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委託業務成果報告（総括） 

 

肝疾患病態指標血清マーカーの開発と低侵襲かつ効率的に評価・予測する新規検査系の実用化 

 

業務主任者 成松 久 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 招聘研究員 

 

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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主任部長 
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教室 教授 
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教室 教授 
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科 科長 

橋本 悦子 東京女子医科大学医学部 消
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部長 
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熊田 卓  大垣市民病院 副院長／消化

器内科 

米田 政志 愛知医科大学医学部 内科学

講座（消化器内科）教授 

伊藤 清顕 愛知医科大学医学部 内科学

講座（消化器内科）准教授 
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調 憲   九州大学大学院医学研究院 

消化器・総合外科学分野（第二

外科）准教授 

 

八橋 弘  長崎医療センター臨床研究セ

ンター長 

梶 裕之  産業技術総合研究所 糖鎖創

薬技術研究センター チーム長 

久野 敦  産業技術総合研究所 糖鎖創

薬技術研究センター 上級主任

研究員 

栂谷内 晶 産業技術総合研究所 糖鎖創

薬技術研究センター 主任研究

員 

佐藤 隆  産業技術総合研究所 糖鎖創
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研究協力者 

雄長 誠  産業技術総合研究所 糖鎖創薬

技術研究センター 特別研究員 

 

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

 



 
 

厚生労働科学研究委託事業（肝炎等克服実用化研究事業（肝炎等克服緊急対策研究事業）） 

委託業務成果報告（業務項目） 

 

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 および 

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 

 

担当責任者 梶 裕之 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 研究チーム長 

      久野 敦 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 上級主任研究員 

      佐藤 隆 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 主任研究員 

      栂谷内 晶 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 主任研究員 

      調 憲 九州大学大学院 医学研究院 消化器・総合外科学分野 准教授 

      末松 誠 慶應義塾大学 医化学教室 教授 

      坂元 亨宇 慶應義塾大学医学部 病理学教室 教授 

伊藤 浩美 福島県立医科大学医学部 生化学講座 助教 

      是永 匡紹 国立国際医療研究センター肝炎・免疫研究センター肝疾患研修室長 

 

研究要旨：組織標本を対象としたマーカー候補糖タンパク質を探索・検証する

ための技術を開発し、肝がんマーカーを開発することを目的とする。まず技術

開発として、レクチンアレイで見出された糖鎖変化の妥当性を検証するための

技術開発を行った。レクチンアレイをベースとする多段階レクチン利用法、簡

易レクチン結合性評価法などを本研究のために最適化した。また、病理切片を

試料とした糖タンパク質の同定技術、および糖鎖構造検証技術をスケールダウ

ン及び高効率化のための技術開発にも着手した。試料調製過程を種々検討した

結果、ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）試料からレーザーマイクロダ

イセクションにより切り出した 1mm2（厚さ 5m）の試料を用い、約 200 種の

糖ペプチド（約 160 糖タンパク質）が同定できるようになった。並行して、候

補タンパク質の部位特異的糖鎖構造を高効率に解析する技術を開発した。以上

の技術を活用し、肝がんマーカー開発を開始した。昨年度下期に前倒しで行っ

た組織標本のレクチンアレイ解析により、背景肝に左右されず肝がんに特徴的

な糖鎖変化を認識するレクチン NPA を見出しているため、まずはその妥当性

を最適化した多段階レクチン利用法、簡易レクチン結合性評価法によりがん部

での優位な NPA の反応性を再確認し、さらに組織上での反応性の局在はレク

チン染色、免疫染色で確認した。以上の成果を特許出願した。肝がん細胞株７

種の培養上清および細胞ライセートのレクチンアレイ解析により、NPA 結合性

糖タンパク質分子の同定に適した細胞株を選出した。培養上清およびライセー

トから NPA に結合する分子を捕集し、LC/MS 法で約 350 種同定し、候補タン

パク質としてリストアップした。 

 



 
 

A. 研究目的 

現在、肝がんマーカーである 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、それを産生する組

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明らかにして

きた。肝臓については、肝がんの発症リスクと

強く相関する肝線維化の程度を見積もる血清糖

鎖バイオマーカー（WFA+-M2BP）を実用化し、

また同じ戦略で新規肝がん血清マーカー候補を

見出し、検証を進めてきている。さらに、病態

特異的変化（初期の線維化、及び肝がん発症）

をとらえる新規マーカー候補を探索するため、

病理診断のついた患者組織微小領域における糖

鎖変化を検出するための技術開発を進めている。

そこで、本課題では、検出された糖鎖変化がの

妥当性を評価するための手法開発、および糖鎖

変化が検出された微小試料から候補糖タンパク

質の同定手法の開発、および糖タンパク質同定

と解析技術のスケールダウン（高感度化）を行

い、より信頼性の高い肝がんマーカー候補分子

を提供することを目的とする。また、実サンプ

ルを用いて、組織のレクチンアレイ分析よる、

肝がん発症に関連する糖鎖プローブレクチンの

同定、およびプローブレクチンを用いて肝がん

培養細胞から候補タンパク質同定を試みる。 

 

B. 研究方法 

（１）肝がんに特徴的な糖鎖変化の探索・検証 

前年度下期に実施したレクチンアレイによる実

験を次の通りに再試した。肝細胞がんと周辺の

非がん部を判別可能なマーカーを探索するため、

肝がん患者の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。これらの組織ブロックから 5

μm 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（BBRC 2008）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。選抜されたレクチンの妥当性を評価するた

