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研究要旨： 

【研究目的】C 型慢性肝炎患者の多くは、肝線維化が進展し、肝硬変を経て、

やがて肝がんを発症する。この慢性肝炎の治療には抗ウイルス療法が適用され

るが、その効果判定や肝硬変、肝がんハイリスク群の囲い込みには肝線維化の

程度を知ることが重要である。しかしその判定は高侵襲性の生検によるため、

臨床上の隘路となっている。また、現行の肝がんマーカーでは、早期発見は難

しい。我々はこれまでに肝臓由来血清糖タンパク質の糖鎖構造が、肝疾患の進

展に伴って変化することに着目し、独自の糖鎖バイオマーカー開発プラットフ

ォームにより肝線維化マーカーを実用化してきた。本研究では、肝細胞がんな

ど異なる目的のマーカー開発のため、関連技術を改良・最適化すると共に、新

たなマーカーの探索、正当性検証を経て、実用化することを目的とする。 

【結果と考察】背景肝に影響されず、肝がん関連糖鎖変化を反映する新規レク

チン NPA に対する反応性の高い肝がん培養細胞株 2 種を選択し、NPA 反応性

糖タンパク質（マーカー候補）を 370 種同定した。また、組織標本のレクチン

染色より NPA 反応性は、がん部で強度が高いだけでなく、局在も変化してい

ることが判明した。並行して、より疾患特異度の高い糖鎖マーカーを同定・検

証するため、分析法の微量化など改善を進めた。開発の先行している肝硬変マ

ーカー候補 WFA+-CSF1R については、市販の抗体、レクチンを用いた ELISA

系を構築し、収集した検体約 1,000 件に対し正当性検証を進めた。その結果、

このマーカーは肝がん高発がん群の同定、高危険患者囲い込みに有効である可

能性が見いだされた。今後このマーカーを迅速測定するための分析キット開発

を進め、分析キャリブレーターの安定産生、供給系を確立した。このキャリブ

レーターは市販 CSF1R の約 7.8 倍の反応性を示した。 

【結論】新規マーカーWFA+-CSF1R の臨床的有用性（高発がん群の同定）の

可能性が見出された。検証数を増やし、迅速測定系を確立して、有用性検証を

進めると共に、新規肝がんマーカーの絞り込み、検証を進める。 
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A. 研究目的 

本邦には約 300 万人の B・C 型ウイルス性肝

炎患者が存在し、肝炎関連疾患で年間約 4 万人

が死亡している。現在肝がんは早期発見できれ

ば 5 年生存率は 7 割を超えているが、現時点で

の肝がんマーカーである AFP, AFP-L3, 

PIVKA-IIを駆使した早期がん検出の正診率は7

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。正診率向上には 1

つのマーカーや診断技術に頼るのではなく、病

変（病態）を細分化しそれぞれを定量的に検出

できるマーカー（分子病態マーカー）の開発と、

その実用化が必須である。本研究では、これら

肝炎患者の、病態の進展や予後予測、治療効果

を判定する検査薬を開発、実用化し、適切な治

療の開始、治療法の選択による患者 QOL の向上

に資することを目的とする。 

本目的達成のため、①（病理解析を応用した

肝がん糖鎖）マーカー探索班、②（微量迅速測

定）キット開発班、③（多施設共同による）バ

リデーション班の３つの開発班を設定し、それ



 
 

ぞれに適切な人材・技術を配置すると同時に、

役割を明確にする。具体的には 

・先の肝炎マーカー研究班で開発された肝硬

変の予後予測を可能とする血清バイオマーカー

の簡便測定系を開発し(キット開発班)、臨床情報

が整った収集済み血清 6000 検体から適切な検

体を用い、すみやかにバリデーションする（バ

リデーション班）。 

・既に構築されているバイオマーカー開発戦

略と病理解析を効果的に組み合わせ、新規な肝

がん病態特徴的糖鎖変化を発見し、分子マーカ

ーを同定する（マーカー探索班）。有力マーカー

に対する迅速検出系を構築後（キット開発班）、

上述の 6000 検体によるバリデーションで臨床

的意義を明確にする（バリデーション班）。 

 

