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研究成果の概要（和文）：癌細胞の特徴の一つとして、細胞表面や分泌される糖蛋白の糖鎖構造の変化が一般的
に良く知られている。血液では腫瘍マーカーとして糖鎖にフコースが付加された血中抗原（CA１９－９など）が
測定されている。本研究では担癌患者の尿からグライコミクス技術を用いてフコシル化オリゴ糖を検出すること
で、新たな癌の存在診断法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Changes in sugar chain structure of cell surface and secreted glycoprotein 
are well known as one of the characteristics of cancer cells. In the blood examination, blood 
antigens in which fucose is added to the sugar chain are measured as tumor markers like CA19-9. 
In this study, we developed a new diagnostic method for the presence of cancer by detecting 
fucosylated oligosaccharides from urine of patients with cancer by using glycomics technology.

研究分野： 腫瘍内科

キーワード： フコシル化　biomarker
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１．研究開始当初の背景 
糖鎖はグルコース、ガラクトース、マンノー
ス、N-アセチルグルコサミン、N-アセチルガ
ラクトサミン、フコース、キシロース、シア
ル酸などの糖が複雑に連なって、さらに蛋白
や脂質と結合して、糖蛋白質や糖脂質を形成
するため組み合わせもバラエティも非常に
豊かである。この糖鎖の多様性こそが、発生
や分化、老化、疾患などの生命現象において、
重要かつ複雑な情報を発信、伝達する上でき
わめて重要な役割を担っている。これらの糖
鎖構造を網羅的に解析する事がグライコミ
クスである。正常細胞には多様な機能性糖鎖
が発現しているが、癌化とともに epigenetic
な機構によって細胞表層の糖鎖に大きな変
化が起こる事が知られている。例えば、腫瘍
マーカーとして汎用されている SLX/CA19-9
（シリアル Le グループの糖鎖抗原、肺、膵、
卵巣癌および膵癌、胆管系および大腸癌な
ど）、AFP-L3 分画（フコース結合型 AFP、肝
細胞癌）、PSA（Ｌ型レクチン、前立腺癌）で
は、いずれも糖鎖にフコースが付加された血
中抗原が測定されている。申請者らは、膵癌
細胞が 14C-Fucose を積極的に摂取すること
を証明し（図 1 Yoshida M, Kato J, PLoS ONE 

2012）、さらに申請者らが開発したフコース
結合ナノキャリアにて著明な抗腫瘍効果が
得られることを見出した（図 2 加藤, 特許出
願番号 P2009-88149）。続いて申請者らは上記
腫瘍マーカー産生に必須な酵素である
fucosyltrasferase (FUT)の内、FUT3 および
FUT6 が Transforming growth factor (TGF)-β 
受容体の L-フコース修飾を促進し, 上皮間葉
移行 (EMT)  を惹起することで転移・浸潤能
を高めることを大腸癌で報告した（図 3 
Hirakawa M, Kato J, Br J Cancer 2013）。更に申

請者
らは
大腸
癌細
胞で

は培養清中にフコシ
ル化蛋白を短時間で
放出することを最近
見出した（図 4 Osuga 
T, M, Kato J, JNCI, 
2017）。一方担癌患者
では、尿中フコース
濃度が有意に増加し

ていることが報告されているが（Clin Chem 
36:474-6, 1990）、その形状など詳細は不明で
ある。本研究では担癌患者の尿からグライコ
ミクス技術を用いてフコシル化低分子オリ
ゴ糖を検出することで、新たな簡便な癌の存

在診断法を開発することを目論む。 
 
２．研究の目的 
既に申請者らは フコースに関連する基礎デ
ータを有しており、それを検証するアッセイ
系を確立している。また糖鎖精製および解析
経験があり、Preliminary なデータも有してい
る。従って、担癌症例における尿中の糖鎖を
網羅的に解析し、発現量と進行度、良悪性度、
また将来的には治療反応性，予後との相関を
検証する．最終的には検診ベースへの応用を
目指したい。 
 
