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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リソソーム貯蔵疾患で欠損しているタンパク質をコードする導入遺伝子の細胞内のアル
ブミン遺伝子への標的化組み込みのための組成物であって、
　少なくとも１つの非天然ヌクレアーゼをコードするポリヌクレオチドであって、ここで
、該ヌクレアーゼは、該細胞内で発現され、そして、該アルブミン遺伝子が切断される、
ポリヌクレオチドと、
　リソソーム貯蔵疾患で欠損している該タンパク質をコードする導入遺伝子であって、こ
こで、該導入遺伝子は、該ヌクレアーゼによる切断に続いて、該アルブミン遺伝子に組み
込まれ、さらに、該導入遺伝子が発現される、導入遺伝子とを含む、組成物。
【請求項２】
　前記リソソーム貯蔵疾患が、ゴーシェ病、ファブリー病、ハンター病、ハーラー病およ
びニーマン・ピック病からなる群から選択される、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記導入遺伝子が、グルコセレブロシダーゼ、αガラクトシダーゼ、イズロン酸－２－
スルファターゼ、α－Ｌイズロニダーゼおよびスフィンゴミエリンホスホジエステラーゼ
からなる群から選択されるタンパク質をコードする、請求項１または請求項２に記載の組
成物。
【請求項４】
　前記導入遺伝子の発現が内因性プロモーターによって駆動される、請求項１から３のい
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ずれかに記載の組成物。
【請求項５】
　前記導入遺伝子が、該導入遺伝子、および該導入遺伝子が組み込まれている前記内因性
アルブミン遺伝子によりコードされているアミノ酸を含む融合タンパク質をコードしてい
る、請求項１から４のいずれかに記載の組成物。
【請求項６】
　発現の際、膜タンパク質の細胞外ドメインを含む融合タンパク質が前記細胞の表面上に
局在するように、前記導入遺伝子が該融合タンパク質をコードする、請求項１から５のい
ずれかに記載の組成物。
【請求項７】
　発現の際、受容体に対するリガンドを含む融合タンパク質が血液脳関門を通過するよう
に、前記導入遺伝子が該融合タンパク質をコードする、請求項１から６のいずれかに記載
の組成物。
【請求項８】
　前記細胞が、脳細胞、赤血球、肝臓細胞、筋細胞および幹細胞からなる群から選択され
る、請求項１から７のいずれかに記載の組成物。
【請求項９】
　前記幹細胞が造血幹細胞または人工多能性幹細胞である、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　リソソーム貯蔵疾患を処置するための組成物であって、
　該組成物は、該リソソーム貯蔵疾患で欠損しているタンパク質をコードする導入遺伝子
を含む細胞を含み、ここで、該導入遺伝子は、アルブミン遺伝子座に位置しており、
　該組成物は、該処置を必要とする患者に投与されることを特徴とする、組成物。
【請求項１１】
　前記細胞は、ヒト細胞またはハムスター細胞である、請求項１～１０のいずれかに記載
の組成物。
【請求項１２】
　請求項１から９のいずれかに記載の組成物であって、前記１つ以上のヌクレアーゼが、
ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）、ＴＡＬＥヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）、およ
び／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系である、組成物。
【請求項１３】
　前記導入遺伝子および／または前記ポリヌクレオチドがウイルスベクターを使用して前
記細胞に送達される、請求項１から９または１２のいずれかに記載の組成物。
【請求項１４】
　前記ウイルスベクターがＡＡＶベクターである、請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　リソソーム貯蔵疾患で欠損しているタンパク質を産生する細胞をインビトロで生成する
方法であって、
　該細胞がリソソーム貯蔵疾患で欠損している該タンパク質を産生するように、１つ以上
の非天然ヌクレアーゼを使用して、該タンパク質をコードする導入遺伝子を該細胞の内因
性アルブミン遺伝子座に組み込むこと
を含む方法。
【請求項１６】
　前記リソソーム貯蔵疾患が、ゴーシェ病、ファブリー病、ハンター病、ハーラー病およ
びニーマン・ピック病からなる群から選択される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記導入遺伝子が、グルコセレブロシダーゼ、αガラクトシダーゼ、イズロン酸－２－
スルファターゼ、α－Ｌイズロニダーゼおよびスフィンゴミエリンホスホジエステラーゼ
からなる群から選択されるタンパク質をコードする、請求項１５または請求項１６に記載
の方法。
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【請求項１８】
　前記導入遺伝子の発現が内因性プロモーターによって駆動される、請求項１５から１７
のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　前記導入遺伝子が、該導入遺伝子、および該導入遺伝子が組み込まれる前記内因性アル
ブミン遺伝子によりコードされているアミノ酸を含む融合タンパク質をコードする、請求
項１５から１８のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　発現の際、膜タンパク質の細胞外ドメインを含む融合タンパク質が前記細胞の表面上に
局在するように、前記導入遺伝子が該融合タンパク質をコードする、請求項１５から１９
のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　発現の際、受容体に対するリガンドを含む融合タンパク質が血液脳関門を通過するよう
に、前記導入遺伝子が該融合タンパク質をコードする、請求項１５から２０のいずれかに
記載の方法。
【請求項２２】
　前記細胞が、脳細胞、赤血球、肝臓細胞、筋細胞および幹細胞からなる群から選択され
る、請求項１５から２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　前記幹細胞が造血幹細胞または人工多能性幹細胞である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記１つ以上のヌクレアーゼが、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）、ＴＡＬＥ
ヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）、および／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系である、請求項１
５から２３のいずれかに記載の方法。
【請求項２５】
　前記導入遺伝子がウイルスベクターを使用して前記細胞に送達される、請求項１５から
２４のいずれかに記載の方法。
【請求項２６】
　前記ウイルスベクターがＡＡＶベクターである、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記細胞は、ヒト細胞またはハムスター細胞である、請求項１５～２６のいずれかに記
載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　本願は、２０１２年７月１１日に出願された米国仮特許出願第６１／６７０，４６３号
および２０１２年９月２１日に出願された米国仮特許出願第６１／７０４，０７２号の利
益を主張し、この米国仮特許出願の全体の内容は、本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　技術分野
　本開示は、リソソーム貯蔵疾患（ＬＳＤ）の処置および遺伝子治療の分野にある。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　遺伝子治療は、ヒト治療の新時代に対する非常に大きな潜在性を有している。これらの
方法は、標準の医療行為によってこれまで対処することができなかった状態の処置を可能
にする。特に有望視されている領域の１つは、導入遺伝子を細胞に加えて、先にはその細
胞内で産生されていない産物をその細胞に発現させることができることである。この技術
を使用する例としては、治療用タンパク質をコードする遺伝子の挿入、細胞でまたは個体
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で何らかの理由により欠損しているタンパク質をコードするコード配列の挿入、およびマ
イクロＲＮＡ等の構造核酸をコードする配列の挿入が挙げられる。
【０００４】
　導入遺伝子が細胞自体のゲノムへ組み込まれ、そこで維持されるように、導入遺伝子は
様々な方法によって細胞に送達することができる。近年、部位特異的ヌクレアーゼでの切
断を使用して、選択されたゲノム遺伝子座への標的挿入を行う、導入遺伝子組み込みの戦
略が開発されている（例えば、共有の米国特許第７，８８８，１２１号を参照のこと）。
ヌクレアーゼ、例えば、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）、転写活性化因子様エ
フェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）、またはヌクレアーゼ系、例えば、（操作された
ガイドＲＮＡを利用する）ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系は標的化遺伝子に特異的であり、導入
遺伝子構築物が相同組換え修復（ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｄｉｒｅｃｒｅｄ　ｒｅｐａｉｒ）
（ＨＤＲ）によるか、非相同末端連結（ＮＨＥＪ）駆動プロセス中の末端捕捉によるかの
いずれかによって挿入されるように利用することができる。
【０００５】
　標的化遺伝子座としては「セーフハーバー（ｓａｆｅ　ｈａｒｂｏｒ）」遺伝子座、例
えば、ヒト細胞内のＡＡＶＳ１、ＨＰＲＴおよびＣＣＲ５遺伝子、ならびにマウス細胞内
のＲｏｓａ２６が挙げられる（例えば、共有の米国特許公開第２００８０２９９５８０号
；同第２００８０１５９９９６号および同第２０１０００２１８２６４号、ならびに米国
特許出願第１３／６６０，８２１号を参照のこと）。ヌクレアーゼ媒介性組み込みによっ
て、それが遺伝子サイレンシングまたは近くの癌遺伝子の活性化のリスクを最小にするた
めの正確な導入遺伝子の位置決定を可能にするので、導入遺伝子のランダム組み込みに依
存する古典的な組み込み方法と比べて、導入遺伝子の発現の改善、安全性および発現の持
続性の増大が見込まれる。
【０００６】
　標的細胞への導入遺伝子の送達は、この技術を完全実施するために克服しなければなら
ない課題の１つである一方、克服しなければならない別の課題は、導入遺伝子を細胞に挿
入し、それが発現した後に、そのようにコードされている遺伝子産物が生物体の必要な位
置に到達し、有効であるのに十分な局所濃度にすべきであることを確実にすることである
。タンパク質の不足を特徴とする、または異常な非機能性タンパク質の存在を特徴とする
疾患に対して、導入遺伝子がコードする野性型タンパク質の送達は非常に有用となり得る
。
【０００７】
　リソソーム貯蔵疾患（ＬＳＤ）は、通常、不要な脂質、糖タンパク質、およびムコ多糖
の分解に関与する個々の機能的リソソームタンパク質の欠損を特徴とする稀な代謝性単一
遺伝子疾患の一群である。これらの疾患は、特異的酵素の機能不全に起因してこれらの化
合物を処理して再利用することが不可能であるため、細胞内でのそれらの蓄積を特徴とす
る。最も一般的な例は、ゴーシェ病（グルコセレブロシダーゼ欠損－遺伝子名：ＧＢＡ）
、ファブリー病（αガラクトシダーゼ欠損－ＧＬＡ）、ハンター病（イズロン酸－２－ス
ルファターゼ欠損－ＩＤＳ）、ハーラー病（α－Ｌイズロニダーゼ欠損－ＩＤＵＡ）、お
よびニーマン・ピック病（スフィンゴミエリンホスホジエステラーゼ１欠損－ＳＭＰＤ１
）である。これらをすべてまとめると、ＬＳＤは、７０００人の出生に約１人の割合で発
生する。これらの疾患は、それらの罹患者に破壊的な影響を及ぼす。これらは、通常、乳
児において最初に診断され、該乳児では、特徴的な顔面および身体発育パターンを有し得
、かつ中度から重度の精神発達遅滞を有し得る。処置の選択肢には、不足した酵素が通常
大用量の静脈内注射によって患者に与えられる酵素補充療法（ＥＲＴ）が挙げられる。そ
のような処置は、症状のみを処置するものであって治癒的ではなく、したがって、患者は
、これらのタンパク質の投薬を生涯繰り返し受けなければならず、潜在的に、注射された
タンパク質に対する中和抗体が発生し得る。多くの場合、これらのタンパク質は短い血清
半減期を有するため、患者は、タンパク質の頻繁な注入にも耐えなければならない。例え
ば、Ｃｅｒｅｚｙｍｅ（登録商標）製品（イミグルセラーゼ）を投与されるゴーシェ病患
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者は、週に３回注入されなければならない。酵素の産生および精製にも問題があるため、
処置には非常に費用がかかる（１患者当たり１年に１００，０００ドル超）。
【０００８】
　したがって、ゲノム編集による単一遺伝子疾患（例えば、リソソーム貯蔵疾患）の処置
に使用可能なさらなる方法および組成物、ならびに治療に関連したレベルで発現した導入
遺伝子コード遺伝子産物を送達する方法に関する必要性が依然として存在している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国特許第７，８８８，１２１号明細書
【特許文献２】米国特許出願公開第２００８０２９９５８０号明細書
【特許文献３】米国特許出願公開第２００８０１５９９９６号明細書
【特許文献４】米国特許出願公開第２０１０００２１８２６４号明細書
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　要旨
　本明細書には、単一遺伝子疾患を処置するための方法および組成物が開示されている。
本発明は、適切な標的細胞へ導入遺伝子配列を挿入するための方法であって、導入遺伝子
が疾患を処置するタンパク質をコードする方法を記載する。治療用タンパク質は、導入遺
伝子を有していない他の細胞に影響を及ぼすかそれらによって取り込まれ得るように、標
的細胞から放出させることができる。本発明はまた、高レベルの治療薬を産生する細胞（
例えば、成熟細胞または未分化細胞）を産生するための方法であって、これらの改変され
た細胞の集団を患者に導入することにより疾患または状態の処置に必要とされる治療薬を
供給する方法を提供する。
【００１１】
　一態様において、ゲノム中の目的とする領域（例えば、疾患関連遺伝子、高度発現遺伝
子、アルブミン遺伝子または他の遺伝子もしくはセーフハーバー遺伝子）の標的部位に結
合するジンクフィンガータンパク質（ＺＦＰ）であって、１つまたは複数の操作されたジ
ンクフィンガー結合ドメインを含むジンクフィンガータンパク質が本明細書に記載されて
いる。一実施形態において、ＺＦＰは、目的とする標的ゲノム領域を切断するジンクフィ
ンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）であって、１つまたは複数の操作されたジンクフィンガー
結合ドメイン、ヌクレアーゼ切断ドメインまたは切断ハーフドメイン含むジンクフィンガ
ーヌクレアーゼである。切断ドメインおよび切断ハーフドメインは、例えば、様々な制限
エンドヌクレアーゼおよび／またはホーミングエンドヌクレアーゼから得ることができる
。一実施形態において、切断ハーフドメインはＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼ（例えば
、ＦｏｋＩ）由来である。ある実施形態において、ジンクフィンガードメインは、疾患関
連遺伝子またはセーフハーバー遺伝子、例えば、アルブミン内の標的部位（例えば、表３
の１つの行に示した認識ヘリックス領域を有する５または６つのフィンガーを有するジン
クフィンガータンパク質）を認識する。
【００１２】
　別の態様において、ゲノム中の目的とする領域（例えば、高度発現遺伝子、疾患関連遺
伝子またはセーフハーバー遺伝子）の標的部位に結合するＴＡＬＥタンパク質（転写活性
化因子様）であって、１つまたは複数の操作されたＴＡＬＥ結合ドメインを含むＴＡＬＥ
タンパク質が本明細書に記載されている。一実施形態において、ＴＡＬＥは、目的とする
標的ゲノム領域を切断するヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）であって、１つまたは複数の操作
されたＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインおよびヌクレアーゼ切断ドメインまたは切断ハーフ
ドメインを含むヌクレアーゼである。切断ドメインおよび切断ハーフドメインは、例えば
、様々な制限エンドヌクレアーゼおよび／またはホーミングエンドヌクレアーゼから得る
ことができる。一実施形態において、切断ハーフドメインは、ＩＩＳ型制限エンドヌクレ
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アーゼ（例えば、ＦｏｋＩ）に由来する。ある実施形態において、ＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合
ドメインは、高度発現遺伝子、疾患関連遺伝子、またはセーフハーバー遺伝子内の標的部
位を認識する。
【００１３】
　別の態様において、ゲノム中の目的とする領域（例えば、高度発現遺伝子、疾患関連遺
伝子またはセーフハーバー遺伝子）の標的部位に結合するＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系であっ
て、ＣＲＩＰＳＲ／Ｃａｓヌクレアーゼと、操作されたｃｒＲＮＡ／ｔｒａｃｒＲＮＡ（
または単鎖ガイドＲＮＡ）とを含む、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系が本明細書に記載されてい
る。ある実施形態において、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系は、高度発現遺伝子、疾患関連遺伝
子またはセーフハーバー遺伝子内の標的部位を認識する。
【００１４】
　本明細書に記載のＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系は、例え
ば、リーダー配列、トレーラー配列もしくはイントロン等の遺伝子内または遺伝子に隣接
したコード領域または非コード領域内の目的とする領域、あるいはコード領域の上流また
は下流のいずれかの非転写領域内の目的とする領域に結合し、かつ／または目的とする領
域を切断することができる。ある実施形態において、ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／または
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系は、高度発現遺伝子、例えば、赤血球（ＲＢＣ）中のグロビン遺
伝子に結合し、かつ／または切断する。例えば、参照によりその全体が本明細書に組み込
まれる、２０１２年７月１１日出願の発明の名称が「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐ
ｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ」である米国
出願第６１／６７０，４５１号を参照されたい。他の実施形態において、ＺＦＮ、ＴＡＬ
ＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系は、セーフハーバー遺伝子、例えば、ＣＣＲ
５遺伝子、ＰＰＰ１Ｒ１２Ｃ（ＡＡＶ　Ｓ１としても公知である）遺伝子、アルブミン、
ＨＰＲＴまたはＲｏｓａ遺伝子に結合し、かつ／または切断する。例えば、参照により本
明細書に組み込まれる、米国特許公開第２００８０２９９５８０号；同第２００８０１５
９９９６号および同第２０１０００２１８２６４号、ならびに米国出願第６１／５３７，
３４９号、同第６１／５６０，５０６号、同第１３／６６０，８２１号、および２０１２
年７月１１日出願の発明の名称が「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ
　ｆｏｒ　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」
である米国出願第６１／６７０，４５１号を参照されたい。さらに、選択の一助として、
ＨＰＲＴ遺伝子座を使用することができる（米国特許出願第１３／６６０，８２１号およ
び同第１３／６６０，８４３号を参照されたい）。他の実施形態において、ＺＦＮ、ＴＡ
ＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系は、疾患関連遺伝子（例えば、ファブリー
病と関係する、リソソームヒドロラーゼα－ガラクトシダーゼＡ（ＡＧＡ）をコードする
遺伝子）に結合し、かつ／または切断することができる。別の態様において、本明細書に
記載の１つまたは複数のジンクフィンガーおよび／またはＴＡＬＥヌクレアーゼまたはＣ
ＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系を含む組成物が本明細書に記載されている。さらに、１つまたは複
数のこれらのヌクレアーゼおよびドナー核酸を含む組成物も本明細書に記載されている。
一部の態様において、疾患関連異常調節遺伝子を切断することが可能な操作されたヌクレ
アーゼまたはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系、および異常遺伝子産物の発現を低減または除去す
ることによる疾患の処置にこれらのヌクレアーゼを使用する方法が記載されている。
【００１５】
　一態様において、本発明は、修正導入遺伝子（ｃｏｒｒｅｃｔｉｖｅ　ｔｒａｎｓｇｅ
ｎｅ）によってコードされている産物が発現されるように、適切な標的細胞（例えば、血
液細胞、肝臓細胞、脳細胞、幹細胞、前駆細胞等）に該修正導入遺伝子を挿入することに
より、リソソーム貯蔵疾患を処置する方法を記載する。一実施形態において、修正導入遺
伝子は、補充タンパク質（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ）をインビトロ産生
する細胞系に挿入される。導入遺伝子を含む細胞または前記細胞によって産生されるタン
パク質は、例えば、産生されるタンパク質を精製した後に、それを必要とする患者を処置
するために使用することができる。別の実施形態において、補充タンパク質がインビボで
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産生されるように、修正導入遺伝子は身体内の標的組織に挿入される。一部の態様におい
て、発現タンパク質は細胞から放出され、（例えば、血液への輸出を介して）導入遺伝子
が存在していない他の細胞で作用するか、他の細胞に取り込まれる。一部の例において、
標的組織は肝臓である。他の例において、標的組織は脳である。他の例において、標的は
血液（例えば、血管系）である。他の例において、標的は骨格筋である。一実施形態にお
いて、修正遺伝子は、機能的遺伝子の野生型配列を含むが、他の実施形態においては、修
正導入遺伝子の配列はいくつかの方法で改変され、増強された生物活性が得られる。一部
の態様において、修正導入遺伝子は、生物活性を高めるように最適化されたコドンを含む
が、他の態様においては、配列は改変され、得られたタンパク質により望まれる機能（例
えば、安定性の改善、基質結合を改変するための電荷の改変等）を付与する。一部の実施
形態において、導入遺伝子は免疫原性を低減するために改変される。他の場合には、導入
遺伝子は、コードされているタンパク質が特定の組織、例えば脳においてトランスポータ
ー媒介送達のための基質になるように改変される（Ｇａｂａｔｈｕｌｅｒら（２０１０年
）Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｄｉｓｅａｓｅ　３７巻：４８～５７頁を参照のこ
と）。
【００１６】
　別の態様において、本発明は、所望の導入遺伝子を導入するための幹細胞または前駆細
胞（例えば、血液細胞前駆体、肝臓幹細胞等）のゲノムを切断（編集）することが可能な
、操作されたヌクレアーゼタンパク質を提供する。一部の態様において、その後、編集さ
れた幹細胞または前駆細胞を増殖させ、エクスビボで編集された成熟細胞へと分化するよ
うに誘導することができ、次いで、この細胞が患者に投与される。他の態様において、編
集前駆体（例えば、ＣＤ３４＋幹細胞）は骨髄移植で投与され、それは、移植が成功した
後、増殖して編集細胞を生成し、その後これは分化し、インビボで成熟し、導入遺伝子か
ら発現される生物学的薬物（ｂｉｏｌｏｇｉｃ）を含有する。他の態様において、編集幹
細胞は筋肉幹細胞であり、これはその後、筋組織へ導入される。一部の態様において、操
作されたヌクレアーゼはジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）であり、他の態様にお
いて、ヌクレアーゼはＴＡＬＥヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）であり、他の態様において、
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系が使用される。ヌクレアーゼは、セーフハーバー遺伝子座、疾患
関連遺伝子に対して、または細胞での高度発現遺伝子に対して特異性を有するように操作
され得る。単なる非限定的な例として、セーフハーバー遺伝子座は、ＡＡＶＳ１部位、Ｃ
ＣＲ５遺伝子、アルブミンまたはＨＰＲＴ遺伝子であってもよく、一方、疾患関連遺伝子
は、リソソームヒドロラーゼα－ガラクトシダーゼＡをコードするＧＬＡ遺伝子であって
もよい（表２を参照のこと）。単なる非限定的な例として、赤血球（ＲＢＣ）での高度発
現遺伝子はβ－グロビンである。別の態様において、トランスジェニック細胞は、電気的
増感（ｅｌｅｃｔｒｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ）によってエクスビボで増感し、エネ
ルギー源（例えば、超音波）への曝露後の破壊に対するそれらの感受性を高める（ＷＯ２
００２００７７５２号を参照のこと）。
【００１７】
　別の態様において、本明細書に記載の１つまたは複数のＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／ま
たはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系をコードするポリヌクレオチドが本明細書に記載されている
。ポリヌクレオチドは、例えば、ｍＲＮＡであってもよい。一部の態様において、ｍＲＮ
Ａは化学的に修飾されていてもよい（例えば、Ｋｏｒｍａｎｎら、（２０１１年）Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２９巻（２号）：１５４～１５７頁を参照のこと
）。
【００１８】
　別の態様において、プロモーターに作動可能に連結した、本明細書に記載の１つまたは
複数のＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系をコードするポリヌク
レオチドを含むＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系の発現ベクタ
ーが本明細書に記載されている。一実施形態において、発現ベクターはウイルスベクター
である。
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【００１９】
　別の態様において、本明細書に記載の１つまたは複数のＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／ま
たはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系の発現ベクターを含む宿主細胞が本明細書に記載されている
。宿主細胞は、１つまたは複数のＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａ
ｓ系の発現ベクターで安定的に形質転換されてもよいし、一時的にトランスフェクトされ
ていてもよいか、またはそれらの組み合わせであってもよい。一部の実施形態において、
宿主細胞は肝臓細胞である。
【００２０】
