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＜序＞

　食道癌は最も悪性の癌の一つであり、5 年生存率も 

20-40% 程度である。近年の外科手技の向上や補助化学

放射線療法にもかかわらず予後は悪い (1,2)。治療成績の

向上のためには早期発見が不可欠であるが、早期診断に

用いられる腫瘍マーカーは限られている。そこで新規の

癌抗原を発見し、それをマーカーとして診断に適用する

ことは極めて重要である。

　癌に対する自己免疫反応の解析方法として T 細胞エピ

トープのクローニング（3）、MHC ペプチドの溶出（4）、

そして SEREX（5）等が用いられ、同定された遺伝子、

タンパク質、ペプチドをまとめて癌イミュノームと総称

し て い る（www2.licr.org/CancerImmunomeDB/）。

このような方法による癌抗原の同定は癌の診断、モニタ

リング、そして免疫治療において極めて有用である。

　この中で 1995 年に Sahin らが紹介した SEREX は

癌細胞から調製された cDNA ファージライブラリーを

大腸菌で発現させ、癌患者の血清中に存在する IgG 抗体

が認識する抗原をスクリーニングする方法である（5）。

その概略を図１に示す。SEREX 法では、同定された抗

原をコードする遺伝子が既に cDNA の形でファージに

クローニングされているため、その塩基配列を調べるだ

けで遺伝子の同定が可能である。SEREX 法の開発によ

って癌抗原の大規模スクリーニングが可能になり、これ

まで多くの癌に適用され、1,100 以上の SEREX 抗原

が同定されている (6-10)。その中には p53, CDX2 等

の変異抗原（11）、NY-BR-1, tyrosinase 等の分化抗原

（12）、HER2, eIF-4γ 等の過剰発現抗原（11）、Restin, 

NY-CO-37 等のスプライスバリアントが含まれている。

また、MAGE-1, NY- ESO-1 等の癌・精巣（cancer-testes, 

CT）抗原（5,6）も含まれているが、SEREX 抗原の中

で CT 抗原であることが確認されているのは 14 種類の

みである。

　SEREX データベースにはほとんどの癌について数

十の SEREX 抗原が登録されているにもかかわらず、

食道癌の SEREX 抗原は少ない。1997 年に Chen ら

が NY-ESO-1 から NY-ESO-8 までの 8 クローンを論

文 報 告 し て い る が、 そ の 後 は Matthew と Scanlan

が NY-ESO-9 か ら 12 ま で を 追 加 登 録 し て い る の み

である（表 1）。そのうち CT 抗原であることが確認

されているのは NY-ESO-1 のみである（6）。その他

に は ribonucleoprotein が 2 種 類、FUS が ん 遺 伝 子、

endonuclease、LIMS1、CENPF、UACA 等が同定され、

4 クローンは当時未同定の遺伝子であった。頭頸部扁平

上皮癌では 2002 年に Monji らが 19 の SEREX 抗原

を報告している（13）。また、2004 年には Vaughan 

らが 37 の SEREX 抗原を報告している（14）。肺扁平

上皮癌では Diesinger らが 2002 年に 15 の SEREX 抗

原を報告している（15）（表１）。これら合計 83 の扁

平上皮癌の SEREX 抗原のうち重複しているのは 1 ク
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要　旨

　SEREX（serological identification of antigens by recombinant expression cloning）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ている。我々は食道癌患者血清 21 検体を用いて SEREX スクリーニングを行い、

411 クローン、297 種類の食道癌 SEREX 抗原を同定した。得られた cDNA クローンを大腸菌で発現させ、そ

のプロダクトについて血清抗体との特異的反応をウエスタン法により調べた。複数の患者血清において抗体陽

性となる抗原を 13 種類選択し、それらについてさらに健常者血清における抗体陽性率と比較した。その結果、

SURF1、TROP2、MKRN1 などの抗原に対する抗体は健常者血清よりも食道癌患者血清中に高頻度に検出さ

れることがわかった。従って、これらの抗原は新規の癌抗原として有望であると考えられた。
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ローン（LIMS1）のみである。従って食道癌のみなら

