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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞に内部移行する非複製型ラブドウイルス由来粒子を含む、癌性細胞の治療用組成物
であって、
前記ラブドウイルス由来粒子は、生ラブドウイルスを２５０ｍＪ／ｃｍ２のＵＶＣ線照射
に暴露、または４℃で６ｍｇ／ｍＬのブスルファンで２４時間処理して製造される粒子で
あって、架橋されたＲＮＡ、又は、少なくとも二つ以上の不連続なＲＮＡポリヌクレオチ
ドに切断されたＲＮＡを有する粒子であり、
１細胞あたり１００粒子の感染多重度でのインビトロ細胞毒性試験において、不死化細胞
の生存率を２０％未満にし、非癌性細胞の生存率を８０％より高くする、前記治療用組成
物。
【請求項２】
　第二の薬剤と組み合わせて使用する、請求項１に記載の治療用組成物。
【請求項３】
　生ラブドウイルスを、２５０ｍＪ／ｃｍ２のＵＶＣ線照射に暴露、または４℃で６ｍｇ
／ｍＬのブスルファンで２４時間処理して該ウイルスのＲＮＡを架橋及び／又は切断し、
細胞に内部移行する非複製型ラブドウイルス由来粒子を製造する工程を含む、請求項１に
記載の治療用組成物の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本開示は、概して、非複製型ウイルス由来粒子と、抗癌剤としてのその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　以下の背景技術の考察は、以下に述べたことが、先行技術、又は、いずれの国における
当業者の知識の一部であることと認めるものではない。
【０００３】
　腫瘍溶解性ウイルス（ＯＶ）は、腫瘍形成における二つの重要な特徴である、損なわれ
た免疫応答及び増強した代謝活性を備えた細胞においてのみウイルスが複製できるように
、突然変異又は欠失を減弱させることによって操作されてきた。現在の高度な腫瘍溶解性
治療の例としては、単純ヘルペスウイルスＯｎｃｏＶＥＸＧＭ－ＣＳＦ及びワクシニアウ
イルス（ＪＸ５９４）などが挙げられる。現在までのＯＶ分野の主たる焦点は、生ウイル
スが局所腫瘍環境内における優先的な複製／拡散能力を有するプラットフォームの発展で
あった。
【０００４】
　水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）及びマラバ（Ｍａｒａｂａ）などの、ラブドウイルス
（ＲＶ）が、抗癌治療として現在探究されている。腫瘍において、ウイルスの増殖は、抑
制されない代謝活性及び損なわれた抗ウイルスプログラムによって可能となっている。Ｒ
Ｖ治療への腫瘍感受性は、ウイルスによって媒介されるアポトーシスの素因によって、さ
らに増強される。
【０００５】
　ラブドウイルスの分野において、現在までに発展してきた腫瘍溶解性のプラットフォー
ムは、腫瘍細胞の間で拡散する複製可能なウイルスを利用する。事実、癌に対する直接的
なウイルス療法としての生の複製／発現可能なラブドウイルスの使用を詳述したレポート
では、測定可能な有効性が観測されない非複製／非発現ウイルスと有効性を比較している
。これらのレポートにおいて、ラブドウイルスゲノム複製及び／又は発現は、腫瘍細胞毒
性及び治療有効性の必要不可欠な構成要素であると結論付けている。
【０００６】
　これらの従来の研究における腫瘍溶解性効果の欠如は、使用されるウイルス粒子の数に
おいてだけでなく、ウイルスゲノム複製及び／又は発現を妨害するために使用される方法
においても反映されている。実際に、これらの従来の方法がウイルスゲノム複製及び／又
は発現を妨害するために使用された場合、ウイルスの生物活性は観測されなかった。さら
に、これらの研究において、非複製型ウイルスコントロールは、各細胞が非複製型粒子と
遭遇することを保証するため、それに対応する生ウイルスよりも高い用量ではない同用量
で用いられる。
【０００７】
　ほとんどの形態の癌を治すため、その代わりとなる、好ましくはより効果的なアプロー
チが望まれる。例えば、急性リンパ芽球性白血病又は急性骨髄性白血病を患う成人患者の
大多数の転帰は、悲惨なままである。この一因として、疾病の顕著な免疫不全を伴うこと
が挙げられる。少数の患者において、抗腫瘍免疫応答は、骨髄破壊的移植前治療の後の同
種幹細胞移植を通じて部分的に回復する。この治療は潜在的に効果があるが、頻繁な有害
現象と著しい治療関連死亡率を伴う。慢性期の慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）の多くの患者
にとって、標的チロシンキナーゼ阻害薬（ＴＫＩ）治療は良好な病害防除を提供する。し
かしながら、急性白血病急性転化への進行が発生すると、多剤耐性、及び、この種の難治
性白血病の急激なキネティクスのため、治療の選択肢は非常に限られる。
【０００８】
　したがって、特に免疫不全状態の患者のための代替となる抗癌剤が必要となる。前記抗
癌剤は、その設計と構成要素によって、現在の未だ治療法がない臨床ニーズに取り組み、
及び／又は、上述の問題点のうち少なくともいくつかを解決するであろう。
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　次の概要は、本願に詳述される一つ以上の発明を読者に紹介するためのものであり、い
ずれの発明を規定するものではない。これらの発明は、本明細書に記載されている特徴の
どんな組み合わせにも属することができる。
【００１０】
　様々な腫瘍の種類を治療する生ＯＶ戦略が追求される中、特に造血気腫瘍においてそれ
らを適応することは、様々な要因のために複雑となる。白血病細胞間の限られたビリオン
産生及び減少された拡散は、これらの無効性を克服するため高用量のウイルス療法を必要
とする。しかしながら、特に免疫抑制状態の患者において、正常組織における非制御の生
ウイルスの拡散及びオフターゲット効果は、このアプローチの安全性を損なう。
【００１１】
　生ウイルスの使用に関連する問題は以下を含む。１）安全性。健康な組織に影響を与え
ず、腫瘍細胞においてのみ拡散する生ラブドウイルスの能力に依存する。２）低用量投与
。患者への生の拡散性ウイルスの導入は、安全性を保証するため、これらの生ウイルス剤
の比較的低用量の投与が必要となる。３）抗腫瘍免疫応答の有効性を効果的に減少させる
、生ウイルスに対する腫瘍からの免疫転換（ｉｍｍｕｎｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｏｎ）。４）
腫瘍を好むように設計された生ウイルスは、野生型ウイルスと比べて生産能力が損なわれ
ているため、処方効率及び生産コストが産生の観点からみて準最適である。
【００１２】
　以前より示されているように、最終的なビリオンアセンブリー及び拡散を防ぐ、糖蛋白
質遺伝子（ＶＳＶΔＧ）を欠失するように操作されたＶＳＶの腫瘍内投与は、抗腫瘍免疫
応答を誘発する。しかしながら、ＶＳＶΔＧを用いた治療は、治療上有効な用量の産生及
び送達ができないこともあり、播種性の腫瘍量を著しく減少させることができない。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　　著者らは、抗癌治療としての非複製型及び非発現型ラブドウイルス由来プラットフォ
ームの使用について詳述しているレポートを認識していない。本開示の非複製型ウイルス
由来粒子（ＮＶＲＰ）、及び、特に非複製型ラブドウイルス由来粒子（ＮＲＲＰ）は、細
胞の間を拡散する能力を欠くように改変された野生型ウイルスである。一度改変されると
、非複製型ウイルス由来粒子（ＮＶＲＰ）は、ビリオン複製を継続できなくなる。
【００１４】
　ＮＶＲＰは、指向性などの向性を不死化細胞に対して保持するという点で独特である。
これは、ＮＶＲＰが、腫瘍又は癌細胞などの不死化細胞、及び、癌化した不死化細胞にお
いて、細胞死を優先的に誘導することを意味する。ＮＶＲＰの具体例は、不死化細胞に対
して、自然及び／又は適応的な免疫刺激特性を有する。
【００１５】
　一つの態様において、本開示は、不死化細胞に対する向性を有しながら、細胞の間を拡
散する能力を欠く、非複製型ラブドウイルス由来粒子について詳述する。前記向性は、細
胞溶解の指向性であってもいい。前記非複製型ラブドウイルス由来粒子は、不死化細胞に
対して、自然又は適応的な免疫刺激特性を有してもいい。
【００１６】
　別の態様において、本開示は、高増殖性細胞又は癌細胞の集団を処理するための非複製
型ラブドウイルス由来粒子の使用を提供する。前記高増殖性細胞の集団は、好ましくは造
血性であり、好ましくは白血病細胞である。前記高増殖性細胞の集団は、固形の腫瘍細胞
であってもよい。
【００１７】
　さらに別の態様において、本開示は、高増殖性細胞又は癌細胞の集団を有する患者の治
療方法について詳述する。前記方法は、患者に非複製型ラブドウイルス由来粒子を投与す
ることを含む。前記高増殖性細胞の集団は、好ましくは造血性であり、好ましくは白血病
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細胞である。前記高増殖性細胞の集団は、固形の腫瘍細胞であってもいい。
【００１８】
　本開示のその他の態様及び特徴は、付随する図面とあわせて、特定の実施形態に関する
以下の明細書見直すことで、当業者にとって明らかとなるだろう。
【発明の効果】
【００１９】
　概して、本開示は非複製型ウイルス由来粒子と抗癌剤としてのその使用を提供する。非
複製型ウイルス由来粒子（ＮＲＶＰ）は、細胞へ結合し、内部移行できるウイルス由来粒
子であるが、前記ＮＲＶＰが細胞内にある場合に、新生ウイルス粒子の形成を防ぐため、
又は実質的に形成を減少させるために改変されてきた。ＮＲＶＰの一つの例として、非複
製型ラブドウイルス由来粒子（ＮＲＲＰ）が挙げられる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
　本開示の実施形態は、添付の図面を参照し、例としてここに詳述される。
【００２１】
【図１Ａ】Ｖｅｒｏ細胞及びＨＤＦＮ細胞におけるＮＲＲＰ細胞毒性に対するＵＶ線量の
効果を示すグラフである。ＵＶによるＮＲＲＰ産生後は、ＧＦＰシグナルは検出されなか
った。感染から７２時間後に、レサズリン試験を用いて生存率を定量化した。この実験に
おけるＭＯＩは、１細胞あたり１００粒子に設定した。エラーバーは三重試験結果におけ
る標準偏差を表す。
【図１Ｂ】Ｖｅｒｏ細胞及びＨＤＦＮ細胞において、ＮＲＲＰによって誘導される細胞毒
性に対するＭＯＩの効果を示すグラフである。当該グラフは、生存率対ＭＯＩとして表し
た。生存率は、感染から７２時間後にレサズリン試験を用いて定量化した。エラーバーは
三重試験における標準偏差を表す。
【図２Ａ】Ｖｅｒｏ不死化細胞に対するＮＲＲＰの細胞毒性を示す一連のイメージである
。当該イメージは、ＰＢＳ処理、生ＶＳＶ－ＧＦＰ感染、又はＮＲＲＰ感染から２４及び
７２時間後のＶｅｒｏ細胞の蛍光顕微鏡及び明視野顕微鏡イメージのセットである。これ
らの実験では、感染多重度（ＭＯＩ）を１細胞あたり１００粒子に設定した。
【図２Ｂ】処理から７２時間後にレサズリン試験を用いて定量した生存率であり、ＮＲＲ
Ｐの細胞毒性を示すグラフである。エラーバーは三重試験における標準偏差を表す。
【図２Ｃ】生産されるウイルス力価を示すグラフである。ＮＡＮは、ビリオンが検出され
なかったこと、すなわち“数値ではない（not　as　a　number）”ことの意である。
【図３Ａ】ＰＢＳ、生マラバウイルス、及びマラバウイルス由来ＮＲＲＰで処理した白血
病細胞（Ｌ１２１０）及びＶｅｒｏ細胞の、処理から２４時間後に撮影した一連の蛍光顕
微鏡イメージ（４Ｘ）である。
【図３Ｂ】腫瘍細胞から得られたウイルス力価を示すグラフである。
【図３Ｃ】感染から７２時間後のＬ１２１０白血病細胞及びＨＤＦ正常細胞の細胞生存率
を、レサズリン試験を用いて定量化したグラフである。
【図４Ａ】ＰＢＳ、生ＶＳＶ－ＧＦＰ、又はＮＲＲＰで処理したＬ１２１０白血病細胞及
びＶｅｒｏ細胞の蛍光イメージである。
【図４Ｂ】Ｌ１２１０急性白血病細胞及びＶｅｒｏ不死化細胞から得られたウイルス力価
を示すグラフである。
【図５】細胞毒性の喪失が認められる、２０，０００ｍＪ／ｃｍ２のＵＶ線量を照射した
ウイルスのゲノム発現と比較した、ＮＲＲＰのゲノム発現のウエスタンブロットイメージ
である。コントロールには生ウイルスを用いた。１ｘ又は２ｘは、ゲルにロードした蛋白
量を表す。蛋白質は感染から１５時間後に抽出した。
【図６Ａ】化学的に産生したＮＲＲＰ、又はブスルファンによって産生したＮＲＲＰで処
理したＶｅｒｏ細胞の蛍光び明視野イメージのセットである。
【図６Ｂ】図６ＡにおいてＮＲＲＰ産生に用いた用量と同じ用量のブスルファンのみで１
５時間処理したＶｅｒｏ細胞の明視野イメージである。
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【図６Ｃ】生ＶＳＶ－ＧＦＰで処理したＶｅｒｏ細胞の蛍光及び明視野イメージセットで
ある。
【図７Ａ】１Ｅ１０の凍結野生型ＶＳＶを１５ｋＧｙのコバルト６０で照射して産生した
