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2.4. 非臨床試験の概括評価 

2.4.1. 非臨床試験計画の概要 
 GlaxoSmithKline Biologicals（GSK Biologicals）社は、 との連携の下、癌原性ヒ

トパピローマウイルス（HPV）による一時的および持続的感染、意義不明異型扁平上皮細胞

（ASC-US）、子宮頸部上皮内腫瘍（CIN）ならびに前癌病変（2/3）を含む細胞学的異常を防御

することによって、10歳以上の女性における子宮頸癌の予防を適応症とする新規予防癌原性HPV
ワクチンを開発した。 
 AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチン（本ワクチン）はガラス製シリンジ入りの筋肉内接種 1
回量 0.5mL 注射剤で、保存剤を含有しない。申請用法は 0、1 および 6 ヵ月後の 3 回接種である。

組成および特性については「2.3.P.1 製剤および処方（サーバリックス、注射剤）」に示す。 
 本ワクチン 1回接種量中には、有効成分としてウイルス様粒子（VLP）の形態に会合したHPV-16 
L1 蛋白 20µg および HPV-18 L1 蛋白 20µg を含有しており、水酸化アルミニウム（Al(OH)3）500µg
と 3-O-脱アシル化-4'-モノホスホリル lipid A（MPL）50µg からなる AS04 アジュバントが添加さ

れている。 
 本ワクチンの組成は、以下に記載したように非臨床感染モデルならびに非臨床および臨床自然

感染実験より得られたデータに基づき決定した。 
 種々の動物モデルを用いた非臨床感染試験により、VLP として会合した L1 パピローマウイル

ス蛋白が高い中和抗体価を誘導し、感染とそれに伴う病変形成に対して防御効果を有する強力な

免疫原であることが示された。また、3 種の動物モデル（イヌ口腔パピローマウイルス、ウサギ

パピローマウイルスおよびウシパピローマウイルス）のすべてにおいて、それぞれの種特異的な

L1 VLP ワクチン接種によって、それと対応するパピローマウイルス感染とその後の病変形成に

対する短期防御免疫が誘導されることが確認されている[Kirnbauer, 1996; Suzich, 1995; Breitburd, 
1995; Christensen, 1996; Jansen, 1995]。また、イヌ口腔パピローマウイルス L1 VLP ワクチンをイ

ヌに皮内接種したところ、粘膜からのパピローマウイルス感染に対する防御効果が発現すること

が示されている[Suzich, 1995]。また、ワクチン接種後の感染防御を担う抗体の決定的な役割は、

数種の動物モデルにおける受身伝達試験により示されている[Kirnbauer, 1996; Suzich, 1995; 
Breitburd, 1995]。しかし、ウサギにおける遅発性の感染（ワクチン接種の 6～12 ヵ月後）に対し

ては、有意な感染防御が認められたものの完全な防御には至らなかったことから[Christensen, 1996]、
B細胞による免疫記憶応答を含む十分なレベルの液性免疫の十分なレベルでの持続性を向上させ

る必要があると考えられる。このことから、優れた液性免疫誘導作用を有するワクチンでのみ、

長期の防御効果が得られると結論付けられる。 
 パピローマウイルスの自然免疫についての知識は、おもに疫学研究および自然史研究から得ら

れたものであり、HPV の感染制御において獲得性の細胞性および液性免疫応答の両者が重要で

あることが強く示唆されている[Shiffman, 2003; Ho, 1998; Ho, 2002]。また、細胞性免疫がウイル

ス感染細胞の除去に不可欠であり、免疫記憶の成立に対しても重要であることも示唆されている。

関与するエフェクターの詳細は不明であるものの、HPV による病変の治療において CD4 T リン
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パ球依存性反応の関与が示されている。これに対し、感染の除去または制御に効果的な細胞性免

