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(57)【要約】
　いくつかの側面において、本開示は、対象における骨
量を調整する(例として、増加させる、および/または減
少させる)ための組成物および方法に関する。いくつか
の側面において、本開示は、あるタイプの骨の細胞、例
えば、骨芽細胞、破骨細胞、骨細胞等々の活性、分化、
もしくは機能を促進する(例として、上昇させる)かまた
は阻害する(例として、減少させる)導入遺伝子を発現す
るように構成されている単離された核酸およびrAAVベク
ターなどのベクターを提供する。いくつかの態様におい
て、本開示によって記載される単離された核酸およびベ
クターは、増加した骨量(例として、大理石骨病)または
減少した骨量(例として、骨粗鬆症)に関連する障害およ
び疾病を処置するのに有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（i）第1のアデノ随伴ウイルス(AAV)逆方向末端反復(ITR)またはそのバリアントを含む
第1の領域；および
　（ii）少なくとも1つの骨代謝調整剤をコードする導入遺伝子を含む第2の領域
をコードする、単離された核酸。
【請求項２】
　骨代謝調整剤が、骨形成促進剤であり、
　任意に、骨形成促進剤が、骨芽細胞および/または骨細胞の機能あるいは活性を促進す
るタンパク質、破骨細胞の機能を阻害するタンパク質、ならびに破骨細胞の発現または活
性を阻害する阻害性核酸からなる群から選択される、請求項1に記載の単離された核酸。
【請求項３】
　骨代謝調整剤が、骨形成阻害剤であり、
　任意に骨形成阻害剤が、骨芽細胞および/または骨細胞の機能あるいは活性を阻害する
タンパク質、破骨細胞の機能または活性を促進するタンパク質、ならびに骨芽細胞の発現
または活性を阻害する阻害性核酸からなる群から選択される、請求項1に記載の単離され
た核酸。
【請求項４】
　導入遺伝子が、副甲状腺ホルモン(PTH)、PTH関連タンパク質(PTHrP)、デグリカーゼDJ1
、スクレロスチン(SOST)を標的にする阻害性核酸、schnurri-3(SHN3)を標的にする阻害性
核酸、カテプシンK(CTSK)を標的にする阻害性核酸、およびNF-κβ活性化受容体(RANK)を
標的にする阻害性核酸からなる群から選択される骨形成促進剤をコードする、請求項2に
記載の単離された核酸。
【請求項５】
　導入遺伝子が、スクレロスチン(SOST)、schnurri-3(SHN3)、カテプシンK(CTSK)、副甲
状腺ホルモン(PTH)を標的にする阻害性核酸、PTH関連タンパク質(PTHrP)を標的にする阻
害性核酸、およびデグリカーゼDJ1を標的にする阻害性核酸からなる群から選択される骨
形成阻害剤をコードする、請求項3に記載の単離された核酸。
【請求項６】
　導入遺伝子が、dsRNA、siRNA、shRNA、miRNA、および人工miRNA(amiRNA)からなる群か
ら選択される少なくとも1つの阻害性核酸をコードする、請求項1～5のいずれか一項に記
載の単離された核酸。
【請求項７】
　阻害性核酸が、突然変異末端反復(mTR)として機能する、請求項6に記載の単離された核
酸。
【請求項８】
　導入遺伝子が、配列番号1～15または55～56のいずれか1つで表される配列を含む、請求
項1～7のいずれか一項に記載の単離された核酸。
【請求項９】
　導入遺伝子へ作動可能に連結された少なくとも1つのプロモーターをさらに含む、請求
項1～8のいずれか一項に記載の単離された核酸。
【請求項１０】
　第2のAAV ITRまたはそのバリアントを含む第3の領域をさらに含む、請求項1～9のいず
れか一項に記載の単離された核酸。
【請求項１１】
　請求項1～10のいずれか一項に記載の単離された核酸を含むベクターであって、任意に
ここでベクターが、プラスミドである、前記ベクター。
【請求項１２】
　請求項1～10のいずれか一項に記載の単離された核酸、または請求項11に記載のベクタ
ーを含む宿主細胞。
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【請求項１３】
　（i）カプシドタンパク質；および
　（ii）請求項1～10のいずれか一項に記載の単離された核酸
を含む、組換えアデノ随伴ウイルス(rAAV)。
【請求項１４】
　カプシドタンパク質が、AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、
AAV9、AAV.rh8、AAV.rh10、AAV.rh39、AAV.43、AAV2/2-66、AAV2/2-84、およびAAV2/2-12
5から選択される血清型、または上記いずれかのバリアントに属し、任意にここでカプシ
ドタンパク質が、配列番号18～34のいずれか1つで表される配列を含む、請求項13に記載
のrAAV。
【請求項１５】
　カプシドタンパク質が、骨芽細胞(OBs)を形質導入し、任意にここでカプシドタンパク
質が、AAV4、AAV1、AAV6、AAV6.2、およびAAV9から選択される血清型、または上記いずれ
かのバリアントに属する、請求項14に記載のrAAV。
【請求項１６】
　カプシドタンパク質が、破骨細胞(OCs)を形質導入し、任意にここでカプシドタンパク
質が、AAV1、AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV.rh39、およびAAV.rh4
3から選択される血清型、または上記いずれかのバリアントに属する、請求項14に記載のr
AAV。
【請求項１７】
　カプシドタンパク質が、異種の骨標的化ペプチドを含む、請求項13～16のいずれか一項
に記載のrAAV。
【請求項１８】
　異種の骨標的化ペプチドが、配列番号16、17、57、58、59、60、61、62、または63で表
されるアミノ酸配列を含む、請求項17に記載のrAAV。
【請求項１９】
　異種の骨標的化ペプチドをコードする核酸配列が、カプシドタンパク質のVP2オープン
リーディングフレーム中へ挿入されており、任意にここで核酸配列が、AAV9カプシドタン
パク質をコードする核酸配列のN587とR588とに対応するコドン間に挿入されている、請求
項17または18に記載のrAAV。
【請求項２０】
　カプシドタンパク質が、1以上のアジド担持非天然アミノ酸を有するアミノ酸配列によ
ってコードされている、請求項13～16のいずれか一項に記載のrAAV。
【請求項２１】
　カプシドタンパク質が、1以上のアジド担持非天然アミノ酸を介して1以上のアレンドロ
ナート(Ale)部分へ抱合されている、請求項20に記載のrAAV。
【請求項２２】
　rAAVが、自己相補的AAV(scAAV)である、請求項13～21のいずれか一項に記載のrAAV。
【請求項２３】
　異種の骨標的化ペプチドを含む組換えアデノ随伴ウイルス(rAAV)カプシドタンパク質を
コードする単離された核酸であって、任意に異種の骨標的化ペプチドが、配列番号16、17
、57、58、59、60、61、62、または63で表されるアミノ酸配列を含む、前記単離された核
酸。
【請求項２４】
　1以上のアジド担持非天然アミノ酸を含む組換えAAVカプシドタンパク質であって、任意
にカプシドタンパク質が、1以上のアジド担持非天然アミノ酸を介して1以上のアレンドロ
ナート(Ale)部分へ抱合されている、前記組換えAAVカプシドタンパク質。
【請求項２５】
　導入遺伝子を骨組織へ送達するための方法であって、方法が、請求項1～10のいずれか
一項に記載の単離された核酸または請求項13～22のいずれか一項に記載のrAAVを対象へ投
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与することを含む、前記方法。
【請求項２６】
　低下した骨密度に関連する疾患または障害を処置するための方法であって、方法が、請
求項13～22のいずれか一項に記載のrAAVを、低下した骨密度に関連する疾患もしくは障害
を有するかまたはこれを有すると疑われる対象へ投与することを含み、
　ここで導入遺伝子が、骨形成促進剤をコードし、
　任意に、ここで骨形成促進剤が、骨芽細胞および/または破骨細胞の機能あるいは活性
を促進するタンパク質、破骨細胞の機能または活性を阻害するタンパク質、ならびに破骨
細胞の発現または活性を阻害する阻害性核酸からなる群から選択される、前記方法。
【請求項２７】
　骨形成促進剤が、副甲状腺ホルモン(PTH)、PTH関連タンパク質(PTHrP)、デグリカーゼD
J1、スクレロスチン(SOST)を標的にする阻害性核酸、Schnurri-3(SHN3)を標的にする阻害
性核酸、カテプシンK(CTSK)を標的にする阻害性核酸、およびNF-κβ活性化受容体(RANK)
を標的にする阻害性核酸からなる群から選択される、請求項26に記載の方法。
【請求項２８】
　低下した骨密度に関連する疾患または障害が、骨粗鬆症、危機的サイズの骨欠損、廃用
または傷害の結果生じる機械的障害、および乳がんまたは前立腺がんの転移などの続発性
障害、1型糖尿病、ループス、リウマチ性関節炎、炎症性腸疾患、甲状腺機能亢進症、セ
リアック病、喘息、多発性硬化症、および歯周炎である、請求項26または27に記載の方法
。
【請求項２９】
　変形して肥大した(例として、上昇した)骨の密度に関連する疾患または障害を処置する
ための方法であって、方法が、請求項13～22のいずれか一項に記載のrAAVを、上昇した骨
密度に関連する疾患または障害を有するかまたはこれを有すると疑われる対象へ投与する
ことを含み、
　ここで導入遺伝子が、骨形成阻害剤をコードしており、
　任意に、ここで骨形成阻害剤が、骨芽細胞および/または骨細胞の機能あるいは活性を
阻害するタンパク質、破骨細胞の機能または活性を促進するタンパク質、および骨芽細胞
の発現または活性を阻害する阻害性核酸からなる群から選択される、前記方法。
【請求項３０】
　骨形成阻害剤が、スクレロスチン(SOST)、schnurri-3(SHN3)、カテプシンK(CTSK)、副
甲状腺ホルモン(PTH)を標的にする阻害性核酸、PTH関連タンパク質(PTHrP)を標的にする
阻害性核酸、デグリカーゼDJ1を標的にする阻害性核酸、およびNF-κβ活性化受容体(RAN
K)を標的にする阻害性核酸からなる群から選択される、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】
　変形して肥大した(例として、上昇した)骨密度に関連する疾患または障害が、大理石骨
病、濃化異骨症、硬結性骨化症、先端巨大症、フッ素症、骨髄線維症、C型肝炎関連骨硬
化症、異所性骨化、ならびに骨肉腫および骨の転移性がんなどの骨のがんである、請求項
29または30に記載の方法。
【請求項３２】
　投与が、注射によって行われ、
　任意に、注射が、全身注射(例として、静脈内注射)および局所注射(例として、筋肉内(
IM)注射、膝注射、および大腿骨髄内注射)である、請求項25～31のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項３３】
　投与が、請求項13～22のいずれか一項に記載のrAAVを含む組織または移植片の対象中へ
の移植によって行われる、請求項26～31のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　投与が、骨芽細胞、骨細胞、破骨細胞、および軟骨細胞からなる群から選択される細胞
型の形質導入をもたらす、請求項25～33のいずれか一項に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、35 U.S.C.§119(e)の下、「骨障害を処置するための遺伝子治療法」と題す
る2018年3月23日出願の米国仮出願第62/647,595号、および「骨障害を処置するための遺
伝子治療法」と題する2019年2月1日出願の米国仮出願第62/799,843号の利益を主張するも
のである。
【背景技術】
【０００２】
背景
　骨代謝の欠陥は、骨量の病的な欠乏に関連する障害および骨量の病的な増加に関連する
障害を包含する様々な異なる骨障害を生じさせる。骨量への影響は全身にも局所にもあり
得る。例えば骨粗鬆症は、骨量の喪失によって特徴付けられる疾患であって、老化現象に
関連するフレイルおよび苦痛の主な原因である。50歳を超えた推計1千万の米国人が骨粗
鬆症を有し、骨粗鬆症に関する骨折は1年あたりおよそ1.5百万人に生じ、健康状態に重篤
な結果をもたらす。骨粗鬆症のための現行のほとんどの治療剤は破骨細胞(OCs)による骨
の再吸収を阻害し、この阻害は顎の非典型骨折および骨壊死を包含する無数の副作用を伴
う。断続的な副甲状腺ホルモン(PTH)は、骨芽細胞(OB)機能を促進する同化剤であって、
骨粗鬆症患者らの処置のために入手可能なものである。しかしながら、この剤は、PTH誘
発骨腫瘍への懸念のせいでその使用が限定されている。加えて、新しく開発された同化剤
、抗スクレロスチン抗体は、増強されたWntシグナリングを通してOB分化を促進する。し
かしながら、炎症性関節炎という状況下の抗スクレロスチン抗体は、TNF依存性炎症とい
う状況下では骨破壊を増大して脳卒中のリスクを上げることが観察された。同様に、カテ
プシンKの小分子インヒビター(例として、オダナカチブ)は、脳卒中の発生が上がったこ
とに起因してFDAの審査からもれた。
【発明の概要】
【０００３】
概要
　本開示の側面は、骨形成および/または代謝を調整する(例として増加または減少させる
)ための組成物および方法に関する。本開示は、骨代謝を調整する1以上の導入遺伝子をコ
ードする組換えアデノ随伴ウイルス(rAAVs)に、一部基づく。よって、いくつかの態様に
おいて、本開示によって記載されるrAAVsは、調節不全の骨代謝(例として、減少した骨密
度、上昇した骨密度等々)に関連する疾患または障害を処置するのに有用である。
【０００４】
　結果的に、いくつかの側面において、本開示は、第1のアデノ随伴ウイルス(AAV)逆方向
末端反復(ITR)またはそのバリアントを含む第1の領域；および、少なくとも1つの骨代謝
調整剤をコードする導入遺伝子を含む第2の領域をコードする単離された核酸を提供する
。
【０００５】
　いくつかの態様において、骨代謝調整剤は、骨形成促進剤である。いくつかの態様にお
いて、骨形成促進剤は、OBおよび/または骨細胞(osteocyte)(OCY)分化あるいは活性を促
進するタンパク質、OC分化または活性を阻害するタンパク質、ならびにOC分化または活性
を阻害する阻害性核酸からなる群から選択される。
【０００６】
　いくつかの態様において、骨代謝調整剤は、骨形成阻害剤である。いくつかの態様にお
いて、骨形成阻害剤は、OBおよび/またはOCY分化あるいは活性を阻害するタンパク質、OC
分化または活性を促進するタンパク質、ならびにOB発現または活性を阻害する阻害性核酸
からなる群から選択される。
【０００７】
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　いくつかの態様において、導入遺伝子は、副甲状腺ホルモン(PTH)、PTH関連タンパク質
(PTHrP)、デグリカーゼ(deglycase)DJ1、スクレロスチン(SOST)を標的にする阻害性核酸
、schnurri-3(SHN3)を標的にする阻害性核酸、およびカテプシンK(CTSK)を標的にする阻
害性核酸からなる群から選択される骨形成促進剤をコードする。
【０００８】
　いくつかの態様において、導入遺伝子は、スクレロスチン(SOST)、schnurri-3(SHN3)、
カテプシンK(CTSK)、副甲状腺ホルモン(PTH)を標的にする阻害性核酸、PTH関連タンパク
質(PTHrP)を標的にする阻害性核酸、およびデグリカーゼDJ1を標的にする阻害性核酸から
なる群から選択される骨形成阻害剤をコードする。
【０００９】
　いくつかの態様において、導入遺伝子は、dsRNA、siRNA、shRNA、miRNA、および人工mi
RNA(amiRNA)からなる群から選択される少なくとも1つの阻害性核酸をコードする。
　いくつかの態様において、阻害性核酸は、突然変異末端反復(mTR)として機能する。
【００１０】
　いくつかの態様において、導入遺伝子は、#配列番号1～15のいずれか1つで表される配
列を含む。いくつかの態様において、導入遺伝子は、配列番号1～15のいずれか1つで表さ
れる配列またはその相補体を標的にする(例として、これとハイブリダイズするかまたは
これへ結合する)。
【００１１】
　いくつかの態様において、本開示によって記載される単離された核酸は、導入遺伝子へ
作動可能に(operably)連結された少なくとも1のプロモーターをさらに含む。
　いくつかの態様において、本開示によって記載される単離された核酸は、第2のAAV ITR
またはそのバリアントを含む第3の領域をさらに含む。
【００１２】
　いくつかの側面において、本開示は、本開示によって記載されるとおりの単離された核
酸を含むベクターを提供する。いくつかの態様において、ベクターは、プラスミドである
。
　いくつかの側面において、本開示は、本開示によって記載されるとおりの単離された核
酸またはベクターを含む宿主細胞を提供する。いくつかの態様において、宿主細胞は、細
菌性細胞、酵母細胞、昆虫(例として、Sf9)細胞、または哺乳動物の細胞である。
【００１３】
　本開示は、骨の細胞(bone cells)、たとえばOBs、OCYs、OCs等々への増大した指向性に
よって特徴付けられるrAAVsに、一部基づく。いくつかの態様において、本開示によって
記載されるrAAVsは、異種の骨標的化ペプチドを含むか、または骨標的化成分へ抱合され
ている。
【００１４】
　結果的に、いくつかの側面において、本開示は、異種の骨標的化ペプチドを含む組換え
アデノ随伴ウイルス(rAAV)カプシドタンパク質をコードする単離された核酸を提供する。
いくつかの態様において、異種の骨標的化ペプチドは、OCsを標的にする(例として、OBs
と比べて、特異的にまたは優先的にOCsを標的にする)。いくつかの態様において、異種の
骨標的化ペプチドは、OBsを標的にする(例として、OCsと比べて、特異的にまたは優先的
にOBsを標的にする)。いくつかの態様において、異種の骨標的化ペプチドは、配列番号16
、17、57、58、59、60、61、62、および63で表されるアミノ酸配列を含む。
【００１５】
　いくつかの側面において、本開示は、1以上のアジド担持(-bearing)非天然アミノ酸を
含むrAAVカプシドタンパク質を提供する。いくつかの態様において、カプシドタンパク質
は、1以上のアジド担持非天然アミノ酸を介して1以上のアレンドロナート(Ale)部分へ抱
合されている。
　いくつかの側面において、本開示は、カプシドタンパク質；および本開示によって記載
されるとおりの単離された核酸を含む組換えアデノ随伴ウイルス(rAAV)を提供する。
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【００１６】
　いくつかの態様において、カプシドタンパク質は、AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AA
V6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAV9、AAV.rh8、AAV.rh10、AAV.rh39、AAV.43、AAV2/2-66、AA
V2/2-84、およびAAV2/2-125から選択される血清型、または上記配列番号18～34いずれか
のバリアントに属する。
【００１７】
　いくつかの態様において、カプシドタンパク質は、OBsおよび/またはOCYsを形質導入す
る。いくつかの態様において、カプシドタンパク質(例として、OBsおよび/またはOCYsを
形質導入するカプシドタンパク質)は、AAV4、AAV1、AAV6、AAV6.2、およびAAV9から選択
される血清型、または上記いずれかのバリアントに属する。
【００１８】
　いくつかの態様において、カプシドタンパク質は、OCsを形質導入する。いくつかの態
様において、カプシドタンパク質(例として、OCsを形質導入するカプシドタンパク質)は
、AAV1、AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV.rh39、およびAAV.rh43か
ら選択される血清型、または上記いずれかのバリアントに属する。
【００１９】
　いくつかの態様において、カプシドタンパク質は、異種の骨標的化ペプチド、例えば、
配列番号16、17、57、58、59、60、61、62、および63で表されるアミノ酸配列を含む異種
の骨標的化ペプチドを含む。いくつかの態様において、異種の骨標的化ペプチドは、OCs
を標的にする(例として、OBsと比べて、特異的にまたは優先的にOCsを標的にする)。いく
つかの態様において、異種の骨標的化ペプチドは、OBsを標的にする(例として、OCsと比
べて、特異的にまたは優先的にOBsを標的にする)。
【００２０】
　いくつかの態様において、異種の骨標的化ペプチドをコードする核酸配列は、カプシド
タンパク質のVP2オープンリーディングフレーム中へ挿入されている。いくつかの態様に
おいて、核酸配列は、AAV2カプシドタンパク質をコードする核酸配列のN587とR588とに対
応するコドン間またはN末端に挿入されている。いくつかの態様において、核酸配列は、A
AV9カプシドタンパク質をコードする核酸配列のQ588とA589とに対応するコドン間またはN
末端に挿入されている。
【００２１】
　いくつかの態様において、カプシドタンパク質は、1以上のアジド担持非天然アミノ酸
を有するアミノ酸配列によってコードされている。いくつかの態様において、カプシドタ
ンパク質は、1以上のアジド担持非天然アミノ酸を介して1以上のアレンドロナート(Ale)
部分へ抱合されている。
【００２２】
　いくつかの態様において、rAAVは、自己相補的AAV(scAAV)である。
　いくつかの側面において、本開示は、導入遺伝子を骨組織へ送達するための方法を提供
し、方法は、本開示によって記載されるとおりの単離された核酸、組成物、またはrAAVを
対象へ投与することを含む。
【００２３】
　いくつかの側面において、本開示は、低下した骨密度に関連する疾患または障害を処置
するための方法を提供し、方法が、本明細書に記載のとおりの低下した骨密度に関連する
疾患もしくは障害を有するかまたはこれを有すると疑われるを対象へ投与することを含み
、ここでrAAVの導入遺伝子は骨形成促進剤をコードしている。いくつかの態様において、
骨形成促進剤は、OBおよび/またはOCY分化あるいは活性を促進するタンパク質、OC分化ま
たは活性を阻害するタンパク質、ならびにOC分化または活性を阻害する阻害性核酸からな
る群から選択される。
【００２４】
　いくつかの態様において、骨形成促進剤は、副甲状腺ホルモン(PTH)、PTH関連タンパク
質(PTHrP)、デグリカーゼDJ1、スクレロスチン(SOST)を標的にする阻害性核酸、Schnurri
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-3(SHN3)を標的にする阻害性核酸、およびカテプシンK(CTSK)を標的にする阻害性核酸か
らなる群から選択される。
【００２５】
　いくつかの態様において、低下した骨密度に関連する疾患または障害は、骨粗鬆症、危
機的サイズの(critical sized-)骨欠損、廃用または傷害の結果生じる機械的障害、およ
び乳がんまたは前立腺がんの転移などの続発性障害、1型糖尿病、ループス、リウマチ性
関節炎、炎症性腸疾患、甲状腺機能亢進症、セリアック病、喘息、歯周炎、および多発性
硬化症からなる群から選択される。
【００２６】
　いくつかの側面において、本開示は、上昇した骨密度に関連する疾患または障害、例え
ば、大理石骨病、骨肉腫、および異所性骨化からなる群から選択される疾患を処置するた
めの方法を提供し、方法が、本明細書に記載のとおりのrAAVを、上昇した骨密度に関連す
る疾患または障害を有するかまたはこれを有すると疑われる対象へ投与することを含み、
ここでrAAVの導入遺伝子は骨形成阻害剤をコードしている。いくつかの態様において、骨
形成阻害剤は、OBおよび/またはOCY分化あるいは活性を阻害するタンパク質、OC分化また
は活性を促進するタンパク質、ならびにOC分化または活性を阻害する阻害性核酸からなる
群から選択される。
【００２７】
　いくつかの態様において、骨形成阻害剤は、スクレロスチン(SOST)、schnurri-3(SHN3)
、カテプシンK(CTSK)、副甲状腺ホルモン(PTH)を標的にする阻害性核酸、PTH関連タンパ
ク質(PTHrP)を標的にする阻害性核酸、およびデグリカーゼDJ1を標的にする阻害性核酸か
らなる群から選択される。
【００２８】
　いくつかの態様において、低下した骨密度に関連する疾患または障害は、大理石骨病、
濃化異骨症、硬結性骨化症、先端巨大症、フッ素症、骨髄線維症、C型肝炎関連骨硬化症
、および骨肉腫および骨の転移性がんなどの骨のがんからなる群から選択される。
【００２９】
　本開示によって記載される方法のいくつかの態様において、投与は、注射によって行わ
れる。いくつかの態様において、注射は、全身注射(例として、尾静脈注射)、局所注射(
例として、筋肉内(IM)注射、膝注射、または大腿骨髄内注射)である。
【００３０】
　いくつかの態様において、投与は、本開示によって記載されるとおりのrAAVを含む組織
または移植片(graft)の対象中への移植(implantation)によって行われる。
　いくつかの態様において、投与は、OB、OCY、OC、および軟骨細胞からなる群から選択
される細胞型の形質導入をもたらす。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
図面の簡単な記載
【図１】図1は、マウス初代OB前駆体をin vitroで形質導入するscAAV血清型の同定を示す
。マウスOB前駆体は出生から3～5日後での新生仔の頭蓋冠から単離され、増幅のため成長
培地において培養された。細胞は、GFPタンパク質をコードする14の異なるscAAV血清型と
ともに2日間インキュベートされ、それらの形質導入効率は、落射蛍光顕微鏡法を使用しG
FP発現によって分析された。
【００３２】
【図２】図2は、マウスATDC5軟骨細胞株をin vitroで形質導入するscAAV血清型の同定を
示す。マウス軟骨細胞前駆細胞株ATDC5は、GFPタンパク質をコードする14の異なるscAAV
血清型とともに2日間インキュベートされ、それらの形質導入効率は、落射蛍光顕微鏡法
を使用しGFP発現によって分析された。
【００３３】
【図３】図3は、マウス初代OCsをin vitroで形質導入し得るscAAV血清型の同定を示す。
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骨髄由来単球(BM-MOs)は、2月齢マウス(C57BL/6J)の長骨から単離され、マウスmM-CSF(40
ng/ml)の添加によって増幅された。BM-MOsは、マウスM-CSF(40ng/ml)およびマウスRankリ
ガンド(10ng/ml)の存在下、GFPタンパク質をコードする15の異なるscAAV血清型とともに6
日間インキュベートされ、それらの形質導入効率は、落射蛍光顕微鏡法を使用しGFP発現
によって分析された。
【００３４】
【図４】図4は、マウスRaw264.7 OC株をin vitroで形質導入し得るscAAV血清型の同定を
示す。マウスRankリガンド(5ng/ml)での処置から2日後、Raw264.7細胞は、マウスRankリ
ガンド(5ng/ml)の存在下、GFPタンパク質をコードする17の異なるscAAV血清型ととも6日
間インキュベートされた。それらの形質導入効率は、落射蛍光顕微鏡法を使用しGFP発現
によって分析された。
【００３５】
【図５】図5は、マウスにおける、GFPを発現するAAV形質導入組織の光学画像を示す。PBS
または1012～1013/mlゲノムコピーのGFPをコードするscAAV血清型(scAAV4、5、6.2、およ
び9)の単回用量が2月齢マウス(C57BL/6J)の両膝関節中へ注射され、4週間後にマウスは安
楽死させられ、膝関節中のGFP発現がIVIS-100光学結像系(全身、上)によって監視された
。右後肢が解剖されて筋肉が除去された後GFP発現がIVIS-100光学結像系によって監視さ
れた(後肢、下)。
【００３６】
【図６】図6A～6Bは、関節軟骨中の軟骨細胞および/または骨表面上のOBsおよび/またはO
Csを形質導入し得るscAAV血清型の同定を示す。1012～1013/mlゲノムコピーのGFPをコー
ドするscAAV血清型(scAAV4、5、6.2、および9)の単回用量が2月齢マウス(C57BL/6J)の両
膝関節中へ注射され、4週間後に組織学のため膝関節(図6A)および大腿骨(図6B)の凍結切
片が作製された(frozen-sectioned)。AC：関節軟骨、CB：皮質骨、BM：骨髄、バー：50μ
m。
【００３７】
【図７】図7は、リポソームが、マウスにおけるscAAV9形質導入の骨細胞への選択性を、
筋肉へのその感染力を低下させることによって増強し得ることを示す。1012～1013/mlゲ
ノムコピーのGFPをコードするscAAV9血清型がPBSまたはX-tremeGENE(リポソーム、Roche)
と1：1比率にて混合された。インキュベーションから1時間後、混合物の単回用量が2月齢
マウス(C57BL/6J)の膝関節中へ注射された。1週間後にマウスは安楽死させられ、膝関節
中のGFP発現がIVIS-100光学結像系によって監視された(左)。組織学のため大腿骨の凍結
切片が作製された(右)。CB：皮質骨、M：筋肉。
【００３８】
【図８】図8は、GFPをコードするscAAV9血清型がマウス骨表面上のOBs、およびOCs、およ
びOCYsを形質導入し得ることを示す。1012～1013/mlゲノムコピーのGFPをコードするscAA
V9血清型がPBSまたはX-tremeGENE(リポソーム)と1：1比率にて混合された。インキュベー
ションから後1時間、混合物の単回用量が2月齢マウス(C57BL/6J)の膝関節中へ注射された
。1012～1013/mlゲノムコピーのGFPをコードするscAAV9血清型の1単回用量が2月齢マウス
(C57BL/6J)の膝関節中へ注射され、4週間後に組織学のため大腿骨の凍結切片が作製され
、GFP発現が共焦点顕微鏡によって見られた。高倍率の(High-powered)写真は、GFPをコー
