８－８０７）。ＤＮＡ塩基配列のコドン最適化は、各ＤＮＡコド
ンがタンパク合成においてタンパク鎖中の特定のアミノ酸残基をコードする３つのヌクレ
オチドの連続物であるという事実に基づく。６４個の異なるコドンが存在するが、２０個
のみのアミノ酸が存在し、従って、同じアミノ酸をコードすることができる多数のコドン
が存在する。翻訳プロセスの最適化のための選択プロセスを反映する異なる種類の間で観
察されるコドン使用頻度のバイアスが存在する。重要なことに、ＤＮＡ塩基配列はコドン
最適化において修飾されるが、タンパク配列が野性型配列と同一である。
【０２０５】
　コドン最適化は、Ｂドメインが削除された第ＶＩＩＩ因子（ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ）ｃＤ
ＮＡ配列に対して行われた。第ＶＩＩＩ因子ｃＤＮＡのコドン最適化された４つの異なる
バージョンが発現分析において評価された。驚いたことに、ＤＮＡ塩基配列のいくつかは
、より高いレベルの第ＶＩＩＩ因子を発現した。
【０２０６】
　その配列の１つは、より高いレベルの第ＶＩＩＩ因子を発現しただけでなく、ユニーク
な特徴を有していた（配列番号：１）。他のコドン最適化された配列又は野性型配列より
も良く、この配列はアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター中にゲノム組込することがで
きる。すなわち、第ＶＩＩＩ因子遺伝子は、その制御因子と共に、ＡＡＶウイルスキャプ
シド中にその配列をゲノム組込するのに必要なシグナルを提供する逆方向末端反復（ＩＴ
Ｒ）に隣接している。データは、ＩＴＲ間のＤＮＡ塩基配列のサイズが、最適なゲノム組
込効率のために通常のウイルスゲノムのサイズ（４．７ｋｂ）に似ているに違いないこと
を示唆する。第ＶＩＩＩ因子の場合、我々は、長さ５．０ｋｂの遺伝子配列はまだゲノム
組込されることができるように考えられるが、それは完全な遺伝子として効率的に組み込
まれない可能性がある。
【０２０７】
　特定の遺伝子をゲノム組込する能力に寄与する他の要因はそのＤＮＡ塩基配列自体であ
る。いくつかのＤＮＡ塩基配列は再配列する傾向があり又は帯電に基づいた折りたたみ構
造を有していることもあり、ウイルスキャプシド中にゲノム組込される能力に影響する。
すなわち、サイズだけでなく、ＤＮＡ塩基配列も導入遺伝子構成物のゲノム組込能力に影
響すると考えられる。我々の研究において、我々は、高いレベルの第ＶＩＩＩ因子を発現
する（例えば、図２、図４Ａ及び図６Ａ参照）だけでなく、ＡＡＶベクター中により効率
的にゲノム組込される自然界に存在しない新しい第ＶＩＩＩ因子ＤＮＡ塩基配列を確認し
た。この改善されたゲノム組込の特徴は、血清型に拘わらずにより高い収量のベクター（
表３～５）を生成し、ヒト遺伝子治療で使用される厳格な品質管理基準を満たす均一なＡ
ＡＶベクターの生産を可能にするであろう。
【０２０８】
　さらに発現レベルを改善するために、トランスチレチン（ＴＴＲ）又は変異体ＴＴＲプ
ロモーター（下記説明参照）、及び、アミノ酸位置１６４５－１６４８（ＴＴＲｍｕｔ－
ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ－ＣＯ－ｄｅｌＰ／Ｆ）（ＦＶＩＩＩ変異体の下記説明参照）からＰ
ＡＣＥフーリン開裂認識部位を削除した第ＶＩＩＩ因子の変異体を用いて、コドン最適化
されたヒトＦＶＩＩＩｃＤＮＡ構築物を生成した。これらのＦＶＩＩＩ導入遺伝子構成物
は、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター中に組み込み、血友病Ａ／ＣＤ４ノックアウ
トマウスに届けられた。ＦＶＩＩＩ発現のレベルは、野性型ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱの発現よ
りも下記のように高かった。ＴＴＲ－ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ－ＣＯは５倍高く、ＴＴＲｍｕ
ｔ－ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ－ＣＯは１６倍高く、また、ＴＴＲｍｕｔ－ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱ
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－ＣＯ－ｄｅｌＰ／Ｆは３３倍高かった。

実施例３
【０２０９】
第ＶＩＩＩ因子の変異体
【０２１０】
　修飾は第ＶＩＩＩ因子のタンパク配列中に導入された。コドン最適化されたＤＮＡ塩基
配列中へのその修飾の導入はＰＡＣＥフーリン開裂認識部位を変更した。この部位の修飾
はタンパクの安定性及び生物学的活性を向上する。ＰＡＣＥフーリン開裂認識部位のコド
ン最適化された第ＶＩＩＩ因子中に導入されたアミノ酸修飾は表１に示されている。
【０２１１】
　アミノ酸位置１６４５－１６４８におけるＰＡＣＥフーリン（Ｐ／Ｆ）開裂認識部位の
欠損変異体は、野性型Ｂドメイン削除因子ＶＩＩＩ（ｈＦＶＩＩＩ）遺伝子中に導入され
た。各変異体を発現する安定なベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞株を作成し、分析の
ために組み換え型タンパクを精製した。
【０２１２】
　ｃＦＶＩＩＩ（イヌの第ＶＩＩＩ因子）；ｈＦＶＩＩＩ－ＲＨ（アミノ酸位置１６４５
におけるアルギニン（Ｒ）からヒスチジン（Ｈ）への単一のアミノ酸置換を有し、ｃＦＶ
ＩＩＩ配列と同じＰ／Ｆサイトを生成する変異体）；デルタ１６４５、残基Ｒ１６４５の
欠損、デルタ２、残基Ｒ１６４５及び残基Ｈ１６４６の欠損；デルタ３、残基Ｒ１６４５
、残基Ｈ１６４６及び残基Ｑ１６４７の欠損；デルタ４、残基Ｒ１６４５、残基Ｈ１６４
６、残基Ｑ１６４７及び残基Ｒ１６４８の欠損；及び、デルタ１６４８、残基Ｒ１６４８
の欠損。
ＰＡＣＥフーリン認識部位のヒューマンファクターＶＩＩＩ変異体
【表１】

【０２１３】
　組み換え型の変異体タンパクを精製し、凝固促進能を明らかにするために、インビトロ
及びインビボの両方における異なる分析で比較した。インビトロにおいては、Ｐ／Ｆ変異
体が野性型ｈＦＶＩＩＩより高い生物活性を有しており、デルタ３が最も高い生物活性を
有し、デルタ４変異体及びデルタ２変異体がその後に続いた。
【０２１４】
　インビボにおいては、これらの変異体ｈＦＶＩＩＩタンパクのすべてを血友病Ａマウス
に注入し、テール・クリップ・チャレンジ・アッセイにより、損傷後の失血を測定した。
デルタ３変異体及びデルタ４変異体は、このチャレンジモデルにおいて失血を低減する能
力が向上したことを示した。
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　Ｐ／Ｆ欠損変異体の５つすべてを、野性型第ＶＩＩＩ因子遺伝子（図３Ａ）を含むアデ
ノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター発現カセット中に導入した。ＡＡＶ－ｈＦＶＩＩＩを
血友病Ａ／ＣＤ４ＫＯマウス（５×１０11ｖｇ／マウス）に届け、抗原及び活性によって
ＦＶＩＩＩの発現を測定した（図３Ｂ）。デルタ３の発現レベルは野性型ＦＶＩＩＩ－Ｂ
ＤＤより４倍高かった。その一方で、デルタ４及びデルタ１６４５はそれぞれ２倍と３倍
高かった。デルタ２及びデルタ１６４８は野性型ＦＶＩＩＩと同程度であった。これらの
結果は、デルタ３ＰＡＣＥフーリン欠損変異体及びデルタ４ＰＡＣＥフーリン欠損変異体
の改善されたコドン最適化ＦＶＩＩＩ構築物中への導入を支持している。

実施例４
【０２１６】
ＴＴＲプロモーター
【０２１７】
これらの研究で利用した改良されたプロモーター因子は、第ＶＩＩＩ因子発現を改善する
４個のヌクレオチド変更を有するトランスチレチン（ＴＴＲ）プロモーターである。この
プロモーターの評価は、元々は、「Ｃｏｓｔａ　ａｎｄ　Ｇｒａｙｓｏｎ　１９９１、Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１９（１５）：４１３９－４１４５」に
記載されている。これらのインビトロにおける研究は、４個のヌクレオチドの修飾が、肝
細胞核因子（ＨＮＦ）転写因子の親和性を、ＤＮＡ塩基配列中のその結合部位に対して増
加させることを示唆した。従って、新規な合成プロモーターにおいて、我々は、ＴＴＲプ
ロモーター配列のヌクレオチド６７において始まる、自然界に存在することが知られてい
ないその４個のヌクレオチド変更を導入した。それはＴＡｍＧＴＧＴＡＧからＴＡＴＴＧ
ＡＣＴＴＡＧに修飾された（配列番号：８）。

実施例５
【０２１８】
野性型導入遺伝子とコドン最適化（ＣＯ）された導入遺伝子の比較
【０２１９】
　向上したＦＶＩＩＩ発現に対する各ＦＶＩＩＩ配列又は配列変異体の寄与を示すために
、ＡＡＶ遺伝子組み換え構成物を作成した。これらの構成物は、図２に記載されている構
成物と同じ制御因子を含むが、それらのＦＶＩＩＩ配列は異なる。上記の研究に基づいて
、最も優れたパフォーマンスを有するＰＡＣＥフーリン欠損変異体（デルタ３及びデルタ
４）を、これらのｈＦＶＩＩＩ導入遺伝子中に導入した。また、これらのＦＶＩＩＩ導入
遺伝子のすべては、Ｂドメインが削除された（ＢＤＤ）形態である。この研究のＡＡＶベ
クターはすべてＣＣＭＴのＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｖｅｃｔｏｒ　Ｃｏｒｅで生産され、その
すべてを定量的ＰＣＲ及び銀染色法によって一緒に力価測定した。
　表２Ａは、野生型ｈＦＶＩＩＩとコドン最適化された３つの変異体（ＣＯ１、ＣＯ２及
びＣＯ３と表される）との間のｈＦＶＩＩＩ配列同一性を示す。
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【表２Ａ】

表２Ｂは、コドン最適化された各ｈＦＶＩＩＩ変異体（ＣＯ１、ＣＯ２及びＣＯ３と表さ
れる）のヌクレオチド頻度を示す。
【表２Ｂ】

【０２２０】
　この研究では、５つのヒトＦＶＩＩＩ導入遺伝子は以下のとおりであった。
（１）野生型ヒトＦＶＩＩＩ－ＢＤＤ（ｈＦＶＩＩＩｗｔＳＱ）；
（２）ＰＡＣＥフーリン認識配列中の４つの残基の欠損を有する野生型ヒトＦＶＩＩＩ－
ＢＤＤ（ｈＦＶＩＩＩｗｔＳＱデルタ４）
（３）コドンに最適化（ＣＯ）されたｈＦＶＩＩＩ－ＢＤＤ（ｈＦＶＩＩＩＣＯ）
（４）ＰＡＣＥフーリン認識部位の３つの残基の欠損を有するコドン最適化された（ｈＦ
ＶＩＩＩＣＯデルタ３）
（５）ＰＡＣＥフーリン認識部位の４つの残基の欠損を有するコドン最適化されたｈＦＶ
ＩＩＩ（ｈＦＶＩＩＩＣＯデルタ４）（図６）
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【０２２１】
　このデータは、野性型ＦＶＩＩＩ構成物が、異なるプロモーター（ＨＣＲ－ｈＡＡＴ）
を使用し、野性型ＦＶＩＩＩ構成物が、コドン最適化された（ＣＯ）構築物と同じ発現カ
セットに入っておらず、各ＦＶＩＩＩ導入遺伝子の個々の寄与を示すことが困難であった
図２中のデータの改良である。さらに、野性型ｈＦＶＩＩＩ（図４）との関係でＰＡＣＥ
フーリン欠損の寄与を示すために、この部位で４個のアミノ酸残基を削除したＰＡＣＥ／
フーリン変異体を有する野性型ＦＶＩＩＩ（ｈＦＶＩＩＩｗｔＳＱデルタ４）を含めた。
【０２２２】
　記載されているように、ＡＡＶ－ｈＦＶＩＩＩは血友病Ａ／ＣＤ４ＫＯマウスに届けら
れた（１×１０11ｖｇ／マウス）。しかしながら、ＡＡＶ変異体をベースとして開発され
た異なるＡＡＶ血清型は、Ｒｈ７４ＶＶと示す。以前のデータはＡＡＶ血清型８（ＡＡＶ
８）を用いて作成した。
【０２２３】
　ｈＦＶＩＩＩ発現は、抗原レベル（ＥＬＩＳＡ）及び活性（Ｃｏａｔｅｓｔ　ａｓｓａ
ｙ）
によって測定された。Ｒｈ７４ＶＶについては、ベクター投与後４週のｈＦＶＩＩＩ発現
のレベルは、（ｈＦＶＩＩＩｗｔＳＱ）については９．４＋１．５ｎｇ／ｍｌ（正常なＦ
ＶＩＩＩレベルの６．３％）であり、（ｈＦＶＩＩＩｗｔＳＱデルタ４）については３２
．４＋１３．０ｎｇ／ｍｌ（２１．６％）であり、４２．２＋７．１ｎｇ／ｍｌ（２８．
１％）（ｈＦＶＩＩＩＣＯ）、（１７７．８＋８．５ｎｇ／ｍｌ（１１８．５％）（ｈＦ
ＶＩＩＩＣＯデルタ３）、及び、１１４．３＋６０．２ｎｇ／ｍｌ（７６．２％）（ｈＦ
ＶＩＩＩＣＯデルタ４）であった（図６）。
【０２２４】
　ベクター投与後６週に、野性型ＡＡＶ及びコドン最適化されたｈＦＶＩＩＩ構築物の送
達後にマウスをインビボにおける止血チャレンジによって分析した。結果（図７）は、コ
ドン最適化（ＣＯ）されたＦＶＩＩＩは、Ｐ／Ｆ欠損があってもなくても、失血の減少に
よって反映されるように、血友病Ａマウスにおける凝固活性が野性型マウスに匹敵するこ
とを示す。
【０２２５】
　ＡＡＶ変異体（Ｒｈ７４ＶＶ）を用いて得られたＦＶＩＩＩタンパク発現のレベルがＡ
ＡＶ８を用いたＦＶＩＩＩレベルより低いので、このデータは、野性型ＦＶＩＩＩ構成物
と比較した倍数差を使用して示されている。重要なことに総体的結論は同じである。デル
タ４Ｐ／Ｆの変異体の導入を用いた発現のレベルは、野性型配列単独と比較して約２－４
倍高い。ＣＯ導入遺伝子は、野性型ｈＦＶＩＩＩより５倍高い発現に帰着する（ｈＦＶＩ
ＩＩ－ｗｔＳＱ）。コドン最適化されたｈＦＶＩＩＩ（ｈＦＶＩＩＩ－ＣＯ）中へのＰ／
Ｆ欠損変異体の導入は、ＣＯ導入遺伝子単独よりも、３～４倍高い（デルタ３）発現又は
２～３倍高い（デルタ４）発現となる。従って、ｈＦＶＩＩＩＣＯデルタ３構築物はｈＦ
ＶＩＩＩｗｔＳＱより１６～１９倍優れており、Ｐ／Ｆ欠損変異体単体又はコドン最適化
単体のいずれよりも実質的に高い。
【０２２６】
　著しく、Ｐ／Ｆ欠損変異体の寄与は、野性型配列及びコドン最適化されたｈＦＶＩＩＩ
配列の両方と一致している（図４）。更に、この寄与は別の発現カセットを使用しても観
察された（図３）。すなわち、野性型ＤＮＡ塩基配列又はコドン最適化されたＤＮＡ塩基
配列の中にあるかどうかに拘わらず、デルタ３Ｐ／Ｆ変異体は３～４倍高い発現レベルと
なり、デルタ４は２～３高い発現レベルとなる。いかなる特定の理論によって拘束される
ことを意図しないが、組み合わされた相乗効果は、コドン最適化（ＲＮＡ配列の向上した
翻訳）及びＰＡＣＥフーリン変異体（タンパクの向上した分泌及びより高い生物活性）の
原因となる異なるメカニズムによるものと考えられる。
【０２２７】
　開示さている（図２）ように、ＴＴＲｍプロモーターはＴＴＲプロモーター単独と比較
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して発現が２倍増加する。この調査には含まれていないが、他の調査に基づいた合理的推
測は、最適化された構成物であるＴＴＲｍ－ｈＦＶＩＩＩＣＯデルタ３がＴＴＲ－ｈＦＶ
ＩＩＩｗｔＳＱより３０～４０倍優れていることを示す。

