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研究成果の概要（和文）：健常者11検体と食道癌患者63検体をGlycoModを用いて糖鎖構造の中から18糖鎖を選択した．
これらの18糖鎖による多変量解析を行い、有意差が認められた糖鎖を4つ抽出した．このうち3つは，過去に行ったMALD
I-TOF-MSで抽出された糖鎖構造と一致し，新たに1つの糖鎖が発見された．これらの糖鎖は食道癌に特異的で精度の高
い糖鎖マーカーとして利用できると考えられた。また、健常者群と膵臓癌患者群間で、両者の層別化が可能な発現糖鎖
が9つ抽出可能であった。4個の候補糖鎖で有意差が認められ，再現性が確認された．膵臓癌に特異的な糖鎖マーカーと
してさらに症例を増やして検討する必要がある．

研究成果の概要（英文）：We analyzed the serum N-glycan by Profiling Solution in 63 esophageal cancer patie
nts and 11 healthy volunteers. We selected 18 N-glycan by GlycoMod method. When performing by multivariate
 analysis in these N-glycan, 4 glycan had a significant difference. Three of these four N-glycan was in ac
cord with structure of N-glycan which was previously extracted by MALDI-TOF-MS method. Thus new one N-glyc
an was found. These N-glycans are useful markers to detect esophageal cancer.
 In pancreas cancer, we found 9 N-glycans which was stratified between esophageal cancer patients and heal
thy volunteers. In four of these 9 N-Glycans, significant difference was identified. We should collect man
y cases and analyze the useful markers for detection of pancreas cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らはこれまでに胃癌,食道癌,膵臓癌
で術中に血中遊離癌細胞が高頻度に存在し,
再発と親密な関係があることを報告してき
た（Am J Surg 177:475,1999.Ann Surg 
233:189,2001.Ann Surg Oncol 9:364,2002. 
Surgery 133:162,2003.Clin Cancer Res 
10:3807,2004 など）．また外来 follow-up 中
に血中に遊離遊離癌細胞は有用なマーカー
であるが,腫瘍上皮を認識しており,各臓器の
癌に特有ではない．さらに他の上皮の
contaminationや psuedogeneの発現で false 
positive の結果が懸念される．したがって,
今後は各臓器の特有な腫瘍マーカーの開発
が急務と考え,血液サンプルに含まれる糖タ
ンパク質の糖鎖との関連の着想に至った。 
  
２．研究の目的 
 本研究は,これまで申請者が研究してきた
「糖鎖はがん化に伴い糖鎖構造が変化し,血
漿中の糖鎖を腫瘍マーカーとして臨床応用
できる」という知見から,「各臓器で血漿中の
臓器特異度が高い糖鎖マーカーの測定によ
り早期癌の発見,再発の早期予測が可能とな
る」という仮説をたてた．これまでの申請者
らの実績と手技を応用して,高い精度で本仮
説を検証するものである．本研究では「N 型
結合型糖鎖を利用した消化器癌の新規腫瘍
マーカーの開発」を中心に臨床応用可能にす
ることを目的とする．これが明らかとなれば,
予防医学の境界領域の新たな分野が開発さ
れ,消化器癌の早期発見と早期治療が期待出
来る． 
 
３．研究の方法 
 現在は次世代ポストゲノム研究の時代に入
り，糖鎖，糖蛋白，糖脂質の構造・機能解析
が行われている．申請者らはヒドラジド基
（NHNH2）高密度含有ポリマー微粒子である
BlotGyco を用いて，糖鎖を効率よく捕捉回収
する方法を行った. BlotGyco は 1mgのビーズ
当たり 1μmol 異常であり，1測定に用いるビ
ーズ量は 5mg である．通常のヒドラジド基含
有ビーズと比べ，数 10 倍の官能基密度を有
するため，糖鎖を効率良く捕捉回収可能であ
る．（図１） 
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 血清をトリプシン処理し，糖鎖遊離酵素で
処理する．BlotGyco により，糖鎖を精製した．
糖鎖の解析は，下記の 2方法で行った． 
①MALDI-TOF MS により，糖鎖を分析する． 
②LCMS-IT-TOF 測定（島津製作所）を用いて，
Profiling Solution（データ抽出ソフト）に
よる網羅的な観測イオンの抽出 を行い，マ
ン・ホイットニーの U検定によるマーカー候
補の探索を行った． 
 今回，食道癌患者と膵臓癌患者を対象とし
て血清中の糖鎖の網羅的解析を行った．同意
の得られた食道癌患者 71 例，膵臓癌患者 17
例であり，コントロールとして健常者 11 例
を用いた．食道癌患者での糖鎖解析は上述の
①MALDI-TOF MS の方法と②LCMS-IT-TOF の方
法の両者でおこなった．膵臓癌患者は①
MALDI-TOF MS の方法で行った． 
 
