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要旨 

【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。 
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【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
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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と報告されている。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。 

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。  
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略語 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

alphaLISA  amplified luminescent proximity homogeneous  

   immunosorbent assay 

AUC   area under curve 

BLAST   basic local alignment search tool 

BRAP   BRCA1 associated protein 

CgA   chromogranin A 

CI   confidence interval 

DFS   disease free survival 

EHD1   EH domain containing 1 

EID3   EP300 interacting inhibitor of differentiation 3 

GST   glutathione S-transferase 

HD   healthy donors 

IPTG    Isopropyl β-thiogalactopyranoside 

LGALS9  galectin 9 

NCBI   national center for biotechnology information 

OS   overall survival 

pNETs   pancreatic neuroendocrine tumors 

PTEN   phosphatase and tensin homolog 

RB   retinoblastoma 

ROC   receiver operating characteristic 

SEREX serological identification of antigens by recombinant 

cDNA expression cloning 

TACE   transcatheter arterial chemoembolization 

WHO   world health organization 
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緒言 

 

膵神経内分泌腫瘍 (pancreatic neuroendocrine tumors: pNETs) は、神経内分

泌細胞に由来する比較的まれな腫瘍であるが、近年、罹患数が世界的に増加傾

向にあることから注目を集めている (Ito et al., 2015; Yao et al., 2008)。pNETs

は、ホルモン産生症状のある機能性 pNETs (functional pNETs: F-pNETs) とホル

モン産生症状のない非機能性 pNETs (non-functional pNETs: NF-pNETs) に大

別され、前者では insulinoma における低血糖症状、gastrinoma における上部消

化管潰瘍等の特異的な症状により早期に診断されることが多いが、後者には特異

的な症状がないため、約 30％の症例において他臓器転移を伴う進行した状態で

診断される。治療に関しては、腫瘍増大速度が膵臓癌に比して比較的緩徐である

ため、原発巣、転移巣ともに切除が治療の第一選択であるが、15～20％の根治手

術症例において肝転移再発がみられ、分子標的薬を中心とした集学的治療を要

する (Mosli et al., 2012; Touzios et al., 2005)。また、診断において、本邦では使

用可能な腫瘍マーカーが確立されておらず、再発のスクリーニングおよび抗腫瘍

療法の有効性の評価は、主に CT 等の画像診断により行われているのが現状であ

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、様々な影響要因が知られている。例を挙げると、炎症、慢性膵

炎、膵臓癌、腎不全、心不全、プロトンポンプインヒビターの使用により偽陽性が起

き、ソマトスタチン治療により偽陰性が起きる可能性がある (Gut et al., 2016; 

Modlin et al., 2015; Mosli et al., 2012)。したがって、新規 pNETs マーカーを探

索することは喫緊の課題である。 

一般的に腫瘍マーカーは、癌細胞から直接産生されるものと、癌細胞に対する

生物学的反応として産生されるものの 2 つに大きく分けられる。前者には癌細胞

から分泌されるホルモンや癌由来タンパク等が挙げられ、一般的には腫瘍量に比

例して発現するため小型病変や早期病変では大部分が陰性となる。一方、後者

の代表である IgG 抗体型腫瘍マーカーは、腫瘍抗原に対する免疫反応により血

中に IgG 抗体が出現するため、腫瘍量が少ない小型病変や早期病変でも検出で

きるという特徴を持つ (Modlin et al., 2015)。 

本研究では、IgG 抗体型腫瘍マーカーの探索方法として SEREX (Serological 

identification of antigens by recombinant cDNA expression cloning) 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。現在までに、SEREX 法
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は多くの腫瘍抗原の同定に寄与しており (Li et al., 2004)、スクリーニングの対象

として、腫瘍組織由来の cDNA ライブラリーと、正常精巣組織由来の cDNA ライ

ブラリーが報告されている (Chen et al., 1997; Monji et al., 2004; Sahin et al., 

1995; Türeci et al., 1998)。腫瘍由来 cDNA ライブラリーのスクリーニングにより同

定された代表的腫瘍抗原として p53 抗原が挙げられるが、それに対する IgG 抗体

を腫瘍マーカーとする検出系は表在型食道癌およびステージ I 結腸・直腸癌を高

い検出感度 (約 40.0％) で検出することから、この検出系を利用した ELISA kit 

(MESACUP anti-p53 TestⓇ) が既に開発され臨床応用されている (Müller et al., 

2006; Park et al., 2011; Scanlan et al., 1998; Takahashi et al., 2007; Zhang et 

al., 2012)。一方、精巣 cDNA ライブラリーのスクリーニングからは、食道癌関連抗

原である NY-ESO-1 のような癌精巣抗原が同定されている (Chen et al., 1997)。

両方のライブラリーをスクリーニングすることで、臨床的 IgG 型腫瘍マーカーを見

出す可能性も高まると考えられる。 

本研究では、NF-pNETs の新規腫瘍抗原を SEREX 法で同定し、それらの抗

原に対する血清中の抗体力価を患者群と健常者群で比較することで、新規腫瘍

抗原に対する IgG 抗体型腫瘍マーカーの有用性を検討することを目的とする。 

 

  



8 

実験方法 

 

1. 組織および血液検体と患者背景 

腫瘍由来 cDNA ライブラリーの構築には、北海道大学病院消化器外科 II で切

除された NF-pNETs の検体 3 例を用いた。SEREX スクリーニングおよび

AlphaLISA には、北海道大学病院消化器外科 II および共同研究施設 (北海道

大学病院消化器内科、手稲渓仁会病院、北海道消化器科病院) において 2009

年から 2016 年の期間に NF-pNETs と診断された 25 例の患者から採取した血液

検体を使用した。各患者の病期は、欧州神経内分泌腫瘍学会 (European 

Neuroendocrine Tumor Society: ENETS) の TNM 分類に従って分類した (Rindi 

et al., 2007)。腫瘍の分化度は、2010 年の World Health Organization (WHO)  

