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研究成果の概要（和文）： 

現在日本国内で市販されている 2 種類の子宮頸癌予防ワクチンは、いずれも子宮頸癌罹患率

を 70%程度減少させるとの試算がある一方で、その効果を客観的に測定する方法が確立されて

いない。本研究では、これらワクチンにより感染予防可能な高リスク型 HPVである 16/18型の

血清中中和抗体価を測定する独自の系を確立することに成功した。また、この測定法を用いて

ワクチン接種/未接種検体での小規模臨床研究を行い、ワクチン接種がもたらす HPV16/18 抗体

価の上昇を確認した。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Two kinds of human papillomavirus (HPV) vaccine currently commercialized in Japan are 
estimated that they would be able to protect approximately 70% of cervical cancer cases. 
On the other hand, the method of measurement on these HPV vaccine efficacies had not been 
established yet. In this study, we developed the original methods on measure the 
neutralized HPV types of 16 and 18 antibodies in sera, types which are known as the most 
typical high risk factors of cervical cancer, induced by the vaccination. We also 
practically evaluated pre-/post- vaccinated sera and found that the levels of antibody 
are certainly increased by HPV vaccine. 
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１．研究開始当初の背景 

 子宮頸癌は、女性特有の疾患として国内で
は年間約 15,000 人が発症し、約 3,500 人が
死亡しているとの統計がある。近年特に 20

～30代の若い患者の数が急増しており、深刻
な社会問題となっている。子宮頸癌は、ごく
初期の段階で発見できれば予後が良いため、
定期検診は大変重要であるにも拘わらず、日
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本での受診率はわずか 20%にすぎない。 
1983 年、Hausen 等によって子宮頸癌はヒ

トパピローマウイルス(HPV)が原因で発症す
ることが発見された。さらにその後の研究で、
100種類以上同定された HPVの中でも子宮頸
癌の原因となるのは約 15 種類の高リスク型
HPV の持続感染であるということが明らかと
なった(Bosch, 2002)。高リスク型 HPV 群の
中でも特に HPV16/18 型は、子宮頸癌組織か
ら検出される HPV の約 70%を占める(Munoz, 
2004)。 

2009 年 12 月に本邦で認可となった子宮頸
癌予防ワクチンは、HPV16/18 型に対するグラ
クソ・スミスクライン社の 2 価ワクチン
(Cervarix)である。接種は筋注にて 3回、ス
ケジュールも定められている(0,1,6 ヵ月)。
また、申請中のワクチンは HPV16/18 型に生
殖器疣贅の原因ウイルスである HPV6/11型を
加えたメルク社の 4価ワクチン(Gardasil)で
あり、こちらも筋注にて 3 回(0,2,6 ヵ月)接
種となっている。両ワクチンとも重篤な有害
事象の報告はなく、接種後 6～7 年は自然感
染より数十倍高い抗体価が持続することが
製薬会社の試験で確認されている。しかし、
これら予防ワクチンにはまだ解決すべき問
題も残っている。血清中の中和抗体価を測定
する一般的な系が未確立のため、製薬会社の
示す接種スケジュールが全ての人にマッチ
しているかどうか、客観的には判断できない。
また、感染予防に効果を発揮する中和抗体価
の指標も設けられていないため、どこまで抗
体価が上昇すれば良いか、どの程度の期間効
果が持続するか、手探りの状態である。 
接種を受ける個人に合ったプロトコール

の最適化は臨床現場でのニーズも高く、ワク
チン効果が安全に、最も有効に発揮されるた
めには不可欠な課題となっている。 
 
 
２．研究の目的 
 2009 年末にわが国でも認可となった子宮
頸癌予防ワクチンにより誘導される、血清中
の HPV中和抗体価測定系構築を主な目的とす
る。子宮頸癌は高リスク型 HPVの持続感染が
原因で発症するが、このワクチン接種により
子宮頸癌の原因の約 70%を占める HPV16/18型
の感染予防が可能となる。また認可申請中の
4 価ワクチンも同様の発癌型 HPV をターゲッ
トとしており、加えて生殖器疣贅の 75～90%
を誘引する HPV6/11 型の感染も予防できる。
これらワクチンが普及すれば、子宮頸癌の罹
患率は約 70%減少するとの試算がある一方で、
現段階ではワクチン効果測定法が確立して
いない。即ち、血清中にどの程度の中和抗体
があれば十分な感染阻害効果が見込めるか、
あるいはその効果がどの位の期間保たれる
のか、未知のままとなっている。本研究では、

唯一予防が可能な癌のワクチン有効性を明
確にし、実用化に向けた検査法の開発を目指
す。具体的な達成目標は、 
（１）簡便な操作で 
（２）３０分以内に 
（３）２～４種類の HPV型を同時に 
（４）高い特異性と感度で 
（５）低侵襲的に得られる検体で 
測定可能な系の開発である。 
 
