
(57)【要約】
被験体において腫瘍治療の経過を追跡する方法は、蛍光タンパク質を発現するように改変
された細菌を利用する。本方法はまた、場合によっては腫瘍それ自体によって生じる蛍光
を背景として、治療の過程で治療薬を産生する細菌に関連した遺伝子の発現をモニターす
ることも可能である。本方法によって、生きた被験体において治療の経過を可視化するこ
とが可能となり、治療の有効性に応じて治療を修正することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 固 形 腫 瘍 を 有 す る 被 験 体 に お い て 腫 瘍 治 療 の プ ロ セ ス を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 時
間 の 関 数 と し て 前 記 被 験 体 の 固 形 腫 瘍 に お い て 蛍 光 の 存 在 、 非 存 在 、 も し く は 強 度 を 観 察
す る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 前 記 被 験 体 は 第 1の 色 を 持 つ 第 1の 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発 現 す
る 細 菌 に よ る 治 療 を 受 け て お り 、 こ こ に お い て 、 前 記 腫 瘍 に お け る 前 記 第 1蛍 光 タ ン パ ク
質 の 蛍 光 の 時 間 経 過 に 伴 う 拡 散 が 前 記 治 療 の 前 進 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 観 察 が 、 無 損 傷 の 被 験 体 に お け る 全 身 の 蛍 光 光 学 的 腫 瘍 画 像 に よ る も の で あ る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 観 察 が 内 視 鏡 検 査 に よ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 被 験 体 に お い て 腫 瘍 の 退 縮 も し く は 転 移 を 観 察 す る こ と を さ ら に 含 ん で な り 、 前 記
腫 瘍 が 、 第 1の 色 と は 異 な る 第 2の 色 を 持 つ 第 2の 蛍 光 タ ン パ ク 質 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 被 験 体 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト も し く は ウ サ ギ で あ っ て 、 こ れ ら は 第 2の 蛍 光 タ ン パ ク 質 を
発 現 す る 腫 瘍 細 胞 を 含 有 す る よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 被 験 体 が ヒ ト で あ っ て 、 こ こ に お い て 前 記 被 験 体 は 前 記 第 2蛍 光 タ ン パ ク 質 発 現 の
た め の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 投 与 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 細 菌 が 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 発 現 系 を 含 有 す る よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 治 療 用 タ ン パ ク 質 が 、 前 記 第 1蛍 光 タ ン パ ク 質 と は 異 な る 色 を 持 つ 蛍 光 タ ン パ ク 質
と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 産 生 さ れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 細 菌 が 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 発 現 系 を 含 有 す る よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 治 療 用 タ ン パ ク 質 が 、 第 1お よ び 第 2の 色 と は 異 な る 第 3の 色 を 持 つ 第 3の 蛍 光 タ ン パ
ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 産 生 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 被 験 体 に お い て 腫 瘍 治 療 の た め の プ ロ ト コ ル を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 治 療 用 タ ン
パ ク 質 と 融 合 し た 第 1の 色 を 持 つ 第 1の 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 改 変 さ れ た 、 細 菌
を 用 い て 治 療 を 受 け た 被 験 体 の 固 形 腫 瘍 に お い て 、 蛍 光 の 存 在 、 非 存 在 も し く は 強 度 を 時
間 の 経 過 と と も に モ ニ タ ー す る こ と を 含 ん で な り ； そ の た め に 、 前 記 腫 瘍 に お け る 前 記 第
1蛍 光 タ ン パ ク 質 の 存 在 お よ び 強 度 が 時 間 経 過 に 伴 っ て 維 持 さ れ る こ と は 、 治 療 用 タ ン パ
ク 質 が 腫 瘍 を 治 療 す る 場 に 存 在 す る こ と を 確 認 す る こ と と な る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 モ ニ タ リ ン グ が 、 無 損 傷 の 被 験 体 に お け る 全 身 の 蛍 光 光 学 的 腫 瘍 画 像 に よ る も の で
あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 モ ニ タ リ ン グ が 内 視 鏡 検 査 に よ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 腫 瘍 の 退 縮 も し く は 転 移 を 観 察 す る こ と を さ ら に 含 ん で な り 、 前 記 腫 瘍 が 、 第 1の 色 と
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は 異 な る 第 2の 色 を 持 つ 第 2の 蛍 光 タ ン パ ク 質 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 被 験 体 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト も し く は ウ サ ギ で あ っ て 、 こ れ ら は 、 第 2の 蛍 光 タ ン パ ク 質
を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 を 含 有 す る よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 被 験 体 が ヒ ト で あ っ て 、 こ こ に お い て 前 記 被 験 体 は 前 記 第 2蛍 光 タ ン パ ク 質 発 現 の
た め の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 投 与 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 治 療 用 タ ン パ ク 質 が 酵 素 で あ っ て 、 こ こ に お い て 方 法 が 前 記 酵 素 に よ っ て 切 断 可 能
な プ ロ ド ラ ッ グ を さ ら に 包 含 す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 治 療 用 タ ン パ ク 質 が メ チ オ ニ ナ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 治 療 用 タ ン パ ク 質 が メ チ オ ニ ナ ー ゼ で あ っ て 、 前 記 プ ロ ド ラ ッ グ が セ レ ノ メ チ オ ニ
ン で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 細 菌 が 、 前 記 第 1の 色 と 異 な る 色 を 持 つ 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に さ ら に 改
