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研究成果の概要（和文）：RalA・NY-ESO-1抗原から精製した標的ペプチドを用いた血清抗体検出ELISAキットを
作成した。すでに実用化しているp53抗体検査系を併用して、食道癌症例における治療経過と血清SEREX抗体価の
変化を解析した。3種類の自己抗体を併用した場合の陽性症例における臨床病理学的意義について解析した。3種
の自己抗体は、ステージI/IIの段階から比較的陽性率が高い傾向を示し、お互いに重複することが少ないことか
ら併用することで陽性率が大幅に上昇した。抗体陽性症例では予後不良の傾向があったが有意差はなかった。
p53抗体検出系については、複数のペプチド抗原を用いたより特異度の高い新たな検出系を開発した。

研究成果の概要（英文）：One of the most immunogenic epitopes was selected from the RalA antigen and 
NY-ESO-1 antigen to develope ELISA kit for detecting serum antibody. We analyzed perioperative 
changes of serum autoantibody titers in esophageal cancer. We analyzed the clinical pathological 
significance of the autoantibodies, such as the positive rate, the risk of recurrence in positive 
and negative cases, and the effect on long-term survival. All three autoantibodies tend to have a 
relatively high positive rate even in the stage I / II stage. Since they rarely overlap with each 
other, the positive rate tends to increase significantly when used in combination. In relation to 
prognosis, antibody-positive cases tended to have a poorer prognosis, but the difference was not 
significant. Regarding the p53 antibody detection kit, we developed a new system using multiple 
peptide antigens to improve specificity. It was found that the specificity tended to be higher than 
that of the conventional system.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： SEREX　RalA　NY-ESO-1　p53　食道癌　血清抗体　腫瘍マーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
保険収載されている食道癌の血液腫瘍マーカー（CEA、SCC抗原、p53抗体）は、3種を併用しても進行癌の40%、
早期癌の80%では3種すべてが陰性(triple negative)である。このため3種全てが陰性の症例では、治療効果判定
や再発診断を頻繁な画像検査が必要となる。本研究では、自己抗体検査法として実用化されていない分子標的と
してRalAならびにNY-ESO-1を同時標的とした新たな検査システムを構築し、比較的早期の段階から陽性率が高い
検査系を確立することができた。この検査系を実用化することで、今後食道癌の早期診断や再発の早期診断が可
能となる可能性があり、社会的意義が大きいと思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

 食道癌の既存の血液腫瘍マーカーである CEA と SCC 抗原は癌細胞から分泌される微量

物質を検出するため早期癌診断は理論的に困難であり、微少残存腫瘍診断や再発モニ

タリングでの有用性も低い。一方、我々が開発して 2007 年に保険収載された血清 p53

抗体検査は、抗原抗体反応を応用しているため微量癌細胞の p53 分子異常でも簡単に

検出でき分子生物学的特徴も反映する血液バイオマーカーとして実臨床での有用性が

明らかとなった(Esophagus 2012）。血清 p53 抗体検査(Cancer 2003)は、微量の癌抗原

に対する抗体反応を利用した血液検査法であり、早期診断や早期の再発診断に有用で

あった。この検査法は p53 分子異常を反映し(Surgery 2003)、微少残存腫瘍を検出で

きるため食道癌術後モニタリングにも有用であった (W J Surgery 2009)。 

 RalA は、ras 活性化に伴う発癌プロセスを抑制する一種の癌抑制遺伝子であり、p53 分

子と同様に癌抗原であると同時に癌抑制遺伝子であるユニークな分子であるが食道扁

平上皮癌に関する報告はない。また、NY-ESO-1 自己抗体に関する論文も我々の論文(J 

Gastroenterology 2015)を含めて 4編に過ぎず p53 や RalA との関連性を解析した報告

はない。 

 我々は血清IgG抗体を用いた癌特異抗原同定法であるSerological identification of 

antigens by recombinant cDNA expression libraries(SEREX)法により種々の固形癌

診断に有用な血清 SEREX 抗体を多数同定している(Int J Cancer 2004, Int J Oncology 

2005, Cancer Sci. 2006, Int J Oncology 2007, BMC Cancer 2009, Proteome Sci. 

2011)。既存の分泌型血液マーカーでは、陽性症例が互いに重複する傾向があるのに比

較して、これらの血清抗体は陽性症例が互いに重複することが少ないため複数の標的

抗原を併用することで陽性率を飛躍的に上昇させることができることを報告してきた

（Esophagus 2012, 2015）。 

 

２．研究の目的 

 保険収載されている食道癌の血液腫瘍マーカー（CEA、SCC 抗原、p53 抗体）は、3種を

併用しても進行癌の 40%、早期癌の 80%では 3 種すべてが陰性(triple negative)であ

る。このため 3 種全てが陰性の症例では、治療効果判定や再発診断を画像検査に依存

するため頻繁な画像検査が必要である。 

 そこで本研究では、自己抗体検査法として実用化されていない分子標的として RalA な

らびに NY-ESO-1 を同時標的とした新たな検査システムを構築して、早期診断・再発診

断・治療効果判定を容易にする手法を開発することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 RalA, NY-ESO-1 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する。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。 



