
(57)【要約】

本発明の対象は、複数の細胞膜融合機構を持ち、好まし

くは例えば悪性細胞などでの効果的な条件付き複製用に

絶対後期ウイルスプロモーターを含んでいる、腫瘍溶解

性単純ヘルペスウイルスである。具体的な実施形態では

、前記細胞膜融合機構は、ランダム突然変異誘発によっ

て作製された突然変異型ウイルスまたは膜融合性膜糖タ

ンパク質の挿入によって作製された突然変異型ウイルス

に由来するものであり、またさらなる具体的実施形態で

は、前記絶対後期ウイルスプロモーターUL38pが前記糖

タンパク質の発現を調節する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ ベ ク タ ー を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 ベ ク タ ー が 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 1の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 HSVベ ク タ ー が 条 件 付 き 複 製 可 能 型 で あ る 、 請 求 項 2の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 条 件 付 き 複 製 可 能 型 が 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー と 定 義 さ れ る 、
請 求 項 3の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 上 記 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 ま た は そ の 両 方 が 突 然 変 異
を 含 み 、 前 記 突 然 変 異 が 、 上 記 ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 、 前 記 細 胞
膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る 、 請 求 項 1の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 上 記 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 ま た は そ の 両 方 が 、 膜 融 合
性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ チ ド が さ ら に 膜 糖 タ ン パ ク 質 と 定 義 さ れ る 、 請 求 項 6の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 膜 糖 タ ン パ ク 質 が 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス Fタ ン パ ク 質 、 HIV gp160タ ン パ ク 質 、 SIV 
gp160タ ン パ ク 質 、 レ ト ロ ウ イ ル ス Envタ ン パ ク 質 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス Gp、 ま た は イ ン フ ル エ
ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 で あ る 、 請 求 項 7の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 糖 タ ン パ ク 質 が 、 テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ GALV） 由 来 の 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ る
、 請 求 項 7の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 糖 タ ン パ ク 質 が 、 C末 端 切 断 型 の テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ
ク 質 （ GALV.fus） で あ る 、 請 求 項 7の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 核 酸 配 列 の 発 現 が 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 制 御 さ れ る 、 請 求 項 6
の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 上 記 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー が 、 HSVの UL38ま た は Us11の プ ロ モ ー タ ー で あ る 、
請 求 項 11の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 1細 胞 と 第 2細 胞 と の 融 合 を 惹 起 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞
膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ ベ ク タ ー を 前 記 第 1細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 第 2細 胞 膜 を 第
1細 胞 膜 と 融 合 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 上 記 第 1細 胞 、 上 記 第 2細 胞 、 ま た は 上 記 第 1細 胞 と 上 記 第 2細 胞 の 両 方 が 、 悪 性 細 胞 で あ
る 、 請 求 項 14の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 上 記 悪 性 細 胞 が 固 形 腫 瘍 内 に あ る 、 請 求 項 15の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 上 記 悪 性 細 胞 が ヒ ト の 体 内 に あ る 、 請 求 項 15の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 上 記 導 入 ス テ ッ プ が 、 さ ら に 、 上 記 ベ ク タ ー を 上 記 ヒ ト に 送 達 す る こ と と 定 義 さ れ る 、
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請 求 項 17の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 上 記 送 達 ス テ ッ プ が 、 さ ら に 、 上 記 ベ ク タ ー を 上 記 ヒ ト に 全 身 送 達 す る こ と と 定 義 さ れ
る 、 請 求 項 18の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 上 記 ヒ ト へ の 上 記 全 身 送 達 が 、 さ ら に 、 上 記 ベ ク タ ー を 上 記 ヒ ト に 静 脈 内 送 達 す る こ と
と 定 義 さ れ る 、 請 求 項 19の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 上 記 ス テ ッ プ が 複 数 の 細 胞 で 繰 り 返 さ れ る 、 請 求 項 14の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 上 記 ベ ク タ ー が 条 件 付 き 複 製 可 能 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 14の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 上 記 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 上 記 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 ま た は そ の 両 方 が 突 然 変 異
を 含 み 、 前 記 突 然 変 異 が 、 上 記 ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 、 前 記 細 胞
膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る 、 請 求 項 14の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 上 記 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 上 記 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 ま た は そ の 両 方 が 、 膜 融 合
性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 14の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 上 記 核 酸 配 列 の 発 現 が 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 さ れ る 、 請 求 項 24
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 上 記 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー が 、 HSVの UL38ま た は Us11の プ ロ モ ー タ ー で あ る 、
請 求 項 25の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 上 記 方 法 が 、 上 記 ベ ク タ ー が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 腫 瘍 抗 原 提 示 を 強 化 す る ス テ ッ
プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 17の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 上 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 が 、 上 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 抗
腫 瘍 免 疫 を 向 上 さ せ る 、 請 求 項 27の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と
を 持 つ ベ ク タ ー を 上 記 細 胞 に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 導 入 後 に 、 前 記 悪 性 細 胞 の 膜
が 別 の 細 胞 膜 と 融 合 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 上 記 悪 性 細 胞 が ヒ ト の 体 内 に あ る 、 請 求 項 27の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 上 記 導 入 ス テ ッ プ が 、 さ ら に 、 少 な く と も 約 1× 10 9 プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の 上 記 ベ
ク タ ー を 上 記 ヒ ト に 投 与 す る こ と と 定 義 さ れ る 、 請 求 項 28の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 上 記 方 法 が 、 上 記 ヒ ト に 付 加 的 癌 治 療 を 施 す こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 上 記 付 加 的 癌 治 療 が 、 化 学 治 療 、 放 射 線 、 外 科 手 術 、 免 疫 治 療 、 遺 伝 子 治 療 、 ま た は そ
れ ら の 組 合 せ で あ る 、 請 求 項 30の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 上 記 方 法 が 、 上 記 ベ ク タ ー が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 腫 瘍 抗 原 提 示 を 強 化 す る ス テ
ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 30の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 上 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 が 、 上 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 抗
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腫 瘍 免 疫 を 向 上 さ せ る 、 請 求 項 34の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 ウ イ ル ス が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー
タ ー を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 上 記 ウ イ ル ス が 、 さ ら に 、 腫 瘍 特 異 的 で あ る と 定 義 さ れ る 、 請 求 項 32の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 作 製 方 法 で あ っ て 、
　 非 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 突 然 変 異 （ こ の 突 然 変 異 は 前 記 ベ
ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る ） を 導 入 す る
ス テ ッ プ 、 お よ び
　 細 胞 膜 融 合 惹 起 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 上 記 ベ ク タ ー に 組 み 込 む ス テ ッ プ
、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る 突 然 変 異
と 、
　 GALV.fusを コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 と を 持 っ て い る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む
組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る 方 法 で あ っ て 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス を 含 む 組 成 物 を 前 記 細 胞 に 導 入
す る こ と を 含 み 、 前 記 ウ イ ル ス が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 1の 組 成 物 を 含 む 哺 乳 類 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 35の 組 成 物 を 含 む 哺 乳 類 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 ベ ク
タ ー の 核 酸 配 列 中 に 突 然 変 異 （ こ の 突 然 変 異 は 前 記 ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝
子 産 物 に 前 記 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る ） を 生 成 さ せ る ス テ ッ プ 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 活
性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 前 記 ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 む ス テ ッ プ 、 ま た は
そ の 両 ス テ ッ プ の う ち 、 少 な く と も 1つ を 含 む 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 上 記 組 み 込 み ス テ ッ プ が 、 さ ら に 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ゲ ノ ム （ こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス は 非 感 染 性 で あ る ） を 含 む 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る こ と 、 細 胞 膜 融 合 惹 起
活 性 を 持 つ 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 、 機 能 的 な パ ッ ケ ー ジ ン
グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の 核 酸 配 列 と を 含 む 第 2ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 用 意 す る こ と 、 お よ び 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 上 記
核 酸 配 列 と 、 機 能 的 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 上 記 核 酸 配 列
と を 、 上 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 む こ と と 定 義 さ れ 、 こ の 組 み 込 み ス テ ッ プ に よ
り 、 感 染 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 生 成 す る 、 請 求 項 39の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 上 記 核 酸 配 列 と 、 機 能 的 パ ッ ケ ー ジ
ン グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 上 記 核 酸 配 列 と を 、 上 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 組 み 込 む 上 記 の ス テ ッ プ が 、 さ ら に 、 上 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 上 記 第 2ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 一 つ に 混 合 し て 混 合 物 を 形 成 さ せ 、 そ の 混 合 物 を 細 胞 に 導 入 し 、 そ し て 上 記 細 胞
の 溶 解 を ア ッ セ イ す る こ と と 定 義 さ れ る 、 請 求 項 40の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 上 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 細 菌 人 工 染 色 体 上 に 用 意 さ れ る 、 請 求 項 40の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
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　 上 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 、 の 欠 失 、 1コ ピ ー 以 上 の pa
cの 欠 失 、 ま た は そ の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 40の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 上 記 感 染 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 複 製 選 択 的 で あ る 、 請 求 項 40の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 上 記 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が プ ラ ス ミ ド 上 に 用 意 さ れ る 、 請 求 項 40の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 上 記 核 酸 配 列 の 発
現 が 、 CMV前 初 期 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 さ れ る 、 請 求 項 40の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ ベ ク タ ー を 作 製 す る 方 法 で あ
っ て 、 前 記 ベ ク タ ー の 核 酸 配 列 中 に 突 然 変 異 （ こ の 突 然 変 異 は 前 記 ベ ク タ ー ま た は そ れ が
コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 前 記 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る ） を 生 成 さ せ る ス テ ッ プ 、 細
胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 前 記 ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 む ス
テ ッ プ 、 ま た は そ の 両 ス テ ッ プ の う ち 、 少 な く と も 1つ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 組 み 込 み ス テ ッ プ が 、 さ ら に 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ゲ ノ ム （ こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス は 非 感 染 性 で あ る ） を 含 む 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る こ と 、 細 胞 膜 融 合 惹 起
活 性 を 持 つ 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 、 機 能 的 な パ ッ ケ ー ジ ン
グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の 核 酸 配 列 と を 含 む 第 2ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 用 意 す る こ と 、 お よ び 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 前 記
核 酸 配 列 と 、 機 能 的 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 配 列
と を 、 前 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 む こ と と 定 義 さ れ 、 こ の 組 み 込 み ス テ ッ プ に よ
り 、 感 染 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 生 成 す る 、 請 求 項 47の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 請 求 項 47の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 悪 性 細 胞 を 持 っ て い る 個 体 に お け る 腫 瘍 抗 原 提 示 を 増 加 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 第 1細 胞
膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ ベ ク タ ー を 前 記 個 体 に 与 え る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 上 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 増 加 が 、 上 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 増 加 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 上
記 個 体 に お け る 抗 腫 瘍 免 疫 を 向 上 さ せ る 、 請 求 項 54の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/367,788号 （ 2002年 3月 27日 出 願 ） お よ び 第 60/410,024
号 （ 2002年 9月 11日 出 願 ） に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 し 、 こ れ ら の 仮 特 許 出 願 は 参 照 に よ り 本
明 細 書 に そ の ま ま 組 み 込 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 少 な く と も 一 部 は 、 NIH助 成 金 番 号 CA58204と し て 米 国 政 府 か ら 提 供 さ れ た 資 金
を 使 っ て 開 発 さ れ た 。 米 国 政 府 は 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 持 ち う る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は ウ イ ル ス 学 、 癌 生 物 学 お よ び 医 学 の 分 野 を 対 象 と す る 。 具 体 的 に 述 べ る と 、 本
発 明 は 、 ウ イ ル ス 感 染 お よ び 細 胞 膜 融 合 機 構 を 利 用 し た 腫 瘍 溶 解 性 ベ ク タ ー に 関 わ る 組 成
物 お よ び 方 法 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に 述 べ る と 、 複 数 の 膜 融 合 機 構 を 持 つ 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス （ HSV） ベ ク タ ー を 利 用 し 、 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 ベ ク タ ー が さ ら に 絶 対 後 期
（ strict late） ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 複 製 選 択 的 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス は 固 形 腫 瘍 用 の 抗 腫 瘍 剤 と し て 大 い に 有 望 視 さ れ て い る
。 こ れ ら の ウ イ ル ス は 、 遺 伝 的 に 、 腫 瘍 細 胞 内 で 優 先 的 に 複 製 す る こ と が で き 、 正 常 細 胞
で は そ の 複 製 能 が 制 限 さ れ る よ う に 構 築 さ れ て い る 。 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス の 基 本 的 抗 腫 瘍
機 序 は 、 そ れ ら が 増 殖 し て 最 初 に 感 染 し た 腫 瘍 細 胞 か ら 周 囲 の 腫 瘍 細 胞 に 拡 大 す る こ と で
、 よ り 大 き な 分 布 容 積 お よ び 抗 癌 効 果 を も た ら す 際 の 、 直 接 的 な 細 胞 変 性 効 果 に よ る も の
で あ る 。 腫 瘍 溶 解 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） は 、 最 初 は 脳 腫 瘍 を 処 置 す る た め に 設
計 さ れ 構 築 さ れ た （ Andreanskyら ， 1996） 。 そ の 後 、 こ れ ら の ウ イ ル ス は 、 乳 癌 （ Todaら
， 1998） 、 前 立 腺 癌 （ Walkerら ， 1999） 、 肺 癌 （ Toyoizumiら ， 1999） 、 卵 巣 癌 （ Coukos
ら ， 1999） 、 大 腸 癌 お よ び 肝 癌 （ Carrollら ， 1996、 Pawlikら ， 2000） を 含 む 様 々 な 他 の
ヒ ト 固 形 癌 に も 有 効 で あ る こ と が 見 い だ さ れ た 。 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 安 全 性 も 、 HSV感 染 を 極
め て 起 こ し や す い （ Todoら ， 2000） マ ウ ス （ Sundaresanら ， 2000） お よ び 霊 長 類 （ ヨ ザ ル
） で 、 詳 細 に 調 べ ら れ て い る 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVは イ ン ビ ボ 投 与 に 関
し て 極 め て 安 全 で あ る こ と が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 有 望 な 前 臨 床 研 究 に も か か わ ら ず 、 初 期 の 臨 床 試 験 で 得 ら れ た 結 果 か ら は 、 現
行 の 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス は 安 全 で は あ る も の の 、 単 独 で は 限 ら れ た 抗 腫 瘍 活 性 し か 持 ち え
な い こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Markertら ， 2000、 Ramplingら ， 2000、 Nemunaitisら ， 2001
） 。 腫 瘍 溶 解 有 効 性 が 最 大 に な ら な い 主 な 理 由 の 1つ は 、 お そ ら く 、 腫 瘍 選 択 性 を 付 与 す
る ウ イ ル ス 遺 伝 子 欠 失 が 腫 瘍 に お け る ウ イ ル ス の 効 力 も 低 下 さ せ て し ま う か ら だ ろ う 。 例
え ば 、 HSVか ら 内 在 性 を 完 全 に 除 去 す る こ と は 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVを 構 築 す る 際 の 一 般
的 ア プ ロ ー チ の 一 つ で あ る が 、 こ れ を 行 う と ウ イ ル ス の 複 製 能 が 著 し く 低 下 す る の で 、 標
的 腫 瘍 内 で 拡 大 す る と い う ウ イ ル ス の 能 力 が 損 な わ れ う る （ Krammら ， 1997） 。 し た が っ
て 、 現 行 の 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス の 効 力 を さ ら に 強 化 し よ う と す る 戦 略 は 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ
ル ス が 臨 床 的 に 成 功 す る 見 込 み を 、 お そ ら く 増 加 さ せ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 近 、 あ る 種 の ウ イ ル ス に 由 来 す る エ ン ベ ロ ー プ 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 （ FMG） は 、
極 め て 強 力 に 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る こ と が 報 告 さ れ た （ Batemanら ， 2000） 。 そ の よ う な F
MGの 一 例 は 、 C末 端 切 断 型 の テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 （ GALV.
fus） で あ る （ Batemanら ， 2000、 Fieldingら ， 2000） 。 こ の 切 断 型 FMGは 野 生 型 タ ン パ ク
質 の 16ア ミ ノ 酸 Rペ プ チ ド を 欠 い て い る 。 こ の Rペ プ チ ド は 、 通 常 、 そ れ が ウ イ ル ス 感 染 中
に 切 断 さ れ る ま で は 、 エ ン ベ ロ ー プ の 融 合 を 制 限 す る 役 割 を 果 た し て い る （ Januszeskiら
， 1997） 。 こ の FMGの 改 変 に よ り 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 GALVの Pit-1受 容 体 を 発 現 さ せ る ヒ
ト 細 胞 へ の 膜 融 合 性 が 構 成 的 に 高 く な る 。 様 々 な ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に GALV.fusを 形 質 導 入 す る
と 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 の 過 程 を 経 て 、 細 胞 が 効 率 よ く 死 滅 す る （ Higuchiら ， 2000） 。 ま
た 、 GALV.fusを 使 用 す る と 、 自 殺 遺 伝 子 HSVtkま た は シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ を 使 用 し た 場
合 と 比 較 し て 、 バ イ ス タ ン ダ ー 殺 滅 効 果 が 少 な く と も 1logは 高 い （ Diazら ， 2000、 Higuch
iら ， 2000） 。 し か し 、 こ の 遺 伝 子 は 、 そ の 潜 在 的 な 治 療 上 の 利 益 を 実 現 さ せ る こ と が で
き る よ う に 、 制 御 さ れ た 形 で 腫 瘍 細 胞 中 に 効 率 よ く 送 達 す る 必 要 が あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 GALV.fusな ど の 治 療 遺 伝 子 を 臨 床 的 に 応 用 す る に は 、 そ れ ら の 腫 瘍 選 択 的 発 現 が 必 要 で
あ る 。 こ れ を 達 成 す る 方 法 の 一 つ は 、 腫 瘍 特 異 的 ま た は 組 織 特 異 的 転 写 調 節 要 素 を 使 っ て
、 関 心 の 治 療 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る こ と で あ る 。 同 じ 組 織 に 由 来 す る 腫 瘍 細 胞 中 で 選 択
的 な 遺 伝 子 発 現 を 指 示 す る こ と が 示 さ れ て い る 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は い く つ か あ る が
（ Huberら ， 1991、 Vileお よ び Hart， 1993、 Lathamら ， 2000、 Tanakaら ， 2000） 、 普 通 、
そ れ ら の 活 性 は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー （ CMV-P） や レ ト ロ ウ イ ル ス
の 末 端 反 復 配 列 （ LTR） （ Schuurら ， 19996、 Kogaら ， 2000、 Lathamら ， 2000） な ど の 構 成
的 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー よ り も は る か に 弱 い た め 、 抗 腫 瘍 有 効 性 に 乏 し い 。 CMVエ ン ハ ン
サ ー 配 列 を 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 上 流 に 付 加 す る な ど の 戦 略 に よ っ て 、 プ ロ モ ー タ ー
活 性 を か な り 増 加 さ せ る こ と が で き る （ Lathamら ， 2000） 。 し か し こ の 作 用 は 、 元 の プ ロ
モ ー タ ー が そ の 組 織 特 異 性 を 失 う 原 因 に も な る 。 こ れ ら の 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー に 関 す
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る も う 一 つ の 潜 在 的 懸 念 は 、 ひ と た び ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る と 、 こ れ ら
の 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー が や は り そ の 組 織 特 異 性 を 失 お う と す る こ と で あ る （ Babissら
， 1987） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 多 く の DNAウ イ ル ス と 同 様 に HSV-1の 転 写 プ ロ グ ラ ム も 、 遺 伝 子 発 現 が ウ イ ル ス DNA合 成
に よ っ て 初 期 相 と 後 期 相 と に 分 け ら れ る 調 節 さ れ た カ ス ケ ー ド で あ る （ Wagnerら ， 1995）
。 初 期 遺 伝 子 は ウ イ ル ス DNA複 製 に 先 立 っ て 転 写 さ れ る が 、 後 期 遺 伝 子 は ウ イ ル ス DNA複 製
が 起 こ っ て か ら で な い と 高 レ ベ ル に は 発 現 さ れ な い 。 後 期 転 写 物 は さ ら に 、 ウ イ ル ス ゲ ノ
ム 複 製 の 開 始 前 に も 容 易 に 検 出 で き る 漏 出 性 後 期 （ leaky-late） か 、 ウ イ ル ス DNA複 製 の
開 始 後 で な い と 確 実 に は 検 出 で き な い 絶 対 後 期 （ strict late） に 分 類 す る こ と が で き る
（ Hollandら ， 1980、 Johnsonお よ び Everett， 1986、 Flanaganら ， 1991） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 一 部 の 実 施 形 態 で 、 治 療 核 酸 配 列 （ 例 え ば GALV.fus） を 腫 瘍 組 織 中 で 選 択 的
に 発 現 さ せ る た め に 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば HSVの UL38遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー ） を 使 用 す る 。 こ れ は 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で 、 そ の よ う な 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ
モ ー タ ー は 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス が 完 全 に 複 製 で き る 腫 瘍 組 織 で は 極 め て 活 性 で あ る が 、
正 常 細 胞 で は 、 そ れ ら が 非 分 裂 細 胞 ま た は 分 裂 終 了 細 胞 で あ る な ら ウ イ ル ス 複 製 が 制 限 さ
れ る の で 、 サ イ レ ン ト だ か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 WO 01/45737は 、 UL44を コ ー ド す る 機 能 的 に 活 性 な 野 生 型 糖 タ ン パ ク 質 Cポ リ ペ プ チ ド を
欠 き 、 好 ま し く は 新 生 物 に 対 し て 腫 瘍 溶 解 性 を 持 つ 、 突 然 変 異 型 ヒ ト 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス を 対 象 と し て い る 。 こ の ウ イ ル ス は 、 好 ま し い 実 施 形 態 と し て 、 そ の 作 用 を 受 け や す い
細 胞 へ の ウ イ ル ス 粒 子 の 結 合 ま た は 受 容 体 を 介 し た 細 胞 表 面 へ の 結 合 に 欠 陥 を 持 っ て い る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 WO 98/40492は 悪 性 疾 患 治 療 用 の 核 酸 ベ ク タ ー を 扱 っ て お り 、 こ の ベ ク タ ー は 真 核 細 胞
表 面 で の シ ン シ チ ウ ム 誘 発 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 指 示 す る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 シ ン
シ チ ウ ム 誘 発 ポ リ ペ プ チ ド が ウ イ ル ス 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 別 の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、
核 酸 ベ ク タ ー が 欠 損 HSVで あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 異 な る 膜 融 合 機 構 を 持 つ 条 件 付 き 複 製 可 能 型 （ 腫 瘍 溶 解 性 ） HSVを 提 供 す る
こ と に よ り 、 技 術 上 の 欠 陥 に 対 処 す る も の で あ る 。 こ れ ら に は 、 ウ イ ル ス の ラ ン ダ ム 突 然
変 異 に よ る 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 選 択 、 お よ び 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス へ の 膜 融 合 性 糖 タ
ン パ ク 質 の 挿 入 が 含 ま れ る 。 ベ ク タ ー が 欠 損 性 で あ る WO 98/40492に 記 載 の 技 術 と は 異 な
り 、 本 発 明 で の 抗 腫 瘍 活 性 は 、 全 く 異 な る が 相 補 的 で あ る 2つ の 機 構 （ 条 件 付 き 複 製 可 能
型 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 直 接 的 な ウ イ ル ス 腫 瘍 溶 解 お よ び 細 胞 膜 融 合 ） の 結 果 と し て 生
じ 、 ベ ク タ ー は 非 欠 損 性 で あ る こ と が 好 ま し い 。 WO 98/40492に 記 載 の 実 施 形 態 と 比 較 す
る と 、 こ の よ う な 複 合 的 ア プ ロ ー チ に よ り 、 悪 性 疾 患 の 処 置 に 際 し て 、 多 く の 利 点 を 得 る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 膜 融 合 に よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 は 腫 瘍 組 織 に お け る 腫 瘍 溶 解 性 ウ
イ ル ス の 拡 大 を 促 進 し う る の で 、 膜 融 合 活 性 を 条 件 付 き 複 製 可 能 型 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と 組
み 合 わ せ る こ と に よ り 、 相 乗 的 抗 腫 瘍 効 果 が 生 じ る 。 こ れ は ウ イ ル ス 抵 抗 性 腫 瘍 細 胞 の 出
現 も 減 少 さ せ る は ず で あ る 。 な ぜ な ら 、 一 方 の 機 構 （ 例 え ば ウ イ ル ス 感 染 /複 製 ） に 対 し
て 抵 抗 性 を 生 じ る 細 胞 も 、 他 方 の 腫 瘍 破 壊 機 構 （ 例 え ば シ ン シ チ ウ ム 形 成 ） に よ っ て 間 接
的 に 破 壊 さ れ う る か ら で あ る 。 さ ら に 重 要 な こ と に 、 細 胞 膜 融 合 能 を も た ら す 機 構 を 2つ
以 上 用 意 す る こ と に よ り 、 そ の 組 成 物 は 、 例 え ば ウ イ ル ス 結 合 受 容 体 の タ イ プ が 異 な る 細
胞 集 団 な ど 、 異 な る 細 胞 集 団 に 対 し て 有 効 に な る 。 最 後 に 本 発 明 は 、 腫 瘍 細 胞 中 で 融 合 タ
ン パ ク 質 を 選 択 的 に 発 現 さ せ 、 よ っ て そ の 治 療 ア プ ロ ー チ の 臨 床 安 全 性 を 直 接 向 上 さ せ る
方 法 も 提 供 す る 。 WO 98/40492に 例 示 さ れ て い る 融 合 ペ プ チ ド の 無 制 御 発 現 は 、 患 者 の 正
常 組 織 に 広 範 囲 に 及 ぶ 損 傷 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 望 ま し く な い 細 胞 、 例 え ば 悪 性 細 胞 の 治 療 用 と し て 、 強 力 な 腫 瘍 溶 解 性 HSV
を 提 供 す る こ と に よ り 、 要 望 さ れ て い な が ら 長 年 の 間 解 決 さ れ て い な か っ た 技 術 上 の 課 題
に 対 処 す る も の で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 培 養 物 、 組 織 ま た は 生 物 か ら 少 な く と も
一 部 の 望 ま し く な い 細 胞 を 取 り 除 く た め に 、 ま た は 少 な く と も 一 部 の 望 ま し く な い 細 胞 の
増 殖 を 阻 害 す る た め に 、 ま た は 少 な く と も 一 部 の 望 ま し い 細 胞 の 増 殖 を 防 止 す る た め に 、
ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 達 成 す る た め に 、 条 件 付 き 複 製 可 能 型 HSVが 、 細 胞 膜 融 合 を 惹 起
す る 機 構 を 少 な く と も 2つ は 持 っ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 細 胞 膜 融 合 能 力 を 組 み 込 む こ と に よ り 、 ウ イ ル ス の 抗 腫 瘍 効 力 は 著 し
く 増 加 し う る （ Fuお よ び Zhang， 2002、 Fuら ， 2002） 。 本 発 明 で 利 用 す る 膜 融 合 性 腫 瘍 溶
解 性 HSVは 、 そ れ ら が 細 胞 膜 融 合 活 性 を 持 つ 限 り 、 ど の よ う な 手 段 で 作 製 し て も よ い 。 具
体 的 な 実 施 形 態 と し て 、 以 下 の 手 法 の 一 つ に よ っ て ベ ク タ ー を 作 製 す る ： 1） 確 立 さ れ た
腫 瘍 溶 解 性 HSVな ど の 任 意 の ベ ク タ ー か ら 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 後 に 、 シ ン シ チ ウ ム 表
現 型 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 手 法 （ 例 え ば Fu-10な ど の 作 出 に 用 い ら れ た 手 法 （ Fuお よ び Zha
ng， 2002） ） 、 2） 膜 融 合 特 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を ベ ク タ ー 中 に 挿
入 す る 手 法 （ 例 え ば テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス の 超 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 （ GALV.fus）
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 腫 瘍 溶 解 性 HSVの ゲ ノ ム に 挿 入 す る ） （ 例 え ば Synco-2な ど の 作 出
に 用 い ら れ た 手 法 （ Fuら ， 2002） ） 、 お よ び 3） こ れ ら 2つ の 膜 融 合 機 構 の 両 方 を 1つ の 腫
瘍 溶 解 性 HSVに 組 み 込 む 手 法 （ 例 え ば Synco-2Dな ど の 作 出 に 用 い ら れ た 手 法 ） 。 い ず れ の
場 合 も 、 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVは 、 非 膜 融 合 性 ウ イ ル ス と 比 較 し て 、 抗 腫 瘍 活 性 の 劇 的
な 増 加 を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 あ る 態 様 で は 、 膜 融 合 機 能 が 得 ら れ る よ う に 突 然 変 異 を 生 じ さ せ る か 他 の ウ イ ル ス 操 作
を 行 う こ と に よ り 、 HSVを 膜 融 合 性 に す る 。 ウ イ ル ス の 抗 腫 瘍 効 力 を さ ら に 強 化 す る に は
、 GALV.fusな ど の 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む よ う に こ れ を 操 作 し
、 か つ /ま た は 膜 融 合 特 性 を 付 与 す る 突 然 変 異 な ど の 特 徴 を 導 入 す る 。 ま た 、 具 体 的 な 実
施 形 態 と し て 、 GALV.fusな ど の 核 酸 配 列 の 腫 瘍 特 異 的 な 発 現 も 有 用 で あ る 。 あ る 実 施 形 態
で は 、 腫 瘍 細 胞 に お け る 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス の 複 製 能 力 に 依 存 す る 活 性 を 持 つ 絶 対 後 期 ウ
イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 、 腫 瘍 特 異 的 発 現 が 起 こ る 。 こ れ に よ り 、 GALV.fus発 現 は 腫
瘍 組 織 だ け に 制 限 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 は い ず れ も 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ
ー タ ー に よ っ て 調 節 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 強 制 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 に よ
っ て 、 そ の よ う な 腫 瘍 溶 解 性 HSVを 構 築 す る 。 こ れ ら の ウ イ ル ス の イ ン ビ ト ロ で の 特 性 解
析 お よ び 異 種 移 植 し た ヒ ト 腫 瘍 で の イ ン ビ ボ 評 価 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVと 一 緒 に 利 用 す る こ と に よ り 、 絶 対
後 期 遺 伝 子 の 転 写 調 節 要 素 が 、 強 力 か つ 腫 瘍 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー と し て 役 立 つ 。 そ の よ
う な 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー は 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス が 完 全 に 複 製 で き る 腫 瘍 組 織
で は 極 め て 活 性 で あ る が 、 非 分 裂 細 胞 ま た は 分 裂 終 了 細 胞 で は ウ イ ル ス 複 製 が 制 限 さ れ る
の で サ イ レ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 詳 し く 特 徴 づ け ら れ た HSVの 絶 対 後 期 遺 伝 子 UL38の プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る 分
泌 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 （ SEAP） を 持 つ 腫 瘍 溶 解 性 HSVが あ る （ Goodartら ， 19
92、 Guzowskiお よ び Wagner， 1993、 Guzowslriら ， 1994） 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 非 分 裂 細
胞 で は 極 め て 低 い 活 性 を 持 っ て い る 。 し か し 、 細 胞 周 期 を 進 行 中 の 細 胞 で は 、 溶 解 性 HSV
感 染 下 で 、 そ の 活 性 は CMV-Pに 匹 敵 す る レ ベ ル に ま で 劇 的 に 増 加 す る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー
カ セ ッ ト を 含 有 す る 腫 瘍 溶 解 性 HSVの イ ン ビ ボ 投 与 は 、 強 い 腫 瘍 選 択 的 発 現 特 性 も 示 し た
。 し た が っ て 、 腫 瘍 溶 解 性 HSV中 の 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー は 、 強 い 腫 瘍 選 択 的 プ
ロ モ ー タ ー と し て 機 能 す る こ と が で き る 。

