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研究成果の概要：分子生物学の進歩に伴い，癌で発現が亢進あるいは低下し，浸潤・転移能の

増強や治療抵抗性の発現と密接に関与する分子群が，報告されるようになった。今回我々は，

抗 Survivin，Livin および XIAP 自己抗体に注目し，各種消化器癌，肺癌や乳癌患者の血清診

断を試みた。癌患者２９例中１４例（48%）で，いずれかの自己抗体が検出された。なかでも，

抗 Survivin 自己抗体の陽性率が最も高く，45%（13/29）であった。 
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１．研究開始当初の背景 
分子生物学の進歩に伴い，癌で発現が亢進あ
るいは低下し，浸潤・転移能の増強や治療抵
抗性と密接に関与する分子群が，報告される
ようになった。IAP (inhibitor of apoptosis) 
ファミリーもその一つで，アポトーシスの実
行分子である Caspase の活性阻害を介して，
抗アポトーシス作用を発揮する。IAP ファミ
リーには，NAIP，XIAP，cIAP1，cIAP2，Survivin，
Livin や TsIAP などがあり，いずれも構造的
には Caspase と の 結合に必要な BIR 

(baculoviral IAP repeat)領域を 1～3 個持
っている。 
これまで我々は，大腸癌や乳癌組織および造
血器悪性腫瘍細胞において Survivin が，肺
癌組織では Livin が，それぞれ高発現するこ
とを報告してきた。いずれも，正常細胞では
ほとんど発現がみられないため，癌診断や治
療の標的分子として注目されている。 
一方，癌抗原に対しては細胞性免疫のみなら
ず，液性免疫反応すなわち自己抗体が誘導さ
れる。自己抗体には，固有の癌に特異なもの
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と，各種癌に共通するものの 2 種類がある。
後者として，変異型癌抑制遺伝子産物（変異
型 p53 など），癌化によりその発現量が増加
する分子（HER-2/neu など）や臓器特異抗原
であるが各種癌に発現する分子（MAGE など）
に対する抗体が，知られている。 
 
２．研究の目的 
今回我々は，Survivin および Livin のみなら
ず， XIAP に対する自己抗体検出系を開発し，
３者の併用により癌診断の感度上昇を試み
た。 
 
３．研究の方法 
（１）対象 
札幌医科大学附属病院の外来および入院
患者(大腸癌 9 例, 胃癌 3 例, 膵癌 1 例, 
乳癌 6 例，肺癌 10 例)と，健常者(33 例)
の血清を用いた。 
（２）Survivin, Livin および XIAP 蛋白の合
成と精製 
ヒト大腸癌細胞(SW480)から ISOGEN（ニッポ
ンジーン）を用い tRNA を抽出し， GeneAmp 
RNA PCR Kit（Applied Biosystems）で cDNA
を作製した。次に，Survivin (Primer: 
5’-cac cat ggg tgc ccc gac gtt g-3’と
5’-tca atc cat ggc agc cag ctg ct-3’), 
Livin (Primer: 5’-cac cat ggg acc taa aga 
cag tg-3’と 5’-cta gga cag gaa ggt gcg 
ac-3’)および XIAP (Primer: 5’-cac cat 
gac ttt taa cag ttt tga-3’と 5’-tta aga 
cat aaa aat ttt ttg ctt gaa-3’)を使用し，
94℃，5 分の denature 後, 94℃30 秒, 65℃
30 秒, 68℃，1 分を 35 サイクル, 68℃，7
分の最終伸長反応を行い，遺伝子の全長を増
幅した。PCR 産物を精製後，蛋白発現用ベク
ター(pET151/D-TOPO)にライゲーションした。 
作製したコンストラクトは大腸菌(BL21 
Star-DE3)に形質転換し, IPTG で蛋白の誘導
を行った。大腸菌の溶解には, B-PER II 
Bacterial Protein Extraction Reagent 
(PIERCE)を使用した。蛋白の精製には，
His-tag蛋白精製用カラム(His Trap FF crude 
Kit: GEヘルスケア)を用いた。精製蛋白の純
度は，SDS-PAGE後, Coomassie Brilliant Blue 
R250 で染色し確認した。これらの蛋白の特異
性は, 抗 Survivin 抗体(R&D Systems), 抗
Livin 抗体(Abcam)および抗 XIAP 抗体(R&D 
Systems)を用いた Western blot法で調べた。 
（３）ELISA 
精製リコンビナント蛋白を 96 ウェルプレー
ト(Corning)に 100μl 添加し, 4℃で一晩固
相化した。抗原を除去後, 0.05%Tween20 入り
phosphate-buffered saline(PBS-T)で 5回洗
浄した。次に, 0.25%ブロックエース液(大日
本住友製薬)で, 4℃，一晩ブロッキングを行
い，さらに PBS-T で 5回洗浄した。Blocking 

bufferで200倍に希釈した健常者あるいは癌
患者の血清を 100μlずつウェルに加え， 室
温で 1 時間，抗原と反応させた。PBS-T で 5
回洗浄後, blocking buffer で 2,500 倍に希
釈した HRP 結合 rabbit anti-human IgG 
(DAKO) 100μl を添加し，室温で 1 時間反応
させた。PBS-T で 5回洗浄後, TMB Blue 基質
(DAKO)100μl を加え, 室温で 10 分間発色を
行った。 0.25mol/L H2SO4 溶液で反応を停止
後, 492nm で吸光度を 2重測定した。 
（４）腫瘍マーカーの測定 
大腸癌(9例)，胃癌(3例), 膵癌(1例)および
肺癌(10 例)症例に関しては CEA と CA19-9，
乳癌(6例)は CEA と CA15-3 の濃度を，それぞ
れ測定した。腫瘍マーカーのカットオフ値は, 
CEA で 6.0ng/ml, CA19-9 で 38U/ml, CA15-5
では 31U/ml である。 
 
