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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
動物において、癌もしくは癌の症状を処置または予防するための薬学的組成物であって、
該組成物は、該動物において、該癌もしくは癌の症状を処置または予防するために有効な
非病原性昆虫特異的ウイルスを含有し、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、バキュロウイ
ルス科のウイルスであり、腫瘍特異的抗原を含む非病原性昆虫特異的ウイルスを除く、薬
学的組成物であって、
　ここで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、不活化ウイルス、ウイルス粒子、ビロソー
ム、ウイルス様粒子またはウイルス閉鎖体であり、ｇｐ６４を含む、薬学的組成物。
【請求項２】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記非病原性昆虫特異的ウイルスを含有する組
成物は、５００，０００ＰＦＵ未満または５００，０００ＰＦＵ当量の濃度で、インビト
ロアッセイにおいて接触細胞の５０％超において細胞死を誘発する効力を有する、薬学的
組成物。
【請求項３】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記バキュロウイルス科のウイルスは、顆粒症
ウイルスまたは核多角体病ウイルスである、薬学的組成物。
【請求項４】
請求項３に記載の薬学的組成物であって、前記核多角体病ウイルスは、Ａｕｔｏｇｒａｐ
ｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体病ウイルスである、薬学的組成物。
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【請求項５】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記癌は、肺癌、乳癌、前立腺癌、結腸癌、胃
癌、膵臓癌、腎臓癌または皮膚癌からなる群より選択される、薬学的組成物。
【請求項６】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記癌の症状は、腫瘍生育、異常細胞生育、転
移、血管形成、細胞死、細胞侵襲性、体重減少、出血、呼吸困難、骨折、脆弱化された免
疫系または疲労からなる群より選択される、薬学的組成物。
【請求項７】
請求項１に記載の薬学的組成物であって：
　前記非病原性昆虫特異的ウイルスは、５μｇ／ｍｌ～１０μｇ／ｍｌの間の濃度で、該
非病原性昆虫特異的ウイルスにトリオキサレンを添加することにより不活性化され、そし
て、該非病原性昆虫特異的ウイルスは、１５分間、３６５ｎｍおよび６ＷでＵＶを照射さ
れる、薬学的組成物。
【請求項８】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記非病原性昆虫特異的ウイルスを含有する組
成物は、５００，０００ＰＦＵ未満または５００，０００ＰＦＵ当量の濃度で、インビト
ロアッセイにおいて接触細胞の５０％超において細胞生育を抑制する効力を有する、薬学
的組成物。
【請求項９】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記組成物は、腫瘍内および／または腫瘍周囲
に投与される、薬学的組成物。
【請求項１０】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記動物はヒトである、薬学的組成物。
【請求項１１】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記非病原性昆虫特異的ウイルスは、不活化ウ
イルスである、薬学的組成物。
【請求項１２】
請求項１１に記載の薬学的組成物であって、前記不活化は、熱不活性化、化学不活性化ま
たはＵＶ光不活性化、あるいはそれらの組み合わせである、薬学的組成物。
【請求項１３】
請求項１１に記載の薬学的組成物であって、前記不活化は、ソラレン不活性化、ＵＶ光不
活性化またはその組み合わせである、薬学的組成物。
【請求項１４】
請求項１に記載の薬学的組成物であって、前記組成物は、別の薬剤と共同投与され、該薬
剤が化学療法剤、抗癌剤、ワクチンまたはその組み合わせである、薬学的組成物。
【請求項１５】
動物における免疫応答を誘導することによって腫瘍の生育を阻害するための薬学的組成物
であって、該動物において免疫応答を誘導するために有効な不活性の非病原性昆虫特異的
ウイルスを含有し、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、バキュロウイルス科のウイルスで
あり、腫瘍特異的抗原を含む非病原性昆虫特異的ウイルスを除く、薬学的組成物であって
、
　ここで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、不活化ウイルス、ウイルス粒子、ビロソー
ム、ウイルス様粒子またはウイルス閉鎖体であり、ｇｐ６４を含む、薬学的組成物。
【請求項１６】
請求項１５に記載の薬学的組成物であって、前記免疫応答は、Ｔ細胞の記憶応答を誘導す
る、薬学的組成物。
【請求項１７】
請求項１５に記載の薬学的組成物であって、前記免疫応答は、樹状細胞の成熟を促進する
、薬学的組成物。
【請求項１８】
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癌細胞における細胞死を誘発するための薬学的組成物であって、該癌細胞における細胞死
を誘発するために該癌細胞に投与するために処方された薬学的組成物であって、該薬学的
組成物は、非病原性昆虫特異的ウイルスを含有し、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、バ
キュロウイルス科のウイルスであり、腫瘍特異的抗原を含む非病原性昆虫特異的ウイルス
を除く、薬学的組成物であって、
　ここで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、不活化ウイルス、ウイルス粒子、ビロソー
ム、ウイルス様粒子またはウイルス閉鎖体であり、ｇｐ６４を含む、薬学的組成物。
【請求項１９】
請求項１８に記載の薬学的組成物であって、前記非病原性昆虫特異的ウイルスを含有する
組成物は、５００，０００ＰＦＵ未満または５００，０００ＰＦＵ当量の濃度で、インビ
トロアッセイにおいて接触細胞の５０％超において細胞死を誘発する効力を有する、薬学
的組成物。
【請求項２０】
腫瘍細胞集団において細胞死を誘発するための薬学的組成物であって、該腫瘍細胞集団の
一部において細胞死を誘発するために有効な非病原性昆虫特異的ウイルスを含有し、該非
病原性昆虫特異的ウイルスが、バキュロウイルス科のウイルスであり、腫瘍特異的抗原を
含む非病原性昆虫特異的ウイルスを除く、薬学的組成物であって、
　ここで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、不活化ウイルス、ウイルス粒子、ビロソー
ム、ウイルス様粒子またはウイルス閉鎖体であり、ｇｐ６４を含む、薬学的組成物。
【請求項２１】
請求項２０に記載の薬学的組成物であって、前記腫瘍細胞集団の一部は、該集団の２０％
以下である、薬学的組成物。
【請求項２２】
請求項１５、１８または２０のいずれか１項に記載の薬学的組成物であって、前記非病原
性昆虫特異的ウイルスは、不活化ウイルスである、薬学的組成物。
【請求項２３】
非病原性昆虫特異的ウイルスおよび薬学的に受容可能な担体を含む、組成物であって、こ
こで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、バキュロウイルス科のウイルスであり、腫瘍特
異的抗原を含む非病原性昆虫特異的ウイルスを除く、組成物であって、
　ここで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、不活化ウイルス、ウイルス粒子、ビロソー
ム、ウイルス様粒子またはウイルス閉鎖体であり、ｇｐ６４を含む、組成物。
【請求項２４】
請求項２３に記載の組成物であって、前記非病原性昆虫特異的ウイルスは、遺伝子的不活
性化、化学不活性化、光化学的不活性化、ＵＶ光不活性化、熱不活性化または放射線不活
性化からなる群から選択される２つ以上の方法を用いて不活性化され、該組成物は、少な
くとも１つのＰＢＭＣをさらに含む、組成物。
【請求項２５】
非病原性昆虫特異的ウイルス、１つ以上の末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）および薬学的に受
容可能な担体を含有する組成物であって、ここで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、バ
キュロウイルス科のウイルスであり、腫瘍特異的抗原を含む非病原性昆虫特異的ウイルス
を除く、組成物であって、
　ここで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、不活化ウイルス、ウイルス粒子、ビロソー
ム、ウイルス様粒子またはウイルス閉鎖体であり、ｇｐ６４を含む、組成物。
【請求項２６】
請求項２３または２５のいずれか１項に記載の組成物であって、前記非病原性昆虫特異的
ウイルスは、不活化ウイルスである、組成物。
【請求項２７】
非病原性昆虫特異的ウイルスを含む、癌を処置するための組成物の製造方法であって、こ
こで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、バキュロウイルス科のウイルスであり、腫瘍特
異的抗原を含む非病原性昆虫特異的ウイルスを除く、方法であって、
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　ここで、該非病原性昆虫特異的ウイルスが、不活化ウイルスであり、ｇｐ６４を含み、
　該方法が、下記工程：
　（ａ）活性ウイルスを不活性化する効力を有する第１の不活性化剤に該非病原性昆虫特
異的ウイルスを曝露する工程；
　（ｂ）活性ウイルスを不活性化する効力を有する第２の不活性化剤に該非病原性昆虫特
異的ウイルスを曝露する工程；
　（ｃ）該非病原性昆虫特異的ウイルスを薬学的に受容可能な担体または賦形剤のうちの
１つ以上と組み合わせる工程；および、
　（ｄ）該非病原性昆虫特異的ウイルスの不活性をインビトロアッセイにおいて確認する
工程；
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般的に癌の治療に関する。より詳しくは、本発明は有効な抗癌剤としての非
病原性ウイルスの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　略語の表
Ａ５４９：ヒト肺上皮腫瘍細胞系統
ＡｃＮＰＶ：Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体病ウイルス
ＢＭＤＣ：骨髄由来樹状細胞
ＢＶ４２２：ＣＣＬ２１発現組み換えバキュロウイルス
ＢＶ７６２：Ｒａｆ発現組み換えバキュロウイルス
ＣＣＬ２１：Ｃ－Ｃモチーフリガンド２１ケモカイン；二次リンパ球様組織ケモカイン
ＣＤ８６：樹状細胞成熟に関するマーカー
ＣＲ：完全応答
ＣＴＬ：細胞毒性Ｔ溶解
ＤＣ：樹状細胞
ＦＡＣＳ：蛍光活性化細胞ソーティング
ＧＭ－ＣＳＦ：顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子
ＧＶ：顆粒症ウイルス
ＨＩＶ：ヒト免疫不全ウイルス
ｉ．ｔ．：腫瘍内
ｍＣＣＬ２１：マウスＣＣＬ２１
ＭＨＣ：主要組織適合性複合体
ＭＨＣＩＩ：ＭＨＣクラスＩＩ
ＭＬＡ－ＤＲ：ＭＨＣクラスＩ抗原
ＭＯＩ：感染の多重度
ＮＰＶ：核多角体病ウイルス
ＰＢＭＣ：末梢血単核細胞
ＰＦＵ：プラーク形成単位
ｑｄ：Ｑｕａｑｕｅ　Ｄｉｅ（毎日投与）
ｒｈＣＣＬ２１：組み換えヒトＣＣＬ２１
ｓ．ｃ．：皮下
Ｓｆ（Ｓｆ９）：Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ
Ｔｎ（Ｔｎ５）：Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ
ＵＶ：紫外線
ＶＬＰ：ウイルス様粒子。
【０００３】
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　（背景技術）
　免疫応答のモジュレーションは重要な抗癌の手法となっている。癌ワクチンおよび免疫
療法の設計における多大な研究は腫瘍細胞中に選択的に存在する抗原の発見に着目してい
る。独特の腫瘍の免疫原性は腫瘍特異的抗原または腫瘍特異的抗原を発現する遺伝子を含
むワクチンを使用した腫瘍特異的免疫応答の誘導を可能にしている。ワクチン接種の方法
は抗原提示細胞を修飾して腫瘍関連抗原を提示する適合的細胞方法を含んでいた。癌治療
のための別の免疫学的手法はサイトカインおよびケモカインの投与を包含し、これは、ア
ジュバントとして、または免疫エフェクター細胞の増大と収集の能力に基づいた抗癌治療
法として治療能力を有する。例えばＨｏｍｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，（２００２）Ｎａｔ　Ｒ
ｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２：１７５－８４；Ｐａｒｍｉａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，（２００
２）Ｊ　Ｎａｔｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ　９４：８０５－１８；Ｂｒｏｎｔｅ　（２
００１）Ｃｕｒｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　１：５３－１００；Ｆｅｈｎｉｇｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，（２００２）Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｖ　１３：
１６９－８３参照。
【０００４】
　上記した進歩にもかかわらず、免疫学的方法の成功は、（１）治療が特定の癌の型に限
定される腫瘍特異的抗原性、（２）腫瘍細胞による抗原提示の乏しさ、および（３）免疫
サーベイランスを回避するために免疫抑制因子を生産する腫瘍細胞の能力により、限界が
あった。即ち効果的で広範に適用可能な癌治療法の必要性が当該分野においてなお存在し
ている。この必要性を満足するために、本発明は癌の治療および予防のための新しい免疫
刺激方法を提供する。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は動物において免疫応答を誘導する効力を有する不活性の非病原性のウイルスを
含む組成物のある量を動物に投与することを含む動物における免疫応答を誘導する方法を
提供する。
【０００６】
　本発明は細胞において細胞死を誘発する効力を有する細胞に対する非病原性ウイルスの
ある量を含む組成物を投与することを含む細胞における細胞死を誘発する方法を提供する
。
【０００７】
　更にまた、本発明は動物においてＣＴＬ応答を生じさせる効力を有する動物に対する非
病原性ウイルスのある量を含む組成物を投与することを含み、該非病原性ウイルスが昆虫
特異的ウイルスである動物におけるＣＴＬ応答を生じさせる方法を提供する。
【０００８】
　本発明は動物において腫瘍の生育を抑制する効力を有する非病原性昆虫特異的ウイルス
を含む組成物のある量を動物に投与することを含む動物における腫瘍の生育を抑制する方
法を提供する。
【０００９】
　本発明はまた、癌を軽減する効力を有する非病原性ウイルスを含む組成物のある量を動
物に投与することを含む動物における癌の軽減をもたらす方法を提供する。
【００１０】
　本発明は更に、動物において癌の転移を抑制する効力を有する非病原性ウイルスを含む
組成物のある量を動物に投与することを含む動物における癌の転移を抑制する方法を提供
する。
【００１１】
　本発明は動物に対する非病原性ウイルスを含む組成物を投与することを含む動物におけ
る癌の再攻撃に対する耐性を付与する方法を提供する。
【００１２】
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　更にまた、本発明は動物に対する非病原性ウイルスを含む組成物を投与することを含む
動物における非新生物性の増殖性障害を抑制する方法を提供する。
【００１３】
　本発明はまた、動物において過形成を抑制する効力を有する非病原性ウイルスを含む組
成物のある量を動物に投与することを含む動物における過形成または化生を抑制する方法
を提供する。
【００１４】
　本発明は個体における癌の症状１種以上を抑制する効力を有する非病原性ウイルスを含
む組成物のある量を個体に投与することを含む癌の症状１種以上を抑制することを必要と
する個体における上記抑制の方法を提供する。
【００１５】
　更にまた、本発明は感染性疾患から動物を保護する効力を有する不活性の非病原性ウイ
ルスを含む組成物のある量を動物に投与することを含む感染性疾患から動物を保護する方
法を提供する。
【００１６】
　本発明はまた、動物において感染性疾患を抑制する効力を有する非病原性ウイルスを含
む組成物のある量を動物に投与することを含む動物における感染性疾患を抑制する方法を
提供する。
【００１７】
　本発明は細胞集団における細胞死を誘発する効力を有する該細胞集団の一部に対する非
病原性ウイルスのある量を含む組成物を接触させることを含む細胞集団における細胞死を
誘発する方法を提供する。
【００１８】
　本発明は、以下の工程、即ち、非病原性ウイルスを不活性化すること、ここで非病原性
ウイルスは約５～１０μｇ／ｍｌの濃度で非病原性ウイルスにトリオキサレンを添加し、
そして、非病原性ウイルスに約１５分間約３６５ｎｍにおいて約６ＷでＵＶを照射するこ
とにより不活性化すること、不活性化非病原性ウイルスを医薬組成物に製剤すること、お
よび、医薬組成物を疾患の治療の必要な対象に投与すること、を含む対象における治療の
方法を提供する。
【００１９】
　本発明はまた、以下の工程、即ち、化合物を腫瘍細胞および末梢血液単核細胞に接触さ
せること；および、該腫瘍細胞の細胞死を測定することを含む、化合物のインビボの抗腫
瘍活性を予測する方法を提供する。接触した腫瘍細胞の細胞死を誘発する化合物はインビ
ボで活性であると予測される。
【００２０】
　更にまた、本発明は個体において癌を予防する効力を有する非病原性ウイルスを含む組
成物のある量を個体に投与することを含む個体における癌を予防する方法を提供する。
【００２１】
　更にまた、本発明は非病原性ウイルスおよび末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を含む組成物
を提供する。
【００２２】
　本発明は更に少なくとも２つの異なる方法により不活性化された非病原性ウイルスを含
む組成物を提供する。
【００２３】
　本発明は更に非病原性ウイルス、ただし非病原性ウイルスが遺伝子的不活性化、化学不
活性化、光化学的不活性化、ＵＶ光不活性化、熱不活性化または放射線不活性化よりなる
群から選択される２つ以上を用いて不活性化されているもの、およびＰＢＭＣ少なくとも
１つを含む医薬組成物を提供する。
【００２４】
　本発明はまた非病原性ウイルスを含む抗癌または抗感染性疾患組成物の製造プロセスを
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提供する。プロセスは、活性ウイルスを不活性化する効力を有する第１の不活性化剤にウ
イルスを曝露すること、活性ウイルスを不活性化する効力を有する第２の不活性化剤にウ
イルスを曝露すること、ウイルスを薬学的に許容される担体または賦形剤１つ以上と組み
合わせること、および、ウイルスの不活性をインビトロ試験において確認することを含む
。
【００２５】
　本発明はまた、不活性化非病原性ウイルスおよび少なくとも１つの抗原、ただし抗原は
不活性化非病原性ウイルスとは異なるもの、および、少なくとも１つのアジュバントを含
む医薬組成物を提供する。
【００２６】
　更にまた、本発明はアジュバント組成物を含む免疫刺激組成物を提供する。アジュバン
ト組成物は不活性化非病原性ウイルスおよび少なくとも１つの抗原を含む。抗原はアジュ
バント組成物とは異なり、そして更に、免疫刺激組成物は抗原への免疫応答を増大させる
ことができる。
【００２７】
　本明細書に開示した方法はヒト対象の治療を指向しているが、それらは治療を必要とす
る如何なる哺乳類の治療にも使用できる。一部の実施形態においては治療または予防でき
る癌および非新生物性の障害には、例えば肺、乳房、および皮膚のものが包含される。一
部の実施形態においては、治療または予防できる感染性疾患にはウイルス感染が包含され
る。
【００２８】
　本発明はまた本明細書に開示する抗癌方法に従って使用される非病原性ウイルスは生存
ウイルス、不活性化ウイルス、ウイルス粒子、ビロソーム、ウイルス様粒子、ウイルス閉
鎖体またはウイルス成分を含むことができる。一部の実施形態においては、ウイルス成分
は、例えばペプチド、蛋白、核酸、脂質、炭水化物およびその組み合わせを含む。一部の
実施形態においては、ウイルス成分はｇｐ６４である。
【００２９】
　一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは昆虫特異的ウイルスである。一部の実
施形態においては昆虫特異的ウイルスはバキュロウイルス科のファミリーのウイルスであ
る。例えば、本発明の非病原性ウイルスは核多角体病ウイルスまたは顆粒症ウイルスを含
むことができる。一部の実施形態においては、非病原性ウイルスはＡｕｔｏｇｒａｐｈａ
　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体病ウイルスである。
【００３０】
　一部の実施形態においては腫瘍の治療のためには非病原性ウイルスおよび場合により抗
原および／またはアジュバントを腫瘍内および／または腫瘍周囲に哺乳類対象に投与する
。一部の実施形態においては、非新生物性増殖性障害の治療のためには、非病原性ウイル
スおよび任意の抗原および／またはアジュバントを患部内および／または幹部周囲に哺乳
類対象に投与する。治療方法は非病原性ウイルスを場合により他の抗癌剤と組み合わせて
複数回投与することを包含する。
【００３１】
　（発明の詳細な説明）
　（Ａ１．非病原性ウイルスの抗腫瘍活性）
　がん治療の免疫学的方法は治療剤としてのケモカインの使用を含む。ケモカインはその
機能が（ａ）リンパ球の遊走および活性化を媒介すること；（２）血管形成を調節するこ
と；および（ｃ）免疫のホメオスタシスおよび二次的リンパ様臓器構造を維持すること、
を含む相同性蛋白のファミリーである。Ｂａｇｇｉｏｌｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９