疫が誘導されないと、持続性感染に至り、癌原性を示す HPV 型ではハイグレードの CIN または

浸潤癌に進行するリスクが上昇することが示されている。これらの成績により、抗体を介した免

疫も遊離ウイルスの除去および再感染の予防に重要な役割を果たすことが示された。しかし、一

部の研究では、自然感染により誘導される HPV カプシドに対する特異抗体が、以後の再感染に

対して必ずしも防御効果があるとは限らないことも示されている。セロコンバーション率が感染

マーカーとなる多くのウイルス感染とは異なり、HPV 感染女性のセロコンバーション率はわず

かに 50%であり、血清抗体が陽性であることと、同じ HPV 型の再感染リスクが統計学的に有意

に低下することとの間に関連性はない[Viscidi, 2005]。 
 非臨床の自然感染試験により、L1 カプシド蛋白に対する高い抗体価、B 細胞による免疫記憶

応答および T 細胞応答を誘導する能力を有するワクチンが、HPV 感染および関連臨床病変の予

防において高い有効性を示す可能性が示唆されている。 
 L1 VLP を含有することは本ワクチンにとって必須であるが、効果的な B 細胞および T 細胞の

免疫記憶応答の誘導と同時に、持続的に高い抗体価を誘導して、強力、持続的および広範囲な感

染防御効果を促進させることを目的として、新規で独自のアジュバントを開発した。このような

アジュバントの 1 つである AS04 は、Al(OH)3および MPL を含有しており、ヘルパーT 細胞およ

び免疫記憶 B 細胞の誘導活性に基づいて選択され、本ワクチンに添加されている[Garçon, 2006; 
Giannini, 2006]。 
 感染を防御する抗HPV L1 VLP抗体を誘導させるためにVLPとして会合したL1蛋白を添加し、

持続的な高い抗体価および特異的細胞性免疫を誘導させるために AS04 アジュバントを添加した

配合剤が選択された。 
 AS04 アジュバントは GSK Biologicals 社において臨床開発中の他のワクチン抗原に配合するこ

とにより、すでに 16000 例以上の被験者に接種されており、これらの臨床試験において安全性と

良好な忍容性が示されている。また、HPV-16 L1 VLP および HPV-18 L1 VLP と配合した AS04
については 32000 例以上の被験者に接種されており、安全性と良好な忍容性が示されている。 
 
 本ワクチンの非臨床における薬理試験、薬物動態試験および毒性試験は、以下に示すように、

AS04 アジュバントおよび MPL の試験と並行して実施した。試験は 2 つの FDA ガイダンス

（Considerations for Developmental Toxicity Studies for Preventive and Therapeutic Vaccines for 
Infectious Disease Indications、Feb. 2006 および Nonclinical Studies for the Safety Evaluation of 
Pharmaceutical Excipients、May 2005）に概説された原則に従って実施した。また、EMEA ガイダ

ンス（Note for Guidance on preclinical pharmacological and toxicological testing of vaccines、
CPMP/SWP/465/95）、ヒト用ワクチンのアジュバントに関するガイドライン（Guideline on adjuvants 
in vaccines for human use、EMEA/CHMP/VEG/134716/2004）に準拠したほか、EMEA の生殖毒性

試験法ガイドライン（Note for Guidance on Reproductive Toxicology: Detection of Toxicity to 
Reproduction for Medicinal Products、CPMP/ICH/386/95）にも準拠した。これらのガイドラインに
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従い、本ワクチンの副次的薬理試験、薬力学的薬物相互作用試験、薬物動態試験、遺伝毒性試験

およびがん原性試験は実施しておらず、MPL の副次的薬理試験、薬力学的薬物相互作用試験お

よびがん原性試験も実施していない。 
 HPV は種特異的であるため、AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンの感染防御モデルを用い

た非臨床試験での評価はできなかったが、ガイドラインの推奨に従い、本ワクチンの効力を裏付

ける薬理作用を免疫原性試験によって検討した。試験の目的の 1 つは、本ワクチンの各成分の最

適な重量比を評価することである。さらに、本ワクチンの特異的な液性および細胞性免疫応答を

アジュバント非添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンおよびAl(OH)3添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチン

と比較した。ほとんどの試験はマウスを用いて実施し、のちにサルの試験により確認した。 
 これと並行して、in vitro（ヒトまたはマウス細胞）および in vivo（マウス）試験において AS04
アジュバントおよび MPL の効力を裏付ける試験を実施し、作用機序および免疫賦活性を検討し

た。 
 心血管系および呼吸系に対する安全性薬理試験を、AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンおよ

び MPL の両者について実施し、心機能および呼吸機能に及ぼす影響を検討した。 
 ラットに 14C-MPL を静脈内および筋肉内投与したときの MPL 関連物質の薬物動態、分布およ

び排泄試験を実施した（2.3.A.3.2.12 参照）。 
 本ワクチンについて、いくつかの毒性試験を実施した。ウサギの反復投与毒性試験を 4 試験、

ラットの反復投与毒性試験を 1 試験実施した。  1513（4.2.3.2.1）および  58678（4.2.3.2.3）
試験では、単回および反復（4 回まで）投与後の局所および全身毒性を評価した。  58678
試験では、より長期にわたるより詳細な投与後の評価を行った。  1513 試験で手技上の問題に

