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研究成果の概要（和文）：独自に樹立した抗糖鎖抗体のがんバイオマーカーとしての有用性を検証するととも
に、がん転移における糖鎖の機能を解明することを目的として、以下の研究を行った。はじめに、抗糖鎖抗体を
用いた組織学的検討の結果、大腸がん組織において90%以上の高頻度でF2抗体反応性のシアリルルイスX糖鎖抗原
が発現することを見出した。そこで、シアリルルイスXを効率よく検出する糖鎖バイオマーカー検出系の樹立を
行うとともに、シアリルルイスXを過剰発現するマウス大腸がん細胞株を樹立し、同糖鎖抗原のがん転移におけ
る機能解明を行った。本研究の成果は、がんの早期診断・早期治療に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the possibility of our newly generated 
anti-carbohydrate antibodies as tumor biomarkers as well as the function of glycans in tumor 
metastasis. We first performed immunohistochemical analysis and found that F2 antibody-reactive 
sialyl Lewis X carbohydrate antigen is expressed in more than 90% of the colon carcinoma tissues. We
 also established an assay system to efficiently detect a carbohydrate biomarker, sialyl Lewis X, 
and determined the function of this carbohydrate antigen in tumor metastasis. It is expected that 
the results of the present study should be useful for the early diagnosis and treatment of tumors.

研究分野： 免疫学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
我々は、独自に開発した新しい方法論に基

づいて様々な新規抗糖鎖抗体を樹立し、種々
の疾患における糖鎖発現とその病理学的機
能を解明し、疾患の早期診断および新規治療
薬の開発に寄与することを全体構想として
研究を推進している(図 1)。 

 
２．研究の目的 
本研究では、独自に樹立した抗フコシル化

糖鎖抗体 F2 および抗硫酸化糖鎖抗体 S1 の併
用により、糖鎖のがんバイオマーカーとして
の有用性を検討するとともに、がん転移にお
ける糖鎖の機能を解明し、がんの早期診断・
早期治療に向けた分子基盤を整備すること
を目的とする。具体的には、独自に樹立した
抗糖鎖抗体 F2 および S1 を用いて、ヒト大腸
がん細胞株およびヒト大腸がん組織におけ
る糖鎖抗原の発現を解明するとともに、がん
関連糖鎖バイオマーカーの検出系を樹立す
る。さらにがん関連糖鎖抗原を過剰発現する
マウスがん細胞株を糖転移酵素遺伝子の導
入により樹立し、親株との比較により同糖鎖
抗原の転移等のがん悪性形質発現との関連
を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト大腸がん細胞株における糖鎖発現の
解析 
ヒ ト 大 腸 が ん 細 胞 株 (LS-174T, HT-29, 

HCT-116)を、抗フコシル化糖鎖抗体F2 (mouse 
IgG1)もしくは抗硫酸化糖鎖抗体 S1 (mouse 
IgM)、および蛍光標識 2 次抗体と反応させ、
フローサイトメトリーにより糖鎖発現の解
析を行った。 
(2) ヒトがん組織の免疫染色 
 F2 抗体および S1 抗体を用いて、常法に従
ってヒト大腸がん組織のパラフィン切片の
免疫組織染色を行った。染色強度に応じて、
0〜3 に分類し、グラフに表示した。 
(3)大腸がん細胞の培養上清を用いた糖鎖バ
イオマーカーの検出系の樹立 
 シアリルルイス X 糖鎖抗原を発現する大
腸がん細胞株 LS-174T の培養上清を用いて、
2 種類の抗糖鎖抗体 F1 および F2 を利用した
サンドイッチ ELISA 法による糖鎖バイオマ
ーカー検出系の樹立を行った。 
(4) マウスがん細胞への糖転移酵素遺伝子の
導入と転移実験 
 病理組織染色の結果に基づいて、大腸がん
の発症に伴って発現することの確認された
シアリルルイス X 糖鎖抗原の合成に関与す

