
(57)【要約】
本発明は、弱毒化複製可能型腫瘍退縮性ヘルペスウイルスの使用を含む、癌を防止又は処
置する方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 に お け る 癌 を 予 防 又 は 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、
対 象 か ら 腫 瘍 を 外 科 的 に 切 除 す る 工 程 ； 及 び
弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 外 科 的 切 除 の 部 位 に 投 与 す る 工 程 を 含 む
、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 癌 が 外 科 的 切 除 の 部 位 に 存 在 す る も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 癌 が 外 科 的 切 除 の 部 位 か ら 転 移 し た も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 癌 が 対 象 の リ ン パ 系 に 存 在 す る も の で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 癌 が 対 象 の リ ン パ 節 に 存 在 す る も の で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 単 純 ヘ ル ペ ス 1型 由 来 ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が NV1023で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 注 射 に よ っ て 対 象 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 治 療 用 生 成 物 を コ ー ド す る 異 種 核 酸 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 治 療 用 生 成 物 が 、 細 胞 毒 素 、 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 、 腫 瘍 抗 原 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、
及 び リ ボ ザ イ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 二 の 抗 癌 処 置 を 対 象 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 第 二 の 抗 癌 処 置 が 、 化 学 療 法 、 生 物 学 的 療 法 、 放 射 線 治 療 、 及 び 遺 伝 子 治 療 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 対 象 に お け る 癌 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス を 該 対 象 の 腫 瘍 に 注 射 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 腫 瘍 へ の ウ イ ル ス の 注 射 の 後 、 対 象 か ら 腫 瘍 を 切 除 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 14記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 外 科 的 切 除 の 部 位 に 投 与 す る 段 階 を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 単 純 ヘ ル ペ ス 1型 由 来 ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が NV1023で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 治 療 用 生 成 物 を コ ー ド す る 異 種 核 酸 分 子 を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方
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法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 治 療 用 生 成 物 が 、 細 胞 毒 素 、 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 、 腫 瘍 抗 原 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、
及 び リ ボ ザ イ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 第 二 の 抗 癌 処 置 を 対 象 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 第 二 の 抗 癌 処 置 が 、 化 学 療 法 、 生 物 学 的 療 法 、 放 射 線 治 療 、 及 び 遺 伝 子 治 療 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 外 科 的 切 除 部 位 に 投 与 す る こ と に よ っ
て 、 腫 瘍 が 外 科 的 に 切 除 さ れ て い る 患 者 に お け る 癌 の 転 移 を 予 防 又 は 処 置 す る た め に 、 薬
物 を 調 製 す る 際 の 該 ウ イ ル ス の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 単 純 ヘ ル ペ ス 1型 由 来 ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 腫 瘍 内 注 射 に よ り 対 象 に お け る 癌 を 予
防 又 は 処 置 す る 薬 物 の 調 製 に お け る 、 該 ウ イ ル ス の 使 用 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 単 純 ヘ ル ペ ス 1型 由 来 ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 領 域
　 本 発 明 は 、 癌 の 防 止 及 び 処 置 の 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 癌 の 当 社 会 に 対 す る 影 響 は 、 誇 張 し よ う が な い 。 癌 は 、 米 国 に お け る 2番 目 に 多 い 死 因
で あ り 、 そ れ を 超 え て い る の は 心 疾 患 の み で あ る 。 実 際 、 米 国 に お け る 死 亡 の 4分 の 1が 、
癌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ て い る （ American Cancer Society, Cancer Facts and Figures 
2001,New York 2001,ACS,Inc.） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 正 常 な 増 殖 調 節 メ カ ニ ズ ム が 損 な わ れ た 場 合 に 、 細 胞 は 癌 性 と な る 。 初 め 、 癌 性 細 胞 の
無 調 節 の 増 殖 は 、 そ の 細 胞 が 起 因 し た 組 織 に 制 限 さ れ て い る が 、 時 間 と と も に 、 起 源 部 位
か ら 体 内 の も う 一 つ の エ リ ア へ と 細 胞 が 蔓 延 又 は 転 移 す る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 癌 細 胞 は
、 血 管 又 は リ ン パ 管 の 壁 へ と 浸 潤 し 、 従 っ て 循 環 系 又 は リ ン パ 系 へ と 侵 入 し 、 そ こ か ら 、
も う 一 つ の 組 織 へ と 滞 留 し 、 二 次 性 の 転 移 性 腫 瘍 の 増 殖 の 種 と な る こ と が で き る 。 原 発 腫
瘍 か ら 脱 落 し た 細 胞 の う ち 実 際 に 生 存 し て い る の は 10,000分 の 1未 満 で あ る と 考 え ら れ て
い る が 、 こ の 極 一 部 の 生 存 細 胞 は 、 体 内 の 他 の 箇 所 に お い て 二 次 性 腫 瘍 の 種 と な る の に 十
分 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 癌 を 有 す る と 新 た に 診 察 さ れ る 患 者 の 約 35％ は 、 転 移 が な く 、 こ れ ら の 患 者 は 、 腫 瘍 の
局 所 的 な 処 置 、 例 え ば 手 術 又 は 放 射 線 に よ っ て 治 癒 可 能 で あ る 。 残 り の 患 者 は 、 検 出 可 能
な 転 移 を 既 に 有 し て い る か （ 約 30％ ） 、 又 は 最 終 的 に 腫 瘍 へ と 発 達 す る で あ ろ う 検 出 不 可
能 な 転 移 を 有 し て い る （ 約 35％ ） 。 こ れ ら の 患 者 の 処 置 は 、 多 く の 場 合 、 例 え ば 、 癌 細 胞
の よ う な 急 速 に 分 裂 し て い る 細 胞 の 増 殖 を 妨 害 す る 化 学 療 法 薬 の 投 与 の よ う な 、 全 身 性 の
ア プ ロ ー チ を 含 む 。 全 て の 癌 の 全 体 5年 相 対 生 存 率 は 、 わ ず か 60％ で あ り 、 こ の こ と か ら
、 転 移 が 起 こ る 前 の 腫 瘍 処 置 （ 例 え ば 、 除 去 ） を 可 能 に す る 早 期 検 出 、 及 び 癌 転 移 の 処 置
又 は 好 ま し く は 予 防 の た め の 治 療 ア プ ロ ー チ の 開 発 の 重 要 性 が 強 調 さ れ る 。
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【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 対 象 、 例 え ば ヒ ト 対 象 に お け る 癌 を 防 止 又 は 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 法
は 、 対 象 か ら 腫 瘍 を 外 科 的 に 切 除 し た 後 、 外 科 的 切 除 の 部 位 へ 、 例 え ば 注 射 に よ り 、 弱 毒
