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研究要旨：国立国際医療研究センターを中核とした 15施設の共同研究体制を

構築し、臨床情報が整った血清、約 4000検体（10施設前後）を用いて糖鎖バ

イオマーカーの測定を行う。開発項目 2より供給される測定系あるいは手動簡

易測定系を使用して実測し、既存測定技術との統計学的な比較を行い、マーカ

ー候補分子の有効性を検証する。今年度は肝疾患（肝硬変）糖鎖バイオマーカ

ー・WFA+-CSF1R分子を評価するための測定系の基礎検討（精度管理等）なら

びに一部の臨床検体を用いた測定を行った。 

 

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、肝線維化の程

度を反映する糖タンパク質を始めとした新規な

肝疾患血清マーカーになりうる糖タンパク質候

補分子を見出してきた。本課題項目では、肝疾

患マーカー候補分子 [特に、肝硬変マーカー候

補である、Wisteria floribunda agglutinin (ノダ

フジ凝集素; WFA) reactive colony stimulating 

factor 1 receptor (WFA反応性マクロファージ

刺激因子-1受容体; WFA+-CSF1R)] について、

迅速、簡便かつ安価な測定法・精度管理方法を

確立し、そのマーカーとしての臨床的有効性を

検証することを目的とする。 

 

B. 研究方法 

（１）マーカー候補の簡易測定系の確立：血清

肝疾患マーカー候補分子WFA+-CSF1Rに対す

る、手動での簡易測定系として、WFAレクチン

（糖鎖プローブ）と抗体によるサンドイッチ

ELISA系(レクチン-抗体サンドイッチ ELISA)

系を構築した。本レクチン-抗体サンドイッチ

ELISA系を用いることで、高いS/N比が得られ、

血中WFA+-CSF1Rの定量解析が可能である。

また、糖鎖の有無に関係なく、CSF1Rタンパク

質の量を定量するための、Total CSF1R測定

ELISA系を構築した。WFA+-CSF1R値ならび

に Total CSF1R値の比を取ることで、全体の

CSF1Rタンパク質のうち、肝疾患由来の糖鎖変

化を起こしたWFA+-CSF1Rがどのくらいの割

合になっているのかを計算することが出来る

（考え方としては、既存マーカーの AFP-L3が

類するものとして挙げられる）。この

WFA+-CSF1R分子に対する抗体とレクチンと

のサンドイッチ ELISA系を構築し、適切に肝生

検・病理診断されたHCV感染肝炎・肝硬変お

よび肝細胞がん患者の血清を対象に小規模な有

効性検証を行っており、その結果から血中

WFA+-CSF1R量は慢性肝疾患の進行に伴って

増加しており、特に肝硬変（F4）において顕著

に増加する事を明らかにしている。 

（２）自動化による測定系の構築は進行中（開

発項目２の項を参照）のため、既に構築された

手動による簡易測定系を用いて、各臨床機関か

ら収集された検体の一部について先行的に測定

を行った。尚、後述するが、本研究課題項目で

の検証に用いた全ての血清サンプルは、インフ

ォームドコンセントにより研究対象者（患者、

試料提供者）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。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究の開始にあたり、本研究に参加する研

究者は、産業技術総合研究所ならびに、各班員

らの所属する臨床機関において、本研究実施計

画書および研究対象者への説明文書が施設の倫

理審査委員会もしくは治験審査委員会（IRB）で

承認を得た上で検体を採取・収集し、研究に使

用した。文部科学省・厚生労働省・経済産業省

「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指

針（平成１６年文部科学省・厚生労働省・経済

産業省告示第１号）」、遺伝医学関連10学会よ

り提案された「遺伝学的検査に関するガイドラ

イン」、厚生労働省・文部科学省「疫学研究に関す

る倫理指針」を遵守するものとした。 

各臨床機関においては、研究対象者に対し下

記に示す説明事項について十分説明した上で、

本研究への参加について自由意思による同意を

文書で得た [説明事項; (1) 研究の目的および方

法 (2) 予想される研究成果 (3)研究試料の採

取方法など(4) 研究への参加に同意しない場合

であっても不利益は受けない旨(5) 研究の参加

に同意した場合でも何時でもこれを撤回できる



 
 

