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学位論文内容の要旨  

 

  博士の専攻分野の名称  博士（医 学）    氏 名  本谷 康二   

 

学 位 論 文 題 名 

SEREX 法による非機能性膵神経内分泌腫瘍に対する IgG 抗体型腫瘍マーカーの探索 

(Identification of novel IgG type tumor marker in non-functional pancreatic neuroendocrine tumors by 

SEREX method) 

 

【背景・目的】 非機能性膵神経内分泌腫瘍 (NF-pNETs) は特定の症状を示さないため、しばしば進行

期に診断される。本邦においては pNETsの診断補助を目的とし、保険収載された腫瘍マーカーは無く、

新規腫瘍マーカーの同定が期待されている。現在、西欧諸国では pNETsの腫瘍マーカーとして

Chromogranin A (CgA) が使用されているが、プロトンポンプインヒビターの使用による偽陽性化やソマト

スタチン治療による偽陰性化など様々な影響因子が知られている。一般的に、従来の血清腫瘍マーカー

は、血液中に分泌される抗原量を測定するため腫瘍ボリュームの少ない早期の段階では陽性所見を示し

にくい。一方、癌患者の血中には様々な腫瘍関連抗原に対する IgG型自己抗体が早期の段階から出現

すると報告されている。本研究では、IgG抗体型腫瘍マーカーの探索方法として serological analysis of 

cancer antigens by recombinant cDNA expression cloning (SEREX) 法に着目した。SEREX法は、1995年

に Sahin らにより報告された遺伝子の網羅的探索方法であり、患者血清中の IgG抗体が認識する抗原を

スクリーニングすることにより、腫瘍抗原を迅速かつ大規模に探索することが可能である。今回、SEREX法

を用いて NF-pNETsの新規抗原を同定した。さらに、ELISA と比べ微量な血清から高感度で抗原抗体反

応の検出を可能とする amplified luminescent proximity homogeneous immunosorbent assay (AlphaLISA) 

法を用いて患者群および健常者群の血清抗体力価を比較し、新規腫瘍マーカーとしての有用性を検討

した。 

【方法】 膵神経内分泌腫瘍３症例分の腫瘍組織からλZAP II cDNA ライブラリーを構築し、青白判定お

よびコロニーPCRによりライブラリーの力価を測定した。構築した膵神経内分泌腫瘍由来および正常精巣

由来のλZAP II cDNA ライブラリーと NF-pNETs患者の血清を用いて SEREX法を施行し、抗原を単離し

た。シークエンスおよび BLASTによる相同性検索により抗原の遺伝子を同定した後に GST融合タンパク

を精製した。SDS-PAGE およびウェスタンブロッティングを施行しタンパク精製を確認した。精製した抗原

タンパクに対する NF-pNETs患者および健常者 (各 25症例) の抗体力価を AlphaLISA法 を用いて測

定し、患者群で有意に高値であった抗体について、その抗体力価と予後の関連を比較検討した。また、

同症例に対して血清 CgA値を測定し、同定した抗体型腫瘍マーカーとの診断精度の比較、および予後

との関連を比較検討した。さらに、患者群で有意に高い抗体力価を示した遺伝子について、正常膵組織

と腫瘍組織での mRNAの発現を qRT-PCRにより解析し、そのタンパク発現強度を免疫組織化学染色に

より解析して比較検討した。 

【結果】 腫瘍組織からmRNAを抽出し、cDNAファージライブラリーを構築した。青白判定およびコロニー

PCRを施行した結果、ライブラリーの力価は約 1.65×106 pfu/mLと推定された。これは、同様の実験系に

おいて報告された cDNAライブラリーのサイズと同等であった。SEREX法及び相同性検索により 5種の腫

瘍抗原 (PTEN、EID3、EHD1、LGALS9、BRAP) を同定した。AlphaLISA法による解析の結果、EID3 抗

原に対する抗体力価が患者群で有意に高値であった (患者群 7.034±3.390 対 健常者群 3.477±

2.289、P = 0.0005)。ROC (Receiver Operating Characteristic) 曲線により NF-pNETs診断における抗

EID3抗体の診断精度を解析し、AUC (Area Under the Curve) の値は 0.784 と中等度の診断精度である

ことが判明した。 cut off値を健常者の抗 EID3抗体力価の平均値＋2SDで設定した場合、診断感度は



 

 

