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(57)【要約】
本発明は、レオウイルスおよびミキソーマウイルスのような腫瘍崩壊ウイルスを使用して
がんを治療する方法に関する。特に、本発明は、腫瘍抑制因子に異常を有するがん細胞が
、正常すなわち「野生型」の腫瘍抑制因子を含んでいるがん細胞よりも腫瘍崩壊ウイルス
に感染しやすいという観察を土台としている。特に、ｐ５３、ＲｂおよびＡＴＭに関連し
た欠陥はそれぞれ、がん細胞を腫瘍崩壊ウイルス療法に対して感受性とする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　過剰増殖性疾患が腫瘍崩壊性のレオウイルスまたはミキソーマウイルスのうち少なくと
もいずれか一方に対する感受性を有するかどうかを判定する方法であって、
　（ａ）過剰増殖性細胞を提供するステップと；
　（ｂ）前記過剰増殖性細胞由来のｐ５３、Ｒｂ、またはＡＴＭのうち少なくともいずれ
かの遺伝子または遺伝子産物の、構造、機能、または発現を評価するステップと；
　（ｃ）前記過剰増殖性細胞の前記構造、機能、または発現を、ｐ５３、Ｒｂ、またはＡ
ＴＭの遺伝子または遺伝子産物の野生型の構造、機能、または発現と比較するステップと
を含んでなり、ｐ５３、Ｒｂ、またはＡＴＭのうち少なくともいずれかの構造、機能、ま
たは発現における欠陥は、前記過剰増殖性疾患が腫瘍崩壊性のレオウイルスまたはミキソ
ーマウイルスのうち少なくともいずれか一方に対する感受性を有することを示す、方法。
【請求項２】
　前記過剰増殖性細胞が得られた患者を治療するステップをさらに含んでなる、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
　治療はレオウイルス療法を含んでなる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記レオウイルス療法は野生型レオウイルス療法である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記レオウイルス療法は弱毒化レオウイルス療法である、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記弱毒化レオウイルス療法は、欠陥を有するσ１カプシドタンパク質を発現するか、
検出不能なσ１カプシドタンパク質を発現するか、またはσ１カプシドタンパク質を発現
しないレオウイルスを利用する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　治療は、前記患者由来の骨髄細胞を前記レオウイルス療法でｅｘ　ｖｉｖｏ治療するこ
とを含んでなる、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　治療は、前記患者に対して前記レオウイルス療法を適用することを含んでなる、請求項
３に記載の方法。
【請求項９】
　前記骨髄細胞に第２の抗過剰増殖療法を施すことをさらに含んでなる、請求項７に記載
の方法。
【請求項１０】
　前記患者に対して第２の抗過剰増殖療法を施すことをさらに含んでなる、請求項８に記
載の方法。
【請求項１１】
　前記第２の抗過剰増殖療法は、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子療法、ま
たは免疫療法である、請求項９または１０に記載の方法。
【請求項１２】
　治療は、ｐ５３、Ｒｂ、またはＡＴＭの機能または発現の阻害剤を用いた治療法をさら
に含んでなる、請求項３に記載の方法。
【請求項１３】
　前記阻害剤は、タンパク質もしくはペプチド、抗体、ｓｉＲＮＡ、アンチセンス分子、
リボザイムまたは小分子である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　治療はミキソーマウイルス療法を含んでなる、請求項２に記載の方法。
【請求項１５】
　治療は非ウイルス性の抗過剰増殖療法を含んでなる、請求項２に記載の方法。
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【請求項１６】
　前記非ウイルス性の抗がん療法は、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子療法
、または免疫療法である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記過剰増殖性細胞は悪性細胞または良性細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　ステップ（ａ）の前に、患者から前記過剰増殖性細胞を得るステップをさらに含んでな
る、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　発現の評価は、ノーザンブロット法、ウエスタンブロット法、免疫組織化学法、ＲＴ－
ＰＣＲ、マイクロアレイ解析、トランスクリプトーム解析、プロテオーム解析、またはメ
タボローム解析を含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　構造の評価は、塩基配列決定、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、免疫組織化学
法、または構造プロテオミクスを含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　機能の評価は、ｐ５３、Ｒｂ、またはＡＴＭの下流の標的の発現または活性を評価する
ことを含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　患者の過剰増殖性疾患を治療する方法であって、
　（ａ）過剰増殖性細胞を、ｐ５３、Ｒｂ、またはＡＴＭの機能または発現の阻害剤と接
触させるステップと；
　（ｂ）前記過剰増殖性細胞に、レオウイルスまたはミキソーマウイルス療法を施すステ
ップと
を含んでなる方法。
【請求項２３】
　前記患者はレオウイルス療法で治療される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記レオウイルス療法は野生型レオウイルス療法である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記レオウイルス療法は弱毒化レオウイルス療法である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記弱毒化レオウイルス療法は、欠陥を有するσ１カプシドタンパク質を発現するか、
検出不能なσ１カプシドタンパク質を発現するか、またはσ１カプシドタンパク質を発現
しないレオウイルスを利用する、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記患者はミキソーマウイルス療法で治療される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２８】
　治療は、前記患者由来の骨髄細胞のｅｘ　ｖｉｖｏ治療を含んでなる、請求項２２に記
載の方法。
【請求項２９】
　治療は、前記患者のｉｎ　ｖｉｖｏ治療を含んでなる、請求項２２に記載の方法。
【請求項３０】
　前記骨髄細胞に第２の抗過剰増殖療法を施すことをさらに含んでなる、請求項２８に記
載の方法。
【請求項３１】
　前記患者に第２の抗過剰増殖療法を適用することをさらに含んでなる、請求項２９に記
載の方法。
【請求項３２】
　第２の抗過剰増殖療法は、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子療法、または
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免疫療法である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　第２の抗過剰増殖療法は、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子療法、または
免疫療法である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　前記過剰増殖性細胞は悪性細胞または良性細胞である、請求項２２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は概してウイルス学、分子生物学および医学の分野に関する。特に、本発明は、
がんなどの過剰増殖性疾患の腫瘍崩壊ウイルス療法に対する感受性を評価する方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　本願は、２００８年５月２２日に出願された米国仮特許出願シリアル番号第６１／０５
５，３６０号の優先権の利益を主張するものであり、前記出願の全内容は参照により本願
に組込まれる。
【０００３】
　レオウイルス（呼吸器・腸管オーファンウイルス）は、遍在性の、ゲノムとして１０本
の二本鎖ＲＮＡを含有する非エンベロープウイルスであり、ヒトへの感染は概して穏やか
で、上気道および胃腸管に限定され、免疫が機能している宿主では多くの場合無症候であ
る（タイラー（Ｔｙｌｅｒ）、２００１）。レオウイルスを逆行分析する試みは、レオウ
イルスの二本鎖ＲＮＡゲノムなどいくつかの要因により大部分は失敗してきた。σ１を欠
くレオウイルス粒子は非感染性であることが分かっている（ラルソン（Ｌａｒｓｏｎ）ら
、１９９４）。
【０００４】
　重要なこととして、レオウイルスは、ある種の形質転換細胞に感染すると顕著な細胞破
壊活性を示すことが長年認識されてきた（ダンカン（Ｄｕｎｃａｎ）ら、１９７８；ハシ
ロ（Ｈａｓｈｉｒｏ）ら、１９７７）。複製能を有する腫瘍崩壊ウイルスは魅力的な抗が
ん治療手法を提供する。これらの腫瘍崩壊ウイルスは２つの主要な長所を有する。第１に
、従来の化学療法および放射線療法とは異なり、該ウイルスは正常細胞における複製能力
が限られているため、がん細胞を特異的に標的とする。第２に、複製能力を持たないベク
ターと比較して、該ウイルスは最初に感染したがん細胞から周囲のがん細胞へと広がるこ
とによって大規模に分布し、強力な抗がん作用を発揮することができる。
【０００５】
　野生型レオウイルスとの接触は、健常人では多くの場合無症候であるが、それでも免疫
不全の個体に対しては重大かつ潜在的に極めて深刻なリスクを与える可能性があり、この
ことががん患者などの患者におけるレオウイルス療法の臨床的可能性を制限しているが、
前記患者は、制限がなければこの治療法から恩恵を受けることができるかもしれない。腫
瘍形成性のＲａｓシグナル伝達経路を含んでいる形質転換細胞がｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび
ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて優先的にレオウイルス感染（３型Ｄｅａｒｉｎｇ株）し易いこと
が示されるまで（コッフィ（Ｃｏｆｆｅｙ）ら、１９９８；ストロング（Ｓｔｒｏｎｇ）
ら、１９９８；ノーマン（Ｎｏｒｍａｎ）ら、２００４）、レオウイルスの腫瘍崩壊活性
の基礎をなす基本原理は未知のままであった。様々な種類のヒトのがんにおいてＲａｓ遺
伝子突然変異が頻繁に観察されるにつれて（ダースマ（Ｄｕｕｒｓｍａ）ら、２００３）
、これらの知見が治験におけるレオウイルス療法の現在の使用に結びついた（ノーマン（
Ｎｏｒｍａｎ）ら、２００５）。
【０００６】
　にもかかわらず、Ｒａｓ遺伝子突然変異の存在は、レオウイルス療法に対するがん細胞
の感受性を部分的に説明できているにすぎない。最近の研究から、Ｒａｓ経路はレオウイ
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ルス許容性を決定する唯一の要因ではないこと（ソン（Ｓｏｎｇ）ら、２００９）、Ｒａ
ｓ形質転換細胞からレオウイルス耐性細胞が確立されて（キム（Ｋｉｍ）ら、２００７）
、なおもＲａｓ突然変異の活性化を維持することができることが示された。したがって、
レオウイルスおよび他の腫瘍崩壊ウイルス剤を用いた治療のための適切ながん細胞亜集団
を同定かつ選択する改良法が必要とされている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　レオウイルスおよび他の腫瘍崩壊ウイルス剤を用いた治療のための適切ながん細胞亜集
団を同定かつ選択する改良法が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　レオウイルスは、その野生型（３型Ｄｅａｒｉｎｇ）または修飾型（例えば、σ１タン
パク質の不完全合成を伴う部分的弱毒化ウイルス）のいずれであっても、ｐ５３、Ｒｂ、
ＡＴＭ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＭｕｔＳ、ＭｕｔＬ、ＭｕｔＨ、ＡＰＣおよびＡＴＢ
Ｆ１のような、ある種の欠陥を有するかまたは不活性化された腫瘍抑制遺伝子を含んでい
る過剰増殖性または形質転換型のがん細胞を、そのような細胞がｉｎ　ｖｉｔｒｏまたは
ｉｎ　ｖｉｖｏで該ウイルスに曝露されたときに殺滅するのに有効である。したがって、
レオウイルスの適用範囲は、ｒａｓがん原遺伝子シグナル経路の異常または過度な活性を
伴う症例を越えて拡大される可能性がある。主としてｒａｓ、インターフェロンまたはそ
の他の細胞性免疫シグナル経路の状態に応答するものと従来は考えられた他のウイルスも
、腫瘍抑制因子の機能喪失に対する感受性が高く、同様に該ウイルスの適用範囲が拡大さ
れる可能性がある。
【０００９】
　したがって、本発明によれば、過剰増殖性疾患がレオウイルスまたはミキソーマウイル
スの腫瘍崩壊に対する感受性を有するかどうかを判定する方法であって、（ａ）過剰増殖
性細胞を提供するステップと；（ｂ）該過剰増殖性細胞由来のｐ５３、Ｒｂ、ＡＴＭ、Ｂ
ＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＭｕｔＳ、ＭｕｔＬ、ＭｕｔＨ、ＡＰＣ、またはＡＴＢＦ１のう
ち少なくともいずれかの遺伝子または遺伝子産物の構造、機能、または発現を評価するス
テップと；（ｃ）該過剰増殖性細胞の構造、機能、または発現を、ｐ５３、Ｒｂ、ＡＴＭ
、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＭｕｔＳ、ＭｕｔＬ、ＭｕｔＨ、ＡＰＣ、またはＡＴＢＦ１
のうち少なくともいずれかの遺伝子または遺伝子産物の野生型の構造、機能、または発現
と比較するステップとを含んでなり、ｐ５３、Ｒｂ、ＡＴＭ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、
ＭｕｔＳ、ＭｕｔＬ、ＭｕｔＨ、ＡＰＣ、またはＡＴＢＦ１のうち少なくともいずれかの
構造、機能、または発現における欠陥は、その過剰増殖性疾患がレオウイルスまたはミキ
ソーマウイルスの腫瘍崩壊に対する感受性を有することを示す方法が提供される。
【００１０】
　該方法は、過剰増殖性細胞が得られた患者を、例えばレオウイルス療法またはミキソー
マウイルス療法のうち少なくともいずれかによって治療することをさらに含むことができ
る。レオウイルス療法は、野生型レオウイルス療法であってもよいし、欠陥を有するσ１
カプシドタンパク質を発現するか、検出不能なσ１カプシドタンパク質を発現するか、ま
たはσ１カプシドタンパク質を発現しないレオウイルスを利用するような、弱毒化レオウ
イルス療法であってもよい。治療は、患者由来の骨髄細胞をレオウイルスかつ／またはミ
キソーマウイルス療法でｅｘ　ｖｉｖｏ治療することを含んでもよいし、患者に対してレ
オウイルスかつ／またはミキソーマウイルス療法を適用することを含んでもよい。ｅｘ　
ｖｉｖｏ療法の場合には、該方法は、骨髄細胞に第２の抗過剰増殖療法を施すことをさら
に含んでもよいし、対象者に対して適用されるウイルス療法の場合には、該方法は、対象
者に対して第２の抗過剰増殖療法を適用することをさらに含んでもよい。第２の抗過剰増
殖療法は、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子療法、または免疫療法であって
よい。該方法はさらに、ｐ５３、Ｒｂ、ＡＴＭ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＭｕｔＳ、Ｍ
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ｕｔＬ、ＭｕｔＨ、ＡＰＣ、またはＡＴＢＦ１の機能または発現の阻害剤、例えばタンパ
ク質もしくはペプチド、抗体、ｓｉＲＮＡ、アンチセンス分子、リボザイムまたは小分子
を用いた治療法をさらに含んでもよい。治療は、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、
遺伝子療法、または免疫療法を用いるような非ウイルス性の抗過剰増殖療法を含むことも
できる。過剰増殖性細胞は悪性細胞の場合もあれば良性細胞の場合もある。該方法は、ス
テップ（ａ）の前に、患者から過剰増殖性細胞を得るステップをさらに含むこともできる
。発現の評価は、ノーザンブロット法、ウエスタンブロット法、免疫組織化学法、ＲＴ－
ＰＣＲ、マイクロアレイ解析、トランスクリプトーム解析、プロテオーム解析、またはメ
タボローム解析を含んでなることができる。別例として、構造の評価は、塩基配列決定、
ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、免疫組織化学法、または構造プロテオミクスを
含んでなることができる。さらに別例として、機能の評価は、ｐ５３、Ｒｂ、ＡＴＭ、Ｂ
ＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＭｕｔＳ、ＭｕｔＬ、ＭｕｔＨ、ＡＰＣ、またはＡＴＢＦ１の下
流の標的の発現または活性を評価することを含んでなることができる。
【００１１】
　別の実施形態では、患者の過剰増殖性疾患を治療する方法であって、（ａ）過剰増殖性
細胞を、ｐ５３、Ｒｂ、ＡＴＭ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＭｕｔＳ、ＭｕｔＬ、Ｍｕｔ
Ｈ、ＡＰＣ、またはＡＴＢＦ１の機能または発現の阻害剤と接触させるステップと；（ｂ
）過剰増殖性細胞に、レオウイルスかつ／またはミキソーマウイルス療法を施すステップ
と、を含んでなる方法が提供される。レオウイルス療法は、野生型レオウイルス療法であ
ってもよいし、欠陥を有するσ１カプシドタンパク質を発現するか、検出不能なσ１カプ
シドタンパク質を発現するか、またはσ１カプシドタンパク質を発現しないレオウイルス
のような、弱毒化レオウイルス療法であってもよい。治療は、患者由来の骨髄細胞のｅｘ
　ｖｉｖｏ治療を含んでなるものでもよいし、患者のｉｎ　ｖｉｖｏ治療を含んでなるも
のでもよい。該方法は、骨髄細胞に、第２の抗過剰増殖療法、例えば第２の抗過剰増殖療
法、例えば化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子療法、または免疫療法を施すこ
とをさらに含んでなることができる。過剰増殖性細胞は悪性細胞の場合もあれば良性細胞
の場合もある。
【００１２】
　用語「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」の使用は、特許請求の範囲または明細
書のうち少なくともいずれかにおいて用語「含む、含んでなる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）
」と共に使用される場合、「１つの（ｏｎｅ）」を意味する場合もあるが、該単語は同じ
く「１つ以上（ｏｎｅ　ｏｒ　ｍｏｒｅ）」、「少なくとも１つ（ａｔ　ｌｅａｓｔ　ｏ
ｎｅ）」、および「１または２以上（ｏｎｅ　ｏｒ　ｍｏｒｅ　ｔｈａｎ　ｏｎｅ）」と
いう意味とも一致する。
【００１３】
　本願全体にわたって、用語「約（ａｂｏｕｔ）」は、ある値が、その値を決定するため
に使用されているデバイス、方法に関する誤差の本来的な変動、または研究対象に存在す
る変動を包含することを示すために使用される。
【００１４】
　特許請求の範囲における用語「もしくは、または（ｏｒ）」の使用は、開示内容は選択
肢のみと「かつ／または、～のうち少なくともいずれか（ａｎｄ／ｏｒ）」とを指すとい
う定義を支持しているが、選択肢のみを指すと明示的に示されるか、選択肢が相互に排他
的でないかぎり、「かつ／または、～のうち少なくともいずれか（ａｎｄ／ｏｒ）」を意
味するものとして使用される。
【００１５】
　本明細書および特許請求の範囲において使用されるように、用語「含んでなる（ｃｏｍ
ｐｒｉｓｉｎｇ）」（およびその任意の形態、例えば「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」と「
含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」）、「有する」（およびその任意の形態、例えば「有する
（ｈａｖｅ）」と「有する（ｈａｓ）」）、「備えている」（およびその任意の形態、例
えば「備える（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」と「備える（ｉｎｃｌｕｄｅ）」）、または「含有
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している（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」（およびその任意の形態、例えば「含有する（ｃｏ
ｎｔａｉｎｓ）」と「含有する（ｃｏｎｔａｉｎ）」）は、包括的すなわちオープンエン
ドであり、付加的な、列挙されていない要素または方法ステップを排除しない。
【００１６】
　本発明のその他の目的、特徴および利点は以降の詳細な説明から明らかになろう。しか
しながら、当然のことであるが、詳細な説明および具体的実施例は、本発明の特定の実施
形態を示してはいるが、単なる例証として与えられている、というのも、当業者には、こ
の詳細な説明から、本発明の趣旨および範囲内にある様々な変更形態および改変形態が明
らかとなるからである。
【００１７】
　以下の図面は本明細書の一部を形成し、本発明の一定の態様をさらに実証するために含
められている。本発明は、これらの図面のうち１つ以上を本明細書中に提示された具体的
実施形態の詳細な説明と合わせて参照することによって一層よく理解することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】ｐ５３－／－ＭＥＦおよびＡＴＭに欠陥を有するＬ３へのレオウイルスおよびミ
キソーマウイルスの優先的感染を示す図。（図１Ａ）ｐ５３－／－ＭＥＦおよびｐ５３＋
／＋ＭＥＦ（それぞれｐ５３ノックアウトマウスまたはｐ５３野生型のマウス胎児線維芽
細胞）に対して、ＭＯＩを４０としてＷＴ／ＡＶレオウイルスを感染させるか、またはＭ
ＯＩを５としてＧＦＰ発現型ミキソーマウイルス（Ｍｙｘ－ＧＦＰ（ＧＦＰを発現する種
類のＭＹＸＶのローザンヌ（ＡＴＣＣ）株）はジョンストン（Ｊｏｈｎｓｔｏｎ）ら、２
００３に記載されている）を感染させた。感染後３日目に、細胞を固定化／透過化し、レ
オウイルス抗血清および二次ＦＩＴＣ抗血清を使用してＦＡＣＳにより解析した。結果は
、野生型および弱毒化レオウイルスがいずれもｐ５３－／－ＭＥＦに優先的に感染するこ
とができたことを示している。ミキソーマ感染実験については、細胞を２４時間感染させ
、位相差顕微鏡法および蛍光顕微鏡法で視覚化した。ＧＦＰを発現している細胞はミキソ
ーマウイルス感染を表わす。Ｍｏｃｋ：模擬（モック）感染。（図１Ｂ）ＢＴ（ＡＴＭが
正常であるリンパ芽球様Ｃ３ＡＢＲ細胞；コズローフ（Ｋｏｚｌｏｖ）ら、２００３）お
よびＬ３（ＡＴＭが欠損しているリンパ芽球様細胞；コズローフ（Ｋｏｚｌｏｖ）ら、２
００３）に対し、ＭＯＩを４０としてＷＴ／ＡＶレオウイルスを、またはＭＯＩを５とし
てミキソーマウイルス（Ｍｙｘ－ＧＦＰ）を感染させた。感染後３日目に、細胞を固定化
／透過化し、レオウイルス抗血清および二次ＦＩＴＣ抗血清を使用してＦＡＣＳにより解
析した。結果は、野生型および弱毒化レオウイルスがいずれもｐ５３－／－ＭＥＦに優先
的に感染することができたことを示している。ミキソーマ感染実験については、細胞を４
８時間感染させ、位相差顕微鏡法および蛍光顕微鏡法で視覚化した。ＧＦＰを発現してい
る細胞はミキソーマウイルス感染を表わす。Ｃ３５ＡＢＲ（Ｂ３）細胞株およびＬ３細胞
株は、それぞれＭ　ラヴィン博士（Ｄｒ．Ｍ　Ｌａｖｉｎ）（クィーンズランド州立大学
附属医科学研究所（Ｑｕｅｅｎｓｌａｎｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ））およびＹ　シャイロー博士（Ｄｒ．Ｙ　Ｓｈｉｌｏｈ）（テルア
ビブ大学（Ｔｅｌ　Ａｖｉｖ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ））より快く提供していただいた。
Ｍｏｃｋ：模擬（モック）感染。
【図２Ａ】ｐ５３およびＡＴＭが正常に機能しないヒトリンパ腫へのレオウイルスおよび
ミキソーマウイルスの優先的感染を示す図。（図２Ａ）ｐ５３およびＡＴＭの欠陥はＩＲ
刺激に対する応答を増強する。マントル細胞リンパ腫（Ｇｒａｎｔａ、ＨＢＬ－２（ｐ５
３突然変異体、ターカー（Ｔｕｒｋｅｒ）ら、２００６）、Ｚ１３８Ｃ、ＪＶＭ－２）お
よびバーキットリンパ腫（Ｒａｊｉ、およびＲａｍｏｓ）を２Ｇｙで２時間照射し、細胞
を採取した。ＮＥＴ－Ｎ溶解バッファー（１％ＮＰ－４０）を用いた処理とその後の音波
処理によって全細胞溶解物を生成させた。その後、５０μｇのタンパク質を８％または１
０％のＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ニトロセルロースに転写し、表示された抗体（リン酸
化ＡＴＭ（Ｐｈｏｓｐｈｏ－ＡＴＭ）；ｐＳｅｒ１９８１　ＡＴＭおよびリン酸化ｐ５３



