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研究成果の概要（和文）：予後が非常に悪い癌、つまり早期診断や病型分類ができる有用な腫瘍マーカーが存在
しない3つの癌（膵臓癌、胆道癌、トリプルネガティブ乳癌）の新規腫瘍マーカーを、癌細胞表面の糖鎖に着目
して探索した。膵臓癌と胆道癌においては、フコシル化ハプトグロビンを発見し、その産生機序なども解明し
た。トリプルネガティブ乳癌においては、糖鎖が変化するキャリアタンパク質を発見することができた。今後
は、これの腫瘍マーカー候補の汎用性の有無を多くの検体を用いて調べる必要がある。さらに、簡便迅速な測定
法の開発も必要である。

研究成果の概要（英文）：We explored novel tumor markers for cancers with a very poor prognosis, that
 is, three cancers (pancreatic cancer, biliary tract cancer and triple negative breast cancer) for 
which there are no useful tumor markers that can be diagnosed early or classified correctly. We 
focused on the glycans on the surface of tumor cells as novel and useful tumor markers. For 
pancreatic and biliary tract cancers, we found fucosylated haptoglobin. Moreover, we elucidated its 
production mechanism. For triple negative breast cancer, we found a carrier protein with altered 
glycan structure. In the future, it will be necessary to investigate the versatility of this tumor 
marker candidate using a lot of samples. Furthermore, it will be very important to develop a simple 
and quick measurement method.

研究分野： 糖鎖分析

キーワード： グライコミクス　糖鎖分析　質量分析　腫瘍マーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
体の奥深くに潜むため発見が非常に困難な癌（膵臓癌と胆道癌）および標的分子が存在しないため治療薬が無く
予後が非常に悪い癌（トリプルネガティブ乳癌）の新規腫瘍マーカーが開発されれば、腫瘍の早期発見および標
的治療が可能になり、医療費の削減および国民の健康増進が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
糖鎖は細胞の表面を覆い、血清中の８割のタンパク質上にも存在する。糖鎖の構造は遺伝子に

よって決定するのではなく、遺伝子によって作られた様々な糖転移酵素と糖分解酵素の協奏的
作業の結果産物である。そのため炎症や癌などにより生体内の生理的状況が変化すると、これら
の酵素群の協奏的な作業が狂い、変わった糖鎖構造が出現することが知られていた。このことを
利用して、癌種特異的に変化した糖鎖構造を腫瘍マーカーにできるのではないかと考え、特に予
後の悪い 3つの癌（膵臓癌、胆道癌、トリプルネガティブ乳癌）において、この糖鎖構造に着目
して、新規腫瘍マーカーの探索を行うことにした。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、予後が非常に悪い癌、つまり早期診断や病型分類ができる有用な腫瘍マーカーが

存在しない 3つの癌（膵臓癌、胆道癌、トリプルネガティブ乳癌）の腫瘍マーカーの探索を行う。
癌細胞そのものを抗原として得られた多くのモノクローナル抗体のエピトープが糖鎖であった
ことより、現在、臨床現場で用いられている腫瘍マーカーの多くは糖鎖を認識す
る抗体を用いて測定されている。しかし、それらの抗体が認識する糖鎖の詳細構造や、
その糖鎖を持つタンパク質（キャリアタンパク質）は不明なものがほとんどである。癌や炎症な
どの疾患により細胞表面や血清タンパク質の糖鎖の構造が変化すること、およびこれまでに私
が確立してきた高感度かつ詳細に構造解析できる糖鎖分析技術（糖鎖結合部位特異的に単糖間
の結合様式もわかる方法）を利用して、予後の悪い 3つの癌の腫瘍マーカーを、グライコミクス
的アプローチ（糖鎖を網羅的に解析しそこから異常糖 鎖を 見つ け出 し何ら かの 機能 や
役割に関連づける手法）により探索し同定することを目的とする。  
(1) 全ての癌の「5年生存率」の平均が 62.1％であるのに対し、膵臓癌は、7.7％と最も低い。

次に低いのが胆道癌である。膵臓と胆道は体の深部にあり他の臓器に囲まれているため、癌が発
生してもレントゲン検査などでは発見しにくい。また、膵管と胆管はリンパ管や血液とつながっ
ているため周辺の臓器に癌細胞が転移しやすい。さらに、特徴的な自覚症状がないため医療機関
を受診した時にはすでに手術ができない末期の状態であることが多い。したがって、レントゲン
や腹部超音波（エコー）などの画像診断に頼らない血清中で早期に出現する腫瘍マーカーの探索
は必要である。 
(2) 乳癌は、女性の罹患率トップの癌であり、その罹患率は増加し続けている。乳癌による死

