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研究成果の概要（和文）： 子宮頸癌前癌病変(CIN3)の初の治療薬として、HPV16型E7発現乳酸菌,GLBL101c, の有効性
を臨床試験によって証明したが、その有効性を増強させることを目的とした。GLBL101cに粘膜アジュバントLTBを添加
した状態で十全大補湯、補中益気湯を併用したところ、腸管粘膜リンパ球にGLBL101c単独よりも4-5倍高いE7-CMIが誘
導された。1.2x10~8乳酸菌あたり E7分子量として0.1-0.3μgが菌体表面に表出する最高量であり、かつ0.3μgのE7分
子量の量比が最もE7特異的IFNγ産生細胞の誘導能が高かった。新型E7発現乳酸菌を開発するための基礎情報となる。

研究成果の概要（英文）：Cervicalcancer and its precursor lesion,cervicalintraepithelial neoplasia 
grade3(CIN3)are a mucosal precancerous lesion caused by high-riskHPV.Induction ofimmunological clearance 
ofCIN3 by targetingHPV antigens is a strategy for CIN3therapy.We've evaluated the clinical efficacy of an 
attenuated Lactobacillus casei expressing HPV16E7,GLBL101c,in patients with HPV16-associatedCIN3.GLBL101c 
had a regression onCIN3to CIN2,but the efficacy remained partial.So we developed next generation 
E7-expressing Lactobacillus-basedvaccine to improve induction ofmucosalimmune responses to HPVE7.
1)TheJapanese herbalmedicines,JuzenTaihoTo(JTT)/HochuEkkiTo(HET)showed the synergy ofan 
oralLactobacillus-based vaccine on mucosalimmune responses.2)0.3μgofE7in1.2x10~8cells 
ofLactobacilluscasei wasthe most effective dose forimmunological inducibility with 2-fold higher thanthe 
existing,GLBL101c.The optimized newcancer-vaccine with increased pharmacologicaleffect will be a reliable 
drug for treatmentofCIN2-3.

研究分野： 産婦人科学
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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 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、HPV が子宮頸癌の必要条件であ
ると考えられる。HPV のウイルス増殖像は、
子 宮 頸 部 上 皮 内 腫 瘍 性 病 変 （ cervical 
intraepithelial neoplasia: CIN）のなかの軽度の
もの（CIN1）として捉えることができる。CIN1
患者の約 80-90%は、CIN1-2 から子宮頸管炎
レベルを反復し、CIN3 へ増悪することはな
い。約 10-20%の CIN1 患者において、HPV 感
染が持続するなかで、HPV 癌遺伝子 E6, E7
が子宮頸部上皮細胞に挿入（integrate）され、
上皮細胞の不死化をもたらし、その後の癌化
につながる。多くの疫学研究から、HPV 感染
者約 200-300 人に 1 人ぐらいの頻度で子宮頸
癌が発生すると推定される。HPV 感染者の多
くは、自身で獲得した免疫応答によって、
HPV 感染を一過性感染にとどめている。HPV
に対する細胞性免疫によって免疫制御が不
十分な場合に、持続感染を許すことから、子
宮頸癌の発症と抗 HPV 細胞性免疫は深く関
与する。 
我々は、CIN 病変患者、子宮頸癌患者に対

する治療を目的とした HPV 治療ワクチンの
開発をめざしている。上述したように、子宮
頸癌は子宮頸部粘膜病変から発生すること
から、E7-CTL は粘膜免疫として誘導するべ
きである。最近の粘膜免疫の研究によって、
全身性免疫と粘膜免疫では、異なった感作・
メモリー・実効システムを持っていることが
わかっている。しかし、これまで海外で開発
された HPV 治療ワクチンは、いずれも全身
性免疫を誘導するタイプの HPV 治療ワクチ
ンであった。そのため、いずれの HPV 治療
ワクチン臨床試験でも、E7-CTL を伴って子
宮頸部に治療効果を証明できたワクチンは
１つもない。 
我々は粘膜免疫を誘導するために経粘膜