ず、扁平上皮癌の SEREX 抗原についてもまだスクリー

ニングは十分ではないと考えられる。その他扁平上皮癌

SEREX 抗原の特徴として RNA 結合および転写関連分

子 9、翻訳関連タンパク質 7、タンパク質リン酸化関連

分子 6、DNA 複製および DNA 結合タンパク質 5、熱シ

ョックタンパク質 3、細胞骨格タンパク質 3、がん遺伝

子 2（FUS、LBC）、がん抑制遺伝子 1（p53）等であっ

た。既知の癌抗原は 1（CTCL）種類のみであった。ほ

とんどの SEREX 抗原が細胞内タンパク質である一方で、

collagen や laminin などの細胞外マトリックスタンパ

ク質も同定されており、細胞外タンパク質や分泌タンパ

ク質が SEREX 抗原となり得ないわけではない。

本研究では食道癌に対して SEREX スクリーニングを大

規模に施行し、SEREX 抗原を多数同定した。それらを

さらにウエスタン法を用いて解析し、新規腫瘍マーカー

となり得るいくつかの抗原を選別した。

＜対　象＞

　SEREX 法：2000 年 5 月～ 2001 年 7 月の間に千葉

大学医学部附属病院第二外科にて入院加療し、文書によ

る同意を得た食道癌患者の中から無作為に抽出した 21

症例。

　ウエスタンブロッティング：上記に 1997 年６月から

の同条件の食道癌患者 54 症例を加えた 75 症例。対照

群として健常者 43 例。

＜方　法＞

1.  λ ZAPII ファージライブラリーの調製

　食道癌細胞株 T.Tn より、全 RNA を抽出した。mRNA

を調製後、cDNA を λZAPII の EcoRI-XhoI 部位に挿入

して、cDNA ライブラリーを作製した。ライブラリーサ

イズは、1.80 × 10 ６であった。

2.  SEREX スクリーニング

　SEREX は Sahin らの方法により施行した (5)。大

腸菌（XL1-Blue MRF’）1.5 × 10 ８ 個とファージ（λ

ZAPII ライブラリー）5 × 10 ４個を混合し、Φ =15cm 

NZY プレートに撒き、プラークが見え始めるまで 4 ～

5 時間培養した。IPTG (Isopropyl-b-D-thio-galactopy

ranocide、10mM) に浸したニトロセルロースメンブレ

ンをプレートに載せ、更に 2 ～ 3 時間培養して cDNA

から発現したタンパク質をメンブレンに転写した。メ

ンブレンを TBS-T（0.05% Tween-20、0.15M NaCl、

20mM Tris-HCl (pH 7.5)）で３回洗った後、2000 倍に

希釈した食道癌患者血清を一次抗体として加え、メンブ

レンに転写したタンパク質と反応させた。TBS-T で洗

った後、5000 倍希釈した二次抗体（アルカリフォスフ

ァターゼ標識抗ヒト IgG）を加えた。発色試薬（0.3mg/ml 

nitrobluetetrazolium、0.15mg/ml 5-bromo-4-chl

oro-3-indolylphosphate、0.1M NaCl、5mM MgCl2、

100mM Tris-HCl (pH 9.5)）を調製し、二次抗体と結合

したプラークを発色させ、陽性プラークを回収した。1

血清につき 20 枚、計 1 × 106 個のファージをスクリー

ニングした。同様のスクリーニングをさらに２回繰り返

し、単一のファージクローンを分離回収した。

3.  In Vivo Excision

　XL1-Blue MRF' に、単離された λZAP ファージと

ExAssist helper phage を同時に感染させることで、

イ ン サ ー ト cDNA を 含 ん だ pBluescript フ ァ ー ジ ミ

ド に 変 換 し た。 こ れ を、 大 腸 菌 株 SOLR に 導 入 し、

pBluescript プラスミドを単離した。

4.  遺伝子の同定

　得られた pBluescript のインサート cDNA の塩基配

列を調べ、NCBI-BLAST を用いてデータベースとのホ

モロジー検索を行い、遺伝子を決定した。

5.  ウエスタンブロッティングによる解析

　上記で得られた pBluescript クローンを大腸菌 JM109

に導入し、IPTG を最終 1mM となるように加え、さら

に２時間培養してインサート cDNA の発現を誘導した。

その後、大腸菌を回収し、タンパク質抽出液を調製した。

上記サンプルおよび、コントロール（IPTG 未処理大腸

菌の抽出液）につき、患者血清を 2000 倍希釈したもの

を一次抗体として用いて、ウエスタンブロッティングを

施行した。IPTG 処理したサンプルのみに、特異的なバ

ンドが検出されたものを、陽性と判定した。

6. RT-PCR

　 食 道 癌 細 胞 株 か ら AquaPure RNA Isolation Kit

（Bio-Rad） を 用 い て 全 RNA を 単 離 し た。 逆 転 写 は

ThermoScript RT-PCR System（Invitrogen）を用いて

oligo(dT)20 プライマーにより行った。TROP2 の PCR

には次のプライマーを用いた；センスプライマー：5'-

GGCGCAAAGGAGACGTTTATC-3'、アンチセンス

プライマー：5'-GACATCCAAACTGCGTTCAGG-3'。
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また、コントロールの β- アクチンの PCR には、センス