亡者数も年々増加傾向にあり、現在、年間約 13,000 人が亡くなっている。これは乳癌に罹患し
た人の約 30%にあたり、その中で最も多くを占めるのが「トリプルネガティブ乳癌（TN 乳癌）」
と分類され治療後に再発した人である。トリプルネガティブ乳癌（TN 乳癌）は腫瘍マーカーと
なり得る標的分子が見つかっていないため予後が悪い。したがって、細胞診などで病型分類がで
きる TN乳癌の腫瘍マーカーの探索も急務である。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 血清中の腫瘍マーカーの開発：膵臓癌と胆道癌の早期診断マーカー: 

我々は 2006 年に、膵臓癌患者血清中において、タンパク質そのものの量は変化しないが、その
タンパク質が持っている糖鎖の構造が変化しているタンパク質を発見した。そのタンパク質は 1
分子あたり糖鎖の結合部位を 4つ（184、207、211、241 番目のアスパラギン）持っている血清中
の主要タンパク質の１つであるハプトグロビン(Hpt)であった。2008 年には、膵臓癌患者血清中
の Hpt の糖鎖構造を糖鎖結合部位特異的に解析し、211 番目のアスパラギンにおいて、健常者と
慢性膵炎患者と比べて有意に構造が異なっている糖鎖を発見した。2016 年には、他の消化器癌（食
道癌、胃癌、大腸癌）の患者血清中の Hpt の糖鎖を結合部位特異的に解析し、癌の転移の有無で
フコシル化の度合いが異なること、および原発臓器の間において Hpt の糖鎖構造に違いがあるこ
とを示唆した。本研究では、未分析の癌である胆道癌において、腫瘍が発生した部位の違い（胆
嚢、肝内胆管、肝外胆管、総胆管）に分けて糖鎖を結合部位特異的に解析する（②）。膵臓癌にお
いてもデータの信頼性をあげるために追加検体を同様に解析する（①）。①と②の解析が終了後、
消化器癌と膵胆癌において Hpt 糖鎖に違いがあるかを調べる（⑧）。現在、膵臓癌を主とする消化
器癌全般の腫瘍マーカーとして CA19-9（ｼｱﾘﾙﾙｲｽ a、SLea）が使われている。しかし、CA19-9 は末
期にならないと検出されないばかりか、Le酵素を遺伝的に持たない人（Lewis(-)血液型、日本人
の約１０％）は癌になっても CA19-9 は検出されないといった問題点がある。Hpt 糖鎖が Lewis(-)
血液型の人にも使用できるかも検討する（⑨）。また、膵胆癌において Hpt 糖鎖の構造が異なる原
因は癌細胞自身が Hpt を作るようになったためなのかを知る（⑩）ために、膵胆癌患者の癌細胞
組織中の Hpt の発現および糖鎖構造も調べる（③～⑥）。膵胆癌の Hpt 糖鎖（①,②）と組織表面
糖鎖（③,⑤）および組織中の Hpt の mRNA とタンパク質の定量（④,⑥）が完了後、Hpt 糖鎖の
腫瘍マーカーとしての有用性（⑩）を検討する。また、癌血清中の Hpt はヘモグロビン(Hb)と強
く結合している可能性があるので、Hpt と結合している Hb の定量（ELISA と WB, ⑫）および Hpt
糖鎖構造と Hb結合能の関係解明（表面プラズモン共鳴法と等温滴定型カロリメトリー, ⑫）を
行う。Hb は自身のヘムが腎から排泄されるのを防ぐために Hpt と結合している。癌細胞の血管



新生により多くの酸素が必要となるため、Hpt の糖鎖構造を変えて Hb が離れないように、つま
り酸素を多く運べるようにしているのではないかと推測する。Hb がユニークな腫瘍マーカーに
なるのではないかと考える。 
(2) 組織中の腫瘍マーカーの開発：TN乳癌の病型分類マーカー 

乳癌は、エストロゲン受容体（ER）、プロゲステロン受容体（PgR）、ヒト上皮細胞増殖因子受容
体 2型（HER2）の３つのタンパク質の発現量の違いにより 4つの病型（Luminal A, Luminal B, 
HER2-enriched, Basal-like）に分類される。ERと PgR が陽性である型を Luminal 型とし、その
内 HER2 が陰性であれば A 型、陽性であれば B 型とする。ER と PgR が陰性で HER2 のみが陽性で
あれば HER2-enriched 型となる。Basal-like 型は、ER、PgR, HER2 の 3分子全てが陰性であるこ
とから「トリプルネガティブ乳癌（TN乳癌）」と呼ばれており、エストロゲンやプロゲステロン
などのホルモン治療や抗 HER2 抗体医薬品による分子標的治療がないため、最も予後が悪い病型
として知られている。TN 乳癌を対象とした分子標的治療薬の開発研究が盛んに行われているが、
未だ標的分子の発見には至っていない。癌部と非癌部に分けられた組織の細胞膜から糖鎖を N型
と O型に分けて遊離し、質量分析（LC-ESI MS）により詳細な糖鎖構造解析を行う。本研究では、
各 n=20 になるまで検体を分析する（⑦）。全検体終了後、病型特異的な糖鎖構造、特に TN 乳癌
に特異的な糖鎖構造の同定を行う（⑪）。糖鎖のみを抗原とした抗体の作製は困難であることや、
標的治療のためにキャリアタンパク質がわかった方が良いので、細胞膜表面の全タンパク質か
ら TN 乳癌特異的糖鎖構造を認識するレクチンを用いて濃縮し、プロテアーゼ消化後 LC-ESI MS
に注入し、網羅的に糖ペプチドの糖鎖構造を解析することによりキャリアタンパク質の同定も
行う（⑬）。 
 