Grading system (Hijioka et al., 2014; Klimstra et al., 2010)に基づいて分類し

た。25 例のうち 20 例が R0 根治手術（切除断端に腫瘍の遺残を認めない根治手

術）を受け、そのうち 3 例は経過観察中に肝転移再発を認めた。残りの 5 例は手

術不能症例であり、化学療法、分子標的薬、ソマトスタチンアナログ、および経カ

テーテル動脈化学塞栓術 (transcatheter arterial chemoembolization: TACE) を

適宜受けていた。性別および年齢に適合した 25 例の健康なドナー (healthy 

donors： HD) を健常対照とした。腫瘍組織および血清は-80℃で保存した。本研

究は、全ての対象症例からインフォームドコンセントを得ており、また、北海道大学

病院自主臨床研究審査委員会の承認を得たものである (承認 No. 015-0182)。 

 

2. λZAP II cDNA ライブラリーの構築 

腫瘍組織から TRIzol® Reagent (ThermoFisher scientific, Waltham, MA, USA) 

を用いて Total RNA を抽出し、Oligotex TM-dT30 <Super> mRNA 精製キット 

(Takara Bio, Kusatsu, Japan) を用いて messenger RNA を精製した。cDNA ライ

ブラリー構築キット (Takara Bio, Kusatsu, Japan) を用いて cDNA ライブラリーを

構築し、EcoRI と XhoI で二重消化した後、λZAP II vector の EcoRI-XhoI 部位

に Lambda ZAP II Undigested Vector Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, USA) を用いてライゲーションした。Gigapack III Gold packaging extracts 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) を用いてライゲーション産物をファ

ージへとパッケージングした。その後、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。青白判定では cDNA が λZAP II vector 内に挿入されな

かった場合、β-Galactosidase が発現し基質である Xgal の分裂により青色を呈

するが、挿入されている場合は β-Galactosidase が発現せず白色となるため

cDNA の挿入が確認可能である。さらに、白色コロニーを無作為に 27 個ピックアッ
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プし、λZAP II vector のクローニング部位である EcoRI-XhoI 配列をプライマー

として PCR を施行し、電気泳動することで、適切なサイズの cDNA が挿入されて

いることを確認した。 

 

 

図 1 NF-pNETs 腫瘍組織由来のλZAP II cDNA ライブラリーの作成 

腫瘍組織より messenger RNA を抽出して cDNA ライブラリーを作成後、λZAP II vector にラ

イゲーションすることでλZAP II cDNA ライブラリーを作成した。 

 

3. SEREX 法による腫瘍抗原の探索 

既報 (Sahin et al., 1995)に従って作成した cDNA ライブラリーおよび市販のヒト

精巣 cDNA ライブラリー (Uni-ZAP XR Premade Library®：Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA) を SEREX 法によりスクリーニングした。まず、大腸菌 

(XL1-Blue MRF') にλファージを 2×104 pfu/plate になるよう感染させ、直径

15 cm の NZY プレート上でプラークが現れるまで 4〜5 時間培養した。次に

Isopropyl β-thiogalactopyranoside (IPTG) に 30 分間浸したニトロセルロースメン

ブレンを NZY プレート上に置いて 37℃で 2 時間培養することで発現した cDNA

ライブラリーがコードするタンパク質を、ニトロセルロースメンブレンに転写した。ニト

ロセルロースメンブレンを TBS-T [0.05％Tween-20, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-

HCl (pH 7.5) ] で 3 回洗浄した後、1％BSA を含む TBS 溶液中で 1 時間ブロッ

キングを行った。続いて、ニトロセルロースメンブレンを、1％BSA を含む TBS 溶液

で 2000 倍に希釈した患者血清 (一次抗体) と 1 時間反応させ、TBS-T で 3 回

洗浄後、5000 倍に希釈した二次抗体、すなわち、ペルオキシダーゼ標識抗ヒト
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IgG 抗体 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) と反

応させた。最後に、アルカリホスファターゼ発色液[0.3 mg/mL nitro blue 

tetrazolium, 0.15 mg/mL 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate, 100 mM 

NaCl, 5 mM MgCl 2, 100 mM Tris-HCl (pH 9.5) ]をメンブレンに反応させた。血

清中の抗体と強く反応したことを示す濃い紫色を呈した陽性プラークをピックアッ

プし、そのプラークを用いて同様のスクリーニングをさらに 2 回繰り返すことによりフ

ァージクローンを単離した。 

 

図 2 SEREX 法による腫瘍抗原の探索 

患者血清を用いて cDNA ライブラリーをスクリーニングすることで腫瘍抗原を探索した。 

 

4. シークエンシングおよび Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 検

索による抗原遺伝子の同定 

大腸菌 SOLR 株に単離したλファージクローンと ExAssist ヘルパーファージを

共感染させ、in vivo excision により pBluescript ファージミドに変換した。GenElute 

Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を用いてプラスミド

DNA を精製し、ABI PRISM 3130-Avant Genetic Analyzer を用いてプラスミド

DNA の配列を決定した。決定した配列を BLAST を用いて National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) データベースと照合し、抗原遺伝子を同定し

た。 
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5. 同定した各抗原遺伝子産物の glutathione S-transferase (GST) 融合タン

パク質の作成 

同定した抗原遺伝子の配列内に EcoRI および XhoI 配列が存在するか否かに

より、異なる方法で GST 融合タンパク質を作成した。 

同定した抗原遺伝子の配列内に EcoRI および XhoI 配列が存在しなかった場

合は、プラスミド DNA を EcoRI および XhoI で二重消化後にアガロースゲル電気

泳動を行って抗原遺伝子を分離し、GeneEluteTM Minus EtBr SPIN COLUMNS 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を用いて精製したものを、DNA ライゲー

