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研究成果の概要（和文）：生物の嗅覚機構を利用し GC分析も並行して行うことで尿中の乳癌バイオマーカーの
確定に成功した．このバイオマーカーは難揮発性物質の匂い分子であり，
それら化合物が乳癌患者由来の尿（ステージII患者尿）においても存在することを確認した（特許出願中）．特
定された2種のバイオマーカーについて，モノクローナル抗体（2種）をラットリンパ節法により作製を行った．
センシングデバイスとして表面プラズモン共鳴（SPR）バイオセンサを使用し，金ナノ粒子を用いた局在プラズ
モン共鳴による測定系の開発も行った．

研究成果の概要（英文）：We succeeded in identification of biomarkers of breast cancer by utilizing 
olfactory mechanisms as well as performing GC analyses. These biomarkers are odor molecules 
belonging to low volatile substances, and were discovered in urine samples from patients breast 
cancer at stage II (patent applied). Monoclonal antibodies were produced for two kinds of biomarkers
 we found with the aid of a rat lymph node method. We adopted a surface plasmon resonance (SPR) 
biosensing system as a sensing device, and also performed development of a measuring system using a 
localized SPR with Au nanoparticles.

研究分野：計測工学
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１． 研究開始当初の背景 
癌の早期発見は医療における大きな課題
であり, これまでの腫瘍マーカーは経過観察
には有効であるものの, 早期発見には不向き
と言われている. 国内における癌の疾病費用
は約 10 兆円に達し, 癌の早期発見は数兆円
レベルの医療費削減を可能とする. 特に乳癌
ではその効果が大きい． 最近, 線虫や犬（癌
検知犬）を用いた早期癌検査の可能性が応募
者らにより見出された. 事実，犬の嗅覚を用
いた癌検知の研究が, 応募者らをはじめとし
て, 米国, イギリス, フランス, ドイツ等, 世
界各国で行われ始めた.  
このような生物の嗅覚を利用した癌検知
では，匂い物質を検知するわけであるが，匂
い物質を標的とした検出システムの確立に
は匂い物質の特定が不可欠と考えられ, その
ためにはガスクロマトグラフ／質量分析計
（GC/MS）のような大型機器を用いた研究が
必須となり, 多くの時間と研究資金が必要と
なっていた.そこで，本研究は, 生物の嗅覚と
GC/MS 分析データを比較しながら，バイオ
マーカーを同定，さらに超高感度センシング
デバイスの開発を行うことで, 高感度性, 高
選択性, 汎用性を備えた乳癌の超高感度計測
技術の開発を試みるものである. 
 
２．研究の目的 
上記「背景」で述べたとおり，癌の早期発
見は医療における大きな課題であり, 簡易迅
速に癌を検出できる手法の開発が切望され
ている．こういった背景において，本研究の
目的は，尿中における癌細胞由来揮発性物質
（匂い物質；バイオマーカー）の存在を明ら
かにし，バイオマーカーを同定し，それらの
濃度変化を高感度化したセンサで検出可能
とすることである．癌細胞由来の低分子物質
を検知する超高感度匂いセンサの実現は癌
の検診，経過観察，個別化精密医療に貢献す
る技術になりうる．今回開発を目指す尿 1滴
での癌検知は，癌検診の受診率，診断精度の
向上，健康寿命の増進に貢献し，穏やかで健
やかな社会の形成に資するものである．また，
本研究手法は生体内での癌という遺伝子発
現変化を匂い物質で捉えるという新しい研
究の創出にもつながると期待される． 

 
３．研究の方法 
本研究では５つの課題に分け研究を行う. 
①様々な種類の癌患者およびコントロール
研究参加者から血液, 尿, 臨床情報を継続
的に採取し, 線虫や犬の嗅覚を用いて癌検
出テストを行う. ②乳癌の尿サンプルの生
物嗅覚による評価，ならびに GC 分析も併用
することで，バイオマーカーの同定を行う. 
③走化性の数値化においては, 映像から走
化性を数値化する. ④匂い受容体を発現さ
せた培養細胞系を用いたセンシングにおい
ては, 嗅覚受容体再構築系を作製する. ⑤
SPR（表面プラズモン共鳴）免疫センサや金

ナノ粒子を用いた L-SPR（局在プラズモン共
鳴）センサによりバイオマーカーの超高感度
センシングデバイスを開発する. 
 