るフコース転移酵素遺伝子を、BALB/c マウ
ス由来大腸がん細胞株 CT26 に導入し、安定
発現株を得た。同細胞株および親株を同系マ
ウスの脾臓内に移植し、3 週間後に肝臓に形
成される転移巣の比較解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト大腸がん細胞株における糖鎖発現の
解析 
3 種類の大腸がん細胞株 LS-174T、HT-29、

HCT-116 を用いて、シアリルルイス X 糖鎖特
異的な F2 抗体および 6-スルホシアリル
LacNAc特異的なS1抗体を用いたフローサイ
トメトリー解析を行った。各抗体の認識糖鎖
の構造は、図 2 に示す。その結果、F2 抗体は
LS-174T、HT-29 と結合し、S1 抗体は HT-29、
HCT-116 と結合することが分かった(表 1)。 

図 2 F2 抗体および S1 抗体の認識糖鎖の構造 

 
Cell line Stage F2 抗体 

反応性 
S1 抗体 
反応性 

LS-174T 2 + - 

HT-29 3 + + 

HCT-116 4 - + 

表 1 ヒト大腸がん細胞の抗糖鎖抗体との反応性 
 
(2) ヒトがん組織の免疫染色 
ヒト大腸がん臨床サンプル 40 検体およびヒ
ト正常大腸組織 8 検体を用いて、F2 抗体と
S1 抗体による免疫組織染色を行った。その結
果、正常組織では全く染色されないか弱い染
色しか認められなかったが、各ステージの大
腸がん組織 40 検体のうち 38 検体が F2 抗体
により染色された(図 3)。S1 抗体は大腸がん
における陽性率は 50%程度であったが、F2
抗体で全く染色されなかった大腸がん 2 検体
はいずれも S1 抗体で染色された。以上から、
F2 抗体の認識するシアリルルイス X 糖鎖抗
原は大腸がんを高頻度で検出できることが
分かった。 

図 3 F2 抗体による大腸がん組織の染色強度 



 (3) 大腸がん細胞の培養上清を用いた糖鎖
バイオマーカーの検出系の樹立 
大腸がん組織において 90%以上の高頻度で

F2 抗体反応性のシアリルルイス X の発現が
認められたことから、F2 抗体は腫瘍マーカー
として有用である可能性が考えられた。そこ
で、F2 抗体および当研究室で樹立したもう一
つの抗シアリルルイス X 抗体 F1 を用いたサ
ンドイッチ ELISA 法により、大腸がん細胞
LS-174T の培養上清中のシアリルルイス X を
検出する系の確立を試みた。その結果、濃度
依存的な反応が認められた (図 4)。以上より、
二種類の抗シアリルルイス X 抗体を用いた
糖鎖バイオマーカーの検出系が確立した。こ
のサンドイッチ ELISA の系は簡便かつ高感
度であることから、臨床検体に適用すること
が可能であると考えられる。 

図4 サンドイッチELISA法によるLS174T細胞培
養上清中のシアリルルイス X の検出 
 
(4) マウスがん細胞への糖転移酵素遺伝子の
導入と転移実験 
マウス大腸がん細胞株 CT26 の親株

(CT26-WT)およびシアリルルイス X 強制発
現株(CT26-F7)をマウスに脾内投与して、門
脈経由で肝臓に形成される転移巣を観察し
た。その結果、CT26-F7 において CT-26-WT
よりも転移巣が縮小することを見出した。
CT26-F7 で発現するシアリルルイス X 糖鎖
抗原は、セレクチンのリガンドとなりがん
細胞の転移に有利に働くと考えられてきた
が、この実験結果は予想に反する結果であ
った。そこで、細胞の増殖性等に影響する
可能性 を考慮して CT26-WT および
CT26-F7 の培養シャーレ内における増殖試
験を行ったところ、両細胞株で増殖性に有
意な差は認められなかった。以上より、生
体内にはシアリルルイスX糖鎖発現細胞の
転移もしくは増殖を制御する機構が備わっ
ている可能性が示唆された。この糖鎖抗原
が大腸がん組織で高発現することの意義に
ついては、今後さらなる研究が必要と考え
られる。 
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