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厚生労働科学研究費補助金（第３次対がん総合戦略研究事業） 

総合研究報告書 

ヒトパピローマウイルスを標的とする発がん予防の研究 

研究代表者 温川 恭至 国立がん研究センター 

研究所ウイルス発がん研究分野 主任研究員   

研究要旨  子宮頸がんの予防法を開発し子宮頸がんの罹患率・死亡率を減少

させることが研究の目的である。HPV 型間で共通性の高い L2 蛋白のアミノ酸

56 から 75 (L2-56/75) 領域にある交差性中和エピトープを用いた次世代 HPV
感染予防ワクチン(L2 ワクチン)の実用化を目指し、1)L2 ワクチンの有効性を

示す基礎データの蓄積、2)L2 ワクチン抗原の開発、3)L2 ワクチンの効果判定

技術の確立、の 3 点を柱に研究を行い、それぞれ以下の成果を得た。1)L2-56/75
を認識するモノクローナル抗体を分離し、この領域に少なくとも 2 つの交差

性中和エピトープがあること、これらエピトープに対する抗体は、幅広い HPV
に有効であることがわかった。2)B 型肝炎ウイルスワクチンである HBs 抗原

に L2-56/75 領域を挿入したキメラ抗原が、交差性 HPV 中和抗体を効率よく誘

導できることを示した。3)L2 ワクチンにより誘導された血清中の交差性中和

抗体を、ELISA で簡便に定量する方法を確立した。HPV 感染は、検体中の

HPV-DNA の有無により判断されることから、主に使用されている HPV-DNA
検出用 PCR プライマーの検出精度を調べ、ワクチンの効果判定に用いる HPV
検査方法の選定に役立てた。B 型肝炎ウイルスワクチンである HBs 抗原と

L2-56/75 との融合蛋白（HBs-56/75）を新たに作製した。HBs-56/75 抗原は、

抗 HBs 抗体に加え交差性 HPV 中和抗体を効率よく誘導した。HBs 抗原ワクチ

ンは安全性・製造法が確立しておりコストも安いことから、幅広い型の HPV
と HBV に有効な多価ワクチンとして有望である。 
HPV 治療ワクチンとして HPV16E7 発現乳酸菌ワクチン（GLBL101c）を開発・

製剤化し、子宮頸癌前癌病変（CIN3）に対する臨床効果・安全性を検討する

ために第 I/IIa 相に準じた探索的自主臨床試験を実施した。17 例の HPV16 陽

性 CIN3 患者に対して GLBL101c を経口投与し、研究期間内に最終解析まで行

った。GLBL101c 経口投与で腸管に E7 抗原刺激を与え、E7 特異的粘膜免疫を

介して子宮頸部への抗 E7 細胞性免疫を誘導できた。至適用量において、80％
の退縮効果が確認され根治手術を回避できた。臨床効果と抗 E7 細胞性免疫誘

導能は相関した。GLBL101c に因果関係のある有害事象はなかった。さらに漢

方薬アジュバント・粘膜アジュバント併用によるワクチン増強効果をマウス

実験レベルで示し特許出願した。子宮頸癌の発症およびその進展に HPV の癌

蛋白による感染宿主であるヒトの癌抑制蛋白のユビキチン化を介する分解が

深く関与している。HPV の持つ E6 癌蛋白はユビキチン化を介して p53 を分解
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する。E6 癌蛋白はそれ以外にも膜蛋白を含め、多くの癌抑制蛋白を同様の機

構で分解する。ユビキチン化されたこれらの標的蛋白は最終的にプロテアソ

ームにおいて分解を受ける。このプロテアソームの阻害剤を用いて、子宮頸

癌由来の細胞株の増殖抑制を見いだした。このプロテアソーム阻害剤の子宮

頸癌に対する抗腫瘍効果は、シスプラチンとの併用で、相乗効果を示し、ま

た p53 の発現回復を介するメカニズムで効果を示すことが明らかとなった。

我々は新規ドラッグデリバリーシステムを用いてプロテアソーム阻害剤を内

包するナノミセルを作成した。このナノミセルは腫瘍集積性が高く、ヌード

マウスに移植した HPV 陽性の子宮頸癌を縮小させるが、HPV 陰性の子宮頸癌

にも抗腫瘍効果を持つことが明らかとなった。 
HPV16 感染に関連した高度異型上皮の治療のための、HPV16 E6E7 を標的と

した RNAi 医薬開発を目指した研究をおこなう。我々は、これまでの研究で

HPV16 関連癌細胞株の増殖抑制に有効な siRNA 配列を見いだした。siRNA は、

高い RNAi 活性を有する反面、非特異的効果（オフターゲット効果、細胞毒性）

や血清中での不安定性などの問題がある。このような siRNA の欠点は、siRNA
シード領域の DNA 置換体である短２本鎖 RNA-DNA キメラ型核酸 dsRDC に

変更することによって部分的に克服できる。我々は、E6E7を標的にしたdsRDC
が、E6E7 不死化ケラチノサイトの増殖を特異的に抑制し高度異型上皮/早期癌

の治療への応用できることが示した。また、dsRDC の弱点である RNAi 活性

の低下を、新しい DNA 置換体（idRNA）によって解決できることを明らかに

した。さらに siRNA の副作用である非特異的細胞増殖抑制効果は、AGO2 の

競合による miRNA 生成抑制が原因ではなく、オフターゲット効果と関連して

おり、一部はインターフェロン反応である可能性を示した。オフターゲット

効果は、dsRDC や idRNA で抑制できるため、これら DNA 修飾体は、E6E7 を

標的とした RNAi 医薬への応用に有用であると考えられた。HPV 分子標的治

療薬の開発をめざした基礎的研究として、E6 を標的とした核酸医薬（E6 
siRNA）を生体内で利用するため、ドラックデリバリーシステム(DDS)を用い

た。E6 siRNA をポリエチレングリコール(PEG)で内包した高分子ミセルを作

製し、E6siRNA 内包高分子ミセルの静脈投与による子宮頸癌担癌マウスに対

する抗腫瘍効果を示した。 HPV 感染は子宮頸癌発症の主要なリスクファク

ターである。本研究課題では，HPV の感染・複製機構を解明し，その情報に

基づいて抗ウイルス剤，抗腫瘍剤の新規標的を同定することである。 
 当課題において HPV ゲノムを保持し，HPV 感染状態を模したヒト角化細胞

を容易に樹立する実験系を開発した。さらに，その細胞を用いて皮膚モデル

培養系を作成し，感染組織におけるウイルス生活環を観察できるモデルを構

築した。 
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 これらの実験系を利用して，ウイルスのコードする oncoprotein，E7 がウイ

ルスの生活環と細胞増殖性の維持に重要であること，また E6 はウイルスゲノ

ムのメンテナンスに関与することを見出した。 
 またE4とE5がウイルスの分化依存的な複製に関与していることを示した。

さらに E4 には，E7 の作用に拮抗して角化細胞の分化誘導をすすめる働きが

あることを見出した。 
 また HPV 複製モデルを利用して，新規化合物の抗ウイルス効果を評価した。 
HPV ゲノムを複製維持する細胞株を樹立しゲノム内にレポーター遺伝子を搭

載することで複製阻害剤のハイスループットスクリーニングも可能な細胞株

を樹立した。新たな子宮頸がん治療法のシーズとなる探索研究を進めた。 

 

A. 研究目的 
ウイルスが原因となるがんは、ウ

イルス感染や持続感染を阻害すれば
予防できる。HPV はほぼ全ての子宮
頸がんの原因であり、全がんの 5%、 
女性のがんの 11%の原因となってい
る。発がん性 HPV 群の感染予防、
HPV 潜伏感染の阻止、前がん病変の
排除等による子宮頸がんの予防法を
開発し子宮頸がんの罹患率・死亡率
を減少させることが研究の目的であ
る。特色としてウイルス遺伝子ある
いは蛋白質を分子標的とし、副作用
が少なく特異性の高い予防法・治療
法の開発が期待される。 
 HPV16,18 の L1 蛋白を抗原とする
現行 HPV 感染予防ワクチンは 16、
18 型以外に対する感染予防効果がな
いか低い。一方、先行研究である神
田班の成果として見出された L2 を
抗原とする第二世代 HPV ワクチン
は発がん性 HPV 群すべての感染予
防が期待できる。また、同グループ
が開発した中和抗体定量系は、世界
で最も信頼性が高く、HPV 感染の実
態を調べる血清疫学、ワクチン臨床
試験のデータ解析に応用できる。こ
れらの特色を生かし第二世代 HPV

感染予防ワクチンの実用化を目指
す。 
感染予防ワクチンは既感染者に対

しては無効であるため異なる戦略が
必要である。E7 蛋白質を表面に持
つ乳酸菌製剤を経口ワクチンとして
投与し、粘膜CTL誘導によって前癌
病変の治療を試みる臨床試験は、世
界に類を見ない試みである。本治療
ワクチンは安価な製剤化が可能で安
全性も高いと考えられるため有効性
が確認できれば、実用化が容易であ
る。 
本研究課題ではHPVの生活環を分

子レベルで解明し，その知見に基づい

てHPV感染に対する抗ウイルス剤や

抗腫瘍剤の分子標的を提案すること

を目的としている。HPVの遺伝子発現

や複製は，感染標的である上皮細胞の

分化状態に強く依存しているために，

通常の組織培養法ではその生活環を

支持することが出来ない。そのために

HPVの感染・複製機構は十分に解明さ

れていない。 
 この研究ではHPVの複製をサポ

ートできる皮膚モデル培養系やセミ
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ソリッド培地培養法などを利用して

