
(57)【要約】

　そのゲノムが扁平上皮細胞癌関連癌遺伝子に対するア

ンチセンス(asSCCRO)をコードする核酸を含む単純ヘル

ペスウイルス、ならびに、そのゲノムが扁平上皮細胞癌

関連癌遺伝子(SCCRO)の核酸またはポリペプチドの発現

を抑制またはサイレンシングすることが可能である小さ

な干渉リボ核酸(siRNA)分子をコードする核酸を含む単

純ヘルペスウイルスを、そのようなウイルスの製造方法

および用途と共に開示する。

【選択図】図１１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌
関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 、 上 記 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 核 酸 が 、 哺 乳 動 物 asSCCROを コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 核 酸 が 、 ヒ ト asSCCROを コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 核 酸 が ：
(i)配 列 番 号 1も し く は 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 ；
(ii)配 列 番 号 1も し く は 3の mRNA転 写 物 ； あ る い は
(iii)該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は mRNA転 写 物 の 断 片 、
に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 核 酸 が ：
(i)配 列 番 号 1も し く は 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 ；
(ii)配 列 番 号 1も し く は 3の mRNA転 写 物 ； あ る い は
(iii)該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は mRNA転 写 物 の 断 片 、
に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 60％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 配 列 同 一 性 の 程 度 が 、 少 な く と も 70％ で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 断 片 が 、 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 か つ 900ヌ ク レ オ チ ド 以 下 で あ る 、
請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 核 酸 が ：
(i)配 列 番 号 1も し く は 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 ；
(ii)配 列 番 号 1も し く は 3の mRNA転 写 物 ； あ る い は
(iii)該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は mRNA転 写 物 の 断 片 、
と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ
ン ス (asSCCRO)を コ ー ド す る 前 記 核 酸 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 調 節 配 列 を さ ら に 含 み 、
該 調 節 配 列 が 、 該 asSCCROの 転 写 を 制 御 す る 役 割 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 核 酸 が 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 少 な く と も １ つ の RL1遺 伝 子 座 に 配 置 さ
れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 核 酸 が 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 少 な く と も １ つ の ICP34.5タ ン パ ク 質 コ
ー ド 配 列 に 配 置 さ れ て い る か 、 ま た は 該 配 列 と 重 複 し て い る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 、 HSV-1 17株 も し く は HSV-1 F株 ま た は HSV-2 HG52株 の １
つ の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 、 HSV-1 17株 変 異 体 1716の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ １
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 遺 伝 子 特 異 的 ヌ ル 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ICP34.5ヌ ル 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 少 な く と も １ つ の 発 現 可 能 な ICP34.5遺 伝 子 を 欠 い て い る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 発 現 可 能 な ICP34.5遺 伝 子 を １ つ だ け 欠 い て い る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 非 神 経 毒 性 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 asSCCROを コ ー ド す る 前 記 核 酸 が 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ て い る
核 酸 カ セ ッ ト の 一 部 を 形 成 し て お り 、 該 カ セ ッ ト が ：
(a)該 asSCCRO； な ら び に
(b)リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ； お よ び
(c)マ ー カ ー 、
を コ ー ド す る 核 酸 を 含 み 、 該 asSCCROを コ ー ド す る 核 酸 が 、 該 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 の 5’ 側
上 流 に 配 置 さ れ て お り 、 か つ 該 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が 、 該 マ ー カ ー の 5’ 側 上 流 に 配 置 さ
れ て い る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 asSCCROを コ ー ド す る 前 記 核 酸 の 5’ 側 上 流 に 配 置 さ れ て お り
、 該 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 該 asSCCROを コ ー ド す る 核 酸 の 転 写 を 調 節 す る 役 割 を 有 す
る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 カ セ ッ ト が タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 破 壊 し て 、 各 遺 伝 子 産 物 の 不 活 性 化 を 生 じ さ せ
る 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 カ セ ッ ト の 転 写 産 物 が 、 前 記 asSCCROを コ ー ド す る 第 １ シ ス ト ロ ン お よ び 前 記 マ ー
カ ー 核 酸 を コ ー ド す る 第 ２ シ ス ト ロ ン を 含 む バ イ シ ス ト ロ ン 転 写 物 ま た は ポ リ シ ス ト ロ ン
転 写 物 で あ り 、 前 記 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が 、 該 第 １ シ ス ト ロ ン と 該 第 ２ シ ス ト ロ ン と の 間
に 配 置 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が 、 イ ン タ ー ナ ル リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位 （ IRES） を 含 む 、
請 求 項 １ ９ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 マ ー カ ー が 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求
項 １ ９ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 マ ー カ ー が 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 ま た は 増 強 さ れ た
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (EGFP)の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 単 純 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス 。
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【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 マ ー カ ー が 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て 、 標 識 さ れ た 対 応 す る 核 酸 プ ロ ー ブ
を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 可 能 で あ る 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 カ セ ッ ト が 、 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 前 記 核 酸 の 3’ 側 下 流 に 配 置 さ れ て い る ポ
リ ア デ ニ ル 化 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 が 、 サ ル ウ イ ル ス 40（ SV40） ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 含 む 、 請 求
項 ２ ７ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 医 療 の 治 療 方 法 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 癌 治 療 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 腫 瘍 の 腫 瘍 崩 壊 性 治 療 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 in vitroま た は in vivoに お い て 腫 瘍 細 胞 を 溶 解 ま た は 殺 す た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方
法 は 、 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 治 療 を 必 要 と し て
い る 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 包 含 す る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 含 む 、 医 薬 品 、 医 薬 組
成 物 ま た は ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 希 釈 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の
医 薬 品 、 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域
(R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド す る 核 酸
配 列 を 含 む 、 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細
胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 単
純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 腫 瘍 の 治 療 に 使 用 す る た め の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、
少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス
(asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 腫 瘍 の 治 療 に 使 用 す る た め の 、 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 ウ
イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー
ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
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　 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 使 用 で あ っ て 、 該 ウ イ
ル ス の ゲ ノ ム が 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対
す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 使 用
で あ っ て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (a
sSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 腫 瘍 治 療 の た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 包 含 し 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )
内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸
配 列 を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 腫 瘍 治 療 の た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 非 神 経 毒 性 で あ
る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 包 含 し 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細 胞
癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記
方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 、 腫 瘍 細 胞 を 殺 す こ と が で き る 、 請 求 項 ４ ２ ま た は ４ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 in vitroま た は in vivoに お い て 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (
asSCCRO)を 発 現 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織 に
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 感 染 さ せ る 段 階 を 包 含 し 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 少 な く と も １ つ
の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 、 転 写 調 節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る asSCCROを コ ー ド し て い
る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 in vitroま た は in vivoに お い て 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (
asSCCRO)を 発 現 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織 に
非 神 経 毒 性 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 感 染 さ せ る 段 階 を 包 含 し 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、
転 写 調 節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る asSCCROを コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記
方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 HSV1716asSCCRO(ECACC受 託 番 号 04051901)。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌
関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る
こ と が で き る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 む 、 上 記 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 siRNAが 、 哺 乳 動 物 SCCROの 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が で き る 、 請
求 項 ４ ８ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 siRNAが 、 ヒ ト SCCROの 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が で き る 、 請 求 項
４ ８ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 siRNAが 、 10～ 70ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で 、 か つ 配 列 番 号 5の 配 列 を 有 す る 核 酸 ま た は
そ の 相 補 体 を 含 む 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 siRNAが 、 10～ 70ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で 、 か つ 配 列 番 号 5と 少 な く と も 70％ の 同 一 性
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を 有 す る 核 酸 、 ま た は そ の 相 補 体 を 含 む 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 配 列 同 一 性 の 程 度 が 少 な く と も 80％ で あ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 前 記 siRNAに 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 調 節 配 列
を さ ら に 含 み 、 該 調 節 配 列 が 該 siRNAの 転 写 を 制 御 す る 役 割 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ３
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 核 酸 が 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 少 な く と も １ つ の RL1遺 伝 子 座 に 配 置 さ
れ て い る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 核 酸 が 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 少 な く と も １ つ の ICP34.5タ ン パ ク 質 コ
ー ド 配 列 に 配 置 さ れ て い る か 、 ま た は 該 配 列 と 重 複 し て い る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ５ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 、 HSV-1 17株 も し く は HSV-1 F株 ま た は HSV-2 HG52株 の １
つ の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 、 HSV-1 17株 変 異 体  1716の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～
５ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 遺 伝 子 特 異 的 ヌ ル 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ICP34.5ヌ ル 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 少 な く と も １ つ の 発 現 可 能 な ICP34.5遺 伝 子 を 欠 く 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ８ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 発 現 可 能 な ICP34.5遺 伝 子 を １ つ だ け 欠 く 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 非 神 経 毒 性 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ６ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 siRNAを コ ー ド し て い る 前 記 核 酸 が 、 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 組 み 込
ま れ て い る 核 酸 カ セ ッ ト の 一 部 を 形 成 し 、 該 カ セ ッ ト が :
(a)該 siRNA； な ら び に 以 下 を コ ー ド し て い る 核 酸 ：
(b)第 １ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(c)マ ー カ ー 、
を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 み 、
siRNAを コ ー ド し て い る 核 酸 が 、 該 第 １ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5’ 側 上 流 に 配 置 さ れ て お
り 、 該 第 １ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 該 マ ー カ ー の 5’ 側 上 流 に 配 置 さ れ て お り 、 該 第 １
調 節 配 列 が 、 該 マ ー カ ー の 転 写 を 制 御 す る 役 割 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ６ ３ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 第 ２ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 前 記 siRNAを コ ー ド し て い る 核 酸 の 5’ 側 上 流 に 配 置 さ れ
て お り 、 該 第 ２ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 該 siRNAを コ ー ド し て い る 核 酸 の 転 写 を 制 御 す
る 役 割 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
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【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 カ セ ッ ト が タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 破 壊 し て 、 各 遺 伝 子 産 物 の 不 活 性 化 を 生 じ さ せ
る 、 請 求 項 ６ ４ ま た は ６ ５ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 マ ー カ ー が 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求
項 ６ ４ ～ ６ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 マ ー カ ー が 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 ま た は 増 強 さ れ た
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (EGFP)の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 単 純 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 マ ー カ ー が 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て 、 標 識 さ れ た 対 応 す る 核 酸 プ ロ ー ブ
を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 可 能 で あ る 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
、 請 求 項 ６ ４ ～ ６ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 カ セ ッ ト が 、 前 記 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 の 3’ 側 下 流 に 配 置 さ れ て い る ポ
リ ア デ ニ ル 化 配 列 を コ ー ド し て い る 核 酸 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ４ ～ ６ ９ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 が 、 サ ル ウ イ ル ス 40（ SV40)ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 含 む 、 請 求
項 ７ ０ に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 医 療 の 治 療 方 法 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ４ ８ ～ ７ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 癌 治 療 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ４ ８ ～ ７ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 腫 瘍 の 腫 瘍 崩 壊 性 治 療 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ４ ８ ～ ７ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単
純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ７ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 使 用 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 in vitroま た は in vivoに お い て 腫 瘍 細 胞 を 溶 解 ま た は 殺 す 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、
治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 請 求 項 ４ ８ ～ ７ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス を 投 与 す る 段 階 を 包 含 す る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 請 求 項 ４ ８ ～ ７ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 含 む 、 医 薬 品 、 医 薬
組 成 物 ま た は ワ ク チ ン
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 希 釈 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の
医 薬 品 、 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域
(R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま
た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て
い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細
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胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ
す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む
、 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 腫 瘍 の 治 療 に 使 用 す る た め の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、
少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核
酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 腫 瘍 の 治 療 に 使 用 す る た め の 、 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ っ て 、 該 ウ
イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を
コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 使 用 で あ っ て 、 該 ウ イ
ル ス の ゲ ノ ム が 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCC
RO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る
小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 使 用 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 使 用
で あ っ て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸
(siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 使 用 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 腫 瘍 治 療 の た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 単 純 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )
内 に 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た
は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い
る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 腫 瘍 治 療 の た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 非 神 経 毒 性 で
あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 包 含 し 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が 扁 平 上 皮 細 胞
癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す
る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、
上 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 前 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 腫 瘍 細 胞 を 殺 す こ と が で き る 、 請 求 項 ８ ５ ま た は ８ ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 in vitroま た は in vivoに お い て 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ
ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (s
iRNA)分 子 を 発 現 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織
に 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 感 染 さ せ る 段 階 を 包 含 し 、 該 方 法 に お い て 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ
ム が 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 、 転 写 調 節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 該
siRNAを コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 in vitroま た は in vivoに お い て 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ
ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (s
iRNA)分 子 を 発 現 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織
に 非 神 経 毒 性 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 感 染 さ せ る 段 階 を 包 含 し 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム が
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、 転 写 調 節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 該 siRNAを コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 、 上
記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)お よ び 変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 関
す る 物 質 お よ び 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (HSV)ゲ ノ ム は 、 共 有 結 合 し た ２ つ の セ グ メ ン ト （ 長 い (L)お よ び
短 い (S)と 示 さ れ る ） を 含 む 。 各 セ グ メ ン ト は 、 １ 対 の 逆 方 向 の 末 端 反 復 配 列 に 隣 接 し て
配 置 さ れ て い る 特 有 の 配 列 を 含 む 。 長 い 反 復 配 列 (RLま た は R L )と 短 い 反 復 配 列 (RSま た は R