７）Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１５：６７５－７０５；Ｊｕｎｇ＆Ｌｉｔｔｍ
ａｎ（１９９９）Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１１：３１９－２５；Ｈｏｍｅ
ｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２：１７５－８４を参
照できる。
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【００３２】
　実施例１～６に記載の通り二次リンパ様組織ケモカイン（本明細書においては「ＣＣＬ
２１」と称する；当該分野ではＳＬＣ、Ｅｘｏｄｕｓ－２および６Ｃ－カインとしても知
られている）を用いる癌免疫療法の開発の過程において、本発明者等は以外にも非病原性
ウイルスが強力な抗腫瘍剤であることを発見した。実施例７を参照できる。
【００３３】
　即ち、本発明は特に、対象への非病原性ウイルスの投与を介した、癌の生育の抑制、癌
の転移の抑制および癌の耐性を含む抗癌療法の必要な対象の治療方法を提供する。本明細
書に開示した癌の免疫療法は腫瘍特異的抗原の発見に依存していない点に意義がある。む
しろ、非病原性ウイルスの投与が広範に適用され、複数の腫瘍型において効果的である。
実施例２～６を参照できる。
【００３４】
　特定の作用機序に限定されることは意図しないが、本発明者等は非病原性ウイルスの抗
癌活性は少なくとも部分的にはその免疫刺激特性に起因すると考える。例えば、バキュロ
ウイルスはインビボおよびインビトロの両方で樹状細胞の成熟および細胞溶解性Ｔ細胞（
ＣＴＬ）の応答を活性化する。実施例９～１０を参照できる。また、Ｇｒｏｎｏｗｓｋｉ
　ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．７３：９９４４－５１も参照できる。
【００３５】
　本明細書において有効な抗腫瘍組成物を説明する際に使用するは「ウイルス」という用
語は、生存ウイルス、不活性化ウイルス、ウイルス粒子、ウイルス閉鎖体、ビロソーム、
ウイルス様粒子、ウイルス成分およびこれらの組み合わせを包含する。
【００３６】
　ビロソームおよびウイルス様粒子（ＶＬＰ）は一般的に場合によりリン脂質と組み合わ
せてまたは共に製剤される非病原性ウイルスに由来する蛋白１種以上を含む。一部の実施
形態においては、ビロソームおよびＶＬＰは非複製性であり、ネイティブのウイルスゲノ
ムを全く含まない。ウイルス蛋白は組み換えにより作成するか、または全ウイルスから単
離してよい。ＶＬＰは更にＷＯ０３／０２４４８０、ＷＯ０３／０２４４８１、Ｎｉｉｋ
ｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，（Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｅｐａｔｉｔ
ｉｓ　Ｅ　Ｖｉｒｕｓ－Ｌｉｋｅ　Ｐａｒｔｉｃｅｓ　ａｓ　ａｎ　Ｏｒａｌ　Ｖａｃｃ
ｉｎｅ　Ｖｅｈｉｃｌｅ　Ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ　Ｆｏｒｅｉｇｎ　Ｅｐｉｔｏｐｅｓ“
　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（２００２）２９３：２７３－２８０）；Ｌｅｎｚ　ｅｔ　ａｌ．，
（Ｐａｐｉｌｌｏｍａｒｉｖｕｓ－Ｌｉｋｅ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　Ｉｎｄｕｃｅ　Ａｃ
ｕｔｅ　Ａｃｒｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　Ｃｅｌｌｓ，Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（２００１）５２４６－５３５５）；Ｐｉｎｔｏ，ｅｔ
　ａｌ．，（Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ　Ｈｕｍａｎ
　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　（ＨＰＶ）－１６　Ｌ１　Ｈｅａｌｔｈｙ　Ｖｏｌｕ
ｎｔｅｅｒｓ　Ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＨＰＶ－１６
　Ｌ１　Ｖｉｒｕｓ－Ｌｉｋｅ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ”，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｆ
ｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　（２００３）１８８：３２７－３３８）；Ｇｅｒｂ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（Ｈｕｍａｎ　Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ　Ｖｉｒｕｓ－Ｌｉ
ｋｅ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　Ａｒｅ　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　Ｏｒａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｇｅ
ｎｓ　ｗｈｅｎ　Ｃｏａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　
ｃｏｌｉ　Ｈｅａｔ－Ｌａｂｉｌｅ　Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ　Ｍｕｔａｎｔ　Ｒ１９２
Ｇ　ｏｒ　ＣｐＧ），Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（２００１）７５（１０
）：４７５２－４７６０に記載されている。ビロソームは更に例えばＧｌｕｃｋ　ｅｔ　
ａｌ．，（Ｎｅｗ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｌａｔｆｏｒｍｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｄｅｖ
ｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｆｕｔｕｒｅ，Ｖａｃｃ
ｉｎｅ（２００２）２０：Ｂ１０－Ｂ１６）に記載されている。
【００３７】
　「生存ウイルス」という用語はその感染性がネイティブのウイルスと同様または同一で
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あるウイルスを指す。特に生存ウイルスはそのネイティブの宿主細胞に感染できる。
【００３８】
　「不活性化されたウイルス」という用語は後に記載するとおり、ネイティブの宿主細胞
中で複製できないウイルスを指す。例えば哺乳類宿主細胞中で複製できない非病原性ウイ
ルスは同様に、不活性化されればそのネイティブの宿主細胞中で複製できない。不活性化
されたウイルスは生存ウイルスの投与に関わる安全性の問題点を最小限にするために使用
できる。「不活性化剤」とはウイルスを不活性化するために使用する薬剤である。
【００３９】
　「ウイルス粒子」という用語は、構成されるか、またはそのネイティブな形態から修飾
され、これによって天然の宿主細胞中では複製できないウイルスを指す。ウイルス粒子を
調製する方法は当該分野で知られている。ウイルス様粒子の構造および機能的な一体性は
電子顕微鏡観察、免疫原性分析および標準的なプラーク試験により評価することができる
。例えばＨａｍａｋｕｂｏ　ｅｔ　ａｌ．，ＷＯ０２／０６３０５は摘出バキュロウイル
ス様粒子の発生を論じている。
【００４０】
　米国特許５，７５０，３８３号はマーカーレスキュー系を用いたバキュロウイルス粒子
の調製方法を開示している。方法は遺伝子的に修飾されたバキュロウイルスを用い、これ
はウイルス複製に必須の遺伝子（例えばｇｐ６４）を欠いており、そして遺伝子的不全を
補う細胞において増殖する。
【００４１】
　「ウイルス閉鎖体」という用語はウイルスコード蛋白性結晶内に包埋された複数のウイ
ルス粒子を含む構造を指す。蛋白結晶が溶解すると、複数のウイルス粒子は放出され、各
ウイルス粒子はその後、宿主細胞に感染できるようになる。
【００４２】
　ウイルスおよび特にバキュロウイルスの生産は、当該分野でよく知られた手法を用いて
達成される。クローニングされた細胞系統をインビトロの培地中に準備し、ウイルスを接
種し、そしてウイルスの製造が可能となるために十分な時間および有効な条件下にインキ
ュベートする。培養条件、例えば細胞密度、感染の多重性、時間、温度、培地等は重要で
はなく当業者の知るとおり容易に決定することができる。
【００４３】
　バキュロウイルス生産の代表的な方法は例えば実施例１に記載するとおりであり、これ
はＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ（Ｓｆ）を使用する。別の代表的な宿主
細胞および増幅方法は米国特許５，４０５，７７０号（Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ　ｓｕｂｆｌ
ｅｘａ細胞系統）および６，３７９，９５８（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒ
ｄａ細胞系統、これは進歩したバキュロウイルス生産を示す）に記載されている。
【００４４】
　インキュベーションの後、このようにして生産されたウイルス剤を当該分野で知られた
手法、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）沈殿、超遠心分離およびクロマトグラフ
ィー精製、例えばイオン交換樹脂の使用、サイズエクスクルージョンクロマトグラフィー
、アフィニティークロマトグラフィーまたはこれらの組み合わせにより回収する。米国特
許出願２００２／００１５９４５（クロマトグラフィー精製）；米国特許６，１９４，１
９２（硫酸化フコース含有多糖類へのウイルス吸着）を参照できる。
【００４５】
　「ウイルス成分」という用語は本明細書においては、非病原性ウイルスから誘導され、
そして親の生存ウイルスの抗腫瘍および／または抗感染性疾患活性を保持している分子を
指す。一部の実施形態においては、ウイルス成分は由来もとの親生存ウイルスの示す応答
と比較してその程度および特異性が同様である抗腫瘍活性を有する。「ウイルス成分」と
いう用語はウイルスの何れかの生物学的成分、例えば蛋白、ペプチド、核酸、脂質、炭水
化物、ウイルスの何れかの他の生物活性分子およびこれらの組み合わせの１種以上を包含
する。一部の実施形態においては、ウイルス成分はｇｐ６４である。
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【００４６】
　例えばウイルス成分はウイルスカプシド蛋白またはウイルス核蛋白コアのＤＮＡ関連蛋
白を含むことができる。代表的なバキュロウイルスカプシド蛋白はＰｅａｒｓｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．，（１９８８）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１６７：４０７－１３；Ｓｕｍｍｅｒｓ　＆
　Ｓｍｉｔｈ（１９７８）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　８４：３９０－４０２；Ｔｈｉｅｍ　＆　
Ｍｉｌｌｅｒ　（１９８９）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　６３：２００８－１８；Ｖｉａｌａｒｄ　
＆　Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ（１９９３）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　６７：５８５９－６６に記載さ
れている。代表的なバキュロウイルスＤＮＡ関連蛋白はＴｗｅｅｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，
（１９８０）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　３３：８６６－８７６；Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１
９８７）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　６１：６６１－６；Ｒｏｈｒｍａｎｎ　（１９９２）Ｊ　Ｇｅ
ｎ　Ｖｉｒｏｌ　７３（Ｐｔ４）：７４９－６１に記載されている。
【００４７】
　ウイルス成分はまたウイルス閉鎖体内に存在する蛋白および炭水化物、例えば閉鎖体マ
トリックスおよび成熟した閉鎖体に存在する腎杯外層を含むことができる。代表的なバキ
ュロウイルス閉鎖体蛋白は多角体および腎杯を包含する。
【００４８】
　非病原性ウイルスが強力な抗腫瘍活性および／または抗感染性疾患活性を有することを
示す本明細書の開示を参考にすれば、当業者は容易に、親生存ウイルスの抗腫瘍活性およ
び／または抗感染性疾患活性を再現するウイルス成分を発見、精製または別途調製および
投与することができると考えられる。例えば１つの方法として、米国特許６，００１，８
０６号はバキュロウイルス感染昆虫細胞を分画し、そして次に溶出画分を試験に用いるこ
とにより親生存ウイルスにより以前に認識されていた抗ウイルス活性を模倣する糖蛋白を
発見する生化学的方法を開示している。
【００４９】
　更にまた、ウイルス蛋白および核酸は当該分野で知られた組み換え方法を用いて容易に
調製され、そして抗癌および／または抗感染性疾患の活性に関して同様に試験することが
できる。例えばウイルス核酸のクローニング、合成、改変、変異原性付与またはその組み
合わせを行うことができる。核酸を単離するために使用されている標準的な組み換えＤＮ
Ａおよび分子クローニング手法は例えばＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，（ｅｄｓ．）
（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ．Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｓｉｌｈａｖｙ　ｅｔ　ａ
ｌ．，（１９８４）Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｇｅｎｅ　Ｆｕｓｉｏｎ．Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｇｌｏｖｅｒ　＆　Ｈａｍｅｓ（１９９
５）ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，２ｎｄ　ｅ
ｄ．，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆ
ｏｒｄ／Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ａｕｓｕｂｅｌ　（ｅｄ．）（１９９５）Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　ｅｄ．Ｗｉｌｅ
ｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋに記載されている。組み換えにより作成されたポリペプチドもまた
当業者の知る種々の標準的方法を用いて精製し、定性することができる。例えばＳｃｈｒ
ｏｄｅｒ＆Ｌｕｂｋｅ（１９６５）Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ＆Ｅｂｅｒｌｅ（１９９３）Ｐｅｐｔｉｄ
ｅｓ，１９９２：Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｔｗｅｎｔｙ　Ｓｅｃｏｎｄ
　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　１３
－１９，１９９２，Ｉｎｔｅｒｌａｋｅｎ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ．Ｅｓｃｏｍ．Ｌｅ
ｉｄｅｎ；Ｂｏｄａｎｓｚｋｙ（１９９３）Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄ
ｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，２ｎｄ　ｒｅｖ．ｅｄ．Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｂ
ｅｒｌｉｎ；Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ａｕｓｕｂｅｌ　（ｅｄ）（１９９５）Ｓｈｏｒｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　ｅｄ．Ｗｉｌ
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ｅｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照することができる。
【００５０】
　特にＡｃＮＰＶの完全な配列が知られており（Ｋｏｏｌ　ａｎｄ　Ｖｌａｋ，１９９３
）、従って、全ＡｃＮＰＶ蛋白の系統的な分析は抗腫瘍活性に関する試験と組み合わせて
組み換え発現のための知られた方法を使用しながら容易に実施することができる。
【００５１】
　活性なウイルス成分の発見を容易にするために、本発明は更に候補ウイルス成分をスク
リーニングするために用いることができるインビトロ試験を提供する。実施例８を参照で
きる。試験は末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）による細胞毒性の誘導を包含する。本明細書に
おいては、非病原性ウイルスはＰＢＭＣによる腫瘍細胞の細胞毒性を誘導でき、そして、
この活性はインビボの投与により観察される抗腫瘍活性に相関している。候補ウイルス成
分は例えば非病原性ウイルスの生化学的画分、精製または組み換え生産されたウイルス蛋
白、精製または合成された核酸、ビロソーム、ウイルス様粒子等を包含する。
【００５２】
　ウイルスを説明するために本明細書において用いられる「非病原性」という用語は、ウ
イルスにより治療される哺乳類宿主において感染性ではないウイルスを指し、そして一部
の実施形態においては、非病原性ウイルスは哺乳類宿主において感染性ではない。一部の
実施形態においては、非病原性ウイルスはヒト宿主において感染性ではない。簡便のため
に、特段の記載が無い限り、「非病原性」ウイルス」という用語はには不活性化されたウ
イルス、ウイルス粒子、ウイルス閉鎖体、ビロソーム、ウイルス様粒子、ウイルス成分お
よびこれらの組み合わせを包含するものとする。
【００５３】
　「感染性」という用語は一般的に、例えば宿主細胞または生物に対して悪影響を及ぼす
遺伝子の発現により、および／または宿主細胞内における複製により、宿主細胞または生
物に対して悪影響を及ぼす性質を指す。この定義と合致して、非病原性とは、哺乳類細胞
への侵入が宿主細胞または生物の健康状態を劣化させない場合は、それらへの侵入を除外
するものではない。しかしながら、一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは哺乳
類細胞に侵入しない。
【００５４】
　非病原性ウイルス、例えばバキュロウイルスはまた哺乳類宿主細胞中で転写的にサイレ
ントであることができる。即ち、一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは、異種
性遺伝子も発現されないことから、現在の遺伝子療法から特に排除されるウイルスのある
型であることができる。
【００５５】
　非病原性ウイルスの例は昆虫特異的ウイルス、両生類特異的ウイルスおよび植物特異的
ウイルスを包含する。本明細書に開示した方法において有用である代表的なウイルスは、
バキュロウイルス科のファミリーのウイルス（例えば核多角体病ウイルス（ＮＰＶ）、例
えばＡｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃＮＰＶおよび顆粒症ウイルス（ＧＶ）
、例えばＴｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉＧＶ）、ポリドナウイルス科（例えばイクノウ
イルス、例えばＣａｍｐｏｌｅｔｉｓ　ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓウイルスおよびブラコウイ
ルス、例えばＣｏｔｅｓｉａ　ｍｅｌａｎｏｓｃｅｌａウイルス）、Ａｓｃｏｖｉｒｕｓ
ｅｓ、テトラウイルス科およびノダウイルス科（例えばノダウイルス、例えばＮｏｄａｍ
ｕｒａウイルスおよびＦｌｏｃｋ　Ｈｏｕｓｅウイルス）を包含する。本発明において有
用な多くの非病原性ウイルスは昆虫において発見されている。Ｆｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ
．，ｅｄｓ（１９９６）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｒａｖｅ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｅｒｓ，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａを参照することが
できる。
【００５６】
　「感染性疾患」という用語はその宿主において悪影響を与える物体（例えばウイルス、
カビまたは細菌）を指す。一部の実施形態においては物体はヒト宿主に対して悪影響を与
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える。「抗感染性疾患」治療とは、感染性疾患および／またはその疾患を誘発する物体を
妨害、弱体化または根絶する治療を指す。
【００５７】
　感染性疾患の例は、ＨＩＶ、西ナイルウイルス、Ａ、Ｂ、Ｃ型肝炎、水痘、結核、水疱
性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、呼吸器シンシチウムウイルス（ＲＳＶ）、ヒト乳頭腫ウイ
ルス（ＨＰＶ）、ＳＡＲＳ、インフルエンザ、エボラ、ウイルス性髄膜炎、ヘルペス、炭
疽病、ライム病およびＥ．ｃｏｌｉ等を包含する。
【００５８】
　一部の実施形態においては、非病原性ウイルスはバキュロウイルスを含む。後述する実
施例で示す通り、本発明はバキュロウイルスが腫瘍生育の強力な抑制剤であり、完全な腫
瘍の減衰を促進できることを示す。本発明は更に実施例５～６において記載する通り、バ
