
JP 4124565 B2 2008.7.23

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　遺伝子治療のための細胞系であって、該系は、哺乳動物細胞；および該哺乳動物細胞に
含まれるベクターであって、インターフェロンβタンパク質をコードし、その発現を可能
にするインターフェロンβポリヌクレオチド配列を有するベクターを包含し、該細胞は、
複数の細胞の一部分であり、該細胞系は、該複数の細胞の数の１０％以下が該ベクターを
含むものであり、かつ、該ベクターはアデノウイルスベクターである、細胞系。
【請求項２】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項１に記載の細胞系。
【請求項３】
　前記アデノウイルスベクターは、（ａ）そのＥ１遺伝子における欠失を有するアデノウ
イルスベクター；（ｂ）そのＥ１遺伝子における欠失およびそのＥ２ａ遺伝子における欠
失または変異を有するアデノウイルスベクター；（ｃ）そのＥ１およびＥ４遺伝子の両方
における欠失を有するアデノウイルスベクター、ならびに（ｄ）そのＥ１、Ｅ２、Ｅ３お
よびＥ４遺伝子の欠失を有するアデノウイルスベクターからなる群より選択されるアデノ
ウイルスベクターである、請求項１に記載の細胞系。
【請求項４】
　前記複数の細胞の数の３．０％以下が前記ベクターを含むものである、請求項１に記載
の細胞系。
【請求項５】
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　前記複数の細胞の数の１．０％以下が前記ベクターを含むものである、請求項４に記載
の細胞系。
【請求項６】
　前記複数の細胞の数の０．３％以下が前記ベクターを含むものである、請求項５に記載
の細胞系。
【請求項７】
　前記細胞が癌細胞である、請求項１～６のいずれか１項に記載の細胞系。
【請求項８】
　前記癌細胞が肝臓癌細胞である、請求項７に記載の細胞系。
【請求項９】
　インビボでの癌の遺伝子治療のための細胞系に使用するための組成物であって、該組成
物が、ヒトインターフェロンβタンパク質をコードし、哺乳動物の細胞における該ヒトイ
ンターフェロンβタンパク質の発現を可能にする、単離されたポリヌクレオチドを含むウ
イルスベクターを含み、該ウイルスベクターは、アデノウイルスベクターであり、該細胞
は、複数の細胞の一部分であり、該細胞系は、該複数の細胞の数の１０％以下が該ベクタ
ーを含むときに有効な遺伝子治療を提供する、組成物。
【請求項１０】
　前記アデノウイルスベクターが、そのＥ１遺伝子に欠失を有する、請求項９に記載の組
成物。
【請求項１１】
　前記アデノウイルスベクターが、アデノウイルスゲノム領域またはアデノウイルスゲノ
ムのＥ１領域、Ｅ２領域、Ｅ１領域およびＥ２領域、ならびにＥ１領域およびＥ４領域か
らなる群より選択される領域の１つ以上の必須の遺伝子を欠損する、請求項９に記載の組
成物。
【請求項１２】
　前記組成物が、直接の注射により、腫瘍の中または腫瘍の近傍に投与される、請求項９
に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記癌が、悪性神経膠腫、黒色腫、血管腫、白血病、リンパ腫、骨髄腫、直腸結腸癌、
非小細胞癌、乳癌、および卵巣癌からなる群より選択される、請求項９に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記インターフェロンβポリヌクレオチド配列が、ヒトインターフェロンβタンパク質
をコードする、請求項９～１３のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記ベクターが選択マーカー遺伝子をコードする核酸を含まない、請求項９～１３のい
ずれか１項に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の分野）
本発明は、遺伝子治療に関する。より詳細には、本発明は、ヒトおよび動物への、インタ
ーフェロンタンパク質のような分泌タンパク質をコードするＤＮＡの送達に関する。
【０００２】
（発明の背景）
インターフェロン（「ＩＦＮ」ともよばれる）は、種々の生物学的活性を有するタンパク
質である。このうちのいくつかは、抗ウイルス、免疫調節性および抗増殖性である。イン
ターフェロンは、比較的低分子で、種特異的な単鎖ポリペプチドであり、ウイルス、ポリ
ペプチド、マイトジェンなどのような種々のインデューサーへの暴露に応答して、哺乳動
物細胞によって産生される。インターフェロンは、動物組織および細胞をウイルスの攻撃
に対して防御し、かつ重要な宿主防御機構である。ほとんどの場合、インターフェロンは
、他の型の組織および細胞よりも、それらが産生された種類の組織および細胞に対して、
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より良好な防御を提供する。このことは、ヒト由来インターフェロンが、他の種に由来す
るインターフェロンよりヒト疾患を処置するにおいて、より有効であり得ることを示す。
【０００３】
ヒトインターフェロンのいくつかの異なる型が存在し、一般的には、白血球（インターフ
ェロンアルファ［α］）、線維芽細胞（インターフェロンベータ［β］）、および免疫（
インターフェロンガンマ［γ］）および非常に多くのそれらの改変体として分類されてい
る。インターフェロンに関する一般的な議論は、種々のテキストおよび研究論文において
見出され得、それらには以下：Ｔｈｅ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｗ．Ｅ．
Ｓｔｅｗａｒｔ，ＩＩ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、Ｎ．Ｙ．１９７９）；および
Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　Ｔｈｅｒａｐｙ（Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａｎｉｚａ
ｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　Ｓｅｒｉｅｓ　６７６，Ｗｏｒｌｄ　
Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，Ｇｅｎｅｖａ　１９８２）（これらは、本明
細書中において参考として援用される）が含まれる。
【０００４】
インターフェロンは、非常に多くのヒト癌の処置において可能性を有する。なぜなら、こ
れらの分子は、多重レベルで作用する抗癌活性を有するからである。第１に、インターフ
ェロンタンパク質は、ヒト腫瘍細胞の増殖を直接阻害し得る。この抗増殖活性はまた、シ
スプラチン、５ＦＵおよびタキソールのような認可された種々の化学療法剤を用いて相乗
的である。第２に、インターフェロンタンパク質の免疫調節性活性は、抗腫瘍免疫応答の
誘導を導き得る。この応答は、ＮＫ細胞の活性化、マクロファージ活性の刺激、およびＭ
ＨＣクラスＩ表面発現の誘導を包含し、これらは、抗腫瘍細胞傷害性Ｔリンパ球活性の誘
導を導く。さらに、いくつかの研究によって、ＩＦＮ－βタンパク質は、抗脈管形成性活
性を有し得ることがさらに示されている。脈管形成、すなわち新たな血管形成は、固形腫
瘍の増殖のために重要である。証拠により、ＩＦＮ－βがｂＦＧＦおよびＶＥＧＦのよう
な前脈管形成性因子の発現を阻害することによって脈管形成が阻害され得るということが
示される。最後に、インターフェロンタンパク質は、組織再構成において重要であるコラ
ゲナーゼおよびエラスターゼのような酵素の発現をもたらすことによって腫瘍侵襲性を阻
害し得る。
【０００５】
インターフェロンはまた、２つの異なる機構に基づく抗ウイルス活性を有するようである
。例えば、Ｉ型インターフェロンタンパク質（αおよびβ）は、ヒトＢ型肝炎ウイルス（
「ＨＢＶ」）およびＣ型肝炎ウイルス（「ＨＣＶ」）の複製を直接阻害するが、これらの
ウイルスに感染した細胞を攻撃する免疫応答も刺激し得る。
【０００６】
詳細には、そしてその潜在的な治療価値にもかかわらず、インターフェロンタンパク質は
、ウイルス性肝炎および固形腫瘍に対して限られた臨床成功しか有していなかった。ＩＦ
Ｎ－αは、ＨＢＶおよびＨＣＶの両方の処置のために認可されている；しかし、両方の場
合における応答割合は、約２０％に過ぎない。インターフェロンタンパク質が、リンパ腫
、白血病、黒色腫および腎臓細胞癌のようないくつかの癌の処置のために認可されている
一方で、インターフェロンが、固体腫瘍の処置において単独または従来の化学療法剤と組
み合わせて使用される臨床治験の大部分は、不成功であった。
【０００７】
インターフェロンを投与する方法は、この重要な治療剤の臨床適用における重要な因子で
ある。静脈内、筋肉内または皮下注射のいずれかによるインターフェロンタンパク質の全
身投与は、最も頻繁には、毛様細胞性白血病、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）および
関連するカポジ肉腫のような障害の処置においていくらかの成功を伴って使用されてきた
。しかし、それらの精製された形態のタンパク質が特に変性しやすいことが公知である。
特に、インターフェロンβについては、溶液におけるインターフェロン変性の主要な機構
は、凝集および脱アミドである。溶液および他の産物におけるインターフェロン安定性の
欠失は、現在までその有用性が限定されていた。さらに、非経口インターフェロンタンパ
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ク質投与（筋肉内、皮下または静脈内）後に、インターフェロンタンパク質のクリアラン
スの速度は、非常に迅速である。従って、今や、非経口タンパク質投与は、その活性部位
（固形腫瘍、または肝炎の場合には肝臓）で十分なインターフェロンの局在化を可能にし
ないかもしれない。患者において非経口に与えられ得るインターフェロンの量は、高イン
ターフェロン用量で観察された副作用によって制限される。より有効な治療が、明らかに
必要である。
【０００８】
（発明の要旨）
本出願は、治療薬としてのインターフェロンタンパク質のような分泌タンパク質の送達に
付随する問題を排除することに関する。本発明は、インターフェロン治療の方法に関し、
ここでタンパク質自体よりむしろ分泌タンパク質をコードする遺伝子が送達される。
【０００９】
従って、本発明の１つの目的は、哺乳動物レシピエントに対する遺伝子操作された細胞の
使用およびインターフェロンのような分泌タンパク質を送達するためのその使用に基づい
て遺伝子治療の方法を提供することである。本発明は、細胞発現系を形成するための方法
、これによって生成されたこの発現系、および発現系を含む薬学的組成物を提供すること
によって、これらおよび他の目的を満たす。この細胞発現系は、１つ以上の分泌タンパク
質をコードする遺伝子を発現し、そしてインサイチュでの哺乳動物レシピエントに遺伝子
産物を送達するためのビヒクルとして有用である。好ましい実施態様において、哺乳動物
レシピエントは、ヒトである。
【００１０】
本発明の１つの実施態様において、細胞発現系は、インビボでの哺乳動物レシピエントの
細胞での、症状を処置するためのインターフェロンタンパク質の発現に関して記載される
。この発現系は、哺乳動物レシピエントと同じ種の細胞およびインターフェロンタンパク
質の発現のためにそこに含まれる発現ベクターを含む。好ましくは、哺乳動物レシピエン
トはヒトであり、この発現ベクターは、ウイルスベクターを含む。
【００１１】
別の実施態様において、発現系は、哺乳動物レシピエントと同じ種の複数の細胞および分
泌タンパク質を発現させるためにそこに含まれる発現ベクターを含む。この発現ベクター
は、複数の細胞の一部分にのみ含まれる。好ましくは、細胞数の少なくとも０．３％がそ
のベクターを含む。好ましい分泌タンパク質はインターフェロンであり、そして最も好ま
しいインターフェロンは、α、β、γ、およびコンセンサスインターフェロンであり、β
インターフェロンが最も好ましい。
【００１２】
他の実施態様において、細胞発現系は複数の癌細胞を含み、そして癌細胞の少なくとも一
部分は、発現の際にインターフェロンをコードする単離されたポリヌクレオチドを有する
アデノウイルスベクターを含む。この細胞発現系において、アデノウイルスベクターは、
（ａ）そのＥ１遺伝子における欠失および／または変異を有するアデノウイルスベクター
；（ｂ）そのＥ２ａ遺伝子における欠失および／または変異を有するアデノウイルスベク
ターであって、ヒトインターフェロンβを発現する、アデノウイルスベクター；（ｃ）そ
のＥ１およびＥ４遺伝子の両方における欠失および／または変異を有するアデノウイルス
ベクター、ならびに（ｄ）その遺伝子の全ての欠失を有するアデノウイルスベクターであ
って、ヒトインターフェロンβを発現する、アデノウイルスウイルスベクターからなる群
より選択される。
【００１３】
分泌タンパク質を哺乳動物レシピエントのある部位に送達するための薬学的組成物もまた
、本発明内に含まれる。この組成物は、キャリアおよび哺乳動物レシピエントと同じ種の
遺伝的に改変された複数の細胞を含み、そしてこの細胞の少なくとも一部分は、有効量の
分泌タンパク質を発現するための発現ベクターを含む。好ましい分泌タンパク質は、イン
ターフェロンである。この組成物は、インビボおよびエキソビボの両方の送達のための組
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成物を含む。
【００１４】
哺乳動物レシピエントへ投与するための、エキソビボでの遺伝子治療の薬学的調製物を作
製するための方法は、別の実施態様である。この方法は、以下：（ａ）哺乳動物レシピエ
ントと同じ種の複数の細胞を形成する工程、（ｂ）複数の細胞のうち少なくとも１つの細
胞に分泌されたタンパク質を発現するための発現ベクターを導入して、少なくとも１つの
遺伝的に改変された細胞を形成する工程、および（ｃ）薬学的に受容可能なキャリア中に
少なくとも１つの遺伝的に改変された細胞を配置して、哺乳動物レシピエントのある部位
に投与するために適切である薬学的調製物を得る工程を包含する。
【００１５】
本発明の別の実施態様は、遺伝子治療のための方法であり、この方法は、以下の工程：（
ａ）少なくとも１つの細胞に分泌タンパク質を発現するための発現ベクターを導入して、
少なくとも１つの遺伝的に改変された細胞を形成する工程、および（ｂ）哺乳動物レシピ
エントのある部位にこの遺伝的に改変された細胞を接触させる工程、によって哺乳動物レ
シピエントの少なくとも１つの細胞を遺伝的に改変する工程を包含する。この方法は、発
現ベクターを導入する工程の前に、哺乳動物レシピエントから少なくとも１つの細胞を取
り出す工程をさらに包含し得る。なお別の実施態様において、ベクターを導入する工程は
、ベクターを複数の細胞の一部分にのみ導入する工程を包含する。
【００１６】
エキソビボでの遺伝子治療の方法は本発明に含まれ、そして被験体から複数の細胞を取り
出す工程；過剰の細胞がアデノウイルスを含まないように、この複数の細胞のうち少なく
とも１つに組換えアデノウイルスを投与する工程を包含する。このアデノウイルスは、Ｅ
１遺伝子における欠失を有し、そして分泌タンパク質をコードする単離されたポリヌクレ
オチドを含む。この複数の細胞は、被験体に再導入される。
【００１７】
インビボでの遺伝子治療の方法において、この工程は、ヒトインターフェロンβタンパク
質をコードする単離されたポリヌクレオチドを含むアデノウイルスベクターを、最初に被
験体から細胞を取り出すことなく、被験体の細胞に直接投与する工程を包含する。インビ
ボおよびエキソビボでの方法は、局所的、眼内、非経口、鼻腔内、気管内、気管支内、筋
肉内、皮下、静脈内、筋肉内、および腹腔内投与を可能にする。
【００１８】
本発明は、いくつかの利点を有する。インターフェロン遺伝子治療は、低い全身レベルで
非常に高い局所的インターフェロン濃度を可能にする。これは、より少ない副作用でより
大きな有用性を生じる。また、インターフェロンタンパク質治療において観察された状況
（そこでは、タンパク質注射後に生じる（毒性を導き得る）タンパク質濃度の非常に高い
インターフェロン「バースト」またはピークの後に、インターフェロン濃度が、低すぎて
有効でない可能性のある、非常に低いレベルが続く）とは異なり、遺伝子治療によって送
達されたインターフェロンは、かなり一定のレベルで存在する。
【００１９】
患者の利便性もまた重要な要素である。インターフェロンタンパク質の頻繁な注射が必要
であるが、インターフェロン遺伝子を発現するベクターの、単回の投与か、または数回の
頻繁でない投与は、タンパク質の長期の安定した生成を提供し得る。遺伝子治療は、異な
る標的器官または腫瘍に対して、制御された様式において、インターフェロンの送達を可
能にし得る。同一の細胞がインターフェロンを発現し、分泌し、そして取り込む、自己分
泌系が、確立され得る。従って、非常に局所的な用量が、達成され得る。これらの高用量
は、毒性の問題に起因して、非経口タンパク質投与によっては、達成され得ない。
【００２０】
インターフェロンタンパク質は、細胞より外に分泌されるので、腫瘍における全ての細胞
、または肝炎感染肝臓における全ての細胞が、インターフェロン遺伝子によって形質導入
される必要があるわけではない。その遺伝子を取り込まない細胞は、近隣の細胞（その遺
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伝子を有し、インターフェロンタンパク質を分泌する）によって影響を受ける（いわゆる
「バイスタンダー効果」）。これは重要な発見であり、そして処置レジメにおいて劇的な
効果を有する可能性がある。なぜなら、腫瘍塊中の、または器官内の全ての細胞が、発現
ベクターを含有する必要があるわけではないからである。
【００２１】
最後に、非経口インターフェロン投与は、抗インターフェロン抗体の生成をもたらすこと
が、示されている。この可能性のある中和抗体応答が、明確な局所領域へのインターフェ
ロン遺伝子の導入の後に減少し得るということがあるかもしれない。局所的発現の他にも
、発現されたインターフェロンは、内因性のヒト細胞によって生成される。従って、この
インターフェロンは、その構造およびグリコシル化において、より天然であり、そして、
おそらく、細菌、酵母、チャイニーズハムスター卵巣細胞で生成され、次に精製されて非
