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研究成果の概要（和文）： 

原発性肝細胞癌診断に用いる腫瘍マーカーは画像診断に及ばなく、新たなマーカーの探索

が急務である。探索では原発性肝細胞癌患者術前後血清 20 組（計 40 検体）を使用し、血清

中のメジャータンパク質 12 種類を除去し、MB-LAC ConA, MB-LAC LCA を使用し、N型糖タン

パク質を抽出後、逆相 HPLC で分画した各フラクションを二次元電気泳動で解析した。手術

前後血清 10 組以上で、Desmoplakin、Elongation factor 2、Heat shock protein HSP 90-beta、

Lamin-A/C、Involucrin、Serpin B3、Serpin B4、Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase、

Protein S100-A9 は手術前で発現量が高く、特に Growth/differentiation factor 5 の発現

量の増加がみられた。検証では健常者血清、慢性肝炎患者血清、肝硬変患者血清及び原発性

肝細胞癌患者血清各 50 検体を使用し、Growth/differentiation factor 5 の ELISA kit を

用いて解析した。肝硬変患者血清と原発性肝細胞癌患者血清との間で統計学的有意差

（p<0.01）が認められた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Changes in glycosylation, most notably fucosylation, have been associated with the 

development of hepatocellular carcinoma (HCC). In this report, the levels of 

growth/differentiation facter 5 (GDF5) was analyzed individually with currently used 

marker, AFP and PIVKA-II, for the ability to distinguish between a diagnosis of cirrhosis 

and HCC. This analysis was done on serum from 50 patients with cirrhosis and 50 serum 

samples from patients with cirrhosis plus HCC. The levels of GDF5 was significantly 

higher in patients with HCC compared with those with cirrhosis (P<0.01). 
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１．研究開始当初の背景 

わが国の年間の原発性肝細胞癌による死

亡者数は 3 万人を超えている（Marugame T. 

Jpn J Clin Oncol, 37, 884-891, 2007）。また、

わが国では約 200 万人の C 型肝炎ウイルスキ

ャリアが存在すると推定されており、原発性肝

細胞癌による死亡者の約 8 割が C 型肝炎ウイ

ルス感染に由来していると考えられ、原発性

肝細胞癌対策を考える際には C 型肝炎ウイル

ス感染との関係が重要となる。またわが国に限

らず欧米諸国においても B 型肝炎ウイルス感

染ではなく C 型肝炎ウイルス感染とそれ由来

の 原 発 性 肝 細 胞 癌 が 問 題 に な っ て い る

(Niederau C. et al., Hepatplogy, 1998）。 

原発性肝細胞癌の早期診断体系におい

て、現在利用されている腫瘍マーカー

（AFP,AFP-L3,PIVKA-Ⅱ）はその診断効

率において超音波検査などの画像診断に

及ばないのが現状であり、新たなマーカー

の探索が急務である。 

 
２．研究の目的 

本研究は２つの方法をもとに、疾病特異

的に発現量の変動を受ける血清中のＮ型糖

タンパク質・ペプチドを探索し、同定する。

既存のマーカー（AFP,AFP-L3,PIVKA-Ⅱ）

との比較を行う。原発性肝細胞癌の早期発

見、再発予測を行うための既存腫瘍マーカ

ーより感度・特異度のよいアッセイ系の構

築し、臨床応用を目指す。 
 
３．研究の方法 

(1) 血清の糖ペプチド解析 

ペプチド抽出において大きな問題点は、高

分子量タンパク質の除去に伴いペプチド成

分も大きく損失する点である。これはペプチ

ドがアルブミン、グロブリンなどのキャリア

プロテインと結合しているためと考えられ

る。様々な条件検討の結果、キャリアプロテ

インの影響を受けずに高効率で再現性良く、

血清中のペプチドを抽出する方法を用いる

（J. Electrophoresis, 2005）。 

血清から抽出したペプチドは MB-LAC 

ConA, MB-LAC LCA（Bruker Daltonics 社）

を使用し、N 型糖ペプチドを抽出し、逆相

HPLC により溶媒流速 200μl/min で 1min

毎に 30 フラクション分画する。そして各フ

ラクションを MALDI-TOF MS で測定し、

発現解析を行い、マーカー候補糖ペプチドを

探索する。 

マーカー候補糖ペプチドの同定は、分子量

が3,000Da以下のペプチドでヒトタンパク質

データベース上にあるペプチドに関しては、

MALDI-TOF MS のタンデム MS(MS/MS) 測定で

同定することが可能である。データベース上

にないペプチドまたは分子量が3,000Da以上

のペプチドについては単離して、N 末端アミ

ノ酸配列解析を行う。1 種類のペプチドの単

離は一般的には非常に困難である。しかし、

2種類の溶媒を使った two-step逆相 HPLCの

技術を確立している。ペプチドの全アミノ酸

配列の決定、または、翻訳後修飾を受けたペ

プチドの同定にはアミノ酸配列解析だけでは

不完全な場合がある。この場合は超高分解能

質量分析計（QhFT MS）で解析を行う。 

 

(2) 血清中のN型糖タンパク質解析 

血清中にはAlbuminやIgGなど22種類のタ

ンパク質が全体の99％の存在量を占めてい



 

 

