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研究成果の概要（和文）：本研究では、既感染患者の癌予防と治療に有効なHPVワクチンを開発することを目的とした
。そこで日本人に最も頻度が高いHLA-A24によって提示されるE6, E7蛋白由来の抗原ペプチドを同定し、「このペプチ
ドをCTL-based HPVワクチンとして臨床応用することを目標」とした。また、オリゴマンノースリポソームのアジュバ
ントとしての可能性も検討し、有効性を証明した。これらの結果によってより効率的・有効なペプチドワクチンの開発
が期待できる。本研究の到達目標は実際に臨床試験を行うことであり、癌患者の治療法の開発まで期待できるという意
味で意義がある。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to establish an efficient HPV type 16-targeting cancer 
immunotherapy. HPV16-derived viral proteins E6 and E7 are expressed in cancerous cells through the 
progression of the disease and have a role in carcinogenesis but are not expressed in normal cells. In 
this study, we generated a novel HPV 16 E6 and E7 gene plasmid containing oligomannose liposomes 
(OML-HPV). We compared the cytotoxic T lymphocyte (CTL) induction efficiency of OML-HPV and that of 
standard liposome-HPV16 E6 and E7 DNA complex. HPV16 E6-specific CTLs could be generated from HPV 
16-positive cervical carcinoma patient's peripheral blood mononuclear cells by stimulating OML-HPV, but 
could not by stimulating standard liposome-HPV 16 E6, E7 DNA complex. These results indicate that OML-HPV 
is a more effective approach than DNA vaccination using standard liposomes, and that a novel 
HLA-A24-restricted peptide, E6 66-74, might be a suitable target of cervical cancer immunotherapy.

研究分野： 婦人科腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
子宮頸がんは若年者において増加傾向で