４．研究成果 

（１）Survivin, Livin および XIAP 蛋白の合

成と精製 

Survivin, LivinおよびXIAP蛋白をカラム精

製後，目的とする単一のbandを得た（図１A）。

精製蛋白の特異性は，Western blot 法で確認

した（図 1B）。 

 
図１リコンビナント蛋白の精製および確認 
（A）SDS-PAGE 後の CBB 染色 
（B）ウエスタンブロッティング 
 
（２）ELISA 条件の設定 
ELISA を行うにあたり，最初に固相化する
Survivin，Livin および XIAP の抗原量を検討
した。96ウェルプレートに, 5, 2.5, 1, 0.5, 
0.1μg/ml の濃度に調整したリコンビナント
蛋白を 100ul ずつ添加し, 4℃で一晩固相化
した。これら抗原濃度の異なる ELISA プレー
トを用い，健常者および癌患者各 5名の血清
で測定を行った（図２）。その結果， Survivin, 
Livin および XIAP のいずれも, 0.1μg/ml の
抗原量で両者の比が最も高値を示した。この



 

 

ため，本アッセイ系で用いる固相化抗原濃度
は 0.1μg/ml とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 固相化抗原濃度 
癌患者の平均値健常者のそれで割った値 
 
（３）癌患者における抗Survivin, 抗 Livin, 
抗 XIAP 自己抗体の陽性率 
健常者 33 名の血清を用いて ELISA を行い，
その平均値＋2SD をカットオフ値とした。そ
の結果，抗 Survivin 自己抗体は 0.434, 抗
Livin 自己抗体は 0.325, 抗 XIAP 自己抗体は
0.366 であった。 
次に，本アッセイ系を用い癌患者血清中の自
己抗体を測定した。大腸癌患者 9 例中, 4 例
(44%)で抗 Survivin および抗Livin自己抗体
が, 2 例(22%)で抗 XIAP 自己抗体が，それぞ
れ陽性であった（表１）。 
 
表１ 大腸癌患者における各種自己抗体と
腫瘍マーカーの陽性パターン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
胃癌患者 3 例中 1 例(33%)で，全ての自己抗
体が陽性となった（表２）。 
 
表２ 胃癌患者における各種自己抗体と腫
瘍マーカーの陽性パターン 
 
 
 
 
 
本検討で行った唯一の膵癌患者では, 3 種類
全ての自己抗体が陽性であった（表３）。 
 
表３ 膵癌患者における各種自己抗体と腫
瘍マーカーの陽性パターン 
 
 
 
 

乳癌患者 6 例では, 1 例(16%)が抗 Survivin

自己抗体, 2例(33%)が抗 Livin 自己抗体陽性

で, 抗 XIAP 自己抗体陽性の患者はいなかっ

た（表４）。 

 
表４ 乳癌患者における各種自己抗体と腫
瘍マーカーの陽性パターン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肺癌患者 10 例中 6 例(60%)で抗 Survivin 自
己抗体,4 例(40%)で抗 Livin 自己抗体,3 例
(30%)で XIAP 自己抗体が，それぞれ陽性であ
った（表５）。 
 
表５ 肺癌患者における各種自己抗体と腫
瘍マーカーの陽性パターン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
すなわち、癌患者２９例の血清を用い，
Survivin，Livin および XIAP に対する自己抗
体の有無を調べたところ，１４例（48%）で
いずれかの自己抗体が検出された。Survivin，
Livin および XIAP の中では抗 Survivin 自己
抗体の陽性率が最も高く，45%（13/29）であ
った。この陽性率は，我々も含めこれまでの
報告結果と，ほぼ同等であった。また，抗
Survivin 抗体陰性患者については，乳癌患者
１例で抗 Livin 抗体の陽性例を認めた以外，
抗 Livin および抗 XIAP 自己抗体が陽性とな
った症例はなかった。すなわち，抗 Survivin
自己抗体の測定に，抗 Livin あるいは抗 XIAP
自己抗体の測定を併用しても，癌の検出率を
高める効果は少ないと考えられた。 
原発臓器別に陽性率を比較してみると，膵癌
（100%；1/1），肺癌（60%；6/10），大腸癌（44%；
4/9），乳癌（33%；2/6），胃癌（33%；1/3）
の順に陽性率が高かった。この結果は，乳癌
患者で抗 Survivin 自己抗体の陽性率が低く



 

 

（6%），消化器癌で高い（40%）というこれま
での結果とよく一致していた。 
興味深いことに，大腸癌患者では，各種自己
抗体が陰性の患者中，２例で CEA が陽性であ
った。また，胃癌患者でも，各種自己抗体が
陰性の患者２例がともに CEA 陽性であった。
そこで，CEA と各種自己抗体を組み合わせて
患者の陽性率を求めたところ，大腸癌で 67%
（6/9），胃癌で 100%（3/3）に高まった。以
上の成績から，機序の異なる腫瘍マーカー，
すなわち腫瘍抗原に対する自己抗体と，腫瘍
由来蛋白の測定を組み合わせることで，癌の
検出率を高めることが可能と考えられた。現
在，さらに症例を増やし検討を続けている。 
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