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研究成果の概要（和文）：食道癌患者と健常者とを判別できた血漿中のN型糖鎖の変化に注目し、食道癌患者の
治療に対する効果を予測するマーカーとならないか研究を進めた。48名の血漿中のN型糖鎖を測定した。その結
果、手術前後、根治的化学放射線療法前後、治療効果での有無で変化のあった糖鎖を認めた。また、治療前の内
視鏡検査時の生検で上皮間葉移行を起こしている食道癌は効果が乏しい傾向にあった。手術時に郭清されたリン
パ節の微小転移の有無が治療効果と関係しており、糖鎖の変化が効果予測となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on N-glycans in plasma that distinguish between esophageal cancer
 patients and healthy individuals.We investigated whether we could predict the effect on the 
treatment of esophageal cancer patients. The N-glycans in the plasma of 48 patients with esophageal 
cancer were measured.
As a result, we found sugar chains that changed before and after surgery, before and after radical 
chemoradiotherapy, and with or without therapeutic effects. Moreover, as a result of examining the 
biopsy sample of the endoscopy before treatment, the esophageal cancer causing the 
epithelial-mesenchymal transition had a poor therapeutic effect. The presence or absence of 
micrometastases in the dissected lymph nodes was associated with therapeutic effects. In other 
words, it was suggested that changes in sugar chains could be predictive of effects.

研究分野： 消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道癌患者に対する治療の前後で血漿中のN型糖鎖の変化を測定することができた。実際に治療効果で変化のあ
る糖鎖も指摘できたことで、どの糖鎖の組み合わせがより治療効果を反映しているかを判定し、治療前の生検で
の免疫生化学検査も組み合わせることにより、今後、食道道癌患者の治療を行うにあたり、血液検査によって、
治療前に効果をより正確に予測することが可能となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 消化器癌の中でも，食道癌はリンパ節転移と他臓器浸潤をきたしやすい悪性度の高い癌種で
(Cancer. 97:1616-23, 2003），手術・化学放射線療法・化学療法による集学的治療法を行うこと
が重要である．近年の診断技術の向上，新たな治療方法の開発により患者の予後は改善してき
たが，個別治療法の選択，その治療効果の判定，再発予測や予後予測は，困難である．治療で
は，内視鏡的治療の発達，手術に術前化学放射線治療・術前化学療法などを加えた集学的治療
の発達により，治療成績の向上しているが，高度進行・再発食道癌の予後は依然不良で，治療
開始前より治療効果予測や再発を予測可能とすることも重要である．治療前からの効果予測可
能な信頼できる腫瘍マーカーは確立されていないのが現状である.そこで，食道癌患者の血液内
の糖タンパク質の糖鎖に着目し，血漿中の糖鎖を網羅的に解析し，食道癌の新たな判定方法と
して，糖鎖マーカーを検索し，食道癌患者の血漿から，遊離 N 型糖鎖を精製分離，MALDI-TOF 
MS による質量分析を行い，得られたデータを多変量解析し，食道癌患者と健常者との 2 群間
で，有意に変化している N 型糖鎖を同定した．さらに糖鎖を 5 つに絞り込み健常者と食道癌患
者の半数症例との間で判別モデルを構築し，残り半分の癌患者のモデルの Accuracy は，82%
で高率に判別可能であった．  
 
２．研究の目的 
 本研究では，化学療法・化学放射線療法を行った食道癌患者の血漿中の N 型糖鎖を測定
する．さらに，微小転移・血中遊離癌細胞、EMT 関連蛋白の発現を検索し，治療前後で
の治療効果，再発，予後についての解析を行う．さらに継続的経過観察が行われる症例で，
経時的な同一患者の糖鎖の変化についても検索することにより，治療前の糖鎖発現から効
果判定，再発予測，再発の早期診断，予後予測が可能となるか検討を行う．また，近年研
究が進んできた薬剤耐性や自己複製能と同時に分化能を有する癌幹細胞の存在との関連性
についても検索する．つまり、食道癌に対する化学療法，もしくは化学放射線療法前の治療
効果予測および予後予測を可能とする特異度の高い糖鎖腫瘍マーカーシステムの確立を目的と
する． 
 
