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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的細胞内で複製可能であり且つ細胞溶解能を示す増殖性アデノウイルスであって、該
アデノウイルスは、標的細胞内のｐ５３アンタゴニストをコードする標的遺伝子の発現を
抑制するＲＮＡ干渉分子をコードする少なくとも１種のＤＮＡ配列をそのゲノム内に包含
し、該ＤＮＡ配列は、該標的細胞内で機能する少なくとも１種の発現制御配列に発現可能
な状態で連結していることを特徴とする増殖性アデノウイルス。
【請求項２】
　ＲＮＡ干渉分子が２本鎖ＲＮＡ分子を含むことを特徴とする、請求項１に記載の増殖性
アデノウイルス。
【請求項３】
　２本鎖ＲＮＡ分子の各ＲＮＡ鎖の長さが、１９ヌクレオチド以上で３０ヌクレオチド未
満であることを特徴とする、請求項２に記載の増殖性アデノウイルス。
【請求項４】
　該ＲＮＡ分子がヘアピンＲＮＡを含むことを特徴とする、請求項１～３のいずれかに記
載の増殖性アデノウイルス。
【請求項５】
　ヒト アデノウイルスであることを特徴とする、請求項１～４のいずれかに記載の増殖
性アデノウイルス。
【請求項６】
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　増殖制御可能なアデノウイルスであることを特徴とする、請求項５に記載の増殖性アデ
ノウイルス。
【請求項７】
　Ｅ１Ａ遺伝子のＣＲ２ドメインの少なくとも一部を含むＥ１Ａ領域の変異を有するアデ
ノウイルスであることを特徴とする、請求項６に記載の増殖性アデノウイルス。
【請求項８】
　該アデノウイルスが、Ｅ１Ａ遺伝子の第１２２番～第１２９番アミノ酸残基（ＬＴＣＨ
ＥＡＧＦ）の欠失を有することを特徴とする、請求項７に記載の増殖性アデノウイルス。
【請求項９】
　該アデノウイルスは、該標的細胞内のｐ５３依存性アポトーシス経路を復帰させる少な
くとも１種の復帰因子をコードするＤＮＡ配列をそのゲノム内に更に包含し、該ＤＮＡ配
列は、該標的細胞内で機能する少なくとも１種の発現制御配列に発現可能な状態で連結し
ていることを特徴とする、請求項１～８のいずれかに記載の増殖性アデノウイルス。
【請求項１０】
　ｐ５３アンタゴニストが、MDM2、Pirh2、COP1、Bruce、HPV-E6、ヘルペスウイルス－８
 LANA、Parc、モルタリン、Plk-1及びp73DeltaNからなる群より選ばれる因子であること
を特徴とする、請求項１～９のいずれかに記載の増殖性アデノウイルス。
【請求項１１】
　標的細胞がヒト細胞であることを特徴とする、請求項１～１０のいずれかに記載の増殖
性アデノウイルス。
【請求項１２】
　該ヒト細胞が、癌細胞、関節炎細胞及び血管平滑筋細胞からなる群より選ばれる１種で
あることを特徴とする、請求項１１に記載の増殖性アデノウイルス。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれかの増殖性アデノウイルスを用いた医薬。
【請求項１４】
　制御不能な細胞増殖の抑制用である、請求項１３に記載の医薬。
【請求項１５】
　In vitroの標的細胞を、該標的細胞に対して溶解能を示す増殖性アデノウイルスに感染
させ、そして
　該標的細胞内で増殖性アデノウイルスを複製する
ことを包含する、ｐ５３アンタゴニストを発現するin vitroの標的細胞を溶解する方法で
あって、
　該アデノウイルスは、標的細胞内でｐ５３アンタゴニストの発現を抑制するＲＮＡ干渉
分子をコードする少なくとも１種のＤＮＡ配列をアデノウイルスゲノムに導入して得たも
のであり、標的細胞が該アデノウイルスに感染すると、該少なくとも１種のＤＮＡ配列が
標的細胞内で発現することを特徴とする方法。
【請求項１６】
　該標的細胞に感染させるアデノウイルスが、請求項１～１２のいずれかの増殖性アデノ
ウイルスであることを特徴とする、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　該標的細胞を、放射能、毒性化学物質、タンパク質－タンパク質相互作用又はシグナル
伝達経路を阻害する分子、又は抗体、アポトーシス促進タンパク質、抗血管新生タンパク
質及び膜融合性膜タンパク質からなる群より選ばれるタンパク質に暴露する工程、あるい
は
　該標的細胞に、該標的細胞内で機能する少なくとも１種の発現制御配列に発現可能な状
態で連結している、上記タンパク質をコードする遺伝子を導入する工程
を更に包含することを特徴とする、請求項１５又は１６に記載の方法。
【請求項１８】
　標的細胞の発現するｐ５３アンタゴニストに対して発現抑制能を示すＲＮＡ干渉分子を
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同定する方法であって、
　ＲＮＡ干渉分子を発現する第１の標的細胞と、ＲＮＡ干渉分子を発現しない第２の標的
細胞の２種類を調製し、
　２種類の標的細胞を、標的細胞内で細胞溶解能を示すアデノウイルスに感染させ、
　２種類の標的細胞の中でアデノウイルスを増殖し、
　２種類の標的細胞内のアデノウイルスの複製時間を比較するか、又は２種類の標的細胞
の細胞溶解速度を比較し、第１標的細胞におけるアデノウイルス複製時間が第２標的細胞
におけるアデノウイルス複製時間よりも速い場合、又は第１標的細胞の細胞溶解速度が第
２標的細胞の細胞溶解速度よりも速い場合には、該ＲＮＡ干渉分子を、標的細胞の発現す
るｐ５３アンタゴニストに対して発現抑制能を示す因子と同定する
ことを包含する方法。
【請求項１９】
　標的細胞が発現するｐ５３アンタゴニストを同定する方法であって、
　請求項１８の方法を実施してＲＮＡ干渉分子を同定し、
　同定したＲＮＡ干渉分子を用いてｐ５３アンタゴニストを特徴付ける
ことを包含する方法。
【請求項２０】
　第１の標的細胞が、ＲＮＡ干渉分子を発現する複数の標的細胞からなる細胞アレイ内の
細胞であり、更に該細胞アレイを構成する細胞はそれぞれ異なるＲＮＡ干渉分子を発現す
ることを特徴とする、請求項１８又は１９に記載の方法。
【請求項２１】
　該標的細胞がヒト細胞であることを特徴とする、請求項１８～２０のいずれかに記載の
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、遺伝子修飾、生化学及び医薬の分野に関する。更に詳細には、本発明は、組
み換えウイルス（特にアデノウイルス）であって、自らが複製している細胞を溶解する能
力と、自らが複製している該細胞内の１種以上の標的遺伝子の発現を抑制する能力とを有
するウイルスを提供する。更に本発明は、一定の細胞において一定の遺伝子の発現を沈黙
（silence）させることによって、より効果的に細胞内で複製し、細胞を溶解する組み換
えウイルスを提供する。従って本発明は、一定の細胞集団を駆除するためのより効率的な
手段を提供する。更に本発明は、標的遺伝子を同定するための方法及び手段であって、該
標的遺伝子は、それをサイレンシングする（沈黙させる）ことによって、より効率的にウ
イルスが細胞内で複製し、またウイルス自らが複製している該細胞をより効率的に溶解す
ることが可能となる遺伝子であることを特徴とする、標的遺伝子を同定するための方法及
び手段を提供する。更に本発明は、上記方法で同定した細胞内標的遺伝子の発現を沈黙さ
せる組み換えウイルスを提供し、このような沈黙化（サイレンシング）によって、ウイル
スがより効果的に細胞内で複製し、細胞を溶解することが可能となる。又、本発明は、ウ
イルスベクターの製造、治療用標的の同定、及びタンパク質発現阻害と生体からの一定の
細胞（例えば、癌細胞）の除去に基づく治療法の分野において、有用な用途が考えられる
。
【背景技術】
【０００２】
　組み換えウイルスは、遺伝子工学によってウイルスゲノムから作製する。多くの場合、
このような遺伝子工学には、アデノウイルスゲノムへの異種ＤＮＡの挿入が含まれ、異種
ＤＮＡとしては、治療用産物をコードするＤＮＡが挙げられるが、これに限定されるもの
ではない。しかし、「組み換えウイルス」という用語には、異種ＤＮＡの挿入はないが、
ウイルスゲノムの一部が欠失したウイルスも含まれることを理解されたい。組み換えウイ
ルスの他の例としては、異なるウイルスのゲノムや、同種であるが型の違うウイルス（例
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えば、セロタイプの異なるウイルスや宿主動物種に関する特異性の異なるウイルス）のゲ
ノムの一部を含有するキメラウイルスが挙げられる。本発明の目的のために、２種類の組
み換えウイルス、即ち、非増殖性ウイルス（replication deficient virus）と増殖性ウ
イルス（replication competent virus）を区別する。本発明は、増殖性ウイルスのみに
関するものである。
【０００３】
　本願明細書では、組み換えウイルスの一例としてアデノウイルスを用いる。従って、「
アデノウイルス」という用語は、標的細胞に感染して細胞溶解が可能な、公知の適当なウ
イルスで置き換えることもできる。アデノウイルス以外の適切なウイルスとしては、単純
ヘルペスウイルスやワクシニアウイルスが挙げられるが、これらに限定されるものではな
い。更に、「アデノウイルス」という用語を含む本願明細書で定義した用語、例えば「ア
デノウイルス阻害因子」においても、「アデノウイルス」という用語を、標的細胞に感染
して細胞を溶解することが可能な、公知の適当なウイルスで置き換えることができること
を理解されたい。
【０００４】
　本願明細書において増殖性アデノウイルス（replication competent adenovirus）とは
、標的細胞内で複製するための機能をそのゲノムの一部として有し、ウイルスの複製が、
ウイルスの提供する複製能と標的細胞の内因性細胞機構との組み合わせにのみ依存するウ
イルスである。従って標的細胞のゲノムは、ウイルス複製に必要な、外因性配列のコード
するいかなる因子をも必要としない。このような因子は増殖性ウイルスのゲノムによって
提供される。
【０００５】
　ここでは「外因性」という用語は、ウイルス複製に必要な細胞機構（とそのコード配列
）が天然に存在する機構であり、人為的に細胞に導入した機構でないことを意味する。人
為的に細胞に導入した機構は「外因性」であると定義する。「複製する機能」という用語
には、ウイルスのコードするタンパク質などの、ウイルスが標的細胞内で複製する際に必
要な因子（本願では「ウイルス複製因子」と称する）も含まれる。このような因子は、ウ
イルスにとって内因性であってもよいが、それのみならず、例えば、内因性ウイルス因子
をコードする遺伝子がウイルスゲノムから欠失している場合には、ウイルスゲノムのコー
ドする、該因子の機能的類似体であってもよい。このような因子はウイルスゲノムにコー
ドされており、標的細胞においてコードされる外因性因子によって補完されるものではな
いことが重要であることに注目されたい。従って、ウイルスの複製が、ウイルスから欠失
しているが、標的細胞に導入された１つ以上の複製機能に依存する場合、このようなウイ
ルスは「複製能を喪失している」と定義されるので、本発明の一部ではない。請求の範囲
に記載したように、本発明は、増殖性ウイルス、即ち、標的細胞内でのウイルス複製の調
節に必須のウイルス複製因子をコードするウイルス遺伝子がウイルスゲノム上に存在する
ウイルスに関する。
【０００６】
　１種類目の増殖性アデノウイルスにおいては、アデノウイルスゲノムから欠失した部位
はないか、又はアデノウイルスゲノムから欠失した部位にはアデノウイルス感染ライフサ
イクルの１つの工程にすら必須な部位が含まれない。従ってこのような組み換えアデノウ
イルスは、真性増殖性アデノウイルスとも定義され、親株である未修飾アデノウイルスと
同様に細胞内で複製する能力を有する。一般的にアデノウイルスの複製は、特定の動物種
や一群の動物種由来の細胞に限定されている。例えば、ヒトアデノウイルス由来の組み換
えアデノウイルスは、ヒト細胞においてのみ完全なライフサイクルを遂行することが可能
であり、いくつかの他種の細胞においては、非常に非効率的な複製が大量に発生する。
【０００７】
　２種類目の増殖性アデノウイルスは、増殖制御可能なアデノウイルス（conditionally 
replicating adenovirus）（ＣＲＡｄ）と呼ばれるウイルスである。ＣＲＡｄにおいては
、アデノウイルスゲノムの１つ以上の部位が欠失しており、欠失部位には、一定の生理的
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条件（屡々、「第１条件」と称す）の下ではアデノウイルス感染ライフサイクルの少なく
とも１つの工程に必須であるが、他の一定の生理的条件（屡々、「第２条件」と称す）の
下では必須ではない部位が含まれる。第１及び第２の条件は、例えば、特定の種類の細胞
（屡々、「第１細胞」と称す）には存在するが、他の種類の細胞（屡々、「第２細胞」と
称す）には存在しない生理的条件によって支配されることもある。このような第１細胞は
、例えば、特定の組織から誘導した細胞であって、他の組織（第２細胞）には存在しない
か存在量が非常に低いタンパク質を含有する。第２細胞の例としては、正常な細胞増殖制
御能を失った細胞（癌細胞など）であって、正常な細胞増殖制御能を失っていない細胞に
は存在するタンパク質を欠失している細胞、あるいは正常な細胞増殖制御能を失っていな
い細胞には存在しないか存在量が非常に低いタンパク質の発現を得た（又は過剰発現して
いる）細胞が挙げられる。第２条件の別の例としては、一定のタンパク質が特異的に発現
されている、細胞周期の特定の段階又は細胞の特定の発生段階に存在する状態が挙げられ
る。従って、ＣＲＡｄが癌細胞や特定の種類の癌細胞などの特定細胞では複製することが
できるが、正常な細胞では複製できないようにＣＲＡｄを設計することができる。このよ
うな方法は公知であり、例えば、以下の文献で検証されている： Heise and Kirn, J. Cl
in. Invest. 105 (2000): 847-851; Alemany et al., Nat. Biotech. 18 (2000): 723-72
7; Gomez-Navarro and Curiel, Lancet Oncol. 1 (2000): 148-158。
【０００８】
　３種類目の増殖性アデノウイルスにおいては、標的細胞内で複製するための機能がゲノ
ム内の欠失部位に含まれているが、該機能は、組み換えアデノウイルスゲノムに該機能を
提供する異種タンパク質をコードする１つ以上の機能的発現カセットを挿入することで補
完されている。このような組み換えアデノウイルスを、本願明細書では異種トランス因子
補完アデノウイルス（heterologously transcomplemented adenovirus）と称し、このよ
うなウイルスも本願の定義によれば増殖性であるとみなす。
【０００９】
　アデノウイルス複製機構は以下の工程からなるものである：（１）アデノウイルス粒子
が細胞表面に結合することによる宿主細胞への感染と侵入、細胞核への移動、そして細胞
核へのアデノウイルスＤＮＡゲノムの注入、（２）アデノウイルスゲノムの初期領域（ea
rly regions）のコードするアデノウイルスタンパク質の発現、（３）初期複製を後期複
製へとつなぐ、アデノウイルスゲノムの複製、（４）アデノウイルスゲノムの後期領域（
late regions）のコードするアデノウイルスタンパク質の発現、（５）娘アデノウイルス
（progeny adenovirus）粒子の粒子形成とこれら粒子による娘アデノウイルスゲノムの内
包、そして（６）細胞死の誘導と、それに続く細胞からの娘アデノウイルスの放出。その
ライフサイクルにおいて、アデノウイルスは細胞死経路を調節する。種々の細胞系におい
て、アデノウイルス感染後のｐ５３非依存性アポトーシスのみならず、ｐ５３依存性アポ
トーシスについて報告されている（Teodoro and Branton, J. Virol. 71 (1997): 1739-1
746；とそこに記載された参考文献）。複製初期においては、早期細胞死を防ぐために細
胞死を抑制して、アデノウイルスがそのライフサイクルを細胞内で完了できるようにする
。一方、感染後期においては、娘ウイルスを細胞から放出するために細胞死と溶解を促進
する。
【００１０】
　組み換えアデノウイルスの製造は、通常、公知の標準的な分子生物学的技法を用いた、
アデノウイルスゲノムの少なくとも一部に対する遺伝子操作から初める。次に、１つの構
築物又は複数の構築物（この場合は重なりのある構築物）に包含されるアデノウイルスゲ
ノムを、組み換えアデノウイルスが複製可能な細胞に公知のＤＮＡ導入法で導入する。組
み換えアデノウイルスゲノムを導入した細胞内で組み換えアデノウイルスが複製を始めた
ら、組み換えアデノウイルスは培地内の他の細胞にも伝播することができる。組み換えア
デノウイルスは培養液又は組み換えアデノウイルスが複製している細胞の溶解物から単離
することができる。単離した組み換えアデノウイルスは、新しい細胞に再感染させるため
に用い、組み換えアデノウイルスを更に増殖させて感染を拡大することができる。更に組
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み換えアデノウイルスは、in vivoで細胞を感染させるために動物又はヒトの体に投与す
ることもできる。このような投与はいくつかの経路で実施することが可能であり、組織へ
の直接注射、経口投与、循環血への注射、吸入、体腔への注射、一定の生体部位表面への
塗布が挙げられるが、これらに限定されるものではない。感染した細胞が組み換えアデノ
ウイルスの複製を支持している場合、in vivoでの細胞感染の後には、組み換えアデノウ
イルスは複製してin vivoの他の細胞に伝播することができる。
【００１１】
　増殖性アデノウイルスが正しい細胞種指向性を有するアデノウイルスから誘導されたも
のであり、且つ感染される細胞が該アデノウイルスに対する細胞表面受容体を発現する限
り、増殖性アデノウイルスは、生体内の色々な種類の細胞で複製する。増殖性アデノウイ
ルスを含む組み換えアデノウイルスによる特異的細胞表面認識は、シュードタイピング（
pseudotyping）又はターゲティングによって変更することができる（Krasnykh et al., M
ol. Ther. 1 (2000): 391-405; Havenga et al., J. Virol. 76 (2002): 4612-4620; Van
 Beusechem et al., Gene Ther. 10 (2003): 1982-1991）。ＣＲＡｄは、自らの複製に必
要な特定の条件が存在する細胞でのみ複製する。選択した（第１の）種類の細胞では複製
するが、その他の（第２の）種類の細胞では複製しないというように、複製のための特異
的な要件を満足するようにＣＲＡｄを設計する。このような特徴ゆえにＣＲＡｄは、本発
明の組み換えアデノウイルスの特異的な溶解性複製を動物又はヒトの生体内の病変細胞で
行い、その結果、病変細胞を体内から特異的に排除して疾患を治療することを目的とした
、本発明のいくつかの態様において特に有用である。
【００１２】
　増殖性ウイルス、特にアデノウイルスは、不適切な細胞寿命の関与する癌やその他疾患
の治療において、その有用性が増加している。特にＣＲＡｄは、癌細胞で選択的に複製し
て殺傷するように開発されている。このような癌特異的ＣＲＡｄは、新規且つ非常に有望
な抗癌剤のクラスを代表するものである（上述のHeise and Kirn; 上述のAlemany et al.