経口的に注射されるインターフェロンタンパク質よりも、より免疫原性が少ない。
【００２２】
本発明のこれらおよび他の局面、ならびに種々の利点および有用性は、好ましい実施態様
の詳細な説明、および添付の図面を参照して、より明らかである。
【００２３】
（好ましい実施態様の説明）
本発明は、部分的に、以下の特徴を有する細胞を使用するエキソビボ遺伝子治療方法の開
発に基づく：（１）患者から容易に除去され得る、（２）遺伝性物質の形質導入によって
、インビトロで改変され得る、（３）レシピエントに都合よく移植され得る、（４）非血
栓溶解性である、そして（５）大多数のレシピエントに移植され得る。開示されるインビ
ボ遺伝子治療方法は、以下の特徴を有する細胞を使用する：（１）レシピエントに存在し
、そして（２）単離された遺伝物質をインサイチュで発現するように改変され得る。遺伝
子の改変された細胞は、発現される遺伝物質の量を制御するための調節エレメントを含有
する。
【００２４】
遺伝的に改変された細胞は、インサイチュで生存し、そして発現される物質が、細胞の位
置する組織の正常な機能を妨げることなく、有利（例えば、治療的）な効果を有するため
に必要な時間、その発現される物質を生成し続ける。
【００２５】
好ましくは、発現された物質は、分泌タンパク質（以下に定義する）である。最も好まし
くは、分泌タンパク質は、インターフェロンである。実際、インターフェロンは、最も好
ましい治療的因子であるが、任意の分泌タンパク質を用いる遺伝子治療に適用可能である
一般的な原理が、発見されている。本発明者らは、インターフェロンのような分泌タンパ
ク質がそれが発現されている細胞から放出されるという事実に起因して、腫瘍塊または例
えば、肝炎に感染した肝臓における細胞の全てが「分泌タンパク質」遺伝子によって形質
導入される必要がないことを、見いだした。遺伝子を取り込まない細胞は、その遺伝子を
有し、そしてそのタンパク質を分泌する近隣の細胞の影響を受ける（すなわち、「バイス
タンダー効果」）。遺伝子治療は、インターフェロンを発現するようコードする単離され
たポリヌクレオチドを用いて記載されているが、（以下に規定するような）任意の分泌タ
ンパク質が、本発明の方法および組成物において可能性を有する。
【００２６】
本明細書において引用される全ての引用文献は、本明細書において参考として援用される
。
【００２７】
（１．定義）
「遺伝子治療」－罹患する生物への遺伝子情報の導入を介して、疾患表現型が矯正される
手順。
【００２８】
「エキソビボ遺伝子治療」－細胞を被検体から取り出し、そしてインビトロで培養する手
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順。機能的遺伝子のようなポリヌクレオチドは、インビトロで細胞に導入され、改変され
た細胞を培養物中で増殖し、そして次に被検体に再移植される。
【００２９】
「インビボ遺伝子治療」－標的細胞が被検体から取り出されない手順。むしろ、移入され
たポリヌクレオチド（例えば、インターフェロンを発現するためにコードする遺伝子）を
、インサイチュでレシピエント生物の細胞（すなわち、レシピエント内）に導入する。イ
ンビボ遺伝子治療は、いくつかの動物モデルにおいて試験されており、近年の刊行物は、
器官および組織中への、インサイチュでの直接的遺伝子移入の実行可能性が報告している
。
【００３０】
「遺伝子治療を受容可能な状態」－例えば、遺伝的疾患（すなわち、１つ以上の遺伝子欠
損に起因する疾患状態）、後天的病理（すなわち、先天的欠損に起因しない病理学的状態
）、ガンの状態ならびに予防プロセス（すなわち、疾患または所望されない医学的状態の
予防）を含む。
【００３１】
「後天的病理」－とは、異常な生理学、生化学、細胞生物学、構造生物学、および分子生
物学の状態によって明らかとなる、疾患または症候群をいう。
【００３２】
「ポリヌクレオチド」－核酸単量体単位のポリマーであって、単量体単位は、リボ核酸（
ＲＮＡ）、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、または両方の組み合わせである。４つのＤＮＡ
塩基は、アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、シトシン（Ｃ）、およびチミン（Ｔ）である
。４つのＲＮＡ塩基は、Ａ、Ｇ、Ｃ、およびウラシル（Ｕ）である。
【００３３】
「単離された」－インターフェロンをコードする遺伝子のポリヌクレオチド配列に適用さ
れる場合、ＲＮＡまたはＤＮＡポリヌクレオチド、ゲノムポリヌクレオチドの一部、ｃＤ
ＮＡまたは合成ポリヌクレオチドを意味し、これらは、その起源または操作によって、（
ｉ）天然に会合するポリヌクレオチドの全てとは会合しない（例えば、宿主細胞中に、発
現ベクターの一部として存在する）か；あるいは（ｉｉ）天然に連結するものとは異なる
、核酸または他の化学部分と連結するか；あるいは（ｉｉｉ）天然には存在しない。「単
離された」とは、さらにポリヌクレオチド配列：（ｉ）例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）によって、インビトロで増幅されるか；（ｉｉ）化学的に合成されるか；（ｉｉ
ｉ）クローニングによって組み換え的に生成されるか；または（ｉｖ）切断およびゲル分
離によって精製される、ことをさらに意味する。
【００３４】
従って「単離された」インターフェロンポリヌクレオチドは、例えば、アンチセンスＲＮ
Ａに転写され得る天然に生じない核酸、ならびに、天然に生じる細胞中で、発現されない
かまたは生物学的に有意ではないレベルで発現されるインターフェロンタンパク質をコー
ドする遺伝子を含む。説明のために、ヒトインターフェロンβ１ａをコードする、合成遺
伝子または天然の遺伝子は、ヒト脳細胞に関して、「単離された」と考えられる。なぜな
ら、後者の細胞は、天然にはインターフェロンβ１ａを発現しないからである。「単離さ
れたポリヌクレオチド」のさらに別の例は、誘導性プロモーターと相同組み換えを介する
内因性インターフェロンコード配列の組み合わせのような組み換え遺伝子を生成する、イ
ンターフェロン遺伝子の一部のみの導入である。
【００３５】
「遺伝子」－そのｍＲＮＡを介して特定のタンパク質のアミノ酸配列をコードする、ＤＮ
Ａ配列（すなわち、３’－５’ペントースホスホジエステル結合による、相互に連結した
ヌクレオチドの直線的整列）。
【００３６】
「転写」－遺伝子からｍＲＮＡを生成するプロセス。
【００３７】
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「翻訳」－ｍＲＮＡからタンパク質を生成するプロセス。
【００３８】
「発現」－ＤＮＡ配列または遺伝子によって、転写と翻訳を組み合わせて、タンパク質を
生成するプロセス。
【００３９】
「増殖阻害」－本明細書において使用する場合、この用語は、標的細胞（すなわち、腫瘍
）の増殖の阻害および形質転換表現型の阻害（例えば、形態の変化によって測定される）
の両方をいう。
【００４０】
「アミノ酸」－ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質の単量体単位。２０のいずれ
かのＬ－異性体アミノ酸が存在する。この用語はまた、アミノ酸のアナログおよびタンパ
ク質アミノ酸のＤ－異性体およびそのアナログを含む。
【００４１】
「タンパク質」－そのサイズにかかわらず、本質的に２０のいずれかのタンパク質アミノ
酸からなるポリマー。「ポリペプチド」は、しばしば比較的大きなポリペプチドに関して
使用され、そして「ペプチド」は、しばしば低分子ポリペプチドに関して使用されるが、
当該分野におけるこれらの用語の使用は、重複し、そして変化する。本明細書において使
用する場合、用語「タンパク質」とは、他に記載しなければ、ペプチド、タンパク質およ
びポリペプチドをいう。
【００４２】
「分泌タンパク質」－細胞内部から細胞外部に対して輸送されるタンパク質；分泌タンパ
ク質の中には、多数の増殖因子および免疫モジュレータータンパク質（例えば、種々のイ
ンターフェロン（α、β、γ）、インターロイキン（例えば、ＩＬ－１、－２、－４、－
８、および－１２）、ならびに増殖因子（例えば、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦ））が存在
する。
【００４３】
「遺伝子融合」とは、個々のペプチド骨格の、そのタンパク質をコードするポリヌクレオ
チド分子の遺伝子発現を介する、同一直線上で共有結合した２つ以上のタンパク質をいう
。
【００４４】
「変異」－生物の遺伝物質の質または構造の任意の変化、特に野生型インターフェロン遺
伝子における任意の変化（すなわち、欠失、置換、付加、または変化）か、または野生型
インターフェロンタンパク質における任意の変化。
【００４５】
「野生型」－インターフェロン遺伝子またはインターフェロンタンパク質の、それぞれの
、インビボで存在するような、天然に生じるポリヌクレオチドまたはアミノ酸配列。
【００４６】
「標準的ハイブリダイゼーション条件」－ハイブリダイゼーションおよび洗浄の両方につ
いて、０．５×ＳＳＣ～約５×ＳＳＣおよび６５℃と実質的に等価な塩および温度条件。
従って、本明細書において使用する場合、用語「標準的ハイブリダイゼーション条件」は
、操作的な定義であり、ハイブリダイゼーションの範囲を含む。より高ストリンジェント
な条件は、例えば、プラークスクリーニング緩衝液（０．２％　ポリビニルピロリドン、
０．２％　Ｆｉｃｏｌｌ　４００；０．２％　ウシ血清アルブミン、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）；１Ｍ　ＮａＣｌ；０．１％　ピロリン酸ナトリウム；１％　Ｓ
ＤＳ）；１０％　デキストラン硫酸、および１００μｇ／ｍｌ変性超音波処理サケ精子Ｄ
ＮＡを用いる６５℃で１２～２０時間でのハイブリダイゼーション、ならびに、７５ｍＭ
　ＮａＣｌ／７．５ｍＭ　クエン酸ナトリウム（０．５×ＳＳＣ）／１％　ＳＤＳを用い
る６５℃での洗浄を含み得る。より低ストリンジェトな条件は、例えば、プラークスクリ
ーニング緩衝液、１０％　デキストラン硫酸、および１１０μｇ／ｍｌ変性超音波処理サ
ケ精子ＤＮＡを用いる５５℃で１２～２０時間でのハイブリダイゼーション、ならびに、
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３００ｍＭ　ＮａＣｌ／３０ｍＭ　クエン酸ナトリウム（２．０×ＳＳＣ）／１％　ＳＤ
Ｓを用いる５５℃での洗浄を含み得る。
【００４７】
「発現制御配列」－遺伝子に作動可能に連結される場合、その遺伝子の発現を制御および
調節するヌクレオチドの配列。
【００４８】
「作動可能に連結された」－発現制御配列が、ポリヌクレオチド配列の転写および翻訳を
制御および調節する場合、そのポリヌクレオチド配列（ＤＮＡ、ＲＮＡ）が発現制御配列
と作動可能に連結されている。用語「作動可能に連結された」とは、発現されるポリヌク
レオチド配列の前の適切な開始シグナル（例えば、ＡＴＧ）を有すること、ならびに発現
制御配列の制御下でのポリヌクレオチド配列の発現、および単離されたヌクレオチド配列
によってコードされる所望のインターフェロンの産生を可能にするように、正確なリーデ
ィングフレームを維持することを含む。
【００４９】
「発現ベクター」－発現ベクターが宿主細胞に導入される場合、少なくとも１つの遺伝子
の発現を可能にする、ポリヌクレオチド（最も一般的にはＤＮＡプラスミドであるが、ウ
イルスも含む）。このベクターは、細胞中で複製可能であっても、なくてもよい。
【００５０】
「腫瘍」－任意の所望されない細胞の増殖。そのような増殖としては、悪性および非悪性
、固形および液体腫瘍、ガン腫、ミエローマ、肉腫、白血病、リンパ腫、および他のガン
性、新生物性または腫瘍形成性疾患を含む。
【００５１】
「遺伝的に改変された細胞」（「細胞発現系」とも呼ばれる）－インターフェロンタンパ
ク質の発現のための細胞および発現ベクターを含む。エキソビボ目的のために、遺伝的に
改変された細胞は、哺乳動物レシピエントへの投与に適し、ここで、その細胞は、そのレ
シピエントの内因性の細胞を置換するか、または共存する。インビボ目的のために、細胞
はレシピエント内で作製される。
【００５２】
本発明はまた、上記の遺伝的に改変された細胞の作製および使用のための種々の方法を提
供する。特に、本発明は、哺乳動物レシピエントの細胞をエキソビボで遺伝的に改変する
方法、およびその遺伝的に改変された細胞をその哺乳動物レシピエントに投与する方法を
提供する。エキソビボ遺伝子治療のための好ましい実施態様において、細胞は自系細胞、
すなわち、哺乳動物レシピエントから取り出された細胞である。本明細書において使用す
る場合、用語「取り出す」とは、インビボにおける天然に存在する位置から取り出された
、細胞または複数の細胞を意味する。患者から細胞を取り出す方法、ならびに単離された
細胞を培養物中で維持する方法は、当業者にとって公知である（Ｓｔｙｌｉａｎｏｕ、Ｅ
．、ら、Ｋｉｄｎｅｙ Ｉｎｔｌ．３７：１５６３－１５７０（１９９２）；Ｈｊｅｌｌ
ｅ、Ｊ．Ｈ．、ら、Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ　Ｄｉａｌｙｓｉｓ　Ｉｎｔｌ．９：３４１－
３４７（１９８９）；Ｈｅｌｄｉｎ、Ｐ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．２８３：１６５－１７
０（１９９２）；Ｄｉ　Ｐａｏｌｏ、Ｎ．ら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ａｒｔ．Ｏｒｇ．１２：４８
５－５０１（１９８９）；Ｄｉ　Ｐａｏｌｏ、Ｎ．ら、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｎｅｐｈｒｏ
ｌ．３４：１７９－１８４８（１９９０）；Ｄｉ　Ｐａｏｌｏ、Ｎ．、ら、Ｎｅｐｈｒｏ
ｎ　５７：３２３－３３１（１９９１））。本明細書の上記および下記の両方の、発明の
詳細な説明に記載の全ての特許、特許出願および刊行物は、本明細書において参考として
援用される。
【００５３】
（ＩＩ．単離されたインターフェロンポリペプチド）
「インターフェロン」（「ＩＦＮ」ともいう）は、低分子の、種特異的、１本鎖ポリペプ
チドであって、種々のインデューサー（例えば、ウイルス、ポリペプチド、マイトジェン
など）への曝露に応答して哺乳動物細胞によって産生される。最も好ましいインターフェ
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ロンは、組換え形態であり、そして種々のインターフェロンを含むタンパク質生成のため
のＤＮＡ組換え技術が、公知であり、いかなる方法によっても本発明を限定することを意
図しない。例えば、米国特許第４，３９９，２１６号、同５，１４９，６３６号、同５，
１７９，０１７号（Ａｘｅｌら）、および同４，４７０，４６１号（Ｋａｕｆｍａｎ）を
参照のこと。インターフェロンα、β、γおよびコンセンサスインターフェロンの組換え
形態が産生されている。インターフェロンの形態は、システイン枯渇変異（例えば、イン
ターフェロンβについて）およびメチオニン枯渇変異のような改変体をコードするポリヌ
クレオチド配列を含む細胞から発現され得る。他の改変は、宿主細胞の翻訳後プロセシン
グ系を介して生じ得る。従って、特定のインターフェロンの正確な化学構造は、いくつか
の要素に依存し、そして本発明の範囲を限定することを意図しない。本明細書に記載の処
方物において含まれるそのようなインターフェロンタンパク質の全ては、適切な環境的条
件に配置される場合、その生物活性を保持する。
【００５４】
本発明の本方法において使用され得る好ましいポリヌクレオチドは、種々の脊椎動物、好
ましくは哺乳動物の野生型インターフェロン遺伝子配列由来であり、そして当業者に周知
の方法を使用して得られる。例えば、米国特許第５，６４１，６５６号（１９９７年６月
２４日発行：トリＩ型インターフェロンプロタンパク質および成熟トリＩ型インターフェ
ロンをコードするＤＮＡ）、米国特許第５，６０５，６８８号（１９９７年２月２５日－
組換えイヌおよびウマＩ型インターフェロン）；米国特許第５，５５４，５１３号（１９
９６年９月１０日；ヒトインターフェロンβ２ＡをコードするＤＮＡ配列）；米国特許第
５，５４１，３１２号（１９９６年７月３０日－ヒト線維芽細胞β２インターフェロンポ
リペプチドをコードするＤＮＡ）；米国特許第５，２３１，１７６号（１９９３年７月２
７日、ヒト白血球インターフェロンをコードするＤＮＡ分子）；米国特許第５，０７１，
７６１号（１９９１年１２月１０日、ヒトリンパ芽球腫インターフェロンＬｙＩＮＦ－α
－２およびＬｙＩＦＮ－α－３のサブ配列をコードするＤＮＡ配列）；米国特許第４，９
７０，１６１号（１９９０年１１月１３日、ヒトインターフェロンγをコードするＤＮＡ
配列）；米国特許第４，７３８，９３１号（１９９８年４月１９日、ヒトインターフェロ
ンβ遺伝子を含むＤＮＡ）；米国特許第４，６９５，５４３号（１９８７年９月２２日、
ヒトαインターフェロンＧｘ－１遺伝子）および米国特許第４，４５６，７４８号（１９
８４年６月２６日、異なる天然に存在する白血球インターフェロンのサブ配列をコードす
るＤＮＡ）を参照のこと。
【００５５】
遺伝子のインターフェロンファミリーの変異体メンバーは、本発明によって使用され得る
。野生型インターフェロンポリヌクレオチド配列における変異は、従来の当業者に公知の
指向性変異誘発方法を使用して開発されている。用語「変異」はまた、遺伝子融合体を含
み、その結果以下のインターフェロン配列（本明細書に参考として援用される）が全て「
変異」配列として考慮されることを意味する。
【００５６】
米国特許第５，２７３，８８９号（１９９３年１２月２８日、免疫原性ロイコトキシンを
コードする配列と連結したγインターフェロン遺伝子を含むＤＮＡ構築物）；米国特許第
４，９５９，３１４号（１９９０年９月２５日、生物学的に活性なネイティブタンパク質
の合成ムテインをコードするＤＮＡ配列を有する遺伝子）；米国特許第４，９２９，５５
４号（１９９０年５月２９日、ｄｅｓ－ＣＹＳ－ＴＹＲ－ＣＹＳ組換えヒト免疫インター
フェロンをコードするＤＮＡ）；米国特許第４，９１４，０３３号（１９９０年４月３日
、βインターフェロンを含む改変βインターフェロンをコードするＤＮＡ分子）および米
国特許第４，５６９，９０８号（１９８６年２月１１日、マルチクラスハイブリッドイン
ターフェロンポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を有するＤＮＡ）。
【００５７】
さらに、これらの特許に記載される単離されたポリヌクレオチドは、機能的に等価なポリ
ヌクレオチドを提供するために変化させられ得る。ポリヌクレオチドは、以下の条件の少
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なくとも１つを満たす場合、上記の配列と比較して「機能的に等価」である：
（ａ）「機能的等価物」は、標準的なハイブリダイゼーション条件下で任意の上記の配列
とハイブリダイズし、および／または、任意の上記の配列に対して縮重しているポリヌク
レオチドである。最も好ましくは、これは、野生型インターフェロンの治療的活性を有す
る変異インターフェロンをコードする；
（ｂ）「機能的等価物」は、上記のインターフェロン配列の任意のポリヌクレオチドによ
ってコードされるアミノ酸配列を発現のためにコードするポリヌクレオチドである。
【００５８】
要約すれば、用語「インターフェロン」とは、上記に列挙の因子、ならびにその機能的等
価物を含むが、これらに限定されない。従って、本明細書において使用する場合、用語「
機能的等価物」とは、インターフェロンタンパク質、または哺乳動物レシピエントに対し
て、機能的等価物とみなされるインターフェロンと同程度か、または改善された有益な効
果を有するインターフェロンタンパク質をコードするポリヌクレオチドをいう。当業者に
よって明らかなように、機能的に等価なタンパク質は、組換え技術によって（例えば、「
機能的に等価なＤＮＡ」を発現することによって）、生成され得る。従って、本発明は、
天然に生じるＤＮＡ、ならびに非天然ＤＮＡ（天然に生じるＤＮＡによってコードされる
のと同一のタンパク質をコードする）によってコードされるインターフェロンを含む。配
列をコードするヌクレオチドの縮重に起因して、他のポリヌクレオチドが、インターフェ
ロンをコードするために使用され得る。これらには、配列内の同一のアミノ酸残基をコー
ドする異なるコドンの置換（従って、サイレント変化を生成する）により変化される、上
記の配列の全てまたは一部を含む。そのように変化した配列は、これらの配列の等価物と
みなされる。例えば、Ｐｈｅ（Ｆ）は、２つのコドンによってコードされる（ＴＴＣまた
はＴＴＴ）。Ｔｙｒ（Ｙ）は、ＴＡＣまたはＴＡＴによってコードされ、そしてＨｉｓ（
Ｈ）は、ＣＡＣまたはＣＡＴによってコードされる。一方、Ｔｒｐ（Ｗ）は、単一のコド
ン（ＴＧＧ）によってコードされる。従って、特定のインターフェロンをコードする所定
のＤＮＡ配列にとって、これをコードする多くのＤＮＡ縮重配列が存在することが明らか
である。これらの縮重ＤＮＡ配列は、本発明の範囲内であると考慮される。
【００５９】
コンセンサスインターフェロンはまた、この定義内に含まれる。本明細書において使用さ
れる場合、「コンセンサスインターフェロン」は、非天然ポリペプチドであり、これは、
その大部分が全ての天然ヒトインターフェロンサブタイプ配列に共通であるアミノ酸残基
を含み、そして全てのサブタイプに共通のアミノ酸が存在しない１つ以上の位置では、そ
の位置で主に生じるアミノ酸を含むが、少なくとも１つの天然に生じるサブタイプにおい
てその位置に存在しない任意のアミノ酸残基を、決して含まない。コンセンサスインター
フェロン配列が、もし、サブタイプ配列を有する場合、上記の参考文献の任意のインター
フェロンのコンセンサス配列を包含する。例示的なコンセンサスインターフェロンは、米
国特許第４，６９５，６２３号および同４，８９７，４７１号（Ａｍｇｅｎ）に開示され
る。コンセンサスインターフェロンをコードするＤＮＡ配列は、これら特許に記載のよう
に合成され得るか、または他の標準的な方法によって合成され得る。コンセンサスインタ
ーフェロンポリペプチドは、好ましくは、本明細書において記載のように、宿主に形質転
換されたか、またはトランスフェクトされた、生成されたＤＮＡ配列の発現産物である。
すなわち、コンセンサスインターフェロンは、好ましくは、組換え的に生成される。その
ような物質は、当業者に周知の手順によって精製され得る。
【００６０】
上記に開示のインターフェロンおよび遺伝子置換療法に適用しやすい条件は、単に説明の
ためであり、本発明の範囲を限定することを意図しない。公知の状態の処置のための適切
なインターフェロンの選択は、過度の実験を要さない、当業者の技術範囲内であるとみな
される。
【００６１】
（ＩＩＩ．分泌型タンパク質のポリヌクレオチド配列を細胞に導入するための方法）
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用語「形質転換」または「形質転換する」は、細胞の任意の遺伝的改変を言い、そして「
トランスフェクション」および「形質導入」の両方を含む。
【００６２】
本明細書中で使用される「細胞のトランスフェクション」は、細胞による、添加されたＤ
ＮＡの取り込みによる新規な遺伝物質の獲得をいう。従って、トランスフェクションとは
、物理学的方法または化学的方法を使用する、細胞への核酸（例えば、ＤＮＡ）の挿入を
いう。以下を含むいくつかのトランスフェクション技術が、当業者に公知である：リン酸
カルシウムＤＮＡ共沈法（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
、第７巻、Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ、Ｅ．Ｊ．Ｍｕｒｒａｙ編，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ（１９９１））；ＤＥＡＥ
－デキストラン（前出）；エレクトロポレーション（前出）；カチオン性リポソーム媒介
トランスフェクション（前出）；およびタングステン粒子加速微粒子ボンバードメント（
Ｊｏｈｎｓｔｏｎ，Ｓ．Ａ．、Ｎａｔｕｒｅ　３４６：７７６～７７７（１９９０））；
およびリン酸ストロンチウムＤＮＡ共沈法（Ｂｒａｓｈ　Ｄ．Ｅ．ら、Ｍｏｌｅｃ．Ｃｅ
ｌｌ．Ｂｉｏｌ．７：２０３１～２０３４（１９８７）。これらの方法の各々は、当該分
野において周知である。
【００６３】
対照的に、「細胞の形質導入」とは、ＤＮＡウイルスまたはＲＮＡウイルスを使用して、
細胞へ核酸を移入するプロセスをいう。ウイルス内に含まれる１つ以上のインターフェロ
ンタンパク質をコードする１つ以上の単離されたポリヌクレオチド配列は、形質導入され
た細胞の染色体に取り込まれ得る。あるいは、細胞は、ウイルスで形質導入されるが、細
胞は、単離されたポリヌクレオチドを染色体に取り込んでいないが、細胞内の染色体外で
インターフェロンを発現し得る。
【００６４】
１つの実施態様に従って、細胞は、エクスビボで形質転換される（すなわち、遺伝的に改
変される）。細胞は、哺乳動物（好ましくは、ヒト）から単離され、そして組換え分泌型
タンパク質（たとえば、インターフェロン）を発現するための１つ以上の発現制御配列に
作動可能に連結された組換え遺伝子のような、単離されたポリヌクレオチドを含むベクタ
ーで形質転換される（すなわち、インビトロで形質導入またはトランスフェクトされる）
。次いで、細胞は、インサイチュでタンパク質の送達のための哺乳動物レシピエントに投
与される。好ましくは、哺乳動物レシピエントはヒトであり、そして改変される細胞は、
自律的細胞である（すなわち、細胞は哺乳動物レシピエントから単離される）。インビト
ロでの細胞の単離および培養は、報告されている。
【００６５】
別の実施態様に従って、細胞は、形質転換されるか、または別の方法でインビボで遺伝的
に改変される。哺乳動物レシピエント（好ましくは、ヒト）由来の細胞は、分泌型タンパ
ク質（すなわち、組換えインターフェロン）を発現するための１つ以上の発現制御配列に
作動可能に連結された組換え遺伝子のような単離されたポリヌクレオチドを含むベクター
で、インビボにて形質転換（すなわち、形質導入またはトランスフェクト）され、そして
そのタンパク質はインサイチュで送達される。
【００６６】
分泌型タンパク質をコードする単離されたポリヌクレオチド（例えば、１つ以上の治療用
インターフェロンタンパク質をコードするｃＤＮＡ）は、遺伝的に改変された細胞を提供
するために、遺伝子移入方法（例えば、トランスフェクションまたは形質導入）によって
、エクスビボまたはインビボで細胞に導入される。種々の発現ベクター（すなわち、標的
細胞への単離されたポリヌクレオチドへの送達を促進するためのビヒクル）が当業者に公
知である。
【００６７】
代表的には、導入された遺伝物質は、新規な遺伝子の転写を制御するためのプロモーター
とともに、インターフェロン遺伝子のような単離されたポリヌクレオチド（通常は、イン
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ターフェロンをコードするエキソンを含む、ｃＤＮＡの形態）を含む。プロモーターは、
転写を開始するために必要な特定のヌクレオチド配列を特徴的に有する。必要に応じて、
遺伝物質は、ＲＮＡスプライシングによって成熟転写物から除去されるイントロン配列を
含み得る。ポリアデニル化シグナルは、発現されるべき遺伝子の３’末端に存在するべき
である。導入される遺伝物質はまた、治療用遺伝子産物（すなわち、インターフェロン）
を細胞から細胞外環境へ分泌するために適切な分泌「シグナル」配列を含み得る。
【００６８】
必要に応じて、単離された遺伝物質はさらに、所望の遺伝子転写活性を得るために必要と
されるさらなる配列（すなわち、エンハンサー）を含む。この議論の目的のために、エン
ハンサーは、簡単には、コード配列と連続して（シスで）作用してプロモーターによって
指示される基本的な転写レベルを変化させる、任意の非翻訳ＤＮＡ配列である。
【００６９】
好ましくは、プロモーターおよびコード配列が作動可能に連結され、コード配列の転写を
可能にするように、単離された遺伝物質は、プロモーターのすぐ下流の細胞ゲノムに導入
される。好ましいウイルス性発現ベクターは、挿入されるインターフェロン遺伝子の転写
を制御するための外因性プロモーターエレメントを含む。そのような外因性プロモーター
は、構成性プロモーターおよび誘導性プロモーターの両方を含む。
【００７０】
天然に存在する構成性プロモーターは、必須の細胞機能を調節するタンパク質の発現を制
御する。結果として、構成性プロモーターの制御下の遺伝子は、すべての細胞増殖条件下
で発現される。例示的な構成性プロモーターは、特定の構成性機能または「ハウスキーピ
ング」機能をコードする以下の遺伝子についてのプロモーターを含む：ヒポキサンチンホ
スホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＰＲＴ）、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）
（Ｓｃｈａｒｆｍａｎｎら、Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８
８：４６２６～４６３０（１９９１））、アデノシンデアミナーゼ、ホスホグリセロール
キナーゼ（ＰＧＫ）、ピルビン酸キナーゼ、ホスホグリセロールムターゼ、β－アクチン
プロモーター（Ｌａｉら、Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８６
：１０００６－１００１０（１９８９））、および当業者に公知の他の構成性プロモータ
ー。
【００７１】
さらに、多くのウイルス性プロモーターは、真核生物細胞において構成的に機能する。こ
れらは、とりわけ以下を含む：ＳＶ４０の初期プロモーターおよび後期レセプター（Ｂｅ
ｒｎｏｉｓｔおよびＣｈａｍｂｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２９０：３０４（１９８１）を参照
のこと）；モロニー白血病ウイルスおよび他のレトロウイルスの長い末端反復（ＬＴＲ）
（Ｗｅｉｓｓら、ＲＮＡ　Ｔｕｍｏｒ　Ｖｉｒｕｓｅｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ（１
９８５）を参照のこと）；単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）のチミジンキナーゼプロモー
ター（Ｗａｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ． Ｎａｔ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、７８：１
４４１（１９８１）を参照のこと）；サイトメガロウイルス前初期（ＩＥ１）プロモータ
ー（Ｋａｒａｓｕｙａｍａら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１６９：１３（１９８９）を参照
のこと）；ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）のプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔｏら、Ｃｅｌ
ｌ、２２：７８７（１９８０））；アデノウイルス主要後期プロモーター（Ｙａｍａｄａ
ら、Ｐｒｏｃ． Ｎａｔ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８２：３５６７（１９８５））
。従って、上記の構成性プロモーターのいずれかは、遺伝子挿入物の転写を制御するため
に使用され得る（Ｂ節もまた参照のこと）。
【００７２】
インターフェロン遺伝子の送達が特定の組織に対してである場合、この遺伝子の発現を標
的化することが望ましくあり得る。例えば、特定の組織においてのみ発現される、文献に
記載された多くのプロモーターが存在する。例としては、Ｂ型肝炎ウイルスの肝臓特異的
プロモーター（Ｓａｎｄｉｇら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３：１００２～１００９（
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１９９６）、およびアルブミン遺伝子（Ｐｉｎｋｅｒｔら、Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖ
ｅｌｏｐｍｅｎｔ、１：２６８～２７６（１９８７）が挙げられる；他の肝臓特異的プロ
モーターについては、Ｇｕｏら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅａｒａｐｙ、３：８０２～８１０（１
９９６）もまた参照のこと。さらに、特定の腫瘍においてのみ発現される、文献において
記載される多くのプロモーターが存在する。例としては、以下が挙げられる：ＰＳＡプロ
モーター（前立腺ガン）、ガン胎児性抗原プロモーター（結腸ガンおよび肺ガン）、β－
カゼインプロモーター（乳ガン）、チロシナーゼプロモーター（黒色腫）、カルシニュー
リンＡαプロモーター（神経膠腫、神経芽腫）、ｃ－シスプロモーター（骨肉腫）、およ
びα－フェトプロテインプロモーター（肝ガン）。
【００７３】
誘導性プロモーターの制御下にある遺伝子は、それ単独で発現されるか、または誘導剤の
存在下でより大きな程度で発現される（例えば、メタロチオネインプロモーターの制御下
での転写は、特定の金属イオンの存在下で非常に増大する）。マウス乳房腫瘍ウイルスの
長い末端反復（ＭＭＴＶ　ＬＴＲ）内に存在するグルココルチコイド誘導性プロモーター
もまた参照のこと（Ｋｌｅｓｓｉｇら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．４：１３５４（１
９８４））。誘導性プロモーターは、それらの誘導因子が結合する場合に転写を刺激する
応答性エレメント（ＲＥ）を含む。例えば、血清因子、ステロイドホルモン、レチン酸、
およびサイクリックＡＭＰについてのＲＥが存在する。特定のＲＥを含むプロモーターは
、誘導性応答を得るために選択され得、そしていくつかの場合において、ＲＥ自体は、異
なるプロモーターに結合され、それによって組換え遺伝子に誘導性を付与し得る。
【００７４】
従って、適切なプロモーター（構成性対誘導性；強い対弱い）を選択することによって、
遺伝的に改変された細胞におけるインターフェロンの発現の存在およびレベルの両方を制
御することが可能である。インターフェロンをコードする遺伝子が、誘導性プロモーター
の制御下にある場合、インサイチュでのインターフェロンの送達は、遺伝的に改変された
細胞を、インターフェロンの転写を可能にする条件下でインサイチュで曝露することによ
って、例えば、因子の転写を制御する誘導性プロモーターの特定の誘導因子の注入によっ
て誘発される。例えば、メタロチオネインプロモーターの制御下のインターフェロン遺伝
子によってコードされたインターフェロンタンパク質の遺伝的に改変された細胞によるイ
ンサイチュ発現は、適切な（すなわち、誘導性）金属イオンを含む溶液と、遺伝的に改変
された細胞をインサイチュで接触させることによって増強される。
【００７５】
最近、外因性に投与される低分子によって、遺伝子発現の正確な調節を可能にする、非常
に洗練された系が開発されている。これらとしては、ＦＫ５０６／Ｒａｐａｍｙｃｉｎ系
（Ｒｉｖｅｒａら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２（９）：１０２８～１０３２、
１９９６）；テトラサイクリン系（Ｇｏｓｓｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６８：１７６６
～１７６８、１９９５）、エクジソン系（Ｎｏら、Ｐｒｏｃ． Ｎａｔ． Ａｃａｄ． Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　９３：３３４６～３３５１、１９９６）、およびプロゲステロン系（Ｗａ
ｎｇら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１５：２３９～２４３、１９９７
）が挙げられる。
【００７６】
従って、インサイチュで送達されるインターフェロンの量は、以下のような因子を制御す
ることによって調節される：（１）挿入された遺伝子の転写を指向するために使用される
プロモーターの性質（すなわち、プロモーターが、構成性か誘導性か、強いか弱いか、ま