４．研究成果 
(1) サンプル収集とバイオマーカーの同定 
（研究の方法①と②） 
バイオマーカーの特定を行うために，コン
トロール研究参加者の尿サンプルを収集し
た．また，乳癌細胞と乳由来線維芽細胞を用
いて培養液を作製した．さらに，癌細胞に由
来したバイオマーカーの比較を行うことも
考慮し，大腸癌細胞と大腸由来線維芽細胞を
用いて同様に培養液を作製した． 
上記作製した細胞培養液について，GC 分析
を行うために前処理として培養液を濃縮し，
その濃縮した培養液について生物嗅覚を用
い癌のバイオマーカーが存在していること
を確認した．乳癌細胞と乳由来線維芽細胞の
濃縮培養液について GC 分析を行い，比較分
析を行った結果，癌のバイオマーカーの候補
成分として 14 種類を抽出した．つまり，乳
癌細胞株培養液中より，正常線維芽細胞株培
養液中にはほとんど存在しない特徴的な難
揮発性化合物を GC-MS 分析により同定する
ことに成功した．このバイオマーカー候補物
質は，既存のヘッドスペース回収法では見出
されていなかった物質である．加えて，それ
ら化合物が乳癌患者由来の尿サンプルにお
いても検出可能であり，正常者（乳癌検査陰
性）由来の尿においては検出されないこと
（あるいは，極微量）を見出した．  
さらに分析を進めた結果，癌患者と健常者
の尿中で濃度に明らかに差がある十種以上
の乳癌由来物質バイオマーカー候補の内２
つの物質を特定することに世界で初めて成
功した（特許出願中）．それら化合物が乳癌
患者由来の尿サンプル（ステージ II 患者尿）
においても存在することが確認され，正常者
（乳癌検査陰性）由来の尿においては，極わ
ずかであることを見出した． 
また，上記 GC 分析と並行して癌探知犬を
用いた実験を行った．その結果，培養細胞培
養液において癌（乳癌および大腸癌細胞株）
と正常（線維芽細胞株）の違いの判断が可能
であることが確認され，かつ幾つかの候補物
質を入れた呼気バックでの検証も試みた． 
 
(2) 走化性の数値化（研究の方法③） 
さらに画像処理による線虫の走化性の定
量化を行った．第一に，光源・カメラ・計算
機などの画像撮影環境の構築を行った．その
際，不要な光の混入を避けながら，線虫部分
と背景部の輝度差が十分高く（すなわち高コ
ントラストで）撮影できるように配慮した．
第二に，各時刻の画像上で線虫の存在位置を
決定するためのプログラムを実装した． 
これら開発した測定系を用い，画像処理に
よる線虫の走化性の定量化を行った．画像デ
ータから走化性指数を算出し，実際の目算に



近似するシステムを構築した．なお，走化性
指数を [(左側の線虫の占めるピクセル数)
－（右側の線虫の占めるピクセル数）] /（全
体の線虫の占めるピクセル数）で定義した．
線虫の行動を撮像し，動画像解析によって線
虫の行動を定量化した．その結果，図１に示
すように，目視の行動観察と比較して同等程
度の定量化を実現できた（マクロ走化性）．
また，動画で撮影したことで，目視では困難
であった細かな走化性指数の経過情報（ミク
ロ走化性）を得ることに成功した． 

図１ 走化性指数の比較 

 
(3) 培養細胞系（研究の方法④） 
嗅覚受容体を培養細胞に強制発現させた
嗅覚受容体再構築系の確立を試みた．乳癌の
バイオマーカー候補分子に応答するイヌ嗅
覚受容体遺伝子(CfOR0012，CfOR0046，イン
トロン無し)を選択し，イヌゲノム DNA より
発現ベクターにクローニングした．さらに，
乳癌のバイオマーカー候補を検知する化学
受容体として，難揮発性化合物に親和性が高
い苦味受容体ファミリーに着目した．25種類
のヒト苦味受容体再構築系の確立を試みた．
その結果，既知の苦味分子に応答を示し，再
構築系が機能することが明らかになった． 
 
(4) センシングデバイスの開発（研究の方法
⑤） 

 高感度センシングデバイスの開発では， 
SPR（表面プラズモン共鳴）免疫センサを用
い，予備実験として，尿中低分子バイオマー
カーに関して，HVA（小児癌や皮膚癌のバイ
オマーカー）の検出に成功した（図２）． 

図２ SPR を用いた HVA の検出 
 
続いて上記（１）バイオマーカー候補物質
のセンシングデバイスの開発のため，特定さ

れた 2種のバイオマーカーについて，類似物
質をタンパク質（ロコ貝ヘモシアニン）に結
合させ，これを免疫原としたモノクローナル
抗体（2 種）をラットリンパ節法により作製
を行った．さらに，より簡便な測定系を実現
するために，金ナノ粒子を用いた局在プラズ
モン共鳴による測定系の開発を進めた． 
 
これらの成果を「がん症状の判定方法」（特
願 2018-53010）にて特許出願した． 
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