HPVの生活環を再現し，その感染・複

製機構を解明することにした。さらに

ウイルス遺伝子の働きや，異形性・発

がん誘導の機構に関しても解析を行

う。細胞DNA合成と連動してHPVゲノ

ムの複製が起る培養細胞系を、HPV潜

伏感染のモデルとして用い、その分子

機構を解析し、標的とすべきウイルス

遺伝子・蛋白質を明確にする。ウイル

スがコードする唯一の複製関連蛋白

であるE1ヘリカーゼを標的とした治

療法は期待されていたが、研究代表者

らは、HPVゲノムの維持複製にはE1
ヘリカーゼが不要であることを証明

し、異なるアプローチによる複製阻害

剤の開発が必要であることを示した。

これに基づき、HPV複製阻害剤のハイ

スループット・スクリーニング系の開

発を進める。 
HPVの持続感染陽性の子宮頸部上

皮はHPVゲノムのうち、癌遺伝子であ

るE6遺伝子、E7遺伝子がひとのゲノム

に組み込まれる。このことより、一旦

HPVの癌遺伝子が組み込まれた子宮

頸部の細胞では、これらの癌遺伝子が

高発現することが知られている。E6
癌蛋白はユビキチン化を介して癌抑

制蛋白を分解する。プロテアソーム阻

害剤によりこれらの蛋白の分解を抑

制することにより子宮頸癌の増殖抑

制効果がもたらさせるかを検討し、プ

ロテアソーム阻害剤の他剤との併用

効果の有無、またその子宮頸癌に対す

る抗腫瘍効果発揮のメカニズムの解

明を目的とした。一方、研究代表者は

正常子宮頸部角化細胞の培養、不死化

と、前がん病変からがん化に至る過程

を培養細胞系で忠実に再現すること

に成功している。正常子宮頸部から

CIN、子宮頸がんに相当する細胞を三

次元（ラフト）培養することで臨床病

変に近い状態を再現することができ、

低分子化合物、siRNA、プロテオソー

ム阻害剤などの効果をin vitroで検討

することができる。子宮頚部高度異型

上皮は、HPV16型など高リスクHPVが

原因の前癌病変である。高度異型上皮

は、E6およびE7を高度に発現し、これ

らの抑制で病変が排除できるため理

想の治療標的ある。2本鎖RNA-DNA 
キメラ（dsRDC）はsiRNAのシード領

域を2本鎖DNAに置換したもので、日

本発のsiRNAに代るRNAi技術である。

本研究ではHPV16 E6E7を標的とした

siRNA、dsRDおよびdsRDCの改変体を

用いて、HPV16関連疾患の核酸医薬と

しての可能性を検討する。siRNAは、

非特異反応としてseed領域の相補性を

有するmRNAの翻訳抑制効果（オフタ

ーゲット効果）、自身のAGO2への結合

を介したmiRNA生成抑制、自然免疫の

活性化、細胞毒性などを引き起こす。

オフターゲット効果を回避する方法

として、dsRDCは有効であるが、siRNA
に比べ、RNAi活性が低下する。本研

究では、このdsRDCの活性化の改善方

法について検討する。さらにsiRNAの

もう一つの副作用である細胞毒性の

機序と改善方法につい検討する。独自

のsiRNA設計プログラムに基づくHPV
遺伝子に対するsiRNAは分担研究者が
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国際特許を有している。siRNAは以前

からHPV分子標的治療薬として期待

されてきた。しかし、核酸医学ではド

ラックデリバリーシステム（DDS）が

大きな壁となっている。我々は東京大

学臨床医工学の片岡教授、宮田准教授

との共同研究によってナノ技術を用

いた高分子ミセルによってE6を標的

にしたsiRNA（E6siRNA）を開発した。

本研究では、E6siRNAの生体内での抗

腫瘍効果を検討することを目的とし

た。 
 

B. 研究方法 
I.  HPV治療ワクチンに関する研究 

 全ての型の高リスク型HPVの感
染予防を目指す第二世代HPVワクチ
ン開発が2010年10月より武田薬品工
業により事業化されることが決定さ
れている。 1)L2-56/75に相当するペ
プチド（P56/75）で免疫したマウス
から、抗P56/75モノクローナル抗体
（MAb）を得た。エピトープマッピ
ングによりMAbが認識するアミノ酸
配列を調べた。高リスク型である
HPV16、18、31、33、35、51、52、
58のウイルス様粒子（VLP）へのMAb
の結合をELISAで調べた。上記VLP
にレポータープラスミドをパッケー
ジした偽ウイルスを作成し、MAbに
よる中和を調べた。三次元培養表皮
(ラフトカルチャー)から分離した
HPV16、または、HPV31を用いて、
MAbによる中和を調べた。2)L2-56/75
をHBs抗原に挿入したキメラ抗原
（HBs-56/75）を作成し、マウスに免
疫した。誘導された抗L2抗体のVLP

への結合、偽ウイルスの中和、認識
するエピトープを1)と同様の方法で
調べた。3)ELISAプレートに固定化し
たHPV16VLPへの抗P56/75 MAbの結
合阻害の程度により、テスト血清
（P56/75で免疫したウサギ血清）中
の交差性中和抗体価を測定した。国
内外で主に用いられている
HPV-DNA検出用のPCRプライマーに
ついて、特に複数の型のDNAが混在
する場合の検出精度を、HPVゲノム
を持つプラスミドを鋳型にして調べ
た。 

HPV L1蛋白とL2蛋白の一部
(L2-56/75)の融合蛋白を抗原とする
場合、現行HPVワクチンと同等の比
較的高い製造コストが予想され発展
途上国における普及は困難である。
一方、HBV感染予防ワクチン(HBs抗
原ワクチン)は安価で高い安全性も
確認されているが国内における接種
率は低く、ほぼ医療従事者に限られ
ている。そこで、HBs抗原とL2-56/75
の融合蛋白を抗原とする安価な第二
世代ワクチン開発を開始した。 
 これまで、HPV感染の中和活性評価

には偽ウイルス粒子が使われてきた

が、本物のウイルス粒子とは挙動が異

なることから、本物のHPV粒子を用い

る必要がある。しかし、これまでの三

次元培養法ではHPV粒子を大量に安定

して供給することはできない。これを

可能にする平皿培養細胞を用いた技

術開発を進めた。 
【粘膜免疫を介したHPV治療ワク

チン】 
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HPV16型E7が細胞表面に提示され

た乳酸菌Lactobacillus casei（E7発現乳

酸菌：GLBL101c）をGMP製造した製

剤を作成した。施設研究倫理委員会の

承認を得て、第I/IIa相探索的臨床試験

を計画し、平成21-25年度まで実施し

た。 
Step1として、GLBL101cは、最少量

の1cap/日から数例コホートを組みな

がら6cap/日まで増量した。1日1回5日
間を1クールとして、1, 2, 4, 8週の4ク
ール内服した。安全性とHPV16E7に対

する細胞性免疫誘導能（末梢血リンパ

球と子宮頸部リンパ球）を解析した。

内服治療による臨床的有効性を検討

するために、5、9週で細胞診を施行し、

9週のエンドポイントで組織診、細胞

診による病理学的評価を行った。 
Step2： Step1において得られた臨

床効果、免疫学的効果から、至適用量

を決定し、その用量で固定して7例を

追加し、全10例で有効性を検討するこ

ととした。 
安全性、有効性について外部評価委

員会の承認を得て、次のコホートで用

量を増量していった。外部データセン

ターを設置し管理集計を行った。 
CIN1への退縮はCR、CIN2への退縮

はPR、CIN3の不変はSD、浸潤癌への

増悪はPDとした。 
 
臨床試験の結果をうけて、本年度か

らはE7発現乳酸菌ワクチンの有効性

を高めるための研究を行っている。臨

床試験では有効例を認めたが、高用量

では有効性が低下する傾向が示され

た（後述）ことから、用量依存性では

なく、アジュバントによる効果の増強

を考え、安全性が担保されている漢方

薬に注目した。 
マウス実験により、GLBL101cと漢

方薬の併用経口投与を行った。1, 2, 4, 
6週の４クールで経口投与し、7週で腸

管リンパ球と脾臓リンパ球を採取し、

E7-CMIを調べた。さらに粘膜アジュ

バントとして大腸菌トキシンを併用

することも行った。 
 
II.  HPV生活環と遺伝子機能の解明、

並びに感染排除に関する研究  
【HPV複製系の構築】 
 HPV-FL（FL for full-length）型の

構築は，HPV16，18型のゲノムDNAを

制限酵素処理やライゲーション反応

によってつなぎ換え，両端にLCR配列

を持つようなウイルスゲノムを構築

した。これをpEGFP1（クロンテック）

を改変したG418耐性プラスミド内に

挿入したものをHPV-FLとした。 
 HPV-S（S for self-ligation）型の複

製系では，HPV16， 18型の全ゲノム

を含むプラスミドからウイルスDNA
領域のみを切り出し，それらをT4 
DNA ligaseによって環状化したものを

ゲノム型DNAとして利用した。HPV 
DNAを維持する細胞を選別する目的

で，各HPV由来の複製起点（ori配列ま

たはLCR）を含むネオマイシン耐性プ

ラスミド（HPV-ori plasmidまたはLCR 
plasmid）を構築した。 
 HPVの各遺伝子に変異を導入す

る際には，polymerase chain reaction
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（ PCR ）を利用した oligonucleotide 
-directed mutagenesisを用いた。変異の