より血液学的検査値の解析が不完全であったため、  1758 試験（4.2.3.2.2）において血液学的

検査を再実施した。また、  58678 試験の最終投与 13 週間後に観察された血小板数の低値

がウサギに特異的な影響であるか、または投与量によるものなのかを評価するため、ウサギ（  
62369 試験、4.2.3.2.4）およびラット（4.2.3.2.5）を用いて追加試験を実施した。さらに、本ワク

チンは妊娠可能女性に接種するため、ラットの雌受胎能、出生前および出生後の発生に関する試

験を実施した（当該プロトコールは、20 年 月 日に FDA に提出し、20 年 月 日に電

話会議により FDA review team と協議した）。 
 本ワクチンと並行して、AS04 アジュバントの安全性についても反復投与毒性試験および生殖

発生毒性試験により検討した。 
 さらに、MPL の安全性プロファイルを、ラットの単回投与毒性試験、ラットおよびイヌの反

復投与毒性試験、遺伝毒性試験、ラットおよびウサギの胚・胎児発生に関する試験、ラットの出

生前および出生後の発生ならびに母体の機能に関する試験により検討した（2.3.A.3.2.13 参照）。 
 なお、安全性薬理試験、薬物動態試験および毒性試験に使用した原薬の純度は、臨床試験で使

用した原薬および市販予定の原薬と同等であった。 
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 上述した非臨床試験により、AS04 アジュバントおよび MPL の作用機序が明らかとなり、

HPV-16/18 L1 VLP ワクチンに AS04 アジュバントを添加した際の安全性も確認された。また、本

ワクチンは動物モデルにおいて安全性を示し、強力かつ持続的な特異的免疫応答を誘導すること

が示された。したがって、本ワクチン（各 L1 VLP 20µg＋Al(OH)3 500µg＋MPL 50µg）のヒトへ

の使用に問題がないことが結論づけられた。 
 

2.4.2. 薬理試験 
 効力を裏付ける試験および安全性薬理試験を MPL、AS04 アジュバントおよび AS04 添加

HPV-16/18 L1 VLP ワクチンについて実施した。 
 MPL はグラム陰性菌 Salmonella minnesota R595 株の細胞壁から単離したリポ多糖（LPS）由来

の lipid A の無毒化誘導体であり、LPS の免疫賦活能を保持している。MPL の効力を裏付ける試

験（4.2.1.1.10/ref）において、MPL は自然免疫の活性化に重要な役割を果たすことが示された。

自然免疫の活性化は、免疫応答の開始を増強し、細胞性および液性の獲得免疫応答の増強につな

がると考えられる。一方、マウス（in vitro および in vivo 試験）およびヒト細胞（in vitro 試験）

において、MPL は共刺激分子である CD80、CD86 および CD40 の発現を促進し、抗原提示細胞

（APC）の成熟の誘導に重要な役割を果たすことも示された。さらに、単球（ヒト、マウス）お

よび樹状細胞（マウス）での in vitro 試験において、MPL は炎症性サイトカイン（IL-6、TNF-α）
分泌の促進に関与することも示された。MPL 投与直後のマウス血清中に炎症性サイトカインが

検出されることから、この作用は in vivo 試験においても確認されており、MPL が自然免疫の活

性化に重要な役割を果たすことが裏付けられている。また、ヒト全血を MPL で刺激すると、サ

イトカイン（IL-12、IFN-γ、IFN-α、IL-10）、炎症性サイトカイン（IL-6、TNF-α、IL-8、IL-1β）
およびケモカイン（MCP-1、MIP-1α、MIP-1β）が誘導されることが示された。 
 興味深いことに、上記の全血細胞を用いた in vitro 試験において、MPL 刺激後に検出されたサ

イトカインのプロファイルは、被験者に MPL を静脈内投与した際に血清中に in vivo で検出され

るサイトカイン[Lacy, 2005]のプロファイルとよく相関している。 
 なお、ヒト細胞による MPL の認識には Toll 様受容体 2（TLR2）ではなく TLR4 が関与するこ

とが確認されている。マウスおよびヒトにおけるLPSの認識および自然免疫応答の活性化にTLR4
が重要であること[Arbour, 2000; Poltorak, 1998]および Salmonella minnesota LPS の認識には TLR2
が関与しないことはすでに報告されており[Tapping, 2000]、本成績はこれらの報告と一致するも

のであった。 
 MPL の効力を裏付ける試験として実施した 3 つの動物モデル試験において、Al(OH)3 に吸着さ

せた MPL を含有する AS04 アジュバントは、MPL と同程度の機能的な生物活性を誘導すること

が示された。 
 ヒト末梢血単核細胞（PBMC）由来の単球およびヒト単球細胞株 U937 を用いた in vitro 試験に

おいて、AS04 アジュバントは IL-6 および TNF-αの分泌を促進した。AS04 アジュバントの in vivo
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試験におけるマウス APC の成熟の誘導活性は、共刺激分子である CD40 の発現促進作用により

