
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

基盤研究(C)

2013～2011

肺癌における早期診断、抗がん剤感受性マーカーの網羅的解析

Exhaustive study for aquisition of eary diagnostic or the anti-cancer drug sensitivi
ty markers for lung cancer

３０１７８７９３研究者番号：

佐藤　雄一（Sato, Yuichi）

北里大学・医療衛生学部・教授

研究期間：

２３５９０４１４

平成 年 月 日現在２６   ６   ９

円     4,100,000 、（間接経費） 円     1,230,000

研究成果の概要（和文）：作製した肺癌に対する単クローン性抗体の中から、早期血清診断に有用な抗体群を選択した
。その結果、血清診断用マーカーとして抗CAXII抗体を報告した。その他、組織診断に有用と思われる抗MYH9抗体、抗B
SG抗体は投稿中、抗MUC5B抗体は投稿準備中である。プラチナ製剤感受性マーカーとして抗IMMT抗体を樹立した。
腫瘍関連自己抗体の解析では、抗Hu-C, Hu-D自己抗体は小細胞癌と大細胞性神経内分泌癌を鑑別出来ることを報告した
。抗癌剤感受性予測マーカーとして抗Galectin-3自己抗体を見出した。自己抗体を見出す方法として癌組織と同一患者
の血清を用いる方法の利点を報告した。報告は業績参照。

研究成果の概要（英文）：Erom established monoclonal antibodies for lung cancder, I selected useful early s
ero-diagnostic markers. As a results, anti-CAXII antibody was reported as asero-diagnostic marker (PLOS ON
E 7(3): e33952, 2012). In addition, I submitted that antiBSG and MHY9 antibodies were useful markeres for 
pathological diagnosis of lung cancer. Ant-IMMT antibody was established as a sensitivity prediction marke
r of the platinum.
By the analysis of tumor-associated autoantibodies, I reported antiHu-C, Hu-D autoantibodies were novel di
fferential sero-diagnostic markers for small cell lung carcinoma from large cell neuroendocrine carcinoma 
(Int J Oncol 40: 1957-1962, 2012).Ant-Galectin-3 autoantibody was found as an anticancer drug sensitivity 
prediction marker. And, I reported methodology that aquisition of useful sero-diagnostic autoantibodies us
ing the same patients' sera and tumor tissues (Biomed Res 35(2): 133-143, 2014.   

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 肺癌　抗癌剤感受性予測　早期診断　単クローン性抗体　自己抗体

基礎医学・人体病理学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肺癌は膵癌とともに難治性癌の代表である。
その要因として、肺癌では、初診時すでに
stage Ⅲ以上の進行癌であることが多いこ
と、化学療法としてはプラチナ製剤を基本と
した多剤併用療法が用いられているが、その
効果は依然として不十分であることなどが
考えられている。現在、悪性腫瘍の早期診断
には放射線被爆を伴う画像診断や侵襲性の
ある内視鏡検査が主として行われている。侵
襲を伴わない検査として血清腫瘍マーカー
も用いられているが、癌の早期診断に有用な
マーカーは数少ない。また、抗癌剤感受性に
関与する分子として幾つかの報告はあるが、
特定の抗癌剤に対する個々の患者の感受性
を予測する分子の解析は遅れており、感受性
の有無にかかわらず共通のプロトコールで
治療されているのが現状である。今後、肺癌
に対する根治的治療の可能性を広げ、その予
後を改善するには、単に、小細胞癌、非小細
胞癌という単純な枠組みでなく、新たな検索
方法やマーカーを用いた新しい診断基準に
基づく検討が重要と考える。このような目的
から、様々な方法で腫瘍マーカーの獲得が検
討されている。この研究では、抗体を基盤と
した腫瘍マーカーの獲得とその有用性を検
討した。 
 