導入はPCR操作を行った部分の全配

列を検証することで確認した。 
【細胞培養】 
 ヒト繊維芽細胞（human foreskin 

fibroblast; HFF ， ク ラ ボ ウ ） は

10%FBS/DMEMを用いて， 5％CO2 
37℃条件において培養した。ヒト角化

細胞（human foreskin keratinocyte; HFK，

クラボウ）は専用の培地（EpiLife-KG2，
クラボウ）を用いて，同条件で培養し

た。 
【遺伝子導入】 
 HFF，HFKに対してはそれぞれ専

用の試薬を用いてtransfectionを行った

（nucleofector kit，AMAXA）。 
【サザンブロット解析】 
 細胞からのウイルスDNAの抽出

には SDS-proteinase K を用いた total 
DNA回収法を利用した。一部エピゾー

ム状のDNAのみを回収する目的でHirt
の方法を適用した。回収したDNAは制

限酵素処理によって線状化し，それを

アガロースゲルで泳動したものをナ

イロンメンブレンに転写した。検出/
可視化にはDIG-標識・検出試薬を利用

した（ロシュ）。 
【皮膚モデル培養系】 
 真皮モデルはHFFをtype-Iコラー

ゲンゲルに埋め込み，数日の間収縮さ

せることで構築した。このゲルの表面

にHFKを重層させ，さらにHFK表面を

空気に晒すことによってHFKは層状

化および分化し，約10日間で皮膚モデ

ルが構築される。 

【ウイルスベクターの構築】 
 rasやHPV遺伝子をHFKに遺伝子

導入する際には，MuLV系のレトロウ

イルスベクターを用いた。導入する遺

伝子に応じて，LXSN，LPCX（Clontech）
を使い分け，それぞれのplasmidに目的

遺伝子を挿入したものを作成した。ウ

イルスベクターの産生は，各plasmid
をpCL10A1パッケージングベクター

（ Retrogen ）とともに 293T 細胞に

transfectionし，培養上清中に放出され

たウイルスベクターを回収し利用し

た。 
【メチルセルロース懸濁培養，およ

び分化マーカーの確認】 
 1.5 ％ メ チ ル セ ル ロ ー ス

/EpiLife-KG2+DMEM (1:1)にHFKを懸

濁し，10～48時間培養することで分化

誘導を行った。分化マーカーの発現誘

導 は transglutaminase ， filaggrin, 
involucrinをWestern法によって検出す

ることで行った。 
【FACSによる細胞周期解析】 
 細胞は必要に応じてメタノール

固定，あるいはホルマリン固定し，PI
染色によって染色体をマークし，

EPICS XL-MCL（Beckman Coulter）を

用いてFACS解析を行った。プロテア

ソーム阻害剤であるMG132をナノミ

セルに内包化するシステムを東大工

学部の片岡研と共同で開発した。この

またMG132内包ミセルが腫瘍集積性

を持つかを検討するために、ミセルを

蛍光ラベルし、蛍光の腫瘍への集積性

を検討した。HPV陽性のHeLa、Caski
細胞とHPV陰性のC33細胞をヌードマ
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ウスの皮下に移植し、プロテアソーム

阻害剤であるMG132とそれを内包し

たナノミセルの抗腫瘍能を検討した。

また、同時にシスプラチン等の化学療

法剤を併用することにより、相乗効果

があるかも検討した。今年度は更に、

シスプラチン等の化学療法剤をプロ

テアソーム阻害剤と併用し、in vitroお
よびin vivoで相乗効果を検討した。ま

た、p53に対するsiRNAを用いて、プロ

テアソーム阻害剤による子宮頸癌に

対する抗腫瘍効果が、p53の発現回復

を介するかを検討した。また、E6,E7
を標的としたsiRNAのノックダウン効

果と特異性を落とさずに細胞毒性を

減らすため、DNA-RNAハイブリッド

型核酸の改良を進めた。 
【E6標的siRNA内包高分子ミセル】 

 siRNA は、コントロール 2 種類

(siCont1, siCont2)、ホタルルシフェラ

ーゼ（FLuc ，siFLuc）、ウミシイタケ

ルシフェラーゼ(RLuc，siRLuc)および

HPV16 E6E7 に対するもの３種類

(siE6-497, siE7-573, siE7-752)を siDirect
ソフトウエアで設計し、これらのDNA
修飾体（dsRDC、dsCont などと表記）

とともに化学合成した。RNAi 活性は、

SiHa細胞株由来の FLuc･RLuc-E6安定

発現細胞（RLE6-FL-SiHa-10）、FLuc･
RLuc-E7 安 定 発 現 細 胞

(RLE7-FL-SiHa-2)、あるいは FLuc･
RLuc-標的配列発現プラスミドの一過

性発現を用いたデュアル･ルシフェラ

ーゼアッセイと定量的 RT-PCR によっ

て解析した。オフターゲット遺伝子は、

siDirect ソフトウエアで検索後、オリ

ゴ DNA を合成し RLuc-下流に挿入し、

FLuc･RLuc-オフターゲット配列発現

プラスミドを作製した。インターフェ

ロン反応遺伝子(IFNbeta,OAS1，GIP2，
MX1，IFIT1)の発現は、定量的 RT-PCR
で解析した。特異的増殖抑制効果と非

特異的細胞毒性は、それぞれ HPV16
陽性細胞（SiHa、E6E7 不死化ケラチ

ノサイト）と陰性細胞（HeLa、TERT
不死化ケラチノサイト、HuH-7 肝癌細

胞）を用いて WST-8 アッセイにより

解析した。RISC 形成した siRNA と

miRNA（miR-21, miR-24）は、抗 AGO2
抗体ビーズで AGO2 を免疫精製し、

RNA 抽出後、stem-loop RT-PCR で定量

した。siRNA の血清安定性は、50%血

清存在下、37℃で様々な時間インキュ

ベーション後核酸を抽出し、それぞれ

の RNAi 活性より定量後、半減期を算

出した。ヒト AGO2 cDNA は、コドン

最適化 cDNA を化学合成後、pcDNA3
および pLenti6.3 にサブクローニング

した。AGO2 レンチウイルスは、

AGO2/pLenti6.3 をパッケージングプ

ラスミドとともに 293FT 細胞に導入

し作製した。細胞への AGO2 の導入は、

レンチウイルスを用いて行い、発現細

胞をブラスチジンによって選択した。

プラスミドと合成 siRNA はそれぞれ

リポフェクタミン 2000 とリポフェク

タミン RNAiMAX を用いて導入した。 
HPV16, 18のE6siRNAは既報に基づき

作成した。siRNAはマイナス電荷をも

つことからプラス電荷を帯びさせた

ポリエチレングリコール（PEG）とイ

オン結合させることで、siRNAを内包
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できる。PEGの外郭側にはRGDを搭載

させ、RGDは腫瘍血管や腫瘍細胞に特

異的に発現しているインテグリン

V3という表面抗原と結合して腫瘍

に特異的に運搬させることとなる。こ

のsiRNAが内包された高分子ミセルは

東京大学臨床医工学講座の宮田准教

授より供与された。 
E6siRNA 内包高分子ミセルは、

HPV16E6とHPV18E6について作製し

た。DDSの検討を行う前にin vitroでの

siRNAのE6発現阻害効果をSiHa細胞

（HPV16陽性）、HeLa細胞（HPV18陽
性）、C33A細胞（HPV陰性）を用いて

検討した。次に、これらの細胞をヌー

ドマウスBALB/cに移植し腫瘍を形成

させた。この腫瘍を3mm角にしたもの

を新たなマウス皮下に移植しその腫

瘍径を経時的に追跡した。移植後5日
目から、E6siRNA内包高分子ミセルも

しくはHPVと無関係のsiRNAを内包し

たコントロール高分子ミセルをday0, 
1, 3, 4, 7, 8日の6回尾静脈から投与を

行い、腫瘍径の増殖カーブを検討した。

またday12の腫瘍内におけるE6発現量、

p53蛋白質量を、RT-qPCR、ウエスタ

ンブロット法により検討した。 
 

 
HPV複製機構の解明と複製阻害剤

開発のため、異なる位置や方向でレポ

ーター遺伝子を搭載した環状HPVゲ

ノムを複製・維持する細胞株を樹立し、

ゲノムコピー数とレポーター遺伝子

の発現量を解析し、複製阻害剤の効果

を評価できる系を作成した。 

（倫理面への配慮） 
 臨床試験、臨床検体の解析において

は「臨床研究に関する倫理指針」に則

り、施設の研究倫理審査委員会の承認

を得て、インフォームドコンセントの

上で、文書で同意を得た症例に対して

研究を実施した。また、プライバシー

の保護に万全を期し、提供試料、個人

情報を厳格に管理・保存している。組

換えウイルスの作成にあたっては、

「カルタヘナ法」に則り、大臣確認、

実施機関の承認の上実施した。動物実

験は、5R の精神に則り、「動物の愛護

及び管理に関する法律（昭和 48 年法

律第 105 号、平成 17 年 6 月改正）」、「実

験動物の飼養及び保管並びに苦痛の

軽減に関する基準（平成 18 年環境省

告示第 88 号）」、「厚生労働省の所管す

る実施機関における動物実験等の実

施に関する基本指針（平成 18 年 6 月）」、

内閣府告示の「動物の処分方法に関す

る指針」を踏まえ、適切に行なった。 
 
C. 研究結果 

１）次世代感染予防ワクチン 
現行の第一世代HPV感染予防ワクチ

ンは型特異性の高いL1蛋白質を抗原

とするため、子宮頸がんに対してはほ

ぼ16、18型に限定した予防効果しかな

い。HPV型間で共通性の高いL2蛋白質

を抗原とするワクチン抗原は、全ての

発がん性HPVの感染予防効果を期待

できる。 (1) HPV16 L2のアミノ酸64
から73、及び、58から64をそれぞれ認

識するMAb13B、及び、24Bを得た。

MAb13BはHPV16、18、51偽ウイルス
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を中和した。MAb24Bは調べた全ての

型の偽ウイルスを中和した。2つの

MAbを混ぜると、中和能に相乗効果が

認められた。MAb13B、及び、24Bは
ラフトカルチャー由来のHPV16、及び、

HPV31を中和した。(2) HBs-56/75キメ

ラ抗原は、13B、24Bそれぞれのエピ

トープを認識する抗体を誘導した。そ

れら抗L2抗体は調べた全ての型の

VLPに結合した。抗HBs-56/75血清は、

HPV16、18、35の偽ウイルスを中和し

た。(3) テスト血清中の交差性中和抗

体の濃度に応じてMAbのVLPへの結

合が阻害され、平行線定量法によって

抗体価を算出した。これまで主に使用

されてきた型共通プライマーでは、

PCRでの干渉により、混在する複数の

型のHPV-DNAを正確に検出できなか

った。神田班の成果であるこの第二世

代HPV L2 56/75-VLPワクチンの製品

化を目指し、2010年10月 武田薬品工

業（株）による事業化が進められてい

る。全てのキメラ抗原は、HPV16-VLP
に結合する抗L2抗体を誘導した。中で

も、HBs-56/75-127により誘導される抗

L2抗体価が最も高く、調べた全ての高

リスク型HPV-VLPへの結合が確認さ

れた。また、抗HBs-56/75-127血清は、

HPV16、18、35の偽ウイルスを中和し

た。全てのキメラ抗原は、L2-56/75領
域にある２つのエピトープのうち13B
を認識する抗体を優位に誘導したが、

HBs-56/75-127は、他のキメラ抗原に比

べ、24Bエピトープを認識する抗体も

効率よく誘導した。全てのキメラ抗原

は、抗HBs抗体を誘導した。 

 