変 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 細 菌 が 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 色 と 異 な る 第 3の 色 を 持 つ 第 3の 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発
現 す る よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 関 連 出 願 の 相 互 参 照 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 米 国 特 許 法 第 119条 (e)項 に 基 づ き 、 2001年 12月 31日 提 出 の 仮 出 願 第 60/345,6
99号 か ら の 利 益 を 請 求 す る 。 こ の 出 願 の 内 容 は 、 参 考 と し て 本 明 細 書 に 含 め る も の と す る
。
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 腫 瘍 治 療 を 行 う た め の ベ ク タ ー と し て 、 な ら び に 所 在 お よ び 有 効 性 を モ ニ タ
ー す る 方 法 と し て 、 細 菌 を 利 用 す る こ と に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 抗 腫 瘍 薬 の
送 達 お よ び 有 効 性 を モ ニ タ ー す る た め に 、 細 菌 に お い て 送 達 さ れ る 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 利 用
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 癌 の 進 行 お よ び 転 移 を 可 視 化 す る た め の 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 利 用 は 、 こ れ ま で に 十 分
確 立 さ れ て い る 。 た と え ば 、 Hoffman, R. M., Methods in Enzymology(1999) 302:20-31 
(P. Michael Conn編 、 Academic Press, San Diego) を 参 照 さ れ た い 。 リ ア ル タ イ ム の 進
行 を 図 に 示 し 、 腫 瘍 の 治 療 計 画 案 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 全 身 画 像 の 利 用 は 、 米 国 特 許
第 6,251,384号 で 開 示 さ れ て お り 、 そ の 内 容 は 参 考 と し て 本 明 細 書 に 含 め る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 利 点 に 含 め ら れ る 特 徴 は 、 そ れ が 蛍 光 を 発 す る た め に 基 質 も コ フ
ァ ク タ ー も 何 も 必 要 と し な い こ と 、 お よ び 生 き た 細 胞 で の そ の 発 現 が 明 ら か な 生 物 学 的 損
傷 を 何 ら 引 き 起 こ さ な い こ と で あ る 。 加 え て 、 発 せ ら れ る 蛍 光 の レ ベ ル は 、 こ れ を 、 特 に
高 感 度 の 技 術 と す る 。 全 身 画 像 は 、 簡 単 な 設 備 、 た と え ば 、 キ セ ノ ン も し く は 水 銀 ラ ン プ
か ら の 490 nm励 起 に よ っ て 、 直 接 観 察 は 言 う ま で も な く 、 CCDカ ラ ー ビ デ オ カ メ ラ に よ る
画 像 キ ャ プ チ ャ に 伴 っ て 得 ら れ る 。 こ う し た こ と は 、 腫 瘍 の 増 殖 お よ び 転 移 の リ ア ル タ イ
ム で の 検 討 を 可 能 に す る 。 た と え ば 、 Yang, M.ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA(2000) 9
7:1206-1211を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 2001年 6月 9日 提 出 の 米 国 仮 出 願 第 60/304,223号 は 、 そ の 内 容 を 参 考 と し て 本 明 細 書 に 含
め る こ と と す る が 、 こ れ は 、 感 染 を モ ニ タ ー し 、 そ の た め の 治 療 を 評 価 す る こ と を 目 的 と
し て 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 用 い た 大 腸 菌 （ E. coli） お よ び 他 の 細 菌 の 標 識 化 を 記 載 す る 。 こ
の 仮 出 願 に 記 載 さ れ た 害 の な い 方 法 で 細 菌 を 標 識 す る こ と が 可 能 で あ る こ と に よ り 、 最 近
発 表 さ れ た 、 腫 瘍 治 療 を 目 的 と し た 細 菌 性 溶 解 併 用 療 法 の た め の プ ロ ト コ ル に 、 こ の 技 術
を 適 合 さ せ る こ と が 可 能 と な る 。 細 菌 を 標 識 す る 技 法 は 、 Zhao, M.ら 、 Proc. Natl. Acad
. Sci. USA (2001) 98:9814-9818、 お よ び Yang, M.ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA (20
00) 97:12278-12282に も 記 載 さ れ て お り 、 参 考 と し て 本 明 細 書 に 含 め る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 菌 お よ び そ の 産 物 を 蛍 光 タ ン パ ク 質 で 標 識 す る こ と が で き る こ と は 、 Dang, L. H.ら
、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2001) 98:15155-15160に 記 載 さ れ た 、 新 た に 開 発 さ れ た
、 固 形 腫 瘍 の 治 療 に 向 け た ア プ ロ ー チ に 劇 的 な 改 善 を も た ら す 。 腫 瘍 治 療 へ の こ の よ う な
ア プ ロ ー チ は 、 そ の 開 発 者 に よ っ て 「 細 菌 性 溶 解 併 用 療 法 （ combination bacteriolytic 
therapy） 」 も し く は ” COBALT” と 呼 ば れ る が 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 あ る 種 の 嫌 気 性 細 菌
の 、 固 形 腫 瘍 の 内 部 の 嫌 気 的 環 境 に お い て 優 先 的 に 増 殖 す る 特 性 を 利 用 す る も の で あ る 。
こ の 論 文 は 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 属 （ Bifidobacterium） 、 乳 酸 桿 菌 属 （ Lactobacillus） 、 お よ
び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 属 （ Clostridium） に 属 す る 多 数 の 菌 株 の 増 殖 特 性 を 概 説 し た が （ そ
の す べ て が 腫 瘍 の 低 酸 素 領 域 で 増 殖 す る ） 、 そ の 事 実 を 確 証 す る 非 常 に 多 数 の 論 文 を 引 用
し て い る 。 細 菌 そ れ 自 体 を 、 腫 瘍 内 に 注 入 す る こ と も 可 能 で あ ろ う が 、 よ り 使 い や す い 投
与 法 を 提 供 す る た め に 、 上 記 著 者 ら は 、 や は り 当 技 術 分 野 で 確 立 さ れ て い る 事 実 、 す な わ
ち 、 生 き た 細 菌 を そ の ま ま 静 脈 内 に 注 入 す る 場 合 に は 毒 性 が あ る が 、 こ う し た 細 菌 の 芽 胞
は 、 即 時 の 副 作 用 を 引 き 起 こ す こ と な く 正 常 な マ ウ ス 静 脈 内 に 注 入 可 能 で あ る と い う 事 実
を 利 用 し た 。 こ れ は 完 全 に 正 し い わ け で は な か っ た ； 細 菌 が 毒 素 を 分 泌 す る 能 力 を 失 わ せ
