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はじめに

　本邦における B 型肝炎、C 型肝炎感染者はそれ
ぞれ 150 万人、200 万人程度と推定されている。慢
性肝炎は治療によりウイルスが排除されない限り、
持続的に肝障害が進行し、感染から 20 ～ 30 年程度
の後に、肝硬変に進展し、肝細胞癌へと至ることが
知られている。C 型慢性肝炎においては近年 inter-

feron（IFN）を使用しない direct acting antivirals

（DAAs）の開発によりウイルス排除が飛躍的に進ん
でいるが 1, 2）、肝線維化が進行した症例ではウイル
ス学的著効（sustained virologic response: SVR）後
も発癌のリスクは残存する。なお、がん統計情報に
よると、原発性肝癌によって 2013 年度には 30,175

人が死亡しており、その 9 割以上は、B 型や C 型
肝炎ウイルス感染者である3）。特に本邦においては
C 型肝疾患患者の高齢化が進み、発癌は重要な問題
である。また、近年では非アルコール性脂肪性肝炎

（nonalcoholic steatohepatitis；NASH）を背景とする
肝癌も増加している4）。肝細胞癌の発生率と肝線維
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化の程度は相関することが知られており、肝線維化
の把握は肝細胞癌の高リスク群を予測するうえで極
めて重要である。しかし線維化診断のゴールデンス
タンダードである肝生検は侵襲的であり、出血など
重篤な合併症を引き起こす可能性があるため、肝生
検に代わる線維化評価が重要とされている。Wisteria 

floribunda agglutinin（WFA）+-Mac-2 binding protein

（M2BP）は Fibrosis stage が上がるに従って上昇す
る、非侵襲的な肝線維化評価が可能な新規糖鎖マー
カーである。本稿では、最近同定された糖鎖関連の
肝線維化マーカー WFA+- M2BP を中心に解説する。
このマーカーは肝線維化検査用試薬として開発が終
わり、M2BPGi（M2BP Glycan isomer）と命名され
て、2015 年 1 月 1 日から保険適応されている。

Ⅰ. 肝線維化進展と発癌

　肝細胞癌の発生頻度は、肝臓の線維化の程度と相
関することが知られており、C 型肝炎患者における線
維化の程度別の発癌率は、F0 ～ 1 で年率 0.5％、F2

で 2％、F3 : 5.3％、F4 : 7.9％である（図 1）。したがっ
て、発癌を予測するうえで肝臓の線維化の程度を確
定することは重要である。従来、この診断には肝生
検が用いられ、実際に肝組織を病理的に観察するこ
とから信頼度の高い検査であるといえる。一方で、
肝生検は、経皮的に肝臓の組織を直接採取する検査
であるため、侵襲性が高く出血などのリスクもあり、
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進行する病態を評価するために繰り返し行うことは
身体的負担が大きい。また生検針を刺す肝臓の部位
により、線維化の程度にばらつきがあることは否め
ない。このようなことから、より非侵襲的な肝線維
化の検査法が考案されてきた。簡便な血液検査で得
られるヒアルロン酸、Ⅳ型コラーゲン、Ⅳ型コラー
ゲン 7S、Ⅲ型コラーゲン N 末端ペプチド（PⅢNP）、
あるいは複数の血液検査の結果の組み合わせから肝
線維化を推定する FIB-4 index や AST to Platelet 

Ratio Index（APRI）、最近では Fibroscan や tran-

sient elastography を用いた肝線維化評価法などが
知られている。既存の検査法より高感度かつ特異的
な肝線維化診断法を目指し、近年、第三の生命鎖と
して注目されている糖鎖に着目し、肝線維化あるい
は発癌にかかわる新規糖鎖マーカーの開発が行われ
てきた。