キュロウイルスを用いて腫瘍転移を抑制し、そして、腫瘍の再攻撃に対する耐性を増強す
ることができることを示す。
【００５９】
　本明細書においては「腫瘍の再攻撃」という用語は自らの癌または腫瘍が治療され除去
され、そして次いで新しい腫瘍に曝露される動物を指す。上記において提示した定義に従
えば、「バキュロウイルス」という用語はバキュロウイルス粒子およびバキュロウイルス
成分を包含する。
【００６０】
　バキュロウイルスの宿主特異性は十分研究されている。バキュロウイルスは鱗翅目の３
０種超に感染することがわかっているが、他の昆虫細胞または検討されている３５を超え
る哺乳類細胞系統において複製する能力を有するとは考えられていない。Ｔｊｉａ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８３）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１２５：１０７－１７；Ｖｏｌｋｍａｎ　＆Ｇ
ｏｌｄｓｍｉｔｈ（１９８３）Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　４５：
１０８５－１０９３；Ｍｃｎｔｏｓｈ＆Ｓｈａｍｙ（１９８０）Ｉｎｔｅｒｖｉｒｏｌｏ
ｇｙ　１３：３３１－４１参照。しかしながらバキュロウイルスは哺乳類細胞に侵入し、
ウイルスＤＮＡは宿主細胞の核内に検出されえる。Ｇｒｏｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９
８４）Ｉｎｔｅｒｖｉｒｏｌｏｇｙ　２１：２０３－９；Ｔｊｉａ　ｅｔ　ａｌ．，（１
９８３）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１２５：１０７－１７；Ｖｏｌｋｍａｎ＆Ｇｏｌｄｓｍｉｔ
ｈ（１９８３）Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　４５：１０８５－９３
参照。
【００６１】
　「非病原性」という用語は更にそのネイティブな形態で病原性であり、そして修飾され
て非病原性とされているウイルスも包含する。このような修飾は遺伝子的修飾（例えばバ
キュロウイルスｇｐ６４遺伝子に関して上記したウイルスの複製に必須な遺伝子の破壊；
および／または宿主生物種において転写的に不活性とするためのウイルスプロモーターの
破壊）を包含する。例えば、バキュロウイルスの生物種特異的な病原性は部分的には鱗翅
目以外の生物種においてバキュロウイルスプロモーターがサイレントであるためである。
異種性プロモーターをバキュロウイルスのゲノムに挿入した場合、修飾されたウイルスは
非鱗翅目細胞系統、例えば種々の哺乳類細胞系統において遺伝子発現が可能となる。Ｂｏ
ｙｃｅ＆Ｂｕｃｈｅｒ（１９９６）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ９３
：２３４８－５２；Ｃａｒｂｏｎｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８５）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ
　５６：１５３－６０；Ｃａｒｂｏｎｅｌｌ　＆　Ｍｉｌｌｅｒ　（１９８７）Ａｐｐｌ
　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　５３：１４１２－７；Ｈｏｆｍａｎｎ　ｅｔ　
ａｌ．，（１９９５）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ９２：１００９９
－１０３参照。哺乳類細胞で当初は活性であるウイルスプロモーターを同様に逆の結果と
なるように修飾し、これにより哺乳類種においてはもはや病原性とならないようにする。
塩基対の変更、欠失または小規模の挿入を行うための部位特異的突然変異誘発の方法は当
該分野で知られており、例えば上記した参考文献に記載されている。
【００６２】
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　非病原性であると予測される修飾されたウイルス並びに未修飾のウイルスはウイルスの
感染性および複製を測定するための当該分野で知られた方法を用いて非病原性について容
易に試験できる。代表的な方法は例えばＴｊｉａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８３）Ｖｉｒｏｌ
ｏｇｙ　１２５：１０７－１７；Ｖｏｌｋｍａｎ　＆Ｇｏｌｄｓｍｉｔｈ（１９８３）Ａ
ｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　４５：１０８５－９３；Ｍｃｌｎｔｏｓ
ｈ＆Ｓｈａｍｙ（１９８０）Ｉｎｔｅｒｖｉｒｏｌｏｇｙ　１３：３３１－４１；および
米国特許６，２４８，５１４等に記載されている。
【００６３】
　本発明はまた抗癌活性および／または抗感染性疾患活性および／またはアジュバント活
性を有する非病原性ウイルス、例えば生存ウイルス、不活性ウイルス、ウイルス粒子、ビ
ロソーム、ＶＬＰ、ウイルス閉鎖体およびウイルス成分を提供する。更にまた、本明細書
に記載した治療方法において有用な非病原性ウイルスの選択方法を提供する。
【００６４】
　抗癌活性を有する非病原性ウイルスを選択するためには、候補となる非病原性ウイルス
は、実施例８に記載する腫瘍の細胞溶解のインビトロおよびインビボの試験、および／ま
たは例えば実施例に記載する抗癌活性のインビボまたはインビボのモデルを用いて試験す
ることができる。一部の実施形態においては、インビトロ試験を初期スクリーニングに用
い、次にインビトロで活性であるウイルスを該当動物モデルにおいて後に試験することに
より抗癌活性を評価することができる。
【００６５】
　アジュバント活性を有する非病原性ウイルスを選択するためには、候補となる非病原性
ウイルスの抗原の免疫原性を増強する能力を試験することができる。免疫原性は例えばＴ
細胞媒介応答を検出することにより測定できる。Ｔ細胞応答を測定するための代表的方法
にはインビトロ細胞毒性試験またはインビボの遅延型過敏性試験が包含される。一部の実
施形態においては例えば非病原性ウイルスと組み合わせたＣＣＬ２１はＰＢＭＣによる腫
瘍細胞のインビトロ細胞毒性を誘導し、そしてこの活性はインビボの投与の際の抗腫瘍活
性に相関する。他の抗原をＣＣＬ２１の代替としてもよい。免疫原性はまた対象の血清中
の抗原特異的抗体の検出により、および／または抗血清または抗原に特異的な免疫細胞の
保護作用の明示により試験することもできる。一部の実施形態においては、非病原性ウイ
ルスは少なくとも約２倍、約５倍、約１０倍、約２５倍または約１００倍まで抗原の免疫
原性を増強する。
【００６６】
　一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは後に記載するとおり不活性化される。
抗癌性を示す非病原性ウイルスを種々の不活性化方法の何れか１つに付すことによりウイ
ルスがそのネイティブの宿主細胞に感染できないようにすることができる。本明細書に記
載した試験を用いて当業者はウイルスの抗癌活性を温存する不活性化方法を選択すること
ができる。一部の実施形態においては、不活性化方法はウイルスの宿主細胞への進入を可
能とし、そしてウイルスゲノムの転写および／または複製を妨害する。一部の実施形態に
おいては、ウイルスが細胞内へは進入できるが正常な転写および／または複製は行えない
ようにこれを遺伝子的に修飾することができる。
【００６７】
　（Ａ２．非病原性ウイルスの抗炎症性疾患活性）
　感染性疾患を治療するための現在の方法は有害または望ましくない副作用を誘発する医
薬の使用を包含する。更にまたワクチン接種を含む多くの有効な治療法は僅か単一の感染
性実体またはそれに緊密に関連する実体に対してのみ特異的である。本発明者等は意外に
も非病原性ウイルスが感染性疾患に強力に対抗できることを発見した。実施例１７を参照
できる。
【００６８】
　抗感染性疾患活性を有する非病原性ウイルスを発見するためには、候補となる非病原性
ウイルスを当業者のよく知る感染性疾患のインビトロまたはインビボの試験法を用いて試
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験することができる。例えば、結核に関しては、ウサギＴＢモデルまたはインビトロのマ
クロファージモデルを用いて抗感染性疾患活性を試験してよい。Ａｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，
（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００３，１７１：１１３３－１１３
９）は感染性疾患に対抗する活性について化合物を試験するために適する他の試験法を記
載している。
【００６９】
　一部の実施形態においては、インビトロの試験を初期スクリーニングとして用い、次に
インビトロで活性であるウイルスを該当する動物モデルでその後試験することにより抗感
染性疾患活性を試験することができる。
【００７０】
　即ち、本発明は特に、非病原性ウイルスの対象への投与を介した抗感染性疾患療法の必
要な対象の治療方法を提供する。本明細書に記載した抗感染性疾患活性を有する非病原性
ウイルスは感染性実体に特異的な抗原の発見に依存していないと考えられる。むしろ、非
病原性ウイルスの投与は広範に適用可能である。
【００７１】
　特定の作用機序に限定されることは意図しないが、本発明者等は非病原性ウイルスの抗
感染性疾患活性は少なくとも部分的にはその免疫刺激特性に起因すると考える。例えば、
バキュロウイルスはインビボおよびインビトロの両方で樹状細胞の成熟および細胞溶解性
Ｔ細胞（ＣＴＬ）の応答を活性化する。実施例９～１０を参照できる。
【００７２】
　本発明は対象への非病原性ウイルスの投与を介した癌保有哺乳類対象の治療方法を提供
する。開示した方法は例えば癌の生育の抑制、例えば完全な癌の減衰のため、癌の転移の
抑制のため、および、癌の耐性の促進のために有用である。
【００７３】
　本発明は対象への非病原性ウイルスの投与を介した感染性疾患１つ以上を有する対象の
治療方法を提供する。開示した方法は例えばウイルスの複製の抑制、カビの増殖の抑制に
おいて有用である。
【００７４】
　「癌の生育」という用語は、一般的に、より進行した形態への癌内部の変化を示す多く
の指標の何れか１つを指す。癌の生育の抑制の尺度となる指標には、例えば、癌細胞の生
存性の低下、腫瘍の体積または形態の減少（例えばコンピューター断層撮影（ＣＴ）、超
音波撮影または他の画像化方法により測定される）、遅延した腫瘍の生育、腫瘍の血管系
の破壊、遅延過敏症皮膚試験の進歩した性能、細胞溶解性Ｔリンパ球の活性の増大、およ
び、腫瘍特異的抗原の濃度の低下が包含される。
【００７５】
　「遅延した腫瘍生育」という用語は腫瘍が特定の量だけ生育するために必要な時間の長
さが減少することを指す。例えば、治療は測定の初日（第０日）と比較して３倍の体積に
腫瘍が増大するために必要な時間、または、１ｃｍ３に成長するために必要な時間を遅延
することができる。
【００７６】
　「癌の耐性」という用語は癌の生育、特に既に保有している癌の生育に抵抗する対象の
能力が向上していることを指す。或は、「癌の耐性」という用語は対象における癌の生育
の傾向が低下することを指す。癌耐性は後に記載するとおり順応型免疫応答の誘導に関連
している。
【００７７】
　「対象」という用語は、本明細書においては、何れかの哺乳類動物種を包含する。一部
の実施形態においては、本発明の方法はヒト並びに絶滅の危機に瀕しているために重要で
ある、経済的に重要である、および／またはヒトにとって社会的に重要である哺乳類にお
ける癌および／または感染性疾患の治療を意図する。
【００７８】
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　「癌」という用語は一般的に原発および転移腫瘍を含む腫瘍を指す。一部の実施形態に
おいては腫瘍は固形腫瘍である。「腫瘍」という用語は対象における何れかの組織の固形
腫瘍および癌腫を包含し、例えば、乳房、結腸、直腸、肺、口腔陰頭部、下咽頭、食道、
胃、膵臓、肝臓、胆嚢、胆管、小腸、尿管、例えば腎臓、膀胱および尿路上皮、女性器管
、例えば頚部、子宮、卵巣（例えば絨毛癌および妊娠栄養膜疾患）、男性器管、例えば前
立腺、精嚢、抗癌および生殖細胞腫瘍、内分泌線、例えば甲状腺、副腎および下垂体、皮
膚（例えば血管腫および黒色腫）、骨および軟組織、血管（例えばカポジ肉腫）、脳、神
経、眼および髄膜（例えば星状細胞腫、神経膠腫、神経膠芽細胞腫、網膜芽細胞腫、神経
腫、神経芽細胞腫、神経鞘腫および髄膜腫）が挙げられる。
【００７９】
　「腫瘍」という用語はまた造血系の悪性疾患から生じる固形腫瘍、例えば白血病、例え
ば緑色腫、プラズマ細胞腫、真菌症のプラークおよび腫瘍および皮膚Ｔ細胞リンパ腫／白
血病、多発性骨髄腫およびリンパ腫、例えばホジキンおよび非ホジキンリンパ腫を包含す
る。
【００８０】
　「癌」という用語は本明細書においては、非新生物性の増殖性障害も包含するものとす
る。即ち、本発明の方法は過形成、化生、またはとりわけ形成異常（このような異常な生
育状態についてはＲｏｂｂｉｎｓ　＆　Ａｎｇｅｌｌ（１９７６）Ｂａｓｉｃ　Ｐａｔｈ
ｏｌｏｇｙ，２ｎｄ　Ｅｄ．，ｐｐ．６８－７９，Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．，
Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａを参照できる）の治療および予防
を意図している。
【００８１】
　過形成は構造または機能の大きな改変を伴わない組織または臓器における細胞数の増大
を含む制御された細胞の増殖の形態である。１つの非限定的な例として子宮内膜過形成は
子宮内膜癌に進行する場合が多い。化生は成熟または完全に分化した細胞の１つの型が成
熟細胞の別の型と置き換わる制御された細胞の成育の形態である。化生は上皮細胞または
結合組織細胞中に起こる場合がある。非定型の化生は幾分無秩序な化生性の上皮を含む。
形成異常は癌の前駆型である場合が多く、そして上皮に主に検出され；これは非新生物性
の細胞生育の最も無秩序な形態であり、個々の細胞の均一性および細胞の構造的方向性の
消失を含む。形成異常の細胞は異常に大きく、強く染色される核を有する場合が多く、多
形態性を示す。形成異常は慢性の刺激または炎症が存在する箇所に特徴的に生じ、そして
頚部、気道、口腔および胆嚢に発見される場合が多い。前新生物性の患部は新生物に進行
する場合が有るが、それらは長期間安定に残存するか、または、特に刺激物質が除去され
たり、または患部がその宿主による免疫攻撃に屈服する場合には、退行する場合もある。
【００８２】
　即ち、本明細書に記載するような対象への非病原性ウイルスの投与は本来の抗癌免疫応
答または適応性の癌特異的免疫応答をもたらすことができる。「免疫系」という用語は抗
原分子を含む細胞、例えば腫瘍、病原体および自己反応性の細胞に対抗して防御を行う、
非特異的および特異的な分類を含む全ての細胞、組織、系、構造および過程を包含する。
即ち、免疫応答は本来の免疫応答、適応性の免疫応答またはその組み合わせを含む。
【００８３】
　「本来の免疫系」という用語は貪食細胞、例えば好中球、単球、組織マクロファージ、
クプファー細胞、肺胞マクロファージ、樹状細胞および小グリア細胞を包含する。本来の
免疫系は非特異的な免疫応答を媒介する。本来の免疫系は適応性の免疫系の応答の開始お
よび方向付けにおいて重要な役割を果たしている。例えばＪａｎｅｗａｙ（１９８９）Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ　Ｓｙｍｐ　Ｑｕａｎｔ　Ｂｉｏｌ　５４：１－１３；
Ｒｏｍａｇｎａｎｉ（１９９２）Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ　１３：３７９－３８１；
Ｆｅａｒｏｎ　＆　Ｌｏｃｋｓｌｅｙ　（１９９６）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７２：５０－５
３；Ｆｅａｒｏｎ（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ　３８８：３２３－３２４を参照できる。本
来の応答は例えば樹状細胞の成熟、マクロファージの活性化、サイトカインまたはケモカ
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インの分泌、および／またはＮＦＫＢシグナリングの活性化を包含する。
【００８４】
　「適応性免疫系」という用語は、宿主内に特異的な免疫を付与する細胞および組織を指
す。これらの細胞に含まれるものはナチュラルキラー（ＮＫ）細胞およびリンパ球（例え
ばＢ細胞リンパ球およびＴ細胞リンパ球）である。「適応性免疫系」という用語はまた抗
体生産細胞および抗体生産細胞に生産された抗体を包含する。
【００８５】
　「適応性免疫応答」という用語は抗原に対する特異的な応答を指し、後に定義する通り
、体液性免疫応答（例えば抗原特異的抗体の生産）および細胞媒介免疫応答（例えばリン
パ球増殖）を包含する。適応性免疫応答は更に全身免疫および体液性免疫を含む。
【００８６】
　「細胞媒介免疫」および「細胞媒介免疫応答」という用語は、犠牲細胞に近接した場合
にＴ細胞リンパ球によりもたらされる防御のようなリンパ球によりもたらされる免疫学的
防御を指す。細胞媒介免疫応答はまたリンパ球増殖を含む。「リンパ球増殖」を測定する
場合は、特定の抗原に応答してリンパ球が増殖する能力を測定する。リンパ球の増殖とは
Ｂ細胞、Ｔヘルパー細胞またはＣＴＬ細胞の増殖を指すものとする。
【００８７】
　「ＣＴＬ応答」という用語は本明細書においては特定の抗原を発現する細胞を溶解して
殺傷する抗原特異的細胞の能力を指す。本明細書に記載するとおり、標準的な当該分野で
知られたＣＴＬ試験を行ってＣＴＬ活性を測定する。
【００８８】
　「全身免疫応答」という用語は本明細書においては免疫系のＢリンパ球のような細胞が
発生するリンパ節、脾臓または腸に関連するリンパ様組織における免疫応答を指す。例え
ば、全身免疫応答は血清免疫グロブリン（ＩｇＧ）の生産を含む。更にまた全身免疫応答
は血流中を循環している抗原特異的抗体および脾臓およびリンパ節のような全身性のコン
パートメント中のリンパ様組織中の抗原特異的細胞を指す。
【００８９】
　「体液性免疫」または「体液性免疫応答」という用語は抗原の刺激に応答して抗体分子
が分泌される後天性の免疫の形態を指す。
【００９０】
　適応性免疫応答を説明する場合の「癌特異的」という用語は、本明細書においては応答
が対象に以前から存在する癌を特異的に指向している場合の対象における細胞媒介または
体液性の免疫応答を指す。本来および適応性の免疫応答に独特の免疫細胞型が関与すると
すれば、本来の免疫応答をもたらすための方法は適応性の免疫応答ももたらすとは考えに
くい。一部の実施形態においては、対象への非病原性ウイルスの投与は本来の免疫応答と
適応性免疫応答の両方をもたらす。
【００９１】
　一部の実施形態においては、非病原性ウイルスの投与のための本明細書に記載した方法
は他の癌治療法１つ以上と組み合わせることができる。例えば、腫瘍または異常な細胞の
増殖は非病原性ウイルスの投与の前後に外科的に除去することができる。同様に本発明の
非病原性ウイルスは別の薬剤、例えば抗血管形成剤、化学療法剤および／または別の免疫
調節剤と共同投与するか共同製剤することができる。非病原性ウイルスと組み合わせて使
用できる代表的な薬剤は限定はされないが、例えばメトキシトレキセート、タモキシフェ
ン、ネランドロン、ニルタミド、アドリアマイシン、５－フルオロウラシル（５ＦＵ）、
サイトカイン例えばインターフェロンアルファ（ＩＦＮ－α）、インターフェロンガンマ
（ＩＦＮ－γ）、インターロイキン２（ＩＬ２）、インターロイキン４（ＩＬ４）、イン
ターロイキン６（ＩＬ６）および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）である。感染性疾患は更に抗ウ
イルス剤、抗生物質または抗カビ剤を投与することにより治療することもできる。
【００９２】
　本発明はまたヒトを含む哺乳類対象における細胞傷害性Ｔ細胞媒介応答を誘発するため
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に有用な方法および組成物に関する。一部の実施形態においては、本発明は細胞傷害性Ｔ
細胞媒介応答を誘導するための非病原性ウイルスの使用に関する。即ち本発明は、非病原
性ウイルスおよび抗原を含む抗原製剤の製造方法を提供する。「抗原」という用語はＴ細
胞またはＢ細胞の受容体と相互作用することによりリンパ球を活性化（陽性または陰性に
）する物質を指す。陽性の活性化は免疫応答性をもたらし、陰性の活性化は免疫耐容性を
もたらす。抗原は蛋白、炭水化物、脂質、核酸またはその組み合わせを含むことができる
。抗原は異種性（例えば宿主対象中に典型的には存在しない抗原）または自系の抗原（自
己抗原）を含むことができる。
【００９３】
　更にまた治療および／または予防薬としての開示された抗原製剤の使用のための方法も
提供される。例えばこのような抗原製剤は、ＣＴＬ応答が重要である疾患の治療のため、
例えばＨＩＶ感染またはインフルエンザの治療において、哺乳類対象に投与でき；また、
細菌感染症、寄生虫感染症等の治療または予防における使用にも拡張できる。
【００９４】
　一部の実施形態においては、本発明は癌の症状１つ以上の抑制が必要な個体における該
抑制の方法を提供する。方法は個体に対し、個体における癌の症状の１つ以上を抑制する
効力を有する非病原性ウイルスを含む組成物のある量を投与することを含む。
【００９５】
　癌の症状は当該分野でよく知られており、生理学的および身体的な徴候の両方を含む。
生理学的な徴候には例えば腫瘍の生育、異常な細胞生育、転移、血管形成、細胞死または
細胞の侵襲性が包含される。身体的な徴候には例えば体重減少、出血、呼吸困難、骨折、
脆弱化された免疫系または疲労が包含される。
【００９６】
　本明細書に記載する対象への非病原性ウイルスの投与はまた抗感染性疾患免疫応答をも
たらすことができる。上記した通り、免疫応答は本来の免疫応答、適応性の免疫応答また
はこれらの組み合わせを含む。
【００９７】
　本発明はまた非病原性ウイルスを含む組成物の有効量を動物に投与することを含む感染
性疾患から動物を保護する方法を提供する。一部の実施形態においては非病原性ウイルス
は何れかの方法により、または、本明細書に記載した方法により不活性化される。後に記
載する実施例に基づけば、不活性の非病原性ウイルスの投与は感染性実体（例えばウイル
ス、カビまたは細菌）に対抗して保護をもたらしたことが観察された。一部の実施形態に
おいては非病原性ウイルスは昆虫特異的ウイルス（例えばバキュロウイルスファミリー）
である。非病原性ウイルスはまた他のワクチン、抗ウイルス剤、抗カビ剤、抗細菌剤また
はこれらの組み合わせと共に共同投与することもできる。
【００９８】
　（Ｃ．治療組成物および方法）
　本発明は更に、医薬組成物およびそれを使用する方法も提供する。本発明の非病原性ウ
