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Ⅰ．緒言

　糖鎖は、タンパク質、核酸に続く第3の生命
鎖と呼ばれており、生命科学研究を進める上で
無視できない分子である。また、インフルエン
ザウイルスをはじめとするウイルス感染症、が
ん、認知症、免疫疾患等の様々な疾患への糖鎖
の関わりが明らかになりつつある。一方、生体
中に存在する糖鎖は複雑な構造を持ち、生体環

境の変化に応じて、その構造を大きく変化させ
ることが知られている。したがって何らかの疾
患が発症し、体内の環境が変化すると、常時で
は観察されない糖鎖の発現や糖鎖発現量の変動
が生じる。例えば、多くのがん組織ではセリン
/スレオニン結合型（O-結合型）糖鎖の伸長反
応が停止し、低分子のO-型糖鎖が高発現する1）。
また、アスパラギン結合型（N-結合型）糖鎖に
つても、複数のがん組織でフコシル化が促進さ
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れることが報告されている2-3）。このような糖鎖
が有する「変化しやすい」という性質に着目し、
糖鎖を標的とした診断技術やバイオマーカーの
開発が進められている。特に、血中には多種多
様な糖タンパク質糖鎖が存在するため、この多
様な糖タンパク質糖鎖の中に優れたバイオマー
カーが存在しうる。実際に、古くから腫瘍マー
カーとして使用されているCA19-9（sialyl-Lwise 

a: NeuAcα2-3Galβ1-3（Fucα1-4）GlcNAc-R）、
DUPAN-2（sialyl-Lwise c：NeuAcα2-3Galβ
1-3GlcNAc-R）、STN（sialyl-Tn: NeuAcα
2-6GalNAc-Thr/Ser）はそれぞれ血中タンパク質
上の糖鎖を標的としたものである4）。また、α
フェトプロテイン（AFP）よりも肝がんへの特
異性が高いAFP-L3は、癌化に伴うAFP上の糖
鎖構造変化を評価することで見出されたもので
ある5）。これらの他にも未だ発見されていない
血中糖鎖マーカーが存在すると考えられる。
　一方、血液中には糖鎖をエピトープとする
100種類以上の自然抗体が発現している6）。有名
な糖鎖抗体としては、A型抗原やB型抗原に対
する血液型抗体や異種抗原であるα-ガラクト
ース（Gal）抗原に対する抗体が挙げられる7）。
血液型抗体やα-Gal抗体の存在意義は明らかで
あるが、多くの糖鎖抗体についてはその機能に
ついては明らかにされていない。さらに、糖鎖
自然抗体の種類や発現量は、人種や年齢、血液
型やワクチンの接種歴などによって変動し、疾
患に伴い発現量が変動するものも報告されてい
る8-9）。また、前述のようにがん組織では、特徴
的な糖鎖が発現するため、がん患者の血中には
癌組織に発現する特徴的な糖鎖に対する抗体が
分泌される可能性がある。実際に、Wangらは、
肝臓がん組織で発現が増加するGlobo H

（Globohexaosy lce ramide :  Fuca1-2Galb1-

3GalNAcb1-3Gala1-4Galb1-4Glc-ceramide）に対
する糖鎖抗体が、肝臓がん患者の血清で有意に
増加することを明らかにしている10）。以上の報
告から、血中の糖鎖だけでなく糖鎖抗体をバイ
オマーカーとして利用することも期待されてい
る。
　前述の通り血液中の糖タンパク質糖鎖や糖鎖
抗体はバイオマーカーとして魅力的な分子であ
り、多くの研究者が新たな糖鎖関連マーカーの
特定を試みている。しかしながら、糖鎖解析技

術は未だ未成熟であり解決しなければならない
技術課題も多く残されている。したがって既存
の分析アプローチでは検出できない有用な糖鎖
関連マーカーが存在する可能性も否定できな
い。このような背景から著者らは、新たな糖鎖
分析手法の開発に取り組むと共に、開発した技
術を用いて、未だ早期発見が困難な膵臓がんマ
ーカーの探索に挑戦している。本論文では、著
者らが新たに開発した糖鎖及び糖鎖抗体分析技
術を紹介すると共に、それらの技術を用いて実
施した血中糖タンパク質糖鎖と糖鎖抗体の2つ
の分子群を標的にした膵臓がんマーカー探索例
を紹介する。