２．研究の目的 
（１）肺癌の早期診断や抗がん剤感受性を予
知等、肺癌の個別化医療の実現を検討するた
めに、すでに作製済みの肺癌特異的単クロー
ン性抗体、抗がん剤感受性に関与する分子に
対する単クローン性抗体を用いて、多数症例
の肺癌組織マイクロアレイ、抗がん剤感受性
の結果の出ている治療前肺生検組織、並びに
それら肺癌患者の血清を用いた早期血清診
断および抗がん剤感受性予測マーカーとし
ての有用性を検討する。 
 
（２）すでに肺癌患者血清中の自己抗体が認
識する腫瘍関連タンパク質を多数同定して
いる。多数例の肺癌患者血清を用いた、これ
ら自己抗体の早期診断への有用性、抗がん剤
感受性への応用の可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）樹立済み抗体を用いた患者血清との反
応性の検討：すでに肺癌細胞株や肺癌組織を
免疫源にランダム免疫法で作製済みの抗体
や、シスプラチン耐性肺癌細胞株を免疫源に
抗体を作製した抗体の肺癌患者血清や肺癌
組織との反応性を検討し、有用な抗体の選択
を行う。方法は、肺癌特異的抗体と患者血清
との反応性に関しては、血清からアルブミン
と免疫グロブリンを除き、PVDF 膜に所有のマ
イクロドットアレイヤーを用いてドットす
る。その後、Blocking 剤で処理した PVDF 膜
は、樹立した単クローン性抗体の培養上清
（希釈なし）を用いて反応、TBS-T で洗浄後、

HRP 標識二次抗体との反応を行う。TBS-T で
洗浄後、化学発光試薬との反応を行い、その
発光をイメージアナライザーに記録し、この
ドットブロット用に最適化された Dot Blot 
Chip System ver.4 ソフトウエア上で解析す
る。肺癌組織との反応性はホルマリン固定し
た肺癌細胞株（腺癌 A549 細胞と LC-2/ad 細
胞、扁平上皮癌RERF-LCA1細胞、小細胞癌N231
細胞、大細胞性神経内分泌癌 LCN1 細胞）を
用いて染色し、特徴のある染色性を示した抗
体は、肺癌組織マイクロアレイを用いて染色
する。その後、患者の臨床病理学的検討、予
後との相関、発現と患者の予後との単変量、
多変量解析を行う。シスプラチン感受性に関
与する抗体に関しては、上記細胞株を 3,200
μg/ml の濃度で生育する細胞株を樹立済み
であり、これら耐性細胞株と感受性の親株の
ホルマリン固定・パラフィン包埋細胞を作製
済みであり、これら細胞株との反応性を免疫
組織化学的に検討する。シスプラチン感受性
との関連性が示唆された抗体に関しては、治
療効果の結果が明かな、抗がん剤治療前の肺
生検組織を免疫染色し、抗がん剤感受性を予
測できる抗体か否か検討する。 
 
（２）血清中の自己抗体を利用した腫瘍関連
抗原の同定：すでに二次元電気泳動－免疫ブ
ロット法(2D-IB)法で肺癌患者血清中の自己
抗体を解析する方法を確立しており、有用な
腫瘍関連抗原も同定している。この方法を基
本に上述の細胞株を二次元電気泳動し、PVDF
膜に転写後、限局型小細胞癌、進展型小細胞
癌、大細胞性神経内分泌癌、低分化型腺癌、
高分化型腺癌、高分化型扁平上皮癌、低分化
型扁平上皮癌患者血清を3名ずつ混合したプ
ール血清をそれぞれ2組ずつ用いて一次抗体
とし、網羅的に自己抗体が認識する腫瘍関連
抗原を同定した。その結果、それぞれの癌で
合計 130 個、抗原数で合計 86 種類のタンパ
ク質を同定した。同定したタンパク質はすで
に合成しており、このタンパク質をマイクロ
ドットアレイヤーで PVDF 膜にドットし、一
次スクリーニングを行っていく。また、新た
に肺癌特異的自己抗体の解析を継続してい
く。 
 