ドするscAAV9血清型とX-tremeGENEとの混合物で処置された大腿骨における、scAAV9が形
質導入されたOBs、OCs、およびOCYsを示す(下)。位相差顕微鏡によって見られたGFP発現
が皮質骨中で観察された(左)。GP：成長板、TB：骨梁、CB：皮質骨、BM：骨髄；バー：50
μm。
【００３９】
【図９】図9は、骨集積(bone-seeking)AAVベクターの開発を示す。(A)骨標的化ペプチド
、DSS((AspSerSer)6もしくはHABP)、または(CγEPRRγEVAγELγEPRRγEVAγEL)が、遺伝
子操作を介してVP2カプシドタンパク質中へ挿入される。(B)WT AAVベクターがアジド担持
アミノ酸で部位特異的に標識され、次いで骨集積分子(ADIBO-Ale)と付着された。
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【００４０】
【図１０】図10は、骨標的化ペプチド(ボックス；(AspSerSer)6、DSS)をもつVP2カプシド
タンパク質を描く図表を示す。DSSは、遺伝子操作を介してVP2カプシドタンパク質のQ588
とA589との間の中へまたはN末端に挿入される。
【００４１】
【図１１Ａ－Ｂ】図11A～11Cは、OBsにおけるDSS-scAAV9sのin vitroでの特徴付けを示す
。マウスOB前駆体は、scAAV9-WT(WT)または2つのDSS-scAAV9s(DSS-588、DSS-Nter)ととも
に2日間インキュベートされた。それらの形質導入効率が、抗GFPでのウェスタンブロッテ
ィング(図11A)および落射蛍光(図11B、左)を使用しGFP発現によって分析された。Hsp90が
ロード対照(loading control)として使用された。代替的に、形質導入されたOBsはOB分化
条件下6日間培養され、OB分化がアルカリホスファターゼ(ALK)染色によって(図11B、右)
、およびOB遺伝子発現がRT-PCRによって査定された(Hprtに対して正規化された、図11C)
。
【図１１Ｃ】代替的に、形質導入されたOBsはOB分化条件下6日間培養され、OB分化がアル
カリホスファターゼ(ALK)染色によって(図11B、右)、およびOB遺伝子発現がRT-PCRによっ
て査定された(Hprtに対して正規化された、図11C)。N.S.：有意ではない。
【００４２】
【図１２Ａ】図12A～12Cは、OCsにおけるDSS-scAAV9sのin vitroでの特徴付けを示す。マ
ウスRankリガンド(5ng/ml)での処置から2日後、Raw264.7はscAAV9-WT(WT)または2つのDSS
-scAAV9s(DSS-588、DSS-Nter)で処置された。形質導入から2日後、それらの形質導入効率
が抗GFP抗体でのウェスタンブロッティング(図12A)を使用し、落射蛍光を使用し(図12B、
左)GFP発現によって分析された。
【図１２Ｂ－Ｃ】形質導入されたOCsがRankリガンドの存在下で培養され、3日後にOC分化
がTRAP染色(図12B、右)によって、OC遺伝子発現がRT-PCR(Hprtに対して正規化された、図
12C)によって査定された。N.S：有意ではない。
【００４３】
【図１３】図13は、DSS-scAAV9(Nter)がマウス骨表面上のOBs、OCs、およびOCYsを形質導
入し得ることを示す。1011～1012/mlゲノムコピーのGFPをコードするscAAV9-WT(WT)また
は2つのDSS-scAAV9s(DSS-588、DSS-Nter)がX-tremeGENE(リポソーム)と1：1比率にて混合
された。インキュベーションから1時間後、混合物の単回用量が2月齢マウス(C57BL/6J)の
膝関節中へ注射された。1週後に組織学のため大腿骨の凍結切片が作製され、GFP発現が共
焦点顕微鏡によって見られた。高倍率の写真は、GFPをコードするscAAV9血清型とX-treme
GENEとの混合物で処置された大腿骨における、scAAV9が形質導入されたOBs、OCs、および
OCYsを示す(下)。GP：成長板、CB：皮質骨、BM：骨髄；GFP：緑色、DAPI：青色。
【００４４】
【図１４】図14は、成熟OBsにおけるSHN3の一過的な欠失が成体マウス骨量を増加させる
ことを示す。1月齢メスShn3-fl/fl(WT)またはShn3-fl/fl;OCN/ERT-cre(CKO)マウスがタモ
キシフェン(50mg/kg)で5日間処置され、6週間後に骨量がマイクロCT分析によって測定さ
れた。骨梁の3D再構成体(左)が表示され、定量パラメータが右パネル：骨体積/総体積(BV
/TV)に表示される。**：P、0.005。
【００４５】
【図１５】図15は、SHN3欠失がマウスのエストロゲン欠乏症誘発骨喪失を防止することを
示す。3月齢メスマウスは卵巣摘出(OVX)手術を受けたか、または偽手術(偽)を受け、2月
後に手術骨量がマイクロCT分析によって測定された。骨梁の(左上)および中央骨幹皮質骨
の(左下)3D再構成体が表示される。定量パラメータは右パネル：骨体積/総体積(BV/TV)に
表示される。**：P、0.005、N.S.：有意ではない。
【００４６】
【図１６Ａ－Ｂ】図16A～16Dは、OBsにおけるscAAV9-mSHN3iのin vitroでの特徴付けを示
す。マウス初代頭蓋冠OBsがscAAV9をコードする-対照ベクター(対照)または2つのマウス-
SHN3 shRNAsi(Sh-SHN3-1、-2)で処置された。形質導入から3日後、それらの形質導入効率
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(図13A)およびノックダウン効率(図13B)が夫々、落射蛍光を使用するGFP発現にって、お
よびRT-PCRを使用するSHN3 mRNAレベルによって分析された。
【図１６Ｃ－Ｄ】(図13Cおよび13D)形質導入されたOBsがOB分化条件下で培養され、RT-PC
Rおよびアリザリンレッド染色が培養第6日および15日に実施された。*：P、0.05、**：P
、0.005。
【００４７】
【図１７】図17A～17Bは、scAAV9-mSHN3iのin vivoでの特徴付けを示す。1012～1013/ml
ゲノムコピーのGFPをコードするscAAV9(対照、Sh-SHN3-1)がX-tremeGENE(リポソーム)と1
：1比率にて混合された。インキュベーションから1時間後、混合物の単回用量が2月齢マ
ウス(C57BL/6J)の膝関節中へ注射された。1週後に組織学のため大腿骨の凍結切片が作製
され、GFP発現が共焦点顕微鏡によって見られた。高倍率の写真は大腿骨においてGFPを発
現するOBsおよびOCYsを示し、このことは対照-scAAV9ベクターと同様、Sh-SHN3-1 scAAV9
ベクターが骨中のOBsおよびOCYsを形質導入し得ることを実証する(図17A)。大腿骨が機械
的消化および酵素消化(タイプ2コラゲナーゼおよびディスパーゼ)で処理されてBMSCsが解
離した。GFPを発現する細胞がさらにFACSソート(sorting)を使用しBMSCsから単離されて
、SHN3 mRNAレベルを測定するRT-PCR分析のために使用された(図17B)。CB：皮質骨、BM：
骨髄、TB：骨梁。
【００４８】
【図１８Ａ－Ｂ】図18A～18Dは、OCsにおけるscAAV9-mCTSKiのin vitroでの特徴付けを示
す。マウスRankリガンド(5ng/ml)での処置から2日後、Raw264.7がscAAV9-対照(対照)また
は2つのscAAV9-mCTSKi(Sh-CTSK-1、-2)で処置された。形質導入から2日後、それらの形質
導入効率(図18A)およびノックダウン効率(図18B)が夫々、落射蛍光を使用するGFP発現に
よって、およびRT-PCRを使用するCTSK mRNAレベルによって分析された。
【図１８Ｃ－Ｄ】図18C～18Dは、形質導入されたOBsがRankリガンドの存在下で培養され
、3日後にOC分化がTRAP活性(図18C、上)および染色(図18C、下)によって、およびOC遺伝
子発現がRT-PCR(Hprtに対して正規化された、図18D)によって査定されたことを示す。*：
P、0.05、**：P、0.005。
【００４９】
【図１９】図19A～19Bは、scAAV9-mCTSKiのin vivoでの特徴付けを示す。1012～1013/ml 
ゲノムコピーのGFPをコードするscAAV9(対照、Sh-CTSK-1)がX-tremeGENE(リポソーム)と1
：1比率にて混合された。インキュベーションから1時間後、混合物の単回用量が2月齢マ
ウス(C57BL/6J)の膝関節中へ注射された。1週間後に組織学のため大腿骨の凍結切片が作
製され、GFP発現が共焦点顕微鏡によって見られた。高倍率の写真は大腿骨においてscAAV
9が形質導入されたOBsおよびOCsを示す(図19A)。凍結切片が作製された大腿骨が抗CTSK抗
体で染色されて、GFPを発現するOCsにおけるCTSK発現を査定した。IgG抗体が陰性対照と
して使用された。高倍率の写真はscAAV9-mCTSKiで形質導入されたGFPを発現するOCsにお
けるCTSKの低下した発現を示す(図19B)。GP：成長板、CB：皮質骨、BM：骨髄、TB：骨梁
；GFP：緑色、DAPI：青色、CTSK：赤色。
【００５０】
【図２０】図20は、骨標的化scAAV9媒介遺伝子サイレンシングのストラテジーを示す。OB
遺伝子(SHN3i、SOSTi)またはOC遺伝子(CTSKi)に特異的なShRNAsが、BT-scAAV9血清型(DSS
またはHABP-scAAV9、Ale-scAAV9)中へクローニングされる。これらのscAAV9血清型が局所
送達のためマウスの髄内大腿骨中へ注射される。OBsもしくは骨細胞におけるSHN3またはS
OSTの発現をサイレンシングするために、あるいは骨表面上のOCsにおけるCTSK発現をサイ
レンシングするために、これらが全身送達のためマウス中へIPまたはIV注射される。
【００５１】
【図２１】図21は、全身産生のためのAAV媒介遺伝子添加を示す。ヒトPTH(1～84aa)、ヒ
トPTHrP(1～140aa)、またはマウスDJ-1 cDNAがscAAV9ベクター中へクローニングされ、こ
れらが全身発現のためマウス筋肉内に注射される。
【００５２】
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【図２２Ａ－Ｂ】図22A～22Gは、骨細胞をin vitroおよびin vivoで形質導入するscAAVベ
クターを示す。図22Aおよび22Bは、頭蓋冠骨芽細胞(COB)、骨髄由来破骨細胞前駆体(BM-O
CP)、または軟骨形成細胞(ATDC5)が、同じCB-Egfp導入遺伝子とともにパッケージングさ
れたPBSまたは14の異なるAAVカプシドで処置されたことを示す。2日後にEGFP発現が抗GFP
抗体での免疫ブロッティングによって査定された。抗Hsp90抗体がロード対照として使用
された。EGFPタンパク質の免疫ブロット定量化が、Image Jソフトウェアによって内在性H
sp90タンパク質レベルのパーセンテージとして測定された。
【図２２Ｃ－Ｇ】図22Cは、1×1011ゲノムコピーのscAAVの単回用量が2月齢オスマウス膝
関節中へ関節内(i.a.)注射され、後肢のEGFP発現がIVIS-100光学結像によって監視された
ことを示す。図22Dは、大腿骨の低温切片が作製され(cryo-sectioned)、EGFP発現が蛍光
顕微鏡法によって査定されたことを示す。図22Eおよび22Fは、EGFP発現骨芽細胞(OB)、骨
細胞(OCY)および成熟破骨細胞(OC)の高倍率画像を示す。図22Gにおいて、低温切片が作製
された大腿骨もまた、抗BgIap抗体で免疫染色されて成熟破骨細胞が同定された。TB、骨
梁；BM、骨髄；GP、成長板；CB、皮質骨。スケールバー：500μm(図22D)；100μm(図22E)
；75μm(左)および25μm(中央、右)(図22F)；および25μm(図22G)。
【００５３】
【図２３Ａ－Ｄ】図23A～23Kは、骨芽細胞におけるShn3の誘導欠失が成体マウスにおいて
骨発生(bone accrual)を増大させることを示す。図23A～23Dにおいて、4×1011ゲノムコ
ピーのscAAV9-Egfpの単回用量が2月齢オスマウス中へ静脈内(i.v.)注射された。図23Aは
、注射から2週間してIVIS-100光学結像によって監視された個々の組織におけるEGFP発現
を示す。y軸、放射効率(p/sec/cm2/sr/μW/cm2)。図23Bおよび23Cは、低温切片が作製さ
れた心臓および肝臓(23B)および大腿骨(23C、右に高倍率)におけるEGFP発現を示す。図23
Dは、抗EGFP抗体での組織溶解物の免疫ブロットである。
【図２３Ｅ－Ｈ】図23E～23Gにおいて、2月齢メスOcn-Ert;RosamT/mGおよびShn3Ocn-Ert;
RosamT/mGマウスが100mg/kg タモキシフェンで5日連続して処置された。図23Eにおいて、
2月後に大腿骨の低温切片が作製されて、EGFPを発現する骨芽細胞が同定された。図23Fお
よび23Gは、マイクロCT(図23F)および相対的な定量化(図23G)によって査定された代表的
な大腿骨骨梁量の3D構築体を示す。骨梁体積/総体積(Tb.BV/TV)、骨梁幅(trabecular thi
ckness)(Tb.Th)、立方ミリメートルあたりの骨梁数(trabecular number)(Tb.N)、および
骨梁間隔(trabecular space)(Tb.Sp)(n=6/群)。図23H～23Kにおいて、4×1011ゲノムコピ
ーのscAAV9-EgfpまたはscAAV9-Creの単回用量が3月齢オスShn3fl/fl;RosamTmGマウス中へ
i.v.注射された。図23Hは、処置から2月後にHprt発現に対して正規化された、脛骨RNA中
のCreおよびShn3 mRNAレベルを示す。
【図２３Ｉ－Ｋ】図23Iは、EGFPを発現する細胞を同定するための、低温切片が作製され
た大腿骨に対する蛍光顕微鏡法を示し(図23I)、大腿骨の骨梁量がマイクロCTによって査
定された。図23Jは代表的な3D再構成体を示し、図23Kは相対的な定量化を示す。骨梁量(T
rabecular bone volume)/総体積(Tb.BV/TV)、骨梁幅(Tb.Th)、立方ミリメートルあたりの
骨梁数(Tb.N)、および連続密度(consecutive density)(Conn.Dn)(n=6/群)。スケールバー
：50μm(23B)；500μm(左)、75μm(右)(23C)；25μm(23E)；1mm(23Fおよび23J)；250μm(
23I)。値は平均±標準偏差を表す：*、P＜0.05；**、P＜0.01；および***、P＜0.001、独
立(unpaired)両側(2tailed)スチューデントt検定による(23G、23H、および23K)。
【００５４】
【図２４Ａ－Ｂ】図24A～24Kは、組織的に(systematically)送達されたAAV9によるSHN3の
サイレンシングが骨形成を促進することを示す。図24Aは、CMVエンハンサー/ニワトリβ-
アクチンプロモーター(CB)、amiR-ctrlまたはamiR-shn3、Egfpレポーター遺伝子(EGFP)、
β-グロビンポリA配列(PA)、および逆方向末端反復(ITR)を含有するscAAV9構築物の図表
を示す。図24B～24Dにおいて、amiR-ctrlまたはamiR-shn3をコードするscAAV9の2月齢オ
スマウスの膝関節中への関節内(i.a.)注射から2週間後、EGFP発現が、低温切片が作製さ
れた大腿骨のIVIS 100光学結像(図24B)および蛍光顕微鏡法(図24C)によって査定された。
【図２４Ｃ－Ｄ】図24B～24Dにおいて、amiR-ctrlまたはamiR-shn3をコードするscAAV9の
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2月齢オスマウスの膝関節中への関節内(i.a.)注射から2週間後、EGFP発現が、低温切片が
作製された大腿骨のIVIS 100光学結像(図24B)および蛍光顕微鏡法(図24C)によって査定さ
れた。図24Dにおいて、EGFPタンパク質(上)およびhprtに対して正規化されたshn3 mRNAs(
下)のレベルが、大腿骨から蛍光活性セルソート(FACS)でソートされたEGFPを発現する細
胞において査定された。
【図２４Ｅ－Ｈ】図24E～24Fにおいて、amiR-ctrlまたはamiR-shn3を持つscAAV9の2月齢
メスマウスの膝関節中へのi.a.注射から2月後、大腿骨の骨梁量がマイクロCTによって査
定された。代表的な3D再構成体(図24E)および相対的な定量化(図24F)が表示される(n=6/
群)。図24G～24Kにおいて、amiR-ctrlまたはamiR-shn3をコードする4×1011ゲノムコピー
のAAV9の単回用量が3月齢メスマウス中へi.v.注射された。2月後にshn3 mRNAレベルが脛
骨RNAにおいて測定されhprtに対して正規化された(図24G、n=8/群)。大腿骨の骨梁量がマ
イクロCTによって測定された。代表的な3D再構成体(図24H)および相対的な定量化(図24I)
が表示される(n=8/群)。
【図２４Ｉ－Ｋ】代表的な3D再構成体(図24H)および相対的な定量化(図24I)が表示される
(n=8/群)。代表的なカルセイン/アリザリンレッド標識化(図24J)ならびにBFR/BS、MAR、
およびOb.S/BSの相対的な組織形態計測的定量化が表示される(図24K)。矢印はカルセイン
とアリザリンレッドとの標識化間の距離を指し示す。BFR/BS、骨形成速度/骨表面；MAR、
骨石灰化添加速度(mineral apposition rate)；Ob.S/BS、骨芽細胞表面/骨表面。GP、成
長板；BM、骨髄；TB、骨梁。スケールバー：250μm、(図24C)；1mm(図24Eおよび24H)；50
μm(図24J)。値は平均±SDを表す：**、P＜0.01；***、P＜0.001；および****、P＜0.000
1、独立両側スチューデントt検定による(図24F、24G、24I、および24K)。
【００５５】
【図２５Ａ－Ｅ】図25A～25Jは、全身的に送達されたAAV9によるShn3のサイレンシングが
閉経後骨粗鬆症のマウスモデルにおける骨喪失を防止することを示す。図25A～25Bは、偽
手術またはOVX手術が3月齢メスShn3+/+およびShn3-/-マウスに実施されたこと、2月後に
大腿骨の骨梁量がマイクロCTによって査定されたことを示す。代表的な大腿骨の画像(図2
5A)および相対的なBV/TV(図25B)が表示される(n=6/群)。図25Cは当該研究および処置方法
の図表を示す。偽手術またはOVX手術が3月齢メスマウスに実施され、6週後にamiR-ctrlま
たはamiR-shn3を持つ4×1011ゲノムコピーのscAAV9の単回用量がi.v.注射された。注射か
ら7週後、大腿骨の低温切片が作製されてEGFPを発現する細胞が同定された(図25D)。脛骨
中のshn3 mRNAレベルがhprtに対して正規化された後に表示される(n=8～12/群)(図25E)。
【図２５Ｆ－Ｉ】大腿骨の骨梁量がマイクロCTによって査定された。代表的な3D再構成体
(図25F)および相対的な定量化(図25G)が表示される(n=7～8/群)。カルセイン/アリザリン
レッド標識化の代表的な画像(図25H)ならびにBFR/BSおよびMARの相対的な組織形態計測的
定量化(図25I)。矢印はカルセインとアリザリンレッドとの標識化間の距離を指し示す。
【図２５Ｊ】曲げ剛性、曲げモーメント、見掛けの曲げ弾性率、および見掛けの曲げ応力
を包含する、大腿骨の生体力学特性が定量された(n=5～9/群)(図25J)。スケールバー：1m
m、(25Aおよび25F)；250μm、(図25D)；および50μm、(図25H)。値は平均±SDを表す：N.
S.、有意ではない；*、P＜0.05；**、P＜0.01；***、P＜0.001；および****、P＜0.0001
、独立両側スチューデントt検定による(図25B)、ならびに一元配置(one-way)ANOVA検定(
図25E、25G、25I、および25J)。
【００５６】
【図２６Ａ－Ｂ】図26A～26M：骨ホーミング(bone-homing)AAV9.DSS-Nterカプシドは、Sh
n3のサイレンシングを媒介することで閉経後骨粗鬆症のマウスモデルにおける骨喪失を防
止する。図26Aは、論理的に設計された骨特異的AAVカプシドのための構築物の図表である
。骨標的化ペプチドモチーフ(DSS、赤色)が、Q588とA589との間のAAV9カプシド(DSS-588)
中へ、またはAAV9-VP2のN末端にて(DSS-Nter)挿入された。cap：カプシドタンパク質。図
26Bおよび26Cは、異なる濃度のscAAV9、scAAV9.DSS-587、またはscAAV9.DSS-Nterでの感
染から2日後、COBsが骨原性条件下6日間培養されたことを示す。
【図２６Ｃ－Ｄ】EGFP発現が抗EGFP抗体での免疫ブロッティング(図26B)または蛍光顕微
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鏡法(図26C)によって査定された。ALP活性がファスト青染色によって査定された(図26C)
。図26D～26Hは、4×1011ゲノムコピーのscAAV9またはscAAV9.DSS-Nterの単回用量が2月
齢オスマウス中へi.v.注射されたことを示す。個々の組織におけるEGFP発現が、注射から
2週間してIVIS-100光学結像によって監視された(図26D)。
【図２６Ｅ－Ｈ】免疫ブロッティングは、組織溶解物中のEGFP発現(図26E)およびImage J
ソフトウェアによる相対的な定量化(図26F、n=3/群)を示す。蛍光顕微鏡法が、低温切片
が作製された大腿骨に実施されてEGFPを発現する細胞が同定され(図26G)、大腿骨の骨表
面あたりのEGFPを発現する細胞数がImage Jソフトウェアによって定量化された(図26H、n
=5/群)。
【図２６Ｉ－Ｌ】(図26I～26M)は、偽手術またはOVX手術が3月齢女性メスマウスに実施さ
れたことを示す。6週後に、amiR-ctrlまたはamiR-shn3を持つ4×1011ゲノムコピーのscAA
V9.DSS-Nterの単回用量がi.v.注射された。注射から7週後、脛骨中のshn3 mRNAレベルが
査定された(図26I、n=10/群)。大腿骨および腰椎の骨梁量がマイクロCTによって査定され
た。
【図２６Ｍ】定量化(図26Jおよび26M)および代表的な3D再構成体(図26Kおよび26L)が表示
される(n=6～8/群)。GP、成長板；BM、骨髄；TB、骨梁。スケールバー：100μm、(図26C
および26G)；1mm、(図26Kおよび26L)。値は平均±SDを表す：N.S.、有意ではない；*、P
＜0.05；**、P＜0.01；***、P＜0.001；および****、P＜0.0001、独立両側スチューデン
トt検定による(図26Fおよび26H)、ならびに一元配置ANOVA検定(図26I、26J、および26M)
。
【００５７】
【図２７】図27A～27Cは、骨芽細胞、破骨細胞、および軟骨細胞をin vitroで形質導入す
るscAAV血清型の同定を示す。頭蓋冠骨芽細胞(COBs、図27A)、骨髄由来破骨細胞前駆体(B
M-OCP、図27B)、または軟骨形成細胞株(ATDC5、図27C)がPBSまたは14の異なるAAV血清型
で処置された。2日後にEGFP発現が蛍光顕微鏡法によって監視された。スケールバー：100
μm。
【００５８】
【図２８】図28A～28Bは、骨および軟骨を形質導入するscAAV血清型の同定を示す。PBSま
たは1×1011ゲノムコピーのscAAV9-EGFPの単回用量が2月齢オスマウスの膝関節中へ関節
内(i.a.)注射された。膝関節(図28A)および大腿骨(図28B)の低温切片が作製されたことで
、EGFPを発現する細胞が同定された。DAPIが核を染色するために使用された。AC、関節軟
骨；M、筋肉；CB、皮質骨；BM、骨髄。スケールバー：100μm、パネル(図28A；250μm、
図28B)。
【００５９】
【図２９Ａ】図29A～29Dは、マウスにおいて組織的に送達されるscAAV9の組織分布を示す
。図29Aおよび29Bは、PBSまたは4×1011 ゲノムコピーのscAAV9-EGFPの単回用量が2月齢
オスマウス中へ静脈内(i.v.)注射され、EGFP発現が注射から2週間してIVIS-100光学結像
によって監視されたことを示す。
【図２９Ｂ－Ｄ】全身のEGFP発現(図29A)および図28Aに示される解剖された組織のEGFP発
現の定量化が表示される(図29B)。PBS注射が陰性対照として使用された。図29Cおよび29D
は、PBS-またはrAAV9-EGFP-注射マウスから解剖された組織の低温切片が作製されたこと
で、EGFPを発現する細胞の位置が特定された(locate)ことを示す。スケールバー：100μm
、図29C；500μm、図29D。
【００６０】
【図３０】図30は、大腿骨において組織的に送達されるscAAV9の分布を示す。4×1011ゲ
ノムコピーのscAAV-EGFPの単回用量が2月齢オスマウス中へi.v.注射され、EGFP発現が注
射から2週間して、低温切片が作製された大腿骨において査定された。L、靱帯；GP、成長
板；AC、関節軟骨；BM、骨髄；CB、皮質骨；P、膝蓋骨；M、筋肉。スケールバー：100μm
。
【００６１】
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【図３１Ａ－Ｂ】図31A～31Eは、Shn3fl/fl骨芽細胞におけるscAAV9-Creのin vitroでの
特徴付けを示す。図31Aは、CMVエンハンサー/ニワトリβ-アクチンプロモーター(CB)、EG
FPレポーター遺伝子(EGFP)、またはCreリコンビナーゼ(Cre)、β-グロビンポリA配列(PA)
、および逆方向末端反復(ITR)を含有するrAAV9構築物の図表を示す。図31Bは、COBsがscA
AV9-EGFPまたはscAAV9-Creで2日間感染させられ、細胞が溶解されて、指し示される抗体
で免疫ブロットされたことを示す。
【図３１Ｃ－Ｅ】図31C～31Eは、scAAV9-EGFPまたはscAAV9-Creでの処置から2日後、COBs
が骨原性条件下6日間培養され、Shn3のmRNAレベル(図31C)および骨原性遺伝子(図31D)がR
T-PCRによって測定されたことを示す。培養21日後、骨石灰化(mineralization)がアリザ
リンレッド染色によって査定された(図31E)。値は平均±SDを表す：***、P＜0.001、独立
両側スチューデントt検定による(図31Cおよび31D)。
【００６２】
【図３２Ａ－Ｂ】図32A～32Cは、骨芽細胞においてamiR-shn3を持つscAAV9のin vitroで
の特徴付けを示す。amiR-ctrlまたはamiR-shn3を持つscAAV9での処置から2日後、COBsが
骨原性条件下で培養された。
【図３２Ｃ】EGFP発現(図32A)、Shn3のmRNAレベルおよび骨原性遺伝子(図32B)、ならびに
骨石灰化(図32C)が夫々、蛍光顕微鏡法、RT-PCR、およびアリザリンレッド染色によって
査定された。スケールバー：100mm、(図32A)。値は平均±SDを表す：*、P＜0.05；***、P
＜0.001；および****、P＜0.0001、独立両側スチューデントt検定による(図32Bおよび32C
)。
【００６３】
【図３３Ａ－Ｂ】図33A～33Fは、amiR-shn3を持ち組織的に送達されるscAAV9で処置され
たマウスの特徴付けを示す。amiR-ctrlまたはamiR-shn3を持つ4×1011ゲノムコピーscAAV
9の単回用量が3月齢メスマウス中へi.v.注射された。処置から2月後、動的な(dynamic)組
織形態計測のためマウスがカルセインおよびアリザリンレッドで標識された。非標識マウ
スが、IVIS-100光学結像を使用してEGFP発現を監視するために使用された。全身のEGFP発
現(図33A)および解剖された組織(図33B)表示される。
【図３３Ｃ－Ｆ】大腿骨の低温切片が作製されたことで、EGFPを発現する骨芽細胞系列細
胞が同定された(図33C)。amiR-ctrlまたはamiR-shn3を持つscAAV9で処置された5月齢メス
マウス(n=6～7)からの大腿骨のTRAP染色縦断面(図33D)および組織形態計測的分析(図33E)
。骨周囲長あたりの破骨細胞数(N.Oc/B.Pm)。血清CTXレベルがELISAによって査定された(
n=6)(図33F)。スケールバー：100μm、図33C；50mm、図33D。値は平均±SDを表す；N.S.
、有意ではない、独立両側スチューデントt検定による(図33Eおよび33F)。
【００６４】
【図３４】図34A～34Cは、閉経後骨粗鬆症のマウスモデルにおいて組織的に送達されたsc
AAV9-amiR-shn3の治療効果を示す。偽手術またはOVX手術が3月齢女性メスマウスに実施さ
れ、6週後にamiR-ctrlまたはamiR-shn3を持つ4×1011ゲノムコピーのscAAV9の単回用量が
i.v.注射された。注射から7週後、動的な組織形態計測のためマウスがカルセインおよび
アリザリンレッドで標識された。フォン・コッサ(図34A)またはTRAP(図34B)による染色が
、amiR-ctrlまたはamiR-shn3を持つscAAV9で処置された5月齢メスOVXマウスからの大腿骨
の縦断面において実施された。血清CTXレベルがELISAによって査定された(n=7)(図34C)。
スケールバー：1mm、(図34A)；50mm、(図34B)。値は平均±SDを表す；NS、有意ではない
、***、P＜0.001および****、P＜0.0001、独立両側スチューデントt検定による(図34C)。
【００６５】
【図３５Ａ－Ｂ】図35A～35Cは、scAAV9.DSSベクターのin vitroまたはin vivoでの特徴
付けを示す。(図35A)1×1011ゲノムコピーのscAAV9-Egfp、scAAV9.DSS-588-Egfp、または
rAAV9.DSS-Nter-Egfpの単回用量が2月齢オスマウスの膝関節中へi.a.注射され、大腿骨の
低温切片が作製されたことで、注射から2週間してEGFPを発現する細胞が同定された。GP
、成長板；CB、皮質骨；BM、骨髄。スケールバー：500μm、図35A。
【図３５Ｃ】図35Bおよび35Cは、scAAV9-Egfp、scAAV9.DSS-588-Egfp、またはscAAV9.DSS



