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研究成果の概要（和文）：市販のムチンに目的の物質が存在することを確認し、市販材料を用い

て目的の抗体を評価するための検出法を考案した。その検出方法を用いて正常ヒト血清中に存

在する、目的の抗体について評価した。さらに、精度の高い方法で目的の抗体を評価するため

の検出法の模索をした。 

研究成果の概要（英文）：We confirmed that the target substance existed in commercial mucin, 
and devised the method of detecting for evaluating the target antibody using commercial 
materials. The antibody to exist in normal human serum using the detection method was 
evaluated. Furthermore, about evaluation of the target antibody, we tried to devise the 
more exact and simpler method.
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１． 研究開始当初の背景 
2009 年に大規模ゲノム解析調査の結果、

ABO 式血液型の人は他の血液型よりも膵臓癌
になりにくいことが報告された（Nature 
Genet.41:986-990）。 血液型と胃癌につい
てA型に多くO型に少ないという報告は1950
年代(BMJ, 1: 799-801, 1953)や 60 年代
（N.Engl.J.Med. 280:994-1006, 1969）から
みられ、わが国でも同様の傾向があるものの、
その理由は依然として不明である。胃癌はわ

が国で多い疾患であり、重要度の高い疾患で
ある。また、ABO 式血液型と関連が有るとさ
れる疾患は少なく、代表的な血液系の教科書
Wintrobe’s Clinical hematology のなかに
も僅かな記載しかない。また、胃癌の危険因
子と認定されているバクテリアのヘリコバ
クターピロリであるが、感染の際、血液型と
関連の有る物質と結合することが知られて
いる。疫学的な研究では A型に少し頻度高く
胃癌が見られ、ピロリ菌の検討では O型の人
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の分泌タンパクと感染が関係有りそうであ
る。つまり、後者の影響より強い因子が A型
の人に見られる可能性がある。これらは解明
が待たれる課題であるが国内外でほとんど
研究はなされていない。発癌に関わるのか、
発癌後癌細胞がごく少数のうちに自然に排
除される程度の違いに関係があるのかもし
れない。 
70 年代後半から、Springer GF らが癌全般

についてＮＭ式血液型、Ｔ抗原、Tn抗原に関
する研究を次々に展開し、乳癌を血清学的に
検出する方法やがん抗原ワクチンをヒトに
投与するなど、先進的に取り組んだが
（Cancer Biother. 9:7, J Mol Med. 75:594）、
90 年代でこれら研究は途絶えてしまい、この
10 年以上ほとんど進展していない。医療系の
人でなくても関心を示しそうな身近な重要
問題でありながら、多くの研究者から長期間
ほとんど無視されてきた課題に取り組むこ
とには、大きなチャレンジ性がある。 

２．研究の目的 
胃癌では受診者の統計から、A 型の人が少

し罹患しやすいというデータが有り、この理
由に迫ることである。これらについて解明を
すすめ、胃癌の発生頻度が高いわが国におい
て国民の健康保持増進に役立つデータを得
ることを目的とする。また本テーマから派生
する分野にも積極的に関わることで研究代
表者や分担者がベースとしている病理学、生
化学、外科学に関する発展への寄与もめざす。 

３．研究の方法 
正常人の血清を用いて、抗癌作用のある物

質を評価する方法を考えた。我々の想定する
抗癌作用のある抗体（Ab-S と呼ぶ）は、物質
Sと反応する。物質Sを用いて、Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)法で、測定す
る方法を考えた。 
 物質 Sの生成物は現時点で市販されていな
いので、物質 Sを含むとされている市販のウ
シ顎下腺ムチン（ダコ社）を用いて、ELISA
プレート（96 穴、イモビライザープレート、
クリア、Thermo-Nunc 社）にコートし、エタ
ノラミンを用いてブロッキング処理後、血清
をBSA添加緩衝液で希釈(100-2000倍)しプレ
ートにのせ反応させた。反応時間は 1時間か
ら 1日とし、二次抗体（ヒト IgG, IgM）を作
用させ、酵素反応を用いた発色を行い
（ThermoFisher scientific 社）、マイクロプ
レートリーダー（ThermoFisher scientific
社）で比色検定した。血清の希釈倍率、ムチ
ン物質の希釈倍率、反応時間、ムチン物質か
らシアル酸や GlcNAc を除去し阻害物質によ
る阻害実験を実施し、最適な条件を求めて行

った。また、使用した市販ムチンを材料とし
た試薬に標的の抗原が存在するかどうかに
ついて、キットを用いて O型糖鎖を脱離させ
質量分析計で分析した。陽性コントロールと
して市販されている類似性のある抗原物質
を用いた。 
研究代表者、分担者のそれぞれのベースで

ある病理学、生化学、外科学に関し各人が基
礎力をあげ問題解決につなげる努力をする。 

４．研究成果 
 正常ヒト血清中のある抗体を評価する方
法として、血清は１回に 10 ul 以内で十分で
あること、反応阻害用の糖はモルレベルの濃
度が望ましいこと、反応物質をプレートにコ
ートする際の濃度はマイクロモルのレベル
で良いこと、市販の２次抗体は数百-数千倍
希釈で使用可能なことなどが確認できた。使
用した市販ムチンを材料とした試薬に標的
の抗原が存在するかどうかについて、キット
を用いてO型糖鎖を脱離させ大学の質量分析
計で分析した結果を図１に示す。目的物質が
存在すること、消化処理を実施したほうが結
果に与えるノイズを減少させるであろうと
予測される結果を得た。一般に顎下腺ムチン
はヒツジが良いとされるが高価であり、今回
はウシ顎下腺ムチンを使用した。安価なウシ
ムチンでも検出系に使えることがわかった。
ELISA プレートで反応を停止させ発色させた
今回の結果の１つを図２に示す。 
当該研究における中心課題についてはあ

る程度の答えとなるデータが得られたので、
１年以内をめどに、英論文化して公表にこぎ
つけたい。また陽性コントロールは、調査し
ようとしている物質の類似物であるため、調
査しようとしている物質に更に近いものを
利用し、ノイズのより少ない方法を模索し、
臨床の場へのデータ還元をめざしたい。今回
検討課題のデータに関しては公表のタイミ
ングを図っている部分があり、論文や学会発
表として、本稿に取り上げているものは病理
学や腫瘍学的な派生的なものとなっている。
病理学的な細胞や組織の形態、ゲノムに関す
る検討、実験モデルとしてのメダカについて
の検討、バーチャル顕微鏡の検討にも関わり、
文献や学会発表した。 



図１ 

図２。今回用いた ELISA 法でヒト血清を材料
に反応させたもの。上は発色停止前の青色の
状態。同一サンプルについて、二次抗体が IgM
または IgM, 阻害物質の使用の有無で４ウェ
ル使っている。下は反応停止後、黄色に変化
させ、マイクロプレートリーダーで読み取ろ
うとしているところ。 
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