めに、Tan ら（Mol BioSystems 2014）の方法

にしたがい、レクチンアレイを応用した多段階

レクチン利用法を行った。上述により取得した

Cy3 標識組織タンパク質溶液を、予めストレプ

トアビジンコート磁気ビーズ（ベリタス社製）

に結合させた NPA（選択されたレクチン）のビ

オチン化物（Vector 社製）と反応させた。NPA

結合性組織タンパク質は磁石により回収され、

残渣溶液をレクチンアレイにアプライした。対

照としてレクチンを含まない磁気ビーズを用い

ても同様の実験を行った。スキャン後、数値解

析により NPA 結合タンパク質の特徴を抽出し

た。レクチンアレイに頼らない評価法として、

簡易レクチン反応性評価法を構築した。ストレ

プトアビジンコート ELISA プレート（Nunc 社

製）にビオチン化 NPA を加え、一晩保温した。

未反応レクチンを洗浄後、上述の Cy3 標識組織

タンパク質溶液を添加し、37 度で 1 時間反応し

た。プレートに固定された NPA に結合したタン

パク質の検出は抗 Cy3 マウスモノクローナル抗

体をもちいた。抗体溶液を 37℃で 30 分間反応

し洗浄後、抗マウス IgG 抗体―HRP をオーバー

レイし、37℃で 20 分反応した。プレートに残存

する HRP 量は TMB を用いて定量した。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。 

 

（２）糖タンパク質同定分析の微小化（スケー

ルダウン） 

糖鎖バイオマーカー候補タンパク質の同定はこ

れまで、レクチンを用いて標的糖鎖を持つ糖ペ

プチドを選択的に捕集し、糖鎖切除後、ペプチ

ド部分を質量分析（LC/MS）法で同定する手順

で行ってきた。組織や細胞を試料とする場合、

出発材料は湿重量で 1mg（含有タンパク質はそ

の約 10％）を要していた。質量分析における感

度向上は見込めないので、分析試料調製の過程

で、いかにロスが少なく、選択的に標的糖ペプ

チドを回収するかが重要である。そこでまず、

試料タンパク質をペプチドに断片化するまでの

過程を見直し、還元アルキル化時の変性剤を透

析で除く代わりに、希釈するなど、試料を別の

容器に移動させる過程を排し、条件設定した。

試料は、肝がん細胞株 HuH-7 の細胞約 1mg か

らタンパク質を抽出し（約 80ug）、上記の方法

で、還元アルキル化、酵素消化した。消化物か

らの糖ペプチドの捕集は親水性相互作用クロマ

トグラフィー（アミドカラム使用）で行った。

添加する試料量を段階的に減らしながら回収し、

これを常法で同定し、その数を指標として、ス

ケールダウンの可能性を検討した。 

次いで、試料をマウス肝臓 FFPE 薄切試料とし、

同様に分析スケールを下げながら、糖タンパク

質同定数を追跡した。さらに、実際に微小な試

料を出発材料とした試料調製工程を至適化する

ために、レーザーマイクロダイセクション

（LMD）で切り出した、1mm 四方の試料から

分析を行った。 

 

（３）新規肝がんマーカーの探索 

分化度や AFP 生産性、背景（ウイルス感染の有

無）の異なる複数種の肝がん患者薄切試料のレ

クチンアレイ比較糖鎖プロファイリングの結果、

肝がんに相関するレクチンとして新たに NPA

が選択された。そこで、このレクチンとの反応

性（アレイシグナル）の高い肝がん細胞を探索

し、HAK-1A と HLF を選択した。この細胞、

及び培養上清（培地）から NPA 結合糖ペプチド

を捕集し、IGOT-LC/MS 法で同定した。また、

捕集された糖ペプチドから切除された糖鎖を完

全メチル化の後、MALDI-TOF-MS で分析し、

構造プロファイルを得た。 

 

（倫理面への配慮） 

産業技術総合研究所においては、（班員らの臨床

検体以外の）市販されているヒト由来試料・ヒ

ト細胞株を用いる実験についても、ヒト由来試

料実験倫理委員会に諮った上で使用している。

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。 

また、組換え DNA 実験、動物実験（「動物実験

等の実施に関する基本指針」に準ずる）を行う

場合にも、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。 

 

C. 研究結果 

（１）肝がんに特徴的な糖鎖変化の探索・検証 

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 (HuH-7, 

HepG2, KYN-1, KYN-2, HAK-1A, HAK-1B, HLF)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。細胞を用いた実験から、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



 
 