(16) JP 2021-519065 A 2021.8.10

10

20

30

40

50

-Nter-Egfpでの感染から2日後、COBsが骨原性条件下6日間培養されたことを示す。骨芽細
胞分化がALP活性(図35B)および骨原性遺伝子発現(図35C)によって査定された。値は平均
±SDを表す：N.S、非有意ではない、一元配置ANOVA検定による(図35Bおよび35C)。
【００６６】
【図３６Ａ－Ｂ】図36A～36Eは、マウスにおいて組織的に送達されたscAAV9.DSS-Nterの
組織分布を示す。PBSまたは4×1011ゲノムコピーのscAAV9、scAAV9.DSS-588、またはscAA
V9.DSS-Nterの単回用量が2月齢オスマウス中へi.v.注射され、EGFP発現が注射から2週間
して、IVIS-100光学結像を使用し監視された。
【図３６Ｃ－Ｅ】全身のEGFP発現(図36A)および解剖された組織のEGFP発現の定量化(図36
B)が表示される。心臓(図36C)、肝臓(図36D)、および腰椎(図36E)の低温切片が作製され
たことでEGFPを発現する細胞が同定された。GP、成長板；BM、骨髄。スケールバー：100
μm、(図36C、36D、および36E)。値は平均±SDを表す：*、P＜0.05；**、P＜0.01および*
**、P＜0.001、一元配置ANOVA検定による(図36B)。
【００６７】
【図３７Ａ－Ｂ】図37A～37Cは、閉経後骨粗鬆症のマウスモデルにおいて、amiR-shn3を
持ち組織的に送達されたscAAV9.DSS-Nterの治療効果を示す。偽手術またはOVX手術が3月
齢メスマウスに実施され、6週間後にPBSまたはamiR-ctrlもしくはamiR-shn3を持つ4×101
1ゲノムコピーのscAAV9.DSS-Nterの単回用量がi.v.注射された。注射から7週後、EGFP発
現がIVIS-100光学結像によって監視された(図37A)。低温切片が作製された大腿骨中のEGF
Pを発現する細胞が蛍光顕微鏡法によって同定された(図37B)。
【図３７Ｃ】腰椎の骨梁量がマイクロCTによって査定され、定量化が表示される(n=7～8/
群)(図37C)。立方ミリメートルあたりの骨梁数(Tb.N)、骨梁幅(Tb.Th)、および骨梁間隔(
Tb.Sp)。TB、骨梁；BM、骨髄。スケールバー：100mm、パネルb。値は平均±SDを表す：N.
S.、有意ではない；*、P＜0.05；**、P＜0.01；***、P＜0.001、一元配置ANOVA検定によ
る(図37C)。
【発明を実施するための形態】
【００６８】
詳細な記載
　本開示の側面は、対象へ送達されたとき、例えば、骨形成を促進もしくは阻害すること
によって、および/または骨再吸収を促進もしくは阻害することによって、骨代謝を調整
するのに有効な組成物(例として、単離された核酸、rAAVs等々)に関する。結果的に、本
開示によって記載される方法および組成物は、いくつかの態様において、骨粗鬆症、炎症
誘発骨喪失、乳房または前立腺のがん転移によって誘発される骨喪失、大理石骨病、骨肉
腫、および異所性骨化などの、調節不全の骨代謝に関連する疾患および障害の処置にとっ
て有用である。
【００６９】
単離された核酸
　導入遺伝子(例として阻害性RNA、たとえばshRNA、miRNA等々)を対象へ送達するための
組成物および方法が、本開示において提供されている。組成物は、典型的には、骨代謝を
調整することが可能な導入遺伝子(例として、タンパク質、阻害性核酸等々)をコードする
単離された核酸を含む。例えば、いくつかの態様において、導入遺伝子は、骨形成の促進
または阻害に関連する標的タンパク質などの標的タンパク質の発現を低下させる。
【００７０】
　「骨代謝」は一般に、骨形成および/または骨再吸収を伴う生物学的プロセスを指す。
いくつかの態様において、骨代謝は、骨芽細胞(OBs)および分化した骨細胞によって産生
されるとおりの新しい骨、および/または破骨細胞(OCs)によって再吸収されつつある成熟
した骨組織の形成を伴う。OBsは、最終分化して結局は骨細胞になる骨髄由来間葉細胞か
ら生じる。OB(および骨細胞)の機能または活性は、これらに限定されないが、骨形成、骨
石灰化(bone mineralization)、およびOC活性の調節を包含する。減少した骨量は、OBお
よび/または骨細胞の機能あるいは活性の阻害が原因となることが観察されている。増加
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した骨量は、OBおよび/または骨細胞の増大した機能あるいは活性が原因となることが観
察されている。OCsは骨髄由来単球から生じ、いくつかの態様において、OBsからのシグナ
ルによって制御されることが観察されている。OCの機能は骨再吸収を包含する。いくつか
の態様において、減少した骨量は、増大したOC活性が原因であることが観察されている。
いくつかの態様において、増大した骨量は、OC活性の阻害が原因となることが観察されて
いる。
【００７１】
　いくつかの態様において、本開示によって記載されるとおりの単離された核酸またはrA
AVは、少なくとも1つの骨代謝調整剤(例として、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、また
はこれより多くの骨代謝調整剤)をコードする導入遺伝子を含む。本明細書に使用される
とき、「骨代謝調整剤」は、例えば、骨形成もしくは骨再吸収に関与するタンパク質、細
胞等々の発現、活性、および/または機能を増大あるいは減少させることによって、骨形
成もしくは骨沈着の誘発または阻害のいずれかをする分子(核酸、または核酸、例として
導入遺伝子によってコードされるタンパク質)を指す。一般に、骨代謝調整剤は、ペプチ
ド、タンパク質、または干渉核酸(例として、dsRNA、siRNA、shRNA、miRNA、人工miRNA等
々)であり得る。いくつかの態様において、骨代謝調整剤は、骨形成誘発剤である。いく
つかの態様において、骨代謝調整剤は、骨形成阻害剤である。
【００７２】
　「骨形成誘発剤」は、OBおよび/または骨細胞(OCY)の分化または活性の促進、および/
またはOC活性の阻害のいずれかによって、骨合成を促進する分子を指す。いくつかの態様
において、骨形成誘発剤は、核酸(例として、RNAiオリゴヌクレオチドまたはmiRNAオリゴ
ヌクレオチドまたはアンチセンスオリゴヌクレオチド)、あるいはOBおよび/または骨細胞
の機能または活性(例として、骨形成、骨石灰化、破骨細胞の活性または機能の調節等々)
を促進する核酸(例として、導入遺伝子)によってコードされるタンパク質である。いくつ
かの態様において、OBおよび/または骨細胞の活性あるいは機能を促進する骨形成誘発剤
の例は、これらに限定されないが、副甲状腺ホルモン(PTH)、PTH関連タンパク質(PTHrP)
、デグリカーゼDJ1を包含する。いくつかの態様において、骨形成誘発剤は、スクレロス
チン(SOST)、schnurri-3(SHN3)、カテプシンK(CTSK)等々を標的にする阻害性核酸などの
、OCの分化または活性を阻害する阻害性核酸である。
【００７３】
　「骨形成阻害剤」は、OBおよび/または骨細胞の分化または活性を阻害するか、および/
またはOCの分化、活性、もしくは機能を増大させる分子を指す。いくつかの態様において
、骨形成阻害剤は、核酸(例として、RNAiオリゴヌクレオチドまたはmiRNAオリゴヌクレオ
チドまたはアンチセンスオリゴヌクレオチド)、あるいはOBおよび/または骨細胞の分化ま
たは活性を阻害する核酸(例として、導入遺伝子)によってコードされるタンパク質である
。いくつかの態様において、OBおよび/または骨細胞の活性あるいは機能を阻害する骨形
成阻害剤の例は、これらに限定されないが、MAPKインヒビター、および炎症促進性サイト
カイン(例として、腫瘍壊死因子アルファ(TNF-α)等々を包含する。いくつかの態様にお
いて、骨形成阻害剤は、OBおよび/または骨細胞の分化あるいは活性を阻害する阻害性核
酸である。
【００７４】
　いくつかの態様において、単離された核酸は、1以上の(例として、1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10、またはこれより多くの)阻害性核酸、例えばdsRNA、siRNA、shRNA、miRNA、
人工マイクロRNA(ami-RNA)等々)をコードする。一般に、阻害性核酸は、骨代謝に関連す
る遺伝子産物(例として、タンパク質)(例として、PTH、PTHrP、DJ1、SOST、SHN3、CTSK等
々)をコードする遺伝子の少なくとも2つの(例として、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11
、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、またはこれより多くの)
連続的な塩基へ特異的に結合する(例として、これとハイブリダイズする)。本明細書に使
用されるとき「連続的な塩基」は、共有結合的に(例として、1以上のホスホジエステル結
合等々によって)互いに対し(例として核酸分子の一環として)結合した2以上のヌクレオチ
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ド塩基を指す。いくつかの態様において、少なくとも1つの阻害性核酸は、骨代謝に関連
する遺伝子産物(例として、タンパク質)(例として、PTH、PTHrP、DJ1、SOST、SHN3、CTSK
、RANK等々)をコードする遺伝子の2以上の(例として、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11
、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、またはこれより多くの)
連続的なヌクレオチド塩基と約50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％、約99％
、または約100％同一である。
【００７５】
　「マイクロRNA」または「miRNA」は、転写のまたは翻訳後の遺伝子サイレンシングを媒
介することが可能な小さいノンコーディングRNA分子である。典型的には、miRNAは、ヘア
ピンまたはステムループ(例として、自己相補性(self-complementarity)、一本鎖の主鎖
を有する)二重鎖構造体として転写されるが、酵素的に(例として、Drosha、DGCR8、Pasha
等々によって)処理されてpre-miRNAになる一次miRNA(pri-miRNA)と称される。pri-miRNA
の長さは変動し得る。いくつかの態様において、pri-miRNAは、約100塩基対から約5000塩
基対まで(例として、約100、約200、約500、約1000、約1200、約1500、約1800、または約
2000塩基対)の長さに及ぶ。いくつかの態様において、pri-miRNAは、200塩基対の長さを
超える(例として、2500、5000、7000、9000、またはこれより多くの塩基対の長さ)。
【００７６】
　Pre-miRNAは、またヘアピンもしくはステムループ二重鎖構造体によっても特徴付けら
れるが、長さもまた変動し得る。いくつかの態様において、pre-miRNAはサイズが、約40
塩基対の長さから約500塩基対の長さまでに及ぶ。いくつかの態様において、pre-miRNAは
サイズが、約50塩基対から100塩基対までの長さに及ぶ。いくつかの態様において、pre-m
iRNAはサイズが、約50塩基対から約90塩基対までの長さに及ぶ(例として、約50、約52、
約54、約56、約58、約60、約62、約64、約66、約68、約70、約72、約74、約76、約78、約
80、約82、約84、約86、約88、または約90塩基対の長さ)。
【００７７】
　一般に、pre-miRNAは細胞質中へ搬出されて、Dicerによって酵素的に処理されることで
最初に不完全なmiRNA/miRNA*二重鎖が、次いで一本鎖の成熟miRNA分子が産生され、これ
は続いてRNA誘導サイレンシング複合体(RISC)中へロードされる。典型的には、成熟miRNA
分子はサイズが、約19塩基対から約30塩基対までの長さに及ぶ。いくつかの態様において
、成熟miRNA分子は、約19、約20、約21、約22、約23、約24、約25、約26、約27、約28、
約29、または30塩基対の長さである。
【００７８】
　いくつかの側面において、本開示は、1以上の人工miRNAsをコードする単離された核酸
およびベクター(例として、rAAVベクター)を提供する。本明細書に使用されるとき「人工
miRNA」または「amiRNA」は、内在性pri-miRNAまたはpre-miRNA(例として、機能的に成熟
したmiRNAを産生することが可能な前駆体miRNAであるmiRNA主鎖)を指し、ここでmiRNAお
よびmiRNA*(例として、miRNA二重鎖のパッセンジャー鎖)配列は、例えばEamens et al. (
2014), Methods Mol. Biol. 1062：211-224によって記載されるとおり、標的化遺伝子の
高効率RNAサイレンシングに向かう、対応するamiRNA/amiRNA*配列に置き換えられている
。例えば、いくつかの態様において、人工miRNAは、miR-155 pri-miRNA主鎖を含むが、前
記人工miRNA中へは、内在性miR-155成熟miRNAをコードする配列の代わりに、骨代謝を調
整するmiRNA(例として、骨形成阻害剤)をコードする配列が挿入されている。いくつかの
態様において、本開示によって記載されるとおりのmiRNA(例として、人工miRNA)は、miR-
155主鎖配列、miR-30主鎖配列、mir-64主鎖配列、またはmiR-122主鎖配列を含む。
【００７９】
　いくつかの態様において、本開示は、Schnurri-3タンパク質をコードするSHN3遺伝子(G
eneID：59269)を標的にする人工マイクロRNAをコードする導入遺伝子を含む単離された核
酸を提供する。Schnurri-3(SHN3)タンパク質は、NK-κβタンパク質の発現、および免疫
グロブリンおよびT細胞受容体抗体の組換えを調節する転写因子である。いくつかの態様
において、SHN3遺伝子は、NCBI受託番号NM_001127714.2またはNM_024503.5によって表さ
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れる。いくつかの態様において、SHN3タンパク質は、NCBI受託番号NP_001121186.1または
NP_078779.2によって表される。
【００８０】
　いくつかの側面において、本開示は、SHN3発現(例として、SHN3遺伝子からの1以上の遺
伝子産物)を低下させるのに使用される人工マイクロRNA、例えば、配列番号69におけるヌ
クレオチド配列によってコードされるmRNAまたは配列番号70で表されるアミノ酸配列を有
するタンパク質をコードするmRNAをコードする導入遺伝子を含む単離された核酸に関する
。
【００８１】
　いくつかの態様において、人工マイクロRNAは、SHN3遺伝子の少なくとも6個の連続的な
ヌクレオチドを標的にする(例として、これへ結合するか、または人工マイクロRNAはこれ
と相補性のある領域を含む)。いくつかの態様において、人工マイクロRNAは、SHN3遺伝子
の6個と30個との間の連続的なヌクレオチドを標的にする(例として、これへ結合するか、
または人工マイクロRNAはこれと相補性のある領域を含む)。いくつかの態様において、人
工マイクロRNAは、SHN3遺伝子の12～24個の間の連続的なヌクレオチドを標的にする。い
くつかの態様において、人工マイクロRNAは、SHN3遺伝子の9～27個の間の連続的なヌクレ
オチドを標的にする。いくつかの態様において、人工マイクロRNAは、SHN3遺伝子の少な
くとも6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25
、26、27、28、29、または30個の連続的なヌクレオチドを標的にする。
【００８２】
　いくつかの態様において、人工マイクロRNAは、6～50個の間のヌクレオチドの長さであ
る。いくつかの態様において、人工マイクロRNAは、8～24個の間のヌクレオチドの長さで
ある。いくつかの態様において、人工マイクロRNAは、12～36個の間のヌクレオチドの長
さである。いくつかの態様において、人工マイクロRNAは、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33
、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、または50個のヌ
クレオチドの長さである。
【００８３】
　いくつかの態様において、単離された阻害性核酸は、50％と99％との間(例として、50
％と99％との間(両端含む)のいずれの整数)で標的遺伝子の発現を減少させる。いくつか
の側面において、単離された阻害性核酸は、75％と90％との間で標的遺伝子の発現を減少
させる。いくつかの側面において、単離された阻害性核酸は、80％と99％との間で標的遺
伝子の発現を減少させる。いくつかの態様において、単離された阻害性核酸は、50％と99
％との間(例として、50％と99％との間(両端含む)のいずれの整数)でSHN3遺伝子の発現を
減少させる。いくつかの態様において、単離された阻害性核酸は、75％と90％との間でSH
N3遺伝子の発現を減少させる。いくつかの側面において、単離された阻害性核酸は、80％
と99％との間でSHN3遺伝子の発現を減少させる。
【００８４】
　導入遺伝子を含む領域(例として、第2の領域、第3の領域、第4の領域等々)は、単離さ
れた核酸のいずれの好適な場所にて位置付けられていてもよい。領域は、例えばイントロ
ン、5’または3’非翻訳領域等々を包含する、核酸のいずれの非翻訳部分に位置付けられ
ていてもよい。
【００８５】
　いくつかのケースにおいて、タンパク質をコードする核酸配列(例として、タンパク質
コード配列)の最初のコドンの上流領域(例として、第2の領域、第3の領域、第4の領域等
々)に位置付けるのが所望されることもある。例えば、領域は、タンパク質コード配列の
最初のコドンと、最初のコドンの2000ヌクレオチド上流との間に位置付けられていてもよ
い。領域は、タンパク質コード配列の最初のコドンと、最初のコドンの1000ヌクレオチド
上流との間に位置付けられていてもよい。領域は、タンパク質コード配列の最初のコドン
と、最初のコドンの500ヌクレオチド上流との間に位置付けられていてもよい。領域は、
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タンパク質コード配列の最初のコドンと、最初のコドンの250ヌクレオチド上流との間に
位置付けられていてもよい。領域は、タンパク質コード配列の最初のコドンと、最初のコ
ドンの150ヌクレオチド上流との間に位置付けられていてもよい。
【００８６】
　いくつかのケースにおいて(例として、導入遺伝子がタンパク質コード配列を欠くとき)
、導入遺伝子のポリAテールの上流領域(例として、第2の領域、第3の領域、第4の領域等
々)に位置付けられていることが所望されることもある。例えば、領域は、ポリAテールの
最初の塩基と、最初の塩基の2000ヌクレオチド上流との間に位置付けられていてもよい。
例えば、領域は、ポリAテールの最初の塩基と、最初の塩基の1000ヌクレオチド上流との
間に位置付けられていてもよい。例えば、領域は、ポリAテールの最初の塩基と、最初の
塩基の500ヌクレオチド上流との間に位置付けられていてもよい。例えば、領域は、ポリA
テールの最初の塩基と、最初の塩基の250ヌクレオチド上流との間に位置付けられていて
もよい。例えば、領域は、ポリAテールの最初の塩基と、最初の塩基の150ヌクレオチド上
流との間に位置付けられていてもよい。例えば、領域は、ポリAテールの最初の塩基と、
最初の塩基の100ヌクレオチド上流との間に位置付けられていてもよい。例えば、領域は
、ポリAテールの最初の塩基と、最初の塩基の50ヌクレオチド上流との間に位置付けられ
ていてもよい。例えば、領域は、ポリAテールの最初の塩基と、最初の塩基の20ヌクレオ
チド上流との間に位置付けられていてもよい。いくつかの態様において、領域は、プロモ
ーター配列の最後のヌクレオチド塩基と、ポリAテール配列の最初のヌクレオチド塩基と
の間に位置付けられている。
【００８７】
　いくつかのケースにおいて、領域は、導入遺伝子のポリAテールの最後の塩基の下流に
位置付けられていてもよい。領域は、ポリAテールの最後の塩基と、最後の塩基から2000
ヌクレオチド下流の位置との間にあってもよい。領域は、ポリAテールの最後の塩基と、
最後の塩基から1000ヌクレオチド下流の位置との間にあってもよい。領域は、ポリAテー
ルの最後の塩基と、最後の塩基から500ヌクレオチド下流の位置との間にあってもよい。
領域は、ポリAテールの最後の塩基と、最後の塩基から250ヌクレオチド下流の位置との間
にあってもよい。領域は、ポリAテールの最後の塩基と、最後の塩基から150ヌクレオチド
下流の位置との間にあってもよい。
【００８８】
　導入遺伝子が1より多くのmiRNAをコードするケースにおいて、各miRNAが導入遺伝子内
のいずれの好適な場所に位置付けられていてもよいことは解されるはずである。例えば、
第1のmiRNAをコードする核酸は、導入遺伝子のイントロン中に位置付けられていてもよく
、第2のmiRNAをコードする核酸配列は、別の非翻訳領域中(例として、タンパク質コード
配列の最後のコドンと、導入遺伝子のポリAテールの最初の塩基との間)に位置付けられて
いてもよい。
【００８９】
　いくつかの態様において、導入遺伝子は、1以上の発現制御配列(例として、プロモータ
ー等々)をコードする核酸配列をさらに含む。発現制御配列は、適切な転写開始、終止、
プロモーター、およびエンハンサー配列；スプライシングおよびポリアデニル化(ポリA)
シグナルなどの効率的なRNAプロセシングシグナル；細胞質mRNAを安定させる配列；翻訳
効率を増強する配列(すなわち、コザックコンセンサス配列)；タンパク質安定性を増強す
る配列；ならびに所望されるとき、コードされた産物の分泌を増強する配列を包含する。
ネイティブ、構成的、誘導、および/または組織特異的であるプロモーターを包含する数
々の発現制御配列は、当該技術分野において知られており、利用されてもよい。
【００９０】
　「プロモーター」は、細胞の合成装置(synthetic machinery)または導入された合成装
置によって認識され、遺伝子の特定の転写を開始させるのに要するDNA配列を指す。句「
作動可能に(operatively)位置付けられている」、「制御下」、または「転写制御下」は
、プロモーターが、RNAポリメラーゼ開始および遺伝子発現を制御する核酸に関して正確
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な場所および配向にあることを意味する。
【００９１】
　タンパク質をコードする核酸につき、ポリアデニル化配列は一般に、導入遺伝子配列の
後かつ3' AAV ITR配列の前に挿入されている。本開示において有用なrAAV構築物はまた、
イントロンも含有していてもよく、望ましくはプロモーター/エンハンサー配列と導入遺
伝子との間に置かれている。実行可能なあるイントロン配列はSV-40に由来し、SV-40 Tイ
ントロン配列と称される。使用されてもよい別のベクター要素は、配列内リポソーム進入
部位(IRES)である。IRES配列は、単一の遺伝子転写産物から1より多くのポリペプチドを
産生するために使用される。IRES配列は、1より多くのポリペプチド鎖を含有するタンパ
ク質を産生するために使用されるであろう。これらのおよび他の一般的なベクター要素の
選択は従来どおりであり、多くのかかる配列は入手可能である[例として、例えば3.18 3.
26および16.17 16.27頁のSambrook et al.およびこれに引用されている参考文献ならびに
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New Y
ork, 1989を参照]。いくつかの態様において、口蹄疫ウイルス2A配列は、ポリタンパク質
に包含される；これは、ポリタンパク質の切断を媒介することが示されている小さいペプ
チド(およそ18アミノ酸の長さ)である(Ryan, M D et al., EMBO, 1994; 4: 928-933；Mat
tion, N M et al., J Virology, November 1996; p. 8124-8127；Furler, S et al., Gen
e Therapy, 2001; 8: 864-873；およびHalpin, C et al., The Plant Journal, 1999; 4:
 453-459)。2A配列の切断活性はこれまでに、プラスミドおよび遺伝子治療ベクターを包
含する人工系において実証されている(AAVおよびレトロウイルス)(Ryan, M D et al., EM
BO, 1994; 4: 928-933；Mattion, N M et al., J Virology, November 1996; p. 8124-81
27；Furler, S et al., Gene Therapy, 2001; 8: 864-873；およびHalpin, C et al., Th
e Plant Journal, 1999; 4: 453-459；de Felipe, P et al., Gene Therapy, 1999; 6: 1
98-208；de Felipe, P et al., Human Gene Therapy, 2000; 11: 1921-1931.；およびKlu
mp, H et al., Gene Therapy, 2001; 8: 811-817)。
【００９２】
　構成的プロモーターの例は、限定せずに、レトロウイルスラウス肉腫ウイルス(RSV)LTR
プロモーター(任意にRSVエンハンサーとともに)、サイトメガロウイルス(CMV)プロモータ
ー(任意にCMVエンハンサーとともに)[例として、Boshart et al., Cell, 41:521-530 (19
85)を参照]、SV40プロモーター、ジヒドロ葉酸レダクターゼプロモーター、β-アクチン
プロモーター、ホスホグリセロールキナーゼ(PGK)プロモーター、およびEF1αプロモータ
ー[Invitrogen]を包含する。いくつかの態様において、プロモーターは、増強されたニワ
トリβ-アクチンプロモーターである。いくつかの態様において、プロモーターは、U6プ
ロモーターである。
【００９３】
　誘導プロモーターは、遺伝子発現の調節を可能にさせ、外部から(exogenously)供給さ
れる化合物、温度などの環境因子、もしくは特定の生理学的状態の存在、例として急性期
、具体的な細胞の分化状態によって、または複製している細胞のみにおいて、調節され得
る。誘導プロモーターおよび誘導系は、限定せずに、Invitrogen、Clontech、およびAria
dを包含する様々な商業的供給源から入手可能である。多くの他の系は記載されており、
当業者によって容易に選択され得る。外部から供給されるプロモーターによって調節され
る誘導プロモーターの例は、亜鉛誘導ヒツジメタロチオネイン(MT)プロモーター、デキサ
メタゾン(Dex)誘導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
ーター系(WO 98/10088)；エクジソン昆虫プロモーター(No et al., Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 93:3346-3351 (1996))、テトラサイクリン抑制(-repressible)系(Gossen et al
., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551 (1992))、テトラサイクリン誘導系(Goss
en et al., Science, 268:1766-1769 (1995)、またHarvey et al., Curr. Opin. Chem. B
iol., 2:512-518 (1998)も参照)、RU486誘導系(Wang et al., Nat. Biotech., 15:239-24
3 (1997)およびWang et al., Gene Ther., 4:432-441 (1997))、ならびにラパマイシン誘
導系(Magari et al., J. Clin. Invest., 100:2865-2872 (1997))を包含する。これに関
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連して有用なこともある誘導プロモーターのさらに他のタイプは、特定の生理学的状態、
例として、温度、急性期、具体的な細胞の分化状態によって、または複製している細胞の
みにおいて、調節されるものである。
【００９４】
　別の態様において、導入遺伝子のためにネイティブプロモーターが使用されるであろう
。ネイティブプロモーターは、導入遺伝子の発現がネイティブな発現を模倣することが所
望されるときに好ましいこともある。ネイティブプロモーターは、導入遺伝子の発現が、
時間的もしくは発生的に、または組織特異的なやり方で、または特定の転写刺激に応えて
、調節されなければならないときに、使用されてもよい。さらなる態様において、エンハ
ンサー要素、ポリアデニル化部位、またはコザックコンセンサス配列などの他のネイティ
ブな発現制御要素もまた、ネイティブな発現を模倣するために使用されてもよい。
【００９５】
　いくつかの態様において、調節配列は、組織特異的遺伝子発現能を付与する。いくつか
のケースにおいて、組織特異的調節配列は、組織特異的なやり方で転写を誘導する組織特
異的転写因子に結合する。かかる組織特異的調節配列(例として、プロモーター、エンハ
ンサー等々)は、当該技術分野において周知である。例示の組織特異的調節配列は、これ
らに限定されないが、以下の組織特異的プロモーター：肝臓特異的チロキシン結合グロブ
リン(TBG)プロモーター、インスリンプロモーター、グルカゴンプロモーター、ソマトス
タチンプロモーター、膵臓ポリペプチド(PPY)プロモーター、シナプシン-1(Syn)プロモー
ター、クレアチンキナーゼ(MCK)プロモーター、哺乳類デスミン(DES)プロモーター、α-
ミオシン重鎖(a-MHC)プロモーター、または心臓トロポニンT(CTnT)プロモーターを包含す
る。他の例示のプロモーターは、数ある中でも、ベータ-アクチンプロモーター、B型肝炎
ウイルスコアプロモーター、Sandig et al., Gene Ther., 3:1002-9 (1996)；アルファ-
フェトプロテイン(AFP)プロモーター、(Arbuthnot et al., Hum. Gene Ther., 7:1503-14
 (1996))、骨オステオカルシンプロモーター(Stein et al., Mol. Biol. Rep., 24:185-9
6 (1997))；骨シアロタンパク質プロモーター(Chen et al., J. Bone Miner. Res., 11:6
54-64 (1996))、CD2プロモーター(Hansal et al., J. Immunol., 161:1063-8 (1998))；
免疫グロブリン重鎖プロモーター；T細胞受容体α-鎖プロモーター、ニューロンの、たと
えばニューロン特異的なエノラーゼ(NSE)プロモーター(Andersen et al., Cell. Mol. Ne
urobiol., 13:503-15 (1993))、ニューロフィラメント軽鎖遺伝子プロモーター(Piccioli
 et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:5611-5 (1991))、およびニューロン特異的vg
f遺伝子プロモーター(Piccioli et al., Neuron, 15:373-84 (1995))を包含し、これらは
当業者にとって明らかなものであろう。
【００９６】
　いくつかの態様において、組織特異的プロモーターは、骨組織特異的プロモーターであ
る。骨組織特異的プロモーターの例は、これらに限定されないが、osterix、オステオカ
ルシン、タイプ1コラーゲンα1、DMP1、カテプシンK、Rank等々の、プロモーターを包含
する。
【００９７】
　本開示の側面は、1より多くのプロモーター(例として、2、3、4、5、またはこれより多
くのプロモーター)を含む単離された核酸に関する。例えば、タンパク質をコードする第1
の領域および阻害性RNA(例として、miRNA)をコードする第2の領域を含む導入遺伝子を有
する構築物という文脈において、第1のプロモーター配列(例として、タンパク質コード領
域へ作動可能に連結された第1のプロモーター配列)を使用してタンパク質コード領域の発
現を推進すること、および第2のプロモーター配列(例として、阻害性RNAをコードする領
域へ作動可能に連結された第2のプロモーター配列)をもつ阻害性RNAをコードする領域の
発現を推進することが所望されることもある。一般に、第1のプロモーター配列および第2
のプロモーター配列は、同じプロモーター配列または異なるプロモーター配列であり得る
。いくつかの態様において、第1のプロモーター配列(例として、タンパク質コード領域の
発現を推進するプロモーター)は、RNAポリメラーゼIII(polIII)プロモーター配列である
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。polIIIプロモーター配列の非限定例は、U6およびH1プロモーター配列を包含する。いく
つかの態様において、第2のプロモーター配列(例として、阻害性RNAの発現を推進するプ
ロモーター配列)は、RNAポリメラーゼII(polII)プロモーター配列である。polIIプロモー
ター配列の非限定例は、T7、T3、SP6、RSV、およびサイトメガロウイルスプロモーター配
列を包含する。いくつかの態様において、polIIIプロモーター配列は、阻害性RNA(例とし
て、miRNA)をコードする領域の発現を推進する。いくつかの態様において、polIIプロモ
ーター配列は、タンパク質コード領域の発現を推進する。
【００９８】
組換えAAVs(rAAVs)
　本開示の単離された核酸は、組換えアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクター(rAAVベクター)
であってもよい。いくつかの態様において、本開示によって記載されるとおりの単離され
た核酸は、第1のアデノ随伴ウイルス(AAV)逆方向末端反復(ITR)またはそのバリアントを
含む領域(例として、第1の領域)を含む。単離された核酸(例として、組換えAAVベクター)
は、カプシドタンパク質中へパッケージングされて、対象へ投与されても、および/また
は選択された標的細胞へ送達されてもよい。「組換えAAV(rAAV)ベクター」は典型的には
、最小限、導入遺伝子およびその調節配列、ならびに5'および3' AAV逆方向末端反復(ITR
s)から構成される。導入遺伝子は、本明細書のどこかに開示されるとおり、1以上のタン
パク質、および/または対象の内在性mRNAを標的にする核酸を含む1以上の阻害性核酸(例
として、shRNA、miRNAs等々)をコードする1以上の領域を含んでいてもよい。導入遺伝子
はまた、本開示のどこかに記載されるとおり、例えばタンパク質および/または発現制御
配列(例として、ポリAテール)をコードする領域も含んでいてよい。
【００９９】
　一般に、ITR配列は約145bpの長さである。好ましくは、実質的にITRsをコードする配列
全体が分子に使用されるものの、これらの配列のある程度の微修飾は容認できる。これら
のITR配列を修飾する能力は、当該技術分野の技能の範囲内である。(例として、Sambrook
 et al., "Molecular Cloning. A Laboratory Manual", 2d ed., Cold Spring Harbor La
boratory, New York (1989)；およびK. Fisher et al., J Virol., 70:520 532 (1996)な
どのテキストを参照)。本発明に採用されるかかる分子の例は、導入遺伝子を含有する「
シス作用性」プラスミドであって、ここで選択された導入遺伝子配列および関連する調節
要素は、5'および3' AAV ITR配列の脇に配置されている。AAV ITR配列は、現在同定され
ている哺乳類AAVタイプを包含する、いずれの知られているAAVから得られたものであって
もよい。いくつかの態様において、単離された核酸(例として、rAAVベクター)は、AAV1、
AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAVrh8、AAV9、AAVrh10、AAVrh39
、AAVrh43、AAV2/2-66、AAV2/2-84、AAV2/2-125、およびそれらのバリアントから選択さ
れる血清型を有する少なくとも1つのITRを含む。いくつかの態様において、単離された核
酸は、AAV2 ITRをコードする領域(例として、第1の領域)を含む。
【０１００】
　いくつかの態様において、単離された核酸は、第2のAAV ITRを含む領域(例として、第2
の領域、第3の領域、第4の領域等々)をさらに含む。いくつかの態様において、第2のAAV 
ITRは、AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAVrh8、AAV9、AAV
rh10、AAVrh39、AAVrh43、AAV2/2-66、AAV2/2-84、AAV2/2-125、およびそれらのバリアン
トから選択される血清型を有する。いくつかの態様において、第2のITRは、機能的な末端
分解部位(terminal resolution site)(TRS)を欠く突然変異ITRである。用語「末端分解部
位を欠く」は、ITRの末端分解部位(TRS)の機能を抑止する突然変異(例として、非同義突
然変異などのセンス突然変異、もしくはミスセンス突然変異)を含むAAV ITRか、または機
能的TRSをコードする核酸配列を欠くトランケート型AAV ITR(例として、ΔTRS ITR)を指
し得る。いずれの具体的な理論によっても拘束されることは望まないが、機能的TRSを欠
くITRを含むrAAVベクターは、例えばMcCarthy (2008) Molecular Therapy 16(10)：1648-
1656によって記載されるとおり、自己相補的rAAVベクターを産生する。
【０１０１】
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　本明細書に使用されるとき、用語「自己相補的AAVベクター」(scAAV)は、AAVのITRsの1
つから末端分解部位(TR)の不在によって生成された二本鎖ベクターゲノムを含有するベク
ターを指す。TRの不在は、TRが存在しないベクター末端にて複製の開始を防止する。一般
に、scAAVベクターは、各末端にて野生型(wt)AAV TRをもつ一本鎖の逆方向反復ゲノム、
および中央部において突然変異TR(mTR)を生成する。本発明は、RNAヘアピン構造をコード
するDNAフラグメント(例としてshRNA、miRNA、およびAmiRNA)が、ウイルスゲノム複製の
最中、突然変異逆方向末端反復(mTR)と同様の機能を果たし、自己相補的AAVベクターゲノ
ムを生成し得るという認識に、一部基づく。例えば、いくつかの態様において、本開示は
、2つの末端の各々にて逆方向末端反復(ITRs)をもつ一本鎖の自己相補的核酸、およびヘ
アピン形成RNAをコードする配列(例として、shRNA、miRNA、ami-RNA等々)と作動可能に連
結されたプロモーターを含む中央部分を含むrAAV(例として 自己相補的AAV；scAAV)ベク
ターを提供する。いくつかの態様において、ヘアピン形成RNAをコードする配列(例として
、shRNA、miRNA、ami-RNA等々)は、通常、突然変異ITRによって占められる自己相補的核
酸の位置にて置換されている。
【０１０２】
　「組換えAAV(rAAV)ベクター」は典型的には、最小限、導入遺伝子およびその調節配列
、ならびに5'および3' AAV逆方向末端反復(ITRs)から構成される。それが、カプシドタン
パク質中へパッケージングされて選択された標的細胞へ送達される、この組換えAAVベク
ターである。いくつかの態様において、導入遺伝子は、関心のあるポリペプチド、タンパ
ク質、機能的RNA分子(例として、miRNA、miRNAインヒビター)、または他の遺伝子産物を
コードするベクター配列に対して異種の核酸配列である。核酸コード配列は、標的組織の
細胞における導入遺伝子の転写、翻訳、および/または発現を容認するやり方で、調節性
構成要素へ作動可能に連結されている。
【０１０３】
　本開示は、単一のシス作用性野生型ITRを含むベクターを提供する。いくつかの態様に
おいて、ITRは、5’ ITRである。いくつかの態様において、ITRは、3’ ITRである。一般
に、ITR配列は、約145bpの長さである。好ましくは、実質的にITR(単数または複数)をコ
ードする配列全体が分子に使用されるものの、これらの配列のある程度の微修飾は容認で
きる。ITR配列を修飾する能力は、当該技術分野の技能の範囲内である。(例として、Samb
rook et al., "Molecular Cloning. A Laboratory Manual", 2d ed., Cold Spring Harbo
r Laboratory, New York (1989)；およびK. Fisher et al., J Virol., 70:520 532 (199
6)などのテキストを参照)。例えば、ITRは、その末端分解部位(TR)にて突然変異されてい
てもよく、これが、TRが突然変異したベクター末端にて複製を阻害して自己相補的AAVの
形成をもたらす。本開示に採用されるかかる分子の別の例は、導入遺伝子を含有する「シ
ス作用性」プラスミドであって、ここで選択された導入遺伝子配列および関連する調節要
素は、5'AAV ITR配列および3’ヘアピン形成RNA配列の脇に配置されている。AAV ITR配列
は、現在同定されている哺乳類AAVタイプを包含する、いずれの知られているAAVから得ら
れたものであってもよい。いくつかの態様において、ITR配列は、AAV2、AAV3、AAV4、AAV
5、AAV6、AAV7、AAV8、AAVrh8、AAV9、AAV10、および/またはAAVrh10 ITR配列である。
【０１０４】
　いくつかの態様において、本開示のrAAVsは、偽型rAAVsである。例えば、Yというタン
パク質とともにカプシドで包まれた血清型XのITRsを含有する偽型AAVベクターは、AAVX/Y
として設計される(例としてAAV2/1は、AAV2のITRsおよびAAV1のカプシドを有する)。いく
つかの態様において、偽型rAAVsは、あるAAV血清型からのカプシドタンパク質の組織特異
的標的能を、別のAAV血清型からのウイルスDNAと組み合わせて、これによって導入遺伝子
の標的組織への標的化送達を可能にさせるのに有用なこともある。
【０１０５】
　所望のカプシドタンパク質を有する組換えAAVsを得るための方法は、当該技術分野にお
いて周知である。(例えば、US 2003/0138772を参照、この内容はその全体が参照されるこ
とによって本明細書に組み込まれる)。典型的には、方法は、AAVカプシドタンパク質をコ
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ードする核酸配列；機能的rep遺伝子；AAV逆方向末端反復(ITRs)および導入遺伝子から構
成される組換えAAVベクター；ならびに組換えAAVベクターのAAVカプシドタンパク質中へ
のパッケージングを容認するのに充分なヘルパー機能を含有する宿主細胞を培養すること
を伴う。いくつかの態様において、カプシドタンパク質は、AAVのcap遺伝子によってコー
ドされる構造タンパク質である。AAVsは、3つのカプシドタンパク質、ビリオンタンパク
質1～3(VP1、VP2、およびVP3と名付けられる)を含み、これらすべてが選択的スプライシ
ングを介して単一のcap遺伝子から転写される。いくつかの態様において、VP1、VP2、お
よびVP3の分子量は夫々、約87kDa、約72kDa、および約62kDaである。いくつかの態様にお
いて、翻訳の際、カプシドタンパク質は、ウイルスゲノムの周囲に球状の60-merタンパク
質シェルを形成する。いくつかの態様において、カプシドタンパク質の機能は、ウイルス
ゲノムを保護し、ゲノムを送達し、および宿主と相互作用することである。いくつかの側
面において、カプシドタンパク質は、ウイルスゲノムを組織特異的なやり方で宿主へ送達
する。
【０１０６】
　いくつかの態様において、AAVカプシドタンパク質は、AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5
、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAVrh8、AAV9、AAVrh10、AAVrh39、AAVrh43、AAV2/2-66、
AAV2/2-84、AAV2/2-125からなる群から選択されるAAV血清型に属する。いくつかの態様に
おいて、AAVカプシドタンパク質は、非ヒト霊長目の動物に由来する血清型、例えばscAAV
.rh8、AAV.rh39、またはAAV.rh43血清型に属する。いくつかの態様において、AAVカプシ
ドタンパク質は、AAV9血清型に属する。
【０１０７】
　本開示は、骨組織への増大した指向性を有するカプシドタンパク質を含むrAAVsに、一
部基づく。いくつかの態様において、カプシドタンパク質は、骨標的化ペプチドへ結び付
けられている(grafted)。異種の骨標的化ペプチドは、OCsを標的にする(例として、OBsと
比べて、特異的にまたは優先的にOCsを標的にする)こともあり、またはOBsを標的にする(
例として、OCsと比べて、特異的にまたは優先的にOBsを標的にする)こともある。いくつ
かの態様において、骨標的化ペプチドは、(AspSerSer)6ペプチドであって、これはまたDS
S6ペプチド(例として配列番号16)とも称されることがある。追加の骨標的化ペプチドは、
HABP-19ペプチド(CγEPRRγEVAγELγEPRRγEVAγEL；配列番号17)であって、これはまた
HABPペプチドとも称されることがある。いくつかの態様において、骨標的化ペプチドは、
8～14アスパラギン酸残基を含む(Asp)8～14ペプチド(例として、配列番号57～63で表され
るとおり)である。骨標的化ペプチドのさらなる例は、これらに限定されないが、Ouyang 
et al. (2009) Lett. Organic Chem 6(4)：272-277によって記載されるものを包含する。
いくつかの態様において、骨標的化ペプチドは、配列番号16、17、57、58、59、60、61、
62、および63で表される配列を含む。
【０１０８】
　本明細書に使用されるとき、「結び付けること(grafting)」は、ある分子を別の分子と
結び合わせる(joining)か、または一体化させること(uniting)を指す。いくつかの態様に
おいて、結び付けるという用語は、少なくとも2つの分子の一方が、少なくとも2つの分子
のもう一方の内に挿入されるような、少なくとも2つの分子の結び合わせまたは一体化を
指す。いくつかの態様において、結び付けるという用語は、少なくとも2つの分子の一方
が、少なくとも2つの分子のもう一方へ付加されるような、少なくとも2つのポリマー分子
の結び合わせまたは一体化を指す。いくつかの態様において、結び付けるという用語は、
一方のポリマー分子(例として、核酸、ポリペプチド)の、もう一方のポリマー分子(例と
して、核酸、ポリペプチド)との結び合わせまたは一体化を指す。いくつかの態様におい
て、結び付けるという用語は、少なくとも2つの分子の一方が、少なくとも2つの核酸分子
のもう一方へ付加されるような、少なくとも2つの核酸分子の結び合わせまたは一体化を
指す。
【０１０９】
　いくつかの態様において、結び付けるという用語は、少なくとも2つの核酸分子の一方