Ⅱ. 糖鎖とは

　糖鎖は核酸、タンパク質につぐ第三の生命鎖とし

て注目されている。糖鎖はタンパク質や脂質に結合
して存在し、複数の単糖が枝分かれしながら鎖状に
つながったものであり、それぞれ糖タンパク質、糖
脂質と呼ばれる。膜タンパク質や血清タンパク質の
ほとんどが糖タンパク質であり、糖鎖が結合して初
めて機能する。糖鎖は 180 種類以上にもおよぶ糖転
移酵素により合成される。糖転移酵素は細胞内の小
胞体やゴルジ装置に膜結合型として存在しており、
ここでタンパク質や脂質に糖鎖を転移する。細胞内
にどの種類の糖転移酵素がどのくらい発現している
かにより、タンパク質上の糖鎖構造が決まる。タン
パク質に比べて糖鎖は多様性があり、また構造が複
雑なため、その解析は難解であった。近年、質量分
析などの進歩や糖鎖遺伝子の改変動物を用いた機能
解析の成果により、糖鎖の研究が飛躍的に発展し、
タンパク質の安定化、体内輸送、活性化、細胞間の
情報伝達、細胞同士の接着に関与すること、またウ
イルスや病原菌は糖鎖を認識して侵入することなど
が報告されている（図 2）。さらに様々な病気の発症
の解明や、診断、治療に糖鎖研究が欠かせないこと
が明らかになってきている。診断への応用としては、
炎症、がん化に伴う同一糖タンパク質の糖鎖構造の
変化を捉えることにより、糖鎖疾患マーカーの開発
が試みられている（図 3）。腫瘍マーカーのα-feto-

protein（AFP）-L3 は糖鎖構造の変化を利用した代表
的なマーカーである。AFP は背景病変としての慢
性肝炎や肝硬変の非癌部肝細胞においても産生され
るため、肝細胞癌診断の特異度は低いのに対し、
AFP-L3 分画は、この AFP 陽性の肝癌患者に対する
特異性を高めるべく開発されたマーカーである。AFP-
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図 1 C型肝炎の線維化と発癌
（Yoshida H et al. Ann Inter Med 1999より引用改変）
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L3 分画とは、AFP に結合する 1 本の糖鎖（アスパ
ラギン結合型糖鎖；N - グリカン）のコア部分にフ
コースが結合して構造変化したものである。レクチ
ンとは、ある特定部分の糖鎖構造を認識し結合する
タンパク質のことであるが、このコアフコースを認識
するレンズマメレクチン（Lens culinaris agglutinin；
LCA）を用いたレクチン親和性電気泳動を用いて分
離されるバンドを陽極側から L1、L2 および L3 と
すると、肝細胞癌患者では L3 分画の占める比率が
増加し、AFP-L3/AFP の量比が肝臓癌マーカーとし
て臨床的に応用されている。

Ⅲ. 新規肝線維化マーカー探索のための
糖鎖構造解析技術の開発

　バイオマーカーの多くは疾患の際に生じるタンパ
ク質の量的変化を測定しているが、元来タンパク質
は糖鎖修飾による多様性を持つことが知られてい
る。近年、疾患特異的に修飾された糖鎖を持つタン
パクの新たなバイオマーカーとしての可能性につい
ての研究が本邦を中心に行われている。
　新規糖鎖疾患マーカー候補の探索は、3 ステップ
で行われる 5）。まず健常者の血清と疾患群（線維化
進展度別）の血清を比較することで、糖鎖遺伝子の
発現プロファイルの違いを利用し、実際に産生、分
泌された糖タンパク質糖鎖をレクチンマイクロアレ
イ分析し、患者群で特徴的に産生する糖鎖に反応す
るレクチンあるいは抗糖鎖抗体のプローブを選択す
る。肝線維化糖鎖マーカーの開発に当たっては、線
維化により糖鎖構造がかわる糖タンパク質と、構造
変化した糖鎖だけに反応するプローブレクチンの決
定が重要である。前述した戦略により、肝線維化の
場合は、糖タンパク質として M2BP、そして糖鎖部
分に結合するレクチンとして WFA が多くの候補の
中から抽出された。

1. コア糖タンパク質の同定

　目的とする疾患に特異的な糖鎖マーカーを探索す
るためには、その糖鎖をもつコアタンパク質を同定・
定量する技術が必要である。早期癌などが特異的に
血中に放出するタンパク質は少量であり、血清中で
希釈されるために微量な糖タンパク質を効率よく濃
縮・精製する試料調製法と、それらを高感度に同定・

構造解析・比較定量する技術が必要であるが、これ
までの液体クロマトグラフィーや質量分析器を用い
た糖鎖解析（LC/MS）法では、糖鎖をタンパク質か
ら切り離して蛍光標識しなければならず、多くの工
程数と時問を要していたが、産業技術総合研究所で
開発された糖鎖付加部位を選択的に標識する糖鎖付
加位置特異的安定同意標識法（IGOT）6）を組み合わ
せることで、糖タンパク質の種別、糖鎖付加位置、
位置ごとに存在する糖鎖モチーフを網羅的に分析す
ることが可能になった。

