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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　改変された腫瘍崩壊性非実験室単純ヘルペスウイルス（HSV）株を含む、癌の腫瘍崩壊
治療剤であって、該ヘルペスウイルス株が、European Collection of Cell Cultures(ECA
CC)に受託番号01010209として寄託されているHSV1 JS1株から誘導された腫瘍崩壊性HSV1
株である、上記治療剤。
【請求項２】
　ウイルスが、機能的ICP34.5コード遺伝子、機能的ICP6コード遺伝子、機能的糖タンパ
ク質Hコード遺伝子、及び機能的チミジンキナーゼコード遺伝子のうちの1つ以上を欠損す
るように改変されたものであることを特徴とする、請求項１に記載の治療剤。
【請求項３】
　ウイルスが、機能的ICP34.5コード遺伝子を欠損していることを特徴とする、請求項２
に記載の治療剤。
【請求項４】
　ウイルスが、機能的ICP47遺伝子をさらに欠損していることを特徴とする、請求項３に
記載の治療剤。
【請求項５】
　非実験室ウイルス株が、異種遺伝子をさらに含むことを特徴とする、請求項１～４のい
ずれか１項に記載の治療剤。
【請求項６】
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　異種遺伝子が、免疫応答を改変可能な遺伝子である、請求項５に記載の治療剤。
【請求項７】
　免疫応答を改変可能な異種遺伝子が、免疫応答を改変可能な免疫刺激ポリペプチドもし
くは他の遺伝子産物、プロドラックアクチベーター、腫瘍サプレッサーまたはプロアポト
ーシス性遺伝子産物をコードするものであることを特徴とする、請求項６に記載の治療剤
。
【請求項８】
　免疫刺激ポリペプチドが、GMCSF以外のサイトカイン、ケモカイン、RANTES、B7.1もし
くはB7.2、またはIL-12であるか、あるいはプロドラッグアクチベーターがニトロレダク
ターゼまたはチトクロームp450であるか、あるいは腫瘍サプレッサーがp53であることを
特徴とする、請求項７に記載の治療剤。
【請求項９】
　European Collection of Cell Cultures(ECACC)に受託番号01010209として寄託されて
いるHSV1 JS1株、またはそれから誘導された腫瘍崩壊性HSV1株。
【請求項１０】
　請求項２～８のいずれか１項に規定する特徴を有する、請求項９に記載のJS1から誘導
された腫瘍崩壊性HSV1株。
【請求項１１】
　請求項９または１０に記載の腫瘍崩壊性HSV1株を含む医薬組成物。
【請求項１２】
　請求項９または１０に記載の腫瘍崩壊性HSV1株を含む癌治療剤。