 
４．研究成果 
本研究の研究期間全体（1 年目：平成 30 年度、2 年目：平成 31 年度、3 年目：令和 2 年度の

3 年間）を通じて実施した研究成果を、先に記した「研究方法」の項目①～⑬に照らし、以下、
１つずつ説明する。①膵臓癌患者の血清中のハプログロビン(Hpt)の糖鎖の構造解析：1 年目に
追加サンプルの解析を行い、これまでに報告している結果と同様であることを確認した。②胆道
癌患者の血清中のハプログロビンの糖鎖の構造解析：胆道中の原発部位別に糖鎖の構造解析を
行い、異なっていることがわかり、その機序も１年目で推測できるデータが集まった。③膵臓癌
患者の癌部と非癌部組織中の細胞膜上の糖鎖の構造解析：１年目で約 20 検体解析した。大変興
味深い結果が O 型糖鎖において観察された。④膵臓癌患者の癌部と非癌部組織中の細胞膜上の
Hpt の mRNA と WB 解析：様々な糖転移酵素と糖分解酵素の mRNA は検出することができたが、Hpt
の mRNA は微量のためもしくは実際に発現していないため検出することができなかった。Hpt の
タンパク質も同様の理由で WB においても検出できなかった。⑤胆道癌患者の癌部と非癌部組織
中の細胞膜上の糖鎖の構造解析：1年目で解析を終える予定だったが、2年目および 3年目にお
いても検体が集まらず解析できなかった。⑥胆道癌患者の癌部と非癌部組織中の細胞膜上の Hpt
のｍRNA とウエスタンブロッティング（WB）解析：⑤と同様の理由で解析することができなかっ
た。⑦乳癌の癌部と非癌部組織中の細胞膜上の糖鎖の構造解析：1年目に乳癌の 4つの病型別に
n=6 で解析を行ったが、大きな差が観察されなかった⑪。そのため 2,3 年目では、糖鎖ではなく、
タンパク質に焦点を絞り⑬、4 つの病型別に n=6 で解析を行った結果、１つのタンパク質が TN
乳癌において存在することがわかった。これをキャリアタンパク質として、その糖鎖構造を調べ
たが、大きな差は観察されなかった⑬。⑧他の消化器癌との Hpt 糖鎖構造の比較：膵臓癌、胃癌、
大腸癌、食道癌の患者血清中のハプログロビン(Hpt)の糖鎖の構造解析は、1,2 年目で完了した。
消化器癌か非消化器癌かの違いで、フコースの結合様式が異なっていることがわかった。⑨Lewis
血液型と Hpt 糖鎖構造の比較：2年目に試みたが各患者の Lewis 血液型の情報は、診療記録（カ
ルテなど）からは得られなかったためこの比較は行わない事にした。その代わり、Hpt の対立遺
伝子による表現型の違いとその糖鎖構造の違いを比較することを 2 年目に行った。表現型に特
異的な糖鎖構造があることがわかった。⑩Hpt 糖鎖の構造は、癌細胞の場所、臓器の種類で異な
ることがわかった。また、癌細胞が転移する前後でフコースの結合様式が異なっていた。さらに、
フコシル化 Hpt の生産機構の解明のための実験は 3年目で行ったが、通常の産生臓器でもなく、
癌原発臓器でもなく、外因分子により肝臓で産生が促されていることを発見した。⑫Hpt と結合
しているヘモグロビン（Hb）の量を測定：３年目に、フコシル化レベルを調整できる Hpt 発現細
胞株を作成し、Hpt と Hb の結合能を WBにより調べ、Hpt のフコシル化糖鎖と関係していること
がわかった。 
研究期間全体を通して、膵臓癌と胆道癌においては、新規の腫瘍マーカー候補となりえる糖鎖

を発見することができた。TN 乳癌においては、新規の腫瘍マーカー候補となりえるキャリアタ
ンパク質を発見することができた。今後は、これらの腫瘍マーカー候補の汎用性の有無を多くの
検体を用いて調べる必要がある。さらに、簡便迅速な測定法の開発も必要である。これらのこと
が確立すれば、腫瘍の早期発見が可能になり、医療費の削減および国民の健康増進が期待される。 
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