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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下ａ）～ｃ）を含む方法により癌性腫瘍を有する被験体を治療するために用いられる
、免疫賦活性サイトカインＩＬ－１２をコードするプラスミドを含む医薬：
ａ）有効量の、前記プラスミドを患者中の前記癌性腫瘍に注入することと、
ｂ）前記腫瘍に対して電気穿孔療法を適用することと、
ｃ）前記被験体に対して有効量の抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体を投与すること。
【請求項２】
　前記電気穿孔療法が、約１００マイクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間に亘る少なくとも
１回の電圧パルスの適用を含む、請求項１に記載の医薬。
【請求項３】
　前記腫瘍に送達された前記電圧パルスが約２００Ｖ／ｃｍ～約１５００Ｖ／ｃｍの電場
強度を有する、請求項２に記載の医薬。
【請求項４】
　Ａ）前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体が前記免疫賦活性サイトカインをコード
するプラスミドとは別のプラスミド上にコードされ、電気穿孔療法によって前記癌性腫瘍
に送達されるか、又は
　Ｂ）前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体が、前記免疫賦活性サイトカインＩＬ－
１２をコードする前記プラスミド上にコードされ、電気穿孔療法によって前記癌性腫瘍に
送達される、
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請求項１～３のいずれか一項に記載の医薬。
【請求項５】
　前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体が、全身投与される、請求項１～３のいずれ
か一項に記載の医薬。
【請求項６】
　前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体が、ニボルマブ、ペンブロリズマブ、ピディ
リズマブ、及びＭＰＤＬ３２８ＯＡからなる群から選択される、請求項１～５のいずれか
一項に記載の医薬。
【請求項７】
　前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体がＩＬ－１２をコードする前記プラスミドの
電気穿孔の後に投与される、請求項１～３、５及び６のいずれか一項に記載の医薬。
【請求項８】
　ＩＬ－１２をコードする前記プラスミドが内部リボソームの進入部位によって分離され
たＩＬ－１２のｐ３５及びｐ４０サブユニットをコードする、請求項１～７のいずれか一
項に記載の医薬。
【請求項９】
　前記癌性腫瘍が三種陰性乳癌である、請求項１～８のいずれか一項に記載の医薬。
【請求項１０】
　前記癌性腫瘍が黒色腫である、請求項１～９のいずれか一項に記載の医薬。
【請求項１１】
　以下ａ）～ｄ）を含む方法により患者中の癌性腫瘍を治療するために用いられる、免疫
賦活性サイトカインＩＬ－１２をコードするプラスミドを含む医薬：
　ａ）第１の時間（Ｔ１）に第１の治療を適用することと、
　　ここで、前記第１の治療が、第１の有効量の、前記プラスミドを前記癌性腫瘍に注入
することと、
　前記癌性腫瘍に対して第１の電気穿孔療法を適用することとを含み、
　　ここで、前記第１の電気穿孔療法が、約１００マイクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間
を有する少なくとも１回の電圧パルスの適用を含む；
　ｂ）Ｔ１の後の第２の時間（Ｔ２）に第２の治療を適用することと、
　　前記第２の治療が、第２の有効量の、前記プラスミドを前記癌性腫瘍に注入すること
と、
　時間Ｔ２に前記癌性腫瘍に対して第２の電気穿孔療法を適用することとを含み、
　　ここで、前記第２の電気穿孔療法が、約１００マイクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間
を有する少なくとも１回の電圧パルスの適用を含む；
　ｃ）Ｔ２の後の第３の時間（Ｔ３）に第３の治療を適用することと、
　　前記第３の治療が、第３の有効量の、前記プラスミドを前記癌性腫瘍に注入すること
と、
　前記癌性腫瘍に対して第３の電気穿孔療法を適用することとを含み、
　　ここで、前記第３の電気穿孔療法が、約１００マイクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間
を有する少なくとも１回の電圧パルスの適用を更に含む；
　ｄ）時間Ｔ３の後に治療有効量の抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体を投与すること
。
【請求項１２】
　前記腫瘍に送達された前記１回の電圧パルスが約２００Ｖ／ｃｍ～約１５００Ｖ／ｃｍ
の電場強度を有する、請求項１１に記載の医薬。
【請求項１３】
　前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体が、ニボルマブ、ペンブロリズマブ、ピディ
リズマブ、及びＭＰＤＬ３２８ＯＡからなる群から選択される、請求項１１又は１２のい
ずれか一項に記載の医薬。
【請求項１４】
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　前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体が全身送達される、請求項１１～１３のいず
れか一項に記載の医薬。
【請求項１５】
　ＩＬ－１２をコードする前記プラスミドが、内部リボソームの進入部位によって分離さ
れたＩＬ－１２のｐ３５及びｐ４０サブユニットをコードする、請求項１１～１４のいず
れか一項に記載の医薬。
【請求項１６】
　前記癌性腫瘍が三種陰性乳癌である、請求項１１～１５のいずれか一項に記載の医薬。
【請求項１７】
　前記癌性腫瘍が黒色腫である、請求項１１～１５のいずれか一項に記載の医薬。
【請求項１８】
　下記ａ）～ｃ）を含む、患者中の癌性腫瘍治療するために用いられる、免疫賦活性サイ
トカインＩＬ－１２をコードするプラスミドを含む医薬
ａ）電気穿孔によってＩＬ－１２をコードする前記プラスミドの腫瘍内送達の少なくとも
１回のサイクルと、
ｂ）前記少なくとも１回のサイクルに続く少なくとも２０日間～１２０日間のインターバ
ルと、
ｃ）少なくとも１つの治療有効量の抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体、又は少なくと
も１つの治療有効量の抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体と、電気穿孔による免疫賦活
性サイトカインＩＬ－１２をコードする前記プラスミドの腫瘍内送達の少なくとも１回の
追加のサイクルとの組み合わせの前記患者への投与。
【請求項１９】
　ＩＬ－１２をコードする前記プラスミドが内部リボソームの進入部位によって分離され
たＩＬ－１２のｐ３５及びｐ４０サブユニットをコードする、請求項１８に記載の医薬。
【請求項２０】
　前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体が、ニボルマブ、ペンブロリズマブ、ピディ
リズマブ、及びＭＰＤＬ３２８ＯＡからなる群から選択される、請求項１８又は１９に記
載の医薬。
【請求項２１】
　前記抗ＰＤ－１抗体又は抗ＰＤ－Ｌ１抗体が全身送達される、請求項１８～２０のいず
れか一項に記載の医薬。
【請求項２２】
　前記腫瘍内送達のサイクルが、約２００Ｖ／ｃｍ～約１５００Ｖ／ｃｍの電場強度、及
び約１００マイクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間を有する少なくとも１回の電気パルスを
含む、請求項１８～２１のいずれか一項に記載の医薬。
【請求項２３】
　前記少なくとも１回のサイクルが、１日目、５日目及び８日目の電気穿孔による免疫賦
活性サイトカインＩＬ－１２をコードする前記プラスミドの腫瘍内送達を含む、請求項１
８～２２のいずれか一項に記載の医薬。
【請求項２４】
　前記少なくとも１回の追加のサイクルが少なくとも２回の追加のサイクルを含む、請求
項１８～２３のいずれか一項に記載の医薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫チェックポイント阻害剤の腫瘍内送達を提供する。特に、本発明は、腫
瘍内電気穿孔によるチェックポイント阻害剤の送達を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　最近では、免疫療法は、腫瘍を治療するための手術、化学療法及び放射線療法に続く第



(4) JP 6879996 B2 2021.6.2

10

20

30

40

50

４の方法として注目されている。免疫療法がヒトに固有の免疫性を利用することから、患
者の肉体的負荷は、免疫療法では他の治療法におけるものより小さいと言われている。免
疫療法として知られる治療的アプローチとして、例えば、外因性に誘導された細胞毒性Ｔ
リンパ球（ＣＴＬ）、又は様々な方法を使用する拡大培養による末梢血リンパ球から得ら
れたリンホカイン活性化細胞、ナチュラルキラーＴ細胞又はγδＴ細胞等の細胞を移植す
る細胞移植療法、抗原特異性ＣＴＬのｉｎ　ｖｉｖｏでの誘導が期待される樹状細胞移植
療法又はペプチドワクチン療法、Ｔｈ１細胞療法、及び様々な効果を有すると期待される
遺伝子を上記細胞へとｅｘ　ｖｉｖｏで導入してそれらをｉｎ　ｖｉｖｏへと移植する免
疫遺伝子療法が挙げられる。これらの免疫療法では、ＣＤ４陽性Ｔ細胞及びＣＤ８陽性Ｔ
細胞は、重大な役割を果たすことがこれまでに知られている。
【０００３】
　癌を有するヒトにおいて、抗腫瘍免疫は、免疫のホメオスタシスの維持と関連する厳格
な調節のため効果がないことが多い。主な制限のうちの１つは、抗原に対する慢性曝露に
よって生じ、抑制性受容体の上方制御を特徴とする「Ｔ細胞疲弊（T-cell exhaustion）
」として知られるプロセスである。これらの抑制性受容体は、制御されない免疫応答を防
止するため、免疫チェックポイントとしてはたらく。モノクローナル抗体（ｍＡｂ）によ
るこれらの免疫チェックポイントの１又はいくつかの遮断は、遮断しない場合には疲弊し
てしまう抗腫瘍Ｔ細胞をレスキューする（rescue：機能回復させる）ことが示され、最も
重要なことには、癌患者では客観的な臨床奏功と関係している。
【０００４】
　最適なＴ細胞活性化は、Ｔ細胞受容体及び共刺激分子による同時シグナルを必要とする
。共刺激分子のプロトタイプであるＣＤ２８は、そのリガンドＢ７－１及びＢ７－２との
相互作用により、初回Ｔ細胞プライミングに決定的な役割を果たす（例えば、非特許文献
１を参照されたい）。ＣＤ２８が媒介するＴ細胞の拡大は、別のＢ７－１、Ｂ７－２の対
抗受容体、すなわち最近活性化されたＴ細胞の増殖を減ずる、細胞傷害性Ｔリンパ球抗原
４（ＣＴＬＡ－４）よって妨害される（例えば、非特許文献２、非特許文献３を参照され
たい）。
【０００５】
　追加のＣＤ２８及びＢ７ファミリーのメンバーである、ＰＤ－１（プログラム死－１）
、ＰＤ－Ｌ１（プログラム死リガンド－１又はＢ７－Ｈ１）及びＰＤ－Ｌ２（Ｂ７－ＤＣ
）の同定及び特性評価によって、ヒトにおけるＴ細胞活性化及び末梢性免疫寛容のプロセ
スが更に複雑になっている。Ｂ７－１とＢ７－２／ＣＴＬＡ－４との相互作用と同様に、
ＰＤ－１とＰＤ－Ｌ１及びＰＤ－Ｌ２との相互作用は中枢及び末梢の免疫応答を下方制御
する（例えば、非特許文献４を参照されたい）。したがって、ＣＴＬＡ－４のように、Ｐ
Ｄ－１の抗体に基づく遮断もまた、癌の治療に対するヒト臨床試験において調査されてい
る（例えば、非特許文献５を参照されたい）。それにもかかわらず、ＣＴＬＡ－４と同様
に、治療法の改善が今も必要とされている。
【０００６】
　ｉｎ　ｖｉｖｏにおける電気穿孔は、多くの様々な組織へのプラスミドＤＮＡの効率的
な送達の成功に使用された遺伝子送達法である。研究は、Ｂ１６メラノーマ及び他の腫瘍