S )と は 明 確 に 異 な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 広 く 研 究 さ れ て い る HSV ICP34.5(ま た は γ 34.5)遺 伝 子 1 , 6 , 7 , 8 は 、 HSV-1 F株 9 お よ び HS
V-1 syn17+株 3 な ら び に HSV-2 HG52株 4 で 配 列 決 定 さ れ た 。 ICP34.5遺 伝 子 の １ つ の コ ピ ー
は 、 各 RL反 復 領 域 内 に 配 置 さ れ て い る 。 ICP34.5遺 伝 子 の 両 コ ピ ー が 不 活 性 で あ る 変 異 体 (
す な わ ち 、 ヌ ル 変 異 体 )で あ る 、 HSV-1 17株 変 異 体  1716 2 (HSV1716)ま た は HSV-1 F株 5 の 変
異 体 R3616も し く は R4009な ど は 神 経 毒 性 を 欠 く 、 す な わ ち 、 無 毒 性 で あ る こ と が 知 ら れ て
お り 、 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー と し て ま た は 腫 瘍 崩 壊 に よ る 腫 瘍 治 療 に 有 用 性 を 有 す る 。 HSV-
1 17株 変 異 体  1716は 、 各 RL反 復 の BamHI  制 限 断 片 内 に 配 置 さ れ て い る ICP34.5遺 伝 子 の
各 コ ピ ー に 759bpの 欠 失 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ICP34.5ヌ ル 変 異 体 で あ る 1716な ど は 、 事 実 上 、 第 １ 世 代 の 腫 瘍 崩 壊 性 （ oncolytic） ウ
イ ル ス で あ る 。 ほ と ん ど の 腫 瘍 は 個 々 別 々 の 特 性 を 示 し 、 広 域 型 の 第 １ 世 代 腫 瘍 崩 壊 性 ウ
イ ル ス の 、 す べ て の 腫 瘍 型 に 対 す る 有 効 な 治 療 に お け る 複 製 能 ま た は 該 有 効 な 治 療 を 提 供
す る 能 力 は 保 証 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 HSV 1716は 、 EP 0571410お よ び WO 92/13943に 記 載 さ れ て お り 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物
の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 （ 本 明 細 書 中 で は 「 ブ タ ペ ス ト 条 約 」 と い う
） に 従 っ て 、 the European Collection of Animal Cell Cultures, Vaccine Research an
d Production Laboratories, Public Health Laboratory Services, Porton Down, Salis
bury, Wiltshire, SP4 0JG, United Kingdomに 受 託 番 号 V92012803の も と 、 1992年 １ 月 ２
８ 日 に 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 頭 頸 部 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 は 、 欧 州 、 北 米 お よ び 極 東 に お い て 毎 年 、 推 定 125,000人 の 患
者 を 苦 し め て い る 。 局 所 的 疾 患 の 初 期 治 療 は 、 外 科 手 術 お よ び ア ジ ュ バ ン ト 放 射 線 治 療 で
あ る 。 腫 瘍 は 、 お よ そ ３ 分 の １ の 患 者 に お い て 再 発 す る 。 一 度 、 癌 が 再 発 お よ び ／ ま た は
転 移 す る と 、 患 者 は 治 療 し が た い も の と み な さ れ る 。 併 用 化 学 療 法 が 、 30～ 50％ の 患 者 に
お い て 応 答 を 誘 導 す る が 、 生 存 に 明 確 に 影 響 を 与 え る も の で は な い 。 未 だ に 、 よ り 効 果 的
な 治 療 法 1 2 , 1 3 に 対 す る 切 迫 し た 要 求 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の 疾 患 に 対 し て 新 規 の 治 療 法 を 用 い る こ と に 非 常 に 関 心 が も た れ て お り 、 と り わ け 、
直 接 的 に 腫 瘍 内 に 注 射 す る 腫 瘍 崩 壊 性 ウ イ ル ス が 注 目 さ れ て い る 。 正 常 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ
さ な い で 、 腫 瘍 を 選 択 的 に 殺 し て い く 腫 瘍 崩 壊 性 ウ イ ル ス を 用 い る こ と は 非 常 に 魅 力 的 な
考 え で あ る 。 そ れ は 、 従 来 の 様 式 で 生 じ る 毒 性 を 制 限 す る 可 能 性 を 有 す る た め で あ る 。 近
年 の 研 究 で は 再 発 性 疾 患 の 局 所 的 抑 制 の た め に 、 選 択 的 に 複 製 す る ア デ ノ ウ イ ル ス (Onyx-
015)を 腫 瘍 内 に 注 射 し て 行 っ て い る 。 ウ イ ル ス の み お よ び ウ イ ル ス と 化 学 療 法 と の 組 合 せ
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を 含 む フ ェ ー ズ I/II臨 床 試 験 が 有 望 な 結 果 を 示 し て い る 1 4 , 1 5 , 1 6 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 選 択 的 に 複 製 す る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス  HSVは 、 そ の よ り 強 力 な 複 製 お よ び 腫 瘍 崩 壊 能
力 に よ り 、 よ り 良 い 効 能 を 有 し て い る か も し れ な い 。 HSV1716 1 7 は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス の 欠 失 変 異 体 で あ り 、 病 原 性 タ ン パ ク 質 で あ る ICP34.5を 合 成 す る こ と が で き な い 。 HSV
1716は 、 活 発 に 分 裂 す る 細 胞 に お い て は 複 製 す る が 、 休 止 細 胞 ま た は 分 化 を 終 え た 細 胞 に
お い て は 複 製 し な い こ と が 示 さ れ て い る 1 8 , 1 9 。 In vivoに お け る HSV1716投 与 は 、 黒 色 腫
、 奇 形 癌 、 神 経 膠 腫 、 髄 芽 腫 お よ び 中 皮 腫 を 含 む あ る 範 囲 の 癌 の マ ウ ス モ デ ル で 行 わ れ た
。 HSV1716投 与 の 後 、 動 物 は 改 善 さ れ た 生 存 お よ び 腫 瘍 退 縮 を 示 し た 2 0 , 2 1 , 2 2 , 2 3 , 2 4 , 2 5 。
こ の HSV1716に つ い て は 、 正 常 組 織 に お け る 複 製 の 証 拠 も 毒 性 も な か っ た 。 HSV1716は 、 神
経 膠 芽 腫 多 形 （ glioblastoma multeforme： GBM) 2 6 、 黒 色 腫 お よ び 頭 頸 部 癌 を 有 す る 患 者
に お け る フ ェ ー ズ １ 臨 床 試 験 で 用 い ら れ た 。 毒 性 を 経 験 す る こ と な く 、 患 者 は 前 HSV1716
血 清 変 換 さ れ 血 清 反 応 陽 性 で あ り 、 腫 瘍 内 に ウ イ ル ス 複 製 が 含 ま れ た 証 拠 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 新 規 癌 遺 伝 子  SCCRO(扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (Oncoseqと も 、 し ば し ば SCROと も 称
さ れ る ))が 、 30％ の 粘 膜 扁 平 上 皮 細 胞 癌 に お い て 増 幅 さ れ て お り 、 そ し て そ の 過 剰 発 現 が
、 頭 頸 部 の 癌 患 者 に お け る 悪 い 予 後 と 関 連 が あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Oncoseq核 酸 配 列 が 、 US 10/361,725（ 公 開 番 号 US 2004/0009541、 2004年 1月 15日 公 開 ）
に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 書 類 は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ て い る 。 On
coseqの 780個 の ヌ ク レ オ チ ド の オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 お よ び そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る 259残 基 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 報 告 さ れ
た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 US 2004/0009541に よ っ て 、 原 発 性 扁 平 上 皮 細 胞 癌 組 織 で 同 定 さ れ た 癌 遺 伝 子 で あ る Onc
oseq対 立 遺 伝 子 が 記 載 さ れ て い る 。 こ の Oncoseqは 、 3q26.3遺 伝 子 座 内 の 最 も 高 い 遺 伝 子
複 製 ピ ー ク と 共 局 在 し て お り 、 こ れ ら 癌 に お い て 大 い に 複 製 さ れ て い る Oncoseqを 用 い た
ポ ジ シ ョ ナ ル ・ ク ロ ー ニ ン グ 法 を 用 い て 同 定 さ れ る 。 Oncoseqの 過 剰 発 現 が 、 遺 伝 子 複 製
、 進 行 性 の 臨 床 動 態 （ aggressive clinical behaviour） 、 お よ び in vitroに お け る 悪 性
の ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 、 と 相 関 す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の こ と か ら Onco
seqが 3q増 幅 標 的 の 有 力 な 候 補 と な る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 ま さ に 癌 遺 伝 子 で あ り 、 塩 基 性 領
域 -ヘ リ ッ ク ス -ル ー プ -ヘ リ ッ ク ス -ロ イ シ ン ・ ジ ッ パ ー ・ モ チ ー フ を 有 す る こ と が 記 載 さ
れ て い る 。 こ れ は こ の 遺 伝 子 が 転 写 因 子 と し て 機 能 し う る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 RNAiは 、 標 的 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)に 対 し て 小 さ な 二 本 鎖 RNA分 子 (dsRNA)を 用 い る
。 こ の 標 的 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)は 、 細 胞 が そ の 遺 伝 子 コ ー ド を 機 能 的 タ ン パ ク 質 に
翻 訳 す る た め に 用 い る 前 駆 体 分 子 で あ る 。 RNAiの 天 然 の 過 程 で は 、 dsRNAは 、 21ヌ ク レ オ
チ ド の 長 さ の 短 い 干 渉 RNA(siRNA)二 重 鎖 に 切 断 さ れ 、 こ れ ら の 分 子 は 、 （ 相 補 的 な 塩 基 対
の 結 合 に よ る ） 酵 素 的 分 解 の た め に 、 相 同 の (内 在 性 )mRNA配 列 を 認 識 し 、 該 配 列 を 標 的 と
し 、 そ の 結 果 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 他 の 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ・ ス ト ラ テ ジ ー よ
り も RNAiの 有 利 な 点 に は 、 そ の 相 対 的 な 特 異 性 、 そ の 増 強 さ れ た 効 能 (わ ず か nM量 の siRNA
が 、 効 率 的 な 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 必 要 と さ れ る )、 お よ び siRNA処 理 は す べ て の 細 胞 に
備 わ っ て い る 天 然 RNAi 経 路 に 入 る と い う 事 実 、 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 siRNAに よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が う ま く い く か ど う か は 、 遺 伝 子 標 的 お よ び 標 的 と
さ れ る 細 胞 型 に よ っ て 非 常 に 変 化 し う る 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 プ ラ ス ミ ド  RL1.dIRES-GFPを 用 い て シ ャ ト ル ベ ク タ ー を 作 製 し た 。 こ の
シ ャ ト ル ベ ク タ ー は 、 RL1.dCMV-asSCCRO-GFPと 称 さ れ 、 CMV IE プ ロ モ ー タ の 下 流 の 方 向
に 配 置 さ れ た ヒ ト ア ン チ セ ン ス 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)を 含 み 、 ア ン チ セ ン
ス 療 法 に 使 用 す る た め の ア ン チ セ ン ス  RNA転 写 物 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の シ ャ ト ル ベ ク タ ー を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 新 規 の 第 ２ 世 代 変 異 体  HSVを 提 供 す る 。
こ の 第 ２ 世 代 変 異 体  HSVは 、 HSV1716/CMV-asSCCRO/GFPと 称 す る (HSV1716asSCCROと も 称 さ
れ る )。 こ の 変 異 体  HSVの ゲ ノ ム は 、 １ つ の ま た は 各 ICP34.5遺 伝 子 座 に 挿 入 さ れ て い る 異
種 の (す な わ ち 、 HSV由 来 の も の で は な い )ア ン チ セ ン ス  SCCRO を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 。
こ の 異 種 の ア ン チ セ ン ス  SCCROは 、 ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 破 壊 し 、 そ の 結 果 、 I
CP34.5遺 伝 子 は 機 能 せ ず 、 機 能 的 ICP34.5遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る こ と が で き な い 。 生 じ た H
SVは 、 ア ン チ セ ン ス  RNA転 写 物 を CMV IE プ ロ モ ー タ の 制 御 下 で 発 現 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 こ の ア ン チ セ ン ス  RNA転 写 物 は 、 セ ン ス SCCROヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 SCCRO mRN
Aま た は ゲ ノ ム SCCRO） に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 SCCRO遺 伝 子 の 作 用 を 抑 制 す る こ と が 可
能 で あ る 。 こ の ウ イ ル ス は 、 HSV-1 17株 変 異 体 1716の 腫 瘍 崩 壊 性 （ oncolytic） 活 性 を 保
持 し 、 標 的 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 送 達 ス ト ラ テ ジ ー お よ び 治 療 方 法 に 用 い る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス を コ ー ド す る 核 酸 を 組 み 込 む 代 わ り に 、 本 発
明 者 ら は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に siRNAを 組 み 込 ん だ 。 こ の siRNAは 好 ま し く は 、
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 異 種 性 で あ り 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム か ら 発 現 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 組 み 込 ま れ て い る 核 酸 は 、 機 能 的 SCCR
O遺 伝 子 産 物 を 標 的 と し そ の 発 現 を 抑 制 ま た は 阻 害 す る こ と が 可 能 で あ る siRNAを コ ー ド す
る 。 こ の siRNAが 発 現 さ れ た 場 合 、 機 能 的 SCCRO遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 完 全 に ま た は 部 分 的 に
サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 作 用 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に よ っ て 発 現 さ れ た 異 種 の asSCCROは 、 SCCRO遺 伝 子
産 物 ま た は そ の 発 現 さ れ た 機 能 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る RNAベ ー ス の ア ン チ セ ン
ス 治 療 方 法 に 有 用 で 有 り う る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に よ っ て 発 現 さ れ た siRNAは 、 SCCRO遺 伝 子 産 物 ま た
は そ の 発 現 さ れ た 機 能 を 組 織 特 異 的 に 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る siRNAベ ー ス の 治 療
方 法 に 有 用 で 有 り う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 最 も 一 般 的 に は 、 本 発 明 は 、 (i)扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 関 す る 物 質 お よ び 方 法
； な ら び に (ii)変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス SCCROを 発 現 す る 弱 毒 化 複 製 コ ン ピ テ
ン ト HSV（ す な わ ち 、 HSV1716asSCCRO） を 提 供 す る 。 こ れ は 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 特 に 頭 頸 部
扁 平 上 皮 細 胞 癌 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は HSV1716asSCCROを 含 有 す る 医 薬 組 成 物 、 な ら び に 癌 治 療 に お け る こ の
よ う な ウ イ ル ス お よ び ／ ま た は 組 成 物 の 使 用 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に よ り 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー
ド し て い る 核 酸 を 含 む 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 核 酸 は 、 哺 乳 動 物 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 、 よ り 好 ま し
く は ヒ ト 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 核 酸 は ：
(i)配 列 番 号 1も し く は 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 ;
(ii)配 列 番 号 1も し く は 3の mRNA転 写 物 ； ま た は
(iii)上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 相 補 体 も し く は mRNA転 写 物 の 断 片 、
に 対 し て 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド し う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 核 酸 は ：
(i)配 列 番 号 1も し く は 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 ；
(ii)配 列 番 号 1も し く は 3の mRNA転 写 物 ； ま た は
(iii)上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は mRNA転 写 物 の 断 片 、
に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 60％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
コ ー ド し う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 よ り 好 ま し く は 上 記 配 列 同 一 性 の 程 度 は 、 少 な く と も 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 96％ 、
97％ 、 98％ ま た は 99％ で あ り う る 。 (iii)で 言 及 さ れ る 断 片 は 、 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ
ド を 含 み 、 か つ 900ヌ ク レ オ チ ド 以 下 に 限 定 で き る 。 配 列 同 一 性 は 、 所 与 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 さ れ る 。 配 列 の 長 さ が 異 な る 場 合 に 、 短 い 方 の 配 列 の 配 列 同 一
性 を 、 長 い 方 の 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 核 酸 は ：
(i)配 列 番 号 1も し く は 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 ；
(ii)配 列 番 号 1も し く は 3の mRNA転 写 物 ； ま た は
(iii)上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は mRNA転 写 物 の 断 片 、
と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 ま た は 非 常 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 核 酸 と し て 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る
ア ン チ セ ン ス を コ ー ド し て い る 上 記 核 酸 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 調 節 配 列 を さ ら に 含 む こ と
が で き る 。 こ の 調 節 配 列 は 、 上 記 siRNAの 転 写 を 制 御 す る 役 割 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド す る 核 酸 を
含 む ゲ ノ ム を 有 す る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 提 供 す る 。 こ の 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)
分 子 は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま
た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の siRNAは 、 哺 乳 動 物 SCCRO、 よ り 好 ま し く は ヒ ト SCCROの 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン
シ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 siRNAを コ ー ド す る 上 記 核 酸 は 、 10～ 50ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の 核 酸 を 含 む こ と が で き 、
配 列 番 号 5ま た は そ の 相 補 体 の 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 siRNAを コ ー ド す る 上 記 核 酸 は 、 10～ 50ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の
核 酸 を 含 む こ と が で き 、 配 列 番 号 5ま た は そ の 相 補 体 と 少 な く と も 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95
％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま た は 99％ の 同 一 性 を 有 す る こ と が で き る 。 配 列 同 一 性 は 、 所 与 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 す る 。 配 列 の 長 さ が 異 な る 場 合 に 、 短 い 方 の 配 列
の 配 列 同 一 性 を 、 長 い 方 の 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 す る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 siRNAを コ ー ド す る 上 記 核 酸 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 ま
た は 非 常 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て 、 配 列 番 号 5ま た は そ の 相 補 体 の 核 酸 に 対 し
て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は さ ら に 、 上 記 siRNAに 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 調
節 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 調 節 配 列 は 、 上 記 siRNAの 転 写 を 制 御 す る 役 割 を 有 す る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 asSCCROま た は 上 記 siRNAを コ ー ド す る 核 酸 は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 少 な く
と も １ つ の RL1遺 伝 子 座 に 配 置 で き る 。 好 適 に は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 少 な
く と も １ つ の ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 に 配 置 ま た は 重 複 さ せ る こ と が で き る 。 こ の
核 酸 は 、 RL1遺 伝 子 座 ま た は ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 両 方 （ た い て い は こ れ が 全 て
で あ る ） の コ ピ ー に 配 置 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 好 ま し く は 変 異 体 で あ り 、 HSV-1ま た は HSV-2の 変 異 体 、 よ り 好
ま し く は 、 HSV-1 17株 、 HSV-1 F株 ま た は HSV-2 HG52株 の １ つ の 変 異 体 で あ り う る 。 こ の
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 HSV-1 17株 変 異 体  1716の さ ら な る 変 異 体 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は ICP34.5ヌ ル 変 異 体 の よ う な 遺 伝 子
特 異 的 ヌ ル 変 異 体 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 少 な く と も １ つ の 発 現 可 能 な ICP34.5
遺 伝 子 を 欠 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 発 現 可 能 な ICP34.5遺 伝 子 を １
つ だ け 欠 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 非 神 経 毒 性 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に お い て 、 asSCCROま た は 上 記 siRNAを コ ー ド す る 核 酸 は
、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 永 久 に 組 み 込 ま れ て い る 核 酸 カ セ ッ ト の 一 部 分 を 形 成
し う る 。 こ の カ セ ッ ト は ：
(a)上 記 asSCCROま た は 上 記 siRNA； な ら び に 以 下 を コ ー ド す る 核 酸 ：
(b)リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ま た は 第 １ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(c)マ ー カ ー 、
を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
こ の カ セ ッ ト に お い て 、 上 記 asSCCROま た は siRNAを コ ー ド す る 核 酸 は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部
位 ま た は 第 １ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5’ 側 上 流 に 配 置 さ れ て お り 、 そ し て リ ボ ソ ー ム 結
合 部 位 ま た は 第 １ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 マ ー カ ー の 5’ 側 上 流 に 配 置 さ れ て い る 。 こ
の 第 １ 調 節 配 列 は 上 記 マ ー カ ー の 転 写 を 制 御 す る 役 割 を 有 し う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 第 ２ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 asSCCROま た は 上 記 siRNAを コ ー ド す る 核 酸 の 5’ 側 上 流
に 配 置 で き る 。 こ の 第 ２ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 asSCCROま た は siRNAを コ ー ド す る 核 酸
の 転 写 を 制 御 お よ び 調 節 し 、 し た が っ て 生 じ た 転 写 物 の 発 現 を 制 御 お よ び 調 節 す る 役 割 を
有 す る 。 調 節 配 列 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 選 択 さ れ た プ ロ モ ー タ ま た は エ ン ハ ン サ ー エ レ メ
ン ト （ 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CytoMegalovirus： CMV)プ ロ モ ー タ ま た は ホ ス ホ
グ リ セ ロ キ ナ ー ゼ （ phosphoglycerokinase： PGK)プ ロ モ ー タ ） を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-511216 A 2007.5.10