イルスは安全で有効な抗腫瘍および／または抗感染性疾患および／またはアジュバント活
性のために、本明細書に記載するとおり製造し、製剤される。
【００９９】
　本発明はまた感染性疾患および／または癌の治療および予防のために使用できる組成物
を提供する。一部の実施形態においては、組成物は非病原性ウイルスおよび末梢血単核細
胞（ＰＢＭＣ）を含む。一部の実施形態においては、ＰＢＭＣは非病原性ウイルスとエク
スビボで接触した動物または個体から単離し、次に混合物または複合物として、動物また
は個体に再投与される。一部の実施形態においては、ＰＢＭＣは治療すべき、または、本
発明の組成物を投与すべき動物または個体とはことなるものから単離する。
【０１００】
　一部の実施形態においては、組成物は非病原性ウイルスおよび腫瘍細胞少なくとも１つ
を含む。腫瘍細胞は個体または動物に対して自系であるか同種異系であることができる。
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【０１０１】
　一部の実施形態においては、組成物は非病原性ウイルス、腫瘍少なくとも１つおよびＰ
ＢＭＣ少なくとも１つを含む。一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは不活性ウ
イルスである。
【０１０２】
　（Ｃ１．ウイルス不活性化）
　一部の実施形態においては、本発明の方法において使用される、生存する非病原性ウイ
ルスは対象への投与の前に不活性化される。非病原性ウイルスは上記において定義したと
おり、哺乳類宿主内で複製することができない。ウイルスをそのネイティブの宿主細胞に
おいて非複製性とする不活性化は別の安全性対策として実施できる。
【０１０３】
　ウイルス不活性化は何れかの適当な手段、例えばウイルス外皮の脂質または蛋白の成分
の破壊、ウイルスが標的細胞を認識できなくなるような修飾、ウイルス核酸の破壊、およ
び／またはウイルスを複製不可能とすることにより達成することができる。ウイルス不活
性化の代表的な方法は、例えば界面活性剤（例えばＴｒｉｔｏｎ－Ｘ１００（登録商標）
）処理、第２エチレンイミン（ＢＥＩ）によるアルキル化、光化学不活性化、ＵＶ光不活
性化、放射線照射、物理的破壊（例えば超音波処理、電子線）、遺伝子的不活性化および
これらの組み合わせを包含する。Ｒｕｅｄａ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｖａｃｃｉｎｅ
　１９：７２６－３４およびＨｅｎｚｌｅｒ＆Ｋａｉｓｅｒ（１９９８）Ｎａｔ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ　１６：１０７７－９を参照できる。一部の実施形態においては、不活性
化はウイルスの抗原性および／または活性を大きく低下させない。ウイルスの不活性はウ
イルスの感染性を測定する標準的な方法を用いて試験する。
【０１０４】
　本明細書においては「遺伝子的不活性化」とはウイルスの核酸（例えば遺伝子）の操作
を指す。操作は例えば遺伝子の１つ以上の欠失、遺伝子少なくとも１つの突然変異、温度
感受性突然変異体の作成、遺伝子の不活性化等を包含する。温度感受性突然変異体はある
温度では許容性を示すが他の温度では拘束性（例えばウイルス複製を抑制する）を示す突
然変異体である。バキュロウイルスの場合は、これをもちいることにより増殖または調製
のための室温（例えば約２５℃）においてはウイルスを生育可能とし、より高い内部温度
の動物に投与されればウイルスを不活性化することができる。一部の実施形態においては
、温度感受性突然変異体は約１６～２８℃、約２０～２８℃、約２５～２８℃または約２
７℃の範囲の温度では許容性とする。一部の実施形態においては、温度感受性突然変異体
の拘束性温度は約３５～４５℃、約３２～４０℃、約３５～３８℃、約３７℃である。一
部の実施形態においては、拘束性温度は約２８℃、約２９℃、約３０℃、約３１℃、約３
２℃、約３３℃、約３４℃、約３５℃、約３６℃または約３７℃より高温の何れかの温度
である。一部の実施形態においては、温度感受性突然変異体は動物または個体の内部では
不活性である。一部の実施形態においては、温度感受性突然変異体は拘束性温度において
野生型のウイルスと比較して１００％低活性、約９０％低活性、約８０％低活性、約７０
％低活性、約６０％低活性、約５０％低活性、約４０％低活性、約３０％低活性、約２０
％低活性または約１０％低活性である。
【０１０５】
　温度感受性突然変異体は他の温度と比較してある温度においてウイルスの活性を低下さ
せる何れかの突然変異された遺伝子を有する。突然変異される遺伝子または蛋白の例は、
グアニリルトランスフェラーゼ、ＲＮＡトリホスファターゼ、ＡＴＰアーゼ、蛋白キナー
ゼ（例えばＰＫ－１）等を包含する。温度感受性突然変異体は例は、例えばＪｉｎ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（１９９８），Ｖｏｌ．７２，ｐｐ
．１００１１－１００１９，ＭｃＬａｃｈｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（１
９９８），Ｖｏｌ．２４６，ｐｐ．３７９－３９１に記載されており、これらの各々は参
照により本明細書に組み込まれる。
【０１０６】
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　ウイルスが不活性化のために十分な熱処理を耐えうることができれば、低温殺菌法が不
活性化のための単純な方法である。一部の実施形態においては、加熱はウイルス蛋白の損
傷を最小限にするために最低限十分な時間行う。場合により、ウイルスの損傷は安定化剤
およびクエン酸ナトリウム、サッカロースおよび／またはグリシンを使用することにより
最小限にできる。
【０１０７】
　或は、化学的不活性化、例えば低いｐＨ値における穏やかなペプシン処理または界面活
性剤への曝露を用いて脂質２層を破壊することができ、従ってこれらは、バキュロウイル
スを含むエンベロープを有するウイルスの不活性のために用いることができる。米国特許
４，８２０，８０５号および４，７６４，３６９号を参照できる。アジリジン第２エチレ
ンイミンは蛋白ではなく核酸の求核基（ｎｕｃｌｅｏｐｈｙｌｉｃ　ｇｒｏｕｐ）と選択
的に相互作用することによりウイルスを不活性化する強力なアルキル化剤である。
【０１０８】
　本発明の一部の実施形態においては、ウイルスの不活性化は光化学的反応を介して行う
。この方法によれば、放射線増感性化学物質を非病原性ウイルスの脂質懸濁液に付加し、
混合物をＵＶ光またはイオン化（γまたはＸ線）の照射に曝露する。
【０１０９】
　ソラレンおよびその誘導体およびソラレンに類似した線状３環性の構造を有する化合物
は光増感を起こすことができる。ソラレンは２官能性の光反応性分子であり、長波長紫外
線存在下で核酸と共有結合を形成する。ソラレン分子はＤＮＡ二重らせんとインターカレ
ーションを起こし、次に光反応を起こしてＤＮＡの個々の鎖と架橋する。Ｈｗａｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９６）Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　２１
９：１９１－７を参照できる。架橋によりＤＮＡは複製や転写ができなくなる。市販のソ
ラレン化合物には８－メトキシソラレン（メトキサレン）および４，５’，８トリメチル
ソラレン（トリオキサレン）が包含される。ソラレンを用いた光化学不活性化のために最
も有効な波長は３２０ｎｍ～３８０ｎｍの範囲であり、最大の効果は３３ｍｍ～３６０ｎ
ｍである。Ｐａｔｈａｋ，Ｍ（１９７４），Ｓｕｎｌｉｇｈｔ　ａｎｄ　Ｍａｎ，ｅｄｓ
．，Ｐａｔｈａｋ，Ｍ　＆　Ｆｉｔｚｐａｔｒｉｃｋ，Ｔ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ
　Ｔｏｋｙｏ　Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｋｙｏを参照できる。
【０１１０】
　別の光増感剤はハロゲン化ソラレン、アンゲリシン、ケリンおよびクマリンを包含し、
これらは各々、ハロゲン置換基および水溶性部分、例えば第４アンモニウムイオンまたは
ホスホニウムイオンを有する。ソラレン分子上でハロゲン原子、特に臭素原子で置換され
ていることは、臭素の疎水性のため、ＤＮＡへの増感剤の結合定数を増加させる。一部の
実施形態においては、臭素化増感剤を活性化するためには光量子わずか１個のみしか必要
ではないが、非臭素化ソラレンを用いてＤＮＡの架橋を起こすには光量子２個が必要であ
ることから、臭素化光増感剤が使用されている。例えば米国特許５，４１８，１３０号を
参照できる。
【０１１１】
　光化学不活性化のための代表的方法は実施例１１に記載するとおりであり、これはトリ
オキサレンおよび長波長ＵＶ照射の組み合わせを使用している。例えばＷｅｉｇｈｔｍａ
ｎ＆Ｂａｎｋｓ（１９９９）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　８１：１７９－８２およ
びＣｏｔｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
ＳＡ　８９：６０９４－８を参照できる。
【０１１２】
　ウイルスの抗原特性を温存するためには、生存ウイルスのソラレン不活性化を非酸化性
の雰囲気内で実施することができる。酸素および他の酸化性の物質種を不活性化培地から
排除することにより、ＵＶ光の照射を介した抗原の分解は大部分が防止される。米国特許
５，１０６，６１９号を参照できる。同様に、抗酸化剤／消光剤を用いることにより短波
長のＵＶ光への曝露により発生するフリーラジカルおよび他の反応性酸素種を最低限にで
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き、これにより蛋白の損傷を最小限にできる。例えばＭａｒｘ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９
６）のＰｈｏｔｏｃｈｅｍ　Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ　６３：５４１－６を参照できる。
【０１１３】
　本発明の一部の実施形態においては、ウイルス不活性化はウイルス遺伝子の修飾を含み
、これによりウイルスの複製が損なわれるか不可能となる。例えばウイルスを遺伝子的に
修飾してウイルスの必須の遺伝子内に温度感受性突然変異１つ以上が含まれるようにする
。ウイルスは許容性温度（例えば２５℃）でＳｆ９またはＴｎ５培養物中で生産および生
育させる。ウイルスを投与中の哺乳類対象内に導入する場合、温度は非許容性（例えば３
７℃）とすることにより、温度感受性の遺伝子は僅かしか発現されないか、または、得ら
れる遺伝子産物は損なわれた機能しか有さなくなり、ウイルスは作用不能となる。
【０１１４】
　発生することができる代表的な温度感受性突然変異はウイルス感染に必要な遺伝子を包
含する。例えばＰＫＩＰ、即ちウイルスコード蛋白キナーゼと相互作用する蛋白をコード
する遺伝子における、そして、ウイルス後期遺伝子転写のレギュレーターにおける温度感
受性突然変異である。非許容性温度においては、このような突然変異を有するウイルスは
ウイルス感染において欠陥を示す。例えばＭｃＬａｃｈｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８
）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２４６：３７９およびＰａｒｔｉｎｇｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１
９９０）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７５：９１を参照できる。
【０１１５】
　ウイルス不活性化はネイティブの宿主細胞における複製能力の消失を明らかにすること
により試験できる。試料の感染性は標準的なプラーク試験を用いて明らかにできる。特定
のウイルスの感染性を明らかにするための適当な方法が未知である場合、不活性化の試験
は同様の生物物理学的および構造的な性質を有するモデルウイルスの不活性化を明らかに
することに依存することができる。Ｈｅｎｚｌｅｒ＆Ｋａｉｓｅｒ（１９９８）Ｎａｔ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１６：１０７７－９を参考にできる。ウイルスを完全に不活性と
するためには本発明において使用する不活性化方法は不活性化刺激物質への逐次的曝露を
包含する。
【０１１６】
　（Ｃ．２．担体）
　本明細書に記載したとおり、非病原性ウイルスは生存ウイルス、不活性化ウイルス、ウ
イルス粒子、ウイルス閉鎖体またはウイルス成分またはこれらの組み合わせを含むことが
できる。非病原性ウイルスの対象における癌細胞へのデリバリーを促進するために、対象
において抗癌および／または抗感染性疾患応答をもたらすために投与される組成物は（ａ
）有効量の非病原性ウイルス、および（ｂ）薬学的に許容される担体を含む。適宜、２種
以上の担体を共に使用できる。
【０１１７】
　本明細書においては、「担体」という用語はウイルス、ウイルス様粒子、ウイルス成分
、ウイルス蛋白を細胞の原形質膜に、またはそれを経由して輸送するために使用できる化
合物または化合物群を指す。
【０１１８】
　非病原性ウイルスまたはウイルス成分のデリバリーのための代表的な担体は例えばリポ
ソーム、ナノスフェア（Ｍａｎｏｍｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４；Ｓａｌｔｚｍａｎ　ａ
ｎｄ　Ｆｕｎｇ，１９９７）、グリコサミノグリカン（例えば米国特許６，１０６，８６
６）、脂肪酸（例えば米国特許５，９９４，３９２）、脂肪エマルジョン（例えば米国特
許５，６５１，９９１）、脂質および脂質誘導体（例えば米国特許５，７８６，３８７）
、コラーゲン（例えば米国特許５，９２２，３５６）、多糖類およびその誘導体（例えば
米国特許５，６８８，９３１）、ナノ懸濁液（例えば米国特許５，８５８，４１０）、重
合体ミセルまたはコンジュゲート（例えば米国特許４，５５１，４８２、５，７１４，１
６６、５，５１０，１０３、５，４９０，８４０および５，８５５，９００）およびポリ
ソーム（例えば米国特許５，９２２，５４５）を包含する。
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【０１１９】
　ウイルス成分のデリバリーのためには、担体は更に遺伝子療法ベクター、例えばウイル
スベクターまたはプラスミドベクターを含むことができる。遺伝子発現のための適当なウ
イルスベクターは、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）、レトロウイルス、
シュードタイプレトロウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルスおよびＳｅｍｉ
ｌｉｋｉフォレストウイルスを包含する。担体はまた、例えばウイルス様粒子、蛋白デリ
バリーベヒクル、例えばＰｒｏ－Ｊｅｃｔ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
，Ｉｎｃ．）およびＰｒｏｆｅｃｔ（Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）およびＣｈ
ａｒｉｏｔ（商標）（Ａｃｔｉｖｅ　Ｍｏｔｉｆ）等を包含する。
【０１２０】
　担体は治療の必要のある部位への非病原性ウイルスの持続的な生体利用性を可能にする
ように選択できる。「持続的な生体利用性」という用語は、担体からの非病原性ウイルス
の長時間の放出、非病原性ウイルスの代謝安定性、非病原性ウイルスを含む組成物の全身
輸送、および、非病原性ウイルスの効果的な投与を含むが、これらに限定されない要因を
包含する。
【０１２１】
　持続的な生体利用性のための代表的な組成物は例えば重合体マトリックス、例えば膨潤
性および生体分解性の重合体マトリックス（米国特許６，３３５，０３５；６，３１２，
７１３；６，２９６，８４２；６，２８７，５８７；６，２６７，９８１；６，２６２，
１２７；および６，２２１，９５８）、重合体コーティング微粒子（米国特許６，１２０
，７８７および６，０９０，９２５）、ポリオール：油懸濁液（米国特許６，２４５，７
４０）、多孔性粒子（米国特許６，２３８，７０５）、ラテックス／ワックスコーティン
グ顆粒（米国特許６，２３８，７０４）、キトサンマイクロカプセルおよび微小球エマル
ジョン（米国特許６，１９０，７００）を包含する。
【０１２２】
　（Ｃ．３．製剤、用量および投与）
　対象への本発明の組成物の投与のための適当な製剤は、抗酸化剤、緩衝剤、殺菌剤、抗
細菌抗カビ剤（例えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、およ
びチメロサル）、製剤が意図するレシピエントの体液と等張となるための溶質（例えば糖
類、塩類およびポリアルコール）、懸濁剤および濃厚化剤を含有できる水性および非水性
の滅菌注射用溶液を包含する。製剤は単位用量または多用量の容器、例えば密封されたア
ンプルおよびバイアル中に提供することができ、そして、凍結状態で、または、使用直前
に滅菌液体担体を添加することを必要とするのみの凍結乾燥状態で保存することができる
。
【０１２３】
　宿主への注射のために適する組成物は、滅菌された水溶液または分散液および滅菌され
た注射用溶液または分散液の調製のための滅菌粉末を包含する。注射用組成物はシリンジ
を介した投与が容易に行われる程度にまで液体でなければならない。適当な溶媒は水、エ
タノール、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコールおよび液体ポリエチ
レングリコール）およびこれらの混合物を包含する。流動性は例えばレシチンのようなコ
ーティングの使用および／または粒径の最小化により維持することができる。
【０１２４】
　本発明の非病原性ウイルスは腫瘍内、腫瘍周囲、全身、非経腸（例えば静脈内注射、筋
肉内注射、動脈内注射および注入法）、経口、経皮（局所）、鼻内（吸入）および粘膜内
で対象に投与できる。デリバリー方法は担体またはベクターの種類、組成物の治療効果、
標的領域の位置および治療すべき状態のような検討事項に基づいて選択する。
【０１２５】
　本明細書においては「蛋白デリバリーベヒクル」という用語は細胞膜への、またはこれ
を経由する蛋白の輸送を促進する物質を指す。
【０１２６】
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　一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは腫瘍内または腫瘍周囲部位に直接注射
することにより投与する。「腫瘍周囲部位」という用語は、腫瘍の外縁部から約１５ｃｍ
未満、腫瘍の外縁部から約１０ｃｍ未満、腫瘍の外縁部から約５ｃｍ未満、腫瘍の外縁部
から約１ｃｍ未満または腫瘍の外縁部から約０．１ｃｍ未満の部位を指す。本発明の非病
原性ウイルスは腫瘍および／または腫瘍周囲部位の１つ以上にデリバリーすることができ
る。一部の実施形態においては、本発明の非病原性ウイルスは腫瘍内および／または腫瘍
周囲の複数の部位に投与する。
【０１２７】
　癌が非新生物性の生育である一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは患部また
は患部周囲部位に投与する。「患部周囲部位」という用語は、非新生物性の生育の外縁部
から約１５ｃｍ未満、非新生物性の生育の外縁部から約１０ｃｍ未満、非新生物性の生育
の外縁部から約５ｃｍ未満、非新生物性の生育の外縁部から約１ｃｍ未満または非新生物
性の生育の外縁部から約０．１ｃｍ未満の部位を指す。本発明の非病原性ウイルスは患部
および／または患部周囲部位の１つ以上にデリバリーすることができる。一部の実施形態
においては、本発明の非病原性ウイルスは非新生物性の生育の内部および／または非新生
物性の生育の周囲の複数の部位に投与する。
【０１２８】
　組成物を用いて感染性疾患を治療する一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは
全身投与される。一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは罹患領域に局所的に投
与する。
【０１２９】
　本発明では対象に非病原性ウイルスの有効量を投与する。「有効量」という用語は本明
細書においては抗癌活性、例えば抗腫瘍活性および／または抗非新生物性生育活性をもた
らすのに十分な非病原性ウイルスの量を記載するために使用する。本明細書に記載すると
おり、代表的な抗癌活性は例えば癌細胞の細胞溶解、癌成育の抑制、癌転移および／また
は癌耐性の抑制を包含する。一部の実施形態においては、「有効量」とは癌生育の抑制、
転移の抑制、癌耐性の抑制、細胞溶解の誘導、細胞死の誘導等においてインビトロの試験
で有効である治療薬の量を指す。一部の実施形態においては、「有効量」は少なくとも１
０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少
なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも
２倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍または少なくとも１００倍、癌生育を抑制、転
移を抑制、癌耐性を抑制、細胞溶解を誘導、細胞死を誘導またはこれらを組み合わせを行
う。
【０１３０】
　「有効量」という用語は本明細書においては抗感染性疾患活性をもたらすために十分な
非病原性ウイルスの量を記載するために使用する。一部の実施形態においては、「有効量
」は対照と比較してウイルスの複製を少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも
３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、
少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも１
０倍または少なくとも１００倍抑制する。
【０１３１】
　本発明の治療組成物中の活性成分の実際の用量水準は特定の対象に関する所望の治療応
答を達成するために有効な組成物の量を投与できるように変動することができる。投与の
用法はまた所望の活性をもたらすために必要に応じて変動できる。単回注射または複数回
注射を用いることができる。選択された用量水準および用法は種々の要因、例えば治療組
成物の活性、製剤、投与経路、他の薬剤または治療との組み合わせ、治療すべき疾患また
は障害、および、治療すべき対象の身体状態および医療上の履歴により決定される。有効
量または用量の決定および調節、並びに、そのような調節をいつどのように行うかの検討
は医療分野の当業者の知るとおりである。
【０１３２】