化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 投 与 す る こ と を 含 む 。 又 は 、 ウ イ ル ス は 腫 瘍
に 直 接 注 射 さ れ て も よ く 、 随 意 的 に 、 次 い で 、 腫 瘍 が 切 除 さ れ て も よ い 。 本 発 明 は 、 こ れ
ら の 方 法 を 実 施 す る た め の 薬 物 の 調 製 に お け る 弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス （ 例 え ば 、 HSV-1） の 使 用 も 含 む 。 投 与 さ れ た ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 切 除 の 部 位 に 残
存 し て い る 可 能 性 の あ る 癌 の 再 発 を 予 防 又 は 処 置 し 、 さ ら に 、 外 科 的 切 除 の 部 位 か ら 転 移
し た 可 能 性 の あ る 癌 を 予 防 又 は 処 置 す る 。 転 移 し た 癌 は 、 リ ン パ 系 、 例 え ば リ ン パ 節 に 見
出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型
（ HSV-1） 由 来 ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 NV1023が 含 ま れ る 。 随 意 的 に 、 本 発 明 の 方 法 に 従 い 投
与 さ れ る ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 例 え ば 、 細 胞 毒 素 、 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 (immunomodulator
y protein)、 腫 瘍 抗 原 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 又 は リ ボ ザ イ ム で あ り 得 る 治 療 用 生 成 物
を コ ー ド す る 異 種 核 酸 分 子 を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 は 、 第 二 （ 又 は そ れ 以 上 ） の 抗 癌 処 置 の
使 用 も 含 み 得 る 。 例 え ば 、 本 法 は 、 化 学 療 法 、 生 物 学 的 療 法 、 放 射 線 治 療 、 又 は 遺 伝 子 治
療 と 併 せ て 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 い く つ か の 利 点 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス は 、 肉 眼 的 疾 患 の 外 科 的 除 去
の 後 に 投 与 さ れ た 場 合 、 大 き な 腫 瘍 塊 で は な く 、 顕 微 鏡 的 遺 残 腫 瘍 の み を 標 的 と す る た め
、 よ り 集 中 的 な 効 率 的 な 送 達 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 下 記 の 実 験 に お い て 示 さ れ る よ う に 、
ウ イ ル ス は 、 腫 瘍 に 直 接 注 射 さ れ た 場 合 、 腫 瘍 退 縮 活 性 を 有 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法
は 、 原 発 腫 瘍 を 処 置 す る と 共 に 、 リ ン パ 行 性 転 移 を 予 防 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明
の 方 法 に 従 い 投 与 さ れ た ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 転 移 腫 瘍 細 胞 と 同 じ 経 路 を た ど り 、 従 っ て
、 転 移 性 疾 患 を 保 有 す る リ ス ク が 最 も 高 い リ ン パ 系 内 の エ リ ア 、 例 え ば リ ン パ 節 に 到 達 す
る 可 能 性 が 高 い 。 本 発 明 の 方 法 の 付 加 的 な 利 点 は 、 体 内 の 他 の 休 止 細 胞 に 影 響 を 与 え る こ
と な く 、 癌 細 胞 の よ う な 分 裂 細 胞 に お い て 複 製 し 、 従 っ て そ れ ら を 破 壊 す る 変 異 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス を 利 用 す る 点 で あ る 。 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 野 生 型 へ の 復 帰 の 可 能 性 が 排 除 さ れ
る よ う 多 重 変 異 型 で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 必 要 で あ れ ば 、 も う 一 つ の 重 要 な 予 防 措 置 が
提 供 さ れ る よ う 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 複 製 は 、 ウ イ ル ス 複 製 を 阻 止 す る ア シ ク ロ ビ ル の よ
う な 抗 ウ イ ル ス 薬 の 作 用 に よ っ て コ ン ト ロ ー ル さ れ て も よ い 。 複 製 可 能 型 ウ イ ル ス を 使 用
す る こ と の 付 加 的 な 利 点 は 、 ウ イ ル ス が 許 容 性 癌 性 組 織 に お い て 繁 殖 す る 前 に 、 極 少 量 の
腫 瘍 細 胞 の み が 最 初 に 感 染 す る 必 要 が あ る と い う 点 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 原 発 部 位
癌 再 発 及 び 局 部 リ ン パ 行 性 転 移 を 予 防 及 び 処 置 す る た め の 、 標 的 指 向 化 さ れ た 、 安 全 で 、
か つ 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 特 色 及 び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 、 図 面 、 及 び 特 許 請 求 の 範 囲 よ り
明 ら か と な ろ う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 癌 を 予 防 又 は 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 法 に お い て は 、 対 象 か ら 腫 瘍 が 外
科 的 に 除 去 さ れ 、 そ し て 切 除 の 部 位 が 弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に よ
り 処 置 さ れ る 。 又 は 、 ウ イ ル ス は 腫 瘍 に 直 接 注 射 さ れ て も よ く 、 随 意 的 に 、 次 い で 、 腫 瘍
が 切 除 さ れ て も よ い 。 前 述 の よ う に 、 そ の よ う な ウ イ ル ス は 、 非 癌 性 細 胞 に 害 を 与 え る こ
と な く 、 選 択 的 に 癌 細 胞 に お い て 複 製 し 、 従 っ て そ れ ら を 破 壊 す る 。 従 っ て 、 投 与 さ れ た
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 切 除 の 部 位 に 残 存 し て い る 顕 微 鏡 的 疾 患 を 排 除 し 、 そ れ に よ り 、 そ
の 部 位 に お け る 再 発 を 予 防 す る 。 投 与 さ れ た ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 可 能 性 の あ る 転 移 腫 瘍
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細 胞 と 同 じ 様 式 で 原 発 腫 瘍 の 部 位 か ら リ ン パ 系 へ と 侵 入 し 、 従 っ て 、 原 発 腫 瘍 部 位 か ら の
転 移 の 処 置 及 び 予 防 も 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お け る こ れ ら の ウ イ ル ス の 使 用 、 及 び
こ れ ら の 方 法 の 効 力 を 示 す 実 験 結 果 を 、 以 下 に さ ら に 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
癌
　 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 予 防 又 は 処 置 さ れ 得 る 癌 の 例 に は 、 皮 膚 （ 例 え ば 、 扁 平 上 皮 癌
、 基 底 細 胞 癌 、 又 は 黒 色 腫 ） 、 胸 部 、 結 腸 直 腸 、 前 立 腺 、 脳 及 び 神 経 系 、 頭 頸 部 、 精 巣 、
卵 巣 、 膵 臓 、 肺 、 肝 臓 （ 例 え ば 、 肝 癌 ） 、 腎 臓 、 膀 胱 、 胃 腸 、 骨 、 内 分 泌 系 （ 例 え ば 、 甲
状 腺 及 び 下 垂 体 の 腫 瘍 ） 、 並 び に リ ン パ 系 （ 例 え ば 、 ホ ジ キ ン ・ リ ン パ 腫 及 び 非 ホ ジ キ ン
・ リ ン パ 腫 ） の 癌 が 含 ま れ る 。 神 経 系 の 癌 に は 、 例 え ば 、 星 状 細 胞 腫 、 乏 突 起 細 胞 腫 、 髄
膜 腫 、 神 経 線 維 腫 、 膠 芽 腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 シ ュ ワ ン 腫 、 神 経 線 維 肉 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 及
び 髄 芽 細 胞 腫 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 処 置 さ れ 得 る 癌 の そ の 他 の 型 に は 、 線
維 肉 腫 、 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 、 中 皮 腫 、 類 表 皮 癌 、 及 び 固 形 腫 瘍 を 形 成 す る そ の 他 の 任 意 の 癌
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ウ イ ル ス
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る ウ イ ル ス は 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 科 （ Herpesviridae