【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の分野
本発明は、実験室ウイルス株と比較して改善された腫瘍崩壊性および/または遺伝子送達
能力を有する、非実験室ウイルス株、例えばHSVなどのヘルペスウイルスに関する。
【０００２】
発明の背景
ウイルスは、多くの事象に関してバイオテクノロジーおよび医学における種々の用途に有
用性を有することが示唆または実証されている。各々の有用性は、高い効率で細胞に侵入
するウイルス特有の能力に起因する。このことにより、ウイルス遺伝子の発現と複製およ
び/または挿入された異種遺伝子の発現による適用が行われる。このようにウイルスは細
胞に遺伝子(ウイルス遺伝子または他の遺伝子のいずれか)を送達すること、および細胞に
おいて遺伝子を発現させることのどちらも可能であり、このことは例えば遺伝子治療もし
くはワクチンの開発に有用であり、または例えば癌において、溶菌性複製によって細胞を
選択的に死滅させることもしくは送達された遺伝子を作用させることに有用であり得る。
【０００３】
単純ヘルペスウイルス(HSV)は、神経系などにおける遺伝子送達ベクター、および癌の腫
瘍崩壊性治療に有用であることが示唆されている。しかしながらこれら双方の用途におい
ては、ウイルスを無能化して、病原性はなくなったが、細胞には侵入でき、所望の機能を
達成することができるようにする必要がある。このようにHSVを用いて標的細胞に非毒性
遺伝子を送達するためには、多くの場合、ウイルスの前初期遺伝子発現が阻止/最小化さ
れていなければならないことが明らかとなっている。癌の腫瘍崩壊性治療については、こ
の治療は治療効果を増強する遺伝子の送達を含むことができ、依然としてウイルスは培養
においてもしくはin vivoの活性のある分裂細胞において複製できるが、正常組織での有
意な複製が阻止される、HSVに対する多くの突然変異が同定されている。このような突然
変異には、ICP34.5、ICP6およびチミジンキナーゼをコードする遺伝子の破壊が含まれる
。もちろん、ICP34.5に対する突然変異を有するウイルス、または例えばICP6の突然変異
とともにICP34.5に対する突然変異を有するウイルスによって、今までのところ最も良好
な安全プロファイルが示されている。ICP34.5だけが欠失したウイルスは、in vitroで多
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くの腫瘍細胞型で複製すること、およびマウスで周辺組織を残して人工的に誘導した脳腫
瘍において選択的に複製することが示されている。
【０００４】
しかしながら、HSVを含む様々なウイルスについての遺伝子送達/治療または癌の腫瘍崩壊
性治療に対する有望性が示されているが、この研究のほとんどで使用されているウイルス
株は、組織培養細胞において長年維持されてきたものである。ウイルスが単に細胞に入り
遺伝子を送達するだけの用途においては、このことは問題とはならないと考えられる。な
ぜなら、考えられるベクターにとっての標的細胞と比較すると様々な型または種の異なる
細胞である場合が多いが、細胞にウイルスが侵入することが細胞培養における維持には必
要であるからである。しかしながら他の特性を所望するような用途においては、実験室ウ
イルス株の使用では、利用しようとする特定の用途におけるウイルスの能力を完全なもの
にすることができない。
【０００５】
HSVは、自然進化による、ニューロンに感染し、かつ潜伏した状態のままであるという、
現在ベクターとして開発中のウイルスの中でも特有の能力を有する。またHSVは、感染部
位(通常は末梢)から神経に沿って(通常は脊髄神経節中の)神経細胞体に高い効率で輸送さ
れるように進化している。このような能力は、細胞培養には必要とされず、またこのよう
な能力はHSVの特定の進化した特性を必要とするので、培養増殖にさらに適応させること
で、最も効率的な軸索輸送能力は失われ得る。中枢または末梢神経系への遺伝子送達用の
HSVベクターは、軸索輸送特性が最も効率的に保持されている場合には最大の有効性を示
すと考えられる。この際、その時に末梢部位に接種されることにより末梢神経細胞体への
最大で効率的な遺伝子送達が可能となり、また脳内に接種することにより複数の連結した
部位への最も効率的な遺伝子送達が可能となるであろう。現在のHSVの実験室株に基づく
ベクターでは、可能な最も効率的に遺伝子送達を生じさせることができない。実際には、
HSVは神経に沿って輸送される能力が高いので、保存されることが望まれる特性と培養中
に保持されるであろう特性の間にかなり大きな不一致な部分が存在すると考えられる。
【０００６】
HSVおよびその他のウイルス(例えば、アデノウイルスまたはレオウイルス(rheovirus))に
は、癌の腫瘍崩壊性治療における潜在的な有用性がある。しかしながら、このような目的
のために開発中のウイルスはやはり、前もって大量に培養維持されたものである。癌の腫
瘍崩壊性治療は、多くの場合に相対的にゆっくりと増殖するヒト腫瘍細胞での活発な複製
を必要とするが、実験室ウイルス株を特定の培養細胞で増殖させるように適応させること
によって、ヒト腫瘍細胞における溶菌性複製またはヒト腫瘍細胞への感染が最適に生じう
る効率が低減される場合があることが予測されよう。
【０００７】
発明の概要
本発明は、腫瘍細胞の遺伝子導入および/または溶菌破壊の改善されたin vivoでの能力を
有するウイルスを開発するための機会を提供する。ここでは、これらの目的に適するウイ
ルス株が構築される。この構築は、既に使用されている連続継代した実験室株よりも適当
なウイルスである最近の臨床単離株に基づく。従って本発明は、in vivoでヒト細胞に感
染するという改善された能力、かかる細胞内での複製/溶菌能力の改善、および(HSVの場
合には)接種部位から神経に沿って神経細胞体に輸送する能力の改善を有するウイルスが
提供され得る。本発明をHSVを用いて実証するが、ベクターとしておよび/または腫瘍崩壊
性の癌細胞破壊について現在開発中である他のウイルスにも適用できる。
【０００８】
本発明者らは、HSVの2種の臨床単離株(JS1およびBL1株)がHSV1 17+株(標準的な実験室株)
と比較して、幾つかのヒト腫瘍細胞系において複製が増強されていることを示した。
【０００９】
本発明者らは、臨床単離株JS1株からICP34.5を欠損させ、ICP34.5を欠損したHSV1 17+株(
標準的な実験室株)に対するヒト腫瘍細胞系における複製可能性を再度比較した。この株(
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JS1/ICP34.5-)は、臨床単離株から誘導される改変された株、即ち、本発明の改変された
非実験室株である。
【００１０】
ICP34.5を欠損したJS1は、ICP34.5を欠損したHSV1 17+株(すなわち、同じ改変を有する実
験室株)と比較すると、試験した幾つかのヒト腫瘍細胞において増殖の増強が示された。
しかしながら、17+株から誘導された実験室株と比較すると、試験した全ての腫瘍細胞系
においてJS1/ICP34.5-ウイルスの細胞殺傷能力は増強されていた。
【００１１】
従って、非実験室株を用いることにより、このようなウイルスの抗腫瘍能力を増強できる
ことが示され、このことは、試験した限りの全ての腫瘍細胞系では明白であった。これは
、ヒト患者の癌治療に対する適用性を有するであろう。
【００１２】
またこれらのウイルスを用いて抗腫瘍活性を有する遺伝子を送達した場合には、さらに増
強された活性を予測することができる。このような遺伝子には、プロドラッグアクチベー
ター、腫瘍サプレッサーもしくはプロアポトーシス因子、または免疫刺激タンパク質をコ
ードする遺伝子が含まれる。
【００１３】
この目的のために、本発明者らはICP34.5を欠損した、ヒトGMCSFを発現するHSV1の臨床単
離株を産生した。このウイルスは、腫瘍内感染に続く抗腫瘍免疫応答を増強するために設
計されたものである。
【００１４】
また本発明は、1以上の異種遺伝子を有する本発明のウイルスを提供する。異種遺伝子と
いう用語は、ウイルスゲノム内には見出されない遺伝子のあらゆるものをも包含すること
を意図する。異種遺伝子は、野生型遺伝子の任意の対立遺伝子変異体であってもよく、ま
たは突然変異型遺伝子であってもよい。異種遺伝子は、好ましくはin vivoの細胞での異
種遺伝子の発現を可能にする制御配列に機能的に連結される。従って、本発明のウイルス
を用いて、in vivoの細胞に1以上の異種遺伝子を送達することができ、そこで該異種遺伝
子が発現され得る。腫瘍崩壊性ウイルス治療において、このような遺伝子は、典型的には
ウイルスの腫瘍破壊特性を増強することができるタンパク質をコードする。これらの遺伝
子は、それら自体が細胞毒性であるタンパク質、プロドラッグを活性化するタンパク質、
または抗腫瘍免疫応答を刺激/増強することが可能であるタンパク質をコードするもので
あってよい。HSVを用いた末梢神経系への遺伝子送達においては、1以上の異種遺伝子は、
痛み刺激(painful stimuli)に対する応答を改変するか、もしくは慢性の痛みを低減する
ことができるポリペプチド、例えば神経成長因子、その他の痛みをモジュレートする神経
栄養因子もしくは神経栄養因子様分子、またはサブスタンスPもしくはその他の神経ペプ
チドを隔絶することができるタンパク質をコードするものであってよい。また1以上の異
種遺伝子は、損傷神経の再生を刺激するか、または変性状態にある神経のさらなる変性を
阻止することができるポリペプチドをコードするものであってよい。異種遺伝子には、中
枢神経系における神経変性疾患(例えばパーキンソン病またはアルツハイマー病)に有益で
ある可能性を有する遺伝子が含まれ、典型的にはこのような疾患において残存する細胞の
活性を増強することができる神経栄養因子および/または酵素をコードする遺伝子が含ま
れ得る。全ての場合において、単一または複数の異種遺伝子は単一のウイルスによって保
有され得る。
【００１５】
従って、本発明は、以下のものを提供する：
改変された腫瘍崩壊性非実験室ウイルス株の、癌の腫瘍崩壊治療用の医薬品の製造におけ
る使用；
【００１６】
異種遺伝子を含む改変された複製不能非実験室ウイルス株の、該異種遺伝子を被験者に送
達するための医薬品の製造における使用；
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【００１７】
遺伝子が末梢神経系障害に関連する表現型または末梢神経系障害に関係する末梢神経系細
胞における効果を有するか否かを決定する方法であって：
(i) 異種遺伝子を含む本発明の複製不能ヘルペスを末梢神経に接種し；そして、
(ii) 前記障害の表現型または前記遺伝子の発現による前記細胞における効果をモニター
することにより、前記遺伝子が前記障害に関係する効果を有するか否かを決定する；
ことを含む前記方法；
【００１８】
遺伝子が中枢神経系障害に関連する表現型または中枢神経系障害に関係する中枢神経系細
胞における効果を有するか否かを決定する方法であって：
(i) 本発明の複製不能ヘルペスウイルスを中枢神経系細胞に接種し；そして、
(ii) 前記障害の表現型または前記遺伝子の発現による前記細胞における効果をモニター
することにより、前記遺伝子が前記細胞または前記表現型における効果を有するか否かを
決定する；
ことを含む前記方法；
【００１９】
遺伝子が病原体感染または癌に関連する抗原をコードするものであるか否かを決定する方
法であって、本発明の複製不能ウイルスを樹状細胞もしくはマクロファージに感染させ、
前記遺伝子のポリペプチド産物の抗原提示、または前記遺伝子の発現の効果、または前記
病原体感染もしくは癌の表現型をモニターすることにより、前記遺伝子が前記感染もしく
は癌に関連する抗原をコードするか否か、およびそれ自体が治療能力を有するか否かもし
くは治療的介入の標的となるか否かを決定することを含む、前記方法；
【００２０】
本明細書で規定する改変された株への改変に対する非実験室ウイルス株の適合性を決定す
る方法であって：
(i) 場合によっては非実験室ウイルス株を宿主から単離し；
(ii) 前記非実験室ウイルス株を得て；
(iii) 1つ以上の所望の特徴に関してウイルスの特性を評価し；そして場合によっては、
(iv) 所望の特性を有するウイルス株を改変のために選択する；
ことを含む前記方法；
【００２１】
本発明の改変された腫瘍崩壊性株への改変に対する非実験室ウイルス株の適合性を決定す
る方法であって：
(i) 場合によっては非実験室ウイルス株を宿主から単離し；
(ii) 1種以上の型の腫瘍細胞におけるウイルスの増殖を評価し；そして場合によっては、
(iii) 高増殖率を有するウイルス株を改変のために選択する；
ことを含む前記方法；
【００２２】
改変された腫瘍崩壊性株への改変に対する非実験室ウイルス株の適合性を決定する方法で
あって：
(i) 1種の非実験室ウイルス株、場合によっては上記方法によって選択された株を用意し
；
(ii) 腫瘍崩壊性となるように前記株を改変し；そして、
(iii) 前記改変された腫瘍崩壊性非実験室株の腫瘍細胞を死滅させる能力を評価し、そし
て場合によっては；
(iv) さらなる改変のために高い腫瘍細胞死滅能力を示す株を選択し、そして場合によっ
ては、
(v) さらなる改変を実施する；
ことを含む前記方法；
【００２３】
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遺伝子がウイルスの抗腫瘍効果を増強するか否かを決定する方法であって：
(i) 本発明の改変された腫瘍崩壊性非実験室株を用意し；
(ii) 前記遺伝子を異種遺伝子として前記ウイルスに挿入し；そして、
(iii)前記改変された腫瘍崩壊性非実験室株の腫瘍細胞を死滅させる能力を、ステップ(i)
で用意した前駆株の該能力と比較して評価する；
ことを含む前記方法；
【００２４】
改変された腫瘍崩壊性非実験室ウイルス株を産生する方法であって：
(i) 非実験室ウイルス株を宿主から単離し；
(ii) 場合によっては上記に従って改変に対する前記ウイルス株の適合性を決定し；そし
て、
(iii) 前記ウイルス株を腫瘍崩壊性にするために改変し；そして場合によっては、
(iv) さらなる改変を実施する；
ことを含む前記方法；
【００２５】
改変された非実験室ウイルス株を産生する方法であって：
(i) 非実験室ウイルス株を用意し；
(ii) 前記ウイルス株を複製不能にするために改変し；そして、
(iii) 異種遺伝子を挿入する；
ことを含む前記方法；
【００２６】
本明細書に記載の改変された腫瘍崩壊性非実験室ウイルス株；
【００２７】
本明細書に記載の異種遺伝子を含む改変された非実験室ウイルス株；
【００２８】
上記の方法によって末梢神経系障害に関連する表現型もしくは末梢神経系障害に関係する
末梢神経系細胞における効果を有するものとして同定された遺伝子、または該遺伝子によ
ってコードされる遺伝子産物の、末梢神経系障害の治療用の医薬品の製造における使用；
【００２９】
上記の方法によって中枢神経系障害に関連する表現型もしくは中枢神経系障害に関係する
中枢神経系細胞における効果を有するものとして同定された遺伝子、または該遺伝子によ
ってコードされる遺伝子産物の、中枢神経系障害の治療用の医薬品の製造における使用；
【００３０】
上記の方法によって病原体感染もしくは癌に関連する抗原をコードするものとして同定さ
れた遺伝子、または該遺伝子によってコードされる抗原の、病原体感染または癌の治療ま
たは予防用の医薬品の製造における使用；
【００３１】
本発明の方法によって同定されたか、または前記方法の過程で産生された、非実験室ウイ
ルス株；
【００３２】
上記の方法によってウイルスの抗腫瘍効果を増強するものとして同定された遺伝子、また
は該遺伝子によってコードされる遺伝子産物の、癌の治療もしくは予防用の医薬品の製造
における使用；
【００３３】
本発明の方法によって得られたか、または得ることができる、改変された非実験室ウイル
ス株；
【００３４】
European Collection of Cell Cultures(ECACC)に仮受託番号01010209として寄託されて
いるHSV1 JS1株、またはそれから誘導されたHSV1株、そのようなウイルスを含む医薬組成
物、ヒトまたは動物の身体の治療に使用するそのようなウイルス；