 
３．研究の方法 
 子宮頸癌予防ワクチンが最大限に効果を
発揮するために有用な、血清中の中和抗体価
測定法ならびに測定キットの開発を行う。研
究は以下に示す（１）～（５）の順に遂行、
実用化に近い成果を挙げ、最終的には基盤技
術を企業に導出することを目標とした。 
 
（１）抗体および抗原の作製 
①抗体 
 合成した HPV16/18型 L1タンパク質をマウ
ス/ウサギに免疫し、それぞれのハイブリド
ーマ培養上清および腹水/抗血清よりモノク
ローナル/ポリクローナル抗体を得た。これ
ら抗体は、キット作製時の品質管理目的に使
用する予定である。 
②抗原 
 HPV16/18/31/33/51/58 型 L1 遺伝子をバキ
ュロウイルス発現ベクターに組み込み、タン
パク質産生を試みた。大腸菌内での組換えバ
キュロウイルス DNAが作製可能な Bac-to-Bac
発現システムを用い、ポリヘドリンプロモー
ター制御下で、各 HPV型の生物学的活性と構
造は保持したままでありながら感染性の無
いタンパク質の大量発現に取り組んだ。また
この方法とは別に、HPV16/18 型 L1 遺伝子に
ついては人工的に合成した各遺伝子を挿入
してトランスファーベクターを構築、これに
より組換えウイルスを作製してカイコに感
染、カイコ体内でタンパク質を発現させると
いう方法で大量の抗原を得た。 
 
（２）簡便で迅速、かつ多項目検出可能な系

の確立 
 前出３．（１）で作製した抗体および抗原
を用い、測定系の構築を行った。取り扱いが
簡便、かつ高感度で多項目の測定が可能な応
用型 ELISA法、ならびに新規イムノクロマト
法の実用化を目指した。 
①プロトコールの検討 
将来、病院等の臨床現場で実際に使用する

ことを視野に、極力簡便で迅速に測定できる
プロトコールを決定した。特殊な訓練を要し
ない手技で行え、なおかつバックグラウンド
の少ない方法を目指した。また、抗体・抗原
濃度、ブロッキング試薬の種類、反応バッフ



 

 

ァー中の塩濃度および界面活性剤の種類や
濃度などの最適化を図った。非特異的な吸着
による S/N比の改善についても検討した。 
②多項目測定技術の開発 
まず、現在認可されているワクチンに即し

た HPV16/18 型について、単項目を確実に測
定できる技術の確立に取り組んだ。その後、
エピトープやクロスリンク等の問題を考慮
し、この 2項目が同時に測定可能な系の開発
を先行して行うこととした。 
③高感度技術の検討 
バックグラウンドを低減させつつ、90%程

度の特異性を保つためにはどのくらいの感
度を持たせるべきか、モデル系で詳細に検討
した。 

 
（３）ヒト検体を用いた検証 
 確立した測定法に従い、実際にヒト血清に
よる評価を行った。実検体には夾雑物も多く
含有するため、モデル系とは大きく異なる場
合がある。この段階ではより実用化に近い検
証を行った。 
①プロトコールの再検討 
ヒト検体を用い、３．（２）で概ね決定し

たプロトコールを再検討した。HPV 曝露前の
コントロール検体としては、小児科に通院あ
るいは入院中で、本人および保護者より研究
に参加することへの同意を得られた患者の
余剰検体を使用した。本研究で使用する目的
のみの採血は、小児に対しては行わないよう
配慮した。 
②サンプル処理法の検討 
 希釈液の組成と希釈倍率に関し、キャリア
タンパクの添加、pH調整、操作手順等を考慮
しながら細かく検討した。 
③基礎データ収集 
 本研究で行うのは臨床応用に向けた基礎
的な研究であるが、企業に技術を導出する際
に必要となるため数十例規模の臨床データ
を収集した。このデータをもとに陽性/陰性、
ならびに偽陽性/偽陰性の診断基準を設定し
た。 
 
（４）企業との連携による技術改良 
 本研究で確立した基盤技術を、共同研究先
の企業と連携しながら改良した。 
①品質管理 
 試薬や測定キットの保存性テストとして、
保管する際の温度や湿度、期間などについて
目安を設定した。 
②再現性の確認 
 日間および実験者間での格差は無いか、再
現性は保たれているか等の確認を行った。 
③その他、企業との折衝 
 基盤技術を導出するにあたり研究者側、企
業側双方から意見をフィードバックし合い、
ディスカッションを重ねて改良し、互いの要