投与に注目した。ヒトの腸管由来の乳酸菌
Lactobacillus casei は、パイエル板などの腸管
粘膜リンパ組織への取り込みがあり、乳酸菌
に提示された抗原は腸管粘膜免疫を誘導す
る。しかも、食経験があって、安全性の高く、
反復投与も可能である。生殖器には、粘膜免
疫を支配する粘膜リンパ組織は存在せず、腸
管の粘膜リンパ組織がその代用をしている。 

HPV 関連癌に対する免疫療法を考えた場
合、最も有力な標的分子は、HPV のウイルス
癌蛋白質であり子宮頸癌とその前がん病変
で恒常的に発現していて、かつヒトにおける
抗原性がある分子となる。その条件を満たす
のが HPV E7 分子であることは自明である。 
そこで我々は、E7 を Lactobacillus casei の

菌体表面に提示した E7 発現乳酸菌ワクチン
を製剤化(GLBL101c)した（ジェノラック BL

㈱との共同開発）。これを経口投与すること
によって、腸管を介して子宮頸部に粘膜免疫
を誘導することを考えた。 
２．研究の目的 
施設研究倫理審査委員会の承認（UMIN 公

開）のもと、HPV16 陽性の CIN3 症例を対象
とした GLBL101c(1cap あたり 250mg の E7 発
現乳酸菌)の安全性と有効性の第 I/IIa 相臨床
試験を開始した。CIN3 に対する治療効果は、
4cap の 1 例で CIN3 の消失を確認した。しか
し、臨床効果としてはまだ十分とは言えなか
った。 
今回の臨床試験では対象を CIN3 にしてい

るが、子宮頸癌(浸潤癌)に対する有効性をも
たらすためにも、E7-CTL の誘導能を増強す
る手段を模索する必要がある。本研究では、
この新規 HPV 治療ワクチンの有効性を増強
させるための新型の E7 発現乳酸菌を開発す
るか、アジュバントの導入もしくは子宮頸部
粘膜における抗原提示能の増強を検討する
ことを目的とした。 
３．研究の方法 
（１） アジュバントによる効果増強：  
我々が開発した経口 HPV 治療ワクチンは、

乳酸菌 Lactobacillus casei 株（以下、L. casei）
をワクチンキャリアーとして用いている。そ
こで本研究では、L.casei ベースのワクチンに
アジュバントを加えることにより、抗 HPV
細胞性免疫の増強をはかることをめざして
いる。アジュバントとしては同じ投与経路で
投与される経口アジュバントに注目した。 
 これまでの研究から腸管粘膜で発現され
るホーミングレセプターintegrin 47 が陽性
であるリンパ球が子宮頸部リンパ球の
20-60%を占めることから、腸管粘膜リンパ球
が子宮頸部にホーミングすることが予想さ
れていた。GLBL101c 内服によって子宮頸部
に抗 HPVE7-CTL が確認されたことによって、
腸管粘膜と子宮頸部粘膜の間に粘膜リンパ
球を介したワクチン効果の伝播があること
は明らかとなった。したがって、経口 HPV
治療ワクチンの治療効果は、腸管粘膜での免
疫誘導によって決定される。 
本研究では、げっ歯類を用いた動物による

アジュバントの有効性を検討する。粘膜免疫
誘導能を調べるためには、粘膜リンパ球の免
疫応答を調べる必要がある。本研究では、
GLBL101c を C57/BL6 マウスに 4 クール経口
投与(1, 2, 4, 8 週)して、最終免疫から 4 週間後
にマウスの腸管を取り出し、粘膜リンパ球を
分離・培養する。マウスを用いる理由は、
HPV16 E7 に対する CTL の認識領域(以下、
CTL エピトープ)がわかっているからである。
CTL エピトープの合成ペプチドによる刺激
によって E7 に対する特異的な獲得免疫能を
調べる。これには ELISPOT 法（E7 刺激によ