; 上述のGomez-Navarro and Curielの論文に概説あり）。このようなＣＲＡｄによる腫瘍
選択的な複製は、２つの戦略のいずれかによって達成される。第１の戦略では、必須な初
期アデノウイルス遺伝子の発現を腫瘍特異的プロモーターによって制御する（例えば、Ro
driguez et al., Cancer Res. 57 (1997): 2559-2563; Hallenbeck et al., Hum. Gene T
her. 10 (1999): 1721-1733; Tsukuda et al., Cancer Res. 62 (2002): 3438-3447; Hua
ng et al., Gene Ther. 10 (2003): 1241-1247; Cuevas et al., Cancer Res. 63 (2003)
: 6877-6884）。第２の戦略では、ウイルス遺伝子にコードされたＲＮＡ産物かタンパク
質産物と細胞タンパク質との相互作用であり、且つ正常細胞ではウイルスのライフサイク
ル完了のために必要であるが腫瘍細胞ではウイルスのライフサイクル完了のために必要の
ない相互作用を選び、この相互作用を排除することのできる変異をウイルス遺伝子に導入
する（例えば、Bischoff et al., Science 274 (1996): 373-376; Fueyo et al., Oncoge
ne 19 (2000): 2-12; Heise et al., Clin. Cancer Res. 6 (2000): 4908-4914; Shen et
 al., J. Virol. 75 (2001: 4297-4307; Cascallo et al., Cancer Res. 63 (2003): 554
4-5550）。ＣＲＡｄは腫瘍細胞内で複製する際に、細胞溶解を誘導して癌細胞を破壊する
（以下、この細胞溶解を「腫瘍退縮（oncolysis）」と称する）。溶解した癌細胞からの
娘ウイルスの放出が起きるので、in situにおけるＣＲＡｄの増幅と固形腫瘍における隣
接細胞への水平伝播を達成して、腫瘍退縮効果を拡大できる可能性がある。ＣＲＡｄの複
製を癌又は過剰増殖性細胞（hyperproliferative cells）に限定することにより、正常組
織の細胞溶解を防止できるので、薬剤の安全性が確保できる。現在では、ＣＲＡｄに基づ
く癌治療の評価が、既に臨床試験で行なわれている（例えば、Nemunaitis et al., Cance
r Res. 60 (2000): 6359-6366; Khuri et al., Nature Med. 6 (2000): 879-885; Habib 
et al., Hum. Gene Ther. 12 (2001): 219-226）。
【００１３】
　In vitroの実験と動物実験において有望な結果が得られているものの、ヒトにおけるＣ
ＲＡｄ単独の抗癌効果には限界がある（Kirn et al., Nature Med. 4 (1998): 1341-1342
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; Ganly et al., Clin. Cancer Res. 6 (2000): 798-806; Nemunaitis et al., Cancer R
es. 60 (2000): 6359-6366; Mulvihill et al., Gene Therapy 8 (2001): 308-315）。従
って、癌治療の分野においては、腫瘍退縮剤としての増殖性アデノウイルスの効力を向上
させる必要性が明らかに存在する。このような効力の向上は、増殖性アデノウイルスの複
製能と溶解能を高めることによって達成される。
【００１４】
　増殖性アデノウイルスの複製能と溶解能を向上させるための試みと、野生型アデノウイ
ルスが上記能力を失わないようにするための試みが行なわれている。このような試みから
、増殖性アデノウイルスがアデノウイルスのＥ３領域を保存している方が好ましく（Yu e
t al., Cancer Res. 60 (2000): 4200-4203）、Ｅ３領域の大部分を欠失させる場合には
、少なくともＥ３－１１．６ｋＤａタンパク質をコードする遺伝子を保存する方が好まし
いことが示された（Tollefson et al., J. Virol. 70 (1996): 2296-2306; Doronin et a
l., J. Virol. 74 (2000): 6147-6155）。更に、増殖性アデノウイルスの複製能と溶解能
は、細胞毒性遺伝子の導入によって向上することが示されている（Zhang et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 93 (1996): 4513-4518; Freytag et al., Hum. Gene Ther. 9 (19
98): 1323-1333; Wildner et al., Gene Ther. 6 (1999): 57-62）。又、増殖性アデノウ
イルスは、抗アポトーシス性ＥｌＢ－１９ｋＤａタンパク質をコードする遺伝子を欠失し
ている方が癌細胞を殺傷する能力が高いことも報告されている（Martin Duque et al., C
ancer Gene Ther. 6 (1999): 554-563; Sauthoff et al., Hum. Gene Ther. 11 (2000): 
379-388）。近年、我々は、ｐ５３の機能を癌細胞で復帰すると、腫瘍退縮と感染癌細胞
からの娘アデノウイルスの放出が加速されることを見出した（van Beusechem et al., Ca
ncer Res. 62 (2002): 6165-6171; WO 03/057892、これら言及によって本願明細書に組み
込まれたものとする）。ｐ５３の機能の復帰は、復帰因子（restoring factor）を癌細胞
で発現させることによって行うが、復帰因子は、ｐ５３依存性アポトーシス経路の機能性
因子であって、その機能が癌細胞においては全く又は不十分にしか発現されていないもの
であり、また復帰因子はタンパク質を含むものが好ましい（WO 03/057892）。従って、復
帰因子は、ｐ５３依存性アポトーシス経路に必要な正（positive）の成分である。
【００１５】
　癌細胞及び癌細胞系は、悪性形質転換（neoplastic transformation）の結果である。
悪性形質転換の基礎を成す遺伝子レベルの事象には、癌原遺伝子の活性化と腫瘍抑制遺伝
子の不活化が含まれる。この事象に関与する主要なメンバーの１つは、腫瘍抑制タンパク
質ｐ５３をコードする遺伝子である。ｐ５３タンパク質は、障害誘導性細胞周期チェック
ポイント制御（damage-induced cell-cycle checkpoint control）の中心的な調整者であ
る。異常をきたした細胞（perturbed cell）においてｐ５３は増殖阻害と細胞死を誘導す
ることができる。ｐ５３は、増殖制御、ＤＮＡ修復、細胞周期阻害、アポトーシス促進、
酸化還元調節、窒素酸化物の生成及びタンパク質分解に関与する広範にわたる（large pa
nel）遺伝子群の発現を制御する特異的な転写調節因子として機能することによって、上
述の効果を発揮する（Polyak et al., Nature 389 (1997): 237-238; El-Deiry, Sem. Ca
ncer. Biol. 8 (1998): 345-357; Yu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (1999): 
14517-14522; Hupp et al., Biochem. J. 352 (2000): 1-17; 及びこれらに記載された参
考文献）。ｐ５３による細胞死の誘導は、bax、bak、bad、bid、bik、bim、bok、blk、hr
k、puma、noxa及びbcl-xsなどのbcl-2ファミリーに属するアポトーシス促進性の細胞死遺
伝子の活性化によって少なくとも部分的に仲介されている（Miyashita and Reed, Cell 8
0 (1995): 293-299; Han et al., Genes Dev. 10 (1996): 461-477; Zoernig et al., Bi
ochim. Biophys. Acta 1551 (2001): F1-F37）。一方、bcl-2自身と、bcl-xL、bcl-w、bf
l-1、brag-1及びmcl-1といったbcl-2ファミリーの抗アポトーシス性のメンバーは、ｐ５
３依存性細胞死を阻害する（上述のZoernig et al.）。抗アポトーシス性タンパク質Ｂａ
ｘ阻害因子－１（anti-apoptotic protein Bax Inhibitor-1）（BI-1）は、bcl-2及びbcl
-xLとの相互作用を通じてアポトーシスを抑制する（Xu and Reed, Mol. Cell 1 (1998): 
337-346）。ｐ５３のみならず、ｐ５３の中間エフェクタータンパク質がミトコンドリア
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を標的とし、その結果、シトクロムｃを細胞質に放出して、イニシエーターカスパーゼ－
９／Ａｐａｆ－１複合体（initiator caspase-9/Apaf-l complex）を介したカスパーゼカ
スケードの活性化をもたらす（Juergensmeier et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 
(1998): 4997-5002; Fearnhead et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998): 13664
-13669; Soengas et al., Science 284 (1999): 156-159; Marchenko et al., J. Biol. 
Chem. 275 (2000): 16202-16212）。カスパーゼカスケードの負の調節因子としては、cIA
Pl、cIAP2、cIAP3、XIAP及びスルビビン（survivin）等のアポトーシスタンパク質阻害因
子（Inhibitor of Apoptosis Protein）（ＩＡＰ）ファミリーに属するタンパク質（上述
のZoernig et al.）が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００１６】
　ｐ５３の正常な機能の喪失は、プログラムされた細胞死に対する耐性、in vitroにおけ
る形質転換及びin vivoにおける腫瘍形成と関連する。ヒト癌の約５０％においては、ｐ
５３をコードする遺伝子が欠失又は変異によってその機能を失っている（Levine et al.,
 Nature 351 (1991): 453-456; Hollstein et al., Science 253 (1991): 49-53; Chang 
et al., J. Clin. Oncol. 13 (1995): 1009-1022）。その他の５０％の癌細胞の多くは野
生型ｐ５３タンパク質を発現するものの、ｐ５３の機能は「ｐ５３アンタゴニスト」の働
きによって未だ妨害されている。ここでは「ｐ５３アンタゴニスト」を、ｐ５３の機能を
阻害しうる分子と定義する。例えば、腫瘍抑制タンパク質pl4ARFの欠損やMDM2タンパク質
の過剰発現は、ｐ５３がMDM2タンパク質と結合し、次に分解されることによって、ｐ５３
機能の不活化をもたらす（Landers et al., Oncogene 9 (1994): 2745-2750; Florenes e
t al., J. Natl. Cancer Inst. 86 (1994): 1297-1302; Blaydes et al., Oncogene 14 (
1997): 1859-1868; Stott et al., EMBO J. 17 (1998): 5001-5014; Schmitt et al., Ge
nes Dev. 19 (1999): 2670-2677）。ｐ５３の分解を促進するその他の分子としては、Pir
h2（Leng et al., Cell 112 (2003): 779-791）、COP1（Dornan et al., Nature 429 (20
04): 86-92）及びBruce（Ren et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (2005): 565-57
0）が挙げられるが、これらに限定されるものではない。別の例としては、子宮頸癌にお
けるヒトパピロマウイルス（ＨＰＶ）のＥ６タンパク質による拮抗結合（Scheffner et a
l., Cell 63 (1990): 1129-1136）や、カポジ肉腫における単純ヘルペスウイルス－８の
潜伏期関連核抗原（herpesvirus-8 latency-associated nuclear antigen）（LANA）（Fr
iborg et al., Nature 402 (1999): 889-894）の結果として生じるｐ５３機能の不活化が
挙げられる。ｐ５３機能の不活化の更に別の例としては、ｐ５３のParc（Nikolaev et al
., Cell 112 (2003): 29-40）や、mot-2/mthsp70/GRP75/モルタリン（Wadhwa et al., Ex
p. Cell Res. 274 (2002): 246-253）への結合による細胞質への保持が挙げられる。更に
、いくつかの分子は細胞内の機能性ｐ５３の量を間接的に低下させることが可能であり、
このような分子はｐ５３経路のメンバーではないと考えられるが、ここではｐ５３のアン
タゴニストとする。例えば、ｐｏｌｏ様キナーゼ－１（polo-like kinase-1）（plk-1）
の発現の上昇はｐ５３の安定性を低下させる（Liu and Erikson, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 100 (2003): 5789-5794）。更に、ｐ５３の機能自体がそのままであっても、ｐ５
３経路においてｐ５３の下流で作用する、抗アポトーシス性bcl-2、ＩＡＰファミリーの
メンバー、及びBI-1等の抗アポトーシス性タンパク質の過剰発現によっても、ｐ５３依存
性の細胞死は妨げられる。その他の例としては、ｐ５３と競合してｐ５３応答性プロモー
ターに結合し、その結果ｐ５３依存性の細胞死を拮抗するp73DeltaNが挙げられる（Karta
sheva et al., Oncogene 21 (2002): 4715-4727）。本発明を定義するに当たって、ｐ５
３経路において、ｐ５３の下流で作用するこのような抗アポトーシス性タンパク質を「ｐ
５３経路阻害因子」と称する。従って、全てでなくとも多くのin vivoの癌やin vitroの
癌誘導性細胞系又は不死化細胞系においては、ｐ５３経路における１つ又は複数の障害の
結果として、ｐ５３依存性細胞死が妨げられている。
【００１７】
　ｐ５３機能の喪失は、不適切な細胞寿命の係る他の疾患、例えば、慢性関節リウマチ（
Firestein et al., J. Clin. Invest. 96 (1995): 1631-1638; Firestein et al., Am. J
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. Pathol. 149 (1996): 2143-2151; Firestein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94
 (1997): 10895-10900）や血管平滑筋細胞増殖症（Speir et al., Science 265 (1994): 
391-394; Kovacs et al., Am J. Pathol. 149 (1996): 1531-1539）についても報告され
ている。
【００１８】
　プログラムされた細胞死の調節に関与する他の分子としては、デスエフェクタードメイ
ン（death effector domain）タンパク質ファミリーのメンバー（Tibbetts et al., Nat.
 Immunol. 4 (2003): 404-409に概説が有り）が挙げられるが、これらに限定されるもの
ではない。プログラムされた細胞死の調節や癌細胞の維持において重要であることが知ら
れる抗アポトーシス性タンパク質の多くは、ｐ５３経路に作用しないことを理解されたい
。従って、このようなタンパク質はｐ５３経路のメンバーではない。例えば、サイクリン
Ｅ、ＤＮＡ複製開始タンパク質、脂肪酸合成酵素やＰＡＸ２の阻害は、癌細胞のアポトー
シスをもたらす（Li et al., Cancer Res. 63 (2003): 3593-3597; Feng et al., Cancer
 Res. 63 (2003): 7356-7364; De Schrijver et al., Cancer Res. 63 (2003): 3799-380
4; Muratovska et al., Oncogene 22 (2003): 6045-6053）。従って、本発明の目的のた
めには、ｐ５３経路のメンバーではないが、上記の標的のようにその阻害がアポトーシス
に繋がるものは、全て抗アポトーシス性タンパク質とみなす。プログラムされた細胞死の
調節や癌細胞の維持において重要であることが知られる多くの遺伝子が、抗癌治療の標的
となることが知られている（Jansen and Zangemeister-Wittke, Lancet Oncol. 3 (2002)
: 672-683に概説有り）。いくつかの方法が上記標的の選択的抑制に有効に用いられてお
り、このような方法として、ドミナントネガティブタンパク質の発現、低分子阻害剤の導
入、アンチセンスＲＮＡの発現及びＲＮＡ干渉が挙げられる。本発明では、ＲＮＡ干渉を
使用する。
【００１９】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）は、２本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）を認識し、ｄｓＲＮＡに相同
的なＲＮＡ種の配列特異的な分解を行う、保存された細胞内監視機構である（Hannon, Na
ture 418 (2002): 244-251）。更に、ＲＮＡｉは、ＲＮＡ特異的プロモーターＤＮＡのメ
チル化及び／又はヒストンのメチル化によって、転写遺伝子のサイレンシングを行うこと
ができる（Kawasaki and Taira, Nature 431 (2004): 211-217; Morris et al., Science
 305 (2004): 1289-1292）。又、いくつかの生物種においては、ＲＮＡｉはプログラムさ
れたＤＮＡ排除及び減数分裂時のサイレンシング（meiotic silencing）との関係が報告
されている（Matzke and Birchler; Nature Rev. Genet. 6 (2005): 24-35に概説有り）
。ｄｓＲＮＡが強力且つ特異的な遺伝子サイレンシング効果を誘引することができるとい
う知見は、アンチセンスＲＮＡ生成時の副産物であるｄｓＲＮＡが、アンチセンスＲＮＡ
そのものよりも効果的であることが証明された、Caenorhabditis elegansを用いた実験に
よって初めて得られた（Fire et al., Nature 391 (1998): 806-811）。後ろ向きに考え
ると、この知見は、トランスジェニック植物で頻繁に観察される、転写後遺伝子サイレン
シングという現象に対する説明を提供している（Baulcombe, Plant Mol. Biol. 32 (1996
): 79-88）。これらの初期の報告の後には、原生動物、ハエ、線虫、昆虫、寄生虫、及び
マウスやヒトの細胞系を含む大部分の真核生物について、ＲＮＡｉ関連プロセスが報告さ
れている（Zamore, Nat. Struct. Biol. 8 (2001): 746-750; Hannon, Nature 418 (2002
): 244-251; Agrawal et al., Microbiol. Mol. Biol. Rev. 67 (2003): 657-685に概説
有り）。今では、ＲＮＡ干渉は、機能的研究のために遺伝子を特異的にダウンレギュレー
トするために、最も広く用いられる方法である。
【００２０】
　ＲＮＡｉの分子機構は、RNAse III酵素であるDicerとDroshaによるｄｓＲＮＡの認識と
小さな干渉性ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）への開裂（Carmell and Hannon, Nat. Struct. Biol.