２）経口治療ワクチン 
(1)粘膜免疫を介したHPV治療ワクチ

ン 
 (i)安全性 

全17例において、GLBL101c内服に

関連した有害事象は１つも認めなかった。

血液生化学データでも内服に伴った変

動は認めなかった。外部評価委員会の

審査の結果、GLBL101cは極めて安全

性の高い薬剤であることが示された。 
(ii)有効性 
＜臨床的検討＞ 

Step1： 子宮頸部粘膜にE7-CMI(E7
特異的IFN産生、GranzymeB産生細胞)
の誘導が2cap/日投与のコホート2から

明らかに確認されてきた。興味深いこ

とにPBMCよりもcervical lymphocyte
の方がE7-CMIが有意に高いことがわ

かった。4cap/日がE7-CMIを最も高い

レベルで誘導された。また、5週と比

べ9週では2倍近い誘導が確認され、8
週の内服によりブースター効果が発

揮されていることが確認された。しか

し、6cap/日投与のコホート4では、3
例中2例はむしろE7-CMIの誘導が低

かった。 
 病理学的評価としては、1cap/日もし

くは2cap/日投与の4例は、CIN3病変が

残存し、円錐切除術を必要とした。

4cap/日投与のコホート3では、3例全例

がCIN1-2に退縮し、臨床的有効性が示

され、手術を回避できた。これらの3
例は試験終了後、投薬はなく経過観察

中（1.5-2年経過）であるが全症例とも

CIN3の再発を認めない。 
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 6cap/日投与のコホート4のうち、高

いE7-CMIがcervical lymphocyteに誘導

された1例はCIN2に退縮した。E7-CMI
の誘導が弱かった2例ではCIN3が消失

せず後療法を必要とした。 
Step2： これらStep1の結果を安全

性評価委員会で検討し、至適用量を4 
cap/日と設定し、その用量で更に7例の

症例を追加した。4 cap/日の全10例の

有効性を検討したところ、10例中7例
がエンドポイントの投与開始後9週で、

CIN1-2（CR4例、PR3例）に退縮した。

さらに13週目に1例がCIN2（PR）に退

縮した。エンドポイント（9週）にお

ける奏効率（CR+PR）は70%となり、

投与後6か月時点での奏効率は80%と

なった。至適用量の4 cap/日投与例10
例のうち8例において、臨床的効果

（CIN3→CIN2）が示された。6 cap/日
の1例を加えて9例で有効と判断され

た。これは、経口薬によりCIN3に対す

る治療効果を示した世界初の成果で

ある。 
＜試験終了後の追跡調査研究＞ 
研究倫理審査委員会の承認のもと、

文書で同意を得て、CIN3が退縮して根

治手術を回避できた症例（退縮群）の

9例について試験終了後、追跡調査を

行った。 
9例の投与量は、8例が4カプセル/日、

1例が6カプセル/日であった。9例の試

験終了時の組織診はCIN2であった。追

跡期間は14-33か月であった。9例全例

でCIN3の再発はない。追跡している9
例中、正常が3例、CIN1が2例、CIN2
が4例となっている。子宮頸部病変が

正常化した症例が3例存在していたこ

とは特記すべきことである。 
＜免疫学的検討＞ 
子宮頸部リンパ球中のE7特異的

IFN産生リンパ球数 (E7-CMI)は、

ELISPOT法で検討した。105細胞あた

り の E7-CMI は 、 退 縮 群 (n=9) で

21.8-44.0 cellsであり、非退縮群(n=8)
で 9.2-18.8 cells で あ っ た 。

Mann-Whitney U testにて、p=0.000004
となり、子宮頸部リンパ球中の

E7-CMI誘導能が臨床効果と強く相関

していた。また、退縮するための

E7-CMIのcut-off値をROC曲線で設定

したところ、E7-CMIが105細胞あたり

21.8 cellsという値が最適であった。そ

の場合の感度は94.5%、特異度が99.2%
であり、CIN3からの退縮のバイオマー

カーになると考えられた。 
＜漢方アジュバント併用に関する基

礎的検討＞ 
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、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



12 
 

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。 
 

３）HPV16 におけるウイルス制御遺

伝子の働き 
HPV-FL 型のレプリコンを利用した

HPV 複製系に関してはすでに学術誌

に報告済みである（Cancer Sci., 2010）。
従来の方法に比べ FL 型を利用すると，

効率よく安定に HPV DNA を維持した

細胞を得ることが出来、また細胞分化

に 応 じ た HPV の 産 生 的 複 製

（vegetative replication）も再現可能で

ある。 
この FL 型を用いた実験系を利用し

て、Ｉ型インターフェロンにより HPV
複製抑制効果を検証することができ

た。またある種のキナーゼ阻害剤を標

的とした化合物で、HPV の産生的

DNA 複製が抑制できることも確認し

た。これらの結果は、FL 型を用いた

実験系が抗 HPV 化合物の評価系とし

て利用可能であることを示している。 
FL 型レプリコンを用いた実験は

HPV 研究に役立つと考えられるが、構

造が本来のゲノム DNA とは異なり、

HPV ゲノムの機能を完全に再現して

いる保証はない。 
そこで従来法に用いられていた環

状化 HPV DNA（ここでは HPV-S 型

DNA と呼ぶ）を利用して、HPV DNA
を維持した細胞を効率よく得る方法

を試みた。従来法で S 型 DNA を用い

る場合、transfection された細胞の選別

に pSV2neo など、薬剤耐性遺伝子を発

現するプラスミドを同時に細胞に導

入し、1 週間程度薬剤による選択を行

っていた。この選別法では transfection
時に HPV-S 型 DNA と pSV2neo が

co-transfection されたものを回収する

ことが可能であるが、HPV DNA に関

しては何ら選択圧がかかっていない。

そのために薬剤で選別した細胞を経

代しているうちに HPV DNA が欠落す

る可能性がある。この問題を避ける目

的で、薬剤選択用のプラスミドに HPV
の複製起点（ori）を含む DNA を組み

込んだ。このプラスミドは HPV DNA
の複製に応じて、細胞内で複製するこ

とが可能であり、細胞を長期にわたっ

て薬剤選択することが出来る。ここで

回収された細胞は全て HPV の複製を

支持していることも保証される。 
この新しい HPV-S 複製系を用いた

場合、薬剤選択後に残った細胞内での

HPV の平均コピー数は FL 型と同程度、
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従来法に比べると数倍～10 倍程度多

いことが分かり、本来の HPV ゲノム

DNA を用いて効率の良い複製系を確

立できたことが分かった。 
 
４）HPV16 複製環における制御遺伝

子の機能 
HPV16 複製環における制御遺伝子

の機能解析をおこなうために、HPV-S
複製系をヒト角化細胞に導入する系

を用いた。今回の解析では、制御遺伝

子のうち E4, E5, E6, E7 に関して変異

導入解析をおこなった。変位の導入に

は PCR を利用した点変位導入法を用

い、各 ORF の 5’末に近い部位にナン

センス変位を導入した（E4u, E5u, E6u, 
E7u; u for upstream）。E5 と E6, E7 に関

しては ORF のほぼ中央部位にナンセ

ンス変異を導入したものも構築した

（E5m, E6m, E7m; m for middle）。なお、

全ての点変異は重複する他の ORF の

コドンには影響しないようにデザイ

ンした。 
今回はウイルスの遺伝子発現や複

製に重要であることが分かっている

E1 と E2 は対象としなかった。 
E4 変異体は未分化状態の HFK で、

野生型と同程度の複製効率を示した。

同じ細胞をメチルセルロース培地で

懸濁培養し分化誘導した場合、E4u で

は野生型に比べゲノムの増幅効率が

低下していることが確認でした。 
E6 に関しては、未分化状態でのゲ

ノムのメンテナンスの効率に重要で

あることが確認され、従来からの報告

を再現した。しかし、従来の報告と異

なり必須ではないことが示された。分

化誘導に対するゲノム増幅は確認で

きたが、未分化状態での低コピー数を

反映して、野生型ほどの増幅は認めら

れなかった。 
E7 は未分化状態でのコピー数、分

化に応じたゲノム増幅ともに、野生型

との有意の差は認められなかった。 
今回の実験系では E6と E7の u型と

m 型で、表現型の違いは観察されなか

った。 
 
５）HPV18 の調節遺伝子機能の解析 

HPV18 の全ゲノムを含むプラスミ

ドをもとにして、E1，E2，E4，E5，
E6，E7 の各 ORF，5’寄りの部位にナ

ンセンス変異を導入し、各遺伝子の変

異体を作成した。E4ORF は E2ORF と

読み枠違いでオーバーラップしてい

るので、E4 に導入した点変異は E2 に

対してはサイレント変異となるよう

にデザインした。 
これらのプラスミドから HPV18 ゲ

ノム領域を切り出し、リガーゼによっ

てゲノム状に環状化したものをヒト

角化細胞に導入し、その複製などを解

析した。なお、HPV18 の複製起点（ori）
を含むネオマイシン耐性遺伝子発現

ベクターを同時に導入し、その後

G418 を含む培地で培養を続けること

で、HPV ゲノム導入細胞の選別をおこ

なった。 
得られた細胞内の HPV ゲノムコピ

ー数をサザンブロットによって解析

したところ、E6 変異体で顕著なゲノ

ムコピー数の低下が確認された。その
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他の変異体はほぼ野生型と同程度の