(23) JP 4708027 B2 2011.6.22

10

20

30

40

50

　非病原性ウイルスの用量は種々の方法により計算できる。生存非病原性ウイルスの場合
は、用量はプラーク形成単位として計算できる。プラークを形成しない不活性の非病原性
ウイルスの場合は、個体に投与されるウイルスの量はＰＦＵ等量の単位で計測できる。本
明細書においては、「ＰＦＵ等量」という用語は非病原性ウイルスの量を指す。ＰＦＵ等
量はウイルス１ＰＦＵを不活性化した後に得られるウイルスの量として定義される。
【０１３３】
　投与するべきウイルスの量を決定する別の方法は試料中に存在するウイルス粒子の数に
基づく。粒子は何れかの方法、例えば電子顕微鏡により計数できる。非病原性ウイルス、
例えば不活性化ウイルスはまたインビトロ試験において有効な量から推定された量を用い
て投与することもできる。インビトロ試験は抗癌または抗感染性疾患活性を測定するため
の当該分野で知られた何れかの試験、例えば細胞毒性、細胞死、細胞が軟質寒天中で成育
する能力等を測定する試験である。一部の実施形態においては、用量は対照と比較して細
胞毒性または細胞死を少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なく
とも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０
％、少なくとも９９％増大させる量である。一部の実施形態においては、用量は対照と比
較して細胞が軟質寒天中で成育する能力を少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なく
とも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０
％、少なくとも９０％、少なくとも９９％低下させるウイルスの量である。
【０１３４】
　製剤、用量および投与の用法に関する上記以外の指針は、Ｂｅｒｋｏｗ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９７）Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｉｎｆｏｒｍ
ａｔｉｏｎ，Ｈｏｍｅ　ｅｄ．Ｍｅｒｃｋ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅ
ｓ，Ｗｈｉｔｅｈｏｕｓｅ　Ｓｔａｔｉｏｎ，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ；Ｇｏｏｄｍａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，（１９９６）Ｇｏｏｄｍａｎ＆Ｇｉｌｍａｎ’ｓ　ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，９ｔｈ　ｅｄ．Ｍ
ｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｅｂａｄｉ（１９９８）ＣＲＣ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｆ
　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ．ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａ
ｔｏｎ，Ｆｌｏｒｉｄａ；Ｋａｔｚｕｎｇ（２００１）Ｂａｓｉｃ　＆　Ｃｌｉｎｉｃａ
ｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，８ｔｈ　ｅｄ．Ｌａｎｇｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｂｏｏｋ
ｓ／ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｕｂ．Ｄｉｖｉｓｉｏｎ，Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ；Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９７５）Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１５ｔｈ　ｅｄ．Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ．Ｃ
ｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ；Ｓｐｅｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９７）Ａｖｅｒｙ’ｓ　Ｄｒｕｇ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ：　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　ｔｈ
ｅ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，Ｃｈｏｉｃｅ，Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　ａｎｄ　
Ｅｃｏｎｏｍｉｃ　Ｖａｌｕｅ　ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ　ｉｎ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｍａｎａｇ
ｅｍｅｎｔ，４ｔｈ　ｅｄ．Ａｄｉｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ａｕｃｋｌａｎｄ
／Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａを参照できる。
【０１３５】
　一部の実施形態においては、「有効量」を決定するために組成物をインビトロまたはイ
ンビボで試験する。例えば細胞死を誘発するための本明細書に記載した方法においては、
適当な試験は、例えばインビトロ細胞生存性試験、例えばＴＵＮＥＬ試験または他の蛍光
系の試験、例えばＣｅｌｌ－Ｔｉｔｅｒ　Ｂｌｕｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐ）；ＤＮ
Ａフラグメント化をモニタリングする試験；およびチトクロームＣ放出試験、軟質寒天生
育試験、接触抑制試験、および、ヌードマウスにおける腫瘍生育；試験動物に腫瘍を注射
し、本発明の組成物の投与後に癌の減衰をモニタリングすることを含む試験、およびトラ
ンスジェニックマウスが腫瘍を有し、癌の減衰をモニタリングするトランスジェニックマ
ウス試験；本明細書に開示したインビボ試験；マトリゲル障壁のような障壁を経由した細
胞の移動を測定するインビトロの方法（例えばＣａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００３　Ａｕｇ
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　１：６３（１５）：４６３２－４０；Ａｍ　Ｊ　Ｃｈｉｎ　Ｍｅｄ．２００３；３１（
２）：２３５－４６参照）；Ｙａｎｇ等の報告したインビトロ侵襲性およびインビボ転移
の試験（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．６１，５２８４－５２８８，Ｊｕｌｙ　１，２００１）
を包含する。
【０１３６】
　非病原性ウイルスを含む本発明の組成物は更に、医薬組成物の有効性を増強するために
使用してよいアジュバントを１つ以上を含んでよい。このようなアジュバントは例えば、
（１）アルミニウム塩（明礬）、例えば水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウム、硫酸
アルミニウム等；（２）水中油エマルジョン製剤（ムラミルペプチド（後述）または細菌
細胞壁成分のような他の特定の免疫刺激剤の存在下または非存在下）、例えば（ａ）ＭＦ
５９（国際特許出願ＷＯ９０/１４８３７）、組成：５％スクワラン、０．５％Ｔｗｅｅ
ｎ８０および０．５％Ｓｐａｎ８５（場合により種々の量のＭＴＰ－ＰＥ（後述）を含有
するが必須ではない）、１１０Ｙ型マイクロ流動化装置（Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ，
Ｎｅｗｔｏｎ　Ｍａｓｓ）のようなマイクロ流動化装置を用いてサブミクロン粒子に製剤
したもの、（ｂ）ＳＡＦ、組成：１０％スクワラン、０．４％Ｔｗｅｅｎ８０、５％プル
ロニックブロック重合体Ｌ１２１およびｔｈｒ－ＭＤＰ（後述）、サブミクロンエマルジ
ョンまでマイクロ流動化するか、または、回転混合してより大きい粒径のエマルジョンと
したもの、および（ｃ）Ｒｉｂｉ（商標）、アジュバント系（ＲＡＳ）（Ｒｉｂｉ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｃｈｅｍ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，Ｍｏｎｔ）、組成：２％スクワラン、０．２％Ｔ
ｗｅｅｎ８０およびモノリン脂質Ａ（ＭＰＬ）、トレハロースジミコレート（ＴＤＭ）お
よび細胞壁骨格（ＣＷＳ）よりなる群から選択される１種以上の細菌細胞壁成分、好まし
くはＭＰＬ＋ＣＷＳ（Ｄｅｔｏｘ（商標））（本発明において使用する適当なサブミクロ
ン水中油エマルジョンについては１９９９年６月２４日公開の国際特許出願ＷＯ９９/３
０７３９参照）、（３）サポニンアジュバント、例えばＳｔｉｍｕｌｏｎ（商標）（Ｃａ
ｍｂｒｉｄｇｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ，Ｍａｓｓ）またはそれよ
り発生させた粒子、例えばＩＳＣＯＭ（免疫刺激複合体）を使用してよい；（４）完全フ
ロイントアジュバント（ＣＦＡ）および不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）；（５
）サイトカイン、例えばインターロイキン（ＩＬ－１、ＩＬ－２等）、マクロファージコ
ロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）等；（６）細菌ＡＤＰリボシル
化毒素、例えばコレラ毒素（ＣＴ）、百日咳毒素（ＰＴ）またはＥ．ｃｏｌｉ熱不安定性
毒素（ＬＴ）、特にＬＴ－Ｋ６３（リジンが６３位の野生型アミノ酸と置き換えられてい
るもの）ＬＴ－Ｒ７２（アルギニンが７２位の野生型アミノ酸と置き換えられているもの
）、ＣＴ－Ｓ１０９）セリンが１０９位の野生型アミノ酸と置き換えられているもの）、
ＣｐＧファミリー分子から誘導したアジュバント、ＣｐＧジヌクレオチドおよびＣｐＧモ
チーフを有する合成オリゴヌクレオチド（例えばＫｒｉｅｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒ
ｅ，３７４：５４６（１９９５）、Ｄａｖｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，
１６０：８７０－８７６（１９９８）参照）およびＰＴ－Ｋ９／Ｇ１２９（リジンが９位
の野生型アミノ酸と置き換えられており、そしてグリシンが１２９位で置き換えられてい
るもの）（例えば国際特許出願ＷＯ９３/１３２０２およびＷＯ９２/１９２６５）の解毒
突然変異体；および（７）免疫刺激剤として作用し組成物の有効性を増強する他の物質を
包含する。
【０１３７】
　ムラミルペプチドには例えばＮ－アセチル－ムラミル－Ｌ－スレオニル－Ｄ－イソグル
タミン（ｔｈｒ－ＭＤＰ）、Ｎ－アセチル－ノツムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグル
タミン（ノル－ＭＤＰ）、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミニル
－Ｌ－アラニン－２－（１’－２’－ジパヒトイル－ｓｎ－グリセロ－３-ヒドロキシホ
スホリルオキシ）－エチルアミン（ＭＴＰ－ＰＥ）等が包含される。
【０１３８】
　国際特許出願ＷＯ９８/５００７１はウイルス様粒子（ＶＬＰ）と共に投与される抗原
の免疫応答を増強するためのアジュバントとしてのＶＬＰの使用を記載している。Ｓ．Ｃ
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ｌａｉｒ等は体液性および細胞性の応答を増強するための蛋白結晶の使用を記載している
（Ｓｔ．Ｃｌａｉｒ，Ｎ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｌ．Ｓｃｉ．，９６：
９４６９－９４７４，１９９９）。
【０１３９】
　当業者には自明である通り、本発明の開示を検討することにより非病原性ウイルスの投
与に関わる治療法を多様に実施することにより抗癌応答および/または抗感染性疾患応答
をもたらすことができる。
【０１４０】
　慣例に従い、物質の数は１つ以上でありえる。「約」という表現は本明細書においては
、測定可能な数値を指す場合、例えば腫瘍周囲または患部周囲の距離の場合は、特定の量
からの±２０％または±１０％、±５％、±１％または±０．１％の変動を包含するもの
とし、そのような変動は開示した方法を行ったり、その他本発明を実施する場合に適切で
ある。いくつかの実施形態において、「約」は、特定の量から±１０％の変動を含むこと
を意味される。
【０１４１】
　（Ｄ１．インビボ活性の予測）
　インビボの抗腫瘍活性を予測することは困難で信頼性の低い場合が多い。本発明はイン
ビボの抗腫瘍活性を予測するための方法を提供する。一部の実施形態においては、方法は
腫瘍細胞および末梢血単核細胞に化合物を接触させること、および、腫瘍細胞の細胞死を
測定することを含む。一部の実施形態においては、化合物は非病原性ウイルスまたは非病
原性昆虫特異的ウイルスである。例えばアポトーシス、壊死、細胞生存性等の測定を含む
何れかの方法を用いて細胞死を測定できる。使用できる腫瘍細胞は例えば、肺癌細胞（例
えばＡ５４９細胞、３ＬＬ－ＨＭ細胞）、乳癌細胞（例えば４Ｔ１細胞；ＭＴ９０１細胞
；ＭＡＴ　ＢＩＩＩ細胞）、前立腺癌細胞、結腸癌細胞、皮膚癌細胞（例えばＢ１６黒色
種細胞）、膵臓癌細胞、肝癌細胞、脳癌細胞、骨癌細胞（例えばＭＧ－６３細胞）、胃癌
細胞、または食道癌細胞等である。
【０１４２】
　（Ｅ１．放出試験）
　医薬品の一般への販売に先立って、政府機関、例えば食品医薬品局（ＦＤＡ）はその当
局または他の政府機関により許可された医薬品中に含有されていたものと同様の成分を医
薬品が含むことを確認するためにこのような医薬品に対して厳重な品質管理を行うことを
要求する場合が多い。このような品質管理は販売試験、即ち規制ガイドラインに医薬品が
合致することを確認する試験を用いて行われることが多い。
【０１４３】
　本発明は販売のための抗癌組成物および抗感染性疾患組成物の製造のためのプロセスを
提供する。一部の実施形態においては、組成物は非病原性ウイルス１つ以上を含む。一部
の実施形態においては、非病原性ウイルスはＡｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉ
ｃａ核多角体病ウイルスである。一部の実施形態においては、非病原性ウイルスは不活性
化ウイルス、ウイルス粒子、ビロソーム、ウイルス様粒子、ウイルス閉鎖体またはウイル
ス成分を含む。一部の実施形態においては、プロセスは組成物の安全性、毒性および薬効
が所定のガイドラインに合致していることを確認するために組成物に対して販売試験を実
施することを含む。
【０１４４】
　抗癌および抗感染性疾患組成物を製造するためのプロセスは、活性ウイルスを不活性化
する効力を有する第１の不活性化剤に組成物を曝露すること、活性ウイルスを不活性化す
る効力を有する第２の不活性化剤に組成物を曝露すること、組成物を薬学的に許容される
担体または賦形剤１つ以上と組み合わせること、および、不活性化ウイルス、ウイルス粒
子、ビロソーム、ウイルス様粒子、ウイルス閉鎖体またはウイルス成分の不活性をインビ
トロ試験において確認することを含む。一部の実施形態においては、該ウイルス、ウイル
ス粒子、ビロソーム、ウイルス様粒子、ウイルス閉鎖体またはウイルス成分の不活性の確
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認は不活性化工程の各々の後に実施する。
【０１４５】
　一部の実施形態においては、プロセスは更に安全性、薬効または毒性の１つ以上の分析
のための組成物の任意の部分を収集することを更に含む。一部の実施形態においては、任
意の部分の安全性および/または薬効および/または薬効を第２の抗癌または抗感染性疾患
組成物の安全性および/または薬効および/または薬効と比較する。比較データは販売の前
の検討のために作成される。
【０１４６】
　一部の実施形態においては、不活性化されたウイルス、ウイルス粒子、ビロソーム、ウ
イルス様粒子、ウイルス閉鎖体またはウイルス成分の不活性はプラーク形成試験により確
認する。一部の実施形態においては、プラーク形成試験はＳｆ９細胞を用いて行う。一部
の実施形態においては、プロセスは更に、不活性化されたウイルス、ウイルス粒子、ビロ
ソーム、ウイルス様粒子、ウイルス閉鎖体またはウイルス成分を計数することを含む。計
数は当業者の知る何れかの方法により実施してよい。一部の実施形態においては、計数は
ＥＭを用いて実施する。
【０１４７】
　以下の実施例は本発明を説明することを意図しており、本発明に如何なる制限も行わな
い。本発明の精神および範囲内における修飾は当業者の知るとおりである。
【実施例】
【０１４８】
　（実施例１．組み換えバキュロウイルスの調製）
　ヒトＣＣＬ２１をコードする完全長配列（ゲンバンクアクセッション番号ＮＭ００２９
８９）をバキュロウイルス転移ベクターｐＶＬ１３９２（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ
　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｆｏｒｎｉａ）にクローニングし、そして、入手元の推奨する方法
を用いてＢＡＣＵＬＯＧＯＬＤ（登録商標）ＷＴゲノムＤＮＡ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｆｏｒｎｉａ）と同時トランスフェクトした。この操作法に
より得られた組み換えバキュロウイルスをＳｆ９昆虫細胞上のプラーク精製によりサブク
ローニングし、ヒトＣＣＬ２１を発現する数種の単離体を得た。クローンを元のウイルス
と比較した場合の例外的な発現特性があるものを選択した。このバキュロウイルス単離体
の増幅を低多重度の感染（ＭＯＩ）において実施し、高力価少継代の蛋白生産用保存株を
得た。ヒトＣＣＬ２１を発現するバキュロウイルスはＢＶ４２２と命名した。追加の組み
換えバキュロウイルスも同様に作成した。例えば細胞内Ｒａｆ蛋白を発現するバキュロウ
イルスを作成し、ＢＶ７６２と命名した。
【０１４９】
　蛋白の生産および発芽したバキュロウイルスの生産では、４８時間２～１０の感染多重
度（ＭＯＩ）において蛋白非含有培地中で懸濁Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ（Ｔｎ５
）細胞の感染を行った。組み換え発現ＣＣＬ２１を含有しているＢＶ４２２の培養上澄み
を遠心分離により採取し、濾過して透明化し、そして、カラム精製用に調製した。
【０１５０】
　（実施例２．肺癌の動物モデルにおける腫瘍生育の抑制）
　９～１１週齢のＣ５７ＢＬ／６マウスを最低７日間馴化させた後に腫瘍細胞を接種した
。マウスには右脇腹皮下に２ｘ１０５個の早期継代（１０継代未満）の３ＬＬ－ＨＭ腫瘍
細胞を接種した。腫瘍の大きさは週当たり２回計測した。腫瘍が５０～１００ｍｍ３に達
した時点（典型的には腫瘍接種後７日間）で、マウスを無作為に群分けした。バキュロウ
イルス発現ＣＣＬ２１は腫瘍保有マウスに対し腫瘍内投与した。用量および投与の用法は
腫瘍の抑制を最適化するために変動させた。何れかの群の腫瘍体積が３０００ｍｍ３（典
型的には対照群のマウスにおける接種の３３～３５日後）に達した時点で、マウスを屠殺
した。
【０１５１】
　図１に示すとおり、バキュロウイルス発現ＣＣＬ２１の腫瘍内投与により３ＬＬ腫瘍の
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生育遅延が起こった。ＣＣＬ２１の用量は腫瘍生育の完全な抑制が達成されるように最適
化した。比較的高用量で２または３回注射する投与方法は、比較的低用量で６回注射する
投与方法と比較して同様の薬効を示した。一部の腫瘍抑制は単回用量を用いた場合にも観
察された。
【０１５２】
　（実施例３．乳癌の動物モデルにおける腫瘍生育の抑制）
　９～１１週齢のＢａｌｂ／ｃマウスを最低７日間馴化させた後に腫瘍細胞を接種した。
マウスには右脇腹皮下に２ｘ１０５個の４Ｔ１細胞を接種した。腫瘍の大きさは週当たり
２回計測した。腫瘍が５０～１００ｍｍ３に達した時点（典型的には腫瘍接種後７日間）
で、マウスを無作為に群分けした。バキュロウイルスは腫瘍保有マウスに対し腫瘍内投与
した。用量は最適有効用量を決定するために変動させた。何れかの群の腫瘍体積が３００
０ｍｍ３（典型的には対照群のマウスにおける接種の３３～３５日後）に達した時点で、
マウスを屠殺した。図２に示すとおり、ＣＣＬ２１の腫瘍内投与により４Ｔ１腫瘍の生育
遅延が起こった。
【０１５３】
　（実施例４．黒色腫モデルにおける腫瘍生育抑制）
　マウス黒色腫細胞系統Ｂ１６－ＢＬ６を用いて６～８週齢のピンク皮膚雌性ＢＤＦ－１
マウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｂｏｓｔｏｎ，Ｍａ
ｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ）において皮下腫瘍を樹立する。皮膚腫瘍を作成するために、培
地０．２ｍｌ中の１０６Ｂ１６－ＢＬ６細胞を第０日に６～８週齢の雌性ＢＤＦ－１マウ
スの上背部領域に注射する。細胞の生存性は細胞注射の前後にトリパンブルー排除を用い
て試験する。注射前に死滅した細胞の数は典型的には細胞の総数の１０％以下である。第
６日までに、腫瘍は典型的には直径５～１０ｍｍとなる。
【０１５４】
　バキュロウイルス発現ＣＣＬ２１を実施例１に記載の通り調製する。バキュロウイルス
を第３および４日に各腫瘍から約３ｍｍ離れた部位に皮下投与する。腫瘍体積は３週間毎
日測定する。腫瘍体積が４０００ｍｍ３に達した時点でマウスを屠殺する。
【０１５５】
　（実施例５．腫瘍再攻撃への耐性）
　上記した通り腫瘍を保有するマウスを作成してバキュロウイルスを投与した。完全な腫
瘍の減衰を示したマウスまたは完全な腫瘍の減衰を示さなかったマウスは、その腫瘍をバ
キュロウイルス最終投与の２日後に外科的に摘出し、腫瘍再攻撃に付した。マウスを２０
０μｌのケタミン/キシラジン混合物（リン酸緩衝化食塩水中１０倍希釈した４：１ケタ
ミン：キシラジン）の腹腔内投与により麻酔し、腫瘍を摘出し、創傷をホチキスで閉鎖し
た。腫瘍摘出の１～４日後、元の腫瘍の部位以外の部位において２ｘ１０５個の４Ｔ１細
胞を皮下投与することによりマウスを再攻撃した。再攻撃腫瘍体積を週当たり２回計測し
た。完全な腫瘍減衰を示したマウスでは、マウスを均等に２群に再分割した。１つの群は
同じ腫瘍細胞で腹部の逆側をマウス当り１ｘ１０５個で再攻撃した。もう１つの群は異な
る同系の腫瘍細胞（Ｂ１６Ｆ１０）で左側の腹部をマウス当り１ｘ１０５個で攻撃した。
再攻撃部位における腫瘍の生育をモニタリングした。バキュロウイルスを投与したマウス
は３ＬＬ－ＨＭ腫瘍細胞による再攻撃に耐性を示すことができたが、異なる同系の腫瘍細
胞に対しては耐性ではなかった。
【０１５６】
　（実施例６．腫瘍転移の抑制）
　実施例３に記載したとおり腫瘍保有マウスを作成し、バキュロウイルスを投与した。対
照群が肺転移による重度の症状を呈した場合にはマウスを屠殺した。典型的な指標は呼吸
困難、脂性の体毛および体重減少とした。肺を採取し、Ｂｕｏｉｎ溶液中に保存した。肺
の転移の存在を測定した。図３はバキュロウイルス発現ＣＣＬ２１が腫瘍の転移を有意に
抑制したことを示している。
【０１５７】
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　（実施例７．バキュロウイルスの抗腫瘍活性）
　実施例２～３および５～６において記載したバキュロウイルス発現ｈＣＣＬ２１の抗腫
瘍活性はＣＣＬ２１よりはむしろバキュロウイルスに起因している。図６に示すとおり、
バキュロウイルス発現ＣＣＬ２１の濾過調製物は３ＬＬ腫瘍モデルにおいて腫瘍の減衰を
起こすのには不十分であった。何れの所定の試料におけるＣＣＬ２１の濃度も濾過により
変化していなかった。全てではないが一部のバキュロウイルス発現ＣＣＬ２１調製物は同
様に非効果的であった。
【０１５８】
　インビボで観察された変動性とは対照的に、全てのＣＣＬ２１調製物はインビトロのリ
ンパ球の化学走性を誘導するのに十分であった。表１および図７を参照できる。これらの
結果は、バキュロウイルス発現ＣＣＬ２１中の高分子量の夾雑物質が頑健な抗腫瘍活性の
ために必要であるが、ＣＣＬ２１誘導インビトロ化学走性には必要ではなかったことを示
唆している。
【０１５９】