て多段階レクチン利用法を行った。細胞の実験

から、AFP 産生株、非産生株はシアル酸への反

応性に顕著な違いがあるが、NPA への反応性を

示すタンパク質に関しては、すべての細胞株で

反応性を示し、NPA 反応性糖タンパク質はシア

ル酸への反応性を示さないことが示唆された。

この傾向は組織を用いた実験でも一致した。 

次に、簡易レクチン評価法による検討として

以下の実験を行った。肝細胞がん培養細胞株７

種(HuH-7, HepG2, KYN-1, KYN-2, HAK-1A, HAK-1B, 

HLF)からそれぞれ調製した細胞ライセートのう

ち、タンパク質量として200ngをCy-3ラベルし、

そのうち500pg相当を50マイクロリットルの希

釈液で希釈しウェルへ添加した。なお、ELISA

では汎用性を高めるため、蛍光ではなく発色で

の検出を行った。その結果、NPA レクチン‐抗

Cy3 抗体サンドイッチ ELISA の測定値とレクチ

ンアレイにおける NPA シグナルの強度と比較す

ると、細胞間の相対的な強度差は傾向が類似し

ていることがわかった。次にレクチンアレイ解

析で用いた組織ライセートを使って本実験を行

った。すでに Cy3 標識している組織ライセート

23 症例分のうち、余剰液量が NPA レクチン‐抗

Cy3 抗体サンドイッチ ELISA の測定に十分耐え

られるだけ存在する症例からランダムに９例を

選択し、がん部及び非がん部由来ライセートの

Cy3 ラベルサンプル（計 18 サンプル）を用い NPA

レクチン‐抗 Cy3 抗体サンドイッチ ELISA を行

った。なお、NPA 陽性細胞である CHO 細胞変異株

（Lec1）の細胞抽出液を標準糖タンパク質溶液

として用い、サンプルと同じタイミングで２倍

希釈系列を NPA レクチン‐抗 Cy3 抗体サンドイ

ッチ ELISA し、それにより検量線を作成した。

各サンプルの測定値はこの検量線から標準タン

パク質量としての換算値として求められ、比較

解析された。その結果、NPA レクチン‐抗 Cy3

抗体サンドイッチ ELISA においてもがん部が有

意に高値を示した（P=0.0091）。なお、P値は、

Wilcoxon の符号付順位検定により求めた。 

次に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により検証するため、

あらかじめ肝細胞がん患者の肝組織から連続的

に薄切していた標本を用いてレクチン染色を行

った。NPA レクチンを用いた蛍光染色像では、一

見するとがん部及び非がん部が一様に染色され

ているように見える。この傾向は DAB 染色によ

る別の実験でも観察されており、さらに DAB 染

色においてはむしろ非がん部の方が相対的にが

ん部よりも強い染色性を示す結果に至っていた。 

狭視野での観察像から、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。すなわち、非がん部では肝実質

細胞が一様に弱い染色性を示し、かつ顆粒状の

染色物が細胞中に内包されていた。それに対し、

がん部ではむしろ細胞の膜に相当する部分と細

胞の周辺に存在する間質に位置する部分に粒状

の染色を示し、かつその染色強度は相対的に強

かった。それに対し、LCA レクチンによる染色像

は、NPA 染色によるそれとは大きくパターンが異

なり、非がん部のがん周辺領域が強い染色性を

示した。これは、レクチンアレイの結果を再現

するものであった。 

 

（２）糖タンパク質同定分析の微小化（スケー

ルダウン） 

肝がん細胞株 HuH-7 細胞抽出物を還元アルキ

ル化、トリプシン消化後、親水性相互作用クロ

マトグラフィー（HILIC）に供し、調製した糖

ペプチドを、添加量を徐々に減少させながら

IGOT-LC/MS 分析し、その同定数を比較した。

出発時のタンパク質量、約 80ug 相当量では 1

度の分析で約1,700種の糖ペプチドが同定でき、

出発量 0.4ug 相当（最初の 1/200）でも 200 種

の糖ペプチドが同定できた。この数はマーカー



 
 

探索における候補糖ペプチド（タンパク質）の

リスト化に適用し得ると判断して、実際の探索

試料となる FFPE 簿切試料に対する試料調製手

順の改善を、マウスの FFPE 簿切試料をモデル

に行った。簿切試料 1 枚（約 80mm2、5um 厚）

を、界面活性剤を含む緩衝液中で加熱し、還元

アルキル化、消化後、1, 4, 9, 25mm2相当量を

個々に HILIC に供し、得られた糖ペプチドを

IGOT-LC/MS 分析した。25mm2では約 550 種

の糖ペプチドが同定でき、1mm2においても、

150 種の糖ペプチドが同定できた。そこで、最

後に FFPE 試料から LMD で切り出した 1mm2

の試料を 1-16 枚、個々に処理し、同様に同定し

たところ、この分析でも約 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アルゴリズムを考案し、こ

れを実施するプログラムソフトを構築した。こ

れを精製糖タンパク質に適用することで、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。 

 

（３）新規肝がんマーカーの探索 

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 より捕集、同定

した。HAK1A 細胞より、216 種、培地より 109

種、HLF 株の細胞より 163 種、培地より 137

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。 

 

D. 考察、結論 

（１）肝がんに特徴的な糖鎖変化の探索・検証 

背景肝に左右されない肝がんに特徴的な糖鎖変

化が見出された。その糖鎖は NPA というレクチ

ンとの結合性として表現できた。多段階レクチ

ン利用法により NPA 反応性糖タンパク質群の特

徴として、シアル酸修飾が少ないことが示唆さ

れた。この知見は血中から肝細胞がん由来タン

パク質をエンリッチする際に有効である。次年

度以降に実証実験を行いたい。 

 

（２）糖タンパク質同定分析の微小化（スケー

ルダウン） 

マウス肝臓の FFPE 簿切試料から微小部位

1mm2を切り取り、マーカー候補の選抜、検証

へ進めるに足ると思われる、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。この試料調製法にレクチン選別の過程を組

み入れ、糖鎖モチーフ選択的な同定ができるか

が、今後の課題であろう。実際のヒト試料で利

用可能な面積は１mm2 以上有る場合も多く、レ

クチンとの組み合わせ次第であるが、マーカー

候補の同定に適用可能な試料調製手順が確立さ

れたと考えられる。また糖鎖付加部位ごとの糖

鎖解析法が確立できた。この方法がどのくらい

の試料量の糖タンパク質に適用できるかが今後

の検討課題である。 

 