　別の態様において、細胞において高度発現遺伝子座、疾患関連遺伝子座および／または
セーフハーバー遺伝子座を切断するための方法であって、ＺＦＮ（複数可）、ＴＡＬＥＮ
（複数可）またはＣＲＩＰＳＲ／Ｃａｓ系が発現され、かつ１つまたは複数の遺伝子座が
切断されるような条件下で、１つまたは複数の標的遺伝子座内の標的部位へ結合する１つ
または複数のＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系をコードする１
つまたは複数のポリヌクレオチドを細胞に導入することを含む方法が本明細書に記載され
ている。高度発現遺伝子座および／またはセーフハーバー遺伝子座に結合するＺＦＮ、Ｔ
ＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系の非限定的な例は、米国公開第２００８
０２９９５８０号；同第２００８０１５９９９６号；および同第２０１０００２１８２６
４号、ならびに米国出願第１３／６６０，８２１号、同第１３／６６０，８４３号、同第
１３／６２４，１９３号および同第１３／６２４，２１７号、ならびに、発明の名称が「
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ
　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ」である、米国出願第６１／６７０，４５１号に開示されており、
これらの文献はすべて、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【００２１】
　他の実施形態において、任意の標的遺伝子におけるゲノムの配列は、例えば、本明細書
に記載したようなＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系（または、
前記ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／もしくはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系をコードするベクター
）、ならびにＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系による標的切断
後に遺伝子に挿入される「ドナー」配列または導入遺伝子を使用する治療用の導入遺伝子
で置き換えられる。ドナー配列は、個別のベクター（例えば、Ａｄ、ＡＡＶまたはＬＶベ
クター）に存在する、ＺＦＮまたはＴＡＬＥＮベクターに存在し得るか、あるいは、異な
る核酸送達機構を使用して細胞に導入され得る。ドナーヌクレオチド配列のこうした標的
遺伝子座（例えば、高度発現遺伝子、疾患関連遺伝子、他のセーフハーバー遺伝子等）へ
の挿入は、標的遺伝子座（例えば、アルブミン、グロビン等）の内因的遺伝子制御エレメ
ントの制御下で導入遺伝子を発現させる。一部の態様において、目的とする導入遺伝子の
、例えば標的遺伝子（例えばアルブミン）への挿入は、無傷の外因性タンパク質配列を発
現させ、標的（例えばアルブミン）によってコードされているいかなるアミノ酸も欠いて
いる。他の態様において、発現された外因性タンパク質は融合タンパク質であり、導入遺
伝子によりコードされているアミノ酸と、導入遺伝子が挿入される内因的遺伝子座により
コードされているアミノ酸（例えば、内因性標的遺伝子座由来、あるいは、標的遺伝子座
の配列をコードする、導入遺伝子上の配列由来）とを含む。標的は、任意の遺伝子、例え
ば、セーフハーバー遺伝子、例えば、アルブミン遺伝子、ＡＡＶＳ１遺伝子、ＨＰＲＴ遺
伝子；ＣＣＲ５遺伝子；または高度発現遺伝子、例えば、ＲＢＣ（例えば、βグロビンま
たはγグロビン）のグロビン遺伝子であり得る。一部の例において、内因性配列は外因性
タンパク質のアミノ（Ｎ）末端部分に存在し、一方、他の例において、内因性配列は外因
性タンパク質のカルボキシ（Ｃ）末端部分に存在する。他の例において、内因性配列は、
外因性タンパク質のＮ末端部分およびＣ末端部分の両方に存在する。内因性配列は、完全
長の野生型または変異型の内因性配列を含んでいてもよく、あるいは、部分的内因性アミ
ノ酸配列を含んでいてもよい。一部の実施形態において、内因性遺伝子－導入遺伝子融合
物は、細胞内の内因性遺伝子座に位置するが、一方、他の実施形態においては、内因性配
列－導入遺伝子コード配列は、ゲノム内の別の遺伝子座に挿入される（例えば、アルブミ
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ン、ＨＰＲＴまたはＣＣＲ５遺伝子座に挿入されるＩＤＵＡ－導入遺伝子配列）。一部の
態様において、セーフハーバーは、ＡＡＶＳ１、Ｒｏｓａ、アルブミン、ＨＰＲＴまたは
ＣＣＲ５遺伝子座から選択される（共有の米国公開第２００８０２９９５８０号；同第２
００８０１５９９９６号；および同第２０１０００２１８２６４号、ならびに米国出願第
１３／６６０，８２１号、同第１３／６６０，８４３号、同第１３／６２４，１９３号お
よび同第１３／６２４，２１７号、ならびに２０１１年７月１１日に出願の、発明の名称
が「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」である米国出願第６１／６７０
，４５１号を参照のこと）。他の実施形態において、疾患関連遺伝子は、ＧＬＡ（リソソ
ームヒドロラーゼα－ガラクトシダーゼＡ）、または表２に列記した１つもしくは複数の
遺伝子から選択される。
【００２２】
　一部の実施形態において、導入遺伝子は、治療用タンパク質産物が細胞（例えば、前駆
体または成熟細胞）内に保持されるように発現される。他の実施形態において、導入遺伝
子は、発現の際、導入遺伝子融合物が治療用タンパク質の表面に局在するように、膜タン
パク質の細胞外ドメインに融合されている。一部の態様において、細胞外ドメインは、表
１に列記したタンパク質から選択される。一部の態様において、編集細胞は、特定の組織
のタイプに細胞を輸送するための膜貫通型タンパク質をさらに含む。一態様において、膜
貫通型（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｅｒａｎｅ）タンパク質は抗体であるが、他の態様において
、膜貫通型タンパク質は受容体である。ある実施形態において、細胞は、前駆体（例えば
、ＣＤ３４＋または造血幹細胞）または成熟ＲＢＣである。一部の態様において、導入遺
伝子にコードされている治療用タンパク質産物は、細胞から輸出されて、導入遺伝子を欠
く細胞に影響を及ぼすか、それによって取り込まれる。ある実施形態において、細胞は、
血流へ治療用タンパク質を放出し、遠位組織（例えば、脳）で作用する肝臓細胞である。
【００２３】
　また本発明は、同種産物（ａｌｌｏｇｅｎｉｃ　ｐｒｏｄｕｃｔ）としてすべての患者
に普遍的に使用することができる、ＬＳＤに対する治療用タンパク質を運ぶ細胞（例えば
、ＲＢＣ）を産生するための方法および組成物を提供する。これにより、例えば、特定の
ＬＳＤ患者を処置するための単一産物を開発することができる。これらのキャリアは、細
胞の輸送が容易になるように膜貫通型タンパク質を含んでいてもよい。一態様において、
膜貫通型タンパク質は抗体であるが、一方、他の態様においては、膜貫通型タンパク質は
受容体である。
【００２４】
　一態様において、本発明は、疾患関連遺伝子をノックアウトするための方法および組成
物を提供する。一部の実施形態において、これらの遺伝子は、その産物が前駆体または成
熟細胞の遺伝子の発現を調節することができる遺伝子である。一部の態様において、ノッ
クアウトは、こうしたタンパク質に関するＤＮＡ上の調節標的部位に向けてである。一部
の態様において、遺伝子のノックアウトが正常機能を回復するように、調節遺伝子は異常
である。他の態様において、この疾患対立遺伝子のノックアウトが野生型対立遺伝子から
の発現を可能にし、正常機能を回復させることができるように、ノックアウトされる遺伝
子は疾患関連対立遺伝子である。
【００２５】
　一実施形態において、導入遺伝子は、アルブミン遺伝子座への挿入後にアルブミンプロ
モーターから発現される。導入遺伝子がインビボで肝細胞に挿入される場合、導入遺伝子
によってコードされている生物学的薬物は、その後、血流へ放出され得る。一部の態様に
おいて、導入遺伝子は、静脈内注射によりウイルスベクターにおいてインビボの肝臓に送
達される。
【００２６】
　別の実施形態において、導入遺伝子は非コードＲＮＡ、例えばｓｈＲＮＡをコードする
。細胞成熟前の導入遺伝子が発現することにより、目的とする非コードＲＮＡを含有する
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細胞が得られる。
【００２７】
　別の実施形態において、本発明は、前駆体由来の成熟細胞が導入遺伝子によりコードさ
れている高レベルの産物を含有するように導入遺伝子が挿入された、前駆細胞（造血幹細
胞、筋肉幹細胞またはＣＤ３４＋造血幹細胞（ＨＳＣ）細胞）を記載する。一部の実施形
態において、これらの前駆体は、人工多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）である。
【００２８】
　一部の実施形態において、本発明の方法は、トランスジェニック動物系においてインビ
ボで使用することができる。一部の態様において、トランスジェニック動物は、導入遺伝
子がヒト遺伝子をコードするモデル開発において使用することができる。一部の例におい
て、トランスジェニック動物は、対応する内因性遺伝子座でノックアウトさせることがで
き、ヒトタンパク質が単離で研究され得るインビボ系の開発を可能にする。こうしたトラ
ンスジェニックモデルは、目的とするヒトタンパク質と相互作用し得るか、それを修飾し
得る小分子、大型生体分子、または他の実体を同定するためのスクリーニング目的で使用
することができる。一部の態様において、導入遺伝子は、選択された遺伝子座（例えば、
高度発現遺伝子座またはセーフハーバー遺伝子座）、幹細胞（例えば、胚性幹細胞、人工
多能性幹細胞、肝幹細胞、神経幹細胞等）、または本明細書に記載の方法のいずれかによ
って得られる動物胚に組み込まれ、次いで、この胚は、生きた動物が生まれるように移植
される。この動物は、次いで性的成熟まで成長させ、繁殖させ、その子孫のうちの少なく
とも一部が組み込まれた導入遺伝子を含む。
【００２９】
　またさらなる態様において、染色体の内因性遺伝子座（例えば、疾患関連遺伝子、高発
現遺伝子、例えば、ＲＢＣのグロビン、またはセーフハーバー遺伝子、例えば、アルブミ
ン、ＣＣＲ５、ＨＰＲＴもしくはＲｏｓａ遺伝子）に、例えば、胚の染色体に、核酸配列
を部位特異的に組み込むための方法を本明細書で提供する。ある実施形態において、本方
法は、（ａ）胚に、（ｉ）組み込まれる核酸配列に隣接する上流配列および下流配列を含
む少なくとも１つのＤＮＡベクターと、（ｉｉ）ジンクフィンガーをコードする少なくと
も１つのＲＮＡ分子、標的遺伝子座における組み込み部位を認識するＴＡＬＥヌクレアー
ゼまたはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系とを注射することと、（ｂ）胚を培養してＺＦＮ、ＴＡ
ＬＥＮ、および／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系の発現を可能にすることとを含み、ＺＦ
Ｎ、ＴＡＬＥＮ、および／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系によって組み込み部位に導入さ
れる二本鎖切断は、核酸配列を染色体に組み込むように、ＤＮＡベクターとの相同的組換
えによって修復される。
【００３０】
　先に記載のいずれかの実施形態において、本発明の方法および化合物は、リソソーム貯
蔵疾患の被験体を処置するための他の治療剤と組み合わせることができる。一部の態様に
おいて、本方法および組成物は、血液脳関門を通過させることができる方法および組成物
と組み合わせて使用される。他の態様において、本方法および組成物は、被験体の免疫応
答を抑制することが公知である化合物と組み合わせて使用される。
【００３１】
　本発明のＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系を含むキットも提
供される。本キットは、ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮおよび／またはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系をコ
ードする核酸（例えば、好適な発現ベクターに含有されているＲＮＡ分子またはＺＦＮ、
ＴＡＬＥＮおよび／もしくはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系をコードする遺伝子）、ドナー分子
、単鎖ガイドＲＮＡをコードする発現ベクター　好適な宿主細胞系、本発明の方法を実施
するための指示等を含むことができる。
　本発明の好ましい実施形態において、例えば以下の項目が提供される。
（項目１）
　リソソーム貯蔵疾患を処置するタンパク質を産生する細胞を生成する方法であって、
該細胞がリソソーム貯蔵疾患を処置する該タンパク質を産生するように、非天然ヌクレア
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ーゼを使用して、該タンパク質をコードする導入遺伝子を該細胞の内因性遺伝子座に組み
込むことを含む方法。
（項目２）
　前記リソソーム貯蔵疾患が、ゴーシェ病、ファブリー病、ハンター病、ハーラー病およ
びニーマン・ピック病からなる群から選択される、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記導入遺伝子が、グルコセレブロシダーゼ、αガラクトシダーゼ、イズロン酸－２－
スルファターゼ欠損、α－Ｌイズロニダーゼ欠損およびスフィンゴミエリンホスホジエス
テラーゼからなる群から選択されるタンパク質をコードする、項目１または項目２に記載
の方法。
（項目４）
　前記内因性遺伝子座が、アルブミン遺伝子、ＡＡＶＳ１遺伝子、ＨＲＰＴ遺伝子、ＣＣ
Ｒ５遺伝子、Ｒｏｓａ遺伝子およびグロビン遺伝子からなる群から選択される、項目１か
ら３のいずれかに記載の方法。
（項目５）
　前記導入遺伝子の発現が内因性プロモーターによって駆動される、項目１から４のいず
れかに記載の方法。
（項目６）
　前記導入遺伝子が、該導入遺伝子、および該導入遺伝子が組み込まれている前記内因性
遺伝子座によりコードされているアミノ酸を含む融合タンパク質である、項目１から５の
いずれかに記載の方法。
（項目７）
　発現の際、膜タンパク質の細胞外ドメインを含む融合タンパク質が前記細胞の表面上に
局在するように、前記導入遺伝子が該融合タンパク質をコードする、項目１から６のいず
れかに記載の方法。
（項目８）
　発現の際、受容体に対するリガンドを含む融合タンパク質が血液脳関門を通過するよう
に、前記導入遺伝子が該融合タンパク質をコードする、項目１から７のいずれかに記載の
方法。
（項目９）
　前記細胞が、赤血球、肝臓細胞、筋細胞および幹細胞からなる群から選択される、項目
１から８のいずれかに記載の方法。
（項目１０）
　前記幹細胞が造血幹細胞または人工多能性幹細胞である、項目９に記載の方法。
（項目１１）
　リソソーム貯蔵疾患を処置する方法であって、
項目１から１０のいずれかに記載の方法によって生成される前記細胞によって産生される
前記タンパク質を単離することと、
該タンパク質を、それを必要とする患者に投与することと
を含む方法。
（項目１２）
　リソソーム貯蔵疾患を処置する方法であって、項目１から１０のいずれかに記載の方法
によって生成される前記細胞を、それを必要とする被験体に投与することを含む方法。
（項目１３）
　リソソーム貯蔵疾患を処置する方法であって、
項目１から１０のいずれかに記載の方法に従って生成される細胞が被験体内で生成される
ように、１つまたは複数のヌクレアーゼおよび１つまたは複数の導入遺伝子を、それを必
要とする該被験体に投与すること
を含む方法。
（項目１４）
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　前記細胞が単離された幹細胞または前駆細胞であり、投与前に該幹細胞または前駆細胞
を増殖および分化させることをさらに含む、項目１２に記載の方法。
（項目１５）
　前記導入遺伝子がウイルスベクターを使用して前記細胞に送達される、項目１から１４
のいずれかに記載の方法。
（項目１６）
　前記ウイルスベクターがＡＡＶベクターである、項目１５に記載の方法。
【００３２】
　これらの態様および他の態様は、全体としての本開示を考慮することにより当業者には
容易に明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】図１のパネルＡおよびＢは、ヌクレアーゼ対による目的とする位置での切断と、
その後のＮＨＥＪ事象を測定するＣｅｌ－Ｉミスマッチアッセイ（Ｓｕｒｖｅｙｏｒ（商
標）、Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃ）の結果を示すゲルの複合セットである。ＮＨＥＪは、
ヌクレオチド塩基の挿入または欠失「インデル（ｉｎｄｅｌ）」をもたらし、次いで、こ
れは、ＤＮＡ鎖が野生型のＤＮＡ鎖とアニールされた場合にミスマッチを引き起こす。図
１Ａは、Ｎｅｕｒｏ２Ａ細胞へのアルブミン特異的ヌクレアーゼ対のトランスフェクショ
ンを３７℃で実施した場合に測定された結果を示し、図１Ｂは、低体温ショック（３０℃
）下でのヌクレアーゼ対が形質導入された場合の結果を示す。ミスマッチのパーセント、
またはインデル％は、各条件下での各対のヌクレアーゼ活性の尺度である。
【図２】図２は、ファブリー病、ゴーシェ病、ハーラー病およびハンター病を処置する治
療用導入遺伝子を提供するために設計された４種類のＡＡＶドナーの構造を示す概略図で
ある。各ドナー構築物は、相同依存的機構によってドナーをアルブミン遺伝子座に挿入す
るための相同アームに隣接するＡＡＶ配列（５’ＩＴＲおよび３’ＩＴＲ）、スプライス
アクセプター部位、補充酵素をコードするＤＮＡ、および組み込まれたドナーの識別を可
能にするためのＭＹＣ－Ｆｌａｇタグを含有する。
【図３】図３のパネルＡおよびＢは、インビボにおけるマウスアルブミンＺＦＮの活性を
示す図である。正常な雄マウス（ｎ＝６）に、マウス特異的ＺＦＮ対のＳＢＳ３０７２４
およびＳＢＳ３０７２５をコードするＡＡＶ２／８またはＡＡＶ２／８．２のいずれかの
１．０×１０１１全ベクターゲノムを２００マイクロリットルの単回用量を投与し、正常
マウスにおけるＡＡＶベクターゲノムコピーを検出することによる肝臓感染性と、インビ
ボにおけるＮＨＥＪ活性を評価した。ベクターは記載したようにマウスに尾静脈注射によ
り投与し、投与１４日後に、マウスを屠殺し、肝臓を回収し、ＤＮＡまたは全タンパク質
を定量するために処理した。ＡＡＶベクターゲノムコピーの検出は定量ＰＣＲによって実
施し、ＺＦＮの切断活性はＣｅｌ－１（Ｓｕｒｖｅｙｏｒ、Ｔｒａｎｓｋａｒｙｏｔｉｃ
）アッセイを使用して測定した。図３Ａは、ＧＦＰ発現カセットを含有するＡＡＶ２／８
またはＺＦＮを含むＡＡＶ２／８が投与されたマウスから得たＣｅｌ－１の結果のゲルを
示すが、この場合、ＡＡＶは２９３発現系またはバキュロウイルス系によって産生された
ものである。図３Ｂはゲルのレーンの定量を示し、アルブミン特異的ＺＦＮを含有するＡ
ＡＶによるマウスの感染によって、ほぼ３０％の定量化可能なＮＨＥＪ活性が得られるこ
とが明らかである。
【図４】図４のパネルＡおよびＢは、マウスのアルブミン遺伝子座へのｈｕＧＬａ導入遺
伝子ドナー（ファブリー病に罹患している患者で欠損）の挿入を示す。図４Ａは、導入遺
伝子によってコードされているｈｕＧＬａタンパク質に対するウェスタンブロットを示し
ており、矢印は推定タンパク質を示す。ＺＦＮおよびドナーの両方が投与されたこれらの
マウスから得たマウス試料（試料１－１、１－２および１－３）と、ＺＦＮ単独が投与さ
れた試料（４－１、４－２、４－３）またはｈｕＧＬａドナー（「ｈｕ　Ｆａｂｒｙドナ
ー」）単独が投与された試料、試料５－１および５－２とを比較することにより、ヒト肝
臓溶解物の対照と一致するバンドが同定される。図４ＢはｈｕＧＬａ特異的ＥＬＩＳＡキ
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ットを使用するＥＬＩＳＡの結果を示したものであり、試料はウイルス導入の１４日後ま
たは３０日後のマウスから分析した。誤差バーは標準偏差（ｎ＝３）を表す。結果から明
らかように、ＺＦＮおよびドナー（丸印）の両方を投与されたマウスでは、ＺＦＮ単独（
四角印）またはドナー単独（三角印）を投与されたマウスよりも多量のｈｕＧＬａシグナ
ルがあった。
【図５】図５のパネルＡ～Ｄは、マウスのアルブミン遺伝子座に挿入されたＬＳＤドナー
導入遺伝子の肝臓ホモジェネートにおける発現を表すウェスタンブロットを示す。図５Ａ
はＩＤＵＡをコードする導入遺伝子を使用した結果を示し、図５ＢはＧＬＡ導入遺伝子を
使用した結果を示し、図５ＣはＩＤＳ導入遺伝子を使用した結果を示し、図５ＤはＧＢＡ
導入遺伝子を使用した結果を示す。
【図６】図６は、ＺＦＮ媒介性切断後に生じ得る２種類のタイプのドナー挿入を示す概略
図である。ＮＨＥＪ媒介性ドナー挿入によって、組み込まれた完全ＬＳＤドナー構築物が
得られるが、ＨＤＲ媒介性挿入では、Ｆ９スプライスアクセプター部位を含むｃＤＮＡだ
けが組み込まれる。また図６は、生じた組み込みのタイプの検出に使用される２種類のＰ
ＣＲプライマー（「ｍＡＬＢ－ＯＯＦ１」および「Ａｃｃ６５１－ＳＡ－ｒｅｖ－ｓｈ」
）の位置も示す。
【図７】図７のパネルＡ～Ｃは、処置の３０日後に組み込まれたＬＳＤ導入遺伝子を含有
するマウスの肝臓ホモジェネートに対して実施した３２Ｐ放射標識ＰＣＲの結果を示す。
図７ＡはＩＤＵＡ導入遺伝子を含むマウスを示し、図７ＢはＧＬＡ導入遺伝子を含むマウ
スを示し、図７ＣはＩＤＳ導入遺伝子を含むマウスを示す。すべての場合において、バン
ドは、導入遺伝子の挿入がＮＨＥＪ媒介性組み込みおよびＨＤＲ媒介性組み込みの両方に
よって生じたことを示している。
【図８】図８は、エピトープタグを含有するＬＳＤドナーの設計を説明する概略図である
。ＭｙｃタグおよびＦｌａｇタグの位置および配列を示す。
【図９】図９のパネルＡおよびＢは、エピトープタグを含有する組み込まれたＬＳＤドナ
ーを含むマウスから得られた肝臓ホモジェネートに対して、上記のように行った３２Ｐ放
射標識ＰＣＲのゲルを示す。図９Ａは、組み込みが、標的化ＧＬＡ、ＩＤＵＡおよびＩＤ
Ｓ導入遺伝子に対するＮＨＥＪ媒介性組み込み、およびＨＤＲ媒介性組み込みの両方によ
って生じたことを示す。図９Ｂは、ＧＢＡ導入遺伝子に関する同様の内容を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　詳細な説明
　本明細書には、リソソーム貯蔵疾患（ＬＳＤ）を処置または予防するための方法および
組成物が開示されている。本発明は、遺伝子が肝臓で発現され、治療用の（補充）タンパ
ク質が発現されるように、ＬＳＤの被験体で欠損または発現が不十分であるタンパク質を
コードする遺伝子を挿入するための方法および組成物を供給する。また本発明は、細胞が
高レベルの治療薬を産生し、かつ改変されたこれらの細胞の集団を患者に導入することで
、その必要とされるタンパク質を提供するように、細胞（例えば、前駆体または成熟ＲＢ
Ｃ、ｉＰＳＣもしくは肝臓細胞）を改変することを記載する。導入遺伝子は、それを必要
とする患者において治療上有益である所望のタンパク質または構造ＲＮＡをコードし得る
。
【００３５】
　したがって、本発明の方法および組成物は、導入遺伝子から任意の遺伝子座（例えば、
高発現アルブミン遺伝子座）由来の治療上有益なタンパク質を発現させ、リソソーム貯蔵
疾患で欠損している酵素を補充するために使用することができる。さらに、本発明は、細
胞、例えば肝臓細胞内の高発現遺伝子座に上記配列を挿入することにより、これらの疾患
を処置するための方法および組成物を提供する。
【００３６】
　さらに、導入遺伝子は、最終的な移植での使用のために、患者由来の細胞、例えば、患
者由来の人工多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）、または別の種類の幹細胞（胚性幹細胞または造
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血幹細胞）に導入することができる。それを必要とする患者への移植用の造血幹細胞に疾
患関連導入遺伝子を挿入することが特に有用である。幹細胞が成熟細胞に分化するにつれ
て、それらは組織へ送達するための高レベルの補充タンパク質を含有する。
【００３７】
　概要
　方法の実践、ならびに本明細書に開示の組成物の調製および使用は、別途示されない限
り、分子生物学、生化学、クロマチン構造および分析、計算化学、細胞培養、組換えＤＮ
Ａ、および当分野の技術の範囲内の関連分野における従来の技法を用いる。これらの技法
は、文献内で十分に説明される。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　Ｃ
ＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏ
ｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９
８９およびＴｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，２００１；Ａｕｓｕｂｅｌら，ＣＵＲＲＥＮＴ
　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌ
ｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８７および定期的最新版；ＭＥＴＨＯＤＳ
　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹのシリーズ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ；Ｗｏｌｆｆｅ，ＣＨＲＯＭＡＴＩＮ　ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ　ＡＮＤ　ＦＵＮＣ
ＴＩＯＮ，Ｔｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉ
ｅｇｏ，１９９８；ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ，Ｖｏｌ．３０４，“
Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ”（Ｐ．Ｍ．Ｗａｓｓａｒｍａｎ　ａｎｄ　Ａ．Ｐ．Ｗｏｌｆｆｅ，
編），Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９９９；ならびにＭＥＴ
ＨＯＤＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｖｏｌ．１１９，“Ｃｈｒｏｍ
ａｔｉｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ”（Ｐ．Ｂ．Ｂｅｃｋｅｒら）Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ
，Ｔｏｔｏｗａ，１９９９を参照されたい。
【００３８】
　定義
　「核酸」、「ポリヌクレオチド」、および「オリゴヌクレオチド」という用語は、交換
可能に使用され、線状または環状構造であり、かつ一本鎖または二本鎖形態のいずれかで
ある、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドポリマーを指す。本開示の目的
のために、これらの用語は、ポリマーの長さに関して限定的であると解釈されるべきでは
ない。これらの用語は、天然ヌクレオチドの既知の類似体、ならびに塩基部分、糖部分、
および／またはリン酸部分において修飾されるヌクレオチド（例えば、ホスホロチオエー
ト骨格）を包含することができる。概して、特定のヌクレオチドの類似体は、同一の塩基
対合特異性を有し、すなわち、Ａの類似体は、Ｔと塩基対合する。
【００３９】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」という用語は、アミノ酸残基
のポリマーを指すために交換可能に使用される。この用語は、１つ以上のアミノ酸が対応
する天然に存在するアミノ酸の化学的類似体または修飾誘導体であるアミノ酸ポリマーに
も適用される。
【００４０】
　「結合」とは、高分子間（例えば、タンパク質と核酸との間）の配列特異的かつ非共有
結合的な相互作用を指す。相互作用が全体として配列特異的である限り、結合相互作用の
すべての構成要素が配列特異的である（例えば、ＤＮＡ骨格におけるリン酸残基と接触す
る）必要はない。そのような相互作用は、概して、１０－６Ｍ－１以下の解離定数（Ｋｄ

