
(57)【要約】
本発明は、良性過剰増殖性疾患やがんを治療するための改善された治療法を提供する。放
射線応答性であることが長く知られたＥ gr-1は、ここで、その多くがそれ自体治療に用い
られているＤＮＡ損傷化学剤に誘導性であることがわかった。従って、本発明は、ＤＮＡ
損傷化学剤と、Ｅ gr-1プロモーター由来の治療的遺伝子を含む発現ベクターとの有利な組
合わせを提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
対 象 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 対 象 の 前 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す
る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る
、 前 記 ス テ ッ プ と 、
（ ｂ ） 前 記 発 現 構 築 物 を 細 胞 へ 移 入 す る ス テ ッ プ と 、
（ ｃ ） 前 記 細 胞 を 少 な く と も １ 種 の フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 接 触 さ せ る ス
テ ッ プ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 前 記 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 対 象 の 前 記 タ ン
パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が シ ス プ ラ チ ン 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、
サ イ ト キ サ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 マ イ ト マ イ シ ン ｃ 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 イ ホ ス フ ァ
ミ ド 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム
ブ シ ル 、 カ ル ボ プ ラ チ ナ ム 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ｂ ｃ ｎ ｕ 、 ｃ ｃ ｎ ｕ 、 ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン
オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 及 び ミ ト キ サ ン ト
ロ ン か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 化 合 物 が シ ス プ ラ チ ン で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
ス テ ッ プ （ ｃ ） が 、 前 記 細 胞 を 少 な く と も 第 二 フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 接
触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 細 胞 を が ん の 化 学 療 法 化 合 物 又 は 電 離 放 射 線 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 更 に 含 ん で い る
、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 細 胞 が が ん 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 が ん 細 胞 が 肺 が ん 細 胞 、 前 立 腺 が ん 細 胞 、 卵 巣 が ん 細 胞 、 精 巣 が ん 細 胞 、 脳 悪 性 腫 瘍
細 胞 、 皮 膚 が ん 細 胞 、 結 腸 が ん 細 胞 、 胃 が ん 細 胞 、 食 道 が ん 細 胞 、 気 管 が ん 細 胞 、 頭 頚 部
が ん 細 胞 、 膵 が ん 細 胞 、 肝 が ん 細 胞 、 乳 が ん 細 胞 、 卵 巣 が ん 細 胞 、 リ ン パ が ん 細 胞 、 白 血
病 細 胞 、 子 宮 が ん 細 胞 、 又 は 膣 が ん 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー が 複 製 起 点 を 更 に 含 ん で い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー が 選 択 可 能 マ ー カ ー を 更 に 含 ん で い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー が 前 記 核 酸 セ グ メ ン ト に 作 用 可 能 に 結 合 し た ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を
更 に 含 ん で い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 又 は ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る
、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が １ つ 以 上 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 を 欠 い て お り 、 こ れ に よ り 前 記 ウ イ ル
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ス ベ ク タ ー を 非 複 製 に す る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
対 象 の 前 記 タ ン パ ク 質 が 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 、 ア ポ ト ー シ ス イ ン デ ュ ー サ ー 、 酵 素 、 サ イ ト
カ イ ン 、 又 は 毒 素 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー が Ｒ b、 p1６ 、 p５ ３ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｍ Ｄ Ａ 7、 Ｂ Ｒ Ｃ Ａ 1又 は Ｂ Ｒ Ｃ Ａ
2で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 ア ポ ト ー シ ス イ ン デ ュ ー サ ー が Ｂ ax、 Ｂ ad、 Ｂ ik、 Ａ dＥ 1Ｂ 、 Ｂ im、 Ｂ c1-Ｘ s 、 Ｂ ak
、 Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ 、 Ｈ arakiri又 は Ｂ idで あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 酵 素 が チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ
ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 サ イ ト カ イ ン が Ｔ Ｎ Ｆ -α で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 毒 素 が シ ュ ー ド モ ナ ス エ キ ソ ト キ シ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 コ レ ラ 毒 素 、 百 日 ぜ き 毒 素
Ａ サ ブ ユ ニ ッ ト 、 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ａ 、 又 は リ シ ン Ａ 鎖 で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 細 胞 が 生 物 体 内 に 位 置 し て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 生 物 体 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
患 者 に お い て が ん を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る
ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、
前 記 ス テ ッ プ と 、
（ b） 前 記 発 現 構 築 物 を フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て 該 患 者 に 投 与
す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 前 記 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 前 記 が ん 治 療 タ
ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 前 記 患 者 に お い て 前 記 が ん を 治 療 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 発 現 構 築 物 が 、 前 記 患 者 の 中 に 位 置 す る 腫 瘍 に 局 所 的 又 は 局 部 的 に 送 達 さ れ る 、 請 求
項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 発 現 構 築 物 が 全 身 的 に 送 達 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 発 現 構 築 物 が 腫 瘍 内 注 射 に よ っ て 又 は 腫 瘍 血 管 系 へ 直 接 注 射 す る こ と に よ り 送 達 さ れ
る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 す る 前 に 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 し た 後 に 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー と 同 時 に 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 発 現 ベ ク タ ー が 少 な く と も ２ 回 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
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前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 少 な く と も ２ 回 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 が ん 治 療 タ ン パ ク 質 が 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 、 ア ポ ト ー シ ス イ ン デ ュ ー サ ー 、 酵 素 、 又 は
毒 素 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 止 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る
ス テ ッ プ で あ っ て 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、 前
記 ス テ ッ プ と 、
（ b） 前 記 発 現 構 築 物 を フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て 前 記 患 者 に 投
与 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 前 記 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 前 記 が ん 治 療 タ
ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 前 記 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 止 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
該 が ん 治 療 タ ン パ ク 質 が Ｔ Ｎ Ｆ -α で あ る 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
該 フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が シ ス プ ラ チ ン で あ る 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
（ a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る
ス テ ッ プ で あ っ て 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、 前
記 ス テ ッ プ と 、
（ b） 前 記 発 現 構 築 物 を フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て 前 記 患 者 に 投
与 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 前 記 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 前 記 が ん 治 療 タ
ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 前 記 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 転 移 を 阻 止 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る
ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、
前 記 ス テ ッ プ と 、
（ b） 前 記 発 現 構 築 物 を フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て 前 記 患 者 に 投
与 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 前 記 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 前 記 が ん 治 療 タ
ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 前 記 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 転 移 を 阻 止 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
患 者 に お い て 腫 瘍 の 負 担 を 軽 減 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
（ a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る
ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、
前 記 ス テ ッ プ と 、
（ b） 前 記 発 現 構 築 物 を フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て 該 患 者 に 投 与
す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 前 記 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 前 記 が ん 治 療 タ
ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 前 記 患 者 に お い て 腫 瘍 の 負 担 を 軽 減 さ せ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
手 術 不 可 能 な 腫 瘍 を 手 術 可 能 に す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る
ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る ス
テ ッ プ と 、
（ b） 前 記 発 現 構 築 物 を フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て 前 記 患 者 に 投
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与 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 前 記 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 前 記 が ん 治 療 タ
ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 前 記 腫 瘍 の 大 き さ 又 は 形 を 小 さ く す る と と も に 切 除 可 能 に す る
、 前 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

本 出 願 は 、 2001年 4月 6日 出 願 の 同 時 係 属 米 国 特 許 出 願 第 60/282,040号 の 優 先 権 を 主 張 す る
。 特 に 、 上 記 で 引 用 し た 開 示 の 全 文 は 放 棄 せ ず に 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る 。
１ ． 発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 一 般 的 に は 、 分 子 生 物 学 や が ん 治 療 の 分 野 に 関 す る 。 更 に 詳 細 に は 、 Ｅ ｇ ｒ -
１ プ ロ モ ー タ ー の 発 現 を 誘 導 す る Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 学 剤 の 使 用 に 関 す る 。 こ れ に よ り 治 療 遺 伝
子 の 組 織 特 異 的 発 現 が 可 能 に な り 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 学 剤 と 組 合 わ せ て が ん に 罹 っ て い る 患 者
を 治 療 す る 。
２ ． 関 連 技 術 の 説 明
放 射 線 治 療 や 化 学 療 法 を 含 む あ る 種 の が ん 治 療 法 に は 、 が ん 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ を 損 傷 さ せ る こ
と が 必 要 で あ る 。 正 常 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 に 対 す る 細 胞 応 答 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 、 細 胞 周 期 抑 制 及 び
致 死 性 の 活 性 化 が 含 ま れ る (Hall, 1988)。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 切 断 の 誘 導 に よ り 、 欠 失
、 二 動 原 体 、 環 、 後 期 架 橋 を 含 む 致 死 染 色 体 異 常 が 生 じ る (Hall, 1994)。
が ん を 治 療 す る 他 の 方 法 は 、 遺 伝 子 治 療 で あ る 。 こ れ に は 、 遺 伝 子 の 発 現 に 適 し た 条 件 下
で 、 外 来 遺 伝 子 を が ん 細 胞 へ 移 入 す る こ と 、 し ば し ば 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 又 は ア ポ ト ー シ ス
イ ン デ ュ ー サ ー が 必 要 で あ る 。 発 現 す る と す ぐ に 、 遺 伝 子 産 物 は 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 遅 く
し 、 転 移 の 可 能 性 を 阻 害 し 、 或 い は 完 全 に 死 滅 さ せ る こ と に よ り 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 有 益
な 作 用 を 与 え る 。
１ つ 以 上 の こ れ ら の 方 法 を 組 合 わ せ る こ と は 、 多 く の 腫 瘍 に お け る 異 質 性 に よ っ て 一 治 療
が 組 合 わ せ よ り は る か に 効 果 的 で な く な る の で 強 力 な 手 段 で あ る 。 し か し な が ら 、 放 射 線
治 療 、 化 学 療 法 、 遺 伝 子 治 療 は す べ て 毒 性 作 用 の 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 投 与 さ
れ る 放 射 線 /薬 剤 /ベ ク タ ー 量 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 毒 性 を 減 少 さ せ る こ と は 非 常 に 有
利 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
例 え ば 、 抗 腫 瘍 特 性 を 有 す る 腫 瘍 壊 死 因 子 -α (Ｔ Ｎ Ｆ -α )は 、 第 １ 相 試 験 に お け る が ん の
遺 伝 子 治 療 の 全 身 系 治 療 と し て 研 究 さ れ て き た が 、 毒 性 が こ の サ イ ト カ イ ン の 治 療 指 数 を
制 限 し て い る (Spriggs et al., 1988; Demetri et al., 1989)。 ま た 、 全 身 系 Ｔ Ｎ Ｆ -α
と 化 学 療 法 の 組 合 わ せ が 若 干 の 臨 床 試 験 に お い て 限 ら れ た 成 功 で 研 究 さ れ て い る (Nakamot
o et al., 2000)。
一 方 、 シ ス プ ラ チ ン や 他 の 白 金 類 似 体 の よ う な 化 学 療 法 剤 は 、 頭 頚 部 の が ん 、 食 道 が ん 、
肺 が ん 、 精 巣 が ん 、 卵 巣 が ん 、 膀 胱 が ん を 含 む い く つ か の が ん の 治 療 に 現 在 用 い ら れ て い
る 。 更 に 、 シ ス プ ラ チ ン は 、 放 射 線 増 感 剤 と し て の 照 射 (Ｉ Ｒ )と 同 時 に 用 い ら れ る 。 シ ス
プ ラ チ ン の 相 対 効 力 に も か か わ ら ず 、 腫 瘍 耐 性 が 治 癒 的 が ん 化 学 療 法 に お け る シ ス プ ラ チ
ン の 役 割 を 制 限 し て い る (Johnson & Stevenson, 2001)。 腫 瘍 由 来 の シ ス プ ラ チ ン 耐 性 メ
カ ニ ズ ム に は 、 腫 瘍 細 胞 に お け る シ ス プ ラ チ ン 付 加 物 の Ｄ Ｎ Ａ 修 復 の 増 加 、 フ リ ー ラ ジ カ
ル の 形 成 、 続 い て Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 阻 害 す る グ ル タ チ オ ン の 増 加 、 耐 性 細 胞 に よ る シ ス プ ラ チ
ン 取 込 み の 相 対 減 少 が 含 ま れ る (Kartalou & Essigmann, 2001)。 シ ス プ ラ チ ン と 他 の 化 学
療 法 剤 の 組 合 わ せ 、 特 に 5-Ｆ Ｕ と Ｖ Ｐ -16は 、 い く つ か の ヒ ト 腫 瘍 に お い て 両 薬 剤 の 治 療
指 数 を 高 め た (Kucuk et al., 2000)が 、 シ ス プ ラ チ ン の 効 力 を 高 め る 他 の ス ト ラ テ ジ ー が
求 め ら れ て い る 。
従 っ て 、 当 該 技 術 に お い て 遺 伝 子 治 療 と 化 学 療 法 の 治 療 法 の 双 方 を 改 善 す る こ と が 求 め ら
れ て い る 。 異 な る 治 療 法 の 利 点 を 組 合 わ せ る と 同 時 に 付 随 す る 副 作 用 を 減 少 さ せ る 治 療 が
求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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本 発 明 は 、 当 該 技 術 に お け る 欠 点 を 克 服 し 、 遺 伝 子 治 療 と 化 学 療 法 の 治 療 の 効 用 を 高 め る
方 法 を 提 供 す る 。 治 療 遺 伝 子 を コ ー ド す る 誘 導 性 発 現 ベ ク タ ー が 化 学 療 法 剤 に よ っ て 誘 導
さ れ る 転 写 タ ー ゲ テ ィ ン グ ス ト ラ テ ジ ー が 開 発 さ れ た 。 化 学 療 法 剤 は 、 特 に 発 現 ベ ク タ ー
の 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 標 的 に し て 標 的 治 療 を 与 え る 。 提 供 さ れ る 治 療 法 は 、 腫 瘍 を 標 的
に す る の に 特 に 有 効 で あ る 。
そ れ 故 、 本 発 明 に よ れ ば 、 対 象 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 (a） 対 象 の 該 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る ス テ ッ プ で あ っ て
、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ ｇ ｒ -1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、 前 記 ス テ ッ プ と 、
（ b） 該 発 現 構 築 物 を 細 胞 に 移 入 す る ス テ ッ プ と 、 (c） 該 細 胞 を 少 な く と も １ 種 の フ リ ー
ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ れ に よ り 該 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷
化 合 物 が Ｅ ｇ ｒ -1プ ロ モ ー タ ー か ら 対 象 の 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 す る 、 前 記 方 法 が 提
供 さ れ る 。
フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 サ
イ ト キ サ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 マ イ ト マ イ シ ン ｃ 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ
ド 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム ブ
シ ル 、 カ ル ボ プ ラ チ ナ ム 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ｂ ｃ ｎ ｕ 、 ｃ ｃ ｎ ｕ 、 ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン オ
キ サ リ プ ラ チ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 カ ン プ ト テ シ ン 又 は ミ ト キ サ ン ト ロ ン
の よ う な 白 金 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 ス テ ッ プ （ c） は 、 細 胞 を 少 な く と も 第 二 フ リ ー ラ
ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。 本 方 法 は 、 細 胞 を が
ん 化 学 療 法 化 合 物 又 は 電 離 放 射 線 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 更 に 含 ん で も よ い 。 細 胞 は 、 が
ん 細 胞 、 例 え ば 、 肺 が ん 細 胞 、 前 立 腺 が ん 細 胞 、 卵 巣 が ん 細 胞 、 精 巣 が ん 細 胞 、 脳 悪 性 腫
瘍 細 胞 、 皮 膚 が ん 細 胞 、 結 腸 が ん 細 胞 、 胃 が ん 細 胞 、 食 道 が ん 細 胞 、 気 管 が ん 細 胞 、 頭 頚
部 が ん 細 胞 、 膵 が ん 細 胞 、 肝 が ん 細 胞 、 乳 が ん 細 胞 、 卵 巣 が ん 細 胞 、 リ ン パ が ん 細 胞 、 白
血 病 細 胞 、 子 宮 が ん 細 胞 、 又 は 膣 が ん 細 胞 で あ っ て も よ い 。
発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 選 択 可 能 マ ー カ ー 、 又 は 核 酸 セ グ メ ン ト に 作 用 可 能 に 結 合 し
た ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 更 に 含 む こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 又 は ウ
イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 又 は ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て も よ い 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 １ つ 以 上 の ウ イ ル ス 遺 伝 子
を 欠 い て も よ い の で 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 非 複 製 に す る 。 細 胞 は 、 生 物 、 例 え ば 、 ヒ ト に
位 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
対 象 の タ ン パ ク 質 は 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 、 ア ポ ト ー シ ス イ ン デ ュ ー サ ー 、 酵 素 、 毒 素 、 サ
イ ト カ イ ン 、 又 は 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る 他 の タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー
の 例 は 、 Ｒ b、 p1６ 、 p５ ３ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｍ Ｄ Ａ 7又 は Ｂ Ｒ Ｃ Ａ 1又 は Ｂ Ｒ Ｃ Ａ 2で あ る 。 ア
ポ ト ー シ ス イ ン デ ュ ー サ ー の 例 は 、 Ｂ ax、 Ｂ ad、 Ｂ ik、 Ａ dＥ 1Ｂ 、 Ｂ im、 Ｂ c1-Ｘ s、 Ｂ ak
、 Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ 、 Ｈ arakiri又 は Ｂ idで あ る 。 酵 素 の 例 は 、 チ ミ ジ ン 、 キ ナ ー ゼ 、 シ ト シ ン
、 デ ア ミ ナ ー ゼ 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 グ ア ニ ン 、 ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る
。 毒 素 の 例 は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス エ キ ソ ト キ シ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 コ レ ラ 毒 素 、 百 日 ぜ き
毒 素 Ａ サ ブ ユ ニ ッ ト 、 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ａ 、 又 は リ シ ン Ａ 鎖 で あ る 。 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る
他 の 分 子 と し て は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン (IＬ )や サ イ ト カ イ ン が 含 ま れ 、 IＬ -1、 IＬ -2、 IＬ
-3、 IＬ -4、 IＬ -5、 IＬ -6、 IＬ -7、 IＬ -8、 IＬ -9、 IＬ -10、 IＬ -11、 IＬ -12、 IＬ -13、 I
Ｌ -14、 IＬ -15、 β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 ア
ン ギ オ ス タ チ ン 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ｈ -1、 Ｍ Ｅ Ｔ Ｈ -2、 Ｇ Ｍ
-Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｇ -Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｍ -Ｃ Ｓ Ｆ 又 は 腫 瘍 壊 死 因 子 (Ｔ Ｎ Ｆ )、 例 え ば 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α や Ｔ Ｎ Ｆ
-β に よ っ て 例 示 さ れ る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 が 抗 腫 瘍 作 用 を 有 す る 限 り 上 で 開 示 さ れ た よ
う な 対 象 の 具 体 的 な タ ン パ ク 質 に よ っ て 制 限 さ れ な い こ と を 認 識 す る 。
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 患 者 に お い て が ん を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a）
が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る ス テ ッ
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プ で あ っ て 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、 前 記 ス テ
ッ プ と 、 (b） 該 発 現 構 築 物 を フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て 該 患 者 に
投 与 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ れ に よ り Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 該 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 該
が ん 治 療 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 該 患 者 に お い て 該 が ん を 治 療 す る 、 前 記 方 法
を 提 供 す る 。 発 現 構 築 物 は 、 患 者 に 位 置 す る 腫 瘍 の 局 部 に 又 は 局 所 的 に 送 達 す る こ と が で
き 、 全 身 的 に 送 達 す る こ と も で き 、 腫 瘍 内 注 射 に よ っ て 又 は 腫 瘍 血 管 系 へ 直 接 注 射 す る こ
と に よ り 送 達 す る こ と も で き る 。
Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 は 、 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 す る 前 に 、 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 し た 後 に 、 又 は
発 現 ベ ク タ ー と 同 時 に 投 与 す る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー 及 び /又 は Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 は 、
少 な く と も ２ 回 投 与 す る こ と が で き る 。 が ん 治 療 タ ン パ ク 質 は 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 、 ア ポ
ト ー シ ス イ ン デ ュ ー サ ー 、 酵 素 、 毒 素 、 サ イ ト カ イ ン 、 又 は 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る タ ン パ ク
質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 更 に 、 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 止 す る 方 法 で あ っ て 、 （
a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る ス
テ ッ プ で あ っ て 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、 前 記
ス テ ッ プ と 、 (b） 該 発 現 構 築 物 を 該 患 者 に フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ
せ て 投 与 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ れ に よ り 該 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 該 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー
か ら 該 が ん 治 療 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 該 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 止 す
る 、 前 記 方 法 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 一 実 施 態 様 に お い て は 、 が ん 治 療 タ ン パ ク 質 は Ｔ
Ｎ Ｆ -α で あ る 。 そ の よ う な 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化
合 物 は シ ス プ ラ チ ン で あ る 。
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 更 に 、 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 （ a
） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る ス テ
ッ プ で あ っ て 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、 前 記 ス
テ ッ プ と 、 (b） 該 発 現 構 築 物 を 該 患 者 に フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ
て 投 与 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ れ に よ り 該 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 該 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か
ら 該 が ん 治 療 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 該 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る 、
前 記 方 法 が 提 供 さ れ る 。
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 更 に 、 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 転 移 を 阻 止 す る 方 法 で あ っ て 、 （
a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る ス
テ ッ プ で あ っ て 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、 前 記
ス テ ッ プ と 、 (b） 該 発 現 構 築 物 を 該 患 者 に フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ
せ て 投 与 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ れ に よ り 該 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 該 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー
か ら 該 が ん 治 療 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 該 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 転 移 を 阻 止 す
る 、 前 記 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 更 に 、 患 者 に お い て 腫 瘍 の 負 担 を 軽 減 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 （
a） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る ス
テ ッ プ で あ っ て 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る 、 前 記
ス テ ッ プ と 、 (b） 該 発 現 構 築 物 を 該 患 者 に フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ
せ て 投 与 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ れ に よ り 該 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 該 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー
か ら 該 が ん 治 療 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 該 患 者 に お い て 腫 瘍 の 負 担 を 軽 減 さ せ
る 、 前 記 方 法 が 提 供 さ れ る 。
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 更 に 、 手 術 不 可 能 な 腫 瘍 を 手 術 可 能 に す る 方 法 で あ っ て 、 （ a
） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準 備 す る ス テ
