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研究成果の概要（和文）：子宮頸癌発症の原因は、高リスク型HPV（ヒトパピローマウイルス）への長期感染で
あり、中でもHPV16/18型が70%を占めるとされている。子宮頸癌予防ワクチンは世界中で広く普及しているが、
これまで、その効果を客観的に評価する方法は確立していなかった。本研究では、ワクチン接種によるHPV16/18
型の血中中和抗体価の変動を迅速、かつ簡便に測定する方法を開発した。まず、非特異反応を低減するためにマ
グネットビーズを用いたELISA法を確立し、次に、血清1滴を15分で判定可能な簡易イムノクロマト法を構築し
た。数百人規模の小規模臨床研究の結果から、両方法の結果の一致をみることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The cause of the cervical cancer onset is long-term infection to high risk 
type HPV (human papillomavirus), and it is said that, above all, a HPV16/18 type occupies 70%. The 
cervical cancer prevention vaccine spread widely all over the world, but did not establish the 
method to evaluate the effect objectively until now. In this study, we developed the method to 
measure a change of blood neutralization antibody titer of the HPV16/18 type with the vaccination in
 quickness and simpleness and easiness. At first we established the ELISA method using magnetic 
beads to reduce non-specific reaction and built the simple immunochromatography method which could 
judge one drop of serum next in 15 minutes. We succeeded in watching the agreement of the result of 
both methods from the result of the small clinical study of several hundred scales.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 日本では毎年約 9,800 人の女性が子

宮頸癌を発症し（地域がん登録全国推計値 

2008 年）、約 2,700 人が死亡している（人口

動態統計 2011 年）。子宮頸癌の危険因子は

HPV(ヒトパピローマウイルス)であると既に

解明されている(Zur Hausen, 1983)が、HPV

は主に性交渉で感染するため、感染は決して

稀ではなく、80%もの女性が一生に一度は HPV

に感染しているとの報告もある。しかし多く

の場合、感染は一過性で、ウイルスは免疫力

により自然に消滅する。子宮頸癌に関与する

のは、約 200 種類の型が同定された HPV の中

でも特に 15 種類の、高リスク型に分類される

HPV に持続感染したケースである(Bosch, 

2002)。国内で承認済の子宮頸癌予防ワクチン

は、高リスク型 HPV である 16 型、18型に対

して予防効果を持つ 2価ワクチン（サーバリ

ックス）と、HPV16/18 型に加えて尖圭コンジ

ローマの原因となる 6型、11 型に対する 4価

ワクチン（ガーダシル）の 2種類がある。製

薬会社の資料には、接種後約 9年間は自然感

染の数十倍高い効果が維持できるとあるが、

この効果を客観的に評価する方法は存在しな

い。即ち、どの程度の抗体価で感染予防効果

が見込まれ、それがどの位の期間維持するか、

第三者による報告はされていない。また製薬

会社による解析は前癌状態が抑制されるか否

かの臨床評価が基本であるため、実際に血中

の抗体がどの程度の割合で膣分泌物中に滲出

し感染阻止に効果を発揮するのか、詳細な解

析は行われていない。 

 

２．研究の目的 

 子宮頸癌の発症は、高リスク型 HPV

の長期感染が原因であると解明され、日本で

も HPV16/18 型、ならびに HPV6,11,16,18 型に

対するワクチンが普及した。しかし近年、副

反応の報道や、厚生労働省による「一時的に

当該ワクチン接種の推奨を控える」方針の発

表等、混乱が続いている。その大きな要因と

して、ワクチンの効果を客観的に測定する系

が確立していない点が挙げられる。本研究で

は独自に開発した血中抗体価測定法を発展さ

せ、膣分泌物検体でも測定可能なレベルまで

の高感度化を目指す。さらにこの方法で数百

例の検体を測定し、今まで詳細な解析が行わ

れていなかった血中と膣分泌物中抗体価の相

関を明らかにする。結果をもとに抗体価のカ

ットオフ値を設け、臨床応用可能なワクチン

有効性の判断基準を示すキットを開発するこ

とを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 現在市販されている子宮頸癌予防

ワクチンの大きな問題は、ワクチン接種によ

り誘導される抗体価を検出する一般的な方法

が確立していない点にある。そこで本研究で

は、これまで存在しなかった高感度 HPV 抗体

価測定法を開発することとした。これを用い、

ワクチン接種/未接種被験者の血中および膣

分泌物中の HPV 抗体価を詳細に解析すれば、

抗体が血液中から生殖器粘膜に滲出する時期

や割合等も明らかになり、感染防御に効果を

発揮する抗体価の基準を設定することが可能

となる。HPV 抗体価測定法の構築については

臨床の現場からの要望も多くあり、システム

が確立されれば高い有用性が見込まれる。測

定法は、独自に開発した 2通りの方法をベー

スに発展させる。 

①MUSTag ビーズ高感度測定法 

 既存の方法は、抗原に磁気ビーズを



結合させたdirect ELISA法を基本としている

が、新規測定法ではこれを sandwich ELISA 法

に切り替える。その後、当研究室で開発した

高感度同時多項目測定(MUSTag)法を応用する。

MUSTag 法とは、抗原抗体反応を利用したバイ

オマーカー検出法で、抗体を特定の長さ・配

列の oligo DNA(100～600mer)で標識し、PCR

により標識 DNA を増幅、検出する方法である。

PCR により定量性を維持したまま抗原抗体反

応のシグナルを増幅させ、非常に高い検出感

度が再現良く得られる。また異なる長さ・配

列の DNA を標識するため、抗体中の複数の抗

原を同時に定量することが可能である。 

②簡易蛍光イムノクロマト法 

 これまでに開発済みのイムノクロ

マト法は、ストリップに血清検体とバッファ

ーを滴下し、目視で判定できる仕様であるが、

膣分泌物を測定するには感度が低い。そこで

今回は、インフルエンザウイルス検出用とし

て開発された蛍光イムノクロマト法を応用す

る。この方法は、市販の製品と比較して 100

倍程度の高感度化を実現しており、抗体価の

低い膣分泌物の測定にも応用可能である。 

 

４．研究成果 

 本研究では、これまで確立していな

かった HPV16 型、18 型の血中抗体価を迅速か

つ簡便に測定する方法を開発した。まずELISA

法により、高感度でありながら非特異反応を

低減するためマグネットビーズを用いる等の

工夫をしながら系を確立した。さらなる高感

度化のため、ベースを direct ELISA 法から

sandwich ELISA 法へと試みたが、残念ながら

sandwich ELISA 法ベースの系の確立は出来な

かった。この方法を用いて数百例の実検体を

測定し、十分に条件検討や再現性の確認を行

った後、次はイムノクロマト法での測定法開

発に挑んだ。当初予定していた蛍光イムノク

ロマト法までは構築出来なかったが、血清 1

滴を用い、わずか 15 分という短時間で HPV16

型あるいは 18 型抗体価を定性的に評価する

方法を開発することに成功した。このイムノ

クロマト法においても数百例の実検体による

検討を行い、その結果は先の ELISA 法と一致

することが確認出来ている。また、今回開発

したイムノクロマト法は、企業との協力によ

りキット化が進められている。これまでは、

ワクチンを接種しても抗体価がどの程度上昇

するのか、あるいはワクチンの効果はいつま

で持続するのか等、調べることが出来なかっ

たが、このキットが普及すれば、やがてこれ

らの問題も解決することが見込まれる。 
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