３．研究の方法 
１）対象症例の規定：当科は消化器癌を中心
とする腫瘍内科であり、初発、再発の消化器
癌患者が多数来院される。まずは初発の膵癌、
胃癌、大腸癌患者を対象とし、初発時の病変
評価(RECIST v1.1 および各種癌取り扱い規約
に準ずる)および各種生化学データ、腫瘍マー
カーを含めた臨床情報を集積する。同時に治
療前の尿、血漿の採取を行う。また原発巣の
治療前生検組織を採取する。化学療法レジメ
ン対象患者の場合は、化学療法後に病変が縮
小し根治切除が可能と判断され、手術を行っ
た症例に対してはその原発巣または転移巣
の新鮮材料とその時点での尿、血漿も採取す
る。さらに再発癌の患者も同様に、再発時の
病変評価および各種生化学データ、腫瘍マー
カーを含めた臨床情報を集積し、再治療前の
尿、血漿の採取を行う。初発、再発を含めた
年間対象患者数は約 50 人の見込みである。
末梢血液は遠心分離後に、尿、生検・手術材
料はただちに液体窒素により凍結し、-80°C
で保存する。すべての患者に対しインフォー
ムドコンセントを取るとともに、内部の倫理
審査委員会の同意を得る。化学療法前生検や
CT については不必要な患者負担を避けるた
め、原則として通常癌診療にてルーティンに
行われる治療前内視鏡観察・生検診断および
画像検査の一環として行う。  
２）採取検体における糖鎖精製および解析：
本検討における主目的である尿の解析を第
一に行うとともに、有意な所見が得られた場
合は血漿検体および組織検体での検討を考
慮する。具体的には尿 100μL をチューブに
とり、純水(165μL)、1M 重炭酸アンモニウ
ム水溶液(25μL)、120mM DTT 水溶液(25μL)
を加え、ボルテックスで撹拌し溶解する。こ
れを 60℃で 30 分間静置する。さらに 123 
mM IAA 水溶液(50μL) を加え、遮光下室温
で 1 時間静置する。トリプシンを 80 units/μL
で 1mM 塩酸に溶解し、25μL をサンプル溶
液に加え37℃のインキュベーターで1時間静
置する。その後 90℃のヒートブロックで 5 分
間加熱し、トリプシンを失活させる。PNGase 
F(10μL)を加え 37℃のインキュベーターで
12 時間以上静置する。これと別途に反応用チ
ューブを 2mL エッペンドルフチューブに挿
入する。ポリマービーズのチューブに純水を



加え、ボルテックスで撹拌し、ポリマービー
ズを分散させる。その後、卓上遠心機で数秒
間遠心してキャップの裏側に付着したビー
ズをチューブに移す。ポリマービーズ分散液
を数回ピペッティングした後、50μL を取り、
反応用チューブの底部に注入し、卓上遠心機
で数秒間遠心して水を排出する。反応用チュ
ーブを 1.5 mL エッペンドルフチューブに挿
入し 2%酢酸/アセトニトリル 180μL を添加
する。さらに糖鎖サンプル溶液(20μL)を添加
し、チューブを 80℃のヒートブロックに挿
入し 1 時間加熱する。反応用チューブを 2 mL
エッペンドルフチューブに挿入し、ポリマー
ビーズを 2 M グアニジン溶液 200μL で 2
回洗浄する。その後、ポリマービーズを純水
200μL で 2 回洗浄。さらにポリマービーズを
1%トリエチルアミン/メタノール 200μL で
2 回洗浄する。さらにメタノール 900μL をエ
ッペンドルフチューブにとり、無水酢酸 100
μL を加え混合する。反応用チューブを
1.5mL エッペンドルフチューブに挿入する。
ポリマービーズに 10%無水酢酸溶液 100μL
を加え室温で 30 分間静置する。反応用チュ
ーブを 2mL エッペンドルフチューブに挿入
し、遠心して 10%無水酢酸溶液を排出する。
ポリマービーズを 10mM 塩酸 200 μL で 2 回
洗浄。ポリマービーズをメタノール 200μL
で 2 回洗浄。ポリマービーズを DMSO200μL
で 2 回洗浄。反応用チューブを 1.5mL エッペ
ンドルフチューブに挿入する。500mM の
MTT 溶液を調製する。MTT(74.6mg)をエッペ
ンドルフチューブに量り取り、DMSO1mL を
加えて溶解させる。ポリマービーズに 500mM
の MTT 溶液 (100μL)を加える。チューブを
60℃のヒートブロックで 1 時間加熱する。反
応用チューブを 2 mL エッペンドルフチュー
ブに挿入し遠心して 500mM MTT 溶液を排出。
ポリマービーズをメタノール 200μL で 2 回
洗浄する。ポリマービーズを純水 200μL で 2
回洗浄。反応用チューブを 1.5mL エッペンド
ルフチューブに挿入 MALDI-TOF MS 用ラベ
ル化合物のチューブに純水 220μL を加え、
ボルテックスで撹拌して溶解させる。ポリマ
ービーズに MALDI-TOF MS 用ラベル化合物
溶液 20μL を添加する。2%酢酸／アセトニト
リル 180μL を添加し、チューブを 80℃のヒ
ートブロックで 1 時間加熱する。反応用チュ
ーブを1.5mLエッペンドルフチューブに挿入。
ポリマービーズに 10 mM 塩酸 50μL を加え
る。遠心してラベル化糖鎖溶液をエッペンド
ルフチューブに回収。回収した糖鎖溶液にア
セトニトリル 950μL を加え混合する。クリ
ーンアップカラムを純水 200 μL で 1 回洗浄。
更にアセトニトリル 200μL で 2 回洗浄。ク
リーンアップカラムに調製した糖鎖溶液を
全量添加し 10 分間自然落下させた後に遠心
して残りの溶液を通過させる。チューブに溜
まった廃液を捨て、カラムを再度チューブに
挿し、遠心機にセットする。クリーンアップ
カラムをアセトニトリル 300μL で 2 回洗浄