(7) JP 4921669 B2 2012.4.25

10

20

30

40

50

【００３５】
有効量の本発明のウイルスを個体に投与することによって、治療を必要とする個体の腫瘍
を治療する方法；
【００３６】
有効量の本発明の非腫瘍崩壊性ウイルスを個体に投与することによって、治療を必要とす
る個体に遺伝子を送達する方法；
【００３７】
有効量の本発明の神経親和性ウイルス(neurotrophic virus)を治療を必要とする個体の末
梢神経に投与することによって、中枢末梢神経系障害を治療または予防する方法。
【００３８】
発明の詳細な説明
A. ウイルス
本発明のウイルス株
本発明は、一般のウイルスに適用することできる。好ましくは、本発明のウイルス株はヘ
ルペスウイルス株、アデノウイルス株、ピコルナウイルス株、レトロウイルス株またはア
ルファウイルス株である。より好ましくは、本発明のウイルス株はヘルペスウイルス株で
ある。さらにより好ましくは、本発明のウイルス株は単純ヘルペスウイルス(HSV)株、典
型的にはHSV1株またはHSV2株である。
【００３９】
本発明のウイルスが単純ヘルペスウイルスである場合、ウイルスは例えばHSV1株もしくは
HSV2株またはそれらの誘導株から誘導することができ、好ましくはHSV1から誘導すること
ができる。誘導株としては、HSV1およびHSV2株に由来するDNAを含むタイプ間組換株（int
er-type recombinant）が挙げられる。このようなタイプ間組換株については当技術分野
で記載されており、例えばThompsonら、(1998)およびMeignierら(1988)に記載されている
。誘導株は、HSV1またはHSV2ゲノムに対して少なくとも70％、より好ましくは少なくとも
80％、さらにより好ましくは少なくとも90または95％の配列相同性を有する。より好まし
くは誘導株は、HSV1またはHSV2ゲノムに対して少なくとも70％の配列同一性、より好まし
くは少なくとも80％の同一性、さらにより好ましくは少なくとも90％、95％または98％の
同一性を有する。
【００４０】
例えば、UWGCGパッケージは、（例えばそのデフォルト設定で使用される）相同性を計算
するために使用することができるBESTFITプログラムを提供する（Devereuxら, (1984) Nu
cleic Acids Research 12, p387-395）。PILEUPおよびBLASTアルゴリズムは、（典型的に
はこれらのデフォルト設定で）相同性を計算するため、または配列を並べるために使用す
ることができる（例えばAltschul (1993) J. Mol. Evol. 36:290-300; Altschulら(1990)
 J. Mol. Biol. 215:403-10に記載されている）。
【００４１】
BLAST分析を実行するためのソフトウェアは、National Centre for Biotechnology Infor
mation（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）により公に入手可能である。このアルゴリズム
は、まず、データベース配列の中にある同じ長さのワードにアラインメントさせたときに
、ある正の値の閾値スコアＴに一致するまたはこれを満たす、クエリー配列の中の長さＷ
の短いワードを同定することにより、スコアの高い配列ペア（High scoring sequence pa
ir, HSPs）を同定する工程を含む。Ｔは、近傍ワードスコア閾値（neighbourhood word s
core threshold）と呼ばれる（Altschulら, 1990）。これらの最初の近傍ワードのヒット
は、これらを含むHSPを見つけるために検索を開始するためのシードとして機能する。該
ワードヒットを各配列に沿って両方向に、累積アラインメントスコアができる限り高くな
るまで長く伸長させる。各方向へのワードヒットの伸長は、以下の時に停止する：累積ア
ラインメントスコアがその最大達成値よりも量Ｘだけ低下したとき；１つ以上の負のスコ
アの残基アラインメント（negative-scoring residue alignment）の累積により累積スコ
アがゼロ以下になるとき；またはいずれかの配列の端部に到達したとき。BLASTアルゴリ
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ズムのパラメーターＷ、ＴおよびＸは、アラインメントの感度および速度を決定する。BL
ASTプログラムは、ワード長(Ｗ)=11、BLOSUM62スコアリングマトリックス（Henikoffおよ
びHenikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919を参照されたい）アラ
インメント(Ｂ)=50、期待値(Ｅ)=10、Ｍ=5、Ｎ=4および両鎖の比較をデフォルトとして使
用する。
【００４２】
BLASTアルゴリズムは、2つの配列間で類似性の統計的分析を行う。例えばKarlinおよびAl
tschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787を参照されたい。BLASTアル
ゴリズムにより提供される類似性の１つの基準は、2つのヌクレオチド配列またはアミノ
酸配列間で一致が偶然起こる確率を示す最小合計確率（the smallest sum probability）
Ｐ(Ｎ)である。例えば、第1の配列を第2の配列と比較したときの最小合計確率が約１未満
、好ましくは約0.1未満、より好ましくは約0.01未満、最も好ましくは約0.001未満である
場合、該配列は他方の配列に類似しているとみなされる。
【００４３】
誘導株は、例えば1、2または3～10、25、50または100個のヌクレオチド置換により改変さ
れたHSV1またはHSV2ゲノムの配列を有するものとすることができる。あるいは、またはこ
れに加えて、HSV1またはHSV2ゲノムは、１以上の挿入および/もしくは欠失により、なら
びに/または一方もしくは両側の末端部の伸長により、改変することができる。
【００４４】
本発明のウイルス株の特性
本発明のウイルス株は、「非実験室」株である。またこれらを、「臨床」株と呼ぶことも
できる。当業者であれば、実験室株と非実験室株(または臨床株)とを容易に区別すること
ができるだろう。ウイルス株によって提示されると考えられる特性に関するさらなるガイ
ダンスを下記に記載する。
【００４５】
実験室株と非実験室株との主要な差異は、現在一般に使用される実験室株は長い期間、幾
つかの場合には長年、培養されて維持されているということである。HSVのようなウイル
スの培養法には、連続継代として知られている技術が含まれる。ウイルスを増殖し維持す
るためには、好適な細胞にウイルスを感染させ、ウイルスを細胞内で複製させ、次いでウ
イルスを回収し、さらに新しい細胞に再感染させる。この工程は、連続継代の1サイクル
を構成する。このような各サイクルは、例えばHSVの場合には2、3日間かかりうる。上記
で考察したように、実際的用途に有用な特性(例えばHSVの場合には、軸索に沿って移動す
るという能力の維持)とは対照的な培養増殖に好都合である特性(例えば迅速な複製)に対
する選択が生じるという点で、このような連続継代はウイルス株の特性を変化させる可能
性がある。
【００４６】
本発明のウイルス株は、感染した個体から最近単離した株から誘導するものであるという
点で非実験室株である。本発明の株は、元の臨床単離株と比較して改変されており、培養
に時間を費やし得るが、培養に費やす時間は比較的短い。本発明の株は、それらが誘導さ
れる元の臨床単離株の所望の特性を実質的に維持するような方法で調製される。
【００４７】
本発明のウイルスは、標的ヒト細胞に効率的に感染することができる。このようなウイル
スは、感染した個体から最近単離され、次いで標準的な実験室株と比較して、in vitroお
よび/またはin vivoで腫瘍細胞および/またはその他の細胞における所望の複製能力の増
強について、あるいは(HSVのような神経親和性ウイルスの場合には)in vivoモデルを用い
て標準的な実験室株と比較して神経に沿って輸送する能力の増強についてスクリーニング
する。実験室ウイルス株と比較して改善された特性を有するこのようなウイルスが本発明
のウイルスである。次いでこのような所望の改善された特性を有すると同定されたウイル
スを、適当な1以上の遺伝子の突然変異により腫瘍細胞を選択的に死滅させることができ
るように操作することができ、あるいは非腫瘍崩壊性用途において毒性効果なく1以上の
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遺伝子を標的組織に送達することができるように突然変異させることができる。このよう
に改変されたウイルスもまた本発明のウイルスである。あるいは、ウイルス株を感染した
個体から単離し、腫瘍崩壊性治療および/または遺伝子送達にとって適当であると予測さ
れる突然変異を行うことができる。次いでこれらの改変されたウイルスを実験室株と比較
して所望の改善された特性についてスクリーニングする。このような改善された特性を有
するウイルスによって、さらに本発明のウイルスが提供される。
【００４８】
本発明のウイルス株の考えられる特性に関するさらなるガイダンスを以下に記載する。
【００４９】
好ましくは、本発明のウイルス株は、その非改変臨床前駆体株をその宿主から単離した後
の培養期間が3年以下のものである。より好ましくは、本発明の株は、その非改変前駆体
株をその宿主から単離した後の培養期間が1年以下、例えば9ヶ月以下、6ヶ月以下、3ヶ月