2. 抗体オーバーレイ・レクチンマイクロアレイ法

　レクチンマイクロアレイとは特異性の異なる複数
レクチン（30 種以上が好ましい）を同一基板上に固
相化したものであり、通常ガラス 1 枚あたり複数の
サンプルを同時に分析できる形態をとる。抗体オー
バーレイ検出法は、分析対象である糖タンパク質は
蛍光標識等の処理をせずにそのままレクチンマイク
ロアレイに添加し反応させ、基板上のレクチンヘ結
合した糖タンパク質をコアタンパク質認識蛍光標識
抗体で検出する。スライドガラスの側面から励起光
を入射し全反射させることにより、ガラス面から
200nm くらいの厚みでエバネッセント波を発生さ
せ、この厚みの中に入った蛍光物質だけがシグナル
を出すように設計されている。このアレイは極めて
感度が高く微量の糖鎖でも検出できる 7）。
　以上のようなグライコミクス解析により選ばれた
候補糖タンパク質から、バイオインフォーマテイク
ス技術を組み合わせて、1）血中に分泌されるかど
うか  2）健常人血清由来タンパクには反応せず患者
血清由来タンパクと反応し、その差が大きいかどう
か  3）糖タンパク質 1 分子あたりの糖鎖の本数が多
いかどうかなどを考慮し、臨床診断薬として最適な
糖鎖マーカーが絞りこまれた。

3. WFA＋ - M2BP（M2BPGi）の同定

　肝線維化糖鎖マーカーの開発に当たっては、線維
化により糖鎖構造がかわる糖タンパク質と変化した
ものだけに反応するプローブレクチンの決定が重要
である。前述したシステムを活用し、得られたマーカー
候補分子の中から、肝線維化の場合は、糖タンパク
質として M2BP、そして糖鎖部分に結合するレクチ
ンとして WFA が多くの候補の中から抽出された。
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　疾患により糖鎖構造が変化する糖タンパク質は多
数存在する。M2BP は Macrophage-associated lectin

である Mac-2 のリガンドとして知られている血清中
に存在する分泌型糖タンパクであり、細胞接着に関
与していることが報告されている 8）。585 残基のア
ミノ酸により構成され、1 分子で 7 本の N -グリカン

（アスパラギン結合型の糖鎖）を持ち、さらに生体
内では 10 -15 分子のドーナツ状の多量体構造で存在
しているため、1 分子あたりの糖鎖本数が多く、1 つ
のポリマーが 100 本近くの N - グリカンを有する。こ
のため、支持体へ固定された WFA と多点結合が可
能となり、強い親和性を示す。M2BP の糖鎖構造は
肝臓の線維化進展により顕著に変化することが報告
されており 9 ～ 12）、一方で M2BP は健常者の血清中
でも数μg/mL 発現しており、タンパク質発現レベ
ルの測定のみでは臨床診断上の有用性は低いと考え
られている 13）。次に、血中の主要な糖タンパク質に
邪魔されずに、肝線維化進展度に相関して糖鎖が変
化した分子をとらえるレクチンを絞りこみ、WFA と
いうレクチン（糖鎖プローブ）が選択された 6）。WFA

レクチンを高密度に固相化することで、多点結合に
より、WFA-M2BP 間に非常に強い結合を形成する。
肝線維化の進行度によって M2BP 上の糖鎖構造が
変化するが、タンパク質部分と糖鎖構造の両方を検
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（10μL）
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ALPALP

17min
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MP
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M2
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M2
BP M2

BP
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（Sysmex Co., Kobe, Japan）

図 4 WFA＋-M2BP（M2BPGi）測定の流れ

出することで、診断マーカーとして利用できる。
WFA が認識する M2BP の糖鎖構造変化の測定は肝
臓の線維化病態の把握に有用であり、産業技術総合
研究所の Kuno らによって FastLec-Hepa 法を用い
て WFA-M2BP が定量化され、Fibrosis stage を反
映する糖鎖マーカーであることが明らかにされた

（図 4, 5）14）。この後、産総研とシスメックス社の共
同研究が始まり、シスメックス社の自動免疫測定装
置 HISCL-2000i を用いて、わずか 17 分で WFA+ 

-M2BP 値が測定できる測定キットが完成した。
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Ⅳ. 新規肝線維化マーカー WFA＋-M2BP
（M2BPGi）による臨床応用