） の メ ン バ ー に 由 来 す る も の で あ り 得 る 。 例 え ば 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 （ HSV-1） 由
来 ウ イ ル ス が 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る ウ イ ル ス が 由 来 し 得 る ヘ ル ペ ス 科
ウ イ ル ス の 付 加 的 な 例 は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 2型 （ HSV-2） 、 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス （
VSV） 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 、 エ プ ス タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス （ EBV） 、 ヒ ト ・ ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 6型 （ HHV-6） 、 ヒ ト ・ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 7型 （ HHV-7） 、 及 び ヒ ト ・ ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 8型 （ HHV-8） で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る ウ イ ル ス の 中 心 的 な
特 質 は 、 複 製 可 能 型 で あ り 、 従 っ て 、 悪 性 細 胞 に 感 染 し 、 そ れ ら に お い て 複 製 し 、 そ れ ら
を 溶 解 さ せ る こ と が で き る と 同 時 に 、 正 常 細 胞 に 有 害 な 影 響 を 与 え な い よ う 十 分 に 弱 毒 化
さ れ て い る 、 と い う 点 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る HSV-1由 来 ウ イ ル ス の 二 つ の 具 体 例 は 、 NV1023（ Won
gら 、 Hum.Gene Ther.12： 253-265,2001） 、 及 び 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る NV1020で あ る 。
本 発 明 に お い て 使 用 さ れ 得 る HSV-1由 来 ウ イ ル ス の 付 加 的 な 具 体 例 は 、 G207（ Yazakiら 、 C
ancer Res.55（ 21） ： 4752-4756,1995） で あ る 。 こ の ウ イ ル ス は 、 γ 34.5遺 伝 子 の 両 コ ピ
ー に 欠 失 を 有 し 、 さ ら に 、 HSVリ ボ ヌ ク レ オ チ ド 還 元 酵 素 の 大 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 イ ン フ ェ ク
テ ィ ッ ド ・ セ ル ・ プ ロ テ イ ン （ infected-cell protein） 6（ ICP6） を コ ー ド す る 遺 伝 子 で
あ る UL39に 不 活 化 挿 入 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ 得 る ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の さ ら な る 具 体 例 は 、 非 必 須 α 47遺 伝 子
（ Mavromara-Nazosら 、 J.Virol.60： 807-812,1986） 内 の 312塩 基 対 欠 失 に よ っ て G207か ら
導 出 さ れ た 多 重 変 異 型 複 製 可 能 型 HSV-1ベ ク タ ー で あ る 、 G47Δ （ Todoら 、 Proc.Natl.Acad
.Sci.U.S.A.98（ 11） ： 6396-6401,2001） で あ る 。 HSVに お い て ICP47及 び US11を コ ー ド す
る 転 写 物 は オ ー バ ラ ッ プ し て い る た め 、 α 47内 の 欠 失 に よ っ て 、 前 初 期 α 47プ ロ モ ー タ ー
の 調 節 下 に 後 期 US11遺 伝 子 が 置 か れ る よ う に な り 、 そ れ に よ り 、 γ 34.5－ 変 異 体 の 増 殖 特
性 が 増 強 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る 弱 毒 化 HSVウ イ ル ス の 付 加 的 な 例 に は 、 リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド 還 元 酵 素 を 欠 損 し て い る hrR3（ Spearら 、 Cancer Gene Ther.7（ 7） ： 1051-1059,20
00） 、 HF（ ATCC VR-260） 、 マ ッ キ ン タ イ ア （ MacIntyre） （ ATCC VR-539） 、 MP（ ATCC VR
-735） 、 HSV-2 G株 （ ATCC VR-724） 及 び MS株 （ ATCC VR-540） 、 並 び に 以 下 の 遺 伝 子 の う
ち の 1個 以 上 に 変 異 （ 例 え ば 、 不 活 化 変 異 、 欠 失 、 又 は 挿 入 ） を 有 す る 任 意 の ウ イ ル ス が
含 ま れ る ： 前 初 期 遺 伝 子 ICPO、 ICP22、 及 び ICP47（ 米 国 特 許 第 5,658,724号 ） ； γ 34.5遺
伝 子 ； リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 還 元 酵 素 遺 伝 子 ； 並 び に VP16遺 伝 子 （ 即 ち 、 Vmw65、 国 際 公 開 公
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報 第 91/02788号 、 第 96/04395号 、 及 び 第 96/04394号 ） 。 米 国 特 許 第 6,106,826号 及 び 第 6,1
39,834号 に 記 載 さ れ た ベ ク タ ー 、 並 び に そ の 他 の 複 製 可 能 型 弱 毒 化 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス も 、
本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る ウ イ ル ス の 効 果 は 、 所 望 に よ り 、 1個 以 上 の 治 療 用 生
成 物 を コ ー ド す る 異 種 核 酸 配 列 を ウ イ ル ス に 含 め る こ と に よ り 、 強 化 さ れ 得 る 。 例 え ば 、
細 胞 毒 素 、 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 （ 即 ち 、 抗 原 に 対 す る 患 者 の 免 疫 応 答 を 増 強 又 は 抑 制 す る
タ ン パ ク 質 ） 、 腫 瘍 抗 原 、 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 、 又 は リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る 核 酸 配 列
が 、 ウ イ ル ス に 含 ま れ 得 る 。 異 種 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ 得 る 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 の
例 に は 、 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン
1～ 15の い ず れ か 、 α 、 β 、 又 は γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 、 顆 粒 球 マ
ク ロ フ ァ ー ジ ・ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ ・ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ M-CS
F） 、 及 び 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G-CSF） ） 、 ケ モ カ イ ン （ 例 え ば 、 好 中 球 活 性 化 因 子
（ neutrophil activating protein） （ NAP） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ ケ モ ア ト ラ ク タ ン ト ア ン ド
ア ク チ ベ ー テ ィ ン グ フ ァ ク タ ー （ macrophage chemoattractant and activating factor）
（ MCAF） 、 RANTES、 並 び に マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 ペ プ チ ド （ macrophage inflammatory pe
ptides） MIP-1a及 び MIP-1b） 、 補 体 成 分 及 び そ れ ら の 受 容 体 、 免 疫 系 ア ク セ サ リ ー 分 子 （
例 え ば 、 B7.1及 び B7.2） 、 接 着 分 子 （ 例 え ば 、 ICAM-1、 2、 及 び 3） 、 並 び に 接 着 受 容 体 分
子 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 適 切 な 異 種 核 酸 配 列 は 、 当 業 者 に よ
っ て 容 易 に 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 異 種 核 酸 配 列 は 、 ウ イ ル ス の 制 御 配 列 の 調 節 下 に 置 か れ る よ う な 位 置 で 、 本 発 明 の 方 法
に お い て 使 用 す る た め の ウ イ ル ス に 挿 入 さ れ 得 る 。 又 は 、 異 種 核 酸 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー
も し く は エ ン ハ ン サ ー の よ う な 制 御 エ レ メ ン ト を 含 む 発 現 カ セ ッ ト の 一 部 と し て 挿 入 さ れ
得 る 。 適 切 な 制 御 エ レ メ ン ト は 、 例 え ば 、 所 望 の 組 織 特 異 性 及 び 発 現 レ ベ ル に 基 づ き 、 当
業 者 に よ っ て 選 択 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 型 特 異 的 又 は 腫 瘍 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー が 、 遺