 11 (2004): 214-218）、ＲＩＳＣと呼ばれるマルチタンパク質複合体（ＲＮＡ誘導性サ
イレンシング複合体）へのｓｉＲＮＡの組み込み及び相同ＲＮＡの分解（Caudy et al., 
Nature 425 (2003): 411-414）を含む。ｓｉＲＮＡは、ＲＩＳＣを標的ｍＲＮＡに誘導す
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るために必要な役割を担っている。ｓｉＲＮＡは、２本鎖の２１～２３ヌクレオチドＲＮ
Ａの２量体で、遺伝子サイレンシングの効化を部分的に決定する、３’－ＯＨ側の２ヌク
レオチドの突出部分を有する（Elbashir et al., Genes Dev. 15 (2001): 188-200）。Ｒ
ＩＳＣ複合体へｓｉＲＮＡを組み込む際には、ｓｉＲＮＡは解離して、１本鎖のみが活性
ＲＩＳＣ複合体に組み込まれる。この工程は、実際は非対称であり、ＲＩＳＣはより不安
定な５’末端の配列を有するｓｉＲＮＡ鎖の方を優先的に受け入れる（Khvorova et al.,
 Cell 115 (2003): 209-216; Schwarz et al., Cell 115 (2003): 199-208）。ｓｉＲＮ
Ａから（標的ｍＲＮＡに対する）アンチセンス鎖が組み込まれたＲＩＳＣのみが効果的で
あるため、これはｓｉＲＮＡ配列の選択において重要な影響をもつ。ｓｉＲＮＡ配列の自
由エネルギープロファイルに基づく、非常に効果的なｓｉＲＮＡ配列を選択するためのガ
イドラインが提案されている（Khvorova et al., Cell 115 (2003): 209-216; Schwarz e
t al., Cell 115 (2003): 199-208; Reynolds et al., Nat. Biotechnol. 22 (2004): 32
6-330; Ui-Tei et al., Nucleic Acids Res. 32 (2004): 936-948）。
【００２１】
　哺乳動物細胞の遺伝子発現を沈黙させるためのｄｓＲＮＡの利用は、３０ベースペアを
超える大きさのｄｓＲＮＡ分子によって引き起こされる一般的な応答の存在によって、停
滞してしまった。この応答は、ｄｓＲＮＡ活性化タンパク質キナーゼ（ＰＫＲ）と２’，
５’オリゴＡシンテターゼ／RNAse Lによって仲介され、翻訳の中断とそれに続くアポト
ーシスをもたらす（Kumar and Carmichael, Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62 (1998): 14
15-1434; Gil and Esteban, Apoptosis 5 (2000): 107-114）。従って、初めは、長いｄ
ｓＲＮＡによるＲＮＡｉは、ＰＫＲ応答を示さない哺乳類細胞、即ち、胚細胞に限られて
いた（Billy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98 (2001): 14428-14433; Svoboda e
t al., Development 127 (2000): 4147-4156）。しかしエルバシール（Elbashir）とその
共同研究者らによって状況は打開され、彼らの実験では、DicerとDroshaによって製造し
たｓｉＲＮＡを模倣するように化学合成したｓｉＲＮＡは、培養哺乳動物細胞においてＰ
ＫＲ応答を誘引することなく、遺伝子特異的なサイレンシングを誘導することを示した（
Elbashir et al., Nature 411 (2001): 188-200）。今では合成ｓｉＲＮＡは、個々の遺
伝子の機能を研究するための道具として使用されており、遺伝子を沈黙させるための簡便
且つ迅速な方法を提供する（McManus and Sharp, Nat. Rev. Genet. 3 (2002): 737-747
）。しかし、サイレンシング効果が一時的であることと、in vivoで合成ｓｉＲＮＡを送
達するのが難しいため、この手法の用途にも限界がある。
【００２２】
　ｓｉＲＮＡを得るための更なる手法としては、次のいずれかの方法で小さなＲＮＡ分子
を細胞内で発現させる手法が挙げられる：センスＲＮＡとアンチセンスＲＮＡを共発現さ
せる方法（Zheng et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 101 (2004): 135-140; Miyagishi et
 al., Nat. Biotechnol. 20 (2002): 497-500; Lee et al., Nat. Biotechnol. 20 (2002
): 500-505）、又は小さなＲＮＡ分子をステム－ループ構造を形成する単一転写産物とし
て発現させる方法。後者のＲＮＡ分子は、一般的に短いヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）と
呼ばれ、典型的なものは、相補的なセンス鎖とアンチセンス鎖を含む１９～２９ヌクレオ
チドのステムと、様々な大きさのループからなる。細胞内で生成されたｓｈＲＮＡはDice
rによってプロセッシングされてｓｉＲＮＡを形成し、ＲＮＡｉを誘導することができる
。ｓｈＲＮＡの発現を駆動するために様々なプロモーターが使用されてきた。詳細に研究
された開始部位と少なくとも４つの連続したチミジンヌクレオチドの領域からなる終止部
位を有するＲＮＡポリメラーゼIIIプロモーターが特に適している。ＲＮＡポリメラーゼI
II（polIII）プロモーターであるＨ１プロモーター、Ｕ６プロモーター及びｔＲＮＡ（Va
l）プロモーターは、ｓｈＲＮＡの発現に効果的に使用することができた（Brummelkamp e
t al., Science 296 (2002): 550-553; Paddison et al., Genes Dev. 16 (2002): 948-9
58; Kawasaki and Taira, Nucleic Acids Res. 31 (2003): 700-707）。近年、polIIIに
基づく薬剤によって誘導可能なｓｈＲＮＡ発現カセットが開発され、これは哺乳動物細胞
における遺伝子の条件付抑制を可能にする（Wiznerowicz and Trono, J. Virol. 77 (200
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3): 8957-8961; Gupta et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101 (2004): 1927-1932）
。ＲＮＡポリメラーゼIIプロモーター（polII）は機能的ｓｈＲＮＡの発現に対する適正
は低く、初めはサイレンシングを誘導する試みも失敗していた（Paddison et al., Genes
 Dev. 16 (2002) 948-958）。しかし、polII ＣＭＶプロモーターの使用による成功が、
最少ＣＭＶプロモーターと修飾polyAシグナルの使用（Xia et al., Nat. Biotechnol. 20
 (2002): 1006-1010）又は転写産物のリボザイム仲介開裂の使用（Kato and Taira, Olig
onucleotides 13 (2003): 335-343; Shinagawa and Ishii, Genes Dev. 17 (2003): 1340
-1345）について報告された。
【００２３】
　プラスミドから発現されたｓｈＲＮＡがＲＮＡｉを誘引することができるという報告は
、ウイルスベクターの使用を可能にした。レトロウイルス又はレンチウイルスによる哺乳
動物細胞への送達は、ｓｈＲＮＡ発現カセットのゲノムへの安定な組み込みと、長期に渡
る持続性の遺伝子抑制に繋がるため、頻繁に使用されている（例えば、Brummelkamp et a
l., Science 296 (2002): 550-553; An et al., Hum. Gene Ther. 14 (2003): 1207-1212
）。アデノウイルスベクターは分裂性及び非分裂性の細胞に感染するが、エピソームの形
態を維持する。ｓｈＲＮＡを発現する非複製性のアデノウイルスベクターは、in vitro及
びin vivoで標的遺伝子のサイレンシングを誘導することが明らかとなっている（Xia et 
al., Nat. Biotechnol. 20 (2002): 1006-1010; Arts et al., Genome Res. 13 (2003): 
2325-2332; Shen et al., FEBS Lett. 539 (2003): 111-114; Zhao et al., Gene 316 (2
003): 137-141; WO 2004/013355）。今のところ、ウイルスベクターによるＲＮＡｉは、
非増殖性（replication deficient）のウイルスベクターのみで行なわれている。明確に
しておくために再度述べるが、本発明は増殖性ウイルスのみに関する。今までＲＮＡｉを
増殖性ウイルスと関連して使用することが提案されていない理由は、それが自明ではない
からである。ＲＮＡｉはウイルス感染に対する細胞防御機構として認識されており、この
ために種々のウイルスがＲＮＡｉを阻害する分子を生成することになった（Cullen, Natu
re Immunol. 3 (200): 597-599; Roth et al., Virus Res. 102 (2004): 97-108）。従っ
て、本発明以前には、ウイルスが複製している細胞においては、ＲＮＡｉの機構が妨げら
れると考える理由があった。本願で開示する結果は、先行文献から予測することのできな
いものであり、ＲＮＡｉは増殖性ウイルスと関連して首尾よく用いることができることを
示す。
【００２４】
　哺乳動物細胞におけるＲＮＡ干渉は、今では個々の遺伝子の機能を分析するために広く
使用されている。哺乳動物細胞においては、化学合成したｓｉＲＮＡのトランスフェクシ
ョン又はｓｈＲＮＡの発現によって、いくつもの遺伝子のサイレンシングに成功している
。標的とした遺伝子のクラスとしては、シグナル伝達、細胞周期調節、発生、細胞死など
に関与する遺伝子が挙げられる（Milhavet et al., Pharmacol. Rev. 55 (2003): 629-64
8）。ゲノムスケールでの遺伝子機能を解明するための系統的な研究には、ヒト遺伝子を
標的とする大きなライブラリーが利用できると便利である。化学合成したｓｉＲＮＡの大
きなライブラリーは（DharmaconとQiagenから）市販されており、これらは遺伝子発現の
強力であるが一時的な阻害もたらす。一方、ベクターで発現させたｓｈＲＮＡは、長期に
渡って遺伝子発現を抑制することができる。２つの研究グループ（Berns et al., Nature
 428 (2004): 431-437; Paddison et al., Nature 428 (2004): 427-431）が個別に、そ
れぞれ７，９１４個と９，６１０個のヒト遺伝子を網羅する、ｓｈＲＮＡに基づくライブ
ラリーを作製し、それについて報告している。両方のライブラリーが、polIIIプロモータ
ーと、自己不活型マウス幹細胞ウイルス（self-inactivating murine-stem-cell-virus）
に基づくレトロウイルスベクターを使用した。これらのライブラリーは、ハイスループッ
ト遺伝子スクリーニング法（high-throughput genetic screens）を用いた、哺乳動物細
胞における遺伝子機能の同定の助けとなる。Berns et al.（上記参照）は既に、彼らのラ
イブラリーを使用して細胞老化阻害のスクリーニングでｐ５３経路の新規な成分を同定し
た。組み換え癌幹細胞を殺傷するがそれに対応する正常な同系細胞は殺傷しないという、
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ｓｈＲＮＡの能力を評価するために、合成致死性ハイスループットスクリーニング（synt
hetic lethal high-throughput screenings）を実施することが期待される（Brummelkamp
 and Bernards, Nat. Rev. Cancer 3 (2003): 781-789）。従って、選択的な抗癌ｓｈＲ
ＮＡは将来同定されるであろう。
【００２５】
発明の簡単な説明　
　多くの場合、宿主細胞における増殖性アデノウイルスのライフサイクルは短いことが好
ましい。増殖性アデノウイルスを製造する時、又は増殖性アデノウイルスをベクターとし
て用いてタンパク質を細胞で製造する時には、アデノウイルスのライフサイクルが短いと
、製造工程の速度が上がる。増殖性アデノウイルスを細胞集団の殺傷に用いる時も、短い
ライフサイクルはこの工程の効率を高める。短いライフサイクルは、in vivoで増殖性ア
デノウイルスを使用する際には特に重要である。アデノウイルスは、自らを不活化する強
力な免疫応答を動物生体内で誘導する。この現象が、投与した増殖性アデノウイルスのin
 vivoにおける複製の継続期間を限定する。ライフサイクルが短ければ、増殖性アデノウ
イルスの投与から不活化までの期間内で娘ウイルスの産生をより多くの回数実施すること
ができる。In vivoにおいて増殖性アデノウイルスの短いライフサイクルが特に重要にな
る状況は、不適切な細胞寿命が関与する疾患の治療に関連した場合である。このような疾
患の典型例は癌である。In vivoの腫瘍に投与した増殖性アデノウイルスの抗癌効果は、
（１）ウイルスが、近傍の腫瘍細胞に感染することができる娘ウイルスを産生しながら腫
瘍の中を拡散する効率、及び（２）ウイルスが複製と細胞溶解によって腫瘍細胞を殺傷す
る効率に依存する。従って、短いライフサイクルは、より速い腫瘍退縮、時間当たりの新
ウイルス産生周期の増加、一定時間内にウイルスに感染する腫瘍細胞の増加をもたらし、
その結果、腫瘍の根絶がより効果的となる。
【００２６】
　従って、本発明の第１の目的は、宿主細胞内での複製時間が短い増殖性アデノウイルス
を提供することである。複製時間とは、増殖性アデノウイルスが細胞内に侵入してから、
該増殖性アデノウイルスの娘ウイルスを細胞から放出するまでの時間と理解されたい。
【００２７】
　本発明の第２の目的は、溶解能の高い（fast lytic capacity）増殖性アデノウイルス
を提供することである。高い溶解能とは、増殖性アデノウイルスが宿主細胞に侵入した後
に宿主細胞を溶解するのに必要な時間が短いことと理解されたい。
【００２８】
　本発明によると、増殖性アデノウイルスの短い複製時間及び／又は高い溶解能は、ＲＮ
Ａ干渉による宿主細胞内の１つ以上の標的遺伝子発現のサイレンシングによってもたらさ
れる。本発明は、ＲＮＡ干渉を利用して、短い複製時間及び／又は高い溶解能を示す増殖
性アデノウイルスを提供することであると明確に理解されたい。
【００２９】
　本発明の好ましい態様においては、上記ＲＮＡ干渉は増殖性アデノウイルスのゲノムか
ら発現される１つ以上のサイレンシング因子によって誘導され、サイレンシング因子はｓ
ｈＲＮＡ分子であることがより好ましい。これほどには好ましくない本発明の態様におい
ては、サイレンシング因子は、増殖性アデノウイルスのゲノムから発現された２つのＲＮ
Ａ分子から細胞内で作られた、２本鎖ＲＮＡ分子からなる。
【００３０】
　本発明のより好ましい態様においては、増殖性アデノウイルスが短い複製時間及び／又
は高い溶解能を示す宿主細胞は、１つ以上のアデノウイルス阻害因子を発現する細胞であ
る。本発明の好ましい態様の１つにおいては、該宿主細胞は、細胞死経路に欠陥のある細
胞である。本発明の別の好ましい態様においては、該宿主宿細胞は、ｐ５３依存性細胞死
経路が妨害されている細胞である。宿主細胞は好ましくはヒト細胞である。本発明で使用
する宿主細胞の例としては、癌細胞や腫瘍細胞、関節炎細胞及び過剰増殖性血管平滑筋細
胞が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
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【００３１】
　「細胞死経路の欠陥」には、細胞周期チェックポイント制御の喪失、ＤＮＡ損傷及び／
又は癌遺伝子の発現に対して、プログラムされた細胞死の実行によって応答することがで
きない状態が含まれることを理解されたい。細胞死経路における該欠陥が「不適切な細胞
寿命」の原因となる。
【００３２】
　上記発明のバリエーションにおいては、宿主細胞は、in vitroで培養した細胞である。
上記発明の別のバリエーションにおいては、該宿主細胞は動物生体内の細胞であり、動物
生体は好ましくはヒト生体である。
【００３３】
　本発明の好ましい態様においては、高い溶解能は、細胞死経路の欠陥を復帰させた結果
である。本発明のより好ましい態様においては、該復帰は、ｐ５３依存性細胞死経路内の
欠陥の復帰である。
【００３４】
　上記発明のバリエーションにおいては、１つ以上のサイレンシング因子をゲノムから発
現する本発明の増殖性アデノウイルスは、そのゲノムから、WO 03/057892に開示された発
明に基づく、ｐ５３依存性アポトーシス経路の機能性因子を更に発現する。WO 03/057892
に開示された発明は、上記言及によって本願に組み込まれたものとする。従って、本発明
のこのようなバリエーションは、該機能性因子の発現によるｐ５３依存性アポトーシス経
路の復帰と、１つ以上のサイレンシング因子による１つ以上のアデノウイルス阻害因子の
サイレンシングとの２つを組み合わせた効果を提供する。
【００３５】
　従って、本発明の増殖性アデノウイルスは、宿主細胞で複製し、１つ以上のサイレンシ
ング因子を発現することができる。サイレンシング因子は、宿主細胞内の増殖性アデノウ
イルスの短い複製時間及び／又は高い溶解能を阻害することのできる宿主細胞因子の発現
を沈黙させるものである。宿主細胞内の増殖性アデノウイルスの短い複製時間及び／又は
高い溶解能を阻害することのできる宿主細胞因子を、以下、「アデノウイルス阻害因子」
とも称する。アデノウイルス阻害因子の性質は、宿主細胞で発現され、アデノウイルスの
複製又はアデノウイルス誘導性宿主細胞溶解を阻害しうるという点を除けば、他のいかな
る制限も受けることはない。このようなアデノウイルス阻害因子の例としては、ｐ５３ア
ンタゴニストとｐ５３経路阻害因子が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
更なるアデノウイルス阻害因子としては、ｐ５３経路のメンバーではない抗アポトーシス
性タンパク質が挙げられるが、これらに限定されるものではない。アデノウイルス阻害因
子の他の例としては、後述する本発明のアデノウイルス阻害因子を同定する方法で同定し
た分子が挙げられるが、これらに限定されるものではない。１つ以上のサイレンシング因
子によってもたらされるサイレンシングは、本発明の増殖性アデノウイルスが細胞内で短
い複製時間及び／又は高い溶解能を示すレベルまでアデノウイルス阻害因子の濃度を減少
させるのに充分な量でなければならない。
【００３６】
　上記発明のバリエーションにおいては、ゲノムから１つ以上のサイレンシング因子を発
現する本発明の増殖性アデノウイルスは、ウイルスの指向性（即ち、標的細胞認識特異性
）を変化させることが知られる１つ以上の修飾を更にそのゲノムに有する。
【００３７】
　上記発明の別のバリエーションにおいては、ゲノムから１つ以上のサイレンシング因子
を発現する本発明の増殖性アデノウイルスは、ウイルスの免疫原生を低下させることが知
られる１つ以上の修飾を更にそのゲノムに有する。
【００３８】
　上記発明の更に別のバリエーションにおいては、ゲノムから１つ以上のサイレンシング
因子を発現する本発明の増殖性アデノウイルスは、第１の細胞ではウイルスの複製が制限
されるが、第２の細胞ではウイルスの複製が制限されないようにすることが知られる１つ
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以上の修飾を更にそのゲノムに有する。
