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研究成果の概要（和文）：本研究は、子宮頸がんの発生原因として考えられているHPVのE7遺伝子産物に対する
抗体を作製し、子宮がん治療に応用する事を目的として実施した。HPV16、18の感染が認められた子宮がん患者
より採取されたリンパ節細胞のRNAより、抗体産生ファージライブラリー作成のための遺伝子構築を終えた。ま
た、大腸菌で抗原を作成し、マウスモノクローナル抗体の作成も試みた。しかし、ウイルス感染細胞を特異的に
染色できる抗体は得られなかった。また、評価系構築のため、市販の抗体のスクリーニングを行ったが、ウイル
ス抗原を特異的に染色できる抗体が得られず、評価系の構築ができなかった。そのため、目的の抗体が得られな
かった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to generate antibodies against the E7 gene 
product of HPV, which is considered to be the cause of cervical cancer, and to apply them to uterine
 cancer treatment. The gene construction for the antibody-producing phage library was completed. We 
also attempted to generate mouse monoclonal antibodies by producing antigens with E. coli. However, 
no antibody that could specifically stain virus-infected cells was obtained. In addition, for the 
construction of the evaluation system, we screened commercially available antibodies, but were 
unable to obtain antibodies that could specifically stain viral antigens. Therefore, the desired 
antibodies could not be obtained.

研究分野：腫瘍免疫

キーワード： HPV　抗体　免疫治療　膜貫通　cell-penetrating peptide

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、子宮頸がんの発生原因として考えられているHPVのE7遺伝子産物に対する抗体を作製し、子宮がん治
療に応用する事を目的として実施した。HPV16、18の感染が認められた子宮がん患者より採取されたリンパ節細
胞から抗体産生ファージライブラリー作成のための遺伝子構築ができたことから、子宮がんだけでなく、その他
のがんにおいても同様の抗体作成のためのライブラリー作成の可能性が示された。このことは、それらのライブ
ラリーのスクリーニングより、がん治療用の抗体を得る可能性が示されたということも意義として大きく、今後
も研究を続けていく意味のある事と思われた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 子宮頸がんは女性性器がんの中では最も発生頻度が高く、2012 年の国立がん研究センタ
ーがん対策情報センターの資料によれば、部位別がん罹患数はおよそ 11,000 人となっている。
近年のがん検診の普及から早期診断や、早期治療が進み死亡率は減少してきているが、いまだ難
治症例も多い。近年、子宮頸がん予防の観点から HPV のワクチンも開発され、その効果も期待
されたが、重篤な副作用も報告され、現在は、ワクチン接種については積極的な接種はなされて
いないのが現状となっている。また、発生年齢も徐々に若年化してきており、出産や育児に関わ
る 20～30 代の発症率が高くなってきており、より有効な治療法の開発が望まれている。子宮
頸がんの発生原因としては、HPV 感染によるものが多いため、HPV を標的とした治療法、予防法
が模索されているが、有効な方法として開発されたワクチンも現状では使用が躊躇され、別の観
点からの治療方の開発が望まれている。 
本研究は、これまで培ってきた種々の技術を応用し、従来型の治療薬ではなく、細胞増殖を誘導
する HPV の遺伝子産物である E7 を標的とした抗体、あるいはペプチド合成抗体を用いた治療
法で、本研究の成果は、子宮頸がんにとどまらず、他のがん治療にも応用可能と考える。 
 
(2) Luisa Accardi らは、ヒトリンパ球由来の抗体遺伝子を利用して抗 E7 単鎖抗体を作成し、
HPV16 陽性の Caski 細胞に抗体遺伝子を入れ、細胞内で抗体を産生させたところ、細胞分裂を阻
害するという報告をしている。（Int. J. Cancer: 116, 564–570, 2005) この結果は、E7 に反
応する抗体を、細胞内に入れることにより、細胞増殖抑制効果が得られる事を示唆している。 
 
(3) ペプチド技術については、現在新潟大学病理学講座近藤英作教授の考案した細胞膜透過性
ペプチドを用いた癌治療を目的とした共同研究で、これまで、B リンパ腫、脳腫瘍等を対象に治
療効果を確認し、それぞれ論文に報告（Mol Cancer Ther. 3: 1623-1630, 2004、Mol Cancer 
Ther. 7: 1461-1471, 2008、Int J Oncol. 44:1879-85, 2014）しており、抗体を生細胞に導入
する技術は得ている。 
 
２．研究の目的 
子宮頸がんの有効な治療法は未だ無く、また、ワクチンによる予防についても副作用の発生によ
り使用が躊躇されている。ヒトパピローマウイルス（HPV）が子宮頸がんの発生原因と考えられ
ており、その E7 遺伝子産物が細胞の増殖に関連する事が知られている。また、E7 蛋白に反応
する抗体をがん細胞の中で産生させると細胞増殖が抑制されることが報告されている。申請者
らは、組換え型抗体の作成や細胞膜透過性ペプチドを用いたがん治療の研究を実施してきてお
り、既に論文報告している。本研究では、この技術を用いて、E7 蛋白と反応する組換え型抗体、
あるいはペプチド合成抗体の細胞膜貫通型抗体薬を作成し、子宮頸がん治療に応用することを
目的として実施する。本研究の成果により、子宮頸がんを対象とした臨床研究から先進医療に発
展させたい。 
 
