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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ウイルスアクセサリーCタンパク質をコードする遺伝子がノックアウトされた生弱毒化M
V（MV-deltaC）株由来の遺伝的に改変された感染性MVである、侵襲性の強い悪性腫瘍また
は侵襲性の強い癌の状態であると診断された個体に投与した場合における、そのような悪
性腫瘍または癌の治療のための医薬組成物。
【請求項２】
　前記侵襲性の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌が、悪性中皮腫である、請求項１に記
載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記悪性中皮腫が悪性胸膜中皮腫である、請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　前記侵襲性の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌が、メラノーマまたは肺腺癌の状態で
ある、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　悪性腫瘍または癌状態と診断された個体に投与された場合における、ウイルスアクセサ
リーCタンパク質をコードする機能的な遺伝子を含む生弱毒化MV株由来の感染性のMVに対
して抵抗性である悪性腫瘍または癌細胞の治療のための、請求項１から４のいずれか一項
に記載の医薬組成物。
【請求項６】
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　生弱毒化MV株がシュワルツ株またはモラテン（Moraten）株である、請求項１から５の
いずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記MV-deltaCが、MV-deltaCに感染した悪性腫瘍または癌細胞においてアポトーシス活
性を示す、請求項１から６のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　前記MV-deltaCが、MV-deltaCに感染した悪性腫瘍または癌細胞においてカスパーゼ-3の
活性化を誘導する、請求項１から７のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記MV-deltaCが、MV-deltaCに感染した悪性腫瘍または癌細胞おける細胞膜の外層への
Hsp70タンパク質の暴露を誘導する、請求項１から８いずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　MV-deltaCに感染した悪性腫瘍または癌細胞の表面へのカルレティキュリンの移行を誘
導する、請求項１から９のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　MV-deltaCに感染した悪性腫瘍または癌細胞の細胞外の培地中のHMGB-1の解放を誘導す
る、請求項１から１０のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　以下の工程：
- 事前に個体から採取した悪性腫瘍または癌細胞を、インビトロで、ウイルスアクセサリ
ーCタンパク質をコードする遺伝子がノックアウトされた、生弱毒化麻疹ウイルス（MV）
株由来の遺伝的に改変された感染性麻疹ウイルス（MV-deltaC）で感染させて細胞溶解物
を得るステップ；
- 細胞溶解物と形質細胞様樹状細胞（pDC）を接触させてワクチンのpDCを得るステップ;
- ロードされたpDCを回収するステップ；
を含む、悪性腫瘍または癌状態と診断された個体の悪性腫瘍または癌を治療するためのワ
クチンの形質細胞様樹状細胞（pDC）を調製するための方法。
【請求項１３】
　pDCが、治療される個体に由来する、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　pDCが白血球搬出（leukapheresis）から得られる、請求項１２または１３に記載の方法
。
【請求項１５】
　前記悪性腫瘍または癌が、侵襲性の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌である、請求項
１２から１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記悪性腫瘍または癌が、悪性中皮腫、メラノーマまたは肺腺癌である、請求項１２か
ら１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記生弱毒化MV株が、シュワルツ株またはモラテン株である、請求項１２から１６のい
ずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ウイルスアクセサリーCタンパク質をコードする遺伝子がノックアウトされ
た弱毒化麻疹ウイルス株（MV-deltaC）由来の遺伝的に改変された感染性麻疹ウイルスに
関する。特に、悪性腫瘍または癌の状態の治療における、前記遺伝学的に改変された感染
性MV-deltaCの使用、およびそのような治療のための薬剤または組成物の調製のための使
用に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　悪性中皮腫は、通常の根治治療に抵抗性の、非常に攻撃的で稀な癌である。悪性胸膜中
皮腫の発生は主にアスベスト繊維や粉塵への長期暴露に関連している（Kazan-Allen ら, 
Lung cancer, 2005, 49S1:S3-S8; Robinson ら, Lancet, 2005, 366:397-408）。メラノ
ーマは、メラノサイト中で発生し、それが処理されないと体全体に広がる可能性がある悪
性腫瘍である。それは皮膚癌の最も少ない頻度のタイプの一つを表しているが、それはほ
とんどの皮膚癌関連死の原因である。肺腺癌は肺がんの最も一般的な種類であり、喫煙者
と非喫煙者の両方で、癌による死亡の最も一般的な原因の一つである(Travis, W. D. ら,
 J Thorac Oncol., 2011, 6(2), 244-285)。
【０００３】
　悪性中皮腫、メラノーマおよび肺腺癌などのいくつかの積極的な癌については、重要な
治癒の機会を提供する戦略は現在ない。
【０００４】
　それらの予後は非常に不良であり、それらはそのような化学療法、放射線療法および/
または外科手術などの、すべての従来の治療法に対して比較的難治性である。このように
、新たな臨床的アプローチの開発のための差し迫った必要性が存在する。
【０００５】
　癌ウイルス療法は、従来の抗癌療法に対して抵抗性である癌の治療のための新規の代替
と広くみなされている(Boisgerault N ら., Immunotherapy, 2010, march 2(2), 185-199
)。腫瘍溶解性ウイルス療法は、前臨床およびいくつかのフェーズＩの臨床抗癌治療(Lech
, PJ and Russell, SJ; Expert Review of Vaccines, 2010, 9(11): 1275-1302; Galanis
 ら, Cancer Research, 2010, 70(3):875-882)、およびインビトロ研究でも(Gauvrit, A 
ら., Cancer Research, 2008, 68 (12), 4882-4892)、多モデルの抗腫瘍メカニズムを実
証した。細胞伝達免疫療法と比較して、ウイルスワクチンは、パーソナライズされた製造
を必要とせずに細胞減少と同時にパーソナライズされた抗癌免疫を与えるという利点を有
する。また、ウィルスワクチンは、免疫抑制ウイルス成分を削除し、抗腫瘍細胞毒性およ
び免疫を強化する導入遺伝子を挿入するように操作することができる(A. Gauvrit ら., C
ancer Research, 2008, 68 (12), 4882-4892)。
【０００６】
　麻疹ウイルス（MV）はパラミクソウイルス科のファミリー内属Morbilivirusの非セグメ
ント化一本鎖ネガティブセンスRNAエンベロープウイルスである。MVの非セグメント化ゲ
ノムは、インビボまたはインビトロでも翻訳もされず感染もしないゲノムRNAになるアン
チメッセージ・ ポラリティ(antimessage polarity)を有する。このウイルスは、1954年
に単離されている(Enders, J. F. and Peebles, T.C, 1954, Proc Soc Exp Biol Med, 86
(2): 277-286)、そして弱毒化ワクチンは、ワクチン株を提供するために、それ以来、こ
のウイルス、特にSchwarz/Moraten株に由来している。
【０００７】
　非セグメント化された（-）鎖RNAウイルスの転写および複製とそのウイルス粒子として
の組立は、特に「フィールドウイルス学」（Fields virology (3rd edition, vol 1, 199
6, Lippincott-Raven publishers-Fields BN et al.)）で研究され、報告されている。転
写およびMVの複製は、感染した細胞の核を伴うのではなく、前記感染した細胞の細胞質で
行われる。MVのゲノムは、6つの遺伝子（N、P、M、F、HおよびLで示す）と、P遺伝子、C
およびVタンパク質からのさらなる2つの非構造タンパク質からの6つの主要な構造タンパ
ク質をコードする遺伝子を含む。遺伝子の順序は、以下：3 '、N、P（CおよびVを含む）
、M、F、H、および5'末端におけるLラージポリメラーゼタンパク質（図1A）である。ゲノ
ムはさらに、遺伝子間領域M / F中に非コード領域を含む。この非コード領域は、未翻訳R
NAの約1000個のヌクレオチドを含む。記載された遺伝子は、それぞれ、リーダーペプチド
（I遺伝子）、ウイルスのヌクレオキャプシドのタンパク質をコードする、すなわち、ゲ
ノムRNAの周りに組み立てられてヌクレオキャプシドを提供する、核タンパク質（N）、リ
ン（P）、および大型タンパク質（L）である。他の遺伝子は、赤血球凝集素（H）、融合
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（F）およびマトリックス（M）タンパク質を含むウイルスエンベロープのタンパク質をコ
ードする。MVCタンパク質はポリシストロニックP遺伝子によってコードされ、それは細胞
質および核の両方に局在化する、小さい（186アミノ酸）塩基性タンパク質である（Belli
ni, W.J. ら, J. Virol, 1985, 53:908-919)。MV毒性因子として記載される、このウイル
スタンパク質の役割は、まだよく理解されていない。MV Cタンパク質の役割を決定するた
めに、逆遺伝学系を使用して、病原性の高いIC-B株に基づいて生成された、Cタンパク質
の発現を欠く組換え野生型MV株が、使用されている。MV Cタンパク質はウイルスタンパク
質の発現において、および長期のMV感染を確立するために、感染細胞のアポトーシスの遅
延において、ウイルス粒子のアセンブリに関与することが示唆された。(Takeuchi, K. ら
, J. Virol, June 2005, 7838- 7844)。MV Cタンパク質は、インターフェロンの抗ウイル
ス応答を阻害することが報告されているが(Shaffer, J.A. ら, Virology, 2003, 315:389
-397)、別の研究では、反対の結論に達しており(Takeuchi, K. ら, J. Virol, June 2005
, 7838- 7844)、それによって、MV Cタンパク質の機能はまだ十分に確立されていないこ
とが確認される。
【０００８】
　腫瘍溶解剤としてテストされるに値するヒトウイルスの中では、弱毒MVワクチンは多く
の利点を提供する。30年の間に子供の数百万に投与され、最も安全で最も広く使用されて
いるヒトの小児用ワクチンである。MVの弱毒株は、大多数の細胞型および優先的に形質転
換された癌細胞に感染する。これは、野生型MVはSLAM（CD 150）を用いるのに対し(Tatsu
o, H. ら. Nature, 2000, 406(6798):893-897; Anderson, B. D. ら, Cancer Res., 2004
, 64: 4919-4926; Schneider, U. ら, J Virol, 2002, 76: 7460-7467)、ナチュラルキラ
ー細胞による補体依存死滅に抵抗するために、MVによる、癌細胞で頻繁に過剰発現される
受容体としてのCD46の使用に起因する(Naniche, D. ら, J Virol, 1993, 67(10): 6025-6
032; Dhiman, N. ら, Rev Med Virol, 2004, 14(4): 217-229)。興味深いことに、MVは、
具体的には健全なものに感染することなく、癌細胞を標的とすることによって、天然の抗
腫瘍性を示す。このように、MVは将来の治療プロトコルでの適用のために問題ない安全性
プロファイルを示す。
【０００９】
　野生型MVの腫瘍溶解特性は、当技術分野の当業者に知られている(Mayo Foundation for
 Medical Education and Research, US07854928)。最近、卵巣癌、膠芽細胞腫、非小細胞
肺癌および多発性骨髄腫を治療するためにエドモンストンMV株の能力を調査するために臨
床試験が開始された(measles および cancer のキーワードでhttp://clinicaltrials.gov
参照)。ワクチンベクターとしての組換えまたはキメラのいずれかとしてのMVワクチンの
使用もまた記載されている（WO2004/000876、WO2004/076619、WO2006/136697およびWO200
8/078198）。
【００１０】
　この技術は、中皮腫の免疫腫瘍溶解処理にも提案されている(Gauvrit, A. ら, Cancer 
Research, 2008, 68 (12), 4882-4892)。このように、国際特許出願WO2009/047331は、類
上皮中皮腫腫瘍細胞のパネル上でのMVワクチンの弱毒化シュワルツ株の腫瘍溶解性および
免疫アジュバント特性の両方を記載している。感染性cDNAクローンから産生されたMVワク
チンの回復されたシュワルツ株を使用すると、MV感染した中皮腫細胞は、自発的な単球由
来樹状細胞（Mo-DC）の成熟および腫瘍抗原特異的応答を誘導することが示された。
【００１１】
　従来の治療を超える腫瘍ウイルス治療の潜在的な利点は、このように癌抗原（腫瘍関連
抗原）に対するより正確な特異性、それゆえの、より良好な安全マージンだけでなく、免
疫記憶による持続的効果、それゆえの再発および転移の予防を含む免疫応答を誘導する性
質を含むことである。実際に、特定の免疫応答および記憶は、抗原提示細胞の存在下での
、癌細胞の部位でのMVの投与後に発生することが実証されている(Masse, D. ら, Int. J.