ＮＲＲPで処理したＶｅｒｏ細胞の明視野及び蛍光イメージセットである。
【図７Ｂ】生の野生型ＶＳＶ－ＧＦＰで処理したＶｅｒｏ細胞の明視野及び蛍光イメージ
セットである。
【図７Ｃ】ＰＢＳ中のＶｅｒｏ細胞の明視野及び蛍光イメージセットである。
【図８Ａ】ＰＢＳ又はＭＯＩ＝１００でＮＲＲＰ処理したＬ１２１０及びＨＦＤ細胞の明
視野イメージである。
【図８Ｂ】白血病細胞株及び正常細胞株の生存率をレサズリン試験を用いて定量化したグ
ラフである。マウス細胞株を＊で示す。
【図８Ｃ】ＰＢＳ、生ＶＳＶ-ＧＦＰ、又はＮＲＲＰで処理したヒトＪｕｒｋａｔ　Ｔ細
胞急性白血病、マウスＡ２０　Ｂ細胞リンパ芽球性白血病、Ａ３０1　Ｔ細胞リンパ芽球
性白血病、ＨＬ６０急性前骨髄球性白血病、及び、ＧＭ３８及びＨＤＦ正常細胞株の蛍光
顕微鏡イメージである。
【図９】ＰＢＳ又はＮＲＲＰで処理したＬ１２１０細胞を、アネキシンＶ－ＡＰＣ及び７
－ＡＡＤ染色によるフローサイトメトリーで解析した結果を示すグラフである。
【図１０】Ｌ１２１０急性白血病細胞株を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及びＵＶ－産生
ＮＲＲＰとベンダムスチン（３００μＭ）を組み合わせて処理してから７２時間後に、レ
サズリン試験を行って生存率を定量化したグラフである。
【図１１】Ｌ１２１０急性白血病細胞株を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及びＵＶ－産生
ＮＲＲＰとデキサメサゾン（４５μＭ）を組み合わせて処理してから７２時間後に、レサ
ズリン試験を行って生存率を定量化したグラフである。
【図１２】Ｌ１２１０急性白血病細胞株を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及びＵＶ－産生
ＮＲＲＰとドキソルビシン（０．０２５μＭ）を組み合わせて処理してから７２時間後に
、レサズリン試験を行って生存率を定量化したグラフである。
【図１３】Ｌ１２１０急性白血病細胞株を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及びＵＶ－産生
ＮＲＲＰとビンクリスチン（０．０１２５μＭ）を組み合わせて処理してから７２時間後
に、レサズリン試験を行って生存率を定量化したグラフである。
【図１４】Ｋ５６２Ｐｈ－陽性骨髄性白血病細胞株を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及び
ＵＶ－産生ＮＲＲＰとイダルビシン（０．０５μＭ）を組み合わせて処理してから１５時
間後に、レサズリン試験を行って生存率を定量化したグラフである。
【図１５Ａ】Ｌｅ　Ｂｏｅｕｆらによって提唱された、正常細胞及び抗ウイルスシグナル
伝達経路が障害された腫瘍細胞におけるＮＲＲＰの細胞毒性をシミュレートしたモデル図
である。ＮＲＲＰのキネティクスを説明するために、オリジナルモデルからウイルス増殖
（Ｘ）を削除する改変を行った。破線は腫瘍細胞と関連したＩＦＮ－欠損を表す。
【図１５Ｂ】抗ウイルスシグナル伝達経路の障害と、ＮＲＲＰで処理してから７２時間後
の生存率との関係をシミュレートしたグラフである。
【図１５Ｃ】正常ＨＤＦ細胞において、ＭＯＩと、ＩＦＮの存在下又は非存在下でＮＲＲ
Ｐをインビトロで感染させてから７２時間後の生存率との関係を示すグラフである。
【図１５Ｄ】Ｌ１２１０白血病細胞において、ＭＯＩと、ＩＦＮの存在下又は非存在下で
ＮＲＲＰをインビトロで感染させてから７２時間後の生存率との関係を示すグラフである
。
【図１６Ａ】急性転化した慢性白血病患者に由来する２種類のサンプルを、ＰＢＳ又はＮ
ＲＲＰで処理した明視野顕微鏡イメージである。
【図１６Ｂ】急性白血病患者（ＣＭＬ急性転化）の末梢血サンプルの蛍光性顕微鏡イメー
ジ（４Ｘ）である。当該サンプルは、ＰＢＳ、生ＶＳＶ－ＧＦＰ、又はＧＦＰをコードす
るＮＲＲＰで処理した末梢血サンプルを濃縮して調製した。イメージはＭＯＩ＝１００で
感染させてから２４時間後のものである。
【図１６Ｃ】図１６Ａ及び図１６Ｂに示したデータを補足する、フローサイトメトリーの
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ダイアグラムである。急性転化ＣＭＬ患者に由来する２種類のサンプルを、ＰＢＳ又はＮ
ＲＲＰ（ＭＯＩ＝１００）で処理してから４８時間後に、アネキシンＶ及びＣＤ３３染色
によるフローサイトメトリーを行った。当該ＣＤ３３陽性の芽球細胞集団は、前記細胞を
長期培養することで濃縮した。
【図１６Ｄ】前記ＰＢＳ又はＮＲＲＰで処理した２種類のＣＭＬ急性転化患者サンプルに
対し、ＣＤ３３染色によるフローサイトメトリーで解析した結果を表すグラフである。
【図１７Ａ】ＰＢＳ又はＮＲＲＰで１８時間処理した健康な骨髄サンプルの明視野顕微鏡
イメージである。
【図１７Ｂ】ＰＢＳ又はＮＲＲＰで６５時間処理した健康な骨髄サンプルにおける、アネ
キシンＶ染色の定量結果を示すグラフである。
【図１８Ａ】マウスの急性転化処理モデルにおける生存曲線を示すグラフである。１日目
にマウスにＬ１２１０を曝露した後、ＮＲＲＰ又はＰＢＳを１日３回投与した。
【図１８Ｂ】Ｌ１２１０を有するマウスにおいて、急性転化期に、ＮＲＲＰによって誘導
されたサイトカインをルミネックスに基づいて定量化したグラフである。同定されたサイ
トカインは全て、ＮＲＲＰ処理したマウスでは２倍以上誘導されており、統計的に有意で
あった（ｎｏｎ－ｐａｉｒｅｄ　ｔ－ｔｅｓｔ　ｐＶ＜０．０５）。ｐＶは多重仮説検定
を考慮して補正した（Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ＆Ｈｏｃｈｂｅｒｇ法）。
【図１９】免疫原性アポトーシスモデルであるイミューノコンピテントな（ｉｍｍｕｎｏ
ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ）マウスの生存曲線を示すグラフである。１日目のＬ１２１０曝露に
先立って、ＮＲＲＰ存在下又は非存在下で培養し且つガンマ線照射したＬ１２１０細胞を
、週１回、計３回マウスに投与した。
【図２０】骨髄腫細胞株ＭＰＣ－１１及びＲＰＭＩ－８２２６を、ＰＢＳ又はＮＲＲＰで
処理してから１５時間後の明視野顕微鏡イメージである。ＮＲＲＰはＭＯＩ＝２５０で投
与した。これは、正常細胞に対し、生存率に影響しないことが確認されている用量である
。
【図２１】骨髄腫細胞株ＭＰＣ－１１及びＲＰＭＩ－８２２６をＭＯＩ＝２５０でＮＲＲ
Ｐ処理してから１５時間後に、レサズリン試験を用いて生存率を定量化したグラフである
。ＳＲ４９８７は正常な骨髄間質細胞株である。
【図２２】多発性骨髄腫細胞株ＭＰＣ－１１を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及びＵＶ－
産生ＮＲＲＰとメルファラン（２０μＭ）を組み合わせて処理してから７２時間後に、レ
サズリン試験を行って生存率を定量化したグラフである。
【図２３】多発性骨髄腫細胞株ＭＰＣ－１１を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及びＵＶ－
産生ＮＲＲＰとＳｅｃｏｎｄ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ａｃｔｉｖ
ａｔｏｒ　ｏｆ　ｃａｓｐａｓｅ（ＳＭＡＣ）類似物質であるＬＣＬ１６１（１５μＭ）
を組み合わせて処理してから７２時間後に、レサズリン試験を行って生存率を定量化した
グラフである。
【図２４】多発性骨髄腫細胞株ＲＰＭＩ－８２２６を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及び
ＵＶ－産生ＮＲＲＰとカルフィルゾミブ（５ｎＭ）を組み合わせて処理してから７２時間
後に、レサズリン試験を行って生存率を定量化したグラフである。
【図２５Ａ】ＰＢＳ又はＮＲＲＰで処理してから２４時間後のマウス遅発性（ｄｅｌａｙ
ｅｄ）脳腫瘍グリオブラストーマ細胞株（ＤＢＴ）の明視野顕微鏡イメージである。
【図２５Ｂ】ＰＢＳ又はＮＲＲＰで処理してから２４時間後の星状細胞腫細胞株（Ｋ１４
９１）の明視野顕微鏡イメージである。
【図２５Ｃ】ＰＢＳ又はＮＲＲＰで処理してから２４時間後のマウスグリオーマ細胞株（
ＧＬ２６１）の明視野顕微鏡イメージである。
【図２６】正常コントロールＨＤＦＮに対する脳癌細胞株ＤＢＴ、Ｋ１４９１、Ｋ１４９
２、ＣＴ２Ａ及びＧＬ２６１の細胞生存率を、レサズリン試験を用いて定量化したグラフ
である。
【図２７】ＣＴ２Ａグリオブラストーマ細胞株を、ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理、及びＵＶ
－産生ＮＲＲＰとＨＤＡＣ阻害剤であるＳＡＨＡ（１０μＭ）を組み合わせて処理してか
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【図２８Ａ】抵抗性固形腫瘍細胞株における、ＮＲＲＰによる腫瘍細胞毒性を示す蛍光性
顕微鏡イメージセット（４Ｘ）である。このイメージセットは、ＰＢＳ、生ＶＳＶ、及び
ＮＲＲＰで処理してから２４時間後の、マウス乳癌細胞（４Ｔ１）及びヒト腎臓癌細胞（
７８６－０）を表す。
【図２８Ｂ】ＰＢＳ、生ＶＳＶ、及びＮＲＲＰで処理（感染）してから７２時間後の抵抗
性固形腫瘍細胞株、乳癌（４Ｔ１）及び腎臓癌（７８６－０）細胞における、ＮＲＲＰの
腫瘍細胞毒性を示す明視野顕微鏡イメージである。
【図２８Ｃ】ＰＢＳ、生ＶＳＶ、及びＮＲＲＰで処理（感染）してから７２時間後の抵抗
性固形腫瘍細胞株、乳癌（４Ｔ１）及び腎臓癌（７８６－０）細胞の細胞生存率を、レサ
ズリン試験を用いて定量化したグラフである。
【図２９】皮下ＣＴ－２６大腸癌の埋め込みから１６日、１８日、及び２１日後に、２Ｅ
９　ＵＶ－産生ＮＲＲＰで処理したマウスにおける延命効果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　　前記ＮＲＶＰは、ウイルス由来粒子が細胞の表面に結合して内部移行するのに十分な
数の機能的Ｇ蛋白質を表面に有するエンベロープを有する。前記ＮＲＶＰは、新生ウイル
ス粒子のアセンブリーに必要な全タンパク質をコードする配列を有するＲＮＡポリヌクレ
オチド、及び、前記ＲＮＡポリヌクレオチドを取り囲む構造体を形成する蛋白質混合物を
も有する。しかしながら、前記ＮＲＶＰゲノムが新生ウイルスの形成に必要な前記蛋白質
を産生できないように、前記ＮＲＶＰのＲＮＡ構造は、十分に架橋されるか、あるいは、
ＲＮＡの不連続なセグメントを形成するよう切断される。例えば、前記粒子が細胞内にあ
る場合、前記ＲＮＡ配列は、ｍＲＮＡへの転写、蛋白質への翻訳、あるいはその両方が行
われないかもしれない。転写及び／又は翻訳が損なわれる又は欠如するということは、細
胞において不十分な蛋白質が産生され、新生ウイルス粒子のアセンブリーができないとい
うことを意味する。
【００２３】
　機能的Ｇ蛋白質は、下記に示される配列番号１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）を含む配列
を含んでもよい。前記配列は、水疱性口内炎インディアナウイルスの成熟糖蛋白質ペプチ
ドの配列である。この機能的Ｇ蛋白質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＰ　９５５５４
８．１である。
kftivfphnq kgnwknvpsn yhycpsssdl nwhndligta iqvkmpkshk aiqadgwmch
askwvttcdf rwygpkyitq sirsftpsve qckesieqtk qgtwlnpgfp pqscgyatvt
daeavivqvt phhvlvdeyt gewvdsqfin gkcsnyicpt vhnsttwhsd ykvkglcdsn
lismditffs edgelsslgk egtgfrsnyf ayetggkack mqyckhwgvr lpsgvwfema
dkdlfaaarf pecpegssis apsqtsvdvs liqdverild yslcqetwsk iraglpispv
dlsylapknp gtgpaftiin gtlkyfetry irvdiaapil srmvgmisgt tterelwddw
apyedveigp ngvlrtssgy kfplymighg mldsdlhlss kaqvfehphi qdaasqlpdd
eslffgdtgl sknpielveg wfsswkssia sfffiiglii glflvlrvgi hlciklkhtk
krqiytdiem nrlgk (SEQ ID NO: 1)
【００２４】
　代わりに、前記機能的Ｇ蛋白質は、細胞表面に結合して当該粒子の内部移行が可能な限
り、配列番号１の配列と少なくとも７５％同一の配列を含んでもよい。例えば、細胞の表
面へ結合し、前記粒子の内部移行を効する前記蛋白質の能力を阻害することなく、アミノ
酸の保存的置換を行うことができる。保存的置換の例は、下記の表１に示される。
【００２５】