３．研究の方法 
（１）食道癌症例の治療前後での経時的な血漿の糖鎖の発現パターンの解析 
 同意の得られた化学療法・化学放射線療法を行う食道癌症例を対象とし，術前・術後・根治
療法のいずれの治療も対象とした．治療前に得られた糖鎖発現パターンと治療を行っていく中
での糖鎖発現パターンを解析した．経過観察の中で，治療効果別に，また，再発症例について，
糖鎖パターンを比較検討した． 
方法：①血液の採取；対象者の血液を採取し，得られた検体は連結可能匿名化を行った後，－
８０℃で凍結保存． 
②血液サンプルの作製・ラベル化；血漿をＮ－グリコシダーゼＦ及びトリプシンにより処理を
行い，その溶液を糖鎖補足ビーズ（BlotGlyco® for MALDI（住友ベークライト株式会社製））
により処理し，遊離した糖鎖の捕捉，及びラベル化を行った． 
③糖鎖分析の結果解析；ビーズに捕捉された糖鎖を精製・分離し，MALDI-TOF MS 測定し，
Autoflex III smartbeam TOF/TOF（Bruker Daltonics 社製）を用い，データの収集・解析す
る．得られたマススペクトルから各糖鎖の定量化し，糖鎖の存在量の総シグナル量を計算して，
それぞれの糖鎖の比率で補正をした． 
④治療効果判定・予後予測のための統計解析；統計解析ソフト(SIMCA P+ ver.12, Umetrics
社製)を使用し，治療前から経時的にサンプルの糖鎖発現パターンのＴ－ｔｅｓｔを行い，有意
差（ｐ＜0.01）を示す糖鎖を特定する．特定された糖鎖から，治療効果の有無で共通する糖鎖
発現パターンを解析し，また，再発症例の経時的変化から，再発症例に共通する糖鎖発現パタ
ーンを解析した． 
 
（２）EMT 関連蛋白の発現や，血中遊離癌細胞，微小転移と血漿中の糖鎖発現パターンの解
析 
 治療前生検標本の EMT 関連蛋白の発現や血中遊離癌細胞，またリンパ節微小転移と血漿中
の糖鎖発現パターンについて検討した． 
方法：①治療前の食道癌生検標本による EMT 関連蛋白の発現解析；治療前の内視鏡検査で得
られた原発巣の生検標本で，EMT 関連蛋白の発現（Snail，Slug，Twist，TGF-β，N-cadherin）
を免疫組織学手法で解析を行った． 
②治療経過時の血中遊離癌細胞と，切除症例のリンパ節微小転移の検索；RT-PCR を用いて血
中遊離癌細胞の検出を行った．血液サンプルは，糖鎖発現用と同じ日に採取する．切除症例の
リンパ節微小転移を cytokeratin(AE1/AE3)抗体を利用した免疫組織学的手法により行った． 
③EMT，血中遊離癌細胞，微小転移に関連する糖鎖の検索；（１），（２）で得られた結果をも
とに，EMT 関連蛋白の高発現例，また血中遊離癌細胞陽性例，微小転移陽性例における糖鎖
発現パターンを解析し，陰性例と比較検討し，関連する糖鎖を検索した． 
 
４．研究成果 



(1)症例集積：H28-H30 年度末までの症例数は，48 例であった．症例の内訳は，壁深達度 T1；
10 例、T2；5 例、T3；２１例、T4；１２例で、リンパ節転移 N0；16 例、N1；22 例、N2；10 例
で、ステージⅠ；6例、Ⅱ；7例、Ⅲ；35例であった。治療の内訳は、内視鏡治療；3例、手術
39 例、根治化学放射線治療；6例であった。術前治療を行った症例は、32例であった。 
(2)N 型糖鎖の発現の変化：手術の前後で差を認めた糖鎖は 6種類で認められた。根治的化学放
射線療法の前後で差を認めた糖鎖は 4種類で認めた。治療効果の有無での差を認めた糖鎖は、5
種類認めた。 
(3)治療前の生検標本での EMT 関連蛋白の発現解析：5 例に行われ、Snail；2 例，Slug；2 例，
Twist;1 例，TGF-β；0例，N-cadherin；1例で陽性で、いずれかが陽性であった症例は、治療
効果が乏しい傾向にあった。 
(4)切除症例のリンパ節微小転移の免疫組織学的解析：10 例に行われ、微小転移は 2例に認め、
明らかなリンパ節転移のあった症例に認めた。微笑転移の有無で治療効果と関連を認めた。 
(5)治療前後での生検標本からのスフェア形成：治療前の生検標本 5例のうち 1例から形成可能
であった。治療後については，生検で採取可能な癌細胞数が極端に少なく形成することはでき
なかった。 
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