以下、または2ヶ月以下、1ヶ月以下、2週間以下、または1週間以下のものである。これら
の培養時間の定義は、実際に培養に費やした時間を意味する。従って、例えば、これらの
ウイルス株を保存するためにウイルス株を凍結することは、一般的な操作である。凍結す
ることによってまたは等価な方法で保存することは、ウイルス株を培養で維持することと
してみなされないことは明らかである。従って、凍結ないしは他の方法で保存に費やされ
た時間は、培養に費やされた時間の上記の定義には含まれない。培養に費やされた時間は
、典型的には連続継代を経るのに実際に費やされた時間、すなわち、望ましくない特徴に
対する選択が起こり得る期間の時間である。
【００５０】
好ましくは、本発明のウイルス株は、その非改変前駆体株をその宿主から単離した後の連
続継代のサイクルが1000サイクル以下のものである。より好ましくは本発明のウイルス株
は、そのようなサイクルが500サイクル以下、100サイクル以下、90サイクル以下、80サイ
クル以下、70サイクル以下、60サイクル以下、50サイクル以下、40サイクル以下、30サイ
クル以下、20サイクル以下、10サイクル以下のものである。
【００５１】
好ましくは、本発明のウイルスは、標準的な統計的試験によって測定したところ、将来の
用途に有用な特定の機能を達成するための等価な改変を有する参照実験室株よりも優れた
能力を有する。例えば、腫瘍治療用の腫瘍崩壊性ウイルスの場合には、本発明のウイルス
株は、任意の腫瘍細胞に感染し、または腫瘍細胞において複製し、腫瘍細胞を死滅させ、
または組織中の細胞間を伝染するための等価な改変を有する参照実験室株よりも優れた能
力を有することが好ましい。より好ましくは、そのような優れた能力は統計的に有意な優
れた能力である。例えば、本発明に従えば、本発明のウイルスの能力は、試験した特性に
関して参照株の能力の1.1倍、1.2倍、1.5倍、2倍、5倍、10倍、20倍、50倍または100倍ま
でであり得る。
【００５２】
好ましくは、本発明のウイルスは、すなわち、将来の用途に有用であることを特徴とする
1以上の特性に関して、その非改変臨床前駆体株の実質的な能力を維持している。例えば
、腫瘍の治療を目的とする腫瘍崩壊性ウイルスの場合、好ましくは本発明のウイルス株は
、腫瘍細胞に感染し、または腫瘍細胞において複製し、腫瘍細胞を死滅させ、または組織
中の細胞間を伝染するというその非改変臨床前駆体株の実質的な能力を有する。
【００５３】
好ましくは、本発明に従えば、定量試験においてウイルスが、試験した特性に関してその
非改変臨床前駆体株の能力の75％、より好ましくは80、90、95、98、99または100％を保
持している場合は、ウイルスはその非改変臨床前駆体株の実質的な特性を保持している。
より好ましくは試験した特性に関して、非改変臨床前駆体株と本発明の改変された株との
差異は統計的に有意ではない。
【００５４】
本明細書に記載した特性の統計分析は、標準的な検定、例えばt-検定、ANOVA、またはカ
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イ2乗検定によって行うことができる。典型的には、統計的な有意性は、p=0.05(5％)、よ
り好ましくはp=0.01、p=0.001、p=0.0001、p=0.000001のレベルまで測定される。
【００５５】
改変
本発明のウイルスは、典型的にはそれらの前駆体臨床株に対して改変される。特に、特定
の遺伝子は、典型的には非機能的にされ、またウイルスは1以上の異種遺伝子を含むこと
ができる。典型的には、本発明のウイルスは弱毒化されている。
【００５６】
本明細書に記載された目的のために改変されたウイルス領域は、(完全にもしくは部分的
に)除去されていても、または非機能的にされていても、あるいはその他の配列、特に異
種遺伝子配列によって置換されていてもよい。1以上の遺伝子が非機能的にされ、1以上の
異種遺伝子が挿入されていてもよい。
【００５７】
本発明の腫瘍崩壊性ウイルス
一実施形態において、本発明のウイルスは改変された腫瘍崩壊性非実験室ウイルスである
。これらは、癌の腫瘍崩壊性治療に有用である。このようなウイルスは腫瘍細胞に感染し
、該細胞において複製し、次いで腫瘍細胞を死滅させる。従ってこのようなウイルスは複
製可能である。ウイルスが腫瘍細胞において選択的に複製可能であることが好ましい。こ
のことは、ウイルスが腫瘍細胞において複製するが、非腫瘍細胞において複製しないこと
、またはウイルスが非腫瘍細胞よりも腫瘍細胞において効果的に複製することのいずれか
を意味する。選択的複製能力の測定は、複製および腫瘍細胞死滅能力の測定に対して本明
細書で記載した試験によって行うことができ、所望される場合には本明細書で記載した統
計技術によって分析することができる。
【００５８】
好ましくは、本発明の腫瘍崩壊性ウイルスは、腫瘍細胞に感染し、または腫瘍細胞におい
て複製し、腫瘍細胞を死滅させ、または組織中の細胞間を伝染するための同一の改変を有
する参照実験室株よりも優れた能力を有する。好ましくは、この能力は本明細書に記載し
たような統計的に有意な優れた能力である。腫瘍細胞に関連したウイルス株の特性は、当
技術分野で知られている任意の方法で測定することができる。
【００５９】
例えば、ウイルスの腫瘍細胞に感染する能力は、所定の割合の細胞、例えば50％または80
％の細胞を測定するために必要とされるウイルス量を測定することによって定量化するこ
とができる。腫瘍細胞における複製能力は、実施例(図２を参照されたい)において行われ
ているような増殖測定法、例えば6時間、12時間、24時間、36時間、48時間または72時間
以上の時間にわたる細胞中のウイルス増殖を測定することによって測定することができる
。
【００６０】
ウイルスの腫瘍細胞を死滅させる能力は、目視によっておおまかに定量化することも(図
３を参照されたい)、または所定の時点での時間かつ所定の細胞型に対するMOIで生き残る
生細胞数を数えることによってより正確に定量化することができる。例えば24時間、48時
間または72時間にわたって比較を行うことができ、また公知な腫瘍細胞型のいずれも用い
ることができる。特にHT29結腸直腸腺癌細胞、LNCaP.FGC前立腺癌細胞、MDA-MB231 乳腺
癌細胞、SK-MEL-28悪性黒色腫細胞またはU-87 MG神経グリア芽細胞腫・神経膠星状細胞腫
(glioblastoma astrocytoma)細胞を用いることができる。これらの細胞型のいずれか1種
またはこれらの細胞型のいずれかの組合せを用いることができ、その他の腫瘍細胞型も同
様でありうる。この目的のために腫瘍細胞型の標準的なパネルを構築することが望ましい
場合がある。所定の時点で、生き残っている生細胞数を数えるために、トリパンブルー排
除細胞数(すなわち、生細胞)を数えることができる。また定量化は、蛍光活性化細胞選別
(FACS)またはMTTアッセイによって行うことができる。また腫瘍細胞死滅能力は、in vivo
で、例えば特定のウイルスによって生じる腫瘍体積の低減を測定することによって、測定
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することができる。
【００６１】
ウイルスの組織、特に硬組織(solid tissue)において伝染する能力は、元の感染部位に連
結した部位にある細胞数を決定することによって測定することができる。
【００６２】
本発明のウイルスの特性を決定するためには、一般的に比較として標準的な実験室参照株
を用いることが望ましい。好適で標準的な実験室参照株のいずれも用いることができる。
HSVの場合には、HSV1 17+株、HSV1 F株またはHSV1 KOS株から選択される1種以上のHSV1株
を用いることが好ましい。参照株は、典型的には試験される本発明の株と等価な改変を有
する。従って、参照株は、典型的には遺伝子欠失および/または異種遺伝子挿入などの等
価な改変を有する。例えばHSV株の場合において、ICP34.5およびICP47コード遺伝子が本
発明のウイルスで非機能的にされている場合には、それらは参照株でも非機能的にされて
いる。参照株に対して行われる改変は、本発明の株に対して行われる改変と同一であって
よい。このことは、参照株における遺伝子破壊が、本発明の株における遺伝子破壊の位置
と正確に等価な位置にあること、例えば同じサイズで同じ場所で欠失されることを意味す
る。同様に、これらの実施形態において、異種遺伝子は同じ場所に挿入され、同じプロモ
ーターなどによって駆動される。しかし同一の改変が行われることは必須ではない。重要
なことは、参照遺伝子が機能的に等価な改変を有することであり、例えば、同じ遺伝子が
非機能的にされていることおよび/または1以上の同じ異種遺伝子が挿入されていることで
ある。
【００６３】
本発明の腫瘍崩壊性ウイルスにおいて、腫瘍崩壊活性が天然に存在しないのであれば腫瘍
崩壊活性を付与するために、好ましくは選択的な腫瘍崩壊活性を付与するために好適な改
変がウイルスに対して行われる。
【００６４】
HSVの場合、選択的な腫瘍崩壊活性を可能にするこのような突然変異には、ICP34.5、ICP6
および/またはチミジンキナーゼ(TK)、好ましくはICP34.5をコードする遺伝子に対する突
然変異が含まれる。HSVの実験室株におけるICP34.5コード遺伝子に対するこのような突然
変異は、Chouら 1990、Macleanら 1991に記載されているが、ICP34.5が非機能的となる突
然変異のいずれも用いることができる。
【００６５】
従って、HSV株においては、ウイルスが機能的ICP34.5コード遺伝子、機能的ICP6コード遺
