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研究要旨：本研究は肺癌の早期診断を可能とする血清腫瘍マーカーを同

定し、著しい増加を続ける肺癌死亡数を有意に減少させることを最終目

標とする。同目標に対して、細胞の癌化や環境の変化に鋭敏に反応して

構造が変化することが知られる糖鎖修飾に着目した「糖鎖標的バイオマ

ーカー」候補は多数同定されるに至っているが、特定の糖鎖付加部位に

おける糖鎖構造の変化を定量的に、かつ多検体を用いてバリデーション

できる技術が存在しないため、糖鎖バイオマーカーの臨床、診断応用は

長らく停滞していた。 

この状況を打破するため、質量分析技術を応用して血清タンパク質

上の各糖鎖付加部位について、個々に糖鎖構造変化を定量的にモニター

できる Energy resolved oxonium ion monitoring technology (Erexim

法)を開発した。研究計画の二年目である平成 24 年度では、糖タンパク

質上に付加された 50 種類以上の N 型糖鎖構造のバリエーションを 30 

attomole（1 attomole = 10-18 mole）の超微量成分から 10 分間で定量

化できる世界初の質量分析技術の開発に成功し、報告した。さらに、本

開発システムを用いて種々のヒト血清糖タンパク質上糖鎖構造の定量

バリエーション解析を実行し、精密糖鎖変動解析を行うのに必要な分析

条件を精査、決定した。 

 



A. 研究目的 

本邦において肺癌は部位別がん死亡率

で第一位を占めており、肺癌の罹患数、死

亡者数を減少させることが急務となってい

る。そのためには喫煙対策などに加え、根

治可能なより早い段階で肺癌、またはその

前癌病変を発見できる診断技術の開発は重

要な位置を占める。現状において肺癌の早

期発見には胸部 X線診断、CT 診断など画像

診断技術が主軸となっているが、これらよ

りも早期に、かつ検査技師の技量にかかわ

らず腫瘍を発見する技術は現時点では存在

せず、本研究で開発する非侵襲的で安価に

行える血清質量分析診断法にて初期肺癌の

検出やリスク診断までもが可能になれば、

それに伴って治療成績は劇的に改善される

と期待できる。 

研究代表者はこれまで、血清による肺

癌の早期診断を目指して様々なグライコプ

ロテオーム解析技術を用い、早期肺癌にお

いて糖鎖構造に変化が認められる多数の糖

鎖標的マーカー候補の同定を行ってきた。

そこで本研究ではそれら全てのマーカー候

補糖タンパク質上に付加されている糖鎖の

癌性変化を高感度に定量化、統合すること

によって肺癌を「治療可能な段階で早期に

発見すること」、さらには「症状が出る前で

のリスクの把握を可能にすること」を目標

とする。本診断技術は従来のイムノアッセ

イとは異なり、数十分間の 1アッセイで 200

項目までのバイオマーカーを同時に定量化

できる質量分析法、Multiple Reaction 

Monitoring (MRM)法を応用し、迅速に多岐

にわたる早期癌関連情報を得ることができ

る点が優れている。 

 

B. 研究方法 

a. 糖ペプチド標準品の精製 

市販品のヒトIgGタンパク質を8M Urea

を含む変性バッファーで溶解させ、還元ア

ルキル化を行った。PD-Miditrap 脱塩カラ

ム(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)

を用いて重炭酸アンモニウムバッファーに

置換した後、トリプシン GOLD (Promega, 

Madison, WI)で 12 時間消化した。消化後の

ペプチドサンプルを Oasis HLB カートリッ

ジ(Waters, Milford, MA)で脱塩精製し、次

の二次元 HPLC 分画に供した。 

4.6 mm x 500 mm Cadenza CD-C18 column 

(Imtakt Corporation, Kyoto, Japan)を用

いて、溶媒 A [0.2% TFA]、溶媒 B [75% 

acetonitrile, 0.1% TFA]、溶媒 B% 5-20 90

分グラジェント、流速 0.6 ml/min の条件で

IgG 由来ペプチドの分画を行った。 

分取した各フラクションを完全乾燥し、

0.1% TFA に再溶解した後、二段階目の 150 

mm x 4.6 mm SunShell C18 column 

(Chromanik Corporation, Osaka, Japan)

によるさらなる分画精製を行った。ここで

は 溶 媒 A [0.1% TFA] 、 溶 媒 B [12% 

acetonitrile, 0.1% TFA]、溶媒 B% 10-90

グラジェントの条件を用いた。分取した各

フラクションは乾燥し、以降の実験に供し

た。 

 

ｂ. 蛍光 HPLC 分析 

前項で単離精製した各種糖ペプチド表

品の糖鎖構造を確定させるため、2-アミノ

ピリジン蛍光標識法による HPLC 分析を行

っ た 。 単 離 糖 ペ プ チ ド を [0.5U 



N-glycosidase F (Roche Diagnostics, 

Basel, Switzerland), 0.01% ProteaseMax 

(Promega, Madison, WI)]中で 37℃、8時間

消化を行い、糖鎖をペプチドから切断した。

遊離糖鎖をセルロースカートリッジにて濃

縮精製、乾燥後、2-アミノピリジンと混合

して還元アミノ化反応によるラベル化を行

った。 

ラ ベ ル 化 糖 鎖 は MassPREP HILIC 

µElution plate (Waters, Milford, MA)を

用いて脱塩精製を行い、Shimpack CLC-ODS 

column (0.6 x 15 cm)による逆相 HPLC 分析

に供した。ここでは溶媒 A [10 mM リン酸

ナトリウムバッファー(pH = 3.8)]、溶媒 B 

[0.5% 1-ブタノールを含む溶媒 A]を用いた。

溶媒 B 20%で平衡化を行った後、%B 50 ま

で 75 分間のグラジェントを作成し、励起波

長 320 nm、吸収波長 400 nm で標識糖鎖を

測定した。各糖鎖溶出時間は、PA-glucose 

oligomer (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)