ゲノムコピー数を維持していた（数百

コピー／細胞）。 
つぎに、カルシウム処理によって分

化誘導をかけた場合のゲノムコピー

数の変化を調べた。野生型では分化処

理により 10 倍程度のコピー数増加が

確認できた。それに対して E6 変異体

では全く増加が認められなかった。ま

た、E7 変異体ではコピー数の増加は

野生型の 1／3 程度に下がっていた。

この点は HPV16 型との顕著な違いで

ある。E4 と E5 変異体に関してはコピ

ー数の増加は若干低下していたが、有

意というためには繰り返し実験が必

要である。 
さらに、高度に上皮細胞の分化への

影響を調べるために、得られた細胞を

用いて皮膚モデル培養系（raft culture）
を構築した。野生型 HPV DNA を導入

したものは、角質層の顕著な肥大が観

察された。E4，E5 両変異体でも野生

型と同程度の異形性が確認された。し

かし E6 と E7 の変異体では、全く異形

性は観察されなかった。ビリオン構成

タンパクである L1 タンパクに対する

組織免疫染色を行ったところ、野生型

では角質層に L1 の発現が確認された。

それに対し、E6，E7 の変異体では L1
の発現は検出できなかった。E4 と E5
変異体では野生型と同程度に角質層

での L1 発現が認められたが、その発

現量は有意に低下していた。 
 

６）E4 による aggresome 形成の意義

に関して 

E4 に関してはすでに細胞周期の進

行を抑制することを報告しているが、

その分子機構として M 期進行にかか

わる細胞骨格成分に作用することで、

G2/M 期で細胞周期停止を誘導する可

能性を示した。 
E7 は上皮細胞の分化を抑制するこ

とで過形成を誘導するが、メチルセル

ロース懸濁培養法を用いた実験系で、

E4 は E7 の作用に拮抗して細胞分化を

促進することが示された。 
18E4 はすでに報告したように、細

胞質に凝集塊を形成する。その凝集塊

は（i）周りにビメンチンケージが形成

されている、（ii）HDAC6，Hsp40，ユ

ビキチン化タンパクが凝集塊に含ま

れる、（iii）凝集塊形成は微小管形成、

HDAC6 およびダイニンに依存的であ

るという点から、aggresome 様の構造

体であることが分かった。 
またこの aggresome にはγチューブ

リンがリクルートされ，細胞内の正常

な中心体形成が抑制されていた。さら

に HPV18 の E6 と E7 も aggresome に

捕獲されており、E4 発現細胞では E6，
E7 による p53，RB 発現抑制が解除さ

れていることが分かった。この現象が、

先に述べたE4とE7の拮抗作用に関連

している可能性が示唆された。 
 

７）HPV 複製系を用いた抗ウイルス

剤スクリーニング系の開発 
FL 型、およびＳ型の HPV を導入し

た HFK は、ウイルスゲノムを長期間

エピゾーム状に維持することを報告

している。またこの細胞は raft culture
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において、上皮の過形成を再現できる

ことも確認している。 
これらの HPV 陽性細胞はその選択

に G418 を利用しており、その耐性は

複製可能な HPV の存在に依存してい

る。この細胞を化合物で処理すること

によって細胞内の HPV コピー数が低

下すると G418 耐性も減弱し、細胞数

の減少によって化合物の抗 HPV 効果

を検証できると考えられた。 
今回はすでにある程度の抗 HPV 効

果が観察されているＩ型インターフ

ェロンを用いて実験系の有効性を検

証したところ、インターフェロンβの

添加によって HPV 陽性細胞の増殖性

が堅調に抑制されることが確認でき

た。 
 

８）E7 による過形成誘導機構 
我々はすでに皮膚モデルを利用し

て、E7 による過形成誘導活性を報告

している。そこでは、この過形成誘導

にはE7による pRbと p130というポケ

ット蛋白の分解（不活化）が重要であ

ることを示した。 
しかし、E7 には他にも多くの機能

が知られており、また低リスク型の

E7 にも過形成誘導機構があることか

らポケット蛋白の分解の他の機能も

関与している可能性が考えられる。

JNK は通常の皮膚モデルでは基底細

胞でのみ活性化（リン酸化）が認めら

れるが、E7 発現皮膚モデルでは，上

層部でも活性化していることが認め

られた。カルシウムによる分化誘導実

験では、JNK のリン酸化が分化に伴っ

て失われることが分かった。E7 発現

細胞は、分化誘導後も JNK のリン酸

化状態が保たれていた。さらに、正常

な HFK を JNK 阻害剤で処理すると、

細胞分化が進行することが確かめら

れた。 
これらのことから、E7 は分化刺激

後も JNK を活性化状態に保つことで

細胞の増殖性を亢進すると同時に分

化を抑制し、上皮の過形成を誘導する

可能性が考えられた。 
 

９）HPV18 複製モデルを利用した新

規化合物の抗ウイルス活性の評価 
抗 HPV 活性を持つ化合物のスクリ

ーニングには、HPV 複製系の確立が必

要である。ここでは我々が構築した

HPV 複製系を用いて、いくつかの新規

化合物の抗ウイルス活性を評価した。 
HPV18 を導入した角化細胞で新規

化合物の効果を調べたところ、5µM で

細胞内のゲノムコピー数が約 1/2 にま

で低下させるものが見つかった。同じ

ような効果はカルシウム分化時にも

観察された。 
 
１０）プロテアソーム阻害剤による抗

腫瘍効果 
プロテアソーム阻害剤である

bortezomibを子宮頸癌細胞に投与し、

フローサイトメトリーにより解析し

たところ、bortezomibはシスプラチン、

カルボプラチン、パクリタキセル等の

化学療法剤を上回るアポトーシス誘

導能を示した。また、bortezomibの子

宮頸癌細胞に対するアポトーシス誘
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導能に関しては、シスプラチン、カル

ボプラチン、パクリタキセル等の化学

療法剤との相乗効果を持つことが示

された。また、これらの化学療法剤と

併用する場合、bortezomibを先行投与

する方が、より強いアポトーシス誘導

能を有することが明らかとなった。子

宮頸癌細胞に対するbortezomibの抗腫

瘍効果発現のメカニズムを解明する

ために、その投与により発現が増強す

る遺伝子を検索したところ、癌抑制蛋

白であるp53の下流遺伝子群に発現の

増強を認めたが、p53そのものの発現

の増強はRNAレベルでは認められな

かった。p53をsiRNAによりノックダウ

ンすることで、子宮頸癌細胞に対する

bortezomibの抗腫瘍効果は消失するこ

とから、その抗腫瘍効果はp53の発現

回復を介することが証明された。 
蛍光でラベルしたMG132内包ミセル

はヌードマウスの皮下に移植した頸

癌の腫瘍に集積することが示された。

HPV陽性のHeLa、Caski細胞を移植し

たマウスの腫瘍に対して、強い抗腫瘍

能を示した。また、ミセルの抗腫瘍効

果はシスプラチンと相乗効果を示す

ことが判明した。プロテアソーム阻害

剤であるMG132は単独では、HPV陰性

のC33細胞をヌードマウスの皮下に移

植した腫瘍に対して抗腫瘍効果を示

さなかったが、MG132内包ミセルはこ

のHPV陰性の腫瘍に対しても高い抗

腫瘍効果を示すことが判明した。 
 
１１）E6E7を標的にした siRNA、

dsRDCおよび新しいDNA修飾体の特

性 
HPV16 E6E7を標的とするdsRDCは、

siRNAに比較して、（１）オフターゲ

ット効果が少ない（２）細胞毒性が低

い（３）血清安定性が高い（siRNA半

減期，0.5時間；dsRDC、8時間）（４）

siRNAは、ガイド鎖（GS）とパッセン

ジャー鎖（PS）によるRNAiを誘導す

るが、dsRDCはGSによるRNAiのみを

誘導する、などの多数の優位点が見ら

れた。反面、dsRDCはRISC形成能が低

く、そのためのRNAi活性の低下があ

った。（以上2010年度） 
dsRDCのRNAi活性の低下を改善する

ために様々なDNA修飾体を調べ、GS
の5‘端  1-2番目とPSの相補部分を

RNAのまま、3 - 8番目とPSの相補部分

を DNA に 置 換 し た DNA 置 換 体

（idRNA）は、下記にあるようにsiRNA
とdsRDCのそれぞれの欠点を補った

優れた特性を有していた。 
（１）RISC形成能 siRNA > idRNA 
>> dsRDC 
（２）RNAi活性 siRNA > idRNA >> 
dsRDC 
（３）オフターゲット効果 siRNA >> 
idRNA > dsRDC 
（４）細胞毒siRNA>idRNA>dsRDC 
（５）パッセンジャー鎖RISC形成 
 siRNA (+)，dsRDC (-), idRNA (-) 
 
１２）idRNAのE6E7特異的増殖抑制

効果 
idRNAは、siRNAとdsRDCのそれぞれ

の優れた特性を継承しているが、E6E7
を標的とたidRNAの特異的増殖抑制
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効果についてsiRNAおよびdsRDCと比

較検討を行なった。またHPV16型E6E7
を 標 的 に し た idRNA(E6-497) は 、

hTERT不死化ケラチノサイトに対す

る非特異的増殖抑制効果が少なく

E6E7不死化ケラチノサイトに強い増

殖抑制を有し、高度異型上皮の治療応

用に適している事を示した。 
 
１３）siRNAの非特異反応 
siRNAの細胞毒性は、これまで外来性

siRNAによるAGO2の占拠によって

miRNA生成が抑制されるためと考え

られていた。本研究においてAGO2導
入は、HeLa細胞とHuH-7細胞において、

siRNAのRNAi活性とともにオフター

ゲット効果と細胞毒性を亢進させた。

またHeLa細胞においてAGO2ノック

ダウンは、細胞増殖に全く影響なく、

ノックダウン後に導入した様々な

siRNAによる細胞毒性を部分的に緩和

した。 
高レベルのAGO2を発現させたHeLa
細胞においてsiRNA導入により引き起

こされるmiR-21およびmiR-24発現抑

制は全く見られなかった。以上から

siRNAの細胞毒性は、miRNA生成抑制

ではなくオフターゲット効果が関与

していることが示唆された。 
 
１４）siRNAによるインターフェロン

反応遺伝子発現への影響 
HeLa細胞に6種類の siRNA (siCont1, 
siCont2, siFLuc, siE6-497, siE7-573 
siE7-752)とこれらのdsRDC修飾体を