たは組織特異的であるか）；（２）細胞に挿入される外因性遺伝子のコピー数；（３）患
者に投与（例えば、移植）される、形質導入／トランスフェクトされた細胞の数；（４）
エクスビボ方法における移植物（例えば、移植片、またはカプセル化発現系）のサイズ；
（５）エクスビボ方法における移植物の数；（６）インビボ投与によって形質導入／トラ
ンスフェクトされる細胞の数；（７）形質導入／トランスフェクトされた細胞または移植
物が、エクスビボおよびインビボ方法の両方の適切な場所に置かれた時間の長さ；ならび
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に（８）遺伝的に改変された細胞による、インターフェロンの産生速度。
【００７７】
治療的に有効な用量の特定のインターフェロンの送達のための、これらの因子の選択およ
び最適化は、先に開示された因子および患者の臨床的プロフィールを考慮すると、過度な
実験なしに当業者の範囲内にあると考えられる。
【００７８】
本発明者らの遺伝子治療方法によって発現されるタンパク質は分泌型タンパク質であるの
で、遺伝子治療ベクターを含まない周辺の細胞はなお影響を及ぼされる（実施例を参照の
こと）。結果として、本方法は、代表的には選択可能遺伝子の使用を必要としない。にも
かかわらず、少なくとも１つのプロモーター、およびインターフェロンをコードする少な
くとも１つの単離されたポリヌクレオチドに加えて、発現ベクターは、発現ベクターでト
ランスフェクトまたは形質導入されている細胞の選択を容易にするために、必要に応じて
選択遺伝子（例えば、ネオマイシン耐性遺伝子）を含み得る。あるいは、細胞は、２つ以
上の発現ベクター（少なくとも１つのベクターは、インターフェロンをコードする遺伝子
を含み、他のベクターは選択遺伝子を含む）でトランスフェクトされる。適切なプロモー
ター、エンハンサー、選択遺伝子、および／またはシグナル配列の選択（下記）は、過度
な実験なしに当業者の範囲内にあると考えられる。
【００７９】
（ＩＶ．特異的遺伝子治療ベクターを調製する方法）
ベクターへのポリヌクレオチド配列の挿入のための、当該分野において公知の任意の方法
が使用され得る。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８９）、およ
びＡｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９２）を参照のこと。従
来のベクターは、特定のインターフェロンについてのポリヌクレオチド配列に作動可能に
連結された適切な転写／翻訳制御シグナルからなる。プロモーター／エンハンサーはまた
、インターフェロンの発現を制御するために使用され得る（第ＩＩＩ節を参照のこと）。
【００８０】
腫瘍細胞の遺伝子治療における使用のための、哺乳動物宿主細胞と適合性の発現ベクター
には、例えば以下が挙げられる：プラスミド；ニワトリ、マウス、およびヒトレトロウイ
ルスベクター；アデノウイルスベクター：ヘルペスウイルスベクター：パルボウイルス；
および非複製性ポックスウイルス。特に、複製欠損性組換えウイルスは、複製欠損性ウイ
ルスのみを産生するパッケージング細胞株において産生され得る。Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：第９．１０節～第９．１
４節（Ａｕｓｕｂｅｌら編）、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉｃａ
ｔｅｓ，１９８９を参照のこと。
【００８１】
遺伝子移入系における使用のための特定のウイルス性ベクターは、現在、十分に確立され
ている。例えば以下を参照のこと：Ｍａｄｚａｋら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．、７３：
１５３３～３６（１９９２）（パポバウイルスＳＶ４０）；Ｂｅｒｋｎｅｒら、Ｃｕｒｒ
．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１５８：３９～６１（１９９２）（
アデノウイルス）；Ｍｏｓｓら、Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．，１５８：２５～３８（１９９２）（ワクシニアウイルス）；Ｍｕｚｙｃｚｋａ、Ｃ
ｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５８：９７～１２３（１９
９２）（アデノ随伴ウイルス）；Ｍａｒｇｕｌｓｋｅｅ、Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１５８：６７～９３（１９９２）（単純ヘルペスウイルス
（ＨＳＶ）およびエプスタインバーウイルス（ＨＢＶ））；Ｍｉｌｌｅｒ，Ｃｕｒｒ．Ｔ
ｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５８：１～２４（１９９２）（レトロ
ウイルス）；Ｂｒａｎｄｙｏｐａｄｈｙａｙら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．４：７４
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９～７５４（１９８４）（レトロウイルス）；Ｍｉｌｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ，３５７：
４５５～４５０（１９９２）（レトロウイルス）；Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２５６：８０８～８１３（１９９２）（レトロウイルス）。
【００８２】
好ましいベクターは、以下を含むＤＮＡウイルスである：アデノウイルス（好ましくは、
Ａｄ－２またはＡｄ－５に基づくベクター）、ヘルペスウイルス（好ましくは、単純ヘル
ペスウイルスに基づくベクター）、およびパルボウイルス（好ましくは「欠損性」または
非自律的パルボウイルスに基づくベクター、より好ましくはアデノ随伴ウイルスに基づく
ベクター、最も好ましくはＡＡＶ－２に基づくベクター）。例えば、Ａｌｉら、Ｇｅｎｅ
　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：３６７～３８４、１９９４；米国特許第４，７９７，３６８号お
よび同第５，３９９，３４６号、ならびに以下の議論を参照のこと。
【００８３】
例えば、インターフェロン配列を移入するための特定のベクター系の選択は、種々の因子
に依存する。１つの重要な因子は、標的細胞集団の性質である。レトロウイルスベクター
は、広範に研究され、そして多くの遺伝子治療適用において使用されているが、レトロウ
イルスベクターは、一般には、分裂していない細胞に感染するのに不適切であるが、ガン
治療において有用であり得る。なぜなら、レトロウイルスベクターは、複製している細胞
においてのみそれらの遺伝子を組込み、そして発現させるからである。レトロウイルスベ
クターは、標的細胞ゲノムへの適切な組込みに起因して、エクスビボでのアプローチに有
用であり、そしてこれに関して魅力的である。
【００８４】
アデノウイルスは、種々の細胞型に治療用導入遺伝子またはレポーター導入遺伝子を効率
的に送達するように改変され得る、真核生物ＤＮＡウイルスである。一般的なアデノウイ
ルス２型および５型（それぞれ、Ａｄ２およびＡｄ５）は、ヒトにおいて呼吸性疾患を生
じ、そして現在、デュシェーヌ筋ジストロフィー（ＤＭＤ）、および嚢胞性線維症（ＣＦ
）の遺伝子治療について開発されている。Ａｄ２およびＡｄ５の両方は、ヒト悪性疾患と
関連しないアデノウイルスのサブクラスに属する。アデノウイルスベクターは、有糸分裂
状態にかかわらず、実質的にすべての細胞型への非常に高レベルな導入遺伝子送達を提供
し得る。高力価（１０11プラーク形成単位／ｍｌ）の組換えウイルスは、２９３細胞（ア
デノウイルスによって形質転換された相補ヒト胎児腎臓細胞株：ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１５７
３）において容易に生成され得、そして感知されるほどの損失なしに長期間、凍結保存さ
れ得る。遺伝的不均衡を補完する治療用導入遺伝子をインビボで送達する際のこの系の効
率は、種々の障害の動物モデルにおいて実証されている。Ｙ．Ｗａｔａｎａｂｅ、Ａｔｈ
ｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，３６：２６１～２６８（１９８６）；Ｋ．Ｔａｎｚａｗａら
、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，１１８（１）：８１～８４（１９８０）；Ｊ．Ｌ．Ｇｏｌ
ａｓｔｅｎら、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．、３０９（１１９８３）：２８８～２９
６（１９８３）；Ｓ．Ｉｓｈｉｂａｓｈｉら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．、９２：８
８３～８９３（１９９３）；およびＳ．Ｉｓｈｉｂａｓｈｉら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅ
ｓｔ．，９３：１８８９～１８９３（１９９４）を参照のこと。実際に、嚢胞性線維症膜
貫通調節因子（ＣＦＴＲ）についてのｃＤＮＡをコードする組換え複製欠損性アデノウイ
ルスは、いくつかのヒトＣＦ臨床試験における使用について承認されている。例えば、Ｊ
．Ｗｉｌｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ，３６５：６９１～６９２（１９９３年１０月２１日）を
参照のこと。遺伝子治療についての組換えアデノウイルスの安全性のさらなる支持は、ヒ
ト集団における、生アデノウイルスワクチンの広範な経験である。
【００８５】
ヒトアデノウイルスは、直線状の約３６ｋｂの二本鎖ＤＮＡゲノムから構成され、これは
、１００マップ単位（ｍ．ｕ．）に分割され、その各々は、３６０ｂｐ長である。ＤＮＡ
は、ウイルス性ＤＮＡ複製について必要とされるゲノムの各末端にて短い逆方向末端反復
（ＩＴＲ）を含む。遺伝子産物は、ウイルスＤＮＡ合成の開始より前またはその後の発現
に基づいて，初期領域（Ｅ１～Ｅ４）および後期領域（Ｌ１～Ｌ５）に組織化される。例
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えば、Ｈｏｒｗｉｔｚ、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、第２版、Ｂ．Ｎ．Ｆｉｅｌｄｓ，Ｒａｖｅｎ
　Ｐｒｅｓｓ　Ｌｔｄ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９０）を参照のこと。
【００８６】
アデノウイルスゲノムは、その正常なウイルス生活環の間に非常に調節されたプログラム
を経る。Ｙ．Ｙａｎｇら、Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９
１：４４０７～４４１１（１９９４）を参照のこと。ビリオンは、細胞によってインター
ナリゼーションを受け、エンドソームに入り、そしてそこからウイルスは細胞質に侵入し
、そのタンパク質コートを失い始める。ビリオンＤＮＡは、核に移動し、ここで、その染
色体外線状構造を染色体内に組み込むのではなく、それを保持する。前初期遺伝子（Ｅ１
ａおよびＥ１ｂ）は、核において発現される。これらの初期遺伝子産物は、アデノウイル
ス性転写を調節し、そして種々の宿主遺伝子（これは、ウイルス産生について細胞をプラ
イムする）のウイルス性複製および発現について必要とされ、そしてより後期の初期遺伝
子（例えば、Ｅ２、Ｅ３、およびＥ４）、続いて後期遺伝子（例えば、Ｌ１～Ｌ５）のカ
スケード活性化の中心をなす。
【００８７】
遺伝子治療について開発された第１世代の組換え複製欠損性アデノウイルスは、全Ｅ１ａ
およびＥ１ｂ領域の一部の欠失を含む。この複製欠損性ウイルスは、機能的アデノウイル
スＥ１領域（これは、トランスでＥ１タンパク質を提供し、それによってＥ１欠失アデノ
ウイルスの複製を可能にする）を含む２９３細胞において増殖される。得られるウイルス
は、多くの細胞型に感染し得、そして導入遺伝子を発現し得るが（ただし、ウイルスはプ
ロモーターを保有する）、Ｅ１領域ＤＮＡを有さない細胞において複製し得ない。組換え
アデノウイルスは、それらが広範な宿主域を有し、静止細胞またはニューロンのような最
終的に分化した細胞に感染し得るという利点を有し、そして本質的に非腫瘍形成性のよう
である。アデノウイルスは、宿主ゲノムに組み込まれないようである。それらは染色体外
に存在するので、挿入変異誘発の危険性は、非常に低減されている。組換えアデノウイル
スは、非常に高い力価を生じ、ウイルス性粒子は中程度に安定性であり、発現レベルは高
く、そして広範な細胞が感染され得る。
【００８８】
アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）はまた、体細胞遺伝子治療のためのベクターとして使用さ
れている。ＡＡＶは、それを遺伝子操作のための理想的な基質にする単純なゲノム構成（
４．７ｋｂ）を有する、小さな一本鎖（ｓｓ）ＤＮＡウイルスである。２つのオープンリ
ーディングフレームは、１連のｒｅｐおよびｃａｐポリペプチドをコードする。Ｒｅｐポ
リペプチド（ｒｅｐ７８、ｒｅｐ６８、ｒｅｐ６２、およびｒｅｐ４０）は、ＡＡＶゲノ
ムの複製、レスキュー、および組込みに関与する。ｃａｐタンパク質（ＶＰ１、ＶＰ２、
およびＶＰ３）は、ビリオンキャプシドを形成する。５’末端および３’末端でｒｅｐオ
ープンリーディングフレームおよびｃａｐオープンリーディングフレームに隣接するのは
、１４５ｂｐの逆方向末端反復（ＩＴＲ）であり、そのうちの最初の１２５ｂｐは、Ｙ型
またはＴ型二重鎖構造を形成し得る。ＡＡＶベクターの開発のために重要なのは、全ｒｅ
ｐおよびｃａｐドメインが切り出され、そして治療用導入遺伝子またはレポーター導入遺
伝子で置換され得ることである。Ｂ．Ｊ．Ｃａｒｔｅｒ、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐａ
ｒｖｏｖｉｒｕｓｅｓ、Ｐ．Ｔｉｊｓｓｅｒ編，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、１５５～１６８頁
（１９９０）を参照のこと。ＩＴＲが、ＡＡＶゲノムの複製、レスキュー、パッケージン
グ、および組込みのために必要とされる最小の配列を表すことが示されている。
【００８９】
ＡＡＶ生活環は、二相性であり、潜伏性エピソードおよび溶解性エピソードの両方から構
成される。潜伏性感性の間、ＡＡＶビリオンは、キャプシド化ｓｓＤＮＡとして細胞に侵
入し、そしてそのすぐ後に、ＡＡＶ　ＤＮＡが、宿主細胞分裂の明らかな必要性なしに宿
主染色体に安定に組み込まれる核に送達される。ヘルパーウイルスの非存在下で、組み込
まれたＡＡＶゲノムは、潜伏性のままであるが、活性化およびレスキューされ得る。ＡＡ
Ｖプロウイルスを保有する細胞が、宿主クロマチンからの切除を補助するためにＡＡＶに
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よって必要とされるヘルパー機能をコードするヘルペスウイルスまたはアデノウイルスに
よる二次感染でチャレンジされる場合、生活環の溶解期が始まる（Ｂ．Ｊ．Ｃａｒｔｅｒ
，前出）。感染親一本鎖（ｓｓ）ＤＮＡは、ｒｅｐ依存性様式で、二重鎖複製形態（ＲＦ
）ＤＮＡに拡大される。レスキューされたＡＡＶゲノムは、予め形成されたタンパク質キ
ャプシド（正二十面体対称、直径約２０ｎｍ）にパッケージングされ、そして細胞溶解後
に＋または－のいずれかのｓｓＤＮＡゲノムがパッケージングされた感染性ビリオンとし
て放出される。
【００９０】
ＡＡＶは、遺伝子治療において有意な可能性を有する。ウイルス粒子は、非常に安定であ
り、そして組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）は、ｒＡＡＶが、ペレット化またはＣｓＣｌ勾配バ
ンド形成によって精製され得るという点で「薬物様」特徴を有する。それらは、熱安定性
であり、粉末になるまで凍結乾燥され、十分な活性まで再水和され得る。それらのＤＮＡ
は、宿主染色体に安定に組み込まれ、それゆえ、発現は長期である。それらの宿主域は、
広く、そしてＡＡＶは公知の疾患を全く引き起こさないので、その結果、組換えベクター
は非毒性である。
【００９１】
マウスにおけるＡＡＶ由来の高レベル遺伝子発現は、少なくとも１．５年間持続すること
が示された。Ｘｉａｏ、Ｌｉ、およびＳａｍｕｌｓｋｉ（１９９６）Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７０、８０８９～８１０８を参照のこと。ウイルス性毒性または
細胞性宿主免疫応答の証拠が存在しないので、ウイルス遺伝子治療のこれらの限定は、克
服された。
【００９２】
Ｋａｐｌｉｔｔ、Ｌｅｏｎｅ、Ｓａｍｕｌｓｋｉ、Ｘｉａｏ、Ｐｆａｆｆ、Ｏ’Ｍａｌｌ
ｅｙ、およびＤｕｒｉｎｇ（１９９４）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　８、１４８
～１５３は、ＡＡＶベクターを使用する直接的な頭蓋内注射後に、ラット脳におけるチロ
シンヒドロキシラーゼの長期（４ヶ月まで）発現を記載した。これは、ヒトにおけるパー
キンソン病のための潜在的な治療である。発現は、非常に効率的であり、そしてウイルス
は安全かつ安定であった。
【００９３】
Ｆｉｓｈｅｒら（Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（１９９７）３、３０６～３１２）は
、ＡＡＶの筋肉内に注射後、マウスにおける安定な遺伝子発現は報告した。再度、ウイル
スは安全であった。細胞性免疫応答も体液性免疫応答も、ウイルス、または外来遺伝子産
物に対して検出されなかった。
【００９４】
Ｋｅｓｓｌｅｒら（Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９６）９
３、１４０８２～１４０８７）は、マウスにおけるＡＡＶの筋肉内注射後に、エリトロポ
イエチン（Ｅｐｏ）遺伝子の高レベル発現を示した。Ｅｐｏタンパク質は、循環において
存在することが示されたが、そして治療の可能性を示す赤血球計数における増加が報告さ