実施例６
【０２２８】
コドン最適化された構成物及びコドン最適化されていない構成物のベクター生産
【０２２９】
　ヒト因子ＶＩＩＩ調製のためのアデノ随伴ウイルスの（ＡＡＶ）ベクター生産が表３－
５に示されている。野生型ヒトＦＶＩＩＩ－ＳＱ（ｈＦＶＩＩＩ）（３個の調製物、Ｐｒ
ｅｐ１－Ｐｒｅｐ３と示す）、及び、コドン最適化されたヒトＦＶＩＩＩ（ｈＦＶＩＩＩ
－ＣＯ、ＣＯ３とも称される）（ＣＯ３の５個の別個の調製物、Ｐｒｅｐ１－Ｐｒｅｐ５
と示す）のための１本のローラーボトル当たりのアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター
ゲノムが示されている。同じ生産プロトコル及び精製スキームを使用してすべてのＦＶＩ
ＩＩ－ＣＯ３調製を行った。４．６０×１０12ｖｇ／ローラーボトル（３個のベクター調
製物）のＡＡＶ８－ｈＦＶＩＩＩ－ＳＱの平均生産量と比較して、ＡＡＶ８－ｈＦＶＩＩ
Ｉ－ＳＱ－ＣＯの平均生産量は２．７７×１０12ｖｇ／ローラーボトル（１３個のベクタ
ー調製物）であった。ＣＯ　ＦＶＩＩＩ配列を用いたこの生産量は野性型ＦＶＩＩＩ配列
と比較して２倍高い。

ヒト因子ＶＩＩＩ調製のためのＡＡＶ－８ベクター生産

【表３】

【０２３０】
　ＦＶＩＩＩの全ベクター調製物の平均産出量が標準偏差と共に表４及び表５に示されて
いる。再び、異なるベクターコアによって生産されるＡＡＶ調製物はより低い生産量を有
することが観察されているが、異なる血清型（Ｒｈ７４ＶＶ）における野性型ベクター及
びＣＯベクターの両方の比較は、一貫して生産量が２倍高いことを示す。これは、ＦＶＩ
ＩＩベクター調製の生産量がベクターコア及びＡＡＶ血清型に依存しないことを実証して
いる。

ヒト因子ＶＩＩＩ調製のためのＡＡＶ－８ベクター生産量、標準偏差
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【表４】