組織へのプラスミドＤＮＡの送達に対するｉｎ　ｖｉｖｏ電気穿孔の適用を報告した。プ
ラスミドによってコードされる遺伝子又はｃＤＮＡの全身及び局所の発現は、ｉｎ　ｖｉ
ｖｏ電気穿孔の適用により得ることができる。ｉｎ　ｖｉｖｏ電気穿孔の使用は、腫瘍組
織におけるプラスミドＤＮＡ取り込みを増強して腫瘍内での発現をもたらし、また筋組織
へプラスミドを送達して、サイトカイン等の或る特定の免疫調節分子の全身性の発現をも
たらす。
【０００７】
　電気穿孔を使用して、プラスミドＤＮＡによりｉｎ　ｖｉｖｏで細胞に形質移入できる
ことが示されている。最近の研究は、電気穿孔が抗腫瘍物質としてのプラスミドＤＮＡの
送達を増強し得ることを示した。電気穿孔は、齧歯類モデルにおける肝細胞性癌、腺癌、
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乳腺腫瘍、扁平上皮癌、及びＢ１６．Ｆ１０メラノーマの治療に対して適用されている。
Ｂ１６．Ｆ１０マウスのメラノーマモデルは、組換えタンパク質として又は遺伝子療法の
いずれかによって、サイトカインを含む免疫調節分子の送達に関して可能性のある免疫療
法プロトコルを試験するため、広範囲に使用されている。
【０００８】
　当該技術分野において既知の様々なプロトコルは、癌の治療に対するｉｎ　ｖｉｖａ電
気穿孔を利用するチェックポイント阻害剤をコードするプラスミドの送達に利用すること
ができる。当該技術分野において既知のプロトコルは、低電圧及び長パルス電流を利用す
る、腫瘍内及び筋肉内の両方のｉｎ　ｖｉｖｏでの電気穿孔を媒介とするサイトカインに
基づく遺伝子療法を記載する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Sharpe et al., (2002) Nat. Rev. Immunol. 2:203-209
【非特許文献２】Krummel et al., (1996) J. Exp. Med. 183:2533-2540
【非特許文献３】Leach et al., (1996) Science 271:1734-1736
【非特許文献４】Fife et al., (2008) Immunol. Rev. 224:166-82
【非特許文献５】Berger et al. (2008) Clin. Cancer Res. 14:3044-3051
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　したがって、当該技術に必要とされているものは、実質的に長期生存率を改善しながら
、黒色腫等の癌性腫瘍の退縮に実質的に改善された結果を提供する、腫瘍内免疫賦活性サ
イトカイン療法と、該腫瘍内免疫賦活性サイトカイン療法と同時に又はその後のいずれか
の、プラスミド上にコードされて同時送達され、腫瘍への電気穿孔によって、又はチェッ
クポイント阻害タンパク質治療薬の全身送達によって送達されるチェックポイント阻害剤
との併用療法である。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、癌性腫瘍を有する被験体を治療する方法であって、
ａ）有効量の、少なくとも１つの免疫賦活性サイトカインをコードする少なくとも１つの
プラスミドを癌性腫瘍に注入することと、
ｂ）腫瘍に対して電気穿孔療法を適用することと、
ｃ）被験体に対して有効量のチェックポイント阻害剤を投与することと、
を含む、方法を提供する。或る特定の実施の形態において、電気穿孔療法は、約１００マ
イクロ秒～約１ミリ秒の持続時間に亘る少なくとも１回の電圧パルスの適用を含む。腫瘍
に送達することができる少なくとも１回の電圧パルスは、約２００Ｖ／ｃｍ～約１５００
Ｖ／ｃｍである。別の実施の形態において、チェックポイント阻害剤は、全身投与される
。別の実施の形態において、チェックポイント阻害剤は、プラスミド上にコードされ、電
気穿孔療法によって癌性腫瘍に送達される。別の実施の形態において、チェックポイント
阻害剤（複数の場合もある）は、免疫賦活性サイトカインをコードするプラスミド上にコ
ードされ、電気穿孔療法によって癌性腫瘍に送達される。チェックポイント阻害剤は、表
１の少なくとも１つのチェックポイント標的のアンタゴニストである。更なる実施の形態
において、チェックポイント阻害剤が、ニボルマブ（ＯＮＯ－４５３８／ＢＭＳ－９３６
５５８、ＭＤＸ１１０６、ＯＰＤＩＶＯ）、ペンブロリズマブ（ＭＫ－３４７５、ＫＥＹ
ＴＲＵＤＡ）、ピディリズマブ（ＣＴ－０１１）、及びＭＰＤＬ３２８ＯＡ（ROCHE）か
らなる群から選択される、請求項７に記載の方法。更なる実施の形態において、チェック
ポイント阻害剤は、免疫賦活性サイトカインの電気穿孔の後に投与される。免疫賦活性サ
イトカインをコードするプラスミドは、表２から選択される。或る特定の実施の形態にお
いて、免疫賦活性サイトカインは、ＩＬ－１２である。癌性腫瘍は、黒色腫である。
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【００１２】
　本発明は、癌性腫瘍を有する被験体を治療する方法であって、
　ａ）時間Ｔ１に第１の電気穿孔療法を適用することと、
　　ここで、第１の治療が、第１の有効量の、免疫賦活性サイトカイン（複数の場合もあ
る）をコードするプラスミドを癌性腫瘍に注入することを更に含む；
　ｂ）時間Ｔ１に腫瘍に対して第１の電気穿孔療法を適用することと、
　　ここで、第１の電気穿孔療法が、約１００マイクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間を有
する少なくとも１回の電圧パルスの適用を更に含む；
　ｃ）時間Ｔ２に第２の治療を適用することと、
　　ここで、時間Ｔ２は時間Ｔ１より後であり、
　　第２の治療が、第２の有効量の、少なくとも１つの免疫賦活性サイトカインをコード
する少なくとも１つのプラスミドを癌性腫瘍に注入することを更に含む；
　ｄ）時間Ｔ２に腫瘍に対して第２の電気穿孔療法を適用することと、
　　ここで、第２の電気穿孔療法が、約１００マイクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間を有
する少なくとも１回の電圧パルスの適用を更に含む；
　ｅ）時間Ｔ３に第３の治療を適用することと、
　　ここで、時間Ｔ３は時間Ｔ２より後であり、
　　第３の治療が、第３の有効量の、治療用タンパク質をコードするプラスミドを癌性腫
瘍に注入することを更に含む；
　ｆ）腫瘍に対して第３の電気穿孔療法を適用することと、
　　ここで、第３の電気穿孔療法が、約１００マイクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間を有
する少なくとも１回の電圧パルスの適用を更に含む；
　ｇ）時間Ｔ３の後にチェックポイント阻害剤を投与することと、
を含む、方法を包含する。別の実施の形態において、腫瘍に送達された１回の電圧パルス
は、約２００Ｖ／ｃｍ～約１５００Ｖ／ｃｍの電場強度を有する。更なる実施の形態にお
いて、チェックポイント阻害剤は、表１の少なくとも１つのチェックポイント標的のアン
タゴニストである。チェックポイント阻害剤は、ニボルマブ（ＯＮＯ－４５３８／ＢＭＳ
－９３６５５８、ＭＤＸ１１０６、ＯＰＤＩＶＯ）、ペンブロリズマブ（ＭＫ－３４７５
、ＫＥＹＴＲＵＤＡ）、ピディリズマブ（ＣＴ－０１１）、及びＭＰＤＬ３２８ＯＡ（RO
CHE）からなる群から選択され、チェックポイント阻害剤は、全身送達される。別の実施
の形態において、チェックポイント阻害剤は、プラスミド上にコードされ、電気穿孔療法
によって癌性腫瘍に送達される。或る特定の実施の形態において、チェックポイント阻害
剤は、免疫賦活性サイトカインの電気穿孔の後に投与され、免疫賦活性サイトカインをコ
ードするプラスミドは、表２から選択される。更なる実施の形態において、免疫賦活性サ
イトカインは、ＩＬ－１２である。癌性腫瘍は、黒色腫である。
【００１３】
　癌性腫瘍を患う患者に対する治療計画であって、
ａ）電気穿孔によって免疫賦活性サイトカインをコードするプラスミドの腫瘍内送達の少
なくとも１回のサイクルと、
ｂ）１回のサイクルに続く少なくとも２０日間～１２０日間のインターバルと、
ｃ）チェックポイント阻害剤、又はチェックポイント阻害剤と、電気穿孔による免疫賦活
性サイトカインをコードするプラスミドの腫瘍内送達の少なくとも１回の追加のサイクル
との組み合わせの患者への投与と、
を含む、治療計画。更なる実施の形態において、チェックポイント阻害剤は、抗ＰＤ－１
又は抗ＰＤ－Ｌ１療法である。特に、抗ＰＤ－１／抗ＰＤ－Ｌ１療法は、ニボルマブ（Ｏ
ＮＯ－４５３８／ＢＭＳ－９３６５５８、ＭＤＸ１１０６、ＯＰＤＩＶＯ）、ペンブロリ
ズマブ（ＭＫ－３４７５、ＫＥＹＴＲＵＤＡ）、ピディリズマブ（ＣＴ－０１１）、及び
ＭＰＤＬ３２８ＯＡ（ROCHE）からなる群から選択される。一実施の形態において、腫瘍
内送達のサイクルは、約２０Ｖ／ｃｍ～約１５００Ｖ／ｃｍの電場強度、及び約１００マ
イクロ秒～約２０ミリ秒の持続時間を有する少なくとも１回の電気パルスを含む。更なる
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実施の形態において、サイクルは、１日目、５日目及び８日目の３回の治療を含む。別の
実施の形態において、患者を少なくとも３サイクルで治療する。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】ラマの免疫化から６週間後の抗ｈＣＴＬＡ－４抗体の力価を示す図である。
【図２】免疫化から０週間後、９週間後及び１３週間後の抗ｈＣＴＬＡ－４抗体の力価を
示す図である。ラマに５０μｇのｈＣＴＬＡ４タンパク質ブーストを与えた１週間後に９
週目の力価を測定した。１３週目の力価を、２回の５００μｇのｈＣＴＬＡ－４タンパク
質ブーストの２週間後に測定した。
【図３】ＣＴＬＡ－４／Ｂ７．１競合ＥＬＩＳＡを示す図である。抗マウスＣＴＬＡ－４
抗体を抗ヒトＣＴＬＡ－４抗体に代えて使用した。
【図４】Ｊｕｒｋａｔ細胞ＩＬ－２分泌物アッセイのデータを示す図である。マウスＣＴ
ＬＡ－４及び抗マウスＣＴＬＡ－４アンタゴニスト抗体をヒト相当物に代えて使用した。
抗ｍＣＴＬＡ－４アンタゴニスト抗体治療は、ＩＬ－２産生の増加を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　添付の特許請求の範囲を含めて、本明細書で使用される「１つの（a）」、「１つの（a
n）」、及び「その（the）」等の単数形の単語は、文脈に別段の明らかな指示がない限り
、それらの対応する複数の参照を含む。
【００１６】
　本明細書に引用される参照文献はいずれも、あたかも個々の出版物、特許出願、又は特
許がそれぞれ具体的かつ個別に参照により援用されることが示されるのと同じ程度に参照
により援用される。
【００１７】
定義
　本明細書で使用される「免疫チェックポイント」分子は、Ｔ細胞機能不全又はアポトー
シスを誘導する一群の免疫細胞表面受容体／リガンドを指す。これらの免疫抑制性の標的
は、過剰な免疫応答を減じ、自己寛容を確実にする。腫瘍細胞は、これらのチェックポイ
ント分子の抑制効果を利用する。免疫チェックポイント標的分子として、限定されないが
、表１に記載されるチェックポイント標的が挙げられる。
【００１８】
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【表１】

【００１９】
　「免疫チェックポイント阻害剤」の句は、免疫チェックポイント分子の効果を阻止する
ことによって免疫抑制を妨げる分子を含む。チェックポイント阻害剤として、抗体及び抗
体フラグメント、ナノボディ、二重特異性抗体、チェックポイント分子の可溶性結合パー
トナー、低分子治療薬、ペプチドアンタゴニスト等が挙げられ得る。阻害剤として、限定
されないが、表１に記載されるチェックポイント阻害剤が挙げられる。
【００２０】
　「免疫賦活性サイトカイン」の句は、ウイルス、細菌、又は腫瘍抗原を含む、外来抗原
に対する免疫応答を媒介する、又は増強するサイトカインを含む。生得の免疫賦活性サイ
トカインとして、例えば、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５
、Ｉ型インターフェロン（ＩＦＮ－α及びＩＦＮ－β）、ＩＦＮ－γ、及びケモカインが