れた。このグループによる他の研究は、ガンについての処置としてＨＳＶ　ｔｋ遺伝子を
発現するＡＡＶを使用した。固形腫瘍における高レベル遺伝子発現が記載されている。
【００９５】
最近、バキュロウイルスＡｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ多発性（ｍｕｌ
ｔｉｐｌｅ）核多角体病ウイルス（ＡｃＭＮＰＶ）に主に由来する組換えバキュロウイル
スは、インビトロにて哺乳動物細胞に形質導入し得ることが示されている（Ｈｏｆｍａｎ
ｎ，Ｃ．，Ｓａｎｄｉｇ、Ｖ．、Ｊｅｎｎｉｎｇｓ，Ｇ．，Ｒｕｄｏｌｐｈ、Ｍ．、Ｓｃ
ｈｌａｇ、Ｐ．、およびＳｔｒａｕｓｓ，Ｍ．（１９９５）、「Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｇ
ｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｉｎｔｏ　ｈｕｍａｎ　ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ　ｂｙ　ｂ
ａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒｓ」、Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ
．　ＵＳＡ　９２、１００９９～１０１０３；Ｂｏｙｃｅ，Ｆ．Ｍ．およびＢｕｃｈｅｒ
，Ｎ．Ｌ．Ｒ．（１９９６）「Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　
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ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｉｎｔｏ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌｓ」、Ｐｒｏｃ． Ｎａｔ
ｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３、２３４８～２３５２を参照のこと）。
【００９６】
組換えバキュロウイルスは、遺伝子治療について可能性のあるいくつかの利点を有する。
これらは、非常に大きなＤＮＡ挿入能力、ヒトにおける予め存在する免疫応答の欠如、哺
乳動物における複製の欠如、哺乳動物における毒性の欠如、バキュロウイルス転写プロモ
ーターの昆虫特異性に起因する哺乳動物細胞におけるウイルス性遺伝子の発現の欠如、お
よび潜在的には、これらのウイルス性タンパク質に対して指向される細胞傷害性Ｔリンパ
球応答の欠如を含む。
【００９７】
（ＩＶ．効力についての試験／インターフェロンの同定）
インターフェロンポリヌクレオチドは、発現ベクターを介して細胞に投与される。一般に
、特定の細胞条件および代謝に対する所定の遺伝子治療ベクターの効力を、以下について
アッセイすることにより試験する：（ｉ）細胞の形態の変化；（ｉｉ）細胞増殖の阻害；
および（ｉｉｉ）抗ウイルス活性。
【００９８】
単離された細胞において特定のインターフェロン遺伝子産物を発現するための特定の発現
ベクターの選択および最適化は、好ましくは、１以上の適切な制御領域（例えば、プロモ
ーター）を有する、このインターフェロン遺伝子を得ること；このインターフェロン遺伝
子が挿入されたベクターを含むベクター構築物を調製すること；培養細胞にインビトロで
このベクター構築物をトランスフェクトまたは形質導入すること；およびこのインターフ
ェロン遺伝子産物が培養細胞中に存在するか否かを決定することにより達成される。
【００９９】
インターフェロンをコードするポリヌクレオチドでのトランスフェクションの効果は、多
数の容易に利用可能なヒト腫瘍細胞株のうちの任意の１つを用いてインビトロで試験され
得る。このような細胞株としては、ヒト膀胱ガン細胞株５６３７（ＡＴＣＣ　ＨＴＢ９）
、ヒト乳ガン細胞株ＭＤＡ－ＭＢ－４６８（ＡＴＣＣ　ＨＴＢ１３２）；ヒト前立腺ガン
細胞株ＤＵ１４５（ＡＴＣＣ　ＨＴＢ８１）；ヒト骨肉腫細胞株ＳＡＯＳ２（ＡＴＣＣ　
ＨＴＢ８５）；肺ガン細胞株に対して転移性のヒト線維肉腫Ｈｓ９１３Ｔ（ＡＴＣＣ　Ｈ
ＴＢ１５２）；ヒト子宮頸ガン細胞株ＨｅＬａ（ＡＴＣＣ　ＥＣＬ２）が挙げられる。こ
れらの細胞株の各々は、インターフェロンをコードする適切なポリヌクレオチドでトラン
スフェクトされ得、そして細胞増殖および細胞の形態に対するトランスフェクションの効
果は、当該分野で公知の手順（例えば、細胞生存率を測定するためのトリパンブルー排除
アッセイ、経時的な増殖を測定するための細胞計数、およびＤＮＡ複製を測定するための
トリチウムチミジンの取り込み）を用いて試験され得る。
【０１００】
分泌タンパク質をコードする適切なポリヌクレオチドを有するウイルスベクターを含まな
い周囲の細胞に対するこの分泌タンパク質の効果は、実施例３に記載される方法を用いて
容易に試験され得る。
【０１０１】
標的細胞に一旦導入されると、インターフェロン配列は、挿入された変異インターフェロ
ン配列に相同／相補的である配列を含むプローブを用いる核酸ハイブリダイゼーションの
ような従来の方法により同定され得る。インターフェロンの転写は、逆転写酵素ポリメラ
ーゼ連鎖反応により測定され得る。あるいは、インターフェロンタンパク質は、細胞馴化
培地において、従来の抗ウイルスアッセイまたはＥＬＩＳＡアッセイによって測定される
。別のアプローチでは、配列は、標的細胞への発現ベクターの導入により引き起こされる
「マーカー」遺伝子機能（例えば、チミジンキナーゼ活性、抗生物質耐性など）の存在ま
たは非存在により同定され得る。例えば、インターフェロンβ　１ａをコードするポリヌ
クレオチドが、優性の選択マーカー遺伝子（例えば、ネオマイシンホスホトランスフェラ
ーゼ遺伝子）をＳＶ４０初期プロモーターの別個の制御下で有するベクターに挿入される
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場合、この配列はマーカー遺伝子機能（ジェネティシン耐性）の存在により同定され得る
。適切なベクターを検出する他の方法は、当業者に容易に利用可能である。
【０１０２】
（Ｖ．有用性）
（Ａ．インターフェロンおよび感染性疾患）
インターフェロンは、細菌、真菌、およびウイルス感染の処置において用いられている。
インフルエンザおよび水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）は、インターフェロンによる阻害
に特に感受性であり、そしてしばしばインターフェロン活性の測定のためのアッセイ、お
よびインターフェロン抗ウイルス活性機構を探求する調査において用いられる。ヒト病原
体であり、そしてインターフェロンに感受性であるようである他のウイルスとしては、Ｂ
型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、Ｄ型肝炎ウイルス、ヒトパピ
ローマウイルス、単純ヘルペスウイルス、帯状疱疹ウイルス、サイトメガロウイルス（Ｃ
ＭＶ）、ライノウイルス、および脳心筋炎ウイルスが挙げられる。
【０１０３】
中でもより魅力的なウイルス疾患標的は、肝炎である。多数のウイルスにより引き起こさ
れる肝臓疾患であるウイルス性肝炎は、世界的な主要な健康的問題である。５つの別個の
ヒト肝炎ウイルスが単離およびクローニングされている。これらは、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、
Ｄ型、およびＥ型の肝炎である。急性および慢性のウイルス性肝炎のいくつかの症例は、
既に特徴付けられた肝炎ウイルス以外の肝炎ウイルス（例えば、新たに発見されたＧ型肝
炎ウイルス）と関連するようである。最大の有病率を有するウイルスは、Ａ型、Ｂ型、お
よびＣ型である。急性および慢性の肝臓傷害および炎症を引き起こすことに加えて、ＨＢ
ＶおよびＨＣＶ感染は、肝細胞ガンを導き得る。インターフェロンは、ＨＢＶおよびＨＣ
Ｖに対してインビボで、ならびにＤ型肝炎およびＡ型肝炎に対して細胞培養において、あ
るレベルの効力が実証されている。
【０１０４】
ウイルス性肝炎は、インターフェロン遺伝子の導入により処置され得る。この遺伝子の送
達の好ましい標的は、肝臓中の肝細胞である。エクスビボ治療（例えば、肝臓細胞を外植
し、続いてインターフェロンを発現するポリヌクレオチドを導入し、次いで患者に移植し
戻すこと）は可能であるが、インビボでの遺伝子の送達は、特に好ましい。手術を行って
、肝臓の門脈にこの遺伝子を注射するか、またはカテーテルを通してこの遺伝子を肝臓の
動脈に注入する。理想的には、静脈内注射のような、より侵襲性の低い診療が用いられる
。
【０１０５】
インターフェロン遺伝子は、適切な発現ベクターにおいて転写プロモーターの制御下に置
かれる。転写プロモーターは、起源が細胞性またはウイルス性（ＣＭＶ、ＳＶ４０、ＲＳ
Ｖなど）であり得る。肝臓特異的遺伝子発現が所望される場合、肝細胞特異的細胞プロモ
ーター（例えば、アルブミンエンハンサー／プロモーター、α１－アンチトリプシンプロ
モーター、またはＨＢＶエンハンサー／プロモーター）が好ましい。文献に記載される多
くの肝臓特異的プロモーターが存在する（下記を参照のこと）。
【０１０６】
インターフェロン遺伝子が肝炎感染細胞でのみ発現されるベクターを設計することもまた
可能である。例えば、インターフェロン遺伝子の発現は、ＨＢＶ感染肝細胞にのみ存在す
るＨＢＶ転写因子ＨＢｘにより誘導され得る。さらに、「キャリア」系が使用され得る。
これは、非ウイルス性送達系（例えば、カチオン性リポソームまたはタンパク質：ＤＮＡ
結合体（ＤＮＡとアシアログリコプロテインとの結合体は、肝細胞上のアシアログリコプ
ロテインレセプターへの結合を介して肝臓に優先的に送達され得る））であり得る。
【０１０７】
しかし、今日まで、最も効率的な遺伝子送達系は、起源がウイルス性である。組換えレト
ロウイルスを用いて、ヒト肝細胞にエクスビボで遺伝子を送達している。動物モデルは、
組換えアデノウイルスが、インビボでの静脈内投与の後に肝臓に非常に効率的に局在し得
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ることを示す。静脈内注射したアデノウイルスのうちの約９８％が肝臓に局在する。
【０１０８】
組換えアデノ随伴ウイルス（ｒＡＡＶ）はまた、インビボ投与後に肝臓に感染し得るよう
である。他の型のウイルス（例えば、アルファウイルス、レンチウイルス、または他の哺
乳動物ウイルス）が用いられ得る。近年、非哺乳動物ウイルスである昆虫特異的バキュロ
ウイルスが、肝細胞に効率的に遺伝子を送達し得、そして発現し得ることが示された（Ｈ
ｏｆｍａｎら，１９９５；ＢｏｙｃｅおよびＢｕｃｈｅｒ，１９９６，前出）。
【０１０９】
例として、組換えアデノウイルスを利用してインターフェロン遺伝子をインビボで送達し
得る。複製欠損アデノウイルスは、複数のグループにより構築された。このようなウイル
スの最初の産生は、Ｅ１領域の欠失に起因して欠損性である。この欠損は、アデノウイル
スＥ１領域を発現する２９３細胞株において補完される。Ｅ１、Ｅ２ａ、および／または
Ｅ４遺伝子の欠失によって、より広範に無能にした組換えアデノウイルスを使用すること
が好ましい。これらの欠損した機能の全ては、パッケージング細胞株において発現され得
る。インターフェロン遺伝子は、任意の多数のプロモーター（例えば：ＣＭＶ前初期プロ
モーター、ＲＳＶ　ＬＴＲ、細胞アクチンプロモーター、アルブミンエンハンサー／プロ
モーター、または他の肝臓特異的プロモーター）の下流に置かれる。この遺伝子カセット
は、欠失した遺伝子のうちの１つ（例えば、アデノウイルス移入ベクターを作製するため
にはＥ１）の代わりに組換えアデノウイルスベクター中に置かれる。
【０１１０】
インターフェロン遺伝子を有する組換えアデノウイルスは、直接連結または標準法による
パッケージング細胞へのトランスフェクション後の相同組換えを介して生成される。イン
ターフェロン遺伝子を有する組換えウイルスストックは、何回もプラーク精製され、次い
でパッケージング細胞における大規模生成により拡大される。ウイルスは、ＣｓＣｌバン
ド形成、カラムクロマトグラフィー、または他の方法により精製され得、次いでパッケー
ジング細胞において力価測定され得る。Ｅ１およびＥ２ａが欠損したアデノウイルス（Ｅ
ｎｇｅｌｈａｒｄｔら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９１：６１９６
－６２００，１９９４）、ならびにＥ１およびＥ４が欠損したアデノウイルス（Ｇａｏら
，Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，７０：８９３４－８９４３，１９９６）を生成するための方法
は、詳細に記載されている。Ｅ１が欠損したアデノウイルスを生成するための方法は、Ｇ
ｒａｈａｍ，Ｆ．Ｌ．およびＬ．Ｐｒｅｖｅｃ，「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｃｏｎｓｔ
ｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ　Ｖｅｃｔｏｒｓ」，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅ
ｃｈ，３：２０７－２２０（１９９５）に見出され得る。
【０１１１】
種々の用量のウイルスが、試行において試験される。ウイルスの用量は、１０7プラーク
形成単位（ｐｆｕ）で開始され、そして１０12　ｐｆｕまで増加するようである。必要で
あれば、ウイルスは、（例えば、１～６ヶ月毎に１回）反復して投与され得る。反復ウイ
ルス投与から生じる体液性免疫応答は、反復投与の有効性を制限し得る。この場合、免疫
抑制剤（例えば、シクロスポリンまたはＣＤ４０リガンドに対する抗体）がウイルスとと
もに投与され得る。
【０１１２】
ウイルス性肝炎に対するインターフェロン遺伝子治療の効果は、動物モデルにおいて試験
され得る（第Ｃ節を参照のこと）。例えば、Ｂ型肝炎ウイルスの場合、多くのモデルが利
用可能である。これらとしては、ウッドチャック、アヒル、ツパイ、ラット、およびマウ
スが挙げられる。マウスＨＢＶモデルの中に含まれるのは、ＨＢＶについてトランスジェ
ニックであり、そしてＨＢＶ　ＤＮＡをその肝臓において安定に複製して循環におけるＨ
ＢＶウイルスの定常的産生を導くマウスである。ＨＣＶについては、チンパンジーモデル
が利用可能である。インターフェロン遺伝子を有するアデノウイルスは、肝臓に直接投与
され得るか、または静脈内注射により与えられ得る。効力は、ウイルスＤＮＡ複製、循環
中のウイルス粒子、肝臓酵素（ＡＬＴ）、肝臓の病理および炎症をモニタリングすること
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により決定される。
【０１１３】
（Ｂ．ガン）
インターフェロンタンパク質は、多くの環境（ｓｅｔｔｉｎｇ）において抗腫瘍活性を有
することが示されている。概説については、ＷａｄｌｅｒおよびＳｃｈｗａｒｔｚ，Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５０：３４７３－３４８６，１９９０；Ｍａｒｔｉｎ－Ｏ
ｄｅｇａｒｄ，ＤＮ＆Ｐ，４：１１６－１１７，１９９１；ならびにＳｐｉｅｇｅｌ，Ｓ
ｅｍｉｎａｒｓ　ｉｎ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　１５（５）：４１－４５，１９８８を参照の
こと。インターフェロンαおよびインターフェロンβでの処置は、いくつかのガンに対し
ていくらかの効力を示した。遺伝子療法は、単独で、または従来の手術、照射、または化
学療法とともに行われ得る。遺伝子治療に敏感に反応するガンについての以下のリストは
、単に部分的なものであり、インターフェロン遺伝子治療は、このリストに含まれない多
くの疾患環境において有効であり得るようである。
【０１１４】
悪性神経膠腫は、成体における全ての原発性脳腫瘍のうちの６０～８０％を占める。ヒト
神経膠腫細胞は、免疫欠損（ヌード）マウスに大脳内に移植されて、神経膠腫モデルを提
供し得る。インターフェロンβタンパク質処置は、これらのマウスにおける生存を増加さ
せることが示された。神経膠腫におけるいくつかのインターフェロンβタンパク質試行に
ついての問題は、インターフェロンβの非経口的（静脈内または筋肉内）投与後の高い毒
性であった。脳へのインターフェロンβ遺伝子の、おそらく手術時の、局所送達は、脳に
おける長期のインターフェロンβ生成を、タンパク質の全身性投与後に見られる副作用を
伴わずに生じ得る。
【０１１５】
黒色腫は、インターフェロン遺伝子治療の優秀な標的である。転移性悪性黒色腫について
の予後は、乏しい。疾患の発生数は、劇的に増加しており、そして従来の化学療法は効果
がない。黒色腫は、患者の応答が宿主の免疫応答に依存し得るという点で、免疫原性腫瘍
型であるようである。インターフェロンβの抗増殖活性および免疫調節活性は共に、この
環境において有効であり得る。本発明者らは、インターフェロンβタンパク質が、培養し
た悪性黒色腫細胞に対して直接的な抗増殖効果を有することを観察した。
【０１１６】
血管腫は、肥満細胞、線維芽細胞、およびマクロファージの蓄積となる毛細管内皮の増殖
であり、そして組織損傷をもたらす。通常は無害であるが、血管腫は、必須器官を危険に
さらし、そして死を引き起こし得る。インターフェロンαタンパク質は、乳児においてス
テロイド耐性血管腫の早期後退を誘導することが示された（Ｍａｒｔｉｎ－Ｏｄｅｇａｒ
ｄ，前出）。
【０１１７】
インターフェロンタンパク質は、白血病、リンパ腫、および骨髄腫の処置において有効で
あることが示された。これらの疾患において示された効力は、インビトロでのガン処置に
おけるインターフェロンタンパク質の効力が充分に特徴付けられているにもかかわらず、
インビボでの効力は通常ずっと低いという一般的な知見とは対照的である。それにもかか
わらず、インターフェロンαは、毛様細胞性白血病、慢性骨髄性白血病、皮膚Ｔ細胞リン
パ腫、ホジキンリンパ腫、および多発性骨髄腫に対してヒト臨床試験において有効である
。インターフェロンβタンパク質は、培養中の腎臓細胞ガン細胞の増殖を阻害する。ＩＦ
Ｎ－αは、既に、腎臓細胞ガンの処置における使用が認可されている。
【０１１８】