（３）新規肝がんマーカーの探索：NPA 反応性

糖タンパク質約 350 種を同定できた。これを基

盤情報とし、引き続き患者試料からの同定を試

み、マーカー候補の絞り込みと検証を進めてい

く。 

 

E. 研究発表 

1. 論文発表 

1) Kuno A, Matsuda A, Unno S, Tan B, Hirabayashi 

J, Narimatsu H. Differential glycan analysis of an 

endogenous glycoprotein: Toward clinical 

implementation. From sample pretreatment to data 

standardization. Methods in Mol Biol 1200, 

265-285 (2014). 



 
 

2) Zou X, Chi X, Pan Y, Du D, Sun H, Matsuda A, 

Li W, Kuno A, Zhang X, Narimatsu H, Niu J, 

Zhang Y. LecT-Hepa facilitates estimating 

treatment outcome during interferon therapy in 

chronic hepatitis C patients. Clin Proteomics 11,44 

(2014).  

3) Hirabayashi J, Kuno A, Tateno H. Development 

and application of the lectin microarray. in “Topics 

in Current Chemistry: Sialoglyco-Biology and –

Chemistry”, (edtors)Schahn RG, Delannoy P, von 

Itzstein M, Springer. in press. 

4) Noro E, Togayachi A, Sato T, Tomioka A, Fujita 

M, Sukegawa M, Suzuki N, Kaji H, Narimatsu H. 

Proteome Research (2015) submitted. 

 

2. 学会発表 

1) 久野敦、松田厚志、「組織標本を対象とした

アレイ基盤グライコミクス～解析コンセプト

と応用例～」, 日本プロテオーム研究会年会

シンポジウム（つくば） 

2) Kaji H, Tomioka A, Noro E, Sogabe M, Sato 

T, Shikanai T, Narimatsu H. Development 

and application of a method for the 

glycopeptide-based site-specific glycomic 

analysis. HUPO2014 (Madrid) 

3) Noro E, Togayachi A, Sato T, Tomioka A,  

Fujita M, Sukegawa M, Suzuki N, Kaji H, 

Narimatsu H. Comprehensive identification 

of glycoproteins carrying Lewis x and 

site-specific glycan alteration in Fut9 

knockout mice. HUPO2014 (Madrid) 

4) 久野敦、松田厚志、「糖鎖微小環境の変化を

捉える解析技術とその医学的分野への応用」,  

第 87 回日本生化学会大会（京都） 
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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） 

 

2. 実用新案登録 

なし 

 

3. その他 
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微量迅速測定系開発に関連する研究開発 

 

担当責任者 佐藤 隆 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 主任研究員 

      栂谷内 晶 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 主任研究員 

      調 憲 九州大学大学院 医学研究院 消化器・総合外科学分野 准教授 

 

研究要旨：肝硬変・肝細胞がんの血清バイオマーカーとして開発した Wisteria 

floribunda agglutinin (WFA)+-Colony Stimulation Factor Receptor-1 

(CSF1R)の微量迅速測定 ELISA 系構築のための試薬開発を行った。本キット

は血清中の CSF1R タンパク質上の糖鎖構造変化を検出するものであり、測定

キットの精度管理のためには、アッセイキャリブレーターとなるリコンビナン

ト糖タンパク質が必要である。WFA+-CSF1R の作製のために、CSF1R の糖鎖

が付加している細胞外領域を発現ベクターにクローニングし、この遺伝子を

WFA シグナル陽性の培養細胞で発現、精製した。作製した WFA+-CSF1R は市

販の rCSF1R に比べて高い WFA 結合性を有し、現行の ELISA 系において、

アッセイキャリブレーターとして使用可能であった。さらに、WFA+-CSF1R の

大量生産のための安定発現系の構築も行った。 

 

A. 研究目的 

現在、血清マーカー（AFP、AFP-L3、PIVKA-II）

を用いた血清診断による肝がんの正診率は 7-8

割に留まり、がんおよび前がん病変を検知する

ために高価な CT、MRI、超音波機器に変わる感

度・特異度の高い血清バイオマーカーの開発が

望まれている。申請者らは、肝疾患において特

定の血清タンパク質上の糖鎖に生じる構造変化

に着目し、肝線維化や肝硬変のバイオマーカー

を開発することに成功してきた。 

本課題では、先のプロジェクトにおいて肝硬

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

キットの開発を行う。測定キットは、CSF1R タ

ンパク質を検出するモノクローナル抗体、

CSF1R 上の糖鎖変化を検出する WFA レクチン、

アッセイのキャリブレーターとなる標準糖タン

パク質の 3 点から構成されが、現状の測定では

すべて市販試薬を用いている。本研究目的は、

測定キットを構成するモノクローナル抗体とキ

ャリブレーター糖タンパク質の自家製試薬を開

発し、in house の測定キットを作成することで

ある。本年度は、キャリブレーター糖タンパク

質の生産系構築の検討を行った。 

 

B. 研究方法 

 測定キットは抗体－レクチン・サンドイッチ

検出系であるため、糖タンパク質標準品には、

抗体とレクチンのそれぞれに反応するエピトー

プが必要となる。WFA に結合する糖鎖を持つ糖

タンパク質の発現は、すでに肝線維化マーカー

WFA+-M2BP の発現において確立しており、今

回もそれに倣い HEK293 細胞で CSF1R の細胞

外領域のタンパク質発現・精製を行い、キャリ



 
 