ションキット Mighty Mix (Takara Bio, Kusatsu, Japan) を用いて EcoRI と XhoI で

二重消化した pGEX 4T ベクターにライゲーションした。一方、同定した抗原遺伝

子の配列内に EcoRI または XhoI 配列が含まれる場合は、その cDNA 断片を In-

Fusion HD Cloning システム (Takara Bio, Kusatsu, Japan) を用いて pGEX 4T

ベクターに挿入した。 

抗原遺伝子を GST 融合タンパク質として発現する pGEX ベクターを ECOS TM

コンピテント E.coli BL21 (NIPPON GENE, Tokyo, Japan) に形質転換した。50 

μg/mL アンピシリンを含む LB プレートにて組換え体のセレクションを行い、単コ

ロニーをピックアップした。組換え体の塩基配列を確認し、適切な遺伝子組換え体

を有している大腸菌 BL21 を 0.5 mM の IPTG と共に 25℃で 4 時間インキュベー

トすることにより、GST 融合タンパク質の発現を誘導した。GST 融合タンパク質を

GSTrap FF カラム (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) で精製し、Amicon Ultra 

15 (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) を用いて緩衝液を Phosphate 

buffered saline と交換した。 

 
図 3 GST 融合蛋白の精製 

同定した各抗原遺伝子を pGEX ベクターに組み込み GST 融合タンンパクの精製を行った。 
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6. SDS-PAGE およびウェスタンブロッティング 

SDS 緩衝液に溶解した各 GST 融合タンパク質を 100℃で 3 分間処理後、15％

アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE を行い、クマシーブルー染色にてタンパク

質の精製を確認した。ウェスタンブロッティングの一次抗体として、抗 PTEN 抗体 

(Origene Technologies, Rockville, MD, USA) 、抗 EID3 抗体 (Abcam, 

Cambridge, UK) 、抗 EHD1 抗体 (Abcam)、抗 BRAP 抗体 (Abnova, Taipei, 

Taiwan)、抗 LGALS9 抗体 (GeneTex, Los Angeles, CA, USA) および抗 GST

抗体 (Rockland, Gilbertsville, PA, USA) を用いた。各一次抗体の希釈濃度を

表 1 に示す。 

表 1 ウェスタンブロッティングで使用した抗体 

Molecule Clonality Dilution Manufacture 

PTEN Mouse monoclonal 1:2000 Origene 

EID3 Rabbit polyclonal 1:1000 Abcam 

EHD1  Rabbit monoclonal 1:1000 Abcam 

LGALS9 Rabbit polyclonal 1:1000 GeneTex 

BRAP Rabbit polyclonal 1:250 Abnova 

 

7. AlphaLISA による解析 

患者群および健常者群における各候補抗原に対する血清抗体力価を

AlphaLISA を用いて比較検討した。まず、AlphaLISA Immunoassay Buffer 

(Perkins Elmer, Waltham, MA, USA) で 100 倍に希釈した血清と、10 μg/mL

に希釈した GST タンパク質または各 GST 融合タンパク質を、それぞれ 2.5 μL

ずつ 384 ウェルマイクロタイタープレート (Perkin Elmer) に入れて混合し、3 時間

室温にて反応させた。次に、抗ヒト IgG アクセプタービーズ (40 μg/mL、2.5 μ

L/well) およびグルタチオンドナービーズ (40 μg/mL、2.5 μL/well) を加えて

14 日間反応させた。反応により生じた Alpha 信号を EnSpire Alpha マイクロプレ

ートリーダー (Perkin Elmer) を用いて測定した。各候補抗原に対する血清抗体

力価は、各 GST 融合タンパク質の Alpha 信号から GST タンパク質の Alpha 信号

を差し引いて算出した。 
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図 4 AlphaLISA assay の原理 

Donor beads および Acceptor beads によるサンドイッチアッセイにより、GST 融合蛋白と反応

した血清中の特異的抗体レベルを検出することができる。励起光 680nm を照射すると近接し

た Acceptor beads 内で化学反応が起こり、615nm の発光が検出される。 

 

8. 血清 CgA 値の測定 

患者群 (n = 25) および健常者群 (n = 25) の血清 CgA 値をヒトクロモグラニン

A EIA キット (Yanaihara Institute inc., Fujinomiya, Japan) を用いて測定した。ま

ず、33.33 pmol/mL の標準液を調製し、それを緩衝液で希釈することにより

11.11、3.70、1.23、0.41、0.14 pmol/mL の各標準液を調製した。測定プレートを

3 回洗浄し、各ウェルに緩衝液 50 μL を入れ、次に標準液 (33.33～0 

pmol/mL) または各検体 25 μL を加え、さらに標識抗原溶液 50 μL および特

異抗体溶液 100 μL を加えた。測定プレートを密閉用シールで覆い、室温で一

晩 (約 16 時間) 反応させた。プレートを 3 回洗浄後、各ウェルに SA-HRP 溶液

100 μL を加えて室温で 2 時間振とうした。プレートを 4 回洗浄し、各ウェルに発

色剤溶液 100 μL を入れ、室温で 30 分間反応させた後、マイクロプレート吸光

度計にて 490 nm の吸光度を測定した。各濃度 CgA 標準液の測定値から標準曲

線を作成し、検体中の CgA 濃度を算出した。 
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9. 定量的 RT-PCR 

PAXgene Tissue (Qiagen, Hilden, Germany) に保存された腫瘍および正常膵

臓組織の 6 サンプルから Total RNA を抽出し、Prime Script RT Master Mix 

(Takara Bio, Kusatsu, Japan) を用いて逆転写反応により cDNA を得た。StepOne 

Real-time PCR system (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) を用いて

PCR を triplicate にて行い標的遺伝子を増幅した。EID3 の mRNA 発現量は、ハ

ウスキーピング遺伝子である GAPDH 遺伝子で標準化された比較 CT 法を用いて

算出した相対値として表した。使用したプライマー配列を表 2 に示す。 

 

表 2 qPCR に用いたプライマー配列 

Primer Forward Reverse 

GAPDH 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC -3 ' 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3' 

EID3 5'-GCCGACGTAGACCCAAAGC-3 ' 5'-GTTAAGGAGTTGTTCGCCGAG -3 ' 

 

 