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-521398 A 2005.7.21



【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス と
共 に 、 腫 瘍 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー と し て 使 用 す る 。 腫 瘍 溶 解 用 に 開 発 す る こ と が で き る ウ イ
ル ス な ら レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル を 含 め て ど の 種 類 の ウ
イ ル ス で も 構 わ な い こ と は 、 当 業 者 に は わ か る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 一 つ と し て 、 少 な く と も 1つ の 付 加 的 細 胞 膜 融 合 惹 起 機 構 を 持 つ 細 胞 膜
融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形
態 で は 、 前 記 HSVベ ク タ ー が 条 件 付 き 複 製 可 能 型 で あ る 。 も う 一 つ の 具 体 的 実 施 形 態 で は
、 前 記 条 件 付 き 複 製 可 能 型 が 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る ベ ク タ ー と 定
義 さ れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 細 胞 膜 融 合 惹 起 ベ ク タ ー が 、 非 細 胞 膜 融 合 惹 起
ベ ク タ ー の 突 然 変 異 に よ っ て 作 製 さ れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 付 加 的 細 胞 膜 融
合 機 構 が 、 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HSVベ ク タ ー 中 の 核 酸 配 列 を 含 む 。 具 体 的
な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ チ ド が さ ら に 、 膜 糖 タ ン パ ク 質 と 定 義 さ れ る 。
具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 膜 糖 タ ン パ ク 質 が パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス Fタ ン パ ク 質 、 HIV g
p160タ ン パ ク 質 、 SIV gp160タ ン パ ク 質 、 レ ト ロ ウ イ ル ス Envタ ン パ ク 質 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス
Gp、 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 で あ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記
糖 タ ン パ ク 質 が テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ GALV） 由 来 の 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 糖 タ ン パ ク 質 が 、 C末 端 切 断 型 の テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ
ル ス エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 （ GALV.fus） で あ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 核 酸
配 列 の 発 現 が 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 制 御 さ れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態
で は 、 前 記 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー が HSVの UL38ま た は Us11の プ ロ モ ー タ ー で あ る
。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 と し て 、 第 1細 胞 と 第 2細 胞 と の 融 合 を 惹 起 す る 方 法 で あ っ て 、
少 な く と も 1つ の 付 加 的 細 胞 膜 融 合 惹 起 機 構 を 持 つ 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス ベ ク タ ー を 第 1細 胞 に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 導 入 ス テ ッ プ 後 に 第 1細 胞 の 細 胞 膜
が 第 2細 胞 の 細 胞 膜 と 融 合 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 第 1細 胞 、 第
2細 胞 、 ま た は 第 1細 胞 と 第 2細 胞 の 両 方 が 悪 性 細 胞 で あ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前
記 の ス テ ッ プ が 多 数 の 細 胞 で 繰 り 返 さ れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 HSVベ ク タ ー
が 条 件 付 き 複 製 可 能 型 で あ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 付 加 的 細 胞 膜 融 合 機 構 が 、
膜 融 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 核 酸
配 列 の 発 現 が 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 さ れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態
で は 、 前 記 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー が HSVの UL38ま た は Us11の プ ロ モ ー タ ー で あ る
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 と し て 、 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の
付 加 的 細 胞 膜 融 合 惹 起 機 構 を 持 つ 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 前 記
細 胞 に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 導 入 後 に 前 記 悪 性 細 胞 の 膜 が 別 の 細 胞 膜 と 融 合 す る
方 法 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 悪 性 細 胞 が ヒ ト 由 来 の 細 胞 で あ る 。 具
体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 導 入 ス テ ッ プ が さ ら に 、 約 1× 10 9 プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu）
の 前 記 ベ ク タ ー を ヒ ト に 投 与 す る こ と と 定 義 さ れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 方 法
が 、 前 記 ヒ ト に 付 加 的 癌 治 療 を 施 す こ と を さ ら に 含 む 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 付
加 的 癌 治 療 が 、 化 学 治 療 、 放 射 線 、 外 科 手 術 、 免 疫 治 療 、 遺 伝 子 治 療 、 ま た は そ れ ら の 組
合 せ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 と し て 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 ウ イ
ル ス が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な 一 実 施
形 態 で は 、 ウ イ ル ス が さ ら に 、 腫 瘍 特 異 的 で あ る と 定 義 さ れ る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 と し て 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む 組
成 物 で あ っ て 、 前 記 ベ ク タ ー が 少 な く と も 1つ の 付 加 的 細 胞 膜 融 合 惹 起 成 分 を 含 ん で い る
組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 一 態 様 と し て 、 例 え ば 前 記 ベ ク タ ー が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ
ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 場 合 な ど は 、 前 記 HSVベ ク タ ー は 条 件 付 き 複 製 可 能 型 で あ る 。 前
記 細 胞 膜 融 合 惹 起 ベ ク タ ー は 、 突 然 変 異 を 含 ん で い る 非 細 胞 膜 融 合 惹 起 ベ ク タ ー で あ る こ
と が で き る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 付 加 的 細 胞 膜 融 合 成 分 が 、 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る HSVベ ク タ ー 中 の 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 部
の 態 様 で は さ ら に 、 膜 糖 タ ン パ ク 質 と 定 義 さ れ る 。 前 記 膜 糖 タ ン パ ク 質 は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ
イ ル ス Fタ ン パ ク 質 、 HIV gp160タ ン パ ク 質 、 SIV gp160タ ン パ ク 質 、 レ ト ロ ウ イ ル ス Envタ
ン パ ク 質 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス Gp、 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 で あ る こ と が
で き る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 糖 タ ン パ ク 質 が テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ GALV
） 由 来 の 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ る か 、 ま た は C末 端 切 断 型 の テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス エ ン
ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 （ GALV.fus） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 核 酸 配 列 の 発 現 は 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 、 例 え ば HSVの UL38ま た は U
s11の プ ロ モ ー タ ー な ど に よ っ て 、 制 御 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 組 成 物 が 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を
さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 第 1細 胞 と 第 2細 胞 と の 融 合 を 惹 起 す る 方 法 で あ っ
て 、 少 な く と も 1つ の 付 加 的 細 胞 膜 融 合 惹 起 成 分 を 持 つ 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス ベ ク タ ー を 第 1細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 第 2細 胞 膜 を 第 1細 胞 膜 と 融 合 さ せ る
ス テ ッ プ を 含 む 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 前 記 第 1細 胞 、 第 2細 胞 、 ま た
は 第 1細 胞 と 第 2細 胞 の 両 方 が 、 例 え ば 肝 癌 悪 性 細 胞 、 乳 癌 悪 性 細 胞 、 卵 巣 癌 悪 性 細 胞 、 前
立 腺 癌 悪 性 細 胞 お よ び /ま た は 肺 癌 悪 性 細 胞 な ど の 悪 性 細 胞 で あ る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で
は 、 前 記 方 法 の ス テ ッ プ が 多 数 の 細 胞 で 繰 り 返 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 前 記 HSVベ ク タ ー は 条 件 付 き 複 製 可 能 型 で あ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 前 記 付 加 的 細 胞
膜 融 合 機 構 は 、 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 具 体 的
な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば HSVの U
L38ま た は Us11の プ ロ モ ー タ ー な ど に よ っ て 調 節 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も 1
つ の 付 加 的 細 胞 膜 融 合 惹 起 機 構 を 持 つ 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
前 記 細 胞 に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 導 入 後 に 前 記 悪 性 細 胞 の 膜 が 別 の 細 胞 膜 と 融 合
す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 悪 性 細 胞 が ヒ ト 由 来 の 細 胞 で あ る
。 前 記 導 入 ス テ ッ プ は さ ら に 、 約 1× 10 9 プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の 前 記 ベ ク タ ー を ヒ ト
に 投 与 す る こ と と 定 義 さ れ 、 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 方 法 が 、 前 記 ヒ ト に 付 加 的 癌 治 療
を 施 す こ と を さ ら に 含 む 。 こ の 場 合 、 前 記 付 加 的 癌 治 療 は 、 化 学 治 療 、 放 射 線 、 外 科 手 術
、 免 疫 治 療 、 遺 伝 子 治 療 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記
ウ イ ル ス が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 前 記 ウ イ ル
ス は さ ら に 、 腫 瘍 特 異 的 で あ る と 定 義 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー
の 作 製 方 法 で あ っ て 、 非 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 突 然 変 異 を 導
入 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 細 胞 膜 融 合 惹 起 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 前 記 ベ ク タ
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ー に 組 み 込 む ス テ ッ プ を 含 む 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 ベ ク タ ー を 細 胞 膜 融 合 惹 起 ベ ク タ ー に す る 突 然 変
異 と GALV.fusを コ ー ド す る 核 酸 配 列 と を 持 っ て い る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む
組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る 方 法 で あ っ て 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ
イ ル ス を 含 む 組 成 物 を 前 記 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 み 、 前 記 ウ イ ル ス が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス
プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 と し て 、 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ
ベ ク タ ー を 含 む 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 前 記 ベ ク タ ー は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ
る こ と が で き る 。 ま た 前 記 ベ ク タ ー は 条 件 付 き 複 製 可 能 型 で あ る こ と が で き 、 例 え ば こ れ
は さ ら に 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る ベ ク タ ー と 定 義 さ れ る 。 具 体 的 な
一 実 施 形 態 で は 、 前 記 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 前 記 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 ま た は そ の
両 方 が 突 然 変 異 を 含 み 、 そ の 突 然 変 異 が 、 前 記 ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産
物 に 、 前 記 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る 。 も う 一 つ の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 前 記 第 1細
胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 前 記 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 ま た は そ の 両 方 が 、 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 例 え ば 、 前 記 膜 融 合 性 ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 パ ラ ミ
ク ソ ウ イ ル ス Fタ ン パ ク 質 、 HIV gp160タ ン パ ク 質 、 SIV gp160タ ン パ ク 質 、 レ ト ロ ウ イ ル
ス Envタ ン パ ク 質 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス Gpま た は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 な ど の
膜 糖 タ ン パ ク 質 と 定 義 さ れ る 。 前 記 糖 タ ン パ ク 質 は テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ GALV） 由
来 の 膜 糖 タ ン パ ク 質 ま た は C末 端 切 断 型 の テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン
パ ク 質 （ GALV.fus） で あ る こ と が で き る 。 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 は 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ
ー タ ー に よ っ て 制 御 さ れ る 。 例 え ば 、 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ
ー タ ー が HSVの UL38ま た は Us11の プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 組
成 物 が 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 第 1細 胞 と 第 2細 胞 と の 融 合 を 惹 起 す る 方 法 で あ っ
て 、 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ ベ ク タ ー を 前 記 第 1細 胞 に
導 入 す る こ と に よ っ て 、 第 2細 胞 膜 を 第 1細 胞 膜 と 融 合 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 が 挙 げ ら
れ る 。 前 記 第 1細 胞 、 第 2細 胞 、 ま た は 第 1細 胞 と 第 2細 胞 の 両 方 は 、 例 え ば 固 形 腫 瘍 中 の そ
し て /ま た は 例 え ば ヒ ト の 体 内 の 、 悪 性 細 胞 で あ る こ と が で き る 。 前 記 導 入 ス テ ッ プ は さ
ら に 、 前 記 ベ ク タ ー を 前 記 ヒ ト に 送 達 す る こ と 、 例 え ば 前 記 ベ ク タ ー を 前 記 ヒ ト に 全 身 送
達 す る こ と 、 例 え ば 前 記 ベ ク タ ー を 前 記 ヒ ト に 静 脈 内 送 達 す る こ と と 定 義 す る こ と が で き
る 。 前 記 ス テ ッ プ は 多 数 の 細 胞 で 繰 り 返 す こ と が で き る 。 前 記 ベ ク タ ー は 条 件 付 き 複 製 可
能 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 前 記 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、
ま た は そ の 両 方 が 突 然 変 異 を 含 み 、 そ の 突 然 変 異 が 、 前 記 ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す
る 遺 伝 子 産 物 に 、 前 記 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 前 記 第
1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 前 記 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 、 ま た は そ の 両 方 が 、 膜 融 合 性 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 は 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ
ー 、 例 え ば HSVの UL38ま た は Us11の プ ロ モ ー タ ー な ど に よ っ て 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 方 法 は 、 前 記 ベ ク タ ー が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 腫 瘍
抗 原 提 示 を 強 化 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 み 、 前 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 は 、 前 記 腫 瘍 抗 原 提
示 の 強 化 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 抗 腫 瘍 免 疫 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1細 胞 膜 融
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合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ ベ ク タ ー を 前 記 細 胞 に 導 入 す る ス テ ッ プ を
含 み 、 前 記 導 入 後 に 、 悪 性 細 胞 の 膜 が 別 の 細 胞 膜 と 融 合 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な
一 実 施 形 態 で は 、 前 記 悪 性 細 胞 が ヒ ト の 体 内 に あ り 、 か つ /ま た は 前 記 導 入 ス テ ッ プ が さ
ら に 、 約 1× 10 9 プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の 前 記 ベ ク タ ー を 前 記 ヒ ト に 投 与 す る こ と と 定
義 さ れ る 。 本 方 法 は 、 例 え ば 化 学 治 療 、 放 射 線 、 外 科 手 術 、 免 疫 治 療 、 遺 伝 子 治 療 、 ま た
は そ れ ら の 組 合 せ な ど の 付 加 的 癌 治 療 を 前 記 ヒ ト に 施 す こ と を さ ら に 含 ん で も よ い 。 本 方
法 は 、 前 記 ベ ク タ ー が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 腫 瘍 抗 原 提 示 を 強 化 す る ス テ ッ プ を さ ら
に 含 ん で も よ く 、 例 え ば そ の 場 合 、 前 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 は 、 前 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化
が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 抗 腫 瘍 免 疫 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 と し て 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 ウ イ ル ス
が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 前 記 ウ イ ル ス
は さ ら に 、 腫 瘍 特 異 的 で あ る と 定 義 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー
の 作 製 方 法 で あ っ て 、 非 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 突 然 変 異 （ こ
の 突 然 変 異 は ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す
る ） を 導 入 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 細 胞 膜 融 合 惹 起 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 前
記 ベ ク タ ー に 組 み 込 む ス テ ッ プ を 含 む 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 細
胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る 突 然 変 異 と 、 GALV.fusを コ ー ド す る 核 酸 配 列 と を 持 っ て い る
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る 方 法 で あ っ て 、 腫 瘍 溶
解 性 ウ イ ル ス を 含 む 組 成 物 を 前 記 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 み 、 前 記 ウ イ ル ス が 絶 対 後 期 ウ
イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 組 成 物 を 含 む 哺 乳 類 細
胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性
と を 持 つ ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 ベ ク タ ー の 核 酸 配 列 中 に 突 然 変 異 （ こ の 突 然 変 異 は 前 記
ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 前 記 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 付 与 す る ） を 生
成 さ せ る ス テ ッ プ 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 前 記 ベ
ク タ ー 中 に 組 み 込 む ス テ ッ プ 、 ま た は そ の 両 ス テ ッ プ の う ち 、 少 な く と も 1つ を 含 む 方 法
に よ っ て 得 る こ と が で き る ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 前 記 組 み 込 み ス テ ッ プ は さ ら に 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ゲ ノ ム （ こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス は 非 感 染 性 で あ る ） を 含 む 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る こ と 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 活
性 を 持 つ 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 機 能 的 な パ ッ ケ ー ジ ン グ シ
グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の 核 酸 配 列 と を 含 む 第 2ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 用 意 す る こ と 、 お よ び 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 前 記 核 酸
配 列 と 、 機 能 的 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 配 列 と を
、 前 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 む こ と と 定 義 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 は 、 前 記 組
み 込 み ス テ ッ プ に よ り 、 感 染 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 生 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 配 列 と 、 機 能 的 パ ッ ケ ー ジ
ン グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 配 列 と を 、 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
組 み 込 む 上 記 の ス テ ッ プ は さ ら に 、 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 一 つ に
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混 合 し て 混 合 物 を 形 成 さ せ 、 そ の 混 合 物 を 細 胞 に 導 入 し 、 前 記 細 胞 の 溶 解 を ア ッ セ イ す る
こ と と 定 義 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 前 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 細 菌 人 工 染 色 体 上 に 用 意 す る こ と が で き る 。 前 記 第 1ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 の 欠 失 、 1コ ピ ー 以 上 の pacの 欠 失 、 ま た は
そ の 組 合 せ を 含 ん で い て も よ い 。 前 記 感 染 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 複 製 選 択 的 で あ る こ
と が で き る 。 前 記 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は プ ラ ス ミ ド 上 に 用 意 す る こ と が で き る 。 細 胞 膜
融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 は 、 CMV
前 初 期 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性
と を 持 つ ベ ク タ ー を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 ベ ク タ ー の 核 酸 配 列 中 に 突 然 変 異 （ こ の
突 然 変 異 は 前 記 ベ ク タ ー ま た は そ れ が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 に 前 記 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を
付 与 す る ） を 生 成 さ せ る ス テ ッ プ 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核
酸 配 列 を 前 記 ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 む ス テ ッ プ 、 ま た は そ の 両 ス テ ッ プ の う ち 、 少 な く と も
1つ を 含 む 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 前 記 組 み 込 み ス テ ッ プ は さ ら に 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ゲ
ノ ム （ こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 非 感 染 性 で あ る ） を 含 む 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意
す る こ と 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
と 機 能 的 な パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の 核 酸
配 列 と を 含 む 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 す る こ と 、 お よ び 細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 を 持 つ 遺
伝 子 産 物 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 配 列 と 、 機 能 的 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル を 含 む 遺 伝 子 産 物
を コ ー ド す る 前 記 核 酸 配 列 と を 、 前 記 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 む こ と と 定 義 す る こ
と が で き 、 こ の 場 合 は 、 前 記 組 み 込 み ス テ ッ プ に よ り 、 感 染 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 生
成 す る 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 こ こ に 記 載 し た 方 法 に よ っ て 得 ら れ る ベ ク タ ー が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 と し て 、 悪 性 細 胞 を 持 っ て い る 個 体 に お け る 腫 瘍 抗 原 提 示 を 増
加 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 第 1細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と 第 2細 胞 膜 融 合 惹 起 活 性 と を 持 つ ベ ク タ
ー を 前 記 個 体 に 与 え る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 腫 瘍
抗 原 提 示 の 増 加 が 、 前 記 腫 瘍 抗 原 提 示 の 増 加 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 そ の 個 体 に お
け る 抗 腫 瘍 免 疫 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 と し て 、 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る 方 法 で あ っ て 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル
ス を 含 む 組 成 物 を 前 記 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 み 、 前 記 ウ イ ル ス が 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ
モ ー タ ー を 含 ん で い る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 を よ り 一 層 完 全 に 理 解 す る に は 、 添 付 の 図 面 を 、 後 述 す る 図 面 の 説 明 と 共 に 参 照
さ れ た い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
I． 定 義
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 あ る /1つ の /一 （ aま た は an） 」 は 、 1つ 以 上 の （ one or more
） と い う 意 味 を 持 ち う る 。 請 求 項 に お い て 「 を 含 む （ comprising） 」 と い う 単 語 と 一 緒 に
使 用 さ れ る 単 語 「 あ る /1つ の /一 （ aま た は an） 」 は 、 1つ 以 上 の （ one or more） と い う 意
味 を 持 ち う る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 も う 一 つ の /別 の （ another） 」 と い う 用 語 は 、 少 な
く と も 2つ 目 以 上 の （ a second or more） と い う 意 味 を 持 ち う る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 細 胞 膜 融 合 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 2つ の 細 胞 、 例 え ば 隣 り
合 っ た 2つ の 細 胞 の 外 膜 の 融 合 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 条 件 付 き 複 製 可 能 型 （ conditionally replicating） 」 と い う 用
語 は 、 あ る ウ イ ル ス が 、 例 え ば 分 裂 細 胞 （ 腫 瘍 細 胞 な ど ） で の み 複 製 す る こ と が で き 、 例
え ば 正 常 な 肝 細 胞 や ニ ュ ー ロ ン な ど の 分 裂 終 了 細 胞 ま た は 非 分 裂 細 胞 で は 複 製 す る こ と が
で き な い と い う 特 性 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 」 ま た は 「 腫 瘍 抗 原 提 示 の 増 加 」 と い う 用 語
は 、 免 疫 系 に 対 す る 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 、 増 加 、 増 強 、 拡 大 、 増 幅 、 増 殖 、 増 倍 、 ま た は
そ れ ら の 組 合 せ を 指 す 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 と し て 、 提 示 に は 腫 瘍 抗 原 の 放 出 が 含 ま れ る
。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 と し て 、 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 は 、 固 形 腫 瘍 、 非 固 形 腫 瘍 お よ び /ま
た は 転 移 癌 に は 特 に 有 用 で あ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 と し て 、 代 表 的 な 腫 瘍 抗 原 に は 、 例
え ば gp100や 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA） な ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 抗 腫 瘍 免 疫 の 改 善 」 と い う 用 語 は 、 膜 融 合 が 生 じ て い る 状 態 （ 融
合 は シ ン シ チ ウ ム 形 成 と 腫 瘍 抗 原 提 示 の 強 化 に つ な が る ） で 起 こ る 、 膜 融 合 が 生 じ て い な
い 場 合 よ り も 優 れ た 抗 腫 瘍 免 疫 の 生 成 を 指 す 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 改
善 は 細 胞 性 抗 腫 瘍 免 疫 に 向 け ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 腫 瘍 溶 解 性 （ oncolytic） 」 と い う 用 語 は 、 悪 性 細 胞 を 破 壊 す る
こ と が で き る 作 用 因 子 を 指 す 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 破 壊 に は 、 悪 性 細 胞 膜 と 別 の 膜
と の 融 合 が 含 ま れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 破 壊 に は 細 胞 の 溶 解 が 含 ま れ 、 一 部 の 実 施 形 態
で は 、 破 壊 に は 膜 融 合 と 溶 解 の 両 方 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 複 製 選 択 的 」 ま た は 「 複 製 条 件 付 き 」 と い う 用 語 は 、 腫 瘍 溶 解 性
ウ イ ル ス が 一 定 の 組 織 （ 例 え ば 腫 瘍 ） 内 で 選 択 的 に 増 殖 で き る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 絶 対 後 期 （ strict late） ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 」 と い う 用 語 は
、 ま さ し く 後 期 段 階 で の み 活 性 な プ ロ モ ー タ ー 、 す な わ ち ウ イ ル ス DNA複 製 の 開 始 後 に の
み 活 性 な プ ロ モ ー タ ー に 関 す る 用 語 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 シ ン シ チ ウ ム 」 と い う 用 語 が 、 か な り 多 数 の 融 合 細 胞 が 関 わ る 多
核 巨 細 胞 形 成 を 指 す こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
II． 本 発 明
　 本 発 明 は 、 関 連 技 術 の も の と は 異 な り 、 2つ 以 上 の 細 胞 膜 融 合 惹 起 機 構 を 持 つ 条 件 付 き
複 製 可 能 型 （ 腫 瘍 溶 解 性 ） HSVベ ク タ ー に 関 す る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 本 明 細
書 に 記 載 す る ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 な ど の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HS
Vが 、 さ ら に 、 GALV.fusな ど の 細 胞 膜 融 合 惹 起 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 。 具
体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 GALV.fus配 列 が 配 列 番 号 5で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス は 固 形 腫 瘍 用 の 抗 腫 瘍 剤 と し て 大 い に 有 望 視 さ れ て い る 。 し か し 、
そ の 投 与 に よ っ て 明 瞭 な 臨 床 上 の 利 益 を 得 る こ と が で き る よ う に す る に は 、 そ の 抗 腫 瘍 効
力 を さ ら に 向 上 さ せ な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 で は 、 具 体 的 実 施 形 態 と し て 、 強 制 的 ラ イ
ゲ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 腫 瘍 溶 解 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 組 み 込 ま れ た 切 断 型 の テ ナ ガ ザ
ル 白 血 病 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 （ GALV.fus） を コ ー ド す る 遺 伝 子
を 利 用 す る 。 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス の 下 で GALV.fusを 発 現 さ せ る と ウ イ ル ス の 抗 腫 瘍 効 果 は
著 し く 増 加 す る こ と が 、 イ ン ビ ボ 研 究 か ら わ か る 。 さ ら に 、 ウ イ ル ス DNA複 製 の 開 始 に 完
全 に 依 存 す る 活 性 を 持 つ 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て GALV.fus発 現 を 制 御 す る
と 、 腫 瘍 組 織 だ け で 強 い GALV.fus発 現 が 起 こ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下
で 強 い 膜 融 合 性 遺 伝 子 を 機 能 的 に 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 元 の ウ イ ル ス の 安 全 性 を 犠 牲 に
す る こ と な く 、 ウ イ ル ス の 抗 腫 瘍 活 性 を 強 化 で き る こ と を 証 明 し て い る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ま た 、 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 腫 瘍 細 胞 に 制 限 す る こ と は 、 悪 性 疾 患 の 遺 伝 子 治 療 に と っ て
特 に 望 ま し い 。 現 在 用 い ら れ て い る 腫 瘍 へ の 転 写 タ ー ゲ テ ィ ン グ 法 で は 、 主 に 、 組 織 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー を 使 っ て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 。 し か し 、 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー は 一 般 に
構 成 的 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー よ り も は る か に 低 い 活 性 を 持 ち 、 い っ た ん ウ イ ル ス ベ ク タ ー
に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る と そ の 組 織 特 異 性 を 失 う 場 合 も あ る 。 こ れ に 代 わ る ア プ ロ ー チ と し
て 、 本 発 明 は 、 一 部 の 実 施 形 態 で 、 ウ イ ル ス DNA複 製 の 開 始 に 依 存 す る 活 性 を 持 つ 絶 対 後
期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ UL38p） を 利 用 す る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー を 腫 瘍 溶 解 性 単 純 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） に 導 入 し た 。 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で の 特 性 解 析 に よ り 、 腫 瘍
溶 解 性 HSVの 複 製 能 が 制 限 さ れ る 正 常 非 分 裂 細 胞 で は 、 UL38pは ご く わ ず か な 活 性 し か 持 た
な い こ と が わ か っ た 。 ウ イ ル ス が 完 全 に 複 製 す る こ と が で き る 腫 瘍 細 胞 ま た は 細 胞 周 期 を
進 行 中 の 細 胞 で は 、 UL38pか ら の 導 入 遺 伝 子 の 発 現 が 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ
モ ー タ ー か ら の 発 現 と ほ と ん ど 同 じ く ら い 高 い 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス
を 遺 伝 子 送 達 媒 体 に す れ ば 、 UL38pな ど の 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ り 、 そ の 腫
瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス が 条 件 付 き で 複 製 で き る 腫 瘍 で 治 療 遺 伝 子 を 強 く か つ 特 異 的 に 発 現 さ せ
う る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 一 態 様 と し て 、 悪 性 疾 患 処 置 用 の 組 換 え 核 酸 ベ ク タ ー で あ っ て 、
真 核 細 胞 表 面 で の 細 胞 膜 融 合 誘 発 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 指 示 す る 配 列 を 含 ん で い る ベ ク タ
ー が 挙 げ ら れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 UL38pを 利 用 し て 、 細 胞 膜 融 合 誘 発 ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 を 指 示 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 ベ ク タ ー に 細 胞 膜 融 合 特 性 を 付 与 す る 突 然 変 異 を 上 記 HSVが 含 ん
で い る 。 突 然 変 異 は ラ ン ダ ム に 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 次 に 、 細 胞 膜 融 合 特 性 を 持 つ 可
能 性 の あ る 候 補 の プ ー ル を 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 手 段 お よ び /ま た は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ
て い る 手 段 に よ り 、 そ の 機 能 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 突 然 変 異 を 持 つ HSVを 自 然 界 か ら 取
得 し て 、 対 応 す る HSVを 分 離 す る こ と も で き る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 細 胞 膜 融 合 特 性
お よ び /ま た は シ ン シ チ ウ ム 形 成 特 性 を HSVに 持 た せ る 突 然 変 異 を 、 糖 タ ン パ ク 質 B（ gB）
遺 伝 子 領 域 、 gK遺 伝 子 領 域 、 も し く は そ の 両 方 に 、 ま た は そ れ ら の 近 傍 に 置 く 。 こ の 突 然
変 異 は 点 突 然 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 突 然 変 異 、 逆 位 、 欠 失 、 ス プ ラ イ シ ン グ エ ラ ー 突 然 変
異 、 転 写 後 プ ロ セ シ ン グ 突 然 変 異 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ な ど で あ る こ と が で き る 。 突 然
変 異 は 、 特 定 の 腫 瘍 溶 解 性 HSV、 例 え ば Synco-2Dな ど を 配 列 決 定 し 、 そ れ を 既 知 の 野 生 型
配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 具 体 的 な 実 施 形 態 と し て 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 例 え ば 悪 性 細 胞 の 拡 大 を 阻 害
す る こ と 、 悪 性 細 胞 の 複 製 を 減 少 さ せ も し く は 阻 害 す る こ と 、 悪 性 細 胞 を 根 絶 す る こ と 、
悪 性 細 胞 の 生 成 と 増 殖 を 防 止 す る こ と 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ な ど を 目 的 と す る 悪 性 細 胞
の 処 置 に 有 用 で あ る 。 悪 性 細 胞 は ど の 形 態 の 癌 に 由 来 し て も よ く 、 そ れ ら は 固 形 腫 瘍 由 来
の も の で あ り う る が 、 他 の 形 態 も 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 で 処 置 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の 一 特 定 態 様 で は 、 本 方 法 お よ び 組 成 物 を 利 用 し て 、 肺 、 肝 臓 、 前 立 腺 、 卵 巣 、 乳 房
、 脳 、 膵 臓 、 精 巣 、 大 腸 、 頭 頚 部 、 メ ラ ノ ー マ 、 お よ び 他 の タ イ プ の 悪 性 細 胞 を 処 置 す る
。 本 発 明 は 、 ど の 病 期 の 癌 疾 患 で も 、 そ の 悪 性 細 胞 を 処 置 す る の に 役 立 つ が 、 あ る 特 定 実
施 形 態 で は 、 本 発 明 を 転 移 期 の 癌 疾 患 に 使 用 す る 。 本 発 明 は 、 悪 性 細 胞 を 持 つ 個 体 を 治 療
す る た め の 他 の 手 段 と 一 緒 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ま た 、 従 来 の 放 射 線 治 療 お よ び 外 科 手 術 は ど ち ら も 、 前 立 腺 癌 な ど の 臓 器 限 局 性 癌 に は
潜 在 的 に 治 療 的 処 置 様 式 で あ る が 、 転 移 性 疾 患 （ 例 え ば 特 に 前 立 腺 癌 で ア ン ド ロ ゲ ン 抑 制
療 法 が 失 敗 に 終 わ っ た 場 合 な ど ） に 有 効 な 処 置 は ほ と ん ど な い 。 2種 類 以 上 の 細 胞 膜 融 合
能 力 を 持 つ 本 発 明 の 複 製 条 件 付 き （ 腫 瘍 溶 解 性 ） ウ イ ル ス は 、 前 立 腺 癌 な ど の 固 形 腫 瘍 の
処 置 に 役 立 ち 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 細 胞 膜 融 合 能 力 を 組 み 込 む と そ の ウ イ ル ス の 抗 腫 瘍 効 力
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が 著 し く 増 加 す る こ と を 、 本 発 明 は 実 証 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 2種 類 以 上 の 細 胞 膜 融 合 能 力 が ベ ク タ ー 上 に 存 在 す る 限 り 、 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVは ど
の 手 段 に よ っ て 構 築 し て も よ い が 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 能 力
を 、 次 に 挙 げ る 3種 類 の 戦 略 の う ち の 1つ に よ っ て 生 成 さ せ た ： 1） 確 立 さ れ た 腫 瘍 溶 解 性 H
SVな ど の ベ ク タ ー か ら 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 後 に 、 シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 戦 略 （ （ 例 え ば Fu-10の 作 製 に 使 用 ） 、 2） 膜 融 合 性 遺 伝 子 産 物 （ 例 え ば テ ナ ガ ザ ル
白 血 病 ウ イ ル ス の 超 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 （ GALV.fus） ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 腫 瘍 溶
解 性 HSVの ゲ ノ ム 中 に 挿 入 す る 戦 略 （ 例 え ば Synco-2の 作 製 に 使 用 ） 、 お よ び 3） こ れ ら 2つ
の 膜 融 合 機 構 の 両 方 を 1つ の 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 組 み 込 む 戦 略 （ 例 え ば Synco-2Dの 作 製 に 使 用
） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 特 定 の 実 施 例 で は 、 ヒ ト 前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 の 原 発 腫 瘍 と 肺 転 移 の
両 方 を 持 つ マ ウ ス モ デ ル を 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 組 成 物 で 全 身 的 に 処 置 し た 。 そ の 結 果 か
ら 、 Synco-2Dは こ の 腫 瘍 モ デ ル で は 強 力 で 有 効 な 治 療 剤 で あ る こ と と 、 こ の ウ イ ル ス の 静
脈 内 投 与 に よ っ て 、 原 発 腫 瘍 の 有 意 な 退 縮 と 肺 の 腫 瘍 結 節 の 劇 的 な 減 少 が 起 こ っ た こ と が
わ か る 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 こ の 強 力 な 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 全 身 投 与 は 転 移 性 癌 、
特 に ヒ ト 前 立 腺 癌 の 有 効 な 処 置 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
III． 細 胞 膜 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
　 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス FMGな ど の 細 胞 膜 融 合 誘 発 ポ リ ペ プ チ ド の 少
な く と も 膜 融 合 性 部 分 を 含 む 。 一 部 の 態 様 で は 、 前 記 FMGま た は そ の 機 能 的 断 片 が 、 FMGポ
リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 的 断 片 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 と し て HSV組 成 物 上 に 存
在 す る 。 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 実 質 的 に 中 性 pH（ 例 え ば 約 pH6～ 8） で 細 胞 膜 融
合 を 誘 発 す る 能 力 を 持 つ 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 前 記 FMGが 、 例 え ば MLV（ 一 例 と し て 配 列 番 号 7） や GALV（ 一 例 と し て
配 列 番 号 5） な ど の C型 レ ト ロ ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 膜 融 合 ド メ イ
ン を 含 む 。 細 胞 質 ド メ イ ン の 一 部 、 大 半 ま た は 全 て が 欠 失 し て い る レ ト ロ ウ イ ル ス エ ン ベ
ロ ー プ タ ン パ ク 質 は 有 用 で あ る 。 な ぜ な ら 、 そ の よ う な 操 作 に よ っ て ヒ ト 細 胞 に 対 す る 超
膜 融 合 活 性 が 生 じ る か ら で あ る 。 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス 膜 糖 タ ン パ ク 質 に 、 そ れ
ら の 細 胞 膜 融 合 誘 発 機 能 が 強 化 さ れ る よ う に 、 特 定 の 修 飾 を 加 え る 。 例 え ば 、 多 く の レ ト
ロ ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 細 胞 質 ド メ イ ン を
切 断 す る と 、 融 合 活 性 が 増 加 し 、 時 に は そ れ と 同 時 に ウ イ ル ス 粒 子 へ の 組 み 込 み 効 率 も 低
下 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Reinら ， 1994、 Brodyら ， 1994、 Mulliganら ， 1992、 Piqueら
， 1993、 Baghianら ， 1993、 Gageら ， 1993） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 新 し い 結 合 特 異 性 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ 依 存 性 な ど の 機 能 を
FMGポ リ ペ プ チ ド に 導 入 す る こ と に よ り 、 そ れ ら の 膜 融 合 活 性 を 、 そ の 標 的 受 容 体 を 発 現
さ せ る 特 定 の 細 胞 タ イ プ に 誘 導 す る こ と が 望 ま し い こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 細 胞 膜 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 例 に は 、 麻 疹 ウ イ ル ス 融 合 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 8） 、 HIV g
p160タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 9） お よ び SIV gp160タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 10） 、 レ ト ロ ウ イ ル
ス Envタ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 11） 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス Gp（ 配 列 番 号 12） 、 な ら び に イ ン フ ル
エ ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 （ 配 列 番 号 13） な ど が あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
IV． 核 酸 に 基 づ く 発 現 系
　 本 発 明 は 2つ 以 上 の 膜 融 合 機 構 を 持 つ HSVベ ク タ ー に 関 す る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 本
ベ ク タ ー が 、 以 下 の 成 分 の 一 部 ま た は 全 部 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
A． ベ ク タ ー
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　 「 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 担 体 核 酸 分 子 で あ っ て 、 そ の 中 に 核 酸 配 列 を 挿 入 す る こ と が
で き 、 そ れ を 細 胞 内 に 導 入 し て そ の 中 で 複 製 さ せ る こ と が で き る よ う な 分 子 を 指 す た め に
用 い ら れ る 。 核 酸 配 列 は 「 外 来 性 」 で あ る こ と が で き る 。 こ の 「 外 来 性 」 と い う 用 語 は 、
そ の 核 酸 配 列 が 、 ベ ク タ ー を 導 入 し よ う と し て い る 細 胞 に と っ て 外 来 で あ る こ と 、 ま た は
そ の 配 列 は 細 胞 内 の 配 列 と 相 同 で あ る が 、 そ の 配 列 が 通 常 は 見 い だ さ れ な い よ う な 宿 主 細
胞 核 酸 内 の 位 置 に 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ
ル ス （ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 動 物 ウ イ ル ス 、 お よ び 植 物 ウ イ ル ス ） 、 な ら び に 人 工 染 色 体
（ 例 え ば YAC） が 含 ま れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 標 準 的 な 組 換 え 技 術 を 使 っ て ベ ク タ ー を 構
築 す る 能 力 を 十 分 に 持 っ て い る だ ろ う （ 例 え ば 、 Maniatisら ， 1988お よ び Ausubelら ， 199
4を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら の 文 献 は ど ち ら も 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 転 写 さ れ う る RNAを コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で い る 任 意
の タ イ プ の 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト を 指 す 。 あ る 場 合 に は 、 RNA分 子 は 、 転 写 に 続 い て タ ン
パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 。 ま た 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス 分 子 や
リ ボ ザ イ ム の 産 生 な ど 、 こ れ ら の 配 列 が 翻 訳 さ れ な い 場 合 も あ る 。 発 現 ベ ク タ ー は 様 々 な
「 制 御 配 列 」 を 含 み う る 。 「 制 御 配 列 」 と は 、 特 定 の 宿 主 細 胞 中 で 、 特 定 の 宿 主 細 胞 に お
け る 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 の 転 写 に 必 要 で あ り 、 場 合 に よ っ て は 翻 訳 に も 必 要
な 核 酸 配 列 を 指 す 。 転 写 お よ び 翻 訳 を 支 配 す る 制 御 配 列 の 他 に 、 ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク
タ ー は 、 他 の 機 能 も 同 様 に 果 た す 後 述 の 核 酸 配 列 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 1． プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 制 御 配 列 の 一 つ で 、 転 写 の 開 始 お よ び 速 度 を 制 御 す る 核 酸 の 一 領 域
で あ る 。 こ れ は 、 あ る 核 酸 配 列 の 特 異 的 転 写 を 開 始 さ せ る た め に RNAポ リ メ ラ ー ゼ や 他 の
転 写 因 子 な ど の 調 節 タ ン パ ク 質 お よ び 調 節 分 子 が 結 合 す る こ と の で き る 遺 伝 要 素 を 含 み う
る 。 「 作 動 的 な 位 置 に あ る 」 「 作 動 的 に 連 結 さ れ た 」 「 制 御 下 」 お よ び 「 転 写 制 御 下 」 と
い う 表 現 は 、 あ る プ ロ モ ー タ ー が あ る 核 酸 配 列 に 対 し て 、 そ の 配 列 の 転 写 開 始 お よ び /ま
た は 発 現 を 制 御 す る の に 適 正 な 機 能 的 位 置 お よ び /ま た は 向 き を 持 つ こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 利 用 す る こ と に よ り 、
腫 瘍 細 胞 な ど の 複 製 細 胞 で の み 発 現 を 指 示 す る 。 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の 例 に は
、 UL38（ 配 列 番 号 3） お よ び Us11（ 配 列 番 号 4） な ど が あ る 。 配 列 番 号 3は GTGGGTTGCGGACTT
TCTGCGGGGCGGCCCAAATGGCCCTTTAAACGTGTGTATACGGACGCGCCGGGCCAGTCGGCCAACACAACCCACCGGAG
CGGTAGCCGCGTTTGGCTGTGGGGTGGGTGGTTCCGCCTTGCGTで あ る 。 配 列 番 号 4は CTTTTAAGTAAACATCT
GGGTCGCCCGGCCCAACTGGGGCCGGGGGTTGGGTCTGGCTCATCTCGAGAGCCACGGGGGGGAACCACCCTCCGCCCAG
AGACTCGGGTGATGGTCGTACCCGGGACTCAACGGGTTACCGGATTACGGGGACTGTCGGTCACGGTCCCGCCGGTTCTT
CGATGTGCCACACCCAAGGATGCGTTGGGGGCGATTTCGGGCAGCAGCCCGGGAGAGCGCAGCAGGGGACGCTCCGGGTC
GTGCACGGCGGTTCTGGCCGCCTCCCGGTCCTCACGCCCCCTTTTATTGで あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 一 般 に 、 RNA合 成 の 開 始 部 位 を 定 め る 機 能 を 果 た す 配 列 を 含 ん で い る 。
そ の 最 も よ く 知 ら れ た 例 は TATAボ ッ ク ス で あ る が 、 例 え ば 哺 乳 類 タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク
レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー や 、 SV40後 期 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
な ど 、 一 部 の プ ロ モ ー タ に は TATAボ ッ ク ス が 無 く 、 開 始 部 位 そ の も の に 重 な る 別 個 の 要 素
が 開 始 場 所 を 決 定 す る の に 役 立 っ て い る 。 別 の プ ロ モ ー タ ー 要 素 が 転 写 開 始 の 頻 度 を 調 節
す る 。 典 型 的 に は こ れ ら は 開 始 部 位 の 30～ 110bp上 流 の 領 域 に 位 置 す る が 、 多 く の プ ロ モ
ー タ ー は 開 始 部 位 の 下 流 に も 機 能 的 な 要 素 を 含 む こ と が 示 さ れ て い る 。 あ る コ ー ド 配 列 を
あ る プ ロ モ ー タ ー の 「 制 御 下 」 に 置 く に は 、 選 択 し た プ ロ モ ー タ ー の 「 下 流 」 （ す な わ ち
3’ 側 ） に 、 転 写 読 み 枠 の 転 写 開 始 部 位 の 5’ 末 端 を 置 く 。 「 上 流 」 プ ロ モ ー タ ー は 、 DNA
の 転 写 を 刺 激 し 、 コ ー ド さ れ て い る RNAの 発 現 を 促 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 要 素 間 の 間 隔 に は 融 通 が き く こ と が 多 く 、 要 素 を 逆 転 さ せ た り 相 対 的 に 移
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動 さ せ た り し て も 、 プ ロ モ ー タ ー 機 能 は 保 た れ る 。 tkプ ロ モ ー タ ー の 場 合 、 50bpま で の 距
離 で あ れ ば 、 プ ロ モ ー タ ー 要 素 間 の 間 隔 を 増 や し て も 、 活 性 の 低 下 は 始 ま ら な い 。 プ ロ モ
ー タ ー に 依 存 し て 、 個 々 の 要 素 は 共 同 的 に 、 ま た は 独 立 し て 、 転 写 を 活 性 化 す る 機 能 を 果
た す こ と が で き る よ う で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー は 「 エ ン ハ ン サ ー 」 と 一 緒 に 使 用 し て も よ い
し 、 「 エ ン ハ ン サ ー 」 と 一 緒 に 使 用 し な く て も よ い 。 「 エ ン ハ ン サ ー 」 と は 、 核 酸 配 列 の
転 写 活 性 化 に 関 与 す る シ ス 作 用 性 調 節 配 列 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 、 あ る 核 酸 配 列 に 元 々 付 随 し て い る も の 、 例 え ば コ ー ド セ グ メ ン ト お よ
び /ま た は エ ク ソ ン の 上 流 に 位 置 す る 5’ 非 コ ー ド 配 列 を 単 離 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が
で き る よ う な も の で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 「 内 在 性 」 と 呼 ぶ こ と が で
き る 。 同 様 に エ ン ハ ン サ ー も 、 あ る 核 酸 配 列 に 元 々 付 随 し て い て 、 そ の 配 列 の 下 流 ま た は
上 流 に 位 置 す る も の で あ っ て よ い 。 も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 コ ー ド 核 酸 セ グ メ ン ト を 組
換 え プ ロ モ ー タ ー ま た は 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 け ば 、 あ る 種 の 利 益 が 得 ら れ る だ
ろ う 。 組 換 え プ ロ モ ー タ ー ま た は 異 種 プ ロ モ ー タ ー と い う 用 語 は 、 あ る 核 酸 配 列 に そ の 自
然 環 境 で は 通 常 は 付 随 し て い な い プ ロ モ ー タ ー を 指 す 。 組 換 え エ ン ハ ン サ ー ま た は 異 種 エ
ン ハ ン サ ー と い う 用 語 も 、 あ る 核 酸 配 列 に そ の 自 然 環 境 で は 通 常 は 付 随 し て い な い エ ン ハ
ン サ ー を 指 す 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー と し て 、 例 え ば 他 の 遺 伝 子 の
プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー 、 他 の 任 意 の ウ イ ル ス ま た は 原 核 細 胞 も し く は 真 核 細 胞
か ら 単 離 さ れ た プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー 、 な ら び に 「 天 然 」 で な い プ ロ モ ー タ ー
ま た は エ ン ハ ン サ ー （ す な わ ち 、 異 な る 転 写 調 節 領 域 の 異 な る 要 素 お よ び /ま た は 発 現 を
変 化 さ せ る 突 然 変 異 を 含 む も の ） を 挙 げ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 組 換 え DNA構 築 に 最 も
よ く 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー に は 、 β -ラ ク タ マ ー ゼ （ ペ ニ シ リ ナ ー ゼ ） 、 ラ ク ト ー ス お
よ び ト リ プ ト フ ァ ン （ trp） プ ロ モ ー タ ー 系 な ど が あ る 。 プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ
ー の 核 酸 配 列 を 合 成 的 に 製 造 す る こ と の 他 に 、 組 換 え ク ロ ー ニ ン グ お よ び /ま た は PCR（ 商
標 ） な ど の 核 酸 増 幅 技 術 を 本 明 細 書 に 開 示 す る 組 成 物 と 共 に 使 っ て 、 配 列 を 製 造 す る こ と
も で き る （ 米 国 特 許 第 4,683,202号 お よ び 第 5,928,906号 を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら は そ れ ぞ
れ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 さ ら に 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 ク ロ ロ プ ラ ス ト な ど
の 非 核 細 胞 小 器 官 で の 配 列 の 転 写 お よ び /ま た は 発 現 を 指 示 す る 制 御 配 列 も 同 様 に 使 用 す
る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 当 然 、 発 現 用 に 選 択 し た 細 胞 小 器 官 、 細 胞 タ イ プ 、 組 織 、 器 官 ま た は 生 物 内 で DNAセ グ
メ ン ト の 発 現 を 効 果 的 に 指 示 す る プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は エ ン ハ ン サ ー を 使 用 す る こ
と が 重 要 だ ろ う 。 分 子 生 物 学 分 野 の 当 業 者 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び 細 胞 タ
イ プ の 組 合 せ を 使 っ た タ ン パ ク 質 発 現 を 一 般 に 知 っ て い る （ 例 え ば Sambrookら ， 1989を 参
照 さ れ た い 。 こ の 文 献 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 使 用 す る プ ロ モ ー タ ー は
構 成 的 、 組 織 特 異 的 、 誘 導 性 で あ る こ と が で き 、 そ し て /ま た は 、 例 え ば 組 換 え タ ン パ ク
質 お よ び /ま た は ペ プ チ ド の 大 規 模 生 産 に 有 利 で あ る よ う に 、 適 当 な 条 件 下 で 、 導 入 さ れ
た DNAセ グ メ ン ト の 高 レ ベ ル 発 現 を 指 示 す る の に 役 立 つ う る 。 プ ロ モ ー タ ー は 異 種 プ ロ モ
ー タ ー で も 内 在 性 プ ロ モ ー タ ー で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た 、 発 現 の 指 示 に は （ 例 え ば Eukaryotic Promoter Data Base EPDB， http://www.epd
.isb-sib.ch/に 従 っ て ） ど の プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー の 組 合 せ で も 使 用 す る こ と が で
き る 。 T3、 T7ま た は SP6細 胞 質 発 現 系 は も う 一 つ の 考 え う る 実 施 形 態 で あ る 。 真 核 細 胞 は
、 適 当 な 細 菌 ポ リ メ ラ ー ゼ を 送 達 複 合 体 の 一 部 と し て ま た は 付 加 的 な 遺 伝 子 発 現 コ ン ス ト
ラ ク ト と し て 与 え れ ば 、 一 定 の 細 菌 プ ロ モ ー タ ー か ら の 細 胞 質 転 写 を 支 持 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 で は 好 ま し く は 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 利 用 す る が
、 こ れ に 代 わ る 実 施 形 態 と し て 、 RNAの 発 現 を 調 節 す る た め に 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で
き る 要 素 /プ ロ モ ー タ ー 例 の 一 部 を 、 表 1お よ び 表 2に 示 す 。 表 2に は 、 特 異 的 な 刺 激 に 応 答
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し て 活 性 化 さ れ う る 核 酸 配 列 の 領 域 で あ る 誘 導 性 要 素 の 例 の 一 部 を 挙 げ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 表 １ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
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【 表 １ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
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【 表 １ Ｃ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 表 ２ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
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【 表 ２ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー ま た は 組 織 特 異 的 要 素 の 素 性 、 な ら び に そ れ ら の 活 性 を 特 徴 づ
け る た め の ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な 領 域 の 例 に は 、 ヒ ト LI
MK2遺 伝 子 （ Nomotoら ， 1999） 、 ソ マ ト ス タ チ ン 受 容 体 2遺 伝 子 （ Krausら ， 1998） 、 ネ ズ
ミ 精 巣 上 体 レ チ ノ イ ン 酸 結 合 遺 伝 子 （ Lareyreら ， 1999） 、 ヒ ト CD4（ Zhao-Emonetら ， 199
8） 、 マ ウ ス α 2（ XI） コ ラ ー ゲ ン （ Tsumakiら ， 1998） 、 D1Aド ー パ ミ ン 受 容 体 遺 伝 子 （ Le
eら ， 1997） 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 II（ Wuら ， 1997） お よ び ヒ ト 血 小 板 内 皮 細 胞 接 着 分
子 -1（ Almendroら ， 1996） な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 2． 開 始 シ グ ナ ル お よ び 内 部 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位
　 コ ー ド 配 列 の 効 率 の よ い 翻 訳 に は 、 特 異 的 な 開 始 シ グ ナ ル も 必 要 に な り う る 。 こ れ ら の
シ グ ナ ル に は ATG開 始 コ ド ン ま た は 隣 接 配 列 が 含 ま れ る 。 ATG開 始 コ ド ン を 含 む 外 来 翻 訳 制
御 シ グ ナ ル を 用 意 す る 必 要 が あ る 場 合 も あ る 。 こ れ を 決 定 し て 、 必 要 な シ グ ナ ル を 用 意 す
る こ と は 、 当 業 者 に よ っ て は 容 易 だ ろ う 。 確 実 に イ ン サ ー ト 全 体 を 翻 訳 す る に は 、 開 始 コ
ド ン が 所 望 の コ ー ド 配 列 の 読 み 枠 と 「 同 じ 読 み 枠 （ in-frame） 」 に な け れ ば な ら な い こ と
は 、 よ く 知 ら れ て い る 。 外 来 の 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル お よ び 開 始 コ ド ン は 天 然 物 で あ っ て も 、
合 成 物 で あ っ て も よ い 。 適 当 な 転 写 エ ン ハ ン サ ー 要 素 を 含 め る こ と に よ っ て 発 現 の 効 率 を
向 上 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 内 部 リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位 （ internal ribosome en
try site； IRES） 要 素 を 使 っ て 、 多 重 遺 伝 子 ま た は ポ リ シ ス ト ロ ン 性 メ ッ セ ー ジ を 生 成 さ
せ る 。 IRES要 素 は 5'メ チ ル 化 キ ャ ッ プ 依 存 的 翻 訳 の リ ボ ソ ー ム ス キ ャ ニ ン グ モ デ ル を 迂 回
し て 、 内 部 部 位 で 翻 訳 を 開 始 さ せ る こ と が で き る （ Pelletierお よ び Sonenberg， 1988） 。
ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 科 の 2つ の メ ン バ ー （ ポ リ オ ウ イ ル ス と 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス ） 由 来 の IRES
要 素 （ Pelletierお よ び Sonnenberg， 1988） な ら び に 哺 乳 類 メ ッ セ ー ジ 由 来 の IRES（ Macej
akお よ び Sarnow， 1991） が 記 載 さ れ て い る 。 IRES要 素 は 異 種 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム に 連 結 す る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ が IRESで 区 分 さ れ て い る 複 数 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム を 一 緒 に 転 写 し て 、 ポ リ シ ス ト ロ ン 性 メ ッ セ ー ジ を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。
IRES要 素 の お か げ で 、 各 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は リ ボ ソ ー ム に 接 触 す る こ と が で
き 、 効 率 よ く 翻 訳 さ れ る 。 単 一 の プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー を 使 っ て 複 数 の 遺 伝 子 を 効
率 よ く 発 現 さ せ て 、 単 一 の メ ッ セ ー ジ を 転 写 す る こ と が で き る （ 例 え ば 米 国 特 許 第 5,925,
565号 お よ び 第 5,935,819号 を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら の 特 許 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込
ま れ る ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 3． マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト
　 ベ ク タ ー は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト （ multiple cloning site； MCS） を 含 む こ と が で
き る 。 こ れ は 、 複 数 の 制 限 酵 素 部 位 を 含 む 核 酸 領 域 で あ り 、 ベ ク タ ー を 消 化 す る に は 、 標
準 的 な 組 換 え 技 術 と 共 に 、 そ れ ら の 制 限 酵 素 部 位 を ど れ で も 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え
ば Carbonelliら ， 1999、 Levensonら ， 1998、 お よ び Cocea， 1997を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら
の 文 献 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 「 制 限 酵 素 消 化 」 と は 、 核 酸 分 子 中 の 特
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定 の 位 置 で し か 機 能 し な い 酵 素 に よ る 核 酸 分 子 の 触 媒 的 切 断 を 指 す 。 こ れ ら の 制 限 酵 素 の
多 く は 市 販 さ れ て い る 。 そ の よ う な 酵 素 の 使 用 法 は 当 業 者 に は 広 く 理 解 さ れ て い る 。 多 く
の 場 合 、 MCS内 を 切 断 す る 制 限 酵 素 を 使 っ て ベ ク タ ー を 線 状 化 ま た は 断 片 化 す る こ と に よ
り 、 そ の ベ ク タ ー に 外 来 配 列 を ラ イ ゲ ー ト で き る よ う に す る 。 「 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 」 と は 、
2つ の 核 酸 断 片 間 に リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 さ せ る 過 程 を 指 し 、 そ れ ら 2つ の 核 酸 断 片
は 互 い に 接 触 し て い て も 接 触 し て い な く て も よ い 。 制 限 酵 素 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を
伴 う 技 術 は 、 組 換 え 技 術 分 野 の 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 4． ス プ ラ イ シ ン グ 部 位
　 転 写 さ れ た 真 核 RNA分 子 は 、 そ の 大 半 が 、 RNAス プ ラ イ シ ン グ を 受 け て 、 一 次 転 写 物 か ら
イ ン ト ロ ン が 除 去 さ れ る 。 真 核 生 物 の ゲ ノ ム 配 列 を 含 む ベ ク タ ー は 、 タ ン パ ク 質 発 現 に 向
け て 転 写 物 が 適 正 に プ ロ セ シ ン グ さ れ る こ と を 保 証 す る た め に 、 供 与 ス プ ラ イ シ ン グ 部 位
お よ び /ま た は 受 容 ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 を 必 要 と し う る （ 例 え ば Chandlerら ， 1997を 参 照
さ れ た い 。 こ の 文 献 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 5． 終 結 シ グ ナ ル
　 本 発 明 の ベ ク タ ー ま た は コ ン ス ト ラ ク ト は 一 般 に 少 な く と も 1つ の 終 結 シ グ ナ ル を 含 む
だ ろ う 。 「 終 結 シ グ ナ ル 」 ま た は 「 終 結 因 子 」 は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る RNA転 写 物 の 特
異 的 終 結 に 関 与 す る DNA配 列 か ら 構 成 さ れ る 。 し た が っ て 、 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 RNA転 写
物 の 産 生 を 終 了 さ せ る 終 結 シ グ ナ ル が 考 え ら れ る 。 終 結 因 子 は 望 ま し い メ ッ セ ー ジ レ ベ ル
を 達 成 す る た め に イ ン ビ ボ で 必 要 な 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 真 核 生 物 系 の 場 合 、 終 結 領 域 は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 が 露 出 す る よ う に 、 新 し い 転 写 物
の 部 位 特 異 的 切 断 を 可 能 に す る 特 殊 な DNA配 列 も 含 み う る 。 こ れ は 、 特 殊 化 し た 内 在 性 ポ
リ メ ラ ー ゼ に 、 約 200個 の A残 基 （ ポ リ A） か ら な る ス ト レ ッ チ を 転 写 物 の 3'末 端 に 付 加 す
る シ グ ナ ル を 送 る 。 こ の ポ リ Aテ ー ル で 修 飾 さ れ た RNA分 子 は 安 定 性 が 増 す ら し く 、 よ り 効
率 よ く 翻 訳 さ れ る 。 し た が っ て 、 真 核 生 物 が 関 わ る 別 の 実 施 形 態 と し て 、 終 結 因 子 は RNA
を 切 断 す る シ グ ナ ル を 含 む こ と が 好 ま し く 、 そ の 終 結 因 子 シ グ ナ ル は メ ッ セ ー ジ の ポ リ ア
デ ニ ル 化 を 促 進 す る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。 終 結 因 子 お よ び /ま た は ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位
要 素 は 、 メ ッ セ ー ジ レ ベ ル を 増 加 さ せ 、 そ の カ セ ッ ト か ら 他 の 配 列 へ の リ ー ド ス ル ー を 最
小 限 に 抑 え る の に も 役 立 ち う る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 で の 使 用 が 考 え ら れ る 終 結 因 子 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 既 知 終 結 因 子 ま た は 当 業
者 に 知 ら れ て い る 既 知 終 結 因 子 が い ず れ も 包 含 さ れ 、 例 え ば 遺 伝 子 の 終 結 配 列 、 例 え ば ウ
シ 成 長 ホ ル モ ン 終 結 因 子 ま た は ウ イ ル ス 終 結 配 列 （ 例 え ば SV40終 結 因 子 な ど ） な ど が 挙 げ
ら れ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 終 結 シ グ ナ ル が 、 例 え ば 配
列 切 断 な ど に よ る 転 写 可 能 配 列 ま た は 翻 訳 可 能 配 列 の 欠 如 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 6． ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位
　 発 現 、 特 に 真 核 生 物 発 現 の 場 合 、 転 写 物 の 適 正 な ポ リ ア デ ニ ル 化 を 達 成 す る た め に 、 通
例 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 め る だ ろ う 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 性 質 は 本 発 明 の
実 施 の 成 功 に と っ て 決 定 的 で は な い と 考 え ら れ 、 そ の よ う な 配 列 は ど れ で も 使 用 す る こ と
が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に は 、 様 々 な 標 的 細 胞 中 で よ く 機 能 す る こ と が 知 ら れ て い る
便 利 な SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ま た は ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど
が あ る 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 に よ り 、 転 写 物 の 安 定 性 の 向 上 ま た は 細 胞 質 輸 送 の 促 進 が 起 こ り
う る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 7． 複 製 起 点
　 宿 主 細 胞 中 で ベ ク タ ー を 増 殖 さ せ る た め に 、 ベ ク タ ー は 1つ 以 上 の 複 製 起 点 （ 「 ori」 と
呼 ば れ る こ と が 多 い ） を 含 み う る 。 複 製 起 点 は そ こ か ら 複 製 が 開 始 さ れ る 特 殊 な 核 酸 配 列
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で あ る 。 も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 宿 主 細 胞 が 酵 母 で あ る 場 合 は 、 自 律 複 製 配 列 （ ARS）
を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 8． 選 択 可 能 お よ び 選 別 可 能 マ ー カ ー
　 本 発 明 の 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に マ ー カ ー を 含 め る こ と に よ り 、 本 発 明
の 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト を 含 む 細 胞 を 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 同 定 す る こ と が で き る
。 そ の よ う な マ ー カ ー は 、 細 胞 に 同 定 可 能 な 変 化 を 与 え 、 そ の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 の
同 定 を 容 易 に す る 。 一 般 に 選 択 可 能 マ ー カ ー は 選 択 を 可 能 に す る 特 性 を 付 与 す る マ ー カ ー
で あ る 。 陽 性 選 択 可 能 マ ー カ ー は そ の マ ー カ ー の 存 在 が そ の 選 択 を 可 能 に す る マ ー カ ー で
あ り 、 陰 性 選 択 可 能 マ ー カ ー は そ の 存 在 が そ の 選 択 を 妨 げ る マ ー カ ー で あ る 。 陽 性 選 択 可
能 マ ー カ ー の 例 は 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 通 常 は 、 薬 剤 選 択 マ ー カ ー を 含 め る と 、 形 質 転 換 体 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 同 定 が 容 易 に
な る 。 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 DHFR、 GPT、 ゼ オ
シ ン お よ び ヒ ス チ ジ ノ ー ル に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 は 有 用 な 選 択 可 能 マ ー カ ー で あ
る 。 条 件 負 荷 に 基 づ く 形 質 転 換 体 の 識 別 が 可 能 に な る よ う な 表 現 型 を 付 与 す る マ ー カ ー の
他 に 、 他 の タ イ プ の マ ー カ ー 、 例 え ば 比 色 分 析 を 根 拠 と す る GFPな ど の 選 別 可 能 マ ー カ ー
な ど も 考 え ら れ る 。 も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （

） や ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ・ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） な ど の 選 別 可 能 酵 素
を 利 用 し て も よ い 。 免 疫 学 的 マ ー カ ー を 、 場 合 に よ っ て は FACS解 析 と 一 緒 に 使 用 す る 方 法
も 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る だ ろ う 。 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 と 同 時 に 発 現 さ せ る こ
と が 可 能 な 限 り 、 ど の マ ー カ ー を 使 用 す る か は 重 要 で な い と 考 え ら れ る 。 選 択 可 能 お よ び
選 別 可 能 マ ー カ ー の 例 は 、 こ の 他 に も 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
B． ベ ク タ ー 送 達 お よ び 細 胞 形 質 転 換
　 本 発 明 の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 第 一 感 染 細 胞 か ら 周 囲 の 細 胞 へ と 、 ベ ク タ ー を 増 殖 さ せ
る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ベ ク タ ー は 適 当 な 方 法 に よ っ て 第 一 感 染 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 本 発 明 で 使 用 す る 細 胞 小 器
官 、 細 胞 、 組 織 ま た は 生 物 の 形 質 転 換 を 目 的 と す る そ の よ う な 核 酸 送 達 方 法 に は 、 例 え ば
本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 ま た は 当 業 者 に 知 ら れ て い る で あ ろ う 方 法 な ど 、 核 酸 （ 例 え ば HS
Vベ ク タ ー ） を 細 胞 小 器 官 、 細 胞 、 組 織 ま た は 生 物 に 導 入 す る こ と が で き る 方 法 で あ れ ば
、 基 本 的 に ど の 方 法 で も 包 含 さ れ る と 考 え ら れ る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば 、 エ ク ス
ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Wilsonら ， 1989、 Nabelら ， 1989） 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ
ョ ン （ Harlanお よ び Weintraub， 1985、 米 国 特 許 第 5,789,215号 、 こ れ ら の 文 献 は 参 照 に よ
り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） を 含 む 注 入 （ 米 国 特 許 第 5,994,624号 、 第 5,981,274号 、 第 5,
945,100号 、 第 5,780,448号 、 第 5,736,524号 、 第 5,702,932号 、 第 5,656,610号 、 第 5,589,4
66号 お よ び 第 5,580,859号 。 各 文 献 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 、 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン （ 米 国 特 許 第 5,384,253号 （ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 、 Tur-Kas
paら ， 1986、 Potterら ， 1984） 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 （ Grahamお よ び Van Der Eb， 19
73、 Chenお よ び Okayama， 1987、 Rippeら ， 1990） 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン の 使 用 後 に ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル を 使 用 す る 方 法 （ Gopal， 1985） 、 超 音 波 照 射 に よ る 直 接 導 入 （ Fechhei
merら ， 1987） 、 リ ポ ソ ー ム に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Nicolauお よ び Sene， 1982、 Fr
aleyら ， 1979、 Nicolauら ， 1987、 Wongら ， 1980、 Kanedaら ， 1989、 Katoら ， 1991） お よ
び 受 容 体 を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Wuお よ び Wu， 1987、 Wuお よ び Wu， 1988） 、 マ イ
ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル ボ ン バ ー ド メ ン ト （ PCT出 願 公 開 WO 94/09699号 お よ び 95/06128、 米
国 特 許 第 5,610,042号 、 第 5,322,783号 、 第 5,563,055号 、 第 5,550,318号 、 第 5,538,877号
お よ び 第 5,538,880号 。 各 文 献 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 、 炭 化 ケ イ 素 繊 維
と 共 に 撹 拌 す る 方 法 （ Kaepplerら ， 1990、 参 照 に よ り そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米
国 特 許 第 5,302,523号 お よ び 第 5,464,765号 ） 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム に よ る 形 質 転 換 （ 参 照
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に よ り そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,591,616号 お よ び 5,563,055号 ） 、 PE
Gに よ る プ ロ ト プ ラ ス ト の 形 質 転 換 （ Omirullehら ， 1993、 参 照 に よ り そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に
組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 4,684,611号 お よ び 第 4,952,500号 ） 、 乾 燥 /阻 害 に よ る （ desicca
tion/inhibition-mediated） DNA取 り 込 み （ Potrykusら ， 1985） 、 な ら び に こ の よ う な 方
法 の 任 意 の 組 合 せ な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 こ れ ら の よ う な 技 術 を 応 用
す る こ と に よ り 、 細 胞 小 器 官 、 細 胞 、 組 織 ま た は 生 物 を 安 定 に ま た は 一 過 性 に 形 質 転 換 す
る こ と が で き る 。 本 組 成 物 は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を 使 っ て 、 あ る 細 胞 を 含 む 哺 乳
動 物 に そ れ を 全 身 投 与 （ 例 え ば 静 脈 内 投 与 ） す る こ と に よ っ て 、 そ の 細 胞 に 送 達 す る こ と
も で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 1． エ ク ス ビ ボ 形 質 転 換
　 あ る 生 物 か ら 取 り 出 し た 血 管 細 胞 お よ び 組 織 を エ ク ス ビ ボ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 方 法
は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 イ ヌ 内 皮 細 胞 を レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 導 入 に よ っ て
イ ン ビ ト ロ で 遺 伝 的 に 改 変 し た も の が 、 イ ヌ に 移 植 さ れ て い る （ Wilsonら ， 1989） 。 も う
一 つ の 例 で は 、 ユ カ タ ン ミ ニ ブ タ 内 皮 細 胞 が レ ト ロ ウ イ ル ス に よ っ て イ ン ビ ト ロ で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ 、 二 重 バ ル ー ン カ テ ー テ ル を 使 っ て 動 脈 内 に 移 植 さ れ た （ Nabelら ， 1989
） 。 し た が っ て 、 細 胞 ま た は 組 織 を 取 り 出 し 、 本 発 明 の 核 酸 を 使 っ て エ ク ス ビ ボ で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 移 植 さ れ た 細 胞 ま た は 組 織
を 生 物 内 に 置 く こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 移 植 さ れ た 細 胞 ま た は 組 織 中 で 核 酸 が
発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 2． 注 入
　 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 を 細 胞 内 小 器 官 、 細 胞 、 組 織 ま た は 生 物 に 、 1回 以 上 の 注 入
（ す な わ ち 針 注 入 ） に よ っ て 、 例 え ば 皮 下 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 な ど に 送 達 す
る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 注 射 の 方 法 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 食 塩 溶 液 を
含 む 組 成 物 の 注 射 ） 。 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 と し て 、 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
に よ る 核 酸 の 導 入 も 挙 げ ら れ る 。 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル
卵 母 細 胞 に 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト を 導 入 す る た め に 使 用 さ れ て い る （ Harlandお よ び Weintra
ub， 1985） 。 細 胞 膜 融 合 惹 起 型 HSVの 使 用 量 は 、 対 象 と す る 細 胞 、 組 織 ま た は 生 物 の 性 質
に よ っ て 変 化 し う る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 3． エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
　 本 発 明 の 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 、 細 胞 内 小 器 官 、 細 胞
、 組 織 ま た は 生 物 に 核 酸 を 導 入 す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で は 細 胞 と DNAの 懸 濁 液 を
高 電 圧 放 電 に さ ら す 。 こ の 方 法 の い く つ か の 変 法 で は 、 あ る 種 の 細 胞 壁 分 解 酵 素 、 例 え ば
ペ ク チ ン 分 解 酵 素 な ど を 使 っ て 、 標 的 受 容 細 胞 が 無 処 理 の 細 胞 よ り も エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ
ョ ン に よ る 形 質 転 換 を 受 け や す く な る よ う に す る （ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米
国 特 許 第 5,384,253号 ） 。 も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 機 械 的 損 傷 に よ っ て 受 容 細 胞 が 形 質
転 換 を 受 け や す く な る よ う に す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 使 っ た 真 核 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 極 め て う ま く い っ
て い る 。 こ の 方 法 に よ り 、 マ ウ ス プ レ Bリ ン パ 球 が ヒ ト カ ッ パ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ （ Potterら ， 1984） 、 ラ ッ ト 肝 細 胞 が ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ・ ア セ チ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る （ Tur-Kaspaら ， 1986） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 4． リ ン 酸 カ ル シ ウ ム
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 を 使 っ て 核 酸 が 細 胞 に 導 入 さ れ る
。 こ の 技 術 を 使 っ て ヒ ト KB細 胞 が ア デ ノ ウ イ ル ス 5 DNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る （ G
rahamお よ び Van Der Eb， 1973） 。 ま た 、 こ の 方 法 に よ り 、 マ ウ ス L(A9)、 マ ウ ス C127、 CH
O、 CV-1、 BHK、 NIH3T3お よ び HeLa細 胞 が ネ オ マ イ シ ン マ ー カ ー 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト
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さ れ （ Chenお よ び Okayama， 1987） 、 ラ ッ ト 肝 細 胞 が 様 々 な マ ー カ ー 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ て い る （ Rippeら ， 1990） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 5． DEAE-デ キ ス ト ラ ン
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン の 使 用 後 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 使
用 す る こ と に よ っ て 、 核 酸 が 細 胞 に 送 達 さ れ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 お よ
び 赤 白 血 症 細 胞 に レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド が 導 入 さ れ た （ Gopal， 1985） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 6． 超 音 波 照 射 に よ る 導 入
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 超 音 波 照 射 に よ る 直 接 導 入 法 で の 核 酸 の 導 入 が 挙
げ ら れ る 。 超 音 波 照 射 に よ る 導 入 法 で 、 LTK - 線 維 芽 細 胞 が チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る （ Fechheimerら ， 1987） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 7． リ ポ ソ ー ム に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVな ど の 核 酸 を 、 例 え ば リ ポ
ソ ー ム な ど の 脂 質 複 合 体 に 封 入 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は リ ン 脂 質 二 重 層 膜 と 内 部
の 水 性 媒 質 と を 特 徴 と す る 小 胞 構 造 で あ る 。 マ ル チ ラ メ ラ リ ポ ソ ー ム は 水 性 媒 質 で 隔 て ら
れ た 複 数 の 脂 質 層 を 持 つ 。 こ れ ら は 、 リ ン 脂 質 を 過 剰 量 の 水 性 溶 液 に 懸 濁 す る と 自 発 的 に
形 成 さ れ る 。 脂 質 成 分 は 自 己 再 配 列 を 起 こ し た 後 、 閉 鎖 構 造 を 形 成 し 、 水 と 溶 解 し た 溶 質
と を 脂 質 二 重 層 の 間 に 閉 じ こ め る （ Ghoshお よ び Bachhawat， 1991） 。 ま た 、 リ ポ フ ェ ク ト
ア ミ ン （ Lipofectamine； Gibco BRL） ま た は ス ー パ ー フ ェ ク ト （ Superfect； Qiagen） と
複 合 体 を 形 成 し た 核 酸 も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の リ ポ ソ ー ム に よ る 核 酸 送 達 お よ び 外 来 DNAの 発 現 は 極 め て う ま く い っ て
い る （ Nicolauお よ び Sene， 1982、 Fraleyら ， 1979、 Nicolauら ， 1987） 。 培 養 ニ ワ ト リ 胚
細 胞 、 HeLa細 胞 お よ び 肝 臓 癌 細 胞 で も 外 来 DNAの リ ポ ソ ー ム に よ る 送 達 お よ び 発 現 が 実 施
可 能 で あ る こ と が 実 証 さ れ て い る （ Wongら ， 1980） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 リ ポ ソ ー ム を 血 球 凝 集 性 ウ イ ル ス （ HVJ） と 複 合 体 化 さ
せ る こ と が で き る 。 こ れ は 、 細 胞 膜 と の 融 合 を 容 易 に し 、 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ た DNAの
細 胞 侵 入 を 促 進 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Kanedaら ， 1989） 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 リ ポ ソ
ー ム を 核 非 ヒ ス ト ン 染 色 体 タ ン パ ク 質 （ HMG-1） と 複 合 体 化 ま た は 併 用 す る こ と が で き る
（ Katoら ， 1991） 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 リ ポ ソ ー ム を HVJお よ び HMG-1の 両 方 と 複 合
体 化 ま た は 併 用 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 で は 、 送 達 媒 体 は リ ガ ン ド お よ び リ ポ ソ ー ム
を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 8． 受 容 体 を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 さ ら に ま た 、 核 酸 は 受 容 体 を 介 す る 送 達 媒 体 に よ っ て 標 的 細 胞 に 送 達 す る こ と も で き る
。 こ れ ら は 、 標 的 細 胞 で 起 こ る 受 容 体 を 介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る 高 分 子 の 選 択 的
な 取 り 込 み を 利 用 す る も の で あ る 。 様 々 な 受 容 体 が 細 胞 タ イ プ 特 異 的 に 分 布 し て い る こ と
か ら 、 こ の 送 達 法 は 本 発 明 に 特 異 性 を 追 加 す る も の で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 一 部 の 受 容 体 媒 介 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 媒 体 は 、 細 胞 受 容 体 特 異 的 リ ガ ン ド と 核 酸 結 合
剤 と を 含 む 。 ま た 別 の 媒 体 は 、 送 達 す べ き 核 酸 が 作 動 的 に 取 り 付 け ら れ て い る 細 胞 受 容 体
特 異 的 リ ガ ン ド を 含 む 。 受 容 体 を 介 し た 遺 伝 子 導 入 に は い く つ か の リ ガ ン ド が 使 用 さ れ て
お り （ Wuお よ び Wu， 1987、 Wagnerら ， 1990、 Peralesら ， 1994、 Myers， EPO 0273085） 、
こ の 技 術 の 実 施 可 能 性 は こ れ に よ っ て 立 証 さ れ て い る 。 別 の 哺 乳 類 細 胞 タ イ プ で の 特 異 的
送 達 も 記 載 さ れ て い る （ Wuお よ び Wu， 1993。 こ の 文 献 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
る ） 。 本 発 明 の 一 部 の 態 様 で は 、 標 的 細 胞 集 団 上 に 特 異 的 に 発 現 さ れ る 受 容 体 に 対 応 す る
よ う に リ ガ ン ド が 選 択 さ れ る 。
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【 ０ １ １ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 特 異 的 核 酸 タ ー ゲ テ ィ ン グ 媒 体 の 核 酸 送 達 媒 体 成 分 が 、 リ ポ ソ
ー ム と 組 み 合 わ さ れ た 特 異 的 結 合 リ ガ ン ド を 含 み う る 。 送 達 す べ き 核 酸 は リ ポ ソ ー ム 内 に
収 容 さ れ 、 特 異 的 結 合 リ ガ ン ド は リ ポ ソ ー ム 膜 に 機 能 的 に 組 み 込 ま れ る 。 し た が っ て こ の
リ ポ ソ ー ム は 標 的 細 胞 の 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の 内 容 物 を 細 胞 に 送 達 す る だ ろ う 。
こ の よ う な 系 は 、 例 え ば EGF受 容 体 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す 細 胞 へ の 核 酸 の 受 容
体 媒 介 送 達 に 上 皮 成 長 因 子 （ EGF） を 使 用 す る 系 な ど を 使 っ て 、 機 能 的 で あ る こ と が 示 さ
れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 と し て 、 標 的 送 達 媒 体 の 核 酸 送 達 媒 体 成 分 は 、 リ ポ ソ ー ム そ の も の （
好 ま し く は 細 胞 特 異 的 な 結 合 を 指 示 す る 1つ 以 上 の 脂 質 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む も の ）
で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 ガ ラ ク ト ー ス 末 端 ア シ ア ロ ガ ン グ リ オ シ ド で あ る ラ ク ト シ ル セ
ラ ミ ド が リ ポ ソ ー ム に 組 み 込 ま れ 、 肝 細 胞 に よ る イ ン ス リ ン 遺 伝 子 の 取 り 込 み 量 の 増 加 が
観 察 さ れ て い る （ Nicolauら ， 1987） 。 本 発 明 の 組 織 特 異 的 形 質 転 換 コ ン ス ト ラ ク ト も 同
様 の 方 法 で 標 的 細 胞 に 特 異 的 に 送 達 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 9． マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル ボ ン バ ー ド メ ン ト
　 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル ボ ン バ ー ド メ ン ト 技 術 を 使 っ て 、 少 な く と も 1つ の 細 胞 小 器
官 、 細 胞 、 組 織 ま た は 生 物 に 核 酸 を 導 入 す る こ と が で き る （ 米 国 特 許 第 5,550,318号 、 米
国 特 許 第 5,538,880号 、 米 国 特 許 第 5,610,042号 、 お よ び PCT出 願 公 開 WO 94/09699。 各 文 献
は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 こ の 方 法 は 、 DNA被 覆 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ
ル を 高 速 に 加 速 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 、 DNA被 覆 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル が 細
胞 膜 を 突 き 抜 け て 、 細 胞 を 殺 す こ と な く 細 胞 内 に 侵 入 で き る よ う に な る と い う こ と に 依 存
し て い る （ Kleinら ， 1987） 。 当 技 術 分 野 で は 多 種 多 様 な マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル ボ ン
バ ー ド メ ン ト 技 術 が 知 ら れ て お り 、 そ の 多 く は 本 発 明 に も 応 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 こ の マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル ボ ン バ ー ド メ ン ト で は 、 1つ 以 上 の 粒 子 を 少 な く と も 1つ
の 核 酸 で コ ー テ ィ ン グ し 、 そ れ を 推 進 力 に よ っ て 細 胞 内 に 送 達 す る こ と が で き る 。 小 粒 子
を 加 速 す る た め の 装 置 は い く つ か 開 発 さ れ て い る 。 そ の よ う な 装 置 の 一 つ は 、 高 電 圧 放 電
に よ っ て 電 流 を 発 生 さ せ 、 そ れ が 原 動 力 と な る も の で あ る （ Yangら ， 1990） 。 使 用 さ れ て
き た マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル は 、 生 物 学 的 に 不 活 性 な 物 質 、 例 え ば タ ン グ ス テ ン ま た は
金 の 粒 子 ま た は ビ ー ズ な ど か ら な る 。 代 表 的 な 粒 子 に は 、 タ ン グ ス テ ン 、 白 金 、 好 ま し く
は 金 か ら な る も の が あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 金 属 粒 子 上 へ の DNA析 出 は マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ
ク タ イ ル ボ ン バ ー ド メ ン ト 法 に よ る 受 容 細 胞 へ の DNA送 達 に は 必 要 で な い こ と も 考 え ら れ
る 。 粒 子 を DNAで 被 覆 す る の で は な く て 、 粒 子 が DNAを 含 ん で い て も よ い と 考 え ら れ る 。 DN
A被 覆 粒 子 に よ っ て 、 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト に よ る DNAの 送 達 レ ベ ル は 向 上 し う る が 、 そ れ
自 体 は 必 要 な わ け で は な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ボ ン バ ー ド メ ン ト 法 を 行 う に は 、 懸 濁 状 態 の 細 胞 を フ ィ ル タ ー 上 ま た は 固 形 培 養 培 地 上
で 濃 縮 す る 。 も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 未 成 熟 な 胚 ま た は 他 の 標 的 細 胞 を 、 固 形 培 養 培 地
上 に 配 置 し て も よ い 。 ボ ン バ ー ド メ ン ト の 対 象 と す る 細 胞 を マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル 遮
断 プ レ ー ト 下 の 適 当 な 距 離 に 置 く 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 加 速 に よ っ て 細 胞 （ 例 え ば 植 物 細 胞 ） に DNAを 送 達 す る 方 法 の 説 明 に 役 立 つ 一 例 は 、 バ
イ オ リ ス テ ィ ッ ク ス 粒 子 送 達 シ ス テ ム （ Biolistics Particle Delivery System） で あ る
。 こ の シ ス テ ム は 使 用 し て 、 細 胞 ま た は DNAで 被 覆 し た 粒 子 を 、 ス テ ン レ ス 鋼 ま た は ナ イ
テ ッ ク ス （ Nytex） ス ク リ ー ン な ど の ス ク リ ー ン 越 し に 、 細 胞 （ 例 え ば 懸 濁 培 養 さ れ た 単
子 葉 植 物 細 胞 ） で 覆 わ れ た フ ィ ル タ ー 表 面 へ と 推 進 す る こ と が で き る 。 ス ク リ ー ン は 、 粒
子 が 塊 に な っ て 受 容 細 胞 に 送 達 さ れ な い よ う に 、 粒 子 を 分 散 さ せ る 。 プ ロ ジ ェ ク タ イ ル 装
置 と ボ ン バ ー ド メ ン ト の 対 象 で あ る 細 胞 と の 間 に ス ク リ ー ン を 介 在 さ せ る と 、 プ ロ ジ ェ ク
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タ イ ル 凝 集 体 の サ イ ズ が 減 少 す る と 共 に 、 大 き す ぎ る プ ロ ジ ェ ク タ イ ル が 受 容 細 胞 に 与 え
る 損 傷 が 減 少 す る こ と に よ り 、 形 質 転 換 効 率 の 向 上 の 一 因 に な り う る と 考 え ら れ る 。
C． 宿 主 細 胞
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 細 胞 」 「 細 胞 株 」 お よ び 「 細 胞 培 養 」 と い う 用 語 は 可 換 的 に 使 用
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 用 語 は い ず れ も そ の 子 孫 を 含 む 。 子 孫 と は 、 そ れ 以 降 の あ り
と あ ら ゆ る 世 代 で あ る 。 意 図 的 な 突 然 変 異 ま た は 故 意 で な い 突 然 変 異 が 起 こ る た め に 全 て
の 子 孫 が 同 一 な わ け で は な い 場 合 も あ る こ と は 言 う ま で も な い 。 異 種 核 酸 配 列 の 発 現 に 関
し て 「 宿 主 細 胞 」 と は 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 を 指 し 、 ベ ク タ ー を 複 製 さ せ る 能 力 お よ び
/ま た は ベ ク タ ー が コ ー ド す る 異 種 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 能 力 を 持 つ 形 質 転 換 可 能 な 任 意 の
生 物 を 包 含 す る 。 宿 主 細 胞 は ベ ク タ ー の 受 容 細 胞 と し て 使 用 す る こ と が で き 、 実 際 、 そ の
よ う に 使 用 さ れ て い る 。 宿 主 細 胞 は 「 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 」 ま た は 「 形 質 転 換 」 す る こ と が
で き る 。 こ れ は 、 外 来 核 酸 が 宿 主 細 胞 中 に 移 入 ま た は 導 入 さ れ る 過 程 を 指 す 。 形 質 転 換 細
胞 に は 、 一 次 対 象 細 胞 と そ の 子 孫 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 改 変 」 ま た は 「 組 換
え 」 細 胞 ま た は 宿 主 細 胞 と い う 用 語 は 、 例 え ば ベ ク タ ー な ど の 外 来 核 酸 配 列 が 導 入 さ れ て
い る 細 胞 を 指 す も の と す る 。 し た が っ て 組 換 え 細 胞 は 、 組 換 え 的 に 導 入 さ れ た 核 酸 を 持 た
な い 天 然 の 細 胞 と は 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 一 定 の 態 様 で は 、 RNAま た は タ ン パ ク 質 配 列 を 、 選 択 し た 他 の RNAま た は タ ン パ ク 質 配 列
と 共 に 、 同 じ 宿 主 細 胞 中 で 同 時 発 現 さ せ る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 同 時 発 現 は 、 宿 主
細 胞 を 、 2つ 以 上 の 異 な る 組 換 え ベ ク タ ー で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 達 成
で き る 。 も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 複 数 の 異 な る RNAコ ー ド 領 域 を 含 む よ う に 単 一 の 組 換
え ベ ク タ ー を 構 築 し 、 そ れ ら の RNAを そ の 単 一 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞
で 発 現 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 組 織 は 、 細 胞 膜 融 合 惹 起 HSVで 形 質 転 換 し よ う と す る 1つ ま た は 複 数 の 宿 主 細 胞 を 含 み う
る 。 組 織 は あ る 生 物 の 一 部 で あ っ て も よ い し 、 そ の 生 物 か ら は 分 離 さ れ て い て も よ い 。 一
定 の 態 様 で は 、 組 織 は 、 例 え ば 脂 肪 細 胞 、 肺 胞 細 胞 、 エ ナ メ ル 芽 細 胞 、 軸 索 、 基 底 細 胞 、
血 液 （ 例 え ば リ ン パ 球 ） 、 血 管 、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 房 、 軟 骨 、 頚 部 、 大 腸 、 角 膜 、 胚 、 子
宮 内 膜 、 内 皮 、 上 皮 、 食 道 、 筋 膜 、 線 維 芽 細 胞 、 濾 胞 細 胞 、 神 経 節 細 胞 、 神 経 膠 細 胞 、 杯
細 胞 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 筋 、 ニ ュ ー ロ ン 、 卵 巣 、 膵 臓 、 末 梢 血 、 前 立 腺 、 皮 膚
、 皮 膚 、 小 腸 、 脾 臓 、 幹 細 胞 、 胃 、 精 巣 、 お よ び そ れ ら の あ ら ゆ る 癌 な ど を 含 み う る が 、
こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞 ま た は 宿 主 組 織 が 、 少 な く と も 一 つ の 生 物 中 に 含 ま れ て
い て も よ い 。 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る と お り 、 生 物 と し て 、 例 え ば
原 核 生 物 （ 例 、 真 正 細 菌 、 古 細 菌 ） ま た は 真 核 生 物 な ど を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら
に 限 る わ け で は な い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 使 用 す る こ と が で き る 細 胞 株 お よ び 細 胞 培 養 は 数 多 く 、 そ れ ら は 、 生 き
て い る 培 養 物 お よ び 遺 伝 物 質 の 保 管 所 と し て の 役 割 を 果 た す 機 関 で あ る ア メ リ カ ン ・ タ イ
プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection； ATCC） か ら 入 手 す
る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 ベ ク タ ー 骨 格 お よ び 所 望 す る 結 果 に 基 づ い て 、 適 当 な 宿 主 を
決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ ド を 原 核 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 、 多
く の ベ ク タ ー を 複 製 さ せ る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー の 複 製 お よ び /ま た は 発 現 に 利 用 で き
る 細 胞 タ イ プ と し て 、 細 菌 、 例 え ば 大 腸 菌 （ 例 ： 大 腸 菌 RR1株 、 大 腸 菌 LE392、 大 腸 菌 B、
大 腸 菌 X1776（ ATCC番 号 31537） な ら び に 大 腸 菌 W3110（ F-， λ -， 原 栄 養 株 ， ATCC番 号 2733
25） 、 DH5α 、 JM109お よ び KC8） 、 枯 草 菌 な ど の 桿 菌 、 お よ び 他 の 腸 内 細 菌 、 例 え ば ネ ズ
ミ チ フ ス 菌 、 霊 菌 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 の 様 々 な 種 、 な ら び に 数 多 く の 市 販 細 菌 宿 主 、 例 え
ば SURE（ 登 録 商 標 ） コ ン ピ テ ン ト セ ル お よ び Solopack（ 商 標 ） ゴ ー ル ド セ ル （ Stratagene
， ラ ホ ー ヤ ） な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 フ