(26) JP 2021-519065 A 2021.8.10

10

20

30

40

50

が、少なくとも2つの核酸分子のもう一方の内に挿入されるような、少なくとも2つの核酸
分子の結び合わせまたは一体化を指す。例えば、標的化ペプチドはVP2 AAVカプシドタン
パク質をコードする核酸のある遺伝子座へ結び付けられていてもよいことが観察されてい
る。いくつかの態様において、標的化ペプチド(例として骨標的化ペプチド)は、AAV2また
はAAV9 VP2カプシドタンパク質のQ588とA589および/またはN587とR588をコードするコド
ン間の位置に対応する位置にて挿入されている。いくつかの態様において、標的化ペプチ
ドは、VP3カプシドタンパク質のN587とR588をコードするコドン間の位置(またはAAV2もし
くはAAV9におけるかかるアミノ酸位置に対応する位置)にて挿入されている。いくつかの
態様において、標的化ペプチドは、VP1カプシドタンパク質のS452とG453をコードするコ
ドン間の位置にて挿入されている。見込みのある他の位置はN587とR588であり得る。
【０１１０】
　いくつかの態様において、結び付けることを通して形成された核酸(結び付けられた核
酸)は、キメラタンパク質をコードする。いくつかの態様において、結び付けられた核酸
は、一方のポリペプチドがもう一方のポリペプチド中へ有効に挿入され(例として、N末端
の前またはC末端の後に直接抱合されない)、これによって2つのポリペプチドの連続した
融合が生み出されるように、キメラタンパク質をコードする。いくつかの態様において、
結び付けられた核酸は、一方のポリペプチドがもう一方のポリペプチドへ有効に付加され
(例として、N末端の前またはC末端の後に直接抱合される)、これによって2つのポリペプ
チドの連続した融合が生み出されるように、キメラタンパク質をコードする。いくつかの
態様において、結び付けるという用語は、少なくとも2つのポリペプチドまたはそれらの
フラグメントの一方が、少なくとも2つのポリペプチドまたはそれらのフラグメントのも
う一方の内に挿入されているような、少なくとも2つのポリペプチドもしくはそれらのフ
ラグメントの結び合わせまたは一体化を指す。いくつかの態様において、結び付けるとい
う用語は、少なくとも2つのポリペプチドまたはそれらのフラグメントの一方が、少なく
とも2つのポリペプチドまたはそれらのフラグメントのもう一方へ付加されているような
、少なくとも2つのポリペプチドもしくはそれらのフラグメントの結び合わせまたは一体
化を指す。
【０１１１】
　いくつかの態様において、本開示は、1以上の骨標的化部分へ抱合されたアデノ随伴ウ
イルス(AAV)カプシドタンパク質に関する。「骨標的成分」は、一般に、rAAVの骨または
骨組織への輸送(trafficking)を容易にする小分子、ペプチド、核酸等々を指す。例えば
、いくつかの態様において、骨標的化成分は、骨の細胞(例として、OB、OC、骨細胞等々)
上の受容体へ結合するペプチドまたは小分子である。骨標的化部分の例は、これらに限定
されないが、アレンドロナート(ALE)、環状のアルギニン-グリシン-アスパラギン酸-チロ
シン-リシン(CRGCyk)、Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp(D-Asp8)などのポリペプチド、
およびCH6などのアプタマーを包含する。骨標的化成分は、カプシドタンパク質へ直接抱
合されていてもよく、またはカプシドタンパク質へリンカー分子(例として、アミノ酸リ
ンカー、PEGリンカー等々)を介して抱合されていてもよい。
【０１１２】
　いくつかの態様において、リンカーは、グリシンに富むリンカーである。いくつかの態
様において、リンカーは、少なくとも2つのグリシン残基を含む。いくつかの態様におい
て、リンカーは、GGGGS(配列番号64)を含む。いくつかの態様において、リンカーは、[G]

n(配列番号65)、[G]nS(配列番号66)、[GS]n(配列番号67)、および[GGSG]n(配列番号68)か
らなる群から選択される式を含み、ここでGは、グリシンであり、およびここでnは、1を
超える(例として、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19
、20、21、22、23、24、25またはこれより大きい)整数である。いくつかの態様において
、nは、2～10、2～20、5～10、5～15、または5～25の範囲にある整数である。結果的に、
いくつかの態様において、異種の標的化ペプチドは、リンカーへ抱合されている。
【０１１３】
　いくつかの態様において、カプシドタンパク質は、ADIBO-タグ付けされた骨標的化成分
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と(例として、カプシドタンパク質-骨標的成分抱合体を形成する「クリックケミストリー
」を介して)反応することが可能な1以上のアジド担持非天然アミノ酸を含む。非天然のア
ジド担持アミノ酸を含むカプシドタンパク質は、例えばZhang et al. (2016) Biomateria
ls 80：134-145によって記載されており、ペプチド抱合のためのADIBOをベースとしたク
リックケミストリーの使用は、例えばPrim et al. (2013) Molecules 18(8)：9833-49に
よって記載されている。
【０１１４】
　AAVカプシド中にrAAVベクターをパッケージングするために宿主細胞において培養され
るべき構成要素は、宿主細胞へtransで提供されてもよい。代替的に、要される構成要素(
例として、組換えAAVベクター、rep配列、cap配列、および/またはヘルパー機能)のいず
れか1以上が、要される構成要素の1以上を含有するために当業者に知られている方法を使
用して改変された安定した宿主細胞によって提供されてもよい。最も好適には、安定した
かかる宿主細胞は、要される構成要素(単数または複数)を、誘導プロモーターの制御下に
含有するであろう。しかしながら、要される構成要素(単数または複数)は、構成的プロモ
ーターの制御下にあってもよい。好適な誘導および構成的プロモーターの例は、導入遺伝
子とともに使用するのが好適な調節要素の考察において、本明細書に提供されている。さ
らに別の代替手段において、選択される安定した宿主細胞は、選択される構成要素(単数
または複数)を、構成的プロモーターの制御下に、および他の選択される構成要素(単数ま
たは複数)を、1以上の誘導プロモーターの制御下に含有していてもよい。例えば、293細
胞(これは、E1ヘルパー機能を構成的プロモーターの制御下に含有する)に由来するが、re
pおよび/またはcapタンパク質を誘導プロモーターの制御下に含有する、安定した宿主細
胞が生成されてもよい。さらに他の安定した宿主細胞も、当業者によって生成されてよい
。
【０１１５】
　本開示のrAAVを産生するのに要される組換えAAVベクター、rep配列、cap配列、および
ヘルパー機能は、いずれの適切な遺伝要素(ベクター)を使用して、パッケージングする宿
主細胞へ送達されてもよい。選択される遺伝要素は、本明細書に記載の方法を包含するい
ずれの好適な方法によっても送達されてよい。本開示のいずれの態様をも構築するために
使用される方法は、核酸操作の技能をもつ者らに知られており、遺伝子工学、組換え工学
、および合成技法を包含する。例として、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.を参照。同様に
、rAAVビリオンを生成する方法は周知であり、好適な方法の選択は本開示に制限はない。
例として、K. Fisher et al., J. Virol., 70：520-532 (1993)および米国特許第5,478,7
45号を参照。
【０１１６】
　いくつかの態様において、組換えAAVsは、三重トランスフェクション方法(米国特許第6
,001,650等に詳細が記載されている)を使用して産生されてもよい。典型的には、組換えA
AVsは、宿主細胞に、AAV粒子中へパッケージングされるための組換えAAVベクター(導入遺
伝子を含む)、AAVヘルパー機能ベクター、および補助機能ベクターをトランスフェクトす
ることによって産生される。AAVヘルパー機能ベクターは、産生能のあるAAVの複製および
カプシド形成のためにtransで機能する「AAVヘルパー機能」配列(すなわち、repおよびca
p)をコードしている。好ましくは、AAVヘルパー機能ベクターは、いずれの検出可能な野
生型AAVビリオン(すなわち、機能的なrepおよびcap遺伝子を含有するAAVビリオン)も生成
せずに効率的なAAVベクター産生を支持する。本開示との使用に好適なベクターの非限定
例は、米国特許第6,001,650号に記載のpHLP19、および米国特許第6,156,303号に記載のpR
ep6cap6ベクターを包含する(両者とも全体が参照されることにより本明細書に組み込まれ
る)。補助機能ベクターは、AAV由来にしないウイルスの機能および/またはAAVが複製のた
めに依存する細胞の機能(すなわち「補助機能」)のためのヌクレオチド配列をコードして
いる。補助機能は、AAV複製に要されるそれらの機能を包含し、限定せずに、AAV遺伝子転
写の活性化、時期(stage)特異的AAV mRNAスプライシング、AAV DNA複製、cap発現産物の
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合成、およびAAVカプシド集合に関与するそれらの部分も包含する。ウイルスをベースと
した補助機能は、アデノウイルス、ヘルペスウイルス(単純ヘルペスウイルス タイプ-1以
外)、およびワクシニアウイルスなどの、知られているヘルパーウイルスのいずれにも由
来し得る。
【０１１７】
　いくつかの側面において、本開示は、トランスフェクトされた宿主細胞を提供する。用
語「トランスフェクション」は、細胞による外来DNAの取り込みを指すために使用され、
細胞は外来性のDNAが細胞膜の内側に導入されたときに「トランスフェクトされている」
。数多のトランスフェクション技法は一般に、当該技術分野において知られている。例と
して、Graham et al. (1973) Virology, 52:456、Sambrook et al. (1989) Molecular Cl
oning, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratories, New York、Davis et 
al. (1986) Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier、およびChu et al. (1981)
 Gene 13:197を参照。かかる技法は、ヌクレオチド組込み型ベクターおよび他の核酸分子
などの1以上の外来性の核酸を、好適な宿主細胞中へ導入するために使用され得る。
【０１１８】
　「宿主細胞」は、関心のある物質を内包しているか、または内包することが可能ないず
れの細胞をも指す。しばしば宿主細胞は、哺乳動物の細胞である。いくつかの態様におい
て、宿主細胞は、細菌性細胞、酵母細胞、昆虫細胞(Sf9)、または哺乳類の動物(例として
、ヒト、齧歯類の動物、非ヒト霊長目の動物等々)の細胞である。宿主細胞は、AAVヘルパ
ー構築物、AAVミニ遺伝子プラスミド、補助機能ベクター、または組換えAAVsの産生に関
連する他のトランスファーDNAのレシピエントとして使用されてもよい。用語は、トラン
スフェクトされた元の細胞の子孫を包含する。よって、「宿主細胞」は、本明細書に使用
されるとき、外来性のDNA配列がトランスフェクトされた細胞を指すこともある。単一の
親細胞の子孫が、自然発生的、偶発的、または意図的な突然変異に起因し、形態学におい
て、またはゲノムのもしくは全(total)DNA相補体において、元の親と必ずしも完全に同一
ではないこともあることは理解される。
【０１１９】
　本明細書に使用されるとき、用語「細胞株」は、in vitroで連続的または持続的に成長
および分裂することが可能な細胞の集団を指す。しばしば、細胞株は、単一の前駆細胞に
由来するクローン集団である。自発的なまたは誘発的な変化が、かかるクローン集団の保
管または輸送(transfer)の最中、核型において生じ得ることは、当該技術分野においてさ
らに知られている。したがって、言及される細胞株に由来する細胞は、祖先細胞または培
養物と正確に同一でなくてもよく、言及される細胞株は、かかるバリアントを包含する。
【０１２０】
　本明細書に使用されるとき、用語「組換え細胞」は、生物学的に活性なポリペプチドの
転写またはRNAなどの生物学的に活性な核酸の産生に繋がるDNAセグメントなどの外来性の
DNAセグメントが導入された細胞を指す。
【０１２１】
　いくつかの側面において、本開示は、カプシドタンパク質と、AAV ITRをコードする第1
の領域および導入遺伝子を含む第2の領域を含む単離された核酸とを含む組換えAAVを提供
するが、ここで導入遺伝子は、人工マイクロRNAをコードする。人工マイクロRNAは、細胞
(例として骨芽細胞、破骨細胞、骨細胞、軟骨細胞)または対象における標的遺伝子の発現
を減少させることもある。いくつかの態様において、rAAVは、細胞または対象におけるSH
N3の発現を減少させる人工マイクロRNAを含む。
【０１２２】
　rAAVは、rAAVの骨細胞(例として、骨芽細胞、破骨細胞、骨細胞、軟骨細胞)への標的化
を増加させる少なくとも1つの修飾を含んでいてもよい。rAAVの骨の細胞への標的化を増
加させる修飾の非限定例は、異種の骨標的化ペプチド(例として、配列番号16,17、57、58
、59、60、61、62、または63のいずれか1つで表されるとおりの)、AAVカプシド血清型(例
として、AAV1、AAV4、AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAVrh39、AAVrh4
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3)を包含する。
【０１２３】
　細胞または対象におけるSHN3の発現は、本開示のrAAVsを使用して、50％と99％との間(
例として、50％と99％との間のいずれの整数(両端含む))まで減少することもある。細胞
または対象におけるSHN3の発現は、本開示のrAAVsを使用して、75％と90％との間まで減
少することもある。細胞または対象におけるSHN3の発現は、本開示のrAAVsを使用して、8
0％と99％との間まで減少することもある。
【０１２４】
　所望のAAVカプシド中に組換えベクターをパッケージングして本開示のrAAVsをするため
の上記方法は限定することを意図しておらず、他の好適な方法も当業者には明らかであろ
う。
【０１２５】
投与様式(Modes)および組成物
　本開示のrAAVsは、組成物において、当該技術分野において知られているいずれの適切
な方法に従っても対象へ送達され得る。例えば、rAAVは、好ましくは生理学的に相溶性の
ある担体に(例として、組成物に)懸濁されており、対象へ、例として、ヒト、マウス、ラ
ット、ネコ、イヌ、ヒツジ、ウサギ、ウマ、ウシ、ヤギ、ブタ、モルモット、ハムスター
、ニワトリ、シチメンチョウ、または非ヒト霊長目の動物(例として、マカク)などの宿主
動物へ投与されてもよい。いくつかの態様において、宿主動物は、ヒトを包含しない。
【０１２６】
　哺乳類の動物対象へのrAAVsの送達は、例えば、筋肉内注射によってもよく、または哺
乳類の動物対象の血流中への投与によってもよい。血流中への投与は、静脈、動脈、また
はいずれの他の脈管(vascular conduit)中への注射によってもよい。いくつかの態様にお
いて、rAAVsは、外科術分野において周知の技法である分離式肢灌流を用いて血流中へ投
与され、方法は本質的に、当業者にrAAVビリオンの投与に先立ち体循環から肢を分離する
ことを可能にする。米国特許第6,177,403号に記載の分離式肢灌流技法の変形(variant)も
また、筋肉細胞または組織中への形質導入を増強する可能性があるところ、分離された肢
の脈管構造中へビリオンを投与するために当業者によって採用され得る。その上、ある場
合には、対象の骨(例として、骨組織)へビリオンを送達することが所望されることもある
。「骨組織」とは、脊椎動物のすべての骨の細胞および組織、および/または関節(例とし
て、軟骨、体軸の(axial)および体肢の骨等々)を意図する。よって、用語は、これらに限
定されないが、骨芽細胞、骨細胞、破骨細胞、軟骨細胞等を包含する。組換えAAVsは、注
射によって骨中へ、例として、当該技術分野において知られている手術手技を使用し、針
、カテーテル、または関連デバイスで、滑液嚢内注射、膝注射、大腿骨髄内注射等々を介
して、骨中へ直接送達されてもよい。いくつかの態様において、本開示に記載のとおりの
rAAVは、静脈内注射によって投与される。いくつかの態様において、rAAVは、筋肉内注射
によって投与される。
【０１２７】
　本開示の側面は、カプシドタンパク質をコードする核酸および導入遺伝子を含む組換え
AAVを含む組成物に関し、ここで導入遺伝子は、1以上の骨代謝調整剤をコードする核酸配
列を含む。いくつかの態様において、核酸は、1以上のAAV ITRsをさらに含む。いくつか
の態様において、rAAVは、配列番号1～15のいずれか1つで表される配列(もしくはその相
補的な配列)、またはこの一部を含むrAAVベクターを含む。いくつかの態様において、組
成物は、薬学的に許容し得る担体をさらに含む。
【０１２８】
　いくつかの態様において、組成物は、カプシドタンパク質およびAAV ITRをコードする
第1の領域と導入遺伝子を含む第2の領域とを含む、核酸を含む組換えAAVを含み、ここで
導入遺伝子は、SHN3を標的にする人工マイクロRNAをコードする。いくつかの態様におい
て、組換えAAVは、配列番号3で表されるとおりの配列を含む。いくつかの態様において、
カプシドタンパク質は、配列番号16～17または57～63で表されるとおりの異種の骨標的化
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ペプチドをさらに含む。
【０１２９】
　本開示の側面は、細胞におけるSHN3発現を減少する方法を提供する。細胞は、単細胞ま
たは細胞の集団(例として、培養物)であってもよい。細胞は、in vivoでの(例として、対
象中の)ものであっても、またはin vitroでの(例として、培養物中の)ものであってもよ
い。対象は、哺乳動物、任意にヒト、マウス、ラット、非ヒト霊長目の動物、ブタ、イヌ
、ネコ、ニワトリ、またはウシであってもよい。
【０１３０】
　細胞または対象におけるSHN3の発現は、本開示の単離された核酸、rAAVs、または組成
物を使用して、50％と99％との間(例として、50％と99％との間(両端含む)のいずれの整
数)まで減少してもよい。細胞または対象におけるSHN3の発現は、本開示の単離された核
酸、rAAVs、または組成物を使用して、75％と90％との間まで減少してもよい。細胞また
は対象におけるSHN3の発現は、本開示の単離された核酸、rAAVs、または組成物を使用し
て、80％と99％との間まで減少してもよい。
【０１３１】
　本開示の組成物は、rAAVを単独で、または1以上の他のウイルス(例として、1以上の異
なる導入遺伝子を有する第2のrAAV)と組み合わせて含んでいてもよい。いくつかの態様に
おいて、組成物は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、またはこれより多くの異なるrAAVs
を含み、それら各々が1以上の異なる導入遺伝子を有する。
【０１３２】
　好適な担体は、rAAVが向けられる適応症の観点から、当業者によって容易に選択されて
もよい。例えば、ある好適な担体は、様々な緩衝溶液とともに製剤化されていてもよい生
理食塩水(例として、リン酸緩衝生理食塩水)を包含する。例示の他の担体は、滅菌生理食
塩水、ラクトース、スクロース、リン酸カルシウム、ゼラチン、デキストラン、寒天、ペ
クチン、落花生油、ゴマ油、および水を包含する。担体の選択は、本開示に制限されない
。
【０１３３】
　任意に、本開示の組成物は、rAAVおよび担体(単数または複数)に加えて、防腐剤などの
従来の他の医薬成分、または化学的安定剤を包含していてもよい。好適な例示の防腐剤は
、クロロブタノール、ソルビン酸カリウム、ソルビン酸、二酸化硫黄、没食子酸プロピル
、パラベン、エチルバニリン、グリセリン、フェノール、およびパラクロロフェノールを
包含する。好適な化学的安定剤は、ゼラチンおよびアルブミンを包含する。
【０１３４】
　rAAVsは、所望される組織の細胞をトランスフェクトするのに、かつ充分なレベルの遺
伝子輸送および発現を過度な弊害もなく提供するのに充分な量で投与される。従来のかつ
薬学的に許容し得る投与ルートは、これらに限定されないが、選択される器官への直接送
達(例として、肝臓への門脈内送達)、経口の、吸入(鼻腔内送達および気管内送達を包含
する)、眼内の、静脈内の、筋肉内の、皮下の、皮内の、腫瘍内の、および他の非経口の
投与ルートを包含する。投与ルートは、所望されるなら、組み合わせられてもよい。
【０１３５】
　具体的な「治療効果」を獲得するのに要されるrAAVビリオンの用量、例として、ゲノム
コピー/体重1キログラムあたり(GC/kg)の用量単位(units of dose)は、これらに限定され
ないが：rAAVビリオン投与ルート、治療効果を獲得するのに要される遺伝子またはRNAの
発現レベル、処置されている特定の疾患または障害、および遺伝子またはRNA産物の安定
性を包含する数因子に基づき変動するであろう。当業者は、具体的な疾患または障害を有
する患者を処置するためのrAAVビリオン用量の範囲を、先述の因子ならびに当該技術分野
において周知の他の因子に基づき容易に決定し得る。
【０１３６】
　rAAVの「有効量」は、動物を感染させるのに、所望される組織(例として、骨組織)を標
的にするのに充分な量である。有効量は、主に、対象の種、年齢(age)、重量、健康状態
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、および標的にされるべき組織などの因子に依存するであろう、よって動物および組織に
より変動することもある。例えば、有効量のrAAVは一般に、約109～1016ゲノムコピーを
含有する溶液の約1mlから約100mlまでの範囲にある。いくつかのケースにおいて、約1011