伝子、機能的糖タンパク質Hコード遺伝子、機能的チミジンキナーゼコード遺伝子の1以上
を欠くように改変されていることが好ましく、または非HSV株においては、ウイルスは前
記HSV遺伝子の1つに等価な機能的遺伝子を欠くように改変されていることが好ましい。
【００６６】
より好ましくは、ウイルスは機能的ICP34.5コード遺伝子を欠く。
【００６７】
またその他の改変を行うことができる。特にHSVの場合、機能的ICP47遺伝子を欠くように
ウイルスを改変することができる。この理由は、ICP47は通常HSV感染細胞における抗原提
示をブロックするように機能するので、それを破壊することによって、宿主の免疫系から
このようなHSV感染細胞を保護し得る特定の特性を感染腫瘍細胞に付与しないウイルスを
生じさせるからである。
【００６８】
腫瘍崩壊性(すなわち、周辺組織に対して腫瘍における選択的な複製)を提供する、いずれ
の他の遺伝子の欠失/突然変異を有するウイルスもまた本発明のウイルスであり、当業者
であれば、上記のリストが完全なものではなく、また上記のウイルスのいずれかにおいて
その他の遺伝子の機能を同定することにより、本発明のウイルスでもある新規なウイルス
の構築が示唆されうることを認識するだろう。
【００６９】
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また1以上の異種遺伝子を本発明のウイルスに、当技術分野において公知な技術および/ま
たは本明細書で記載した技術によって挿入することができる。腫瘍崩壊性ウイルスにおい
ては、異種遺伝子はウイルスの腫瘍に対抗する能力を増強する遺伝子である。従って、ウ
イルスに抗腫瘍特性を付与する遺伝子のいずれも挿入することができる。特に異種遺伝子
は、有益な方法で腫瘍細胞に対する免疫応答を改変することができる遺伝子であることが
でき、とりわけ免疫刺激ポリペプチド、例えばCD40L、顆粒球マクロファージコロニー刺
激因子(GMCSF)、別のサイトカインもしくはケモカイン(例えばRANTES)、B7.1もしくはB7.
2、またはIL12をコードするものである。あるいは、異種遺伝子は、プロドラッグアクチ
ベーター、例えばニトロレダクターゼまたはチトクロームP450をコードするものであるこ
とができる。この背景において、プロドラッグアクチベーターによって活性化されるプロ
ドラッグと本発明のウイルスとを組合せて用いた腫瘍の治療法が予想される。あるいは異
種遺伝子は腫瘍サプレッサー、例えばp53をコードするものであることができる。
【００７０】
本発明の他のウイルス株
他の実施形態において、非腫瘍崩壊性ウイルスが望ましい。これらのウイルスは、複製不
能ウイルスであってよい。それらの機能は、典型的には個体に異種遺伝子を送達すること
である。
【００７１】
特に、非腫瘍崩壊性用途におけるベクターとして用いるために、ウイルス調節前初期遺伝
子発現を最小化するような突然変異を行うことができる。従って、ICP4、ICP27、ICP22お
よび/またはICP0をコードする遺伝子を個々にまたは組合せて、不活化または欠失しても
よく、あるいはビリオントランスアクチベータータンパク質vmw65における突然変異が挙
げられ、これによってそのトランス活性化能力は阻止/低減される。非腫瘍崩壊性用途に
対する特に好ましい実施形態においては、ICP27、ICP0およびICP4をコードする遺伝子を
欠失させるか(ICP22および/またはICP47のさらなる欠失/不活化とともに、または該欠失/
不活化なしに)、またはvmw65における不活化突然変異とともにICP4を欠失させるか、また
はICP4を欠失させて、改めてvmw65における不活化突然変異を行う。このようなウイルス
の例としては、Samaniegoら, 1998、Kriskyら, 1998、またはThomasら, 1999によって報
告されたウイルスが挙げられる。
【００７２】
神経親和性ウイルス
神経親和性ウイルスならびに特にHSV1およびHSV2のような単純ヘルペスウイルスを、本発
明に従って神経系への異種遺伝子の送達に用いることができる。
【００７３】
この本発明の実施形態に従うウイルスは、典型的にはニューロンに感染し、神経組織内の
細胞間に伝染し、または軸索内で輸送されるための等価な改変を有する参照実験室株より
も優れた能力を有する。ニューロンに感染する能力は、一般に細胞について上記で記載し
たように決定することができる。軸索内で輸送される能力または神経組織内の細胞間に伝
染する能力は、元の感染部位と連結した部位にある神経組織内の細胞への感染を測定する
ことによって決定することができる。結果を上記で考察したように統計的に分析してもよ
い。
【００７４】
これらの実施形態において、HSV株において、該ウイルスは機能的ICP27コード遺伝子、機
能的ICP4コード遺伝子、機能的ICP0コード遺伝子または機能的ICP22コード遺伝子のうち
の1つ、2つ、3つまたは全てを欠くように改変されている；または非HSV株において、該ウ
イルスは前記HSV遺伝子の1つに等価な機能的遺伝子を欠いている；および/またはHSV株に
おいて、該ウイルスは機能的vmw65遺伝子においてその転写活性化活性を破壊する突然変
異によって前記遺伝子を欠いている；または非HSV株において、該ウイルスはvmw65遺伝子
に等価な機能的遺伝子においてその転写活性化活性を破壊する突然変異によって前記遺伝
子を欠いている、ことが好ましい。
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【００７５】
好ましくは、ICP27、ICP4、ICP0およびICP22をコードする遺伝子のうち2以上、より好ま
しくは3つ、さらにより好ましくは4つ全てを非機能的にする。これらの実施形態に従って
、本発明のウイルスはICP4をコードする機能的遺伝子とICP27をコードする機能的遺伝子
の双方を欠いており、かつvmw65をコードする遺伝子においてその転写活性化活性を破壊
する不活化突然変異を有することが好ましい。
【００７６】
このようなウイルスは、末梢神経系障害または中枢神経系障害の治療に使用することがで
きる。中枢神経系障害の状況では、ICP0、ICP4、ICP22およびICP27から選択される少なく
とも2つの前初期遺伝子が非機能的にされることが特に好ましい。
【００７７】
免疫治療用ウイルス
免疫治療的用途においては、本発明のヘルペスウイルスを用いて、樹状細胞または免疫系
のその他の細胞(例えば、マクロファージ)に感染させる。通常は、樹状細胞のヘルペスウ
イルス感染は、樹状細胞の免疫応答を刺激する能力を低減する。従って、本発明のウイル
スは、樹状細胞が免疫系を刺激することを妨げることなく樹状細胞に効率的に感染するこ
とができるように改変される(WO 00/08191)。このような用途では、本発明のウイルスは
典型的には抗原遺伝子産物をコードする1以上の異種遺伝子を含む。この抗原は、病原体
感染または癌に関連する抗原であることができる。遺伝子は、樹状細胞において発現され
、遺伝子産物は、樹状細胞表面上に抗原として提示される。このことにより、活性化T細
胞による抗原に対する免疫応答が刺激され、該活性化T細胞は細胞(すなわち、腫瘍もしく
は病原細胞、または病原体に感染した細胞)上にその抗原を表す細胞を探し出し、それら
の細胞を破壊する。
【００７８】
好ましくは、HSV株において、該ウイルスは機能的UL43遺伝子および/または機能的vhs遺
伝子を欠いており、または非HSV株においてはUL43および/またはvhsの機能的等価物を欠
いており、また場合によって、HSV株において機能的vmw65遺伝子においてその転写活性化
活性を破壊する突然変異によって前記遺伝子を欠いているか、または非HSV株において、v
mw65に等価な機能的遺伝子においてその転写活性化活性を破壊する突然変異によって前記
遺伝子を欠いており、また場合によってICP0、ICP4、ICP22およびICP27から選択される少
なくとも1つの機能的前初期遺伝子を欠いている。
【００７９】
この状況では、本発明のウイルスは、樹状細胞に感染するかまたは免疫応答を刺激するた
めの等価な改変を有する参照実験室株よりも優れた能力を有することが好ましい。樹状細
胞への感染は、一般に細胞について上記で記載したように評価することができる。特に、
双方の株の用量が同じ場合には、本発明の非実験室ウイルス株は、典型的には参照実験室
株よりも大きな割合で樹状細胞に感染する。統計分析を上記の方法によって実施すること
ができる。
【００８０】
B. 補完する細胞系
本発明のウイルスが、特定の機能的必須遺伝子（例えばICP4またはICP27をコードする遺
伝子）を欠く単純ヘルペスウイルスである場合、本発明のウイルスは、その必須遺伝子を
発現する細胞系で増殖される。例えば、ウイルスが機能的ICP27遺伝子を欠く場合、該ウ
イルスはV27細胞（RiceおよびKnipe, 1990）、2-2細胞（Smithら, 1992）またはB130/2細
胞（Howardら, 1998）で増殖し得る。ウイルスが機能的ICP4遺伝子を欠く場合、該ウイル
スは、ICP4を発現する細胞系、例えばE5細胞（DeLucaら, 1985）で増殖し得る。ウイルス
が機能的ICP4遺伝子および機能的ICP27遺伝子を欠く場合、該ウイルスは、ICP4およびIC2
7の双方を発現する細胞系（例えばE26細胞；Samaniegoら, 1995）で増殖し、ウイルスが
さらに機能的vmw65遺伝子を欠く場合には、該ウイルスはvmw65の非HSV相同体（例えばTho
masら, 1999に記載されたようなウマヘルペスウイルスに由来するもの等）をさらに含む