(8) JP 2012-502621 A 2012.2.2

10

20

30

40

50

（Ｐｈｏｓｐｈｏ－ｐ５３）；ｐＳｅｒ１５、およびｐ５３は、ロックランド・イムノケ
ミカルズ・フォア・リサーチ（Ｒｏｃｋｌａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ　ｆ
ｏｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）およびセル・シグナリング（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）
から購入した；ＡＴＭ特異的ウサギポリクローナル抗体４ＢＡはＭ　ラヴィン博士から寄
贈された）を用いて調べた。ＢＴ細胞およびＬ３細胞は対照として使用した。
【図２Ｂ】ｐ５３およびＡＴＭが正常に機能しないヒトリンパ腫へのレオウイルスおよび
ミキソーマウイルスの優先的感染を示す図。（図２Ｂ）ｐ５３およびＡＴＭが正常に応答
する細胞（ＢＴ、Ｚ１３８Ｃ、ＪＶＭ－２、Ｒａｍｏｓ）、ならびにｐ５３またはＡＴＭ
のうち少なくともいずれか一方が正常に応答しない機能不全の細胞（Ｌ３、ＨＢＬ－２、
Ｇｒａｎｔ、Ｒａｊｉ）について、レオウイルスおよびミキソーマウイルスの両方に対し
てウイルス感受性をプロットした。１；ウイルス感受性。０；ウイルス抵抗性。正常に応
答する細胞は抵抗性であるが、正常に応答しない機能不全の細胞はウイルスに感染しやす
い。
【図２Ｃ】ｐ５３およびＡＴＭが正常に機能しないヒトリンパ腫へのレオウイルスおよび
ミキソーマウイルスの優先的感染を示す図。（図２Ｃ）細胞に対して、ＭＯＩを４０とし
てＷＴ／ＡＶレオウイルスを、またはＭＯＩを５としてミキソーマウイルス（Ｍｙｘ－Ｇ
ＦＰ）を感染させた。過去の研究から、レオウイルスに対してＲａｊｉ細胞は感受性であ
り、Ｒａｍｏｓ細胞は抵抗性であることが示されている（アライン（Ａｌａｉｎ）ら、２
００２）。感染後３日目に、細胞を固定化／透過化し、レオウイルス抗血清および二次Ｆ
ＩＴＣ抗血清を使用してＦＡＣＳにより解析した。結果は、レオウイルスおよびミキソー
マウイルスがいずれもｐ５３かつ／またはＡＴＭが非応答性のリンパ腫に優先的に感染す
ることを示した。ミキソーマ感染実験については、細胞を４８時間感染させ、位相差顕微
鏡法および蛍光顕微鏡法で視覚化した。ＧＦＰを発現している細胞はミキソーマウイルス
感染を表わす。Ｍｏｃｋ：模擬（モック）感染。
【図３】網膜芽細胞腫細胞のレオウイルスおよびミキソーマウイルス感染を示す図。網膜
芽細胞腫細胞（Ｙ７９およびＷＥＲＩ－Ｒｂ－１、ＡＴＣＣから購入）に対して、ＭＯＩ
を４０としてＷＴ／ＡＶレオウイルスを、またはＭＯＩを５としてミキソーマウイルス（
Ｍｙｘ－ＧＦＰ）を感染させた。感染後指定の日数において、細胞を固定化／透過化し、
レオウイルス抗血清および二次ＦＩＴＣ抗血清を使用してＦＡＣＳにより解析した。ミキ
ソーマ感染実験については、細胞を４８時間感染させ、位相差顕微鏡法および蛍光顕微鏡
法で視覚化した。ＧＦＰを発現している細胞はミキソーマ感染を表わす。Ｍｏｃｋ：模擬
（モック）感染。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　発がん現象は、正常ながん原遺伝子および腫瘍抑制遺伝子に影響を及ぼす突然変異事象
による発がん遺伝子の活性化および腫瘍抑制遺伝子の不活性化が複合した蓄積が関与する
多段階のプロセスである。興味深いことに、腫瘍崩壊ウイルスは、発がん遺伝子で駆動さ
れる様々な細胞内シグナル伝達経路を利用して、該ウイルスが感染する細胞を選択的に複
製して殺滅する。発がん遺伝子依存性の腫瘍崩壊に加えて、本発明者らは、一部の腫瘍抑
制遺伝子もウイルスの腫瘍崩壊の促進において重要な役割を果たす可能性があると推測し
た。したがって、本発明者らは、腫瘍抑制遺伝子が変調された様々なネズミおよびヒトの
がん細胞株を試験して、腫瘍抑制遺伝子の機能不全がレオウイルスおよびミキソーマウイ
ルスによる腫瘍崩壊に影響を及ぼすかどうかを調べた。
【００２０】
　レオウイルス腫瘍崩壊の分子基盤は、レオウイルスに対する細胞の受容体を特徴解析す
る取り組みを通じて思いがけなくも前進した。１９９３年、あるグループが、表皮成長因
子受容体（ＥＧＦＲ）を発現しない２つのマウス細胞株はレオウイルス感染に比較的抵抗
性を有する一方で、ＥＧＦＲをコードする遺伝子でトランスフェクションされた同じ細胞
株は有意に高い感受性を示すことを報告した（ストロング（Ｓｔｒｏｎｇ）ら、１９９３
）。この結果から、レオウイルスが、宿主細胞上の機能的ＥＧＦＲの存在によってもたら
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される活性化した細胞内シグナル伝達経路を利用することが示唆された。その後、この同
じ研究者らは、レオウイルス感染に抵抗力を有するＮＩＨ３Ｔ３細胞が、活性化されたＳ
ｏｓ、Ｒａｓ、またはｖｅｒｂＢ（ＥＧＦＲの下流にある）で形質転換されると感受性に
なることを実証することができた（ストロング（Ｓｔｒｏｎｇ）ら、１９９６；ストロン
グ（Ｓｔｒｏｎｇ）ら、１９９８）。腫瘍形成性Ｒａｓシグナル伝達経路の利用は、この
ようにレオウイルス腫瘍崩壊の重要なステップと考えられる。
【００２１】
　多くのヒトのがんがＲａｓ経路の活性化を示すことから、腫瘍形成に対するこのシグナ
ル伝達ネットワークの強い影響が強調され、かつレオウイルスが様々な種類の腫瘍におい
て幅広い潜在的腫瘍崩壊能力を発揮しうることが示唆される。初期の実験から、様々な種
類の腫瘍を起源とする細胞株の８０％以上がレオウイルスを媒介した殺滅に対する感受性
を有することが見出された（コッフィ（Ｃｏｆｆｅｙ）ら、１９９８）。より興味深いこ
とには、別の発がん遺伝子（Ｍｙｃ）もレオウイルス腫瘍崩壊に寄与する。Ｍｙｃの過剰
発現は、レオウイルス耐性細胞の感受性を高めてレオウイルス許容性とする（イーガン（
Ｅｇａｎ）ら、２００３）。
【００２２】
　ミキソーマウイルスは、有望な腫瘍崩壊ウイルス基盤と考えられる、ウサギ特異的なポ
ックスウイルスである（総説はスタンフォード（Ｓｔａｎｆｏｒｄ）およびマクファデン
（ＭｃＦａｄｄｅｎ）、２００７）。該ウイルスの宿主指向性は、ヨーロッパアナウサギ
に高度に限定され、また該ウイルスは、ヒトを含む試験した他のすべての脊椎動物種には
非病原性である（マクファデン（ＭｃＦａｄｄｅｎ）、２００５）。この厳重な特異性に
もかかわらず、ミキソーマウイルスは種々様々のヒト腫瘍細胞株に感染して殺滅すること
ができる（サイプラ（Ｓｙｐｕｌａ）ら、２００４）。細胞レベルでのミキソーマウイル
スの指向性は、特異的な宿主受容体のレベルではなく、ウイルスの結合および侵入の下流
の細胞内事象によって主に調節される（マクファデン（ＭｃＦａｄｄｅｎ）、２００５）
。
【００２３】
　ミキソーマウイルス腫瘍崩壊の分子基盤は、ヒトがん細胞におけるウイルス許容性を制
御するウイルスの宿主域決定因子に関する研究を通じて提示された。ウイルスのＭ－Ｔ５
宿主域決定タンパク質が細胞のＡｋｔと相互作用し、この相互作用がヒトがん細胞におけ
るミキソーマの腫瘍崩壊能力を増強することが示されている（ワング（Ｗａｎｇ）ら、２
００６）。Ｍ－Ｔ５　ＫＯ（ノックアウト）ミキソーマウイルスはある種のヒトがん細胞
群（タイプＩＩと称されるがん細胞）においてウイルス腫瘍崩壊能力の低下を示すが、構
成的にＡｋｔが活性化されたがん細胞はなおもＭ－Ｔ５　ＫＯミキソーマウイルスに対し
て許容性であり、このことから多くのがん細胞で高頻度に見られるＡｋｔのアップレギュ
レーションがミキソーマの腫瘍崩壊能力の決定に重要な役割を果たしていることが示唆さ
れる（ワング（Ｗａｎｇ）ら、２００６）。
【００２４】
　ウイルス性腫瘍崩壊と腫瘍抑制遺伝子との間の関係は、当初はアデノウイルスに関する
研究を通じて提示された。ヒトアデノウイルスＥ１Ｂ遺伝子は、細胞の腫瘍抑制タンパク
質ｐ５３に結合して不活性化する５５ｋＤのタンパク質をコードする。このウイルスタン
パク質を発現しない突然変異アデノウイルスは、ｐ５３機能不全のヒト腫瘍細胞の中では
複製可能でありかつ該細胞を殺滅することができるが、機能的ｐ５３を備えた細胞ではで
きないことが示された（ビスチョフ（Ｂｉｓｃｈｏｆｆ）ら、１９９６）。この突然変異
アデノウイルスの腫瘍崩壊に関する根本的な基盤は、アデノウイルスのＥ１Ａによって引
き起こされるｐ５３依存的アポトーシスが、ｐ５３の欠失または突然変異に起因するｐ５
３機能不全のがん細胞では損なわれるということである（ビスチョフ（Ｂｉｓｃｈｏｆｆ
）ら、１９６６）。しかしながら、後の研究では、ｐ５３依存的なアデノウイルスの腫瘍
崩壊はより複雑であり、様々なモデルにおいてさらなる経路に応答することが示された（
オシエー（Ｏ’Ｓｈｅａ）ら、２００４；アボー（Ａｂｏｕ）ら、２００４；ロイズ（Ｒ
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ｏｙｄｓ）ら、２００６）。実際、このことから本発明者らは、ｐ５３機能不全のがん細
胞がゲノムの不安定性により細胞の抗ウイルス機構の混乱をきたしている可能性があると
推測した（キャロル（Ｃａｒｒｏｌｌ）ら、１９９９）。
【００２５】
　ｐ５３によるゲノム維持の重要性から、ｐ５３遺伝子は細胞ゲノムの保護者であると考
えられている（ゴメス＝ラザロ（Ｇｏｍｅｚ－Ｌａｚａｒｏ）ら、２００４；フォーゲル
スタイン（Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ）ら、２０００）。ｐ５３を介してゲノムが維持される
ため、正常な細胞は完全な抗ウイルス機構を保持することができる。しかしながら、ｐ５
３の機能不全は、全体的なゲノムの不安定性によって引き起こされる（抗ウイルス機構の
損失による）ウイルス感受性を最終的にもたらす可能性がある。最近の研究から、ｐ５３
が、アポトーシス促進遺伝子および腫瘍抑制遺伝子としてのｐ５３の機能とは無関係のＩ
ＦＮ依存的な抗ウイルス活性を増強することにより先天性免疫に寄与することが示された
（タカオカ（Ｔａｋａｏｋａ）ら、２００３；ムニョス＝フォンテラ（Ｍｕｎｏｚ－Ｆｏ
ｎｔｅｌａ）ら、２００８）。ｐ５３の転写上の役割はウイルス感染時のＩＦＮ経路の活
性化において重要である。ｐ５３は、ウイルス接種時にＩＦＮ調節因子９の転写を活性化
することができる（ムニョス－フォンテラ（Ｍｕｎｏｚ－Ｆｏｎｔｅｌａ）ら、２００８
）。さらに、がん細胞においてｐ５３発現が低下すると著しく高いウイルス複製レベルが
観察された（ダーレル（Ｄｈａｒｅｌ）ら、２００８）。これらの知見は、ｐ５３の重要
な抗ウイルス活性を実証している。これは、ＤＮＡ修復およびゲノムの安定において重要
な他の腫瘍抑制遺伝子の場合にも当てはまるかもしれない。本発明者らはここで、ｐ５３
、ＡＴＭまたはＲｂのいずれかが正常に機能しないがん細胞はレオウイルスおよびミキソ
ーマウイルスのいずれの接種に対しても極めて感染しやすくなり、このことが、特定の発
がん遺伝子シグナル伝達経路の活性化によって増強されうる感受性に加えて、種々の腫瘍
崩壊ウイルスがどのようにして正常細胞とがん細胞とを識別できるかを明らかにする助け
となる可能性があることを示す。これらの遺伝的異常と腫瘍崩壊ウイルス感受性との間の
関係の検証は、腫瘍崩壊ウイルス療法の適用の可能性を大幅に増大させる。
【００２６】
　Ｉ．腫瘍崩壊ウイルス
　Ａ．レオウイルス
　レオウイルス（レオウイルス科）は、１０本に分割されて２つの同心性の二十面体タン
パク質カプシドによって包囲された二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）ゲノムを有する、天然に
存在する非エンベロープウイルスのファミリーを含んでなる。これらのウイルスは胃腸系
および呼吸器官に影響を及ぼす場合がある。レオウイルス科という名前は「呼吸器・腸管
オーファンウイルス」に由来する。「オーファン（孤児）」ウイルスという用語は、既知
の疾病とは関係していないウイルスを意味する。レオウイルス科ファミリーのウイルスは
近年では様々な疾病とともに特定されてきたが、元の名がまだ使用されている。
【００２７】
　レオウイルス感染はしばしばヒトにおいて生じるが、ほとんどの場合は軽度であるか不
顕性である。該ウイルスは、糞便中に容易に検出可能であり、咽頭または鼻の分泌物、尿
、脳脊髄液、および血液からも検出可能である。臨床検査材料中にレオウイルスを見出す
のが容易であるにもかかわらず、ヒトの疾病または治療における該ウイルスの役割は依然
として不確かである。
【００２８】
　レオウイルスは非エンベロープ型であり、外側および内側のタンパク質シェルから構成
された二十面体の（ｉｓｃｏｈｅｄｒａｌ）カプシド（Ｔ－１３）を有している。レオウ
イルス科のウイルスのゲノムは、その大きさに対応する３つのカテゴリー、すなわちＬ（
大）、Ｍ（中）およびＳ（小）に分類される１０－１２本のセグメントを含有している。
セグメントはおよそ３．９～１ｋＢに及び、各セグメントは１～３個のタンパク質をコー
ドする。レオウイルス科のタンパク質は、該タンパク質が翻訳されたセグメントに対応す
るギリシア文字によって表示される（Ｌセグメントはλタンパク質をコードし、Ｍセグメ
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ントはμタンパク質をコードし、Ｓセグメントはσタンパク質をコードする）。
【００２９】
　これらのウイルスはｄｓＲＮＡゲノムを有するので、複製は細胞質においてのみ行われ
、該ウイルスは、ｄｓＲＮＡゲノムの複製および（＋）－ＲＮＡへの変換に必要とされる
いくつかのタンパク質をコードしている。該ウイルスは細胞表面上の受容体を介して宿主
細胞に入ることができる。受容体は知られていないが、シアル酸および接合部接着分子（
ＪＡＭ）を備えていると考えられている。該ウイルスは、エンドリソソーム中のプロテア
ーゼによって部分的に脱殻するが、エンドリソソームではカプシドが部分的に消化されて
さらなる細胞侵入が可能となる。その後、いまだ未知のプロセスによってコア粒子が細胞
質に入り、細胞質ではゲノムが保存的に転写され、その結果過剰な（＋）センス鎖が生じ
、（－）センス鎖を合成するためのｍＲＮＡ鋳型として使用される。ウイルス粒子は感染
の６～７時間後に細胞質中で集合し始める。
【００３０】
　感染性を有する哺乳動物レオウイルスのビリオンは直径およそ８５ｎｍの粒子として生
じる。ビリオンの外側カプシドはいくつかの別個のタンパク質分子種を備え、中でも、シ
グマ－１（σ１、５０ｋＤａ）は不連続の炭水化物結合ドメイン（チャッペル（Ｃｈａｐ
ｐｅｌｌ）ら、１９９７；チャッペル（Ｃｈａｐｐｅｌｌ）ら、２０００；コナリー（Ｃ
ｏｎｎｏｌｌｙ）ら、２００１）およびビリオン固定ドメイン（マー（Ｍａｈ）ら、１９
９０；フェルナンデス（Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ）ら、１９９４；リー（Ｌｅｅ）ら、１９９
４）を介して宿主細胞表面へのウイルスの付着を媒介する（リー（Ｌｅｅ）ら、１９８１
；ダンカン（Ｄｕｎｃａｎ）ら、１９９１；ナガタ（Ｎａｇａｔａ）ら、１９８７；ター
ナー（Ｔｕｒｎｅｒ）ら、１９９２）。σ１はバイシストロニックなレオウイルスＳ１遺
伝子の産物であり、該遺伝子は、別個であるが重なり合う読枠を使用してσ１ｓと呼ばれ
る非構造タンパク質もコードしている（エルンスト（Ｅｒｎｓｔ）ら、１９８５；ジェー
コブス（Ｊａｃｏｂｓ）ら、１９８５；サルカール（Ｓａｒｋａｒ）ら、１９８５）。σ
１を欠くレオウイルス粒子は非感染性であることが報告されている（ラルソン（Ｌａｒｓ
ｏｎ）ら、１９９４）。レオウイルスＳ１遺伝子は、レオウイルスの病原性の決定に重要
な役割を果たすと考えられてきた（ハラー（Ｈａｌｌｅｒ）ら、１９９５；ウィルソン（
Ｗｉｌｓｏｎ）ら、１９９４；ケイ（Ｋａｙｅ）ら、１９８６；ウェイナー（Ｗｅｉｎｅ
ｒ）ら、１９８０）。
【００３１】
　　ｉ．がん治療における野生型レオウイルス
　がん治療における野生型レオウイルスの生産および使用に関して一定の方法が述べられ
てきた（例えば、米国特許第７，３００，６５０号、同第７，１６３，６７８号、同第７
，０４９，１２７号、同第７，０１４，８４７号、同第６，９９４，８５８号、同第６，
８１１，７７５号、同第６，７０３，２３２号、同第６，５７６，２３４号、同第６，５
６５，８３１号、同第６，５２８，３０５号、同第６，４５５，０３８号、同第６，３４
４，１９５号、同第６，２６１，５５５号、同第６，１３６，３０７号および同第６，１
１０，４６１号、ならびに米国特許出願公開番号第２００６／０１６５７２４号、同第２
００６／００７３１６６号、同第２００５／０１２３５１３号、同第２００４／０２６５
２７１号、同第２００４／０１２６８６９号、同第２００４／０１０９８７８号、同第２
００２／００３７５４３号、同第２００６／００２９５９８号、同第２００５／００２６
２８９号、同第２００２／０００６３９８号および同第２００１／００４８９１９号明細
書、これら特許文献はそれぞれ参照により全体が権利放棄を伴わずに援用される）。
【００３２】
　　ｉｉ．がん治療における弱毒化レオウイルス
　しかしながら、生後間もない動物およびＳＣＩＤ（重症複合免疫不全症）の動物のよう
な免疫不全の宿主では、野生型レオウイルスは特に神経組織および心筋組織においてかな
りのウイルス病原性を発揮する（セービン（Ｓａｂｉｎ）、１９５９；ウェイナー（Ｗｅ
ｉｎｅｒ）ら、１９７７；バティ（Ｂａｔｙ）ら、１９９３；ローケン（Ｌｏｋｅｎ）ら
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、２００４）。場合によっては、ヒトを含む免疫能力を有する宿主においてさえ、野生型
レオウイルスがウイルス病原性を伴っていた（ターヘッゲン（Ｔｅｒｈｅｇｇｅｎ）ら、
２００３、ヒラサワ（Ｈｉｒａｓａｗａ）ら、２００３）。したがって、特に免疫不全の
宿主または非常に若い宿主では、野生型レオウイルスは必ずしも害の無い方式で作用する
とは限らない。例えば、非常に若い動物または免疫不全の成獣のような免疫的に無防備な
宿主では、このウイルスは何らかの健康な組織、例えば心臓、肝臓、膵臓および神経構造
物に感染することも示されている。この問題はさらに、大規模な放射線／化学療法の治療
を受けたがん患者に当てはまる、というのも該患者は免疫抑制を起こしやすいからである
。従って、ウイルス腫瘍崩壊療法のための、病毒性のより低いレオウイルスの開発が明ら
かに必要とされている。
【００３３】
　さらに、野生型レオウイルスは多くの場合、該ウイルスのｉｎ　ｖｉｔｒｏでの使用の
可能性を制限する、望ましくない病毒性および感染力を所有する。具体的には、細胞培養
物（例えばがん患者から採取された骨髄移植片）を野生型レオウイルスに曝露すると、が
ん患者の免疫系の再生などの目的に必要とされる幹細胞のような細胞を殺滅するという望
ましくない副作用がもたらされる可能性がある。従って、野生型レオウイルスの高い病毒
性は、レオウイルスへの細胞の曝露を伴うｉｎ　ｖｉｔｒｏでの適用という臨床上の可能
性に大幅な制限を呈する。
【００３４】
　本明細書中に記載された弱毒化レオウイルスは検出可能な完全長σ１カプシドタンパク
質を欠くが、それでも予想外なことに感染性を有する。σ１は、ウイルスの感染複製の第
一歩における細胞表面シアル酸残基を介した細胞へのレオウイルスの結合および付着に関
係していた（リー（Ｌｅｅ）ら、１９８１；ダンカン（Ｄｕｎｃａｎ）ら、１９９１；ナ
ガタ（Ｎａｇａｔａ）ら、１９８７；ターナー（Ｔｕｒｎｅｒ）ら、１９９２；チャッペ
ル（Ｃｈａｐｐｅｌｌ）ら、１９９７；チャッペル（Ｃｈａｐｐｅｌｌ）ら、２０００；
コナリー（Ｃｏｎｎｏｌｌｙ）ら、２００１）。完全長σ１を欠いているにもかかわらず
、本明細書中に記載された弱毒化レオウイルスは、宿主細胞への侵入能および細胞崩壊性
のウイルス複製能を有する。さらに、この弱毒化レオウイルスは、天然に存在する非弱毒
化レオウイルスによって非悪性細胞に対して示される細胞変性効果のレベルと比較して低
い（すなわち、統計的に有意に低い）レベルの、非悪性細胞に対する１つ以上の細胞変性
効果を引き起こす、という驚くべき特性を示す。従って、かつ以下により詳細に説明され
るように、本明細書中に提供される弱毒化レオウイルスは先行技術のレオウイルスを上回
る改善を示し、正常な（例えば、非悪性の）細胞への指向性および正常細胞の細胞溶解の
ような望ましくない副作用を伴わない腫瘍崩壊薬として使用する適性を備えている。具体
的には、この弱毒化レオウイルスは、がん細胞または新生細胞の選択的殺滅のためにｉｎ
　ｖｉｔｒｏで使用可能である。
【００３５】
　ある実施形態では、２００６年８月５日に出願された米国特許出願第６０／７０４，６
０４号、および２００６年７月３１日に出願された国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ２００６
／０２９８８１号（該特許文献は参照により全体が権利放棄を伴わずに本願に援用される
）に記載されているような弱毒化レオウイルスが本発明と共に使用されうる。ある実施形
態では、弱毒化レオウイルスは野生型レオウイルスＳ１遺伝子を欠いていてもよい。弱毒
化レオウイルスは、減少しているかもしくは検出不能であるかのうち少なくともいずれか
である量のＳ１遺伝子産物（σ１）、または短縮型、突然変異型、もしくは機能不全型の
うち少なくともいずれかであるσ１を生産するＳ１遺伝子を有していてもよい。弱毒化レ
オウイルスは、野生型Ｓ１遺伝子と比較して１つ以上の突然変異を含んでいるＳ１遺伝子
を有していてもよく、該突然変異は、ヌクレオチド置換、ヌクレオチド欠失またはヌクレ
オチド挿入である。
【００３６】
　本明細書中に記載された「弱毒化」レオウイルスには、宿主細胞に対する感染性、宿主
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細胞における複製特性、または宿主細胞溶解特性のうち少なくともいずれかが、既知の天
然に存在するすなわち野生型のレオウイルスが示す１または複数のそのような特性のレベ
ルと比較して変化している（すなわち統計学的に有意に増大または低下している）レオウ
イルスが挙げられる。ある実施形態では、弱毒化レオウイルスは、野生型レオウイルスに
比べて低下した感染力、複製能力および／または溶解能を示すことになろう。本明細書で
開示されるような弱毒化レオウイルスを識別することができる、そのような変化した特性
の例としては、ウイルスの細胞変性効果の様々な徴候、例えば、所与の宿主細胞の増殖感
染に必要な感染多重度（ＭＯＩ、各細胞に感染するビリオンの平均数）、ウイルス感染に
よって引き起こされる宿主細胞溶解反応（さらにアポトーシスおよび／またはネクローシ
スを含む）の程度、細胞溶解性のウイルス複製に続いて増殖感染した宿主細胞から放出さ
れるウイルスの力価、および当業者が宿主細胞に対するウイルス活性を測定することがで
きるその他のパラメータ、が挙げられる。細胞変性効果の他の徴候には、宿主細胞の形態
変化、宿主細胞を介した免疫系による攻撃を誘発する能力の変化、（細胞外マトリックス
タンパク質もしくは半固体の増殖培地のような支持体、または他の細胞への）細胞接着の
変化、１つ以上の細胞遺伝子の発現レベルの変化、宿主細胞の複製能力の変化、および／
または細胞の代謝活動のその他の変化が挙げられる。
【００３７】
　レオウイルスのＳ１遺伝子セグメントがレオウイルスの病毒性に大きく関係しているこ
と（ウェイナー（Ｗｅｉｎｅｒ）ら、１９７７；ウェイナー（Ｗｅｉｎｅｒ）ら、１９８
０；マン（Ｍａｎｎ）ら、２００２）を考慮して、本発明者らは意外にも、培養細胞の持
続的レオウイルス感染物からＳ１弱毒化レオウイルス（「ＡＶレオウイルス」）を分離し
た（キム（Ｋｉｍ）ら、２００７）。この弱毒化レオウイルス株は、ｉｎ　ｖｉｖｏにお
けるウイルス腫瘍崩壊活性を損なうことなく、免疫不全動物モデルにおいてウイルス病原
性の著しい低下を示した。野生型レオウイルスは、発生を遅らせて胚盤胞形成を阻害する
ことによりラットおよびマウスの胚の発生に悪影響を及ぼすことが知られている（プリス
コット（Ｐｒｉｓｃｏｔｔ）、１９８３；ヘギー（Ｈｅｇｇｉｅ）ら、１９７９）ので、
本発明者らは幹細胞に対するＡＶレオウイルスの病原性をさらに評価した。したがって、
本発明者らは、胚性幹細胞（ＥＳＣ）に対する野生型レオウイルスおよびＡＶレオウイル
スの病原性を比較した。以下の実施例において示すように、野生型レオウイルスはｉｎ　
ｖｉｔｒｏにおいてＥＳＣに容易に感染し、かつ奇形腫モデルにおいて幹細胞の成長を有
意に抑制する一方、ＡＶレオウイルスはｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてＥＳＣに最小限に感染
し、奇形腫モデルにおいて幹細胞の成長に影響を及ぼさない。
【００３８】
　様々な実施形態において、弱毒化レオウイルスは１つ以上のさらなる突然変異を含んで
なることができる。例えば、ある種の他の実施形態では、弱毒化レオウイルスは野生型レ
オウイルスＳ４遺伝子を欠く場合がある。レオウイルスの野生型Ｓ４遺伝子は、宿主細胞
のレオウイルス複製感染の際のビリオンのプロセシングに関与するレオウイルスのカプシ
ドσ３ポリペプチドをコードする（例えばアフマッド（Ａｈｍｅｄ）ら、１９８２；ジア
ンティニ（Ｇｉａｎｔｉｎｉ）ら、１９８４）。
【００３９】
　弱毒化レオウイルスは複製能力を有するレオウイルス・ビリオンを含んでなる場合もあ
る。さらに、弱毒化レオウイルスは、Ｓ１遺伝子またはＳ４遺伝子のうち少なくともいず
れか一方に遺伝的変異（例えば置換、挿入、欠失）を有する可能性もある。野生型レオウ
イルスのＳ１遺伝子は当業者には既知である。例えば、野生型のＳ１遺伝子配列は、感染
者の呼吸組織または腸管組織から単離された主要な型の天然に存在するレオウイルスにお
いて同定されたＳ１遺伝子配列、またはそのような配列に由来する共通配列を備えている
。ヒトのレオウイルスを含むいくつかのレオウイルスのＳ１遺伝子配列が決定されており
（例えば、ヒトのレオウイルスのＳ１遺伝子配列のＧｅｎｂａｎｋ登録番号：ヒトの３型
レオウイルスＳ１：Ｘ０１１６１；ヒトの２型レオウイルスＳ１：Ｍ３５９６４；ヒトの
１型レオウイルスＳ１：Ｍ３５９６３）、σ１タンパク質をコードするポリヌクレオチド
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配列ならびにコードされるσ１タンパク質自体のアミノ酸配列が含まれている（例えば、
主なヒトのレオウイルス血清型のＳ１遺伝子配列のＧｅｎｂａｎｋ登録番号：ヒトの１型
レオウイルスＬａｎｇ株（Ｔ１Ｌ）登録番号Ｍ３５９６３；ヒトの２型レオウイルスＪｏ
ｎｅｓ株（Ｔ２Ｊ）登録番号Ｍ３５９６４；ヒトの３型レオウイルスＤｅａｌｉｎｇ株（
Ｔ３Ｄ）登録番号Ｘ０１１６１；ヒトの３型レオウイルスＡｂｎｅｙ株（Ｔ３Ａ）登録番
号Ｌ３７６７７）。
【００４０】
　ある実施形態によれば、野生型レオウイルスＳ１遺伝子を欠くか、または完全なレオウ
イルスσ１カプシドタンパク質をコードすることができない変異型レオウイルスＳ１遺伝
子を含むレオウイルス・ゲノムを含んでなる、弱毒化レオウイルスが提供される（ヒトの
レオウイルスＳ１遺伝子配列のＧｅｎｂａｎｋ登録番号：ヒトの３型レオウイルスＳ１：
Ｘ０１１６１；ヒトの２型レオウイルスＳ１：Ｍ３５９６４；ヒトの１型レオウイルスＳ
１：Ｍ３５９６３）。レオウイルスＳ１遺伝子の配列決定により変異型Ｓ１遺伝子が存在
するかどうかを判断する方法は、本開示から明らかとなり、また当分野で既知であって、
例えば、オースベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）ら（１９８９）；オースベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）
ら（１９９３）；サムブルック（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら（１９８９）；マニアティス（Ｍ
ａｎｉａｔｉｓ）ら（１９８２）；グラバー（Ｇｌｏｖｅｒ）（１９８５）；ハームス（
Ｈａｍｅｓ）およびヒギンズ（Ｈｉｇｇｉｎｓ）（１９８５）；ならびに他所に記載され
ている技法に従う。よって変異型Ｓ１遺伝子とは、容易に決定することができるように、
１つ以上のヌクレオチド置換、ヌクレオチド挿入、およびヌクレオチド欠失により、対応
するＳ１の野生型配列または共通配列のヌクレオチド配列とは１または複数のヌクレオチ
ド配列位置において異なっているポリヌクレオチド配列を有するＳ１遺伝子を指す。σ１
タンパク質をコードしているネズミ科動物のレオウイルスＳ１遺伝子配列中のいくつかの
突然変異がホイテ（Ｈｏｙｔ）ら（２００５）に開示されているが、本明細書に記載され
た本発明のある実施形態によれば、ホイテらの突然変異は明らかに除外される。
【００４１】
　本明細書中に記載され、かつ当分野で知られているように、レオウイルスの外側カプシ
ドσ１タンパク質はその生化学的かつ／または免疫化学的特性に基づいて（例えば、マー
（Ｍａｈ）ら、１９９０；レオーネ（Ｌｅｏｎｅ）ら、１９９１；チャッペル（Ｃｈａｐ
ｐｅｌｌ）ら、１９９７）、典型的には１または複数の技法、例えば免疫検出法（例えば
σ１特異的免疫沈降、ウエスタンイムノブロット解析、免疫アフィニティクロマトグラフ
ィ、免疫蛍光染色、免疫細胞蛍光測定、放射性同位体で標識されたレオウイルス・ポリペ
プチドの電気泳動など）、血球凝集、かつ／または関連する方法の使用により、容易に検
出可能である。従って、レオウイルスσ１タンパク質を検出するための上記およびその他
の手段は確立されており、また本明細書中の教示を考慮すれば、当業者には、σ１タンパ
ク質の検出に関して分野で容認される基準および最先端技術の感度がどんなものであるか
が理解され、従って、複製能力を有するレオウイルス・ビリオンであって「検出可能な」
レオウイルスσ１カプシドタンパク質を欠くものには、現時点で標準的なσ１タンパク質
検出作業が（存在する場合に）使用されても完全なσ１タンパク質は検出できないような
レオウイルスが含まれると理解されることになる。
【００４２】
　そのような弱毒化レオウイルスについて記載された米国特許出願番号第１１／９９７，
５３７号明細書は参照により本願に組込まれる。
　　ｉｉｉ．レオウイルス感染の対照
　ある実施形態では、細胞組成物にペプチジルフルオロメチルケトン（ＰＦＭＫ）が加え
られて、レオウイルスの抑制または該組成物からの排除がなされてもよい。全体が参照に
より本願に組込まれる同時係争中の米国仮特許出願シリアル番号第６０／９０６，７０６
号明細書には、ウイルスの複製を抑制するためのペプチジルフルオロメチルケトン（ＰＦ
ＭＫ）について記載されており、全体が参照により権利放棄を伴わずに本願に援用される
。
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【００４３】
　　ｉｖ．レオウイルスの生産
　本明細書に開示されたある実施形態によれば、レオウイルスは任意のレオウイルスに由
来するものであってよく、任意のレオウイルスとは、レオウイルス科に属するものを指し
、様々な指向性を有するレオウイルスを含み、かつ様々な供給源から得ることが可能であ
る（タイラー（Ｔｙｌｅｒ）およびフィールズ（Ｆｉｅｌｄｓ）、１９９６）。ある実施
形態では、哺乳動物のレオウイルスおよびヒトのレオウイルスが想定されるが、本発明は
そのように限定されることは意図されておらず、本開示に基づけば、そのような目的には
いかなる特定のレオウイルスも望ましい可能性がある状況が当業者には認識されよう。あ
る実施形態では、レオウイルスはヒトの３型（Ｄｅａｌｉｎｇ）、１型（Ｌａｎｇ）、２
型（Ｊｏｎｅｓ）、または３型（Ａｂｎｅｙ）レオウイルスであってよいが、ある他の実
施形態では、レオウイルスは、他の哺乳類生物種、例えばヒト以外の霊長類（例えばチン
パンジー、ゴリラ、マカク、サルなど）、げっ歯動物（例えばマウス、ラット、アレチネ
ズミ、ハムスター、ウサギ、モルモットなど）、イヌ、ネコ、一般的な家畜（例えば、ウ
シ、ウマ、ブタ、ヤギ、など）の細胞への指向性を示す１つ以上のレオウイルスに由来し
てもよいし、別例として、別個の指向性を有するレオウイルス（例えば鳥類のレオウイル
ス）が使用されてもよい。
【００４４】
　本明細書中に記載されるように、ある実施形態は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの持続感染法の