プライマー；5'-GGATCAGCAAGCAGGAGTATG-3'、

アンチセンスプライマー：5'-GAGAAGTGGGGTGGC

TTTTAG-3' を用いた。PCR は 94℃、3 分の変性に続

いて 94℃、30 秒の変性、59℃、30 秒のアニーリング、

68℃、30 秒の伸長反応を 30 サイクル行った。

7.  TROP2 抗体の作製

　TROP2 タンパク質のアミノ酸 169-182 に相当する

NH2-CHSDLDAELRRLFRE-CONH2 ペプチドを KLH

に結合させてウサギに 3 回免疫し、102 日後に抗血

清を得た。得られた血清をアフィニティー精製して抗

TROP2 ポリクローナル抗体を調製した。

8.  免疫組織染色

   食道癌の組織アレイは Cybrdi 社、及び Superbiochips

社より購入した。それぞれの 4µm の厚さの切片をキシ

レンで脱パラフィン化し、エチルアルコールで脱水し、

クエン酸緩衝液中で 5 分間電子レンジ処理した。3％過

酸化水素水を含む PBS 中で 15 分間処理して内在性のペ

ルオキシダーゼ活性を失活させた。TROP2 抗体は 250

倍希釈して 4℃で 24 時間反応させた。二次抗体はビオ

チン標識抗ウサギ IgG 抗体を用い、ペルオキシダーゼ結

合アビジンと diaminobenzidine を用いて特異的反応を

検出した。

＜結果と考察＞

　SEREX 法にて同定された癌抗原は 411 クローンで、

重複を除き 297 種類であった。その内訳を表２に示す。

この中には p53 や CENPF など、他のグループから扁平

上皮癌の SEREX 抗原として報告された分子が含まれて

いた。また、ferritin や keratin19 等の既存の腫瘍マー

カーが含まれており、SEREX 法が適切に施行されたこ

とが示唆される。

　これまで約 100 遺伝子についてウエスタンブロッテ

ィングを施行し、複数の癌患者血清で抗体陽性になるこ

とが確認された抗原遺伝子は 13 種類である。表３にそ

れらの遺伝子名、アクセッション番号、ORF 領域、及

びプロダクトサイズ、そして染色体位置を示す。表３、

及び図２にそれらのプロダクトに対する抗体の陽性率

を食道癌患者血清と健常者血清で比較した結果を示す。

CU-EC-1, 2, 3, 4, 12, 13 のプロダクトに対する血清抗体

の陽性率が健常者血清よりも癌患者血清において有意に

高くなっていた。一方では CU-EC-6 のように健常者血

清においても高い抗体陽性率を示す抗原も認められた。

　以下、それらの遺伝子の文献報告の情報を示す。

クローン Id：CU-EC-1、遺伝子名：SURF1

　ヒト SURF1 cDNA は約 1kb で 300 アミノ酸から成

るタンパク質をコードし、２つの膜貫通ドメインを持つ

（16）。チトクローム C オキシダーゼ複合体の形成と安

定化に必要な因子の１つであり、Leigh 症候群で変異し

ていることが報告されている（17）。

クローン Id：CU-EC-2、遺伝子名：LOC146223

　EST クローンの一つ。機能に関する情報はなし。

クローン Id：CU-EC-3、遺伝子名：HOOK2

　エンドサイトーシスに関わるタンパク質の１つ。膜貫

通性のリガンドの multivesicular body 内への蓄積に

関与する (18)。この分子の変位によってリソソームに存

在すべき加水分解酵素が初期エンドソームに運ばれ、そ

こに取り込まれたタンパク質の早期分解が誘導される。

SEREX データベースへの登録はない。

クローン Id：CU-EC-4、

遺伝子名：AGENCOURT_7565913

　EST クローンの一つ。機能に関する情報はなし。

クローン Id：CU-EC-5、遺伝子名：mitosin/CENPF

　SEREX データベースには大腸癌など７件の登録があ

り、Matthew らが食道癌の SEREX 抗原として登録した

NY-ESO-11 と同じ分子である。350 - 400 kDa のリン酸

化タンパク質。late G2 期に染色体キネトコア（動原体）

に結合し、細胞分裂後に急速に分解される。そのリン酸

化の時間的経過は、細胞分裂における核の再構築の時間

的経過とほぼ一致する。また mitosin の N 末端の欠如し

た変異体の過剰発現によって、主に G2/M 期で細胞周期

がブロックされる。これらのことから、mitosin は、細胞

分裂に重要な役割を果たしていると考えられる (19, 20)。

クローン Id：CU-EC-6、遺伝子名：ZIC2

　転写因子。主に小脳にて発現している。Sp1, Sp3 と

共にドーパミンレセプターの組織特異的な発現の調整

に関わる。肺扁平上皮癌の SEREX によって単離され

ている NY-SCLC-3 と同じ遺伝子である（8）。前全脳

胞 症（holoprosencephaly-5） の 原 因 遺 伝 子。APOE 

promoter と結合。
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クローン Id：CU-EC-7、遺伝子名：CCNL2