10. 免疫組織化学染色 

5μm にスライスしたパラフィン包埋標本を脱パラフィンし、抗原賦活化装置 

(Dako, Santa Clara, CA, USA) を用いて pH 9.0 の溶液中で 95℃、20 分間加熱

して抗原を賦活化した。次に、Dako peroxidase blocking solution を用いて内因

性ペルオキシダーゼ活性をブロッキングした。非特異的な反応は、10％正常ヤギ

血清 (Nichirei, Tokyo, Japan) および Antibody Diluent with Background 

Reducing Components (Dako, Santa Clara, CA, USA) を使用して軽減させた。

続いて、一次抗体を 4℃で一晩反応させ、EnVision FLEX / HRP システム 

(Dako, Santa Clara, CA, USA) を用いて発色後、ヘマトキシリンで核染色を行

い、目的タンパク質の局在を解析した。免疫組織化学染色に用いた抗体を表 3 に

示す。 

 

表 3 免疫組織化学染色に用いた抗体 

Molecule Clonality Dilution Manufacture 

EID3 Rabbit polyclonal 1:1000 Abcam 
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11. 統計分析 

臨床病理学的因子の解析には Pearson’s Chi-square 検定および Fisher's 

exact 検定を使用した。異なる群間比較には Mann-Whitney U 検定を用いた。受

信者動作特性曲線 (Receiver Operatorating Characteristic curve: ROC) 分析を

用いて、同定した血清抗体の診断能を評価した。生存分析は、患者群 25 例のう

ち R0 根治手術を受けた 20 例について Kaplan-Meier 法に従って実施した。生

存率の差はログランク検定により比較検討した。ハザード比 (Hazard ratio: HR) 

は Cochran-Mantel-Haenszel 法により算出した。相関解析には、連続変数に対し

ては Pearson の相関係数を用い、序数変数に対しては Spearman の相関係数を

用いた。p < 0.05 を統計学的な有意差ありと判定した。全ての統計解析は、

GraphPad Prism 6 ソフトウェア (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) を

用いて行った。 
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実験結果 

 

1. λZAP II cDNA ライブラリーの作成 

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

定の結果、白色プラーク数 (遺伝子導入が成功しているプラーク数) は約 1000

個/μL であった (図 5A)。また、白色プラークからランダムに抽出した 9 つのコロ

ニーに対してコロニーPCR を行った結果、5 つのコロニーにおいてタンパク質精製

に適度な長さ・サイズの遺伝子導入を確認することができた (図 5B)。同様の操作

を 3 例分繰り返し、その平均値よりライブラリーの力価を計算したところ、1000×

0.55×3×1000=1.65×106 pfu/mL となった。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 (Muto et al., 2015)。 

  

                  

図 5 青白選択およびコロニーPCR による cDNA ライブラリーの力価の推定 

A：青白選択により遺伝子導入されたプラーク (白色プラーク、矢頭) 数を計測した。B: 

colony PCR の結果、レーン 1～9 のうち、レーン 1、2、5、6、9 に対応するクローンにタンパク

質精製に適した長さの遺伝子導入が確認された。 
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2. SEREX スクリーニングによる NF-pNETs 腫瘍抗原の同定 

構築した cDNA ライブラリーおよび市販の精巣 cDNA ライブラリーを、NF-

pNETs 患者の血清でスクリーニングし、20 の免疫反応性クローンを単離した (図

6、表 4)。DNA シークエンシングにより得られた遺伝子配列は BLAST を用いて相

同性検索を施行し、phosphatase and tensin homolog (PTEN)、EP300 interacting 

inhibitor of differentiation 3 (EID3)、EH domain containing 1 (EHD1)、galectin-

9 (LGALS9)、BRCA1 associated protein (BRAP) および glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) の６つの抗原との相同性が示された (表 4)。

GAPDH については、ハウスキーピング遺伝子であり、病的意義は低いと判断して

その後の解析から除外した。また、ELK2A については偽遺伝子であることが知ら

れており、病的意義は低いと判断してその後の解析から除外した。本研究で単離

した配列の位置情報および各抗原のコード配列の位置情報を表 5 に示す。 

 

図 6 NF-pNETs 患者の血清を用いた SEREX スクリーニング 

cDNA クローンがコードするタンパク質を発現させ、ニトロセルロースメンブレン上に転写し、患

者の血清を反応させてスクリーニングを行った。第１ラウンドスクリーニングにより陽性クローン 

(矢印) を回収した (A)。第 2 ラウンド (B) および第 3 ラウンド (C) の SEREX スクリーニング

により、陽性クローンを単離した。 
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表 4 SEREX 法により単離された遺伝子 

Clone name Gene identity NCBI Accesion 

Number 

N1 Phosphatase and tensin homolog (PTEN)  NM_000314 

N2, N8 EP300 interacting inhibitor of differentiation 3 (EID3)  NM_001008394 

N3, N9 EH domain containing 1 (EHD1)  NM_001282444 

N4, N10, N11 Galectin 9 (LGALS9)   NM_002308 

N5 BRCA1 associated protein (BRAP)  NM_006768 

N6, N12 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)  NM_001256799 

N 7 ELK2A, member of ETS oncogene family NR_046211.1 

N13 - 20 ESTs   

 

表 5 単離した配列とコード配列 

抗原名 単離した配列 コード配列 

PTEN 1424..2301 1032..2243 

EID3 427..1487 204..1205 

EHD1 738..2431 123..1727 

LGASL9 93..1617 119..1090 

BRAP 234..410 205..1983 
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3. SDS-PAGE およびウェスタンブロッティングによる NF-pNETs 腫瘍抗原の精

製および抗原性の確認 

同定した各抗原の GST 融合タンパク質を精製した。SDS-PAGE 解析におい

て、各 GST 融合タンパク質は、シークエンシングの結果から予測される分子量の

位置において顕著なバンドとして検出された (図 7、レーン 1)。GST 抗体を用いた

ウェスタンブロッティング (図 7、レーン 2) および各抗原に対する抗体 (抗

PTEN、抗 EID3、抗 EHD1、抗 LGALS9 および抗 BRAP 抗体) を用いたウェスタ

ンブロッティング (図 7、レーン 3) の結果、顕著なバンドだけでなく低分子量のバ

ンドも認識された。これらの結果は、顕著な太いバンドが GST タグと抗原性を有す

る目的のタンパクであり、他の低分子量のバンドは分解産物や非特異的な反応で

あることを示唆している。 

 