10

20

30

40

50

(28) JP 2005-521398 A 2005.7.21



ァ ー ジ ウ イ ル ス 用 の 宿 主 細 胞 と し て 大 腸 菌 LE392な ど の 細 菌 細 胞 が 特 に 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ベ ク タ ー を 複 製 お よ び /ま た は 発 現 さ せ る た め の 真 核 宿 主 細 胞 の 例 に は 、 HeLa、 NIH3T3
、 Jurkat、 293、 Cos、 CHO、 Saos、 お よ び PC12な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い
。 様 々 な 細 胞 タ イ プ お よ び 生 物 に 由 来 す る 多 く の 宿 主 細 胞 を 利 用 す る こ と が で き 、 そ れ ら
は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 同 様 に 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー も 、 真 核 宿 主 細 胞 ま た は 原 核 宿 主 細
胞 と 共 に 、 特 に そ の ベ ク タ ー の 複 製 ま た は 発 現 を 許 容 す る も の と 共 に 、 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 一 部 の ベ ク タ ー に は 、 そ れ を 原 核 細 胞 と 真 核 細 胞 の 両 方 で 複 製 お よ び /ま た は 発 現 さ せ
る こ と を 可 能 に す る 制 御 配 列 を 使 用 す る こ と が で き る 。 上 述 の 宿 主 細 胞 を 維 持 す る た め お
よ び ベ ク タ ー を 複 製 さ せ る た め の 培 養 条 件 も 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る だ ろ う 。 ベ ク タ ー
の 大 規 模 製 造 な ら び に ベ ク タ ー が コ ー ド す る 核 酸 お よ び そ の コ グ ネ イ ト ポ リ ペ プ チ ド 、 タ
ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 製 造 を 可 能 に す る 技 術 お よ び 条 件 も 理 解 さ れ 、 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 D． 発 現 系
　 本 発 明 の 組 成 物 の 製 造 に は 発 現 系 は 使 用 す る こ と が で き る 。 上 述 し た 組 成 物 の 少 な く と
も 一 部 ま た は 全 部 を 含 む 発 現 系 は 数 多 く 存 在 す る 。 核 酸 配 列 ま た は そ の コ グ ネ イ ト ポ リ ペ
プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 製 造 す る に は 、 本 発 明 と 共 に 、 原 核 生 物 お よ び /ま
た は 真 核 生 物 に 基 づ く 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 系 は 数 多 く 市 販 さ れ て お り
、 広 く 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,871,986号 お よ び 同 第 4,879,236号 に 記
載 さ れ て い る よ う な 昆 虫 細 胞 /バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 は 、 異 種 核 酸 セ グ メ ン ト の タ ン パ ク 質
発 現 を 高 レ ベ ル に 達 成 す る こ と が で き 、 例 え ば MaxBac（ 登 録 商 標 ） 2.0と い う 名 称 で Invit
rogen（ 登 録 商 標 ） か ら 、 ま た BacPack（ 商 標 ） バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ・ エ ク ス プ レ ッ シ ョ ン ・
シ ス テ ム と い う 名 称 で Clontech（ 登 録 商 標 ） か ら 購 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 発 現 系 の 他 の 例 に は 、 合 成 エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 受 容 体 を 含 む Stratagene（ 登 録 商 標 ） コ ン
プ リ ー ト ・ コ ン ト ロ ー ル （ 商 標 ） イ ン デ ュ ー シ ブ ル ・ マ ン マ リ ア ン ・ エ ク ス プ レ ッ シ ョ ン
・ シ ス テ ム 、 ま た は そ の pET発 現 系 、 大 腸 菌 発 現 系 な ど が あ る 。 誘 導 性 発 現 系 の も う 一 つ
の 例 は 、 Invitrogen（ 登 録 商 標 ） か ら 入 手 で き る も の で 、 こ れ は 完 全 長 CMVプ ロ モ ー タ ー
を 利 用 す る 誘 導 性 哺 乳 類 発 現 系 で あ る T-Rex（ 商 標 ） （ テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 発 現 ） シ ス
テ ム を 含 ん で い る 。 Invitrogen（ 登 録 商 標 ） か ら は 、 メ チ ロ ト ロ ー フ 酵 母 ピ チ ア ・ メ タ ノ
リ カ に お け る 組 換 え タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル 発 現 を 意 図 し た ピ チ ア ・ メ タ ノ リ カ （  

） エ ク ス プ レ ッ シ ョ ン ・ シ ス テ ム と 呼 ば れ る 酵 素 発 現 系 も 提 供 さ れ て い る 。 発
現 コ ン ス ト ラ ク ト な ど の ベ ク タ ー を 発 現 さ せ て 、 核 酸 配 列 ま た は そ の コ グ ネ イ ト ポ リ ペ プ
チ ド 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 は 、 当 業 者 に は わ か る だ ろ う 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 「 過 剰 発
現 」 さ せ る こ と （ す な わ ち 細 胞 で の 自 然 な 発 現 よ り も 高 レ ベ ル に 発 現 さ せ る こ と ） が で き
る 。 そ の よ う な 過 剰 発 現 は 、 放 射 標 識 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 精 製 を 含 む 様 々 な 方 法 で
評 価 す る こ と が で き る 。 し か し 、 簡 単 で 直 接 的 な 方 法 、 例 え ば SDS/PAGEお よ び タ ン パ ク 質
染 色 ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 後 の 定 量 分 析 、 例 え ば 得 ら れ た ゲ ル ま た は ブ ロ ッ ト の 濃 度
測 定 ス キ ャ ン な ど が 好 ま し い 。 組 換 え タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の レ ベ ル
が 天 然 細 胞 に お け る レ ベ ル と 比 較 し て 特 異 的 に 増 加 し て い る こ と や 、 そ の 宿 主 細 胞 が 産 生
す る 他 の タ ン パ ク 質 で あ っ て 例 え ば ゲ ル 上 で 目 視 で き る も の と 比 較 し て そ の 特 異 的 タ ン パ
ク 質 が 相 対 的 に 豊 富 で あ る こ と が 、 過 剰 発 現 の し る し に な る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 配 列 が 宿 主 細 胞 中 で 封 入 体 を 形 成 す る の で
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、 細 胞 ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 破 壊 す る こ と に よ っ て 宿 主 細 胞 を 溶 解 し 、 洗 浄 し 、 そ し て /ま た
は 遠 心 分 離 し て 、 高 密 度 の 封 入 体 お よ び 細 胞 膜 を 可 溶 性 細 胞 成 分 か ら 分 離 す る 。 こ の 遠 心
分 離 は 、 シ ョ 糖 な ど の 糖 類 を 緩 衝 液 に 組 み 込 み 、 選 択 的 な 速 度 で 遠 心 分 離 す る こ と に よ り
、 高 密 度 の 封 入 体 が 選 択 的 に 濃 縮 さ れ る よ う な 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。 当 業 者 に は 知
ら れ て い る よ う に 、 封 入 体 は 、 β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ま た は DTT（ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
） な ど の 還 元 剤 の 存 在 下 で 、 高 濃 度 の 尿 素 （ 例 え ば 8M） ま た は 塩 酸 グ ア ニ ジ ン な ど の カ オ
ト ロ ピ ッ ク 剤 を 含 む 溶 液 に 可 溶 化 し 、 よ り 望 ま し い コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 再 フ ォ ー ル デ ィ
ン グ さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
V． 突 然 変 異 誘 発
　 本 発 明 の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 非 膜 融 合 性 条 件 付 き 複 製 可 能 型 腫 瘍 溶 解 性 HSVな ど の ベ
ク タ ー を 突 然 変 異 さ せ て 、 膜 融 合 性 HSVベ ク タ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ を 行 う 場
合 、 突 然 変 異 誘 発 は 、 様 々 な 標 準 的 突 然 変 異 誘 発 法 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 突 然 変 異 と は 、
あ る 生 物 の 量 ま た は 構 造 に 変 化 が 起 こ る 過 程 で あ る 。 突 然 変 異 は 、 単 一 遺 伝 子 、 遺 伝 子 ブ
ロ ッ ク ま た は 染 色 体 全 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 改 変 を 伴 い う る 。 単 一 遺 伝 子 中 の 変 化 は 、
DNA配 列 内 の 1ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 除 去 、 付 加 ま た は 置 換 を 伴 う 点 変 異 の 結 果 で あ っ て も よ
い し 、 多 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 ま た は 欠 失 を 伴 う 変 化 の 結 果 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 突 然 変 異 は 、 DNA複 製 の 忠 実 性 の エ ラ ー や 、 転 移 遺 伝 因 子 （ ト ラ ン ス ポ ゾ ン ） の ゲ ノ ム
内 で の 移 動 な ど と い っ た 事 象 の 結 果 と し て 、 自 然 発 生 的 に 起 こ り う る 。 突 然 変 異 は 、 化 学
的 ま た は 物 理 的 突 然 変 異 原 へ の ば く 露 後 に も 誘 発 さ れ る 。 そ の よ う な 突 然 変 異 誘 発 因 子 に
は 、 電 離 放 射 線 、 紫 外 線 、 な ら び に 多 種 多 様 な 化 学 物 質 、 例 え ば ア ル キ ル 化 剤 お よ び 多 環
式 芳 香 族 炭 化 水 素 な ど 、 い ず れ も （ 一 般 的 に は 何 ら か の 代 謝 的 生 体 内 変 換 後 に ） 核 酸 と 直
接 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る こ と が で き る も の が あ る 。 そ の よ う な 環 境 因 子 に よ っ て 誘
発 さ れ る DNA損 傷 は 、 傷 つ い た DNAが 複 製 ま た は 修 復 さ れ る 時 に 塩 基 配 列 の 変 化 を も た ら し
、 そ れ が 突 然 変 異 を も た ら し う る 。 突 然 変 異 は 、 特 定 の タ ー ゲ テ ィ ン グ 方 法 を 使 っ て 、 部
位 特 異 的 に 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 A． ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発
　 1． 挿 入 突 然 変 異
　 挿 入 突 然 変 異 は 既 知 DNA断 片 の 挿 入 に よ る 遺 伝 子 の 不 活 化 に 基 づ い て い る 。 こ れ は 何 ら
か の タ イ プ の DNA断 片 の 挿 入 を 伴 う の で 、 生 成 す る 突 然 変 異 は 一 般 に 機 能 獲 得 突 然 変 異 で
は な く 機 能 喪 失 突 然 変 異 で あ る 。 し か し 挿 入 に よ っ て 機 能 獲 得 突 然 変 異 が 生 じ る 例 も い く
つ か あ る （ Oppenheimerら ， 1991） 。 挿 入 突 然 変 異 誘 発 は 細 菌 お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で
大 い に 成 功 を 収 め て お り （ Cooleyら ， 1988） 、 最 近 で は ト ウ モ ロ コ シ （ Schmidtら ， 1987
） 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Marksら ， 1991、 Konczら ， 1990） 、 お よ び キ ン ギ ョ ソ ウ （ Sommerら
， 1990） で も 強 力 な ツ ー ル に な っ て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 転 移 遺 伝 因 子 は 、 細 胞 の ゲ ノ ム 内 で 、 あ る 位 置 か ら 別 の 位 置 に 移 動 （ 転 位 ） す る こ と が
で き る DNA配 列 で あ る 。 初 め て 確 認 さ れ た 転 移 因 子 は 、 ト ウ モ ロ コ シ （  ） の ア ク
チ ベ ー タ ー /デ ィ ソ シ エ ー シ ョ ン （ Activator/Dissociation） 要 素 だ っ た （ McClintock， 1
957） 。 そ れ 以 来 、 原 核 生 物 で も 真 核 生 物 で も 多 種 多 様 な 生 物 に 見 い だ さ れ て き た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ゲ ノ ム 中 の 転 移 因 子 は 、 転 位 に 際 し て 重 複 し た 標 的 部 位 重 複 と 呼 ば れ る 短 い DNA配 列 の
直 接 反 復 を 両 端 に 持 つ こ と を 特 徴 と す る 。 事 実 上 全 て の 転 移 因 子 が 、 そ の タ イ プ お よ び 転
位 機 序 に か か わ ら ず 、 そ の 挿 入 部 位 に そ の よ う な 重 複 を 生 じ る 。 重 複 す る 塩 基 数 は 一 定 の
場 合 も あ る し 、 転 位 事 象 ご と に 変 動 し う る 場 合 も あ る 。 大 半 の 転 移 因 子 は そ の 末 端 に 逆 方
向 反 復 配 列 を 持 つ 。 こ れ ら の 末 端 逆 方 向 反 復 配 列 は 、 数 塩 基 長 か ら 数 百 塩 基 長 ま で ど ん な
も の で も よ く 、 多 く の 場 合 、 転 位 に 必 要 で あ る こ と が わ か っ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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　 原 核 生 物 転 移 因 子 は 大 腸 菌 お よ び グ ラ ム 陰 性 細 菌 で も っ と も よ く 研 究 さ れ て き た が 、 グ
ラ ム 陽 性 細 菌 に も 存 在 す る 。 こ れ ら は 一 般 に 、 約 2kBよ り も 短 け れ ば 挿 入 配 列 と 呼 ば れ 、
そ れ よ り も 長 け れ ば ト ラ ン ス ポ ゾ ン と 呼 ば れ る 。 転 位 に よ っ て 複 製 す る μ や D108な ど の バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 第 3タ イ プ の 転 移 因 子 を 構 成 す る 。 各 タ イ プ の 因 子 は 、 そ の 転 位 に
必 要 な ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ を 少 な く と も 1つ は コ ー ド し て い る 。 ト
ラ ン ス ポ ゾ ン は 、 転 位 と は 無 関 係 な 機 能 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 例 え ば 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子
な ど も 含 ん で い る こ と が 多 い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ト ラ ン ス ポ ゾ ン は そ の 構 造 に 従 っ て 2種 類 に 分 類 す る こ と が で き る 。 ま ず 、 混 成 ト ラ ン
ス ポ ゾ ン ま た は 複 合 ト ラ ン ス ポ ゾ ン は 、 挿 入 配 列 因 子 の コ ピ ー を 各 末 端 に 、 通 常 は 逆 向 き
に 持 っ て い る 。 こ れ ら の ト ラ ン ス ポ ゾ ン は そ の 末 端 IS因 子 の 一 方 が コ ー ド す る ト ラ ン ス ポ
ザ ー ゼ を 必 要 と す る 。 も う 一 つ の 種 類 の ト ラ ン ス ポ ゾ ン は 約 30塩 基 対 の 末 端 反 復 を 持 ち 、
IS因 子 由 来 の 配 列 を 持 た な い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 転 位 は 通 常 は 保 存 的 で あ る か 、 ま た は 複 製 的 で あ る が 、 そ の 両 方 の 形 を と り う る 場 合 も
あ る 。 複 製 的 転 位 で は 、 1コ ピ ー の 転 移 因 子 が ド ナ ー 部 位 に 残 り 、 別 の コ ピ ー が タ ー ゲ ッ
ト 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 保 存 的 転 位 で は 、 転 移 因 子 が あ る 部 位 か ら 切 り 出 さ れ て 別 の 部 位 に
挿 入 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 真 核 生 物 因 子 も そ の 構 造 お よ び 転 位 機 序 に 従 っ て 分 類 す る こ と が で き る 。 主 な 違 い は 、
RNA中 間 体 を 経 て 転 位 す る 因 子 と 、 DNAか ら DNAに 直 接 転 位 す る 因 子 と の 違 い で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 RNA中 間 体 を 経 て 転 位 す る 因 子 は し ば し ば レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン と 呼 ば れ 、 そ の 最 も 特
徴 的 な 点 は 、 そ れ ら が 、 逆 転 写 酵 素 活 性 を 持 つ と 考 え ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い
る こ と で あ る 。 レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン に は 2つ の タ イ プ が あ る 。 あ る も の は 、 各 末 端 に 長
い 直 列 反 復 配 列 、 す な わ ち 末 端 反 復 配 列 （ LTR） を 持 つ 点 で 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 組 み 込 ま
れ た プ ロ ウ イ ル ス DNAに 似 て い る 。 こ れ ら の レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン と プ ロ ウ イ ル ス と の 類
似 性 は 、 そ の コ ー ド 能 力 に も 及 ん で い る 。 こ れ ら は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 お よ び

遺 伝 子 に 関 連 す る 配 列 を 持 つ こ と か ら 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 生 活 環 に 関 連 す る 機 構 に よ っ
て 転 位 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 も う 一 つ の タ イ プ の レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン は 末 端 反 復 配 列
を 持 た な い 。 こ れ ら も 様 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 様 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て お り 、 RN
A中 間 体 の 逆 転 写 に よ っ て 転 位 す る が 、 そ の 機 構 は レ ト ロ ウ イ ル ス 様 因 子 と は 異 な っ て い
る 。 逆 転 写 に よ る 転 位 は 複 製 的 過 程 で あ り 、 ド ナ ー 部 位 か ら の 因 子 の 切 り 出 し は 必 要 な い
。
【 ０ １ ４ １ 】
　 転 移 因 子 は 自 然 発 生 的 突 然 変 異 の 重 要 な 原 因 で あ り 、 遺 伝 子 と ゲ ノ ム の 進 化 の 仕 方 に 影
響 を 及 ぼ し て き た 。 こ れ ら は 、 遺 伝 子 内 に 挿 入 す る こ と に よ っ て そ の 遺 伝 子 を 不 活 化 す る
こ と が で き る 。 ま た 、 そ の ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ 活 性 に よ っ て 直 接 的 に 、 ま た は ゲ ノ ム 中 に 散
在 し た 因 子 の コ ピ ー 間 の 組 換 え の 結 果 と し て 間 接 的 に 、 大 幅 な 染 色 体 再 配 列 を 引 き 起 こ す
こ と も で き る 。 切 り 出 し を 行 う 転 移 因 子 は 、 そ の 切 り 出 し を 不 正 確 に 行 う こ と が 多 く 、 付
加 ま た は 削 除 さ れ る 塩 基 の 数 が 3の 倍 数 で あ る 場 合 に は 改 変 さ れ た 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す
る 対 立 遺 伝 子 を も た ら し う る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 転 移 因 子 自 体 は 普 通 で は な い 方 法 で 進 化 し う る 。 転 移 因 子 が 他 の DNA配 列 と 同 様 に 遺 伝
す る と す れ ば 、 あ る 種 に お け る あ る 因 子 の コ ピ ー は 、 遠 縁 種 に お け る コ ピ ー よ り も 近 縁 種
に お け る コ ピ ー の 方 に 似 て い る だ ろ う 。 こ れ が 必 ず し も 当 て は ま ら な い こ と か ら 、 転 移 因
子 は 時 に は あ る 種 か ら 別 の 種 に 水 平 的 に 伝 播 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 2． 化 学 的 突 然 変 異 誘 発
　 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 に は 、 例 え ば 表 現 型 上 様 々 な 重 大 さ を 持 つ あ ら ゆ る 突 然 変 異 型 対 立
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遺 伝 子 を 見 い だ す こ と が で き る な ど 、 一 定 の 利 点 が あ り 、 実 行 が 容 易 で 費 用 が あ ま り か か
ら な い 。 化 学 発 癌 性 物 質 の 大 半 は DNA中 に 突 然 変 異 を 生 じ さ せ る 。 ベ ン ゾ [a]ピ レ ン 、 N-ア
セ ト キ シ -2-ア セ チ ル ア ミ ノ フ ル オ レ ン お よ び ア フ ラ ト キ シ ン B1は 細 菌 細 胞 お よ び 哺 乳 類
細 胞 で GC→ TAト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン を 引 き 起 こ す 。 ベ ン ゾ [a]ピ レ ン は AT→ TAな ど の 塩 基 置
換 も 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 N-ニ ト ロ ソ 化 合 物 は GC→ ATト ラ ン ジ シ ョ ン を 引 き 起 こ す 。
n-ニ ト ロ ソ 尿 素 へ の ば く 露 に よ っ て 誘 発 さ れ る チ ミ ン の O4位 の ア ル キ ル 化 は 、 TA→ CGト ラ
ン ジ シ ョ ン を も た ら す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 突 然 変 異 原 性 と 発 癌 性 と の 高 い 相 関 関 係 は 、 エ イ ム ズ 試 験 （ McCann， 1975） の 背 後 に あ
っ て 基 礎 を な し て い る 前 提 で あ る 。 こ の 試 験 で は 、 必 要 に 応 じ て 突 然 変 異 原 の 代 謝 的 活 性
化 が 起 こ る よ う に 、 ミ ク ロ ソ ー ム シ ト ク ロ ム P450を 含 む ラ ッ ト 肝 ホ モ ジ ネ ー ト を 添 加 し て
、 細 菌 系 で の 突 然 変 異 体 を 迅 速 に ア ッ セ イ す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 脊 椎 動 物 で は 、 い く つ か の 発 癌 物 質 が 原 腫 瘍 遺 伝 子 中 に 突 然 変 異 を 生 じ さ せ る こ と
が 見 い だ さ れ て い る 。 N-ニ ト ロ ソ -N-メ チ ル 尿 素 は ラ ッ ト で は 乳 癌 、 前 立 腺 癌 お よ び 他 の
癌 を 誘 発 し 、 そ の 腫 瘍 の 大 半 は Ha-ras腫 瘍 遺 伝 子 の コ ド ン 12の 第 2位 に G→ Aト ラ ン ジ シ ョ
ン を 示 す 。 ベ ン ゾ [a]ピ レ ン 誘 発 性 皮 膚 腫 瘍 は Ha-ras遺 伝 子 の 第 2コ ド ン 中 に A→ Tト ラ ン ス
フ ォ ー メ ー シ ョ ン を 持 つ 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 3． 放 射 線 突 然 変 異 誘 発
　 生 物 学 的 分 子 の 完 全 性 は 電 離 放 射 線 に よ っ て 損 な わ れ る 。 入 射 エ ネ ル ギ ー の 吸 収 は イ オ
ン お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル の 生 成 な ら び に い く つ か の 共 有 結 合 の 破 壊 に つ な が る 。 放 射 線 損
傷 に 対 す る 感 受 性 は 分 子 間 で 著 し く 異 な る よ う で あ り 、 同 じ 分 子 で も 結 晶 型 が 異 な る と 著
し く 異 な る ら し い 。 こ れ は 総 蓄 積 線 量 に 依 存 し 、 線 量 率 に も 依 存 す る （ い っ た ん フ リ ー ラ
ジ カ ル が 生 じ る と 、 そ れ ら が 引 き 起 こ す 分 子 損 傷 は そ の 自 然 拡 散 速 度 に 依 存 し 、 し た が っ
て 実 時 間 に 依 存 す る ） 。 損 傷 は 、 試 料 を で き る だ け 冷 た く す る こ と に よ っ て 軽 減 お よ び 抑
制 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 電 離 放 射 線 は 、 一 般 的 に は 線 量 率 に 比 例 す る DNA損 傷 お よ び 細 胞 殺 滅 を 引 き 起 こ す 。 電
離 放 射 線 は 、 DNAと 直 接 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 ま た は DNA損 傷 に つ な が る フ リ ー ラ ジ
カ ル 種 の 生 成 を 介 し て 、 複 数 の 生 物 学 的 効 果 を 誘 発 す る と 推 論 さ れ き た （ Hall， 1988） 。
こ れ ら の 効 果 に は 、 遺 伝 子 突 然 変 異 、 悪 性 腫 瘍 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 、 お よ び 細 胞 殺
滅 な ど が 含 ま れ る 。 電 離 放 射 線 は 、 一 部 の 原 核 細 胞 お よ び 低 級 真 核 細 胞 で 、 あ る 種 の DNA
修 復 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と は 証 明 さ れ て い る が 、 哺 乳 類 遺 伝 子 発 現 の 調 節 に 対 す る
電 離 放 射 線 の 影 響 に つ い て は ほ と ん ど わ か っ て い な い （ Borek， 1985） 。 い く つ か の 研 究
が 、 哺 乳 類 細 胞 の 放 射 線 照 射 後 に 観 察 さ れ る タ ン パ ク 質 合 成 パ タ ー ン の 変 化 を 記 載 し て い
る 。 例 え ば 、 ヒ ト 悪 性 メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 電 離 放 射 線 処 理 は 、 い く つ か の 未 同 定 タ ン パ ク 質
の 誘 導 を 伴 う （ Boothmanら ， 1989） 。 サ イ ク リ ン お よ び 同 時 調 節 ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 は 、
ラ ッ ト REF52細 胞 で は 電 離 放 射 線 に よ っ て 抑 制 さ れ る が 、 腫 瘍 遺 伝 子 形 質 転 換 REF52細 胞 株
で は 抑 制 さ れ な い （ Lambertお よ び Borek， 1988） 。 他 の 研 究 で は 、 あ る 種 の 成 長 因 子 ま た
は サ イ ト カ イ ン が x線 誘 発 DNA損 傷 に 関 与 し う る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 こ れ に 関 連 し て 、
放 射 線 照 射 後 は 、 内 皮 細 胞 か ら 血 小 板 由 来 成 長 因 子 が 放 出 さ れ る （ Witteら ， 1989） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 「 電 離 放 射 線 」 と い う 用 語 は 、 イ オ ン 化 （ 電 子 の 獲 得 ま た は 喪 失 ） を 引
き 起 こ す の に 十 分 な エ ネ ル ギ ー を 持 つ か 、 ま た は 核 相 互 作 用 に よ っ て 十 分 な エ ネ ル ギ ー を
生 成 さ せ る こ と が で き る 粒 子 ま た は 光 子 を 含 む 放 射 線 を 意 味 す る 。 代 表 的 で 好 ま し い 電 離
放 射 線 は x線 で あ る 。 あ る 細 胞 に 必 要 な 電 離 放 射 線 の 量 は 一 般 に そ の 細 胞 の 性 質 に 依 存 す
る 。 通 例 、 有 効 発 現 誘 導 線 量 は 、 細 胞 損 傷 ま た は 細 胞 死 を 直 接 引 き 起 こ す 電 離 放 射 線 量 よ
り も 少 な い 。 放 射 線 の 有 効 量 を 決 定 す る 手 段 は 当 技 術 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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　 あ る 実 施 形 態 で は 、 有 効 発 現 誘 導 量 が 約 2～ 約 30グ レ イ （ Gy） で 、 こ れ が 約 0.5～ 約 2グ
レ イ （ Gy） /分 の 線 量 率 で 投 与 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 有 効 発 現 誘 導 量 の 電 離 放 射 線
は 約 5～ 約 15Gyで あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 1回 の 投 与 に 2～ 9Gyの 線 量 を 使 用 す る 。 電 離 放
射 線 の 有 効 線 量 は 10～ 100Gyで あ る こ と が で き 、 15～ 75Gyが 好 ま し く 、 20～ 50Gyは さ ら に
好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 で は 、 体 外 手 段 だ け で な く 、 組 織 に 放 射 線 を 送 達 す る の に 適 当 な 手 段 は ど れ で も
使 用 し て よ い 。 例 え ば 、 放 射 線 は 、 腫 瘍 の 抗 原 と 免 疫 反 応 す る 放 射 標 識 抗 体 を ま ず 用 意 し
た 後 、 そ の 放 射 標 識 抗 体 の 有 効 量 を 腫 瘍 に 送 達 す る こ と に よ っ て 、 送 達 す る こ と が で き る
。 ま た 、 放 射 性 同 位 体 を 使 っ て 、 組 織 ま た は 細 胞 に 電 離 放 射 線 を 送 達 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 4． イ ン ビ ト ロ ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発
　 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 は エ ラ ー プ ロ ー ン PCRを 使 っ て 導 入 す る こ と も で き る （ Cadwellお よ び
Joyce， 1992） 。 テ ン プ レ ー ト の 希 釈 液 が 入 っ た 複 数 の チ ュ ー ブ で PCRを 行 う こ と に よ っ て
突 然 変 異 誘 発 率 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 特 に 有 用 な 突 然 変 異 誘 発 技 術 の 一 つ は 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 法 で あ る 。
こ の 方 法 で は 、 タ ン パ ク 質 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 大 規 模 に 混 乱 さ せ る リ ス ク を 最 小 限 に 抑
え つ つ 、 側 鎖 相 互 作 用 を 失 っ た 場 合 の 影 響 を 決 定 す る こ と が で き る よ う に 、 多 く の 残 基 を
ア ミ ノ 酸 ア ラ ニ ン で 個 別 に 置 換 す る （ Cunninghamら ， 1989） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 近 年 、 極 め て 微 量 な タ ン パ ク 質 を 使 っ て リ ガ ン ド 結 合 に 関 す る 平 衡 定 数 を 見 積 も る 技 術
が 開 発 さ れ た （ Blackburnら ， 1991、 米 国 特 許 第 5,221,605号 お よ び 同 第 5,238,808号 ） 。
少 量 の 材 料 を 使 っ て 機 能 ア ッ セ イ を 実 施 で き る こ と を 利 用 し て 、 抗 体 の 飽 和 突 然 変 異 誘 発
を 行 う た め の 極 め て 効 率 の よ い イ ン ビ ト ロ 法 を 開 発 す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 PC
R突 然 変 異 誘 発 法 と 共 役 イ ン ビ ト ロ 転 写 /翻 訳 と を 併 用 し て タ ン パ ク 質 突 然 変 異 体 の ハ イ ス
ル ー プ ッ ト 作 製 を 行 う こ と に よ り 、 ク ロ ー ニ ン グ ス テ ッ プ を 回 避 し た 。 こ の 場 合 は 、 突 然
変 異 型 一 本 鎖 抗 体 の イ ン ビ ト ロ 転 写 /翻 訳 用 テ ン プ レ ー ト と し て 、 PCR産 物 を 直 接 使 用 す る
。 こ の 方 法 で は 19種 類 の ア ミ ノ 酸 置 換 体 の 全 て を 極 め て 効 率 よ く 作 製 し 解 析 す る こ と が で
き る の で 、 関 心 あ る 数 多 く の 残 基 に 対 す る 飽 和 突 然 変 異 誘 発 を 行 う こ と が 可 能 に な り 、 こ
の 過 程 を イ ン ビ ト ロ ス キ ャ ニ ン グ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 法 と し て 記 載 す る こ と が で き る （ Burk
sら ， 1997） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 イ ン ビ ト ロ ス キ ャ ニ ン グ 飽 和 突 然 変 異 誘 発 法 は 、 （ i） リ ガ ン ド 結 合 特 異 性 を 調 整 す る
残 基 の 同 定 、 （ ii） 与 え ら れ た 位 置 で 活 性 を 保 つ ア ミ ノ 酸 と 活 性 を 消 失 さ せ る ア ミ ノ 酸 の
同 定 に 基 づ く リ ガ ン ド 結 合 の よ り よ い 理 解 、 （ iii） 活 性 部 位 ま た は タ ン パ ク 質 サ ブ ド メ
イ ン の 総 合 的 可 塑 性 の 評 価 、 （ iv） 結 合 の 増 加 を も た ら す ア ミ ノ 酸 置 換 の 同 定 を 含 む 、 多
く の 構 造 機 能 情 報 を 取 得 す る 迅 速 な 方 法 に な る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 5． 断 片 化 と 再 構 築 に よ る ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発
　 デ ィ ス プ レ イ さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 が 米 国 特 許 第 5,380,72
1号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 取 得 し
、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を プ ー ル し て 断 片 化 し 、 そ こ か ら 断 片 を 再 編 成 さ せ て 、 PCR増 幅
を 行 う こ と に よ っ て 断 片 を 相 同 組 換 え さ せ て 、 シ ャ ッ フ ル さ れ た 組 換 え ポ リ ぺ ヌ ク レ オ チ
ド の プ ー ル を 形 成 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 B． 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発
　 構 造 に 基 づ く 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 は 、 タ ン パ ク 質 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 詳 細 に 分
析 し 操 作 す る た め の 強 力 な ツ ー ル に な る （ Wells， 1996、 Braistedら ， 1996） 。 こ の 技 術
で は 、 選 択 し た DNA中 に 1つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 変 化 を 導 入 す る こ と に よ り 、 配 列 変 異
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体 を 調 製 し 、 試 験 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 で は 、 所 望 す る 突 然 変 異 の DNA配 列 と 、 そ れ に 隣 接 す る 十 分
な 数 の 未 改 変 ヌ ク レ オ チ ド と を コ ー ド す る 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 す る 。 こ
の よ う に し て 、 欠 失 接 合 部 の 両 側 に 欠 失 接 合 部 を 横 切 っ て 安 定 な 二 重 鎖 を 形 成 さ せ る の に
十 分 な サ イ ズ と 複 雑 度 と を 持 つ プ ラ イ マ ー 配 列 が 得 ら れ る 。 長 さ が 約 17～ 25ヌ ク レ オ チ ド
長 で あ っ て 、 改 変 し よ う と す る 配 列 の 接 合 部 の 両 側 に 約 5～ 10残 基 を 持 つ プ ラ イ マ ー が 好
ま し い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ の 技 術 で は 通 例 、 一 本 鎖 型 と 二 本 鎖 型 の 両 方 で 存 在 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー
を 使 用 す る 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 に 役 立 つ ベ ク タ ー に は 、 M13フ ァ ー ジ な ど の ベ ク
タ ー が あ る 。 こ れ ら の フ ァ ー ジ ベ ク タ ー は 市 販 さ れ て お り 、 そ れ ら の 使 用 法 は 当 業 者 に は
一 般 に よ く 知 ら れ て い る 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 で は 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド も 日 常 的 に 使
用 さ れ 、 こ の 場 合 は 目 的 の 遺 伝 子 を フ ァ ー ジ か ら プ ラ ス ミ ド に 移 す ス テ ッ プ は 必 要 な い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 一 般 的 に は 、 ま ず 、 所 望 の タ ン パ ク 質 ま た は 遺 伝 要 素 を コ ー ド す る DNA配 列 を そ の 配 列
内 に 含 ん で い る 一 本 鎖 ベ ク タ ー を 取 得 す る か 、 ま た は そ の よ う な 二 本 鎖 ベ ク タ ー の 二 本 の
鎖 を 融 解 す る 。 次 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 選 択 す る 際 に ミ ス マ ッ チ の 度 合 い を
考 慮 し て 、 所 望 す る 突 然 変 異 配 列 を 持 つ 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 一 本 鎖 DNA
調 製 物 に ア ニ ー ル さ せ る 。 突 然 変 異 保 有 鎖 の 合 成 を 完 了 さ せ る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
た 産 物 に 、 例 え ば 大 腸 菌 ポ リ メ ラ ー ゼ I（ ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト ） な ど の DNA重 合 酵 素 を 作
用 さ せ る 。 こ の よ う に し て 、 一 本 の 鎖 が 元 の 非 突 然 変 異 配 列 を コ ー ド し 、 も う 一 本 の 鎖 が
所 望 の 突 然 変 異 を 保 有 し て い る ヘ テ ロ 二 重 鎖 が 形 成 さ れ る 。 次 に 、 こ の ヘ テ ロ 二 重 鎖 ベ ク
タ ー を 使 っ て 適 当 な 宿 主 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 細 胞 な ど を 形 質 転 換 し 、 突 然 変 異 型 の 配 列 構
成 を 持 つ 組 換 え ベ ク タ ー を 含 ん で い る ク ロ ー ン を 選 択 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 の あ る 残 基 の 機 能 的 重 要 性 お よ び 情 報 量 に 関 す る 包 括 的 な 情 報 は 、 19種 類 の
ア ミ ノ 酸 置 換 体 の 全 て を 検 討 す る 飽 和 突 然 変 異 誘 発 法 に よ っ て 、 最 も よ く 取 得 す る こ と が
で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ の 欠 点 は 、 多 残 基 飽 和 突 然 変 異 の 計 画 実 行 が 非 常 に 困 難 だ と い う
点 で あ る （ Warrenら ， 1996、 Brownら ， 1996、 Zengら ， 1996、 Burtonお よ び Barbas， 1994
、 Yeltonら ， 1995、 Jacksonら ， 1995、 Shortら ， 1995、 Wongら ， 1996、 Hiltonら ， 1996）
。 何 百 も の 、 場 合 に よ っ て は 何 千 も の 、 特 異 的 突 然 変 異 体 を 調 べ な け れ ば な ら な い 。 し か
し 、 改 良 さ れ た 技 術 に よ り 、 突 然 変 異 体 の 製 造 と 迅 速 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 は る か に 簡 単 に
な る 。 「 ウ ォ ー ク ス ル ー （ walk-through） 」 突 然 変 異 誘 発 法 の 説 明 に つ い て は 、 米 国 特 許
第 5,798,208号 お よ び 第 5,830,650号 も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 他 の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 が 米 国 特 許 第 5,220,007号 、 第 5,284,760号 、 第 5,354,67
0号 、 第 5,366,878号 、 第 5,389,514号 、 第 5,635,377号 、 お よ び 第 5,789,166号 に 開 示 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
VI． 併 用 処 置
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 の 有 効 性 を 増 加 さ せ る た め に 、 こ れ ら の 組 成 物 を 、 過 剰 増 殖
性 疾 患 の 処 置 に 有 効 な 他 の 薬 剤 、 例 え ば 抗 癌 剤 と 併 用 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 「
抗 癌 」 剤 は 、 例 え ば 癌 細 胞 を 殺 し た り 、 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 し た り 、 癌 細 胞 の 成
長 速 度 を 低 下 さ せ た り 、 転 移 の 発 生 ま た は 数 を 減 ら し た り 、 腫 瘍 サ イ ズ を 減 少 さ せ た り 、
腫 瘍 成 長 を 阻 害 し た り 、 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 へ の 血 液 供 給 量 を 減 少 さ せ た り 、 癌 細 胞 ま た は
腫 瘍 に 対 す る 免 疫 応 答 を 促 進 し た り 、 癌 の 進 行 を 防 止 も し く は 阻 害 し た り 、 癌 患 者 の 寿 命
を 延 ば し た り す る こ と に よ っ て 、 患 者 の 癌 に 不 利 な 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る 。 よ り 一 般
的 に は 、 こ れ ら 他 の 組 成 物 は 、 細 胞 を 殺 す か 、 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る の に 有 効 な 併 用 量 で
与 え ら れ る 。 こ の 過 程 に は 、 細 胞 を 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト お よ び 薬 剤 ま た は 複 数 の 因 子 と 同
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時 に 接 触 さ せ る こ と が 含 ま れ う る 。 こ れ は 、 細 胞 を 、 両 方 の 薬 剤 を 含 む 単 一 の 組 成 物 ま た
は 医 薬 製 剤 と 接 触 さ せ る か 、 細 胞 を 2種 類 の 組 成 物 ま た は 製 剤 （ 一 方 の 組 成 物 は 発 現 コ ン
ス ト ラ ク ト を 含 み 、 他 方 の 組 成 物 は 第 2の 薬 剤 を 含 む ） と 同 時 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て
達 成 し う る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 化 学 療 法 剤 お よ び 放 射 線 療 法 剤 に 対 す る 腫 瘍 細 胞 の 抵 抗 性 は 、 臨 床 腫 瘍 学 に お け る 大 き
な 課 題 で あ る 。 現 在 の 癌 研 究 の 目 標 の 一 つ は 、 化 学 療 法 お よ び 放 射 線 療 法 を 遺 伝 子 治 療 と
併 用 す る こ と に よ っ て そ の 有 効 性 を 向 上 さ せ る 方 法 を 見 つ け る こ と で あ る 。 例 え ば 、 単 純
ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ HS-tK） 遺 伝 子 を レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 に よ っ て 脳 腫 瘍
に 送 達 し た と こ ろ 、 抗 ウ イ ル ス 剤 ガ ン シ ク ロ ビ ル に 対 す る 感 受 性 が う ま く 誘 発 さ れ た （ Cu
lverら ， 1992） 。 本 発 明 で は 、 同 様 に 遺 伝 子 治 療 も 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 ま た は 免 疫 療
法 に よ る 介 入 、 な ら び に 他 の ア ポ ト ー シ ス 誘 発 剤 ま た は 細 胞 周 期 調 節 剤 と 一 緒 に 使 用 す る
こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 遺 伝 子 治 療 は 、 他 の 薬 剤 に よ る 処 置 に 先 立 っ て 、 ま た は そ の
よ う な 処 置 の 後 に 、 数 分 ～ 数 週 間 の 間 隔 を あ け て 行 う こ と も で き る 。 他 の 薬 剤 お よ び 発 現
コ ン ス ト ラ ク ト を 別 々 に 細 胞 に 適 用 す る 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 と 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト と が 細
胞 に 対 し て 有 利 な 複 合 効 果 を ま だ 発 揮 す る こ と が で き る よ う に 、 一 般 に 、 各 送 達 時 点 の 間
に 有 効 な 期 間 が 終 わ っ て し ま わ な い よ う に す る 。 そ の よ う な 例 で は 、 細 胞 を 両 方 の 処 置 様
式 と 互 い に 約 12～ 24時 間 以 内 に 、 よ り 好 ま し く は 互 い に 約 6～ 12時 間 以 内 に 接 触 さ せ る こ
と が 考 え ら れ る 。 し か し 場 合 に よ っ て は 、 処 置 期 間 を か な り 延 長 し て 、 各 投 与 間 に 数 日 （
2、 3、 4、 5、 6ま た は 7） ～ 数 週 間 （ 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7ま た は 8） が 経 過 す る こ と が 望 ま
し い こ と も あ り う る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 遺 伝 子 治 療 を 「 A」 と し 、 第 2剤 、 例 え ば 放 射 線 療 法 ま た は 化 学 療 法 が 「 B」 と す る と 、
次 に 示 す よ う に 様 々 な 組 合 せ を 使 用 す る こ と が で き る ：
A/B/A、 B/A/B、 B/B/A、 A/A/B、 A/B/B、 B/A/A、 A/B/B/B、 B/A/B/B、 B/B/B/A、 B/B/A/B、 A/
A/B/B、 A/B/A/B、 A/B/B/A、 B/B/A/A、 B/A/B/A、 B/A/A/B、 A/A/A/B、 B/A/A/A、 A/B/A/A、 A
/A/B/A。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 患 者 へ の 本 発 明 の 治 療 用 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト の 投 与 は 、 そ の ベ ク タ ー に も し 毒 性 が あ れ
ば そ の 毒 性 を 考 慮 し た 上 で 、 化 学 療 法 剤 の 一 般 的 投 与 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 わ れ る だ ろ
う 。 処 置 サ イ ク ル は 必 要 な だ け 繰 り 返 さ れ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 様 々 な 標 準 的 治 療 法 な
ら び に 外 科 的 介 入 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の 過 剰 増 殖 細 胞 治 療 法 と 組 み 合 わ せ て 適 用 す る こ と
も で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 A． 化 学 療 法
　 癌 治 療 に は 、 化 学 物 質 に 基 づ く 処 置 お よ び 放 射 線 に 基 づ く 処 置 の 両 方 と の 様 々 な 併 用 療
法 も 含 ま れ る 。 併 用 化 学 療 法 に は 、 例 え ば シ ス プ ラ チ ン （ CDDP） 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 プ ロ
カ ル バ ジ ン 、 メ ク ロ ル エ タ ミ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド
、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ニ ト ロ ソ 尿 素 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ
ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 プ リ カ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ
ト ポ シ ド （ VP16） 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 ラ ロ キ シ フ ェ ン 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 結 合 剤 、 タ キ
ソ ー ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ナ ベ ル ビ ン 、 フ ァ ル ネ シ ル タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤
、 ト ラ ン ス プ ラ チ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン お よ び メ ト
ト レ キ セ ー ト 、 ま た は 上 記 薬 剤 の 任 意 の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 な ど が あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 B． 放 射 線 療 法
　 DNA損 傷 を 引 き 起 こ す 因 子 で あ っ て 、 広 範 囲 に 使 用 さ れ て き た 他 の 因 子 に は 、 一 般 に γ
線 、 X線 と 呼 ば れ て い る も の 、 お よ び /ま た は 腫 瘍 細 胞 へ の 放 射 性 同 位 体 の 誘 導 的 送 達 な ど
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が あ る 。 マ イ ク ロ 波 お よ び UV照 射 な ど 、 他 の 形 態 の DNA損 傷 因 子 も 考 え ら れ る 。 こ れ ら の
因 子 は い ず れ も 、 DNA、 DNAの 前 駆 体 、 DNAの 複 製 お よ び 修 復 、 な ら び に 染 色 体 の 集 合 お よ
び 維 持 に 対 し て 、 広 範 な 損 傷 を も た ら す と 考 え ら れ る 。 X線 の 線 量 範 囲 は 、 長 期 間 （ 3～ 4
週 間 ） に わ た る 50～ 200レ ン ト ゲ ン の 1日 線 量 か ら 、 2000～ 6000レ ン ト ゲ ン の 1回 線 量 ま で
に 及 ぶ 。 放 射 性 同 位 体 の 投 与 量 範 囲 は 広 範 囲 に わ た り 、 そ の 同 位 体 の 半 減 期 、 放 出 さ れ る
放 射 線 の 強 さ お よ び タ イ プ 、 新 生 物 細 胞 に よ る 取 り 込 み に 依 存 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 細 胞 に 関 し て 「 接 触 」 ま た は 「 ば く 露 」 と い う 用 語 を 使 用 す る 場 合 、 こ れ ら の 用 語 は 、
本 明 細 書 で は 、 治 療 用 コ ン ス ト ラ ク ト お よ び 化 学 療 法 剤 ま た は 放 射 線 療 法 剤 を 標 的 細 胞 に
送 達 す る か 、 ま た は 標 的 細 胞 の す ぐ 近 傍 に 並 置 す る 過 程 を 表 す も の と す る 。 細 胞 の 殺 滅 ま
た は 静 止 を 達 成 す る に は 、 細 胞 を 殺 す か 細 胞 分 裂 を 防 ぐ の に 有 効 な 併 用 量 で 、 両 剤 を 細 胞
に 送 達 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 C． 免 疫 療 法
　 免 疫 療 法 剤 は 一 般 に 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 使 用 、 お よ び 癌 細 胞 を 標 的 と し て そ れ を
破 壊 す る 分 子 の 使 用 に 依 拠 し て い る 。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 表 面 上
の 何 ら か の マ ー カ ー に 特 異 的 な 抗 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 抗 体 だ け で エ フ ェ ク タ ー と し
て 治 療 に 役 立 つ 場 合 も あ る し 、 細 胞 を 実 際 に 殺 す た め に 抗 体 が 他 の 細 胞 を 動 員 す る 場 合 も
あ る 。 抗 体 に は 薬 物 ま た は 毒 素 （ 化 学 療 法 剤 、 放 射 性 核 種 、 リ シ ン A鎖 、 コ レ ラ 毒 素 、 百
日 咳 毒 素 な ど ） を 結 合 し て 、 単 な る タ ー ゲ テ ィ ン グ 剤 と し て 利 用 す る こ と も で き る 。 あ る
い は 、 エ フ ェ ク タ ー と し て 、 腫 瘍 細 胞 標 的 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る 表 面 分 子
を 持 つ リ ン パ 球 を 挙 げ る こ と も で き る 。 様 々 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に は 、 例 え ば 細 胞 傷 害 性
T細 胞 お よ び NK細 胞 な ど が あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 し た が っ て 免 疫 療 法 は 、 併 用 療 法 の 一 部 と し て 、 本 発 明 と 一 緒 に 使 用 す る こ と が で き る
。 併 用 療 法 の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ は 以 下 に 述 べ る 。 一 般 に 、 腫 瘍 細 胞 は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ
の 対 象 と な り や す い （ す な わ ち 他 の 細 胞 の 大 半 に は 存 在 し な い ） 何 ら か の マ ー カ ー を 持 っ
て い な け れ ば な ら な い 。 腫 瘍 マ ー カ ー は 数 多 く 存 在 し 、 そ れ ら は い ず れ も 、 本 発 明 で の タ
ー ゲ テ ィ ン グ に 適 し う る 。 一 般 的 な 腫 瘍 マ ー カ ー に は 、 癌 胎 児 性 抗 原 、 前 立 腺 特 異 抗 原 、
尿 腫 瘍 関 連 抗 原 、 胎 児 性 抗 原 、 チ ロ シ ナ ー ゼ （ p97） 、 gp68、 TAG-72、 HMFG、 シ ア リ ル ル
イ ス 抗 原 、 MucA、 MucB、 PLAP、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 、 ラ ミ ニ ン 受 容 体 、 Bお よ び p155な
ど が あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 D． 遺 伝 子
　 さ ら に も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 第 2処 置 が 、 治 療 ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 ま た は 一 部 を コ
ー ド す る 第 1の 治 療 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 前 、 後 ま た は 同 時 に 、 第 2の 治 療 用 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 投 与 す る 第 2の 遺 伝 子 治 療 で あ る 。 完 全 長 ま た は 切 断 型 治 療 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ベ ク タ ー を 、 以 下 の 遺 伝 子 産 物 の 一 つ を コ ー ド す る 第 2の ベ ク タ ー と 共 に 送 達 す る こ
と に よ り 、 標 的 組 織 に 対 す る 複 合 的 な 抗 増 殖 効 果 が 得 ら れ る だ ろ う 。 も う 一 つ の 選 択 肢 と
し て 、 両 方 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る 単 一 の ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 に は 様
々 な タ ン パ ク 質 が 包 含 さ れ る が 、 そ の 一 部 を 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 1． 細 胞 増 殖 の 誘 導 因 子
　 細 胞 増 殖 を 誘 導 す る タ ン パ ク 質 は 、 そ の 機 能 に 基 づ い て 様 々 な カ テ ゴ リ ー に 細 分 さ れ る
。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 全 て に 共 通 す る 属 性 は 、 そ れ ら が 細 胞 増 殖 を 調 節 で き る と い う こ
と で あ る 。 例 え ば 、 PDGFの 一 形 態 、 sis腫 瘍 遺 伝 子 は 、 分 泌 型 成 長 因 子 で あ る 。 腫 瘍 遺 伝
子 が 成 長 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 生 じ る こ と は 稀 で 、 現 時 点 で は 、 sisが 唯 一 知 ら れ
て い る 天 然 の 腫 瘍 原 性 成 長 因 子 で あ る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 と し て 、 特 定 の 細 胞 増 殖 誘 導
因 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス mRNAを 使 っ て 、 そ の 細 胞 増 殖 誘 導 因 子 の 発 現 を 妨 げ る こ と が 考
え ら れ る 。
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 FMS、 ErbA、 ErbBお よ び neuは 成 長 因 子 受 容 体 で あ る 。 こ れ ら の 受 容 体 に 突 然
変 異 が 起 こ る と 調 節 機 能 が 失 わ れ る 。 例 え ば 、 Neu受 容 体 タ ン パ ク 質 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を
冒 す 点 突 然 変 異 は neu腫 瘍 遺 伝 子 を も た ら す 。 erbA腫 瘍 遺 伝 子 は 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 細 胞 内
受 容 体 に 由 来 す る 。 改 変 さ れ た 腫 瘍 原 性 ErbA受 容 体 は 、 内 在 性 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 と 競
合 し て 、 無 制 御 な 増 殖 を 引 き 起 こ す と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 最 も 大 き い 腫 瘍 遺 伝 子 ク ラ ス に は 、 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Src、 Ablお よ び Ra
s） が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 Srcは 細 胞 質 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る が 、 あ る 場 合
に は 、 チ ロ シ ン 残 基 527の 突 然 変 異 に よ り 、 こ れ が 原 腫 瘍 遺 伝 子 か ら 腫 瘍 遺 伝 子 に 変 換 さ
れ る 。 こ れ に 対 し て 、 GTPア ー ゼ タ ン パ ク 質 rasの 原 腫 瘍 遺 伝 子 か ら 腫 瘍 遺 伝 子 へ の 変 換 は
、 一 例 と し て 、 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 12が バ リ ン か ら グ リ シ ン に 突 然 変 異 し て ras GTPア ー ゼ
活 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 起 こ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 Jun、 Fosお よ び Mycは 、 核 の 機 能 に 対 す る そ の 効 果 を 、 転 写 因 子 と し て 直 接
発 揮 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 2． 細 胞 増 殖 の 阻 害 因 子
　 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 は 過 剰 な 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 機 能 を 果 た す 。 こ れ ら の 遺 伝 子 が 不 活 化 す
る と 、 そ の 阻 害 活 性 が 破 壊 さ れ 、 無 秩 序 な 増 殖 が 起 こ る 。 腫 瘍 抑 制 因 子 p53、 p16お よ び C-
CAMに つ い て 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 化 学 発 癌 、 紫 外 線 照 射 お よ び い く つ か の ウ イ ル ス に よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 多 く
の 細 胞 に 、 高 レ ベ ル の 突 然 変 異 型 p53が 見 い だ さ れ て い る 。 p53遺 伝 子 は 、 多 種 多 様 な ヒ ト
腫 瘍 に お け る 突 然 変 異 に よ る 不 活 化 の 標 的 で あ る こ と が 多 く 、 一 般 的 な ヒ ト 癌 で は 最 も よ
く 突 然 変 異 を 起 こ す 遺 伝 子 で あ る こ と は 既 に 実 証 さ れ て い る 。 p53遺 伝 子 は ヒ ト NSCLC（ Ho
llsteinら ， 1991） の 50％ 以 上 お よ び 多 種 多 様 な 他 の 腫 瘍 で 突 然 変 異 し て い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 p53遺 伝 子 は 、 ラ ー ジ T抗 原 お よ び E1Bな ど の 宿 主 タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が
で き る 393ア ミ ノ 酸 の リ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 正 常 な 組 織 お
よ び 細 胞 に 見 い だ さ れ る が 、 そ の 濃 度 は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た 細 胞 ま た は 腫 瘍 組 織 と 比
較 す る と わ ず か で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 野 生 型 p53は 多 く の 細 胞 タ イ プ で は 重 要 な 成 長 調 節 因 子 で あ る と 認 め ら れ て い る 。 p53遺
伝 子 で は ミ ス セ ン ス 突 然 変 異 が よ く 起 こ り 、 こ の 腫 瘍 遺 伝 子 の ト ラ ン ス フ ォ ー ム 能 に は 、
こ の ミ ス セ ン ス 突 然 変 異 が 不 可 欠 で あ る 。 点 突 然 変 異 に よ っ て 誘 発 さ れ る た だ 一 つ の 遺 伝
子 変 化 に よ っ て 発 癌 性 p53は 生 じ う る 。 し か し 、 他 の 腫 瘍 遺 伝 子 と は 異 な り 、 p53点 突 然 変
異 は 、 少 な く と も 30個 の 異 な る コ ド ン で 起 こ り 、 そ れ が し ば し ば 、 ホ モ 接 合 性 へ の 退 縮 が
起 こ ら な く て も 細 胞 表 現 型 の シ フ ト を も た ら す ド ミ ナ ン ト 対 立 遺 伝 子 を 生 み 出 す こ と が 知
ら れ て い る 。 ま た 、 こ れ ら の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 対 立 遺 伝 子 の 多 く は 、 そ の 生 物 中 で 許
容 さ れ 、 生 殖 系 列 で も 伝 達 さ れ る よ う で あ る 。 突 然 変 異 型 対 立 遺 伝 子 は 、 ご く わ ず か な 機
能 不 全 か ら 浸 透 性 の 強 い ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 対 立 遺 伝 子 ま で 、 広 い 範 囲 に 及 ぶ よ う で あ
る （ Weinberg， 1991） 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 も う 一 つ の 細 胞 増 殖 阻 害 因 子 は p16で あ る 。 真 核 細 胞 周 期 の 主 な 移 行 は 、 サ イ ク リ ン 依
存 性 キ ナ ー ゼ ま た は CDKに よ っ て 誘 発 さ れ る 。 CDKの 1つ 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ 4（ CD
K4） は 、 G 1 期 の 進 行 を 調 節 す る 。 こ の 酵 素 の 活 性 は G1後 期 で Rbを リ ン 酸 化 す る こ と だ と 思
わ れ る 。 CDK4の 活 性 は 、 活 性 化 サ ブ ユ ニ ッ ト D型 サ イ ク リ ン お よ び 阻 害 サ ブ ユ ニ ッ ト p16 I N
K 4 に よ っ て 制 御 さ れ る 。 p16 I N K 4 は 、 CDK4に 特 異 的 に 結 合 し て そ れ を 阻 害 す る タ ン パ ク 質
で あ り 、 そ れ ゆ え に Rbリ ン 酸 化 を 調 節 し う る タ ン パ ク 質 で あ る と 生 化 学 的 に 特 徴 づ け ら れ
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て い る （ Serranoら ， 1993、 Serranoら ， 1995） 。 p16 I N K 4 タ ン パ ク 質 は CDK4阻 害 因 子 で あ
る の で （ Serrano， 1993） 、 こ の 遺 伝 子 の 欠 失 は CDK4の 活 性 を 増 加 さ せ 、 結 果 と し て Rbタ
ン パ ク 質 の 過 剰 リ ン 酸 化 を も た ら し う る 。 p16は CDK6の 機 能 を 調 節 す る こ と も 知 ら れ て い
る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 p16 I N K 4 は 、 新 し く 記 載 さ れ た CDK阻 害 タ ン パ ク 質 ク ラ ス に 属 し 、 こ の ク ラ ス に は 、 p16 B