結腸直腸ガンは、米国におけるガン関連死の主要な原因である。ＩＦＮ－αタンパク質、
ＩＦＮ－βタンパク質、およびＩＦＮ－γタンパク質による、培養ヒト結腸ガン細胞に対
する強力な抗増殖効果が存在する。結腸ガンは、しばしば悲惨な結果を伴って肝臓に転移
を生じる。アデノウイルスまたは他の肝臓向性送達系を用いて、インターフェロン遺伝子
をこれらの転移の処置のために肝臓に送達し得る。肝細胞ガンは、アデノウイルスによる
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肝臓送達の効率が高いことに起因して、魅力的な標的である。ＩＦＮ－βタンパク質が培
養中のヒト肝ガン細胞の増殖を有意に阻害することが観察されている。
【０１１９】
インターフェロンタンパク質は、手術不能の非小細胞肺ガン（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌ　ｃｅ
ｌｌ　ｌｕｎｇ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）の処置における効力が、いくつかの臨床試験にお
いて示されているが、他の臨床試験においては示されていない。２つのヒト肺ガン細胞株
は、インターフェロンβタンパク質による増殖阻害に感受性であることが見出される（β
はαよりも有効であった）。１つの臨床試験では、有意なインターフェロン関連毒性が、
インターフェロンの静脈内投与後に観察された。肺へのインターフェロンβ遺伝子の局所
送達（おそらく、組換えアデノウイルスベクターのエアロゾル送達による）は、タンパク
質の全身性送達後に観察される毒性を伴わずに有効であり得る。インビトロでは、インタ
ーフェロンβタンパク質を用いる小細胞肺ガン細胞の増殖阻害が観察された。
【０１２０】
インターフェロンαタンパク質は、ヌードマウスにおける乳ガン異種移植片の増殖を阻害
する。インターフェロンβは、その抗増殖効果だけでなく、そのエストロゲンレセプター
およびプロゲステロンレセプターのインビボでの誘導により抗エストロゲンタモキシフェ
ンに対して乳ガンを感作することに起因して、乳ガンに対して有効であり得る。本発明者
は、ヒト乳ガンのマウスモデルにおけるＩＦＮ－β遺伝子治療を用いる実験（実施例３お
よび４を参照のこと）からのデータを示す。
【０１２１】
卵巣ガンは、可能な疾患標的である。インターフェロンβタンパク質は、培養卵巣ガン細
胞の増殖阻害においてインターフェロンαよりも活性でないようである。この場合、治療
は、腹膜への遺伝子治療ベクターの点滴注入により行われ得る。なぜなら、この型の腫瘍
は、腹膜腔に満ちる傾向があるからである。
【０１２２】
まとめると、インターフェロンタンパク質を用いる臨床結果は一様に陽性であるというわ
けではないが、インターフェロンタンパク質は、多数の環境において抗腫瘍特性を実証し
た。ＩＦＮ－αタンパク質およびＩＦＮ－βタンパク質は、従来の化学療法とともに試験
され、そして多くの適応症（子宮頸ガン細胞、喉頭ガン細胞、白血病細胞、腎臓細胞ガン
、結腸腺ガン、および骨髄腫を含む）においてこれらの薬物との相乗作用を示した。イン
ターフェロンが抗新脈管形成活性を有するとも考えられる。局所ＩＦＮ－βレベルと新脈
管形成能力との間には逆の相関が存在する。いくつかのデータは、持続レベルのＩＦＮ－
βタンパク質が新脈管形成の阻害に必要であることを示す。この場合、インターフェロン
遺伝子治療は、高レベルのインターフェロンタンパク質が極めて迅速に低いレベルまたは
検出不能なレベルに低下するタンパク質治療よりも好ましい。
【０１２３】
（Ｃ．動物遺伝子治療モデル）
当業者は、エキソビボおよびインビボで遺伝子治療を試験するために利用可能である多く
の動物モデルを知っている。最も通常に用いられるげっ歯類ガンモデルは、ヌード（ｎｕ
／ｎｕ）マウスにおけるヒト腫瘍異種移植片モデルである。ヒトのガン細胞が、培養中で
増殖され、そして適切な発現制御配列に作動可能に連結された、インターフェロンコード
遺伝子でトランスフェクトまたは感染される。次いで、これらの細胞は、ヌードマウスに
注射される。代表的には、腫瘍細胞がマウスの背中に皮下に注射されて、固形腫瘍塊の形
成を導く（実施例１を参照のこと）。あるいは、腫瘍細胞は、腫瘍が自然に出現する器官
に正常位に注射され得る（肺ガン細胞は、肺に注射される；結腸ガン細胞は結腸に注射さ
れる、など）。次いで、腫瘍増殖の後に、経時的な腫瘍塊の直径の測定が行われ得る（実
施例２を参照のこと）。
【０１２４】
Ｏｋａｄａら（１９９６）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３，９５７－９６４は、脳へのヒ
ト神経膠腫細胞の頭蓋内定位直接注射により実験的神経膠腫をマウスにおいて形成した。
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検出可能な腫瘍が形成された後、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ遺伝子（ＨＳＶ
　ｔｋ）を発現するＡＡＶベクターは、同じ部位に直接注射された。ＨＳＶ　ｔｋ酵素は
、非毒性ヌクレオシドアナログであるガンシクロビル（ＧＣＶ）を毒性の代謝産物に変換
する。遺伝子治療後、ＧＣＶは、腹腔内に投与された。ＡＡＶ－ｔｋおよびＧＣＶを受け
たマウスは腫瘍サイズの劇的な減少を示したが、コントロールＡＡＶを、またはＧＣＶな
しでＡＡＶ－ｔｋを受けたマウスは示さなかった。この治療は安全かつ有効であるようで
あった。
【０１２５】
組換えアデノウイルス（ＡｄＶ）はまた、動物モデルおよび初期のヒト臨床試験において
固形腫瘍の処置に用いられた。これらの研究の多くは、類似のヌードマウス／ヒト異種移
植片モデルを用いた。これらのモデル構築実験のいくつかの例を下記に列挙する。Ｃｌａ
ｙｍａｎら（１９９５）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５５，１－６は、ヌードマウ
スにおける頭部および頚部のヒト扁平上皮ガンのモデルを提示した。彼らは、野生型ｐ５
３を発現するアデノウイルスがこれらの腫瘍の形成を妨害することを見出した。
【０１２６】
Ｈｉｒｓｃｈｏｗｉｔｚら（１９９５）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　６，１
０５５－１０６３は、ヒト結腸ガン細胞をヌードマウスに導入した。腫瘍が樹立された後
、彼らは、これらの腫瘍に、Ｅ．ｃｏｌｉシトシンデアミナーゼ遺伝子（ＣＤ）を発現す
るアデノウイルスを直接注射し、次いで５－フルオロシトシン（５ＦＣ）を全身投与した
（ＣＤおよび５ＦＣは、ｔｋおよびＧＣＶに類似する酵素／プロドラッグの組み合わせで
ある）。彼らは、腫瘍サイズの４～５倍の減少を観察した。
【０１２７】
Ｚｈａｎｇら（１９９６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３，４５
１３－４５１８は、ヌードマウスにおいてヒト乳房腫瘤を形成した。これらの腫瘍は、イ
ンターフェロンαを発現するアデノウイルスとともに直接注射される。彼らは、１００％
の動物において腫瘍の後退を観察した。
【０１２８】
Ｋｏら（１９９６）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７，１６８３－１６９１は
、ヒト前立腺腫瘍をヌードマウスにおいて形成し、そして野生型ｐ５３を発現するアデノ
ウイルスの腫瘍内直接注射が腫瘍の増殖を阻害することを見出した。全ての処置マウスは
、処置の中止の少なくとも１２週間後まで腫瘍がないままであった。
【０１２９】
Ｂｉｓｃｈｏｆｆら（１９９６）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４，３７３－３７６は、ヒト子宮
頸ガンおよび神経膠芽細胞腫の腫瘍をヌードマウスにおいて形成した。彼らは、これらの
マウスを、Ｅ１Ｂ遺伝子が欠失したアデノウイルスで処置した。Ｅ１Ｂの非存在下では、
アデノウイルスは、ｐ５３欠損腫瘍細胞を選択的に殺傷する。腫瘍に直接注射した場合、
このアデノウイルスは動物のうちの６０％において腫瘍後退を引き起こした。
【０１３０】
Ｏｈｗａｄａら（１９９６）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７，１５６７－１
５７６は、ヒト結腸ガン細胞をヌードマウスの肝臓に注射して、結腸ガンの肝臓転移を模
倣した。次いで、彼らは、ＣＤを発現するアデノウイルスを腫瘍の近傍の肝臓に注射した
。５ＦＣでの全身処置は、これらの動物における腫瘍増殖を抑制した。
【０１３１】
ガンモデルはまた、免疫応答性マウスおよびラットにおいて提示され得る。これらの腫瘍
は、マウスに注射される同系げっ歯類腫瘍細胞から樹立され得る。あるいは、腫瘍は、内
因性細胞に由来し得る。これらの場合、内因性腫瘍は、発癌物質での動物の処置に起因し
得るか、あるいはマウスの遺伝的背景（例えば、ｐ５３の欠損）に起因して自発的に形成
され得る。いくつかの例が続く。
【０１３２】
Ｅｌｓｈａｍｉら（１９９６）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７，１４１－１
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４８は、免疫応答性ラットにおける内因性中皮腫を、ｔｋ遺伝子を発現するアデノウイル
スで処置した。このウイルスは、胸膜腔に注射され、次いでＧＣＶが全身投与された。彼
らは、腫瘍の重量の劇的な減少および生存時間の増加を示した。
【０１３３】
Ｅａｓｔｈａｍら（１９９６）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７，５１５－５
２３は、同系マウス前立腺腫瘍細胞株を免疫応答性マウスに皮下移植した。彼らは、アデ
ノウイルス－ｔｋをこの腫瘍に直接注射し、そしてＧＣＶで全身処置した。著者らは、腫
瘍サイズの減少および生存の長期化を報告した。
【０１３４】
Ｂｒａｍｓｏｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７，１９９５－
２００２は、サイトカインＩＬ－１２を発現するアデノウイルスを、内因性マウス乳房腫
瘤に直接注射した。彼らは、マウスのうちの７５％が腫瘍の後退を有し、そして３３％が
長期間の後に腫瘍がないままであったことを見出した。
【０１３５】
Ｒｉｌｅｙら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２，１３３６－１３４１は
、網膜芽細胞腫遺伝子を発現するアデノウイルスを、Ｒｂ＋／－マウスにおいて自然に生
じた下垂体メラニン細胞刺激ホルモン産生細胞の腫瘍に直接注射した。彼らは、処置動物
における腫瘍細胞の増殖の減少、腫瘍増殖の減少、および寿命の長期化を見出した。
【０１３６】
レトロウイルスベクターは、ヒトの遺伝子治療臨床試験において用いられた最初のベクタ
ーである。本特許出願に関連する１つの報告は、Ｒｏｔｈら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２，９８５－９９１の報告である。彼らは、野生型ｐ５３遺伝子を発
現する組換えレトロウイルスを生成した。このウイルスは、非小細胞肺ガンを有する９人
のヒト患者に、気管支鏡に挿入された針を用いて腫瘍内直接注射により導入された。９人
の患者のうち、３人は腫瘍の後退を示したが、他の３人の患者は腫瘍増殖の安定化を示し
た。
【０１３７】
（Ｄ．他の実施態様）
遺伝的に改変された細胞は、例えば腹腔内注射により、あるいはこのレシピエントの細胞
適合性部位において、この細胞を、またはこの細胞を含む移植片もしくはカプセルを移植
することにより投与される。本明細書中で使用される場合、「細胞適合性部位」は、この
遺伝的に改変した細胞、細胞移植片、またはカプセル化した細胞発現系が、有害な生理学
的結果を誘発せずに移植され得るレシピエントの構造、腔、または流体を言う。例えば代
表的な細胞適合性部位には、腹膜腔、胸腔、および心膜腔、ならびにこの細胞が由来する
ところの固形腫瘍、またはこの腫瘍が除去されるところの器官がある。
【０１３８】
この遺伝的に改変した細胞は、細胞適合性部位に、単独でまたは他の遺伝的に改変した細
胞と共に移植され得る。従って、本発明は、第１の改変した細胞は第１のインターフェロ
ンを発現し、第２の改変した細胞は第２のインターフェロンまたは他の分泌タンパク質を
発現するような、遺伝的に改変した細胞の混合物を使用することにより、レシピエントの
系を改変する方法を採用する。他の遺伝的に改変した細胞型（例えば、肝細胞、平滑筋細
胞、線維芽細胞、神経膠細胞、内皮細胞、またはケラチノサイト）が遺伝的に変化した細
胞と共に添加され、導入した遺伝子の複雑なセットの発現を生じる。さらに、同一のまた
は異なるベクター上の、１つより多い組換え遺伝子は、それぞれ遺伝的に改変された細胞
に導入され得、これにより単一の細胞による複数のインターフェロンの発現を可能にする
。
【０１３９】
本発明はさらに細胞移植片を包含する。この移植片は、哺乳動物のレシピエントへの移植
に適する支持体へ付着される多数の上述の遺伝的に改変した細胞を含む。この支持体は、
天然の物質または合成物質から形成され得る。別の実施態様において、この移植片は、腹
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膜の斑を含む。この実施態様によると、この支持体は、多数の遺伝的に改変した細胞を一
緒に保有する天然に存在するマトリックスである。あるいはこの移植片は、天然に存在す
るマトリックスの置換物に付着される多数の上述の細胞を含む（例えば、Ｇｅｌｆｏａｍ
（Ｕｐｊｏｈｎ，Ｋａｌａｍａｚｏｏ，Ｍｉｃｈ．），Ｄａｃｒｏｎ，Ｃｏｒｔｅｘ（登
録商標））。
【０１４０】
本発明の別の局面によると、カプセル化した細胞の発現系が提供される。このカプセル化
した系は、哺乳動物レシピエントへの移植に適するカプセルおよびそこに含まれる多数の
上述の遺伝的に改変した中皮細胞を含む。このカプセルは、合成物質または天然に存在す
る物質から形成され得る。このようなカプセルの処方は当該者らに公知である。哺乳動物
レシピエントに直接移植される細胞（すなわち、遺伝的に改変した細胞がこの細胞適合性
部位と直接物理的に接触しているような様式で移植される）と対照的に、このカプセル化
した細胞は移植後単離したままである（すなわち、この部位と直接物理的な接触をしてい
ない）。従ってこのカプセル化した系は、遺伝的に改変した非不死化細胞を含有するカプ
セルに限定されないが、遺伝的に改変した不死化細胞を含み得る。
【０１４１】
（ＶＩ．処方）
好ましい実施態様において、遺伝的に改変した細胞の調製は、治療的有効用量のインター
フェロンをレシピエントにインサイチュで送達するに充分な量の細胞を含む。既知の条件
についての特定のインターフェロンの治療的有効用量の、決定は、過度の実験を必要とせ
ずに、当業者の技術の範囲内である。従って、有効用量を決定する際に、当業者は、患者
の状態、状態の重症度、ならびに投与される特定のインターフェロンの臨床の研究の結果
を考慮する。
【０１４２】
この遺伝子またはこの遺伝的に改変した細胞が薬学的に受容可能なキャリアに既に存在し
ない場合、それらはこのレシピエントに投与する前にこのようなキャリアに配置される。
このような薬学的に受容可能なキャリアには、例えば等張の生理食塩水およびこの患者お
よび治療に適切な他の緩衝液が挙げられる。
【０１４３】
この用語「薬学的に受容可能なキャリア」は、インターフェロンをコードする単離された
ポリヌクレオチドが結合してその適用を容易にする天然の、または合成の１つ以上の成分
を意味する。適切なキャリアには滅菌生理食塩水が挙げられるが、薬学的に受容可能であ
ることが知られる他の水溶性および非水溶性の等張滅菌溶液および滅菌懸濁液は当業者ら
に公知である。この点について、用語「キャリア」は任意のプラスミドおよびウィルス発
現ベクターを含む。「有効量」とは、疾患の、変性の、または損傷の状態の進行を回復ま
たは遅延させ得る量を言う。有効量は個々の根拠に基づいて決定され得、そして部分的に
処置されるべき症状の考慮および探求された結果に基づく。有効量は、このような要素を
使用して、そしてただ慣用的な実験を使用して当業者により決定され得る。
【０１４４】
好ましい方法において、その付帯ベクター（すなわち「キャリア」）内に含まれるインタ
ーフェロンポリヌクレオチド配列の有効量は注射針を用いた直接の注射を介して、あるい
はガンもしくは腫瘍またはこの腫瘍に送る血管中に配置したカテーテルもしくは他の送達
チューブを介して、標的細胞または腫瘍組織に直接投与され得る。投薬量は主に、処置さ
れる条件、選択されたインターフェロン、年齢、体重、および被検体の健康のような因子
により、従って被検体間で変化し得る。ウィルス遺伝子治療ベクターが使用される場合、
ヒト被検体についての有効量は、ウィルス発現ベクターを含む、約１×１０7～約１×１
０12プラーク形成ユニット（ｐｆｕ）／ｍｌインターフェロンを含む生理食塩水の約０．
１～約１０ｍｌの範囲であると考えられる。
【０１４５】
上述のとおり、ＩＦＮ遺伝子は直接の注射により固形腫瘍に投与され得る。あるいは、こ
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の腫瘍への送達は、この腫瘍に送る血管への注入により行われ得る。このベクターの非経
口的な投与はまた可能である。インターフェロンをコードするポリヌクレオチドは、局所
的に、眼内に、非経口的に、鼻腔内に、気管内に、気管支内に、筋肉内に、皮下に、また
は任意の他の手段により投与され得る。非経口的投与には、静脈内、筋肉内、腹腔内、お
よび皮下が含まれる。より高性能なアプローチは、ウィルス、あるいは天然の向性による
、または特定の腫瘍型にのみ見られるレセプターへ結合する表面分子の存在により、異な
る腫瘍型に対し局在化する化学的な結合体の非経口的投与であり得る。
【０１４６】
上述のとおり、本発明は哺乳動物レシピエント中に遺伝子産物（例えば、インターフェロ
ン）を発現する細胞表現系を形成する方法、これにより生産された発現系、およびこれを
含む薬学的組成物を提供する。以下の実施例は、動物モデル系における細胞遺伝子治療の
実行可能性を実証に関する。
【０１４７】
（実施例１：例示的動物モデル）
動物モデルにおいて、インターフェロンを発現し得るポリヌクレオチドのインビボ試験を