）を特徴とする。「親和性」は、結合の強度を指し、結合親和性の増加は、Ｋｄの低下と
相関性がある。
【００４１】
　「結合タンパク質」は、別の分子に非共有結合的に結合することができるタンパク質で
ある。結合タンパク質は、例えば、ＤＮＡ分子（ＤＮＡ結合タンパク質）、ＲＮＡ分子（
ＲＮＡ結合タンパク質）、および／またはタンパク質分子（タンパク質結合タンパク質）
に結合し得る。タンパク質結合タンパク質の場合、それは、それ自身に結合してホモ二量
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体、ホモ三量体等を形成することができ）、かつ／または、異なるタンパク質（単数また
は複数）の１つ以上の分子に結合し得る。結合タンパク質は、２つ以上の種類の結合活性
を有し得る。例えば、ジンクフィンガータンパク質は、ＤＮＡ結合、ＲＮＡ結合、および
タンパク質結合活性を有する。
【００４２】
　「ジンクフィンガーＤＮＡ結合タンパク質」（または結合ドメイン）は、亜鉛イオンの
配位によってその構造が安定化される結合ドメイン内のアミノ酸配列の領域である、１つ
以上のジンクフィンガーを介して配列特異的な様式でＤＮＡに結合するタンパク質または
より大きなタンパク質内のドメインである。ジンクフィンガーＤＮＡ結合タンパク質とい
う用語は、多くの場合、ジンクフィンガータンパク質またはＺＦＰと略される。
【００４３】
　「ＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン」または「ＴＡＬＥ」は、１つ以上のＴＡＬＥ反復ド
メイン／単位を含むポリペプチドである。反復ドメインは、ＴＡＬＥの、その同族の（ｃ
ｏｇｎａｔｅ）標的ＤＮＡ配列への結合に関与する。単一の「反復単位」（「反復」とも
称される）は、典型的には、３３～３５アミノ酸長であり、天然に存在するＴＡＬＥタン
パク質内の他のＴＡＬＥ反復配列に少なくともある程度の配列相同性を示す。
【００４４】
　ジンクフィンガーおよびＴＡＬＥ結合ドメインは、例えば、天然に存在するジンクフィ
ンガーまたはＴＡＬＥタンパク質の認識へリックス領域を操作する（１つ以上のアミノ酸
を改変する）ことによって、所定のヌクレオチド配列に結合するように「操作」され得る
。したがって、操作されたＤＮＡ結合タンパク質（ジンクフィンガーまたはＴＡＬＥ）は
、非天然タンパク質である。ＤＮＡ結合タンパク質を操作するための方法の非限定的な例
には、設計および選択がある。設計されたＤＮＡ結合タンパク質は、その設計／組成が主
に合理的判定基準によってもたらされる非天然タンパク質である。設計のための合理的判
定基準は、置換規則の適用、ならびに既存のＺＦＰおよび／またはＴＡＬＥ設計ならびに
結合データの情報を格納するデータベース内の情報を処理するためのコンピュータ化アル
ゴリズムの適用を含む。例えば、米国特許第６，１４０，０８１号、同第６，４５３，２
４２号、および同第６，５３４，２６１号を参照されたく、国際公開第ＷＯ９８／５３０
５８号、同第ＷＯ９８／５３０５９号、同第ＷＯ９８／５３０６０号、同第ＷＯ０２／０
１６５３６号、および同第ＷＯ０３／０１６４９６号、ならびに米国公開第２０１１０３
０１０７３号も参照されたい。
【００４５】
　「選択された」ジンクフィンガータンパク質またはＴＡＬＥは、その生成が主にファー
ジディスプレイ、相互作用トラップ、またはハイブリッド選択等の実験によるプロセスか
らもたらされる天然には見出されないタンパク質である。例えば、米国特許第５，７８９
，５３８号、米国特許第５，９２５，５２３号、米国特許第６，００７，９８８号、米国
特許第６，０１３，４５３号、米国特許第６，２００，７５９号、国際公開第ＷＯ９５／
１９４３１号、同第ＷＯ９６／０６１６６号、同第ＷＯ９８／５３０５７号、同第ＷＯ９
８／５４３１１号、同第ＷＯ００／２７８７８号、同第ＷＯ０１／６０９７０号、同第Ｗ
Ｏ０１／８８１９７号、同第ＷＯ０２／０９９０８４号、および米国公開第２０１１０３
０１０７３号を参照されたい。
【００４６】
　「組換え」とは、２つのポリヌクレオチド間における遺伝子情報の交換のプロセスを指
す。本開示の目的のために、「相同組換え（ＨＲ）」とは、例えば、相同組換え修復機構
を介して細胞における二本鎖切断（ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄ　ｂｒｅａｋ）の修復中
に生じるような交換の特殊な形態を指す。このプロセスは、ヌクレオチド配列相同性を必
要とし、「標的」分子（すなわち、二本鎖切断を経験した分子）の鋳型修復のために「ド
ナー」分子を使用し、ドナーから標的への遺伝子情報の伝達をもたらすことから、「非交
叉遺伝子変換」または「ショートトラクト（ｓｈｏｒｔ　ｔｒａｃｔ）遺伝子変換」とし
て広く知られている。任意の特定の理論によって拘束されることを望むものではないが、
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そのような伝達は、切断された標的（ｂｒｏｋｅｎ　ｔａｒｇｅｔ）とドナーとの間に形
成するヘテロ二重鎖ＤＮＡのミスマッチ修正、および／または標的の一部になる遺伝子情
報を再合成するためにドナーが使用される「合成依存的鎖アニーリング（ｓｙｎｔｈｅａ
ｉｓ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｓｔｒａｎｄ　ａｎｎｅａｌｉｎｇ）」、および／または関
連プロセスを含み得る。そのような特殊なＨＲは、多くの場合、ドナーポリヌクレオチド
の配列の一部またはすべてが標的ポリヌクレオチドに組み込まれるように、標的分子の配
列の改変をもたらす。
【００４７】
　本開示の方法において、本明細書に記載の１つ以上の標的化されたヌクレアーゼは、標
的配列（例えば、細胞クロマチン）の所定の部位で二本鎖切断を生じ、この切断領域内の
ヌクレオチド配列と相同性を有する「ドナー」ポリヌクレオチドが細胞に導入され得る。
二本鎖切断の存在は、ドナー配列の組み込みを促進することが示されている。ドナー配列
は、物理的に組み込まれ得るか、またはあるいは、ドナーポリヌクレオチドは、相同組換
えによる切断の修復用の鋳型として使用され、その結果、ドナーにおいて見られるような
ヌクレオチド配列のすべてまたは一部を細胞クロマチンに導入する。したがって、細胞ク
ロマチン内の第１の配列を改変することができ、ある実施形態において、ドナーポリヌク
レオチドに存在する配列に変換することができる。したがって、「置き換える（ｒｅｐｌ
ａｃｅ）」または「置き換え（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）」という用語の使用が、あるヌ
クレオチド配列の、別のヌクレオチド配列による置き換え（すなわち、情報の意味におい
て、配列の置き換え）を表し、かつあるポリヌクレオチドの別のポリヌクレオチドによる
物理的または化学的置き換えは必ずしも必要としないことが理解され得る。
【００４８】
　本明細書に記載の方法のいずれかにおいて、ジンクフィンガーまたはＴＡＬＥＮタンパ
ク質のさらなる対が、細胞内のさらなる標的部位のさらなる二本鎖切断（ｄｏｕｂｌｅ－
ｓｔｒａｎｄｅｄ　ｃｌｅａｖａｇｅ）のために使用され得る。
【００４９】
　細胞クロマチンにおける目的とする領域内の配列の標的組換えおよび／または置き換え
および／または改変のための方法のある実施形態において、染色体配列は、外因性「ドナ
ー」ヌクレオチド配列との相同組換えによって改変される。切断領域に対する配列相同性
が存在する場合、そのような相同組換えは、細胞クロマチンにおける二本鎖切断の存在に
よって促進される。
【００５０】
　本明細書に記載の方法のいずれかにおいて、第１のヌクレオチド配列（「ドナー配列」
）は、目的とする領域のゲノム配列と相同であるが同一ではない配列を含み得、それによ
って、相同組換えを促進して目的とする領域内に非同一配列を挿入する。したがって、あ
る実施形態において、目的とする領域内の配列と相同であるドナー配列の一部は、置き換
えられるゲノム配列に約８０～９９％（またはそれらの間の任意の整数）の配列同一性を
示す。他の実施形態では、例えば、１００を超える連続した塩基対のドナー配列とゲノム
配列との間で１つのヌクレオチドのみが異なる場合、ドナー配列とゲノム配列との間の相
同性は９９％よりも高い。ある場合において、新しい配列が目的とする領域に導入される
ように、ドナー配列の非相同部分は、目的とする領域に存在しない配列を含み得る。これ
らの例において、非相同配列は、概して、５０～１，０００個の塩基対（もしくはそれら
の間の任意の整数値）または目的とする領域内の配列と相同もしくは同一である１，００
０を超える任意の数の塩基対の配列が隣接している。他の実施形態において、ドナー配列
は、第１の配列と非相同であり、非相同組換え機構によってゲノムに挿入される。
【００５１】
　本明細書に記載の方法のいずれかは、目的とする遺伝子（複数可）の発現を妨害するド
ナー配列の標的組み込みによる細胞における１つ以上の標的配列の部分的または完全な不
活性化のために使用され得る。部分的または完全に不活性化された遺伝子を有する細胞系
も提供される。
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【００５２】
　さらに、本明細書に記載の標的組み込みの方法を用いて、１つ以上の外因性配列を組み
込むこともできる。外因性核酸配列は、例えば、１つ以上の遺伝子もしくはｃＤＮＡ分子
、または任意の種類のコード配列もしくは非コード配列、ならびに１つ以上の制御エレメ
ント（例えば、プロモーター）を含み得る。加えて、外因性核酸配列は、１つ以上のＲＮ
Ａ分子（例えば、スモールヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、阻害ＲＮＡ（ＲＮＡｉ）、マ
イクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）等）を生成し得る。
【００５３】
　「切断（ｃｌｅａｖａｇｅ）」とは、ＤＮＡ分子の共有結合の骨格の切断（ｂｒｅａｋ
ａｇｅ）を指す。切断は、リン酸ジエステル結合の酵素加水分解または化学的加水分解を
含むが、これらに限定されない様々な方法によって開始され得る。一本鎖切断も二本鎖切
断もいずれも可能であり、二本鎖切断は、２つのはっきりと異なる一本鎖切断事象の結果
として生じ得る。ＤＮＡ切断は、平滑末端または付着末端のいずれかの生成をもたらし得
る。ある実施形態において、融合ポリペプチドは、標的化二本鎖ＤＮＡ切断に用いられる
。
【００５４】
　「切断ハーフドメイン」は、第２のポリペプチド（同一または異なる）とともに、切断
活性（好ましくは、二本鎖切断活性）を有する複合体を形成するポリペプチド配列である
。「第１および第２の切断ハーフドメイン」、「＋および－切断ハーフドメイン」、なら
びに「右および左切断ハーフドメイン」という用語は、二量体化する切断ハーフドメイン
の対を指すために交換可能に使用される。
【００５５】
　「操作された切断ハーフドメイン」は、別の切断ハーフドメイン（例えば、別の操作さ
れた切断ハーフドメイン）を有する偏性ヘテロ二量体を形成するように修飾された切断ハ
ーフドメインである。参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる、米国特許公開
第２００５／００６４４７４号、同第２００７／０２１８５２８号、同第２００８／０１
３１９６２号、および同第２０１１／０２０１０５５号も参照されたい。
【００５６】
　「配列」という用語は、任意の長さのヌクレオチド配列を指し、ＤＮＡまたはＲＮＡで
あってもよく、線状、環状、または分岐状であってもよく、一本鎖または二本鎖のいずれ
かであってもよい。「ドナー配列」という用語は、ゲノムに挿入されるヌクレオチド配列
を指す。ドナー配列は、任意の長さであってもよく、例えば、２～１０，０００ヌクレオ
チド長（またはそれらの間もしくはそれらを超える任意の整数値）、好ましくは、約１０
０～１，０００ヌクレオチド長（またはそれらの間の任意の整数）、より好ましくは、約
２００～５００ヌクレオチド長であってもよい。
【００５７】
　「疾患関連遺伝子」は、単一遺伝子疾患において幾分欠陥のあるものである。単一遺伝
子疾患の非限定的な例としては、重症複合免疫不全症、嚢胞性線維症、リソソーム貯蔵疾
患（例えば、ゴーシェ病、ハーラー病、ハンター病、ファブリー病、ニーマン・ピック病
、テイ・サックス病（Ｔａｙ－Ｓａｃｈ’ｓ）等）、鎌状赤血球貧血、およびサラセミア
が挙げられる。
【００５８】
　「クロマチン」は、細胞ゲノムを含む核タンパク質構造である。細胞クロマチンは、核
酸、主にＤＮＡ、ならびにヒストンおよび非ヒストン染色体タンパク質を含むタンパク質
を含む。真核細胞クロマチンの大半は、ヌクレオソームの形態で存在し、ヌクレオソーム
コアは、ヒストンＨ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、およびＨ４をそれぞれ２つ含む八量体と会合し
た約１５０個の塩基対のＤＮＡを含み、（生物に応じて多様な長さの）リンカーＤＮＡは
、ヌクレオソームコアの間に広がって存在する。ヒストンＨ１の分子は、概して、リンカ
ーＤＮＡと会合している。本開示の目的のために、「クロマチン」という用語は、すべて
の種類の細胞核タンパク質（原核および真核の両方）を包含することを意味する。細胞ク
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ロマチンは、染色体クロマチンおよびエピソームクロマチンの両方を含む。
【００５９】
　「染色体」は、細胞のゲノムのすべてまたは一部を含むクロマチン複合体である。細胞
のゲノムは、多くの場合、その核型を特徴とし、これは、この細胞のゲノムを含むすべて
の染色体の集合である。細胞のゲノムは、１つ以上の染色体を含み得る。
【００６０】
　「エピソーム」は、複製核酸、核タンパク質複合体、または細胞の染色体核型の一部で
はない核酸を含む他の構造物である。エピソームの例として、プラスミドおよびあるウイ
ルスゲノムが挙げられる。
【００６１】
　「標的部位」または「標的配列」は、結合分子が結合する核酸の一部を定義する核酸配
列であるが、但し、結合に十分な条件が存在することを条件とする。
【００６２】
　「外因性」分子は、通常は細胞に存在しないが、１つ以上の遺伝学的方法、生化学的方
法、または他の方法によって細胞内に導入され得る分子である。「細胞における通常の存
在」については、細胞の特定の発達段階および環境条件に対して決定される。したがって
、例えば、筋肉の胚発生の間にのみ存在する分子は、成人筋肉細胞に対して外因性分子で
ある。同様に、熱ショックによって誘導される分子は、非熱ショック細胞に対して外因性
分子である。外因性分子は、例えば、機能不全型内因性分子の機能バージョン、または正
常機能型内因性分子の機能不全バージョンを含み得る。
【００６３】
　外因性分子は、とりわけ、小分子（コンビナトリアルケミストリープロセスによって生
成される小分子等）、または高分子（タンパク質、核酸、炭水化物、脂質、糖タンパク質
、リポタンパク質、多糖、上記の分子の任意の修飾誘導体）、または上記の分子のうちの
１つ以上を含む任意の複合体であり得る。核酸は、ＤＮＡおよびＲＮＡを含み、一本鎖ま
たは二本鎖であってもよく、線状、分岐状、または環状であってもよく、任意の長さであ
ってもよい。核酸には、二重鎖を形成することができる核酸、ならびに三重鎖形成核酸が
含まれる。例えば、米国特許第５，１７６，９９６号および同第５，４２２，２５１号を
参照されたい。タンパク質には、ＤＮＡ結合タンパク質、転写因子、クロマチンリモデリ
ング因子、メチル化ＤＮＡ結合タンパク質、ポリメラーゼ、メチラーゼ、デメチラーゼ、
アセチラーゼ、デアセチラーゼ、キナーゼ、ホスファターゼ、インテグラーゼ、リコンビ
ナーゼ、リガーゼ、トポイソメラーゼ、ジャイレース、およびヘリカーゼが含まれるが、
これらに限定されない。
【００６４】
　外因性分子は、内因性分子と同一の種類の分子、例えば、外因性タンパク質または核酸
であってもよい。例えば、外因性核酸は、感染ウイルスゲノム、細胞に導入されるプラス
ミドもしくはエピソーム、または通常は細胞に存在しない染色体を含み得る。外因性分子
を細胞に導入するための方法は、当業者に既知であり、脂質媒介導入（すなわち、中性脂
質および陽イオン性脂質を含むリポソーム）、電気穿孔、直接注入、細胞融合、微粒子銃
、リン酸カルシウム共沈、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介導入、およびウイルスベクター媒
介導入を含むが、これらに限定されない。外因性分子は、内因性分子と同一の種類の分子
でもあり得るが、細胞が由来するものとは異なる種に由来し得る。例えば、ヒト核酸配列
は、本来はマウスまたはハムスターに由来する細胞系に導入され得る。
【００６５】
　対照的に、「内因性」分子は、特定の環境条件下で特定の発達段階にある特定の細胞に
通常存在する分子である。例えば、内因性核酸は、染色体、ミトコンドリア、クロロプラ
スト、もしくは他の細胞小器官のゲノム、または天然に存在するエピソーム核酸を含み得
る。さらなる内因性分子は、タンパク質、例えば、転写因子および酵素を含み得る。
【００６６】
　「融合」分子は、２つ以上のサブユニット分子が好ましくは共有結合的に連結した分子
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である。サブユニット分子は、同一の化学的種類の分子であり得るか、または異なる化学
的種類の分子であり得る。第１の種類の融合分子の例として、融合タンパク質（例えば、
ＺＦＰまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインと１つ以上の活性化ドメインとの間の融合物
）および融合核酸（例えば、上記の融合タンパク質をコードする核酸）が挙げられるが、
これらに限定されない。第２の種類の融合分子の例として、三重鎖形成核酸とポリペプチ
ドとの間の融合物、および副溝結合剤と核酸との間の融合物が挙げられるが、これらに限
定されない。
【００６７】
　細胞における融合タンパク質の発現は、融合タンパク質の細胞への送達から、または融
合タンパク質をコードするポリヌクレオチドの細胞への送達によって生じ得、ここで、ポ
リヌクレオチドが転写され、転写物が翻訳されて、融合タンパク質を生成する。トランス
スプライシング、ポリペプチド切断、およびポリペプチド連結も、細胞におけるタンパク
質の発現に関与し得る。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドを細胞に送達するための方
法は、本開示の他の個所で示される。
【００６８】
　本開示の目的のために、「遺伝子」は、遺伝子産物（以下を参照のこと）をコードする
ＤＮＡ領域、ならびに遺伝子産物の産生を調節するすべてのＤＮＡ領域（そのような調節
配列がコード配列および／または転写配列に隣接しているか否かに関わらず）を含む。し
たがって、遺伝子は、プロモーター配列、ターミネーター、翻訳調節配列（リボソーム結
合部位および内部リボソーム進入部位等）、エンハンサー、サイレンサー、インシュレー
ター、境界エレメント、複製起点、マトリックス結合部位、および遺伝子座制御領域を含
むが、必ずしもこれらに限定されない。
【００６９】
　「遺伝子発現」とは、遺伝子内に含まれる情報の遺伝子産物への変換を指す。遺伝子産
物は、遺伝子の直接転写産物（例えば、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、アンチセンスＲ
ＮＡ、リボザイム、構造ＲＮＡ、もしくは任意の他の種類のＲＮＡ）、またはｍＲＮＡの
翻訳によって産生されるタンパク質であり得る。遺伝子産物は、キャッピング、ポリアデ