ッ プ で あ っ て 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る ス テ ッ プ
と 、 (b） 該 発 現 構 築 物 を 該 患 者 に フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て 投 与
す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ れ に よ り 該 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 が 該 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら 該 が
ん 治 療 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 よ っ て 該 腫 瘍 の 大 き さ 又 は 形 を 小 さ く す る と と も に 切
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除 可 能 に す る 、 前 記 方 法 が 提 供 さ れ る 。
本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ 名 詞 ” は 、 １ 以 上 を 意 味 す る も の で あ る 。 特 許 請 求 の 範 囲 に 用 い
ら れ る “ 含 む ” と い う 言 葉 と と も に 用 い ら れ る 場 合 、 “ 名 詞 ” の 言 葉 は １ つ 又 は １ つ を 超
え る こ と を 意 味 す る も の で あ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る “ 他 の ” は 、 少 な く と も ２ つ 目
以 上 を 意 味 す る も の で あ る 。
本 発 明 の 他 の 目 的 、 特 徴 及 び 利 点 は 、 次 の 詳 細 な 説 明 か ら 明 ら か に な る 。 し か し な が ら 、
詳 細 な 説 明 と 個 々 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 適 実 施 態 様 を 示 す も の で あ る が 、 本 発 明 の 真 意
と 範 囲 内 の 種 々 の 変 更 や 修 正 が こ の 詳 細 な 説 明 か ら 当 業 者 に 明 ら か に な る の で 、 例 示 に よ
っ て の み 示 さ れ る も の で あ る こ と は 理 解 す べ き で あ る 。
下 記 図 面 は 本 明 細 書 の 一 部 を な し 、 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 を 更 に 示 す よ う に 含 ま れ る 。 本
明 細 書 に 示 さ れ る 個 々 の 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 と 組 合 わ せ て こ れ ら の 図 面 の １ つ 以 上 に よ
っ て 本 発 明 を よ り 良 く 理 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】

本 発 明 は 、 放 射 線 応 答 要 素 を 含 む こ と が 長 く 知 ら れ た Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー が Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化
学 剤 に よ っ て 誘 導 す る こ と が で き る 本 発 明 者 ら の 所 見 か ら 一 部 生 じ て い る 。 こ の 驚 く べ き
所 見 は 、 腫 瘍 壊 死 因 子 (Ｔ Ｎ Ｆ )の よ う な 抗 腫 瘍 剤 を コ ー ド し て い る Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー を
含 む 発 現 構 築 物 を Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 学 剤 と と も に 用 い て 、 が ん の よ う な 過 剰 増 殖 性 疾 患 の 以 前
に は 試 み ら れ て い な い 併 用 治 療 を 与 え る 。
が ん 細 胞 に お い て Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 と 治 療 遺 伝 子 の 誘 導 発 現 の 併 用 治 療 の 効 果 に よ っ て 、 い ず
れ の 物 質 の 単 独 の 使 用 よ り 優 れ た 結 果 が 得 ら れ 、 各 物 質 の 用 量 が 少 量 で あ る こ と が 可 能 に
な る 。 投 与 さ れ る 放 射 線 及 び /又 は 薬 剤 及 び /又 は ベ ク タ ー の 量 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 、
全 身 的 毒 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き る こ と は 非 常 に 有 利 で あ る 。 次 の 開 示 は 、 上 記 実 施 態
様 の 詳 細 な 説 明 と 、 そ の 態 様 を 示 す も の で あ る 。
転 写 タ ー ゲ テ ィ ン グ ス ト ラ テ ジ ー は 、 抗 腫 瘍 作 用 を も つ 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る 誘 導 性 発
現 ベ ク タ ー と と も に 化 学 療 法 剤 が 腫 瘍 を 効 果 的 に 治 療 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 該 ベ
ク タ ー が 該 化 学 療 法 剤 に よ っ て 誘 導 さ れ る こ と に よ り 得 ら れ る 。 従 っ て 、 誘 導 性 Ｅ gr-1プ
ロ モ ー タ ー を 含 み 抗 腫 瘍 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る 発 現 構 築 物 は Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー を 誘 導
し 活 性 化 し 得 る 化 学 療 法 剤 と と も に 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 又 は Ｒ Ｏ I産 生 に よ り 得 ら れ る 。
選 択 的 腫 瘍 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー に お い て は 、 化 学 療 法 剤 に よ っ て 誘 導 で き る 抗 腫 瘍 遺
伝 子 を 発 現 さ せ る 遺 伝 子 構 築 物 は 、 化 学 療 法 剤 と 抗 腫 瘍 物 質 の 効 果 を 増 強 す る 。 化 学 療 法
剤 と 抗 腫 瘍 遺 伝 子 共 に 、 一 般 的 に は 、 異 な る 腫 瘍 細 胞 死 滅 メ カ ニ ズ ム を 有 す る の で 、 一 方
の 物 質 に 対 し て 抵 抗 す る 細 胞 は も う 一 方 に 対 し て 感 受 性 で あ る も の で あ る 。 ま た 、 そ の よ
う な 組 合 わ せ は 化 学 放 射 線 併 用 治 療 又 は 他 の 補 助 剤 が ん 治 療 の 局 所 作 用 を 増 強 す る こ と が
で き る こ と も 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
Ａ ． Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー
Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー は 、 作 用 可 能 に 結 合 し た 下 流 配 列 の Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 誘 導 転 写 を 制 御 す る
の に 必 要 な ５ ' 調 節 配 列 と し て 定 義 さ れ る 。 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー は 、 放 射 線 や Ｈ 2 Ｏ 2 誘 導
遺 伝 子 発 現 に 関 連 し て 以 前 に 分 析 さ れ た 複 雑 な 構 造 を 有 す る 。 複 数 の Ｅ Ｔ Ｓ 結 合 部 位 (Ｅ
Ｔ Ｓ は 転 写 調 節 タ ン パ ク 質 で あ る )を 含 み 、 そ の ３ つ は ２ つ の 血 清 応 答 要 素 (Ｓ Ｒ Ｅ )、 Ｓ
Ｒ Ｅ Iと Ｓ Ｒ Ｅ IIの 一 部 と し て 存 在 す る 。 Ｃ Ａ rＧ モ チ ー フ と し て 知 ら れ る Ｓ Ｒ Ｅ は 、 多 く
の 増 殖 因 子 応 答 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る シ ス 要 素 で あ る 。 全 部 で ６ つ の Ｓ Ｒ Ｅ が あ り 、 各
々 Ｃ Ｃ (Ａ ＋ Ｔ リ ッ チ )６ Ｇ Ｇ コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 ん で い る 。
本 発 明 者 ら は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α cＤ Ｎ Ａ に 結 合 し た ５ ' Ｅ gr-1Ｃ Ａ rＧ 要 素 か ら な る キ メ ラ 遺 伝
子 構 築 物 が こ の 構 築 物 を 導 入 し た 細 胞 を IＲ に 曝 し た 後 に 高 レ ベ ル の 腫 瘍 内 Ｔ Ｎ Ｆ -α を 発
現 さ せ る こ と を 以 前 に 証 明 し た 。 キ メ ラ Ｅ gr-Ｔ Ｎ Ｆ 構 築 物 を 導 入 す る と と も に IＲ で 処 理
し た 腫 瘍 は 、 い ず れ の 物 質 単 独 で 処 理 し た 腫 瘍 と 比 較 し て 退 縮 /治 癒 が 高 め ら れ 、 IＲ に よ
る Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 の 腫 瘍 内 誘 導 と 、 腫 瘍 細 胞 と 腫 瘍 血 管 系 に 対 す る Ｔ Ｎ Ｆ -α と IＲ の 細 胞
毒 性 相 互 作 用 に よ る と 思 わ れ る (Weichselbaum et al., 2001; Staba et al., 1998)。 本
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発 明 に お い て は 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 /Ｒ Ｏ I誘 導 性 Ｃ Ａ rＧ
要 素 の 制 御 下 に Ｔ Ｎ Ｆ -α を 誘 導 す る た め に 、 細 胞 内 ラ ジ カ ル 酸 素 形 成 を 変 化 さ せ る と と
も に Ｄ Ｎ Ａ を 損 傷 さ せ る シ ス プ ラ チ ン 、 一 般 に 用 い ら れ る 化 学 療 法 剤 を 用 い た 。 そ れ 故 、
本 発 明 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 引 き 起 こ し 及 び /又 は Ｒ Ｏ Iを 産 生 し て Ｅ gr-1を 誘 導 し 、 よ っ て 発
現 ベ ク タ ー 中 Ｅ gr-1の 制 御 下 に 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め の 物 質 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
Ｂ ． Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 学 剤
“ Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 学 剤 ” と い う 用 語 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 損 傷 を 直 接 又 は 間 接 に 誘 導 す る 薬 剤 を
意 味 す る 。 本 発 明 に お い て は フ リ ー ラ ジ カ ル を 生 成 す る 薬 剤 が 特 に 興 味 深 い 。 次 の 部 類 の
化 学 剤 が １ 以 上 の 経 路 に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 与 え る と 考 え ら れ る 。
Ｉ ． ア ル キ ル 化 剤
ア ル キ ル 化 剤 は 、 が ん 細 胞 が 増 殖 す る こ と を 防 止 す る た め に ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 直 接 相 互 作 用
す る 薬 剤 で あ る 。 こ の 部 類 の 化 学 療 法 剤 は 、 細 胞 周 期 の す べ の 相 に 影 響 す る 物 質 で あ る 。
即 ち 、 相 特 異 的 で は な い 。 ア ル キ ル 化 剤 は 、 例 え ば 、 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 、 乳 が ん 、 肺 が ん 、 卵 巣 が ん の 具 体 的 な が ん を 治 療 す る た め の
も の で あ り 得 る 。 ア ル キ ル 化 剤 は 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 エ チ レ ン イ ミ ン 、 メ チ ル
メ ラ ミ ン 、 ア ル キ ル ス ル ホ ネ ー ト 、 ニ ト ロ ソ ウ レ ア 又 は ト リ ア ジ ン を 含 め る こ と が で き る
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
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 (シ ト キ サ ン )、 ダ カ
ル バ ジ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 メ ク ロ ー ル エ タ ミ ン (マ ス タ ー ジ ェ ン )、 メ ル フ ァ ラ ン が 含
ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 個 々 の 態 様 に お い て は 、 ト ロ グ リ タ ザ オ ン は 、 こ れ ら の
ア ル キ ル 化 剤 の １ 種 以 上 と 組 合 わ せ て が ん を 治 療 す る た め に 使 用 し 得 る 。 そ の 一 部 を 次 に
述 べ る 。
ｉ ． ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド
ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ト は 、 ホ ジ キ ン 病 や 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 に 用 い ら れ る メ ク ロ ー ル
エ タ ミ ン (Ｈ Ｎ 2 )； 急 性 又 は 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、
多 発 性 骨 髄 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 乳 が ん 、 卵 巣 が ん 、 肺 が ん 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 頚 部 精 巣 が
ん 、 軟 組 織 肉 腫 の よ う な が ん を 治 療 す る の に 用 い ら れ る シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 及 び /又 は イ
フ ォ ス フ ァ ミ ド ； 多 発 性 骨 髄 腫 、 乳 が ん 、 卵 巣 が ん の よ う な が ん を 治 療 す る た め に 用 い ら
れ る メ ル フ ァ ラ ン (Ｌ -サ ル コ リ シ ン )； 慢 性 リ ン パ 管 性 (リ ン パ 球 性 )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 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の よ う
な 疾 患 を 治 療 す る た め に 用 い ら れ て き た ク ロ ラ ム ブ シ ル で あ っ て も よ い が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
ａ ． ク ロ ラ ム ブ シ ル
ク ロ ラ ム ブ シ ル (ロ イ ケ ラ ン と し て も 知 ら れ る )は 、 選 択 さ れ た ヒ ト 新 生 物 性 疾 患 に 対 す る
活 性 が わ か っ た ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 型 の 二 官 能 性 ア ル キ ル 化 剤 で あ る 。 ク ロ ラ ム ブ
シ ル は 、 化 学 的 に 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 る 。
ク ロ ラ ム ブ シ ル は 、 経 口 投 与 用 錠 剤 形 で 入 手 で き る 。 胃 腸 管 か ら 急 速 か つ 完 全 に 吸 収 さ れ
る 。 例 え ば 、 約 0.6 mg/kg～ 約 1.2 mg/kgを １ 回 経 口 投 与 し た 後 、 １ 時 間 以 内 に ピ ー ク 血 漿
ク ロ ラ ム ブ シ ル レ ベ ル に 達 し 、 親 薬 剤 の 最 終 半 減 期 は 約 1.5時 間 で あ る 。 約 0.1 mg/kg/日
～ 約 0.2 mg/kg/日 又 は 約 3 mg/m 2 /日 ～ 約 6 mg/m 2 /日 或 い は 約 0.4 mg/kgが 抗 新 生 物 性 治 療
に 用 い る こ と が で き る 。 ク ロ ラ ム ブ シ ル は 、 そ れ 自 体 で は 治 癒 し な い が 臨 床 的 に 有 効 な 軽
減 を 生 じ る こ と が で き る 。
ｂ ． シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド
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 、 １ 水 和 物 で あ り 、 Cytoxanと し て Mead Johnsonか ら
入 手 で き 、 Neosarと し て Adriaか ら 入 手 で き る 。 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド は 、 3-ア ミ ノ -1-プ ロ
パ ノ ー ル と Ｎ ,Ｎ -ビ ス (2-ク ロ ロ エ チ ル )ホ ス ホ ル ア ミ ド ジ ク ロ リ ド [(Ｃ lＣ Ｈ 2 Ｃ Ｈ 2 ) 2 Ｎ
Ｐ Ｏ Ｃ l 2 ]と を ジ オ キ サ ン 溶 液 中 ト リ エ チ ル ア ミ ン の 触 媒 影 響 下 に 縮 合 す る こ と に よ り 調
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製 さ れ る 。 縮 合 は ２ 段 で あ り 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 と ア ミ ノ 基 双 方 を 含 む の で 、 環 化 が 行 わ れ
る 。
他 の β -ク ロ ロ エ チ ル ア ミ ノ ア ル キ ル 化 剤 と 異 な り 、 肝 酵 素 に よ っ て 活 性 化 さ れ る ま で 活
性 な エ チ レ ン イ モ ニ ウ ム 形 に 容 易 に 環 化 し な い 。 従 っ て 、 こ の 物 質 は 胃 腸 管 内 で 安 定 で あ
り 、 経 口 経 路 と 非 経 口 経 路 に よ っ て 十 分 か つ 効 果 的 に 許 容 さ れ 、 局 所 発 疱 疹 、 壊 死 、 静 脈
炎 又 は 疼 痛 ま で も 引 き 起 こ さ な い 。
成 人 に 適 し た 経 口 用 量 と し て は 、 例 え ば 、 胃 腸 の 許 容 量 に よ っ て は 約 1 mg/kg/日 ～ 約 5 mg
/kg/日 (通 常 は 組 合 わ せ て )； 又 は 約 1 mg/kg/日 ～ 約 2 mg/kg/日 が 含 ま れ ； 静 脈 内 用 量 は 、
例 え ば 、 は じ め に 約 2日 ～ 約 5日 間 分 割 用 量 で 約 40 mg/kg～ 約 50 mg/kg又 は 約 ７ 日 毎 に 約 10
 mg/kg～ 約 15 mg/kg又 は １ 週 間 に ２ 回 約 3 mg/kg～ 約 5 mg/kg又 は 約 1.5 mg/kg/日 ～ 約 3 mg
/kg/日 が 含 ま れ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 抗 新 生 物 剤 と し て 約 250 mg/kg/日 の 用 量 を 投 与
す る こ と が で き る 。 胃 腸 作 用 が 相 反 す る こ と か ら 、 静 脈 内 経 路 が 負 荷 に 好 ま し い 。 維 持 中
、 約 3000/mm 3 ～ 4000/mm 3 の 白 血 球 数 が 通 常 は 望 ま し い 。 薬 剤 は 、 筋 肉 内 に 、 浸 潤 に よ っ て
又 は 体 腔 へ し ば し ば 投 与 さ れ る 。 約 100 mg、 約 200 mg、 約 500 mgの 注 射 用 、 約 25mgと 約 50
 mgの 錠 剤 用 の 投 薬 剤 形 で 利 用 で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ｃ ． メ ル フ ァ ラ ン
ア ル ケ ラ ン 、 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 -Ｐ Ａ Ｍ
、 又 は Ｌ -サ ル コ リ シ ン と し て も 知 ら れ る メ ル フ ァ ラ ン は 、 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 、 選 択 的 ヒ ト 新 生 物 性 疾 患 に 対 し て 活 性
な 二 官 能 性 ア ル キ ル 化 剤 で あ る 。 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 る 。
メ ル フ ァ ラ ン は そ の 化 合 物 の 活 性 な Ｌ -異 性 体 で あ り 、 1953年 に Bergel & Stockに よ り 最
初 に 合 成 さ れ た 。 メ ド フ ァ ラ ン と し て 知 ら れ る Ｄ -異 性 体 は 、 あ る 種 の 動 物 腫 瘍 に 対 し て
活 性 が 低 く 、 染 色 体 に 対 す る 作 用 を 生 じ る の に 必 要 と さ れ る 用 量 は 、 Ｌ -異 性 体 で 必 要 と
さ れ る 量 よ り 大 き い 。 ラ セ ミ (Ｄ Ｌ -)体 は メ ル フ ァ ラ ン 又 は サ ル コ リ シ ン と し て 知 ら れ る
。 メ ル フ ァ ラ ン は 水 に 不 溶 で あ り 、 pＫ a 1 は 約 2.1で あ る 。 メ ル フ ァ ラ ン は 、 経 口 投 与 に 錠
剤 形 で 入 手 で き 、 多 発 性 骨 髄 腫 を 治 療 す る た め に 用 い ら れ て い る 。 有 効 な 証 拠 か ら 、 多 発
性 骨 髄 腫 を も つ 患 者 の 約 1/3～ 1/2が 薬 剤 の 経 口 投 与 に 対 し て 好 ま し い 応 答 を 示 す こ と が 明
ら か で あ る 。
メ ル フ ァ ラ ン は 、 上 皮 性 卵 巣 が ん の 治 療 に 用 い ら れ て い る 。 卵 巣 が ん の 治 療 に 一 般 に 用 い
ら れ て い る 一 用 法 は 、 １ 回 の 治 療 単 位 と し て ５ 日 間 １ 日 約 0.2 mg/kgの 用 量 で メ ル フ ァ ラ
ン を 投 与 し て い る 。 血 液 学 的 許 容 量 に よ っ て は ４ ～ ５ 週 間 毎 に 治 療 単 位 が 繰 り 返 さ れ る (S
mith & Rutledge, 1975; Young et al., 1978)。 ま た 、 あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て は 、 用
い ら れ る メ ル フ ァ ラ ン の 用 量 は 、 約 0.05 mg/kg/日 ほ ど 又 は 約 3 mg/kg/日 以 上 ほ ど で あ り
得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ii． エ チ レ ニ メ ン と メ チ ル メ ラ ミ ン
エ チ レ ニ メ ン 及 び /又 は メ チ ル メ ラ ミ ン に は 、 卵 巣 が ん を 治 療 す る た め に 用 い ら れ る ヘ キ
サ メ チ ル メ ラ ミ ン と 、 膀 胱 が ん 、 乳 が ん 、 卵 巣 が ん を 治 療 す る た め に 用 い ら れ て い る チ オ
テ ー パ が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
iii． ア ル キ ル ス ル ホ ネ ー ト
ア ル キ ル ス ル ホ ネ ー ト に は 、 慢 性 顆 粒 球 白 血 病 を 治 療 す る た め に 用 い ら れ て い る ブ ス ル フ
ァ ン の よ う な 薬 剤 が 含 ま れ る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 ブ ス ル フ ァ ン (ミ レ ラ ン と し て も 知
ら れ る )は 、 二 官 能 性 ア ル キ ル 化 剤 で あ る 。 ブ ス ル フ ァ ン は 、 1,4-ブ タ ン ジ オ ー ル ジ メ タ
ン ス ル ホ ネ ー ト と し て 知 ら れ る 。 ブ ス ル フ ァ ン は 、 経 口 投 与 用 錠 剤 形 で 入 手 で き 、 例 え ば
、 そ れ ぞ れ の 切 り 込 み 付 き 錠 剤 は 約 ２  mgの ブ ス ル フ ァ ン と 不 活 性 成 分 の ス テ ア リ ン 酸 マ
グ ネ シ ウ ム と 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 し て い る 。
ブ ス ル フ ァ ン は 、 慢 性 骨 髄 性 (骨 髄 性 、 骨 髄 球 性 、 顆 粒 球 性 )白 血 病 の 対 症 療 法 に 必 要 で あ
る 。 治 癒 的 で は な い が 、 ブ ス ル フ ァ ン は 全 顆 粒 球 質 量 を 減 少 さ せ 、 疾 患 の 症 状 を 改 善 し 、
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患 者 の 臨 床 状 態 を 改 善 す る 。 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 が 以 前 に 治 療 さ れ て い な い 成 人 の 約 90％ が
、 ブ ス ル フ ァ ン の 使 用 後 に 臓 器 巨 大 の 退 行 又 は 安 定 化 に よ る 血 液 学 的 寛 解 傾 向 を 得 る 。 ブ
ス ル フ ァ ン は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン レ ベ ル の 生 存 時 間 と 維 持 に つ い て は 脾 臓 照 射 よ り 優 れ 、 脾 腫
制 御 の 照 射 と 同 等 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
iｖ ． ニ ト ロ ソ ウ レ ア
ア ル キ ル 化 剤 の よ う な 仁 ニ ト ロ ソ ウ レ ア は 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 タ ン パ ク 質 を 阻 害 す る 。 脳 腫 瘍 の
ほ か に 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 悪 性 メ ラ ノ ー マ を 治 療 す る の に 用 い ら れ る 。
ニ ト ロ ソ ウ レ ア と し て は 、 カ ル ム ス チ ン (Ｂ Ｃ Ｎ Ｕ )、 ロ ム ス チ ン (Ｃ Ｃ Ｎ Ｕ )、 セ ム ス チ ン
(メ チ ル -Ｃ Ｃ Ｎ Ｕ )又 は ス ト レ プ ト ゾ シ ン が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 セ ム ス チ
ン は 、 原 発 性 脳 腫 瘍 、 胃 が ん 又 は 結 腸 が ん の よ う な が ん に 用 い ら れ て い る 。 ス ト レ プ ト ゾ
シ ン は 、 悪 性 膵 島 細 胞 腫 又 は 悪 性 カ ル チ ノ イ ド の よ う な 疾 患 を 治 療 す る の に 用 い ら れ て い
る 。 ス ト レ プ ト ゾ シ ン は 、 悪 性 メ ラ ノ ー マ 、 ホ ジ キ ン 病 、 軟 組 織 肉 腫 の よ う な が ん を 治 療
す る た め に 用 い ら れ て い る 。
ａ ． カ ル ム ス チ ン
カ ル ム ス チ ン (滅 菌 カ ル ム ス チ ン )は 、 あ る 種 の 新 生 物 性 疾 患 の 治 療 に 用 い ら れ る ニ ト ロ ソ
ウ レ ア の １ 種 で あ る 。 1,3-ビ ス (2-ク ロ ロ エ チ ル )-1-ニ ト ロ ソ ウ レ ア で あ る 。 薄 黄 色 フ レ
ー ク 状 物 を 凍 結 乾 燥 す る か 分 子 量 が 214.06の 物 質 を 凍 結 さ せ る 。 ア ル コ ー ル や 脂 質 に 非 常
に 可 溶 性 で あ り 、 水 に 難 溶 性 で あ る 。 カ ル ム ス チ ン は 、 推 奨 さ れ る よ う に 再 構 成 し た 後 に
静 脈 内 注 射 に よ り 投 与 さ れ る 。
カ ル ム ス チ ン は Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ を ア ル キ ル 化 す る こ と が 一 般 的 に 承 知 さ れ て い る が 、 他 の
ア ル キ ル 化 剤 と 交 差 抵 抗 し な い 。 他 の ニ ト ロ ソ ウ レ ア と の よ う に 、 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 鍵 と な る 酵 素 過 程 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
カ ル ム ス チ ン は 、 単 一 物 質 と し て の 対 症 療 法 と し て 又 は 他 の 承 認 さ れ た 化 学 療 法 剤 と の 確
立 さ れ た 併 用 治 療 に お い て グ リ ア 芽 細 胞 腫 、 脳 幹 神 経 膠 腫 、 髄 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 上 衣 細
胞 腫 、 転 移 脳 腫 瘍 の よ う な 脳 腫 瘍 に お い て 必 要 で あ る 。 ま た 、 多 発 性 骨 髄 腫 を 治 療 す る た
め に プ レ ド ニ ゾ ン と 組 合 わ せ て 用 い ら れ て い る 。 カ ル ム ス チ ン は 、 多 発 性 骨 髄 腫 又 は 悪 性
骨 髄 腫 の よ う な が ん を 治 療 す る の に 用 い ら れ て い る 。 カ ル ム ス チ ン は 、 ホ ジ キ ン 病 や 非 ホ
ジ キ ン リ ン パ 腫 の 治 療 に 、 一 次 治 療 で 治 療 し た が 再 発 し た 患 者 、 又 は 一 次 治 療 に 応 答 し な
い 患 者 に 他 の 承 認 さ れ た 薬 剤 と 組 合 わ せ て 二 次 治 療 と し て 有 効 で あ る 。
滅 菌 カ ル ム ス チ ン は 、 一 般 に 凍 結 乾 燥 物 質 の 100 mgの １ 回 投 与 の バ イ ア ル と し て 用 い う る
。 以 前 に 治 療 さ れ て い な い 患 者 で の 単 一 薬 剤 と し て カ ル ム ス チ ン の 推 奨 さ れ た 用 量 は 、 約
150 mg/m 2 ～ 約 200 mg/m 2 静 脈 内 に ６ 週 毎 で あ る 。 こ れ は 、 １ 回 と し て 投 与 す る こ と が で き
、 ２ 日 連 続 し て 約 75 mg/m 2 ～ 約 100 mg/m 2 の よ う に 毎 日 の 注 射 に 分 け る こ と も で き る 。 カ
ル ム シ ン が 他 の 骨 髄 抑 制 剤 と 組 合 わ せ て 又 は 骨 髄 予 備 が 減 損 し た 患 者 に 用 い ら れ る 場 合 、
用 量 は 適 切 に 調 整 し な け れ ば な ら な い 。 初 回 に 続 く 用 量 は 、 前 の 用 量 に 対 す る 患 者 の 血 液
学 的 応 答 に 従 っ て 調 整 し な け れ ば な ら な い 。 他 の 用 量 、 例 え ば 、 約 10 mg/m 2 、 約 20 mg/m 2

、 約 30 mg/m 2 、 約 40 mg/m 2 、 約 50 mg/m 2 、 約 60 mg/m 2 、 約 70 mg/m 2 、 約 80 mg/m 2 、 約 90 m
g/m 2 ～ 約 100 mg/m 2 を 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る こ と は 当 然 の こ と で
あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
ｂ ． ロ ム ス チ ン
ロ ム ス チ ン は 、 あ る 種 の 新 生 物 性 疾 患 の 治 療 に 用 い ら れ る ニ ト ロ ソ ウ レ ア の １ 種 で あ る 。
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 。 実 験 式 が Ｃ 9 Ｈ 1 6 Ｃ lＮ 3

Ｏ 2 で 分 子 量 が 233.71の 黄 色 粉 末 で あ る 。 ロ ム ス チ ン は 10％ エ タ ノ ー ル (約 0.05 mg/ml)や
無 水 ア ル コ ー ル (約 70 mg/ml)に 可 溶 性 で あ る 。 ロ ム ス チ ン は 水 (約 0.05 mg/ml)に 比 較 的 不
溶 で あ る 。 生 理 的 pＨ に 比 較 的 イ オ ン 化 し な い 。 ロ ム ス チ ン カ プ セ ル 中 の 不 活 性 成 分 は ス
テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム と マ ン ニ ト ー ル で あ る 。
ロ ム ス チ ン は Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ を ア ル キ ル 化 す る こ と は 一 般 に 承 知 さ れ て い る が 、 他 の ア ル
キ ル 化 剤 と 交 差 抵 抗 し な い 。 他 の ニ ト ロ ソ ウ レ ア と の よ う に 、 タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 の
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カ ル バ モ イ ル 化 に よ っ て い く つ か の 鍵 と な る 重 要 な 酵 素 過 程 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
ロ ム ス タ チ ン は 、 経 口 投 与 す る こ と が で き る 。 約 30 mg/m 2 ～ 約 100 mg/m 2 の 範 囲 に あ る 用
量 で 放 射 性 ロ ム ス チ ン を 経 口 投 与 し た 後 、 投 与 し た 放 射 能 の 約 半 分 が 24時 間 以 内 に 分 解 生
成 物 の 形 で 排 泄 さ れ る 。 代 謝 物 質 の 血 清 半 減 期 は 、 約 16時 間 ～ 約 2日 の 範 囲 に あ る 。 組 織
レ ベ ル は 、 静 脈 内 投 与 の 15分 後 に 血 漿 レ ベ ル に 匹 敵 す る 。
ロ ム ス チ ン は 、 他 の 治 療 法 の ほ か に 単 一 薬 剤 と し て 、 又 は 他 の 承 認 さ れ た 化 学 療 法 剤 と の
確 立 さ れ た 併 用 治 療 に お い て 原 発 性 と 転 移 双 方 の 脳 腫 瘍 に 既 に 適 切 な 手 術 及 び /又 は 放 射
線 治 療 を 受 け た 患 者 に 有 効 で あ る こ と が わ か っ た 。 ロ ム ス チ ン は 、 小 細 胞 肺 が ん の よ う な
が ん を 治 療 す る の に 用 い ら れ て い る 。 ま た 、 ホ ジ キ ン 病 に 対 し て 一 次 治 療 で 治 療 さ れ た が
再 発 し た 患 者 、 又 は 一 次 治 療 に 応 答 し な い 患 者 に 他 の 承 認 さ れ た 薬 剤 と 組 合 わ せ て 二 次 治
療 と し て 有 効 で あ る 。
以 前 に 治 療 さ れ て い な い 患 者 に お け る 単 一 薬 剤 と し て 成 人 や 子 供 に お け る ロ ム ス チ ン の 推
奨 さ れ る 用 量 は 、 ６ 週 毎 に １ 回 の 経 口 投 与 と し て 約 130 mg/m 2 で あ る 。 骨 髄 機 能 が 妥 協 さ
れ た 個 体 に お い て は 、 ６ 週 毎 に 約 100 mg/m 2 に 減 少 さ せ な け れ ば な ら な い 。 ロ ム ス チ ン が
他 の 骨 髄 抑 制 剤 と 組 合 わ せ て 用 い ら れ る 場 合 、 用 量 は 適 切 に 調 整 さ れ な け れ ば な ら な い 。
他 の 用 量 は 、 例 え ば 、 約 20 mg/m 2 、 約 30 mg/m 2 、 約 40 mg/m 2 、 約 50 mg/m 2 、 約 60 mg/m 2 、
約 70 mg/m 2 、 約 80 mg/m 2 、 約 90 mg/m 2 、 約 100 mg/m 2 ～ 約 120 mg/m 2 を 用 い る こ と が で き る
こ と が 理 解 さ れ る 。
ｃ ． ト リ ア ジ ン
ト リ ア ジ ン は 、 悪 性 メ ラ ノ ー マ 、 ホ ジ キ ン 病 又 は 軟 組 織 肉 腫 の よ う な が ん の 治 療 に 用 い ら
れ る ダ カ バ ジ ン (Ｄ Ｔ Ｉ Ｃ ； ジ メ チ ル ト リ ア ゼ ノ イ ミ ダ ゾ ー ル カ ル ボ キ サ ミ ド )の よ う な 薬
剤 を 含 ん で い る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
II． 代 謝 拮 抗 物 質
代 謝 拮 抗 物 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ と Ｒ Ｎ Ａ の 合 成 を 破 壊 す る 。 ア ル キ ル 化 剤 と 異 な り 、 Ｓ 相 中 の 細
胞 周 期 に 特 に 影 響 す る 。 乳 房 、 卵 巣 、 胃 腸 管 の 腫 瘍 の ほ か に 慢 性 白 血 病 と 闘 う た め に 用 い
ら れ て い る 。 代 謝 拮 抗 物 質 は 、 種 々 の 部 類 、 例 え ば 、 葉 酸 類 似 体 、 ピ リ ミ ジ ン 類 似 体 又 は
プ リ ン 類 似 体 又 は 関 連 阻 害 化 合 物 に 分 け る こ と が で き る 。 代 謝 拮 抗 物 質 と し て は 、 5-フ ル
オ ロ ウ ラ シ ル (5-Ｆ Ｕ )、 シ タ ラ ビ ン (Ａ ra-Ｃ )、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ゲ ン シ タ ビ ン 、 又 は メ ト
レ ト レ キ セ ー ト が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
ｉ ． 葉 酸 類 似 体
葉 酸 類 似 体 と し て は 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 絨 毛 が ん 、 菌 状 息 肉 症 、 乳 房 、 頭 頚 部 、 肺
、 骨 形 成 の 肉 腫 の よ う な が ん の 治 療 に 用 い ら れ て い る メ ト ト レ キ セ ー ト (ア メ ト プ テ リ ン )
の よ う な 化 合 物 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い 。
ii． ピ リ ミ ジ ン 類 似 体
ピ リ ミ ジ ン 類 似 体 は 、 シ タ ラ ビ ン (シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド )、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (フ ル オ
ウ ラ シ ル ； 5-Ｆ Ｕ )や フ ロ キ シ ウ リ ジ ン (フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン ； Ｆ udＲ )の よ う な 化
合 物 が 含 ま れ る 。 シ タ ラ ビ ン は 、 急 性 顆 粒 球 性 白 血 病 や 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 の よ う な が
ん の 治 療 に 用 い ら れ て い る 。 フ ロ キ シ ウ リ ジ ン や 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル は 、 乳 房 、 結 腸 、 胃
、 膵 、 卵 巣 、 頭 頚 部 、 膀 胱 又 は 局 所 前 が ん 性 皮 膚 の 病 変 の よ う な が ん の 治 療 に 用 い ら れ て
い る 。
5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-Ｆ Ｕ )は 、 5-フ ル オ ロ -2,4(1Ｈ ,3Ｈ )ピ リ ミ ジ ン ジ オ ン の 化 学 名 を
有 す る 。 作 用 機 序 は 、 デ オ キ シ ウ リ ジ ル 酸 の チ ミ ジ ル 酸 へ の メ チ ル 化 反 応 を 阻 止 す る こ と
に よ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 5-Ｆ Ｕ は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (Ｄ Ｎ Ａ )の 合 成 を 妨 害 し 、 多
少 は リ ボ 核 酸 (Ｒ Ｎ Ａ )の 形 成 を 阻 止 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ と Ｒ Ｎ Ａ は 細 胞 分 裂 や 増 殖 に 不 可 欠 で あ
る の で 、 5-Ｆ Ｕ の 作 用 は チ ミ ジ ン 欠 乏 を 生 じ 、 細 胞 死 に 至 る も の で あ る と 考 え ら れ る 。 従
っ て 、 5-Ｆ Ｕ の 作 用 は 、 転 移 が ん の 特 徴 の 急 速 に 分 裂 す る 細 胞 に 見 ら れ る 。
iii． プ リ ン 類 似 体 と 関 連 阻 害 剤
プ リ ン 類 似 体 と 関 連 化 合 物 と し て は 、 メ ル カ プ ト プ リ ン (6-メ ル カ プ ト プ リ ン ； 6-Ｍ Ｐ )、
チ オ グ ア ニ ン (6-チ オ グ ア ニ ン ； Ｔ Ｇ )又 は ペ ン ト ス タ チ ン (2-デ オ キ シ コ ホ ル マ イ シ ン )が
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含 ま れ 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 メ ル カ プ ト プ リ ン は 、 急 性 リ ン パ 球 性 、 急 性 顆 粒 球 性 、
慢 性 顆 粒 球 性 白 血 病 に 用 い ら れ て い る 。 ト リ オ グ ア ニ ン は 、 急 性 顆 粒 球 白 血 病 、 急 性 リ ン
パ 球 性 白 血 病 又 は リ ン パ 急 性 白 血 病 の よ う な が ん の 治 療 に 用 い ら れ て い る 。 ペ ン ト ス タ チ
ン は 、 ヘ ア リ ー セ ル 白 血 病 、 菌 状 息 肉 症 又 は 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 の よ う な が ん に 用 い ら
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