４．研究成果 
これまでに食道癌患者血清（37 検体）と健常
者血清（11検体）に含まれる糖鎖をBlotGlyco
を用いて精製・ラベル化し，MALDI-TOF-MS で
測定・解析した．その結果，6 個の糖鎖が候
補として挙がった． 
 この 6糖鎖を利用し、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
り半分の食道癌患者で判別可能かを検証し
た（図２）． 
図２ 食道癌例の判別モデル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ID C NE
C-1 1.04792 -0.0479221
C-2 0.891363 0.108637
C-3 1.1708 -0.170798
C-4 0.831936 0.168064
C-5 0.933749 0.0662509
C-6 0.854898 0.145102
C-7 0.581725 0.418275
C-8 1.04697 -0.0469689
C-9 0.731799 0.268201
C-10 0.78594 0.21406
C-11 0.661107 0.338893
NE-1 0.136873 0.863127
NE-2 0.0324084 0.967592
NE-3 0.0725845 0.927415
NE-4 -0.322246 1.32225
NE-5 0.0428761 0.957124
NE-6 0.226762 0.773238
NE-8 -0.0641614 1.06416
NE-9 0.0939843 0.906016
NE-10 0.297709 0.702291
NE-11 0.0623523 0.937648
NE-12 0.268911 0.731089
NE-13 0.684778 0.315222
NE-14 -0.030421 1.03042
NE-16 0.204086 0.795914
NE-17 0.0882622 0.911738
NE-18 -0.104786 1.10479
NE-19 -0.253436 1.25344
NE-20 0.0252563 0.974744
NE-21 0.22881 0.77119
NE-22 0.2808 0.7192
NE-23 0.472495 0.527505
NE-24 0.00814556 0.991854
NE-25 0.269095 0.730905
NE-26 0.140017 0.859983
NE-27 -0.0672208 1.06722
NE-28 0.0630495 0.936951
NE-29 0.788864 0.211136
NE-30 0.109752 0.890248
NE-31 0.337032 0.662968
NE-33 0.647114 0.352886
NE-34 0.392359 0.607641
NE-35 -0.00834113 1.00834
NE-36 0.075029 0.924971
NE-37 0.0733716 0.926628

モデル構築に使用

モデル検証に使用

予測当たり

予測はずれ



C1～C11, NG1～NG12はモデル構築に使用され
た．NG13～NG23 はモデルの検証に使用された．
図 3 に示す緑色の症例（C1～C6，C8，C10，
11，NG1～NG6,NG9～12，NG15～NG18,NG20）
では，食道癌の予測が可能であった．一方，
赤色で示す症例（C7，C9，NG7～8，NG13～14，
NG19，NG21～23）は食道癌の予測が不可能な
症例であった． 
 Sensitivity は 45.5%，Specificity は
81.8％で6マーカーすべてを用いたAccuracy 
rate は 69.7%であった．予測が外れた症例の
特徴を解析すると，深達度が粘膜下層までの
食道表在癌であり，StageI, II の症例であっ
た． 
 次 に ① MALDI-TOF MS の 方 法 と ②
LCMS-IT-TOF の方法の両者で比較検討した． 
 
図３①MALDI-TOF MS 法と②LCMS-IT-TOF 法 
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上記（図３）のように有意差が見られる糖鎖
が 4個みられたが，このうち 3糖鎖は両者の
方法で一致していた．LCMS-IT-TOF 法で新た
に新規候補の糖鎖が発見された． 
 
膵臓癌では特異的な N 型糖鎖のピークを 6

種類確認できた．その中で統計解析により 2
種類の糖鎖に絞り込んだ．この 2糖鎖を利用
し、健常者と膵臓癌患者の半数症例との間で
判別モデルを構築し、残り半分の膵臓癌患者
で判別可能かを検証した．膵臓癌の判別正確
性は約 70％であった(図４)． 
 
 
 

図４ 膵臓癌例の判別モデル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   予測当たり     予測はずれ 
 
 
図５膵臓癌のマーカー候補の 1例 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 に膵臓癌のマーカー候補の 1 例を示す．
有意差を持って膵臓癌患者で上昇がみられ
た． 
 
今回，食道癌では①MALDI-TOF MS 法と②
LCMS-IT-TOF 法を用いて検討した．これまで
の MALDI-TOF MS 法 と 新 た に 解 析 し た
LCMS-IT-TOF 法で抽出された 4 個の糖鎖のう
ち 3個が一致し，新たに 1個の新規候補が同
定された．これらの糖鎖は食道癌に特異的糖
鎖として有用と考えられた． 
 膵臓癌では MALDI-TOF MS 法で解析した結
果，2 個の有意な糖鎖が発見され，膵臓癌検
出に特異的になることが期待された． 
 今後さらに症例の蓄積を行い，精密度を検
証する必要性があるが，新たな腫瘍マーカー
として，早期癌の検出，再発の早期発見に有
用であると考えられた． 
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