ニル化、メチル化、および編集等のプロセスによって修飾されたＲＮＡ、ならびに、例え
ば、メチル化、アセチル化、リン酸化、ユビキチン化、ＡＤＰリボシル化、ミリスチル化
（ｍｙｒｉｓｔｉｌａｔｉｏｎ）、およびグリコシル化によって修飾されたタンパク質も
含む。
【００７０】
　遺伝子発現の「調整（ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ）」は、遺伝子の活性の変化を指す。発現
の調整は、遺伝子活性化および遺伝子抑制を含み得るが、これらに限定されない。ゲノム
編集（例えば、切断、改変、不活性化、ランダム変異）を用いて発現を調整することがで
きる。遺伝子の不活性化とは、本明細書に記載のＺＦＰまたはＴＡＬＥＮを含まない細胞
と比較して遺伝子発現における任意の低下を指す。したがって、遺伝子の不活性化は、部
分的または完全であり得る。
【００７１】
　「目的とする領域」は、細胞クロマチンの任意の領域であり、例えば、遺伝子、または
遺伝子内もしくは遺伝子に隣接する非コード配列等であり、そこで外因性分子に結合する
ことが望ましい。結合は、標的ＤＮＡ切断および／または標的組換えの目的のためであり
得る。目的とする領域は、例えば、染色体、エピソーム、細胞小器官のゲノム（例えば、
ミトコンドリア、クロロプラスト）、または感染ウイルスゲノムに存在し得る。目的とす
る領域は、遺伝子のコード領域内、転写された非コード領域（例えば、リーダー配列、ト
レーラー配列、もしくはイントロン等）内、またはコード領域の上流もしくは下流のいず
れかの非転写領域内に存在し得る。目的とする領域は、単一のヌクレオチド対と同程度に
小さいか、または最大２，０００ヌクレオチド対の長さであるか、またはヌクレオチド対
の任意の整数値であり得る。
【００７２】
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　「真核」細胞には、真菌細胞（酵母等）、植物細胞、動物細胞、哺乳類細胞、およびヒ
ト細胞（例えば、Ｔ細胞）が含まれるが、これらに限定されない。
【００７３】
　「赤血球（Ｒｅｄ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｌｌ）」（ＲＢＣ）または赤血球（ｅｒｙｔｈｒ
ｏｃｙｔｅ）は、造血幹細胞に由来する最終分化細胞である。これらはヌクレアーゼとほ
とんどの細胞オルガネラを欠いている。ＲＢＣはヘモグロビンを含有しており、肺から末
梢組織に酸素を運ぶ。実際、個々のＲＢＣの３３％はヘモグロビンである。さらに、ＲＢ
Ｃは、組織から代謝中の細胞によって産生されるＣＯ２を運び、肺に戻り呼吸の間に放出
する。ＲＢＣは、血液低酸素に応答して骨髄で産生され、それは、腎臓によるエリトロポ
イエチン（ＥＰＯ）の放出によって媒介される。ＥＰＯは、前赤芽球数を増加させ、完全
なＲＢＣ成熟に必要とされる時間を短縮する。約１２０日後、ＲＢＣには核または他の再
生機能が含まれていないことから、これらの細胞は、肝臓、脾臓およびリンパ節のマクロ
ファージの食細胞活動によるか（およそ９０％）、血漿での溶血によって（およそ１０％
）循環から除去される。マクロファージによる貪食後、ＲＢＣの化学成分は、リソソーム
酵素の作用によりマクロファージの液胞内で分解される。
【００７４】
　「分泌組織」は、典型的には上皮に由来するいくつかのタイプのルーメンに個別の細胞
から産物を分泌する、動物内の組織である。胃腸管に局在している分泌組織の例としては
、腸、膵臓および胆嚢を覆っている細胞が挙げられる。他の分泌組織としては、肝臓、眼
に関連する組織ならびに粘膜、例えば、唾液腺、乳腺、前立腺、下垂体および内分泌系の
他のメンバーが挙げられる。さらに、分泌組織としては、分泌可能な組織タイプの個々の
細胞が挙げられる。
【００７５】
　「作用的連結」および「作用的に連結した」（または「作動可能に連結した」）という
用語は、２つ以上の構成要素（配列エレメント等）の並列に関して交換可能に使用され、
これらの構成要素は、両方の構成要素が正常に機能し、構成要素のうちの少なくとも１つ
が他の構成要素のうちの少なくとも１つに及ぼす機能を媒介し得ることを可能にするよう
に配置される。例として、プロモーター等の転写調節配列は、その転写調節配列が１つ以
上の転写調節因子の存在または不在に応答してコード配列の転写レベルを制御する場合に
コード配列に作用的に連結される。転写調節配列は、概して、コード配列とシスに作用的
に連結されるが、それに直接隣接している必要はない。例えば、エンハンサーは、たとえ
それらが隣接していなくても、コード配列に作用的に連結される転写調節配列である。
【００７６】
　融合ポリペプチドに関して、「作用的に連結した」という用語は、構成要素の各々が、
そのように連結されていない場合に実行したであろう機能と同一の機能を、他の構成要素
と連結して実行するという事実を指し得る。例えば、ＺＦＰまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合
ドメインが活性化ドメインに融合された融合ポリペプチドに関して、融合ポリペプチドに
おいて、ＺＦＰまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン部分がその標的部位および／または
その結合部位に結合することができる場合、ＺＦＰまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン
および活性化ドメインが作用的に連結している一方で、活性化ドメインは、遺伝子発現を
上方制御することができる。ＺＦＰまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインが切断ドメイン
に融合される融合ポリペプチドである場合、融合ポリペプチドにおいて、ＺＦＰまたはＴ
ＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメイン部分がその標的部位および／またはその結合部位に結合する
ことができる場合、ＺＦＰまたはＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインおよび切断ドメインが作
用的に連結している一方で、切断ドメインは、標的部位の近傍でＤＮＡを切断することが
できる。
【００７７】
　タンパク質、ポリペプチド、または核酸の「機能的断片」は、その配列が、完全長のタ
ンパク質、ポリペプチド、または核酸と同一ではないが、完全長のタンパク質、ポリペプ
チド、または核酸と同一の機能を保持するタンパク質、ポリペプチド、または核酸である
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。機能的断片は、対応する天然の分子よりも多いか、少ないか、もしくは同一の数の残基
を有することができ、かつ／または１つ以上のアミノ酸もしくはヌクレオチド置換を含有
することができる。核酸の機能（例えば、コード機能、別の核酸にハイブリダイズする能
力）を決定するための方法は、当技術分野において周知である。同様に、タンパク質の機
能を決定するための方法も周知である。例えば、ポリペプチドのＤＮＡ結合機能は、例え
ば、フィルター結合アッセイ、電気泳動移動度シフトアッセイ、または免疫沈降アッセイ
によって決定することができる。ＤＮＡ切断は、ゲル電気泳動によって評価することがで
きる。上記のＡｕｓｕｂｅｌらを参照されたい。タンパク質が別のタンパク質と相互作用
する能力は、例えば、免疫共沈降、ツーハイブリッドアッセイ、または相補性（遺伝子的
相補性もしくは生化学的相補性の両方）によって決定することができる。例えば、Ｆｉｅ
ｌｄｓら（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６、米国特許第５，５８５，
２４５号およびＰＣＴ国際公開第ＷＯ９８／４４３５０号を参照されたい。
【００７８】
　「ベクター」は、遺伝子配列を標的細胞に導入することができる。典型的には、「ベク
ター構築物」、「発現ベクター」、および「遺伝子導入ベクター」は、目的とする遺伝子
の発現を指示することができ、かつ遺伝子配列を標的細胞に導入し得る任意の核酸構築物
を意味する。したがって、この用語は、クローニング、および発現ベヒクル、ならびに組
み込みベクターを包含する。
【００７９】
　「レポーター遺伝子」または「レポーター配列」とは、日常的なアッセイにおいて必ず
しも測定されないが、好ましくは容易に測定されるタンパク質産物を産生する任意の配列
を指す。好適なレポーター遺伝子には、抗生物質耐性（例えば、アンピシリン耐性、ネオ
マイシン耐性、Ｇ４１８耐性、ピューロマイシン耐性）を媒介するタンパク質をコードす
る配列、有色または蛍光または発光タンパク質（例えば、緑色蛍光タンパク質、高感度緑
色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、ルシフェラーゼ）をコードする配列、および強
化された細胞増殖および／または遺伝子増幅を媒介するタンパク質（例えば、ジヒドロ葉
酸還元酵素）が含まれるが、これらに限定されない。エピトープタグは、例えば、ＦＬＡ
Ｇ、Ｈｉｓ、ｍｙｃ、Ｔａｐ、ＨＡ、または任意の検出可能なアミノ酸配列の１つ以上の
コピーを含む。「発現タグ」は、目的とする遺伝子の発現を監視するために所望の遺伝子
配列に作動可能に連結され得るレポーターをコードする配列を含む。
【００８０】
　「被験体」および「患者」という用語は交換可能に使用され、哺乳動物、例えば、ヒト
患者および非ヒト霊長類、ならびに、実験動物、例えば、ウサギ、イヌ、ネコ、ラット、
マウスおよび他の動物を指す。したがって、本明細書で使用する場合の用語「被験体」ま
たは「患者」とは、本発明の改変された細胞および／または本発明の改変された細胞によ
って産生されるタンパク質が投与され得る、任意の哺乳動物の患者または被験体を意味す
る。本発明の被験体としては、ＬＳＤの被験体が挙げられる。
【００８１】
　ヌクレアーゼ
　本明細書には、導入遺伝子を挿入するための遺伝子の標的化に有用である組成物、特に
ヌクレアーゼ、例えば、アルブミン等のセーフハーバー遺伝子に特異的なヌクレアーゼが
記載されている。ある実施形態において、ヌクレアーゼは天然に存在する。他の実施形態
において、ヌクレアーゼは天然に存在しない、すなわち、ＤＮＡ結合ドメインおよび／ま
たは切断ドメインにおいて操作されたものである。例えば、天然に存在するヌクレアーゼ
またはヌクレアーゼ系のＤＮＡ結合ドメインは、選択された標的部位（例えば、同族の結
合部位とは異なる部位に結合するように操作されたメガヌクレアーゼ、または操作された
単鎖ガイドＲＮＡを利用するＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系）に結合するように改変され得る。
他の実施形態において、ヌクレアーゼは、異種のＤＮＡ結合および切断ドメイン（例えば
、ジンクフィンガーヌクレアーゼ；ＴＡＬエフェクターヌクレアーゼ；異種の切断ドメイ
ンを有するメガヌクレアーゼＤＮＡ結合ドメイン）を含む。
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【００８２】
　Ａ．ＤＮＡ結合ドメイン
　ある実施形態において、ヌクレアーゼは、メガヌクレアーゼ（ホーミングエンドヌクレ
アーゼ）である。天然に存在するメガヌクレアーゼは、１５～４０個の塩基対切断部位を
認識し、一般に、４つのファミリー、すなわち、ＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリー、ＧＩＹ
－ＹＩＧファミリー、Ｈｉｓ－Ｃｙｓｔボックスファミリー、およびＨＮＨファミリーに
分類される。例示のホーミングエンドヌクレアーゼには、Ｉ－ＳｃｅＩ、Ｉ－ＣｅｕＩ、
ＰＩ－ＰｓｐＩ、ＰＩ－Ｓｃｅ、Ｉ－ＳｃｅＩＶ、Ｉ－ＣｓｍＩ、Ｉ－ＰａｎＩ、Ｉ－Ｓ
ｃｅＩＩ、Ｉ－ＰｐｏＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩＩ、Ｉ－ＣｒｅＩ、Ｉ－ＴｅｖＩ、Ｉ－Ｔｅｖ
ＩＩ、およびＩ－ＴｅｖＩＩＩが含まれる。これらの認識配列は既知である。米国特許第
５，４２０，０３２号、米国特許第６，８３３，２５２号、Ｂｅｌｆｏｒｔら（１９９７
）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３７９－３３８８、Ｄｕｊｏｎら（１
９８９）Ｇｅｎｅ　８２：１１５－１１８、Ｐｅｒｌｅｒら（１９９４）Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２，１１２５－１１２７、Ｊａｓｉｎ（１９９６）Ｔｒｅｎｄ
ｓ　Ｇｅｎｅｔ．１２：２２４－２２８、Ｇｉｍｂｌｅら（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．２６３：１６３－１８０、Ａｒｇａｓｔら（１９９８）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２
８０：３４５－３５３、およびｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓカタロ
グも参照されたい。
【００８３】
　ある実施形態において、ヌクレアーゼは、操作された（天然には存在しない）ホーミン
グエンドヌクレアーゼ（メガヌクレアーゼ）を含む。Ｉ－ＳｃｅＩ、Ｉ－ＣｅｕＩ、ＰＩ
－ＰｓｐＩ、ＰＩ－Ｓｃｅ、Ｉ－ＳｃｅＩＶ、Ｉ－ＣｓｍＩ、Ｉ－ＰａｎＩ、Ｉ－Ｓｃｅ
ＩＩ、Ｉ－ＰｐｏＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩＩ、Ｉ－ＣｒｅＩ、Ｉ－ＴｅｖＩ、Ｉ－ＴｅｖＩＩ
およびＩ－ＴｅｖＩＩＩ等のホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレアーゼ認識
配列が既知である。米国特許第５，４２０，０３２号、米国特許第６，８３３，２５２号
、Ｂｅｌｆｏｒｔら（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３７９
－３３８８、Ｄｕｊｏｎら（１９８９）Ｇｅｎｅ　８２：１１５－１１８、Ｐｅｒｌｅｒ
ら（１９９４）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２，１１２５－１１２７、Ｊａ
ｓｉｎ（１９９６）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．１２：２２４－２２８、Ｇｉｍｂｌｅら
（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２６３：１６３－１８０、Ａｒｇａｓｔら（１９９
８）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２８０：３４５－３５３、およびｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ
ａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓカタログも参照されたい。加えて、ホーミングエンドヌクレアー
ゼおよびメガヌクレアーゼのＤＮＡ結合特異性は、非天然標的部位に結合するように操作
され得る。例えば、Ｃｈｅｖａｌｉｅｒら（２００２）Ｍｏｌｅｃ．Ｃｅｌｌ　１０：８
９５－９０５、Ｅｐｉｎａｔら（２００３）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３１
：２９５２－２９６２、Ａｓｈｗｏｒｔｈら（２００６）Ｎａｔｕｒｅ　４４１：６５６
－６５９、Ｐａｑｕｅｓら（２００７）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７
：４９－６６、米国特許公開第２００７０１１７１２８号を参照されたい。ホーミングエ
ンドヌクレアーゼおよびメガヌクレアーゼのＤＮＡ結合ドメインは、全体としてのヌクレ
アーゼという文脈において改変され得るか（すなわち、ヌクレアーゼが同族の切断ドメイ
ンを含むように）、または異種の切断ドメインに融合され得る。
【００８４】
　他の実施形態では、ＤＮＡ結合ドメインは、天然に存在するか、または操作された（天
然には存在しない）ＴＡＬエフェクターＤＮＡ結合ドメインを含む。例えば、参照により
その全体が本明細書に組み込まれる米国特許公開第２０１１０３０１０７３号を参照され
たい。キサントモナス属の植物病原性細菌は、重要な作物に多くの病害を引き起こすこと
で知られている。キサントモナスの病原性は、２５個を超える異なるエフェクタータンパ
ク質を植物細胞に注入する保存ＩＩＩ型分泌（Ｔ３Ｓ）系に依存する。これらの注入され
るタンパク質の中には、植物の転写活性化因子を模倣し、かつ植物のトランスクリプトー
ムを操る転写活性化因子様エフェクター（ＴＡＬＥ）がある（Ｋａｙら（２００７）Ｓｃ
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ｉｅｎｃｅ　３１８：６４８－６５１を参照のこと）。これらのタンパク質は、ＤＮＡ結
合ドメインおよび転写活性化ドメインを含む。最もよく特徴付けられたＴＡＬＥのうちの
１つに、キサントモナス・カンペストリス病原型ベシカトリア由来のＡｖｒＢｓ３がある
（Ｂｏｎａｓら（１９８９）Ｍｏｌ　Ｇｅｎ　Ｇｅｎｅｔ　２１８：１２７－１３６およ
び国際公開第ＷＯ２０１００７９４３０号を参照のこと）。ＴＡＬＥは、タンデム反復の
集中ドメイン（ｃｅｎｔｒａｌｉｚｅｄ　ｄｏｍａｉｎ）を含み、それぞれの反復は、こ
れらのタンパク質のＤＮＡ結合特異性に重要な約３４個のアミノ酸を含有する。加えて、
これらは、核局在化配列および酸性転写活性化ドメインを含む（概説については、Ｓｃｈ
ｏｒｎａｃｋ　Ｓ，ら（２００６）Ｊ　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　１６３（３）：２
５６－２７２を参照のこと）。加えて、植物病原性細菌である青枯病菌において、ｂｒｇ
１１およびｈｐｘ１７と称される２つの遺伝子は、青枯病菌の次亜種１株ＧＭＩ１０００
および次亜種４株ＲＳ１０００において、キサントモナスのＡｖｒＢｓ３ファミリーと相
同であることが見出されている（Ｈｅｕｅｒら（２００７）Ａｐｐｌ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉ
ｒ　Ｍｉｃｒｏ　７３（１３）：４３７９－４３８４を参照のこと）。これらの遺伝子は
、ヌクレオチド配列において互いに９８．９％同一であるが、ｈｐｘ１７の反復ドメイン
において１，５７５ｂｐの欠失分だけ異なる。しかしながら、両方の遺伝子産物は、キサ
ントモナスのＡｖｒＢｓ３ファミリータンパク質と４０％未満の配列同一性を有する。
【００８５】
　したがって、一部の実施形態において、標的遺伝子座（例えば、アルブミンまたは他の
セーフハーバー）の標的部位に結合するＤＮＡ結合ドメインは、植物病原菌Ｘａｎｔｈｏ
ｍｏｎａｓ（Ｂｏｃｈら、（２００９年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　３２６巻：１５０９～１５１
２頁、およびＭｏｓｃｏｕおよびＢｏｇｄａｎｏｖｅ、（２００９年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　
３２６巻：１５０１頁を参照のこと）と、Ｒａｌｓｔｏｎｉａ（Ｈｅｕｅｒら（２００７
年）Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
　７３巻（１３号）：４３７９～４３８４頁）を参照のこと）；米国特許公開第２０１１
０３０１０７３号および同第２０１１０１４５９４０号に由来するものに類似のＴＡＬエ
フェクター由来の操作されたドメインである。例えば、参照によりその全体が本明細書に
