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研究成果の概要（和文）：代表的腫瘍マーカーであるAFP（Alpha－feto protein）には3つの分画(L1,L2,L3)が
ある。本研究では免疫学的手法、質量分析法などを用いてL2分画をL3より分離して測定することを可能にし、非
侵襲的新規簡易診断システムの開発を行うことを目的とした。
小児固形悪性腫瘍患者、および良性疾患患者の児 (対照群) の血清検体、組織検体を用い、免疫電気泳動法によ
るL2分画の分離、定量化により得られたデータより新生児期・乳児期における生理的L2分画の基準値設定を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：There are three fractions (L1,L2,L3) in AFP (Alpha-feto protein) which is a 
typical tumor marker.  Purpose of this project is to separate L2 fraction from L3 using an 
immunology and mass spectrography, and establish non-invasive simple diagnostic system.
By immuno electrophoresis method using serum and tissue samples obtained from patients (target) with
 solid malignant tumors and benign diseases (control),  physiological regression of L2 fraction was 
developed

研究分野：小児外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
成人の肝細胞癌ではL3分画が特異的に高値を示す。採血検体からL3分画を簡易的に測定できるシステムが1990年
代後半に確立されたが、この診断システムは分析方法の限界によりL2とL3分画を分離して測定できないため、測
定値にはL2値を含む。
小児期においては生理的にL2分画が新生児期～幼児期には高いこと、小児固形悪性腫瘍としてはL2分画が高いと
される卵黄嚢癌、L3分画が高いとされる肝芽腫があることなどより、このシステムではL3分画が高値と測定され
ても生理的高値なのか、卵黄嚢腫瘍成分を反映しているのか、肝腫瘍成分を反映しているのか区別することは臨
床的・学術的意義は高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

代表的腫瘍マーカーである AFP（Alpha－feto protein）には 3 つの分画(L1,L2,L3)があり、

成人の肝細胞癌では L3 分画が特異的に高値を示す。採血検体から L3 分画を簡易的に測定でき

るシステムが 1990 年代後半に確立されたが、この診断システムは分析方法の限界により L2と

L3 分画を分離して測定できないため、測定値には L2値を含む。小児期においては生理的に L2

分画が新生児期～幼児期には高いこと、小児固形悪性腫瘍としては L2分画が高いとされる卵黄

嚢癌、L3 分画が高いとされる肝芽腫があることなどより、このシステムでは L3 分画が高値と

測定されても生理的高値なのか、卵黄嚢腫瘍成分を反映しているのか、肝腫瘍成分を反映して

いるのか区別できない。 

 

２．研究の目的 

本研究では免疫学的手法、質量分析法などを用いて L2 分画を L3より分離して測定すること

を可能にし、非侵襲的新規簡易診断システムの開発を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

研究材料として小児固形悪性腫瘍患者 150 例 (被験者群) 、および良性疾患患者・術後経過

観察中の児 100 例 (対照群) の血清検体、組織検体を対象とした。 

1) Con A レクチンを用いた免疫電気泳動法による L2 分画の分離、定量化新生児期・乳児期に

おける生理的 L2分画の基準値設定と AFP 生理的減衰曲線との対比 

AFP は糖タンパク質の一種で、糖鎖構造の違いからレンズ豆レクチンゲル (LCA) による電気

泳動で 3つの分画 (L1, L2, L3) に分離できる (図 1)。レンズ豆レクチンゲルにおける電気泳

動では、L2分画と L3分画を完全に分離できない。しかし、ジャック豆レクチン (Concanavalin 

A: Con A) を用いると、L2分画と L1分画・L3 分画を分離できる（図 2）。そこで、被験者群な

らびに対照群の血清中 L2分画を、Con A を用いたレクチンゲル電気泳動法により分離する。 

            

図１：糖鎖の違いによる AFP3 分画  図 2：Con A レクチンを用いた L2 分画の分離 

2) 新生児期・乳児期における生理的 L2分画の基準値設定 

対照群のうち、生後 12か月未満の新生児・乳児症例について、Con A を用いたレクチンゲル電

気泳動で L2 分画値を求め、採血時日齢と L2 分画の割合をプロットし、推移曲線を描出する。 

 
４．研究成果 

1) Con A レクチンを用いた免疫電気泳動法による L2 分画の分離、定量化新生児期・乳児期に

おける生理的 L2分画の基準値設定 

→1歳未満の小児においては共通して L2を示唆するバンドが認められた。さらに、抗 AFP 抗体



を結合した膜にブロッティングを行った 。（図 3、図 4、図 5） 

1 ヵ月、女児、肝血管腫 

年齢 AFP(ng/ml) L3(%)従来測定法 

1m 2805.4 41.4 

2m 680.5 74.3 

4m 177.8 99.5 

6m 74.4 <0.5 

11m 14.4 <0.5 

 
図３：4ヵ月時のサンプル解析結果  

AFP 177.8ng/ml  L3(L2+L3) 99.5% 

      
6ヵ月時のサンプル解析結果   11ヵ月時のサンプル解析結果 

図４：AFP 74.4ng/ml,  L3(L2+L3) <0.5%  図５：AFP 14.4ng/ml,  L3(L2+L3) <0.5% 

2）質量分析法による精製糖鎖%L2 の測定 

糖鎖解析に最適化した FT-MS 定性分析、LC-MS MRM モードによる AFP-L2 分画定量法の確立と

MassSpectorpmetry を用いた質量分析法 

現在糖鎖抗原に対するモノクローナル抗体の作製と ECLIA 法による L2 分画測定ならびに、病理

組織学的解析、質量分析法による精製糖鎖%L2 の測

定を行い、データの整合性を検討している。 
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