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研究成果の概要（和文）： 
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。今回我々は，抗 Survivin，抗 Livinお

よび抗 XIAP 自己抗体に着目し，自動分析機器に搭載可能な検出系を開発した。本検出系を用い，

大腸癌や前癌病変である大腸ポリープにおける陽性率を，既存の腫瘍マーカーと比較検討した。 

いまだ途中経過であるが，大腸癌における抗 Livin 自己抗体の陽性率は 2.4％と低かった。ま

た，比較対照とした既存の腫瘍マーカーである CEA，CA19-9 や抗 p53自己抗体のそれは，それ

ぞれ 39.8％，21.6％，25.0％であった。一方，抗 Survivinと抗 XIAP自己抗体に関しては，そ

れぞれ 37.5％，36.3％と高く，CEAなど他の腫瘍マーカーと比べ，早期癌のみならず大腸ポリ

ープの検出能が有意に優れていた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
The inhibitor of-apoptosis (IAP) family proteins are shown to be advantageous to cancer 
in many circumstances, including carcinogenesis, promotion, and therapy resistance. In 
this study, we focused on expression of anti-survivin, anti-livin and anti-XIAP 
antibodies as tumor markers in patients with colorectal polyp and cancer, and developed 
the screening array that can be automated. We compared positivity of anti-survivin, 
anti-livin, and anti-XIAP antibodies with existing tumor markers, including 
carcinoembryonic antigen (CEA), carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9), and anti-p53 
antibody. So far, positivity of anti-livin antibody in patients with colorectal cancer 
was low at 2.4%; positivity of CEA, CA19-9, and anti-p53 antibody were 39.8%, 21.6%, and 
25.0%, respectively. Positivity of anti-survivin and anti-XIAP antibodies was higher than 
other tumor markers at 37.5% and 36.3%, respectively. Furthermore, expression of 
anti-survivin and anti-XIAP antibodies was found not only in patients with early stage 
colorectal cancer but also in patients with colorectal polyps. 
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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
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，自動分析機器に搭載可能な
Survivin，Livinや XIAPなど複数の IAPファ
ミリー分子に対する自己抗体検出系を開発
し，これらを組み合わせた新たな癌の血清学
的診断法の実用化を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
(1)対象 
札幌医科大学附属病院および協力病院で，あ
らかじめ同意が得られた大腸癌（88例）や切
除術を施行した大腸ポリープ（82例）患者と，
健常者(39例)の血清を用いた。 
(2)ELISA 
精製リコンビナント蛋白を 96 ウェルプレー
ト(Coster)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 2回洗
浄した。次に, 1%ブロックエース液(大日本
住友製薬)で, 常温，2時間ブロッキングを行
い，さらに PBS-Tで 4回洗浄した。0.25％ブ

ロックエース液（blocking buffer）で 1,000
倍に希釈した健常者あるいは患者の血清を
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 4 回洗浄後, 
blocking buffer で 6,000 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 4 回洗浄後, TMB Blue 基質(DAKO)100μl
を加え, 室温で 30 分間発色を行った。 1Ｎ 
H2SO4溶液 100μlで反応を停止後, 主波長 450，
副波長 620nmで吸光度を測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1)ELISA で抗原に用いる自家製リコンビナ
ント Survivinおよび Livin 蛋白の特異性 
抗ヒト Survivin あるいは抗ヒト Livin 市販
抗体の 1 万倍希釈液を，それぞれの市販リコ
ンビナント蛋白(最終濃度 30μg/ml，5μ
g/ml)で吸収後，自家製リコンビナント蛋白
を固相化抗原として ELISAを行った。その結
果，吸収処理後には吸光度がほぼ完全に消失
していた(図 1)。すなわち、自家製リコンビ
ナント蛋白の特異性に問題はなかった。なお，
市販抗体を自家製リコンビナント蛋白で吸
収し、市販リコンビナント蛋白を固相化抗原
として行った逆の解析でも、同様の結果が得
られた。XIAPについては，市販リコビナント
蛋白の入手が困難で，今回は検討できなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1自家製リコンビナント蛋白の特異性 
 