組み込まれる、米国出願第１３／６２４，１９３号および同第１３／６２４，２１７号の
アルブミンＴＡＬＥＮを参照されたい。
【００８６】
　ある実施形態において、ＤＮＡ結合ドメインは、ジンクフィンガータンパク質（例えば
、アルブミンまたは他のセーフハーバー遺伝子内の標的部位に結合するジンクフィンガー
タンパク質）を含む。好ましくは、ジンクフィンガータンパク質は、選択した標的部位に
結合するように操作されるという点で非天然である。例えば、例えば、Ｂｅｅｒｌｉら（
２００２）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０：１３５－１４１、Ｐａｂｏら（
２００１）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．７０：３１３－３４０、Ｉｓａｌａｎら（
２００１）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９：６５６－６６０、Ｓｅｇａｌら
（２００１）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１２：６３２－６３７、Ｃｈ
ｏｏら（２０００）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．１０：４１１－４１
６、米国特許第６，４５３，２４２号、同第６，５３４，２６１号、同第６，５９９，６
９２号、同第６，５０３，７１７号、同第６，６８９，５５８号、同第７，０３０，２１
５号、同第６，７９４，１３６号、同第７，０６７，３１７号、同第７，２６２，０５４
号、同第７，０７０，９３４号、同第７，３６１，６３５号、同第７，２５３，２７３号
、および米国特許公開第２００５／００６４４７４号、同第２００７／０２１８５２８号
、同第２００５／０２６７０６１号を参照されたく、これらすべては、参照によりそれら
の全体が本明細書に組み込まれる。
【００８７】
　操作されたジンクフィンガー結合ドメインまたはＴＡＬＥドメインは、天然に存在する
ジンクフィンガータンパク質と比較して新規の結合特異性を有し得る。操作方法には、合
理的設計および種々の種類の選択が含まれるが、これらに限定されない。合理的設計には
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、例えば、三重鎖（ｔｒｉｐｌｅｔ）（または四重鎖（ｑｕａｄｒｕｐｌｅｔ））ヌクレ
オチド配列および個々のジンクフィンガーアミノ酸配列を含むデータベースの使用が含ま
れ、各三重鎖または四重鎖ヌクレオチド配列は、特定の三重鎖または四重鎖配列に結合す
るジンクフィンガーの１つ以上のアミノ酸配列と会合している。例えば、参照によりそれ
らの全体が本明細書に組み込まれる、共有の米国特許第６，４５３，２４２号および同第
６，５３４，２６１号を参照されたい。
【００８８】
　ファージディスプレイおよびツーハイブリッドシステムを含む例示の選択方法は、米国
特許第５，７８９，５３８号、同第９２５，５２３号、同第６，００７，９８８号、同第
６，０１３，４５３号、同第６，４１０，２４８号、同第６，１４０，４６６号、同第６
，２００，７５９号、および同第６，２４２，５６８号、ならびに国際公開第ＷＯ９８／
３７１８６号、同第ＷＯ９８／５３０５７号、同第ＷＯ００／２７８７８号、同第ＷＯ０
１／８８１９７号、および英国特許第２，３３８，２３７号に開示されている。加えて、
ジンクフィンガー結合ドメインに対する結合特異性の増強は、例えば、共有の国際公開第
０２／０７７２２７号に記載されている。
【００８９】
　さらに、これらおよび他の参考文献に開示されるように、ＤＮＡドメイン（例えば、マ
ルチフィンガージンクフィンガータンパク質またはＴＡＬＥドメイン）は、例えば、５ア
ミノ酸長以上のリンカーを含む任意の好適なリンカー配列を用いてともに連結され得る。
例示の６アミノ酸長以上のリンカー配列については、米国特許第６，４７９，６２６号、
同第６，９０３，１８５号、および同第７，１５３，９４９号も参照されたい。本明細書
に記載のＤＮＡ結合タンパク質は、タンパク質の個々のジンクフィンガー間の好適なリン
カーの任意の組み合わせを含み得る。加えて、ジンクフィンガー結合ドメインに対する結
合特異性の増強は、例えば、共有の国際公開第ＷＯ０２／０７７２２７号に記載されてい
る。
【００９０】
　標的部位の選択、ＤＮＡ結合ドメイン、および融合タンパク質（およびそれをコードす
るポリヌクレオチド）を設計および構築するための方法は、当業者に知られており、米国
特許第６，１４０，０８１５号、同第７８９，５３８号、同第６，４５３，２４２号、同
第６，５３４，２６１号、同第５，９２５，５２３号、同第６，００７，９８８号、同第
６，０１３，４５３号、同第６，２００，７５９号、国際公開第ＷＯ９５／１９４３１号
、同第ＷＯ９６／０６１６６号、同第ＷＯ９８／５３０５７号、同第ＷＯ９８／５４３１
１号、同第ＷＯ００／２７８７８号、同第ＷＯ０１／６０９７０号、同第ＷＯ０１／８８
１９７号、同第ＷＯ０２／０９９０８４号、同第ＷＯ９８／５３０５８号、同第ＷＯ９８
／５３０５９号、同第ＷＯ９８／５３０６０号、同第ＷＯ０２／０１６５３６号、および
同第ＷＯ０３／０１６４９６、ならびに米国公開第２０１１０３０１０７３号に詳細に記
載されている。
【００９１】
　加えて、これらおよび他の参考文献に開示されるように、ＤＮＡ結合ドメイン（例えば
、マルチフィンガージンクフィンガータンパク質）は、例えば、５アミノ酸長以上のリン
カーを含む任意の好適なリンカー配列を用いてともに連結され得る。例示の６アミノ酸長
以上のリンカー配列については、米国特許第６，４７９，６２６号、同第６，９０３，１
８５号、および同第７，１５３，９４９号も参照されたい。本明細書に記載のタンパク質
は、タンパク質の個々のジンクフィンガー間の好適なリンカーの任意の組み合わせを含み
得る。
【００９２】
　Ｂ．切断ドメイン
　任意の好適な切断ドメインをＤＮＡ結合ドメインに作用的に連結して、ヌクレアーゼを
形成することができる。例えば、ＺＦＰ　ＤＮＡ結合ドメインをヌクレアーゼドメインに
融合させてＺＦＮを生じさせており、これは、その操作された（ＺＦＰ）ＤＮＡ結合ドメ
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インを介してその意図する核酸標的を認識し、かつヌクレアーゼ活性を介してＺＦＰ結合
部位付近でのＤＮＡの切断を引き起こすことができる機能的実体である。例えば、Ｋｉｍ
ら（１９９６）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９３（３）：１１５
６－１１６０を参照されたい。最近になって、ＺＦＮは、様々な生物におけるゲノム修飾
のために使用されている。例えば、米国特許公開第２００３０２３２４１０号、同第２０
０５０２０８４８９号、同第２００５００２６１５７号、同第２００５００６４４７４号
、同第２００６０１８８９８７号、同第２００６００６３２３１号、および国際公開第Ｗ
Ｏ０７／０１４２７５号を参照されたい。同様に、ＴＡＬＥ　ＤＮＡ結合ドメインをヌク
レアーゼドメインに融合させてＴＡＬＥＮを生じさせている。例えば、米国公開第２０１
１０３０１０７３号を参照されたい。
【００９３】
　上記のように、切断ドメインは、ＤＮＡ結合ドメイン、例えば、ジンクフィンガーＤＮ
Ａ結合ドメインおよびヌクレアーゼ由来の切断ドメイン、またはＴＡＬＥＮ　ＤＮＡ結合
ドメインおよび切断ドメイン、またはメガヌクレアーゼＤＮＡ結合ドメインおよび異なる
ヌクレアーゼ由来の切断ドメインに対して異種であり得る。異種切断ドメインは、任意の
エンドヌクレアーゼまたはエキソヌクレアーゼから得られ得る。切断ドメインが由来し得
る例示のエンドヌクレアーゼには、制限エンドヌクレアーゼおよびホーミングエンドヌク
レアーゼが含まれるが、これらに限定されない。例えば、２００２－２００３カタログ，
Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，　Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ、およびＢｅｌｆｏ
ｒｔら（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３７９－３３８８を
参照されたい。ＤＮＡを切断するさらなる酵素が知られている（例えば、Ｓ１ヌクレアー
ゼ、マングビーンヌクレアーゼ、膵臓ＤＮａｓｅ　Ｉ、ミクロコッカスヌクレアーゼ、酵
母ＨＯエンドヌクレアーゼがあり、Ｌｉｎｎら（編）Ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ，１９９３も参照のこと）。これらの酵素（またはその機能的断片）のうち
の１つ以上を切断ドメインおよび切断ハーフドメインの源として用いることができる。
【００９４】
　同様に、上記のように、切断活性のために二量体化を必要とする切断ハーフドメインは
、任意のヌクレアーゼまたはその一部に由来し得る。概して、融合タンパク質が切断ハー
フドメインを含む場合、２つの融合タンパク質が切断に必要とされる。あるいは、２つの
切断ハーフドメインを含む単一のタンパク質が用いられ得る。２つの切断ハーフドメイン
は同一のエンドヌクレアーゼ（もしくはその機能的断片）に由来し得るか、または各切断
ハーフドメインが異なるエンドヌクレアーゼ（もしくはその機能的断片）に由来し得る。
加えて、２つの融合タンパク質のそれらの各標的部位への結合が、互いに空間的定位でこ
れらの切断ハーフドメインを配置して、例えば二量体化によって切断ハーフドメインが機
能的切断ドメインを形成することを可能にするように、２つの融合タンパク質の標的部位
は、好ましくは、互いに対して配置される。したがって、ある実施形態において、標的部
位の近端は、５～８個のヌクレオチドまたは１５～１８個のヌクレオチド分だけ離れてい
る。しかしながら、任意の整数のヌクレオチドまたはヌクレオチド対は、２つの標的部位
の間に介在してもよい（例えば、２～５０個以上のヌクレオチド対）。概して、切断部位
は、標的部位の間に存在する。
【００９５】
　制限エンドヌクレアーゼ（制限酵素）は、多くの種に存在し、ＤＮＡに配列特異的に結
合し（認識部位で）、かつ結合部位でまたはその付近でＤＮＡを切断することができる。
ある制限酵素（例えば、ＩＩＳ型）は、認識部位から除去された部位でＤＮＡを切断し、
分離可能な結合ドメインおよび切断ドメインを有する。例えば、ＩＩＳ型酵素Ｆｏｋ　Ｉ
は、一方の鎖上でその認識部位から９ヌクレオチド離れた位置で、他方の鎖上でその認識
部位から１３ヌクレオチド離れた位置でＤＮＡの二本鎖切断を触媒する。例えば、米国特
許５，３５６，８０２号、同第５，４３６，１５０号、および同第５，４８７，９９４、
ならびにＬｉら（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：４
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２７５－４２７９、Ｌｉら（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　９０：２７６４－２７６８、Ｋｉｍら（１９９４ａ）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：８８３－８８７、Ｋｉｍ
ら（１９９４ｂ）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：３１，９７８－３１，９８２を参照
されたい。したがって、一実施形態において、融合タンパク質は、少なくとも１つのＩＩ
Ｓ型制限酵素由来の切断ドメイン（または切断ハーフドメイン）および１つ以上のジンク
フィンガー結合ドメイン（操作され得るか否かに関わらず）を含む。
【００９６】
　その切断ドメインが結合ドメインから分離可能である例示のＩＩＳ型制限酵素は、Ｆｏ
ｋ　Ｉである。この特定の酵素は、二量体として活性である。Ｂｉｔｉｎａｉｔｅら（１
９９８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５：１０，５７０－１０，
５７５。したがって、本開示の目的のために、開示される融合タンパク質において使用さ
れるＦｏｋ　Ｉ酵素の一部は、切断ハーフドメインと見なされる。したがって、ジンクフ
ィンガー－Ｆｏｋ　Ｉ融合物を用いた細胞配列の標的二本鎖切断および／または標的置き
換えのために、それぞれＦｏｋ　Ｉ切断ハーフドメインを含む２つの融合タンパク質を用
いて、触媒的に活性な切断ドメインを再構築することができる。あるいは、ＤＮＡ結合ド
メインおよび２つのＦｏｋ　Ｉ切断ハーフドメインを含む単一のポリペプチド分子を用い
ることもできる。
【００９７】
　切断ドメインまたは切断ハーフドメインは、切断活性を保持するか、または多量体化（
例えば、二量体化）して機能的切断ドメインを形成する能力を保持するタンパク質の任意
の部分であり得る。
【００９８】
　例示のＩＩＳ型制限酵素は、その全体が本明細書に組み込まれる国際公開第ＷＯ０７／
０１４２７５号に記載されている。さらなる制限酵素も分離可能な結合ドメインおよび切
断ドメインを含み、これらは、本開示によって企図される。例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓら（
２００３）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３１：４１８－４２０を参照されたい
。
【００９９】
　ある実施形態において、切断ドメインは、例えば、すべての開示が参照によりそれらの
全体が本明細書に組み込まれる、米国特許公開第２００５００６４４７４号、同第２００
６０１８８９８７号、および同第２００８０１３１９６２号に記載されるように、ホモ二
量体化を最小限に抑えるか、または阻止する１つ以上の操作された切断ハーフドメイン（
二量体化ドメイン変異体とも称される）を含む。Ｆｏｋ　Ｉの４４６、４４７、４７９、
４８３、４８４、４８６、４８７、４９０、４９１、４９６、４９８、４９９、５００、
５３１、５３４、５３７、および５３８位のアミノ酸残基は、すべてＦｏｋ　Ｉ切断ハー
フドメインの二量体化に影響を与える標的である。
【０１００】
　偏性ヘテロ二量体を形成するＦｏｋ　Ｉの例示の操作された切断ハーフドメインには、
第１の切断ハーフドメインがＦｏｋ　Ｉの４９０位および５３８位のアミノ酸残基に変異
を含み、かつ第２の切断ハーフドメインが４８６位および４９９位のアミノ酸残基に変異
を含む対が含まれる。
【０１０１】
　したがって、一実施形態において、４９０位における変異は、Ｇｌｕ（Ｅ）をＬｙｓ（
Ｋ）で置き換え、５３８位における変異は、Ｉｓｏ（Ｉ）をＬｙｓ（Ｋ）で置き換え、４
８６位における変異は、Ｇｌｎ（Ｑ）をＧｌｕ（Ｅ）で置き換え、４９９位における変異
は、Ｉｓｏ（Ｉ）をＬｙｓ（Ｋ）で置き換える。具体的には、本明細書に記載の操作され
た切断ハーフドメインを１つの切断ハーフドメインにおいて４９０位での変異（Ｅ→Ｋ）
および５３８位での変異（Ｉ→Ｋ）によって調製して「Ｅ４９０Ｋ：Ｉ５３８Ｋ」と称さ
れる操作された切断ハーフドメインを生成し、別の切断ハーフドメインにおいて４８６位
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での変異（Ｑ→Ｅ）および４９９での変異（Ｉ→Ｌ）によって調製して「Ｑ４８６Ｅ：Ｉ
４９９Ｌ」と称される操作された切断ハーフドメインを生成した。本明細書に記載の操作
された切断ハーフドメインは、異常な切断が最小限に抑えられるか、または無効にされる
偏性ヘテロ二量体変異体である。例えば、米国特許公開第２００８／０１３１９６２号を
参照されたく、この開示は、参照によりその全体がすべての目的のために組み込まれる。
【０１０２】
　ある実施形態において、操作された切断ハーフドメインは、４８６、４９９、および４
９６位（野生型ＦｏｋＩに対して番号付けられた）での変異、例えば、４８６位の野生型
Ｇｌｎ（Ｑ）残基をＧｌｕ（Ｅ）残基で、４９９位の野生型Ｉｓｏ（Ｉ）残基をＬｅｕ（
Ｌ）残基で、かつ４９６位の野生型Ａｓｎ（Ｎ）残基をＡｓｐ（Ｄ）またはＧｌｕ（Ｅ）
残基で置き換える（それぞれ、「ＥＬＤ」および「ＥＬＥ」ドメインとも称される）変異
を含む。他の実施形態において、操作された切断ハーフドメインは、４９０、５３８、お
よび５３７位（野生型ＦｏｋＩに対して番号付けられた）での変異、例えば、４９０位の
野生型Ｇｌｕ（Ｅ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基で、５３８位の野生型Ｉｓｏ（Ｉ）残基をＬ
ｙｓ（Ｋ）残基で、かつ５３７位の野生型Ｈｉｓ（Ｈ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基またはＡ
ｒｇ（Ｒ）残基で置き換える（それぞれ、「ＫＫＫ」および「ＫＫＲ」ドメインとも称さ
れる）変異を含む。他の実施形態では、操作された切断ハーフドメインは、４９０および
５３７位（野生型ＦｏｋＩに対する番号付け）での変異、例えば、４９０位の野生型Ｇｌ
ｕ（Ｅ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基で、かつ５３７位の野生型Ｈｉｓ（Ｈ）残基をＬｙｓ（
Ｋ）残基またはＡｒｇ（Ｒ）残基で置き換える（それぞれ、「ＫＩＫ」および「ＫＩＲ」
ドメインとも称される）変異を含む（米国特許公開第２０１１０２０１０５５号を参照の
こと）。本明細書に記載の操作された切断ハーフドメインは任意の好適な方法を用いて、
例えば、米国特許公開第２００５００６４４７４号、同第２００８０１３１９６２号、お
よび同第２０１１０２０１０５５号に記載の野生型切断ハーフドメイン（Ｆｏｋ　Ｉ）の
部位特異的変異誘発によって調製され得る。
【０１０３】
　あるいは、ヌクレアーゼは、いわゆる「スプリット酵素」技術を用いて、核酸標的部位
においてインビボで組み立てられ得る（例えば、米国特許公開２００９００６８１６４号
を参照のこと）。そのようなスプリット酵素の構成要素は、別個の発現構築物のいずれか
で発現され得るか、または個々の構成要素が例えば自己切断２ＡペプチドもしくはＩＲＥ
Ｓ配列によって分離される１つのオープンリーディングフレームにおいて連結され得る。
構成要素は、個々のジンクフィンガー結合ドメインであり得るか、またはメガヌクレアー
ゼ核酸結合ドメインのドメインであり得る。
【０１０４】
　ヌクレアーゼは、例えば、国際公開第ＷＯ２００９／０４２１６３号および同第２００
９００６８１６４号に記載の酵母ベースの染色体系において、使用前に活性についてスク
リーニングすることができる。ヌクレアーゼ発現構築物は、当技術分野で既知の方法を用
いて容易に設計することができる。例えば、米国特許公開第２００３０２３２４１０号、
同第２００５０２０８４８９号、同第２００５００２６１５７号、同第２００５００６４
４７４号、同第２００６０１８８９８７号、同第２００６００６３２３１号、および国際
公開第ＷＯ０７／０１４２７５号を参照されたい。ヌクレアーゼの発現は、構成的プロモ
ーターまたは誘導性プロモーター、例えば、ラフィノースおよび／またはガラクトースの
存在下で活性化（脱抑制）され、かつグルコースの存在下で抑制されるガラクトキナーゼ
プロモーターの制御下にあり得る。　
【０１０５】
　ＣＲＩＳＰＲ（規則的な間隔でクラスター化された短鎖反復回文配列（Ｃｌｕｓｔｅｒ
ｅｄ　Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐａｌｉｎｄｒｏｍ
ｉｃ　Ｒｅｐｅａｔｓ））／Ｃａｓ（ＣＲＩＳＰＲ関連）ヌクレアーゼ系は、ゲノム操作
で使用可能なバクテリア系に基づいている、近年操作されたヌクレアーゼ系である。これ
は、多数の細菌および古細菌の獲得免疫応答の一部に基づいている。ウイルスまたはプラ



