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新規肝疾患病態指標マーカーの簡易測定系開発 

成松 久 産業技術総合研究所・糖鎖医工学研究センター長 

 

研究要旨：新規肝疾患病態指標マーカーの探索・有効性検証を行ったので報告

する。本課題で解析してきた候補糖タンパク質(コード名 H1-12: WFA+- 

CSF1R) について、臨床機関研究分担者によって準備された患者試料(実用化の

課題 2 での試料も含む) を用いて検証した結果、肝硬変患者の予後・発癌予測

マーカーである可能性が示された。一方、AFP 非産生肝がん群に相関するレク

チンに結合する、肝がん細胞由来の糖タンパク質から選別した候補について、

小規模血清検体を用いレクチンアレイ解析を行った。またレクチンアレイによ

る肝細胞がん組織標本の比較糖鎖解析を行った。背景肝の異なる複数のがん組

織標本(38例) を用い、がん部・非がん部組織領域(1mm四方ずつ約 200カ所) に

ついてレクチンアレイ解析を行った。データ規格化後の統計解析の結果、がん

部で有意にシグナルが増減するレクチンをいくつか見出した。特にレクチン X

はがん部でのシグナルが高値であった。組織染色により、レクチン X はがん細

胞の特定領域を染めることが判明した。 
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A. 研究目的 

現在肝がんは早期発見できれば 5 年生存率が

6 割を超えているが、肝がんマーカーAFP、

AFP-L3、PIVKA-II による早期がん検出の正診

率は 7-8 割に留まり、高価な CT、MRI、超音波

機器を駆使しているのが現状である。申請者ら

は生体における各種糖タンパク質は、それを生

成する組織・細胞の分化度や障害の程度により、

結合している糖鎖の構造が異なることを、各種

糖鎖関連解析技術を開発することで明らかにし

てきた。さらに肝臓については、肝がんの発症
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リスクと関連する肝線維化の程度を反映する複

数の糖タンパク質と新規肝がん血清マーカーに

なりうる糖タンパク質候補を見出してきた。本

課題では、後者の新規マーカー候補(先行候補

WFA+-CSF1R) について、迅速、簡便かつ安価

な測定法を確立し、臨床的有効性を検証するこ

と、および並行して、異なる新しい用途に適用

可能な新規肝がんマーカー候補の探索、および

正当性検証を行うことを目的とする。さらに、

課題 2 において有効性検証の進められているマ

ーカー糖タンパク質の糖鎖構造を同定し、原理

検証の一助とする。 

 

B. 研究方法 

(1) 先行マーカー候補の測定系の確立、正当性検

証：昨年度開発した血清マーカー候補分子

(WFA+-CSF1R) を検出するためのレクチンサ

ンドイッチ ELISA 系を用い、昨年に引き続き、

生存時間の分析、及び肝細胞がん発症リスク解

析の為の測定を行った。加えて、本年度は新た

に血中における総 CSF1R 量(total CSF1R)を

抗体サンドイッチ ELISA 系によって測定し、

total CSF1R に対する WFA+-CSF1R の割合

(WFA/total)を算出した。なお、上述の検証に

用いた全ての血清サンプルと組織サンプルは、

インフォームドコンセントにより患者から同

意の得られたものである。またすべてサンプル

収集機関および研究実施機関の各倫理審査委

員会で承認されたものを用いている。 

 

(2) 新規肝がんマーカーの探索 

 絞り込んだ肝がんマーカー候補分子について、

小規模血清検体を用いた検証を行った。まず、

抗体の性能を肝がん培養上清や血清を用いて

行った。その後、20 名の肝細胞がん患者血清

を、AFP の水準(高値/低値) 、WFA+-CSF1R

の水準(高値/低値)を基準に5名ずつ4群に分類

し、それぞれの血清から候補分子を免疫沈降し、

それをレクチンアレイ解析することで検証を

進めた。 

 

(3) 肝細胞がん症例組織標本のレクチンアレイ

解析：肝細胞がんと線維化部位を判別可能なマ

ーカーを探索するため、ウイルス性肝炎を背景

に持つ肝がん患者の組織で、同一組織標本中に

がん部位と線維化部位の両方を含むパラフィ

ンブロックを協力機関より供与頂いた。また、

非ウイルス性肝がん患者のがん部と非がん部

の凍結組織も同様に供与頂いた。これらの組織

ブロックから 5μm 厚薄切組織を作製して、ホ

イルコートスライドへマウントした。これを脱

パラフィン処理後、レーザーマイクロダイセク

ションを用い、そのがん部および非がん部肝実

質細胞領域から 1mm2の領域ずつ組織片を単

離し、1.5 mL 容マイクロチューブへ移した。

チューブ内の組織片は松田らの手法に従い前

処理し、タンパク質溶液を得た。Cy3 標識後、

その一部をレクチンアレイ解析に用いた。シグ

ナル取得後、画像解析ソフトにより数値化し、

データを規格化後、GraphPad Prism5 により

統計解析し、対応ありの 2 群比較により

P<0.05 を示すレクチンを肝細胞がん検出候補

レクチンとして選抜した。レクチン候補の有用

性は肝がん患者組織切片を用いたレクチン組

織染色により確認した。脱パラ処理した組織切

片に対し、最適濃度に希釈したビオチン化レク

チンを添加し、洗浄後、Alexa488 標識ストレ

プトアビジンを加え、蛍光顕微鏡を用いて特異

的なシグナルを検出した。 

 