、 p19、 p21 W A F 1 、 お よ び p27 K I P 1 も 含 ま れ る 。 p16 I N K 4 遺 伝 子 は 、 多 く の 腫 瘍 タ イ プ で し ば
し ば 欠 失 し て い る 染 色 体 領 域 9p21に マ ッ ピ ン グ さ れ る 。 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 に は 、 p16 I N K 4 遺
伝 子 の ホ モ 接 合 性 の 欠 失 お よ び 突 然 変 異 が し ば し ば 見 い だ さ れ る 。 こ の 証 拠 は p16 I N K 4 遺
伝 子 が 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し こ の 解 釈 に は 、 原 発 非 培 養 腫 瘍
で は 培 養 細 胞 株 よ り も p16 I N K 4 遺 伝 子 の 改 変 頻 度 が は る か に 低 い と い う 観 察 事 実 と の 食 い
違 い が あ る （ Caldasら ， 1994、 Chengら ， 1994、 Hussussianら ， 1994、 Kambら ， 1994、 Kam
bら ， 1994、 Moriら ， 1994、 Okamotoら ， 1994、 Noboriら ， 1995、 Orlowら ， 1994、 Arapら
， 1995） 。 プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 野 生 型 p16 I N K 4

機 能 を 回 復 さ せ る と 、 一 部 の ヒ ト 癌 細 胞 株 に よ る コ ロ ニ ー 形 成 が 減 少 し た （ Okamoto， 199
4、 Arap， 1995） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で き る 他 の 遺 伝 子 に は 、 Rb、 APC、 DCC、 NF-1、 NF-2、 WT-1、 ME
N-I、 MEN-II、 zac1、 p73、 VHL、 MMAC1/PTEN、 DBCCR-1、 FCC、 rsk-3、 p27、 p27/pl6融 合 物
、 p21/p27融 合 物 、 抗 血 栓 性 遺 伝 子 （ 例 え ば COX-1、 TFPI） 、 PGS、 Dp、 E2F、 ras、 myc、 ne
u、 raf、 erb、 fms、 trk、 ret、 gsp、 hst、 abl、 E1A、 p300、 血 管 新 生 に 関 与 す る 遺 伝 子 （
例 え ば VEGF、 FGF、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 BAI-1、 GDAIF、 ま た は そ れ ら の 受 容 体 ） お よ び M
CCな ど が あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 3． プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 の 調 節 因 子
　 ア ポ ト ー シ ス 、 す な わ ち プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 は 、 正 常 な 胚 発 生 、 成 体 組 織 に お け る 恒 常 性
の 維 持 、 お よ び 発 癌 の 抑 制 に と っ て 不 可 欠 な 過 程 で あ る （ Kerrら ， 1972） 。 Bcl-2タ ン パ
ク 質 フ ァ ミ リ ー お よ び ICE様 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 他 の 系 で 、 ア ポ ト ー シ ス の 重 要 な 調 節 因 子
お よ び エ フ ェ ク タ ー で あ る こ と が 実 証 さ れ て い る 。 濾 胞 性 リ ン パ 腫 に 関 連 し て 発 見 さ れ た
Bcl-2タ ン パ ク 質 は 、 多 様 な ア ポ ト ー シ ス 刺 激 に 応 答 し て 起 こ る ア ポ ト ー シ ス の 制 御 お よ
び 細 胞 生 存 の 増 進 に 、 顕 著 な 役 割 を 果 た す （ Bakhshiら ， 1985、 Clearyお よ び Sklar， 1985
、 Clearyら ， 1986、 Tsujimotoら ， 1985、 Tsujimotoお よ び Croce， 1986） 。 進 化 的 に 保 存
さ れ た Bcl-2タ ン パ ク 質 は 、 現 在 、 デ ス ア ゴ ニ ス ト （ death agonist） ま た は デ ス ア ン タ ゴ
ニ ス ト （ death antagonist） と 分 類 す る こ と が で き る 類 縁 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 1メ ン
バ ー で あ る と 認 識 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Bcl-2は 、 そ の 発 見 に 続 い て 、 様 々 な 刺 激 に よ っ て 誘 発 さ れ る 細 胞 死 を 抑 制 す る よ う に
作 用 す る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 共 通 す る 構 造 ホ モ ロ ジ ー お よ び 配 列 ホ モ ロ ジ ー を 持 つ Bc
l-2細 胞 死 調 節 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー が 存 在 す る こ と も 、 現 在 で は 明 白 で あ る 。 こ れ ら
様 々 な フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー は 、 Bcl-2に 似 た 機 能 を 持 つ か （ 例 え ば Bcl X L 、 Bcl W 、 Bcl S 、 Mc
l-1、 A1、 Bfl-1） 、 ま た は Bcl-2機 能 に 対 抗 し て 細 胞 死 を 促 進 す る （ 例 え ば Bax、 Bak、 Bik
、 Bim、 Bid、 Bad、 Harakiri） こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 で 利 用 す る こ と が で き る 治 療 遺 伝 子 の 例 を 表 3に 挙 げ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 ３ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ８ 】
【 表 ３ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
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【 表 ３ Ｃ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ０ 】
【 表 ３ Ｄ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ １ 】
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【 表 ３ Ｅ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ２ 】
【 表 ３ Ｆ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ３ 】
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【 表 ３ Ｇ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ４ 】
【 表 ３ Ｈ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 治 療 の た め に 取 得 す べ き 治 療 配 列 や 、 そ れ ら の 素 性 は 、 例 え ば 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ
ジ ー 情 報 セ ン タ ー の GenBankデ ー タ ベ ー ス な ど の デ ー タ ベ ー ス か ら わ か る だ ろ う が 、 代 表
的 な 癌 処 置 用 の 配 列 と し て 、 例 え ば p53（ M14695； 配 列 番 号 6） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 E． 外 科 手 術
　 癌 を 持 つ ヒ ト の 約 60％ は 、 予 防 的 手 術 、 診 断 的 手 術 ま た は 病 期 分 類 手 術 、 治 癒 手 術 お よ
び 姑 息 手 術 を 含 む 何 ら か の タ イ プ の 外 科 手 術 を 受 け る こ と に な る 。 治 癒 手 術 は 、 他 の 治 療
法 、 例 え ば 本 発 明 の 処 置 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 遺 伝 子 治 療 、 免 疫 療 法
お よ び /ま た は 代 替 療 法 な ど と 一 緒 に 使 用 す る こ と が で き る 癌 処 置 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 治 癒 手 術 に は 、 癌 性 組 織 の 全 部 ま た は 一 部 を 物 理 的 に 除 去 、 切 除 お よ び /ま た は 破 壊 す
る 切 除 術 が 含 ま れ る 。 腫 瘍 切 除 と は 、 腫 瘍 の 少 な く と も 一 部 の 物 理 的 除 去 を 指 す 。 腫 瘍 切
除 の 他 に 、 外 科 手 術 に よ る 処 置 に は 、 レ ー ザ ー 手 術 、 凍 結 手 術 、 電 気 外 科 、 顕 微 鏡 を 使 っ
た 手 術 （ モ ー ス 氏 手 術 ） な ど が あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 表 層 癌 、 前 癌 、 ま た は 付 随 的 な 量
の 正 常 組 織 の 除 去 と 共 に 使 用 す る こ と も で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 癌 性 細 胞 、 組 織 ま た は 腫 瘍 の 一 部 ま た は 全 部 を 切 除 す る と 、 体 内 に 空 洞 が 形 成 さ れ う る
。 処 置 は 、 付 加 的 な 抗 癌 治 療 法 を 用 い る そ の 領 域 の か ん 流 、 直 接 注 入 ま た は 局 所 適 用 に よ
っ て 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 処 置 は 、 例 え ば 1、 2、 3、 4、 5、 6ま た は 7日 ご と 、 ま
た は 1、 2、 3、 4お よ び 5週 間 ご と 、 ま た は 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12ヶ
月 ご と に 繰 り 返 す こ と が で き る 。 こ れ ら の 処 置 は 投 与 量 も 様 々 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 F． 他 の 薬 剤
　 処 置 の 治 療 有 効 性 を 向 上 さ せ る た め に 、 他 の 薬 剤 を 本 発 明 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と
も で き る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 付 加 的 薬 剤 と し て は 、 例 え ば 免 疫 調 節 剤 、 細 胞 表 面 受 容
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体 お よ び ギ ャ ッ プ 結 合 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に 影 響 を 及 ぼ す 薬 剤 、 細 胞 分 裂 抑 制 剤 お
よ び 分 化 誘 導 剤 、 細 胞 接 着 阻 害 剤 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 誘 導 剤 に 対 す る 過 剰 増 殖 細 胞 の 感
受 性 を 増 加 さ せ る 薬 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 調 節 剤 に は 、 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因 子 、 イ ン タ
ー フ ェ ロ ン α 、 β お よ び γ 、 IL-2お よ び 他 の サ イ ト カ イ ン 類 、 F42Kお よ び 他 の サ イ ト カ イ
ン 類 似 体 、 ま た は MIP-1、 MIP-1β 、 MCP-1、 RANTESお よ び 他 の ケ モ カ イ ン 類 な ど が あ る 。
さ ら に 、 細 胞 表 面 受 容 体 ま た は そ の リ ガ ン ド 、 例 え ば Fas/Fasリ ガ ン ド 、 DR4ま た は DR5/TR
AILな ど の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 過 剰 増 殖 細 胞 に 対 す る オ ー ト ク リ ン ま た は パ ラ ク
リ ン 効 果 の 樹 立 に よ っ て 、 本 発 明 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 能 を 増 強 す る こ と も 考 え ら れ る 。 ギ
ャ ッ プ 結 合 数 の 上 昇 に よ る 細 胞 間 シ グ ナ ル 伝 達 の 増 加 は 、 近 傍 の 過 剰 増 殖 細 胞 集 団 に 対 す
る 抗 過 剰 増 殖 効 果 を 増 加 さ せ る だ ろ う 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 処 置 の 抗 過 剰 増 殖 有 効 性 を 向
上 さ せ る た め に 、 細 胞 分 裂 抑 制 剤 ま た は 分 化 誘 導 剤 を 本 発 明 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と
が で き る 。 細 胞 接 着 の 阻 害 剤 は 本 発 明 の 有 効 性 を 向 上 さ せ る と 考 え ら れ る 。 細 胞 接 着 阻 害
剤 の 例 は 接 着 斑 キ ナ ー ゼ （ focal adhesion kinase； FAK） 阻 害 剤 お よ び ロ バ ス タ チ ン で あ
る 。 さ ら に 、 処 置 の 有 効 性 を 向 上 さ せ る た め に 、 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 過 剰 増 殖 細 胞 の 感
受 性 を 増 加 さ せ る 他 の 薬 剤 、 例 え ば 抗 体 c225な ど を 、 本 発 明 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と
も で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 ホ ル モ ン 療 法 も 本 発 明 と 組 み 合 わ せ て 、 ま た は 上 述 し た 他 の 任 意 の 癌 治 療 法 と 組 み 合 わ
せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 ホ ル モ ン の 使 用 は 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 ま た は 子 宮 頚 癌
な ど の 一 定 の 癌 の 処 置 に 、 テ ス ト ス テ ロ ン ま た は エ ス ト ロ ゲ ン な ど の 一 定 の ホ ル モ ン の レ
ベ ル を 低 下 さ せ た り 、 そ の 効 果 を 遮 断 し た り す る 目 的 で 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 処 置
は 、 1つ の 処 置 選 択 肢 と し て 、 ま た は 転 移 の 危 険 を 減 少 さ せ る 目 的 で 、 し ば し ば 少 な く と
も 1つ の 他 の 癌 治 療 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る 。
VII． 医 薬 組 成 物 お よ び 投 与 経 路
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 治 療 的 に 投 与 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 有 効 量 を 含 み 、 一 部 の 実 施
形 態 で は 、 そ れ ぞ れ 適 当 な 疾 患 状 態 ま た は 医 学 的 状 態 の 治 療 に 役 立 つ 化 合 物 （ 第 2剤 ） の
有 効 量 と 組 み 合 わ さ れ る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 一 般 に 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 ま た は 水 性
媒 質 に 溶 解 ま た は 分 散 さ れ る だ ろ う 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 有 効 」 ま た は 「 治 療 （ 的 に ）
有 効 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 症 状 の 悪 化 を 阻 害 す る こ と 、 疾 患 の 発 症 を 防 止 す る こ と 、 少
な く と も 1つ の 症 状 の 改 善 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ な ど を 指 す 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 「 医 薬 的 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 」 と い う 表 現 は 、 動 物 ま た は ヒ ト に 適 宜 投 与 し た
と き に 、 有 害 反 応 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 ま た は 他 の 不 都 合 な 反 応 を 引 き 起 こ さ な い 分 子 種 お
よ び 組 成 物 を 指 す 。 本 明 細 書 に い う 「 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 」 に は 、 あ り と あ ら ゆ る 溶
媒 、 分 散 媒 、 剤 皮 、 抗 細 菌 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 化 剤 お よ び 吸 収 遅 延 剤 な ど が 含 ま れ る 。
医 薬 活 性 物 質 へ の そ の よ う な 媒 質 お よ び 薬 剤 の 使 用 は 当 技 術 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。
都 合 の よ い 媒 質 ま た は 薬 剤 が 活 性 成 分 と 適 合 し な い 場 合 を 除 き 、 治 療 組 成 物 に は そ の 使 用
が 見 込 ま れ る 。 他 の 抗 疾 患 剤 な ど の 補 助 活 性 成 分 も 、 本 組 成 物 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 非 経 口 投 与 用 、 例 え ば 静 脈 内 注 射 用 ま た は 筋 肉 内 注 射 用 に 製 剤 化 さ れ た 化 合 物 に 加 え て
、 医 薬 的 に 許 容 で き る 他 の 形 態 に は 、 例 え ば 錠 剤 ま た は 経 口 投 与 用 の 他 の 固 形 剤 、 徐 放 性
カ プ セ ル 、 お よ び 現 在 使 用 さ れ て い る 他 の 任 意 の 形 態 （ ク リ ー ム 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 洗 口
剤 、 吸 入 剤 な ど ） が あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 古 典 的 な 医 薬 調 製 物 を 含 み う る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら の 本 発 明 組
成 物 の 投 与 は 、 そ の 経 路 が 標 的 組 織 に 対 し て 有 効 で あ る 限 り 、 任 意 の 一 般 的 な 経 路 で 行 わ
れ る だ ろ う 。 こ れ に は 、 経 口 経 路 、 鼻 腔 経 路 、 口 腔 粘 膜 経 路 、 直 腸 経 路 、 膣 経 路 ま た は 局
所 経 路 な ど が 含 ま れ る 。 も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 同 所 性 注 射 、 皮 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 筋
肉 内 注 射 、 腹 腔 内 注 射 ま た は 静 脈 内 注 射 に よ っ て 投 与 を 行 っ て も よ い 。 そ の よ う な 組 成 物
は 、 通 常 は 、 上 述 の 医 薬 的 に 許 容 で き る 組 成 物 と し て 投 与 さ れ る だ ろ う 。
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【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て 注 射 可 能 な 組 成 物 の 形 態 で 有 利 に 投 与 し う る
。 注 射 に 先 立 っ て 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 調 製 す る の に 適 し た 固 形 剤 を 調 製 す る こ と も で き る
。 こ れ ら の 調 製 物 は 乳 化 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 目 的 を 持 つ 典 型 的 組 成 物 は 、 リ ン
酸 緩 衝 食 塩 水 1mlに つ き 50mgの ま た は 100mgま で の ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 。 他 の 医 薬 的
に 許 容 で き る 担 体 に は 、 水 性 溶 液 、 無 毒 性 賦 形 剤 、 例 え ば 塩 類 、 保 存 剤 、 緩 衝 剤 な ど が あ
る 。 非 水 性 溶 媒 の 例 は プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 植 物 油 お よ び 注
射 可 能 な 有 機 エ ス テ ル （ オ レ イ ン 酸 エ チ ル な ど ） で あ る 。 水 性 担 体 に は 、 水 、 ア ル コ ー ル
/水 溶 液 、 食 塩 溶 液 、 非 経 口 賦 形 剤 、 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン ゲ ル デ キ ス ト ロ ー ス な
ど が あ る 。 静 脈 内 賦 形 剤 に は 水 分 お よ び 栄 養 補 充 剤 が あ る 。 保 存 剤 に は 抗 微 生 物 剤 、 酸 化
防 止 剤 、 キ レ ー ト 剤 お よ び 不 活 性 ガ ス な ど が あ る 。 pHお よ び 医 薬 品 中 の 様 々 な 成 分 の 正 確
な 濃 度 は 、 周 知 の パ ラ メ ー タ ー に 従 っ て 調 節 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 経 口 投 与 に 適 し た 製 剤 も あ る 。 経 口 製 剤 は 、 医 薬 用 の マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 デ ン
プ ン 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ
ム な ど と い っ た 典 型 的 賦 形 剤 を 含 む 。 本 組 成 物 は 、 溶 液 剤 、 懸 濁 剤 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ
ル 剤 、 徐 放 性 製 剤 ま た は 散 剤 の 形 態 を と る 。 投 与 経 路 が 局 所 経 路 で あ る 場 合 、 剤 形 は ク リ
ー ム 剤 、 軟 膏 、 膏 薬 ま た は ス プ レ ー 剤 な ど で あ り う る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 治 療 剤 の 有 効 量 は 意 図 す る 目 標 に 基 づ い て 決 定 さ れ る 。 「 1回 量 」 と い う 用 語 は 、 対 象
に 使 用 す る の に 適 し た 物 理 的 に 不 連 続 な 単 位 を 指 し 、 各 単 位 は 、 そ の 投 与 （ す な わ ち 適 切
な 経 路 お よ び 処 置 計 画 ） に 付 随 し て 所 望 の 応 答 が 生 じ る よ う に 計 算 さ れ た 所 定 の 量 の 治 療
組 成 物 を 含 有 す る 。 投 与 す べ き 量 は 、 処 置 回 数 も 1回 量 も 、 処 置 す べ き 対 象 、 そ の 対 象 の
状 態 、 お よ び 所 望 す る 保 護 作 用 に 依 存 す る 。 治 療 組 成 物 の 正 確 な 量 は 医 師 の 判 断 に も 依 存
し 、 各 個 人 に 特 有 の 量 に な る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 治 療 に 必 要 な 必 須 の 物 質 お よ び 試 薬 の 全 て を 1つ の キ ッ ト に ま と め る こ と が で き る 。 キ
ッ ト の 成 分 を 1つ 以 上 の 溶 液 と し て 提 供 す る 場 合 は 、 そ の 溶 液 は 好 ま し く は 水 溶 液 で あ り
、 滅 菌 水 溶 液 は 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 イ ン ビ ボ 用 途 に は 、 薬 剤 を 、 注 射 器 の 利 用 が 可 能 な 医 薬 的 に 許 容 で き る 単 一 の ま た は 個
別 の 組 成 物 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 容 器 手 段 は そ れ 自 体 が 、 そ こ か ら 製 剤
を 身 体 の 患 部 領 域 （ 例 え ば 肺 ） に 適 用 し た り 、 動 物 に 注 射 し た り 、 さ ら に は キ ッ ト の 他 の
成 分 に 適 用 ま た は キ ッ ト の 他 の 成 分 と 混 合 し た り す る こ と が で き る 吸 入 器 、 注 射 器 、 ピ ペ
ッ ト 、 点 眼 器 、 ま た は 他 の 同 様 の 装 置 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 キ ッ ト の 成 分 は 乾 燥 状 態 ま た は 凍 結 乾 燥 状 態 で 提 供 す る こ と も で き る 。 試 薬 ま た は 成 分
を 乾 燥 状 態 で 提 供 す る 場 合 、 一 般 的 に は 適 切 な 溶 媒 の 添 加 に よ っ て 復 元 が 行 わ れ る 。 溶 媒
も 別 の 容 器 手 段 に 入 れ て 提 供 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の キ ッ ト に は 、 遺 伝
子 治 療 お よ び /ま た は 化 学 療 法 剤 の 投 与 を 説 明 し た 指 示 書 も 同 梱 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 通 例 、 本 発 明 の キ ッ ト に は 、 市 販 用 に バ イ ア ル を 厳 重 に 封 じ 込 め て お く た め の 手 段 、 例
え ば 射 出 成 形 ま た は 吹 込 み 成 形 さ れ た プ ラ ス チ ッ ク 容 器 で あ っ て そ の 中 に 所 望 の バ イ ア ル
を 保 持 し て お く も の な ど も 含 ま れ る だ ろ う 。 容 器 の 数 ま た は タ イ プ に は 関 わ り な く 、 本 発
明 キ ッ ト に は 、 最 終 的 な 複 合 組 成 物 を 動 物 の 体 内 に 注 射 /投 与 ま た は 設 置 す る の を 助 け る
器 具 を 含 め る か 、 ま た は そ の よ う な 器 具 を 同 梱 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 器 具 と し て
、 例 え ば 吸 入 器 、 注 射 器 、 ピ ペ ッ ト 、 ピ ン セ ッ ト 、 計 量 ス プ ー ン 、 点 眼 器 、 ま た は 医 学 的
に 承 認 さ れ た 同 様 の 送 達 媒 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の 活 性 化 合 物 は 、 多 く の 場 合 、 非 経 口 投 与 用 に 製 剤 化 す る こ と （ 例 え ば 静 脈 内 経
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路 、 筋 肉 内 経 路 、 皮 下 経 路 、 さ ら に は 腹 腔 内 経 路 に よ る 注 射 用 に 製 剤 化 す る こ と ） が で き
る だ ろ う 。 活 性 成 分 と し て 第 2剤 を 含 む 水 性 組 成 物 の 調 製 は 、 本 明 細 書 を 考 慮 す れ ば 、 当
業 者 に は わ か る だ ろ う 。 通 例 、 そ の よ う な 組 成 物 は 、 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て 注 射 剤 の 形
で 調 製 す る こ と が で き る 。 注 射 に 先 立 っ て 液 体 を 添 加 し て 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 調 製 す る た
め に 使 用 す る の に 適 し た 固 形 剤 も 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 そ れ ら の 調 製 物 を 乳 化 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 遊 離 塩 基 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 塩 で あ る 活 性 化 合 物 の 溶 液 は 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ
ル セ ル ロ ー ス な ど の 界 面 活 性 剤 と 適 宜 混 合 し た 水 中 に 調 製 す る こ と が で き る 。 分 散 液 は グ
リ セ ロ ー ル 、 液 状 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び そ れ ら の 混 合 物 や 油 中 に 調 製 す る こ と が
で き る 。 通 常 の 貯 蔵 条 件 お よ び 使 用 条 件 で は 、 こ れ ら の 調 製 物 は 、 微 生 物 の 成 長 を 防 ぐ た
め に 、 保 存 剤 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 注 射 用 に 適 し た 医 薬 剤 形 に は 、 滅 菌 水 性 溶 液 ま た は 滅 菌 水 性 分 散 液 、 ゴ マ 油 、 ラ ッ カ セ
イ 油 ま た は 水 性 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 製 剤 、 滅 菌 注 射 可 能 溶 液 ま た は 滅 菌 注 射 可 能
分 散 液 を 即 時 調 製 す る た め の 滅 菌 粉 末 な ど が あ る 。 い ず れ の 場 合 も 剤 形 は 滅 菌 さ れ て い な
け れ ば な ら ず 、 注 射 器 で 容 易 に 扱 え る 程 度 に 流 動 性 で な け れ ば な ら な い 。 ま た 、 製 造 条 件
下 お よ び 貯 蔵 条 件 下 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 細 菌 お よ び 真 菌 な ど の 微 生 物 の 汚 染 作 用 に
抗 し て 保 存 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 活 性 化 合 物 は 中 性 型 ま た は 塩 型 と し て 組 成 物 中 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 医 薬 的 に 許
容 で き る 塩 に は 、 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 な ど の 有 機 酸 を 使 っ て 形 成 さ れ る 酸 付 加 塩 （ タ ン パ ク 質 の 遊 離 ア ミ ノ 基 を 使 っ て
形 成 さ れ る も の ） が 含 ま れ る 。 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 使 っ て 形 成 さ れ る 塩 も 、 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
第 二 鉄 な ど の 無 機 塩 基 や 、 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 な ど の 有 機 塩 基 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー ル 、 液 状 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 そ の 適 当 な 混 合 物 、 お よ び 植 物 油 な ど を 含 む
溶 媒 ま た は 分 散 媒 で あ る こ と も で き る 。 適 正 な 流 動 性 は 、 例 え ば レ ク チ ン な ど の 剤 皮 を 使
用 し た り 、 分 散 系 の 場 合 は 必 要 な 粒 径 を 維 持 し た り 、 界 面 活 性 剤 を 使 用 し た り す る こ と に
よ っ て 維 持 で き る 。 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 な ど に よ っ て 達 成 す る
こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 例 え ば 糖 類 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 化 剤 を 含 め る こ
と が 好 ま し い だ ろ う 。 注 射 用 組 成 物 の 持 続 性 吸 収 は 、 組 成 物 中 に 吸 収 を 遅 延 さ せ る 薬 剤 、
例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム や ゼ ラ チ ン な ど を 使 用 す る こ と に よ っ て 達 成 で き る
。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 滅 菌 注 射 溶 液 剤 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て 上 述 し た 様 々 な 他 の 成 分 と 共
に 、 適 当 な 溶 媒 に 投 入 し た 後 、 ろ 過 滅 菌 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 一 般 に 分 散 液 は 、
基 礎 分 散 媒 と 上 述 し た 成 分 か ら 選 択 さ れ る 他 の 必 要 な 成 分 と を 含 む 滅 菌 賦 形 剤 に 、 様 々 な
滅 菌 活 性 成 分 を 投 入 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 滅 菌 注 射 溶 液 剤 を 調 製 す る た め の 滅 菌
粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 方 法 は 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 技 術 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 活
性 成 分 と 所 望 す る 任 意 の 追 加 成 分 と の 粉 末 が 、 前 も っ て 滅 菌 ろ 過 さ れ た そ の 溶 液 か ら 得 ら
れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 場 合 に よ っ て 、 本 発 明 の 治 療 製 剤 は 、 ク リ ー ム 剤 や ロ ー シ ョ ン 剤 な ど 、 局 所 投 与 に 適 し
た 剤 形 に 調 製 す る こ と も で き る だ ろ う 。 こ れ ら の 剤 形 は 皮 膚 関 連 疾 患 、 例 え ば 種 々 の 肉 腫
な ど を 処 置 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ １ ７ 】
　 溶 液 剤 を 製 剤 化 し た ら 、 そ れ を 、 そ の 投 与 製 剤 に 適 合 す る 方 法 に よ り 、 治 療 的 に 有 効 で
あ る よ う な 量 で 、 投 与 す る こ と が で き る 。 製 剤 は 、 上 述 し た タ イ プ の 注 射 用 溶 液 剤 な ど 様
々 な 剤 形 で 容 易 に 投 与 す る こ と が で き 、 さ ら に は 薬 物 放 出 カ プ セ ル な ど も 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 例 え ば 水 溶 液 と し て 非 経 口 投 与 す る 場 合 は 、 必 要 な ら そ の 溶 液 を 適 切 に 緩 衝 化 し 、 十 分
な 食 塩 水 ま た は グ ル コ ー ス を 使 っ て 液 体 希 釈 剤 を ま ず 等 張 化 す べ き で あ る 。 こ れ ら 特 別 な
水 溶 液 は 、 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 皮 下 投 与 お よ び 腹 腔 内 投 与 に は 特 に 適 し て い る 。 こ
の 点 に 関 し て 、 使 用 す る こ と が で き る 滅 菌 水 性 媒 質 は 、 本 明 細 書 を 考 慮 す れ ば 、 当 業 者 に
は わ か る だ ろ う 。 例 え ば 、 1投 薬 量 を 等 張 NaCl溶 液 1mLに 溶 解 し 、 そ れ を 1000mLの 皮 下 注 入
液 に 加 え る か 、 予 定 し た 注 入 部 位 に 注 射 す る こ と が で き る だ ろ う （ 例 え ば 「 Remington's 
Pharmaceutical Sciences」 第 15版 ， 1035～ 1038頁 お よ び 1570～ 1580頁 を 参 照 さ れ た い ）
。 処 置 対 象 の 状 態 に 依 存 し て 投 薬 量 の 多 少 の 変 動 は 必 然 的 に 起 こ る だ ろ う 。 投 与 責 任 者 は
、 い ず れ に せ よ 、 個 々 の 対 象 に 適 し た 投 与 量 を 決 定 す る こ と に な る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 癌 を 持 つ 個 体 に 対 し て 治 療 が 行 わ れ る 典 型 的 な 方 法 の 一 つ で は 、 癌 性 組 織 の タ ー ゲ テ ィ
ン グ を 、 様 々 な 方 法 の い ず れ か に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 組 成 物
（ 例 え ば 適 当 な 相 同 的 交 換 可 能 片 を 持 つ AE-DNA） と リ ポ ソ ー ム と の 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 そ
れ を 癌 患 者 に 注 射 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 を 全 て の 細 胞 に 向 か わ せ る に は 静 脈 内 注 射 を
使 用 す る こ と が で き る 。 一 部 の 癌 で は 、 リ ポ ソ ー ム 複 合 体 を 癌 の 近 傍 に 直 接 注 射 す る こ と
で 、 複 合 体 の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 行 う こ と も で き る 。 例 え ば 、 卵 巣 癌 は 、 卵 巣 癌 患 者 の 腹 膜
腔 に リ ポ ソ ー ム 混 合 物 を 直 接 注 射 す る こ と に よ っ て 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。
も ち ろ ん 、 リ ポ ソ ー ム に は 癌 性 細 胞 集 団 に 選 択 的 に 取 り 込 ま れ る 可 能 性 も 存 在 し 、 そ の よ
う な リ ポ ソ ー ム も 遺 伝 子 の タ ー ゲ テ ィ ン グ に は 役 立 つ だ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を 使 っ て 治 療 を 行 う た め の 最 善 の 処 置 計 画 を 簡 単 に 決 定 で き る こ と は 、
当 業 者 に は 理 解 さ れ る だ ろ う 。 こ れ は 、 実 験 の 問 題 で は な く 、 む し ろ 医 学 で は 日 常 的 に 行
わ れ て い る 最 適 化 の 問 題 で あ る 。 例 え ば 、 ヌ ー ド マ ウ ス で の イ ン ビ ボ 研 究 に よ っ て 出 発 点
を 得 て 、 そ の 出 発 点 か ら 投 薬 量 お よ び 送 達 計 画 の 最 適 化 を 始 め る 。 注 射 頻 度 は 、 一 部 の マ
ウ ス 研 究 で 行 わ れ た よ う に 、 最 初 は 1週 間 に 1回 に な る だ ろ う 。 し か し こ の 頻 度 は 、 初 期 の
臨 床 試 験 で 得 ら れ る 結 果 と 特 定 患 者 の 要 求 に 依 存 し て 、 1日 か ら 2週 間 ご と ～ 1ヶ 月 ご と ま
で 、 最 適 に 調 節 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 ヒ ト 投 薬 量 は 、 最 初 は 、 マ ウ ス で 使 用 さ れ た 組 成 物
量 か ら 外 挿 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 投 薬 量 が 約 1m
g組 成 物 DNA/Kg体 重 か ら 約 5000mg組 成 物 DNA/Kg体 重 ま で 、 ま た は 約 5mg/Kg体 重 か ら 約 4000m
g/Kg体 重 ま で 、 ま た は 約 10mg/Kg体 重 か ら 約 3000mg/Kg体 重 ま で 、 ま た は 約 50mg/Kg体 重 か
ら 約 2000mg/Kg体 重 ま で 、 ま た は 約 100mg/Kg体 重 か ら 約 1000mg/Kg体 重 ま で 、 ま た は 約 150m
g/Kg体 重 か ら 約 500mg/Kg体 重 ま で 変 動 し う る と 考 え ら れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の 用 量
が 約 1、 5、 10、 25、 50、 75、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600
、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 1050、 1100、 1150、 1200、 1250、 1300、 1
350、 1400、 1450、 1500、 1600、 1700、 1800、 1900、 2000、 2500、 3000、 3500、 4000、 450
0、 5000mg/Kg体 重 で あ り う る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 さ ら に 高 用 量 を 使 用 す る こ と が で き る
と 考 え ら れ 、 そ の よ う な 用 量 は 約 5mg組 成 物 DNA/Kg体 重 ～ 約 20mg組 成 物 DNA/Kg体 重 の 範 囲
を と り う る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 用 量 は 約 8、 10、 12、 14、 16ま た は 18mg/Kg体 重 で あ り う
る 。 も ち ろ ん こ の 投 薬 量 は 、 そ の よ う な 処 置 プ ロ ト コ ー ル で は 日 常 的 に 行 わ れ て い る よ う
に 、 初 期 臨 床 試 験 の 結 果 と 特 定 患 者 の 要 求 に 依 存 し て 、 増 減 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
VIII． 核 酸 分 子 の 送 達
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 哺 乳 類 細 胞 中 に 導 入 す る た め の 非 ウ イ ル ス 遺 伝 子 送 達 ベ ク
タ ー も 、 本 発 明 で は い く つ か 考 え ら れ る 。 こ れ ら に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 （ Graham
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お よ び Van Der Eb， 1973、 Chenお よ び Okayama， 1987、 Rippeら ， 1990） 、 DEAE-デ キ ス ト
ラ ン 法 （ Gopal， 1985） 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Tur-Kaspaら ， 1986、 Potterら ， 1984
） 、 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ Harlandお よ び Weintraub， 1985） 、 DNA負 荷 リ ポ ソ
ー ム （ Nicolauお よ び Sene， 1982、 Fraleyら ， 1979） お よ び リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン -DNA複 合
体 、 細 胞 超 音 波 処 理 （ Fechheimerら ， 1987） 、 高 速 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル を 使 っ た 遺
伝 子 バ ン バ ー ド メ ン ト （ Yangら ， 1990） 、 な ら び に 受 容 体 を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
（ Wuお よ び Wu， 1987、 Wuお よ び Wu， 1988） な ど が あ る 。 こ れ ら の 技 術 の 一 部 は 、 イ ン ビ ボ
用 途 ま た は エ ク ス ビ ボ 用 途 に う ま く 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 細 胞 中 に 送 達 さ れ る と 、 標 的 DNAに 相 同 な AE-DNAの 配 列 は 、 そ れ に
応 じ た 位 置 に 配 置 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に よ り 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 安 定 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 送
達 す る 方 法 お よ び 細 胞 内 で 核 酸 が と ど ま る 位 置 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 数 多 く の 要
因 に 依 存 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 単 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 裸 の 組 換 え DNAま た は 組 換 え プ ラ ス ミ ド か ら な っ て も よ い 。 コ ン ス ト ラ ク ト の 導 入 は
、 細 胞 膜 の 透 過 性 を 物 理 的 ま た は 化 学 的 に 上 げ る 上 述 の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 行 う こ と
が で き る 。 こ れ は イ ン ビ ト ロ 導 入 に は 特 に 当 て は ま る が 、 イ ン ビ ボ 用 途 に も 同 様 に 適 用 す
る こ と が で き る 。 Dubenskyら （ 1984） は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 物 の 形 で 、 ポ リ オ ー マ ウ
イ ル ス DNAを 成 体 マ ウ ス お よ び 新 生 仔 マ ウ ス の 肝 臓 と 脾 臓 に 注 入 す る こ と に 成 功 し 、 活 発
な ウ イ ル ス 複 製 と 急 性 感 染 が 起 こ る こ と を 示 し た 。 Benvenistyお よ び Neshif（ 1986） も 、
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 プ ラ ス ミ ド の 直 接 腹 腔 内 注 射 が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 遺 伝 子 の
発 現 を も た ら す こ と を 実 証 し た 。 関 心 あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る DNAも 同 じ よ う に し て イ ン
ビ ボ で 導 入 し 、 そ の 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 細 胞 へ の 裸 の DNAの 導 入 に は 、 粒 子 ボ ン バ
ー ド メ ン ト を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 DNA被 覆 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル を
高 速 に 加 速 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 、 DNA被 覆 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル が 細 胞 膜
を 突 き 抜 け て 、 細 胞 を 殺 す こ と な く 細 胞 内 に 侵 入 で き る よ う に な る と い う こ と に 依 存 し て
い る （ Kleinら ， 1987） 。 小 粒 子 を 加 速 す る た め の 装 置 は い く つ か 開 発 さ れ て い る 。 そ の
よ う な 装 置 の 一 つ は 、 高 電 圧 放 電 に よ っ て 電 流 を 発 生 さ せ 、 そ れ が 原 動 力 と な る も の で あ
る （ Yangら ， 1990） 。 使 用 さ れ て き た マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル は 、 生 物 学 的 に 不 活 性 な
物 質 、 例 え ば タ ン グ ス テ ン ま た は 金 の ビ ー ズ な ど か ら な る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の 肝 臓 、 皮 膚 お よ び 筋 組 織 を 含 む 選 択 さ れ た 器 官 に は 、 イ ン ビ ボ で
ボ ン バ ー ド メ ン ト が 行 わ れ て い る （ Yangら ， 1990、 Zeleninら ， 1991） 。 こ れ に は 、 銃 と
標 的 器 官 と の 間 に 介 在 す る 組 織 を 取 り 除 く た め に 、 組 織 ま た は 細 胞 の 外 科 的 露 出 が 必 要 に
な る 場 合 が あ る 。 す な わ ち エ ク ス ビ ボ 処 置 で あ る 。 こ の 場 合 も 、 特 定 遺 伝 子 を コ ー ド す る
DNAを こ の 方 法 で 送 達 す る こ と が で き 、 本 発 明 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 実 施 形 態 と し て 、 も う 一 つ の 非 ウ イ ル ス 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー
で あ る リ ポ ソ ー ム に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 封 入 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は リ ン 脂 質
二 重 層 膜 と 内 部 の 水 性 媒 質 と を 特 徴 と す る 小 胞 構 造 で あ る 。 マ ル チ ラ メ ラ リ ポ ソ ー ム は 水
性 媒 質 で 隔 て ら れ た 複 数 の 脂 質 層 を 持 つ 。 こ れ ら は 、 リ ン 脂 質 を 過 剰 量 の 水 性 溶 液 に 懸 濁
す る と 自 発 的 に 形 成 さ れ る 。 脂 質 成 分 は 自 己 再 配 列 を 起 こ し た 後 、 閉 鎖 構 造 を 形 成 し 、 水
と 溶 解 し た 溶 質 と を 脂 質 二 重 層 の 間 に 閉 じ こ め る （ Ghoshお よ び Bachhawat， 1991） 。 ま た
、 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン -DNA複 合 体 も 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の リ ポ ソ ー ム に よ る 核 酸 送 達 お よ び 外 来 DNAの 発 現 は 極 め て う ま く い っ て
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い る 。 Wongら （ 1980） は 、 培 養 ニ ワ ト リ 胚 細 胞 、 HeLa細 胞 お よ び 肝 臓 癌 細 胞 で 、 外 来 DNA
の リ ポ ソ ー ム に よ る 送 達 お よ び 発 現 が 実 施 可 能 で あ る こ と を 実 証 し た 。 Nicolauら （ 1987
） は 、 ラ ッ ト で 静 脈 内 注 射 後 の リ ポ ソ ー ム に よ る 遺 伝 子 伝 達 を 成 功 さ せ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 リ ポ ソ ー ム を 血 球 凝 集 性 ウ イ ル ス （ HVJ） と 複 合 体 化 さ
せ る こ と が で き る 。 こ れ は 、 細 胞 膜 と の 融 合 を 容 易 に し 、 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ た DNAの
細 胞 侵 入 を 促 進 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Kanedaら ， 1989） 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 リ ポ ソ
ー ム を 核 非 ヒ ス ト ン 染 色 体 タ ン パ ク 質 （ HMG-1） と 複 合 体 化 ま た は 併 用 す る こ と が で き る
（ Katoら ， 1991） 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 リ ポ ソ ー ム を HVJお よ び HMG-1の 両 方 と 複 合
体 化 ま た は 併 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト は イ ン ビ ト ロ お よ び イ
ン ビ ボ で 核 酸 の 導 入 お よ び 発 現 に 使 用 さ れ て 成 功 を 収 め て い る の で 、 こ れ ら は 本 発 明 に も
応 用 で き る 。 DNAコ ン ス ト ラ ク ト 中 に 細 菌 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る 場 合 は 、 リ ポ ソ ー ム 内
に 適 当 な 細 菌 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む こ と も 望 ま し い だ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 細 胞 に 特 定 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 送 達 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 他 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 受 容 体 媒 介 送 達 媒 体 で あ る 。 こ れ ら は 、 ほ と ん ど 全 て の 真 核 細 胞 で 起 こ る
受 容 体 を 介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る 高 分 子 の 選 択 的 な 取 り 込 み を 利 用 す る も の で あ
る 。 様 々 な 受 容 体 が 細 胞 タ イ プ 特 異 的 に 分 布 し て い る こ と か ら 、 こ の 送 達 方 法 は 著 し く 特
異 的 で あ る こ と が で き る （ Wuお よ び Wu， 1993） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 受 容 体 媒 介 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 媒 体 は 、 一 般 に 2つ の 成 分 、 す な わ ち 細 胞 受 容 体 特 異
的 リ ガ ン ド と DNA結 合 剤 か ら な っ て い る 。 受 容 体 を 介 し た 遺 伝 子 導 入 に は い く つ か の リ ガ
ン ド が 使 用 さ れ て い る 。 最 も 詳 し く 特 徴 づ け ら れ て い る リ ガ ン ド は ア シ ア ロ オ ロ ソ ム コ イ
ド （ ASOR） （ Wuお よ び Wu， 1987） お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ Wagnerら ， 1990） で あ る 。 最
近 、 ASORと 同 じ 受 容 体 を 認 識 す る 合 成 ネ オ グ リ コ プ ロ テ イ ン が 遺 伝 子 送 達 媒 体 と し て 使 用
さ れ た （ Ferkolら ， 1993、 Peralesら ， 1994） 。 ま た 、 表 皮 成 長 因 子 （ EGF） も 扁 平 上 皮 癌
細 胞 に 遺 伝 子 を 送 達 す る た め に 用 い ら れ て い る （ Myers， EPO 0 273 085） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 送 達 媒 体 が リ ガ ン ド と リ ポ ソ ー ム と を 含 み う る 。 例 え ば 、 Nicolau
ら （ 1987） は 、 ガ ラ ク ト ー ス 末 端 ア シ ア ロ ガ ン グ リ オ シ ド で あ る ラ ク ト シ ル セ ラ ミ ド を 使
用 し 、 こ れ を リ ポ ソ ー ム に 組 み 込 ん で 、 肝 細 胞 に よ る イ ン ス リ ン 遺 伝 子 の 取 り 込 み 量 の 増
加 を 観 察 し た 。 こ の よ う に 、 特 定 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 リ ポ ソ ー ム を 含 む ま た は リ
ポ ソ ー ム を 含 ま な い 多 く の 受 容 体 -リ ガ ン ド 系 に よ っ て 、 あ る 細 胞 タ イ プ に 特 異 的 に 送 達
す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 表 皮 成 長 因 子 （ EGF） は 、 EGF受 容 体 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン を 示 す 細 胞 へ の 核 酸 の 受 容 体 媒 介 送 達 に 、 使 用 す る こ と が で き る 。 マ ン ノ ー ス は 、 肝 細
胞 上 の マ ン ノ ー ス 受 容 体 を 標 的 に す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 DNA導 入 を 、 エ ク ス ビ ボ 条 件 下 で 、 さ ら に 容 易 に 行 う こ と が で き
る 。 エ ク ス ビ ボ 遺 伝 子 治 療 と は 、 動 物 か ら 細 胞 を 単 離 し 、 そ の 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 核 酸 を
送 達 し た 後 、 改 変 さ れ た 細 胞 を 動 物 内 に 戻 す こ と を 指 す 。 こ れ に は 、 動 物 か ら の 組 織 /器
官 の 外 科 的 除 去 、 ま た は 細 胞 お よ び 組 織 の 初 代 培 養 が 必 要 な 場 合 が あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ＜ IX． 実 施 例 ＞ 　
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 実 証 す る た め に 、 以 下 の 実 施 例 を 記 載 す る 。 以 下 の 実 施 例 に 開
示 す る 技 術 は 、 本 発 明 の 実 施 に 際 し て う ま く 機 能 す る こ と を 本 発 明 者 ら が 発 見 し た 技 術 に
相 当 し 、 し た が っ て 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 を 構 成 す る と 見 な し う る こ と は 、 当 業 者 に
は 理 解 さ れ る は ず で あ る 。 し か し 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 具 体 的 実 施 形 態 に は 多 く の 改 変 を
加 え る こ と が で き 、 そ れ で も な お 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 同 様 の 結 果 が
得 ら れ る こ と は 、 本 明 細 書 に 照 ら し て 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る は ず で あ る 。