 Cancer, 2004, 111(4), 575-580); Liu ら, Molecular therapy: the journal of the A
merican Society of Gene Therapy, 2010, 18(6): 1155-1162)。シュワルツMV株の抗腫瘍
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活性は、腫瘍崩壊、腫瘍免疫原性アポトーシス（細胞死に関連した危険信号表現）および
ウイルス媒介合胞体形成の誘導を含む複数のメカニズムを介して作用することが実証され
た(Gauvrit, A. ら, Cancer Res, 2008, 68(12), 4882-4892)。また、放出された腫瘍関
連抗原、およびウイルス複製に起因する炎症は、腫瘍への免疫寛容を破壊し、抗癌免疫を
誘導することが示唆されている。
【００１２】
　効率的な感染にもかかわらず、いくつかのMV感染した悪性腫瘍または癌細胞は細胞死の
誘導に抵抗する。したがって、抵抗のこのタイプを克服し、従って、悪性腫瘍または癌細
胞の特異的細胞死誘導を改善し、延長するために役立つであろうウイルスの開発が必要で
ある。
【００１３】
　樹状細胞（DC）の前駆体は、異なる機能的特性を示す単球由来樹状細胞（Mo-DCS）と形
質細胞様樹状細胞（pDC）に分けられる。 pDCは、ウイルス核酸（TLR7、TLR9）の認識に
特化されたToll様受容体（TLR）の発現による抗ウイルス免疫応答に関与するDCのサブセ
ットである(Gilliet, M. ら, Nat Rev Immunol, 2008, 8:594-606)。これらは、I型イン
ターフェロン（IFN-α、-β、-ω）を大量に生成することによる活性化および成熟という
点で、ウイルス（特に、インフルエンザＡウイルス、単純ヘルペスウイルス、HIV）の広
い範囲に応答する。それらは、ウイルスに感染しているときにも、CD8+およびCD4+ T細胞
にウイルス抗原を提示することができ(Fonteneau, J. F. ら, Blood, 2003, 101:3520-35
26)、およびウイルス感染細胞からのウイルス抗原をCD8+ Tリンパ球にクロス提示するこ
とができる(Di Pucchio, T. ら, Nat Immunol, 2008, 9:551-557; Lui, G. ら, PLoS One
, 2009, 4:e7111)。pDCは腫瘍に対する免疫応答に有益な役割を果たし得ることも示され
ている(Drobits, B. ら, J Clin Invest., 2012, 122:575-585; Liu, C. ら, J Clin Inv
est., 2008, 118: 1165-1175)。例として、マウスメラノーマモデルでは、pDCの活性化お
よび抗腫瘍免疫応答は、TLR7リガンド、イミキモドでの局所治療後に腫瘍内部に認められ
た(Drobits, B. ら, J Clin Invest., 2012, 122:575-585)。MVが一本鎖RNA（ssRNA）で
あるので、本発明者らは、一本鎖RNAを認識するpDCの液胞内TLR7発現によって、pDCは、
腫瘍細胞のMV感染を検出することができると仮定している。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　本発明者らは、驚くべきことに、ウイルスアクセサリーCタンパク質をコードする遺伝
子（MV-deltaC）がノックアウトされた弱毒化MV株に由来する遺伝的に改変された感染性
麻疹ウイルスは、悪性腫瘍または癌細胞とに対する増強された、特に、改変されていない
MVに比べてアポトーシス促進性が増強された応答を誘導することを発見した。従って、本
発明は、MV-deltaCを提供し、それが効率的に感染することができ、悪性中皮腫、メラノ
ーマおよび肺腺癌細胞のような悪性腫瘍または癌細胞を殺すことができることを示す。本
発明者らは、MVが感染した悪性中皮腫、メラノーマおよび肺腺癌細胞からの溶解物と接触
させた形質細胞様樹状細胞は、抗中皮腫、抗メラノーマおよび抗肺腺癌CD8 T細胞を活性
化することができることを示している。本発明者らは、このように、MV-deltaCがpDCを活
性化させる場合に、悪性腫瘍または癌細胞に対する活性化合物として使用する場合、MV-d
eltaCの観察された特性は関心があり得ることを提案する。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明は、侵襲性の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌の状態であると診断された個体
に投与した場合に、形質細胞様樹状細胞（pDC）を活性化することによる、そのような腫
瘍または癌の治療で使用するための生弱毒化麻疹ウイルス株由来の感染性の麻疹ウイルス
に関連する。
【００１８】
　本発明はまた、侵襲性の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌の状態であると診断された
個体に投与した場合に、形質細胞様樹状細胞（pDC）を活性化することによって、そのよ
うな悪性腫瘍または癌の治療に使用するための、ウイルスアクセサリーCタンパク質をコ
ードする遺伝子がノックアウトされた生弱毒化麻疹ウイルス株（MV-deltaC）由来の遺伝
的に改変された感染性麻疹ウイルスに関する。
【００１９】
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　用語「麻疹ウイルス」は、MVと略記され、表現「ウイルスアクセサリーCタンパク質を
コードする遺伝子がノックアウトされた弱毒生麻疹ウイルス株由来の麻疹ウイルス」は、
MV-deltaCと略記される。
【００２０】
　本出願で使用される用語「コードする」は、転写され、および適切な場合には、選択さ
れた細胞または細胞株に産物の発現のために翻訳される核酸分子の能力と定義される。
【００２１】
　本発明では、個体は好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトである。
【００２２】
　本明細書で定義される、表現「遺伝的に改変された」は、麻疹ウイルスのCタンパク質
合成が、産生された感染性MV-deltaCにおいて、特に回復され、遺伝的に改変された感染
性MV-deltaCにおいては廃止されるという事実を包含する。
【００２３】
　本明細書で定義されるように、「ウイルスアクセサリーCタンパク質をコードする遺伝
子がノックアウトされた」という表現は、Cタンパク質をコードする遺伝子の発現がサイ
レンシングされることを意味する。
【００２４】
　Cタンパク質合成の阻害は、特に、P遺伝子に含まれ、Cタンパク質をコードするCタンパ
ク質のオープンリーディングフレーム（ORF）の発現をサイレンシングすることにより達
成される。Cタンパク質のORFは、+1フレームでP ORFの一部と重なる。C蛋白質ORFのサイ
レンシングは、特に、前記ORFの配列の適切な突然変異によって、P遺伝子のN末端領域に
おける第二の「ATG」開始コドンの突然変異により、達成される。この最初の突然変異に
加えて、第二の突然変異は、Cオープンリーディングフレーム下流の一ヌクレオチドの置
換の結果として、停止コドンを付加することによって導入することができる（図1B）(Pat
terson, J. B. et al, Virology, 2000, 267(1): 80-89)。
【００２５】
　パラミクソウイルス科に使用される慣例に従って、用語「遺伝子」は、mRNAをコードす
るゲノムRNA核酸を示すために使用されてもよい。本発明の文脈では、当該mRNAの中にORF
が含まれていることも意味してもよい。
【００２６】
　Cタンパク質の発現をサイレンシングするための当該突然変異は、Pタンパク質を発現す
る能力についてP遺伝子の発現を保存していなければならない。
【００２７】
　好ましい実施形態では、MVの突然変異したRNA核酸は、さらに、いわゆる「6のルール」
を満たしている。「6の法則」は、全長MV（+）鎖RNAゲノムをコードする核酸に存在する
ヌクレオチドの総数が、6の倍数であるという事実において表現される。特定の実施形態
では、核酸構築物は、それを含むまたは突然変異MV-deltaCゲノムを含む、または当該突
然変異MV-deltaCゲノムからなり、および場合によっては追加的な、特にコードする、配
列が6の倍数である。「6の法則」は、ヌクレオカプシドを形成するために、ゲノム上の6
リボヌクレオチドをカプシド化している各MVタンパク質サブユニットとの相互作用の結果
としての、MVゲノムRNAの効率的または最適化された複製を可能にする、MVのゲノム中の
ヌクレオチドの総数に関する要求として最先端の技術で認められている。
【００２８】
　高病原性IC-B株(Takeuchi, K. et al, J. Virol, June 2005, 7838-7844)またはエドモ
ンストンBワクチン株(Radecke, F. et al, Virology, 1996, 217:418-421; Patterson, J
. B. et al, Virology, 2000, 267(1): 80-89)等の、異なるMV株におけるノックアウトさ
れたCタンパク質の発現を開示するプロセスが、逆遺伝学系を使用することによって従来
技術で提案されており、本発明の文脈において適用されてもよい。
【００２９】
　ここで定義されるように、維持しながら、表現「生弱毒化麻疹ウイルス株由来の感染性
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麻疹ウイルス」は、無毒であるかまたは、同じホストで、特にヒトで、決定された親株よ
りも弱い病原性である株から生じている一方で、ホスト、特にヒトに投与された場合に、
感染の性質および免疫原性、および恐らくアジュバント性を維持しており、すなわちＭＶ
に対する免疫優性TおよびB細胞応答、ならびに恐らくT細胞共刺激タンパク質またはサイ
トカインIL-12の誘導などのアジュバント性を維持している。病原性の主要株が強く造血
を中断させ(Arneborn, P. et al, Clin Exp Immunol, 1983, 51 : 165-172; Kim, E.A. e
t al, Radiographics, 2002, 22 Spec No: SI 37-149; Okada, H. et al, Arch Virol, 2
000, 145:905-920)、途上国において麻疹感染によって最も死亡の原因となる一過性の免
疫抑制を生じさせている。主要株とはコントロール的に、生弱毒株は、免疫抑制を誘導し
ない(Okada, H. et al, Arch Virol, 2001, 146:859-874)。
【００３０】
　したがって、生弱毒化MV株とは、選択された細胞上で連続的に継代され、好ましくは、
IFNα/β応答とともに初代細胞などの他の細胞、すなわち病原性の復帰もせず、宿主染色
体、特定にヒト宿主染色体に統合もしないであろう安定したゲノムを保有する、ワクチン
株の調製に適した種子株を産生するためのCEF細胞に適合している。本発明の特定の実施
形態では、生弱毒化MVは、CEF細胞のような初代細胞上で選択されたものである。
【００３１】
　特定の「生弱毒株」として、ヒトに使用するワクチンのために承認された株は、FDA（
米国食品医薬品局）によって定義された基準を満たす場合、すなわち、それが研究室の厳
格なレビューおよび臨床データの後に安全性、有効性、品質、再現性の基準（www.fda.go
v/cber/vaccine/vacappr.htm）を満たす場合、本発明に適した弱毒株である。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　本発明では、MVウイルスを提供する特定の生弱毒MV株はシュワルツ株やMoraten株であ
り、特にRouvax（登録商標）ワクチン（アベンティス）からである。シュワルツ株はMora
ten株と配列の完全な同一性を有することが実証されている(Parks, C. L. et ah, 2001, 
J Virol, 75(2): 910-920; Schwarz, A. J., 1962, Am J Dis Child, 103, 386-389). シ
ュワルツ/Moraten株は、長期的な細胞性および体液性免疫応答を誘導し、病原型への復帰
がこれまで観察されておらず、重要な遺伝的安定性を提示するので、現在広く使用されて
いる(Hilleman, M., 2002, Vaccine, 20:651-665)。
【００３３】
　より好ましくは、本発明の遺伝的に改変された感染性MVは、2002年6月12日に番号I-288
9の下でCNCM（パリ、フランス）にパスツール研究所によって寄託されたプラスミドpTM- 
MVSchwにクローニングされたMVシュワルツ株のcDNAを用いて製造され、その配列はCombre
detによって記載されており(Combredet, C. et ah, 2003, J Virol, 77(21): 11546-1155
4)、また、WO2004/000876および本発明の実施例1に開示されている。プラスミドpTM- MVS
chwはブルースクリプトプラスミドから得られ、完全長のT7 RNAポリメラーゼのプロモー
ターの制御下に置かれたシュワルツ株のMV（+）RNA鎖をコードするポリヌクレオチドを含
み、18967ヌクレオチドを有する。他のMV株からのcDNAは同様に生弱毒化MVのウイルス粒
子から精製された核酸から出発して得ることができる。 MV-deltaCゲノムをコードする適
切なcDNAを調製するために、プラスミドPTM-MVSchwのP遺伝子における第2の「ATG」開始
コドンを置換によって改変してプラスミドpTM-MVSchw-deltaC-ATU（eGFP）（配列番号1）
を得た。具体的には、「ATG」コドンは、TヌクレオチドのCヌクレオチドへの突然変異に
よって「ACG」コドンで置換されている。
【００３４】
　特定の実施態様では、配列番号１のプラスミドpTM-MVSchw-deltaC-ATU1（eGFP）プラス
ミドはさらに、位置2803のGヌクレオチドの、Ａヌクレオチドへの置換により変異して停
止コドンが提供されている。pTM-MVSchw-deltaC-ATU1（eGFP）変異体は、配列番号２のヌ
クレオチド配列を有する。
【００３５】
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　本発明の好ましい実施形態では、遺伝的に改変された感染性MV-deltaCがレスキューに
よって得られる。シュワルツMV株の未修飾MVのレスキューは、WO2004 / 000876に広く記
載されており、同様の処理を遺伝的に改変された感染性MV-deltaCの調製に適用すること
ができる。
【００３６】
　本発明の特定の実施形態では、遺伝的に改変された感染性MV-deltaCは、GM-CSF（顆粒
球マクロファージコロニー刺激因子）を発現するので(Guse, K. et al, 2011, Oncolytic
 vaccinia virus for the treatment of cancer, Vol. 11, No. 5, Pages 595-608)、MV-
deltaC-GM-CSFである。
【００３７】
　本明細書で定義される、「治療において使用するための」という表現は、遺伝的に改変
された感染性MV-deltaCが、特にヒトにおいて、悪性腫瘍または個体において診断される
癌の症状を完全に根絶する、または腫瘍の大きさを減少させる、またはそのような悪性腫
瘍または癌状態の症状を緩和するために、個体に投与する方法に用いることができること
を意味する。特定の実施形態では、本発明によるMV-deltaCを含むウイルス療法は、他の
治療、特に化学療法を伴ってもよい。従って、MV-deltaCを含むウイルス療法は組み合わ
せにおいて使用されてもよいし、治療レジメンに付加されてもよい。
【００３８】
　本明細書で定義される、表現「侵襲性の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌」は、化学
療法、放射線療法および/または外科手術などの現在知られている従来の治療法に抵抗性
であり、結果としてそのような従来の治療にもかかわらず進行する悪性腫瘍または癌を意
味する。
【００３９】
　本明細書で定義される、「形質細胞様樹状細胞（pDC）を活性化することによって」と
は、大量のIFN-αを産生する、および／または腫瘍特異的CD8 + Tリンパ球に対して、MV
またはMV-deltaCに感染した腫瘍細胞からＴＡＡをクロス提示する、能力を活性化するこ
とにより抗腫瘍免疫応答においてpDCを用いる、MVまたはMV-deltaCに感染した腫瘍細胞を
いう。
【００４０】
　本明細書で定義される、用語「形質細胞様樹状細胞（pDC）」は、ウイルス性および細
菌性の刺激に応答して、α/βインターフェロン（IFN-α/β）を大量に産生し、本発明に
おいて、抗原提示細胞を包含し、それらは腫瘍感染細胞を貪食することができると認識さ
れる。
【００４１】
　特定の実施形態では、MV-deltaCは、悪性中皮腫、特に悪性胸膜中皮腫の治療に使用す