　 カ セ ッ ト の 構 成 要 素 は 、 所 定 の 順 序 で 好 適 に 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 asSCCROを コ ー ド す る 核 酸 は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位
の 上 流 (す な わ ち 、 5’ 側 )に 配 置 さ れ て お り 、 そ し て リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 マ ー カ ー の
上 流 (す な わ ち 、 5’ 側 )に 配 置 さ れ て い る 。 転 写 の 間 に 、 単 一 の 転 写 物 が asSCCROを 含 む 第
１ シ ス ト ロ ン と マ ー カ ー を コ ー ド す る 第 ２ シ ス ト ロ ン と を 含 む カ セ ッ ト か ら 産 生 さ れ う る
。 こ こ で 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は シ ス ト ロ ン の 間 に 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の カ セ ッ ト の 転 写 産 物 は 、 asSCCROを コ ー ド す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 第 １
シ ス ト ロ ン と マ ー カ ー 核 酸 を コ ー ド す る 第 ２ シ ス ト ロ ン と を 含 む バ イ シ ス ト ロ ン ま た は ポ
リ シ ス ト ロ ン の 転 写 物 で あ り う る 。 こ こ で 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 第 １ お よ び 第 ２ シ ス ト
ロ ン の 間 に 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 siRNAを コ ー ド す る 核 酸 は 、 第 １ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 上 流 (す な わ ち 、 5’ 側 )に 配 置 さ れ て お り 、 そ し て 第 １ 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 マ
ー カ ー の 上 流 (す な わ ち 、 5’ 側 )に 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の カ セ ッ ト は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 破 壊 し 、 各
遺 伝 子 産 物 の 不 活 性 化 を 生 じ さ せ う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 遺 伝 子 構 成 要 素 (例 え ば 、 調 節 配 列 、 5’ UTR、 3’ UTRも し く は タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 )ま
た は 遺 伝 子 構 成 要 素 の 断 片 に 対 応 し た DNAで あ る 選 択 し た ア ン チ セ ン ス DNAを コ ー ド す る 核
酸 は 、 転 写 の 際 に ア ン チ セ ン ス RNAが 得 ら れ る よ う な 向 き で カ セ ッ ト に 挿 入 さ れ て い る 。
従 っ て 、 カ セ ッ ト の 発 現 産 物 は 最 終 的 に ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 好 ま し く は ア ン チ セ ン ス RNA
で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 １ つ の 好 適 な リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は リ ボ ソ ー ム 進 入 部 位 を 含 む 。 こ れ に よ っ て 、 カ セ ッ
ト の 核 酸 に コ ー ド さ れ 転 写 さ れ た mRNAに リ ボ ソ ー ム が 進 入 し 、 そ し て こ の リ ボ ソ ー ム が 翻
訳 開 始 シ グ ナ ル に 結 合 す る こ と を 可 能 と す る 。 好 ま し く は 、 こ の リ ボ ソ ー ム 進 入 部 位 は 、
キ ャ ッ プ 非 依 存 的 翻 訳 開 始 を 可 能 と す る イ ン タ ー ナ ル リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位 （ intern
al ribosome entry site： IRES） 、 よ り 好 ま し く は 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス の IRESで あ る 。 従 っ
て IRESは 、 バ イ シ ス ト ロ ン ま た は ポ リ シ ス ト ロ ン の mRNA、 す な わ ち 、 単 一 転 写 物 上 に 隣 接
す る シ ス ト ロ ン の 下 流 に 配 置 さ れ て い る シ ス ト ロ ン の 内 部 に 配 置 さ れ て い る コ ー ド 配 列 の
翻 訳 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し く は 上 記 マ ー カ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る
。 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 感 染 し 、 そ の カ セ ッ ト が 組 換 え ら れ て
い る 細 胞 系 （ 例 え ば 、 BHK細 胞 ） で 発 現 す る こ と が 可 能 で あ る 。 マ ー カ ー の 機 能 は 、 カ セ
ッ ト で 形 質 転 換 さ れ た 変 異 体 ウ イ ル ス を 含 む ウ イ ル ス プ ラ ー ク の 同 定 を 可 能 に す る こ と で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 マ ー カ ー は 好 ま し く は 検 出 可 能 な も の で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド
ま た は タ ン パ ク 質 の 少 な く と も コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 可 能 な マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド ま た は
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で あ る 。 マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 は さ ら に 、 マ ー カ ー mRNAの 転 写 を
制 御 す る 役 割 を 有 す る 、 コ ー ド 配 列 の 上 流 お よ び ／ ま た は 下 流 の 調 節 配 列 を 含 む こ と が で
き る 。 好 ま し い マ ー カ ー は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 ま た は 遺
伝 子 、 好 ま し く は 増 強 さ れ た 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (EGFP)の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 ま た は 遺
伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 マ ー カ ー は 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 こ の
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ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て 、 例 え ば 蛍 光 標 識 ま た は 放 射 性 標
識 を 用 い て 標 識 し た 対 応 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 カ セ ッ ト は ま た 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 (「 ポ リ A」 )配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む こ と が で き
る 。 こ の ポ リ A配 列 は 、 好 ま し く は マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 の 3’ 側 下 流 に 配 置 さ れ て い
る 。 １ つ の 好 ま し い ポ リ A配 列 は 、 サ ル ウ イ ル ス 40（ Simian Virus 40: SV40)の ポ リ ア デ
ニ ル 化 配 列 で あ る 。 カ セ ッ ト 内 に お け る ポ リ A配 列 の 好 ま し い 位 置 は 、 マ ー カ ー の す ぐ 下
流 (す な わ ち 、 3’ 側 )で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 と は :
(i)１ 本 鎖 の 標 的 核 酸 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 に よ っ て 形 成 さ れ て い る 核 酸 と 実 質 的 に 配 列 同
一 性 を 有 す る 核 酸 ； お よ び ／ ま た は 、
(ii)中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 ま た は 非 常 に 高 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に よ る と 、 標 的 核 酸 は SCCROポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (例 え ば 、 遺 伝 子
配 列 )、 SCCROポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た
は そ の 遺 伝 子 も し く は ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の 一 部 ／ 断 片 で あ り う る 。 従 っ て 、 ア ン チ
セ ン ス 核 酸 は 標 的 核 酸 (例 え ば 、 SCCROゲ ノ ム コ ー ド 配 列 ま た は mRNA転 写 物 )へ の 結 合 に 有
用 で あ り え 、 イ ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い ら れ て 、 標 的 核 酸 の 正 常 な 発 現 、 活 性 、 折 り た た み
、 ま た は 結 合 を 妨 げ る か ま た は 破 壊 す る こ と が 可 能 で あ る 。 実 質 的 な 配 列 同 一 性 は 好 ま し
く は 、 少 な く と も 50％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 60、 70、 75、 80、 85、
90、 92、 94、 95、 96、 97、 98、 99ま た は 100％ の 同 一 性 の い ず れ か で あ る 。 配 列 同 一 性 は
、 所 与 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 す る 。 配 列 の 長 さ が 異 な る 場 合 に 、 短 い
方 の 配 列 の 配 列 同 一 性 を 、 長 い 方 の 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)の
す べ て ま た は 断 片 を 含 む こ と が で き 、 好 ま し く は ヒ ト SCCROに 対 す る ア ン チ セ ン ス で あ る
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 挿 入 さ れ て い る カ セ ッ ト の 一 部 を 形 成 す る こ と が で き る 、 asSCCROを コ ー ド す る 核 酸 は
、 SCCROに 対 す る ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 長 転 写 物 を コ ー ド す る こ と が で き る
。 全 長 ア ン チ セ ン ス 転 写 物 は 、 配 列 番 号 1も し く は 配 列 番 号 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た
は そ れ ら の 相 補 配 列 の １ つ に 相 補 的 な 配 列 で あ り う る 。 あ る い は 、 核 酸 は 全 長 ア ン チ セ ン
ス 転 写 物 の １ 以 上 の 断 片 を コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 断 片 は 、 対 応 す る 全 長 配 列 の 少 な く と も 10％ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と
が で き 、 よ り 好 ま し く は こ の 断 片 は 、 対 応 す る 全 長 配 列 の 少 な く と も 20、 30、 40、 50、 60
、 70、 80、 85、 90、 95、 96、 97、 98ま た は 99％ を 含 む 。 好 ま し く は 、 断 片 は 、 少 な く と も
（ す な わ ち 、 最 小 の 長 さ で ） 20ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 30、 40、 50、
100、 150、 200、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 900、 1000、 1100、 1200、 1300、 1400、
1500、 1600、 1700、 1800、 1900、 2000、 2100、 2200、 2300、 2400、 2500、 2600、 2700、 28
00、 2900、 3000、 3100、 3200、 3300、 3400、 3500、 3600、 3700、 3800、 3900ま た は 4000ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 。 断 片 は 、 最 長 で （ す な わ ち 、 以 下 の 長 さ ま た は そ れ よ り も 短 い 長 さ で
） 20ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 、 30、 40、 50、 100、 150、 200、 300、 400、 500、 600
、 700、 800、 900、 1000、 1100、 1200、 1300、 1400、 1500、 1600、 1700、 1800、 1900、 200
0、 2100、 2200、 2300、 2400、 2500、 2600、 2700、 2800、 2900、 3000、 3100、 3200、 3300
、 3400、 3500、 3600、 3700、 3800、 3900ま た は 4000ヌ ク レ オ チ ド で あ り う る 。 断 片 の 長 さ
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は 、 最 小 と 最 大 の 長 さ の 間 の 任 意 の 長 さ で あ り う る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 SCCROに 対 す る ア ン チ セ ン ス の 場 合 、 全 長 転 写 物 は SCCRO遺 伝 子 産 物 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を
コ ー ド す る 対 応 す る 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 鎖 を 形 成 す る ヌ ク レ オ
チ ド の 最 小 連 続 配 列 を 含 む か 、 ま た は 相 補 体 で あ る 。 SCCRO遺 伝 子 産 物 の 完 全 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 2ま た は 配 列 番 号 4の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 1
ま た は 配 列 番 号 3の 領 域 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 ま し い ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 １ 本 鎖 で あ り え 、 DNAま た は RNAで あ り う る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 ま し い siRNAは １ 本 鎖 ま た は ２ 本 鎖 で あ り え 、 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド の ス テ ム ル ー プ
形 成 お よ び 自 己 結 合 に よ っ て 二 重 鎖 構 造 を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る １ 本 鎖 核 酸 を 含 み う
る 。 好 ま し い siRNAは 、 配 列 番 号 5に コ ー ド さ れ る 配 列 ま た は そ の 相 補 体 を 有 す る RNA分 子
お よ び 配 列 番 号 5と 少 な く と も 60％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 70、 80、 85
、 90、 95％ ま た は 100％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 ま た は そ の 相 補 配 列 を 含 む こ と が で き
る 。 配 列 同 一 性 を 、 所 与 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 す る 。 配 列 の 長 さ が 異
な る 場 合 、 短 い 方 の 配 列 同 一 性 を 、 長 い 方 の 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し い siRNAま た は 好 ま し い siRNAを コ ー ド す る 核 酸 は 、 選 択 し た 改 変 HSV株 と は 異 種
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 す な わ ち 、 siRNAま た は siRNAを コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 親 の 非 改 変
野 生 型 ウ イ ル ス に は 生 じ ず 、 ま た は そ れ を 起 源 と し な い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 態 様 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 siRNA分 子 を コ ー ド す る 核 酸 を
含 む こ と が で き る 。 こ の 核 酸 は 、 配 列 番 号 5ま た は そ の 相 補 体 と 、 非 常 に 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー な 条 件 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 ま た は 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 下
に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ て い る 核 酸 分 子 に コ ー ド さ れ
て い る siRNA分 子 は 任 意 の 長 さ で あ り う る が 、 好 ま し い siRNA分 子 は 小 さ く 、 少 な く と も 10
ヌ ク レ オ チ ド で か つ 50ヌ ク レ オ チ ド 以 下 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス は 、 配 列 番 号 5に コ ー ド さ れ て い る siRNAの 断 片 を コ ー ド す る こ と が 可 能 で あ る 。
特 に 好 適 な siRNAは 、 10～ 30ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 、 よ り 好 適 に は 15～ 25ヌ ク レ オ チ ド の 範
囲 の 長 さ の １ 本 鎖 を 有 し う る 。 選 択 し た siRNA分 子 は 、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22
、 23、 24ま た は 25ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か の 長 さ で あ り う る 。 siRNA分 子 は 、 例 え ば ス テ
ム -ル ー プ 形 成 に よ っ て 折 り た た ま れ 、 そ れ 自 体 が 二 重 鎖 を 形 成 す る 。 従 っ て 、 siRNA分 子
は 、 上 記 の 数 ま た は 範 囲 の 約 ２ 倍 の 長 さ の 折 り た た ま れ て い な い １ 本 鎖 を 有 す る 。 こ の よ
う な siRNAを コ ー ド す る siRNAお よ び 核 酸 が 特 に 好 ま し く あ り う る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 態 様 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 １ つ 以 上 の siRNA分 子 の 配 列 を 有 す る siR
NA分 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 変 異 体 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は ウ イ ル ス ゲ ノ ム へ の 核 酸 カ セ ッ ト の 挿 入 が 意 図
さ れ る 部 位 に よ っ て 、 よ り 好 ま し く は 、 相 同 組 換 え に よ っ て 作 製 で き る 。 し か し 、 本 発 明
の ウ イ ル ス は 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 医 療 の 治 療 方 法 に
使 用 す る た め に 提 供 さ れ る 。 好 適 に は こ れ ら の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 疾 患 の 治 療 に 使
用 す る た め に 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の ウ イ ル は 癌 治 療 に 使 用 す る た め に 提 供 さ
れ る 。 好 適 に は 、 こ れ ら の ウ イ ル ス は 、 癌 /腫 瘍 の 腫 瘍 崩 壊 性 （ oncolytic） 治 療 に 使 用 す
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る た め に 提 供 さ れ う る 。 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に も ま た 、 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス の 使 用 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 変 異 体 を 含 む 医 薬 品 ま
た は HSVを 含 む か も し く は HSVか ら 誘 導 さ れ る 医 薬 品 も ま た 提 供 さ れ る 。 こ れ は 、 有 効 量 の
変 異 体  HSVを 癌 治 療 お よ び 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 腫 瘍 の 治 療 方
法 に 使 用 す る 。 in vitroま た は in vivoに お い て 腫 瘍 細 胞 を 溶 解 ま た は 殺 す 方 法 も ま た 提
供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 有 効 量 の 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 治 療 を 必 要 と し て
い る 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 含 む 医 薬 品 、 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン も ま た 提
供 さ れ る 。 医 薬 品 、 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン は さ ら に 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ
バ ン ト ま た は 希 釈 剤 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 記 載 し た 他 の 態 様 お よ び 特 性 の い ず れ か と 組 合 せ て 提 供 で き る 以 下 の 態
様 を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 提 供 さ れ 、 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 い 反 復 領 域 (R L )に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対
す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 提 供 さ れ 、 こ の
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (a
sSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 治 療 に 使 用 す る た め の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 提 供 さ
れ 、 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 扁 平 上
皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 治 療 に 使 用 す る た め の 、 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス が 提 供 さ れ 、 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺
伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 反
復 領 域 (R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し
て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 非 神 経 毒 性 で あ る
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平
上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含
む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 有 効 量 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 治 療 を 必 要 と し て い る 患
者 に 投 与 す る 段 階 を 包 含 す る 腫 瘍 治 療 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対
す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 有 効 量 の 非 神 経 毒 性 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 治 療 を 必 要
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と し て い る 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 包 含 す る 腫 瘍 の 治 療 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を
コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 好 適 に は 、 腫 瘍 の 治 療 方 法 に お い て こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 腫 瘍 細 胞 を 殺 す こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 in vitroま た は in vivoに お い て 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌
遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を 発 現 さ せ る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 少
な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織 を 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る 段 階 を 包 含 す
る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 転 写 調
節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る asSCCROを コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 in vitroま た は in vivoに お い て 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌
遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス (asSCCRO)を 発 現 さ せ る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 少
な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織 に 非 神 経 毒 性 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で 感 染 さ せ る
段 階 を 包 含 す る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 転 写 調 節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ
れ て い る asSCCROを コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (S
CCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ
る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 提 供 さ れ る 。 こ
の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核
酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 治 療 に 使 用 す る た め の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 提 供 さ
れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 扁 平
上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン
シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 治 療 に 使 用 す る た め の 、 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌
遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が
可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復
領 域 (R L )内 に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑
制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド
し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 癌 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 非 神 経 毒 性 で あ る
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平
上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン
シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列
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を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 治 療 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 有 効 量
の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 包 含 す る 。 こ の 単
純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 い 反 復 領 域 (R L )に 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関
連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ
と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 有 効 量 の
非 神 経 毒 性 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 包 含 す
る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸
ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 小 さ な 干 渉
リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 好 適 に は 、 腫 瘍 の 治 療 方 法 に お い て 、 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 腫 瘍 細 胞 を 殺 す こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 in vitroま た は in vivoに お い て 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌
遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が
可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を 発 現 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、
少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織 に 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 感 染 さ せ る 段 階 を 包 含
す る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 少 な く と も １ つ の 長 反 復 領 域 (R L )内 に 上 記
siRNAを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 こ の siRNAを コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 転 写 調 節 配 列 に
機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 in vitroま た は in vivoに お い て 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌
遺 伝 子 (SCCRO)の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が
可 能 で あ る 小 さ な 干 渉 リ ボ 核 酸 (siRNA)分 子 を 発 現 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、
少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織 に 非 神 経 毒 性 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 感 染 さ せ
る 段 階 を 包 含 す る 。 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 上 記 siRNAを コ ー ド す る 核 酸
配 列 を 含 む 。 こ の siRNAを コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 転 写 調 節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 に よ る siRNAは 好 ま し く は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)タ ン パ ク 質 の 機
能 を 抑 制 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 あ る 方 法 が 、 in vitroで の 細 胞 に お け る 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関
連 癌 遺 伝 子 (SCCRO)の 発 現 を 抑 制 す る た め に 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 本 発 明 の 単 純 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス ま た は そ の よ う な ウ イ ル ス を 含 む 医 薬 組 成 物 を 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 を 包 含
す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は HSV1716/CMV-asSCCRO/
GFPで あ り 、 「 HSV1716asSCCRO」 と 称 さ れ 、 Department of Neurology Southern General 
Hospital 1345 Govan Road Govan Glasgow G51 5TF Scotlandに 住 所 を 有 す る Crusade Lab
oratories Limitedの 名 の も と に 、 2004年 5月 19日 に 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際
的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 （ 本 明 細 書 中 に お い て 「 ブ タ ペ ス ト 条 約 」 と し て 称 さ れ る
） の 規 定 に 従 っ て 受 託 番 号 第 04051901号 の も と the European Collection of Cell Cultur
es(ECACC), Health Protection Agency, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG,
 United Kingdom に 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 in vitroに お い て 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (SCC
RO)の タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 発 現 を 抑 制 ま た は サ イ レ ン シ ン グ し た 細 胞 が 提 供 さ れ る 。
こ の 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 、 好 ま し く は ヒ ト 細 胞 で あ り う る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 好 適 に は 、 上 記 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 投 与 は 、 非 経 口 的 投 与 を 含 む こ と が で き る 。 好
ま し く は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 投 与 は 注 射 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 治 療 さ れ る べ き 腫
瘍 へ の 注 射 で あ る 。 あ る い は 、 静 脈 注 射 で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 in vitroま た は in vivoに お い て 、 asSCCROま た は siRN
Aを コ ー ド す る 核 酸 を 少 な く と も １ つ の 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織 に 送 達 す る た め の 方 法 が 提
供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 こ の 細 胞 ま た は 組 織 に 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 感 染
さ せ る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 改 変 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 作 製 ま た は 製 造 す る
方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 選 択 し た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 中 の 選 択 し た ま
た は 所 定 の 挿 入 部 位 に asSCCROま た は siRNAを コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 導 入 す る 段 階 を 包
含 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 記 載 し た よ う に 、 asSCCROま た は siRNAを コ ー ド し て い る 核 酸 は 、 選 択 し た 単 純 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 相 同 組 換 え に よ っ て 挿 入 さ れ て い る 核 酸 カ セ ッ ト の 一 部 を 形 成 す る こ
と が で き る 。 カ セ ッ ト の 一 部 で あ ろ う と な か ろ う と 、 挿 入 部 位 は 選 択 し た 任 意 の ゲ ノ ム 位
置 で あ り う る 。 あ る 好 ま し い 挿 入 部 位 は 長 反 復 領 域 (R L )の １ つ ま た は 両 方 に あ り 、 そ し て
カ セ ッ ト の １ コ ピ ー は 好 ま し く は 長 反 復 領 域 (R L )の コ ピ ー そ れ ぞ れ に 挿 入 さ れ て い る 。 よ
り 好 ま し く は 、 挿 入 部 位 は 少 な く と も １ つ の (好 ま し く は 両 方 の )RL1遺 伝 子 座 に あ り 、 そ
し て 最 も 好 ま し く は 、 HSVゲ ノ ム DNAの 少 な く と も １ つ の (好 ま し く は 両 方 の )ICP34.5タ ン
パ ク 質 コ ー ド 配 列 に 挿 入 さ れ て い る 。 挿 入 が ２ つ の 反 復 領 域 、 す な わ ち RL1遺 伝 子 座 ま た
は ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 各 々 に お い て 同 一 ま た は 実 質 的 に 類 似 し て い る 位 置 に
生 じ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 挿 入 は 改 変 ウ イ ル ス を 作 製 す る よ う な も の で あ り う る 。 こ の 改 変 ウ イ ル ス は 、 in vivo
お よ び in vitroに お い て 、 哺 乳 動 物 鎖 細 胞 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た 際 に 、 コ ー ド さ れ た asSCCROま た は siRNAを 発 現 す る こ と が 可 能 で あ る 非 神 経 毒 性 変
異 体 で あ る 。 こ の 非 神 経 毒 性 変 異 体 は ICP34.5ヌ ル 変 異 体 で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ の 核 酸 カ セ ッ ト は 任 意 の 大 き さ で あ り え 、 例 え ば 、 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40
、 45ま た は 50Kbpま で の 長 さ で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 好 ま し く は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 長 反 復 領 域 (R L )の 各 々 、 す な わ ち 、 末 端 お よ び
内 部 の 長 い 反 復 (TR L お よ び IR L )領 域 に asSCCROま た は siRNAを コ ー ド す る 核 酸 の 少 な く と も
１ つ の コ ピ ー を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 外 因 性 の 配 列 ま た は カ セ ッ ト の 各 々 は
、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の RL1遺 伝 し 座 、 よ り 好 ま し く は 、 ICP34.5遺 伝 子 ま た は
タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を コ ー ド す る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の DNAに 配 置 さ れ て い
る 。 そ れ に よ っ て 、 こ の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 神 経 毒 性 を 欠 く 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の ウ イ ル ス が 由 来 と す る 親 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 任 意 の 種 類 で あ り え 、 例
え ば HSV-1ま た は HSV-2で あ り う る 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス は HSV-1 17株 の 変 異 体 で あ り 、 17株 の ゲ ノ ム DNAの 改 変 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
好 適 な 改 変 と し て は 、 外 因 性 の asSCCROも し く は siRNA核 酸 配 列 ま た は こ の 配 列 を 含 む 外 因
性 /異 種 性 カ セ ッ ト を 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム DNAに 挿 入 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 こ
の 挿 入 は 、 外 因 性 核 酸 配 列 を 、 選 択 し た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 相 同 組 換 え す る
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こ と に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の も つ 非 神 経 毒 性 の 表 現 型 は 、 RL1遺 伝 子 座 へ の 外 因 性
核 酸 配 列 の 挿 入 に よ っ て 生 じ る こ と が 可 能 で あ る が 、 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
は 非 神 経 毒 性 の 親 株 （ 例 え ば 、 ブ タ ペ ス ト 条 約 の も と the European Collection of Anima
l Cell Cultures(ECACC), Health Protection Agency, Porton Down, Salisbury, Wiltsh
ire, United Kingdomに 受 託 番 号 V92012803で 寄 託 さ れ た HSV1716） を 利 用 し て 、 外 因 性 核
酸 配 列 を ゲ ノ ム の 別 の 位 置 に 標 準 的 な 遺 伝 子 工 学 的 手 法 、 例 え ば 相 同 組 換 え に よ っ て 挿 入
す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ の 態 様 に お い て 、 asSCCROも し く は siRNAの 核 酸 配
列 ま た は こ の 配 列 を 含 む カ セ ッ ト の 挿 入 の た め に 選 択 さ れ た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ
ム の 位 置 は 中 間 (neutral)の 位 置 で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 こ の ウ イ ル ス が 由 来 と す る 公 知 の 「 親 」 株 の 変 異 体
で あ り う る 。 特 に 好 ま し い 親 株 は HSV-1 17株 で あ る 。 他 の 親 株 と し て 、 HSV-1 F株 ま た は H
SV-2 HG52株 を 挙 げ る こ と が で き る 。 変 異 体 は 、 そ の ゲ ノ ム が 実 質 的 に 親 の ゲ ノ ム と 似 て
い る HSVを 含 む 。 こ の ゲ ノ ム は asSCCROも し く は siRNAを コ ー ド す る 核 酸 配 列 ま た は こ の 配
列 を 含 む カ セ ッ ト を 含 み 、 限 ら れ た 数 の 他 の 改 変 、 例 え ば １ 、 ２ ま た は ３ つ の 他 の 特 定 の
変 異 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 特 定 の 変 異 は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 病 原 性 を 不 能 に す
る た め に 導 入 さ れ て も よ く 、 例 え ば リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 還 元 酵 素 (RR)遺 伝 子 に お け る 変 異 、
65Kト ラ ン ス 誘 導 因 子 (TIF)に お け る 変 異 、 お よ び ／ ま た は 天 然 の 変 異 か ら 生 じ る 少 数 の 突
然 変 異 で あ り 、 こ の よ う な 変 異 は 、 in vitroま た は in vivoに お い て 複 製 お よ び 選 択 の 間
に 自 然 に 取 り 込 ま れ る こ と が で き る 。 変 異 が な け れ ば 、 変 異 体 の ゲ ノ ム は 親 株 の ゲ ノ ム そ
の も の で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 医 療 の 治 療 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 医 療 の 治
療 方 法 は 、 細 胞 の 増 殖 ま た は 任 意 の 種 類 の 癌 も し く は 腫 瘍 に 関 連 す る か 、 こ れ ら を 含 む 疾
患 の 治 療 を 含 み う る 。 治 療 に は 分 裂 細 胞 の 選 択 的 な 溶 解 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 治 療 は
、 腫 瘍 崩 壊 、 す な わ ち 、 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 で あ り う る 。 治 療 さ れ る べ き 腫 瘍 は 、 癌 、 腫 瘍 ま
た は 新 生 物 組 織 を 含 み う る 任 意 の 種 類 で あ り 、 任 意 の 動 物 ま た は ヒ ト 患 者 に お け る も の で
あ り う る 。  
　 本 発 明 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 in vitroま た は in vivoに お け る 「 遺 伝 子 送 達 」 方
法 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 非 神 経 毒 性 で あ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 発 現 ベ ク タ
ー で あ り 、 こ れ は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に コ ー ド さ れ て い る asSCCROま た は siRNA
を 発 現 さ せ る た め に 、 選 択 し た 細 胞 ま た は 組 織 に 感 染 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 を 患 者 、 供 与 体 ま た は 任 意 の 他 の 源 か ら 得 て 、 本 発 明 の
単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を 用 い て 感 染 さ せ 、 必 要 に 応 じ て コ ー ド さ れ て い る asSCCROも し く
は siRNAの 発 現 お よ び ／ ま た は 機 能 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て 必 要 に 応 じ て 患 者
の 身 体 に 、 例 え ば 注 射 に よ っ て 戻 す か ／ 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 選 択 し た 細 胞 へ の 本 発 明 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 送 達 は 、 裸 の （ naked） ウ イ ル ス を
用 い る か 、 ま た は 担 体 （ 例 え ば 、 ナ ノ 粒 子 、 リ ポ ソ ー ム も し く は 他 の ベ シ ク ル ） に 包 ん だ
ウ イ ル ス カ プ セ ル に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 好 ま し く は ヒ ト ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ っ て 、 本 発 明 の ウ イ ル ス を 用 い て 形 質 転 換 し た
in vitroに お け る 培 養 細 胞 お よ び 好 ま し く は asSCCROま た は siRNAを 発 現 す る 細 胞 な ら び に
上 記 ウ イ ル ス を 用 い て 上 記 細 胞 を in vitroで 形 質 転 換 す る 方 法 が 本 発 明 の さ ら な る 態 様 を
構 成 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 治 療 さ れ る べ き 癌 ／ 腫 瘍 型 は 、 原 発 性 お よ び ／ ま た は ２ 次 (転 移 )腫 瘍 を 含 み う る 。 こ れ