B. 研究方法 

①マーカー探索班 

ａ．病態病理・分子病理に基づいた肝がん特徴

的な糖鎖変化の検出 

 分子病態マーカーを適宜併用し、客観的な指

標によって病理学的に規定された組織標本のき

わめて微小な領域（<0.5mm2）をレーザーマイ

クロダイセクションにより単離し、レクチンア

レイによる比較糖鎖解析で、肝がんに特徴的な

糖鎖変化を検出すると同時に、最適なプローブ

(レクチン)を選抜する。選抜されたレクチンの妥

当性は複数の異なる手法により検証する。妥当

性検証には 7 種の肝細胞がん細胞株も用いる。

その結果を基に、以後の探索フェーズでどの細

胞株を対象に解析を進めるのかを決定する。 

 

ｂ．肝がんマーカー候補糖タンパク質探索・検

証のための技術開発 

 a.の疾患糖鎖プロファイルが微小試料から検

出されるため、マーカー分子の探索、検証分析

も、同様な分析スケールで進めなければならな

い。そこで、本年度は培養肝がん細胞やマウス

肝臓をモデル試料として、質量分析による糖タ

ンパク質同定、糖鎖構造分析技術の微小化、高

感度化、高効率化を進める。また a.で適当なプ

ローブレクチンが見出され、適用可能な組織試

料が入手可能であるなら、標的糖タンパク質の

同定と構造検証を行う。 

 

②キット開発班 

微量迅速測定系開発に関連する研究開発 

 肝硬変の予後予測を可能とする血清バイオマ

ーカーの迅速測定系を開発する。本年度は安定

な測定を可能にするキャリブレータを作製する

技術を、特定糖鎖を有するリコンビナント糖タ

ンパク質合成ノウハウをもとに開発する。 

 

③バリデーション班 

多施設多検体解析 

国立国際医療研究センター肝炎情報センターを

中核とした 15 施設の共同研究体制により、臨床

情報が整った 6000 検体レベルのライブラリを

維持する。検討されるマーカーに応じて使用す

る検体を組み替え、複数の検討項目を起案、実

施する。本年度は肝硬変予後予測マーカーにつ

いてライブラリを構築する。 

 

C. 研究結果 

①マーカー探索班 

ａ．病態病理・分子病理に基づいた肝がん特徴

的な糖鎖変化の検出 

NPAの反応性で説明される肝がんに特徴的な糖

鎖変化は、肝細胞がん培養細胞株７種および肝

がん患者組織を対象としたレクチンアレイで確

認した。この実験より、マーカー探索に使用す

る細胞株として、HAK-1A と HLF が選択され

た。次に細胞、組織を対象として、自らが開発

した多段階レクチン利用法、簡易レクチン評価

法により、NPA レクチンが優れたプローブとな

りうることを確認した。レクチンアレイの結果



 
 

として得られたシグナル強度の差を組織染色で

も検証した。その結果、がん部・非がん部とも

に蛍光を発する部位が存在することには変わり

ないが、興味深いことにその染色パターンおよ

び強度ががん部と非がん部では大きく異なるこ

とが判明した。 

 

ｂ．肝がんマーカー候補糖タンパク質探索・検

証のための技術開発 

肝がん細胞株 HuH-7 細胞を対象に、IGOT - LC/ 

MS 分析し、使用タンパク質量と同定数の関係

を検証した。その結果、出発時のタンパク質量

が 0.4ug 相当でも候補分子のリスト化に必要な

200 種の糖ペプチドが同定できることがわかっ

た。次に実際の探索試料となる FFPE 簿切試料

1 枚（約 80mm2、5um 厚）を対象に、IGOT-LC/ 

MS 分析し、必要最低面積を推定した。その結

果、レクチンアレイで使用するのと同程度であ

る 1mm2 においても、約 200 種の糖ペプチドが

同定できた。また、糖ペプチドの LC/MS 分析か

ら、糖鎖付加位置ごとの糖鎖バラエティーをハ

イスループットに同定する分析手法を構築し、

バイオマーカー候補における糖鎖変化を確認で

きることが分かった。 

 次に NPA 認識糖鎖を持つ糖タンパク質を、肝

がん培養細胞株 HAK1A および HLF の細胞ペ

レットと培養上清より捕集、同定し、それぞれ

100～200 種、総数 370 種の糖タンパク質を同定

した。遊離された糖鎖の MALDI-TOF-MS 分析

から、NPA はハイマンノース型の糖鎖を優先的

に結合することが確認された。 

 