導入後に、インターフェロン反応遺伝

子（IFNbeta,OAS1，GIP2，MX1，IFIT1）
の発現を解析した。これらの中で

dsRDC-Cont1， siE7-573， siE7-752，
dsRDC-E7-752 によって 6 倍程度の

IFNbeta mRNAの誘導が見られた。こ

れらのsiRNAの細胞毒性の一部は、イ

ンターフェロン反応が関連している

可能性がある。 
 
１５）E6標的siRNA内包高分子ミセル 
 まず、18E6siRNAのin vitroでの薬理

効果を見るために、HeLa細胞にsiRNA
を添加し細胞増殖抑制活性をMTSア
ッセイで調べた。HPVと無関係のコン

トロールsiRNAと比べ細胞増殖能は

40%程度になった。16E6siRNAについ

ても同様に施行し、SiHa細胞では50%
程度の抑制であったが、HeLa細胞や

C33A細胞では有意な抑制は見られな

かった。E6siRNAはタイプ特異的にE6
遺伝子発現を阻害することが示唆さ

れた。これらのsiRNAをRGD搭載PEG
と混合して内包させた高分子ミセル

を合成した。18siRNA内包高分子ミセ

ルはHeLa細胞担癌ヌードマウスへ、

16E6siRNA内包高分子ミセルは、SiHa
細胞担癌SCIDマウスへ、それぞれ6回
静脈投与した。Day 12におけるHeLa
細胞腫瘍の増殖能は、E6siRNA高分子

ミセル投与によってコントロールに

比して約70％減少した。SiHa細胞腫瘍

の増殖能は約80%減少した。いずれも

有意な差であった。また各腫瘍を摘出

し、腫瘍内におけるE6発現をRT-qPCR
で確認したところ、E6 siRNA高分子ミ

セル群で有意にE6 mRNAレベルが低
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下していた。E6の最も重要な機能であ

るp53の消化作用を見るために、摘出

腫瘍のp53蛋白質をウエスタンブロッ

ト法で検出したところ、E6 siRNA高分

子ミセルの投与量に依存して、p53が
レスキューされていることがわかっ

た。コントロール高分子ミセルの投与

ではp53は全く検出されなかった。 
 

１６）HPV 粒子産生 

これまで、HPV 感染の中和活性評
価には偽ウイルス粒子が使われてき
た。しかし、本物のウイルス粒子とは
挙動が異なることから、本物の HPV
粒子を用いる必要がある。しかし、こ
れまでの方法では HPV を培養技術で
大量に安定して供給することはでき
ない。今年度は、異なる型の HPV ゲ
ノムを持つ表皮角化細胞から三次元
培養により分化誘導により安定して
ウイルス粒子を作成する技術を開発
し、抗体の中和活性測定に使用できる
ことを確認した。また、不死化正常角
化細胞株を用いて平皿培養において
HPV ゲノムを安定して維持する細胞
株を樹立し、薬剤添加により HPV ゲ
ノムを 100-1000 倍に増幅させると同
時に、分化誘導により L1, L2 蛋白の誘
導にも成功した。L1, L2 蛋白の誘導に
は後期プロモーターと考えられる p670
（HPV16）から転写誘導に加え、細胞分
化に高度に依存することを見出した。こ
れにより平皿上での HPV 粒子産生の
目途が立った。 
 
１７）HPV 複製阻害剤スクリーニン

グ系の開発 

独自に開発した遺伝子組換え HPV
ゲノムを複製維持する細胞株の簡便
な樹立法を用い、HPV16 及び 18 の複
製における制御遺伝子の機能解析の
結果、感染後の初期複製ならびにウイ
ルス粒子産生時の後期複製にはウイ
ルスがコードするヘリケース E1 が必
須であるものの、未分化基底細胞にお
ける維持複製には必要ないことを明
らかにした。本成果はこれまで米国な
どで開発中のE1阻害剤はHPV病変の
完治にはそれほど期待できないこと
を示しており、J. Virol 誌の Spotlight
にも取り上げられた。同じ技術を用い
L1,L2 領域に分泌型ルシフェラーゼ遺
伝子を挿入した HPV ゲノムを複製す
る角化細胞株の樹立に成功した。この
細胞株は HPV 複製コピー数をほぼ同
時性にモニターすることができるた
め、HPV 複製阻害剤スクリーニング系
に用いることが可能である。一方、E7
がウイルス生活環と細胞増殖性維持に
重要であること、E6 がゲノムコピー数の
維持に関与すること、E7 による上皮過形
成誘導機構には JNK の活性化が重要
であることを見出した。 

 
１８）ウイルス遺伝子を標的とした予
防と治療 
従来の報告に反し HPV 維持複製に

は E1 が不要であるとの結果より、ウ
イルスがコードする唯一の酵素であ
る E1 ヘリケースを標的とした維持複
製阻害剤の開発は困難と判断した。一
方、E6,E7 を標的とする薬剤などは子
宮頸がんの治療に有効であるだけで
なく、CIN 病変を対象にした予防治療
に有効である可能性が高い。これまで
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に、HPV16 E6E7 を標的とした特異性
の高い siRNA 配列をもとにオフター
ゲット効果や細胞毒性を下げつつ、サ
イレンシング効果を維持した核酸医
薬として、RNA の一部を DNA に置き
換えた dsRDC と idRNA を開発した
（特許出願中）。これらを封埋したミ
セルの開発も片岡一則博士ら研究協
力者と共に進めている。 

 
１９）ウイルス蛋白質を標的とした予

防・治療法の開発 
E6 はプロテオソーム系を用いて

p53 などの分解を促進している。プロ

テアソーム阻害剤である MG132 封埋

ミセルは MG132 単独投与に比べ子宮

頸癌由来の細胞株である HPV18 型陽

性の HeLa および HPV16 型陽性の

CaSki 細胞移植マウスに対して、著明

な抗腫瘍効果を示した。腫瘍において

特異的に MG132 の蓄積が維持された

ことからナノミセルによる EPR 効果

によるものと推測された。 

 
D. 考察 

子宮頸がんは、我が国で年間約15,000
人が発症し、約3,000人が死亡している。

出産・育児世代の女性が多く罹患する

ことから英語圏では「マザーズ・キラ

ー」とも呼ばれている。実際、我が国

ではHPV感染の低年齢化と40歳以下

の子宮頸がん罹患率増加が続いてお

り、HPV感染予防ワクチンの重要性が

増している。全ての発がん性HPV群に

有効な感染予防ワクチンは将来の子

宮頸がんの発症を激減させ、集団検診

の負担を軽減する。武田薬品工業（株）

による第二世代HPVワクチンの事業

化が決定され、大規模臨床試験に必要

な技術開発を進めているが、製品化へ

の目途は立っていない。 1) L2-56/75
領域には少なくとも2つの交差性中和

エピトープ（13B及び24B）がある。

各エピトープのアミノ酸配列は、高リ

スク型だけでなく、コンジローマ等の

原因となる低リスク型でも保存され

ているので、これらのエピトープを認

識する抗体は、幅広い型のHPVを中和

できると考えられる。MAb13B、及び、

24Bを混ぜた場合、中和能に相乗効果

が認められたことから、ワクチン抗原

は、それぞれのエピトープに対する抗

体を同時に誘導できることが重要で

ある。2) HBs-56/75キメラ抗原は13B、
及び24Bエピトープに対する抗体を誘

導したことから、次世代ワクチンとし

て期待できる。3) MAbを使用した交差

性中和抗体価測定法は、L2ワクチンの

臨床試験において、被験者への交差性

中和抗体の誘導を調べるのに必須な

技術である。多くの女性が複数の型の

HPVに同時感染している。型共通プラ

イマーでは、複合感染するHPVの検出

精度が低かったので、ワクチンの効果

判定には、複数の型特異的プライマー

を混ぜた混合プライマーを使用する

必要がある。 
今年度は新たにHBs抗原とL2蛋白の

融合蛋白を抗原とするワクチン開発

を進めた。昨年度までに、13B、及び

24Bエピトープをそれぞれ認識するモ

ノクローナル抗体MAb13B、及び

MAb24Bを分離し、それらの中和活性
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を調べ、各MAb単独よりも2つのMAb
を混ぜた場合、より高いHPV中和活性

が認められることを明らかにしてい

る。今回作成した3種類のHBs/L2キメ

ラ抗原のうち、HBs-56/75-127が最も効

率よく抗HPV中和抗体を誘導した理

由の一つとして、この抗原が13Bだけ

でなく24Bエピトープに対する抗体も

誘導したことが考えられる。全てのキ

メラ抗原は抗HBs抗体を誘導したこと

から、HBVへの有効性も維持している

ことが期待される。HBsワクチンは製

造法・安全性が確立しており製造コス

トは現行HPVワクチンに比べ著しく

安価である。HBs/L2キメラワクチンも

安価に製造できると共にHBVワクチ

ンとしての機能も維持している。その

ため発展途上国でも投与可能な安価

な感染予防ワクチンとして有望であ

る。また現行HPVワクチンの適応は女

性に限られているが、近年のHPV陽性

中咽頭がんの増加を考慮すると、男性

への適応拡大への対応も可能なワク

チンである。 

 
１）粘膜免疫を介した HPV 治療ワク
チン 
乳酸菌をベースに HPV16E7 癌蛋白

質を発現させた抗 HPV 治療ワクチン
（GLBL101c 内服）は、癌ワクチン療
法として新規の抗癌剤になりうる。子
宮頸部における免疫学的有効性
（E7-CMI）が高い症例では、CIN3 に
対する治療効果が示された。この薬理
効果と臨床効果の間に相関性あるこ
とが本年度初めて示され、CIN3 の病
変退縮がGLBL101cによるものである

可能性が高い。特に、4cap/日（1g/日）
の 10 例では、投与開始から 6 か月後
に CR4 例、PR4 例となり、奏効率
（CR+PR）が 80%となった。海外で行
われた非介入観察研究の報告では、
CIN3→CIN2 への 6 か月観察後の自然
退縮率は 15%と言われている。本臨床
試験ではプラセボ群を設定していな
いが、GLBL101c による退縮率 80%は
明らかに薬剤依存的であると考えら
れた。さらに追跡期間中には、根治治
療を施行せずに済んだ 9 例中、3 例が
正常、2 例が CIN1（感染症レベル）、4
例が CIN2 となったことは特記すべき
点である。海外では CIN2-3 を治療対
象としているが、本試験薬投与によっ
て、9 例中 5 例が海外の適応において
も治療不要となったことになる。 