【００３９】
　上記発明の更に別のバリエーションにおいては、ゲノムから１つ以上のサイレンシング
因子を発現する本発明の増殖性アデノウイルスは、ウイルスの複製能及び／又は溶解能を
増加させることが知られる１つ以上の修飾を更にそのゲノムに有する。
【００４０】
　上で概説したように、「増殖性（replication competent）」と「宿主細胞で複製可能
な」という表現は、組み換えアデノウイルスが単独で、宿主細胞の内因性機構の補助を受
けながらその感染性ライフサイクルを完結させることができ、組み換えアデノウイルスゲ
ノムから欠失した領域によってコードされていた機能を他の手段（例えば宿主細胞ゲノム
からの供給）によって提供する必要がないことを明確に理解されたい。該組み換えアデノ
ウイルスは、増殖性アデノウイルス、好ましくは増殖制御可能なアデノウイルス又は異種
トランス因子補完アデノウイルス（heterologously transcomplemented adenovirus）で
ある。本発明の組み換えアデノウイルスは、非増殖性アデノウイルスではない。
【００４１】
　「サイレンシング因子」という用語は、ＲＮＡ干渉の機構を通じて標的遺伝子の発現を
低下させることのできるＲＮＡ分子を意味する。このようなＲＮＡ分子は、好ましくは２
本鎖の領域、より好ましくは（各ＲＮＡ鎖が）少なくとも１９ヌクレオチドの長さの２本
鎖領域を有する。２本鎖領域は、好ましくは３０ヌクレオチド未満の長さであり、ＲＮＡ
分子が、上記で概説した短いヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、又は（好ましくは上記した
長さの）相補的領域を有する２つの異なるＲＮＡ分子からなる２本鎖構造を有することが
好ましい。後者の場合には、該ＲＮＡ分子は、種々のプロモーターから転写することがで
きる。このようなＲＮＡ分子は、上述したRNAse III酵素の活性（即ち、ｄｓＲＮＡの認
識と開裂）に感受性であることが好ましく、その結果、上記で説明したｓｉＲＮＡが得ら
れる。「標的遺伝子」という用語は、この遺伝子の発現を低下させる機構が特異性をもっ
て生じることを意味する。 
【００４２】
　本発明は、増殖性アデノウイルスの保存と増殖性アデノウイルスの細胞への投与に用い
ることができる、本発明の増殖性アデノウイルスを包含する製剤も提供する。１つのバリ
エーションにおいては、増殖性アデノウイルスをin vitroの細胞に投与するために、この
ような製剤を使用し、別のバリエーションにおいては、増殖性アデノウイルスをin vivo
の細胞に投与するために、このような製剤を使用する。
【００４３】
　更に本発明は、細胞が本発明の増殖性アデノウイルスに感染するように、本発明の製剤
を細胞に投与するための方法を提供する。１つのバリエーションにおいては、製剤をin v
itroの細胞に投与するために、このような方法を使用し、別のバリエーションにおいては
、製剤をin vivoの細胞に投与するために、このような方法を使用する。
【００４４】
　本発明はまた、本発明の増殖性アデノウイルスと、本発明で定義した１つ以上のサイレ
ンシング因子を発現しない増殖性アデノウイルスと比べて、本発明の増殖性アデノウイル
スが加速した細胞溶解及び／又は娘ウイルスの早期放出を誘導することのできる細胞とを
含む組成物を提供する。上記発明の好ましいバリエーションにおいては、該細胞は癌細胞
であり、該細胞溶解は腫瘍退縮である。より好ましいバリエーションにおいては、該細胞
はヒト細胞である。
【００４５】
　別の態様において本発明は、本発明の増殖性アデノウイルスと、本発明で定義した１つ
以上のサイレンシング因子を発現しない増殖性アデノウイルスと比べて、本発明の増殖性
アデノウイルスが加速した細胞溶解及び／又は娘ウイルスの早期放出を誘導することので
きる腫瘍とを含む組成物を提供する。本発明のこのような態様においては、本発明の増殖
性アデノウイルスが本発明で定義した１つ以上のサイレンシング因子を発現しない増殖性
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アデノウイルスと比べて、加速した細胞溶解及び／又は娘ウイルスの早期放出を達成する
ことで、腫瘍内の感染細胞からの隣接細胞への水平伝播の加速化も生じることとなる。こ
こでは、細胞溶解の加速化、娘ウイルスの早期放出及び／又は隣接細胞への水平伝播の加
速化は、腫瘍のより効化的な破壊又は成長阻害に繋がる。上記発明の好ましいバリエーシ
ョンにおいては、該腫瘍は動物生体で増加している。別のバリエーションにおいては、該
動物生体はヒト生体である。
【００４６】
　本発明は、本発明の増殖性アデノウイルスを構築する方法と、本発明の製剤や組成物を
製造する方法を提供する。
【００４７】
　更に本発明は、本発明の増殖性アデノウイルス、方法及び製剤の、不適切な細胞寿命が
関与する疾患、好ましくはヒトの疾患、を治療するための用途を提案する。本発明の特定
の用途においては、該疾患は癌である。
【００４８】
　更に本発明は、細胞が発現するアデノウイルス阻害因子を同定するための方法を提供す
る。好ましい態様においては、該細胞は細胞死経路に欠陥を有する細胞であり、より好ま
しくは、ヒト細胞である。
【００４９】
　本発明は更に、本発明の増殖性アデノウイルスのゲノムが発現する、有用なサイレンシ
ング因子を同定及び選択するための方法を提供する。
【００５０】
　以下、本発明のいくつかの態様において、上述した増殖性アデノウイルス、サイレンシ
ング因子、製剤、方法、組成物及び用途を提供するためのいくつかの方法を説明する。上
記で一般論として説明したように、本願明細書の記載は、本発明の範囲をいかなる点から
も限定するものではないことを明確に理解されたい。当業者は、本発明から逸脱すること
なく、本発明の教示を、本願明細書では具体的に記載していない他の増殖性アデノウイル
ス、サイレンシング因子、製剤、方法、組成物や用途に適用することができる。
【００５１】
　本発明には、本発明の増殖性アデノウイルス、サイレンシング因子、製剤、方法及び組
成物を、細胞集団を殺傷するための他の方法や手段と組み合わせたいかなる用途も含まれ
ることも理解されたい。細胞集団を殺傷するための他の方法や手段としては、放射線の照
射、アポトーシス促進タンパク質や毒性タンパク質（毒素やプロドラッグ変換酵素など）
をコードする遺伝子の導入、化合物、抗体、受容体アンタゴニストの投与などが挙げられ
るが、これらに限定されるものではない。
【００５２】
　本願の明細書及び請求の範囲で使用した用語の定義は、本願において充分に定義されて
いるか、又は当業者にとって明らかなものであると考える。更に、本願に記載した因子／
タンパク質の核酸配列やアミノ酸配列は公知の配列なので、このような配列は、一般的に
利用可能なデータバンク（例えば、ドイツ国、ハイデルベルグ、ＥＭＢＬのデータバンク
やＧＥＮＢＡＮＫなど）から入手可能である。これらデータバンクについては、この言及
をもって本願に組み込まれたものとする。
【００５３】
発明の詳細な説明　
　本発明とその好ましい態様は、添付の請求の範囲から明らかとなる。
【００５４】
　本発明の第１の態様においては、宿主細胞で複製可能な増殖性アデノウイルスであって
、該ウイルスは、宿主細胞内の標的遺伝子の発現を抑制するサイレンシング因子、特に短
いヘアピンＲＮＡ、をコードする少なくとも１種のＤＮＡ配列を包含し、該ＤＮＡ配列は
、増殖性アデノウイルスを導入した宿主細胞内でサイレンシング因子が発現されるように
、調節ＤＮＡ配列に機能的に連結していることを特徴とする、増殖性ウイルスを提供する
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。
【００５５】
　本発明の第２の態様においては、宿主細胞で複製可能な増殖性アデノウイルスであって
、該ウイルスは、宿主細胞内のアデノウイルス阻害因子の発現を抑制するサイレンシング
因子、特に短いヘアピンＲＮＡ、をコードする少なくとも１種のＤＮＡ配列を包含し、該
ＤＮＡ配列は、増殖性アデノウイルスを導入した宿主細胞内でサイレンシング因子が発現
されるように、調節ＤＮＡ配列に機能的に連結していることを特徴とする、増殖性ウイル
スを提供する。
【００５６】
　本発明のバリエーションとして、宿主細胞内の標的遺伝子の発現を抑制するサイレンシ
ング因子をコードする１種を超えるＤＮＡ配列を包含し、該ＤＮＡ配列は、増殖性アデノ
ウイルスを導入した細胞内でサイレンシング因子が発現されるように調節ＤＮＡ配列に機
能的に連結していることを特徴とする増殖性ウイルスを提供する。１つのバリエーション
では、１種を超えるＤＮＡ配列の内の少なくとも２種のＤＮＡ配列が、それぞれ異なる標
的遺伝子の発現を抑制する異なるサイレンシング因子をコードする。このようなバリエー
ションは、宿主細胞内の１種を超える標的遺伝子の発現を沈黙させるために使用する。別
のバリエーションでは、１種を超えるＤＮＡ配列の内の少なくとも２種のＤＮＡ配列が、
同じ標的遺伝子の発現を抑制するそれぞれ異なるサイレンシング因子をコードする。この
ようなバリエーションは、宿主細胞内の１つの標的遺伝子をより効化的に沈黙させるため
に使用する。
【００５７】
　本発明の別の態様においては、宿主細胞で複製可能な増殖性アデノウイルスであって、
該ウイルスは、宿主細胞内の標的遺伝子の発現を抑制するサイレンシング因子をコードす
る少なくとも１種のＤＮＡ配列を包含し、該ＤＮＡ配列は、増殖性アデノウイルスを導入
した宿主細胞内でサイレンシング因子が発現されるように、調節ＤＮＡ配列に機能的に連
結しており、更に該ウイルスは、該宿主細胞内のｐ５３依存性アポトーシス経路を復帰さ
せる復帰因子をコードする、WO 03/057892に記載の少なくとも１つのオープンリーディン
グフレームを包含し、該オープンリーディングフレームは、増殖性アデノウイルスを導入
した宿主細胞内で復帰因子が発現されるように、調節ＤＮＡ配列に機能的に連結している
ことを特徴とする、増殖性アデノウイルスを提供する。
【００５８】
　本発明の増殖性アデノウイルスが複製している宿主細胞内で、増殖性アデノウイルスの
ゲノムから発現させるのに有用なサイレンシング因子は、宿主細胞内でＲＮＡｉを誘導す
ることができるｓｉＲＮＡを、宿主細胞内のDicerによるプロセッシングによって形成す
る、２本鎖ＲＮＡ分子を形成するものである。
【００５９】
　上述したように、ウイルスはいくつかの方法によって宿主細胞内で複製することができ
、当業者は、本発明を実施する上で適した複製方法を知見しているであろう。
【００６０】
　本発明の組み換えアデノウイルスは、例えば、次のいずれかの増殖性アデノウイルスで
ある:（１）真性増殖性アデノウイルス、（２）増殖制御可能なアデノウイルス、（３）
異種補完アデノウイルス、又は（４）増殖性異種補完アデノウイルス又は増殖制御可能な
アデノウイルスを含む、２成分からなるアデノウイルス。（４）は、以下の第１成分と第
２成分を包含する。第１成分：宿主細胞内の標的遺伝子の発現を抑制するサイレンシング
因子をコードする少なくとも１種のＤＮＡ配列をそのゲノム内に包含する組み換えアデノ
ウイルスであって、該ＤＮＡ配列は、組み換えアデノウイルスを導入した宿主細胞内でサ
イレンシング因子が発現されるように、調節ＤＮＡ配列に機能的に連結していることを特
徴とする組み換えウイルス。第２成分：増殖性異種補完アデノウイルス又は増殖制御可能
なアデノウイルス。上述の（１）、（２）又は（３）に記載の１成分からなる増殖性アデ
ノウイルスが好ましい。
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【００６１】
　本発明における増殖制御可能なアデノウイルスとしては、例えば、腫瘍特異的プロモー
ターによって少なくとも１種の必須な初期アデノウイルス遺伝子の発現が制御されている
アデノウイルスから誘導したウイルスが挙げられる。具体例としては、Rodriguez et al.
（Cancer Res. 57 (1997): 2559-2563）、Hallenbeck et al.（Hum. Gene Ther. 10 (199
9): 1721-1733）、Tsukuda et al.（Cancer Res. 62 (2002): 3438-3447）、Huang et al
.（Gene Ther. 10 (2003): 1241-1247）及びCuevas et al.（Cancer Res. 63 (2003): 68
77-6884）などに記載のウイルスが挙げられる。別の増殖制御可能なアデノウイルスとし
ては、ウイルスのコードするタンパク質と細胞タンパク質との相互作用であり、且つ正常
細胞ではウイルスのライフサイクル完了のために必要であるが腫瘍細胞ではウイルスのラ
イフサイクル完了のために必要のない相互作用を喪失させるために、ウイルス遺伝子に変
異を有するアデノウイルスが挙げられる。具体例としては、Heise et al.（Nature Med. 
6 (2000): 1134-1139）、Balague et al.（J. Virol. 75 (2001): 7602-7611）、Howe et
 al.（Mol. Ther. 2 (2000): 485-494）、Fueyo et al.（Oncogene 19 (2000): 2-12）、
Shen et al.（J. Virol. 75 (2001): 4297-4307）及びCascallo et al.（Cancer Res. 63
 (2003): 5544-5550）などに記載のウイルスが挙げられる。更に別の増殖制御可能なアデ
ノウイルスとしては、上述した２種類の修飾の両方を有するウイルスが挙げられる。尚、
増殖制御可能なアデノウイルスは、上述の例によって制限されるものではない。本発明に
おける異種補完アデノウイルスとしては、Ｅ１領域を機能的に欠失しているが、ＨＰＶの
Ｅ６タンパク質とＥ７タンパク質を発現する組み換えアデノウイルス（Steinwaerder et 
al., Mol. Ther. 4 (2001): 211-216）が挙げられるが、これに限定されるものではない
。
【００６２】
　１つの態様において、本発明の増殖性アデノウイルスのコードするサイレンシング因子
は、ｐ５３のアンタゴニストの発現を抑制するものである。ｐ５３のアンタゴニストとし
ては、MDM2、Pirh2、COPl、Bruce、HPV-E6、Parc、モルタリン及びplk-1が挙げられるが
、これらに限定されるものではない。
【００６３】
　別の態様において、本発明の増殖性アデノウイルスのコードするサイレンシング因子は
、ｐ５３経路阻害因子の発現を抑制するものである。ｐ５３経路阻害因子としては、BI-1
、p73DeltaN、並びに抗アポトーシス性のbcl-2及びIAPファミリーのメンバー（上記参照
）が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００６４】
　更に別の態様において、本発明の増殖性アデノウイルスのコードするサイレンシング因
子は、アデノウイルス阻害因子の発現を減少させるものであり、アデノウイルス阻害因子
は、サイレンシング因子を欠失した増殖性アデノウイルスの宿主細胞における複製を遅延
させるか、又はサイレンシング因子を欠失した増殖性アデノウイルスが複製している宿主
細胞の溶解を遅延させる因子である。本発明のこのような態様においては、アデノウイル
ス阻害因子の性質は、宿主細胞で発現され、アデノウイルスの複製又はアデノウイルス誘
導性宿主細胞溶解を阻害しうる点を除けば、他のいかなる制限も受けないことを明確に理
解されたい。「アデノウイルスの複製又はアデノウイルス誘導性宿主細胞溶解を阻害しう
る」とは、宿主細胞内に充分な量のアデノウイルス阻害因子が存在する場合には、完全な
アデノウイルス複製機構の１０％が終了するまでの時間又は完全なアデノウイルス誘導性
宿主細胞溶解機構の５０％が終了するまでの時間が、アデノウイルス阻害因子の存在しな
いこと以外は同じ条件と比較して、少なくとも１０％、好ましくは少なくとも２０％、よ
り好ましくは少なくとも５０％遅れていることを意味する。上記発明のバリエーションに
おいては、アデノウイルス阻害因子を後述する本発明の方法で同定する。 
【００６５】
　サイレンシング因子をコードする配列に発現可能な状態で連結している制御配列として
は、プロモーター／エンハンサー及びその他の発現調節シグナルが挙げられる。このよう
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な制御配列は、発現ベクターを設計する際に想定した宿主細胞と互換性を示すように選択
することができる。「プロモーター」という用語は、当業界でよく知られており、最小プ
ロモーターから、上流エレメントとエンハンサーを含むプロモーターまでを含む、種々の
大きさと複雑さを有する核酸領域を網羅する。一般的にプロモーターは、哺乳動物細胞で
機能するプロモーターから選択するが、他の真核細胞で機能するプロモーターを使用する
こともできる。プロモーターの種類は、増殖性アデノウイルスと関連して、サイレンシン
グ因子が有用な発現プロファイルを達成するように選択する。上述したように、Ｕ６プロ
モーター、Ｈｌプロモーター及びｔＲＮＡ(Val)プロモーターなどのＲＮＡポリメラーゼI
IIプロモーターが特に本発明には適しているが、他のプロモーターの使用が制限されるわ
けではない。
【００６６】
　本発明のバリエーションの１つにおいては、サイレンシング因子をコードするＤＮＡ配
列は、増殖性アデノウイルスを導入した細胞において、サイレンシング因子が遍在的に発
現される（expressed ubiquitously）ように、１つ以上の制御配列（即ち、調節ＤＮＡ配
列）に機能的に連結している。本発明の別のバリエーションにおいては、サイレンシング
因子をコードするＤＮＡ配列は、サイレンシング因子の発現が、外部シグナルによって調
整することができる一定の条件下で細胞に増殖性アデノウイルスを導入した時のみ生じる
、又はこの時に高いレベルで生じるように、１つ以上の制御配列（即ち、調節ＤＮＡ配列
）に機能的に連結している。ここで「外部」という用語は、サイレンシング因子をコード
するＤＮＡ配列と調節ＤＮＡ配列とを包含するＤＮＡ断片の外に起源が存在することを意
味する。本発明のこのような態様においては、サイレンシング因子の発現は、調節性又は
誘導性プロモーターと呼ばれるプロモーターによって駆動する。本発明の更に別のバリエ
ーションにおいては、サイレンシング因子をコードするＤＮＡ配列は、増殖性アデノウイ
ルスを導入した細胞において、アデノウイルスの複製後期にのみサイレンシング因子の発
現が生じるように、調節ＤＮＡ配列に機能的に連結している。本発明のこのような態様に
おいては、サイレンシング因子の発現は、アデノウイルス主要後期プロモーター（major 
late promoter）（ＭＬＰ）によって駆動することが好ましく、内因性ＭＬＰによって駆
動することがより好ましい。
【００６７】
　本発明では、調節ＤＮＡ配列に機能的に連結したサイレンシング因子をコードするＤＮ
Ａ配列を増殖性アデノウイルスのゲノムに挿入する部位について何ら制限はない。挿入は
、増殖性アデノウイルスを導入した細胞における増殖性アデノウイルスの複製を阻害する
ことのない位置であり、ゲノム内の内因性発現カセットがサイレンシング因子の適正な発
現に干渉しない位置である限り、ゲノムのどこでもかまわない。例えば、上記の挿入は、
アデノウイルスＥ３領域の置換、又はＥ４プロモーターと右方向ＩＴＲ（right-hand ITR
）との間への挿入であるが、これらに限定されない。Ｅ３領域に挿入を有する組み換えア
デノウイルスを生じるＤＮＡ構築物は公知であり、ｐＢＨＧ１０とｐＢＨＧ１１（Bett e
t al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994): 8802-8806）が挙げられるが、これらに
限定されるものではない。Ｅ４プロモーターと右方向ＩＴＲとの間に挿入を有する組み換
えアデノウイルスを生じるＤＮＡ構築物を実施例１に記載したが、アデノウイルスゲノム
