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研究成果の概要（和文）：肺癌を根治可能な早期で診断することが可能な新規糖鎖標的腫瘍マーカーの開発を目的とし
て、血清グライコプロテオミクスによるバイオマーカー探索研究を実施した。ここから得られた16種類の腫瘍マーカー
候補血清糖タンパク質について検証試験を行うため、10分間で複数タンパク質上糖鎖構造の変動を精密に定量化可能な
Energy resolved oxonium ion monitoring (Erexim)法を開発した(特許US8653448)。本技術開発により有効な肺腺癌早
期診断マーカーCD163が決定できただけでなく、バイオ医薬品糖鎖品質評価事業など幅広い分野での実用化へも進展さ
せることができた。

研究成果の概要（英文）：To develop novel carbohydrate-targeting biomarkers for early detection of lung can
cer, glycoproteomic profiling of 144 serum samples was conducted. We further established a mass spectromet
ric quantification method for glycan structure alterations, named Energy resolved oxonium ion monitoring (
Erexim) technology, in order for large-scaled validation study of 16 identified lung cancer biomarker cand
idates. The Erexim-based validation experiment using 87 independent serum samples revealed that frequency 
of alpha-1, 6 fucosylation on CD163-Asn105, Asn140, and Asn1027 was significantly up-regulated in even sta
ge-I or II lung adenocarcinoma patients compared to normal control group. The Erexim technology was patent
ed in US (US 8653448, 18.Feb.2014) and already utilized in various areas, such as chemistry, manufacturing
 and control (CMC) of biologics. 
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１．研究開始当初の背景 
本邦におけるがん（悪性新生物）による死
亡数は年間約 33万人にのぼり、1981年以来
死因の第一位となっている。またその割合は
一貫して上昇を続け、平成 18 年では全死亡
者数の 30.4%（第二位、心疾患の約 2倍）を
占めている。特に本研究で標的としている肺
癌に関しては、部位別がん死亡率は男性で第
一位、女性で第三位、男女合計で第一位を占
めている。この肺癌による死亡数の増加を抑
止するためには、著効を示す新薬の開発や効
果的な集学的治療法の開発も期待されるが、
より的確に死亡率を減少させ、さらに患者の
QOL (Quality Of Life)を最良の状態で維持
するためには肺癌を早期、または未病の状態
で発見、診断できる技術の開発は必須と言え
る。 

 
こうした社会的要請を受けて、医療への貢
献を目標とした生命科学研究は高次のタン
パク質機能解析を中心とするポストゲノム
研究へと移行してきた。特に膜、分泌タンパ
ク質のほとんどが受ける糖鎖修飾は細胞の
癌化、浸潤、転移に深く関与しており、すで
に米国では”Alliance of Glycobiologists: For 
detection of cancer and cancer risk”と称し
た国家規模での癌の診断、治療を目的とした
糖鎖研究プロジェクトが発足し、開始された。
しかしながら、これまで世界の基礎糖鎖生物
学をリードしてきた本邦では、大規模な臨床
検体を用いた糖鎖標的腫瘍マーカーのスク
リーニングや産学連携の臨床応用開発の例
はいまだほとんどない。したがって、申請者
が独自に開発を行ってきた IGEL法を用いた
スクリーニングを通じて癌患者血清中から
直接、糖鎖の癌性変化を見出すことが可能と
なれば、この数年で急激に世界的競争が激し
くなってきた臨床グライコミクス研究にお
いて、基礎糖鎖生物学研究に引き続き日本が
世界をリードしてゆくマイルストーンとな
り得る。 
 