旨 (6) 人権の保護に関する配慮 (7) 研究担当

者の氏名および連絡先など] 。 さらに研究対象

者のプライバシーの保護と識別のため対象者の

同定や照会は、登録時に発行される症例登録番

号、患者イニシャル，生年月日を用いて行われ、

患者名など第三者が直接患者を識別できる情報

が本研究課題のデータベースに登録されること

はないようにして行われた（以上の検体の集中

管理ならびに二重匿名化などは国立国際医療研

究センター・肝炎 免疫研究センターにて実施さ

れている）。 

本研究項目は多施設共同研究によって行うも

のであり、前述のように各臨床機関について諸

手続きを経た上で収集された検体（国立国際医

療研究センター・肝炎 免疫研究センターで集中

管理）は産業技術総合研究所に検体の一部を送

付して、マーカー候補分子の測定・解析が行わ

れた。産業技術総合研究所においても、医療機

関から送られた検体はヒト由来試料実験倫理委

員会に諮った上で使用されている。本倫理委員

会は、厚生労働省の「ヒトゲノム・遺伝子解析

研究に関する倫理指針」あるいは「臨床研究に

関する倫理指針」に準ずるものとして運営され

ているものである。以上の様に、本研究課題に

おいて用いられた全ての臨床検体の収集は、イ

ンフォームドコンセントによる同意が得られて

いる患者より提供されたものであり、また、全

ての試料の使用については、検体収集機関およ

び研究実施機関の各倫理審査委員会で承認され

ている。 

また、組換えDNA実験、動物実験を行う場合に

は、産業技術総合研究所ライフサイエンス実験

に関する倫理及び安全管理規程に従い、関連す

る委員会の承認を得た上で実施する（産業技術

総合研究所の関連する倫理委員会は、「カルタ

ヘナ法」あるいは「動物実験等の実施に関する

基本指針」に準じている）。 

C. 研究結果 

多施設多検体解析：肝疾患（特に肝硬変）マー

カー・WFA(+)-CSF1R および Total CSF1R の手動

操作による簡易測定系（マニュアル法によるサ

ンドイッチ ELISA 系）を構築した。測定系の検

討（マニュアル測定での精度管理・プロトコー

ルのブラッシュアップ）を進めた。当該の測定

系では、1検体あたり 2連あるいは 3連で測定し

ており、その（測定プレート間の）精度管理と

しては Control 血清(pool 血清)およびリコンビ

ナント CSF1R タンパク質で評価している。C.V.

値が 10%以内の誤差であれば、測定値を採用する

ものとした。 

 現在、より多検体を再現性良く測定するため

に、自動化を進めているところであるが、マー

カー候補の臨床的有用性を明らかにするために、

構築済みのマニュアル（手動）操作による簡易

測定系にて一部の臨床検体の測定を行うものと

した。収集された臨床検体の一部（大垣市民病

院にて収集された約 800 検体）について、同測

定系によるWFA+-CSF1Rのバリデーション試験を

先行的に実施した。臨床検体を用いて、

WFA(+)-CSF1R および Total CSF1R について測定

した。発がんの診断時より 3年前に遡った血清

検体における 糖鎖マーカーの測定値より、

WFA+-CSF1R/ total-CSF1R 比率値の発がん群(vs

非発がん群)の AUC は 0.8379(0.7756-0.8855)と、

AFP など他のマーカーに比べて最も良好である

ことが明らかとなった。以上から、 WFA+-CSF1R/ 

total-CSF1R の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。但し、マーカーの

有効性について、より詳細に検体を分類して再

検討する必要があると考えられたため、今後も

検討を継続していく予定である。 

 

 

 



 
 

D. 考察 

マーカー候補分子 WFA+-CSF1R 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を示した。その

一方、臨床的な有用性については他の指標との

比較を行うなど慎重な検討を必要とする。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必要がある。 

 

E. 結論 

新規肝疾患糖鎖バイオマーカー候補分子

WFA+-CSF1R は肝疾患（肝硬変あるいは高発がん

リスク）患者のマーカーとしての可能性が示さ

れた。 
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G. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 

1. 特許取得 

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） 
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