ヒト因子ＶＩＩＩ調製物のためのＲｈ７４ＶＶ　ＡＡＶベクター生産量、標準偏差
【表５】

コドン最適化された因子ＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ、ａｋａ　ＣＯ／ＣＯ３（配列番号：１）
ＡＴＧＣＡＧＡＴＴＧＡＧＣＴＧＴＣＡＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣ
ＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＧＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＧＧ
ＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＣＴＧ
ＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣＣＡＧＴＧＧＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＡＣＣＴＡＧＡＧＴＣＣ
ＣＴＡＡＡＴＣＡＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＴＡＴＡＡＧＡＡ
ＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣ
ＧＣＴＡＡＧＣＣＴＣＧＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＡＡ
ＣＡＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＴＧＴＡＣＧＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＡＴＴＡＣＡＣＴ
ＧＡＡＡＡＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＡＣＡＣＣＣＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＣＡＴＧＣＴＧＴＧ
ＧＧＣＧＴＣＡＧＣＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＧＡＡＧＧＧＧＣＡＧＡＧＴＡＴＧ
ＡＣＧＡＴＣＡＧＡＣＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＴ
ＧＴＴＴＣＣＴＧＧＣＧＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＣＴＡＴＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＴＣＣＴＧ
ＡＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧＣＣＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＡ
ＣＣＴＡＣＴＣＴＴＡＴＣＴＧＡＧＴＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴ
ＧＡＡＣＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＡＧＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＡＧＧＧＡＡ
ＧＧＧＡＧＣＣＴＧＧＣＴＡＡＧＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧＣＡＴＡＡＧＴ
ＴＣＡＴＴＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＴＧＡＣＧＡＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＴＧ
ＧＣＡＣＡＧＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＡＡＴＡＧＴＣＴＧＡＴＧＣＡＧＧＡＣＣＧＧＧＡＴ
ＧＣＣＧＣＴＴＣＡＧＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＴＧＴＧＡ
ＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴＣＡＡＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＣＣＴＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧ
ＣＣＡＣＣＧＡＡＡＧＡＧＣＧＴＧＴＡＴＴＧＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＣ
ＡＣＣＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＴＧＣＡＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣＡＴＡ
ＣＣＴＴＴＣＴＧＧＴＣＣＧＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＣＡＧＧＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＴ
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ＣＴＣＴＣＣＡＡＴＴＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＧＡＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＧＡＣＡＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＣ
ＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＡＡＧＴＧＧＡＣＡＧ
ＣＴＧＴＣＣＣＧＡＧＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＴＧＡＧ
ＧＡＡＧＣＴＧＡＡＧＡＣＴＡＴＧＡＣＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＣＴＣＣＧＡＧＡ
ＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＣＣＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＣＡＧＣＣＣＣＴＣＣＴＴ
ＴＡＴＣＣＡＧＡＴＴＡＧＡＴＣＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡＡＣＡＣＣＣＴＡＡＧＡＣＡ
ＴＧＧＧＴＣＣＡＴＴＡＣＡＴＣＧＣＡＧＣＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＴＴ
ＡＴＧＣＡＣＣＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡＣＧＡＴＣＧＡＴＣＣＴＡＣＡＡ
ＡＴＣＴＣＡＧＴＡＴＣＴＧＡＡＣＡＡＴＧＧＡＣＣＡＣＡＧＣＧＧＡＴＴＧＧＣＡＧＡ
ＡＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＡＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＴＴＡＴＡＣＣＧＡＴＧＡＡＡ
ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＣＴＣＧＣＧＡＡＧＣＡＡＴＣＣＡＧＣＡＣＧＡＧＡＧＣＧＧＧＡＴ
ＴＣＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴＧＣＴＧＴＡＣＧＧＡＧＡＡＧＴＧＧＧＧＧＡＣＡＣＣＣＴＧ
ＣＴＧＡＴＣＡＴＴＴＴＴＡＡＧＡＡＣＣＡＧＧＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＡＴＡ
ＴＣＴＡＴＣＣＡＣＡＴＧＧＡＡＴＴＡＣＡＧＡＴＧＴＧＣＧＣＣＣＴＣＴＧＴＡＣＡＧ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＧＣＣＡＡＡＧＧＧＣＧＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＴＣ
ＣＣＡＡＴＣＣＴＧＣＣＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＴＴＴＡＡＧＴＡＴＡＡＡＴＧＧＡＣＴＧ
ＴＣＡＣＣＧＴＣＧＡＧＧＡＴＧＧＣＣＣＣＡＣＴＡＡＧＡＧＣＧＡＣＣＣＴＡＧＧＴＧ
ＣＣＴＧＡＣＣＣＧＣＴＡＣＴＡＴＴＣＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＣＣＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＣＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴＴＴＧＴＴ
ＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＣＧＴＧＧＡＴＣＡＧＡＧＡＧＧＣＡＡＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＣ
ＣＧＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＴＧＴＧＡＴＴＣＴＧＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＴＧＡＣＧＡＡ
ＡＡＣＣＧＧＴＣＡＴＧＧＴＡＴＣＴＧＡＣＣＧＡＧＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＣＣ
ＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣＡＧＣＣＧＧＡＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＧＴＴ
ＴＣＡＧＧＣＴＴＣＴＡＡＣＡＴＣＡＴＧＣＡＴＡＧＴＡＴＴＡＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＧ
ＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＧＴＧＴＣＴＧＣＡＣＧＡＧＧＴＣＧ
ＣＴＴＡＣＴＧＧＴＡＴＡＴＣＣＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＡＧＣＡＣＡＧＡＣＡＧＡＴＴＴ
ＣＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＴＣＴＴＴＴＣＣＧＧＣＴＡＣＡＣＴＴＴＴＡＡＧＣＡＴＡＡＡ
ＡＴＧＧＴＧＴＡＴＧＡＧＧＡＣＡＣＡＣＴＧＡＣＴＣＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＧＣＧ
ＧＣＧＡＡＡＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＣＣＧＧＧＣＴＧＴＧ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＧＣＧＧＧ
ＡＴＧＡＣＴＧＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＡＡＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＡＡＧＡＴＴＣＡＴＡＣＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＧＣＧＣ
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ＡＡＡＡＣＴＡＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＣＡＣＡＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡ
ＡＡＡＧＴＣＴＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＡＴＧＴＡＣＧＴＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴ
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ＣＡＧＡＴＴＧＣＡＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＡＧＧＣＣＣ
ＡＧＧＡＣＣＴＧＴＡＴＴＧＡ
コドン最適化されたＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ、ａｋａ　ＣＯ／ＣＯ３、Ｒ１６４５Ｈを有する
変異体（配列番号：２）
ＡＴＧＣＡＧＡＴＴＧＡＧＣＴＧＴＣＡＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣ
ＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＧＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＧＧ
ＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＣＴＧ
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ＣＴＡＡＡＴＣＡＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＴＡＴＡＡＧＡＡ
ＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣ
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ＧＡＡＡＡＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＡＣＡＣＣＣＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＣＡＴＧＣＴＧＴＧ
ＧＧＣＧＴＣＡＧＣＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＧＡＡＧＧＧＧＣＡＧＡＧＴＡＴＧ
ＡＣＧＡＴＣＡＧＡＣＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＴ
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ＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＣＧＴＧＧＡＴＣＡＧＡＧＡＧＧＣＡＡＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＣ
ＣＧＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＴＧＴＧＡＴＴＣＴＧＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＴＧＡＣＧＡＡ
ＡＡＣＣＧＧＴＣＡＴＧＧＴＡＴＣＴＧＡＣＣＧＡＧＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＣＣ
ＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣＡＧＣＣＧＧＡＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＧＴＴ
ＴＣＡＧＧＣＴＴＣＴＡＡＣＡＴＣＡＴＧＣＡＴＡＧＴＡＴＴＡＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＧ
ＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＧＴＧＴＣＴＧＣＡＣＧＡＧＧＴＣＧ
ＣＴＴＡＣＴＧＧＴＡＴＡＴＣＣＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＡＧＣＡＣＡＧＡＣＡＧＡＴＴＴ
ＣＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＴＣＴＴＴＴＣＣＧＧＣＴＡＣＡＣＴＴＴＴＡＡＧＣＡＴＡＡＡ
ＡＴＧＧＴＧＴＡＴＧＡＧＧＡＣＡＣＡＣＴＧＡＣＴＣＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＧＣＧ
ＧＣＧＡＡＡＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＣＣＧＧＧＣＴＧＴＧ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＧＣＧＧＧ
ＡＴＧＡＣＴＧＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＡＡＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＡＡＧＡＴＴＣＡＴＡＣＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＧＣＧＣ
ＡＴＡＴＣＴＧＣＴＧＴＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＴ
ＴＴＴＡＧＴＣＡＧＡＡＴＣＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＧＡＡＧＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣＧＣＧ
ＡＧＡＴＣＡＣＣＣＧＣＡＣＴＡＣＣＣＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＴＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴ
ＣＧＡＣＴＡＣＧＡＣＧＡＴＡＣＡＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧ
ＧＡＣＴＴＣＧＡＴＡＴＣＴＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＣ
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ＧＡＴＣＡＴＴＣＣＡＧＡＡＧＡＡＡＡＣＣＣＧＧＣＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＣ
ＡＧＴＧＧＡＧＣＧＣＣＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＴＧＧＣＡＴＧＴＣＣＴＣＴＡＧＴＣＣＴ
ＣＡＣＧＴＧＣＴＧＣＧＡＡＡＴＣＧＧＧＣＣＣＡＧＴＣＡＧＧＧＡＧＣＧＴＣＣＣＡＣ
ＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＧＡＣＧＧＡＴＣ
ＣＴＴＴＡＣＴＣＡＧＣＣＡＣＴＧＴＡＣＣＧＧＧＧＣＧＡＡＣＴＧＡＡＣＧＡＧＣＡＣ
ＣＴＧＧＧＧＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＣＴＡＴＡＴＣＡＧＡＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＧＧ
ＡＴＡＡＣＡＴＴＡＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＡＧＧＣＣ
ＴＴＡＣＡＧＴＴＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＴＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＣ
ＣＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣ
ＣＴＡＡＴＧＡＧＡＣＣＡＡＡＡＣＡＴＡＣＴＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡ
ＴＡＴＧＧＣＣＣＣＡＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＴＴＧＣＡＡＧＧＣＡＴＧＧ
ＧＣＣＴＡＴＴＴＴＴＣＴＧＡＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＴＣＣＡＣＡ
ＧＴＧＧＣＣＴＧＡＴＣＧＧＧＣＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＣＡＴＡＣＴＡＡＣＡＣ
ＣＣＴＧＡＡＴＣＣＣＧＣＡＣＡＣＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＧＧＡＡ
ＴＴＣＧＣＣＣＴＧＴＴＣＴＴＴＡＣＣＡＴＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＡＣＡＡＡＡＡＧＣＴ
ＧＧＴＡＣＴＴＣＡＣＣＧＡＡＡＡＣＡＴＧＧＡＧＣＧＡＡＡＴＴＧＣＣＧＧＧＣＴＣＣ
ＡＴＧＴＡＡＴＡＴＴＣＡＧＡＴＧＧＡＡＧＡＣＣＣＣＡＣＡＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＣ
ＴＡＣＣＧＣＴＴＴＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＧＧＴＡＴＡＴＴＡＴＧＧＡＴＡＣＴＣ
ＴＧＣＣＣＧＧＡＣＴＧＧＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＡＡＴＣＡＧＧＴＧ
ＧＴＡＣＣＴＧＣＴＧＡＧＣＡＴＧＧＧＧＴＣＣＡＡＣＧＡＧＡＡＴＡＴＣＣＡＣＴＣＡ
ＡＴＴＣＡＴＴＴＣＡＧＣＧＧＡＣＡＣＧＴＧＴＴＴＡＣＴＧＴＣＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧ
ＡＡＧＡＧＴＡＴＡＡＡＡＴＧＧＣＣＣＴＧＴＡＣＡＡＣＣＴＧＴＡＴＣＣＣＧＧＣＧＴ
ＧＴＴＣＧＡＡＡＣＣＧＴＣＧＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＴＡＧＣＡＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣ
ＴＧＧＡＧＡＧＴＧＧＡＡＴＧＣＣＴＧＡＴＴＧＧＧＧＡＧＣＡＣＣＴＧＣＡＴＧＣＣＧ
ＧＡＡＴＧＴＣＴＡＣＣＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧＴＧＴＡＣＡＧＴＡＡＴＡＡＧＴＧＴＣＡ
ＧＡＣＡＣＣＣＣＴＧＧＧＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＧＡＣＡＴＡＴＣＣＧＧＧＡＴＴＴＣ
ＣＡＧＡＴＴＡＣＣＧＣＡＴＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＣＣＴＡ
ＡＧＣＴＧＧＣＴＡＧＡＣＴＧＣＡＣＴＡＴＴＣＣＧＧＧＴＣＴＡＴＣＡＡＣＧＣＴＴＧ
ＧＴＣＣＡＣＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＴＴＣＴＣＴＴＧＧＡＴＴＡＡＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧ
ＣＴＧＧＣＡＣＣＡＡＴＧＡＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＧＧＧＧ
ＣＣＡＧＧＣＡＧＡＡＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＣＴＧＴＡＣＡＴＣＴＣＡＣＡＧＴＴＴＡＴ
ＣＡＴＣＡＴＧＴＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＡＡＧＡＡＡＴＧＧＣＡＧＡＣＡＴＡＣ
ＣＧＣＧＧＣＡＡＴＡＧＣＡＣＡＧＧＧＡＣＴＣＴＧＡＴＧＧＴＧＴＴＣＴＴＴＧＧＣＡ
ＡＣＧＴＧＧＡＣＡＧＴＴＣＡＧＧＧＡＴＣＡＡＧＣＡＣＡＡＣＡＴＴＴＴＣＡＡＴＣＣ
ＣＣＣＴＡＴＣＡＴＴＧＣＴＡＧＡＴＡＣＡＴＣＡＧＧＣＴＧＣＡＣＣＣＡＡＣＣＣＡＴ
ＴＡＴＴＣＴＡＴＴＣＧＡＡＧＴＡＣＡＣＴＧＣＧＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＧＧＧＧＴ
ＧＣＧＡＴＣＴＧＡＡＣＡＧＴＴＧＴＴＣＡＡＴＧＣＣＣＣＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＧＴＣ
ＣＡＡＧＧＣＡＡＴＣＴＣＴＧＡＣＧＣＣＣＡＧＡＴＴＡＣＣＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＡＣ
ＴＴＣＡＣＴＡＡＴＡＴＧＴＴＴＧＣＴＡＣＣＴＧＧＡＧＣＣＣＣＴＣＣＡＡＡＧＣＡＣ
ＧＡＣＴＧＣＡＴＣＴＧＣＡＧＧＧＡＣＧＡＡＧＣＡＡＣＧＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＣＡ
ＧＧＴＧＡＡＣＡＡＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＴＴＴＴＣＡＧ
ＡＡＡＡＣＴＡＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＣＡＣＡＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡ
ＡＡＡＧＴＣＴＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＡＴＧＴＡＣＧＴＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴ
ＣＴＣＴＡＧＴＴＣＡＣＡＧＧＡＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＣＴＧＴＴＣＴＴＴ
ＣＡＧＡＡＣＧＧＡＡＡＧＧＴＧＡＡＡＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＴＴ
ＣＣＴＴＴＡＣＡＣＣＴＧＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣＴＣＴＧＧＡＣＣＣＡＣＣＣＣＴＧＣＴ
ＧＡＣＴＣＧＣＴＡＣＣＴＧＣＧＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＣＡＴ
ＣＡＧＡＴＴＧＣＡＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＡＧＧＣＣＣ
ＡＧＧＡＣＣＴＧＴＡＴＴＧＡ
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コドン最適化された因子ｃＤＮＡ、ａｋａ　ＣＯ／ＣＯ３、アミノ酸１６４５－１６４８
が削除された変異体い、デルタ４　（配列番号：３）
ＡＴＧＣＡＧＡＴＴＧＡＧＣＴＧＴＣＡＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣ
ＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＧＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＧＧ
ＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＣＴＧ
ＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣＣＡＧＴＧＧＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＡＣＣＴＡＧＡＧＴＣＣ
ＣＴＡＡＡＴＣＡＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＴＡＴＡＡＧＡＡ
ＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣ
ＧＣＴＡＡＧＣＣＴＣＧＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＡＡ
ＣＡＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＴＧＴＡＣＧＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＡＴＴＡＣＡＣＴ
ＧＡＡＡＡＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＡＣＡＣＣＣＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＣＡＴＧＣＴＧＴＧ
ＧＧＣＧＴＣＡＧＣＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＧＡＡＧＧＧＧＣＡＧＡＧＴＡＴＧ
ＡＣＧＡＴＣＡＧＡＣＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＴ
ＧＴＴＴＣＣＴＧＧＣＧＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＣＴＡＴＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＴＣＣＴＧ
ＡＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧＣＣＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＡ
ＣＣＴＡＣＴＣＴＴＡＴＣＴＧＡＧＴＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴ
ＧＡＡＣＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＡＧＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＡＧＧＧＡＡ
ＧＧＧＡＧＣＣＴＧＧＣＴＡＡＧＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧＣＡＴＡＡＧＴ
ＴＣＡＴＴＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＴＧＡＣＧＡＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＴＧ
ＧＣＡＣＡＧＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＡＡＴＡＧＴＣＴＧＡＴＧＣＡＧＧＡＣＣＧＧＧＡＴ
ＧＣＣＧＣＴＴＣＡＧＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＴＧＴＧＡ
ＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴＣＡＡＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＣＣＴＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧ
ＣＣＡＣＣＧＡＡＡＧＡＧＣＧＴＧＴＡＴＴＧＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＣ
ＡＣＣＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＴＧＣＡＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣＡＴＡ
ＣＣＴＴＴＣＴＧＧＴＣＣＧＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＣＡＧＧＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＴ
ＣＴＣＴＣＣＡＡＴＴＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＧＡＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＧＡＣＡＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＣ
ＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＡＡＧＴＧＧＡＣＡＧ
ＣＴＧＴＣＣＣＧＡＧＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＴＧＡＧ
ＧＡＡＧＣＴＧＡＡＧＡＣＴＡＴＧＡＣＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＣＴＣＣＧＡＧＡ
ＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＣＣＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＣＡＧＣＣＣＣＴＣＣＴＴ
ＴＡＴＣＣＡＧＡＴＴＡＧＡＴＣＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡＡＣＡＣＣＣＴＡＡＧＡＣＡ
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ＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＧＡＣＡＴＡＴＣＣＧＧＧＡＴＴＴＣＣＡＧＡＴＴＡＣＣＧＣＡ
ＴＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＣＣＴＡＡＧＣＴＧＧＣＴＡＧＡＣ
ＴＧＣＡＣＴＡＴＴＣＣＧＧＧＴＣＴＡＴＣＡＡＣＧＣＴＴＧＧＴＣＣＡＣＡＡＡＡＧＡ
ＧＣＣＴＴＴＣＴＣＴＴＧＧＡＴＴＡＡＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣＣＡＡＴＧ
ＡＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＧＧＧＧＣＣＡＧＧＣＡＧＡＡＧＴ
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ＧＡ
コドン最適化された因子ＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ、ａｋａ　ＣＯ／ＣＯ３、アミノ酸１６４５
が削除された変異体、デルタ１６４５（配列番号：４）
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ＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣ
ＧＣＴＡＡＧＣＣＴＣＧＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＡＡ
ＣＡＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＴＧＴＡＣＧＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＡＴＴＡＣＡＣＴ
ＧＡＡＡＡＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＡＣＡＣＣＣＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＣＡＴＧＣＴＧＴＧ
ＧＧＣＧＴＣＡＧＣＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＧＡＡＧＧＧＧＣＡＧＡＧＴＡＴＧ
ＡＣＧＡＴＣＡＧＡＣＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＴ
ＧＴＴＴＣＣＴＧＧＣＧＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＣＴＡＴＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＴＣＣＴＧ
ＡＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧＣＣＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＡ
ＣＣＴＡＣＴＣＴＴＡＴＣＴＧＡＧＴＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴ
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ＴＣＡＴＴＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＴＧＡＣＧＡＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＴＧ
ＧＣＡＣＡＧＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＡＡＴＡＧＴＣＴＧＡＴＧＣＡＧＧＡＣＣＧＧＧＡＴ
ＧＣＣＧＣＴＴＣＡＧＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＴＧＴＧＡ
ＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴＣＡＡＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＣＣＴＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧ
ＣＣＡＣＣＧＡＡＡＧＡＧＣＧＴＧＴＡＴＴＧＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＣ
ＡＣＣＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＴＧＣＡＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣＡＴＡ
ＣＣＴＴＴＣＴＧＧＴＣＣＧＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＣＡＧＧＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＴ
ＣＴＣＴＣＣＡＡＴＴＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＧＡＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＧＡＣＡＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＣ
ＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＡＡＧＴＧＧＡＣＡＧ
ＣＴＧＴＣＣＣＧＡＧＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＴＧＡＧ
ＧＡＡＧＣＴＧＡＡＧＡＣＴＡＴＧＡＣＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＣＴＣＣＧＡＧＡ
ＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＣＣＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＣＡＧＣＣＣＣＴＣＣＴＴ
ＴＡＴＣＣＡＧＡＴＴＡＧＡＴＣＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡＡＣＡＣＣＣＴＡＡＧＡＣＡ
ＴＧＧＧＴＣＣＡＴＴＡＣＡＴＣＧＣＡＧＣＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＴＴ
ＡＴＧＣＡＣＣＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡＣＧＡＴＣＧＡＴＣＣＴＡＣＡＡ
ＡＴＣＴＣＡＧＴＡＴＣＴＧＡＡＣＡＡＴＧＧＡＣＣＡＣＡＧＣＧＧＡＴＴＧＧＣＡＧＡ
ＡＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＡＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＴＴＡＴＡＣＣＧＡＴＧＡＡＡ
ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＣＴＣＧＣＧＡＡＧＣＡＡＴＣＣＡＧＣＡＣＧＡＧＡＧＣＧＧＧＡＴ
ＴＣＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴＧＣＴＧＴＡＣＧＧＡＧＡＡＧＴＧＧＧＧＧＡＣＡＣＣＣＴＧ
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ＣＴＧＡＴＣＡＴＴＴＴＴＡＡＧＡＡＣＣＡＧＧＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＡＴＡ
ＴＣＴＡＴＣＣＡＣＡＴＧＧＡＡＴＴＡＣＡＧＡＴＧＴＧＣＧＣＣＣＴＣＴＧＴＡＣＡＧ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＧＣＣＡＡＡＧＧＧＣＧＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＴＣ
ＣＣＡＡＴＣＣＴＧＣＣＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＴＴＴＡＡＧＴＡＴＡＡＡＴＧＧＡＣＴＧ
ＴＣＡＣＣＧＴＣＧＡＧＧＡＴＧＧＣＣＣＣＡＣＴＡＡＧＡＧＣＧＡＣＣＣＴＡＧＧＴＧ
ＣＣＴＧＡＣＣＣＧＣＴＡＣＴＡＴＴＣＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＣＣＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＣＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴＴＴＧＴＴ
ＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＣＧＴＧＧＡＴＣＡＧＡＧＡＧＧＣＡＡＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＣ
ＣＧＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＴＧＴＧＡＴＴＣＴＧＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＴＧＡＣＧＡＡ
ＡＡＣＣＧＧＴＣＡＴＧＧＴＡＴＣＴＧＡＣＣＧＡＧＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＣＣ
ＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣＡＧＣＣＧＧＡＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＧＴＴ
ＴＣＡＧＧＣＴＴＣＴＡＡＣＡＴＣＡＴＧＣＡＴＡＧＴＡＴＴＡＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＧ
ＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＧＴＧＴＣＴＧＣＡＣＧＡＧＧＴＣＧ
ＣＴＴＡＣＴＧＧＴＡＴＡＴＣＣＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＡＧＣＡＣＡＧＡＣＡＧＡＴＴＴ
ＣＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＴＣＴＴＴＴＣＣＧＧＣＴＡＣＡＣＴＴＴＴＡＡＧＣＡＴＡＡＡ
ＡＴＧＧＴＧＴＡＴＧＡＧＧＡＣＡＣＡＣＴＧＡＣＴＣＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＧＣＧ
ＧＣＧＡＡＡＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＣＣＧＧＧＣＴＧＴＧ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＧＣＧＧＧ
ＡＴＧＡＣＴＧＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＡＡＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＡＡＧＡＴＴＣＡＴＡＣＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＧＣＧＣ
ＡＴＡＴＣＴＧＣＴＧＴＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＴ
ＴＴＴＡＧＴＣＡＧＡＡＴＣＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＧＡＡＧＣＡＣＣＡＧＣＧＣＧＡＧＡ
ＴＣＡＣＣＣＧＣＡＣＴＡＣＣＣＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＴＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴＣＧＡ
ＣＴＡＣＧＡＣＧＡＴＡＣＡＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＣ
ＴＴＣＧＡＴＡＴＣＴＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＣＧＡＴ
ＣＡＴＴＣＣＡＧＡＡＧＡＡＡＡＣＣＣＧＧＣＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＣＡＧＴ
ＧＧＡＧＣＧＣＣＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＴＧＧＣＡＴＧＴＣＣＴＣＴＡＧＴＣＣＴＣＡＣ
ＧＴＧＣＴＧＣＧＡＡＡＴＣＧＧＧＣＣＣＡＧＴＣＡＧＧＧＡＧＣＧＴＣＣＣＡＣＡＧＴ
ＴＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＧＡＣＧＧＡＴＣＣＴＴ
ＴＡＣＴＣＡＧＣＣＡＣＴＧＴＡＣＣＧＧＧＧＣＧＡＡＣＴＧＡＡＣＧＡＧＣＡＣＣＴＧ
ＧＧＧＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＣＴＡＴＡＴＣＡＧＡＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＡ
ＡＣＡＴＴＡＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＡＧＧＣＣＴＴＡ
ＣＡＧＴＴＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＴＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＣＣＡＧ
ＡＧＧＣＡＧＧＧＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣＣＴＡ
ＡＴＧＡＧＡＣＣＡＡＡＡＣＡＴＡＣＴＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＡＴ
ＧＧＣＣＣＣＡＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＴＴＧＣＡＡＧＧＣＡＴＧＧＧＣＣ
ＴＡＴＴＴＴＴＣＴＧＡＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＴＣＣＡＣＡＧＴＧ
ＧＣＣＴＧＡＴＣＧＧＧＣＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＣＡＴＡＣＴＡＡＣＡＣＣＣＴ
ＧＡＡＴＣＣＣＧＣＡＣＡＣＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＧＧＡＡＴＴＣ
ＧＣＣＣＴＧＴＴＣＴＴＴＡＣＣＡＴＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＡＣＡＡＡＡＡＧＣＴＧＧＴ
ＡＣＴＴＣＡＣＣＧＡＡＡＡＣＡＴＧＧＡＧＣＧＡＡＡＴＴＧＣＣＧＧＧＣＴＣＣＡＴＧ
ＴＡＡＴＡＴＴＣＡＧＡＴＧＧＡＡＧＡＣＣＣＣＡＣＡＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＣＴＡＣ
ＣＧＣＴＴＴＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＧＧＴＡＴＡＴＴＡＴＧＧＡＴＡＣＴＣＴＧＣ
ＣＣＧＧＡＣＴＧＧＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＡＡＴＣＡＧＧＴＧＧＴＡ
ＣＣＴＧＣＴＧＡＧＣＡＴＧＧＧＧＴＣＣＡＡＣＧＡＧＡＡＴＡＴＣＣＡＣＴＣＡＡＴＴ
ＣＡＴＴＴＣＡＧＣＧＧＡＣＡＣＧＴＧＴＴＴＡＣＴＧＴＣＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧＡＡＧ
ＡＧＴＡＴＡＡＡＡＴＧＧＣＣＣＴＧＴＡＣＡＡＣＣＴＧＴＡＴＣＣＣＧＧＣＧＴＧＴＴ
ＣＧＡＡＡＣＣＧＴＣＧＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＴＡＧＣＡＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣＴＧＧ
ＡＧＡＧＴＧＧＡＡＴＧＣＣＴＧＡＴＴＧＧＧＧＡＧＣＡＣＣＴＧＣＡＴＧＣＣＧＧＡＡ
ＴＧＴＣＴＡＣＣＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧＴＧＴＡＣＡＧＴＡＡＴＡＡＧＴＧＴＣＡＧＡＣ
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ＡＣＣＣＣＴＧＧＧＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＧＡＣＡＴＡＴＣＣＧＧＧＡＴＴＴＣＣＡＧ
ＡＴＴＡＣＣＧＣＡＴＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＣＣＴＡＡＧＣ
ＴＧＧＣＴＡＧＡＣＴＧＣＡＣＴＡＴＴＣＣＧＧＧＴＣＴＡＴＣＡＡＣＧＣＴＴＧＧＴＣ
ＣＡＣＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＴＴＣＴＣＴＴＧＧＡＴＴＡＡＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧ
ＧＣＡＣＣＡＡＴＧＡＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＧＧＧＧＣＣＡ
ＧＧＣＡＧＡＡＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＣＴＧＴＡＣＡＴＣＴＣＡＣＡＧＴＴＴＡＴＣＡＴ
ＣＡＴＧＴＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＡＡＧＡＡＡＴＧＧＣＡＧＡＣＡＴＡＣＣＧＣ
ＧＧＣＡＡＴＡＧＣＡＣＡＧＧＧＡＣＴＣＴＧＡＴＧＧＴＧＴＴＣＴＴＴＧＧＣＡＡＣＧ
ＴＧＧＡＣＡＧＴＴＣＡＧＧＧＡＴＣＡＡＧＣＡＣＡＡＣＡＴＴＴＴＣＡＡＴＣＣＣＣＣ
ＴＡＴＣＡＴＴＧＣＴＡＧＡＴＡＣＡＴＣＡＧＧＣＴＧＣＡＣＣＣＡＡＣＣＣＡＴＴＡＴ
ＴＣＴＡＴＴＣＧＡＡＧＴＡＣＡＣＴＧＣＧＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＧＧＧＧＴＧＣＧ
ＡＴＣＴＧＡＡＣＡＧＴＴＧＴＴＣＡＡＴＧＣＣＣＣＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＧＴＣＣＡＡ
ＧＧＣＡＡＴＣＴＣＴＧＡＣＧＣＣＣＡＧＡＴＴＡＣＣＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＡＣＴＴＣ
ＡＣＴＡＡＴＡＴＧＴＴＴＧＣＴＡＣＣＴＧＧＡＧＣＣＣＣＴＣＣＡＡＡＧＣＡＣＧＡＣ
ＴＧＣＡＴＣＴＧＣＡＧＧＧＡＣＧＡＡＧＣＡＡＣＧＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＣＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＡＡＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＴＴＴＴＣＡＧＡＡＡ
ＡＣＴＡＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＣＡＣＡＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡＡＡＡ
ＧＴＣＴＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＡＴＧＴＡＣＧＴＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴＣＴＣ
ＴＡＧＴＴＣＡＣＡＧＧＡＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＣＴＧＴＴＣＴＴＴＣＡＧ
ＡＡＣＧＧＡＡＡＧＧＴＧＡＡＡＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＴＴＣＣＴ
ＴＴＡＣＡＣＣＴＧＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣＴＣＴＧＧＡＣＣＣＡＣＣＣＣＴＧＣＴＧＡＣ
ＴＣＧＣＴＡＣＣＴＧＣＧＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＣＡＴＣＡＧ
ＡＴＴＧＣＡＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＧ
ＡＣＣＴＧＴＡＴＴＧＡ
コドン最適化された因子ＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ、ａｋａ　ＣＯ／ＣＯ３、アミノ酸１６４５
及び１６４６が削除された変異体、デルタ２（配列番号：５）
ＡＴＧＣＡＧＡＴＴＧＡＧＣＴＧＴＣＡＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣ
ＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＧＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＧＧ
ＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＣＴＧ
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ＣＴＡＡＡＴＣＡＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＴＡＴＡＡＧＡＡ
ＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣ
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ＡＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＡＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＴＴＡＴＡＣＣＧＡＴＧＡＡＡ
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ＣＴＧＡＴＣＡＴＴＴＴＴＡＡＧＡＡＣＣＡＧＧＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＡＴＡ
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ＧＣＧＡＡＡＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＣＣＧＧＧＣＴＧＴＧ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＧＣＧＧＧ
ＡＴＧＡＣＴＧＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＡＡＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＡＡＧＡＴＴＣＡＴＡＣＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＧＣＧＣ
ＡＴＡＴＣＴＧＣＴＧＴＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＴ
ＴＴＴＡＧＴＣＡＧＡＡＴＣＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＧＡＡＧＣＡＧＣＧＣＧＡＧＡＴＣＡ
ＣＣＣＧＣＡＣＴＡＣＣＣＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＴＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴＣＧＡＣＴＡ
ＣＧＡＣＧＡＴＡＣＡＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＣＴＴＣ
ＧＡＴＡＴＣＴＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＣＧＡＴＣＡＴ
ＴＣＣＡＧＡＡＧＡＡＡＡＣＣＣＧＧＣＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＣＡＧＴＧＧＡ
ＧＣＧＣＣＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＴＧＧＣＡＴＧＴＣＣＴＣＴＡＧＴＣＣＴＣＡＣＧＴＧ
ＣＴＧＣＧＡＡＡＴＣＧＧＧＣＣＣＡＧＴＣＡＧＧＧＡＧＣＧＴＣＣＣＡＣＡＧＴＴＣＡ
ＡＧＡＡＡＧＴＧＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＧＡＣＧＧＡＴＣＣＴＴＴＡＣ
ＴＣＡＧＣＣＡＣＴＧＴＡＣＣＧＧＧＧＣＧＡＡＣＴＧＡＡＣＧＡＧＣＡＣＣＴＧＧＧＧ
ＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＣＴＡＴＡＴＣＡＧＡＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＡＡＣＡ
ＴＴＡＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＧ
ＴＴＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＴＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＧ
ＣＡＧＧＧＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣＣＴＡＡＴＧ
ＡＧＡＣＣＡＡＡＡＣＡＴＡＣＴＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＡＴＧＧＣ
ＣＣＣＡＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＴＴＧＣＡＡＧＧＣＡＴＧＧＧＣＣＴＡＴ
ＴＴＴＴＣＴＧＡＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＴＣＣＡＣＡＧＴＧＧＣＣ
ＴＧＡＴＣＧＧＧＣＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＣＡＴＡＣＴＡＡＣＡＣＣＣＴＧＡＡ
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ＴＣＣＣＧＣＡＣＡＣＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣ
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ＣＡＡＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＴＴＴＴＣＡＧＡＡＡＡＣＴ
ＡＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＣＡＣＡＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡＡＡＡＧＴＣ
ＴＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＡＴＧＴＡＣＧＴＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＡＧ
ＴＴＣＡＣＡＧＧＡＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＣＴＧＴＴＣＴＴＴＣＡＧＡＡＣ
ＧＧＡＡＡＧＧＴＧＡＡＡＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＴＴＣＣＴＴＴＡ
ＣＡＣＣＴＧＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣＴＣＴＧＧＡＣＣＣＡＣＣＣＣＴＧＣＴＧＡＣＴＣＧ
ＣＴＡＣＣＴＧＣＧＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＣＡＴＣＡＧＡＴＴ
ＧＣＡＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＧＡＣＣ
ＴＧＴＡＴＴＧＡ