10

20

30

40

50

(48) JP 2005-521398 A 2005.7.21



【 ０ ２ ３ ４ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ＞
　 実 施 例 2～ 5に 関 す る 典 型 的 な 材 料 と 方 法
細 胞 株
　 ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 （ Vero） 細 胞 、 ヒ ト 胎 児 線 維 芽 細 胞 （ HF333.We） 、 ヒ ト 腫 瘍 細
胞 株 U-87MG（ 膠 芽 腫 ） 、 Hep3B（ 肝 細 胞 癌 ） お よ び ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 株 DU145は 、 ア メ リ カ
ン ・ テ ィ シ ュ ー ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル ） か ら 入 手 し た
。 全 て の 細 胞 を 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS） を 含 む DMEMで 培 養 し た 。
膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 作 製
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVは い ず れ も 、 突 然 変 異 型 の HSV-1ゲ ノ ム （ 遺 伝 子 と HSVパ ッ ケ ー ジ
ン グ シ グ ナ ル が 欠 失 し て い る も の ） を 含 む 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） コ ン ス ト ラ ク ト fHSV-de
lta-pacか ら 誘 導 し た （ Saekiら ， 1998） 。 感 染 性 HSVは fHSV-delta-pacか ら 2段 階 で 作 製 し
た （ 図 1） 。 ま ず 、 強 化 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ EGFP） お よ び GALV‐ fusを 含 む 遺 伝 子 カ セ ッ
ト を 、 1コ ピ ー の HSVpac（ 典 型 的 な 配 列 は 配 列 番 号 14で あ る ） と サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前
初 期 プ ロ モ ー タ ー と を 含 ん で い る pSZ-pacに ク ロ ー ニ ン グ し た 。 pEGFP-N1（ Clontech） か
ら AseIお よ び AflIIIに よ っ て EGFP遺 伝 子 カ セ ッ ト を 切 り 出 し 、 そ れ を pSZ-pacに ク ロ ー ニ
ン グ し て 、 pSZ-EGFPを 生 成 さ せ た 。 pCR3.1-GALVか ら NheIお よ び NotIに よ っ て GALV.fus遺
伝 子 を 切 り 出 し 、 pSZ-pac中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 pSZ-GALVを 作 製 し た 。 UL38の プ ロ モ ー
タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー 領 域 （ das） は 明 確 に 定 義 さ れ て い る （ Guzowskiお よ び Wagner， 1
993） 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 次 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 を 使 っ て 、 HSV-1ゲ ノ ム か ら 増 幅 し た
（ das配 列 を 含 む ） ： フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5'GTGGGTTGCGGACTTTCTGC3'（ 配 列 番 号 1） お よ
び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 5'ACACTCACGCAAGGCGGAAC3'（ 配 列 番 号 2） 。 そ の PCR産 物 を pSZ-pac
に ク ロ ー ニ ン グ し て CMVプ ロ モ ー タ ー を 置 き 換 え 、 plox-UL38Pを 作 製 し た 。 NheIお よ び Not
I消 化 に よ っ て 得 た GALV.fus遺 伝 子 を 、 そ の 遺 伝 子 が UL38プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ
る よ う に 、 plox-UL38Pに ク ロ ー ニ ン グ し て 、 pSZ-38P-GALVを 作 製 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 感 染 性 HSVは 、 fHSV-delta-pac、 GALV.fusま た は EGFPと HSVpacと か ら 、 pSZ-EGFP系 プ ラ
ス ミ ド （ pSZ-EGFP、 pSZ-GALV、 pSZ-38P-GALV） か ら の 切 り 出 し と 、 fHSV-delta-pacの ユ ニ
ー ク PacI部 位 へ の 直 接 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 取 得 し た 。 そ の DNAラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物
を リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン （ Gibco-BRL） を 使 っ て Vero細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 感 染 性 ウ
イ ル ス を 生 成 さ せ る た め に 3～ 5日 間 培 養 し た 。 次 に 、 Baco-1（ EGFPの DNA断 片 と pacを 含 む
） 、 Synco-1（ CMV-GALV.fusの DNA断 片 と pacを 含 む ） お よ び Synco-2（ UL38P-GALV.fusと pa
cを 含 む ） と 名 付 け た ウ イ ル ス を プ ラ ー ク 精 製 し た 。 Vero細 胞 を 1細 胞 あ た り 0.01プ ラ ー ク
形 成 単 位 （ pfu） の ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る こ と に よ っ て ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 調 製 し 、 2日 後
に 収 集 し て 、 － 80℃ で 保 存 し た 。
膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 表 現 型 特 性 解 析
　 細 胞 を 6穴 プ レ ー ト に 接 種 し 、 そ の 翌 日 に 0.1～ 0.0001pfu/細 胞 の 用 量 で 各 ウ イ ル ス に 感
染 さ せ た 。 細 胞 を 維 持 培 地 （ 1％ FBSを 含 む ） で 培 養 し 、 最 高 2日 間 放 置 し て 、 融 合 パ タ ー
ン と プ ラ ー ク を 発 達 さ せ た 。 HSV複 製 を 遮 断 す る た め に 、 ア シ ク ロ ビ ル を 培 養 培 地 に 100μ
Mの 最 終 濃 度 で 加 え た 。 分 裂 を 減 速 さ せ る か 胎 児 線 維 芽 細 胞 を 停 止 さ せ る た め に 、 細 胞 を 4
8時 間 に わ た っ て FBS飢 餓 状 態 に 置 く か 、 24時 間 に わ た っ て FBS飢 餓 状 態 に 置 き 、 そ れ と 同
時 に 20μ Mロ バ ス タ チ ン と 共 に 培 養 し た 後 、 細 胞 を ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 。 ロ バ ス タ チ ン
は 細 胞 周 期 停 止 を 誘 発 す る が HSV複 製 を 妨 害 し な い 化 学 物 質 で あ る （ Schangら ， 1998） 。
イ ン ビ ト ロ 細 胞 殺 滅 ア ッ セ イ
　 3つ の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 の そ れ ぞ れ を 48穴 プ レ ー ト に 接 種 し 、 0.1お よ び 0.01pfu/細 胞 の 各
ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る か 、 非 感 染 の ま ま に し て お い た 。 24時 間 後 お よ び 48時 間 後 に 細 胞 を
ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 収 集 し た 。 生 き 残 っ た 細 胞 の 数 を ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 後 に 血 球 計
数 器 で 数 え た 。 感 染 ウ ェ ル で の 生 細 胞 数 を 非 感 染 ウ ェ ル で の 総 細 胞 数 で 割 る こ と に よ っ て
、 細 胞 生 存 百 分 率 を 計 算 し た 。 実 験 は 3重 に 行 い 、 最 終 計 算 に は 平 均 し た 数 を 使 用 し た 。
動 物 実 験
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　 6週 齢 の 雄 Hsd胸 腺 欠 損 （ nu/nu） マ ウ ス を Harlan（ イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス
） か ら 購 入 し た 。 Hep3B細 胞 を 標 準 的 条 件 で 培 養 し 、 0.05％ ト リ プ シ ン -EDTAを 使 っ て 対 数
期 に 収 集 し た 。 細 胞 を 無 血 清 培 地 で 2回 洗 浄 し た 後 、 5× 10 7 細 胞 /mlの 濃 度 で PBSに 再 懸 濁
し た 。 5× 10 6 細 胞 を 含 む 合 計 100μ lの 細 胞 懸 濁 液 を マ ウ ス の 右 脇 腹 に 皮 下 注 射 し た 。 腫 瘍
が 直 径 約 5～ 8mmに 到 達 し た 時 に 、 1× 10 7 pfuの 各 ウ イ ル ス を 100μ lの 体 積 で 腫 瘍 内 に 単 回
注 射 し た （ ＝ 10） 。 対 照 腫 瘍 に は 同 じ 量 の PBSだ け を 投 与 し た 。 腫 瘍 サ イ ズ を 4週 間 に わ
た っ て 毎 週 測 定 し 、 式 ： 腫 瘍 体 積 [mm] 3 ＝ 0.5× (長 さ [mm])× (幅 [mm]) 2 を 使 っ て 、 腫 瘍 体
積 を 計 算 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 腫 瘍 組 織 の 病 理 検 査 の た め に 、 ウ イ ル ス 注 射 ま た は PBS注 射 の 5日 後 に マ ウ ス を 屠 殺 し た
。 腫 瘍 を 摘 出 し 、 固 定 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン と エ オ シ ン で 染 色 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 統 計 値 を 平 均 ± 平 均 の 標 準 偏 差 と し て 表 す 。 比 較 は ス チ ュ ー デ ン ト の 検 定 を 使 っ て 行
っ た 。 統 計 的 有 意 性 は ＜ 0.05と 定 義 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ＜ 実 施 例 ２ ＞
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVへ の GALV.fus遺 伝 子 の 強 制 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン お よ び 新 し い ウ イ ル ス の イ
ン ビ ト ロ 特 性 解 析
　 GALV.fus遺 伝 子 を 腫 瘍 溶 解 性 ア デ ノ ウ イ ル ス に ク ロ ー ニ ン グ し よ う と す る 初 期 の 試 み は
成 功 し な か っ た （ Diazら ， 2000） 。 こ の 失 敗 は 2つ の 理 由 に よ っ て 起 こ っ た の だ ろ う 。 第 1
に 、 GALV.fus遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 起 こ る 激 し く 迅 速 な シ ン シ チ ウ ム 形 成 が 、
組 換 え ウ イ ル ス 生 成 に 必 要 な そ の 後 の 相 同 組 換 え を 妨 害 し た の か も し れ な い 。 第 2に 、 ア
デ ノ ウ イ ル ス の 場 合 、 GALV.fusの 発 現 は 、 こ の ウ イ ル ス の 感 染 過 程 を 妨 害 す る の だ ろ う 。
エ ン ベ ロ ー プ を 持 た な い ア デ ノ ウ イ ル ス と は 異 な り 、 HSVは エ ン ベ ロ ー プ を 持 つ ウ イ ル ス
で あ り 、 そ の 感 染 に は 必 然 的 に 膜 融 合 が 関 与 す る 。 し た が っ て 、 HSVは GALV.fusな ど の 遺
伝 子 に よ る 膜 融 合 効 果 に 耐 え て 増 殖 を 続 け る こ と が で き る 可 能 性 が あ る と 予 想 し た 。 GALV
.fus遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 初 期 膜 融 合 に よ る 潜 在 的 な 妨 害 を 避 け る た め に 、 腫 瘍
溶 解 性 HSVの ゲ ノ ム へ の GALV.fus遺 伝 子 の 挿 入 に は 、 強 制 的 直 接 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 を 使 用
し た （ 図 1） 。 fHSV-delta-pacは 、 を コ ー ド す る デ ィ プ ロ イ ド 遺 伝 子 が 部 分 的 に 欠
失 し て お り 、 HSVパ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル （ pac） の 両 コ ピ ー が 完 全 に 欠 失 し て い る 突 然 変
異 型 HSVゲ ノ ム を 含 む 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） 系 コ ン ス ト ラ ク ト で あ る （ Saekiら ， 1998）
。 し た が っ て 、 完 全 な HSVpacを シ ス に 用 意 し な い 限 り 、 感 染 性 HSVは こ の コ ン ス ト ラ ク ト
か ら は 生 成 す る こ と が で き な い 。 ま た 、 遺 伝 子 が 部 分 的 に 欠 失 し て い る た め 、 こ の
コ ン ス ト ラ ク ト か ら 最 終 的 に 生 成 す る ウ イ ル ス は い ず れ も 複 製 選 択 的 に な る 。 GALV.fus遺
伝 子 カ セ ッ ト （ CMV前 初 期 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る も の ） を プ ラ ス ミ ド 中 で 完 全
な HSVpacに 連 結 さ せ た 。 次 に 、 そ の GALV.fus-pac配 列 を 、 fHSV-delta-pacの BAC配 列 中 に
あ る ユ ニ ー ク PacI部 位 に 直 接 ラ イ ゲ ー ト し た 。 そ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を Vero細 胞 に 直
接 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ の 細 胞 か ら 増 殖 し た ウ イ ル ス を 集 め て プ ラ ー ク 精 製 し た 。 プ ラ
ー ク 精 製 し た ウ イ ル ス の 一 つ を Synco-1と 名 付 け 、 そ れ 以 降 の 研 究 に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 Synco-1の 表 現 型 を 特 徴 づ け た 。 様 々 な 組 織 に 由 来 す る ヒ ト 癌 細 胞 を 低 い 感 染 多 重 度 （ M
OI） で こ の ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 。 感 染 後 36時 間 の 時 点 で 、 明 瞭 な シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 が
、 試 験 し た 3つ の 腫 瘍 細 胞 の 全 て に 観 察 さ れ た （ 図 2、 下 側 ） 。 平 均 す る と 、 各 シ ン シ チ ウ
ム は 約 1,000細 胞 の 面 積 を 覆 っ て い る こ と か ら 、 そ れ ぞ れ の シ ン シ チ ウ ム に は 多 数 の 腫 瘍
細 胞 が 関 わ っ て い る こ と が わ か っ た 。 一 方 、 Baco-1（ こ れ は や は り fHSV-delta-pacに 由 来
す る が GALV.fusの 代 わ り に EGFP遺 伝 子 を 含 ん で い る ） に 感 染 さ せ た 同 じ 腫 瘍 細 胞 で は 明 白
な シ ン シ チ ウ ム は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 2、 上 側 ） 。 Baco-1に よ る 個 々 の プ ラ ー ク が 覆 っ
て い る 面 積 は Synco-1に よ る シ ン シ チ ウ ム よ り か な り 小 さ か っ た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 場 合 、 FMGに よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 は 、 腫 瘍 細 胞 殺 滅 を 増 加 さ せ る こ と
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が わ か っ た 。 投 入 ウ イ ル ス が 持 つ 固 有 の 細 胞 毒 性 と こ れ ら の 細 胞 に お け る ウ イ ル ス の 複 製
お よ び 拡 大 能 力 と の 両 方 を 評 価 す る こ と が で き る よ う に 、 細 胞 を 比 較 的 低 い MOI（ 0.1お よ
び 0.01pfu/細 胞 ） で Baco-1ま た は Synco-1に 感 染 さ せ た 後 で 、 細 胞 生 存 性 を 比 較 し た 。 腫
瘍 細 胞 に 対 す る ウ イ ル ス 感 染 の 細 胞 毒 性 は 、 ウ イ ル ス 感 染 後 の 異 な る 時 点 で 生 き 残 っ て い
る 細 胞 の 百 分 率 を 計 算 す る こ と に よ っ て 定 量 化 し た 。 一 般 に 、 ど ち ら の 時 点 で も 、 ま た ど
ち ら の ウ イ ル ス 量 で も 、 こ れ ら の 腫 瘍 細 胞 を 殺 滅 す る 能 力 は 、 Synco-1の 方 が Baco-1よ り
も 有 意 に 強 か っ た （ 図 3Aお よ び 3B） 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 ＜ 実 施 例 ３ ＞
　 異 種 移 植 ヒ ト 癌 に お け る Synco-1の 強 化 さ れ た 抗 腫 瘍 効 果
　 Synco-1の シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 お よ び 強 化 さ れ た 腫 瘍 細 胞 殺 滅 能 力 は 、 イ ン ビ ボ で は 強
化 さ れ た 抗 腫 瘍 効 果 に 変 換 さ れ た 。 5mm～ 8mmの 範 囲 の 腫 瘍 直 径 を 持 つ 定 着 し た Hep3B異 種
移 植 物 に 、 ウ イ ル ス を 直 接 注 射 し た 。 1回 の 腫 瘍 内 注 射 で 1× 10 7 pfuの 用 量 を 投 与 し た 。 こ
れ は 、 通 常 は こ れ よ り か な り 多 い ウ イ ル ス 量 が 複 数 回 の 注 射 で 投 与 さ れ て い る 文 献 と は 対
照 的 で あ る （ Minetaら ， 1995、 Pawlikら ， 2000） 。 腫 瘍 サ イ ズ を 4週 間 に わ た っ て 毎 週 測
定 し た 。 PBS対 照 と 比 較 す る と 、 Baco-1の 注 射 と Syco-1の 注 射 は ど ち ら も 腫 瘍 成 長 に 即 効
性 を 持 っ て い た （ 図 4） 。 ウ イ ル ス 注 射 の 1週 間 後 か ら 、 Baco-1と Synco-1を 投 与 し た マ ウ
ス の 腫 瘍 サ イ ズ は ど ち ら も 、 PBSを 注 射 し た 腫 瘍 よ り 有 意 に 小 さ か っ た （ ＜ 0.001） 。 一
方 、 2週 間 後 か ら は 、 Synco-1が Baoc-1よ り も 有 意 に 強 化 さ れ た 抗 腫 瘍 効 果 を 示 し た （ ＜ 0
.001） 。 半 数 の 動 物 （ 10匹 中 5匹 ） で は 、 Synco-1投 与 の 3週 間 後 に 、 腫 瘍 が 見 ら れ な く な
り 、 残 り の 半 数 で も 、 腫 瘍 サ イ ズ が 著 し く 減 少 し て い た 。 こ れ に 対 し て 、 Baco-1注 射 群 の
場 合 は 、 腫 瘍 が 認 め ら れ な く な っ た の は 1匹 だ け だ っ た 。 残 り 9匹 で は 腫 瘍 が 最 初 は 萎 縮 し
、 そ の 後 、 ウ イ ル ス 注 射 の 3週 間 後 ま で に は 再 成 長 を 始 め た 。 ウ イ ル ス 投 与 の 4週 間 後 （ す
な わ ち 実 験 終 了 時 ） ま で 、 Synco-1注 射 群 で は 腫 瘍 サ イ ズ が 小 さ い ま ま か 無 腫 瘍 の ま ま だ
っ た が 、 Baco-1注 射 群 で は 平 均 腫 瘍 サ イ ズ が ウ イ ル ス 投 与 前 の 腫 瘍 サ イ ズ よ り も か な り 大
き く な る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ＜ 実 施 例 ４ ＞
　 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ る GALV.fusの 条 件 付 き 発 現
　 GAVL.fusの 無 秩 序 な 発 現 は 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス の 下 で も 、 間 違 い な く 、 こ の ウ イ ル ス
の 使 用 に 安 全 上 の 懸 念 を 生 じ さ せ る こ と に な る 。 こ れ は 、 例 え ば 播 種 性 転 移 腫 瘍 の よ う に
全 身 投 与 が 必 要 な 場 合 に は 、 特 に そ う で あ る と 言 え る 。 こ の 潜 在 的 課 題 を 克 服 す る た め の
論 理 的 な 方 法 は 、 GALV.fus発 現 を 制 御 す る た め に 、 腫 瘍 特 異 的 ま た は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー
タ ー を 使 用 す る こ と で あ る 。 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー の 報 告 例 は か な り あ る が 、 そ れ ら
は 一 般 に ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー よ り も は る か に 活 性 が 低 く 、 ま た い っ た ん ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る と 、 そ の 組 織 特 異 性 を 失 お う と す る 。 HSVゲ ノ ム 転 写 は 、 遺 伝
子 発 現 の 初 期 相 と 後 期 相 と が ウ イ ル ス DNA複 製 に よ っ て 分 け ら れ て い る 調 節 さ れ た カ ス ケ
ー ド で あ る 。 特 に 、 後 期 転 写 物 の 一 部 は 絶 対 後 期 に 分 類 す る こ と が で き 、 そ れ ら の 発 現 は
ウ イ ル ス DNA複 製 の 開 始 に 厳 密 に 依 存 し て い る 。 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 関 し て 、 そ の よ う な 絶 対
後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 使 っ て GALV.fus発 現 を 指 示 す れ ば 、 高 レ ベ ル な 選 択 的 GALV.f
us遺 伝 子 発 現 が 腫 瘍 組 織 で 起 こ る と 考 え た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 UL38プ ロ モ ー タ ー は 詳 し く 特 徴 づ け ら れ た 絶 対 後 期 ウ イ ル ス 遺 伝 子 で あ り 、 そ の プ ロ モ
ー タ ー 領 域 は 明 確 に 定 義 さ れ て い る （ Guzowskiお よ び Wagner， 1993） 。 GALV.fus遺 伝 子 を
UL38プ ロ モ ー タ ー に 連 結 し た 後 、 図 1に 記 載 の 方 法 に よ り 、 遺 伝 子 カ セ ッ ト と し て fHSV-de
lta-pac中 に 挿 入 し て 、 Synco-2を 作 製 し た 。 様 々 な ヒ ト 腫 瘍 細 胞 を Synco-2に 感 染 さ せ た
と こ ろ 、 こ の ウ イ ル ス も こ れ ら の 細 胞 で シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 を 持 ち （ 図 5A、 5B、 5C） 、 細
胞 融 合 の 程 度 は Synco-1の 場 合 （ 図 2に 記 載 ） と 同 等 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 Synco-2で の GALV.fusに よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 が 本 当 に ウ イ ル ス DNA複 製 に 依 存 し て い る
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か ど う か を 決 定 す る た め に 、 2つ の 実 験 を 行 っ た 。 ま ず 、 HSV DNA複 製 の 強 い 阻 害 剤 で あ る
ア シ ク ロ ビ ル （ ACV） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 を Synco-1ま た は Synco-2
に 感 染 さ せ た 。 Synco-1に よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 は ACVの 存 在 に よ る 影 響 を ほ と ん ど 受 け な
い が （ 図 5D） 、 Synco-2に よ る 細 胞 膜 融 合 は こ の 薬 物 に よ っ て 完 全 に 遮 断 さ れ た （ 図 5E）
。 次 に 、 正 常 非 分 裂 ヒ ト 細 胞 に お い て Synco-2が そ の シ ン シ チ ウ ム 形 成 誘 発 能 力 を 失 う か
ど う か を 直 接 調 べ た 。 静 止 状 態 の ま た は 細 胞 周 期 進 行 中 の 初 代 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 を Synco-1
（ 図 5G～ I） ま た は Synco-2（ 図 5J～ L） に 感 染 さ せ た 。 細 胞 を 分 裂 状 態 に 保 っ た 場 合 は 、
ど ち ら の ウ イ ル ス に よ る 感 染 も 、 こ の 正 常 ヒ ト 細 胞 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 引 き 起 こ し 、 Sy
nco-1感 染 に よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 （ 図 5G） の 方 が 、 Synco-2感 染 に よ る も の （ 図 5J） よ り
も わ ず か に 強 か っ た 。 Synco-1に よ る 細 胞 融 合 は 、 細 胞 周 期 が 減 速 し て い る （ 図 5H） か ま
た は 完 全 に 停 止 し て い る （ 図 5I） 細 胞 で も 、 わ ず か な 影 響 し か 受 け な か っ た 。 こ れ に 対 し
て 、 Synco-2に よ る 細 胞 融 合 は 、 細 胞 周 期 が 減 速 し て い る （ 図 5K） か ま た は 完 全 に 停 止 し
て い る （ 図 5L） 細 胞 で は 、 完 全 に 遮 断 さ れ た 。 感 染 細 胞 は 非 感 染 細 胞 （ 図 5F） と ほ と ん ど
同 じ に 見 え た 。 こ れ ら の 結 果 は 全 体 と し て 、 UL38プ ロ モ ー タ ー が 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で 強
力 か つ 腫 瘍 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と と 、 腫 瘍 溶 解 性 HSV中 で こ の プ ロ モ ー タ ー を
使 っ て GALV.fus遺 伝 子 を 駆 動 す れ ば 、 こ の ウ イ ル ス を 投 与 し て も 余 分 な 副 作 用 の 生 成 が 最
小 限 に 抑 え ら れ る こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 ＜ 実 施 例 ５ ＞
　 Synco-2お よ び Synco-1の 等 価 な 抗 腫 瘍 効 力
　 上 述 し た も の と 同 じ 治 療 ス キ ー ム で ヌ ー ド マ ウ ス の 異 種 移 植 ヒ ト 肝 臓 癌 に ウ イ ル ス を 注
射 す る こ と に よ り 、 Synco-1と Synco-2の 抗 腫 瘍 効 力 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 Synco-1と Syn
co-2は ど ち ら も 、 ウ イ ル ス 投 与 の 2週 間 後 か ら 、 Baco-1よ り も 有 意 に 優 れ た 抗 腫 瘍 効 果 を
持 つ こ と が わ か っ た （ p＜ 0.001） 。 一 方 、 Synco-1と Synco-2の 抗 腫 瘍 効 果 に は 有 意 差 は な
か っ た （ 図 6A） 。 ま た 、 Synco-1ま た は Synco-2の 投 与 に よ っ て 得 ら れ た 無 腫 瘍 マ ウ ス の 数
も 同 じ だ っ た （ 5/10） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 た と え ウ イ ル ス 中 の GALV.fus発 現 が 条 件 付 き ウ
イ ル ス プ ロ モ ー タ ー で 駆 動 さ れ て い て も 、 Synco-2は 、 Synco-1と 等 価 な 抗 腫 瘍 効 力 を 持 つ
こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 シ ン シ チ ウ ム 形 成 は 、 実 際 、 Synco-1お よ び Synco-2に よ る 抗 腫 瘍 治 療 の 腫 瘍 溶 解 過 程 の
一 部 で あ る 。 定 着 し た Hep3B腫 瘍 に 腫 瘍 溶 解 性 HSVま た は PBSを 注 射 し 、 そ の 腫 瘍 を 5日 後 に
切 除 し た 。 染 色 し た 腫 瘍 切 片 を 調 べ た と こ ろ 、 様 々 な 数 の 細 胞 核 を 含 む シ ン シ チ ウ ム が 、
Synco-1ま た は Synco-2ウ イ ル ス を 注 射 し た 腫 瘍 の 組 織 切 片 じ ゅ う に 頻 繁 に 認 め ら れ る こ と
が わ か っ た （ 図 6B） 。 そ の よ う な シ ン シ チ ウ ム は 、 Baco-1ま た は PBSを 注 射 し た 腫 瘍 の 組
織 切 片 に は 見 ら れ な い 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ＜ 実 施 例 ６ ＞
　 実 施 例 7～ 9に 関 す る 典 型 的 な 材 料 と 方 法
細 胞
　 Vero（ ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 線 維 芽 細 胞 ） 細 胞 、 ヒ ト 胎 児 線 維 芽 細 胞 （ HF333.We） お
よ び Hep3B（ ヒ ト 肝 臓 癌 細 胞 ） は い ず れ も ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ
ン か ら 入 手 し た 。 こ れ ら は 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS） を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ
ル 培 地 （ DMEM） で 培 養 し た 。
プ ラ ス ミ ド 構 築
　 詳 し く 定 義 さ れ て い る UL38の プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー 領 域 （ das） （ Guzowski
お よ び Wagner， 1993） を 、 次 の プ ラ イ マ ー 対 を 使 っ て 、 HSV-1 DNAか ら 増 幅 し た ： フ ォ ワ
ー ド 5'-GTGGGTTGCGGACTTTCTGC-3'（ 配 列 番 号 1） お よ び リ バ ー ス 5'-ACACTCACGCAAGGCGGAAC
-3'（ 配 列 番 号 2） 。 増 幅 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 、 制 限 酵 素 PacIの 認 識 部 位 が 隣 接 す る 1
コ ピ ー の HSVパ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル の 隣 に 位 置 す る plox-3Hの ユ ニ ー ク NcoI部 位 に ク ロ ー
ニ ン グ し て 、 plox-UL38pを 作 製 し た 。 分 泌 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ SEAP） を コ ー ド す
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る 遺 伝 子 を pSEAP-control（ CLONTECH Laboratories, Inc.， カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト
） か ら HpaIお よ び HindIIIで 切 り 出 し 、 plox-UL38pの ユ ニ ー ク BglII部 位 に 、 平 滑 末 端 ラ イ
ゲ ー シ ョ ン に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 し た が っ て 、 pLox-APと 名 付 け た 新 し い プ ラ ス ミ
ド で は 、 SEAP遺 伝 子 が UL38プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る 。 同 じ AP遺 伝 子 （ pSEAP-cont
rolの HpaI-HindIII断 片 ） を 、 PacI認 識 部 位 が 隣 接 す る 1コ ピ ー の HSVpacの 隣 に 位 置 す る pI
MJ-pacに 含 ま れ て い る CMV-Pの 下 流 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 PIMJ-pac-APを 構 築 し た 。 純
粋 な プ ラ ス ミ ド DNAを 細 菌 培 養 物 の ア ル カ リ 溶 解 に よ っ て 取 得 し 、 QIAGEN-チ ッ プ 500カ ラ
ム （ QIAGEN， カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ レ ン シ ア ） で 精 製 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
AP遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 む 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 作 製
　 AP遺 伝 子 カ セ ッ ト を pac配 列 と 一 緒 に pLox-APま た は pIMJ-pac-APか ら PacIで 切 り 出 し 、
ゲ ル 精 製 し た 。 次 に 、 強 制 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 感 染 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVを 作 製 す る
た め に 、 そ れ ら を fHSV-delta-pacに ク ロ ー ニ ン グ し た 。 図 7に 図 示 す る よ う に 、 fHSV-delt
a-pacは 、 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） に 基 づ く HSVコ ン ス ト ラ ク ト で あ る 。 を コ ー ド す
る デ ィ プ ロ イ ド 遺 伝 子 と HSVパ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル （ pac） の 両 コ ピ ー と が 、 fHSV-delta
-pacに 含 ま れ る HSV配 列 か ら は 削 除 さ れ て い る の で （ Saekiら ， 1998） 、 完 全 な HSVpacを シ
ス に 用 意 し な い 限 り 、 こ の コ ン ス ト ラ ク ト か ら は 感 染 性 HSVは 生 成 す る こ と が で き ず 、 生
成 し た ウ イ ル ス は 遺 伝 子 が 両 コ ピ ー と も 欠 失 し て い る の で 複 製 が 条 件 付 き に な る 。
ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン （ Gibco-BRL） を 使 っ て Vero細 胞 中 に 直 接 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 感 染 性 ウ イ ル ス を 生 成 さ せ る た め に 3～ 5日 間 培 養 し た 。 次 に 、 Baco-A
P1（ CMV-P-APカ セ ッ ト を 含 ん で い る も の ） お よ び Baco-AP2（ UL38p-APカ セ ッ ト を 含 ん で い
る も の ） と 名 付 け た ウ イ ル ス を プ ラ ー ク 精 製 し た 。 ウ イ ル ス 中 に AP遺 伝 子 が 存 在 す る こ と
を 、 AP発 現 の 検 出 に よ っ て 確 認 し た 。 大 き い ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 調 製 す る た め に 、 Vero細
胞 を 1細 胞 あ た り 0.01プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の 各 ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 。 2日 後 に ウ イ
ル ス を 収 集 し 、 3サ イ ク ル の 凍 結 融 解 に か け た 後 、 1サ イ ク ル の 超 音 波 処 理 を 行 っ た 。 細 胞
片 を 低 速 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 2000gで 10分 ） に よ っ て 除 去 し 、 ウ イ ル ス ス ト ッ ク を － 80℃ で 保
存 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
AP放 出 量 を 定 量 す る た め の イ ン ビ ト ロ で の 哺 乳 類 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 感 染
　 イ ン ビ ト ロ プ ラ ス ミ ド DNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 、 前 日 に Vero細 胞 を 2× 10 5 細
胞 /ウ ェ ル の 密 度 で 6穴 プ レ ー ト に 接 種 し 、 5％ CO 2 雰 囲 気 中 、 37℃ で 培 養 し た 。 pLox-APま
た は pIMJ-pac-APの プ ラ ス ミ ド DNA（ 2μ g） を 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 5μ lの リ ポ フ ェ ク
ト ア ミ ン （ GibcoBRL） と 混 合 し た 。 細 胞 に 適 用 す る 前 に 、 そ の リ ポ ソ ー ム 製 剤 化 DNAを 1ml
の 無 血 清 DMEMに 加 え た 。 細 胞 （ 約 70％ コ ン フ ル エ ン ト ） を DNAリ ポ ソ ー ム 複 合 体 に 37℃ で 3
時 間 ば く 露 し た 後 、 そ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 、 10％ FBSを 含 む 2mlの DMEMで 置 き
換 え た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 16時 間 後 に 、 細 胞 を 0.1pfu/細 胞 の Baco-1（ Baco-AP1ま
た は Baco-AP2と 同 じ 方 法 で 構 築 し た も の で あ る が 、 EGFP遺 伝 子 カ セ ッ ト を 代 わ り に 持 っ て
い る 腫 瘍 溶 解 性 HSV） に 感 染 さ せ る か 、 ま た は 疑 似 感 染 （ 培 地 の み ） さ せ た 。 24時 間 後 に A
P放 出 量 を 測 定 す る た め に 培 地 を 集 め た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 Baco-AP1お よ び Baco-AP2の イ ン ビ ト ロ 特 性 解 析 の た め に 、 胎 児 線 維 芽 細 胞 を 、 10％ FBS
を 含 む 培 地 で 成 長 さ せ る こ と に よ っ て 細 胞 周 期 相 に 保 つ か 、 ま た は 無 血 清 培 地 中 、 30時 間
の 20μ Mロ バ ス タ チ ン で 停 止 さ せ た 。 ロ バ ス タ チ ン は 細 胞 周 期 停 止 を 誘 発 す る が 、 HSV複 製
を 妨 害 し な い 化 学 物 質 で あ る （ Schangら ， 1998） 。 次 に 、 細 胞 を 0.1pfu/細 胞 の Baco-AP1
ま た は Baco-AP2に 感 染 さ せ 、 AP放 出 量 を 定 量 す る た め に 感 染 の 24時 間 後 に 培 地 を 集 め た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
化 学 発 光 APア ッ セ イ
　 培 養 培 地 中 ま た は 血 清 中 の AP活 性 は 、 CLONTECH Laboratories， Inc.（ カ リ フ ォ ル ニ ア
州 パ ロ ア ル ト ） か ら 販 売 さ れ て い る 検 出 キ ッ ト を 使 っ て 定 量 し た 。 こ の ア ッ セ イ は 製 造 者
の 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 25μ lの 試 料 を 75μ lの 1× 希 釈 緩 衝 液 に 加 え
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た 。 穏 や か に 混 合 し た 後 、 希 釈 し た 試 料 を 65℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 試 料 を
室 温 ま で 冷 却 し 、 100μ lの ア ッ セ イ 緩 衝 液 を 各 試 料 に 加 え た 後 、 室 温 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 最 後 に 、 試 料 を 、 化 学 発 光 基 質 Cお よ び エ ン ハ ン サ ー を 含 む 溶 液 と 1： 20の 比 で
混 合 し 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 照 度 計 （ Turner Designs Instruments， カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 サ ニ ー ベ ー ル ） を 使 っ て 化 学 発 光 を 検 出 し た 。
動 物 試 験
　 6週 齢 の 雌 Hsd胸 腺 欠 損 （ nu/nu） マ ウ ス を Harlan（ イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス
） か ら 入 手 し た 。 肝 臓 癌 を 定 着 さ せ る た め に 、 Hep3B細 胞 を 標 準 的 条 件 で 培 養 し 、 対 数 期
に 0.05％ ト リ プ シ ン -EDTAを 使 っ て 収 集 し た 。 細 胞 を 無 血 清 培 地 で 2回 洗 浄 し た 後 、 PBSに 5
× 10 7 細 胞 /mlの 濃 度 で 再 懸 濁 し た 。 合 計 5× 10 6 個 の 細 胞 （ 懸 濁 液 100μ l中 ） を 各 マ ウ ス の
右 脇 腹 に 皮 下 注 射 し た 。 腫 瘍 内 注 射 の 場 合 は 、 腫 瘍 が 直 径 約 8mmに 達 し た 時 に 、 そ れ ら に
ウ イ ル ス （ 体 積 100μ l中 5× 10 6 pfu） を 注 射 し た 。 静 脈 内 （ 尾 静 脈 ） 注 射 ま た は 筋 肉 内 （
右 後 肢 ） 注 射 の 場 合 は 、 腫 瘍 が 定 着 し て い な い マ ウ ス に 同 じ 量 の ウ イ ル ス を 注 射 し た 。 ウ
イ ル ス 接 種 後 の 1日 、 2日 、 3日 、 4日 、 5日 お よ び 7日 後 に 、 AP放 出 量 を 定 量 す る 目 的 で 、 マ
ウ ス か ら 採 血 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 ＜ 実 施 例 ７ ＞
　 ベ ク タ ー の 構 築 と 特 性 解 析
　 遺 伝 子 発 現 の イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 解 析 を 容 易 に す る た め に 、 SEAP遺 伝 子 を UL38プ
ロ モ ー タ ー （ UL38p） に 連 結 し た 。 対 照 と し て 同 じ SEAP遺 伝 子 を CMV-Pに も 連 結 し た 。 腫 瘍
溶 解 性 HSV中 に 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 強 制 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 を 使 用 し た 。
こ の 方 法 は 、 HSVゲ ノ ム へ の 外 来 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に 関 し て 、 伝 統 的 な 相 同 組 換 え よ
り も 信 頼 性 が 高 く 効 率 も よ い 。 図 7に 示 す よ う に 、 fHSV-delta-pacは 、 を コ ー ド す
る デ ィ プ ロ イ ド 遺 伝 子 が 部 分 的 に 欠 失 し て お り 、 HSVパ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル （ pac） の 両
コ ピ ー が 完 全 に 欠 失 し て い る 突 然 変 異 型 HSVゲ ノ ム を 含 む 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） 系 コ ン ス
ト ラ ク ト で あ る （ Saekiら ， 1998） 。 し た が っ て 、 完 全 な HSVpacを シ ス に 用 意 し な い 限 り
、 感 染 性 HSVは こ の コ ン ス ト ラ ク ト か ら は 生 成 す る こ と が で き な い 。 ま た 、 遺 伝 子
の 両 コ ピ ー が 部 分 的 に 欠 失 し て い る た め 、 こ の コ ン ス ト ラ ク ト か ら 生 成 す る ウ イ ル ス は い
ず れ も 複 製 選 択 的 に な る 。 ま ず 、 SEAP遺 伝 子 カ セ ッ ト を 中 間 プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ し
て 、 遺 伝 子 カ セ ッ ト の 両 脇 に 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ PacIの 認 識 部 位 を 持 つ pIMJ-pac-AP
お よ び pLox-APを 作 製 し た 。 次 に 、 そ の DNA断 片 を PacIで 切 り 出 し 、 fHSV-delta-pacの BAC
配 列 中 に あ る ユ ニ ー ク PacI部 位 に ラ イ ゲ ー ト し た 。 そ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を Vero細 胞
に 直 接 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ の 細 胞 か ら 増 殖 し た ウ イ ル ス を 集 め て 、 プ ラ ー ク 精 製 す る
こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ Baco-AP1（ CMV-P-SEAPカ セ ッ ト を 含 む ） お よ び Baco－ AP2（ UL38p-S
EAPカ セ ッ ト を 含 む ） を 作 製 し た （ 図 7） 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 次 に 、 こ れ ら 2つ の ウ イ ル ス （ Baco-AP1お よ び Baco-AP2） を 、 イ ン ビ ト ロ で の 増 殖 特 性
に つ い て 、 直 接 比 較 し た 。 3種 類 の 感 染 多 重 度 、 す な わ ち 1細 胞 あ た り 0.1、 1お よ び 5プ ラ
ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の ウ イ ル ス に Vero細 胞 を 感 染 さ せ た 。 感 染 の 24時 間 後 お よ び 48時 間
後 に ウ イ ル ス を 収 集 し 、 プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ っ て 力 価 を 測 定 し た 。 こ れ ら 2つ の ウ イ ル
ス の 複 製 に 有 意 差 は な か っ た （ 表 4） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ＜ 実 施 例 ８ ＞
　 UL38プ ロ モ ー タ ー 活 性 の イ ン ビ ト ロ 特 性 解 析
　 UL38p活 性 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 決 定 し 、 プ ロ モ ー タ ー の ト ラ ン ス 活 性 化 に 対 す
る HSV複 製 の 影 響 を 調 べ た 。 pIMJ-pac-AP（ CMV-P APカ セ ッ ト を 含 む ） DNAお よ び pLox-AP（
UL38p APカ セ ッ ト を 含 む ） DNAを 、 Vero細 胞 に 一 対 ず つ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン の 16時 間 後 に 、 一 組 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 、 SEAPの 代 わ り に 強 化 緑 色 蛍
光 タ ン パ ク 質 （ EGFP） 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 ん で い る 点 以 外 は Baco-AP1ま た は Baco-AP2と 同
じ 方 法 で 構 築 し た 腫 瘍 溶 解 性 HSV（ Baco-1） に 感 染 さ せ た 。 も う 一 組 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト
細 胞 は 疑 似 感 染 （ 培 地 の み ） さ せ た 。 24時 間 後 に 、 ど ち ら の 組 の 細 胞 か ら も 培 地 を 集 め 、
培 地 中 に 放 出 さ れ た APを 定 量 し た 。 そ の 結 果 、 HSV感 染 が な い 場 合 、 pLox-APで ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 細 胞 の 培 地 中 の APは 、 ほ と ん ど 検 出 で き な い こ と が わ か っ た （ 図 8） 。 し か し
、 腫 瘍 溶 解 性 HSV感 染 を 起 こ し た 場 合 は 、 AP発 現 量 が 70倍 増 加 し て 、 pIMJ-pac-APト ラ ン ス
フ ェ ク ト 細 胞 か ら 放 出 さ れ る APの レ ベ ル の ほ ぼ 半 分 に 達 し た 。 HSV感 染 は CMV-Pか ら の AP発
現 レ ベ ル も か な り 増 加 さ せ た 。 こ れ は お そ ら く 、 HSV感 染 が CMV-P活 性 を ト ラ ン ス 活 性 化 す
る か ら だ と 思 わ れ る （ Herrlingerら ， 2000） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 UL38pが 極 め て 低 い 基
礎 活 性 を 持 ち 、 溶 解 性 HSV感 染 が 起 こ る と そ の 活 性 が 著 し く 増 加 す る こ と を 証 明 し て い る
。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVに お け る UL38pの イ ン ビ ト ロ で の 活 性 を 特 徴 付 け た 。 静 止 状 態 ま た は 進 行
状 態 の 正 常 ヒ ト 細 胞 で プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 比 較 し た 。 初 代 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 を 12穴 プ レ ー ト
に 一 対 ず つ 接 種 し た 。 一 組 を 20μ Mの ロ バ ス タ チ ン （ 細 胞 周 期 停 止 を 誘 発 す る が HSV複 製 を
妨 害 し な い 薬 物 ） で 処 理 し た （ Schangら ， 1998） 。 次 に 、 停 止 細 胞 と 無 処 理 （ す な わ ち 細
胞 周 期 進 行 中 ） の 細 胞 を ど ち ら も 、 0.1pfu/細 胞 の Baco-AP1ま た は Baco-AP2に 感 染 さ せ た
。 感 染 の 24時 間 後 に 培 養 培 地 を 集 め 、 培 地 中 の APを 定 量 し た 。 そ の 結 果 、 細 胞 周 期 進 行 中
の 細 胞 で は 、 UL38p（ Baco-AP2感 染 細 胞 ） か ら の AP発 現 の 方 が 、 CMV-P（ Baco-AP1） か ら の
発 現 よ り も 、 実 際 に わ ず か に 高 か っ た （ 図 9） 。 し か し 、 細 胞 周 期 を 停 止 さ せ る と 、 UL38p
活 性 は 低 下 し て 低 レ ベ ル に な っ た 。 細 胞 停 止 は 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 複 製 お よ び 拡 大 に 対 し て
阻 害 効 果 を 持 つ の で 、 CMV-Pか ら の AP発 現 も か な り 減 少 す る が 、 UL38p含 有 ウ イ ル ス （ Baco
-AP2） に お け る 阻 害 度 の 方 が は る か に 大 き い （ 2倍 未 満 対 40倍 ） 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 ＜ 実 施 例 ９ ＞
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で の UL38プ ロ モ ー タ ー 活 性 の イ ン ビ ボ 特 性 解 析
　 イ ン ビ ボ で 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で の UL38pの 腫 瘍 選 択 的 遺 伝 子 発 現 を 実 証 し た 。 ヒ ト 異
種 移 植 肝 腫 瘍 （ Hep3B） を 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス の 右 脇 腹 の 皮 下 に 定 着 さ せ た 。 腫 瘍 サ イ
ズ が 直 径 8mmに 到 達 し た ら 、 ウ イ ル ス （ Baco-AP1ま た は Baco-AP2） を 5× 10 6 pfuの 用 量 で 腫
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瘍 内 注 射 し た 。 同 時 に 、 腫 瘍 接 種 を 受 け な か っ た マ ウ ス に も 、 同 量 の ウ イ ル ス を 静 脈 内 （
i.v.） 注 射 ま た は 筋 肉 内 （ i.m.） 注 射 に よ っ て 注 射 し た 。 ウ イ ル ス 注 射 後 の 様 々 な 時 点 で
採 血 し 、 AP放 出 量 を 定 量 し た 。 ど ち ら か の ウ イ ル ス を 腫 瘍 内 注 射 し た マ ウ ス に お け る AP濃
度 は 、 ウ イ ル ス 投 与 後 2日 目 ま で に 増 加 し 始 め 、 3日 目 ま で に ピ ー ク レ ベ ル に 達 し た 。 AP放
出 量 は そ の 後 、 下 降 し 始 め た が 、 実 験 中 は 比 較 的 高 い レ ベ ル を 保 っ た （ 図 10） 。 Baco-AP1
か ら の AP放 出 量 は 、 実 験 全 体 に わ た っ て 、 Baco-AP2の 放 出 量 よ り か ろ う じ て 高 か っ た が 、
最 終 時 点 （ 7日 目 ） は 例 外 で 、 こ の 時 点 で は 前 者 の 方 が 後 者 よ り も わ ず か に 低 か っ た （ ＞
0.05） 。 こ れ に 対 し 、 ウ イ ル ス を 静 脈 内 注 射 し た 場 合 は 、 2日 目 、 3日 目 お よ び 4日 目 に 、 A
P放 出 量 に 関 し て 有 意 差 が あ っ た （ ＜ 0.01） 。 Baco-AP2の 静 脈 内 注 射 は 、 2日 目 と 3日 目 に
動 物 の 血 中 の APを わ ず か に 増 加 さ せ た だ け だ っ た 。 ウ イ ル ス 投 与 後 4日 目 ま で に 、 APは バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル に 戻 り 、 そ の 後 、 実 験 中 は 低 レ ベ ル の ま ま だ っ た 。 し か し 、 同 じ 量
の Baco-AP1を i.v.注 射 す る と 、 ウ イ ル ス 接 種 後 5日 目 に 達 す る 前 に 血 清 中 の AP放 出 量 は は
る か に 高 く な っ た 。 ど ち ら か の ウ イ ル ス を 筋 肉 内 投 与 し た マ ウ ス の 血 中 APは 、 実 験 期 間 中
ず っ と 基 礎 レ ベ ル の ま ま だ っ た 。 こ れ は お そ ら く 、 成 体 マ ウ ス で は HSVベ ク タ ー に よ る 筋
芽 細 胞 の 形 質 導 入 が 起 こ り に く い か ら だ ろ う 。 こ れ ら の 結 果 は 、 全 体 と し て 、 腫 瘍 溶 解 性
HSVの 下 で 、 UL38pは 、 そ の イ ン ビ ボ 投 与 中 に 、 強 い 腫 瘍 選 択 的 遺 伝 子 発 現 を 指 示 で き る こ
と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ０ ＞
　 実 施 例 11～ 13に 関 す る 典 型 的 な 材 料 と 方 法
細 胞 株 ・ マ ウ ス
　 ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 （ Vero） 細 胞 は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ
ン （ メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル ） か ら 購 入 し た 。 ヒ ト 細 胞 株 HEYお よ び SKOV3は Robert Bas
t博 士 （ MD Anderson Cancer Cneter， テ キ サ ス 州 ヒ ュ ー ス ト ン ） か ら 譲 り 受 け た 。 Hey細
胞 は 、 中 分 化 型 乳 頭 状 卵 巣 嚢 胞 腺 癌 の 腹 膜 付 着 物 か ら 樹 立 さ れ た も の で 、 化 学 療 法 剤 に 対
し て 中 等 度 の 抵 抗 性 を 持 つ と 報 告 さ れ て い る （ Selbyら ， 1980、 Buickら ， 1985） 。 全 て の
細 胞 を 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS） と 抗 生 物 質 と を 含 む DMEM中 、 湿 潤 5％ CO 2 雰 囲 気 下 で 培
養 し た 。 雌 Hsd胸 腺 欠 損 （ nu/nu） マ ウ ス （ Harlan（ イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス ）
か ら 入 手 し た も の ） を 、 特 定 病 原 体 フ リ ー 状 態 で 飼 育 し 、 7～ 8週 齢 で 実 験 に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
膜 融 合 性 HSVベ ク タ ー の 構 築
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVは い ず れ も 、 突 然 変 異 型 の HSVゲ ノ ム （ を コ ー ド す る デ ィ プ ロ イ ド
遺 伝 子 と HSVパ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル （ pac） の 両 コ ピ ー と が 欠 失 し て い る も の ） を 含 む 細
菌 人 工 染 色 体 （ BAC） 系 コ ン ス ト ラ ク ト fHSV-delta-pacか ら 誘 導 し た （ Saekiら ， 1998） 。
完 全 な HSVpacを シ ス に 用 意 に し な い 限 り 、 感 染 性 HSVは こ の コ ン ス ト ラ ク ト か ら は 生 成 す
る こ と が で き な い 。 外 来 遺 伝 子 か ら 挿 入 し 、 fHSV-delta-pacか ら 感 染 性 ウ イ ル ス を 生 成 さ
せ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 強 制 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 （ 図 11） を 用 い た 。 ま ず 、 2つ の 遺 伝
子 カ セ ッ ト （ UL38プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る GALV.fusと 、 CMVプ ロ モ ー タ ー に よ っ
て 駆 動 さ れ る 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 ） を pSZ-pac中 に 、 そ れ ぞ れ が HSVpacを 含 む HSV配
列 と 連 結 さ れ る よ う に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 EGFP遺 伝 子 カ セ ッ ト を AseIお よ び AflIIIで pEGF
P-N1（ Clontech， カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） か ら 切 り 出 し た 。 GALV.fus遺 伝 子 は pCR3
.1-GALVか ら 切 り 出 し 、 明 確 に 定 義 づ け ら れ て い る UL38の プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ
ー 領 域 （ DAS） に 連 結 し た （ McGuireら ， 1996） 。 次 に 、 HSVpacに 連 結 さ れ た GALV.fusま た
は EGFP遺 伝 子 カ セ ッ ト を プ ラ ス ミ ド か ら 切 り 出 し 、 fHSV-delta-pacの ユ ニ ー ク PacI部 位 に
直 接 ラ イ ゲ ー ト し た 。 そ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン （ Gibco-BRL） を
使 っ て Vero細 胞 に 直 接 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 感 染 性 ウ イ ル ス を 生 成 さ せ る た め に 、 3～ 5日
間 培 養 し た 。 次 に 、 ウ イ ル ス を プ ラ ー ク 精 製 し 、 Baco-1（ EGFPの DNA断 片 と pacを 含 む ） お
よ び Synco-2（ UL38-GALV.fusと pacを 含 む ） と 名 付 け た 。 次 に 、 膜 融 合 性 が 強 化 さ れ た 強
力 な HSVを 生 成 さ せ る た め に 、 Synco-2の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 を 、 先 に 公 表 さ れ た 手 法 （
Fuお よ び Zhang， 2002、 Schafferら ， 1973） に 従 っ て 行 っ た 。 Vero細 胞 を 1細 胞 あ た り 0.01
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プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る こ と に よ っ て ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 調 製
し 、 2日 後 に 収 集 し 、 － 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 ま ず 、 従 来 の 腫 瘍 溶 解 性 HSV、 す な わ ち Baco-1（ 2） に 、 Vero細 胞 に お け る ウ イ ル ス 複 製
時 の チ ミ ジ ン 類 似 体 BrdU取 り 込 み の ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 、 膜 融 合 能 力 を 導 入 し
た （ Fuお よ び Zhang， 2002） 。 こ の ウ イ ル ス の 表 現 型 を 同 定 し 、 均 一 に 精 製 し た 。 次 に 、 U
L38遺 伝 子 の 絶 対 後 期 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る 超 膜 融 合 性 GALV.fusを 、 BACに 基 づ
く ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 強 制 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し て 、 Baco-1の 強 化
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 置 き 換 え た 。 プ ラ ー ク 精 製 し た ウ イ ル ス の 1つ （ Synco-2Dと
命 名 ） を 選 択 し て 、 さ ら な る 特 性 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
Synco-2Dの 特 性 解 析 お よ び イ ン ビ ト ロ 細 胞 殺 滅 ア ッ セ イ
　 Heyま た は SKOV3卵 巣 癌 細 胞 を 6穴 プ レ ー ト に 接 種 し 、 翌 日 、 0.01pfu/細 胞 の 用 量 で Baco-
1ま た は Synco-2Dに 感 染 さ せ た 。 細 胞 を 維 持 培 地 （ 1％ FBSを 含 む ） で 培 養 し 、 最 高 2日 間 放
置 し て 、 融 合 パ タ ー ン と プ ラ ー ク を 発 達 さ せ た 。 ウ イ ル ス の イ ン ビ ト ロ 殺 滅 効 果 を 測 定 す
る た め に 、 Heyま た は SKOV3腫 瘍 細 胞 株 を 24穴 プ レ ー ト に 接 種 し 、 0.1お よ び 0.01pfu/細 胞
の Baco-1ま た は Synco-2Dに 感 染 さ せ る か 、 非 感 染 の ま ま に し て お い た 。 24時 間 後 お よ び 48
時 間 後 に 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 収 集 し た 。 生 細 胞 の 数 を ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 後 に
血 球 計 数 器 で 数 え た 。 感 染 ウ ェ ル で の 生 細 胞 数 を 非 感 染 の ま ま に し て お い た ウ ェ ル で の 細
胞 数 で 割 る こ と に よ っ て 、 細 胞 生 存 百 分 率 を 計 算 し た 。 実 験 は 3重 に 行 い 、 最 終 計 算 に は
平 均 し た 数 を 使 用 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
同 所 性 卵 巣 癌 モ デ ル で の イ ン ビ ボ ウ イ ル ス 療 法 の 実 験 計 画
　 腫 瘍 を 生 じ さ せ る た め に 、 0.25％ ト リ プ シ ン お よ び 0.05％ EDTAに 短 時 間 ば く 露 す る こ と
に よ っ て 、 Hey細 胞 を サ ブ コ ン フ ル エ ン ト 培 養 物 か ら 収 集 し た 。 ト リ プ シ ン 処 理 を 10％ FBS
を 含 む 培 地 で 停 止 さ せ 、 細 胞 を 無 血 清 培 地 で 1回 洗 浄 し 、 PBSに 再 懸 濁 し た 。 イ ン ビ ボ 注 射
に は 、 生 存 率 が ＞ 95％ の 単 細 胞 懸 濁 液 だ け を 使 用 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 0日 目 に 、 3× 10
5 個 の 生 Hey細 胞 を 8週 齢 雌 ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 に 接 種 し た 。 腫 瘍 接 種 後 14日 目 お よ び 28日
目 に 、 HSVベ ク タ ー （ 2× 10 7 pfu/200μ l） の 腹 腔 内 投 与 を 、 接 種 し た 腫 瘍 細 胞 と は 異 な る
部 位 に 開 始 し た 。 客 観 的 な 盲 検 デ ー タ を 得 る た め に 、 マ ウ ス に Hey腫 瘍 を 移 植 し 、 8匹 ず つ
3つ の 群 に 無 作 為 に 割 り 当 て た 。 こ れ ら の 群 に は （ a） リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） を 投 与 し
た 対 照 群 、 （ b） 14日 目 お よ び 28日 目 に Baco-1で 処 置 し た マ ウ ス 群 、 お よ び （ c） 14日 目 お
よ び 28日 目 に Synco-2Dで 処 置 し た マ ウ ス 群 が 含 ま れ る 。 腫 瘍 細 胞 接 種 後 42日 目 に 、 マ ウ ス
を CO 2 ば く 露 に よ っ て 安 楽 死 さ せ 、 盲 検 的 に 肉 眼 （ 腫 瘍 結 節 数 、 腫 瘍 体 積 ） 分 析 を 行 っ た
。
【 ０ ２ ６ ３ 】
統 計 解 析
　 定 量 的 結 果 を 平 均 ± 平 均 の 標 準 偏 差 と し て 表 す 。 統 計 解 析 は 、 Statview 5.0ソ フ ト ウ ェ
ア （ Abacus Concepts， カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ ー ク レ ー ） を 使 用 し て 、 ス チ ュ ー デ ン ト の t検
定 ま た は 一 元 配 置 ANOVAに よ っ て 行 っ た が 、 生 存 デ ー タ は 例 外 で 、 こ れ に つ い て は 、 カ プ
ラ ン -マ イ ヤ ー プ ロ ッ ト お よ び ロ グ ラ ン ク （ マ ン テ ル -コ ッ ク ス ） 検 定 に よ っ て 解 析 し た 。
こ の 研 究 で は 0.01未 満 の P値 を 有 意 で あ る と み な し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ＜ 実 施 例 １ １ ＞
　 新 し い 膜 融 合 生 HSVベ ク タ ー の 作 製 お よ び 特 性 解 析
　 本 発 明 の 具 体 的 実 施 形 態 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 技 術 上 の 課 題 、 例 え ば ウ イ ル ス 複 製 選
択 性 を 付 与 す る 欠 失 ゆ え に 腫 瘍 で は ウ イ ル ス の 効 力 が 低 下 す る こ と や 、 他 の 治 療 戦 略 （ プ
ロ ド ラ ッ グ 酵 素 送 達 な ど ） と は 異 な り 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 抗 腫 瘍 活 性 は 有 意 な バ イ ス タ ン
ダ ー 効 果 を 増 強 し な い こ と な ど を 克 服 し よ う と 試 み た 。 バ イ ス タ ン ダ ー 効 果 は 進 行 癌 、 特
に 卵 巣 癌 の 有 効 な 抗 腫 瘍 治 療 に は 極 め て 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ に よ り
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、 例 え ば 腹 腔 内 で の ベ ク タ ー の 送 達 効 率 お よ び 拡 大 効 率 の 制 限 が 補 償 さ れ る か ら で あ る 。
し た が っ て 、 癌 の 処 置 、 特 に 卵 巣 癌 の 処 置 に 関 し て 明 瞭 な 臨 床 上 の 利 益 を 得 る に は 、 こ れ
ら の 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス の 効 力 と 殺 滅 能 力 の 両 方 に つ い て 、 さ ら な る 改 善 が 不 可 欠 で あ る
と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 こ れ ら の 課 題 を 克 服 す る た め に 、 ウ イ ル ス 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 （ FMG） の 天 然 細 胞
膜 融 合 活 性 を 利 用 す る こ と は 、 ウ イ ル ス の 分 散 を 達 成 す る た め に 考 え ら れ る 付 加 的 な 方 法
で あ る 。 歴 史 的 に は 、 FMGは イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ イ ル ス お よ び 水 胞 性 口 内 炎
ウ イ ル ス な ど の 天 然 ウ イ ル ス か ら 発 現 さ れ た 。 こ れ ら の 膜 融 合 ウ イ ル ス は 、 腫 瘍 溶 解 を 誘
導 す る た め に 治 療 的 に 用 い ら れ た （ Batemanら ， 2000） 。 最 近 に な っ て 、 組 換 え DNA型 の FM
Gが プ ラ ス ミ ド お よ び 異 種 ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら 発 現 さ れ る よ う に な っ た （ Hhiguchiら ， 2
000、 Diazら ， 2000） 。 重 要 な こ と に 、 こ れ ら の ベ ク タ ー か ら の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現
は 、 抗 腫 瘍 剤 と し て の FMGの 生 物 学 的 活 性 を 保 っ て い る こ と が わ か っ た 。 さ ら に 、 こ の タ
ン パ ク 質 か ら の バ イ ス タ ン ダ ー 殺 滅 効 果 は 、 HSV-TK/GCVま た は CD/5-FCな ど の 自 殺 遺 伝 子 /
プ ロ ド ラ ッ グ 系 に よ っ て 得 ら れ る 効 果 よ り も 少 な く と も 10倍 は 高 い （ Higuchiら ， 2000）
。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 そ こ で 本 発 明 者 ら は 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 膜 融 合 能 力 を 改 変 し た 。 具 体 的 実 施 形 態 と し て 、
ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 と GALV.fusの 挿 入 と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 新
し い タ イ プ の 膜 融 合 性 HSVベ ク タ ー を 作 製 し た 。 卵 巣 腫 瘍 細 胞 に 関 し て ウ イ ル ス が 広 く 殺
滅 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 HSV感 染 に よ っ て 誘 発 さ れ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 の 程 度
を イ ン ビ ト ロ で 調 べ た 。 そ の 後 、 卵 巣 癌 の 腹 腔 内 治 療 用 の 新 し い 薬 剤 を 提 供 す る 目 的 で 、
こ の ウ イ ル ス の 抗 腫 瘍 有 効 性 を 、 胸 腺 欠 損 マ ウ ス に お け る 進 行 卵 巣 癌 の 同 所 性 モ デ ル で 評
価 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 Synco-2を 、 Vero細 胞 で の そ の 複 製 時 に チ ミ ジ ン 類 似 体 BrdUrdを 組 み 込 ま せ る こ と に よ
り 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 に か け た 。 次 に 、 突 然 変 異 誘 発 処 理 し た ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 、
Vero細 胞 の 感 染 に シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 を 付 与 す る 能 力 に つ い て 選 別 し た 。 主 と し て シ ン シ
チ ウ ム 形 成 か ら 形 成 さ れ て い る プ ラ ー ク を 集 め た 。 Synco-2Dと 名 付 け た 1分 離 株 は 数 継 代
後 に 強 い シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 を 一 貫 し て 示 し た 。 そ の 後 、 こ の ウ イ ル ス を 複 数 回 の プ ラ ー
ク 精 製 に よ っ て 均 一 に 精 製 し た 。 プ ラ ー ク の 100％ が シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 を 示 し た 。 新 し
く 分 離 さ れ た 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス の 表 現 型 を 特 徴 づ け る た め に 、 Heyお よ び SKOV3卵 巣 腫 瘍
細 胞 を 0.01pfu/細 胞 の Baco-1ま た は Synco-2Dに 感 染 さ せ た 。 図 12Eお よ び 12Fに 示 す よ う に
、 Synco-2D感 染 後 の プ ラ ー ク の シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 は 、 Baco-1の 感 染 に よ っ て 得 ら れ る 通
常 の プ ラ ー ク と は 著 し く 異 な っ て い た 。 実 際 、 感 染 後 24時 間 ま で は 、 Baco-1の 感 染 巣 は 比
較 的 小 さ く 、 主 に 、 標 準 的 な HSV感 染 の 特 徴 で あ る 円 形 の 細 胞 か ら な っ て い た 。 こ れ に 対
し て 、 Synco-2D感 染 に よ っ て 生 じ る プ ラ ー ク は 、 も っ ぱ ら 、 互 い に 融 合 し た 細 胞 だ け か ら
構 成 さ れ て い て 、 個 々 の 細 胞 の 境 界 は ほ と ん ど 見 え な か っ た 。 Synco-2D感 染 に よ っ て 生 じ
た 各 プ ラ ー ク は 数 百 細 胞 に 相 当 す る 面 積 を 覆 っ て い た 。 こ れ は 、 も っ と 少 な い 細 胞 し か 含
ま れ て い な い Baco-1感 染 で 生 じ る も の と は 著 し く 対 照 的 だ っ た 。 48時 間 ま で に 、 Baco-1感
染 に よ っ て 生 じ る 感 染 巣 も 大 き く な っ た が 、 72時 間 後 で も ま だ 、 単 層 は 100％ CPEに 達 し て
い な か っ た 。 し か し 、 Synco-2Dに 感 染 し た 細 胞 は 著 し く 異 な る 表 現 型 を 示 し た 。 48時 間 後
ま で に 、 培 養 皿 全 体 の 細 胞 が 一 つ に 融 合 し （ 「 漁 網 」 の よ う に 見 え た ） 、 72時 間 後 に は 細
胞 は 収 縮 し た よ う だ っ た （ 「 大 き な 湖 」 に 似 て い る ） 。 こ れ ら の 現 象 か ら 、 Synco-2Dは 親
の Baco-1ウ イ ル ス と は 表 現 型 が 異 な り 、 追 加 さ れ た そ の 細 胞 膜 融 合 特 性 ゆ え に 、 Baco-1よ
り も は る か に 強 い 細 胞 殺 滅 能 を 持 つ こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ２ ＞
　 イ ン ビ ト ロ 腫 瘍 細 胞 殺 滅 の 比 較
　 Synco-2Dの 腫 瘍 細 胞 破 壊 能 力 を さ ら に 特 徴 づ け た 。 細 胞 を Baco-1ま た は Synco-2Dに 比 較