挙げられ得る。適応型の免疫賦活性サイトカインとして、例えばＩＬ－２、ＩＬ－４、Ｉ
Ｌ－５、ＴＧＦ－β、ＩＬ－１０及びＩＦＮ－γが挙げられる。免疫賦活性サイトカイン
の例を、下記表２に提供する。
【００２１】
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【表２】

【００２２】
　「癌」の用語は、一般に、不適当な細胞増殖、異常又は過度の細胞増殖を特徴とする、
多様な疾患を含む。癌の例として、限定されないが、乳癌、結腸癌、前立腺癌、膵癌、黒
色腫、肺癌、卵巣癌、腎臓癌、脳腫瘍、又は肉腫が挙げられる。かかる癌は、環境要因、
染色体異常、変性増殖（degenerative growth）及び発育障害、細胞分裂促進薬剤、紫外
線（ＵＶ）、ウイルス感染症、遺伝子の不適当な組織発現、遺伝子発現の変更、又は発癌
物質によって引き起こされ得る。
【００２３】
　「治療」の用語は、限定されないが、癌細胞の増殖の阻害若しくは減少、癌細胞の破壊
、癌細胞の増殖の予防若しくは悪性細胞の開始の予防、又は形質転換された前癌細胞の悪
性疾患への進行の停止若しくは逆転、又はその疾患の改善を含む。
【００２４】
　「被験体」の用語は、任意の動物、好ましくはヒト等の哺乳動物を指す。獣医学的用途
も、本発明に包含されることが意図される。
【００２５】
　本明細書で同義的に使用される、「電気穿孔」、「電気透過化」、又は「電気運動増強
」（「ＥＰ」）の用語は、生体膜において微視的な経路（孔）を誘導するための膜貫通性
の電界パルスの使用を指し、それら経路の存在は、プラスミド、オリゴヌクレオチド、ｓ
ｉＲＮＡ、薬物、イオン及び水等の生体分子が細胞性膜の一方から他方へと通過すること
を可能とする。
【００２６】
　本明細書で使用される「生体分子」の用語は、抗体、抗体フラグメント、全長の免疫調
節タンパク質、膜アンカー分子の可溶性ドメイン、融合タンパク質等をコードするプラス
ミドを包含する。
【００２７】
抗体
　本発明は、個体において腫瘍のサイズを減少させる若しくは癌細胞の増殖を阻害する、
又は癌を患う個体において転移性癌の発症を減少させる若しくは阻害する、免疫療法的ア
プローチを提供する。治療法は、タンパク質治療薬の全身送達、又は電気穿孔を使用する
、チェックポイント阻害剤の様々な可溶性形態をコードするプラスミドの腫瘍内送達のい
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ずれかによって達成される。チェックポイント阻害剤療法は、免疫賦活性サイトカイン、
例えばＩＬ－１２の電気穿孔による腫瘍内送達の前であってもよく、その間であってもよ
く、又はその後であってもよい。
【００２８】
　チェックポイント阻害剤は、抗体又は抗体フラグメントの形態であってもよく、それら
はいずれもプラスミド中にコードされ、電気穿孔によって腫瘍に送達されてもよく、又は
タンパク質／ペプチドとして全身に送達されてもよい。上に述べたように、チェックポイ
ント阻害剤の治療薬の送達は、免疫賦活性サイトカイン、例えばＩＬ－１２の電気穿孔に
よる腫瘍内送達の前であってもよく、その間であってもよく、又はその後であってもよい
。
【００２９】
　本明細書で使用される「抗体」の用語は、Ｂ細胞の生成物及びその変異体である、免疫
グロブリンを含む。免疫グロブリンは、多様な免疫グロブリン可変領域遺伝子と同様に、
免疫グロブリンカッパ及びラムダ、アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロン、並びにミュ
ーの定常領域遺伝子によって実質的にコードされる１以上のポリペプチドを含むタンパク
質である。軽鎖は、カッパ又はラムダのいずれかに分類される。重鎖は、ガンマ、ミュー
、アルファ、デルタ又はイプシロンに分類され、これらは免疫グロブリンクラス、ＩｇＧ
、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、及びＩｇＥをそれぞれ定義する。また、重鎖のサブクラスが
知られている。例えば、ヒトにおけるＩｇＧ重鎖はＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩ
ｇＧ４のサブクラスのいずれであってもよい。
【００３０】
　典型的な免疫グロブリン構造単位は、四量体を含むことが知られている。四量体は、そ
れぞれ同一の２対のポリペプチド鎖で構成され、各対は１つの「軽鎖」（約２５ｋＤ）及
び１つの「重鎖」（約５０ｋＤ～７０ｋＤ）を有する。各鎖のＮ末端は、抗原認識を主に
担う約１００～１１０以上のアミノ酸の可変領域を規定する。可変軽鎖（ＶＬ）及び可変
重鎖（ＶＨ）の用語は、これらの軽鎖及び重鎖をそれぞれ指す。
【００３１】
　抗体は、全長の無傷の抗体、又は多様なペプチダーゼ若しくは化学物質による消化によ
って産生された、多くの十分に特性評価されたフラグメントとして存在する。したがって
、例えば、ペプシンは、Ｆ（ａｂ’）２、すなわちそれ自体がジスルフィド結合によって
ＶＨ－ＣＨ１に連結された軽鎖であるＦａｂの二量体をもたらすためにヒンジ領域のジス
ルフィド結合の下の抗体を消化する。Ｆ（ａｂ’）２は、穏やかな条件の下で還元して、
ヒンジ領域のジスルフィド結合を壊すことで、Ｆ（ａｂ’）２二量体をＦａｂ’単量体に
変換し得る。Ｆａｂ’単量体は、本質的にはヒンジ領域を有するＦａｂフラグメントであ
る（他の抗体フラグメントのより詳細な説明については、Fundamental Immunology, W. E
. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993)を参照されたい）。Ｆａｂフラグメント及びＦ
ｃフラグメントは、パパインによるＩｇＧの消化によって生成される。パパインは、鎖間
Ｓ－Ｓ結合形成に含まれる残基のすぐ上のヒンジ領域で切断し、各々ヒンジの下部、ＣＨ
２ドメイン及びＣＨ３ドメインを含む、２つの定常領域フラグメントを含む、１価のＦａ
ｂフラグメント及びＦｃフラグメントを生じる。ヒンジ領域の下部の残基の鎖間Ｓ－Ｓ結
合形成によって、Ｆｃの定常領域フラグメントは二量体として安定化される。
【００３２】
　免疫グロブリン「Ｆｃ」は、古典的にパパインによる消化によって生成された定常領域
の部分を指す。これには鎖間のＳ－Ｓ結合を有する下部ヒンジが含まれる。本明細書で使
用される「Ｆｃ」の用語は、各々、ヒンジの下部、ＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインを
含む、１対の免疫グロブリン定常領域ポリペプチドを含む二量体タンパク質を指す。かか
る「Ｆｃ」フラグメントは、ヒンジ領域にＳ－Ｓ鎖間結合形成を含んでもよく、含まなく
てもよい。Ｆｃは、いずれのＩｇクラスに由来してもよく、それ自体、例えばＩｇＭの場
合にはＣＨ４ドメインを含んでいてもよいことが理解されるべきである。Ｆｃの突然変異
体配列は、Wines et al., J. Immunol. 2000 May 15; 164(10):5313-8によって記載され
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るように既知であり、本発明において使用され得る。
【００３３】
　多様な抗体フラグメントが無傷の抗体の消化に関して定義されるが、当業者は、様々な
抗体フラグメントがいずれも、新たに化学的に又は組換えＤＮＡ方法論のいずれかの利用
によって合成され得ることを理解するだろう。したがって、本明細書で使用される抗体の
用語は、抗体全体の修飾によって産生された若しくは新たに合成された抗体フラグメント
、又は組換えＤＮＡ方法論を用いることにより得られた抗体及びフラグメントも含む。
【００３４】
　組換え抗体は、従来の全長抗体、タンパク質消化による既知の抗体フラグメント、Ｆｖ
又は単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）等の特有の抗体フラグメント、ドメイン欠失抗体等であっても
よい。フラグメントは、わずか１個又は数個の欠失若しくは変異したアミノ酸を有するド
メイン又はポリペプチドを含んでもよいが、１以上のドメインの欠失等のより広範囲な欠
失が可能である。
【００３５】
　Ｆｖ抗体は、約５０Ｋｄのサイズであり、軽鎖及び重鎖の可変領域を含む。単鎖Ｆｖ（
「ｓｃＦｖ」）ポリペプチドは、直接連結されたか、ペプチドをコードするリンカーによ
って連結された、ＶＨ及びＶＬをコードする配列を含む、核酸から発現され得る、共有結
合で連結されたＶＨ：：ＶＬヘテロ二量体である。例えば、Huston, et al. (1988) Proc
. Nat. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883を参照されたい。抗原結合部位の構造に実質的に
類似する三次元構造へと折り畳む、自然に凝集しているが、化学的には分離されている軽
鎖及び重鎖のポリペプチドを抗体Ｖ領域からｓｃＦｖ分子へと変換するための多くの構造
。
【００３６】
　上記の従来の抗体フラグメントの代わりは、ラクダ、ラマ及びサメの免疫系によって産
生された１組の特有の抗体において見出された。他の抗体と異なり、これらの親和性試薬
は２つの重鎖のみで構成され、更に良いことに、単一ドメインがこれらの重鎖抗体に対す
る抗原結合部位を形成する。該ドメインを、「ナノボディ」と呼ばれる極めて小さく、非
常に安定した単一ドメイン組換え抗体フラグメントを産生するように、更に遺伝子操作し
てもよい。重鎖（ＶＨＨ）のみ、すなわち単一ドメイン抗体をコードするプラスミド、及
びナノボディもまた、電気穿孔による腫瘍内送達が意図される。
【００３７】
可溶性アンタゴニスト
　チェックポイント分子のアンタゴニスト／阻害剤は、少なくともＰＤ－Ｌ１の細胞外ド
メイン（ＥＣＤ）を含む可溶性ＰＤ－Ｌ１等の表１の中のチェックポイント阻害剤の可溶
性結合パートナーであってもよい。他の可溶性チェックポイント阻害剤は、同様に、膜貫
通ドメイン及び細胞内ドメインを欠くが、それらの結合パートナーに結合して、生物学的
作用を誘発することができる。電気穿孔による腫瘍内送達のため、ＥＣＤは発現ベクター
にコードされ、腫瘍に送達された場合に発現される。
【００３８】
　チェックポイント阻害剤の可溶性コード形態は、発現ベクターにおいて別のタンパク質
又はポリペプチドをコードするＤＮＡに連結されてもよい。かかる他のポリペプチドは、
免疫グロブリンのＦｃ部分、アルブミン、又はチェックポイント阻害剤分子の溶解度を維
持する任意の他の種類の血清タンパク質若しくはそれらのフラグメントであってもよい。
可溶性形態のチェックポイント阻害剤分子は、フラグメント又は全長の重鎖若しくは軽鎖
であってもよい重鎖及び／又は軽鎖を介して免疫グロブリンに連結されてもよい。免疫グ
ロブリンは、癌細胞又は腫瘍に関連する抗原を標的とすることができる抗体であってもよ
い。
【００３９】
　可溶性チェックポイント阻害剤は、タンパク質として全身、又は核酸として電気穿孔に
よって腫瘍内のいずれかに送達される。核酸は、標準的なリン酸ジエステル結合又は他の
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結合によって共有結合された、窒素複素環塩基又は塩基性アナログを有するヌクレオシド
又はヌクレオシドアナログを含むオリゴヌクレオチドを含む、ポリヌクレオチド化合物を
指す。核酸は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、キメラＤＮＡ－ＲＮＡポリマー、又はそれらのアナログ
を含んでもよい。ＤＮＡは、目的の特定の可溶性チェックポイント阻害剤分子を発現する
プラスミドであってもよい。
【００４０】
　コードされた可溶性チェックポイント阻害剤の電気穿孔に使用されるＤＮＡプラスミド
は、電気穿孔後の上記ＤＮＡプラスミドの進入により、哺乳動物細胞において発現され得
る、組換え抗原のコード配列を含むものである。好ましくは、コード配列は、標的腫瘍中
の免疫反応を誘発するコンセンサスチェックポイント阻害剤分子である。いくつかの実施
形態では、コード配列は、哺乳動物の発現に対して最適化され、Ｋｏｚａｋ配列の付加、
コドン最適化、及びＲＮＡ最適化を含む、１以上を含んでもよい。これらの最適化された
コード配列を、多様な商業的に入手可能なベクターへとサブクローニングすることができ
る。
【００４１】