後に回収可能な弱毒化レオウイルスに関するが、他の方法に従って得ることが可能な弱毒
化レオウイルスも企図され、該方法には例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏでの持続感染法、分子生
物学的手法によるσ１欠損かつ／またはσ１欠陥変異体の生成および同定（ある実施形態
では、追加または別例として、σ３欠損かつ／またはσ３欠陥変異体の生成および同定も
含まれる）、さらには天然に存在するσ１欠損かつ／またはσ１欠陥変異体および／また
はσ３変異体の単離、または、化学的技法、物理的技法、もしくは遺伝学的技法（例えば
、増殖感染した宿主細胞におけるレオウイルス遺伝子の選別的組換え（ａｓｓｏｒｔａｔ
ｉｖｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ））のうち少なくともいずれかによるそのようなσ
１（かつ／またはσ３）突然変異の人工的誘導、のうち少なくともいずれかが挙げられる
。
【００４５】
　さらに、本発明者は、ウイルスの感染性、複製能力もしくはパッケージング能力に影響
を及ぼす他の遺伝子、例えばレオウイルスの１０本の遺伝子セグメントのようなウイルス
上にコードされている任意の遺伝子またはその組み合わせにおいて望ましい弱毒化表現型
をもたらす突然変異が観察される可能性があると予想する。例えば、レオウイルスのＳ１
遺伝子またはＳ４遺伝子の突然変異は、レオウイルス野生型遺伝子と比較して、レオウイ
ルスの１０本の遺伝子セグメント上に１つ、２つ、３つ、４つまたは５つ以上の突然変異
を伴う可能性がある。例えば米国特許出願第６０／７０４，６０４号明細書に記載の方法
を含む様々な方法を使用して、弱毒化レオウイルスを生成させることができる。
【００４６】
　Ｂ．ミキソーマウイルス
　ミキソーマウイルスはポックスウイルスであり、大型の（２５ｋｂ）治療に関連する真
核細胞遺伝子の潜在的な挿入を可能にする大型の二本鎖ＤＮＡゲノムを有する。ミキソー
マウイルスはウサギに特有のウイルスであり、ヨーロッパアナウサギ（Ｏｒｙｃｔａｌａ
ｇｕｓ　ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ）において粘液腫症と呼ばれる致死性の疾病を引き起こす。
その種特異性は非常に厳格であるので、該ウイルスは１９５０年代のオーストラリアにお
いて災害を招く野生化ウサギの個体数を制御するために使用された。重要なことには、該
ウイルスはヒトを含む試験した他のすべての脊椎動物種には非病原性であるが、ある種の
非ウサギ細胞、例えば不死化したベビーモンキー腎線維芽細胞（ＢＧＭＫ）、遺伝学的に
ＩＦＮ応答不全の初代マウス細胞、およびｉｎ　ｖｉｔｒｏのいくつかの異なるヒト腫瘍
細胞に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで複製感染することができる。がん細胞はそのＩＦＮ応答が欠
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けていることが良く知られている。近年、ミキソーマウイルスは、実験的グリオーマに対
してｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｉｎ　ｖｉｖｏで、またヒトの悪性グリオーマ外科検体に対して
ｅｘ　ｖｉｖｏで腫瘍崩壊剤であることが示された（ラン（Ｌｕｎ）ら、２００５；２０
０７；スタンフォード（Ｓｔａｎｆｏｒｄ）ら、２００８）。該ウイルスはヒトのグリオ
ーマ細胞に感染して殺滅させることが可能であり、脳内投与されても安全で、かつ同所性
ヒト悪性グリオーマモデルにおいて腫瘍内投与されるとマウスを「治癒させる」。さらに
、該ウイルスはグリオーマ外科検体から直接得られたすべての試験した初代グリオーマ細
胞に感染して殺滅し、かつその腫瘍崩壊活性はラパマイシンによって増強される。
【００４７】
　ミキソーマウイルスは、レオウイルスのような他の腫瘍崩壊ウイルスのように、細胞内
で複製することができるように正常な健常細胞に存在する抗ウイルス防御を回避する必要
がある。ミキソーマウイルスおよび他の腫瘍崩壊ウイルスはインターフェロン産生を引き
起こし、一般にＩＦＮ経路の抗ウイルス作用に感受性を有する。ＩＦＮの抗ウイルス応答
によって誘導され、かつウイルス増殖に主として影響を及ぼす関連タンパク質には、ＰＫ
Ｒ、ＯＡＳ合成酵素およびＲｎａｓｅ　Ｌヌクレアーゼが挙げられる。ＰＫＲはｅＩＦ２
αを活性化して翻訳の抑制およびアポトーシスの誘導をもたらす。正常な細胞では、ミキ
ソーマウイルスはＰＫＲおよびｅＩＦ２αによって直接影響を受ける。
【００４８】
　抗ウイルス応答経路は、がん細胞では混乱していることが多い。例えば、ＩＦＮに対す
る応答の低下または欠陥は、形質転換および腫瘍発育の過程でしばしば発生する遺伝的欠
陥である。腫瘍細胞株の８０％以上はインターフェロンに応答しないかインターフェロン
への応答不全を示す。（ストジル（Ｓｔｏｊｄｌ）ら、２００３および同文献で引用され
ている参照文献；ウォン（Ｗｏｎｇ）ら、１９９７；サン（Ｓｕｎ）ら、１９９８；マテ
ィン（Ｍａｔｉｎ）ら、２００１；バラチャンドラン（Ｂａｌａｃｈａｎｄｒａｎ）ら、
２００４）。米国特許出願公開第２００６／０２６３３３３号（参照により組込まれる）
には、ヒト腫瘍細胞を含むがん細胞に感染して殺滅するためのミキソーマウイルスの使用
について記載されており、同文献は参照により全体が本願に組込まれる。
【００４９】
　ＩＩ．腫瘍抑制因子
　腫瘍抑制遺伝子は、がんに至る経路上の１つのステップから細胞を防御する遺伝子であ
る。この遺伝子が損傷を受けると、細胞は、通常は他の要因の影響を受けた後で、がんへ
と進行する可能性がある。発がん遺伝子とは異なり、腫瘍抑制遺伝子は一般に、結果が現
われる前には特定の遺伝子をコードする両方の対立遺伝子が影響を受ける必要があること
を示唆する「ツーヒット仮説（ｔｗｏ－ｈｉｔ　ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ）」に従う。これ
は、該遺伝子の一方の対立遺伝子だけが損傷を受けた場合はもう一方が今までどおり適切
なタンパク質を生産することができるという事実による。言い換えれば、腫瘍抑制遺伝子
は、一般にハプロ不全である発がん遺伝子とは対照的に通常はハプロ充足性（ｈａｐｌｏ
ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ）である。当然ながら、正常なｐ５３タンパク質に対して優性
阻害の突然変異型として存在することができるｐ５３遺伝子産物のような明らかな例外も
あり、そのような場合もしたがってハプロ不全である。
【００５０】
　腫瘍抑制遺伝子、またはより正確には該遺伝子がコードするタンパク質は、細胞周期の
調節に減退作用もしくは抑制作用を有するか、またはアポトーシスを促進し、時には両方
をなす。腫瘍抑制タンパク質の機能は下記を含むいくつかのカテゴリー：（ａ）細胞周期
の継続にとって不可欠な遺伝子の抑圧（これらの遺伝子が発現しなければ細胞周期は継続
せず、細胞分裂が効果的に抑制される）；（ｂ）細胞周期のＤＮＡ損傷への共役。細胞内
に損傷ＤＮＡがある限り、細胞は分裂しないはずである（損傷が修復可能である場合、細
胞周期は継続することができる）；（ｃ）アポトーシスすなわちプログラム細胞死の誘導
、損傷を修復することができない場合は、生物体にとってより大きな善のために該損傷が
もたらす脅威を除去する；および（ｄ）細胞接着に関与するいくつかのタンパク質は、腫
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瘍細胞の分散を防止し、接触阻止現象の喪失を阻止し、転移を抑制する（転移抑制因子と
して知られているタンパク質）、に分類される。
【００５１】
　対照的に、発がん遺伝子はがんを引き起こす遺伝子である。多くの細胞は、通常は死ぬ
運命にある。がんでは、突然変異した発がん性ＤＮＡ塩基配列の存在のために、それらの
細胞は生存し増殖する。ほとんどの発がん遺伝子は、がんを引き起こすのに、別の遺伝子
の突然変異のような付加的ステップ、またはウイルス感染のような環境要因を必要とする
。１９８０年代以来、多数の発がん遺伝子がヒトのがんにおいて同定されてきた。がん原
遺伝子は、突然変異または発現増大により発がん遺伝子になる可能性のある正常遺伝子で
ある。がん原遺伝子は、細胞の増殖および分化の調節を支援するタンパク質をコードする
。がん原遺伝子は多くの場合、通常はそのタンパク質産物を通してシグナル伝達および細
胞分裂促進シグナルの実行に関与する。活性化されると、がん原遺伝子（またはその産物
）は腫瘍誘発作用因子（発がん遺伝子）になる。がん原遺伝子の例には、ＲＡＳ、ＷＮＴ
、ＭＹＣ、ＥＲＫおよびＴＲＫが挙げられる。
【００５２】
　Ａ．ｐ５３
　ｐ５３（登録番号ＮＭ＿０００５４６）は、細胞周期を調節し、腫瘍抑制因子として機
能する転写因子である。ｐ５３は、一部にはＤＮＡに損傷を与える細胞応答の調整におけ
る役割を通じて、がんの抑制を支援するので、多細胞生物においては重要である。ｐ５３
は、ゲノムの突然変異を防止することによる安定性の保持におけるその役割を指して、「
ゲノムの守護者（ｔｈｅ　ｇｕａｒｄｉａｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｅ）」、「守護
天使遺伝子（ｔｈｅ　ｇｕａｒｄｉａｎ　ａｎｇｅｌ　ｇｅｎｅ）」、または「熟練の番
人（ｍａｓｔｅｒ　ｗａｔｃｈｍａｎ）」と評されてきた。
【００５３】
　ｐ５３という名前はＳＤＳ－ＰＡＧＥ上の見かけの分子量に関連しているが、実際のと
ころ本当はわずか４３．７ｋＤである。この違いは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおけるｐ５３の
移動を遅くすることによりｐ５３を大きく見せている、ｐ５３タンパク質中の多数のアミ
ノ酸プロリン残基に起因する。この作用は、ヒト、げっ歯動物、カエルおよび魚を含む様
々な生物種由来のｐ５３に見られる。遺伝子はヒト１７番染色体（１７ｐ１３．１）に位
置し、５つのドメイン：（ａ）転写因子を活性化するＮ末端転写活性化ドメイン（ＴＡＤ
）（残基１－４２）；（ｂ）ｐ５３のアポトーシス活性にとって重要なプロリンリッチド
メイン（残基８０－９４）；１つの亜鉛原子およびいくつかのアルギニン・アミノ酸を含
有する中央ＤＮＡ結合コアドメイン（ＤＢＤ）（残基１００－３００）；ホモオリゴマー
化ドメイン（ＯＤ）（残基３０７－３５５）；ならびに中央ドメインのＤＮＡ結合のダウ
ンレギュレーションに関与するＣ末端（残基３５６－３９３）、を備えた３９３アミノ酸
のタンパク質をコードする。
【００５４】
　がんにおいてｐ５３を不活性化する突然変異は、通常はＤＢＤに生じる。これらの突然
変異のほとんどは、該タンパク質がその標的ＤＮＡ配列に結合する能力を破壊し、ひいて
はこれらの遺伝子の転写活性化を妨げる。そのため、ＤＢＤにおける突然変異は劣性の機
能喪失の突然変異である。ＯＤに突然変異を有するｐ５３の分子は野生型ｐ５３とともに
二量体化し、ｐ５３が転写を活性化するのを妨げる。したがって、ＯＤ突然変異はｐ５３
の機能に対する優性阻害効果を有する。
【００５５】
　ｐ５３は多くの抗がんメカニズムを有する。例えば、ＤＮＡが損傷を受けた場合、ｐ５
３はＤＮＡ修復タンパク質を活性化することができる。ｐ５３はまた、ＤＮＡ損傷を認識
した状態でＧ１／Ｓ調節ポイントに細胞周期を保持することもできる（ｐ５３がここで十
分に長い間細胞を保持すれば、ＤＮＡ修復タンパク質が損傷を確かめる時間を有すること
になり、細胞は細胞周期を継続することができるようになる）。ｐ５３は、ＤＮＡ損傷が
回復不能であると判明した場合、アポトーシス（プログラム細胞死）を開始することもで
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きる。
【００５６】
　ｐ５３は無数の種類のストレスに応答して活性化されるが、該ストレスには、限定する
ものではないが、ＤＮＡ損傷（ＵＶ、ＩＲまたは過酸化水素のような化学薬品のいずれか
によって引き起こされたもの）、酸化ストレス、浸透圧ショック、リボヌクレオチド枯渇
および無秩序ながん遺伝子発現が挙げられる。この活性化は２つの主要な事象を特徴とす
る。第１に、ｐ５３タンパク質の半減期が劇的に増大し、その結果ストレスを受けた細胞
においてｐ５３が迅速に蓄積する。第２に、構造変化により強制的に、ｐ５３がこれらの
細胞において転写調節因子としての積極的役割を引き受けるようになる。ｐ５３の活性化
をもたらす決定的な事象はそのＮ末端ドメインのリン酸化である。Ｎ末端転写活性化ドメ
インは多数のリン酸化部位を含有しており、ストレス・シグナルを伝達するプロテインキ
ナーゼの一次標的と見なすことができる。
【００５７】
　ｐ５３のこの転写活性化ドメインを標的とすることが知られているプロテインキナーゼ
は、概略的に２つの群に分けることができる。第１群のプロテインキナーゼはＭＡＰＫフ
ァミリー（ＪＮＫ１－３、ＥＲＫ１－２、ｐ３８　ＭＡＰＫ）に属し、膜損傷、酸化スト
レス、浸透圧ショック、熱ショックなどのようないくつかの種類のストレスに応答するこ
とが知られている。第２群のプロテインキナーゼ（ＡＴＲ、ＡＴＭ、Ｃｈｋ１、Ｃｈｋ２
、ＤＮＡ－ＰＫ、ＣＡＫ）は、ゲノム完全性チェックポイント、すなわち遺伝毒性ストレ
スによって引き起こされるいくつかの形のＤＮＡ損傷を検出して応答する分子カスケード
、に関係している。
【００５８】
　ストレスを受けていない細胞では、ｐ５３レベルはｐ５３の絶え間ない分解によって低
く保たれる。Ｍｄｍ２と呼ばれるタンパク質はｐ５３に結合してｐ５３を核から細胞質ゾ
ルへと輸送し、細胞質ゾルでｐ５３はプロテアソームによって分解される。上記に述べた
プロテインキナーゼによるｐ５３のＮ末端側端部のリン酸化は、Ｍｄｍ２の結合を妨げる
。その後、Ｐｉｎ１のような他のタンパク質がｐ５３に対して動員されて、Ｍｄｍ２の結
合をさらに妨げるｐ５３の構造変化を引き起こす。その後、ｐ３００またはＰＣＡＦのよ
うな転写コアクチベータがｐ５３のカルボキシ末端側端部をアセチル化して、ｐ５３のＤ
ＮＡ結合ドメインを露出させ、ｐ５３が特定の遺伝子を活性化または抑制することを可能
にする。
【００５９】
　Ｂ．Ｒｂ
　網膜芽細胞腫タンパク質（Ｒｂ；ＮＭ＿００３２１）は、いくつかの種類のがんにおい
て機能不全であることが見出された腫瘍抑制タンパク質である。ｐＲｂは、該タンパク質
をコードするＲＢ１遺伝子の両方の対立遺伝子における突然変異によって該タンパク質が
不活性化された場合に網膜芽細胞腫がんが生じるので、このように名付けられた。Ｒｂは
、通常は細胞内部にリンタンパク質として存在し、後述するようないくつかのキナーゼに
よるリン酸化の標的である。Ｒｂの良く研究された１つの機能は、細胞分裂や細胞が細胞
周期を経て進むのを防止することである。したがって、Ｒｂがこの役割において無効であ
る場合、その突然変異細胞は分裂し続けることが可能であり、がんになる可能性がある。
【００６０】
　Ｒｂは、タンパク質が結合することができるポケットを有するので「ポケットタンパク
質ファミリー」の一員である。ハイリスク型のヒトパピローマウイルスに感染した細胞に
よって産生されるもののような発がん性タンパク質は、Ｒｂに結合してＲｂを不活性化す
ることが可能であり、このことはがんをもたらす可能性がある。Ｒｂは、細胞が細胞周期
を経て進んでＳ期すなわち合成期に入ること、またはＧ１期すなわち第１ギャップ期を経
て進むことを防止することにより、細胞が損傷ＤＮＡを複製するのを防止する。Ｒｂは、
Ｅ２Ｆファミリーの転写因子に結合して該因子を阻害する。Ｅ２Ｆ転写因子はＥ２Ｆタン
パク質およびＤＰタンパク質の二量体である。Ｅ２プロモータ・結合タンパク質二量体化
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パートナー（Ｅ２Ｆ－ＤＰ）の転写活性化複合体は、細胞をＳ期に押し進めることができ
る。Ｅ２Ｆ－ＤＰが不活性化されている限り、細胞はＧ１期に停滞し続ける。ＲｂがＥ２
Ｆに結合すると、該複合体は増殖抑制因子として作用し、細胞周期を経た進行を防止する
。Ｒｂ－Ｅ２Ｆ／ＤＰ複合体はまた、ヒストン脱アセチル化酵素（ＨＤＡＣ）タンパク質
を染色質へと誘引し、さらにＤＮＡ合成を抑制する。
【００６１】
　低リン酸化状態ではＲｂは活性を有し、細胞周期の進行を阻害することにより腫瘍抑制
因子としてのその役割を実行する。リン酸化によりＲｂは不活性化される。Ｒｂは、ホス
ファターゼによりその残基のうちの１つが脱リン酸化されるＧ１期の終了近くで活性化さ
れ、Ｅ２Ｆへの結合が可能となる。細胞がＳ期に入る時間には、サイクリン依存性キナー
ゼ（ＣＤＫ）およびサイクリンの複合体がｐＲｂをリン酸化してその活性を抑制する。最
初のリン酸化はサイクリンＤ／ＣＤＫ４，６によって行なわれ、続いてサイクリンＥ／Ｃ
ＤＫ２によりさらなるリン酸化が行われる。ｐＲｂは、Ｓ期、Ｇ２期およびＭ期にわたっ
てリン酸化状態を維持する。ｐＲｂのリン酸化により、Ｅ２Ｆ－ＤＰがｐＲｂから解離し
て活性を有することが可能になる。Ｅ２Ｆが解放されると、Ｅ２Ｆは、サイクリン依存性
キナーゼを活性化することにより細胞が細胞周期を通るように押し進めるサイクリン（例
えばサイクリンＥおよびＡ）、ならびにポリメラーゼのＤＮＡへの結合を支援することに
よりＤＮＡの複製および修復を促進する増殖性細胞核抗原（すなわちＰＣＮＡ）と呼ばれ
る分子のような因子を活性化する。
【００６２】
　Ｃ．ＡＴＭ
　毛細血管拡張性運動失調（ＡＴ；ＮＭ＿０００５１）は、染色体１１ｑ２２－２３に位
置するＡＴＭ遺伝子の突然変異によって引き起こされる常染色体劣性疾患である。該遺伝
子は１９９５年６月に特徴解析がなされ、１５０ｋｂにわたってゲノムＤＮＡに分散した
６６個のエキソンで構成されている。該遺伝子は、９１６８ヌクレオチドの読取枠を備え
た１３ｋｂの成熟転写物をコードする。ＡＴＭタンパク質は約３７０ｋＤａであり、遍在
的に発現され、細胞核に局在している。ＡＴＭタンパク質は、細胞周期チェックポイント
、二本鎖ＤＮＡの修復、および減数分裂を調節する際に役割を果たすと考えられている大
型のセリン・トレオニンキナーゼである（ＢＲＣＡ遺伝子に似ている）。ＡＴＭは、ｐ５
３、ＢＲＣＡ１およびＣＨＥＫ２を調節する際に役割を果たすことも知られている。ＡＴ
ＭのＤＮＡ修復における役割の一部は、テロメアがＡＴに罹患した人ではより急速に分解
することから、テロメア修復の役割であることが知られている。
【００６３】
　ＡＴＭ遺伝子中の突然変異には２種類ある、すなわち：（ａ）ヌル突然変異は、タンパ
ク質の機能の完全な喪失を引き起こし、したがって劣性遺伝してＡＴを引き起こす突然変
異である；および（ｂ）機能が低下した安定で十分な大きさのタンパク質を生産する「ミ
スセンス」突然変異、例えば置換、短いインフレーム挿入および欠失など、があると考え
られる。これらの突然変異体は、該タンパク質の正常なコピーを優性的に妨害することに
より作用する。大多数のＡＴ患者（６５～７０％）は、特によく起こるエキソンスキッピ
ング突然変異を備えた短縮型変異を有している。これは非常に低レベルまたは検出不能な
レベルのＡＴＭタンパク質をもたらす。ミスセンス突然変異は、乳がん患者で見出された
最も一般的な種類の突然変異である。２つのミスセンス突然変異を有する患者はより軽度
のＡＴを有すると考えられるが、これは軽症ＡＴの症例の主な原因であるかもしれない。
【００６４】
　Ｄ．その他の腫瘍抑制因子
　様々な他の腫瘍抑制因子を、ｐ５３、ＡＴＭおよびＲｂのように本発明において利用す
ることができる。例えば、ＢＲＣＡ１およびＢＲＣＡ２は乳がんの進行に重大な役割を果
たす。ＢＲＣＡ１は無秩序な増殖を防止するためにゲノムの完全性を維持するヒト遺伝子
である。多因子的なＢＲＣＡ１タンパク質産物は、ＤＮＡ損傷の修復、ユビキチン化、転
写調節およびその他の機能に関与する。該遺伝子における変異は、いくつかの遺伝性のが
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ん、すなわち乳がん、卵巣がんおよび前立腺がんに関係してきた。ＢＲＣＡ１遺伝子は、
１７番染色体の長腕（ｑ）のバンド２１に、塩基対３８，４４９，８４３～塩基対３８，
５３０，９３３に位置している（地図）。ＢＲＣＡ１タンパク質は、損傷を受けたＤＮＡ
の修復に直接関与する。その正確な役割は不明であるが、ＢＲＣＡ１タンパク質はＤＮＡ
二本鎖切断の修復の際にＲＡＤ５１と相互作用すると考えられている。これらの切断は自
然放射線または他の曝露によって引き起こされる場合があるだけでなく、精子および卵子
を作り出す特別な種類の細胞分裂（減数分裂）の際に染色体が遺伝物質を交換するときに
も生じうる。ＤＮＡ損傷の修復に影響を及ぼすことによって、このタンパク質はヒトゲノ
ムの安定性の維持に役割を果たす。
【００６５】
　ＢＲＣＡ２は、染色体損傷の修復に関与する別のヒト遺伝子である。ＢＲＣＡ１遺伝子
およびＢＲＣＡ２遺伝子の構造は非常に異なるが、それらの機能は似ているようである。
両遺伝子によって作られるタンパク質は、損傷を受けたＤＮＡの修復にとって不可欠であ
る。ＢＲＣＡ２タンパク質は、ＤＮＡ中の切断部を確かめるためにＲＡＤ５１遺伝子によ
って生産されたタンパク質に結合して該タンパク質を調節する。これらの切断は自然放射
線および医療用放射線または他の環境曝露によって引き起こされる場合があるだけでなく
、精子および卵子を作り出す特別な種類の細胞分裂（減数分裂）の際に染色体が遺伝物質
を交換するときにも生じうる。ＢＲＣＡ１タンパク質もＲＡＤ５１タンパク質と相互作用
する。ＤＮＡを修復することによって、これら３つのタンパク質はヒトゲノムの安定性の
維持に役割を果たす。ＢＲＣＡ１と同様に、ＢＲＣＡ２は恐らくは他の遺伝子の活性を調
節して胚発生に重大な役割を果たす。ＢＲＣＡ２遺伝子は、１３番染色体の長腕（ｑ）の
部位１２．３（１３ｑ１２．３）に、塩基対３１，７８７，６１６～塩基対３１，８７１
，８０４に位置している。
【００６６】
　ＭｕｔＳは、二本鎖ＤＮＡの修復ミスマッチを支援するファミリーまたはタンパク質の
主要なメンバーである。この過程の第一歩はミスマッチしたＤＮＡの認識である。大腸菌
では、ＭｕｔＳは二本鎖ＤＮＡのミスマッチ部位に結合し、ＭｕｔＬタンパク質およびＭ
ｕｔＨタンパク質と協調して、ＤＮＡ鎖のうち一方の取り除くべき位置の部分に標的を定
める。他のタンパク質が修復過程を完了する、すなわち：標的とされたＤＮＡ部分が取り
除かれて分解され、相補鎖を鋳型として用いてパッチが合成され、該パッチが所定位置に
連結されて、ミスマッチのない二本鎖ＤＮＡの修復部分が生じる。ヒトＭｕｔＳホモログ
の一部における欠陥はある種の遺伝性非ポリポーシス大腸がん（ＨＮＰＣＣ）および恐ら
くは他の結腸直腸がんの原因であるので、ヒトＭｕｔＳホモログには多くの関心が寄せら
れてきた。
【００６７】
　ＡＰＣ（Ａｄｅｎｏｍａｔｏｓｉｓ　ｐｏｌｙｐｏｓｉｓ　ｃｏｌｉ）は、結腸直腸が
んに関係する別の腫瘍抑制因子である。該因子は、細胞の分裂頻度の制御、細胞の組織内
の他の細胞への接着の制御、または、細胞の組織内もしくは組織外への移動の制御を助け
、また細胞分裂によって生じた細胞中の染色体数が適切となるようにするのも支援する。
ＡＰＣタンパク質は主として、他のタンパク質、特に細胞接着およびシグナル伝達に関与
するタンパク質との関連を通して上記の役割を遂行する。具体的には、あるタンパク質、
β－カテニンの活性は、Ｗｎｔシグナル伝達経路の一部であるＡＰＣタンパク質によって
制御される。β－カテニンの調節は、細胞分裂を刺激する遺伝子が頻繁に作動しすぎるの
を防ぎ、細胞の過剰増殖を防止する。ＡＰＣ遺伝子は、５番染色体の長腕（ｑ）の部位２
１と２２との間に、塩基対１１２，１１８，４６８～塩基対１１２，２０９，５３２に位
置している。
【００６８】
　ＡＴ－結合転写因子１（すなわちＡＴＢＦ１）は腫瘍抑制因子であり、その喪失は胃が
んの進行に関係している。該因子は１６ｑ２２．３～ｑ２３．１に位置する。ＤＮＡの全
長は２６１．３２ｋＢである。選択的スプライシングと併せた選択的プロモータ使用によ
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り、２つのアイソフォームＡＴＢＦ１－ＡおよびＡＴＢＦ１－Ｂが存在する。該タンパク
質のサイズは３７０３アミノ酸で４０４ｋＤａである。該タンパク質は、４個のホメオド
メインおよび２３個のジンクフィンガーを含有し、１個の偽性ジンクフィンガー・モチー
フ、１個のＤＥＡＤおよび１個のＤＥＡＨボックス、ＲＮＡおよびＡＴＰ結合部位、２個
の大型ＲＳドメインならびに多数のリン酸化部位を備えている。該タンパク質は核に局在
し、ＡＦＰ遺伝子のエンハンサーのＡＴリッチなコア配列に結合して、ＡＦＰ遺伝子発現
をダウンレギュレートする転写因子として作用し、恐らくは神経分化に関与する。初期神
経冠由来のある細胞株ＳＪＮＢ－１２における、染色体外二重微小染色体、ｍｙｃとの非
シンテニーの同時増幅、という形での増幅。ＡＴＢＦ１発現の欠如はα－フェトプロテイ
ンを発現する胃がん細胞株で観察される。このＡＴＢＦ１発現の欠如は突然変異、欠失ま
たは転座によるものではなく、転写レベルの強い抑制に起因する。
【００６９】
　ＩＩＩ．腫瘍抑制因子の構造、発現または機能の評価
　Ａ．核酸に基づいた診断
　本発明の１つの実施形態は、腫瘍抑制因子の発現における変動を検出する方法を含む。
該方法は、腫瘍抑制因子レベルの測定または発現産物における特定の変質の測定を含むこ
とができる。使用される核酸は、標準的な方法（サムブルック（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら、
１９８９）に従ってがん細胞から単離される。該核酸はゲノムＤＮＡであってもよいし、
分画された細胞ＲＮＡまたは細胞全体のＲＮＡであってもよい。ＲＮＡが使用される場合
、該ＲＮＡを相補ＤＮＡに変換することが望ましい場合がある。１つの実施形態では、Ｒ
ＮＡは細胞全体のＲＮＡであり；別の実施形態ではポリＡ　ＲＮＡである。通常は、該核
酸は増幅される。
【００７０】
　その型に応じて、対象とする特定の核酸が、増幅を使用して直接、または増幅後に第２
の既知の核酸を用いて、試料中で同定される。次に、同定された産物が検出される。ある
適用においては、検出は視覚手段（例えばゲルの臭化エチジウム染色）によって行なわれ
てもよい。別例として、検出は、化学発光、放射標識の放射活性シンチグラフィーもしく
は蛍光標識による、さらには電気シグナルもしくは熱衝撃シグナルを用いるシステム（ア
フィマクス・テクノロジー（Ａｆｆｙｍａｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；ベルス（Ｂｅｌ
ｌｕｓ）、１９９４）による、産物の間接的同定を包含することができる。
【００７１】
　１つの実施形態では、発現された腫瘍抑制因子の量はｍＲＮＡ量の評価により計測され
る。しかしながら、様々な種類の構造上の異常を調べることによって、さらに活性の変質
を同定することもできる。これらの異常には、欠失、挿入、点突然変異および重複が挙げ
られる。点突然変異は、停止コドン、フレームシフト突然変異またはアミノ酸置換をもた
らす。体細胞突然変異は非生殖細胞系列の組織において生じる突然変異であり、遺伝性で
はないが、生殖細胞系列の組織の突然変異は遺伝することができる。コード領域内および
コード領域外の突然変異は、いずれも遺伝子の転写の変化により、または転写物（ｍＲＮ
Ａ）もしくはタンパク質のいずれかの不安定化もしくは他の方法でのプロセシングの変化
により、産生される腫瘍抑制因子の量に影響を及ぼす可能性がある。
【００７２】
　腫瘍抑制遺伝子の一方の対立遺伝子が生殖細胞系列の病変の遺伝または体細胞突然変異
の取得により不活性化されると、細胞は発がん性形質転換に向かって遺伝的一歩を踏み出
す。該遺伝子の他方の対立遺伝子の不活性化は、通常、ヘテロ接合性喪失（ＬＯＨ）をも
たらす体細胞の小突然変異または染色体の対立遺伝子欠失を伴う。別例として、腫瘍抑制
遺伝子の両方のコピーがホモ接合型欠失によって失われる場合もある。
【００７３】
　この点に関しては、様々な異なるアッセイ、例えば、限定するものではないが、蛍光ｉ
ｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、ＤＮＡ直接塩基配列決定法、ＰＦＧ
Ｅ分析、サザンブロッティングまたはノーザンブロッティング、一本鎖高次構造解析（Ｓ
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ＳＣＡ）、ＲＮＡｓｅ保護アッセイ、対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチド（ＡＳＯ）、
ドットブロット分析、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動、ＲＦＬＰおよびＰＣＲＴＭ－ＳＳＣ
Ｐが企図される。
【００７４】
　　ｉ．プライマーおよびプローブ
　プライマーという用語は、本明細書中で定義されるように、鋳型依存的なプロセスにお
いて新生核酸の合成を準備（プライミング）することができるあらゆる核酸を包含するよ
うに意図される。典型的には、プライマーは長さ１０～２０塩基対のオリゴヌクレオチド
であるが、より長い配列を使用することもできる。プライマーは二本鎖の形態で提供され
ても一本鎖の形態で提供されてもよいが、一本鎖の形態が好ましい。プローブには異なる
定義がなされるが、プライマーとして働くこともできる。プローブは、恐らくはプライミ
ングの能力を有するが、標的のＤＮＡまたはＲＮＡに結合するように設計されており、増
幅過程に使用される必要はない。特定の実施形態では、プローブまたはプライマーは、放
射性化学種（３２Ｐ、１４Ｃ、３５Ｓ、３Ｈまたは他の標識）を用いて、発蛍光団（ロー
ダミン、フルオレセイン）または化学発光（ルシフェラーゼ）を用いて標識される。
【００７５】
　　ｉｉ．鋳型依存的増幅方法
　所与の鋳型試料中に存在するマーカー配列を増幅するために、いくつかの鋳型依存的な
プロセスが利用可能である。最もよく知られている増幅方法の１つは、米国特許第４，６
８３，１９５号、同第４，６８３，２０２号および同第４，８００，１５９号明細書、な
らびにイニス（Ｉｎｎｉｓ）ら、１９９０（該文献はそれぞれ参照によりその全体が本願
に組み込まれる）に詳細に述べられているポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲＴＭと呼ばれる
）である。
【００７６】
　簡潔に述べると、ＰＣＲＴＭでは、マーカー配列の相対する相補鎖上の領域に対して相
補的である２つのプライマー配列が準備される。反応混合物に、過剰量のデオキシヌクレ
オシド三リン酸がＤＮＡポリメラーゼ（例えばＴａｑポリメラーゼ）と共に加えられる。
マーカー配列が試料中に存在すれば、プライマーはマーカーに結合し、ポリメラーゼはヌ
クレオチドを付加することによりマーカー配列に沿ってプライマーを伸長させることにな
る。反応混合物の温度を上下させることによって、伸長したプライマーはマーカーから解
離して反応生成物を形成し、過剰なプライマーはマーカーおよび反応生成物に結合するこ
とになり、そしてこのプロセスが繰り返される。
【００７７】
　逆転写酵素ＰＣＲＴＭ増幅手法は増幅されたｍＲＮＡの量を定量化するために実施する
ことができる。ＲＮＡをｃＤＮＡへ逆転写する方法は良く知られており、サムブルック（
Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら、１９８９に記載されている。逆転写の別法は耐熱性のＲＮＡ依存
性ＤＮＡポリメラーゼを利用する。これらの方法は１９９０年１２月２１日に出願された
国際公開公報第９０／０７６４１号パンフレットに記載されている。ポリメラーゼ連鎖反
応の方法論は当分野において良く知られている。
【００７８】
　別の増幅方法はリガーゼ連鎖反応（「ＬＣＲ」）であり、欧州特許庁（ＥＰＯ）第３２
０３０８号に開示されているが、該文献は参照により全体が本願に組み込まれる。ＬＣＲ
では、２組の相補的なプローブ対が用意され、標的配列の存在下で、各対はそれぞれ標的
の相対する相補鎖に、当接するように結合する。リガーゼの存在下では、２組のプローブ
対は連結して単一ユニットを形成することになる。温度サイクリングによって、ＰＣＲＴ