望を取り入れたキット試作品を完成させた。 
 
 
４．研究成果 
（１）抗体作製 
 マウスモノクローナル IgG 抗体は、ハイブ
リドーマ培養上清および腹水からという 2通
りの方法で作製を試みることとなった。培養
上清は、スクリーニングにより抗体価の高い
2 クローンを馴化し無血清化まで進めたが、
後にいずれも IgMであることが判明したため
中断した。これに代わり、免疫したマウスの
腹水を採取、精製する方法に切り替えた。ポ
リクローナル抗体作製についてはウサギ抗
血清を採取済で、精製の後、キット作製時の
品質管理のために使用する予定である。 
 
（２）抗原作製 
 研究開始時は、HPV16/18型以外にも日本人
に多い高リスク型 HPVである 31/33/51/58型
L1 タンパク質の産生をバキュロウイルス発
現系により試みたが、測定に用いるに十分な
収量は得られなかった。そこで、市販のワク
チンに対応するため HPV16/18型 L1タンパク
質については別途ウイルスベクターをカイ
コに感染させる方法を早急に進め、大量発現
させた。その他の HPVはバキュロウイルス発
現系により再スタートし、33/51 型：タンパ
ク質精製まで、31/52 型：ウイルス感染まで、
58 型：バクミド作製まで、が終了している。
作製途上の HPV は凍結保存してあり、機会が
あれば再開可能な状態となっている。 
 
（３）ビーズ ELISA法による測定系構築 
 当初の段階では一般的な直接法 ELISAを試
みたが、この方法ではバックグラウンドが非
常に高く、抗原ネガティブのサンプルでも反
応してしまうため測定には至らなかった。そ
の後、ブロッキング剤を変更することで若干
の改善が見られたものの、安定した測定が困
難であることや、キット化するには問題のあ
る試薬を使用せざるを得なかったため方法
を切り替えることとした。そこで、開発する
上でネックとなっていたバックグラウンド
を低減させるために、マグネットビーズを用
いるという方法に変更した。基本原理は直接
法 ELISA と同様であるが、抗原にマグネット
ビーズを結合させて感作ビーズを作製し、こ
れを測定に使用することで大幅なバックグ
ラウンドの低減に成功した。従来法 ELISAよ
り手技が少々煩雑にはなるが、非特異反応は
見られなくなった。 
研 究 初 年 度 よ り 作 製 に 取 り 組 ん だ

HPV16/18L1 タンパク質は、発現の方法を変更
し大量に得られたため、先行してこの 2種類
の抗体価測定系を構築した。コントロール検
体により感度、および精度を十分に検討・調



 

 

整した後、HPV曝露前の小児血清(18例)と同
一個人のワクチン接種前/後血清（各 20例）
を実際に測定して検証した。その結果、小児
血清とワクチン接種前の血清中 HPV16/18L1
抗体価に差異はなかったが、これらと比較し
てワクチン接種後の血清中の抗体価は有意
に上昇していることが確認できた。 
 
（４）高感度化イムノクロマト法の開発 
 企業との共同で開発を進め、イムノクロマ
ト法でも４．（３）と同様に小児血清(18 例)、
同一個人のワクチン接種前/後血清(各 20例)
の測定を行った。テストラインのバンドは、
カラーチャートにより 8段階の色調を目視で
判断できるよう工夫した。この測定結果にお
いても小児血清とワクチン接種前血清に差
は無く、ワクチン接種後血清のみでテストラ
インのバンドが確認できた。また 20 例のワ
クチン接種後血清中抗体価測定結果を精査
したところ、４．(３)のビーズ ELISA法で高
価が認められた検体ではイムノクロマト法
によるバンドのレベルも高く、ELISA で低値
を示した検体はイムノクロマトのバンドレ
ベルも低いことが確認できた。 
 

 以上、ビーズ ELISA 法は実験室レベルで
の最終検討が終了、キット化に向け企業との
協議を開始している。イムノクロマト法はプ
ロジェクト開始時から企業との共同開発を
行っており、キット仕様も大筋で決定してい
る。これら 2 種類の測定法により、現在市販
されているワクチンに対応した HPV16/18 型
L1 抗体価の上昇を確認するキットは現実的
なものとなりつつある。但し現段階ではビー
ズ ELISA 法、高感度化イムノクロマト法とも
単項目測定のみの開発にとどまっており、
HPV16/18L1 抗体価の同時測定には至ってい
ない。簡便なキットはワクチン接種医や被接
種者からの要望も多く、今後も開発を続けて
行く予定である。また HPV16/18L1 以外の HPV
型についても同様の測定系を完成させ、新た
なワクチンが認可された際には、すぐに対応
可能な状況にしておくことを目指したい。 
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