10

20

30

40

50

(58) JP 2005-521398 A 2005.7.21



的 低 い 感 染 多 重 度 （ 0.1お よ び 0.01pfu/細 胞 ） で 感 染 さ せ た 。 こ れ に よ り 、 投 入 ウ イ ル ス
が 持 つ 固 有 の 細 胞 毒 性 と 、 こ れ ら の 細 胞 に お け る ウ イ ル ス の 複 製 お よ び 拡 大 能 力 が 、 ど ち
ら も 評 価 さ れ る 。 腫 瘍 細 胞 に 対 す る ウ イ ル ス 感 染 の 細 胞 毒 性 効 果 は 、 ウ イ ル ス 感 染 後 に 生
き 残 っ た 細 胞 の 百 分 率 を 計 算 す る こ と に よ っ て 定 量 化 し た 。 Hey細 胞 株 お よ び SKOV3細 胞 株
に お い て 、 Synco-2Dは 、 こ れ ら の 腫 瘍 細 胞 を 殺 す 能 力 が 、 Baco-1よ り も 有 意 に 強 か っ た （
p＜ 0.01） 。 0.01pfu/細 胞 の 感 染 用 量 で は 、 Synco-2Dは 24時 間 以 内 に 細 胞 の 生 存 率 を 50％
未 満 に 抑 制 し た （ 図 13A） 。 ま た こ れ は 、 0.1pfu/細 胞 の 感 染 用 量 で は 特 に 顕 著 だ っ た （ 図
13B） 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ３ ＞
　 同 所 性 卵 巣 癌 モ デ ル に 関 す る 新 た に 改 変 し た 膜 融 合 性 HSVベ ク タ ー の 治 療 有 効 性
　 卵 巣 癌 の 同 所 性 モ デ ル で は 、 3× 10 5 個 の 生 HEY細 胞 を 、 ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 内 に 接 種 し
た 。 こ の モ デ ル の 場 合 、 先 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 Hey細 胞 の 腹 腔 内 接 種 の 2日 後 ま た は
7日 後 に 屠 殺 し た 対 照 マ ウ ス で は 、 腫 瘍 を 示 す 肉 眼 的 ま た は 組 織 病 理 学 的 証 拠 が 観 察 さ れ
な か っ た （ Auzenneら ， 2002） 。 し か し 、 HSVベ ク タ ー を 腹 腔 内 投 与 し た 腫 瘍 接 種 14日 後 に
は 、 腫 瘍 は 充 分 定 着 し た 状 態 に な っ て い た 。 実 際 、 Hey腫 瘍 を 移 植 し た 場 合 、 腫 瘍 成 長 の
最 初 の 徴 候 は 、 腹 壁 筋 の 針 跡 で あ り 、 最 終 的 に は 、 腫 瘍 接 種 の 14日 後 に 、 腹 壁 じ ゅ う に 触
知 可 能 な 腹 腔 内 腫 瘍 が 明 ら か に な る （ 腫 瘍 直 径 は 約 3mmで あ る ） 。 後 者 の 状 態 が 進 行 す る
に つ れ て 、 悪 液 質 が 、 特 に PBS処 置 マ ウ ス で は 、 次 第 に 顕 著 に な っ た 。 こ れ ら の 病 的 症 状
に よ り 、 つ い に は 人 道 的 屠 殺 が 必 要 に な っ た 。 こ れ ら の モ デ ル は 腹 水 に よ る 顕 著 な 腹 部 膨
張 は 示 さ な か っ た 。 時 に は 、 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス が 、 日 々 の 観 察 の 間 に 、 屠 殺 す る 機 会 を 得
ず に 、 斃 死 す る こ と も あ っ た 。 こ の 場 合 、 死 亡 日 は 、 そ れ ら を 発 見 し た 日 の 前 日 で あ る と
み な し た 。 PBS処 置 マ ウ ス は す べ て 、 悪 液 質 ま た は 腹 腔 内 播 種 に よ り 、 40日 以 内 （ 36.5± 0
.7日 ） に 死 亡 し た （ 図 14A） 。 ま た 、 PBS処 置 マ ウ ス だ け に 腹 腔 内 播 種 （ 2.5± 0.9個 ） お よ
び 腹 膜 肥 厚 が 現 れ た （ 図 5、 図 14A） 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Hey卵 巣 癌 細 胞 （ 3× 10 5 個 ） を ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 に 接 種 し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 Hey細 胞 接 種 の 14日 後 、 マ ウ ス 群 を 2週 間 に 1回 処 置 し た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 PBSま た は Baco-1ま た は Synco-2Dの 腹 腔 内 投 与 に よ り 、
　 a  他 の 群 と 比 較 し て p＜ 0.01。 b  対 照 と 比 較 し て p＜ 0.01。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 一 方 、 Baco-1処 置 マ ウ ス の う ち 3匹 は 安 楽 死 の 日 ま で に 死 亡 し 、 残 り の 5匹 は 、 安 楽 死 の
日 に 、 1つ だ け だ が PBS処 置 マ ウ ス と 同 じ く ら い 大 き い 腫 瘍 を 持 っ て い た 。 驚 い た こ と に 、
2匹 だ け が は る か に 小 さ い 腫 瘍 を 生 じ た 。 腫 瘍 の 数 ま た は 重 量 に は 、 他 の 2群 と の 間 に 統 計
的 有 意 差 が あ っ た （ p＜ 0.01） （ 表 5） 。 さ ら に 、 Synco-2D投 与 の 有 益 な 治 療 効 果 は 、 癌 状
態 か ら の 完 全 寛 解 と 延 命 に も 反 映 さ れ た （ 表 5、 図 15） 。 他 の 群 と の 間 に 統 計 的 有 意 差 も
あ っ た （ p＜ 0.01） 。
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【 ０ ２ ７ ４ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ４ ＞
　 実 施 例 15～ 17に 関 す る 典 型 的 な 材 料 と 方 法
細 胞 株 お よ び ウ イ ル ス
　 ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 （ Vero） 細 胞 は ア メ リ カ ン ・ テ ィ シ ュ ー ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク
シ ョ ン （ メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル ） か ら 購 入 し た 。 Vero細 胞 は 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ FB
S） と 抗 生 物 質 を 含 む DMEM中 、 湿 潤 5％ CO 2 雰 囲 気 で 培 養 し た 。 PC-3M-Pro4細 胞 は 高 転 移 性
前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ る （ pettawayら ， 1996） 。 こ の 細 胞 株 は 、 10％ FBSを 添 加 し た RPMI164
0で 成 長 さ せ た 。 イ ン ビ ボ 接 種 の た め に 、 短 い ト リ プ シ ン 処 理 後 に 細 胞 を 培 養 フ ラ ス コ か
ら 収 集 し た 。 接 種 に は 生 存 率 が ＞ 95％ （ ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 法 ） の 単 細 胞 懸 濁 液 だ け を 使
用 し た 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVは 、 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） に 基 づ く HSVコ ン ス ト ラ ク ト fHSV-delta-pac
か ら 誘 導 し 、 そ の 構 築 の 詳 細 に つ い て は 他 に 記 載 し た （ Fuら ， 印 刷 中 ， Molecular Therap
y、 Nakamoriら ， 印 刷 中 ， Clinical Cancer Research） 。 簡 単 に 述 べ る と 、 Baco-1お よ び S
ynco-2を 作 製 す る た め に 、 強 化 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 （ EGFP、 Baco-1用 ） ま た は GALV
.fus（ Synco-2用 ） を 、 HSVパ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 配 列 と 共 に 、 fHSV-delta-pac中 の ユ ニ
ー ク I部 位 に ラ イ ゲ ー ト し た 。 次 に 、 そ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、 ウ イ ル ス 産 生 用 の
Vero細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Synco-2D、 Baco-1を 作 製 す る た め に 、 ま ず 、 Baco-1を
ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 に か け た 後 、 Fuお よ び Zhang（ 2002） に 記 載 の と お り 、 シ ン シ チ ウ
ム 表 現 型 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 次 に 、 ウ イ ル ス 感 染 の す ぐ 後 （ 1時 間 ） に 既
述 の 方 法 （ Zhangら ， 1994） に よ っ て Vero細 胞 か ら ウ イ ル ス 粒 子 DNAを 抽 出 す る こ と に よ り
、 環 状 の ウ イ ル ス DNAを 得 た 。 次 に 、 そ の ウ イ ル ス DNAを 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り
、 コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌 細 胞 DH-10Bに 形 質 転 換 し た 。 次 に 、 Baco-1ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 の 緑 色
蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） を コ ー ド す る 遺 伝 子 カ セ ッ ト を Iで 切 り 出 し 、 Fuら （ 印 刷 中 ） M
olecular Therapyに 記 載 の 強 制 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 、 GALV.fus（ HSVの 条 件 的 UL3
8プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る も の ） で 置 き 換 え た 。 そ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、
リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン （ GIBCO-BRL） を 使 っ て Vero細 胞 に 直 接 形 質 転 換 し 、 感 染 性 ウ イ ル ス
を 生 成 さ せ る た め に 3～ 5日 間 培 養 し た 。 次 に 、 ウ イ ル ス を プ ラ ー ク 精 製 し た 。 Vero細 胞 を
1細 胞 あ た り 0.01プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る こ と に よ っ て ウ イ ル ス
ス ト ッ ク を 調 製 し 、 2日 後 に 収 集 し 、 － 80℃ で 保 存 し た 。 ウ イ ル ス 力 価 を プ ラ ー ク ア ッ セ
イ に よ っ て 定 量 し 、 プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） で 表 し た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 イ ン ビ ト ロ 表 現 型 特 性 解 析 お よ び 細 胞 殺 滅 ア ッ セ イ
　 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの イ ン ビ ト ロ 表 現 型 特 性 解 析 の た め に 、 PC-3M-Pro4癌 細 胞 を 6穴
プ レ ー ト に 接 種 し た 。 翌 日 、 細 胞 を 、 段 階 希 釈 し た ウ イ ル ス （ Baco-1、 Synco-2ま た は Syn
co-2D） に 感 染 さ せ 、 維 持 DMEM培 地 （ 1％ FBSを 含 む ） で 最 長 3日 間 培 養 し て 、 融 合 パ タ ー ン
と プ ラ ー ク を 発 達 さ せ た 。 各 ウ イ ル ス の 細 胞 毒 性 を イ ン ビ ト ロ で 評 価 す る た め に 、 PC-3M-
Pro4細 胞 を 5× 10 4 細 胞 /ウ ェ ル の 濃 度 で 12穴 プ レ ー ト に 接 種 し た 。 細 胞 を 、 そ れ ぞ れ 0.01
お よ び 0.1pfu/細 胞 の Baco-1、 Synco-2ま た は Synco-2Dに 感 染 さ せ た 。 細 胞 を 24時 間 間 隔 で
収 集 し 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 法 で 細 胞 の 生 存 度 を 決 定 し た 。 感 染 ウ ェ ル で の 生 細 胞 数 を 非
感 染 の ま ま に し て お い た ウ ェ ル で の 細 胞 数 で 割 る こ と に よ っ て 、 細 胞 生 存 率 を 計 算 し た 。
実 験 は 3重 に 行 い 、 最 終 計 算 に は 平 均 し た 数 を 使 っ た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
動 物 試 験
　 BALB/cByJIcrSmnHsd-scidマ ウ ス （ 7～ 8週 齢 ） を Harlan（ イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ
ポ リ ス ） か ら 入 手 し 、 4匹 以 下 の 群 に 分 け て 、 特 定 病 原 体 フ リ ー 条 件 で 飼 育 し た 。 全 て の
動 物 試 験 は ベ イ ラ ー 医 科 大 学 動 物 実 験 分 科 委 員 会 （ Baylor College of Medicine Animal 
Care and Use Subcommittee） に よ っ て 承 認 さ れ 、 そ の 方 針 に 従 っ て 行 わ れ た 。 外 科 手 術
の 場 合 は 、 2.5％ 2,2,2-ト リ ブ ロ モ エ タ ノ ー ル と -ア ミ ル ア ル コ ー ル と を 含 む 混 合 液 （
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1： 1） の 腹 腔 内 注 射 に よ っ て 、 全 て の マ ウ ス を 麻 酔 し た 。 同 所 性 接 種 は 文 献 に 記 載 の 方 法
に 従 っ て 行 っ た （ Stephensonら ， 1992） 。 簡 単 に 述 べ る と 、 下 腹 部 に 横 切 開 を 施 し た 。 腹
壁 筋 を 開 裂 し た 後 、 膀 胱 お よ び 精 嚢 を 露 出 さ せ 、 前 側 に 押 し 込 ん で 、 背 側 前 立 腺 を 露 出 さ
せ た 。 次 に 、 10μ lの PBSに 懸 濁 し た 2× 10 5 個 の PC-3M-Pro4細 胞 を 、 30ゲ ー ジ 針 と ガ ラ ス 製
ハ ミ ル ト ン 注 射 器 （ Hamilton Syringe Co.， ネ バ ダ 州 リ ノ ） を 使 っ て 、 前 立 腺 皮 膜 の 下 に
注 意 深 く 注 射 し た 。 水 泡 の 形 成 は 申 し 分 な い 注 射 を 示 し た 。 切 開 部 を 1層 の 外 科 用 ク リ ッ
プ （ Autoclip； Clay Adama， ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 パ ー シ パ ニ ー ） で 閉 じ た 。 同 所 性 腫 瘍 接
種 の 翌 日 に 、 PC-3M-Pro4（ 1× 10 5 個 /100μ l） の 尾 静 脈 注 射 に よ り 、 前 立 腺 癌 の 肺 転 移 巣
を 樹 立 さ せ た （ Hullら ， 2000） 。 次 に 、 マ ウ ス を 無 作 為 に 4群 （ ＝ 8） に 分 割 し 、 PBS（ 対
照 ） ま た は 2× 10 7 pfuの ウ イ ル ス （ Baco-1、 Synco-2ま た は Synco-2D、 体 積 は 100μ l） を 、
腫 瘍 接 種 の 7日 後 と 14日 後 に 2回 、 尾 静 脈 か ら 注 射 し た 。 同 所 性 腫 瘍 接 種 の 40日 後 に 、 マ ウ
ス を CO 2 吸 入 に よ っ て 安 楽 死 さ せ た 。 原 発 腫 瘍 を 摘 出 し 、 重 量 を 測 定 し た 。 同 時 に 、 動 物
の 肺 を 切 除 し 、 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 ブ ア ン 固 定 液 に 入 れ た 。 既 述 の よ う に （ Shevrinら ， 198
9） 、 24時 間 後 に 、 解 剖 顕 微 鏡 を 使 っ て 、 肺 転 移 を 数 え た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
統 計 解 析
　 定 量 結 果 を 平 均 ± 標 準 偏 差 と し て 表 し た 。 統 計 解 析 は 、 Statview 5.0ソ フ ト ウ ェ ア （ Ab
acus Concepts， カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ ー ク レ ー ） を 使 っ て 一 元 配 置 ANOVAに よ っ て 行 っ た 。
こ の 研 究 で は 0.05未 満 の P値 を 有 意 で あ る と み な し た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ５ ＞
　 PC-3M-Pro4前 立 腺 癌 細 胞 に お け る 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの シ ン シ チ ウ ム 形 成
　 以 下 の 実 施 例 で は 、 ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 株 PC-3M-Pro4の 同 所 性 お よ び 全 身 性 同 時 注 射 に よ
っ て 樹 立 さ せ た ヒ ト 前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 の 原 発 腫 瘍 と 肺 転 移 の 両 方 を 持 つ ネ ズ ミ モ デ ル で
、 様 々 な 型 の 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 抗 腫 瘍 有 効 性 を 評 価 し た 。 そ の デ ー タ か ら 、 例 え ば Synco-2
Dな ど の 腫 瘍 溶 解 性 HSVは こ の 典 型 的 腫 瘍 モ デ ル に 対 し て 強 力 な 治 療 剤 で あ る こ と と 、 こ の
ウ イ ル ス の 静 脈 内 投 与 に よ っ て 原 発 腫 瘍 の 有 意 な 収 縮 と 、 肺 で の 腫 瘍 結 節 の 劇 的 な 減 少 と
が 起 こ る こ と を 、 こ こ に 実 証 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の 強 力 な 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSV
の 全 身 投 与 が 、 転 移 性 ヒ ト 前 立 腺 癌 の 有 効 な 処 置 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 イ ン ビ ト ロ 実 験 に も イ ン ビ ボ 実 験 に も 、 典 型 的 な ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 株 PC-3M-Pro4を 選 択
し た 。 こ の 細 胞 株 は 胸 腺 欠 損 マ ウ ス に お け る 同 所 性 接 種 /収 集 サ イ ク ル を 繰 り 返 す こ と に
よ っ て PC-3Mか ら 選 択 さ れ た も の で 、 免 疫 不 全 マ ウ ス に 静 脈 内 注 射 す る と 肺 転 移 が 効 率 よ
く 樹 立 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る （ Pettawayら ， 1996） 。 ヒ ト 前 立 腺 癌 株 PC-3M-Pro4で Sy
nco-2Dの 表 現 型 を 特 徴 づ け る た め に 、 段 階 希 釈 し た ウ イ ル ス （ Baco-1、 Synco-2ま た は Syn
co-2D） に 細 胞 を 感 染 さ せ た 。 感 染 後 の 様 々 な 時 点 で 、 ウ イ ル ス 感 染 に よ っ て 形 成 さ れ た
典 型 的 な プ ラ ー ク の 写 真 を 撮 影 し た 。 図 16に 示 す よ う に 、 Baco-1の 感 染 は 円 形 の 細 胞 か ら
形 成 さ れ る 典 型 的 な プ ラ ー ク を も た ら し た が 、 Synco-2ま た は Synco-2D感 染 に よ っ て 生 じ
た プ ラ ー ク は 表 現 型 が 異 な り 、 も っ ぱ ら 一 つ に 融 合 し た 細 胞 か ら な っ て い た 。 Synco-2D感
染 に よ っ て 生 じ た プ ラ ー ク は 、 Synco-2ま た は Baco-1に よ っ て 生 じ た も の よ り も か な り 大
き か っ た 。 プ ラ ー ク サ イ ズ は 、 感 染 24時 間 後 で 、 Synco-2の 感 染 48時 間 後 と ほ ぼ 同 等 だ っ
た 。 感 染 48時 間 後 に は 、 プ ラ ー ク サ イ ズ が 大 き く な り す ぎ て 、 1つ の 顕 微 鏡 視 野 で は 把 握
で き な く な っ た 。 こ の 結 果 は 、 Synco-2Dは 、 そ の 二 重 融 合 能 力 ゆ え に 、 単 独 膜 融 合 性 腫 瘍
溶 解 性 HSV Synco-2よ り も 強 い 腫 瘍 細 胞 殺 滅 能 力 を 持 ち う る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ６ ＞
　 前 立 腺 癌 細 胞 の 殺 滅 に 関 す る 単 独 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVと 二 重 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSV
と の 直 接 比 較
　 Synco-2Dの 強 化 さ れ た シ ン シ チ ウ ム 形 成 誘 発 能 力 が 、 腫 瘍 細 胞 破 壊 能 力 の 増 加 と 相 関 し
て い る こ と を 証 明 す る た め に 、 PC-3M-Pro4細 胞 を 、 比 較 的 低 い 感 染 多 重 度 （ 0.1お よ び 0.0
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1pfu/細 胞 ） の Baco-1、 Synco-2ま た は Synco-2Dに 感 染 さ せ た 。 こ れ に よ り 、 投 入 ウ イ ル ス
が 持 つ 固 有 の 細 胞 毒 性 と 、 こ れ ら の 細 胞 に お け る ウ イ ル ス の 複 製 お よ び 拡 大 能 力 が 、 ど ち
ら も 評 価 さ れ る 。 腫 瘍 細 胞 に 対 す る ウ イ ル ス 感 染 の 細 胞 毒 性 効 果 は 、 ウ イ ル ス 感 染 を 受 け
て い な い ウ ェ ル 中 の 細 胞 に 対 し て 、 ウ イ ル ス 感 染 後 に 生 き 残 っ た 細 胞 の 百 分 率 を 計 算 す る
こ と に よ っ て 定 量 化 し た 。 そ の 結 果 、 Baco-1と 比 較 す る と 、 ど ち ら の 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性
HSVも 、 両 方 の 用 量 お よ び 収 集 時 点 で 、 こ の 腫 瘍 細 胞 株 に お い て 有 意 に 高 い 細 胞 傷 害 活 性
を 持 つ こ と が わ か っ た 。 た だ し 、 速 い 方 の 時 点 （ 24時 間 ） か つ 低 い 方 の ウ イ ル ス 用 量 （ 0.
01pfu/細 胞 ） は 唯 一 の 例 外 で あ る （ 図 17） 。 Synco-2と Synco-2Dと を 直 接 比 較 し た と こ ろ
、 二 重 膜 融 合 性 HSVは 、 ど ち ら の ウ イ ル ス 用 量 の ど の 時 点 で も 、 単 独 膜 融 合 性 ウ イ ル ス よ
り も 有 意 に 強 い 細 胞 傷 害 能 力 を 持 つ こ と が わ か っ た （ P＜ 0.01） 。 わ ず か 0.01pfu/細 胞 の M
OIで も 、 Synco-2D感 染 に よ り 、 細 胞 生 存 率 は 24時 間 以 内 に 50％ 未 満 ま で 低 下 し た 。 ウ イ ル
ス に よ る 細 胞 毒 性 は 、 高 用 量 側 の ウ イ ル ス 感 染 （ 0.1pfu/細 胞 ） で は 、 さ ら に 明 白 だ っ た
。 最 初 に 0.1pfu/細 胞 で 細 胞 を 叩 い た 場 合 、 Synco-2D感 染 は 、 感 染 の 72時 間 後 に は 腫 瘍 細
胞 の 完 全 な 破 壊 を も た ら し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 単 独 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 付 加 的 な
細 胞 膜 融 合 機 構 を 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ で 腫 瘍 細 胞 を 破 壊 す る ウ イ ル ス の 能
力 を さ ら に 強 化 で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ７ ＞
　 全 身 送 達 後 の 原 発 腫 瘍 に 対 す る 治 療 有 効 性
　 ヒ ト 前 立 腺 癌 に 対 す る こ れ ら の 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 効 力 を 評 価 す る た め に 、 PC-3M
-Pro4の 同 所 性 お よ び 全 身 性 注 射 に よ り 、 SCIDマ ウ ス に 、 原 発 異 種 移 植 物 と 転 移 性 異 種 移
植 物 の 両 方 を 定 着 さ せ た 。 腫 瘍 細 胞 移 植 の 8日 後 に 、 5匹 の マ ウ ス を 外 科 的 に チ ェ ッ ク し た
と こ ろ 、 そ れ ら は 全 て 、 直 径 2mm程 度 の サ イ ズ の 原 発 腫 瘍 形 成 を 起 こ し て い る こ と が わ か
っ た 。 こ の 時 点 で 、 い ず れ か の 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス （ Baco-1、 Synco-2ま た は Synco-2D）
を 2× 10 7 の 用 量 で 、 ま た は 対 照 と し て 同 じ 体 積 （ 00μ l） の PBSを 、 マ ウ ス に 静 脈 内 注 射 （
尾 静 脈 か ら ） し た （ 1回 目 ） 。 1週 間 後 に 、 同 じ 用 量 の ウ イ ル ス を 反 復 注 射 し た 。 PC-3M-Pr
o4細 胞 の 最 初 の 接 種 か ら 40日 後 に 同 所 性 腫 瘍 を 外 植 し 、 重 量 を 測 定 し た 。 解 剖 顕 微 鏡 を 使
っ て 顕 微 鏡 的 に 、 局 所 リ ン パ 節 転 移 お よ び 肺 転 移 を 同 定 し 、 計 数 し た 。 PBS処 置 群 の 3匹 は
、 実 験 が 終 了 す る 前 （ そ れ ぞ れ 最 初 の 腫 瘍 接 種 後 33日 、 35日 お よ び 36日 目 ） に 死 亡 し た 。
こ れ ら 3匹 に お け る 腫 瘍 体 積 お よ び 転 移 結 節 を 、 記 載 の 方 法 と 同 じ 方 法 で 決 定 し 、 そ の デ
ー タ を 、 実 験 の 終 了 時 ま で に 屠 殺 し た 残 り の マ ウ ス か ら 得 た デ ー タ と 合 わ せ た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 そ の 結 果 か ら 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 全 身 送 達 は 、 原 発 部 位 に 定 着 し た 前 立 腺 癌 の 成 長 に 顕
著 な 治 療 効 果 を 持 つ こ と が わ か っ た 。 動 物 を 屠 殺 し た 時 点 （ ま た は 動 物 が 腫 瘍 の 過 剰 成 長
に よ り 死 亡 し た 時 点 ） ま で に 、 PBS処 置 マ ウ ス 中 の 同 所 性 腫 瘍 は 非 常 に 大 き い 体 積 に 達 し
、 平 均 重 量 は 2.17± 0.59mgだ っ た （ 図 18） 。 従 来 型 の 腫 瘍 溶 解 性 HSV Baco-1の 全 身 投 与 は
、 同 所 性 腫 瘍 の 成 長 に 顕 著 な 抑 制 を も た ら し た 。 こ の 群 の マ ウ ス に お け る 同 所 性 腫 瘍 の 平
均 重 量 は 1.57± 0.36mgで 、 こ れ は PBS対 照 群 に 対 し て ほ と ん ど 30％ の 腫 瘍 サ イ ズ の 減 少 に
相 当 す る 。 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVが も た ら す 同 所 性 腫 瘍 に 対 す る 治 療 効 果 は さ ら に 著 し
く 、 Synco-2ま た は Synco-2Dで 処 置 し た マ ウ ス に お け る 平 均 腫 瘍 重 量 は 、 Baco処 置 マ ウ ス
の 場 合 の 半 分 未 満 で あ る 。 Synco-2D処 置 マ ウ ス に お け る 腫 瘍 体 積 は 、 Synco-2で 処 置 し た
マ ウ ス よ り も さ ら に 小 さ い が （ 0.45± 0.21mg対 0.64± 0.22mg） 、 こ の 相 違 は 統 計 的 に 有 意
で な か っ た （ p＝ 0.287） 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Synco-2と Synco-2Dは ど ち ら も 、 全 身 投 与
後 に 同 所 性 腫 瘍 負 荷 量 を 減 少 さ せ る こ と に 関 し て 、 Baco-1よ り も 有 意 に 有 効 で あ る こ と と
、 定 着 し た 同 所 性 腫 瘍 に 対 し て Synco-2Dは Synco-2よ り も わ ず か に 優 れ て い る に 過 ぎ な い
こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 全 身 投 与 は 、 前 立 腺 癌 の 肺 転 移 に も 、 劇 的 な 治 療 効 果 を も た ら し た （
表 6） 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　 肺 転 移 は 、 同 所 性 腫 瘍 接 種 の 翌 日 に 、 PC-3M-Pro4（ 1× 10 5 /100μ l） の 尾 静 脈 注 射 を 行
う こ と に よ っ て 樹 立 さ せ た 。 治 療 ス キ ー ム は 図 18に 示 し た 通 り で あ る 。 同 所 性 接 種 の 40日
後 に マ ウ ス を CO 2 吸 入 に よ っ て 安 楽 死 さ せ 、 肺 を 摘 出 し 、 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 ブ ア ン 固 定 液
に 入 れ た 。 次 に 、 24時 間 後 に 、 解 剖 顕 微 鏡 を 使 っ て 、 肺 転 移 を 計 数 し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 ND： 検 出 さ れ な い 、 a  対 照 と 比 較 し て p＜ 0.01、 b  Baco-1と 比 較 し て p＜ 0.01、 c  Synco-
2と 比 較 し て p＜ 0.05。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 PBSで 処 置 し た マ ウ ス （ 肺 あ た り の 腫 瘍 結 節 数 は 平 均 25.4± 12.2を 記 録 し た ） と 比 較 す
る と 、 Baco-1を 与 え た マ ウ ス は 肺 中 の 転 移 性 結 節 が 半 分 し か な か っ た 。 最 も 劇 的 な 結 果 は
、 マ ウ ス に Synco-2Dを 投 与 し た 群 で 得 ら れ た 。 こ の 群 の 動 物 で は 、 平 均 す る と 肺 あ た り 1.
1± 1.6個 の 腫 瘍 結 節 し か 見 つ か ら ず 、 こ れ は 、 Synco-2で 処 置 し た 動 物 で 記 録 さ れ た 肺 転
移 結 節 数 （ 6.8± 2.2） よ り も 有 意 に 少 な か っ た （ p＝ 0.0424） 。 一 方 、 Synco-2と Synco-2D
は ど ち ら も 、 肺 転 移 に 対 す る 治 療 効 果 が 、 Baco-1よ り も 有 意 に 優 れ て い た （ p＜ 0.01） 。
局 所 流 入 領 域 リ ン パ 節 へ の 腫 瘍 転 移 も 処 置 の 終 了 時 に 評 価 し た 。 そ の 結 果 か ら 、 局 所 リ ン
パ 節 へ の 腫 瘍 転 移 は PBS対 照 群 で し か 検 出 さ れ な か っ た の で 、 Baco-1ま た は 膜 融 合 性 腫 瘍
溶 解 性 HSVを 投 与 す る と 、 同 所 性 腫 瘍 の リ ン パ 節 浸 潤 が 効 果 的 に 防 止 さ れ た こ と が わ か る
。 こ れ ら の 結 果 は 全 体 と し て 、 増 加 し た 培 養 腫 瘍 細 胞 殺 滅 能 力 を 持 つ こ と と 関 連 し て 、 二
重 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVは 、 全 身 投 与 に よ る 前 立 腺 癌 肺 転 移 の 処 置 に 関 し て 、 単 独 膜 融
合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVよ り も 強 力 で あ る こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ８ ＞
　 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVに よ る 腫 瘍 破 壊 は 強 い 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る
　 免 疫 療 法 は 、 従 来 の 遺 伝 子 治 療 ま た は 他 の 遺 伝 子 治 療 法 で は 管 理 す る こ と が 難 し か っ た
残 存 腫 瘍 を 根 絶 す る 能 力 を 持 つ の で 、 潜 在 的 に 極 め て 有 効 な 癌 の 処 置 様 式 で あ る 。 し か し
、 い く つ か の 腫 瘍 関 連 抗 原 が 最 近 同 定 さ れ て い る に も 関 わ ら ず （ Boonお よ び van der Brug
gen， 1996） 、 こ れ ら の 抗 原 を ワ ク チ ン と し て 用 い て 臨 床 的 に 成 功 し た 例 は ま だ な い 。 そ
の た め 、 理 論 的 に は 単 一 の ワ ク チ ン 調 製 物 で 腫 瘍 抗 原 の 全 レ パ ー ト リ ー を 網 羅 す る 全 腫 瘍
細 胞 由 来 の 癌 ワ ク チ ン が 、 広 く 活 用 さ れ て い る （ Dranoffら ， 1993； Schadendorfら ， 2000
） 。 エ ク ス ビ ボ 操 作 ま た は イ ン ビ ボ 操 作 に よ る こ の 全 細 胞 ワ ク チ ン 法 の 成 功 は 、 イ ン ビ ボ
で 腫 瘍 抗 原 提 示 を 刺 激 す る た め の 簡 単 で 効 率 の よ い 戦 略 の 開 発 に 大 き く 依 存 す る だ ろ う 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 最 近 、 癌 細 胞 の 破 壊 に 用 い ら れ る 生 化 学 機 序 は 、 そ の 後 の 腫 瘍 の 免 疫 原 性 に と っ て か な
り 重 要 で あ る こ と が 報 告 さ れ た （ Melcherら ， 1998） 。 効 率 の よ い 提 示 が 起 こ る に は 、 免
疫 系 が 生 理 学 的 に 危 険 な シ グ ナ ル （ 例 え ば 無 秩 序 な 組 織 破 壊 ま た は 壊 死 性 細 胞 死 を 誘 発 し
う る 細 胞 殺 滅 機 序 に よ る 細 胞 死 な ど ） の 下 で 腫 瘍 抗 原 と 反 応 す る よ う な 形 で 、 腫 瘍 抗 原 が
放 出 さ れ る 必 要 が あ る と 考 え ら れ て い る （ Matzinger， 2002、 Melcherら ， 1999） 。 特 に 、
腫 瘍 細 胞 へ の ウ イ ル ス FMGの 導 入 は 、 ス ト レ ス 関 連 タ ン パ ク 質 の 誘 導 に よ っ て 抗 腫 瘍 免 疫
応 答 を 強 化 し う る 非 ア ポ ト ー シ ス 的 な 自 己 貧 食 様 の 機 序 に よ る 腫 瘍 細 胞 殺 滅 を も た ら し う
る こ と が 示 さ れ て い る （ Batemanら ， 2000、 Melcherら ， 1998、 Basuら ， 2000） 。 シ ン シ チ
ウ ム 形 成 に よ る 局 所 的 腫 瘍 破 壊 は 、 エ キ ソ ソ ー ム （ exosome） に よ く 似 た 小 胞 （ シ ン シ チ
オ ソ ー ム （ syncytiosome） ） の 放 出 を 伴 う こ と も 示 さ れ て い る 。 こ の 小 胞 は 、 他 の 機 序 で
死 に つ つ あ る 細 胞 に 由 来 す る エ キ ソ ソ ー ム よ り も 効 果 的 に 樹 状 細 胞 （ DC） に 抗 原 負 荷 す る
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こ と が で き る の で 、 腫 瘍 抗 原 の 交 差 提 示 を 促 進 す る （ Batemanら ， 2002） 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVに よ る 効 率 の よ い 腫 瘍 破 壊 が 多
量 の 腫 瘍 抗 原 を 放 出 し 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 に よ る ユ ニ ー ク な 腫 瘍 破 壊 機 序 が 腫 瘍 抗 原 提 示
を 容 易 に し て 、 強 力 な 抗 腫 瘍 免 疫 の 生 成 を も た ら す 。 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSV（ そ の 直 接
腫 瘍 溶 解 に よ り 、 例 え ば 定 着 し た 乳 癌 を 減 量 す る こ と が で き る ） と 、 残 存 腫 瘍 を 取 り 除 く
こ と が で き る 誘 導 抗 腫 瘍 免 疫 と の 複 合 作 用 は 、 定 着 し た 癌 （ 例 え ば 乳 癌 な ど ） の 完 全 な 根
絶 を も た ら す だ ろ う 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 二 重 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVに よ る 非 免 疫 原 性 ネ ズ ミ 乳 腫 瘍 の 破 壊 は 、 実 際 に 、 高 レ ベ
ル の 細 胞 性 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 発 し た が 、 非 融 合 性 の も の で は そ う な ら な か っ た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 ネ ズ ミ 腫 瘍 細 胞 の 大 半 は HSV感 染 に 対 し て 非 許 容 性 で あ る 。 腫 瘍 溶 解 性 HSV感 染 に 対 し て
中 等 度 の 許 容 性 を 示 す 数 少 な い ネ ズ ミ 腫 瘍 細 胞 株 は 、 N18（ 神 経 芽 細 胞 腫 ） 、 MC26（ 大 腸
癌 ） お よ び EJ-6-2-Bam-6a Ras形 質 転 換 線 維 芽 細 胞 で あ る （ Chahlaviら ， 1999、 Yoonら ， 2
000、 Lambrightら ， 2000） 。 同 系 免 疫 適 格 マ ウ ス で 腫 瘍 を 定 着 さ せ る の に 適 し た ネ ズ ミ 乳
腫 瘍 細 胞 を 同 定 す る た め に 、 一 群 の ネ ズ ミ 乳 腫 瘍 細 胞 株 を 収 集 し 、 選 別 し た 。 そ れ ら の う
ち 、 4T1（ こ れ は BALB/c自 然 発 生 乳 癌 由 来 の 6-チ オ グ ア ニ ン 耐 性 細 胞 株 で あ っ て 、 Fred Mi
ller博 士 （ ミ シ ガ ン 癌 財 団 （ Michigan Cancer Foundation） ミ シ ガ ン 州 デ ト ロ イ ト ） か ら
譲 り 受 け た も の で あ る ） （ Aslaksonら ， 1992） は 、 腫 瘍 溶 解 性 HSV感 染 に 対 し て 中 等 度 に
感 受 性 で あ る こ と が わ か っ た 。 し か し 、 こ の 細 胞 株 で 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 表 現 型 特
性 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 二 重 膜 融 合 性 Synco-2Dの 感 染 だ け が シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 誘 発 で き
る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 4T1腫 瘍 に お け る Synco-2Dの 強 化 さ れ た 抗 腫 瘍 効 果 が 、 上 昇 し た 腫 瘍 特
異 的 CTL活 性 を 伴 う こ と も 明 ら か に し た 。 4T1は 、 同 系 BALB/cマ ウ ス で は 非 免 疫 原 性 で 、 悪
性 度 が 高 く 、 転 移 性 で あ る （ Aslaksonら ， 1992、 Pulaskiお よ び Ostrand-Rosenberg， 1998
） 。 原 発 腫 瘍 を 樹 立 さ せ る た め に 、 細 胞 （ 1× 10 5 個 の 4T1細 胞 ） を 、 免 疫 適 格 BALB/cマ ウ
ス の 乳 房 脂 肪 塊 に 同 所 性 に 注 射 し 、 そ の マ ウ ス を 2週 間 放 置 し て 肺 転 移 を 発 症 さ せ た 。 次
に 、 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス を 3群 （ n＝ 10） に 分 割 し 、 2× 10 7 pfuの Synco-2D、 Synco-2ま た は Ba
co-1を 腫 瘍 内 注 射 す る か 、 ま た は 対 照 と し て PBSを 腫 瘍 内 注 射 し た 。 同 所 性 部 位 の 腫 瘍 塊
を 4週 間 に わ た っ て 毎 週 測 定 し た 。 各 群 の う ち 3匹 を ウ イ ル ス 注 射 の 2週 間 後 に 屠 殺 し 、 5 1 C
r放 出 ア ッ セ イ に よ り 腫 瘍 特 異 的 CTL活 性 を （ 4T1を 標 的 細 胞 と し て ） 測 定 す る た め に 、 脾
臓 を 収 集 し た 。 残 り の マ ウ ス は 4週 目 の 最 後 に 屠 殺 し 、 肺 転 移 腫 瘍 結 節 を 解 剖 顕 微 鏡 で 数
え た 。 そ の 結 果 か ら 、 Synco-2Dの 腫 瘍 内 投 与 は 、 原 発 腫 瘍 （ 図 19A） だ け で な く 、 遠 隔 肺
転 移 （ 図 19B） に も 、 単 独 膜 融 合 性 ま た は 非 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVよ り も 有 意 に 優 れ た 治
療 効 果 を も た ら す こ と が 明 ら か に な っ た 。 平 均 す る と 、 Synco-2Dで 処 置 し た 動 物 の 肺 で は
腫 瘍 結 節 が 5個 未 満 で あ る 。 こ れ は 、 PBS、 Baco-1、 Fu-10お よ び Synco-2で 処 置 し た マ ウ ス
に 、 そ れ ぞ れ 42個 、 38個 、 34個 お よ び 35個 の 腫 瘍 結 節 が み と め ら れ る の と は 対 照 的 で あ る
。 Synco-2D処 置 マ ウ ス に お け る 強 化 さ れ た 抗 腫 瘍 効 果 は 、 高 レ ベ ル の 腫 瘍 特 異 的 細 胞 傷 害
性 Tリ ン パ 球 （ CTL） 活 性 の 存 在 を 伴 う 。 こ れ は 、 他 の ウ イ ル ス で 処 置 さ れ た マ ウ ス で は 、
腫 瘍 特 異 的 CTL活 性 が ほ と ん ど 検 出 さ れ な い の と は 対 照 的 で あ る （ 図 19） 。 非 膜 融 合 性 腫
瘍 溶 解 性 HSV G207は 初 期 の 研 究 で 腫 瘍 内 接 種 後 に 腫 瘍 特 異 的 免 疫 を 誘 導 す る こ と が 明 ら か
に さ れ て い る が （ Walkerら ， 1999、 Todoら ， 1999） 、 こ れ ら の 研 究 で 使 用 さ れ た 腫 瘍 細 胞
株 の 大 半 は 免 疫 原 性 で あ る 。 非 免 疫 原 性 4T1の 場 合 、 腫 瘍 破 壊 そ の も の は 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘
導 し な い 。 抗 腫 瘍 免 疫 は GM-CSFお よ び IL-2が 同 時 に 送 達 さ れ た 場 合 に の み 誘 導 さ れ た （ Br
ockstedtら ， 2002） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 二 重 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVに よ る
ユ ニ ー ク な 腫 瘍 破 壊 機 序 が 腫 瘍 抗 原 提 示 を 強 化 し 、 そ れ が 、 よ り 良 い 腫 瘍 免 疫 を も た ら し
、 さ ら に は 強 化 さ れ た 抗 腫 瘍 活 性 （ と り わ け 遠 隔 転 移 腫 瘍 に 対 す る 抗 腫 瘍 活 性 ） の 直 接 的
な 一 因 に な っ た と 考 え ら れ る こ と を 示 し て い る 。
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【 ０ ２ ９ ４ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ９ ＞
　 本 発 明 の 意 義
　 本 実 施 例 で は 、 強 力 な FMG（ 例 え ば GALV） を 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 そ
の 抗 腫 瘍 効 力 を 劇 的 に 増 加 さ せ う る こ と を 実 証 す る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 こ れ は 、 ア
デ ノ ウ イ ル ス な ど の 他 の ウ イ ル ス と は 異 な り 、 細 胞 膜 融 合 が 元 々 、 HSV感 染 過 程 の 一 部 で
あ る か ら で あ る 。 し た が っ て 、 そ の ウ イ ル ス 感 染 サ イ ク ル は 、 ゲ ノ ム へ の GALV.fus遺 伝 子
の ク ロ ー ニ ン グ に よ る 影 響 を 受 け な い 。 こ れ に よ り 、 ウ イ ル ス が 腫 瘍 部 位 に 到 達 し た 場 合
に は 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 と ウ イ ル ス 複 製 と が 相 乗 的 に 働 い て 腫 瘍 細 胞 を 破 壊 す る こ と が 可
能 に な る 。 ま た 、 こ れ ら 2つ の 全 く 異 な る 抗 腫 瘍 機 序 の 複 合 作 用 か ら は 、 他 の 相 乗 作 用 も
生 じ う る 。 第 1に 、 比 較 的 均 一 な イ ン ビ ト ロ 培 養 腫 瘍 細 胞 と は 異 な り 、 多 く の 腫 瘍 は 異 な
る 系 譜 の 細 胞 を 含 み 、 そ の 中 に は 、 例 え ば 細 胞 表 面 に ウ イ ル ス 受 容 体 が な い な ど の 理 由 で
HSV感 染 に 対 し て 耐 性 を 示 す も の も あ り う る 。 2つ の 完 全 に 異 な る 機 序 （ 直 接 ウ イ ル ス 細 胞
溶 解 と 細 胞 膜 融 合 ） に よ る 複 合 的 抗 腫 瘍 作 用 は 、 ウ イ ル ス 耐 性 腫 瘍 細 胞 の 発 生 を 著 し く 減
少 さ せ る 。 な ぜ な ら 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス 感 染 /複 製 に 対 し て 耐 性 に な っ た 細 胞 は 、 シ ン
シ チ ウ ム 形 成 に よ っ て 間 接 的 に 破 壊 さ れ る だ ろ う か ら で あ る 。 し た が っ て 、 一 部 の 実 施 形
態 で は 、 や は り ウ イ ル ス の 腫 瘍 溶 解 性 効 力 を 強 化 す る 目 的 で 腫 瘍 溶 解 性 ア デ ノ ウ イ ル ス に
最 近 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 1型 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV-1） 由 来 の FMG（ Liら ， 2001） よ
り も 、 GALV.fusの 方 が 好 ま し い 。 HIV-1由 来 の MFGは CD4 + 標 的 細 胞 の 存 在 下 で の み シ ン シ チ
ウ ム を 誘 導 す る こ と が で き る の に 対 し て 、 GAVL.fus受 容 体 Pit-1は ヒ ト 細 胞 表 面 に 広 く 分
布 し て い る の で 、 GALV.fusは は る か に 広 範 囲 に わ た る 腫 瘍 細 胞 を 標 的 に す る こ と が で き る
。 第 2に 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス は 培 養 腫 瘍 細 胞 中 で 迅 速 に 拡 大 で き る が 、 固 形 腫 瘍 塊 で の
ウ イ ル ス 拡 大 は し ば し ば 制 限 さ れ る （ Heiseら ， 1999） 。 ウ イ ル ス 粒 子 の サ イ ズ が 大 き い
こ と は 、 イ ン ビ ボ で の ウ イ ル ス 拡 大 の 非 効 率 性 の 一 因 に な っ て い る か も し れ な い 。 GALV.f
usが 媒 介 す る 細 胞 膜 融 合 は 、 腫 瘍 塊 で の 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 拡 大 を 容 易 に し う る の で 、 影 響
を 受 け る 腫 瘍 の 面 積 が 大 き く な る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で GALV.fusが 発 現 す る と そ の ウ イ ル ス に 付 加 的 な 抗 腫 瘍 効 果 が 生 じ
る が 、 こ の 遺 伝 子 が 無 秩 序 に 発 現 す る と 、 安 全 性 に 関 す る 懸 念 が 、 間 違 い な く 生 じ る だ ろ
う 。 こ れ は 、 ウ イ ル ス を 全 身 投 与 す る か 、 局 所 注 射 で は あ る が 血 流 に か な り 漏 出 す る 場 合
に は 、 特 に そ う で あ る と 言 え る 。 こ の 課 題 を 克 服 す る た め に 考 え ら れ る 方 法 の 一 つ は 、 GA
LV FMG遺 伝 子 を 腫 瘍 特 異 的 ま た は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 く こ と で あ る 。 数
多 く の 組 織 お よ び /ま た は 腫 瘍 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー が 特 定 さ れ 特 徴 づ け ら れ て い る が 、 こ
れ ら の プ ロ モ ー タ ー に 共 通 す る 課 題 は 、 そ れ ら が 厳 密 に は 腫 瘍 特 異 的 で な い こ と か 、 ま た
は ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー と 比 較 す る と 強 い 活 性 を 欠 い て い る こ と で あ る 。 し た が っ て 、 腫
瘍 溶 解 性 HSVの 下 で は 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー は 、 強 い 腫 瘍 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー
で あ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 溶 解 感 染 中 の HSV遺 伝 子 発 現 の プ ロ グ ラ ム は 初 期 相 と 後 期 相 と に 容 易 に 分 割 す る こ と が
で き る 。 初 期 遺 伝 子 は ウ イ ル ス DNA複 製 に 先 立 っ て 転 写 さ れ 、 一 方 、 後 期 遺 伝 子 は ウ イ ル
ス DNA複 製 が 起 こ っ て か ら で な い と 高 レ ベ ル に は 発 現 さ れ な い 。 そ れ ぞ れ の 相 は さ ら に 細
分 さ れ る 。 UL38を 含 む 後 期 遺 伝 子 の い く つ か は 絶 対 後 期 に 分 類 さ れ 、 こ れ ら は ウ イ ル ス DN
A複 製 の 開 始 後 で な け れ ば 確 実 に は 検 出 さ れ な い 。 分 泌 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 関 す
る 初 期 の 特 性 解 析 に よ り 、 増 殖 的 HSV複 製 が な い 場 合 に は 、 UL38プ ロ モ ー タ ー 活 性 は 極 め
て 低 い こ と が 明 ら か に な っ た 。 し か し 、 ウ イ ル ス が 溶 解 感 染 を 起 こ し て い る 時 は 、 UL38プ
ロ モ ー タ ー の 活 性 は CMV IEプ ロ モ ー タ ー と ほ ぼ 同 等 で あ る 。 Synco-2中 で UL38プ ロ モ ー タ
ー に よ っ て 駆 動 さ れ る GALV.fus遺 伝 子 の 発 現 も 、 腫 瘍 細 胞 に お け る ウ イ ル ス の 完 全 な 複 製
サ イ ク ル に 厳 密 に 合 わ せ て 調 節 さ れ る 。 鎮 静 期 の 正 常 胎 児 繊 維 芽 細 胞 で は 、 Synco-2に よ
る 細 胞 融 合 は 完 全 に 小 さ く な っ て い る 。 こ れ は 、 正 常 細 胞 に 対 す る Synco-2の 有 害 性 が 、
前 臨 床 研 究 で も 第 I相 臨 床 試 験 で も そ の 安 全 記 録 が 十 分 に 立 証 さ れ て い る 第 1世 代 の 腫 瘍 溶
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解 性 HSVを 超 え る こ と は お そ ら く な い と い う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 HSVか ら 開 発 さ れ た 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス は 固 形 腫 瘍 の 処 置 に 大 い に 役 立 ち 、 現 在 は 脳 腫
瘍 を 持 つ 患 者 で 臨 床 試 験 が 行 わ れ て い る （ Markertら ， 2000、 Ramplingら ， 2000） 。 ま た
、 癌 処 置 用 の 治 療 遺 伝 子 を 送 達 す る た め の ベ ク タ ー と し て も 適 し て い る 。 従 来 の 欠 損 ウ イ
ル ス ベ ク タ ー と 比 較 し て 、 条 件 付 き 複 製 可 能 型 ベ ク タ ー に は い く つ か の 利 点 が あ る 。 第 1
に 、 単 に 送 達 媒 体 と し て 機 能 す る だ け の 欠 損 ベ ク タ ー と は 異 な り 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVは そ れ
自 体 が 腫 瘍 に 対 し て 極 め て 高 い 治 療 指 数 を 持 つ 。 送 達 さ れ る 治 療 遺 伝 子 が も た ら す 抗 腫 瘍
効 果 は い ず れ も 付 加 的 で あ り 、 よ り 高 い 総 治 療 効 果 を も た ら す は ず で あ る 。 第 2に 、 腫 瘍
溶 解 性 ウ イ ル ス は 腫 瘍 組 織 中 で 拡 大 す る 能 力 を 持 っ て い る の で 、 欠 損 ウ イ ル ス ベ ク タ ー よ
り も 広 い 腫 瘍 塊 面 積 に 、 治 療 遺 伝 子 を 送 達 す る こ と が で き る 。 第 3に 、 こ の ウ イ ル ス は 腫
瘍 中 で 複 製 す る 能 力 を 持 つ の で 、 よ り 長 期 間 に わ た る 遺 伝 子 発 現 が 起 こ り う る 。 そ の 裏 付
け と し て 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 腫 瘍 内 送 達 後 に は 、 AP発 現 が 1週 間 に わ た っ て 比 較 的 高 レ ベ ル
に 維 持 さ れ る こ と が 、 実 施 例 に よ っ て 明 ら か に な っ た 。 こ れ は 、 通 常 は 腫 瘍 内 注 射 後 24時
間 ～ 48時 間 し か 持 続 し な い 欠 損 性 HSVベ ク タ ー か ら の 遺 伝 子 発 現 と は 対 照 的 で あ る （ Todry
kら ， 1999） 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 腫 瘍 治 療 に 用 い ら れ る 治 療 遺 伝 子 の 大 半 は 正 常 細 胞 に 対 し て 潜 在 的 に 毒 性 で も あ る の で
、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 無 秩 序 な 発 現 は 、 腫 瘍 に 制 限 さ れ た 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス と い う 背 景 が
あ っ て も な お 、 安 全 上 の 懸 念 が 生 じ る 。 こ れ は 、 全 身 投 与 が 必 要 な 場 合 （ 例 え ば 転 移 性 疾
患 の 場 合 ） に は 特 に そ う で あ る と 言 え る 。 こ の 懸 念 を 最 小 限 に 抑 え る 方 法 の 一 つ は 、 腫 瘍
特 異 的 ま た は 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー を 使 っ て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る こ と で あ る 。 腫 瘍
特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 に 関 し て 、 い く つ か の 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー が 記 載 さ れ て い る が 、
そ れ ら は 一 般 に ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー よ り も は る か に 活 性 が 低 い 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 実
施 例 か ら 、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー は 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で は 、 強 力 で 腫 瘍 特 異
的 な プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ れ は 、 HSVの 絶 対 後 期 遺 伝 子 UL38の プ
ロ モ ー タ ー を イ ン ビ ト ロ で も イ ン ビ ボ で も 特 徴 づ け る こ と に よ っ て 実 証 さ れ た 。 UL38pは
極 め て 低 い 基 礎 活 性 を 持 ち 、 UL38pカ セ ッ ト を 持 つ 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 感 染 し た 非 分 裂 細 胞 中
で は こ の 低 い 基 礎 活 性 が 維 持 さ れ る 。 し か し 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス が 複 製 で き る 細 胞 周 期
進 行 中 の 細 胞 で は 、 UL38pが CMV-Pと 同 等 レ ベ ル の 活 性 を 示 し た 。 UL38pの 細 胞 周 期 依 存 性
を イ ン ビ ボ で も 実 証 し た 。 Baco-AP1お よ び Baco-AP2の 腫 瘍 内 注 射 は ど ち ら も 高 レ ベ ル の AP
発 現 を も た ら し た 。 一 方 、 Baco-PA2の 静 脈 内 注 射 で は 一 過 性 で 低 レ ベ ル の AP発 現 し か 検 出
さ れ な か っ た 。 こ れ は 、 Baco-AP1の 静 脈 内 投 与 に よ っ て 起 こ る 豊 富 な AP放 出 と は 対 照 的 で
あ る 。 Baco-AP2の 静 脈 内 注 射 後 に 起 こ る 一 過 性 で 低 レ ベ ル の AP放 出 は 、 お そ ら く 、 ウ イ ル
ス の 全 身 送 達 後 に ウ イ ル ス と 接 触 し て 感 染 し た 可 能 性 の あ る 線 維 芽 細 胞 な ど の 一 定 の 分 裂
細 胞 か ら 起 こ っ た の だ ろ う 。 し か し 、 全 身 送 達 後 は ウ イ ル ス 粒 子 の 大 半 が 肝 臓 に 分 布 す る
の で （ Schellingerhoutら ， 1998、 Woodら ， 1999） 、 こ の 低 レ ベ ル で 一 過 性 の AP発 現 か ら
、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で は UL38pが 正 常 な 肝 細 胞 中 で ご く わ ず か な 活 性 し か 持 た な い こ と が
示 唆 さ れ る 。 ほ と ん ど が 分 裂 を 終 了 し て い る 筋 芽 細 胞 を 標 的 と す る た め に 、 両 ウ イ ル ス を
筋 肉 内 に も 送 達 し た 。 し か し ど ち ら の ウ イ ル ス も 、 こ の 経 路 で の 注 射 後 に 、 感 知 で き る ほ
ど の APを 放 出 し な か っ た 。 こ れ は お そ ら く 、 ど ち ら の ウ イ ル ス で も 十 分 な 筋 芽 細 胞 が 形 質
導 入 さ れ な か っ た か ら だ ろ う 。 と い う の も 、 成 体 マ ウ ス の 筋 肉 の 成 熟 し た 基 底 膜 は HSVが
筋 繊 維 に 効 率 よ く 感 染 す る の を 防 ぐ こ と が で き る と 報 告 さ れ て い る か ら で あ る （ Huardら
， 1995、 Huardら ， 1996） 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 UL38pな ど の 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 腫 瘍 溶 解 性 HSVと 組 み 合 わ せ る こ と に は 、
従 来 ど お り 欠 損 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 で 腫 瘍 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る 場 合 と 比 べ て 、
遺 伝 子 発 現 が か な り 強 く な る こ と の 他 に も 利 点 が あ る 。 所 定 の 組 織 に 由 来 す る 腫 瘍 に し か
応 用 す る こ と が で き な い 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー と は 異 な り 、 こ れ ら の 後 期 ウ イ ル ス プ ロ
モ ー タ ー は 、 ウ イ ル ス が 条 件 付 き で 複 製 で き る 様 々 な 腫 瘍 に 応 用 す る こ と が で き る 。 こ れ
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は 、 腫 瘍 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー が ま だ 特 定 さ れ て い な い 腫 瘍 に は 特 に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、
腫 瘍 細 胞 で の 溶 解 性 HSV感 染 の 開 始 に 依 存 す る UL38プ ロ モ ー タ ー の 条 件 付 き 活 性 化 は 、 こ
の ウ イ ル ス の 腫 瘍 溶 解 と 送 達 さ れ る 遺 伝 子 の 治 療 効 果 と の 同 期 的 作 用 を も た ら し う る 。 そ
の よ う な 同 期 的 作 用 は 、 例 え ば 免 疫 療 法 と の 併 用 （ こ の 場 合 は 、 ウ イ ル ス の 腫 瘍 溶 解 に よ
る 腫 瘍 抗 原 放 出 が 、 ウ イ ル ス 中 に 挿 入 さ れ た 遺 伝 子 か ら の 免 疫 刺 激 分 子 の 放 出 と 並 行 し て
起 こ る だ ろ う ） な ど 、 一 定 の 状 況 で は 特 に 重 要 で あ り う る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 従 来 の HSVで ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 と GALV.fus遺 伝 子 の 挿 入 と
を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 例 え ば 卵 巣 癌 細 胞 ま た は 前 立 腺 癌 細 胞 な ど の 癌 細 胞 に 対 し て
、 従 来 の HSVよ り も 高 い 腫 瘍 溶 解 効 率 が 得 ら れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 一 部 の 実 施 例 で は
、 腫 瘍 接 種 の 14日 後 に 、 腫 瘍 が 動 物 モ デ ル 中 で 十 分 に 定 着 し た 状 態 に な っ て か ら 、 腫 瘍 溶
解 性 HSVを 腹 腔 内 投 与 す る 。 実 際 、 Hey腫 瘍 を 移 植 し た マ ウ ス は 、 最 終 的 に は 腹 壁 を 通 し て
触 知 可 能 に な り 、 腫 瘍 直 径 は 約 3mmに な っ た 。 こ の 腫 瘍 保 有 状 態 は 進 行 卵 巣 癌 状 態 を 模 倣
し て い る 。 そ の 後 、 Hey細 胞 の 腹 膜 播 種 を 持 つ マ ウ ス に Synco-2Dを 2回 注 射 （ 総 用 量 4× 10 7