III． 天 然 産 物
天 然 酸 物 は 、 一 般 的 に は 、 天 然 源 か ら 最 初 に 分 離 さ れ 薬 理 活 性 を も つ こ と が 確 認 さ れ た 化
合 物 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 化 合 物 、 そ の 類 似 体 、 誘 導 体 は 、 当 業 者 に 既 知 の 手 法 で 天 然
源 か ら 分 離 さ れ て も よ く 、 化 学 的 に 合 成 さ れ て も よ く 、 組 換 え 生 産 さ れ て も よ い 。 天 然 産
物 と し て は 、 分 裂 イ ン ヒ ビ タ ー 、 抗 腫 瘍 抗 体 、 酵 素 又 は 生 物 応 答 修 飾 因 子 の よ う な 部 類 が
含 ま れ る 。
ｉ ． 分 裂 イ ン ヒ ビ タ ー
分 裂 イ ン ヒ ビ タ ー と し て は 、 細 胞 分 裂 や 有 糸 分 裂 に 必 要 と さ れ る タ ン パ ク 質 合 成 を 阻 止 し
得 る 植 物 ア ル カ ロ イ ド や 他 の 天 然 物 質 が 含 ま れ る 。 分 裂 イ ン ヒ ビ タ ー と し て は 、 例 え ば 、
ド セ タ キ セ ル 、 エ ト ポ シ ド (Ｖ P16)、 テ ニ ポ シ ド 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 タ キ ソ ー ル 、 ビ ン ブ
ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 又 は ビ ノ レ ル ビ ン が 挙 げ ら れ る 。
ａ ． エ ピ ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン
エ ピ ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン に は 、 テ ニ ポ シ ド や Ｖ P16の よ う な 化 合 物 が 含 ま れ る 。 Ｖ P16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 と シ ス プ ラ チ ン と 組
合 わ せ て 、 肺 の 小 細 胞 が ん に シ ス プ ラ チ ン と 組 合 わ せ て 用 い ら れ る 。 テ ニ ポ シ ド や Ｖ P16
は 、 精 巣 、 他 の 肺 が ん 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 急 性 顆 粒 球 性 白 血 病 、 急 性 非
リ ン パ 球 性 白 血 病 、 乳 が ん 、 又 は 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 (Ａ IＤ Ｓ )に 伴 う カ ポ ジ 肉 腫 の よ
う な が ん に 対 し て も 活 性 で あ る 。
Ｖ P16は 、 静 脈 内 投 与 の 溶 液 (例 え ば 、 20 mg/ml)と し て 、 経 口 使 用 の 液 体 充 填 カ プ セ ル 、 5
0 mgと し て 用 い う る 。 肺 の 小 細 胞 が ん の 場 合 、 静 脈 内 用 量 (併 用 治 療 に お い て )は 約 100 mg
/m 2 程 度 か 又 は 約 2 mg/m 2 程 度 で あ り 得 る 。 通 常 は 、 約 35 mg/m 2 を 毎 日 約 4日 間 ～ 約 50 mg/m
2 を 毎 日 約 5日 間 ま で が 用 い ら れ て い る 。 経 口 投 与 し た 場 合 、 用 量 は ２ 倍 で な け れ ば な ら な
い 。 つ ま り 、 小 細 胞 肺 が ん の 用 量 は 約 200 mg/m 2 ～ 250 mg/m 2 ほ ど で あ っ て も よ い 。 精 巣 が
ん の 静 脈 内 用 量 (併 用 治 療 に お い て )は 、 約 50 mg/m 2 ～ 約 100 mg/m 2 を 毎 日 約 5日 間 、 又 は 約
100 mg/m 2 を １ 日 置 き に ３ 回 で あ る 。 治 療 の 周 期 は 、 通 常 は 、 約 ３ ～ ４ 週 間 毎 に 繰 り 返 さ
れ る 。 薬 剤 は 、 製 剤 中 に 用 い ら れ る 溶 媒 に よ る と 思 わ れ る 低 血 圧 と 気 管 支 痙 攣 を 避 け る た
め に 注 入 と し て 徐 々 に 投 与 す べ き で あ る (例 え ば 、 約 30分 ～ 60分 )。
【 ０ ０ １ ７ 】
ｂ ． タ キ ソ イ ド
タ キ ソ イ ド は 、 ト リ ネ コ の 木 、 タ キ サ ス ・ ブ レ ビ ホ リ ア (Taxus brevifolia)の 樹 皮 か ら 単
離 し た 関 連 化 合 物 の 一 種 で あ る 。 タ キ ソ イ ド は 、 ド セ タ キ セ ル や パ ク リ タ キ セ ル の よ う な
化 合 物 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
パ ク リ タ キ セ ル は 、 チ ュ ー ブ リ ン に (ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド に よ り 用 い ら れ る も の と 異 な る
部 位 に )結 合 し 、 微 小 管 の ア セ ン ブ リ を 促 進 す る 。 パ ク リ タ キ セ ル は 、 臨 床 的 に 評 価 さ れ
て い る 。 卵 巣 の 悪 性 メ ラ ノ ー マ や が ん に 対 し て 活 性 を 有 す る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て は 、
最 大 用 量 は 約 30 mg/m 2 を 毎 日 約 ５ 日 間 又 は 約 210 mg/m 2 ～ 約 250 mg/m 2 を 約 ３ 週 間 毎 に １ 回
投 与 さ れ る 。
ｃ ． ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド
ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド は 、 薬 剤 活 性 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た 植 物 ア ル カ ロ イ ド の 一 種 で あ
る 。 ビ ン ブ ラ ス チ ン (Ｖ Ｌ Ｂ )や ビ ン ク リ ス チ ン の よ う な 化 合 物 が 含 ま れ る 。
１ ． ビ ン ブ ラ ス チ ン
ビ ン ブ ラ ス チ ン は 、 が ん や 前 が ん の 治 療 に 使 用 し 得 る 植 物 ア ル カ ロ イ ド の 一 例 で あ る 。 細
胞 を ビ ン ブ ラ ス チ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 場 合 、 微 小 管 の 溶 解 が 生 じ る 。
ビ ン ブ ラ ス チ ン 又 は ビ ン ク リ ス チ ン の 経 口 投 与 後 に 予 想 で き な い 吸 収 が 報 告 さ れ て い る 。
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通 常 の 臨 床 用 量 で 血 漿 中 の 各 薬 剤 の ピ ー ク 濃 度 は 約 0.4 mＭ で あ る 。 ビ ン ブ ラ ス チ ン や ビ
ン ク リ ス チ ン は 、 血 漿 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 血 小 板 で は 広 範 囲 に 濃 縮 さ れ 、 白 血 球 や 赤
血 球 中 で は 多 少 し か 濃 縮 さ れ な い 。
静 脈 内 注 射 後 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン の 血 漿 か ら の ク リ ア ラ ン ス は 多 相 パ タ ー ン で あ る 。 分 配 後
、 薬 剤 は 約 １ 時 間 や 20時 間 の 半 減 期 で 血 漿 か ら 消 え る 。 ビ ン ブ ラ ス チ ン は 、 肝 臓 で 代 謝 さ
れ て 誘 導 体 デ ス ア セ チ ル ビ ン ブ ラ ス チ ン を 生 物 学 的 に 活 性 化 す る 。 約 15％ の 投 与 量 が 尿 中
に そ の ま ま 検 出 さ れ 、 胆 汁 排 泄 後 に 約 10％ が 便 に 回 収 さ れ る 。 用 量 は 、 肝 機 能 障 害 を も つ
患 者 に は 減 少 し な け れ ば な ら な い 。 血 漿 中 の ビ リ ル ビ ン の 濃 度 が 3 mg/dl (約 50 mＭ )よ り
高 い 場 合 に は 投 薬 の 少 な く と も 50％ 減 少 さ せ る こ と が 必 要 で あ る 。
硫 酸 ビ ン ブ ラ ス チ ン は 、 注 射 用 製 剤 に 用 い う る 。 薬 剤 を 静 脈 内 で 投 与 す る 場 合 、 疼 痛 刺 激
や 潰 瘍 を 生 じ る こ と が あ る の で 、 皮 下 出 血 に 対 し て 特 別 に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 薬 剤
は 、 循 環 が 損 傷 し た 体 肢 に 注 射 し て は な ら な い 。 0.3 mg/kg体 重 の １ 回 後 、 約 ７ 日 ～ 約 10
日 で 骨 髄 抑 制 が 最 大 に 達 す る 。 中 程 度 の 白 血 球 減 少 症 (約 3000細 胞 /mm 3 )が 得 ら れ な い 場 合
に は 、 毎 週 の 用 量 を 約 0.05 mg/kg体 重 の 増 加 分 に よ っ て 徐 々 に 増 加 す る こ と が で き る 。 精
巣 が ん を 治 癒 す る よ う に 設 計 さ れ た 用 法 に お い て は 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン は 血 液 細 胞 数 又 は 毒
性 に 無 関 係 に 約 0.3 mg/kgの 用 量 で 約 ３ 週 毎 に 用 い ら れ る 。
ビ ン ブ ラ ス チ ン の 重 要 な 臨 床 使 用 は 、 転 移 精 巣 腫 瘍 の 治 癒 的 治 療 で の ブ レ オ マ イ シ ン と シ
ス プ ラ チ ン に お い て で あ る 。 有 益 な 応 答 は 種 々 の リ ン パ 腫 、 特 に ホ ジ キ ン 病 に お い て 報 告
さ れ 、 症 例 の 50～ 90％ に 重 要 な 改 善 を 認 め る こ と が で き る 。 高 割 合 の リ ン パ 腫 に お け る ビ
ン ブ ラ ス チ ン の 有 効 性 は 、 疾 患 が ア ル キ ル 化 剤 に 不 応 で あ る 場 合 に 減 少 し な い 。 カ ポ ジ 肉
腫 、 精 巣 が ん 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 レ ッ テ レ ル シ ヴ ェ 病 (組 織 球 症 Ｘ )、 女 性 に お け る 乳 房 や 絨
毛 の が ん に 活 性 で あ る 。
約 0.1 mg/kg～ 約 0.3 mg/kgの 用 量 を 投 与 す る こ と が で き 、 約 1.5 mg/m 2 ～ 約 2 mg/m 2 も 投 与
す る こ と が で き る 。 ま た 、 約 0.1 mg/m 2 、 約 0.12 mg/m 2 、 約 0.14 mg/m 2 、 約 0.15 mg/m 2 、
約 0.2 mg/m 2 、 約 0.25 mg/m 2 、 約 0.5 mg/m 2 、 約 1.0 mg/m 2 、 約 1.2 mg/m 2 、 約 1.4 mg/m 2 、
約 1.5 mg/m 2 、 約 2.0 mg/m 2 、 約 2.5 mg/m 2 、 約 5.0 mg/m 2 、 約 6 mg/m 2 、 約 8 mg/m 2 、 約 9 mg
/m 2 、 約 10 mg/m 2 、 ～ 約 20 mg/m 2 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
２ ． ビ ン ク リ ス チ ン
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 剤 の ほ と ん ど の 生 物 活
性 は チ ュ ー ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る と と も に 微 小 管 に 重 合 す る タ ン パ ク 質 の 能 力 を 阻 止
す る 能 力 に よ っ て 説 明 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 分 裂 装 置 の 微 小 管 の 破 壊 に よ っ て 、
細 胞 分 裂 が 中 期 に 停 止 す る 。 分 裂 中 に 正 し く 染 色 体 を 分 離 で き な い こ と が 細 胞 死 に 至 る と
思 わ れ る 。
正 常 な 骨 髄 細 胞 や 上 皮 細 胞 に 対 す る ビ ン ク リ ス チ ン の 比 較 的 低 い 毒 性 が こ の 薬 剤 を 抗 新 生
物 薬 剤 の 中 で 特 異 に し 、 他 の 骨 髄 抑 制 剤 と 組 合 わ せ て し ば し ば 含 ま れ る 。 ビ ン ブ ラ ス チ ン
又 は ビ ン ク リ ス チ ン の 経 口 投 与 後 に 予 想 で き な い 吸 収 が 報 告 さ れ て い る 。 通 常 の 臨 床 用 量
で の 血 漿 中 の 各 薬 剤 の ピ ー ク 濃 度 は 約 0.4 mＭ で あ る 。
ビ ン ブ ラ ス チ ン と ビ ン ク リ ス チ ン は 、 血 漿 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 血 小 板 で は 広 範 囲 に 濃
縮 さ れ 、 白 血 球 と 赤 血 球 で は 多 少 し か 濃 縮 さ れ な い 。 ビ ン ク リ ス チ ン の 血 漿 か ら の ク リ ア
ラ ン ス は 多 相 パ タ ー ン で あ り 、 最 終 半 減 期 は 約 24時 間 で あ る 。 薬 剤 は 肝 臓 で 代 謝 さ れ る が
、 生 物 活 性 誘 導 体 は 確 認 さ れ て い な い 。 肝 機 能 障 害 を も つ 患 者 に お い て は 用 量 を 減 少 し な
け れ ば な ら な い 。 血 漿 中 の ビ リ ル ビ ン 濃 度 が 約 3 mg/dl(約 50 mＭ )よ り 高 い 場 合 に は 、 投
薬 の 少 な く と も 50％ の 減 少 が 必 要 で あ る 。
硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン は 、 静 脈 注 射 用 溶 液 (例 え ば 、 1 mg/ml)と し て 用 い う る 。 コ ル チ コ ス
テ ロ イ ド と 共 に 用 い ら れ る ビ ン ク リ ス チ ン は 、 現 在 小 児 白 血 病 の 寛 解 傾 向 を 誘 導 す る た め
に 選 択 さ れ る 治 療 で あ り 、 こ れ ら の 薬 剤 に 最 適 な 投 薬 は ビ ン ク リ ス チ ン 、 静 脈 内 に 約 ２  m
g/m 2 体 表 面 積 、 毎 週 と 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 経 口 で 約 40 mg/m 2 、 毎 日 で あ る と 思 わ れ る 。 ホ ジ
キ ン 病 又 は 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 を も つ 成 人 患 者 は 、 通 常 複 合 プ ロ ト コ ル の 一 部 と し て ビ ン
ク リ ス チ ン を 投 与 す る 。 Ｍ Ｏ Ｐ Ｐ 用 法 で 用 い ら れ る 場 合 、 ビ ン ク リ ス チ ン の 推 奨 さ れ る 用
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量 は 約 1.4 mg/m 2 で あ る 。 高 用 量 の ビ ン ク リ ス チ ン は 、 重 い 神 経 毒 性 を 受 け て し ま う 成 人
よ り 子 供 に よ っ て 良 好 に 許 容 さ れ る と 思 わ れ る 。 薬 剤 を ７ 日 毎 よ り も 頻 繁 に 又 は 高 用 量 で
投 与 す る と 応 答 速 度 の 改 善 が 比 例 せ ず に 毒 性 発 現 を 増 強 す る と 思 わ れ る 。 ビ ン ク リ ス チ ン
の 静 脈 内 投 与 中 出 血 を 避 け る た め に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 ビ ン ク リ ス チ ン (及 び ビ ン
ブ ラ ス チ ン )は 、 静 脈 内 に 投 与 し 得 る も の よ り 大 き い 用 量 で 数 回 腫 瘍 の 動 脈 血 供 給 部 に 同
じ よ う な 毒 性 で 注 入 す る こ と が で き る 。
ビ ン ク リ ス チ ン は 、 ホ ジ キ ン 病 と 他 の リ ン パ 腫 に 効 果 的 で あ る 。 ホ ジ キ ン 病 で 単 独 に 用 い
る 場 合 に ビ ン ブ ラ ス チ ン よ り 幾 分 有 益 で な く な る と 思 わ れ る が 、 メ ク ロ ル エ タ ミ ン 、 プ レ
ド ニ ゾ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン (い わ ゆ る Ｍ Ｏ Ｐ Ｐ 用 法 )と 用 い る 場 合 、 こ の 疾 患 の 進 行 ス テ ー
ジ (IIIと IＶ )に 好 ま し い 治 療 で あ る 。 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 に お い て 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 、 プ レ ド ニ ゾ ン と 用 い る 場 合 、 ビ ン ク リ ス チ ン
は 重 要 な 薬 剤 で あ る 。 ビ ン ク リ ス チ ン は 、 リ ン パ 球 性 白 血 病 に お い て ビ ン ブ ラ ス チ ン よ り
有 効 で あ る 。 種 々 の 他 の 新 生 物 、 特 に ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 脳 腫 瘍 、 黄 紋 筋 腫
、 小 細 胞 肺 、 乳 が ん 、 膀 胱 が ん 、 男 性 と 女 性 の 生 殖 系 を も つ 患 者 に お い て 有 益 が 応 答 が 報
告 さ れ て い る 。
ビ ン ク リ ス チ ン の 用 量 と し て は 、 約 0.01 mg/kg～ 約 0.03 mg/kgが 含 ま れ 、 約 0.4 mg/m 2 ～
約 1.4 mg/m 2 を 投 与 す る こ と も で き 、 約 1.5 mg/m 2 ～ 約 2 mg/m 2 を 投 与 す る こ と も で き る 。
ま た 、 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 約 0.02 mg/m 2 、 約 0.05 mg/m 2 、 約 0.06 mg/m 2 、 約 0.07 m
g/m 2 、 約 0.08 mg/m 2 、 約 0.1 mg/m 2 、 約 0.12 mg/m 2 、 約 0.14 mg/m 2 、 約 0.15 mg/m 2 、 約 0.2
 mg/m 2 、 約 0.25 mg/m 2 を 一 定 の 静 脈 内 注 射 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
ｄ ． 抗 腫 瘍 抗 体
抗 腫 瘍 抗 体 は 、 抗 菌 活 性 と 細 胞 毒 性 活 性 双 方 を 有 す る 。 こ れ ら の 薬 剤 は 、 酵 素 や 有 糸 分 裂
を 化 学 的 に 阻 害 す る か 又 は 細 胞 膜 を 変 化 さ せ る こ と に よ り Ｄ Ｎ Ａ を 妨 害 す る 。 こ れ ら の 物
質 は 、 相 特 異 的 で は な い の で 細 胞 周 期 の す べ て の 相 に 働 く 。 従 っ て 、 種 々 の が ん に 広 く 用
い ら れ て い る 。 抗 腫 瘍 抗 体 の 例 と し て 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 )、 プ リ カ マ イ シ ン (ミ ト ラ マ イ シ ン )又 は イ ダ
ル ビ シ ン が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 新 生 物 の 治 療 の 臨 床 に お い て 広 く 用 い ら
れ る こ れ ら の 化 合 物 は 、 一 般 的 に は 静 脈 内 ボ ー ラ ス 注 射 又 は 経 口 で 投 与 さ れ る 。
１ ． ド キ ソ ル ビ シ ン
ド キ ソ ル ビ シ ン 塩 酸 塩 、 5,12-ナ フ タ セ ン ジ オ ン 、 (8s-cis)-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 塩 酸 塩 (ヒ ド ロ キ シ ダ ウ ノ ル ビ シ ン 塩 酸 塩 、 ア
ド リ ア マ イ シ ン )を 抗 新 生 物 の 広 範 囲 ス ペ ク ト ル に 用 い ら れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し 、 核 酸 合
成 を 阻 害 し 、 有 糸 分 裂 を 阻 害 し 、 染 色 体 異 常 を 促 進 さ せ る 。
単 独 で 投 与 さ れ る よ う に 、 甲 状 腺 腫 や 原 発 性 肝 細 胞 が ん の 治 療 に 第 一 選 択 さ れ る 薬 剤 で あ
る 。 卵 巣 腫 瘍 、 子 宮 内 膜 腫 瘍 、 乳 房 腫 瘍 、 気 管 支 原 性 燕 麦 細 胞 が ん 、 非 小 細 胞 肺 が ん 、 胃
が ん 、 性 尿 器 が ん 、 甲 状 腺 が ん 、 胃 腺 が ん 、 網 膜 芽 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 菌 状 息 肉 症 、 膵 が
ん 、 前 立 腺 が ん 、 膀 胱 が ん 、 骨 髄 腫 、 び ま ん 性 組 織 球 リ ン パ 腫 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 ヒ ジ キ
ン 病 、 副 腎 腫 瘍 、 骨 肉 腫 、 軟 組 織 肉 腫 、 ユ ー イ ン グ 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 又 は 急 性 リ ン パ 球 性
白 血 病 を 含 む 疾 患 の 治 療 の 31第 一 選 択 組 合 わ せ の 成 分 で あ る 。 島 細 胞 が ん 、 頚 部 が ん 、 精
巣 が ん 又 は 副 腎 皮 質 が ん の よ う な 他 の 疾 患 の 治 療 用 代 替 的 薬 剤 で あ る 。 免 疫 抑 制 剤 で も あ
る 。
ド キ ソ ル ビ シ ン は 、 吸 収 が 悪 く 、 静 脈 内 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 薬 物 動 態 学 は 多 区 画 で
あ る 。 分 布 相 の 半 減 期 は 12分 と 3.3時 間 で あ る 。 排 除 半 減 期 は 約 30時 間 で あ り 、 約 40％ ～
約 50％ が 胆 汁 に 分 泌 す る 。 ほ と ん ど の 残 部 は 肝 臓 で 部 分 的 に は 代 謝 産 物 (ド キ ソ ル ビ シ ノ
ー ル )に 代 謝 さ れ る が 、 数 ％ は 尿 に 排 泄 さ れ る 。 肝 臓 障 害 が あ る と き は 用 量 を 減 ら さ な け
れ ば な ら な い 。
あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 適 切 な 静 脈 内 用 量 は 、 成 人 、 約 60 mg/m 2 ～ 約 75 mg/m 2 を 約 21日
置 き に 又 は 約 25 mg/m 2 ～ 約 30 mg/m 2 を 連 続 ２ 又 は ３ 日 の 各 日 を 約 ３ 週 ～ 約 ４ 週 置 き に 繰 り
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返 し 又 は 約 約 20 mg/m 2 を 毎 週 １ 回 で あ る 。 以 前 の 化 学 療 法 又 は 新 生 物 骨 髄 侵 入 に よ り 予 め
骨 髄 抑 制 が あ る 場 合 、 又 は 薬 剤 が 他 の 造 血 抑 制 剤 と 組 合 わ せ た 場 合 、 高 齢 の 患 者 に は 最 少
量 を 用 い な け れ ば な ら な い 。 血 清 ビ リ ル ビ ン が 約 1.2 mg/dl～ 約 3 mg/dlで あ る 場 合 に は 用
量 を 約 50％ だ け 、 約 3 mg/dlよ り 大 き い 場 合 に は 約 75％ だ け 減 ら さ な け れ ば な ら な い 。 生
存 期 間 全 体 の 用 量 は 正 常 な 心 機 能 を も つ 患 者 に お い て は 約 550 mg/m 2 を 、 縦 隔 照 射 を 受 け
た 人 に お い て は 約 400 mg/m 2 を 超 え て は な ら な い 。 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 代 替 的 用 量
用 法 は 、 約 30 mg/m 2 を 3日 間 連 続 の 各 日 に 約 ４ 週 毎 に 繰 り 返 す を 含 む こ と が で き る 。 例 示
的 な 用 量 は 、 約 10 mg/m 2 、 約 20 mg/m 2 、 約 30 mg/m 2 、 約 50 mg/m 2 、 約 100 mg/m 2 、 約 150 m
g/m 2 、 約 175 mg/m 2 、 約 200 mg/m 2 、 約 225 mg/m 2 、 約 250 mg/m 2 、 約 275 mg/m 2 、 約 300 mg/
m 2 、 約 350 mg/m 2 、 約 400 mg/m 2 、 約 425 mg/m 2 、 約 450 mg/m 2 、 約 475 mg/m 2 、 ～ 約 500 mg/
m 2 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
２ ． ダ ウ ノ ル ビ シ ン
ダ ウ ノ ル ビ シ ン 塩 酸 塩 、 5,12-ナ フ タ セ ン ジ オ ン 、 (8Ｓ -cis)-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 -、 塩 酸 塩 は セ ル ビ ジ ン と も 呼 ば れ 、 Ｗ yethか ら 入 手
で き る 。 ダ ウ ノ ル ビ シ ン (ダ ウ ノ マ イ シ ン ； ル ビ ド マ イ シ ン )は 、 Ｄ Ｎ Ａ に イ ン タ ー カ レ ー
ト し 、 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 遮 断 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 阻 害 す る 。 核 酸 合 成 を 妨 害
し な い 用 量 で 細 胞 分 裂 を 阻 止 す る こ と が で き る 。
他 の 薬 剤 と の 組 合 わ せ に お い て は 、 例 え ば 、 急 性 顆 粒 球 性 白 血 病 、 成 人 の 急 性 骨 髄 性 白 血
病 (寛 解 傾 向 の 誘 導 )、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 又 は 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 の よ う な 疾 患 の 第 一 選
択 化 学 療 法 に し ば し ば 含 ま れ る 。 経 口 吸 収 は 悪 く 、 他 の 方 法 に よ っ て 投 与 さ れ る こ と が 好
ま し い (例 え ば 、 静 脈 内 )。 分 布 半 減 期 は 45分 で あ り 、 排 除 半 減 期 は 約 19時 間 で あ る 。 活 性
代 謝 産 物 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン の 半 減 期 は 約 27時 間 で あ る 。 ダ ウ ノ ル ビ シ ン は 、 肝 臓 で 最 も 代
謝 さ れ 、 胆 汁 （ 約 40％ ） に 分 泌 さ れ る 。 肝 不 全 又 は 腎 不 全 に お い て は 用 量 を 少 な く し な け
れ ば な ら な い 。
一 般 的 に は 、 適 切 な 静 脈 内 用 量 (塩 基 当 量 )は 、 60歳 よ り 若 い 成 人 、 約 45 mg/m 2 (60歳 よ り
高 齢 の 患 者 に は 約 30 mg/m 2 )を 約 1日 、 約 ２ 日 間 又 は 約 ３ 日 間 約 ３ 週 又 は ４ 週 毎 に 又 は 約 0.
8 mg/kg/日 を 約 ３ 日 間 、 約 ４ 日 間 、 約 ５ 日 間 ～ 約 ６ 日 間 約 ３ 週 又 は 約 ４ 週 毎 に で あ り 、 胸
部 照 射 を 受 け た 場 合 の 約 450 mg/m 2 だ け を 除 い て 生 存 期 間 に 約 550 mg/m 2 を 超 え て 投 与 し て
は な ら な い 。 年 齢 が ２ 歳 未 満 、 又 は 体 表 面 が 約 0.5 ｍ 未 満 で な い 限 り 、 子 供 は 約 25 mg/m 2

を 毎 週 １ 回 で あ る 。 こ の 場 合 、 重 量 に 基 づ く 成 人 の 予 定 が 用 い ら れ る 。 約 20 mg(約 21.4 m
gの 塩 酸 塩 に 等 価 な 塩 基 と し て )の 注 射 用 剤 形 で 用 い う る 。 例 示 的 な 用 量 は 、 約 10 mg/m 2 、
約 20 mg/m 2 、 約 30 mg/m 2 、 約 50 mg/m 2 、 約 100 mg/m 2 、 約 150 mg/m 2 、 約 175 mg/m 2 、 約 200
 mg/m 2 、 約 225 mg/m 2 、 約 250 mg/m 2 、 約 275 mg/m 2 、 約 300 mg/m 2 、 約 350 mg/m 2 、 約 400 m
g/m 2 、 約 425 mg/m 2 、 約 450 mg/m 2 、 約 475 mg/m 2 、 ～ 約 500 mg/m 2 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
３ ． マ イ ト マ イ シ ン
マ イ ト マ イ シ ン (ム タ マ イ シ ン 及 び /又 は マ イ ト マ イ シ ン -Ｃ と し て も 知 ら れ る )は 、 抗 腫 瘍
活 性 を 有 す る こ と が わ か っ た ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ケ ス ピ ト サ ス (Streptomyces caespito
susu)の ブ イ ヨ ン か ら 分 離 し た 抗 生 物 質 で あ る 。 化 合 物 は 熱 安 定 で あ り 、 高 融 点 で あ り 、
有 機 溶 媒 に 自 由 に 可 溶 性 で あ る 。
マ イ ト マ イ シ ン は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (Ｄ Ｎ Ａ )の 合 成 を 選 択 的 に 阻 害 す る 。 グ ア ニ ン と シ
ト シ ン 含 量 は 、 マ イ ト マ イ シ ン 誘 導 架 橋 度 と 相 関 す る 。 高 濃 度 の 薬 剤 で は 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ と タ
ン パ ク 質 合 成 が 抑 制 さ れ る 。 マ イ ト マ イ シ ン は 、 胃 、 頚 部 、 結 腸 、 乳 房 、 膵 、 膀 胱 、 頭 頚
部 の よ う な 腫 瘍 に 用 い ら れ て い る 。
ヒ ト に お い て は 、 マ イ ト マ イ シ ン は 静 脈 内 投 与 後 に 血 清 か ら 急 速 に 清 浄 さ れ る 。 30 mgボ
ー ラ ス 注 射 後 に 約 50％ だ け 血 清 濃 度 を 低 下 さ せ る の に 要 す る 時 間 は 17分 間 で あ る 。 30 mg
、 20 mg、 又 は 10 mgI.Ｖ の 注 射 後 、 最 大 血 清 濃 度 は そ れ ぞ れ 2.4 mg/ml、 1.7 mg/ml、 0.52
 mg/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 行 わ れ る が 、 代 謝 は 他
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の 組 織 で も 生 じ る 。 ク リ ア ラ ン ス は 、 分 解 経 路 の 飽 和 の た め と 考 え ら れ る こ と か ら 最 大 血
清 濃 度 に 反 比 例 す る 。 マ イ ト マ イ シ ン 用 量 の 約 10％ は 、 尿 に 変 化 せ ず に 排 泄 さ れ る 。 代 謝
経 路 が 比 較 的 少 量 で 飽 和 さ れ る の で 、 尿 中 に 排 泄 さ れ る 用 量 ％ は 、 用 量 が 増 加 す る に つ れ
て 高 く な る 。 子 供 で も 静 脈 内 投 与 さ れ た マ イ ト マ イ シ ン の 排 出 は 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
４ ． ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ
ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ (ダ ク チ ノ マ イ シ ン )[50-76-0]; Ｃ 6 2 Ｈ 8 6 Ｎ 1 2 Ｏ 1 6 (1255.43)は Ｄ Ｎ Ａ
依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 阻 害 す る 抗 新 生 物 剤 で あ る 。 し ば し ば 、 例 え ば 、 絨 毛 が ん 、
胎 児 性 横 紋 菌 肉 腫 、 精 巣 腫 瘍 、 カ ポ ジ 肉 腫 又 は ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 の よ う な 疾 患 の 治 療 の 第 一
選 択 組 合 わ せ の 一 成 分 で あ る 。 全 身 的 治 療 に 応 答 し な い 腫 瘍 は 、 局 所 潅 流 に し ば し ば 応 答
す る 。 ダ ク チ ノ マ イ シ ン は 、 放 射 線 治 療 を 増 強 す る 。 二 次 (遠 心 性 )免 疫 抑 制 剤 で あ る 。
あ る 種 の 個 々 の 態 様 に お い て は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ は 、 例 え ば 、 主 手 術 、 放 射 線 治 療 、
又 は 他 の 薬 剤 、 特 に ビ ン ク リ ス チ ン や シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド の よ う な 物 質 と 組 合 わ せ て 用 い
ら れ る 。 抗 新 生 物 活 性 は 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 軟 組 織 肉 腫 に 認 め ら れ て い る 。
ダ ク チ ノ マ イ シ ン は 、 絨 毛 が ん が 進 行 し た 症 例 を も つ 女 性 に 効 果 的 で あ り 得 る 。 転 移 性 精
巣 肉 腫 を も つ 患 者 に ク ロ ラ ム ブ シ ル や メ ト ト レ キ セ ー ト と 組 合 わ せ て 一 貫 し た 応 答 を 生 じ
る 。 応 答 は 、 ホ ジ キ ン 病 や 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 を も つ 患 者 に も し ば し ば 見 る こ と が で き る
。 ダ ク チ ノ マ イ シ ン は 、 免 疫 学 的 応 答 、 特 に 腎 移 植 片 の 拒 絶 を 阻 止 す る の に 用 い ら れ て い
る 。
用 量 の 半 量 が 胆 汁 に そ の ま ま 排 出 さ れ 、 10％ が 尿 に 排 泄 さ れ る 。 半 減 期 は 約 36時 間 で あ る
。 薬 剤 は 、 血 液 -脳 関 門 を 通 過 し な い 。 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ は 凍 結 乾 燥 末 と し て 供 給 さ れ
る (各 バ イ ア ル 中 0/5 mg)。 １ 日 の 通 常 量 は 、 約 10 mg/kg～ 約 15 mg/kgで あ る 。 こ れ は 静 脈
内 に 約 5日 間 投 与 さ れ る 。 毒 性 症 状 が 現 れ な い 場 合 に は 、 追 加 治 療 単 位 が 約 ３ 週 ～ 約 ４ 週
お き に 投 与 す る こ と が で き る 。 1日 約 100 mg～ 約 400 mgの 注 射 が 子 供 に 約 10日 ～ 約 14日 間
投 与 さ れ て い る 。 他 の 用 法 で は 、 約 3 mg/kg～ 約 6 mg/kgが 全 量 約 125 mg/kgと し て 毎 週 約 7
.5 mg/kgの 維 持 量 が 用 い ら れ て い る 。 静 脈 内 注 入 管 に 薬 剤 を 投 与 す る こ と が 安 全 で あ る が
、 直 接 静 脈 内 に 注 射 さ れ 、 皮 下 反 応 を 避 け る た め に バ イ ア ル か ら 薬 剤 を 引 き 抜 く た め に 用
い ら れ る 針 を 捨 て る こ と が 注 意 さ れ る 。 例 示 的 用 量 は 、 約 100 mg/m 2 、 約 150 mg/m 2 、 約 17
5 mg/m 2 、 約 200 mg/m 2 、 約 225 mg/m 2 、 約 250 mg/m 2 、 約 275 mg/m 2 、 約 300 mg/m 2 、 約 350 
mg/m 2 、 約 400 mg/m 2 、 約 425 mg/m 2 、 約 450 mg/m 2 、 約 475 mg/m 2 、 ～ 約 500 mg/m 2 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
５ ． ブ レ オ マ イ シ ン
ブ レ オ マ イ シ ン は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ベ ル テ ィ シ ラ ス (Streptomyces verticillus)株
か ら 分 離 し た 細 胞 毒 性 糖 ぺ 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 序 は 不 明 で あ る が 、 利 用 で き る 証 拠 は 主 な 作 用 機 序 が Ｄ Ｎ Ａ 合 成 阻 害 を 示 す と 思 わ れ る
こ と で あ り 、 Ｒ Ｎ Ａ や タ ン パ ク 質 合 成 阻 害 が 少 な い と い う 証 拠 が あ る 。
マ ウ ス に お い て 、 高 濃 度 の ブ レ オ マ イ シ ン は 皮 膚 、 肺 、 腎 、 腹 膜 、 リ ン パ 管 に 見 ら れ る 。
皮 膚 と 肺 の 腫 瘍 細 胞 は 、 造 血 組 織 に 見 ら れ る 低 濃 度 と 対 照 的 に 高 濃 度 の ブ レ オ マ イ シ ン を
有 す る こ と が わ か っ た 。 骨 髄 に 見 ら れ る 低 濃 度 の ブ レ オ マ イ シ ン は 、 そ の 組 織 に 見 ら れ る
高 レ ベ ル の ブ レ オ マ イ シ ン 分 解 酵 素 に 関 係 が あ る も の で あ る 。
ク レ ア チ ニ ン ク リ ア ラ ン ス が 約 35 ml/minよ り 多 い 患 者 に お い て は 、 ブ レ オ マ イ シ ン の 血
清 又 は 血 漿 最 終 除 去 半 減 期 は 約 115分 で あ る 。 ク レ ア チ ニ ン ク リ ア ラ ン ス が 約 35 ml/minよ
り 少 な い 患 者 に お い て は 、 血 清 又 は 血 漿 最 終 除 去 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 増 加 す る 。 ヒ ト に お い て は 、 投 与 量 の 約 60％ ～ 約 70％ が 活 性
ブ レ オ マ イ シ ン と し て 尿 中 に 回 収 さ れ る 。 個 々 の 実 施 態 様 に お い て は 、 ブ レ オ マ イ シ ン は
筋 肉 内 、 静 脈 内 、 又 は 皮 下 経 路 で 投 与 す る こ と が で き る 。 水 に 自 由 に 可 溶 性 で あ る 。 ア ナ
フ ィ ラ キ シ ー 様 反 応 の 可 能 性 が あ る こ と か ら 、 リ ン パ 腫 の 患 者 は 最 初 の ２ 回 は ２ 単 位 以 下
で 治 療 し な け れ ば な ら な い 。 急 性 反 応 が 生 じ な い 場 合 に は 、 規 則 的 な 投 薬 予 定 が 行 わ れ て
も よ い 。
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好 適 態 様 に お い て は 、 ブ レ オ マ イ シ ン は 、 姑 息 的 治 療 と み な さ な け れ ば な ら な い 。 次 の 新
生 物 の 対 応 に 単 一 薬 剤 と し て 又 は 他 の 承 認 さ れ た 化 学 療 法 剤 と 証 明 さ れ た 組 合 わ せ で 頭 頚
部 (口 、 舌 、 扁 桃 腺 、 鼻 咽 腔 、 口 腔 咽 頭 、 副 鼻 腔 、 口 蓋 、 唇 、 口 粘 膜 、 は に く 歯 肉 、 喉 頭
蓋 、 喉 頭 を 含 む )、 食 道 、 肺 又 は 性 尿 器 管 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 皮 膚 、 陰
茎 、 頚 部 、 又 は 女 性 外 陰 部 の よ う な 扁 平 上 皮 細 胞 が ん に 有 効 で あ る こ と が わ か っ た 。 ま た
、 り ん ぱ 腫 や 精 巣 が ん の 治 療 に 用 い ら れ て い る 。
ホ ジ キ ン 病 や 精 巣 腫 瘍 の 改 善 は 速 く 、 ２ 週 間 以 内 に 認 め ら れ る 。 こ の と き ま で に 改 善 が 見
ら れ な い 場 合 に は 、 改 善 は あ り そ う も な い 。 扁 平 上 皮 が ん は 、 徐 々 に 応 答 し 、 改 善 が 認 め
ら れ る 前 に ３ 週 間 程 度 は し ば し ば 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
IＶ ． そ の 他 の 物 質
い く つ か の 化 学 療 法 剤 は 活 性 に 基 づ く 以 前 の 部 類 に 認 定 さ れ な い 。 白 金 配 位 錯 体 、 ア ン ト
ラ セ ン ジ オ ン 、 置 換 尿 素 、 メ チ ル ヒ ド ラ ジ ン 誘 導 体 、 副 腎 皮 質 抑 制 剤 、 ア ム サ ク リ ン 、 Ｌ
-ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 又 は ト レ チ ノ イ ン が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 併 用 治 療 に
用 い ら れ る 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法 に 含 ま れ る こ と が 企 図 さ れ る 。
ｉ ． 白 金 配 位 錯 体
白 金 配 位 錯 体 は 、 カ ル ボ プ ラ チ ン や シ ス プ ラ チ ン の よ う な 化 合 物 を 含 ん で い る (cis-Ｄ Ｄ
Ｐ )。 シ ス プ ラ チ ン は 、 例 え ば 、 転 移 精 巣 又 は 卵 巣 が ん 、 進 行 性 膀 胱 が ん 、 頭 頚 部 が ん 、
子 宮 頚 部 が ん 、 肺 が ん 又 は 他 の 腫 瘍 の が ん を 治 療 す る の に 広 く 用 い ら れ て い る 。 シ ス プ ラ
チ ン は 、 経 口 吸 収 さ れ な い の で 、 他 の 経 路 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 下 、 腫 瘍 内 又 は 腹 腔 内 注
射 に よ っ て 送 達 さ れ な け れ ば な ら な い 。 シ ス プ ラ チ ン は 、 単 独 で 又 は 他 の 薬 剤 と 組 合 わ せ
て 用 い る こ と が で き 、 あ る 実 施 態 様 に お い て は 臨 床 適 用 に 用 い ら れ る 効 力 の あ る 用 量 は 約