する。チューブに溜まった廃液を捨て、クリ
ーンアップカラムを再度チューブに挿し、遠
心してよりアセトニトリルを完全に除去す
る。 クリーンアップカラムを新しい 1.5mL
エッペンチューブに挿入し純水 50μLを加え
る。遠心してラベル化糖鎖溶液を 1.5mL エッ
ペンドルフチューブに回収する。以上の操作
により夾雑物を除去しラベル化した糖鎖が
得られる。この検体を住友ベークライトに提
出し、MALDI-TOF MS 測定を行うことにより
癌患者検体における糖鎖の構造情報が解析
可能となる。この結果を健常人ドナーサンプ
ルと比較検討することで、尿中における各癌
腫特異的な糖鎖構造を検索する。また患者臨
床データと比較検討することで早期癌を含
めた腫瘍進行度との関連性を統計的に解析
する。 
３）各種細胞株における糖鎖精製および解
析：上記にて同定した糖鎖構造が各種樹立細
胞株（AsPC-1, PANC-1, HGC-27, KATO-III, 
Colo205, LS180 など）において検出可能かを
検討する。各細胞は 1x106 個を用意し、
0.5%Triton X-100 溶液 25μL を加えてホモジ
ナイザーを用いて細胞を破砕する。ホモジナ
イザーに付着している溶液を純水 25μLで洗
い流し全量を回収する。こちらの細胞破砕溶
液 50μLを使用して同様の糖鎖精製および解
析手法を用いて検討する。細胞株を選別した
後に細胞濃度を調節し、限界検出感度を検討
する。 
４）Biomarker としての検証：上記で明らか
となった糖鎖構造が患者由来血漿および癌
組織においても検出されるかを同様な手法
で検討を行う。更に Preliminary な解析として
retrospective な検討を行い、予後や治療反応性
なども含めて検証する。 
 
４．研究成果 
１）対象症例の規定：初発の膵癌、胃癌、大
腸癌患者を対象とし、初発時の病変評価
(RECIST v1.1および各種癌取り扱い規約に準
ずる)および各種生化学データ、腫瘍マーカー
を含めた臨床情報を集積した。同時に治療前
の尿、血漿の採取を行った。また原発巣の治
療前生検組織を採取した。さらに再発癌の患
者も同様に、再発時の病変評価および各種生
化学データ、腫瘍マーカーを含めた臨床情報
を集積し、再治療前の尿、血漿の採取を行っ
た。 
２）採取検体における糖鎖精製および解析：
本検討における主目的である尿の解析を第
一に行った。その結果、複数の Glycan 候補が
見つかった。 

３）各種細胞株における糖鎖精製および解
析：上記にて同定した糖鎖構造が各種樹立細
胞株（AsPC-1, PANC-1, HGC-27, KATO-III, 



Colo205, LS180）において検出可能かを検討
した。その結果は、複数回において検討した
が、臨床検体で尿中に検出された glycan は検
出されなかった。検出法の変更などを将来的
には検討したい。 
４）Biomarker としての検証：上記で明らか
となった糖鎖構造が患者由来血漿および癌
組織においても検出されるかを同様な手法
で検討を行った。癌組織からは検出は困難で
あった。また患者血漿では同患者であっても
検出されるもの、されないものがあり、一定
の結果が得られなかった。今回は尿の検体の
結果を第一に検討したため、他検体での共通
結果は得られなかった。retrospective な検討で
は現時点での症例では予後や治療反応性と
の統計学的有意差は得られなかった。臨床試
験に進むために引き続き症例の蓄積と検討
を行いたい。 
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