な い 限 り 、 芽 胞 の 静 脈 内 投 与 は 最 終 的 に は 致 命 的 で あ っ た 。 著 者 ら は 、 単 一 の 毒 素 遺 伝 子
が フ ァ ー ジ エ ピ ソ ー ム 内 に 位 置 づ け ら れ る た め 、 熱 処 理 し た 細 菌 は フ ァ ー ジ を 失 う こ と を
利 用 し て 、 Clostridium novyiに お い て こ の 能 力 を 奪 う こ と に 成 功 し た 。 こ の よ う に し て
、 芽 胞 が 静 脈 内 に 投 与 さ れ た と き に 毒 性 の な い 菌 株 が 開 発 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 も う 一 つ の 直 面 す る 問 題 は 、 嫌 気 性 細 菌 菌 株 の 多 く が 腫 瘍 の 低 酸 素 環 境 に お い て 密 集 し
て ご く 少 数 の コ ロ ニ ー を 形 成 し が ち な こ と あ っ た 。 Clostridium novyiお よ び C. Sordelli
iが 腫 瘍 の 低 酸 素 領 域 で 分 散 し て 増 殖 で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の よ う に 、 無 毒 型
の C. novyi(C novyi-NT)を 作 り 出 す こ と に よ っ て 、 Dangら は 、 腫 瘍 へ 向 か う 芽 胞 を 静 脈 内
に 導 入 す る こ と が で き 、 壊 死 領 域 に お け る そ の 独 自 の 増 殖 に よ っ て 、 周 囲 の 生 存 腫 瘍 細 胞
を 破 壊 す る こ と が で き た 。 こ の よ う な 、 細 菌 が 低 酸 素 の 壊 死 領 域 （ こ う し た 領 域 が 、 >1 c
m3の 生 検 試 料 に お い て 、 腫 瘍 体 積 の 25%-75%を 占 め る こ と が 明 ら か に な っ た ） に 到 達 す る
能 力 は き わ め て 重 大 で あ る 。 壊 死 領 域 （ 酸 素 欠 乏 の た め に 壊 死 す る ） は 通 常 、 生 存 細 胞 に
囲 ま れ て い る 。 こ う し た 細 胞 に は 化 学 療 法 剤 が 到 達 し な い 、 な ぜ な ら 、 化 学 療 法 剤 を 運 ぶ
血 液 循 環 が な い た め で あ る 。 さ ら に こ う し た 細 胞 は 比 較 的 放 射 線 の 影 響 を 受 け な い が 、 こ
れ は 、 放 射 線 が 致 死 的 影 響 を 及 ぼ す に は 酸 素 が 必 要 で あ る た め で あ る 。 し た が っ て 、 嫌 気
性 細 菌 が 腫 瘍 の 低 酸 素 環 境 に お い て 特 に よ く 増 殖 す る 能 力 に よ っ て 、 そ う し た 細 菌 は 、 治
療 の た め の 貴 重 な 送 達 シ ス テ ム と な る 。 Dangら に よ っ て 示 さ れ た よ う に 、 細 菌 の 増 殖 そ れ
自 体 が 、 実 際 、 腫 瘍 の 退 縮 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 Yazawa, K.ら 、 Cancer Gene Ther
apy (2000) 17:269-274; Yazawa, K.ら 、 Breast Cancer Res. & Dev. (2001) 66:6665-17
0も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ に 先 立 っ て 、 同 様 の ア プ ロ ー チ が Low. K. B.ら 、 Nature Biotechnology (1999) 17
:34-41に よ っ て 記 載 さ れ た 。 こ の 場 合 、 サ ル モ ネ ラ 菌 （ Salmonella） 菌 株 が 嫌 気 的 環 境 で
生 存 す る こ と が 可 能 で 、 腫 瘍 の 低 酸 素 領 域 で 優 先 的 に 増 殖 す る こ と が で き る た め 、 抗 癌 剤
と し て 開 発 さ れ た 。 ま た 、 こ の サ ル モ ネ ラ 菌 株 は 、 Pawelek, J.ら 、 Cancer Res. (1997) 
57:4537-4544に よ り 、 腫 瘍 治 療 に 有 用 な タ ン パ ク 質 、 た と え ば プ ロ ド ラ ッ グ 変 換 酵 素 チ ミ
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ジ ン キ ナ ー ゼ 、 を 産 生 す る よ う に 改 変 さ れ た 。 し か し な が ら 、 腫 瘍 の 治 療 に お け る サ ル モ
ネ ラ 菌 の 利 用 は 、 リ ピ ド Aに よ っ て 刺 激 さ れ る 腫 瘍 壊 死 因 子 α の 誘 導 が 原 因 で 敗 血 症 の 発
生 に よ っ て 止 め ら れ た 。 Lowら は 、 敗 血 症 を 引 き 起 こ す 細 菌 の 能 力 を 無 効 に す る た め に 、
サ ル モ ネ ラ 菌 の msb遺 伝 子 を 破 壊 し て TNFα の 誘 導 を 低 下 さ せ る こ と が で き た が 、 そ の 一 方
で 、 抗 腫 瘍 活 性 は 維 持 さ れ た 。 上 記 著 者 ら は 、 こ の 変 異 さ せ た 細 菌 を メ ラ ノ ー マ に 罹 っ た
マ ウ ス に 投 与 し た 結 果 、 18日 後 に 腫 瘍 は 非 処 理 対 照 の 腫 瘍 の <8%の 大 き さ と な っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の よ う に 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 通 性 嫌 気 性 菌 を 含 め た 嫌 気 性 細 菌 が 腫 瘍 の 低 酸 素 領
域 に 選 択 的 に 到 達 す る こ と が で き る こ と 、 お よ び こ の よ う な 細 菌 に 通 常 付 随 す る 毒 作 用 を
欠 い た 、 そ の 変 異 型 は 、 治 療 に お い て 安 全 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 適 当 な 発 現 を 得 る た め の 材 料 お よ び 方 法 は 、 容 易 に 利 用 で き る 。 多 様
な 色 を 生 じ る よ う に 様 々 に 改 変 さ れ た 形 の GFPを 含 有 す る ベ ク タ ー が Clontechか ら 市 販 さ
れ て い る 。 哺 乳 動 物 細 胞 発 現 に 向 け た Clontechベ ク タ ー は 、 GFPを 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル
ス （ CMV） プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お い て い る ； こ う し た 発 現 系 を 用 い て ウ イ ル ス 性 病 原
体 を 標 識 す る こ と も で き る 。 GFP発 現 細 菌 は 、 す で に 数 多 く の 研 究 で 用 い ら れ て い る が 、
そ の 研 究 は 無 損 傷 の 生 き た 動 物 に お い て で は な か っ た （ Wu, H.ら 、 Microbiol. (2000) 14
6:2481-2493; Ling. S. H. M.ら 、 Microbiol. (2000) 146:4-19; Badger, J. L.ら 、 Mol.
 Microbiol. (2000) 36(1):174-182; Kohler, R.ら 、 Mol. Gen. Genet. (2000) 262: 106
0-1069; Valdivia, R. H.ら 、 Gene (1996) 173:47-52; Valdivia, R. H.ら 、 Science (19
97) 277:2007-2011; Scott, K. P.ら 、 FEMS Microbiol. Ltrs. (2000) 182:23-27; Prach
aiyo, P.ら 、 J. Food Protect. (2000) 63:427-433; Geoffroy, M-C.ら 、 Applied & Env.
 Microbiol. (2000) 66:383-391） 。 こ の よ う な 研 究 の 一 例 は 、 筋 肉 組 織 の 、 病 原 性 大 腸
菌 O157H GFP（ Prachaiyo, P.ら 、 上 記 ） に よ る in vitro感 染 の 可 視 化 で あ っ た 。 別 の ア プ
ロ ー チ は 、 胃 腸 組 織 の 除 去 お よ び 固 定 に よ っ て 、 胃 管 栄 養 法 に よ る 感 染 後 の マ ウ ス の 胃 腸