Ｍのように、結合している連結ユニットが標的から解離し、次いで過剰なプローブ対の連
結反応のための「標的配列」としての役割を果たす。米国特許第４，８８３，７５０号に
は、標的配列にプローブ対が結合するためのＬＣＲに類似の方法が記載されている。
【００７９】
　特許協力条約に基づく国際出願番号第ＰＣＴ／ＵＳ８７／００８８０号に記載されてい
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るＱβレプリカーゼが、本発明におけるさらに別の増幅方法として使用されてもよい。こ
の方法では、標的の配列に相補的な領域を有するＲＮＡの複製配列が、ＲＮＡポリメラー
ゼの存在下で試料に加えられる。該ポリメラーゼはこの複製配列をコピーすることになり
、次いで該配列が検出されればよい。
【００８０】
　制限エンドヌクレアーゼおよびリガーゼを用いて制限酵素切断部位の一方の鎖にヌクレ
オチド５’－［α－チオ］－三リン酸を含有している標的分子の増幅が行われる等温増幅
法も、本発明における核酸の増幅に有用な場合がある（ウォーカー（Ｗａｌｋｅｒ）ら、
１９９２）。
【００８１】
　鎖置換増幅（ＳＤＡ）は、多数回の鎖置換および合成（すなわちニックトランスレーシ
ョン）を伴う、核酸の等温増幅を実行する別の方法である。修復連鎖反応（Ｒｅｐａｉｒ
　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）（ＲＣＲ）と呼ばれる類似の方法は、増幅の標的とさ
れた領域全体にわたっていくつかのプローブをアニーリングすることと、その後の４つの
塩基のうち２つだけが存在する修復反応とを伴っている。他の２つの塩基は、簡単に検出
するためにビオチン化誘導体として加えることができる。同様の手法はＳＤＡにおいて使
用される。標的特異的な配列を、サイクリックプローブ反応（ＣＰＲ）を使用して検出す
ることもできる。ＣＰＲでは、非特異的ＤＮＡの３’および５’配列と特異的ＲＮＡの中
央配列とを有するプローブが、試料中に存在するＤＮＡに対してハイブリダイゼーション
される。ハイブリダイゼーションすると、反応物はＲＮＡ分解酵素Ｈで処理され、該プロ
ーブの生成物は消化後に放出される特有の生成物として同定される。もとの鋳型は別のサ
イクリングプローブに対してアニーリングされ、反応が繰り返される。
【００８２】
　英国特許出願番号第２２０２３２８号、および特許協力条約に基づく国際出願番号第Ｐ
ＣＴ／ＵＳ８９／０１０２５号（各々が参照により全体が本願に組込まれる）に記載され
ているさらに別の増幅方法が、本発明に従って使用されてもよい。前者の出願では、「修
飾」プライマーがＰＣＲＴＭのような鋳型依存的かつ酵素依存的合成において使用される
。該プライマーは、捕捉部分（例えばビオチン）または検出部分（例えば酵素）のうち少
なくともいずれか一方を用いて標識することにより修飾可能である。後者の出願では、過
剰量の標識プローブが試料に加えられる。標的配列の存在下では、該プローブは結合して
触媒現象的に開裂される。開裂後、標的配列は元の状態で解放されて、過剰なプローブに
よって結合される。標識プローブの開裂は、標的配列の存在を示す。
【００８３】
　他の核酸増幅手法には、転写に基づいた増幅システム（ＴＡＳ）、例えば核酸配列に基
づいた増幅（ＮＡＳＢＡ）および３ＳＲが挙げられる（コー（Ｋｗｏｈ）ら、１９８９；
ジンゲラス（Ｇｉｎｇｅｒａｓ）ら、国際公開公報第８８／１０３１５号パンフレット、
前記文献は参照により全体が本願に組み込まれる）。ＮＡＳＢＡでは、核酸は、標準的な
フェノール／クロロホルム抽出、臨床試料の加熱変性、ＤＮＡおよびＲＮＡの単離用の溶
解バッファーおよびミニスピンカラムを用いた処理またはＲＮＡの塩化グアニジン抽出に
よって増幅用に調製することができる。これらの増幅技法は、標的特異的な配列を有する
プライマーをアニーリングすることを伴う。重合作用に続いて、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリ
ッドはＲＮａｓｅＨで消化される一方、二本鎖ＤＮＡ分子は熱変性される。いずれの場合
も、一本鎖ＤＮＡは第２の標的特異的プライマーの添加によって完全に二本鎖となり、続
いて重合作用が行われる。その後、二本鎖ＤＮＡ分子はＴ７またはＳＰ６のようなＲＮＡ
ポリメラーゼによって複合的に転写される。等温サイクル反応では、ＲＮＡは逆転写され
て一本鎖ＤＮＡとなり、次いで該一本鎖ＤＮＡは二本鎖ＤＮＡに変換され、その後Ｔ７ま
たはＳＰ６のようなＲＮＡポリメラーゼで再度転写される。得られた生成物は、短縮型で
あれ完全長であれ、標的特異的な配列を示す。
【００８４】
　デービー（Ｄａｖｅｙ）らの欧州特許庁（ＥＰＯ）第３２９８２２号（参照により全体
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が本願に組込まれる）は、一本鎖ＲＮＡ（「ｓｓＲＮＡ」）、ｓｓＤＮＡおよび二本鎖Ｄ
ＮＡ（ｄｓＤＮＡ）をサイクル合成することを伴う核酸増幅方法を開示しており、該方法
は本発明に従って使用されてもよい。ｓｓＲＮＡは、逆転写酵素（ＲＮＡ依存性ＤＮＡポ
リメラーゼ）によって伸長される第１のプライマーオリゴヌクレオチドの鋳型である。そ
の後、ＲＮＡは、リボヌクレアーゼＨ（ＲＮａｓｅＨ、ＤＮＡまたはＲＮＡとの二重鎖の
中のＲＮＡに特異的なＲＮａｓｅ）の作用によって生成したＤＮＡ：ＲＮＡ二重鎖から取
り除かれる。結果として生じるｓｓＤＮＡは第２のプライマーの鋳型であり、該プライマ
ーはさらに、鋳型に相同な部分の５’側にＲＮＡポリメラーゼプロモータ（例えばＴ７　
ＲＮＡポリメラーゼ）の配列を備えている。このプライマーはその後ＤＮＡポリメラーゼ
（例えば大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩの大きな「クレノー」フラグメント）によって伸長
されて、その結果、プライマーとプライマーとの間に元のＲＮＡの配列と同一の配列を有
し、さらには一端にプロモータ配列を有している二本鎖ＤＮＡ（「ｄｓＤＮＡ」）分子を
生じる。このプロモータ配列は適切なＲＮＡポリメラーゼによって使用されて、該ＤＮＡ
の多くのＲＮＡコピーを作製することができる。その後、これらのコピーは、非常に迅速
な増幅をもたらすサイクルに再度入ることもできる。酵素を適切に選択すれば、この増幅
を各サイクルで酵素の追加を行うことなく等温で行うことができる。このプロセスのサイ
クル式の性質から、最初の配列はＤＮＡまたはＲＮＡのいずれの形態としても選択可能で
ある。
【００８５】
　ミラー（Ｍｉｌｌｅｒ）らの国際公開公報第ＷＯ８９／０６７００号パンフレット（参
照により全体が本願に組み込まれる）は、核酸配列増幅スキームであって標的一本鎖ＤＮ
Ａ（「ｓｓＤＮＡ」）へのプロモータ／プライマー配列のハイブリダイゼーションとその
後の該配列の多数ＲＮＡコピーの転写に基づいたスキームを開示している。このスキーム
はサイクル式ではない、すなわち、生成するＲＮＡ転写物から新しい鋳型は生産されない
。他の増幅方法には「ＲＡＣＥ」および「片側（ｏｎｅ－ｓｉｄｅｄ）ＰＣＲＴＭ」が挙
げられる。（フローマン（Ｆｒｏｈｍａｎ）、１９９０；オハラ（Ｏｈａｒａ）ら、１９
８９；それぞれ参照により全体が本願に組み込まれる）。
【００８６】
　２つ（またはそれ以上）のオリゴヌクレオチドを、生成される「ジオリゴヌクレオチド
」の配列を有する核酸の存在下でライゲーションすることによって該ジオリゴヌクレオチ
ドを増幅することに基づく方法を、本発明の増幅ステップに使用することもできる。ウー
（Ｗｕ）ら、１９８９、参照により全体が本願に組み込まれる。
【００８７】
　　ｉｉｉ．サザン／ノーザンブロッティング
　ブロッティング技法は当業者には周知である。サザンブロッティングでは標的としてＤ
ＮＡの使用を伴うのに対し、ノーザンブロッティングでは標的としてＲＮＡの使用を伴う
。それぞれ異なる類の情報をもたらすが、ｃＤＮＡのブロッティングは多くの点でＲＮＡ
分子種のブロッティングに類似している。
【００８８】
　簡潔に述べると、多くの場合ニトロセルロースのフィルタである適当なマトリックス上
に固定化済みのＤＮＡ分子種またはＲＮＡ分子種を標的とするためにプローブが使用され
る。様々な分子種は、分析を容易にするために空間的に分離されなければならない。これ
は多くの場合、核酸分子種のゲル電気泳動とその後のフィルタへの「ブロッティング」に
よって達成される。
【００８９】
　その後、ブロッティングされた標的は、変性および再ハイブリダイゼーションを促進す
る条件下で、プローブ（通常は標識されている）とともにインキュベートされる。プロー
ブは標的と塩基対合をなすように設計されているので、プローブは復元条件下で標的配列
の一部分に結合することになる。次いで、結合していないプローブが除去されて、上述の
ように検出が行われる。
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【００９０】
　　ｉｖ．分離方法
　通常、特異的な増幅が行われたかどうかを判定するために、ある段階または別の段階で
、増幅産物を鋳型および過剰なプライマーから分離することが望ましい。１つの実施形態
では、増幅産物は、標準的な方法を用いて、アガロースゲル電気泳動、アガロース－アク
リルアミドゲル電気泳動またはポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離される。サム
ブルック（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら、１９８９を参照されたい。
【００９１】
　別例として、分離を行うためにクロマトグラフ技法が使用されてもよい。本発明におい
て使用可能な多くの種類のクロマトグラフ法が存在する、すなわち：吸着クロマトグラフ
ィー、分配クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィーおよび分子ふるいクロマ
トグラフィー、ならびにこれらを使用するための多くの専門的技法、例えばカラムクロマ
トグラフィー、ペーパークロマトグラフィー、薄層クロマトグラフィーおよびガスクロマ
トグラフィーである（フライフェルダー（Ｆｒｅｉｆｅｌｄｅｒ）、１９８２）。
【００９２】
　　ｖ．検出方法
　生成物は、マーカー配列の増幅を確認するために視覚化されてもよい。１つの典型的な
視覚化方法は、臭化エチジウムを用いたゲルの染色および紫外線下での視覚化を伴う。別
例として、増幅産物が放射標識または蛍光標識されたヌクレオチドで全体的に標識される
場合、増幅産物は、分離の後に、Ｘ線フィルムに曝露されてもよいし、適切な刺激スペク
トルの下で視覚化されてもよい。
【００９３】
　１つの実施形態では、視覚化は間接的に達成される。増幅産物の分離後、標識された核
酸プローブが増幅されたマーカー配列と接触するようになされる。該プローブは発色団に
コンジュゲートされることが好ましいが、放射標識されてもよい。別の実施形態では、プ
ローブは抗体またはビオチンのような結合パートナーにコンジュゲートされ、結合対の他
方のメンバーが検出可能な部分を担持している。
【００９４】
　１つの実施形態では、検出は標識プローブによって行われる。関連する技術は当業者に
周知であり、分子プロトコルに関する多くの標準的な書籍の中に見られる。サムブルック
（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら、１９８９を参照されたい。例えば、発色団または放射標識のプ
ローブまたはプライマーによって増幅時または増幅後に標的が同定される。
【００９５】
　上記の一例は、参照により本願に組み込まれる米国特許第５，２７９，７２１号明細書
に記載されており、同文献は、自動化された核酸の電気泳動および転写のための装置およ
び方法について開示している。この装置はゲルの外部操作を伴わない電気泳動およびブロ
ッティングを可能にし、本発明による方法の実行に理想的に適している。
【００９６】
　さらに、上述の増幅産物を配列解析に供して、標準的な配列解析技術を用いて特定の種
類の変異を同定することができる。ある方法においては、最適な塩基配列決定のために設
計されたプライマーセットを用いる配列解析によって、遺伝子の網羅的な解析が行われる
（ピニョン（Ｐｉｇｎｏｎ）ら、１９９４）。本発明は、この種の解析の一部または全て
を使用できる方法を提供する。本明細書中に開示された配列を用いて、オリゴヌクレオチ
ドプライマーを設計して配列の増幅を可能とし、該配列を次いで直接塩基配列決定法によ
って解析することができる。
【００９７】
　　ｖｉ．キットの構成要素
　対象とする遺伝子の検出および塩基配列決定に必要な全ての必須の材料および試薬を、
キット内に一緒に集めることができる。これは一般に、予め選択されたプライマーおよび
プローブを含むことになる。増幅に必要な反応混合物を提供するために、核酸の増幅に適
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した酵素、例えば様々なポリメラーゼ（ＲＴ、Ｔａｑ、ＳｅｑｕｅｎａｓｅＴＭなど）、
デオキシリボヌクレオチドおよびバッファーも含めることができる。そのようなキットは
一般に、適当な手段で、個々の試薬および酵素それぞれのための、また各プライマーまた
はプローブのための、個別の容器も含むことになろう。
【００９８】
　　ｖｉｉ．相対定量ＲＴ－ＰＣＲＴＭの設計および理論考察
　ＲＮＡのｃＤＮＡへの逆転写（ＲＴ）とその後の相対定量ＰＣＲＴＭ（ＲＴ－ＰＣＲＴ

