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研究成果の概要（和文）：本研究では、HPV癌蛋白質E7を標的とした癌免疫療法として、HPV16E7発現乳酸菌製剤
を開発中であり、この分子標的薬におけるコンパニオン診断となるバイオマーカーを探索することをめざした。
最も有力なマーカーとして、高度子宮頸部上皮内腫瘍CIN2-3の病変から回収した擦過細胞におけるHPV16E7発現
レベルが有望であると考え、RT-PCR法を用いたHPV16E7発現測定系を確立した。進行中の医師主導治験でHPV16E7
発現のコンパニオン診断としての有用性を検討していく。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to search for biomarkers that would serve as 
companion diagnostics for the HPV16E7-expressing lactobacillus vaccine that is being developed as a 
cancer immunotherapy targeting HPV16 onco-protein E7. We thought that HPV16E7 expression level in 
the exfoliated cells collected from high-grade cervical intraepithelial neoplasia CIN2-3 could be 
the most promising marker. We here established an assay system to measure HPV16E7 expression in the 
lesion using RT-PCR. We will examine the usefulness of HPV16E7 expression as a companion diagnosis 
in ongoing investigator-initiated clinical trials.

研究分野： 産婦人科・婦人科腫瘍学・癌治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高度子宮頸部上皮内腫瘍CIN2-3に対する薬物療法は未だに未開発のアンメットニーズである。HPVには抗ウイル
ス薬は存在せず、現在、治療薬開発で最も有力な候補は免疫療法である。世界的に開発が進んでいる。免疫療法
では有効例と無効例の差が大きい特徴があり、有効例選択の診断ツールの必要性が高く、その候補であるコンパ
ニオン診断の測定系を開発したことは有意義である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
子宮頸癌は、そのほぼ 100%からハイリスク HPV が検出され、かつ HPV がウイルス癌遺伝

