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研究成果の概要（和文）：多種類の固形癌において増殖促進因子として機能している c-myc を

標的抗原とした血清抗体検出方法を確立して、固形癌患者における陽性率を検討することを目

的とした。精製した c-myc ペプチドを標的とした ELISA キットを作成し、健常者群の平均値

+3SD をカットオフ値として血清抗体陽性率を解析した。健常者対照群における陽性率は

2.5%(2/73)であった。比較的早期の固形癌における陽性率を検討する目的で、stage I あるいは

stage II の各種固形癌をそれぞれ１００症例について解析した。各種固形癌における c-myc 抗
体陽性率は、前立腺癌=8%, 肺癌=9%, 胃癌=14%, 大腸癌=6%, 乳癌=13%, 食道癌=12%, 肝細

胞癌=10%であった。臨床病理学的因子ならびに p53 抗体との相関関係は認められなかった。

今後複数の抗体マーカーを併用する診断方法の開発に取り組みたい。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Purpose of this study was (i) establish ELISA system to detect 
serum anti-c-myc antibodies, and (ii) evaluate positive rate of serum anti-c-myc antibodies 
in patients with malignant solid tumors. Using a cut-off value of mean +3SD of serum 
anti-c-myc antibody level of healthy controls, positive rate of patients were evaluated. 
Various kind of serum samples from stage I or stage II cancer patients were analyzed for 
serum c-myc antibodies. The positive rates were prostae cancer=8%, lung cancer=9%, 
gastric cancer=14%, colon cancer=6%, breast cancer=13%, esophageal cancer=12%, liver 
cancer=10%, respectively. No clinicopathological factors were associated with presence of 
anti-c-myc antibodies. Plural serum antibodies can increase sensitivity to detect cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
各種固形癌の早期診断では簡便性の面から
は血液検査法が望ましいが、既存の血液腫瘍
マーカーでは癌細胞から分泌される微量タ
ンパクを検出するため早期癌診断は理論的
に難しい。固形癌のスクリーニング検査とし
ては簡便性の面からは血液検査法が望まし
いが、既存の血液腫瘍マーカー (CEA, 
CA19-9など)では癌細胞の分泌タンパクを検
出するため早期癌診断は理論的に難しい。 
我々が開発した血清 p53IgG 抗体検出による
診断法(Cancer 2003)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ため stage I 症例
においても 10-20%程度の陽性率である。さ
らに、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 (Int J Cancer 
2004, Cancer Sci. 2006, Int J Oncology 
2005, 2007, 2009, J Gastroenterology 2009, 
BMC Cancer 2009)。この研究過程で、c-myc
タンパクが腫瘍抗原のひとつであることが
明らかとなったが、癌患者における血清中の
抗 c-myc 抗体の存在を検討した報告はない。 
c-myc 遺伝子は、種々の固形癌で、発現異常
が報告されており、生存率や転移形成との関
連性も指摘されており、p53 抗体と同様に、
広く固形癌スクリーニングに応用できる可
能性がある。腫瘍抗原に対する血清 IgG 抗体
検出は、比較的早期の固形癌を診断する有用
な手法である。しかし、p53 抗体単独での血
清検査では、陽性率ならびに生物学的悪性度
評価が不十分であり、複数の有用な血清抗体
を解析する必要がある。そこで、広く固形癌
一般において、分子生物宅的特徴を反映して
いる c-mycタンパクに着目してその抗体を測
定できる簡便な検査法が有用であろうと判
断した。従来のタンパク検出型 ELISA キッ
トと異なり、標的抗原が複数であっても IgG
抗体量を測定するステップが共通であるた
め、いずれかの抗体が陽性であれば容易に検
出できる併用検査が可能であると推測した。
c-myc 異常発現は、p53 分子との発現相関が
少ないことから、p53 抗体との併用によって
p53 抗体単独よりも高い陽性率が期待できる。
c-myc は p53 と同様に生物学的悪性度を反映
する分子であることから、両者を併用するこ
とで、治療感受性予測、治療後の予後や転移
率などをより正確に推測することが可能と
なると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究期間において、p53 抗原ならびに
VEGF 抗原を同時に用いた血液検査方法の