40%であり、特異度は 92%であった。患者群を抗 EID3抗体陽性群・陰性群の２群に分け予後解析を施行

した結果、全生存率は両群で有意差を認めなかったが、無病生存期間は抗 EID3抗体陽性群で有意に

短いことが示された (p = 0.0436)。同様に、患者群を血清 CgA値により２群に分けて予後解析を施行した

結果、血清 CgA値と Overall survival (OS) および Disease free survival (DFS) との間に有意差はなかっ

た。抗 EID3抗体力価と血清 CgA値の相関解析の結果では、両者間に相関を認めた (r = 0.411、p = 

0.041、Pearsonの相関係数)。また、qRT-PCRによって EID3の遺伝子発現を調べた結果、全ての症例に

おいて正常膵臓組織よりも NF-pNETsにおいて発現が高かった (Paired t 検定、p = 0.0288)。さらに、免

疫組織化学染色の結果、正常組織と比べ腫瘍組織で EID3のより高い発現を認めた。タンパク発現の程

度で対象例を 2群に分け、両群間の臨床病理学的特徴の差を調べたところ、EID3タンパク発現と臨床病

理学的特徴との間に有意な関連性はなかった。さらに、これら 2群の生存分析から、EID3 タンパク発現と

OSおよび DFS との間に有意な関連性を認めなかった。 

【考察】 本研究では、pNETsに対する腫瘍マーカーを探索するにあたり、IgG 抗体型の腫瘍マーカーに

着目して研究を開始した。抗体型マーカーを探索する方法としてはプロテインアレイ法、および本研究で

施行した発現クローニング法/SEREX法の２種類の方法があり、プロテインアレイ法は約 9000種類の抗原

を短期間で検索可能だが、欠点としてコストが非常に高いことや、検索できる抗原タンパクの種類に制限

があることが挙げられる。一方で、SEREX法では cDNA ライブラリーの作成や手技が煩雑なことから労力

を要するが、低コストであり一度のスクリーニングで約 10万抗原の検索が可能である。そこで、本研究で

は SEREX 法を選択しスクリーニングを施行した。その結果、5つの腫瘍抗原 (PTEN, EID3, EHD1, 

LGALS9, BRAP) を同定することが可能であり、患者群で有意に高値であった抗EID3抗体について解析

をすすめた。 

 EID ファミリーには EID1, EID2, EID3の３種が同定されている。共通の機能として過剰発現系にて細胞

分化を阻害することや、癌抑制遺伝子産物である retinoblastoma (RB) タンパクと細胞内で複合体を形成

することが報告されており、その結果として腫瘍形成に寄与する可能性がある。pNETsにおいては、RB タ

ンパクは Cdk4の高発現によるリン酸化により不活性化されていると報告されており、その結果、EID3 タン

パクの発現増加を引き起こしている可能性がある。実際、本研究において免疫組織化学染色により

NF-pNETs組織における EID3 タンパクの高発現を示しており、上記のメカニズムによって NF-pNETsの

腫瘍形成と関連し得ることを示唆している。 

 腫瘍マーカーは、臨床的に補助診断や再発のモニタリング、予後予測等を目的に用いられており、本

研究においても血清抗 EID3抗体の腫瘍マーカーとしての有用性を検討した。まず、補助診断としての有

用性を検討するため、患者群および健常者群間の血清抗 EID3抗体力価を AlphaLISA法により測定し、

比較検討した。その結果、NF-pNETs診断における血清抗 EID3抗体の感度および特異度は CgAを腫

瘍マーカーとした既報の結果とも遜色ないものであった。また、CgAは早期病変では陽性率が低く早期

検出に適していないが、IgG 型腫瘍マーカーは免疫応答により抗原の発現量が比較的少なくても血清中

の抗体濃度が上昇することから、早期の検出に適しているとされる。したがって、血清抗 EID3 抗体は

NF-pNETsの早期検出による再発のモニタリングにおいても使用できる可能性がある。さらに、予後予測

としての有用性を検討するため、NF-pNETs患者の生存予後と抗 EID3抗体力価の関連を評価した。そ

の結果、より高い血清抗 EID3 抗体力価がより短い DFS と関連することが示されたことから、血清抗 EID3

抗体力価は、術前にNF-pNETsの予後を予測するための有用なバイオマーカーである可能性があると考

えられる。 

【結論】 SEREX 法により 5つの NF-pNETs抗原候補 (PTEN, EID3, EHD1, LGALS9, BRAP) を同定し

た。EID3に対する抗体力価は、健常者と比較して NF-pNETs患者において有意に高値であり、さらに

NF-pNETs患者のDFSと関連することから、NF-pNETsの腫瘍マーカーとして利用できる可能性が示唆さ

れた。 