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-511216 A 2007.5.10



ら は 頭 頸 部 の 癌 で あ り う る 。 こ れ ら の 癌 は 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ り う る 。 扁 平 上 皮 細 胞 癌 は
粘 膜 を 起 源 と す る も の で あ り え 、 3q遺 伝 子 座 の 複 製 に 偏 向 し う る 。 治 療 す べ き 好 ま し い 扁
平 上 皮 細 胞 癌 は 頭 頸 部 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で あ る 。 治 療 す べ き 扁 平 上 皮 細 胞 癌 に は 、 肺 、 頭
頸 部 、 食 道 お よ び 頚 部 を 起 源 と す る も の を 含 み う る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 治 療 し う る 他 の 腫 瘍 型 は 、 原 発 性 ま た は ２ 次 (転 移 )腫 瘍 で あ り う る 。 治 療 す べ き 腫 瘍 は
神 経 系 腫 瘍 ま た は 非 神 経 系 腫 瘍 で あ り う る 。 神 経 系 腫 瘍 は 中 枢 神 経 系 ま た は 末 梢 神 経 系 の
い ず れ か を 起 源 と し う る （ 例 え ば 、 神 経 膠 腫 、 髄 芽 腫 、 髄 膜 腫 、 神 経 線 維 腫 、 上 衣 細 胞 腫
、 シ ュ ワ ン 細 胞 腫 、 神 経 線 維 肉 腫 、 星 細 胞 腫 お よ び 乏 突 起 細 胞 腫 ） 。 非 神 経 系 腫 瘍 は 任 意
の 他 の 非 神 経 系 組 織 を 起 源 と し う る （ 例 え ば 黒 色 腫 、 中 皮 腫 、 リ ン パ 腫 、 肝 細 胞 腫 、 類 表
皮 癌 、 前 立 腺 癌 、 乳 癌 細 胞 、 肺 癌 細 胞 ま た は 大 腸 癌 細 胞 を 含 む ） 。 本 発 明 の HSV変 異 体 は
非 神 経 系 組 織 を 起 源 と す る 中 枢 ま た は 末 梢 神 経 系 の 転 移 腫 瘍 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に お い て 、 変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 非 野 生 型 の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で
あ り 、 組 換 え 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ り う る 。 変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 野 生 型 に 対
し て 改 変 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る こ と が で き る 。 改 変 は 、 少 な く と も １ つ の 欠 失 、 挿 入 、 付
加 ま た は 置 換 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 態 様 に よ る 医 薬 品 お よ び 医 薬 組 成 物 は 、 複 数 の 経 路 （ 非 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内
、 腫 瘍 内 、 経 口 お よ び 経 鼻 経 路 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に よ っ て 投 与 す る よ う に
製 剤 化 で き る 。 医 薬 品 お よ び 組 成 物 は 液 体 ま た は 固 体 (例 え ば 、 錠 剤 )形 態 に 製 剤 化 で き る
。 液 体 製 剤 は ヒ ト ま た は 動 物 の 身 体 の 選 択 し た 領 域 へ 注 射 に よ っ て 投 与 す る よ う に に 製 剤
化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に お い て 、 非 神 経 毒 性 と は 致 死 性 脳 炎 を 引 き 起 こ す こ と な く 動 物 ま た は 患 者
に 、 ウ イ ル ス の 高 い 力 価 (お よ そ 10 6  プ ラ ー ク 形 成 単 位  (pfu))を 導 入 し 、 そ の 結 果 、 動 物
（ 例 え ば マ ウ ス ま た は ヒ ト 患 者 ） に お け る LD 5 0 が お よ そ 10 6  pfu以 上 の 範 囲 2 1 と な る と い
う 能 力 に よ っ て 定 義 さ れ る 2 2 ,  2 3 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 存 在 す る ICP34.5遺 伝 子 の 全 て の コ ピ ー (普 通 ２ つ の コ
ピ ー が 存 在 す る )が 破 壊 さ れ 、 そ の 結 果 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 機 能 的 ICP34.5遺 伝 子 産
物 を 産 生 す る こ と が で き な い 場 合 、 こ の ウ イ ル ス は ICP34.5ヌ ル 変 異 体 で あ る と 考 え ら れ
る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 機 能 的 (operably)に 連 結 さ れ て い る 調 節 配 列 (例 え ば 、 プ ロ モ ー タ )
は 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 隣 接 し て ま た は 近 接 し て 配 置 さ れ て お り 、 そ の 結 果 、 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 産 物 の 発 現 に 影 響 を も た ら す か 、 お よ び ／ ま た は そ の 発 現 を 制 御 す る こ と が で
き る 。 従 っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 産 物 は そ の 調 節 配 列 に よ り 発 現 可 能 で あ り う る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　
　 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 位 置 43～ 918） お よ び 配 列 番 号 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 2002年 2月 19日 に 一 般 に 分 与 さ れ て い る GenBank登 録 番 号 AF456425 (GI:18700655)に 開
示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 第 ２ の Oncoseq2ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ て い る 。 こ の 配 列 番 号 3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド (配 列 番 号 4)と 共 に 2002年 2月 19日 に 一 般 に 分 与 さ れ て い る GenBank登 録 番 号 AF456426 
(GI:18700657)に 開 示 さ れ て い る 。
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【 ０ １ ２ ２ 】
　 GenBankデ ー タ ベ ー ス は 以 下 の ア ド レ ス よ り ア ク セ ス す る こ と が 可 能 で あ る 。
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
【 ０ １ ２ ３ 】
　
　 以 下 の 治 療 ス ト ラ テ ジ ー は 一 例 と し て の み 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は 所 与 の ア ン チ セ ン ス ま
た は siRNAの 操 作 理 論 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　
　 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 例 え ば １ 本 鎖 RNAを 発 現 で き
る 。 こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 標 的 mRNAを 標 的 と し 、 相 補 配 列 結 合 に よ っ て 結 合 す る 。 そ れ
に よ っ て mRNAの 翻 訳 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を ブ ロ ッ ク す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 発 現 さ れ た ア ン チ セ ン ス 核 酸 は ま た 、 セ ン ス ゲ ノ ム 核 酸 に 結 合 し 、 そ し て 標 的 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 転 写 を 阻 害 す る よ う に 配 置 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　 本 発 明 に よ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 転 写 時 に 内 部 相 補 配 列 を 有 す る RNAを 提 供 す る
よ う に 設 計 さ れ た 核 酸 を コ ー ド し て も よ く 、 該 RNAは 、 ス テ ム -ル ー プ 構 造 を 有 す る 短 い ヘ
ア ピ ン siRNA 二 重 鎖 を 形 成 す る よ う に 結 合 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 ヘ ア ピ ン siRNAは RNA
干 渉 に よ っ て 遺 伝 子 発 現 の 特 異 的 抑 制 お よ び ／ ま た は サ イ レ ン シ ン グ を 仲 介 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 あ る い は 、 ２ つ の siRNA分 子 を コ ー ド す る こ と が で き る 。 こ れ ら の siRNA分 子 は 相 補 的 な
配 列 結 合 に よ っ て 結 合 し 、 そ し て 機 能 的 に 活 性 な 二 重 鎖 分 子 を 形 成 す る よ う に 設 計 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　
　 本 発 明 に お い て 提 供 さ れ る siRNAお よ び ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 標 的 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ
リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 も し く は サ イ レ ン シ ン グ す る か 、 ま た は 標 的
核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 の 機 能 を 抑 制 す る よ う に 設 計 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 発 現 の 抑 制 に よ っ て 、 標 的 の 量 ま た は 発 現 さ れ た 機 能 の 減 少 を 生 じ る 。 例 え ば 所 与 の 細
胞 に お け る siRNAま た は ア ン チ セ ン ス の 発 現 に よ る SCCROの 抑 制 に よ っ て 、 未 処 理 の 細 胞 と
比 較 し て SCCRO遺 伝 子 産 物 の 量 ま た は SCCRO遺 伝 子 産 物 の 発 現 さ れ た 機 能 の 減 少 を 生 じ る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 機 能 抑 制 に は 、 mRNAの 転 写 ま た は ペ プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 の 減 少 を 含 む こ
と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抑 制 は 部 分 的 な も の で あ り う る 。 抑 制 の 好 ま し い 程 度 は 、 少 な く と も 50％ 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 60、 70、 80、 85ま た は 90％ の う ち の １ つ で あ る 。 90％ ～ 100％ の 間 の 抑 制
レ ベ ル は 、 発 現 ま た は 機 能 の 「 サ イ レ ン シ ン グ 」 と み な さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　 本 発 明 に よ り 、 核 酸 配 列 を 適 切 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び
洗 浄 条 件 を 用 い る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 相 補 的 な 核 酸 配 列 は 、 ワ ト ソ ン ・ ク リ ッ ク 結 合 相 互 作 用 を 介 し て 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し う る 。 100％ 相 補 的 で は な い 配 列 も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し ハ イ
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ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 さ は 一 般 に 相 補 性 が 減 少 す る に つ れ て 減 少 す る 。 そ の た め ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 さ は 、 互 い に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 配 列 の 相 補 性 の 程 度 を 区 別
す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 で
き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 所 与 の 反 応 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 プ ロ ー ブ の 長 さ 、 洗 浄 温 度 、 お よ び 塩 濃 度 な ど の
要 因 に 依 存 し う る 。 一 般 に よ り 高 い 温 度 が 長 い プ ロ ー ブ の 適 切 な ア ニ ー リ ン グ に 必 要 で あ
り 、 一 方 、 よ り 短 い プ ロ ー ブ は 低 い 温 度 で ア ニ ー リ ン グ す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ と ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 可 能 で あ る 配 列 と の 間 の 所 望 さ れ る 相 補 性 の 程 度 が 高 い ほ ど 、 用 い
る こ と が で き る 相 対 温 度 も 高 く な る 。 結 果 と し て 、 よ り 高 い 相 対 温 度 が 反 応 条 件 を よ り ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な も の と し 、 一 方 よ り 低 い 相 対 温 度 が 反 応 条 件 を 緩 や か に す る 傾 向 が あ る
と い う こ と が わ か る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は Sambrook ら の 方 法 (「 Molecular Cloning, A Labor
atory Manual」 , Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に 従 っ て 行 う こ と が で き
る 。 こ の 方 法 は 、 5× SSC、 5× デ ン ハ ル ト 試 薬 、  0.5～ 1.0％  SDS、 100 μ g/ml 変 性 し 断
片 化 し た サ ケ 精 子 DNA、 0.05％  ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 50％ 以 下 の ホ ル ム ア ミ ド を 含
有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 用 い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 37～ 42℃ に て 、
少 な く と も ６ 時 間 行 う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 フ ィ ル タ ー を 以 下 の よ う に 洗
浄 す る ： (1)2× SSCお よ び 1％  SDS中 室 温 に て ５ 分 間 ； (2)2× SSCお よ び 0.1％  SDS中 室 温 に
て 15分 間 ； (3)1× SSCお よ び 1％  SDS中 37℃ に て 30分 間 ～ 1時 間 ； (4)1× SSCお よ び 1％  SDS
中 42～ 65℃ に て 2時 間 、 30分 間 ご と に 溶 液 を 変 え る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 核 酸 分 子 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 達 成 す る の に 必 要 と さ れ る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
条 件 を 算 出 す る た め の １ つ の 一 般 式 は 、 融 解 温 度  T m 値 を 算 出 す る た め の も の で あ る (Samb
rookら , 1989): 
　 T m  = 81.5℃  + 16.6Log [Na

+ ] + 0.41(％  G+C) －  0.63(％  ホ ル ム ア ミ ド ) －  600/n
［ 式 中 nは オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 数 で あ る ］ 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 上 記 式 に 示 し た よ う に 、 [Na + ] = [0.368]お よ び 50％ ホ ル ム ア ミ ド を 使 用 し 、 GC含 有 量
が 42％ で あ り 平 均 プ ロ ー ブ サ イ ズ が 200塩 基 で あ る 場 合 、 T m 値 は 57℃ で あ る 。 DNA二 重 鎖 の
T m 値 は 、 配 列 相 補 性 が 1％ 減 少 す る ご と に 1～ 1.5℃ ず つ 減 少 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 従 っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 の 異 な る ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 条 件 下 に て 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 に よ っ て 分 類 す る こ と が で き る 。 こ
の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 上 記 の 式 を 用 い て 選 択 す る こ と が で き る 。 T m 値 は ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン の 強 さ の 指 標 を 提 供 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 基 づ い て 配 列 を 区 別 す る 概 念 は 当 業 者 に 十 分 に 理 解 さ れ て
お り 、 容 易 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 95～ 100％ の 配 列 相 補 性 を 示 す 配 列 は 非 常 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る と 考 え る こ と が で き 、 85～ 95％ の 相 補 性 を 示 す 配 列 は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 考 え る こ と が で き 、 70～ 85％ の 相 補 性 を 示 す 配 列 は 中 程 度
に ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 考 え る こ と が で き 、 60～ 70％ の
相 補 性 を 示 す 配 列 は 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 考 え る こ と が
で き 、 そ し て 50～ 60％ の 相 補 性 を 示 す 配 列 は 、 非 常 に 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に て ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る と 考 え る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 記 載 し た 態 様 と 好 ま し い 特 性 と の 組 合 せ を 含 む 。 た だ し 、 こ の 組 合 せ は 、 明 ら
か に 容 認 で き な い お よ び 明 ら か に 望 ま し く な い 場 合 は 除 く 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 態 様 お よ び 実 施 形 態 の 一 例 を 今 回 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し な が ら 例 示 す る 。 さ ら
な る 態 様 お よ び 実 施 形 態 が 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 関 連 し て 言 及 さ れ る す べ て の 書 類 は
参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 本 発 明 者 ら が 意 図 す る 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 の 具 体 的 な 詳 細 を 具 体 例 に
よ っ て 以 下 に 説 明 す る 。 当 業 者 に は 、 本 発 明 が こ れ ら の 具 体 的 な 詳 細 に 限 定 さ れ る こ と な
く 実 施 で き る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 本 発 明 の 変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス は 、 核 酸 ベ ク タ ー の 使 用 に よ っ て 作 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 作 製 に 有 用 な ベ ク タ ー の 1つ は 、 選 択 し た 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 中 の 挿 入 部 位 に 隣 接 (又 は 、 フ ラ ン キ ン グ )す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 応 す る 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、
a)　 1つ 又 は 複 数 の 挿 入 部 位 、 及 び
b)　 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 及 び
C)　 マ ー カ ー
を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 前 記 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 に 位
置 す る カ セ ッ ト と を 含 む 、 又 は そ れ ら か ら な る 、 又 は 本 質 的 に そ れ ら か ら な る 、 核 酸 ベ ク
タ ー で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 変 異 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 作 製 に 有 用 な 別 の ベ ク タ ー は 、 選 択 し た 単 純 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 中 の 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る 第 1の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、
a)　 1つ 又 は 複 数 の 挿 入 部 位 、 及 び
b)　 第 1の 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び
C)　 マ ー カ ー
を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 前 記 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 に 位
置 す る カ セ ッ ト と を 含 む 、 又 は そ れ ら か ら な る 、 又 は 本 質 的 に そ れ ら か ら な る 核 酸 ベ ク タ
ー で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 選 択 し た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
の ゲ ノ ム の ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 中 に 形 成 さ れ た 、 又 は そ の 全 て 若 し く は 一 部 分
を 含 む 、 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 前 記 カ セ ッ ト は 、 複 数 の 挿 入 部 位 を 含 む こ と が 可 能 で あ り 、 各 挿 入 部 位 は 好 ま し く は 特
定 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 （ 「 制 限 部 位 」 ） を コ ー ド す る 核 酸 に よ っ て 形 成 さ れ る
。 同 時 に 、 こ の 制 限 部 位 は 、 一 連 の 重 複 す る 又 は 異 な る 制 限 部 位 、 好 ま し く は ClaI、 BglI
I、 NruI、 XhoI制 限 部 位 を 1以 上 含 む 一 連 の 異 な る 制 限 部 位 を 含 む 、 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ
イ ト (MCS)を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 コ ー ド さ れ た 前 記 カ セ ッ ト の 構 成 要 素 は 、 所 定 の 順 番 に 配 置 す る こ と が で き る 。 1つ の
配 置 に お い て は 、 1つ 又 は 複 数 の 挿 入 部 位 が リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 /第 1調 節 配 列 の 上 流 (す な
わ ち 5’ )に 配 置 さ れ 、 こ の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 /第 1調 節 配 列 は マ ー カ ー の 上 流 (す な わ ち 5
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発 明 の 最 良 の 形 態 の 詳 細 な 説 明

単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 変 異 体 の 作 製 に 有 用 な ベ ク タ ー