管 を 検 査 し た （ Geoffroy, M-C.、 上 記 ） 。 GFPを 形 質 導 入 さ れ た Edwardsiella tardaに 感
染 し た 魚 は 、 そ の 臓 器 を 除 去 し た 後 、 感 染 に つ い て 画 像 化 さ れ た （ Ling, S. H. M.ら 、 上
記 ） 。 ビ ル レ ン ス に 関 連 す る 遺 伝 子 お よ び 他 の 感 染 プ ロ セ ス が GFP発 現 と 関 連 づ け て 評 価
さ れ た （ Ling, S. H. M.ら 、 上 記 ； Badger, J. L.ら 、 上 記 ； Kohler， 　 R． ら 、 上 記 ； Va
ldivia, R. H.ら 、 上 記 (1996)） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 低 酸 素 の 腫 瘍 領 域 で 増 殖 可 能 な 細 菌 の タ ー ゲ テ ィ ン グ お よ び 増 殖 を モ ニ タ ー
し 、 こ う し た 細 菌 に よ っ て 与 え ら れ る 抗 腫 瘍 活 性 の 良 好 な 産 生 を 評 価 す る 手 段 を 提 供 す る
。 同 時 に 、 腫 瘍 細 胞 そ れ 自 体 を 標 識 し て 観 察 す る こ と に よ っ て 治 療 の 有 効 性 を 評 価 す る こ
と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 こ う し た 細 菌 に よ っ て 仲 介 さ れ る 腫 瘍 治 療 を モ ニ タ
ー し 、 必 要 が あ れ ば 修 正 す る 手 段 を 与 え る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 し た が っ て 、 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 低 酸 素 の 腫 瘍 塊 に 限 局 さ れ て 、 そ の 中 に 分
散 す る 細 菌 増 殖 の 分 布 を 検 証 す る 方 法 に 関 す る が 、 こ こ で そ の 方 法 は 、 生 き た 被 験 体 に お
い て 非 侵 襲 的 に 、 前 記 被 験 体 に 投 与 さ れ た 細 菌 内 に 含 ま れ る 蛍 光 タ ン パ ク 質 に よ っ て 発 せ
ら れ る 蛍 光 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 菌 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 腫 瘍 薬 の 産 生 （ 前 記 の 産 生 は
被 験 体 の 腫 瘍 の 低 酸 素 性 塊 の 中 に 限 局 さ れ る ） を 、 生 き た 被 験 体 に お い て 非 侵 襲 的 に 、 被
験 体 に 投 与 さ れ た 細 菌 に よ っ て 産 生 さ れ る 治 療 薬 と 融 合 し た タ ン パ ク 質 の 蛍 光 を 検 出 す る
こ と に よ っ て 、 モ ニ タ ー す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 ３ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 薬 と し て 、 お よ び ／ ま た は 治 療 薬 の た め の 、 固 形
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腫 瘍 の 低 酸 素 塊 へ の 送 達 シ ス テ ム と し て 細 菌 を 使 用 す る 、 腫 瘍 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す
る 方 法 に 関 す る が 、 こ こ で こ の 方 法 は 、 腫 瘍 の 増 殖 も し く は 非 増 殖 、 お よ び そ の 転 移 の 様
態 を 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 で 標 識 さ れ た 腫 瘍 に よ っ て 発 せ ら れ る 蛍 光 を 評 価 す る こ と に よ っ て
検 出 す る こ と を 含 ん で な る 。 蛍 光 発 光 の 様 々 な 波 長 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 上 記 の 治 療
的 ア プ ロ ー チ を モ ニ タ ー す る こ と と 併 せ て 、 こ の よ う な 進 行 を 追 跡 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 固 形 腫 瘍 の 低 酸 素 部 分 の 、 細 菌 に よ る 感 染 の 進 行 を モ ニ タ ー す る た め の シ ス
テ ム を 提 供 す る 。 こ の 細 菌 は 、 こ の よ う な 腫 瘍 内 の 嫌 気 的 な 、 も し く は 基 本 的 に 嫌 気 的 な
低 酸 素 領 域 で 生 存 で き る 細 菌 で な け れ ば な ら な い 。 し た が っ て 、 こ の 細 菌 は 、 通 性 嫌 気 性
菌 ま た は 偏 性 嫌 気 性 菌 の い ず れ か で な け れ ば な ら な い 。 大 腸 菌 の よ う な 通 性 嫌 気 性 菌 は 、
ほ と ん ど の 偏 性 嫌 気 性 菌 よ り も 、 細 菌 に 曝 さ れ た 被 験 体 に 対 す る 毒 性 が 低 い た め 、 そ う い
っ た 菌 が 好 ま し い 。 固 形 腫 瘍 に お い て 細 菌 の 移 動 お よ び 定 着 を 追 跡 で き る よ う に 、 ま た 、
こ れ ら の 細 菌 に よ る 治 療 薬 の 局 所 的 な 産 生 を 制 御 し て 評 価 で き る よ う に 、 可 視 化 マ ー カ ー
で あ る 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 利 用 し て 細 菌 を 標 識 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 使 用 に よ っ て 、 無 損 傷 の 動 物 に お い て 蛍 光 細 胞 の 移 動 、 お よ び タ ン パ
ク 質 の 産 生 を 観 察 す る の に 十 分 な 強 度 を 達 成 す る こ と が で き る の で 、 上 記 の 態 様 を 判 定 す
る こ と に 加 え て 、 腫 瘍 の 退 縮 お よ び 転 移 の 進 行 、 も し く は そ れ ら の 抑 制 を 、 無 損 傷 の 被 験
体 に お い て 観 察 す る こ と が で き る 。 こ れ は 腫 瘍 細 胞 そ れ 自 体 を 、 異 な る 波 長 で 蛍 光 を 発 す
る タ ン パ ク 質 に よ っ て 標 識 す る こ と が で き る た め で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 で 使 用 さ れ る 標 識 は 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 、 適 当 な 波 長 で 照 射
さ れ た と き に 可 視 光 を 発 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の ク ラ ス の 有 力 タ ン パ ク 質 で あ る 緑 色
蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GEP） を コ ー ド す る 天 然 遺 伝 子 が 生 物 発 光 性 オ ワ ン ク ラ ゲ （ Aequorea vi
ctoria） か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た （ Morin, J.ら 、 J. Cell Physiol (1972) 77:313-318）
。 こ の 遺 伝 子 が 利 用 で き る こ と に よ っ て 、 GFPを 遺 伝 子 発 現 の マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ
と が 可 能 と な っ た 。 本 来 の GFP、 そ れ 自 体 は 、 27 kDの 分 子 量 を 持 つ 283ア ミ ノ 酸 の タ ン パ
ク 質 で あ る 。 GFPは 、 天 然 起 源 に 由 来 す る 追 加 の タ ン パ ク 質 も 、 蛍 光 を 発 す る た め に 天 然
起 源 に お い て の み 利 用 可 能 な 基 質 も し く は コ フ ァ ク タ ー も 必 要 と し な い 。 （ Prasher, D. 