併用療法
　少なくとも１つのチェックポイント阻害剤治療薬の全身送達、又はチェックポイント阻
害剤をコードするプラスミドＤＮＡの腫瘍内電気穿孔を、他の治療薬の実体、特に、少な
くとも１つの免疫賦活性サイトカインと共に（例えば電気穿孔によるＩＬ－１２の腫瘍内
の送達）適用することができることが意図される。併用療法の適用は、電気穿孔単独、又
は電気穿孔と全身送達との組み合わせによって達成され得る。
【００４２】
　他の意図された併用療法は、ＴＬＲアゴニスト（例えばフラジェリン、ＣｐＧ）、ＩＬ
－１０アンタゴニスト（例えば抗ＩＬ－１０又は抗ＩＬ－１０Ｒ抗体）、ＴＧＦ－βアン
タゴニスト、ＣＤ３アゴニスト、テロメラーゼアンタゴニスト等と合わせたチェックポイ
ント阻害剤である。
【００４３】
　チェックポイント阻害剤及びＩＬ－１２を利用する併用療法に関して、ペンブロリズマ
ブ（抗ＰＤ－１抗体）の全身投与、及び免疫賦活性サイトカイン、例えばＩＬ－１２をコ
ードするＤＮＡの、電気穿孔による、腫瘍内投与を含む臨床研究が進行中である。免疫賦
活性サイトカインの例を表２に提供する。以下は、臨床研究及び関連データの説明である
。また、他のアンタゴニストＰＤ－１療法が、ＩＬ－１２の腫瘍内発現と組み合わせて使
用され得ることが意図される。ＰＤ－１アンタゴニストは、ニボルマブ（ＯＮＯ－４５３
８／ＢＭＳ－９３６５５８、ＭＤＸ１１０６、ＯＰＤＩＶＯ、BRISTOL MYERS SQUIBB）、
ペンブロリズマブ（ＭＫ－３４７５、ＫＥＹＴＲＵＤＡ、Merck）、ピディリズマブ（Ｃ
Ｔ－０１１、CURE TECH）、ＭＰＤＬ３２８ＯＡ（ROCHE）等の１以上を含む。これらの治
療法は、推奨される投薬量レベルで全身投与され得るか、又は発現ベクター若しくはプラ
スミド上にコードされ、ＩＬ－１２をコードする発現プラスミド又はベクターを用いた電
気穿孔によって腫瘍内に送達され得る。また、ＩＬ－１２及びＰＤ－１アンタゴニストを
コードする遺伝子が、同じ発現ベクター上にコードされることが意図される。
【００４４】
電気穿孔
　装置は、癌又は他の非癌性の（良性）増殖に悩む患者における使用が意図される。これ
らの増殖は病変、ポリープ、新生物（例えば乳頭状尿路上皮新生物）、乳頭腫、悪性腫瘍
、腫瘍（例えばクラッキン腫瘍、肝門部腫瘍、非侵襲性乳頭状尿路上皮腫瘍、胚細胞腫瘍
、ユーイング腫瘍、アスキン腫瘍、原始神経外胚葉性腫瘍、ライディッヒ細胞腫瘍、ウィ
ルムス腫瘍、セルトリ細胞腫瘍）、肉腫、癌（例えば扁平上皮癌、総排泄腔癌、腺癌、腺
扁平上皮癌、胆管細胞癌、肝細胞癌、侵襲性乳頭状尿路上皮癌、扁平尿路上皮癌）、瘤、
又は他の型の癌性若しくは非癌性増殖のいずれかとして現れ得る。本実施形態の装置及び
方法で処理される腫瘍は非侵襲性、侵襲性、表在性、乳頭状、扁平、転移性、限局性、単
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中心性、多中心性、低悪性度、及び高悪性度のいずれかであってもよい。
【００４５】
　本装置は多くの型の悪性腫瘍（すなわち癌）及び良性腫瘍への使用が意図される。例え
ば、本明細書に記載の装置及び方法は、副腎皮質癌、肛門癌、胆管癌（例えば肝門部周囲
癌、遠位胆管癌、肝内胆管癌）、膀胱癌、良性及び癌性の骨癌（例えば骨腫、類骨骨腫、
骨芽腫、骨軟骨腫、血管腫、軟骨粘液線維腫、骨肉腫、軟骨肉腫、線維肉腫、悪性線維性
組織球腫、骨の巨細胞腫瘍、脊索腫、リンパ腫、多発性骨髄腫）、脳及び中枢神経系の癌
（例えば髄膜腫、星状細胞腫、乏突起神経膠腫、上皮腫、神経膠腫、髄芽腫、神経節膠腫
、シュワン腫、胚細胞腫、頭蓋咽頭腫）、乳癌（例えば非浸潤性乳管癌、浸潤性乳管癌、
浸潤性小葉癌、非浸潤性小葉癌、女性化乳房症）、キャッスルマン病（例えば巨大リンパ
節過形成、血管胞状リンパ節過形成）、子宮頚癌、大腸癌、子宮内膜癌（例えば子宮内膜
腺癌、腺類癌、乳頭状漿液性腺癌、明細胞癌）、食道癌、胆嚢癌（粘液性腺癌、小細胞癌
）、消化管カルチノイド腫瘍（例えば絨毛癌、破壊性絨毛膜腺腫）、ホジキン病、非ホジ
キンリンパ腫、カポジ肉腫、腎癌（例えば腎細胞癌）、喉頭下咽頭癌、肝癌（例えば血管
腫、肝腺腫、限局性結節性過形成、肝細胞癌）、肺癌（例えば小細胞肺癌、非小細胞肺癌
）、中皮腫、形質細胞腫、鼻腔副鼻腔癌（例えば感覚神経芽腫、正中線肉芽腫）、上咽頭
癌、神経芽腫、口腔中咽頭癌、卵巣癌、膵癌、陰茎癌、下垂体癌、前立腺癌、網膜芽腫、
横紋筋肉腫（例えば胎児性横紋筋肉腫、胞巣状横紋筋肉腫、多型細胞型横紋筋肉腫）、唾
液腺癌、皮膚癌、黒色腫及び非黒色腫両方の皮膚癌）、胃癌、精巣癌（例えば精上皮腫、
非精巣上皮腫胚細胞癌）、胸腺癌、甲状腺癌（例えば濾胞状癌、未分化癌、低分化癌、甲
状腺髄様癌、甲状腺リンパ腫）、膣癌、外陰癌、及び子宮癌（例えば子宮平滑筋肉腫）へ
の使用が意図される。
【００４６】
　本発明の実施形態の装置及び方法は、電気療法を連続的に、及び／又は１秒の数分の１
～数日間、数週間、及び／又は数か月に及ぶ期間のパルスで腫瘍へと送達することにより
癌性腫瘍を治療するようにはたらく。好ましい実施形態では、電気療法は直流電気療法で
ある。
【００４７】
　本明細書で使用される「電気穿孔」の用語（すなわち、細胞膜浸透性を与える）は、（
例えば、生細胞中への医薬品、溶液、遺伝子及び他の薬剤等の分子の拡散を可能とするた
め）細胞膜に孔を開けるのに十分な任意の期間に患者に送達される任意の量のクーロン、
電圧、及び／又は電流によってもたらされてもよい。
【００４８】
　組織に電気療法を送達すると、一連の生物学的及び電気化学反応を引き起こす。十分に
高い電圧では、細胞構造及び細胞代謝は、電気療法の適用によって極度に妨げられる。癌
性及び非癌性細胞はいずれも一定レベルの電気療法で破壊されるが、腫瘍細胞は、非癌性
細胞よりそれらの微小環境の変化に敏感である。多量元素及び微量元素の分布は電気療法
の結果変更される。
【００４９】
　単電極配置では、リード電極とジェネレーターハウジングとの間に数秒分の１～数時間
に亘って電圧を印加して、癌組織の破壊を始めてもよい。所与の電圧の印加は、各パルス
が１秒の数分の１～数分間続く一連のパルスであってもよい。或る特定の実施形態では、
パルス持続時間又は幅はおおよそのものであってもよい。また、低電圧は、腫瘍部位に白
血球を引き付け得る、数秒分の１～数分の持続期間に亘って印加されてもよい。この方法
では、細胞媒介免疫系は、死んだ腫瘍細胞を除去し、腫瘍細胞に対する抗体が生じ得る。
さらに、賦活された免疫系は、境界型腫瘍細胞及び転移を攻撃する場合がある。
【００５０】
　任意の免疫学的応答を増加させるため、宿主の種に応じて、限定されないが、フロイン
トのアジュバント（完全、及び不完全）、水酸化アルミニウム又はリン酸アルミニウム等
のミネラル塩、様々なサイトカイン、リゾレシチン、プルロニック多価アルコール、ポリ
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アニオン、ペプチド、油エマルジョン等の界面活性物質、並びにＢＣＧ（カルメット・ゲ
ラン桿菌（bacille Calmette-Guerin））及びコリネバクテリウム・パルブム（Corynebac
terium parvum）等の潜在的に有用なヒトアジュバントを含む、様々なアジュバントを使
用してもよい。代替的には、キーホールリンペットヘモシニアン、破傷風トキソイド、ジ
フテリアトキソイド、オブアルブミン、コレラ毒素又はそれらのフラグメント等の分子と
の組み合わせ及び／又はカップリングによって免疫応答を増強してもよい。
【００５１】
　Draghia-Akli, et al.による米国特許第７，２４５，９６３号は、モジュール電極シス
テム、及び身体又は植物の選択された組織の細胞中への生体分子の導入を促進するための
それらの使用を記載する。モジュール電極システムは複数の針電極と、皮下注射針と、プ
ログラム可能な定電流パルスコントローラから複数の針電極に導電性リンクを提供する電
気的コネクターと、電源とを備える。オペレーターは、支持構造にマウントされ、身体又
は植物の選択された組織にそれらをしっかりと挿入する複数の針電極をつかむことができ
る。その後、生体分子が選択された組織中への皮下注射針によって送達される。プログラ
ム可能な定電流パルスコントローラが活性化され、定電流電気パルスが複数の針電極に印
加される。印加された定電流電気パルスは、複数の電極間の細胞中への生体分子の導入を
促進する。米国特許第７，２４５，９６３号の全内容が、引用することにより本明細書の
一部をなす。
【００５２】
　米国特許出願公開第２００５／００５２６３０号は、身体又は植物の選択された組織の
細胞中への生体分子の導入を効果的に促進するため使用され得る、電気穿孔装置を記載す
る。該電気穿孔装置は、その操作がソフトウェア又はファームウェアによって指定される
、電気運動装置（「ＥＫＤ装置」）を備える。ＥＫＤ装置は、ユーザ制御及びパルスパラ
メーターの入力に基づいたアレイ中の電極間の一連のプログラム可能な定電流パルスパタ
ーンをもたらし、電流波形データの蓄積及び獲得を可能とする。また、電気穿孔装置は、
針電極アレイを有する取り換え可能な電極ディスクと、注射針に対する中心注射チャネル
と、リムーバブルガイドディスクとを備え（例えば、米国特許出願公開第２００５／００
５２６３０号を参照されたい）、引用することにより本明細書の一部をなす。
【００５３】
　米国特許第７，２４５，９６３号、及び米国特許出願公開第２００５／００５２６３０
号に記載される電極アレイ及び方法は、筋肉等の組織のみならず、他の組織又は臓器中へ
の深い浸透に対して適合される。電極アレイの配置のために、電極によってあらかじめ描
写される領域において、注射針（選択された生体分子を送達するため）も完全に標的臓器
に挿入され、その注射は標的組織に垂直に適用される。
【００５４】
　また、本発明の非ウイルス送達ベクターの取り込みは、電子なだれ（avalanche）トラ
ンスフェクションとも名付けられた血漿電気穿孔によって増強されてもよい。簡潔には、
マイクロ秒放電は、電極表面でキャビテーションマイクロバブルを生じる。磁界と併せて
マイクロバブル崩壊によって生じた機械力は、従来の電気穿孔に関連する拡散媒介輸送と
比較して、細胞膜を横切る輸送効率を増加させる役目を果たす。血漿電気穿孔の技術は、
２０１１年４月１２日付発行のVankov, et al.の米国特許第７，９２３，２５１号、及び
２０１２年１０月９日付発行のVankov, et al.の米国特許第８，２８３，１７１号に記載
される。また、この技術を細胞の形質転換のためｉｎ　ｖｉｖｏで採用してもよい。Chal
berg, et al (2006) Investigative Ophthalmology & Visual Science 47:4083-4090；２
０１２年１月２４日付発行のChalberg, et al.の米国特許第８，１０１１６９号。
【００５５】
黒色腫病変の病期分類
　ＴＮＭシステム（例えば、Edge SB et al. (2010) "Melanoma of the skin", AJCC Can
cer Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer-Verlagを参照されたい）を、病
変の特性を判断し、その疾患のステージを決定するために使用する。
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【００５６】
　Ｔ（腫瘍）カテゴリーは、黒色腫の厚さ、及び皮膚生検材料において見られる他の主要
因（腫瘍厚さ、分裂速度及び潰瘍形成）に基づく。表３は、Ｔ群評価の更なる分類を提供
する。
【００５７】
【表３】

【００５８】
　Ｎ（リンパ節）カテゴリーは、検出可能な腫瘍を伴うセンチネルリンパ節／遠隔リンパ
節（複数の場合もある）の存在／数に依存する。Ｍ（転移）カテゴリーは、転移の存在、
位置及び重症度に依存する。表４は、Ｎ群評価の更なる分類を提供する。
【００５９】
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【表４】

【００６０】
　一旦Ｔ群、Ｎ群及びＭ群が決定されれば、それらを組み合わせて、ローマ数字のＩ～Ｉ
Ｖ（１～４）を使用して、時には大文字を使用して細分し、全体的なステージを与える。
表５は、Ｍ群評価の更なる分類を提供する。
【００６１】
