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研究成果の概要（和文）：HSP70抗体は、p53抗体と同等の陽性率を示したが、KM-HN-1抗体は、p53抗体の半分程
度の陽性率にすぎず、当初予定していた有意な陽性率向上は難しいと判断された。免疫染色に関しては、HSp70
については、ある程度臨床病理学的因子との相関関係を認め、統計学的有意差はないものの免疫染色陽性症例で
予後不良な傾向を認めた。一方、KM-HN-1に関しては、免疫染色による臨床病理学的有用性が明らかではなく、
染色パターンについても一定の傾向を認めなかった。最近の報告によると免疫チェックポイント阻害剤は、自己
抗体陽性症例で治療効果が高いとされている。

研究成果の概要（英文）：Although HSP70 antibody showed similar positive rate as p53 antibody, 
KM-HN-1 antibody was only a half the positive rate of p53 antibody. Immunohistochemical staining for
 HSP70 showed a correlation with clinicopathological factors, and there was no statistically 
significant difference.The prognosis of the patients tended to be poor in immunostaining positive 
cases. With respect to KM-HN-1, the immunohistochemical characteristics are less clear. According to
 a recent report, an immune checkpoint inhibitor has a high therapeutic effect in 
autoantibody-positive cases.

研究分野：消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数の抗体を併用する方法を開発した。我々が実用化したこれらの自己抗体解析ELISAキットを用いて、免疫チ
ェックポイント阻害剤による治療を行った症例の治療効果や予後を解析することで、これらの自己抗体の意義を
明らかとする予定である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

胃癌の早期診断を行う血液検査法は存在しない。ﾍﾟﾌﾟｼﾉｰｹﾞﾝ法は、胃粘膜の萎縮性変化を反映す

るﾏｰｶｰであるため、粘膜萎縮と関連性の弱い低分化型腺癌を見逃す可能性が高く、また発癌前の

萎縮性胃炎患者の偽陽性率が高い。既存の血液腫瘍ﾏｰｶｰ(CEA, CA19-9)では癌細胞から分泌され

る微量ﾀﾝﾊﾟｸを検出するため早期癌の診断は理論的に難しい。簡便性の面からは血液検査法が望

ましいが実用的な検査法は開発されていない。 

我々が開発した血清 p53IgG 抗体検出による診断法は、微量の癌抗原に対する抗原抗体反応を利

用して、微小な癌細胞を検出することが可能である（平成 19年 11 月 1日より食道癌・大腸癌・

乳癌の腫瘍ﾏｰｶｰとして保険収載）。また、p53 分子の異常と相関するため分子生物学的特徴を反

映するﾊﾞｲｵﾏｰｶｰでもある。我々は、胃癌に対する陽性率は約 23%であり、既存の腫瘍ﾏｰｶｰの陽性

率に比較して陽性率が高く、病理学的因子とよく相関することを報告した(Surgery Today 2020)。 

国際的に胃癌抗原に関する報告は少ないが、我々は Serological identification of antigens 

by recombinant cDNA expression libraries(SEREX)法を用いて種々の新規癌抗原遺伝子が同定

してきた。 

SEREX ｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞの過程で、HSP70 と KM-HN-1 が胃癌抗原のひとつであることが明らかとなった。

HSP70 については、(i)腸型胃癌組織におけるﾀﾝﾊﾟｸ発現異常、(ii)その予後との関連が報告され

ている。しかし、癌患者における血清中の抗 HSP70 抗体の存在を検討した報告はなく、存在の

有無ならびに陽性率についての報告はない。KM-HN-1 については、少ないサンプルにおける(i)

癌患者血清中の KM-HN-1 抗体の上昇、(ii)胃癌組織におけるﾀﾝﾊﾟｸ発現異常が報告されているが、

病理因子や予後との関連といった詳細な報告はない。本研究において、血清 HSP70 抗体と KM-HN-

1 抗体および p53 抗体を同時に検出する手法を確立するとともにその臨床病理学的有用性、診断

的有用性を検討することの意義は大きい。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、胃癌患者における血清 HSP70 抗体と KM-HN-1 抗体および p53 抗体を検出す