有用性について以下の課題について明らか
とする。最も陽性率が高い抗 VEGF 抗体
ELISA キットを作成するために、WEB サイ
トにて、HLA class I に認識されるエピトー
プを選別する。選別したエピトープに対応す
るペプチド断片を精製して、ELISA キットの
結合標的とする。Class I 結合エピトープは、
最低 3 箇所同定されており、この部分を含む
ペプチド断片を複数精製する。試作した
ELISA キットにて、治療開始前の食道癌患者
の血清中の抗 VEGF 抗体をスクリーニング
する。これらの食道癌患者において病期別の
血清抗体の陽性率を明らかとする。抗原ペプ
チドとしてどのペプチドが最も陽性率が高
いかを検討する。最も陽性率の高いペプチド
を標的とした ELISA キットを使用して、陽
性症例の臨床病理学的特徴を検討する。陽性
例と陰性例の予後を比較する。また、放射線
化学療法施行症例においては、治療効果との
相関関係について検討する。抗 VEGF 抗体を
用いて、手術標本あるいは生検組織の免疫染
色を行う。免疫染色レベルと血清 VEGF 抗体
価レベルとの相関関係を検討する。同じウェ
ル内に p53 タンパクならびに VEGF ペプチ
ドを同時に固相化して、上記の食道癌患者に
おいて病期別の血清抗体の陽性率を明らか
とする。 
 
 
３．研究の方法 
c-myc cDNA の塩基配列をアミノ酸配列に変
換し、MHCPred ウェブサイト
(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
むペプチドを人工合成した。ヒトリンパ球か
ら調整した cDNA を鋳型にして、RT-PCR 増
幅してhuman c-myc遺伝子全長を修得した。
この PCR 断片を pET28a(+)ベクターのマル
チクローニングサイト中のNcoIとXhoI部位
に挿入したものを発現ベクターとした。この
発現ベクターを pET-c-myc と呼んでいる。こ
のベクターでは、C 末端に 6×His が Tag とし
て付加されて発現される。 
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アミノ末端にビオチンを付加しておき、予め
アビジンを固相化したプレートを用いて合

成ペプチドを特異的に結合させ、洗浄後に血
清抗体と反応させ、ペルオキシダーゼ標識抗
ヒト IgG 抗体を用いて血清抗体レベルを測
定した。健常者 73 名の血清抗体価の平均値
＋3SD をカットオフ値として陽性率を算出
とした。c-myc ならびに p53 の両者を併用し
た場合の抗体価とそれぞれの標的抗原に対
する単独抗原に対する抗体価との相関関係
を検討した。 
解析対象は、stage I あるいは II の固形癌患
者購入血清である。癌種は、前立腺癌、肺癌、
比較的早期の固形癌における陽性率を検討
する目的で、stage I あるいは stage II の各種
固形癌をそれぞれ100症例について解析した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
４．研究成果  
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。健常者ならびに各種固形癌腫瘍におけ
る抗体価を示す。c-myc 抗体陽性率は解析対
象全体で 700 例中 72 例 (10.2%)であった。
胃癌症例における stage 別の陽性率を示す。
胃癌症例では、p53 抗体を同時解析している
が、両者で相関関係を認めなった。各種固形
癌における c-myc 抗体陽性率は、前立腺癌
=8%, 肺癌=9%, 胃癌=14%, 大腸癌=6%, 乳
癌=13%, 食道癌=12%, 肝細胞癌=10%であ
った。臨床病理学的因子ならびに p53 抗体と
の相関関係は認められなかった。今後複数の
抗体マーカーを併用する診断方法の開発に
取り組みたい。 
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