都合よく達成する。腫瘍を、ヒト腫瘍細胞株のマウスへの注射によりヌードマウス中に形
成する。このヌードマウス（ｎｕ／ｎｕ株）は免疫不全性で、かつ外来腫瘍細胞を拒絶し
ない。腫瘍細胞注射後１～２週間で腫瘍は形成するが、この正確な時期は注入された細胞
の数およびこの細胞株の腫瘍形成能による。インターフェロンを発現するポリヌクレオチ
ドを、このマウスへの注入前の培養物内で、従来のトランスフェクション手順により、こ
の腫瘍細胞中に導入する。あるいは、この適切なポリヌクレオチドを、この腫瘍がこのマ
ウスに形成された後、トランスフェクションまたはインビボウィルス形質転換により腫瘍
中に導入し得る。
【０１４８】
１つだが実施例として、この使用された細胞は、膀胱腫瘍細胞株ＨＴＢ９（Ｈｕａｎｇら
、前出）であるか、網膜芽細胞腫細胞株ＷＥＲＩ－Ｒｂ２７であるかのいずれかである（
共に、Ｔａｋａｈａｓｈｉら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：５
２５７－５２６１，１９９１）。培養物中のインターフェロンをコードする単離したポリ
ヌクレオチドの送達について、腫瘍細胞をトランスフェクトするか（リン酸カルシウム沈
殿、エレクトロポレーション、またはリポフェクトアミン（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
）トランスフェクションのような従来の手順を使用する）、または直接感染させる（レト
ロウィルス、アデノウィルス、バキュロウィルス、またはアデノ随伴ウィルス）。１００
％の細胞が適切なポリヌクレオチドを首尾良く取り込んだ効果的なウィルス感染の場合、
細胞の選択は必要ない。さらに、ほんの少しのパーセントの細胞がこのインターフェロン
遺伝子を発現する必要があるので、薬剤選択は通常必要とされないことを見い出した（実
施例３）。
【０１４９】
本明細書中に記載されたウィルス感染ほど効果的ではないトランスフェクションの場合に
選択が行われるならば、細胞を、薬剤耐性遺伝子（例えば、Ｇ４１８耐性をコードするｎ
ｅｏ遺伝子）およびこのインターフェロン遺伝子のようなポリヌクレオチドを共にコード
する発現ベクターでトランスフェクトする。対照のトランスフェクションはこの薬剤耐性
遺伝子のみをコードするベクターである。
【０１５０】
この薬剤を含有する培地中における選択の約２～３週間後、この細胞コロニーはプールさ
れ、そして約１００ｕｌの容量中、約１０6の細胞数でｎｕ／ｎｕ（ヌード）メスマウス
の脇腹に、皮下に注射される。ウィルス感染した細胞は、選択工程の必要なしに直接注射
される。このマウスはさらに少なくとも２ヶ月間維持され、かつ腫瘍サイズは、キャリパ
を使用し毎週モニターされる。
【０１５１】
あるいは、トランスフェクトされない腫瘍細胞、または感染されない腫瘍細胞はこのマウ
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スの脇腹に、皮下に注射される。腫瘍形成後、インターフェロンをコードするポリヌクレ
オチドを含むＤＮＡまたはウィルスは、この腫瘍中に直接注射される。多くのウィルスは
この手順に適切であるが、組換えアデノウィルスは最も効率的であり、そして組換えレト
ロウィルスはこの腫瘍細胞ゲノムに安定的に組込まれる利点がある。ＤＮＡは、このＤＮ
Ａをカチオンのリポソームと混合し、そしてこの混合物を注入することでこの細胞に導入
され得る。このインターフェロン遺伝子を含有しないＤＮＡまたはウィルスは、対照とし
て役立てるために他のマウスの腫瘍に注入される。腫瘍の進行または縮小を、キャリパを
用いてモニターする。
【０１５２】
（実施例２：例示的肺ガンモデル）
さらなる実施例として、インターフェロンをコードするリポソームにカプセル化された、
単離したポリヌクレオチドを用いるヒト小細胞肺ガンの処置を、リポソーム、特に小粒子
リポソームエアロゾルを使用するこのような処置を必要とする細胞中に、インターフェロ
ンをコードするポリヌクレオチドを導入することによりインビボで行い得る。エアロゾル
を介して投与すると、インターフェロンをコードするポリヌクレオチドが、鼻咽頭の表面
で、気管支樹で、および肺動脈弁区中に一様に沈着する。リポソームエアロゾルの議論に
ついて、Ｋｎｉｇｈｔ　ａｎｄ　Ｇｉｌｂｅｒｔ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏ．
ａｎｄ　Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．，７：７２１－７３１（１９８８）を参照のこと。この
方法で肺ガンを処置するめに、インターフェロンをコードするポリヌクレオチドを、任意
の他の簡便な方法により精製する。インターフェロンをコードするポリヌクレオチドをリ
ポソームと混合し、そして高い有効性でそれらに取り込む。このエアロゾル送達は緩やか
で、かつ正常なボランティアおよび患者により充分に許容されるので、インターフェロン
をコードするポリヌクレオチドを、含有するリポソームを任意の段階の肺ガンを罹患して
いる患者を処置するために投与する。このリポソームを、鼻吸入によりまたは噴霧器に接
続した気管内チューブにより、腫瘍の増殖を阻害するに充分な用量で送達する。エアロゾ
ル投与処置を、必要な繰り返しを伴い、２週間毎日投与する。
【０１５３】
正常位の小細胞肺ガンを使用するインビボの研究を、胸腺欠損の（ｎｕ／ｎｕ）ヌードマ
ウスの右の主流の気管支に注入された腫瘍を使用して実施し得る（１マウスあたり約１．
５×１０6細胞）。３日後このマウスは、リポソームカプセル化したインターフェロン遺
伝子およびこのインターフェロン遺伝子配列を欠く対照を気管支内に接種される処置（連
続３日間毎日）のコースを開始する。腫瘍形成およびサイズを、両方の処置の後、キャリ
パを用いて測定し、そしてマウスの生存を評価する。
【０１５４】
（実施例３：インターフェロンβ１ａ遺伝子を用いたエキソビボ遺伝子治療）
この実施例において、本発明者はヒト乳房ガン細胞株ＭＢＡ－ＭＤ－４６８（アメリカン
タイプカルチャーコレクションから入手した）を使用する。細胞はヒトインターフェロン
－β１ａ遺伝子を発現するアデノウィルスで感染されていないかまたは感染されているか
のいずれかである。この場合、このアデノウィルスはＥ１遺伝子を欠失しており、かつＥ
２ａ遺伝子中に温度感受性変異を有する。この特定のアデノウィルスを産生する方法は、
Ｅｎｇｅｌｈａｒｄｔら，（１９９４），Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　５：１２１７－１
２２９（さらなる詳細については以下をまた参照のこと）に見い出され得る。手短には、
このインターフェロンβ１ａ遺伝子を遺伝子転写がＣＭＶ　ＩＥ１プロモーターにより駆
動されるような、アデノウィルスベクターｐＡｄＣＭＶｌｉｎｋ１に前もってクローン化
し、これによりアデノウィルストランスファープラスミドを作成した。この遺伝子を欠失
したＥ１遺伝子に代わりこのベクターに挿入した。このインターフェロン遺伝子を有する
組換えアデノウィルスを、このトランスファープラスミドおよび２９３細胞中のアデノウ
ィルスゲノムの組換えにより産生する。ウィルスをプラーク精製し、そして従来の方法に
よりプラークアッセイにおいて滴定（ｔｉｔｅｒ）した。
【０１５５】
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（材料および方法）
（細胞培養）ヒトガン細胞ＭＤＡ－ＭＢ－４６８、Ｈｕｈ７、ＫＭ１２ＬＡ４、ＭＥ１８
０、ＨｅＬａ、Ｕ８７、および２９３を、１０％ウシ血清、２ｍＭグルタミン、ペニシリ
ンおよびストレプトマイシン、必須でないアミノ酸、ならびにビタミンを含有するダルベ
ッコ改変イーグル培地中に接着性の培養物として維持する。
【０１５６】
（精製したアデノウィルスの産生）サイトメガロウィルス初期プロモーター、により駆動
されるヒトＩＦＮβ遺伝子をコードするアデノウィルストランスファーベクター（ｐＡｄ
ＣＭＶ－ｈｕＩＦＮβ）を、ヒトＩＮＦ－β１ａをコードするｃＤＮＡ挿入物をプラスミ
ドｐＡｄＣＭＶｌｉｎｋ１に連結することにより構築する（Ｅｎｇｅｌｈａｒｄｔら，１
９９４前出を参照のこと）。プラスミドｐＡｄＣＭＶ－ｈｕＩＦＮβを、温度感受性アデ
ノウィルスＨ５ｔｓ１２５から精製されたゲノムＤＮＡとともに、２９３細胞に同時トラ
ンスフェクトする。個々のプラーク由来の組換えアデノウィルスを使用し、２９３細胞を
３９℃で感染し、そしてこの上清をＥＬＩＳＡアッセイによりＩＦＮ－β遺伝子発現につ
いて試験する。ＩＦＮ－βｃＤＮＡ（Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβ）を有するアデノウィルス
を同定し、さらに増幅した。同様に、比色マーカーβガラクトシダーゼ（Ｈ５．１１０ｌ
ａｃＺ）をコードするコントロールＥ２Ａ温度感受性アデノウィルスを作成する。ウィル
ス調製を２９３細胞で産生し、かつ２回のプラーク単離後ＣｓＣｌ勾配で精製する。それ
らが野生型アデノウィルスの存在についてネガティブであることを示した。
【０１５７】
細胞を、２％ウシ血清を含有する３ｍｌの培地中１００の感染多重度（ＭＯＩ）でＨ５．
１１０ｈＩＦＮβを用いて感染する。１５時間から１８時間後、上清が収集され、ＩＦＮ
β濃度はＥＬＩＳＡアッセイによって定量する。
【０１５８】
（ＥＬＩＳＡアッセイ）９６ウェルプレートを一晩４℃で、抗ヒトＩＦＮβ抗体、Ｂ０２
でコートする（Ｓｕｍｍｉｔ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｃｏ．，Ｊａｐａｎ）
。この抗体を５０ｍＭ炭酸水素／炭酸ナトリウム、０．２ｍＭ　ＭｇＣｌ2、および０．
２ｍＭ　ＣａＣｌ2（ｐＨ９．６）を含むコーティング緩衝液中、１０μｇ／ｍｌで使用
する。このプレートをＰＢＳ中１％カゼインを用いて１時間室温でブロックした後、１％
カゼインおよび０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０に希釈したＩＦＮβタンパク質標準（Ａｖｏ
ｎｅｘTM，Ｂｉｏｇｅｎ）のＩＦＮβサンプルを添加する。次にこのプレートを室温で、
抗ＩＦＮβウサギ血清と共に（１：２０００希釈）１時間、ロバ抗ウサギ抗体を結合した
西洋ワサビペルオキシダ－ゼ（ＨＲＰ）と共に（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ，１：５０００希釈）１時間、およびこの基質溶液（４．２ｍＭ　ＴＭＢおよ
び０．１Ｍ酢酸ナトリウム－クエン酸ナトリウムｐＨ４．９）と共に連続的に室温でイン
キュベートする。この反応を２Ｎ　Ｈ2ＳＯ4により停止した後、吸光度を４５０ｎｍで測
定した。
【０１５９】
（マウス実験）４～６週齢のメスＢａｌｂ／ｃ　ｎｕ／ｎｕマウスをＴａｃｏｎｉｃファ
ーム（Ｂｏｓｔｏｎ，Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ）から入手する。全てのマウスは、各
試験の前、少なくとも２週間は、病原性のないＢｉｏｇｅｎ動物施設中に維持する。エキ
ソビボ実験について、感染したおよび感染しなかった細胞を、トリプシン／ＥＤＴＡ溶液
で収集し、ＰＢＳで２回洗浄する。これらの細胞は、マウスに注入する直前に、下記の比
率で混合する。１００μｌのＰＢＳ中に全部で２×１０6細胞を、右の脇腹の皮下に移植
した。腫瘍サイズはキャリパを使用して長さおよび幅を測定し、そして平均腫瘍直径（ｍ
ｍ）として表す。
【０１６０】
インビボ直接注入実験（実施例４）について、１００μｌ／ＰＢＳ中２×１０6腫瘍細胞
をまずヌードマウスに皮下に移植する。腫瘍サイズが直径５～６ｍｍに達した場合、組換
えアデノウィルスの種々の用量を含有する１００μｌのＰＢＳを単回注入で腫瘍の中心に
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直接注入する。腫瘍は、キャリパを使用して長さおよび幅をモニターする。腫瘍サイズは
この長さおよび幅を平均化することで計算する。動物の死は、このなかで腫瘍が出血の兆
しを示し始めたか、または全体重の１０％に達したマウスを屠殺することと定義しする。
アポトーシスは、Ｏｎｃｏｒ，Ｉｎｃ．（Ｃａｔａｌｏｇ＃Ｓ７１１０－ＫＩＴ）により
提供されるインサイチュアポトーシス検出キットを使用して調査する。
【０１６１】
（結果）
本発明者は最初にアデノウィルスベクターの形質転換の有効性およびトランスジーン発現
を評価した。ヒト乳房ガン細胞ＭＤＡ－ＭＢ－４６８は、漸増する多重度感染（ＭＯＩ）
のＨ５．１１０ｌａｃＺで感染した。Ｘ－ｇａｌ染色後、本発明者は、１００のＭＯＩで
、この遺伝子形質導入の有効性はこれらの細胞中約１００％に達したことを見積もった（
データ示さず）。従って、この乳房ガン細胞は、１細胞あたり１００プラーク形成ユニッ
ト（ｐｆｕ）の比で培養物中に感染される。なぜならこれらのガン細胞を用いた本発明者
らの経験は、これがこの集団における全ての細胞でこの遺伝子の発現を導く最も低いウィ
ルス：細胞比であったことを示した。
【０１６２】
最初の実験について、注入後１８時間、２×１０6細胞を各ヌードマウスの背中の皮下に
注入する。５匹のマウスは、感染されていない細胞で注入し、かつ５匹のマウスはアデノ
ウィルスＩＦＮβで感染した細胞で注入する。有意なサイズの腫瘍は、対照の感染されて
いない細胞で注入した全てのマウスで生じた。腫瘍は、ＩＦＮβ（Ｈ５．１１０ｈＩＦＮ
β：表１）を発現するアデノウィルスで処理した細胞で感染した任意のマウスに現れなか
った。
【０１６３】
腫瘍細胞のＩＦＮβタンパク質へのインビトロ曝露がインビボの腫瘍形成能の損失を導き
得る可能性を除外するために、本発明者は、ウィルス感染後１８時間して検出したタンパ
ク質濃度の、ＩＦＮβタンパク質をもちいてＭＤＡ－ＭＢ－４６８細胞を処理した。徹底
的な洗浄後、同数の処理した細胞または未処理細胞、あるいは１０％処理細胞を含む混合
物をこのヌードマウスに注入する。腫瘍の発達を、全て３つの群のマウスに観察する（デ
ータは示さず）。このことはエキソビボＩＦＮβ遺伝子送達は腫瘍形成の阻害に重要な意
味を持つが、インビトロタンパク質処理はそうでないことを示す。
【０１６４】
ＩＦＮβ遺伝子を発現するガン細胞が形質導入されていない細胞の破壊を導き得るかどう
かを決定するために、以下の実験を行なう。この同じガン細胞が、ＩＦＮβ遺伝子（Ｈ５
．１１０ｈｌＩＦＮβ）を発現するアデノウィルスで感染されていないか、感染されてい
るか、あるいは全く抗ガン効果を有することが予期されないβガラクトシダーゼレポータ
ータンパク質をコードするｌａｃＺ遺伝子（Ｈ５．１１０ｌａｃＺ）を発現する以外は同
型のアデノウィルスで感染されるかのいずれかであり、従ってこのアデノウィルス自身に
よる任意の効果についての対照である。全てのアデノウィルス感染は、１００のｐｆｕ：
細胞比で行なう。本発明者は、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８腫瘍細胞を１００のＭＯＩでＨ５．
１１０ｈＩＦＮβまたはＨ５．１１０ｌａｃＺを用いて別々に感染した。感染後１８時間
で、この感染した細胞を収集し、そしてそれらの一部をマウスへの注入直前に感染してい
ない細胞で混合した。Ｂａｌｂ／ｃヌードマウスに、同数の感染した細胞、感染されてい
ない細胞、もしくは１０％の感染した細胞および９０％のこのウィルスに曝露されなかっ
た細胞を含有する混合物を用いて皮下に移植した。腫瘍増殖を１２日後にモニターする。
感染されていない細胞で移植した全てのマウスが腫瘍を発達させる一方で、どの腫瘍も１
００％Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβまたはＨ５．１１０ｌａｃＺ感染した細胞を受け入れたマ
ウスで観察しなかったが、これはいずれかのウィルスによる感染が腫瘍形成能を破壊し得
ることを示唆する（表１）。しかし１０％Ｈ５．１１０ｌａｃＺ感染した細胞を受け入れ
た全てのマウスが腫瘍を発達させた一方で、１０％Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβ感染した細胞
を受容した全てのマウスは発達させなかった。従って、Ｈ５．１１０ｌａｃＺ感染は、こ
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の既に感染した細胞の腫瘍形成を抑制するに充分であるが、同時注入した未処理のおよび
感染していない細胞の腫瘍形成能ブロックしそこなった。対照的に、１０％の細胞におけ
るＨ５．１１０ｈＩＦＮβによる形質導入は、このウィルスにより形質導入された細胞な
らびに形質導入されなかった細胞の腫瘍形成能を抑制するに充分であった。１００％形質
導入集団中、Ｈ５．１１０ｌａｃＺによる腫瘍形成の阻害は、一般的ないくらかの毒性効
果、またはこのアデノウィルスの産生のいくらかの抗腫瘍効果に起因し得るが、形質導入
細胞にインビトロで複製する能力があったことは記されるべきである（未公開データ）。
【０１６５】
腫瘍形成能を抑制するのに必要なインターフェロンを含むウィルスの量を確立するために
、このＨ５．１１０ｈＩＦＮβおよびＨ５．１１０ｌａｃＺ感染腫瘍細胞を、各事例にお
いて感染していない細胞が過剰にあるような多様な比率で、感染されていない細胞と別々
に混合する。この混合は、異なる試料がこのアデノウィルスで感染された１０％、３％、
１％、０．３％細胞、および感染されていない残りからなる。混合後直ちにこの細胞はこ
のヌードマウスに注入される。この結果を表１に示す。この腫瘍直径を細胞の注入後種々
の時間で、二次元で測定する。表１中の各データの点は、４匹のマウスからの横方向、お
よび縦方向の直径測定の、平均の＋／－標準偏差を表す。測定は、この腫瘍細胞の注入後
１２、１９、２６および３３日で行った。
【０１６６】
【表１】

【０１６７】
腫瘍の発達は、１％程度のＨ５．１１０ｈＩＦＮβ形質導入細胞を受け入れたマウス中で
完全にブロックされた（表１）。この細胞の注入後、最初の週で、非常に小さい腫瘍を１
０、３、および１％のＨ５．１１０ｈＩＦＮβを注入したマウス中で検出し得た（これら
は感知可能であるが、測定するに充分大きくはない）。しかしこれらの小さい腫瘍の全て
は、９日目で完全に後退した。このことは、幾つかの細胞は短い期間生存し、かつこの期
間中ＩＦＮβ遺伝子を発現したことを示唆し、この全腫瘍の死へと導く。ヌードマウスに
おいてこの細胞株で行った幾つかの実験において、１％の細胞をＨ５．１１０ｈＩＦＮβ