確認されている。 
 以上の成績より、AS04 アジュバントが抗原特異的な獲得免疫応答の誘導に不可欠な自然免疫

を活性化することが示された。 
 AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンの効力を裏付ける試験として 2 系列の試験を実施した。

BALB/c マウスを用いた免疫原性試験を 3 試験実施し、Al(OH)3、MPL、HPV-16/18 L1 VLP 抗原

の用量を設定した。HPV-16/18 L1 VLP に特異的な液性および細胞性免疫応答を測定することに

より、抗原、Al(OH)3および MPL の重量比は 1：25：2.5 が適切であることが示された。 
 一方、特異的な液性および細胞性免疫応答に対する AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンの

特性を、アジュバント非添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンおよび Al(OH)3添加 HPV-16/18 L1 VLP
ワクチンと免疫原性を比較することにより評価した。BALB/c マウスで実施した 4 つの免疫原性

試験では、AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンは、Al(OH)3添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチン

よりも強力かつ持続的（ワクチン接種後 3 ヵ月まで）に抗 HPV-16 L1 VLP 抗体および抗 HPV-18 
L1 VLP 抗体を誘導し、その作用に再現性が認められた。さらに、AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP
ワクチンは、抗ウイルス活性を有するサイトカインである IFN-γおよび TNF-αの産生をより強く

誘導した。Al(OH)3 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンは、IL-5 産生を再現性よく誘導したが、抗

ウイルス活性への関与は不明である。AS04 アジュバントが、血清抗体をより強力に誘導したの

みならず、抗体の保持に有用と考えられる免疫記憶 B 細胞の出現頻度も上昇させたことは特記す

べきである。 
 臨床用量の AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンを接種したアカゲザルにおいて、高い抗体

価の抗 HPV-16 L1 VLP 抗体および抗 HPV-18 L1 VLP 抗体が誘導されたことから、このワクチン

の優れた免疫原性が裏付けられた。また、AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンは、Al(OH)3 添

加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンよりも高い抗体価の抗 HPV-16 VLP 抗体、抗 HPV-18 L1 VLP 抗体

および中和抗体を誘導することが示された。さらに、AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンは、

主要な中和エピトープである HPV-16 L1 VLP（V5）および HPV-18 L1 VLP（J4）エピトープに

対する高い抗体価を誘導した。 
 安全性薬理試験を 2試験実施した結果、AS04添加HPV-16/18 L1 VLP ワクチンおよびMPLは、

心血管系および呼吸系に対して影響を示さなかった。ビーグル犬にMPLを 100µg/kg（AS04アジュ

バントに含まれる MPL の 100 倍超）までの用量で静脈内投与しても、心血管系および呼吸系の

機能（心拍数、大腿動脈抵抗、血圧、左室圧、LV dP/dt、心電図、呼吸流量、1 回換気量、呼吸

数、分時換気量）に対してほとんど影響を示さなかった。また、麻酔下の雄 Wistar ラットに AS04
添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンを臨床用量の約 24～56 倍（ヒト体重：30～70kg、ラット体重：

0.25kg で換算）に相当する 0.1mL（臨床用量の 1/5）を筋肉内投与しても、心血管系および呼吸

系パラメータ（血圧、心拍数および心電図（第Ⅱ誘導）、ならびに 1 回換気量、分時換気量およ

び呼吸数）に投与に関連した影響は認められなかった。 
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 以上をまとめると、免疫賦活剤である MPLの薬理試験において、自然免疫の誘導における MPL
の役割が明らかになるとともに、MPL が動物の呼吸・循環器系機能に対して好ましくない薬理

作用を誘発しないことが示された。また、AS04 アジュバントによる自然免疫の活性化は、AS04
添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンによる強力かつ持続的な特異的免疫応答の誘導に随伴すること

が示された。さらに、AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンは動物の呼吸・循環器系機能に対し

て好ましくない薬理作用を誘発しなかった。 
 

2.4.3. 薬物動態試験 
 EMEA ガイダンス（Note for Guidance on preclinical pharmacological and toxicological testing of 
vaccines、CPMP/SWP/465/95）および WHO ガイドライン（WHO guidelines on nonclinical evaluation 
of vaccines）によると、ワクチン類の承認申請で薬物動態試験は要求されてない。アジュバント

に関する薬物動態試験の有用性は不明であるが、ヒト用ワクチンのアジュバントに関するガイド

ライン（Guideline on adjuvants in vaccines for human use、EMEA/CHMP/VEG/134716/2004）には「ア