４．研究成果 
（１）樹立済みの抗体を用いた患者血清との
反応性の検討：神経内分泌肺癌由来細胞株や
腺癌由来細胞株を用いて作製した抗体にお
ける肺癌患者血清、健常者血清との反応性を
dot-blot 法で検討し、その結果を ROC 解析し
た。また、肺癌組織マイクロアレイや患者の
予後を含めた詳細な情報のある外科摘出組
織を免疫染色し、診断に有用な抗体群の選別
を行った。その中で幾つかの有用な抗体を見
いだし報告した。 
 
①肺腺癌細胞株 A549 を免疫源にランダム免
疫法で単クローン性抗体を作製した。その中



で、免疫に用いた A549 細胞の細胞膜に強い
染色性を示し、その他の組織型由来の肺癌細
胞株に反応性を示さなかった抗体に注目し、
その抗原タンパク質を免疫沈降法により同
定した。その結果、CAXII を認識する抗体で
ある事が確認された。肺癌組織を免疫染色し
たところ、様々な組織型の腫瘍組織の細胞膜
に陽性を示し、腺癌特異的でないことが明ら
かとなった。肺癌患者と健常人血清中の
CAXII の発現量を解析したところ、有意に肺
癌患者血清中で高値を示すことが分かった
(p < 0.0001)。肺癌患者内では、腺癌(AC)に
比して扁平上皮癌(SCC)で発現量が有意に高
く(p = 0.03)、SCC でも低分化型に比して中
分化、高分化型で有意に高い傾向を示した(p 
= 0.027)。ROC 解析では健常人に比して肺癌
患者では AUC 0.794、特異度 70.0%、感度
82.9％で鑑別出来ることが明らかとなった。
さらに別の 26症例の肺癌患者と 30例の健常
人の血清を用いた検討においても、両者を有
意 に 鑑別出 来 ること を 証明し た (p = 
0.030)(PLOS ONE 7(3): e33952, 2012)。 
 
②シスプラチン耐性にした大細胞性神軽内
分泌肺癌細胞 LCN1-cis を免疫源に、スクリ
ーニングに AMeX 固定した感受性親株 LCN1 と
この LCN1-cis 細胞を免疫染色し、耐性株の
みで発現が認められた抗体を樹立した．この
抗体は免疫沈降法により Myosin-9(MYN9)を
認識していることが分かった。この抗体を用
いて外科的に摘出された266例のホルマリン
固定・パラフィン包埋された非小細胞性肺癌
組織を免疫染色した。その結果、MYN9 の発現
は主に腫瘍細胞の細胞膜に認められ、腺癌に
強く発現しており、低分化型、脈管侵襲、リ
ンパ管侵襲や予後不良と相関していた。多変
量解析の結果、MYN9 の発現は独立した予後不
良因子であることが証明された。血清中では
明らかな発現を同定できなかった。（現在、
投稿中） 
 
③大細胞性神軽内分泌肺癌細胞 LCN1 を免疫
源に、大細胞性神経内分泌肺癌細胞株 LCN1
と小細胞癌細胞株 N231 で、異なる分子量の
タンパク質を認識する抗体としてKU-Lu-8抗
体を樹立した。この抗体は免疫沈降法により、
basigin (BSG)を認識していることを証明し
た。この分子は、当初 2つのタイプの神経内
分泌肺癌を鑑別可能な抗体として選択した
が、腺癌、扁平上皮癌細胞株でも発現が亢進
しており、汎肺癌マーカーとしての有用性を
150 例の外科的に切除された非小細胞性肺癌
組織を免疫組織化学的に検討した。その結果、
BSG の発現は腫瘍の分化度、脈管侵襲、リン
パ管侵襲、予後不良と優位に相関していた。
特に、Stage I の腺癌患者の予後不良と相関
していた(P < 0.0001)。非小細胞性肺癌と腺
癌において、BSG の発現は独立した予後不良
因子となることが明らかとなった。特に、早
期腺癌患者においてもBSGの発現が高い患者

は、予後不良であるので、手術後の補助化学
療法や放射線療法が必要であり、そのような
患者の選別に優れたマーカーである可能性
を報告した。この分子はマクロファージにも
発現しており、血清診断マーカーとしては期
待できないことも明らかとなった。（現在、
投稿中） 
 