’ )に 配 置 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 選 択 し た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
中 の 挿 入 部 位 （ ウ イ ル ス 挿 入 部 位 ） の 周 囲 の ゲ ノ ム 領 域 と 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お け る 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と そ の 各 々 の 対 応 配 列 と の 間 の 相 同 組 換 え に よ っ て カ セ ッ
ト が ウ イ ル ス 挿 入 部 位 に 組 み 込 ま れ る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 従 っ て 、 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 選 択 し た ウ イ ル ス ゲ ノ
ム の 対 応 配 列 と の 相 同 組 換 え の た め の 配 列 に 隣 接 し て お り 、 こ の よ う な 相 同 組 換 え は 前 記
カ セ ッ ト の ウ イ ル ス 挿 入 部 位 へ の 挿 入 を 生 じ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 こ の 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 HSVゲ ノ ム の RL1遺 伝 子 座 中
、 さ ら に 好 ま し く は HSVゲ ノ ム の ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 中 の 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ の 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 各 々 、 少 な く と も 長 さ 50bp、
さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 長 さ 100、 150、 200、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 900、
1000、 1100、 1200、 1300、 1400、 1500、 1600、 1700、 1800、 1900、 2000、  2100、 2200、 2
300、 2400、 2500、 2600、 2700、 2800、 2900、 3000、 3100、 3200、  3300、 3400、 3500、 36
00、 3700、 3800、 3900又 は 4000bpで あ り う る 。 こ の 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 各 々 、 前 記 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 の こ れ ら の 対 応 配 列 に 対 し て 少 な く と も 50％
の 配 列 同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 60％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 92％
、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 又 は 100％ の 同 一 性 を 有 し う る 。 配 列 の 同 一 性 は
、 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 さ れ る 。 配 列 が 異 な る 長 さ で あ る 場 合 、
長 い 方 の 配 列 の 全 長 に わ た っ て 、 短 い 方 の 配 列 の 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 所 定 の 配 列 の 1本 の 鎖 が 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 変 化 す る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 HSVゲ ノ ム の 対 応 す る 一 本
鎖 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 適 切 に は 、 第 1の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 非 常 に 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 、 低
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 ま た は 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 さ ら に 好 ま し く は
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 、 又 は 非 常 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で そ れ ら の 対 応 す る
相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ウ イ ル ス 挿 入 部 位 は 、 ベ ク タ ー の 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （
各 々 「 ゲ ノ ム 」 及 び 「 ベ ク タ ー 隣 接 配 列 (vector flanking sequence)」 ） に 対 応 す る ゲ ノ
ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 の 位 置 に あ り 、 こ の 位 置 に お い て 相 同 組 換 え が 起 こ り 、 こ の 位 置
を ベ ク タ ー 隣 接 配 列 の 選 択 に よ っ て 予 め 定 め る こ と が で き る 。 ゲ ノ ム 隣 接 配 列 が 直 接 隣 接
し て い る 場 合 、 こ の 挿 入 部 位 は 、 カ セ ッ ト の 挿 入 が ゲ ノ ム 隣 接 配 列 を 隔 て る よ う に 、 2つ
の ゲ ノ ム 隣 接 配 列 の 周 辺 塩 基 と 直 接 隣 接 塩 基 と の 間 の 位 置 に あ る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 で ゲ
ノ ム 隣 接 配 列 が 1つ 又 は 複 数 の 塩 基 に よ っ て 隔 て ら れ る 場 合 、 挿 入 部 位 は 前 記 の 1つ 又 は 複
数 の 塩 基 に よ っ て 形 成 さ れ 、 こ の 塩 基 は 相 同 組 換 え 事 象 に よ っ て ゲ ノ ム か ら 切 除 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ウ イ ル ス 挿 入 部 位 の 位 置 は 、 ベ ク タ ー 隣 接 配 列 の 注 意 深 い 選 択 及 び 構 築 に よ っ て 的 確 に
選 択 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の ベ ク タ ー を 、 カ セ ッ ト の 相 同 的 挿 入 が 、 選 択 さ れ た
タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 破 壊 及 び 各 々 の 遺 伝 子 産 物 の 不 活 性 化 を 生 じ る よ う に 、 又 は こ の
カ セ ッ ト が ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 に 挿 入 さ れ る よ う に 構 築 す る こ と が
で き る 。 幾 つ か の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 株 の 全 ゲ ノ ム 配 列 が 報 告 さ れ て お り 、 公 に 入 手 可
能 で あ る 。 HSV-1株 17syn+の 全 ゲ ノ ム 配 列 は 、 Dolanら ３ (参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ
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れ る )に よ っ て 報 告 さ れ て お り 、 HSV-2株 HG52の 全 ゲ ノ ム 配 列 は 、 Dolanら 4 (参 考 と し て 本
明 細 書 中 に 援 用 さ れ る )に よ っ て 報 告 さ れ て お り 、 EMBLデ ー タ ベ ー ス か ら 登 録 番 号 Z86099
で 入 手 可 能 で あ る 。 こ の 情 報 を 利 用 し て 、 本 発 明 の ベ ク タ ー を 変 異 HSV-1 (例 え ば 、 株 17
も し く は 株 F)又 は 変 異 HSV-2 (例 え ば 、 株 HG52)の 作 製 に お け る 使 用 の た め に 好 適 に 設 計 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ ベ ク タ ー フ ラ ン キ ン グ 配 列 ） は 各
々 、 選 択 し た HSV (例 え ば 、 HSV-1株 17も し く は 株 F又 は HSV-2株 HG52)の ゲ ノ ム の RL末 端 反
復 領 域 に 対 応 す る 配 列 を 含 み う る 。 こ の ベ ク タ ー フ ラ ン キ ン グ 配 列 は 、 ICP34.5タ ン パ ク
質 コ ー ド 配 列 に 隣 接 す る RL反 復 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら な り 又 は 本 質 的 に こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な り 得 る 。 ICP34.5コ ー ド 配 列 へ の フ ラ ン
キ ン グ に お い て 、 1つ 又 は 両 方 の 選 択 配 列 が 対 応 の HSVゲ ノ ム 中 で 重 な る 、 す な わ ち ICP34.
5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 ま で 伸 び る こ と が 可 能 で あ り 、 又 は ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列
と 重 な ら な い よ う に 1つ 又 は 両 方 の 配 列 を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 同 様 に 、 選 択 配 列
を 他 の 重 要 な コ ー ド 化 さ れ た シ グ ナ ル 、 例 え ば 転 写 開 始 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 確 定
さ れ た プ ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー に 完 全 に 又 は 部 分 的 に 重 な る よ う に 選 ぶ こ と が で き
る 。 こ の 好 適 な 配 置 に お い て は 、 挿 入 部 位 が こ の よ う に し て ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配
列 の 全 て 又 は 一 部 分 を 含 み 、 及 び /又 は 挿 入 カ セ ッ ト が ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 破
壊 す る も の と な る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 に 隣 接 し 及 び /又 は 重 な っ て い る RL反 復 領 域 の 領 域 に 対 応
す る 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー
は 、 ICP34.5ヌ ル 変 異 体 の 作 製 に 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 こ こ で ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー
ド 配 列 の 全 て 又 は 一 部 分 は 、 相 同 組 換 え 事 象 の 間 に ICP34.5コ ー ド 配 列 の 両 方 の コ ピ ー が
破 壊 さ れ る よ う に 切 除 さ れ 、 置 換 さ れ る 。 こ の 組 換 え は 、 ICP34.5タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列
内 に 核 酸 の 挿 入 を 生 じ 、 こ れ に よ っ て こ の 配 列 を 破 壊 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 成 功
裏 に 形 質 転 換 さ れ た ウ イ ル ス は 、 従 っ て ICP34.5遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ の コ ピ ー か ら 、 好
ま し く は 両 方 の コ ピ ー か ら ICP34.5活 性 遺 伝 子 産 物 を 作 製 す る 能 力 の な い 変 異 体 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 従 っ て 、 成 功 裏 に 形 質 転 換 さ れ た ウ イ ル ス は 、 こ の よ う に し て ICP34.5活 性 遺 伝 子 産 物
を 作 製 す る 能 力 の な い 変 異 体 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ の カ セ ッ ト の 各 構 成 要 素 は 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 及 び マ ー
カ ー を コ ー ド す る mRNAを 含 む 又 は 本 質 的 に こ の mRNAか ら な る 、 単 一 の バ イ シ ス ト ロ ン 性 転
写 物 が 得 ら れ る よ う に 、 実 質 的 に 隣 接 す る 構 成 要 素 に 隣 り 合 っ て 位 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー は 更 に 、 選 択 可 能 マ ー カ ー 、 例 え ば カ ナ マ イ シ ン 耐 性 又 は ア ン
ピ シ リ ン 耐 性 な ど の 抗 生 物 質 耐 性 を 与 え る ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸
を 含 む 、 こ の 核 酸 か ら な る 、 又 は 本 質 的 に こ の 核 酸 か ら な る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は DNAベ ク タ ー 、 特 に 二 本 鎖 DNAベ ク タ ー で あ る 。
ベ ク タ ー は 線 状 又 は 環 状 （ プ ラ ス ミ ド ） DNAベ ク タ ー と し て 提 供 さ れ 得 る 。 こ の ベ ク タ ー
は 、 好 ま し く は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 例 え ば 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 含 み 、 DNAラ イ
ゲ ー シ ョ ン 及 び 制 限 物 質 （ 例 え ば 酵 素 ） の 使 用 並 び に 当 業 者 に 公 知 の 技 術 に よ っ て 2つ の
形 態 間 の 転 移 を 可 能 と す る 。 選 択 し た HSVを 用 い た 相 同 組 換 え を 達 成 す る た め に 、 ベ ク タ
ー は 好 ま し く は 線 状 形 態 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 者 ら が 提 供 す る こ の ベ ク タ ー の 1つ は 、 プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPで あ り 、 こ の プ
ラ ス ミ ド は 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 （ 本 明 細 書
中 で は 「 ブ タ ペ ス ト 条 約 」 と い う ） の 規 定 に 従 っ て 、 Department of Neurology Southern
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 General Hospital 1345 Govan Road Govan Glasgow G51 5TF Scotlandに 住 所 を 有 す る Cr
usade Laboratories Limitedの 名 義 で 、 the European Collection of Cell Cultures (EC
ACC), Health Protection Agency, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG, Unit
ed Kingdomに 登 録 番 号 03090303の も と 2003年 9月 3日 に 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 RL1.dIRES-GFPは 、 複 数 の 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 選 択 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 ） を HSV
-1の 無 力 化 RL1遺 伝 子 座 へ 転 移 す る た め に 相 同 組 換 え の 工 程 を 利 用 す る こ と が で き る 「 シ
ャ ト ル ベ ク タ ー 」 の 作 製 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 産 物 、 例 え ば RNA転 写 物 又 は ポ リ ペ
プ チ ド 及 び GFPを 発 現 す る 、 容 易 に 同 定 可 能 な 腫 瘍 崩 壊 性 の ICP34.5ヌ ル HSV-1変 異 体 作 製
の た め の プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 提 供 す る 。 RL1.dIRES-GFPは こ の よ う に し て 、 ICP34.5ヌ ル HS
Vの 作 製 及 び 精 製 の 容 易 さ を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 RL1.dIRES-GFPは 、 増 強 さ れ た 細 胞 傷 害 性 潜 在 力 を 有 し 、 投 与 さ れ た ウ イ ル ス の 腫 瘍 崩
壊 及 び /又 は 治 療 効 果 を 増 強 す る た め に 選 択 さ れ た 遺 伝 子 の 産 物 を 発 現 す る こ と が で き る
、 第 2世 代 腫 瘍 崩 壊 性 ウ イ ル ス を 作 る た め に 有 用 な ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 RL1.dIRES-GFPプ ラ ス ミ ド は 、 イ ン タ ー ナ ル リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位 (IRES)、 GFP遺 伝
子 、 及 び HSV-1 RL1配 列 に 隣 接 し た SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 の 上 流 に マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ
サ イ ト (MCS)を 組 み 込 む 。 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス IRES (EMCV IRES)の 組 み 込 み は 、 単 一 の 転 写 m
RNAか ら の 、 2つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 翻 訳 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 及 び 選 択 し た プ ロ モ ー タ ー ） の 、 RL1.dIRES-GFP内 へ の ク ロ
ー ニ ン グ に よ る 特 定 の シ ャ ト ル ベ ク タ ー の 作 製 の 後 、 望 ま し い 核 酸 転 写 物 又 は タ ン パ ク 質
を 発 現 す る 組 換 え HSV-1を 作 製 し 、 2週 間 以 内 に 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 期 間 は 、
従 来 技 術 の プ ロ ト コ ル を 用 い る 場 合 の 2～ 3ヶ 月 に 匹 敵 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 者 ら が 提 供 し た RL1.dIRES-GFPプ ラ ス ミ ド を 用 い て 作 製 し た ICP34.5ヌ ル HSVに お
い て 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 単 一 の 転 写 物 と し て の GFPの 両 方 の 転 写 物 は 、 目 的 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 上 流 に あ る 同 一 の プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 制 御 さ れ 、 転 写 さ れ た IRESは
GFPの キ ャ ッ プ -非 依 存 的 翻 訳 を 導 く 。 作 製 さ れ た ICP34.5ヌ ル HSVは 、 非 神 経 毒 性 で あ る 。
カ セ ッ ト の 周 囲 に 適 当 な フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 組 み 込 む よ う に RL1.dIRES-GFPプ ラ ス ミ ド を
改 変 す る こ と に よ っ て 、 GFPを 発 現 す る 他 の 遺 伝 子 特 異 的 な HSVヌ ル 変 異 体 を 作 製 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 RL1.dIRES-GFPに は プ ロ モ ー タ ー が な い た め 、 挿 入 カ セ ッ ト か ら の 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 発 現 を 制 御 す る た め に 、 選 択 し た プ ロ モ ー タ ー を 相 同 組 換 え し た シ ャ ト ル ベ ク タ ー
中 に 組 み 込 む こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 目 的 の 核 酸 転 写 物 又 は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 更 に 含 む 、 プ ラ ス
ミ ド RL1.dIRES-GFP又 は そ の 改 変 プ ラ ス ミ ド シ ャ ト ル ベ ク タ ー は 、 単 離 し た 又 は 精 製 し た
形 態 で 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 こ の ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPの 変 異 型 で あ り う る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 同 様 に プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPは 、 目 的 の 配 列 と 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)を コ ー ド
す る マ ー カ ー 遺 伝 子 と の タ ン デ ム 発 現 の た め に 設 計 さ れ て い る 。 目 的 の 配 列 は 、 プ ロ モ ー
タ ー （ 例 え ば CMV） が 目 的 の 配 列 の mRNAと 共 に IRES-GFPの 転 写 を 駆 動 す る よ う に 、 こ の プ
ロ モ ー タ ー と 共 に RL1.dIRES-GFP中 に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 翻 訳 は 、 イ ン タ ー ナ ル リ ボ ソ ー
ム エ ン ト リ ー 部 位 か ら の GFPの 発 現 を も た ら し 、 こ れ を 達 成 す る に は 、 目 的 遺 伝 子 及 び プ
ロ モ ー タ ー が RL1.dIRES-GFP中 に 正 し い 方 向 で ク ロ ー ン 化 さ れ て い な け れ ば な ら な い 。 こ
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の タ ン デ ム 発 現 配 置 が 不 適 当 で あ る か も し れ な い 多 数 の 例 が 存 在 し 、 カ セ ッ ト 設 計 の バ リ
エ ー シ ョ ン は 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 1つ の 例 は 、 H1又 は U6な ど の RNA polIIIプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 短 い ヘ ア ピ ン RNAと し て の
siRNAの 発 現 で あ る 。 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー は 、 RNA polIII発 現 カ セ ッ ト が 短 い 転 写 物 を
産 生 す る た め だ け に 設 計 さ れ て い る の で 、 IRES-GFPの 付 加 的 な タ ン デ ム 発 現 を 駆 動 す る こ
と が で き な い 。 さ ら に 、 3’ 非 翻 訳 領 域 に 強 い mRNA遮 断 シ グ ナ ル を 有 す る ゲ ノ ム DNAに 由 来
す る 目 的 の 配 列 は 、 IRES-GFP発 現 を 支 持 す る こ と が で き な い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 従 っ て 、 幾 つ か の 場 合 に お い て 、 カ セ ッ ト は 別 個 の プ ロ モ ー タ ー か ら 目 的 の 配 列 及 び マ
ー カ ー が 別 々 に 発 現 さ れ る よ う に 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 1つ の 変 異 型 は 、 プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPの リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 好 ま し く は ホ ス ホ グ リ セ ロ キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー な ど の 強 く 構 成 的 な プ ロ モ ー タ ー で
置 換 さ れ て い る 1つ の カ セ ッ ト を 含 む 。 マ ー カ ー は こ れ に よ っ て 、 こ の （ 「 第 1の 」 ） 調 節
配 列 の 制 御 下 で 発 現 す る 。 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば ア ン チ セ ン ス 又 は siRNA） は
、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 上 流 (5’ )に あ る 第 2の 調 節 配 列 、 例 え ば CMVプ ロ モ ー タ ー の
制 御 下 で 発 現 す る 。 こ の ベ ク タ ー 変 異 型 は 、 siRNA分 子 の 発 現 に 弱 い プ ロ モ ー タ ー を 用 い
る こ と が 可 能 な 場 合 、 又 は siRNAを コ ー ド す る 核 酸 が 転 写 さ れ た siRNA及 び マ ー カ ー 配 列 を
含 む 単 一 の バ イ -又 は ポ リ -シ ス ト ロ ン 性 転 写 物 の 産 生 を 困 難 に す る 強 い 終 結 シ グ ナ ル を 有
す る こ と が 可 能 な 場 合 、 siRNAの 発 現 に 特 に 適 し て い る 。 こ の 配 置 に お い て 、 ウ イ ル ス ゲ
ノ ム に 組 み 込 ま れ た カ セ ッ ト を 含 む 形 質 転 換 さ れ た ウ イ ル ス は 、 第 1の プ ロ モ ー タ ー 及 び
第 2の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 2つ の 別 々 の 転 写 物 を 産 生 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ の カ セ ッ ト は 、 下 記 の 方 法 で 構 築 さ れ る 。 制 限 消 化 と そ れ に 続 く Klenow処 理 に よ っ て
、 PGKプ ロ モ ー タ ー /GFP遺 伝 子 を 含 む 1.3kbpの 平 滑 末 端 化 EcoRI/AflII断 片 を ベ ク タ ー pSNR
Gか ら 得 て 、 平 滑 末 端 を 生 じ る 制 限 酵 素 NruIで 切 断 し た RL1-delベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し
た 。 PGK/GFP DNAの 成 功 し た 挿 入 を BamHI消 化 に よ っ て 確 認 し 、 挿 入 し た DNAの 方 向 を RL1-d
el中 の 唯 一 の XhoI部 位 及 び PGK/GFPの 3’ 末 端 に お け る BsrGI部 位 を 利 用 し て 同 定 し た 。 PGK
/GFPが 順 方 向 の プ ラ ス ミ ド 及 び 逆 方 向 の プ ラ ス ミ ド の 両 方 が 得 ら れ 、 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド
を RL1-dPGK/GFPfor及 び RL1-dPGK/GFPrevと 名 付 け た 。 GFPの 発 現 は 、 順 方 向 の プ ラ ス ミ ド
及 び 逆 方 向 の プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た BHK細 胞 中 で 確 認 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 こ の よ う に し て 、 目 的 の 配 列 は そ れ 自 身 の プ ロ モ ー タ ー と 共 に （ PGKプ ロ モ ー タ ー も ま
た こ の 目 的 に 用 い ら れ な い こ と が 好 ま し い が ） 、 そ の 後 、 残 っ て い る 唯 一 の BglII、 XhoI
又 は HpaI制 限 酵 素 サ イ ト を 用 い て RL1-dPGK/GFPfor又 は RL1-dPGK/GFPrevの い ず れ か の 中 に
、 い ず れ か の 向 き に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 生 じ た プ ラ ス ミ ド は 、 マ ー カ ー GFP遺
伝 子 及 び 目 的 遺 伝 子 が 各 々 自 身 の プ ロ モ ー タ ー か ら 非 依 存 的 に 発 現 す る 組 換 え HSVを 得 る
た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー は 、 カ セ ッ ト に 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 選 択 し た 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 中 の 対 応 す る 配 列 と の 間 の 相 同 組 換 え の 機 構 を 介 す る 核 酸 カ セ ッ ト の 挿 入
に よ っ て 操 作 さ れ た HSV-1又 は HSV-2の 作 製 に お け る 使 用 の た め に 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー は 、
i)　 選 択 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス 核 酸 又 は siRNAの 、 HSVゲ ノ ム の 特 定
の 遺 伝 子 座 へ の 送 達 用 の 遺 伝 子 送 達 （ 遺 伝 子 治 療 ） ベ ク タ ー 、
及 び /又 は
ii)　 選 択 し た 調 節 エ レ メ ン ト の 制 御 下 に お け る 、 HSVゲ ノ ム か ら の i)の 送 達 さ れ た ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 発 現 の た め の 発 現 ベ ク タ ー 、
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及 び /又 は
iii)　 HSV遺 伝 子 特 異 的 ヌ ル 変 異 体 作 製 の た め の ベ ク タ ー で あ っ て 、 遺 伝 子 産 物 が 結 果 と
し て 生 じ る 変 異 ウ イ ル ス 中 で 不 活 性 で あ る よ う に 、 カ セ ッ ト が 選 択 し た ゲ ノ ム 位 置 に 挿 入
さ れ 、 選 択 し た HSV遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 破 壊 す る 、 前 記 ベ ク タ ー
を 含 む こ と が 可 能 で あ り 、 且 つ こ れ ら ベ ク タ ー と し て の 用 途 を 有 し 得 る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー は 、 改 変 遺 伝 子 特 異 的 HSVヌ ル 変 異 体 、 す な わ ち 選 択 し た 遺 伝
子 の 活 性 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 能 力 の な い HSV変 異 体 の 製 造 に お い て 用 い る こ と が で き る
。 こ れ ら は 、 選 択 し た タ ン パ ク 質 を 1つ の 遺 伝 子 コ ピ ー の み か ら 発 現 し 、 他 方 の 遺 伝 子 コ
ピ ー は 機 能 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る こ と が で き な い よ う に 破 壊 さ れ 又 は 改 変 さ れ て い る 、 改
変 ウ イ ル ス の 製 造 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 癌 及 び 腫 瘍 の 治
療 、 好 ま し く は 腫 瘍 の 殺 腫 瘍 性 治 療 に よ る 治 療 に お い て 使 用 す る た め の 医 薬 品 、 好 ま し く
は 前 記 遺 伝 子 特 異 的 HSVヌ ル 変 異 体 を 含 む 医 薬 品 、 の 製 造 に お い て も ま た 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー は ま た 、 改 変 HSV変 異 体 の 製 造 に お い て 用 い る こ と も 可 能 で あ
り 、 こ こ で 変 異 体 HSVの ゲ ノ ム は 、 調 節 エ レ メ ン ト 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 好 ま し く は 挿
入 カ セ ッ ト の 一 部 を 形 成 す る 調 節 エ レ メ ン ト の 制 御 下 で HSVゲ ノ ム か ら 転 写 さ れ 、 ア ン チ
セ ン ス 転 写 物 又 は siRNAを 産 生 す る よ う ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 置 さ れ る よ う に 、 カ セ ッ ト
の 相 同 組 換 え に よ っ て HSVゲ ノ ム に 挿 入 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は
、 こ の ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 外 因 性 の /異 種 の （ す な わ ち 、 非 HSV起 源 ） 配 列
で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 疾 患 の 治 療 、 例 え ば 腫 瘍 の 腫 瘍 崩 壊 性 治 療 の た め の 医 薬
品 、 好 ま し く は 操 作 さ れ た HSV変 異 体 を 含 む 医 薬 品 、 の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー は ま た 、 操 作 さ れ た HSV変 異 体 の 製 造 に お い て 用 い る こ と も 可
能 で あ り 、 こ こ で 変 異 体 HSVの ゲ ノ ム は 、 こ の 変 異 体 HSVが 前 記 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 に よ
っ て コ ー ド さ れ る 活 性 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き な い よ う に カ セ ッ ト の 相 同 組 換 え に よ
っ て HSVゲ ノ ム の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 に 挿 入 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 挿 入
さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 調 節 エ レ メ ン ト の 制 御 下 で 発 現 し 、 ア ン チ セ ン ス 転 写 物 又 は si
RNAを 産 生 す る 。 好 ま し く は 、 こ の 調 節 エ レ メ ン ト は カ セ ッ ト の 一 部 分 を 形 成 す る 。 こ の
よ う な ベ ク タ ー は 、 疾 患 の 治 療 、 例 え ば 腫 瘍 の 腫 瘍 崩 壊 性 治 療 の た め の 医 薬 品 、 好 ま し く
は 操 作 さ れ た HSV変 異 体 を 含 む 医 薬 品 、 の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 記 載 さ れ て い る ベ ク タ ー は 、 カ セ ッ ト を 、 選 択 し た HSVの ゲ ノ ム へ と 挿 入 す る こ と に よ
っ て 、 変 異 体 HSVを 作 製 す る た め に 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の 作 製 方 法 は 、 上 述 の ベ
ク タ ー を 準 備 す る 工 程 、 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る 場 合 に こ の ベ ク タ ー を 線 状 化 す る 工
程 、 並 び に こ の 線 状 化 し た ベ ク タ ー と 前 記 HSVに 由 来 す る ゲ ノ ム DNAと を 用 い て 細 胞 培 養 物
を 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 、 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 こ の 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 前 記 カ セ ッ ト の 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 挿 入 部 位 へ の 相 同
組 換 え に 効 果 的 な 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 こ の 方 法 は 更 に 、 1つ 以 上 の 下 記 の ス テ ッ プ ：
1)　 前 記 マ ー カ ー を 発 現 し て い る 変 異 体 HSVを 検 出 す る た め に 、 前 記 の 共 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 細 胞 培 養 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ 、 及 び /又 は
2)　 前 記 変 異 体 HSVを 単 離 す る ス テ ッ プ 、 及 び /又 は
3)　 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の RNA又 は そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 に つ い て 、 前 記 変 異 体 HSVを ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ 、 及 び /又 は
4)　 活 性 遺 伝 子 産 物 の 欠 損 に つ い て 、 前 記 変 異 体 HSVを ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ 、 及
び /又 は
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5)　 in vitroで 腫 瘍 細 胞 を 殺 す た め の 、 前 記 変 異 体 HSVの 腫 瘍 崩 壊 能 力 を 試 験 す る ス テ ッ
プ 、
を 含 む こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ８ ７ 】

プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPの 構 築

　 プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPを 、 図 1に 示 す 3つ の 段 階 で 作 製 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
1.　 CMV IEプ ロ モ ー タ ー (pCMV)、 NAT遺 伝 子 、 イ ン タ ー ナ ル リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位 (IR
ES)、 GFPレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 含 む DNA配 列 を 、 NsiI及 び SspI
を 用 い て pNAT-IRES-GFPか ら 切 除 し 、 精 製 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
2.　 精 製 し た pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ A　 DNA断 片 を RL1.delの 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 新 た な
プ ラ ス ミ ド を 形 成 し て RL1.dCMV-NAT-GFPと 名 付 け た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
3.　 RL1.dCMV-NAT-GFPの pCMV-NAT DNA配 列 を XhoIを 用 い て 切 除 し 、 プ ラ ス ミ ド の 残 部 を 再
連 結 し て 新 規 な プ ラ ス ミ ド を 形 成 し 、 RL1.dIRES-GFPと 名 付 け た 。 こ の 新 規 な プ ラ ス ミ ド
は 、 全 て が HSV-1 RL1フ ラ ン キ ン グ 配 列 内 に あ る 、 IRES、 GFP遺 伝 子 及 び SV40ポ リ A配 列 の
上 流 に 、 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト （ 示 さ れ て い る 全 て の サ イ ト は 唯 一 ） を 含 ん で い た 。
RL1遺 伝 子 座 に お い て 目 的 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 組 換 え ICP34.5ヌ ル HSV-1は 、 目 的 遺 伝 子
（ 適 切 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 ） を マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 BHK細
胞 を こ の プ ラ ス ミ ド と HSV-1 DNAと を 用 い て 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 作 製 す
る こ と が で き る 。 標 的 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 組 換 え ウ イ ル ス は 、 GFP蛍 光 を 用 い て 同 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 CMVプ ロ モ ー タ ー 及 び ノ ル ア ド レ ナ リ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺 伝 子 (pCMV-NAT)を  RL1.dCMV
-NAT-GFPか ら 除 去 し 、 そ の 後 プ ラ ス ミ ド の 残 部 を 再 連 結 し て 、 全 て が RL1フ ラ ン キ ン グ 配
列 内 に あ る 、 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス イ ン タ ー ナ ル リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位 （ EMCV IRES） 、 G
FPレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び SV40ポ リ A配 列 の 上 流 に マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト (MCS)を 含 ん で
い る 、 新 規 な プ ラ ス ミ ド (RL1.dIRES-GFP)を 生 じ た 。 こ の DNA配 列 の 新 規 な 配 置 、 す な わ ち
「 ス マ ー ト 　 カ セ ッ ト 」 は 、 望 ま し い 導 入 遺 伝 子 （ 適 切 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 ） を MCSに
挿 入 し 、 BHK細 胞 を こ の プ ラ ス ミ ド 及 び HSV-1 DNAで 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る だ け で 、 RL1
遺 伝 子 座 に お い て 目 的 遺 伝 子 を 発 現 し て い る ICP34.5ヌ ル HSV-1が 容 易 に 作 製 さ れ る こ と を
可 能 と す る 。 GFP遺 伝 子 と MCSと の 間 に 位 置 し て い る こ の IRESは 同 一 の プ ロ モ ー タ ー か ら の
2つ の 遺 伝 子 の 発 現 を 可 能 と し 、 そ の よ う に し て 目 的 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 組 換 え ウ イ ル
ス が GFPも 発 現 し て 、 そ の 結 果 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 で 容 易 に 同 定 し 、 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】