ジュバントを添加したワクチンではアジュバントの作用機序の解明に分布試験が役立つ場合があ

る。」と記載されている。また、FendrixTM（MPL を含有する GSK Biologicals 社の B 型肝炎ワク

チン）の欧州での承認申請に際して、ラットに 14C-MPL を静脈内および筋肉内投与したときの

放射能（MPL 関連物質）の薬物動態、分布および排泄試験を実施した（2.3.A.3.2.12 参照）。こ

れらの試験結果を以下に示す。投与経路としては臨床投与経路である筋肉内投与と、MPL の体

循環での動態を検討するために静脈内投与を選択した。なお、試験は GLP 下で実施した。 
 MPL は 2 種類のグルコサミンが結合した二糖類であり、脂肪酸アシル基の数が異なる同族体

の混合物である。14C-MPL は[1-14C]-N-アセチルグルコサミンを用いて生合成し、MPL の放射化

学的純度は 94.4%であった。 
 MPL の臨床用量は 1 回接種あたり 50µg であり、体重 30～70kg のヒトで約 1.7～0.7µg/kg に相

当する。本ワクチンの用法は 0、1 および 6 ヵ月後の 3 回筋肉内投与である。 
 雄 Han Wistar ラットに 14C-MPL の 100µg/kg を単回筋肉内または静脈内投与したときの放射能

の薬物動態、吸収、分布および排泄について検討した。なお、いずれの試験でも被験物質は水溶

液とし、静脈内投与試験では 14C-MPL を約 30 秒かけて投与した。 
 血液中の放射能は筋肉内投与では投与 4 時間後（14.9ng eq./g）に最高濃度に達した。投与 4 時

間以降の血液中放射能は 8.21～14.3ng eq./g とほぼ一定であり、投与 168 時間後では 11.4ng eq./g
であった。また、静脈内投与したときの放射能の消失半減期は 76.5 時間であった。 
 放射能は投与 56 日後に検討した組織（脂肪、肺、脾臓、肝臓、腎臓、副腎および死体）でい

ずれも定量可能であった。筋肉内投与したときの放射能は脂肪および死体でそれぞれ 2.96 およ

び 1.02ng eq./g であり、以下、脾臓、肝臓、腎臓の順であった。肺および副腎での放射能は 0.2ng 
eq./g 未満であり、投与部位では 0.661ng eq./g であった。 
 筋肉内投与したときの投与 168 時間後までの放射能の糞中排泄率は投与量の 12.6%、尿中排泄

率は 2.5%であった。放射能は呼気捕集液（2 個）中に投与量のそれぞれ 0.5 および 0.6%が回収さ
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れ、ケージ洗浄液および残屑を含む総回収率は 16.5%であった。いずれの投与経路においても、

投与 56 日後までの放射能の糞中排泄率は投与量の約 24%、尿中排泄率は約 4%、呼気捕集液中の

回収率は約 2%と推定され、本試験では呼気捕集液の捕集効率が低かったと考えられる。また、

組織および死体中の放射能の合計は投与量の約 6%であった。これらのことから、放射能はおも

に呼気を介して体外に排泄されたと考えられる。 
 以上のことから、ラットの薬物動態試験において、MPL 関連物質は全身の特に脂肪と脾臓に

分布し、おもに呼気を介して体外に排泄され、体内に残留した MPL 関連物質は低濃度であると

考えられる。 
 

2.4.4. 毒性試験 
 本ワクチン、AS04 アジュバントおよび MPL に関する毒性試験として、下表に示した試験を実

施した。 
 

被験物質 試験種 1) 動物種 試験番号 記載箇所 
反復投与毒性 ウサギ  1513 2.6.6.3.1、2.6.7.7.A、4.2.3.2.1 AS04 添加 HPV-16/18 

L1 VLP ワクチン  ウサギ  1758 2.6.6.3.2、2.6.7.7.B、4.2.3.2.2 

反復投与毒性 ウサギ  58678 2.6.6.3.3、2.6.7.7.C、4.2.3.2.3 
 ウサギ  62369 2.6.6.3.4、2.6.7.7.D、4.2.3.2.4 

AS04 添加 HPV-16/18 
L1 VLP ワクチンおよ

びAS04アジュバント  ラット  62370 2.6.6.3.5、2.6.7.7.E、4.2.3.2.5 

 生殖発生毒性 ラット BVR249/033160 2.6.6.6.1、2.6.7.13、4.2.3.5.1.1 
 単回投与毒性 ラット 127 2.3.A.3.2.13.1、3.2.A.6 
 反復投与毒性 ラット  3262.4 2.3.A.3.2.13.2.1、3.2.A.7 
  ラット  3262.2 2.3.A.3.2.13.2.2、3.2.A.8 
  イ ヌ  3262.1 2.3.A.3.2.13.2.3、3.2.A.9 