ることができる。
【００４２】
　別の特定の実施形態において、本発明は、メラノーマまたは肺腺癌の治療に使用するた
めの、このような状態であると診断された個体に投与した場合に、ウイルスアクセサリー
Cタンパク質をコードする遺伝子がノックアウトされた、生弱毒化麻疹ウイルス株（MV-de
ltaC）由来の遺伝的に改変された感染性麻疹ウイルスに関する。
【００４３】
　本発明の他の特定の実施形態において、本発明は、悪性腫瘍または癌状態と診断された
個体に投与された場合に、未改変のMVに対して抵抗性である悪性腫瘍または癌細胞の治療
に使用することができる、遺伝的に改変された感染性MV-deltaCを提供する。
【００４４】
　表現「未改変のMV」は、シュワルツ株またはモラテン（Moraten）株のウイルスのよう
な、遺伝的に改変されていないMVの感染性生弱毒株をいう。
【００４５】
　本明細書で定義される、表現「未改変MVに抵抗性である悪性腫瘍または癌細胞」とは、
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未改変MVの十分な感染にもかかわらず、細胞死の誘導に抵抗すること、またはMV-deltaC
よりも未改変MVによる細胞死誘導に対してより弱い応答を起こすことが知られている、悪
性腫瘍または癌細胞をいう。
【００４６】
　本発明者らは、MV-deltaCを様々な悪性腫瘍または癌細胞に投与すると、未改変MVを投
与したときの応答に関して改善された応答が提供または誘導され、特に、より低い濃度レ
ベルで、短い応答時間と改善された免疫原性特性で(Kroemer, G. et al, Annu. Immunol,
 2012, 31:51-72)、改善されたアポトーシス活性を誘導させることを示している。
【００４７】
　本発明の特定の実施形態によれば、遺伝的に改変された感染性MV-deltaCは、MV-deltaC
に感染した悪性腫瘍または癌細胞においてアポトーシス活性を示す。
【００４８】
　本明細書で定義される、表現「アポトーシス活性」とは、細胞においてアポトーシスを
誘導または誘導する能力を意味し、それは悪性腫瘍または癌細胞における、特に実施例の
悪性中皮腫、メラノーマおよび肺腺癌細胞における、インビトロアポトーシスで実証する
ことができる。
【００４９】
　本発明のMV-deltaCウイルスが示す活性は、免疫応答の分子の産生によって、または細
胞ストレスまたは細胞死において、特徴づけることができる。これらの分子は、HMGB-1（
ハイモビリティグループボックス-1）、免疫応答の活性化に関与する危険信号として記載
されたカルレティキュリンおよび熱ショックタンパク質（Hsp70の）を包含する(Zitvogel
, L et al Cell, 2012, 140: 798-804)。
【００５０】
　カスパーゼ-3は、アポトーシスプログラムの後期のイベントに関与することが知られて
いる(Duprez, L. et al, Microbes Infect, 2009, 11(13): 1050-1062)。
【００５１】
　本発明の特定の実施形態によれば、遺伝的に改変された感染性MV-deltaCはMV-deltaCに
感染した悪性腫瘍または癌細胞におけるカスパーゼ-3の活性化を誘導する。
【００５２】
　感染細胞の原形質膜の外層上のHsp70タンパク質の存在は、免疫応答、特に抗原提示細
胞および先天性細胞免疫エフェクターによる認識、に関与している(Oglesbee et al, Vir
al Immunol, 2002, 15(3): 399-416)
【００５３】
　本発明の特定の実施形態によれば、遺伝的に改変された感染性MV-deltaCはMV-deltaCに
感染した悪性腫瘍または癌細胞おける形質膜の外層へのHsp70タンパク質の暴露を誘導す
る。
【００５４】
　カルレティキュリンは、細胞ストレスの間に、原形質膜の外側の層に再局在化すること
ができる小胞体の必須のタンパク質である(Heal et al, Biochem J 1998, 329(2), 389-3
94)。特に、細胞表面へのこの暴露により、抗原提示細胞によるアポトーシス細胞の貪食
が可能になる(Ogden et al, J Exp Med, 2001, 194(6): 781-795)。最近、いくつかの研
究では、細胞表面におけるカルレティキュリンの暴露は、その死の免疫原性を規定すると
仮定されている(Obeid et al, Nat Med, 2007, 13(1): 54-61)。
【００５５】
　本発明の特定の実施形態によれば、遺伝的に改変された感染性MV-deltaCはMV-deltaCに
感染した悪性腫瘍または癌細胞の表面へのカルレティキュリンの移行を誘導する。
【００５６】
　免疫原性細胞死の際に環境中に放出されたHMGB-1（高移動度グループボックス-1）タン
パク質は、TLR4(Apetoh et al, Nat Med, 2007, 13(9): 1050-1059)およびTLR9のような
異なる受容体に結合することにより、樹状細胞の成熟に作用する (Tian et al, Nat Immu
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nol, 2007, 8(5): 487-496) 。
【００５７】
　本発明の特定の実施形態によれば、遺伝的に改変された感染性MV-deltaCは、MV-deltaC
に感染した悪性腫瘍または癌細胞の細胞外の培地中のHMGB-1の解放を誘導する。
【００５８】
　本発明者らは、ヒト癌細胞株（A549ヒト肺腺癌細胞およびHeLa子宮頸癌細胞）および非
癌細胞（HEK 293ヒト胚性腎臓細胞およびヴェラアフリカミドリザル腎臓細胞）における
細胞死の誘導を比較した。本発明者らは、MV-deltaCは、低いMOIでも（図23A）、A549お
よびHeLaヒト癌細胞の両方で未改変MVよりもはるかに高く早期に細胞死を誘導することを
実証した。本発明者らはまた、感染の68時間後（図23B）にHEK 293細胞ではいかなる細胞
死も観察されなかったのに対し、ベロ細胞における細胞死の誘導は、未改変のMVおよびMV
-deltaC両方について同様であったことを観察した。このように、本発明者らは、MV-delt
aCはヒト癌細胞に特異的であることを証明した；実際、ヒト癌細胞に接触させたときに、
MV-deltaCは、未改変MVよりも高いアポトーシス活性を示したが、実験室細胞株、すなわ
ちVero細胞に接触させたときには、未改変MVと同様のアポトーシス活性しか示さなかった
。
【００５９】
　本発明はまた、以下の工程：
- 事前に個体から採取した悪性腫瘍または癌細胞をインビトロで生弱毒化麻疹ウイルス株
由来の感染性麻疹ウイルスに感染させて、細胞溶解物を生成するステップ;
- 細胞溶解物とpDCを接触させてワクチンのpDCを得るステップ;
- ロードされたpDCを回収するステップ；
を含む、悪性腫瘍または癌状態と診断された個体の悪性腫瘍または癌を治療するためのワ
クチンの形質細胞様樹状細胞（pDC）を調製するための方法に関する。
【００６０】
　本発明はまた、以下の工程：
- 事前に個体から採取した悪性腫瘍または癌細胞を、インビトロで、ウイルスアクセサリ
ーCタンパク質をコードする遺伝子がノックアウトされた、生弱毒化麻疹ウイルス株由来
の遺伝的に改変された感染性麻疹ウイルス（MV-deltaC）で感染させて細胞溶解物を得る
ステップ；
- 細胞溶解物とpDCを接触させてワクチンのpDCを得るステップ;
- ロードされたpDCを回収するステップ；
を含む、悪性腫瘍または癌状態と診断された個体の悪性腫瘍または癌を治療するためのワ
クチンの形質細胞様樹状細胞（pDC）を調製するための方法に関する。
【００６１】
　本発明では、上記定義された方法の悪性腫瘍または癌は、侵襲性の強い悪性腫瘍または
侵襲性の強い癌であり、特に悪性中皮腫、メラノーマまたは肺腺癌である。
【００６２】
　本発明では、上述に規定された方法の生弱毒化麻疹ウイルス株は、シュワルツ株または
Moraten株である。
【００６３】
　MV-deltaCが個体に投与される場合、それは、胸膜腔を介して、または鼻腔内、筋肉内
、静脈内または皮下の経路によって投与することができる。MV-deltaCが胸膜腔を介して
投与される場合、好ましくは近接してまたは直接に、治療される悪性腫瘍または癌細胞に
投与される。
【００６４】
　投与されるMV-deltaCの治療有効量は、好ましくは103～109 50％組織培養感染用量（TC
ID50）の範囲である。TCID50の測定は、当業者に知られており、特にカーバーによって記
述されている(Karber, Arch. Exp. Pharmak, 1931, 162:840-483)。
【００６５】
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　ワクチンのpDCのex vivoでの準備を有効にするために個体から悪性腫瘍または癌細胞を
採取するステップは、好ましくはワクチンのpDCの製造方法には含まれない。このステッ
プは、生検および滲出（すなわち、胸膜滲出）のような当業者に知られている細胞の任意
の採取またはサンプリング技術に従って行うことができる。例えば、採取された後、悪性
腫瘍または癌細胞は、古典的な技法に従って培養で維持、または凍結（すなわち、-80℃
で）することができる。悪性腫瘍または癌細胞がワクチンのpDCによって治療される個体
に由来していない場合、それらは、特に同種悪性中皮腫、メラノーマと肺腺癌細胞株に由
来していてもよい。
【００６６】
　上記に定義された調製物のインビトロの方法で、悪性腫瘍または癌細胞のMV-deltaCで
の感染は、直接の接触、例えば感染多重度（ＭＯＩ）１での37℃2時間のインキュベーシ
ョンによって行うことができる。感染後、感染細胞の死はウイルスの作用によって自然に
進む。合胞体（syncitia）は、通常、最初に、細胞の溶解に引き続いて形成され、それに
よってワクチン製剤に適した細胞溶解物が提供される。この現象は、感染細胞を直接顕微
鏡観察によって証明することができる。
【００６７】
　本明細書で定義されるように、用語「細胞溶解物」は、本明細書に開示されているよう
にして得られる細胞溶解物の全体（または合計）、または膜画分（すなわち、細胞質内封
入体またはアポボディ（apobodies））等の細胞溶解物の画分を包含する。
【００６８】
　pDCは、当業者に周知の多数の方法によって得ることができる。本発明の特定の実施形
態では、pDCは、好ましくは、治療される個体に由来する。現在は、pDCは白血球搬出（le
ukapheresis）に由来することが好ましい。pDCを得ることは、特に、当業者によく知られ
ている。好ましくは、pDCはCoulaisにより記載された一般的な方法に従って得ることがで
きる(Coulais, D et al., Cytotherapy, 2012, 14(7): 887-896)。pDCが、治療される個
体に由来する場合には、pDCは、前記個体の白血球搬出法から得ることができる。
【００６９】
　当業者には明らかであろうように、pDCおよび細胞溶解物の接触は、細胞溶解物中に存
在する抗原によってpDCの効果的なローディングを可能にするのに十分な時間維持される
べきである。一度ロード（またはパルス）されれば、本発明のワクチンのpDCが得られる
。ローディング（充填）は、Gauvrit (Gauvrit, A et al, Cancer Res, 2008, 68(12), 4
882-4892)によって記載された一般的な方法論に従うことによって進行させることができ
る。pDCの効率的なローディングを可能にするのに十分な、pDCおよび細胞溶解物との間の
典型的な接触時間は約24時間である。通常、pDCがロードされた後に、pDCのための活性化
状態が到来する。pDCの活性化状態（または成熟した状態）は、膜またはサイトカインマ
ーカーとして当業者に周知の多数のマーカーによって証明することができる。活性化され
た樹状細胞のこのようなマーカーは、特にBarchet (Barchet, W et al., Seminars in Im
munology, 2005, 17(4):253-261) とMarafioti(Marafioti, T et al, Blood, 2008, lll(
7):3778-3792)によって記載されている。
【００７０】
　このように、本発明の製造方法に従って得ることができるワクチンのpDCは、それらが
抗腫瘍CD8 T細胞の強力な刺激物質であるので、特に有利である。同様に有利なことに、
本発明の調製方法は、活性化状態のワクチンpDCの製造を可能にする。
【００７１】
　本発明は、特に上記定義の調製方法によって得られるワクチン樹状細胞に関する。本発
明の特定の実施形態によれば、悪性腫瘍または癌状態と診断された個体に投与したときに
、ワクチンのpDCは、侵襲性の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌の治療に用いることが
できる。
【００７２】
　より詳細には、そのような状態であると診断された個体に投与した場合に、悪性中皮腫
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、メラノーマ、または肺腺癌の治療に使用することができる。MV-deltaCの適用に関連し
て本明細書に開示された実施形態は、本明細書に記載されているとおりのpDCの使用に、
同様に関連する。
【００７３】
　本発明者らは、インビトロでの、活性化された状態のヒトのpDCと特異的CD8 + T細胞ク
ローンに対する腫瘍抗原を交差提示する能力に及ぼす、MVシュワルツによる腫瘍細胞の感
染の影響に取り組んだ。本発明者らは、CD46の発現にもかかわらず、pDCは、MV感染に感
受性ではなかったことを示した。しかし、pDCは、IL-3が培養物に添加されると、より高
い感度で、IFN-αを産生することによって、インビトロでMVに応答することができた。本
発明者らはまた、紫外線照射腫瘍細胞では見られなかったのに対し、MV感染腫瘍細胞は、
特にpDCの活性化、特にIFN-αの産生を引き起こしたことを実証した。 pDCの活性化は、
おそらく、MVの一本鎖RNAによって引き起こされ、それはMV感染腫瘍細胞の貪食に続くpDC
エンドサイトーシスコンパートメントにおけるTLR7を引き起こした。興味深いことに、本
発明者らは、MV感染腫瘍細胞と共培養されたヒトpDCは、特定のCD8 + T細胞クローンに対
してNYESO-1腫瘍抗原を交差提示することができたことを、初めて、説明として示した。
これらの結果は、直接的な腫瘍溶解効果に加えて、MVベースの抗腫瘍ウイルス療法は、pD
Cを活性化することにより抗腫瘍免疫応答を誘導することができる、ということを示唆し
ている。変異したウイルスによる腫瘍細胞の感染では、同様のことが起こるので、MV-del
taCを使用しても同様の結果が期待されている。MV-deltaCは、腫瘍細胞の感染後に危険信
号（カルレティキュリンとHsp70）がより高く発現されることにつながり、感染細胞もMV-
deltaCの一本鎖RNAを発現するので、より高い応答が期待される。
【００７４】
　本発明はまた、悪性腫瘍または癌状態と診断された個体に投与した場合に、pDCを活性
化することによる、侵襲性の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌の治療に使用するための
、薬学的に許容されるビヒクルと一緒に、活性成分として、上記で定義された方法により
得ることができる遺伝的に改変された感染性MV-deltaCまたはワクチンのpDCを含む医薬組
成物も対象とする。
【００７５】
　本明細書で定義されるように、薬学的に許容されるビヒクルは、組成物中のMV-deltaC
の処方を可能にする任意の物質を包含する。ビヒクルは、生理学的に許容される任意の物
質または物質の組み合わせであり、すなわち、ホスト、特にヒトと接触する組成物中での
使用に適したものであり、従って非毒性である。このようなビヒクルの例としては、リン
酸緩衝生理食塩水、蒸留水、油/水エマルジョンなどのエマルジョン、様々な種類の湿潤
剤滅菌溶液などである。
【００７６】
　本発明はまた、侵襲性の強い悪性腫瘍または癌状態と診断された個体に投与された場合
に、侵襲性の強い悪性腫瘍または癌の治療に用いるための、上記で定義された方法により
得ることができる遺伝的に改変された感染性MV-deltaCまたはワクチンのpDCを含む医薬組
成物または活性成分のアセンブリであって、さらに化学療法薬および薬学的に許容される
ビヒクルを含む医薬組成物または活性成分のアセンブリにも関する。
【００７７】
　本明細書で定義されるように、化学療法剤は、悪性腫瘍または癌の治療に使用すること
ができる分子である。化学療法剤の性質は、悪性腫瘍または癌の種類に依存するであろう
。化学療法剤の例は、当業者に知られている。
【００７８】
　また、本発明は、悪性腫瘍または癌状態と診断された個体に投与された場合に、侵襲性
の強い悪性腫瘍または侵襲性の強い癌の治療において同時のまたは別々の投与に使用する
ための、（i）生弱毒化MVまたは遺伝的に改変された感染性MV-deltaCおよび（ii）上記で