Ｍ）を用いて、患者から単離された特定のｍＲＮＡ分子種の相対濃度を測定することがで
きる。特定のｍＲＮＡ分子種の濃度が変化することを測定することによって、その特定の
ｍＲＮＡ分子種をコードする遺伝子が示差的に発現していることが示される。
【００９９】
　ＰＣＲＴＭでは、増幅される標的ＤＮＡの分子数は、何らかの試薬が限界に達するまで
反応のサイクル毎におよそ２倍に増える。その後、サイクルとサイクルとの間で増幅され
る標的の増加がなくなるまで、増幅率は次第に減少するようになる。サイクル数をＸ軸に
とり、増幅された標的ＤＮＡの濃度の対数をＹ軸にとったグラフを描くと、プロットされ
た点を結ぶことで特徴的な形状の曲線が形成される。最初のサイクルを起点として、この
線の傾きは正でありかつ一定である。これは曲線の直線部分と言われている。ある試薬が
限界に達してからは、線の傾きは減少し始めて最終的にはゼロになる。この時点で、増幅
された標的ＤＮＡの濃度はある固定値に対して漸近的となる。これは曲線のプラトー部分
と言われている。
【０１００】
　ＰＣＲＴＭ増幅の直線部分における標的ＤＮＡの濃度は、反応が始まる前の標的の出発
濃度に正比例する。同じサイクル数を完了しかつその直線域にあるＰＣＲＴＭ反応物中の
標的ＤＮＡの増幅産物の濃度を測定することにより、元のＤＮＡ混合物中の特定の標的配
列の相対濃度を測定することが可能である。ＤＮＡ混合物が様々な組織または細胞から単
離されたＲＮＡから合成されたｃＤＮＡである場合、標的配列が得られた特定のｍＲＮＡ
の相対存在量を各組織または細胞について測定することができる。ＰＣＲＴＭ産物の濃度
と相対的ｍＲＮＡ存在量との間のこの正比例関係は、ＰＣＲＴＭ反応の直線域においての
み当てはまる。
【０１０１】
　曲線のプラトー部分における標的ＤＮＡの最終濃度は、反応混合物中の試薬の可用性に
よって決まり、標的ＤＮＡの元の濃度とは無関係である。したがって、ｍＲＮＡ分子種の
相対存在量がＲＮＡ集団の収集物についてＲＴ－ＰＣＲＴＭにより測定可能となる前に満
たされなければならない第一の条件は、ＰＣＲＴＭ反応がその曲線の直線部分にあるとき
に増幅ＰＣＲＴＭ産物の濃度がサンプリングされなければならないということである。
【０１０２】
　特定のｍＲＮＡ分子種の相対存在量をうまく測定するためにＲＴ－ＰＣＲＴＭ実験につ
いて満たされなければならない第二の条件は、増幅可能なｃＤＮＡの相対濃度が何らかの
独立した標準物に対して正規化されなければならないということである。ＲＴ－ＰＣＲＴ

Ｍ実験の目的は、試料中の全てのｍＲＮＡ分子種の平均存在量に対して特定のｍＲＮＡ分
子種の存在量を測定することである。
【０１０３】
　競合的ＰＣＲＴＭの大部分のプロトコルは、標的とほぼ同程度の量で存在する内部ＰＣ
ＲＴＭ標準物質を利用する。この戦略は、ＰＣＲＴＭ増幅の産物がその直線的段階の間に
サンプリングされる場合に効果的である。反応がプラトーの段階に接近しているときに産
物がサンプリングされれば、それほど多くはない産物が比較的過剰に示されることになる
。多くの異なるＲＮＡ試料に対してなされる相対存在量の比較は、示差的発現についてＲ
ＮＡ試料を調べる場合と同様に、ＲＮＡの相対存在量の差異が実際よりも少なく見えるよ
うにするというかたちに歪むようになる。これは、内部標準物質が標的よりもはるかに大
量であれば、重大な問題ではない。内部標準物質が標的よりも大量であれば、ＲＮＡ試料
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の間で直接的な線形の比較を行うことができる。
【０１０４】
　上述の議論は、臨床由来の材料に関するＲＴ－ＰＣＲＴＭアッセイの理論的考察につい
て述べている。臨床試料に内在する問題は、その量が変動的である（正規化を困難にする
）こと、およびその質が変動的である（好ましくは標的よりも大きなサイズの、信頼でき
る内部対照の同時増幅を必要とする）ことである。ＲＴ－ＰＣＲＴＭが内部標準物質を用
いる相対定量的ＲＴ－ＰＣＲＴＭであって、内部標準物質が標的ｃＤＮＡ断片よりも大き
い増幅可能なｃＤＮＡ断片であり、かつ内部標準物質をコードするｍＲＮＡの存在量が標
的をコードするｍＲＮＡよりもおよそ５～１００倍多いＲＴ－ＰＣＲＴＭとして行われる
場合、上記の問題はいずれも克服される。このアッセイでは、各ｍＲＮＡ分子種の絶対存
在量ではなく、相対存在量が計測される。
【０１０５】
　その他の研究は、外部標準物質のプロトコルを用いる、より従来型の相対定量ＲＴ－Ｐ
ＣＲＴＭアッセイを使用して実施可能である。このアッセイでは、ＰＣＲＴＭ産物はその
増幅曲線の直線部分においてサンプリングされる。サンプリングに最適なＰＣＲＴＭサイ
クル数は、各標的ｃＤＮＡ断片について実験的に決定されなければならない。さらに、種
々の組織試料から単離された各ＲＮＡ集団の逆転写酵素産物は、等濃度の増幅可能なｃＤ
ＮＡとなるように注意深く正規化されなければならない。このアッセイではｍＲＮＡの絶
対存在量が計測されるので、上記の考慮は非常に重要である。ｍＲＮＡの絶対存在量は、
正規化された試料においてのみ示差的遺伝子発現の尺度として使用することができる。増
幅曲線の直線域の実験的決定およびｃＤＮＡ調製物の正規化は冗長かつ時間を要する一連
の作業であるが、得られるＲＴ－ＰＣＲＴＭアッセイ結果は、内部標準物質を用いた相対
定量的ＲＴ－ＰＣＲＴＭアッセイに由来する結果よりも優れたものとなりうる。
【０１０６】
　この利点の１つの理由は、内部標準物質／競合物質を用いないと、試薬の全てが増幅曲
線の直線域において単一のＰＣＲＴＭ産物に変換され、したがってアッセイの感度が増大
するということである。別の理由は、ＰＣＲＴＭ産物が１つだけであると、電気泳動ゲル
または別の表示方法における産物の表示がより単純になり、バックグラウンドは低くなり
、かつより解釈しやすくなるということである。
【０１０７】
　　ｖｉｉｉ．チップ技術
　本発明者らが特に企図しているのは、アシア（Ｈａｃｉａ）ら（１９９６）およびシュ
ーメーカー（Ｓｈｏｅｍａｋｅｒ）ら（１９９６）に記載されているもののようなチップ
を基盤としたＤＮＡ技術である。簡潔に述べると、これらの技法は数多くの遺伝子を迅速
かつ正確に解析するための定量方法を伴う。遺伝子をオリゴヌクレオチドでタグ付けする
こと、または固定プローブのアレイを用いることにより、チップ技術を利用して、標的分
子を高密度アレイとして分離すること、およびこれらの分子をハイブリダイゼーションに
基づいてスクリーニングすることが可能である。ピーズ（Ｐｅａｓｅ）ら（１９９４）；
フォドー（Ｆｏｄｏｒ）ら（１９９１）も参照されたい。
【０１０８】
　Ｂ．免疫診断
　本発明の抗体は、ＥＬＩＳＡおよびウエスタンブロッティングなどの技法を通じて、健
常組織および病変組織の腫瘍抑制因子含量を特徴解析する際に使用することができる。こ
のことは、悪性病変の有無のスクリーニング、または、腫瘍崩壊ウイルスへの曝露に対し
て起こり得る反応を予測するための戦略として、将来のがんの、もしくは目下の症例にお
いての予測因子としてのスクリーニングを提供することができる。
【０１０９】
　ＥＬＩＳＡアッセイにおける本発明の抗体の使用が企図される。例えば、抗腫瘍抑制因
子抗体が、選択された表面、好ましくはポリスチレン製マイクロタイタープレートのウェ
ルなどタンパク質親和性を示す表面に固定化される。吸着が不完全な材料を除去するため
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に洗浄を行った後、該アッセイプレートのウェルを、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カ
ゼイン、または粉乳の溶液などの、試験抗血清に関して抗原的に中立であることが既知で
ある非特異的タンパク質と結合させるかまたは該タンパク質でコーティングすることが望
ましい。これによって固定化表面上の非特異的吸着部位のブロッキングが可能となり、こ
うして該表面への抗原の非特異的結合で引き起こされるバックグラウンドが低減される。
【０１１０】
　ウェルへの抗体の結合、バックグラウンドを低減するための非反応性材料を用いたコー
ティング、および結合していない材料を除去するための洗浄の後、固定化表面は、免疫複
合体（抗原／抗体）形成をもたらすかたちで被験試料と接触するようになされる。
【０１１１】
　試験試料と固定された抗体との間の特異的な免疫複合体の形成、およびその後の洗浄の
後、免疫複合体を第１の抗体とは異なる腫瘍抑制因子に特異性を有する第２の抗体に供す
ることで、免疫複合体形成の発生および量までも測定することができる。適切な条件には
、試料をＢＳＡ、ウシγグロブリン（ＢＧＧ）、およびリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）
／Ｔｗｅｅｎ（Ｒ）などの希釈剤で希釈することが含まれることが好ましい。これらの添
加剤は、非特異的バックグラウンドの低減の助けにもなりやすい。その後、積層された抗
血清は、好ましくは約２５℃～約２７℃程度の温度で、約２～約４時間インキュベートさ
れる。インキュベーション後、免疫複合体を形成していない材料を除去するために、抗血
清に接触させた表面が洗浄される。好ましい洗浄手順としては、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ（Ｒ
）、またはホウ酸緩衝液などの溶液による洗浄が挙げられる。
【０１１２】
　検出手段を提供するために、第２の抗体は、適切な発色性基質とともにインキュベート
すると発色する酵素が結合していることが好ましいであろう。したがって、例えば、第２
の抗体が結合した表面を、免疫複合体形成が生じる助けとなる時間および条件下でウレア
ーゼまたはペルオキシダーゼとコンジュゲートした抗ヒトＩｇＧと接触させてインキュベ
ートすること（例えば、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ（Ｒ）などのＰＢＳ含有溶液中で室温にて２
時間のインキュベーション）が望まれることになる。
【０１１３】
　第２の酵素標識抗体とともにインキュベーションした後、および結合していない材料を
除去するための洗浄に続いて、発色性基質とともに、例えば、尿素およびブロモクレゾー
ルパープルとともに、または酵素標識としてペルオキシダーゼを用いる場合には、２，２
’－アジノ－ジ－（３－エチル－ベンズチアゾリン）－６－スルホン酸（ＡＢＴＳ）およ
びＨ２Ｏ２とともにインキュベーションすることにより、標識の量が定量化される。次い
で、例えば可視スペクトル分光光度計を用いて発色の度合いを計測することにより、定量
化が達成される。
【０１１４】
　先述の方式は、最初に試料をアッセイプレートに結合させることにより改変されてもよ
い。次いで、一次抗体がアッセイプレートとともにインキュベートされ、続いて一次抗体
に特異性を有する標識された二次抗体を用いて、結合した一次抗体の検出が行われる。
【０１１５】
　本発明の抗体組成物はイムノブロット分析またはウエスタンブロット分析において大い
に役立つと考えられる。抗体は、ニトロセルロース、ナイロン、またはこれらの組み合わ
せなどの固体支持体マトリックスに固定化されたタンパク質を同定するための高親和性の
一次試薬として使用可能である。これらを、免疫沈降、その後のゲル電気泳動と併せて、
抗原の検出に使用される二次試薬が不都合なバックグラウンドを引き起こすような抗原の
検出に用いるための単一段階試薬として、使用することができる。ウエスタンブロッティ
ングと併用するための免疫学に基づいた検出方法は、酵素標識、放射標識、または蛍光標
識された、腫瘍抑制因子に対する二次抗体を含み、この点では特に有用であると考えられ
る。
【０１１６】
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　ＩＶ．抗過剰増殖治療
　過剰増殖性疾患は、異常な、さもなければ無制限の細胞増殖を特徴とする一群の疾病で
ある。これらの疾病は概して２つのカテゴリーに、すなわち：より典型的ながん、すなわ
ち「悪性の」疾患と、それほど一般的でない良性の過剰増殖性の疾病、例えば良性前立腺
過形成、乳房の良性上皮過形成、子宮内膜増殖症、甲状腺過形成および皮膚または真皮の
上皮過形成など、に分類される。以降の議論の多くの見地はがん治療に主眼を置いている
が、適切な場合には同じ手法が良性の疾病にも同様に適用可能であると理解されるはずで
ある。
【０１１７】
　典型的には細胞数においてのみ異常である良性の疾病とは対照的に、がんとは、形成不
全であるか、新生物であるか、さもなければ不適切な増殖をなす、がん性細胞および／ま
たは形質転換細胞が対象者に存在することを指し、該細胞には例えば、新生物細胞、腫瘍
細胞、接触阻止を示さない細胞または腫瘍形成的に形質転換した細胞など（例えば黒色腫
、がん腫、例えば腺がん、扁平上皮がん、小細胞がん、燕麦細胞がんなど、肉腫、例えば
繊維肉腫、軟骨肉腫、骨肉腫など、肝臓がん、神経芽細胞腫、黒色腫、造血系悪性腫瘍、
例えばリンパ腫、白血病、骨髄腫など）が含まれるが、これらは当分野で周知であり、そ
の診断および分類の基準は確立されている。いかなる理論にも拘束されるものではないが
、レオウイルスの腫瘍崩壊特性は、悪性形質転換した細胞に対するウイルスの指向性と、
感受性を有する細胞内環境、例えば、本明細書中で定義されるように、当分野で説明され
ているようなＲａｓ活性化細胞におけるＰＫＲリン酸化の障害、または腫瘍抑制因子の機
能に欠陥を有すること、との呼応に由来する可能性がある。
【０１１８】
　Ａ．腫瘍崩壊ウイルス療法
　がんの治療における野生型レオウイルスの生産および使用に関する一定の方法について
は説明がなされている（例えば米国特許第７，３００，６５０号、同第７，１６３，６７
８号、同第７，０４９，１２７号、同第７，０１４，８４７号、同第６，９９４，８５８
号、同第６，８１１，７７５号、同第６，７０３，２３２号、同第６，５７６，２３４号
、同第６，５６５，８３１号、同第６，５２８，３０５号、同第６，４５５，０３８号、
同第６，３４４，１９５号、同第６，２６１，５５５号、同第６，１３６，３０７号およ
び同第６，１１０，４６１号、ならびに米国特許出願公開第２００６／０１６５７２４号
、同第２００６／００７３１６６号、同第２００５／０１２３５１３号、同第２００４／
０２６５２７１号、同第２００４／０１２６８６９号、同第２００４／０１０９８７８号
、同第２００２／００３７５４３号、同第２００６／００２９５９８号、同第２００５／
００２６２８９号、同第２００２／０００６３９８号および同第２００１／００４８９１
９号明細書、これらはそれぞれ全体が権利放棄を伴わずに本願に援用される）。ミキソー
マウイルス療法は、同じく援用される米国特許出願公開第２００６／０２６３３３３号明
細書に記載されている。
【０１１９】
　Ｂ．パージ療法
　本発明は、ある実施形態では、細胞集団からがん細胞を除去（パージ）する方法を提供
する。例えば、骨髄破壊的治療法によって治療される造血系がんまたは固形がんの患者は
、その後、化学療法に先立って患者から採取されたパージ済み骨髄組織を使用して、造血
幹細胞の救援を受ける場合がある。これらの実施形態では、骨髄は、造血幹細胞の損傷を
低減または排除しつつ新生細胞を除去または殺滅するために腫瘍崩壊ウイルスによる処理
を受けることができる。
【０１２０】
　細胞療法に患者自身の成体幹細胞を使用することにより、宿主免疫、移植片対宿主病お
よび倫理的問題という諸問題を回避できる可能性がある。ゆえに、ヒトの成体幹細胞は様
々な組織再生治療手段のために広く評価されてきた。しかしながら、成体幹細胞のｉｎ　
ｖｉｔｒｏでの培養増殖中に自然形質転換が生じる場合があることが報告されている（ト