(8) JP 6612619 B2 2019.11.27

10

20

30

40

50

【表１】

【００２６】
　　膜貫通ドメインなどの細胞表面結合に参加しない前記Ｇ蛋白質の一部において行われ
る保存的置換は少ないが、一方で、Ｇ蛋白質受容体と相互作用する前記蛋白質の一部にお
いてはより多くの保存的置換が必要となり得る。Ｇ蛋白質は、当該技術分野において既知
であり、当業者は、細胞の表面に結合して、前記粒子が内部移行する前記蛋白質の能力を
阻害しないアミノ酸置換を見出すことができる。
【００２７】
　前記ＲＮＡを取り囲む構造体を形成する蛋白質混合物が、少なくともＮ、Ｐ、Ｍ、及び
Ｌ蛋白質を含んでもよい。Ｎ、Ｐ、Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質を有するＮＲＶＰは、ラブドウイ
ルス由来ＮＲＶＰを含んでもよい。ラブドウイルス由来ＮＲＶＰは、非複製型ラブドウイ
ルス由来粒子（ＮＲＲＰ）として規定されてもよい。本開示の目的のため、“ラブドウイ
ルス（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ）”（ＮＣＢＩ　タクソノミー　ＩＤ：１１２７０）とい
う用語は、次のウイルス及びそれらの変異体の属のいずれか一つを含んでもよい：サイト
ラブドウイルス（Ｃｙｔｏｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ）（ＮＣＢＩ　タクソノミー　ＩＤ：
１１３０５）、エフェメロウイルス（Ｅｐｈｅｍｅｒｏｖｉｒｕｓ）（ＮＣＢＩ　タクソ
ノミー　ＩＤ：３２６１３）、ベシクロウイルス（Ｖｅｓｉｃｕｌｏｖｉｒｕｓ）（ＮＣ
ＢＩ　タクソノミー　ＩＤ：１１２７１）、未分類ジマラブドウイルススーパーグループ
（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ　Ｄｉｍａｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓｓｕｐｅｒｇｒｏｕｐ）
（ＮＣＢＩ　タクソノミー　ＩＤ：３４９１６６）、リッサウイルス（Ｌｙｓｓａｖｉｒ
ｕｓ）（ＮＣＢＩ　タクソノミー　ＩＤ：１１２８６）、ノビラブドウイルス（Ｎｏｖｉ
ｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ）（ＮＣＢＩ　タクソノミー　ＩＤ：１８６７７８）、ヌクレオ
ラブドウイルス（Ｎｕｃｌｅｏｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ）（ＮＣＢＩ　タクソノミー　Ｉ
Ｄ：１１３０６）、アサインされていないラブドウイルス（ｕｎａｓｓｉｇｎｅｄ　ｒｈ
ａｂｄｏｖｉｒｕｓ）（ＮＣＢＩ　タクソノミー　ＩＤ：６８６６０６）、及び、未分類
ラブドウイルス（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ　ｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ）（ＮＣＢＩ　タ
クソノミー　ＩＤ：３５３０３）。ラブドウイルスファミリーにおける種は、マラバウイ
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ルス、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）及びファーミントンウイルス（Ｆａｒｍｉｎｇｔ
ｏｎ　ｖｉｒｕｓ）を含むが、これらに限定されない。
【００２８】
　前記Ｎ蛋白質は、以下に示される配列番号２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）を含む配列を
含んでもよい。前記配列は、水疱性口内炎インディアナウイルスのヌクレオカプシド蛋白
質の配列である。このＮ蛋白質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＣ　０４１７１２．１
である。
msvtvkriid ntvivpklpa nedpveypad yfrkskeipl yinttkslsd lrgyvyqglk
sgnvsiihvn sylygalkdi rgkldkdwss fginigkagd tigifdlvsl kaldgvlpdg
vsdasrtsad dkwlplyllg lyrvgrtqmp eyrkklmdgl tnqckmineq feplvpegrd
ifdvwgndsn ytkivaavdm ffhmfkkhec asfrygtivs rfkdcaalat fghlckitgm
stedvttwil nrevademvq mmlpgqeidk adsympylid fglsskspys svknpafhfw
gqltalllrs trarnarqpd dieytsltta gllyayavgs sadlaqqfcv gdnkytpdds
tgglttnapp qgrdvvewlg wfedqnrkpt pdmmqyakra vmslqglrek tigkyaksef
dk (SEQ ID NO: 2)
【００２９】
　代わりに、前記Ｎ蛋白質は、前記蛋白質構造体の形成に参加できる限り、配列番号２の
配列と少なくとも８０％同一の配列を含んでもよい。例えば、前記蛋白質構造体の形成に
参加する蛋白質の能力を阻害することなく、アミノ酸の保存的置換を行うことができる。
保存的置換の例は、表１に示される。
【００３０】
　前記Ｐ蛋白質は、以下に示される配列番号３（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）を含む配列を
含んでもよい。前記配列は、水疱性口内炎インディアナウイルスのＮＳ蛋白質の配列であ
る。このＰ蛋白質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＣ　０４１７１３．１である。
mdnltkvrey lksysrldqa vgeideieaq raeksnyelf qedgveehtk psyfqaadds
dtesepeied nqglyaqdpe aeqvegfiqg plddyadeev dvvftsdwkp pelesdehgk
tlrltspegl sgeqksqwls tikavvqsak ywnlaectfe asgegvimke rqitpdvykv
tpvmnthpsq seavsdvwsl sktsmtfqpk kaslqpltis ldelfssrge fisvggdgrm
shkeaillgl rykklynqar vkysl (SEQ ID NO: 3)
【００３１】
　代わりに、前記Ｐ蛋白質は、前記蛋白質構造体の形成に参加できる限り、配列番号３の
配列と少なくとも８０％同一の配列を含んでもよい。例えば、前記蛋白質構造体の形成に
参加する蛋白質の能力を阻害することなく、アミノ酸の保存的置換を行うことができる。
保存的置換の例は、表１に示される。
【００３２】
　前記Ｍ蛋白質は、以下に示される配列番号４（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４）を含む配列を
含んでもよい。前記配列は、水疱性口内炎インディアナウイルスのマトリックス蛋白質の
配列である。このＭ蛋白質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＣ　０４１７１４．１であ
る。
msslkkilgl kgkgkkskkl giapppyeed tsmeyapsap idksyfgvde mdtydpnqlr
yekffftvkm tvrsnrpfrt ysdvaaavsh wdhmyigmag krpfykilaf lgssnlkatp
avladqgqpe yhthcegray lphrmgktpp mlnvpehfrr pfniglykgt ieltmtiydd
esleaapmiw dhfnsskfsd frekalmfgl ivekkasgaw vldsishfk (SEQ ID NO: 4)
【００３３】
　代わりに、前記Ｍ蛋白質は、前記蛋白質構造体の形成に参加できる限り、配列番号４の
配列と少なくとも８０％同一の配列を含んでもよい。例えば、前記蛋白質構造体の形成に
参加する蛋白質の能力を阻害することなく、アミノ酸の保存的置換を行うことができる。
保存的置換の例は、表１に示される。
【００３４】
　前記Ｌ蛋白質は、以下に示される配列番号５（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５）を含む配列を
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含んでもよい。前記配列は水疱性口内炎インディアナウイルスのポリメラーゼ蛋白質の配
列である。前記Ｌ蛋白質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＣ　０４１７１６．１である
。
mevhdfetde fndfneddya treflnpder mtylnhadyn lnsplisddi dnlirkfnsl
pipsmwdskn wdgvlemlts cqanpistsq mhkwmgswlm sdnhdasqgy sflhevdkea
eitfdvvetf irgwgnkpie yikkerwtds fkilaylcqk fldlhkltli lnavsevell
nlartfkgkv rrsshgtnic rirvpslgpt fisegwayfk kldilmdrnf llmvkdviig
rmqtvlsmvc ridnlfseqd ifsllniyri gdkiverqgn fsydlikmve picnlklmkl
aresrplvpq fphfenhikt svdegakidr girflhdqim svktvdltlv iygsfrhwgh
pfidyytgle klhsqvtmkk didvsyakal asdlarivlf qqfndhkkwf vngdllphdh
pfkshvkent wptaaqvqdf gdkwhelpli kcfeipdlld psiiysdksh smnrsevlkh
vrmnpntpip skkvlqtmld tkatnwkefl keidekgldd ddliiglkgk erelklagrf
fslmswklre yfviteylik thfvpmfkgl tmaddltavi kkmldsssgq glksyeaici
anhidyekwn nhqrklsngp vfrvmgqflg ypslierthe ffeksliyyn grpdlmrvhn
ntlinstsqr vcwqgqeggl eglrqkgwti lnllviqrea kirntavkvl aqgdnqvict
qyktkksrnv velqgalnqm vsnnekimta ikigtgklgl linddetmqs adylnygkip
ifrgvirgle tkrwsrvtcv tndqiptcan imssvstnal tvahfaenpi namiqynyfg
tfarlllmmh dpalrqslye vqdkipglhs stfkyamlyl dpsiggvsgm slsrfliraf
pdpvteslsf wrfihvhars ehlkemsavf gnpeiakfri thidklvedp tslniamgms
panllktevk kcliesrqti rnqvikdati ylyheedrlr sflwsinplf prflsefksg
tflgvadgli slfqnsrtir nsfkkkyhre lddlivrsev sslthlgklh lrrgsckmwt
csathadtlr ykswgrtvig ttvphpleml gpqhrketpc apcntsgfny vsvhcpdgih
dvfssrgplp aylgsktses tsilqpwere skvplikrat rlrdaiswfv epdsklamti
lsnihsltge ewtkrqhgfk rtgsalhrfs tsrmshggfa sqstaaltrl mattdtmrdl
gdqnfdflfq atllyaqitt tvardgwits ctdhyhiack sclrpieeit ldssmdytpp
dvshvlktwr ngegswgqei kqiyplegnw knlapaeqsy qvgrcigfly gdlayrksth
aedsslfpls iqgrirgrgf lkglldglmr asccqvihrr slahlkrpan avyggliyli