内の他の部位に挿入を有するものも、公知の標準的な分子生物学的方法で作製することが
できる。特定の状況において、上記オープンリーディングフレームを正しく発現させるた
めには、調節ＤＮＡ配列に機能的に連結したサイレンシング因子をコードするＤＮＡ配列
を、アデノウイルスゲノム内に存在する他の調節ＤＮＡ配列から保護するために、調節Ｄ
ＮＡ配列に機能的に連結したサイレンシング因子をコードする上記ＤＮＡ配列を、インス
レーターエレメントと呼ばれる配列（Steinwaerder and Lieber, Gene Therapy 7 (2000)
: 556-567）と隣接させることが好ましい。本発明の別のバリエーションにおいては、ア
デノウイルス遺伝子の代わりにサイレンシング因子をコードするＤＮＡ配列を挿入する。
この場合、該アデノウイルス遺伝子は、アデノウイルスの複製後期で発現される遺伝子が
好ましく、アデノウイルス遺伝子が内因性ＭＬＰに機能的に連結していることがより好ま
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しい。
【００６８】
　本発明には、性質を変化させるための、１つ以上の更なる修飾を有する本発明の増殖性
アデノウイルスも含まれることを理解されたい。このような変化としては、例えばKrasny
kh et al.（Mol. Ther. 1 (2000): 391-405）、Suzuki et al.（Clin. Cancer Res. 7 (2
001): 120-126）、Van Beusechem et al.（Gene Ther. 10 (2003): 1982-1991）及びHave
nga et al.（J. Virol. 76 (2002): 4612-4620）に記載の、シュードタイピングやターゲ
ティングを介した指向性の変化；サイトカイン、アポトーシス促進タンパク質、抗血管新
生タンパク質、膜融合性膜タンパク質やプロドラッグ変換酵素をコードする遺伝子などの
、１つ以上の導入遺伝子の発現；及び複製能力を増加する変異（例えば、Ｅ３領域の保持
（Suzuki et al., Clin. Cancer Res. 8 (2002): 3348-3359）やＥ１Ｂ－１９Ｋ遺伝子の
欠失（Sauthoff et al. Hum. Gene Ther. 11 (2000): 379-388））、一定の種類の細胞に
対する複製選択性を増加する変異（上述した、ＣＲＡｄを構築するための修飾など）、免
疫原生（即ち、動物生体内に導入された際に免疫応答を誘導する能力）を低下させる変異
（例えば、Ｅ３Ｂ領域の保持（Wang et al., Nature Biotechnol. 21 (2003): 1328-1335
））が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００６９】
　本発明の増殖性アデノウイルスは、当業界で知られる分子生物学、ウイルス学及び細胞
生物学の方法を用いて製造する。本発明の増殖性アデノウイルスを製造するための１つの
方法を、実施例の項で詳細に説明する。しかしながら、その記載は、いかなる点からも本
発明の範囲を限定するものではないことを理解されたい。当業者は、他の方法やここに記
載する方法の変法を用いても、本発明の増殖性アデノウイルスを得ることができる。
【００７０】
　別の態様において本発明は、本発明の増殖性アデノウイルスにとって有用なサイレンシ
ングターゲット（silencing target）となるアデノウイルス阻害因子を同定する方法であ
って、アデノウイルス阻害因子がサイレンシング因子によって沈黙させられている第１の
宿主細胞における、本発明の増殖性アデノウイルスの複製時間又は溶解能と、アデノウイ
ルス阻害因子がサイレンシング因子によって沈黙させられていない点を除けば第１の宿主
細胞と同一である第２の宿主細胞における、本発明の増殖性アデノウイルスの複製時間又
は溶解能とを比較し、第１の宿主細胞におけるウイルス複製時間の方が速いか、第１の宿
主細胞における細胞溶解能の方が高いかを観察することによって、アデノウイルス阻害因
子を同定する方法を提供する。２種類の宿主細胞における増殖性アデノウイルスの増殖時
間の違いは、例えば、ホタルルシフェラーゼ遺伝子などのマーカー遺伝子をＭＬＰの制限
下で発現する増殖性アデノウイルスを使用することによって、測定することができる。こ
の場合、宿主細胞におけるルシフェラーゼの発現は、増殖性アデノウイルスの複製に依存
する。典型的な場合には、宿主細胞内で複製しているこのようなウイルスによるルシフェ
ラーゼの発現は、複製が完了するまでに１００倍以上から１０００倍以上にまで増加する
。上記方法におけるアデノウイルス複製速度の簡便な基準は、最大ルシフェラーゼ活性の
１０％に到達するのに必要な時間である。経時的にルシフェラーゼ活性を公知の方法（例
えば、ルシフェラーゼ化学発光アッセイシステム（Luciferase Chemiluminescent Assay 
System）（Promega製）やリポータライトプラスキット（ReportaLight Plus Kit）（Camb
rex製）が挙げられるが、これらに限定されるものではない）を用いて計測し、ルシフェ
ラーゼ活性の増加が第２宿主細胞よりも速い第１宿主細胞を同定する。ここで「速い」と
いうのは、増加に係る時間が少なくとも１０％、好ましくは少なくとも２０％、より好ま
しくは少なくとも５０％短縮されることを意味する。第１宿主細胞では沈黙させられてい
るが、第２宿主細胞では沈黙させられていない因子を、次にアデノウイルス阻害因子とし
て同定する。例えば、たくさんの公知の方法の１つ（例えば、トキシライトバイオアッセ
イ（ToxiLight BioAssay）（Cambrex製）が挙げられるが、これに限定されるものではな
い）を用いて、増殖性アデノウイルスに感染した宿主細胞の溶解を経時的に計測すること
で、溶解能の違いを測定し、第２宿主細胞よりも速く溶解する第１宿主細胞を同定する。
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上記方法における溶解能の簡便な基準は、感染細胞の５０％を溶解するのに必要な時間、
即ち、使用する細胞毒性試験において測定するマーカー化合物の最大値の５０％に達する
のに必要な時間である。また、ここで「速い」というのは、溶解に係る時間が少なくとも
１０％、好ましくは少なくとも２０％、より好ましくは少なくとも５０％短縮されること
を意味する。第１宿主細胞では沈黙させられているが、第２宿主細胞では沈黙させられて
いない因子を、次にアデノウイルス阻害因子として同定する。本発明のこの態様のバリエ
ーションにおいては、第１の宿主細胞は１種を超えるサイレンシング因子を含有し、サイ
レンシング因子の標的となる配列は、同じ標的遺伝子上のそれぞれ異なる配列である。
【００７１】
　本発明のバリエーションにおいては、アデノウイルス阻害因子を同定するための方法に
おいて実施する、サイレンシング因子によるＲＮＡ干渉は、ｓｉＲＮＡを第１宿主細胞に
トランスフェクトすることで行う。本発明の別のバリエーションにおいては、アデノウイ
ルス阻害因子を同定するための方法において実施する、サイレンシング因子によるＲＮＡ
干渉は、ｓｈＲＮＡを発現するプラスミドベクターを第１宿主細胞にトランスフェクトす
ることで行う。本発明の更に別のバリエーションにおいては、アデノウイルス阻害因子を
同定するための方法において実施する、サイレンシング因子によるＲＮＡ干渉は、ｓｈＲ
ＮＡを発現するウイルスベクターを第１宿主細胞に形質導入することで行う。上記のバリ
エーションにおいて有用なウイルスベクターとしては、レトロウイルス、レンチウイルス
、アデノウイルス、単純ヘルペスウイルス、シミアンウイルス４０、エプスタインバール
ウイルス、ワクシニアウイルス及びアデノ随伴ウイルスから誘導したベクターが挙げられ
るが、これらに限定されるものではない。 
【００７２】
　本発明のバリエーションにおいては、上記のアデノウイルス阻害因子を同定するための
方法は、異なる標的特異性を有するサイレンシング因子のアレイを含むサイレンシング因
子ライブラリーの一部であるサイレンシング因子を用いた、ハイスループット機能ゲノミ
クスの方式（functional genomics high-throughput format）で行う。好ましいバリエー
ションにおいては、上記アレイの各構成成分が１種を超えるサイレンシング因子を含み、
上記アレイの１つの成分に含まれる各サイレンシング因子の標的となる配列は、同じ標的
遺伝子上のそれぞれ異なる配列である。
【００７３】
　別の態様において本発明は、本発明の増殖性アデノウイルスに導入することが有用なサ
イレンシング因子を選択するための方法であって、アデノウイルス阻害因子を同定するた
めの本発明の方法を実施し、そして宿主細胞に導入した後に、増殖性アデノウイルスの複
製時間を短縮するか溶解能を高めるサイレンシング因子を選択することを包含する方法を
提供する。
【００７４】
　本発明のバリエーションにおいては、本発明の増殖性アデノウイルスに導入することが
有用なサイレンシング因子を選択するための上記の方法は、異なる標的特異性を有するサ
イレンシング因子のアレイを含むサイレンシング因子ライブラリーの一部であるサイレン
シング因子を用いた、ハイスループット機能ゲノミクスの方式で行う。好ましいバリエー
ションにおいては、上記アレイの各構成成分が１種を超えるサイレンシング因子を含み、
上記アレイの１つの成分に含まれる各サイレンシング因子の標的となる配列は、同じ標的
遺伝子上のそれぞれ異なる配列である。このバリエーションにおいては、上記の方法は、
本発明に有用な１つ以上のサイレンシング因子を含む成分をアレイから選択する第１工程
と、本発明に有用なサイレンシング因子を、アレイから選択した上記成分に存在する１種
を超えるサイレンシング因子から選択する第２工程とを包含する。
【００７５】
　アデノウイルス阻害因子を同定するための方法や、本発明の増殖性アデノウイルスに導
入することが有用なサイレンシング因子を選択するための方法には、アデノウイルス阻害
因子又はサイレンシング因子の性質や、アデノウイルス阻害因子がアデノウイルスの複製
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やアデノウイルス誘導性宿主細胞溶解を阻害する生物学的機構に関する予備知識は必要な
いことを理解されたい。アデノウイルス阻害因子がアデノウイルスの複製やアデノウイル
ス誘導性宿主細胞溶解を遅らせる、又はサイレンシング因子がアデノウイルスの複製やア
デノウイルス誘導性宿主細胞溶解を加速させるという単純な事実によって、これら因子は
、本発明の増殖性アデノウイルスに導入することが有用な、それぞれアデノウイルス阻害
因子又はサイレンシング因子となる。
【００７６】
　本発明は、増殖性アデノウイルスを保存し、増殖性アデノウイルスを細胞に投与するた
めに使用することのできる、本発明の増殖性アデノウイルスを包含する製剤も提供する。
このような製剤は、増殖性アデノウイルスと希釈剤からなることが好ましい。希釈剤は増
殖性アデノウイルスの長期保存及び／又は培養中あるいは動物生体内（好ましくはヒト生
体内）の細胞への増殖性アデノウイルスの投与を可能とする。希釈剤が、凍結乾燥状態で
の保存を可能にするものであることが好ましい。また、希釈剤が、増殖性アデノウイルス
の長期保存と、培養中あるいは動物生体内の細胞への増殖性アデノウイルスの投与との両
方を可能にするものであることが好ましい。「保存を可能にする」とは、増殖性アデノウ
イルスの有する細胞に対する感染力が、製剤の保存中でも１週間を超える半減期をもって
維持されることを意味する。半減期は、好ましくは１ヶ月超、最も好ましくは６ヶ月超で
ある。上記保存は、４０℃未満であればいかなる温度でもよいが、１℃～１０℃の範囲内
又は－６０℃よりも低いことが好ましい。「培養中及び／又は動物生体内の細胞への投与
」とは、製剤と細胞とを接触させることによって、増殖性アデノウイルスを細胞に導入す
ることを意味する。希釈剤が上記細胞や動物生体にとって無毒であることが好ましい。本
発明は希釈剤の正確な組成まで限定しないが、本発明の目的にとって有用ないくつかの希
釈剤が公知である。本発明で有用な希釈剤の、本発明を限定することのない具体例がWO 0
3/057892に開示されており、この言及をもって本願に組み込まれたものとする。所望によ
り、希釈剤には、保存中の増殖性アデノウイルスの生理的安定性を高めるため、細胞への
ウイルスの導入を増やすため、又は動物体内の細胞への組み換えアデノウイルスの投与を
向上させるための、付加的成分が補充されていてもかまわない。このような成分は、製剤
の特定の用途に応じて異なってもかまわない。付加的成分の、本発明を限定することのな
い具体例はWO 03/057892に開示されており、この言及をもって本願に組み込まれたものと
する。当業者は、本発明のそれぞれの特定用途と本発明のそれぞれの特定の投与方法にお
いて、増殖性アデノウイルスを細胞に導入することのできる本発明の製剤を製造するため
に有用な希釈剤と補充成分を、相応の調査によって定めることができる。
【００７７】
　本発明は更に、本発明の増殖性アデノウイルスの細胞への導入をもたらす、本発明の製
剤を細胞に投与するための方法を提供する。１つのバリエーションにおいては、製剤をin
 vitroの細胞に投与するためにこのような方法を使用し、別のバリエーションにおいては
、製剤をin vivoの細胞に投与するためにこのような方法を使用する。本発明の方法は、
他の組み換えアデノウイルスを細胞に投与するための、公知の方法と何ら変わるものでは
ない。一般的に、本発明の増殖性アデノウイルスを有用な濃度となるように、本発明で定
義した希釈剤で希釈する。一般的に、このような希釈剤は、動物の体内環境で等張液とな
るが、希釈剤を非等張性の濃度で使用することが望ましい場合もある。増殖性アデノウイ
ルスの有用な濃度は、本発明の種々の用途によって異なる。当業者は、実験によって有用
な濃度を求めることができる。上記製剤と細胞との接触は、静的条件（例えば、培養中の
細胞への投与や、動物組織への注射）又は動的条件（例えば、動物体内の循環血への注射
）で行うことができる。上記製剤と細胞との接触は０℃～４０℃の温度で行うが、３０℃
～４０℃の温度が好ましい。製剤を動物体内に投与する場合、製剤と細胞は動物体内にお
ける温度で接触させることが好ましい。上記発明のバリエーションの１つにおいては、投
与は、周辺環境の大気圧下（ambient atmospheric pressure）で行う。本発明の別のバリ
エーションにおいては、投与は、大気圧を超える圧力下で行う。本発明の別のバリエーシ
ョンにおいては、投与は、運搬促進薬剤投与（Convection-Enhanced Delivery）とも呼ば
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れる、非常にゆっくりとした点滴で行う（Voges et al., Ann. Neurol. 54 (2003): 479-
487; Bankiewicz et al., Exp. Neurol. 164 (2000): 2-14）。接触は、増殖性アデノウ
イルスを細胞に導入するのに充分な時間維持する。
【００７８】
　本発明は、サイレンシング因子の少なくとも１種のオープンリーディングフレームを有
する本発明の増殖性アデノウイルスと、増殖性アデノウイルスが複製するための細胞とを
含む組成物を提供する。該増殖性アデノウイルスは、該細胞内で複製できるような宿主範
囲を有する。本発明の好ましいバリエーションにおいては、細胞は、細胞周期チェックポ
イント制御の欠失に対してプログラムされた細胞死によって応答する能力を失った細胞で
ある。本発明のこのバリエーションの具体例においては、細胞は慢性関節リウマチ細胞や
癌細胞である。本発明の目的においては、「癌細胞」と「腫瘍細胞」は、正常な成長制御
を失ったために、例えば哺乳動物など生体内で細胞の成長及び／又は細胞複製が制御不能
になっているか、成長／複製が加速されているか、あるいはin vitroで不死化されている
細胞を意味する。従って、この用語には、悪性、前悪性及び良性の癌細胞が含まれる。互
いを排除することのない本発明の好ましいバリエーションにおいては、上記細胞はヒト細
胞である。互いを排除することのない本発明の好ましい別のバリエーションにおいては、
上記細胞は動物生体内（好ましくはヒト生体内）の細胞である。本発明の組成物は、本発
明の増殖性アデノウイルスを含有する製剤を、本発明の方法で細胞に投与することで得ら
れる。 
【００７９】
　本発明の１つの態様においては、本発明の組成物の一部である細胞は、固形腫瘍内の細
胞である。この態様のバリエーションの１つでは、上記腫瘍はin vitroの培養物として維
持されている。本発明のこのようなバリエーションにおいては、腫瘍は細胞系から誘導し
た球状体などの、癌細胞から人工的に誘導したものや、動物生体内の腫瘍の外移植片から
誘導した腫瘍でもよい。上記態様の別のバリエーションにおいては、腫瘍は動物生体内に
存在する。本発明のこのようなバリエーションにおいては、腫瘍は動物生体に外科的に移
植したものでもよいし、動物生体から発生した腫瘍でもよい。後者の場合、動物生体がヒ
ト生体であることが好ましい。本発明のこのような態様においては、本発明で定義したサ
イレンシング因子を欠失した増殖性アデノウイルスと比べて、本発明の増殖性アデノウイ
ルスがその短い複製時間及び／又は高い溶解能によって腫瘍内の感染細胞から隣接細胞へ
の水平伝播の加速化をもたらすことが好ましい。本発明のこのような態様においては、上
記の短い複製時間、高い溶解能及び／又は隣接細胞への水平伝播の加速化は、腫瘍のより
効果的な破壊又は成長阻害に繋がることがより好ましい。
【００８０】
　本発明の別の態様においては、本発明の組成物の一部である細胞は、リウマチ滑膜細胞
である。このような態様のバリエーションの１つにおいては、リウマチ滑膜細胞をin vit
roの培養物中で維持する。このような態様の別のバリエーションにおいては、リウマチ滑
膜細胞は動物生体内、好ましくは慢性炎症性関節に存在し、動物生体がヒト生体であるこ
とがより好ましい。本発明のこのような態様においては、本発明で定義したサイレンシン
グ因子を欠失した増殖性アデノウイルスと比べて、本発明の増殖性アデノウイルスがその
短い複製時間及び／又は高い溶解能によって、炎症性関節内の感染細胞から隣接細胞への
水平伝播の加速化をもたらすことが好ましい。本発明のこのような態様においては、上記
の短い複製時間、高い溶解能及び／又は隣接細胞への水平伝播の加速化は、リウマチ滑膜
細胞のより効果的な破壊又は成長阻害に繋がることがより好ましい。
【００８１】
　本発明の更に別の態様においては、本発明の組成物の一部である細胞は、血管平滑筋細
胞である。このような態様のバリエーションの１つにおいては、血管平滑筋細胞をin vit
roの培養物中で維持する。このような態様の別のバリエーションにおいては、血管平滑筋
細胞は動物生体内、好ましくはアテローム性動脈硬化症、再狭窄や移植血管閉塞（vascul
ar graft occlusion）などの内膜肥厚部位に存在し、動物生体がヒト生体であることがよ
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り好ましい。本発明のこのような態様においては、本発明で定義したサイレンシング因子
を欠失した増殖性アデノウイルスと比べて、本発明の増殖性アデノウイルスがその短い複
製時間及び／又は高い溶解能によって、内膜肥厚部位内の感染細胞からの隣接細胞への水
平伝播の加速化をもたらすことが好ましい。本発明のこのような態様においては、上記の
短い複製時間、高い溶解能及び／又は隣接細胞への水平伝播の加速化は、血管平滑筋細胞
のより効果的な破壊又は成長阻害に繋がることがより好ましい。
【００８２】
　本発明は、更に不適切な細胞寿命の関与する疾患、好ましくはヒトの疾患を治療するた
めの、本発明の方法及び製剤における増殖性アデノウイルスの使用について提案する。本
発明に基づく治療方法は、本発明の増殖性アデノウイルスを、本発明の製剤を用いて本発