(28) JP 6225182 B2 2017.11.1

10

20

30

40

50

スミドが細菌に侵入した場合、侵入物のＤＮＡセグメントは「免疫」応答によってＣＲＩ
ＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）に変換される。次いで、このｃｒＲＮＡは、ｔｒａｃｒＲ
ＮＡと呼ばれる別のタイプのＲＮＡと、部分的な相補性の領域を介して会合し、「プロト
スペーサー」と呼ばれる標的ＤＮＡ内のｃｒＲＮＡに相同な領域にＣａｓ９ヌクレアーゼ
を誘導する。Ｃａｓ９は、ｃｒＲＮＡ転写物内に含有されている２０個のヌクレオチドの
ガイド配列によって特定される部位のＤＳＢでＤＮＡを切断し、平滑末端を生じる。Ｃａ
ｓ９は、部位特異的ＤＮＡ認識と切断を行うためのｃｒＲＮＡおよびｔｒａｃｒＲＮＡの
両方が必要である。この系は、現在、ｃｒＲＮＡおよびｔｒａｃｒＲＮＡを１つの分子へ
合わせることができるように操作されており（「単鎖ガイドＲＮＡ」）、単鎖ガイドＲＮ
ＡのｃｒＲＮＡの同等部分が任意の所望配列を標的とするＣａｓ９ヌクレアーゼを誘導す
るように操作することもできる（Ｊｉｎｅｋら（２０１２年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　３３７巻
、ｐ．８１６～８２１、Ｊｉｎｅｋら、（２０１３年）、ｅＬｉｆｅ　２巻：ｅ００４７
１、およびＤａｖｉｄ　Ｓｅｇａｌ、（２０１３年）ｅＬｉｆｅ　２巻：ｅ００５６３を
参照のこと）。したがって、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系を操作してゲノム内の所望する標的
でＤＳＢを生じさせることができ、またＤＳＢの修復は修復阻害剤を使用することによっ
て影響を受け、エラーが起こりやすい修復の増加を招く可能性がある。
【０１０６】
　標的部位
　上で詳細に記載されるように、ＤＮＡドメインは、遺伝子座、例えば、アルブミンまた
はセーフハーバー遺伝子における任意の選択した配列に結合するように操作され得る。操
作されたＤＮＡ結合ドメインは、天然に存在するＤＮＡ結合ドメインと比較して新規の結
合特異性を有し得る。操作方法には、合理的設計および種々の種類の選択が含まれるが、
これらに限定されない。合理的設計は、例えば、三重鎖（または四重鎖）ヌクレオチド配
列および個々の（例えば、ジンクフィンガー）アミノ酸配列を含むデータベースの使用を
含み、各三重鎖または四重鎖ヌクレオチド配列は、特定の三重鎖または四重鎖配列に結合
するＤＮＡ結合ドメインの１つ以上のアミノ酸配列と会合している。例えば、参照により
それらの全体が本明細書に組み込まれる、共有の米国特許第６，４５３，２４２号および
同第６，５３４，２６１号を参照されたい。ＴＡＬエフェクタードメインの合理的設計も
実行され得る。例えば、米国特許公開第２０１１０３０１０７３号を参照されたい。
【０１０７】
　ファージディスプレイおよびツーハイブリッドシステムを含むＤＮＡ結合ドメインに適
用可能な例示の選択方法は、米国特許第５，７８９，５３８号、同第５，９２５，５２３
号、同第６，００７，９８８号、同第６，０１３，４５３号、同第６，４１０，２４８号
、同第６，１４０，４６６号、同第６，２００，７５９号、および同第６，２４２，５６
８号、ならびに国際公開第ＷＯ９８／３７１８６号、同第ＷＯ９８／５３０５７号、同第
ＷＯ００／２７８７８号、同第ＷＯ０１／８８１９７号、そして英国特許第ＧＢ２，３３
８，２３７号に開示されている。
【０１０８】
　標的部位の選択、ヌクレアーゼ、および融合タンパク質（およびそれをコードするポリ
ヌクレオチド）を設計および構築するための方法は、当業者に知られており、参照により
それらの全体が本明細書に組み込まれる、米国特許出願公開第２００５００６４４７４号
および同第２００６０１８８９８７号に詳細に記載されている。
【０１０９】
　加えて、これらおよび他の参考文献に開示されるように、ＤＮＡ結合ドメイン（例えば
、マルチフィンガージンクフィンガータンパク質）は、例えば、５アミノ酸以上のリンカ
ーを含む任意の好適なリンカー配列を用いてともに連結され得る。例示の６アミノ酸長以
上のリンカー配列については、例えば、米国特許第６，４７９，６２６号、同第６，９０
３，１８５号、および同第７，１５３，９４９号を参照されたい。本明細書に記載のタン
パク質は、タンパク質の個々のＤＮＡ結合ドメイン間の好適なリンカーの任意の組み合わ
せを含み得る。米国公開第２０１１０３０１０７３号も参照されたい。
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【０１１０】
　ドナー
　上記のように、例えば、変異体遺伝子の修正のためまたは野生型遺伝子の発現の増大た
めの外因性配列（「ドナー配列」または「ドナー」とも称される）の挿入。ドナー配列は
、典型的には、それが配置されるゲノム配列と同一ではないことは容易に明らかになる。
ドナー配列は、目的とする位置で効率的なＨＤＲを可能にするために、２つの相同性領域
に隣接した非相同配列を含み得る。さらに、ドナー配列は、細胞クロマチン内の目的とす
る領域と相同ではない配列を含むベクター分子を含み得る。ドナー分子は、細胞クロマチ
ンに対していくつかの不連続な相同性の領域を含み得る。例えば、通常は目的とする領域
に存在しない配列の標的挿入の場合、この配列は、ドナー核酸分子に存在し得、目的とす
る領域内の配列に対して相同性の領域が隣接し得る。
【０１１１】
　ドナーポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡであってもよく
、線状または環状形態で細胞に導入され得る。線状形態で導入される場合、ドナー配列の
末端は、当業者に既知の方法によって（例えば、エキソヌクレアーゼ（ｅｘｏｎｕｃｌｅ
ｏｌｙｔｉｃ）分解から）保護され得る。例えば、１つ以上のジデオキシヌクレオチド残
基は、線状分子の３’末端に付加され、かつ／または自己相補的オリゴヌクレオチドは、
一方の末端もしくは両方の末端に連結される。例えば、Ｃｈａｎｇら（１９８７）Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：４９５９－４９６３、Ｎｅｈｌｓら（
１９９６）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７２：８８６－８８９を参照されたい。外因性ポリヌクレ
オチドを分解から保護するためのさらなる方法は、末端アミノ基（複数可）の付加、およ
び修飾ヌクレオチド間結合、例えば、ホスホロチオエート、ホスホルアミデート、および
Ｏ－メチルリボースまたはデオキシリボース残基等の使用を含むが、これらに限定されな
い。
【０１１２】
　ポリヌクレオチドは、例えば、複製起点、プロモーター、および抗生物質耐性をコード
する遺伝子等のさらなる配列を有するベクター分子の一部として細胞に導入され得る。さ
らに、ドナーポリヌクレオチドは、裸の核酸として、リポソームもしくはポロキサマー等
の作用物質（ａｇｅｎｔ）との複合型の核酸として導入され得るか、またはウイルス（例
えば、アデノウイルス、ＡＡＶ、ヘルペスウイルス、レトロウイルス、レンチウイルス、
およびインテグラーゼ欠損レンチウイルス（ＩＤＬＶ））によって送達され得る。
【０１１３】
　ドナーは、一般に、その発現が組み込み部位で内因性プロモーター、すなわち、ドナー
が挿入される内因性遺伝子（例えば、高発現の、アルブミン、ＡＡＶＳ１、ＨＰＲＴ等）
の発現を駆動するプロモーターによって駆動されるように挿入される。しかし、ドナーが
プロモーターおよび／またはエンハンサー、例えば、構成的プロモーターまたは誘導性も
しくは組織特異的プロモーターを含んでいてもよいことは明白である。
【０１１４】
　ドナー分子は、内因性遺伝子の全部もしくは一部が発現されるか、または内因性遺伝子
が全く発現されないように、内因性遺伝子に挿入させることができる。例えば、本明細書
に記載の導入遺伝子は、内因性アルブミン配列の一部（リソソーム酵素をコードする導入
遺伝子に対するＮ末端および／またはＣ末端）が発現されるか、内因性アルブミン配列が
全く発現されないように、例えば、リソソーム配列をコードする導入遺伝子との融合物と
して、アルブミンまたは他の遺伝子座に挿入させることができる。他の実施形態において
、導入遺伝子（例えば、アルブミンに対する等の追加のコード配列を有するか、または有
していないもの）は、任意の内因性遺伝子座、例えば、セーフハーバー遺伝子座へ組み込
まれる。例えば、米国特許公開第２００８０２９９５８０号；同第２００８０１５９９９
６号および同第２０１０００２１８２６４号を参照されたい。
【０１１５】
　内因性配列（内因性、または導入遺伝子の一部）が導入遺伝子と共に発現される場合、
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内因性配列（例えば、アルブミン等）は完全長の配列（野生型または変異型）または部分
配列であり得る。好ましくは、内因性配列は機能性である。これらの完全長配列または部
分配列（例えば、アルブミン）の機能の非限定的な例としては、導入遺伝子（例えば、治
療用遺伝子）によって発現されるポリペプチドの血清半減期の延長および／またはキャリ
アとしての作用が挙げられる。
【０１１６】
　さらに、発現に必要ではないが、外因性配列は転写調節配列または翻訳調節配列、例え
ば、プロモーター、エンハンサー、インシュレーター、内部リボソーム侵入部位、２Ａペ
プチドおよび／またはポリアデニル化シグナルをコードする配列を挙げることもできる。
【０１１７】
　ある実施形態において、外因性配列（ドナー）は、目的とするタンパク質と、その融合
パートナーとしての膜タンパク質の細胞外ドメインとの融合物を含み、細胞の表面に位置
する融合タンパク質が得られる。これは、導入遺伝子によってコードされているタンパク
質が血清中で潜在的に作用することを可能にする。ＬＳＤに対する処置の場合には、導入
遺伝子融合物によってコードされている酵素は、細胞（例えば、ＲＢＣ）の表面上のその
位置から血清中に蓄積している代謝産物に作用することができる。さらに、分解の正常過
程として、ＲＢＣが脾性マクロファージによって包み込まれる場合、マクロファージがそ
の細胞を包み込む際に形成されるリソソームは、その酵素にとって天然で一層有利である
ｐＨで、リソソーム内の高濃度の代謝産物に膜結合融合タンパク質を曝露する。潜在的な
融合パートナーの非限定的な例を下記の表１に示す。
【０１１８】

【表１】

【０１１９】
　リソソーム貯蔵疾患は、典型的には、５つのクラスに分けられる。これらのクラスは、
その疾患の具体的な例と共に下記の表２に示す。したがって、本明細書に記載のドナー分
子は、限定するものではないが、表２に示すタンパク質をはじめとする、リソソーム貯蔵
疾患のある被験体で欠損しているか不足している１つまたは複数の酵素をコードする配列
を含み得る。
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【表２－１】

