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研究成果の概要： 
【背景と目的】SEREX法は癌細胞由来の cDNA 発現ライブラリーの中から患者血清中の IgG 抗

体が認識する抗原遺伝子を同定する方法であり、癌抗原のスクリーニング法として優れた方法であ

る。SEREX （serological identification of antigens by recombinant cDNA expression cloning）法によ

り食道癌関連抗原CUEC-10の同定・機能解析を行い、腫瘍ﾏｰｶｰとしての意義を明らかにすること

を目的とした。 

【対象と方法】食道癌細胞株 T.Tn より cDNA ライブラリーを作製し、食道扁平上皮癌患者血清

を用いてSEREX法によるスクリーニングを施行した。SEREX 法を用い食道扁平上皮癌患者血清を

スクリーニングし、新規の癌抗原としてCUEC-23を同定した。ＨＣＳ cDNA を GST-融合タンパク

質発現ベクター pGEX に組換え、合成された融合タンパク質を精製して ELISA 法により血清抗

体のレベルを測定した。 

【結果と考察】CUEC-10 に対する抗体価は健常者血清に比べ、患者血清において有意に高いこ

とが判明した。食道扁平上皮癌患者における血清 CUEC-10 抗体陽性率は Western blot 解析で

26%(14/54) であり、既存の腫瘍マーカーと併用することで、陽性率が高くなることが明らかとなった

(CEA との併用で 44%, SCC-Ag との併用で 41%, CYFRA21-1 との併用で 52%)。また、健常者群の

平均値+3SD をカットオフ値とすると ELISA 解析では 17%(43/91)であり、健常者対照群における陽

性率は 2.2%(1/45)であった。臨床病理学的因子との相関関係は、認められなかった。 

【結語】血清 CUEC-10 抗体は、新規の腫瘍マーカーとして有用であり、既存の腫瘍マーカーと併

用することで、50%前後の陽性率となることがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 

食道癌はリンパ節転移陰性の表在癌であれば、内

視鏡下切開剥離法によって治癒可能であるが、進行

癌ではリンパ節郭清を伴う開胸開腹手術が必要となる。

診断時点の病期によって治療の侵襲が大きく異なる

癌腫であり、早期癌発見による利益が最も大きな固形

癌といえる。食道癌の早期診断については、簡便性の

面からは、血液検査法が期待されるが、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の血中ﾀﾝﾊﾟ

ｸを検出するため、早期癌・表在癌の診断は理論的に

難しい。 

一方、我々が（株）医学生物学研究所と共同開発中

の血清 p53IgG 抗体検出による診断方法(Cancer 
2003)は、癌細胞の抗原に反応する自己抗体を検出

する手法であり、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。現在、開発中の p53IgG 抗体検出 ELISA ｷｯﾄの

stage I 食道癌に対する診断能力は約 20%であり

(Cancer 2000)、既存の腫瘍ﾏｰｶｰの陽性率に比較し

て有用性が高い。しかし、１種類の抗体による診断能

力では不十分であり、より陽性率の高い血清抗体を同

定して臨床応用することが必要である。我々の研究組

織で、1999 年より食道癌患者血清中の IgG 抗体のｽｸ

ﾘｰﾆﾝｸﾞを行っており、p53 抗体を凌駕する陽性率を有

する血清抗体の探索を行ってきた(Int J Oncology 
2005)。 

これらの癌抗原遺伝子をクローニングする手法とし

て SEREX(Serological identification of antigens by 

recombinant cDNA expression libraries)法を用いて、

現在までに 40 種類の新規癌特異的抗原遺伝子(Int J 
Cancer 2004)を含めて 400 種類以上の癌抗原遺伝子

のクローニングに成功し、有用な遺伝子については 9

件の診断方法についての発明を国内ならびに国際特

許出願している（業績欄参照）。別途に研究を進めた

血清 p53 抗体の診断能力から推測して、抗体反応は

表在癌の段階から認められるため早期食道癌の発見

に有用であることが期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究期間において、CU-EC-10 抗原を用いた血

液検査方法の有用性を以下の課題について明らかと

する。 

最も陽性率が高い ELISA ｷｯﾄを作成するために、WEB

サイトにて、HLA class II 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ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ断片を

精製して、ELISA ｷｯﾄの結合標的とする。Class II 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、血清中の抗 CU-EC-10

抗体をｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞする。対象は、1999-2005 年までに

当科に入院加療した食道癌患者の治療前の血清約

300 検体である。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。抗原ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞとし

てどのﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞが最も陽性率が高いかを検討する。 

最も陽性率の高いﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを標的とした 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。 

３．研究の方法 

① 単離された 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

ルを測定する（ELISA）。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。 

② 健常者血清における ELISA 測定レベルの平均

値＋3SD をカットオフ値として、陽性と診断される

患者血清が 25%  を上回った場合に、診断用キ

ットとして有用であると判断する。バキュロウイルス

を 用 い た CU-EC-10 タ ン パ ク 精 製 と 血 清

CU-EC-10 抗体検索のための ELISA キットを作

成する。作成した ELISA キットの性能試験を実施

し、健常者の基準抗体価を設定する。 

③ 有用抗原遺伝子としてクローングした抗原を標的

として、種々の臨床病理学的特徴を有した食道

癌症例について、血清CU-EC-10抗体の存在の

有無をウエスタンブロット法ならびに試作する

ELISAキットにて検討する。 

④ すでに保存している食道癌症例の治療経過が判

明している血液サンプルを用いることで、深達度、

リンパ節転移、遠隔臓器転移との相関関係を検

討する。また、放射線・化学療法施行症例にお

いては、治療感受性との相関関係を検討する。

再発症例においては、再発時期、予後との相関

関係を検討する。いずれの臨床病理学的検討に

おいても血清CU-EC-10抗体が独立した危険因

子あるいは予後因子であるか否かについて検討

する。 

 
４．研究成果 

CUEC-10 に対する抗体価は健常者血清に比べ、

患者血清において有意に高いことが判明した。食道

扁平上皮癌患者における血清 CUEC-10 抗体陽性率

は Western blot 解析で 26%(14/54) であり、既存の腫

瘍マーカーと併用することで、陽性率が高くなることが

明らかとなった(CEA との併用で 44%, SCC-Ag との併

用で 41%, CYFRA21-1 との併用で 52%)。 

また、健常者群の平均値+3SD をカットオフ値とする

と ELISA 解析では 17%(43/91)であり、健常者対照群に

おける陽性率は 2.2%(1/45)であった。 

臨床病理学的因子との相関関係は、認められなか

った。 
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