明の方法により動物生体内の病変細胞へ投与することを含む。本発明の特定の態様におい
ては、疾患は癌であり、病変細胞は癌細胞、好ましくは固形腫瘍又は転移性腫瘍の一部で
ある。疾患の種類及び病変細胞の性質に応じて、有用な増殖性アデノウイルス、有用な製
剤及び有用な投与方法を選択する。増殖性アデノウイルスについては、有用なサイレンシ
ング因子を、過去の調査結果に基づいて選択することができるが、疾患全般にかかわる遺
伝的背景知識も考慮することが好ましく、特定の病変細胞にかかわる遺伝的背景知識も考
慮することがより好ましい。有用な製剤とその投与方法は、動物生体内における病変細胞
の局在化、病変細胞の性質、及び動物生体内における製剤投与部位に存在する他の細胞の
性質に関する知識を基に選択する。投与方法としては、病変細胞を含有する組織への直接
注射（例えば、運搬促進薬剤投与）、経口投与、循環血への注射、吸入、体腔（例えば肋
膜腔や腹膜腔、関節又は脳室）への注射、消化管又は尿管の一部の管腔への注射、一定の
生体部位表面（皮膚や耳咽頭部粘膜など）への、例えば洗口液による塗付が挙げられるが
、これらに限定されるものではない。上記の投与方法が循環血への注射の場合、病変細胞
を含有する動物生体内の部位に至る動脈に注射することが好ましい。
【００８３】
　本発明は、更に、疾患を治療するための本発明で定義した方法を、細胞集団を殺傷する
ための他の公知の方法や手段と組み合わせた用途も提案する。細胞集団を殺傷するための
公知の方法や手段としては、放射線の照射；毒性タンパク質（例えば、ジフテリアやシュ
ードモナスの毒素）、アポトーシス促進タンパク質（アポプチンやＴＮＦ関連アポトーシ
ス誘導性リガンドなど）、プロドラッグ変換酵素（チミジンキナーゼ、シトシンデアミナ
ーゼ又はカルボキシエステラーゼなど）、サイトカイン（インターロイキン２、インター
ロイキン１２やＧＭ－ＣＳＦなど）、抗血管新生薬（エンドスタチンやアンジオスタチン
）、又は融合性膜タンパク質（例えば、ヒト免疫不全ウイルス、コロナウイルス又はテナ
ガザル白血病ウイルスから誘導したタンパク質）などをコードする遺伝子の導入；化合物
、抗体、受容体アンタゴニスト、シグナル伝達阻害剤、タンパク質－タンパク質相互作用
（ｐ５３とｐ５３アンタゴニストの相互作用、又はｐ５３経路の成分とｐ５３経路阻害因
子との相互作用）を阻害する分子の投与が挙げられるが、これらに限定されるものではな
い。このような治療法の組み合わせは、どちらか一方の治療法よりも病変細胞の殺傷にお
いてより効果的であることが予想される。更に、１つの治療法はもう一方の治療法の効果
を増強する可能性もある。例えば、放射線と一定の化合物は、プログラムされた細胞死を
誘導することが知られている。従って、このような治療法は、プログラムされた細胞死に
対する阻害因子のサイレンシングを行うことによって、プログラムされた細胞死を復帰さ
せる本発明の増殖性アデノウイルスによる効率的な細胞溶解と娘ウイルスの放出を、更に
強化することも考えられる。
【００８４】
　以下の実施例及び図面に参照しながら本発明を更に具体的に説明する。いくつかの実施
例によって、上述した本発明の増殖性アデノウイルス、製剤、方法、組成物及び用途を提
供するための手段が明らかとなる。上記で一般論として説明したように、以下の実施例の
記載は、本発明の範囲をいかなる点からも限定するものではないことを明確に理解された
い。当業者は、本発明から逸脱することなく、本発明の教示を、本願明細書では具体的に
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記載していない他の増殖性アデノウイルス、サイレンシング因子、製剤、方法、組成物や
用途に適用することができる。
【００８５】
実施例　
【実施例１】
【００８６】
ゲートウェイ組み換えデスティネーションカセットを含有するアデノウイルスシャトルベ
クターの構築　
　ゲートウェイ組み換えデスティネーションカセット（Gateway recombination destinat
ion cassette）をアデノウイルスのＥ４領域と右方向ＩＴＲの間に含有するアデノウイル
スシャトルベクターを構築するために、pEndK/SpeI構築物（スペイン国、バルセロナ、カ
タロニア癌研究所（Institut Catala d'Oncologia）のR. Alemany博士による寄贈）を使
用した。pEndK/SpeIの作製には、初めにpTG3602（Chartier et al., J. Virol, 70 (1996
): 4805-4810）をKpnIで消化し、次にＡｄ５の地図上の０～７単位と９３～１００単位を
包含するベクターの断片を再度連結してpEndKを作製した。続いて、部位特異的突然変異
でＡｄ５の第３５，８１３番ヌクレオチドをＡからにＴに変更して、ここにしかないSpeI
部位をpEndKに導入し、pEndK/SpeIを作製した。PEndK/SpeIは、Ａｄ５の２つのＩＴＲの
それぞれに隣接したPacI制限部位を有する。pEndK/SpeIにゲートウェイシステムとの互換
性を与えるために、平滑断片にしたゲートウェイデスティネーションカセットｒｆａ（ゲ
ートウェイベクター変換システム（Gateway Vector Conversion System）；カリフォルニ
ア州、カールスバッド、Invitrogen製）を（Klenowポリメラーゼで埋めた）SpeI部位に連
結した。アデノウイルスのＲ鎖又はＬ鎖上のｃｃｄＢ遺伝子コード配列を有するゲートウ
ェイデスティネーションカセットを含有するプラスミドを選択し、それぞれpEndK/DEST-R
とpEndK/DEST-Lと命名した。
【００８７】
　アデノウイルスＥ３領域の代わりにゲートウェイ組み換えデスティネーションカセット
を含有するシャトルベクターを構築するために、初めに（ゲートウェイベクター変換シス
テムの）ゲートウェイデスティネーションカセットｒｆａを、EcoRVで消化したpBluescri
pt SK(-)（Stratagene製）にクローニングして、pBSK-DESTを得た。これをテンプレート
として、突出したPvuI部位を有するプライマーである5'-GAGGTCGACGCGATCGATAAGCTTGATAT
C-3'と5'-TAGAACTAGTCGATCGCCCGGGCTGCAG-3'を用いてDESTカセットをＰＣＲで増幅し、Pv
uIで消化した。得られた断片をPacIで消化したpBHG11（Microbix製）に連結し、pBHG11-D
EST_Rを得た。
【００８８】
　アデノウイルスＥ３領域の代わりにＣＲＡｄ全長ゲノムとゲートウェイ組み換えデステ
ィネーションカセットとを含有するシャトルベクターを構築するために、初めにpEndK/Sp
eI（上記参照）をEcoRVで消化し、pBHG11由来のfiber遺伝子を含むEcoRV断片を挿入する
ことで、pEndK-Fiberを作製した。次に、pBHG11-DEST_RのDEST_Rを含むHpaI断片を、HpaI
で消化したpEndK-Fiberに挿入し、pEndK-Fiber_DEST_Rを作製した。最後に、pEndK-Fiber
_DEST_RのFiber_DEST_Rを含むSpeI断片を、SpeIで消化したpAdΔ24E3（実施例７参照）に
挿入し、Ｅ３領域とfiber遺伝子をpEndK-Fiber_DEST_R由来のDEST_R_Fiber断片と置換し
た。得られたプラスミドがpAdΔ24-DEST_Rである。
【実施例２】
【００８９】
実施例１のアデノウイルスシャトルベクターにゲートウェイ組み換えシステムで移送する
ことが可能な、ｓｈＲＮＡ発現カセットを有するプラスミドを構築するための一般的な方
法　
　プラスミドpSHAG-1（Paddison et al., Genes Dev. 16 (2002) 948-958；ニューヨーク
州、コールドスプリングハーバー研究所のG.J. Hannon博士による寄贈）を、ゲートウェ
イシステム（カリフォルニア州、カールスバッド、Invitrogen製）への導入クローンとし
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て用いる。pSHAG-1は、attL1組み換え部位とattL2組み換え部位に挟まれた、Ｕ６プロモ
ーター駆動性の発現カセットを含有し、この発現カセットは、ゲートウェイシステムを用
いて、実施例１で使用したpEndK/DEST-R、pEndK/DEST-L、pBHG11-DEST_R及びpAdΔ24-DES
T_Rを含む目的プラスミドベクターに導入することができる。ｓｈＲＮＡコード配列は、B
seRIとBamHIで消化したpSHAG-1を、互換性のある突出したＤＮＡ配列を有する２本のアニ
ーリングした合成オリゴヌクレオチドと連結することによって、導入することができる。
２本のオリゴヌクレオチドの内の１本は、その５’から３’の方向に以下に記載の配列を
有するように設計する：　標的ｍＲＮＡ（即ち、アンチセンス）に相補的な、少なくとも
１９ヌクレオチドで好ましくは２９ヌクレオチド以下の第１伸長鎖、ループ配列、第１伸
長鎖と同じ長さで逆相補的な配列である第２伸長鎖、及び少なくとも４つのチミジンから
なる伸長鎖。２本目のオリゴヌクレオチドは、１本目のオリゴヌクレオチドに対して逆相
補的な配列でなければならない。更に、アニーリングの結果として得られる２本鎖オリゴ
ヌクレオチドは、BseRI制限部位とBamHI制限部位とに互換性のある突出部位を形成しなけ
ればならない。１９～２９ヌクレオチド長の配列の選択によって、所望の標的に対して有
用な、本発明のｓｈＲＮＡを作成することができる。例えば、ホタルルシフェラーゼのタ
ーゲティングに有用なオリゴヌクレオチドとしては：　オリゴヌクレオチド１： 5'-GATT
CCAATTCAGCGGGAGCCACCTGATgaagcttgATCGGGTGGCTCTCGCTGAGTTGGAATCCATTTTTT-3' 及び オ
リゴヌクレオチド２： 5'-GATCAAAAAATGGATTCCAACTCAGCGAGAGCCACCCGATcaagcttcATCAGGTG
GCTCCCGCTGAATTGGAATCCG-3' が挙げられ、上記配列において小文字で示したのはループ配
列である。オリゴヌクレオチド１と２のアニーリングに続く、BseRIとBamHIで消化したpS
HAG-1への連結によって、pSHAG-shRNAが得られる。ルシフェラーゼ特異的ｓｈＲＮＡを例
とした場合には、ホタルルシフェラーゼ遺伝子のコード配列の第１，３４０番～第１，３
６８番ヌクレオチドに対して相同的なｓｈＲＮＡをコードするpSHAG-Ff1が上記実験によ
ってもたらされる。
【実施例３】
【００９０】
実施例１と２のプラスミドを用いて、ｓｈＲＮＡ発現カセットを含有するアデノウイルス
シャトルベクターを構築する一般的な方法　
　Ｅ４領域と右方向ＩＴＲの間に挿入したｓｈＲＮＡ発現カセットを含有するアデノウイ
ルスシャトルベクターを構築するために、ゲートウェイＬＲクロナーゼエンザイムミック
ス（GATEWAY LR Clonase enzyme mix）（Invitrogen製）を製造者のプロトコルに従って
使用して、in vitroゲートウェイＬＲ組み換え反応（GATEWAY LR recombination reactio
n）で、ｓｈＲＮＡ発現カセットを、実施例２のpSHAG-shRNA構築物から実施例１のpEndK/
DEST-Rプラスミド又はpEndK/DEST-Lプラスミドに移す。その結果として、pEndK/shRNA-R
又はpEndK/shRNA-Lが得られた。例えば、pSHAG-Ff1をpEndK/DEST-R又はpEndK/DEST-Lと組
み換えて、それぞれpEndK-Ff1-R又はpEndK-Ff1-Lを得る。
【００９１】
　Ｅ３領域の代わりに挿入したｓｈＲＮＡ発現カセットを含有するアデノウイルスシャト
ルベクターを構築するためには、上記と同じin vitroゲートウェイＬＲ組み換え反応で、
ｓｈＲＮＡ発現カセットを、実施例２のpSHAG-shRNA構築物から実施例１のpBHG11-DEST_R
プラスミドに移し、pBHG11-shRNAを作製する。AdΔ24型ＣＲＡｄ（Fueyo et al., Oncoge
ne 19 (2000): 2-12）の全長ゲノムと、アデノウイルスＥ３領域の代わりに挿入したｓｈ
ＲＮＡ発現カセットとを共に含有するアデノウイルスシャトルベクターを構築するために
は、上記と同じin vitroゲートウェイＬＲ組み換え反応で、ｓｈＲＮＡ発現カセットを、
実施例２のpSHAG-shRNA構築物から実施例１のpAdΔ24-DEST_Rプラスミドに移し、pAdΔ24
-shRNAを作製する。
【実施例４】
【００９２】
実施例３のプラスミドを用いてｓｈＲＮＡ分子を発現する増殖性アデノウイルスを構築す
るための一般的な方法　
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　プラスミドpEndK/shRNA-R及びプラスミドpEndK/shRNA-Lは、KpnI及び／又はEcoRVで直
鎖化することができる。この結果、Ａｄ５の地図上の０～７単位と、挿入したｓｈＲＮＡ
発現カセットを有するＡｄ５の地図上の９３～１００単位とが分離される。このような直
鎖化した分子は、細菌、例えば大腸菌ＢＪ５１８３株において、増殖性アデノウイルス全
長ＤＮＡと組み換えることができる。このような増殖性アデノウイルス全長ＤＮＡは、ア
デノウイルス粒子から単離するか、あるいは、増殖性アデノウイルス全長ＤＮＡ挿入物を
含有するプラスミドの消化によって取り出すこともできる。二重相同組み換え（Double h
omologous recombination）によって増殖性アデノウイルスゲノム挿入物を含有するプラ
スミドを作成するが、この時、ｓｈＲＮＡ発現カセットは、Ｅ４領域と右方向ＩＴＲの間
に挿入する。この方法においては、更に修飾（例えば、腫瘍選択性や腫瘍退縮の増強、指
向性の変化、導入遺伝子の挿入）を有する組み換えアデノウイルスを含む、いかなる全長
増殖性アデノウイルスもｓｈＲＮＡ発現カセットの挿入に用いることが可能であることに
注目されたい。しかし、上記全長増殖性アデノウイルスが、PacI制限部位をそのゲノムに
有していないことが好ましい。挿入したｓｈＲＮＡ発現カセットを有する完全な増殖性ア
デノウイルスゲノムは、プラスミドのPacI消化に続いて放出される。このＤＮＡを、例え
ば、リポフェクタミン試薬を用いてヒト細胞にトランスフェクトする。結果として得られ
る本発明の組み換え増殖性アデノウイルスを単離し、公知の、標準的な細胞培養法とウイ
ルス学的方法とを用いてウイルスを増殖し精製する。
【００９３】
　pBHG11-shRNAプラスミドを、pXC1（Microbix Biosystems製）又は所望の修飾（例えば
、ＣＲＡｄを作製するためにＥ１領域に導入した変異が挙げられるが、Δ２４変異（上記
参照）に限定されるものではない）を有する、pXC1誘導プラスミドと共にヒト細胞にトラ
ンスフェクトし、Ｅ３領域の代わりにｓｈＲＮＡ発現カセットが挿入された、完全な増殖
性アデノウイルスゲノムを再構築するための相同組み換えを行う。このウイルスは次に単
離、増殖及び精製して、公知の方法で使用することができる。又、Ｅ３領域の代わりにｓ
ｈＲＮＡ発現カセットが挿入されたΔ２４型ＣＲＡｄを単離するために、pAdΔ24-shRNA
プラスミドをPacIで消化し、ヒト細胞にトランスフェクトすることができる。こうして得
られたウイルスは、次に単離、増殖及び精製して、公知の方法で使用することができる。
【実施例５】
【００９４】
ホタルルシフェラーゼのサイレンシングを行う、増殖制御可能なアデノウイルスAd5-Δ24
E3-Ff1-R及びAd5-Δ24E3-Ff1-Lの構築　
　ホタルルシフェラーゼに対するｓｈＲＮＡ分子を発現する増殖制御可能なアデノウイル
ス（ＣＲＡｄ）を構築するために、Ｅ１ＡのｐＲｂ結合性ＣＲ２ドメインに２４ｂｐの欠
失（Suzuki et al., Clin. Cancer Res. 8 (2002): 3348-3359）を有するＡｄ５誘導ＣＲ
ＡｄであるAd5-Δ24E3を骨格として用いた。実施例４に記載した一般的な方法によると、
大腸菌ＢＪ５１８３株の中で、全長Ad5-Δ24E3ウイルスＤＮＡとKpnI消化pEndK-Ff1-R又
はKpnI消化pEndK-Ff1-L（実施例３参照）との相同組み換えを行って、それぞれプラスミ
ドpAdΔ24E3-Ff1-R及びプラスミドpAdΔ24E3-Ff1-Lを得た。これらプラスミドをPacIで消
化して、Ｆｆ１ ｓｈＲＮＡ発現カセット挿入物を有する全長アデノウイルスＤＮＡをプ
ラスミド骨格から取り出し、ヒト２９３細胞にトランスフェクトした（Graham et al., J
. Gen. Virol. 36 (1977): 59-74）。Ad5-Δ24E3.Ff1-R ＣＲＡｄ及びAd5-Δ24E3.Ff1-L 
ＣＲＡｄを回収し、Ａ５４９細胞（ＡＴＣＣより入手）で更に増幅した。最終産物につい
て、E1Δ24欠失、U6-Ff1挿入及びその方向をＰＣＲで確認し、標準的な方法に従って、２
９３細胞を用いた限界希釈プラーク滴定で機能的なＰＦＵ力価を求めた。
【実施例６】
【００９５】
増殖制御可能なアデノウイルスAd5-Δ24E3-Ff1-R及びAd5-Δ24E3-Ff1-Lによる、ヒト癌細
胞におけるホタルルシフェラーゼの特異的サイレンシング　
　サイレンシング効率を正確に定量し、実験間の差異を的確に補正するために、我々は二
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方向ｈＡＲプロモーター（Barski et al., Biotechniques 36 (2004): 382-4, 386, 388
）によってホタルルシフェラーゼ遺伝子とRenillaルシフェラーゼ遺伝子を発現し、その
ために、ホタルルシフェラーゼのサイレンシグをRenillaルシフェラーゼの発現に対して
正規化することが可能な、レポータープラスミドphAR-FF-RLを使用した。phAR-FF-RLを構
築するために、サブクローンしたゲノムＤＮＡをテンプレートとし、両端にSacI部位（下
線で示した部位）を作製する以下のプライマーを用いたＰＣＲでｈＡＲプロモーター（転
写開始部位に対して－１２４～＋２９ヌクレオチド；Genbankアクセッション番号：AF112
482）を得た： 5'-CCAGAAGAGCTCGCAACGTGGCATCTGCTA-3'と5'-GTTTGGAGAGCTCCTGGGCACAATG
AGGC-3'。ＰＣＲ産物を、プロモーターの３’末端がホタルルシフェラーゼ遺伝子に向く
ようにpGL3-basic（ウイスコンシン州、マディソン、Promega製）のSacI部位に挿入し、p
hAR-FFを作製した。次に、pRL-TK（Promega製）をテンプレートとし、両端にKpnI部位（
下線で示した部位）を作製する以下のプライマーを用いたＰＣＲでRenillaルシフェラー
ゼｃＤＮＡを得た：5'-ACAACGGTACCGAACTTAAGCTGCAG-3'と5'-CCGAAAGGTACCACCTGGATCCTTA
TC-3'。得られたｃＤＮＡは、ホタルルシフェラーゼ遺伝子とは逆向き、即ちｈＡＲプロ
モーターの５’末端がRenillaルシフェラーゼ遺伝子の５’末端側を向くように、phAR-FF
のKpnI部位に挿入した。
【００９６】
　ヒト非小肺癌細胞であるＡ５４９細胞、乳癌細胞であるＭＣＦ－７細胞及び子宮頸癌細
胞であるＨｅＬａ細胞をアメリカンタイプカルチャーコレクション（バージニア州、マナ
ッサス）から入手した。骨肉腫細胞であるＳａＯｓ－２細胞は、ドイツ国、ミュンスター
大学（Westfalische Wilhelms-Universitat, Munster）のF. van Valen博士から寄贈され
たものである。細胞は、１０％ウシ胎児血清、５０ＩＵ／ｍｌペニシリン及び５０μｇ／
ｍｌストレプトマイシン（英国、ペイズリー、Life Technologies, Inc.製）を添加した
、Ｆ１２添加ＤＭＥＭ培地で維持した。ヒト癌細胞系は２４穴プレート上に５０～７０％
コンフルエントとなるように植え、リポフェクタミン プラス（Invitrogen製）を製造者