　この WFA+-M2BP を測定する試薬キットは M2B-

PGi と命名され 2015 年 1 月に保険収載された。保
険点数は 200 点である。慢性肝炎および肝硬変の診
断・治療において肝臓の Fibrosis stage を診断し、
治療方針の指標およびモニタリングに有用とされて
いる。WFA レクチンを用いて M2BPGi を捉え、化
学発光酵素免疫反応により M2BPGi 量に応じた発
光強度を検出する検査技術であり、肝臓の線維化の
進行度が反映される。このような検査技術は、これ
までのタンパク質ベースでの検査では実現できな
かったが、線維化病態における M2BPGi 表面上の
糖鎖構造変化を捉えることで可能になった有用性の
高い検査である。

M2BPGi の測定値は以下のように Cutoff index

（C.O.I.）として定量化された。
C.O.I.＝（［M2BPGi］-［M2BPGi］nc）/（［M2BPGi］
pc-［M2BPGi］nc）

　ここで［M2BPGi］nc はバックグラウンドバッ
ファーにおける定量値、［M2BPGi］pc は健常人血
清における定量値の平均値＋2.5SD である。
　M2BPGi の C.O.I. を 1.0 としたとき、肝生検検査
F0F1 判定以上との一致率は 0.822、感度 0.735、特
異度 0.974 であった。また肝生検検査での Fibrosis 

stage F3、F4 検体を用いての C.O.I. を 3.0 以上とし
たときの F4 判定との一致率は 0.857、感度 0.806、
特異度 0.862 であり、既存の肝線維化指標に劣らな
い結果である。したがって、測定範囲は 0.10 ～ 20.00 

C.O.I.（半定量法）で、判定方法は、陰性（C.O.I. ＜
1.00）、陽性 1＋（慢性肝炎  1.00 ≦ C.O.I. ＜ 3.00）、
陽性 2＋（肝硬変判定  C.O.I. ≧ 3.00）とされる。
　これまでに Yamasaki らは C 型慢性肝疾患患者に
おける WFA+- M2BP 値を＜ 1、1-4、＞ 4 としたと
きに累積発がん率が異なることを報告し（図 6）15）、
WFA+- M2BP 値は肝線維化評価だけでなく WFA+ 

-M2BP 値を経時的に follow up することで、C 型慢性
肝疾患の肝発癌予測も可能になることを報告した。
また WFA+- M2BP は初期の開発段階では C 型慢性
肝疾患患者において肝線維化評価が検討されたが、
脂肪性肝疾患（NAFLD）においても線維化進展に伴

い上昇することが報告され 16）、今後問題になる脂肪
肝を伴う症例からの進展例の絞り込みにも有望と思
われた。また ultrasound based-virtual touch tissue 

quantification（VTTQ）や magnetic resonance imag-

ing based-liver-to-major psoas muscle intensity ratio

（LMR）といった他の線維化評価法との比較 17）など
本邦から WFA+- M2BP の有用性が報告されている。
一方で B 型肝炎や NASH は同じ F4 においても C

型肝炎と比べて低値であり16）、肝臓の線維化を評価
する上で注意を要し、カットオフラインの設定を含
め、今後の検討が必要である。

おわりに

　新規糖鎖マーカー WFA+- M2BP（M2BPGi）は採
血のみで肝線維化評価が可能な、かつ採血から測定
結果まで 20 分以内という迅速な測定が可能である。
このような非侵襲性かつ簡便な検査系を確立するこ
とにより、患者の身体的負担を軽減し、肝線維化の
進展を推定できるようになり、その結果、肝細胞癌
の高リスク群の囲い込みが可能となるため、WFA+ 

- M2BP（M2BPGi）は今後広く臨床の場で用いられ
ることが予想される。このような糖鎖構造変化を用
いたバイオマーカー探索により、今回紹介した肝線

図 6
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積
発
癌
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）

WFA＋-M2BP levels 
（C.O.I.）

累積発癌率
（number at risk）

≧4
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＜1

N

118
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5th year

30.5％
（89）
3.9％
（342）

0％
（109）

10th year

54.1％
（61）
14.8％
（197）

1.1％
（60）

15th year

77.0％
（50）
31.6％
（90）
3.1％
（10）

WFA+-M2BP値の上昇に伴い累積発がん率が上昇する
Yamasaki et al, Hepatology2014より改変
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維化マーカーのみならず、早期肝細胞癌のマーカー
をはじめとした様々な疾患関連マーカーの開発が期
待される。
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