Ⅱ． 血中糖タンパク質糖鎖を標的とした 
マーカー探索

1．分析手法の開発
　糖タンパク質糖鎖は、糖鎖の非還元末端にシ
アル酸や硫酸及びリン酸等の酸性分子が付加し
た酸性糖鎖と、酸性分子を有さない中性糖鎖に
大別される。これらの糖鎖内、シアル酸を有す
るシアロ糖鎖や中性糖鎖は生体中グライコーム
の主要な成分であり、優れた分析手法が確立し
ている。したがって、血液中糖鎖マーカー探索
研究においては中性糖鎖やシアロ糖鎖の構造変
化や発現量の変動について議論されることが多
い11-12）。一方、シアロ糖鎖以外の酸性糖鎖であ
る硫酸化糖鎖やリン酸化糖鎖等はグライコーム
を構成する極僅かな成分であり、既存の分析手
法では見逃されることが多く、血中マーカー探
索研究で追跡されている例はほとんど見られな
い。しかしながら、これらのマイナーな酸性糖
鎖についても、がん疾患と関わりが報告されて
いるため13-14）、腫瘍マーカー探索においては評
価すべき対象であると考えられる。著者らは、
解析が進んでいないマイナー酸性糖鎖群の中
に、今まで見出されてないマーカーが存在する
ことを期待し、硫酸化・リン酸化糖鎖等のマイ
ナー酸性糖鎖の解析手法の開発に取り組んだ。
　血清糖タンパク質糖鎖を解析する場合、コア
タンパク質から糖鎖を遊離し、遊離した糖鎖を
蛍光標識試薬や質量分析用標識試薬により誘導
体化する手法が用いられる。さらに誘導体化す
ることで検出感度を向上させた糖鎖を、液体ク
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ロマトグラフィーや電気泳動を用いた分離分析
と質量分析を組み合わせて解析する15）。この手
法とは別に、糖鎖の部分構造に結合する複数の
レクチンを基板上に固定化したレクチンアレイ
法16）も実施されるが、硫酸化糖鎖やリン酸化糖
鎖を網羅的に検出できるレクチンは見出されて
いない。そのため、前者の分離分析と質量分析
を組み合わせた解析手法を発展させる方向で技
術開発を進めた。この手法で硫酸化・リン酸化
糖鎖を解析する場合、大きな問題が2つ生じる。
1つ目の問題は、これらの糖鎖はグライコーム
のマイナー成分であるため、通常の分析手法を
実施するとシアロ糖鎖や中性糖鎖等の主要な糖
鎖に検出が妨害されるという点である。したが
って、主要糖鎖による妨害を除くため、グライ
コームの中からマイナー酸性糖鎖を濃縮できる
技術を確立しておく必要がある。もう1つの問
題として硫酸化糖鎖とリン酸化糖鎖の識別が困
難な点が挙げられる。微量糖鎖の構造解析の主
力は質量分析であるが、糖鎖上に存在する硫酸
基（HSO3: Mw = 79.9568）とリン酸基（H2PO3: 

Mw = 79.9663）の質量差は僅かであるため、分
離識別には労力を要する。高性能な質量分析装
置を用いることで、単糖であれば識別可能であ
るが、分子量1000を超えるオリゴ糖で識別を達

成することは困難である。また、糖鎖上に存在
するリン酸基はN-アセチルグルコサミンやリビ
トール等が付加したジエステル構造を形成する
ことがあるため、Phos-Tagや金属アフィニティ
ーを原理とする検出法17）では捕捉や標識ができ
ない場合がある。著者らは、硫酸化-リン酸化
糖鎖解析が抱えるこられの問題を解決するため
に、種々の検討を行い、2種類の高速液体クロ
マトグラフィー（HPLC）法を利用した技術を
確立した（Fig. 1）18）。
　通常の糖鎖解析手法と同様に、タンパク質か
ら遊離した糖鎖を、蛍光標識試薬により誘導体
化する。その後、誘導体化糖鎖をノイラミニダ
ーゼで消化し、糖鎖の末端に存在するシアル酸
を切除する。この操作により、糖鎖混合物の中
で負電荷を有する酸性糖鎖は硫酸化やリン酸化
糖鎖等のマイナー酸性糖鎖のみになる。この糖
鎖混合物をセロトニン固定化カラムに導入する
と負電荷を有するマイナー酸性糖鎖のみがカラ
ムに捕捉され、糖鎖混合物の中からマイナー酸
性糖鎖を濃縮することができる。セロトニンカ
ラムにより濃縮したマイナー酸性糖鎖をNH2 カ
ラムに導入すると、質量分析では識別し難い硫
酸化糖鎖とリン酸化糖鎖を分離することができ
る。Fig. 2にNH2カラムを用いた硫酸化糖鎖とリ