④肺腺癌細胞株 A549 を免疫源に他の組織系
の肺癌細胞株や組織に比して腺癌細胞や腺
癌組織と強い反応性を示す抗体を獲得した。
この抗体は免疫沈降法により、MUC5B を認識
していることが確認された。この抗体を用い
て、腺癌と扁平上皮癌の鑑別に有用か否か免
疫組織化学的に検討した。材料は 166 例のホ
ルマリン固定・パラフィン包埋された非小細
胞性肺癌組織を用いた。比較として肺腺癌の
特異的マーカーとして知られているTTF-1の
発現も同時に検討した。その結果、MUC5B の
発現は腺癌 134 例中 89 例（66.4％）に認め
られたが、扁平上皮癌では 32 例中 3 例
(9.4％)に認められた（P < 0.00001）。腺癌
組織での発現は低分化、予後不良と相関して
いた(P = 0.0324, P = 0.0179)。多変量解析
の結果、MUC5B の発現は独立した予後不良因
子であった。さらに、TTF-1 と MUC5B の両者
を染色することにより、より肺腺癌の鑑別能
が高まることが分かった。予後解析では、
MUC5B が高発現で、TTF-1 の陰性群は多野郡
に比して、予後不良であることが証明された
(P = 0.0030)。以上より、TTF-1 と MUC5B の
両方を染色することにより、腺癌と扁平上皮
癌の鑑別能が向上することと同時に、腺癌に
おける予後不良因子となることが証明され
た。（投稿準備中） 
 
⑤シスプラチン耐性肺癌細胞株4種を作製し、
免疫源に用いると同時に、感受性親株とのタ
ンパク質発現を比較した。4 種それぞれのシ
スプラチン耐性株と感受性の親株のタンパ
ク質発現を二次元電気泳動法で比較検討し
た結果、1.5倍以上相違のあるものはLCN1cis
で発現亢進は 54スポットで減少は 33スポッ
ト、LCN2cis では発現亢進は 55 スポットと減
少は 39 スポット、A549cis では発現亢進は
69 スポットと減少は 60 スポット、LC2Adcis
では発現亢進は 28スポットと減少は 21スポ
ットと、4 細胞株併せてシスプラチン耐性株
での発現亢進は 206スポットと減少は 153ス
ポットであった。この359スポットのうち298
スポット（83%）のタンパク質名が明らかと
なり、217 個の異なるタンパク質であること
が確認された。2 つの細胞株以上で同じよう
な増減をする 25 のタンパク質が確認され、
その中で4つのシスプラチン耐性株の全てで
発現量が亢進していた hydroxyl-coenzyme A 
dehydrogenase/ 3-ketoacyl-coenzyme A 
thiolase/ enoyl-coenzyme A hydrase alpha 
subunit (HADHA)に注目した。用いた 4 つず
つ計8個の細胞株における発現を免疫染色法、



免疫ブロット法により確認したところ、二次
元電気泳動法の結果と同様にシスプラチン
耐性株で発現の亢進が認められた。肺癌組織
を用いた同様の検討でも肺癌組織では非腫
瘍性末梢肺組織に比して発現量が亢進して
いた。また、その発現は細胞質に認められた。
さらにプラチナ製剤を基本とした多剤併用
療法で治療を受けた肺癌患者の治療前生検
組織 46 例を免疫染色した。その結果、CR, PR
症例を治療奏功群、SD, PD を治療非奏功群と
した場合、検討した全症例(ｐ = 0.00367)、
非小細胞性肺癌(p = 0.002)、小細胞性肺癌
(p = 0.038)、肺腺癌(p = 0.008)で抗癌剤が
奏功した患者に比して治療非奏功群の患者
で有意に発現が亢進していた。癌細胞株を抗
癌剤の濃度を徐々に上げていく方法で、高濃
度の抗癌剤で安定して生育する細胞株を樹
立した。その後、それぞれの抗癌剤感受性の
親株とのタンパク質の発現プロファイリン
グを二次元電気泳動法で比較した。元々同じ
細胞株であるので、抗癌剤耐性に関与したタ
ンパク質の発現のみが変化している可能性
があり、両者を比較することにより抗癌剤感
受性を予測する可能性のあるマーカータン
パク質を検索できる。実際、その方法で HADHA
を見出した。見出した分子に対する抗体を購
入し、抗癌剤治療前の肺生検材料を免疫染色
したところ、抗癌剤が効いた PR 群では発現
が見られないが、効果のなかった SD,PD 群で
は細胞質に発現が認められ、この分子のプラ
チナ製剤への感受性が治療前に予測出来る
可能性が示唆された。 
 