遺伝毒性 ネズミチフス菌、

大腸菌 
 1729/3 2.3.A.3.2.13.3.1、3.2.A.10 

MPL 
 CHO 細胞  1729/4 2.3.A.3.2.13.3.2、3.2.A.11 

  ラット BVR730/052198 2.3.A.3.2.13.3.3、3.2.A.12 
 生殖発生毒性 ラット  1729/7 2.3.A.3.2.13.4.1.1、3.2.A.13 
  ウサギ  1729/8 2.3.A.3.2.13.4.1.2、3.2.A.14 
  ラット  1729/17 2.3.A.3.2.13.4.2、3.2.A.15 

1）いずれの試験も GLP 適合試験、CHO 細胞：チャイニーズハムスター卵巣細胞 
 
 本ワクチンおよび AS04 アジュバントの毒性は単回または反復（4 回）投与した反復投与毒性

試験により検討し、本ワクチンの接種対象が妊娠可能女性であることから、生殖発生毒性試験を

実施して雌受胎能、生殖能および胚・胎児発生に及ぼす影響を評価した。また、本ワクチンおよ

び AS04 アジュバントの単回投与および 4 回まで反復投与したときの全身および局所毒性を評価

し、4～13 週間の休薬による回復性を評価した。臨床用量の最大 3 倍量の本ワクチンを、予定臨

床接種回数（3 回）を上回る 4 回まで 2 週間隔で投与した。 
 本ワクチンの最初の 3 つの反復筋肉内投与毒性試験では、一般状態観察、血液学・血液生化学

的検査、器官重量および剖検において、再現性のある投与に関連する所見または用量依存的な所
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見は認められなかった。投与部位の検査で、対照群を含む全投与群に紅斑や浮腫がみられたが、

ウサギのワクチン群の一部でより重度であった。ワクチン投与後数日の投与部位の病理組織学的

検査では、筋線維の軽度～中等度の限局性変性、壊死または再生を伴う亜急性炎症が認められた。

Al(OH)3または AS04 アジュバントのみを投与した動物においても投与部位の軽度～中等度の炎

症がみられたが、ワクチン群よりも早期に消失し、範囲も狭かった。回復期間（4 または 13 週

間）後の病理組織学的検査では、回復過程にあることを示唆する筋線維の再生像が認められた。

ラットおよびウサギの他の2つの反復筋肉内投与毒性試験においても、同様の所見が認められた。 
 AS04 アジュバントまたはワクチン群の血液学的検査において、好中球数およびフィブリノー

ゲンの高値が認められたが、投与後の炎症細胞動員の結果と考えられる。 
 ウサギ（  58678 試験）では、ワクチン 4 回投与の 13 週間後に血小板数の低値（対照群

値の 36%）が観察された。しかしながら、骨髄（中枢機構）および網内系（末梢機構）に血小板

数の低値と関連する所見は認められず、ワクチン群では血小板数以外の血液学的検査項目および

一般状態は正常であったため、この所見の生物学的意義は不明である。この血小板数の低値の再

現性および種特異性を検討するため、ウサギ（  62369 試験）およびラットを用いて追加

試験を実施した。その結果、ウサギの追加試験では、本ワクチンの臨床用量（1HD）またはその

1/10 量（1/10HD）を 4 回筋肉内投与しても血小板数の低値はみられず、再現性は確認されなかっ

た。また、ラットに本ワクチン 0.1mL（臨床用量の 1/5 量に相当）を 4 回筋肉内投与しても、全

身毒性はみられず、血小板数に対する影響も認められなかった。以上のことから、ウサギにおい

て臨床用量でみられた血小板数の低値が投与に関連した影響ではないと完全に否定することはで

きないが、この影響に毒性学的意義はないと結論付けられる。なお、本ワクチンをヒトに接種し

ても、血小板数に同様の影響は認められていない。さらに、臨床開発中に評価した他の生化学的

および血液学的検査項目で、このような所見を示唆する変化は認められなかった（2.5.5.9 参照）。 
 本ワクチンおよび AS04 アジュバントのラットの雌受胎能、出生前および出生後の発生および

生存性に対する影響を評価した。本試験で用いたワクチン量（臨床用量の 1/5）により誘導され

る免疫応答を評価したところ、妊娠前および妊娠中の雌動物におけるワクチン曝露および善感が

確認され、ワクチン投与母動物から胎児および出生児に抗体が移行することも確認された。 
 本ワクチンまたはAS04アジュバントを交配前に投与しても、雌受胎能に悪影響はみられなかっ