【表５】

【００６２】
　ステージＩＩＩＢ－Ｔ１ａ～Ｔ４ａ、Ｎ２ｃ、Ｍ０の例：腫瘍は任意の厚さであっても
よいが、潰瘍化していない。腫瘍は、近くの皮膚の小領域に（衛星腫瘍）、又は本来の腫
瘍周辺のリンパ管（ｉｎ－ｔｒａｎｓｉｔ腫瘍）に伝播したが、節は黒色腫を含んでいな
い。離れた伝播はない。
【００６３】
　ステージＩＶ－任意のＴ、任意のＮ、Ｍ１（ａ、ｂ又はｃ）の例：黒色腫は、皮膚の本
来の領域を超えて、肺、肝臓若しくは脳等の他の臓器に近いリンパ節、又は皮膚の離れた
領域、皮下組織若しくは離れたリンパ節に伝播した。
【００６４】
臨床成果の測定
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　黒色腫試験における臨床成果は、固形癌効果判定（ＲＥＣＩＳＴ：Response Evaluatio
n Criteria in Solid Tumors）基準によって測定されてもよい。ＲＥＣＩＳＴは、腫瘍が
改善する（「奏功」）、同じままである（「安定化」）、又は悪化する（「増悪」）場合
を定義するガイドラインを提供する。
【００６５】
　全ての標的病変に対する最長径（ＬＤ）合計が、ベースライン合計ＬＤとなる。これは
、標的とされる病変（複数の場合もある）における客観的な腫瘍奏功を特徴づける参照と
して使用される。
ａ．完全奏功（ＣＲ）は全ての標的病変の消滅である；
ｂ．部分奏功（ＰＲ）は、標的病変のＬＤ合計の少なくとも３０％の減少を示す；
ｃ．安定状態（ＳＤ）は、ＰＲの資格を得るのに十分な収縮も、進行性疾患（ＰＤ）の資
格を得るのに十分な増加もない場合に起こる；
ｄ．進行性疾患（ＰＤ）：標的病変のＬＤ合計の少なくとも２０％の増加、又は１以上の
新たな病変の出現。
【００６６】
　また、「修正」ＲＥＣＩＳＴを、臨床治療の成果を測定するために使用することができ
る。修正「皮膚」ＲＥＣＩＳＴ：全ての測定可能な（０．３ｃｍ超）病変の合計によって
計算される。以下の基準を、測定可能な腫瘍病変を定義するために使用する：
皮膚病変の最大数は規定されない；
全ての測定可能な皮膚病変が客観的な腫瘍評価に含まれる；
全ての測定可能な皮膚病変の合計を使用して、治療法に対する奏功を特性評価する；
合計増加が天底から３０％未満である場合に許容される皮膚上の新たな病変。
【００６７】
　追加のより精密な測定（修正免疫関連効果判定基準（ｉｒＲＣ）として知られている）
を使用することができ、全ての測定可能な（０．３ｃｍ超）病変の合計によって計算され
得る。以下の基準を使用して測定可能な腫瘍病変を定義することができる：
最大１０個の内臓病変が、評価用の指標病変として認められる；
新たな病変は、自動的に完全奏功（ＣＲ）を排除しない；
新たな病変は、一旦それらが測定可能であるとされれば、直径の合計に追加される；
修正ｉｒＲＣ腫瘍量＝ＳＰＤ指標＋ＳＰＤＮｅｗ　ｍｅａｓｕｒａｂｌｅ。ＳＰＤは、各
病変の直交径の合計である。
指標は、治療に先立って観察される１０個の内臓病変を表し、Ｎｅｗ　ｍｅａｓｕｒａｂ
ｌｅは、治療中に出現する新たな病変を表す。
【００６８】
　修正「皮膚」ＲＥＣＩＳＴ及び修正ｉｒＲＣの両方に対する完全奏功（ＣＲ）は、追加
スキャン、及びＣＲの最初の記録の４週間後～６週間後の受診によって確認される、全て
の病変の完全消滅（測定可能か否かに関わらず）、及び少なくとも４週間に亘る新たな病
変の欠如として定義される。
【００６９】
　部分奏功（ＰＲ）は、修正「皮膚」ＲＥＣＩＳＴ：ＬＤのベースラインから３０％以上
の減少として定義される。奏功の日付は奏功の最初の記録の日付である。修正ｉｒＲＣ：
直径の積のベースラインから５０％以上の減少。奏功の日付は奏功の最初の記録の日付で
ある。
【００７０】
　疾患の進行（ＰＤ）は、修正「皮膚」ＲＥＣＩＳＴとして定義される：ＬＤの２０％以
上の増加。２０％の相対的な増加に加えて、合計は５ｍｍ２以上の絶対的な増加も示さな
ければならない。修正ｉｒＲＣ：直径の積の２５％以上の増加。
【実施例】
【００７１】
Ｉ．ラマの免疫化
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　最初の３回の免疫化が目的の抗原をコードするプラスミドの電気穿孔、続いて２回のタ
ンパク質ブーストによって与えられるプライム／ブースト法に従ってラマ（Abcore）で抗
体を作製した。ＤＮＡ免疫化によるプライミングはヒトＣＴＬＡ－４の細胞外ドメインを
発現するプラスミド２５０μｇのラマへの皮内注入、続く電気穿孔、及び隣接する領域で
の該処置の反復によって１日目、１４日目及び２８日目に行った。その後、５６日目及び
８４日目に、２ｍＬの不完全フロイントアジュバント（MP Biologicals）で乳化した５０
μｇのヒトＣＴＬＡ－４タンパク質（Sino Biological）の皮下注入による最後２回のブ
ーストをラマに与えた。力価レベルをモニターするため、免疫化処置の期間中に試験出血
を採取した。
【００７２】
ＩＩ．単一ドメイン抗体の単離のためのｃＤＮＡ合成
　末梢血リンパ球（ＰＢＬ）を、密度勾配分離によって免疫化サイクルの終わりにラマか
ら採取した全血から単離する。密度勾配媒質であるＬｙｍｐｈｏｐｒｅｐ（Stemcell）と
の遠心分離の前に、２％ＦＢＳを補足したＰＢＳと全血を５０：５０で混合する。ＰＢＬ
の層を単離し、トータルＲＮＡをＲＮｅａｓｙ　ｍａｘｉキット（Qiagen）を使用して、
ＰＢＬから抽出する。Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ合成キット（GE Healthcare
）を使用してｃＤＮＡを合成する。
【００７３】
ＩＩＩ．単一ドメイン抗体の単離
　ネステッドＰＣＲ戦略を使用し、免疫化したラマのＰＢＬから抽出したＲＮＡより合成
したｃＤＮＡを使用して、ＶＨＨ遺伝子を単離する。フォワードプライマーＭＪ１、ＭＪ
２、ＭＪ３、ＶＨＢＡＣＫＡ６及びリバースプライマーＣＨ２ＦＯＲＴＡ４を使用して一
次ＰＣＲを行って（例えば、Baral et al., (2013) Curr. Protoc. Immunol. 103:2.17.1
-2.17.57、及びSabir et al., (2014) C. R. Biol., 337: 244-249を参照されたい）、Ｖ
ＨＨ及びＶＨの両方の可変ドメインを増幅する。ＶＨＨフラグメント（約５５０ｂｐ～６
５０ｂｐ）をゲル電気泳動法によってＶＨフラグメント（約９００ｂｐ）から分離し、ゲ
ル抽出キット（Qiagen）を使用して該ＶＨＨフラグメントを精製する。フォワードプライ
マーＭＪ７、ＶＨＢＡＣＫＡ５、及びリバースプライマーＭＪ８、隣接して付くｐＡＤＬ
－２０ｃ（Antibody Design Labs）ファージミドベクターに対して特異的なＳｆｉＩ制限
酵素部位を有するＦ４ｒｅｖを使用して、二次ＰＣＲ反応を行った。最終ＰＣＲ産物を、
ＳｆｉＩ制限酵素部位を使用してファージミドｐＡＤＬ－２０ｃベクターへライゲートす
る。その後、ライゲートしたプラスミドを使用して、ファージディスプレー用のエレクト
ロコンピテントＴＧ１　Ｅ．コリ（E. coli）細胞を形質転換する。
【００７４】
　ＶＨＨのレパートリーをＭ１３Ｋ０７ヘルパーファージ（Antibody Design Labs）でレ
スキューした後、ファージ粒子上で発現する。Ｍａｘｉｓｏｒｂマイクロタイタープレー
ト（Sigma-Aldrich）上に被覆したヒトＣＴＬＡ－４組換えタンパク質に対して３回～５
回バイオパニングすることにより、ヒトＣＴＬＡ－４に特異的なＶＨＨを濃縮する。結合
したファージを０．１Ｍのトリエチルアミンの添加によって溶出する。該溶液を１ＭのＴ
ｒｉｓ－ＨＣＬによってｐＨ７．４に中和する。
【００７５】
　溶出したファージを指数関数的に成長しているＴＧ１細胞を感染させるために使用する
。バイオパニングの最後のラウンドで選択された個々のクローンを配列決定し、ファージ
結合ＥＬＩＳＡにおいてヒトＣＴＬＡ－４に対して試験する。０．１μｇ／ｍｌカルベニ
シリン及び０．２％グルコースを補足した２×ＹＴ培地中で、ＯＤ約０．５までクローン
を増殖させる。その後、Ｍ１３Ｋ０７ヘルパーファージを、最終濃度５０μｇ／ｍｌのカ
ナマイシンと共に２０倍の過剰量で添加する。振盪しながら３７℃で一晩インキュベート
することによってクローンを増幅させる。その後、細胞をペレット化するため、４℃、４
０００ｒｐｍで１５分間クローン培養物を遠心分離機にかける。ファージを含む上清１０
０μｌをヒトＣＴＬＡ－４で予め被覆したマイクロタイタープレートに移す。３７℃で２
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時間のインキュベーションの後、マイクロタイタープレートを、ＰＢＳ中０．１％のＴｗ
ｅｅｎ－２０（ＰＢＳＴ）で３回洗浄した後、抗Ｍ１３　ＨＲＰ抗体（Abcam）を添加す
る。ヒトＣＴＬＡ－４に結合したＶＨＨファージをＴＭＢ（Pierce）の添加によって検出
する。発色を４Ｎ　Ｈ２ＳＯ４の添加によって停止し、吸光度をＯＤ４５０ｎｍに設定し
たＳｐｅｃｔｒａｍａｘ（Molecular Devices）で読み取る。
【００７６】
ＩＶ．ＣＴＬＡ－４結合
　ＣＴＬＡ－４との相互作用は、固定化ヒトＣＴＬＡ－４組換えタンパク質（Sino Biolo
gical）に対する抗ヒトＣＴＬＡ－４抗体又は抗体フラグメントの結合の検出によって測
定される。組み換えヒトＣＴＬＡ－４タンパク質を、４℃で一晩、高結合ＥＩＡプレート
（Corning）上に被覆する。ＰＢＳＴ（ＰＢＳ中０．１％のＴｗｅｅｎ－２０）でウェル
を洗浄した後、プレートを室温で１時間、Ｓｕｐｅｒ　Ｂｌｏｃｋ（Scytek）によってブ
ロッキングする。プレートをＰＢＳＴで洗浄し、抗ヒトＣＴＬＡ－４の試料をウェルに添
加して、１時間インキュベートする。ウェルをＰＢＳＴで再び洗浄し、２次ヤギ抗ヒトＩ
ｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（Jackson Immunoresearch）を添加する。１時間のインキュベーションの
後、２次抗体（the secondary）をＰＢＳＴで洗い流し、プレートをＴＭＢ（Pierce）で
発色させた。発色を４Ｎ　Ｈ２ＳＯ４で停止し、ヒトＣＴＬＡ－４組み換えタンパク質に
対する抗ヒトＣＴＬＡ－４の結合親和性を測定するため、４５０ｎｍに設定した分光光度
計で光学密度を読み取る。
【００７７】
Ｖ．Ｂ７とＣＴＬＡ－４との競合アッセイ
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの抗ヒトＣＴＬＡ－４活性を、ヒトＣＴＬＡ－４タンパク質とその
リガンドであるＢ７．１及びＢ７．２との相互作用を妨害する能力により測定する。組み
換えヒトＢ７．１又はヒトＢ７．２（R&D Systems）を、４℃にて一晩、高結合ＥＩＡプ
レート（Corning）上に被覆させる。ＰＢＳＴ（ＰＢＳ中０．１％のＴｗｅｅｎ－２０）
でウェルを洗浄した後、プレートを室温で１時間、Ｓｕｐｅｒ　Ｂｌｏｃｋ（Scytek）に
よってブロッキングする。タイトレーションした抗ヒトＣＴＬＡ－４を、一定濃度の組み
換えヒト抗ＣＴＬＡ－４と混合する。Ｓｕｐｅｒ　Ｂｌｏｃｋをウェルから除去した後、
プレートをＰＢＳＴで洗浄し、抗ヒトＣＴＬＡ－４／ヒトＣＴＬＡ－４混合物をウェルに
添加して、室温で１時間インキュベートする。ウェルをＰＢＳＴで洗浄し、ビオチン化抗
ヒトＣＴＬＡ－４（R&D Systems）を試料ウェルに添加し、１時間インキュベートする。
プレートをＰＢＳＴで再び洗浄し、ストレプトアビジン－ＨＲＰ（Abcam）をウェルに添
加する。１時間のインキュベーションの後、結合していないストレプトアビジン－ＨＲＰ
をＰＢＳＴで洗い流し、プレートをＴＭＢ（Pierce）で発色させる。発色を４Ｎ　Ｈ２Ｓ
Ｏ４の添加によって停止し、抗ヒトＣＴＬＡ－４試験試料によるｈＢ７．１又はｈＢ７．
２へのヒトＣＴＬＡ－４結合の妨害を測定するため、４５０ｎｍに設定した分光光度計で
光学密度を読み取る。阻害曲線をプロットし、ＩＣ５０をＰｒｉｓｍ（Graphpad）等のソ
フトウェアを使用して計算する。
【００７８】
　上記のアッセイを、抗マウスＣＴＬＡ－４抗体（eBioscience）及び１００ｎｇ／ｍｌ
のｍＣＴＬＡタンパク質（Sino Biological）を用いて実行した。結果を図３に表す。
【００７９】
ＶＩ．Ｊｕｒｋａｔ　ＩＬ－２放出アッセイ