を利用したグルコースユニット（GU）で補

正、構造データベースとの相対比較を行え

るようにした。 

 

ｃ. 抗体医薬品 3種の分析前処理 

80 µg のトラスツズマブ（ハーセプチ

ン）、ベバシズマブ（アバスチン）、セツキ

シマブ（アービタックス）をそれぞれ 8M 

Urea を含む変性バッファーで溶解させ、還

元アルキル化を行った後、 4 µg の

endoproteinase Lys-C で 37℃、2時間の消

化を行った。この Lys-C 消化物をさらに

Trypsin GOLDで37℃、4時間消化を行った。

最終消化物を Oasis HLB カートリッジにて

脱塩を行い、15% acetonitrile で溶出、糖

ペプチド画分を回収した。分析に際しては

これを 0.1%酢酸で 5倍に希釈したものを用

いた。 

 

ｄ. Multiple Reaction Monitoring (MRM) 

MRM 分析には 4000QTRAP トリプル四重

極型質量分析計(AB Sciex, Foster City, 

CA) に Agilent 1200 nano-HPLC system 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA)

を接続した LC/MS/MS システムを使用した。

Nano-HPLC のカラムには 75 µm x 200 mm ESI 

sprayer tip packed with 3 µm C18 resin 

(Nikkyo Technos, Tokyo, Japan)を用い、

溶 媒 A [0.1% ギ 酸 ] 、 溶 媒 B [70% 

acetonitrile, 0.1% ギ酸]、流速 250 nl/min

の条件で分離を行った。 

4000QTRAP 質量分析計の設定は以下の

通りである。2200 V ionization spray 

voltage; 12 psi curtain gas (N2); CAD = 

4; 70 V declustering potential; 10 V 

entrance potential; Q1 resolution, HIGH; 

Q3 resolution, LOW; 2 ms pause in between。 

 

e. データ解析 

MRM で得られたデータは MultiQuant 

version 2.02 (AB Sciex, Foster City, CA)

ソフトウェアを用いてプロセッシング、定

量解析を行った。 

 

 

 

C. 研究結果 

糖鎖構造バリエーション定量化法を開

発するにあたって、我々が着目したのが図

1 に示すオキソニウムイオンである。オキ
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Erexim

た各種糖タンパク質医薬品の開発と品質管

理への応用が進んでいるが、現在は診断目

的の上市に必要な専用解析ソフトウェアを

作成中である。また、大規模な臨床検体の

分析にはサンプル前処理のオートメーショ

ン化も必須であるので、自動分注装置を応

用した全自動トリプシン消化、脱塩処理ロ

ボット、およびそれに特化した前処理プロ

トコルの至適化も進めている。

代表者がこれまで同定してきた肺癌糖鎖標

的腫瘍マーカー候補

18、

Proteomics 2009, 9, (8), 2182

proteome research 2007, 6, (9), 3475

に対してバイオバンクジャパン保存血清な

どを用いたバイオマーカー検証試験を行う。

従来の技術では血清から目的の糖タンパク

質を単離し、糖鎖を酵素的に切断、最終的

に多段階

しかなく、数百症例の分析は到底不可能で

あったが、本開発技術で初めて糖鎖マーカ
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ればよい点である（中性糖鎖の場合はさら

に 5種類に絞ることが可能）。オキソニウム

イオンは分子内の酸素原子に原子価より 1

つ多いプロトンが結合した陽イオンであり、

糖鎖、または糖ペプチドを質量分析計で測

定する際、CID によって糖鎖が崩壊し、様々

な単糖や、二糖由来のオキソニウムイオン

が生成される。この崩壊パターンとシグナ

ル強度が、元の糖鎖構造の特徴と量をよく

反映し、糖鎖変動定量化アルゴリズムの構

築に最適な新しい基礎原理となることを見

いだし、本研究計画二年目までの実験で実

用可能技術としての開発に成功した。（特願 

2012-197908、Analytical chemistry 2012, 

84, (22), 9655） 

ここまでの進捗により、本研究の最終

目標である肺癌糖鎖標的腫瘍マーカー候補

の大規模検証試験実施に必要な、①血清タ

ンパク質上糖鎖付加部位ごとの糖鎖変動解

析、②数百検体の分析に耐えうるスループ

ット（１分析あたり１０分）、③糖鎖の微細

な癌性変化を捉えることの出来る高感度

（付加頻度 0.1%の糖鎖構造まで定量化可

能）、といった技術的課題を全てクリアする

ことが出来た。 

当初の研究計画と比して年度目標は予

定通り到達できていると評価でき、なおか

つ要素技術開発課程で多くの分野に派生的

応用が可能であることが判明した点は予想

以上に大きな成果が得られたと言える。実

際に、糖鎖改変タンパク質医薬品の開発、

品質評価、さらには細胞表面糖鎖分化マー

カーの精密同定など、これまでの糖鎖解析

技術では達成し得なかった感度、スピード、

定量信頼性、簡便性で応用糖鎖解析が使用

可能になった点で、糖鎖バイオマーカー実

用化以外への波及効果も大いに期待できる

成果となった。本研究では、計画最終年度

にかけて Erexim 法を用いた肺癌バイオマ

ーカーの実用化検証試験を進めていく。 
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