C. 研究結果 

(1) 先行マーカー候補の測定系の確立、正当性検

証：統計解析の結果、(i)WFA+-CSF1R 値によ

って肝硬変患者の予後予測が可能であること

(詳細については分担研究者・名古屋市立大

学・田中靖人の項を参照) (ii) 早期 HCC 発症
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予測が可能である事(詳細については分担研究

者・大垣市民病院・熊田卓の項を参照) (iii) 

WFA+-CSF1R /total CSF1R は HCC の発症予

測が可能である事(分担研究者・名古屋市立大

学・田中靖人の項を参照) を示した。今後臨床

上の有用性についてより明らかにする為に、自

動検出系の開発や多施設共同研究による詳細

な検討が必要だと考えている。 

 

(2) 新規肝がんマーカーの探索：AFP 産生の低

い培養細胞株 3 種、および高い株 3 種の培養

上清を準備し、AFP 低産生細胞株群に相関す

るレクチンシグナルを同定した。当該のレクチ

ンを用いて、これに結合する糖タンパク質を同

定した。具体的には、各培地のタンパク質を還

元アルキル化の後、トリプシン消化し、得られ

たペプチド混合物から当該レクチンに結合す

る糖ペプチド群を捕集し、これを

IGOT-LC/MS 法で同定した。AFP 低産生群か

らは延べ 364 種、高産生群からは 517 種の糖

タンパク質が同定された。これらを比較した結

果、低産生群でのみ検出された糖タンパク質が

83 種見出された。 

IGOT-LC/MS 法により AFP 非産生株群から

同定された 364 糖タンパク質について、候補

分子を絞り込み、さらに解析を進める為の優先

順位付けを行った。これらの解析には公共のデ

ータベースの情報・糖鎖関連情報を利用し、デ

ータマイニングの手法により行った。絞り込ん

だ分子のうち 6 種については培養上清および

血清からのエンリッチ方法を確立し、抗体オー

バーレイレクチンアレイにより比較糖鎖プロ

ファイリングを実施し、検証を行った。また、

培養上清から糖タンパク質の状態でレクチン

捕集し、捕集画分をゲル電気泳動した。検出さ

れたバンドのうち、主要なタンパク質 7 種を同

定した。うち 2 種については培養上清および血

清からのエンリッチ方法を確立し、抗体オーバ

ーレイレクチンアレイにより比較糖鎖プロフ

ァイリングを実施し、マーカーとなる可能性を

検討した。 

 

(3) 肝細胞がん症例組織標本のレクチンアレイ

解析：レクチンアレイ解析技術を肝がん細胞表

層に超微量で存在する糖タンパク質の比較糖

鎖解析に応用した。まずウイルス性肝炎を背景

に持つ肝がん患者ホルマリン固定組織標本 7

例分に対し、がん部・非がん部をそれぞれ 49

カ所で解析を行ったところ、がん部でシグナル

が上昇するレクチンシグナルが 10 種以上選ば

れた。次に、非ウイルス感染肝がん患者 8 症例

のがん部 20 カ所、非がん部 19 カ所を用いて

同様の解析を行い、さらには 2 つの異なる分化

度の癌が共存する肝がん患者 23 症例の組織標

本からがん部 46 カ所、非がん部 23 カ所を単

離し、解析した結果も加え、統計解析を行った。

その結果、ある 1 つのレクチン(レクチン X と

する) のシグナルが共通してがん部で上昇す

ることが判明した。レクチンプローブを用いた

組織標本の蛍光染色により、レクチン X へ結

合する糖タンパク質は、がん細胞のある部位に

局在していることが判明した。 

 

D. 考察 

(1) マーカー候補分子 WFA+-CSF1R は肝硬変

の予後予測血清マーカー、あるいは肝細胞がん

の発症リスクマーカーであると考えられた。た

だし、臨床的な有用性についてはさらに詳細な

検討を必要とすると思われる。今後は課題 2

のような多施設研究での検討を通し、マーカー

の有用性を明確にする必要がある。 

 

(2) 新規肝がんマーカーの探索：AFP 低産生細

胞株群から多くの糖タンパク質候補分子が検

出され、バイオインフォマティクスにより正当

性検証の優先順位を算出した。有望な分子から、
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少数の臨床検体を用い検討を進めてきたが、今

後はより多くの臨床検体を使用して正当性お

よび有用性の検証をしていく予定である。 

 

(3) 肝細胞がん症例組織標本のレクチンアレイ

解析：本実験は、薄切組織標本の特定領域を単

離し、レクチンアレイ解析するシステムの検証

として、がん部特異的なレクチンを選抜した初

めての例であった。選抜されたレクチンの肝細

胞がん細胞特異的な染色性はこれまで報告が

ない。2 つの異なる分化度の癌が共存する肝細

胞がん症例の結果から、レクチン X は分化度

が低い方が染色性が強い可能性が示唆されて

いる。今後、肝がん早期発見のためのマーカー

を探索するのに有効なレクチンを見出すため

には、今回のような分化度の異なるがんが共存

する症例の分析数を増やす必要がある。 

 

E. 結論 

(1) 新規肝がんマーカー候補分子WFA+-CSF1R

は肝硬変患者の予後予測マーカー、あるいは肝

がんの発症リスクマーカーであると考えられ

た。 

 

(2) AFP 低産生肝がん細胞株より同定した多く

のマーカー候補分子群から、種々の方法によっ

て候補分子を絞り込み、その検証を行った。 

 

(3) 肝臓の背景によらずがんの出現に伴い結合

シグナルが上昇するレクチンを見い正すこと

に成功した。 
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