　抗ヒトＣＴＬＡ－４活性は、Ｊｕｒｋａｔ細胞においてＢ７誘導性ＩＬ－２分泌のＣＴ
ＬＡ－４の阻害を妨げる能力によって細胞系で測定される。Ｊｕｒｋａｔ細胞（ATCC）を
、１０％ＦＢＳ及び２ｍＭ　Ｌ－グルタミンを補足したＲＰＭＩ－１６４０（Corning）
中で培養する。細胞を採取し、アッセイ培地（５％ＦＢＳ及び２ｍＭ　Ｌ－グルタミンを
補足したＲＰＭＩ－１６４０）で生育させ、９６ウェル組織培養処理プレート（Greiner 
Bio-One）のウェルに蒔く。その後、Ｊｕｒｋａｔ細胞をＰＨＡ－Ｌ（Sigma）及び組み換
えヒトＢ７．１タンパク質（R&D Systems）を用いて共刺激する。一定濃度の組み換えヒ
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トＣＴＬＡ－４タンパク質（R&D Systems）を、タイトレーションした抗ヒトＣＴＬＡ－
４と混合した後、該溶液を刺激したＪｕｒｋａｔ細胞に添加し、３７℃、５％ＣＯ２の加
湿したインキュベーターで２日間～３日間インキュベートする。上清を採取し、ＩＬ－２
デュオセット検出キット（R&D systems）を使用してＩＬ－２レベルを測定する。測定し
たＩＬ－２をグラフで示し、抗ヒトＣＴＬＡ－４のＥＣ５０をＰｒｉｓｍで計算する。
【００８０】
　上記のアッセイをマウスＣＴＬＡ－４の抗体及びタンパク質で実行した。結果を図４に
表す。
【００８１】
ＶＩＩＩ．腫瘍及びマウス
　Ｂ１６．Ｆ１０マウスメラノーマ細胞（ＣＲＬ６４７５；メリーランド州ロックヴィル
のAmerican Type Culture Collection）を１０％ＦＣＳ及び０．２％ゲンタマイシンを補
足したダルベッコ最小イーグル培地（ＤＭＥＭ）で維持する。細胞をトリプシン処理し、
注入前に無菌ＰＢＳで洗浄する。Ｃ５７ＢＬ／６マウス（メリーランド州ベテスダのNati
onal Cancer Institute）の左脇腹を剃毛し、５０ｍｌの無菌ＰＢＳ中、１×１０６細胞
を皮下注入する。チャレンジの際、マウスに５×１０５のＢ１６．Ｆ１０細胞を右脇腹に
注入する。ディジタルカリパスを使用して腫瘍を測定し、腫瘍が注入の７日後～１０日後
に直径３ｍｍ～５ｍｍに達したら、治療を開始する。マウスをＡＡＬＡＣガイドラインに
従って収容する。
【００８２】
ＩＸ．プラスミドＤＮＡ
　チェックポイント阻害剤（例えばアンタゴニスト抗体又はそのフラグメント）及びＩＬ
－１２をコードするＤＮＡを含むｐＵＭＶＣ３プラスミド（ALDEVERON）を作製する。チ
ェックポイント阻害剤を含むｐＵＭＶＣ３を、エンドトキシンフリーのキットで作製する
。全てのプラスミドＤＮＡを無菌注射用生理食塩水（０．９％）で希釈し、－２０℃で保
存する。
【００８３】
Ｘ．腫瘍内治療
　マウスを９７％の酸素及び３％イソフルランを使用して麻酔する。２５ゲージ針を備え
るツベルクリン注射器を使用して、無菌の生理食塩水中のプラスミドＤＮＡ　５０μＬ（
１．０μｇ／ｍｌ）を腫瘍に注入する。６本の直径１ｃｍの貫通電極を備えるアプリケー
タを腫瘍に挿入する。最大６回のパルスを、適切なパルス発生器を使用して１５００Ｖ／
ｃｍ（９９ｉｔｓ、１Ｈｚ）で送達する。
【００８４】
ＸＩ．組織学
　マウスをＣＯ２窒息によって人道的に屠殺する。腫瘍を切除し、１０％ホルマリン１０
ｍｌを含む５０ｍｌの円錐管に入れる。固定後、組織をＨ＆Ｅで次のように染色する：１
０％の中性緩衝ホルマリン中で６時間固定した後、代表的な組織試料をＭｉｌｅｓ　ＶＩ
Ｐ組織プロセッサ（インディアナ州ミシャウォーカのMiles Inc.）を使用して、パラフィ
ンブロックへと加工する。簡潔には、組織を上昇グレードのエタノールで脱水し、キシレ
ンで透徹し、パラフィン（Ｔｉｓｓｕｅ　Ｐｒｅｐ　２；Fisher Scientific）中で浸透
させる。包埋の後、組織を標準的な回転ミクロトームで切片にして、４ｍｍの切片を水浴
から回収し、スライドガラスに置く。１つの腫瘍当たり３枚の切片を調べる。切片を熱乾
燥し、標準的な組織学の技術を使用して、Ｈ＆Ｅ（ミシガン州カラマズーのRichard-Alle
n Scientific）で染色する。
【００８５】
ＸＩＩ．免疫組織化学
　次の抗体、それぞれ、ラット抗マウスＣＤ４、ラット抗マウスＣＤ８（Ｌｙ２）及びラ
ット抗マウスＣＤ３１（ＰＥＣＡＭ－１）（マサチューセッツ州ケンブリッジのPharMing
en）を使用して、ＣＤ４＋リンパ球、ＣＤ８＋リンパ球及び血管の存在について腫瘍を調
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べるため免疫組織化学染色を行う。マウスをＣＯ２窒息によって人道的に屠殺する。腫瘍
をハサミで切除し、皮膚を除去してドライアイス及びエタノールの混合物で直ちに８０℃
で凍結保存する。５ｍの凍結切片を得る。免疫組織化学分析のため、ラット抗マウスＣＤ
４、ラット抗マウスＣＤ８（Ｌｙ２）又はラット抗マウスＣＤ３１（ＰＥＣＡＭ－１）を
、１：５０の希釈で組織切片に塗布して３０分間インキュベートした後、２倍濃度のＶｅ
ｃｔｏｒ　ＥｌｉｔｅラットＩｇＧペルオキシダーゼキットで検出する（ビオチン化抗ラ
ットＩｇＧ及びＡＢＣ複合体において各１５分間）。免疫染色をＤａｋｏ自動染色機で行
う。切片を４００倍の倍率で分析する。
【００８６】
ＸＩＩ．臨床研究番号第１番－三種陰性（Triple Negative）乳癌における腫瘍内のＩＬ
－１２
　本研究は、直後に電気穿孔が続くｐＩＬ－１２の腫瘍内注入の薬力学的効果を評価した
。患者を米国の１つの研究センターから集めた。生検のアクセスが可能な三種陰性乳癌（
ＴＮＢＣ）の最低１０名の患者をこの研究で治療した。全ての患者が単回の２８日間の治
療サイクルを受けた。スクリーニング中、研究者は、治療していないままの（すなわち、
注入されておらず、電気穿孔を受けていない）１つの対照病変を選択した。非治療対照病
変は、最長径が少なくとも０．５ｃｍであり、生検のアクセスが可能であった。治療を１
日目、５日目及び８日目に適用した。スケジューリングの制約を融通するため、各予定さ
れた治療に対して±２日の期間を認めた。以下に定義されるように各予定された病変に対
し、治療を適用した。治療は、直後に電気穿孔が続くｐＩＬ－１２の腫瘍内注入（複数の
場合もある）からなった。治療サイクルの終わりに、患者は、総括的な安全性評価及び腫
瘍生検サンプリングのため再度病院を訪れた（最後の研究訪問）。最後の研究（ＥＯＳ）
訪問は、いかなる新たな抗癌療法／治療計画も始める前に、及び最後のＩＴ－ｐＩＬ－１
２－ＥＰ治療の２０日間以内（±２日）に行われた。
【００８７】
　患者は、局所的に重度の、手術のできない、転移性の及び／又は治療難治性の（treatm
ent-refractory）三種陰性乳癌（ＴＮＢＣ）の組織学的に確認された診断を有した。治療
難治性の疾患は、化学療法、放射線、及び／又は手術、又はそれらの任意の組み合わせを
含み得る、少なくとも１つの事前の介入に続く、腫瘍病変の持続として定義される。患者
は、５％未満のＥＲ及びＰＲの両方の染色を有し、かつＨＥＲ２陰性［免疫組織化学０～
１＋又は蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）陰性］でなくてはなら
ない。５％～１０％のＥＲ又はＰＲの染色を有するが、ＴＮＢＣとして歴史的に治療され
ていた患者もまた登録された。患者は、研究者の見解では、治癒の可能性のある治療に適
用可能であるとされる疾患を有してはならなかった。患者は、米国東海岸癌臨床試験グル
ープ（ＥＣＯＧ）のパーフォーマンスステータス０～１を有し、年齢１８歳以上であり、
少なくとも６ヶ月の平均寿命を有していなければならなかった。患者は、放射線療法を行
っていてもよいが、治療される病変が放射線照射野にあった場合、放射線療法の後に進行
性の疾患を有していなければならない。さらに、放射線治療は、サイクル１の１日目の少
なくとも４週間前に完了されなければならない。患者は、皮膚又は皮下の疾患として定義
される注入及び電気穿孔にアクセス可能な病変を有していなければならなかった。患者は
、生検のアクセスが可能な少なくとも２つの解剖学的に異なる病変を有していなければな
らなかった。これらの病変のうちの１つは、治療していないままであり、免疫原性の増加
のバイオマーカーについて評価された。
【００８８】
　ＩＬ－１２　ｃＤＮＡを発現するＤＮＡプラスミドベクター（「ｐＩＬ－１２」と呼ば
れるｐＵＭＶＣ３－ｈＩＬ－１２－ＮＧＶＬ３３１）は、単一のＣＭＶプロモータによっ
て制御される内部リボソームの進入部位によって分離されたヒトＩＬ－１２のｐ３５及び
ｐ４０サブユニットを含んだ。ｉｎ　ｖｉｖｏ　ＥＰに続く直接の腫瘍内注入に対し、リ
ン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中にｐＩＬ－１２を配合した。ＧＭＰグレードのｐＩＬ－１２
はVGXI USAによって製造され、利用可能なバッチは０．５ｍｇ／ｍＬの濃度で２．０ｍＬ
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バイアルとして１．５ｍＬの充填容量で供給される。未開封のｐＩＬ－１２のバイアルを
、薬局若しくは他の適切な安全な場所の安全で継続的に温度監視がなされる警報を備える
冷蔵庫において－２０℃±５℃で保存した。温度の規定外変動が起こると、ｐＩＬ－１２
プラスミドを研究治療のために利用する前に、治験依頼者に通知された。試験薬剤の受取
及び調剤を、治験実施施設で認可された人によって記録した。臨床供給は、プロトコルで
述べられた以外のいかなる目的にも使用されなかった。
【００８９】
　プラスミド注入に先立って、無菌操作法（sterile precautions）を使用して、局所麻
酔を得るために１％リドカインを病変の周囲に注入した。臨床上指定され、臨床上最適と
される代替的な局所麻酔薬を使用した。さらに、治療に先立って、又は治療中に必要に応
じて、患者に鎮痛剤又は抗不安剤を与えた。不快を軽減するために病変に局所麻酔を直接
注入した場合、プラスミドを注入する前に組織拡散を生じさせるため最低２分間おいた。
大規模な疾患を有する患者に関する状況では、患者の不快をより良好に管理し最小限にす
るために、治療する研究者の判断で意識下鎮静を利用した。意識下鎮静を治験ガイドライ
ン及び要件により行った。
【００９０】
　アクセス可能な病変にプラスミド溶液を注入した後、円形に配置された６本のステンレ
ス鋼電極を備える無菌アプリケータを腫瘍の周りに置いた。アプリケータを電源に接続し
、１５００Ｖ／ｃｍの電場強度（Ｅ＋）及びパルス幅１００μｓの６回のパルスを１秒間
隔で予め注入した各腫瘍に適用した。電気穿孔パルスは、６本の六角形に向かい合った針
電極間で行われた。第１のパルスの後、向かい合った針電極対の間の極性を逆にし、針対
に再びパルスが送られる。最初の一対のパルスの後、合計６回のパルスを送達して電気穿
孔シーケンスを完了するまで、パルス送達を次の向かい合った針対まで時計回りに回転さ
せた。一旦病変を完全に治療すると、次の腫瘍に注入し、直ちに電気穿孔を行った。追加
の構造マッピングが適切となる場合には、病変の治療に対して超音波誘導の使用が推奨さ
れる。
【００９１】
　プラスミド溶液を０．５ｍｇ／ｍＬの濃度で投薬した。腫瘍サイズを、患者一人当たり
１つの病変当たりの全投薬量を計算するために使用した。各バイアルの未使用部分を承認
されたバイオハザードコンテナに廃棄し、治験の要件により処分した。投薬の日（治療サ
イクルの１日目、５日目及び８日目）、研究所の薬剤師又は主任研究者によって認定され
た指定職員が、融解のため－２０℃の冷凍庫から必要数のｐＩＬ－１２バイアルを取り出
した。解凍したら、投薬溶液を無菌的に調製した。被験者への投薬溶液の投与は、調製か
ら８時間以内であった。プラスミドの保存、取り扱い及び調製に関する更なる詳細につい
ては、Pharmacy Manualを参照されたい。
【００９２】
　最初の調査でアクセス可能な病変（ＡＬ）を決定した。治療するＡＬを治療サイクルに
先立って選択し、センチメートル単位で測定した。各病変に対するプラスミド注入量（Ｐ
）を次式で計算した：Ｐ＝ａｂ２／８。
【００９３】
　上記式中、（ａ）はセンチメートル単位の最長径であり、（ｂ）は（ａ）に対して直行
する直径である。病変は、それぞれ０．１ｍＬの最小のプラスミド注入量を受けた。計算