伝 子 産 物 の 発 現 を 特 定 の 細 胞 型 に 限 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 破 壊 を
容 易 に す る た め に 腫 瘍 細 胞 に お い て 細 胞 毒 性 、 免 疫 調 節 性 、 又 は 腫 瘍 抗 原 性 の 遺 伝 子 産 物
が 産 生 さ れ る 場 合 、 特 に 有 用 で あ り 、 特 異 性 を 有 す る さ ら な る 予 防 措 置 を 提 供 す る 。 組 織
特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 使 用 に 加 え 、 本 発 明 の ウ イ ル ス の 局 所 （ 即 ち 、 切 除 部 位 内 ） 投 与 は
、 局 所 的 な 発 現 及 び 効 果 を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 腫 瘍 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 癌 の 病 因 に 基 づ き 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め 選 択 さ れ
得 る 。 腫 瘍 細 胞 に お い て 特 異 的 に 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 乳 癌 細 胞 に 特 異 的 で あ
る ス ト ロ メ ラ イ シ ン 3プ ロ モ ー タ ー （ Bassetら 、 Nature 348： 699,1990） ； 非 小 細 胞 肺 癌
細 胞 に 特 異 的 で あ る サ ー フ ァ ク タ ン ト 蛋 白 質 （ surfactant protein） Aプ ロ モ ー タ ー （ Smi
thら 、 Hum.Gene Ther.5： 29-35,1994） ； SLPI発 現 癌 腫 に 特 異 的 で あ る 分 泌 型 ロ イ コ プ ロ
テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー （ secretory leukoprotease inhibitor） （ SLPI） プ ロ モ ー タ ー （ G
arverら 、 Gene Ther.1： 46-50,1994） ； 黒 色 腫 細 胞 に 特 異 的 で あ る チ ロ シ ナ ー ゼ プ ロ モ ー
タ ー （ Vileら 、 Gene Therapy 1： 307,1994； 国 際 公 開 公 報 第 94/16557号 ； 国 際 公 開 公 報 第
93/GB1730号 ） ； 扁 平 上 皮 癌 、 神 経 膠 腫 、 及 び 胸 部 腫 瘍 の 細 胞 に 特 異 的 で あ る 上 皮 成 長 因
子 受 容 体 プ ロ モ ー タ ー （ Ishiiら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.90： 282,1993） ； 胸 部 癌 腫
細 胞 に 特 異 的 で あ る ム チ ン 様 糖 タ ン パ ク 質 （ DF3、 MUC1） プ ロ モ ー タ ー （ Abeら 、 Proc.Nat
l.Acad.Sci.U.S.A.90： 282,1993） ； 転 移 性 腫 瘍 に 特 異 的 で あ る mts1プ ロ モ ー タ ー （ Tulch
inskyら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.89： 9146,1992） ； 小 細 胞 肺 癌 細 胞 に 特 異 的 で あ る N
SEプ ロ モ ー タ ー 及 び ソ マ ト ス タ チ ン 受 容 体 プ ロ モ ー タ ー （ Forss-Petterら 、 Neuron 5： 18
7,1990； Bombardieriら 、 Eur.J.Cancer 31A： 184,1995； Kohら 、 Int.J.Cancer 60： 843,1
995） ； 膵 臓 、 胸 部 、 胃 、 卵 巣 、 及 び 非 小 細 胞 肺 の 細 胞 に 特 異 的 で あ る c-erbB-2プ ロ モ ー
タ ー （ Harrisら 、 Gene Ther.1： 170,1994） ； 乳 癌 細 胞 に 特 異 的 で あ る c-erbB-3プ ロ モ ー
タ ー （ Quinら 、 Histopathology 25： 247,1994） ； 並 び に 胸 癌 及 び 胃 癌 の 細 胞 に 特 異 的 で
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あ る c-erbB4プ ロ モ ー タ ー （ Rajkumarら 、 Breast Cancer Res.Trends 29： 3,1994） が 含 ま
れ る 。 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ 得 る 非 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 初 期 サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス （ CMV） プ ロ モ ー タ ー （ 米 国 特 許 第 4,168,062号 ） 及 び ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス ・ プ
ロ モ ー タ ー （ Nortonら 、 Mol.Cell Biol.5： 281,1985） が 含 ま れ る 。 ま た 、 HSV-1 IEプ ロ
モ ー タ ー 及 び IE4/5プ ロ モ ー タ ー の よ う な HSVプ ロ モ ー タ ー も 、 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 患 者 体 内 の 細 胞 へ ウ イ ル ス を 導 入 す る た め の 多 数 の 周 知 の 製 剤 の う ち の 任 意 の も の が 、
本 発 明 に お い て 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Remington's Pharmaceutical Sciences（ 第 18版
） A.Gennaro編 、 1990年 、 Mack Publishing Co.、 Easton、 PA参 照 ） 。 し か し な が ら 、 ウ イ
ル ス は 、 ア ジ ュ バ ン ト 又 は 担 体 を 含 む 又 は 含 ま な い 、 無 菌 生 理 食 塩 水 又 は 無 菌 緩 衝 生 理 食
塩 水 の よ う な 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 溶 液 で 単 に 希 釈 さ れ て も よ い 。 投 与 す べ き ウ イ ル ス の
量 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 得 、 例 え ば 、 投 与 が 意 図 さ れ た 患 者 の 状 態 （ 例 え ば
、 患 者 の 体 重 、 年 齢 、 及 び 全 身 状 態 ） 、 投 与 方 式 、 並 び に 製 剤 の 型 の よ う な 要 因 に 依 存 す
る 。 一 般 に 、 例 え ば 、 約 10 1 ～ 10 1 0 プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） 、 例 え ば 、 5× 10 4 ～ 1× 10 6 pf
u、 例 え ば 、 1× 10 5 ～ 4× 10 5 pfuの 有 効 用 量 が 投 与 さ れ る が 、 最 も 有 効 な 範 囲 は 、 当 業 者 に
よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 得 る よ う に 、 患 者 に よ っ て 変 動 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ウ イ ル ス は 、 手 術 部 位 の 閉 鎖 の 前 又 は 後 に 、 患 者 に お け る 外 科 的 切 除 の 部 位 に 、 例 え ば
、 原 発 腫 瘍 の 切 除 後 の 手 術 野 へ の 直 接 的 な 注 射 に よ っ て 、 投 与 さ れ る 。 又 は 、 前 述 の よ う
に 、 ウ イ ル ス は 、 腫 瘍 に 直 接 注 射 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 単 独 の 治 療 剤 と し て 複 製 可 能 型 弱 毒 化 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 利 用 す る こ
と も で き る し 、 又 は 、 こ れ ら の 薬 剤 は 、 他 の 抗 癌 処 置 と 組 み 合 わ せ ら れ て 使 用 さ れ て も よ
い 。 使 用 さ れ 得 る 付 加 的 な 療 法 の 例 に は 、 化 学 療 法 、 生 物 学 的 療 法 、 遺 伝 子 治 療 、 放 射 線
治 療 、 ア ン チ セ ン ス 療 法 、 及 び 血 管 形 成 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ア ン ジ オ ス タ チ ン 、 エ ン ド ス タ
チ ン 、 及 び イ コ ン （ icon） ） の 使 用 を 含 む 療 法 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 複 製 可
能 型 弱 毒 化 ヘ ル ペ ス と 共 に 使 用 す る た め の こ れ ら の 型 の 療 法 の 選 択 は 、 当 業 者 に よ っ て 容
易 に 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る 化 学 療 法 剤 の 具 体 例 は 、 以 下 の よ う に 提 供 さ れ る 。
こ れ ら の 化 合 物 は 、 例 え ば 、 ア ル キ ル 化 剤 、 抗 腫 瘍 性 抗 生 物 質 、 代 謝 拮 抗 薬 、 及 び 天 然 起
源 の 誘 導 体 を 含 む い く つ か の 異 な る カ テ ゴ リ に 分 類 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ
れ 得 る ア ル キ ル 化 剤 の 例 に は 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ム
ブ シ ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ 即 ち 、 サ イ ト キ サ ン （ cytoxan） ） 、 ダ カ
ル バ ジ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ロ ム ス チ ン 、 メ コ ラ レ タ ミ ン （ mecholarethamine） 、 メ ル フ