ブレーターとしての力価を評価した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本項目では現時点では患者由来の臨床検体を

直接に取り扱ってはいないが、産業技術総合研

究所においては、（班員らの臨床検体以外の）市

販されているヒト由来試料・ヒト細胞株を用い

る実験についても、ヒト由来試料上で使用して

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。 

 また、組換え DNA 実験、動物実験（「動物実

験等の実施に関する基本指針」に準ずる）を行

う場合にも、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。 

 

C. 研究結果 

 CSF1R タンパク質は 972 アミノ酸からなる

膜タンパク質であり、1-19 アミノ酸がシグナル

配列、20-517 アミノ酸が細胞外領域、518-538

アミノ酸が膜貫通領域、539-972 アミノ酸が細

胞内領域である。細胞外領域には 11 箇所の N

結合型糖鎖付加のコンセンサス配列が存在し、

これらのすべてあるいは一部に N 結合型糖鎖が

結合していることが考えられる。これらの情報

を基に、リコンビナント CSF1R(rCSF1R)は、

自身のシグナル配列と細胞外領域である 1-489

アミノ酸、1-512 アミノ酸の領域を発現させる

こととした。それぞれの領域をコードする

cDNA を pCRII-Blunt ベクターにサブクローニ

ングした後、両端の EcoRI で切断した領域を発

現 ベ ク タ ー pcDNA3.1neo(+)FLAG の

FLAG-tag 配列前の EcoRI 部位に挿入し、

pcDNA3.1-CSF1R-FLAG-1 (1-489) と

pcDNA3.1-CSF1R-FLAG-2 (1-512)を構築した。

これらのベクターから発現する rCSF1R は C 末

端に精製と検出のための FLAG tag 配列を持つ

ことになる。 

 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、48 時間培養後の培養上清を

3 回繰り返し、合計およそ 30mL 回収し、これ

ら上清から抗 FLAG 抗体カラムを用いて

rCSF1R タンパク質を精製した。さらに、

Amicon 10K を用いて、溶出に用いた FLAG 

peptide を除去し、タンパク質を濃縮して、

rCSF1R-1と rCSF1R-2をおよそ100μgそれぞ

れ精製した。これらの rCSF1R は SDS-PAGE

後のCBB染色にて75-100 KDaの大きさにスメ

アのバンドとして検出された。これらのうち、

rCSF1R-1 を用いて、WFA+-CSF1R 濃度を現行

の ELISA 系 に よ り 測 定 し た 結 果 、

rCSF1R-1/HEK293 は市販のリコンビナントタ

ンパク質に比べて、7.76 倍 WFA との結結合値

が高く、糖タンパク質標準品として使用可能な

ことが確認された。 

 続いて、rCSF1R を安定的に大量生産するた

め、安定発現培養細胞株の樹立と精製法の改良

を行った。まず、精製のタグを FLAG tag から

より汎用性の高い HIS tag に変更した。1-489

アミノ酸をコードする cDNA を発現ベクター

pcDNA3.1neo(+)HIS の HIS tag 配列前の

EcoRI 部位に挿入し、pcDNA3.1-CSF1R-HIS 

(1-489)を構築した。このベクターから発現する

rCSF1R は C 末端に精製と検出のための HIS 

tag 配列を持つことになる。このプラスミドを

HEK293 細胞にトランスフェクションし、24 時

間後に 1 mg/ml 濃度の G418 を添加して安定発

現株を選択した。死細胞を除去しながら、3 週

間 G418 添加培地で継代培養を継続し、安定発

現株を樹立した。安定発現株は 10%FCS と抗生

物質を含む DMEM 培地で培養され、3 日毎に培

地を交換しながら 3 週間にわたって培養上清を

回収した。この上清から抗 HIS 抗体カラムを用

いて rCSF1R タンパク質を精製した。 



 
 

D. 考察 

 WFA シグナル陽性であるヒト培養細胞株

HEK293 をホスト細胞に用いて、CSF1R の細

胞外領域をリコンビナントタンパク質として発

現させることで、WFA+-CSF1R ELISA 系のキ

ャリブレーターとして使用可能な rCSF1R 発

現・精製に成功した。この rCSF1R は市販のリ

コンビナントCSF1Rに比べて7.76倍高いWFA

反応性を有したが、これは両者の糖鎖構造の違

いに起因するものと考えられる。実際に、両者

の糖鎖構造に関しても質量分析装置を用いて解

析を進めており、反応性の違いに関わる糖鎖構

造の違いも検出されつつある。WFA+-CSF1R の

発現系に関しては、既に、安定発現株の取得も

行っており、大量生産への道筋もできつつある。

次年度は、WFA+-CSF1R 精製の簡便化を行うと

ともに、CSF1R タンパク質に対するモノクロー

ナル抗体の取得を進め、in house の ELISA 系

の構築を行い、少数の患者サンプルセットを用

いてキットの有効性を確認する予定である。 

 

E. 結論 

 HEK293細胞を用いて rCSF1Rの発現系を構

築し、この rCSF1R が WFA+-CSF1R 測定系の

キャリブレーターとして使用可能なことを確認

した。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

1) 雄長 誠、栂谷内 晶. 肝疾患血清糖鎖バイオ

マーカーの開発 -グライコプロテオミクス技

術の疾患糖鎖バイオマーカー開発への応用例 

(Development of glycobiomarker for liver 

disease). 週刊 医学のあゆみ, 249巻8号, 

661-665, 医歯薬出版(株). 