【表１】

　バキュロウイルスは実施例１に記載したとおり調製したバキュロウイルス発現ＣＣＬ２
１の夾雑物であることがわかった。バキュロウイルス発現ＣＣＬ２１を用いてウエスタン
ブロットを作成し、これをバキュロウイルス蛋白ｇｐ６４を特異的に認識する抗体でプロ
ーブした。図８に示すとおり、ｇｐ６４はバキュロウイルス発現ＣＣＬ２１調製物中に検
出された。更に、抗腫瘍活性を示したバキュロウイルス発現ＣＣＬ２１のロットは生存ウ
イルス力価が比較的高く、不活性のロットは生存ウイルス力価が比較的低値であった（表
２）。
【０１６０】
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【表２】

　図９はＣＣＬ２１非存在下、および、夾雑物含有ＣＣＬ２１調製物に匹敵する力価にお
ける精製された生存バキュロウイルスの腫瘍内注射により、バキュロウイルス夾雑ＣＣＬ
２１調製物と同様の有効性で腫瘍が抑制されることを示している。
【０１６１】
　（実施例８．バキュロウイルス誘導インビトロ細胞毒性）
　バキュロウイルスを実施例１に記載の通り調製した。未感染のＳｆ９細胞を対照として
使用した。遠心分離後、上澄みおよび細胞ペレットの両方を回収した。細胞毒性試験を実
施するために、試料を生育培地中１：１１に稀釈し初期ウイルス力価５ｘ１０６ｐｆｕ／
ｍｌとした。
【０１６２】
　Ａ５４９ヒト上皮肺細胞を９６穴組織培養プレートに３連で播種し、バキュロウイルス
感染または未感染のＳｆ９細胞に由来する上澄みまたは細胞の連続希釈物を接種した。２
４時間後、培地を除去し、細胞を新しい培地で十分洗浄した。細胞の生存性はクリスタル
バイオレット染色により２４～４８時間後に測定し、分光光度計で定量した。
【０１６３】
　図１０Ａに示す通り、細胞ペレット試料は上澄み試料よりも大きい細胞毒性応答を誘導
した。未感染の細胞から採取した上澄みは細胞毒性を誘導しなかった。図１０Ｂによれば
、細胞毒性応答はバキュロウイルス発現上澄みを０．２μｍフィルターで濾過（夾雑バキ
ュロウイルスを除去するため）した場合には有意に低下し、これはインビボの応答の消失
と同様であった。開示したインビトロの細胞毒性はインビボの抗癌活性を予測するために
使用できる。図１３も参照できる。
【０１６４】
　（実施例９．バキュロウイルスによる樹状細胞成熟の活性化）
　野生型バキュロウイルスを樹状細胞（ＤＣ）の培養物に添加したところ、活性化マーカ
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ーの細胞表面発現が増大したことにより明らかな通り、成熟が誘導された。図１１Ａおよ
び１１Ｂに示す通り、バキュロウイルスはマウス骨髄由来ＤＣおよびヒト単球由来ＤＣを
活性化する。
【０１６５】
　マウスＤＣは定法に従って骨髄から調製した。慨すれば、骨髄を雌性６～８週齢のＢａ
ｌｂ／ｃまたはＣ５７Ｂｌ／６マウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ，Ｈｏｌｉｓｔｅｒ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）から単離し、１０％細胞培養等級
ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を添加した熱不活性化ウシ胎児血清中、２ｘ１０７個
/ｍｌの濃度で凍結（－８０℃）した。凍結した細胞を小分けにしたものを急速に解凍し
、洗浄してＤＭＳＯを除去した。細胞を２００Ｕ／ｍｌネズミＧＭ－ＣＳＦ（Ｐｒｅｐｒ
ｏＴｅｃｈ，Ｒｏｃｋｙ　Ｈｉｌｌ，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）を含有する２０ｍｌ配合Ｒ
ＰＭＩ培地（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｉｓｓｏｕｒｉ）２０
ｍｌの入った１５０ｍｍの懸濁液培養ディッシュ中に入れた。培養第３日に、細胞に再度
、ネズミＧＭ－ＣＳＦを添加し、第５日に培養容量の半分を遠心分離してＧＭ－ＣＳＦを
含有する新鮮培地に交換した。ＢＭＤＣは穏やかにピペッティングすることにより採取し
た。
【０１６６】
　バキュロウイルスおよび他の対照物質を第６日に培地に添加した。。細胞を更に１８時
間インキュベートした後に細胞または上澄みを分析した。ＢＭＤＣはＦＡＣＳにより細胞
表面マーカーに関して分析し、そして、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１１ｂ、Ｈ－２Ｋｄ、Ｉ－Ａｄ
（低）、ＣＤ８０（低）およびＣＤ８６（低）を含むＤＣ未成熟のマーカーの検出により
、刺激物質添加の前の第６日に非成熟を特性化した。種々の刺激物と共に一夜インキュベ
ートした後、細胞を洗浄し、抗ＣＤ１１ｃおよび抗ＣＤ８６または抗Ｉ－Ａ抗体を用いて
二重染色し、次にフローサイトメトリーで分析した。細胞は生存ＣＤ１１ｃ＋集団でゲー
ティングした。刺激はＧＭ－ＣＳＦのみを投与された染色細胞のＭＦＩで割った平均蛍光
強度（ＭＦＩ）として表示する。図１１ＡはＤＣ活性化マーカーＣＤ８６およびＭＨＣク
ラスＩＩ（抗Ｉ－Ａ抗体を用いて検出）の発現がバキュロウイルスに応答して増大したこ
とを示している。ＣＤ８０およびＣＤ４０の濃度はバキュロウイルスに応答して同様に上
昇した。
【０１６７】
　抗ＣＤ１４抗体コーティング磁気ビーズ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，Ａｕｂｕ
ｒｎ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）を用いることにより健常ボランティアの軟膜から精製した
末梢血単球からヒトＤＣを誘導した。未成熟のＤＣはインターロイキン－４およびＧＭ－
ＣＳＦ（各々１０００Ｕ／ｍｌ；ＰｒｅｐｒｏＴｅｃｈ，Ｒｏｃｋｙ　Ｈｉｌｌ，Ｎｅｗ
　Ｊｅｒｓｅｙより入手）と共に３～４日間培養した後に採取した。培養物はＦＡＣＳ（
Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）によれば通常は＞
９０％ＣＤ１ａ陽性であった。ＤＣ活性化マーカーのＦＡＣＳ分析は生存ＣＤ１ａ＋細胞
上のゲーティングにより試験した。図１１ＢはバキュロウイルスがＣＤ８６およびＨＬＡ
－ＤＲ＋＋の上昇した濃度を誘導したことを示している。
【０１６８】
　（実施例１０．バキュロウイルスによるインビボＣＴＬ誘導の活性化）
　バキュロウイルスおよび可溶性蛋白抗原（ＨＩＶｐ２４）によるマウスの免疫化により
頑健な抗原特異的ＣＴＬ応答が誘導された。免疫化されたマウスの脾臓を第３回目の免疫
化の２週間後に採取した。脾臓５個が各試料中に含まれるように個々の脾臓をあわせた。
免疫化マウスの脾細胞をウェルあたり５ｘ１０６個の密度で２４ウェルのディッシュ中で
培養した。これらの細胞のうち、１ｘ１０６個の細胞を（１）合成ｐ７ｇペプチド、即ち
ＨＩＶ－１ＳＦ２ｐ２４ｇａｇのアミノ酸１９９～２０８に相当するＨ－２Ｋｄ制限ＣＴ
Ｌエピトープ；および（２）ｐＧａｇｂペプチド、即ちＨＩＶ－１ＳＦ２ｐ５５ｇａｇの
アミノ酸３９０～３９８に相当するＨ－２Ｄｂ制限ＣＴＬエピトープで感作した。ペプチ
ドは３７℃で１時間１０μＭの濃度で使用した。次に脾細胞を洗浄し、残りの４ｘ１０６
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個の未投与細胞と共に培養した。脾細胞は、脾細胞培地として：ＲＰＭＩ１６４０および
α－Ｍｅｍ（１：１）（１０％熱不活性化ウシ胎児血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ，Ｌｏｇａｎ，
Ｕｔａｈ：３０分間５６℃水浴中で不活性化）、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、１０μｇ／
ｍｌストレプトマイシン、１０ｍｌ／Ｌの１００ｍＭピルビン酸ナトリウムおよび５０μ
Ｍ　２－メルカプトエタノールを添加した）（ＲＰＭＩ１６４０（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒ
ｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｉｓｓｏｕｒｉ）は、１００ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｇｉ
ｂｏｃｏ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）を補充され、α－ＭｅｍはＬ
－グルタミン、デオキシリボヌクレオシドまたはリボヌクレオシドを補充された最小必須
培地Ａｌｐｈａ　Ｍｅｄｉｕｍ）の２ｍｌ中で塊状培養物として刺激した。更に、５％ラ
ットＴ－ＳｔｉｍＩＬ２（ラットＴ－Ｓｔｉｍ：Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ　Ｂｉｏｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｂｅｄｆｏｒｄ，Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ）をＩ
Ｌ２原料として使用し、細胞を培養する直前に培地に添加した。
【０１６９】
　６～７日の刺激期間の後、脾細胞を採取し、クロム放出試験におけるエフェクターとし
て使用した。約１ｘ１０６個のＳＶ／ＢａｌｂまたはＭＣ５７標的細胞を５０μＣｉの５
１Ｃｒを含有する培地２００μｌ中、そして、１μＭの濃度の正しいペプチドｐ７ｇまた
は陰性対照としてのミスマッチ細胞標的対と共に、６０分間インキュベートし、そして洗
浄した。エフェクター細胞を４時間９６穴の丸型またはＶ底の組織培養プレート中培地２
００μｌ中種々のエフェクター対標的細胞の比で５ｘ１０３個の標的細胞と共に培養した
。２連のウェルの分当りの平均計数値を用いてパーセント特異的放出を計算した。図１２
はバキュロウイルスが細胞溶解性Ｔ細胞応答を誘導したことを示している。
【０１７０】
　（実施例１１．バキュロウイルスの光化学的不活性化）
　Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ（Ｔｎ）細胞の懸濁培養物２リットルにバキュロウイ
ルスを感染させる。２８℃で３日間インキュベートした後、感染細胞懸濁液を採取し、１
０分間８００ｘｇで遠心分離することにより透明化した。採取した培地中のバキュロウイ
ルスの力価は、例えばＫｉｎｇ＆Ｐｏｓｓｅｅ（１９９２）Ｔｈｅ　Ｂａｃｕｌｏｖｉｒ
ｕｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａ
ｌ，Ｃｈａｐｍａｎ＆Ｈａｌｌ，Ｌｏｎｄｏｎに記載の通り、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆ
ｒｕｇｉｐｅｒｄａ（Ｓｆ）細胞中のプラーク試験により測定した。
【０１７１】
　トリオキサレンの保存溶液をジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中０．２ｍｇ／ｍｌの
濃度で調製する。トリオキサレンは約５～１０μｇ／ｍｌの濃度で感染細胞懸濁液に添加
し、そして穏やかに振とうすることにより細胞懸濁液内部に分散させる。次に細胞懸濁液
をシームレスのステンレストレー（例えば深さ約１ｃｍ）に注ぎ込み、そして回転プラッ
トホーム上に置く。長波長（３６５ｎｍ、６Ｗ）のＵＶランプを液面から１ｃｍの距離で
トレイの真上に置く。ＵＶ照明への曝露は約１５分間またはウイルスの不活性化のために
十分な時間行う。
【０１７２】
　ウイルスの不活性化を試験するために、トリオキサレン/ＵＶ不活性化試料を昆虫細胞
に対して力価測定する。例えば、少量を細胞懸濁液から採取し、連続稀釈し、Ｓｆ９細胞
培養物に接種する。培地は接種後約１６時間で交換することによりＤＭＳＯ誘導細胞毒性
を最小限にする。接種後７日に培養物を顕微鏡観察することにより細胞の病態を調べ、そ
して陰性であれば２回更に継代してウイルスの不活性化を確認する。培養物はまた細胞毒
性を発見するために検査する。
【０１７３】
　（実施例１２．インビトロ試験によるインビボ抗腫瘍薬効の予測）
　ＣＣＬ２１の種々のロットを共に以下に記載する細胞毒性試験およびインビボマウス腫
瘍モデルにおいて試験した。細胞毒性活性係数は以下に記載するとおりである。活性およ
び不活性のロットはインビボ実験の終了時に腫瘍サイズを分析することにより求めた。
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【０１７４】
　（誘導ＰＢＭＣ細胞毒性試験）
　誘導ＰＢＭＣ細胞毒性試験は付着標的細胞系統（Ａ５４９またはＭＧ－６３細胞）に対
抗するサイトカイン（ＩＬ－２またはβ－ＩＦＮ）またはバキュロウイルス（ＢＶ）のよ
うな特定の活性化物質により誘導されるＰＢＭＣの細胞毒性（細胞増殖抑制）応答を測定
するものであり、そして、エフェクター細胞（ＰＢＭＣ）と標的細胞の共同培養法を用い
る。インキュベーション期間の後、標的細胞の生存性をアラマーブルー染色により定量す
る。試験に使用した成分は以下の通りである。
生育培地（ＧＭ）：（イーグルＭＥＭ、添加物：イーグル塩および２．２ｇ／Ｌ重炭酸ナ
トリウム、ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、Ｌ－グルタミン、ペニシリンおよびストレプトマイ
シン）：
ＭＥＭ：５００ｍｌ
ＦＢＳ：５０ｍｌ
Ｌ－グルタミン（２００ｍＭ）：５ｍｌ
ペニシリン（１０，０００Ｕ／ｍｌ）／ストレプトマイシン（１０，０００μｇ／ｍｌ）
／混合物：５ｍｌ
生育／試験培地（ＧＡＭ）：（ｐＨ指示薬非含有ＲＰＭＩ１６４０、ウシ胎児血清（ＦＢ
Ｓ），Ｌ－グルタミン）：
ＲＰＭＩ１６４０：５００ｍｌ
ＦＢＳ：５０ｍｌ
Ｌ－グルタミン（２００ｍＭ）：５ｍｌ
ＰＢＭＣ調製培地：（ｐＨ指示薬非含有ＲＰＭＩ１６４０、０．５％ＢＳＡ画分Ｖ）：
ＲＰＭＩ１６４０：５００ｍｌ
ＢＳＡ（７．５％ＢＳＡ溶液）：３７ｍｌ
ＳＴＶ溶液：（食塩水Ａ、トリプシン、ベルセーン（Ｎａ４ＥＤＴＡ））：
ＮａＣｌ：８．００ｇ
ＫＣｌ：０．４０ｇ
Ｄ－グルコース：１．００ｇ
ＮａＨＣＯ３：０．５８ｇ
トリプシン１：２５０：０．５０ｇ
Ｎａ４ＥＤＴＡ：０．２０ｇ
０．５％フェノールレッド：０．９ｍｌ
ガラス蒸留水：１．０Ｌとする量
リン酸塩緩衝食塩水：（ＰＢＳ、カルシウム非含有およびマグネシウム非含有）
ＫＣｌ：０．２ｇ
ＮａＣｌ：８．０ｇ
ＫＨ２ＰＯ４：０．２ｇ
Ｎａ２ＨＰＯ４：１．１４ｇ
ガラス蒸留水：１．０Ｌとする量
 