されたＰ量が０．１ｍＬ未満の小さな病変については、０．１ｍＬの最小量を投与した。
治療する病変の最大数の規定はなかったが、１日当たり患者一人当たりの合計プラスミド
注入量は２０ｍＬを超過することはなかった。適切な場合、針の空所を占めるため計算し
たプラスミド注入量に０．１ｍＬを追加して各治療用シリンジを充填した。また、サイク
ルの１日目に治療される各病変を、そのサイクルの５日目及び８日目に治療した。より大
きな病変については、プラスミド注入及び電気穿孔を、腫瘍の最も免疫学的に活性な部分
であると考えられる腫瘍の周縁部に向けた。
【００９４】
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　個々の被験者は、患者が３回全てのＩＴ－ｐＩＬ－ＥＰ治療（１日目、５日目、８日目
）を全て受けた場合に研究を完了したとし、全ての必要な治療前及び治療後の腫瘍生検材
料を得て、ＥＯＳ安全性フォローアップ評価を行った。研究参加の期間は、各患者につい
ておよそ４週間であった。最後の患者が全ての必要な治療を完了し、ＥＯＳ安全性フォロ
ーアップ評価を終えると、研究を完了した。合計の研究期間は、およそ１２か月であると
予想された。全ての被験者の登録におよそ１０ヶ月間を要した。
【００９５】
　スクリーニングでは、研究者は、皮膚又は皮下の疾患として定義される、注入及び電気
穿孔に対してアクセス可能な病変（複数の場合もある）を同定した。アクセス可能な病変
は、電気穿孔針アレイにより表面から到達することができるものであった。針アレイのプ
ローブは、１．５ｃｍの深さまで達した。電気穿孔の適用に適しており、安全な位置にあ
る、記録されたアクセス可能な病変のみが、治療適格であった。同じアクセス可能な病変
を、治療サイクルの１日目、５日目、及び８日目に治療した。
【００９６】
　スクリーニングでは、研究者は治療していないままの（すなわち、注入されておらず、
電気穿孔を行っていない）１つの解剖学的に異なる病変を対照病変として指定した。この
対照病変は生検のアクセスが可能であった。
【００９７】
　全ての患者は、分子及び組織学の分析のために各々の２つの別々の時間点（治療前及び
ＥＯＳ）に研究に特有の腫瘍生検に同意した。少なくとも１つの生検試料がスクリーニン
グで必要であり、追加の生検は任意であり、実行可能な場合に得られた。１つの治療して
いない病変（対照病変）及び少なくとも１つの治療された病変の１セットの治療後生検試
料をＥＯＳで得た。ＥＯＳに先立って、腫瘍病変の退縮又は増悪のいずれかの兆候を有す
る患者に対し、腫瘍生検試料を腫瘍変化の最初の徴候の際に要求した。研究者の判断によ
り、生検試料の収集を促し、集めた試料が分析に十分な量の腫瘍を含むことを確実にする
ため、病理学コア調査チームを利用することができた。全ての得られた生検試料を、多重
パラメーター免疫組織化学（ＩＨＣ）及びＮａｎｏｓｔｒｉｎｇ（商標）によって腫瘍浸
潤リンパ球（ＴＩＬ）、ＩＬ－１２発現及び増強された免疫学的又は免疫原性の表現型の
他のマーカーの存在について評価した。追加のバイオマーカーの評価を、出現するデータ
に基づいて行った。バイオマーカー分析は、患者の腫瘍の適切で代表的なサンプリングを
含む、治療前及び治療後の生検材料の比較を必要とする。生検試料が十分な量の腫瘍を含
んでいない場合、適切であれば、治験依頼者は以下を要求した：スクリーニング／ベース
ラインの腫瘍サンプリングが不適切である場合、スクリーニングの前９０日以内に得られ
、かつその間の癌に対する全身治療の適用のない、記録された腫瘍組織；ＥＯＳ訪問の際
の腫瘍サンプリングが不適切な場合、治療及び／又は非治療病変の追加の生検材料を得る
ための患者からの許可。
【００９８】
　本研究の主目的は、炎症促進性分子及び組織学的な兆候を局所的に及び全身の両方で促
進するＩＴ－ｐＩＬ１２－ＥＰの可能性を評価することであった。これを、ベースライン
（すなわち、治療前）のＴＩＬの存在を治療後の生検と比較することにより評価した。
【００９９】
　一対の腫瘍生検試料は、ＶＥＣＴＲＡ免疫組織化学プラットフォーム（Perkin-Elmer）
による（６－ｐｌｅｘ　ＩＨＣ）法であった。このプラットフォームは、ロバストな定量
的スライドベースの免疫表現型検査を容易にするための技術水準の画像分析能力と共に、
各抗体からの光学信号を分離するためのスペクトルデコンボリューションイメージング（
spectral deconvolution imaging）を採用する。データを、集団中の合計陽性細胞、陽性
細胞数／ｍｍ２又は陽性細胞パーセンテージの形態で生成した。各試料を、隣接する組織
切片を使用して、３セットの６多重染色で染色した。ＴＩＬ分布（すなわち、腫瘍内、間
質、及び境界／侵入周縁部）の定量的分析を行った。
【０１００】
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　ＩＬ－１２の形質導入の成功は、限定されないが（１）インターフェロン－ガンマ（Ｉ
ＦＮγ）及びＩＦＮγ下流標的遺伝子の上方制御、（２）抗原提示及びプロセッシング機
構（ＡＰＭ）、すなわちＴＩＬ、具体的にはＮＫ細胞及びＣＤ８　Ｔ細胞の流入／拡大を
反映する細胞系列特異的遺伝子の上方制御を含む免疫学的活性の幅広い遺伝子発現パター
ン特性をもたらすと仮定される。ＮａｎｏＳｔｒｉｎｇに基づく遺伝子発現プロファイル
の比較を、スクリーニング時及び治療後に得られた一対の腫瘍試料により完了した。イン
ターフェロン経路活性化、抗原提示及びプロセッシング機構（ＡＰＭ）の上方制御、並び
に免疫細胞浸潤を反映する特定の転写産物のサブセットを含む、免疫学的に重要なｍＲＮ
Ａ種に対するおよそ６００のプローブを提示する、ＮａｎｏＳｔｒｉｎｇのヒト免疫学パ
ネルをこの分析に使用した。これらは、限定されないが、ＣＤ３ｅ、ＣＤ８ａ、ＰＤ－１
、ＰＤ－Ｌ１、ＣＴＬＡ－４、ＩＦＮ－γ、ＣＣＲ５、ＩＤＯ－１、ＣＸＣＬ－１０、Ｃ
ＸＣＬ－１１、ＩＲＦ－１、及びＣＤ８０を含む。データを正規化し、標的転写産物の有
無について評価した。各試料（およそ５０ｎｇ）から抽出したＲＮＡを、ｎＣｏｕｎｔｅ
ｒ（商標）ＧＸヒト免疫学ｖ２パネルを使用して実行した。データを正規化し、標的転写
産物の有無について評価した。成果の変化を、対データ中の治療前及び治療後の試料より
評価した。
【０１０１】
　主要エンドポイント分析の後の腫瘍組織の有効性に基づいて、以下の評価を行う：
【０１０２】
マルチパラメータフローサイトメトリー分析
　ＩＴ－ｐＩＬ１２－ＥＰ治療がＴＩＬの増加を導くという仮説を検証するための腫瘍組
織試料の詳細なフローサイトメトリー免疫表現型検査を行う。ＴＩＬを治療前及び治療後
の腫瘍試料から単離し、３種の免疫表現型検査抗体パネル（表２）で染色する。マルチレ
ーザフローサイトメーターを使用して生存細胞を分析し、ＦＬＯＷＪＯ単一細胞分析ソフ
トウェア（FlowJo, LLC）を使用して分析する。
【０１０３】
ＸＩＩ．臨床研究番号第２番－黒色腫の腫瘍内ＩＬ－１２治療及びチェックポイント阻害
剤による後治療
　この第２相試験は、重度の黒色腫における腫瘍内ＩＬ－１２プラスミド電気穿孔の安全
性、抗腫瘍活性及び免疫学的効果を評価した。患者は、各９０日の治療サイクルの１日目
、５日目及び８日目に治療、すなわちアクセス可能な病変へのプラスミド注入／電気穿孔
を受けた。各治療サイクルの後に奏功を評価した。安全性評価（臨床試験及び実験室での
評価）を治療法の開始に先立って、及び一定間隔で、全ての治療した患者に対して行った
。有害事象の重症度を、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｃｏｍ
ｍｏｎ　Ｔｅｒｍｉｎｏｌｏｇｙ　Ｃｒｉｔｅｒｉａ　ｆｏｒ　Ａｄｖｅｒｓｅ　Ｅｖｅ
ｎｔｓのバージョン４．０に従って採点した。
【０１０４】
　適格な患者は、注入／電気穿孔のアクセスが可能な少なくとも１つの皮下又は皮膚の病
変を伴う、ステージＩＩＩＢ／Ｃ又はＩＶの病理学的に裏付けられた転移性黒色腫を有し
た。患者は、米国東海岸癌臨床試験グループ（ＥＣＯＧ）のパーフォーマンスステータス
２以下を有し、適切な腎臓、肝臓、骨髄の機能を有していなければならなかった（正常上
限の２倍未満のクレアチニン、制度上の正常限界内のビリルビン、好中球絶対数１０００
／ｍｍ３超、及び血小板数１０００００／ｍｍ３超）。電子ペースメーカーを有する患者
を研究から除外した。
【０１０５】
　プラスミドｐＵＭＶＣ３－ｈＩＬ－１２－ＮＧＶＬ３３１をVGXI Incorporated（テキ
サス州ザ・ウッドランズ）において、優良医薬品製造基準（ＧＭＰ）の条件下で製造し、
最終濃度２．１ｍｇ／ｍＬで無菌のバイアルに供給し、－８０℃で保存した。使用前に、
プラスミドを４℃に解凍し、必要濃度である０．５ｍｇ／ｍＬまで無菌の生理食塩水で希
釈した。
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【０１０６】
　リドカインを各腫瘍部位の周辺に塗布し、治療前に全ての患者に対して静脈内の鎮痛剤
（硫酸モルヒネ）及び／又は抗不安剤（ロラゼパム）の投与を行った。プラスミド溶液を
、腫瘍結節中に２５ゲージ針を使用して注入した。円形に配置された６本の針電極を備え
る無菌のアプリケータを腫瘍に挿入し、ＯｎｃｏＳｅｃ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｌｅｃｔｒ
ｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｓｙｓｔｅｍ（カリフォルニア州サンディエゴのOncoSec Medical In
c.）を使用して、１５００Ｖ／ｃｍの電場強度及び１００μｓのパルス持続時間で６回の
パルスを印加した。治療を１日目、５日目及び８日目に行った。
【０１０７】
　プラスミドを０．５ｍｇ／ｍＬで投薬した。プラスミド注入量を、式Ｐ＝Ｖ／４（式中
、Ｐはプラスミド注入量であり、Ｖは推定腫瘍体積である）を用いて計算した。腫瘍体積
を式Ｖ＝ａｂ２／２（式中、ａは最長径であり、ｂは任意の寸法のａに対して直行する次
に長い径である）を使用して推定した。１ｍＬの最大プラスミド注入量（最大０．５ｍｇ
のプラスミド）が治療１日当たりに許容され、１個～４個のアクセス可能な病変に対して
分布される。
【０１０８】
　全奏効率に関する主要エンドポイントに対する疾患評価を、ｉｎ－ｔｒａｎｓｉｔの皮
膚及び皮下の転移性黒色腫に対する腫瘍量の測定を可能とする修正された固形癌効果判定
基準（ＲＥＣＩＳＴ）、すなわち修正「皮膚」ＲＥＣＩＳＴによって判断した。ベースラ
インでの腫瘍量は、患者の疾患状態の正確な計算を可能とするため、最大数の皮膚病変に
よらず、臨床検査及びＣＴによって測定された病変を含んだ。治療後の疾患評価における
新たな病変は、腫瘍量に追加され、進行性疾患（ＰＤ）を示さなかった。進行性疾患（Ｐ
Ｄ）は少なくとも９０日間の腫瘍量の２０％以上の増加によって定義され、安定状態（Ｓ
Ｄ）は２０％未満の腫瘍量の増加によって定義される。部分奏功（ＰＲ）は、腫瘍量の３
０％以上の減少によって定義され、完全奏功（ＣＲ）の患者は完全な放射線学的及び臨床
学的な評価による疾患の兆候を有していなかった。
【０１０９】
　皮膚病変に対する修正された免疫関連効果判定基準（ｉｒＲＣ）による全奏効率を、二
次奏功エンドポイントとして評価した。注入／電気穿孔した病変、及び注入／電気穿孔し
ていない病変の個々の病変の局所及び遠隔の退縮率を判断した。客観的奏功までの期間、
無増悪期間（ＴＴＰ）、奏功期間（ＤＯＲ）、及び無増悪生存期間（ＰＦＳ）を、効力を
評価することができる集団で判断した。
【０１１０】
長期フォローアップ及び生存。
　患者は、最長５年間、増悪、粗生存率及び治療後療法について、研究停止による一定間
隔でフォローを受けた。
【０１１１】
　特定の患者では、無治療インターバル後に、抗ＰＤ－１又は抗ＰＤ－Ｌ１療法を適用し
た。上に記載される奏功について、患者を再び評価した。表３は、プラスミドＩＬ－１２
電気穿孔に続く追加のチェックポイント阻害剤療法を受ける患者の遡及的分析を要約する
。
【０１１２】
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【表６】

【０１１３】
　全身のＰＤ－１阻害剤治療に加えて、患者を、約２０日間～１２０日間の後のインター