 

 

 

2. 学会発表 

1) 栂谷内晶、梶裕之、久野敦、久保田智己、雄

長誠、曽我部万紀、池原譲、成松久：グライ

コプロテオミクス技術を基盤とした血清糖鎖

バイオマーカー開発戦略、日本プロテオーム

学会2014年会、1L-p グライコプロテオミク

スとその応用 / Glycoproteomics and 

Applications、筑波、2014年7月 

2) 雄長誠、栂谷内晶、梶裕之、久野敦、飯尾悦

子、曽我部万紀、是永匡紹、後藤 雅式、田中

靖人、池原譲、溝上雅史、成松久：グライコ

プロテオミクスを基盤とした肝硬変血清バイ

オマーカー“WFA(+)-CSF1R”の開発 、日

本プロテオーム学会2014年会、つくば、2014

年7月 

3) Togayachi A, Ocho M, Kaji H, Kuno A, Iio E, 

Sogabe M, Tanaka Y, Ikehara Y, Mizokami 

M, Narimatsu H. Glycoproteomic Discovery 

of Serological Biomarker for Hepatitis 

Virus Infection-associated Chronic Liver 

Disease. 2014 TASL-Japan Hepatitis B 

Workshop (Second). Taipei (Academia 

Sinica), 19-20 Apr. 2014. 

4) 佐藤隆、舘野浩章、梶裕之、千葉靖典、久保

田智巳、平林淳、成松久: ノダフジレクチン

の遺伝子同定と糖鎖結合特異性解析、日本生

化学会、京都、2014年10月 

5) 佐藤隆、舘野浩章、梶裕之、千葉靖典、久保

田智巳、平林淳、成松久:バイオマーカー検出

プローブの開発〜ノダフジレクチンの遺伝子

同定と糖鎖結合特異性解析〜、LS-BT、つく

ば、2015年2月 

 

 

 

 

 

 



 
 

G. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 

1. 特許取得 

なし 

 

2. 実用新案登録 

なし 
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委託業務成果報告（業務項目） 

 

微量迅速測定系の多施設多検体解析 

 

担当責任者 栂谷内 晶 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 主任研究員 

成松 久 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 招聘研究員 

溝上 雅史 国立国際医療研究センター 肝炎・免疫研究センター 研究センター長 

是永 匡紹 国立国際医療研究センター 肝炎・免疫研究センター 肝疾患研修室長 

武冨 紹信 北海道大学大学院 医学研究科 外科学講座 消化器外科学分野Ⅰ教授 

髭 修平 札幌厚生病院 第三消化器内科 主任部長 

上野 義之 山形大学医学部 内科学第二講座（消化器内科学） 科長 

泉 並木 武蔵野赤十字病院 消化器科 部長 

渡辺 純夫 順天堂大学医学部 消化器内科 科長 

齋藤 英胤 慶應義塾大学大学院 薬学研究科 薬物治療学教室 教授 

橋本 悦子 東京女子医科大学医学部 消化器内科 教授 

松本 晶博 信州大学医学部附属病院 肝疾患診療相談センター 准教授 

熊田 卓 大垣市民病院 副院長／消化器内科 

米田 政志 愛知医科大学医学部 内科学講座（消化器内科） 教授 

伊藤 清顕 愛知医科大学医学部 内科学講座（消化器内科） 准教授 

日野 啓輔 川崎医科大学 肝胆膵内科学 教授 

阿部 雅則 愛媛大学大学院 医学系研究科 消化器・内分泌・代謝内科学 准教授 

調 憲 九州大学大学院 医学研究院 消化器・総合外科学分野（第二外科）准教授 

八橋 弘 長崎医療センター 臨床研究センター 研究センター長 

研究協力者 雄長 誠 産業技術総合研究所 糖鎖創薬技術研究センター 特別研究員 

 

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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661-665 ページ 

2) Yamasaki K, Tateyama M, Abiru S, Komori 

A, Nagaoka S, Saeki A, Hashimoto S, Sasaki 

R, Bekki S, Kugiyama Y, Miyazoe Y, Kuno A, 

Korenaga M, Togayachi A, Ocho M, 

Mizokami M, Narimatsu H, Yatsuhashi H. 

Elevated serum levels of WFA+ -M2BP 

predict the development of hepatocellular 

carcinoma in hepatitis C patients. 

Hepatology. (2014) 60(5):1563-70. DOI: 

10.1002/hep.27305. 

3) Toshima T, Shirabe K, Ikegami T, 

Yoshizumi T, Kuno A, Togayachi A, Gotoh M, 

Narimatsu H, Korenaga M, Mizokami M, 

Nishie A, Aishima S, Maehara Y. A novel 

serum marker, glycosylated Wisteria 

floribunda-positive Mac-2 binding protein 

(WFA+-M2BP), for assessing liver fibrosis. J 

Gastroenterol. (2015) 50(1):76-84. DOI: 

10.1007/s00535-014-0946-y 

4) Tamaki N, Kurosaki M, Kuno A, Korenaga 

M, Togayachi A, Gotoh M, Nakakuki N, 

Takada H, Matsuda S, Hattori N, Yasui Y, 

Suzuki S, Hosokawa T, Tsuchiya K, 

Nakanishi H, Itakura J, Takahashi Y, 

Mizokami M, Narimatsu H, Izumi N. 

