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研究成果の概要（和文）：化学療法、化学放射線療法を行った食道患者の87例より、治療前に血漿中のN型糖鎖の発現
を検索した。また、治療後には、42例について検索し、治療前後でN型糖鎖の発現パターンを解析した。その結果、再
発、予後については観察機関が短く、予測不可能であったが、治療効果については、5糖鎖の発現を用いて効果予測が
可能であった。Spheroid colony assayによる食道癌細胞株の癌幹細胞の培養液の糖鎖解析を行い、特徴的な発現は認
めなかった。

研究成果の概要（英文）：We searched the expression of the N-type sugar chains in the plasma of 87 
patients with esophageal cancer before chemotherapy or chemoradiotheraphy. In addition, we searched for 
42 cases, the analysis of the expression pattern of the N-type sugar chain before and after the 
treatment. As a result, the therapeutic effect was possible the prediction of effect using the expression 
of 5 sugar chains. However, the recurrence and prognosis was unpredictable, because of short observation. 
We could not prove that the characteristic expression of a sugar chain analysis by the culture of cancer 
stem cells of esophageal cancer cell lines in spheroid colony assay.

研究分野：医歯薬学
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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
種であり，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，診断・治療技術の向上により，治
療成績の向上を認めるようになっているが，
高度進行・再発食道癌の予後は依然不良であ
る．より早期の段階での治療開始が，治癒率
の向上や治療低侵襲につながることは論を
待たないが，治療開始後の治療効果判定や再
発を予測可能とすることも重要であり．そこ
で，より簡便で効率のよい治療効果判定や再
発予測の診断方法の開発が急務である．その
方法の一つとして，腫瘍マーカーの測定があ
げられる．現在，食道癌の腫瘍マーカーには，
SCC および CEA が使用されるが，食道癌特異
的腫瘍マーカーは存在しないこと，癌の存在
以外の要因で上昇し，その陽性率も 30%にと
どまり，測定結果を信頼できる腫瘍マーカー
は確立されていない． 
 
２．研究の目的 
食道癌に特異度が高い血漿中の糖鎖マーカ
ーを特定し，化学療法，化学放射線療法の治
療効果判定および予後予測を可能とする糖
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 
目的を達成するために，以下の調査研究を行
った． 
（１）食道癌患者を，化学療法・化学放射線
療法の治療前後，治療後も経時的に採血を行
い，血漿の糖鎖の発現パターンを解析し，再
発・予後，治療効果について検索した． 
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．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）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．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する．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．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．特定された糖鎖から，治療効
果の判別が可能か１例ずつ検証した． 
（２）生検標本による原発巣の血中遊離癌細
胞，EMT 関連蛋白の発現について検索し，切

除症例については，病理組織学的因子と微小
転移と血漿中の糖鎖発現について検索した． 
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．CellSearch System®お
よび 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．次に 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． 
（３）食道癌細胞株から癌幹細胞を分離，ま
た治療抵抗株を樹立，それらの糖鎖発現を検
索した． Spheroid colony assay で得られ
た消化器癌の細胞株からのスフェア形成能
をもつ癌幹細胞を分離抽出し，その培養液の
糖鎖を分離し解析した．食道癌細胞株 TE3, 
TE8 を用いて，血清無添加培地に Epidermal 
growth factor：EGF と Basic fibroblast 
growth factor：bFGF のみを加え，２週間培
養し，球状のコロニー形成を観察し，形成さ
れたものを分離した．分離した細胞に CDDP，
もしくは５FU を加え，培養し耐性株を作成し
た． 
 
４．研究成果 
（１）化学療法，化学放射線療法を行った食
道患者の 87 例より，治療前に血漿中の N型
糖鎖の発現を検索した．また，治療後に採血
可能であった 42 例について検索し，治療前
後で N型糖鎖の発現パターンを解析した．そ
の結果，治療前の血液の血漿における糖鎖の
発現において，5糖鎖の発現を用いて治療の
効果予測が可能であった．５糖鎖の発現を認
めた症例においては，完全奏功(CR)，部分奏
功(PR)，安定(SD)の症例が多く含まれており，
進行(PD)の症例においては，５糖鎖の発現を
ほとんどと認められなかった．５糖鎖の発現
パターンで治療効果予測が可能か８７例を
一例ずつ検証したところ，Sensitivity 80%，
Specificity 100%，Accuracy 82%であった． 
再発を認めた 5例において，再発のない症例
との治療前の糖鎖の発現は，優位な差を認め
なかった．治療前後での再発 5例と無再発 37
例との糖鎖発現パターンでは，糖鎖の変化に
ばらつきが多く予測可能な糖鎖の発見には
至らなかった．今後，症例を重ね再発症例数
が増えた場合には，治療前の糖鎖発現パター
ンにより再発予測可能となり，糖鎖パターン
による個別化治療を目指すものである． 
（２）上記 87 例の生検標本の免疫組織染色
による EMT 関連たんぱくの発現検索を行い，
Snail 発現陽性例 21 例(24.1％)，Slug 発現
陽性例 13 例(14.9％)，Twist 発現陽性例 16
例(18.4％)，TGF-β発現陽性例24例(27.6％)，
N-cadherin 発現陽性例 21 例(24.1％)であっ



た．また Snail 発現と Slug 発現の陽性例に
おいて，優位に PD の症例が多く治療効果が
低かった．Twist，TGF-β，N-cadherin の発
現と治療効果は関連を認めなかった．治療前
の治療効果を認めた5糖鎖の発現パターンと
の関連性について検索したが，関連を認めな
かった．切除標本とリンパ節微小転移検索を
行い，切除標本における組織学的 CR もしく
は PR の症例でリンパ節微小転移を認めない
症例 26 例において，5糖鎖のすべての発現パ
ターンを有する用例が優位に多かった．切除
標本の組織学的 SD の症例やリンパ節微小転
移を認めた症例 31 例においては，5糖鎖の発
現を認めなかった．治療前 5糖鎖すべて発現
を認めた症例において治療効果が高い結果
であった． 
（３）Spheroid colony assay による食道癌
細胞株 TE3，TE8 の癌幹細胞を分離培養し，
耐性株の樹立を試みたものの樹立には至ら
なかった．その培養液の糖鎖解析を行ったが，
特徴的な糖鎖発現は認めなかった． 
 今回の研究成果から、食道癌患者における
血清中の糖鎖発現を利用することで、治療効
果の判定に利用できる可能性が示唆された。 
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