子を持つことから、ハイリスク HPV が子宮頸癌の必要条件である。子宮頸部の HPV ウイルス

感染像は、軽度扁平上皮内病変（LSIL/CIN1）として病理学的に捉えることができる。LSIL の

うち 40-50%は腫瘍性変化を来し、病理学的には高度扁平上皮内病変 HSIL/CIN2-3 となる。

HSIL では、HPV の E6、E7 癌蛋白質が強発現してくる。これらの癌蛋白質によって不死化し

た細胞の一部が、癌形質（遺伝子不安定性、浸潤性、転移能等）を獲得して子宮頸癌を発症する。 

これまでの多くのコホート研究から、LSIL/CIN1 の 70%、HSIL/CIN2 の 50-60%は自然退縮

することも知られている。これは宿主の免疫反応に依る。HPV 蛋白質は外来性の異物抗原であ

ることから宿主免疫反応によって感染細胞、腫瘍細胞を排除しうる。子宮頸部の LSIL に対して

は HPV の E2 蛋白質に対する細胞性免疫、HSIL に対しては E7 に対する細胞性免疫が誘導さ

れた場合に子宮頸部扁平上皮内病変は自然退縮しうる。HIV 感染者やステロイド常用者のよう

な細胞性免疫能が低下している例では CIN は進展することから細胞性免疫が重要である。 

ハイリスク HPV は外性器のどこにでも感染しうるが、HSIL 以上の病変を形成する場所は、

子宮頸部の扁平上皮―円柱上皮境界部（Squamocolumnar junction:以下、SCJ）が中心である。

SCJ には、扁平上皮と円柱上皮に分化しうる多能性と自己複製能を持つ組織幹細胞様（胚細胞

様）の上皮細胞があり、SCJ にハイリスク HPV が感染することで HSIL 以上の病変が発生し、

癌化しやすい環境があると考えられている。SCJ における抗 HPV 細胞性免疫反応の個人差が子

宮頸部上皮内腫瘍性病変の進展、退縮に深く関与している。 

我々は、HSIL/CIN2-3 に発現しているハイリスク HPV の E7 を標的とした分子標的免疫療

法を開発してきた。これは E7 を標的にした癌ワクチンによる世界初の HSIL/CIN 治療薬であ

る。これは、HPV に対する免疫反応が弱いために HSIL まで進展した患者に薬物療法によって

HPV 特異的な免疫を獲得させるものである。HPV16 型の E7 蛋白質を菌体に表出させた E7 発

現乳酸菌（Lactobacillus casei）を経口投与することで、パイエル板・腸間膜リンパ節といった

腸管粘膜リンパ組織（GALT）へ取り込まれ、E7 特異的粘膜免疫（Th1 作用優位）が誘導され

る。腸管粘膜の GALT で誘導された抗 E7 細胞性免疫細胞は、子宮頸部上皮にホーミング（帰

巣）することが分かった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、本製剤に対する臨床的有効性の個体差を知るためのバイオマーカーを探索する

こと、本製剤が有効である患者を選択するためのコンパニオン診断を開発することを目的とす

る。 

 
 
３．研究の方法 
 

本製剤は、粘膜免疫を介して薬理効果である抗 E7 細胞傷害性免疫反応を発揮する。薬理効果

に個体差が生じる要素としては、①免疫誘導能の個体差、②癌抗原の発現量の個体差、が考えら

れる。以下の臨床検体は、すべて研究倫理審査の承認のもとで、患者の同意を得て実施した。 

(1)免疫誘導能と標的分子 E7 発現量の検討 



 我々は、上述の臨床研究の後に、第 IIb 相試験として HSIL/CIN2 を対象とした二重盲検ラン

ダム化比較試験（本薬 20 例、プラセボ 20 例）を実施した。HSIL/CIN3 に対する第 I/IIa 相試

験の臨床検体とともに、本試験で E7 発現乳酸菌製剤を内服した患者から採取した臨床検体も用

いて、本免疫療法の標的分子である HPV16E7 分子の病変局所における発現量を最も有力なコ

ンパニオン診断と考えた。有効例・無効例の E7 発現量を解析するために、子宮頸癌細胞株およ

び CIN2-3 患者からの子宮頸部擦過細胞を用いた E7 発現測定系を樹立することを目標とした。

さらに、本製剤の有効例、無効例ともに子宮頸部上皮内病変の E7 発現量および免疫組織学的検

討を行い、局所の非特異的免疫反応の個体差を検討した。 

(2)子宮頸部 SCJ における免疫学的特徴の検討 

 我々は、これまでに iPS 細胞から子宮頸部の SCJ に存在する組織幹細胞様細胞（以下、induced 

reserve cell：iRC）を作製している。iRC 細胞は、iPS 細胞から分化させて SCJ マーカー、幹

細胞マーカーを有している。既に、この iRC 細胞に HPV16/18 を導入した細胞株（HPV16/iRC、

HPV18/iRC）を樹立しており、これは HPV 発癌による一種の癌幹細胞の性質を有すると考え

ている。本研究では、子宮頸癌の癌幹細胞の免疫逃避機構を解明するために HPV16/iRC、

HPV18/iRC を用いた in vitro 実験を行った。SCID マウスを用いた in vivo 実験では、子宮頸癌

細胞株と iRC 細胞の生体内での E7 発現量を比較するとともに、起因するウイルスタイプの違

いにも注目し、HPV16 と HPV18 型の比較を行った。 

 