るため、わずか1％に含まれているタンパク

質を検出するのは困難である。従って、あら

かじめメジャータンパク質を除く必要があ

る。Proteome Lab Ig-Y column（Beckman 

Coulter社）を用い、メジャータンパク質12

種 類 （ Albumin, IgG, Transferrin, 

Fibrinogen, IgA, α2-Macroglobulin, IgM,

α1-Antitrypsin, α1-acid Glycoprotein, 

Apolipoprotein A-1, Apolipoprotein A-2）

を除去し、MB-LAC ConA, MB-LAC LCA（Bruker 

Daltonics社）を使用し、N型糖タンパク質

を 抽出し、 逆相 HPLC に より溶媒 流速

400μl/min で1min毎に30フラクション分画

する。そして各フラクションを二次元電気泳

動により解析する（Shock, 2009）。 

一次元目のゲルは、従来からよく用いられ

ている固定化pH勾配ゲルに比べて多量のタ

ンパク質が添加でき、さらに固定化pH勾配ゲ

ルでは分離出来ない高分子量タンパク質の

検出に適しているアガロールゲルを用い、泳

動ゲルは7.5-15％勾配SDS-PAGEを用いて行

う。 

Progenesis（nonlinear 社）解析ソフトウ

ェアを用いて発現解析を行う。手術前後で

有意に発現量の異なるスポットを切り出し、

トリプシンによる in gel 消化後、LT-Q

（Thermo Fisher Scientific 社）により

MS/MS 測定する。測定データは Mascot 

sarch（Matrix Science 社）を用い N 型糖

タンパク質を同定する。 

 

(3) 新規腫瘍マーカー候補Ｎ型糖タンパク

質・ペプチドのバリディーション 

原発性肝細胞癌の新規腫瘍マーカーＮ型糖

タンパク質・ペプチド候補の妥当性を検討す

るため、健常者・慢性肝炎患者・肝硬変患者・

原発性肝細胞患者各 50 症例を対象に行う。

新規腫瘍マーカー候補Ｎ型糖タンパク質に関

しては、糖鎖及びタンパク質に特異的な抗体

を購入もしくは作成し、Western blotting・

ELISA によりバリディーションする。新規腫

瘍マーカー候補Ｎ型糖ペプチドに関しては、

糖鎖及びペプチドに特異的な抗体を購入もし

くは作成し、免疫沈降を行い、MALDI-TOF MS

で測定し検証する。ELISA を構築してバリデ

ィーションする。抗体の購入・作成が困難な

場合は、三連四重極型質量分析計を用いた

SRM（Selected Reaction Monitoring）法を利

用する。ペプチドをダイレクトに測定可能で

あり、分子選択性が高く、高感度（ng/ml 以

下の検出感度）・同時多項目定量分析が可能

である。 

 

(4) 新規腫瘍マーカー候補タンパク・ペプチ

ドと既存マーカーとの比較 

原発性肝細胞癌の早期診断血清検査にお

いて、現在利用されている腫瘍マーカーは

AFP,AFP-L3,PIVKA-Ⅱであるが、感度・特異

度ともに満足いくものではない。内科・外

科と連携することにより、疾患プロテオー

ム解析で問題となる試料の採取条件、保存

条件の揃っている臨床データのある健常

者・慢性肝炎患者・肝硬変患者・原発性肝

細胞患者各50症例をを対象にして、新規腫

瘍 マ ー カ ー と 既 存 腫 瘍 マ ー カ ー

（AFP,AFP-L3,PIVKA-Ⅱ）とを比較検討する。 

 

４．研究成果 

(1) 血清中の糖ペプチド解析 

原発性肝細胞癌患者術前後血清20組（計40

検体）を使用し、MB-LAC ConA, MB-LAC LCA

（Bruker Daltonics社）を使用し、N型糖ペプ

チドを抽出後、逆相HPLCにより30フラクショ

ン分画した。各フラクションをMALDI-TOF MS 

で測定し、発現解析を行った。術前後に12ピ

ーク統計学的有意差（p<0.05）が認められた



 

 

。各マーカー候補糖ペプチドの同定を進めて

いる。 

 

(2) 血清中の糖タンパク質解析 

原発性肝細胞癌患者術前後血清 20 組（計

40 検体）を使用し、血清中のメジャータンパ

ク質 12 種類を除去し、MB-LAC ConA, MB-LAC 

LCA（Bruker Daltonics 社）を使用し、N 型

糖タンパク質を抽出後、逆相 HPLC で分画し

た各フラクションを二次元電気泳動で解析

した。術前後に 42 スポット統計学的有意差

（p<0.05）が認められた。各マーカー候補糖

タンパクの同定を進めている。 

 

(3) 新規腫瘍マーカー候補糖タンパク・ペプ

チドのバリディーション 

原発性肝細胞癌患者術前後血清 20 組（計

40 検体）を使用し解析を行った結果、手術前

後血清 10 組以上で、Desmoplakin、Elongation 

factor 2、Heat shock protein HSP 90-beta、

Lamin-A/C、Involucrin、Serpin B3、Serpin B4、

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 、

Protein S100-A9 は手術前で発現量が高く、特

に Growth/differentiation factor 5 の発現量の増

加がみられた。検証を行うため、健常者血清、

慢性肝炎患者血清、肝硬変患者血清及び原発

性肝細胞癌患者血清各 50 検体を使用し、

Growth/differentiation factor 5 の ELISA kit を用

いて解析した。肝硬変患者血清と原発性肝細

胞癌患者血清との間で統計学的有意差

（p<0.01）が認められた。 

 

(4)新規腫瘍マーカー候補タンパクと既存マ

ーカーとの比較 

新 規 腫 瘍 マ ー カ ー 候 補 で あ る

Growth/differentiation factor 5 と既存腫

瘍マーカー（AFP,AFP-L3,PIVKA-Ⅱ）とを比

較検討するため、健常者血清、慢性肝炎患者

血清、肝硬変患者血清及び原発性肝細胞癌患

者血清各 50 検体を使用し行っている。 
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