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研究成果の概要（和文）：癌の早期発見、治療や病態のモニタリングの為の診断マーカーの開発を目的とする。以前に
構築した胃癌患者リンパ球由来の抗体ファージライブラリの評価を行った。構築した抗体ファージを用いて、胃癌患者
・健常者の血清サンプルにより、癌抗原に特異的に結合する抗体ファージの濃縮を行った。その結果、特異的に結合す
る抗体ファージの濃縮が認められたため、現在クローン化を行い癌抗原特異的抗体ファージの単離を行っている。

研究成果の概要（英文）：We report on high-throughput screening system using autoantibody phage library for
 finding novel diagnostic biomarker of gastric cancer. The antibody phage library was constructed from per
ipheral blood lymphocytes from gastric cancer patients using polymerase chain reaction. We panned the cons
tructed library with scirrhous gastric cancer and disease-free control serum to make a sublibrary of antib
odies that bind proteins differentially expressed, structurally changed, and post-translationally modified
. To confirm this, we examined the binding ability of enriched antibody phage using ELISA. The results ind
icated that they were binding against gastric cancer serum. In the future, we will perform to isolate anti
body phage clone specific to gastric cancer serum.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 多くの癌において早期診断、術後の予後予
測が重要な問題となっている。早期発見、予
後予測を行うことにより患者への治療、手術
などでの負担が軽減される。そのことにより、
血清・血漿を用いた早期診断の新たなバイオ
マーカーの発見が必要である。いくつかのタ
ンパク質が血清・血漿のバイオマーカーとし
て報告されているが、臨床的有用性が認めら
れたものはまだほとんどない。 
 
２．研究の目的 
 癌の早期発見、治療や病態のモニタリング
のための診断バイオマーカーの開発、新規治
療法及び個人に合わせた治療選択法のため
の抗体医薬・バイオマーカーの開発は急務で
ある。本研究は、抗体ファージライブラリを
用いて、胃癌の新規バイオマーカーの探索・
癌抗原特異的抗体の単離を目的とする。多様
性がある癌患者由来の抗体ファージライブ
ラリを用いることで以前では困難であった
構造変化、異常な翻訳後修飾をもつ癌抗原の
探索が可能となる点、及び抗体アレイ技術を
用いたスクリーニングにより、１度に多数の
癌抗原、特異的抗体のペアを獲得できる点が
特色で独創的ある。本研究により、従来の方
法では同定できない胃癌特異的抗原の発見
が期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、胃癌患者の血液に存在する新
規バイオマーカーの探索と特異的抗体を単
離するために以下の方法で研究を進めた。 
 
（１）抗体ファージイブラリの評価 
平成２２〜２３年度の研究活動スタート支
援の時に構築した抗体ファージライブラリ
の評価を行った。 
 ① シークエンス解析による評価 
 ランダンムに選択した１６クローンの抗
体ファージを大腸菌に感染させ、プラスミド
を精製後、特異的プライマーを用いてシーク
エンス解析を行った。 
 ② ファージ上への scFv(single chain Fv)
の提示効率の評価 
 ELISA plate に anti-His 抗体を固定化、BSA
でブロッキング後、調製したランダムに選択
した４４クローンの抗体ファージをそれぞ
れ反応させ、anti-M13 phage 抗体により検出
を行った。 
 
（２）胃癌患者血清に存在する癌抗原に特異
的に結合する抗体ファージの単離 
 ① 胃癌患者、健常者の血清サンプルから
high abundant protein の除去調製 
 Agilent Human 14 Multiple Affinity 
Removal System Columns により血清サンプル
中から high abundant protein の除去を行っ
た。 
 ② 胃癌患者の血清の癌抗原に特異的に結

合する抗体ファージの濃縮 
 胃癌患者と健常者の high abundant 
protein を除去精製した血清サンプルをイム
ノチューブに固定化を行い、１で構築した抗
体ファージライブラリを胃癌患者の血清サ
ンプルと反応させて回収後、健常者の血清サ
ンプルと反応させて反応しなかったものを
回収する。この操作を３回繰り返した後、回
収した抗体ファージを再度胃癌患者の血清
サンプルと反応させて結合した抗体ファー
ジの回収を行う。この操作を行うことにより
癌抗原に特異的に結合する抗体ファージの
濃縮がされる。（図１） 

（３）濃縮した抗体ファージの特異性の確認 
 ELISA plate に poolしたそれぞれの血清サ
ンプルを固定化、ブロッキング後、濃縮した
抗体ファージを反応させ結合特異性の確認
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）抗体ファージライブラリの評価 
 研究活動スタート支援の時に構築した胃
癌患者リンパ球由来の抗体ファージライブ
ラリ(多様性：7.6×10^7)を、遺伝子レベル
でシークエンス解析、ファージ上への scFv
の提示効率を sandwich ELISA により評価を
行った。図２で示したようにシークエンス解
析の結果、構築した抗体ファージの約 80%以
上で正確な抗体の遺伝子配列をもっている
ことが分かった。次に sandwich ELISA によ
り、scFv のファージ上への提示効率を解析し
た結果、約 90%のファージに scFv が提示され
ていることが示された(図３)。 
 

 
 
（２）胃癌患者血清サンプルに存在する癌抗
原に特異的に結合する抗体の単離 
 ① 健常者・胃癌患者の血清サンプルより
high abundant に存在するタンパク質の除去
を Human 14 Multiple Affinity Removal 
system column により行い、タンパク質の定



量後、SDS-PAGE を行い、Sypro Ruby 染色に
より評価を行った。その結果、図４に示すよ
うに high abundant protein が除去されてい
る事が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ② 胃癌患者の血清サンプルの癌抗原に特
異的に結合する抗体ファージの濃縮 
 ①により high abundant protein を除去調
製した血清サンプルを用いて、癌抗原に特異
的に結合する抗体ファージの濃縮を、図１に
示しているプロトコールに従って行った。そ
の後、濃縮が効率よく行われているかの確認
を ELISA により行った。結果として、図５に
示しているように、健常者の血清サンプルと
比較して胃癌患者の血清サンプルに結合す
る抗体ファージの濃縮が行われている事が
確認された。今後は、濃縮された抗体ファー
ジのクローン化を行い特異的に結合する抗
体ファージの単離を行っていく。 
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