15 mg/m 2 ～ 約 20 mg/m 2 が ５ 日 間 ３ 週 毎 に 合 計 ３ 過 程 と し て 企 図 さ れ て い る 。 用 量 は 、 例 え
ば 、 約 0.50 mg/m 2 、 約 1.0 mg/m 2 、 約 1.50 mg/m 2 、 約 1.75 mg/m 2 、 約 2.0 mg/m 2 、 約 3.0 mg
/m 2 、 約 4.0 mg/m 2 、 約 5.0 mg/m 2 、 ～ 約 10 mg/m 2 で あ っ て も よ い 。
本 発 明 は 、 Ｒ Ｏ I産 生 を 刺 激 す る シ ス プ ラ チ ン が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の Ｃ Ａ rＧ 要 素 を 誘 導
す る こ と が わ か っ た 。 例 え ば 、 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の Ｃ Ａ rＧ 要 素 を コ ー ド し て い る ア デ
ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 感 染 し た ヒ ト や げ っ 歯 類 の が ん 細 胞 に お い て Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 を 誘
導 す る シ ス プ ラ チ ン は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α を コ ー ド し て い る cＤ Ｎ Ａ の 上 流 に 結 合 し た 。 従 っ て 、
本 発 明 は 、 シ ス プ ラ チ ン の よ う な Ｒ Ｏ I又 は Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 生 じ る 化 学 療 法 剤 の 使 用 と 、 抗
腫 瘍 遺 伝 子 を 用 い た 遺 伝 子 治 療 の 一 時 的 制 御 や 空 間 的 制 御 と を 組 合 わ せ る 新 規 な 方 法 を 提
供 す る 。
ii． 他 の 薬 剤
ミ ト キ サ ン ト ロ ン の よ う な ア ン ト ラ セ ネ ジ オ ン は 、 急 性 顆 粒 球 性 白 血 病 や 乳 が ん を 治 療 す
る の に 用 い ら れ て い る 。 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 の よ う な 置 換 尿 素 は 、 慢 性 顆 粒 球 性 白 血 病 、 真 性
赤 血 球 増 加 症 、 本 態 性 血 小 板 増 加 症 又 は 悪 性 メ ラ ノ ー マ を 治 療 す る の に 用 い ら れ て い る 。
プ ロ カ ル バ ジ ン (Ｎ -メ チ ル ヒ ド ラ ジ ン 、 Ｍ IＨ )の よ う な メ チ ル ヒ ド ラ ジ ン 誘 導 体 は 、 ホ ジ
キ ン 病 の 治 療 に 用 い ら れ て い る 。 マ イ ト テ イ ン の よ う な 副 腎 皮 質 抑 制 剤 は 、 副 腎 皮 質 が ん
を 治 療 す る の に 用 い ら れ 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド は ホ ジ キ ン 病 を 治 療 す る の に 用 い ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
Ｖ ． 用 量
Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 の 用 量 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り (例 え ば 、 “ Physicians Desk Reference” 、
Goodman & Gilman's“ The Pharmacological Basis of Therapeutics” 、 “ Remington's P
harmaceutical Sciences” 、 “ The Merck Index, 11th Edit.” を 参 照 の こ と 。 こ れ ら の
記 載 は 適 切 な 部 分 で 本 願 明 細 書 に 含 ま れ て い る )、 そ の 中 の 開 示 を 考 え て 本 発 明 と 組 合 わ
せ る こ と が で き る 。 治 療 さ れ る 患 者 の 症 状 に よ っ て 投 薬 の 変 更 は 必 ず 生 じ る 。 い ず れ に せ
よ 、 投 与 に 責 任 の あ る 人 が 個 々 の 患 者 に 適 切 な 用 量 を 決 定 す る 。 個 々 の 化 学 療 法 剤 と 用 量
の 用 法 の 例 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る こ れ ら の 用 量 と 薬 剤 の す
べ て は 限 定 す る も の で な く 例 示 で あ り 、 個 々 の 患 者 又 は 適 用 に 対 し て 当 業 者 が 他 の 用 量 又
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は 薬 剤 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 点 の 中 間 の 用 量 、 又 は 誘 導 で き る 範 囲 も 本 発 明 に
用 い ら れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
Ｃ ． 治 療 的 遺 伝 子
Ｉ ． 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー
p５ ３ は 、 現 在 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 と し て 認 め ら れ て い る 。 高 レ ベ ル の 変 異 体 p５ ３
は 、 化 学 発 が ん 、 紫 外 線 照 射 、 い く つ か の ウ イ ル ス に よ っ て が ん 化 し た 多 く の 細 胞 に 見 ら
れ る 。 p５ ３ 遺 伝 子 は 、 種 々 の ヒ ト 腫 瘍 に お け る 変 異 性 不 活 性 化 の し ば し ば 標 的 で あ り 、
一 般 の ヒ ト が ん に お い て 最 も 頻 繁 に 変 異 し た 遺 伝 子 で あ る こ と が 既 に 証 明 さ れ て い る 。 50
％ を 超 え る ヒ ト Ｎ Ｓ Ｃ Ｌ Ｃ (Hollstein et al., 1991)や 広 範 囲 ス ペ ク ト ル の 他 の 腫 瘍 に お
い て 変 異 す る 。
p５ ３ 遺 伝 子 は 、 Ｓ Ｖ 40大 Ｔ 抗 原 や ア デ ノ ウ イ ル ス Ｅ 1Ｂ の よ う な ホ ス ト タ ン パ ク 質 と 複 合
体 を 形 成 し 得 る 393ア ミ ノ 酸 リ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 タ ン パ ク 質 は 、 正 常 組 織 や 細
胞 に 見 ら れ る が が ん 化 細 胞 又 は 腫 瘍 細 胞 と 比 べ て 濃 度 が 極 め て 低 い 。 お も し ろ い こ と に 、
野 生 型 p５ ３ は 細 胞 増 殖 や 分 裂 を 調 節 す る の に 重 要 で あ る と 思 わ れ る 。 野 生 型 p５ ３ の 過 剰
発 現 は 、 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 に お い て 抗 増 殖 性 で あ る こ と が い く つ か の 例 で わ か っ た 。 従 っ て
、 p５ ３ は 細 胞 増 殖 の 負 の 調 節 剤 と し て 働 く こ と が で き 、 制 御 さ れ な い 細 胞 増 殖 を 直 接 抑
制 す る こ と が で き 、 こ の 増 殖 を 抑 制 す る 遺 伝 子 を 間 接 に 活 性 化 す る こ と も で き る 。 従 っ て
、 野 生 型 p５ ３ の 不 在 又 は 不 活 性 化 は が ん 化 に 寄 与 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 い
く つ か の 研 究 は 、 変 異 体 p５ ３ の 存 在 が 遺 伝 子 の が ん 化 可 能 性 の 十 分 な 発 現 に 必 要 で あ る
こ と を 示 し て い る 。
野 生 型 p５ ３ は 、 多 く の 細 胞 型 に お い て 重 要 な 増 殖 調 整 剤 と し て 認 め ら れ て い る 。 ミ ス セ
ン ス 変 異 は p５ ３ 遺 伝 子 に 共 通 で あ り 、 が ん 遺 伝 子 の が ん 化 能 力 に 不 可 欠 で あ る 。 点 変 異
に よ り 促 進 さ れ る 単 一 遺 伝 子 変 化 は 、 p５ ３ 内 の 変 異 が 野 生 型 p５ ３ の 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 性
能 を 排 除 す る こ と が 知 ら れ る 程 度 に 発 が ん 性 p５ ３ を 生 成 し 得 る 。 し か し な が ら 、 他 の が
ん 遺 伝 子 と 異 な り 、 p５ ３ 点 変 異 は 少 な く と も ３ ０ の 異 な る コ ド ン で 起 こ る こ と が 知 ら れ
、 同 形 接 合 性 に 減 少 せ ず に 細 胞 表 現 型 に 移 動 さ せ る 優 性 対 立 遺 伝 子 を し ば し ば 生 成 す る 。
更 に 、 こ れ ら の 負 の 優 性 対 立 遺 伝 子 の 多 く は 、 生 物 体 に 許 容 さ れ る と 考 え ら れ 、 生 殖 系 を
通 過 す る 。 種 々 の 変 異 対 立 遺 伝 子 は 、 最 少 の 機 能 異 常 か ら 強 い 浸 透 ま で の 負 の 優 性 対 立 遺
伝 子 で あ る こ と が わ か っ て き た (Weinberg, 1991)。
【 ０ ０ ２ ７ 】
野 生 型 p５ ３ を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ を ２ つ の ヒ ト 乳 が ん 細 胞 系 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る
と そ の 細 胞 系 で の 増 殖 抑 制 制 御 が 回 復 す る こ と が Casey & Colleaguesに よ っ て 報 告 さ れ た
(Casey et al., 1991)。 変 異 体 で な い 野 生 型 p５ ３ を ヒ ト 肺 が ん 細 胞 系 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト す る こ と に よ り 同 様 の 効 果 が 示 さ れ た (Takahasi et al., 1992)。 p５ ３ は 変 異 遺 伝 子 よ
り 優 性 で あ る と 思 わ れ 、 変 異 遺 伝 子 を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 場 合 に 増 殖 に 対 し て 選
択 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た p５ ３ の 正 常 な 発 現 は 、 内 在 性 p５ ３ を も つ 正 常 細 胞 又 は 非
悪 性 細 胞 の 増 殖 に 影 響 し な い 。 従 っ て 、 そ の よ う な 構 築 物 は 、 逆 作 用 せ ず に 正 常 細 胞 に よ
っ て 吸 収 さ れ る の で あ る 。 従 っ て 、 p５ ３ 随 伴 が ん を 野 生 型 p５ ３ で 治 療 す る と 悪 性 腫 瘍 細
胞 数 又 は 増 殖 速 度 が 減 少 す る こ と が 提 唱 さ れ る 。
真 核 細 胞 周 期 の 主 な 転 移 は 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ 、 又 は Ｃ Ｄ Ｋ が 引 き 金 に な る 。 １
種 の Ｃ Ｄ Ｋ ， サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ ４ (Ｃ Ｄ Ｋ ４ )に よ っ て 、 Ｇ 1 に よ る 進 行 が 調 節 さ
れ る 。 こ の 酵 素 活 性 は 、 後 期 Ｇ 1 で Ｒ bを リ ン 酸 化 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｄ Ｋ 4の 活 性 は 、
活 性 化 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 Ｄ 型 サ イ ク リ ン や 阻 害 サ ブ ユ ニ ッ ト p1６ I N K 4 に よ っ て 制 御 さ れ る 。
p1６ I N K 4 は 、 Ｃ Ｄ Ｋ 4に 特 異 的 に 結 合 し 阻 害 す る の で Ｒ bリ ン 酸 化 を 調 節 す る こ と が で き る
タ ン パ ク 質 と し て 生 化 学 的 に 確 認 さ れ て い る (Serrano et al., 1993; Serrano et al., 1
995)。 p1６ I N K 4 タ ン パ ク 質 が Ｃ Ｄ Ｋ 4阻 害 剤 で あ る (Serrano, 1993)の で 、 こ の 遺 伝 子 の 欠
失 に よ っ て Ｃ Ｄ Ｋ 4の 活 性 が 高 め ら れ 、 Ｒ bタ ン パ ク 質 の 高 リ ン 酸 化 が 生 じ る 。 p1６ は 、 Ｃ
Ｄ Ｋ 6機 能 を 調 節 す る こ と も 知 ら れ る 。
p1６ I N K 4 は 、 p１ ５ I N K 4 B 、 p２ １ W A F 1 、 又 は p２ ７ K I P 1 を 含 む Ｃ Ｄ Ｋ 阻 害 タ ン パ ク 質 の 新 た
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に 記 載 さ れ た 種 類 に 属 す る 。 p1６ I N K 4 遺 伝 子 は 、 ９ p２ １ の 多 く の 腫 瘍 型 に し ば し ば 欠 失
し て い る 染 色 体 領 域 ま で 地 図 を 形 成 す る 。 p1６ I N K 4 遺 伝 子 の 同 型 接 合 欠 失 と 変 異 は 、 ヒ ト
腫 瘍 細 胞 系 に 多 い 。 こ の 証 拠 か ら p1６ I N K 4 遺 伝 子 が 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 で あ る こ と が
示 さ れ る 。 し か し な が ら 、 こ の 解 釈 は 、 p1６ I N K 4 遺 伝 子 変 化 の 頻 度 が 培 養 細 胞 系 よ り 培 養
さ れ て い な い 一 次 腫 瘍 に お い て 非 常 に 少 な い と い う 所 見 に よ っ て 挑 戦 さ れ て い る (Caldas 
et al., 1994; Cheng et al., 1994; Hussussian et al., 1994; Kamb et al., 1994; Ka
mb et al., 1994; Mori et al., 1994; Okamoto et al., 1994; Nobori et al., 1995; O
rlow et al., 1994; Arap et al., 1995)。 し か し な が ら 、 多 く の 一 次 腫 瘍 に お い て は p1
６ 遺 伝 子 は 無 傷 で あ る が 、 高 割 合 の あ る 腫 瘍 タ イ プ で は p1６ タ ン パ ク 質 発 現 を 阻 止 す る 他
の メ カ ニ ズ ム が あ る こ と が 後 に わ か っ た (Merlo et al., 1995; Herman, 1995; Gonzalez-
Zulueta, 1995)。 プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ り 野 生 型 p1６
I N K 4 機 能 が 回 復 す る と あ る ヒ ト が ん 細 胞 系 に よ る コ ロ ニ ー 形 成 が 減 少 し た (Okamoto, 1994
; Arap, 1995)。 p1６ を ア デ ノ ウ イ ル ス と 送 達 さ せ る と 、 あ る ヒ ト が ん 系 の 増 殖 が 阻 止 さ
れ 、 ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 片 の 増 殖 が 阻 止 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
Ｃ -Ｃ Ａ Ｍ は 、 ほ と ん ど す べ て の 上 皮 細 胞 で 発 現 す る (Odim & Obrink, 1987)。 見 掛 け 上 の
分 子 量 が 105 kＤ の Ｃ -Ｃ Ａ Ｍ は 、 細 胞 凝 集 を 中 和 す る 特 異 抗 体 と の 反 応 に よ り ラ ッ ト 肝 細
胞 の 血 漿 膜 か ら は じ め に 分 離 さ れ た (Obrink, 1991)。 最 近 の 研 究 は 、 構 造 上 Ｃ -Ｃ Ａ Ｍ は
免 疫 グ ロ ブ リ ン (Iｇ )ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 そ の 配 列 は が ん 胎 児 性 抗 原 (Ｃ Ｅ Ａ )に
高 度 に 類 似 し て い る こ と を 示 し て い る (Lin & Guidotti, 1989)。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系
を 用 い て 、 Cheung et al.(1993)は Ｃ -Ｃ Ａ Ｍ の 最 初 の Iｇ ド メ イ ン が 細 胞 接 着 活 性 に 重 要
で あ る こ と を 証 明 し た 。
細 胞 接 着 分 子 、 又 は Ｃ Ａ Ｍ が 、 臓 器 発 生 や 細 胞 分 化 を 調 節 す る 分 子 相 互 作 用 の 複 雑 な ネ ッ
ト ワ ー ク に 関 係 し て い る こ と は 既 知 で あ る (Edelman, 1985)。 最 近 の デ ー タ は 、 Ｃ Ａ Ｍ の
異 常 発 現 が い く つ か の 新 生 物 の 腫 瘍 発 生 に 関 係 が あ る こ と を 示 し て い る 。 例 え ば 、 上 皮 細
胞 で 主 に 発 現 す る Ｅ -カ ド ヘ リ ン の 発 現 の 減 少 は 、 数 種 類 の 新 生 物 の 進 行 を 伴 っ て い る (Ed
elman & Crossin, 1991; Frixen et al., 1991; Bussemakers et al., 1992; Matsura et
 al., 1992; Umbas et al., 1992)。 ま た 、 Gianocotti & Ruoslahti(1990)は 、 遺 伝 子 移
入 に よ る α 5 β 1 イ ン テ グ リ ン が 増 加 す る と チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 の 生 体 内 腫 瘍
発 生 が 減 少 し 得 る こ と を 証 明 し た 。 こ こ で 、 Ｃ -Ｃ Ａ Ｍ は 、 試 験 管 内 と 生 体 内 で 腫 瘍 増 殖
を 抑 制 す る こ と が わ か っ た 。
本 発 明 に 使 う こ と が で き る 他 の 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー と し て は 、 p２ 1、 p1５ 、 Ｂ Ｒ Ｃ Ａ 1、 Ｂ
Ｒ Ｃ Ａ 2、 IＲ Ｆ -1、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ｄ Ｃ Ｃ 、 Ｎ Ｆ -1、 Ｎ Ｆ -2、 Ｗ Ｔ -1、 Ｍ Ｅ Ｎ
-Ｉ 、 Ｍ Ｅ Ｎ -II、 zac1、 p７ ３ 、 Ｖ Ｈ Ｌ 、 Ｆ Ｃ Ｃ 、 Ｍ Ｃ Ｃ 、 Ｄ Ｂ Ｃ Ｃ Ｒ 1、 Ｄ Ｃ Ｐ 4又 は p５
７ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
II． ア ポ ト ー シ ス イ ン デ ュ ー サ ー
ア ポ ト ー シ ス イ ン デ ュ ー サ ー 、 例 え ば 、 Ｂ ax、 Ｂ ak、 Ｂ c1-Ｘ s 、 Ｂ ad、 Ｂ im、 Ｂ ik、 Ｂ id
、 Harakiri、 Ａ d Ｅ 1Ｂ 、 Ｂ ad、 IＣ Ｅ -Ｃ Ｅ Ｄ 3プ ロ テ ア ー ゼ 、 Ｔ Ｒ Ａ IＬ 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｐ -2又
は ア ポ プ チ ン は 、 同 様 に 本 発 明 い 従 っ て 用 い る こ と が で き る 。 更 に 、 細 胞 毒 性 遺 伝 子 の 送
達 と 調 節 発 現 は 、 1999年 ３ 月 11日 出 願 の “ Induction of Apoptic or Cytotoxic Gene Exp
ression by Adenoviral Mediated Gene Codelivery” と 称 す る 米 国 特 許 出 願 に 記 載 さ れ て
い る (特 に こ の 明 細 書 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る )。
III． 酵 素
種 々 の 酵 素 遺 伝 子 は 、 本 発 明 に よ れ ば 興 味 深 い 。 そ の よ う な 酵 素 と し て は 、 シ ト シ ン デ ア
ミ ナ ー ゼ 、 ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン -グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ 、 又 は ヒ ト チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
IＶ ． サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 増 殖 因 子
本 発 明 の ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る よ う に 企 図 さ れ る 他 の 種 類 の 遺 伝 子 と し て は 、 イ ン タ ー ロ
イ キ ン や サ イ ト カ イ ン ： イ ン タ ー ロ イ キ ン 1、 IＬ -2、 IＬ -3、 IＬ -4、 IＬ -5、 、 IＬ -6、 、
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IＬ -7、 、 IＬ -8、 、 IＬ -9、 、 IＬ -10、 、 IＬ -11、 、 IＬ -12、 、 IＬ -13、 、 IＬ -14、 、 IＬ
-15、 β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 ア ン ギ オ テ ン
シ ン 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ｈ -1、 Ｍ Ｅ Ｔ Ｈ -2、 Ｇ Ｍ -Ｃ Ｓ Ｆ 、
Ｇ -Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｍ -Ｃ Ｓ Ｆ 又 は 腫 瘍 壊 死 因 子 (Ｔ Ｎ Ｆ )が 含 ま れ る 。
Ｔ Ｎ Ｆ -α は 、 動 物 実 験 に お い て 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ や 他 の 造 血 細 胞 に よ
っ て 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン で あ る (Old, 1985; Fiers,1991)。 Ｔ Ｎ Ｆ -α は 、 多 く の 悪 性
腫 瘍 細 胞 の 細 胞 毒 性 で あ り 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 寄 生 虫 の 感 染 症 に 対 す る 防 御 や 自 己 免 疫 応
答 に 重 要 な 役 割 を 果 た す (Fiers, 1991)。 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 直 接 毒 性 作 用 や 腫 瘍 血 管 系 に
対 す る 細 胞 毒 性 作 用 や 血 栓 作 用 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α の 抗 腫 瘍 作 用 を 仲 介 す る (Watanabe et al.,
 1988; Tartaglia et al., 1993; Robaye et al., 1991; Havell et al., 1988; Obrador
 et al., 2001; Slungaard et al., 1990; Mauceri et al., 2002)。 Ｄ Ｎ Ａ を 損 傷 す る Ｔ
Ｎ Ｆ -α と 化 学 療 法 剤 、 例 え ば 、 シ ス プ ラ チ ン や ア ド リ ア マ イ シ ン と の 組 合 わ せ に よ り 、
実 験 モ デ ル に お い て 相 乗 作 用 が 証 明 さ れ た (Duan et al., 2001; Bonavida et al., 1990)
。 最 近 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 二 官 能 性 ア ル キ ル 化 剤 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α に よ る 分 離 肢 潅 流 が 肢 肉 腫 や
メ ラ ノ ー マ の 治 療 ス ト ラ テ ジ ー に 成 功 し た こ と が 報 告 さ れ た (Thom et al., 1995)。 し か
し な が ら 、 全 身 的 毒 性 に よ っ て 、 ヒ ト が ん 治 療 に は Ｔ Ｎ Ｆ -α の 使 用 が 制 限 さ れ て い る (Sp
riggs et al., 1988)。
本 発 明 は 、 Ｒ Ｏ I、 損 傷 Ｄ Ｎ Ａ 、 IＲ 、 化 学 療 法 剤 に よ っ て 誘 導 し 得 る 誘 導 性 Ｅ gr-1プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 で Ｔ Ｎ Ｆ -α の 化 学 誘 導 を 提 供 す る 。 が ん や ヒ ト が ん 細 胞 の マ ウ ス モ デ ル
に お け る 実 験 か ら 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 自 体 の 化 学 誘 導 が 毒 性 を 引 き 起 こ さ な か っ た こ と が わ か る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
Ｖ ． 毒 素
種 々 の 毒 素 は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 用 い ら れ る よ う に 企 図 さ れ 、 こ れ ら の
毒 素 に は 、 リ シ ン Ａ 鎖 (Burbage, 1997)、 ジ フ テ リ ア 毒 素 Ａ (Massuda et al., 1997; Lido
r, 1997)、 百 日 咳 毒 素 Ａ サ ブ ユ ニ ッ ト 、 大 腸 菌 (E. coli)エ ン テ ロ ト キ シ ン 毒 素 Ａ サ ブ ユ
ニ ッ ト 、 コ レ ラ 毒 素 Ａ サ ブ ユ ニ ッ ト 又 は シ ュ ー ド モ ナ ス 毒 素 ｃ 末 端 の よ う な 細 菌 毒 素 が 含
ま れ て い る 。 最 近 、 融 合 タ ン パ ク 質 調 節 可 能 ジ フ テ リ ア 毒 素 Ａ 鎖 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド
の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が が ん 細 胞 の 細 胞 毒 性 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 従 っ て 、 調 節 し
た 毒 素 遺 伝 子 の 遺 伝 子 移 入 を が ん の 治 療 に 適 用 す る こ と が で き る (Massuda et al., 1997)
。
Ｖ I． ア ン チ セ ン ス 構 築 物
ア ン チ セ ン ス 方 法 は 、 核 酸 が “ 相 補 的 ” 配 列 と 対 合 す る 傾 向 が あ る と い う 事 実 が 有 利 で あ
る 。 相 補 的 と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 標 準 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク 相 補 性 の 法 則 に 従 っ て 塩 基
対 合 で き る も の で あ る こ と を 意 味 す る 。 即 ち 、 大 き な プ リ ン は 小 さ な ピ リ ミ ジ ン と 塩 基 対
合 し て シ ト シ ン と 対 合 し た グ ア ニ ン (Ｇ :Ｃ )と 、 Ｄ Ｎ Ａ の 場 合 に は チ ミ ン と 対 合 し た ア デ
ニ ン (Ａ :Ｔ )、 又 は Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 に は ウ ラ シ ル と 対 合 し た ア デ ニ ン (Ａ :Ｕ )の 組 合 わ せ を 形
成 す る 。 配 列 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に イ ノ シ ン 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 6-メ チ ル ア デ ニ ン
、 ヒ ポ キ サ チ ン 等 の よ う な 一 般 的 で な い 塩 基 が 介 在 し て も 対 合 を 妨 害 し な い 。
二 本 鎖 (ds)Ｄ Ｎ Ａ を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で タ ー ゲ テ ィ ン グ す る と 三 重 ら せ ん の 形 成 に な り 、
Ｒ Ｎ Ａ を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る と 二 重 ら せ ん の 形 成 に な る 。 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ る 場 合 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 転 写 、 Ｒ Ｎ Ａ プ
ロ セ シ ン グ 、 輸 送 、 翻 訳 及 び /又 は 安 定 性 を 妨 害 す る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 、 又 は
そ の よ う な ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ は 、 ホ ス ト 細 胞 、 試 験 管 内 か 生 体
内 、 例 え ば 、 ヒ ト 患 者 を 含 む ホ ス ト 動 物 内 で 遺 伝 子 転 写 又 は 翻 訳 又 は 双 方 を 阻 害 す る た め
に 使 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
ア ン チ セ ン ス 構 築 物 は 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と 他 の 制 御 領 域 、 エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 又
は エ キ ソ ン -イ ン ト ロ ン 境 界 に さ え 結 合 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 最 も 効 果 的 な
ア ン チ セ ン ス 構 築 物 は イ ン ト ロ ン /エ キ ソ ン ス プ ラ イ ス 結 合 部 に 相 補 的 な 領 域 を 含 む こ と
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が 企 図 さ れ る 。 即 ち 、 好 適 実 施 態 様 に は イ ン ト ロ ン -エ キ ソ ン ス プ ラ イ ス 結 合 部 の 50～ 200
塩 基 内 の 領 域 に 相 補 性 を 有 す る ア ン チ セ ン ス 構 築 物 が 含 ま れ て い る こ と が 提 唱 さ れ て い る
。 い く つ か の エ キ ソ ン 配 列 が 標 的 選 択 性 に 重 大 な 影 響 を 及 ぼ さ ず に 構 築 物 中 に 含 む こ と が
で き る こ と が 見 出 さ れ た 。 含 ま れ る エ キ ソ ン 物 質 の 量 は 、 用 い ら れ る 具 体 的 な エ キ ソ ン と
イ ン ト ロ ン の 配 列 に よ っ て 変 動 す る 。 多 す ぎ る エ キ ソ ン Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ て い る か は 単 に 試
験 管 内 構 築 物 を 試 験 し て 正 常 な 細 胞 機 能 が 働 い て い る か 或 い は 相 補 的 配 列 を 有 す る 関 連 遺
伝 子 の 発 現 が 働 い て い る か を 求 め る こ と に よ り 容 易 に 試 験 す る こ と が で き る 。
上 述 し た “ 相 補 的 ” 又 は “ ア ン チ セ ン ス ” は 、 全 体 の 長 さ に わ た っ て 実 質 的 に 相 補 的 で あ
り か つ 塩 基 不 適 正 が ほ と ん ど な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 長 さ が 15塩
基 の 配 列 は 、 13位 又 は 14位 に 相 補 的 配 列 を も つ 場 合 に は 相 補 的 と 呼 ぶ こ と が で き る 。 完 全
に 相 補 的 な 配 列 が 全 長 全 体 に 相 補 的 で あ り か つ 塩 基 不 適 正 が な い 配 列 で あ る 。 相 同 度 の 低
い 他 の 配 列 も 企 図 さ れ る 。 例 え ば 、 高 相 同 領 域 が 限 定 さ れ る が 非 相 同 領 域 を 含 む ア ン チ セ
ン ス 構 築 物 (例 え ば 、 リ ボ ザ イ ム ; 下 記 を 参 照 の こ と )を 設 計 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
分 子 は 、 相 同 が 50％ 未 満 で あ る が 適 切 な 条 件 下 で 配 列 を 標 的 に す る よ う に 結 合 す る 。
特 異 的 構 築 物 を 作 成 す る た め に ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 と cＤ Ｎ Ａ 又 は 合 成 配 列 と を 組 合 わ せ
る こ と が で き る こ と は 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 最 後 の 構 築 物 に イ ン ト ロ ン が 所 望 さ れ る 場 合
、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 用 い る こ と が 必 要 で あ る 。 cＤ Ｎ Ａ 又 は 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 構
築 物 の 残 り の 部 分 に 便 利 な 制 限 部 位 を 与 え る こ と が で き る の で 、 配 列 の 残 り に 用 い ら れ る
。
ア ン チ セ ン ス 構 築 物 の 標 的 で あ る 具 体 的 な が ん 遺 伝 子 は 、 ras、 myc、 neu、 raf、 erb、 src
、 fins、 jun、 trk、 ret、 hst、 gsp、 bcl-2、 ablで あ る 。 抗 ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 と 血 管 形
成 プ ロ モ ー タ ー に 有 効 で あ る よ う に 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
Ｖ II． リ ボ ザ イ ム
タ ン パ ク 質 は 伝 統 的 に 核 酸 の 触 媒 に 用 い ら れ て き た が 、 他 の 種 類 の 高 分 子 は こ の 努 力 に 用
い ら れ る も の と し て 出 て き た 。 リ ボ ザ イ ム は 、 部 位 特 異 的 方 法 で 核 酸 を 切 断 す る Ｒ Ｎ Ａ -
タ ン パ ク 質 複 合 体 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 特 異 的 触 媒 ド
メ イ ン を 有 す る (Kim & Cook, 1987; Gerlach et al., 1987; Foster & Symons, 1987)。
例 え ば 、 多 数 の リ ボ ザ イ ム は 、 高 度 の 特 異 性 を も つ ホ ス ホ エ ス テ ル 転 移 反 応 を 促 進 さ せ 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 中 の い く つ か の ホ ス ホ エ ス テ ル の １ つ だ け を 切 断 す る (Michel & 
Westhof, 1990; Reinhold-Hurek & Shub, 1992)。 こ の 特 異 性 は 、 化 学 反 応 の 前 に リ ボ ザ
イ ム の 内 部 ガ イ ド 配 列 （ “ IＧ Ｓ ” ） に 特 異 的 な 塩 基 対 合 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 す る 要 求
に よ る も の で あ る 。
リ ボ ザ イ ム 触 媒 は 、 主 と し て 核 酸 を 含 む 配 列 特 異 的 切 断 /結 合 反 応 の 一 部 と し て 見 ら れ て
い る (Joyce, 1989; Cook et al., 1981)。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,354,855号 に は 、 あ る 種
の リ ボ ザ イ ム が 既 知 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ よ り 大 き く Ｄ Ｎ Ａ 制 限 酵 素 に 近 い 配 列 特 異 性 を も
つ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と し て 作 用 し 得 る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 従 っ て 、 遺 伝 子 発 現 の 配
列 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 仲 介 阻 害 は 治 療 用 に 特 に 適 し て い る も の で あ る (Scanlon et al., 199
1; Sarver et al., 1990)。 最 近 、 適 用 し た い く つ か の 細 胞 系 に お い て リ ボ ザ イ ム が 遺 伝
子 変 化 を 誘 発 す る こ と が 報 告 さ れ 、 変 化 し た 遺 伝 子 に は が ん 遺 伝 子 Ｈ -ras、 c-fos、 Ｈ Ｉ
Ｖ の 遺 伝 子 が 含 ま れ た 。 ほ と ん ど の こ の 研 究 に は 、 特 異 的 リ ボ ザ イ ム に よ っ て 切 断 さ れ る
特 異 的 変 異 コ ド ン に 基 づ い て 標 的 mＲ Ｎ Ａ の 修 飾 が 含 ま れ た 。 こ の 実 施 態 様 の 標 的 は 、 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ や ア ン ギ オ ポ エ チ ン の よ う な 血 管 形 成 遺 伝 子 や が ん 遺 伝 子 (例 え ば 、 ras、 myc、 neu
、 raf、 erb、 src、 fins、 jun、 trk、 ret、 hst、 gsp、 bcl-2、 EGFR、 grb2、 abl)が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Ｖ III． 単 鎖 抗 体
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 一 遺 伝 子 は 単 鎖 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 単 鎖 抗 体 の 生 産 方 法
は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 当 業 者 は 、 そ の よ う な 方 法 の 米 国 特 許 第 5,359,046号 (こ の 明 細 書
の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る )を 参 照 す る 。 単 鎖 抗 体 は 、 短 い ぺ プ チ ド リ ン
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カ ー を 用 い て 重 鎖 と 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を 共 に 融 合 す る こ と に よ り 生 成 さ れ 、 よ っ て 単 分
子 上 に 抗 原 結 合 部 位 が 再 構 成 さ れ る 。
一 方 の 可 変 ド メ イ ン の Ｃ 末 端 が 15～ 25ア ミ ノ 酸 ぺ プ チ ド 又 は リ ン カ ー に よ っ て も う 一 方 の
Ｎ 末 端 に つ な が れ て い る 単 鎖 抗 体 可 変 断 片 (scＦ v)は 、 抗 原 結 合 又 は 結 合 の 特 異 性 を 有 意
に 破 壊 せ ず に 生 じ た (Bedzyk et al., 1990; Chaudhary et al., 1990)。 こ れ ら の Ｆ vは 、
未 変 性 抗 体 の 重 鎖 と 軽 鎖 に 存 在 す る 一 定 の 領 域 (Ｆ c)を 欠 い て い る 。
種 々 の 分 子 、 例 え ば 、 が ん 遺 伝 子 、 増 殖 因 子 、 ホ ル モ ン 、 酵 素 、 転 写 因 子 又 は 受 容 体 に 対
す る 抗 体 が 企 図 さ れ る 。 血 管 形 成 因 子 (Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ /Ｖ Ｓ Ｐ ; β Ｆ Ｇ Ｆ ; α Ｆ Ｇ Ｆ )や 血 管 形
成 に 必 要 な 内 皮 抗 原 (即 ち 、 Ｖ 3イ ン テ グ リ ン )に 対 す る 血 清 の 標 的 と な る 分 泌 抗 体 が 企 図
さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 や 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 の よ う な 増 殖 因 子 が 特 に 企
図 さ れ る 。
IＸ ． 細 胞 周 期 調 節 剤
細 胞 周 期 調 節 剤 は 、 他 の 遺 伝 子 と 組 合 わ せ た 場 合 に 有 利 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 細 胞 周 期
調 節 剤 と し て は 、 p２ ７ 、 p２ １ 、 p５ ７ 、 p１ ８ 、 p７ ３ 、 p１ ９ 、 p１ ５ 、 Ｅ 2Ｆ -1、 Ｅ 2Ｆ -
2、 Ｅ 2Ｆ -3、 p１ ０ ７ 、 p１ ３ ０ 、 Ｅ 2Ｆ -4が 含 ま れ る 。 他 の 細 胞 周 期 調 節 剤 と し て は 、 抗
血 管 形 成 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 可 溶 性 Ｆ lt1(主 な 負 の 可 溶 性 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 )、 可 溶 性 Ｗ n
t受 容 体 、 可 溶 性 Ｔ ie2/Ｔ ek受 容 体 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 2の 可 溶 性 凝 血 酵 素 ド メ イ ン 又 は
他 の 血 管 形 成 サ イ ト カ イ ン の 可 溶 性 受 容 体 (例 え ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 1/Ｋ Ｄ Ｒ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 3/