ァ ラ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、 及 び チ オ テ パ が 含 ま れ ； 抗 腫 瘍 性 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 、 イ ダ
ル ビ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン （ 例 え ば 、 マ イ ト マ イ シ ン C） 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ペ ン ト ス
タ チ ン 、 及 び プ リ カ マ イ シ ン が 含 ま れ ； 代 謝 拮 抗 薬 の 例 に は 、 フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン
、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 フ ロ キ シ ウ リ ジ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル （ 例
え ば 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル （ 5FU） ） 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 メ ル カ プ ト プ リ
ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 及 び チ オ グ ア ニ ン が 含 ま れ ； そ し て 、 天 然 起 源 の 誘 導 体 の 例 に は
、 ド セ タ キ セ ル 、 エ ト ポ シ ド 、 イ リ ノ テ カ ン 、 パ ク リ タ ク セ ル 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト ポ テ カ ン
、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 タ モ キ
シ フ ェ ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 及 び ミ ト タ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る 生 物 学 的 療 法 に は 、 腫 瘍 抗 原 、 抗 体 、 サ イ ト カ イ ン
（ 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 、 顆 粒 球 マ ク ロ
フ ァ ー ジ ・ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ ・ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ M-CSF）
、 及 び 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G-CSF） ） 、 ケ モ カ イ ン 、 補 体 成 分 、 補 体 成 分 受 容 体 、
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免 疫 系 ア ク セ サ リ ー 分 子 、 接 着 分 子 、 並 び に 接 着 分 子 受 容 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分
子 の よ う な 免 疫 調 節 分 子 の 投 与 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 本 発 明 の 方 法 は 、 一 部 、 下 記 の 実 験 結 果 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
実 験 結 果
概 要
　 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 確 立 さ れ た 腫 瘍 に 直 接 送 達 さ れ た 場 合 、 動 物 モ デ ル に
お け る 有 意 な 抗 腫 瘍 効 果 を 有 す る 。 リ ン パ 行 性 転 移 は 、 多 く の 腫 瘍 型 で 一 般 的 に 起 こ る 。
こ の 研 究 は 、 直 接 注 射 に よ り 原 発 腫 瘍 を 処 置 す る た め の 、 そ し て 原 発 癌 の 部 位 か ら の リ ン
パ 液 が 流 入 す る リ ン パ 節 の 転 移 性 腫 瘍 を 処 置 す る た め リ ン パ 系 を 通 っ て 移 動 さ せ る た め の
、 弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ NV1023） の 使 用 を 検 討 す る 。 正 常
な リ ン パ 液 流 入 パ タ ー ン を 決 定 す る た め 、 イ ソ ス ル フ ァ ン ・ ブ ル ー 色 素 を マ ウ ス 耳 介 に 注
射 し 、 同 側 頚 部 リ ン パ 節 群 の 一 貫 し た 青 色 染 色 を 証 明 し た 。 X-gal組 織 化 学 及 び ウ イ ル ス
・ プ ラ ー ク ・ ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 、 NV1023の 耳 介 注 射 は 、 こ れ ら の リ ン パ
節 へ の ウ イ ル ス の 移 動 を も た ら し た 。 SCC VII細 胞 系 を 使 用 し て 、 お よ そ 20％ の 頚 部 リ ン
パ 節 転 移 の 罹 患 率 を 有 す る 新 規 の 耳 介 扁 平 上 皮 癌 マ ウ ス モ デ ル を 、 開 発 し た 。 耳 介 SCC VI
I腫 瘍 の 切 除 後 の 手 術 野 へ の NV1023の 送 達 に よ っ て 、 頚 部 リ ン パ 節 内 の 転 移 性 SCC VII細 胞
に ウ イ ル ス を 感 染 さ せ る こ と が で き た 。 7週 間 の 追 跡 の 後 、 NV1023処 理 に よ る 、 有 意 に 増
強 さ れ た 局 所 局 部 （ locoregional） コ ン ト ロ ー ル （ p＜ .05、 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 法 ） 及 び
無 疾 患 生 存 率 （ disease free survival） （ p＜ .05、 ロ グ ラ ン ク 検 定 ） が 明 白 で あ っ た 。
こ の 研 究 は 、 外 科 的 切 除 後 の 原 発 腫 瘍 部 位 へ の NV1023の 送 達 が 、 原 発 部 位 再 発 及 び 局 部 節
転 移 の 両 方 を 減 少 さ せ る こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
リ ン パ 節 流 入 パ タ ー ン
　 こ の 解 剖 学 的 部 位 の 正 常 流 入 リ ン パ 節 を 同 定 す る た め 、 イ ソ ス ル フ ァ ン ・ ブ ル ー 色 素 （
100μ l） を 左 後 耳 介 の 基 部 に 注 射 し た 。 全 て の 症 例 （ n＝ 5） に お い て 、 外 頸 静 脈 及 び 唾 液
腺 組 織 に 隣 接 し て い る 1～ 3同 側 頚 部 リ ン パ 節 群 に 、 強 い 青 色 色 素 が 可 視 で あ っ た 。 こ れ ら
の 頚 部 リ ン パ 節 は 、 耳 介 領 域 に 対 す る 主 要 流 入 節 と し て 一 貫 し て 同 定 さ れ た （ 図 1A及 び 1B
） 。 対 側 頚 部 リ ン パ 節 及 び 胸 鎖 乳 突 筋 の 深 側 の 同 側 節 は 、 い ず れ の 動 物 に お い て も 青 色 に
染 色 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
SCC VII耳 介 － 頚 部 転 移 モ デ ル
　 頚 部 リ ン パ 行 性 転 移 の モ デ ル を 開 発 す る た め 、 SCC VII腫 瘍 を 、 マ ウ ス の 左 耳 介 に 移 植
し 、 頚 部 リ ン パ 節 の 顕 微 鏡 的 播 種 （ seeding） を 可 能 に す る た め 、 最 大 寸 法 13～ 18mmに ま
で 増 殖 さ せ た 。 こ れ ら の 耳 介 腫 瘍 の 増 殖 は 、 有 意 な 病 的 状 態 を 引 き 起 こ さ ず 、 摂 食 も 呼 吸
も 損 な わ な か っ た 。 次 い で 、 原 発 部 位 病 的 状 態 を コ ン ト ロ ー ル し 、 生 存 を 延 長 さ せ 、 そ の
後 の 触 診 可 能 な 頚 部 節 転 移 の 発 達 を 許 容 す る た め 、 耳 介 腫 瘍 を 切 除 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 C3H/HeJマ ウ ス に お け る 耳 介 SCC VII腫 瘍 の 移 植 及 び 切 除 に よ っ て 、 こ れ ら の 動 物 の お よ
そ 20％ が 、 以 後 2週 間 以 内 に 、 同 側 の 首 に 触 診 可 能 な 腺 症 を 発 症 し た （ 図 1C及 び 1D） 。 一
般 に ＞ 8mmの 寸 法 で あ っ た 触 診 可 能 な 節 の 症 例 に お い て 、 組 織 学 的 調 査 に よ っ て 、 転 移 性
扁 平 上 皮 癌 の 存 在 を 確 認 し た 。 切 除 さ れ た リ ン パ 節 の 組 織 学 的 調 査 は 、 転 移 性 SCC VII細
胞 が 、 リ ン パ 節 の 被 膜 下 洞 に 沈 着 し た 後 、 進 行 性 に 節 実 質 に 浸 潤 し 、 節 構 造 全 体 に 取 っ て
代 わ る こ と を 証 明 し た （ 図 2A及 び 2B） 。 原 発 耳 介 腫 瘍 切 除 の 部 位 に お け る 原 発 部 位 再 発 は
、 症 例 の お よ そ 10％ に 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
耳 介 か ら 頚 部 リ ン パ 節 へ の ウ イ ル ス 移 動
　 非 腫 瘍 保 持 動 物 の 左 耳 介 に NV1023を 注 射 し 、 24時 間 目 及 び 48時 間 目 に X-gal染 色 細 胞 に
関 し て 同 側 流 入 リ ン パ 節 を 組 織 学 的 に 調 査 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 退 縮 性 ウ イ ル ス が 耳 介 か
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ら 流 入 頚 部 リ ン パ 節 へ と 移 行 し 得 る こ と が 証 明 さ れ た 。 24時 間 目 、 陽 性 X-gal染 色 が 、 同
側 頚 部 リ ン パ 節 に 存 在 し た （ 図 3A） 。 青 色 に 染 色 さ れ た 細 胞 は 、 低 密 度 で 、 散 在 し て い る