(30) JP 2012-502621 A 2012.2.2

10

20

30

40

50

ラー（Ｔｏｌａｒ）ら、２００７；ロマーノ（Ｒｏｍａｎｏ）、２００５）。したがって
、移植および組織再生においてより安全に使用するために、培養増殖された成体幹細胞中
に存在する自然形質転換細胞を排除するための適切なパージ戦略が必要とされている。野
生型レオウイルスは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの自家造血幹細胞集団中に存在するがん細胞の除
去における有用性を示している（シルクマラン（Ｔｈｉｒｕｋｋｕｍａｒａｎ）ら、２０
０３；シルクマラン（Ｔｈｉｒｕｋｋｕｍａｒａｎ）ら、２００５）。弱毒化レオウイル
スおよびミキソーマウイルスを同様の方法で使用することも考えられる。本発明者らは、
本発明が現在知られているかまたは今後発見される事実上あらゆる成体幹細胞株または胚
幹細胞株と共に使用可能であると予想している。
【０１２１】
　ある実施形態では、例えば新生細胞（存在する場合）の殺滅を可能にするのに十分な時
間の後に、細胞組成物からレオウイルスを取り除くことが望ましいかもしれない。例えば
、骨髄が患者から採取され、新生細胞を破壊するためにレオウイルスで処理される場合が
あるが；患者（例えば免疫不全のがん患者）に骨髄を再注入する前に、該組成物からウイ
ルスを破壊、排除かつ／または除去することが望ましいかもしれない。これらの実施形態
では、抗ウイルス薬が細胞組成物に添加されてもよい。これらの抗ウイルス薬には、抗レ
オウイルス抗体および補体、重要なウイルス酵素の阻害剤、例えばＲＮＡ依存性ＲＮＡポ
リメラーゼ阻害剤、または、ウイルスのパッケージング、集合もしくは感染細胞からの放
出が成功するのを妨害する作用薬が挙げられる。
【０１２２】
　細胞組成物からウイルスおよび／または死細胞をさらに除去するために、細胞の洗浄お
よび／または遠心分離処理などの追加の精製ステップが使用されてもよい。これらの方法
は当分野では周知であり、望ましい種類の細胞を富化することになる方法、例えば、幹細
胞集団のような所望の細胞の正の選択を可能にする蛍光活性化細胞選別法または接着性に
基づいた方法が挙げられる。
【０１２３】
　Ｃ．併用療法
　腫瘍崩壊ウイルスによるがん細胞の選択的殺滅の有効性を増大させるために、ある実施
形態では、細胞に、化学療法剤のようなさらなる抗がん剤、放射線療法、免疫療法、ホル
モン療法、毒素治療、別の天然もしくは組換え型のウイルスを用いる治療法、または遺伝
子療法を施すことが望ましいかもしれない。
【０１２４】
　化学療法剤には、限定するものではないが、５－フルオロウラシル、ブレオマイシン、
ブスルファン、カンプトテシン、カルボプラチン、クロラムブシル、シスプラチン（ＣＤ
ＤＰ）、シクロホスファミド、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、エ
ストロゲン受容体結合作用薬、エトポシド（ＶＰ１６）、ファルネシル－タンパク質転移
酵素阻害剤、ゲムシタビン、イホスファミド、メクロレタミン、メルファラン、マイトマ
イシン、ナベルビン、ニトロソウレア（ｎｉｔｒｏｓｕｒｅａ）、プリコマイシン（ｐｌ
ｉｃｏｍｙｃｉｎ）、プロカルバジン、ラロキシフェン、タモキシフェン、タキソール、
テマゾロマイド（ｔｅｍａｚｏｌｏｍｉｄｅ）（ＤＴＩＣの水性形態）、トランスプラチ
ナ（ｔｒａｎｓｐｌａｔｉｎｕｍ）、ビンブラスチンおよびメトトレキセート、ビンクリ
スチン、またはこれらの任意の類似体もしくは誘導体が挙げられる。これらの作用薬また
は薬物は、細胞内での作用様式によって、例えば、該作用薬または薬物が細胞周期に影響
を及ぼすかどうか、またどの段階で細胞周期に影響を及ぼすかによって分類される。別例
として、作用薬は、ＤＮＡを直接架橋する能力、ＤＮＡにインターカレートする能力、ま
たは核酸合成に影響を及ぼすことにより染色体および有系分裂の異常を引き起こす能力に
基づいて特徴づけられてもよい。ほとんどの化学療法剤は、以下のカテゴリーすなわち：
アルキル化剤、代謝拮抗剤、抗腫瘍抗生物質、コルチコステロイドホルモン、有糸分裂阻
害剤、そしてニトロソウレア、ホルモン剤、混成作用薬、およびこれらの任意の類似体も
しくは誘導体に分類される。
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【０１２５】
　腫瘍崩壊療法は、がん細胞に他の作用薬が適用されるのと同時であってもよいし、数分
～数週の間隔をもって他の作用薬の適用に後続または先行してもよい。例えば、そのよう
な事例では、がん細胞、組織、器官または生物体に、弱毒化レオウイルスとほぼ同時に（
すなわち約１分未満以内に）複数の治療法を施すことが企図される。他の態様では、１ま
たは複数の作用薬が、弱毒化もしくは野生型レオウイルスの投与前もしくは投与後のうち
少なくともいずれかに、約１分、約５分、約１０分、約２０分、約３０分、約４５分、約
６０分、約２時間、約３時間、約４時間、約５時間、約６時間、約７時間、約８時間、約
９時間、約１０時間、約１１時間、約１２時間、約１３時間、約１４時間、約１５時間、
約１６時間、約１７時間、約１８時間、約１９時間、約２０時間、約２１時間、約２２時
間、約２２時間、約２３時間、約２４時間、約２５時間、約２６時間、約２７時間、約２
８時間、約２９時間、約３０時間、約３１時間、約３２時間、約３３時間、約３４時間、
約３５時間、約３６時間、約３７時間、約３８時間、約３９時間、約４０時間、約４１時
間、約４２時間、約４３時間、約４４時間、約４５時間、約４６時間、約４７時間、約４
８時間、約１日、約２日、約３日、約４日、約５日、約６日、約７日、約８日、約９日、
約１０日、約１１日、約１２日、約１３日、約１４日、約１５日、約１６日、約１７日、
約１８日、約１９日、約２０日、約２１日、約１、約２、約３、約４、約５、約６、約７
または約８週以上、およびこの中で導き出せる任意の範囲の時間以内に、またはその時間
とほぼ同時に、投与されてもよい。
【０１２６】
　弱毒化または野生型レオウイルスと１つ以上の作用薬との様々な併用レジメンが使用可
能である。そのような併用の非限定的な例を下に示すが、この例において腫瘍崩壊ウイル
スは「Ａ」であり、抗がん剤は「Ｂ」である：
　　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
　　ｉ．化学療法
　種々様々の化学療法剤が本発明に従って使用可能である。用語「化学療法」は、がんを
治療するために薬物を使用することを指す。「化学療法剤」は、がんの治療において投与
される化合物または組成物を内包するように使用される。これらの作用薬または薬物は細
胞内での作用様式によって、例えば、該作用薬または薬物が細胞周期に影響を及ぼすかど
うか、またどの段階で細胞周期に影響を及ぼすかによって分類される。別例として、作用
薬は、ＤＮＡを直接架橋する能力、ＤＮＡにインターカレートする能力、または核酸合成
に影響を及ぼすことにより染色体および有系分裂の異常を引き起こす能力に基づいて特徴
づけられてもよい。ほとんどの化学療法剤は、以下のカテゴリーすなわち：アルキル化剤
、代謝拮抗剤、抗腫瘍抗生物質、有糸分裂阻害剤、およびニトロソウレアに分類される。
【０１２７】
　［アルキル化剤］　アルキル化剤は、ゲノムＤＮＡと直接相互作用してがん細胞が増殖
するのを防止する薬物である。このカテゴリーの化学療法剤は、細胞周期のすべての期に
影響を及ぼす、すなわち期に特異的ではない作用薬に相当する。アルキル化剤は、慢性白
血病、非ホジキンリンパ腫、ホジキン病、多発性骨髄腫、ならびに乳房、肺、および卵巣
の特定のがんを治療するために施用可能である。アルキル化剤には：ブスルファン、クロ
ラムブシル、シスプラチン、シクロホスファミド（ｃｙｔｏｘａｎ（Ｒ））、ダカルバジ
ン、イホスファミド、メクロレタミン（ｍｕｓｔａｒｇｅｎ（Ｒ））およびメルファラン
が挙げられる。トログリタザオン（Ｔｒｏｇｌｉｔａｚａｏｎｅ）は、これらのアルキル
化剤のうちのいずれか１つ以上と併用してがんを治療するために使用することが可能であ
り、いくつかのアルキル化剤については以下に議論される。
【０１２８】
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　ブスルファン（ｍｙｌｅｒａｎ（Ｒ）としても知られている）は二機能性のアルキル化
剤である。ブスルファンは、化学的には１，４－ブタンジオールジメタンスルホナートと
して知られている。
【０１２９】
　ブスルファンはナイトロジェンマスタードの構造類似体ではない。ブスルファンは経口
投与のための錠剤形態で利用可能である。割線入り錠剤はそれぞれ２ｍｇのブスルファン
と非活性成分のステアリン酸マグネシウムおよび塩化ナトリウムとを含有している。
【０１３０】
　ブスルファンは、慢性骨髄性の（骨髄性、骨髄球性、顆粒球性）白血病の待期療法に適
応される。治癒的ではないが、ブスルファンは顆粒球総量を縮小し、該疾病の症状を軽減
し、患者の臨床状態を改善する。前もって治療を受けていない慢性骨髄性白血病の成人の
およそ９０％は、ブスルファンの使用後に臓器巨大症の回帰または安定化を伴う血液学的
緩解を得ることになろう。ブスルファンは、生存期間およびヘモグロビンレベルの維持に
関して脾臓の放射線治療より優れ、巨脾腫の制御においては放射線治療と同等であること
が示されている。
【０１３１】
　クロラムブシル（ｌｅｕｋｅｒａｎ（Ｒ）としても知られている）は、特定のヒト新生
物疾患に対する活性が見出されたナイトロジェンマスタード型の二機能性アルキル化剤で
ある。クロラムブシルは、化学的には４－［ビス（２－クロロエチル）アミノ］ベンゼン
ブタン酸として知られている。
【０１３２】
　クロラムブシルは経口投与のための錠剤形態で利用可能である。クロラムブシルは胃腸
管から迅速かつ完全に吸収される。０．６～１．２ｍｇ／ｋｇの単回経口投与の後、１時
間以内に最大血漿中クロラムブシルレベルに達し、元の薬物の終末相半減期は１．５時間
と見積もられる。０．１～０．２ｍｇ／ｋｇ／日もしくは３～６ｍｇ／ｍ２／日または別
例として０．４ｍｇ／ｋｇが、抗新生物治療に使用可能である。治療計画については当業
者に周知であり、本明細書中で参照される「Ｐｈｙｓｉｃｉａｎｓ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅ
ｒｅｎｃｅ」および「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ」に見出すことができる。
【０１３３】
　クロラムブシルは、慢性リンパ性（リンパ球）白血病、悪性リンパ腫、例えばリンパ肉
腫、巨大濾胞性リンパ腫およびホジキン病の治療において適応される。クロラムブシルは
上記疾患のうちいずれにおいても治癒的ではないが、臨床的に有用な緩和をもたらす場合
がある。したがって、がんの治療においてトログリタゾンと併せて使用することができる
。
【０１３４】
　シスプラチンは、転移性の精巣がんまたは卵巣がん、進行した膀胱がん、頭部がんもし
くは頚部がん、子宮頸がん、肺がんまたはその他の腫瘍のようながんを治療するために広
く使用されてきた。シスプラチンは、単独または他の作用薬との併用で、１５～２０ｍｇ
／ｍ２で５日間を３週ごとに合計３コースという臨床適用において使用される効果的な用
量を用いて使用可能である。典型的な用量は、０．５０ｍｇ／ｍ２、１．０ｍｇ／ｍ２、
１．５０ｍｇ／ｍ２、１．７５ｍｇ／ｍ２、２．０ｍｇ／ｍ２、３．０ｍｇ／ｍ２、４．
０ｍｇ／ｍ２、５．０ｍｇ／ｍ２、１０ｍｇ／／ｍ２であってよい。当然ながら、上記の
用量はすべて例示であり、上記の値の間のいかなる用量も本発明に有用であると予想され
る。
【０１３５】
　シスプラチンは経口では吸収されず、したがって、静脈内、皮下、腫瘍内または腹腔内
への注射により送達されなければならない。
　シクロホスファミドは、２Ｈ－１，３，２－オキサザホスホリン－２－アミン、Ｎ，Ｎ
－ビス（２－クロロエチル）テトラヒドロ－、２－オキシド、一水和物であり；Ｃｙｔｏ
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ｘａｎ（Ｒ）（ミード・ジョンソン（Ｍｅａｄ　Ｊｏｈｎｓｏｎ）から入手可能）；およ
びＮｅｏｓａｒ（Ｒ）（アドリア（Ａｄｒｉａ）から入手可能）と名付けられている。シ
クロホスファミドは、ジオキサン溶液中でトリエチルアミンの触媒作用下にて３－アミノ
－１－プロパノールをＮ，Ｎ－ビス（２－クロロエチル）ホスホルアミド酸ジクロリド［
（ＣｌＣＨ２ＣＨ２）２Ｎ－ＰＯＣｌ２］とともに縮合することにより調製される。この
縮合は二重縮合であってヒドロキシル基およびアミノ基の両方が関与し、従って環化をな
す。
【０１３６】
　シクロホスファミドは、他のβ－クロロエチルアミノアルキル化剤とは異なり、肝臓の
酵素によって活性化されるまでは活性のあるエチレンイモニウム型に容易には環化しない
。従って、この物質は胃腸管内では安定であり、忍容性が良好であり、かつ経口および非
経口の経路によって有効であり、局所的な発疱疹、壊死、静脈炎または疼痛さえも引き起
こさない。
【０１３７】
　成人に適した用量としては、経口では、胃腸の忍容性に応じて１～５ｍｇ／ｋｇ／日（
通常は併用で）；または１～２ｍｇ／ｋｇ／日；静脈内では、最初に４０～５０ｍｇ／ｋ
ｇを分割量で２～５日間、または１０～１５ｍｇ／ｋｇを７～１０日ごと、または３～５
ｍｇ／ｋｇを週に２回、または１．５～３ｍｇ／ｋｇ／日が挙げられる。２５０ｍｇ／ｋ
ｇ／日の用量が抗新生物薬として投与されてもよい。胃腸への副作用のため、投与には静
脈内経路が好ましい。維持中は、通常３０００～４０００／ｍｍ３の白血球総数が望まし
い。この薬物は、場合によっては、筋肉内投与、浸潤投与、または体腔内投与されてもよ
い。該薬物は、１００、２００、および５００ｍｇの注射用投与形態、ならびに２５ｍｇ
および５０ｍｇの錠剤で入手可能であり、投与のための用量の詳細については、当業者は
参照文献として本願に組み込まれる「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」第１５版、第６１章を参照されたい。
【０１３８】
　メルファランは、ａｌｋｅｒａｎ（Ｒ）、Ｌ－フェニルアラニンマスタード、フェニル
アラニンマスタード、Ｌ－ＰＡＭ、またはＬ－サルコリシンとしても知られており、ナイ
トロジェンマスタードのフェニルアラニン誘導体である。メルファランは特定のヒト新生
物疾患に対して活性を有する二機能性アルキル化剤である。メルファランは、化学的には
４－［ビス（２－クロロエチル）アミノ］－Ｌ－フェニルアラニンとして知られている。
【０１３９】
　メルファランは上記化合物の活性を有するＬ－異性体であり、ベルゲル（Ｂｅｒｇｅｌ
）およびストック（Ｓｔｏｃｋ）によって１９５３年に最初に合成された；メドファラン
として知られているＤ－異性体は、ある動物腫瘍に対してそれほど高い活性を持たず、染
色体に対する作用を生じるために必要な用量はＬ－異性体で必要とされる用量よりも多い
。ラセミ（ＤＬ－）体はメルファランまたはサルコリシンとして知られている。メルファ
ランは水に不溶であり、～２．１のｐＫａ１を有する。メルファランは経口投与のための
錠剤形態で入手可能であり、多発性骨髄腫を治療するために使用されてきた。
【０１４０】
　有効な証拠から、多発性骨髄腫患者の約３分の１～２分の１が該薬物の経口投与に対し
て好ましい応答を示すことが示唆されている。
　メルファランは上皮性卵巣がんの治療に使用されてきた。卵巣がんの治療に一般的に使
用されるあるレジメンでは、メルファランが１コースとして毎日０．２ｍｇ／ｋｇで５日
間投与されてきた。血液学的忍容性に応じて、コースは４～５週ごとに繰り返さる（スミ
ス（Ｓｍｉｔｈ）およびラトリッジ（Ｒｕｔｌｅｄｇｅ）、１９７５；ヤング（Ｙｏｕｎ
ｇ）ら、１９７８）。別例として、使用されるメルファランの用量は、０．０５ｍｇ／ｋ
ｇ／日程度の低用量でも３ｍｇ／ｋｇ／日程度の高用量でもよく、これらの用量の間の任
意の用量でもこれらの用量を上回る用量でもよい。用量の若干の変動は、治療を受ける対
象者の状態に応じて必然的に生じることになる。投与を担当する人物は、いかなる場合に
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も個々の患者にとって適切な用量を決定するものである。
【０１４１】
　［代謝拮抗剤］　代謝拮抗剤はＤＮＡおよびＲＮＡの合成を妨害する。アルキル化剤と
は異なり、代謝拮抗剤はＳ期の間に細胞周期に特異的に影響を及ぼす。同剤は、乳房、卵
巣および胃腸管の腫瘍に加えて慢性白血病を治療するために使用されてきた。代謝拮抗剤
には、５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）、シタラビン（Ａｒａ－Ｃ）、フルダラビン、
ゲムシタビン、およびメトトレキセートが挙げられる。
【０１４２】
　５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）は、５－フルオロ－２，４（１Ｈ、３Ｈ）－ピリミ
ジンジオンという化学名を有する。その作用機構は、デオキシウリジル酸をチミジル酸に
するメチル化反応を阻止することによると考えられる。したがって、５－ＦＵはデオキシ
リボ核酸（ＤＮＡ）の合成を妨げ、またそれほどではないにせよリボ核酸（ＲＮＡ）の形
成を阻害する。ＤＮＡおよびＲＮＡは細胞の分裂および増殖にとって不可欠であるので、
５－ＦＵの作用は細胞死に結びつくチミジン欠乏を引き起こすことであると考えられる。
したがって、５－ＦＵの作用は、転移がんの特徴である急速に分裂する細胞において見出
される。
【０１４３】
　［抗腫瘍抗生物質］　抗腫瘍抗生物質は抗微生物活性および細胞毒性の両方を有する。
この薬物はさらに、化学的に酵素および有糸分裂を阻害することや細胞膜を変化させるこ
とにより、ＤＮＡに干渉する。該作用薬は細胞周期特異的ではないので、細胞周期のすべ
ての期において作用する。したがって、該作用薬は様々ながんに広く使用される。抗腫瘍
抗生物質の例には、ブレオマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシ
ン（アドリアマイシン）、およびイダルビシンが含まれ、これらのうち一部については以
下に詳細に議論する。新生物の治療に臨床条件で広く使用され、これらの化合物の投与は
、アドリアマイシンについて２５～７５ｍｇ／ｍ２の範囲の用量で２１日間隔の静脈内ボ
ーラス注射から、エトポシドについて３５～１００ｍｇ／ｍ２の静脈内投与または経口投
与まで及ぶ。
【０１４４】
　塩酸ドキソルビシン、すなわち５，１２－ナフタセンジオン、（８ｓ－シス）－１０－
［（３－アミノ－２，３，６－トリデオキシ－ａ－Ｌ－リキソ－ヘキソピラノシル）オキ
シ］－７，８，９，１０－テトラヒドロ－６，８，１１－トリヒドロキシ－８－（ヒドロ
キシアセチル）－１－メトキシ－ヒドロクロリド（ヒドロキシダウノルビシン塩酸塩、ア
ドリアマイシン）は広範な抗新生物スペクトルにおいて使用される。該薬物はＤＮＡに結
合して核酸合成を阻害し、有糸分裂を阻害して染色体異常を促進する。
【０１４５】
　単独投与の場合、該薬物は甲状腺腺腫および原発性肝細胞がんの治療に用いられる第一
選択薬である。該薬物は、卵巣の腫瘍、子宮内膜の腫瘍および乳房の腫瘍、気管支原性燕
麦細胞がん、非小細胞肺がん、胃腺がん、網膜芽細胞腫、神経芽細胞腫、菌状息肉腫、膵
臓がん、前立腺がん、膀胱がん、骨髄腫、びまん性組織球性リンパ腫、ヴィルムス腫瘍、
ホジキン病、副腎腫瘍、骨原性肉腫軟部組織肉腫、ユーイング肉腫、横紋筋肉腫および急
性リンパ性白血病の治療に用いられる３１種の第一選択の併用療法の構成要素である。該
薬物は、膵島細胞がん、子宮頚がん、精巣がんおよび副腎皮質がんの治療に用いられる代
替薬物である。該薬物は免疫抑制剤でもある。
【０１４６】
　ドキソルビシンは吸収され難く、静脈内投与されなければならない。薬物動態はマルチ
コンパートメント型である。分布相は１２分および３．３時間の半減期を有する。排出半
減期は約３０時間である。４０～５０％が胆汁中に分泌される。残りのほとんどは肝臓で
代謝されて一部が活性代謝物（ドキソルビシノール）になるが、数パーセントは尿中へ排
泄される。肝臓機能障害が存在する場合は、用量は低減されるべきである。
【０１４７】
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　適切な用量は、静脈内投与、成人で、２１日間隔として６０～７５ｍｇ／ｍ２または３
週もしくは４週間隔で反復してそれぞれ連続２日もしくは３日間２５～３０ｍｇ／ｍ２ま
たは週に一度２０ｍｇ／ｍ２である。事前の化学療法もしくは新生物の骨髄浸潤によって
引き起こされた骨髄抑制が既に存在する場合、または薬物が他の骨髄造血抑制剤と併用さ
れる場合は、高齢の患者では低用量が使用されるべきである。血清ビリルビンが１．２～
３ｍｇ／ｄＬである場合、用量は５０％低減されるべきであり、３ｍｇ／ｄＬを上回る場
合は７５％低減されるべきである。生涯総用量は、正常な心機能を有する患者では５５０
ｍｇ／ｍ２、縦隔放射線照射を受けた人では４００ｍｇ／ｍ２を越えてはならない。別例
としては、４週ごとに反復してそれぞれ連続３日間の３０ｍｇ／ｍ２である。典型的な用
量は、１０ｍｇ／ｍ２、２０ｍｇ／ｍ２、３０ｍｇ／ｍ２、５０ｍｇ／ｍ２、１００ｍｇ
／ｍ２、１５０ｍｇ／ｍ２、１７５ｍｇ／ｍ２、２００ｍｇ／ｍ２、２２５ｍｇ／ｍ２、
２５０ｍｇ／ｍ２、２７５ｍｇ／ｍ２、３００ｍｇ／ｍ２、３５０ｍｇ／ｍ２、４００ｍ
ｇ／ｍ２、４２５ｍｇ／ｍ２、４５０ｍｇ／ｍ２、４７５ｍｇ／ｍ２、５００ｍｇ／ｍ２

であってよい。当然ながら、これらの用量はすべて例示であり、上記の値の間のいかなる
用量も本発明に有用であると予想される。
【０１４８】
　塩酸ダウノルビシン、すなわち５，１２－ナフタセンジオン、（８Ｓ－シス）－８－ア
セチル－１０－［（３－アミノ－２，３，６－トリデオキシ－ａ－Ｌ－リキソ－ヘキサノ
ピラノシル）オキシ］－７，８，９，１０－テトラヒドロ－６，８，１１－トリヒドロキ
シ－１０－メトキシ－、ヒドロクロリド；ｃｅｒｕｂｉｄｉｎｅ（Ｒ）とも名付けられ、
ワイエス（Ｗｙｅｔｈ）から入手可能である。ダウノルビシンはＤＮＡにインターカレー
トし、ＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼを阻害し、ＤＮＡ合成を抑制する。ダウノルビシ
ンは、核酸合成を妨げない用量で細胞分裂を抑えることができる。
【０１４９】
　他の薬物との併用では、ダウノルビシンは、成人の急性骨髄性白血病（寛解の誘導のた
め）、急性リンパ性白血病、および急性期の慢性骨髄性白血病の、第１選択の化学療法に
含まれる。経口吸収に乏しく、静脈内投与されなければならない。分布の半減期は４５分
であり、排出の半減期は約１９時間である。その活性代謝物であるダウノルビシノールの
半減期は約２７時間である。ダウノルビシンは大半が肝臓で代謝され、胆汁中へ分泌もさ
れる（およそ４０％）。用量は、肝不全または腎不全では低減されなければならない。
【０１５０】
　適切な用量は（塩基等価量）、静脈内投与、６０歳未満の成人については、４５ｍｇ／
ｍ２／日（６０歳より高齢の患者には３０ｍｇ／ｍ２）で３～４週間ごとに１日、２日も
しくは３日間、または０．８ｍｇ／ｋｇ／日で３～４週間ごとに３～６日間であり；一生
のうちに５５０ｍｇ／ｍ２を越えて投与されてはならず、ただし胸部放射線照射を受けて
いる場合は４５０ｍｇ／ｍ２しか投与されてはならず；小児については、体重に基づいた
成人用の計画が使用される場合、年齢が２歳未満であるか体表面が０．５ｍ未満でないか
ぎり２５ｍｇ／ｍ２で週に１回である。注射可能な投与形態（塩基等価量）２０ｍｇで（
２１．４ｍｇの塩酸塩に等価な塩基として）入手可能である。典型的な用量は、１０ｍｇ
／ｍ２、２０ｍｇ／ｍ２、３０ｍｇ／ｍ２、５０ｍｇ／ｍ２、１００ｍｇ／ｍ２、１５０
ｍｇ／ｍ２、１７５ｍｇ／ｍ２、２００ｍｇ／ｍ２、２２５ｍｇ／ｍ２、２５０ｍｇ／ｍ
２、２７５ｍｇ／ｍ２、３００ｍｇ／ｍ２、３５０ｍｇ／ｍ２、４００ｍｇ／ｍ２、４２
５ｍｇ／ｍ２、４５０ｍｇ／ｍ２、４７５ｍｇ／ｍ２、５００ｍｇ／ｍ２であってよい。
当然ながら、これらの用量はいずれも例示であり、上記の値の間のいかなる用量も本発明
において有用であると予想される。
【０１５１】
　マイトマイシン（ｍｕｔａｍｙｃｉｎ（Ｒ）および／またはマイトマイシンＣとしても
知られている）は、抗腫瘍活性を有することが示されているストレプトマイセス・カエス
ピトサス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃａｅｓｐｉｔｏｓｕｓ）の培養液から単離され
た抗生物質である。該化合物は熱に強く、高い融点を有し、かつ有機溶媒に溶けやすい。
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【０１５２】
　マイトマイシンは、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）の合成を選択的に阻害する。グアニン
およびシトシンの含量はマイトマイシンで誘発される架橋の程度と関連している。高濃度
の該薬物では、細胞のＲＮＡおよびタンパク質の合成も抑制される。
【０１５３】
　ヒトにおいては、マイトマイシンは静脈内投与後血清から急速に除去される。３０ｍｇ
のボーラス注射後に血清中濃度の５０％低減に必要な時間は１７分である。３０ｍｇ、２
０ｍｇ、または１０ｍｇのＩ．Ｖ．注射後、最大血清中濃度はそれぞれ２．４ｍｇ／ｍｌ
、１．７ｍｇ／ｍｌ、および０．５２ｍｇ／ｍｌであった。クリアランスは主として肝臓
での代謝によってなされるが、代謝は他の組織でも同様になされる。クリアランス速度は
最大血清中濃度に反比例するが、これは分解経路の飽和によるものと考えられる。マイト
マイシンの用量のおよそ１０％は尿中にそのまま排泄される。代謝経路が比較的低用量で
飽和するので、尿中に排泄される用量の比率は用量の増大とともに増大する。小児では、
静脈内投与されたマイトマイシンの排泄は同様である。
【０１５４】
　アクチノマイシンＤ（ダクチノマイシン）［５０－７６－０］；Ｃ６２Ｈ８６Ｎ１２Ｏ