Ｆ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 3/Ｆ lt4、 共 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 )が 含 ま れ る 。
Ｘ ． ケ モ カ イ ン
ケ モ カ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る 。 ケ モ カ イ ン は 、 一 般 的
に は 、 ケ モ カ イ ン 発 現 の 部 位 に 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 補 充 す る た め に 走 化 性 因 子 と し て
働 く 。 治 療 部 位 に 他 の 免 疫 系 成 分 の 補 充 を 強 化 す る た め に 、 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子
と 組 合 わ せ て 具 体 的 な ケ モ カ イ ン 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る こ と は 有 利 で あ る 。 そ の
よ う な ケ モ カ イ ン と し て は 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 、 Ｍ Ｃ Ａ Ｆ 、 Ｍ IＰ 1-α 、 Ｍ IＰ 1-β 又 は IＰ -10
が 含 ま れ る 。 当 業 者 は 、 あ る 種 の サ イ ト カ イ ン が 走 化 性 因 子 作 用 を も つ こ と が 既 知 で あ る
と と も に ケ モ カ イ ン と い う 言 葉 に よ っ て 分 類 す る こ と が で き る こ と を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
Ｄ ． 発 現 構 築 物
Ｉ ． ベ ク タ ー
“ ベ ク タ ー ” と い う 用 語 は 、 複 製 す る こ と が で き る 細 胞 に 導 入 す る た め に 核 酸 配 列 を 挿 入
す る こ と が で き る キ ャ リ ヤ 核 酸 分 子 を 示 す た め に 用 い ら れ る 。 核 酸 配 列 は 、 ベ ク タ ー が 導
入 さ れ る 細 胞 に 外 来 性 で あ る こ と 又 は 配 列 が ふ つ う は 見 ら れ な い ホ ス ト 細 胞 核 酸 内 の 位 置
を 除 く 細 胞 内 配 列 に 相 同 で あ る こ と を 意 味 す る 。 ベ ク タ ー と し て は 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ
ド 、 ウ イ ル ス (バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 動 物 ウ イ ル ス 、 植 物 ウ イ ル ス )、 人 工 染 色 体 (例 え ば
、 Ｙ Ａ Ｃ )が 含 ま れ る 。 当 業 者 は 、 標 準 組 換 え 技 術 に よ っ て ベ ク タ ー を 構 築 す る よ う に 十
分 身 に つ け ら れ る (例 え ば 、 Goodboun & Maniatis et al., 1988; Ausubel et al., 1994
、 こ れ ら の 文 献 の 記 載 は 共 に 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る )。
“ 発 現 ベ ク タ ー ” と い う 用 語 は 、 転 写 さ れ る こ と が で き る Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む
遺 伝 子 構 築 物 の 種 類 を 意 味 す る 。 と き に は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は タ ン パ ク 質 、 ポ リ ぺ プ チ ド 、 又
は ぺ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 。 と き に は 、 こ れ ら の 配 列 は 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 又 は リ
ボ ザ イ ム の 生 産 に 翻 訳 さ れ な い 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 種 々 の “ 制 御 配 列 ” を 含 む こ と が で き
、 具 体 的 な ホ ス ト 細 胞 に お い て 作 用 可 能 に 結 合 し た コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 や お そ ら く 翻
訳 に 必 要 な 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ベ ク タ ー は 化 学 誘 導 性 を 与 え る Ｅ gr-1
プ ロ モ ー タ ー の 十 分 な 部 分 を 含 ん で い る 。 転 写 と 翻 訳 を 支 配 す る 制 御 配 列 の ほ か に 、 ベ ク
タ ー と 発 現 ベ ク タ ー は 他 の 機 能 も 働 き 後 に 記 載 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
ｉ ． 開 始 シ グ ナ ル と 内 部 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位
コ ー ド 配 列 の 効 率 の よ い 翻 訳 に 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル が 必 要 と す る こ と も で き る 。 こ れ ら の
シ グ ナ ル に は 、 Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン 又 は 隣 接 配 列 が 含 ま れ る 。 Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン を 含 む 外 因
性 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 与 え る 必 要 が あ っ て も よ い 。 当 業 者 は 、 容 易 に こ れ を 決 定 し 必 要 な
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シ グ ナ ル を 与 え る こ と が で き る 。 開 始 コ ド ン は 全 挿 入 部 の 翻 訳 を 確 実 に す る た め に 所 望 の
コ ー ド 配 列 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と “ イ ン フ レ ー ム ” で な け れ ば な ら な い こ と は 周 知 で
あ る 。 外 因 性 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル と 開 始 コ ド ン は 、 天 然 又 は 合 成 で あ り 得 る 。 発 現 効 率 は 、
適 切 な 転 写 エ ン ハ ン サ ー 要 素 の 介 在 に よ っ て 増 強 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て は 、 多 重 遺 伝 子 、 又 は 多 シ ス ト ロ ン メ ッ セ ー ジ を 生 じ
る よ う に 内 部 リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位 (IＲ Ｅ Ｓ )要 素 の 使 用 が 用 い ら れ る 。 IＲ Ｅ Ｓ 要 素
は 、 ５ ' メ チ ル 化 Ｃ ap依 存 性 翻 訳 の リ ボ ソ ー ム 走 査 を 迂 回 し 、 内 部 部 位 で 翻 訳 を 始 め る こ
と が で き る (Pelletier & Sonenberg, 1988)。 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス フ ァ ミ リ ー (ポ リ オ や 脳 心
筋 炎 )の ２ 種 か ら IＲ Ｅ Ｓ 要 素 (Pelletier & Sonenberg, 1988)と 哺 乳 動 物 メ ッ セ ー ジ か ら I
Ｒ Ｅ Ｓ (Macejak & Sarnow, 1991)が 記 載 さ れ て い る 。 IＲ Ｅ Ｓ 要 素 は 、 異 種 オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム に 結 合 す る こ と が で き る 。 多 重 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 共 に 転
写 さ れ る こ と も で き 、 各 々 が IＲ Ｅ Ｓ に よ っ て 分 け ら れ 、 多 シ ト ロ ン メ ッ セ ー ジ を 生 じ る
。 IＲ Ｅ Ｓ 要 素 に よ っ て 、 各 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 効 率 の よ い 翻 訳 の た め に リ
ボ ソ ー ム に 近 づ く こ と が で き る 。 多 重 遺 伝 子 は 単 一 プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー を 用 い て
効 率 よ く 発 現 さ せ る こ と が で き 、 単 一 メ ッ セ ー ジ を 転 写 す る (米 国 特 許 第 5,925,565号 及 び
同 第 5,935,819号 を 参 照 の こ と 、 各 々 の 明 細 書 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る )
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ii． 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位
ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー を 消 化 す る た め に 標 準 組 換 え 技 術 と と も に 使 用 し 得 る 多 重 制 限 酵 素
部 位 を 含 む 核 酸 で あ る 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 (Ｍ Ｃ Ｓ )を 含 む こ と が で き る (例 え ば 、 Carbo
nelli et al., 1999, Levenson et al., 1998, Cocea, 1997、 こ れ ら の 文 献 の 記 載 は 本 願
明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る )。 “ 制 限 酵 素 消 化 ” は 、 核 酸 分 子 内 の 特 定 の 場 所 で の み 機
能 す る 酵 素 に よ り 核 酸 分 子 を 触 媒 切 断 す る こ と を 意 味 す る 。 こ れ ら の 制 限 酵 素 の 多 く は 、
市 販 さ れ て い る 。 そ の よ う な 酵 素 の 使 用 は 、 当 業 者 に よ っ て 広 く 理 解 さ れ て い る 。 し ば し
ば 、 外 因 性 配 列 を ベ ク タ ー に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る Ｍ Ｃ Ｓ 内 で 切 断 す る 制 限 酵 素 を 用
い て ベ ク タ ー を 線 状 又 は 断 片 に す る 。 “ 結 合 ” は 、 相 互 に 相 接 し て も し な く て も よ い ２ つ
の 核 酸 断 片 間 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 す る 方 法 を 意 味 す る 。 制 限 酵 素 と 結 合 反 応 を
含 む 手 法 は 、 組 換 え 技 術 の 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。
iii． ス プ ラ イ シ ン グ 部 位
ほ と ん ど 転 写 さ れ た 真 核 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 一 次 転 写 物 か ら イ ン ト ロ ン を 除 去 す る た め に Ｒ Ｎ
Ａ ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る 。 ゲ ノ ム 真 核 配 列 を 含 む ベ ク タ ー は 、 タ ン パ ク 質 発 現 用 転 写 物
の 適 切 な 処 理 を 確 実 に す る た め に 供 与 体 及 び /又 は 受 容 体 ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 を 必 要 と す
る こ と が で き る (例 え ば 、 Chandler et al., 1997、 こ の 文 献 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ
る も の と す る )。
iv． 終 結 シ グ ナ ル
本 発 明 の ベ ク タ ー 又 は 構 築 物 は 、 一 般 的 に は 、 少 な く と も １ つ の 終 結 シ グ ナ ル を 含 ん で い
る 。 “ 終 結 シ グ ナ ル ” 又 は “ タ ー ミ ネ ー タ ー ” は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る Ｒ Ｎ Ａ 転 写
物 の 特 定 の 終 結 に 関 係 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で い る 。 従 っ て 、 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、
Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 生 産 を 終 了 す る 終 結 シ グ ナ ル が 企 図 さ れ る 。 タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 所 望 の メ
ッ セ ー ジ レ ベ ル を 得 る た め に 生 体 内 に 必 要 な も の で あ る 。
真 核 系 に お い て は 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 暴 露 す る よ う に 新 し い
転 写 物 の 部 位 特 異 的 切 断 を 可 能 に す る 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ に よ り
、 約 200 Ａ  残 基 (ポ リ Ａ )の 伸 長 部 を 転 写 物 の ３ ' 端 に 付 加 す る よ う に 特 殊 化 し た 内 在 性
ポ リ メ ラ ー ゼ の 信 号 が 送 ら れ る 。 こ の ポ リ Ａ テ ー ル で 修 飾 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 安 定 で あ
る よ う で あ り 、 効 率 よ く 転 写 さ れ る 。 従 っ て 、 真 核 生 物 を 含 む 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、
タ ー ミ ネ ー タ ー は Ｒ Ｎ Ａ の 切 断 用 シ グ ナ ル を 含 む こ と が 好 ま し く 、 タ ー ミ ネ ー タ ー が メ ッ
セ ー ジ の ポ リ ア デ ニ ル 化 を 促 進 す る こ と が 更 に 好 ま し い 。 タ ー ミ ネ ー タ ー 及 び /又 は ポ リ
ア デ ニ ル 化 部 位 要 素 は 、 メ ッ セ ー ジ 要 素 を 高 め る と と も に カ セ ッ ト か ら 他 の 配 列 へ の 読 み
過 ご し を で き る だ け 少 な く す る た め に 働 く こ と が で き る 。
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本 発 明 に 用 い ら れ る よ う に 企 図 さ れ た タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 遺 伝 子 の 終 止 配 列 、 例 え ば 、 ウ
シ 増 殖 ホ ル モ ン タ ー ミ ネ ー タ ー 又 は ウ イ ル ス 終 止 配 列 、 例 え ば 、 Ｓ Ｖ 40タ ー ミ ネ ー タ ー を
含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 本 明 細 書 に 記 載 さ れ 当 業 者 に 既 知 で も あ る 既 知 の 転 写 タ ー ミ
ネ ー タ ー を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 終 結 シ グ ナ ル は 配 列 切 断 の た め の よ う に 転 写
可 能 配 列 又 は 翻 訳 可 能 配 列 が な く て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ｖ ． ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル
発 現 、 特 に 真 核 発 現 に お い て は 、 典 型 的 に は 、 転 写 物 の 適 切 な ポ リ ア デ ニ ル 化 を 行 う た め
に ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 、 本 発 明 の 成 功 し た 実 施 に
ほ と ん ど 重 要 で な い と 思 わ れ る が 、 そ の よ う な 配 列 を 使 う こ と が で き る 。 好 適 実 施 態 様 と
し て は 、 便 利 で 種 々 の 標 的 細 胞 で よ く 機 能 す る こ と が 知 ら れ る Ｓ Ｖ 40ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ
ナ ル 又 は ウ シ 増 殖 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 ん で い る 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 は 、 転
写 物 の 安 定 性 を 高 め る こ と が で き 、 細 胞 質 輸 送 を 容 易 に す る こ と が で き る 。
ｖ i． 複 製 起 点
ホ ス ト 細 胞 内 の ベ ク タ ー を 増 殖 さ せ る た め に 、 複 製 が 開 始 す る 特 定 の 核 酸 配 列 で あ る １ 以
上 の 複 製 部 位 起 点 を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 ホ ス ト 細 胞 が 酵 母 で あ る 場 合 に は 、 自 己 複
製 配 列 (Ａ Ｒ Ｓ )を 使 う こ と も で き る 。
ｖ ii． 選 択 可 能 で 篩 い 分 け 可 能 な マ ー カ ー
本 発 明 の あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て は 、 発 現 ベ ク タ ー 内 に マ ー カ ー を 含 む こ と に よ り 本 発
明 の 核 酸 構 築 物 を 含 む 細 胞 を 試 験 管 内 又 は 生 体 内 で 同 定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な マ
ー カ ー は 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 の 簡 単 な 同 定 を 可 能 に す る 細 胞 に 同 定 可 能 な 変 化 を 与
え る 。 一 般 的 に は 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 、 選 択 を 可 能 に す る 性 質 を 与 え る も の で あ る 。
正 の 選 択 可 能 マ ー カ ー は マ ー カ ー の 存 在 が そ の 選 択 を 可 能 に す る も の で あ り 、 負 の 選 択 可
能 マ ー カ ー は そ の 存 在 が そ の 選 択 を 阻 止 す る も の で あ る 。
通 常 、 薬 剤 選 択 マ ー カ ー の 介 在 は 形 質 転 換 体 の ク ロ ー ニ ン グ と 同 定 を 援 助 し 、 例 え ば 、 ネ
オ マ イ シ ン 、 プ ロ マ イ シ ン 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 、 Ｇ Ｐ Ｔ 、 ゼ オ シ ン 又 は ヒ ス チ ジ
ノ ー ル に 対 す る 耐 性 を 与 え る 遺 伝 子 が 有 効 な 選 択 可 能 マ ー カ ー で あ る 。 条 件 の 実 施 形 態 に
基 づ い て 形 質 転 換 体 の 識 別 を 可 能 に す る 表 現 型 を 与 え る マ ー カ ー の ほ か に 、 基 準 が 比 色 分
析 で あ る Ｇ Ｆ Ｐ の よ う な ス ク リ ー ン 可 能 な マ ー カ ー を 含 む 他 の 種 類 の マ ー カ ー も 企 図 さ れ
る 。 ま た 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (tk)又 は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｃ Ａ Ｔ )の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 な 酵 素 を 使 う こ と が で き る 。
当 業 者 は 、 免 疫 学 的 マ ー カ ー を お そ ら く Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 と と も に ど の よ う に 使 う か を 知 っ て
い る 。 用 い ら れ る マ ー カ ー は 、 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド し て い る 核 酸 に よ り 同 時 に 発 現 す る こ
と が で き る 限 り 、 重 要 で は な い と 考 え ら れ る 。 選 択 可 能 で 篩 い 分 け 可 能 な マ ー カ ー の 他 の
例 も 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ｖ iii． プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は ホ ス ト 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 用
い ら れ る よ う に 企 図 さ れ る 。 一 般 的 に は 、 ホ ス ト 細 胞 と 適 合 す る 種 由 来 の レ プ リ コ ン 配 列
と 制 御 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は こ れ ら の ホ ス ト と 関 連 し て 用 い ら れ る 。 ベ ク タ ー
は 、 ふ つ う は 複 製 部 位 と 、 形 質 転 換 細 胞 に お い て 表 現 型 選 択 を 与 え る こ と が で き る 標 識 配
列 を 保 有 す る 。 制 限 さ れ な い 例 に お い て は 、 大 腸 菌 は 、 大 腸 菌 種 由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 pＢ
Ｒ 322の 誘 導 体 を 用 い て し ば し ば 形 質 転 換 さ れ る 。 pＢ Ｒ 322は ア ン ピ シ リ ン と テ ト ラ サ イ
ク リ ン 耐 性 の 遺 伝 子 を 含 む の で 、 形 質 転 換 細 胞 を 同 定 す る た め に 簡 単 な 手 段 を 与 え る 。 p
Ｂ Ｒ プ ラ ス ミ ド 、 又 は 他 の 微 生 物 プ ラ ス ミ ド 又 は フ ァ ー ジ は 、 例 え ば 、 微 生 物 生 物 体 に よ
っ て そ れ 自 体 の タ ン パ ク 質 の 発 現 に 使 用 し 得 る プ ロ モ ー タ ー を 含 ま な け れ ば な ら ず 、 含 む
よ う に 修 飾 さ れ な け れ ば な ら な い 。
更 に 、 ホ ス ト 微 生 物 と 適 合 す る レ プ リ コ ン 配 列 と 制 御 配 列 を 含 む フ ァ ー ジ ベ ク タ ー は 、 こ
れ ら の ホ ス ト と 関 連 し た 形 質 転 換 ベ ク タ ー と し て 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 フ ァ ー ジ λ Ｇ Ｅ Ｍ
(登 録 商 標 )-11は 、 例 え ば 、 E. coliＬ Ｅ 392の よ う な ホ ス ト 細 胞 を 形 質 転 換 す る よ う に 使
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用 し 得 る 組 換 え フ ァ ー ジ ベ ク タ ー を つ く る の に 用 い る こ と が で き る 。
他 の 有 効 な プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と し て は 、 pIＮ ベ ク タ ー (Inouye et al., 1985)や 精 製 と
分 離 又 は 切 断 の た め に グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｇ Ｓ Ｔ )可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質
を 作 成 す る の に 用 い ら れ る pＧ Ｅ Ｘ ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 他 の 適 切 な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、
β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ユ ビ キ チ ン 等 と の も の で あ る 。
発 現 ベ ク タ ー を 含 む 細 菌 ホ ス ト 細 胞 、 例 え ば 、 大 腸 菌 は 、 多 く の 適 切 な 培 養 液 の い ず れ か
、 例 え ば 、 Ｌ Ｂ 中 で 増 殖 す る 。 あ る 種 の ベ ク タ ー に お け る 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 当
業 者 に 理 解 さ れ る よ う に 、 ホ ス ト 細 胞 と あ る 種 の プ ロ モ ー タ ー に 特 異 的 な 物 質 を 接 触 さ せ
る こ と に よ り 、 例 え ば 、 IＰ Ｔ Ｇ を 培 養 液 に 添 加 す る こ と に よ り 又 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
を 高 温 に 切 り 換 え る こ と に よ り 誘 導 す る こ と が で き る 。 細 菌 を 更 に あ る 期 間 、 通 常 は 2～ 2
4時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 集 め 、 洗 浄 し て 残 留 培 養 液 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
iｘ ． ウ イ ル ス ベ ク タ ー
受 容 体 仲 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て 細 胞 に 感 染 さ せ る か 又 は 細 胞 に 入 れ る と と も に ホ
ス ト 細 胞 ゲ ノ ム に 組 込 み か つ ウ イ ル ス 遺 伝 子 を 安 定 に 効 率 よ く 発 現 さ せ る あ る 種 ウ イ ル ス
の 能 力 は 、 異 種 核 酸 の 細 胞 (例 え ば 、 哺 乳 動 物 細 胞 )へ の 移 入 の た め の 魅 力 の あ る 候 補 物 質
に な っ て い る 。 本 発 明 の 核 酸 を 送 達 す る た め の 用 い る こ と が で き る ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 限
定 さ れ な い 例 を 次 に 述 べ る 。
ａ ． ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
核 酸 を 送 達 す る た め の 具 体 的 な 方 法 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 が 必 要 で あ る 。
ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 組 込 む た め の 能 力 が 低 い こ と が 既 知 で あ る が 、
こ の 特 徴 は こ れ ら の ベ ク タ ー に よ っ て 得 ら れ る 遺 伝 子 移 入 の 効 率 が 高 い こ と に よ り 相 殺 さ
れ る 。 “ ア デ ノ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー ” は 、 （ a） 構 築 物 の パ ッ ケ ー ジ ン グ を 援 助 す る と
と も に （ b） ク ロ ー ン 化 さ れ た 組 織 又 は 細 胞 特 異 的 構 築 物 を 最 後 に は 発 現 さ せ る の に 十 分
な ア デ ノ ウ イ ル ス 配 列 を 含 む 構 築 物 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 遺 伝 体 制 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス
の 知 識 、 36 kb、 線 状 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 大 き な ア デ ノ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 片 を ７ kb
ま で の 異 種 配 列 で 置 換 す る こ と を 可 能 に す る (Grunhaus & Horwitz, 1992)。
ｂ ． Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ ー
核 酸 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 援 助 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 用 い て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス 結 合 系 を 用 い た 細 胞 系 に お い て 高 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 が 報 告 さ れ
て い る (Kelleher & Vos, 1994; Cotten et al., 1992; Curiel, 1994)。 ア デ ノ 随 伴 ウ イ
ル ス (Ａ Ａ Ｖ )は 、 組 込 み 頻 度 が 高 く か つ 非 分 裂 細 胞 に 感 染 さ せ る 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ
る 魅 力 的 な ベ ク タ ー 系 で あ る の で 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 例 え ば 、 組 織 培 養 物 (Muzyczka, 1992)
又 は 生 体 内 に 遺 伝 子 を 送 達 す る の に 用 い る 。 Ａ Ａ Ｖ の 感 染 能 ホ ス ト 範 囲 は 広 い (Tratschin
 et al., 1984; Laughlin et al., 1986; Lebkowski et al., 1988; McLaughlin et al.,
 1988)。
【 ０ ０ ３ ９ 】
ｃ ． レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 ホ ス ト ゲ ノ ム に 遺 伝 子 を 組 込 む 能 力 の た め に 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー と し
て 有 望 で あ り 、 多 量 の 異 種 遺 伝 物 質 を 移 入 し 、 広 範 囲 ス ペ ク ト ル の 種 と 細 胞 型 、 特 別 の 細
胞 系 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ て い る も の に 感 染 さ せ る (Miller, 1992)。
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に 、 あ る 種 の ウ イ ル ス 配 列 の 代 り に ウ イ ル ス ゲ ノ
ム へ 核 酸 を 挿 入 し て 複 製 欠 損 の あ る ウ イ ル ス を 生 じ る 。 ビ リ オ ン を 生 じ る よ う に 、 gag、 p
ol、 env遺 伝 子 を 含 む が Ｌ Ｔ Ｒ を 含 ま な い パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 と パ ッ ケ ー ジ ン グ 成 分 を
構 築 す る (Mann et al., 1983)。 cＤ Ｎ Ａ を レ ト ロ ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ と パ ッ ケ ー ジ ン グ 配 列 と
共 に 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド が 特 別 な 細 胞 系 に 導 入 さ れ る (例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿
に よ り )場 合 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 配 列 は 組 換 え プ ラ ス ミ ド の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が ウ イ ル ス 粒 子 に
パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る こ と を 可 能 に し 、 培 養 液 に 分 泌 さ れ る (Nicolas & Rubenstein, 198
8; Temin, 1986; Mann et al., 1983)。 次 に 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス を 含 む 培 養 液 を 集 め 、
濃 縮 し て も よ く 、 遺 伝 子 移 入 に 用 い ら れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 広 範 囲 の 細 胞 型
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に 感 染 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 組 込 み と 安 定 な 発 現 に は ホ ス ト 細 胞 の 分 裂 が
必 要 で あ る (Paskind et al., 1975)。
レ ン チ ウ イ ル ス は 、 一 般 の レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 gag、 pol、 envの ほ か に 調 節 又 は 構 造 機
能 を も つ 他 の 遺 伝 子 を 含 む 複 合 レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 当 該 技
術 に お い て 周 知 で あ る (例 え ば 、 Naldini et al., 1996; Zuffery et al., 1997; Blomer 
et al., 1997; 米 国 特 許 第 6,013,516号 ; 同 第 5,994,136号 )。 レ ン チ ウ イ ル ス の 例 と し て
は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス : Ｈ IＶ -1、 Ｈ IＶ -2又 は サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス : Ｓ IＶ が 挙 げ
ら れ る 。 レ ン チ ウ イ ル ス は 、 Ｈ IＶ ビ ル レ ン ト 遺 伝 子 を 多 重 弱 毒 さ せ る こ と に よ り 作 成 す
る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 env、 vif、 vpr、 vpu、 nefを 欠 失 さ せ 、 ベ ク タ ー を 生 物 学 的 に 安 全 に
す る 。
組 換 え レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 非 分 裂 細 胞 に 感 染 さ せ る こ と が で き 、 生 体 内 と 生 体 外
双 方 の 遺 伝 子 移 入 と 核 酸 配 列 の 発 現 に 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 適 切 な ホ ス ト 細 胞 が パ ッ ケ ー
ジ ン グ 機 能 を 保 有 す る ２ つ 以 上 の ベ ク タ ー 、 即 ち 、 gag、 pol、 env、 ま た 、 rev、 tatで ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 非 分 裂 細 胞 に 感 染 さ せ る こ と が で き 組 換 え レ ン チ ウ イ ル ス は 、 米 国 特
許 第 5,994,136号 に 記 載 さ れ 、 こ の 明 細 書 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る 。 具
体 的 な 細 胞 型 の 受 容 体 に タ ー ゲ テ ィ ン グ 用 抗 体 又 は 具 体 的 な リ ガ ン ド を 含 む エ ン ベ ロ ー プ
タ ン パ ク 質 を 結 合 す る こ と に よ り 組 換 え ウ イ ル ス を 標 的 に す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー に 対 象 の 配 列 (調 節 領 域 を 含 む )を 、 特 定 の 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド を
コ ー ド し て い る 他 の 遺 伝 子 と 共 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 ベ ク タ ー は こ こ で は 標 的 特 異 的 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
ｄ ． 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー
他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 本 発 明 に お い て は ワ ク チ ン 構 築 物 と し て 用 い る こ と が で き る 。
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス (Ridgeway, 1988; Baichwal & Sugden, 1986; Coupar et al., 1988)
、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 又 は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル
ス 由 来 の ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 種 々 の 哺 乳 動 物 細 胞 に い く つ か の 魅 力 的 な 特 徴
を 与 え る (Friedmann, 1989; Ridgeway, 1988; Baichwal & Sugden, 1986; Coupar et al.
, 1988; Horwich et al., 1990)。
ｅ ． 修 飾 ウ イ ル ス を 用 い た 送 達
送 達 す べ き 核 酸 は 、 特 定 の 結 合 リ ガ ン ド を 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 感 染 ウ イ ル ス 内 に 収
容 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ウ イ ル ス 粒 子 は 標 的 細 胞 の 同 族 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、
細 胞 に 内 容 物 を 送 達 す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 特 定 の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 可 能 に す る
よ う に 設 計 さ れ た 新 規 な 方 法 は 、 ラ ク ト ー ス 残 基 を ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ に 化 学 付 加 す る
こ と に よ る レ ト ロ ウ イ ル ス の 化 学 修 飾 に 基 づ い て 開 発 さ れ た 。 こ の 修 飾 は 、 シ ア ロ 糖 タ ン
パ ク 質 受 容 体 に よ っ て 肝 細 胞 の 特 定 の 感 染 を 可 能 に す る こ と が で き る 。
レ ト ロ ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 や 特 定 の 細 胞 受 容 体 に 対 し て ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 を
用 い る 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス の タ ー ゲ テ ィ ン グ に 対 す る 他 の 方 法 を 設 計 し た 。 抗 体 は 、 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 用 い る こ と に よ り ビ オ チ ン 成 分 に よ っ て 結 合 し た (Roux et al., 1989
)。 主 要 組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体 ク ラ ス Ｉ と ク ラ ス II抗 原 に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 エ コ ト
ロ ピ ッ ク ウ イ ル ス に よ る 表 面 抗 原 を も つ 種 々 の ヒ ト 細 胞 の 試 験 管 内 感 染 が 証 明 さ れ た (Rou
x et al., 1989)。
【 ０ ０ ４ １ 】
II． ベ ク タ ー 送 達 と 細 胞 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン
本 発 明 と 共 に 用 い ら れ る オ ル ガ ネ ラ 、 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 の ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン
に 適 切 な 核 酸 送 達 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 又 は 当 業 者 に 既 知 で あ る よ う に 、 核
酸 (例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ )を オ ル ガ ネ ラ 、 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 に 導 入 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 方 法 と し て は 、 生 体 外 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (Wilson et al., 1989, Nabel et al.