アラマーブルー染色培地
１０％アラマーブルー（バイオソース　インターナショナル）添加ＲＰＭＩ１６４０。
【０１７５】
　（Ａ５４９細胞）
　Ａ５４９ヒト肺癌細胞をＡＴＣＣから７６継代で入手した（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ１８５）
。細胞を増殖させ、保存株を低継代で凍結保存した。Ａ５４９細胞のマスター保存株は凍
結し、液体窒素中に保存した。
【０１７６】
　（Ａ５４９作業培養）
　Ａ５４９細胞は付着単層として成育し、継代のためにはトリプシン溶液で脱着させなけ
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ればならない。培地は各Ｔ－１７５フラスコから除去した。単層を１０～１５ｍｌのＰＢ
Ｓで２回洗浄した。３～５ｍｌのＳＴＶを各フラスコに添加した。次に各フラスコを３～
４分間、または細胞が脱着し始めるまでインキュベートした。フラスコを穏やかにたたい
て細胞を脱着させた。生育培地５ｍｌを各フラスコに添加し、細胞を穏やかにピペットで
磨砕して単細胞懸濁液を調製した。細胞を新しい生育培地の入った５０ｍｌ容の遠沈管に
移し、穏やかに混合した。細胞混合物の種々の比率（１：５、１：１０または１：２０、
それぞれ２、３および４日培養用）を３７℃に加温された新しい生育培地４０±／－５ｍ
ｌの入ったＴ１７５培養フラスコに分注した。
【０１７７】
　（ＭＧ－６３細胞）
　ＭＧ－６３ヒト骨肉腫細胞系統はＡＴＣＣから入手した（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１４２７
）。ＭＧ－６３のマスター保存株は液体窒素中に凍結保存した。
【０１７８】
　（ＭＧ－６３作業培養）
　作業ストック培養は３または４日おきに分割した。コンフルエントの単層を３日おきに
１:６に、４日おきに１：８に分割した。
【０１７９】
　（　継代操作法）
　ＭＧ－６３細胞は付着単層として成育し、継代のためにはトリプシン溶液で脱着させな
ければならない。培地は各Ｔ－１７５フラスコから吸引し、単層を１０～１５ｍｌのＰＢ
Ｓで２回洗浄した。４±０．１ｍｌのＳＴＶを各フラスコに添加し、次に、フラスコを細
胞が脱着するまで３～５分間３７℃±２℃、５±１％ＣＯ２でインキュベートした。フラ
スコを穏やかにたたいて細胞を脱着させた。
【０１８０】
　細胞をＳＴＶ中ピペッティング処理により均一な懸濁液とし、次に新しい生育培地の入
った５０ｍｌの遠沈管に移し、穏やかに混合した。細胞混合物の比率（１：６または１：
８）を３７℃に加温された新しい生育培地４０±／－５ｍｌの入った培養フラスコに分注
した。
【０１８１】
　（ＰＢＭＣ細胞）
　ＰＢＭＣは同意を得たドナーから得た。
【０１８２】
　（ＰＭＢＣ誘導細胞毒性試験のためのＡ５４９またはＭＧ－６３細胞の調製）
　培地をＡ５４９またはＭＧ－６３作業培養用のＴ－１７５フラスコから採取した。単層
を１０～１５ｍｌのＰＢＳで２回洗浄した。３～５ｍｌのＳＴＶを各フラスコに添加し、
次に各フラスコを５分間、または細胞が脱着し始めるまでインキュベートした。フラスコ
を穏やかにたたいて細胞を脱着させた。生育培地５ｍｌを各フラスコに添加し、細胞を穏
やかにピペットで磨砕して単細胞懸濁液を調製した。細胞を５０ｍｌ容の三角試験管に移
し、更に生育培地２５ｍｌを添加した。試験管を反転させて細胞を混合し、細胞濃縮物を
得た。細胞密度は細胞濃縮物として測定した。慨すれば、細胞懸濁液の１：３希釈物をＺ
１モデルのコールターカウンターを用いて計数した。Ａ５４９細胞については、カウンタ
ーの下の閾値を８ミクロンに設定し、ＭＧ－６３については８ミクロンとした。
【０１８３】
　Ａ５４９細胞については、細胞を生育試験培地中５０，０００個／ｍｌにまで濃縮した
。ＭＧ－６３細胞については、細胞を生育試験培地中６５，０００個／ｍｌにまで濃縮し
た。必要とされる細胞の総数は必要な培地の総容量に播種密度をかけることにより計算し
た。必要とされる細胞濃縮物の容量（Ｃ）は必要な細胞総数を濃縮物の細胞密度で割るこ
とにより計算した。必要とされる別の生育／試験培地の容量（ＧＡＭ）は必要とされる培
地の容量から細胞濃縮物の容量を差し引くことにより計算した。ＰＢＭＣ誘導細胞毒性試
験のために使用される標的細胞の適切な播種密度は（Ｃ）と（ＧＡＭ）を組み合わせるこ
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とにより求めた。
【０１８４】
　細胞懸濁液を使い捨て三角フラスコまたは組織培養ガラス器具中に調製した。細胞を１
５分以内に試験プレートに添加した。懸濁液（Ａ５４９細胞では５０００個／ウェルおよ
びＭＧ－６３細胞では６５００個／ウェル）１００μｌを各ウェルに添加した。プレート
を湿潤化３７℃±２℃、±０．５％ＣＯ２インキュベーター中で１８～２４時間蓋をして
インキュベートした。
【０１８５】
　（初期試料調製および移行プレート中の連続希釈）
　（初期スクリーニング試験）
　ＰＢＭＣ細胞毒性の誘導物質を検出する機会を向上させるために、試料をまず比較的高
濃度に調製した。試料濃度は試料の活性に応じてその後の試験では低下させた。
【０１８６】
　低濃度ＣＣＬ２１試料：
　ＣＣＬ２１の低蛋白濃度試料（３０００μｇ／ｍｌ未満）をＰＢＳ（カルシウムおよび
マグネシウム非含有）で４００～６００μｇ／ｍｌに希釈した。ＦＢＳおよびＬ－グルタ
ミンを添加することにより試料を１０％ＦＢＳおよび１％－Ｌ－グルタミン含有とした。
試料をそのまま９６穴プレートの第１のウェルにロードした（２４０μｌ容量）。１：２
連続希釈を９６穴移行プレート中で１０％ＦＢＳおよび１％Ｌ－グルタミン含有ＰＢＳ中
に行った。
【０１８７】
　高濃度（蛋白、活性、細胞またはウイルスの濃度）で開始した試料は低濃度蛋白試料に
関して記載したとおり調製するか、または、直接生育／試験培地中に調製した。試料をそ
のまま９６穴プレートの第１のウェルにロードした（２４０μｌ容量）。１：２連続希釈
を９６穴移行プレート中で生育試験培地中に行った。
【０１８８】
　（バキュロウイルス試料）
　ＢＶ試料を生育／試験培地（ＧＡＭ）中で１：２～１：１０に稀釈し、そしてＧＡＭ中
に上記したとおり連続希釈した。
【０１８９】
　（β－ＩＦＮまたはＩＬ－２）
　β－ＩＦＮまたはＩＬ－２の最終バイアル試料を適切な希釈剤（食塩水または注射用水
）中に希釈再調製した。希釈再調製したβ－ＩＦＮは０．２５ｍｇ／ｍｌ＝１３．９μＭ
、希釈再調製したＩＬ－２は１．１ｍｇ／ｍｌ＝６４．７μＭであった。各サイトカイン
の２００，０００ＩＵ／ｍｌの作業保存溶液は更に生育試験培地（ＧＡＭ）で希釈するこ
とにより作成した。β－ＩＦＮのロットＩＦＮ－０１－００１をＧＡＭで１：３５．７５
に希釈した。ＩＬ－２ロットＭＬＡＰＭ００６をＧＡＭで１：９１．７５に希釈した。そ
の後の試験濃度への希釈はＧＡＭを使用した。ＩＬ－２は試験用には２０００ＩＵ／ｍｌ
に稀釈し、β－ＩＦＮは試験用には２０００ＩＵ／ｍｌに希釈した。
【０１９０】
　（高濃度ＣＣＬ２１試料）
　濃度が３ｍｇ／ｍｌより高値のＣＣＬ２１試料はＧＡＭで２００～６００μｇ／ｍｌの
試験濃度まで希釈した。
【０１９１】
　（標的細胞（試験）プレートへの試料希釈物の移行）
　希釈プレートの内容物を試験（細胞）プレートに移行させた。最終試料濃度は元の希釈
プレートの１／２であった。プレートからプレートへの移行のプログラムのプロペットを
移行に用いた。試験プレートはＰＢＭＣを準備しながらインキュベートした。
【０１９２】
　（標的細胞に対する試験試料の直接の細胞毒性に関する毒性対照プレート）
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　２個の同一の移行（希釈）プレートを樹立し、２細胞プレートに培地を移行させた。プ
レート１にはＰＢＭＣ調製物５０μｌを添加して誘導細胞毒性測定を行った。２枚目のプ
レートには５０μｌのＰＢＭＣ調製培地を添加して試験試料の直接細胞毒性を測定した。
【０１９３】
　（ヒト末梢血からの末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）の単離）
　漂白剤の１：１０希釈物（３リットル）を調製した。血液に接触した全ての試験管およ
びピペットを一夜漂白した。ビーカーの水気を切り、全ての物品を鋭利物品または生物学
的有害物質用の容器に廃棄した。５０ｍｌ試験からキャップを除去した後に血液を取り扱
った（血液によるキャップの汚染を防止するため）。血液は２５０ｍｌ容の使い捨てポリ
カーボネートフラスコに添加し、等量のＨＢＳＳで希釈した。５０ｍｌ容のポリスチレン
試験管当りフィコールプラーク溶液約１７ｍｌを添加し、３０分後に血液を添加した。血
液はフィコール層を撹乱することなくフィコールプラーク溶液の上面に重層させた。４ｍ
ｌの血液／ＨＢＳＳを各３ｍｌのフィコールプラークに対して添加した（即ち５０ｍｌ容
の試験管当り１７ｍｌフィコールおよび２３ｍｌ血液／ＨＢＳＳとした）。
【０１９４】
　試験管を室温で３０分間１８００ＲＰＭ（４００ｘｇ）で遠心分離した（Ｓｏｒｖａｌ
　ＧＬＣ－２Ｂ遠心分離機）。可能な限り大量の上層を２５ｍｌ容の血清学的ピペットを
用いて吸引し、第２の層の上部約５ｍｌを残存させた。５ｍｌ容の血清学的ピペットを用
いて第１の層の残余を除去した。ＢおよびＴリンパ球を含有する第２の層は滅菌された５
ｍｌ容の血清学的ピペットを用いて収集し、新しい５０ｍｌ容の試験管に入れた。収集物
は添加剤を含まないＲＰＭＩの３倍容量で希釈した。得られた溶液を１５～２０分間９０
０ｒｐｍ（１００ｘｇ）で遠心分離した（洗浄１）。上澄みを血清学的ピペットで除去し
、細胞を４０ｍｌのＲＰＭＩに再懸濁し、遠心分離を９００ｒｐｍで反復した（洗浄２）
。上澄みを血清学的ピペットで除去し、細胞を４０ｍｌのＰＢＭＣ調製培地（０．５％Ｂ
ＳＡ添加ＲＰＭＩ）に再懸濁した。再懸濁細胞の総容量を厳密に記録した。細胞をコール
ターカウンターで計数して細胞密度を求め、ＰＢＭＣ調製培地中の細胞濃縮物の１：５希
釈物を計数に用いた。
【０１９５】
　適切な細胞密度を得るために必要な再懸濁液の容量を求めた。細胞毒性試験のためには
所望の密度は２ｘ１０６個／ｍｌであり、ＰＢＭＣの凍結のためには所望の密度は１０ｘ
１０６個／ｍｌであった。最終再懸濁液容量は細胞密度と総容量を掛け合わせ、次にその
積を最終の所望の細胞密度（２または１０ｘ１０６個／ｍｌ）で割ることにより計算した
。
【０１９６】
　再懸濁細胞の残余を用いて遠心分離を９００ｒｐｍで反復した（洗浄３）。上澄みを除
去し、最終再懸濁容量中に再懸濁した。細胞密度をコールターカウンターで確認した（Ｐ
ＢＭＣ調製培地中の細胞濃縮物の１：１０希釈物を使用して計数した）。
【０１９７】
　（試験用のＰＢＭＣ調製物）
　試験で迅速に使用するために、細胞をＰＢＭＣ調製培地に再懸濁した。細胞を更にＰＢ
ＭＣ調製培地中１：２に稀釈し、最終細胞密度１ｘ１０６個／ｍｌとした。細胞を標的細
胞５０μｌ／ウェル（５００００ＰＢＭＣ／ウェル）で試験プレートに添加した。ＰＢＭ
Ｃをマルチチャンネルピペットで添加した。試験プレートは３～４日間３７℃および５％
ＣＯ２でインキュベートした。
【０１９８】
　（凍結のためのＰＢＭＣ調製）
　凍結のために細胞を９０％ＦＢＳ（熱不活性化）＋１０％ＤＭＳＯ中に再懸濁し、１０
ｘ１０６個／ｍｌの密度で凍結した。細胞を２ｍｌの滅菌クリオチューブに分注し、－７
０℃の冷凍庫中でクリオ凍結コンテナ中イソプロピルアルコール中に凍結した。最終細胞
密度はコールターカウンターで確認した。
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【０１９９】
　（試験のための凍結ＰＢＭＣの解凍）
　ＰＢＭＣの凍結分を３７℃の水浴中で急速に解凍した。細胞を三角遠沈管中１３ｍｌの
ＲＰＭＩ１６４０中に再懸濁し、次に１５～２０分間９００ｒｐｍ（１００ｘｇ）で遠心
分離した。上澄みを血清学的ピペットで除去し、細胞を１３ｍｌのＰＢＭＣ調製培地中に
再懸濁した（０．５％ＢＳＡ添加ＲＰＭＩ）。細胞をコールターカウンターで計数して細
胞密度を求め、ＰＢＭＣ調製培地中の細胞濃縮物の１：５希釈物を使用して計数した。
【０２００】
　次に適切な細胞密度を得るために必要とされる再懸濁液の容量を求めた。細胞毒性試験
のためには所望の密度は２ｘ１０６個／ｍｌであった。最終再懸濁液容量は細胞密度と総
容量を掛け合わせ、次にその積を最終の所望の細胞密度（２または１０ｘ１０６個／ｍｌ
）で割ることにより計算した。再懸濁細胞の残余を用いて９００ｒｐｍで遠心分離を反復
した。上澄みを除去し、細胞を最終再懸濁容量中に再懸濁した。
【０２０１】
　細胞密度をコールターカウンターで確認し、ＰＢＭＣ調製培地中の細胞濃縮物の１：１
０希釈物を使用して計数した。細胞を更に生育試験培地中に１：２に稀釈し、最終細胞密
度１ｘ１０６個／ｍｌとした。細胞を標的細胞５０μｌ／ウェル（５００００ＰＢＭＣ／
ウェル）で試験プレートに添加した。ＰＢＭＣをマルチチャンネルピペットで添加した。
試験プレートは３～４日間３７℃および５％ＣＯ２でインキュベートした。
【０２０２】
 
アラマーブルーを用いた試験プレートの染色
　３～４日間のインキュベーションの後、培地を試験プレートから吸引した。１００μｌ
／ウェルのアラマーブルー染色培地（０．５％ＢＳＡ添加ＲＰＭＩ中１０％アラマーブル
ー）を添加し、プレートを２～３時間インキュベートした。応答は分光光度計（５７０ｎ
ｍ～６３０ｎｍの吸光度）または蛍光分析（５３０ｎｍ励起、５９０ｎｍ発光）の何れか
により測定した。
【０２０３】
　（試験活性）
　試験活性はＰＢＭＣ応答を示す試料ウェルで割った比較対照ウェルの応答として定義さ
れる。大部分の場合、比較対照ウェルは、通常は最高試料濃度のＰＢＭＣウェル（連続希
釈の第１のウェル）と同様の試料濃度の試料に対する無ＰＢＭＣ対照ウェルであった。無
ＰＢＭＣ対照プレートを使用するには不十分な試料しかなかった一部の場合においては、
比較対照ウェルはＰＢＭＣの存在下または非存在下のＰＢＳ／生育培地とした。
【０２０４】
　無ＰＢＭＣ対照プレートのための十分な試料が存在した場合は、活性は直接細胞毒性応
答／誘導細胞毒性と等しく設定した。図１４に示すとおり、インビトロのデータはインビ
ボのデータと相関している。
【０２０５】
　（実施例１３．抗ｇｐ６４モノクローナル抗体によるバキュロウイルス腫瘍細胞殺傷の
ブロッキング）
　バキュロウイルスの出発物質（ＣΔ３）は抗ｇｐ６４で処理した。慨すれば、１～５０
０μｇの精製マウス抗ｇｐ６４モノクローナル抗体（クローン１．３Ａ、提供者：Ｄｒ．
Ｄｏｎａｌｄ　Ｊａｒｖｉｓ，Ｕ．ｏｆ　ＷＹ）またはＩｇ対照をコントロールされた容
中の組み換えバキュロウイルスの種々の感染単位と混合した。ウイルスへの抗体の結合は
約１５時間暗所で室温で行った。試料は１～２日間冷蔵庫に保管した後にプラークまたは
細胞毒性の試験に付した。試料は上記したとおり細胞毒性試験において試験した。図１５
を参照できる。
【０２０６】
　（実施例１４．不活性化されたバキュロウイルスによるＰＢＭＣ媒介インビトロ腫瘍細
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胞殺傷の誘導）
　バキュロウイルスの原料（ＣΔ３）はトリオキサレンおよびＵＶ光による処理により不
活性化した。バキュロウイルスをソラレンおよび紫外線により光不活性化した（Ｗｅｉｇ
ｈｔｍａｎ，Ｓ．Ａ．ａｎｄ　Ｂａｎｋｓ，Ｍ．Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．Ｍｅｔ．８１：１７９
－１８２（１９９９）。バキュロウイルスを含有する昆虫細胞培地を６穴の細胞培養プレ
ート（Ｃｏｓｔａｒ）に移行させた（３ｍｌ、約６Ｅ７ｐｆｕ）。４，５’，８－トリメ
チルソラレン（トリオキサレン）の保存溶液をジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中２ｍ
ｇ／ｍｌに調製し、終濃度１００μｇ／ｍｌとなるように各ウェルに添加した。次にプレ
ート上１．５ｃｍにハンドヘルドのランプ（ＵＶＬ－５６型、ＵＶＰ、Ｕｐｌａｎｄ，Ｃ
Ａ）を置くことにより１５分間培養ディッシュを紫外線（３６５ｎｍ）に曝露した。対照
試料はソラレン非含有ＤＭＳＯ含有とし、ソラレンを含有する非照射対照も設けた。照射
後、培地を１０ＭＷＣＯ透析カートリッジ（Ｓｌｉｄａｌｙｚｅｒ，Ｐｉｅｒｃｅ）に移
し、リン酸塩緩衝食塩水に対して透析した。全試料につきＳｆ９細胞上のプラーク形成活
性を試験した。試料を上記したとおり細胞毒性試験において試験し、結果を図１６に示し
た。
【０２０７】
　（実施例１５．バキュロウイルスの主要標的である腫瘍細胞）
　Ａ５４９標的細胞の未損傷の単層に３時間バキュロウイルスを投与し、次に生育試験培
地で３回洗浄した。同時に、エフェクター細胞（ＰＢＭＣ）もまた３時間バキュロウイル
スを投与し、３回洗浄した。バキュロウイルス投与および未投与の標的およびエフェクタ
ー細胞を以下の通りの組み合わせ、即ち、１）未投与標的細胞のみ；２）未投与標的細胞
およびエフェクター細胞；３）バキュロウイルス投与標的細胞および未投与ＰＢＭＣ；お
よび４）未投与標的細胞およびバキュロウイルス投与ＰＢＭＣとした。
【０２０８】
　４日間のインキュベーションの後、標的細胞の生存性をＳＯＰに記載の通り測定した。
アラマーブルー蛍光により測定した細胞の生存性の尺度は群当り１６ウェルの平均とした
（実験は９６穴フォーマットで実施した）。結果を図１７に示す。
【０２０９】
　（実施例１６．バキュロウイルスを用いた肺癌の動物モデルにおける腫瘍生育の抑制）
　８～１０週齢のＣ５７ＢＬ／６マウスを最低７日間馴化させた後、腫瘍細胞を接種した
。マウスには右脇腹皮下に２ｘ１０５個の早期継代（１０継代未満）の３ＬＬ－ＨＭ腫瘍
細胞を接種した。腫瘍の大きさは週当たり２回計測した。腫瘍が５０～１００ｍｍ３に達
した時点（典型的には腫瘍接種後７日間）で、マウスを無作為に群分けし、同日、バキュ
ロウイルスの第１回目の用量を腫瘍内投与した。投与予定はｑｄｘ６日間とした。マウス
は以下の４群、即ち、１）アルブミン陰性対象２５μｇ／投薬（０．５ｍｇ／ｍｌ）；２
）生存ウイルス陽性対照（力価約１ｘ１０７／ｍｌ）；３）生存ウイルス陰性対象（力価
約８００／ｍｌ）；および４）不活性化ウイルス（力価約８００／ｍｌ）に割り付けた。
腫瘍は４週間まで毎週２回測定した。腫瘍容が２５００ｍｍ３に達するか、または以下の
症状のいずれかが観察された場合には、マウスを屠殺した。症状は体重減少が２０％超、
腫瘍潰瘍領域が腫瘍面積の３０％超または腫瘍面積の３０％未満であるが開口部を有する
場合、出血または漏出、重度の呼吸困難、または瀕死状態とした。
【０２１０】
　図１８に示すとおり、バキュロウイルスの腫瘍内投与は３ＬＬ腫瘍の生育遅延をもたら
した。
【０２１１】
　（実施例１７．バキュロウイルスを用いたインビトロおよびインビボの感染性実体から
の保護）
　生存バキュロウイルスはネズミおよびヒトの細胞系統からインターフェロン（ＩＦＮ）
を誘導し、そして脳心筋炎ウイルス感染からのマウスのインビボ保護を誘導することがわ
かっている。しかしながら、例えばＵＶによりバキュロウイルスの不活性化は感染性およ
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びＩＦＮ誘導活性の両方を排除する（Ｇｒｏｎｏｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｖｉｒｏ
ｌｏｇｙ，Ｄｅｃ．１９９９，ｐ．９９４４－９９５１　Ｖｏｌ．７３，Ｎｏ．１２）。
【０２１２】
　感染性実体に対するバキュロウイルスの作用を検討するために、細胞を水疱性口内炎ウ
イルス（ＶＳＶ）を用いてインビトロおよびインビボで攻撃した。図１９に示すとおり、
Ｓｆ９およびバキュロウイルスまたはＳｆ９およびバキュロウイルス培地を投与した細胞
または培地はインビトロのＶＳＶに対抗して最大の保護をもたらした。図１９に示すとお
り、不活性化されたバキュロウイルスは病原性のウイルスの攻撃からのインビボおよびイ
ンビトロの保護をもたらす。
【０２１３】
　（実施例１８．バイスタンダー作用）
　腫瘍細胞の抑制が直接的であるのみかどうか（即ち、各細胞が非病原性ウイルスにより
特異的にターゲティングされなければならないか）を調べるために、感染腫瘍細胞および
非感染腫瘍細胞を種々の比率で混合した。
【０２１４】
　Ａ５４９またはＭＧ－６３細胞系統またはＰＢＭＣを３～５時間バキュロウイルスの活
性化用量に曝露した。バキュロウイルスへの曝露の後、過剰または非結合のウイルスを応
答細胞から洗浄除去した。次に洗浄したＢＶ投与細胞を種々の比率で非投与応答細胞と混
合した。ＰＢＭＣについては、ＢＶ投与および非投与の細胞の混合物を非投与Ａ５４９ま
たはＭＧ－６３標的細胞に添加した。同様にＢＶ投与のＡ５４９またはＭＧ－６３標的細
胞の混合物も非投与ＰＢＭＣに添加した。非ＢＶ投与細胞はＢＶ投与細胞と物理的に同様
の取り扱いをした。
【０２１５】
　ＰＢＭＣにはＢＶのみを投与し、細胞はＣＯ２インキュベーター中で振とうしながら懸
濁液中に維持した。細胞を遠心分離により洗浄し、傾斜し、そして再懸濁（３回）した後
、非投与ＰＢＭＣと混合した。Ａ５４９およびＭＧ－６３の標的細胞に２方法でＢＶを投
与した。未損傷の単層にＢＶを投与した後その状態で新鮮生育培地で穏やかに洗浄し、次
に非投与標的細胞を試験プレートに添加するか、またはＰＢＭＣについて記載した通り濁
液中で行う。
【０２１６】
　バキュロウイルスがＡ５４９およびＭＧ－６３標的細胞から長時間にわたり除去され、
その後、ＰＢＭＣを添加する場合は、細胞毒性試験において細胞毒性応答に急速な消失が
起こる。バキュロウイルス除去後２０時間までに、細胞毒性応答はＡ５４９の場合は完全
に消失し、そしてＭＧ－６３細胞の場合は大部分が消失する（データ示さず）。
【０２１７】
　バキュロウイルス投与標的細胞単層をそのまま洗浄し、次に非投与細胞と混合し、即座
にＰＢＭＣを添加することにより、Ａ５４９およびＭＧ－６３標的細胞の双方にバイスタ
ンダー作用が生じる。
【０２１８】
　懸濁液中のＰＢＭＣまたはＡ５４９細胞のＢＶ投与、その後の遠心分離洗浄（３サイク
ルの遠心分離、傾瀉、再懸濁）により、細胞毒性応答は効果的に排除された。
【０２１９】
　ＭＧ－６３細胞のＢＶ投与および遠心分離洗浄はＭＧ－６３標的細胞による細胞毒性応
答の除去においては有効性は低値であった。
【０２２０】
　振とうしながら懸濁液中でＢＶをＰＢＭＣに投与し、その後遠心分離洗浄を行うことは
、ＭＧ－６３標的細胞に対する細胞毒性応答の有意な非特異的（０％ＢＶ投与細胞のウェ
ル）刺激をもたらすが、Ａ５４９細胞ではこれとは異なると考えられた。
【０２２１】
　図２０からわかる通り、総細胞容量が２０％感染細胞および８０％非感染細胞である場
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られるものにより殺傷された（即ち標的細胞の近接部に存在することは非標的（感染）細
胞の細胞死を促進する）。
【０２２２】
　（参考文献）
　以下に記載する参考文献並びに明細書中で引用した参考文献はそれらが補足、説明、背
景提示または方法、手法および/またはそこで使用される組成物の教示を行う範囲におい
て、参照により本明細書に組み込まれる。
【０２２３】
【表３－１】