～1013rAAVゲノムコピーの間の投薬量が適切である。ある態様において、1012または1013

rAAVゲノムコピーは、骨組織を標的にするのに有効である。
【０１３７】
　いくつかの態様において、rAAVの用量は、1暦日あたりわずか一度(例として、24時間周
期)対象へ投与される。いくつかの態様において、rAAVの用量は、2、3、4、5、6、または
7暦日あたりわずか一度対象へ投与される。いくつかの態様において、rAAVの用量は、1暦
週(例として、7暦日)あたりわずか一度対象へ投与される。いくつかの態様において、rAA
Vの用量は、わずか隔週で(例として、2暦週周期に一度)対象へ投与される。いくつかの態
様において、rAAVの用量は、1暦月あたりにわずか一度(例として、30暦日に一度)対象へ
投与される。いくつかの態様において、rAAVの用量は、6暦月あたりわずか一度対象へ投
与される。いくつかの態様において、rAAVの用量は、1暦年(例として、365日または閏年
では366日)あたりにわずか一度対象へ投与される。
【０１３８】
　いくつかの態様において、rAAV組成物は、具体的に高rAAV濃度で存在する(例として、
～1013GC/mlまたはこれより多くの)組成物中、AAV粒子の凝集を低減するよう製剤化され
ている。rAAVsの凝集を低減させるための方法は当該技術分野において周知であって、界
面活性剤、pH調整薬(adjustment)、塩濃度調整薬等々の添加を包含する。(例として、Wri
ght FR, et al., Moledular Therapy (2005) 12, 171-178を参照、この内容は参照により
本明細書に組み込まれる。)
【０１３９】
　薬学的に許容し得る賦形剤および担体溶液の製剤は当業者に周知であり、本明細書に記
載の具体的な組成物を様々な処置計画に使用するための好適な投薬および処置計画の開発
も同様である。
【０１４０】
　典型的には、これらの製剤は、少なくとも約0.1％の活性化合物またはこれより多く含
有していてもよいが、活性成分(単数または複数)のパーセンテージは、もちろん変動して
もよく、便宜上、製剤全体の重量もしくは体積の約1％または2％と約70％との間、あるい
は80％以上であってもよい。当然ながら、治療的に有用な各組成物中、その量の活性化合
物は、好適な投薬量が化合物の所定単位用量で得られるような形で、調製されることもあ
る。可溶性、バイオアベイラビリティ、生物学的半減期、投与ルート、製品の貯蔵寿命、
ならびに他の薬理学的考察(pharmacological considerations)などの因子が、かかる医薬
製剤を調製する当業者によって企図されるであろうし、そのため様々な投薬量および処置
計画が所望されてもよい。
【０１４１】
　ある状況においては、好適に製剤化された本明細書に開示の医薬組成物中のrAAVベース
の治療的構築物を、皮下に、膵臓内に、鼻腔内に、非経口的に、静脈内に、筋肉内に、髄
腔内に、大腿骨髄内に、もしくは経口的に、腹腔内に、それとも吸入によって、送達する
ことが所望されるであろう。いくつかの態様において、米国特許第5,543,158号；第5,641
,515号、および第5,399,363号(各々具体的にその全体が参照されることによって本明細書
に組み込まれる)に記載のとおりの投与モダリティ(modalities)が、rAAVsを送達するため
に使用されてもよい。いくつかの態様において、好ましい投与様式は、門脈静脈注射によ
る。
【０１４２】
　注射剤の使用に好適な医薬形態は、滅菌注射剤溶液または分散体の即時調製のための、
滅菌水性溶液または分散体および滅菌粉末を包含する。分散体はまた、グリセロール、液
体ポリエチレングリコール、およびそれらの混合物においても、ならびに油においても、
調製されてよい。保管および使用の通常の条件下、これらの調製物は、微生物の成長を防
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止する防腐剤を含有している。多くのケースにおいて、前記形態は、滅菌されており、注
射針が容易に通過し得る(easy syringability exists)程度に流動性がある。それは製造
および保管の条件下で安定していなければならず、かつ細菌および菌類などの微生物の汚
染作用(contaminating action)に対して保存されなければならない。担体は、例えば、水
、エタノール、ポリオール(例として、グリセロール、プロピレングリコール、および液
体ポリエチレングリコール等)、それらの好適な混合物、および/または植物油を含有する
、溶媒あるいは分散媒体であり得る。固有の流動性が、例えば、レシチンなどのコーティ
ング剤の使用によって、分散体のケースに要される粒子サイズの維持によって、および界
面活性剤の使用によって、維持されていてもよい。微生物の作用の防止は、様々な抗細菌
剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チ
メロサール等によってもたらされ得る。多くのケースにおいて、等張剤、例えば、糖また
は塩化ナトリウムを包含するのが好ましいであろう。注射剤組成物の持続的な吸収は、組
成物中、吸収遅延剤、例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンの使用によ
ってもたらされ得る。
【０１４３】
　注射剤水性溶液の投与につき、例えば、溶液は、必要ならば、好適に緩衝されていても
よく、液体希釈剤とともに、充分な生理食塩水またはグルコースで最初に等張にされても
よい。これらの具体的な水性溶液は、静脈内の、筋肉内の、皮下の、および腹腔内の投与
にとくに好適である。この文脈において採用され得る滅菌水性媒体は当業者に知られてい
るであろう。例えば、ある投薬量は1mlの等張NaCl溶液に溶解されてもよく、1000mlの皮
下注入液へ加えられるか、または注入予定部位にて注射されるかのいずれかであってもよ
い、(例えば、"Remington's Pharmaceutical Sciences"15th Edition、1035～1038頁およ
び1570～1580頁を参照)。投薬量におけるいくつかのバリエーションは、宿主の状態に応
じて必然的に生じる。投与を担当する人は、いずれの事象においても、個々の宿主にとっ
て適切な用量を決定するであろう。
【０１４４】
　滅菌注射剤溶液は、活性rAAVを要される量で、本明細書に列挙される様々な他の成分と
ともに、適切な溶媒に組み込むこと、要求に応じ、これに続く濾過滅菌によって調製され
る。一般に、分散体は、様々な滅菌活性成分を、基本的な分散媒体と上に列挙されるもの
から要される他の成分とを含有する滅菌ビヒクル中へ組み込むことによって調製される。
滅菌注射剤溶液の調製のための滅菌粉末のケースにおいて、調製の好ましい方法は、いず
れの追加の所望成分をプラスして、これまでに滅菌濾過されたそれらの溶液から活性成分
の粉末を生産する真空乾燥および凍結乾燥の技法である。
【０１４５】
　本明細書に開示のrAAV組成物はまた、中性の形態または塩形態でも製剤化されてよい。
薬学的に許容し得る塩は、酸付加塩(タンパク質の遊離のアミノ基で形成される)を包含し
、これは例えば、塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マ
ンデル酸等などの有機酸で形成される。遊離のカルボキシル基で形成される塩はまた、例
えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム、ま
たは水酸化鉄などの無機塩基、およびイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジ
ン、プロカイン等の有機塩基にも由来し得る。製剤化の際、溶液は、投薬製剤に適合する
やり方で、かつ治療的に有効な量で施されるであろう。製剤は、注射剤溶液、薬物放出カ
プセル等などの様々な剤形に容易に施される。
【０１４６】
　本明細書に使用されるとき、「担体」は、ありとあらゆる溶媒、分散培地、ビヒクル、
コーティング剤、希釈剤、抗細菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤、緩衝剤(b
uffers)、担体溶液、懸濁液、コロイド等を包含する。医薬活性物質のためのかかる媒体
および剤の使用は、当該技術分野において周知である。補助活性成分もまた、組成物中へ
組み込まれ得る。句「薬学的に許容し得る」は、宿主へ投与されたとき、アレルギー反応
または同様の有害反応を生じない分子実体および組成物を指す。
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【０１４７】
　送達ビヒクル、たとえば、リポソーム、ナノカプセル、マイクロ粒子、ミクロスフェア
、脂質粒子、ベシクル等は、本開示の組成物の、好適な宿主細胞中への導入のために使用
されてもよい。とりわけ、rAAVベクターに送達される導入遺伝子は、脂質粒子、リポソー
ム、ベシクル、ナノスフェア、もしくはナノ粒子、または同種のもののいずれかにカプセ
ル化されて送達されるために製剤化されてもよい。
【０１４８】
　かかる製剤は、本明細書に開示の核酸またはrAAV構築物の薬学的に許容し得る製剤の導
入にとって好ましいこともある。リポソームの形成および使用は一般に当業者に知られて
いる。近年、血清安定性および血液循環半減期(circulation half-times)が改善されたリ
ポソームが開発された(米国特許第5,741,516号)。さらに、リポソームおよびリポソーム
様調製物の潜在的な薬物担体としての様々な方法が記載されている(米国特許第5,567,434
号；第5,552,157号；第5,565,213号；第5,738,868号および第5,795,587号)。
【０１４９】
　他の手順によるトランスフェクションに通常耐性がある数多の細胞型をもつリポソーム
が首尾よく使用されている。加えて、リポソームは、ウイルスベースの送達系には典型的
なDNA長の制約がない。リポソームは、様々な培養細胞株および動物中へ、遺伝子、薬物
、放射線治療剤、ウイルス、転写因子、およびアロステリックエフェクターを導入するの
に有効に使用されている。加えて、リポソーム媒介薬物送達の有効性を検証して、いくつ
かの成功した臨床試験が完了している。
【０１５０】
　リポソームは、水性媒体に分散して多重膜同心円二重層ベシクル(また多重膜ベシクル(
MLVs)とも称される)を自発的に形成するホスホ脂質から形成される。MLVsは一般に、25nm
から4μmまでの直径を有する。MLVsの超音波処理は、コア中に水性溶液を包含し直径が20
0～500Aの範囲にある単層小ベシクル(SUVs)の形成をもたらす。
【０１５１】
　代替的に、rAAVのナノカプセル製剤が使用されてもよい。ナノカプセルは一般に、安定
しかつ再現性のある形で物質を封入し得る。細胞内へのポリマーの過負荷に起因する副作
用を回避するために、かかる超微細粒子(ほぼ0.1μmのサイズ)が、in vivoで分解される
ことができるポリマーを使用して設計されているはずである。これらの要件を満たす生分
解性ポリアルキル-シアノアクリラートナノ粒子が、使用のために企図される。
【０１５２】
　上に記載の送達方法に加えて、以下の技法もまた、rAAV組成物を宿主へ送達する代替方
法として企図される。ソノフォレーシス(すなわち、超音波)が使用され、循環系中へのお
よび循環系を通した薬物浸透率およびその効き目を増強するためのデバイスとして米国特
許第5,656,016号に記載されている。企図される他の薬物送達代替手段は、骨内注射(米国
特許第5,779,708号)、マイクロチップデバイス(米国特許第5,797,898号)、眼科製剤(Bour
lais et al., 1998)、経皮マトリックス(米国特許第5,770,219号および第5,783,208号)、
およびフィードバック制御送達(米国特許第5,697,899号)である。
【０１５３】
治療方法
　有効量の導入遺伝子(例として、1以上の骨代謝調整剤をコードする単離された核酸また
はrAAV)を対象へ送達するための方法は、本開示によって提供される。いくつかの態様に
おいて、方法は、骨形成を促進または阻害することが可能な干渉RNAをコードする単離さ
れた核酸の有効量を対象へ投与するステップを含む。いくつかの態様において、方法は、
骨再吸収を促進または阻害することが可能な干渉RNAをコードする単離された核酸の有効
量を対象へ投与するステップを含む。よって、いくつかの態様において、本明細書に記載
の単離された核酸、rAAVs、および組成物は、調節不全の骨代謝に関連する疾患もしくは
障害を有するかまたはこれを有すると疑われる対象を処置するのに有用である。
【０１５４】
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　本明細書に使用されるとき、「調節不全の骨代謝に関連する疾患または障害」は、1）
健常な個体(例として、骨沈着と骨再吸収との間の不均衡によって特徴付けられる疾患を
有さない対象)と比べて、異常に増大した骨沈着(例として、形成)、または2）健常な個体
(例として、骨沈着と骨再吸収との間の不均衡によって特徴付けられる疾患を有さない対
象)と比べて、異常に減少した骨沈着(例として、形成)、または3）健常な個体(例として
、骨沈着と骨再吸収との間の不均衡によって特徴付けられる疾患を有さない対象)と比べ
て、異常に増大した骨再吸収(例として、崩壊(breakdown))、または4）健常な個体(例と
して、骨沈着と骨再吸収との間の不均衡によって特徴付けられる疾患を有さない対象)と
比べて、異常に減少した骨再吸収(例として、崩壊)のいずれかをもたらす、骨沈着と骨再
吸収との間の不均衡によって特徴付けられる疾病を指す。
【０１５５】
　「低下した骨密度に関連する疾患」は、1）健常な個体(例として、減少した骨密度によ
って特徴付けられる疾患を有さない対象)と比べて、異常に減少した骨沈着(例として、形
成)、または2）健常な個体(例として、減少した骨密度によって特徴付けられる疾患を有
さない対象)と比べて、異常に増大した骨再吸収(例として、崩壊)のいずれかの結果生じ
る、増大した骨の間隙率(porosity)によって特徴付けられる疾病を指す。増大した骨の間
隙率に関連する疾患は、1）健常な個体(例として、減少した骨密度によって特徴付けられ
る疾患を有さない対象)と比べて、異常に減少したOBおよび/または骨細胞の分化、機能、
あるいは活性、および/または2）健常な個体(例として、減少した骨密度によって特徴付
けられる疾患を有さない対象)と比べて、異常に増大したOCの分化、機能、または活性の
いずれかから生じてもよい。「間隙率」は一般に、骨組織によって占められていない骨画
分の体積を指す。
【０１５６】
　「上昇した骨密度に関連する疾患」は、1）健常な個体(例として、上昇した骨密度によ
って特徴付けられる疾患を有さない対象)と比べて、異常に増大した骨沈着(例として、形
成)、または2）健常な個体(例として、上昇した骨密度によって特徴付けられる疾患を有
さない対象)と比べて、異常に減少した骨再吸収(例として、崩壊)のいずれかの結果生じ
る、減少した骨の間隙率によって特徴付けられる疾病を指す。減少した骨の間隙率に関連
する疾病は、1）健常な個体(例として、上昇した骨密度によって特徴付けられる疾患を有
さない対象)と比べて、異常に増大したOBおよび/または骨細胞の分化、機能、あるいは活
性、および/または2）健常な個体(例として、上昇した骨密度によって特徴付けられる疾
患を有さない対象)と比べて、異常に減少したOCの分化、機能、または活性のいずれかか
ら生じてもよい。
【０１５７】
　本開示の側面は、調節不全の骨代謝に関連する疾患または障害を処置する方法を提供す
る。調節不全の骨代謝は、低下した骨密度(例として、骨粗鬆症、危機的サイズの骨欠損
、廃用または傷害の結果生じる機械的障害)に関連する疾患であってもよい。調節不全の
骨代謝は、上昇した骨密度(例として、大理石骨病、濃化異骨症、硬結性骨化症、先端巨
大症、フッ素症、骨髄線維症、C型肝炎関連骨硬化症、異所性骨化)に関連する疾患であっ
てもよい。
【０１５８】
　いくつかの態様において、調節不全の骨代謝に関連する疾患または障害を処置する方法
は、導入遺伝子を含む組換えAAV(rAAV)を、これを必要とする対象へ投与することを含む
。rAAVは、骨細胞(例として、破骨細胞および骨芽細胞)へのその標的化を促進する修飾を
含んでいてもよい。骨の細胞へのその標的化を促進するrAAVsの非限定的な修飾は、配列
番号16～17または57～63の異種の骨標的化ペプチド、骨特異的プロモーター、および他の
組織と比べて骨への標的化が増大したAAV血清型を包含する。いくつかの態様において、
調節不全の骨代謝を処置する方法は、配列番号16～17または57～63にあるとおりの異種の
骨標的化ペプチドを含むrAAVを、これを必要とする対象へ投与することを含む。
【０１５９】
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　いくつかの態様において、異種の骨標的化ペプチドを含むrAAVは、骨代謝の調節異常に
関連する標的遺伝子を上方調節または下方調節する導入遺伝子を含む。いくつかの態様に
おいて、導入遺伝子は、低下した骨密度(例として、骨粗鬆症、危機的サイズの骨欠損、
廃用または傷害の結果生じる機械的障害)に関連する障害において減少していた標的遺伝
子の発現を上方調節する。いくつかの態様において、導入遺伝子は、低下した骨密度に関
連する障害において増大していた標的遺伝子の発現を下方調節する。いくつかの態様にお
いて、導入遺伝子は、低下した骨密度(例として、骨粗鬆症、危機的サイズの骨欠損、廃
用または傷害の結果生じる機械的障害)に関連する障害において減少していた標的遺伝子
の発現を上方調節する。いくつかの態様において、導入遺伝子は、低下した骨密度に関連
する障害において増大していた標的遺伝子の発現を下方調節する。
【０１６０】
　本開示の側面は、カプシドタンパク質および阻害性核酸をコードする単離された核酸を
含むrAAVを対象へ投与することを含む、骨代謝の調節異常によって特徴付けられる障害の
疾患に関連する疾患または障害を処置するための方法を提供する。rAAVは、阻害性核酸(
例として、siRNA、shRNA、miRNA、またはamiRNA)を含んでいてもよい。阻害性核酸は、骨
代謝の調節異常によって特徴付けられる疾患もしくは障害に関連する標的遺伝子の発現を
減少または増加させてもよい。
【０１６１】
　いくつかの態様において、本開示は、低下した骨密度に関連する疾患または障害を処置
する方法を提供する。方法は、低下した骨密度に関連する遺伝子を標的にする導入遺伝子
を含むrAAVまたは単離された核酸を、これを必要とする対象へ投与することを含む。いく
つかの態様において、rAAVまたは単離された核酸は、低下した骨密度に関連する遺伝子を
標的にする人工マイクロRNAをコードする導入遺伝子を含む。いくつかの態様において、
標的遺伝子は、SHN3、PTH、PTHrP、DJ1、SOST、CTSK、またはRANKである。
【０１６２】
　本開示の側面は、rAAVまたは単離された核酸を投与することを含む、低下した骨密度に
関連する疾患または障害を処置する方法を提供する。いくつかの態様において、rAAVまた
は単離された核酸は、配列番号3で表されるとおりの配列またはその相補体を含む。いく
つかの態様において、rAAVは、配列番号18～34のいずれか1つで表されるとおりの配列を
含むカプシドタンパク質を含む。いくつかの態様において、rAAVは、配列番号16～17およ
び57～63のいずれか1つで表されるとおりの配列を含む異種の骨標的化ペプチドを含む。
【０１６３】
　細胞または対象におけるSHN3の発現は、本開示の方法を使用して、50％と99％との間(
例として、50％と99％との間(両端含む)のいずれの整数)まで減少させられてもよい。細
胞または対象におけるSHN3の発現は、本開示の方法を使用して、75％と90％との間まで減
少させられてもよい。細胞または対象におけるSHN3の発現は、本開示の方法を使用して、
80％と99％との間まで減少させられてもよい。
【０１６４】
　いくつかの態様において、物質の「有効量」は、所望される効果を生み出すのに(例と
して、骨細胞または骨組織を形質導入するのに)充分な量である。いくつかの態様におい
て、単離された核酸の有効量は、対象の標的組織の充分な数の標的細胞をトランスフェク
トする(またはrAAV媒介送達という状況下においては感染する)のに充分な量である。いく
つかの態様において、標的組織は、骨組織(例として、OBs、OCs、骨細胞、軟骨細胞等々
などの骨の細胞および骨組織細胞)である。いくつかの態様において、単離された核酸の
有効量(例として、これはrAAVを介して送達されてもよい)は、例として、OBsおよび/また
は骨細胞の活性あるいは機能を増大させること、OBsおよび/または骨細胞の活性を阻害す
ること、OCsの活性または機能活性を増大させること、OCsの活性または機能を阻害するこ
と等々により、対象における治療上の利益を有するのに充分な量であってもよい。有効量
は、例えば、対象の種、年齢、重量、健康状態、および標的にされるべき組織などの様々
な因子に依存するであろうし、よって本開示のどこかに記載されるとおり対象および組織
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【０１６５】
　本発明の例示の態様が、以下の例によってより詳細に記載されるであろう。これらの態
様は本発明の例示であって、当業者が認識するであろう前記例示は例示の態様に制限さな
い。
【０１６６】
例
例1
　骨形成のいくつかの主要調節因子を骨粗鬆症への治療標的として同定した。実例として
、天然に存在する骨形成のインヒビター、スクレロスチン(SOST)またはアダプタータンパ
ク質schnurri-3(SHN3、またHIVEP3ともいう)の抑制は、向上したOB活性に起因する進行性
の骨量増加をもたらす。主にOBsにおいて機能するSHN3およびSOSTとは違って、カテプシ
ンK(CTSK)はOCs中に高発現されており、その阻害は、OC活性を遮断することによって骨量
を増加させる。最後に、PTH、PTH関連タンパク質(PTHrP)、またはDJ-1を包含する骨同化
因子(bone anabolic factors)での処置は、骨形成を促進する。本例において、骨標的化
アデノ随伴ウイルス(AAV)媒介の遺伝子サイレンシングまたは遺伝子付加を使用してこれ
らの候補遺伝子の発現を操り得る遺伝子治療法を記載する。いくつかの態様において、治
療法(例として、本開示によって記載される組成物)は、骨のリモデリングおよび再生活性
への弊害を制限しつつ、OB機能および骨形成を促進することによってか、またはOC活性お
よび骨破壊を抑制することによって、骨喪失を防止する。
【０１６７】
骨標的化アデノ随伴ウイルス(BT-AAVs)を使用する遺伝子治療法の開発
　形質導入の高い効率、持続する導入遺伝子発現、およびlack of post-感染後の免疫原
性および病原性の欠如によって、AAVsは、遺伝子治療に使用するのに極めて魅力的なウイ
ルスベクターとなる。今日まで、AAVベクターは世界中130を超える臨床試験および2,000
名の患者らにおいて評価されている。しかしながら、非特異的な細胞標的化、起こり得る
既存の免疫、および他の律速事象によって、より多くの天然のAAV血清型の同定、ならび
にベクター工学によるAAV血清型の特性および機能の改善が余儀なくされる。ここで、OBs
および/またはOCsをin vitroおよびin vivoで形質導入し得るAAV血清型を同定した。
【０１６８】
OBs、OCs、および軟骨細胞を形質導入するAAV血清型の同定
　この目的に向けて(To this end)、増強された緑色蛍光タンパク質(GFP)レポーター遺伝
子を、17のAAVカプシド(scAAV1、scAAV2、scAAV3、scAAV4、scAAV5、scAAV6、scAAV6.2、
scAAV7、scAAV8、scAAV9、scAAVrh8、scAAVrh10、scAAVrh39、scAAVrh43、scAAV2/2-66、
scAAV2/2-84、scAAV2/2-125)中へパッケージングした。これらの精製されたAAV血清型ベ
クターの、間葉系幹細胞(MSCs)起源マウスOB-もしくは軟骨細胞-系列細胞または骨髄単球
(BM-MO)起源マウスOCsを形質導入する能力を、落射蛍光顕微鏡法を使用しGFP発現を監視
することによって査定した。最初に、OB-または軟骨細胞-系列細胞へのそれらの形質導入
能を試験するため、マウスMSCsおよび軟骨細胞の前駆株(ATDC5)を夫々、CyagenおよびATC
Cから購入した。加えて、マウスOB前駆体(pre-OB)を、3つの異なる類遺伝子背景(C57BL/6
J、BALB/cJ、129S1/SvlmJ)のマウス新生仔の頭蓋冠から、出生から3～5日後に単離し、骨
原性媒体中6日間培養して成熟OBs(mOB)へ分化させた。1012～1013/mlゲノムコピーの17の
精製AAV血清型の単回用量を、これらの細胞とともに2日間インキュベートし、GFP発現を
落射蛍光顕微鏡法(表1)およびEGFPに対する免疫ブロッティング(図22)によって分析した
。
【０１６９】
表1：マウスMSC-系列細胞をin vitroで形質導入し得るscAAV血清型の同定。
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【表１－２】

【０１７０】
　17のAAV血清型のうち、scAAV4が、3つの異なるマウス背景のマウスOB-系列細胞を形質
導入するのに最も有効であり、scAAV1、scAAV5、scAAV6、およびscAAV6.2(scAAV6の改変
バージョン)は、3つの異なるマウス背景のマウスOBおよび軟骨細胞-系列細胞の両方を形
質導入し、scAAV9は、C57B6/J背景のpre-OBsのみを形質導入した(図1および図2における
代表的な画像)。
【０１７１】
　次に、精製AAV血清型の、マウスOC前駆体を形質導入する能力を調査した。マウス初代O
C前駆体(BM-MO、骨髄由来単球)を2月齢マウス(C57BL/6J)の長骨から単離し、マウスM-CSF
(40ng/ml、R&D systems)の添加によって増幅させた。BM-MOsを、マウスM-CSF(40ng/ml)お
よびマウスRankリガンド(10ng/ml、R&D systems)の存在下6日間培養して成熟OCsへ分化さ
せた(図3)。加えて、マウスOC前駆体株(Raw264.7)を、マウスRankリガンド(10ng/ml)とと
もに培養して4日後に成熟OCsへ分化させた(図4)。1012～1013/mlゲノムコピーの17の精製
AAV血清型の単回用量をこれらの細胞とともに2日間インキュベートし、GFP発現を落射蛍
光顕微鏡法によって分析した(表2)。
【０１７２】
表2：マウスOCsをin vitroで形質導入するscAAV血清型の同定。
【表２－１】
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【表２－２】

【０１７３】
　17のAAV血清型のうち、scAAV1、5、6、6.2、7、および9は、マウス初代OCsおよびRaw26
4.7 OC株の両方を形質導入するのに有効であった一方、scAAV8および10、scAAVrh39およ
び43は、Raw264.7 OC株しか形質導入しなかった(図3および4における代表的な画像)。
【０１７４】
　AAVカプシドの関節軟骨および骨への指向性を検査するため、8つのscAAV-Egfpベクター
をin vitroでのスクリーニング(scAAV1、scAAV4、scAAV5、scAAV6、scAAV7、scAAV9、scA
AVrh.10、およびscAAVrh.39)から選択した。関節軟骨上の軟骨細胞および/または骨表面
上のOBsおよび/またはOCsを形質導入するそれらの能力を試験するため、1012～1013/mlゲ
ノムコピーの、8つの選択されたGFPをコードするAAV血清型の単回用量を、2月齢マウス(C
57BL/6J)の両膝関節中へ注射し、4週後にマウスを安楽死させ、関節軟骨および/または骨
へのAAV形質導入をUMMS光学結像設備でのIVIS-100光学結像系によって監視した(図5)。陰
性対照としてマウスにPBSを注射した。大多数のカプシドにつき関節軟骨(図28)または成
長板(図22)におけるEGFPの発現はほとんどない～ない。この相違は、scAAVベクターの軟
骨細胞へのアクセス可能性が乏しいことに起因し得るが、前記軟骨細胞は無血管微小環境
のこれら構造体に包埋されている。代替的に、ベクターは単に、成体マウスにおいて初代
軟骨細胞のより低い感染力を呈している場合もある。GFPタンパク質は膝関節および後肢
において高発現されており、それらの発現は局所注射エリアに制限されていた(図5、上、
図28)。とりわけ、GFP発現は筋肉除去後でさえも、骨および膝関節から検出された(図5、
下)。関節軟骨中の軟骨細胞における、および/または骨表面のOBsおよび/またはOCsにお
けるGFP発現を確認するため、膝関節および大腿骨の凍結切片に対し組織学を実施した。
図6Aに見られるとおり、関節軟骨におけるGFPタンパク質の無発現または小発現が、scAAV
1、scAAV4、scAAV5、scAAV6、scAAV7、scAAV9、scAAVrh.10、およびscAAVrh.39が注射さ
れた膝関節から検出された。scAAV9が注射された膝関節において、GFP発現が軟骨細胞の
小集団から検出された。軟骨細胞前駆体株ATDC5を使用したin vitroデータとは対照的に
、これらの結果は、あるscAAV血清型が、関節軟骨中の軟骨細胞をin vivoで形質導入する
のに有効ではないことを指し示している。
【０１７５】
　これに反して、GFPタンパク質は、scAAV9が膝関節中へ注射されたとき、皮質骨に存在
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するOBsおよび骨細胞において高発現した。処置マウスの全身および個々の器官の画像は
、EGFP発現が肝臓および後肢において最も高かったことを示した(図23および29)。心臓お
よび大腿骨における発現は穏やかであった一方、肺、腎臓、および脾臓における発現は検
出されなかった。心臓、肝臓、および大腿骨におけるEGFPの発現を、蛍光顕微鏡法によっ
て、および免疫ブロット分析によって(図23)さらに確認した。観察されたとおり、EGFPタ
ンパク質は、皮質および骨梁中の骨内膜の骨芽細胞および骨細胞において主に発現してい
たが、靱帯、関節軟骨、成長板、骨膜の骨芽細胞、骨髄、および膝蓋骨においては発現し
ていなかった(図23および30)。これらの結果は、全身的に送達されたscAAV9ベクターが、
骨内膜の骨に存在する骨芽細胞系列細胞を標的にすることを実証する。
【０１７６】
　scAAV9に加えて、骨膜の細胞におけるGFP高発現および皮質骨中の骨細胞におけるGFP低
発現がscAAV5の処置において観察された。骨膜の細胞の小集団は、scAAV4が注射されたと
きGFPタンパク質を発現したが、scAAV6.2の処置においてはGFP発現が検出されなかった(
図6B)。よって、これらの結果は、scAAV9血清型が、マウスにおける骨表面上のOBsおよび
OCsを形質導入するのに最も有効であることを指し示している。scAAV9の骨組織への形質
導入の効き目を増大させるため、scAAV9をPBSまたはX-tremeGene 9 DNAトランスフェクシ
ョン試薬(Roche)(極度に細胞毒性が低い脂質のブレンド)とともに製剤化し、マウスの膝
関節中へ注射した(図7および8)。X-tremeGene 9(リポソーム)と製剤化されたとき、GFPタ
ンパク質は、成長板下および骨梁表面上(骨端)の活発なOBsおよびOCs、ならびに最終分化
したOBs、皮質骨中の骨細胞(骨幹)において、高発現していた。しかしながら、GFP発現は
筋肉において著しく低下していたが、このことはX-tremeGene 9製剤がscAAV9のin vivoで
の指向性を変更することを指し示している。
【０１７７】
カプシドタンパク質の遺伝的または化学的改変を介する骨標的化-scAAV9(BT-scAA9)血清
型の開発
　骨粗鬆症におけるAAV媒介遺伝子治療を最大限生かす(maximize)ため、scAAV9血清型に
は、OBsおよびOCsが存在する骨表面上にホーミングし蓄積することが所望される。骨標的
化ペプチド、((AspSerSer)6、DSS)は、骨原性siRNA-カプセル化リポソームを骨形成表面
へ向かわせるのに有効であることが観察された。追加の骨標的化ペプチド、HABP-19(CγE
PRRγEVAγELγEPRRγEVAγEL；配列番号17)は、培養物中ならびにマウス中の骨ヒドロキ
シアパタイトへ選択的に結合することが報告されている。HABP-19は、OBsから分泌される
最も豊富な非コラーゲンタンパク質、オステオカルシンの生物模倣体(biomimic)である。
γ(Gla残基)-カルボキシル化グルタミン酸(Glu)は、ビタミンK依存性γ-カルボキシル化
によるGluに由来する。
【０１７８】
　本例は、改変されたscAAV9血清型を骨へ向かわせるために、AAVカプシド中へ骨標的化
ペプチドを挿入することを記載する(図9A、DSS-scAAV9、HABP-scAAV9)。(AspSerSer)6(配
列番号16)をコードするDNA配列を、標準的なクローニング方法を使用して、カプシドタン
パク質VP2オープンリーディングフレーム(ORF)中グルタミン587とアラニン588(DSS-587)
との間、グルタミン588とアルギニン589(DSS-588)との間へ、またはVP2-ORF(DSS-Nter)の
N末端に挿入する(図10および26)。加えて、化学反応(図9B)を介して確証された骨集積分
子へ抱合されたAAVカプシドを産生する。細胞表面上のアジド部分への骨集積分子(ADIBO-
Ale)の付着が、骨フラグメントへ結合する非骨細胞(例として、Jurkat T白血病株)の能力
を有意に増強したことが観察された。
【０１７９】
　DSS挿入がscAAV9の感染力に影響を及ぼすか検査するため、原型的なAAV9、AAV9.DSS-58
7、またはAAV9.DSS-Nterカプシド中へパッケージングされたベクターをCOBs中へ感染させ
てEGFP発現を免疫ブロッティングによって、または蛍光顕微鏡法によって査定した(図29)
。scAAV9と比較して、scAAV9.-DSS-Nterは、感染力において、より低いMOI(109GC/mL)に
て穏やかな低下を示したが一方、EGFP発現はscAAV9.DSS-587で処置されたCOBsからはほと
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んど検出されなかった(図29)。同様に、i.a.注射を介してマウスを処置したとき、scAAV9
、およびscAAV9.DSS-Nterは前述同様、大腿骨を強く形質導入した(図35)。対照的に、導
入遺伝子発現をほとんど～まったく生じさせなかった。加えて、骨原性遺伝子のアルカリ
ホスファターゼ(ALP)活性および発現は、scAAV9およびscAAV9.DSSベクターで処置されたC
OBsにおいて同等であったが、このことは骨芽細胞分化に対してscAAVsによる弊害がない
ことを指し示している(図29および35)。
【０１８０】
　改変されたscAAV9血清型(Ale-scAAV9)は、カプシドタンパク質上の骨標的化分子で装飾
されており、これを試験する。アジド担持アミノ酸をAAVカプシドタンパク質上に創出す
るために、VP3カプシドタンパク質中のアスパラギン587をアンバーコドン(TAG)へ変化さ
せるか、またはこのアンバーコドンをアスパラギン587とアルギニン588との間に挿入する
。これらの突然変異体VP3プラスミドと一緒に、pヘルパー(pHelper)、pAAV-GFP、およびp
PyIRS/tRNACUAを1：1：1：2のモル比にて、DNAトランスフェクション試薬を使用しAAV-29
3パッケージング細胞中へ一過的にトランスフェクトした。6時間後に培地を、1mM N-2-ア
ジドエチルオキシカルボニル-L-リシン(NAEK)を含有する新たな培地に置き換え、72時間
後にアジド担持アミノ酸をもつscAAV9血清型(アジド-scAAV9)をトランスフェクトされた
細胞から回収する。pPyIRS/tRNACUAプラスミドから発現された直交性のアンバーサプレッ
サーアミノアシル-tRNAシンテターゼ/tRNA-CUAの対を、NAEKの存在下アンバーコドンの部
位にてアジド担持非天然アミノ酸を合成する。
【０１８１】
　アジド部分を含有するVP3突然変異体の発現を、抗VP3抗体での免疫ブロッティングによ
って確認する。一旦確認したら、アジド-scAAV9血清型のOBsまたはOCsを形質導入する能
力をGFP発現の監視によって査定する。初代マウスOBsを、GFPをコードするアジド-scAAV9
血清型で処置し、GFP発現を落射蛍光顕微鏡法によって査定する。加えて、これらのscAAV
9血清型を、M-CSFおよびRankリガンドの存在下でのマウスBM-MO(OC前駆体)の感染のため
に使用する。それらの形質導入効率を、GFPをコードするWT-scAAV9血清型と比較する。
【０１８２】
　次に、骨標的化scAAV9血清型(Ale-scAAV9)を、クリックケミストリーを介して、アジド
-scAAV9血清型のVP3カプシドタンパク質中のアジド担持アミノ酸へ骨集積分子(ADIBO-Ale
)を架橋させることによって産生する。アジド-scAAV9血清型を異なる濃度のADIBO-Ale(Fu
tureChem)とともに室温にてインキュベートし、2時間後に未結合ADIBO-Aleを、透析を使
用して除去する。Ale-scAAV9血清型の初代OBsまたはOCsを形質導入する能力を、GFP発現
を監視することによって検査する。
【０１８３】
骨細胞および組織へのDSS-scAAV9形質導入の確証
　ペプチドをAAVカプシド中へ非効率的にまたは非適切に融合したとき、AAVの形質導入効
率が著しく低下し得ることがこれまでに報告されている。scAAV9のOBsおよびOCsを形質導
入する能力に対するDSSペプチド挿入の効果を試験するため、マウスOBおよびOC前駆体を
異なる用量のGFPをコードするscAAV9s(WT-、DSS-588、DSS-Nter)で処置した。2日後にGFP
発現を、抗GFP抗体を使用するウェスタンブロッティングによって、および落射蛍光顕微
鏡法によって分析した。図11および12(AおよびB-左)に見られるとおり、GFPタンパク質の
発現は、DSS-588で処置されたときOBsとOCsとの両方からほとんどまたはまったく検出さ
れなかった。これに反して、WT-scAAV9と比較して、DSS-Nter scAAV9の処置は、OBsおよ
びOCsにおいてGFP発現が減少したこと、およびその発現が用量依存的なやり方で増加した
ことを示した。OBs(図11B-右および11C)とOCs(図12B-右および12C)との分化は、これらの
scAAV9の処置において正常であるが、このことはscAAV9形質導入がOBおよびOCの機能に影
響を及ぼさないことを実証する。
【０１８４】
　次に、DSS-scAAV9ベクターの骨細胞をin vivoで形質導入する能力を調査した。GFPをコ
ードするscAAV9ベクター(WT-、DSS-588、DSS-Nter)をX-tremeGene 9とともに製剤化し、1



(42) JP 2021-519065 A 2021.8.10

10

20

30

40

50

012～1013/mlゲノムコピーのこれらscAAV9ベクターの単回用量を2月齢マウス(C57BL/6J)
の膝関節中へ注射し、1週後に組織学を大腿骨の凍結切片に対し実施し、OBs、OCs、およ
び/または骨細胞におけるGFP発現を、共焦点顕微鏡法を使用して査定した(図13)。PBS注
射はGFPを発現しない対照として働く。in vitroでの実験(図11および12)と同様、GFP発現
はDSS-588 scAAV9で処置された大腿骨においてほとんどまたはまったく観察されなかった
。GFPを発現する細胞の集団はWT-scAAV9と比較して低減したが、DSS-Nter scAAVは、OBs
、OCs、および骨細胞を包含する骨の細胞のすべてを成功裏に形質導入した。
【０１８５】
　AAVカプシドをin vivoでの骨標的化活性につき試験した。前述同様、scAAV9またはscAA
V9-DSS-Nterを2月齢マウス中へi.v.注射し、注射から2週間して組織分布をEGFP発現によ
って査定した。同レベルのEGFPタンパク質が、scAAV9またはscAAV9-DSS-Nterのいずれか
で全身的に処置されたマウスの全身において観察された一方(図36)、scAAV9.DSS-Nterが
注射されたマウスは、心臓および肝臓の夫々において、scAAV9によって達成されるEGFP発
現レベルの～55％および～75％を生じさせた(図26および図36)。重要なことには、大腿骨
および腰椎における発現は、処置群間で相対的に同等であった(図26および36)。注目すべ
きことに、scAAV9.DSS-Nterで処置された大腿骨は、scAAV9で処置された大腿骨と比較し
て、EGFPを発現する細胞数が増加したことを示した(図26)。これらの結果は、骨標的化ペ
プチドモチーフ(DSS)と融合された改変VP2カプシドタンパク質が、非骨格組織への脱標的
化(detargeting)送達によってscAAV9の骨ホーミング特異性を改善し、次に骨へのその指
向性を増大させることを実証した。
【０１８６】
in vivoでの特定の骨形質導入のためのBT-scAAV9血清型の全身送達の確証
　BT-scAAV9血清型のin vivoでの骨へのホーミングする能力を検査するため、1×1010ゲ
ノムコピーのGFPをコードするscAAV9ベクター(WT-、DSS-またはHABP、Ale)の単回用量を
、マウス中へ局所投与または全身投与する。局所投与につき、これらのscAAV9血清型を2
月齢マウス(C57BL/6J)の膝関節中へ注射し、1週後または4週後に骨上のOBs、OCs、および
/または骨細胞へのAAV送達をIVIS-100光学結像系によって監視する。加えて、組織学を大
腿骨の凍結切片に実施して、これらのscAAV9血清型によって形質導入されたGFPを発現す
るOBs、OCs、および/または骨細胞を検出する。PBS注射は非GFPを発現しない対照として
働く。全身投与につき、GFPをコードするWT-、DSS-、HABP-またはAle-scAAV9血清型を、
静脈内(IV)または腹腔内(IP)注射を介してマウスへ投与する。1週後または4週後に、骨へ
のAAV送達をIVIS-100光学結像系によって監視し、さらに組織学のためGFP陽性骨の凍結切
片を作製する。
【０１８７】
マウスSchnurri-3(SHN3)、スクレロスチン(SOST)、またはカテプシンK(CTSK)に特異的なs
hRNAsをコードするscAAV9ベクターの生成
　硬結性骨化症は、骨量が多い希少な遺伝性障害であって、スクレロスチンをコードする
遺伝子、SOST遺伝子における機能喪失型突然変異に関連することが観察されている。スク
レロスチンは、骨細胞、最終分化骨芽細胞から分泌され、骨形成を阻害し、骨再吸収を増
強する。モノクローナルヒト抗スクレロスチン抗体での処置は、骨形成の促進および骨再
吸収の阻害によって、骨粗鬆症のヒト患者および動物モデルにおける骨喪失を回復させる
。しかしながら、脳卒中が増加するリスクのせいでFDAの承認は目下あり得そうにない。
骨芽細胞分化を阻害するスクレロスチンとは違って、リソソームのシステインプロテイナ
ーゼ、カテプシンK(CTSK)は、骨再吸収にとって重要な成熟破骨細胞において高発現され
ている。骨量が多い希少な遺伝性障害、濃化異骨症は、ヒトのCTSK遺伝子中の突然変異を
不活化することから生じる。CTSKの小分子インヒビターでの処置は、骨再生活性への弊害
を制限しつつ骨再吸収を抑制することによって、骨粗鬆症のヒト患者および動物モデルに
おける骨喪失を防止する。しかしながら、それは近年、脳卒中の発生が上がったことに起
因してFDAの審査からもれた。
【０１８８】
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　骨芽細胞分化の新規サプレッサーとしてのSchnurri-3(SHN3)。誘導loxP:Cre系を使用す
るOBsにおけるSHN3の一過的な欠失によって、マウスの骨量の有意な増加が結果として生
じたが、このことは、SHN3発現の下方調節が、骨粗鬆症における低骨量を回復させる魅力
的な治療的アプローチを提供することを指し示している(図14)。同じく、SHN3の阻害は、
骨形成の促進によって、骨粗鬆症のマウスモデルおける骨喪失を防止する(図15)。しかし
ながら、スクレロスチンおよびCTSKとは違って、SHN3欠損症は、骨に特異的であって、非
骨格組織における表現型には関連しない。よってそれ以降、例1に記載の骨標的化scAAV9
ベクターを、OBsおよび/またはOCsにおけるマウスSHN3、SOST、あるいはCTSKをin vitro
およびin vivoでサイレンシングするベクターとして使用した。
【０１８９】
　上記遺伝子(例として、SHN3、CTSK)を標的にする2つのshRNAヘアピンを、機能的な自己
相補的AAVベクター(例として、mTRs)に要される突然変異の逆方向末端反復(mTRs)の代用
とするために採用した。修飾shRNA-mTR配列は配列(Sequence)のセクションにおいて記載
する。これらの修飾shRNA-mTRsを、制限酵素部位PstIおよびBgl2にてpAAVscCB6-EGFPベク
ター中へクローニングしてscAAV9カプシドへパッケージングした。
【０１９０】
　マウスschnurri-3(SHN3)およびマウスカテプシンK(CTSK)に特異的な2つのshRNAヘアピ
ンを発現する精製scAAV9ベクター(scAAV9-mSHN3iおよびscAAV9-mCTSKi)を産生した。in v
itroでの特徴付けにつき、scAAV9-mSHN3iおよびscAAV9-mCTSKiの感染力、ノックダウン効
率、ならびに機能活性をOBsおよびOCsの夫々において試験した。最初に、1012～1013/ml
ゲノムコピーの2つのscAAV9-mSHN3is(Sh-SHN3-1、-2)またはscAAV-ベクター対照の単回用
量をマウス初代OB前駆体に処置した。形質導入から2日後、GFP発現を落射蛍光顕微鏡法に
よって監視し、ノックダウン効率を、RT-PCRを使用してSHN3 mRNAレベルを測定すること
によって査定した。OB分化を、OB培養の第6日および15日の夫々に、OB分化遺伝子(例とし
て、骨シアロタンパク質(BSP)およびosterix(OSX))の発現とアリザリンレッド染色による
骨石灰化活性とを測定することによって査定した(図16A～16D)。OBsへのscAAV9-mSHN3is
の形質導入の有効性はscAAV9-対照と同程度であった。scAAV9-mSHN3i(Sh-SHN3-1)はSHN3 
mRNAレベルを50％まで減少させることができた(図16A～16B)。SHN3ノックダウンは、骨石
灰化活性およびOB分化遺伝子の発現を増大させた(図16C～16D)。
【０１９１】
　次に、scAAV9-mSHN3iベクターのin vivoでの形質導入およびノックダウンの効き目を検
査した(図17)。GFPをコードするscAAV9ベクター(Sh-SHN3-1)をX-tremeGene 9とともに製
剤化し、1012～1013/mlゲノムコピーのこのscAAV9ベクターの単回用量を2月齢マウス(C57
BL/6J)の膝関節中へ注射した。1週後に大腿骨の凍結切片への組織学を実施し、OBsおよび
骨細胞におけるGFP発現を、共焦点顕微鏡法を使用して査定した。PBS注射はGFPを発現し
ない対照として働く。対照scAAV9と同様に、OBsおよび骨細胞におけるGFP発現がscAAV9-m
SHN3iベクターで処置された大腿骨において観察された(図17A)。代替的に、GFPを発現す
る細胞を、FACSソーティングを使用して大腿骨から単離し、SHN3 mRNAレベルをRT-PCRに
よって査定し、scAAV9-Sh-SHN3-1ベクターの形質導入によってSHN3 mRNAレベルが50％低
下したことを実証した(図17B)。
【０１９２】
　加えて、scAAV9-mCTSKiの感染力、ノックダウン効率、および機能活性もまた、マウスO
Csにおいて調査した。OC前駆体を得るため、マウス単球株Raw264.7をRankリガンド(5ng/m
l)で2日間処置した。続いて、これらのOC前駆体を1012～1013/mlゲノムコピーの2つのscA
AV9-mCTSKis(Sh-CTSK-1、-2)またはscAAV-ベクター対照(対照)の単回用量で2日間処置し
た。形質導入効率を、落射蛍光顕微鏡法を使用するGFP発現によって査定し(図18A～18D)
、ノックダウン効率を、RT-PCRを使用しCTSK mRNAレベルを測定することによって査定し
た(図18B)。加えて、OC分化を、TRAP酵素活性、TRAP染色OCsの多核細胞化、およびOC分化
遺伝子(例として、樹状細胞-特異的膜貫通型タンパク質(DC-STAMP)およびTRAP)の発現を
測定することによって査定した(図18Cおよび18D)。scAAV9-mCTSKisのOC前駆体への形質導
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入の有効性はscAAV9-対照と同程度であった。scAAV9-mCTSKi(Sh-CTSK-1)はCTSK mRNAレベ
ルを70％まで減少させることができた(図18A～18B)。CTSKノックダウンは結果として、OC
分化度を軽度に減少させた(図18C～18D)。scAAV9-mCTSKiベクターのOCsをin vivoで形質
導入する能力を検査するため、1012～1013/mlゲノムコピーのGFPをコードするscAAV9ベク
ター(Sh-CTSK-1)とX-tremeGene 9との製剤の単回用量を、2月齢マウス(C57BL/6J)の膝関
節中へ注射した。GFP発現およびCTSK発現の免疫蛍光分析によって、対照-scAAV9とscAAV9
-mCTSKiベクターとの両方とも骨表面上のOCsをin vivoで形質導入し得ることが確認され
た(図19A)。scAAV9-mCTSKiベクターで形質導入されたときのみ、CTSK発現がGFPを発現す
るOCsにおいて著しく低下した(図19B)。
【０１９３】
　マウススクレロスチン(SOST)shRNAsに特異的な2つのshRNAヘアピンをコードするpAAVsc
CB6ベクター(scAAV9-mSOSTi)のノックダウン効率が、スクレロスチンが高発現するGFP-DM
P1発現骨細胞株において確証された。生成された時点で、1012～1013/mlゲノムコピーの2
つのscAAV9-mCTSKiまたはscAAV9-ベクター対照(対照)の単回用量を、スクレロスチンを高
発現するマウス骨細胞株中へ注射する。形質導入から2日後、GFP発現をウェスタンブロッ
ティングによって査定し、ノックダウン効率を、RT-PCRを使用しSOST mRNAレベルを測定
することによって査定した。
【０１９４】
BT-AAV媒介遺伝子サイレンシングを使用する骨粗鬆症のための遺伝子治療法の開発
　本例は、マウスSHN3、SOST、CTSK(SHN3i、SOSTi、CTSKi)に特異的なshRNAヘアピンをコ
ードするscAAV9血清型の機能的な効き目を試験することについて記載する。shRNAヘアピ
ンを、GFPをコードするAAVベクター中へクローニングして、BT-AAVカプシド中へパッケー
ジングする(DSS-scAAV9、Ale-scAAV9)(図20)。陰性対照としての対照ShRNA(Cont-i)をAAV
ベクター中へクローニングする。cont-i、SHN3i、またはSOSTiをコードするBT-AAV血清型
を初代マウスOBs中へ形質導入して3日後にSOSTまたはSHN3のノックダウン効率を定量的PC
Rによって査定した。マウス初代OC前駆体を、cont-iまたはCTSKiをコードするBT-AAV血清
型によって形質導入してM-CSFおよびRANKリガンドの存在下で培養する。形質導入から3日
後、CTSKのノックダウン効率を定量的PCRによって分析し、6日後にCSTKサイレンシングの
OC分化を阻害する能力を査定する。
【０１９５】
　これら遺伝子治療法の、骨粗鬆症マウスモデルの骨喪失を防止する能力を検査するため
、偽手術またはOVX手術から4週後、4月齢メスマウス(C57BL/6J、n=12マウス/群)に、1×1
012ゲノムコピーのこれらのBT-scAAV9血清型の単回用量をIV注射またはIP注射する。代替
的に、22月齢メスマウス(C57BL/6J、n=12マウス/群)にIV注射またはIP注射する。陰性対
照として、GFPをコードするscAAV9ベクターを対照shRNA(Cont-i)とともに、これらのマウ
ス中へ投与する。処置から2月後、in vivoでのOBsおよびOCsの数、骨形成速度、およびOC
再吸収活性を査定するために、マウスをカルセインおよびアリザリンレッドで標識して動
的な組織形態計測へ供する。GFPを発現するscAAV9形質導入細胞を探すために、IVIS-100
光学結像を全身において実施する。GFPを発現する組織を凍結切片上への組織学のためさ
らに処理する。さらにまた、GFPタンパク質を発現するscAAV9形質導入OBsおよび/またはO
Csを、FACSソーティングを使用して長骨から単離し、SOST、SHN3、またはCTSK mRNAレベ
ルを定量的PCRによって査定する。骨格分析につき、長骨および椎骨のマイクロCTを実施
して骨量および構造を分析する。
【０１９６】
　加えて、組織切片を、OC分化のマーカーとして酒石酸抵抗性(tartrate-resistant)酸ホ
スファターゼ(TRAP)で染色し、OB分化のマーカーとしてのI型コラーゲンα1(Col1)および
Runx2につき免疫組織化学(IHC)を行う。この分析は、OB分化遺伝子の発現を測定する骨RN
Aの定量的PCR分析を伴う。最後に、骨粗鬆症のヒト患者に見られるような全身性のOBおよ
びOC活性を、ELISAを使用して、I型コラーゲンC末テロペプチド(CTX)、タイプ1プロコラ
ーゲンN末プロペプチドの(P1NP)、および骨特異的アルカリホスファターゼ(BSAP)を包含