る新しい独自の ELISA システムを開発して、これらの自己抗体の臨床病理学的有用性、診断的有

用性を検討する。 

 

３．研究の方法 

HSP70 および KN-HN-1cDNA の塩基配列を ｱ ﾐ ﾉ酸配列に変換し、 MHCPred ｳ ｪ ﾌ ﾞ ｻ ｲ ﾄ  

(http://www.jenner.ac.uk/MHCPred/) を用いてｸﾗｽ II 抗原部位を検索し、その領域を含むﾍﾟﾌﾟ

ﾁﾄﾞを人工合成した。始めにｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾄ法にて、HSP70 および KN-HN-1cDNA を標的とする血清抗

体陽性率を検討した。次に、ｱﾐﾉ末端にビオチンを付加しておき、予めｱﾋﾞｼﾞﾝを固相化したﾌﾟﾚｰ

ﾄを用いて合成ﾍﾟﾌﾟﾁ ﾄﾞを特異的に結合させ、洗浄後に血清抗体と反応させ、ﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞｰｾﾞ標識抗

ヒト IgG  抗体を用いて血清抗体ﾚﾍﾞﾙを測定する（ELISA）。健常者血清に比べ患者血清の抗体ﾚ

ﾍﾞﾙが有意に高いﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを選択した。 

ﾊﾞｷｭﾛｳｲﾙｽを用いてHSP70およびKN-HN-1 ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを精製して血清抗体検索のためのELISA ｷｯﾄを

作成した。作成した ELISA ｷｯﾄの性能試験を実施し、健常者の基準抗体価を設定する。健常者血

清における ELISA 測定ﾚﾍﾞﾙの平均値＋3SD をｶｯﾄｵﾌ値として、その値を上回ったものを陽性と判

定した。 

東邦大学医療ｾﾝﾀｰ大森病院で入院・加療した胃癌患者の血清を文書により本人の了解を得てｽｸﾘ

ｰﾆﾝｸﾞ用いた。（「悪性腫瘍における新規腫瘍ﾏｰｶｰの探索と有用性の検討」承認番号：21-74）また、



文書により了解を得た健常者の血清をｺﾝﾄﾛｰﾙとして用いた。健常者は、癌検診において固形癌を

有していないと診断された 50 歳以上の７３名である。解析対象の胃癌症例の血清は、治療前後

に採取し、血清分離後にﾏｲﾅｽ 80 度で凍結保存したものを使用した。 

 

４．研究成果 

HSP70 タンパク精製 

発現ベクターは pET-28a(+)を用いてクローニングサイト：NcoI, XhoI に HSP70ｃDNA 全長

をクローニングした。発現系は大腸菌を用いてタンパク産生させてカラム：ニッケルキレー

トゲルを用いてタンパク精製した。溶解：8 M ウレア-PB、溶出条件は 50-200 mM イミダゾ

ールである。大腸菌 BL21-RIL 株で発現させた HSP70 は PBS 不溶性のため、8 M ウレアにて

キレートカラム精製した。 

KM-HN-1 タンパク精製 

発現ベクター：pET-28a(+)のクローニングサイト：NcoI, XhoI に配列：37-524 aaC 末ヒス

タグをクロニングした。発現系：大腸菌を用いてタンパク発現させてカラム： TALON 溶解：

8 M ウレア-PBS、カラム洗浄：0.01 M イミダゾール、0.2 M イミダゾール溶出フラクション

より、 KM-HN-1 抗原（部分長：37-524 aa）を精製した。 

図１ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ELISA 系の構築 

精製したタンパクを抗原として、マイクロプレートに固相化して、血清中の抗体を結合さ

せ、吸光度にて抗体価を測定した。健常者対照群の平均値＋3SD=0.124 を基準値として基準

値を超える場合を陽性と定義した。 

胃癌症例における血清 KM-HN-1 抗体の検出 

【背景と目的】癌患者血清中誘導される腫瘍抗原特異的IgG抗体は、比較的早期から陽性

となるため新しい腫瘍マーカーとして有用である可能性が高い。すでに、食道癌では血清

p53抗体検査が保険収載され実地臨床に貢献している。KM-HN-1抗原は、頭頸部癌からクロ

ーニングされた腫瘍抗原であり、患者血清中に自己抗体を誘導することが報告されている
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が、胃癌患者血清抗体を解析した報告はない。