dklsvsppfl sltrsgpird eletiphkip tsyptsnrdm gvivrnyfky qcrliekgky
rshysqlwlf sdvlsidfig pfsisttllq ilykpflsgk dknelrelan lssllrsgeg
wedihvkfft kdillcpeei rhackfgiak dnnkdmsypp wgresrgtit tipvyytttp
ypkmlemppr iqnpllsgir lgqlptgahy kirsilhgmg ihyrdflscg dgsggmtaal
lrenvhsrgi fnsllelsgs vmrgaspepp saletlggdk srcvngetcw eypsdlcdpr
twdyflrlka glglqidliv mdmevrdsst slkietnvrn yvhrildeqg vliyktygty
iceseknavt ilgpmfktvd lvqtefsssq tsevymvckg lkklidepnp dwssineswk
nlyafqsseq efarakkvst yftltgipsq fipdpfvnie tmlqifgvpt gvshaaalks
sdrpadllti slfymaiisy yninhirvgp ippnppsdgi aqnvgiaitg isfwlslmek
diplyqqcla viqqsfpirw eavsvkggyk qkwstrgdgl pkdtrtsdsl apignwirsl
elvrnqvrln pfneilfnql crtvdnhlkw snlrrntgmi ewinrriske drsilmlksd
lheenswrd (SEQ ID NO: 5)
【００３５】
　代わりに、前記Ｌ蛋白質は、前記蛋白質構造体の形成に参加できる限り、配列番号５と
少なくとも７０％同一の配列を含んでもよい。例えば、前記蛋白質構造体の形成に参加す
る蛋白質の能力を阻害することなく、アミノ酸の保存的置換を行うことができる。保存的
置換の例は、表１に示される。
【００３６】
　いくつかの実施例において、前記ＮＲＶＰが結合し、細胞に内部移行した後、前記ＮＲ
ＶＰは機能的Ｎ、Ｐ、Ｍ及びＧ蛋白質を産生し得る。しかしながら、前記ＮＲＶＰは機能
的Ｌ蛋白質を産生する能力を欠く、又は、その能力が低い。機能的Ｌ蛋白質なしで、ある
いは、正確な量の機能的Ｌ蛋白質なしでは、新生ウイルス粒子をアセンブルさせることが
できない。
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【００３７】
　その他の例において、前記ＮＲＶＰが結合し、細胞に内部移行した後、前記ＮＲＶＰは
機能的Ｎ、Ｐ及びＭ蛋白質を産生し得る。しかしながら、前記ＮＲＶＰは機能的Ｇ及びＬ
蛋白質を産生する能力を欠く、又は、その能力が低い。機能的Ｇ及びＬ蛋白質なしで、あ
るいは、正確な量又は比率の機能的Ｇ及びＬ蛋白質なしでは、新生ウイルス粒子をアセン
ブルさせることができない。
【００３８】
　その他の例において、前記ＮＲＶＰが結合し、細胞に内部移行した後、前記ＮＲＶＰは
機能的Ｎ及びＰ蛋白質を産生し得る。しかしながら、前記ＮＲＶＰは機能的Ｍ、Ｇ及びＬ
蛋白質を産生する能力を欠く、又は、その能力が低い。機能的Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質なしで
、あるいは、正確な量又は比率の機能的Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質なしでは、新生ウイルス粒子
をアセンブルさせることができない。
【００３９】
　その他の例において、前記ＮＲＶＰが結合し、細胞に内部移行した後、前記ＮＲＶＰは
機能的Ｎ蛋白質を産生し得る。しかしながら、前記ＮＲＶＰは機能的Ｐ、Ｍ、Ｇ及びＬ蛋
白質を産生する能力を欠く、又は、その能力が低い。機能的Ｐ、Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質なし
で、あるいは、正確な量又は比率の機能的Ｐ、Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質なしでは、新生ウイル
ス粒子をアセンブルさせることができない。
【００４０】
　その他の例において、前記ＮＲＶＰは機能的Ｎ、Ｐ、Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質を産生する能
力を欠く、又は、その能力が低い。機能的Ｎ、Ｐ、Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質なしで、あるいは
、正確な量又は比率の機能的Ｎ、Ｐ、Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質なしでは、新生ウイルス粒子は
アセンブルさせることができない。
【００４１】
　前記非複製型ウイルス由来粒子が細胞の表面へ結合し、内部移行できるようになるため
に、前記ＮＲＶＰはウイルス粒子のエンベロープに十分な数の機能的Ｇ蛋白質を有さなけ
ればならない。前記野生型ウイルス粒子上に見い出されるＧ蛋白質の少なくとも５％のＧ
蛋白質を有する前記ＮＲＶＰは、細胞へ結合し、内部移行することが可能になると期待さ
れる。前記ＮＲＶＰが前記野生型ウイルス粒子で発見されたＧ蛋白質の少なくとも５０％
のＧ蛋白質を有することが好ましく、前記ＮＲＶＰが前記野生型ウイルス粒子で発見され
たＧ蛋白質の少なくとも１００％のＧ蛋白質を有することがより好ましい。具体的な例に
おいて、前記ＮＲＶＰは１粒子あたり少なくとも６０の機能的Ｇ蛋白質、１粒子あたり少
なくとも６００の機能的Ｇ蛋白質、又は、１粒子あたり少なくとも１２００の機能的Ｇ蛋
白質を有する。
【００４２】
　上述の通り、前記ＮＶＲＰは、新生ウイルス粒子アセンブリーに必要な全ての蛋白質を
コードする配列を有するＲＮＡを含む。前記ＮＶＲＰが細胞内にある場合、前記ＲＮＡ配
列がこれらの蛋白質を産生できなくなる原因の一つは、前記ＲＮＡがそのような程度まで
架橋されると蛋白質の産生が減少する、又は、止まってしまうからである。いくつかの例
において、前記ＲＮＡ配列から蛋白質の産生を減少させる、又は、止めるためには、少な
くとも０．０５％の架橋されたヌクレオチドで十分である。その他の例において、前記架
橋されたＲＮＡは架橋されたヌクレオチドを少なくとも０．５％含んでもよい。少なくと
も１％のヌクレオチドを架橋させることが好ましく、少なくとも１０％又は少なくとも２
０％のヌクレオチドを架橋させることがより好ましい。
【００４３】
　前記ヌクレオチドの架橋は、Ｇ蛋白質が細胞表面へ結合できなくなる可能性を増加させ
得る。したがって、８０％より少ない前記ヌクレオチドを架橋させることが好ましい。
【００４４】
　前記ＲＮＡ構造のヌクレオチドは、他のＲＮＡヌクレオチド、ＲＮＡを取り囲む蛋白質
構造体の蛋白質におけるアミノ酸、あるいは、その両方へ架橋されてもよい。
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【００４５】
　前記架橋されたＲＮＡ構造に加えて、ＲＮＡを取り囲む蛋白質構造体はアミノ酸を有し
てもよい。前記アミノ酸は、前記蛋白質構造体の別の蛋白質に架橋される、又は、同一の
蛋白質の別のアミノ酸に架橋される、又は、前記ＲＮＡ構造に架橋される、あるいは、そ
の組み合わせのいずれかである。
【００４６】
　さらに、前記ＮＲＶＰ　ＲＮＡ構造は、前記Ｐ及びＬ蛋白質によってコードされる前記
ＮＲＶＰ　ＲＮＡポリメラーゼ活性機能を喪失させることによって複製ができなくなって
もよい。これは、ＲＮＡ構造にＰ及びＬ蛋白質を十分に架橋させることによって、又は、
その他の蛋白質へＰ及びＬ蛋白質を架橋させることによって、あるいは、Ｐ及びＬ蛋白質
の機能が損なわれるようにＮＲＶＰ蛋白質構造体を損傷することによって、達成できる。
【００４７】
　前記ＮＲＶＰが細胞内にある場合、前記ＲＮＡ配列がこれらの蛋白質を産生できなくな
る別の原因は、前記ＲＮＡ構造がＲＮＡの不連続なセグメントを形成するよう切断される
からである。ラブドウイルスなどのＲＮＡウイルスは、ウイルス複製に必要な蛋白質をコ
ードする全ての遺伝子の配列を含む一つの連続するＲＮＡポリヌクレオチドを有する。一
つの連続するポリヌクレオチドを二つ以上の不連続なＲＮＡポリヌクレオチドに切断する
ことは、不完全なゲノム転写、翻訳、あるいはその両方につながる。転写開始点のないポ
リヌクレオチド上にコードされた蛋白質は、転写することができない。さらに、ゲノムは
、全長複製すること、及び、新生ウイルス粒子に適切に取り込まれることができなくなり
、ウイルス粒子産生を阻害する。
【００４８】
　ＮＲＶＰは、少なくとも２の不連続なＲＮＡポリヌクレオチドを含んでもよく、それら
は転写開始点を有するものに限る。しかしながら、前記ＲＮＡは２以上のセグメントに切
断することが好ましい。したがって、ＮＲＶＰは、少なくとも５、より好ましくは少なく
とも１０、さらに好ましくはすくなくとも１００の不連続なＲＮＡポリヌクレオチドを含
むことが好ましい。
【００４９】
　ＲＮＡウイルスは、約１１，０００のヌクレオチドを持つＲＮＡ配列を有してもよい。
１１，０００又はそれ以上のヌクレオチドを持つＲＮＡ配列を有するＲＮＡウイルスにお
いて、１０，０００より少ないヌクレオチドを持つセグメントになるように前記ＲＮＡを
切断することが望ましい。１１，０００のヌクレオチドを持つＲＮＡウイルスの切断によ
って生じるＮＲＶＰは、１０，０００より少ないヌクレオチドを持つＲＮＡセグメントを
少なくとも一つ有し、１，０００より少ないヌクレオチドを持つ別のＲＮＡセグメントを
有することができるようになる。一つのセグメントのみが転写開始点を有するため、又は
、配列をコードする蛋白質が不連続であるため、その他のセグメントは転写又は翻訳する
ことができず、そのセグメントにコードされたいずれの蛋白質も産生されない。
【００５０】
　前記ＲＮＡをより小さく切断することが好ましい。例えば、前記の不連続なＲＮＡポリ
ヌクレオチドは、７０００より少ない、５０００より少ない、３０００より少ない、又は
、１０００より少なくてもよい。
【００５１】
　非複製型ウイルス由来粒子は、Ｎ、Ｐ、Ｍ、Ｇ及びＬ蛋白質をコードする配列を有する
ＲＮＡを含む生ウイルスから産生される。前記非複製型ウイルス由来粒子は、前記ウイル
ス由来粒子をＵＶ吸収化合物から任意で分離して、前記生ウイルスをＲＮＡ構造に架橋す
るため、又は、ＲＮＡ構造を切断するためにＲＮＡ傷害剤に曝露して、前記ＲＮＡが新生
ウイルス粒子のアセンブリーに必要な蛋白質を産生することを阻害することによって産生
される。
【００５２】
　前記ウイルス由来粒子が細胞内にある場合、前記ＲＮＡポリヌクレオチドからｍＲＮＡ
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への転写が減少する、及び／又は、当該ｍＲＮＡから蛋白質への翻訳が減少するように、
前記生ウイルスのＲＮＡ構造は十分に架橋される。同様に、前記ウイルス由来粒子が細胞
内にある場合、前記ＲＮＡポリヌクレオチドからｍＲＮＡへの転写が減少、及び／又は、
当該ｍＲＮＡから蛋白質への翻訳が減少するように、前記生ウイルスのＲＮＡ構造は十分
に不連続なＲＮＡセグメントへ切断される。
【００５３】
　前記ＲＮＡの架橋は、前記生ウイルスを電磁放射に曝露することで達成され得る。前記
電磁放射は、約１ｍｍより短い波長であってもよい。電磁放射に係るエネルギーは、前記
波長が短くなるにつれて増加する。増加したエネルギーはＤＮＡへの傷害と関連する。こ
れは、ＵＶ線、Ｘ線及びガンマ線への曝露による発癌率の増加によって証明される。した
がって、前記電磁放射は、約５００ｍｍより短い波長であることが好ましく、約２８０ｍ
ｍより短い波長であることがより好ましい。具体的な例において、前記波長は約０．１ピ
コメートルから２８０ｎｍの間である。
【００５４】
　蛋白質の架橋よりヌクレオチドの架橋を優先的に誘導するような波長である、約１００
から約２８０ｎｍの間の波長を有する電磁放射を使用することが望ましい。前記電磁放射
がＵＶスペクトル内にある場合、つまり約１００ｎｍと約４００ｎｍの間の波長である時
、前記生ウイルスを含む溶液は約１００ｍＪ／ｃｍ２と８，０００ｍＪ／ｃｍ２の間の線
量の電磁放射線に曝露されてもよい。好ましくは、前記線量は約１５０ｍＪ／ｃｍ２と約
５，０００ｍＪ／ｃｍ２の間である。より好ましくは、前記線量は約１５０ｍＪ／ｃｍ２