(14) JP 4921669 B2 2012.4.25

10

20

30

40

50

細胞系で増殖させることができる。またvmw65の突然変異は、ウイルス増殖に用いる培地
中にヘキサメチレンビスアセトアミド（HMBA）を添加することにより部分的に補完するこ
ともできる（MacFarlaneら, 1992）。
【００８１】
ICP27発現細胞系は、哺乳動物細胞（例えばVeroまたはBHK細胞）に、該細胞中で発現され
得る機能的HSV ICP27遺伝子を含むベクター（好ましくはプラスミドベクター）と選択マ
ーカー（例えばネオマイシン耐性）をコードするベクター（好ましくはプラスミドベクタ
ー）とを共トランスフェクトすること(co-transfecting)により作製することができる。
次に、当業者に公知な方法（例えばRiceおよびKnipe, 1990に記載された方法など）を用
いて、この選択マーカーを保有するクローンを更にスクリーニングし、例えばICP27-HSV
株の増殖を維持する能力に基づいて、機能的ICP27も発現するクローンを決定する。
【００８２】
ICP27-突然変異型HSV株を機能的ICP27を有する株に復帰突然変異させない細胞系を上記の
ように作製して、機能的ICP27遺伝子を含むベクターが、ICP27突然変異型ウイルス中に残
っている配列とオーバーラップする（すなわち相同である）配列を含まないようにする。
【００８３】
本発明のHSV株が他の必須遺伝子（例えばICP4）中に不活化改変を含む場合、これを補完
する細胞系は、ICP27について記載したのと同様にこの改変された必須遺伝子を補完する
機能的HSV遺伝子を含むものであろう。例えば、ICP27およびICP4の双方に突然変異を含む
HSV株の場合、ICP27およびICP4の双方を発現する細胞系が用いられる（例えば、Samanieg
oら, 1995またはThomasら, 1999に記載された細胞系など）。他の必須遺伝子を発現するH
SV株は、ICP27について記載したのと同様の方法で構築することができる。この場合もや
はり、確実に、残りのウイルスDNAとウイルス増殖のために細胞系内に挿入されたDNAとの
間の配列のオーバーラップがない場合には、そのウイルスが、増殖中に、無能化が改善さ
れた形態に復帰突然変異する可能性が最小限に抑えられるだろう。
【００８４】
C. 突然変異の方法
言及した様々なウイルス遺伝子を、当技術分野で周知な幾つかの技法によって機能的に不
活性なものとすることができる。例えば、1以上の欠失、置換または挿入（好ましくは欠
失）によって、これらを機能的に不活性なものとすることができる。欠失は、その遺伝子
の一部またはその遺伝子全体を除去するものであることができる。例えば、たった１個の
ヌクレオチドを欠失させて、フレームシフトを起こさせることができる。しかし好ましく
は、より大きな欠失、例えば全コード配列および非コード配列の少なくとも25％、より好
ましくは少なくとも50％（あるいは、絶対的単位でいうと、少なくとも10ヌクレオチド、
より好ましくは少なくとも100ヌクレオチド、最も好ましくは少なくとも1000ヌクレオチ
ド）が欠失される。遺伝子全体とその隣接配列の一部とを除去することが特に好ましい。
挿入された配列は、以下に記載する1以上の異種遺伝子を含み得る。vmw65遺伝子の場合、
これは必須構造タンパク質をコードするので、その遺伝子全体を欠失させるのではなく、
vmw65のIE遺伝子を転写活性化する能力を破壊する小さな不活化突然変異が行われる（例
えばAceら, 1989またはSmileyら, 1997に記載されるようなもの）。
【００８５】
当業者に周知な相同的組換法によりヘルペスウイルスに突然変異を行う。例えば、相同な
HSV配列により挟まれる突然変異配列を含むベクター（好ましくはプラスミドベクター）
と一緒にHSVゲノムDNAをトランスフェクトする。該突然変異配列は、1以上の欠失、1以上
の挿入または1以上の置換を含んでもよく、これらは全て、慣例な技法によって構築する
ことができる。挿入は、例えばβ-ガラクトシダーゼ活性または蛍光によって組換えウイ
ルスをスクリーニングするための選択マーカー遺伝子（例えばlacZまたはGFP）を含むも
のとすることができる。
【００８６】
D. 異種遺伝子およびプロモーター
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本発明のウイルスは、1以上の異種遺伝子を有するように改変され得る。「異種遺伝子」
という用語はあらゆる遺伝子を含む。異種遺伝子は、典型的にはヘルペスウイルスのゲノ
ム中に存在しない遺伝子であるが、コード配列が、それが天然の状態で結合しているウイ
ルス制御配列と機能的に連結されていないのであれば、1以上のヘルペス遺伝子を用いて
もよい。異種遺伝子は、野生型遺伝子の任意の対立遺伝子変異体であってもよいし、また
は突然変異型遺伝子であってもよい。「遺伝子」という用語は、少なくとも転写されるこ
とができる核酸配列を含むものとする。従って、mRNA、tRNAおよびrRNAをコードする配列
はこの定義内に含まれる。しかし本発明はtRNAおよびrRNAというよりはむしろポリペプチ
ドの発現に関する。mRNAをコードする配列は、場合により、天然の、またはそうでなけれ
ば翻訳されたコード配列と結合した、転写はされるが翻訳されない5'側および/または3'
側の隣接配列を一部または全て含みうる。それは、場合により、通常は転写される配列と
結合した関連転写制御配列（例えば転写停止シグナル、ポリアデニル化部位および下流エ
ンハンサーエレメント）をさらに含んでもよい。
【００８７】
1以上の異種遺伝子は、例えばHSV配列に挟まれた1以上の異種遺伝子を有するプラスミド
ベクターを用いてHSV株に相同的組換えを行うことによりウイルスゲノム中に挿入するこ
とができる。1以上の異種遺伝子は、当技術分野で周知であるクローニング技法を用いて
ヘルペスウイルス配列を含む好適なプラスミドベクター中に導入することができる。1以
上の異種遺伝子は、ウイルスが増殖可能である限り、ウイルスゲノム中のいずれの位置に
も挿入することができる。1以上の異種遺伝子は必須遺伝子中に挿入されることが好まし
い。異種遺伝子は、ウイルスゲノム内の複数の部位に挿入することができる。
【００８８】
1以上の異種遺伝子の転写される配列は、好ましくは、哺乳動物細胞（好ましくは腫瘍細
胞または中枢神経系細胞）内でのその1以上の異種遺伝子の発現を可能とする制御配列と
機能的に連結されている。「機能的に連結される」という用語は、記載された構成要素が
、その意図する機能を果たすことができるような関係にある並置を意味する。コード配列
に「機能的に連結された」制御配列は、そのコード配列の発現がその制御配列に適合した
条件下で達成されるように連結されている。
【００８９】
制御配列は、1以上の異種遺伝子の発現を可能とするプロモーターおよび転写終結シグナ
ルを含む。プロモーターは、哺乳動物(好ましくはヒト)の中枢神経系細胞、または腫瘍、
または免疫系細胞において機能するプロモーターから選択される。1以上のプロモーター
は、真核生物の遺伝子のプロモーター配列に由来するものであってもよい。例えば、プロ
モーターは、異種遺伝子の発現が起こる細胞（好ましくは哺乳動物細胞、好ましくはヒト
細胞）のゲノムに由来するものであってもよい。真核生物プロモーターの場合、これらは
、遍在に機能するプロモーター（例えばβ-アクチン、チューブリンのプロモーターなど
）であってもよいし、あるいは組織特異的に機能するプロモーター（例えばニューロン特
異的エノラーゼ（NSE）プロモーター）であってもよい。またこれらは、特定の刺激に応
答するプロモーター、例えばステロイドホルモン受容体に結合するプロモーターであって
もよい。また、例えばモロニーマウス白血病ウイルスの長い末端反復配列（MMLV)LTRプロ
モーターまたは他のレトロウイルスプロモーター、ヒトもしくはマウスサイトメガロウイ
ルス（CMV）IEプロモーター、またはヘルペスウイルス遺伝子のプロモーター（潜伏期関
連転写産物の発現を駆動するものを含む）などのウイルスプロモーターを使用することも
できる。
【００９０】
1以上の異種遺伝子と制御配列を含む発現カセットおよび他の好適な構築物は、当業者に
公知である慣例なクローニング技法を用いて作製することができる（例えばSambrookら, 
1989, Molecular Cloning-A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Pressを参照され
たい）。
【００９１】
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また細胞の生存期間中に異種遺伝子の発現レベルを調節することができるようにプロモー
ターが誘導性であることも有利であり得る。誘導性とは、プロモーターを利用して得られ
る発現レベルを調節することができることを意味する。例えば、2以上の異種遺伝子をHSV
ゲノム中に挿入する場合の好ましい実施形態において、１つのプロモーターは、すでに報
告されている（GossenおよびBujard, 1992, Grossenら, 1995）tetリプレッサー/VP16転
写アクチベーター融合タンパク質に応答性であり、かつその発現を調節しようとする異種
遺伝子を駆動するプロモーターを含むものであろう。第2のプロモーターは、tetリプレッ
サー/VP16融合タンパク質の発現を駆動する強力なプロモーター（例えばCMV IEプロモー
ター）を含むものであろう。したがって、この例においては、第１異種遺伝子の発現は、
テトラサイクリンの存在または不在に依存することになるであろう。
【００９２】
異種遺伝子は、典型的には、治療用途のポリペプチドをコードするものであろう。例えば
、神経系における非腫瘍崩壊性用途では、遺伝子は、痛みをモジュレートし、神経再生を
刺激し、または神経変性を阻止することができるものである。腫瘍崩壊性用途では、異種
遺伝子は、それら自体が細胞毒性であるタンパク質、プロドラッグを活性化する酵素、ま
たは抗腫瘍免疫応答を刺激もしくは増強することが可能であるタンパク質をコードするも
のであってよい。
【００９３】
また異種遺伝子は、マーカー遺伝子（例えばβ-ガラクトシダーゼもしくは緑色蛍光タン
パク質または他の蛍光タンパク質をコードするもの）、または、産物が他の遺伝子の発現