１６（１２５５．４３）は、ＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼを阻害する抗新生物薬であ
る。該薬物は、絨毛がん、胎児性横紋筋肉腫、精巣腫瘍およびヴィルムス腫瘍の治療に用
いられる第一選択の併用療法の構成要素である。全身療法に応答しない腫瘍は、局所灌流
療法に応答する場合がある。ダクチノマイシンは放射線療法を強化する。該薬物は二次的
な（遠心性（ｅｆｆｅｒｅｎｔ））免疫抑制薬である。
【０１５５】
　アクチノマイシンＤは、一次選択の外科手術、放射線療法および他の薬物、特にビンク
リスチンおよびシクロホスファミドと併用して使用される。抗新生物活性は、ユーイング
腫瘍、カポジ肉腫および軟部組織肉腫においても示されている。ダクチノマイシンは絨毛
がんの進行症例の女性において有効な可能性がある。該薬物は、転移性精巣がんの患者に
おけるクロラムブシルおよびメトトレキセートとの併用でも一貫した応答を生じる。時に
はホジキン病および非ホジキンリンパ腫の患者において応答が観察される場合もある。ダ
クチノマイシンは、免疫学的応答、特に腎移植の拒絶反応を阻害するためにも使用されて
きた。
【０１５６】
　用量の半分はそのまま胆汁中へ、また１０％は尿中へ排泄され；半減期は約３６時間で
ある。該薬物は血液脳関門を通らない。アクチノマイシンＤは凍結乾燥された粉末（各バ
イアル中に０／５ｍｇ）として供給される。通常の日用量は１０～１５ｍｇ／ｋｇであり
；これは、５日間静脈内投与されるが；毒性の発現に遭遇しなければ、追加のコースが３
～４週間隔で行われてもよい。毎日１００～４００ｍｇの注射が１０～１４日間小児に与
えられており；他のレジメンでは、３～６ｍｇ／ｋｇ、合計１２５ｍｇ／ｋｇ、および一
週間の維持用量７．５ｍｇ／ｋｇが使用されてきた。静脈内注入のチューブ内へ薬物を投
与するほうが安全であるが、皮下反応を回避するための、バイアルから薬物を引き出すの
に使用された針を廃棄する予防策と共に、直接的な静脈注射がなされてきた。典型的な用
量は、１００ｍｇ／ｍ２、１５０ｍｇ／ｍ２、１７５ｍｇ／ｍ２、２００ｍｇ／ｍ２、２
２５ｍｇ／ｍ２、２５０ｍｇ／ｍ２、２７５ｍｇ／ｍ２、３００ｍｇ／ｍ２、３５０ｍｇ
／ｍ２、４００ｍｇ／ｍ２、４２５ｍｇ／ｍ２、４５０ｍｇ／ｍ２、４７５ｍｇ／ｍ２、
５００ｍｇ／ｍ２であってよい。当然ながら、これらの用量はいずれも例示であり、上記
の値の間のいかなる用量も本発明において有用であると予想される。
【０１５７】
　ブレオマイシンは、ストレプトマイセス・ベルチシルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　
ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｕｓ）の菌株から単離された細胞毒性のグリコペプチド抗生物質の混
合物である。ブレオマイシンの正確な作用機構は未知であるが、利用可能な証拠からは、
ＲＮＡおよびタンパク質合成の阻害はより軽度であるといういくつかの証拠を伴って、主
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な作用様式はＤＮＡ合成の阻害であると示唆されるように思われる。
【０１５８】
　マウスでは、高濃度のブレオマイシンは皮膚、肺、腎臓、腹膜およびリンパ管に見られ
る。皮膚および肺の腫瘍細胞は、造血組織で見られる低濃度とは対照的に高濃度のブレオ
マイシンを有することが分かった。骨髄に見られるブレオマイシンの低濃度は、この組織
に見られる高レベルのブレオマイシン分解酵素と関係があるかもしれない。
【０１５９】
　クレアチニン・クリアランスが毎分＞３５ｍｌの患者では、ブレオマイシンの血清また
は血漿の終末消失半減期はおよそ１１５分である。クレアチニン・クリアランスが毎分＜
３５ｍｌの患者では、血漿または血清の終末消失半減期はクレアチニン・クリアランスが
低下するにつれて指数関数的に長くなる。ヒトでは、投薬量の６０％～７０％が、活性を
有するブレオマイシンとして尿中に回収される。ブレオマイシンは筋肉内経路、静脈内経
路、または皮下経路で投与可能である。ブレオマイシンは水に溶けやすい。
【０１６０】
　ブレオマイシンは待期療法とみなされるべきである。該薬物は、単一の作用薬として、
または扁平上皮がんにおける他の承認済み化学療法剤との実績のある併用において、以下
の新生物、例えば頭頸部（口、舌、扁桃、鼻咽腔、口腔咽頭、洞、口蓋、唇縁、頬粘膜、
歯肉、喉頭蓋、喉頭を含む）、皮膚、陰茎、頚部および外陰の管理に有用であることが示
されている。該薬物はさらに、リンパ腫および精巣がんの治療にも使用されてきた。
【０１６１】
　アナフィラキシー様反応の可能性から、リンパ腫患者は最初の２回の投与量については
２ユニット以下で治療されるべきである。急性反応が生じなければ、その後は通常の投与
計画とすることができる。
【０１６２】
　ホジキン病および精巣腫瘍の好転は迅速で、２週間以内に示される。この時までに好転
が見られない場合は、好転の見込みはない。扁平上皮がんの応答はより遅く、時には何ら
かの好転が示される前に３週間も要する。
【０１６３】
　［有糸分裂阻害剤］　有糸分裂阻害剤には、細胞分裂に必要なタンパク質合成または有
糸分裂のいずれかを阻害することができる植物アルカロイドおよび他の天然物質が挙げら
れる。これらは細胞周期の特定の期の間に作用する。有糸分裂阻害剤は、ドセタキセル、
エトポシド（ＶＰ１６）、パクリタキセル、タキソール、ｔａｘｏｔｅｒｅ（Ｒ）、ビン
ブラスチン、ビンクリスチン、およびビノレルビンを含んでなる。
【０１６４】
　ＶＰ１６はエトポシドとしても知られ、主として精巣腫瘍の治療に、ブレオマイシンお
よびシスプラチンとの併用で、また肺の小細胞がんについてはシスプラチンとの併用で使
用される。ＶＰ１６は、非ホジキンリンパ腫、急性非リンパ性白血病、乳がん、および後
天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）に関連したカポジ肉腫に対しても活性を有する。
【０１６５】
　ＶＰ１６は、静脈内投与用の溶液（２０ｍｇ／ｍｌ）として、また経口用の５０ｍｇ液
体入りカプセルとして利用可能である。肺の小細胞がんについては、静脈内投与量（併用
療法の場合）は、１００ｍｇ／ｍ２程度またはわずか２ｍｇ／ｍ２ほどであってよく、慣
例的には３５ｍｇ／ｍ２で連日４日間～５０ｍｇ／ｍ２で連日５日間、も使用されている
。経口投与される時は、用量は２倍にしなければならない。従って、小細胞肺がんのため
の用量は２００～２５０ｍｇ／ｍ２程度の高用量であってもよい。精巣がんのための静脈
内投与量（併用療法の場合）は、５０～１００ｍｇ／ｍ２で連日５日間、または１００ｍ
ｇ／ｍ２を隔日で３回投与である。治療のサイクルは通常３～４週ごとに繰り返される。
薬物は、恐らくは調合物中で使用される溶媒に起因する低血圧および気管支痙攣を回避す
るために、３０～６０分間にわたる注入で徐々に投与されるべきである。
【０１６６】
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　タキソールは、アッシュ樹であるタイヘイヨウイチイ（Ｔａｘｕｓ　ｂｒｅｖｉｆｏｌ
ｉａ）の樹皮から単離された、実験により得られた抗有糸分裂剤である。タキソールはチ
ューブリンに（ビンカアルカロイドによって使用される部位とは異なる部位に）結合し、
微小管の集合を促進する。タキソールは現在臨床評価を受けているところであり；悪性黒
色腫および卵巣のがん腫に対する活性を有する。最大用量は、１日３０ｍｇ／ｍ２で５日
間、または２１０～２５０ｍｇ／ｍ２を３週ごとに１回投与である。当然ながら、これら
の用量はいずれも例示であり、上記の値の間のいかなる用量も本発明において有用である
と予想される。
【０１６７】
　ビンブラスチンは、がんおよび前がん状態の治療用にトログリタゾンとの併用で使用す
ることができる別例の植物のアクリロイド（ａｋｌｙｌｏｉｄ）である。細胞がビンブラ
スチンとともにインキュベートされると、微小管の分解が生じる。
【０１６８】
　ビンブラスチンまたはビンクリスチンの経口投与後の予想外の吸収が報告されている。
通常の臨床用量では、血漿中の各薬物のピーク濃度はおよそ０．４ｍＭである。ビンブラ
スチンおよびビンクリスチンは血漿タンパク質に結合する。該薬物は、血小板に強く集中
し、それよりは少ない程度に白血球および赤血球に集まる。
【０１６９】
　静脈内注射の後、ビンブラスチンは血漿中からの多面的なクリアランス様式を有し；分
布後、薬物はおよそ１および２０時間の半減期で血漿中から消失する。ビンブラスチンは
、肝臓中で代謝されて誘導体のデスアセチルビンブラスチンを生物学的に活性化する。投
与量のおよそ１５％は尿中にそのまま検出され、約１０％が胆汁中排泄の後に糞便中に回
収される。肝機能異常を有する患者では用量は低減されるべきである。血漿中のビリルビ
ン濃度が３ｍｇ／ｄｌ（約５０ｍＭ）以上である場合、投与量の少なくとも５０％の低減
が示唆される。
【０１７０】
　硫酸ビンブラスチンは注射用調製物として入手可能である。該薬物は静脈内投与される
が；皮下の血管外溢出に対しては特別な予防措置がとられなければならない、というのも
血管外溢出は痛みを伴う刺激および潰瘍を引き起こす可能性があるからである。該薬物は
循環不全を有する四肢には注射されるべきでない。０．３ｍｇ／ｋｇ（体重）の単回投与
の後、骨髄抑制は７～１０日でその最大に達する。適度なレベルの白血球減少（およそ細
胞３０００個／ｍｍ３）に到達しない場合、１週あたりの用量が０．０５ｍｇ／ｋｇ（体
重）きざみで徐々に増加されてもよい。精巣がんの治療を目指したレジメンでは、ビンブ
ラスチンは血球数または毒性に関係なく３週ごとに０．３ｍｇ／ｋｇの用量で使用される
。
【０１７１】
　ビンブラスチンの最も重要な臨床用途は、転移性精巣腫瘍の治癒的治療法におけるブレ
オマイシンおよびシスプラチンとの併用である。有益な応答が様々なリンパ腫（特にホジ
キン病）において報告されており、ホジキン病では症例の５０～９０％において著しい改
善が示される可能性がある。大部分のリンパ腫におけるビンブラスチンの有効性は、該疾
病がアルキル化剤に抵抗性である場合も縮小されない。該薬物は、カポジ肉腫、神経芽細
胞腫、およびレッテレル－シヴェ病（ヒスチオサイトーシスＸ）、ならびに乳がんおよび
女性の絨毛がんにおいても活性を有する。
【０１７２】
　ビンブラスチンの用量は個々の患者の必要性に応じて臨床医が決定することになる。０
．１～０．３ｍｇ／ｋｇが投与されてもよいし、１．５～２ｍｇ／ｍ２が投与されてもよ
い。別例として、０．１ｍｇ／ｍ２、０．１２ｍｇ／ｍ２、０．１４ｍｇ／ｍ２、０．１
５ｍｇ／ｍ２、０．２ｍｇ／ｍ２、０．２５ｍｇ／ｍ２、０．５ｍｇ／ｍ２、１．０ｍｇ
／ｍ２、１．２ｍｇ／ｍ２、１．４ｍｇ／ｍ２、１．５ｍｇ／ｍ２、２．０ｍｇ／ｍ２、
２．５ｍｇ／ｍ２、５．０ｍｇ／ｍ２、６ｍｇ／ｍ２、８ｍｇ／ｍ２、９ｍｇ／ｍ２、１
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０ｍｇ／ｍ２、２０ｍｇ／ｍ２が投与されてもよい。当然ながら、これらの用量はいずれ
も例示であり、上記の値の間のいかなる用量も本発明において有用であると予想される。
【０１７３】
　ビンクリスチンは有糸分裂を阻止し、中期停止を生じる。この薬物のほとんどの生物学
的活性は、該薬物がチューブリンに特異的に結合し、タンパク質が重合して微小管になる
能力を阻止するという該薬物の能力によって説明可能であるように思われる。有糸分裂装
置の微小管の破壊により、細胞分裂は中期で停止する。有糸分裂中に染色体を正確に分離
することができないと、おそらくは細胞死がもたらされる。
【０１７４】
　正常な骨髄細胞および上皮細胞についてビンクリスチンが比較的低毒性であることが、
この作用薬を並はずれた抗新生物薬としており、該薬物は他の骨髄抑制性の作用薬との併
用に含められることが多い。
【０１７５】
　ビンブラスチンまたはビンクリスチンの経口投与後に予想外の吸収が報告されている。
通常の臨床用量では、血漿中の各薬物のピーク濃度はおよそ０．４ｍＭである。
　ビンブラスチンおよびビンクリスチンは血漿タンパク質に結合する。該薬物は、血小板
に強く集中し、それよりは少ない程度に白血球および赤血球に集まる。
【０１７６】
　ビンクリスチンは、血漿中からの多面的なクリアランス様式を有し；終末半減期は約２
４時間である。該薬物は肝臓で代謝されるが、生物学的活性を有する誘導体は同定されて
いない。肝機能異常を有する患者では用量は低減されるべきである。血漿中のビリルビン
濃度が３ｍｇ／ｄｌ（約５０ｍＭ）以上である場合、投与量の少なくとも５０％の低減が
示唆される。
【０１７７】
　硫酸ビンクリスチンは静脈注射用の溶液（１ｍｇ／ｍｌ）として入手可能である。コル
チコステロイドと共に使用されるビンクリスチンは現在のところ、小児白血病の緩解をも
たらすための最適な治療であり；これらの薬物の最適な用量は、ビンクリスチンを静脈内
投与で体表面積１ｍ２につき２ｍｇとして週に１回、およびプレドニゾンを経口投与で４
０ｍｇ／ｍ２として毎日、である。ホジキン病または非ホジキンリンパ腫の成人患者には
、通常、複雑なプロトコルの一部としてビンクリスチンが投与される。ＭＯＰＰレジメン
において使用される場合、ビンクリスチンの推奨用量は１．４ｍｇ／ｍ２である。高用量
のビンクリスチンは、重篤な神経毒性を経験する可能性のある成人よりも白血病の小児に
おいて、忍容性が良好のように思われる。７日毎より高頻度またはより高用量で該薬物を
投与すると、応答率において見合った改善を伴わずに毒性症状発現を増大させるようであ
る。ビンクリスチンの静脈内投与の際の血管外溢出を回避するための予防措置も用いられ
るべきである。ビンクリスチン（およびビンブラスチン）は、同等の毒性を伴って静脈内
投与することが可能な用量より数倍高い用量で腫瘍の動脈血供給部に注入されることも可
能である。
【０１７８】
　ビンクリスチンはホジキン病およびその他のリンパ腫に有効であった。該薬物は、ホジ
キン病において単独で使用された場合ビンブラスチンよりは有効性が多少劣るが、メクロ
レタミン、プレドニゾンおよびプロカルバジンと共に使用された場合（いわゆるＭＯＰＰ
レジメン）は、進行期（ＩＩＩおよびＩＶ）のこの疾病の好ましい治療法である。非ホジ
キンリンパ腫では、ビンクリスチンは、特にシクロホスファミド、ブレオマイシン、ドキ
ソルビシンおよびプレドニゾンと共に使用された場合に有力な作用薬である。ビンクリス
チンは、リンパ性白血病ではビンブラスチンよりも有用である。様々な他の新生物、特に
ヴィルムス腫瘍、神経芽細胞腫、脳腫瘍、横紋筋肉腫、ならびに、乳房、膀胱および男女
生殖器系のがんを有する患者で有益な応答が報告されている。
【０１７９】
　使用時のビンクリスチンの用量は個々の患者の必要性に応じて臨床医が決定することに
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なる。０．０１～０．０３ｍｇ／ｋｇまたは０．４～１．４ｍｇ／ｍ２が投与されてもよ
いし、１．５～２ｍｇ／ｍ２が投与されてもよい。別例として、０．０２ｍｇ／ｍ２、０
．０５ｍｇ／ｍ２、０．０６ｍｇ／ｍ２、０．０７ｍｇ／ｍ２、０．０８ｍｇ／ｍ２、０
．１ｍｇ／ｍ２、０．１２ｍｇ／ｍ２、０．１４ｍｇ／ｍ２、０．１５ｍｇ／ｍ２、０．
２ｍｇ／ｍ２、０．２５ｍｇ／ｍ２が持続的静脈内注入として投与されてもよい。当然な
がら、これらの用量はいずれも例示であり、上記の値の間のいかなる用量も本発明におい
て有用であると予想される。
【０１８０】
　カンプトテシンは、中国の樹木であるカンレンボク（Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃａ　ａｃｕ
ｍｉｎａｔａ　Ｄｅｃｎｅ）に由来するアルカロイドである。カンプトテシンおよびその
誘導体は、「切断複合体」と名付けられた共有結合反応中間物を安定化することによりＤ
ＮＡトポイソメラーゼを阻害し、最終的には腫瘍細胞の死滅を引き起こすその能力におい
て独特である。カンプトテシン類似体は著しい抗腫瘍および抗白血病活性を示したと広く
信じられている。臨床でのカンプトテシンの適用は、重大な副作用および不十分な水溶性
が原因で制限を受けている。現在、合成または半合成のいくつかのカンプトテシン類似体
（トポテカン；イリノテカン）ががん治療に適用されており、満足な臨床効果を示してき
た。カンプトテシンの分子式はＣ２０Ｈ１６Ｎ２Ｏ４であり、分子量３４８．３６である
。カンプトテシンは黄色の粉末として提供されるが、可溶化されてＤＭＳＯ　１Ｎ水酸化
ナトリウム中５０ｍｇ／ｍｌの透明な黄色の溶液とされてもよい。乾燥した気密性の耐光
性環境中に２～８０°Ｘで保存すれれば、少なくとも２年間安定である。
【０１８１】
　［ニトロソウレア］　ニトロソウレアは、アルキル化剤と同様に、ＤＮＡ修復タンパク
質を阻害する。ニトロソウレアは、脳腫瘍に加えて非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫、
悪性黒色腫を治療するために使用される。例としてはカルマスティンおよびロムスチンが
挙げられる。
【０１８２】
　カルマスティン（無菌カルマスティン）は、ある種の新生物疾患の治療において使用さ
れるニトロソウレアのうちの１つである。カルマスティンは１，３ビス（２－クロロエチ
ル）－１－ニトロソウレアである。これは、分子量２１４．０６の、凍結乾燥された淡黄
色のフレークまたは凝固塊である。これは、アルコールおよび脂質において可溶性が高く
、水溶性に乏しい。カルマスティンは推奨されるような再構成の後に静脈内注入によって
投与される。無菌カルマスティンは、凍結乾燥物の１００ｍｇ単回量バイアルとして一般
に入手可能である。
【０１８３】
　カルマスティンがＤＮＡおよびＲＮＡをアルキル化するということでは概ね合意されて
いるが、カルマスティンは他のアルキル化剤との交差耐性はない。他のニトロソウレアが
そうであるように、カルマスティンはタンパク質中のアミノ酸のカルバモイル化によって
いくつかの重要な酵素的プロセスを阻害することも可能である。
【０１８４】
　カルマスティンは、膠芽腫、脳幹神経膠腫、メデュロブラディオーマ（ｍｅｄｕｌｌｏ
ｂｌａｄｙｏｍａ）、星状細胞腫、脳室上衣腫、および転移性脳腫瘍のような脳腫瘍にお
いて、単剤としての待期療法として、または他の承認済み化学療法剤との確立された併用
療法において適応される。さらに、多発性骨髄腫を治療するためにプレドニゾンとの併用
で使用されてきた。カルマスティンは、ホジキン病の治療および非ホジキンリンパ腫にお
いて、一次療法で治療を受けている間に再発するかまたは一次療法に応答しない患者での
他の承認薬と併用した二次療法として、有用であることが分かっている。
【０１８５】
　事前に治療を受けていない患者における単剤としてのカルマスティンの推奨用量は、６
週ごとに１５０～２００ｍｇ／ｍ２の静脈内投与である。これは単回量として投与されて
もよいし、７５～１００ｍｇ／ｍ２で連続２日間のような連日注射に分割されてもよい。
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カルマスティンが他の骨髄抑制性薬物との併用で、または骨髄予備能が枯渇した患者にお
いて使用される場合、用量はそれに応じて調節されるべきである。初回量に続く用量は、
前の用量に対する患者の血液学的応答に応じて調節されるべきである。当然理解されるこ
とであるが、本発明において、他の用量、例えば１０ｍｇ／ｍ２、２０ｍｇ／ｍ２、３０
ｍｇ／ｍ２、４０ｍｇ／ｍ２、５０ｍｇ／ｍ２、６０ｍｇ／ｍ２、７０ｍｇ／ｍ２、８０
ｍｇ／ｍ２、９０ｍｇ／ｍ２または１００ｍｇ／ｍ２が用いられてもよい。当業者は、「
Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」第１５版
第６１章を参照されたい。用量のある程度の変動は、治療される対象者の状態に依存して
必然的に生じることになる。投与を担当する人物は、いかなる場合にも、個々の患者にと
って適切な用量を決定することになる。
【０１８６】
　ロムスチンは、ある種の新生物疾患の治療に使用されるニトロソウレアのうちの１つで
ある。ロムスチンは１－（２－クロロ－エチル）－３－シクロヘキシル－１ニトロソウレ
アである。これは、組成式Ｃ９Ｈ１６ＣｌＮ３Ｏ２および分子量２３３．７１の黄色粉末
である。ロムスチンは、１０％エタノール（１ｍＬ当たり０．０５ｍｇ）および無水アル
コール（１ｍｌ当たり７０ｍｇ）に可溶である。ロムスチンは、水には比較的溶けにくい
（１ｍｌ当たり＜０．０５ｍｇ）。ロムスチンは生理的ｐＨではあまりイオン化されない
。ロムスチンカプセル剤中の非活性成分は：ステアリン酸マグネシウムおよびマンニトー
ルである。
【０１８７】
　ロムスチンがＤＮＡおよびＲＮＡをアルキル化するということでは概ね合意されている
が、ロムスチンは他のアルキル化剤との交差耐性はない。他のニトロソウレアがそうであ
るように、ロムスチンはタンパク質中のアミノ酸のカルバモイル化によっていくつかの重
要な酵素的プロセスを阻害することもできる。
【０１８８】
　ロムスチンは経口的に投与されてもよい。放射活性を有するロムスチンを３０ｍｇ／ｍ
２～１００ｍｇ／ｍ２の範囲の用量で経口投与した後、投与された放射活性の約半分が２
４時間以内に分解産物の形で排泄された。代謝産物の血清中半減期は１６時間～２日に及
ぶ。組織内濃度は静脈内投与後１５分で血漿中濃度に匹敵する。
【０１８９】
　ロムスチンは、既に適切な外科的処置かつ／または放射線治療を受けている患者におい
て、他の治療法に加えた単剤として、または、原発性および転移性脳腫瘍の両方における
他の承認済み化学療法剤とともに確立された併用療法において、有用であることが示され
ている。さらにロムスチンは、一次療法で治療を受けている間に再発するかまたは一次療
法に応答しない患者での他の承認薬と併用したホジキン病に対する二次療法において、有
効であることも分かっている。
【０１９０】
　事前に治療を受けていない患者における単剤としての成人および小児におけるロムスチ
ンの推奨用量は、６週ごとに単回経口量として１３０ｍｇ／ｍ２である。骨髄機能が損な
われている患者では、用量は６週ごとに１００ｍｇ／ｍ２に低減されるべきである。ロム
スチンが他の骨髄抑制性の薬物との併用で使用される場合、用量はそれに応じて調節され
るべきである。当然ながら、他の用量、例えば２０ｍｇ／ｍ２　３０ｍｇ／ｍ２、４０ｍ
ｇ／ｍ２、５０ｍｇ／ｍ２、６０ｍｇ／ｍ２、７０ｍｇ／ｍ２、８０ｍｇ／ｍ２、９０ｍ
ｇ／ｍ２、１００ｍｇ／ｍ２、１２０ｍｇ／ｍ２または治療を受ける患者に必要であると
臨床医が判断した上記数値の間の任意の用量が使用されてもよい。
【０１９１】
　［他の作用薬］　使用可能な他の作用薬には、Ａｖａｓｔｉｎ（Ｒ）、Ｉｒｅｓｓａ（
Ｒ）、Ｅｒｂｉｔｕｘ（Ｒ）、Ｖｅｌｃａｄｅ（Ｒ）およびＧｌｅｅｖｅｃ（Ｒ）が挙げ
られる。さらに、成長因子阻害剤および低分子キナーゼ阻害剤は本発明において同様に有
用性を有している。「Ｃａｎｃｅｒ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃ



(42) JP 2012-502621 A 2012.2.2

10

20

30

40

50

ｅ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ」（２００１）に記載されている全ての治療法が参照により
本願に組み込まれる。以下のさらなる治療法も同様に包含される。
【０１９２】
　　ｉｉ．免疫療法
　免疫療法は一般に、がん細胞を標的として破壊するための免疫エフェクターの細胞およ
び分子の使用を土台としている。免疫エフェクターは、例えば腫瘍細胞の表面上の何らか
のマーカーに特異的な抗体であってよい。抗体単独で治療のエフェクターとして役立つ場
合もあるし、抗体が、実際に細胞の殺滅を行う他の細胞を動員する場合もある。抗体はさ
らに、薬物または毒素（化学療法薬、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素
など）にコンジュゲートされて、単に目標設定を行う物質としての役割を果たすだけの場
合もある。別例として、エフェクターは、腫瘍細胞標的と直接的または間接的に相互作用
する表面分子を担持するリンパ球であってもよい。様々なエフェクター細胞には細胞毒性
Ｔ細胞およびＮＫ細胞が含まれる。
【０１９３】
　このように免疫療法は、レオウイルス療法または他の腫瘍崩壊ウイルス療法と併せて、
併用療法の一部として使用されることも考えられる。併用療法の一般的方法は以下に議論
される。一般に、腫瘍細胞は、標的化に対して適用可能な、すなわち大多数の他の細胞上
には存在しない、何らかのマーカーを有していなければならない。多くの腫瘍マーカーが
存在しており、そのいずれもが本発明との関連において標的とするのに適している可能性
がある。一般的な腫瘍マーカーには、がん胎児性抗原、前立腺特異抗原、泌尿器腫瘍関連
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
、ｅｒｂＢおよびｐ１５５が挙げられる。さらに、レオウイルスまたは別の腫瘍崩壊ウイ
ルスに感染した腫瘍細胞または他の過剰増殖性細胞は、細胞表面上にウイルス抗原を発現
することによって、該細胞が免疫系による攻撃の影響を受けやすくなるようにすることも
できる。
【０１９４】
　腫瘍壊死因子は、いくつかの種類のがん細胞を殺滅し、サイトカイン産生を活性化し、
マクロファージおよび内皮細胞を活性化し、コラーゲンおよびコラゲナーゼの産生を促進
し、炎症性メディエータであり敗血症性ショックのメディエータでもあり、ならびに異化
、発熱および睡眠を促進する、糖タンパク質である。感染性因子にはＴＮＦ産生の刺激に
よって腫瘍退縮を引き起こすものがある。有効用量で単独で使用された場合、ＴＮＦはか
なり毒性である可能性があり、そこで、最適なレジメンは恐らく他の薬物との併用でより
低用量でＴＮＦを使用することになろう。その免疫抑制作用はγインターフェロンによっ
て強化され、そのためこの併用は潜在的に危険である。ＴＮＦとインターフェロン－αと
のハイブリッドも抗がん活性を有することが見出されている。
【０１９５】
　　ｉｉｉ．ホルモン療法
　がんの治療における本明細書中に記載された方法による性ホルモンの使用。本明細書中
に記載された方法は特定のがんの治療に限定されるものではないが、ホルモンのこの使用
は乳がん、前立腺がん、および子宮内膜（子宮の内層）がんに関して有効である。これら
のホルモンの例は、エストロゲン、抗エストロゲン、プロゲステロン、およびアンドロゲ
ンである。
【０１９６】
　コルチコステロイドホルモンは、いくつかの種類のがん（リンパ腫、白血病および多発
性骨髄腫）を治療するのに役立つ。コルチコステロイドホルモンは、他の化学療法薬剤の
有効性を増大させることが可能であり、従って併用治療において頻繁に使用される。プレ
ドニゾンおよびデキサメタゾンはコルチコステロイドホルモンの例である。
【０１９７】
　　ｉｖ．放射線療法
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　放射線照射療法とも呼ばれる放射線療法は、イオン化放射線を用いたがんおよび他の疾
病の治療である。イオン化放射線は、照射されているエリアにおいて、細胞の遺伝物質に
損傷を与えることにより該細胞を傷害または破壊するエネルギーを供して、これらの細胞
が成長し続けることを不可能にする。放射線はがん細胞および正常細胞のいずれにも損傷
を与えるが、後者は自身を修復して適切に機能することができる。放射線療法は、皮膚、
舌、喉頭、脳、乳房、または頚部のがんのような局所的な固形腫瘍を治療するために使用
可能である。放射線療法はさらに、白血病およびリンパ腫（それぞれ造血細胞およびリン
パ系のがん）の治療にも使用可能である。
【０１９８】
　本発明によって使用される放射線照射療法には、限定するものではないが、γ線、Ｘ線
、または腫瘍細胞へ標的を定めた放射性同位元素の送達のうち少なくともいずれかの使用
が挙げられる。マイクロ波およびＵＶ照射のような他の形のＤＮＡ損傷要因も企図される
。これらの要因のすべてが、ＤＮＡ、ＤＮＡ先駆物質、ＤＮＡの複製および修復、ならび
に染色体の構築および維持に対して様々な損傷を与える可能性は極めて高い。Ｘ線の線量
域は、１日量５０～２００レントゲンで長期間（３～４週）から、２０００～６０００レ
ントゲンの単回量に及ぶ。放射性同位元素の線量域は広く多様であり、同位元素の半減期
、放射される放射線の強さおよび種類、ならびに新生細胞による吸収によって変化する。
【０１９９】
　放射線療法は、がん部位に投与量の放射線を直接送達するための放射標識された抗体の
使用を含むこともできる（放射免疫療法）。抗体は、抗原（免疫系によって自己と異なる
ものとして認識される物質）の存在に応答して身体によって作られる高度に特異的なタン
パク質である。腫瘍細胞の中には、腫瘍特異抗体の産生を引き起こす特異性抗原を含有す
るものがある。大量のこれらの抗体を実験室で作製して放射性物質に付着させることが可
能である（放射標識として知られている方法）。体内に導入されると、抗体は積極的にが
ん細胞を捜し出し、がん細胞は放射線の細胞殺滅（細胞毒性）作用によって破壊される。
この手法は、正常細胞に対する放射線障害のリスクを最小限にすることができる。
【０２００】
　原体照射療法は、通常の放射線療法と同じ放射線治療装置（線形加速器）を使用するが
、Ｘ線ビームの通路に金属ブロックが置かれてＸ線ビームの形状をがんの形状と一致する
ように変化させる。このことにより、より高い放射線量が確実に腫瘍に与えられる。健康
な周囲の細胞および近くの構造物が受けるのはより低い放射線量であり、したがって副作
用の可能性は低減される。多葉コリメータと呼ばれるデバイスが開発されており、該デバ
イスは金属ブロックの代わりとして使用可能である。多葉コリメータは、線形加速器に固
定されるいくつかの金属板で構成されている。放射線療法のビームを、金属ブロックを必
要とせずに治療エリアの形状にすることができるように、各層を調節することが可能であ
る。放射線治療装置の正確な位置調整は原体照射療法での治療にとって非常に重要であり
、各治療処置の初めにあなたの内部臓器の位置を検査するために特別な走査用装置が使用
されてもよい。
【０２０１】
　高解像度強度変調放射線治療も多葉コリメータを使用する。この治療の際には、治療が
なされている間に多葉コリメータの層が移動される。この方法は、治療ビームのさらによ
り正確な成形を達成するようであり、放射線療法の線量を治療エリア全体にわたって一定
とすることを可能にする。
【０２０２】
　調査研究から、原体照射療法および強度変調放射線治療は放射線療法の処置の副作用を
低減しうることが示されているが、治療エリアを極めて正確に形作ることにより、破壊さ
れている治療エリアのすぐ外側に極微のがん細胞をとどめた可能性も考えられる。このこ
とは、将来がんが再発するリスクが、上記の専門化された放射線療法技術を用いると高く
なる可能性があることを意味している。定位放射線治療は脳腫瘍を治療するために使用さ
れる。この技法は、腫瘍に達する線量は非常に高く、かつ周囲の健康な組織に影響する線
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量は非常に低いように、数多くの様々な角度からの放射線治療を行う。治療前に、放射線
療法の標的設定が正確に行われるのを確実するために、いくつかの走査像がコンピュータ
によって解析され、患者の頭部は、放射線療法を受ける間は特別に作られたフレームの中
に常に保持される。数種類の線量が与えられる。
【０２０３】
　脳腫瘍の定位放射線手術（ガンマナイフ）は、ナイフではなく、何百もの異なる角度か
らの、ガンマ放射線治療の極めて正確に標的設定されたビームを使用する。約４～５時間
を要するわずか１回の放射線療法しか要しない。この治療については、特別に作られた金
属フレームが頭部に取り付けられることになる。その後、治療が必要な正確なエリアを見
つけるためにいくつかの走査およびＸ線が実行される。放射線療法の間、患者は頭部を大
きな保護帽の中に入れて横になるが、該保護帽は、放射線治療ビームが通り抜けられるよ
うに何百もの穴部を有している。
【０２０４】
　科学者らは、放射線照射療法の有効性を増大させる方法も模索している。２種類の治験
薬が、放射線照射を受けている細胞に対するその影響について検討されている。放射線増
感剤は腫瘍細胞を損傷させる可能性が高そうであり、また、放射線防護薬は放射線の影響
から正常組織を保護する。温熱療法（熱の使用）も、組織を放射線に対して敏感にする際
の有効性について研究されている。
【０２０５】
　　ｖ．後続手術
　がん患者のおよそ６０％は何らかの種類の外科手術を受けることになるが、外科手術に
は、予防的手術、診断または病期分類の手術、治癒的手術および緩和的手術が挙げられる
。治癒的手術は、本発明の治療法、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子療法、
免疫療法または代替療法のうち少なくともいずれかのような他の治療法と併用されうるが
ん治療である。
【０２０６】
　治癒的手術には、がん組織全体またはその一部が物理的に除去、摘出、かつ／または破
壊される切除術が含まれる。腫瘍切除は、腫瘍の少なくとも一部の物理的除去を指す。腫
瘍切除に加えて、外科手術による治療には、レーザー手術、凍結手術、電気外科手術、お
よびミスコピカルに（ｍｉｓｃｏｐｉｃａｌｌｙ）管理された手術（モース術）が挙げら
れる。本発明が、表在がん、前がん、または付随量の正常組織、の除去と共に使用可能で
あることもさらに企図される。
【０２０７】
　がん性の細胞、組織、または腫瘍の全体の一部を切除すると、身体に空洞が形成される
場合がある。治療は、さらなる抗がん療法を用いた該エリアの灌流、直接注射または局所
塗布によって完了されてもよい。そのような治療は、例えば、１、２、３、４、５、６も
しくは７日ごとに、または１、２、３、４、および５週間ごとに、または１、２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１もしくは１２か月ごとに、繰り返されてもよい。これ
らの治療は同様に投与量を変化させたものであってもよい。
【０２０８】
　Ｖ．実施例
　以下の実施例は発明の好ましい実施形態を実証するために含められている。当業者には
当然のことであるが、以下の実施例において開示される技法は、本発明の実施において十
分に機能することが本発明者らによって見出された技法を表し、従って本発明の実施にと
って好適な方法を構成すると考えることができる。しかしながら、本開示に照らせば当業
者には当然のことであるが、本発明の趣旨および範囲から逸脱することなく、開示された
具体的な実施形態に数多くの変更を加え、なおも同様または類似の結果を得ることが可能
である。
【０２０９】
　実施例１：材料と方法
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　［細胞株］　ｐ５３－／－ＭＥＦ、ＢＴおよびＡＴＭが欠損しているＬ３細胞、ならび
にヒトリンパ腫ＨＢＬ２、Ｇｒａｎｔａ、Ｚ１３８Ｃ、Ｒａｊｉ、Ｒａｍｏｓ、およびＪ
ＶＭ２細胞、ならびに網膜芽細胞腫細胞株（Ｙ－７９およびＷＥＲＩ－Ｒｂ－１）はアメ
リカン・タイプ・カルチャー・コレクションから購入された。細胞は１０％ＦＢＳ中のＲ
ＰＭＩ　１６４０中で維持された。
【０２１０】
　［野生型および弱毒化レオウイルスの調製］　本研究で使用される野生型レオウイルス
Ｔ３Ｄ株は、Ｌ９２９細胞中で増殖され、前述のようにして精製された。ＨＴＲ１培養物
に由来する弱毒化レオウイルスは、ＡＶレオウイルスがＨＴ１０８０細胞およびＬ９２９
細胞において増殖されたことを除いて野生型レオウイルスの調製で使用されたのと同じ方
法によって精製された。レオウイルスはＭＯＩを５～１０として細胞に添加され、これら
は３７℃で４８～７２時間維持された。ウイルスの細胞変性効果が観察された（典型的に
は２０～３０％の細胞融解）後、ペレット化された細胞からウイルスが精製された。ウイ
ルスのＣｓＣｌ遠心分離は、ＳＷ４１ロータを使用して３５，０００ｒｐｍで７～８時間
実施された。帯状をなしたウイルスが回収され、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　Ｍｇ
Ｃｌ２および１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）に対して十分に透析された。野生型レオウイ
ルスの力価測定については、ＨＥＫ２９３細胞が６ウェルプレートに１ウェル当たり細胞
２×１０５個として播種された。３７℃で２時間の吸着の後、接種材料は除去された。そ
の後、細胞単層は１％寒天および新鮮培地で覆われた。プラークは感染の５～７日後に計
数された。
【０２１１】
　弱毒化レオウイルスの力価測定についても同じ手順に従ったが、ただし感染の５～７日
後に寒天が取り除かれ、細胞単層は、レオウイルス抗血清および二次ＦＩＴＣ抗体で免疫
染色するためにｃｙｔｏｆｉｘ／ｃｙｔｏｐｅｒｍ（ＴＭ）（ＢＤバイオサイエンス（Ｂ
Ｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ））を用いて固定／膜浸透化された。ＡＶレオウイルスプラー
クは免疫蛍光検出によって同定された。別例として、弱毒化レオウイルスについては、Ｌ
９２９細胞で標準的なプラークアッセイも実施された。感染の３日後に、ニュートラルレ
ッドとともに寒天が重層され、細胞単層は２４時間後にプラーク形成について検査された
。ＨＴ１０８０およびＨＴＲ１の感染した上清由来の弱毒化レオウイルス回収物について
、３５，０００ｒｐｍの超遠心分離を使用してウイルスがペレット化された。
【０２１２】
　［ミキソーマウイルスの調製］　合成ワクシニアウイルス初期／後期プロモータによっ
て駆動される緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）カセットの遺伝子間挿入によって作成された
ミキソーマウイルス（ローザンヌ株）のＭｙｘ－ＧＦＰが感染実験に使用された。Ｍｙｘ
－ＧＦＰは、従来述べられている（オプゲノース（Ｏｐｇｅｎｏｒｔｈ）ら、１９９２）
ようにしてＢＧＭＫ細胞で増殖されてフォーカス形成によって力価測定された。
【０２１３】
　［ＦＡＣＳ分析］　フローサイトメトリー分析については、細胞はトリプシン処理され
てｃｙｔｏｆｉｘ／ｃｙｔｏｐｅｒｍ溶液（ファーミンゲン（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）、
米国カリフォルニア州サンディエゴ）を使用して固定された。固定および膜浸透化された
細胞は、一次レオウイルス抗血清および二次ＦＩＴＣコンジュゲート型抗ウサギＩｇＧ（
セダーレーン（Ｃｅｄａｒｌａｎｅ）、カナダ国オンタリオ州）とともにインキュベート
され、次いでフローサイトメトリーにより分析された。
【０２１４】
　実施例２：結果
　［レオウイルスおよびミキソーマウイルスはｐ５３またはＡＴＭが欠損している細胞に
優先的に感染する］　腫瘍抑制遺伝子の変調が腫瘍崩壊ウイルス感受性に影響しうるかど
うか調べるために、本発明者らは、様々ながんにおいて高頻繁で突然変異しているｐ５３
およびＡＴＭがん抑制遺伝子を選択した。ｐ５３は原型的な腫瘍抑制遺伝子であって、様
々ながん細胞において最も共通して変異しており、また、がんの５０％以上がｐ５３突然
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変異を保持していることが示されている（ホワイト（Ｗｈｉｔｅ）、１９９４；モーリス
（Ｍｏｒｒｉｓ）、２００２）。ＡＴＭ（Ａｔａｘｉａ　ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ
　ｍｕｔａｔｅｄ）は、ＤＮＡ損傷に応答して活性化されるセリン・スレオニンタンパク
質キナーゼである。ＡＴＭ遺伝子のいずれのコピーも、がん体質、放射線感受性および神
経変性を特徴とする珍しい症候群である毛細血管拡張性運動失調症（Ａｔａｘｉａ－Ｔｅ
ｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ）において、機能不全である（キタガワ（Ｋｉｔａｇａｗａ）
ら、２００５）。したがって本発明者らは、腫瘍崩壊ウイルス感受性を調べるためにｐ５
３－／－ＭＥＦ（マウス胎児線維芽細胞）およびＡＴＭ欠損型のＬ３リンパ芽球様細胞（
コズローフ（Ｋｏｚｌｏｖ）ら、２００３）を使用した。図１Ａ～Ｂに示されるように、
レオウイルス（ＷＴおよびＡＶレオウイルス；キム（Ｋｉｍ）ら、２００７）およびミキ
ソーマウイルスはそれぞれ、蛍光陽性細胞（ＦＩＴＣ＋細胞またはＧＦＰ＋細胞）をＭＥ
Ｆ（ｐ５３正常）およびＢＴ（ＡＴＭ正常）の対照細胞と比較したＦＡＣＳまたは顕微鏡
検出によって示されるように、ｐ５３－／－ＭＥＦまたはＬ３（ＡＴＭ欠損）細胞に優先
的に感染した。
【０２１５】
　［レオウイルスおよびミキソーマウイルスはｐ５３またはＡＴＭが機能不全であるヒト
リンパ腫に優先的に感染する］　レオウイルスおよびミキソーマウイルスはｐ５３または
ＡＴＭ欠損細胞に優先的に感染するので、本発明者らは次に、レオウイルスおよびミキソ
ーマウイルスがｐ５３またはＡＴＭの欠損を備えたヒトリンパ腫に優先的に感染すること
ができるかどうかを調べた。本発明者らは、遺伝毒性物質の投与の際にｐ５３およびＡＴ
Ｍ依存的経路から生じる異なる細胞応答を示す６つの異なるリンパ腫（ＨＢＬ－２、Ｇｒ
ａｎｔａ、Ｚ１３８Ｃ、ＪＶＭ２、ＲａｊｉおよびＲａｍｏｓ）を試験した（図２Ａ）。
ｐ５３およびＡＴＭの機能の状態は、ＩＲ照射と、ウエスタンブロットによるｐ５３およ
びＡＴＭリン酸化の検出とによって評価された。ＢＴ（ＡＴＭ正常）およびＬ３（ＡＴＭ
欠損）はＩＲによるＡＴＭ応答性の対照として使用された。ＨＢＬ－２およびＲａｊｉは
、ｐ５３のセリン１５の構成的リン酸化によって証明されるように、遺伝毒性ストレスに
際して正常に機能しないｐ５３応答を示した（リ（Ｌｉ）ら、２００６）（図２Ａ）。Ｇ
ｒａｎｔａ細胞は、遺伝毒性ストレスに際してＡＴＭ機能不全の応答を示し、ＡＴＭはイ
オン化放射線（ＩＲ）刺激に際して活性化されない（図２Ａ）。Ｚ１３８Ｃ、ＪＶＭ２お
よびＲａｍｏｓ細胞の場合、ｐ５３およびＡＴＭの応答は、ＩＲ刺激によるｐ５３および
ＡＴＭの過剰リン酸化によって示されたように、遺伝毒性ストレスの後に正常であった（
図２Ａ）。興味深いことに、ｐ５３またはＡＴＭのうち少なくともいずれか一方が機能不
全のリンパ腫（ＨＢＬ２、ＧｒａｎｔａおよびＲａｊｉ）（ＨＢＬ－２およびＲａｊｉは
構成的なｐ５３活性化を示し、ＧｒａｎｔａはＩＲ刺激に際してＡＴＭ欠損を示した）は
、蛍光陽性細胞（ＦＩＴＣ＋またはＧＦＰ＋細胞）をＡＴＭ応答性およびｐ５３応答性の
リンパ腫（Ｚ１８３Ｃ、ＪＶＭ－２、Ｒａｍｏｓ）と比較したＦＡＣＳまたは顕微鏡検出
によって示されるように、レオウイルスおよびミキソーマウイルスの両方に優先的に感染
しやすい（図２Ｃ）。図２Ｂに示されるように、細胞のＡＴＭまたはｐ５３機能不全の応
答は、レオウイルス感受性およびミキソーマウイルス感受性の両方との関連が高い。この
ことは、ウイルス感染に対する細胞の抵抗性の確立にＡＴＭおよびｐ５３の両方が関与す
る一方で、遺伝子またはその応答経路のいずれかの異常がウイルス感受性を付与している
可能性があることを強く示している（図２Ａ）。
【０２１６】
　［網膜芽細胞腫細胞はレオウイルスおよびミキソーマウイルスに感染しやすい］　レオ
ウイルスおよびミキソーマウイルスはｐ５３およびＡＴＭ機能不全のがん細胞に優先的に
感染するので、本発明者はさらに、ＲＢに欠陥を有するがん細胞もレオウイルスおよびミ
キソーマウイルスに共に感染しやすいかどうか調べた。図３に示されるように、２つの異
なるヒト網膜芽細胞腫細胞は、蛍光陽性細胞（ＦＩＴＣ＋またはＧＦＰ＋細胞）のＦＡＣ
Ｓまたは顕微鏡検出によって示されるように、レオウイルスおよびミキソーマウイルスに
感染しやすい。いずれの細胞もＲｂ遺伝子の欠損を含有している（リード（Ｒｅｉｄ）ら
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【０２１７】
　本願において開示され、特許請求の範囲に記載された全ての方法は、本開示に照らせば
過度の実験を伴わずに作製および実行可能である。本発明の組成物および方法は好ましい
実施形態に関して説明されてきたが、当業者には当然ながら、本明細書に記載された方法
および方法のステップまたはステップの順序に対して、本発明の概念、思想および範囲か
ら逸脱することなく変更を加えることも可能である。より具体的には、化学的かつ生理学
的に関連するある種の作用物質が本明細書中に記載の作用物質の代わりに用いられつつ、
同一または同様の結果が達成されうることは明白であろう。当業者に明白なそのような同
様の代用形態および改変形態はすべて、添付の特許請求の範囲によって定義されるような
本発明の趣旨、範囲および概念の範囲内にあると考えられる。
【０２１８】
　参照文献
　以下の参考文献は、本明細書に記載されている内容を補足する例示的な手順又は他の詳
細な説明を提供する限りにおいて、本明細書中において参照により特に援用されるもので
ある。
【０２１９】
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