（２）血清中の自己抗体を利用した腫瘍関連
抗原の同定：肺癌の早期診断や抗癌剤感受性
予測に有用な自己抗体を解析した。以下に、
報告した主な内容を列記する。 
 
①神経内分泌肺癌の新たな血清診断マーカ
ーを獲得するために、SCLC と LCNEC 患者の血
清中の腫瘍関連自己抗体を解析するために
二次元電気泳動－免疫ブロット法(2DE-IB)
を行った。その結果、SCLC 患者からは Hu-C
タンパク質を含んだ 63 スポット、41 抗原タ
ンパク質が、LCNEC 患者からは 62 スポット、
32 抗原タンパク質が同定された。18 抗原タ
ンパク質は両者で共通して認められた。様々
な組織型の肺癌細胞株におけるHu-C,Hu-Dの
mRNA発現は両方とも8例全例のSCLCやLCNEC
由来の細胞株のみに認められた。タンパク質
の発現は Hu-C は 6例中 5例の SCLC 由来細胞
株、2 例全例の LCNEC 由来細胞株、Hu-D は 6
例中 4 例の SCLC 由来細胞株で発現が認めら
れた。しかし、他の組織型の肺癌細胞株では
Hu-C, Hu-D の mRNA、タンパク質の発現は認
められなかった。各種肺癌患者、非腫瘍性疾
患患者、健常人の血清を用いて Hu-C, Hu-D
に対する自己抗体の検出をドットブロット
法で検出した。その結果、抗 Hu-C、抗 Hu-D
自己抗体は、それぞれ 31 例中 4例と 31 例中

6例の SCLC 患者に認められたが、他の組織型
の肺癌患者や非腫瘍性疾患患者、健常人血清
では認められなかった。ROC 解析の結果、SCLC
患者は Hu-C で AUC 0.577、感度 12.9%、Hu-D
で AUC0.602、感度 19.6%、両者とも特異度
100％で他の疾患や健常人と鑑別できること
が確認された。また、抗 Hu-C、Hu-D 自己抗
体の量は、症例により様々であり、腫瘍随伴
神経症候群の発症とは無関係であった。同じ
神経内分泌肺癌である、SCLC と LCNEC の鑑別
に有用なマーカーとなる可能性が示唆され
た(Int J Oncol 40: 1957-1962, 2012)。 
 
②癌組織は腫瘍細胞とそれを取り囲んでい
る間質から構成されている。これまでの腫瘍
マーカーの獲得は主に腫瘍細胞を対象とし
たものが多い。今回、通常当研究室で自己抗
体解析に使用している肺癌細胞株と肺癌患
者血清を用いた解析法に加えて、外科的に摘
出された新鮮肺腺癌組織とその組織の患者
血清を用いた方法（血清は同じもの）を用い
て比較検討した。その結果、肺癌組織を用い
た自己抗体解析では 58 スポット、45 抗原が
同定され、細胞株では 53 スポット、41 抗原
が同定された。両者の方法で共通して認めら
れたのは 9抗原のみであった。さらに、肺癌
組織を用いた方法では、腫瘍細胞に対する自
己抗体とともに、腫瘍間質成分に対する自己
抗体も獲得できた。腫瘍組織とその患者血清
を用いた方法は腫瘍細胞に加えて、腫瘍の進
展等に重要な役割を果たしている腫瘍間質
成分に対する自己抗体も獲得でき、新たな腫
瘍マーカーの獲得が期待できることを報告
した。(Biomed Res 35(2): 133-143, 2014) 
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