傾 向 が あ っ た 。 48時 間 目 に は 、 大 部 分 の 同 側 流 入 節 が 、 青 色 細 胞 に 関 し て 陰 性 で あ っ た 。
24時 間 目 及 び 48時 間 目 い ず れ に お い て も 、 対 側 リ ン パ 節 は 、 X-gal染 色 細 胞 に 関 し て 陰 性
で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ウ イ ル ス の 耳 介 か ら 頚 部 リ ン パ 節 へ の 移 動 が 成 功 し た こ と を 、 GFP発 現 NV1066ウ イ ル ス
を 使 用 す る こ と に よ り さ ら に 確 認 し た 。 NV1066を 左 後 耳 介 に 注 射 し 、 頚 部 リ ン パ 節 を 24時
間 後 に 採 集 し た 。 同 側 頚 部 リ ン パ 節 の 蛍 光 顕 微 鏡 検 に よ り 、 NV1066感 染 細 胞 の 存 在 を 反 映
す る 、 低 密 度 の 散 在 し た 緑 色 蛍 光 の 存 在 が 証 明 さ れ た （ 図 3B及 び 3C） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ウ イ ル ス ・ プ ラ ー ク ・ ア ッ セ イ に よ っ て 、 流 入 リ ン パ 節 か ら 回 収 可 能 な ウ イ ル ス ・ プ ラ
ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の 数 も 決 定 し た 。 NV1023の 耳 介 ウ イ ル ス 注 射 後 10分 目 に 切 除 さ れ た
流 入 リ ン パ 節 は 、 節 組 織 1グ ラ ム 当 た り お よ そ 5000ウ イ ル ス pfuを 与 え た 。 耳 介 ウ イ ル ス 注
射 後 24時 間 目 に 切 除 さ れ た 同 側 節 、 又 は 10分 目 も し く は 24時 間 目 の い ず れ か に 切 除 さ れ た
対 側 リ ン パ 節 か ら は 、 生 ウ イ ル ス が 回 収 さ れ な か っ た 。 癌 を 保 持 し て い な い 動 物 の リ ン パ
に お け る 、 こ の 一 過 性 の 低 密 度 の ウ イ ル ス の 出 現 は 、 非 癌 性 組 織 に 対 し て は 限 定 さ れ た 感
染 性 を 有 す る よ う 設 計 さ れ た ウ イ ル ス か ら 予 想 さ れ る 通 り の も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
SCC VII耳 介 腫 瘍 の ウ イ ル ス 療 法
　 確 立 さ れ た SCC VII腫 瘍 に 対 す る NV1023の イ ン ビ ボ 効 力 を 決 定 す る た め 、 確 立 さ れ た 耳
介 腫 瘍 へ 3回 の 連 続 的 な 用 量 と し て NV1023を 注 射 し 、 そ の 後 の 腫 瘍 寸 法 を 記 録 し た 。 NV102
3に よ り 処 理 さ れ た 動 物 の 平 均 腫 瘍 体 積 は 、 対 照 と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し た （ 7日 目 に お い
て p＜ .0001、 t検 定 、 図 4） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
SCC VII頚 部 転 移 の ウ イ ル ス 療 法
　 NV1023を 、 確 立 さ れ た 耳 介 SCC VII腫 瘍 の 切 除 後 に 手 術 野 へ と 送 達 し た 。 ウ イ ル ス 送 達
後 24時 間 目 に 、 首 の 検 査 、 頚 部 節 切 除 、 及 び 両 側 節 群 の 組 織 学 的 調 査 を 動 物 に 実 施 し た 。
X-gal染 色 に よ っ て 、 リ ン パ 節 内 の 青 色 染 色 転 移 性 SCC VII沈 着 物 の 存 在 が 明 ら か と な っ た
（ 図 5A及 び 5B） 。 X-gal染 色 は 、 隣 接 正 常 リ ン パ 球 及 び 転 移 性 SCC VII細 胞 の な い リ ン パ 節
に お い て は 最 小 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 耳 介 腫 瘍 の 切 除 後 の 、 PBS（ n＝ 28） 又 は NV1023（ n＝ 28） の い ず れ か に よ る 手 術 野 処 理
を 比 較 す る こ と に よ り 、 生 存 率 実 験 を 実 施 し た 。 そ の 後 、 動 物 を 、 原 発 （ 耳 介 ） 再 発 又 は
局 部 （ 頚 部 ） 転 移 の 発 達 の い ず れ か に 関 し て モ ニ タ リ ン グ し た 。 15日 目 、 PBS処 理 群 の 平
均 頚 部 節 体 積 （ 440mm 3 ） は 、 NV1023処 理 群 の そ れ （ 98mm 3 ） よ り 大 き か っ た 。 PBSを 受 け 取
っ た 動 物 28匹 の う ち 3匹 （ 10.7％ ） が 、 耳 介 切 除 部 位 に お け る 原 発 部 位 再 発 を 発 症 し 、 5匹
（ 17.9％ ） が 、 同 側 の 首 に お け る 触 診 可 能 な 節 転 移 を 発 症 し 、 局 所 局 部 失 敗 は 合 計 8匹 （ 2
8.6％ ） で あ っ た 。 NV1023を 受 け 取 っ た 動 物 28匹 の う ち 1匹 （ 3.6％ ） が 原 発 部 位 再 発 を 発
症 し 、 1匹 （ 3.6％ ） が 触 診 可 能 な 節 転 移 を 発 症 し 、 局 所 局 部 失 敗 は 合 計 2匹 （ 7.1％ ） で あ
っ た 。 原 発 部 位 再 発 及 び 節 転 移 の 両 方 が 同 一 動 物 に 起 こ る 例 は 、 存 在 し な か っ た 。 い ず れ
の 群 に も 、 遠 位 転 移 の 証 拠 は 存 在 し な か っ た 。 NV1023処 理 群 は 、 PBS処 理 対 照 群 と 比 較 し
て 有 意 に 増 強 さ れ た 局 所 局 部 コ ン ト ロ ー ル 率 （ p＜ .05、 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 法 ） を 示 し た
。 7週 間 の 追 跡 期 間 に よ り 、 NV1023処 理 群 の 無 疾 患 生 存 率 は 、 有 意 に 増 強 さ れ た （ p＜ .05
、 ロ グ ラ ン ク 検 定 ） （ 図 7） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 NV1023投 与 に 起 因 す る 病 的 状 態 の 証 拠 も 、 存 在 し な か っ た 。 ウ イ ル ス で 処 理 さ れ た 動 物
の い ず れ に お い て も 、 有 意 な 体 重 減 少 、 粘 膜 も し く は 皮 膚 の 潰 瘍 、 神 経 毒 性 、 又 は そ の 他
の 毒 性 は 検 出 さ れ な か っ た 。 耳 介 切 開 部 位 は 、 全 て 、 手 術 野 へ の NV1023投 与 の 後 、 迅 速 か
つ 完 全 な 創 傷 治 癒 を 示 し た 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
材 料 及 び 方 法
細 胞 系
　 マ ウ ス SCC VII細 胞 系 は 、 C3H/HeJマ ウ ス か ら 自 然 発 生 し た 皮 膚 扁 平 上 皮 癌 で あ る 。 SCC 
VII（ H.Suit、 Harvard University） は 、 18時 間 と い う 推 定 倍 化 時 間 を 有 す る 急 速 に 分 裂
す る 細 胞 系 で あ る （ Fuら 、 Int.J.Radiat.Oncol.Biol.Phys.10： 1473-1478,1984； O'Malle
yら 、 Arch.Otolaryngol.Head Neck Surg.123： 20-24,1997） 。 SCC VII細 胞 は 、 標 準 的 な
細 胞 培 養 条 件 で 10％ FCSを 含 有 し て い る MEMの 中 で イ ン ビ ト ロ で 増 殖 さ せ た 。 ウ イ ル ス ・ プ
ラ ー ク ・ ア ッ セ イ の た め の ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 （ Vero） 細 胞 も 、 標 準 的 な 細 胞 培 養 条
件 で 10％ FCSを 含 有 し て い る MEMの 中 で 増 殖 さ せ た （ American Type Culture Collection,M
anassas,VA） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ウ イ ル ス
　 NV1023は 、 弱 毒 化 複 製 可 能 型 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ り 、 そ の 構 築 は 、 以 前 に
詳 細 に 記 載 さ れ て い る （ Wongら 、 Hum.Gene Ther.12： 253-265,2001） 。 NV1023は 、 U L / S ジ
ャ ン ク シ ョ ン 内 に 非 機 能 性 の 5.2kbの HSV-2 DNAの 断 片 を 保 持 し て い る 。 こ の HSV-2断 片 は
、 最 初 は 、 ヘ ル ペ ス ・ ワ ク チ ン と し て の 可 能 性 の あ る 適 用 を 広 げ る た め 、 NV1020（ R7020
） ウ イ ル ス に 挿 入 さ れ 、 そ れ か ら 、 NV1023が 導 出 さ れ た （ Meignierら 、 J.Infect.Dis.158
： 602-614,1988） 。 NV1023は 、 1コ ピ ー の γ 1 34.5神 経 毒 性 遺 伝 子 及 び UL56遺 伝 子 を 欠 失 さ
せ る 、 逆 位 反 復 U L / S ジ ャ ン ク シ ョ ン 内 の 15キ ロ 塩 基 の 欠 失 に よ っ て 弱 毒 化 さ れ て い る 。 NV
1023は 、 感 染 の マ ー カ ー と し て 用 い る た め の 、 US10-12遺 伝 子 座 に 挿 入 さ れ た 大 腸 菌 β －
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ LacZ） 遺 伝 子 も 含 有 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 NV1020（ Medigene Inc.,San Diego,CA） は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 （ HSV-1） の 弱 毒
化 複 製 可 能 型 誘 導 体 で あ る （ Delmanら 、 Hum.Gene Ther.11： 2465-2472,2000） 。 NV1020は