のプロトコルに従って使用して、５０ｎｇのphAR-FF-RLと２５０ｎｇの空のプラスミドで
あるpBluescript SK(-)キャリアーＤＮＡ（カリフォルニア州、ラホーヤ、Stratagene製
）をトランスフェクトした。対照ＣＲＡｄであるAd5-Δ24E3による感染、あるいはサイレ
ンシング用ＣＲＡｄであるAd5-Δ24E3.Ff1-R又はAd5-Δ24E3.Ff1-L（上記参照）による感
染は、重複感染度が５００ＰＦＵ／細胞の条件下、３７℃で２時間行い、その直後にトラ
ンスフェクションを行った。ホタルルシフェラーゼとRenillaルシフェラーゼの活性は、
デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイシステム（Dual-Luciferase Reporter Assay
 System）（Promega製）を製造者のプロトコルに従って使用し、感染から３０時間後に測
定した。
【００９７】
　種々の細胞系において、Ad5-Δ24E3.Ff1-RとAd5-Δ24E3.Ff1-Lはそれぞれ、正規化した
ホタルルシフェラーゼ発現を、親ウイルスである対象ＣＲＡｄ Ad5-Δ24E3を感染した後
に見られる発現レベルの約６０％～３０％まで抑制した（図１Ａ）。この結果は、ＣＲＡ
ｄに感染した宿主細胞において、ＣＲＡｄが発現したｓｈＲＮＡは標的遺伝子の発現を抑
制することができることを示した。
【００９８】
　ｓｈＲＮＡは複製しているアデノウイルスにコードされているので、ウイルスゲノムの
複製の結果として、ｓｈＲＮＡの発現はおそらく経時的に増加するはずであると考えられ
た。Ad5Δ24-CMV-lucを用いた試験実験（実施例１０）は、Ａ５４９細胞においては、導
入遺伝子発現の対数的な増加は感染後２０時間から始まり、３２時間には定常期に達した
。Ｕ６プロモーターによって駆動されるｓｈＲＮＡの発現が同様の発現プロファイルを示
すと仮定して、我々は、ｓｈＲＮＡの誘導するサイレンシング効果は複製周期の間に増加
すると予想した。これを試験するために、Ａ５４９細胞内のAd5-Δ24E3.Ff1-Rによるサイ
レンシングを、感染から１２、２４、３６と４８時間後に測定する経時的な実験を実施し
た。この実験は、感染から初めの二日の間に、Ad5-Δ24E3.Ff1-RはＡ５４９細胞によるホ
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タルルシフェラーゼの発現を進行的に阻害することを明らかにした（図１Ｂ）。ＣＰＥが
顕在化する感染から４８時間後には、Ad5-Δ24E3.U6-Ff1-Rは、ホタルルシフェラーゼ活
性をAd5-Δ24E3を用いた対象の約３０％にまで沈黙させた。
【００９９】
　ホタルルシフェラーゼ発現値は内部標準としたRenillaルシフェラーゼ発現を用いて正
規化し、ｓｈＲＮＡを発現するＣＲＡｄの効果は、Ad5-Δ24E3親ウイルスを感染した後の
発現と比較したので、観察されたホタルルシフェラーゼ発現の抑制がウイルスの複製によ
って生じた非特異的効果であるとは考えられない。しかし、この可能性を正式に排除する
ために、変異ホタルルシフェラーゼのサイレンシングについて検討した。このために我々
は、phAR-FF-RLのコードするホタルルシフェラーゼ遺伝子のｓｈＲＮＡ標的配列に６つの
サイレント点変異を導入した。我々は、phAR-FF-RLの標的認識部位を以下の配列に変更す
ることで、phAR-FF-RLに似ているが、ホタルルシフェラーゼの標的認識部位にサイレント
変異を有する対照レポータープラスミドphAR-FF*-RLを作製した：5'-ACCAGGTTGCCCCTGCTG
AGTTGGAATCG-3'（変異は下線で示した）。変異は、初めにpGL2（Promega製）に導入した
が、偶然にも、標的認識部位はEcoRV制限部位とClaI制限部位に挟まれており、変異の導
入に小さなリンカー配列を使うことを可能にした。この目的のために、オリゴヌクレオチ
ドである5'-ACCAGGTTGCCCCTGCTGAGTTGGAAT-3'と5'-CGATTCCAACTCAGCAGGGGCAACCTGGT-3'を
アニーリングし、キナーゼで処理した。このリンカーをEcoRVとClaIで消化したpGL2に連
結することで、未修飾の標的配列を置換した。得られたベクターから、変異した標的部位
を有するホタルルシフェラーゼ配列を含有する７６５ｂｐのSphI-SgrAI断片を得て、phAR
-FF-RLに連結することで、対応するSphI-SgrAI領域を置換した。予想通り、phAR-FF*-RL
に導入した変異はホタルルシフェラーゼタンパク質の活性に影響を与えないが、変異レポ
ータープラスミド（phAR-FF*-RL）とpSHAG-Ff1のコトランスフェクションによって確認さ
れたように、Ｆｆ１ ｓｈＲＮＡの仲介するサイレンシングを無効にした。Ａ５４９細胞
をAd5-Δ24E3、Ad5-Δ24E3.U6-Ff1-R又はAd5-Δ24E3.U6-Ff1-Lに感染させ、レポータープ
ラスミドphAR-FF-RL又は変異レポータープラスミドphAR-FF*-RLでトランスフェクトした
。図１Ｃは、どちらのサイレンシングＣＲＡｄも感染から３０時間後に、以前の実験と同
様に、ホタルルシフェラーゼの発現を約５０％にまで抑制したが、変異ホタルルシフェラ
ーゼの発現を変えることはなかった。この結果は、観測したホタルルシフェラーゼ発現の
サイレンシングはｓｈＲＮＡ標的配列に依存し、哺乳類ＲＮＡｉ経路によってもたらされ
ることを証明した。
【実施例７】
【０１００】
ｐ５３アンタゴニストを沈黙させる増殖制御可能なアデノウイルスの構築　
　HPV-18 E6に対する、PolIII Ｈ１プロモーター駆動性のｓｈＲＮＡを発現する、Ad5-Δ
24E3（Suzuki et al., Clin. Cancer Res. 8 (2002): 3348-3359）の誘導体を以下の方法
で作製した。初めに、Ad5-Δ24E3直鎖状ｄｓＤＮＡをウイルス粒子から単離し、ＢＪ５１
８３株の中で直鎖状pEndK/Spe（上記参照）と組み換えて、プラスミドクローンpAdΔ24E3
を得、これをPacIで消化することで全長AdΔ24E3 ＤＮＡを取り出した。次に、HPV-18 E6
の１９ヌクレオチド（第３８５番～第４０３番ヌクレオチド、番号付けはCole and Danos
, J. Mol. Biol. 193 (1987): 599-608に基づく）、それに続く９ヌクレオチドのループ
リンカー（小文字で示した）及びHPV-18 E6の上記１９ヌクレオチド配列の逆相補鎖から
なる合成２本鎖オリゴヌクレオチドを、プラスミドpSUPER（Brummelkamp et al., Scienc
e 296 (2002): 550-553）に挿入し、pSUPER-18E6を作製した。このために、オリゴヌクレ
オチドFP_super18E6（5'-gatccccCTAACACTGGGTTATACAAttcaagagaTTGTATAACCCAGTGTTAGttt
ttggaaa-3'）とオリゴヌクレオチドRP_super18E6（5'-agcttttccaaaaaCTAACACTGGGTTATAC
AAtctcttgaaTTGTATAACCCAGTGTTAGggg-3'）のアニーリングを行って、BglII/HindIIIで消
化したpSUPERに連結した。pSUPER-18E6をHindIIIで消化し、突出末端をKlenowポリメラー
ゼで埋めて、NheI部位を作製するために再度連結した。続いて、SpeIとNheIで消化するこ
とでH1_18E6断片を取り出し、SpeIで消化したpEndK/SpeIに挿入することでプラスミドpEn
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dK.H1_18E6を作製した。ＨＰＶ－１８で形質転換したヒト癌細胞において、ｐ５３活性阻
害の低下をもたらすHPV-18 E6の機能的なサイレンシングは、ＨｅＬａ子宮頸癌細胞にpEn
dK.H1_18E6をｐ５３特異的レポータープラスミドPG13-Luc（el-Deiry et al., Cell 75 (
1993): 817-825）と共にトランスフェクトし、ルシフェラーゼの発現を測定することで確
認した。この実験は、pEndK/SpeIをPG13-lucと共に用いた対照トランスフェクションやPG
13-Lucのみのトランスフェクションに続いて測定した値よりも顕著に高い値を示した。従
って、pEndK.H1_18E6の発現したｓｈＲＮＡは、ｐ５３アンタゴニストを沈黙させた。次
に、pEndK.H1_18E6をKpnIとEcoRVで消化することで直鎖状にし、大腸菌ＢＪ５１８３細胞
内で、PacIで直鎖状にしたAd5-Δ24E3 ＤＮＡと組み換えた。こうすることによってpAdΔ
24.H1_18E6が得られた。PacIで直鎖状にしたpAdΔ24.H1_18E6で９１１細胞（Fallaux et 
al., Hum. Gene Ther. 7 (1996): 215-222）をトランスフェクトし、AdΔ24.H1_18E6ウイ
ルスを単離して、Ａ５４９細胞で更に増殖した。
【０１０１】
　Δ２４変異をＥ１領域（Fueyo et al., Oncogene 19 (2000): 2-12）に有し、ｐ５３ア
ンタゴニストであるpolo様キナーゼ１（plk-1）及びparcに対して特異的なそれぞれ異な
るｓｈＲＮＡを発現するいくつかのＣＲＡｄを以下の方法で作製した。両方の標的遺伝子
に対して、標的ｍＲＮＡの異なる配列を標的とする３種の異なるサイレンシング構築物を
設計した。各サイレンシング構築物について、２つのオリゴヌクレオチドからなるセット
を合成した。オリゴヌクレオチドの配列は下記に示した。実施例２の記載に従って、２つ
のオリゴヌクレオチドをアニーリングし、BseRIとBamHIで消化したpSHAG-1に挿入した。
得られたpSHAG-shRNA構築物内のｓｈＲＮＡ発現カセットを、実施例３に従って、ゲート
ウェイＬＲin vitro組み換え反応でpAdΔ24-DEST_R（実施例１）に移した。全長クローン
をPacIで消化し、９１１細胞にトランスフェクトして、ｓｈＲＮＡを発現する増殖性アデ
ノウイルスを得、Ａ５４９細胞で更に増殖した。
【０１０２】
　使用したオリゴヌクレオチドのセットは以下の通りである。
plk-1用のセット：
　セットＡ：　5'-GGCGGCTTTGCCAAGTGCTTCTCGAGAAGCACTTGGCAAAGCCGCCCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGGGCGGCTTTGCCAAGTGCTTCTCGAGAAGCACTTGGCAAAGCCGCCCG-3'；
　セットＢ：　5'-GCCGCCTCCCTCATCCAGAACTCGAGTTCTGGATGAGGGAGGCGGCCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGGCCGCCTCCCTCATCCAGAACTCGAGTTCTGGATGAGGGAGGCGGCCG-3'；及び
　セットＣ：　5'-ATGAAGAAGATCACCCTCCTTACTCGAGTAAGGAGGGTGATCTTCTTCATCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGATGAAGAAGATCACCCTCCTTACTCGAGTAAGGAGGGTGATCTTCTTCATCG-3'。
parc用のセット：
　セットＡ：　5'-GAAGCTTTCCTCGAGATCCACTTCCTGTCATGGATCTCGAGGAAAGCTTCCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGGAAGCTTTCCTCGAGATCCATGACAGGAAGTGGATCTCGAGGAAAGCTTCCG-3'；
　セットＢ：　5'-GCATCGAGCAGCACATGGATCTTCCTGTCAATCCATGTGCTGCTCGATGCCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGGCATCGAGCAGCACATGGATTGACAGGAAGATCCATGTGCTGCTCGATGCCG-3'；及び
　セットＣ：　5'-CTCGCCAGGAGAAGCGGTTTCTTCCTGTCAAAACCGCTTCTCCTGGCGAGCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGCTCGCCAGGAGAAGCGGTTTTGACAGGAAGAAACCGCTTCTCCTGGCGAGCG-3'。
【実施例８】
【０１０３】
ｐ５３アンタゴニストを沈黙させ、更にｐ５３依存性アポトーシス経路の機能的因子を発
現する、増殖制御可能なアデノウイルスの構築　
　HPV-18 E6に対する、PolIII Ｈ１プロモーター駆動性のｓｈＲＮＡを発現し、更にヒト
ｐ５３を発現する、Ad5-Δ24E3（Suzuki et al., Clin. Cancer Res. 8 (2002): 3348-33
59）の誘導体を以下の方法で作製した。初めにプラスミドpEndK/p53を作製した。このた
めに、pBluescript SK(-)をSmaIとEcoRVで消化し、自己連結することで、EcoRV部位を欠
失したpBluescript SK(-)（カリフォルニア州、ラホーヤ、Stratagene製）の誘導体を作
製した。得られたベクターをKpnIとSalIで消化し、pABS.4-p53（Van Beusechem et al., 
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Cancer Res. 62 (2002): 6165-6171）のＳＶ４０プロモーター駆動性ヒトｐ５３発現カセ
ットを含むKpnI/SalI断片を挿入して、pBSK-p53を得た。続いて、pBSK-p53のKpnI部位をS
peI部位に変更した。これは、pBSK-p53をKpnIで消化し、オリゴ5'-TCAGGACTAGTGGAATGTAC
-3'とオリゴ5'-ATTCCACTAGTCCTGAGTAC-3'をアニーリングすることで作製した合成２本鎖
オリゴヌクレオチドを挿入することで行った。２．６ｋｂのSV40-p53断片をSpeI消化によ
って取り出し、SpeIで消化したpEndK/Spe（上記参照）に挿入した。SV40-p53カセットが
アデノウイルスのＬ鎖に配置されるような向きに挿入物を有するクローンを単離し、pEnd
K/p53と命名した。pEndK/p53からの機能的なｐ５３の発現は、ｐ５３欠失ＳａＯｓ－２骨
肉種細胞にpEndK/p53をトランスフェクトするか、あるいは対照構築物であるpEndK/SpeI
をｐ５３特異的レポータープラスミドPG13-Luc又は負の対照であるプラスミドMG15-Luc（
el-Deiry et al., Cell 75 (1993): 817-825）と共にトランスフェクトし、次の日にルシ
フェラーゼの発現を測定することで確認した。pEndK/p53のトランスフェクションの結果
、ｐ５３特異的ＰＧ－１３／ＭＧ－１５比は６３となったが、空のpEndK/SpeIベクターを
トランスフェクトした際のＰＧ－１３／ＭＧ－１５比はたった０．７だった。次に、pEnd
K/p53をClaIで消化し、Klenowポリメラーゼで埋め、pSUPER-18E6（上記参照）のH1-18E6
断片を含むHincII/SmaI断片を挿入して、pEndK/p53.H1_18E6を得た。最後に、KpnIとEcoR
Vによる消化によってpEndK/p53.H1_18E6を直鎖状にし、大腸菌ＢＪ５１８３細胞内で、Pa
cIで直鎖状にしたAd5-Δ24E3 ＤＮＡ（上記参照）と組み換え、pAdΔ24.p53(L).H1_18E6
を作製した。このベクターをPacIで直鎖状にし、パッケージング用の９１１細胞にトラン
スフェクトした。AdΔ24.p53(L).H1_18E6ウイルスを単離し、Ａ５４９細胞で更に増殖し
た。
【実施例９】
【０１０４】
ｐ５３経路阻害因子を沈黙させる増殖制御可能なアデノウイルスの構築　
　Δ２４変異をＥ１領域（Fueyo et al., Oncogene 19 (2000): 2-12）に有し、bcl-2に
対して特異的なそれぞれ異なるｓｈＲＮＡを発現するいくつかのＣＲＡｄを、実施例７で
plk-1やparcに対して特異的なｓｈＲＮＡを発現するＣＲＡｄを作製するために用いた方
法で作製した。bcl-2 ｍＲＮＡ上の標的配列に特異的な、下記のオリゴヌクレオチドのセ
ットを使用したことだけが異なる点である。
　セットＡ：　5'-CTGCACCTGACGCCCTTCACCTTCCTGTCAGTGAAGGGCGTCAGGTGCAGCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGCTGCACCTGACGCCCTTCACTGACAGGAAGGTGAAGGGCGTCAGGTGCAGCG-3'；
　セットＢ：　5'-GGAGGATTGTGGCCTTCTTTCTTCCTGTCAAAAGAAGGCCACAATCCTCCCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGGGAGGATTGTGGCCTTCTTTTGACAGGAAGAAAGAAGGCCACAATCCTCCCG-3'；及び
　セットＣ：　5'-GATCCAGGATAACGGAGGCTCTTCCTGTCAAGCCTCCGTTATCCTGGATCCTTTTT-3'と
5'-GATCAAAAAGGATCCAGGATAACGGAGGCTTGACAGGAAGAGCCTCCGTTATCCTGGATCCG-3'。
【実施例１０】
【０１０５】
ｐ５３アンタゴニストを沈黙させ、指向性が変化している増殖制御可能なアデノウイルス
の構築　
　HPV-18 E6に対する、PolIII Ｈ１プロモーター駆動性のｓｈＲＮＡを発現し、更にアデ
ノウイルスの指向性を拡大して、感染力の増強と種々のヒト癌細胞に対する腫瘍退縮力の
向上をもたらす修飾fiber遺伝子を発現する、Ad5-Δ24RGD（Suzuki et al., Clin. Cance
r Res. 7 (2001): 120-126）の誘導体を以下の方法で作製した。公知の方法で直鎖状の全
長２本鎖Ad5-Δ24RGD ＤＮＡをAd5-Δ24RGDウイルスから単離し、大腸菌ＢＪ５１８３細
胞内で、 KpnI/EcoRVで消化したpEndK.H1_18E6（上記参照）と組み換え、pAdΔ24RGD.H1_
18E6を作製した。続いて、PacIで直鎖状にしたpAdΔ24RGD.H1_18E6をパッケージング用の
９１１細胞にトランスフェクトし、pAdΔ24RGD.H1_18E6ウイルスを単離し、Ａ５４９細胞
で更に増殖した。
【実施例１１】
【０１０６】
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ＭＬＰ駆動性のホタルルシフェラーゼを発現し、アデノウイルス阻害因子の同定及びアデ
ノウイルス阻害因子を沈黙させることのできるｓｈＲＮＡ分子の選択に有用な、増殖性ア
デノウイルスAd5Δ24-SA-Lucの構築　
　内因性アデノウイルスＭＬＰによって発現される導入遺伝子を有する増殖性アデノウイ
ルスを構築するために、部分的なＡｄ５ゲノムを含有するプラスミドのＥ３領域の代わり
に、スプライス受容配列とそれに続く複数のクローニング部位及びポリアデニル化部位を
挿入した。このために、合成オリゴヌクレオチドである5'-GGCAGGCGCAATCTTCGCATTTCTTTT
TTCCAGGAATCTAGAGATATCGAGCTCAATAAAG-3'と5'-AATTCTTTATTGAGCTCGATATCTCTAGATTCCTGGAA
AAAAGAAATGCGAAGATTGCGCCTGCCTGCA-3'をアニーリングせしめ、EcoRIとPstIで消化したpAB
S.4（カナダ国、トロント、Microbix Biosystems製）にクローニングした。得られたプラ
スミドpABS.4-SA-MCSは、Fiber遺伝子の長いスプライス受容部位、XbaI、EcoRVとSacIの