 
癌ワクチン療法では、安全性が高い

ものの、免疫寛容が問題となる。特に、
経口投与では oral toleranceが危惧され
る。本研究では検討していないが、本
治療薬の長期投与、大量投与はかえっ
て E7 に対する特異的免疫寛容を誘導
する可能性もある。そこで、E7-CMI
誘導を増強する戦略として、アジュバ
ントを導入することを検討した。漢方
薬は実地臨床で日常的に使われてい
る薬であり、かつ多くのアジュバント
効果が報告されている。中でも補中益
気湯（HET）は、昨年度までの検討か
ら最も有望であった。全身性免疫の誘
導には HET のみでも相乗効果が示さ
れたが、粘膜免疫誘導には、HET だけ
では効果は乏しく、粘膜アジュバント
が必要であることがわかった。そこで、
今回の検討では、合成セラミドである
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alpha-GalCer を LTB の代わりに用いた。
Alpha-GalCer は、抗原提示分子である
CD1d によって提示され、NKT 細胞の
特異的リガンドである。この併用によ
って、NKT 細胞が活性化され、NK 細
胞、Th1 細胞、CTL が IFNによって活
性化される。NKT 細胞系による腸管粘
膜免疫が賦活化され、E7 に対する獲
得免疫誘導が増強したと考えられた。
Alpha-GalCer は、樹状細胞療法の活性
化剤としてヒトでの投与経験も報告
されていることから、今後のアジュバ
ントとして漢方薬とともに実用化が
期待される。 

 
さらに興味深いことに、一度高い

E7-CMI が誘導された症例では、全例
においてその後に試験薬の内服は全
く行っていないにもかかわらず、臨床
効果が持続しており CIN3 には至って
いない。1-3 年経過しても再発を見な
い（一般的に HPV16 型 CIN2 が CIN3
に増悪するリスクは 5年以内に 40%で
ある）。このことは、CIN 病変に存在
する HPV 蛋白質による natural booster
効果によって E7-CMI が活性化されて
いるのかも知れない。 
子宮頸部リンパ球による HPV 標的

癌ワクチンの免疫応答を評価した研
究はこれまでにない。本研究によって
子宮頸部リンパ球 105 細胞あたり 21.8 
cells 以上の E7 特異的 IFN産生リンパ
球数を有する患者では CIN2 以下に退
縮しやすいことがわかり、CIN 退縮の
バイオマーカーとなりうることがわ
かった。CIN 患者のフォローアップに
おいて、子宮頸部リンパ球を用いた検
査法が CIN の消長の予知マーカーに

なることを示唆している。 
臨床効果として、数年にわたって追

跡することによって、至適用量である
4 カプセル/日内服 10 例のうち 4 例が
CIN1 以下となった。海外では CIN2-3
は円錐切除術の対象となるが、CIN1
は HPV 感染症の扱いで治療対象とは
考えられていない。GLBL101c には、
抗腫瘍効果を発揮して、正常もしくは
感染症レベルに戻す効果があること
が証明された。本臨床試験は、1 アー
ムの探索的臨床試験であったが、今後
CIN2 を対象とする二重盲検ランダム
化比較試験を実施して有効性につい
て検証することが望まれる。そのため
に本年度より厚労省科研費（研究代表
者：川名敬）によって第 IIb 相に準じ
た自主臨床試験を開始している。 
本研究では、さらに薬理効果（E7

粘膜免疫誘導能）の優れている E7 発
現乳酸菌を新規開発するべく薬剤の
最適化を試みている。この結果によっ
ては第二世代のより強力な免疫誘導
能を持つ E7 発現乳酸菌を新薬として
開発することを考えている。 

 
一方、感染予防ワクチンは HPV 既

感染者に対して治療効果はない。既感
染者に対しては、定期受診によるフォ
ローアップと病変進行時の外科的治
療が行われている。潜伏感染している
HPV ゲノムの複製阻害や被感染細胞
の排除は、HPV 既感染者の発がんリス
クを低下させる唯一の方法であるが、
現在 HPV を排除する内科的治療法は
ない。HPV 治療ワクチンや HPV ゲノ
ム複製阻害剤は CIN3 患者さらには子
宮頸がん患者に対する、現在の外科的



22 
 

治療に取って替わる可能性がある。 
内科的治療法は、患者への負担が

少なく、頸管部を正常に保ち、患者
の妊娠・出産に対する影響もない。
経口 HPV 治療ワクチンは製造工程
の容易さから低価格で製造が可能で
あり、HPV ゲノム複製阻害剤ととも
に成功すれば医療経済効果は高く、
発展途上国への医療援助も可能であ
る。このような内科的治療法が確立
すれば、患者は定期受診による肉体
的および精神的負担から解放され、
医療負担も軽減される。この中で、
HPV 複製阻害剤の開発につながるア
ッセイ系が樹立され標的とすべきウ
イルス分子も特定が進んでいる。今
後はアッセイ系を単純化しハイスル
ープット化を進める。また、HPV 
HPV16 型の E7 蛋白質を菌体表面に
提 示 す る 乳 酸 菌 死 菌 製 剤
（GLBL101c）を CIN3 患者に対して
経口投与により、E7 特異的 CTL を
誘導し子宮頸部の前がん病変治療を
目的とする探索的第 I/IIa 相臨床試験
を昨年度までに終了し、至適投与量
における奏効率(退縮率)は 80%(8/10)
であった。経口薬により CIN3 に対
する治療効果を示した世界初の成果
である。子宮頸部リンパ球における
E7 特異的 CTL の誘導と治療効果と
の間には明らかな相関が見られ、本
治療ワクチンの効果が期待通りの機
構による物であることを強く示唆し
ている。さらに、アジュバント併用
の有用性、乳酸菌・HPV 分子の量比
の再検討等による改良を非臨床で進
め、第二世代乳酸菌経口薬を製剤化
し、研究期間内に臨床試験の実施を

めざす。一方で、CIN3 病変や子宮頸
がんは宿主免疫反応を逃れて進展し
た病変であり、今回の経口治療ワク
チン単独では CIN 病変の消失までは
期待できないことも明らかとなった。
今回の結果をもとに CIN1/2 病変の
排除も期待できる経口治療ワクチン
開発を進める必要がある。 

 
２）HPV16 複製環における oncoprotein
の働き 
 HPV の コ ー ド す る 主 要 な

oncoprotein である E6 と E7 は、細胞の

transformation やがん化における機能

解析が進んでいるが、ウイルス複製に

おける役割は分かっていない。いずれ

も細胞におけるウイルスゲノムのメ

ンテナンスに必須であると報告され

ていたが、我々の HPV16 を用いた変

異解析から，ゲノムメンテナンスには

必須ではないことが示された。この差

異は、効率の良い複製系の構築と、そ

れに伴い初代培養細胞の増殖性を維

持した状態でアッセイ出来るという

条件が影響していると考えられる。 
 E6 の変異体では細胞あたりのウイ

ルスゲノムコピー数が顕著に減少し

ていた。この事は未分化状態の細胞で

観察されたことから、E6 による上皮

形質の変化というよりは、p53 を介し

た監視機構の破綻が影響している可

能性が考えられた。エピゾーム状に外

来の DNA が複製することで DNA 損

傷反応が惹起され、ウイルスゲノムコ

ピー数の低下が引き起こされており、

E6 存在下ではそのような反応が抑制

された結果、コピー数の増加が可能と
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なっているものと推察される。 
 E7 に関しては、その変異の影響が

ほとんど観察されなかった。この点は

HPV18 の結果と大きく異なる。今後ほ

かのサブタイプを用いた解析も必要

となると考えている。 
 この E7 による分化抑制は、過形成

誘導にも重要である。今回、E7 によ

る JNK の恒常的活性化が分化の抑制

に関与している可能性を示した。この

活性化機構は不明であるが、これまで

に E7 が TNFR シグナルを改変するこ

とが報告されており、TNFR シグナル

抑制に伴う JNK の活性化が関与して

いる可能性も考えられる。 
 

３）HPV18 調節遺伝子の機能について 
 今回は HPV18 の調節遺伝子のウイ

ルス複製における機能を解析した。そ

の結果 E6 はゲノムメンテナンスに必

須ではないが重要な役割を持つこと

が示された。これにより E6 変異体で

は細胞内の HPV 遺伝子の発現量は非

常に低く抑えられ、その結果分化に応

じたゲノムコピー数の増加や、皮膚モ

デル培養系での異形性誘導、L1 タン

パク発現などが認められなくなった

と考えられた。 

 E7 はメンテナンスには関与しない

が、分化時のゲノム増加に関与してい

た。さらに皮膚モデル培養系では、E7
変異体は異形性や L1 の発現が認めら

れなかった。この事は E7 が分化プロ

グラム（異形性）の制御に重要であり、

E7 による分化改変がゲノムコピー数

の増加や後期遺伝子の発現に関与し

ている可能性を示している。E7 の変

異によるこのような効果は HPV16 で

は観察できなかった。皮膚モデル培養

系に適用できたのは、これまでのとこ

ろ HPV18 のみであり、HPV16 でも同

様の解析が必要であると考えられる。 
 E4 と E5 は分化に応じたゲノムコピ

ー数の増加に、E7 ほどではないが関

与している可能性が考えられた。皮膚

モデルでも、ほぼ野生型と同様の異形

性を誘導したが、L1 の発現量は有意

に低下していた。これらの作用機序は

現在のところ不明である。 
 以上の点から、E6 が有望な薬剤標

的であると考えられた。ここでの E6
の作用機序を考えることが次の目標

である。 

 

４）E4 の機能 
E4 には G2/M 期細胞周期停止機能が

あることを報告している。また E7 に

よる分化抑制と拮抗して、ケラチノサ

イトの分化誘導を促進する活性を見

出している。 
 HPV 感染上皮では E7（と E6）の働

きによって角化細胞の正常な分化が

抑制され、過形成や異形性が誘導され

る。しかし HPV の産生的複製には角

化細胞の正常な分化が必要である。E4
は分化層で発現誘導がかかり、E7 の

作用を打ち消すことで細胞の分化を

進め、HPV の産生的複製に適した細胞

環境を整える働きがあるのかも知れ

ない。 

 また E4 は細胞質で凝集塊を形成し

ている。ここにはシャペロン蛋白の他、
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ユビキチン化タンパクも集合してい