 
２．研究の目的 
 これまでの網羅的糖鎖変動解析で大きな
障壁であったのは血清タンパク質の非常に
偏った濃度分布による検出感度の低さと、
個々の糖鎖付加部位ごとの糖鎖変動解析は
できなかったことである。一方で申請者が独
自に開発を行ってきた IGEL法は非常に血中
濃度の低い微量構成成分の同定が可能であ
ることが判明しており、従来のショットガン
プロテオーム解析技術では検出例がなかっ
た腫瘍マーカーCEA の再現性良い同定も可
能である。さらに重要なことは、ただ検出す
るだけではなく、CEAタンパク質上のどの位
置に付加されている糖鎖がどの様に変化し
ている可能性があるかが定量的に推定可能
となった点である。このように糖鎖付加部位
の同定と構造の定量解析が同時に、しかも非

常に高感度に行える技術は世界的にも報告
がなく、臨床情報が完全にフォローされた良
質な臨床検体を用いた腫瘍マーカースクリ
ーニングに応用すれば、早期肺癌に由来する
ような微細な糖鎖変動も十分に捉えられる
可能性があると考え、多検体検証試験を含め
た新規肺癌糖鎖標的腫瘍マーカーのシーズ
確定までを本研究の目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)肺癌糖鎖標的マーカースクリーニングに
必要な予備実験として、IGEL 法を種々の入手
可能なレクチンカラムと組み合わせて質量
分析を行い、どの様な糖鎖構造変化をスクリ
ーニングで調べられるかを網羅的に調査す
る。 
 
(2) 144 症例(健常者血清 39 例、良性肺疾患
29 例、肺腺癌 Stage I-IV 49 例、肺扁平上皮
癌 Stage I-IV 27 例)の血清サンプルと(1)で
確定したスクリーニング系を用いて、血清タ
ンパク質全体における糖鎖付加部位の情報、
糖鎖構造の付加部位ごとの定量的変動情報
を収集し、肺癌糖鎖標的マーカー候補となり
うる糖タンパク質、その糖鎖付加部位、予測
される構造変化をリストアップする（一次ス
クリーニング）。 
 
(3)有効な糖鎖標的腫瘍マーカー候補タンパ
ク質に関して、新規高速糖鎖定量分析技術
Energy resolved oxonium ion monitoring 
(Erexim)法を用いた多検体バリデーション
実験を行う（二次スクリーニング）。 
 
 
４．研究成果 
(1)IGEL 法のハイスループット化、プロトコ
ルの至適化を行い、さらに血漿サンプルを使
用したバイオマーカースクリーニングを開
始した。IGEL 法に用いることができる市販の
レクチンアガロースビーズと、それによって
モニターできる糖鎖構造の種類を、LC/MS/MS
分析にて確定した。その結果、ConA、SSA、
LCA、SNA-I レクチンを固相化したビーズにお
いて、血漿由来糖ペプチド回収率が再現性を
持って 90%を超える十分な特異性、親和性を
示したため、これらを糖鎖標的バイオマーカ
ー探索に使用することとした。これによって、
個々の血漿糖タンパク質上糖鎖付加部位に
対するハイマンノース型、α2-6 シアル酸、
α1-6 フコースの付加頻度変動が定量的、か
つ網羅的に分析可能となった。 
 
(2) 2010年に開発した網羅的糖鎖変動定量分
析技術 IGEL 法(Mol Cell Proteomics, 2010)、
及び 96 連 IGEL 精製ロボットを使用し、144
症例の血清を使用した肺癌糖鎖標的マーカ
ースクリーニングを実施した。血清サンプル
を初年度に決定した ConA、SSA、LCA レクチ