制限部位を含む小さなクローニング部位およびポリアデニル化部位を包含する、長さが３
２ヌクレオチドのアデノウイルス セロタイプ４０の配列を含有し、所望の導入遺伝子を
挿入できるような柔軟性を持たせて設計してある。簡単且つ定量的な方法で測定すること
が可能な、内因性アデノウイルスＭＬＰによって発現される導入遺伝子を有する増殖性ア
デノウイルスを構築するために、ホタルルシフェラーゼ遺伝子をpABS.4-SA-MCSのＭＣＳ
に挿入した。このために、pSP-Luc+ベクター（Promega製）をテンプレートＤＮＡとして
用い、突出したXbaI部位とSacI部位を有するオリゴヌクレオチドである5'-GGGTCTAGAGCCA
CCATGGAAGACGCCAAAAAC-3'と5'-CCCGAGCTCCTTACACGGCGATCTTTCCGC-3'をプライマーとして
用いたＰＣＲによって、ホタルルシフェラーゼのｃＤＮＡを得た。ＰＣＲ産物をXbaIとSa
cIで消化し、同じ酵素で消化したpABS.4-SA-MCSに連結して、pABS.4-SA-Lucを得た。この
プラスミドをPacIで消化し、SA-Lucとカナマイシン耐性遺伝子を含む断片をPacIで消化し
たpBHG11（Microbix biosystems製）に挿入した。アデノウイルスのＲ鎖にSA-Lucが配置
されるような向きに挿入物を有するクローンを単離し、次にカナマイシン耐性遺伝子を取
り除くために、SwaIで消化し、自己連結させて、pBHG11-SA-Lucを得た。
【０１０７】
　ＳＡの代わりにＣＭＶプロモーターを有する対照アデノウイルスを構築するために、Nh
eIとBglIIを用いてpAdTrack（(He et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998): 250
9-2514）からヒトＣＭＶプロモーターを取り出し、SpeIとBamHIで消化したpBluescript S
K(-)(-)（Stratagene製）にサブクローニングした。続いて、このプラスミドをXbaIとPst
Iで消化し、ＣＭＶプロモーターを含む断片を、XbaIとPstIで消化したpABS.4.SA.MCSに連
結することで、スプライス受容部位をＣＭＶプロモーターで置換した。このプラスミド（
pABS.4-CMV-MCS）を、pBHG11-SA-Luc（上記参照）を得るために用いた方法と同様の方法
で、pBHG11-CMV-Lucを構築するために使用した。
【０１０８】
　ＭＬＰ又はＣＭＶ制御下でルシフェラーゼを発現する増殖制御可能なアデノウイルスは
、ＲＢタンパク質（Fueyo et al., Oncogene 19 (2000): 2-12）への結合に必要な、Ｅ１
ＡのＣＲ２ドメインの第１２２番～第１２９番アミノ酸に対応する２４塩基の欠失を有す
る、pXC1（Microbix Biosystems製）の誘導体であるpXC1-Δ24と、pBHG11-SA-Luc又はpBH
G11-CMV-Lucとの、２９３細胞内での相同組み換えによって作製した。こうすることで、
ＣＲＡｄであるAd5Δ24-SA-LucとAd5Δ24-CMV-Lucが得られた。
【実施例１２】
【０１０９】
宿主細胞内での増殖性アデノウイルスAd5Δ24-SA-Lucによるルシフェラーゼの発現は、ア
デノウイルスの複製に依存する　
　アデノウイルスの複製に関連した導入遺伝子の発現を研究するために、９６穴プレート
に植えたＡ５４９細胞を、細胞あたり２０ＰＦＵの、ルシフェラーゼを発現する組み換え
アデノウイルスに３７℃で２時間感染させ、続いて感染培地を、細胞周期阻害剤であるア
ピゲニン（apigenin）を含有するか含有しない新鮮培地と交換した。アデノウイルスの複
製には細胞周期の進行がＳ期を経ることが必要なため、アピゲニン処理はアデノウイルス
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の複製を阻害する。これは、Ad5-Δ24E3（上記参考）による感染から３２時間後に、７５
μＭのアペニゲンの存在下で培養した細胞の含有するAd5-Δ24E3ウイルスゲノムを定量的
ＰＣＲで測定したところ、その量が１，０００分の１～１０，０００分の１にまで減って
いたことによって確認された。ルシフェラーゼ活性は、種々の濃度のアペゲニンの存在下
又は非存在下で培養したアデノウイルス感染細胞について、感染から３２時間後にルシフ
ェラーゼ化学発光アッセイシステム（luciferase chemiluminescence assay system）（P
romega製）を用いて行った。図２は、Ad5Δ24-SA-LucとAd5Δ24-CMV-Luc（上記参照）を
用いて得られた結果と、非増殖性の対照ウイルスであるAd5-ΔE1-CMV-Lucを用いて得られ
た結果を示す。Ad5-ΔE1-CMV-Lucは、Ｅ１領域とＥ３領域に欠失を有し、pCEP4（Invitro
gen製）由来のＣＭＶプロモーターとpGL3-Basic（Promega製）由来のルシフェラーゼ遺伝
子（Yamamoto et al., Mol. Ther. 3 (2001): 385-394；アラバマ州、バーミンガム、ア
ラバマ大学のM. Yamamoto博士による寄贈）からなる発現カセットをＥ１領域に有する。
非増殖性アデノウイルスベクターAd5-ΔEl-CMV-Lucによるルシフェラーゼの発現は、アピ
ゲニン処理による影響を受けず、予想したとおり、導入遺伝子の発現はアデノウイルスの
複製に依存していなかった。増殖性アデノウイルスベクターAd5Δ24-CMV-Lucによるルシ
フェラーゼの発現は、アピゲニン処理によって約３５分の１に減少し、導入遺伝子の発現
は、アデノウイルスの複製に部分的に依存することを示した。増殖性アデノウイルスベク
ターAd5Δ24-SA-Lucによるルシフェラーゼの発現は、アピゲニン処理によって約４，６０
０分の１に減少し、このウイルスにおけるＭＬＰ駆動性の導入遺伝子発現は、アデノウイ
ルスの複製に強く依存していることを示した。従って、Ad5Δ24-SA-Lucは、第１の種類の
細胞におけるアデノウイルスの複製を第２の種類の細胞におけるアデノウイルスの複製と
比較する工程を含む本発明の方法に有用である。Ad5Δ24-SA-Lucに感染した細胞における
ルシフェラーゼ活性は、この細胞におけるAd5Δ24-SA-Lucの複製と直接関連し、簡単なア
ッセイ（下記参照）によって測定することができる。
【実施例１３】
【０１１０】
アデノウイルス阻害因子を同定し、そのアデノウイルス阻害因子のサイレンシングが可能
なｓｈＲＮＡ分子を選択する方法　
　ＲＮＡｉを用いて標的細胞の細胞遺伝子を沈黙させ、これら細胞を増殖性ウイルスに感
染させ、そして複製及び／又は細胞溶解に対するサイレンシングの効果を測定することで
、アデノウイルスの複製又は細胞溶解に対する阻害因子のみならず、このような阻害因子
の発現を低下させうるサイレンシング因子を同定することができる。従来技術の項で説明
したように、合成ｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡをコードするプラスミドの形態で、大規模な
サイレンシング因子ライブラリーが既に入手可能である。ライブラリーの個々のメンバー
について大規模のトランスフェクションを行うための方法も既に存在し（Berns et al., 
Nature 428 (2004): 431-437; Paddison et al., Nature 428 (2004): 427-431）、この
ような方法は、公知の方法に基づいた増殖性ウイルスによる感染と組み合わせることも容
易である。このようなライブラリーを用いた阻害因子とサイレンシング因子の同定を成功
させるためには、ウイルスの複製及び／又は細胞溶解の測定に簡便且つ定量的なアッセイ
を用いることが好ましく、スクリーニングの工程を自動化できるような機械化プラットフ
ォーム（robotic platform）と互換であることが好ましい。アデノウイルスの複製を測定
するために、我々は、マーカー遺伝子であるルシフェラーゼを主要後期プロモーターの制
御下で発現する、増殖可能なAd5Δ24-SA-Lucウイルスを開発した（実施例１２を参照）。
このウイルスのゲノムからのルシフェラーゼ発現はウイルスの複製に依存するので、この
ウイルスに感染した細胞によるルシフェラーゼの発現は、ウイルスの複製に対して感受性
の高いマーカーとして用いることができる。ウイルスに感染した細胞の溶解を測定するた
めの方法としては、損傷した細胞の細胞質から培養上清に放出された乳酸デヒドロゲナー
ゼの活性の測定に基づく、細胞死と細胞溶解を定量するための比色定量的、蛍光定量的又
は化学発光的なアッセイが既に市販されている（Roche Applied Science; Cambrex; Prom
ega）。
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【実施例１４】
【０１１１】
実施例８の増殖制御可能なアデノウイルスは、ｐ５３アンタゴニストであるアデノウイル
ス阻害因子を発現する細胞においてｐ５３機能を復帰し、宿主細胞における上記アデノウ
イルス阻害因子の発現によって遅延したアデノウイルス複製及び／又は細胞溶解を克服す
る　
　ＣＲＡｄであるAdΔ24とAdΔ24-p53（Van Beusechem et al, Cancer Res. 62 (2002): 
6165-6171）及びAdΔ24.p53(L).H1_18E6（実施例８を参照）を、ＨＰＶ－１８陽性のＨｅ
Ｌａ子宮頸癌細胞（ＡＴＣＣより入手）を感染させるのに用いた。感染は、リポフェクタ
ミンプラス（LipofectAMINE Plus）（Invitrogen製）を製造者のプロトコルに従って使用
して、２００ｎｇのPG13-Lucプラスミド（el-Deiry et al, Cell 75 (1993): 817-825）
をＨｅＬａ細胞にトランスフェクトした２４時間後に、１０ＰＦＵ／細胞のＣＲＡｄを用
いて行った。PG13-Lucはｐ５３依存性プロモーターによって駆動されるホタルルシフェラ
ーゼ遺伝子を発現する。感染から７２時間後には細胞をレポーター溶解バッファー（Repo
rter Lysis Buffer）（Promega製）の中で溶解し、ルシフェラーゼ化学発光アッセイシス
テム（Promega製）及びLumat LB 9507発光計測器（Lumat LB 9507 luminometer）を用い
て化学発光を測定した。測定した相対光学単位は擬似感染対照に基づいて正規化した。図
３に示したように、機能的なｐ５３の発現は、AdΔ24感染細胞と比べてAdΔ24-p53感染細
胞でほんのわずかばかり上昇したにすぎず、これはＨｅＬａ細胞において、ｐ５３はHPV-
18 E6タンパク質によって効果的に阻害されていることを示した。AdΔ24.p53(L).H1_18E6
感染細胞においては、相当に高いレベルのｐ５３活性が測定され、AdΔ24.p53(L).H1_18E
6内のHPV-18 E6特異的ｓｈＲＮＡは、ＨｅＬａ細胞におけるｐ５３阻害を抑制したことを
示した。
【０１１２】
　AdΔ24.p53(L).H1_18E6によるHPV-18 E6のサイレンシングが、ＨＰＶ－１８陽性癌細胞
におけるアデノウイルスの複製及び／又は細胞溶解の特異的な増大に繋がるのかどうかを
研究するために、AdΔ24、AdΔ24-p53及びAdΔ24.p53(L).H1_18E6を用いてＨｅＬａ細胞
又はＨＰＶ－１６陽性ＳｉＨａ子宮頸癌細胞（ＡＴＣＣより入手）を感染させた。H1_18E
6 ｓｈＲＮＡはHPV-18 E6特異的であり、従ってHPV-16 E6を抑制しないので、ＳｉＨａ細
胞は負の対照となった。既に、いくつかの癌細胞系におけるｐ５３発現による効果の向上
が１００倍を超えることを見出した（Van Beusechem et al, Cancer Res. 62 (2002): 61
65-6171）。このような細胞系の１つである乳癌細胞系であるＭＤＡ－ＭＢ－２３１を、
正の対照として加えた。細胞は、ウエルあたり５×１０4個を２４穴プレートに植え付け
、次の日に、ウエルあたり５個～５×１０5個の感染性ウイルスを用いて感染させた。１
時間後には培地を交換し、３～４日に１回培地の５０％を交換しながら引き続き細胞を２
０日間培養した。培養中は、増殖性アデノウイルスはその宿主細胞を溶解して、新たな宿
主細胞に感染することのできる娘ウイルスを放出することができた。ウイルスのライフサ
イクル（複製、細胞溶解、そして再感染）の進行が効果的であるほど、培養中の細胞を全
滅させるのに必要な初期接種ウイルスの量は少ない。２０日後には培地を除去し、残存す
る付着細胞を４％（ｖ／ｖ）ホルムアルデヒドのＰＢＳ溶液を用いて室温で２０分固定し
、７０％（ｖ／ｖ）エタノール溶液で調製した１０ｇ／リットルのクリスタルバイオレッ
ト溶液を用いて室温で２０分染色した。何回か水で洗浄した後に、培養プレートを風乾し
、バイオラドGS-690イメージングデンシトメーター（Bio-Rad GS-690 imaging densitome
ter）でスキャンした。図４は、AdΔ24-p53のＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞、ＳｉＨａ細胞
及びＨｅＬａ細胞のそれぞれに対する効果は、AdΔ24と比べて、１０００倍、１０倍、そ
して１０倍未満であることを示した。従って、ｐ５３の発現は、ＨＰＶ陽性の子宮頸癌細
胞におけるアデノウイルスの溶解性複製を増大させたが、その効果は、ＨＰＶ陰性癌細胞
で見られるほど甚大ではなかった。重要なことに、AdΔ24.p53(L).H1_18E6はAdΔ24-p53
と比べて、ＨＰＶ－１８陽性ＨｅＬａ細胞に対しては約１０倍以上効果的だったが、ＨＰ
Ｖ陰性ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞やＨＰＶ－１８陰性のＳｉＨａ細胞に対しては、AdΔ24
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-p53と同程度に効果的だった。この結果は、アデノウイルス阻害因子（HPV-18 E6）に対
する短いヘアピンＲＮＡサイレンシング因子の発現により、アデノウイルス阻害因子を発
現する宿主細胞における遅延したアデノウイルスの複製及び／又は細胞溶解が特異的に解
消されることを示す。
【図面の簡単な説明】
【０１１３】
【図１Ａ】標的遺伝子の発現を沈黙させるｓｈＲＮＡをコードする増殖制御可能なアデノ
ウイルス。４種のヒト細胞系における、ホタルルシフェラーゼのＣＲＡｄ－ｓｈＲＮＡ誘
導性サイレンシング。細胞を図示したＣＲＡｄに感染させ、直ちにレポータープラスミド
phAR-FF-RLでトランスフェクトし、感染から３０時間後にサイレンシングを解析した。Re
nillaルシフェラーゼ活性に対するホタルルシフェラーゼ活性の比を、Ad5-Δ24E3対照ウ
イルスの感染後に得られた比に対して正規化した。データは、３回行った代表的実験の結
果の平均値＋ＳＤで示した。
【図１Ｂ】Ａ５４９細胞におけるホタルルシフェラーゼのＣＲＡｄ－ｓｈＲＮＡ誘導性サ
イレンシングの経時変化。細胞は、Ad5-Δ24E3又はAd5-Δ24E3.Ff1-Rに感染させ、感染後
の色々な時間に計測した。各計測時点において、Ad5-Δ24E3.Ff1-Rウイルスに関連して得
られた、Renillaルシフェラーゼ活性に対するホタルルシフェラーゼ活性の比を、Ad5-Δ2
4E3ウイルスに対して得られたデータに基づいて正規化した。データは、３回行った代表
的実験の結果の平均値±ＳＤで示した。
【図１Ｃ】ホタルルシフェラーゼのＣＲＡｄ－ｓｈＲＮＡ誘導性サイレンシングは配列特
異的である。Ａ５４９細胞を図示したＣＲＡｄに感染させ、直ちにレポータープラスミド
phAR-FF-RL又は変異プラスミドphAR-FF*-RLでトランスフェクトし、図１Ａと同様に解析
した。データは、３回行った代表的実験の結果の平均値±ＳＤで示した。
【図２】細胞周期阻害剤であるアピゲニンの、組み換えアデノウイルスによるルシフェラ
ーゼ発現に対する影響。Ａ５４９細胞を、ＭＯＩが２０ＰＦＵ／細胞のAd5Δ24-SA-Luc、
Ad5Δ24-CMV-Luc又はAd5ΔEl-CMV-Lucに感染させ、上昇する濃度のアピゲニンの存在下で
培養した。感染後３２時間に細胞を溶解し、ルシフェラーゼ活性を決定した。データは、
３回行った代表的実験の結果の平均値±ＳＤで示した。
【図３】ｐ５３アンタゴニストであるHPV-18 E6を発現する細胞における、ｐ５３及びHPV
-18 E6に対するｓｈＲＮＡを発現する増殖性アデノウイルスによるｐ５３機能の復帰。Ｈ
ＰＶ－ｌ８陽性のＨｅＬａ子宮頸癌細胞をｐ５３レポーター構築物であるPG13-Lucでトラ
ンスフェクトし、２４時間後にAdΔ24、AdΔ24-p53又はAdΔ24.p53(L).H1_18E6に感染さ
せた。感染から７２時間後には細胞を溶解し、ルシフェラーゼ活性を決定した。得られた
値を、擬似感染対照に基づいて正規化した。データは、３回行った代表的実験の結果の平
均値で示した。
【図４】ｐ５３アンタゴニストであるHPV-18 E6を発現する細胞におけるアデノウイルス
の溶解性複製の、ｐ５３及びHPV-18 E6に対するｓｈＲＮＡを発現する増殖性アデノウイ
ルスによる特異的増加。ＨＰＶ陰性であるＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞（Ａ）、ＨＰＶ－１
６陽性であるＳｉＨａ細胞（Ｂ）及びＨＰＶ－１８陽性であるＨｅＬａ細胞（Ｃ）を、図
示したウイルス濃度でAdΔ24、AdΔ24-p53又はAdΔ24.p53(L).H1_18E6に感染させた。２
０日間培養した後に、アデノウイルスの溶解性複製を生き延びた細胞を染色した。ＭＯＩ
：重複感染度、即ち、接種物中の細胞あたりの感染性ウイルスの数。
【配列表フリーテキスト】
【０１１４】
配列番号１：　プライマー
配列番号２：　プライマー
配列番号３：　オリゴヌクレオチド－１
配列番号４：　オリゴヌクレオチド－２
配列番号５：　プライマー
配列番号６：　プライマー
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配列番号７：　プライマー
配列番号８：　プライマー
配列番号９：　認識配列
配列番号１０：　オリゴヌクレオチド
配列番号１１：　オリゴヌクレオチド
配列番号１２：　オリゴヌクレオチド FP_super18E6
配列番号１３：　オリゴヌクレオチド RP_super18E6
配列番号１４：　オリゴヌクレオチド　plk-1用のセットＡ－１
配列番号１５：　オリゴヌクレオチド　plk-1用のセットＡ－２
配列番号１６：　オリゴヌクレオチド　plk-1用のセットＢ－１
配列番号１７：　オリゴヌクレオチド　plk-1用のセットＢ－２
配列番号１８：　オリゴヌクレオチド　plk-1用のセットＣ－１
配列番号１９：　オリゴヌクレオチド　plk-1用のセットＣ－２
配列番号２０：　オリゴヌクレオチド　parc用のセットＡ－１
配列番号２１：　オリゴヌクレオチド　parc用のセットＡ－２
配列番号２２：　オリゴヌクレオチド　parc用のセットＢ－１
配列番号２３：　オリゴヌクレオチド　parc用のセットＢ－２
配列番号２４：　オリゴヌクレオチド　parc用のセットＣ－１
配列番号２５：　オリゴヌクレオチド　parc用のセットＣ－２
配列番号２６：　オリゴ配列
配列番号２７：　オリゴ配列
配列番号２８：　オリゴヌクレオチド　bcl-2用のセットＡ－１
配列番号２９：　オリゴヌクレオチド　bcl-2用のセットＡ－２
配列番号３０：　オリゴヌクレオチド　bcl-2用のセットＢ－１
配列番号３１：　オリゴヌクレオチド　bcl-2用のセットＢ－２
配列番号３２：　オリゴヌクレオチド　bcl-2用のセットＣ－１
配列番号３３：　オリゴヌクレオチド　bcl-2用のセットＣ－２
配列番号３４：　オリゴヌクレオチド
配列番号３５：　オリゴヌクレオチド
配列番号３６：　プライマー
配列番号３７：　プライマー
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