定義された方法により得ることができるワクチンのpDCを含む活性成分のアセンブリにも
向けられている。
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【図面の簡単な説明】
【００７９】
【図１】MVとMV-deltaCを示す図である。A）MVゲノムの概略図と遺伝子順序は、P遺伝子
はP、VおよびCタンパク質をコードしていることを示す（P、VおよびCのＯＲＦが示されて
いる）。B）プラスミドpTM-MVSchw (配列番号3)およびpTM-MVSchw-deltaC-ATUl(eGFP)の
ヌクレオチド配列の一部である。位置2788でのネイティブMVSchwゲノムcDNAのTヌクレオ
チドは、Cヌクレオチドによって置換されている（配列番号4）。この最初の変異に加えて
、第二の突然変異は、Cオープンリーディングフレームの下流の停止コドンすなわち、「T
AG」終止コドンを付加することによって導入することができ、これはネイティブMVSchwゲ
ノムcDNAの位置2803のGヌクレオチドをAヌクレオチドによって置換することにより得られ
る（配列番号5）（導入されたヌクレオチド変異は下線が引かれている）。
【図２】MV、MV-deltaV、MV-deltaCおよびMV-PG954による、P、VおよびCタンパク質の発
現を示す図である。異なるウイルスに感染したベロ細胞の溶解物をSDS-PAGEゲル上で分画
した後、P、V、Cタンパク質は、特異的なモノクローナル抗体を用いたウェスタンブロッ
トにより検出した。
【図３】MV、MV-PG954、MV-deltaVとMV-deltaCの複製動態を示す図である。ベロ細胞（A
）、HeLa細胞（B）、ジャーカット細胞（C）およびU937細胞（D）を1のMOIで異なるウイ
ルスに感染させた。細胞関連ウイルス力価をTCID50値として測定した。
【図４】ベロおよびHeLa細胞上でのMVおよびMV-deltaCの細胞変性効果を示す図である。
上のパネル： MVまたはMV-deltaC（0.1のMOI）を感染させた24時間後のVero細胞上に誘導
された細胞変性効果。下のパネル：MVまたはMV-deltaC（0.1のMOI）での感染24時間後のH
eLa細胞の免疫蛍光。細胞を固定し、MVのモノクローナル抗ヘマグルチニン（H）で染色し
た。
【図５】MVまたはMV-deltaCで感染させたVero細胞におけるウイルスタンパク質の発現の
速度論を示す図である。細胞を、1のMOIで感染させ、その後、種々の時点で溶解した。細
胞溶解物をウェスタンブロットによって分析し、ウイルスタンパク質NおよびVは、特異的
モノクローナル抗体 (抗Nクローン120, Naniche, D. et al., J Gen Virol, 1992, 73(10
) :2617-2624; 抗Ｖ, Takeuchi, K. Et al, FEBS Letters, 2003, 545 (2), 177-182) を
用いて同定した。
【図６】MV-PG954、MV-deltaVまたはMV-deltaCで免疫したCD46/IFNARマウスで誘導される
抗MV体液性応答を示す図である。抗体価は、単一の接種2ヶ月後に採取した血清のELISAに
より測定した。（A）マウスの異なる群からプールした血清の制限希釈解析。（B）マウス
あたりの個々の力価。（C）グループごとの平均力価。抗体価は、非免疫化マウスからの
血清のに対して計算された吸光度値の2倍を与える、試験された血清の限界希釈と定義し
た。
【図７】MV-deltaCによる感染と細胞死誘導を示す図である。 A）腫瘍細胞は、MVまたはM
V-deltaCで感染させ（MOIはl、2 h）、感染後72時間で、FITCアネキシンVおよびヨウ化プ
ロピジウムで二重染色した後、フローサイトメトリーにより分析した。データは、アネキ
シンVの細胞の割合を表す。B）ウイルス（MVまたはMV-deltaC）感染および非感染腫瘍細
胞は、感染後72時間目に抗活性カスパーゼ-3抗体（BD Biosciences社）で染色した後、フ
ローサイトメトリーによって分析した。パーセンテージは、MV-deltaC感染後の「活性化
カスパーゼ3陽性」細胞の割合を示す。
【図８】細胞表面へのHsp70タンパク質の暴露を示す図である。膜のHsp70タンパク質の発
現は、細胞外染色により、Mesol3とMeso56類上皮中皮腫細胞で感染後48時間またはA549肺
腺癌およびML 7メラノーマ細胞で感染後72時間の時点で決定され、フローサイトメトリー
で解析した。データは、Hsp70の細胞の割合を表す。
【図９】MV-deltaC感染後のカルレティキュリンの膜移行を示す図である。未感染腫瘍細
胞および感染腫瘍細胞（MVまたはMV-deltaCで、MOIは1）は、Mesol3とMeso56類上皮中皮
腫細胞について感染後48時間で、またはA549肺腺癌細胞およびML 7メラノーマ細胞につい
て感染後72時間で、抗カルレティキュリン抗体およびCy5結合抗マウス二次抗体で染色し
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た。次いで、細胞をフローサイトメトリーによって分析した。データは、カルレティキュ
リンの細胞の割合を表す。
【図１０】細胞外環境におけるHMGB-1の放出を示す図である。未感染または感染（MVまた
はMV-deltaC、MOI = 1）腫瘍細胞の上清を感染後24、48または72時間後に回収し、-20℃
で保存した。これらの上清中のHMGB-1の量をELISAにより決定した。
【図１１】MV受容体の発現、MV感染感受性と腫瘍細胞およびpDCの生存を示す図である。
（Ａ）腫瘍細胞株（M18、Mesol3およびA549）の表面およびpDC(mAb 染色：グレーのヒス
トグラム；アイソタイプコントロール：白のヒストグラム；ヒストグラム上の値は、相対
的平均蛍光強度R-MFIであり、mAb染色のＭＦＩをアイソタイプコントロールのＭＦＩで割
ったものとして定義される)。（Ｂ）腫瘍細胞株の感染（ML 8、Mesol3およびA549）およ
びMV-eGFP(MOI=1)によるpDC。（Ｃ）IL-3の存在下または非存在下でのMV-eGFPによるpDC
の感染(MOI=1)。（Ｄ）IL-3の存在下または非存在下での、MOIを増加させながらのMV-eGF
PによるpDCの感染。（Ｅ）ＭＶ感染またはＵＶ照射後の腫瘍細胞株の生存。感染またはＵ
Ｖ照射の3日後、細胞は死細胞を染色するTO-PRO(登録商標)3と一緒にインキュベートした
。フローサイトメトリーで蛍光を分析した。図１Ａ、１Ｃおよび１Ｅの結果は3回の独立
した実験を表す。図１Ｂおよび１Ｅの結果は3回の独立した実験の平均を反映している。
エラーバーは標準偏差を表す。
【図１２】MV-EGFPまたはUV照射MV-EGFPによるpDCの感染を示す図である。 IL-3またはMe
so13細胞の存在下でのpDCは、それのみで培養（NI）またはMV-EGFP（MV）もしくはUV照射
（312nm - 100kJ/ｍ2）したMV-eGFP（MV*）と一緒にMOI＝50で、72時間（上パネル）また
は2時間の間培養した後70時間の間培養した（下のパネル）。蛍光をフローサイトメトリ
ーによって分析した。
【図１３】MV感染腫瘍細胞がPDCの成熟を誘導することを示す図である。 pDCは、IL-3、M
V（MOI＝1）、MVと一緒に、またはIL-3、R848、UV-照射-もしくはMV感染のいずれかの腫
瘍細胞と一緒に、18時間培養した。（Ａ）pDCによるCD83、CD86およびCD40の発現は、CD1
23+/BDCA-4+細胞上のゲートとのフローサイトメトリーで測定した。（Ｂ）ヒストグラム
は、3つの独立した実験から得た。ノンパラメトリックマンホイットニー比較試験はサン
プルの結果をIL-3pDCの結果と比較することにより得られるP値を決定するために使用した
（* p <0.05、** P <0.01、*** p <0.001）
【図１４】MV感染腫瘍細胞に応答したpDCの活性化は、pDCにおけるMVの複製およびCD46に
よる感染から独立していることを示す図である。（A）pDCは、IL-3のみ、R848、培養した
IL-3/MV-eGFP（MV）、10mg/mlの抗CD46と一緒のIL-3/MV-eGFP、またはIL-3/UV照射MV-eGF
P（MV*）と MOI＝1で、18時間の間培養した。pDCによるCD83、CD80およびCD86の発現をフ
ローサイトメトリーによって決定した。pDC（BDCA-4+/HLA-DR+細胞上のゲート）によるCD
83、CD80およびCD86の発現をフローサイトメトリーによって決定した。（C）pDCによるIF
N-α生産はELISAによって測定した。（C）ELISAによって測定したpDCによるIFN-α生産。
（D）培養72時間後の10mg/mLの抗CD46モノクローナル抗体によるM18のMV-eGFP感染阻害。
【図１５】(A) pDCによるMV感染またはＵＶ照射腫瘍細胞の貪食。(A) MV感染またはＵＶ
照射腫瘍細胞をPKH-67で染色し、（1 DC：1腫瘍細胞）で18時間培養した。細胞は、HLA-D
R-特異的mAbで染色した。蛍光をフローサイトメトリーによって分析した。この実験は、4
回の実験の代表である。エラーバーは標準偏差を表す。（C）MV感染腫瘍細胞をPKH-67（
緑色）で染色し、pDCと18時間共培養した。細胞は、HLA-DR特異的mAb（赤）で染色した。
蛍光は、共焦点顕微鏡法により分析した。
【図１６】MVに応じた、pDCによるIFN-αの産生は、TLR7に依存していることを示す図で
ある。（A）pDCは、IL-3、MV（MOI=1）、MVおよびIL-3、R848、UV-照射またはMV感染のM1
8またはA549腫瘍細胞と一緒に18時間培養した。IFN‐αの産生を、培養上清中でELISAに
よって測定した。（B）pDCをIL-3ありまたはなしで、MVの量を増加させて18時間培養した
。 IFN-αの産生を、培養上清中でELISAによって測定した。（C）pDCを、IRS661（TLR7阻
害剤）の異なる濃度の非存在下または存在下で、IL-3およびMV（MOI=1）、CpG-AまたはMV
感染のM18とともに18時間培養した。IFN産生を、培養上清中でELISAによって測定した。
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結果は、3回の独立した実験から得た。
【図１７】MVに感染したNYESO-1+/HLA-A*0201- M18腫瘍細胞との共培養後の、HLA-A*0201
+ pDCによるNYESO-1の交差提示を示す図である。（A）リアルタイムPCR（n=3）によって
決定されたM18およびA549腫瘍細胞株によるNYESO-1の発現。（B）pDCは、IL-3、R848、ま
たはUV-照射もしくはMV感染のM18腫瘍細胞と一緒に18時間培養した。R848と一緒に培養し
た一部のpDCは1時間NYESO-L（157-165）ペプチドでパルスし、洗浄した。 pDCは、その後
、ブレフェルジンAの存在下で、HLA-A*0201/NYESO-1（157-165）に特異的なM117.167 CD8
+ T細胞クローン（LTと定義される）と一緒に6時間培養した。Ｍ117.167 T細胞クローン
によるIFN-γの産生は、CD8およびIFN-γ特異的mAbで染色した後、フローサイトメトリー
によって分析した。 （C）pDCは、R848、またはUV-照射もしくはMVに感染したM18（NYESO
-1+/HLA-A*0201-）またはA549（NYESO-1-/HLA-A* 0201）腫瘍細胞と一緒に18時間培養し
た。R848と一緒に培養した一部のpDCは1時間NYESO-L（157-165）ペプチドでパルスし、洗
浄した。 pDCは、その後、ブレフェルジンAの存在下で、HLA-A*0201/NYESO-1（157-165）
に特異的なM117.167 CD8+ T細胞クローン（LTと定義される）と一緒に6時間培養した。T
細胞クローンは、CD8-およびIFN-γ特異的mAbで染色した後、フローサイトメトリーによ
って分析した。 （D）散布しているプロットは交差提示実験を表す。「n」は、行った実
験の回数を表す。利用できるpDCの量が限られているため、本発明者らは各実験のすべて
の制御を行うことができなかったので、「n」は一つの状態から他の状態へ異なる。
【図１８】交差提示の実験で使用した培養条件の概略図を示す図である。
【図１９】（A）および（B）未改変MVまたはMV-deltaCによるメラノーマ細胞の感染およ
び細胞死を示す図である。MOI＝1で未改変MVまたはMV-deltaCで感染後24時間、48時間お
よび72時間で誘導された感染のレベルと細胞死のフローサイトメトリーによる試料分析。
MV-deltaCワクチン株は、改変されていないMVワクチン株による感染に対して抵抗性であ
った腫瘍細胞を効率的に感染させた。メラノーマ腫瘍細胞は異なるMOIで2時間、改変され
ていないMV-eGFPまたはMV-deltaC eGFPで感染させた。
【図２０】未改変のMVまたはMV-deltaCによるメラノーマ細胞の細胞死を示す図である。
メラノーマ腫瘍細胞は異なるMOIで2時間、改変されていないMV-eGFPまたはMV-deltaC eGF
Pで感染させた。各細胞株の誘導された細胞死の割合（非感染細胞におけるTopro+細胞の
％ - 感染細胞におけるTopro+細胞の％）は、感染の24時間、48時間および72時間後に、
フローサイトメトリーによって決定した。
【図２１】未改変のMVまたはMV-deltaCによるメラノーマ細胞の感染後の「危険信号」の
発現を示す図である。 （A）改変されていないMVまたはMV-deltaCによる感染後24時間、4
8時間および72時間でのHSP70とカルレティキュリン（CRT）の発現のフローサイトメトリ
ー分析の例。 （B）未改変のMVおよびMV-deltaCに感染（MOI=0.5）させた腫瘍細胞と、感
染していない腫瘍細胞とにおけるHSP70タンパク質およびCRTの膜発現は、感染後72時間で
細胞外マーキングおよびフローサイトメトリーによって測定した。
【図２２】MV-deltaCでの腫瘍内注射後の生体内メラノーマ腫瘍増殖を示す図である。移
植した腫瘍は、コントロールとして正常な腫瘍の成長を視覚化するためにPBSを注射した
。これらのコントロールマウスでは、腫瘍体積が13日以内に45mm3から150mm3に増加した
。MV-deltaCで処置した群では、腫瘍容積のより大きな減少は注射後10日で観察され、25m
m3に達し、腫瘍は注射後14日で除去された。
【図２３】MV-deltaCまたは未改変のMVでの感染後の癌および非癌細胞の生存を示す図で
ある。ヒトA549およびHeLa癌細胞（A）およびHEK293とベロ非癌細胞（B）は、異なるMOI
（三重）でMV-deltaC（グラフ中の黒いバー）または未改変MV（グラフの白いバー）に感
染した。培養の24、46および68時間後、生存細胞の数を、CellTiter-GLO試薬、ATP定量に
よって培養ウェルにおける代謝活性細胞の数を評価し、ルシフェラーゼに基づくアッセイ
を用いて決定した。
【図２４】癌と非癌細胞での未改変のMVおよびMV-deltaCの複製動態を示す図である。ヒ
トA549、HeLa癌細胞、HEK 293およびヴェラ非癌細胞は、MV-deltaCまたはMOI 1（三重）
で未改変MVに感染した。ウイルス力価は、TCID 50として決定した。
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【実施例】
【００８０】
　実施例１
　未改変のMVおよびMV-deltaCの比較研究
　未改変のMVを用いたインビトロ感染。未改変のMVを用いたインビトロ感染で。生弱毒化
MVシュワルツ株はF.Tangy（パスツール研究所、フランス）から入手した。シュワルツMV
がRadeckeによって記載されパークス(Parks et al, J. Virol, 1999, 73:3560-3566)によ
り改変された(Radecke et al., EMBO J., 1995, 14:5773- 5784)ヘルパー細胞ベースのレ
スキューシステムの使用によりcDNA、PTM-MVSchw（2002年6月12日に番号I-2889の下でCNC
M（パリ、フランス）にパスツール研究所によって寄託された）から救出された。簡単に
言えば、293-3-46ヘルパー細胞は、PTM-MVSchwを5μgとシュワルツMV-L遺伝子を発現する
pEMC-Lschw0.02μgでトランスフェクトした(Combredet et al, J. Virol., 2003, 77: 11
546-11554)。37℃で一晩インキュベートした後、熱ショックを43°Cで2時間適用し、そし
てトランスフェクトされた細胞を、ベロ細胞単層上に移した。共培養15日に登場した合胞
体を35 mmのウェルに移し、その後に5％FCS DMEM中でのベロ細胞培養物の75cm2および150
cm2のフラスコに展開された。合胞体が80～90％コンフルエンスに達したとき、細胞を少
量のOptiMEM中に掻き取り、一度凍結融解した。低速遠心分離で細胞破片にペレット化し
た後、ウイルス含有上清を-80℃で保存した。組換えMVストックの力価はベロ細胞上のエ
ンドポイントの限界希釈アッセイによって決定した。TCID50はカーバー法(Karber, Arch.