, 1989)、 微 量 注 射 (Harlan & Weintraub, 1985; 米 国 特 許 第 5,789,215号 、 こ の 明 細 書 の
記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る )を 含 む 注 入 ; エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン (米 国 特 許
第 5,384,253号 、 こ の 明 細 書 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る ; Tur-Kaspa et al
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., 1986; Potter et al., 1984); リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 (Graham & Van Der Eb, 1973; C
hen & Okayama, 1987; Rippe et al., 1990); Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ キ ス ト ラ ン の 次 に ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル を 用 い る (Gopal, 1985); 直 接 ソ ニ ッ ク ロ ー デ ィ ン グ (Fechheimer et al., 1
987); リ ポ ソ ー ム 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (Nicolau & Sene, 1982; Fraley et al., 19
79; Nicolau et al., 1987; Wong et al., 1980; Kaneda et al., 1989; Kato et al., 1
991)や 受 容 体 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (Wu & Wu, 1987; Wu & Wu, 1988); 微 粒 子 銃 (PCT
国 際 出 願 第 94/09699号 、 同 第 95/06128号 ; 米 国 特 許 第 5,610,042号 ; 同 第 5,322,783号 、 同
第 5,563,055号 、 同 第 5,550,318号 、 同 第 5,538,877号 、 同 第 5,538,880号 、 各 明 細 書 の 記 載
は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る ); 炭 化 ケ イ 素 繊 維 に よ る か き ま ぜ (Kaeppler et al.,
 1990; 米 国 特 許 第 5,302,523号 、 同 第 5,464,765号 、 各 明 細 書 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま
れ る も の と す る ); ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 仲 介 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン (米 国 特 許 第 5,591,
616号 、 同 第 5,563,055号 、 各 明 細 書 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る ); プ ロ ト
プ ラ ス ト の Ｐ Ｅ Ｇ 仲 介 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン (Omirulleh et al., 1993; 米 国 特 許 第 4
,684,611号 、 同 第 4,952,500号 、 各 明 細 書 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る ); 乾
燥 /阻 害 仲 介 Ｄ Ｎ Ａ 取 込 み (Potrykus et al., 1985)、 又 は そ の よ う な 方 法 の 組 合 わ せ に よ
る Ｄ Ｎ Ａ の 直 接 送 達 が 含 ま れ る が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 手 法 を 用 い る こ と に よ
っ て 、 オ ル ガ ネ ラ 、 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 は 安 定 に 又 は 一 時 的 に 形 質 転 換 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
ｉ ． 生 体 外 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン
生 体 外 の 設 定 に お い て 生 物 体 か ら 取 り 出 し た 血 管 細 胞 や 組 織 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 方 法
は 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 イ ヌ 内 皮 細 胞 は 、 試 験 管 内 で レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 移 入 に よ っ て
遺 伝 的 に 変 化 さ せ 、 イ ヌ に 移 植 し て い る (Wilson et al., 1989)。 他 の 例 に お い て は 、 ユ
カ タ ン ミ ニ ブ タ 内 皮 細 胞 を レ ト ロ ウ イ ル ス に よ り 試 験 管 内 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 二 重 バ
ル ー ン カ テ ー テ ル を 用 い て 動 脈 に 移 植 し た (Nabel et al., 1989)。 こ の よ う に 、 細 胞 又 は
組 織 を 取 り 出 し 、 本 発 明 の 核 酸 を 用 い て 生 体 外 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る こ と
が 企 図 さ れ る 。 具 体 的 な 態 様 に お い て は 、 移 植 細 胞 又 は 組 織 は 、 生 物 体 内 に 置 か れ て も よ
い 。 好 適 態 様 に お い て は 、 核 酸 は 、 移 植 細 胞 又 は 組 織 内 で 発 現 す る 。
ii． 注 入
あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て は 、 核 酸 は 、 オ ル ガ ネ ラ 、 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 に １ 種 以 上 の
注 射 (即 ち 、 針 注 射 )、 例 え ば 、 皮 下 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 等 に よ っ て 送 達 す る
こ と が で き る 。 ワ ク チ ン の 注 射 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る (例 え ば 、 生 理 食 塩 水 を 含 む
組 成 物 の 注 射 )。 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 と し て は 、 直 接 微 量 注 射 に よ る 核 酸 の 導 入 が 含 ま
れ る 。 直 接 微 量 注 射 は 、 核 酸 構 築 物 を ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 を 導 入 す る た め に 用 い
ら れ て い る (Harland & Weintraub, 1985)。
iii． エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
本 発 明 の あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て は 、 核 酸 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り オ ル ガ ネ ラ
、 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 に 導 入 さ れ る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に は 、 細 胞 と Ｄ Ｎ Ａ の 浮
遊 液 を 高 電 圧 放 電 に 暴 露 す る こ と が 必 要 で あ る 。 本 方 法 の 変 法 に お い て は 、 ペ ク チ ン 分 解
酵 素 の よ う な あ る 種 の 細 胞 壁 分 解 酵 素 が 使 わ れ て 標 的 受 容 細 胞 を 未 処 理 よ り も エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン に よ る 形 質 転 換 に 感 受 性 に す る (米 国 特 許 第 5,384,253号 、 こ の 明 細 書 の 記 載
は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る )。 ま た 、 受 容 細 胞 は 、 機 械 的 創 傷 に よ っ て 形 質 転 換
に 感 受 性 に す る こ と も で き る 。
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い る 真 核 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 多 く が 成 功 し て い る
。 こ の 方 法 で マ ウ ス プ レ Ｂ リ ン パ 球 は ヒ ト κ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ (Potter et al., 1984)、 ラ ッ ト 肝 細 胞 は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る (Tur-Kaspa et al., 1986)
【 ０ ０ ４ ３ 】
iｖ ． リ ン 酸 カ ル シ ウ ム
本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 核 酸 は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 を 用 い て 細 胞 に 導 入 さ れ
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る 。 ヒ ト Ｋ Ｂ 細 胞 は 、 こ の 手 法 を 用 い て ア デ ノ ウ イ ル ス ５ Ｄ Ｎ Ａ (Graham & Van Der Eb, 
1973)で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る 。 ま た こ の 方 法 で は 、 マ ウ ス Ｌ (Ａ 9)、 マ ウ ス Ｃ 127
、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｃ Ｖ -1、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｎ IＨ 3Ｔ 3、 ヒ ー ラ ー 細 胞 が ネ オ マ イ シ ン マ ー カ ー 遺 伝 子 で
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ (Chen & Okayama, 1987)、 ラ ッ ト 肝 細 胞 が 種 々 の マ ー カ ー 遺 伝 子 で
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た (Rippe et al., 1990)。
ｖ ． Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ キ ス ト ラ ン
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 核 酸 は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ キ ス ト ラ ン に 続 い て ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル を 用 い て 細 胞 に 送 達 さ れ る 。 こ の 方 法 で は 、 リ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド が マ ウ ス 骨 髄 腫 や 赤
白 血 病 細 胞 に 導 入 さ れ た (Gopal, 1985)。
ｖ i． 音 波 処 理 ロ ー デ ィ ン グ
本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に は 、 直 接 ソ ニ ッ ク ロ ー デ ィ ン グ に よ る 核 酸 の 導 入 が 含 ま れ る 。 Ｌ
Ｔ Ｋ - 線 維 芽 細 胞 は ソ ニ ッ ク ロ ー デ ィ ン グ に よ り チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ て い る (Fechheimer et al., 1987)。
ｖ ii． リ ポ ソ ー ム 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 核 酸 は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム の よ う な 脂 質 複 合 体 に か
ら み つ け る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 リ ン 脂 質 二 分 子 膜 と 内 部 水 性 媒 体 を 特 徴 と す る
小 胞 構 造 で あ る 。 多 重 膜 リ ポ ソ ー ム は 水 性 媒 体 で 分 か れ た 多 重 脂 質 層 を 有 す る 。 リ ン 脂 質
が 過 剰 量 の 水 溶 液 に 懸 濁 し た 場 合 に 自 然 に 形 成 す る 。 脂 質 成 分 は 、 閉 鎖 構 造 を 形 成 す る 前
に 自 己 転 位 を 受 け 、 水 と 、 脂 質 二 分 子 膜 間 の 溶 解 し た 溶 質 を か ら み つ け る (Ghosh & Bachh
awat, 1991)。 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン (Gibco BRL)又 は ス ー パ ー フ ェ ク ト (Qiagen)と 複 合 し た 核
酸 も 企 図 さ れ る 。
リ ポ ソ ー ム 仲 介 核 酸 送 達 と 異 種 Ｄ Ｎ Ａ の 試 験 管 内 発 現 は 、 か な り 成 功 し て い る (Nicolau &
 Sene, 1982; Fraley et al., 1979; Nicolau et al., 1987)。 培 養 し た ニ ワ ト リ 胚 、 ヒ
ー ラ ー 、 肝 が ん の 細 胞 に お け る 異 種 Ｄ Ｎ Ａ の リ ポ ソ ー ム 仲 介 送 達 と 発 現 の 可 能 性 も 証 明 さ
れ て い る (Wong et al., 1980)。
本 発 明 の あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て は 、 リ ポ ソ ー ム を 血 球 凝 集 ウ イ ル ス (Ｈ Ｖ Ｊ )と 複 合 さ
せ る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 細 胞 膜 と の 融 合 を 容 易 に す る と と も に リ ポ ソ ー ム 封 入 Ｄ
Ｎ Ａ の 細 胞 侵 入 を 促 進 さ せ る こ と が わ か っ た (Kaneda et al., 1989)。 他 の 実 施 態 様 に お
い て は 、 リ ポ ソ ー ム を 核 非 ヒ ス ト ン 染 色 体 タ ン パ ク 質 (Ｈ Ｍ Ｇ -1)と 共 に 複 合 又 は 使 用 す る
こ と が で き る (Kato et al., 1991)。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 リ ポ ソ ー ム は Ｈ Ｖ Ｊ と Ｈ
Ｍ Ｇ -1双 方 と 共 に 複 合 又 は 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 送 達 伝 達 体
は リ ガ ン ド と リ ポ ソ ー ム を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ｖ iii． 受 容 体 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
更 に ま た 、 核 酸 は 、 受 容 体 仲 介 送 達 伝 達 体 に よ っ て 標 的 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら は 、 標 的 細 胞 に 生 じ る 受 容 体 仲 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て 高 分 子 の 選 択 的 取 込 み
を 利 用 す る も の で あ る 。 種 々 の 受 容 体 の 細 胞 型 特 異 的 分 配 の 観 点 か ら 、 こ の 送 達 法 は 本 発
明 の 他 の 特 異 性 の 程 度 を 加 え る 。
あ る 受 容 体 仲 介 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 伝 達 体 は 、 細 胞 受 容 体 特 異 的 リ ガ ン ド と 核 酸 結 合 剤
を 含 ん で い る 。 あ る も の は 、 送 達 す べ き 核 酸 が 作 用 的 に 結 合 し た 細 胞 受 容 体 特 異 的 リ ガ ン
ド を 含 ん で い る 。 い く つ か の リ ガ ン ド は 受 容 体 仲 介 遺 伝 子 移 入 に 用 い ら れ (Wu & Wu, 1987
; Wagner et al., 1990; Perales et al., 1994; Myers, 欧 州 公 開 明 細 書 第 0273085号 )、
手 法 の 作 用 可 能 性 が 確 立 し て い る 。 他 の 哺 乳 動 物 細 胞 型 に 関 す る 特 異 的 送 達 も 記 載 さ れ て
い る (Wu & Wu, 1993; こ の 文 献 の 記 載 は 本 願 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る )。 本 発 明 の あ
る 種 の 態 様 に お い て は 、 リ ガ ン ド は 標 的 細 胞 集 団 上 で 特 異 的 に 発 現 し た 受 容 体 に 対 応 す る
よ う に 選 ば れ る 。
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 細 胞 特 異 的 核 酸 タ ー ゲ テ ィ ン グ 伝 達 体 の 核 酸 送 達 伝 達 成 分 は 、
特 定 の 結 合 リ ガ ン ド を リ ポ ソ ー ム と 組 合 わ せ て 含 む こ と が で き る 。 送 達 す べ き 核 酸 は リ ポ
ソ ー ム 内 に 収 容 さ れ 、 特 異 的 結 合 リ ガ ン ド は リ ポ ソ ー ム 膜 に 機 能 的 に 取 込 ま れ る 。 従 っ て
、 リ ポ ソ ー ム は 、 標 的 細 胞 の 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 内 容 物 を 細 胞 に 送 達 す る 。 そ の よ
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う な シ ス テ ム は 、 例 え ば 、 表 皮 増 殖 因 子 (Ｅ Ｇ Ｆ )が Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン を 示 す 細 胞 に 核 酸 を 受 容 体 仲 介 送 達 す る の に 用 い ら れ る シ ス テ ム を 用 い て 作 用 す る こ と
が わ か っ た 。
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 更 に 、 標 的 送 達 伝 達 体 の 核 酸 送 達 伝 達 体 が リ ポ ソ ー ム 自 体 で あ
っ て も よ く 、 好 ま し く は 、 細 胞 特 異 的 結 合 を 指 示 す る １ 種 以 上 の 脂 質 又 は 糖 タ ン パ ク 質 を
含 む 。 例 え ば 、 ラ ク ト シ ル -セ ラ ミ ド 、 ガ ラ ク ト ー ス 末 端 ア シ ア ロ ガ ン グ リ オ シ ド が リ ポ
ソ ー ム に 取 込 ま れ 、 肝 細 胞 に よ る イ ン ス リ ン 遺 伝 子 の 取 り 込 み 増 加 が 見 ら れ た (Nicolau e
t al., 1987)。 本 発 明 の 組 織 特 異 的 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 構 築 物 は 、 同 様 の 方 法 で 標 的 細
胞 に 特 異 的 に 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
Ｅ ． 治 療 遺 伝 子 と Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 の 併 用 投 与
Ｉ ． 投 与
本 発 明 で 治 療 し 得 る 腫 瘍 と し て は 、 脳 (グ リ ア 芽 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 希 突 起 グ
リ オ ー マ 、 上 衣 腫 )、 肺 、 肝 、 脾 、 腎 、 リ ン パ 節 、 小 腸 、 膵 、 血 液 細 胞 、 結 腸 、 胃 、 乳 房
、 子 宮 内 膜 、 前 立 腺 、 精 巣 、 卵 巣 、 皮 膚 、 頭 頚 部 、 食 道 、 骨 髄 、 血 液 又 は 他 の 組 織 の 腫 瘍
を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 腫 瘍 は 、 転 移 と 非 転 移 と し て 区 別 す る こ と が で き る 。 種
々 の 実 施 態 様 と し て は 、 皮 膚 、 筋 肉 、 顔 、 脳 、 前 立 腺 、 乳 房 、 子 宮 内 膜 、 肺 、 頭 頚 部 、 膵
、 小 腸 、 血 液 細 胞 、 肝 、 精 巣 、 卵 巣 、 結 腸 、 皮 膚 、 胃 、 食 道 、 脾 、 リ ン パ 節 、 骨 髄 又 は 腎
の 腫 瘍 細 胞 が 含 ま れ る 。 他 の 実 施 態 様 と し て は 、 末 梢 血 、 リ ン パ 液 、 腹 水 、 漿 液 、 胸 水 、
喀 痰 、 脳 脊 髄 液 、 涙 液 、 便 又 は 尿 の よ う な 流 体 試 料 が 含 ま れ る 。
本 発 明 に よ れ ば 、 Ｅ gr-1推 進 発 現 ベ ク タ ー と Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 の 送 達 が 提 供 さ れ る 。 こ の 組 合
わ せ は 、 例 え ば 、 １ 以 上 の 標 的 細 胞 の 死 滅 、 １ 以 上 の 標 的 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 誘
導 、 １ 以 上 の 標 的 細 胞 の 増 殖 速 度 の 低 減 、 転 移 頻 度 又 は 数 の 減 少 、 腫 瘍 の 大 き さ の 縮 小 、
腫 瘍 の 増 殖 の 阻 止 、 腫 瘍 又 は １ 以 上 の 標 的 細 胞 へ の 血 液 供 給 の 減 少 、 １ 以 上 の 標 的 細 胞 又
は 腫 瘍 に 対 す る 免 疫 応 答 の 促 進 、 が ん の 進 行 の 防 止 又 は 阻 止 し 、 又 は が ん を も つ 患 者 の 寿
命 の 延 長 に よ り 、 患 者 に お い て 過 剰 増 殖 性 疾 患 (例 え ば 、 が ん )に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き
る 。
更 に 一 般 的 に は 、 こ れ ら の 薬 剤 は 、 が ん 細 胞 の 増 殖 を 死 滅 又 は 阻 止 す る の に 有 効 な 用 量 に
よ る 合 計 量 で 与 え ら れ る 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 と 薬 剤 を 同 時 に 又 は 薬 剤 の 細 胞 へ の 別 個 の 投
与 が 所 望 さ れ る 治 療 効 果 を 与 え る 時 間 内 に 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で も よ い 。 こ れ は 、 細 胞
、 組 織 又 は 生 物 体 と 両 薬 剤 を 含 む 単 一 組 成 物 又 は 薬 理 学 的 製 剤 と を 接 触 さ せ る こ と に よ り
、 又 は 細 胞 と ２ 種 以 上 の 異 な る 組 成 物 又 は 製 剤 と を 接 触 さ せ る こ と に よ り 達 成 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 に 適 用 す る 場 合 の “ 接 触 ” や “ 暴 露 ” と い う 用 語 は 、 治 療 構 築 物 と
Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 が 標 的 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 に 送 達 さ れ る 方 法 、 又 は 標 的 細 胞 、 組 織 又 は 生
物 体 と 直 接 並 べ て 置 か れ る 方 法 を 記 載 す る よ う に 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 。 細 胞 死 滅 又 は 静
止 を 得 る た め に 、 こ れ ら の 薬 剤 は 、 細 胞 を 死 滅 さ せ る か 又 は 分 裂 す る こ と を 阻 止 す る の に
有 効 な 合 計 量 で １ 以 上 の 細 胞 に 送 達 さ れ る 。
発 現 構 築 物 は 、 数 分 ～ 数 週 の 範 囲 の 間 隔 で Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 の 前 で も 、 同 時 で も 、 後 で も よ い
。 こ れ ら の 薬 剤 が 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 に 個 別 に 適 用 さ れ る 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ
損 傷 剤 が 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 に お い て Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 を 誘 導 す る こ と が
な お で き る よ う に 、 各 送 達 時 間 の 間 に ほ と ん ど 時 間 が 切 れ な い こ と を 通 常 は 確 実 に す る 。
例 え ば 、 そ の よ う な 場 合 、 細 胞 、 組 織 又 は 生 物 体 と 薬 剤 と を ほ と ん ど 同 時 (即 ち 、 約 １ 分
未 満 )に 接 触 さ せ る こ と が で き る こ と が 企 図 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 こ れ ら の 薬 剤
は 、 約 １ 分 間 、 約 ５ 分 間 、 約 １ ０ 分 間 、 約 ２ ０ 分 間 、 約 ３ ０ 分 間 、 約 ４ ５ 分 間 、 約 ６ ０ 分
間 、 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 １ ０ 時 間 、 約 １ １ 時 間 、 約 １ ２ 時 間 、 約 １ ３ 時 間 、 約 １ ４ 時 間 、 約 １ ５ 時 間 、 約 １
６ 時 間 、 約 １ ７ 時 間 、 約 １ ８ 時 間 、 約 １ ９ 時 間 、 約 ２ ０ 時 間 、 約 ２ １ 時 間 、 約 ２ ２ 時 間 、
約 ２ ３ 時 間 、 約 ２ ４ 時 間 、 約 ２ ５ 時 間 、 約 ２ ６ 時 間 、 約 ２ ７ 時 間 、 約 ２ ８ 時 間 、 約 ２ ９ 時
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間 、 約 ３ ０ 時 間 、 約 ３ １ 時 間 、 約 ３ ２ 時 間 、 約 ３ ３ 時 間 、 約 ３ ４ 時 間 、 約 ３ ５ 時 間 、 約 ３
６ 時 間 、 約 ３ ７ 時 間 、 約 ３ ８ 時 間 、 約 ３ ９ 時 間 、 約 ４ ０ 時 間 、 約 ４ １ 時 間 、 約 ４ ２ 時 間 、
約 ４ ３ 時 間 、 約 ４ ４ 時 間 、 約 ４ ５ 時 間 、 約 ４ ６ 時 間 、 約 ４ ７ 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 １ ０ 日 、 約 １ １
日 、 約 １ ２ 日 、 約 １ ３ 日 、 約 １ ４ 日 、 約 １ ５ 日 、 約 １ ６ 日 、 約 １ ７ 日 、 約 １ ８ 日 、 約 １ ９
日 、 約 ２ ０ 日 、 約 ２ １ 日 、 約 １ 週 、 約 ３ 週 、 約 ４ 週 、 約 ５ 週 、 約 ６ 週 、 約 ７ 週 又 は 約 ８ 週
以 上 離 し て 、 又 は そ の 中 の 得 ら れ る 範 囲 に 投 与 す る こ と が で き る 。
種 々 の 組 合 わ せ を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 合 わ せ の 非 限 定 例 を 次 に 示 す 。 Ｅ gr
-1は “ Ａ ” で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 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
他 の 組 合 わ せ も 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 薬 剤 の 投 与 は 、 化 学 療 法 又 は 遺 伝 子 治 療 の 投 与 用 一 般 プ ロ ト コ ル に 従 っ て も よ い
が 、 い ず れ に せ よ 毒 性 が 考 慮 さ れ る 。 治 療 周 期 は 必 要 な よ う に 繰 り 返 さ れ る こ と が 予 想 さ
れ る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て は 、 種 々 の 追 加 薬 剤 を 本 発 明 と 組 合 わ せ て 適 用 す る こ と
が で き る こ と が 企 図 さ れ る 。
“ 有 効 な 量 ” は 、 が ん 細 胞 の 増 殖 を 減 少 、 低 減 、 阻 害 或 い は 阻 止 す る 薬 剤 、 ア ポ ト ー シ ス
を 誘 導 す る 薬 剤 、 転 移 を 阻 止 す る 薬 剤 、 細 胞 を 死 滅 さ せ る 薬 剤 、 細 胞 内 の 細 胞 毒 性 を 誘 導
す る 薬 剤 の 量 と し て 定 義 さ れ る 。
薬 剤 は 、 一 般 的 に は 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 腫 瘍 内 、 非 経 口 又 は 腹 腔 内 投 与 す る こ と が で き る
。 特 に 、 す べ て の が ん を も つ 患 者 に Ｅ gr-1と Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 の 局 所 的 、 局 部 的 、 全 身 的 送 達
が 適 し た 方 法 が 考 え ら れ る 。 局 所 投 与 が 有 効 で あ り 、 腫 瘍 塊 の 直 接 注 射 、 周 辺 部 注 射 、 又
は 切 除 し た 腫 瘍 床 の 注 射 又 は 浸 潤 が 含 ま れ る 。 局 部 的 送 達 に は 、 腫 瘍 血 管 系 又 は 局 部 血 液
供 給 部 へ の 投 与 を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 と Ｅ gr-1ベ ク タ ー の い ず れ か 又
は 双 方 の 全 身 的 送 達 は 、 あ る 場 合 に は 、 例 え ば 、 広 範 囲 の 転 移 が 生 じ た 場 合 に 適 切 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
II． 製 剤
薬 剤 の 医 薬 剤 形 は 、 一 般 的 に は 、 注 射 用 溶 液 又 は 分 散 液 と し て の 使 用 に 調 製 さ れ る 。 す べ
て の 場 合 に お い て 、 剤 形 は 無 菌 で な け れ ば な ら ず 、 簡 単 な 注 入 能 が 存 在 す る 程 度 ま で 流 体
で な け れ ば な ら な い 。 製 造 や 保 存 の 条 件 下 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 細 菌 や 真 菌 の よ う な
微 生 物 の 混 入 作 用 に 対 し て 保 護 し な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、
ポ リ オ ー ル (例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 又 は 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 等 )、 そ の 適 切 な 混 合 液 、 又 は 植 物 油 を 含 む 溶 媒 又 は 分 散 培 養 液 で あ り 得 る 。 適 切
な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン の よ う な コ ー テ ィ ン グ の 使 用 、 分 散 液 の 場 合 に 必 要 と さ れ
る 粒 子 径 又 は 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ っ て 維 持 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 作 用 の 防 止 は 、
種 々 の 抗 菌 剤 や 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン
酸 、 チ メ ロ サ ー ル 等 に よ っ て も た ら さ れ 得 る 。 多 く の 場 合 、 等 張 物 質 、 例 え ば 、 糖 又 は 塩
化 ナ ト リ ウ ム を 含 む こ と が 好 ま し い 。 注 射 用 組 成 物 の 長 時 間 の 吸 収 は 、 吸 収 を 送 ら せ る 薬
剤 、 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム や ゼ ラ チ ン の 組 成 物 中 で の 使 用 に よ り も た ら
さ れ 得 る 。
滅 菌 注 射 用 溶 液 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 上 で 挙 げ た 種 々 の 他 の 成 分 と 混 合 す る こ と に よ
り 調 製 さ れ 、 必 要 な 場 合 、 続 い て ろ 過 滅 菌 さ れ る 。 一 般 的 に は 、 分 散 液 は 、 種 々 の 滅 菌 有
効 成 分 を 分 散 基 本 培 養 液 と 上 記 で 挙 げ た も の か ら 必 要 と さ れ る 他 の 成 分 を 含 む 無 菌 伝 達 体
に 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 無 菌 注 射 用 溶 液 の 調 製 用 無 菌 粉 末 の 場 合 に は 、 好 ま し
い 調 製 方 法 は 、 有 効 成 分 と 以 前 に 無 菌 ろ 過 し た 溶 液 か ら の 所 望 の 追 加 成 分 の 粉 末 を 得 る 真
空 乾 燥 法 や 凍 結 乾 燥 法 で あ る 。
本 明 細 書 に 用 い ら れ る “ 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 ” は 、 溶 媒 、 分 散 培 養 液 、 コ ー テ ィ ン グ
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、 抗 菌 剤 や 抗 真 菌 剤 、 等 張 剤 や 吸 収 遅 延 剤 等 の い ず れ か 又 は す べ て を 含 ん で い る 。 医 薬 活
性 物 質 用 の 培 養 液 や 薬 剤 の 使 用 は 、 当 該 技 術 に お い て 周 知 で あ る 。 慣 用 の 培 養 液 又 は 薬 剤
が 有 効 成 分 と 適 合 し な い 限 り を 除 い て 治 療 組 成 物 の 使 用 が 企 図 さ れ る 。 補 助 的 有 効 成 分 を
組 成 物 に 混 合 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
Ｆ ． 補 助 治 療
Ｉ ． 放 射 線 治 療 物 質
放 射 線 治 療 物 質 と 要 素 は 、 例 え ば 、 γ 照 射 、 Ｘ 線 、 Ｕ Ｖ 照 射 、 マ イ ク ロ 波 、 電 子 放 出 、 ラ
ジ オ ア イ ソ ト ー プ 等 の Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 誘 導 す る 放 射 線 や 波 が 含 ま れ る 。 治 療 は 、 局 部 的 な 腫
瘍 部 位 を 上 記 の 形 の 放 射 線 で 照 射 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 お そ ら く こ れ ら
の 要 素 の す べ て が Ｄ Ｎ Ａ の 前 駆 物 質 、 Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 と 修 復 、 染 色 体 の 集 合 と 維 持 に 対 し て
広 範 囲 の 損 傷 Ｄ Ｎ Ａ を 行 う 。
Ｘ 線 の 投 与 量 範 囲 は 、 一 日 線 量 ５ ０ ～ ２ ０ ０ レ ン ト ゲ ン 、 長 期 間 (３ ～ ４ 週 )か ら １ 回 線 量
２ ０ ０ ０ ～ ６ ０ ０ ０ レ ン ト ゲ ン ま で の 範 囲 で あ る 。 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ の 投 与 量 範 囲 は 広
く 変 動 し 、 同 位 元 素 の 半 減 期 、 放 出 さ れ た 放 射 線 の 強 さ と タ イ プ 、 新 生 物 細 胞 に よ る 取 込
み に 左 右 さ れ る 。
II． 手 術
が ん 増 殖 を 除 去 す る た め の 外 科 治 療 は 、 一 般 的 に は 、 腫 瘍 と が ん の 治 療 の 標 準 的 方 法 で あ
る 。 こ れ は 、 残 っ て い る 新 生 物 細 胞 又 は 悪 性 腫 瘍 細 胞 の 破 壊 を 確 実 に す る た め に 他 の 治 療
、 例 え ば 、 化 学 療 法 及 び /又 は 放 射 線 療 法 を 組 合 わ せ た 治 療 を 更 に 効 果 的 に す る た め に が
ん 増 殖 全 体 を 除 去 す る か 又 は 減 退 さ せ る 試 み で あ る 。 従 っ て 、 手 術 は 、 本 発 明 と 組 合 わ せ
て 用 い る こ と が で き る 。
が ん を も つ 人 の 約 ６ ０ ％ は 、 例 え ば 、 予 防 的 手 術 、 診 断 又 は 進 展 度 診 断 手 術 、 治 癒 的 手 術
又 は 姑 息 的 手 術 を 含 む あ る 種 の 手 術 を 受 け る 。 手 術 、 特 に 治 癒 的 手 術 は 、 他 の 治 療 、 例 え
ば 、 本 発 明 や １ 種 以 上 の 他 の 薬 剤 と と も に 用 い る こ と が で き る 。
治 癒 的 手 術 と し て は 、 が ん 組 織 の 全 部 又 は 一 部 が 物 理 的 に 除 去 、 切 除 及 び /又 は 破 壊 さ れ
る 切 除 術 が 含 ま れ る 。 手 術 が 表 在 性 が ん 、 前 が ん 、 又 は 正 常 組 織 の 偶 然 量 を 除 去 、 切 除 又
は 破 壊 す る こ と が で き る こ と も 更 に 企 図 さ れ る 。 手 術 に よ る 治 療 と し て は 、 例 え ば 、 腫 瘍
切 除 、 レ ー ザ 手 術 、 凍 結 手 術 、 電 気 手 術 、 顕 微 鏡 的 制 御 手 術 (モ ー ス 術 )が 挙 げ ら れ る 。 腫
瘍 切 除 は 、 腫 瘍 の 少 な く と も 一 部 を 物 理 的 に 除 去 す る こ と を 意 味 す る 。 が ん 細 胞 、 組 織 、
又 は 腫 瘍 の 一 部 又 は 全 部 を 切 除 し た と き に 、 体 内 に 空 洞 が 生 じ て も よ い 。
腫 瘍 又 は 手 術 域 の 治 療 は 、 抗 が ん 治 療 と と も に 患 者 又 は 手 術 域 の 治 療 を 達 成 す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 治 療 は 、 例 え ば 、 約 １ 日 毎 、 約 ２ 日 毎 、 約 ３ 日 毎 、 約 ４ 日 毎 、 約 ５ 日 毎
、 約 ６ 日 毎 、 約 ７ 日 毎 、 又 は 約 １ 週 毎 、 約 ２ 週 毎 、 約 ３ 週 毎 、 約 ４ 週 ご と 、 約 ５ 週 毎 又 は
約 １ ヶ 月 毎 、 約 ２ ヶ 月 毎 、 約 ３ ヶ 月 毎 、 約 ４ ヶ 月 毎 、 約 ５ ヶ 月 毎 、 約 ６ ヶ 月 毎 、 約 ７ ヶ 月
毎 、 約 ８ ヶ 月 毎 、 約 ９ ヶ 月 毎 、 約 １ ０ ヶ 月 毎 、 約 １ １ ヶ 月 毎 、 又 は 約 １ ２ ヶ 月 毎 に 繰 り 返
す こ と が で き る 。 こ れ ら の 治 療 は 、 用 量 が 異 な っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
III． 免 疫 療 法
免 疫 療 法 剤 は 、 一 般 的 に は 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 や が ん 細 胞 を 標 的 に し 破 壊 す る 分 子 の
使 用 に よ る も の で あ る 。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー は 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 の 表 面 上 の あ る マ ー カ ー
に 特 異 的 な 抗 体 で あ っ て も よ い 。 抗 体 単 独 で 治 療 の エ フ ェ ク タ ー と し て 働 き 、 細 胞 死 滅 を
実 際 に 行 う 他 の 細 胞 を 強 化 す る こ と も で き る 。 抗 体 は 、 薬 剤 又 は 毒 素 (例 え ば 、 化 学 療 法
剤 、 放 射 性 核 種 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 コ レ ラ 毒 素 、 百 日 咳 毒 素 等 )に 結 合 す る こ と も で き 、 単 に
