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Abstract

　　The　quandtadve　determina60ns　of　AFP　（alpha－fbtoprotein）　has　been　extensively　used　for　the

detection　of　HCC（hepatocellular　carcinoma）．　However，　the　serum　concentration　of　AFP　also

increases　moderately　in　nonneoplastic　liver　diseases．　Moreover，　the　serum　concentrations　of　AFP

in　HCC　at　the　time　of　initial　diagnosis　became　lower　recently　owing　to　the　advancement　of　imag－

ing　modalities．　Accordingly，　these　clinical　circumstances　lead　to　molecular　discrimination　of　AFP

between　HCC　and　benign　liver　diseases　by　taking　advantage　of　the　reac目vity　of　AFP　with　various

lectins．　LCA－reactive　species　of　AFP　was　significantly　greater　in　HCC　than　benign　liver　diseases．

Molecular　basis　of　this　variation　is　the血cosyla60n　of　sugar　chain　at　inne㎜ost］V－ace取lglu－

cosamine　residue．　On　the　other　hand，　Con　A－nonreactive　species　of　AFP　was　sign伍cantly　higher

in　AFP－producing　gastrointestinal　carcinoma　than　HCC　and　benign　Uver　diseases．　Molecular

basis　of　Con　A－nonreacdve　va迦ts　is　the　N－ace旬lglucos㎜inyla60n　of　the　m鋤nose　residue　at

the垣mannosyl　core　although　the　position　to　be　mod通ed　is　dil允rent．　There㊤re，　the　te㎜s

“血cosylation　index，　that　is　L3　fraction　and　glucosaminylation　indices”were　adopted　to　express

the　percentages　of　LCA－reactive　and　Con　A－nonreactive　species　of　AFP，　respectively．　These
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indices　are　bene丘cial　to　the　detection　of　HCC　even廿it　is　early　sねge．　Fur血e㎜ore，13廿om　the

sera　before　the　initial　treatment　serves　as　a　new　prognostic　factor　and　improves　prognostic　esti－

mates　and　appraisal　of　therapeutic　outcome　in　patients　with　HCC．　Accordingly，　not　only　quantita一

廿ve　but　also　quaU城ve　measurements　of　AFP　pro琉de　us　very　v凪uable　info㎜adon　in　the　di丘eren－

tial　diagnosis　of　various　liver　diseases　and　the　estimation　of　therapeutic　outcome　in　patients　with