pfu/400μ l） し た と こ ろ 、 完 全 寛 解 （ 75％ ） と 、 Baco-1お よ び PBS処 置 マ ウ ス と の 比 較 で
延 命 と が 起 こ っ た 。 用 量 4× 10 7 pfuの Synco-2Dは ほ と ん ど 100％ の 生 存 を も た ら し た 。 サ イ
ズ の 相 違 （ 約 3000倍 ） を 考 慮 す る と 、 こ の 用 量 は ヒ ト で は 1.2× 10 1 1 pfuの ウ イ ル ス に 相 当
す る が 、 こ の 用 量 は 悪 性 神 経 膠 腫 の 第 I相 試 験 で 投 与 さ れ た G207の 最 高 用 量 に 匹 敵 す る （ M
arkertら ， 2000） 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 初 期 段 階 で の 内 皮 卵 巣 癌 の 処 置 、 ま た は 外 科 的 「
減 量 」 手 術 に よ る 肉 眼 的 病 巣 の 除 去 を 伴 う 内 皮 卵 巣 癌 の 処 置 は 、 ヒ ト で の Synco-2D遺 伝 子
治 療 に と っ て 、 安 全 で 好 結 果 を 生 む 戦 略 に な り う る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 潜 在 的 な 安 全 性 の 問 題 を 最 小 限 に 抑 え る た め に 、 ウ イ ル ス 中 の GALV.fus遺 伝 子 の 発 現 は
、 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 指 示 さ れ る 。 こ れ は 、 こ の 遺 伝 子 の 強 い 組 織 選
択 的 発 現 を も た ら す 。 実 際 、 卵 巣 癌 の 約 10％ で 過 剰 発 現 さ れ 、 予 後 の 悪 さ と 相 関 関 係 を 持
ち う る 、 HER-2/neuな ど の 従 来 の 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー と 比 較 し て 、 UL38プ ロ モ ー タ ー
は い く つ か の 利 点 を 持 っ て い る よ う で あ る 。 例 え ば こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 お そ ら く 、 ほ と
ん ど の 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー よ り も か な り 強 い だ ろ う 。 ま た 、 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 腫
瘍 細 胞 に お い て 溶 解 性 HSV感 染 が 開 始 し た 時 の UL38プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 が 、 こ れ ら の 2つ
の 抗 腫 瘍 機 序 の 同 期 的 作 用 を も た ら す 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 さ ら に 、 腫 瘍 溶 解 性 ウ イ ル ス 投 与 の 成 功 に と っ て 大 き な 妨 げ に な っ て い る の が 、 抗 ウ イ
ル ス 免 疫 の 存 在 で あ る 。 既 存 の 抗 ウ イ ル ス 免 疫 は 、 最 初 の ウ イ ル ス 侵 入 と 、 そ れ に 続 く 腫
瘍 内 で の 拡 大 と を 阻 止 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ほ と ん ど の 癌 患 者 は 、 こ の ウ イ ル
ス の 治 療 有 効 性 を 損 な い か ね な い 抗 ヘ ル ペ ス 抗 体 を 持 つ だ ろ う 。 し か し 、 中 和 抗 体 は 、 全
身 治 療 で は 、 卵 巣 癌 な ど の 癌 の 腹 腔 内 治 療 よ り も 、 さ ら に 重 大 な 問 題 に な る か も し れ な い
。 先 の 研 究 で は 、 複 製 能 を 持 つ ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 の 存 在 は 、 治 療 の 有 効 性 を 打 ち 消 し
た り 、 腫 瘍 部 位 で の ウ イ ル ス 複 製 を 妨 げ た り し な い こ と が 、 明 ら か に さ れ て い る （ Lambri
ghtら ， 2000、 Nemunaitisら ， 2000、 Chahlaviら ， 1999） 。 実 際 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 注 射
を 複 数 回 受 け た マ ウ ス の 血 清 中 に は 高 レ ベ ル の 循 環 抗 体 が 存 在 す る に も か か わ ら ず 、 腹 腔
で は 中 和 抗 体 の 力 価 は 検 出 不 可 能 だ っ た （ Al-Hendyら ， 2000） 。 ま た 、 腹 水 中 に 中 和 抗 体
が 存 在 し た と し て も 、 そ の 体 液 は 治 療 前 に 腹 腔 か ら 容 易 に 吸 引 す る こ と が で き る 。 さ ら に
、 BAC系 腫 瘍 溶 解 性 HSV DNAま た は ウ イ ル ス キ ャ プ シ ド の リ ポ ソ ー ム 形 成 に よ っ て 腫 瘍 溶 解
性 ウ イ ル ス を 送 達 す る こ と で 、 宿 主 の 抗 ウ イ ル ス 免 疫 応 答 を 回 避 で き る こ と も 、 最 近 実 証
さ れ て い る （ Fuお よ び Zhang， 2000） 。 し た が っ て 、 ウ イ ル ス /腫 瘍 細 胞 相 互 作 用 お よ び 感
染 を 最 大 限 に す る た め に 、 腹 腔 内 治 療 は 、 こ の ウ イ ル ス の 魅 力 的 な 送 達 系 路 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 詳 し く 特 徴 づ け ら れ た 腫 瘍 溶 解 性 HSV G207か ら ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 を 経 て 選 択 さ れ た
シ ン シ チ ウ ム 突 然 変 異 体 （ Fu-10） は 、 従 来 の 非 膜 融 合 性 ウ イ ル ス と 比 較 し て 、 乳 癌 の 肺
転 移 に 対 し て 劇 的 に 強 化 さ れ た 抗 腫 瘍 効 果 を 持 つ こ と が 、 最 近 実 証 さ れ た （ Fuお よ び Zhan
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g， 2002） 。 従 来 の 腫 瘍 溶 解 性 HSV中 に 超 膜 融 合 性 糖 タ ン パ ク 質 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 構
築 さ れ た 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVも 、 そ の ウ イ ル ス の 抗 腫 瘍 効 果 を 有 意 に 増 加 さ せ る こ と
が で き る 。 ご く 最 近 に な っ て 、 両 方 の 融 合 機 構 が 1つ の ウ イ ル ス に 組 み 込 ま れ て い る 新 し
い 型 の 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSV（ Synco-2D） が 構 築 さ れ た 。 こ の ウ イ ル ス を 散 在 性 卵 巣 癌
へ の 腹 腔 内 投 与 に よ っ て 評 価 し た と こ ろ 、 75％ の マ ウ ス が 無 腫 瘍 に な っ た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に 示 す デ ー タ で は 、 単 独 膜 融 合 性 HSVと 二 重 膜 融 合 性 HSVと を 、 イ ン ビ ト ロ で ヒ
ト 前 立 腺 癌 細 胞 株 を 破 壊 す る 能 力 に つ い て 、 ま た こ の 細 胞 株 か ら 樹 立 さ れ た 腫 瘍 を イ ン ビ
ト ロ で 破 壊 す る 能 力 に つ い て 、 直 接 比 較 し た 。 イ ン ビ ト ロ で の 結 果 か ら 、 Synco-2Dは 、 PC
-3M-Pro4に 対 し て Synco-2よ り も 有 意 に 高 い 殺 滅 能 力 を 持 つ こ と が わ か る 。 こ れ は 、 二 重
膜 融 合 性 ウ イ ル ス に 含 ま れ る 付 加 的 な 細 胞 膜 融 合 機 構 が 、 ウ イ ル ス の 腫 瘍 破 壊 力 を 増 加 さ
せ て い る こ と を 示 し て い る 。 こ の 考 え は イ ン ビ ボ デ ー タ に よ っ て 裏 付 け ら れ た 。 こ の イ ン
ビ ボ デ ー タ で は 、 Synco-2Dの 投 与 に よ り 、 前 立 腺 癌 の 肺 転 移 に 対 し て 最 も 劇 的 な 治 療 効 果
が 生 じ 、 そ の 結 果 は 、 Synco-2投 与 に よ る 結 果 よ り も 有 意 に 良 好 で あ る こ と が わ か る 。 し
か し 、 ウ イ ル ス を 全 身 投 与 し た 場 合 、 Synco-2Dに よ っ て 得 ら れ る 同 所 性 腫 瘍 に 対 す る 治 療
効 果 は 、 Synco-2の 治 療 効 果 よ り も わ ず か に 良 好 で あ る に 過 ぎ な い 。 原 発 部 位 に あ る 腫 瘍
に 対 す る 効 果 と 転 移 腫 瘍 に 対 す る 効 果 の こ の 相 違 は 、 お そ ら く は 、 腫 瘍 サ イ ズ と 全 身 送 達
後 の ウ イ ル ス 分 配 量 と の 不 一 致 に よ る の だ ろ う 。 ウ イ ル ス を 投 与 す る ま で に 、 同 所 性 腫 瘍
体 積 は 既 に 大 き く な っ て お り 、 お そ ら く 肺 転 移 結 節 よ り は か な り 大 き か っ た だ ろ う 。 ま た
、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 全 身 投 与 で は 、 腫 瘍 塊 に 限 ら れ た 量 の ウ イ ル ス し か 分 配 す る こ と が で
き な い 。 し た が っ て 、 か さ 高 い 腫 瘍 に 分 配 さ れ る 限 ら れ た 量 の ウ イ ル ス だ け で は 、 さ ら に
有 効 な ウ イ ル ス で も 、 Synco-2よ り 目 に 見 え て 良 好 な 治 療 効 果 を も た ら す こ と は な い だ ろ
う 。 し た が っ て 、 か さ 高 い 固 形 腫 瘍 を 処 置 す る 実 施 形 態 で は 、 そ の か さ 高 い 腫 瘍 の 少 な く
と も 一 部 を 外 科 的 に 除 去 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 同 所 性 腫 瘍 と は 対 照 的 に 、 実 験 の 終 了 時 で さ え 肺 で の 腫 瘍 サ イ ズ は 比 較 的 小 さ い こ と か
ら 判 断 し て 、 腫 瘍 溶 解 性 HSV投 与 時 ま で は 、 肺 転 移 腫 瘍 結 節 は 、 お そ ら く ま だ 極 め て 小 さ
か っ た だ ろ う 。 ま た 、 血 液 供 給 量 が 多 く 、 ろ 過 能 力 も 高 い の で 、 肺 中 の 腫 瘍 塊 は 、 ウ イ ル
ス の 全 身 投 与 後 は 、 同 所 性 腫 瘍 よ り も 良 好 な ウ イ ル ス 分 配 を 受 け う る 。 こ の 考 察 に あ た っ
て 、 Fu-10を 投 与 し た 場 合 に も 乳 癌 の 肺 転 移 に 対 し て 劇 的 な 治 療 効 果 が 得 ら れ る こ と を 、
本 発 明 者 ら の 初 期 の 研 究 が 実 証 し た こ と に 注 目 す る こ と は 興 味 深 い （ FUお よ び Zhang， 200
2） 。 肺 へ の 優 先 的 な ウ イ ル ス 分 配 を 確 認 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の 腫 瘍 溶 解 剤 を 使 っ た
こ の 器 官 に お け る 原 発 腫 瘍 ま た は 転 移 腫 瘍 の 処 置 に 、 さ ら な る 指 針 が 得 ら れ る だ ろ う 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 膜 融 合 性 糖 タ ン パ ク 質 に よ っ て 媒 介 さ れ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 は 、 膜 融 合 性 糖 タ ン パ ク 質
と 標 的 細 胞 上 の 特 異 的 受 容 体 と の 初 期 結 合 に 依 っ て い る 。 こ の 初 期 結 合 は 、 膜 脂 質 二 重 層
の 規 則 正 し い 構 造 の 変 化 を 誘 発 し 、 そ れ が 結 果 と し て 、 脂 質 混 合 お よ び ウ イ ル ス と 細 胞 膜
と の 膜 融 合 ま た は 細 胞 膜 同 士 の 膜 融 合 を も た ら す （ Lentzら ， 2000） 。 GALV.fusの 細 胞 受
容 体 は 、 III型 ナ ト リ ウ ム 依 存 性 リ ン 酸 輸 送 体 PiT1と し て 同 定 さ れ て い る （ Johannら ， 199
3、 Kavanaughら ， 1994） 。 し か し 、 HSVに よ っ て 誘 導 さ れ る 膜 融 合 は も っ と 複 雑 で あ り 、
複 数 の ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 と 、 細 胞 表 面 上 の 少 な く と も 2つ の 特 異 的 細 胞 受 容 体 と の 関
与 が 要 求 さ れ る 。 HSVの 場 合 は 、 い く つ か の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 と お そ ら く は 2つ 以 上 の 細
胞 受 容 体 と が 、 細 胞 -細 胞 融 合 の 誘 発 に 必 要 で あ り 、 こ れ に は gB、 gD、 gHお よ び gL（ Spear
， 1993、 Turnerら ， 1998） と 、 お そ ら く 2つ 以 上 の 細 胞 受 容 体 （ Terry-Allisonら ， 2001、
1998） と が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 Synco-2Dの 治 療 的 投 与 は 、 単 独 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HS
Vよ り も 量 的 に 有 利 で あ る こ と に 加 え て 、 治 療 抵 抗 性 腫 瘍 細 胞 の 出 現 を 減 少 さ せ う る と 考
え る こ と が で き る 。 あ る 膜 融 合 機 構 に よ っ て 媒 介 さ れ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 に 対 し て 、 受 容
体 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は 突 然 変 異 に よ っ て 耐 性 に な っ た 腫 瘍 細 胞 で も 、 も う 一
つ の 機 構 に 起 因 す る シ ン シ チ ウ ム 形 成 に よ っ て 破 壊 さ れ る だ ろ う 。 Synco-2D感 染 が 、 い く
つ か の ネ ズ ミ 腫 瘍 細 胞 株 と 1つ の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 で シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 引 き 起 こ す こ と が
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で き 、 Fu-10ま た は Synco-2で は そ れ が で き な い と い う 最 近 の 発 見 は 、 こ の 可 能 性 を 裏 付 け
る も の で あ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 腫 瘍 溶 解 性 HSVが 前 立 腺 腫 瘍 成 長 を イ ン ビ ト ロ で も イ ン ビ ボ で も 阻 害 で き る こ と は 、 い
く つ か の 既 刊 行 物 で 実 証 さ れ て い る （ Walkerら ， 1999、 Tanejaら ， 2001、 Cozziら ， 2002
、 Jorgensenら ， 2001） 。 し か し 、 こ れ ら の 研 究 は そ の ほ と ん ど が 、 皮 下 に 定 着 さ せ た 前
立 腺 癌 異 種 移 植 片 で 、 ウ イ ル ス の 腫 瘍 内 注 射 に よ っ て 行 わ れ て い る 。 癌 の ウ イ ル ス 療 法 な
ど の 新 し い 治 療 戦 略 は 、 本 発 明 が そ う で あ る よ う に 、 多 巣 的 散 在 性 疾 患 に 対 し て 有 効 で あ
る こ と が 決 定 的 に 重 要 で あ る 。 本 明 細 書 で は 、 穏 当 な 用 量 の Synco-2Dを 静 脈 内 投 与 す る と
、 前 立 腺 癌 の 肺 転 移 に 対 し て 顕 著 な 治 療 効 果 が 得 ら れ る こ と を 示 し た が 、 こ れ は 、 こ の 二
重 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVが 、 定 着 し た ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 転 移 の 破 壊 に 有 効 な 治 療 剤 で あ る
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 本 プ ロ ト コ ー ル は 臨 床 的 な 前 立 腺 癌 骨 格 転 移 の 処 置 に 応 用 可 能 で あ る だ ろ う が 、 い く つ
か の 注 意 が 必 要 で あ る 。 腫 瘍 溶 解 性 HSVは 腫 瘍 細 胞 内 だ け で 複 製 す る よ う に 制 限 さ れ て い
る が 、 こ れ ら の 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVに よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 は 、 正 常 細 胞 に と っ て 潜
在 的 に 毒 性 で あ り 、 も し 制 御 さ れ な け れ ば 、 安 全 上 の 懸 念 が 生 じ る こ と に な る 。 こ れ は 、
こ の 実 験 計 画 の よ う に 全 身 投 与 が 必 要 な 場 合 に は 、 特 に そ う で あ る と 言 え る 。 Synco-2Dを
構 築 す る 際 に は 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 腫 瘍 組 織 に 制 限 す る た め に 、 い く つ か の 戦 略 を 使 用
し た 。 第 1に 、 GALV.fus遺 伝 子 発 現 を 指 示 す る た め に 絶 対 後 期 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 使
用 し た 。 こ の 絶 対 後 期 プ ロ モ ー タ ー UL38pの 活 性 は 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVと 共 に 全 身 投 与 し た 後
も 、 腫 瘍 組 織 に 拘 束 さ れ つ づ け る こ と が 、 明 ら か に さ れ て い る （ Fuら ， 2002） 。 し た が っ
て 、 GALV.fusに よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 は 、 腫 瘍 細 胞 中 で 条 件 的 に 複 製 す る ウ イ ル ス に 関 連
づ け ら れ た 。 第 2に 、 突 然 変 異 誘 発 処 理 を 施 し た HSVに よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 は 、 主 と し て
、 い く つ か の ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 、 例 え ば gBお よ び gKな ど の 異 常 発 現 に よ る も の で あ る
（ Readら ， 1980、 Bondら ， 1982、 Pogue-GEileら ， 1984、 Personら ， 1982） 。 こ れ ら の 糖
タ ン パ ク 質 は 、 そ の 発 現 が ウ イ ル ス DNA複 製 に 依 存 す る 後 期 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て
い る の で 、 こ の 機 序 に よ る 細 胞 膜 融 合 は 腫 瘍 細 胞 （ こ こ で は ウ イ ル ス は 完 全 な 感 染 サ イ ク
ル を 起 こ す こ と が で き る ） で し か 起 こ ら ず 、 正 常 非 分 裂 細 胞 （ こ こ で は ウ イ ル ス 複 製 が 制
限 さ れ 、 極 め て 低 レ ベ ル の 糖 タ ン パ ク 質 し か 発 現 さ れ な い ） で は 起 こ ら な い だ ろ う 。 ウ イ
ル ス DNA複 製 を 阻 止 す る と Fu-10（ G207由 来 の 選 択 さ れ た シ ン シ チ ウ ム 突 然 変 異 体 ） （ Fuお
よ び Zhang， 2002） の シ ン シ チ ウ ム 形 成 能 力 が 完 全 に 消 失 す る こ と と 、 Synco-2（ UL38pに
よ っ て 駆 動 さ れ る GALV.fusを 持 っ て い る ） が 非 分 裂 細 胞 で は シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 誘 導 で き
な い こ と （ Fuら ， 2002） は 、 先 の 研 究 で 実 証 さ れ て い る が 、 こ れ は 、 Synco-2Dが 従 来 の 腫
瘍 溶 解 性 HSVの 安 全 性 プ ロ フ ァ イ ル を 保 っ て い る こ と を 、 強 く 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の 膜
融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 関 す る 毒 性 試 験 を 、 感 受 性 動 物 で さ ら に 包 括 的 に 行 う こ と に よ り
、 臨 床 応 用 時 の そ の 潜 在 能 力 が さ ら に 強 化 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 要 約 す る と 、 こ こ で は 、 強 化 型 膜 融 合 性 HSVが 、 （ 1） ウ イ ル ス 粒 子 の 細 胞 間 拡 大 を 容 易
に す る こ と 、 （ 2） 腹 腔 内 で の 分 散 を 補 助 す る こ と 、 お よ び （ 3） 卵 巣 癌 や 前 立 腺 癌 な ど の
進 行 癌 を 処 置 す る た め の 複 製 可 能 な HSV系 に 適 合 す る こ と 、 を 示 す 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 （ 参 考 文 献 ）
　 以 下 の 参 考 文 献 と 、 こ こ に は 列 挙 し な い が 本 明 細 書 で 言 及 し た 他 の 参 考 文 献 は 、 そ れ ら
が 本 明 細 書 の 記 載 を 補 足 す る 典 型 的 な 手 続 上 の 詳 細 ま た は 他 の 詳 細 を 提 供 す る 限 り に お い
て 、 参 照 に よ り 明 確 に 本 発 明 に 組 み 込 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 （ 刊 行 物 ）
　 Advani， S.J.， Sibley， G.S.， Song， P.Y.， Hallahan， D.E.， Kataoka， Y.， Roizman，
B.お よ び Weichselbaum， R.R.（ 1998）  5， 160-165.
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　 Alemany， R.， Gomez-Manzano， C.， Balague， C.， Yung， W.K.， Curiel， D.T.， Kyritsi
s， A.P.お よ び Fueyo， J.（ 1999）  252， 1-12.
　 Al-Hendy A.， Magliocco A.M.， Al-Tweigeri T.， Braileanu G.， Crellin N.， Li H.，
Strong T.， Curiel D.お よ び Chedrese P.J.（ 2000） 「 卵 巣 癌 遺 伝 子 治 療 ： ア デ ノ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 中 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ お よ び ガ ン シ ク ロ ビ ル に よ る 反 復 処 置 は 新 し い 免 疫 適 格
ネ ズ ミ モ デ ル に お け る 生 存 率 を 向 上 さ せ る （ Ovarian cancer gene therapy: repeated tr
eatment with thymidine kinase in an adenovirus vector and ganciclovir improves s
urvival in a novel immunocompetent murine model） 」  182:5
53-559
　 Almendro N， Bellon T， Rius C， Lastres Pら 「 ヒ ト 血 小 板 内 皮 細 胞 接 着 分 子 -1プ ロ モ
ー タ ー の ク ロ ー ニ ン グ お よ び そ の 組 織 特 異 的 発 現 ． 構 造 的 お よ び 機 能 的 特 性 解 析 （ Clonin
g of the human platelet endothelial cell adhesion molecule-1 promoter and its ti
ssue-specific expression. Structural and functional characterization） 」
 1996 Dec 15;157(12):5411-21.

　 Andreansky， S.S.， B.He， G.Y.Gillespie， L.Soroceanu， J.Markert， J.Chou， B.Roizm
an お よ び R.J.Whitley（ 1996） 「 遺 伝 子 操 作 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 実 験 的 脳 腫 瘍 の 処 置
へ の 応 用 （ The application of genetically engineered herpes simplex viruses to th
e treatment of experimental brain tumors） 」  93(21):11313
-8.
　 Andreansky， S.， He， B.， van Cott， J.， McGhee， J.， Markert， J.M.， Gillespie， G.
Y.， Roizman， B.お よ び Whitley， R.J.（ 1998）  5， 121.
　 Angelら ， ， 49:729， 1987b.
　 Angelら ， ， 7:2256， 1987a.
　 Atchisonお よ び Perry， ， 46:253， 1986.
　 Atchisonお よ び Perry， ， 48:121， 1987.
　 Auzenne， E.， Donato， N.J.， Li， C.， Leroux， E.， Price， R.E.， Farquhar， D.お よ び
Klostergaard， J.（ 2002） 「 ヒ ト 卵 巣 癌 の 異 種 コ ン パ ー ト メ ン ト モ デ ル に お け る タ キ ソ ー
ル と 比 較 し た ポ リ -L-グ ル タ ミ ン 酸 -パ ク リ タ キ セ ル コ ポ リ マ ー の 優 れ た 治 療 プ ロ フ ァ イ ル
（ Superior therapeutic profile of poly-L-glutamic acid-paclitaxel copolymer comp
ared with taxol in xenogeneic compartmental models of human ovarian carcinoma）
」  8:573-581
　 Babiss， L.E.， Friedman， J.M.お よ び Darnell， J.E.（ 1987） 「 ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム
に 組 み 込 ま れ た 細 胞 性 プ ロ モ ー タ ー ． 内 在 性 お よ び 外 来 性 遺 伝 子 転 写 に 対 す る ウ イ ル ス DN
A複 製 の 効 果 （ Cellular promoters incorporated into the adenovirus genome. Effect 
of viral DNA replication on endogenous and exogenous gene transcription） 」 J Mol
 Biol. 193:643-650.
　 Banerjiら ， ， 27:299， 1981.
　 Banerjiら ， ， 35:729， 1983.
　 Basu， S.， R.J.Binder， R.Suto， K.M.Andersonお よ び P.K.Srivastava（ 2000） 「 樹 状 細
胞 に 部 分 成 熟 シ グ ナ ル を 送 り 、 NF-κ B経 路 を 活 性 化 す る 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 は 、 壊 死 性
細 胞 死 で は 放 出 さ れ る が 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 で は 放 出 さ れ な い （ Necrotic but not apo
ptotic cell death releases heat shock proteins， which deliver a partial maturati
on signal to dendritic cells and activate the NF-kappa B pathway） 」 Int Immunol.
 12(11):1539-46.
　 Bateman， A.， F.Bullough， S.Murphy， L.Emiliusen， D.Lavillette， F.L.Cosset， R.Ca
ttaneo， S.J.Russellお よ び R.G.Vile（ 2000） 「 腫 瘍 成 長 の 局 所 的 お よ び 免 疫 媒 介 的 制 御
の た め の 新 し い 種 類 の 遺 伝 子 で あ る 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 （ Fusogenic membrane glyco
proteins as a novel class of genes for the local and immune-mediated control of 
tumor growth)」 Cancer Res. 60(6):1492-7.
　 Bateman， A.R.， K.J.Harrington， T.Kottke， A.Ahmed， A.A.Melcher， M.J.Gough， E.Li

10

20

30

40

50

(70) JP 2005-521398 A 2005.7.21

Exp Cell Res

Am. J. Obstet. Gynecol.

J Immuno
l

Proc Natl Acad Sci USA.

Gene Ther
Cell
Mol. Cell. Biol.

Cell
Cell

Clin. Cancer Res.

Cell
Cell



nardakis， D.Riddle， A.Dietz， C.M.Lohse， S.Strome， T.Peterson， R.Simariお よ び R.G.
Vile（ 2002） 「 ウ イ ル ス 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 は 、 樹 状 細 胞 に よ る 腫 瘍 抗 原 の 交 差 提 示
を 促 進 す る 非 ア ポ ト ー シ ス 機 序 に よ っ て 固 形 腫 瘍 細 胞 を 殺 す （ Viral fusogenic membrane
 glycoproteins kill solid tumor cells by nonapoptotic mechanisms that promote cr
oss presentation of tumor antigens by dendritic cells） 」 Cancer Res.62(22):6566-
78.
　 Berkhoutら ， ， 59:273， 1989.
　 Bischoff， J.R.ら （ 1996） 「 p53欠 損 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 中 で 選 択 的 に 複 製 す る ア デ ノ ウ イ ル
ス 突 然 変 異 株 （ An adenovirus mutant that replicates selectively in p53-deficient 
human tumor cells） 」 Science. 274:373-376.
　 Blanarら ， ， 8:1139， 1989.
　 Blank， S.V.， Rubin， S.C.， Coukos， G.， Amin， K.M.， Albelda， S.M.お よ び Molnar-Ki
mber， K.L.（ 2002）  13， 627-639.
　 Bodineお よ び Ley， ， 6:2997， 1987.
　 Bond， V.C.， Person， S.お よ び Warner， S.C.（ 1982）  61， 245.
　 Bookman M.A.（ 1998） 「 卵 巣 癌 の 生 物 学 的 治 療 ： 最 新 の 動 向 （ Biological therapy of 
ovarian cancer: current directions） 」  25:381-396
　 Boon， T.お よ び P.van der Bruggen（ 1996） 「 Tリ ン パ 球 が 認 識 す る ヒ ト 腫 瘍 抗 原 （ Huma
n tumor antigens recognized by T lymphocytes） 」 J Exp Med. 183(3):725-9.
　 Boshartら ， ， 41:521， 1985.
　 Boszeら ， ， 5:1615， 1986.
　 Braddockら ， ， 58:269， 1989.
　 Buick， R.N.， Pullano， R.お よ び Trent， J.M.（ 1985） 「 5つ の ヒ ト 卵 巣 腺 癌 細 胞 株 の 相
対 的 特 性 （ Comparative properties of five human ovarian adenocarcinoma cell lines
） 」  45:3668-3676
　 Bullaお よ び Siddiqui， ， 62:1437， 1986.
　 Campbellお よ び Villarreal， ， 8:1993， 1988.
　 Campereお よ び Tilghman， ， 3:537， 1989.
　 Campoら ， ， 303:77， 1983.
　 Carroll， N.M.， E.A.Chiocca， K.Takahashiお よ び K.K.Tanabe（ 1996） 「 組 換 え 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス に よ る 散 在 性 大 腸 癌 肝 転 移 に 対 す る 遺 伝 子 治 療 特 異 性 の 強 化 （ Enhancemen
t of gene therapy specificity for diffuse colon carcinoma liver metastases with 
recombinant herpes simplex virus） 」 Ann Surg.224(3):323-9； discussion 329-30.
　 Celanderお よ び Haseltine， ， 61:269， 1987.
　 Celanderら ， ， 62:1314， 1988.
　 Chahlavi A.， Rabkin S.， Todo T.， Sundaresan P.お よ び Martuza R.（ 1999） 「 免 疫 適
格 マ ウ ス に お い て 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1へ の 事 前 ば く 露 が ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 腫 瘍
治 療 に 及 ぼ す 効 果 （ Effect of prior exposure to herpes simplex virus 1 on viral ve
ctor-mediated tumor therapy in immunocompetent mice） 」  6:1751-1758.
　 Chahlavi， A.， Todo， T.， Martuza， R.L.お よ び Rabkin， S.D.（ 1999） Neoplasia 1， 16
2.
　 Chahlavi， A.， S.Rabkin， T.Todo， P.Sundaresanお よ び R.Martuza（ 1999） 「 免 疫 適 格
マ ウ ス に お い て 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1へ の 事 前 ば く 露 が ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 腫 瘍 治
療 に 及 ぼ す 効 果 （ Effect of prior exposure to herpes simplex virus 1 on viral vect
or-mediated tumor therapy in immunocompetent mice） 」 Gene Ther. 6(10):1751-8.
　 Chandlerら ， ， 33:489， 1983.
　 Changら ， ， 9:2153， 1989.
　 Chase， M.， Chung， R.Y.お よ び Chiocca， E.A.（ 1998）  16， 444-448.
　 Chatterjeeら ， ， 86:9114， 1989.
　 Choiら ， ， 53:519， 1988.

10

20

30

40

50

(71) JP 2005-521398 A 2005.7.21

Cell

EMBO J.

Hum Gene Ther
EMBO J

J Gen Virol

Semin. Oncol.

Cell
EMBO J.
Cell

Cancer Res.
J. Virol.

Mol. Cell. Biol.
Genes and Dev.

Nature

J Virology
J. Virology

Gene Ther.

Cell
Mol. Cell. Biol.

Nat Biotechnol
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA.

Cell



　 Cohenら 「 ヒ ト c-Ha-ras1遺 伝 子 Hasエ ン ハ ン サ ー 活 性 の 反 復 配 列 要 素 3'（ A Repetitive 
Sequence Element 3' of the human c-Ha-ras1 Gene Has Enhancer Activity） 」

， 5:75， 1987.
　 Cookson， M.M.（ 2001）  8， 133-140.
　 Costaら ， ， 8:81， 1988.
　 Coukos， G.， A.Makrigiannakis， E.H.Kang， D.Caparelli， I.Benjamin， L.R.Kaiser， S
.C.Rubin， S.M.Albeldaお よ び K.L.Molnar-Kimber（ 1999） 「 上 皮 卵 巣 癌 の 腹 腔 内 治 療 を 目
的 と す る 、 キ ャ リ ア 細 胞 を 使 っ た 複 製 選 択 的 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1突 然 変 異 体 の 送 達 （ U
se of carrier cells to deliver a replication-selective herpes simplex virus-1 mu
tant for the intraperitoneal therapy of epithelial ovarian cancer） 」

 5(6):1523-37.
　 Coukos， G.， Makrigiannakis， A.， Montas， S.， Kaiser， L.R.， Toyozumi， T.， Benjam
in， I.， Albelda， S.M.， Rubin， S.C.お よ び Molnar-Kimber， K.L.（ 2000） 「 多 重 弱 毒 単
純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1突 然 変 異 株 G207は 上 皮 卵 巣 癌 に 対 し て 細 胞 毒 性 を 発 揮 す る が 、 正 常
中 皮 に は 細 胞 毒 性 を 発 揮 せ ず 、 腹 腔 内 腫 瘍 溶 解 治 療 に 適 し て い る （ Multi-attenuated her
pes simplex virus-1 mutant G207 exerts cytotoxicity against epithelial ovarian c
ancer but not normal mesothelium and is suitable for intraperitoneal oncolytic t
herapy） 」  7:275-28
　 Cozzi， P.J.， Burke， P.B.， Bhargav， A.， Heston， W.D.， Huryk， B.， Scardino， P.T.
お よ び Fong， Y.（ 2002）  53， 95.
　 Cripeら ， .， 6:3745， 1987.
　 Culottaお よ び Hamer， ， 9:1376， 1989.
　 Dandoloら ， ， 47:55， 1983.
　 De Villiersら ， ， 312:242， 1984.
　 Deschampsら ， ， 230:1174， 1985.
　 Diaz， R.M.， A.Bateman， L.Emiliusen， A.Fielding， D.Trono， S.J.Russellお よ び R.G.
Vile（ 2000） 「 膜 融 合 性 糖 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 癌 遺 伝 子 治 療 用 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー （ A lentiviral vector expressing a fusogenic glycoprotein for cancer gene ther
apy） 」 Gene Ther. 7(19):1656-63.
　 Diaz， R.M.， Bateman， A.， Emiliusen， L.， Fielding， A.， Trono， D.， Russell， S.J.
お よ び Vile， R.G.（ 2000） 「 膜 融 合 性 糖 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 癌 遺 伝 子 治 療 用 レ ン チ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー （ A lentiviral vector expressing a fusogenic glycoprotein for canc
er gene therapy） 」  7:1656-1663
　 Dranoff， G.， E.Jaffee， A.Lazenby， P.Golumbek， H.Levitsky， K.Brose， V.Jackson，
H.Hamada， D.Pardollお よ び R.C.Mulligan（ 1993） 「 ネ ズ ミ 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ
ー 刺 激 因 子 を 分 泌 す る よ う に 操 作 し た 照 射 腫 瘍 細 胞 は 強 力 で 特 異 的 で 長 期 間 持 続 す る 抗 腫
瘍 免 疫 を 刺 激 す る （ Vaccination with irradiated tumor cells engineered to secrete 
murine granulocyte-macrophage colony-stimulating factor stimulates potent， speci
fic, and long-lasting anti-tumor immunity） 」 Proc Natl Acad Sci USA. 90(8):3539-
43.
　 Edbrookeら ， ， 9:1908， 1989.
　 Edlundら ， ， 230:912， 1985.
　 Fengお よ び Holland， ， 334:6178， 1988.
　 Fielding， A.K.， Chapel-Fernandes， S.， Chadwick， M.P.， Bullough， F.J.， Cosset，
F.L.お よ び Russell， S.J.（ 2000） 「 超 膜 融 合 性 テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ
ク 質 ： リ ガ ン ド デ ィ ス プ レ イ に よ る 細 胞 毒 性 遺 伝 子 の タ ー ゲ テ ィ ン グ （ A hyperfusogenic
 gibbon ape leukemia envelope glycoprotein: targeting of a cytotoxic gene by lig
and display） 」  11:817-826
　 Fielding， A.K.， S.Chapel-Fernandes， M.P.Chadwick， F.J.Bullough， F.L.Cossetお よ
び S.J.Russell（ 2000） 「 超 膜 融 合 性 テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 ： リ ガ

10

20

30

40

50

(72) JP 2005-521398 A 2005.7.21

J. Cell
. Physiol.

Cancer Control
Mol. Cell. Biol.

Clin Cancer
 Res.

Cancer Gene Ther.

Prostate
EMBO J

Mol. Cell. Biol.
J. Virology

Nature
Science

Gene Ther.

Mol. Cell. Biol.
Science

Nature

Hum. Gene Ther.



ン ド デ ィ ス プ レ イ に よ る 細 胞 毒 性 遺 伝 子 の タ ー ゲ テ ィ ン グ （ A hyperfusogenic gibbon ap
e leukemia envelope glycoprotein: targeting of a cytotoxic gene by ligand displa
y） 」 Hum Gene Ther. 11(6):817-26.
　 Firakお よ び Subramanian， ， 6:3667， 1986.
　 Flanagan， W.M.ら （ 1991） 「 UL38の 発 現 を 制 御 す る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 プ ロ モ ー
タ ー の 解 析 ． キ ャ プ シ ド の 集 合 に 関 与 す る 真 の 後 期 遺 伝 子 （ Analysis of the herpes sim
plex virus type 1 promoter controlling the expression of UL38， a true late gene 
involved in capsid assembly） 」 J Virol. 65:769-786.
　 Foeckingお よ び Hofstetter「 ［ 哺 乳 類 、 植 物 、 真 菌 、 細 菌 ？ ］ 発 現 ベ ク タ ー 用 の 強 力 な
か つ /ま た は 汎 用 性 の あ る エ ン ハ ン サ ー -プ ロ モ ー タ ー ユ ニ ッ ト （ Powerful and/or Versat
ile Enhancer-Promoter Unit for [mammalian， plant， fungus， bacteria?] Expression 
Vectors） 」 ， 45:101， 1986.
　 Fu， X.お よ び Zhang， X.（ 2002） 「 シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 の 腫 瘍 溶 解 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス に 由 来 す る 強 力 な 全 身 抗 腫 瘍 活 性 （ Potent systemic antitumor activity from an o
ncolytic herpes simplex virus of syncytial phenotype） 」  62:2306-2312
.
　 Fu， X.お よ び Zhang， X.（ 2002） 「 シ ン シ チ ウ ム 表 現 型 の 腫 瘍 溶 解 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス に 由 来 す る 強 力 な 全 身 抗 腫 瘍 活 性 （ Potent systemic antitumor activity from an o
ncolytic herpes simplex virus of syncytial phenotype） 」  62:2306-2312
　 Fu， X.， Tao， L.， Jin， A.， Vile， R.G.， Brenner， M.K.お よ び Zhang， X（ 2002） 「 腫
瘍 溶 解 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に よ る 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 の 発 現 は ウ イ ル ス の 抗 腫 瘍
効 果 を 強 化 す る （ Expression of a fusogenic membrane glycoprotein by an oncolytic 
herpes simplex virus potentiates the viral antitumor effect） 」  62:印
刷 中
　 Fu， X.， Zhang， X.（ 2000） 「 リ ポ ソ ー ム 製 剤 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー の
送 達 （ Delivery of herpes simplex virus vectors through liposome formulation） 」

 4:447-453
　 Fu， X.， Tao， L.， Jin， A.， Vile， R.， Brenner， M.お よ び Zhang， X.（ 2002）
， 印 刷 中

　 Fu， X.， Meng， F.， Tao， L.， Jin， A.お よ び Zhang， X.（ 2002） ， 印 刷
中
　 Fujitaら ， ， 49:357， 1987.
　 Gillesら ， ， 33:717， 1983.
　 Glossら ， ， 6:3735， 1987.
　 Godboutら ， ， 8:1169， 1988.
　 Goodart， S.A.， Guzowski， J.F.， Rice， M.K.お よ び Wagner， E.K.（ 1992） 「 単 純 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス 1型 UL38プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 制 御 さ れ る β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ mRNAの 発 現 に
対 す る ゲ ノ ム 位 置 の 影 響 （ Effect of genomic location on expression of beta-galacto
sidase mRNA controlled by the herpes simplex virus type 1 UL38 promoter） 」 J Vir
ol. 66:2973-2981.
　 Goodbournお よ び Maniatis， ， 85:1447， 1988.
　 Goodbournら ， ， 45:601， 1986.
　 Greeneら ， ， 10:272， 1989.
　 Greenlee， R.T.， Hill-Harmon， M.B.， Murray， T.， Thun M.（ 2001） 「 癌 統 計 2001（ Ca
ncer statistics， 2001） 」  51:15-36
　 Grosschedlお よ び Baltimore， ， 41:885， 1985.
　 Guzowski， J.F.お よ び Wagner， E.K.（ 1993） 「 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 絶 対 後 期 UL38
プ ロ モ ー タ ー /リ ー ダ ー の 突 然 変 異 解 析 に よ り 、 転 写 調 節 に 重 要 な 2つ の 領 域 が 明 ら か に な
る （ Mutational analysis of the herpes simplex virus type 1 strict late UL38 prom
oter/leader reveals two regions critical in transcriptional regulation） 」 J Viro

10

20

30

40

50

(73) JP 2005-521398 A 2005.7.21

Mol. Cell. Biol.

Gene

Cancer Res.

Cancer Res.

Cancer Res.

M
ol. Ther.

Nat. Med
.

Hum. Gene Ther.

Cell
Cell
EMBO J.
Mol. Cell. Biol.

Proc. Nat'l Acad. Sci. USA
Cell

Immunology Today

CA Cancer J. Clin.
Cell



l. 67:5098-5108.
　 Guzowski， J.F.お よ び Wagner， E.K.（ 1993） 「 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 絶 対 後 期 UL38
プ ロ モ ー タ ー /リ ー ダ ー の 突 然 変 異 解 析 に よ り 、 転 写 調 節 に 重 要 な 2つ の 領 域 が 明 ら か に な
る （ Mutational analysis of the herpes simplex virus type 1 strict late UL38 prom
oter/leader reveals two regions critical in transcriptional regulation） 」
67:5098-5108

　 Guzowski， J.F.， Singh， J.お よ び Wagner， E.K.（ 1994） 「 シ ス 作 用 性 下 流 活 性 化 配 列
に よ っ て 与 え ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 UL38プ ロ モ ー タ ー の 転 写 活 性 化 は 細 胞 転 写
因 子 に よ っ て 媒 介 さ れ る （ Transcriptional activation of the herpes simplex virus t
ype 1 UL38 promoter conferred by the cis-acting downstream activation sequence i
s mediated by a cellular transcription factor） 」  68:7774-7789.
　 Haslingerお よ び Karin， ， 82:8572， 1985.
　 Hauberお よ び Cullen， ， 62:673， 1988.
　 Heise， C.C.， A.Williams， J.Oleschお よ び D.H.Kirn（ 1999） 「 複 製 能 を 持 つ ア デ ノ ウ
イ ル ス （ ONYX-015） の 腫 瘍 内 注 射 後 の 有 効 性 ： 腫 瘍 内 拡 大 お よ び 分 布 効 果 （ Efficacy of 
a replication-competent adenovirus (ONYX-015) following intratumoral injection: 
intratumoral spread and distribution effects） 」 Cancer Gene Ther. 6(6):499-504.
　 Heise， C.， Ganly， I.， Kim， Y.T.， Sampson-Johannes， A.， Brown， R.お よ び Kirn， D.
（ 2000） 「 卵 巣 癌 腫 症 に 対 す る 複 製 選 択 的 ア デ ノ ウ イ ル ス の 有 効 性 は 腫 瘍 負 荷 量 、 ウ イ ル
ス 複 製 お よ び p53状 態 に 依 存 す る （ Efficacy of a replication-selective adenovirus ag
ainst ovarian carcinomatosis is dependent on tumor burden， viral replication and
 p53 status） 」  7:1925-1929
　 Henら ， ， 321:249， 1986.
　 Henselら ， ， 8:347， 1989.
　 Hermiston， T.（ 2000）  105， 1169-1172.
　 Herrお よ び Clarke， ， 45:461， 1986.
　 Herrlinger， U.ら （ 2000） 「 HSV-1感 染 細 胞 タ ン パ ク 質 は テ ト ラ サ イ ク リ ン が 調 節 す る
導 入 遺 伝 子 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す （ HSV-1 infected cell proteins influence tetracyclin
e-regulated transgene expression） 」 J Gene Med. 2:379-389.
　 Higuchi， H.， Bronk， S.F.， Bateman， A.， Harrington， K.， Vile， R.G.， Gores， G.J.
（ 2000） 「 ウ イ ル ス 膜 融 合 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 発 現 は 、 生 体 エ ネ ル ギ ー 型 細 胞 死 を 伴 う シ ン
シ チ ウ ム 形 成 を 引 き 起 こ す ： 遺 伝 子 治 療 と の 関 係 （ Viral fusogenic membrane glycoprot
ein expression causes syncytia formation with bioenergetic cell death: implicati
ons for gene therapy） 」  60:6396-6402
　 Higuchi， H.， S.F.Bronk， A.Bateman， K.Harrington， R.G.Vileお よ び G.J.Gores（ 2000
） 「 ウ イ ル ス 膜 融 合 性 糖 タ ン パ ク 質 発 現 は 、 生 体 エ ネ ル ギ ー 型 細 胞 死 を 伴 う シ ン シ チ ウ ム
形 成 を 引 き 起 こ す ： 遺 伝 子 治 療 と の 関 係 （ Viral fusogenic membrane glycoprotein expr
ession causes syncytia formation with bioenergetic cell death: implications for 
gene therapy） 」 Cancer Res. 60(22):6396-402.
　 Hirasawa， K.， Nishikawa， S.G.， Norman， K.L.， Alain， T.， Kossakowska， A.お よ び L
ee P.W.（ 2002） 「 卵 巣 癌 お よ び 大 腸 癌 に 対 す る 腫 瘍 溶 解 性 レ オ ウ イ ル ス （ Oncolytic reo
virus against ovarian and colon cancer） 」  62:1696-1701
　 Hirochikaら ， ， 61:2599， 1987.
　 Hirschら ， ， 10:1959， 1990.
　 Holbrookら ， ， 157:211， 1987.
　 Holland， L.E.， Anderson， K.P.， Shipman， C.， Jr.お よ び Wagner， E.K.（ 1980） 「 一
定 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 mRNA種 の 効 率 の よ い 発 現 に は ウ イ ル ス DNA合 成 が 必 要 で あ る
（ Viral DNA synthesis is required for the efficient expression of specific herpe
s simplex virus type 1 mRNA species） 」 Virology. 101:10-24.
　 Horlickお よ び Benfield， ， 9:2396， 1989.

10

20

30

40

50

(74) JP 2005-521398 A 2005.7.21

J. Vir
ol.

J Virol.
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA.

J. Virology

Gene Ther.
Nature
Lymphokine Res.

J Clin Invest
Cell

Cancer Res.

Cancer Res.
J Virol.

Mol. Cell. Biol.
Virology

Mol. Cell. Biol.



　 Huangら ， ， 27:245， 1981.
　 Huard， J.ら （ 1996） 「 成 熟 筋 繊 維 へ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に よ る 遺 伝 子 送 達 に と っ
て 基 底 膜 は 物 理 的 障 壁 で あ る （ The basal lamina is a physical barrier to herpes sim
plex virus-mediated gene delivery to mature muscle fibers） 」 J Virol. 70:8117-81
23.
　 Huber， B.E.， Richards， C.A.お よ び Krenitsky， T.A.（ 1991） 「 肝 細 胞 癌 の 処 置 を 目 的
と す る レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 遺 伝 子 治 療 ： 癌 治 療 の 革 新 的 ア プ ロ ー チ （ Retroviral-media
ted gene therapy for the treatment of hepatocellular carcinoma: an innovative ap
proach for cancer therapy） 」 Proc Natl Acad Sci USA. 88:8039-8043.
　 Huard， J.， Goins， W.F.お よ び Glorioso， J.C.（ 1995） 「 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 ベ
ク タ ー に よ る 筋 へ の 遺 伝 子 導 入 （ Herpes simplex virus type 1 vector mediated gene t
ransfer to muscle） 」 Gene Ther. 2:385-392.
　 Hug H， Costas M， Staeheli P， Aebi Mら 「 ネ ズ ミ Mx遺 伝 子 の 構 成 な ら び に そ の イ ン タ
ー フ ェ ロ ン 誘 導 性 お よ び ウ イ ル ス 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 特 性 解 析 （ Organization of the 
murine Mx gene and characterization of its interferon- and virus-inducible promo
ter） 」 Mol Cell Biol 1988 Aug;8(8):3065-79.
　 Hull， G.W.， McCurdy， M.A.， Nasu， Y.， Bangma， C.H.， Yang， G.， Shimura， S.， Lee
， H.M.， Wang， J.， Albani， J.， Ebara， S.， Sato， T.， Timme， T.L.お よ び Thompson， T.
C.（ 2000）  6， 4101-4109.
　 Hwangら ， ， 10:585， 1990.
　 Hwu， P.， Freedman， R.S.（ 2002） 「 卵 巣 癌 患 者 の 免 疫 治 療 （ The immnunotherapy of p
atients with ovarian cancer） 」  25:189-201
　 Imagawaら ， ， 51:251， 1987.
　 Imbraお よ び Karin， ， 323:555， 1986.
　 Imlerら ， ， 7:2558， 1987.
　 Jakobovitsら ， ， 8:2555， 1988.
　 Jameelお よ び Siddiqui， ， 6:710， 1986.
　 Januszeski， M.M.， P.M.Cannon， D.Chen， Y.Rozenbergお よ び W.F.Anderson（ 1997） 「
モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 細 胞 質 テ ー ル の 機 能 解 析 （ Func
tional analysis of the cytoplasmic tail of Moloney murine leukemia virus envelop
e protein） 」 J Virol. 71(5):3613-9.
　 Jaynesら ， ， 8:62， 1988.
　 Johann， S.V.， van Zeijl， M.， Cekleniak， J.お よ び O'Hara， B.（ 1993）  67，
6733.
　 Johnsonら ， ， 9:3393， 1989.
　 Johnson， P.A.お よ び Everett， R.D.（ 1986） 「 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 の プ ラ ス ミ ド
上 の 後 期 US11遺 伝 子 の 豊 富 な 発 現 に は DNA複 製 が 必 要 で あ る （ DNA replication is requir
ed for abundant expression of a plasmid-borne late US11 gene of herpes simplex v
irus type 1） 」 Nucleic Acids Res.14:3609-3625.
　 Jorgensen， T.J.， Katz， S.， Wittmack， E.K.， Varghese， S.， Todo， T.， Rabkin， S.D
.お よ び Martuza， R.L.（ 2001）  3， 451.
　 Kadeschお よ び Berg， ， 6:2593， 1986.
　 Karinら ， ， 7:606， 1987.
　 Katinkaら ， ， 20:393， 1980.
　 Katinkaら ， ， 290:720， 1981.
　 Kavanaugh， M.P.， Miller， D.G.， Zhang， W.， Law， W.， Kozak， S.L.， Kabat， D.お よ
び Miller， A.D.（ 1994）  91， 7071.
　 Kawamotoら ， ， 8:267， 1988.
　 Kaye， S.B.， Eisenhauer， E.A.お よ び Hamilton， T.C.（ 1999） 「 卵 巣 癌 に 対 す る 新 し い
非 細 胞 毒 ア プ ロ ー チ （ New non-cytotoxic approaches to ovarian cancer） 」

10

20

30

40

50

(75) JP 2005-521398 A 2005.7.21

Cell

Clin Cancer Res
Mol. Cell. Biol.

J. Immunother.
Cell

Nature
Mol. Cell. Biol.

Mol. Cell. Biol.
Mol. Cell. Biol.

Mol. Cell. Biol.
J Virol

Mol. Cell. Biol.