コドン最適化された因子ＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ、ａｋａ　ＣＯ／ＣＯ３、アミノ酸１６４５
－１６４７が削除された、デルタ３（配列番号：６）
ＡＴＧＣＡＧＡＴＴＧＡＧＣＴＧＴＣＡＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣ
ＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＧＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＧＧ
ＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＣＴＧ
ＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣＣＡＧＴＧＧＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＡＣＣＴＡＧＡＧＴＣＣ
ＣＴＡＡＡＴＣＡＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＴＡＴＡＡＧＡＡ
ＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣ
ＧＣＴＡＡＧＣＣＴＣＧＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＡＡ
ＣＡＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＴＧＴＡＣＧＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＡＴＴＡＣＡＣＴ
ＧＡＡＡＡＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＡＣＡＣＣＣＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＣＡＴＧＣＴＧＴＧ
ＧＧＣＧＴＣＡＧＣＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＧＡＡＧＧＧＧＣＡＧＡＧＴＡＴＧ
ＡＣＧＡＴＣＡＧＡＣＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＴ
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ＧＴＴＴＣＣＴＧＧＣＧＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＣＴＡＴＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＴＣＣＴＧ
ＡＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧＣＣＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＡ
ＣＣＴＡＣＴＣＴＴＡＴＣＴＧＡＧＴＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴ
ＧＡＡＣＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＡＧＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＡＧＧＧＡＡ
ＧＧＧＡＧＣＣＴＧＧＣＴＡＡＧＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧＣＡＴＡＡＧＴ
ＴＣＡＴＴＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＴＧＡＣＧＡＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＴＧ
ＧＣＡＣＡＧＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＡＡＴＡＧＴＣＴＧＡＴＧＣＡＧＧＡＣＣＧＧＧＡＴ
ＧＣＣＧＣＴＴＣＡＧＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＴＧＴＧＡ
ＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴＣＡＡＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＣＣＴＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧ
ＣＣＡＣＣＧＡＡＡＧＡＧＣＧＴＧＴＡＴＴＧＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＣ
ＡＣＣＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＴＧＣＡＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣＡＴＡ
ＣＣＴＴＴＣＴＧＧＴＣＣＧＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＣＡＧＧＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＴ
ＣＴＣＴＣＣＡＡＴＴＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＧＡＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＧＡＣＡＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＣ
ＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＡＡＧＴＧＧＡＣＡＧ
ＣＴＧＴＣＣＣＧＡＧＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＴＧＡＧ
ＧＡＡＧＣＴＧＡＡＧＡＣＴＡＴＧＡＣＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＣＴＣＣＧＡＧＡ
ＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＣＣＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＣＡＧＣＣＣＣＴＣＣＴＴ
ＴＡＴＣＣＡＧＡＴＴＡＧＡＴＣＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡＡＣＡＣＣＣＴＡＡＧＡＣＡ
ＴＧＧＧＴＣＣＡＴＴＡＣＡＴＣＧＣＡＧＣＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＴＴ
ＡＴＧＣＡＣＣＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡＣＧＡＴＣＧＡＴＣＣＴＡＣＡＡ
ＡＴＣＴＣＡＧＴＡＴＣＴＧＡＡＣＡＡＴＧＧＡＣＣＡＣＡＧＣＧＧＡＴＴＧＧＣＡＧＡ
ＡＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＡＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＴＴＡＴＡＣＣＧＡＴＧＡＡＡ
ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＣＴＣＧＣＧＡＡＧＣＡＡＴＣＣＡＧＣＡＣＧＡＧＡＧＣＧＧＧＡＴ
ＴＣＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴＧＣＴＧＴＡＣＧＧＡＧＡＡＧＴＧＧＧＧＧＡＣＡＣＣＣＴＧ
ＣＴＧＡＴＣＡＴＴＴＴＴＡＡＧＡＡＣＣＡＧＧＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＡＴＡ
ＴＣＴＡＴＣＣＡＣＡＴＧＧＡＡＴＴＡＣＡＧＡＴＧＴＧＣＧＣＣＣＴＣＴＧＴＡＣＡＧ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＧＣＣＡＡＡＧＧＧＣＧＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＴＣ
ＣＣＡＡＴＣＣＴＧＣＣＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＴＴＴＡＡＧＴＡＴＡＡＡＴＧＧＡＣＴＧ
ＴＣＡＣＣＧＴＣＧＡＧＧＡＴＧＧＣＣＣＣＡＣＴＡＡＧＡＧＣＧＡＣＣＣＴＡＧＧＴＧ
ＣＣＴＧＡＣＣＣＧＣＴＡＣＴＡＴＴＣＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＣＣＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＣＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴＴＴＧＴＴ
ＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＣＧＴＧＧＡＴＣＡＧＡＧＡＧＧＣＡＡＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＣ
ＣＧＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＴＧＴＧＡＴＴＣＴＧＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＴＧＡＣＧＡＡ
ＡＡＣＣＧＧＴＣＡＴＧＧＴＡＴＣＴＧＡＣＣＧＡＧＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＣＣ
ＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣＡＧＣＣＧＧＡＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＧＴＴ
ＴＣＡＧＧＣＴＴＣＴＡＡＣＡＴＣＡＴＧＣＡＴＡＧＴＡＴＴＡＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＧ
ＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＧＴＧＴＣＴＧＣＡＣＧＡＧＧＴＣＧ
ＣＴＴＡＣＴＧＧＴＡＴＡＴＣＣＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＡＧＣＡＣＡＧＡＣＡＧＡＴＴＴ
ＣＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＴＣＴＴＴＴＣＣＧＧＣＴＡＣＡＣＴＴＴＴＡＡＧＣＡＴＡＡＡ
ＡＴＧＧＴＧＴＡＴＧＡＧＧＡＣＡＣＡＣＴＧＡＣＴＣＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＧＣＧ
ＧＣＧＡＡＡＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＣＣＧＧＧＣＴＧＴＧ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＧＣＧＧＧ
ＡＴＧＡＣＴＧＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＡＡＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＡＡＧＡＴＴＣＡＴＡＣＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＧＣＧＣ
ＡＴＡＴＣＴＧＣＴＧＴＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＴ
ＴＴＴＡＧＴＣＡＧＡＡＴＣＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＧＡＡＧＣＧＣＧＡＧＡＴＣＡＣＣＣ
ＧＣＡＣＴＡＣＣＣＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＴＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴＣＧＡＣＴＡＣＧＡ
ＣＧＡＴＡＣＡＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＣＴＴＣＧＡＴ
ＡＴＣＴＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＣＧＡＴＣＡＴＴＣＣ
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ＡＧＡＡＧＡＡＡＡＣＣＣＧＧＣＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＣＡＧＴＧＧＡＧＣＧ
ＣＣＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＴＧＧＣＡＴＧＴＣＣＴＣＴＡＧＴＣＣＴＣＡＣＧＴＧＣＴＧ
ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＧＣＣＣＡＧＴＣＡＧＧＧＡＧＣＧＴＣＣＣＡＣＡＧＴＴＣＡＡＧＡ
ＡＡＧＴＧＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＧＡＣＧＧＡＴＣＣＴＴＴＡＣＴＣＡ
ＧＣＣＡＣＴＧＴＡＣＣＧＧＧＧＣＧＡＡＣＴＧＡＡＣＧＡＧＣＡＣＣＴＧＧＧＧＣＴＧ
ＣＴＧＧＧＡＣＣＣＴＡＴＡＴＣＡＧＡＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＡＡＣＡＴＴＡ
ＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＧＴＴＴ
ＴＴＡＴＴＣＡＡＧＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＴＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＧ
ＧＧＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣＣＴＡＡＴＧＡＧＡ
ＣＣＡＡＡＡＣＡＴＡＣＴＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＡＴＧＧＣＣＣＣ
ＡＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＴＴＧＣＡＡＧＧＣＡＴＧＧＧＣＣＴＡＴＴＴＴ
ＴＣＴＧＡＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＴＣＣＡＣＡＧＴＧＧＣＣＴＧＡ
ＴＣＧＧＧＣＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＣＡＴＡＣＴＡＡＣＡＣＣＣＴＧＡＡＴＣＣ
ＣＧＣＡＣＡＣＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＣＴＧ
ＴＴＣＴＴＴＡＣＣＡＴＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＡＣＡＡＡＡＡＧＣＴＧＧＴＡＣＴＴＣＡ
ＣＣＧＡＡＡＡＣＡＴＧＧＡＧＣＧＡＡＡＴＴＧＣＣＧＧＧＣＴＣＣＡＴＧＴＡＡＴＡＴ
ＴＣＡＧＡＴＧＧＡＡＧＡＣＣＣＣＡＣＡＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＣＴＡＣＣＧＣＴＴＴ
ＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＧＧＴＡＴＡＴＴＡＴＧＧＡＴＡＣＴＣＴＧＣＣＣＧＧＡＣ
ＴＧＧＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＡＡＴＣＡＧＧＴＧＧＴＡＣＣＴＧＣＴ
ＧＡＧＣＡＴＧＧＧＧＴＣＣＡＡＣＧＡＧＡＡＴＡＴＣＣＡＣＴＣＡＡＴＴＣＡＴＴＴＣ
ＡＧＣＧＧＡＣＡＣＧＴＧＴＴＴＡＣＴＧＴＣＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧＡＡＧＡＧＴＡＴＡ
ＡＡＡＴＧＧＣＣＣＴＧＴＡＣＡＡＣＣＴＧＴＡＴＣＣＣＧＧＣＧＴＧＴＴＣＧＡＡＡＣ
ＣＧＴＣＧＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＴＡＧＣＡＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＧＴＧ
ＧＡＡＴＧＣＣＴＧＡＴＴＧＧＧＧＡＧＣＡＣＣＴＧＣＡＴＧＣＣＧＧＡＡＴＧＴＣＴＡ
ＣＣＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧＴＧＴＡＣＡＧＴＡＡＴＡＡＧＴＧＴＣＡＧＡＣＡＣＣＣＣＴ
ＧＧＧＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＧＡＣＡＴＡＴＣＣＧＧＧＡＴＴＴＣＣＡＧＡＴＴＡＣＣ
ＧＣＡＴＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＣＣＴＡＡＧＣＴＧＧＣＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＡＣＴＡＴＴＣＣＧＧＧＴＣＴＡＴＣＡＡＣＧＣＴＴＧＧＴＣＣＡＣＡＡＡ
ＡＧＡＧＣＣＴＴＴＣＴＣＴＴＧＧＡＴＴＡＡＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣＣＡ
ＡＴＧＡＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＧＧＧＧＣＣＡＧＧＣＡＧＡ
ＡＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＣＴＧＴＡＣＡＴＣＴＣＡＣＡＧＴＴＴＡＴＣＡＴＣＡＴＧＴＡ
ＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＡＡＧＡＡＡＴＧＧＣＡＧＡＣＡＴＡＣＣＧＣＧＧＣＡＡＴ
ＡＧＣＡＣＡＧＧＧＡＣＴＣＴＧＡＴＧＧＴＧＴＴＣＴＴＴＧＧＣＡＡＣＧＴＧＧＡＣＡ
ＧＴＴＣＡＧＧＧＡＴＣＡＡＧＣＡＣＡＡＣＡＴＴＴＴＣＡＡＴＣＣＣＣＣＴＡＴＣＡＴ
ＴＧＣＴＡＧＡＴＡＣＡＴＣＡＧＧＣＴＧＣＡＣＣＣＡＡＣＣＣＡＴＴＡＴＴＣＴＡＴＴ
ＣＧＡＡＧＴＡＣＡＣＴＧＣＧＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＧＧＧＧＴＧＣＧＡＴＣＴＧＡ
ＡＣＡＧＴＴＧＴＴＣＡＡＴＧＣＣＣＣＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＧＴＣＣＡＡＧＧＣＡＡＴ
ＣＴＣＴＧＡＣＧＣＣＣＡＧＡＴＴＡＣＣＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＡＣＴＴＣＡＣＴＡＡＴ
ＡＴＧＴＴＴＧＣＴＡＣＣＴＧＧＡＧＣＣＣＣＴＣＣＡＡＡＧＣＡＣＧＡＣＴＧＣＡＴＣ
ＴＧＣＡＧＧＧＡＣＧＡＡＧＣＡＡＣＧＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＣＡＧＧＴＧＡＡＣＡＡ
ＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＴＴＴＴＣＡＧＡＡＡＡＣＴＡＴＧ
ＡＡＧＧＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＣＡＣＡＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡＡＡＡＧＴＣＴＧＣ
ＴＧＡＣＣＴＣＡＡＴＧＴＡＣＧＴＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＡＧＴＴＣ
ＡＣＡＧＧＡＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＣＴＧＴＴＣＴＴＴＣＡＧＡＡＣＧＧＡ
ＡＡＧＧＴＧＡＡＡＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＴＴＣＣＴＴＴＡＣＡＣ
ＣＴＧＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣＴＣＴＧＧＡＣＣＣＡＣＣＣＣＴＧＣＴＧＡＣＴＣＧＣＴＡ
ＣＣＴＧＣＧＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＣＡＴＣＡＧＡＴＴＧＣＡ
ＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＧＡＣＣＴＧＴ
ＡＴＴＧＡ
コドン最適化されたＦＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ、ａｋａ　ＣＯ／ＣＯ３、アミノ酸１６４８が
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削除された変異体、デルタ１６４８（配列番号：７）
ＡＴＧＣＡＧＡＴＴＧＡＧＣＴＧＴＣＡＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣ
ＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＧＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＧＧ
ＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＣＴＧ
ＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣＣＡＧＴＧＧＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＡＣＣＴＡＧＡＧＴＣＣ
ＣＴＡＡＡＴＣＡＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＴＡＴＡＡＧＡＡ
ＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣ
ＧＣＴＡＡＧＣＣＴＣＧＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＡＡ
ＣＡＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＴＧＴＡＣＧＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＡＴＴＡＣＡＣＴ
ＧＡＡＡＡＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＡＣＡＣＣＣＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＣＡＴＧＣＴＧＴＧ
ＧＧＣＧＴＣＡＧＣＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＧＡＡＧＧＧＧＣＡＧＡＧＴＡＴＧ
ＡＣＧＡＴＣＡＧＡＣＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＴ
ＧＴＴＴＣＣＴＧＧＣＧＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＣＴＡＴＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＴＣＣＴＧ
ＡＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧＣＣＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＡ
ＣＣＴＡＣＴＣＴＴＡＴＣＴＧＡＧＴＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴ
ＧＡＡＣＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＡＧＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＡＧＧＧＡＡ
ＧＧＧＡＧＣＣＴＧＧＣＴＡＡＧＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧＣＡＴＡＡＧＴ
ＴＣＡＴＴＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＴＧＡＣＧＡＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＴＧ
ＧＣＡＣＡＧＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＡＡＴＡＧＴＣＴＧＡＴＧＣＡＧＧＡＣＣＧＧＧＡＴ
ＧＣＣＧＣＴＴＣＡＧＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＴＧＴＧＡ
ＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴＣＡＡＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＣＣＴＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧ
ＣＣＡＣＣＧＡＡＡＧＡＧＣＧＴＧＴＡＴＴＧＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＣ
ＡＣＣＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＴＧＣＡＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣＡＴＡ
ＣＣＴＴＴＣＴＧＧＴＣＣＧＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＣＡＧＧＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＴ
ＣＴＣＴＣＣＡＡＴＴＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＧＡＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＧＡＣＡＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＣ
ＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＡＡＧＴＧＧＡＣＡＧ
ＣＴＧＴＣＣＣＧＡＧＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＴＧＡＧ
ＧＡＡＧＣＴＧＡＡＧＡＣＴＡＴＧＡＣＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＣＴＣＣＧＡＧＡ
ＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＣＣＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＣＡＧＣＣＣＣＴＣＣＴＴ
ＴＡＴＣＣＡＧＡＴＴＡＧＡＴＣＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡＡＣＡＣＣＣＴＡＡＧＡＣＡ
ＴＧＧＧＴＣＣＡＴＴＡＣＡＴＣＧＣＡＧＣＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＴＴ
ＡＴＧＣＡＣＣＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡＣＧＡＴＣＧＡＴＣＣＴＡＣＡＡ
ＡＴＣＴＣＡＧＴＡＴＣＴＧＡＡＣＡＡＴＧＧＡＣＣＡＣＡＧＣＧＧＡＴＴＧＧＣＡＧＡ
ＡＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＡＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＴＴＡＴＡＣＣＧＡＴＧＡＡＡ
ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＣＴＣＧＣＧＡＡＧＣＡＡＴＣＣＡＧＣＡＣＧＡＧＡＧＣＧＧＧＡＴ
ＴＣＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴＧＣＴＧＴＡＣＧＧＡＧＡＡＧＴＧＧＧＧＧＡＣＡＣＣＣＴＧ
ＣＴＧＡＴＣＡＴＴＴＴＴＡＡＧＡＡＣＣＡＧＧＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＡＴＡ
ＴＣＴＡＴＣＣＡＣＡＴＧＧＡＡＴＴＡＣＡＧＡＴＧＴＧＣＧＣＣＣＴＣＴＧＴＡＣＡＧ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＧＣＣＡＡＡＧＧＧＣＧＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＴＣ
ＣＣＡＡＴＣＣＴＧＣＣＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＴＴＴＡＡＧＴＡＴＡＡＡＴＧＧＡＣＴＧ
ＴＣＡＣＣＧＴＣＧＡＧＧＡＴＧＧＣＣＣＣＡＣＴＡＡＧＡＧＣＧＡＣＣＣＴＡＧＧＴＧ
ＣＣＴＧＡＣＣＣＧＣＴＡＣＴＡＴＴＣＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＧ
ＧＡＴＣＴＧＧＣＣＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＣＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴＴＴＧＴＴ
ＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＣＧＴＧＧＡＴＣＡＧＡＧＡＧＧＣＡＡＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＣ
ＣＧＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＴＧＴＧＡＴＴＣＴＧＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＴＧＡＣＧＡＡ
ＡＡＣＣＧＧＴＣＡＴＧＧＴＡＴＣＴＧＡＣＣＧＡＧＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＣＣ
ＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣＡＧＣＣＧＧＡＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＧＴＴ
ＴＣＡＧＧＣＴＴＣＴＡＡＣＡＴＣＡＴＧＣＡＴＡＧＴＡＴＴＡＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＧ
ＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＧＴＧＴＣＴＧＣＡＣＧＡＧＧＴＣＧ
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ＣＴＴＡＣＴＧＧＴＡＴＡＴＣＣＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＡＧＣＡＣＡＧＡＣＡＧＡＴＴＴ
ＣＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＴＣＴＴＴＴＣＣＧＧＣＴＡＣＡＣＴＴＴＴＡＡＧＣＡＴＡＡＡ
ＡＴＧＧＴＧＴＡＴＧＡＧＧＡＣＡＣＡＣＴＧＡＣＴＣＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＧＣＧ
ＧＣＧＡＡＡＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＣＣＧＧＧＣＴＧＴＧ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＧＣＧＧＧ
ＡＴＧＡＣＴＧＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＡＡＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡ
ＣＣＧＧＡＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＡＡＧＡＴＴＣＡＴＡＣＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＧＣＧＣ
ＡＴＡＴＣＴＧＣＴＧＴＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＴ
ＴＴＴＡＧＴＣＡＧＡＡＴＣＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＧＡＡＧＡＧＧＣＡＣＣＡＧＧＡＧＡ
ＴＣＡＣＣＣＧＣＡＣＴＡＣＣＣＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＴＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴＣＧＡ
ＣＴＡＣＧＡＣＧＡＴＡＣＡＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＣ
ＴＴＣＧＡＴＡＴＣＴＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＣＧＡＴ
ＣＡＴＴＣＣＡＧＡＡＧＡＡＡＡＣＣＣＧＧＣＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＣＡＧＴ
ＧＧＡＧＣＧＣＣＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＴＧＧＣＡＴＧＴＣＣＴＣＴＡＧＴＣＣＴＣＡＣ
ＧＴＧＣＴＧＣＧＡＡＡＴＣＧＧＧＣＣＣＡＧＴＣＡＧＧＧＡＧＣＧＴＣＣＣＡＣＡＧＴ
ＴＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＧＡＣＧＧＡＴＣＣＴＴ
ＴＡＣＴＣＡＧＣＣＡＣＴＧＴＡＣＣＧＧＧＧＣＧＡＡＣＴＧＡＡＣＧＡＧＣＡＣＣＴＧ
ＧＧＧＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＣＴＡＴＡＴＣＡＧＡＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＡ
ＡＣＡＴＴＡＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＡＧＧＣＣＴＴＡ
ＣＡＧＴＴＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＴＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＣＣＡＧ
ＡＧＧＣＡＧＧＧＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣＣＴＡ
ＡＴＧＡＧＡＣＣＡＡＡＡＣＡＴＡＣＴＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＡＴ
ＧＧＣＣＣＣＡＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＴＴＧＣＡＡＧＧＣＡＴＧＧＧＣＣ
ＴＡＴＴＴＴＴＣＴＧＡＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＴＣＣＡＣＡＧＴＧ
ＧＣＣＴＧＡＴＣＧＧＧＣＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＣＡＴＡＣＴＡＡＣＡＣＣＣＴ
ＧＡＡＴＣＣＣＧＣＡＣＡＣＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＧＧＡＡＴＴＣ
ＧＣＣＣＴＧＴＴＣＴＴＴＡＣＣＡＴＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＡＣＡＡＡＡＡＧＣＴＧＧＴ
ＡＣＴＴＣＡＣＣＧＡＡＡＡＣＡＴＧＧＡＧＣＧＡＡＡＴＴＧＣＣＧＧＧＣＴＣＣＡＴＧ
ＴＡＡＴＡＴＴＣＡＧＡＴＧＧＡＡＧＡＣＣＣＣＡＣＡＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＣＴＡＣ
ＣＧＣＴＴＴＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＧＧＴＡＴＡＴＴＡＴＧＧＡＴＡＣＴＣＴＧＣ
ＣＣＧＧＡＣＴＧＧＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＡＡＴＣＡＧＧＴＧＧＴＡ
ＣＣＴＧＣＴＧＡＧＣＡＴＧＧＧＧＴＣＣＡＡＣＧＡＧＡＡＴＡＴＣＣＡＣＴＣＡＡＴＴ
ＣＡＴＴＴＣＡＧＣＧＧＡＣＡＣＧＴＧＴＴＴＡＣＴＧＴＣＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧＡＡＧ
ＡＧＴＡＴＡＡＡＡＴＧＧＣＣＣＴＧＴＡＣＡＡＣＣＴＧＴＡＴＣＣＣＧＧＣＧＴＧＴＴ
ＣＧＡＡＡＣＣＧＴＣＧＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＴＡＧＣＡＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣＴＧＧ
ＡＧＡＧＴＧＧＡＡＴＧＣＣＴＧＡＴＴＧＧＧＧＡＧＣＡＣＣＴＧＣＡＴＧＣＣＧＧＡＡ
ＴＧＴＣＴＡＣＣＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧＴＧＴＡＣＡＧＴＡＡＴＡＡＧＴＧＴＣＡＧＡＣ
ＡＣＣＣＣＴＧＧＧＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＧＡＣＡＴＡＴＣＣＧＧＧＡＴＴＴＣＣＡＧ
ＡＴＴＡＣＣＧＣＡＴＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＣＣＴＡＡＧＣ
ＴＧＧＣＴＡＧＡＣＴＧＣＡＣＴＡＴＴＣＣＧＧＧＴＣＴＡＴＣＡＡＣＧＣＴＴＧＧＴＣ
ＣＡＣＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＴＴＣＴＣＴＴＧＧＡＴＴＡＡＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧ
ＧＣＡＣＣＡＡＴＧＡＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＧＧＧＧＣＣＡ
ＧＧＣＡＧＡＡＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＣＴＧＴＡＣＡＴＣＴＣＡＣＡＧＴＴＴＡＴＣＡＴ
ＣＡＴＧＴＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＡＡＧＡＡＡＴＧＧＣＡＧＡＣＡＴＡＣＣＧＣ
ＧＧＣＡＡＴＡＧＣＡＣＡＧＧＧＡＣＴＣＴＧＡＴＧＧＴＧＴＴＣＴＴＴＧＧＣＡＡＣＧ
ＴＧＧＡＣＡＧＴＴＣＡＧＧＧＡＴＣＡＡＧＣＡＣＡＡＣＡＴＴＴＴＣＡＡＴＣＣＣＣＣ
ＴＡＴＣＡＴＴＧＣＴＡＧＡＴＡＣＡＴＣＡＧＧＣＴＧＣＡＣＣＣＡＡＣＣＣＡＴＴＡＴ
ＴＣＴＡＴＴＣＧＡＡＧＴＡＣＡＣＴＧＣＧＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＧＧＧＧＴＧＣＧ
ＡＴＣＴＧＡＡＣＡＧＴＴＧＴＴＣＡＡＴＧＣＣＣＣＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＧＴＣＣＡＡ
ＧＧＣＡＡＴＣＴＣＴＧＡＣＧＣＣＣＡＧＡＴＴＡＣＣＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＡＣＴＴＣ
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ＡＣＴＡＡＴＡＴＧＴＴＴＧＣＴＡＣＣＴＧＧＡＧＣＣＣＣＴＣＣＡＡＡＧＣＡＣＧＡＣ
ＴＧＣＡＴＣＴＧＣＡＧＧＧＡＣＧＡＡＧＣＡＡＣＧＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＣＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＡＡＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＴＴＴＴＣＡＧＡＡＡ
ＡＣＴＡＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＣＡＣＡＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡＡＡＡ
ＧＴＣＴＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＡＴＧＴＡＣＧＴＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴＣＴＣ
ＴＡＧＴＴＣＡＣＡＧＧＡＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＣＴＧＴＴＣＴＴＴＣＡＧ
ＡＡＣＧＧＡＡＡＧＧＴＧＡＡＡＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＴＴＣＣＴ
ＴＴＡＣＡＣＣＴＧＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣＴＣＴＧＧＡＣＣＣＡＣＣＣＣＴＧＣＴＧＡＣ
ＴＣＧＣＴＡＣＣＴＧＣＧＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＣＡＴＣＡＧ
ＡＴＴＧＣＡＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＧ
ＡＣＣＴＧＴＡＴＴＧＡ