C.ら 、 Gene (1992) 111:229-233; Yang, Fら 、 Nature Biotechnol (1996) 14:1252-1256;
 Cody, C. W.ら 、 Biochemistry (1993) 32:1212-1218） 本 来 の GFP遺 伝 子 の 変 異 が 、 発 現
を 増 強 し 、 そ の 産 物 の 励 起 お よ び 蛍 光 を 変 更 す る の に 有 用 で あ る こ と が 判 明 し 、 赤 、 黄 、
お よ び 青 も 含 め て さ ま ざ ま な 色 の ” GFP” が 得 ら れ た 。 GFP-S65T（ こ こ に お い て 、 65位 の
セ リ ン は ト レ オ ニ ン で 置 換 さ れ て い る ） は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 特 に 有 用 で あ っ て 、 49
0 nmに 単 一 励 起 ピ ー ク を 有 す る （ Heim, R.ら 、 Nature (1995) 373:663-664; 英 国 特 許 第 5
,625,048号 ） 。 他 の 変 異 体 も 、 Delagrade, Sら 、 Biotechnology (1995) 13: 151-154; Co
rmack, B.ら 、 Gene (1996) 173:33-38お よ び Cramer, A.ら 、 Nature Biotechnol (1996) 1
4:315-319に よ っ て 開 示 さ れ た 。 ま た 、 さ ら に 別 の 変 異 体 が 米 国 特 許 第 5,625,048号 で 開 示
さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 適 当 な 修 飾 に よ っ て 、 GFPに よ り 発 せ ら れ る 光 の ス ペ ク ト ル を 変 化 さ せ る こ と が で き る
。 し た が っ て 「 GFP」 と い う 用 語 は 、 歴 史 的 な 慣 習 か ら 本 明 細 書 で し ば し ば 使 用 さ れ る が
、 上 記 定 義 に 含 め ら れ る タ ン パ ク 質 は 、 外 観 上 必 ず し も 緑 色 で な く 、 単 に 蛍 光 タ ン パ ク 質
と 称 さ れ る べ き で あ る 。 さ ま ざ ま な 「 GFP」 が 緑 色 以 外 の 色 を 示 し 、 こ れ ら も ま た 、 「 GFP
」 と い う 慣 用 語 法 に 含 ま れ る が 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 材 料 と し て 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本
明 細 書 で 「 GFP」 の 定 義 に 含 ま れ る 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 が 、 ウ ミ シ イ タ ケ 、 Renilla renif
ormisと い っ た 他 の 生 物 か ら 単 離 さ れ た こ と に 言 及 し て お く 。 あ ら ゆ る 色 の 、 適 当 で 使 い
や す い あ ら ゆ る 「 GFP」 を 用 い て 、 本 発 明 に 役 立 つ 感 染 菌 を 、 天 然 型 も 変 異 型 も い ず れ も
改 変 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 混 乱 を 避 け る た め に 、 単 に 「 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 も し ば し ば 使 用 さ れ る ； 一 般
に 、 こ れ は 、 ウ ミ シ イ タ ケ （ Renilla） お よ び オ ワ ン ク ラ ゲ （ Aequorea） と い っ た さ ま ざ
ま な 生 物 が 産 生 す る 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 な ら び に 、 さ ま ざ ま な 色 の 蛍 光 を 発 す る こ と が で き
る 、 こ れ ら の 天 然 型 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 も 指 す と 理 解 さ れ る 。 一 般 的 に 、 「 蛍 光 タ ン
パ ク 質 」 お よ び 「 GFP」 と い う 用 語 は 、 置 き 換 え 可 能 で あ る よ う に 使 用 さ れ る こ と が あ る
； し か し な が ら 、 時 と し て 、 特 定 の 異 な る 色 を 意 味 す る こ と も あ る 。 た と え ば 、 RFPは 赤
色 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 表 し 、 YFPは 黄 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 、 BFPは 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 表 す
、 な ど と い っ た シ ス テ ム は 厳 密 な 記 憶 を 助 け る 。 施 さ れ た 特 定 の 修 飾 に 応 じ て 、 広 範 な 波
長 の 可 視 光 が 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 に よ っ て 放 射 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 多 様 な 色 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 利 用 で き る の で 、 2色 以 上 の 色 に つ い て 同 時 に 画 像 化 す る
こ と が で き る 。 た と え ば 、 そ れ ぞ れ が 特 徴 的 な 蛍 光 を 発 現 す る 、 2つ の 異 な る 細 菌 性 作 因
も し く は 3つ の 異 な る 細 菌 を 、 被 験 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。 あ る い は 単 一 の 細 菌 を 、
単 一 色 で 構 成 的 に 標 識 し 、 別 の 色 を 、 遺 伝 子 産 物 と の 融 合 物 を 生 じ る た め に 使 用 す る こ と
も で き る で あ ろ う 。 細 菌 そ れ 自 体 を 標 識 す る た め に 使 用 し た の と は 異 な る 色 を 示 す 、 蛍 光
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 産 生 さ れ る べ き タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 座 に 、
ま た は 産 生 さ れ る べ き 治 療 用 タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ベ ク タ ー 内 に 挿 入 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 色 の 多 様 性 は 、 本 発 明 に 照 ら し て と り わ け 有 利 で あ る 。 た と え ば 、 腫 瘍 そ れ 自 体 を あ る
色 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 で 標 識 す る こ と が で き る が 、 別 の 色 の 構 造 タ ン パ ク 質 も し く は 細 胞 内
タ ン パ ク 質 で 標 識 さ れ た 細 菌 を 投 与 し て 、 そ の 細 菌 の 位 置 を 確 認 す る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 そ の 細 菌 の タ ン パ ク 質 産 物 を 第 3の 色 で 標 識 し て 、 こ の タ ン パ ク 質 の 産 生 レ ベ ル を モ
ニ タ ー す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 生 き た 動 物 の 全 身 を 観 察 す る こ と に よ っ て 、 投 与
さ れ た 細 菌 の 位 置 を 決 定 し 、 そ の 細 菌 に よ る 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 産 生 レ ベ ル を モ ニ タ ー し
、 腫 瘍 へ の 影 響 を モ ニ タ ー す る こ と を す べ て 同 時 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 生 き た 動 物 に お い て 上 記 事 象 の リ ア ル タ イ ム 観 察 が 利 用 で き る よ う に 、 本 発 明 で 使 用 さ
れ る 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 十 分 な 強 度 を 持 つ 。 こ の こ と は 、 先 行 技 術 に お い て 記 載 さ れ て い る
、 細 菌 送 達 に 向 け た 手 探 り の ア プ ロ ー チ に 大 き な 前 進 を も た ら す 。 動 物 は 生 き て い る の で
、 こ の よ う な 観 察 に よ っ て 指 示 さ れ た と き に 、 治 療 の 有 効 性 を 高 め る よ う な 治 療 プ ロ ト コ
ル の 修 正 を 行 う こ と が で き る の は 好 都 合 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 か ら 恩 恵 を 受 け る 動 物 被 験 体 は 、 固 形 腫 瘍 に 罹 患 し た 動 物 の 全 範 囲 に 属 す る が 、
典 型 的 に は 、 た と え ば 魚 類 、 鳥 類 お よ び 哺 乳 類 と い っ た 脊 椎 動 物 で あ り 、 も っ と も 典 型 的
に は 哺 乳 類 で あ る 。 ヒ ト の 治 療 は 特 に 興 味 深 い が 、 た と え ば 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ お よ び
ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ な ど と い っ た 家 畜 の 治 療 も 、 イ ヌ お よ び ネ コ と い っ た 愛
玩 動 物 の 治 療 と 同 様 に 、 明 ら か に 有 益 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 使 用 す る 蛍 光 タ ン パ ク 質
に よ っ て 放 射 さ れ る 蛍 光 強 度 が 強 い こ と に よ り 、 こ れ ら の 動 物 被 験 体 の い ず れ に つ い て も
侵 襲 性 の 技 法 を 用 い る こ と な く リ ア ル タ イ ム の 観 察 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 腫 瘍 の 標 識 化 が 求 め ら れ る 場 合 、 腫 瘍 細 胞 で の 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 生 成 が 、 本 出 願 人 ら に
よ っ て 、 米 国 特 許 第 6,251,384号 お よ び 第 6,235,968号 に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は い ず れ
も 参 考 と し て 本 明 細 書 に 含 め る も の と す る 。 手 短 に 述 べ る と 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 好 ま し
く は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 、 す で に 固 形 腫 瘍 を 有 す
る 被 験 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 固 形 腫 瘍 の 場 合 に は 腫 瘍 内 に 発 現 ベ ク
タ ー を 注 入 す る こ と が で き る 。 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 発 現 系 を 含 有 す る よ う 改 変 さ れ た 細 胞 か
ら 生 じ た 腫 瘍 を 、 免 疫 無 防 備 状 態 の 、 も し く は 同 系 の 動 物 に 移 植 す る こ と に よ っ て モ デ ル
系 を 得 る こ と が で き る 。 腫 瘍 そ れ 自 体 の 標 識 化 を 結 果 と し て も た ら す 様 々 な 方 法 が 記 載 さ
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れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 細 菌 の 標 識 化 に 関 し て は 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 直 接 変 異
、 た と え ば ゲ ノ ム の 変 異 に よ っ て 細 菌 に 導 入 し て 、 細 菌 に 内 在 す る 制 御 配 列 下 の 適 当 な 位
置 に 蛍 光 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 配 置 す る こ と が で き 、 も し く は 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー を 用
い て 導 入 す る こ と が で き る 。 選 定 さ れ る 細 菌 は 、 固 形 腫 瘍 の 低 酸 素 領 域 内 で 、 完 全 に 特 異
的 で は な く て も 、 で き れ ば 選 択 的 に 生 存 し 増 殖 す る 細 菌 で あ っ て 、 た と え そ の 細 菌 が 全 身
性 に 投 与 さ れ て も 、 む し ろ ホ ス ト 動 物 の 残 り の 部 分 は 実 質 的 に 菌 が 定 着 し な い ま ま の 状 態
で あ る 。 細 菌 の 培 養 は 、 小 コ ロ ニ ー の 中 に 集 中 す る の で は な く 、 低 酸 素 の 腫 瘍 塊 の 中 に 分
散 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 in situで の 直 接 観 察 に よ っ て 最 も 好 ま し い 細 菌 宿 主 を 決 定 す る 直 接 的 な 方
法 を 提 供 す る 。 こ の よ う に し て 、 選 定 さ れ た 菌 株 を 、 ゲ ノ ム へ の 挿 入 に よ っ て 、 も し く は
発 現 ベ ク タ ー の 供 給 に よ っ て 標 識 し 、 動 物 に 投 与 す る 。 そ こ で 、 他 の 組 織 と 対 照 し た 、 腫
瘍 に お け る 増 殖 パ タ ー ン を 直 接 観 察 す る こ と が で き る が 、 所 望 の パ タ ー ン を 示 す 菌 株 を 選
択 す る こ と が で き る 。 大 腸 菌 、 サ ル モ ネ ラ 属 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 属 、 乳 酸 桿 菌 属 、 ビ フ ィ
ズ ス 菌 属 な ど を 含 め て 、 低 酸 素 の 腫 瘍 塊 の 中 で 増 殖 す る こ と が で き る 、 非 常 に 多 様 な 候 補
が 、 当 業 界 で 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 系 で の 発 現 に 適 し た 制 御 配 列 は 、 こ れ ま で に も 当
業 界 で 広 く 知 ら れ て お り 、 あ る い は 内 在 性 制 御 配 列 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 多 く の 場 合 、 毒 作 用 を 生 み 出 す い か な る 能 力 も 無 効 と す る よ う に 、 細 菌 を さ ら に 改 変 す
る こ と が 望 ま し い と 考 え ら れ る 。 こ れ は 、 偏 性 嫌 気 性 菌 に つ い て は か な り よ く あ る こ と で
あ る 。 も し 細 菌 が 毒 素 を 分 泌 す る な ら ば 、 毒 素 を 産 生 す る 遺 伝 子 の 欠 失 も し く は 不 活 化 が
必 要 と な る ； 細 菌 が 望 ま し く な い 副 作 用 を 引 き 起 こ す 物 質 を 産 生 す る な ら ば 、 そ う し た 物
質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 不 活 化 も し く は 除 去 す る こ と が で き る 。 細 胞 増 殖 お よ び 再 生 産 の
不 変 の 特 性 と し て 、 構 成 的 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 細
菌 を 改 変 す る 、 あ る い は そ の コ ー ド 配 列 を 、 内 在 す る 配 列 を 置 き 換 え て 、 ゲ ノ ム 内 の 特 に
望 ま し い 位 置 に 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 細 菌 自 体 が 本 来 持 っ て い る 抗 腫 瘍 性 の 影 響 を 及 ぼ す こ と に 加 え て 、 IL2も し く は メ チ オ
ニ ナ ー ゼ と い っ た 治 療 用 物 質 を 産 生 す る よ う に 細 菌 を 改 変 す る こ と も で き る 。 あ る 実 施 形
態 に お い て 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 生 成 さ れ る
こ と も あ る 。 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 細 菌 が 標 識 さ れ る と 、 融 合 物 に お け る 蛍 光 タ ン パ ク 質 の
色 は 、 融 合 物 以 外 の 2つ の 場 合 に 選 択 さ れ た い ず れ と も 異 な る 色 と す べ き で あ る 。 蛍 光 タ
ン パ ク 質 と の 融 合 物 の 構 築 は 、 上 記 の よ う に マ ー カ ー と し て よ く 知 ら れ て い る 。 治 療 用 タ
ン パ ク 質 の た め の 発 現 系 は 、 単 独 で 、 も し く は 蛍 光 タ ン パ ク 質 と の 融 合 物 と し て 、 ベ ク タ
ー に 載 せ 、 ま た は 細 菌 の ゲ ノ ム に 入 れ る こ と が で き る が 、 制 御 配 列 は 構 成 的 、 あ る い は 多
く の 場 合 、 誘 導 性 で あ っ て 、 in situの 因 子 も し く は 外 部 か ら 供 給 さ れ る 転 写 因 子 の い ず
れ か に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 、 あ る 特 定 の 好 ま し い 実 施 例 は メ チ オ ニ ナ ー ゼ で あ っ て 、 こ れ は 、
PCT公 報 WO 00/29589号 に 開 示 さ れ た よ う に 細 胞 内 に 供 給 さ れ た 時 に 、 ま た は 米 国 特 許 第 5,
690,929号 お よ び WO 94/11535号 に 記 載 の よ う に 薬 物 と し て 供 給 さ れ た 時 に 、 抗 腫 瘍 効 果 を
発 揮 す る 。 上 記 文 献 は い ず れ も 参 考 と し て 本 明 細 書 に 含 め る も の と す る 。 メ チ オ ニ ナ ー ゼ
の 組 換 え 技 術 に よ る 生 産 も 上 記 文 書 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 酵 素 で あ る 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ 自 体 の 腫 瘍 へ の 本 来 の 影 響 に 加 え て 、 プ ロ ド ラ ッ
グ か ら 毒 性 物 質 を 遊 離 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 た と え ば 、 Miki, K.ら 、 Cancer R