Wisteria floribunda agglutinin positive 

human Mac-2-binding protein as a predictor 

of hepatocellular carcinoma development in 

chronic hepatitis C patients. Hepatol Res. 

(2015) Jan 6. in press. DOI: 

10.1111/hepr.12466. 

 

2. 学会発表 

1) Togayachi A, Ocho M, Kaji H, Kuno A, Iio E, 

Sogabe M, Tanaka Y, Ikehara Y, Mizokami 

M, Narimatsu H. Glycoproteomic Discovery 

of Serological Biomarker for Hepatitis Virus 

Infection-associated Chronic Liver Disease. 

2014 TASL-Japan Hepatitis B Workshop 

(Second). Taipei (Academia Sinica), 19-20 

Apr. 2014. 

2) 雄長誠、栂谷内晶、梶裕之、久野敦、飯尾悦

子、曽我部万紀、是永匡紹、後藤 雅式、田中

靖人、池原譲、溝上雅史、成松久：グライコプ

ロテオミクスを基盤とした肝硬変血清バイオ

マーカー“WFA(+)-CSF1R”の開発 、日本プロ

テオーム学会 2014 年会、つくば、2014 年 7

月 

3) 栂谷内晶、梶裕之、久野敦、久保田智己、雄

長誠、曽我部万紀、池原譲、成松久：グライコ

プロテオミクス技術を基盤とした血清糖鎖バ

イオマーカー開発戦略、日本プロテオーム学会



 
 

2014 年会、1L-p グライコプロテオミクスと

その応用 / Glycoproteomics and 

Applications、筑波、2014 年 7 月 

 

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） 

 

2. 実用新案登録 

なし 

 

3. その他 

なし 

 

 

 

 

 



 
 

学 会 等 発 表 実 績 

 

委託業務題目 肝疾患病態指標血清マーカーの開発と低侵襲かつ効率的に評価・予測する 

新規検査系の実用化」 
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１．学会等における口頭・ポスター発表 

発表した成果（発表題目、口

頭・ポスター発表の別） 

発表者氏名 発表した場所 

（学会等名） 

発表した時期 国内・外の

別 

Glycoproteomic Discovery 

of Serological Biomarker 

for Hepatitis Virus 

Infection-associated 

Chronic Liver Disease（ポス

ター） 

○Togayachi 

A, Ocho M, 

Kaji H, 

Kuno A, Iio 

E, Sogabe 

M, Tanaka 

Y, Ikehara Y, 

Mizokami 

M, 

Narimatsu 

H 

 

 

 

2014 TASL-Japan 

Hepatitis B 

Workshop (Second) 

(Taipei, Taiwan) 

2014 年 4 月

19 日 

海外 

グライコプロテオミクスを

基盤とした肝硬変血清バイ

オマーカー 

"WFA(+)-CSF1R" の開発

（ポスター） 

○雄長 誠、

栂谷内 晶、

梶 裕之、久

野 敦、飯尾 

悦子、曽我部 

万紀、是永 

匡紹、後藤 

雅式、田中 

靖人、池原 

譲、溝上 雅

史、成松 久 

 

 

 

日本プロテオーム学

会 2014 年会（つくば） 

2014 年 7 月

17 日 

国内 



 
 

発表した成果（発表題目、口

頭・ポスター発表の別） 

発表者氏名 発表した場所 

（学会等名） 

発表した時期 国内・外の

別 

グライコプロテオミクス技

術を基盤とした血清糖鎖バ

イオマーカー開発戦略（招待

講演） 

○栂谷内 

晶、梶 裕之、

久野 敦、久

保田 智己、

雄長 誠、曽

我部 万紀、

池原 譲、成

松 久 

 

日本プロテオーム学

会 2014 年会（つくば） 

2014 年 7 月

17 日 

国内 

組織標本を対象としたアレ

イ基盤グライコミクス～解

析コンセプトと応用例～（招

待講演） 

○久野 敦、

松田 厚志 

 

 

 

日本プロテオーム学

会 2014 年会（つくば） 

2014 年 7 月

18 日 

国内 

Comprehensive 

identification of 

glycoproteins carrying 

Lewis x and site-specific 

glycan alteration in Fut9 

knockout mice（ポスター） 

○Noro E, 

Togayachi A, 

Sato T, 

Tomioka A,  

Fujita M, 

Sukegawa 

M, Suzuki 

N, Kaji H, 

Narimatsu 

H 

 

HUPO2014 (Madrid, 

Spain) 

2014 年 10 月

6 日 

海外 

Development and 

application of a method for 

the glycopeptide-based 

site-specific glycomic 

analysis（ポスター） 

○Kaji H, 

Tomioka A, 

Noro E, 

Sogabe M, 

Sato T, 

Shikanai T, 

Narimatsu 

H 

 

 

HUPO2014 (Madrid, 

Spain) 

2014 年 10 月

7 日 

海外 



 
 