Fig. 1 生体試料中のマイナー酸性糖鎖を解析するための手法
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ン酸化糖鎖の分離識別結果を示す。
　リン酸化マンノースと硫酸化マンノースの質
量差は0.01Daであるため質量分析での識別は困
難であるが、NH2カラムで両者を分析すると、
溶出時間が全く異なるため、リン酸化体と硫酸
化体を識別することができる（Fig. 2A）。分離
機構はFig. 2Bに示す通りで、溶液中で電離した
リン酸基と硫酸基を比較すると、リン酸基は硫
酸基よりも負電荷を1つ多く持つ事になる。し
たがって正の電荷を帯びたNH2カラムに強く保
持され、リン酸化糖鎖は硫酸化糖よりも遅く溶
出されるものと考えられる。この条件でオリゴ
糖鎖を分析すると、硫酸化糖鎖は溶出時間35分
から41分に、リン酸化糖鎖は溶出時間50分以降
に常に溶出される（Fig. 2C）。したがって本法
を使用することで、未知試料中のリン酸化糖鎖
と硫酸化糖鎖を溶出時間から同定することがで
きる18）。この手法が確立したことで、血液試料
等の生体試料中の微量なマイナー酸性糖鎖解析
が実施可能となった。

2．開発技術を用いたマーカー探索
　前項で確立したマイナー酸性糖鎖解析手法を
ヒト血清中のN-結合型糖鎖の解析に適用した。
血清から調製したマイナー酸性N-結合型糖鎖

を、NH2 カラムで分析すると、硫酸化糖鎖溶出
時間に相当する35分付近に2種類の硫酸化複合
型2本鎖糖鎖が、溶出時間53分にはリン酸化ハ
イブリット型糖鎖が検出された（Fig. 3A）。
　さらに、リン酸化糖鎖や硫酸化糖鎖と異なる
溶出時間に、明瞭にピーク（ピークX）が観察
された。このピークを分取し、Matrix Assisted 

Laser Desorption/Ionization - Time of Flight Mass 

Spectrometry（MALDI-TOF MS）で解析すると、
硫酸化糖鎖やリン酸化糖鎖に相当しない分子イ
オンピークが観察された（Fig. 3B）。観察され
る各分子イオンピークをMS/MS解析すると共
に、単糖組成解析を実施した結果、これらイオ
ンピークは何れもグルクロン酸化されたN-型糖
鎖に由来することが明らかになった19）。グルク
ロン酸化糖鎖は硫酸化糖鎖やリン酸化糖鎖と同
じくマイナーな酸性糖鎖の1種であり、神経組
織などに発現することが知られている20）。しか
しながら、ヒト血清タンパク質上での存在は確
認されていない。ヒト血清中のN-結合型糖鎖解
析はこれまで多くの研究機関で実施されている
が、これらのマイナー酸性糖鎖を報告している
ものは少なく、リン酸化糖鎖やグルクロン酸化
糖鎖が存在するのは我々の検討で初めて明らか
になったものと考えられる。また、我々の解析

Fig. 2  NH2カラムによる硫酸化糖鎖とリン酸化糖鎖の識別
 A）2-アミノ安息香酸（2-AA）で標識化した硫酸化マンノースとリン酸化マ

ンノースの分離結果と、 B）NH2カラムによるリン酸化糖と硫酸化糖の分離
機構、C）硫酸化オリゴ糖とリン酸化オリゴ糖の分離識別結果を示す。詳細
な分析条件や分析結果は文献18）を参照頂きたい。
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手法が硫酸化、リン酸化糖鎖だけでなくグルク
ロン酸化糖鎖の解析も同時に行えることが明ら
かになった。さらに、ヒト血清で観察されたマ
イナー酸性糖鎖群の発現量を健常者と膵臓がん
患者で比較した（Fig. 4A）。NH2カラムを用い
た分析で観察されるマイナー酸性糖鎖由来のピ
ークを比較すると、健常者では明瞭に検出され
ているグルクロン酸化糖鎖が、膵臓がん患者で
は著しく低下しており、マイナー酸性糖鎖のプ
ロファイルに大きな変化があることが示唆され
た（Fig. 4A）19）。
　クロマトグラム上で観察される硫酸化糖鎖、
グルクロン酸化糖鎖、及びリン酸化糖鎖のピー
ク面積値から相対量を算出し、健常者17検体、
膵臓がん患者15検体（n = 1 for stage I, n = 7 for 

stage II, n = 4 stage III and n = 3 for stage IV）に
ついて比較解析すると、グルクロン酸化糖鎖の
相対量が有意に低下していることが確認できた
（Fig. 4B）。一方、硫酸化糖鎖については、膵臓
がん患者で増加していた。硫酸化糖鎖の発現量