esearch (2001) 61:6805-6810は メ チ ル セ レ ノ ー ル の 毒 性 を 利 用 す る 研 究 を 記 載 す る 。 こ
の 化 合 物 は 、 メ チ オ ニ ナ ー ゼ の 作 用 に よ っ て セ レ ノ メ チ オ ニ ン か ら 生 じ る も の で あ る 。 こ
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の 論 文 は 、 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 生 じ た メ チ オ ニ ナ ー ゼ に よ る セ レ ノ メ チ オ ニ ン か ら の メ
チ ル セ レ ノ ー ル の 生 成 が 、 こ の 酵 素 の 発 現 系 で 形 質 転 換 さ れ た 癌 細 胞 を 死 滅 さ せ る と い う
実 験 を 記 載 す る 。 こ の よ う に 、 セ レ ノ メ チ オ ニ ン の 存 在 下 で の メ チ オ ニ ナ ー ゼ の 組 換 え 技
術 に よ る 生 成 を 癌 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 、 こ れ は 説 明 の た め に の み 提 示 さ れ る の で あ る が 、 B. l
ongumも し く は C. novyiと い っ た 細 菌 を 改 変 し て 、 毒 素 を ま っ た く 産 生 で き な い よ う に す
る 。 蛍 光 タ ン パ ク 質 と 融 合 し た メ チ オ ニ ナ ー ゼ の 発 現 系 を 含 有 す る よ う に 、 毒 素 を 除 去 し
た 細 菌 を 改 変 す る 。 そ れ に 加 え て 、 必 要 な ら ば 、 細 菌 そ れ 自 体 を 標 識 す る 蛍 光 タ ン パ ク 質
の 発 現 系 を 含 有 す る よ う に 、 こ の 細 菌 を 改 変 す る 。 メ チ オ ニ ナ ー ゼ 遺 伝 子 が 構 成 的 に 発 現
さ れ る な ら ば 、 メ チ オ ニ ナ ー ゼ の 生 成 、 そ れ 自 体 が 細 菌 の 存 在 を 示 す シ グ ナ ル と な る た め
、 上 記 は 不 要 と な る 。 こ の よ う に し て 改 変 さ れ た 細 菌 を 、 次 に 、 た と え ば ヒ ト MDA-MB-435
乳 癌 細 胞 か ら 形 成 さ れ た 腫 瘍 の よ う な 、 腫 瘍 を 有 す る 実 験 モ デ ル 被 験 体 に 投 与 す る 。 こ こ
で 、 こ の 癌 細 胞 は す で に 、 融 合 タ ン パ ク 質 に 用 い ら れ た の と は 異 な る 色 の 蛍 光 標 識 で 、 そ
れ 自 体 標 識 さ れ て い る 。 あ る い は ま た 、 腫 瘍 は 固 有 の も の で あ っ て 、 上 記 の 米 国 特 許 第 6,
251,384号 お よ び 第 6,235,968号 に 記 載 の ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 細 菌 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 細 胞 は 、 乳 癌 腫 瘍 に 直 接 注 入 さ れ る ； 芽 胞 を 使 用 す る 場 合 、
静 脈 注 射 も 使 用 で き る 。 芽 胞 の 腫 瘍 内 直 接 注 入 も 可 能 で あ る 。 適 切 に 改 変 さ れ た 細 菌 は い
か な る 実 施 法 に よ っ て も 被 験 体 に 投 与 さ れ る 。 実 験 腫 瘍 モ デ ル の 場 合 、 そ の モ デ ル を 与 え
る た め に 被 験 体 は 免 疫 無 防 備 状 態 、 も し く は 腫 瘍 と 同 系 の い ず れ か で あ る 必 要 が あ る と 考
え ら れ る が 、 細 菌 の 投 与 そ れ 自 体 は 、 被 験 体 が 免 疫 無 防 備 状 態 で あ る こ と を 要 し な い 。 し
た が っ て 、 固 有 の 腫 瘍 を 有 す る 被 験 体 の 場 合 、 免 疫 抑 制 は 不 必 要 で あ る 。 低 酸 素 の 腫 瘍 内
の 感 染 は 、 損 な わ れ て い な い 免 疫 系 を 持 つ 動 物 で 容 易 に 生 じ る 。 し か し な が ら 、 腫 瘍 が 人
為 的 に 導 入 さ れ る 状 況 の 経 過 を 研 究 す る の に 、 免 疫 無 防 備 状 態 の 被 験 体 も 有 用 で あ る と 考
え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 メ チ オ ニ ナ ー ゼ 生 成 の 標 識 は 、 赤 色 蛍 光 （ RFP） を 発 し 、 細 菌
を 特 徴 づ け る 標 識 は 青 色 蛍 光 （ BFP） を 発 し 、 さ ら に 腫 瘍 に 特 有 な 標 識 は 緑 色 蛍 光 （ GFP）
を 発 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 そ の 上 、 必 要 な ら ば 、 セ レ ノ メ チ オ ニ ン が 腫 瘍 に 注 入 さ れ 、 も し く は 全 身 に 供 給 さ れ る
。 メ チ オ ニ ナ ー ゼ の 生 成 そ れ 自 体 、 お よ び ／ ま た は 細 菌 の 存 在 そ れ 自 体 が 、 腫 瘍 に 対 し て
有 毒 で あ る 。 放 出 さ れ る メ チ ル セ レ ノ ー ル は 、 細 菌 が 存 在 す る そ の 場 に す ぐ 隣 接 す る 領 域
に 毒 性 を 示 す の み な ら ず 、 生 き た 腫 瘍 組 織 に ま で 、 よ り 広 範 に 拡 散 も す る 。 こ の 治 療 の 経
過 を 、 RFP, GFPお よ び BFPの 同 時 画 像 化 に よ っ て 直 接 モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 被 験 体 の 全 身 の 蛍 光 光 学 的 腫 瘍 画 像 （ FOTI） は 、 モ デ ル 系 に お い て 、 ま た は 固 有 の 腫 瘍
を 有 す る 被 験 体 に お い て 、 感 染 経 過 の 継 続 的 な リ ア ル タ イ ム 観 察 お よ び モ ニ タ リ ン グ を 外
部 か ら 行 え る よ う に し 、 さ ら に プ ロ ト コ ル の 評 価 を 可 能 に す る 。 治 療 を 受 け る 被 験 体 に お
い て 、 FOTIが 利 用 で き る こ と に よ っ て 、 治 療 プ ロ ト コ ル を 案 出 す る 者 が 、 プ ロ ト コ ル を 変
更 す る 、 も し く は 変 更 し な い こ と の 適 否 に つ い て 、 ず っ と 継 続 し て 情 報 を 受 け る こ と が 可
能 に な る 。 モ デ ル 系 は 、 当 初 の 治 療 計 画 に 役 立 つ 。 外 部 か ら の 画 像 （ FOTI） に 加 え て 、 非
侵 襲 性 の 内 視 鏡 に よ る 方 法 も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 モ デ ル と し て 使 用 す る の に 適 し た 被 験 体 は 、 好 ま し く は 哺 乳 類 の 被 験 体 で あ る が 、 最 も
好 ま し い の は 、 使 い や す い 実 験 動 物 、 た と え ば ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス な ど で あ る 。 ヒ ト
被 験 体 に よ り 密 接 に 類 似 し て い る た め 、 霊 長 類 の 動 物 を 使 用 す る こ と も で き る 。 あ ら ゆ る
適 当 な 被 験 体 を 使 用 す る こ と が で き る が 、 そ の 選 択 は 主 と し て 、 利 便 性 、 お よ び 最 終 的 な
興 味 の 対 象 で あ る 系 へ の 類 似 性 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 説 明 を 目 的 と す る が 、 こ れ を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 。 。 オ ワ ン ク ラ ゲ （ A. victoria） 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 変 異 体
を pUC19派 生 pPD16.38(Clontech, Palo Alto, CA)の BamHIお よ び NotI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ
し た が 、 GFPは Lacプ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 さ れ る 。 こ の ベ ク タ ー を pAV-GFPと 命 名 し た 。 pAV
-GFPを 標 準 法 に よ り ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ S. typhimurium） コ ン ピ テ ン ト 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し 、 形 質 転 換 細 胞 を 寒 天 平 板 上 で ア ン ピ シ リ ン 耐 性 に よ っ て 選 択 し た 。 高 発 現 ネ ズ ミ
チ フ ス 菌 -GFPク ロ ー ン を 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ っ て 選 択 し た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 大 腸 菌 を 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ RFP） の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 緑 色 蛍 光
タ ン パ ク 質 （ GFP） で 標 識 さ れ た 腫 瘍 を 含 有 す る ヌ ー ド マ ウ ス に 注 入 し た 。 こ の 動 物 を 、 C
CDカ メ ラ お よ び GFP-RFPフ ィ ル タ ー 付 き の ラ イ ト ボ ッ ク ス 内 で 青 色 光 励 起 に よ っ て 可 視 化