バルを伴ってプラスミドＩＬ－１２による電気穿孔で同時に治療し、例えばインターバル
に続いて、チェックポイント阻害剤、例えば抗ＰＤ－１、抗ＰＤ－Ｌ１を使用する治療を
、単独で又はプラスミドＩＬ－１２電気穿孔の別のサイクル（１日目、５日目及び８日目
の治療）と組み合わせて適用する。
【０１１４】
ＸＩＶ．臨床研究番号第２番に対する追加
　上に記載される最初の第２相研究に対する追加プロトコルを開始して、より頻繁な治療
計画で治療した患者におけるＩＴ－ＩＬ１２－ＥＰの同様の安全性、抗腫瘍活性及び免疫
学的効果を評価した。患者は、後のサイクルを含めて６週毎に１日目、８日目、及び１５
日目に治療を受けるか（治療計画Ａ）、又は、最大で合計９治療サイクルの間６週毎に１
日目、５日目及び８日目に治療を受けた（治療計画Ｂ）。研究集団を割り当てた治療計画
に従って治療計画Ａ、治療計画Ｂ、及び治療計画Ａ／Ｂにグループ分けした。治療計画Ａ
／Ｂの患者は、治療計画Ａを受ける研究を開始したが、その治療計画を研究に参加してい
る間に治療計画Ｂに変更した患者を含んでいた。奏功を１２週毎に評価し、安全性評価を
治療法の開始に先立って、一定間隔で実施した。
【０１１５】
　ｐＩＬ－１２ベクター及びその調製物の用量は同じであったが、修正で使用するベクタ
ーを、生理学的に適合性のバッファー、例えば直接の腫瘍内注入に対する注射用リン酸緩
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衝液（ｓＷＦＩ）中に配合した。
【０１１６】
ＸＶ．臨床研究第３番－腫瘍内ＩＬ－１２電気穿孔及びチェックポイント阻害剤の組み合
わせによる黒色腫の治療
　これは、黒色腫を有する患者におけるペンブロリズマブと組み合わせた腫瘍内ｐＩＬ－
１２　ＥＰの多施設、第ＩＩ相、非盲検、単一群試験である。評価可能な患者（ｎ＝４２
）は、腫瘍内ｐＩＬ－１２　ＥＰの第１のサイクルの後にペンブロリズマブによる治療を
開始する。ペンブロリズマブを、サイクル２から開始して、３週毎に２００ｍｇの一律の
用量（flat dose）で投与する。患者がＥＰに対してアクセス可能な病変を有する限り、
腫瘍内ｐＩＬ－１２　ＥＰ（各サイクルとも１日目、５日目及び８日目の治療からなる）
のサイクルを６週毎に行う。１２週毎に奏功について患者を評価する。患者が、疾患評価
の際に研究者による評価のもと定義される安定状態又は改善（better）を有する場合、患
者は治療法を継続する。疾患が増悪するか又は毒性が許容できなくなるまで治療法を施す
。研究者の評価により、ＲＥＣＩＳＴ　ｖ１．１又は修正ＲＥＣＩＳＴを使用して、ｐＩ
Ｌ－１２　ＥＰ及びペンブロリズマブによる第１の治療の２４週間以内の最良総合効果（
Best overall response rate）（ＢＯＲＲ）、すなわちＣＲ＋ＰＲを決定し、同様の集団
における単独療法としてのペンブロリズマブに対する既存効果（historical rates）と比
較する。さらに、安全性及び認容性として定義される有害事象を、ＮＣＩ　ＣＴＣＡＥの
バージョン４．０を使用して評価する。この試験で対処された他のエンドポイントは、Ｃ
Ｒ又はＰＲ、２４週間の画期的な無増悪生存率（治療開始日から疾患増悪又は２４におけ
る死亡のいずれかの最初の日までの期間によって定義されるＰＦＳ）、全生存期間（ＯＳ
）及び最良総合効果（ＣＲ＋ＰＲ）を経験する者に対する奏功期間（ＤＯＲ）を含む。
【０１１７】
　治療目的で確定的な局所療法に適さない進行性の局所的に重度の疾患又は転移性疾患を
伴う黒色腫の患者が適格である。患者は、３以上の可視的で治療可能な病変が存在する場
合に、治療していない病変を有することが意図される。さらに、患者は、治療目的を伴う
確定的な局所療法に適さない進行性の局所的に重度の疾患又は転移性疾患を伴う黒色腫の
組織学的診断又は細胞診を有していなければならず、また研究者の評価による腫瘍内注入
及びＥＰのアクセスが可能な少なくとも１つの腫瘍を有していなければならない。患者は
、研究治療の第１の投薬の４週間前に全ての先の治療法を停止して（６週間前にイピリム
マブを停止しなければならない）事前の化学療法又は免疫療法又は放射線療法を行ってい
てもよい。患者は、研究治療の第１の投薬に先立って３０日以内に生ワクチンを受けるこ
と、又は研究の間、全身化学療法、生物学的療法、このプロトコルで指定されていない免
疫療法を含む他の形態のいかなる抗腫瘍療法も使用することを禁じられる。
【０１１８】
　プラスミドｐＵＭＶＣ３－ｈＩＬ－１２－ＮＧＶＬ３３１を、VGXI Incorporated（テ
キサス州ザ・ウッドランズ）において優良医薬品製造基準（ＧＭＰ）の条件下で製造し、
直接腫瘍内注入に続くｉｎ　ｖｉｖｏ　ＥＰに対してリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中
に配合する。プラスミドを、０．５ｍｇ／ｍＬの濃度、１．５ｍＬの充填容量で２．０ｍ
Ｌバイアルとして供給する。
【０１１９】
　プラスミド注入に先立って、局所麻酔を得るため、病変又はＩＴ－ｐＩＬ－１２　ＥＰ
が意図される全ての病変の周辺に、無菌操作法を使用して、１％リドカインを注射しても
よい。さらに、治療に先立って又は治療中、必要に応じて、患者に鎮痛剤又は抗不安剤を
与えてもよい。アクセス可能な腫瘍にプラスミド溶液を注入した後、円形に配置された６
本のステンレス鋼電極を備える無菌のアプリケータを腫瘍の中に、又はその周囲に配置す
る。アプリケータを電源に接続し、１５００Ｖ／ｃｍの電場強度（Ｅ＋）及びパルス幅１
００μｓの６回のパルスを１秒間隔で予め注入された各腫瘍に適用する。腫瘍内のｐＩＬ
－１２注入に続くＥＰは、方形波パルスパターンで制御された電気パルスを送達し、ｏｃ
ｃｕｒ３９への電気穿孔に最適な膜電位差を生じる。電気穿孔パルスは、６本の六角形に
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向かい合った針電極間で行われる。第１のパルスの後、向かい合った針電極対の間の極性
を逆にし、針対に再びパルスが送られる。最初の一対のパルスの後、合計６回のパルスを
送達して電気穿孔シーケンスを完了するまで、パルス送達を次の向かい合った針対まで時
計回りに回転させた。同じ日に複数の腫瘍に注入される場合、各腫瘍のプラスミド注入直
後にＥＰを行わなくてはならない。一旦腫瘍を完全に治療すると、次の腫瘍にプラスミド
を注入し、直ちに電気穿孔を施すことができる。
【０１２０】
　全ての試験治療を、外来患者方式で適用する。腫瘍内ｐＩＬ－１２を、サイクル１に対
して単独の薬剤として与える。その後、奇数サイクル３から開始して、腫瘍内ｐＩＬ－１
２を最初に与えた後、２つの治療の間、最低６０分間の観察期間が続く。
【０１２１】
　被験者が治療に対して少なくとも１つのアクセス可能な表在性の病変（ＡＳＬ：access
ible superficial lesion）を有する限り、後にＥＰが続く腫瘍内ｐＩＬ－１２を各奇数
サイクルで投与する。ＡＳＬは次の基準、（１）最長の直交径が少なくとも０．３ｃｍ×
０．３ｃｍであること、（２）電気穿孔の適用に適した位置にあることを満たすものとし
て定義される。被験者が複数のＡＳＬを有し得る場合、（１）患者の認容性、及び（２）
２０ｍＬの最大一日投与量を超過しないことに留意して、最大数の病変を各サイクルで治
療すべきである。ｐＩＬ－１２　ＥＰの新たな治療サイクルの開始に先立って、研究者は
、そのサイクル中の治療に対してＡＳＬを決定する。サイクルの各日（すなわち１日目、
５日目及び８日目）において同じＡＳＬを治療すべきである。１日当たり患者一人当たり
の最大のプラスミド注入量が２０ｍＬを超過しない限り、ベースラインに存在する以前に
治療されて以前に同定された、治療されていない病変、及び研究期間中に出現する、ＡＳ
Ｌの定義に合致する新たな病変を治療してもよい。ＡＳＬが後のサイクルで存在しない場
合、被験者は、ｐＩＬ－１２のそのサイクルを飛ばして、研究日程を継続してもよい。実
行可能であれば、治療していない病変の生検を可能とするため、１つの病変をサイクル１
の間、治療せずに維持する（６．１．２．３セクションを参照されたい）。
【０１２２】
　ペンブロリズマブ（ニュージャージー州のMerck & Co.）は、ＰＤ－１とそのリガンド
であるＰＤ－Ｌ１及びＰＤ－Ｌ２との間の相互作用を直接遮断するように設計されたＩｇ
Ｇ４／カッパアイソタイプの強力で非常に選択的なヒト化ｍＡｂである。この抗体は、各
用量２００ｍｇで患者に静脈内投与される、１００ｍｇ／４ｍＬの注射用に溶液で供給さ
れる。ペンブロリズマブは、全ての処置／評価が完了した後のサイクルの１日目（±３日
）に、全てのサイクルの開始時（ＩＴ－ＰＩＬ－１２のみのサイクル１の後）に投与され
なければならない。ペンブロリズマブは、３０分間の静脈内点滴として投与される（治療
サイクルの間隔は、５．２セクションに記載されるように毒性により増加される場合があ
る）。
【０１２３】
　この研究の奏功及び増悪は、固形癌効果判定基準（ＲＥＣＩＳＴ）委員会［JNCI 92(3)
:205-216, 2000］によって提案される新たな国際基準を使用して評価される。腫瘍病変に
おける最大径のみの変化（一次元測定）をＲＥＣＩＳＴ　ｖ１．１又は修正ＲＥＣＩＳＴ
基準において使用する。
【０１２４】
測定可能な疾患：
　２面における直交径で正確に測定することができる新生物性腫瘤。その最長径及びその
最長の直交線の両方が１０ｍｍ以上でなくてはならないか、又は軸方向のスライス厚が２
倍でなくてはならない。リンパ節は、１５ｍｍ以上の短軸線長を有していなければならな
い。悪性リンパ節は、２つの直交径において測定可能でなければならない。その最長径及
びその最長の直交線の両方が１５ｍｍ以上でなくてはならないか、又は軸方向のスライス
厚が２倍でなくてはならない。量的エンドポイントは、最長径とその最長の直交線との積
として定義される。
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測定不可能な疾患：
　測定不可能な病変は、経時的な量的評価に適していないものである。これらは以下を含
む：
【０１２６】
１．それらの連続した最長径又は最長の直交線が１０ｍｍ未満であるか、又は軸方向のス
ライス厚の２倍未満であるため、小さすぎて測定が不可能な新生物性腫瘤。
【０１２７】
２．その境界を識別することができない新生物性腫瘤。これは、不適当な造影、過度に複
雑な形態を有する腫瘤、又は非常に不均質な組織組成のため、取り囲んでいる組織と区別
することができない腫瘤を含む。
【０１２８】
３．新生物の組織を表すと確信されるものの再現可能に定量することが困難な他の種類の
病変。これらは、骨転移、軟膜髄膜転移、悪性腹水、胸膜／心外膜液貯留、炎症性乳房疾
患、皮膚／肺リンパ管炎（lymphangitis cutis/pulmonis）、嚢胞性病変、輪郭が不明確
な（ill defined）腹部腫瘤等を含む。
【０１２９】
　さらに、現在のプロトコルに対する修正された免疫関連効果判定基準（ｉｒＲＣ）をWo
lchok et al (2009)から採用し、二次的な目的の評価に使用することができる。ｉｒＲＣ
について、ベースラインで選択された標的病変及び測定可能な新たな病変だけが、考慮に
入れられる。
【０１３０】
　安全性フォローアップの完了に際して、全ての患者は、更なるデータ収集に対する同意
を撤回しないか、又は安全性要件が満たされる限り、生存フォローアップ相に登録する。
放射線学的なモニタリングを、（１）新たな抗癌治療の開始、（２）実証された疾患の増
悪、又は（３）死亡のいずれかが最初に起こるまで継続する。臨床上指定されるように、
又はケアのローカル規格ごとに、フォローアップにおけるＸ線写真の画像化を行ってもよ
い。長期フォローアップの調査として以下が挙げられる。
【０１３１】
　第１の増悪（第１の増悪がフォローアップ相への登録に先立って生じていない場合）の
日付
【０１３２】
　黒色腫の治療に対するフォローアップ療法（放射線、抗癌治療、アジュバント療法又は
手術を含む）。
【０１３３】
　生存フォローアップへの登録時に増悪中のＡＥ及びＳＡＥの分析（Resolution）
【０１３４】
　状態（生存、疾患の兆候なし、疾患を伴って生存、死亡）
【０１３５】
　死因及び死亡日（適用可能な場合）
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