　 1μ gの RL1.del*を 、 10ユ ニ ッ ト の HpaI (Promega)を 用 い て 、 適 当 な 量 の 10xバ ッ フ ァ ー (
Promega)及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)中 で 、 37℃ で 16時 間 消 化 し た 。 そ の 後 消 化
し た プ ラ ス ミ ド を QIAquick PCR 精 製 キ ッ ト (Qiagen)を 用 い て 精 製 し 、 10ユ ニ ッ ト の 子 ウ
シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Promega)を 用 い て 、 適 当 な 量 の 10x CIPバ ッ フ ァ ー (Promega)及 び ヌ
ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 中 で 、 37℃ で 4時 間 処 理 し 、 そ の 後 QIAquick PCR 精 製 キ ッ ト を 用 い て
再 び 精 製 し た 。 5μ lの 精 製 し た DNAを 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 そ の 濃 度 を 確 認
し た (図 2)。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 4 x 1μ gの pNAT-IRES-GFP**を 、 10ユ ニ ッ ト の NsiI及 び 10ユ ニ ッ ト の SspIを 用 い て 、 適
当 な 量 の 10xバ ッ フ ァ ー (Promega)及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)中 で 、 37℃ で 16時
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間 消 化 し た 。 反 応 混 合 物 を 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で 、 110ボ ル ト で 1時 間 電 気 泳 動 し た 。 ノ
ル ア ド レ ナ リ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺 伝 子  (NAT)、 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス イ ン タ ー ナ ル リ ボ ソ ー
ム エ ン ト リ ー 部 位 (IRES)、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)の 遺 伝 子 及 び SV40 ポ リ ア デ ニ ル 化 配
列  (SV40 ポ リ A)の 上 流 に あ る CMV IEプ ロ モ ー タ ー (pCMV)か ら な る 5.4Kbpの DNA断 片 を 、 滅
菌 メ ス を 用 い て 切 除 し 、 こ の DNAを QIAquick Gel Extraction kit(Qiagen)を 用 い て ゲ ル か
ら 精 製 し た 。 製 造 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 3ユ ニ ッ ト の Klenowポ リ メ ラ ー ゼ (Promega)を
用 い て 溶 出 し た DNAを 平 滑 末 端 化 し 、 こ の DNAを QIAquick PCR精 製 キ ッ ト (Qiagen)を 用 い て
精 製 し た 。 5μ lの 精 製 し た DNA断 片 を 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 そ の 濃 度 を 確 認
し た (図 3)。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 小 さ な エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 で 、 16℃ で 一 晩 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。 こ の チ
ュ ー ブ は 5ユ ニ ッ ト の T4 DNAリ ガ ー ゼ (Promega)、 適 当 な 量 の 10X DNAリ ガ ー ゼ バ ッ フ ァ ー (
Promega)、 ヌ ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)及 び 様 々 な 量 の HpaI消 化 /CIP処 理 し た RL1.del
及 び 平 滑 末 端 化 し た pCMV-NAT-IRES-GFP-SV40ポ リ A DNAを 含 ん で い た 。 そ の 後 コ ン ピ テ ン
ト JM109細 菌 細 胞 (Promega)を 、 様 々 な 分 量 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物 ***を 用 い て 形 質 転 換
し た 。 プ レ ー ト 上 に 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー を 選 び 、 Qiagen Plasmid Mini kitを 用 い て そ の
プ ラ ス ミ ド DNAを 抽 出 し 、 イ ン サ ー ト に つ い て 、 AflII (New England Biolabs)制 限 酵 素 解
析 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 イ ン サ ー ト を 含 む プ ラ ス ミ ド DNAは 、 AflIIを 用 い た 消 化
後 4.8Kbp及 び 9.2Kbpの 2つ の 断 片 を 産 生 し た で あ ろ う 。 2つ の ク ロ ー ン (ク ロ ー ン 5及 び 8)が
イ ン サ ー ト を 含 ん で い た (図 4)。 ク ロ ー ン 5(RL1.dCMV-NAT-GFP)に お け る イ ン サ ー ト の 方 向
を 、 XhoI制 限 酵 素 解 析 （ 図 5） を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ク ロ ー ン 5か ら RL1.dIRES-GFPを 作 製 す る た め に 、 10ユ ニ ッ ト の XhoIを 用 い て 4 x 500ng
の ク ロ ー ン 5を 適 当 な 量 の バ ッ フ ァ ー 及 び 水 (Promega)中 で 37℃ で 一 晩 消 化 す る こ と に よ っ
て 、 CMV-NAT-IRES-GFP-SV40ポ リ Aイ ン サ ー ト の CMV-NAT部 分 を 除 去 し た 。 消 化 し た DNAを 、
1％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 、 110ボ ル ト で 1時 間 電 気 泳 動 し た （ 図 6A） 。 pGEM3Zf(-) (Prome
ga)バ ッ ク ボ ー ン 中 の IRES、 GFP遺 伝 子 、 SV40ポ リ A配 列 及 び RL1フ ラ ン キ ン グ 配 列 か ら な る
10.2Kbpの 断 片 を 、 滅 菌 メ ス を 用 い て 切 除 し 、 QIAquick Gel Extraction kit を 用 い て DNA
を ゲ ル か ら 精 製 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 小 さ な エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 で 、 16℃ で 一 晩 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。 こ の チ
ュ ー ブ は 100ng～ 500ngの 精 製 し た DNA、 3ユ ニ ッ ト の T4 DNAリ ガ ー ゼ (Promega)、 適 当 な 量
の 10X DNAリ ガ ー ゼ バ ッ フ ァ ー (Promega)及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)を 含 ん で い
た 。 そ の 後 コ ン ピ テ ン ト JM109細 菌 細 胞 (Promega)を 、 様 々 な 分 量 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物
***を 用 い て 形 質 転 換 し た 。 プ レ ー ト 上 に 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー を 選 び 、 Qiagen プ ラ ス ミ ド
 Mini kitを 用 い て そ の プ ラ ス ミ ド DNAを 抽 出 し 、 XhoI (Promega)制 限 酵 素 解 析 を 用 い て ス
ク リ ー ニ ン グ し た 。 CMV-NATが 除 去 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド DNAを 含 む コ ロ ニ ー は 、 XhoIで 消
化 し た 場 合 10.2Kbpの 1つ の 断 片 を 産 生 し た で あ ろ う 。 幾 つ か の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 発 見
し 、 1つ を 単 離 し 、 Promegaの Wizard Plus Maxipreps kitを 用 い て プ ラ ス ミ ド の 大 量 調 製
を 行 っ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド の 大 量 調 製 を 、 XhoIを 用 い た 消 化 に よ っ て 確 認 し た (図 6B)。 こ
の プ ラ ス ミ ド DNAを 、 そ の 後 「 RL1.dIRES-GFP」 と 名 付 け た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPは 、 ブ タ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 従 っ て 、 Department of Neurolo
gy Southern General Hospital 1345 Govan Road Govan Glasgow G51 5TF Scotlandに 住
所 を 有 す る Crusade Laboratories Limitedの 名 義 で 、 the European Collection of Cell 
Cultures (ECACC), Health Protection Agency, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, S
P4 0JG, United Kingdomに 登 録 番 号 03090303の も と 、 2003年 9月 3日 に 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
RL1.del
　 *RL1.delは E.McKie博 士 に よ っ て 提 供 さ れ 、 RL1遺 伝 子 及 び そ の フ ラ ン キ ン グ 配 列 か ら な
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る HSV-1断 片 (123459-129403)が 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ て い る pGEM-3Zf(-)プ ラ ス ミ ド (Promeg
a)で あ る 。 RL1遺 伝 子 (125292-125769)の 477bpの  PflMI-BstEII断 片 は 除 去 さ れ て お り 、 マ
ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト (MCS)と 置 換 さ れ て RL1.delを 形 成 し て い る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
pNAT-IRES-GFP
　 **pNAT-IRES-GFPは 、 Marie Boyd博 士 (CRUK Beatson Laboratories)に よ っ て 提 供 さ れ 、
そ の 中 の NheI及 び XhoIサ イ ト に 彼 女 が ウ シ ノ ル ア ド レ ナ リ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー (NAT)遺 伝
子 (3.2Kbp)を ク ロ ー ン 化 し た pIRES2-EGFPプ ラ ス ミ ド (BD Biosciences Clontech)で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
***細 菌 細 胞 の 形 質 転 換
　 10μ lの 大 腸 菌 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク を 20ml grienerチ ュ ー ブ 中 の 10mlの 2YT培 地 に 添 加
し た 。 こ の チ ュ ー ブ を 飽 和 培 養 液 が 得 ら れ る ま で 37℃ の 振 盪 培 養 器 中 に 16時 間 ～ 24時 間 置
い た 。 そ の 後 1mlの こ の 培 養 液 を 、 500ml滅 菌 ガ ラ ス ボ ト ル 中 の 100mlの 2YTに 添 加 し 、 37℃
の 振 盪 培 養 器 中 に 3時 間 置 い た 。 細 菌 細 胞 を 2,000rpmで 10分 間 の 遠 心 分 離 (Beckman)に よ っ
て ペ レ ッ ト 化 し た 。 そ の 後 こ の 細 胞 を 1/10量 の 形 質 転 換 及 び 保 存 バ ッ フ ァ ー (10mM MgCl 2
、 10mM Mg(SO) 4 、 10％  (w/v) PEG 3,500、 5％  (v/v) DMSO)中 に 再 懸 濁 し た 。 こ の 細 胞 を
、 10分 間 か ら 2時 間 の 間 、 氷 上 に 置 き 、 そ の 後 、 細 胞 は 形 質 転 換 に コ ン ピ テ ン ト に な っ た
と 考 え ら れ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 1～ 10μ lの DNAを エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 で 100μ lの コ ン ピ テ ン ト 細 菌 と 混 ぜ 、 こ の
チ ュ ー ブ を 氷 上 に 30分 間 置 い た 。 こ の 後 、 こ の サ ン プ ル を 、 チ ュ ー ブ を 42℃ の ウ ォ ー タ ー
バ ス 中 で 正 確 に 45秒 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 「 ヒ ー ト シ ョ ッ ク 」 し 、 そ の 後 こ
れ ら を さ ら に 2分 間 氷 上 に 置 い た 。 1mlの L-Brothを 添 加 し 、 こ の チ ュ ー ブ を 2～ 3回 混 転 し
、 細 菌 を 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 100μ lの 形 質 転 換 細 菌 を 、 100μ g/mlの 適 当 な
抗 生 物 質 （ 通 常 、 ア ン ピ シ リ ン 又 は カ ナ マ イ シ ン ） を 含 有 す る L-broth寒 天 プ レ ー ト 上 に
播 種 し た 。 プ レ ー ト を 室 温 で 乾 燥 し 、 伏 せ た 位 置 で 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPを 用 い た 、 目 的 遺 伝 子 産 物 及 び GFPを 発 現 し て い る ICP34.5ヌ ル H
SV-1の 作 製

　 目 的 遺 伝 子 産 物 を 発 現 し て い る ICP34.5ヌ ル HSV-1の 作 製 は 、 目 的 遺 伝 子 産 物 （ ポ リ ペ プ
チ ド ） 及 び 望 ま し い プ ロ モ ー タ ー を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 、 RL1.dIRES.GFP
の MCSへ の 挿 入 、 そ れ に 続 く 目 的 遺 伝 子 及 び HSV DNAを 含 む 線 状 化 プ ラ ス ミ ド を 用 い た BHK
細 胞 の 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 必 要 と す る 。 相 同 組 換 え の 後 、 GFPを 発 現 し て い る ウ イ
ル ス プ ラ ー ク を 同 定 す る 。 図 7は 、 関 連 の 方 法 ス テ ッ プ を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 目 的 遺 伝 子 及 び 望 ま し い プ ロ モ ー タ ー (X)を 含 む 図 7Aの プ ラ ス ミ ド DNAに つ い て は 、 プ ロ
モ ー タ ー /遺 伝 子 断 片 を 放 出 す る た め に 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 プ ロ モ ー タ ー /遺 伝 子 断 片 を 、 精 製 し て RL1.dIRES.GFPの マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト  (MC
S)中 に ク ロ ー ン 化 し 、 腫 瘍 崩 壊 性  HSV-1の 作 製 に 適 し た シ ャ ト ル ベ ク タ ー を 形 成 す る (図 7
B)。 こ の ベ ク タ ー は 、 必 須 の RL1遺 伝 子 に 隣 接 す る HSV-1配 列 を 含 む が 、 こ の RL1遺 伝 子 を
含 ま な い 。 こ の プ ラ ス ミ ド は ま た 、 イ ン タ ー ナ ル リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位  (IRES)の 下
流 に 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質  (GFP)の 遺 伝 子 を 含 む 。 IRESは 、 目 的 遺 伝 子 及 び GFP遺 伝 子 の 両
方 が 同 一 の 上 流 プ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 そ の 後 BHK 細 胞 を 線 状 化 RL1.dIRES.GFPで 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 こ こ で 目 的 遺 伝 子 及
び HSV-1 DNAを 含 む (図 7C)。 相 同 組 換 え に 続 い て 、 目 的 遺 伝 子 及 び GFPを 発 現 し て い る デ ザ
イ ナ ー ウ イ ル ス を 作 製 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 で 野 生 型 ウ イ ル ス （ 同 様 に 作 製 し た ウ イ ル ス だ
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が 、 GFPは 発 現 し て い な い ） と 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 GFPを 発 現 し て い る （ 従 っ て 目 的 遺 伝 子 も 発 現 し て い る ） ウ イ ル ス プ ラ ー ク を 蛍 光 顕 微
鏡 の 下 で 選 び 、 全 て の 野 生 型 HSV-1が 除 去 さ れ る ま で 精 製 し た 。 組 換 え HSV-1は 、 全 て の ウ
イ ル ス プ ラ ー ク が GFPを 発 現 し て い る 場 合 に 100％ 純 粋 と 考 え ら れ る (図 7D)。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 組 換 え ウ イ ル ス が 完 全 に 純 粋 に な っ た 時 点 で 、 単 離 し た プ ラ ー ク を 選 び 、 高 濃 縮 の ス ト
ッ ク を 増 殖 さ せ 、 適 定 す る (図 7E)。 こ の 結 果 選 択 し た プ ロ モ ー タ ー か ら 目 的 の 遺 伝 子 産 物
を 発 現 し て い る 腫 瘍 崩 壊 性 HSV-1は 、 そ の 腫 瘍 殺 傷 能 力 の 特 徴 付 け 及 び in vitro試 験 に 対
す る 準 備 が 整 う 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

　 目 的 遺 伝 子 及 び GFPを 発 現 し て い る 組 換 え ICP34.5ヌ ル HSV-1を 作 製 す る た め に は 、 RL1.d
IRES-GFPの MCS中 に 、 こ の プ ラ ス ミ ド 中 の GFP遺 伝 子 に 対 し て 順 方 向 に ク ロ ー ン 化 さ れ る 目
的 遺 伝 子 及 び 適 切 な プ ロ モ ー タ ー を 必 要 と す る 。 こ の こ と が 達 成 さ れ た 時 点 で 、 無 関 係 な
領 域 中 で プ ラ ス ミ ド を 線 状 化 す る （ す な わ ち 、 1回 だ け 切 断 す る 制 限 酵 素 、 通 常 は SspI又
は ScaIで 消 化 す る ） 。 そ の 後 、 60mmペ ト リ 皿 中 の 80％ コ ン フ ル エ ン ト な BHK 細 胞 を 、 下 に
記 載 の と お り HSV-1 DNA及 び 線 状 化 プ ラ ス ミ ド DNAで 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 目 的 の 遺 伝 子 及 び GFPを 発 現 す る 、 複 製 が 制 限 さ れ た HSV-1を 作 製 す る た め に は 、 目 的 の
遺 伝 子 を 、 RL1dIRES-GFP中 で 適 切 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 CMV IE） の 下 流 に ク ロ ー ン 化
し な け れ ば な ら な い 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 バ イ シ ス ト ロ ン 性 mRNA転 写 物 の 産 生 の た め 、
目 的 遺 伝 子 の 上 流 に あ る こ と が 必 要 で あ る 。 転 写 物 中 の 、 2つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム の 間 の IRES配 列 は 、 効 率 的 な キ ャ ッ プ 非 依 存 的 内 部 翻 訳 開 始 の た め に 、 リ ボ ソ ー ム
結 合 部 位 と し て 機 能 す る 。 こ の 設 計 は 、 目 的 遺 伝 子 及 び GFP両 方 の 連 関 し た 転 写 、 そ の 後
の 第 1遺 伝 子 （ 目 的 遺 伝 子 ） の キ ャ ッ プ 依 存 的 翻 訳 開 始 、 及 び IRES-指 令 の 、 GFPの キ ャ ッ
プ 非 依 存 的 翻 訳 を 可 能 と す る 。 こ う し て 同 調 的 遺 伝 子 発 現 は 、 こ の 構 造 に お い て 保 証 さ れ
る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
CaPO 4  及 び DMSOの ブ ー ス ト に よ る ウ イ ル ス 及 び プ ラ ス ミ ド DNAの 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
：
　 目 的 遺 伝 子 及 び 目 的 プ ロ モ ー タ ー を 含 む HSV-1 (17 + )DNA 及 び 0.1～ 1μ gの 線 状 化 SMART
カ セ ッ ト を 1μ lの 子 ウ シ 胸 腺 DNA (10μ g/ml)及 び 適 量 の 蒸 留 水 を 含 む 1.5ml エ ッ ペ ン ド ル
フ チ ュ ー ブ 中 に ピ ペ ッ ト し 、 最 終 量 165μ lを 生 じ る 。 200μ lの ピ ペ ッ ト チ ッ プ を 用 い て こ
の 溶 液 を 極 め て 穏 や か に 混 ぜ る 。 388μ lの HEBS、 pH 7.5、 (130mM NaCl、 4.9mM KCl、 1.6m
M Na 2 HPO 4 、 5.5mM D-グ ル コ ー ス 、 21mM HEPES)を そ の 後 添 加 し 、 こ の 溶 液 を 混 ぜ 、 26.5μ
lの 2M CaCl 2  液 滴 を 添 加 し 、 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ を 2又 は 3回 は じ く 。 こ の サ ン プ ル を
室 温 に 10～ 15分 置 き 、 そ の 後 液 滴 を 60mm ペ ト リ 皿 中 の 、 培 地 が 除 去 さ れ て い る 80％ コ ン
フ ル エ ン ト な BHK細 胞 に 添 加 す る 。 37℃ 、 45分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 5mlの ET
C10で 覆 い 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 3～ 4時 間 後 、 培 地 を 除 去 し て プ レ ー ト を ETC10で
洗 浄 す る 。 室 温 で 正 確 に 4分 間 、 1mlの 、 HEBS中 の 25％  (v/v) DMSOで 細 胞 を 覆 う 。 4分 後 、
速 や か に 細 胞 を 5mlの ETC10で 3回 洗 浄 し 、 5mlの ETC10で 覆 い 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 戻 す 。
翌 日 、 新 鮮 な 培 地 を 細 胞 に 添 加 す る 。 cpeが 明 ら か な 2日 後 、 細 胞 を 培 地 中 に こ す り 落 と し
、 小 さ な ビ ジ ュ ー （ bijoux） に 移 し て 徹 底 的 に 超 音 波 処 理 す る 。 そ の 後 こ の サ ン プ ル を 、
必 要 に な る ま で -70℃ で 保 存 す る （ プ ラ ー ク 精 製 に 関 す る 下 節 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ １ 】
注 意 　 添 加 す る ウ イ ル ス DNAの 量 は 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 入 れ ず に あ る 範 囲 の ウ イ ル ス DNA量
を 用 い て 上 記 の 手 順 を 行 い 、 2～ 3日 後 に BHK単 層 上 に 最 大 数 の ウ イ ル ス プ ラ ー ク を 生 じ る
量 を 選 択 す る こ と に よ っ て 決 定 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
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プ ラ ー ク 精 製 ：
　 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ レ ー ト か ら 得 た 超 音 波 処 理 し た サ ン プ ル を 解 凍 し 、 連 続 的 に
ETC10中 に 10倍 希 釈 す る 。 原 液 か ら 得 た 100μ lを 10 5 希 釈 し た も の を 、 培 地 が 除 去 さ れ て い
る 60 mm ペ ト リ 皿 中 の コ ン フ ル エ ン ト な BHK細 胞 に 播 種 す る 。 37℃ で 45分 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 後 、 細 胞 を 5mlの  EMC10で 覆 い 、 37℃ で 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 プ レ ー
ト を ウ イ ル ス プ ラ ー ク の 存 在 に つ い て 確 認 し 、 最 も プ ラ ー ク が 少 な く 、 最 も プ ラ ー ク が 分
離 し て い る 皿 を 蛍 光 立 体 顕 微 鏡 の 下 に 置 く 。 目 的 遺 伝 子 に 加 え て 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質  (GF
P)を 発 現 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 組 換 え ウ イ ル ス は 、 GFPフ ィ ル タ ー を 用 い て 野 生 型 ウ
イ ル ス と は っ き り 区 別 す る こ と が で き る 。 20μ lピ ペ ッ ト を 用 い て 蛍 光 を 発 す る プ ラ ー ク
を 選 び 、 1mlの ETC10を 含 む エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 に 入 れ る （ チ ッ プ を 含 む ） 。 サ ン プ
ル を 徹 底 的 に 超 音 波 処 理 し 、 ETC10中 で 10倍 段 階 希 釈 を 作 製 し 、 上 記 の 精 製 手 順 を 繰 り 返
す 。 こ の 工 程 を 、 BHK単 層 上 の 全 て の プ ラ ー ク が 蛍 光 を 発 す る ま で 典 型 的 に は 3～ 4回 繰 り
返 す 。 こ れ が 達 成 さ れ た 時 点 で 、 50μ lの こ の サ ン プ ル を 、 ロ ー ラ ー ボ ト ル 中 に あ る 50ml 
ETC10中 の BHK細 胞 を 感 染 さ せ る た め に 用 い 、 ウ イ ル ス 株 を 増 殖 さ せ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
組 織 培 養 培 地 ：
BHK21/C13 細 胞 を Eagle’ s 培 地 (Gibco)中 で 増 殖 さ せ 、 10％ の 新 生 子 ウ シ 血 清 (Gibco)及
び 10％ (v/v)の ト リ プ ト ー ス ホ ス フ ェ ー ト ブ ロ ス を 補 充 す る 。 こ れ を ETC10と 呼 ぶ 。 ウ イ ル
ス 滴 定 及 び プ ラ ー ク 精 製 の 目 的 で 、 EMC10 (1.5％ の メ チ ル セ ル ロ ー ス を 含 有 す る Eagles培
地 及 び 10％ の 新 生 子 ウ シ 血 清 )を 、 細 胞 を 覆 う た め に 用 い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】

HSV1716/CMV-asSCCRO/GFPの 構 築

　 HSV1716/CMV-asSCCRO/GFPは 、 ま ず pUSEamp-asSCCROを SspI及 び XhoIで 消 化 し 、 こ の 消 化
で 作 製 し た 1.96Kbpの 断 片 を 精 製 す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 1.96kbpの SspI/XhoI断 片 は
扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 抗 原 (asSCCRO)に 対 す る DNAア ン チ セ ン ス を CMV IE プ ロ モ ー タ ー (pCMV
)の 下 流 に 含 む 。 こ の 断 片 を RL1.dIRES-GFPス マ ー ト カ セ ッ ト の MCS中 に 、 RL1.dIRES-GFP中
の GFP 遺 伝 子 に つ い て 順 方 向 に ク ロ ー ン 化 し た (図  8)。 RL1.dCMV-asSCCRO-GFPと 呼 ば れ る
、 結 果 と し て 生 じ る プ ラ ス ミ ド を そ の 後 線 状 化 し 、 実 施 例 2に 記 載 の と お り に 組 換 え ウ イ
ル ス を 作 製 し 、 精 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド pUSEamp-asSCCROは 、 Bhuvanesh Singh, Memorial S
loan Kettering Cancer Center, New York　 か ら 得 た 。
【 ０ ２ １ ５ 】