は炎症性疾患時に増加するという報告があるた
め21）、がん特異的な現象では無く、がん発症に
伴う炎症による変化である可能性も考えられる。
一方、グルクロン酸化糖鎖の変動に関する情報
は無いが、一般的に薬物等のグルクロン酸抱合
に関与するUDP-glucuronosyltransferaseの活性の
低下は腫瘍のリスク要因となる22）。さらにいく
つかの腫瘍組織ではUDP-glucuronosyltransferase

の活性が低下している23）。これらの報告例は、
生体中のグルクロン酸化体が腫瘍マーカーとし
て利用できることを示唆している。本検討で特
定した硫酸化糖鎖やグルクロン酸化糖鎖が膵臓
がん特異的なマーカーとして利用できる否かを
判断するためには、さらなる検討が必要である
ため、今後膵炎患者血清や他臓器のがん患者血
清について同様の解析を実施する予定である。
また、現状の評価法では複数種のグルクロン酸
糖鎖を分離せず混合物の状態で比較している
が、グルロン酸化糖鎖をさらに分離し、個々の
グルクロン酸化糖鎖の発現量に着目することで

Fig. 3  ヒト血清中で観察されたマイナー酸性N-結合型糖鎖
 A）NH2カラムを用いたヒト血清由来のマイナー酸性N-結合型糖鎖の

分析結果と、B）ピークXのMALDI-TOF MS測定結果を示す。詳細な
構造解析結果は文献19）を参照頂きたい。
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診断精度を向上させることができると期待され
る。
　リン酸化糖鎖については、健常者と膵臓がん
患者血清間で有意な差は観察されなかった。し
かしながら疾患に伴うリン酸化糖鎖の構造や発
現量の変化については明らかにされていなた
め、硫酸糖鎖やグルクロン酸化糖鎖と共に、他
臓器のがんや他の疾患に伴うリン酸化糖鎖の変
動を追跡することも意義があるものと考えられ
る。

Ⅲ．血中糖鎖抗体を標的としたマーカー探索

1．糖鎖抗体測定技術の開発
　糖鎖抗体をはじめとする糖鎖結合分子を検出
する手法はアフィニティークロマトグラフィー
法等も用いられるが、夾雑物の多い生体試料に
適用することは難しい。一方夾雑物が多い生体
試料でも実施できる手法が、Enzyme-Linked 

Immuno Sorbent Assay（ELISA）等の免疫測定
法である。免疫測定法により糖鎖抗体を検出す
る場合は、なんらかの基板上に糖鎖を固定化す
る必要があるが、この固定化の工程が問題とな
る。糖鎖抗体の中には、エピトープとなる糖が
クラスター化することで初めて親和性を示すも
のがあるため24）、プレート上に高密度に糖鎖を
固定化することが望ましい。そのため、ELISA

を実施する場合は固定化用の糖鎖を大量に要す
る。しかしながら市販されている糖鎖試薬で大
量に入手でき、且つプレートへの固定化に適し
たスペーサーを有するものは限定されている。
また、固定化用の糖鎖を化学合成するという選
択もあるが、糖鎖は異性体や分岐構造を持つた
め、化学合成による調製は容易ではない。した
がって、複数種の糖鎖に対する抗体をELISAで
スクリーニングすることは困難に思われた。そ
こで著者らは、ELISAよりも低用量の糖鎖を用
いて実施できる糖鎖アレイ法による測定系の構
築を試みた。糖鎖アレイの場合は、ELISAより
も糖鎖固定化面積を1/10程度に縮小できるため
固定化に要する糖鎖量を低減させることができ
る。しかしながら、固定化する糖鎖のバリエー
ションを増やす事ができないという問題点は
ELISAと同様である。また、市販の糖鎖アレイ
も存在するが、非常に高額であり、且つ安定的
な供給は難しいため、継続した検討に使用する
ことが困難であった。以上の背景から、糖鎖ア
レイのバリエーションを増加させるための手法
について検討し、培養細胞や組織等の生体試料
中に発現する糖鎖を単離し、直接アレイ化する
という考えに至った（Fig. 5A）。
　種々の方法を検討した結果、エポキシ基コー
ティングスライドを使用することで、糖鎖の
HPLC解析で汎用される2-アミノ安息香酸（2-