HCC．

キーワード　アルファフェトプロテイン，フコシル化，肝細胞癌，L3分画，多分岐化

はじめに

　本邦における肝細胞癌（HCC）者数は年間3

万人を超えており，臓器別死亡の第3番目に位置

する．そして，その大多数が背景疾患としてウイ

ルス性慢性肝疾患，特にC型肝硬変を合併してい

る．現在，これらウイルス性慢性肝疾患を対象に

HCC早期診断を目的としたアルファフェトプロ

テイン（AFP）などの腫瘍マーカーの測定による

スクリーニングが行われている．

　本稿では著者らが行ってきたAFPのHCC特異

性を改善したフコシル化分画（B分画）測定法

の開発の経緯ならびにその臨床的意義について著

者らの成績を中心に概説する．

1．AFP陽性率
　第19回全国原発性肝癌追跡調査報告によれば，

HCCの60％（10，973／18，400例）がAFP陽性を

呈しており，そのスクリーニング法として有用で

ある事が示されている．しかしながら，AFPは最

も鑑別が必要とされるHCCの背景疾患である肝

硬変，慢性肝炎においても20から30％程度非特

異的に上昇することが知られており，その特異性

が低い欠点を有している．

2．HCC由来ならびに胎児性AFPの蛋白化学的

　　比較研究

　著者らはAFPのHCC特異性向上と生理機能解

明を目的に，HCC由来ならびに胎児性AFPの精

製，純化を行い，その両者の蛋白化学的比較研究

を行った．その結果，AFPの蛋白一次構造上に両

者の大きな違いは認められないが糖組成に差があ

る事を報告した1）．また，それらの経過中に得ら

れた一次構造上の結果などより銅イオン，ビリル

ビンを結合する能力を有する事，ならびに，無細

胞系でグロビン合成を阻害する活性を有すること

を報告した2）－4）．また，これらの生理活性にお

いてはHCC由来ならびに胎児性AFPの間に大き

な差は認められなかった．

3．糖鎖を指標とした分子識別の試み

　前記した糖鎖組成の差に着目し，糖鎖構造を反

映する各種レクチンを用いた両者の分子識別を試

みた．その結果，HCC由来AFPにおいて，レンズ

マメレクチン（LCA）に結合性を有する分画が肝

硬変などの良性肝疾患由来AFPに比較し有意な

増加を示し，総AFPに対するLCA結合性AFPの

割合であるフコシル化率がHCCの早期診断に有

用であることを見いだした5）－7）．また．コンカ

ナバリンA（Con　A）による反応性では，　HCC，

良性肝疾患由来AFPが結合性分画が主体である

のに対しAFP産生性消化器癌やヨークサック腫

瘍では非結合性分画の明らかな上昇を認めた8）9）．

すなわち，LCAとCon　Aによる結合性を検討す

ることで，HCC由来，良性肝疾患由来ならびに消

化器癌由来AFPの3者の亜種を分子識別するこ
とが可能である結果を得た8）．

4．糖鎖構造解析

HCCにおいて有意に上昇するLCA結合性分画
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図l

A　HCC診断時のAFP値が500ng／ml以下の症例227例と各種画像診断により腫瘍の存在を否定し得た

　良性肝疾患（BLD）231例の血清AFP値をプロットしたもの．単なるAFPの絶対量では両疾患の鑑

　別は困難であることを示している．

B　同対象でのAFPフコシル分画のプロットで，両疾患の鑑別が可能である事を示す．

C　肝細胞癌584例，AFP濃度400ng／ml以下の237例，最大径3cm以下の81例，最大径3cm以下で

　AFP濃度400ng／ml以下の44例，最大径2cm以下の36例，最大径2cm以下でAFP濃度400ng／ml

　以下の18例いずれにおいてもB分画は良性肝疾患に比較して有意な上昇を示している．
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の糖鎖組成解析ならびに糖ペプチドとフコシダー