　 そ の 後 2μ gの RL1.dIRES-GFP プ ラ ス ミ ド を 、 15 ユ ニ ッ ト の BglII(Promega)を 用 い て 、
適 当 な 量 の 10x バ ッ フ ァ ー  (Promega)及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)中 で 37℃ で 16
時 間 消 化 し た 。 そ の 後 消 化 し た プ ラ ス ミ ド を QIAquick PCR精 製 キ ッ ト (Qiagen)を 用 い て 精
製 し 、 5ユ ニ ッ ト の Klenow ポ リ メ ラ ー ゼ (Promega)を 用 い て 室 温 で 20分 間 処 理 し 、 そ の 後
再 び 精 製 し た 。 そ の 後 精 製 し た DNAを 、 10ユ ニ ッ ト の 子 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Promega)に
、 適 当 な 量 の 10x CIPバ ッ フ ァ ー  (Promega)及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)中 で 37℃
で 4時 間 添 加 し 、 QIAquick PCR精 製 キ ッ ト (Qiagen)を 用 い て 再 び 精 製 し た 。 5μ lの 精 製 し
た DNAを 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 そ の 濃 度 を 確 認 し た (図  9)。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 4 x 1μ gの pUSEamp-asSCCROを 、 10 ユ ニ ッ ト の SspI及 び 10 ユ ニ ッ ト の XhoI(Promega)を
用 い て 、 適 当 な 量 の 10x バ ッ フ ァ ー  (Promega)及 び ヌ ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)中 で 3
7℃ で 16時 間 消 化 し た 。 反 応 混 合 物 を 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で 110ボ ル ト で 1時 間 電 気 泳 動
し た 。 本 質 的 に 、 SCCRO (pCMV-asSCCRO)に 対 す る DNAア ン チ セ ン ス の 上 流 の CMV プ ロ モ ー
タ ー か ら な る 1.96Kbpの DNA 断 片 を 滅 菌 メ ス を 用 い て 切 除 し 、 QIAquick Gel Extraction k
it (Qiagen)を 用 い て DNAを ゲ ル か ら 精 製 し た 。 精 製 し た DNAを 、 5ユ ニ ッ ト の Klenowポ リ メ
ラ ー ゼ (Promega)を 用 い て 、 20分 間 室 温 で 平 滑 末 端 化 し 、 そ の 後 再 び 精 製 し た 。 5μ lの 精
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製 し た DNA断 片 を 1％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 そ の 濃 度 を 確 認 し た （ 図 10） 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 、 小 さ な エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 で 、 16℃ で 一 晩 行 っ た 。 こ の
チ ュ ー ブ は 5ユ ニ ッ ト の T4 DNAリ ガ ー ゼ (Promega)、 適 当 な 量 の 10X DNAリ ガ ー ゼ バ ッ フ ァ
ー  (Promega)、 ヌ ク レ ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)及 び 様 々 な 量 の BglII消 化 /平 滑 末 端 化 /CI
P処 理 し た RL1.dIRES-GFP プ ラ ス ミ ド 及 び 平 滑 末 端 化 し た pCMV-asSCCROを 含 ん で い た 。 そ
の 後 コ ン ピ テ ン ト JM109細 菌 細 胞 (Promega)を 様 々 な 分 量 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物 で 形 質 転
換 し た 。 プ レ ー ト 上 に 形 成 し た コ ロ ニ ー を 選 び 、 そ れ ら の プ ラ ス ミ ド DNAを Qiagen Plasmi
d Mini kitを 用 い て 抽 出 し 、 イ ン サ ー ト に つ い て 、 BglII (Promega)制 限 酵 素 解 析 を 用 い
て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 pCMV-asSCCROイ ン サ ー ト を 含 有 す る RL1.dIRES-GFP プ ラ ス ミ ド DN
Aは 、 BglII消 化 後 、 10.8Kbp及 び 1.4Kbpの 2つ の 断 片 を 産 生 し た で あ ろ う 。 1つ の ク ロ ー ン (
ク ロ ー ン 11)が イ ン サ ー ト を 含 む こ と を 発 見 し た  (図  11)。 こ の pCMV-asSCCROイ ン サ ー ト
は 、 RL1.dIRES-GFP中 で 二 方 向 に ク ロ ー ン 化 さ れ た 可 能 性 が あ っ た 。 pCMV-asSCCRO断 片 が R
L1.dIRES-GFP中 で 望 ま し い 方 向 に ク ロ ー ン 化 さ れ た こ と を 確 認 す る た め に 、 ク ロ ー ン 11を
、 10ユ ニ ッ ト の NruI(Promega)を 用 い て 、 適 当 な 量 の 10x バ ッ フ ァ ー (Promega)及 び ヌ ク レ
ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)中 で 37℃ で 16時 間 消 化 し た 。 イ ン サ ー ト が 正 し い 方 向 を 向 い て
い た 場 合 、 1.64Kbpの 断 片 が 作 製 さ れ る で あ ろ う 。 NruI消 化 の 後 、 1.64Kbpの 断 片 が 作 製 さ
れ た の で （ 図 12） 、 pCMV-asSCCROが 望 ま し い 方 向 に ク ロ ー ン 化 さ れ た こ と が 確 認 さ れ た 。
こ の プ ラ ス ミ ド （ ク ロ ー ン 11） を 「 RL1.dCMV-asSCCRO-GFP」 と 名 付 け た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
10 ユ ニ ッ ト の ScaI(Promega)を 用 い て 、 適 当 な 量 の 10x バ ッ フ ァ ー  (Promega)及 び ヌ ク レ
ア ー ゼ 無 含 有 水 (Promega)中 で 37℃ で 16時 間 消 化 す る こ と に よ っ て 0.1～ 1μ gの RL1.dCMV-a
sSCCRO-GFPを 線 状 化 し た 。 消 化 し た DNAの 1つ の サ ン プ ル （ 5μ l） を 、 1％ の ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 上 で 、 110ボ ル ト で 1時 間 電 気 泳 動 し 、 サ ン プ ル が 線 状 化 し て い る の を 確 認 し た 。 そ の 後
80％ コ ン フ ル エ ン ト な BHK細 胞 を 、 適 当 な 量 の 残 り の 線 状 化 DNA及 び HSV-1 DNAを 用 い て 共
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 GFPを 発 現 し て い る 組 換 え HSV-1（ 従 っ て asSCCROも 発 現 し て い る
） を 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 同 定 及 び 精 製 し 、 且 つ HSV1716/CMV-asSCCRO/GFPと 名 付 け た ウ イ
ル ス 株 を 増 殖 し 、 BHK細 胞 上 で 滴 定 し た (図  13)。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 HSV1716/CMV-asSCCRO/GFPは 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ
ペ ス ト 条 約 （ 本 明 細 書 中 で は 「 ブ タ ペ ス ト 条 約 」 と い う ） の 規 定 に 従 っ て 、 Department o
f Neurology Southern General Hospital 1345 Govan Road Govan Glasgow G51 5TF Scot
landに 住 所 を 有 す る Crusade Laboratories Limitedの 名 義 で 、 the European Collection 
of Cell Cultures (ECACC), Health Protection Agency, Porton Down, Salisbury, Wilt
shire, SP4 0JG, United Kingdomに 登 録 番 号 04051901の も と 、 2004年 5月 19日 に 「 HSV1716
asSCCRO」 と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 用 の 新 規 な 治 療 薬 と し て の HSV1716asSCCROの 使 用
　 発 明 者 ら は 、 SCCROに 対 す る ア ン チ セ ン ス の 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス HSV1716中 へ の 挿 入 が
、 細 胞 殺 傷 の 二 重 の 打 撃 機 構 を 有 す る ウ イ ル ス を 提 供 し 得 る と 考 え る 。 こ の 考 え は 、 内 因
性 SCCRO発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に よ る 細 胞 死 に 加 え て 、 細 胞 溶 解 に よ る ウ イ ル ス
誘 導 性 細 胞 死 に 関 与 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 HSV1716asSCCROウ イ ル ス を 本 発 明 に 従 っ て 構 築 し 、 増 幅 し 、 精 製 し た 。 こ れ に 続 い て 、
一 連 の 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 (HNSCC)株 上 で in vitro及 び in vivo解 析 を 行 っ た 。 調 査 し た
HNSCC細 胞 株 は 、 SCC15、 1483、 1186、 1386、 1986及 び  584で あ っ た 。 こ れ ら の 細 胞 株 に お
け る SCCROタ ン パ ク 質 発 現 の 相 対 発 現 を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 最 初 に 測 定
し た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 、 細 胞 株 SCC15、 1483及 び 1186が SCCROの 高 い 発 現 レ ベ
ル を 有 し 、 1386が 中 間 レ ベ ル の 発 現 を 有 し 、 1986、 584が 低 い 発 現 レ ベ ル を 有 す る こ と を
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示 し た 。 そ の 後 全 て の 細 胞 株 を HSV1716又 は HSV1716asSCCROウ イ ル ス を 用 い て 感 染 さ せ 、
細 胞 毒 性 を 、 MOI (multiplicity of infection:感 染 の 多 重 度 ) 1及 び 5pfu/細 胞 に お け る L
DH放 出 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 し た (図 14、 15及 び 16)。 ウ イ ル ス 増 殖 を 、 MOI 1pfu
/細 胞 に お け る 連 続 プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 し （ 図 17） 、 感 染 力 を 、 HSV1716gtp ウ
イ ル ス を 用 い た 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ gfp） に よ っ て 測 定 し た （ 図 18） 。 低 い 又 は 中 間 の
発 現 の 細 胞 株 （ 1986、 584、 1386） に お い て は 、 細 胞 毒 性 は 両 方 の ウ イ ル ス を 用 い て 用 量
依 存 的 に 増 大 し た が 、 2つ の ウ イ ル ス の 間 に 細 胞 毒 性 に お け る 顕 著 な 差 異 は な か っ た 。 ウ
イ ル ス 増 殖 ア ッ セ イ （ 図 17） は 、 ウ イ ル ス 産 生 に お け る 10 2 か ら 10 4 の 範 囲 に わ た る 増 大 と
共 に 、 両 ウ イ ル ス の 同 等 な 増 殖 を 示 し た 。 SCCROを 高 発 現 す る 細 胞 株 に お い て 、 本 発 明 者
ら は 細 胞 株 SCC15が HSV1716asSCCROウ イ ル ス で 増 強 さ れ た 細 胞 毒 性 を 示 す こ と を 発 見 し た
。 こ の 観 察 は 、 細 胞 溶 解 機 構 に よ る ウ イ ル ス 誘 導 性 細 胞 死 に つ い て 早 期 の ウ イ ル ス 感 染 後
12時 間 で 起 こ っ た 。 さ ら に 、 2つ の ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 増 殖 は 、 両 方 の ウ イ ル ス に つ い て
、 10 4 の ウ イ ル ス 産 生 に お け る 増 大 と 同 等 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 12時 間 の 時 点 に お
け る 増 強 さ れ た 細 胞 殺 傷 が 、 お そ ら く ア ン チ セ ン ス SCCRO発 現 に よ る SCCROの 内 因 性 高 発 現
の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に よ る 、 代 替 機 構 に よ る も の で あ る こ と を 示 唆 し た 。 こ の 仮 説
を 詳 し く 調 べ る た め 、 発 明 者 ら は 36時 間 を 超 え る 連 続 タ ン パ ク 質 発 現 に よ っ て ウ イ ル ス 感
染 後 に 細 胞 株 SCC15（ 高 発 現 ） 及 び 細 胞 株 584(低 発 現 )を 分 析 し た 。 細 胞 を 、 MOI 1pfu/細
胞 に お い て HSV1716又 は HSV1716asSCCROを 用 い て 感 染 さ せ 、 感 染 後 12時 間 、 24時 間 及 び 36
時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 タ ン パ ク 質 を 求 め て 溶 解 さ せ た 。 細 胞 株 SCC15の ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ は 、 HSV1716asSCCRO を 用 い た 場 合 の 12時 間 の 時 点 に お け る SCCROタ ン パ ク 質 の
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た が 、 細 胞 株 584に お い て は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 示
さ れ な か っ た (図 19参 照 )。 こ の 結 果 は 、 こ の 機 構 に よ っ て HSV1716asSCCROが 細 胞 株 SCC15
に お い て 効 力 を 増 強 さ せ た こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 そ の 後 細 胞 株 SCC15及 び 細 胞 株 584に お い て in vivo調 査 を 行 っ た 。 皮 下 腫 瘍 を 胸 腺 欠 損
ヌ ー ド マ ウ ス 中 で 増 殖 さ せ 、 HSV1716、 HSV1716asSCCRO又 は PBS対 照 を 単 独 注 射 で 腫 瘍 内 に
注 射 し 、 腫 瘍 サ イ ズ を 連 続 的 な 時 点 で モ ニ タ ー し た （ 図 20及 び 21） 。 SCC15に お い て は 、 H
SV1716asSCCROを 用 い た 場 合 に 、 HSV1716を 用 い た 場 合 と 比 べ て 効 力 が 増 強 し た 。 HSV1716a
sSCCRO を 注 射 し た 6匹 の マ ウ ス 全 て が 、 感 染 後 21日 ま で に 完 全 な 応 答 を 示 し た 。 HSV1716
を 用 い た 場 合 、 48日 の 経 過 観 察 期 間 に わ た っ て 完 全 な 応 答 を 示 す 3/6マ ウ ス の み に 腫 瘍 増
殖 の 阻 害 が 生 じ た 。 細 胞 株 584に つ い て は 、 両 方 の ウ イ ル ス が 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る こ と が
で き た が 、 ど ち ら の ウ イ ル ス も 、 異 種 移 植 片 を 注 射 し た い ず れ か の マ ウ ス に お い て 完 全 な
応 答 は 生 じ な か っ た 。 こ の in vivoデ ー タ は 、 高 SCCRO発 現 し て い る 細 胞 株 SCC15に お い て
、 HSV1716asSCCROが HSV1716よ り 強 力 な 抗 腫 瘍 剤 で あ る こ と の 更 な る 証 拠 と な っ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 HSV1716及 び HSV1716asSCCROが 再 発 性 又 は 局 所 的 に 進 行 し た 頭 頸 部 癌
の 治 療 に お け る 直 接 腫 瘍 内 注 射 に よ る 有 用 な 治 療 薬 と し て 大 き な 可 能 性 を 有 す る こ と を 示
す 。 し か し 、 こ の デ ー タ は ま た HSV1716asSCCROが 、 SCCROを 過 剰 発 現 し て い る 腫 瘍 に お い
て 抗 腫 瘍 活 性 を 増 強 す る こ と が で き る こ と を も 示 す 。 SCCROは 、 か な り の 数 の 頭 頸 部 の 扁
平 上 皮 細 胞 癌 に お い て 過 剰 発 現 し て い る の で 、 こ の 改 変 ウ イ ル ス は こ の 疾 患 に お い て 特 に
有 効 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は HSV1716asSCCROが 、 局 所 的 に 進 行 し た 又 は 再 発 性
の 頭 頸 部 癌 を 患 う 頭 頸 部 癌 患 者 に お い て 、 特 に こ れ ら の 癌 が 直 接 腫 瘍 内 注 射 に 適 し て い る
時 に 重 要 な 治 療 薬 と な る だ ろ う と 考 え る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】

siRNAを 発 現 す る HSV1716変 異 体 の 構 築
一 般 的 方 法
　 SCCRO 遺 伝 子 (配 列 番 号 5)の 発 現 を 標 的 と す る よ う に 設 計 し た siRNA構 築 物 を 含 み 、 339i
と 名 付 け ら れ た プ ラ ス ミ ド は 、 MSKCC, New Yorkの Bhuv Singh博 士 に よ っ て 提 供 さ れ た 。
対 照 siRNA (配 列 番 号  6)を コ ー ド し て い る 、 Coniと 名 付 け ら れ た プ ラ ス ミ ド も ま た 提 供 さ
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れ た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 双 方 の siRNA構 築 物 は ベ ク タ ー pSNRG中 に あ り 、 そ の 発 現 は RNA polIII H1プ ロ モ ー タ ー
に よ っ て 駆 動 さ れ る 。 RNA polIIIは 、 短 い RNA分 子 の み を 転 写 し 、 こ の H1プ ロ モ ー タ ー は
、 シ ャ ト ル ベ ク タ ー RL1-del.IRES.gfpを 産 生 し て い る 通 常 の 組 換 え ウ イ ル ス か ら IRES-gfp
の 発 現 を 駆 動 す る に は 不 十 分 で あ る だ ろ う 。 従 っ て 別 の ク ロ ー ニ ン グ ス ト ラ テ ジ ー を 採 用
し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 下 記 の 方 法 で カ セ ッ ト を 構 築 し た 。 制 限 消 化 に よ っ て PGKプ ロ モ ー タ ー /GFP遺 伝 子 を 含
む 1.3kbpの 平 滑 末 端 化 し た EcoRI/AflII断 片 を 得 て 、 そ の 後 ベ ク タ ー pSNRGか ら Klenow処 理
し 、 平 滑 末 端 を 生 じ る 制 限 酵 素 NruIで 切 断 し た RL1-del ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 PG
K/GFP DNAの 成 功 し た 挿 入 を 、 BamHI消 化 に よ っ て 確 認 し 、 挿 入 し た DNAの 方 向 を 、 RL1-del
中 の 唯 一 の XhoIサ イ ト 及 び PGK/GFPの 3’ 末 端 に あ る BsrGIサ イ ト を 用 い て 同 定 し た 。 PGK/G
FPが 順 方 向 に 入 っ て い る プ ラ ス ミ ド 及 び 逆 方 向 に 入 っ て い る プ ラ ス ミ ド の 両 方 を 得 て 、 こ
の プ ラ ス ミ ド を RL1-dPGK/GFPfor及 び RL1-dPGK/GFPrevと 名 付 け た 。 順 方 向 プ ラ ス ミ ド 及 び
逆 方 向 プ ラ ス ミ ド を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た BHK細 胞 中 で GFPの 発 現 を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 従 っ て 、 目 的 の 配 列 は 、 そ れ ら 自 身 の プ ロ モ ー タ ー と 共 に （ こ の 配 置 に お い て は 目 的 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び マ ー カ ー の 転 写 を 駆 動 す る た め に 異 な る プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と
が 好 ま し い ） そ の 後 、 残 っ て い る 唯 一 の BglII、 XhoI又 は HpaI制 限 酵 素 サ イ ト を 用 い て RL1
-dPGK/GFPfor又 は RL1-dPGK/GFPrevの い ず れ か の 中 に 、 い ず れ か の 向 き で ク ロ ー ン 化 し 得
る 。 結 果 と し て 生 じ る プ ラ ス ミ ド は 、 マ ー カ ー GFP遺 伝 子 及 び 目 的 遺 伝 子 が そ れ ら 自 身 の
プ ロ モ ー タ ー か ら 非 依 存 的 に 発 現 す る 組 換 え HSVを 導 き 出 す た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