Fig. 4  膵臓がん患者と健常者血清中のマイナー酸性N-結合型糖鎖の比較解析
 A）健常者及び膵臓がん患者血清1μL相当から調製したマイナー酸性N-結合型糖鎖の比較分

析と、B）各検体で観察された硫酸化糖鎖及びグルクロン酸化糖鎖の相対量の比較結果を示す。
A）に示すクロマトグラムはFig. 2のNH2カラムによる分析と同様の条件で測定した結果得られ
たものである。健常者と膵臓がん患者との間の統計的差異は、スチューデントのt検定を用い
て評価した。さらに詳細データは文献19）を参照頂きたい。



－ 103 －

生物試料分析　Vol. 44, No 4(2021)

AA）標識化糖鎖や9-fluorenylmethyloxycarbonyl

（Fmoc）標識化糖鎖を簡便にスライド上に固定
化することに成功した（Fig. 5B）25）。この方法
を利用することで、培養がん細胞やがん組織等
で観察された糖鎖をHPLCで測定すると同時に
アレイ化することが可能である。また、これま
でスペーサーの問題から基板上への固定化が困
難であった市販の糖鎖標品等も上記の標識化反
応を適用することで、簡易にアレイ化すること
ができた。この技術が確立したことで、複数の
糖鎖-分子間相互作用解析や糖鎖抗体のスクリ
ーニングが可能となった。

2．膵臓がんマーカーの探索
　バイオマーカーとなりうる血中糖鎖抗体の探
索は、「がん組織中に特徴的に観察される糖鎖
に対する抗体が、がん患者血液中で発現する」
という検証からスタートした。著者らは、前項
で記載した血清中の糖鎖以外にも、培養がん細
胞や組織中の糖鎖解析を進めており、この取り
組みの中で、膵臓がん細胞中でNeuAcα2-3Gal-

残基を有する糖鎖のクラスター化が促進してい
る事を明らかにした24,26）。この成果から、NeuAc

α2-3Galのクラスター構造に結合する糖鎖抗体
が膵臓がん患者血清中で発現すると考え、血清
中糖鎖抗体の測定を実施した（Fig. 6A）。糖鎖
抗体測定用にエポキシ基コーティングスライド
に3 ʼ-sialyllactose（3 ʼ-SL: NeuAcα2-3Galβ
1-4Glc）、α-Galエピトープ（Galα1-3Galβ
1-4GlcNAc）糖鎖を固定化した簡易な糖鎖アレ
イを作成した。α-Galエピトープはヒト血清中
に存在するα-Gal抗体が結合するものであり、
本測定系ではポジティブコントロールの役割を
担う。この糖鎖チップに100倍に希釈した健常
者血清及び膵臓がん患者血清を80μL添加し、
2時間インキュベートした。反応後、血清をチ
ップ上から除去し、蛍光標識化（Cy3化）され
た抗ヒトIgG抗体を添加し、チップ上に結合し
ている糖鎖抗体と反応させた。その後、アレイ
表面の蛍光を専用のスキャナーで測定した
（Fig. 6B）。
　測定の結果、当初の予測に反して、健常者で
は3ʼ-sialyllactose のスポット位置に強い蛍光シ
グナルが観察された。一方、膵臓がん患者では
3ʼ-sialyllactoseのスポット位置の蛍光シグナルが
消失或いは減少していた。この結果は3ʼ