そこで、本研究では血清KM-HN-1抗体検出法を

開発して胃癌の新しい腫瘍マーカーとしての可

能性を検討するために血清抗体陽性率を検討し

た。【対象と方法】stage I/II胃癌患者血清合

計250症例(stage I=189例およびstage II=61

例)を対象とした。治療開始前の血清KM-HN-1抗

体の有無をELISA法にて解析した。検診受診者

72名を健常者として、その抗体価の平均値+3SD

を基準値とした。【結果と考察】胃癌患者にお

ける陽性率は12%(250例中29例)であり、Stage 

I=13%、stage II=7％であった。健常者陽性率

は3%(72例中2例)であった。stage I/II胃癌患者

におけるKM-HN-1抗体陽性率は、健常者と比較して

有意に高かった(P=0.023)。 

 胃癌における Heat shock protein 70 発現と臨床病理学的検討 

【背景と目的】SEREX スクリーニングにより Heat shock protein 70 (HSP70)が胃癌抗原の

ひとつであることが明らかとなった。今回我々は、胃癌組織における HSP70 タンパク発現

異常の臨床病理学的意義を検討した。【対象と方法】当科にて術前治療なして手術を施行し

た胃癌 70例(stage I;37 例，stage II;18 例 stage III;7 例，stage IV;8 例)、男性 45 例、

女性 25例、45-93 歳(平均 63 歳)を対象とした。切除標本ホルマリン固定パラフィン包埋組

織から 5mm 径の癌部および非癌部組織の組織アレイを作製し、免疫染色を行った。一次抗

体は abcam 社製 Mouse monoclonal Clone：5A5 を用いた。組織アレイの判定は低発現群(陰

性-弱陽性)と高発現群(中-強陽性)に２群に分類し検討した.【結果と考察】高発現群は 41

例（59%）、低発現群は 29 例(41%)であった。病理学的検討では、腫瘍の部位、大きさ、T-

stage(T1/T2 vs T3/T4),リンパ節転移、pTMN-stage 等には有意差がなかった。組織型では、

高発現群の 28 例(68%)が分化型、13 例(32%)が未分化型、低発現群の 6 例(21%)が分化型、

23 例(79%)が未分化型であった。高発現群は分化型が多く、低発現群は未分化型が多かった 

(p=0.001) 。また高発現群にリンパ管侵襲及び血管侵襲の割合が高かった。3年生存率は低

発現群 85％、高発現群 73%であった。(有意差なし)【結語】胃癌組織における HSP70 高発現

症例は分化型腺癌が多く、予後が悪い傾向であった。 

図３ 胃癌組織における HSP70 免疫染色 

 
 

 

 

 

 

 

図 2 胃癌患者における血清抗体価 



表１ 胃癌患者における HSP70 染色と臨床病理学的因子との相関 
 

HSP70 HSP70 
 

   Low High ｐ-value 

Total 29(41%) 41(59%) 
 

Age ＞65 12 28 0.625 

Age ＜65 17 13 
 

Male 17 28 0.406 

Female 12 13 
 

Location (L) 13 20 
 

Location (M) 12 11 
 

Location (U) 4 10 
 

Size ＜＝40 mm 16 25 0.627 

Size ＞40 mm 13 16 
 

Differentiated 6 28 0.001 

Undifferentiated 23 13 
 

pT1-T2 18 20 0.271 

pT3-T4 11 21 
 

pN (-) 21 23 0.164 

pN (+) 8 18 
 

Ly positive 14 29 0.057 

Ly negative 15 12 
 

V (+) 11 28 0.012 

V (-) 18 13 
 

Sate I-II 25 30 0.19 

Stage III-IV 1 11   

 

図４ HSP70 免疫染色と胃癌患者の予後との相関 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表２ 胃癌患者における血清抗体陽性率 
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