た。ワクチンの初回抗原刺激を受けた雌動物の全例が交尾し、妊娠した。ラットの性周期および

生殖能にワクチンおよびアジュバントの影響はみられず、雌親動物の一般状態、体重および摂餌

量にも悪影響は認められなかった。胚・胎児発生に対してもワクチン投与の影響はみられず、ワ

クチン群のおもな内臓および骨格検査所見の種類およびその発生数は対照群と同様であった。す

べての妊娠雌が出生児を有し、離乳時までの出生児の生存性、発育および発達に障害は認められ

なかった。 
 本ワクチンは HPV の感染性ウイルス粒子とは異なり、VLP として会合した L1 蛋白のみから

なるワクチンであり、HPV腫瘍性蛋白を含有せず腫瘍原性を有していないことから[Scheurer, 2005; 
Schiller, 2004]、がん原性試験を実施しなかった。 
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 上述のように、HPV の非臨床安全性試験の主要な対象を本ワクチンと AS04 アジュバントとし

た。さらに、一般に使用されている Al(OH)3 アジュバントと AS04 アジュバントを区別する免疫

賦活剤分子である MPL について、以下の試験を実施した（2.3.A.3.2.13 参照）。 
• ラット単回投与毒性試験において MPL を腹腔内投与したところ、4000µg/kg まで忍容性は良

好であった。 
• ビーグル犬の反復静脈内投与毒性試験における無毒性量は 6µg/kg/日と推定された。ラット

の反復静脈内投与毒性試験では、低用量（40µg/kg/日）においてもわずかな影響がみられた

が、MPL の免疫賦活作用と一致する変化であった。 
• ラットおよびウサギの胚・胎児発生に関する試験、ラットの出生前および出生後の発生なら

びに母体の機能に関する試験（いずれの試験も皮下投与）において、無毒性量は最高用量の

100µg/kg/日と推定された。 
• 細菌を用いる復帰突然変異試験および CHO 細胞を用いる染色体異常試験ならびに in vivo 小

核試験において、MPL は遺伝毒性を示さなかった。 
 

2.4.5. 総括及び結論 
 本ワクチン、AS04 アジュバントおよび MPL の薬理試験および毒性試験を実施した。さらに、

MPL については薬物動態試験を 2 試験実施した。 
 効力を裏付ける試験では、Al(OH)3に吸着させた MPL を含有する AS04 アジュバントが自然お

よび獲得免疫応答の誘導において重要な役割を果たすことが示された。また、本ワクチンに含ま

れる AS04 アジュバントは、抗 L1 VLP 抗体および特異的な細胞性免疫応答の誘導を促進すると

ともにその持続性を高め、子宮頸部病変および子宮頸癌の進行に関連すると考えられる HPV の

感染予防に重要であると考えられる 
 MPL の免疫賦活活性は、マウスでの in vitro および in vivo 試験ならびにヒトでの in vitro 試験

において確認された。MPL による APC の成熟の誘導は、マウスでの in vitro および in vivo 試験

の両方で確認された。これらの知見は、ヒトの PBMC または全血を用いた in vitro 試験において

も確認された。また、ヒト PBMC を用いた in vitro 試験において、MPL がヒト TLR4 受容体を介

して末梢血単球を活性化し、ヒト TLR2 受容体はその作用に関与しないことが示された。 
 さらに、上述の 3 つの動物モデル試験において、AS04 アジュバントは MPL と同様の生物学的

活性を同程度に誘導することが確認された。以上の試験成績より、AS04 アジュバントは、MPL
と同様に抗原特異的な獲得免疫応答の誘導に不可欠な自然免疫の活性化において重要な役割を果

たすことが結論付けられた。 
 本ワクチンによる液性および細胞性免疫の誘導活性は、アジュバント非添加または Al(OH)3 添

加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンに比べて優れていることが、マウスおよびサルを用いた試験にお

いて確認された。マウスでの免疫原性試験では、抗 HPV-16 L1VLP 抗体および抗 HPV-18 L1 VLP
抗体の強力かつ持続的な誘導あるいは抗ウイルス作用を有するサイトカインである IFN-γおよび
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TNF-αの産生能を上昇が再現性よく確認された。重要な点として、本ワクチンは高い血清抗体価

を誘導するだけでなく、抗体の保持に有用と考えられる免疫記憶B細胞の出現頻度も上昇させた。

サルを用いた試験では誘導された抗体の機能を検討することが可能であり、本ワクチンはアジュ

バント非添加または Al(OH)3 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンと比較して、HPV-16 L1 VLP およ