Fig. 5 糖鎖アレイ作成技術の開発
 A）著者らが実践する糖鎖アレイの作成方針と、B）アレイ基板上

への2-AA標識化糖鎖及びFmoc標識化糖鎖の固定化法の原理を示
す。2-AAで標識化された糖鎖が有する2級アミンとスライドガラス
上のエポキシ基が反応し、スライド上に糖鎖が固定化される。また、
Fmoc標識化糖鎖を脱Fmoc化操作することで生じるグリコシルアミ
ン型糖鎖を同様の原理で固定化することができる。
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-sialyllactose抗体は自然抗体の一種としてヒト
血液中に常時存在しているが、膵臓がんが発症
するとその発現量が低下することを示唆してい
る。さらに、同様の検体に対して、代表的な腫
瘍糖鎖抗原であるCA19-9、DUPAN-II、STN等
を含む40種類ほどの糖鎖をアレイ化し、血清中
でのこれらの糖鎖抗体の発現状況を健常者と膵
臓がんで比較した。いくつか膵臓がん患者と健
常者で発現量に差がみられるものがあったが、
3ʼ-sialyllactose抗体が最も顕著に変動していた。
CA19-9やDUPAN-II構造では3ʼ-sialyllactoseと同
じくNeuAcα2-3Gal構造を有するが、抗体発現
量に関して健常者と膵臓癌患者で顕著な変動は
見られなかった。この結果から3ʼ-sialyllactose構
造をエピトープとする抗体が重要であると考え
られる。また、自然抗体であることが伺われる
ため、3ʼ-sialyllactoseに対する血中IgM抗体によ
る評価も試みたが、IgG程の精度が得られなか
った。
　以上の検討結果から3ʼ-sialyllactoseのIgG抗体
（3ʼ-sialyllactose-IgG）を標的とし、多くの研究機
関で測定できるようにELISAによる3ʼ-sialyllactose-

IgGの測定系を構築した。また、3ʼ-sialyllactose

を担体上に固定化したアフィニティーカラムを
作成し、ヒト血清IgG画分から3ʼ-sialyllactose-

IgGを単離した。この単離した抗体を標品とす

ることで血中3ʼ-sialyllactose-IgGの濃度を求め、 
健常者と膵臓がん患者血清間で比較した。
　健常者血清43検体、膵臓癌患者血清55検体（n 

= 15 for stage I, n = 15 for stage II, n = 11 stage III 

and n = 14 for stage IV）間を比較すると、膵臓が
ん患者で3ʼ-sialyllactose-IgG の有意な減少が観
察された（Fig. 7A）。さらに、膵臓がんの各Stage

間で比較すると、Stage依存的な3ʼ-sialyllactose-

IgG の減少が観察された（Fig. 7B）27）。また、
Stage Iの段階でも本抗体発現量の低下傾向が伺
えるため、3ʼ-sialyllactose-IgG早期診断マーカー
としての利用が期待される。膵臓がん患者の血
清でこの抗体量が低下する原因については明ら
かにすることはできていないが、膵臓がん組織
あるいは膵臓がんから分泌される複合糖鎖質に
抗体が結合し消費されたと考えられる。また、
少し飛躍するが、腫瘍等の異物が発生した際の
防御機構として3ʼ-sialyllactose-IgGが発現してい
るとも考えられるため、今後3ʼ-sialyllactose-IgG

の抗腫瘍効果等も評価したいと考えている。
　興味深い事に、3ʼ-sialyllactose-IgG抗体と既存
のマーカーであるCA19-9を同時に測定し両試
験の測定値を組み合わせることで、膵臓がんの
診断性能が向上した。Fig. 8はStage Iの膵臓が
ん患者血清14検体について、縦軸にCA19-9の
測定値を、横軸に3ʼ-sialyllactose-IgGの測定値を

Fig. 6  糖鎖アレイ法による健常者と膵臓癌患者血清中の3ʼ-sialyllactose

抗体の測定結果
 A）糖鎖アレイ法による血中糖鎖抗体の測定手法及び、B）3ʼ

-sialyllactose抗体の測定結果を示す。図中の3ʼ-SLは3ʼ-sialyllactose

を表す。
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プロットしたものである。
　本検討によって求めた3ʼ-sialyllactose-IgG及び
CA19-9のカットオフ値を基にStage Iの14検体の
判定を行うと、CA19-9のみで評価した場合に陰
性と判定される3検体を本法では膵臓がん陽性
と判定することができた。一方3ʼ-sialyllactose-