を調節するものである遺伝子（例えば上記のtetリプレッサー/vmw65転写アクチベーター
融合タンパク質を含む転写調節因子）を含んでいてもよい。
【００９４】
遺伝子治療および他の治療的用途は、おそらくは複数の遺伝子の投与を必要であろう。複
数の遺伝子の発現は、種々の症状の治療において有利であり得る。ヘルペスウイルスは、
他のウイルスベクター系のパッケージング能力が制限されていないので、特に適切なもの
である。従って、複数の異種遺伝子をそのゲノム内に収容することができる。例えば、2
～5つの遺伝子をゲノムに挿入することができる。
【００９５】
例えば、これを達成可能な方法は少なくとも2つある。例えば2以上の異種遺伝子および関
連する制御配列を特定のHSV株の中の、そのウイルスゲノムの１つの部位または複数の部
位に導入することができる。また、お互いから反対方向を向いているプロモーター対（同
じまたは異なるプロモーター）を用いることも可能であり、これらのプロモーターの各々
は、上記のように異種遺伝子（同じまたは異なる異種遺伝子）の発現を駆動する。
【００９６】
E. 治療的用途
本発明のウイルスは、治療方法において使用することができる。特に、本発明の腫瘍崩壊
性ウイルスを、例えば腫瘍内注入による癌の腫瘍崩壊性治療を含む用途に用いることがで
きる。ウイルスがプロドラッグアクチベーターをコードする異種遺伝子を含む場合、さら
にプロドラッグ治療を行うことができる。さらに当技術分野で公知である任意の手段によ
る免疫応答刺激と治療を組合せてもよい。本発明のウイルスを、哺乳動物(好ましくはヒ
ト)の充実性腫瘍の治療的処置に使用することができる。例えば、本発明のウイルスを、
前立腺癌、乳癌、肺癌、肝臓癌、子宮内膜癌、膀胱癌、大腸癌もしくは子宮頚部癌、腺癌
、黒色腫、リンパ腫、神経膠腫または肉腫(軟組織肉腫および骨肉腫)を患う被験者に投与
することができる。
【００９７】
本発明の複製不能ウイルスは、遺伝子治療を必要とする個体に遺伝子を送達するのに用い
ることができる。特に本発明の神経親和性ウイルスを、中枢または末梢神経系の障害の治
療に用いることができる。治療または予防するのに好ましい中枢神経系障害としては、神
経変性障害が挙げられる。治療または予防するのに特に好ましい中枢神経系障害としては
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、発作、パーキンソン病、アルツハイマー病、テイサックス病およびムコ多糖症が挙げら
れる。治療または予防するのに好ましい末梢神経系障害としては、運動ニューロン疾患、
慢性的な痛みおよび末梢神経損傷が挙げられる。
【００９８】
本発明の免疫治療用ウイルスは、挿入された異種性遺伝子がコードする抗原が関連する病
原体感染または癌の予防または治療に使用することができる。
【００９９】
F. 投与
従って、本発明のウイルスを、治療を必要とする患者(好ましくはヒト患者)に用いること
ができる。本発明のウイルスを癌の腫瘍崩壊性治療に用いることができ、また(腫瘍崩壊
性用途に加えて)本発明のヘルペスウイルスを、例えば痛み、神経系の変性症状の治療に
、または神経再生を刺激するために用いることができる。治療的処置の目的は、患者の症
状を改善することである。典型的な本発明のウイルスを用いた治療的処置により、治療し
ようとする患者の疾患または症状の病状が軽減されるだろう。従って、本発明の治療方法
は、本発明のウイルスの治療上有効な量を、癌、痛み、神経変性症状または神経損傷を患
う患者に投与することを含む。
【０１００】
本発明の腫瘍崩壊性ウイルスを腫瘍を患う患者に投与することは、典型的には腫瘍細胞を
死滅させ、従って腫瘍の大きさを低減し、および/または腫瘍に由来する悪性細胞の広が
りを阻止するであろう。本発明のウイルスをその他の疾患(例えば、痛み、変性症状、ま
たは神経損傷)を患う患者に投与することは、典型的には患者の症状を改善するであろう
。このことは、例えば、痛みの重度を小さくすること、神経組織の変性を遅らせること、
または神経再生を促進することによる。
【０１０１】
治療薬を投与する１つの方法としては、ウイルスを、製薬上許容される担体または希釈剤
と組み合わせて、医薬組成物を製造することが挙げられる。好適な担体および希釈剤とし
ては、等張生理食塩水溶液（例えばリン酸緩衝生理食塩水）が挙げられる。
【０１０２】
次いで腫瘍崩壊性治療および/または治療目的の細胞への遺伝子送達は、ベクター組成物
を標的組織に直接注入することによって行うことができる。投与されるウイルスの量は、
HSVの場合には104～1010pfu、好ましくは105～108pfu、より好ましくは約106～108pfuの
範囲内である。腫瘍崩壊性もしくは非腫瘍崩壊性治療のために注入する場合は、ウイルス
と製薬上許容される好適な担体または希釈剤とから本質的になる医薬組成物は、典型的に
は500μlまで、典型的には1～200μl、好ましくは1～10μlが注入に使用される。しかし
ながら、幾つかの腫瘍崩壊性治療用途では、また10mlまでのより大きな容量を、腫瘍およ
び接種部位に応じて用いることができる。
【０１０３】
記載した投与経路および用量は、単なる指針であり、専門医が最適な投与経路および用量
を容易に決めることができるだろう。用量は、様々なパラメーター、特に、治療しようと
する患者の年齢、体重および症状、疾患もしくは症状の重度ならびに投与経路に応じて決
定することができる。
【０１０４】
癌を患う患者への好ましい投与経路は、腫瘍への直接注入によるものである。またウイル
スを全身的にまたは血管に注入することで投与し、腫瘍に供給することができる。最適な
投与経路は、腫瘍の位置と大きさに依存するだろう。用量は、様々なパラメーター、特に
腫瘍の位置、腫瘍の大きさ、治療しようとする患者の年齢、体重および症状、ならびに投
与経路に応じて決定することができる。
【０１０５】
G. 非治療的態様
また本発明の改変に好適な臨床株の同定方法が提供される。さらに、標的確認方法を提供
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する。これらは、上記の本発明の治療的用途において使用するのに好適な遺伝子の同定に
関する。
また本発明のウイルスの産生方法を提供する。
【０１０６】
以下の実施例は本発明を説明するものである。
実施例
神経毒性因子(neurovirulence factor)ICP34.5が不活化されている単純ヘルペスウイルス
I型(HSV1)は、in vitroおよびin vivoの双方で腫瘍モデルにおいて腫瘍特異的細胞溶解を
指令することが既に示されている。またこのようなウイルスは、神経膠腫末期患者に直接
脳内注入することによる第1段階臨床試験において安全であることも示されている。
【０１０７】
先行の研究には、連続継代したHSV1の実験室分離株(HSV1 17+株またはHSV1 F株に由来す
るウイルス)が用いられており、より最近の臨床単離株と比較してヒト腫瘍細胞における
溶解能力が弱められていると予測される。
【０１０８】
腫瘍崩壊性および抗腫瘍潜在能力が増強されたICP34.5欠失HSVを産生することに向けられ
た研究において、本発明者らは、HSV1臨床単離株からICP34.5を欠失させ、多くのヒト腫
瘍細胞型における複製および溶解潜在能力について、HSV1 17+株(標準的な実験室株)と比
較した。
【０１０９】
ウイルス構築(図１を参照されたい)
用いるウイルスは、HSV1 17+株(標準的な実験室株)またはHSV1を頻繁に再発する個体(re-
activator)からの口辺ヘルペスに由来する2種の臨床単離株に基づいた。これらの株は、B
L1およびJS1と名付けられた。ICP34.5を17+株およびJS1株から完全に欠失させるとともに
CMV-GFPカセットを挿入した。またJS1をさらに操作して、ICP34.5遺伝子に置き換わるよ
うにヒトもしくはマウスGM-CSFを挿入した。従って、BL1およびJS1は、臨床単離株、すな
わち「非実験室」株である。本明細書で考察したJS1の誘導株もまた非実験室株、すなわ
ち本発明の改変された非実験室株である。
【０１１０】
腫瘍細胞におけるウイルス増殖(図２を参照されたい)
JS1およびBL1は、72時間にわたって試験した場合、ICP34.5を欠失したHSV1 17+株と比較
して幾つかのヒト腫瘍細胞における増殖の増強を示した(図２)。JS1をさらなる研究のた
めに選択し、上記の改変(図１および上記を参照されたい)をJS1に行った。
【０１１１】
ウイルスの溶解能力(図３を参照されたい)
溶解(細胞死滅)能力は、試験した全ての腫瘍細胞系において、JS1に由来する(非実験室株
に由来する)ウイルスで増強されていた。より詳細には、図３を参照すると、JS1/34.5-ウ
イルス(すなわち、ICP34.5が欠失によって除去されたJS1)により、HT29結腸直腸腺癌細胞
、LNCaP.FGC前立腺腺癌細胞、MDA-MB-231乳腺腺癌細胞、SK-MEL-28悪性黒色腫細胞および
U-87 MG神経グリア芽細胞腫・神経膠星状細胞腫細胞における溶解能力の増強が示された
。
【０１１２】
また溶解能力を、SK-MEL-28細胞、MDA-MB-231細胞およびHT29細胞において、BL1、JS1を
様々な用量で感染させ、該ウイルスに感染させた後の様々な時間において感染細胞のトリ
パンブルー排除アッセイを行い、17+株と比較して評価した。トリパンブルーは生細胞か
らは排除されるので、培養において生き残っている生細胞数をこの手段によって評価する
ことができる。6ウエルシャーレの二重のウエルに培養した腫瘍細胞系に17+、BL1もしく
はJS1のいずれかを、24時間、48時間もしくは72時間、MOI =0.1もしくは1で感染させ、生
細胞数をカウントした。等価な非感染対照ウエル中の生細胞数に対する割合を表１に示す
。
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【０１１３】
このように、全ての場合において、実験室分離株17+よりも臨床単離株のウイルスBL1およ
びJS1を用いるとより多くの腫瘍細胞が死滅され、腫瘍崩壊活性の増大が提供されるので
、最近の臨床ウイルス株を用いることは、ヒト患者の癌治療に用いる場合に腫瘍選択的複
製を付与するように(例えば、ICP34.5を欠失させることによって)改変されたウイルスの
抗腫瘍能力を増強すると考えられる。
【０１１４】
【表１】