図 7 SDS-PAGE およびウェスタンブロッティング 

レーン 1：SDS-PAGE 解析により GST 融合タンパク質の精製を確認した。レーン 2：抗 GST

抗体を用いたウェスタンブロッティングにより、各 GST 融合タンパク質が GST タグを有するか

を確認した。レーン 3：各抗原に対する特異的抗体を用いたウェスタンブロッティングにより、各

GST 融合タンパク質の精製を確認した。 
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4. AlphaLISA による患者および健常者の各抗原に対する抗体力価の解析 

SEREX 法により同定した 5 つの抗原に対する抗体反応性を患者群と健常者群

の間で比較するため、各群 25 例の血清を用いて AlphaLISA を実施した。5 つの

抗原中、群間に有意差があったのは EID3 抗原のみであり、健常者群の 3.477±

2.289 Count/103に対して患者群では 7.034±3.390 Count/103 と有意に高くなっ

ていた (p = 0.0005、図 8)。PTEN、EHD1、LGALS9 および BRAP に対する抗体

力価は群間で有意差がなかったことから (図 8)、腫瘍マーカー候補として血清抗

EID3 抗体に的を絞り、その有用性を検討すべく解析を進めることとした。 

 

図 8 AlphaLISA を用いた患者群と健常者群間の各抗原に対する血清抗体力価の比較 

患者群および健常者群各 25 例の血清と各種 GST 融合タンパク質[PTEN (A)、EID3 (B)、

EHD1 (C)、LGALS9 (D) および BRAP (E)]を用いて AlphaLISA を行い、得られた血清抗体

力価の散布図を示す。EID3 抗原に対する抗体力価は健常者群よりも NF-pNETs 患者群で

有意に高かった (B) (* p <0.05、Mann-Whitney U 検定)。 
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5. 血清抗 EID3 抗体力価と血清 CgA 値との相関 

患者群および健常者群それぞれの血清 CgA 値を測定した結果を図 9A に示

す。患者群および健常者群における CgA レベルの中央値は、それぞれ 11.93 

pmol/mL (範囲、5.403-95.37 pmol/mL) および 11.71 pmol/mL (範囲、4.487-

22.12 pmol/mL) であり、両群間に統計学的有意差はなかった。図 9B に示す通

り、血清抗 EID3 抗体力価と血清 CgA 値には正の相関が認められた (r = 0.411、

p = 0.041、Pearson の相関係数)。 

 

 

図 9 NF-pNETs 患者における血清 CgA 値と抗 EID3 抗体力価の相関 

 (A) 患者群および健常者群の血清 CgA 値を測定し、散布図を作成した。2 つの群間で血

清 CgA 値に有意差はなかった。 (B) 患者群における血清 CgA 値および抗 EID3 抗体力価

の相関分析 (n = 25)。抗 EID3 抗体力価と血清 CgA 値に相関を認めた (r = 0.411、p = 

0.041、Pearson の相関係数)。 
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6. ROC 曲線を用いた NF-pNETs 検出における血清抗 EID3 抗体および血清

CgA 値の診断精度の解析 

ROC 曲線から Area Under Curve (AUC) を計算して血清抗 EID3 抗体および

血清 CgA 値の診断能を評価した。まず、血清抗 EID3 抗体の診断能について

は、AUC は 0.784 [95％信頼区間 (confidence interval: CI)：0.658-0.909] であ

り、中等度の診断精度を持つことが明らかとなった (図 10A)。血清抗 EID3 抗体

力価のカットオフ値を健常者群の平均+2SD (カットオフ値：8.055) とした場合、診

断特異度は 92％ (95％CI：0.739-0.990) であり、診断感度は 40％ (95％CI：

0.211-0.613) であった。次に、血清 CgA 値の診断能については、AUC は 0.538 

(95％CI:0.367-0.709) であった (図 10B)。血清 CgA 値のカットオフ値を同様に

健常者群の平均値+2SD (カットオフ値：17.61) とした場合、診断感度は 32％ 

(95％CI：0.465-0.850) であり、診断特異度は 88％ (95％CI：0.593-0.932) であ

った。さらに、血清抗 EID3 抗体および血清 CgA 値の結果を用いてコンビネーシ

ョンアッセイを実施した。どちらか一方の検査値がカットオフ値を上回る値を示した

場合を陽性とすると、その診断感度は 52％に上昇した。 

 

図 10 NF-pNETs における抗 EID3 抗体および CgA の診断精度 

ROC 曲線分析により血清抗 EID3 抗体および CgA 値の診断精度を評価した。 

 (A) NF-pNETs 患者の診断における血清抗 EID3 抗体力価の ROC 曲線分析。ROC 曲線

分析の結果から計算した AUC は 0.784 (95％CI：0.658-0.909) であった。 (B) NF-pNETs

患者の診断における血清 CgA の ROC 曲線分析。ROC 曲線分析の結果から計算した AUC

は 0.538 (95％CI：0.367-0.709) であった。 
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7. 臨床病理学的特徴と血清抗 EID3 抗体力価との間の関連性 

