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研究成果の概要： 

造血器腫瘍（非ホジキンリンパ腫：NHL 25 例、ホジキンリンパ腫：HL 4 例、白血病：10 例な

ど）及び非腫瘍性造血器疾患（骨髄異型性症候群など）、計 101 例並びに対照疾患（自己免疫疾

患 13 例など）、健常者 8例を用いて造血器腫瘍特異自己抗体及びその対応抗原を検索した結果、

NHL 患者血清中に Raji 細胞（Bリンパ球系腫瘍細胞）発現タンパク質と特異結合する数本の陽性

バンドを高頻度に見出した。 

その一つ 70ｋDa 付近（＝L-Plastin）のバンドについては、NHL では 21／25 例、一方 HL では

全く検出（0／4例）されず、白血病では 2／10 例、自己免疫疾患では 5／13 例、健常者では１

／8例検出されたのみであった。一方、50kDa（＝α-Enolase）のバンドについては、HL では 2

／4例が陽性であった。この２つの NHL 特異抗原を用いた一次スクリーニング法（ELISA 法）を

確立した。引き続き、不特定症例について定量し、その統計学的検討を現在継続中である。 
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１．研究開始当初の背景 

  日本人の悪性リンパ腫（発症数１万人／

年）の大半は非ホジキンリンパ腫であり、発

症数は年々増加している。ホジキンリンパ腫

が 20～30 歳代に多いのに対し、非ホジキンリ

ンパ腫の発生のピ－クは 50～60 歳代で、非ホ

ジキンリンパ腫は比較的高齢者に多い。非ホ

ジキンリンパ腫の発症原因としてはヒトＴ細



胞白血病Ｉ型ウイルス（Ｔ細胞白血病リンパ

腫）、ＥＢウイルス（Ｂリンパ腫やバ－キット

リンパ腫の一部）などのウイルス感染説があ

るが、感染した人すべてが悪性リンパ腫を発

症するわけではない。一方、シェ－グレン症

候群に見られる唾液腺のＢリンパ 腫、慢性甲

状腺炎（橋本病）に合併するＢリンパ腫のよ

うに、自己免疫疾患にＢリンパ腫が合併しや

すいことが報告されている。また一部のリン

パ腫では、特定の染色体異常（ヒト染色体

6q15-23 領域の欠失など）や遺伝子異常（ALK

遺伝子のリン酸化など）が同定されているが、

未だにその発症原因・機序の全容は明らかに

されていない。現在、非ホジキンリンパ腫を

はじめリンパ球系悪性腫瘍の診断・分類には

主として病理組織学的検査、免疫学的手法（腫

瘍細胞表面マーカーの検索）、遺伝子解析（免

疫グロブリンあるいは T細胞抗原受容体遺伝

子再構成）、血液検査（LDH 上昇、可溶性イン

ターロイキン２受容体上昇、ヒト T細胞白血

病 I型ウイルスに対する抗体有無など）等に

よりなされているが、確定診断・早期診断が

困難な症例が数多く存在する。 

プロテオーム手法の癌診断への応用は、

SM.Hanash 教授らのグループが、2001 年に初

めて 2次元電気泳動／WB／MALDI-TOFMS 法を

用い、肺癌患者血清中に抗アネキシン I&II

抗体（ProNAS.2001）やPGP9.5抗原（Cancer Res. 

2001）を、乳癌患者血清中からは RS／DJ-1

抗原（Clin.cancerRes. 2001）を見出し、そ

れら自己抗体・癌抗原が新しい癌診断指標と

なり得る可能性を示すと同時に、新たな癌研

究への扉を開いた（Cancer Proteomics）。従

来のプロテオーム手法を用いた癌診断法は、

癌／非癌組織切片中の発現タンパク質の質

的・量的変動を多数症例について検討し、同

定した数百・数千あるタンパク質の中から癌

マーカー候補を見出す方法が主流であった

（Differential Display 法）。 

我々の方法は Bリンパ球系腫瘍細胞（Raji

細胞）発現タンパク質を腫瘍抗原とし、非ホ

ジキンリンパ腫患者血清中に存在する自己抗

体を標的にし、非ホジキンリンパ腫診断マー

カー候補を検索する方法（一種の Focused 

Proteomics）であり、今後新しい非ホジキン

リンパ腫をはじめとした造血器腫瘍の診断マ

ーカー検索法の一つとして位置付けられる可

能性がある。また、悪性リンパ腫の治療法と

して既に実用化されているモノクローナル抗

体療法に有用な知見を与えることが出来る。

更に個々の患者様に対するオーダーメイド療

法への新たな道が開けられる可能性を有して

いる。 

国内では、我々グループがいち早くその有

用性に注目し、患者様の血清中に存在する自

己抗体を標的にした癌プロテオミクスを立ち

上げ、ミシガン大グループの追試を行い、抗

αエノラーゼ抗体をはじめとして８種類の肺

癌特異抗原に対する自己抗体の存在を明らか

にした(J.ChromatogrB 2006)。また、最近で

は食道癌の診断マーカー候補としてペルオキ

シレドキシン６を同定した（ClinCancerRes. 