(45) JP 2021-519065 A 2021.8.10

10

20

30

40

50

する血清骨代謝回転マーカーのレベルを測定することによって分析する。
【０１９７】
例2：AAV媒介遺伝子付加を使用する骨粗鬆症のための新規遺伝子治療法の開発
　皮下注射を介する組換えPTHペプチド(1～34aa)または組換えPTHrPペプチド(1～36aa)の
断続的な処置は、いくつかの態様において、骨粗鬆症のヒト患者および動物モデルにおい
てOB活性を増大させ骨形成を促進する。これらのペプチド(テリパラチド、アバロパラチ
ド)はFDAに承認され、目下、骨粗鬆症のヒト患者に使用されている。いくつかの態様にお
いて、分泌性因子DJ-1は、OBsと内皮細胞との間のクロストークのメディエーターとして
機能する。DJ-1での処置は、いくつかの態様において、OC分化を抑制しながら、ヒトMSCs
においてOB分化を、およびヒト内皮細胞において血管新生を促進する。
【０１９８】
　本例は、分泌性骨原性因子をコードするscAAV9血清型の、筋肉内(IM)注射(これを通し
て、注射された筋肉が生物ポンプ(bio-pump)として働く)を介する動物への送達を記載し
、前記送達は、血液循環においてこれらの因子の安定した高発現を提供して骨粗鬆症の状
況(setting)における骨形成を促進する(図21)。この目的に向けて、ヒトPTH(1～84aa)、
ヒトPTHrP(1～140aa)、またはマウスDJ-1(1～190aa)をコードするcDNAsを、タンパク質分
泌のための従来のシグナルペプチドを含有するpAAVscCB6-EGFPベクター中へ制限酵素部位
Age1およびHind3ベクターにてクローニングして、筋肉指向性の(muscle tropic)AAVカプ
シド中へパッケージングする(PTH-scAAV9、PTHrP-scAAV9、DJ-1-scAAV9)。これらのcDNA
配列を配列(Sequence)に記載する。
【０１９９】
　AAV形質導入細胞におけるこれら分泌性骨原性因子のin vitroでの産生を確証するため
、scAAV9血清型を、マウス筋芽細胞細胞株(C2C12)を形質導入するのに使用し、培養から3
日後に上清を回収し、分泌因子のレベルをELISAによって測定する。代替的に、細胞を溶
解して細胞内タンパク質を免疫ブロッティングによって査定する。それらの分泌が確認さ
れた時点で、これらの骨原性因子を骨原性培養条件下でマウス初代OBsとともにインキュ
ベートし、それら骨原性の潜在力を査定する。陰性対照として、GFPをコードするscAAV9
血清型を使用する。
【０２００】
　次に、分泌性骨原性因子のAAV媒介遺伝子付加が、骨粗鬆症の状況において骨喪失を防
止するかどうかを調査する。偽手術またはOVX手術を4月齢メスマウス(C57BL/6J、n=12マ
ウス/群)に行い、手術から4週後、PTH、PTHrP、またはDJ-1を発現する1×1010ゲノムコピ
ーのGFPをコードするscAAV9血清型(PTH-scAAV9、PTHrP-scAAV9、DJ-1-scAAV9)の単回用量
を、IM注射を介して後肢の四頭筋中へ投与する。陰性対照として、GFPをコードするscAAV
9ベクター対照をこれらのマウス中へ投与する。代替的に、これらのAAV血清型を22月齢メ
スマウス(C57BL/6J、n=12マウス/群)中へIM注射する。処置から2月後、in vivoでのOBお
よびOC活性を査定するため、マウスをカルセインおよびアリザリンレッドで標識して動的
な組織形態計測へ供する。骨格分析につき、マイクロCT、TRAP染色(OC分化)、ならびにCo
l1およびRunx2についてのIHC(OB分化)を、長骨および椎骨において実施する。最後に、CT
X(骨再吸収)、P1NPおよびBSAP(骨形成)、ならびにカルシウムおよびリン(骨石灰化ホメオ
スタシス)の血清レベルを、ELISAまたは比色分析によって測定する。この分析は、OB分化
遺伝子の発現を測定する骨RNAのqPCR分析を伴う。最後に、導入遺伝子(PTH、PTHrP、また
はDJ-1)の血清レベルをELISAによって測定する。
【０２０１】
例3：骨芽細胞におけるShn3の誘導欠失は成体マウスの骨形成を促進する
　骨形成に対するSHN3の短期間阻害の効果を検査するため、誘導性の骨芽細胞特異的Shn3
-ノックアウトマウスを、Shn3fl/flマウスと、成熟骨芽細胞中タモキシフェン誘発Creリ
コンビナーゼを発現するオステオカルシン-CreERTマウスとを交配させることによって生
成した(Shn3Ocn-Ert)。これらのマウスを、CreレポーターRosamT/mGマウスとさらに交配
させることで、Creを発現する細胞(Shn3Ocn-Ert；RosamT/mG) を可視化させた。Shn3Ocn-
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Ert；RosamT/mGマウスのタモキシフェンでの処置により、Shn3の骨芽細胞特異的欠失を包
含する、骨梁および皮質骨の表面にて成熟骨芽細胞におけるGFPの発現がもたらされた(図
23)。結果的に、これらのマウスは、タモキシフェンで処置された対照マウスと比較して
、骨梁量が有意に増加したことを示した(図23)。これらの結果は、成熟骨芽細胞における
Shn3の誘導欠失が、成体マウスにおいて骨量を増加させるのに充分であることを指し示す
。
【０２０２】
　Shn3fl/flマウスにおけるCre-組換えのための進行役(facilitator)として働く、Creを
コードするscAAV9ベクター(scAAV9-Cre、図30)を生成した。Shn3fl/flマウスを、Shn3fl.
flマウスから単離されたCOBsの培養物においてscAAV9-Creで最初に処置し(図30)、予想ど
おりShn3fl/fl COBsにおけるscAAV9媒介Cre発現は、Shn3の欠失および増強された骨芽細
胞分化を結果として生じさせた(図31)。次に、scAAV9-Creを、2月齢Shn3fl/fl;RosamT/mG

マウス中へi.v.投与を介して注射した。注射から2月後、大腿骨中のCre mRNAの発現(図31
)および骨表面上に存在する骨芽細胞系列細胞中のEGFPタンパク質のCre媒介発現(図30)を
夫々、RT-PCRおよび蛍光顕微鏡法によって確証させた。scAAV9-EGFPで処置された大腿骨
と比較して、scAAV9-Creで処置された大腿骨は、shn3 mRNAレベルの有意な増加(図31)お
よび相対的な骨梁量の増加(図31)を示した。これらの結果は、Shn3fl/flマウスにおいて
全身的に送達されたscAAV9-Creが、骨芽細胞系列細胞を標的にし、Shn3欠失を媒介して骨
量を増加させることを示す。重要なことには、これらの結果は、骨生理学を劇的に変更す
る、骨芽細胞系列細胞へのscAAV9媒介導入遺伝子送達の効能を実証する。
【０２０３】
例4：amiR-shn3導入遺伝子を持つscAAV9によるShn3のサイレンシングはin vivoでの骨形
成を促進する
　miRNA骨格(scaffolds)中へ設計されたsiRNAカセット、人工マイクロRNAs(amiRs)は、in
 vivoでの標的メッセージ分解を効率的に促進することを示す。加えて、かかる設計は、
発現カセットに、polIIプロモーターによって推進されるようにさせて、scAAVベクターで
の遺伝子ノックダウンを制御する能力を高める。人工マイクロRNAカセットを、shn3(amiR
-shn3)または対照(amiR-ctrl)を標的にするよう改変した。この設計において、amiRを、C
BプロモーターとEgfpレポーター遺伝子との間のイントロンに(intronically)挿入し(図24
)、これにより確実に(positively)形質導入された細胞または組織の視覚追跡が可能にな
る。次いで試験カセットをAAV9カプシド中へパッケージングさせた。scAAV9-amiR-shn3ま
たはscAAV9-amiR-ctrlでの処置は、in vitroで確実に形質導入されたCOBsをもたらした(
図32)。amiR-ctrlで処置されたCOBsと比較して、scAAV9-amiR-shn3での処置により、～50
％低下したshn3 mRNAレベルと、ibsp発現および骨石灰化の相対的な増加とがもたらされ
た(図32)。
【０２０４】
　amiRsの、in vivoでの骨同化活性を増強する能力を検査するため、scAAV9-amiR-shn3ベ
クターを、2月齢マウスの膝関節中へi.a.投与を介して注射した。処置を受けてから2カ月
、後肢および大腿骨におけるEGFP発現を夫々、IVIS光学結像(図24)および蛍光顕微鏡法(
図24)によって検査した。重要なことに、大腿骨から単離されFACSでソーティングされたE
GFPを発現する細胞は、～50％低下したshn3 mRNAレベルを示した(図24)。amiR-ctrlで処
置された大腿骨と比較して、amiR-shn3で処置された大腿骨は、相対的な骨梁量の有意な
増加を示した(図24)。これらの結果は、scAAV9-amiR-shn3の局所送達が、骨芽細胞系列細
胞のSHN3発現をノックダウンするのに有効であること、次に骨量をin vivoで増加させる
ことを実証する。
【０２０５】
　scAAV9-amiR-shn3の能力はin vivoでの骨同化活性を促進し得たが、これを受けて、次
いで全身送達を検査した。3月齢マウス中へのi.v.投与から2月後、EGFP発現を、期待され
るとおり、主として後肢、肝臓、および大腿骨から検出した(図33)。scAAV9-amiR-shn3に
よって形質導入された大腿骨は、～50％低下したshn3 mRNAレベル(図24)と、骨梁量およ
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び皮質骨の骨石灰化密度の有意な増加(図24)とを表した。同じく、in vivoでの骨芽細胞
活性は、より大きくなった骨形成速度(BFR)、骨石灰化添加速度(MAR)、および骨表面あた
りの骨芽細胞表面(Ob.S/BS)(図24)によって示されるとおり、これらのマウスにおいて増
大した。しかしながら、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ(TRAP)陽性破骨細胞数および骨再
吸収マーカーC末テロペプチドＩ型コラーゲン(CTX)の血清レベルは、これらのマウスにお
いて変化しなかった(図33)。これらの結果は、全身送達されたAAV9-amiR-shn3が、in viv
oでの破骨細胞の数および機能に何の変更もなく、骨芽細胞系列細胞中のshn3発現を低下
させ、骨芽細胞活性を向上させ、および骨量を増加させたことを実証する。よって、scAA
V9-amiR-shn3ベクターは、強力な骨同化剤としての骨粗鬆症の処置に有用なこともある。
【０２０６】
例4：Shn3のscAAV9媒介サイレンシングは閉経後骨粗鬆症における骨喪失に対抗する
　Wntアンタゴニストの阻害は、骨粗鬆症の患者における治療的介入のための新しいアプ
ローチとして認識されている。先の研究は、Wntシグナリングの撹乱(perturbation)を介
して、SHN3を骨芽細胞分化のインヒビターとして同定した。卵巣摘出(OVX)マウスは、閉
経後の骨粗鬆症のために確立されたモデルである。Shn3の阻害が、骨粗鬆症のための治療
としての骨形成を促進する魅力的な標的であり得ることをさらに確立するため、SHN3(Shn
3-/-)を欠く3月齢メスマウスを卵巣摘出術へ供し、骨量を手術から2月してマイクロCTに
よって査定した。OVX手術がWTマウスの骨梁量における有意な低下を誘発した一方、OVX誘
発骨喪失は、骨梁量が偽-Shn3-/-マウスとOVX-Shn3-/-マウスとの間で同等であったこと
から、Shn3欠失によって完全に防止された(図25)。よって、Shn3を標的にすることは、閉
経後骨粗鬆症において骨喪失を防止する治療可能性を有する。
【０２０７】
　閉経後骨粗鬆症におけるscAAV9-amiR-shn3の治療効果を試験するため、偽手術またはOV
X手術を3月齢野生型メスマウスに行い、ベクターを手術から6週してi.v.注射した(図25)
。7週後に、処置された大腿骨は効率的な形質導入を示し、shn3の～50％ノックダウンに
繋がった(図25)。予想どおり、amiR-ctrlを発現するOVXマウスは偽マウスと比べて、骨梁
量の有意な増加を示した。しかしながら、scAAV9-amiR-shn3で処置したとき、骨喪失は、
より大きな骨梁のBV/TV、幅、および連結密度(connectivity density)によって示される
とおり(図25および図34)、OVXマウスの大腿骨において完全に回復した。同じく、大腿骨
のBFRおよびMARも、amiR-ctrlを発現するOVXマウスと比べてこれらのマウスにおいて増加
していたが、このことはin vivoでの増強された骨芽細胞活性を実証する(図25)。注目す
べきことに、scAAV9-amiR-shn3によるshn3サイレンシングは、TRAP陽性破骨細胞数として
の、破骨細胞のin vivoでの機能を変更せず、骨再吸収活性は、amiR-ctrlとamiR-shn3と
を発現するOVXマウス間で同等である(図34)。最終的に、生物力学的試験により、大腿骨
の強度および剛性が、scAAV9-amiR-shn3で処置されたマウスのOVX誘発骨喪失から大幅に
保護されたことが示されたが(図25)、このことは、shn3のscAAV9媒介サイレンシングが骨
粗鬆症のマウスにおいて臨床的に有意義なエンドポイントを改善することを指し示す。ま
とめると、これらの結果は、全身送達されたscAAV9-amiR-shn3がOVX誘発骨粗鬆症の発病
後に、骨形成を促進して、臨床的に関係のある骨の機械的特性を増強することを実証する
。
【０２０８】
例5：AAV9カプシド上への骨標的化ペプチドモチーフの結び付けは骨特異的形質導入を改
善する
　新しいAAV9.DSS-Nter骨指向性(bone-tropic)カプシドの、治療用amiR-shn3導入遺伝子(
scAAV9.DSS-Nter-amiR-shn3)のOVXマウスへの送達能を検査した。偽手術またはOVX手術を
3月齢メスマウスに行い、scAAV9.DSS-Nter-amiR-shn3を手術から6週してi.v.注射した。
注射から7週後、動物は動物後肢切片のいたる所で(図37)および大腿骨の骨芽細胞系列細
胞において(図37)強いEGFP発現を呈するが、このことは確固たる形質導入であることを指
し示す。shn3 mRNAsのレベルは、amiR-ctrlを発現する偽またはOVX大腿骨(図27)と比べて
、amiR-shn3を発現するOVX大腿骨において著しく低下した。amiR-ctrlを発現するOVXマウ
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のBV/TV、幅、数、および連結密度によって示されるとおり、scAAV9.DSS-Nter-amiR-shn3
で処置されたOVXマウスの大腿骨(図27)および腰椎(図27、図37)において完全に回復した
。まとめると、これらの結果は、骨指向性AAV9.DSS-NterカプシドによるamiR-shn3の送達
が閉経後骨粗鬆症における骨喪失に対抗し得ることを実証する。
【０２０９】
例6：骨粗鬆症のヒト患者および動物モデルにおける骨喪失の阻害
　NF-κβ(RANK、TNFRSF11A)リガンドの受容体活性化に対するヒト化された生物学的抗体
(biologic antibody)は、破骨細胞分化に要されるRANKシグナリングを阻害するRANKリガ
ンド(RANKL)とRANKとの間の相互作用に干渉する。よって、その処置は、破骨細胞媒介骨
再吸収を抑制することによって、骨粗鬆症をもつヒト患者および動物モデルにおける骨喪
失を防止する。
【０２１０】
　新しいAAV9.DSS-Nter骨指向性カプシドの治療用amiR-33-mRANKi導入遺伝子(scAAV9.DSS
-Nter-amiR-mRANKi 1/2)の送達能を、破骨細胞前駆体におけるRANKをサイレンシングしこ
れによって骨粗鬆症のヒト患者および動物モデルにおける骨喪失を阻害することによる破
骨細胞分化の抑制について検査する。
【０２１１】
方法
scAAVベクター設計および産生
　amiR-33-ctrlおよびamiR-33-shn3のDNA配列をgBlocksとして合成し、pAAVsc-CB6-Egfp
プラスミドのイントロン領域中、制限酵素部位(PstIおよびBglII)にてクローニングした
。pAAVsc-CB6-Creベクターを、EgfpレポーターをCreリコンビナーゼに置き換えることに
よって生成した。構築物を配列決定によって確証した。先の研究により、トランスジェニ
ックマウスにおけるshRNA標的化マウスShn3のドキシサイクリン誘導発現はshn3 mRNAレベ
ルの減少および骨量の相対的増加をもたらしたことが指し示された。同じ標的化配列を、
amiR-33-shn3カセットを生成するのに使用した。pAAV-amiR-ctrlおよびpAAV-amiR-shn3構
築物をAAV9カプシド中へパッケージングした。加えて、pAAVsc-CB6-Egfp構築物をAAV1、A
AV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV6.2、AAV7、AAV8、AAV9、AAV9-HR、AAVrh8、AAVrh10
、AAVrh39、およびAAVrh43カプシド中へパッケージングした。scAAV産生をHEK293細胞の
一過的トランスフェクションによって実施し、CsCl沈降によって精製し、これまでに記載
されたとおりのEgfpプライマー/プローブセットを使用するQX200 ddPCR系(Bio-Rad)上の
液滴デジタル式PCR(ddPCR)によって力価測定した(titered)。ddPCRのためのgBlocksおよ
びオリゴヌクレオチドの配列を表3に挙げる。
【０２１２】
表3：プライマー、プローブ、およびgblocksの配列
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【表３】