 
(2)検出系の自動分析機器への搭載条件の設
定と検量線 
「全自動マイクロプレート EIA 分析装置
EVOLIS」への搭載条件を検討し、最終的に
blocking buffer の除去操作以降を自動化し



た。なお、抗原固相化と非固相化(ブランク)
ウェルに試料を添加し吸光度を測定後，両者
の差を用いて検量線から値を求めた。検量線
用の市販抗体希釈液は，機器の測定可能域内
で直線性が保たれる条件下とし，ブランクを
含め 5段階の濃度を設定した(図 2，3，4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2抗 Survivin 自己抗体の検量線 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図

図 3抗 Livin 自己抗体の検量線 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4抗 XIAP 自己抗体の検量線 
 
 
(3)大腸癌患者における抗 Survivin，抗 Livin
および抗 XIAP自己抗体の陽性率 
健常者 39 例の血清を用いて ELISA を行い，
その平均値+2SD をカットオフ値(図中点線)
とした。抗 Survivin 自己抗体は 0.10，抗

Livin 自己抗体は 0.97，抗 XIAP 自己抗体の
それは 0.08 であった。そこで，本検出系を
用い，大腸癌患者 88 例における抗 IAP 自己
抗体の陽性率を調べた(図 5，6，7)。その結
果，抗 Survivin と抗 XIAP自己抗体がそれぞ
れ 37.5％，36.3％と高く，抗 Livin 自己抗体
は 2.4％と前 2者に比べ著しく低値であった。
また，比較対照とした既存の腫瘍マーカーに
ついては，CEAが 39.8％と陽性率が最も高く，
抗 p53自己抗体（25.0％），CA19-9（21.6％）
の順であった(表 1)。次に，各腫瘍マーカー
の病期別陽性率を比較検討した(表 2)。CEA
は最も高頻度に大腸癌を検出したが，ステー
ジ 0 およびⅠ期の 13 例に陽性者はいなかっ
た。一方，抗 Survivin 自己抗体は 46.2％
（6/13），抗 XIAP 自己抗体のそれは 38.5％
（5/13）と，早期から検出されていた。また，
既存の腫瘍マーカーである抗 p53自己抗体に
関しては，全体の陽性率が前述したごとく
25.0％と劣っているのみならず，ステージ 0
およびⅠ期のそれも 23.1％（3/13）と，抗
Survivin および抗 XIAP 自己抗体よりも低か
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 5 大腸癌患者における抗ヒト Survivin 自

己抗体の測定値 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 6大腸癌患者における抗ヒト Livin自己抗

体の測定値 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 7 大腸癌患者における抗ヒト XIAP 自己抗
体の測定値 

 
表１各項目の陽性率 
 
 
 
 
 
 

 

表 2大腸癌患者における各項目の病期別陽性
率 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(4)大腸ポリープ患者における抗 Survivin，
抗 Livin および抗 XIAP自己抗体の陽性率 
大腸ポリープ患者 82 例を対象とし，同様に
解析を行った(表 1)。その結果，既存の腫瘍
マーカーである CEA, CA19-9 および抗 p53自
己抗体に関しては，それぞれ 4.9％，2.4％，
1.2％と陽性率は低かった。また，抗 Livin
自己抗体の陽性者はいなかった。一方，興味
深いことに，抗 Survivinおよび抗 XIAP自己
抗体は，それぞれ 24.4％，13.4％と，他の 4
者に比べ有意に高い陽性率を示した。この結
果は，Survivin や XIAP の誘導が，前癌病変
である大腸ポリープの段階から起こること
を意味している。すなわち，本法を用い前癌
病変の大腸ポリープも含めた大腸癌の血清
学的診断法が，開発できる可能性がある。現
在，さらに症例数を増やし，各種臨床背景と
の関係や最善の組み合わせ法などに関し，解
析を進めている。 
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