印刷中））。最近、疾病診断や病態解明などを

目的としたプロテオーム解析センターが東京

医大に設置されたのを始め、各地の大学・研

究所・企業内にプロテオミクスファクトリー

が開設されて来ているが、解析方法は従来の

Differential Display 法が主流である。 

 
２．研究の目的 

今回、我々は独自の検索手法に準じ、リン

パ球系腫瘍細胞株から得られた可溶性タン

パク質を腫瘍抗原とし、確定診断された造血

器腫瘍患者血清中に存在する自己抗体を標

的に新規診断マーカー候補を検索する。見出

した診断マーカー候補の ELISA法を確立させ、

多数症例を用いて腫瘍抗原を定量し、得られ

た結果を統計処理し診断マーカーとしての

有用性を検討する。 

 
３．研究の方法 

Raji 細胞（Bリンパ球系腫瘍細胞）発現タ

ンパク質を腫瘍抗原とし、種々の造血器腫瘍

患者を対象にして患者血清中に存在する自己

抗体を標的に、非ホジキンリンパ腫診断マー



カーを検索する。検索法は、これまでの肺ア

デノカルチノーマ、食道癌の診断マーカー検

索に準じ、電気泳動／ウエスタンブロット

（WB）・化学発光検出（ECL）／質量分析法に

て実施する（下図参照）。対象検体は、文部科

学省ヒトゲノム・遺伝子研究に関する倫理指

針及び学内倫理委員会規定に則って採取した

造血器腫瘍患者血清を用いる。 

１） Raji 細胞発現タンパク質を電気泳

動し、泳動後分離した発現タンパク質

を PVDF 膜に転写し、造血器腫瘍患者様

から採取した血清を１次抗体としWB／

ECL 検出法にて血清中に存在する自己

抗体と特異結合する陽性スポットの有

無を多数症例について検索する。 

２） 同時に泳動したゲルを銀染色し、WB

／ECL 検出での陽性バンドに対応する

バンド（染色ゲル上）を切り出し、還

元アルキル化（DTT／モノヨードアセト

アミド）後、ゲル内トリプシン消化し、

トリプシン断片化ペプチド混合物を

TFA・アセトニトリル系溶媒で抽出－濃

縮後、質量分析（UltraFlex、LCQ-DECA、

TSQ7000）／データベース検索し、非ホ

ジキンリンパ腫特異抗原を同定する。 

３） 同定した特異抗原を親和性カラム

あるいは遺伝子導入した大腸菌を用い

て大量に合成する。既知のタンパク質

であれば、まず市販の特異抗体を用い

て親和性カラムを作成し、Raji 細胞発

現タンパク質を分離・精製する。分離

精製した抗原を用いて ELISA 法を確立

する。 

４） 大量精製抗原が必要な場合は、Tag

（グルタチオン S－転移酵素：GST）付

加ベクターに全長遺伝子を挿入後、大

腸菌内に誘導・発現させ大量培養する

（一部企業に委託の可能性あり）。 

５） 培養した大腸菌をクローニング後、

破砕し、Tag付加タンパク質を抽出し、

更に GST 親和性カラムにて目的腫瘍抗

原を精製する（一部企業に委託の可能

性あり）。 

４．研究成果 

造血器腫瘍（非ホジキンリンパ腫：NHL 25

例、ホジキンリンパ腫：HL 4 例、白血病：10

例など）及び造血器疾患（骨髄異型性症候群

など）101 例並びにその対照疾患（自己免疫

疾患 13 例など）及び健常者 8例を用いて造血

器腫 瘍特異自己抗体及びその対応抗原検索

では、NHL 患者血清中に Raji 細胞発現タンパ

ク質と特異結合する数本の陽性バンドが高頻

度に見出された。 

その一つ 70ｋDa＝L-Plastin のバンドにつ

いては、NHL では 21／25 例、一方 HL では全

く検出（0／4例）されず、白血病では 2／10

例、自己免疫疾患では 5／13 例、健常者では

１／8例検出されたのみであった。 

一方、50kDa＝α-Enolase のバンドについ

ては、HL では 2／4例が陽性であった。 

プロテオーム解析にて同定した２つの NHL

特異抗原（L-plastin／αEnolase）のうち、

先ず前者に関して、大量に精製抗原を購入し、

常法に準じて９６穴プレートに固相化し、検

出系としてはPeroxidase標識抗ヒトIgG抗体

にてサンドイッチ ELISA 法を確立し、その発

色系には、４－アミノアンチピリン系色素／

／H2O2系を用い、抗 L-plastin 抗体の定量的 1

次スクリーニングを実施した。継続してその

統計学的検討を加える。 
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