と約１，０００ｍＪ／ｃｍ２の間である。さらに好ましくは、前記線量は約１５０ｍＪ／
ｃｍ２と約５００ｍＪ／ｃｍ２の間である。最も好ましくは、前記線量は約１５０ｍＪ／
ｃｍ２と約３００ｍＪ／ｃｍ２の間である。
【００５５】
　実際の線量は、前記溶液の特性に依存してもよい。例えば、もし前記溶液がＵＶ線を吸
収する色素を含む場合、より多くの線量が必要となる。同様に、もし前記溶液が一点から
放射され、その容器が大きい場合、ＵＶ線の最大強度に曝露されない生ウイルスが存在す
るかもしれない。このような状況において、より多くの線量、又は、前記溶液の攪拌が有
益となり得る。当業者は、適切な線量を提供するために必要なパラメータを決定すること
ができるであろう。
【００５６】
　前記生ウイルスを保持する媒体が濁っている、色素を含んでいる、あるいは、ＵＶ線を
吸収する場合、Ｘ線（すなわち、０．０１と１０ｎｍの間の波長を有する電磁放射）、又
は、ガンマ線（すなわち、１０ピコメートルより短い波長を有する電磁放射）で前記生ウ
イルスを電磁放射することが望ましい。前記電磁放射がガンマ線照射である場合、前記生
ウイルスは約１ｋＧｙと約５０ｋＧｙの間の線量に曝露されてもよい。より好ましくは、
前記線量は約５ｋＧｙと約２０ｋＧｙの間である。前記ガンマ線は、コバルト６０から産
生されてもよい。
【００５７】
　前記生ウイルスは４℃又はそれ以下の温度で前記電磁放射に曝露されてもよい。例えば
、前記生ウイルスは、約４℃でＵＶ線照射に曝露されてもよい。他の例において、前記生
ウイルスは、約－８０℃でガンマ線照射に曝露されてもよい。さらに他の例において、前
記生ウイルスは、約－１３０℃でガンマ線照射に曝露されてもよい。
【００５８】
　上述の通り、ＲＮＡのｍＲＮＡへの転写、又は、ｍＲＮＡの蛋白質への翻訳、あるいは
その両方を減少させる又は阻害するため、前記ＲＮＡ構造は架橋される、又は、十分に不
連続なＲＮＡセグメントに切断されてもよい。上述した前記電磁照射に加えて、ＲＮＡ架
橋能を有するアルキル化剤、又は、ＲＮＡ切断能を有するフリーラジカル発生剤などの、
化学薬剤に前記生ウイルスを曝露することでも達成できる。このような架橋剤の例として
は、ブスルファン、シクロフォスファミド、メルファラン、ホルムアルデヒド、カルボジ
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イミド及びビススルホスクシンイミジルスベラートが挙げられる。フリーラジカル発生剤
の例としては、パーオキサイド、臭化水素、過酸化アンモニウム及びヒドロキシルラジカ
ルが挙げられる。
【００５９】
　前記ウイルス粒子を産生するために使用される増殖培地を分画することによって、前記
生ウイルスをＵＶ吸収化合物から分離させてもよい。前記増殖培地は、例えばスクロース
密度勾配中で分画されてもよい。前記ＮＲＶＰの調製後、前記ウイルス由来粒子を含む希
釈液を分画又は濾過することで、前記ＮＲＶＰを分離させることができる。前記希釈液は
、例えばスクロース密度勾配中で分画、又は、タンジェンシャルフローフィルトレーショ
ン（ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ　ｆｌｏｗ　ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）によって濾過されてもよ
い。
【００６０】
　本開示は、上述の非複製型ウイルス由来粒子を患者に投与することで、免疫応答を刺激
する方法も含む。前記ＮＲＶＰの投与は、患者内にサイトカインの発現及び放出を誘導す
る。患者内に放出され得る代表的なサイトカインの例として、インターロイキン、インタ
ーフェロン、炎症性サイトカイン、ＣＸＣケモカインファミリーメンバー、腫瘍壊死因子
ファミリーメンバー、又はこれらのあらゆる組み合わせが挙げられる。これらのファクタ
ーが、腫瘍抗原を提示又は認識させる。
【００６１】
　本開示は、患者内の癌性細胞の細胞死を誘導する方法を含む。前記方法は、上述の非複
製型ウイルス由来粒子を患者に投与することを含む。
【００６２】
　本開示は、癌性細胞又は非癌性細胞の細胞死を好ましく誘導する方法も含む。前記方法
は、上述の非複製型ウイルス由来粒子を患者に投与することを含む。
【００６３】
　前記細胞死は、例えば前記ＮＲＶＰ、又は、前記ＮＲＶＰの構成物の存在によって細胞
内で起こるアポトーシスによるものであってもよい。また、細胞死は自然免疫エフェクタ
ー細胞、適応免疫エフェクター細胞、又はこれらのあらゆる組み合わせのリクルートによ
るものであり、例えば細胞によって放出されたサイトカインによって引き起こされてもよ
い。前記適応免疫エフェクター細胞は、Ｔ細胞、Ｂ細胞、あるいはその両方であってもよ
い。前記自然免疫エフェクター細胞は、マスト細胞、食細胞（マクロファージ、好中球、
又は樹状細胞など）、好塩基球、好酸球、ナチュラルキラー細胞、γδＴ細胞、又はこれ
らのあらゆる組み合わせであってもよい。
【００６４】
　免疫応答を刺激するため、又は、癌性細胞の細胞死を誘導するため、患者は十分な数の
ＮＲＶＰで治療される。前記ＮＲＶＰは生ウイルス粒子を形成しないため、複製可能なウ
イルスを用いた治療よりも多い量で前記ＮＲＶＰを投与することが望ましい。前記患者は
、１Ｅ１０から１Ｅ１５の非複製型ウイルス由来粒子を投与されてもよい。好ましい例に
おいて、前記患者は、１Ｅ１１から１Ｅ１３の非複製型ウイルス由来粒子を投与されても
よい。
【００６５】
　ＮＲＶＰを用いた患者の治療及び化学療法剤を用いた治療を組み合わせる時、相乗効果
が生まれることもある。前記化学療法は、例えば、ベンダムスチン、デキサメタゾン、ド
キソルビシン、ビンクリスチン、イマチニブ、ダサチニブ、又は、イダルビシンであって
もよい。これらの薬剤は、ＮＲＶＰによって媒介されるアポトーシスの感受性の向上、サ
イトカイン分泌の増強、抗腫瘍免疫応答の向上、血管遮断の促進、又はこれらのあらゆる
組み合わせを行うことが期待できる。
【００６６】
　ＮＲＶＰは、固形腫瘍又は白血病などの非固形腫瘍を治療するために使用されてもよい
。しかしながら、ＮＲＶＰは細胞内で生ウイルスを形成しないため、注入されたＮＲＶＰ
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に全ての癌細胞を曝露することが特に望ましい。これは、複製可能なウイルスが投与され
た場合には、癌細胞の一部が注入されたウイルスに曝露されると新たなウイルスが産生さ
れ、残りの癌細胞が該ウイルス粒子にさらに曝露される結果となることとは対照的である
。
【００６７】
　ウイルス粒子の産生の欠如を考慮すると、前記ＮＲＶＰの静脈内投与は白血病細胞が実
質的に前記粒子に曝露される結果になるため、白血病の治療にＮＲＶＰを使用することが
好ましい。対照的に、固形腫瘍では、前記固形腫瘍の細胞の一部は注入されたＮＲＶＰに
曝露されない。前記非複製型ウイルス由来粒子の投与の様式は、治療される癌によって決
定されてもよい。前記ＮＲＶＰは患者に、腫瘍内投与、鼻腔内投与、筋肉内投与、皮内投
与、腹腔内投与、動脈内投与、静脈内投与、皮下投与、又は頭蓋内投与されてもよい。
【００６８】
　本開示の非複製型ウイルス由来粒子（ＮＲＶＰ）は、細胞間で拡散する能力を欠くよう
に改変された野生型ラブドウイルス粒子から形成されてもよい。前記非複製型ラブドウイ
ルス由来粒子は複製可能な野生型ラブドウイルス粒子から由来するものであってもよい。
一度改変されると、前記ＮＲＲＰはビリオン複製を継続できなくなる。ＮＲＲＰは、不死
化細胞に対して指向性を保持してもよい。ＮＲＲＰの具体的な例は、不死化細胞に対して
、自然及び／又は適応免疫刺激特性を有する。
【００６９】
　本開示の目的のため、“不死化細胞（ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ　ｃｅｌｌ）”という
表現は、細胞分裂が抑制されない細胞であり、高増殖性細胞、腫瘍又は癌細胞、及び癌化
した不死化細胞を含むが、これらに限定されない。高増殖性細胞はいかなる新生物、又は
、いかなる慢性感染細胞又は組織であってもよい。前記新生物は、例えば、良性新生物、
嚢胞性新生物、上皮内がん、悪性新生物、転移性新生物、又は、続発性新生物であっても
よい。前記高増殖性細胞は、造血性癌細胞又は固形腫瘍からの細胞であってもよい。
【００７０】
　本開示に係るＮＲＲＰは、不死化細胞に対する指向性を保持してもよい。これは、ＮＲ
ＲＰが、腫瘍細胞又は癌細胞、及び、癌化した不死化細胞などの不死化細胞において、優
先的に細胞死を誘導することを意味する。
【００７１】
　前記野生型ラブドウイルスは、そのゲノム複製及び／又は発現を妨害する手段によって
、前記ＮＲＲＰを産生するために改変されてもよい。これは、ゲノム複製及び／又は発現
が親株の発現量よりも減少していることを意味する。ゲノム発現は喪失されてもよい。
【００７２】
　前記野生型ラブドウイルスのゲノム発現を妨害するために、電磁（ＥＭ）放射が使用さ
れてもよい。電磁放射は、ＵＶ、赤外線、Ｘ線、ガンマ線、及び、ＵＶＣ（２００－２８
０ナノメートル）などのＥＭスペクトルにおけるその他の放射を含んでもよい。化学的に
誘導した妨害は、前記野生型ラブドウイルスのゲノム発現を妨害するために使用されても
よい。例えば、ブスルファンなどのゲノム傷害剤が使用されてもよい。
【００７３】
　前記野生型ラブドウイルスのゲノム発現を十分に妨害するために必要な前記ＥＭ放射線
量は、方法に依存し、ウイルス濃度、ウイルスストック調製の濁度、使用された用量、ウ
イルスストック調製の夾雑物の存在又は純度、使用された希釈剤、及び、この工程のため
に保存されたウイルス調製の容器（プラスチック、ガラス、など）などのパラメータによ
って異なる。化学的投与も様々なパラメータから影響を受ける。
【００７４】
　一つの実施例において、スクロースクッション法で精製された、５０μｌの前記野生型
ラブドウイルスの１Ｅ１０　ＰＦＵ／ｍｌストックが、２５０ｍＪ／ｃｍ２で（約４０秒
間）放射された。
【００７５】
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　本開示は、さらに、野生型ラブドウイルス由来粒子から作られた非複製型ウイルス由来
粒子をを提供する。前記野生型ウイルスは、細胞間で拡散する能力を欠くように改変され
るが、自然及び／又は適応免疫刺激特性は保持するように改変される。
【００７６】
　本開示は、ＮＲＶＰの使用を提供し、特に不死化細胞の集団を処理するためのＮＲＲＰ
を提供する。
【００７７】
　本開示の目的のため、“治療する（ｔｒｅａｔ）”とは、放射線療法、化学療法、免疫
療法、外科手術、腫瘍溶解性ウイルスベース療法、又は、その他のウイルスベース療法で
、前記ＮＲＶＰ又はＮＲＲＰが単体又は組み合わせで使用される適応のことを意味する。
【００７８】
　当業者は、“化学療法（ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｉｅｓ）”を、有糸分裂阻害剤、レナ
リドミド又はポマリドミドなどのＩＭｉＤＳ、クロマチン改変剤、ＳＡＨＡなどのＨＤＡ
Ｃ阻害剤、脱メチル化剤、アルキル化剤、ｍＴＯＲ阻害剤、チロシンキナーゼ阻害剤、プ
ロテアソーム阻害剤、代謝拮抗剤、ＤＮＡ傷害剤又はＤＮＡ制御剤、ホスホジエストラー
ゼ阻害剤、ＬＣＬ１６１などのＳＭＡＣ類似物質、コルチコステロイド、及び、サイトカ
イン／ケモカインの使用を伴う治療を含むが、これらに限定されないと理解するであろう
。
【００７９】
　例えば、化学療法は、アルキル化剤、ＤＮＡ傷害剤又はＤＮＡ制御剤、有糸分裂阻害剤
、チロシンキナーゼ阻害剤、プロテアソーム阻害剤、ＩＭｉＤＳ、代謝拮抗剤、ｍＴＯＲ
阻害剤、クロマチン改変剤、ＨＤＡＣ阻害剤、脱メチル化剤、ホスホジエストラーゼ阻害
剤、コルチコステロイド及びサイトカイン／ケモカインを使用する療法を含む。特定の化
学療法は、ベンダムスチン、ブスルファン、カルボプラチン、カルムスチン、クロラムブ
シル、シスプラチン、シクロフォスファミド、ダカルバジン、ロムスチン、メルファラン
、テモゾロミド、チオテパ、オキサリプラチン、プロカルバジン、ペントスタチン、クラ
ドリビン、クロファラビン、シタラビン、フルダラビン、ゲムシタビン、ヒドロキシウレ
ア、メルカプトプリン、ネララビン、フルオロウラシル、ブレオマイシン、アクチノマイ
シン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ドキソルビシンリポソーム、イダルビシン、ミ
トキサントロン、カペシタビン、トポテカン、イリノテカン、エトポシド、パクリタキセ
ル、テニポシド、チオグアニン、オマセタキシン、アルトレタミン、アスパラギナーゼ、
アスパラギナーゼ、ペグアスパラガーゼ、イソトレチノイン、レチノイン酸、ヒ素、ビン
ブラスチン、ビンクリスチン、ビンクリスチンリポソーム、ボスチニブ、ダサチニブ、イ
マチニブ、ニロチニブ、スニチニブ、ベムラフェニブ、レゴラフェニブ、ボルテゾミブ、
カルフィルゾミブ、サリドマイド、レナリドミド、ポマリドミド、メトトレキサート、プ
ララトレキサート、エベロリムス、テムシロリムス、ボリノスタット、ロミデプシン、バ
ルプロ酸、デシタビン、アザシチジン、アナグレリド、コルチゾン、デキサメタゾン、プ
レドニゾン及びトリアムシノロン、インターフェロン　アルファ２ａ、インターフェロン
　アルファ２ｂ、ペグインターフェロン　アルファ２ｂ、インターフェロン　ベータ１ｂ
、アルデスロイキン／ＩＬ－２、デニロイキンジフチトクス、顆粒球コロニー刺激因子、
及び、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子を含むが、これらに限定されない。
【００８０】
　本開示の目的のため、“免疫療法（ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｉｅｓ）”という用語は
、ＣＤ２０（リツキシマブ、イブリツモマブチウキセタン及びトシツモマブなど）、ＣＤ
４７、ＣＤ３３、ＣＤ３８、ＣＤ１３８、ＣＳ１、ＣＤ５２（アレムツズマブなど）、Ｖ
ＥＧＦ（ベバシズマブなど）、Ｈｅｒ２／Ｎｅｕ（トラスツズマブなど）、ＥＧＦＲ（セ
ツキシマブ及びニモツズマブなど）、ＣＴＬＡ４（イピリムマブなど）、又は、ＩＧＦ－
１（ガニツマブなど）を標的とする免疫療法を意味する。当業者にとって周知のその他の
免疫療法も、“免疫療法”という用語の範囲内に含まれてもよい。
【００８１】
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　“腫瘍溶解性ウイルスベース療法（ｏｎｃｏｌｙｔｉｃ　ｖｉｒｕｓ－ｄｅｒｉｖｅｄ
　ｔｈｅｒａｐｉｅｓ）”という用語は、ポックスウイルスベース療法（ワクチニアベー
スウイルス）、単純ヘルペスウイルスベース療法（ＯｎｃｏＶＥＸＧＭ－ＣＳＦ）、ラブ
ドウイルスベース療法（ＭＧ１、ＶＳＶ－ＩＦＮｂ、ＶＳＶｄ５１）、レオウイルス（Ｒ
ｅｏｌｙｓｉｎ）、アデノウイルスベース療法（ＯＮＹＸ０１５）、麻疹ウイルスベース
療法、ニューカッスル病ウイルスベース療法、アルファウイルスベース療法、及び、パル
ボウイルス種ベース療法を含む当該技術分野において既知のものを含む。
【００８２】
　ＮＲＶＰ及びＮＲＲＰは腫瘍内投与、鼻腔内投与、筋肉内投与、皮内投与、腹腔内投与
、動脈内投与、静脈内投与、皮下投与、又は頭蓋内投与されてもよい。
【００８３】
　二種類の異なるラブドウイルス由来株、及び、患者サンプルを含むいくつかの異なる細
胞型を使用したいくつかの異なるインビトロ及びインビボモデルにおけるＮＲＲＰの腫瘍
溶解性が、以下に詳述される。
【００８４】
　腫瘍特異的細胞毒性は、細胞表現型顕微鏡観察、レザズリンによる細胞毒性の定量化、
及び、傷害された腫瘍細胞のフローサイトメトリーを含むいくつかの分析方法によって調
べられる。
【００８５】
　Ｌ１２１０に対する免疫防御モデルを使用することは、プログラム細胞死経路のＮＲＲ
Ｐの活性化が、腫瘍に対する自然及び適応免疫応答を発生させることにつながることを示
唆する。したがって、ＮＲＲＰを使用した治療は、有効性を維持するために各細胞が感染
しなくてもよいため、単体の治療として、又は、抗癌療法レジメンのアジュバントとして
使用されてもよい。
【００８６】
　Ｌ１２１０を有するマウスにおいて、急性転化期に、ＮＲＲＰによって誘発されたサイ
トカインをルミネックスに基づいて定量化を行った。同定されたサイトカインは全て、Ｎ
ＲＲＰ処理したマウスでは２倍以上誘導されており、統計的に有意であった（ｎｏｎ－ｐ
ａｉｒｅｄ　ｔ－ｔｅｓｔ　ｐＶ＜０．０５）。ｐＶは多重仮説検定を考慮して補正した
（Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ＆Ｈｏｃｈｂｅｒｇ法）
【００８７】
　この実験は、高いＮＲＲＰ対細胞比（すなわち、＞１）で投与した時に、ＮＲＲＰが最
も有効となることを示す。このようなより高い用量で投与された場合には、大部分の細胞
が細胞毒性ＮＲＲＰと遭遇することを保証される。これは、ウイルス拡散に依存して治療
効率が向上し、低いＯＶ対細胞比でレシピエントへ安全に送達できる、生ウイルスを用い
た治療と対照的である。
 