 Exp. Path. Pharmak., 1931, 162:480-483)を用いて算出した。
【００８１】
　MV-deltaCを用いたインビトロ感染。改変されていないMVについての、WO2004/000876に
記載のものと同様のプロセスによって、MV-deltaCもHEK293-T7-MVヘルパー細胞上の逆遺
伝学によって救出しヴェラ細胞で増幅した。MV-deltaCゲノムをコードする適切なcDNAク
ローンは、前記出願に開示されているようにMVの精製ウイルス粒子からか、またはP遺伝
子のN末端領域の（+1）ORF中に存在する第二の開始コドン「ATG」の突然変異によって改
変されたプラスミドpTM- MVSchwから調製してプラスミドpTM- MVSchw-deltaC-ATU1（eGFP
）を得た。具体的には、「ATG」コドンはTからCへの突然変異によって「ACG」コドンで置
換した（配列番号1）（図1B）。同様に、MV-deltaCの変異体はまた、位置2803でAヌクレ
オチドによってGヌクレオチドを置換する追加の置換が行われた、配列番号2のヌクレオチ
ド配列を有する変異プラスミドPTM-MVSchw-deltaC-ATU1（eGFP）を用いた逆遺伝学によっ
て救出された。
【００８２】
　MV-deltaCの特徴づけ。 Cタンパク質をコードする遺伝子がノックアウトされ、Pおよび
Vタンパク質が依然として発現されることを確認するため、特異的モノクローナル抗体を
用いて感染したベロ細胞の溶解物でのウエスタンブロット法を行った(anti-P; anti-V an
d anti-C, Takeuchi, K. Et al., FEBS Letters, 2003, 545 (2), 177-182)（図2）。
【００８３】
　したがって、MVdelta-CでのP、VおよびCタンパク質の発現を、MV、MV-deltaV（Vタンパ
ク質がノックアウトされているMV）およびMV-PG954（P遺伝子が野生株（すなわちG954）
のP遺伝子によって置換されているMV）で得られた結果と比較した。図2は、MV-deltaCは
、VおよびPタンパク質は正しく発現しているのに対し、もはやCタンパク質を発現しなか
ったことを示している。MV-deltaCに存在する突然変異安定性は、ベラ細胞上のウイルス
の10継代後にゲノム配列決定により制御した：何らの復帰も認められなかった。
【００８４】
　MV-deltaCの増殖速度論。 MV-deltaCの増殖速度論は、Ｉ型IFN応答の能力を有するか否
かのいずれかの異なる細胞株で分析した（図３）。ベロ細胞（アフリカミドリザル上皮細
胞）が、IFN-β遺伝子に欠失を有する（モスカ、JD、Pitha、PMモルセルBIOL、1986、6（
6）、2279年から2283年）、したがって、ウイルス感染時にこれらの細胞中ではI型IFN応
答を開始することができない。これに対し、HeLa細胞（ヒト癌上皮細胞）、Jurkat細胞（
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ヒトTリンパ球）およびU937（ヒト単球）応答はI型IFNを開始する能力がある。ベロ細胞
で試験した他のMVウイルスと比較すると、MV-deltaCは最初の24時間の間に急速に増殖し
、その増殖が急に減少した。増殖停止は、I型IFN応答の能力がある、試験した他の細胞型
（HeLa細胞、ジャーカットおよびU-937）で確認された。このように、他の研究(Takeuchi
, K. Et al., J. Virol., June 2005, 7838-7844; Patterson, J. B. et al, Virology, 
2000, 267(l):80-89)とはコントロール的に、MV-deltaCの増殖不足は、IFNの存在または
非存在に関連していないようである。
【００８５】
　MV-deltaCの細胞変性効果。いくつかの説明は、MV-deltaCの急激な増殖停止を説明する
ことができる。実際、MV感染ベロ細胞は、CD46受容体を発現し、隣接する非感染細胞とMV
糖タンパク質を発現する感染細胞の融合から生じる巨大シンシチウム（多核細胞）の形成
によって特徴づけられる。本発明者らは、MV-deltaCで誘導されるシンシチウム形成はベ
ロ細胞での（図4）および試験した他のすべての細胞型での未改変のMVよりもはるかに高
速をであることを観察した。MOI=1での感染の24時間後から、ベロ細胞は、実質的にすべ
て巨大なシンシチウムにマージし、それは数時間後に突発した。これは、感染後24時間で
観察された増殖の低下を説明する。生産的な感染をサポートするための、これ以上のナイ
ーブ細胞は、培地の中で生き残っていなかったのである。感染細胞の早期アポトーシスが
、観察されたウイルスの増殖停止の原因である可能性が高い。MVの病原性株（Ichinose）
由来のMV-deltaCは、以前に親ウイルスよりも高い細胞変性効果を発揮することが示され
ている(Takeuchi, K. Et al, J. Virol, June 2005, 7838-7844)。
【００８６】
　MV-deltaCにより誘導される、悪化される細胞融合は、迅速かつ大量の細胞融合を促進
する感染細胞の表面上の原因ウイルスタンパク質、特にHおよびF糖タンパク質、の大量の
早期の産生のためである可能性がある。MV-deltaCまたは未改変MVに感染（MOI=1）したHe
La細胞でのウイルスヘマグルチニン（H）の発現の動態を、免疫蛍光法を用いて分析した
。細胞を、FITCに結合したモノクローナル抗MV-H抗体で染色した（図4）。結果は、感染
後24時間で、MV-deltaCは、より大規模な感染を引き起こし、未改変のMVよりもはるかに
大量のHの発現を誘導することを示している。
【００８７】
　MVおよびMV-deltaCで感染させたベロ細胞におけるウイルスタンパク質の発現の動態。C
タンパク質の発現の非存在下でのウイルスタンパク質の産生の増加を確認するために、MO
I=1でMV-deltaCまたは未改変MVを感染させたベロ細胞の溶解物中のウイルスタンパク質N
およびVの含有量を経時的に分析した（図5）。感染の6時間後から、核タンパク質Nは、MV
-deltaCに感染した細胞で検出可能であった一方で、改変されていないMVの感染では21時
間後にのみ検出可能であった。同じことがVタンパク質についても観察された。この結果
は、MV-deltaCによる場合は、ウイルスタンパク質が未改変のMVによる場合よりもはるか
に早く、より多くの量で、発現していることを示している。
【００８８】
　MV-deltaCの免疫原性。　Cタンパク質発現のサイレンシングがMVワクチンベクターの免
疫原性に及ぼす影響を評価するために、MV感染に感受性のCD46+/-IFNAR-/-マウスを免疫
した(Combredet, C. et al, 2003, J Virol, 77(21): 11546-11554; Mrkic B. et al, J 
Virol, 2000, 74(3):1364- 1372)。これらのマウスは、MVワクチン株のヒトCD46受容体を
発現するように遺伝的に操作し、Ｉ型IFN受容体（IFNAR）の発現を無効にした。これらは
、一般的にMVベクターの免疫原性を評価するために使用されている(Brandler, S. et al.
, PLoS Neglected Tropical Diseases, 2007, l(3):e96; Combredet, C. et al, 2003, J
 Virol, 77(21): 11546-11554)。IFNα/βは、これらのマウスにおいては無効であるが、
このモデルは、まずインビボCタンパク質発現のサイレンシングの影響を評価するために
用いた。MV-deltaCを、改変されていないMV、MV-deltaVおよびMV-PG954と比較した。各ウ
イルスの105 TCID50の単回投与を、6匹のマウスの4つの群に腹腔内接種した。接種2ヶ月
後に血清を回収し、抗MV抗体をELISA（トリニティ・バイオテク社）によって定量した（
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図6）。
【００８９】
　Ｉ型IFN応答の能力のないこれらのマウスの中では、改変麻疹ベクターにより誘導され
る抗体のレベルが、改変されていないベクターにより誘導されるものに匹敵した。この結
果は、未改変のMVと同様のインビトロ増殖速度を有するMV-deltaVおよびMV-PG954ベクタ
ーについては驚くべきことではない。驚くべきことに、インビトロでの増殖低下を有する
MV-deltaCベクターが、未改変のMVにより誘導されたものよりかろうじて低い抗体価を誘
導したことである。この結果は、接種された投与量が観察される差よりも多すぎるか、ま
たは最小のウイルス複製が、体液性応答の飽和を引き起こすのに十分であったことを示し
ている。以前サルで、MVの病原性株（Ichinose）由来のMV-deltaCの拡散が、野生型に比
べて減少したことが示された(Takeuchi, K. Et ah, J. Virol, June 2005, 7838-7844)。
これらの予備的データは、I型のIFN応答の非存在下で、Cタンパク質のサイレンシングは
、抗ウイルス体液性応答の確立に影響を与えないことを示している。
【００９０】
　実施例2
　MVおよびMV-deltaCによる細胞死の誘導
　細胞培養。インフォームドコンセントを得た癌患者から胸腔穿刺によって収集した胸水
から、類上皮中皮腫細胞株（Meso11、Meso13およびMeso56）と肺腺癌細胞株（A549および
ADK117）が確立され、特徴付けられた(Gueugnon F et ah, Am J Pathol, 2011, 178: 103
3- 1042)。メラノーマ細胞株（M17およびM18）はDrenoおよびN. Labarriere（癌研究セン
ター、ナント、フランス）により合成された。肺腺癌細胞株（A549）は、ATCCから購入し
た。類上皮中皮腫細胞株（Meso11、Meso13およびMeso56）および肺腺癌細胞株（ADK117）
が単離され、F.Tangy（パスツール研究所、フランス）によって特徴付けられた。すべて
の細胞株は、10％（v / v）の熱不活性化ウシ胎児血清（PAA Laboratories社、レミュロ
ー、フランス）、2mMのL-グルタミン、100U/mLのペニシリンおよび100μg/mLのストレプ
トマイシン（すべてGibcoから購入）を補充したRPMI-1640培地（Gibco-Invitrogen社、セ
ルジ - ポントワーズ、フランス）中で維持した。細胞を、加湿した5％C02雰囲気中で37
℃で培養し、PCRによってマイコプラズマ汚染について通常のようにチェックした。
【００９１】
　細胞死分析。細胞死は、アポトーシス検出キット（BD Biosciences）を用いて感染3日
後に測定した。簡単に述べると、細胞を15分間、FITC-アネキシンVおよびヨウ化プロピジ
ウムで二重染色し、1時間以内にフローサイトメトリーによって分析した。MV-およびMV-d
eltaC特異的な細胞死は、その後決定した。細胞は、細胞外染色のために、以下の実施例
に記載される特異的抗体と共にインキュベートした。次いで、細胞をPBSで3回洗浄した後
、フローサイトメトリー（FACSCalibur、BD Biosciences社）によって分析した。
【００９２】
　MVおよびMV-deltaCの感染および細胞死誘導能力を比較するため、3つの上皮中皮腫細胞
株（Meso11、Meso13およびMeso56）、2つのメラノーマ細胞株（M17およびM18）と2つの肺
腺癌細胞株A549およびADK117）の大パネルを改変されていないのMVまたはMV-deltaC で、
1.0の感染多重度（MOI）で、2時間、37℃でのインキュベーションして感染させた。コン
トロール細胞株はMVまたはMV-deltaCで感染させなかった（図7）。腫瘍細胞を、感染の3
日後にFITC-アネキシンVおよびヨウ化プロピジウムでの二重染色した後、フローサイトメ
トリーによって分析した。
【００９３】
　Meso11およびMeso13類上皮中皮腫細胞、M18メラノーマ細胞またはA549肺腺癌細胞は未
改変のMVに効率的に感染した一方、Meso56類上皮中皮腫細胞およびADK117肺腺癌細胞は未
改変のMVに弱く感染し、M17メラノーマ細胞は、非感染であった。たとえアネキシンVの細
胞の中等度または重要な割合が、改変されていないMVで効率的に感染した細胞（Meso11お
よびMeso13類上皮中皮腫細胞、M18メラノーマ細胞およびA549肺腺癌細胞）で認められた
としても、MV-deltaCはより一層効果的にこれらの腫瘍細胞の死を誘導するができたこと
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が分かった。未改変のMVが弱く感染した（Meso56上皮中皮腫細胞およびADK117肺腺癌細胞
）、あるいは感染していない（M17メラノーマ細胞）腫瘍細胞がアネキシンVの細胞の非常
に低い割合を示した一方、を感染させ、本発明者らは、驚くべきことに、MV-deltaCで感
染させたこれら2つの細胞株については非常に高い細胞死の誘導が誘導されたことを発見
した（図7A）。
【００９４】
　したがって、これらのインビトロの結果によれば、MV-deltaCは、未改変MVよりも、感
染した腫瘍細胞においてより高いアポトーシスを誘導した。
【００９５】
　実施例３
　MVまたはMV-deltaC感染後のカスパーゼ3活性化
　2つの上皮中皮腫細胞株（Meso13とMeso56）と、1つのメラノーマ細胞株（M17）と1つの
肺腺癌細胞株（A549）のパネルを37℃で2時間インキュベーションして、未改変のMVまた
はMV-deltaCを感染（1.0のMOIで）させた。コントロール細胞株はMVやMV-deltaCに感染さ
せなかった。ウイルス（MVまたはMV-deltaC）感染および非感染腫瘍細胞を感染の3日後に
、抗カスパーゼ-3抗体（BD Biosciences社）で染色した後、フローサイトメトリーによっ
て分析した。
【００９６】
　試験した二つの異なる細胞株についてMV-deltaCの感染でカスパーゼ3の活性化が誘導さ
れた：Meso13類上皮中皮腫細胞：38.2パーセント、M17メラノーマ細胞： 30.2パーセント
、A549肺腺癌細胞：21.8パーセント、およびMeso56類上皮中皮腫細胞：8.4％。逆に、未
改変MVの感染後には、このカスパーゼ3活性化はなかったか、部分的に観察された。これ
らの結果は、未改変のMVとMV-deltaCウイルスは、2つの異なる経路に応じて、腫瘍細胞死
を誘導し得ることを示唆した。
【００９７】
　実施例４
　MVまたはMV-deltaC感染後の細胞表面へのHsp70タンパク質の暴露
　腫瘍溶解性ウイルスの腫瘍細胞の感染は、細胞ストレスを引き起こす可能性がある(Fab
ian et al, J Virol, 2007, 81(6): 2817-2830)。これらのウイルスによって誘導される
、感染だけでない細胞死は、免疫原性を有する分子の生産および環境中での解放につなが
る(Wang et al., Viral Immunol, 2006, 19(1): 3-9)。感染細胞から発信されたこれらの
内因性危険シグナルは、実際に防御細胞によって認識され、適応した応答がトリガされる
。単球に由来する、形質細胞様樹状細胞は、異なる受容体の発現のおかげでこれらの危険
信号を認識している。免疫系は、このように腫瘍抗原の特定のリンパ応答を活性化するこ
とによって、ウイルスの直接的な腫瘍溶解活性と相乗的に働くことができる。
【００９８】
　腫瘍溶解性MVウイルスのワクチン株による腫瘍細胞の感染は、DCおよび自己Tリンパ球
の活性化の成熟を可能にする（WO2009/047331）。感染した細胞の免疫系の活性化が誘導
されるメカニズムを特徴づけるために、細胞死の免疫原性におけるその関与が知られてい
る、異なる細胞因子の発現、改変および/または放出が、本発明者らによって研究されて
いる。例えば、HSP70ファミリータンパク質またはカルレティキュリンは、抗腫瘍免疫応
答の活性化に関与することができる。
【００９９】
　未改変のMVとMV-deltaCに感染した腫瘍細胞の表面へのHsp70タンパク質の発現を分析し