４個のヌクレオチド変異を有するＴＴＲプロモーター（ＴＴＲｍ）、配列番号：８
ＧＴＣＴＧＴＣＴＧＣＡＣＡＴＴＴＣＧＴＡＧＡＧＣＧＡＧＴＧＴＴＣＣＧＡＴＡＣＴＣ
ＴＡＡＴＣＴＣＣＣＴＡＧＧＣＡＡＧＧＴＴＣＡＴＡＴＴＧＡＣＴＴＡＧＧＴＴＡＣＴＴ
ＡＴＴＣＴＣＣＴＴＴＴＧＴＴＧＡＣＴＡＡＧＴＣＡＡＴＡＡＴＣＡＧＡＡＴＣＡＧＣＡ
ＧＧＴＴＴＧＧＡＧＴＣＡＧＣＴＴＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣＡＧＣＡＧＣＣＴＧＧＧＴＴＧ
ＧＡＡＧＧＡＧＧＧＧＧＴＡＴＡＡＡＡＧＣＣＣＣＴＴＣＡＣＣＡＧＧＡＧＡＡＧＣＣＧ
ＴＣＡＣＡＣＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＧＣＴＣＣＴ
【０２３１】
　４個のヌクレオチド変異を有するＴＴＲプロモーター、合成イントロン、コドン最適化
された因子ＶＩＩＩｃＤＮＡ及びポリアデニル化（ポリＡ）シグナル配列を含む完全長の
因子ＶＩＩＩ構築物のＤＮＡ塩基配列が提供される（配列番号：９）。また、配列番号９
において強調されているのは、４個のアミノ酸のＰＡＣＥ／フーリン切断部位をコードす
るコドンであり、ここでは１個、２個、３個又は４個のアミノ酸すべてが任意に削除され
る。