で形質導入し、かつ１００％が生存していた場合、腫瘍形成は決して観察されなかった（
データは示さず）。０．３％Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβ形質導入細胞を受け入れたマウスは
腫瘍を発達させたが、これらの腫瘍のサイズは対照マウスのサイズより有意に小さく、こ
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の０．３％群の、５匹のうちの２匹は、３３日目までに完全に後退した（表１）。
【０１６８】
対照的に、１０％～０．３％Ｈ５．１１０ｌａｃＺ処置細胞を受け入れたマウスは未感染
群と類似のサイズの腫瘍を発達させ、どの腫瘍の後退もこれらの対照群のいずれにおいて
も観察されなかった（表１）。
【０１６９】
明らかに、ほんの非常に小さいパーセントの細胞におけるヒトインターフェロンβ（ｈＩ
ＦＮ－β）の発現が、ヌードマウスにおいて腫瘍形成能をブロックするようであった。本
発明者はさらに、腫瘍形成に影響を及ぼすが必然的にブロックせず、かつマウスの生存を
促進するのに要求されるＨ５．１１０ｈＩＦＮβ感染細胞についての最も低い比率を調査
した。０．３％、０．１％、０．０３％、０．０１％および０％Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβ
感染細胞を含む同数のＭＤＡ－ＭＢ－４６８細胞をヌードマウスに移植し、そして腫瘍増
殖をモニターした。０．３％または０．１％感染細胞を受け入れたマウスは、未感染細胞
のみを受け入れたマウスと比較して、ずっと小さな腫瘍を発達させる（図１Ａ）。０．３
および形質導入で形成された腫瘍の５つのうちの３つ、および０．１％形質導入で形成さ
れた腫瘍の５つのうちの１つの腫瘍が、それぞれ完全に後退した。有意に延長された生存
が、０．３％および０．１％形質導入群中で観察された。０％、０．０１％、または０．
０３％感染した細胞の移植が７５日以内に、全ての動物の死を生じる一方で、０．１％お
よび０．３％群のそれぞれにおいて、５匹のうちの１匹および５匹のうちの３匹の動物が
、１０９日目のこの実験の終了時に、腫瘍を生じさせずに生存していた（図１Ｂ）。
【０１７０】
全ての腫瘍細胞のほんの小さな部分（約０．３％より大きく、好ましくは約１．０％より
大きい）が、効力を有するためにトランスフェクトまたは感染されることが必要であると
思われる。これは、この腫瘍における全ての細胞が腫瘍抑制遺伝子を獲得する必要がある
野生型腫瘍サプレッサー（例えば、ｐ５３）の送達のような、抗ガン遺伝子治療アプロー
チとは異なる。
【０１７１】
従って、このインターフェロン遺伝子は、インビトロ感染後インビボで強力な抗増殖性効
果を実証する。対照は、これがアデノウィルスよりもインターフェロンに起因したことを
示す。
【０１７２】
（他のヒト異種移植片腫瘍におけるエキソビボＩＦＮβ遺伝子治療）
本発明者はまた、このエキソビボヒト異種移植片モデル中の他の腫瘍細胞型におけるＨ５
．１１０ｈＩＦＮβ形質導入の効果を試験した。ヒト結腸ガン細胞ＫＭ１２Ｌ４Ａ、ヒト
肝臓ガン細胞Ｈｕｈ７、またはヒト子宮頚ガン細胞ＭＥ１８０をＨ５．１１０ｈＩＦＮβ
で形質導入する。１０％、１％、または０％形質導入細胞を含有する同数の細胞を、ヌー
ドマウスにおいて腫瘍を形成するそれらの能力について試験する。３つの型の未感染細胞
の注入は、全てのマウスにおいて速く増殖する腫瘍の形成を引き起こす。対照的に、１０
％Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβ感染細胞のエキソビボ送達は、試験した全ての動物において、
腫瘍の発達がないように導くか、またはよりゆっくりと増殖する腫瘍の遅延状況に導く（
図２Ａ）。Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβによる１％形質導入が完全に腫瘍形成を妨害するＭＤ
Ａ－ＭＢ－４６８細胞を用いて得られた結果とは異なり、これら３つの細胞型の１％形質
導入は腫瘍の形成をもたらすが、それらのサイズは各時点での未感染対照より小さい。１
０％および１％形質導入細胞を受け入れたマウスは、未感染細胞を受け入れたマウスと比
較して延長された生存を示す（図２Ｂ）。従って、多数の異なる腫瘍細胞へのエキソビボ
アデノウィルス媒介ＩＦＮβ遺伝子送達は、腫瘍形成能の効率的な阻害をもたらし、かつ
動物生存時間の増加を導く。
【０１７３】
（実施例４：インターフェロンβ１ａ遺伝子を用いたインビボ遺伝子治療）　エキソビボ
アプローチの代わりに、直接インビボ遺伝子治療を行い得る。インビボ遺伝子治療におい
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て、この遺伝子を直接的に患者に投与する。この実施例において、ヒトＩＦＮβ遺伝子（
Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβ）を有するアデノウィルスを直接的に固体腫瘍に注入する。簡単
には、２×１０6ＭＢＡ－ＭＤ－４６８ヒト乳房ガン細胞を、５０のヌードマウスの背中
に皮下注入した。約５～６ｍｍの直径の皮下腫瘍は、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８細胞の皮下注
入の２４日後に、ヌードマウス中に形成する。このとき、腫瘍を、単回腫瘍内注入におい
て、１×１０7～３×１０9ｐｆｕ／マウスの範囲である多様なウィルス用量で、ＰＢＳ、
あるいはＨ５．１１０ｈＩＦＮβおよびＨ５．１１０ｌａｃＺベクターで処置した。
【０１７４】
図３に示すデータは、１４日以内に、３×１０9、１×１０9、または３×１０8全ｐｆｕ
でＨ５．１１０ｈＩＦＮβを用いた単回用量処置が腫瘍後退を引き起こすことを示す。完
全な腫瘍後退はこの３×１０9ｐｆｕ群中５匹のマウスのうち４匹、および１×１０9ｐｆ
ｕ処置群中５匹のマウスのうち３匹で生じる。１×１０9ｐｆｕのＨ５．１１０ｈＩＦＮ
βを注入した腫瘍において、約１５００ＩＵ／ｍｌの高度に局所的なＩＮＦβ濃度が検出
され得、一方、３７ＩＵ／ｍｌのみのＩＮＦβが血清中で検出される。１×１０8、３×
１０7、および１×１０7ｐｆｕを含むより低いＨ５．１１０ｈＩＦＮβ用量はほとんどま
たは全く効果がなく（図３およびデータは示さず）、この抗腫瘍応答は用量依存性である
ことを示す。等価な用量でのＰＢＳまたはＨ５．１１０ｌａｃＺの注入は腫瘍後退を導か
ない（図３）。この腫瘍がより長い期間にわたりモニターされた場合、緩やかな増殖およ
び後退が、３×１０9ｐｆｕでＨ５．１１０ｌａｃＺを注入した幾つかの個々の腫瘍中に
観察され、この対照ウィルスはその用量で腫瘍増殖の軽い阻害を引き起こし得ることを示
唆する。３×１０9、１×１０9、または３×１０8ｐｆｕでＨ５．１１０ｈＩＦＮβを用
いた処置はＰＢＳまたはＨ５．１１０ｌａｃＺ処置マウスに対して、生存を有意に増加す
る（データは示さず）。本発明者らはまた多回注入を試験し、確立したＭＤＡ－ＭＢ－４
６８およびＨｅＬａ腫瘍に３日おきに与えられた１×１０8ｐｆｕ　Ｈ５．１１０ｈＩＦ
Ｎβの５注入は、両腫瘍型のよりゆっくりとした増殖および後退をもたらす（未公開）。
本発明者はまた、ヒト神経膠細胞株Ｕ８７を使用する類似のインビボ実験を行った。これ
らの細胞は、完全な腫瘍後退が１×１０9ｐｆｕ　Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβで処置された
４匹のマウスのうち４匹、および１×１０8ｐｆｕで処置された４匹のうちの２匹に見ら
れるように、ＩＦＮβに対して非常に感受性であった（データは示さず）。これらの所見
は、ＩＦＮβ遺伝子の直接および局所のインビボアデノウィルス送達が、有意な抗腫瘍効
果を及ぼし得ることを実証する。
【０１７５】
１×１０9ｐｆｕウィルスを注射した４日後，このＭＤＡ－ＭＢ－４６８腫瘍を組織学的
試験のために収集する。そのときに、Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβを注射した腫瘍は後退の徴
候を示す。ヘマトキシリン－エオシン染色によるＭＤＡ－ＭＢ－４６８腫瘍の組織学的分
析を行う。Ｈ５．１１０ｌａｃＺ注入腫瘍においてよりも、Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβ注入
腫瘍に、より多くのアポトーシス細胞が見られる。本発明者は、末端標識したフラグメン
ト化ゲノムＤＮＡの直接蛍光検出によりアポトーシスを確認した。非常に少数の浸潤単核
細胞が、Ｈ５．１１０ｈＩＦＮβまたはＨ５．１１０ｌａｃＺ注入腫瘍中に観察され、こ
の細胞性免疫応答はこのモデルにおけるＨ５．１１０ｈＩＦＮβが指向する腫瘍後退にお
いて主な役割を果たし得ないことを示す。
【０１７６】
上述に示されるエキソビボおよびインビボ実験は共に、インターフェロンの直接の抗増殖
性効果のみを測定する。これらは免疫不全性のマウスであるので、腫瘍破壊を刺激し得る
インターフェロンが有するどの免疫刺激活性も存在しない。またインターフェロンはヒト
からマウスへの種を交差しないので、これらのマウスにおいてヒトガン細胞を阻害するた
めに用いられるこのヒトＩＦＮβは、このヒトＩＦＮβがマウス血管内皮細胞で作用しな
いので、血管形成を阻害するとは予期されない。従って、ヒト患者がヒトＩＦＮβを有す
るアデノウィルスで処置された場合、さらにより多い劇的な抗ガン活性が見られる可能性
がある。これは、免疫適格（ｉｍｍｕｎｅ－ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ）非ヒト霊長類において
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モデル化され得た。あるいは、マウス起源の腫瘍を有する免疫適格マウスにおいてマウス
ＩＦＮβ遺伝子を有するアデノウィルスを使用し得た。これらの同系マウス腫瘍モデルの
多くが利用可能である。
【０１７７】
ここで提供されたデータは、新規の腫瘍の形成をブロックするための、ならびに確立した
腫瘍の後退を引き起こすためのＩＦＮβ遺伝子治療の顕著な能力を実証する。このエキソ
ビボ形質導入実験は、強力な分泌タンパク質の０．３％～１．０％程度形質導入細胞への
導入がＭＤＡ－ＭＢ－４６８腫瘍の確立をブロックすることを確認した。多様な他の腫瘍
細胞株を試験し、そしてＩＦＮβ効果の効力に変動があるが、全てが１～１０％のＩＦＮ
β形質導入細胞でブロックされ得た。腫瘍形成に影響するに必要な相対的に小さなパーセ
ントのＩＦＮβ分泌細胞により刺激されるが、次に本発明者は、前形成された（ｐｒｅ－
ｆｏｒｍｅｄ）腫瘍をこのアデノウィルスの直接腫瘍内注入でチャレンジした。再びこの
ＩＦＮβ遺伝子送達の効果は強力であり、ウィルスの単回注入は、部分的な、またはある
場合は完全な腫瘍後退をもたらした。
【０１７８】
これらの研究において、この腫瘍の劇的な後退は主に、ＩＦＮβの直接の抗増殖性または
細胞傷害性活性の結果であるようであった。この結果は、この研究において使用されたＩ
ＦＮβ遺伝子がヒト起源のものであるという事実により支持され、そしてヒトＩＦＮβは
認識し得るほどには、この宿主マウス細胞と交差反応しない。また、使用された免疫不全
ヌードマウスは、Ｔリンパ球、１型ＩＦＮ誘導免疫刺激中における主なエフェクター細胞
を欠く（Ｔｏｕｇｈ，Ｄ．Ｆら，（１９９６），Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７２：１９４７－１
９５０およびＲｏｇｇｅ、Ｌ．ら（１９９７）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８５：８２５－
８３１）。さらにＩＦＮβ遺伝子送達後迅速に後退する腫瘍において、単核細胞の浸潤中
の顕性な増加は観察されなかった。これらの所見は、ＩＦＮβ媒介抗増殖性活性が腫瘍後
退を引き起こすに単独で充分であり得たという考えを支持する。本発明者らのデータは、
悪性細胞のＩＦＮ誘導抗増殖性活性に対するインビトロ感受性と、インビボ治療効果との
間で以前に観察された臨床的相関と一致するようである（ＥｉｎｈｏｒｎおよびＧｒａｎ
ｄｅｒ（１９９６）Ｊ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｒｅｓ．１６：２７
５－２８１）。
【０１７９】
要約すれば、アデノウィルス媒介ＩＦＮβ遺伝子治療がマウスモデルにおける効率的な抗
腫瘍効果を及ぼし得ることが見出された。ＩＮＦβ遺伝子の非常に小さいパーセントの細
胞へのエキソビボ送達が腫瘍形成をブロックするに充分であり、そして単回用量直接的腫
瘍内ＩＦＮβ遺伝子送達は確立した腫瘍の後退を導いた。いかなる作用理論により結び付
けられることを切望せずに、この強力な抗腫瘍効果はＩＦＮβの自己分泌およびパラ分泌
効果から得られ得る。この抗腫瘍効果は、遺伝子送達の程度が限定されるようであり、か
つ有意なバイスタンダー（ｂｙｓｔｓｎｄｅｒ）効果が要求される遺伝子治療ガン試行に
おける重大な因子であり得た。従って、局所のＩＦＮβ遺伝子治療は、ヒトにおける腫瘍
の処置について有望なストラテジーを提供する。
【０１８０】
（等価物）
上述は、単に特定の好ましい実施態様の詳細な記述であることが理解されるべきである。
従って、種々の改変および等価物は本発明の精神および範囲から外れることなしになされ
得ることが当業者に明らかである。
【図面の簡単な説明】
【図１Ａ】　感染していないＭＤＡ－ＭＢ－４６８（白丸）、あるいは、０．０１％（上
向き白三角）、０．０３％（白四角）、０．１％（下向き白三角）、または０．３％（斜
線丸）のＨ５．１１０ｈＩＦＮβ細胞で感染させた細胞のいずれかを、ヌードマウスの横
腹に皮下注射し、平均腫瘍サイズを腫瘍細胞移植後の時間に対してプロットした。
【図１Ｂ】　１０９日の期間の観察での、マウス生存率パーセントを示す、Ｋａｐｌａｎ
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－Ｍｅｉｒプロット。感染していない細胞（白丸）；０．０１％（上向き白三角）、０．
０３％（白四角）、０．１％（下向き白三角）、０．３％（斜線丸）でのＨ５．１１０ｈ
ＩＦＮβ感染細胞。
【図２Ａ】　（１）ＫＭ１２Ｌ４Ａ細胞；（２）Ｈｕｈ７細胞；および（３）ＭＥ１８０
細胞における、エキソビボインターフェロンβ遺伝子治療。平均腫瘍サイズを、腫瘍細胞
移植後の時間に対しプロットした。非感染細胞（黒四角）、あるいは、１％（黒丸）、ま
たは１０％（上向き黒三角）でのＨ５．１１０ｈＩＦＮβ感染細胞を移殖したマウス。数
匹のマウスを屠殺したこれらの群において、腫瘍サイズを平均として示し、最後の値は屠
殺した動物について行ったものである。プロットの不連続は、群における全ての動物の死
亡または屠殺を反映する。
【図２Ｂ】　７０日の期間の観察での、マウス生存率パーセント。パネル１、２、および
３は、ＫＭ１２Ｌ４Ａ細胞、Ｈｕｈ７細胞、およびＭＥ１８０細胞のそれぞれを用いて移
植したマウスを用いて作製したデータを示す。シンボルは、非感染細胞（黒四角）、１％
（黒丸）、または１０％（上向き黒三角）でのＨ５．１１０ｈＩＦＮβ感染細胞を移植し
たマウスを示す。
【図３】　樹立したＭＤＡ－ＭＢ－４６８腫瘍のインビトロ処置に関する。腫瘍を、それ
ぞれ３×１０9ｐｆｕ（斜線丸）、１×１０9ｐｆｕ（斜線四角）、３×１０8ｐｆｕ（白
丸）、１×１０8ｐｆｕ（上向き白三角）、および３×１０7ｐｆｕ（下向き白三角）のＨ
５．１１０ｈＩＦＮβでか、またはＰＢＳ（×四角）で、または３×１０9ｐｆｕ（白ダ
イヤ）、１×１０9ｐｆｕ（上向き黒三角）、３×１０8ｐｆｕ（×）、および１×１０8

ｐｆｕ（白右向き三角）のＨ５．１１０ｌａｃＺでそれぞれ注射した。腫瘍サイズを、処
置注射後１４日間にわたり、測定した。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２Ａ】



(36) JP 4124565 B2 2008.7.23

【図２Ｂ】 【図３】



(37) JP 4124565 B2 2008.7.23

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ａ６１Ｋ  35/76     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  35/76    　　　　          　　　　　

(72)発明者  バーソウム，　ジェイムズ　ジー．
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ　０２１７３，　レキシントン，　モアランド　アベニュー　
            ６
(72)発明者  キン，　アルバート　シャオ
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ　０１８９０，　ウィンチェスター，　プリシラ　レーン　１
            ４

    審査官  光本　美奈子

(56)参考文献  特開昭５７－１３０９９８（ＪＰ，Ａ）
              特開平０８－２３８０９２（ＪＰ，Ａ）
              Cancer Gene Therapy，１９９６年，3(1)，31-38
              蛋白質　核酸　酵素　40(17) p.2700-2712 (1995)
              Annal Surgical Oncology，１９９７年，4(1)，70-79
              Hum Gen Ther，１９９６年，7，1995-2002
              J Invest Dermatol，１９９４年，102，415-421
              Hum Gene Ther，１９９４年，5(10)，1217-1229
              Proc Natl Acad Sci USA，１９９４年，91，6196-6200
              医学のあゆみ 175(9) p.612-618 (1995)

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C12N  15/00-15/90
              BIOSIS/MEDLINE/WPIDS(STN)


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