し た ； 腫 瘍 内 で の 細 菌 の 増 殖 を 赤 色 光 お よ び 緑 色 光 に よ っ て 可 視 化 し た 。 腫 瘍 が GFPで 標
識 さ れ て い る ヌ ー ド マ ウ ス 腫 瘍 モ デ ル を 、 前 立 腺 癌 、 黒 色 腫 、 肺 癌 、 大 腸 癌 、 乳 癌 、 腎 臓
癌 、 咽 頭 癌 、 脳 腫 瘍 、 膵 癌 を 用 い て テ ス ト し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 大 腸 菌 を 、 GFPと 結 合 し た メ チ オ ニ ナ ー ゼ で 構 成 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 系 で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 。 標 識 さ れ た 細 菌 を 、 あ ら か じ め RFPで 標 識 さ れ た 、 ヌ ー ド マ ウ ス 内 で
増 殖 し た 腫 瘍 内 に 注 入 し た 。 次 に こ の マ ウ ス に 、 腫 瘍 内 注 入 に よ っ て セ レ ノ メ チ オ ニ ン を
投 与 し た 。 実 施 例 １ の よ う な 2色 の 画 像 化 に よ っ て 、 細 菌 の 腫 瘍 へ の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 可
視 化 し 、 治 療 効 果 の 追 跡 も も ち ろ ん 行 っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 GFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 、 ヌ ー ド マ ウ ス の RFP標 識 U-87ヒ ト 神 経 膠 腫 内 に 注 入 し た 。 1× 1
0 8  GFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 有 す る PBS溶 液 （ 10μ l） を 、 RFP標 識 U-87ヒ ト 神 経 膠 腫 内 に
注 入 し た 。 GFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 実 施 例 １ の よ う に 、 RFP標 識 U-87ヒ ト 神 経 膠 腫 に お い て
注 入 直 後 お よ び 注 入 1日 後 に 画 像 化 し た 。 い ず れ の 時 点 で も RFPを 背 景 に GFPが 見 え 、 1日 後
に は 広 が っ て い た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 GFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 、 ヌ ー ド マ ウ ス の RFP標 識 DU-145ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 内 に 注 入 し た 。
あ る マ ウ ス に お い て 、 1× 10 8  GFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を RFP標 識 DU-145ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 内 に
注 入 し 、 注 入 直 後 に 画 像 化 し た 。 別 の マ ウ ス に お い て 、 2× 10 8  GFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を RF
P標 識 DU-145ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 内 に 注 入 し 、 注 入 直 後 に 実 施 例 １ の よ う に 画 像 化 し た 。 い ず
れ の 場 合 も 、 RFPを 背 景 に GFPを 見 る こ と が で き た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 GFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 、 ヌ ー ド マ ウ ス の RFP標 識 MDA MB-435ヒ ト 乳 房 腫 瘍 内 に 注 入 し た
。 2× 10 8  GFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー を RFP標 識 MDA MB-435ヒ ト 乳 房 腫 瘍
内 に 注 入 し 、 注 入 直 後 に 実 施 例 １ の よ う に 画 像 化 し た 。 RFPを 背 景 に GFPを 見 る こ と が で き
た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 RFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 は 、 ヌ ー ド マ ウ ス の GFP標 識 PC-3ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 内 で 増 殖 す る こ と
が で き た 。 3× 10 8  RFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー を GFP標 識 PC-3ヒ ト 前 立 腺
腫 瘍 内 に 注 入 し 、 注 入 直 後 、 お よ び 注 入 1日 後 に 、 実 施 例 １ の よ う に 画 像 化 し た 。 す べ て
の 画 像 に お い て RFPを 背 景 に GFPを 見 る こ と が で き 、 時 間 が た つ と 広 が る 。
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【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 も う 一 つ の 実 験 に お い て 、 RFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 は 、 ヌ ー ド マ ウ ス の GFP標 識 PC-3ヒ ト 前
立 腺 腫 瘍 内 で 増 殖 す る こ と が で き た 。 2× 10 8  RFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー
を GFP標 識 PC-3ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 内 に 注 入 し 、 注 入 直 後 、 注 入 1日 後 、 お よ び 注 入 4日 後 に 、
実 施 例 １ の よ う に 画 像 化 し た 。 す べ て の 画 像 に お い て RFPを 背 景 に GFPを 見 る こ と が で き た
。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ヌ ー ド マ ウ ス 内 で 増 殖 し た GFP標 識 PC-3ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 に お け る RFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 の
タ ー ゲ テ ィ ン グ お よ び 漸 進 的 増 殖 を 組 織 学 に よ っ て も 立 証 し た 。 注 入 4日 後 に 、 GFP標 識 PC
-3ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 内 で 増 殖 し た サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 有 す る RFP標 識 組 織 が 得 ら れ た 。 標 準 的
な 方 法 に よ っ て 、 こ の 組 織 を 10%緩 衝 ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 お よ び HE染 色
を 目 的 と し て 処 理 し た 。 PC-3ヒ ト 腫 瘍 組 織 内 で 徐 々 に 増 殖 し 、 腫 瘍 細 胞 を 標 的 と す る RFP
標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 見 る こ と が で き た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 二 番 目 の 実 験 に お い て 、 ヌ ー ド マ ウ ス 内 で 増 殖 し た PC-3ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 上 の RFP標 識 サ
ル モ ネ ラ 菌 を 、 組 織 学 に よ っ て 立 証 し た 。 実 施 例 ８ の よ う に 切 片 が 得 ら れ た 。 注 入 4日 後
に GFP標 識 PC-3ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 内 で 増 殖 し た RFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 を 見 る こ と が で き た 。 未
処 理 対 照 に お い て 、 良 好 に 維 持 さ れ た 腫 瘍 構 造 が 存 在 し た 。 RFP標 識 サ ル モ ネ ラ 菌 で 処 理
し た 後 、 腫 瘍 組 織 の 大 半 が 破 壊 さ れ 、 腫 瘍 の 中 に 広 範 な 壊 死 が 存 在 し た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 RFPを 発 現 す る 10 9 大 腸 菌 を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー を 、 GFPで 標 識 さ れ 、 ヌ ー ド マ ウ ス の 皮
下 で 2週 間 増 殖 さ せ た PC-3中 に 注 入 し た 。 実 施 例 １ の よ う に 、 画 像 が 得 ら れ た 。 大 腸 菌 -RF
Pは PC-3-GFP腫 瘍 に お い て 、 少 な く と も 17日 間 見 ら れ た 。
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