ることが確認され aggresome 様の構造

体を形成していることが示された。 
 この E4 による aggresome 形成が、

γチューブリンなど種々の細胞性因

子の補足、及び不活化に関与する可能

性が示された。特にγチューブリンは

M 期進行に重要な中心体の主要構成

因子であり、E4 による G2/M 期細胞周

期停止に寄与している可能性が示唆

された。 

 また、E4 aggresome は HPV の E6，
E7という主要なoncoproteinも捕獲し、

細胞質中のこれらの因子量を抑制す

ることが分かった。E6，E7 は HPV 感

染による腫瘍形成に関わることが知

られており、E4 はこれらの因子の機

能を抑制することで、HPV 複製におい

て何らかの機能を有していることが

推測された。特に E7 は角化細胞の分

化を抑制することが知られており、一

方で HPV のビリオン産生には細胞の

最終分化が必要であることが報告さ

れている。E4 は感染組織上層部で発

現し E7 の機能を抑制することで、感

染細胞をビリオン産生に必要な分化

状態へ移行させるというモデルが考

えられた。 
 
５）我々の HPV 複製モデルの有用性

に関して 
 ここで利用されている HPV 複製系

は、（i）構築が容易である、（ii）短期

間に樹立できる、（iii）皮膚モデル培

養系に適用できる、という利点がある。

HPV 導入細胞は、長期間培養すること

で形質が変わり、がん化形質を持つよ

うになる。またウイルスゲノムのイン

テグレーションも認められるように

なる。そのような細胞では、正常なウ

イルス複製の観察は困難であるが、こ

こで用いた系ではそのような問題の

発生は低く抑えられている。 
 いくつかの新規化合物の評価を行

ったところ、有望と思われるものが見

つかった。今後は皮膚モデル培養系に

も適用して、その異形性誘導やビリオ

ン産生の抑制効果を評価する予定で

ある。 

E6,E7 の高発現は CIN3 以上の病変
の維持に必須であることから、siRNA
やプロテオソーム阻害剤による E6,E7
の機能抑制による予防・治療法の開発
を進めている。bortezomib の子宮頸癌
細胞に対するアポトーシス誘導能に
関して、シスプラチン、カルボプラチ
ン、パクリタキセル等の化学療法剤と
相乗効果があることが示されたこと
から、実際の子宮頸癌患者に対するプ
ロテアソーム阻害剤の投与にあたっ
ては、これらの化学療法剤との併用が
有効であり、投与順序としては、 プ
ロテアソーム阻害剤をシスプラチン、
カルボプラチン、パクリタキセル等の
化学療法剤よりも先行投与させた方
がより効果的である可能性が示唆さ
れた。 

プロテアソーム阻害剤である
MG132 をナノミセルに内包化するシ
ステムはマウスモデルにおいて、血中
で安定であり、裸剤と比べ腫瘍への集
積性を増すことにより、HPV 陽性の子
宮頸癌に対して強い抗腫瘍効果を示
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す可能性が示唆された。ミセル化する
ことにより、裸剤では抗腫瘍能を示さ
なかった HPV 陰性の C33 細胞由来の
腫瘍に対しても強い抗腫瘍効果があ
ることから、本ミセルは他癌腫でも抗
腫瘍効果を示すことが期待される。
HPV16 E6E7 を標的とする従来型
siRNA は、RNAi 活性が高い反面、非
特異反応性としての細胞毒性が高く、
これらは医薬応用には大きな問題で
ある。dsRDC と本研究で見出された
idRNA は、GS を介したオフターゲッ
ト効果が少ない上に、PS による RISC
形成が全くなく、共に細胞毒性が抑制
されていた。特に idRNA は、dsRDC
に比べて優れた特異的遺伝子発現抑
制活性を有していた。idRNA による
RNAi 活性の改善には、5 性末端２塩
基 RNA を介した RISC 形成効率の向
上が関連していること、オフターゲッ
ト効果の減少にはシード領域（5 成端
より、2-8 番目）のうち 6 塩基が DNA
であること、また PS の RISC 形成欠
如は、シード部分とその相補鎖がDNA
になっているためと考えられた。 

 siRNAによるRNAi活性は細胞内
RISC の形成効率に依存しており、特
にその構成因子である AGO2 蛋白レ
ベルが律速因子であると報告されて
いる。今回の研究で、AGO2 発現増加
は siRNA による RNAi 活性を増強し、
これにともなってオフターゲット効
果の増加も観察された。 

 miRNA 生成は、siRNA と同様に
RISC 形成を必要するが、siRNA の導
入によって AGO2 が占拠され、miRNA
生成を抑制する。これまで、siRNA の
増殖抑制効果は、この miRNA レベル

の低下によるものと考えられていた。
しかし、HeLa 細胞において高レベル
の AGO2 発現は siRNA による miRNA
レベルの低下は阻止したのにも拘ら
ず、非特異的増殖抑制を増強した。ま
た、AGO2 ノックダウンは、細胞増殖
に全く影響を及ぼさないばかりか、ノ
ックダウン後の siRNA 導入に伴う増
殖抑制も部分的に抑制した。以上から、
siRNA による細胞毒性は、miRNA 発
現抑制ではなくオフターゲット効果
によるものである可能性が示唆され
た。 

 一部の siRNA と dsRDC は、HeLa
細胞において IFNbeta の発現を引き起
こした。これらの配列にはこれまで知
られている TLR を活性化するものは
なく、19 塩基 2 本鎖核酸で 3 鎖に 2
塩基突出端を有する構造であっても
自然免疫を活性化し、細胞増殖を抑制
する可能性が示された。今後その機構
について検討する予定である。siRNA
は単体では生体内に投与することは
できない。投与しても RNase、マイナ
スイオンによる細胞への取り込み阻
害、貪食細胞への取り込み、によって
ドラッグデリバリーシステム（DDS）
無しには実用化は難しい。そこで、
DDS として高分子ミセルを利用して
いる。PEG 化された薬剤は昨今多くの
薬剤で応用されていることから、実用
化への道が近い。本研究で得られたマ
ウス担癌子宮頸癌への抗腫瘍効果は、
DDS による生体への静脈投与であり、
実現性のある投与方法であった。核酸
医学による siRNA の最適化とともに
本研究で用いた DDS によって HPV 分
子に対する核酸医薬を利用した分子
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標的治療薬の開発につながると考え
られた。 
 

E. 結論 
本研究班では新たなシーズ開発を

目指した基礎研究から臨床応用へ向

けたTRまでを2名の婦人科臨床医、4
名のウイルス学者と基礎研究者で構

成し、複数の共同研究により有機的に

進めている。 
TRとしては、HPV型間で共通性の高

いL2蛋白質をHPV16のL1蛋白と融合

させたVLPを抗原とする第二世代

HPV感染予防ワクチンは製薬会社に

より事業化され、製品化を目指した大

規模臨床試験に必要な検査法などを

開発整備している。L2-56/75領域には

少なくとも2つの交差性中和エピトー

プがある。これら2つのエピトープに

対する抗体を誘導できる抗原は、すべ

ての高リスク型を含む幅広いHPVの

感染予防が可能なワクチンと成り得

る。さらに、新たに開発したHBs抗原

にHPV16 L2-56/75領域を挿入したキ

メラ抗原は、幅広い型のHPVとHBVの

双方に有効な多価ワクチンとして有

望である。 一方、HPV16 E7を抗原

としCTL誘導によるCIN3病変の治療

を目指した経口治療ワクチンは探索

的第I/IIa相臨床試験を終了し、CIN3か
らCIN2への退縮と外科的手術の回避

を80% (8/10)で観察し有望な結果を得

ている。今後は、ワクチンのさらなる

改良と共に、研究期間内の大規模臨床

試験への橋渡しを目指している。さら

にCIN1/2に対する経口治療ワクチン

開発も今後推進すべき課題である。今

後は自主臨床試験を通して、再発、再

燃を示した子宮頸癌患者に対して、 

bortezomib等のプロテアソームを臨床

応用につなげる研究を発展させて行

きたい。プロテアソーム阻害剤である

MG132をナノミセルに内包化するシ

ステムの臨床応用にも取り組んで行

く。 
今回は新規HPV複製系を用いた，

reverse geneticsによる遺伝子機能解析

を行った。この実験系は、HPV複製制

御機構を理解する上で重要なアッセ

イ基盤になると考えられ、今後の抗ウ

イルス剤開発や、そのスクリーニング

に貢献するものと期待される。 
 HPV制御遺伝子の中で、その役割

がよく分かっていないE4やE5に関し

ても、その機能が明らかになれば、そ

の知見に基づいて抗ウイルス剤の分

子標的の同定をすすめることが可能

となる。今回の研究ではとくにE6が有

望な分子標的であることが示された。 
 またHPVに対する抗ウイルス作用

を示す化合物のスクリーニング系の

開発も、今後改良を加えて実用的なも

のとする必要がある。また、米国など

において有望なHPV複製阻害剤とし

てシード化合物が取られているE1阻
害剤は持続感染病変に対して無効で

あり、複製阻害の標的遺伝子（産物）

として不適であることを示している。

これに関し、本研究ではHPV複製阻害

剤の開発に必要なハイスループット

のスクリーニング系の開発に成功し

た。HPV特異的mRNAを標的とする核
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酸医薬は理論的には特異性も高く効

果も期待される。HPV分子標的治療薬

として、HPV癌遺伝子のE6を標的にす

る核酸医薬（siRNA）にナノテクノロ

ジーを活かしたDDSシステムを組み

合わせた創薬の開発に着手した。今後、

日本発の分子標的治療薬の開発につ

なげたい。HPV関連腫瘍においてE6E7
を標的にするsiRNAは、新しい治療薬

として有望であるが、オフターゲット

効果や細胞毒性などの副作用の克服

が不可欠である。本研究で我々は、オ

フターゲット効果がsiRNAの細胞毒性

に関与していることを明らかし、その

解決法としてシード領域をDNA修飾

したdsRDCが有効であることを示し

た。また、dsRDC化に伴うRISC形成の

低下は、GS鎖5’端2塩基がDNAであ

るためで、これらをRNAに戻した

idRNA構造は、高い遺伝子抑制効果と

抑制された非特異反応（オフターゲッ

ト効果、細胞毒性）を示し、E6E7を標

的にした核酸治療薬への応用に有用

であると考えられた。 
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