ンビーズそれぞれについてIGEL精製を行い、
LTQ-Orbitrap-Velos 質量分析計（Thermo 
Scientific 社）にて分析を行った。質量分析
データはExpressionistプロテオームデータ
ベースサーバー(Genedata 社)に転送され、同
サーバープラットフォーム内蔵のモジュー
ル群にて標準化、検出ペプチドのサンプル間
定量、さらに統計解析を行った。3 種レクチ
ンから、144 症例間の重複を除いて平均 17 万
ペプチドが相対定量化され、血清糖タンパク
質 900 種類が同定された(False Discovery 
Rate < 1%)。上記 3種レクチンの定量解析か
らは、各血清糖タンパク質上糖鎖におけるハ
イマンノースタイプ、α2-6 シアル酸、α1-6
フコースの癌性変化が定量的に数値化でき
る。肺腺癌、扁平上皮癌それぞれで特異的に
糖鎖構造変化が観測される糖タンパク質を
同定するため、一次スクリーニングとして
Kruskal-Wallis 検定(p < 0.01)、二次スクリ
ーニングとして判別分析を応用した統計解
析を行った。その結果、健常者と良性肺疾患
からなるコントロール群と早期肺癌群
(Stage I, II)、及び進行肺癌群(Stage III, 
IV)の 3 群を擬陽性率 5%未満で有意に識別可
能なバイオマーカーセットの確立に成功し
た。肺腺癌の早期診断には SSA、LCA レクチ
ンを使用して9種類の糖タンパク質上糖鎖変
動を定量化すればよく、肺扁平上皮癌の早期
診断では 3種レクチンを用いて 7糖タンパク
質の糖鎖変動を検出すればよいことが判明
した。 
 
(3) 複数の糖タンパク質上に付加された 50
種類の N 型糖鎖構造のバリエーションを 10
分間で定量化できる世界初の質量分析技術
の開発に成功した。Energy Resolved Oxonium 
Ion Monitoring (Erexim)法と名付けた本開
発技術とトリプル四重極型質量分析計
LCMS-8080（島津製作所製）を組み合わせた
高速分析プラットフォームを構築し、種々の
ヒト血清糖タンパク質上糖鎖構造の定量バ
リエーション解析を実行した。Erexim 法の開
発により抗体もレクチンも必要としない精
密な糖鎖変動定量解析が可能となり、本研究
目標である多数の糖鎖標的腫瘍マーカー候
補の大規模検証試験のための最適な技術で
あると言える。 
 
 この Erexim 法を駆使して、肺癌患者血清
中にてコアフコースの付加頻度が有意に亢
進している糖タンパク質としてこれまでに
同定した Haptoglobin、Orosomucoid-1、CD163
について、87症例から成る検証試験セットを
用いて糖鎖構造変化を定量化した。血清タン
パク質の消化物から肺癌糖鎖標的マーカー
候補分子であるCD163上の糖鎖構造存在比を
定量化した結果からは、1 箇所の糖鎖付加部
位に 43 種類もの糖鎖構造が確認され、最も
付加頻度が少ない糖鎖構造では存在率
0.00978%まで検出が可能であったことから、

定量ダイナミックレンジは4桁以上であると
言える。 
 
 コアフコースの付加頻度変化を 87 症例間
で比較試験を行った結果、Haptoglobin につ
いては付加された 2本の糖鎖ともに III期以
上の進行肺腺癌群で有意なタンパク質上フ
コ シ ル 化 の 亢 進 が 検 出 さ れ た 。
Orosomucoid-1に関しては5 箇所の糖鎖付加
部位について糖鎖構造の定量データが得ら
れたものの、肺腺癌の早期診断に有効と考え
られるフコシル化変動は確認できなかった。
CD163-Asn105、Asn140、Asn1027 上糖鎖につ
いては、II 期以上の肺腺癌患者でコアフコー
ス付加頻度の有意な亢進が観察され、かつ病
期依存的な付加頻度上昇が認められた。 
 
Erexim 法は世界初のマルチサイト（複数の
糖鎖付加部位）糖鎖構造一斉定量技術である
ので、CD163 以外にも検証試験を進める肺癌
早期診断バイオマーカー候補から診断能の
高いターゲットをできるだけ多く選出し、よ
り高精度で多角的な肺癌の診断が可能な診
断機器製造を製造、実用化できるように本研
究成果をさらに発展させていきたい。 
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