た（図8）。2つの上皮中皮腫細胞株（Meso13とMeso56）と、1つのメラノーマ細胞株（M17
）と1つの肺腺癌細胞株（A549）のパネルを37℃で2時間インキュベーションして、未改変
のMVまたはMV-deltaCを感染（1.0のMOIで）させた。コントロール細胞株はMVやMV-deltaC
に感染させなかった。ウイルス（MVまたはMV-deltaC）感染および非感染腫瘍細胞を感染
の3日後に、抗カスパーゼ-3抗体（BD Biosciences社）で染色した後、フローサイトメト
リーによって分析した。膜のHsp70タンパク質の発現は、感染二日後にMeso13とMeso56類
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上皮中皮腫細胞または感染三日後にA549肺腺癌およびM17メラノーマ細胞について、細胞
外染色およびフローサイトメトリーで測定した。
【０１００】
　細胞表面へのHsp70タンパク質の非常に小さい転位は、未改変MVに効率的に感染させた
細胞（Meso13上皮中皮腫細胞およびA549肺腺癌細胞）およびMV抵抗性細胞（Meso56上皮中
皮腫細胞およびML 7メラノーマ細胞）の両方について観察された。逆に、MV-deltaCは、
驚くべきことに、全ての細胞株について、細胞膜の外層へのHsp70タンパク質の強力な露
出を誘導した。これらの結果は、MV-deltaCにより誘導される細胞死が、免疫原性の特性
を示したことを示唆した。
【０１０１】
　実施例5
　MVまたはMV-deltaC感染後のカルレティキュリンの膜移転
　細胞表面へのカルレティキュリンの移行への、未改変MVおよびMV-deltaCによる腫瘍細
胞の感染の影響を調べた。これを行うため、感染した腫瘍細胞表面へのカルレティキュリ
ンの存在を、細胞外染色（図9）により分析した。2つの上皮中皮腫細胞株（Meso13とMeso
56）と、1つのメラノーマ細胞株（M17）と1つの肺腺癌細胞株（A549）のパネルを37℃で2
時間インキュベーションして、未改変のMVまたはMV-deltaCを感染（1.0のMOIで）させた
。コントロール細胞株はMVやMV-deltaCに感染させなかった。未改変のMVおよびはMV-delt
aCは、Meso13とMeso56類上皮中皮腫細胞については感染二日後に、A549肺腺癌およびM17
メラノーマ細胞については感染三日後に、抗カルレティキュリン抗体およびCy5結合抗マ
ウス二次抗体で染色した。細胞はその後フローサイトメトリーで分析した。
【０１０２】
　Hsp70のタンパク質と同様に、MV-deltaCでの感染は、驚くべきことに、未改変MVに効率
的に感染した細胞（Meso13類上皮中皮腫細胞およびA549肺腺癌細胞）およびMV抵抗性細胞
（Meso56類上皮中皮腫細胞およびML 7メラノーマ細胞）の両方について、未改変のMVより
も細胞表面へのカルレティキュリンの強い転座につながった。これらの結果も、MV-delta
Cにより誘導される細胞死が、免疫原性の特性を示したことを示唆している。
【０１０３】
　実施例6
　MVまたはMV-deltaC感染後の細胞外環境におけるHMGB-1の放出
　未改変のMVまたはMV-deltaCによる腫瘍細胞の感染後の細胞外培地中のHMGB-1タンパク
質の放出を検討した（図10）。2つの上皮中皮腫細胞株（Meso13とMeso56）を37℃で2時間
インキュベーションして、未改変のMVまたはMV-deltaCを感染（1.0のMOIで）させた。コ
ントロール細胞株はMVまたはMV-deltaCに感染していない。未感染または感染した（MVま
たはMV-deltaC）腫瘍細胞の上清を感染一日、二日、三日後、回収し、-20℃で保存した。
これらの上清中のHMGB-1の量をELISAにより決定した。
【０１０４】
　MV-deltaCは、感染腫瘍細胞によるHMGB-1の効果的な放出を誘導した。MV-deltaCでの感
染は、培養中の腫瘍細胞のより迅速な細胞死を誘導した。結果として、Meso13類上皮中皮
腫細胞の結果により示されるように、MV-deltaCは、未改変のMVに比べHMGB-1の早期のリ
リースを誘導した。
【０１０５】
　実施例7
　形質細胞様樹状細胞
　　細胞培養
　　細胞株を、先に実施例2に記載したように培養した。
　　MV感染およびUV照射
　　生弱毒化シュワルツ株MVおよび組換えMV-強化緑色蛍光タンパク質（MV-EGFP）は前述
のようにして生成した(Gauvrit, A. et al, Cancer Res., 2008, 68: 4882-4892)。特に
断らない限り、腫瘍細胞のMV感染は感染多重度（MOI）１で37℃で2時間行った。ウイルス
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接種物は、次いで、72時間、新鮮な細胞培地で置き換えた。pDCの感染と成熟の実験では
、MVを洗浄しておらず、培養を通して培地にとどめた。感染率の測定は、感染24、48、お
よび72時間後にMV-eGFPを用いたフローサイトメトリーによって行った。他のすべての実
験は、MVを用いて行った。腫瘍細胞は、UV-Bを照射した（312nm - 100kj/m2、ストラタリ
ンカー、ストラタジーン社）。
【０１０６】
　DCの単離および培養
　前述のように、pDCは、健康なドナーのPBMC(Etablissement Francais du Sang, Nantes
, France)を、から入手した(Coulais, D. et al., Cytotherapy, 2012, 14:887-896)。簡
単に言えば、pDCは、まず向流遠心分離によって濃縮し、製造業者のプロトコル（STEMCEL
L Technologies社、グルノーブル、フランス）で推奨されているように、次に磁気ビーズ
ネガティブ選択により精製した。手つかずのpDCの純度は、常に96％よりも大きかった。 
pDC（3xl05/mL）は20ng/mlのrhIL-3（シグマ、サンカンタンファラヴィエ、フランス）と
の培養で維持するか、またはTLR-7アゴニスト、R848（InvivoGen社、サンディエゴ、米国
）（5μg/ml）を用いてインビトロで活性化した。 pDCは、MV単独、MVおよびIL-3（MOI=1
）またはMV感染またはUV照射腫瘍細胞（PDC/腫瘍細胞：1/1）と一緒に、rhIL-3または成
熟剤なしで、共培養した。18時間後、培養上清とpDCを、使用のために回収した。TLR-7阻
害アッセイのために、0.1μΜから1μΜの範囲の濃度でTLR-7 [IRS 661] （ユーロフィン
、ミュンヘン、ドイツ）を経由するシグナルを特異的に阻害する免疫調節DNA配列を用い
た。pDCによるTLR-9依存性IFN-α分泌を誘導するために、コントロールとして、5μg/mL
のCpG-Aを使用した(InvivoGen, San Diego, USA)。
【０１０７】
　免疫蛍光およびフローサイトメトリー
　pDCの表現型はフローサイトメトリーに続いて免疫蛍光によって決定した。 pDCは、CD4
0、CD86、HLA-DR（BD Biosciences社、サンノゼ、CA、USA）、CD83（BioLegend、サンデ
ィエゴ、CA-USA）およびBDCA-4（ミルテニーバイオテク社）に特異的なモノクローナル抗
体で染色した。 pDCを、腫瘍細胞と区別するために、BDCA-4+/HLA-DR+細胞としてゲート
した。腫瘍細胞死は、製造業者によって推奨されるように染色TO-PRO（登録商標）3（Inv
itrogen社、サンオーバン、フランス）により測定した。TO-PRO（登録商標）3は、死細胞
のみに入ってDNAを染色する、遠赤色蛍光を有するカルボシアニンモノマー核酸である。
蛍光は、フロージョーソフトウェアを用いてFACSCantoII（ベクトン・ディッキンソン、
ニュージャージー州、USA）で分析した。
【０１０８】
　食作用アッセイ
　MV感染およびUV照射腫瘍細胞を製造業者のプロトコル（Sigma社、サンカンタンファラ
ヴィエ、フランス）に従ってPKH-67で染色し、4°Cまたは37°C（1 DC：1腫瘍細胞）で18
時間、pDCと共培養した。共培養物を、細胞複合体を解離させるためにPBS-EDTAで洗浄し
た。 pDCはホライゾンV450コンジュゲート、抗HLA-DR抗体（BD Biosciences社、SanJose
側、CA、USA）により染色し、フローサイトメトリー（FACSCantoII、BD）によって分析し
た。 pDCの食作用は、共焦点顕微鏡（ニコン）で観察した。MV感染およびUV照射腫瘍細胞
をPKH-67で染色し、その後、18時間、ポリリシンスライドガラスを含む24ウェルプレート
中でpDCと共培養した（PDC：腫瘍細胞比1：1）。 pDCは、非結合抗HLA-DR（BD Bioscienc
e社）で染色した。HLA-DR染色はAlexaFluor 568に結合された二次抗マウスIgG抗体を用い
て明らかにした。
【０１０９】
　サイトカイン検出
　IFN-α（MABTECH、シンシナティ、オハイオ州、USA）産生は、製造業者の指示に従って
pDCの培養上清でELISAによって測定した。
【０１１０】
　交差提示アッセイ
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　NYESO-1pos/HLA-A*0201negメラノーマ（M18）とNYESO-1neg/HLA-A*0201neg肺腺癌（A54
9）細胞株はMV感染またはUV-Bは照射し、72時間培養した後、HLA-A*0201pospDCと共培養
した（PDC：1腫瘍細胞の比率1：1）。18時間後、pDCは、ブレフェルディンA（シグマ、サ
ンカンタンファラヴィエ、フランス）の存在下で6時間、HLA-A*0201/ NYESO-1（156-165
）特異的CD8+T細胞クローンM117.167と共培養した。M117.167クローンはメラノーマ患者
からの腫瘍浸潤リンパ球の限界希釈でクローン化することにより得た。前述のようにクロ
ーンを培養した(Fonteneau, J. F. et ah, J Immunol Methods, 2001, 258: 111-126)。
コントロールとして、本発明者らは、0.1または1μΜのNYESO-1（156-165）ペプチドで1
時間パルスし、洗浄したpDCを用いた。次いで、細胞を4％パラホルムアルデヒド含有PBS
で室温で10分間固定し、透過性化し、前述のようにIFN-γおよびCD8特異的抗体（BD Bios
ciences社、SanJose側、CA、USA）で染色した(Schlender, J. et ah, J Virol, 2005, 79
: 5507-5515)。IFN-γ産生は、CD8+T細胞上のゲートで、フローサイトメトリーによって
分析した。
【０１１１】
　リアルタイムRT-PCR
　トータルRNAの1マイクログラムを、モロニーネズミ白血病ウイルス逆転写酵素（Invitr
ogen社、Saint Aubin、フランス）を用いて逆転写した。PCR反応は、製造業者の説明従っ
て、RT2リアルタイムSYBRグリーン/ROXのPCRマスターミックス(Tebu-bio, Le Perray-en-
 Yvelines, France)およびQuantiTectプライマー（キアゲン、フォスターシティ、米国）
を用いて実施した。
【０１１２】
　統計
　グラフパッドプリズム（社、サンディエゴ、CA、USA）ノンパラメトリックマンホイッ
トニーの比較テストを使用するソフトウェアを使用した。P値<0.05を統計的に有意である
とみなした。
【０１１３】
　実施例8
　MV感染に対する腫瘍細胞とpDCの感受性
　感染の間、MVは主にCD46を介して、CD150/SLAMについてはより少ない程度で細胞に入る
(Anderson, B. D. et al, Cancer Res., 2004, 64: 4919-4926; Schneider, U. et al, J
 Virol, 2002, 76: 7460-7467)。最初の実験で、本発明者らは、メラノーマ（M18）、中
皮腫（Meso13）および肺腺癌（A549）細胞株でのpDC上での2つの主要なMV受容体CD46およ
びCD150/SLAM、の発現を検討した（図11 A）。CD46の発現はMeso13およびA549細胞株で高
い発現で、全ての細胞型で観察された。CD150/SLAMの発現に関しては、M18メラノーマ細
胞株の陽性発現が認められた。これらの結果は、それら全てがCD46を発現するので、すべ
てのこれらの細胞型は、MV感染に対して感受性であり得ることを示唆している。
【０１１４】
　本発明者らは、次に、緑色蛍光タンパク質（MV-GFP）をコードする組換えMVを使用して
、これらの4つの細胞型のMV感染に対する感受性を調べた。MOI=1でのMVへの曝露72時間後
に、3の腫瘍細胞株は生産的にGFPに対して陽性であり、A549細胞の50％からMeso13細胞の
90％の範囲で、MV感染した（図11B）。さらに、3つの腫瘍細胞株で合胞体形成が観察され
、pDCはMOI=１では許容しなかった。IL-3のような生存シグナルがなければ、pDCは、72時
間の培養中に死亡した。このように、pDCがMVに曝露された場合にはIL-3を添加した実験
を行った（図11C）。IL-3の存在下では、pDCには、72時間生存したが、生産的にMVに感染
していなかった。この結果を確認するために、MOIを、IL-3の存在下で50まで増加したが
、本発明者らは、感染したpDCを検出することができなかった（図11D）。しかし、MOI=50
で蛍光の小さなシフトが観察され、これはおそらく72時間培養中に可溶性GFPが取り込ま
れたことによるものであり、MV-GFP調製物を汚染した。同様に、本発明者らが複製不可能
なUV照射MV-GFPを使用した場合にも、このわずかな蛍光シフトはまだ観察された（図12）
。ついに、MV-GFPをpDCとともにMOI=50で2時間インキュベートして洗浄したときには、本
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発明者らは、70時間後に蛍光の小さなシフトを検出することができなかった（図12）。
【０１１５】
　本発明者らはその後、感染72時間後に腫瘍細胞死を測定し、MV感染腫瘍細胞のほぼ半分
が72時間後にTO-PRO+であることがわかった（図11E）。細胞死の同様のレベルは、UV-Bで
腫瘍細胞を照射して観察された。従って、MV感染は感染72時間後の腫瘍細胞の約半分で、
腫瘍細胞死を誘導する。
【０１１６】
　実施例9
　MV感染腫瘍細胞のpDCの成熟の誘導
　本発明者らは、次に、pDC成熟へのMV単独およびMV感染細胞の効果を調査した（図13）
。これらの実験では、彼らは、腫瘍細胞死の他の誘導物であるUV照射と比較して、MV感染
感染が、pDCの成熟にどのように影響を与えるかを評価した。成熟のためのコントロール
として、pDCを、TLR7/8アゴニスト、R848に曝露した（図13Aおよび13B）。
【０１１７】
　MV感染した悪性胸膜中皮腫（MPM）腫瘍細胞株、Meso13は、さらなるアジュバントなし
で単球由来DCの成熟が誘導されることが以前に実証されているのに対し、ウイルス単独ま
たはUV照射Meso13はしなかった(Gauvrit, A. et al, Cancer Res., 2008, 68:4882-4892)
。本発明者らは、MV単独、MV-感染またはUV照射腫瘍細胞のpDC成熟状態への影響を測定す
るための、pDC上での一連の実験を行った。MV感染およびUV照射腫瘍細胞の影響を、pDCの
成熟状態に比較した（図13）。UV照射腫瘍細胞はpDCを活性化しなかったのに対し、MV感
染腫瘍細胞と共培養のpDCでは成熟が観察された。実際、MV感染細胞によって、CD83成熟
マーカーの発現は、pDCがR848に曝露したときに観察されたものと同様のレベルまで誘導
された。この誘導は、R848単独によるトリガレベルと比較して低かったが、本発明者らは
、MV感染腫瘍細胞に暴露されたpDCにおいて、共刺激分子、CD40およびCD86の発現の誘導
を観察した。
【０１１８】
　二つの研究では、pDCの成熟を誘導するMV単独の能力に矛盾する結果を説明する報告が