IgG抗体で陰性と判定された5検体について、
CA19-9では陽性と判定された。両検体で陽性
と判定されたものは6検体であり、両検体で陰
性と判定されたのは1検体のみであった27）。こ
れらの解析から3ʼ-sialyllactose-IgG抗体及び
CA19-9を同時に測定することでより正確な判
定が可能になると考えられる。特にルイス式血
液型抗原陰性者は、膵臓がんを発症しても
CA19-9の濃度は上昇しないため、併用できる
マーカーは有用であると考えられる。
　以上の結果から、複数の糖鎖関連因子を組み
合わせることで精度の高い診断が実現できる可
能性が示唆された。本論文では結果は示してい
ないが、糖鎖アレイ法で血清抗体をスクリーニ
ングした際に、3ʼ-sialyllactoseIgG以外の糖鎖抗
体につても膵臓がんで変動することが確認され
ている。これらの複数の糖鎖抗体を同時に評価
できる測定系を構築すれば、さらに精度の高い
診断が可能になると期待される。

Ⅳ．結語

　著者らが開発したマイナー酸性糖鎖解析技術
と糖鎖アレイ法を用い、血中糖タンパク質糖鎖
と糖鎖抗体の2種類の分子群を標的とした膵臓

がんマーカー探索を実施した。糖タンパク質糖
鎖を標的とした解析では、既存の糖鎖分析手法
では検出することが出来なかったグルクロン酸
化N-結合型糖鎖を検出し、それらが膵臓がん患
者血清中で減少することを見出した。また、硫
酸化N-型糖鎖が膵臓がん血清中で増加すること
を見出した。一方、糖鎖抗体を標的とした解析
では、3ʼ-sialyllactoseに対する自然抗体が膵臓が
ん患者血清で減少することを見出した。また3ʼ
-sialyllactose抗体とCA19-9を併用することでよ

Fig. 7  多検体中の3ʼ-sialyllactoseIgGの測定結果
 A）健常者43検体と膵臓がん患者血清55検体間の比較解析結果、B）膵臓がんの各

ステージにおける3ʼ-sialyllactose抗体の発現量の比較結果を示す。健常者と膵臓がん
患者との間の統計的差異は、スチューデントのt検定を用いて評価した。本結果は
文献27）で報告した結果の一部を編集したものである。

Fig. 8　 3ʼ-sialyllactoseIgGとCA19-9の2種の指標を組み
合わせた膵臓がん検体の評価

 縦軸にCA19-9濃度、横軸に3ʼ-sialyllactose抗
体濃度とし、14検体の膵臓がんステージIの
患者血清をプロットした。●は3ʼ-sialyllactose

抗体とCA19-9両者で膵臓がんと判定された
検体、〇は3ʼ-sialyllactose抗体とCA19-9のど
ちらか片方の評価で膵臓がんと判定された
検体、■は両者の評価で陰性と判定された
検体を示す。本結果は文献27）で報告した
結果の一部を編集したものである。
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り膵臓がん診断の精度を高めることができた。
この成果から複数の糖鎖関連マーカーを同時に
評価することで精度の高い診断が実施できると
期待される。今後の検討で、膵臓がんの診断に
有用な血中糖鎖抗体や糖鎖が複数見だされた場
合、スループット性を向上させるため、同一測
定系で複数の糖鎖関連分子を測定できるような
デバイスの開発等も必要になると考えられる。
　一方、今回の検討では、マイナー酸性糖鎖解
析法と糖鎖アレイ法を別個に使用することで血
中マーカーを探索しているが、両手法を組み合
わせたマーカー探索も有効であると考えられ
る。例えば、マイナー酸性糖鎖解析手法を用い
てがん組織やがん細胞が発現している糖鎖を解
析すれば、今まで検出されなかったがん特有の
糖鎖が検出される可能性がある。解析で見出さ
れた糖鎖に対する血中抗体の発現状況を糖鎖ア
レイ法で解析することで、新たな糖鎖抗体を標
的としたマーカー探索を進めることができる。
したがって今後も確立した技術を用いて生体試
料中の糖鎖解析例を増やしていく予定である。
　糖鎖解析技術は未だ技術開発の要素が多く残
されているため、現状で検出されていない糖鎖
や糖鎖抗体は当然存在しうる。したがって、既
に確立された解析手法を用いたマーカー探索と
共に、さらなる糖鎖解析技術の開発を進めるこ
とも重要である。未だ解析が困難であり未知の
領域があるという点は非常に魅力的であり、新
規解析手法による新しいアプローチでの糖鎖マ
ーカーの発見が期待される。
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略語説明

Glc: グルコース、 Gal: ガラクトース、Man: マ
ンノース、GlcNAc: N-アセチルグルコサミン、
GalNAc: N-アセチルガラクトサミン、NeuAc: 

N--アセチルノイラミン酸、Fuc: フコース
GlcA: グルクロン酸
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