び HPV-18 L1 VLP の主要な中和エピトープに対する抗体価あるいは中和抗体価をより強く上昇

させることが確認された。また、本ワクチン接種後に誘導される液性免疫応答および免疫記憶 B
細胞の出現頻度が、Al(OH)3 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンと比較して高いことがヒトでも再

現性よく確認されている[Giannini, 2006]。さらに、マウスでの免疫原性試験において、AS04 添加

HPV-16/18 L1 VLP ワクチンの重量比は 1：25：2.5（抗原：Al(OH)3：MPL）が適切であることが

示された。 
 安全性薬理試験は、本ワクチンおよび MPL について実施した。麻酔下の雄 Wistar ラットに、

本ワクチンを臨床用量の 1/5（0.1mL/匹）の容量で筋肉内投与しても、心血管系および呼吸系パ

ラメータに対して投与に関連した影響は認められなかった。また、麻酔下の雄雌ビーグル犬に、

MPL を 100µg/kg（臨床用量の AS04 アジュバントに含有される MPL の 50～100 倍に相当）まで

の用量で静脈内投与しても、心血管系および呼吸系パラメータ対して投与に関連した影響は認め

られなかった。 
 
 ラットに[14C]-MPL の 100µg/kg を静脈内および筋肉内投与したときの MPL 関連物質の薬物動

態、分布および排泄試験を 2 試験実施した。MPL 関連物質は全身の特に脂肪と脾臓に分布し、

おもに呼気を介して体外に排泄され、体内に残留した MPL 関連物質は低濃度であると考えられ

る。 
 
 本ワクチン、AS04 アジュバントおよび MPL の毒性試験を実施した。 
 本ワクチンの反復投与毒性試験をウサギで 4 試験、ラットで 1 試験実施した。これらの試験の

結果、本ワクチンと AS04 アジュバントの忍容性は良好であり、再現性のある全身毒性の徴候は

認められなかった。投与部位の炎症は限局的であり、可逆的であった。これらの試験では臨床用

量の最高 3 倍の用量を投与したことから、局所反応の増強によると考えられた。 
 本ワクチンおよびAS04アジュバントには、ウサギ反復投与試験の 1 試験（  58678 試験、

2.6.6.3.3 参照）において 4 回投与の 13 週間後に血小板数の低値が認められたことを除き、悪影

響は認められなかった。この血小板数の低値と関連する他の所見は観察されておらず、ウサギ

（  62369 試験、2.6.6.3.4 参照）およびラット（2.6.6.3.5 参照）を用いて再現性および種特

異性を検討した結果、ウサギでは再現性がみられず、ラットにおいて同様の変化が観察されなかっ

たことから、血小板数の低値は毒性学的意義のない変化と結論付けられた。なお、臨床試験にお

いても血小板数の低値は観察されていない。 
 試験に使用した用量は臨床用量を大きく超える量（体重あたりでは最高 50 倍以上）であり、

投与スケジュールも同様であったが、他に本ワクチンおよびアジュバントに関連する有害な全身
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作用は認められなかった。さらに、本ワクチンおよびアジュバントは受胎能、出生前・後の発生

に悪影響を及ぼさなかった。 
 
 本ワクチンおよびアジュバントに関するデータに加えて、一般に使用される Al(OH)3アジュバ

ントと AS04 アジュバントを区別する免疫賦活剤分子である MPLについても試験を実施し、MPL
が臨床使用に際して安全であることを確認している。MPL に関する試験成績および結論は、MPL
に関する試験を網羅的に再検討して、MPL がヒト用ワクチンの免疫賦活剤として適していると

結論付けている Baldrick らの報告[Baldrick, 2002]と一致するものであった。さらに、Baldrick ら

は MPL による免疫応答刺激に関連した予想された毒性所見のみが認められたことを強調してお

り、これらの毒性所見により臨床用量に対する安全域が設定された[Baldrick, 2002]。 
 
 結論として、マウス、サル、ウサギおよびラットを用いて実施した薬理、薬物動態および毒性

試験成績より、AS04 添加 HPV-16/18 L1 VLP ワクチンが動物モデルにおいて強力かつ持続的な特

異的免疫応答を誘導することおよび安全性が高いことが示された。本ワクチンは全身毒性を示さ

なかった。炎症細胞の動員を誘導する製剤に予想された限局的で一過性の影響が認められたが、

回復性を示した。投与部位の反応は、ワクチン抗原に対して免疫応答が起こり、アジュバントに

よって増強されたことを示すものであった。これらの試験により、HPV 感染およびその臨床的

な転帰に対する予防ワクチンとして、本ワクチンのヒトへの使用が支持される。 
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