って活性化された CTL が IFNを産生するの
で、その産生細胞数をカウントする方法）を
用いる。この実験法に、アジュバントとして
次のものを導入し、GLBL101c 単剤との比較
を行う。細胞性免疫の増強効果が期待される
漢方薬（十全大補湯（JTT）と補中益気湯
（HET））を候補とした。また粘膜アジュバ
ントとして、LTB もしくは alpha-GalCer を併
用することも試みた。 
いずれも GLBL101c と一緒に、マウスに胃

管から経腸管投与する。最終投与後の 1-2 週
後に粘膜型E7-CTLをELISPOT法で測定した。 
（２）新型乳酸菌の開発とその薬理効果の検
討： 
アンジェスMG社から薬剤提供をうけた

GLBL101c Cap.は、HPVのE7を乳酸菌に遺
伝子導入し、一定の発現量で固定されている
乳酸菌を用いているが、その薬理効果（E7
特異的免疫誘導能）をさらに増強した第二世
代のHPV分子発現乳酸菌を開発し、本研究か
らの物質特許をめざし、このE7発現量（E7：
乳酸菌菌体量の量比）が、粘膜免疫誘導にお
いて最適な量比（規格）を検討することとし
た。 
 国立医薬品食品衛生研究所の五十君博士
より、様々な E7:菌体量比の精製 HPV16 E7
を乳酸菌菌体表面に固定化した新型 E7 結合
乳酸菌を供与された。1.2×108 乳酸菌に対し、
それぞれ E7 分子量として 0.03、 0.1、 0.3、
1.0 µg を固定化した。これらの E7 結合乳酸
菌の免疫効果のマウスへの経口投与実験に
よって検討した。すなわち、各 E7 結合乳酸
菌を C57BL/6 (H-2b)マウスへの腹腔内投与
後の粘膜リンパ球中における E7 特異的
IFNγ 産生細胞数で評価した。 
（３）腫瘍内微小環境における抗原提示能の
検討： 
癌腫瘍内微小環境は、本研究の創薬の根幹

である癌免疫療法において極めて重要な要
素である。すなわち腸管粘膜を介して HPV
分子を標的とした細胞性免疫を誘導しても、
子宮局所の粘膜腫瘍内に免疫寛容状態が形
成されていると有効な細胞傷害活性が腫瘍
内で発揮できない可能性が出てくる。腫瘍内
微小環境では、癌細胞、癌関連繊維芽細胞
（cancer-associated fibroblast: CAF）などに
よって腫瘍浸潤リンパ球（tumor-infiltrating 
lymphocyte: TIL）を抑制系に誘導する可能
性がある。 
 本研究では子宮頸部の腫瘍内から採取し
た子宮頸部リンパ球を、腫瘍内リンパ球
（tumor-infiltrating lymphocyte: TIL）と考
え、TIL を用いて直接的に癌ワクチンの免疫
学的評価を実施している。一方、CAF につい
ての検討は行っていなかった。 
 ヒト頸癌症例の臨床検体より CAF を分離培養

した。また、第３者の末梢血を採取してそこから
磁気ビーズ法を用いて NK 細胞を分離して、
CAF との共培養による NK 細胞の細胞障害活
性の変化を調べた。 
 また免疫寛容状態をもたらす代表的な因子で
ある TGF-βを介した CAF の機能修飾にともなう
NK 細胞との相互作用の変化を調べるために、
CAF 培養系に TGF-βを添加して、細胞機能の
変化を誘導した後に、NK 細胞との共培養を行
った。 
４．研究成果 
（１）アジュバントによる効果増強： 
免疫賦活作用が知られている十全大補湯