４つのヌクレオチド変異を有するＴＴＲプロモーター（ＴＴＲｍ）、合成イントロン、コ
ドン最適化された因子ＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ（ＰＡＣＥ／フーリンがカギ括弧内に示される
）、ポリＡを含む全長構築物（配列番号：９）
ＧＴＣＴＧＴＣＴＧＣＡＣＡＴＴＴＣＧＴＡＧＡＧＣＧＡＧＴＧＴＴＣＣＧＡＴＡＣＴＣ
ＴＡＡＴＣＴＣＣＣＴＡＧＧＣＡＡＧＧＴＴＣＡＴＡＴＴｇａｃｔＴＡＧＧＴＴＡＣＴＴ
ＡＴＴＣＴＣＣＴＴＴＴＧＴＴＧＡＣＴＡＡＧＴＣＡＡＴＡＡＴＣＡＧＡＡＴＣＡＧＣＡ
ＧＧＴＴＴＧＧＡＧＴＣＡＧＣＴＴＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣＡＧＣＡＧＣＣＴＧＧＧＴＴＧ
ＧＡＡＧＧＡＧＧＧＧＧＴＡＴＡＡＡＡＧＣＣＣＣＴＴＣＡＣＣＡＧＧＡＧＡＡＧＣＣＧ
ＴＣＡＣＡＣＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＧＣＴＣＣＴＧＣＴＡＧＣＡＧＧＴＡＡＧＴＧＣＣＧ
ＴＧＴＧＴＧＧＴＴＣＣＣＧＣＧＧＧＣＣＴＧＧＣＣＴＣＴＴＴＡＣＧＧＧＴＴＡＴＧＧ
ＣＣＣＴＴＧＣＧＴＧＣＣＴＴＧＡＡＴＴＡＣＴＧＡＣＡＣＴＧＡＣＡＴＣＣＡＣＴＴＴ
ＴＴＣＴＴＴＴＴＣＴＣＣＡＣＡＧＧＴＴＴＡＡＡＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧＡＴＴＧ
ＡＧＣＴＧＴＣＡＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧ
ＴＴＴＴＴＣＣＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＧＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＧＧＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡ
ＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＡＴＴＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＣＴＧＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣ
ＣＡＧＴＧＧＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＡＣＣＴＡＧＡＧＴＣＣＣＴＡＡＡＴＣＡＴＴ
ＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＴＡＴＡＡＧＡＡＡＡＣＡＣＴＧＴＴＣ
ＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣＧＣＴＡＡＧＣＣＴＣ
ＧＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＡＡＣＡＡＴＣＣＡＧＧＣ
ＡＧＡＧＧＴＧＴＡＣＧＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＡＴＴＡＣＡＣＴＧＡＡＡＡＡＣＡＴＧ
ＧＣＣＴＣＡＣＡＣＣＣＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＣＡＴＧＣＴＧＴＧＧＧＣＧＴＣＡＧＣＴ
ＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＧＡＡＧＧＧＧＣＡＧＡＧＴＡＴＧＡＣＧＡＴＣＡＧＡＣ
ＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＴＧＴＴＴＣＣＴＧＧＣ
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ＧＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＣＴＡＴＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＴＣＣＴＧＡＡＡＧＡＧＡＡＴＧ
ＧＣＣＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＡＣＣＴＡＣＴＣＴＴＡ
ＴＣＴＧＡＧＴＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴＧＡＡＣＡＧＣＧＧＡ
ＣＴＧＡＴＣＧＧＡＧＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＡＧＧＧＡＡＧＧＧＡＧＣＣＴＧＧ
ＣＴＡＡＧＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧＣＡＴＡＡＧＴＴＣＡＴＴＣＴＧＣＴ
ＧＴＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＴＧＡＣＧＡＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＴＧＧＣＡＣＡＧＣＧＡＧ
ＡＣＡＡＡＧＡＡＴＡＧＴＣＴＧＡＴＧＣＡＧＧＡＣＣＧＧＧＡＴＧＣＣＧＣＴＴＣＡＧ
ＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＴＧＴＧＡＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴ
ＣＡＡＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＣＣＴＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧＣＣＡＣＣＧＡＡＡＧ
ＡＧＣＧＴＧＴＡＴＴＧＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＧ
ＡＡＧＴＧＣＡＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣＡＴＡＣＣＴＴＴＣＴＧＧＴ
ＣＣＧＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＣＡＧＧＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＴＣＴＣＴＣＣＡＡＴＴ
ＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＧＡＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧＧＡＴＣＴＧＧＧＡＣ
ＡＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＣＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡ
ＴＧＧＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＡＡＧＴＧＧＡＣＡＧＣＴＧＴＣＣＣＧＡＧ
ＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＴＧＡＧＧＡＡＧＣＴＧＡＡＧ
ＡＣＴＡＴＧＡＣＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＣＴＣＣＧＡＧＡＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴ
ＣＣＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＣＡＧＣＣＣＣＴＣＣＴＴＴＡＴＣＣＡＧＡＴＴ
ＡＧＡＴＣＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡＡＣＡＣＣＣＴＡＡＧＡＣＡＴＧＧＧＴＣＣＡＴＴ
ＡＣＡＴＣＧＣＡＧＣＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＴＴＡＴＧＣＡＣＣＡＣＴ
ＧＧＴＧＣＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡＣＧＡＴＣＧＡＴＣＣＴＡＣＡＡＡＴＣＴＣＡＧＴＡＴ
ＣＴＧＡＡＣＡＡＴＧＧＡＣＣＡＣＡＧＣＧＧＡＴＴＧＧＣＡＧＡＡＡＧＴＡＣＡＡＧＡ
ＡＡＧＴＧＡＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＴＴＡＴＡＣＣＧＡＴＧＡＡＡＣＣＴＴＣＡＡＧＡＣ
ＴＣＧＣＧＡＡＧＣＡＡＴＣＣＡＧＣＡＣＧＡＧＡＧＣＧＧＧＡＴＴＣＴＧＧＧＡＣＣＡ
ＣＴＧＣＴＧＴＡＣＧＧＡＧＡＡＧＴＧＧＧＧＧＡＣＡＣＣＣＴＧＣＴＧＡＴＣＡＴＴＴ
ＴＴＡＡＧＡＡＣＣＡＧＧＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＡＴＡＴＣＴＡＴＣＣＡＣＡ
ＴＧＧＡＡＴＴＡＣＡＧＡＴＧＴＧＣＧＣＣＣＴＣＴＧＴＡＣＡＧＣＣＧＧＡＧＡＣＴＧ
ＣＣＡＡＡＧＧＧＣＧＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＴＣＣＣＡＡＴＣＣＴＧＣ
ＣＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＴＴＴＡＡＧＴＡＴＡＡＡＴＧＧＡＣＴＧＴＣＡＣＣＧＴＣＧＡ
ＧＧＡＴＧＧＣＣＣＣＡＣＴＡＡＧＡＧＣＧＡＣＣＣＴＡＧＧＴＧＣＣＴＧＡＣＣＣＧＣ
ＴＡＣＴＡＴＴＣＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＧＧＡＴＣＴＧＧＣＣＡ
ＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＣＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴＴＴＧＴＴＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧ
ＣＧＴＧＧＡＴＣＡＧＡＧＡＧＧＣＡＡＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＣＣＧＡＣＡＡＧＡＧＧ
ＡＡＴＧＴＧＡＴＴＣＴＧＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＴＧＡＣＧＡＡＡＡＣＣＧＧＴＣＡＴ
ＧＧＴＡＴＣＴＧＡＣＣＧＡＧＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＣＣＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣ
ＡＧＣＣＧＧＡＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＧＴＴＴＣＡＧＧＣＴＴＣＴ
ＡＡＣＡＴＣＡＴＧＣＡＴＡＧＴＡＴＴＡＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＧＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣ
ＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＧＴＧＴＣＴＧＣＡＣＧＡＧＧＴＣＧＣＴＴＡＣＴＧＧＴＡ
ＴＡＴＣＣＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＡＧＣＡＣＡＧＡＣＡＧＡＴＴＴＣＣＴＧＡＧＣＧＴＧ
ＴＴＣＴＴＴＴＣＣＧＧＣＴＡＣＡＣＴＴＴＴＡＡＧＣＡＴＡＡＡＡＴＧＧＴＧＴＡＴＧ
ＡＧＧＡＣＡＣＡＣＴＧＡＣＴＣＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＧＣＧＧＣＧＡＡＡＣＣＧＴ
ＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＣＣＧＧＧＣＴＧＴＧＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡ
ＴＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＧＣＧＧＧＡＴＧＡＣＴＧＣＣＣ
ＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＡＡＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡＣＣＧＧＡＧＡＣＴＡ
ＣＴＡＴＧＡＡＧＡＴＴＣＡＴＡＣＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＧＣＧＣＡＴＡＴＣＴＧＣＴＧ
ＴＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＴＴＴＴＡＧＴＣＡＧＡ
ＡＴＣＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＧＡＡＧ「ＡＧＧＣＡＣＣＡＧＣＧＣ」ＧＡＧＡＴＣＡＣＣ
ＣＧＣＡＣＴＡＣＣＣＴＧＣＡＧＡＧＴＧＡＴＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴＣＧＡＣＴＡＣＧ
ＡＣＧＡＴＡＣＡＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＣＴＴＣＧＡ
ＴＡＴＣＴＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＣＧＡＴＣＡＴＴＣ
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ＣＡＧＡＡＧＡＡＡＡＣＣＣＧＧＣＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＣＡＧＴＧＧＡＧＣ
ＧＣＣＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＴＧＧＣＡＴＧＴＣＣＴＣＴＡＧＴＣＣＴＣＡＣＧＴＧＣＴ
ＧＣＧＡＡＡＴＣＧＧＧＣＣＣＡＧＴＣＡＧＧＧＡＧＣＧＴＣＣＣＡＣＡＧＴＴＣＡＡＧ
ＡＡＡＧＴＧＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＧＡＣＧＧＡＴＣＣＴＴＴＡＣＴＣ
ＡＧＣＣＡＣＴＧＴＡＣＣＧＧＧＧＣＧＡＡＣＴＧＡＡＣＧＡＧＣＡＣＣＴＧＧＧＧＣＴ
ＧＣＴＧＧＧＡＣＣＣＴＡＴＡＴＣＡＧＡＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＡＡＣＡＴＴ
ＡＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＧＴＴ
ＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＴＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡ
ＧＧＧＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣＣＴＡＡＴＧＡＧ
ＡＣＣＡＡＡＡＣＡＴＡＣＴＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＡＴＧＧＣＣＣ
ＣＡＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＴＴＧＣＡＡＧＧＣＡＴＧＧＧＣＣＴＡＴＴＴ
ＴＴＣＴＧＡＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＴＣＣＡＣＡＧＴＧＧＣＣＴＧ
ＡＴＣＧＧＧＣＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＣＡＴＡＣＴＡＡＣＡＣＣＣＴＧＡＡＴＣ
ＣＣＧＣＡＣＡＣＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＣＴ
ＧＴＴＣＴＴＴＡＣＣＡＴＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＡＣＡＡＡＡＡＧＣＴＧＧＴＡＣＴＴＣ
ＡＣＣＧＡＡＡＡＣＡＴＧＧＡＧＣＧＡＡＡＴＴＧＣＣＧＧＧＣＴＣＣＡＴＧＴＡＡＴＡ
ＴＴＣＡＧＡＴＧＧＡＡＧＡＣＣＣＣＡＣＡＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＣＴＡＣＣＧＣＴＴ
ＴＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＧＧＴＡＴＡＴＴＡＴＧＧＡＴＡＣＴＣＴＧＣＣＣＧＧＡ
ＣＴＧＧＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＡＡＴＣＡＧＧＴＧＧＴＡＣＣＴＧＣ
ＴＧＡＧＣＡＴＧＧＧＧＴＣＣＡＡＣＧＡＧＡＡＴＡＴＣＣＡＣＴＣＡＡＴＴＣＡＴＴＴ
ＣＡＧＣＧＧＡＣＡＣＧＴＧＴＴＴＡＣＴＧＴＣＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧＡＡＧＡＧＴＡＴ
ＡＡＡＡＴＧＧＣＣＣＴＧＴＡＣＡＡＣＣＴＧＴＡＴＣＣＣＧＧＣＧＴＧＴＴＣＧＡＡＡ
ＣＣＧＴＣＧＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＴＡＧＣＡＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＧＴ
ＧＧＡＡＴＧＣＣＴＧＡＴＴＧＧＧＧＡＧＣＡＣＣＴＧＣＡＴＧＣＣＧＧＡＡＴＧＴＣＴ
ＡＣＣＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧＴＧＴＡＣＡＧＴＡＡＴＡＡＧＴＧＴＣＡＧＡＣＡＣＣＣＣ
ＴＧＧＧＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＧＡＣＡＴＡＴＣＣＧＧＧＡＴＴＴＣＣＡＧＡＴＴＡＣ
ＣＧＣＡＴＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＣＣＴＡＡＧＣＴＧＧＣＴ
ＡＧＡＣＴＧＣＡＣＴＡＴＴＣＣＧＧＧＴＣＴＡＴＣＡＡＣＧＣＴＴＧＧＴＣＣＡＣＡＡ
ＡＡＧＡＧＣＣＴＴＴＣＴＣＴＴＧＧＡＴＴＡＡＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣＣ
ＡＡＴＧＡＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＧＧＧＧＣＣＡＧＧＣＡＧ
ＡＡＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＣＴＧＴＡＣＡＴＣＴＣＡＣＡＧＴＴＴＡＴＣＡＴＣＡＴＧＴ
ＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＡＡＧＡＡＡＴＧＧＣＡＧＡＣＡＴＡＣＣＧＣＧＧＣＡＡ
ＴＡＧＣＡＣＡＧＧＧＡＣＴＣＴＧＡＴＧＧＴＧＴＴＣＴＴＴＧＧＣＡＡＣＧＴＧＧＡＣ
ＡＧＴＴＣＡＧＧＧＡＴＣＡＡＧＣＡＣＡＡＣＡＴＴＴＴＣＡＡＴＣＣＣＣＣＴＡＴＣＡ
ＴＴＧＣＴＡＧＡＴＡＣＡＴＣＡＧＧＣＴＧＣＡＣＣＣＡＡＣＣＣＡＴＴＡＴＴＣＴＡＴ
ＴＣＧＡＡＧＴＡＣＡＣＴＧＣＧＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＧＧＧＧＴＧＣＧＡＴＣＴＧ
ＡＡＣＡＧＴＴＧＴＴＣＡＡＴＧＣＣＣＣＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＧＴＣＣＡＡＧＧＣＡＡ
ＴＣＴＣＴＧＡＣＧＣＣＣＡＧＡＴＴＡＣＣＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＡＣＴＴＣＡＣＴＡＡ
ＴＡＴＧＴＴＴＧＣＴＡＣＣＴＧＧＡＧＣＣＣＣＴＣＣＡＡＡＧＣＡＣＧＡＣＴＧＣＡＴ
ＣＴＧＣＡＧＧＧＡＣＧＡＡＧＣＡＡＣＧＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＣＡＧＧＴＧＡＡＣＡ
ＡＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＴＴＴＴＣＡＧＡＡＡＡＣＴＡＴ
ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＣＡＣＡＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡＡＡＡＧＴＣＴＧ
ＣＴＧＡＣＣＴＣＡＡＴＧＴＡＣＧＴＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴＣＴＣＴＡＧＴＴ
ＣＡＣＡＧＧＡＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＣＴＧＴＴＣＴＴＴＣＡＧＡＡＣＧＧ
ＡＡＡＧＧＴＧＡＡＡＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＴＴＣＣＴＴＴＡＣＡ
ＣＣＴＧＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣＴＣＴＧＧＡＣＣＣＡＣＣＣＣＴＧＣＴＧＡＣＴＣＧＣＴ
ＡＣＣＴＧＣＧＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＣＡＴＣＡＧＡＴＴＧＣ
ＡＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＧＡＣＣＴＧ
ＴＡＴＴＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＴＡＡＡＡＧＡＴＣＡＧＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＣ
ＴＧＴＧＴＧＴＴＧＧＴＴＴＴＴＴＧＴＧＴ
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コドン最適化された因子ＶＩＩＩ　ｃＤＮＡ、ａｋａ　ＣＯ１（配列番号：１０）
ＡＴＧＣＡＧＡＴＣＧＡＧＣＴＧＴＣＴＡＣＣＴＧＣＴＴＣＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣ
ＴＧＣＧＧＴＴＣＴＧＣＴＴＣＡＧＣＧＣＣＡＣＣＡＧＡＣＧＧＴＡＣＴＡＴＣＴＧＧＧ
ＣＧＣＣＧＴＧＧＡＡＣＴＧＡＧＣＴＧＧＧＡＣＴＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＣＴＧ
ＧＧＣＧＡＧＣＴＧＣＣＣＧＴＧＧＡＴＧＣＣＡＧＡＴＴＣＣＣＴＣＣＡＡＧＡＧＴＧＣ
ＣＣＡＡＧＡＧＣＴＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＴＣＣＧＴＧＧＴＧＴＡＣＡＡＧＡＡ
ＡＡＣＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＧＡＡＴＴＣＡＣＣＧＡＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＡＴＡＴＣ
ＧＣＣＡＡＧＣＣＣＡＧＡＣＣＣＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＧＣＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＴＡ
ＣＡＡＴＴＣＡＧＧＣＣＧＡＧＧＴＧＴＡＣＧＡＣＡＣＣＧＴＣＧＴＧＡＴＣＡＣＣＣＴ
ＧＡＡＧＡＡＣＡＴＧＧＣＣＡＧＣＣＡＣＣＣＣＧＴＧＴＣＴＣＴＧＣＡＴＧＣＣＧＴＧ
ＧＧＡＧＴＧＴＣＣＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＣＴＣＴＧＡＧＧＧＣＧＣＣＧＡＧＴＡＣＧ
ＡＣＧＡＴＣＡＧＡＣＣＡＧＣＣＡＧＣＧＣＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡＣＡＡＧＧＴ
ＧＴＴＣＣＣＴＧＧＣＧＧＣＡＧＣＣＡＣＡＣＣＴＡＣＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＴＧＣＴＧ
ＡＡＡＧＡＡＡＡＣＧＧＣＣＣＣＡＴＧＧＣＣＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＡ
ＣＡＴＡＣＡＧＣＴＡＣＣＴＧＡＧＣＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＣＧＴＧＡＡＧＧＡＣＣＴ
ＧＡＡＣＡＧＣＧＧＣＣＴＧＡＴＣＧＧＡＧＣＣＣＴＧＣＴＣＧＴＧＴＧＴＡＧＡＧＡＧ
ＧＧＣＡＧＣＣＴＧＧＣＣＡＡＡＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＣＣＴＧＣＡＣＡＡＧＴ
ＴＣＡＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＣＧＡＣＧＡＧＧＧＣＡＡＧＡＧＣＴＧ
ＧＣＡＣＡＧＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＡＡＣＡＧＣＣＴＧＡＴＧＣＡＧＧＡＣＣＧＧＧＡＣ
ＧＣＣＧＣＣＴＣＴＧＣＴＡＧＡＧＣＣＴＧＧＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＣＧＴＧＡ
ＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴＧＡＡＣＡＧＡＡＧＣＣＴＧＣＣＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧ
ＣＣＡＣＣＧＧＡＡＧＴＣＴＧＴＧＴＡＣＴＧＧＣＡＣＧＴＧＡＴＣＧＧＣＡＴＧＧＧＣ
ＡＣＣＡＣＣＣＣＴＧＡＧＧＴＧＣＡＣＡＧＣＡＴＣＴＴＴＣＴＧＧＡＡＧＧＡＣＡＣＡ
ＣＣＴＴＴＣＴＣＧＴＧＣＧＧＡＡＣＣＡＣＣＧＧＣＡＧＧＣＣＡＧＣＣＴＧＧＡＡＡＴ
ＣＡＧＣＣＣＴＡＴＣＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＣＧＣＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴＧ
ＧＡＣＣＴＧＧＧＣＣＡＧＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＴＣＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＣ
ＡＣＣＡＧＣＡＣＧＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＡＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧ
ＣＴＧＣＣＣＣＧＡＧＧＡＡＣＣＣＣＡＧＣＴＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＣＧＡＧ
ＧＡＡＧＣＣＧＡＧＧＡＣＴＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＣＡＧＣＧＡＧＡ
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ＧＧＣＴＣＡＣＴＧＧＣＴＡＡＡＧＡＧＡＡＡＡＣＴＣＡＧＡＣＣＣＴＧＣＡＣＡＡＧＴ
ＴＴＡＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴＣＧＡＣＧＡＧＧＧＣＡＡＧＡＧＣＴＧ
ＧＣＡＣＴＣＡＧＡＧＡＣＴＡＡＧＡＡＴＡＧＣＣＴＧＡＴＧＣＡＧＧＡＴＡＧＧＧＡＣ
ＧＣＣＧＣＴＡＧＣＧＣＴＡＧＡＧＣＣＴＧＧＣＣＴＡＡＧＡＴＧＣＡＣＡＣＣＧＴＧＡ
ＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴＧＡＡＣＡＧＡＴＣＡＣＴＧＣＣＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧ
ＴＣＡＣＣＧＧＡＡＧＴＣＣＧＴＣＴＡＣＴＧＧＣＡＣＧＴＧＡＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＣ
ＡＣＴＡＣＣＣＣＣＧＡＧＧＴＧＣＡＣＴＣＴＡＴＣＴＴＴＣＴＧＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡ
ＣＣＴＴＣＣＴＣＧＴＣＡＧＡＡＡＴＣＡＣＣＧＧＣＡＧＧＣＴＡＧＣＣＴＣＧＡＧＡＴ
ＴＡＧＣＣＣＴＡＴＣＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴＧ
ＧＡＣＣＴＧＧＧＣＣＡＧＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＴＣＡＣＡＴＴＡＧＣＴＣＴＣ
ＡＣＣＡＧＣＡＣＧＡＣＧＧＧＡＴＧＧＡＡＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＡＡＧＴＧＧＡＴＡＧ
ＣＴＧＣＣＣＣＧＡＧＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＣＧＡＧ
ＧＡＡＧＣＣＧＡＧＧＡＴＴＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＴＡＧＣＧＡＧＡ
ＴＧＧＡＣＧＴＣＧＴＣＡＧＡＴＴＣＧＡＣＧＡＣＧＡＴＡＡＣＴＣＡＣＣＴＡＧＣＴＴ
ＴＡＴＴＣＡＧＡＴＴＡＧＡＴＣＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧＡＡＧＣＡＣＣＣＴＡＡＧＡＣＣ
ＴＧＧＧＴＧＣＡＣＴＡＴＡＴＣＧＣＣＧＣＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＣＴ
ＡＣＧＣＣＣＣＴＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＣＣＣＣＣＧＡＣＧＡＴＡＧＡＡＧＣＴＡＴＡＡ
ＧＴＣＴＣＡＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣＡＡＣＧＧＣＣＣＴＣＡＧＣＧＧＡＴＣＧＧＣＣＧＧ
ＡＡＧＴＡＴＡＡＧＡＡＡＧＴＧＣＧＧＴＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＡＣＣＧＡＣＧＡＡＡ
ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＣＴＡＧＡＧＡＧＧＣＴＡＴＴＣＡＧＣＡＣＧＡＧＴＣＡＧＧＧＡＴ
ＣＣＴＧＧＧＣＣＣＣＣＴＧＣＴＣＴＡＣＧＧＣＧＡＡＧＴＧＧＧＣＧＡＣＡＣＣＣＴＧ
ＣＴＧＡＴＴＡＴＣＴＴＴＡＡＧＡＡＴＣＡＧＧＣＴＡＧＴＡＧＧＣＣＣＴＡＴＡＡＴＡ
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ＴＣＴＡＣＣＣＣＣＡＣＧＧＡＡＴＣＡＣＣＧＡＣＧＴＧＣＧＧＣＣＣＣＴＣＴＡＣＴＣ
ＴＡＧＡＣＧＧＣＴＧＣＣＴＡＡＧＧＧＣＧＴＧＡＡＧＣＡＣＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＴＣ
ＣＣＴＡＴＴＣＴＧＣＣＣＧＧＣＧＡＧＡＴＣＴＴＴＡＡＧＴＡＣＡＡＧＴＧＧＡＣＣＧ
ＴＧＡＣＣＧＴＣＧＡＧＧＡＣＧＧＣＣＣＴＡＣＴＡＡＧＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＧＧＴＧ
ＣＣＴＧＡＣＴＡＧＧＴＡＣＴＡＣＴＣＴＡＧＣＴＴＣＧＴＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＣＧＧ
ＧＡＣＣＴＧＧＣＴＡＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＴＧＧＣＣＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＣＴＧＣＴ
ＡＣＡＡＡＧＡＡＴＣＡＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＧＧＧＧＣＡＡＴＣＡＧＡＴＴＡＴＧＡＧ
ＣＧＡＴＡＡＧＣＧＧＡＡＣＧＴＧＡＴＣＣＴＧＴＴＴＡＧＴＧＴＧＴＴＴＧＡＣＧＡＧ
ＡＡＴＡＧＧＴＣＣＴＧＧＴＡＴＣＴＧＡＣＣＧＡＧＡＡＴＡＴＣＣＡＧＣＧＧＴＴＣＣ
ＴＧＣＣＴＡＡＣＣＣＴＧＣＣＧＧＣＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＣＧＡＧＴＴ
ＴＣＡＧＧＣＴＡＧＣＡＡＴＡＴＴＡＴＧＣＡＣＴＣＴＡＴＴＡＡＣＧＧＡＴＡＣＧＴＧ
ＴＴＣＧＡＴＡＧＣＣＴＧＣＡＧＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＧＣＣＴＧＣＡＣＧＡＧＧＴＧＧ
ＣＣＴＡＣＴＧＧＴＡＴＡＴＣＣＴＧＴＣＴＡＴＣＧＧＣＧＣＴＣＡＧＡＣＣＧＡＣＴＴ
ＣＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＴＣＴＴＴＡＧＣＧＧＣＴＡＣＡＣＣＴＴＴＡＡＧＣＡＣＡＡＧ
ＡＴＧＧＴＣＴＡＣＧＡＧＧＡＴＡＣＣＣＴＧＡＣＣＣＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＴＡＧＣＧ
ＧＣＧＡＡＡＣＣＧＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＴＡＴＧＧＡＡＡＡＣＣＣＣＧＧＣＣＴＧＴＧ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＧＧＴＧＴＣＡＣＡＡＴＡＧＣＧＡＣＴＴＴＡＧＧＡＡＴＡＧＡＧＧＡ
ＡＴＧＡＣＣＧＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＴＡＧＣＴＧＣＧＡＴＡＡＧＡＡＣＡ
ＣＣＧＧＣＧＡＣＴＡＴＴＡＣＧＡＧＧＡＣＴＣＴＴＡＣＧＡＧＧＡＴＡＴＴＡＧＣＧＣ
ＣＴＡＣＣＴＧＣＴＧＴＣＴＡＡＧＡＡＣＡＡＣＧＣＴＡＴＣＧＡＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣ
ＴＴＣＡＧＴＣＡＧＡＡＣＣＣＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＡＡＧＣＧＧＣＡＣＣＡＧＡＧＡＧ
ＡＧＡＴＣＡＣＴＡＧＡＡＣＴＡＣＣＣＴＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴ
ＣＧＡＣＴＡＣＧＡＣＧＡＣＡＣＴＡＴＴＡＧＣＧＴＣＧＡＧＡＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧ
ＧＡＴＴＴＣＧＡＴＡＴＣＴＡＣＧＡＣＧＡＧＧＡＣＧＡＧＡＡＣＣＡＧＴＣＡＣＣＴＡ
ＧＡＴＣＣＴＴＣＣＡＧＡＡＧＡＡＡＡＣＴＡＧＧＣＡＣＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧＣＣＧＣ
ＣＧＴＣＧＡＧＣＧＧＣＴＧＴＧＧＧＡＣＴＡＣＧＧＡＡＴＧＡＧＴＴＣＴＡＧＣＣＣＴ
ＣＡＣＧＴＧＣＴＧＡＧＡＡＡＴＡＧＧＧＣＴＣＡＧＴＣＡＧＧＣＴＣＡＧＴＧＣＣＴＣ
ＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＧＴＧＴＴＣＣＡＧＧＡＡＴＴＣＡＣＣＧＡＣＧＧＣＡＧ
ＣＴＴＣＡＣＴＣＡＧＣＣＣＣＴＣＴＡＴＡＧＧＧＧＣＧＡＧＣＴＧＡＡＣＧＡＧＣＡＣ
ＣＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＴＴＡＴＡＴＴＡＧＡＧＣＣＧＡＡＧＴＣＧＡＧＧ
ＡＣＡＡＴＡＴＴＡＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＴＡＧＧＡＡＣＣＡＧＧＣＣＴＣＴＡＧＧＣＣ
ＣＴＡＣＡＧＣＴＴＣＴＡＣＴＣＴＡＧＣＣＴＧＡＴＣＡＧＣＴＡＣＧＡＧＧＡＡＧＡＴ
ＣＡＧＣＧＧＣＡＧＧＧＧＧＣＣＧＡＡＣＣＴＡＧＡＡＡＧＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣ
ＣＴＡＡＣＧＡＧＡＣＴＡＡＧＡＣＣＴＡＣＴＴＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡ
ＣＡＴＧＧＣＣＣＣＴＡＣＴＡＡＧＧＡＣＧＡＧＴＴＣＧＡＣＴＧＴＡＡＡＧＣＣＴＧＧ
ＧＣＣＴＡＣＴＴＴＡＧＣＧＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＣＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＴＧＣＡＣＴ
ＣＡＧＧＧＣＴＧＡＴＣＧＧＡＣＣＴＣＴＧＣＴＣＧＴＣＴＧＴＣＡＣＡＣＴＡＡＣＡＣ
ＣＣＴＧＡＡＣＣＣＣＧＣＴＣＡＣＧＧＣＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＣＡＧＴＧＣＡＧＧＡＡ
ＴＴＣＧＣＣＣＴＧＴＴＣＴＴＣＡＣＴＡＴＣＴＴＣＧＡＣＧＡＡＡＣＴＡＡＧＡＧＣＴ
ＧＧＴＡＣＴＴＣＡＣＡＧＡＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＡＡＡＣＴＧＴＡＧＧＧＣＣＣＣ
ＣＴＧＴＡＡＴＡＴＴＣＡＧＡＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＴＡＣＣＴＴＴＡＡＡＧＡＧＡＡＣ
ＴＡＴＡＧＧＴＴＴＣＡＣＧＣＴＡＴＴＡＡＣＧＧＣＴＡＴＡＴＴＡＴＧＧＡＣＡＣＣＣ
ＴＧＣＣＣＧＧＣＣＴＣＧＴＧＡＴＧＧＣＴＣＡＧＧＡＴＣＡＧＣＧＧＡＴＴＡＧＧＴＧ
ＧＴＡＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＡＴＧＧＧＣＴＣＴＡＡＣＧＡＧＡＡＴＡＴＴＣＡＣＴＣＴ
ＡＴＴＣＡＣＴＴＴＡＧＣＧＧＣＣＡＣＧＴＧＴＴＣＡＣＣＧＴＣＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧ
ＡＡＧＡＧＴＡＴＡＡＧＡＴＧＧＣＣＣＴＣＴＡＴＡＡＣＣＴＣＴＡＣＣＣＣＧＧＣＧＴ
ＧＴＴＣＧＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＡＡＴＧＣＴＧＣＣＴＡＧＴＡＡＡＧＣＣＧＧＡＡＴＣ
ＴＧＧＣＧＧＧＴＣＧＡＧＴＧＴＣＴＧＡＴＣＧＧＣＧＡＧＣＡＣＣＴＣＣＡＣＧＣＣＧ
ＧＡＡＴＧＡＧＣＡＣＣＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧＴＣＴＡＣＴＣＴＡＡＣＡＡＧＴＧＴＣＡ
ＧＡＣＣＣＣＴＣＴＧＧＧＡＡＴＧＧＣＴＡＧＣＧＧＣＣＡＣＡＴＴＡＧＡＧＡＣＴＴＴ
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ＣＡＧＡＴＣＡＣＣＧＣＴＡＧＣＧＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＧＧＣＣＣＣＴＡ
ＡＧＣＴＧＧＣＴＡＧＡＣＴＧＣＡＣＴＡＴＡＧＣＧＧＡＴＣＴＡＴＣＡＡＣＧＣＣＴＧ
ＧＴＣＴＡＣＣＡＡＡＧＡＧＣＣＣＴＴＴＡＧＣＴＧＧＡＴＴＡＡＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧ
ＣＴＧＧＣＣＣＣＴＡＴＧＡＴＴＡＴＴＣＡＣＧＧＧＡＴＴＡＡＧＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧ
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ＡＣＧＴＧＧＡＣＴＣＴＡＧＣＧＧＧＡＴＣＡＡＧＣＡＣＡＡＴＡＴＣＴＴＴＡＡＣＣＣ
ＣＣＣＴＡＴＴＡＴＣＧＣＴＡＧＡＴＡＴＡＴＴＡＧＧＣＴＧＣＡＣＣＣＴＡＣＴＣＡＣ
ＴＡＣＴＣＴＡＴＴＡＧＧＴＣＴＡＣＣＣＴＧＡＧＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＧＧＧＣＴ
ＧＣＧＡＴＣＴＧＡＡＴＡＧＣＴＧＣＴＣＴＡＴＧＣＣＣＣＴＧＧＧＧＡＴＧＧＡＡＴＣ
ＴＡＡＧＧＣＴＡＴＴＡＧＣＧＡＣＧＣＴＣＡＧＡＴＣＡＣＡＧＣＣＴＣＴＡＧＣＴＡＣ
ＴＴＣＡＣＴＡＡＴＡＴＧＴＴＣＧＣＴＡＣＣＴＧＧＴＣＣＣＣＴＡＧＣＡＡＧＧＣＣＣ
ＧＧＣＴＧＣＡＣＣＴＣＣＡＧＧＧＣＡＧＡＴＣＴＡＡＣＧＣＴＴＧＧＣＧＧＣＣＴＣＡ
ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＣＣＣＴＡＡＡＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＴＴＴＣＡＧ
ＡＡＡＡＣＴＡＴＧＡＡＧＧＴＣＡＣＣＧＧＣＧＴＧＡＣＣＡＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡ
ＡＡＴＣＡＣＴＧＣＴＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＴＡＣＧＴＧＡＡＡＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴ
ＴＡＧＣＴＣＴＡＧＣＣＡＧＧＡＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＣＣＴＧＴＴＣＴＴＴ
ＣＡＧＡＡＣＧＧＣＡＡＡＧＴＧＡＡＡＧＴＧＴＴＴＣＡＧＧＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＴＡ
ＧＣＴＴＣＡＣＣＣＣＣＧＴＧＧＴＣＡＡＴＡＧＣＣＴＧＧＡＴＣＣＣＣＣＡＣＴＧＣＴ
ＧＡＣＴＡＧＡＴＡＣＣＴＧＡＧＡＡＴＴＣＡＣＣＣＴＣＡＧＴＣＴＴＧＧＧＴＧＣＡＣ
ＣＡＧＡＴＣＧＣＣＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＴＧＡＡＧＣＴＣ
ＡＧＧＡＣＣＴＣＴＡＣＴＡＡ