【００８８】
　図１Ａを除く全ての図面において、ＮＲＲＰは、１Ｅ１０　ＰＦＵ／ｍｌの生ＶＳＶ－
ＧＦＰ、５０μｌサンプルを２５０ｍＪ／ｃｍ２のＵＶＣ照射し、該ウイルス溶液を水の
中で２０％のスクロースクッション（５ｍｌ）法を用いて１４８，０００×ｇで１２０分
間遠心して精製することにより調製した。
 
【実施例１】
【００８９】
　実施例１：電磁放射によって産生したＶＳＶベースＮＲＲＰ
【００９０】
　ラブドウイルスにＵＶフォトニックダメージを与えることで、生物活性を保持した非複
製型ウイルス由来粒子を産生してもよい。高線量のＵＶ照射を行うと、前記ラブドウイル
スのゲノムが切断され、該ウイルスは生物学的に不活性になる。しかしながら、当該ウイ
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ルスは依然として細胞に結合して内部移行するが、該細胞内で新しいウイルス粒子を産生
する能力を失う、又は該能力が大幅に減少するような線量でＵＶ照射を行えることが、既
に明らかにされている。すなわち、ウイルスの複製能は失われるが、生物学的活性は保持
される。
【００９１】
　ＧＦＰ蛋白質を発現する精製したＶＳＶ（ラブドウイルス）に約１００－約１０００ｍ
Ｊ／ｃｍ２のＵＶフルエンスを照射すると、不死化細胞に対する指向性は保持しているが
（図１Ａ及び１Ｂ）、細胞間伝播能力を欠いた（図２Ａ）ＮＲＲＰが得られることが明ら
かとなった。
【００９２】
　本開示に従い、ＶＳＶベース　ＮＲＲＰを得るために、ＶＳＶ野生株に２５０ｍＪ／ｃ
ｍ２のＵＶを照射した。図１Ａ中、１Ｅ２のＵＶ照射量は１００ｍＪ／ｃｍ２に相当する
。２５０ｍＪ／ｃｍ２で照射されると、ＶＳＶ－ｅＧＦＰの発現能力は失われたが、不死
化された増殖性細胞株（Ｖｅｒｏ）に対する強い細胞毒性は保持されていた（図２Ｂ）。
生ウイルスを感染させた場合とは極めて対照的に、前記ウイルス粒子は前記細胞中で複製
できなかったことが、感染後のウイルス力価測定によって確認された（図２Ｃ）。当該効
果は、ラブドウイルス科に属する他のメンバーを用いた場合にも同様に観察された（図３
Ａ、３Ｂ、及び３Ｃ）。
【００９３】
　図１Ａに示される線量効果曲線により、細胞毒性はＵＶ線量が１０００ｍＪ／ｃｍ２を
超えると減少し、１０、０００ｍＪ／ｃｍ２で完全に消失することが示される。当該線量
で細胞毒性が消失するのは、前記処理されたウイルスが前記細胞表面に結合できない、及
び／又は前記細胞に内部移行できない程、Ｇ蛋白質が架橋されるためと考えられている。
正常ヒト新生児皮膚線維芽細胞（Ｈｕｍａｎ　ｄｅｒｍａｌ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；
ＨＤＦ）と比べると該細胞とは異なり、細胞毒性は、非癌性細胞よりも癌性細胞に優先的
なようである（図１Ａ及び１Ｂ）。実際に、非癌性細胞がＮＲＲＰによって媒介される細
胞毒性に感受性になるには、約１０倍ものウイルスを要するようである（図１Ｂ）。
【００９４】
　急性白血病細胞においてＮＲＲＰの複製と伝播が起こらないことを確認するために、マ
ウスの中悪性度リンパ芽球性白血病細胞株（Ｌ１２１０）とＶｅｒｏ　コントロール細胞
株（正常腎臓上皮細胞）をインビトロでともに処理したのち、ＧＦＰ産生とウイルス力価
を定量化した。当該処理を施した両細胞株において、検出できるレベルの生ウイルスは認
められなかった（図４Ａ及び４Ｂ）。
【００９５】
　ウイルスゲノムのウェスタンブロット解析により、ＮＲＲＰｓではゲノム発現が全体的
に減少していることが示された（図５）。ビリオン産生を阻止してゲノム発現を減少させ
るＵＶ線量は、明瞭な腫瘍溶解活性と相関している。これらの実験では、各腫瘍細胞がＮ
ＲＲＰに遭遇して至る所で激しい細胞死を確実に起こすように、（１以上の）高い感染多
重度（ＭＯＩ）、すなわち粒子対細胞比（図１Ｂ）を用いてもよい。
【実施例２】
【００９６】
　実施例２：ＲＮＡアルキル化剤への曝露によって産生したＶＳＶベースＮＲＲＰ
【００９７】
　別の例において、ＮＲＲＰは、４℃で６ｍｇ／ｍＬのブスルファンでＶＳＶを２４時間
処理することで化学的に産生され、２４時間、Ｖｅｒｏ細胞に加えられた。処理後、４％
より少ないＶｅｒｏ細胞が生存可能な状態を維持した（図６Ａ）。ブスルファンのみで２
４時間処理した場合にＶｅｒｏ細胞が約８２％生存可能な状態を維持したため、前記効果
はＮＲＲＰに起因し得る（図６Ｂ）。図６Ｃは、２４時間、生ＶＳＶ－ＧＦＰに感染した
Ｖｅｒｏ細胞の細胞変性効果を示し、前記ＮＲＲＰが由来する当該生ウイルスストック（
ＶＳＶ－ＧＦＰ）は、ＧＦＰ発現により実際に複製可能であることが証明された。
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【実施例３】
【００９８】
　実施例３：ガンマ線への曝露によって産生されたＶＳＶベースＮＲＰＰ
【００９９】
　他の実施例において、ＮＲＲＰは、１Ｅ１０の凍結野生型ＶＳＶを－８０℃で１５ｋＧ
ｙのコバルト６０で照射して産生され、４８時間、Ｖｅｒｏ細胞に１細胞あたり１０００
の粒子が加えられた。同様に、これらの不死化細胞に対しても細胞変性効果は明白であっ
た（図７Ａ）。細胞アポトーシス及び細胞死のＮＲＲＰによって誘導された形態変化は、
同じく４８時間にわたって生ＶＳＶ－ＧＦＰで同じ細胞を処理した時の細胞変性効果と比
べられる（図７Ｂ）。ＰＢＳのみで処理されたＶｅｒｏ細胞は、細胞変性効果を示すこと
なく生存可能な状態を維持し、蛍光性を示さなかった（図７Ｃ）。
【実施例４】
【０１００】
　実施例４：ＮＲＲＰＳはインビトロで白血病細胞に対して効果的な処置である。
【０１０１】
　白血病細胞がＮＲＲＰによって媒介される細胞死に対する感受性を有するどうかを、Ｕ
Ｖ法によって産生されたＶＳＶベースＮＲＲＰと共に試験した。第一に、Ｌ１２１０細胞
株に誘導された細胞毒性、及び、正常なヒト皮膚繊維芽細胞（ＨＤＦ）において観測され
たものが決定された。両方の細胞株が生ウイルス感染に対する感受性を有していたが、Ｎ
ＲＲＰは白血病Ｌ１２１０細胞においてのみ死を誘導した（図８Ａ）。細胞の長径の減少
、“しわのよった（ｓｈｒｉｖｅｌｅｄ）”外観を持つ多数のアポトーシス小体、及び断
片化されたＤＮＡを特徴とする典型的なアポトーシス様相が、急性白血病Ｌ１２１０細胞
において観測された。様々なヒト及びマウスの細胞株において、細胞毒性が標準的なレザ
ズリン試験を用いて定量化された。これらの実験において、急性白血病細胞は、正常細胞
の生存率を保ちながら、ＮＲＲＰによって媒介される細胞死に対する高い感受性を有して
いた（図８Ｂ）。代わりのラブドウイルス株であるマラバベースＮＲＲＰを用いても、同
様の結果が得られた（図３Ａ及び図３Ｂ）。ゲノム発現がなかったことが、蛍光顕微鏡イ
メージによって確認された（図８Ｃ）。
【０１０２】
　Ｌ１２１０細胞株におけるアポトーシスのレベルは、フローサイトメトリーによって定
量化された。処理してから３０時間後、ＮＲＲＰは広範な（集団の８４％）早期／晩期（
ｅａｒｌｙ／ｌａｔｅ）アポトーシスを誘導した（図９）。ＶＳＶに誘導されたアポトー
シスは、小胞体（ＥＲ）ストレスのレベルと直接相関するように示されている（１０）。
興味深いことに、細胞のＥＲストレスを緩和する細胞能力が破綻した時、免疫原性アポト
ーシスが誘導され得る（１６）。ＮＲＲＰは、後述される通り、細胞死の独特な形態を誘
導する。
【０１０３】
　その他の実施例において、Ｌ１２１０白血病細胞は、ＮＲＲＰと、３００μＭのベンダ
ムスチン（図１０）、４５μＭのデキサメサゾン（図１１）、０．０２５μＭのドキソル
ビシン（図１２）、又は、０．０１２５μＭのビンクリスチン（図１３）と組み合わせて
７２時間処理された。ＮＲＲＰは通常の様式でＮＲＲＰ自身に細胞毒性効果を誘導するが
、上述の薬剤と組み合わせることで、付加及び／又は相乗細胞毒性効果が観測された。つ
まり、ＮＲＲＰ療法をその他の化学療法／薬理学と組み合わせた場合、独特な治療増強効
果をもたらすことを意味する。
【０１０４】
　その他の実施例において、Ｋ５６２Ｐｈ－陽性骨髄性白血病細胞株がＵＶ－製造ＮＲＲ
Ｐと０．０５μＭのイダルビシンを組み合わせて７２時間処理された（図１４）。この実
施例においても、ＮＲＲＰとこの種類の化学療法を組み合わせて用いた場合、骨髄性白血
病細胞株はＮＲＲＰによって媒介される細胞死に対する感受性を有し、増強効果が再度観
測された。これらの観測は、ＮＲＲＰ療法が付加治療を用いることで増強され得ることを
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示す。このことは、とりわけ、高められた有効性を得るために独特な組み合わせのアプロ
ーチを用いる必要がある難治性の癌などに対する代替の戦略を示している。
【実施例５】
【０１０５】
　実施例５：ＮＲＲＰ抗腫瘍特異性を示すモデリング
【０１０６】
　抗ウイルスシグナル経路が障害された細胞に対するＮＲＲＰ特異性を説明するために用
いられたモデルは、Ｌｅ　Ｂｏｕｅｆらによって詳述された我々の先行研究から適応され
た（図１５Ａ）。簡潔にいえば、当該モデルは６つの常微分方程式のサブセットによって
表される。前記常微分方程式は、環境におけるＮＲＲＰ（Ｎ）及びインターフェロン（Ｉ
ＦＮ）の濃度に依存する細胞集団（ＵＰ、ＩＰ、ＡＰ及びＰＰ）の推移を表す。これらの
方程式は以下の通りである。
【０１０７】
【数１】