（JTT）と補中益気湯（HET）を用いた。漢
方薬は食餌に混ぜてGLBL101cのマウス投与
期間中連日内服投与した。粘膜アジュバント
である大腸菌トキシン（LTB）はGLBL101c
投与の週に週1回投与した。JTTもHETを
GLBL101cに併用した場合は、脾臓細胞では
E7-CMIがGLBL101cのみと比して上昇した
ことから全身性免疫へのアジュバント効果が
示された。しかし腸管粘膜リンパ球では明ら
かな上昇とは言えなかった。そこで、
GLBL101cにLTBを添加した状態でJTT、
HETを併用したところ、腸管粘膜リンパ球に
GLBL101c単独よりも4-5倍高いE7-CMIが誘
導された。また抗E7抗体も血清中、腸管洗浄
液中に誘導された。とくにHETの誘導能が高
いことがわかった。乳酸菌と漢方薬、粘膜ア
ジュバントを併用することによってE7-CMI
を粘膜リンパ球に誘導する作用が相乗的に増
強されたが、LTBは毒性の問題からヒトへの
投与が難しい。そこで、本年度は、LTBに代
わ っ て 、 ヒ ト で の 使 用 経 験 の あ る
alpha-GalCerを粘膜アジュバントとして用
い、同様の検討を行った。 
 マウスに1mg/headのGLBL101cを経口投
与する際に、alpha-GalCerとHETを併用する
ことにより、GLBL101c単独と比べて約2倍の
E7-CMI上昇が観察された。 
（２）新型乳酸菌の開発とその薬理効果の検
討： 
1.2×108 乳酸菌に対し、それぞれ E7 分子

量 0.03、 0.1、 0.3、1.0 µgを加え、固定
化されていることをフローサイトメーター
及び蛍光顕微鏡にて確認したTCA処理及び未
処理の L. casei IGM393 を供与された。マウ
スへの経口投与における腸管上皮内の粘膜
リンパ球中のE7特異的IFNγ産生細胞数の検
討では、 E7 分子の固定量依存的に増加して
いることが確認された。 TCA 未処理菌体の免
疫評価では、0.1～0.3μgを超えると免疫効
果は一定である結果が得られた。 E7 を同一
量固定化した場合では TCA 未処理の方が E7
特異的 IFNγ産生細胞の誘導能が高かった。 
以上のことから、今後新型のE7発現乳酸菌



を開発するうえで、求められる最適なE7分子
量は、1.2×108 乳酸菌に対し、0.3µg以上で
あることが判明した。しかも、E7量 0.3gの
結合型E7乳酸菌は、マウス実験で既存の
GLBL101cの約2倍のE7特異的な粘膜免疫誘導
能を発揮した。目標とする免疫効果が得られ
たので、このクローンを用いて、第2世代の
E7乳酸菌として、GMP製剤化を検討していく
こととした。本成績は、国立医薬品食品衛生
研究所の五十君博士とともに特許出願する
に至っている。 
（３）腫瘍内微小環境における抗原提示能の
検討： 

CAFのマーカー蛋白質であるαSMAの発
現を調べることで子宮頸癌組織から分離培養
した細胞がCAFであることが確認できた。 

NK細胞の単独培養と比較して、CAFとの
共培養に伴ってNK細胞は細胞障害活性を有
意に減弱していた。この変化は臍帯静脈血管
内皮細胞との共培養では生じず、CAFに特徴
的な細胞特性であると考えられた。 
 TGF-β刺激後のCAFでは無刺激の場合と
比較して NK 細胞抑制作用が増強した。CAF
上に TGFBR2 を強制発現させたところその
作用がさらに増強し、一方で siRNA を用い
て TGFBR2 の発現抑制を行うと同作用の減
弱を生じた。これら一連の結果よって、CAF
によるNK細胞の細胞障害活性抑制作用を制
御する分子機構として、TGFBR2 を介した
CAFへの TGF-βシグナル経路が重要である
ことが示唆された。 
 E7 を標的にする免疫療法の細胞傷害性を
より効果的に局所で発揮させるためには、
TGF- 経路やCAFの免疫抑制能をブロック
することが有用と考えられた。 
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