患者群を上記のカットオフ値に従って、EID3 陽性群 (血清抗 EID3 抗体力価

≧8.055) と EID3 陰性群 (血清抗 EID3 抗体力価<8.055) に分け、NF-pNETs

患者の臨床病理学的特徴と抗 EID3 抗体陽性率との関係を調べたが、両者に有

意な関連を認めなかった (表 6)。さらに、R0 切除を受けた 20 例の患者の生存分

析を行った。単変量解析は、EID3 陽性群が EID3 陰性群と比較して無病生存率 

(disease free survival: DFS) と有意に関連していることを示した (p = 0.043、図

11A)。他の因子では、腫瘍 (T) 因子 (p = 0.006)、局所リンパ節 (N) 因子 (p = 

0.020)、およびステージ (p = 0.020) は DFS と関連し、性別、年齢、遠隔転移 

(M) 因子では、全生存率 (overall survival: OS) は DFS と関連しなかった (All 

p > 0.05) (表 7)。同様に、患者群を CgA の値により 2 つの群 (CgA 陽性：血清

CgA 値≧カットオフ値、CgA 陰性：血清 CgA 値<カットオフ値、カットオフ値：

17.61pmol / mL) に分け、生存分析を行ったところ、血清 CgA 値と OS および

DFS との間に有意差はなかった (図 11B)。 
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図 11 R0 手術を受けた NF-pNETs 患者における血清抗 EID3 抗体力価と DFS の関係 

Kaplan-Meier 曲線により、血清抗 EID3 抗体力価および血清 CgA 値と予後の生存解析を

行った。A) 血清抗 EID3 抗体陽性の患者群は、陰性の患者群よりも有意に短い DFS を示し

た (Log-rank 検定、p = 0.0436)。すべての再発例は肝転移であった。血清抗 EID3 抗体力

価と OS との間に有意な相関はなかった。B) 血清 CgA 値と OS および DFS との間に有意差

はなかった。 
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表 7 無病生存期間と各種因子の単変量解析 ( *：統計学的有意差 p < 0.05) 

Patient characteristics (Number of patient)  Hazard ratio 95% CI p value 

All patients (20)        

  Gender    Male (8) vs. Female (12) 3.793 0.3071 to 46.83 0.256 

  Age    ≥54 (10) vs. <54 (10) 9.499 0.0104 to 1.060 0.056 

  Grade     G2 (13) vs. G1 (7) 2.369 0.2353 to 23.86 0.464 

  Tumor size ≥17 mm (10) vs. <17 mm (10) 10.15 0.9559 to 107.9 0.054 

  T    T3,4 (3) vs. T1,2 (17) 33.98 2.7520 to 419.6 0.006* 

  N     N1 (7) vs. N0 (13) 16.48 1.5520 to 175.1 0.020* 

  M     M1 (2) vs. M0 (18) 2.969 0.1413 to 62.39 0.483 

  Stage   III/IV (7) vs. I/II (13) 16.48 1.5520 to 175.1 0.020* 

  anti-EID3 Abs positive (7) vs. negative (13) 10.78 1.0700 to 108.5 0.043* 

表 6  抗 EID3 抗体陽性患者と背景因子の関連性    

Characteristic Number of patients Number of serum anti-EID3 p value 

    
 

Abs positive patients (%)  
 

Gender Male 9 3 (33)  0.6913 

 
Female 16 7 (44)  

 

Age <54 12 6 (50)  0.4283 

 
≥54 13 4 (31)  

 

Tumor size <17 mm 12 5 (41)  >0.9999 

 
≥17 mm 13 5 (38)  

 

Grade G1 8 4 (50)  0.6668 

 
G2 17 6 (35)  

 

T T1, T2 20 6 (30)  0.1206 

 
T3, T4 5 4 (80)  

 

N N0 16 5 (31)  0.3973 

 
N1 9 5 (55)  

 

M M0 19 7 (37)  0.6532 

 
M1 6 3 (50)  

 

Stage I, II 14 4 (29)  0.2406 

  III, IV 11 6 (54)  
 



26 

8. NF-pNETs および正常膵組織における EID3 の遺伝子およびタンパク発現

分析 

リアルタイム RT-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 EID3 の発現が高かった 

(Paired t 検定、p = 0.0288、図 12)。 

腫瘍および正常膵組織における EID3 タンパクの発現および分布を、免疫組織

化学染色によって調べた。代表的な結果は図 13 に示した通りであり、正常膵組

織よりも NF-pNETs 組織においてより強く発現していた。EID3 タンパクの局在化

に関しては、核内よりも細胞質においてより強く発現していた。腫瘍組織における

EID3 タンパクの発現に不均一性はなかった。症例によって、陽性対照の副睾丸と

比較して非常に弱い (図 13A、1+)、弱い (図 13A、2+)、および同程度 (図 13A、

3+) の発現が観察された。組織試料および血清の両方が保存されていた 17 例の

患者において、組織における EID3 タンパクの高発現は、血清抗 EID3 抗体の高

力価 (p <0.05、図 13B) と関連していた。また、患者を低 EID3 群 (1+、2+) と高

EID3 群 (3+) の 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 (表

8)。さらに、これらの 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がないことが明らかになった (図 13C)。 

 
図 12 NF-pNETs および正常膵組織における EID3 mRNA の発現解析 

NF-pNETs および正常膵臓組織における EID3 の mRNA 発現解析をリアルタイム RT-PCR

で確認した (A) 。ハウスキーピング遺伝子 GAPDH によって標準化された比較 CT 法によ

り、EID3 の相対的発現は、正常な膵臓組織よりも NF-pNETs 組織において有意に高かった 

(B) (p = 0.0288、Paired t 検定)。 
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図 13 免疫組織化学染色による NF-pNETs における EID3 のタンパク発現解析 

 (A)切除検体 31 例に対して免疫組織化学的染色を行い、NF-pNETs および正常膵組織に

おける EID3 タンパク発現を解析した。正常膵組織と比較して NF-pNETs 組織でより強い

EID3 タンパク発現が観察された。(B) EID3 タンパク発現と血清抗 EID3 抗体力価の関連を

解析した。血清抗 EID3 抗体力価は EID3 タンパクの強 (3+) 発現群において有意に高かっ

た (* p <0.05)。 (C) Kaplan-Meier 曲線による生存解析を低 EID3 群 (1+、2+) と高 EID3

群 (3+) に分けて施行した。発現強度による OS および DFS の有意差はなかった。スケール

バー: 50 μm 

 

 