【０１０８】
　　上記方程式に使用されるパラメータは、ＮＲＲＰ内部移行率（ＫＮＩ）、ＩＦＮ‐シ
グナル伝達活性化の比率（ＫＩＦＮ　ｏｎ）、ＩＦＮ－シグナル伝達不活性化の比率（Ｋ

ＩＦＮ　ｏｆｆ）、ＩＦＮのＥＣ５０（ＥＣ５０）、細胞死の比率（γｃ）及びＮＲＲＰ
排除の比率（ＫＮＣ）を表す。
【０１０９】
　次の方程式のサブセットはＮＶＲＰ（Ｎ）及びインターフェロン（ＩＦＮ）のダイナミ
クスを表す。
【０１１０】
【数２】

【０１１１】
　　上記方程式において使用されるパラメータは、ＮＲＲＰ内部移行の比率（ＫＮＩ）、
ＮＲＲＰ分解（γＮ）、ＩＰ、ＡＰ及びＰＰからのＩＦＮ産生（ＫＩＦＮ１、ＫＩＦＮ２

．１及びＫＩＦＮ２．２）及びＩＦＮ分解（γＩＦＮ）を表す。
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　Ｍｏｎｔｅ　Ｃａｒｌｏシミュレーションは、文献及び実験証拠（１８）から由来する
生理学的パラメータに隣接する１ログウィンドウ（ｌｏｇ　ｗｉｎｄｏｗ）（表２）の範
囲内で、上記パラメータを無作為に変えて行われた。シミュレーションは、非負の制約を
課すＯＤＥ１５ｓを用いたＭａｔｌａｂで行われた。図１５Ｂにおいて示されるトレンド
は、１０００を超えるシミュレーションの中央値を示す。これらのシミュレーションにお
いて使用された細胞の数は２．５Ｅ５であり、媒体の容積は１ｍｌにセットされ、ＰＦＵ
対細胞比は１つの細胞あたり１００粒子にセットされた。これらのシミュレーションにお
いて、ＩＦＮ－シグナル伝達経路の障害は、それらの元の値の１００％から１％に減少す
るＫＩＦＮ１、ＫＩＦＮ２．１、ＫＩＦＮ２．２、ＫＶＣ及びＫＩＦＮ　ｏｎによってシ
ミュレートされた。
【０１１３】
　腫瘍細胞に対する特異性が達成されたメカニズムを調査するため、本開示の著者らは正
常及び腫瘍細胞におけるＮＲＲＰによって誘導される細胞毒性をシミュレートした。近年
、本開示の著者らは、正常及び腫瘍細胞における細胞毒性と生腫瘍溶解性ウイルス複製ダ
イナミクス（ｌｉｖｅ　ｏｎｃｏｌｙｔｉｃ　ｖｉｒｕｓ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｄ
ｙｎａｍｉｃｓ）の関係を示す集団ベースのモデルを開発した。このモデルによれば、細
胞の非感染集団（ＵＰ）がビリオンに遭遇することで、感染サイクルが始まる。これによ
ってＵＰ集団が感染し、生ウイルスの上で、ビリオン及びインターフェロン（ＩＦＮ）と
して知られるサイトカインが環境へ放出される。
【０１１４】
　ＩＦＮが次第に増えることで、細胞集団は抗ウイルスシグナル伝達（ＡＰ）を活性化さ
せる。これによって、細胞集団はウイルス感染を排除し、更なる傷害から保護される（Ｐ
Ｐ）。ＮＲＲＰにこのモデルを適応するために、本開示の著者らは前記モデルからウイル
ス複製ダイナミクスを除き、ＮＲＲＰによって媒介される細胞毒性と、８０％の癌に発生
する工程であるＩＦＮ－シグナル伝達経路における障害の範囲の関係をシミュレートした
。これらの障害は、ＩＦＮ産生の比率、ＩＦＮシグナル伝達の活性化の比率、及び、腫瘍
細胞と正常細胞の間のＮＲＲＰ排除の比率を減少させることでシミュレートした。この観
測が系統的となることを保証するため、Ｍｏｎｔｅ　Ｃａｒｌｏシミュレーションプラッ
トフォームが利用された。ここで、すべてのキネティックパラメータは、文献的及び実験
証拠から由来する推定値に隣接する１ログウィンドウの範囲内で変更された（表２）。
【０１１５】
　１０００の無作為なパラメータのペアリングに及ぶ次のシミュレーションにおいて（図
１５Ｂ）、本開示の著者らは、癌細胞が、ＩＦＮにシグナルを送る又は応答する能力を失
うにつれて、これらの細胞がＮＲＲＰによって媒介される細胞毒性に対してより敏感にな
ると決定づけた。この観測を確証するために、本開示の著者らは、正常細胞（ＨＤＦ）及
び白血病細胞（Ｌ１２１０）におけるＮＲＲＰによって媒介される細胞毒性へのＩＦＮの
インパクトを調査した。興味深いことに、イントロンＡ（遺伝子組み換え型ＩＦＮ）がＮ
ＲＲＰ傷害に対する正常細胞の保護をさらに増やす一方で（図１５Ｃ）、イントロンＡの
白血病細胞に対するインパクトは検出されなかった（図１５Ｄ）。
【０１１６】
　表２：Ｌｅ　Ｂｏｕｅｆら（２０１３）によって提唱された実験的及び文献的証拠を含
む推定値を示すパラメータのリスト。
【０１１７】
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【表２】