【０１２１】
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【表２－２】

【０１２２】
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【表２－３】

【０１２３】
　一部の場合では、ドナーは修飾された内因性遺伝子であってもよい。酵素補充療法への
抗体応答は、問題の特定の治療用酵素に関して、また個々の患者に関して異なるが、有意
な免疫応答は酵素補充によって処置されている多くのＬＳＤ患者で確認されている。さら
に、処置の効果に対するこれらの抗体の関連性も変わり得る（Ｋａｔｈｅｒｉｎｅ　Ｐｏ
ｎｄｅｒ、（２００８年）Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　１１８巻（８号）：２６８６頁
を参照のこと）。したがって、本発明の方法および組成物は、内因性の免疫応答に対する
エピトープを刺激することが公知である部位でサイレントアミノ酸を機能的に変化させる
ことによりその配列が改変されているドナー分子の使用を含み得、その結果、かかるドナ
ーによって産生されるポリペプチドは免疫原性が低くなる。
【０１２４】
　ＬＳＤ患者は、脳内の欠損酵素の欠如により神経学的な後遺症がある場合が多い。残念
なことに、多くの場合、血液脳関門が不透過性であることから、血液を介して脳に治療薬
を送達するのは困難である。したがって、本発明の方法および組成物は、脳への治療薬の
送達を増強する方法と併用して使用することができる。脳毛細血管での細胞間の密着結合
を一時的に開放させるいくつかの方法が存在する。例としては、高張マンニトール溶液の
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頸動脈内投与を使用することによる一時的な浸透圧破壊、集束超音波の使用、およびブラ
ジキニン類似体の投与が挙げられる。あるいは、脳への特異的輸送を行うための受容体ま
たは輸送機構を利用するように、治療薬を設計することができる。使用可能な特異的受容
体の例としては、トランスフェリン受容体、インスリン受容体または低密度リポタンパク
質受容体関連タンパク質１および２（ＬＲＰ－１およびＬＲＰ－２）が挙げられる。ＬＲ
Ｐは、一連の分泌タンパク質、例えば、ａｐｏＥ、ｔＰＡ、ＰＡＩ－１等と相互作用する
ことが公知であり、したがって、ＬＲＰに対するこれらのタンパク質の１つに由来する認
識配列を融合させると、脳への酵素の輸送と、その後の治療用タンパク質の肝臓における
発現および血流への分泌が促進され得る（Ｇａｂａｔｈｕｌｅｒ、（２０１０年）同文献
を参照のこと）。
【０１２５】
　送達
　ヌクレアーゼ、これらのヌクレアーゼをコードするポリヌクレオチド、ドナーポリヌク
レオチド、ならびに本明細書に記載のタンパク質および／またはポリヌクレオチドを含む
組成物は、任意の好適な手段によってインビボまたはエクスビボで送達され得る。
【０１２６】
　本明細書に記載のヌクレアーゼを送達する方法は、例えば、米国特許第６，４５３，２
４２号、同第６，５０３，７１７号、同第６，５３４，２６１号、同第６，５９９，６９
２号、同第６，６０７，８８２号、同第６，６８９，５５８号、同第６，８２４，９７８
号、同第６，９３３，１１３号、同第６，９７９，５３９号、同第７，０１３，２１９号
、および同第７，１６３，８２４号に記載されており、これらのすべての開示は、参照に
よりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０１２７】
　本明細書に記載のヌクレアーゼおよび／またはドナー構築物も、ジンクフィンガーまた
はＴＡＬＥＮタンパク質（複数可）のうちの１つ以上をコードする配列を含むベクターを
用いて送達され得る。プラスミドベクター、レトロウイルスベクター、レンチウイルスベ
クター、アデノウイルスベクター、ポックスウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクタ
ー、およびアデノ随伴ウイルスベクター等を含むが、これらに限定されない任意のベクタ
ー系を用いてもよい。米国特許第６，５３４，２６１号、同第６，６０７，８８２号、同
第６，８２４，９７８号、同第６，９３３，１１３号、同第６，９７９，５３９号、同第
７，０１３，２１９号、および同第７，１６３，８２４号も参照されたく、参照によりこ
れらの全体が本明細書に組み込まれる。さらに、これらのベクターのいずれも処置に必要
とされる配列のうちの１つ以上を含み得ることは明らかである。したがって、１つ以上の
ヌクレアーゼおよびドナー構築物が細胞に導入される場合、ヌクレアーゼおよび／または
ドナーポリヌクレオチドは、同一のベクター上または異なるベクター上に担持され得る。
複数のベクターが使用される場合、各ベクターは、１つまたは複数のヌクレアーゼおよび
／もしくはドナー構築物をコードする配列を含み得る。
【０１２８】
　従来のウイルスおよび非ウイルスベースの遺伝子導入方法を用いて、ヌクレアーゼおよ
びドナー構築物をコードする核酸を細胞（例えば、哺乳類細胞）および標的組織に導入す
ることができる。非ウイルスベクター送達系は、ＤＮＡプラスミド、裸の核酸、およびリ
ポソームまたはポロキサマー等の送達ビヒクルとの複合型の核酸を含む。ウイルスベクタ
ー送達系は、細胞への送達後にエピソームゲノムまたは組み込まれたゲノムのいずれかを
有するＤＮＡウイルスおよびＲＮＡウイルスを含む。遺伝子治療手順の概説について、Ａ
ｎｄｅｒｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６：８０８－８１３（１９９２）、Ｎａｂｅｌ　
＆　Ｆｅｌｇｎｅｒ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：２１１－２１７（１９９３）、Ｍｉｔａｎ
ｉ　＆　Ｃａｓｋｅｙ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：１６２－１６６（１９９３）、Ｄｉｌｌ
ｏｎ，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：１６７－１７５（１９９３）、Ｍｉｌｌｅｒ，Ｎａｔｕｒ
ｅ　３５７：４５５－４６０（１９９２）、Ｖａｎ　Ｂｒｕｎｔ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　６（１０）：１１４９－１１５４（１９８８）、Ｖｉｇｎｅ，Ｒｅｓｔｏｒａｔ
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ｉｖｅ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　８：３５－３６（１
９９５）、Ｋｒｅｍｅｒ　＆　Ｐｅｒｒｉｃａｕｄｅｔ，Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｍｅｄｉｃａ
ｌ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　５１（１）：３１－４４（１９９５）、Ｈａｄｄａｄａら，ｉｎ
　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ　Ｄｏｅｒｆｌｅｒ　ａｎｄ　Ｂｏｅｈｍ（編）（１９９５）、およびＹｕ
ら，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：１３－２６（１９９４）を参照されたい。
【０１２９】
　核酸の非ウイルス送達の方法は、電気穿孔、リポフェクション、マイクロインジェクシ
ョン、バイオリスティック、ビロソーム、リポソーム、免疫リポソーム、ポリカチオン、
または脂質：核酸コンジュゲート、裸のＤＮＡ、人工ビリオン、および作用物質によって
強化されたＤＮＡの取り込みを含む。例えば、Ｓｏｎｉｔｒｏｎ２０００システム（Ｒｉ
ｃｈ－Ｍａｒ）を用いたソノポレーションも、核酸の送達のために使用され得る。
【０１３０】
　さらなる例示の核酸送達系は、Ａｍａｘａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｃｏｌｏｇｎｅ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）、Ｍａｘｃｙｔｅ，Ｉｎｃ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍａｒｙｌａｎｄ）
、ＢＴＸ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｈｏｌｌｉｓｔｏ
ｎ，ＭＡ）、およびＣｏｐｅｒｎｉｃｕｓ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　Ｉｎｃによって
提供されるものを含む（例えば、米国特許第６００８３３６号を参照のこと）。リポフェ
クションは、例えば、米国特許第５，０４９，３８６号、同第４，９４６，７８７号、お
よび同第４，８９７，３５５号に記載されており、リポフェクション試薬は市販されてい
る（例えば、Ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍ（商標）およびＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎ（商標））。
ポリヌクレオチドの効率的な受容体認識リポフェクションに好適なカチオン性脂質および
中性脂質は、Ｆｅｌｇｎｅｒ、国際公開第ＷＯ９１／１７４２４号、同第ＷＯ９１／１６
０２４号に記載のものを含む。
【０１３１】
　免疫脂質複合体等の標的化リポソームを含む脂質：核酸複合体の調製は、当業者に周知
である（例えば、Ｃｒｙｓｔａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０：４０４－４１０（１９９５
）、Ｂｌａｅｓｅら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２：２９１－２９７（１９９
５）、Ｂｅｈｒら，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．５：３８２－３８９（１９９
４）、Ｒｅｍｙら，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．５：６４７－６５４（１９９
４）、Ｇａｏ　ｅｔら，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　２：７１０－７２２（１９９５）、
Ａｈｍａｄら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５２：４８１７－４８２０（１９９２）、米国特
許第４，１８６，１８３号、同第４，２１７，３４４号、同第４，２３５，８７１号、同
第４，２６１，９７５号、同第４，４８５，０５４号、同第４，５０１，７２８号、同第
４，７７４，０８５号、同第４，８３７，０２８号、および同第４，９４６，７８７号を
参照のこと）。
【０１３２】
　さらなる送達方法は、送達される核酸のＥｎＧｅｎｅＩＣ送達ビヒクル（ＥＤＶ）への
パッケージングの使用を含む。これらのＥＤＶは、二重特異性抗体を用いて標的組織に特
異的に送達され、この抗体の一方のアームは、標的組織に対する特異性を有し、他方のア
ームは、ＥＤＶに対する特異性を有する。この抗体は、ＥＤＶを標的細胞表面に運び、そ
の後、ＥＤＶは、エンドサイトーシスによって細胞内に運び込まれる。一旦細胞内に運び
込まれると、その内容物は放出される（ＭａｃＤｉａｒｍｉｄら（２００９）Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２７（７）：６４３を参照のこと）。
【０１３３】
　操作されたＺＦＰをコードする核酸を送達するためのＲＮＡウイルスベースのまたはＤ
ＮＡウイルスベースの系の使用は、ウイルスを体内の特定の細胞に標的化し、ウイルス負
荷量を核に輸送するための高度に進化したプロセスを利用する。ウイルスベクターは、被
験体に直接投与され得るか（インビボ）、またはインビトロで細胞を処置するために使用
され得、修飾細胞が被験体に投与される（エクスビボ）。ＺＦＰを送達するための従来の
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ウイルスベースの系は、遺伝子導入用のレトロウイルスベクター、レンチウイルスベクタ
ー、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、ワクシニアウイルスベクタ
ー、および単純ヘルペスウイルスベクターを含むが、これらに限定されない。宿主ゲノム
への組み込みは、レトロウイルス、レンチウイルス、およびアデノ随伴ウイルスによる遺
伝子導入方法を用いて可能であり、多くの場合、挿入された導入遺伝子の長期発現をもた
らす。さらに、高い形質導入効率が多くの異なる細胞型および標的組織において観察され
ている。
【０１３４】
　レトロウイルスの向性を、外来性エンベロープタンパク質を組み込むことによって変化
させ、標的細胞の潜在的な標的集団を拡張することができる。レンチウイルスベクターは
、非分裂細胞を形質導入するか、または感染させることができ、かつ典型的には高いウイ
ルス力価を生成するレトロウイルスベクターである。レトロウイルス遺伝子導入系の選択
は、標的組織に依存する。レトロウイルスベクターは、最大６～１０ｋｂの外来配列のパ
ッケージング能力を有する、シス作用性の長い末端反復配列からなる。最小のシス作用Ｌ
ＴＲは、ベクターの複製およびパッケージングに十分であり、これはその後、治療用遺伝
子を標的細胞に組み込んで恒久的な導入遺伝子の発現を提供するために用いられる。一般
に用いられているレトロウイルスベクターは、マウス白血病ウイルス（ＭｕＬＶ）、テナ
ガザル白血病ウイルス（ＧａＬＶ）、サル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）、ヒト免疫不全ウ
イルス（ＨＩＶ）、およびこれらの組み合わせに基づくベクターを含む（例えば、Ｂｕｃ
ｈｓｃｈｅｒら，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６６：２７３１－２７３９（１９９２）、Ｊｏｈａｎ
ｎら，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６６：１６３５－１６４０（１９９２）、Ｓｏｍｍｅｒｆｅｌｔ
ら，Ｖｉｒｏｌ．１７６：５８－５９（１９９０）、Ｗｉｌｓｏｎら，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．
６３：２３７４－２３７８（１９８９）、Ｍｉｌｌｅｒら，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６５：２２
２０－２２２４（１９９１）、ＰＣＴ／ＵＳ９４／０５７００を参照のこと）。
【０１３５】
　一過性の発現が好ましい用途において、アデノウイルスベースの系を用いることができ
る。アデノウイルスベースのベクターは、多くの細胞型において極めて高い形質導入効率
が可能であり、細胞分裂を必要としない。そのようなベクターを用いて、高力価かつ高レ
ベルの発現が得られている。このベクターは、比較的単純なシステムにおいて大量に生成
することができる。アデノ随伴ウイルス（「ＡＡＶ」）ベクターも、細胞を標的核酸で形
質導入するために、例えば、核酸およびペプチドのインビトロ生成において、かつインビ
ボおよびエクスビボ遺伝子治療手順のために用いられる（例えば、Ｗｅｓｔら，Ｖｉｒｏ
ｌｏｇｙ　１６０：３８－４７（１９８７）、米国特許第４，７９７，３６８号、国際公
開第ＷＯ９３／２４６４１号、Ｋｏｔｉｎ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　５
：７９３－８０１（１９９４）、Ｍｕｚｙｃｚｋａ，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．　９
４：１３５１（１９９４）を参照のこと）。組換えＡＡＶベクターの構築は、米国特許第
５，１７３，４１４号、Ｔｒａｔｓｃｈｉｎら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．５：３２
５１－３２６０（１９８５）、Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ，ら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．
４：２０７２－２０８１（１９８４）、Ｈｅｒｍｏｎａｔ　＆　Ｍｕｚｙｃｚｋａ，ＰＮ
ＡＳ　８１：６４６６－６４７０（１９８４）、およびＳａｍｕｌｓｋｉら，Ｊ．Ｖｉｒ
ｏｌ．６３：０３８２２－３８２８（１９８９）を含むいくつかの出版物に記載されてい
る。
【０１３６】
　少なくとも６つのウイルスベクターのアプローチが、臨床試験における遺伝子導入に現
在利用可能であり、それらは、形質導入剤を生成するためにヘルパー細胞系に挿入される
遺伝子による欠損ベクターの補完に関与するアプローチを利用する。
【０１３７】
　ｐＬＡＳＮおよびＭＦＧ－Ｓは、臨床試験に使用されているレトロウイルスベクターの
例である（Ｄｕｎｂａｒら，Ｂｌｏｏｄ　８５：３０４８－３０５（１９９５）、Ｋｏｈ
ｎら，Ｎａｔ．　Ｍｅｄ．１：１０１７－１０２（１９９５）、Ｍａｌｅｃｈら，ＰＮＡ
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Ｓ　９４：２２　１２１３３－１２１３８（１９９７））。ＰＡ３１７／ｐＬＡＳＮは、
遺伝子治療試験で使用された最初の治療用ベクターであった（Ｂｌａｅｓｅら，Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２７０：４７５－４８０（１９９５））。５０％以上の形質導入効率が、ＭＦＧ
－Ｓパッケージングベクターにおいて観察されている（Ｅｌｌｅｍら，Ｉｍｍｕｎｏｌ　
Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．４４（１）：１０－２０（１９９７）、Ｄｒａｎｏｆｆら，Ｈｕ
ｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１：１１１－２（１９９７）。
【０１３８】
　組換えアデノ随伴ウイルスベクター（ｒＡＡＶ）は、欠損性および非病原性パルボウイ
ルスアデノ随伴２型ウイルスに基づく有望な代替の遺伝子送達系である。すべてのベクタ
ーは、導入遺伝子発現カセットに隣接するＡＡＶの１４５ｂｐの逆方向末端反復のみを保
持するプラスミドに由来する。形質導入された細胞のゲノムへの組み込みに起因した効率
的な遺伝子導入および安定した導入遺伝子送達は、このベクター系の重要な特徴である（
Ｗａｇｎｅｒら，Ｌａｎｃｅｔ　３５１：９１１７　１７０２－３（１９９８）、Ｋｅａ
ｒｎｓら，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．９：７４８－５５（１９９６））。他のＡＡＶ血清型（
ＡＡＶ１、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、
およびＡＡＶｒｈ１０、ならびにシュードタイプＡＡＶ（ＡＡＶ２／８、ＡＡＶ２／５、
およびＡＡＶ２／６）の例が挙げられるが、これらに限定されない）も本発明に従って使
用することができる。
【０１３９】
　複製欠損組換えアデノウイルスベクター（Ａｄ）は、高力価で生成することができ、い
くつかの異なる細胞型を容易に感染させる。ほとんどのアデノウイルスベクターは、導入
遺伝子がＡｄＥ１ａ、Ｅ１ｂ、および／またはＥ３遺伝子を置き換えるように操作され、
その後、複製欠損ベクターは、欠失した遺伝子機能をトランスで供給するヒト２９３細胞
において増幅する。Ａｄベクターは、肝臓、腎臓、および筋肉に見出されるもの等の非分
裂の分化細胞を含む複数の種類の組織をインビボで形質導入することができる。従来のＡ
ｄベクターは、高い輸送能力を有する。臨床試験におけるＡｄベクターの使用の例は、筋
肉内注射での抗腫瘍免疫のためのポリヌクレオチド治療を含んだ（Ｓｔｅｒｍａｎら，Ｈ
ｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：１０８３－９（１９９８））。臨床試験における遺伝子
導入のためのアデノウイルスベクターの使用のさらなる例として、Ｒｏｓｅｎｅｃｋｅｒ
ら，Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　２４：１　５－１０（１９９６）、Ｓｔｅｒｍａｎら，Ｈｕｍ
．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．９：７　１０８３－１０８９（１９９８）、Ｗｅｌｓｈら，Ｈｕ
ｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２：２０５－１８（１９９５）、Ａｌｖａｒｅｚら，Ｈｕｍ．
Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．５：５９７－６１３（１９９７）、Ｔｏｐｆら，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅ
ｒ．５：５０７－５１３（１９９８）、Ｓｔｅｒｍａｎら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ
．７：１０８３－１０８９（１９９８）が挙げられる。
【０１４０】
　宿主細胞を感染させることができるウイルス粒子を形成するために、パッケージング細
胞が使用される。そのような細胞は、アデノウイルスをパッケージングする２９３細胞、
およびレトロウイルスをパッケージングするψ２細胞またはＰＡ３１７細胞を含む。遺伝
子治療に用いられるウイルスベクターは、通常、核酸ベクターをウイルス粒子中にパッケ
ージングする生産細胞系によって生成される。ベクターは、典型的には、パッケージング
およびその後の宿主への組み込み（適切な場合）に必要な最小限のウイルス配列を含有し
、他のウイルス配列は、発現されるタンパク質をコードする発現カセットによって置き換
えられる。失われたウイルス機能は、パッケージング細胞系によってトランスで供給され
る。例えば、遺伝子治療に用いられるＡＡＶベクターは、典型的には、パッケージングお
よび宿主ゲノムへの組み込みに必要なＡＡＶゲノムからの逆方向末端反復（ＩＴＲ）配列
のみを有する。ウイルスＤＮＡは、他のＡＡＶ遺伝子、すなわち、ｒｅｐおよびｃａｐを
コードするが、ＩＴＲ配列を欠くヘルパープラスミドを含む細胞系内にパッケージングさ
れる。細胞系は、ヘルパーとしてのアデノウイルスにも感染する。ヘルパーウイルスは、
ＡＡＶベクターの複製およびヘルパープラスミドからのＡＡＶ遺伝子の発現を促進する。
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このヘルパープラスミドは、ＩＴＲ配列の欠如のため、相当な量でパッケージングされな
い。アデノウイルスによる汚染は、例えば、アデノウイルスがＡＡＶよりも感受性の高い
熱処理によって減少させることができる。
【０１４１】
　多くの遺伝子治療の用途において、特定の組織型に対して高度の特異性を有する遺伝子
治療ベクターが送達されることが望ましい。したがって、ウイルスベクターは、ウイルス
の外表面上のウイルスのコートタンパク質との融合タンパク質としてリガンドを発現させ
ることにより、所与の細胞型に対して特異性を有するように改変され得る。リガンドは、
目的とする細胞型上に存在することが知られている受容体に対する親和性を有するように
選択される。例えば、Ｈａｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２
：９７４７－９７５１（１９９５）は、モロニーマウス白血病ウイルスを、ｇｐ７０に融
合されたヒトヘレグリンを発現するように改変することができ、その組換えウイルスが、
ヒト上皮成長因子受容体を発現するあるヒト乳がん細胞を感染させることを報告した。こ
の原理は、標的細胞が受容体を発現し、かつ、ウイルスが細胞表面受容体のリガンドを含
む融合タンパク質を発現する、他のウイルスと標的細胞とのペアにまで拡張することがで
きる。例えば、繊維状ファージは、実質的に任意の選択された細胞受容体に対する特異的
結合親和性を有する抗体断片（例えば、ＦＡＢまたはＦｖ）を提示するように操作され得
る。上記の説明は、主としてウイルスベクターに適用されるが、同一の原理が非ウイルス
ベクターにも適用され得る。そのようなベクターは、特定の標的細胞による取り込みを好
む特定の取り込み配列を含むように操作され得る。
【０１４２】
　遺伝子治療ベクターは、以下に記載されるように、典型的には、全身投与（例えば、静
脈内、腹腔内、筋肉内、皮下、もしくは頭蓋内注入）または局所適用による個々の患者へ
の投与によってインビボで送達することができる。あるいは、ベクターは、細胞、例えば
、個々の患者から移植された細胞（例えば、リンパ球、骨髄穿刺液、組織生検）または万
能ドナーの造血幹細胞等にエクスビボで送達することもでき、その後、該細胞が、通常は
ベクターを組み込んだ細胞の選択後に、患者に再移植される。
【０１４３】
　ヌクレアーゼおよび／またはドナー構築物を含有するベクター（例えば、レトロウイル
ス、アデノウイルス、リポソーム等）は、インビボでの細胞の形質導入のために生物に直
接投与することもできる。あるいは、裸のＤＮＡは投与され得る。投与は、注射、注入、
局所適用、および電気穿孔を含むが、これらに限定されない、通常、血液または組織細胞
との最終的な接触へと分子を導入するために用いられる経路のうちのいずれかによる。そ
のような核酸を投与する好適な方法は、利用可能であって、かつ当業者に周知であり、特
定の組成物を投与するために２つ以上の経路が用いられてもよいが、特定の経路は、多く
の場合、別の経路よりも即時的かつより効果的な反応を提供することができる。
【０１４４】
　本明細書に記載のポリヌクレオチドの導入に好適なベクターは、非組み込み型レンチウ
イルスベクター（ＩＤＬＶ）を含む。例えば、Ｏｒｙら（１９９６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１１３８２－１１３８８、Ｄｕｌｌら（１９９８）
Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２：８４６３－８４７１、Ｚｕｆｆｅｒｙら（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒ
ｏｌ．７２：９８７３－９８８０、Ｆｏｌｌｅｎｚｉら（２０００）Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅ
ｎｅｔｉｃｓ　２５：２１７－２２２、米国特許公開第２００９／０５４９８５号を参照
されたい。
【０１４５】
　薬学的に許容されるキャリアは、投与される特定の組成物によって、ならびに組成物を
投与するために使用される特定の方法によっても部分的に決定される。したがって、以下
に記載されるように、多種多様な薬学的組成物の好適な製剤が利用可能である（例えば、
Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１７版，
１９８９を参照のこと）。
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【０１４６】
　ヌクレアーゼコード配列およびドナー構築物が同一または異なる系を用いて送達され得
ることは明らかである。例えば、ドナーポリヌクレオチドは、プラスミドによって運ばれ
てもよく、１つ以上のヌクレアーゼは、ＡＡＶベクターによって運ばれてもよい。さらに
、同一または異なる経路（筋肉内注射、尾静脈注射、他の静脈内注射、腹腔内投与および
／または筋肉内注射）によって異なるベクターが投与されてもよい。ベクターは、同時に
または任意の逐次的順序で送達されてもよい。
【０１４７】
　エクスビボ投与用の製剤およびインビボ投与用の製剤は両方ともに、液体中の懸濁液ま
たは乳化液を含む。有効成分は、多くの場合、薬学的に許容され、かつ有効成分と相溶性
のある賦形剤と混合される。好適な賦形剤は、例えば、水、食塩水、ブドウ糖、グリセロ
ール、エタノール等、およびそれらの組み合わせを含む。加えて、組成物は、湿潤剤もし
くは乳化剤、ｐＨ緩衝剤、安定剤、または医薬組成物の有効性を増強する他の試薬等の少
量の補助物質を含有してもよい。
【０１４８】
　適用
　本発明の方法は、単一遺伝子疾患（例えば、リソソーム貯蔵疾患）の処置を意図する。
処置は、必要とされる酵素を発現させ、血流へ放出させるように、セーフハーバー遺伝子
座（例えば、アルブミン）内に修正疾患関連遺伝子を挿入することを含むことができる。
産物の血流への放出のための、分泌細胞、例えば肝臓細胞への挿入は、特に有用である。
また本発明の方法および組成物は任意の状況において使用することができ、この場合、造
血幹細胞由来の成熟細胞（例えば、ＲＢＣ）が治療薬を含有するように、１つまたは複数
の治療薬をコードする導入遺伝子を造血幹細胞に提供することが望ましい。これらの幹細
胞はインビトロで、またはインビボで分化可能であり、またすべての患者に使用すること
ができる万能ドナー型の細胞に由来し得る。さらに、細胞は、該細胞を身体に輸送するた
めの膜貫通型タンパク質を含有し得る。また処置は、治療用導入遺伝子を含有する患者細
胞の使用であって、細胞をエクスビボで成長させ、次いで、患者に導入して戻す使用も含
み得る。例えば、適切な導入遺伝子を含有するＨＳＣは、骨髄移植によって患者に挿入す
ることができる。あるいは、幹細胞、例えば筋肉幹細胞または治療用導入遺伝子と共に使
用して編集されたｉＰＳＣもまた、筋組織に注射することができる。
【０１４９】
　したがって、この技術は、問題（例えば、発現レベルにおける問題、または正常未満の
機能でもしくは機能せずに発現されるタンパク質に関する問題）が原因で、患者のいくつ
かのタンパク質が欠損している条件下で有益であり得る。本発明で特に有用であるのは、
リソソーム貯蔵障害における機能性を修正または回復させる導入遺伝子の発現である。
【０１５０】
　非限定的な例として、欠損タンパク質または欠落タンパク質の産生を行って、および使
用して、リソソーム貯蔵疾患を処置する。タンパク質をコードする核酸ドナーは、外因性
プロモーターを使用するかセーフハーバーに存在するプロモーターを使用して、セーフハ
ーバー遺伝子座（例えば、アルブミンまたはＨＰＲＴ）に挿入し、発現させることができ
る。あるいは、ドナーを使用して、インサイチュで欠損遺伝子を修正することができる。
所望の導入遺伝子をＣＤ３４＋幹細胞に挿入し、骨髄移植中に患者へ戻すことができる。
最終的に、核酸ドナーをβグロビン遺伝子座でＣＤ３４＋幹細胞に挿入することができ、
その結果、この細胞由来の成熟赤血球は、核酸ドナーによりコードされている生物学的薬
物を高濃度で有する。次いで、ＲＢＣを含有する該生物学的薬物は、膜貫通型タンパク質
（例えば、受容体または抗体）を介して適切な組織に対して標的化することができる。さ
らに、ＲＢＣは、電気的増感によってエクスビボで増感し、エネルギー源への曝露後に破
壊に対してより感受性にすることができる（ＷＯ２００２００７７５２号を参照のこと）
。
【０１５１】
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　一部の適用において、内因性遺伝子は、本発明の方法および組成物を使用することによ
ってノックアウトされ得る。この態様の例としては、異常な遺伝子調節因子または異常な
疾患関連遺伝子をノックアウトすることが挙げられる。一部の適用において、異常な内因
性遺伝子は、機能的に、またはインサイチュで、遺伝子の野性型バージョンで置き換えら
れ得る。また挿入遺伝子は、発現タンパク質の機能性を改善するか、その免疫原性を低減
させるように改変させることができる。一部の適用において、挿入遺伝子は、脳等の選択
組織へのその輸送を増加させる融合タンパク質である。
【０１５２】
　以下の実施例は、ヌクレアーゼがジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）またはＴＡ
ＬＥＮを含む本開示の例示的な実施形態に関する。これは単なる例示目的であり、他のヌ
クレアーゼまたはヌクレアーゼ系、例えば、操作されたＤＮＡ結合ドメインを有するホー
ミングエンドヌクレアーゼ（メガヌクレアーゼ）および／または天然に存在する操作され
たホーミングエンドヌクレアーゼ（メガヌクレアーゼ）ＤＮＡ結合ドメインと異種切断ド
メインとの融合物および／または操作された単鎖ガイドＲＮＡを含むＣＲＩＳＰＲ／Ｃａ
ｓ系を使用することができることは理解されよう。
【実施例】
【０１５３】
　（実施例１）
　アルブミン特異的ヌクレアーゼの設計、構築および一般的な特徴付け
　ジンクフィンガータンパク質は、基本的に、Ｕｒｎｏｖら、（２００５年）Ｎａｔｕｒ
ｅ　４３５巻（７０４２号）：６４６～６５１頁、Ｐｅｒｅｚら（２００８年）Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２６巻（７号）：８０８～８１６頁、および米国特
許第６，５３４，２６１号に記載されているようにして設計し、プラスミド、ＡＡＶまた
はアデノウイルスベクターに組み込んだ。表３は、例示のアルブミン特異的ＺＦＰのＤＮ
Ａ結合ドメイン内の認識ヘリックスを示し、一方、表４はこれらのＺＦＰの標的部位を示
す（共有の米国仮出願第６１／５３７，３４９号および同第６１／５６０，５０６号を参
照のこと）。ＺＦＰ認識ヘリックスが接触している標的部位のヌクレオチドは大文字で示
す；接触していないヌクレオチドは小文字で示す。またアルブミン特異的ＴＡＬＥＮも設
計し、これらは米国出願第１３／６２４，１９３号および同第１３／６２４，２１７号に
記載されており、これらの文献は参照によりその全体が組み込まれる。
【０１５４】
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【表３－１】