【０２２４】
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【表３－２】

【０２２５】
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【表３－３】

【０２２６】
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【表３－４】

【０２２７】
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【表３－５】

【０２２８】
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【表３－６】

【０２２９】
【表３－７】

　本発明の種々の詳細な項目は本発明の範囲から外れることなく変更できる。更にまた、
以上の記述は説明を目的とするのみであり、添付する請求項に定義される本発明を限定す
る目的はない。
【図面の簡単な説明】



(45) JP 4708027 B2 2011.6.22

10

20

30

40

50

【０２３０】
【図１】図１は肺癌の３ＬＬマウスモデルにおいてバキュロウイルス発現ＣＣＬ２１が腫
瘍生育を抑制し完全な腫瘍の減衰を誘導することを示す折れ線グラフである。実施例２に
示すとおり、ＣＣＬ２１の投与には記載した濃度におけるＣＣＬ２１の腫瘍内注射６回が
含まれる。注射あたりの用量を増大させると腫瘍の抑制および完全応答の頻度も増大した
。一元ＡＮＯＶＡ分析を第２４日に収集したデータを用いて実施した。アルブミン対投与
群、ｐ＜０．００１；２５μｇｍＣＣＬ２１対６μｇ／ＡｌｂｍＣＣＬ２１、Ｐ＜０．０
１；２５μｇｍＣＣＬ２１対２５μｇｒｈＣＣＬ２１、Ｐ＞０．０５．ｍＣＣＬ２１、マ
ウスＣＣＬ２１；ｒｈＣＣＬ２１、組み換えヒトＣＣＬ２１；Ｂ　Ｇｏｌｄ、バキュロウ
イルスから発現された組み換えマウスＣＣＬ２１を比較対照ロット（Ｇｏｌｄ標準）とし
て使用；Ａｌｂ、アルブミン；ｑｄ、Ｑｕａｑｕｅ　Ｄｉｅ（毎日投与）、ＣＲ、完全応
答とする。
【図２】図２は実施例３に記載したバキュロウイルス発現ＣＣＬ２１の投与後の乳癌の４
Ｔ１マウスモデルにおける腫瘍成育の抑制を示す折れ線グラフである。ｒｈＣＣＬ２１は
組み換えヒトＣＣＬ２１；ｑｄは、Ｑｕａｑｕｅ　Ｄｉｅ（毎日投与）である。
【図３】図３は実施例６に示すバキュロウイルス発現ＣＣＬ２１の投与後の自発的４Ｔ１
肺転移の抑制を示す棒グラフである。黒は腫瘍の外科的切除を受けていない動物；斜線は
ＣＣＬ２１の最終投与の１日後に腫瘍を外科的に切除した動物（Ｓｕｒｇ）である。
【図４】図４は実施例５に示すとおり、バキュロウイルス発現ＣＣＬ２１の投与が腫瘍の
再攻撃に対する耐性を付与することを示す折れ線グラフである。慨すれば、４Ｔ１腫瘍を
Ｂａｌｂ／ｃマウスにおいて樹立し、そして宿主マウスのサブセットにバキュロウイルス
発現ＣＣＬ２１を腫瘍内投与により投与した。ＣＣＬ２１の最終投与の１日後、腫瘍を外
科的に切除した。腫瘍切除の１日後、マウスの元の腫瘍とは逆側に４Ｔ１細胞を皮下注射
することにより再攻撃した。Ｎａｉｖｅは以前に腫瘍を保有したことがなくＣＣＬ２１投
与を受けたことがないマウスであり；Ａｌｂ＋Ｓｕｒｇ＋Ｒｅ－ｃｈｌｇは４Ｔ１腫瘍を
以前に保有したことがありアルブミン投与を受けているマウス；ｈＣＣＬ２１＋Ｓｕｒｇ
＋Ｒｅ－ｃｈｌｇは以前に４Ｔ１腫瘍を保有したことがありＣＣＬ２１投与を受けている
マウスである。Ａｌｂ＋Ｓｕｒｇ＋Ｒｅ－ｃｈｌｇ群においては、１０匹中１匹のマウス
が腫瘍の成育に対して完全な耐性を示した。ｈＣＣＬ２１＋Ｓｕｒｇ＋Ｒｅ－ｃｈｇにお
いては、１０匹中６匹のマウスが腫瘍成育への完全な耐性を示した。
【図５】図５Ａ～５Ｂは腫瘍再攻撃に対するバキュロウイルス誘導耐性を示す。３ＬＬ腫
瘍モデルにおいて、バキュロウイルス誘導ＣＣＬ２１で良好に治療できた動物は長期間に
わたり同じ腫瘍による再攻撃に対して耐性である。図５Ａはバキュロウイルス誘導マウス
組み換えＣＣＬ２１の投与後に腫瘍の完全な減衰を示し（例えば図１参照）、そしてバキ
ュロウイルス誘導ＣＣＬ２１の最終投与の後６０、７０および８０日において同じ腫瘍で
逆側の腹部を再攻撃した動物を用いた実験を総括したものである。動物は少なくとも７０
日間再攻撃に耐性であった。図５ＢはバキュロウイルスＣＣＬ２１投与終了および完全な
減衰の誘導の後３０日後に接種（「腫瘍ブースト」）され、そしてバキュロウイルス誘導
ＣＣＬ２１の最終投与後８０、１２０、１６０および２００日に同じ腫瘍で逆側の腹部を
再攻撃した動物を用いた実験を総括したものである。これらの結果は腫瘍ブーストを用い
ることにより少なくとも２００日まで腫瘍再攻撃への耐性を延長できることを示している
。
【図６】図６は酵母またはＥ．ｃｏｌｉにおいて生産されたＣＣＬ２１が肺癌の３ＬＬ腫
瘍モデルにおける腫瘍の減衰をもたらさないことを示す折れ線グラフである。ｈＣＣＬ２
１－Ｂ（ＨＢＰＧ１）はバキュロウイルスロット番号ＨＢＰＧ１において発現された組み
換えヒトＣＣＬ２１；ｈＣＣＬ２１－Ｂ１／２（ＨＢＰＧ１）はバキュロウイルスロット
番号ＨＢＰＧ１において発現された組み換えヒトＣＣＬ２１をｈＣＣＬ２１（ＨＢＰＧ１
）」の濃度の二分の一に希釈したものであり；ｈＣＣＬ２１－Ｂｃｏｎｃ（ＨＢＰＧ１）
は濃縮された（１０ｍｇ／ｍｌ）溶液から誘導されたバキュロウイルスロット番号ＨＢＰ
Ｇ１において発現された組み換えヒトＣＣＬ２１；ｈＣＣＬ２１－Ｙ（ＨＹＰＧ４）は酵
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母ロット番号ＨＹＰＧ４において発現された組み換えヒトＣＣＬ２１；ｈＣＣＬ２１－Ｅ
（ＨＥＤＳ４）はＥ．ｃｏｌｉロット番号ＨＥＤＳ４において発現された組み換えヒトＣ
ＣＬ２１；ｑｄ、Ｑｕａｑｕｅ　Ｄｉｅ（毎日投与）である。ｈＣＣＬ２１－Ｂまたはｈ
ＣＣＬ２１－Ｂ新規を投与されたマウスと比較した場合のアルブミン投与マウスにおける
腫瘍生育の抑制、ｐ＜０．０１；ｈＣＣＬ２１－ＢｃｏｎｃまたはｈＣＣＬ２１－Ｂ１／
２を投与されたマウスにおける腫瘍生育の抑制、Ｐ＜０．０５。
【図７】図７はインビボでは不活性であるバキュロウイルス発現ＣＣＬ２１調製物のイン
ビトロの化学走性活性を示す折れ線グラフである。化学走性試験は本質的にＰＣＴ国際出
願ＷＯ００／３８７０６号に記載の通り実施することができる。インビボ活性は実施例２
～６に記載の通り試験した。ＨＢＤＳ２．ｐはバキュロウイルスロット番号ＨＢＤＳ２．
ｐから誘導された組み換えヒトＣＣＬ２１であり；ＭＢＤＳ２．ｃはバキュロウイルスロ
ット番号ＭＢＤＳ２．ｃから誘導された組み換えマウスＣＣＬ２１であり；ＨＢＰＧ１は
バキュロウイルスロット番号ＨＢＰＧ１から誘導された組み換えヒトＣＣＬ２１であり；
ＨＢＰＧ１＋ＨＢＤＳ２．ｖｐはビニルピリジンを投与された等モル比のＨＢＤＳ２と混
合されたＨＢＰＧ１であり；ＨＹＰＧ４は酵母ロット番号ＨＹＰＧ４から誘導された組み
換えヒトＣＣＬ２１であり；ＨＥＤＳ４はＥ．ｃｏｌｉロット番号ＨＥＤＳ４から誘導さ
れた組み換えヒトＣＣＬ２１である。
【図８】図８は記載した試料を用いて調製し、そして次に抗ｇｐ６４抗体を用いてプロー
ブしたウエスタンブロットを示す。レーン１は精製されたバキュロウイルス；レーン２は
未感染のＴｎ５細胞培養物からえたコンディショニングされた培地；レーン３は野生型バ
キュロウイルスに感染させたＴｎ５細胞からえたコンディショニングされた培地；レーン
４は組み換えヒトＣＣＬ２１をコードするＢＶ４２２に感染させたＴｎ５細胞培養物から
えたコンディショニングされた培地；レーン５は感染させていないＴｎ５細胞ペレット；
レーン６は野生型バキュロウイルスに感染させたＴｎ５培養物からえた細胞ペレット；レ
ーン７はＢＶ４２２に感染させたＴｎ５培養物からえた細胞ペレット；レーン８は５０ｋ
Ｄａ超の夾雑物を除去した後の濾液であるバキュロウイルスロット番号ＨＢＰＧ１から誘
導したヒト組み換えＣＣＬ２１；レーン９は５０ｋＤａ超の夾雑物を含有するレーン８に
おける試料の残存物（蛋白５μｇ）；レーン１０は５０ｋＤａ超の夾雑物を含有するレー
ン８における試料の残存物（蛋白１０μｇ）；レーン１１は未濾過の組み換えヒトバキュ
ロウイルス誘導ＣＣＬ２１ロット番号ＨＢＰＧ１の５μｇ；レーン１２は未濾過の組み換
えヒトバキュロウイルス誘導ＣＣＬ２１ロット番号ＨＢＰＤＳ４の５μｇ；レーン１３は
未濾過の組み換えヒトバキュロウイルス誘導ＣＣＬ２１ロット番号ＨＢＭＣ１の５μｇ；
レーン１４は未濾過の組み換えヒトバキュロウイルス誘導ＣＣＬ２１ロット番号ＨＢＤＳ
１の５μｇである。
【図９】図９は調製物から高分子量の夾雑物を除去するための濾過によりバキュロウイル
ス発現ＣＣＬ２１の抗腫瘍活性が除去されることを示す折れ線グラフである。精製された
バキュロウイルス、ＣＣＬ２１調製物の夾雑物（図８）はバキュロウイルス発現ＣＣＬ２
１調製物と同様に効果的に腫瘍生育を抑制する。
【図１０Ａ】図１０Ａは実施例８に示すとおり、記載した組成物に曝露した場合のインビ
トロの腫瘍細胞のＰＢＭＣ媒介毒性を示す折れ線グラフである。細胞ペレット試料は上澄
み試料よりも大きい細胞毒性応答を誘導した。ＣＣＬ２１発現バキュロウイルスまたは対
照バキュロウイルスＢＶ７６２の何れかを感染させた細胞は顕著な細胞毒性を示した。Ｇ
ＡＭは細胞培養によりコンディショニングされていない生育試験培地（対照）；ＢＶ４２
２はＣＣＬ２１発現バキュロウイルス；ＢＶ７６２はＲａｆ発現バキュロウイルスである
。
【図１０Ｂ】図１０Ｂは実施例８に記載するとおり、０．２μｍのフィルターを通した濾
過の後の記載した組成物に曝露した場合のインビトロの腫瘍細胞のＰＢＭＣ媒介毒性を示
す折れ線グラフである。濾過による高分子量の物質の除去により細胞毒性は顕著に低下し
た。細胞ペレット試料は残存する軽度～中等度の細胞毒性を示していた。
【図１１Ａ】図１１Ａは記載した刺激物質に応答したＣＤ８６およびＭＨＣＩＩの樹状細
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胞発現における変化を示す棒グラフである。マウス骨髄誘導樹状細胞を調製し、実施例９
に記載するとおり分析した。ＨＩＶｇａｇ蛋白を発現するワクシニアウイルス（ＶＬＰ）
を陽性対照として使用した。ＶＬＰと同様、生存バキュロウイルスもＣＤ８６およびＭＨ
ＣＩＩの発現を誘導し、ＤＣ成熟を示していた。黒はＣＤ８６の発現；灰色はＭＨＣＩＩ
の発現を示す。
【図１１Ｂ】図１１Ｂは記載した刺激物質に応答したＣＤ８６およびＭＨＣＩＩの樹状細
胞発現における変化を示す棒グラフである。ヒト単球誘導樹状細胞を調製し、実施例９に
記載するとおり分析した。ＨＩＶｇａｇ蛋白を発現するワクシニアウイルス（ｐ５５ＶＬ
Ｐ）を陽性対照として使用した。ｐ５５ＶＬＰと同様、生存バキュロウイルスもＤＣ成熟
を誘導した。黒はＣＤ８６の発現；灰色はＨＬＡ－ＤＲの発現を示す。
【図１２】図１２は実施例１０に記載したとおり実施したクロム放出試験の結果を示す。
ＨＩＶｇａｇ蛋白を発現するワクシニアウイルス（ＶＬＰ）を陽性対照として使用した。
ＶＬＰと同様、生存バキュロウイルスも細胞毒性Ｔ細胞溶解を誘導する強力なアジュバン
トとして作用する。
【図１３】図１３は実施例８に示すとおり、記載した組成物に曝露した場合のインビトロ
の腫瘍細胞のＰＢＭＣ媒介毒性を示す。
【図１４】図１４はインビボの抗腫瘍活性とのＰＢＭＣ細胞毒性試験の相関性を示す。
【図１５】図１５は抗ｇｐ６４モノクローナル抗体によるバキュロウイルス腫瘍細胞殺傷
のブロックを示す。実施例１３参照。
【図１６】図１６は不活性化されたバキュロウイルスにより誘導されたインビトロのＰＢ
ＭＣ誘導腫瘍細胞殺傷を示す。実施例１４参照。
【図１７】図１７は腫瘍細胞がバキュロウイルスに対する第１の標的であることを示す。
実施例１５参照。
【図１８】図１８はバキュロウイルスを用いた肺癌の動物モデルにおける腫瘍生育の抑制
を示す。実施例１６参照。
【図１９】図１９はインビボおよびインビトロの病原性ウイルス攻撃からのバキュロウイ
ルス誘導保護を示す。水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）を用いてインビトロおよびインビ
ボで細胞を攻撃した。実施例１７参照。
【図２０】図２０はバイスタンダー効果を示す。最大殺傷効果はバキュロウイルスに腫瘍
細胞の集団の僅か２０％しか暴露しなかった場合でも達成される。
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【図３】 【図４】



(49) JP 4708027 B2 2011.6.22
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【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０Ａ】

【図１０Ｂ】 【図１１Ａ】
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【図１１Ｂ】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図１７】 【図１８】
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【図１９】 【図２０】
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