【実施例６】
【０１１８】
　　実施例６：ＡＭＬ急性転化におけるＮＲＲＰ活性
【０１１９】
　臨床サンプルにおいて、ＮＲＲＰプラットフォームの翻訳能が調べられた。重度の急性
転化期の二名のヒト患者より末梢血単核細胞を採取し、ＮＲＲＰによって媒介される細胞
死に対する感受性を試験した。前記患者らは、ＣＤ３３陽性表現型の循環型芽細胞を有し
ていた。両患者は慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）の治療を受け、チロシンキナーゼ阻害薬（
ＴＫＩ）治療に対する耐性を有していた。Ｌ１２１０芽細胞における観測と同様に、患者
サンプルは、典型的な形態を表すと共にＮＲＲＰに誘導された明白なアポトーシスを起こ
した（図１６Ａ）。蛍光顕微鏡イメージは、ＮＲＲＰゲノム発現の不在を確認した（図１
６Ｂ）。ＮＲＲＰ処理後、これらのＣＤ３３＋白血病細胞は、アポトーシスマーカーであ
るアネキシンＶで強く染色された（図１６Ｃ）。非培養の患者サンプルが、この応答の特
異性を評価するために用いられた。両患者ともに、ＮＲＲＰ処理後には優勢だった白血病
ＣＤ３３＋集団が消失し、前記サンプル中で正常細胞が優位になった（図１６Ｄ）。
【０１２０】
　ＮＲＲＰが正常な白血球細胞に影響を及ぼさないように、健常ドナーより単離された骨
髄単核細胞は、ＰＢＳ又はＮＲＲＰで処理された。１８時間後、及び、６５時間後の時点
で、これらのサンプルにおいてＮＲＲＰはアポトーシスを誘導しなかった（図１７Ａ及び
図１７Ｂ）。
【実施例７】
【０１２１】
　実施例７：インビボのＮＲＲＰ抗白血病活性
【０１２２】
　治療剤としてのＮＲＲＰの能力を評価するために、白血病急性転化期のマウスモデルが
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使用された。１日目、ＤＢＡ／２マウスは、１×１０６の用量のＬ１２１０芽細胞でチャ
レンジされた。次の日から３日連続で３×１０９のＮＲＲＰの静脈投与のレジメンが開始
され、生存が確認できた。並行して、別のマウスのコホートは１回の注入あたりＭＴＤの
２×１０６のウイルスで生ＶＳＶ処理（１９）、又は、同様の治療スケジュールでＰＢＳ
処理された。ＮＲＲＰ処理されたマウスは４０日目まで８０％生存し、ＰＢＳ（Ｐ≦０．
００４５）又は生ウイルス（Ｐ≦０．０４４）で処理されたマウスと比較して著しい優位
性を示した（図１８Ａ）。ＮＲＲＰは十分な耐容性を示し、特にこの実験では、生ウイル
スのＭＴＤより１５００倍高い用量を示した、投与可能な最大用量で投与された。急性白
血病が頻繁に中枢神経系へ播種し、野生型ＶＳＶの神経毒性が高いことから、ＮＲＲＰ及
び生ウイルスの頭蓋内投与が行われた。マウスが最大産生用量１×１０８粒子投与の頭蓋
内投与を耐えることができる一方で、全てのマウスが１×１０４の生ウイルス投与で急死
した。
【０１２３】
　ＮＲＲＰ処理による有効性と差次的なＭＴＤによって促され、免疫系が次の処理で活性
化されるかを知ることは興味深い。ＰＢＳ又はＮＲＲＰ処理してから２０時間後のＬ１２
１０腫瘍を有するマウスから、マウス血清を採取した（図１８Ｂ）。この分析において、
Ｔ細胞をリクルートし分化することで知られるサイトカインが、次のＮＲＲＰ処理で誘導
される。ＮＲＲＰ処理によって誘導されたこれらの免疫調節サイトカインの例としては、
白血病抑制因子ＬＩＦ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＣＣＬ－２、ＲＡＮＴＥＳ及びＭＩＰ－１
αが挙げられる（図１８Ｂ）。
【０１２４】
　特にＴ細胞活性化などの免疫系刺激を確認するため、本開示の著者らは先の公開に記載
されているワクチン戦略を採用した。実験的に、このプラットフォームはイミューノコン
ピテントな動物へのアポトーシス細胞の注入、及び、次の腫瘍チャレンジに対する保護的
な適応免疫の測定からなる。実際に、ＮＲＲＰで処理されたＬ１２１０細胞は、アネキシ
ンＶ染色の増加によって、図１６Ｃに見られるような著しいアポトーシスを示した。した
がって、この典型的な実験的アプローチは、ＮＲＲＰが免疫原性アポトーシスの引き金を
引くかどうかを探究するために採用された。
【０１２５】
　ＤＢＡ／２マウス（Ｌ１２１０と同系）の二つのコホートが、ＮＲＲＰで前処理され１
×１０６ガンマ照射されたＬ１２１０細胞の静脈投与を、週１回、計３回受けた。別のコ
ホートはガンマ照射されたＬ１２１０細胞を同じ量受けた。このレジメンの１週間後、Ｌ
１２１０白血病チャレンジ（１×１０６細胞）が尾静脈を介して投与され、生存が記録さ
れた。ＮＲＲＰ処理されたＬ１２１０細胞の投与を受けたコホートは、白血病チャレンジ
の後８０％生存したが、未処理のＬ１２１０投与を受けたコホートにおいては一様に致死
的であった（図１９）。マウスの生存は１５０日後まで維持され、継続的な生存が保証さ
れた。これは、ＮＲＲＰで処理された急性白血病細胞が免疫原性アポトーシスを起こすと
いうことと矛盾しない。
【０１２６】
　急性リンパ芽球性白血病細胞株及び急性骨髄性白血病株の使用、及び、重度の前治療を
施した急性転化期のＣＭＬ患者の一次白血病細胞の使用も同様に、ＮＲＲＰが少なくとも
白血病特定の細胞溶解剤であることを示す。上述のインビトロ及びインビボ実験において
、ＮＲＲＰは、多様式の治療プラットフォームを提供することが確認された。
【実施例８】
【０１２７】
　実施例８：多発性骨髄腫、脳腫瘍及び大腸癌細胞株におけるＮＲＲＰ活性
【０１２８】
　上述の実験に加えて、細胞株がＰＢＳ又はＶＳＶ由来ＮＲＲＰで１５時間処理された場
合、ＮＲＲＰは多発性骨髄腫細胞株ＭＣＰ－１１及びＲＰＭＩ－８２２６において細胞変
性を有することが示される（図２０）。特に、図２１は、ＭＯＩ＝２０５で投与されたＮ
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ＲＲＰで処理してから７２時間後に採取された骨髄腫細胞株の、アラマーブルー（Ａｌａ
ｍａｒ　ｂｌｕｅ）細胞毒性又はレザズリン試験を用いた細胞生存率を示している。当該
実験において、ＳＲ４９８７は正常な骨髄基質細胞株である。図２１に見られるように、
ＳＲ４９８７は非悪性細胞であるため、ＮＲＲＰに対し耐性を示す。ウイルスにコードさ
れたＧＦＰが産生されなかったため、ＮＲＲＰが産生された時、ＮＲＲＰ又はＶＳＶゲノ
ム複製は発見されなかった（データ未記載）。
【０１２９】
　他の実施例において、ＭＣＰ－１１多発性骨髄腫細胞株は、ＮＲＲＰと組み合わせて、
２０μＭのメルファラン（図２２）又は１５μＭのＳＭＡＣ類似物質であるＬＣＬ１６１
（図２３）で処理された。併用療法は、両方の場合においてＮＲＲＰの細胞変性効果を増
加させた。ＳＭＡＣ類似物質とＮＲＲＰの間の相乗活性は、有望なアプローチを表す。Ｓ
ＭＡＣ類似の抗腫瘍活性が著しく強化される、又は、場合によってはＮＲＲＰの同時投与
に本質的に依存することが観測された。
【０１３０】
　その他の実施例において、ＲＰＭＩ－８２２６多発性骨髄腫細胞株は増強細胞毒性効果
を有する５ｎＭのカルフィルゾミブで処理された（図２４）。アルキル化剤（メルファラ
ンなど）、プロテアソーム阻害剤（カルフィルゾミブなど）又はＳＭＡＣ類似物質（ＬＣ
Ｌ１６１）とＮＲＲＰの同時投与は、様々な癌に対する代替の治療戦略を示し、特に多発
性骨髄腫などの造血性の癌において有望である。
【０１３１】
　抗癌治療としてのＮＲＲＰの有用性は、脳腫瘍細胞株への影響によってさらに示される
。ＮＲＲＰによって媒介される細胞毒性は、これらの細胞がＰＢＳ又はＮＲＲＰで２４時
間処理された場合、ＨＤＦＮ正常細胞と比べて、グリオブラストーマ細胞株ＣＴ２Ａ、遅
発性（ｄｅｌａｙｅｄ）脳腫瘍グリオブラストーマ細胞株（ＤＢＴ）（図２５Ａ）、星状
細胞腫細胞株Ｋ１４９１（図２５Ｂ）及びＫ１４９２、及び、マウスグリオーマ細胞株（
ＧＬ２６１）（図２５Ｃ）において決定された（図２６）。
【０１３２】
　また、その他の実施例において、グリオブラストーマ細胞株ＣＴ２ＡはＮＲＲＰと組み
合わせて１０μＭのＨＤＡＣ阻害剤であるＳＡＨＡで処理され、ＰＢＳで処理したＮＲＲ
Ｐと比べて、増強細胞変性効果が観測された（図２７）。ＨＤＡＣ阻害は、抗癌剤として
の見込みを少しだけ示した。しかしながら、ＮＲＲＰを組み合わせることで有意な活性が
記録され、未だ治療法がない臨床ニーズであるグリオブラストーマベースの悪性腫瘍の治
療に対するとても有望なアプローチを示す。
【０１３３】
　腎臓癌（７８６－０）及び乳癌（４Ｔ１）細胞株は、ＮＲＲＰの細胞変性効果に対し等
しい感受性を有する（図２８Ａ、図２８Ｂ及び図２８Ｃ）。この一連の実験において、細
胞株はＭＯＩ＝２５０でＮＲＲＰ処理され、７２時間後にレザズリン試験を用いて生存率
を定量化した。実験を通して撮られた蛍光顕微鏡イメージはゲノム発現の不存在を確認し
た。
【０１３４】
　他の実施例において、皮下ＣＴ－２６大腸癌がマウスに埋め込まれた。マウスは腫瘍の
埋め込みから１６日、１８日、及び２１日後に２Ｅ９　ＮＲＲＰで処理された（図２９）
。ＮＲＲＰ処理の前の大きな腫瘍量にもかかわらず、腫瘍内又は静脈内経路でＮＲＲＰが
投与された場合、延長された生存及び治癒が得られた。ＰＢＳ処理されたコントロールマ
ウスは全て急激にエンドポイントに達した。このモデルは、固形腫瘍がＮＲＲＰベースの
レジメンに受け入れられ得ることの付加証拠を示す。
 
【０１３５】
　上記の実施例はインシリコ及びインビトロ試験を通して、ほとんどの腫瘍に共通する自
然免疫経路における欠損を活用するとすれば、生ウイルスと類似するＮＲＲＰは腫瘍選択
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的であることを示す。しかしながら、ＮＲＲＰプラットフォームによって提供された安全
域は、高力価頭蓋内ＮＲＲＰ投与がマウスレシピエントによって十分に耐えられたという
観測によって例証された。
【０１３６】
　急性リンパ芽球性性白血病又は急性骨髄性白血病を患う大多数の成人患者の転帰は、悲
惨なままである。少数の患者にとって、骨髄破壊的前処置に続く同種幹細胞移植は潜在的
に効果があるが、この方法は頻繁な有害現象と著しい治療関連死亡率を伴う。慢性期の慢
性骨髄性白血病（ＣＭＬ）の多くの患者にとって、標的チロシンキナーゼ阻害剤療法は良
好な病害防除を提供する。急性白血病急性転化への進行が発生すると、多剤耐性、及び、
この種の難治性白血病の急激なキネティクスのため、治療の選択肢は非常に限られる。
【０１３７】
　ＮＲＲＰは、多発性急性白血病マウスモデルにおいて、直接的な細胞溶解性及び免疫原
性の特性を共に表す。特異なプログラム細胞死では、死んで行く細胞に対する免疫応答の
誘導を伴う。一般に免疫原性アポトーシスと呼ばれるこの工程は、様々な現在の化学療法
の有効性において必須であり、生ＲＶを含むウイルス感染に対する宿主防御においても必
要である。上記のインビボの結果は、同様の工程がＮＲＲＰによって誘導され、治療有効
性を推進する要因であることを示す。
【０１３８】
　より関連することとして、ＣＭＬ急性転化期の患者に由来する多剤耐性の一次骨髄芽球
は、ＮＲＲＰ処理によって、アポトーシスへと向かわされ、最終的に根絶するということ
が観測された。加えて、健常な骨髄から採取した非白血病白血球は悪影響を受けなかった
。この観測は、ＮＲＲＰが強力な殺腫瘍性活性を有するにもかかわらず、標準的な誘導及
び強化化学療法の後によく見られる白血球減少症が回避できることを示唆する。このこと
は、治療関連の有害現象を著しく減少させることができるであろう。さらに、ＮＲＲＰに
よる白血病細胞切除中に正常白血球が保存できるとすれば、効果的な抗白血病免疫応答の
同時誘導は、同種幹細胞移植に続く高用量の放射線化学療法の対象とならない患者の大多
数において達成できるであろう。ＮＲＲＰによる免疫原性アポトーシスの誘導に続いて、
耐久性のある治療反応を達成するための重要な要素である、免疫調節性サイトカインの幅
広い種類が放出され、効果的な適応免疫活性の発達に役立つとみられる。
【０１３９】
　前記実施例は、高力価ＮＲＲＰの産生を実証する。主にプログラム細胞死経路を介した
細胞溶解の誘導、ナチュラルキラー細胞活性化及び樹状細胞活性化を含む系統的腫瘍内免
疫応答、又は、腫瘍内の血管遮断を通じて、ＮＲＲＰはいくつもの抗癌特性を有する。こ
れらの特徴は、ＮＲＲＰ単独での使用、又は、放射線療法、化学療法、免疫療法、外科的
手術、腫瘍溶解性ウイルス由来又はその他のウイルス由来療法プラットフォームと組み合
わせたアジュバントとして、利用できる。
【０１４０】
　前述の記載において、実施例をよく理解するために数多くの詳細が明記されている。し
かしながら、当業者にとってこれらの特定の詳細は必要ないことが明らかとなるであろう
。
【０１４１】
　上述の実施例は代表的なもののみである。当業者は、ここに付随する請求の範囲によっ
て規定される範囲から逸脱せずに、特定の実施例に変更や修正を加えることができる。
【０１４２】
参考文献
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ｃｅｒ：Ｔｈｅ　ｎｅｘｔ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．Ｃｅｌｌ　２０１１；１４４：６４
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