Neoplasia
Mol. Cell. Biol.

Mol. Cell. Biol.
Cell
Nature

Proc Natl Acad Sci USA
Mol. Cell. Biol.

Ann. Oncol



 10:65-68
　 Kiledjianら ， ， 8:145， 1988.
　 Kin1， D.（ 2001）  1， 525-538.
　 Klamutら ， ， 10:193， 1990.
　 Kochら ， ， 9:303， 1989.
　 Koga， S.ら （ 2000） 「 新 し い テ ロ メ ラ ー ゼ 特 異 的 遺 伝 子 治 療 ： ヒ ト テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ
ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し た カ ス パ ー ゼ 8の 遺 伝 子 導 入 （ A novel telomeras
e-specific gene therapy: gene transfer of caspase-8 utilizing the human telomera
se catalytic subunit gene promoter） 」 Hum Gene Ther.11:1397-1406.
　 Kramm， C.M.， Chase， M.， Herrlinger， U.， Jacobs， A.， Pechan， P.A.， Rainov， N.G.
， Sena-Esteves， M.， Aghi， M.， Barnett， F.H.， Chiocca， E.A.お よ び Breakefield X.O.
（ 1997） 「 脳 腫 瘍 遺 伝 子 治 療 用 の 第 2世 代 複 製 条 件 付 き HSV1ベ ク タ ー の 治 療 有 効 性 お よ び
安 全 性 （ Therapeutic efficiency and safety of a second-generation replication-con
ditional HSV1 vector for brain tumor gene therapy） 」  8:2057-2068
　 Kramm， C.M.， M.Chase， U.Herrlinger， A.Jacobs， P.A.Pechan， N.G.Rainov， M.Sena-E
steves， M.Aghi， F.H.Barnett， E.A.Chioccaお よ び X.O.Breakefield（ 1997） 「 脳 腫 瘍 遺
伝 子 治 療 用 の 第 2世 代 複 製 条 件 付 き HSV1ベ ク タ ー の 治 療 有 効 性 お よ び 安 全 性 （ Therapeutic
 efficiency and safety of a second-generation replication-conditional HSV1 vecto
r for brain tumor gene therapy） 」 Hum Gene Ther.8(17):2057-68.
　 Kraus J， Woltje M， Schonwetter N， Hollt V「 選 択 的 プ ロ モ ー タ ー 使 用 お よ び マ ウ ス
ソ マ ト ス タ チ ン 受 容 体 2遺 伝 子 の 組 織 特 異 的 発 現 （ Alternative promoter usage and tiss
ue specific expression of the mouse somatostatin receptor 2 gene） 」 FEBS Lett 19
98 May 29;428(3):165-70.
　 Krieglerお よ び Botchan， Y.Gluzman編 「 Eukaryotic Viral Vectors」 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 コ
ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ， コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 ， 1982
　 Krieglerお よ び Botchan， ， 3:325， 1983.
　 Krieglerら ， ， 38:483， 1984a.
　 Krieglerら ， ， 53:45， 1988.
　 Krieglerら ， Van de Woudeら 編 「 Cancer Cells 2/Oncogenes and Viral Genes」 コ ー ル
ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ， コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 ， 1984b
　 Krieglerら ， D.Hamerお よ び M.Rosenberg編 「 Gene Expression」 ニ ュ ー ヨ ー ク ， Alan R.
 Liss， 1983
　 Kuhlら ， ， 50:1057， 1987.
　 Kunzら ， ， 17:1121， 1989.
　 Lambright E.S.， Kang E.H.， Force S.， Lanuti M.， Caparrelli D.， Kaiser L.R.， Al
belda S.M.お よ び Molnar-Kimber K.L.（ 2000） 「 ネ ズ ミ 腹 腔 内 腫 瘍 モ デ ル に お け る 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 療 法 の 有 効 性 に 対 す る 既 存 の 抗 ヘ ル ペ ス 免 疫 の 影 響 （ Effect of preexist
ing anti-herpes immunity on the efficacy of herpes simplex viral therapy in a mu
rine intraperitoneal tumor model） 」  2:387-393
　 Lareyre JJ， Thomas TZ， Zheng WL， Kasper Sら 「 ネ ズ ミ 精 巣 上 体 レ チ ノ イ ン 酸 結 合 タ
ン パ ク 質 遺 伝 子 の 5キ ロ 塩 基 対 プ ロ モ ー タ ー 断 片 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 精 巣 上
体 に お け る 外 来 遺 伝 子 の 組 織 特 異 的 、 細 胞 特 異 的 お よ び ア ン ド ロ ゲ ン 調 節 的 発 現 を 駆 動 す
る （ A 5-kilobase pair promoter fragment of the murine epididymal retinoic acid-b
inding protein gene drives the tissue-specific， cell-specific and androgen-regul
ated expression of a foreign gene in the epididymis of transgenic mice） 」 J Biol
 Chem 1999 Mar 19;274(12):8282-90.
　 Larsenら ， ， 83:8283， 1986.
　 Laspiaら ， ， 59:283， 1989.
　 Latham， J.P.， Searle， P.F.， Mautner， V.お よ び James， N.D.（ 2000） 「 前 立 腺 特 異 抗
原 プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー を 使 っ た 前 立 腺 癌 の 遺 伝 子 治 療 ： 組 織 特 異 的 ア デ ノ ウ イ ル

10

20

30

40

50

(76) JP 2005-521398 A 2005.7.21

.
Mol. Cell. Biol.
Expert Opin Biol Ther

Mol. Cell. Biol.
Mol. Cell. Biol.

Hum. Gene Ther.

Mol. Cell. Biol.
Cell
Cell

Cell
Nucl. Acids Res.

Mol. Ther.

Proc. Nat'l Acad. Sci. USA.
Cell



ス ベ ク タ ー の 構 築 と 試 験 （ Prostate-specific antigen promoter/enhancer driven gene 
therapy for prostate cancer: construction and testing of a tissue-specific adeno
virus vector） 」 Cancer Res. 60:334-341.
　 Latimerら ， ， 10:760， 1990.
　 Leeら ， ， 2:404-411， 1988.
　 Leeら ， ， 294:228， 1981.
　 Lee SH， Wang W， Yajima S， Jose PAら 「 脳 お よ び 腎 臓 に お け る D1Aド ー パ ミ ン 受 容 体 遺
伝 子 で の 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 使 用 （ Tissue-specific promoter usage in the D1A 
dopamine receptor gene in brain and kidney） 」 DNA Cell Biol 1997 Nov;16(11):1267
-75.
　 Lentz， B.R.， Malinin， V.， Haque， M.E.お よ び Evans， K.（ 2000）
 10， 607./Levinsonら ， ， 295:79， 1982.

　 Li， H.， Y.S.Haviv， C.A.Derdeyn， J.Lam， C.Coolidge， E.Hunter， D.T.Curielお よ び J
.L.Blackwell（ 2001） 「 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1型 に よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 は ア デ ノ ウ イ
ル ス 複 製 と 適 合 し 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 産 物 お よ び デ ノ ボ 合 成 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 の 効 率 の よ
い 分 散 を 促 進 す る （ Human immunodeficiency virus type 1-mediated syncytium formati
on is compatible with adenovirus replication and facilitates efficient dispersio
n of viral gene products and de novo-synthesized virus particles） 」 Hum Gene The
r. 12(18):2155-65.
　 Linら ， ， 10:850， 1990.
　 Luriaら ， ， 6:3307， 1987.
　 Luskyお よ び Botchan， ， 83:3609， 1986.
　 Luskyら ， ， 3:1108， 1983.
　 Mabjeesh， N.J.， Zhong， H.お よ び Simons， J.W.（ 2002）  9， 115-
139.
　 MacKie， R.M.， Stewart， B.お よ び Brown， S.M.（ 2001）  357， 525-526.
　 Majorsお よ び Varmus， ， 80:5866， 1983.
　 Markert， J.M.， M.D.Medlock， S.D.Rabkin， G.Y.Gillespie， T.Todo， W.D.Hunter， C.A
.Palmer， F.Feigenbaum， C.Tornatore， F.Tufaroお よ び R.L.Martuza（ 2000） 「 悪 性 神 経
膠 腫 処 置 用 の 条 件 付 き 複 製 可 能 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 突 然 変 異 株 G207： 第 I相 試 験 の 結
果 （ Conditionally replicating herpes simplex virus mutant， G207 for the treatmen
t of malignant glioma: results of a phase I trial） 」 Gene Ther. 7(10):867-74.
　 Markert， J.M.， Medlock， M.D.， Rabkin， S.D.， Gillespie， G.Y.， Todo， T.， Hunter
， W.D.， Palmer， C.A.， Feigenbaum， F.， Tornatore， C.， Tufaro， F.お よ び Martuza， R.
L.（ 2000） 「 悪 性 神 経 膠 腫 処 置 用 の 条 件 付 き 複 製 可 能 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 突 然 変 異 株
G207： 第 I相 試 験 の 結 果 （ Conditionally replicating herpes simplex virus mutant， G2
07 for the treatment of malignant glioma: results of a phase I trial） 」
 7:867-874

　 Martuza， R.L.， Malick， A.， Markert， J.M.， Ruffner， K.L.お よ び Coen， D.M.（ 1991
） 「 遺 伝 子 操 作 し た ウ イ ル ス 突 然 変 異 株 を 利 用 す る ヒ ト 神 経 膠 腫 の 実 験 的 治 療 法 （ Experi
mental therapy of human glioma by means of a genetically engineered virus mutant
） 」 Science. 252:854-856.
　 Martuza， R.L.（ 1997）  3， 1323.
　 Matzinger， P.（ 2002） 「 危 険 モ デ ル ： 新 た な 自 己 観 （ The danger model: a renewed s
ense of self） 」 Science. 296（ 5566):301-5.
　 McGuire， W.P.， Hoskins， W.J.， Brady， M.F.， Kucera， P.R.， Partridge， E.E.， Look
， K.Y.， Clarke-Pearson， D.L.お よ び Davidson， M.（ 1996） 「 ス テ ー ジ IIIお よ び ス テ ー
ジ IVの 卵 巣 癌 を 持 つ 患 者 に お け る パ ク リ タ キ セ ル お よ び シ ス プ ラ チ ン と 比 較 し た シ ク ロ ホ
ス フ ァ ミ ド お よ び シ ス プ ラ チ ン （ Cyclophosphamide and cisplatin compared with pacli
taxel and cisplatin in patients with stage III and stage IV ovarian cancer） 」

10

20

30

40

50

(77) JP 2005-521398 A 2005.7.21

Mol. Cell. Biol.
Mol. Endocrinol.
Nature

Curr Opin Struct B
iol Nature

Mol. Cell. Biol.
EMBO J.

Proc. Nat'l Acad. Sci. USA.
Mol. Cell. Biol.

Endocr Relat Cancer

Lancet
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA.

Gene The
r.

Nat Med

N.



 334:1-6
　 McNeallら ， ， 76:81， 1989.
　 Melcher， A.， Tordryk， S.， Hardwick， N.， Ford， M.， Jacobson， M.お よ び Vile， R.G.
（ 1998） 「 腫 瘍 免 疫 原 性 は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 発 現 の 誘 導 を 介 し て 、 細 胞 死 の 機 序 に
よ っ て 決 ま る （ Tumor immnogenicity is determined by the mechanism of cell death v
ia induction og heat shock protein expression） 」  4:581-587
　 Melcher， A.， M.Gough， S.Todrykお よ び R.Vile（ 1999） 「 腫 瘍 免 疫 治 療 の た め の ア ポ ト
ー シ ス と ネ ク ロ ー シ ス ： 名 前 の 意 味 す る と こ ろ （ Apoptosis or necrosis for tumor immu
notherapy: what's in a name?） 」 J Mol Med. 77(12):824-33.
　 Miksicekら ， ， 46:203， 1986.
　 Mineta， T.， S.D.Rabkin， T.Yazaki， W.D.Hunterお よ び R.L.Martuza（ 1995） 「 悪 性 神
経 膠 腫 処 置 用 の 弱 毒 多 重 突 然 変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1（ Attenuated multi-mutated he
rpes simplex virus-1 for the treatment of malignant gliomas） 」 Nat Med. 1(9):938
-43.
　 Mordacqお よ び Linzer， ， 3:760， 1989.
　 Moreauら ， ， 9:6047， 1981.
　 Muesingら ， ， 48:691， 1987.
　 Nemunaitis J.， Ganly I.， Khuri F.， Arseneau J.， Kuhn J.， McCarty T.， Landers S
.， Maples P.， Romel L.， Randlev B.， Reid T.， Kaye S.お よ び Kirn D.（ 2000） 「 進 行
頭 頚 部 癌 患 者 に お け る E1B-55kD遺 伝 子 欠 失 ア デ ノ ウ イ ル ス ONYX-015を 使 っ た p53突 然 変 異
腫 瘍 で の 選 択 的 複 製 お よ び 腫 瘍 溶 解 ： 第 II相 試 験 （ Selective replication and oncolysi
s in p53 mutant tumors with ONYX-015， an E1B-55kD gene-deleted adenovirus， in pa
tients with advanced head and neck cancer: a Phase II trial） 」  60:63
59-6366
　 Nemunaitis， J.， F.Khuri， 1.Ganly， J.Arseneau， M.Posner， E.Vokes， J.Kuhn， T.McC
arty， S.Landers， A.Blackburn， L.Romel， B.Randlev， S.Kayeお よ び D.Kim（ 2001） 「 難
治 性 頭 頚 部 癌 患 者 に お け る 複 製 選 択 的 ア デ ノ ウ イ ル ス ONYX-015の 腫 瘍 内 投 与 の 第 II相 試 験
（ Phase II trial of intratumoral administration of ONYX-015， a replication-selec
tive adenovirus， in patients with refractory head and neck cancer） 」 J Clin Onco
l.19(2):289-98.
　 Ngら ， ， 17:601， 1989.
　 NIHコ ン セ ン サ ス 会 議 （ NIH Consensus Conference） 「 卵 巣 癌 ． ス ク リ ー ニ ン グ 、 処 置
お よ び 経 過 観 察 ． 卵 巣 癌 に 関 す る NIHコ ン セ ン サ ス 開 発 パ ネ ル （ Ovarian cancer. Screeni
ng, treatment and follow-up. NIH Consensus Development Panel on Ovarian Cancer）
」 （ 1995）  273:491-497
　 Nomoto S， Tatematsu Y， Takahashi T， Osada H.「 組 織 選 択 的 に 発 現 す る 選 択 的 転 写 物
の 原 因 で あ る ヒ ト LIMK2遺 伝 子 の 選 択 的 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 特 性 解 析
（ Cloning and characterization of the alternative promoter regions of the human 
LIMK2 gene responsible for alternative transcripts with tissue-specific expressi
on） 」  1999 Aug 20;236(2):259-71.
　 Ondekら ， ， 6:1017， 1987.
　 Ornitzら ， ， 7:3466， 1987.
　 Ozols， R.F.（ 2000） 「 進 行 卵 巣 癌 の 管 理 コ ン セ ン サ ス サ マ リ ー （ Management of advan
ced ovarian cancer consensus summary） 」  27:47-49
　 Palmiterら ， ， 300:611， 1982.
　 Pawlik， T.M.， H.Nakamura， S.S.Yoon， J.T.Mullen， S.Chandrasekhar， E.A.Chioccaお
よ び K.K.Tanabe（ 2000） 「 複 製 能 を 持 つ 遺 伝 子 操 作 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 静 脈 内 投 与 に よ る
散 在 性 肝 細 胞 癌 の 腫 瘍 溶 解 （ Oncolysis of diffuse hepatocellular carcinoma by intra
vascular administration of a replication-competent， genetically engineered herpe
svirus） 」  60(11):2790-5.

10

20

30

40

50

(78) JP 2005-521398 A 2005.7.21

 Engl. J. Med.
Gene

Nat. Med.

Cell

Genes and Dev.
Nucl. Acids Res.
Cell

Cancer Res.

Nuc. Acids Res.

J. Am. Med. Assoc.

Gene
EMBO J.
Mol. Cell. Biol.

Semin. Oncol.
Nature

Cancer Res.



　 Parker， J.N.， Gillespie， G.Y.， Love， C.E.， Randall， S.， Whitley， R.J.お よ び Mar
kert， J.M.（ 2000）  97， 2208.
　 Pechら ， ， 9:396， 1989.
　 Peng， K-W.， TenEyck， C.J.， Galanis， E.， Kalli， K.R.， Hartmann， L.C.お よ び Russe
l， S.J.（ 2002） 「 操 作 し た 麻 疹 ウ イ ル ス を 用 い る 卵 巣 癌 の 腹 腔 内 治 療 （ Intraperitoneal
 therapy of ovarian cancer using an engineered measles virus） 」  62:4
656-4662
　 Pennisi， E.（ 1996）  274， 342-343.
　 Perez-Stableお よ び Constantini， ， 10:1116， 1990.
　 Person， S.， Kousoulas， K.G.， Knowles， R.W.， Read， G.S.， Holland， T.C.， Keller
， P.M.お よ び Warner， S.C.（ 1982）  117， 293.
　 Pettaway， C.A.， Pathak， S.， Greene， G.， Ramirez， E.， Wilson， M.R.， Million， J.
J.お よ び Fidler， I.J.（ 1996）  2， 1627-1636.
　 Picardお よ び Schaffner， ， 307:83， 1984.
　 Pillkertら ， ， 1:268， 1987.
　 Pogue-Geile， K.L.， Lee， G.T.， Shapira， S.K.お よ び Spear， P.G.（ 1984）  1
36， 100-109.
　 Pontaら ， ， 82:1020， 1985.
　 Portonら ， ， 10:1076， 1990.
　 Queenお よ び Baltimore， ， 35:741， 1983.
　 Quinnら ， ， 9:4713， 1989.
　 Rampling， R.， G.Cruickshank， V.Papanastassiou， J.Nicoll， D.Hadley， D.Brennan，
R.Petty， A.MacLean， J.Harland， E.McKie， R.Mabbsお よ び M.Brown（ 2000） 「 複 製 能 を 持
つ 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ ICP34.5ヌ ル 突 然 変 異 株 1716） の 再 発 性 悪 性 神 経 膠 腫 患 者 に お
け る 毒 性 評 価 （ Toxicity evaluation of replication-competent herpes simplex virus
（ ICP 34.5 null mutant 1716） in patients with recurrent malignant glioma） 」 Gene
 Ther. 7(10):859-66.
　 Read， G.S.， Person， S.お よ び Keller， P.M.（ 1980）  35， 105.
　 Redondoら ， ， 247:1225， 1990.
　 Reismanお よ び Rotter， ， 9:3571， 1989.
　 Resendez Jr.ら ， ， 8:4579， 1988.
　 Ripeら ， ， 9:2224， 1989.
　 Rittlingら ， ， 17:1619， 1989.
　 Robertson， M.W.， III， Barnes， M.N.， Rancourt， C.， Wang， M.， Grim， J.， Alvarez
， R.D.， Siegal， G.P.お よ び Curiel， D.T.（ 1998） 「 卵 巣 癌 の 遺 伝 子 治 療 （ Gene therapy
 for ovarian carcinoma） 」  25:397-406
　 Rosenら ， ， 41:813， 1988.
　 Rubin， S.C.， Randall， T.C.， Armstrong， K.A.， Chi， D.S.お よ び Hoskins， W.J.（ 199
9） 「 セ カ ン ド ル ッ ク 開 腹 術 で 陰 性 所 見 を 示 し た 後 の 卵 巣 患 者 の 10年 経 過 観 察 （ Ten-year 
follow-up of ovarian patients after second-look laparotomy with negative finding
s） 」  93:21-24
　 Saeki， Y.， Ichikawa， T.， Saeki， A.， Chiocca， E.A.， Tobler， K.， Ackermann， M.，
Breakefield， X.O.お よ び Fraefel， C.（ 1998） 「 大 腸 菌 中 で 細 菌 人 工 染 色 体 と し て 増 幅 す
る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 DNA： 複 製 能 を 持 つ ウ イ ル ス 子 孫 の レ ス キ ュ ー と ア ン プ リ コ ン
ベ ク タ ー の パ ッ ケ ー ジ ン グ （ Herpes simplex virus type 1 DNA amplified as bacterial
 artificial chromosome in Escherichia coli: rescue of replication-competent viru
s progeny and packing of amplicon vectors） 」  9:2787-2794
　 Saeki， Y.， T.Ichikawa， A.Saeki， E.A.Chiocca， K.Tobler， M.Ackermann， X.O.Breake
fieldお よ び C.Fraefel（ 1998） 「 大 腸 菌 中 で 細 菌 人 工 染 色 体 と し て 増 幅 す る 単 純 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス 1型 DNA： 複 製 能 を 持 つ ウ イ ル ス 子 孫 の レ ス キ ュ ー と ア ン プ リ コ ン ベ ク タ ー の パ ッ

10

20

30

40

50

(79) JP 2005-521398 A 2005.7.21

Proc Natl Acad Sci USA
Mol. Cell. Biol.

Cancer Res.

Science
Mol. Cell. Biol.

Virology

Clin Cancer Res
Nature

Genes and Dev.
Virology

Proc. Nat'l Acad. Sci. USA.
Mol. Cell. Biol.

Cell
Mol. Cell. Biol.

J Virol
Science

Mol. Cell. Biol.
Mol. Cell. Biol.

Mol. Cell. Biol.
Nucl. Acids Res.

Semin. Oncol.
Cell

Obstet. Gynecol.

Hum. Gene Ther.



ケ ー ジ ン グ （ Herpes simplex virus type 1 DNA amplified as bacterial artificial ch
romosome in Escherichia coli: rescue of replication-competent virus progeny and 
packaging of amplicon vectors） 」  9(18):2787-94.
　 Satakeら 「 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス DNAの エ ン ハ ン サ ー 領 域 内 の F9点 突 然 変 異 を ま た ぐ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 生 物 学 的 活 性 （ Biological Activities of Oligonucleotides Spanning
 the F9 Point Mutation Within the Enhancer Region of Polyoma Virus DNA） 」

， 62:970， 1988.
　 Schaffer， P.A.， Aron， G.M.， Biswal， N.お よ び Benyesh-Melnick M.（ 1973） 「 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 の 温 度 感 受 性 突 然 変 異 株 ： 分 離 、 相 補 性 お よ び 部 分 的 特 性 解 析 （ Tempe
rature-sensitive mutants of herpes simplex virus type 1: isolation, complementat
ion and partial characterization） 」 . 52:57-71
　 Schaffnerら ， ， 201:81， 1988.
　 Schadendorf， D.， A.Paschenお よ び Y.Sun（ 2000） 「 メ ラ ノ ー マ に 対 す る 癌 ワ ク チ ン と
し て の 自 己 、 同 種 異 系 腫 瘍 細 胞 ま た は 遺 伝 子 操 作 細 胞 （ Autologous， allogeneic tumor c
ells or genetically engineered cells as cancer vaccine against melanoma） 」 Immun
ol Lett. 74(1):67-74.
　 Schang， L.M.， J.Phillipsお よ び P.A.Schaffer（ 1998） 「 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 複 製
お よ び 転 写 に お け る 細 胞 性 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ の 要 件 （ Requirement for cellular
 cyclin-dependent kinases in herpes simplex virus replication and transcription
） 」 J Virol. 72(7):5626-37.
　 Schellingerhout， D.ら （ 1998） 「 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 粒 子 の イ ン ビ ボ 分 布 の マ ッ ピ
ン グ （ Mapping the in vivo distribution of herpes simplex virions） 」 Hum Gene The
r. 9:1543-1549.
　 Schuur， E.R.ら （ 1996） 「 前 立 腺 特 異 抗 原 発 現 は 上 流 エ ン ハ ン サ ー に よ っ て 調 節 さ れ る
（ Prostate-specific antigen expression is regulated by an upstream enhancer） 」 J
 Biol Chem. 271:7043-7051.
　 Searleら ， ， 5:1480， 1985.
　 Selby， P.J.， Thomas， J.M.， Monaghan， P.， Sloane， J.お よ び Peckman， M.J.（ 1980）
「 胸 腺 切 除 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド お よ び 全 身 照 射 に よ っ て 免 疫 学 的 に 誘 導 し た マ ウ ス で
樹 立 さ せ 累 代 移 植 し た ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 片 （ Human tumor xenografts established and s
erially transplanted in mice immnulogically derived by thymectomy, cytosine arab
inoside and whole-body irradiation） 」  41:52-61
　 Sharpお よ び Marciniak， ， 59:229， 1989.
　 Shaulお よ び Ben-Levy， ， 6:1913， 1987.
　 Shermanら ， ， 9:50， 1989.
　 Shevrin， D.H.， Gorny， K.I.お よ び Kukreja， S.C.（ 1989） Prostate 15， 187-194.
　 Sleighお よ び Lockett， ， 4:3831， 1985.
　 Spalholzら ， ， 42:183， 1985.
　 Spandauお よ び Lee， ， 62:427， 1988.
　 Spandidosお よ び Wilkie， ， 2:1193， 1983.
　 Spear， P.G.（ 1993） ， J.Bentz編 「 Membrane fusion induced by herpes simplex viru
s」 （ CRC Press： ボ カ ラ ト ン ） の 201頁
　 Spear， M.A.， Sun， F.， Eling， D.J.， Gilpin， E.， Kipps， T.J.， Chiocca， E.A.お よ
び Bouvet， M.（ 2000）  7， 1051
　 Stephensお よ び Hentschel， ， 248:1， 1987.
　 Stephenson， R.A.， Dinney， C.P.， Gohji， K.， Ordonez， N.G.， Killion， J.J.お よ び F
idler， I.J.（ 1992）  84， 951-957.
　 Stuartら ， ， 317:828， 1985.
　 Sullivanお よ び Peterlin， ， 7:3315， 1987.
　 Sundaresan， P.， W.D.Hunter， R.L.Martuzaお よ び S.D.Rabkin（ 2000） 「 複 製 能 を 持 つ

10

20

30

40

50

(80) JP 2005-521398 A 2005.7.21

Hum Gene Ther.

J Viro
logy

Virology
J. Mol. Biol.

Mol. Cell. Biol.

Br. J. Cancer.
Cell
EMBO J.

Mol. Cell. Biol.

J. EMBO
Cell

J. Virology
EMBO J

Cancer Gene Ther
Biochem. J.

J Natl Cancer Inst
Nature

Mol. Cell. Biol.



弱 毒 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 突 然 変 異 株 G207： マ ウ ス に お け る 安 全 性 評 価 （ Attenuated
， replication-competent herpes simplex virus type 1 mutant G207: safety evaluati
on in mice） 」 J Virol. 74（ 8):3832-41.
　 Swartzendruberお よ び Lehman， ， 85:179， 1975.
　 Takebeら ， ， 8:466， 1988.
　 Tamura， Y.， Peng， P.， Liu， K.， Daou， M.お よ び Srivastava， P.K.（ 1997） 「 自 己 腫
瘍 由 来 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 調 製 物 に よ る 腫 瘍 の 免 疫 治 療 （ Immunotherapy of tumors wi
th autologous tumor-derived heat shock protein preparations） 」 . 278:117-
120
　 Tanaka， S.ら （ 2000） 「 CEAプ ロ モ ー タ ー を 持 つ エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス （ EBV） 系
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の ポ リ ア ミ ド ア ミ ン デ ン ド リ マ ー 媒 介 導 入 に よ る 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA
） 産 生 胆 管 癌 細 胞 の 標 的 殺 滅 （ Targeted killing of carcinoembryonic antigen (CEA)-p
roducing cholangiocarcinoma cells by polyamidoamine dendrimer-mediated transfer 
of an Epstein-Barr virus (EBV)-based plasmid vector carrying the CEA promoter）
」 Cancer Gene Ther. 7:1241-1250.
　 Taneja， S.， MacGregor， J.， Markus， S.， Ha， S.お よ び Mohr， I.（ 2001）

 98， 8804.
　 Tavernierら ， ， 301:634， 1983.
　 Taylorお よ び Kingston， ， 10:165， 1990a.
　 Taylorお よ び Kingston， ， 10:176， 1990b.
　 Taylorら ， ， 264:15160， 1989.
　 Terry-Allison， T.， Montgomery， R.I.， Warner， M.S.， Geraghty， R.J.お よ び Spear，
P.G.（ 2001）  74， 39-45.
　 Terry-Allison， T.， Montgomery， R.I.， Whitbeck， J.C.， Xu， R.， Cohen， G.H.， Eise
nberg， R.J.お よ び Spear， P.G.（ 1998）  72， 5802-5810.
　 Thiesenら ， ， 62:614， 1988.
　 Toda， M.， S.D.Rabbinお よ び R.L.Martuza（ 1998） 「 複 製 能 を 持 つ 多 重 突 然 変 異 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 1で あ る G207に よ る 脳 転 移 モ デ ル に お け る ヒ ト 乳 癌 の 処 置 （ Treatment of 
human breast cancer in a brain metastatic model by G207， a replication-competent
 multimutated herpes simplex virus 1） 」 Hum Gene Ther. 9(15):2177-85.
　 Todo， T.， F.Feigenbaum， S.D.Rabkin， F.Lakeman， J.T.Newsome， P.A.Johnson， E.Mit
chell， D.Belliveau， J.M.Ostroveお よ び R.L.Martuza（ 2000） 「 ヨ ザ ル に お け る 脳 内 接 種
後 の 多 重 突 然 変 異 条 件 付 き 複 製 可 能 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 G207の ウ イ ル ス 排 出 お よ
び 生 体 内 分 布 （ Viral shedding and biodistribution of G207， a multimutated, condit
ionally replicating herpes simplex virus type 1, after intracerebral inoculation
 in aotus） 」 Mol Ther. 2(6):588-95.
　 Todo， T.， Martuza， R.L.， Dallman， M.J.お よ び Rabkin， S.D.（ 2001）  61
， 153.
　 Todo， T.， S.D.Rabkinお よ び R.L.Martuza（ 2000） 「 脳 腫 瘍 の 腫 瘍 溶 解 性 多 重 突 然 変 異
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 （ G207） 療 法 に お け る ガ ン シ ク ロ ビ ル に よ る 抗 腫 瘍 効 果 の 強 化
の 評 価 （ Evaluation of ganciclovir-mediated enhancement of the antitumoral effect
 in oncolytic， multimutated herpes simplex virus type 1 (G207) therapy of brain 
tumors） 」 Cancer Gene Ther. 7(6):939-46.
　 Todryk， S.ら （ 1999） 「 大 腸 直 腸 癌 の 免 疫 治 療 用 の 腫 瘍 溶 解 性 ベ ク タ ー と し て の 機 能 障
害 感 染 性 単 サ イ ク ル 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ Disabled infectious single-cycle herpes 
simplex virus as an oncolytic vector for immunotherapy of colorectal cancer） 」 H
um Gene Ther. 10:2757-2768.
　 Toyoizumi， T.， R.Mick， A.E.Abbas， E.H.Kang， L.R.Kaiserお よ び K.L.Molnar-Kimber
（ 1999） 「 ヒ ト 非 小 細 胞 肺 癌 に お け る 化 学 療 法 剤 と 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 ICP34.5突 然
変 異 株 （ HSV-1716） と に よ る 併 用 療 法 （ Combined therapy with chemotherapeutic agent

10

20

30

40

50

(81) JP 2005-521398 A 2005.7.21

J. Cell. Physiology
Mol. Cell. Biol.

Science

Proc Natl A
cad Sci USA

Nature
Mol. Cell. Biol.
Mol. Cell. Biol.

J. Biol. Chem.

Virus Res

J Virol
J. Virology

Cancer Res



s and herpes simplex virus type 1 ICP34.5 mutant (HSV-1716) in human non-small c
ell lung cancer） 」 Hum Gene Ther. 10(18):3013-29.
　 Treisman， ， 42:889， 1985.
　 Troncheら ， ， 7:173， 1990.
　 Troncheら ， ， 9:4759， 1989.
　 Trudelお よ び Constantini， ， 6:954， 1987.
　 Tsumaki N， Kimura T， Tanaka K， Kimura JHら 「 マ ウ ス α 2（ XI） コ ラ ー ゲ ン プ ロ モ ー
タ ー 中 の 軟 骨 お よ び 神 経 細 胞 特 異 的 シ ス 要 素 の モ ジ ュ ー ル 的 配 置 （ Modular arrangement 
of cartilage- and neural tissue-specific cis-elements in the mouse alpha2 (XI) c
ollagen promoter） 」 J Biol Chem 1998 Sep 4;273(36):22861-4.
　 Turner， A.， Bruun， B.， Minson， T.お よ び Browne， H.（ 1998）  72， 873.
　 Tyndallら ， ， 9:6231， 1981.
　 Vanniceお よ び Levinson， ， 62:1305， 1988.
　 Vasseurら ， ， 77:1068， 1980.
　 Vile， R.G.お よ び Hart， I.R.（ 1993） 「 DNAの 腫 瘍 内 直 接 注 射 後 の 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 組 織 特 異 的 発 現 を 利 用 す る こ と に よ る 、 定 着 し た ネ ズ ミ メ
ラ ノ ー マ の 成 長 の 阻 害 （ Use of tissue-specific expression of the herpes simplex vi
rus thymidine kinase gene to inhibit growth of established murine melanomas foll
owing direct intratumoral injection of DNA） 」 Cancer Res. 53:3860-3864.
　 Wagner， E.K.， Guzowski， J.F.お よ び Singh， J.（ 1995） 「 産 生 性 感 染 中 お よ び 潜 伏 感
染 中 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 転 写 （ Transcription of the herpes simplex viru
s genome during productive and latent infection） 」 Prog Nucleic Acid Res Mol Bio
l. 51:123-165.
　 Walker， J.R.， K.G.McGeagh， P.Sundaresan， T.J.Jorgensen， S.D.Rabkinお よ び R.L.Ma
rtuza（ 1999） 「 条 件 付 き 複 製 可 能 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー G207に よ る ヒ ト 前 立
腺 腺 癌 の 局 所 的 お よ び 全 身 的 治 療 （ Local and systemic therapy of human prostate ade
nocarcinoma with the conditionally replicating herpes simplex virus vector G207
） 」 Hum Gene Ther. 10(13):2237-43.
　 Wangお よ び Calame， ， 47:241， 1986.
　 Weberら ， ， 36:983， 1984.
　 Weinbergerら ， ， 8:988， 1984.
　 Winotoお よ び Baltimore， ， 59:649， 1989.
　 Wood， M.ら （ 1999） 「 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 持 つ ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
の 、 マ ウ ス へ の 嚢 内 投 与 後 ま た は 静 脈 内 投 与 後 の 生 体 内 分 布 （ Biodistribution of an ad
enoviral vector carrying the luciferase reporter gene following intravesical or 
intravenous administration to a mouse） 」 Cancer Gene Ther. 6:367-372.
　 Wu HK， Squire JA， Song Q， Weksberg R.「 ヒ ト 組 織 に お け る イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 遺 伝
子 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 IIの プ ロ モ ー タ ー 依 存 性 組 織 特 異 的 発 現 性 （ Promoter-dependent
 tissue-specific expressive nature of imprinting gene, insulin-like growth facto
r II, in human tissues） 」 Biochem Biophys Res Commun 1997 Apr 7;233(1):221-6.
　 Yoon， S.S.， Carroll， N.M.， Chiocca， E.A.お よ び Tanabe， K.K.（ 1998）  228
， 366.
　 Yoon， S.S.， H.Nakamura， N.M.Carroll， B.P.Bode， E.A.Chioccaお よ び K.K.Tanabe（ 20
00） 「 腫 瘍 溶 解 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 は 大 腸 癌 か ら の 散 在 性 肝 転 移 を 選 択 的 に 破 壊
す る （ An oncolytic herpes simplex virus type 1 selectively destroys diffuse live
r metastases from colon carcinoma） 」 Faseb J. 14(2):301-11
　 Yutzeyら 「 内 部 調 節 要 素 が ト ロ ポ ニ ン I遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る （ An Internal Regulator
y Element Controls Troponin I Gene Expression） 」 ， 9:1397， 1989.
　 Yutzeyら ， ， 9:1397， 1989.
　 Zhang， X.， Efstathiou， S.お よ び Simmons， A.（ 1994）  202， 530-539.

10

20

30

40

50

(82) JP 2005-521398 A 2005.7.21

Cell
Mol. Biol. Med.
Mol. Cell. Biol.

Genes and Dev.

J Virol
Nuc. Acids. Res.

J. Virology
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA.

Cell
Cell

Mol. Cell. Biol.
Cell

Ann Surg

Mol. Cell. Biol.
Mol. Cell. Biol.

Virology



　 Zhao-Emonet JC， Boyer O， Cohen JL， Klatzmann D.「 ヒ ト CD4遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 欠
失 お よ び 突 然 変 異 解 析 ： 最 小 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 特 性 解 析 （ Deletional and mutat
ional analyses of the human CD4 gene promoter: characterization of a minimal tis
sue-specific promoter） 」 Biochim Biophys Acta 1998 Nov 8;1442(2-3):109-19.
　 本 発 明 と そ の 利 点 を 詳 細 に 説 明 し 終 え た が 、 本 願 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 特 定 さ れ る 本
発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 こ こ に 様 々 な 変 更 、 置 換 お よ び 改 変 を 加 え
る こ と が で き る と 理 解 す べ き で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 範 囲 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た プ ロ セ
ス 、 機 械 、 製 造 、 組 成 物 、 手 段 、 方 法 お よ び ス テ ッ プ の 特 定 の 実 施 形 態 に 限 定 さ れ な い も
の と す る 。 本 発 明 の 開 示 か ら 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 で あ ろ う よ う に 、 本 明 細 書 に 記 載 し た
対 応 す る 実 施 形 態 と 実 質 的 に 同 じ 機 能 を 果 た す ま た は 実 質 的 に 同 じ 結 果 を も た ら す プ ロ セ
ス 、 機 械 、 製 造 、 組 成 物 、 手 段 、 方 法 ま た は ス テ ッ プ で あ っ て 、 現 存 す る も の ま た は 後 に
開 発 さ れ る も の は 、 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 願 特 許 請 求 の 範 囲 は
、 そ の よ う な プ ロ セ ス 、 機 械 、 製 造 、 組 成 物 、 手 段 、 方 法 ま た は ス テ ッ プ も 、 そ の 範 囲 に
包 含 す る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ １ ２ 】
【 図 １ 】 腫 瘍 溶 解 性 HSVに GALV.fus遺 伝 子 を 挿 入 す る た め の 強 制 的 戦 略 を 示 す 概 略 図 で あ
る 。 fHSV-delta-pacで は 、 突 然 変 異 型 HSV DNA配 列 を 網 点 付 き の 灰 色 の 棒 で 表 し 、 BAC配 列
を 黒 い 棒 で 表 す 。 シ ャ ト ル プ ラ ス ミ ド 由 来 の pacお よ び 遺 伝 子 カ セ ッ ト に は 名 前 を 付 記 す
る 。 遺 伝 子 挿 入 を イ ン ビ ト ロ で 行 っ た 後 、 感 染 性 ウ イ ル ス を 生 成 さ せ る た め に 、 そ の ラ イ
ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を Vero細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 図 ２ 】 腫 瘍 細 胞 で の Synco-1の 表 現 型 特 性 解 析 を 示 す 図 で あ る 。 上 側 は Baco-1に 感 染 さ
せ た 腫 瘍 細 胞 を 表 す 。 各 写 真 に は 1つ の 感 染 巣 が 写 っ て い る 。 下 側 は Synco-1に 感 染 さ せ た
細 胞 を 表 す 。 各 写 真 は 1つ の シ ン シ チ ウ ム を 表 し て い る （ 撮 影 時 の 倍 率 は 200倍 ） 。
【 図 ３ 】 図 3Aお よ び 図 3Bは 、 Synco-1感 染 に よ る 腫 瘍 細 胞 殺 滅 能 力 の 増 加 を 表 す 図 で あ る
。 感 染 ウ ェ ル で の 生 細 胞 数 を 非 感 染 ウ ェ ル 中 の 総 細 胞 数 で 割 る こ と に よ っ て 細 胞 生 存 百 分
率 を 計 算 し た 。 各 ウ イ ル ス 量 お よ び 各 収 集 時 点 で 、 Baco-1ま た は Synco-1に 感 染 さ せ た 細
胞 間 の 統 計 的 比 較 を 行 っ た 。 * ＜ 0.001。
【 図 ４ 】 ヌ ー ド マ ウ ス -ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 片 に お け る Synco-1の 強 化 さ れ た 腫 瘍 溶 解 効 力 を
表 す 図 で あ る 。 処 置 群 に は Synco-1、 Baco-1ま た は PBSが 含 ま れ る 。 表 示 し た 週 に 測 定 し た
腫 瘍 体 積 を 注 射 開 始 時 の 腫 瘍 体 積 で 割 る こ と に よ っ て 、 腫 瘍 成 長 比 を 決 定 し た 。 図 は 平 均
値 ± 標 準 偏 差 （ 1群 あ た り ＝ 10） を 表 す 。 PBS対 照 群 と 比 較 す る 場 合 、 ＜ 0.001。
【 図 ５ 】 図 5A～ 5Lは 、 Synco-2の 表 現 型 特 性 解 析 お よ び ウ イ ル ス か ら の 選 択 的 GALV.fus発
現 を 表 す 図 で あ る 。 図 5A～ 5Cは 、 Synco-2に 感 染 さ せ た 様 々 な 腫 瘍 細 胞 を 表 す （ 図 5A、 U87
MG； 図 5B、 DU145； お よ び 図 5C、 Hep3B） 。 図 5Dお よ び 5Eは 、 培 地 中 に ACVが 存 在 す る 状 態
で Synco-1（ 図 5D） お よ び Synco-2（ 図 5E） に 感 染 さ せ た Hep3B細 胞 を 表 す 。 図 5Fは 、 非 感
染 ヒ ト 胎 児 線 維 芽 細 胞 HF333.Weを 表 す 。 図 5G～ 5Iは 、 Synco-1に 感 染 さ せ た HF333.Weの 様
々 な 状 態 を 表 す （ 図 5Gは 成 長 培 地 で 維 持 し た 細 胞 を 表 し 、 図 5Hは 24時 間 血 清 飢 餓 状 態 の 細
胞 を 表 し 、 図 5Iは ロ バ ス タ チ ン と 共 に 培 養 し た 24時 間 血 清 飢 餓 状 態 の 細 胞 を 表 す ） 。 図 5J
～ 5Lは 、 Synco-2に 感 染 さ せ た HF333.Weの 様 々 な 状 態 を 表 す （ 図 5Jは 成 長 培 地 で 維 持 し た
細 胞 を 表 し 、 図 5Kは 48時 間 血 清 飢 餓 状 態 の 細 胞 を 表 し 、 図 5Lは ロ バ ス タ チ ン と 共 に 培 養 し
た 血 清 飢 餓 状 態 の 細 胞 を 表 す ） （ 撮 影 時 の 倍 率 は 200倍 ） 。
【 図 ６ 】 図 6A～ 6Bは 、 Synco-1と Synco-2の 抗 腫 瘍 効 力 を 比 較 し た 図 、 お よ び そ れ ら の イ ン
ビ ボ シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 例 示 す る 図 で あ る 。 図 6Aは 、 異 種 移 植 し た ヒ ト 腫 瘍 に 対 す る 腫 瘍
溶 解 効 力 の 比 較 で あ る 。 処 置 群 に は 、 Baco-1、 Synco-1、 Synco-2お よ び PBSが 含 ま れ る 。
図 6Bは 、 ウ イ ル ス 注 射 ま た は PBS注 射 後 の 腫 瘍 組 織 の 顕 微 鏡 検 査 を 表 す 。 Synco-1ま た は Sy
nco-2感 染 腫 瘍 組 織 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 矢 印 で 示 す 。
【 図 ７ 】 AP遺 伝 子 を 含 有 す る 腫 瘍 溶 解 性 HSVを 構 築 す る た め の 強 制 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 を
表 す 典 型 的 概 略 図 で あ る 。 塗 り つ ぶ し た 領 域 は プ ラ ス ミ ド DNA配 列 を 表 し 、 陰 影 線 付 き の
領 域 は fHSV-delta-pac中 の HSV DNA配 列 を 表 す 。 BAC配 列 、 HSVパ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル （ p
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ac） 、 2つ の 異 な る プ ロ モ ー タ ー 要 素 、 お よ び AP遺 伝 子 を そ れ ぞ れ 個 別 に 表 示 し て い る 。
各 コ ン ス ト ラ ク ト 上 の 制 限 酵 素 Iの 位 置 も 示 し て あ る 。 AP遺 伝 子 を 含 有 す る 遺 伝 子 カ セ
ッ ト を Iで 切 り 出 し 、 や は り Iで 線 状 化 し て お い た fHSV-delta-pac中 に ラ イ ゲ ー ト し
た 。 感 染 性 ウ イ ル ス を 生 成 さ せ る た め に 、 そ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を Vero細 胞 に 直 接 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 図 ８ 】 プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た UL38pの イ ン ビ ト ロ 特 性 解 析 を 示 す 図 で あ る 。 p
Lox-APと pIMJ-pac-APを Vero細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 そ の 細 胞 を 0.1pfu/細 胞 の 腫
瘍 溶 解 性 HSV（ Baco-1） に 感 染 さ せ る か 、 模 擬 感 染 （ 培 地 の み ） さ せ た 。 ウ イ ル ス 感 染 の 2
4時 間 後 （ す な わ ち DNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 ） に 培 地 を 収 集 し 、 AP分 泌 量 を 定
量 し た 。 図 に 示 す 結 果 は 、 3回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 を 表 す 。
【 図 ９ 】 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で の UL38pの イ ン ビ ト ロ 特 性 解 析 を 示 す 図 で あ る 。 ヒ ト 胎 児 線
維 芽 細 胞 （ HF333.We） を 1× 10 5 細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で 12穴 プ レ ー ト に 1対 ず つ 接 種 し た 。 一
組 の 細 胞 を 無 血 清 培 地 中 の 20μ Mロ バ ス タ チ ン で 30時 間 処 理 し た 。 次 に 、 無 処 理 細 胞 （ 完
全 培 地 中 ） と ロ バ ス タ チ ン 停 止 細 胞 の 両 方 を 、 0.1pfu/細 胞 の Baco-AP1ま た は Baco-AP2に
感 染 さ せ た 。 感 染 の 24時 間 後 に 上 清 を 集 め 、 培 地 中 の APを 定 量 し た 。 図 は 、 2回 の 独 立 し
た 実 験 の 平 均 を 表 す 。
【 図 １ ０ 】 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 下 で の UL38pの イ ン ビ ボ 特 性 解 析 を 示 す 図 で あ る 。 右 脇 腹 に 肝
臓 腫 瘍 が 定 着 し て い る マ ウ ス に 、 5× 10 6 pfuの Baco-AP-1ま た は Baco-AP2を 腫 瘍 内 注 射 （ i.
t.） し た 。 腫 瘍 を 持 た な い マ ウ ス に は 同 じ 量 の ウ イ ル ス を 筋 肉 内 注 射 （ i.m.） ま た は 静 脈
内 注 射 （ i.v.） し た 。 ウ イ ル ス 接 種 後 の 表 示 の 日 に 採 血 し 、 血 中 に 分 泌 さ れ た APを 定 量 し
た 。 デ ー タ を 平 均 ± SE（ ＝ 5） と し て 表 す 。
【 図 １ １ 】 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVを 得 る た め の 戦 略 を 要 約 し た 図 。 大 き い 円 形 領 域 は 、 f
HSV-delta-pac中 の HSV DNA配 列 を 表 し 、 黒 丸 で 示 す BAC配 列 を 含 む 。 シ ャ ト ル プ ラ ス ミ ド
由 来 の pacお よ び 遺 伝 子 カ セ ッ ト に は 名 前 を 付 記 す る 。 遺 伝 子 カ セ ッ ト を イ ン ビ ト ロ で BAC
-HSVコ ン ス ト ラ ク ト に ラ イ ゲ ー ト し た 後 、 感 染 性 ウ イ ル ス を 生 成 さ せ る た め に 、 そ の ラ イ
ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を Vero細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 そ の 後 、 強 化 さ れ た 膜 融 合 性 を 持
つ 強 力 な HSVを 生 成 さ せ る た め に 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 を 行 っ た 。
【 図 １ ２ 】 図 12A～ 12Fは 、 卵 巣 癌 細 胞 株 に お け る Synco-2Dの イ ン ビ ト ロ 表 現 型 特 性 解 析 を
示 す 。 Heyま た は SKOV3卵 巣 癌 細 胞 を Baco-1ま た は Synco-2Dに 感 染 さ せ た 。 写 真 は 最 初 の ウ
イ ル ス 感 染 の 48時 間 後 に 撮 影 し た （ 撮 影 時 の 倍 率 は 200倍 ） 。 黒 い 矢 印 は 1つ の シ ン シ チ ウ
ム 形 成 を 示 す （ 図 12E、 図 12F）
【 図 １ ３ 】 図 13Aお よ び 13Bは 、 卵 巣 癌 細 胞 に 対 す る Baco-1と Synco-2Dの イ ン ビ ト ロ 細 胞 毒
性 を 比 較 し た 図 で あ る 。 Heyま た は SKOV3卵 巣 癌 細 胞 を 24穴 プ レ ー ト に 接 種 し 、 Baco-1も し
く は Synco-2Dに 感 染 さ せ る か 、 未 感 染 の ま ま （ こ の 図 に は 示 し て い な い ） に し て お い た 。
感 染 の 24時 間 後 ま た は 48時 間 後 に 細 胞 を 集 め 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 後 に 生 細 胞 を 数 え た 。
生 き て い る 感 染 細 胞 の 数 を 非 感 染 細 胞 の 数 で 割 る こ と に よ っ て 細 胞 生 存 百 分 率 を 決 定 し た
。 デ ー タ を 平 均 ± 平 均 の 標 準 偏 差 と し て 表 す 。 図 13Aは 0.01pfu/細 胞 を 表 し 、 図 13Bは 0.1p
fu/細 胞 を 表 す 。
【 図 １ ４ 】 図 14A～ 14Cは 、 同 所 性 卵 巣 癌 モ デ ル に 関 す る 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 治 療 効
果 を 示 す 図 で あ る 。 Hey腫 瘍 細 胞 の 同 所 性 移 植 を 行 っ た 14日 後 お よ び 28日 後 に 、 2× 10 7 pfu
/200μ lの 腫 瘍 溶 解 性 HSVを 、 注 射 し た 腫 瘍 の 異 な る 部 位 か ら 、 マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 し た 。
処 置 群 は 次 の と お り と し た ； （ 図 14A） ： 対 照 と し て PBS； （ 図 14B） ： Baco-1； （ 図 14C）
： Synco-2D。 同 所 性 腫 瘍 接 種 の 42日 後 に 、 生 き て い る マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 そ れ ら が 腫 瘍
を 発 達 さ せ て い る か ど う か 、 そ し て 腹 膜 播 種 を 起 こ し て い る か ど う か を 調 べ た 。 黒 い 矢 印
は 腹 膜 肥 厚 ま た は 腹 膜 播 種 の 形 成 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 腫 瘍 溶 解 性 HSVで 進 行 卵 巣 癌 を 処 置 し た マ ウ ス の 生 存 を 示 す 図 で あ る （ カ プ ラ
ン -マ イ ヤ ー プ ロ ッ ト ） 。 Hey卵 巣 癌 細 胞 の 腹 腔 内 播 種 を 持 つ マ ウ ス を 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVの
腹 腔 内 投 与 に よ っ て 、 以 下 の よ う に 処 置 し た ： PBS（ n＝ 8， ▲ ） 、 Baco-1（ n＝ 8， ■ ） お
よ び Synco-2d（ n＝ 8， ● ） 。 ＊ ： PBSま た は Baco-1と 比 較 し て Synco-2Dの 腹 腔 内 投 与 後 に
は 有 意 な 生 存 期 間 の 延 長 が 認 め ら れ る （ p＜ 0.01） 。
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【 図 １ ６ 】 前 立 腺 癌 細 胞 株 PC-3M-Pro4に お け る 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 表 現 型 特 性 解 析
を 示 す 図 で あ る 。 PC-3M-Pro4細 胞 を 非 膜 融 合 性 （ Baco-1） ま た は 膜 融 合 性 （ Synco-2ま た
は Synco-2D） 腫 瘍 溶 解 性 HSVに 感 染 さ せ た 。 各 写 真 は 最 初 の ウ イ ル ス 感 染 の 24時 間 後 ま た
は 48時 間 後 に 撮 影 し た （ 撮 影 時 の 倍 率 は 200倍 ） 。 黒 い 矢 印 は シ ン シ チ ウ ム の 境 界 を 示 す
。
【 図 １ ７ 】 図 17Aお よ び 図 17Bは 、 前 立 腺 癌 細 胞 に 対 す る Baco-1、 Synco-2お よ び Synco-2D
の イ ン ビ ト ロ 細 胞 毒 性 を 比 較 し た 図 で あ る 。 PC-3M-Pro4前 立 腺 癌 細 胞 を 24穴 プ レ ー ト に 接
種 し 、 0.01pfu/細 胞 （ 図 17A） ま た は 0.1pfu/細 胞 （ 図 17B） の Baco-1、 Synco-2ま た は Sync
o-2Dに 感 染 さ せ る か 、 未 感 染 の ま ま に し て お い た 。 感 染 の 24時 間 後 、 48時 間 後 ま た は 72時
間 後 に 細 胞 を 集 め 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 後 に 生 細 胞 を 数 え た 。 感 染 ウ ェ ル の 生 細 胞 数 を 非
感 染 ウ ェ ル 中 の 細 胞 数 で 割 る こ と に よ っ て 細 胞 生 存 百 分 率 を 決 定 し た 。 デ ー タ を 平 均 ± 平
均 の 標 準 偏 差 と し て 表 す 。 ＋ ， Baco-1と 比 較 し て P＜ 0.05； ＊ ，  Synco-2と の 比 較 で P＜ 0.
01。
【 図 １ ８ 】 図 18Aお よ び 図 18Bは 、 同 所 性 前 立 腺 腫 瘍 に 対 す る 膜 融 合 性 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 治
療 効 果 を 表 す 図 で あ る 。 PC-3M-Pro4細 胞 の 同 所 性 接 種 に よ り 、 ヒ ト 前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 を
、 原 発 部 位 に 定 着 さ せ た 。 腫 瘍 細 胞 接 種 の 8日 後 お よ び 15日 後 に 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVを 2× 10 7

pfuの 用 量 で 、 体 積 を 100μ lと し て 、 尾 静 脈 か ら 静 脈 内 投 与 し た 。 同 所 性 腫 瘍 接 種 の 40日
後 に 、 ま だ 生 き て い る マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 元 の 注 射 部 位 に 腫 瘍 塊 が 存 在 す る か ど う か 、
お よ び リ ン パ 節 転 移 巣 が 存 在 す る か ど う か を 調 べ た 。 図 18Aは 、 各 群 か ら 平 均 的 な 腫 瘍 お
よ び 局 所 リ ン パ 節 転 移 （ PBS処 置 群 の み ） を 示 す マ ウ ス を 1匹 選 択 し て 撮 影 し た 写 真 で あ る
。 同 所 性 腫 瘍 を 線 付 き の 三 角 形 で 示 し 、 リ ン パ 節 転 移 を 塗 り つ ぶ し た 三 角 形 で 示 す 。 図 18
Bは 、 外 植 し て 重 量 測 定 し た 同 所 性 腫 瘍 を 表 す 。 グ ラ フ は 平 均 重 量 ± 標 準 偏 差 を 表 す 。
【 図 １ ９ 】 図 19A～ 19Cは 、 4T1腫 瘍 に 対 す る Synco-2Dの 強 化 さ れ た 腫 瘍 溶 解 効 果 が 、 腫 瘍
特 異 的 CTL活 性 の 上 昇 を 伴 う こ と を 実 証 し て い る 図 で あ る 。 図 19Aは 、 局 所 腫 瘍 に 対 す る 腫
瘍 溶 解 性 HSVの 抗 腫 瘍 活 性 を 表 す 。 腫 瘍 体 積 は 式 ： （ L× W2)/2［ 式 中 、 Lは 腫 瘍 の 長 さ 、 W
は 腫 瘍 の 幅 で あ る ］ に よ っ て 決 定 し た 。 図 19Bは 、 肺 転 移 巣 に 対 す る 腫 瘍 溶 解 性 HSVの 治 療
効 果 を 示 す 。 こ の 図 は 各 群 か ら 選 択 し た 代 表 的 マ ウ ス に お け る 肉 眼 的 病 理 学 所 見 を 示 し て
い る 。 図 19Cに は 、 腫 瘍 溶 解 性 HSVに よ る 腫 瘍 破 壊 後 の 腫 瘍 特 異 的 CTL活 性 を 図 示 す る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】
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