発表した成果（発表題目、口

頭・ポスター発表の別） 

発表者氏名 発表した場所 

（学会等名） 

発表した時期 国内・外の

別 

ノダフジレクチンの遺伝子

同定と糖鎖結合特異性解析

（ポスター） 

○佐藤 隆、

舘野 浩章、

梶 裕之、千

葉 靖典、久

保田 智巳、

平林 淳、成

松 久 

第 87 回日本生化学会

大会（京都） 

2014 年 10 月

16 日 

国内 

糖鎖微小環境の変化を捉え

る解析技術とその医学的分

野への応用（依頼講演） 

○久野 敦、

松田 厚志 

第 87 回日本生化学会

大会（京都） 

2014 年 10 月

18 日 

国内 

バイオマーカー検出プロー

ブの開発～ノダフジレクチ

ンの遺伝子同定と糖鎖結合

特異性解析～（ポスター） 

○佐藤 隆、

舘野 浩章、

梶 裕之、千

葉 靖典、久

保田 智巳、

平林 淳、成

松 久 

第 14回LS-BT合同研

究発表会（つくば） 

2015 年 2 月 3

日 

国内 

 

２．学会誌・雑誌等における論文掲載 

掲載した論文（発表題目） 発表者氏名 発表した場所 

（学会誌・雑誌等名） 

発表した時期 国内・外の

別 

肝疾患血清糖鎖バイオマー

カーの開発 -グライコプロ

テオミクス技術の疾患糖鎖

バイオマーカー開発への応

用例 (Development of 

glycobiomarker for liver 

disease) 

雄長 誠、栂谷

内 晶 

週刊 医学のあゆみ, 

249 巻 8 号, 661-665 

2014 年 5 月 国内 

Differential Glycan 

Analysis of an 

Endogenous Glycoprotein: 

Toward Clinical 

Implementation—From 

Sample Pretreatment to 

Data Standardization 

Kuno A, 

Matsuda A, 

Unno S, Tan 

B, 

Hirabayashi 

J, Narimatsu 

H 

Methods Mol Biol. 

2014;1200:265-85 

2014 年 7 月 海外 



 
 

掲載した論文（発表題目） 発表者氏名 発表した場所 

（学会誌・雑誌等名） 

発表した時期 国内・外の

別 

Elevated serum levels of 

WFA+ -M2BP predict the 

development of 

hepatocellular carcinoma 

in hepatitis C patients 

Yamasaki K, 

Tateyama M, 

Abiru S, 

Komori A, 

Nagaoka S, 

Saeki A, 

Hashimoto 

S, Sasaki R, 

Bekki S, 

Kugiyama Y, 

Miyazoe Y, 

Kuno A, 

Korenaga M, 

Togayachi A, 

Ocho M, 

Mizokami M, 

Narimatsu 

H, 

Yatsuhashi 

H 

 

 

 

Hepatology. 2014 

Nov;60(5):1563-70 

2014 年 11 月 海外 

LecT-Hepa facilitates 

estimating treatment 

outcome during interferon 

therapy in chronic 

hepatitis C patients. 

Zou X, Chi X, 

Pan Y, Du D, 

Sun H, 

Matsuda A, 

Li W, Kuno 

A, Zhang X, 

Narimatsu 

H, Niu J, 

Zhang Y 

 

 

 

Clin Proteomics.  

2014 Dec;11(1):44 

2014 年 12 月 海外 



 
 

掲載した論文（発表題目） 発表者氏名 発表した場所 

（学会誌・雑誌等名） 

発表した時期 国内・外の

別 

A novel serum marker, 

glycosylated Wisteria 

floribunda 

agglutinin-positive Mac-2 

binding protein 

(WFA+-M2BP), for 

assessing liver fibrosis 

Toshima T, 

Shirabe K, 

Ikegami T, 

Yoshizumi T, 

Kuno A, 

Togayachi A, 

Gotoh M, 

Narimatsu 

H, Korenaga 

M, Mizokami 

M, Nishie A, 

Aishima S, 

Maehara Y 

 

J Gastroenterol. 2015 

Jan;50(1):76-84 

2015 年 1 月 海外 

Wisteria floribunda 

agglutinin positive human 

Mac-2-binding protein as 

a predictor of 

hepatocellular carcinoma 

development in chronic 

hepatitis C patients 

Tamaki N, 

Kurosaki M, 

Kuno A, 

Korenaga M, 

Togayachi A, 

Gotoh M, 

Nakakuki N, 

Takada H, 

Matsuda S, 

Hattori N, 

Yasui Y, 

Suzuki S, 

Hosokawa T, 

Tsuchiya K, 

Nakanishi 

H, Itakura J, 

Takahashi Y, 

Mizokami M, 

Narimatsu 

H, Izumi N 

 

Hepatol Res. 2015 

Jan 6. in press 

2015 年 1 月 

(in press) 

海外 



 
 

掲載した論文（発表題目） 発表者氏名 発表した場所 

（学会誌・雑誌等名） 

発表した時期 国内・外の

別 

Development and 

application of the lectin 

microarray. 

Hirabayashi 

J, Kuno A, 

Tateno H. 

“Topics in Current 

Chemistry: 

Sialoglyco-Biology 

and –Chemistry”, 

(edtors)Schahn RG, 

Delannoy P, von 

Itzstein M, Springer. 

in press. 

2015 年 (in 

press) 

海外 

(仮) Large-scale 

identification of 

glycoproteins carrying 

Lewis x and site-specific 

glycan alterations in Fut9 

knockout mice 

Noro E, 

Togayachi A, 

Sato T, 

Tomioka A, 

Fujita M, 

Sukegawa 

M, Suzuki N, 

Kaji H, 

Narimatsu 

H 

J. Proteome Research 

(2015) 

Submitted 海外 

 

 