　cyclin ファミリーの新メンバー。RNA ポリメラーゼ

に結合し、スプライシングに関与すると報告されている

（21）。SEREX データベースには大腸癌で 1 件報告され

ている。

クローン Id：CU-EC-8、遺伝子名：Ki-1/57

　キナーゼ活性を保持しており、さまざまながん細胞に

おいて高発現している (22)。この抗原は抗 CD-30 抗体

Ki-1 と交叉反応することから同定された。

クローン Id：CU-EC-9、遺伝子名：enigma

　enigma は細胞骨格の形成、器官形成、エンドサイト

ーシスに関与する。２つの Zn フィンガーを含む LIM ド

メインによって PKC や Ret と結合する（23）。Shc と

enigma は両者とも Ret のシグナル伝達に必要であり、

しかも Ret の同じ領域に結合する。このことから Ret が

二量体を形成することがシグナル伝達に必須であり、片

方の Ret に結合した enigma が局在を決定し、もう一方

の Ret に結合した Shc がシグナルを下流に伝える役割

を担っていると推定される (23)。

クローン Id：CU-EC-10、遺伝子名：HCA25a

　EST クローンの一つ。肝細胞癌から単離されたが、機

能については未知である (24)。

クローン Id：CU-EC-11、遺伝子名：symplekin

　Huntingtin と結合し、caspase-8 をリクルートして

アポトーシスを誘導する（25）。また、HSF1 に作用し

て HSP70 mRNA のポリアデニル化を制御する（26）。

SEREX データベースへの登録は大腸癌で 1 件。

クローン Id：CU-EC-12、遺伝子名：TROP2/ TACSTD2

　TROP2 は 323 アミノ酸から成る分子量 35,709 のタ

ンパク質である (27)。細胞表面に存在し、受容体であろ

うと推定されているがリガンドは不明である。Ca2+ シ

グナルの伝達分子である。ほとんどのがんにおいて発現

している細胞膜表面糖タンパク質で、がん関連抗原であ

る GA733-1 とほぼ同じものである (27)。TROP1 と共

にがん細胞の増殖を調節すると考えられている。cyclin 

D1 とのキメラはがん遺伝子に分類されている。

クローン Id：CU-EC-13、遺伝子名：makaorin1

　中枢神経系の発生、発達過程、及び成体の精巣に豊富

に発現するMKRN遺伝子ファミリーの原種。RING及び、

2 ～ 4 の C3H　Zn フィンガーモチーフを持つ (28)。転

写因子 Oct-4 の標的遺伝子の一つ。

　これら 13 のクローンのうち CU-EC-12/TROP2 に

ついてさらに解析を進めた。血清 TROP2 抗体をウエ

スタン法により調べた結果の一例を図３に示す。A は

患者血清を、B は健常者血清を一次抗体として用いた結

果である。患者血清を用いた場合、IPTG 処理に依存し

て矢印に示すバンドが特異的に検出された。このバンド

の分子量は約 44 kDa であり、pBluescript の b-Gal 遺

伝子の途中に TROP2 遺伝子が組み込まれているので、

b-Gal-TROP2 融合タンパク質として発現されていると

考えられる。

　このようなウエスタン法によって 75 検体の食道癌患

者血清と 43 検体の健常者血清における TROP2 抗体の

有無を調べた。その結果、患者血清では 31%（23/75）

で抗体が検出されたのに対し、健常者ではわずか 2.3% 

(1/43) であった。

　次に血清 TROP2 抗体の有無と臨床病理学的分類との

関係を調べた。その結果、血清 TROP2 抗体は腫瘍のサ

イズと有意に相関していた（表 4）。このことから血清

TROP2 抗体を調べることによって腫瘍のサイズを推定

できる可能性が示唆される。しかしながら、性、年齢、

発生部位、深達度、転移、ステージ等とは無関係であった。

また、生存率とも有意な関係を示さなかった。

　 次 に 血 清 TROP2 抗 体 と 既 存 の 腫 瘍 マ ー カ ー、

SCC-Ag、CYFRA21-1、CEA と比較した。その結果、

血清 TROP2 抗体の陽性率は他の腫瘍マーカーの陽性率

に匹敵するものであり（図 4A）、さらにそれらと組み合