【０２１３】
骨標的化scAAV9ベクターの生成
　骨標的化ペプチドモチーフをコードするDNA配列DSS(AspSerSer)6(配列番号16)をコドン
-最適化した。Q588-DSS-A589カプシド(DSS-588)を生成するため、AAV2 rep遺伝子およびA
AV9 cap遺伝子(pAAV2/9)を発現するプラスミドを、AAV9 cap遺伝子中へQ588とおよびA589
とのコドン間にDSS配列を挿入するために改変した(pAAV2/9.Q588-DSS-A589)。このプラス
ミドをscAAV産生に使用した。DSS-Nterカプシドを生成するため、対のプラスミドを使用
した。最初に、VP1およびVP3のみが発現されるよう、pAAV2/9中のVP2の開始コドンを突然
変異させた(ACG→ACC)(pAAV2/9.noVP2)。別のプラスミドにおいて、DSS配列をAAV9 VP2 O
RFのN末端と融合した。コザック配列およびATG開始コドンを、CMVプロモーターによって
推進される最適な発現を可能にさせるDSS配列の上流側すぐ隣に置いた[pcDNA.DSS-VP2(AA
V9)]。プラスミドpAAV2/9.noVP2およびpcDNA.DSS-VP2(AAV9)をscAAV産生に使用した。
【０２１４】
細胞
　軟骨形成ATDC5細胞をSigmaから購入し、2％FBS、2mM L-グルタミン、および1％ペニシ
リン/ストレプトマイシンで補充されたDMEM/Ham’s F12培地中で培養した。加えて、初代
骨前駆体(COB)を、コラゲナーゼII型(50mg/ml、Worthington、LS004176)およびディスパ
ーゼII(100mg/ml、Roche、10165859001)を使用して5日齢野生型新生仔(C57BL/6J)の頭蓋
冠から単離し、10％FBS(Gibco)、2mM L-グルタミン(Corning)、1％ペニシリン/ストレプ
トマイシン(Corning)、および1％非必須アミノ酸(Corning)を含有するα-MEM培地(Gibco)
中に維持した。COBsをアスコルビン酸(200uM、Sigma、A8960)およびβ-グリセロホスファ
ート(10mM、Sigma、G9422)で分化させた。最終的に、骨髄細胞を2月齢マウス(C57BL/6J)
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の大腿骨および脛骨から流し出し(flushed)、ペトリ皿中、10％FBSおよび20ng/mlのM-CSF
(R&D systems)をもつα-MEM培地中で培養することで骨髄由来破骨細胞前駆体(BM-OCP)を
得た。12時間後に非接着性細胞を組織培養ディッシュ中へ再播種し、同じ培地中3日間培
養した。次いでBM-OCPsはRAMKL(20ng/ml；R&D systems)およびM-CSF(20ng/ml；R&D syste
ms)の存在下6日間で分化し破骨細胞になった。
【０２１５】
マウス
　Shn3-/-マウスおよびShn3fl/flマウスを、これまでに記載されたとおりに生成し、BALB
/cJおよびC57BL/6J夫々の背景で維持した。成熟骨芽細胞においてタモキシフェン誘発Cre
リコンビナーゼ発現するオステオカルシン-ERT/CreマウスをShn3fl/flマウスと交配させ
てShn3fl/fl;Ocn-ERT/Creマウスを得た。Creを発現する細胞を標識するため、Shn3fl/fl;
Ocn-ERT/CreマウスをRosamT/mGcreレポーターマウスとさらに交配させた。出生後のERT/C
reの活性化につき、トウモロコシ油(Sigma)中100mg/kgタモキシフェン(Sigma)を1日に一
度、連続5日間、2月齢メスマウスへ腹腔内注射した。
【０２１６】
　マウス遺伝子型をテール(tail)ゲノムDNA上PCRによって決定した。プライマー配列は請
求に応じて入手可能である。すべての実験において対照には同腹仔を使用し分析した。
【０２１７】
マイクロCT分析
　マイクロCTを骨梁および皮質骨の微小構造の定性的および定量的査定のために使用し、
分析下の動物の遺伝子型を知らない調査員らによって実施した。指示マウスから切除され
た大腿骨を10％中性緩衝ホルマリンで固定し、マイクロCT 35(Scanco Medical)を使用し7
μmの空間分解能で走査した。大腿遠位の骨梁分析につき、成長板の近位280μmから始ま
る上部2.1mm領域の等高線に合わせた。大腿骨の皮質骨分析につき、長さ0.6mmの中央骨幹
領域を使用した。L4脊椎分節のマイクロCTスキャンを、等方性ボクセルサイズ12μmを使
用して実施した。3D再構成画像は、輪郭で形成された(contoured)2D画像から、二値化画
像の距離変換に基づく方法によって得た。代替的に、Inveonマルチモダリティ3D可視化プ
ログラムを使用して、マイクロCTモダリティの静的または動的な複数ボリュームの融合3D
視界を生成した(Siemens Medical Solutions USA, Inc)。提示されたすべての画像は、夫
々の遺伝子型の代表である(n＞5)。
【０２１８】
組織学、組織形態計測、および免疫蛍光
　組織学的分析につき、大腿骨および椎骨を、rAAVsベクターで処置されたマウスから解
剖し、10％中性緩衝ホルマリン中2日間固定し、5％テトラナトリウムEDTAによって2～4週
間脱灰した。組織をエタノール系に通過させることによって脱水し、キシレン中で二度澄
ませ、パラフィン中に包埋し、冠状のプレート(coronal plate)に沿って前から後へ6μm
の幅にて切片を作製した。脱灰された大腿骨の切片を、ヘマトキシリンおよびエオジン(H
&E)または酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ(TRAP)で染色した。
【０２１９】
　動的な組織形態計測的分析につき、2％重炭酸ナトリウム溶液に溶解された25mg/kgカル
セイン(Sigma、C0875)および50mg/kgアリザリン-3-メチルイミノ二酢酸(Sigma、A3882)を
マウス中へ6日間隔にて皮下注射した。10％中性緩衝ホルマリン中2日間固定された後、未
脱灰の大腿骨試料をメチルメタクリラート中に包埋し、近位骨幹端の縦断切片を作製し(5
μm)、類骨査定にはMcNealのトリクロームで、骨芽細胞にはトルイジンブルーで、破骨細
胞にはTRAPで染色した。関心のある領域を定義し、骨形成速度/骨表面(BFR/BS)、骨石灰
化添加速度(MAR)、骨表面(BS)、骨芽細胞表面(Ob.S/BS)、および破骨細胞表面(Oc.S/BS)
を、半自動分析系へ接続されたNikon Optiphot 2を使用して測定する(骨計測)。測定値を
2つの切片/試料(～25μmの差で分離された)に対して採り、正規化に先立ち合計してASBMR
標準に従って単一の測定値/試料を得た。この方法論は広範な品質管理および確証を経て
おり、結果を2名の異なる研究者らによって盲検式に(in a blinded fashion)査定した。
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【０２２０】
　免疫蛍光につき、rAAVで処置されたマウスから解剖された新たな大腿骨および椎骨を回
収し、即時に氷冷4％パラホルムアルデヒド溶液中2日間固定した。半脱灰を5日間0.5M ED
TA(pH 7.4)中4℃にて絶えず振盪させながら行い(寿命(age)≧1週間)、20％スクロースリ
ン酸緩衝液の混合物での浸潤を1日、25％スクロースリン酸緩衝液の混合物での浸潤を翌
日も続けた。すべての試料を25％スクロース溶液とOCTコンパウンド(Sakura)との50/50混
合物中に包埋し、クリオスタット(Leica)を使用し切断し12um幅の矢状切片にした。免疫
蛍光染色および分析を、これまでに記載されたとおりに実施した。手短に言えば、0.2％ 
Triton X-100での10min間の処置後、切片を室温にて30min間5％ロバ血清でブロッキング
し、終夜4℃にて抗BGLAP抗体(sc-365797、Santa Cruz、1：150)とともにインキュベート
した。一次抗体をロバ抗ラットIgG Alexa-594(1：500、分子プローブ)で可視化した。核
をDAPIで対比染色する。Olympus IX81共焦点顕微鏡またはLeica TCS SP5 II Zeiss LSM-8
80共焦点顕微鏡を画像試料に対して使用した。
【０２２１】
生体力学分析
　大腿骨を、Center for Skeltal Research Imageing and Biomechanical Testing Core
にて電気力力学的試験機(Electroforce 3230、Bose Corporation、Eden Prairie、MN)を
使用する三点曲げにおいて機械的に試験した。折り曲げ具は8mmの底部径間長を有してい
た。試験を、速度0.05mm/secでの変位制御移動における負荷点で、力と変位とのデータを
60Hzにて収集しつつ実施した。骨のすべてを、支持体上に載っておりかつ張力が負荷され
ている頭蓋表面で試験する最中、同じ配向に位置付けた。曲げ剛性(EI、N-mm2)、見掛け
の弾性率(Eapp、MPa)、極限モーメント(Mult、N-mm)、見掛けの極限応力(σapp、MPa)、
骨折するまでの仕事量(work to fracture)(Wfrac、mJ)、および見掛けの靭性(Uapp、mJ/m
m3)を、前記試験からの力と変位とのデータおよびマイクロCTで測定された中央骨幹幾何
学的形状に基づき算出した。骨折するまでの仕事量は、大腿骨の骨折を引き起こすのに要
するエネルギーであって、リーマン和の方法を使用し力-変位曲線下面積を見出すことに
よって算出した。曲げ剛性は、力-変位曲線の線形部を使用して算出した。最小の慣性モ
ーメント(Imin)を、見掛けの弾性率を算出するときに使用した。
【０２２２】
ELISA分析
　CTX1 ELISA(Abclonal MC0850)分析を、製造業者の指示に従いキットを使用することに
よって実施した。
【０２２３】
骨芽細胞分化分析
　アルカリホスファターゼ(ALP)染色につき、骨芽細胞を10％中性ホルマリン緩衝液で固
定し、ファストブルー(Sigma、FBS25)およびナフトール(Naphthol) AS-MX(Sigma、855)を
含有する溶液で染色した。代替的に、骨芽細胞を細胞増殖のための10倍希釈アラマーブル
ー溶液(Invitrogen、DAL1100)でインキュベートした。続いて、細胞を洗浄して、6.5mM N
a2CO3、18.5mM NaHCO3、2mM MgCl2、およびホスファターゼ基質(Sigma、S0942)を含有す
る溶液でインキュベートし、ALP活性をルミノメーター(Biorad)によって測定した。
【０２２４】
　成熟骨芽細胞における細胞外マトリックスの骨石灰化を査定するため、細胞をリン酸緩
衝生理食塩水(PBS)で二度洗浄し、70％EtOH中15min間室温にて固定した。固定された細胞
を蒸留水で二度洗浄し、次いで2％アリザリンレッド溶液(Sigma、A5533)で5min間染色し
た。次いで細胞を蒸留水で3回洗浄し、カルシウム堆積物の存在について検査した。骨石
灰化を酢酸抽出方法によって定量した。
【０２２５】
定量的RT-PCR分析
　全RNAを、QIAzol(QIAGEN)を使用して細胞から精製し、cDNAを、Applied Biosystemsか
らのHigh-Capacity cDNA Reverse Transcription Kitを使用して合成した。定量的RT-PCR
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を、CFX接続RT-PCR検出系(Bio-Rad)とともにSYBR(登録商標) Green PCR Master Mix(Bio-
Rad)を使用し実施した。骨組織中のShn3 mRNAレベルを測定するため、骨髄の除去後に脛
骨を液体窒素中30sec間急速凍結させ(snap-frozen)、順に1mlのQIAzol中1min間ホモジナ
イズした。
【０２２６】
　代替的に、rAAV9で処置されたマウスから解剖された大腿骨および脛骨を、10mM HEPES(
pH 7.2)(CellGro)を含有するHanks Balanced Salt Solution(Life Technologies)中で粉
砕し、緩やかな撹拌下15min間37℃にて2.5mg/mL コラゲナーゼA(Roche)および1ユニット/
mL ディスパーゼII(Roche)で酵素的に消化した。その結果得られた細胞懸濁液を濾過し(4
0μm)、0.5％BSA(フラクションV)および2mM EDTAを含有するPBS(pH 7.2)を使用して洗浄
した。洗浄後、細胞を、2mM EDTAおよび1μg/mL 4-6,ジアミジノ-2-フェニルインドール(
DAPI)(生/死排除)をもつPBS(pH 7.2)に再懸濁し、EGFPを発現する細胞を、FACS Aria II 
SORPセルソーター(Becton Dickinson)を使用し、DAPI＋細胞およびダブレットを排除しつ
つソーティングした。全RNAを、QIAzolを使用し細胞から精製した。PCRに使用されるプラ
イマーを表3に記載する。
【０２２７】
免疫ブロッティング分析
　細胞をTNT溶解緩衝液(50mM Tris-HCl(pH 7.4)、150mM NaCl、1％ Triton X-100、1mM E
DTA、1mM EGTA、50mM NaF、1mM Na3VO4、1mM PMSF、およびプロテアーゼインヒビターカ
クテル(Sigma))中で溶解し、細胞溶解物からのタンパク質量を、DCタンパク質アッセイ(B
io-Rad)を使用して測定した。等量のタンパク質をSDS-PAGEへ供し、Immunobilon-P 膜(Mi
llipore)へ移し、抗GFP抗体(JL-8、632381、Takara、1：1000)、抗Creリコンビナーゼ抗
体(ab24607、Abcam、1：1000)、抗Hsp90抗体(675402、Biolegend、1：1000)で免疫ブロッ
トし、ECL(Thermo Fisher scientific)で現像した。抗HSP90抗体での免疫ブロッティング
をローディング対照として使用した。代替的に、解剖された大腿骨および軟組織をRIPA溶
解緩衝液(89900、Thermo Fisher scientific)中でホモジナイズし、組織溶解物を免疫ブ
ロッティング分析へ供した。
【０２２８】
骨芽細胞、破骨細胞、または軟骨細胞をin vitroで形質導入するrAAV血清型のスクリーニ
ング
　ATDC5細胞または初代COBsを24ウェルプレート中1×104細胞/ウェルの密度にて播種し、
24hrs後にこれらを、3つの異なる力価にて(109～1011/mLゲノムコピー)、CB-Egfpレポー
ター導入遺伝子をパッケージングするrAAV1、rAAV2、rAAV3、rAAV4、rAAV5、rAAV6、rAAV
6.2、rAAV7、rAAV8、rAAV9、rAAVrh8、rAAVrh10、rAAVrh39、またはrAAVrh43ベクターと
ともにインキュベートした。48hrs後に細胞をPBSで洗浄し、EGFP発現をEVOS FL結像系(Th
ermo Fisher scientific)によって監視した。代替的に、細胞をTNT溶解緩衝液中で溶解し
、EGFP発現を抗EGFP抗体での免疫ブロッティングによって査定し、Image Jソフトウェア
を使用して定量した。最後に、初代骨髄単球を24-ウェルプレート中5×105細胞/ウェルの
密度にて播種し、10ng/mlのRAMKLおよび20ng/mlのM-CSFの存在下2日間培養して破骨細胞
前駆体へ分化させた。rAAV-Egfpベクターでの処置から3日後、EGFP発現をEVOS FL結像系
によって、および抗EGFP抗体での免疫ブロッティングよって査定した。
【０２２９】
　rAAVベクターのin vivoでのスクリーニングにつき、10μlのrAAV-Egfpベクター(1×101
1GC；5×1012GC/kg)を2月齢オスマウス(Jackson Laboratory)の膝関節中へ関節内(i.a.)
注射した。注射から2週後、大腿骨および膝関節をIVIS-100光学結像または凍結切片のた
めに解剖した。
【０２３０】
Cre-リコンビナーゼまたはamiR-shn3のrAAV9媒介送達の骨形成に対する効果
　局所送達につき、amiR-ctrlまたはamiR-shn3を持つ10μlのrAAV9(1×1011GC；5×1012G
C/kg)を2月齢オスマウスの膝関節中へi.a.注射した。注射から2月後、大腿骨をマイクロC
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T分析のために解剖した。
【０２３１】
　全身送達につき、Egfp、Cre、amiR-ctrl、またはamiR-shn3を持つ200μlのrAAV9(4×10
11GC；2×1013GC/kg)をマウス中へ静脈内(i.v.)注射し、2月後にマウスを、動的な組織形
態計測的分析のために6日間隔にてカルセインおよびアリザリン-3-メチルイミノ二酢酸を
皮下注射した。非標識マウスを、IVIS-100光学結像または凍結切片を使用しEGFP発現を監
視するために使用した。
【０２３２】
閉経後骨粗鬆症のマウスモデルにおいて組織的に送達されたrAAV9-amiR-shn3の治療効果
　閉経後骨粗鬆症のマウスモデルを、3月齢メスマウス(Jackson Laboratory)を麻酔して
両側の卵巣を摘出すること(OVX)によって生成した。手術から6週後、偽マウスまたはOVX
マウスに、amiR-ctrlもしくはamiR-shn3を持つ200μlのrAAV9またはrAAV9.DSS-Nter(4×1
011GC；2×1013GC/kg)をi.v.注射した。マウスを無作為にrAAV9またはrAAV9.DSS-Nterの6
群に分けた：偽＋rAAV9-amiR-ctrl、OVX＋rAAV9-amiR-ctrl、OVX＋rAAV9-amiR-shn3、偽
＋rAAV9.DSS-Nter-amiR-ctrl、OVX＋rAAV9.DSS-Nter-amiR-ctrl、OVX＋rAAV9.DSS-Nter-a
miR-shn3。注射から7週後、マウスを、動的な組織形態計測的分析のために6日間隔にてカ
ルセインおよびアリザリン-3-メチルイミノ二酢酸を皮下注射した。非標識マウスを、IVI
S-100光学結像または凍結切片を使用しEGFP発現を監視するために使用した。
【０２３３】
統計的方法
　すべてのデータを平均±s.e.m.として提示した。試料サイズを、測定されたパラメータ
における30％の差異が、期待平均値の10～20％のシグマの推定値から生物学的に有意であ
ると見なされるであろうと仮定して算出した。アルファおよびベータを夫々、.05および0
.8の標準値に設定した。いかなる動物も試料も分析から排除せず、適用可能であれば動物
を処置・対・対照の群へ無作為に分けた。関係のあるデータの分析につき、関係があるな
ら、シャピロ・ウィルク正規性検定を、群の正常な分布をチェックするために最初に実施
した。正規性検定に合格した場合に両側独立スチューデントt検定を、正規性検定に合格
しなかった場合にマン・ホイットニー検定を、2群間の比較のために使用した。3群または
4群の比較につき、一元配置ANOVAを、正規性検定に合格した場合に使用し、これに続きす
べての対の群についてテューキーの多重比較検定を使用した。正規性検定に合格しなかっ
た場合にはクラスカル・ワリス検定を実施し、これに続きダン(Dunn)の多重比較検定を実
施した。GraphPad PRISMソフトウェア(v6.0a、La Jolla、CA)を統計分析に使用した。P＜
0.05を統計的に有意であると見なした。*、P ＜0.05；**、P ＜0.01；***、P ＜0.001；
および****、P ＜0.0001。
【０２３４】
配列(Sequence)
＞配列番号1；amiR-33-mSHN3i-1：tttgtcttttatttcaggtcccAGATCTAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAG
GTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACTGACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGC
TGTGTACAAACTACTTGAGAGCAGGTGTTCTGGCAATACCTGCCTGCTCTGTAATAGTTTGTACACGGAGGCCTGCCCTG
ACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTAAGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACAG
TGTCACCCCTGCAGgggatccggtggtggtgcaaatca
【０２３５】
＞配列番号2；amiR-33-mSHN3i-2：tttgtcttttatttcaggtcccAGATCTAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAG
GTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACTGACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGC
TGTGACTACAGGTACTCACAAGCTCTGTTCTGGCAATACCTGGAGCTTGTCTGCACCTGTAGTCACGGAGGCCTGCCCTG
ACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTAAGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACAG
TGTCACCCCTGCAGgggatccggtggtggtgcaaatca
【０２３６】
＞配列番号3；amiR-33-hSHN3i-1：
GtcttttatttcaggtcccagatcttAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAGGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACT
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GACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGCTGTGtttccatggtaagttcaaggcTGTTCTGG
CAATACCTGGCCTTGAAGATGCCATGGAAACACGGAGGCCTGCCCTGACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTA
AGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACAGTGTCACCCccctgcaggggatccggtggtggtg
caaat
【０２３７】
＞配列番号4；amiR-33-mCTSKi-1：tttgtcttttatttcaggtcccAGATCTAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAG
GTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACTGACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGC
TGTGTTTCATCATAGTACACACCTCTGTTCTGGCAATACCTGGAGGTGTGATCCATGATGAAACACGGAGGCCTGCCCTG
ACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTAAGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACAG
TGTCACCCCTGCAGgggatccggtggtggtgcaaatca
【０２３８】
＞配列番号5；amiR-33-mCTSKi-2：tttgtcttttatttcaggtcccAGATCTAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAG
GTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACTGACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGC
TGTGTTACTGTAGGATCGAGAGGGATGTTCTGGCAATACCTGTCCCTCTCCTTACTACAGTAACACGGAGGCCTGCCCTG
ACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTAAGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGG
【０２３９】
＞配列番号6；amiR-33-hCTSK-1：
GtcttttatttcaggtcccagatcttAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAGGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACT
GACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGCTGTGattatcgctattgcagctttcTGTTCTGG
CAATACCTGGAAAGCTGGTACAGCGATAATCACGGAGGCCTGCCCTGACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTA
AGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACAGTGTCACCC ccctgcaggggatccggtggtggt
gcaaat
【０２４０】
＞配列番号7；amiR-33-hCTSK-2：
GtcttttatttcaggtcccagatcttAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAGGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACT
GACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGCTGTGtcagattatcgctattgcagcTGTTCTGG
CAATACCTGGCTGCAATTCCAATAATCTGACACGGAGGCCTGCCCTGACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTA
AGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACAGTGTCACCC ccctgcaggggatccggtggtggt
gcaaat
【０２４１】
＞配列番号8；amiR-33-mSOSTi-1： tttgtcttttatttcaggtcccAGATCTAGGGCTCTGCGTTTGCTCCA
GGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACTGACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAG
CTGTGAcaagtaggcagatgaggcacTGTTCTGGCAATACCTGGTGCCTCAAGTACCTACTTGTCACGGAGGCCTGCCCT
GACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTAAGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACA
GTGTCACCCCTGCAGgggatccggtggtggtgcaaatca
【０２４２】
＞配列番号9；amiR-33-mSOSTi-2： tttgtcttttatttcaggtcccAGATCTAGGGCTCTGCGTTTGCTCCA
GGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACTGACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAG
CTGTGtgacctctgtggcatcattccTGTTCTGGCAATACCTGGGAATGATCGCGCAGAGGTCACACGGAGGCCTGCCCT
GACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTAAGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACA
GTGTCACCCCTGCAGgggatccggtggtggtgcaaatca
【０２４３】
＞配列番号10；amiR-33-hSosT-1：
GtcttttatttcaggtcccagatcttAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAGGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACT
GACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGCTGTGatggtcttgttgttctccagcTGTTCTGG
CAATACCTGGCTGGAGATGAGCAAGACCATCACGGAGGCCTGCCCTGACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTA
AGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACAGTGTCACCCccctgcaggggatccggtggtggtg
caaat
【０２４４】
＞配列番号11；amiR-33-hSosT-2：
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GtcttttatttcaggtcccagatcttAGGGCTCTGCGTTTGCTCCAGGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACT
GACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCTGCACACCTCCTGGCGGGCAGCTGTGACGtCtttGGtCtCAAAGGGGTGTTCTGG
CAATACCTGCCCCTTTGTCATCAAAGACGTCACGGAGGCCTGCCCTGACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTA
AGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATCGTGGGGAATAAGGACAGTGTCACCCccctgcaggggatccggtggtggtg
caaat
【０２４５】
＞配列番号12；ヒトPTH(1～84aa)：ggaattgtacccgcggccgatccAccggtGCCACCATGATACCTGCAA
AAGACATGGCTAAAGTTATGATTGTCATGTTGGCAATTTGTTTTCTTACAAAATCGGATGGGAAATCTGTTAAGAAGAGA
TCTGTGAGTGAAATACAGCTTATGCATAACCTGGGAAAACATCTGAACTCGATGGAGAGAGTAGAATGGCTGCGTAAGAA
GCTGCAGGATGTGCACAATTTTGTTGCCCTTGGAGCTCCTCTAGCTCCCAGAGATGCTGGTTCCCAGAGGCCCCGAAAAA
AGGAAGACAATGTCTTGGTTGAGAGCCATGAAAAAAGTCTTGGAGAGGCAGACAAAGCTGATGTGAATGTATTAACTAAA
GCTAAATCCCAGTGAagcttatcgataccgtcgactagagctc
【０２４６】
＞配列番号13；ヒトPTHrP(1～140aa)：
ggaattgtacccgcggccgatccAccggtGCCACCATGCAGCGGAGACTGGTTCAGCAGTGGAGCGTCGCGGTGTTCCTG
CTGAGCTACGCGGTGCCCTCCTGCGGGCGCTCGGTGGAGGGTCTCAGCCGCCGCCTCAAAAGAGCTGTGTCTGAACATCA
GCTCCTCCATGACAAGGGGAAGTCCATCCAAGATTTACGGCGACGATTCTTCCTTCACCATCTGATCGCAGAAATCCACA
CAGCTGAAATCAGAGCTACCTCGGAGGTGTCCCCTAACTCCAAGCCCTCTCCCAACACAAAGAACCACCCCGTCCGATTT
GGGTCTGATGATGAGGGCAGATACCTAACTCAGGAAACTAACAAGGTGGAGACGTACAAAGAGCAGCCGCTCAAGACACC
TGGGAAGAAAAAGAAAGGCAAGCCCGGGAAACGCAAGGAGCAGGAAAAGAAAAAACGGCGAACTCGCTCTGCCTGGTTAG
ACTCTGGAGTGACTGGGAGTGGGCTAGAAGGGGACCACCTGTCTGACACCTCCACAACGTCGCTGGAGCTCGATTCACGG
TAAagcttatcgataccgtcgactagagctc
【０２４７】
＞配列番号14；マウスDJ-1(1～190aa)：
ggaattgtacccgcggccgatccaccggtcGCCACCATGGGATGGAGCTGTATTATCCTGTTTCTCGTCGCTACTGCCAC
CGGAGCTCATTCCGCTTCCAAAAGAGCTCTGGTCATCCTGGCCAAAGGAGCAGAGGAGATGGAGACAGTGATTCCTGTGG
ATGTCATGCGGCGAGCCGGGATCAAAGTCACTGTTGCAGGCTTGGCTGGGAAGGACCCCGTGCAGTGTAGCCGTGATGTA
ATGATTTGTCCAGATACCAGTCTGGAAGATGCAAAAACGCAGGGACCATACGATGTGGTGGTTCTTCCAGGAGGAAATCT
GGGTGCACAGAATTTATCTGAGTCGCCTATGGTGAAGGAGATCCTCAAGGAGCAGGAGAGCAGGAAGGGCCTCATAGCTG
CCATCTGTGCAGGTCCTACGGCTCTGTTGGCTCACGAAGTAGGTTTTGGATGCAAGGTCACAACACACCCACTGGCTAAG
GACAAAATGATGAATGGCAGTCACTACAGCTACTCAGAGAGCCGCGTGGAGAAGGACGGCCTGATCCTCACCAGCCGCGG
GCCGGGGACCAGCTTTGAGTTTGCACTAGCCATTGTGGAGGCACTCGTGGGGAAAGACATGGCCAACCAAGTGAAGGCAC
CGCTTGTTCTCAAAGACTAGTAAaagcttatcgataccgtcgactagagctcgctg
【０２４８】
＞配列番号15；ヒトDJ-1(1～190aa)：
ggaattgtacccgcggccgatccaccggtcGCCACCATGGGATGGAGCTGTATTATCCTGTTTCTCGTCGCTACTGCCAC
CGGAGCTCATTCCGCTTCCAAAAGAGCTCTGGTCATCCTGGCTAAAGGAGCAGAGGAAATGGAGACGGTCATCCCTGTAG
ATGTCATGAGGCGAGCTGGGATTAAGGTCACCGTTGCAGGCCTGGCTGGAAAAGACCCAGTACAGTGTAGCCGTGATGTG
GTCATTTGTCCTGATGCCAGCCTTGAAGATGCAAAAAAAGAGGGACCATATGATGTGGTGGTTCTACCAGGAGGTAATCT
GGGCGCACAGAATTTATCTGAGTCTGCTGCTGTGAAGGAGATACTGAAGGAGCAGGAAAACCGGAAGGGCCTGATAGCCG
CCATCTGTGCAGGTCCTACTGCTCTGTTGGCTCATGAAATAGGTTTTGGAAGTAAAGTTACAACACACCCTCTTGCTAAA
GACAAAATGATGAATGGAGGTCATTACACCTACTCTGAGAATCGTGTGGAAAAAGACGGCCTGATTCTTACAAGCCGGGG
GCCTGGGACCAGCTTCGAGTTTGCGCTTGCAATTGTTGAAGCCCTGAATGGCAAGGAGGTGGCGGCTCAAGTGAAGGCTC
CACTTGTTCTTAAAGACTAGTAAaagcttatcgataccgtcgactagagctcgctg
【０２４９】
＞配列番号16；(AspSerSer)6骨標的化ペプチド：
DSSDSSDSSDSSDSSDSS
【０２５０】
＞配列番号17；HABP-19、骨標的化ペプチド：
CγEPRRγEVAγELγEPRRγEVAγEL、
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γ(Gla残基)：γ-カルボキシル化グルタミン酸(Glu)は、ビタミンK依存性γ-カルボキシ
ル化によるGluに由来する。
【０２５１】
＞配列番号18：AAV-カプシド1；
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIG
KTGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQ
VKEVTTNDGVTTIANNLTSTVQVFSDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFP
SQMLRTGNNFTFSYTFEEVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQNQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMSVQPKNWLP
GPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWTGASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDEDKFFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMI
TDEEEIKATNPVATERFGTVAVNFQSSSTDPATGDVHAMGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGL
KNPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVDFTVDNNGL
YTEPRPIGTRYLTRPL
【０２５２】
＞配列番号19：AAV-カプシド2;
MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYD
RQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGTG
KAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQV
KEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPS
QMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLQFSQAGASDIRDQSRNWLPG
PCYRQQRVSKTSADNNNSEYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMIT
DEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLK
HPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVY
SEPRPETTRYLTRNL
【０２５３】
＞配列番号20：AAV-カプシド3B;
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGVPQPKANQQHQDNRRGLVLPGYKYLGPGNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRILEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVDQSPQEPDSSSGVG
KSGKQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPTSLGSNTMASGGGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSQWLGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLSFKLFNIQV
KEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPS
QMLRTGNNFQFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQGTTSGTTNQSRLLFSQAGPQSMSLQARNWLP
GPCYRQQRLSKTANDNNNSNFPWTAASKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPMHGNLIFGKEGTTASNAELDNVMI
TDEEEIRTTNPVATEQYGTVANNLQSSNTAPTTRTVNDQGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGL
KHPPPQIMIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGV
YSEPRPIGTRYLTRNL
【０２５４】
＞配列番号21：AAV-カプシド4：
MTDGYLPDWLEDNLSEGVREWWALQPGAPKPKANQQHQDNARGLVLPGYKYLGPGNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQ
QLKAGDNPYLKYNHADAEFQQRLQGDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEQAGETAPGKKRPLIESPQQPDSSTGIGK
KGKQPAKKKLVFEDETGAGDGPPEGSTSGAMSDDSEMRAAAGGAAVEGGQGADGVGNASGDWHCDSTWSEGHVTTTSTRT
WVLPTYNNHLYKRLGESLQSNTYNGFSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGMRPKAMRVKIFNIQVKEVTTSNGE
TTVANNLTSTVQIFADSSYELPYVMDAGQEGSLPPFPNDVFMVPQYGYCGLVTGNTSQQQTDRNAFYCLEYFPSQMLRTG
NNFEITYSFEKVPFHSMYAHSQSLDRLMNPLIDQYLWGLQSTTTGTTLNAGTATTNFTKLRPTNFSNFKKNWLPGPSIKQ
QGFSKTANQNYKIPATGSDSLIKYETHSTLDGRWSALTPGPPMATAGPADSKFSNSQLIFAGPKQNGNTATVPGTLIFTS
EEELAATNATDTDMWGNLPGGDQSNSNLPTVDRLTALGAVPGMVWQNRDIYYQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLIGGFGLKH
PPPQIFIKNTPVPANPATTFSSTPVNSFITQYSTGQVSVQIDWEIQKERSKRWNPEVQFTSNYGQQNSLLWAPDAAGKYT
EPRAIGTRYLTHHL
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【０２５５】
＞配列番号22：AAV-カプシド5：
MSFVDHPPDWLEEVGEGLREFLGLEAGPPKPKPNQQHQDQARGLVLPGYNYLGPGNGLDRGEPVNRADEVAREHDISYNE
QLEAGDNPYLKYNHADAEFQEKLADDTSFGGNLGKAVFQAKKRVLEPFGLVEEGAKTAPTGKRIDDHFPKRKKARTEEDS
KPSTSSDAEAGPSGSQQLQIPAQPASSLGADTMSAGGGGPLGDNNQGADGVGNASGDWHCDSTWMGDRVVTKSTRTWVLP
SYNNHQYREIKSGSVDGSNANAYFGYSTPWGYFDFNRFHSHWSPRDWQRLINNYWGFRPRSLRVKIFNIQVKEVTVQDST
TTIANNLTSTVQVFTDDDYQLPYVVGNGTEGCLPAFPPQVFTLPQYGYATLNRDNTENPTERSSFFCLEYFPSKMLRTGN
NFEFTYNFEEVPFHSSFAPSQNLFKLANPLVDQYLYRFVSTNNTGGVQFNKNLAGRYANTYKNWFPGPMGRTQGWNLGSG
VNRASVSAFATTNRMELEGASYQVPPQPNGMTNNLQGSNTYALENTMIFNSQPANPGTTATYLEGNMLITSESETQPVNR
VAYNVGGQMATNNQSSTTAPATGTYNLQEIVPGSVWMERDVYLQGPIWAKIPETGAHFHPSPAMGGFGLKHPPPMMLIKN
TPVPGNITSFSDVPVSSFITQYSTGQVTVEMEWELKKENSKRWNPEIQYTNNYNDPQFVDFAPDSTGEYRTTRPIGTRYL
TRPL
【０２５６】
＞配列番号23：AAV-カプシド6：
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPFGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIG
KTGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQ
VKEVTTNDGVTTIANNLTSTVQVFSDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFP
SQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQNQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMSVQPKNWLP
GPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWTGASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDKDKFFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMI
TDEEEIKATNPVATERFGTVAVNLQSSSTDPATGDVHVMGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGL
KHPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVDFTVDNNGL
YTEPRPIGTRYLTRPL
【０２５７】
＞配列番号24：AAV-カプシド6.2;
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIG
KTGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQ
VKEVTTNDGVTTIANNLTSTVQVFSDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFP
SQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQNQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMSVQPKNWLP
GPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWTGASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDKDKFFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMI
TDEEEIKATNPVATERFGTVAVNLQSSSTDPATGDVHVMGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGL
KHPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVDFTVDNNGL
YTEPRPIGTRYLTRPL
【０２５８】
＞配列番号25：AAV-カプシド7：
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDNGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPAKKRPVEPSPQRSPDSSTGI
GKKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSSVGSGTVAAGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRV
ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSETAGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLRFKLFNI
QVKEVTTNDGVTTIANNLTSTIQVFSDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQSVGRSSFYCLEYF
PSQMLRTGNNFEFSYSFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLARTQSNPGGTAGNRELQFYQGGPSTMAEQAKNW
LPGPCFRQQRVSKTLDQNNNSNFAWTGATKYHLNGRNSLVNPGVAMATHKDDEDRFFPSSGVLIFGKTGATNKTTLENVL
MTNEEEIRPTNPVATEEYGIVSSNLQAANTAAQTQVVNNQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFG
LKHPPPQILIKNTPVPANPPEVFTPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNFEKQTGVDFAVDSQG
VYSEPRPIGTRYLTRNL
【０２５９】
＞配列番号26：AAV-カプシド8：
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MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLQAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGI
GKKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRV
ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGATNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFKLFN
IQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEY
FPSQMLRTGNNFQFTYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTANTQTLGFSQGGPNTMANQAKNW
LPGPCYRQQRVSTTTGQNNNSNFAWTAGTKYHLNGRNSLANPGIAMATHKDDEERFFPSNGILIFGKQNAARDNADYSDV
MLTSEEEIKTTNPVATEEYGIVADNLQQQNTAPQIGTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGF
GLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQSKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTSVDFAVNTE
GVYSEPRPIGTRYLTRNL
【０２６０】
＞配列番号27：AAV-カプシド9：
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKANQQHQDNARGLVLPGYKYLGPGNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSAGIG
KSGAQPAKKRLNFGQTGDTESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADGVGSSSGNWHCDSQWLGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNI
QVKEVTDNNGVKTIANNLTSTVQVFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNDGSQAVGRSSFYCLEYF
PSQMLRTGNNFQFSYEFENVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSKTINGSGQNQQTLKFSVAGPSNMAVQGRNYIP
GPSYRQQRVSTTVTQNNNSEFAWPGASSWALNGRNSLMNPGPAMASHKEGEDRFFPLSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMI
TNEEEIKTTNPVATESYGQVATNHQSAQAQAQTGWVQNQGILPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGM
KHPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSNNVEFAVNTEGV
YSEPRPIGTRYLTRNL
【０２６１】
＞配列番号28：AAV-カプシドrh8：
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIG
KTGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGLGPNTMASGGGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWLGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNI
QVKEVTTNEGTKTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQALGRSSFYCLEYF
PSQMLRTGNNFQFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLVRTQTTGTGGTQTLAFSQAGPSSMANQARNWVP
GPCYRQQRVSTTTNQNNNSNFAWTGAAKFKLNGRDSLMNPGVAMASHKDDDDRFFPSSGVLIFGKQGAGNDGVDYSQVLI
TDEEEIKATNPVATEEYGAVAINNQAANTQAQTGLVHNQGVIPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGL
KHPPPQILIKNTPVPADPPLTFNQAKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGV
YSEPRPIGTRYLTRNL
【０２６２】
＞配列番号29：AAV-カプシドrh10：
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGI
GKKGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRV
ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFN
IQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEY
FPSQMLRTGNNFEFSYQFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTAGTQQLLFSQAGPNNMSAQAKNW
LPGPCYRQQRVSTTLSQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEERFFPSSGVLMFGKQGAGKDNVDYSSV
MLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLQQQNAAPIVGAVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGF
GLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFSQAKLASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTD
GTYSEPRPIGTRYLTRNL
【０２６３】
＞配列番号30：AAV-カプシドrh39：
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGI
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GKKGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRV
ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFKLFN
IQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEY
FPSQMLRTGNNFEFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTQGTQQLLFSQAGPANMSAQAKNW
LPGPCYRQQRVSTTLSQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEERFFPSSGVLMFGKQGAGRDNVDYSSV
MLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLQQTNTGPIVGNVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGF
GLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFSQAKLASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTE
GTYSEPRPIGTRYLTRNL
【０２６４】
＞配列番号31：AAV-カプシドrh43：
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYD
QQLEAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIG
KKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGATNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFKLFNI
QVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYF
PSQMLRTGNNFQFTYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTANTQTLGFSQGGPNTMANQAKNWL
PGPCYRQQRVSTTTGQNNNSNFAWTAGTKYHLNGRNSLANPGIAMATHKDDEERFFPSNGILIFGKQNAARDNADYSDVM
LTSEEEIKTTNPVATEEYGIVADNLQQQNTAPQIGTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFG
LKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQSKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTSVDFAVNTEG
VYSEPRPIGTRYLTRNL
【０２６５】
＞配列番号32：AAV-カプシド2/2-66：
MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHQDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYD
RQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPAEPDSSSGTG
KAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQV
KEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPS
QMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSKTNAPSGTTTMSRLQFSQAGASDIRDQSRNWLPG
PCYRQQRVSKTAADNNNSDYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKYFPQSGVLIFGKQDSGKTNVDIEKVMIT
DEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQSGNTQAATTDVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLK
HPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVY
SEPRPIGTRYLTRNL
【０２６６】
＞配列番号33：AAV-カプシド2/2-84：
MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHQDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYD
RQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPAEPDSSSGTG
KAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQV
KEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPS
QMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSKTNAPSGTTTMSRLQFSQAGASDIRDQSRNWLPG
PCYRQQRVSKTAADNNNSDYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKYFPQSGVLIFGKQDSGKTNVDIEKVMIT
DEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQSGNTQAATTDVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLK
HPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKLASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVY
SEPRPIGTRYLTRNL
【０２６７】
＞配列番号34：AAV-カプシド2/2-125：
MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYD
RQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLARAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPAEPDSSSGTG
KSGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMASGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQV
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KEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQTVGRSSFYCLEYFPS
QMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLRFSQAGASDIRDQSRNWLPG
PCYRQQRVSKTAADNNNSDYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGTAMASHKDDEEKYFPQSGVLIFGKQDSGKTNVDIERVMIT
DEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQSGNTQAATSDVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLK
HPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVY
SEPRPIGTRYLTRNL
【０２６８】
＞配列番号69；ヒトSchnurri-3ヌクレオチド配列：
CTCACAACCAGCCGACTCTCCCATTATCCAGCTGCCTAGTTTGGTGCTTCAATGTACATGGCTATTCCGTGTGCATATGT
GTGTATACAAACACGCATGCATGCCTGGATGGACATACGTATGCACAGGTTATTTTTTAAGGACAATTCTTTCAATAAGG
TCTTTACCCCTTACTTGAAACAGGTGTTCATGAAAAAAATGCACAAAATCCTGCCTGGCCGGAATAATTCATGAAGAAGG
GGCTGGATCCGTGGGTCAGAGAACACAGGACCAGTTTGCCATCCCAAGGCCGAAGGATTCGAGGCACAAACCCAGCAGCC
TCAACCTAGTTCATGGAGGAGCCTCGCGGGGTCCTGGCCAAGCAAGCCCGCCCCTCTGGTGGGAAGAGCGGCGCCTAGGT
GGAGGGTGGCTGCCGTAGGAGTGGACATGAATGCTGGCTTTCAGAGAGAACAGCGTTTCAGTTTTGGTCATCGGAAGTGG
TGCCTTCAGCACAGAAGAAGAGCGTGATTTCTCCTCCAAGGCCGTTGATCTCCAACCCAGAACTAAAGGGGAGAAGAGCC
ACCCCCAGCATCCAGCGTGGCATCTCTTGTGCCAGGACCAGGGATGACTGGGCCATGGACACAGATGTCTCCAACCTTCA
ACCGTTTGCATAGCACACGGGGGACTCGTGGGGGCCACCTGCCACTGCCAGCTGAAACAATACAATGGCAATACTGACAT
CCTTCATGACGTTTTCCCGACAGACATTCAGGCAGAAAGTGCTGGTGCGTTTTCTGTCTGCAAAGTAGAGGGCCATGCCT
CACCAATAGAATAGCGTGGGCCCTGATGACCTGCTCCGAGTCCACTCACAGCCAGTGACACTTGCAAAAAACTCCCAAAG
CCGTCTTGGGTTTGGCTCCCACAGCTCTTGACCAATGTGGCCAAAGCTGGACACCTCCTTGGGACACTGGGATTATTCAT
AAATGCAGCCCGCCCTGACTCTCCCTGAATAGCATCTGAAGTCTTTGTGAAGGTCATGGATCCTGAACAAAGTGTCAAGG
GCACCAAGAAGGCTGAGGGAAGTCCCCGGAAGCGGCTGACCAAAGGAGAGGCCATTCAGACCAGTGTTTCTTCCAGCGTC
CCATACCCAGGCAGCGGCACAGCTGCCACCCAAGAGAGCCCCGCCCAAGAGCTCTTAGCCCCGCAGCCCTTCCCGGGCCC
CTCATCAGTTCTTAGGGAAGGCTCTCAGGAGAAAACGGGCCAGCAGCAGAAGCCCCCCAAAAGGCCCCCCATCGAAGCAT
CCGTCCACATCTCACAGCTTCCGCAGCACCCTCTGACACCAGCATTCATGTCGCCTGGCAAACCTGAGCATCTCCTGGAG
GGGTCCACATGGCAACTGGTTGACCCCATGAGACCTGGACCCTCTGGCTCCTTCGTGGCCCCTGGGCTCCATCCTCAGAG
CCAGCTCCTTCCTTCCCACGCTTCCATCATTCCCCCCGAGGACCTTCCTGGAGTCCCCAAAGTCTTCGTGCCTCGTCCTT
CCCAGGTCTCCTTGAAGCCCACAGAAGAGGCACACAAGAAGGAGAGGAAGCCCCAGAAGCCAGGCAAGTACATCTGCCAG
TACTGCAGCCGGCCCTGTGCCAAGCCCAGCGTGCTCCAGAAGCACATTCGCTCACACACAGGTGAGAGGCCCTACCCCTG
CGGCCCCTGTGGCTTCTCCTTCAAGACCAAGAGTAATCTCTACAAGCACAGGAAGTCCCATGCCCACCGCATCAAAGCAG
GCCTGGCCTCAGGCATGGGTGGCGAGATGTACCCACATGGGCTGGAGATGGAGCGGATCCCTGGGGAAGAGTTTGAGGAG
CCCACTGAGGGAGAAAGCACAGATTCTGAAGAGGAGACTAGTGCCACCTCTGGTCACCCTGCAGAGCTCTCCCCAAGACC
CAAGCAGCCCCTTCTCTCCAGCGGGCTATACAGCTCTGGGAGCCACAGTTCCAGCCACGAACGCTGTTCCCTGTCCCAGT
CCAGCACAGCCCAGTCACTCGAAGACCCCCCTCCATTTGTGGAACCCTCATCTGAGCACCCCCTGAGCCATAAACCTGAA
GACACCCACACGATTAAGCAGAAGCTGGCCCTCCGCTTAAGCGAGAGGAAGAAGGTGATCGATGAGCAGGCGTTTCTGAG
CCCAGGCAGCAAAGGGAGTACTGAGTCTGGGTATTTCTCTCGCTCCGAGAGTGCAGAGCAGCAGGTCAGCCCCCCAAACA
CCAACGCCAAGTCCTACGCTGAGATCATCTTTGGCAAGTGTGGGCGAATAGGACAGCGGACCGCCATGCTGACAGCCACC
TCCACCCAGCCCCTCCTGCCCCTGTCCACCGAAGACAAGCCCAGCCTGGTGCCTTTGTCTGTACCCCGGACGCAGGTGAT
CGAGCACATCACGAAGCTCATCACCATCAACGAGGCCGTGGTGGACACCAGCGAGATCGACAGCGTGAAGCCAAGGCGGA
GCTCACTGTCCAGGCGCAGCAGCATGGAGTCCCCAAAATCCAGCCTCTACCGGGAGCCCCTGTCATCCCACAGTGAGAAA
ACCAAGCCTGAACAATCACTGCTGAGCCTCCAGCACCCGCCCAGTACCGCCCCCCCTGTGCCTCTCCTGAGAAGCCACTC
AATGCCTTCTGCCGCCTGCACTATCAGCACCCCCCACCACCCCTTCCGAGGTAGCTACTCCTTCGATGACCATATCACCG
ACTCCGAAGCCCTGAGCCACAGCAGTCACGTGTTTACCTCCCACCCCCGGATGCTGAAGCGCCAGCCGGCAATCGAATTA
CCTTTGGGAGGGGAATACAGTTCTGAGGAGCCTGGCCCAAGCAGCAAAGACACAGCCTCCAAGCCCTCGGACGAAGTGGA
ACCCAAGGAAAGCGAGCTTACCAAAAAGACCAAGAAGGGTTTGAAAACAAAAGGGGTGATCTACGAATGTAACATATGTG
GTGCTCGGTACAAGAAAAGGGATAACTACGAAGCCCACAAAAAATACTACTGCTCAGAGCTTCAGATCGCAAAGCCCATC
TCTGCAGGCACCCACACATCTCCAGAAGCTGAAAAGAGTCAGATTGAGCATGAGCCGTGGTCCCAAATGATGCATTACAA
ACTGGGAACCACCCTGGAACTCACTCCACTGAGGAAGAGGAGGAAAGAGAAGAGCCTTGGGGACGAGGAAGAGCCACCTG
CCTTTGAGTCCACAAAAAGTCAGTTTGGCAGCCCCGGGCCATCTGATGCTGCTCGGAACCTTCCCCTGGAGTCCACCAAG
TCACCAGCAGAACCAAGTAAATCAGTGCCCTCCTTGGAGGGACCCACGGGCTTCCAGCCAAGGACTCCCAAGCCAGGGTC
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CGGTTCAGAATCAGGGAAGGAGAGGAGAACAACGTCCAAAGAAATTTCTGTCATCCAGCACACCAGCTCCTTTGAGAAAT
CTGATTCTCTCGAGCAGCCGAGTGGCTTGGAAGGGGAAGACAAACCTCTGGCCCAGTTCCCATCACCCCCACCTGCCCCA
CACGGACGCTCTGCTCACTCCCTGCAGCCTAAGTTGGTCCGCCAGCCCAACATTCAGGTTCCTGAGATCCTAGTAACTGA
GGAGCCTGACCGGCCGGACACAGAGCCAGAGCCGCCCCCTAAGGAACCTGAGAAGACTGAGGAGTTCCAATGGCCCCAGC
GCAGCCAGACACTTGCCCAGCTCCCAGCTGAGAAGCTGCCACCCAAAAAGAAGAGGTTGCGCCTGGCAGAGATGGCCCAA
TCATCAGGGGAGTCCAGCTTCGAGTCCTCTGTGCCTCTGTCTCGCAGCCCGAGCCAGGAAAGCAATGTCTCTTTGAGTGG
GTCCAGCCGCTCAGCCTCGTTTGAGAGGGATGACCATGGGAAAGCCGAGGCCCCCAGTCCCTCATCTGACATGCGCCCCA
AACCCCTGGGCACCCACATGTTGACTGTCCCCAGCCACCACCCACATGCCCGAGAGATGCGGAGGTCAGCCTCAGAGCAG
AGCCCCAACGTTTCCCATTCTGCCCACATGACCGAGACACGCAGCAAATCCTTTGACTATGGCAGCTTGTCCTTGACAGG
CCCTTCTGCTCCAGCCCCAGTGGCTCCACCAGCGCGGGTGGCCCCGCCAGAGAGAAGAAAATGCTTCTTGGTGAGACAGG
CCTCTCTGAGCAGGCCTCCAGAATCTGAGTTGGAGGTTGCCCCCAAGGGAAGACAGGAGAGCGAAGAACCACAGCCCTCA
TCCAGTAAACCCTCTGCCAAAAGCTCATTGTCCCAGATTTCCTCTGCGGCCACCTCACATGGTGGACCCCCGGGAGGCAA
GGGCCCAGGGCAGGACAGGCCCCCATTGGGGCCCACTGTGCCCTACACAGAAGCACTGCAAGTGTTCCACCACCCCGTTG
CCCAGACACCCCTGCATGAGAAGCCATACCTGCCCCCACCAGTCTCCCTTTTCTCCTTCCAGCATCTCGTGCAGCATGAG
CCAGGACAGTCTCCAGAATTCTTCTCCACCCAGGCCATGTCCAGCCTCCTGTCCTCACCATACTCCATGCCCCCACTTCC
TCCCTCCTTATTTCAAGCCCCACCGCTTCCTCTCCAGCCTACTGTTCTGCACCCAGGCCAACTCCATCTCCCCCAGCTCA
TGCCTCACCCAGCCAACATCCCCTTCAGGCAGCCCCCTTCCTTCCTCCCCATGCCATACCCGACCTCCTCAGCACTGTCT
TCTGGGTTTTTCCTGCCTCTGCAATCCCAGTTTGCACTTCAGCTCCCTGGTGATGTGGAAAGCCATCTGCCCCAGATCAA
AACCAGCCTGGCCCCACTGGCAACAGGAAGTGCTGGCCTCTCCCCCAGCACAGAGTACAGCAGTGACATCCGGCTACCCC
CTGTGGCTCCCCCAGCCAGCTCCTCAGCACCTACATCAGCTCCTCCACTGGCCCTGCCTGCCTGTCCAGACACCATGGTG
TCCCTGGTTGTGCCTGTCCGTGTTCAGACCAATATGCCGTCCTATGGGAGCGCAATGTACACCACCCTTTCCCAGATCTT
GGTCACCCAGTCCCAAGGCAGCTCAGCAACTGTGGCACTTCCCAAGTTTGAGGAACCCCCATCAAAGGGGACGACTGTAT
GTGGTGCAGATGTGCATGAGGTTGGGCCCGGCCCTTCTGGGTTAAGTGAAGAGCAAAGCAGAGCTTTCCCAACTCCATAC
CTGAGAGTGCCTGTGACATTACCTGAAAGAAAAGGCACTTCCCTGTCATCAGAGAGTATCTTGAGCCTGGAGGGGAGTTC
ATCAACAGCAGGGGGAAGCAAACGTGTCCTTTCACCAGCTGGCAGCCTTGAACTTACCATGGAAACCCAGCAGCAAAAAA
GAGTGAAGGAGGAGGAGGCTTCCAAGGCAGATGAAAAACTTGAGCTGGTAAAACCATGCAGTGTGGTCCTACCAGCACCG
AGGATGGGAAGAGGCCAGAGAAATCCCACTTAGGCAACCAGGGCCAAGGCAGGAGGGAGCTAGAAATGCTGTCCAGCCTG
TCCTCAGATCCATCTGACACAAAGGAAATTCCTCCCCTCCCTCACCCTGCATTGTCCCATGGGACAGCCCCAGGCTCAGA
AGCTTTGAAGGAATATCCCCAGCCATCTGGCAAACCTCACCGAAGAGGGTTGACCCCACTGAGCGTGAAGAAAGAAGATT
CCAAGGAACAACCTGATCTCCCCTCCTTGGCACCTCCGAGCTCTCTGCCTCTGTCAGAAACGTCCTCCAGACCAGCCAAG
TCACAAGAAGGTACGGACTCAAAGAAGGTACTGCAGTTCCCCAGCCTCCACACAACCACTAATGTCAGTTGGTGCTATTT
AAACTACATTAAGCCAAATCACATCCAGCATGCAGATAGGAGGTCCTCTGTTTACGCTGGTTGGTGCATAAGTTTGTACA
ACCCCAACCTTCCGGGGGTTTCCACTAAAGCTGCTTTGTCCCTCCTGAGGTCTAAGCAGAAAGTGAGCAAAGAGACATAC
ACCATGGCCACAGCTCCGCATCCTGAGGCAGGAAGGCTTGTGCCATCCAGCTCCCGCAAGCCCCGCATGACAGAGGTTCA
CCTCCCTTCACTGGTTTCCCCGGAAGGCCAGAAAGATCTAGCTAGAGTGGAGAAGGAAGAAGAGAGGAGAGGGGAGCCGG
AGGAGGATGCTCCTGCCTCCCAGAGAGGGGAGCCGGCGAGGATCAAAATCTTCGAAGGAGGGTACAAATCAAACGAAGAG
TATGTATATGTGCGAGGCCGCGGCCGAGGGAAATATGTTTGTGAGGAGTGTGGAATTCGCTGCAAGAAGCCCAGCATGCT
GAAGAAACACATCCGCACCCACACTGACGTCCGGCCCTATGTGTGCAAGCACTGTCACTTTGCTTTTAAAACCAAAGGGA
ATCTGACTAAGCACATGAAGTCGAAGGCCCACAGCAAAAAGTGCCAAGAGACAGGGGTGCTGGAGGAGCTGGAAGCCGAA
GAAGGAACCAGTGACGACCTGTTCCAGGACTCGGAAGGACGAGAGGGTTCAGAGGCTGTGGAGGAGCACCAGTTTTCGGA
CCTGGAGGACTCGGACTCAGACTCAGACCTGGACGAAGACGAGGATGAGGATGAGGAGGAGAGCCAGGATGAGCTGTCCA
GACCATCCTCAGAGGCGCCCCCGCCTGGCCCACCACATGCACTGCGGGCAGACTCCTCACCCATCCTGGGCCCTCAGCCC
CCAGATGCCCCCGCCTCTGGCACGGAGGCTACACGAGGCAGCTCGGTCTCGGAAGCTGAGCGCCTGACAGCCAGCAGCTG
CTCCATGTCCAGCCAGAGCATGCCGGGCCTCCCCTGGCTGGGACCGGCCCCTCTGGGCTCTGTGGAGAAAGACACAGGCT
CAGCCTTGAGCTACAAGCCTGTGTCCCCAAGAAGACCGTGGTCCCCAAGCAAAGAAGCAGGCAGCCGTCCACCACTAGCC
CGCAAACACTCGCTAACCAAAAACGACTCATCTCCCCAGCGATGCTCCCCGGCCCGAGAACCACAGGCCTCAGCCCCAAG
CCCACCTGGCCTGCACGTGGACCCAGGAAGGGGCATGGGCGCTCTCCCTTGTGGGTCTCCAAGACTTCAGCTGTCTCCTC
TCACCCTCTGCCCCCTGGGAAGAGAACTGGCCCCTCGAGCACATGTGCTCTCCAAACTCGAGGGTACCACCGACCCAGGC
CTCCCCAGATACTCGCCCACCAGGAGATGGTCTCCAGGTCAGGCCGAGTCACCACCACGGTCAGCGCCGCCAGGGAAGTG
GGCCTTGGCTGGGCCGGGCAGCCCCTCAGCGGGGGAGCATGGCCCAGGCTTGGGGCTGGACCCACGGGTTCTCTTCCCGC