②キット開発班 

微量迅速測定系開発に関連する研究開発 

本年度は肝硬変を含む肝疾患の血清糖タンパク

質マーカーとして見出された WFA+-CSF1R の

微量迅速測定キット用のキャリブレータ作製技

術を開発した。CSF1R タンパク質の一次構造情

報を基に、シグナル配列と細胞外領域からなる

リコンビナント CSF1R(rCSF1R)発現ベクター

を構築した。これらのプラスミドを HEK293 細

胞にトランスフェクションし、rCSF1R タンパ

ク質をおよそ 100μg 精製した。rCSF1R の品

質評価を兼ねて WFA+-CSF1R 濃度を現行の

ELISA 系により測定した結果、今回発現した

rCSF1R-1 は市販のそれに比べて、7.76 倍 WFA

との結合値が高く、優れていた。そこで rCSF1R

を安定発現培養細胞株の樹立と精製法の改良を

行い、ほぼ確立したため、次年度以降の供給体

制は出来上がった。 

 

③バリデーション班 

多施設多検体解析 

肝硬変マーカーWFA+-CSF1R 実用化のための

②にあるキット開発に先立ち、マーカーの臨床

的有効性を見出すために、市販抗体やレクチン

を活用した簡易測定系（マニュアル法によるサ

ンドイッチ ELISA 系）を構築し、収集された臨

床検体の一部について、バリデーション試験を

実施した。この結果から、構築した測定は肝細

胞がんの「高発がん群」の同定に有用であり、

高危険群の囲い込みに有用となる可能性が示さ

れた。 

 

D. 考察、結論 

 マーカー開発は対象疾患に特徴的な糖鎖変化

を探索するフェーズから始まるが、この段階が

クリアされない限りは、以後の開発は進められ

ない。そのような点から、本年度の早い段階で

背景肝に左右されない肝がんに特徴的な糖鎖変

化をインジケートするレクチンが見出されたの

は大きい。その変化の検証手段としては、これ

までは組織標本のレクチン染色のみしか持ちえ

なかったが、多段階レクチン利用法や簡易レク

チン評価法など、複数の独自手法を構築するこ

とができ、それを用いた妥当性検証からも、NPA



 
 

レクチンの可能性が示された。 

 技術開発は、質量分析による糖タンパク質の

同定の工程にも及んだ。FFPE 簿切試料微小部

位 1mm2 から、約 200 糖ペプチド（160 糖タン

パク質）を同定できるようになったのは大きな

進歩である。本年度は肝細胞がん細胞株からの

糖タンパク質同定を行い、370 種を決めている

が、次年度は候補分子の絞り込みを行うと同時

に、肝細胞がん患者組織標本からの NPA 結合性

糖タンパク質の同定にも挑戦していきたい。 

 本研究では肝細胞がんマーカーの実用化に先

立ち、肝硬変を含む肝疾患の血清糖タンパク質

マーカーWFA+-CSF1R の実用化を先行して進

めている。本年度の成果により微量迅速測定キ

ットによる多検体測定に必要なだけ供給できる

リコンビナントタンパク質生産安定発現株の取

得もほぼできており、次年度に予定しているモ

ノクローナル抗体の取得ができれば、in house

の ELISA 系は完成し、実用化に必要となる多検

体測定は期間内に完了するであろう。 

これまで肝硬変マーカーとして開発を進めてき

た WFA+-CSF1R は、今回の検証試験より、肝

細胞がんの高危険群の囲い込みに有用となる可

能性が見出された。しかし、分析検体が 1000

に満たなかったため、今後はより多くの検体に

よる測定・検討を通し、肝疾患における当該の

マーカー候補分子の臨床的有用性を明らかにす

る。 

 

 

 

 

 

 

E. 健康危険情報 

 本研究課題に従事する者は、肝疾患関連患者

の検体を取り扱うため、実験従事前の肝炎ウイ

ルスワクチンの接種を義務づける。また、年１

回程度の抗体価検査の実施を行い、経時的なモ

ニタリングを行うものとする。また、実験時の

試料の取り扱う時には、白衣（ディスポーザブ

ル白衣）、防護メガネ、防護マスク、防護グロー

ブ、安全キャビネット等を使用する、あるいは

検体の不活化を行うものとする。現在までに感

染事故等の発生は無い。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

業務項目報告書に記載した。 

 

2. 学会発表 

業務項目報告書に記載した。 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 

1. 特許出願 

久野敦、佐藤隆、梶裕之、調憲ら、「肝細胞がん

マーカー」出願 1 件（公開前のため特許番号の

開示は致しません） 

 

肝疾患病態指標糖鎖マーカー に関する特許 

審査請求：3 件（特願 2011-522807、US  

13/384,031、CN 201080040973.8） 

 

2. 実用新案登録 

なし 

 

3. その他 

なし

 