、 Dr.B.Roizmanよ り 入 手 さ れ た 候 補 HSV-1/2ワ ク チ ン 株 R7020か ら の 未 選 択 ク ロ ー ン 性 誘 導
体 で あ る （ Meignerら 、 J.Infect.Dis.158： 602-614,1998） 。 NV1020の 構 造 は 、 HSV-1ゲ ノ
ム に お い て 通 常 は 二 倍 体 で あ る 以 下 の 遺 伝 子 の 1コ ピ ー の み を 残 す 、 内 部 反 復 領 域 を 包 含
し て い る 15キ ロ 塩 基 の 欠 失 を 特 徴 と す る ： ICP0、 ICP4、 潜 伏 関 連 転 写 物 （ latency associ
ated transcripts） （ LAT） 、 及 び 神 経 毒 性 遺 伝 子 γ 1 34.5。 い く つ か の 糖 タ ン パ ク 質 遺 伝
子 を コ ー ド す る HSV-2 DNAの 断 片 が 、 こ の 欠 失 領 域 に 挿 入 さ れ た 。 さ ら に 、 700塩 基 対 の 欠
失 は 、 オ ー バ ラ ッ プ し て い る U L 24遺 伝 子 の 転 写 物 の 発 現 も 防 止 す る 、 内 因 性 チ ミ ジ ン キ ナ
ー ゼ （ TK） 遺 伝 子 座 を 包 含 し て い る 。 HSV-1 TK遺 伝 子 の 外 因 性 コ ピ ー が 、 α 4プ ロ モ ー タ
ー の 調 節 下 に 挿 入 さ れ た 。 ウ イ ル ス は 、 Vero細 胞 に お い て 繁 殖 さ せ 、 細 胞 画 分 か ら ウ イ ル
ス を 放 出 さ せ る た め に 凍 結 解 凍 溶 解 に よ っ て 採 集 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 遠 心 分 離 に よ っ て 清
浄 化 し 、 ウ イ ル ス 力 価 を プ ラ ー ク ・ ア ッ セ イ に よ っ て Vero細 胞 に お い て 決 定 し た 。 ウ イ ル
ス 調 製 物 は 、 全 て 、 D-PBS-10％ グ リ セ リ ン 中 に 製 剤 化 し 、 -80℃ で 保 管 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
動 物
　 動 物 に お け る 手 順 は 、 全 て 、 メ モ リ ア ル ・ ス ロ ー ン － ケ タ リ ン グ 研 究 所 の 動 物 の 管 理 及
び 使 用 に 関 す る 委 員 会 （ Memorial Sloan-Kettering Institutional Animal Care and Use
 Committee） に よ っ て 承 認 さ れ た 。 イ ソ ス ル フ ァ ン ・ ブ ル ー 色 素 、 SCC VII腫 瘍 細 胞 、 及
び NV1023又 は NV1066ウ イ ル ス の 注 射 の た め 、 6週 齢 雄 C3H/HeJマ ウ ス （ Jackson Laboratory
,Bar Harbor,ME） に 、 吸 入 メ ト キ シ フ ル レ ン に よ る 麻 酔 を 施 し た 。 耳 介 腫 瘍 の 外 科 的 切 除
の 前 に は 、 各 動 物 に 、 ケ タ ミ ン （ 70μ g） 及 び キ シ ラ ジ ン （ 20μ g） を 含 む 滅 菌 水 100μ lの
腹 腔 内 注 射 を 与 え た 。 動 物 は 、 CO 2 吸 入 に よ っ て 屠 殺 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
リ ン パ 節 流 入 パ タ ー ン
　 耳 介 領 域 の 正 常 リ ン パ 液 流 入 パ タ ー ン は 、 C3H/HeJマ ウ ス （ n＝ 5） の 後 左 耳 介 の 基 部 へ 1
％ イ ソ ス ル フ ァ ン ・ ブ ル ー 色 素 （ 100μ l） を 注 射 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 注 射 後 2分 目
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に マ ウ ス を 屠 殺 し 、 そ れ ら の 首 を 外 科 的 に 検 査 し 、 流 入 頚 部 節 を 青 色 色 素 の 存 在 に よ っ て
視 覚 的 に 同 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
SCC VII耳 介 － 頚 部 転 移 モ デ ル の 開 発
　 新 規 の マ ウ ス 扁 平 上 皮 癌 頭 頸 転 移 モ デ ル を 開 発 し た 。 SCC VII細 胞 1x10 6 個 を 含 む PBS 50
μ lを 、 各 マ ウ ス の 左 後 耳 介 の 基 部 へ 注 射 す る こ と に よ っ て 、 耳 介 腫 瘍 を 確 立 し た 。 13日
目 ま で に 、 耳 介 腫 瘍 は 、 最 大 寸 法 13～ 18mmの 範 囲 と な っ た 。 次 い で 、 全 て の 腫 瘍 を 、 左 耳
介 と 共 に 完 全 に 外 科 的 に 切 除 し 、 切 開 部 を 、 ラ ン ニ ン グ 4-0ナ イ ロ ン 縫 合 糸 に よ り 閉 鎖 し
た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 術 後 2～ 3週 間 に わ た り 、 そ の 後 の 同 側 の 首 に お け る 触 診 可 能 な 腺 症 の 発 達 に 関 し て 動 物
を モ ニ タ リ ン グ し た 。 腫 瘍 切 除 後 の 様 々 な 時 点 で 、 動 物 を 屠 殺 し 、 首 を 外 科 的 に 検 査 し た
。 肥 大 し た 頚 部 節 を 切 除 し 、 包 埋 媒 体 （ テ ィ ッ シ ュ ・ テ ッ ク （ Tissue Tek） 、 Sagura Inc
.,Torrance,CA） 中 で 直 ち に 凍 結 さ せ 、 6μ m厚 さ の 切 片 へ と 切 断 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び
エ オ シ ン で 染 色 し 、 転 移 性 扁 平 上 皮 癌 の 存 在 を 同 定 す る た め 組 織 学 的 に 調 査 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
耳 介 か ら 頚 部 リ ン パ 節 へ の ウ イ ル ス 移 動
　 ウ イ ル ス が 耳 介 か ら 頚 部 リ ン パ 節 へ と 移 行 し 得 る こ と を 立 証 す る た め 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理
食 塩 水 （ PBS） 100μ l当 た り 2× 10 7 pfuと い う 用 量 で 、 NV1066又 は NV1023を 、 非 癌 保 持 C3H/
HeJマ ウ ス の 左 後 耳 介 の 基 部 へ 注 射 し た 。 24時 間 後 又 は 48時 間 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 首 を
外 科 的 に 検 査 し た 。 同 側 及 び 対 側 の 頚 部 リ ン パ 節 を 切 除 し 、 テ ィ ッ シ ュ ・ テ ッ ク （ Tissue
 Tek） 中 で 凍 結 さ せ 、 6μ m厚 さ に 切 断 し 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 設 置 し 、 PBSで 洗 浄 し 、 調
査 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 NV1066を 注 射 さ れ た 動 物 及 び 対 照 動 物 か ら の 節 を 、 515～ 585nmの 波 長 の 蛍 光 顕 微 鏡 下 で
調 査 し 、 蛍 光 性 緑 色 の 存 在 に よ っ て GFP発 現 を 同 定 し た 。 青 色 蛍 光 に よ り 細 胞 核 を 同 定 す
る た め 、 切 片 を 、 4,6-ジ ア ミ ノ -2-フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル 20μ l（ DAPI、 0.1μ g/ml） を 含 む
マ ウ ン テ ィ ン グ 媒 体 （ mounting media） （ 1mg p-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ／ 1cc 80％ グ リ セ ロ
ー ル 含 有 PBS） に よ り 染 色 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 NV1023を 注 射 さ れ た 動 物 及 び 対 照 か ら の 節 を 、 β -gal発 現 の 査 定 の た め 、 以 前 に 記 載 さ
れ た よ う に し て （ Gellerら 、 Science 241： 1667-1669,1988） 、 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ
ン ド ー ル -β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ X-gal） に よ り 37℃ で 2時 間 染 色 し た 。 ヌ ク レ ア ー ・ フ
ァ ー ス ト ・ レ ッ ド （ nuclear fast red） に よ る 背 景 細 胞 核 の 対 比 染 色 を 実 施 し た 。 β -ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 発 現 し て い る ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 、 青 色 染 色 細 胞 と し て 組 織 学 的 に 同 定
し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 頚 部 リ ン パ 節 か ら の ウ イ ル ス 回 収 量 を 測 定 す る た め 、 PBS 100μ l中 2× 10 7 pfuと い う 用
量 で 、 NV102を 、 マ ウ ス 左 耳 介 に 再 び 注 射 し た 。 ウ イ ル ス 注 射 後 10分 目 （ n＝ 3） 及 び 24時
間 目 （ n＝ 3） に 、 動 物 を 屠 殺 し 、 両 側 頚 部 リ ン パ 節 を 外 科 的 に 切 除 し 、 計 量 し 、 PBS 250
μ l中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 混 合 し 、 細 胞 を 溶 解 さ せ る た め 、 3回 の 凍 結 解 凍 サ イ ク ル に 供 し
た 。 第 二 の 遠 心 分 離 （ 30秒 、 10,000rpm） の 後 、 上 清 を 回 収 し 、 回 収 さ れ た ウ イ ル ス ・ プ