　 pSNRG プ ラ ス ミ ド 中 に 、 H1/siRNAコ ー ド 配 列 に 隣 接 し て 、 ホ ス ホ グ リ セ ロ キ ナ ー ゼ (PGK
) プ ロ モ ー タ ー を 伴 う gfp遺 伝 子 を 含 む 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質  (gfp) 発 現 カ セ ッ ト が あ る 。
制 限 酵 素 HindIII及 び AflIIを 連 続 的 に 用 い て 、 H1/siRNA及 び PGK/EGFP発 現 カ セ ッ ト を 含 む
1.6kbpの DNA断 片 を 、 そ れ ら の Coniプ ラ ス ミ ド 及 び 339iプ ラ ス ミ ド か ら 切 除 し た 。 こ の 1.6
kbpの DNA断 片 を 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 Klenow DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た 30℃ で 3
0分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 平 滑 末 端 化 し た 。 平 滑 末 端 化 し た 断 片 を 、 平 滑 末 端
切 片 を 生 じ る 制 限 酵 素 Nru1で 消 化 さ れ て い る RL1-delシ ャ ト ル ベ ク タ ー 中 に 連 結 し た 。 ラ
イ ゲ ー シ ョ ン の 前 に 、 Nru1-切 断 し た RL1-delを ゲ ル 精 製 し 、 子 ウ シ 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ を 用 い て ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 し た 。 平 滑 末 端 化 し た 339i又 は Coni DNA断 片 の い ず れ か
を 平 滑 末 端 化 し た RL1-del プ ラ ス ミ ド と 共 に 用 い た 一 晩 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 後 、 反 応 混 合
物 を DH5ア ル フ ァ 細 胞 の 形 質 転 換 に 使 用 し 、 LB ampプ レ ー ト 上 に 播 種 し た 。 37℃ で 一 晩 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 各 々 の LB ampプ レ ー ト か ら 得 た 個 々 の ク ロ ー ン を 、 3mlの LB brot
h中 で 一 晩 増 殖 さ せ 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 抽 出 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 組 換 体 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 最 初 に BamHIを 用 い て プ ラ ス ミ ド を 消 化 し
、 H1/siRNA 及 び PGK/gfpカ セ ッ ト の 挿 入 が プ ラ ス ミ ド 中 の RL1 BamHI断 片 の 大 き さ を 5.4kb
pか ら 7.0kbpま で 増 大 さ せ る よ う に し た 。 Coni及 び 339i両 方 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物 に 関
し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ し た 1/24ク ロ ー ン は 7.0kbpの BamHI断 片 を 示 し 、 こ れ ら の プ ラ ス ミ
ド 中 の H1/siRNA及 び PGK/EGFPカ セ ッ ト の 存 在 を EcoR1、 EcoR1/HindIII及 び EcoR1/SalI消 化
に よ っ て 確 認 し た 。 挿 入 さ れ た H1/siRNA及 び PGK/EGFPカ セ ッ ト は 、 RL1-delベ ク タ ー 中 に
新 規 な EcoR1サ イ ト を 導 入 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 陽 性 の 339iク ロ ー ン 及 び Coniク ロ ー ン の グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク か ら 、 追 加 の プ ラ ス ミ ド
を 作 製 し 、 BHK細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た め に 用 い た 。 50マ イ ク ロ リ ッ ト ル （ μ l） の
プ ラ ス ミ ド を 最 終 量 100μ lの 無 血 清 培 地 中 で 6μ l の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 2000と 混 ぜ 、 24穴
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プ レ ー ト 中 で 13mmの ガ ラ ス カ バ ー ス リ ッ プ 上 に 播 種 さ れ た BHK細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す
る た め に 用 い た 。 48時 間 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 PBS中 で 細 胞 を 1回 洗 浄 し 、 4％ の パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 も う 1度 PBS中 で 洗 浄 し 、 Vectashieldを
用 い て 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド 上 に 固 定 し た 。 RL1-del/339i及 び RL1-del/Coni プ ラ ス ミ ド を 用
い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の c5％  gfp-陽 性 細 胞 の 存 在 は 、 PGK/GFPカ セ ッ ト の 存 在 を 裏
付 け た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 制 限 酵 素 ScaI及 び XmnIの い ず れ か を 用 い て RL1-del/339iプ ラ ス ミ ド 及 び RL1-del/Coniプ
ラ ス ミ ド を 線 状 化 し 、 線 状 化 プ ラ ス ミ ド を ウ イ ル ス DNAと 共 に 用 い て 、 60mm皿 中 で c80％ コ
ン フ ル エ ン シ ー に な る よ う に 播 種 し た BHK細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 100μ lの 線 状 化
プ ラ ス ミ ド 又 は 未 消 化 の 環 状 プ ラ ス ミ ド に 、 50μ lの HSV-1株 17+ DNAを 、 20μ lの リ ポ フ ェ
ク タ ミ ン 2000と 共 に 最 終 量 が 500μ lの 無 血 清 培 地 中 で 添 加 し 、 こ の 混 合 物 を BHK細 胞 に 添
加 し た 。 4時 間 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 正 確 に 4分 間 HBSS中 で 25％ DMSOを 用 い て 細 胞 に
衝 撃 を 与 え 、 培 地 で 3回 洗 浄 し 、 5mlの 培 地 中 で 、 37℃ 、 48時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 戻
し た 。 ウ イ ル ス の cpeは 48時 間 後 に 明 ら か と な り 、 細 胞 及 び 培 地 を 共 に 回 収 し 、 超 音 波 処
理 し て -80℃ で 保 存 し た 。 無 希 釈 の 培 地 /細 胞 及 び 4x 10倍 希 釈 液 を BHK細 胞 上 に 播 種 し 、 48
時 間 後 、 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り gfp発 現 に つ い て ウ イ ル ス プ ラ ー ク を 調 べ た 。 無 希 釈 の プ レ ー
ト 上 で は 、 XmnI-線 状 化 し た プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら 、 Coni及 び 339i
の 両 方 に つ い て 100を 超 え る gfp陽 性 プ ラ ー ク が 観 察 さ れ 、 高 度 の 組 換 え 率 を 示 し て い た 。
興 味 深 い こ と に 、 組 換 え は 、 低 い 頻 度 （ c50プ ラ ー ク /プ レ ー ト ） で は あ る が 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 環 状 プ ラ ス ミ ド に つ い て は 観 察 さ れ た が 、 ScaI-線 状 化 し た プ ラ ス ミ ド を 用
い た 組 換 え は 非 常 に 低 か っ た （ 5以 下 の プ ラ ー ク /プ レ ー ト ） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 gfp-陽 性 の プ ラ ー ク が は っ き り と 目 に 見 え る 最 高 の 希 釈 （ PGK/GFPカ セ ッ ト が 非 常 に 強
い 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 し た ） を 用 い て 、 Coniウ イ ル ス 及 び 339iウ イ ル ス 各 々 の 2つ の プ ラ ー
ク を 、 滅 菌 ピ ペ ッ ト チ ッ プ を 用 い て 選 び 、 1mlの 培 地 中 に 入 れ 、 1分 間 超 音 波 処 理 し て -80
℃ で 保 存 し た 。 そ の 後 プ ラ ー ク を 6ラ ウ ン ド の プ ラ ー ク 精 製 に 供 し 、 第 6ラ ウ ン ド の 後 、 野
生 型 の プ ラ ー ク 、 gfpを 発 現 し て い る プ ラ ー ク は 見 え ず 、 Coniウ イ ル ス 又 は 339iウ イ ル ス
の 各 々 に つ い て 6プ ラ ー ク を サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の た め に 選 ん だ 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 Coniウ イ ル ス 及 び 339iウ イ ル ス の 各 6つ の プ ラ ー ク を 、 T175フ ラ ス コ の ベ ロ 細 胞 を 感 染
さ せ る た め に 用 い 、 72時 間 の 感 染 後 、 ウ イ ル ス を 回 収 し て 滴 定 し た 。 最 高 の 力 価 を 与 え た
各 3つ の Coniウ イ ル ス 及 び 339iウ イ ル ス に 関 し て 、 0.5mlを 用 い て 第 2の T175フ ラ ス コ を 24
時 間 感 染 さ せ た 。 そ の 後 ウ イ ル ス DNAを 各 6つ の フ ラ ス コ か ら 回 収 し た 。 BamHI-消 化 し た ウ
イ ル ス DNAを Alu/Rsa RL1プ ロ ー ブ を 用 い て サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ の バ ン ド パ タ ー ン
を 野 生 型 と 比 較 し て 、 HSV1716 DNAも BamHIで 消 化 し た 。 RL1遺 伝 子 座 中 の 1.6kbp H1/siRNA
及 び PGK/GFPカ セ ッ ト の 挿 入 と 一 致 す る 新 規 な c6kbpバ ン ド を 、 6つ 全 て の ウ イ ル ス 分 離 株
に お い て は っ き り と 目 で 見 る こ と が 可 能 で あ り 、 野 生 型 の バ ン ド は 検 出 さ れ な か っ た 。 サ
ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 上 で 最 も 強 い シ グ ナ ル を 発 し た Coniウ イ ル ス 及 び 339iウ イ ル ス の 株 を
作 製 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ５ 】
【 図 １ 】 プ ラ ス ミ ド pNAT-IRES-GFP及 び RL1.delか ら の 、 プ ラ ス ミ ド RL1.dIRES-GFPの 作 製
。
【 図 ２ 】 HpaI消 化 し 、 CIP 処 理 し た RL1.delの ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 。 RL1.delを HpaIで
消 化 し た 。 消 化 し た DNAを そ の 後 子 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (CIP)で 処 理 し 、 そ の 後 に 続 く ラ
イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に お い て ベ ク タ ー が そ れ 自 身 に 再 ア ニ ー リ ン グ す る の を 妨 げ た 。 消 化 /C
IP処 理 し た DNAの サ ン プ ル を 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー (Promega)の 隣 に 電
気 泳 動 し た 。 HpaIは ベ ク タ ー を 8.6 Kbpに 線 状 化 し た 。
【 図 ３ 】 NsiI/SspI消 化 し た pNAT-IRES-GFP(A)及 び 精 製 /平 滑 末 端 化 し た pCMV-NAT-IRES-GF
P-ポ リ (B)の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 。 pNAT-IRES-GFPの 4つ の NsiI/SspI消 化 を 、 1％ ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー (Promega)の 隣 に 電 気 泳 動 し た 。 こ の ゲ ル か ら 5.4Kbpの 断
片 (pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ A) を 精 製 し た 。 Klenowポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 精 製 し た DNAを
平 滑 末 端 化 し 、 サ ン プ ル を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し て そ の 濃 度 を 確 認 し た 。
【 図 ４ 】 pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ Aイ ン サ ー ト を 含 ん で い る RL1.delク ロ ー ン の 同 定 。 精 製
し 、 平 滑 末 端 化 し た pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ A断 片 及 び HpaI消 化 し 、 CIP処 理 し た RL1.del
を 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 起 こ し た 。 細 菌 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 か ら 得 た サ ン プ ル で
形 質 転 換 し 、 LBA (Amp r )プ レ ー ト 上 に 播 種 し た 。 コ ロ ニ ー を 選 び 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 抽 出
し 、 AflIIで 消 化 し た 。 消 化 し た サ ン プ ル を 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー (L)
(Promega)の 隣 に 電 気 泳 動 し た 。 *： pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ Aイ ン サ ー ト を 推 定 サ イ ズ 4.8
Kbp及 び 9.2Kbpの 2つ の 断 片 と し て 含 ん だ ク ロ ー ン 5及 び 8を AflII消 化 か ら 作 製 し た 。 RL1.d
el中 に は AflIIサ イ ト が な い の で 、 イ ン サ ー ト の な い ク ロ ー ン は AflIIで 消 化 さ れ な か っ た
で あ ろ う 。 注 意 ： イ ン サ ー ト は 2つ の 方 向 に ク ロ ー ン 化 さ れ る こ と が 可 能 で あ っ て 、 両 方
と も 許 容 さ れ 得 た 。
【 図 ５ 】 ク ロ ー ン 5(RL1.dCMV-NAT-GFPb)に お け る pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ Aの 方 向 の 決 定
。 pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ A（ 平 滑 末 端 化 ） は RL1.delの HpaIサ イ ト 中 で 2つ の 方 向 に ク ロ
ー ン 化 さ れ る こ と が 可 能 で あ っ た 。 ク ロ ー ン 5に お け る イ ン サ ー ト の 方 向 を 決 定 す る た め
、 プ ラ ス ミ ド を XhoIで 消 化 し 、 消 化 し た DNAを 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー (
Promega)の 隣 に 電 気 泳 動 し た 。 イ ン サ ー ト が Aに 示 す 方 向 に ク ロ ー ン 化 さ れ て い た 場 合 、 X
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hoI消 化 で 10.2Kbp及 び 3.8Kbpの 2つ の 断 片 が 作 製 さ れ る で あ ろ う 。 イ ン サ ー ト が 逆 の 方 向 (
B)に ク ロ ー ン 化 さ れ て い た 場 合 、 12.4Kbp及 び 1.6Kbpの 2つ の 断 片 が 作 製 さ れ る で あ ろ う 。
ゲ ル 中 の 10.2Kbp及 び 3.8Kbpの 2つ の 断 片 の 存 在 は 、 イ ン サ ー ト が Aに 示 す 方 向 に ク ロ ー ン
化 さ れ て い る こ と を 裏 付 け た 。 *： こ の XhoIサ イ ト は 、 最 初 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー (RL1.
del)中 の 、 pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ Aを ク ロ ー ン 化 し た HpaIサ イ ト の 上 流 に 存 在 し た 。
【 図 ６ 】 ク ロ ー ン 5か ら の pCMV-NATの 除 去 (A)及 び RL1.dIRES-GFPの プ ラ ス ミ ド の 大 量 調 製 (
B)。 ク ロ ー ン 5の 4つ の サ ン プ ル を XhoIで 消 化 し 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー
(L)(Promega)の 隣 に 電 気 泳 動 し た (A)。 こ の 消 化 で 産 生 さ れ た よ り 大 き い DNA断 片 (10.2Kbp
)を ゲ ル か ら 精 製 し 、 XhoIサ イ ト に お け る 元 の 位 置 へ 連 結 し 、 新 た な プ ラ ス ミ ド に お い て
共 に 単 一 の XhoIサ イ ト を 形 成 し 、 RL1.dIRES-GFPと 名 付 け た 。 プ ラ ス ミ ド の 大 量 調 製 物 が
生 じ 、 こ の 調 製 物 を XhoI消 化 に よ っ て 確 認 し た 。 1μ l及 び 4μ lの 消 化 し た DNAを 、 1％ ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー (L)(Promega)の 隣 に 電 気 泳 動 し た (B)。 こ の DNAは XhoIで
消 化 し た 場 合 に 10.2Kbpの 単 一 の 断 片 を 産 生 す る は ず で あ る 。 RL1.dIRES-GFPの ClaI、 BglI
I、 NruI及 び XhoIサ イ ト は 、 全 て 唯 一 の サ イ ト で あ る 。 *： ク ロ ー ン 5は 、 pNAT-IRES-GFPに
由 来 す る 5.4Kbpの pCMV-NAT-IRES-GFP-ポ リ A断 片 を そ の 中 に ク ロ ー ン 化 し て い る RL1.delプ
ラ ス ミ ド で あ る 。
【 図 ７ 】 目 的 遺 伝 子 産 物 を 発 現 し て い る ICP34.5ヌ ル HSV-1の 作 製 、 検 出 及 び 精 製 。
【 図 ８ 】 pUSEamp-asSCCROか ら RL1.dIRES-GFP中 へ の 、 pCMV-asSCCROの ク ロ ー ン 化 に 用 い た
ス ト ラ テ ジ ー 。 (1) Ssp1及 び XhoIで pUSEamp-asSCCROを 消 化 し 、 1.96Kbpの pCMV-asSCCRO断
片 を 精 製 し 、 (2)BglIIで RL1.dIRES-GFPを 消 化 し 、 Klenowポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 平 滑 末 端
化 し 、 子 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (CIP)で 処 理 し た 。 (3)平 滑 末 端 化 し た pCMV-asSCCRO断 片 (1
.96Kbp)を 、 BglII消 化 /平 滑 末 端 化 /CIP処 理 し た RL1.dIRES-GFPの 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 (*
： pUSEamp-asSCCRO は 、 Memorial Sloan-Kettering Cancer Centre, New Yorkに よ っ て 提
供 さ れ た 。 )
【 図 ９ 】 BglII消 化 し 、 平 滑 末 端 化 し 、 CIP処 理 し た RL1.dIRES-GFPの ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気
泳 動 。 RL1.dIRES.GFPを BglIIで 消 化 し た 。 そ の 後 消 化 し た プ ラ ス ミ ド を Klenowポ リ メ ラ ー
ゼ を 用 い て 平 滑 末 端 化 し 、 子 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (CIP)で 処 理 し て 、 ベ ク タ ー が 、 後 に
続 く ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に お い て そ れ 自 身 に 再 ア ニ ー リ ン グ す る の を 妨 げ た 。 消 化 /平 滑
末 端 化 /CIP処 理 し た DNAの サ ン プ ル を 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー  (Promega
)の 隣 に 電 気 泳 動 し 、 そ の 濃 度 を 確 認 し た 。 続 い て pCMV-asSCCROを こ の 消 化 /CIP処 理 し た
ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。
【 図 １ ０ 】 SspI/XhoI消 化 し た pUSEamp-asSCCROの ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動  (A)及 び 精 製 し
た pCMV-asSCCRO断 片 (B)。 pUSEamp-asSCCROの 4つ の サ ン プ ル を SspI及 び XhoIで 消 化 し 、 そ
の 後 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー (L) (Promega)の 隣 に 電 気 泳 動 し た 。 CMV IE
プ ロ モ ー タ ー (pCMV)の 下 流 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 癌 遺 伝 子 (asSCCRO)に 対 す る DNAア ン チ セ
ン ス か ら な る 1.96Kbpの 断 片 を ゲ ル か ら 精 製 し 、 Klenowポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 平 滑 末 端 化
し 、 再 度 精 製 し 、 こ の 精 製 DNAの サ ン プ ル を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し て そ の 濃 度 を
確 認 し た 。
【 図 １ １ 】 pCMV-asSCCROイ ン サ ー ト を 含 む RL1.dIRES-GFPク ロ ー ン の 同 定 。 精 製 し 、 平 滑
末 端 化 し た pCMV-asSCCRO断 片 及 び BglII消 化 し 、 平 滑 末 端 化 し 、  CIP処 理 し た RL1.dIRES-G
FPを 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 起 こ し た 。 こ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物 か ら 得 た サ ン プ ル
を 用 い て 細 菌 を 形 質 転 換 し 、 LBA (Amp r )プ レ ー ト 上 に 播 種 し た 。 コ ロ ニ ー を 選 び 、 プ ラ ス
ミ ド DNAを 抽 出 し て BglIIで 消 化 し た 。 消 化 し た サ ン プ ル を 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbp
の DNAラ ダ ー (L)(Promega)の 隣 に 電 気 泳 動 し た 。 *： pCMV-asSCCROイ ン サ ー ト を 推 定 サ イ ズ
1.4Kbp及 び  10.8Kbpの 2つ の 断 片 と し て 含 ん だ ク ロ ー ン 11を 、 BglII消 化 で 作 製 し た 。 イ ン
サ ー ト の な い ク ロ ー ン は 、 BglIIで 消 化 し た 場 合 に 1.4Kbpの 断 片 を 産 生 し な か っ た で あ ろ
う 。
【 図 １ ２ 】 ク ロ ー ン 11に お け る pCMV-asSCCROの 方 向 の 決 定 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た pCMV-asSCC
RO断 片 中 の 、 約 320bpの NruIサ イ ト の 存 在 を 、 pCMV-asSCCROの 方 向 を 決 定 す る た め に 利 用
し た 。 ク ロ ー ン 11を NruIで 消 化 し 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー (L)(Promega)
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の 隣 に 電 気 泳 動 し た 。 pCMV-asSCCROが 望 ま し い 方 向 を 向 い て い た 場 合 (A)、 NruI消 化 は 1.6
4Kbpの 断 片 を 産 生 す る で あ ろ う 。 逆 方 向 を 向 い て い た 場 合 (B)、 こ の 消 化 で 1.64Kbpの 断 片
は 作 製 さ れ な い で あ ろ う 。 ゲ ル 中 の 1.64Kbpに お け る 断 片 の 存 在 は 、 pCMV-asSCCROが 望 ま
し い 方 向 を 向 い て い る こ と を 裏 付 け た 。 (*： こ の NruIサ イ ト は 、 最 初 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク
タ ー (す な わ ち RL1.dIRES-GFP)中 に 既 に 存 在 し て い た )。
【 図 １ ３ 】 ScaI消 化 し た ク ロ ー ン 11の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 (A)及 び  HSV1716/CMV-asSC
CRO/GFPウ イ ル ス 力 価 (B)。 ク ロ ー ン 11 (RL1.dCMV-asSCCRO-GFP)を ScaIで 消 化 し 、 消 化 し
た DNAを 精 製 し 、 5μ lを 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 1Kbpの DNAラ ダ ー (Promega)の 隣 に 電 気 泳
動 し て そ の 濃 度 を 確 認 し た 。 そ の 後 80％ コ ン フ ル エ ン ト な BHK細 胞 を 、 10μ lの HSV17＋  DN
A及 び 適 当 な 量 の 残 り の 消 化 ク ロ ー ン 11を 用 い て 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ の 細 胞 を 、 c
peが 明 ら か に な る ま で 37℃ で 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 組 換 え ウ イ ル ス プ ラ ー ク を 蛍 光
顕 微 鏡 の 下 で 選 び 、 精 製 し て 、 HSV1716/CMV-asSCCRO/GFPと 名 付 け た ウ イ ル ス ス ト ッ ク を
増 殖 し た 。 HSV1716/CMV-asSCCRO/GFPを BHK細 胞 上 で 滴 定 し た 。
【 図 １ ４ 】 MOI 1pfu/細 胞 及 び 5pfu/細 胞 に お け る HSV1716又 は HSV1716asSCCROを 用 い た 感
染 後 の 、 細 胞 株 SCC15及 び 細 胞 株 584に 関 す る 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ 。
【 図 １ ５ 】 MOI 1pfu/細 胞 及 び 5pfu/細 胞 に お け る HSV1716又 は HSV1716asSCCROを 用 い た 感
染 後 の 、 細 胞 株 1483及 び 細 胞 株 1986に 関 す る 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ 。
【 図 １ ６ 】 MOI 1pfu/細 胞 及 び 5pfu/細 胞 に お け る HSV1716又 は HSV1716asSCCROを 用 い た 感
染 後 の 、 細 胞 株 1186及 び 細 胞 株 1386に 関 す る 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ 。
【 図 １ ７ 】 MOI 1pfu/細 胞 に お け る HSV1716又 は HSV1716asSCCROを 用 い た 感 染 後 の 、 頭 頸 部
扁 平 上 皮 細 胞 癌 細 胞 株 に 関 す る ウ イ ル ス 増 殖 ア ッ セ イ 。
【 図 １ ８ 】 感 染 性 ア ッ セ イ -1716gfpウ イ ル ス を 用 い た 感 染 後 6時 間 の gfp発 現 。
【 図 １ ９ 】 HSV1716asSCCROを 用 い た 場 合 、 12時 間 で SCCROタ ン パ ク 質 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン を 示 す 細 胞 株 SCC15の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の 結 果 。 細 胞 株 584に お い て は SCCROタ
ン パ ク 質 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 示 さ れ て い な い 。
【 図 ２ ０ 】 HSV1716又 は HSV1716asSCCRO単 独 の 腫 瘍 内 注 射 後 の SCC15及 び 584に お け る ヌ ー
ド マ ウ ス 異 種 移 植 片 成 長 曲 線 。
【 図 ２ １ 】 PBS、 HSV1716又 は HSV1716asSCCRO単 独 の 腫 瘍 内 注 射 後 の SCC15に お け る ヌ ー ド
マ ウ ス 異 種 移 植 片 成 長 曲 線 。
【 図 ２ ２ ａ 】 配 列 番 号 1 - ヒ ト SCCRO核 酸 配 列 。 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド (SCCRO遺 伝 子
産 物 )の ア ミ ノ 酸 配 列 も 示 す 。
【 図 ２ ２ ｂ 】 配 列 番 号 2 - 配 列 番 号 1に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
。
【 図 ２ ２ ｃ 】 配 列 番 号 3 - ヒ ト SCCRO核 酸 配 列 。 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド (SCCRO遺 伝 子
産 物 )の ア ミ ノ 酸 配 列 も 示 す 。
【 図 ２ ２ ｄ 】 配 列 番 号 4 - 配 列 番 号 3に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
。
【 図 ２ ３ 】 (A) SCCRO遺 伝 子 の 発 現 を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ た siRNA構 築 物 を コ ー ド す
る DNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 5)、 及 び (B)対 照 siRNAを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (
配 列 番 号  6)。 中 央 の ヌ ク レ オ チ ド の 両 側 の 配 列 は 各 々 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 す る
こ と に よ っ て 転 写 さ れ た RNAが ヘ ア ピ ン 構 造 （ ス テ ム ル ー プ ） を 形 成 す る こ と を 可 能 と し
相 補 的 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

(48) JP 2007-511216 A 2007.5.10



【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ ａ 】

【 図 ２ ２ ｂ 】 【 図 ２ ２ ｃ 】
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【 図 ２ ２ ｄ 】

【 図 ２ ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(51) JP 2007-511216 A 2007.5.10



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(52) JP 2007-511216 A 2007.5.10



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(53) JP 2007-511216 A 2007.5.10



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(54) JP 2007-511216 A 2007.5.10



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  39/39     (2006.01)  39/39     (2006.01)  39/39     (2006.01)  39/39     (2006.01)  39/39     (2006.01)  39/39     (2006.01)  39/39     (2006.01)  39/39     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/245   　　　　          ４Ｃ０８７
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/39    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  31/7088   (2006.01)  31/7088   (2006.01)  31/7088   (2006.01)  31/7088   (2006.01)  31/7088   (2006.01)  31/7088   (2006.01)  31/7088   (2006.01)  31/7088   (2006.01)           Ａ６１Ｋ  48/00    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)  15/09     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  31/7088  　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｒ   1/93     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   7/00    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｒ   1:93    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,
CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,
CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,L
V,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA
,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(71)出願人  307000514
            ブラウン，スザンヌ，モイラ
            イギリス国　ジー５１　４ダブリュエフ　グラスゴー　ストラスクライド，ピーオー　ボックス　
            １７１６，クルセイド　ラボラトリーズ　リミテッド
(71)出願人  307000525
            ダン，ポール
            イギリス国　ジー５１　４ダブリュエフ　グラスゴー　ストラスクライド，ピーオー　ボックス　
            １７１６，クルセイド　ラボラトリーズ　リミテッド
(71)出願人  307000536
            シング，ブヴァネシュ
            アメリカ合衆国　１１４２３　ニューヨーク州，ニューヨーク，ホリスウッド，サンチョ　ストリ
            ート　８６－７９
(71)出願人  307000547
            ガンリー，イアン
            アメリカ合衆国　１００２１　ニューヨーク州，ニューヨーク，イースト　６３アールディー　ス
            トリート　５０４，アパートメント　２６エス
(74)代理人  100091096
            弁理士　平木　祐輔
(74)代理人  100096183
            弁理士　石井　貞次
(74)代理人  100118773
            弁理士　藤田　節
(72)発明者  ブラウン，スザンヌ，モイラ
            イギリス国　ジー５１　４ダブリュエフ　グラスゴー　ストラスクライド，ピーオー　ボックス　
            １７１６，クルセイド　ラボラトリーズ　リミテッド
(72)発明者  ダン，ポール
            イギリス国　ジー５１　４ダブリュエフ　グラスゴー　ストラスクライド，ピーオー　ボックス　
            １７１６，クルセイド　ラボラトリーズ　リミテッド
(72)発明者  シング，ブヴァネシュ
            アメリカ合衆国　１１４２３　ニューヨーク州，ニューヨーク，ホリスウッド，サンチョ　ストリ
            ート　８６－７９
(72)発明者  ガンリー，イアン

(55) JP 2007-511216 A 2007.5.10



            アメリカ合衆国　１００２１　ニューヨーク州，ニューヨーク，イースト　６３アールディー　ス
            トリート　５０４，アパートメント　２６エス
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  BA36  BA80  CA04  CA05  DA02  EA02  HA17 
　　　　 　　  4B065 AA90Y AA95X AA99Y AB01  AC20  BA02  CA44 
　　　　 　　  4C084 AA13  NA14  ZB26 
　　　　 　　  4C085 AA03  BA78  CC08  DD62  DD86  EE01  EE03  EE06 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA16  MA01  MA04  NA14  ZB26 
　　　　 　　  4C087 AA01  AA02  BC83  CA12  NA14  ZB26 

(56) JP 2007-511216 A 2007.5.10


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