(62) JP 2021-519065 A 2021.8.10

10

20

30

40

50

CCGCGCCTCTACCTCACAAGCTCCTCAGCAGAAGCCCAGAGACCTGCGCCTCCCCGTGGAAGGCCGAGTCCCGAAGTCCC
TCCTGCTCACCCGGCCCTGCTCATCCTCTCTCCTCCCGACCCTTCTCCGCCCTCCATGACTTCCACGGCCACATCCTGGC
CCGGACAGAGGAGAACATCTTCAGCCACCTGCCTCTGCACTCCCAGCACTTGACCCGTGCCCCATGTCCCTTGATTCCCA
TCGGTGGGATCCAGATGGTGCAGGCCCGGCCAGGAGCCCACCCCACCCTGCTGCCAGGGCCCACCGCAGCCTGGGTCAGT
GGCTTCTCCGGGGGTGGCAGCGACCTGACAGGGGCCCGGGAGGCCCAGGAGCGAGGCCGCTGGAGTCCCACTGAGAGCTC
GTCAGCCTCCGTGTCGCCTGTGGCTAAGGTCTCCAAATTCACACTCTCCTCAGAGCTGGAGGGCGGGGACTACCCCAAGG
AGAGGGAGAGGACCGGCGGAGGCCCGGGCAGGCCTCCTGACTGGACACCCCATGGGACCGGGGCACCTGCAGAGCCCACA
CCCACGCACAGCCCCTGCACCCCACCCGACACCTTGCCCCGGCCGCCCCAGGGACGCCGGGCAGCGCAGTCCTGGAGCCC
CCGCTTGGGTCCCCGCGTGCACCGACCAACCCCGAGCCTTCTGCCACCCCGCCGCTGGACCGCAGCAGCTCTGTGGGCTG
CCTGGCAGAGGCCTCTGCCCGCTTCCCAGCCCGGACGAGGAACCTCTCCGGGGAACCCAGGACCAGGCAGGACTCCCCCA
AGCCCTCAGGAAGTGGGGAGCCCAGGGCACATCCACATCAGCCTGAGGACAGGGTTCCCCCCAACGCTTAGCCTCTCTCC
AACTGCTTCAGCATCTGGCTTCCAGTGTCCAGCAACAGACGTTTCCAGCCACTTTCCTCGAATCATCCCACTTCCTCAGC
CCCATCTGTCCCTCCGTCCAGGAGCTCTCACGGCCCCATCTGTTGTACCTTCCCATGTATGCAGTTACCTGTGCCTTTTT
CTACACCTTTTGTTGCTTAAAAAGAAACAAAACAAATCACATACATACATTTAAAAAAAAAACAACAACCCACGAGGAGT
CTGAGGCTGTGAATAGTTTATGGTTTTGGGGAAAGGCTGATGGTGAAGCCTCCTGACCCTCCCCGCTGTGGTTGGCAGCC
ACCCACCCCAGAGGCTGGCAGAGGGAAAGGGGTACACTGAGGGAGAAAGGAAAAGGAAACTTCAAACAATATAGAATTAA
ATGTAAAAGGAAGCACTCCTGTGTACAGATGCGATCAAGGTTCCTGTTTATTGCCACTTCACCCCCCTGCCCAGCTCGTA
GCCACCCCTCTCTGCCAGCAGAAAGGCCAGTGTCCCCAGGCAGAGGGGCACAAACACAGGCAGGTGACCCCCACCCAGGC
CCCAGCAGGCAGGCCCAGAAAAACTAATCTTTTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCAAGAAAATAAAATGATACT
TTTCCTAGGATTTCAACACAAAATAATAGGTGCAGGTAGAAGGAGGAGGGCTGGCTCCCCAAGGGCTCCTGGATACTCTG
GTAGTCTGAGTCATGGGCCCATCCTGGCACTCCACAGGTGGGCAGGCCACCCCACCCACGCACCCCCACTCCAGACACCT
CCCTTCTGCACCCCACCCTGGCCCCCTGGGCTGGGGAAGGAGCCCTGACTGTCCGTCCCTGGCTCCCAAGCCCCTGACCG
AGGCCTCACTCTCCTGTTGCCTCCTCTGTTCTAAAACCACCAAACCACCCACAAAGGCAGAAGTGGCAGGGCCCGAGCCC
TAGCGGCCGTTCCTGAGACTGGGTTTTGGGTTTTGTTTCATCTTGGTCCCTGGGGTACAAGGGAGCCTGTTCCCCTCATG
GCTGGGTTTTTCCAGTTCTCCACAGCAGAGGTTTGCGGGGAACTGTTTCAGGACCACTTTGCCACAGGACCGTTTCCCCC
CGTCCCTGCCCCTGTCTCCACTACCCCAAGGAAATACCCACAACTGTGGCTGGTGGATACGGCCTGGACCTGTTTGCTGT
CTTACACCTCTTTTTTAAAAAGAGAGAGGATGGTGTTTGATACTTCACCCAGCCACCACAGATTCTTTTGACCTAGAGGA
TTTTTGAATTGTCCTAACTCGTTGGAATTCTCCAAAGCAATCAGTGTGAGCCAGTGCCTCTTCCTTACCCACATCTCTAC
TTTCAAGAAGCTGCCCTGCATTTCCTGGGGCAAAACTCTACTTTGTAAGAAAAATAATAGGACCAGAAATTTAAATCCCA
AATTGAACTATGGAACTTGAACTCTAGCGTGTTCGCCCCAACTGGGAGAGGTGAGCTTTTTCCCAGTGTTTCAGAACTGA
TTTTCTTTACTTTCTACAAGGGAGGGCAGCACAGGGACTACGGTTGAGGCCCGTGAAGGCTGGGTTTGATGCCACCCTAT
ACAGAGCAGGGACCTCTCTGGCTAATCCCCAGTCCTCAGCCAGGCTGTGTGAATCAAGTGCCTGCCCCAGGGCTCTTGAG
CTATTGAAGCTGCTTGGGTACAGGACACAGTAGGTGGGGAGGGTTAAGACCCTTCTGTGAGTTCCCTGTGCGGGGCTGTA
CTTGCCTCTTCCAATTCGTGGCCTTTCCCTGCTTGGTCCCTACTAGACAGACAAACCAGCCACAGTCCAGCCTGCAGCCA
GACCACCTTGTTCACTCATTCTCCTTTGCCTCAGAGCTAAGACAAAAATGAGACAGAAGGCAGGGCTCCCTGGGAGTCCA
CTGTGCTCCAGGGTTCTGGGGAATCAGGGTTAGCCAGCAGCTCCTGGCTGCTTCCCTCAGAGACTAGGGCTCTCATCCTC
C
CCAAGAGAAGCAGCAAGCCCAGCCTGGACCACACTGTCCATATTGCTGGACAGTGGCCTGACAGAAAGTGACTCCTCCAA
GTCCCAGGAGGCCAGGGCTTTTCTCATCCTTGCCTTTCAGCCCTAACCCATGGGACTGCCCACGGATTGGAGACTTCAAG
GGCTGAGGTCTGGGAGCTGCATAAAGGGCATTGCTTCAGCCCAGGTTAGAAATCTGCCTGGGCAAGCTCTTCCTGCCCCA
GACCTACAAAGCAGCAGACCGGGGGCTCTGGTGGACTAGCCCCTGACATTGGTGGGGGGCCCCACACCACTCCACCCCAC
CCTGCCTTCCAGCTCTCCTGGGCATTTTTCTCCCTGTACTCAAACAGCCTACCCACCCAAGGTTTCCTCCCTGGGCAGCC
TAGCAATGAACAGTGCAGCCGGCAGGGCAGAGGCCCGGCAGTCACCGGGCCCGTCAGGCTCAGGCAGAGAAGCCACAGGG
GCCAGGAGTCACTGGAGACTATTTCTAAATGATGGGGGTAAATGCACAAATAGAATCTCACCAAAGGGCTGCCTCCACAT
TGATGCCGTGCCCAGAGGGACAGAACCAATGCCACCAGCCTGGGTATATGTCACTGGGCACAGCTCTAACCCCCTCCTCC
GGACTCTAGTCCCGCTCCTCTGCGCACAGAGCCCCCAGCCCACAGGTACACCTTCATGATTTGGAGAAAGACGCTCGCCC
CATGCACGCCCTCCTCTGGGCCTTCTGCCCTGCTCCCAGTCACTTCCAAGCTTCCTGTTTGCCTGTGATGTTATTGTGCC
TGTTGAGGGAAGCAGCAGAGGAGGCAGTGGCTGACTTGGCACAGATGCCTGCTACGTGCTCTGTTGAAATGCGCGGGGTG
GCCATTCCTCGGTACAGACTAGTCCTGGTCCTTGGGTGTGGGCAGTGGGGGAGGAACCAACTGGTCGAGGTTTCAGAGCC
AAACCTTGCCTTTGGTTGGTGAGTCCTTGCCCCCCAGGCCTGCGCTCCACGATGCCTTTCACCCTTGGCAATCTCAGGGC
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CATCCTGGGTAGTAACCCCACTCCTCTCTGCTCCCGCCCGCACCTGTGGCTCTCACTCTGGGCTCAACCCCTGCAACCCT
CCAGGAGCCCGACAGCAGCCAGCTGCCTGCACTGTCGCCTCCGTAAGCTCCAACTTCCAGACCCAGAAGTCCCTCTGCTT
CCCTCTGTTGGAAAAAGCCTAAAAGAATTAGCTTCCAGATTCCTCTAGCCCCTGCTCCATTCCCACCCAGTCCTTCTGAA
GAGGAATGAGCAATACATCTGAGCTGGATTTCTCTCTAGTCCTTTCTCCAGACAAATCCTTCTTAAAGCAAAAGTCCTGG
CTGAGCACCTGTCCTTGGGGACCGATCTGCCGTGTGACCAGGGGAAGAAAGTTCCCGAAAGCCTGTTCCACCAATTCTGC
TTCTGTGTTGTGAATCCAGTCTGCTTTCCATTAGAAAACCGCTTCGGCACTTATGGTCACTTTAATAAATCTAGTATGTA
AAAAAAGAAAGAAAGAAAAGAAACAGAAAAAAGAAACGTGCAGGCAAATGTAAAATACAATGCTCTCTGTAAGATAAATA
TTTGCCTTTTTTTCTAAAAGGTGTACGTATTCTGTATGTGAAATTGTCTGTAGAAAGTTTCTATGTTCTTAAATGGCAAT
ACATTCCAAAAATTGTACTGTAGATATGTACAGCAACCGCACTGGGATGGGGTAGTTTTGCCTGTAATTTTATTTAAACT
CCAGTTTCCACACTTGCTCTTGCAATGTTGGTATGGTATATATCAGTGCAAAAGAAAAAACAAAACAGAAACAAACAAAA
AAAAAAAACAAAAATCCACGCAGGTCTAAAGCACAGAGTCTGACGTACAAAAGGAAAAATGCTCAGTATTGATGTGTGTG
ACCTTTGTTGTAAATTACATCTGTACTGTGAATGAGAAGTTTTTACAAGTATAATAATTGCCTTTATTACAGCTCTGGCT
GAGTGTTCAGCCTGAGGATATTTTTTAAAAAAAAAAGAATTAGCATGTTGGAATAAATTTGAAAATCCCAACATAAAAAA
A
【０２６９】
＞配列番号70；ヒトSchnurri-3アミノ酸配列：
MDPEQSVKGTKKAEGSPRKRLTKGEAIQTSVSSSVPYPGSGTAATQESPAQELLAPQPFPGPSSVLREGSQEKTGQQQKP
PKRPPIEASVHISQLPQHPLTPAFMSPGKPEHLLEGSTWQLVDPMRPGPSGSFVAPGLHPQSQLLPSHASIIPPEDLPGV
PKVFVPRPSQVSLKPTEEAHKKERKPQKPGKYICQYCSRPCAKPSVLQKHIRSHTGERPYPCGPCGFSFKTKSNLYKHRK
SHAHRIKAGLASGMGGEMYPHGLEMERIPGEEFEEPTEGESTDSEEETSATSGHPAELSPRPKQPLLSSGLYSSGSHSSS
HERCSLSQSSTAQSLEDPPPFVEPSSEHPLSHKPEDTHTIKQKLALRLSERKKVIDEQAFLSPGSKGSTESGYFSRSESA
EQQVSPPNTNAKSYAEIIFGKCGRIGQRTAMLTATSTQPLLPLSTEDKPSLVPLSVPRTQVIEHITKLITINEAVVDTSE
IDSVKPRRSSLSRRSSMESPKSSLYREPLSSHSEKTKPEQSLLSLQHPPSTAPPVPLLRSHSMPSAACTISTPHHPFRGS
YSFDDHITDSEALSHSSHVFTSHPRMLKRQPAIELPLGGEYSSEEPGPSSKDTASKPSDEVEPKESELTKKTKKGLKTKG
VIYECNICGARYKKRDNYEAHKKYYCSELQIAKPISAGTHTSPEAEKSQIEHEPWSQMMHYKLGTTLELTPLRKRRKEKS
LGDEEEPPAFESTKSQFGSPGPSDAARNLPLESTKSPAEPSKSVPSLEGPTGFQPRTPKPGSGSESGKERRTTSKEISVI
QHTSSFEKSDSLEQPSGLEGEDKPLAQFPSPPPAPHGRSAHSLQPKLVRQPNIQVPEILVTEEPDRPDTEPEPPPKEPEK
TEEFQWPQRSQTLAQLPAEKLPPKKKRLRLAEMAQSSGESSFESSVPLSRSPSQESNVSLSGSSRSASFERDDHGKAEAP
SPSSDMRPKPLGTHMLTVPSHHPHAREMRRSASEQSPNVSHSAHMTETRSKSFDYGSLSLTGPSAPAPVAPPARVAPPER
RKCFLVRQASLSRPPESELEVAPKGRQESEEPQPSSSKPSAKSSLSQISSAATSHGGPPGGKGPGQDRPPLGPTVPYTEA
LQVFHHPVAQTPLHEKPYLPPPVSLFSFQHLVQHEPGQSPEFFSTQAMSSLLSSPYSMPPLPPSLFQAPPLPLQPTVLHP
GQLHLPQLMPHPANIPFRQPPSFLPMPYPTSSALSSGFFLPLQSQFALQLPGDVESHLPQIKTSLAPLATGSAGLSPSTE
YSSDIRLPPVAPPASSSAPTSAPPLALPACPDTMVSLVVPVRVQTNMPSYGSAMYTTLSQILVTQSQGSSATVALPKFEE
PPSKGTTVCGADVHEVGPGPSGLSEEQSRAFPTPYLRVPVTLPERKGTSLSSESILSLEGSSSTAGGSKRVLSPAGSLEL
TMETQQQKRVKEEEASKADEKLELVKPCSVVLTSTEDGKRPEKSHLGNQGQGRRELEMLSSLSSDPSDTKEIPPLPHPAL
SHGTAPGSEALKEYPQPSGKPHRRGLTPLSVKKEDSKEQPDLPSLAPPSSLPLSETSSRPAKSQEGTDSKKVLQFPSLHT
TTNVSWCYLNYIKPNHIQHADRRSSVYAGWCISLYNPNLPGVSTKAALSLLRSKQKVSKETYTMATAPHPEAGRLVPSSS
RKPRMTEVHLPSLVSPEGQKDLARVEKEEERRGEPEEDAPASQRGEPARIKIFEGGYKSNEEYVYVRGRGRGKYVCEECG
IRCKKPSMLKKHIRTHTDVRPYVCKHCHFAFKTKGNLTKHMKSKAHSKKCQETGVLEELEAEEGTSDDLFQDSEGREGSE
AVEEHQFSDLEDSDSDSDLDEDEDEDEEESQDELSRPSSEAPPPGPPHALRADSSPILGPQPPDAPASGTEATRGSSVSE
AERLTASSCSMSSQSMPGLPWLGPAPLGSVEKDTGSALSYKPVSPRRPWSPSKEAGSRPPLARKHSLTKNDSSPQRCSPA
REPQASAPSPPGLHVDPGRGMGALPCGSPRLQLSPLTLCPLGRELAPRAHVLSKLEGTTDPGLPRYSPTRRWSPGQAESP
PRSAPPGKWALAGPGSPSAGEHGPGLGLDPRVLFPPAPLPHKLLSRSPETCASPWKAESRSPSCSPGPAHPLSSRPFSAL
HDFHGHILARTEENIFSHLPLHSQHLTRAPCPLIPIGGIQMVQARPGAHPTLLPGPTAAWVSGFSGGGSDLTGAREAQER
GRWSPTESSSASVSPVAKVSKFTLSSELEGGDYPKERERTGGGPGRPPDWTPHGTGAPAEPTPTHSPCTPPDTLPRPPQG
RRAAQSWSPRLESPRAPTNPEPSATPPLDRSSSVGCLAEASARFPARTRNLSGEPRTRQDSPKPSGSGEPRAHPHQPEDR
VPPNA
【０２７０】
＞配列番号55；amiR-33-mRANKi-1：
AGGGCTCTGCGTTTGCTCCAGGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACTGACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCT
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CATTCACGGAGGCCTGCCCTGACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTAAGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAAC
CATCGTGGGGAATAAGGACAGTGTCACCC
【０２７１】
＞配列番号56；amiR-33-mRANKi-2：
AGGGCTCTGCGTTTGCTCCAGGTAGTCCGCTGCTCCCTTGGGCCTGGGCCCACTGACAGCCCTGGTGCCTCTGGCCGGCT
GCACACCTCCTGGCGGGCAGCTGTGACAAATTAGCTGTCAGCGCTGTTCTGGCAATACCTGGCGCTGACTGCAAATTTGT
CACGGAGGCCTGCCCTGACTGCCCACGGTGCCGTGGCCAAAGAGGATCTAAGGGCACCGCTGAGGGCCTACCTAACCATC
GTGGGGAATAAGGACAGTGTCACCC
【０２７２】
＞配列番号57；骨吸収ペプチド(8-mer)：
DDDDDDDD
【０２７３】
＞配列番号58；骨吸収ペプチド(9-mer)：
DDDDDDDDD
【０２７４】
＞配列番号59；骨吸収ペプチド(10-mer)：
DDDDDDDDDD
【０２７５】
＞配列番号60；骨吸収ペプチド(11-mer)：
DDDDDDDDDDD
【０２７６】
＞配列番号61；骨吸収ペプチド(12-mer)：
DDDDDDDDDDDD
【０２７７】
＞配列番号62；骨吸収ペプチド(13-mer)：
DDDDDDDDDDDDD
【０２７８】
＞配列番号63；骨吸収ペプチド(14-mer)：
DDDDDDDDDDDDDD
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