 本研究は、実際に E7 発現乳酸菌製剤を臨床研究として投与された患者からの臨床検体を用い

るできる点、その薬理効果、臨床的有効性がわかっていることから後向きコホートで検証できる

点で独自性は極めて高い。本研究によって、本製剤の有効性を最も期待できる患者を抽出する方

法を確立したい。個別化医療の観点から、HSIL/CIN2-3 に対する本治療薬のコンパニオン診断

法を開発することは E7 発現乳酸菌製剤の開発（現在、医師主導治験の準備中）と併せて進める

べきと考えられる。また我々が樹立した子宮頸部の組織幹細胞様細胞から作製した子宮頸癌の

癌幹細胞様細胞の免疫学的性質を調べることは子宮頸癌に対する腫瘍免疫や免疫療法の研究の

一助になると考えられる。 
 
４．研究成果 
 

(1)免疫誘導能と標的分子 E7 発現量の検討 

本研究により、コンパニオン診断の開発では、治験薬服用前の CIN2-3 病変からブラシを用い

て擦過し採取した細胞（子宮頸がん検診液状細胞診と同

じサンプル）を用いて、HPV16 型 E7 発現量（mRNA レベ

ル）を RT-PCR 法によって測定する系を樹立した。これま

でに各治験実施施設で採取、保管され、中央ラボに輸送

された臨床検体についても E7 発現量を安定的に測定で

きている。右グラフに子宮頸部擦過細胞中に含まれる

total RNA 1ng あたりの HPV16 型 E7 mRNA コピー数

（copy/ng of tRNA）を縦軸にプロットした。本薬、プラ

セボ薬の割付け状況は現時点では不明であるが、奏効例

（CR/PR 例）では、不変例（SD例）に比して、E7 発現量

が高い傾向がある（p=0.07）ことを見出した。カットオ

フ値が設定できれば、“E7発現-High”症例でのIGMKK16E7



の奏効割合が高くなることが示唆される。これらの基礎データをもとに、本研究では治験終了後

にコンパニオン診断としての臨床的意義を検討していく予定である。 
 
 

(2)子宮頸部 SCJ における免疫学的特徴の検討 

2018,2019 年度は、我々が開発した粘膜免疫療法である HPV16E7 発現乳酸菌製剤に対する

臨床的有効性の個体差として CIN 病変の E7 蛋白質発現の測定系樹立と臨床検体の測定を行っ

た。2020 年度は、我々が樹立した iPS 細胞由来の子宮頸部組織幹細胞様細胞（induced reserve 

cell：iRC）の解析を実施した。iRC 細胞に HPV16 もしくは HPV18 の E6/E7 癌遺伝子を導入

した細胞株（iRC-16、iRC-18）を樹立し、免疫不全マウスに接種したところ、それぞれ腫瘍を

形成した。HPV の癌遺伝子 E6/E7 を導入しただけで腫瘍を形成したのは、先行研究ではなかっ

た現象である。これには、iPS 細胞由来の幹細胞特性が関与していると考えられた。さらに

HPV16 と HPV18 の比較をしたところ、iRC-18 腫瘍では浸潤性腺癌を形成した。子宮頸部腺癌

の約 50％は HPV18 が原因であり、これを実験的に証明したのは世界初である。HPV 癌遺伝子

を導入していない iRC-cont でも腫瘍形成したが、これは未分化腫瘍であった。これに対して、

iRC-18 は浸潤性腺癌となった。iRC-16 にも腺系上皮を認めたが、過形成程度の病変であり、癌

の形成は見られなかった。また、腫瘍増殖速度も iRC>iRC-18>iRC-16 の順であった。iRC-16

は、腫瘍形成速度が iRC-18 よりも明らかに遅く、浸潤性癌の形成には至らなかった。このこと

は、iRC-18 が幹細胞としての特徴を保持しながら、腺系上皮に分化したことを意味する。上皮

系、幹細胞系、腺系の各種マーカーについて、iRC-18, iRC-16 腫瘍の免疫染色を行ったところ、

iRC-18 で、幹細胞マーカー(ALDH-1,p63, CD44, CK17)が陽性となった。同じ腫瘍内でも、浸

潤性腺癌、上皮内腺癌、正常腺上皮が混在していた。 

HPV18 は幹細胞特性を保持できる性質があり、それがヒトでの子宮頸部腺癌につながり、ま

た予後不良の臨床特性と合致すると考えられた。これから、各段階の腺系病変をレーザーマイク

ロダイジェクションで切除し、それぞれのゲノム解析、発現解析を行っていく。HPV18 による

子宮頸部腺癌の発生機序を解析し、新しい創薬開発を探索していく。 
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