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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。 

本開発技術を用いて、これまでに同定した肺癌糖鎖標的腫瘍マーカ

ー候補分子に対して多検体検証試験を実施した。本解析により、血中の

CD163 タンパク質に付加された N 型糖鎖が肺腺癌ステージ II の段階か

ら病期依存的なフコシル化頻度亢進を示し、早期肺癌の存在を示唆する

有用なスクリーニングバイオマーカーとなり得ることが分かった。本研

究開発により、血中タンパク質の糖鎖変動を標的とする腫瘍マーカーの

高速定量評価技術が確立できただけでなく、有効な肺腺癌早期診断マー

カー候補として CD163 糖タンパク質の同定に成功した。 



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。 

 

 

B. 研究方法 

(1) Energy resolved oxonium ion 

monitoring technology (Erexim)法の開発 

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。 

 

 

(2)肺癌糖鎖標的マーカー候補分子の

Erexim 法による多検体検証試験 

a. 血清サンプルの分析前処理 

87 症例（健常者 14 例、肺腺癌 I 期 10

例、II 期 15 例、III 期 28 例、IV 期 20 例）

の血清サンプル各 5 µlに[10M Urea, 200 mM 

ammonium bicarbonate] 20 µl を添加して

変性させた後、Dithiothreitol 終濃度 10 mM



を追加して 37℃、30 分間還元反応を行った。

さらに Iodoacetamide 終濃度 25 mM を添加

し、室温、暗所で 45 分間システイン残基の

アルキル化を行った。アルキル化反応を

Dithiothreitol 終濃度 10 mM 添加でクエン

チし、[50 mM ammonium bicarbonate] 175 µl、

平衡化後の Immobilized Trypsin (Thermo 

Scientific 社) 10 µl を順に加えて消化反

応を恒温シェイカー内で 37℃、6 時間行っ

た。消化後のペプチドサンプルを C18 固相

抽出カートリッジ(スリーエム社)で脱塩精

製し、次の質量分析に供した。 

 

b. 質量分析（Erexim 法） 

Erexim 法を用いた血清消化物の質量分

析には 4000QTRAP トリプル四重極型質量分

析計(AB Sciex 社)に Ultimate 3000 RSLC 

nano flow HPLC (Dionex 社)を接続した

LC/MS/MS システムを使用した。ペプチド分

離用のカラムには 75 µm x 150 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。 

第一四重極 Q1 チャネルには各種バイ

オマーカー標的糖鎖付加サイトを含んだ糖

ペプチドの質量電荷比(m/z)を設定した。こ

こで、2 分岐糖鎖までの考えられうる全て

の糖鎖構造パターンについてチャネルを設

定し、報告のあるヒト N 型糖鎖構造全種類

を定量的にモニターできるようにした。第

三四重極 Q3 チャネルには、N-アセチルグル

コサミンフラグメントイオン m/z = 138、

N-アセチルグルコサミンイオン m/z = 204、

マンノース、またはガラクトースイオン m/z 

= 163、N-アセチルノイラミン酸イオン m/z 

= 292、N-アセチルノイラミン酸から水分子

が脱離したイオン m/z = 274、ガラクトー

ス＋N-アセチルグルコサミンイオン m/z = 

366 を設定し、各オキソニウムイオンの

Erexim 曲線を描出した。 

 

e. データ解析 

前項の質量分析によって得られたデー

タは MultiQuant version 2.02 (AB Sciex

社)ソフトウェアを用いてプロセッシング、

各 MS クロマトグラムの面積値を求める定

量解析を行った。昨年度に報告した原著論

文（Anal Chem. 2012; 84 (22): 9655）に

記載した手法通り、m/z = 138 のオキソニ

ウムイオンを使用して各糖鎖コンポーネン

トの定量を、その他のオキソニウムイオン

の Erexim 曲線パターン解析から糖鎖構造

の同定を実施した。 

今年度の研究で対象としたコアフコー

スの付加頻度解析については、検出された

全糖ペプチドの MS クロマトグラム面積値

合計のうち、コアフコシル化糖鎖が付加さ

れたペプチドの面積値合計が占める割合を

算出した。Box plot など解析結果の集計に

は R ソフトウェア(Version 2.15.1)を使用

した。 

 



C. 研究結果

(1) 

monitoring technology (Erexim)

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

ソニウムイオンはあらゆる糖ペプチドの衝

突誘起解離（

生じることが知られ、元の糖鎖構造に依存

した種類のイオンが観測される。

れらのオキソニウムイオンパターンを定量

的にモニターし、かつ衝突エネルギーによ

る連続的なスキャンを行うことで、ある糖

鎖付加部位に結合していた糖鎖構造を構造

異性体の区別まで含めて定量化できるよう

にしたのが

Monitoring Technology (Erexim

 

Erexim

トリプル四重極型質量分析計を用い、第一

四重極（

の質量を指定し、特異的に通過させる。第
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を物理的に開裂させる。続いて第三四重極
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イオンを全て定量的に検出する。ここで、

質量が全く同じ糖鎖の構造異性体を区別す

るため、

変化させ、オキソニウムイオンの生成量を

モニターする。すなわち、立体構造の違い

によるある分岐鎖の｢壊れやすさ｣を調べる

ことによって、例えば

合のガラクトースと

のガラクトースが区別できる。

実際にヒト化モノクローナル抗体由来
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