わせることによって高い確度で腫瘍の存在を予測できる

ことがわかった（図 4B）。

　血清 TROP2 抗体の出現は抗原の高発現による可能性

が考えられるので、TROP2 の mRNA 発現を RT-PCR

で、タンパク質発現をウエスタン法により調べた。正常

食道粘膜細胞に比べて T.Tn 細胞株では TROP2 mRNA 

の発現が高くなっていたが、その他の細胞株では必ずし

も高発現しているわけではなかった（図 5A）。しかしな

がら、TROP2 タンパク質の発現はほとんどの食道癌細

胞株で上昇していた（図 5B）。これらのことから、転写

レベルよりもむしろ翻訳、及び翻訳後の発現レベルの調

節機構の関与が推定された。

　食道癌組織における TROP2 タンパク質の発現を免

疫組織染色法により調べた。図６にその結果の１例を示
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す。A の過形成組織に比べて B の食道癌組織において

TROP2 タンパク質の発現が顕著に高くなっていること

がわかる。組織アレイを用いて 55 の食道癌組織を調べ

た結果、そのうち 10（18％）検体において TROP2 タ

ンパク質の高発現が認められた。従ってこのような癌組

織における高発現が TROP2 の血清抗体の出現の一因と

なっていると考えられた。

　TROP2 は多くの癌細胞において高発現することが知

られていたが、本研究においてその自己抗体が食道癌

患者血清中に存在することが初めて発見された。血清

TROP2 抗体は高発現した TROP2 により誘導されたと

推定されるが、正常食道細胞においてもある程度の発現

が認められることから、抗体の発生には抗原の発現レベ

ルに閾値があると推定される。あるいは、図 5B に示す

TROP2 タンパク質は複数のバンドを呈し、さまざまな

翻訳後修飾があると推定され、それらの癌特異的な修飾

が抗体を誘導した可能性も否定できない。

　TROP2 の例のように、本研究の SEREX 法により単

離された抗原はその抗体が患者血清中に存在すること

が明らかであり、この血清抗体を調べることにより癌の

診断が可能である。このような血清抗体による診断は既

に抗 p53 抗体の例で有効であることが立証されており 

(29,30)、従来の抗原を調べる方法に加えて有用な診断方

法として今後期待されるところである。

＜結　語＞

　これまでの解析により、新規の食道癌腫瘍マーカーの

候補となる遺伝子が単離された。これらの抗原タンパク

質の血清中での発現レベルは未解析であるが、血清中に

おけるそれらの抗体レベルそのものが今後診断上有用な

腫瘍マーカーとして成り立つであろうと考えられた。さ

らにこれらの血清抗体を既存のマーカーと組み合わせる

ことによって、より正確な診断が可能になると考えられ

た。

図 1.  SEREX 法の概略
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図 2.  SEREX 抗原に対する食道癌患者血清及び健常者血清の抗体陽性率

図 3.  ウエスタン法による血清 TROP2 抗体の解析
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図 5. 食道癌細胞株における TROP2 mRNA、およびタンパク質の発現

B の矢印は食道癌細胞株の TROP2 タンパク質の翻訳後修飾と考えられる

図 6.  TROP2 抗体を用いた免疫染色の結果

図 4.  血清 TROP2 抗体と既存の腫瘍マーカーの比較、およびそれらの組み合わせ
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表 1.  扁平上皮癌の SEREX 抗原のリスト
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表 2.  SEREX 法によって同定した食道癌抗原

表 3.  食道癌 SEREX スクリーニングによって同定された抗原遺伝子

表 4.  食道癌患者血清 TROP2 抗体の有無と臨床病理学的分類の関係
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