【０１１５】
さらに増強された抗腫瘍活性
またこれらのウイルスを用いて抗腫瘍活性を有する遺伝子を送達する場合には、さらに増
強された活性を期待することができる。このような遺伝子としては、プロドラッグアクチ
ベーターまたは免疫刺激タンパク質をコードするものが挙げられる。
【０１１６】
この目的のために、本発明者らは、ICP34.5を欠失し、かつ強力な免疫刺激因子であるヒ
トもしくはマウスGM-CSFを発現するHSV1の臨床単離株を、JS1から産生した。このウイル
スは、腫瘍内注入に続く抗腫瘍免疫応答を増強するために設計される。
【０１１７】
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【０１１８】
寄託情報
HSV1 JS1株は、2001年1月2日に仮登録番号01010209として、European Collection of Cel
l Cultures(ECACC)(CAMR, Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, United Kingdom)へ寄託され
た。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、ウイルスを示す。
上から下の順に、HSV1 17+実験室株、BL1臨床株、JS1臨床株、17+/ICP34.5-、JS1/ICP34.
5-、JS1/ICP34.5-/ICP47-/hGMCSFの略図を示す。
【図２】　図２は、腫瘍細胞における臨床単離株の増殖の増強を示す。
(1) 17+、BL1およびJS1の増殖。左側のグラフ：U87細胞。右側のグラフ：LNCaP細胞。
(2) 腫瘍細胞におけるICP34.5-の17+およびJS1の増殖。左側のグラフ：LNCaP細胞。右側
のグラフ：MDA-MB-231細胞。
(3) JS1/34.5-は、HSV ICP34.5突然変異体に対して非許容性の細胞において増殖しない。
左側のグラフ：3T6細胞 - 17+、JS1。右側のグラフ：3T6細胞 - 17+、JS1 ICP34.5-。
【図３】　図３は、ICP34.5を欠失したHSV臨床単離株の試験した全ての腫瘍細胞における
溶菌の増強を示す。
腫瘍細胞系に、モック感染するか、または示されたMOIでHSV1 17+/34.5-株もしくはHSV1 
JS1/34.5-株を感染させ、感染後の各時点で細胞を可視化させるためにクリスタルバイオ
レットで染色した。各々の写真のブロックは細胞型に関する。上から下の順に、細胞型は
HT29結腸直腸腺癌細胞、LNCaP.FGC前立腺癌細胞、MDA-MB231 乳腺癌細胞、SK-MEL-28悪性
黒色腫細胞およびU-87 MG神経グリア芽細胞腫・神経膠星状細胞腫細胞である。左側のブ
ロックは、HSV1 17+/34.5-株についての結果に関する。右側のブロックは、HSV1 JS1/34.
5-株についての結果に関する。中央のブロックは、モック感染細胞を表す。各ブロック内
では、最上部の列が24時間の時点、第2の列が48時間の時点および第3の列が72時間の時点
を表す。各ブロック内では、左側の縦行がMOI=0.2、中央の縦行がMOI=0.1および右側の縦
行がMOI=5を表す。
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