使用されているいくつかの定義／略語
ＳＱ及びＢＤＤ：Ｂドメイン欠損を有するＦＶＩＩＩ
ＴＴＲｍ：ＴＡｍＧＴＧＴＡＧからＴＡＴＴＧＡＣＴＴＡＧへの、４つの変位を有するＴ
ＴＲプロモーター
ＣＯ及びＣＯ３：配列番号１に記載されている、コドン最適化されたＦＶＩＩＩ核酸変異
体
ＣＯ１：配列番号１０に記載されている、コドン最適化されたＦＶＩＩＩ核酸変異体
ＣＯ２：配列番号１１に記載されている、コドン最適化されたＦＶＩＩＩ核酸変異体
表３～表５のＰｒｅｐ表示はＣＯ／ＣＯ３の５つの別個のベクター調製物を表す。
ｈＦＶＩＩＩ－ＲＨ：ヒトＦＶＩＩＩの位置１６４５においてＡｒｇがＨｉｓに置換
デルタ４：ＦＶＩＩＩのアミノ酸１６４５～１６４８の欠損
デルタ１６４５：ＦＶＩＩＩのアミノ酸１６４５～１６４７の欠損
デルタ２：ＦＶＩＩＩのアミノ酸１６４５及び１６４６の欠損
デルタ３：ＦＶＩＩＩのアミノ酸１６４５～１６４７の欠損
デルタ１６４８：ＦＶＩＩＩのアミノ酸１６４８の欠損
【０２３２】
上記において本発明の実施形態の特定のものが説明されて特に例示されているが、本発明
がそのような実施形態に限定されることは意図されていない。以下の特許請求の範囲に記
載されているように、本発明の範囲及び趣旨から逸脱することなく、様々な修飾をするこ
とができる。
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