 健常者血清に比べ患者血清の抗体レベルが有意に高いペプチドを選択する。解析する

患者血清は東邦大学医学部倫理委員会承認の臨床研究として、東邦大学にて加療した

治療前後の食道癌患者から文書により本人の了解を得て治療開始前にサンプリングし

た血液を解析に用いた。 

 血清RalA, NY-ESO-1, p53抗体の存在の有無と深達度、リンパ節転移、遠隔臓器転移と

の相関関係を検討した。また、再発時期、予後との相関関係を検討した。 

 

４．研究成果 

 平成28年度は、RalA, NY-ESO-1各抗原1種類を標的とした血清抗体検出用ELISAキット

の性能試験を行い、パイロット研究として無作為抽出した保管検体100症例を用い

た。免疫染色のために切除標本90症例から組織アレイを作成した。 

 平成29年度は、複数の抗原を標的とする測定系を開発し、RalAならびにNYESO-1免疫

染色の条件設定を行った。切除手術前後、化学療法前後の血清SEREX抗体価モニタリ

ングの意義を検討した。 

 平成30年度ならびに令和元年（平成31年）度は、3種類の抗原を同時標的とした場合

の相加効果を検討した。血清RalA, NY-ESO-1, p53抗体価を独自開発した血清抗体検

出ELISAキットにて検討した。 

 令和2年度は、引き続き症例数を増やしてステージ別陽性率、5年生存率、治療効果と

の関連性などを解析した。p53抗体検出系についても、特異度を改善する目的で複数

のペプチド抗原を用いた検出系を新たに開発し、従来の抗体検出系と比較検討した。 

 令和３年度には、この検出系については、研究用試薬として実用化段階となってい

る。また、これらの研究成果はAnnals of Gastroenterological Surgeryに掲載され

た。この論文では、当初目的であった食道癌以外にも胃癌、肝臓癌における自己抗体

検査の有用性についても検証した。具体的な研究データは以下の通りである。 

 

 Ann Gastroenterol Surgery 2020 

 合計85例の食道扁平上皮癌患者において血清p53抗体および血清NY-ESO-1自己抗体と

臨床病理学的意義・予後への影響を評価した。またがんゲノムアトラスに基づく遺伝

子発現の予後への影響についても検討した。結果：血清p53抗体陽性率はESCCで

32.9％であり、血清NY-ESO-1自己抗体陽性率は29.4％であった。この対象群において

は、臨床病理学的因子あるいは予後への影響は明確ではなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 血清p53抗体と血清NY-ESO-1自己抗体の抗体価の相関関係は明確ではなかった。した

がって、両者を併用することで陽性率が上昇すると思われた。 

 血清p53抗体と予後との関連性は乏しいと思われた。血清NY-ESO-1自己抗体について

は抗体陽性症例で予後不良の傾向を認めたが有意差はなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 International journal of Clinical Oncology 2021 

 次に合計１７２例の食道癌症例においてp53抗体とRALA抗体を同時に測定した。両者

は補完的であり、併用することで大幅に陽性率が上昇した。(a)Stage I/IIあるいは

(b)stage III/IVの各群においてもほぼ同様の傾向であった。 

 

    

 p53抗体とRALA抗体は、お互いにほぼ完全に独立しており、相関関係はなかった。逆

に逆相関の関係性が示唆されており、両者を併用することのメリットが大きいことが

明らかとなった。 

 Annals of Surgical Oncology 2020 

 p53抗体解析ELISAについて従来の方法では、p53分子の全長を標的抗原としているた

め、偽陽性率が高い傾向が課題であった。そこで、本研究の一環として、ｐ５３抗体

が特異的に結合するペプチド配列のみを標的抗原とする新しい検査系を考案した。合

計２８１例の食道癌症例について従来の検査系と新たに開発した検査系との相関関係

を解析した。陽性率は２０％であった。 

 SCC抗原あるいはCYFRA21-1との併用による陽性率をみると３者はお互いに相補的であ

り、重複が少ないことから、併用することで大幅に陽性率が上昇することが分かっ

た。特にp53抗体との併用が有用であり、p53+SCCあるいはp53+CYFRAによって、陽性



率は５０％前後まで上昇することがわかった。 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 今回新たに開発した検査系において設定した基準値においては、感度は20.1%であ

り、特異度は98.2%と良好であった。 

 

 BMC Cancer 2020 

 P53, RALA, NYESO-1以外の食道癌自己抗体についてもさらに解析を進めた。LGALS1, 

HCA25a, HCC-22-5, and HSP70の４種類では陽性率が１０％以上であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 これら単独で１０％以上の陽性率の抗体を複数組み合わせることで３０％以上の陽性

率となり、さらに既存のSCCあるいはCYFRA21-1と併用することで５０％以上の陽性率

となることが明らかとなった。 

【本研究全体の結語】 

 当初計画に基づき食道癌におけるp53, RALA, NYESO-1抗体の同時解析を行うことで複

数の自己抗体を併用する新しい検査系の可能性を立証することができた。 
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