表 8 EID3 タンパク発現と臨床病理学的特徴の関連性   

Characteristic EID3 high (n=7)  EID3 low (n=24)  p value 

    n n 
 

Gender Male 2 11 0.6672 
 

Female 5 13 
 

Age <54 4 12 >0.9999 
 

≥54 3 12 
 

Tumor size <17 mm 3 9 >0.9999 
 

≥17 mm 4 15 
 

Grade G1 1 10 0.3717 
 

G2 6 14 
 

Ki-67/MIB-1 <3% 2 13 0.3944 
 

3-20% 5 11 
 

T T1, T2 3 11 >0.9999 
 

T3, T4 4 13 
 

N N0 4 16 0.6757 
 

N1 3 8 
 

M M0 6 20 >0.9999 
 

M1 1 4 
 

Stage I, II 3 15 0.413 

  III, IV 4 9 
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考察 

 

pNETs のうち、NF-pNETs には特異的な症状がないため、約 30％の NF-

pNETs 症例は他臓器転移を伴う進行した状態で診断される。さらに、根治術後で

も約 20％において肝転移再発し、分子標的薬を中心とした集学的治療を要する。

しかしながら、本邦では診断の一助として使用可能な腫瘍マーカーが確立されて

いないため、新規腫瘍マーカーの探索・同定は喫緊の課題である (Mosli et al., 

2012; Touzios et al., 2005)。そこで、SEREX 法により腫瘍抗原を同定し、それに

免疫反応する抗体を患者血清で確認し、NF-pNETs に対する新規抗体型腫瘍マ

ーカーを見出すことを目的に研究を開始した。本研究により、5 つの腫瘍抗原 

(PTEN, EID3, EHD1, LGALS9, BRAP) が同定され、その中でも、EID3 抗原に

対する血清抗体力価は、健常者群と比べ患者群において有意に高かった。さら

に、血清抗 EID3 抗体力価を用いた ROC 曲線分析により求めた AUC 値は

0.784 であり、血清抗 EID3 抗体が中程度の精度を有する腫瘍マーカーとなり得る

ことが示された。 

 

 SEREX 法について 

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

種類の方法がある。プロテインアレイ法は約 9000 種類の抗原を搭載したプロトア

レイにより短期間で大量の抗原を検索可能だが、欠点としてコストが極めて高いこ

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 (Huang and 

Zhu, 2017; Koo et al., 2014)。一方で、発現クローニング法/SEREX 法は cDNA

ライブラリーの作成やスクリーニングの手技が煩雑なことから労力を要するが、低コ

ストであり、cDNA ライブラリーの質にも依るが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 (Hartmann et al., 2005; Kagaya et al., 2011)。また、SEREX

法の利点としては患者血清を使用してスクリーニングを施行するため、実際に患者

生体内で液性免疫を誘導した抗原を同定することが可能である (Rauch and 

Gires, 2008)。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進

めた。 
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 EID3 の腫瘍形成への寄与 

EID ファミリーには EID1, EID2, EID3 の３種が同定されており、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) と細胞内で複合体を形成することが報告されている (Ji et 

al., 2003; Sasajima et al., 2005)。EID3 は精巣で高度に発現し、核および細胞質

の両方に局在し (Bavner et al., 2005)。正常条件下において EID ファミリーは細

胞周期の終わりに RB タンパクによって急速に分解され、細胞分化を促進する

(Khidr and Chen, 2006; Miyake et al., 2000)。しかしながら、RB の遺伝子変異に

よる不活性化や RB タンパクの機能抑制により、EID が安定化し、細胞分化が阻

害されることから、結果として EID が腫瘍形成に寄与する可能性があると報告され

ている (Bavner et al., 2005; MacLellan et al., 2000; Sasajima et al., 2005)。実

際に、EID3 は結腸直腸癌における細胞分化抑制および癌幹細胞形成に関与し

ていることが報告されている (Munakata et al., 2016)。pNETs において、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

(Tang et al., 2012)、そのような RB タンパクの不活性化は EID ファミリーのタンパク

発現の増加を引き起こしている可能性がある。さらに、リン酸化された pRB は、転

写因子である E2F を抑制することができず、細胞周期に関連する様々な因子の転

写活性化を引き起こす。 EID 遺伝子のプロモーター領域は、E2F 結合領域 

（http://www.genecards.org/） を含み、E2F の活性化は EID の mRNA の発現

増加をもたらし得る。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、および qPCR により NF-pNETs における

EID3 の mRNA 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。 

 

 pNETs 患者における抗 EID3 抗体の産生機序 

一般的に、免疫系は自己抗原以外の外来タンパクに応答して抗体を産生す

る。免疫系が自己および非自己タンパクを区別できない場合、自己抗体が産生さ

れる。自己抗体産生の根底にあるメカニズムは完全には解明されていないが、特

定の化学物質への長時間の曝露や正常抗原の過剰発現等の環境誘因や遺伝

的素因が組み合わさり抗体産生が起きると報告されている (Disis et al., 2006; 

Suppiah and Greenman, 2013)。例えば、抗 p53 抗体は野生型 p53 が過剰発現し

ている動物の血清中で発見されている (Kress et al., 1979; Melero et al., 1979)。

本研究においても、抗原の発現量と血清抗体力価についての関連を検証した。そ

の結果、血清抗 EID3 抗体力価は EID3 の高発現群において有意に高値であっ

http://www.genecards.org/
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た。以上より、pNETs 腫瘍における EID3 の高発現が抗体産生を引き起こし得るこ

とを示唆していると考えられる。 

 