されている（Duhen, T. et al, Virus Res., 2010, 152: 115-125; Schlender, J. et al
, J Virol, 2005, 79: 5507-5515)。しかし、IL-3なしで行われたSchlenderらの研究では
、MVと共に培養したpDCがpDCの成熟を誘導しないことが観察されているのに対し、MVがpD
Cを活性化することを報告しているDuhenらの研究は、pDCの生存因子であるIL-3の存在下
で行われている。したがって、本発明者らは、が実施され、二つの条件を比較し、これら
の2人の著者によって記載されたものと同様の結果を発見したのである。実際、MOI＝1に
おけるMVは、IL-3の存在下でのみpDC成熟を誘導した（図13）。単独のR848で観察された
ように、IL-3の存在下でのMVはpDC成熟を誘導し、これは主に顕著なCD83の増加と、より
少ない程度の、CD40およびCD86の発現によって特徴付けられる。本発明者らはまた、MVの
高い量にさらされた場合にのみ（MOI=50）、IL-3の非存在下でのpDCの生存および成熟を
観察した。IL-3の非存在下において低いウイルス濃度では、pDCは死亡した。
【０１１９】
　実験の最後のセットでは、本発明者らは、pDC中でのMV感染および複製が、それらの活
性化を誘導するために必要であったかどうかを試験した。 pDCは、複製することができな
いUV照射MV（MV*）に暴露され、非照射MVと同様のレベルの成熟（CD83、CD80およびCD86
発現）およびIFN-α産生が観察された（図14Aおよび14C）。IL-3およびMVにさらされたpD
Cの培養の中でのブロックする抗CD46特異的抗体の存在は、pDCの成熟に影響を与えなかっ
た（図14A）。同様の実験をMV感染腫瘍細胞に曝露したpDCを用いて行った。MV感染腫瘍細
胞が、pDCへの曝露の前にUV照射された場合に、成熟およびIFN-生産は依然として観察さ
れた（図14Bおよび14C）。最後に、本発明者らは、CD46特異的モノクローナル抗体が、MV
感染腫瘍細胞に応答したpDC成熟を阻害することができるかどうかを試験した（図14Bおよ
び14C）。抗CD46抗体はコントロールとしてのMeso13の感染を完全に阻害したのに対し、
阻害は観察されなかった（図14D）。要するに、これらの結果は、pDCにおけるMV感染およ
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び複製が、MVに応じたpDCの活性化に必要ではないことを示唆している。
【０１２０】
　実施例10
　PDCは、MV感染腫瘍細胞から細胞成分を捕捉する
　TLR-7およびTLR-9のエンド/リソソーム発現のために、pDCは、ウイルス核酸検出に特化
される(Gilliet, M. et al, Nat Rev Immunol, 2008, 8: 594-606)。これら2つの受容体
は、pDCを活性化する主要な先天性の受容体である(Reizis, B. et al, Nat Rev Immunol,
 2011, 11: 558-565)。MVは、IL-3またはMV感染腫瘍細胞の存在下ではpDC成熟を誘導する
ことができるので、エンド/リソソームコンパートメントにおいてTLR7を活性化する成熟
刺激は、MV ssRNAである可能性がある。この仮説は、これらの細胞がヒトにおいてTLR7を
発現しないように、MV単独では、DCの成熟を誘導しないという事実によって強化される。
これは、一部のMV粒子は、MVおよびIL-3と一緒か、MV感染癌細胞と一緒に培養した場合、
pDCによってエンドサイトーシスされることを意味する。そこで本発明者らは、MV感染お
よびUV照射腫瘍細胞からの細胞物質を、pDCが効率的に取り込んだかどうかを調べた（図1
5）。発明者らは、pDCはUV照射腫瘍細胞は低い効率で取り込む一方、MV感染腫瘍細胞を37
℃で効率的に取り上げたことを観察した（図15Aおよび15B）。二つの追加実験では、本発
明者らは、培養物中のCD46モノクローナル抗体の存在は、MV-感染腫瘍細胞の食作用を阻
害しなかったことを観察した。
【０１２１】
　これらの結果は、共焦点顕微鏡（図15C）により確認した。 pDCはPKH-67で標識しれ、M
V感染腫瘍細胞と18時間共培養した。光学切片は、pDCの内部にMV感染腫瘍細胞の蛍光フラ
グメントを示し、pDCによるMV感染腫瘍細胞片の内部移行が確認された。興味深いことに
、本発明者らは、pDCと腫瘍細胞との間にシンシチウム形成を観察することはなかった。
要するに、これらの結果は、感染した腫瘍細胞に含まれるいくつかのMV粒子は、TLR7が配
置されているコンパートメントにアクセスできることを示唆している。
【０１２２】
　実施例11
　MV感染腫瘍細胞がTLR7をトリガすることによって、強力なI型IFNの分泌を誘導する
　pDCは、TLR-7またはTLR-9の活性化について、特にウイルスに対して、I型IFNの最強の
プロデューサーであることが知られている(Gilliet, M. et ah, Nat Rev Immunol. 2008,
 8:594-606)。したがって、本発明者らは、ELISAによって、MV、MV感染したまたはUV照射
した腫瘍細胞への曝露後のpDCによるIFN産生を測定した（図16A）。図13で早期に観察さ
れた細胞の成熟と一致して、IL-3の存在下でのみ、MVへの直接の暴露によってpDCによるI
FN-分泌が誘導された。IL-3の存在下でのMVに応答して産生されたIFN-の量は、強力なTLR
7/8アゴニストであるR848単独によって誘導される量と同等であった。驚くべきことに、
本発明者らは、MV感染腫瘍細胞へのpDCの曝露後の共培養上清中のIFN-αの量が非常に多
いこと（IL-3、またはR848単独の存在下でのMVに応答して観察されたものよりも20～40倍
以上）を見出した。腫瘍細胞はMV感染後に、IFN-αを産生しなかったか、または非常に低
い量（pg/mlの範囲）であったので、IFN-αのこれらの高量は、pDCによって産生されたも
のである。UV照射A549またはM18腫瘍細胞は、pDCによるIFN-α産生を誘導しなかった。こ
れらの結果は、MV感染腫瘍細胞が、IL-3またはR848単独の存在下でMVに曝露したpDCによ
って産生されるレベルよりもかなり高レベルのpDCによるIFN-αの産生を誘導することが
できることを示している。
【０１２３】
　本発明者らは、Meso13腫瘍細胞株の感染三日後、ウイルスの開始用量1×106 TCID50/mL
から100よりも大きなMOIに対応する1×108 TCID50/mL到達する大量のウイルスが生成され
たことを以前に示している(Gauvrit, A. et al, Cancer Res., 2008, 68: 4882-4892)。
従って、MV感染腫瘍細胞に応答してpDCによって産生されるIFN-αの膨大な量は、これら
の腫瘍細胞における激しいMV複製の結果であった可能性がある。この仮説を試験するため
に、pDCを、IL-3ありまたはなしで、1～50の範囲でMOIを増加させた存在下で培養した（
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図16B）。IL-3の存在下で、本発明者により、pDCによるIFN-αの生産がMOIと一緒に増加
することが観察された。逆に、pDCには、最高のMOI（MOI＝50）を除いて、IL-3の非存在
下ではIFN-αは産生されなかった。これらの結果は、pDCによるIFN-αの産生レベルは、M
Vの量とIL-3または他の生存シグナルのいずれかの存在に依存することを示唆しており、
腫瘍細胞の感染後のウイルスの高力価に応じて産生される膨大な量のIFN-αを説明してい
る。
【０１２４】
　MVおよびMV感染腫瘍細胞にはウイルスのssRNAが含まれているので、pDCによるIFN-α産
生は、主にTLR-7のトリガーによる可能性がある。したがって、TLR7の阻害を行った。TLR
-7（IRS661）によって媒介されるIFN-α発現を阻害する具体的な免疫調節DNA配列（IRS）
を使用した(Barrat, F. J. et al, J Exp Med., 2005, 202: 1131-1139)。本発明者らは
、IRS661を添加した場合にMVおよびIL-3の存在下で培養されたpDCによるIFN-産生が抑制
されたことを示した（図16C）。MV感染腫瘍細胞に曝露したpDCにIRS661を添加した場合に
も同様のIFN-阻害が観察された。コントロールとして、TLR9に依存する、pDCによるCpG-A
-誘導のIFN‐α産生は、IRS661によって阻害されなかったことを示した。要するに、これ
らの結果は、MVまたはMV感染細胞によって誘導されるIFN-α産生がTLR7依存性であること
を実証している。
【０１２５】
　実施例12
　pDCは、MV感染腫瘍細胞からの腫瘍関連抗原を交差提示することができる
　pDCのウイルス抗原を交差提示する能力は既に報告されている(Di Pucchio, T. et al.,
 Nat Immunol., 2008, 9: 551-557; Hoeffel, G. et al. Immunity, 2007, 27:481-492; 
Lui, G. et al, PLoS One, 2009, 4: e7111)、しかし、腫瘍関連抗原（TAA）の交差提示
はまだ記載されていない。本発明者らは、MV感染腫瘍細胞に曝露したヒトpDCは、自発的
に腫瘍細胞によって発現されるヒトTAAを交差提示することができるかどうかを疑問に思
った。HLA-A*0201neg M18メラノーマ細胞株は、癌精巣抗原、NYESO-1を発現したのに対し
、A549肺腺癌細胞株はしなかったことがRT-PCRにより示された（図17A）。
【０１２６】
　HLA-A*0201pos pDCは、MV感染またはUV照射HLA-A*0201neg/NYESO-1 M18腫瘍細胞株に暴
露した後、このTAAを交差提示することができたかどうかを決定するために、HLA-A*0201/
NYESO-1（157-165）複合体に特異的なCD8+T細胞クローン、M117.167を使用した（図17B-D
）。この実験の概略図を図18に示す。M117.167 T細胞クローンは、単独で、またはIL-3の
pDCの存在下では、IFN-γを産生しなかったが、NYESO-1 [157-161]ペプチドでパルスした
pDCの存在下では活性化した（図17B）。クローンは、0.1μΜのペプチド（16.3％のIFN-
γ+細胞）がpDCにロードされるとすぐに活性化し、1μΜペプチド（77.5％）でパルスし
たpDCによってより激しく活性化した。MV感染のM18腫瘍細胞と培養したpDCの存在下では
、11.5％のクローン集団が活性化されたが、UV照射のM18腫瘍細胞と培養したpDCに応答し
ては、IFN-γは産生されなかった（図17B）。MV感染のM18と共培養したpDCに応じて、ク
ローンは、0.1μΜNYESO-1（157-165）ペプチドでパルスしたpDCに応答して観察されたも
のと同等のIFN-γ産生のプロフィールを有していた。
【０１２７】
　コントロールとして、本発明者らは、MV感染またはUV照射のM18腫瘍細胞単独に応答し
た場合については、M117.167T細胞クローンの活性化を検出することができなかった（図1
7C）。この結果は、M18腫瘍細胞株がHLA-A*0201negだったので、クローンに直接存在NYES
O-1（157- 165）ペプチドを提示することができなかったものと予想された。これは、MV
感染のM18腫瘍細胞と共培養されたHLA-A*0201pos pDCに応答したクローンによるIFN-γ産
生が交差提示によって引き起こされることを示している。本発明者らはまた、MV感染した
NYESO-1neg A549腫瘍細胞と共培養したpDCに応答したIFN-γ産生は観察されなかった。こ
の代表的な実験では、クローンは、MV感染のM18（6.5％のIFN-γ+細胞）と共培養されたp
DCに応答してIFN-γを生産し、生産速度は0.1μΜのNYESO-1（157-165）ペプチド（10.8
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％のIFN-γ+細胞）でパルスしたpDCに応答して観察されたものに近かった。
【０１２８】
　要するに、これらの結果は、pDCは、UV照射の腫瘍細胞からではなく、MV感染のものか
らのNYESO-1のような腫瘍抗原を交差提示することができることを示している。このよう
に、MVベースの抗腫瘍ウイルス療法では、IFN-αを大量に産生する能力および腫瘍特異的
CD8+Tリンパ球へのMV-感染腫瘍細胞からのTAAを交差提示する能力を活性化することによ
り、抗腫瘍免疫応答においてpDCを用いることができるはずである。
【０１２９】
　本発明者らは、インビトロで、人間のpDC機能についてのMVベースの抗腫瘍ウイルス療
法の結果を特徴づけた。第一に、彼らはのpDCは、CD46の発現にもかかわらず、MV感染に
対して感受性ではないことを示した。しかし、pDCは、生存シグナルの非存在下では高い
ウイルス量に、そしてIL-3のような生存シグナルが培養物に添加された場合には低ウイル
ス量に応答して、IFN-αを産生することによって、ウイルスを検出することができた。第
二に、pDCがMV-感染腫瘍細胞と共培養された場合、pDCは、CD83の発現とIFN-の強力な生
産の誘導、および共刺激分子のわずかに増加した発現によって特徴付けられる成熟を経た
。逆に、UV照射腫瘍細胞と共培養したpDCは、それらがIL-3単独と共培養したときに観察
されるものと同様の未成熟表現型を維持した。本発明者らは次に、おそらくMV感染腫瘍細
胞フラグメントの内在化に続くpDCのエンドサイトーシスコンパートメントにおける一本
鎖ウイルスRNAの存在によって、それらの活性化に関与するpDC受容体としてのTLR7を同定
した。最後に、HLA-A*0201/NYESO-1（157-165）特異的CD8+T細胞クローンを用いて、本発
明者らは、HLA-A*0201+pDCは、UV照射のものからではなくNYESO-1+HLA-A*0201negMV-感染
腫瘍細胞からの腫瘍関連抗原（TAA）の交差提示をすることができることを示した。最初
に、本発明者らは、ヒトのpDCの、死んだ腫瘍細胞からのTAAをCD8+T細胞に交差提示する
能力を示した。要するに、これらの結果は、感染腫瘍細胞のその直接溶解に加えて、MVベ
ースの抗腫瘍ウイルス療法は、I型IFNを高レベルで生成し、TAAを交差提示する能力を活
性化するために、抗腫瘍免疫応答においてpDCを募集することができたことを示唆してい
る。
【０１３０】
　まず、本発明者らは、MOI=lでMVにインビトロで暴露したヒトpDCは、IL-3なしで成熟を
経なかったことを示した。この状態では、生存シグナルなしで、pDCはアポトーシスを受
け、TLR7へのウイルスのssRNAの結合によって成熟過程に関与するエンドソームコンパー
トメントにおけるMVの取得に失敗した。pIL-3の存在下でMVに曝露した場合、DCは生き延
び、成熟（低いIFN‐α産生およびCD83発現の誘導）が観察された。本発明者らは、大量
のMV（MOI=50）を使用した場合にのみ、IL-3の非存在下で、MVによるpDCの活性化を観察
した。本発明者らは、この高MV濃度では、アポトーシスプログラムが始まる前に、生存/
成熟シグナルを提供するためのpDCのエンドサイトーシスコンパートメントに十分なMVが
達したと考えた。このように、IL-3の存在下でpDCをMVに曝露した場合、pDCは生存し、MV
を内在化し、ウイルスssRNAによるTLR7のトリガが可能になった。IL-3の非存在下でpDCを
MVに暴露した場合、十分なMVが、それらを活性化し、成熟するエンドサイトーシスコンパ
ートメントに達しない限り、アポトーシスを受ける。これらの結果は、実験の設定の違い
により、文献に相反する報告を説明するものとなった。実際、本発明者らは、低量のMVシ
ュワルツでは、IL-3の非存在下で培養したpDCはIFN-αを誘導することができなかったこ
とを報告したSchlenderら(Schlender, J. et al, J Virol, 2005, 79:5507-5515)と、お