【０１５５】
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【表３－２】

【０１５６】
【表４】
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【０１５７】
　（実施例２）
　マウスアルブミン特異的ヌクレアーゼの活性
　マウスアルブミン遺伝子を標的とするＺＦＮ対を使用し、これらのＺＦＮが特異的標的
部位でＤＳＢを誘導する能力を試験した。表記のＺＦＮの認識ヘリックス領域のアミノ酸
配列を下記の表３に示し、それらの標的部位を表４に示す（ＤＮＡ標的部位は大文字で示
す；接触されていないヌクレオチドは小文字で示す）。
【０１５８】
　Ｐｅｒｅｚら、（２００８年）Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２６巻：８０８～８
１６頁、およびＧｕｓｃｈｉｎら、（２０１０年）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．
６４９巻：２４７～５６頁）に記載されているＣｅｌ－Ｉアッセイ（Ｓｕｒｖｅｙｏｒ（
商標）、Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃｓ）を使用し、ＺＦＮ誘導性の修飾を検出した。この
アッセイでは、標的部位をＰＣＲ増幅し、続いて、ミスマッチ検出酵素Ｃｅｌ－Ｉを使用
して挿入および欠失（インデル）を定量し（Ｙａｎｇら、（２０００年）Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ　３９巻、３５３３～３５４１頁）、それはＤＳＢ頻度の下限推定値（ｌｏｗ
ｅｒ－ｌｉｍｉｔ　ｅｓｔｉｍａｔｅ）を提供した。標準条件（３７℃）で、または低体
温ショック（３０℃、共有の米国公開第２０１１００４１１９５号を参照のこと）を使用
するかのいずれかでＺＦＮ発現ベクターをトランスフェクトした、３日後、ゲノムＤＮＡ
は、ＤＮｅａｓｙ（商標）キット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用し、ＺＦＮ（複数可）をトラン
スフェクトしたＮｅｕｒｏ２Ａ細胞から単離した。これらの実験において、すべてのＺＦ
Ｎ対は、（上記の）ＥＬＤ／ＫＫＲ　ＦｏｋＩ変異対であった。
【０１５９】
　Ｃｅｌ－Ｉアッセイから得られた結果を合わせたものを図１に示し、これは、下に示し
たＺＦＮが、それらのそれぞれの標的部位で切断を誘導し得ることを明らかにしている。
レーンの下に示したインデルパーセントは、切断後にＮＨＥＪによって改変されたゲノム
の量を示す。またデータは、形質導入手順に低体温ショックを組み入れた場合、活性が増
加することを明らかにしている。
【０１６０】
　（実施例３）
　アルブミン遺伝子座のインビボにおける切断
　イントロン１内の配列を標的とするマウスアルブミン特異的ＺＦＮのＳＢＳ３０７２４
およびＳＢＳ３０７２５をインビボで試験した。ＺＦＮは、既に記載されているようにし
て（Ｌｉら（２０１１年）Ｎａｔｕｒｅ　４７５巻（７３５５号）：２１７頁）、ＡＡＶ
２／８ベクターに導入した。バキュロウイルス系での産生を促進するため、ベクターＡＡ
Ｖ２／８．２をバキュロウイルス産生が予定された調製に使用した。ＡＡＶ２／８．２は
、ＡＡＶ８キャプシドの一部が除去され、キメラキャプシドを生じるＡＡＶ２キャプシド
由来の同一領域で置き換えられているという点で、ＡＡＶ２／８ベクターとは異なる。こ
の領域は、ＶＰ１のホスホリパーゼＡ２ドメインである。ウイルス粒子を含有するＺＦＮ
の産生は、当技術分野での標準方法を使用し、ＨＥＫ２９３系またはバキュロウイルス系
のいずれかを使用する調製によって実施した（Ｌｉら、同文献を参照のこと、例えば、Ｕ
Ｓ６７２３５５１を参照のこと）。次いで、ウイルス粒子を、マウスアルブミン特異的Ｚ
ＦＮをコードするＡＡＶ２／８またはＡＡＶ２／８．２のいずれかの１．０ｅ１１の全ベ
クターゲノム、２００マイクロリットルの単一用量を用いて正常雄マウス（ｎ＝６）に投
与した。ｒＡＡＶベクターを投与した１４日後にマウスを屠殺し、肝臓を回収し、当技術
分野で公知の標準方法を使用してＤＮＡまたは総タンパク質について処理した。ＡＡＶベ
クターゲノムコピーの検出は、定量ＰＣＲによって実施した。簡単に説明すると、ｑＰＣ
Ｒプライマーを以下のようにＡＡＶ内のｂＧＨｐＡ配列に特異的であるように作製した：
Ｏｌｉｇｏ２００（フォワード）５’－ＧＴＴＧＣＣＡＧＣＣＡＴＣＴＧＴＴＧＴＴＴ－
３’（配列番号６９）
Ｏｌｉｇｏ２０１（リバース）５’－ＧＡＣＡＧＴＧＧＧＡＧＴＧＧＣＡＣＣＴＴ－３’
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（配列番号７０）
Ｏｌｉｇｏ２０２（プローブ）５’－ＣＴＣＣＣＣＣＧＴＧＣＣＴＴＣＣＴＴＧＡＣＣ－
３’（配列番号７１）
　ＺＦＮの切断活性を、製造業者のプロトコールに従って、ＬＣ－ＧＸ装置（Ｐｅｒｋｉ
ｎ　Ｅｌｍｅｒ）を使用して実施するＣｅｌ－Ｉアッセイを使用して測定した。ＺＦＮの
インビボにおける発現は、標準方法に従って、ＦＬＡＧ－Ｔａｇシステムを使用して測定
した。結果（図３）から明らかなように、ＺＦＮが発現され、ＺＦＮはマウス肝臓遺伝子
中の標的の切断に活性を示す。本試験における各マウスのＣｅｌ－ＩのＮＨＥＪ結果をそ
の図に示す。ベクターのタイプとそれらの含量をレーンの上に示す。ＺＦＮ切断後のミス
マッチ修復（インデル％で示す）は、一部のマウスにおいてほぼ１６％で検出された。
【０１６１】
　アルブミン特異的ＴＡＬＥＮも、参照によりその全体が組み込まれる、米国出願第１３
／６２４，１９３号および同第１３／６２４，２１７号に記載のようにして試験した。
【０１６２】
　（実施例４）
　修正疾患関連遺伝子のインビボにおける挿入
　次いで、マウス特異的アルブミンＺＦＮまたはＴＡＬＥＮを使用し、発現のためにアル
ブミン遺伝子座へ治療用遺伝子産物をコードする導入遺伝子を導入する。ドナーは、アル
ブミン遺伝子座にファブリー病（ＧＬＡ）、ゴーシェ病（ＧＢＡ）、ハーラー病（ＩＤＵ
Ａ）およびハンター病に関する修正遺伝子が挿入されるように設計した。これらのドナー
構築物において、治療用遺伝子は、アルブミン遺伝子に相同な配列が隣接していた。導入
遺伝子の５’では、ドナー構築物はすべてマウスアルブミンイントロン１に相同な配列を
含有しており、一方、その遺伝子の３’では、構築物はマウスアルブミンイントロン１－
エクソン２境界域に相同な配列を含有する。
【０１６３】
　次いで、ドナー構築物をＡＡＶゲノムへ組み込み、次いで、ドナーを含有する得られた
ＡＡＶ粒子を当技術分野で公知の方法を使用して精製する。この材料を使用し、ＨＥＫ　
２９３Ｔ細胞へのトリプルトランスフェクション方法を使用してＡＡＶドナーゲノムを含
有するＡＡＶウイルスを産生し、記載されているように（Ａｙｕｓｏら（２０１０年）Ｇ
ｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　１７巻（４号）、５０３～５１０頁を参照のこと）ＣｓＣｌ密度勾配
で精製する。ＡＡＶベクターは、注射前にＰＢＳで希釈する。野性型マウスもしくは疾患
モデルマウスにおいて、５ｅ９から５ｅ１３の範囲のｖ．ｇ．ＡＡＶ－ドナーベクター粒
子は、１ｅ９から１ｅ１２ｖｇのＡＡＶ－ＺＦＮベクター粒子と共に尾静脈を介して使用
するか、または、上記ウイルスを腹腔内注射に使用する。マウスアルブミン特異的ＺＦＮ
を含有する、先に記載のＡＡＶ－ＺＦＮゲノムは、ＧＬＡ、ＧＢＡ、ＩＤＵＡおよびＩＤ
Ｓ　ＡＡＶドナーと組み合わせて使用される。Ｃｅｌ－ＩアッセイおよびＰＣＲアッセイ
を様々な時点で単離された肝臓ＤＮＡに対して実施し、ＮＨＥＪおよびＺＦＮ誘導ドナー
の挿入頻度を決定する。サザンブロットも使用することができる。標準プロトコールによ
り、血漿中のヒトＧＬＡ、ＧＢＡ、ＩＤＵＡおよびＩＤＳの定量はヒトＧＬＡ、ＧＢＡ、
ＩＤＵＡおよびＩＤＳ　ＥＬＩＳＡキットを使用するか、ＦＬＡＧ　Ｔａｇ　ＥＬＩＳＡ
キットを使用して実施する。標準ウェスタンブロットも実施される。結果から明らかなよ
うに、これらの修正導入遺伝子は、インビボにおける治療用タンパク質の発現を増加させ
ることができる。
【０１６４】
　例えば、ヒトαガラクトシダーゼ（ｇａｌａｔｏｓｉｄａｓｅ）をコードする遺伝子（
ファブリー病患者において欠損）をマウスアルブミン遺伝子座に挿入した。ＺＦＮ対の３
０７２４／３０７２５を、αガラクトシダーゼ導入遺伝子を使用して上記のように使用し
た。この実験では、３匹のマウスを、マウス１匹当たり３．０ｅ１１ウイルスゲノムの用
量のＺＦＮ対を含有するＡＡＶ２／８ウイルスで、およびマウス１匹当たり１．５ｅ１２
ウイルスゲノムのｈｕＧＬａドナーを含有するＡＡＶ２／８ウイルスで処置した。対照動



(45) JP 6225182 B2 2017.11.1

10

物には、ＺＦＮ含有ウイルス単独、またはｈｕＧＬａドナーウイルス単独のいずれかを与
えた。肝臓ホモジネートに対して行ったウェスタンブロットからは、αガラクトシダーゼ
特異的シグナルの増加が示され、これはαガラクトシダーゼ遺伝子が組み込まれ、発現さ
れていることを示唆していた（図４Ａ）。さらに、ＥＬＩＳＡを、製造業者のプロトコー
ルに従い、ヒトαガラクトシダーゼアッセイキット（Ｓｉｎｏ）を使用し肝臓溶解物に対
して実施した。図４Ｂに示した結果から明らかなように、ＺＦＮおよびｈｕＧＬａドナー
の両方で処置したマウスにおいてシグナルの増加が示された。
【０１６５】
　（実施例５）
　ヒトアルブミン特異的ＺＦＮの設計。
【０１６６】
　ヒトアルブミン遺伝子に対する特異性を有するＺＦＮを設計するため、ヒトアルブミン
イントロン１のＤＮＡ配列を既に記載されている方法を使用して分析し、ＺＦＮ結合に関
して最良の可能性のある標的配列を同定した（詳細については、共有の米国特許出願第１
３／６２４，１９３号および同第１３／６２４，２１７号を参照のこと）。標的およびヘ
リックスは、表５および表６に示す。
【０１６７】
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【表５－１】

【０１６８】
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【０１６９】
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【表６】

【０１７０】
　これらのヌクレアーゼを対で試験し、最大活性を有する対を決定した。試験した対の得
られたマトリックスを以下の表７および表８に示すが、二量体の右側に関して使用したＺ
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、各マトリックスの左側に列記している。Ｃｅｌ－Ｉアッセイを使用して検出されるミス
マッチのパーセントにより決定した活性の結果を両マトリックスの本体に示す。
【０１７１】
【表７】

【０１７２】
【表８】

【０１７３】
（注：「ｎ．ｄ．」とは、この対に対してアッセイが行われなかったことを意味する）
　したがって、ヒトアルブミンのイントロン１内の標的配列を認識する高活性のヌクレア
ーゼが開発された。
【０１７４】
　（実施例６）
　アルブミン特異的ＴＡＬＥＮの設計
　ヒトアルブミンイントロン１内の配列を標的とするようにＴＡＬＥＮを設計した。塩基
の認識は、正準ＲＶＤ－塩基一致（ｃａｎｏｎｉｃａｌ　ＲＶＤ－ｂａｓｅ　ｃｏｒｒｅ
ｓｐｏｎｄｅｎｃｅ）を使用して行った（「ＴＡＬＥコード」：Ａに対してＮＩ、Ｃに対
してＨＤ、Ｇに対してＮＮ（ハーフリピートにおいてはＮＫ）、Ｔに対してＮＧ）。ＴＡ
ＬＥＮを、既に記載されているようにして（共有の米国特許公開第２０１１０３０１０７
３号を参照のこと）構築した。ＴＡＬＥＮのサブセットに対する標的は、カニクイザルア
ルブミン遺伝子およびアカゲザルアルブミン遺伝子に保存した（詳細に関しては、共有の
米国特許出願第１３／６２４，１９３号および同第１３／６２４，２１７等を参照のこと
）。ＴＡＬＥＮは、ＵＳ２０１１０３０１０７３号に記載されているようにして「＋１７
」および「＋６３」ＴＡＬＥＮ骨格に構築した。試験したＴＡＬＥＮに対する標的および
数値識別子を以下の表９に示す。
【０１７５】
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【０１７６】
　次いで、内因性染色体標的での修飾を誘導する能力について、ＴＡＬＥＮをＨｅｐＧ２
細胞において対で試験したところ、結果からは、＋１７切断点（ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ　
ｐｏｉｎｔ）を有する多数のタンパク質が活性であることが示された。同様に、＋６３切
断点を有する多数のＴＡＬＥＮもまた活性であった（表１０を参照のこと）。３つの組の
非最適化アルブミンＺＦＮの並列比較により（表１０を参照のこと）、ＴＡＬＥＮおよび
ＺＦＮはほぼ同一の範囲の活性を有することが明らかであった。
【０１７７】
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【表１０】

【０１７８】
　先に示したように（共有の米国特許公開第２０１１０３０１０７３号を参照のこと）、
Ｃ１７　ＴＡＬＥＮは、２つのＴＡＬＥＮ標的部位の間のギャップサイズが約１１～１５
ｂｐである場合により高い活性を有するが、Ｃ６３　ＴＡＬＥＮは、最大１８ｂｐまでの
ギャップサイズで活性を維持する（表１０を参照のこと）。
【０１７９】
　（実施例７）
　インビボにおけるＬＳＤドナー導入遺伝子の検出
　４種類のリソソーム貯蔵疾患導入遺伝子のためのドナーを、イントロン１内のマウスア
ルブミン遺伝子に組み込むことを目的として構築した。導入遺伝子はα－ガラクトシダー
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ゼＡ（ＧＬＡ）、酸性β－グルコシダーゼ（ＧＢＡ）、α－Ｌ－イズロニダーゼ（ＩＤＵ
Ａ）およびイズロン酸－２－スルファターゼ（ＩＤＳ）であり、それぞれ、ファブリー病
、ゴーシェ病、ハーラー病およびハンター病で欠損している遺伝子である。例えば、図８
を参照されたい。
【０１８０】
　次いで、これらのドナーをインビボ試験に使用し、導入遺伝子の組み込みを観察した。
マウスアルブミン特異的ＺＦＮおよびドナーは、実施例４に記載のようにしてＡＡＶ２／
８ウイルスにすべて挿入し、その後、マウスに注射した。これらの実験において、ウイル
スは、注射前に、Ｄ－ＰＢＳ＋３５ｍＭ　ＮａＣｌ、５％グリセロール中で注射用に製剤
化し、凍結した。ドナー含有およびヌクレアーゼ含有ウイルスは、凍結前に一緒に混合し
た。０日目に、ウイルス調製物を解凍し、尾静脈注射によってマウスに投与したが、注射
総容量は２００μＬであった。示した時間に、マウスを屠殺し、次いで、血清、肝臓およ
び脾臓を標準プロトコールによりタンパク質およびＤＮＡの分析のため回収した。投与群
を下記の表１１に示す。
【０１８１】
【表１１】

【０１８２】
　３０日目に、ドナーによりコードされているＬＳＤタンパク質の存在に関して、肝臓ホ
モジェネートをウェスタンブロット解析により分析した。肝臓ホモジェネートは、標準方
法を使用してウェスタンブロットにより、次の一次抗体を使用して分析した：α－ガラク
トシダーゼＡ（ファブリー）－特異的ウサギモノクローナル抗体は、Ｓｉｎｏ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ，Ｉｎｃ．から購入した；ヒトα－Ｌ－イズロニダーゼ（ハーラー）－特異
的マウスモノクローナル抗体は、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓから購入した；ヒトイズロン酸
２－スルファターゼ（ハンター）－特異的マウスモノクローナルは、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓから購入した。結果（図５を参照のこと）からは、特に、ＺＦＮ含有ウイルスおよび
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導入遺伝子ドナー含有ウイルスの両方が投与されたマウスにおいて、発現が明らかである
。
【０１８３】
　またアルブミン遺伝子座へのドナーＤＮＡの組み込み方法も調べた。アルブミン遺伝子
座での切断後、ドナー導入遺伝子は、導入遺伝子ドナーに隣接する相同の領域を利用して
相同組換え（ＨＤＲ）を介して潜在的に組み込まれるか（図２）、または、導入遺伝子は
、誤りがちな非相同性末端接合プロセス（ＮＨＥＪ）の間に捕捉される可能性がある。こ
れらの２つの選択肢の結果は、すべてのＬＳＤドナー構築物内のＦ９スプライスアクセプ
ター部位に結合するＡｃｃ６５１－ＳＡ－ｒｅｖ－ｓｈプライマー（５’ＡＡＧ　ＡＡＴ
　ＡＡＴ　ＴＣＴ　ＴＴＡ　ＧＴＧ　ＧＴＡ　３’、配列番号１２９）と、ＺＦＮ切断部
位の上流のマウスアルブミンエクソン１に結合するｍＡＬＢ－ＯＯＦ１プライマー（５’
　ＡＴＧＡＡＧＴＧＧＧＴＡＡＣＣＴＴＴＣＴＣ　３’、配列番号１３０）のいずれかを
使用してＰＣＲに供した場合に異なるサイズの挿入が生じ（図６を参照のこと）、この場
合、ＨＤＲによる導入遺伝子の組み込みによって約６８０ｂｐの挿入が生じ、一方、ＮＨ
ＥＪによる組み込みによって約１４８８ｂｐの組み込みが生じる。こうして、処置マウス
の肝臓ホモジェネートから単離されたゲノムＤＮＡは、３２Ｐ－放射標識ヌクレオチドの
存在下でＰＣＲに供され、ゲル電気泳動を行った。３つのすべての導入遺伝子組み込みに
おいて、両機構による組み込みが観察された（図７を参照のこと）。
【０１８４】
　またドナーＤＮＡも、タグ特異抗体を使用するその後のタンパク質認識用のタグ配列を
含むように設計した。タグは、Ｍｙｃタグ（ＥＱＫＬＩＳＥＥＤＬ、配列番号１３１）お
よびＦｌａｇタグ（ＤＹＫＤＤＤＤ、配列番号１３２）をコードする異なる２種の配列を
組み込むように設計した。ドナー設計の概略図を図８に示す。ドナーは上記のように組み
込み、そのすべてはＰＣＲによって証明されたとおり組み込みが可能であった（図９を参
照のこと）。
【０１８５】
　本明細書において言及されるすべての特許、特許出願、および出版物は、参照によりそ
れらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０１８６】
　理解の明瞭化ために図解および例を用いてある程度詳しく開示を提供しているが、本開
示の精神または範囲から逸脱することなく様々な変更および修正を行うことができること
は当業者には明らかである。したがって、上記の記載および実施例は、限定的であると解
釈されるべきではない。
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