 抗 EID3 抗体の腫瘍マーカーとしての性能および既存マーカーとの比較 

腫瘍マーカーは、臨床的に補助診断やスクリーニング、再発や治療効果のモニ

タリング、予後予測等を目的に用いられている。補助診断用途の代表例として、肝

臓癌患者におけるα-フェトプロテインは約 90%の症例で陽性になると報告され、

前立腺癌においての前立腺特異的抗原は数値が高くなるに従って陽性率が上昇

し、100ng/ml 以上では約 60%の症例で骨転移をきたしていると報告されている 

(Taketa et al., 1993; Wolmark et al., 2005)。治療効果のモニタリング用途の例と

しては、腫瘍の組織量や増殖状態と関連すると報告されている膵臓癌における癌

抗原 19-9 (CA19-9) および結腸癌の癌胎児性抗原が挙げられる (Ferrone et 

al., 2006; Wolmark et al., 2005)。予後予測の用途としては BRCA1 遺伝子の異

常が乳癌予後不良に関連するという報告や (Amado et al., 2008; James et al., 

2007)、抗体型腫瘍マーカーである抗 p53 抗体では ELISA による結腸・直腸癌患

者 255 例の術前血清の精査の結果、組織学的分化度、血管への腫瘍浸潤、生

存期間および無病生存期間との関連などの予後不良因子との関連が示されてい

る (Houbiers et al., 1995)。また、これらの腫瘍マーカーは複数の役割を担うことが

あり、例えば、膵臓癌において CA19-9 は治療効果の判定だけでなく、補助診断

や予後予測の役割も担う。 

本研究においては、補助診断、再発モニタリングおよび予後予測の役割として

の血清抗 EID3 抗体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。カットオフ値を健常者群の平均+2SD として設定した場

合の血清抗 EID3 抗体の感度と特異度はそれぞれ 40％と 92％であり、この診断

精度は本研究における CgA の診断精度 (感度 32%, 特異度 88%) や pNETs の

診断において CgA をマーカーとした既報の結果とも遜色ないものであった 

(Campana et al., 2007; Hijioka et al., 2014; Zatelli et al., 2007)。これらのデータ

は、血清抗 EID3 抗体が NF-pNETs の補助診断として有用であり得ることを示唆

している。現在、最も研究が進んでいる pNETs の腫瘍マーカーは CgA であるが、

濃度上昇を引き起こす複数の分泌刺激経路が存在することから、偽陽性が問題と

なる (Bech et al., 2014; Campana et al., 2007; O'Toole et al., 2009)。さらに、

CgA は進行期では陽性率が上昇するが早期病変では陽性率が低く、早期検出

には適していない (Nehar et al., 2004; Qiao et al., 2014)。一方で、SEREX スクリ

ーニングによって同定される IgG 型腫瘍マーカーは、免疫応答が大きければ抗原
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の発現量が比較的少なくと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 (Disis et al., 2006; Heo et al., 2012; Ralhan et al., 1998; 

Shimada et al., 2000; Suppiah and Greenman, 2013)。実際に、転移を有さない症

例の CgA の陽性率は 20%程度に止まるのに対して (Modlin et al., 2015; 

Prestifilippo and Blanco, 2012)、本研究において血清抗 EID3 抗体は転移を有さ

ない症例でも 37%の陽性率を示した。したがって、血清抗 EID3 抗体は NF-

pNETs の早期検出および再発モニタリングにおいて使用できる可能性がある。 

 

 抗 EID3 抗体と pNETs 患者の生存予後との関連 

pNETs 患者の生存予後については、KRAS、DAXX/ATRX、MEN1 等の遺伝

子異常および免疫組織化学染色における発現の多寡が予後と関連することが報

告されているが、切除標本が必要なことから手術前の評価ができないという問題点

がある (Sato et al., 2014; Yuan et al., 2014)。本研究においても、EID3 について

その発現や抗体の有無が NF-pNETs の予後と関連するかどうかを調べるため、免

疫染色における EID3 タンパクの発現と予後の関連、および血清 EID3 抗体力価

と予後との関連を評価した。その結果、免疫染色における EID3 タンパクの発現は

OS および DFS との関連を示さなかった一方で、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。これらの結果の相違の原因としては、

抗体力価を測定した AlphaLISA 法が免疫組織化学染色とは異なる検出感度を

有する検出系である事に加え、少量の抗原に対しても抗体が産生されるという特

徴に起因しているものと考えられる (Ferrier et al., 1999; Poulsen and Jensen, 

2007)。以上より、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。今回の研究知見

により、抗 EID3 抗体が臨床応用可能であれば、術前術後補助療法の必要性の

有無の判断根拠としても応用することも可能と考えられる。 
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総括および結論 

 

① 本研究により以下のような新知見が得られた。 

 

1. SEREX 法により 5 つの NF-pNETs 抗原候補 (PTEN, EID3, EHD1, 

LGALS9, BRAP) を同定した。 

2. 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、血清抗 EID3 抗体が補助診断マーカーとして利用できる可能

性が示唆された。 

3. 血清抗 EID3 抗体力価は NF-pNETs の DFS と関連したため、予後予測マー

カーとして利用できる可能性が示唆された。 

 

② 新知見の意義 

本研究を通して得られた知見は、血清抗 EID3 抗体が、NF-pNETs の診断およ

び予後の予測に利用される新たな腫瘍マーカーとなる可能性を示すものである。

実用化が可能であれば、術後サーベイランスにおける再発のスクリーニングや術後

補助療法の必要性の有無の判断根拠としても応用可能である。 

 

③ 本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開され得るか 

血清抗 EID3 抗体を NF-pNETs マーカーとして実臨床で利用するために、

ELISA キットの開発や大規模臨床試験等への展開が必要と考えられる。また、本

研究において同定された EID3 の NF-pNETs 抗原としての機能は未解明な部分

が多いため、腫瘍形成における EID3 の機能解析や Pathway 解析等の研究への

展開が考えられる。 

 

④ 今後の課題 

本研究の課題としては、まず希少疾患の探索的研究であり症例数が少なかった

ことが挙げられる。そのため、本研究を実臨床に応用するにあたり、大規模臨床試

験により結果を再検証する必要がある。また、本研究においては GST 融合タンパ

ク質を用いた AlphaLISA アッセイを行ったため、非特異的反応が観察された。こ

れは、GST 融合タンパク質には目的とする特異的エピトープ以外の配列も含まれ

ていることが原因と考えられる。よって、今後の研究では、EID3 のエピトープを探

索・同定し、同部位のペプチドを用いることで、感度および特異度をさらに向上さ

せることが可能である (Machida et al., 2015)。  
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