タ ー ゲ テ ィ ン グ 剤 と し て 働 く 。 そ の よ う な 抗 体 結 合 体 は 、 免 疫 毒 素 と 呼 ば れ 、 当 該 技 術 に
お い て 周 知 で あ る (米 国 特 許 第 5,686,072号 、 同 第 5,578,706号 、 同 第 4,792,447号 、 同 第 5,
045,451号 、 同 第 4,664,911号 、 同 第 5,767,072号 を 参 照 の こ と 、 各 明 細 書 の 記 載 は 本 願 明
細 書 に 含 ま れ る も の と す る )。 ま た 、 エ フ ェ ク タ ー は 、 腫 瘍 細 胞 標 的 と 直 接 又 は 間 接 に 相
互 作 用 す る 表 面 分 子 を も つ リ ン パ 球 で あ っ て も よ い 。 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し て は 、
細 胞 毒 性 Ｔ 細 胞 又 は Ｎ Ｋ 細 胞 が 含 ま れ る 。
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免 疫 療 法 の 一 態 様 に お い て は 、 腫 瘍 細 胞 は タ ー ゲ テ ィ ン グ に 従 う マ ー カ ー 、 即 ち 、 大 部 分
の 他 の 細 胞 に は 存 在 し な い あ る マ ー カ ー を も た な け れ ば な ら な い 。 多 く の 腫 瘍 マ ー カ ー が
存 在 し 、 こ れ ら の い ず れ も が 本 発 明 に 関 連 し た タ ー ゲ テ ィ ン グ に 適 す る も の で 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 随 伴 抗 原 、 胎 児 抗
原 、 チ ロ シ ナ ー ゼ (p９ ７ )、 gp６ ８ 、 Ｔ Ａ Ｇ -72、 Ｈ Ｍ Ｆ Ｇ 、 シ ア リ ル ル イ ス 抗 原 、 Ｍ ucＡ
、 Ｍ ucＢ 、 Ｐ Ｌ Ａ Ｐ 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 、 ラ ミ ニ ン 受 容 体 、 erbＢ 又 は p1５ ５ が 含 ま れ
る 。
ｉ ． 免 疫 刺 激 剤
免 疫 療 法 の 個 々 の 態 様 に お い て は 、 免 疫 刺 激 分 子 を 一 つ の 物 質 と し て 、 更 に 好 ま し く は 他
の 物 質 、 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 IＬ -2、 IＬ -4、 IＬ -12、 Ｇ Ｍ -Ｃ Ｓ Ｆ 、 腫 瘍 壊
死 因 子 ； イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 β 、 γ ； Ｆ 42Ｋ 又 は 他 の サ イ ト カ イ ン 類 似 体 ； ケ モ カ イ ン
、 例 え ば 、 Ｍ IＰ -1、 Ｍ IＰ -1β 、 Ｍ Ｃ Ｐ -1、 Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 、 IＬ -8； 又 は 増 殖 因 子 、 例 え
ば 、 Ｆ Ｌ Ｔ 3リ ガ ン ド と と も に 用 い る こ と で あ る 。
本 発 明 に 用 い ら れ る 企 図 さ れ た 具 体 的 な 一 サ イ ト カ イ ン は 腫 瘍 壊 死 因 子 で あ る 。 腫 瘍 壊 死
因 子 (Ｔ Ｎ Ｆ ； カ ケ ク チ ン )は 、 あ る 種 の が ん 細 胞 を 死 滅 さ せ 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 活 性 化
し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ や 内 皮 細 胞 を 活 性 化 し 、 コ ラ ー ゲ ン や コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 生 産 を 促 進 さ せ
、 炎 症 性 伝 達 物 質 や 敗 血 症 の 伝 達 物 質 で あ り 、 異 化 作 用 、 熱 、 睡 眠 を 促 進 さ せ る 糖 タ ン パ
ク 質 で あ る 。 あ る 病 原 体 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ 産 生 の 刺 激 に よ っ て 腫 瘍 退 縮 を 引 き 起 こ す 。 Ｔ Ｎ Ｆ が
有 効 投 与 量 で 単 独 で 用 い ら れ る 場 合 は 極 め て 毒 性 で あ り 得 る の で 、 お そ ら く 最 適 用 法 は 他
の 薬 剤 と 組 合 わ せ て 少 量 で 用 い る も の で あ る 。 そ の 免 疫 抑 制 作 用 は γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン に
よ っ て 増 強 さ れ る の で 、 そ の 併 用 は 潜 在 的 に 危 険 で あ る 。 Ｔ Ｎ Ｆ と イ ン タ ー フ ェ ロ ン α の
ハ イ ブ リ ッ ド は 、 抗 が ん 活 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
特 に 企 図 さ れ る 他 の サ イ ト カ イ ン は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α で あ る 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α は
、 ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 カ ル チ ノ イ ド 、 腎 細 胞 が ん 、 卵 巣 が ん
、 膀 胱 が ん 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 菌 状 息 肉 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 慢 性 顆 粒 球 性 白 血 病 の 治
療 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ii． 受 動 免 疫 療 法
が ん の 受 動 免 疫 療 法 に は 多 く の 異 な る 方 法 が 存 在 す る 。 次 の ： 抗 体 の み の 注 射 ； 毒 素 又 は
化 学 療 法 剤 に 結 合 し た 抗 体 の 注 射 ； 放 射 性 同 位 体 に 結 合 し た 抗 体 の 注 射 ； 抗 イ デ ィ オ タ イ
プ 抗 体 の 注 射 ； 更 に 骨 髄 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 瀉 下 に 広 く 分 類 す る こ と が で き る 。
好 ま し く は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 患 者 に お け る 副 作 用 が ほ と ん ど 又 は 全 く 生 じ な
い の で 受 動 免 疫 療 法 に 使 わ れ る 。 し か し な が ら 、 そ れ ら の 適 用 は 、 不 足 に よ り 幾 分 制 限 さ
れ 、 こ れ ま で 病 巣 内 に の み に 投 与 さ れ て き た 。 例 え ば 、 ガ ン グ リ オ シ ド 抗 原 に 対 す る ヒ ト
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 皮 膚 再 発 メ ラ ノ ー マ に 罹 患 し て い る 患 者 に 病 巣 内 に 投 与 さ れ て い
る (Irie & Morton, 1986)。 毎 日 又 は 毎 週 病 巣 内 注 射 し た 後 、 ６ ～ 10人 の 患 者 に 退 縮 が 見
ら れ た 。 他 の 実 験 で は 、 ２ 種 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 病 巣 内 注 射 か ら 中 程 度 の 成 功 が
得 ら れ た (Irie et al., 1989)。
２ 種 の 異 な る 抗 原 に 対 し て １ を 超 え る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 複 数 の 抗 原 特 異 性 を も つ 抗
体 さ え も 投 与 す る こ と は 好 ま し い 。 治 療 プ ロ ト コ ル に は 、 リ ン ホ カ イ ン 又 は 他 の 免 疫 増 強
剤 の 投 与 が 含 ま れ て も よ い (Bajorin et al., 1988)。
iii． 能 動 免 疫 療 法
能 動 免 疫 療 法 に お い て は 、 抗 原 ぺ プ チ ド 、 ポ リ ぺ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 、 又 は 自 己 又 は 同
種 間 腫 瘍 細 胞 組 成 物 又 は “ ワ ク チ ン ” を 、 一 般 的 に は 異 な る 細 菌 ア ジ ュ バ ン ト と 投 与 す る
(Ravindranath & Morton, 1991; Morton & Ravindranath, 1996; Morton et al., 1992; 
Mitchell et al., 1990; Mitchell et al., 1993)。 メ ラ ノ ー マ 免 疫 療 法 に お い て は 、 高 I
gＭ 応 答 を 誘 起 す る 患 者 は 、 IgＭ 抗 体 を 誘 起 し な い か 又 は 低 IgＭ 抗 体 を 誘 起 す る 患 者 よ り
し ば し ば 生 存 す る (Morton et al., 1992)。 IgＭ 抗 体 は 、 し ば し ば 一 時 的 抗 体 で あ り 、 そ
の 法 則 の 例 外 は 抗 ガ ン グ リ オ シ ド 抗 体 又 は 抗 炭 水 化 物 抗 体 で あ る と 思 わ れ る 。
ｉ ｖ ． 養 子 免 疫
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養 子 免 疫 に お い て は 、 患 者 の 循 環 し て い る リ ン パ 球 、 又 は 腫 瘍 浸 潤 リ ン パ 球 を 試 験 管 内 で
分 離 し 、 IＬ -2の よ う な リ ン ホ カ イ ン で 活 性 化 す る か 又 は 腫 瘍 壊 死 因 子 を 導 入 し 、 再 投 与
す る (Rosenberg et al., 1988; 1989)。 こ れ を 達 成 す る た め に 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 活 性 リ
ン パ 球 を 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト 取 込 み 抗 原 ぺ プ チ ド 組 成 物 と 組 合 わ せ て 動 物
、 又 は ヒ ト 患 者 に 投 与 す る 。 活 性 化 リ ン パ 球 は 、 血 液 又 は 腫 瘍 試 料 か ら 初 期 に 分 離 す る と
と も に 試 験 管 内 で 活 性 化 (又 は “ 増 殖 ” )し た 患 者 自 体 の 細 胞 で あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。
こ の 形 の 免 疫 療 法 は 、 メ ラ ノ ー マ や 腎 が ん の 退 縮 の い く つ か の 症 例 を 生 じ て い る が 、 応 答
者 の 割 合 は 応 答 し な い も の に 比 べ て ほ と ん ど な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
Ｇ ． 治 療 の 有 効 性 の ス ク リ ー ニ ン グ と モ ニ タ リ ン グ
本 発 明 に 関 連 し て 治 療 の 進 行 を モ ニ タ ー す る か 又 は 治 療 の 一 部 と し て モ ニ タ ー す る た め に
個 体 か ら 腫 瘍 細 胞 、 正 常 細 胞 又 は 腫 瘍 細 胞 と 正 常 細 胞 の 双 方 を 除 去 す る こ と が で き る こ と
が 企 図 さ れ る 。 そ の よ う な 細 胞 を 取 り 出 し Ｄ Ａ Ｐ I染 色 で 処 理 し て ク ロ マ チ ン の 縮 合 レ ベ
ル を 求 め 、 ア ポ ト ー シ ス レ ベ ル を 測 定 し 、 中 性 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ 産 生 レ ベ ル 又 は 次
の よ う な 他 の 方 法 を 測 定 す る こ と に よ り 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る こ と が
予 想 さ れ る 。
ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 求 め る 具 体 的 な 一 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 多 能 性 を 測 定 す る 末 端 デ オ キ シ
ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 仲 介 dＵ Ｔ Ｐ ビ オ チ ン ニ ッ ク 末 端 標 識 (Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ )分
析 で あ る (Gorczyca, 1993)。 こ の 分 析 は 、 酵 素 末 端 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ る 標 識 Ｕ Ｔ Ｐ
の 破 壊 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 へ の 取 込 み を モ ニ タ ー す る こ と に よ り Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 化 を 測 定 す る も の で あ
る 。 取 込 み は 、 エ レ ク ト ロ ス コ ピ ー 又 は 細 胞 選 別 法 (例 え ば 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ )に よ っ て モ ニ タ ー
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
Ｈ ． 生 体 外 送 達
本 発 明 に お い て は 、 生 体 外 遺 伝 子 治 療 -動 物 又 は 患 者 か ら 細 胞 を 分 離 し 、 細 胞 を 試 験 管 内
で 処 理 し 、 次 に 修 飾 細 胞 を 動 物 又 は 個 体 へ 戻 す -を 使 う こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 高 用
量 の 治 療 、 ま た 、 生 体 内 設 定 で は 起 こ り 得 な い 他 の 要 因 の 追 加 を 可 能 に す る 。 特 に 、 自 己
骨 髄 細 胞 (Ｂ Ｍ Ｃ )移 植 は 、 血 液 又 は 骨 髄 を 採 取 し 放 射 線 又 は 化 学 療 法 の 強 化 前 に 保 存 さ れ
る サ ル ベ ー ジ 法 と し て 用 い ら れ る 。 が ん 細 胞 の 再 導 入 を 防 止 す る そ の よ う な 細 胞 の 処 理 は
非 常 に 有 益 で あ る 。
ヒ ト 単 核 細 胞 (Ｍ Ｎ Ｃ )を 調 製 す る 際 に 、 骨 髄 の ア リ コ ー ト を 遠 心 分 離 管 の よ う な 容 器 に 加
層 す る 。 最 初 に 、 Ｍ Ｎ Ｃ は 、 骨 髄 源 、 例 え ば 、 脛 骨 、 大 腿 骨 、 脊 柱 、 肋 骨 、 股 、 胸 骨 、 上
腕 骨 、 橈 骨 、 尺 骨 、 脛 骨 、 腓 骨 か ら 得 る こ と が で き る 。 更 に 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 臍 帯 血 、
末 梢 血 、 又 は サ イ ト カ イ ン 可 動 末 梢 血 か ら 得 る こ と も で き る 。 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 の 他 の 供 給
源 に は 、 胎 児 性 卵 黄 嚢 、 胎 児 肝 、 胎 児 と 成 人 の 脾 臓 、 又 は 血 液 が 含 ま れ る 。 骨 髄 層 を 遠 心
分 離 し て 管 の 底 に 赤 血 球 の 沈 降 物 を 生 じ 、 培 養 液 の 透 明 な 層 の 界 面 層 は Ｍ Ｎ Ｃ と 上 に 血 漿
培 養 液 層 を 含 ん で い る 。 次 に 、 界 面 層 を 、 例 え ば 、 吸 引 を 用 い て 除 去 す る こ と が で き る 。
こ の 層 を 1000ｇ で 遠 心 分 離 し て 最 後 に Ｍ Ｎ Ｃ 沈 降 物 を 得 る 。 次 に 、 こ の 沈 降 物 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
に よ る 細 胞 選 別 用 に 適 し た 緩 衝 液 に 再 懸 濁 す る こ と が で き る 。 分 離 し た Ｍ Ｎ Ｃ を 試 験 管 内
で ク ロ ー ン 化 し て 免 疫 学 的 に 活 性 な 細 胞 を 増 殖 さ せ る 。 次 に 、 増 殖 し た 治 療 的 に 活 性 な 細
胞 を 患 者 に 与 え て 治 療 効 果 を 得 る 。
Ｉ ． 臨 床 試 験
本 例 は 、 ａ ） が ん 治 療 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 発 現 構 築 物 を 準
備 し 、 該 核 酸 セ グ メ ン ト が Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し て い る ス テ ッ プ と 、 ｂ ）
フ リ ー ラ ジ カ ル を 誘 発 し 得 る Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 と 組 合 わ せ て ヒ ト 患 者 に 該 発 現 構 築 物 を 投
与 す る ス テ ッ プ と を 含 む 方 法 に よ っ て ヒ ト 治 療 プ ロ ト コ ル の 開 発 に 関 す る 。 本 方 法 は 、 他
の が ん 治 療 化 合 物 、 電 離 放 射 線 及 び /又 は 他 の 補 助 が ん 治 療 を 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ を
更 に 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 種 々 の が ん /腫 瘍 や 悪 性 転 換 細 胞 又 は が ん 細 胞
が 役 割 を 果 た す 疾 患 の 臨 床 治 療 に 用 い ら れ る 。 そ の よ う な 治 療 は 、 抗 腫 瘍 治 療 、 例 え ば 、
肺 が ん 、 前 立 腺 が ん 、 卵 巣 が ん 、 精 巣 が ん 、 脳 腫 瘍 、 皮 膚 が ん 、 結 腸 が ん 、 胃 が ん 、 食 道
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が ん 、 気 管 が ん 、 頭 頚 部 が ん 、 膵 が ん 、 肝 が ん 、 乳 が ん 、 卵 巣 が ん 、 リ ン パ が ん 、 白 血 病
、 子 宮 が ん 、 又 は 膣 が ん を も つ 患 者 の 治 療 に 特 に 有 効 な 手 段 で あ る 。
フ リ ー ラ ジ カ ル 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 化 合 物 は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 シ
ト キ サ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 マ イ ト マ イ シ ン ｃ 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド
、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ド キ ソ ウ ル ビ シ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム ブ
シ ル 、 カ ル ボ プ ラ チ ナ ム 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 bcnu、 ccnu、 ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン オ キ サ リ プ
ラ チ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 又 は ミ ト キ サ ン ト ロ ン の よ う
な プ ラ チ ナ ム 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 抗 が ん 特 性 を も つ タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と が で き 、
そ の よ う な 化 合 物 の 例 は 明 細 書 の 他 の 所 に 記 載 さ れ る 。
患 者 の 治 療 と モ ニ タ リ ン グ を 含 む 臨 床 試 験 を 行 う 種 々 の 要 素 は 、 本 開 示 を 考 慮 し て 当 業 者
に 既 知 で あ る 。 次 の 情 報 は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い た 臨 床 試 験 を 確 立 す る の に 用 い ら れ る 一
般 ガ イ ド ラ イ ン と し て 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
第 Ｉ 相 臨 床 試 験 の 候 補 者 は 、 従 来 の す べ て の 治 療 が 失 敗 し た 患 者 で あ る 。 本 発 明 の 治 療 製
剤 は 、 暫 定 的 に 毎 週 ベ ー ス で 投 与 さ れ る 。 治 療 と 病 気 の 過 程 の 有 効 性 は 、 腫 瘍 の 大 き さ 、
腫 瘍 マ ー カ ー の 存 在 、 及 び /又 は が ん 細 胞 の 骨 髄 浸 潤 の よ う な モ ニ タ リ ン グ パ ラ メ ー タ に
よ る 定 期 的 な ベ ー ス で 評 価 す る こ と が で き る 。 患 者 の 進 行 と 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る
た め に 用 い ら れ る 試 験 に は 、 身 体 検 査 、 Ｘ 線 、 血 液 結 果 又 は 他 の 臨 床 試 験 法 が 含 ま れ る 。
更 に 、 ベ ク タ ー に よ っ て 発 現 さ れ た 抗 が ん タ ン パ ク 質 の 発 現 を 評 価 す る た め に 末 梢 血 と 骨
髄 の 試 料 が 取 り 出 さ れ る 。 第 Ｉ 相 試 験 に 投 与 さ れ る 用 量 は 、 標 準 的 な 第 Ｉ 相 臨 床 相 試 験 に
行 わ れ る よ う に 増 大 す る 。 即 ち 、 許 容 で き る 最 大 範 囲 に 達 す る ま で 用 量 が 増 大 す る 。
臨 床 応 答 は 、 許 容 で き る 基 準 に よ っ て 区 切 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 完 全 な 応 答 は 、 少 な
く と も ２ ヶ 月 間 が ん 細 胞 の 証 拠 の 完 全 な 消 失 に よ っ て 定 義 す る こ と が で き る 。 一 方 、 部 分
的 応 答 は 、 少 な く と も ２ ヶ 月 間 が ん 細 胞 の ５ ０ ％ 減 少 に よ っ て 定 義 す る こ と が で き る 。
典 型 的 な 治 療 経 過 は 、 個 々 の 患 者 や 当 業 者 に 既 知 の 方 法 で 治 療 さ れ る 疾 患 に よ っ て 異 な る
。 典 型 的 な 治 療 経 過 は 、 ７ ～ ２ １ 日 間 に わ た っ て 送 達 し た 約 ６ 回 の 投 与 を 含 む こ と が で き
る 。 医 師 に よ る 選 択 の 際 に 、 用 法 は ３ 週 毎 に 又 は よ り 少 な い 頻 度 (１ ヶ 月 毎 、 ２ ヶ 月 毎 、
３ ヶ 月 毎 等 )ベ ー ス で ６ 回 の 投 与 を 続 け る も の で あ る 。 例 え ば 、 肺 が ん を も つ 患 者 は 、 ８
週 周 期 で 治 療 さ れ る が 、 患 者 に 副 作 用 が 見 ら れ な い 場 合 に は 長 期 間 用 い る こ と が で き 、 患
者 が 希 望 さ れ る 治 療 を 許 容 し な い 場 合 に は 短 期 間 に な っ て も よ い 。 各 周 期 は 、 等 し い 間 隔
を と っ て ２ ０ ～ ３ ５ 回 の 個 々 の 投 与 か ら な る が 、 こ れ も 臨 床 状 態 に よ っ て 異 な っ て も よ い
。 こ れ ら は 単 に 例 示 的 な 治 療 回 数 で あ り 、 他 の 多 く の 時 間 経 過 が 可 能 で あ る こ と を 当 業 者
が 容 易 に 認 識 す る こ と は 当 然 の こ と で あ る 。
患 者 は 、 予 め 又 は 同 時 に 外 科 治 療 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 又 は 遺 伝 子 治 療 を 受 け て い て も
よ い が 必 要 で は な い 。 最 適 に は 、 患 者 は 十 分 な 骨 髄 機 能 (末 梢 絶 対 顆 粒 球 数 ＞ 2,000/mm 3 、
血 小 板 数 100,000/mm 3 と し て 定 義 さ れ る )、 十 分 な 肝 機 能 (ビ リ ル ビ ン 1.5 mg/dl、 十 分 な 腎
機 能 (ク レ ア チ ニ ン 1.5 mg/dl)を 示 す 。
本 発 明 の 治 療 組 成 物 は 、 典 型 的 に は 、 所 望 さ れ る よ う に 標 準 的 な 周 知 の 非 毒 性 の 生 理 的 に
許 容 し 得 る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 又 は 伝 達 体 を 含 む 投 薬 単 位 製 剤 で 非 経 口 的 に 投 与 さ れ る
。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 非 経 口 と い う 用 語 に は 、 静 脈 内 、 腫 瘍 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 内 部 又
は 注 入 法 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 細 胞 の 増 殖 を 死 滅 又 は 阻 止 す る の に 有 効 な 量 で
与 え ら れ る 。
組 成 物 の 局 部 送 達 は 、 臨 床 疾 患 を 妨 げ る の に 治 療 的 に 有 効 な 用 量 を 送 達 す る 効 率 の よ い 方
法 で あ る 。 ま た 、 全 身 的 送 達 も 適 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 治 療 組 成 物 は 、 腫 瘍 の 部 位 に
直 接 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 組 成 物 の 容 量 は 、 腫 瘍 の 全 面 が 治 療 組 成 物 に よ っ て 接
触 す る こ と を 確 実 に す る の に 通 常 は 十 分 で な け れ ば な ら な い 。 一 実 施 態 様 に お い て は 、 投
与 は 簡 単 に は 腫 瘍 へ の 治 療 組 成 物 の 注 入 を 必 要 と し て い る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 カ
テ ー テ ル が 腫 瘍 部 位 に 挿 入 さ れ 、 空 洞 に 所 望 時 間 連 続 し て 潅 流 す る こ と が で き る 。
上 記 治 療 法 は 前 臨 床 試 験 か ら 得 ら れ た 知 識 に 従 っ て 変 え る こ と が で き る こ と は 当 然 の こ と
で あ る 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 情 報 を 用 い る と と も に 治 療 法 を 最 適 化 す る こ と
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が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
Ｊ ． 実 施 例
本 発 明 の 好 適 実 施 態 様 を 示 す た め に 次 の 実 施 例 が 含 ま れ る 。 次 の 実 施 例 に 開 示 さ れ た 方 法
が 本 発 明 の 実 施 に 十 分 機 能 す る よ う に 本 発 明 者 に よ っ て 発 見 さ れ た 方 法 で あ る の で 、 そ の
実 施 の 好 ま し い 方 法 を 構 成 す る と み な さ れ 得 る こ と は 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ な け れ ば な
ら な い 。 し か し な が ら 、 当 業 者 は 、 本 開 示 を 考 慮 し て 多 く の 変 更 が 開 示 さ れ た 個 々 の 実 施
態 様 に お い て 行 う こ と が で き か つ 本 発 明 の 真 意 と 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 類 似 の 又 は 同
様 の 結 果 を 得 る こ と が で き る こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
方 法
細 胞 及 び 細 胞 培 養 物 　 細 胞 系 Ｓ eg-1、 ヒ ト の 食 道 腺 が ん (Ｄ avid Ｂ eer博 士 、 ミ シ ガ ン 大
学 、 ア ナ ー バ ー 、 ミ シ ガ ン 州 )お よ び Ｄ Ｈ Ｄ ／ Ｋ 12／ Ｒ Ｔ b(Ｐ Ｒ Ｏ b)、 1,2－ ジ メ チ ル ヒ ド
ラ ジ ン 誘 導 に よ り 同 系 Ｂ Ｄ -Ｉ Ｘ ラ ッ ト か ら 得 ら れ た ラ ッ ト 結 腸 腺 が ん (Ｆ rancois Ｍ arti
n博 士 、 デ ィ ジ ョ ン 大 学 、 フ ラ ン ス )を 、 ウ シ 胎 仔 血 清 (Ｆ Ｂ Ｓ 、 10％ v/v)(Ｉ ntergen、 パ
ー チ ェ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 )、 ペ ニ シ リ ン (100IＵ /ｍ l)、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (100μ g/ｍ l
)(Ｇ ibcoＢ Ｒ Ｌ )で 補 足 し た ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 (Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ )(Ｇ ibcoＢ Ｒ Ｌ 、 グ ラ
ン ド ア イ ラ ン ド 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 )中 に 、 37℃ 、 7.5％ Ｃ Ｏ 2 で 維 持 し た 。
動 物 　 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス (Ｆ rederick Ｃ ancer Ｒ esearch Ｉ nstitute、 フ レ デ リ ッ ク
、 メ リ ー ラ ン ド 州 )に 食 事 と 水 を 自 由 に 与 え た 。 実 験 は 、 シ カ ゴ 大 学 の ガ イ ド ラ イ ン に 従
っ た 。
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ と Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ (GenV
ec、 ゲ イ ザ ー ス バ ー グ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 )を -80℃ 保 管 し 、 配 合 緩 衝 液 中 で 適 当 な 濃 度 に 希
釈 し た 。
Ｔ Ｎ Ｆ -α 蛋 白 の 試 験 管 内 測 定 　 Ｓ eg-1と Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 を 、 10 5  細 胞 ／ ウ エ ル の 割 合 で 12ウ
ェ ル プ レ ー ト (Ｂ ecton Ｄ ickinson、 ベ ッ ド フ ォ ー ド 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 )に 播 種 し 、 一
夜 増 殖 し 、 無 血 清 培 養 液 中 で 感 染 多 重 度 (Ｍ Ｏ I)100に て 2～ 3時 間 Ａ d.Ｎ ull.3571.11Ｄ 又
は Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ に 感 染 さ せ た 。 完 全 培 地 中 の Ｉ Ｒ 処 理 細 胞 は 、 Ｐ antak Ｐ Ｃ Ｍ 10
00ｘ 線 発 生 装 置 を 用 い て 細 胞 に ５ Ｇ yを 照 射 し た 。 シ ス プ ラ チ ン 群 中 の 細 胞 は 、 完 全 培 地
中 で 5μ Ｍ の シ ス プ ラ チ ン に 接 触 さ せ た 。 24、 48、 72時 間 後 に 細 胞 と 上 清 を 擦 り 取 っ て 回
収 し 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 物 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ Ｒ &Ｄ  Ｓ ystems、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 ミ ネ ソ タ
州 )、 次 に ３ サ イ ク ル の 凍 結 -融 解 溶 解 に よ り 定 量 し た 。 分 析 は 、 ３ 回 行 な っ た 。 ２ 回 処 理
し た プ レ ー ト を 用 い て IＲ と シ ス プ ラ チ ン の 細 胞 毒 性 を 調 整 し た 。 細 胞 を ベ ル セ ン (Ｈ Ｂ Ｓ
Ｓ 中 の 0.02％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ )と ト リ プ シ ン -Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (0.25％ ト リ プ シ ン 、 1mＭ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ・ 4Ｎ a
)(GibcoBRL)を 用 い て 回 収 し 、 ト リ パ ン ブ ル ー (0.4％ )を 除 外 し た 血 球 計 (GibcoBRL)を 用 い
て 計 数 し た 。 タ ン パ ク 質 分 析 は 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を 規 格 化 す る た め に 行 っ た (Bio－ Rad、
ハ ー キ ュ レ ス 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )。
【 ０ ０ ５ ７ 】
試 験 管 内 シ フ ェ ラ ー ゼ リ ポ ー タ ー 分 析 　 Ｅ gr-1構 築 物 pＥ 425(全 て の Ｃ Ａ rＧ 要 素 を 含 む 59
6塩 基 対 、 Ａ Ｐ -1部 位 は 含 ま な い )と pＥ 660(最 小 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー 、 Ｃ Ａ rＧ 要 素 を 含 ま
な い 115塩 基 対 )(Datta et al., 1993)を 配 列 確 認 と 、 酵 素 制 限 と ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ る Ｐ
Ｃ Ｒ 産 物 の pＧ Ｌ 3基 本 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ リ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 構 築 物 (Ｐ romega、 マ
デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 )へ の 挿 入 に よ り 評 価 し た 。 Ｊ Ｍ 109コ ン ピ テ ン ト 細 胞 (Ｓ tra
tagene、 ラ ・ ホ ー ヤ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )を こ れ ら の プ ラ ス ミ ド で 形 質 変 換 し 、 エ ン ド ト
キ シ ン を 含 ま な い マ キ シ プ レ ッ プ (Ｑ iagen、 ヴ ァ レ ン シ ア 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )を 調 製 し
、 産 物 確 認 を Ｐ Ｃ Ｒ 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 、 酵 素 制 限 、 電 気 泳 動 法 に よ り 行 な っ た 。 Ｓ eg-1
と Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 を 10 5 細 胞 ／ ウ エ ル の 割 合 で 12ウ エ ル プ レ ー ト に 播 種 し 、 ト ラ ン ス フ ァ ス ト
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 (Promega)を 用 い て 、 pＧ Ｌ ３ 基 本 (プ ロ モ ー タ ー の な い 負 の 対
照 )、 pＧ Ｌ 3 660（ 最 小 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー )、 又 は pＧ Ｌ 3 425（ 全 て の Ｃ Ａ rＧ 要 素 を 含
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む Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー )の ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ リ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 。 全 て の グ ル ー プ を pＲ Ｌ -Ｔ Ｋ (Ｈ Ｓ Ｖ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー )の レ
ニ ラ ル シ フ ェ ラ ー ゼ リ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 効 果 を 平 均 化 し た 。 48時 間 後 に 、 細 胞 を IＲ (20Ｇ y)又 は シ ス プ ラ チ ン (5μ
Ｍ )に 接 触 さ せ た 。 6時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 デ ュ ア ル -ル シ フ ェ ラ ー ゼ リ ポ ー タ ー 分 析 シ
ス テ ム (Ｐ romega)に よ り ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 計 測 し た 。
Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 の 生 体 内 測 定 　 Ｓ eg-1又 は Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 (5× 10 6 ／ 0.1 ml)を ヌ ー ド マ
ウ ス の 右 後 肢 に 注 入 し た 。 腫 瘍 保 有 マ ウ ス を 次 の ４ グ ル ー プ ： 腫 瘍 内 (IＴ )Ａ d.Ｎ ull.351
1.11Ｄ (2× 10 8 p.u./10μ l)と 生 理 食 塩 水 (Ｎ Ｓ )又 は シ ス プ ラ チ ン (8 mg/kg)に よ る 腹 腔 内 (
IP)と 、 IＴ  Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ (2× 10 8 p.u./10μ l)と IＰ  Ｎ Ｓ 又 は シ ス プ ラ チ ン の １
つ に 無 作 為 化 し た 。 IＰ  Ｎ Ｓ 又 は シ ス プ ラ チ ン 処 理 物 を IＴ ベ ク タ ー 後 に 投 与 し た 。 ２ つ
の 連 続 し た IＴ と IＰ 注 入 を 行 な っ た 。 動 物 を 安 楽 死 さ せ 、 ２ 度 目 の IＰ 注 入 の 48時 間 後 に
異 種 移 植 片 を 回 収 し た 。 異 種 移 植 片 を 液 体 窒 素 中 で 急 速 冷 凍 し 、 Ｒ IＰ Ａ 緩 衝 液 (Ｎ aＣ l 1
5mＭ 、 ト リ ス 10mＭ 、 pＨ 7.5、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 5mＭ 、 pＨ 7.5、 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 100mＭ 、 ロ イ ペ プ チ ン  1
μ g/ml、 ア プ ロ チ ニ ン  2μ g/ml)中 で ブ リ ン ク マ ン ポ リ ト ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー (Kinematica
 AG、 ル ツ ェ ル ン 、 ス イ ス )を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 ３ サ イ ク ル の 凍 結 -融 解 溶 解 後 、
ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 10,000 rpm（ Sorvall RC5C SS34ロ ー タ ー )で 10分 間 、 4℃ で 遠 心 分 離 し
た 。 上 清 中 の Ｔ Ｎ Ｆ -α レ ベ ル を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 測 定 し 、 タ ン パ ク 質 分 析 を 行 な っ た (
Bio-Rad、 ハ ー キ ユ リ ー ズ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )。
生 体 内 増 殖 実 験 　 Ｓ eg-1又 は Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 (5× 10 6 /0.1 ml)を ヌ ー ド マ ウ ス の 右 後 肢 に 注 入
し た 。 腫 瘍 保 有 マ ウ ス を 次 の ４ グ ル ー プ ： 腫 瘍 内 )(IＴ )Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ （ 2× 10 8 p.u
./10μ l)と 腹 腔 内 (IＰ )生 理 食 塩 水 (Ｎ Ｓ )又 は シ ス プ ラ チ ン (3 mg/kg)と 、 IＴ  Ａ d.Ｅ gr.
Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ （ 2× 10 8 p.u./10μ l)と IＰ  Ｎ Ｓ 又 は シ ス プ ラ チ ン の １ つ に 割 り 当 て た 。 IＰ  
Ｎ Ｓ 又 は シ ス プ ラ チ ン 注 入 を IＴ ベ ク タ ー 注 入 後 に 行 な い 、 ４ 日 連 続 し て 毎 日 IＴ と IＰ 注
入 を 行 な っ た 。 異 種 移 植 片 を カ リ パ ス を 用 い て ２ 日 毎 に 測 定 し 、 腫 瘍 体 積 を (長 さ × 幅 ×
厚 さ )/２ で 計 算 し た 。 分 数 の 腫 瘍 体 積 (Ｖ /Ｖ o、 Ｖ o=０ 日 目 の 体 積 )を 計 算 し 、 プ ロ ッ ト し
た 。
統 計 分 析 　 統 計 的 有 意 性 は 、 ２ 端 部 ス チ ュ ー デ ン ト の ｔ 検 定 に よ り 求 め た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ 注 入 と シ ス プ ラ チ ン 暴 露 後 の ヒ ト と ラ ッ ト の 腫 瘍 細 胞 に お け る Ｔ Ｎ
Ｆ -α の 試 験 管 内 誘 導
Ｅ gr-1は Ｒ Ｏ I及 び ／ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 に よ り そ の プ ロ モ ー タ ー の Ｃ Ａ rＧ 要 素 に よ っ て 誘 導
さ れ る た め に 、 Ｃ Ａ rＧ 要 素 が Ｔ Ｎ Ｆ -α  cＤ Ｎ Ａ （ Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ )の 上 流 に あ る
ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 感 染 さ せ た 腫 瘍 細 胞 に よ る Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 を 細 胞 の レ ド ッ ク ス
状 態 を 変 化 さ せ る Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 で あ る シ ス プ ラ チ ン 接 触 の 後 に 分 析 し た (Davis et al., 2
001)。 Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 は 、 5μ Ｍ シ ス プ ラ チ ン 暴 露 の 後 に 、 ヒ ト の 食 道 Ｓ eg-1細 胞 と ラ ッ ト
の 結 腸 直 腸 Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 中 で 試 験 し た 。 Ｔ Ｎ Ｆ -α 濃 度 は 、 ヒ ト の Ｔ Ｎ Ｆ -α に 特 異 的 な Ｅ
Ｌ IＳ Ａ を 用 い て 求 め た 。 Ｓ eg-1細 胞 沈 降 物 又 は ヌ ル ベ ク タ ー (Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ )で 感
染 さ せ 、 IＲ 又 は シ ス プ ラ チ ン で 処 理 し た 培 養 物 か ら の 上 清 か ら は Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 は
検 出 さ れ な か っ た 。 一 方 、 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ ク タ ー を 感 染 さ せ 、 IＲ (５ Ｇ y)に 24、
48、 72時 間 に 暴 露 し た Ｓ eg-1細 胞 の 培 養 物 か ら は 、 有 意 水 準 の Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 が 検
出 さ れ た (そ れ ぞ れ 768.8± 32.6、 593.0± 27.6、 746.0± 18.5)。 ベ ク タ ー の み を 感 染 さ せ
た 比 較 細 胞 は (269.3± 1.9、 167.8± 8.4、 260.6± 14.9； P＜ 0.001)で あ っ た 。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ
Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ IＲ の 併 用 処 理 の 場 合 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ 産 生 が 2.9、 3.5、 2.9倍 に 増 加 し た 。 Ｔ Ｎ Ｆ -
α タ ン パ ク 質 の 同 様 の 誘 導 に つ い て 、 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ ク タ ー を 感 染 さ せ 、 5μ Ｍ
シ ス プ ラ チ ン に 接 触 さ せ た Ｓ eg-1細 胞 を 調 べ た と こ ろ 、 ベ ク タ ー 感 染 の み の 場 合 と 比 較 し
て 、 24時 間 (885.3± 28.7)、 48時 間 (892.6± 21.3)、 72時 間 (901.7± 21.7； P＜ 0.001、 図 ５
Ａ ＞ で あ っ た 。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン の 併 用 処 理 で は 、 こ の よ う に 3.3、 5
.3と な り 、 Ｔ Ｎ Ｆ 産 生 は 、 3.5倍 に 増 加 し た 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 培 養 物 を 用 い て 比 較 実 験 を 行 な っ た 。 再 び 、 Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 沈 降 物 又 は ヌ ル ベ ク
タ ー (Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ )を 感 染 さ せ 、 IＲ 又 は シ ス プ ラ チ ン 処 理 し た 培 養 物 の 上 清 か ら
は Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 は 検 出 さ れ な か っ た 。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ ク タ ー を 感 染 さ せ
、 IＲ (５ Ｇ y)に 24、 48、 72時 間 暴 露 し た Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 の 培 養 物 か ら 有 意 水 準 の Ｔ Ｎ Ｆ -α タ
ン パ ク 質 が 検 出 さ れ た (そ れ ぞ れ 55.1± 4.6、 440.5± 7.0、 812.7± 8.9)。 ベ ク タ ー 感 染 の
み の 細 胞 を 比 較 す る と (17.9± 1.7、 169.7± 5.2、 522.5± 11.3； Ｐ ＜ 0.001)で あ っ た 。 Ａ d
.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ IＲ と の 併 用 処 理 の 場 合 、 3.1、 2.6、 1.6倍 の Ｔ Ｎ Ｆ 産 生 の 増 加 が 見
ら れ た 。 同 様 の Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 の 誘 導 に つ い て 、 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ ク タ ー を
感 染 さ せ 、 24、 48、 72時 間 ５ μ Ｍ シ ス プ ラ チ ン 暴 露 を 行 っ た Ｓ eg-1細 胞 に お い て ベ ク タ ー
感 染 の み と 比 較 し て 調 べ た (52.4± 0.6、 318.6± 30.6、 812.2± 11.0； Ｐ ＜ 0.001、 図 ５ Ｂ )
。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン の 併 用 処 理 で は 、 2.9、 1.9、 1.6倍 の Ｔ Ｎ Ｆ 産 生
が 増 加 し た 。 こ れ ら の Ｓ eg-1と Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 系 か ら の 知 見 は 、 IＲ と シ ス プ ラ チ ン が 、 Ｅ gr
-1プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る こ と に よ り 、 Ｔ Ｎ Ｆ ‐ α の 発 現 を 誘 導 し て い る と い う こ と を
示 し て い る 。
選 択 的 腫 瘍 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー に お い て は 、 今 回 の 場 合 は Ｔ Ｎ Ｆ ‐ α に よ り シ ス プ
ラ チ ン 誘 導 性 遺 伝 子 構 築 物 が シ ス プ ラ チ ン の 効 果 を 増 強 す る 。 シ ス プ ラ チ ン と Ｔ Ｎ Ｆ -α
は 、 細 胞 死 滅 に つ い て 異 な る メ カ ニ ズ ム を 持 ち 、 そ れ 故 、 細 胞 の シ ス プ ラ チ ン 耐 性 は Ｔ Ｎ
Ｆ -α に 感 受 性 で あ り 、 そ の 逆 で も あ る 。 ま た 、 高 腫 瘍 内 濃 度 の Ｔ Ｎ Ｆ -α に よ っ て 微 小 血
管 系 の 腫 瘍 が 損 傷 さ れ て 壊 死 が 誘 導 さ れ る 。 こ れ は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α と シ ス プ ラ チ ン 抵 抗 性 腫
瘍 の 治 療 に 有 効 で あ る 可 能 性 が あ る 。 シ ス プ ラ チ ン /Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ス ト ラ テ ジ ー
は 、 従 っ て 、 放 射 線 治 療 又 は 外 科 治 療 に よ っ て は 効 果 的 治 療 が で き な い 局 所 的 な 腫 瘍 に 対
し て 効 果 的 な 治 療 で あ る 。 ま た 、 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ は 、 化 学 -放 射 線 治 療 の 併 用 治 療
に お い て 局 所 的 な 効 果 を 高 め る こ と も で き る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の Ｃ Ａ rＧ 要 素 は シ ス プ ラ チ ン に よ る Ｔ Ｎ Ｆ -α の 誘 導 を 仲 介 す る
Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の Ｃ Ａ rＧ 要 素 が シ ス プ ラ チ ン に よ り 誘 導 性 を 有 す る か 調 べ る た め に
、 pＧ Ｌ 3基 本 (負 の 対 照 )、 pＧ Ｌ 3 660(最 小 の Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー だ け か ら な り 、 Ｃ Ａ rＧ
要 素 を 含 ま な い )、 又 は pＧ Ｌ 3 425(全 て の Ｃ Ａ rＧ 要 素 か ら な り 、 Ａ Ｐ -1部 位 を 含 ま な い )
の ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ リ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 構 築 物 と pＲ Ｌ -Ｔ Ｋ の レ ニ ラ ル シ フ ェ ラ ー
ゼ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｓ eg-1と Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 中 の ル
シ フ ェ ラ ー ゼ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 化 を 測 定 す る こ と に よ り Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 活 性
を 評 価 し た 。 最 小 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 （ Ｌ Ａ ） は 、 pＧ Ｌ 3基 本 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た Ｓ eg-1細 胞 (Ｌ Ａ =0.01－ 0.02)又 は pＧ Ｌ 3 660プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た Ｓ eg-1細 胞 (Ｌ Ａ =0.10－ 0.18)で 検 出 さ れ た 。 し か し な が ら 、 pＧ Ｌ 3 425
プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｓ eg-1細 胞 は 、 IＲ (20Ｇ y)暴 露 の 後 、 未 処 理 の
対 照 細 胞 （ Ｌ Ａ =6.37） と 比 較 し て 、 相 対 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 （ Ｌ Ａ =15.07） が 2.4倍 の 増
加 を 示 し (Ｐ =0.005)、 未 処 理 の 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 シ ス プ ラ チ ン (50μ Ｍ )暴 露 の 後 、 2.
0倍 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 (Ｌ Ａ =2.89)の 増 加 が 見 ら れ た (Ｐ =0.005)(図 ６ Ａ )。
Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 系 に お い て 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 最 小 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 pＧ Ｌ 3基
本 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 (Ｌ Ａ =0.21－ 0.30)、 又 は pＧ Ｌ 3
 660プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 (Ｌ Ａ =0.76-1.84)に お い て 検
出 さ れ た 。 pＧ Ｌ 3 425プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 は 、 未 処 理
の 対 照 細 胞 (Ｌ Ａ =13.69)と 比 較 し て 、 IＲ (20Ｇ y)照 射 の 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 (Ｌ Ａ =57
.75)が 4.2倍 の 増 加 を 示 し た (Ｐ =0.004)。 ま た 、 未 処 理 の 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 シ ス プ ラ
チ ン (50μ Ｍ )の 暴 露 の 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 (Ｌ Ａ =49.40)は 3.6倍 の 増 加 (Ｐ =0.01)を 示
し た (図 ６ Ｂ )。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の Ｃ Ａ rＧ 要 素 が シ ス プ ラ チ ン に
よ る 誘 導 能 力 を 持 ち 、 キ メ ラ Ｅ gr-1.Ｔ Ｎ Ｆ -α 遺 伝 子 の 転 写 活 性 を 仲 介 し て い る こ と を 示
し て い る 。
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【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ６ １ 】
Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ と シ ス プ ラ チ ン 処 理 後 の ヒ ト と ラ ッ ト の 腫 瘍 異 種 移 植 片 に お け る Ｔ
Ｎ Ｆ -α の 誘 導
ヒ ト と 齧 歯 動 物 の 腫 瘍 に Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ ク タ ー を 感 染 さ せ た 後 に 、 シ ス プ ラ チ ン
に よ る Ｔ Ｎ Ｆ -α 誘 導 を 分 析 し た 。 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス の 後 肢 を 成 長 さ せ る Ｓ eg-1又 は
Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 の 異 種 移 植 片 に Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ 又 は Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ を 腫 瘍 内 (IＴ
)注 射 し た 。 腫 瘍 保 有 マ ウ ス は 、 生 理 食 塩 水 (Ｎ Ｓ )又 は シ ス プ ラ チ ン (3 mg/kg)を IＰ 注 射
し た 。 腫 瘍 ホ モ ジ ェ ネ ー ト 中 の Ｔ Ｎ Ｆ -α 濃 度 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 定 量 し た 。
Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ ベ ク タ ー 注 射 と Ｎ Ｓ 又 は シ ス プ ラ チ ン に よ る 全 身 的 処 理 後 の Ｓ eg-1
腫 瘍 ホ モ ジ ェ ネ ー ト 中 か ら は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 は 検 出 さ れ な か っ た 。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ
Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン (1294.0± 438.5 pg/mg)の 併 用 処 理 後 、 腫 瘍 内 Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク
質 の 顕 著 な 増 加 (3.5倍 )が 観 測 さ れ た 。 ベ ク タ ー の み の 処 理 と 比 較 す る と (366.5± 52.6pg/
mg、 Ｐ ＜ 0.05、 図 ７ Ａ )で あ っ た 。
Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ ベ ク タ ー 注 射 と Ｎ Ｓ 又 は シ ス プ ラ チ ン に よ る 全 身 的 処 理 後 の Ｐ Ｒ Ｏ b
腫 瘍 ホ モ ジ ェ ネ ー ト か ら は Ｔ Ｎ Ｆ ‐ α タ ン パ ク 質 は 検 出 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 ベ
ク タ ー の み の 処 理 の 場 合 (321.4± 27.7pg/mg、 Ｐ ＜ 0.001、 図 ７ Ｂ )と 比 較 し て 、 Ａ d.Ｅ gr.
Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン (878.6± 61.9pg/mg)に よ る 併 用 処 理 後 に は 、 腫 瘍 内 Ｔ Ｎ Ｆ -α
タ ン パ ク 質 の 顕 著 な 増 加 (2.7倍 )が 見 ら れ た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 シ ス プ ラ チ ン に よ る Ｔ Ｎ
Ｆ -α タ ン パ ク 質 の 生 体 内 誘 導 を 示 し 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 が 腫 瘍 組 織 よ り も Ａ d.Ｅ gr.
Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ ク タ ー の 産 物 で あ る と い う こ と を 実 証 し て い る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
シ ス プ ラ チ ン 誘 導 性 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ は ヒ ト と ラ ッ ト の 異 種 移 植 片 の 処 理 を 増 強 す る
化 学 誘 導 性 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ と シ ス プ ラ チ ン の 潜 在 的 な 抗 腫 瘍 細 胞 用 に つ い て 、 Ｓ eg
-1と Ｐ Ｒ Ｏ b異 種 移 植 片 中 で 調 べ た 。 Ｓ eg-1の 実 験 に お い て 、 0日 目 (処 理 の 開 始 日 )の 平 均
腫 瘍 体 積 は 、 381.3± 10.8mm 3 （ n=48、 12マ ウ ス /処 理 グ ル ー プ )で あ っ た 。 異 種 移 植 片 に Ａ
d.Ｎ ull.3511.11Ｄ 又 は Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ を IＴ に 注 射 し た 。 マ ウ ス に は 、 Ｎ Ｓ 又 は シ
ス プ ラ チ ン を IＰ 注 射 し た 。 対 照 腫 瘍 (Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ ＋ Ｎ Ｓ )は 、 4日 で 2倍 の サ イ ズ
に な り 、 14日 で 平 均 腫 瘍 体 積 は 4.7倍 の 増 加 を 示 し た 。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ ク タ ー ＋
Ｎ Ｓ 処 理 の 腫 瘍 で 同 様 の 増 殖 パ タ ー ン が 観 察 さ れ た (4日 目 に 2倍 の 増 加 、 14日 目 に 平 均 体
積 が 3.8倍 の 増 加 )。 ヌ ル ベ ク タ ー ＋ シ ス プ ラ チ ン 処 理 腫 瘍 と 比 較 し て 、 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .
11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン の 併 用 処 理 が 施 さ れ た 腫 瘍 に お い て 顕 著 な 腫 瘍 の 減 少 が 見 ら れ 、 4日
目 (Ｐ =0.045)、 6日 目 (Ｐ ＜ 0.005)、 8日 目 (Ｐ ＜ 0.002)、 10日 目 (Ｐ ＜ 0.001)、 12日 目 (Ｐ ＜
0.004)、 お よ び 14日 目 (Ｐ ＜ 0.021） で あ っ た （ 図 ８ Ａ ） 。
Ｐ Ｒ Ｏ b実 験 に お い て は 、 0日 目 の 平 均 的 な 腫 瘍 体 積 は 、 244.2± 6.2mm 3 （ n=40、 10マ ウ ス /
処 理 グ ル ー プ )で あ っ た 。 対 照 腫 瘍 (Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ ＋ Ｎ S)は 、 4日 間 で 徐 々 に 2倍 の
サ イ ズ に 増 殖 し 、 14日 で 平 均 腫 瘍 体 積 は 4.4倍 の 増 加 を 示 し た 。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ
ク タ ー ＋ Ｎ Sで 処 理 し た 腫 瘍 で 同 様 の 増 殖 パ タ ー ン が 観 察 さ れ た (4日 目 で 1.6倍 の 増 加 、 14
日 目 で 平 均 体 積 が 3.6倍 に 増 加 )。 ヌ ル ベ ク タ ー ＋ シ ス プ ラ チ ン に よ り 処 理 し た 腫 瘍 と 比 較
し て 、 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン の 併 用 処 理 を 施 さ れ た 腫 瘍 に お い て 、 顕 著 な
腫 瘍 の 減 少 が 見 ら れ 、 4日 目 (Ｐ =0.045)、 6日 目 (Ｐ ＜ 0.001)、 8日 目 (Ｐ =0.048)、 10日 目 (
Ｐ ＜ 0.001)、 12日 目 (Ｐ ＜ 0.001） 、 14日 目 (Ｐ =0.002） で あ っ た (図 ８ Ｂ )。 総 合 す れ ば 、
こ れ ら の デ ー タ は 、 ヒ ト と 齧 歯 動 物 由 来 の 異 種 移 植 片 に お け る シ ス プ ラ チ ン と Ａ d.Ｅ gr.
Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ 間 の 抗 腫 瘍 相 互 作 用 を 支 持 し て い る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 試 験 管 内 と 生 体 内 実
験 に お い て 観 察 さ れ た シ ス プ ラ チ ン に よ る Ｔ Ｎ Ｆ -α 誘 導 の 結 果 と 一 致 し 、 ま た 、 そ れ ら
の 結 果 に よ り 支 持 さ れ る も の で あ る 。 シ ス プ ラ チ ン に よ る 処 理 後 、 毒 性 が 観 察 さ れ た が 、
シ ス プ ラ チ ン と Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ に よ る 併 用 処 理 後 に 追 加 毒 性 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
従 っ て 、 Ｒ Ｏ I産 生 を 刺 激 す る 一 般 的 に 化 学 療 法 剤 と し て 用 い ら れ る シ ス プ ラ チ ン は 、 Ｔ
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Ｎ Ｆ -α を コ ー ド し て い る cＤ Ｎ Ａ の 上 流 に ラ イ ゲ ー ト さ れ た Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の Ｃ Ａ r
Ｇ 要 素 を コ ー ド し た ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 感 染 さ せ た ヒ ト と 齧 歯 動 物 の が ん 細 胞 に お
い て Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 を 誘 導 す る 。 Ｔ Ｎ Ｆ -α と シ ス プ ラ チ ン 両 方 の 顕 著 な 抗 腫 瘍 効 果 は 、 両
方 の 実 験 的 な 腫 瘍 系 に お い て 観 察 さ れ た 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 シ ス プ ラ チ ン の よ う な 化 学
療 法 剤 の 使 用 と 、 抗 腫 瘍 遺 伝 子 を 用 い た 遺 伝 子 治 療 の 一 時 的 で 空 間 的 な 制 御 と を 組 み 合 わ
せ た 新 規 な 方 法 を 提 供 す る 。
最 も 一 般 的 な ヒ ト 新 生 物 に お い て 、 肉 眼 で 見 え る 腫 瘍 は 、 最 も 標 準 的 な 化 学 療 法 剤 に よ っ
て は 効 果 的 に 治 療 す る こ と が で き な い 。 Ｅ gr1－ Ｔ Ｎ Ｆ -α と シ ス プ ラ チ ン の よ う な 転 写 タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グ ス ト ラ テ ジ ー は 、 肉 眼 的 腫 瘍 に 注 入 又 は 直 接 注 射 す る こ と が 可 能 な と き は
、 微 小 転 移 巣 が 存 在 す る と き で さ え 有 効 で あ る 。 ベ ク タ ー /シ ス プ ラ チ ン の 組 み 合 わ せ は
、 肉 眼 的 腫 瘍 に 効 果 を 示 し 、 シ ス プ ラ チ ン は 、 微 小 転 移 性 疾 患 に 効 果 を 示 す か ら で あ る 。
腫 瘍 へ の 直 接 注 射 は 、 例 え ば 、 Ｃ Ｔ 画 像 再 現 と 組 み 合 わ せ た Ｐ Ｅ Ｔ ス キ ャ ン な ど の 腫 瘍 の
Ｘ 線 画 像 分 析 の 最 近 の 進 歩 に よ っ て 向 上 し て い る に ち が い な い 。 更 に 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ の 最 近 の 開 発 に よ り 、 転 移 性 が ん の 化 学 誘 導 性 遺 伝 子 治 療 の 付 加 的 な
特 異 性 が 出 て く る 可 能 性 が あ る 。
本 明 細 書 に 開 示 さ れ 特 許 請 求 請 求 し た 組 成 物 と 方 法 の 全 て は 、 本 開 示 を 考 慮 す れ ば 過 度 に
実 験 せ ず に 実 施 し 得 る 。 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法 は 、 好 適 実 施 態 様 に よ っ て 記 載 さ れ て い る
が 、 本 組 成 物 と 方 法 と 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 の ス テ ッ プ 又 は ス テ ッ プ の 順 序 に 、 本
発 明 の 概 念 、 真 意 、 範 囲 か ら 逸 脱 せ ず に 当 業 者 に よ り 変 更 さ れ て も よ い こ と は 明 ら か で あ
る 。 更 に 詳 し く は 、 同 様 の 又 は 類 似 し た 効 果 が 得 ら れ る か ぎ り 、 化 学 的 と 生 理 学 的 双 方 に
関 連 し た 物 質 で あ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 物 質 の 代 替 と し て 用 い る こ と が で き る こ と
も 明 ら か で あ る 。 こ の よ う な 当 業 者 に と っ て 明 ら か な 全 て の 同 様 の 代 替 や 変 更 は 、 添 付 さ
れ た 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 真 意 、 範 囲 、 概 念 に 含 ま れ て い
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
Ｊ ． 文 献
以 下 の 文 献 は 、 典 型 的 な 手 順 又 は こ こ で 示 し た も の に 補 充 し て 他 の 詳 細 を 提 供 す る 範 囲 で
、 参 照 に よ っ て こ こ に 具 体 的 に 組 み 込 ま れ る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
【 図 １ 】 Ｓ eg-1に お け る 化 学 誘 導 。 時 間 と 処 理 (Ｓ eg-1＝ 食 道 が ん 細 胞 系 ； Ｕ Ｔ Ｃ ＝ 未 処
理 対 照 ； Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ ＝ Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の 腫 瘍 壊 死 因 子 を コ ー ド し た ア
デ ノ ウ イ ル ス ； platnm＝ シ ス プ ラ チ ナ ム ； Ｔ Ｎ Ｆ /Ｐ ltm＝ Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ ＋ Ｐ latnm)の 関 数 と
し て 分 数 の 腫 瘍 体 積 を 測 定 す る 。
【 図 ２ 】 化 学 誘 導 に よ る Ｔ Ｎ Ｆ 発 現 。 時 間 (５ 日 間 又 は １ ０ 日 間 )と 処 理 (utc＝ 未 処 理 対 照
； Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ ＝ Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の 腫 瘍 壊 死 因 子 を コ ー ド し た ア デ ノ ウ イ ル ス
； Ｐ latnm＝ シ ス プ ラ チ ナ ム ； Ｔ Ｎ Ｆ /Ｐ ltm＝ Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ ＋ Ｐ latnm)の 関 数 と し て の Ｔ Ｎ
Ｆ 産 生 /ピ コ グ ラ ム /ｍ l。
【 図 ３ 】 ４  mg/kg白 金 に よ る Ｔ Ｎ Ｆ 誘 導 。 時 間 (５ 日 間 又 は １ ０ 日 間 )と 処 理 (Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ
＝ Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の 腫 瘍 壊 死 因 子 を コ ー ド し た ア デ ノ ウ イ ル ス ； Ｔ Ｎ Ｆ /Ｐ l
tm＝ Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ ＋ シ ス プ ラ チ ナ ム )Ｔ Ｎ Ｆ 産 生 /ピ コ グ ラ ム /ｍ ｇ タ ン パ ク 質 。
【 図 ４ 】 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ 処 理 Ｓ eg-1に お け る 白 金 の 用 量 応 答 。 時 間 と 処 理 (Ｓ eg-1＝ 食 道
が ん 細 胞 系 ； pbs＝ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ； Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ ＝ Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の
腫 瘍 壊 死 因 子 を コ ー ド し た ア デ ノ ウ イ ル ス ； Ｐ lat1＝ シ ス プ ラ チ ナ ム １  mg/kg； Ｐ lat3＝
シ ス プ ラ チ ナ ム 3 mg/kg； Ｐ lat6＝ シ ス プ ラ チ ナ ム 6 mg/kg； Ｐ lat1/Ｔ Ｎ Ｆ ＝ シ ス プ ラ チ
ナ ム 1 mg/kg＋ Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ ； Ｐ lat3/Ｔ Ｎ Ｆ ＝ シ ス プ ラ チ ナ ム 3 mg/kg＋ Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ ； Ｐ lat
6/Ｔ Ｎ Ｆ ＝ シ ス プ ラ チ ナ ム 6 mg/kg＋ Ａ d.Ｔ Ｎ Ｆ )の 関 数 と し て 分 数 の 腫 瘍 体 積 を 測 定 す る
。
【 図 ５ 】 Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 の 試 験 管 内 測 定 。 IＲ (５ Ｇ y)又 は シ ス プ ラ チ ン (５ μ Ｍ )に
曝 し た Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ 感 染 細 胞 に よ る Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 を Ｅ Ｌ IＳ Ａ を 用 い て 測 定 し た
。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ IＲ (Ｐ ＜ 0.001)と Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン (Ｐ ＜ 0
.001)に 曝 し た 24、 48、 72時 間 後 に 有 意 レ ベ ル の Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 を 検 出 し 、 Ｓ eg-1培
養 物 (図 ５ Ａ )と Ｐ Ｒ Ｏ b培 養 物 (図 ５ Ｂ )の み の ベ ク タ ー と 比 較 し た 。 デ ー タ は 平 均 ± Ｓ Ｅ
Ｍ と し て 示 さ れ て い る 。
【 図 ６ 】 試 験 管 内 リ ポ ー タ ー 分 析 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ リ ポ ー タ ー 構 築 物 を 用 い て IＲ 又 は シ
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ス プ ラ チ ン に よ る Ｅ gr-1の 誘 導 を 評 価 し た 。 最 少 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 検 出 可 能 で あ っ た
後 に pＧ Ｌ 3（ 負 の 対 照 )又 は pＧ Ｌ 3 660プ ラ ス ミ ド (最 少 Ｅ gr-1プ ロ モ ー タ ー )構 築 物 で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 図 ６ Ａ 。 Ｓ eg-1細 胞 に お い て は 、 IＲ (２ ０ Ｇ ｙ )に 曝 し た 後 に ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 比 活 性 の 2.4倍 の 増 加 (Ｐ ＝ 0.005)が 見 ら れ 、 シ ス プ ラ チ ン (５ ０ μ Ｍ )に 曝 し た
後 に 4.2倍 の 増 加 (Ｐ ＝ 0.004)が 見 ら れ た 。 Ｐ Ｒ Ｏ b細 胞 に お い て は 、 IＲ (２ ０ Ｇ ｙ )に 曝 し
た 後 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ 比 活 性 の 4.2倍 の 増 加 (Ｐ ＝ 0.004)が 見 ら れ 、 シ ス プ ラ チ ン (５ ０ μ
Ｍ )に 曝 し た 後 に 3.6倍 の 増 加 (Ｐ ＝ 0.01)が 見 ら れ た 。 デ ー タ は 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ と し て 示 さ れ
て い る 。
【 図 ７ 】 Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 の 生 体 内 測 定 。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ 注 入 異 種 移 植 片 に よ
る Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 を Ｅ Ｌ IＳ Ａ に よ り 測 定 し た 。 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン と 併
用 処 理 し た 後 に Ｓ eg-1（ 図 ７ Ａ ） 移 植 片 (3.5倍 増 加 ； Ｐ ＜ 0.05)と Ｐ Ｒ Ｏ b（ 図 ７ Ｂ ） 異 種
移 植 片 （ 2.7倍 ； Ｐ ＜ 0.001） に お い て Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ベ ク タ ー の み に よ る 処 理 と 比
較 し て 腫 瘍 内 Ｔ Ｎ Ｆ -α タ ン パ ク 質 濃 度 の 著 し い 増 加 が 見 ら れ た 。 デ ー タ は 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ
と し て 示 さ れ て い る 。
【 図 ８ 】 生 体 内 再 増 殖 実 験 。 シ ス プ ラ チ ン を 含 む 又 は 含 ま な い Ａ d.Ｎ ull.3511.11Ｄ 又 は
Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ を 注 入 し た 異 種 移 植 片 の 体 積 を 測 定 す る こ と に よ り Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ
Ｆ .11Ｄ と シ ス プ ラ チ ン に よ る 併 用 処 理 の 効 果 を 評 価 し た 。 図 ８ Ａ 。 Ｓ eg-1異 種 移 植 片 に
お い て は 、 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス プ ラ チ ン に よ る 併 用 処 理 に よ り 、 ４ 日 目 (Ｐ ＝ 0.0
45)、 ６ 日 目 (Ｐ ＜ 0.005)、 ８ 日 目 (Ｐ ＜ 0.002)、 １ ０ 日 目 (Ｐ ＜ 0.001)、 １ ２ 日 目 (Ｐ ＜ 0.0
04)、 １ ４ 日 目 (Ｐ ＜ 0.021)の 日 に Ａ d.Ｎ ull＋ シ ス プ ラ チ ン で 処 理 し た 腫 瘍 と 比 較 し て 腫
瘍 の 著 し い 退 縮 が 生 じ た 。 Ｐ Ｒ Ｏ b異 種 移 植 片 に お い て は 、 Ａ d.Ｅ gr.Ｔ Ｎ Ｆ .11Ｄ ＋ シ ス
プ ラ チ ン に よ る 併 用 処 理 を 受 け た 腫 瘍 が ４ 日 目 (Ｐ ＝ 0.045)、 ６ 日 目 (Ｐ ＜ 0.001)、 ８ 日 目
(Ｐ ＜ 0.048)、 １ ０ 日 目 (Ｐ ＜ 0.001)、 １ ２ 日 目 (Ｐ ＜ 0.001)、 １ ４ 日 目 (Ｐ ＜ 0.002)の 日 に
Ａ d.Ｎ ull＋ シ ス プ ラ チ ン で 処 理 し た 腫 瘍 と 比 較 し て 腫 瘍 の 著 し い 退 縮 が 見 ら れ た 。 デ ー
タ は 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ と し て 示 さ れ て い る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】
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【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】
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