３．研究の方法 
 (1) 抗体の作成： ヒトにおいて発がんリスクの高い
HPV16 型と 18 型の E7 遺伝子産物に対する抗体を作成
する。そのため、子宮頸がん患者の感染HPVタイプをス
クリーニングし、HPV16 型、あるいは 18 型感染患者より
リンパ球を得て抗体ファージライブラリーを作成する。次
いで、HPV16 型と 18 型の E7遺伝子産物の組換え型蛋
白を用いてこれらに反応するファージ抗体を得る。また、
組換えタンパクを用いてマウスモノクローナル抗体を作
成する。 
 
(2) 抗体の改変： E7 抗原に反応する抗体を持つファー
ジをクローニングし、遺伝子配列の決定、さらに、アミ
ノ酸配列を決定するとともに、遺伝子操作技術を利用し
て治療用抗体に改変する。 
 
(4) 抗体の治療効果確認： HPV 陽性細胞を対象として、
改変型抗体を細胞膜貫通型ペプチドにより細胞に導入
し、治療効果を確認する。また、HPV 陽性細胞を対象に、
治療効果の確認された抗体を用いて、HPV 陽性細胞のマ
ウス移植モデルを対象とした生体における治療効果を
確認する。 



４．研究成果 
(1) 患者のスクリーニングと患者リンパ球からの RNA 精製：①本研究
計画について、本学倫理委員会の承認を得て、5人の子宮頸がん患者か
ら摘出されたがん組織の余剰分から、RNA を精製した。 
②タカラの HPV タイピングキットを用いて、RT-PCR と制限酵素切断を
行い、電気泳動で得られたフラグメントを確認した。その結果、HPV-
16 タイプと HPV-18 タイプそれぞれ 1人ずつ確認できた（図 1．）。  
  
(2)抗体のスクリーニングのためのタンパクと抗原発現細胞の作成：
①抗体のスクリーニングには、大腸菌を用いたタンパクの発現と精製
を行った。大腸菌発現用には HPV-E7 タンパクに His-tag を付加する
よう pQE32 ベクターを用いて作成し、抗原の精製については Ni カラ
ムで行った。また、抗原の検出には、抗 His-tag 抗体を用いて行った。
その結果、精製度の高い抗原タンパクを得ることができた（図 2．）。
②動物細胞においては、抗原発現のない細胞へ、抗原遺伝子発現用ベ
クターとして、動物細胞遺伝子発現用ベクター pcDNA3.1 に抗原遺伝
子をクローニングし、電気穿孔法によりマウス線維芽細胞に導入し
て、作成予定の抗体の反応特異性を確認するための抗原発現細胞の作
成を行った。③作成したタンパクを用いて、マウスに免疫し、抗体産
生マウスの作成、また、マウスモノクローナル抗体の作成も試みた。
④マウスモノクローナル抗体は、免疫抗原を対象とした ELISA 法でス
クリーニング、さらにはクローニングを行い、抗原に反応性を持つ抗体を産生する 1クローンを
得た。このモノクローナル抗体については、HPV ウイルス感染子宮がん細胞株、非感染細胞株を
用いて、その反応性を確認したが、ウイルスに特異的な反応は、認められなかった。 
 
(3)ファージライブライリーの作成と抗体のスクリーニン
グ：①ファージライブラリーは、ヒトリンパ球、および、
(2)で作成された抗原を免疫したマウスの脾細胞を用いて
行った。そのため、抗体遺伝子のクローニングと、クロー
ニング後の遺伝子高地用のための PCR プライマー等の設
計を行い、ヒト用には 33個、マウス用には 27の遺伝子を
設計・合成した。②ヒト、マウスの各リンパ球よりキットを用いて
RNA を精製し、RT 反応により cDNA を作成した。それぞれの cDNA を
鋳型として①で合成した PCR プライマーを用いて、VH、VL 遺伝子の
増幅を行い、電気泳動による確認とフラグメントの抽出精製を行っ
た（図 3．）。次いで、VH、Linker、VL 遺伝子の結合とファージベク
ターへ接続のための遺伝子の付加の反応を行い、ファージベクター
へ導入するまでの遺伝子(scFv) 構築を終えることができた（図4．）。 
 
(4)HPV16、18-E7 の発現確認：目的とする抗原の発現を確認するた
め、市販抗体による、免疫染色を行った。対象は、これまで感染が確認され、また、報告のあっ
た細胞株、抗体を用いて行った。現在入手可能な４種の抗体について、実施したが、いずれの抗
体もその特異な反応が認められなかった。さらに、抗原発現遺伝子を導入した細胞においても、
その特異的な反応を確認することができなかった。 
 
(5)総括：①ウイルス感染の認められた患者より、リンパ球が得られ、抗体遺伝子（VH、VL）の
増幅と scFv 構築はできた。②大腸菌による抗原の作成、精製も予定通り実施でき、精製抗原を
得ることができた。③標的とする抗原を発現する動物細胞の作成のための遺伝子構築と導入も
確認できた。しかし、抗原の発現については、抗原を検出する抗体がないため、確認ができなか
った。④最終的に、抗原についての評価系が確立できなかったため、本来の目的の抗体を得るこ
とができなかった。⑥本研究の助成期間は終了したが、本研究は継続して行っており、評価系と
ともに、治療に有効な抗体を得て、早期に臨床に向けた開発を進める。 
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