ラ ー ク 形 成 単 位 の 量 を 決 定 す る た め 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に し て 、 コ ン フ ル エ ン ト Vero
細 胞 に お い て 力 価 決 定 し た （ Wongら 、 Hum.Gene Ther.12： 253-265,2001） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
SCC VII耳 介 腫 瘍 の ウ イ ル ス 療 法
　 SCC VII細 胞 5× 10 5 個 を 含 む PBS 50μ lを 、 C3H/HeJマ ウ ス の 左 後 耳 介 の 基 部 へ 注 射 す る
こ と に よ り 、 耳 介 腫 瘍 を 確 立 し た 。 3～ 4日 以 内 に 全 て の 動 物 に お い て 可 視 の 腫 瘍 が 発 達 し
た 。 6日 目 ま で に 、 腫 瘍 は 最 大 寸 法 お よ そ 5～ 6mmと な り 、 動 物 を 、 等 し い 腫 瘍 体 積 の 二 群
に 分 け た 。 一 方 の 群 （ n＝ 8） を 、 （ 隔 日 送 達 さ れ た ） NV1023 2× 10 7 pfuを 含 む PBS 100μ l
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の 3回 の 連 続 的 な 腫 瘍 内 注 射 に よ り 処 理 し た 。 他 方 の 群 （ n＝ 8） に は 、 対 照 と し て 、 同 一
計 画 の PBS注 射 を 与 え た 。 そ の 後 の 腫 瘍 寸 法 を 記 録 し 、 楕 円 体 の 体 積 に 関 す る 以 下 の 式 に
よ っ て 体 積 を 計 算 し た ： 体 積 ＝ （ 4／ 3） ＊ π ＊ （ 長 さ ／ 2） ＊ （ 幅 ／ 2） 2 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
原 発 腫 瘍 部 位 の 注 射 に よ る SCC VII頚 部 転 移 の ウ イ ル ス 療 法
　 耳 介 SCC VII腫 瘍 を 、 前 記 の よ う に し て 確 立 し た 。 腫 瘍 細 胞 注 射 後 13日 目 、 腫 瘍 体 積 を
測 定 し 、 動 物 を 等 し い 腫 瘍 体 積 を 有 す る 二 群 に 分 割 し た 。 全 て の マ ウ ス に お い て 、 耳 介 腫
瘍 を 完 全 に 切 除 し た 。 腫 瘍 切 除 及 び 4-0ナ イ ロ ン 縫 合 糸 に よ る 創 傷 閉 鎖 の 後 直 ち に 、 一 方
の 動 物 群 （ n＝ 28） を NV1023で 処 理 し 、 他 方 の 群 （ n＝ 28） を PBSで 処 理 し た 。 PBS 100μ l
中 5× 10 7 pfuと い う 用 量 の NV1023を 、 閉 鎖 さ れ た 切 開 線 よ り 、 皮 膚 と 手 術 野 と の 間 の 可 能
性 の あ る 間 隙 へ と 注 射 し た 。 対 照 動 物 群 に は 、 PBS 100μ lを 同 様 に 注 射 し た 。 別 の 動 物 群
（ n＝ 10） を 、 NV1023に よ り 同 様 に 処 理 し 、 そ の 24時 間 後 及 び 48時 間 後 に 頚 部 リ ン パ 節 を
切 除 し 、 組 織 化 学 的 染 色 に よ り β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 に 関 し て 調 査 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 術 後 、 動 物 を 、 触 診 可 能 な 頚 部 転 移 性 疾 患 、 原 発 部 位 （ 耳 介 ） 再 発 、 又 は 腫 瘍 成 長 も し
く は ウ イ ル ス 投 与 に 関 連 し た 任 意 の 毒 性 の 発 生 に 関 し て ル ー チ ン に モ ニ タ リ ン グ し た 。 そ
の 後 発 達 し た 触 診 可 能 な 頚 部 腺 症 の 寸 法 を 、 ノ ギ ス に よ り 測 定 し 、 節 体 積 を 計 算 し た 。 最
大 節 寸 法 も し く は 原 発 部 位 再 発 が 18mmを 越 え た 場 合 、 又 は 皮 膚 潰 瘍 の 証 拠 が 存 在 し た 場 合
、 又 は そ の 他 の 病 的 状 態 が 認 め ら れ た 場 合 に は 、 動 物 を 屠 殺 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 に お い て 言 及 さ れ た 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 、 全 て 、 独 立 の 出 版 物 又 は 特 許 出 願 が
各 々 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る と 特 別 か つ 個 別 に 示 さ れ た か の ご と く 、 参 照 と し て 本 明 細 書
に 組 み 込 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 図 １ 】 Aは 、 後 耳 介 の 基 部 に 青 色 色 素 を 注 射 さ れ た マ ウ ス を 示 す 写 真 で あ る 。 Bは 、 青 色
色 素 の 注 射 が 、 同 側 頸 部 リ ン パ 節 に お け る 迅 速 な 青 色 検 出 を も た ら す こ と を 示 す 写 真 で あ
る 。 マ ウ ス 耳 介 の 正 常 リ ン パ 液 流 入 パ タ ー ン は 、 同 側 頸 部 リ ン パ 節 に 至 る 。 C及 び Dは 、 扁
平 上 皮 癌 （ SCC） VII腫 瘍 の 耳 介 へ の 移 植 後 2週 間 目 （ 1C） 及 び 4週 間 目 （ 1D） の 、 こ れ ら の
同 じ 頸 部 リ ン パ 節 に お け る 転 移 性 疾 患 の 発 達 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ２ 】 耳 介 SCC VII腫 瘍 の 移 植 及 び 増 殖 が 、 流 入 頸 部 リ ン パ 節 へ の 転 移 の 組 織 学 的 証 拠
を も た ら す こ と を 示 す 写 真 で あ る 。 Aは 、 ま ず 被 膜 下 洞 に 浸 潤 し て い る SCC VII細 胞 を 示 す
頸 部 リ ン パ 節 の H＆ E染 色 （ 100× ） で あ る 。 Bは 、 正 常 リ ン パ 球 に 隣 接 し て い る 転 移 性 SCC 
VII細 胞 を 示 す も う 一 つ の H＆ E染 色 リ ン パ 節 切 片 の 高 倍 率 視 野 （ 800× ） で あ る 。
【 図 ３ 】 腫 瘍 退 縮 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 耳 介 注 射 後 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 が 、 流 入 頸 部 リ ン
パ 節 に 組 織 学 的 に 検 出 さ れ 得 る こ と を 示 す 写 真 で あ る 。 Aは 、 NV1023（ 2× 10 7 pfu） の 左 耳
介 へ の 注 射 に よ っ て 、 24時 間 目 に 、 低 密 度 lacZ発 現 青 色 細 胞 が 、 同 側 頸 部 リ ン パ 節 に 検 出
さ れ る こ と を 示 す 。 Bは 、 NV1066（ 2× 10 7 pfu） が 左 耳 介 に 注 射 さ れ た DAPI染 色 節 切 片 が 、
24時 間 目 の 調 査 に よ り 、 同 側 頸 部 リ ン パ 節 に 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 観 察 さ れ 得 る こ と を 示 す 。 DA
PI染 色 は 、 全 て の 核 を 可 視 化 す る た め に 使 用 さ れ る 。 Cは 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 発 現 を
促 進 す る NV1066が 感 染 し た 隣 接 頸 部 リ ン パ 節 切 片 か ら の 細 胞 を 示 す 。
【 図 ４ 】 NV1023の 腫 瘍 内 注 射 に よ る 平 均 耳 介 腫 瘍 体 積 の 減 少 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 6～ 8mm
寸 法 の 確 立 さ れ た 耳 介 腫 瘍 を 、 NV1023（ 2× 10 7 pfu） の 3回 の 連 続 的 な 腫 瘍 内 注 射 （ 0日 目
、 2日 目 、 及 び 4日 目 ） に よ り 処 理 し た 。 平 均 耳 介 腫 瘍 体 積 は 、 7日 目 、 PBS処 理 群 と 比 較 し
て ウ イ ル ス 処 理 群 に お い て 有 意 に 減 少 し た （ p＜ .0001、 t検 定 ） 。
【 図 ５ 】 頸 部 リ ン パ 節 内 の SSC VIIの 転 移 性 沈 着 物 が 、 切 除 さ れ た 耳 介 腫 瘍 の 手 術 野 へ 送
達 さ れ た NV1023に よ り 感 染 さ れ 得 る こ と を 示 す 写 真 で あ る 。 Aは 、 転 移 性 SSC VII細 胞 に よ
る 完 全 な 置 き 換 わ り を 示 す 、 切 除 さ れ た 頸 部 節 か ら の H＆ E染 色 切 片 （ 400× ） で あ る 。 Bは
、 NV1023に よ る 感 染 を 反 映 し て い る 、 散 在 し た 青 色 染 色 転 移 性 SSC VII細 胞 を 示 す X-galで
染 色 さ れ た 隣 接 節 切 片 を 示 す 写 真 で あ る （ 400× ） 。

10

20

30

40

50

(12) JP 2005-519091 A 2005.6.30



【 図 ６ 】 頸 部 リ ン パ 節 内 の 転 移 性 腫 瘍 体 積 が 、 原 発 部 位 に お け る NV1023処 理 に よ り 減 少 す
る こ と を 示 す グ ラ フ で あ る 。 耳 介 腫 瘍 を 切 除 し 、 手 術 野 を 5× 10 7 pfuの NV1023に よ り 処 理
し た 。 平 均 頸 部 節 体 積 は 、 PBS処 理 群 と 比 較 し て ウ イ ル ス 処 理 群 の 方 が 低 か っ た （ 6～ 15日
目 ） 。
【 図 ７ 】 無 疾 患 生 存 率 が 、 耳 介 SSC VII腫 瘍 の 切 除 後 の 手 術 野 の NV1023処 理 （ 5× 10 7 pfu）
に よ り 有 意 に 改 善 さ れ る こ と を 示 す グ ラ フ で あ る （ p＜ .05、 ロ グ ラ ン ク 検 定 ） 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

(14) JP 2005-519091 A 2005.6.30



【 国 際 調 査 報 告 】
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