あり新しい治療法が必要である 

子宮頸癌は女性では 4 番目に発症頻度の

多い癌で、世界では年間約 50 万人の女性

が新たに子宮頸癌に罹患し、毎年 27 万人

が死亡していると推計されている。日本で

は毎年 8000人が子宮頸癌に罹患し、約 2400

人が死亡していると推計されている。これ

は、日本では 1 日に約 7 人の女性が子宮頸

癌によって命を落としていることになる。

国立がんセンターが公表しているデータ

では、子宮頸癌の罹患率は 20 代後半から

上昇し始め、30 代に罹患率の大きなピーク

があるのが特徴的である。日本産科婦人科

学会の調査でも子宮頸癌の発症年齢の若

年化が顕著で、早期発見のための取り組み

と同時に、放射線や化学療法の他に新しい

治療法の開発による予後の改善が望まれ

る。 

子宮頸部癌と HPV 

子宮頸癌のほぼ 100％にヒトパピローマ

ウイルス(HPV)が検出されており、High risk 

HPV の持続感染が発癌の原因であると考

えられている。 International Agency of 

Research on Cancer (IARC)は 16、18、31、

33、35、39、45、51、52、56、58、59、69、

73型をHigh risk HPVとして認定している。

その中でも HPV16 型は浸潤子宮頚癌の約

半数に見られるが、これらの HPV サブタイ

プは国や地域によってその分布が異なるこ

とが知られている。世界的には 16 と 18 型

がもっとも多く検出され、子宮頸癌症例の

約 70％がこれらによって占められる。これ

らの事実から、子宮頚癌の原因ウイルス、

HPV は免疫療法の恰好の標的と考えられ

る。 
 
２．研究の目的 

これまでに我々は骨肉腫、乳癌、肝細胞癌、

腎癌などに特異的な抗原ペプチドを同定し、

これらは 1相臨床試験に取り組んでいる。

本研究では、既感染患者の癌予防と治療に

有効な HPV ワクチンを開発することを目的

とした。そこで日本人に最も頻度が高い

HLA-A24 によって提示される E6, E7 蛋白由

来の抗原ペプチドを同定し、「このペプチ

ドを CTL-based HPV ワクチンとして臨床応

用することを目標」とした。また、オリゴ

マンノースリポソームのアジュバントとし

ての可能性も検討し、有効性を証明した。

これらの結果によってより効率的・有効な

ペプチドワクチンの開発が期待できる。本

研究の到達目標は実際に臨床試験を行うこ

とであり、癌患者の治療法の開発まで期待

できるという意味で意義がある。 
 
３．研究の方法 
平成 25 年度  

１． 子宮頸部病変の HPV タイピング 

書面により同意を得た子宮頸部異形成およ

び子宮頸癌患者から得られた組織検体を用

い、DNA を採取し、HPV タイピングを行

う。目標症例は 50 例。これらの検体をそ

れぞれのHPV型に特異的なPCRプローブ

を用いてHPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 

52, 56, 58, 59 および 68 型の 13 種類の型

を検出・分類する。 

２． 子宮頚癌患者末梢血単核球細胞 

(PBMC)の採取と HLA タイピング 

上記患者より末梢血 50ml を採血し、末梢

血単核球細胞を採取し、これを用いて HLA

タイピングを行う。HLA は、ヒト主要組織

的合抗原と呼ばれる糖蛋白で、マウスにお

ける H-2 抗原に相当する。ヒトでは、

HLA-A, B, C 抗原などからなるクラスⅠ抗

原と、HLA-DR, DQ 抗原などからなるクラ

スⅡ抗原に大別される。 

本検査は、PCR-rSSO 法により HLA の A

および B Locus, DR(B1) Locus について、

その対立遺伝子（allele）に対する 2 桁（粗



分類; low resolution）で判別し、HLA 型

を推定する。 

 
３． HLA-A24 結合モチーフを持つペプチ

ドの作成 
日本人では HLA の A Locus では A24 を有

している割合が 56％と最も高く、ペプチド

ワクチンを作成するうえで最も効率が良い

と考えられる。そこで本研究ではこの

HLA-A24 をターゲットとして研究を進め

る 。 HPV16 E6E7 の 塩 基 配 列 か ら

HLA-A24 結合モチーフを持つペプチドを

E6、E7 で合成する。 
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われわれがこれまで調べたデータでは

HPV16 の 占 め る 割 合 は 39 ％ 、

HLA-A*2402 の占める割合は 56％であっ

た。 
 
４． 研究成果 

平成 25年度の研究成果 

1. 子宮頸部病変の HPVタイピング 

検体をそれぞれの HPV 型に特異的な PCR

プローブを用いて HPV16, 18, 31, 33, 35, 

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 および 68 型の 13

種類の型を検出・分類した。この中で HPV16

型が 49％と約半数を占めていた。 

2. 子宮頚癌患者末梢血単核球細(PBMC)

の採取と HLA タイピング 

本検査は、PCR-rSSO 法により HLA の A

および B Locus, DR(B1) Locus について、

その対立遺伝子（allele）に対する 2 桁（粗

分類; low resolution）で判別し、HLA 型を

推定した。 
3. HLA-A24 結合モチーフを持つペプチ

ドの作成 
 E6-由来の E6 66–74)は ELISPOT assay 
にてHPV16陽性患者のCTLに強い反応を

示したが、E6 49–57, E6 82–90, E6 87–95, 
E6 98–106、E7 83–93 の反応は弱かった。 

平成 26, 27 年度の成果 

１．OML-HPV の作成 

発現ベクターが抗原提示細胞へ効率よく取

り込まれるようオリゴマンノースリポソー

ム（OML）内に、pCAGGS/E5E6E7 を包

埋した（OML-HPV）。 

２．IFNγ-ELISPOT Assay 

患者から採取した末梢血を分離して得られ

た 末 梢 血 単 核 球 細 胞 （ PBMC ） に

OML-HPV を添加し共培養した。共培養後

48 時間以降 IL-2 を添加し、10-14 日目に

IFNγ-ELISPOT Assay により細胞障害活

性を評価した。OML-HPV は樹状細胞に代

表される抗原提示細胞に取り込まれ、内因

性たんぱくとして腫瘍抗原が発現し、プロ

セッシングを受けたペプチドが MHC I 分

子上で提示されることにより CTL が誘導

され抗腫瘍効果が発揮されることを期待さ

れた。 
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