よびIL-3の存在下で、pDCによる大量のIFN-α産生が誘導されたと主張するDuhenら(Duhen
 et al, Virus Res., 2010, 152:115-125)と同様の結果を得た。しかし、pDCは、IL-3の
存在下でIFN-αを産生し、本発明者らは、MVシュワルツがpDCによるIFN-αの産生を阻害
（31）することは観察しなかった。最後に、両方のグループとも、MVのヘマグルチニン（
H）に対するモノクローナル抗体によるpDCの染色を説明しているが、結果の解釈は異なる
。一方のグループは、pDCは感染し、ウイルスを増幅したと主張し(Schlender, J. et al,
 J Virol, 2005, 79:5507-5515)、他のグループは、pDCのHタンパク質の染色にかかわら
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ず、MV複製は低かったと結論付けている(Duhen et al, Virus Res., 2010, 152:115-125)
。本発明者らはIL-3の非存在下でも存在下でも高いMOIで、MV-eGFPを使用しても生産的感
染が観察されなかったので、本発明の結果は、この後者の結論を支持する。
【０１３１】
　本発明者らは、MVまたはMV感染腫瘍細胞の存在下で、pDCは、細胞表面でのCD83分子の
発現のアップレギュレーションにより特徴付けられる成熟を受けたことを示した。MVまた
はMV感染腫瘍細胞の存在下では、pDCは、R848単独で刺激したpDCよりも高ウイルス量に応
じて、より大量のIFN-αを生産した。しかし、これらの細胞は、CD40およびCD86共刺激分
子の多くを発現しなかった。このように、この成熟表現型は、HIV感染により誘導される
成熟表現型(Fonteneau, J.F. et al, J Virol, 2004, 78:5223-5232; O 'Brien, M. et a
l, J Clin Invest., 2011, 121:1088-1101)に類似しており、MVがしたように(Beignon, A
.S. et al, J Clin Invest., 2005, 115:3265-3275)、TLR7によってpDCを活性化した。実
際に、使用されるTLRアゴニストの性質に依存して、活性化の二つの主要な経路は、ヒト
のpDCにおいてトリガされ得ることが明らかになった。この二分法は、最初に、二つのTLR
9アゴニスト、CpG-AおよびCpG-Bは、二つの異なる経路を使用してpDC成熟を活性化するこ
とを示したKerkmannらによって報告された(Kerkmann, M. et al, J Immunol., 2003, 170
:4465-4474)。最近、同じ二分法が、TLR7アゴニストで観察された(O 'Brien, M. et al, 
J Clin Invest., 2011, 121:1088-1101)。実際、HIVはpDCの早期エンドソームにおいてTL
R7およびIRF7シグナル伝達経路をトリガすること、およびIFN-αの強い産生を誘導するこ
とによって、CpG-Aのように振る舞った。本発明者らは、MV+IL-3またはMV感染細胞によっ
て誘導される成熟は、HIVによって誘導される活性化に類似しており、MVのssRNAによるTL
R7の早期エンドソームでのトリガーを示唆することを示した。感染細胞からのウイルス抗
原の交差提示が実証されているように、この初期のエンドソーム活性化経路は、ウイルス
感染細胞によって発現される抗原の交差提示と、および本明細書に記載のとおり、MV感染
細胞からのTAAの交差提示と互換性がある。逆に、Schnurrらは、 インビトロで、pDCは、
骨髄DCとは逆に、単独または免疫複合体の形での、全長タンパク質からのTAAを交差提示
することができなかったと報告している(Schnurr, M. et al, Blood, 2005, 105:2465-24
72)。しかし、これらの著者は、抗原供給源として可溶性タンパク質を使用し、NYESO-1発
現腫瘍細胞を使用していない。インビボでは、pDCによる抗原の交差提示も論争になった
。Salioらは、pGで刺激したネズミのpDCは、内因性抗原に対するT細胞の応答をマウント
することができたが、抗原を交差提示することはできなかったことを報告している(Salio
, M. et al, J Exp Med., 2004, 199:567-579)。Mouriesらは、インビボおよびインビト
ロで、ネズミモデルにおいても、可溶性OVAタンパク質とTLRアゴニスト（CpGまたはR848
）が特異的CD8+T細胞に対してpDCをクロスプライムOVAに活性化することを示した(Mourie
s, J. et al, Blood, 2008, 112:3713-3722)。同様に、最近、クールらによって、CpGに
よるTLR9刺激後、またはOVAエピトープを含むインフルエンザウイルスでの感染によって
、可溶性OVAペプチドまたは全タンパク質の交差提示が、インビトロで、確認された (Koo
l et al, J Leukoc Biol, 2011, 90:1177-1190) 。 最後に、Liuらは、B16メラノーマを
有するマウスへのCpG-A-刺激したpDCの腫瘍内注射は、腫瘍抗原のクロスプライミングを
誘導したが、このクロスプライミングはpDCではなく、CD11C+DCによって行われたことを
報告している(Liu et al, J Clin Invest., 2008, 118:1165-1175)。本発明者らは、イン
ビトロで、MV感染腫瘍細胞に曝露したヒトpDCは、このTAAに特異的なCD8+T細胞クローン
にNYESO-1を交差提示することができたことを示している。本発明者らは、MV感染腫瘍細
胞が細胞死を受け、その後pDCによって貪食されたことを実証した。これらのMV感染細胞
は、アジュバントまたはTLRアゴニストの添加なしでpDCを活性化することができた。MVベ
ースの抗腫瘍ウイルス療法の効率は、免疫不全マウスにおける異なるヒト腫瘍異種移植片
のモデルにおいてインビボで実証されている(Peng, K. W. et al., Cancer Res., 2002, 
62:4656-4662; McDonald, C.J. et al., Breast Cancer Res Treat., 2006, 99:177-184;
 Blechacz, B. et al, Hepatology, 2006, 44:1465-1477)。MVベースのウイルス療法の最
初の臨床試験は有望な結果を示した(Heinzerling, L. et al, Blood, 2005, 106:2287-22
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94; Galanis, E. et al, Cancer Res., 2010, 70:875- 882)。MVベースのウイルス療法の
効率はウイルスによる腫瘍細胞の溶解によるであろう。しかし、その効率の一部はまた、
免疫系の細胞、特にpDCを活性化するMV感染腫瘍細胞の能力に起因し得る。実際、担癌マ
ウスにおけるTLRアゴニストによるpDCの活性化が抗腫瘍免疫応答および腫瘍退縮を誘導す
ることが示されている(Drobits, B; et al, J Clin Invest., 2012, 122:575-585; Liu, 
C. et al, J Clin Invest., 2008, 118:1165- 1175; Palamara, F. et al, J Immunol, 2
004, 173:3051-3061)。Liuらは、CD11C+DCによる腫瘍抗原の交差提示を誘導する、TLR9ア
ゴニストによって刺激されたネズミのpDCは、NK細胞の活性化と腫瘍への動員を誘導した
ことを示した(Liu, C. et al, J Clin Invest., 2008, 118:1165-1175)。Drobitsらは、
マウスにおけるメラノーマ腫瘍のTLR7アゴニスト、イミキモドでの局所治療は、pDCの活
性化と腫瘍への動員を誘導し、腫瘍退縮を引き起こしたことを示した(Drobits, B; et al
, J Clin Invest., 2012, 122:575-585)。Drobitsらは、pDCが、IFNAR1依存性メカニズム
において、TRAILおよびグランザイムBを分泌することにより、腫瘍細胞に対する細胞傷害
活性を獲得したことを実証した。pDCによるIFN-αの分泌は、自己分泌ループによるpDCで
の抗腫瘍細胞傷害活性を誘導しただけでなく、腫瘍細胞に直接作用してアポトーシスを誘
導することもできた(Thyrell, L. et al, Oncogene, 2002, 21:1251-1262)。I型IFNもNK
活性化に役割を果たし、NK細胞依存性腫瘍拒絶のマウスモデルにおいて必要とされた(Swa
nn, J.B. et al, J Immunol, 2007, 178:7540-7549)。IFNAR1-およびSTAT 1欠損マウスに
おいて抗腫瘍T細胞応答は進行されなかったので、最終的に、これらのNK細胞は、おそら
くまた、骨髄DCを刺激することによる抗腫瘍応答の開始にも関連している(Diamond, M.S.
 et al, J Exp Med., 2011, 208:1989-2003; Fuertes, M.B. et al, J Exp Med., 2011, 
208:2005-2016)。したがって、本発明者らは、MV感染腫瘍細胞がpDCによって大量のIFN-
αを誘導したことは、抗腫瘍免疫応答に関与するマルチセルサブセットの進行のために有
利であるかもしれないことを示した。さらに、ワクシニア(Kim, J.H. et al, Mol Ther.,
 2006, 14:361-370)、単純ヘルペスウイルス(Kaufman, H.L. et al, Future Oncol, 2010
, 6:941-949)およびアデノウイルス(Ramesh, N. et al, Clin Cancer Res., 2006, 12:30
5-313)等の、pDCを活性化することが知られている他の腫瘍溶解性ウイルスが、抗腫瘍ウ
イルス療法の臨床試験で使用されている。これらのウイルスに感染した腫瘍細胞は、pDC
によるIFN-α産生および腫瘍抗原の交差提示を誘導することができてもよい。
【０１３２】
　MVベースの抗腫瘍ウイルス療法は、ウイルスの腫瘍溶解活動を通じて、癌を治療するた
めの有望なアプローチである。さらに、本発明者らは、MV感染腫瘍細胞がヒトのpDCの成
熟および腫瘍抗原の交差提示能力を活性化することを示した。このように、MVベースの抗
腫瘍ウイルス療法は、抗腫瘍免疫応答におけるpDCの動員に興味深いアプローチを表すこ
とができる。
【０１３３】
　実施例13
　別のメラノーマ細胞株を用いた、未改変のMVとMV-deltaC間の比較研究
　　材料および方法
　　細胞培養　試験した細胞株は、メラノーマM6、M17、M117、M88およびM113由来の細胞
株であった。細胞を、10％ウシ胎児血清（FCS）、1％L-グルタミンおよび1％ペニシリンG
/ストレプトマイシンを補充したRPMI1640培地中で培養した。細胞を75 cmフラスコ中で3.
106細胞の初期濃度で培養し、37℃、5％CO2中で維持した。細胞は、通常のように試験し
、マイコプラズマ感染症の陰性を確認した。
【０１３４】
　腫瘍細胞の感染　細胞は、それらが付着することを可能にするために、結果的に10％FC
S RPMI培地1ml中でウェルあたり200.103細胞になるように、12ウェルプレート中に、感染
の24時間前に播種した。2つのウイルスを、腫瘍細胞を感染させるために使用した：（I）
MV-eGFP：腫瘍細胞の感染を調べるための蛍光タンパク質GFPをコードする遺伝子を含む組
換え生弱毒化麻疹ウイルス（MVシュワルツ）。 （II）MV-deltaC-eGFP：GFPをコードする
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遺伝子を含むMVの組換え改変ワクチン株。
【０１３５】
　感染の効率は、未改変MV対MV-deltaC、および異なるメラノーマ細胞株の間で、2つのウ
イルスについて異なっていた。本発明者らは、感染24時間後に、MV-deltaCは未改変のMV
よりも効率的に腫瘍細胞に感染することができたことを観察した（図19および20）。
【０１３６】
　加えて、未改変のMVと比較して、MV-deltaCによる感染の後に、腫瘍細胞は膜に、HSP 7
0およびCRTのような、「危険信号」をより発現していることが示された（図21）。これは
、アポトーシス細胞の食の後の樹状細胞の活性化と成熟化を介して、免疫応答を誘導する
、より高い効率を示唆している。
【０１３７】
　メラノーマ腫瘍内部のMV-deltaCワクチンのインビボ注入により、コントロールと比較
して、MV-deltaCの効果が増強され、迅速な応答が誘導されたことが証明された（図22）
。
【０１３８】
　結論として、MV-deltaCワクチン株は、従来の未改変のMVワクチン株と比較して、興味
深く良好なプロアポトーシス特性を示した。
【０１３９】
　実施例14
　未改変のMVおよびMV-deltaCによる癌細胞および非癌細胞における細胞死誘導の比較
　未改変のMVに比べてMV-deltaCにより、より強力な細胞死が誘導されるのか否かを評価
するため、発明者らは、それらの活性をヒト癌細胞株（A549ヒト肺腺癌およびHeLa子宮頸
がん）、非癌由来の不死化細胞（HEK 293ヒト胚性腎臓細胞およびヴェラアフリカミドリ
ザル腎臓細胞）でその活性を比較した。A549およびHeLaは、一般的に使用されるプロトタ
イプのヒト癌細胞である。それに対し、実験的にAd5で形質転換されているため、HEK293
細胞は癌細胞ではない。ベロ細胞系統は連続的で異数性であり、すなわち分裂の多くのサ
イクルを通して複製され、老化しないでいることができる。
【０１４０】
　細胞（96ウェルプレート中のウェルあたり40 000個）は、MV-deltaCまたは未改変のMV
ウイルスと、異なるMOI（0.1、1、5、10）で培養した。感染は、DMEM中の非接着細胞（0.
2 ml）で行った。培養の0、24、46および68時間後、生細胞数をCellTiter-GLO試薬（Prom
ega）を用いて決定した。このルシフェラーゼベースのアッセイは、ATP定量によって培養
ウェルにおける代謝活性のある細胞の数を評価した。
【０１４１】
　この分析により、低いMOIでも、MV-deltaCは、A549およびHeLaヒト癌細胞の両方で未改
変のMVよりもはるかに高い早期の細胞死を誘導したことが確認された（図23A）。このよ
うに、MV-deltaCの良好な腫瘍溶解能力が、中皮腫、メラノーマおよび肺から子宮頸がん
細胞にもたらされた。逆に、ベロ細胞で細胞死誘導に2つのウイルスの間で差異は観察さ
れず、そして、HEK293細胞では感染の68時間後にいかなる細胞死も観察されなかった（図
23B）。これは、未改変のMVと比較してMV-deltaCが細胞死を加速する、または老化経路を
再活性化するメカニズムは、ヒト癌細胞に特異的であることを示唆した。MVは、一般的に
、この細胞株で産生されているので、ベロ細胞が、未改変のMVよりもMV-deltaCに敏感で
はなかったという観測は重要であった。
【０１４２】
　両ウイルスのウイルス増殖速度を、同じ細胞株（図24）上で同時に評価した。ベロ、HE
K293、HeLa細胞およびA549細胞を35mmの培養ウェルで、未改変のMVまたはMV-deltaCとMOI
 1で感染させた。ウイルス力価は、感染後の異なる時点でTCID50として決定した。複製の
高い割合は、非癌細胞のベロおよびHEK293の両ウイルスについて観察された。逆に、複製
力価は、HeLaおよびA549癌細胞では低く、MV-deltaCはA549細胞において非常に低いレベ
ルで複製された。これは、癌細胞における細胞死の誘導が、ウイルス子孫の低い生産をも
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たらしたことを示し、これは腫瘍溶解性ウイルスの安全上の利点である。
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