ゼを用いた検討により，LCA結合性分画の糖鎖に

は中性糖の一つであるフコースが存在することを

報告した10）．つぎに，糖鎖構造解析を目的とした

糖鎖微量蛍光標識法であるピリジルアミノ化法と

高速液体クロマトグラフィーによる分析で，この

LCA結合性AFPの糖鎖構造が二分岐型複合糖鎖

の還元末端側のN一アセチルグルコサミンに

α1－6の形式でフコースが結合したものである

ことを明らかにした11）．そして，総AFPに対す

るLCA結合性分画の割合，すなわちフコシル化

AFP分画の測定が，肝硬変をはじめとする慢性肝

疾患経過観察中におけるHCCの早期診断に有用

であることを提唱してきた．

その後の数年の経過観察を経てHCCへ進展した

症例におけるL3分画の変化を複数症例において

報告している，これらの症例では，肝硬変時のL3

値は低値を呈するにもかかわらずHCC進展時に

おいては有意なL3の上昇を示していた14）．

7．AFP－L3分画によるHCC予知の可能性

　AFP持続陽性C型肝硬変例の前向き経過観察

において，最大径2cm以下のHCCを，画像診断

による指摘より2～4年先行してL3分画上昇を

認め，HCCの出現を予知した症例を複数例報告

している15）．この事実はAFPのフコシル化充進

という分子基盤が癌化の比較的早期の段階で起き

ていることを示すもと考えられる．

5．フコシル化AFPによる鑑別

　図IAはAFP濃度500ng／mlを上限として，当

科でのHCCならびに肝硬変を主とする良性肝疾

患のAFP濃度をプロットしたものであるが，濃

度での両疾患の識別は困難である．しかしながら，

図IBはAFP濃度では極めてオーバーラップが

多かった両群のAFP－L3（フコシル化）分画の

割合をプロットしたものであるが，有意なHCCで

の上昇を認め，これらの鑑別に有用であることが理

解出来る12）13）．当科で現在まで行った1，000例を

超えるHCC症例と良性肝疾患約500例あまりの

結果においてもHCC群で有意な上昇を示し，さ

らに，早期のHCCである最大径3cm以下の症例

や2cm以下の症例においても統計学的に有意な

L3分画の上昇を呈している．すなわち，　AFP濃度

では困難な両疾患の鑑別がフコシル化AFP分画

くL3分画）測定で可能である事を示している．ま

た，本分画と濃度とは関連を認めず，互いに独立

した因子と考えられる．これらの総AFPに対す

るフコシル化AFPの割合はAFPのL3分画測定

法として1996年より保険収載され，日常診療に

用いられている．

6．同一症例でのフコシル化尤進

　著者らは肝硬変経過観察中にAFPが上昇を示

し，各種画像診断によりHCCの存在が否定され，

8．他の血清糖蛋白のフコシル化

　AFP以外の生理的に存在する血清糖蛋白であ

るα1アンチトリプシン16）17）やトランスフェリ

ン18）においても，HCCではAFPと同じ糖鎖変

異である二分岐型複合糖鎖の還元末端側のN一ア

セチルグルコサミンにα1－6形式のフコシル化

の元進が起きていることを報告している．この事

実は複合型糖鎖の還元末端側のフコシル化という

事象が癌化において普遍的に起きている事を示し

ており，また，臨床的にはAFP非産生HCCの診

断に用いる事が出来ると考えられる19）．

9．HCC予後規定因子としての意義

　当科にて内科的治療を行ったHCC　302例にお

ける予後とそれに影響をおよぼす因子をCoxの

比例ハザードモデルを用いて検討するとTumor

Stageや肝予備能を示す因子の他に，　L3分画が有

意な予後規定因子として抽出出来る．また，カプ

ランマイヤー法による生命予後の検討では，治療

前L3分画高値群と低値群の間に，有意な生存率

の差が認められた20）．

10．生物学的悪性度を示す指標

　さらに同一Stageに限った検討でも，　Stage　Iで

は有意差を認めなかったが，Stages　II，　III，　IVA，

IVBにおいて治療前L3分画高値群は明らかに低
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値群に比較して予後不良であった．この事実は，

本分画が腫瘍の生物学的悪性度を評価出来るマー

カーである事を示していると考えられる21）－24）．

11．自動化L3分画測定法

　L3分画はTaketa25）らの開発したレクチン含有

ゲル電気泳動での測定法で行われていたが，現在は

自動化測定系による高感度化が計られている26）．

これらの基本的原理は著者らが報告している糖鎖

結合部位近傍の抗原決定基を認識するモノクロー

ナル抗体とLCAとの競合阻害による測定系であ
る27）28）．

12．高感度化L3測定法

　近年，電気泳動法に変わる第一世代（LiBASys

法）ならびに第二世代であるミュータスワコーに

よる高感度化が計られている．従来法でのカット

オフ値10％では陽性率が38％であったのに対

し，同じ10％のカットオフ値で陽性率は48％，

さらにカットオフ値を7％に引き下げることによ

り，特異性を90％以上に保ったまま，陽性率を

60％までに上昇させる結果であった．また，従来

法，高感度法のStage別陽性率の比較では，　Stage

Iにおいても従来法のカットオフ値では16％で

あったのに対して，46％まで診断能の改善が可能

であり，全症例の陽性率も40％から60％へ上昇
を示している29）－33）．

13．L3分画解釈上の注意点

　本検査法の特徴は特異性（spect丘city）が高い

ことであり，当科の検討では96％であった．ま

た，良性肝疾患でL3分画20％以上を示した例は

自己免疫性肝炎を含む重症型急性肝炎例が多く，

臨床的に鑑別可能例が大半であった7）．

　LCなどにおける本分画の上昇（10％以上）は

HCCが存在することを前提に各種画像診断を行

う必要がある．また，重要なことは，低値がすな

わちHCCの否定にはつながらない事に留意すべ

きである．当科のデータではHCCの約30％が本

分画10％以下を示している．

14フコシル化AFPよりみたHCCの治療目標

　フコシル化を受けたAFPの分子種は肝癌細胞

に極めて特異的であり，腫瘍の悪性度を示すマー

カーであることより，治療後本分画を低下し得た

HCC群では，非低下群に比較して明らかに生命

予後の改善を認めた29）．すなわち，HCCの治療

目標をAFPのL3分画低下ないし陰性化を目指す

事が妥当と考えられる．

15．フコシル化の酵素学的背景

　フコシル化の酵素学背景であるα1－6フコー

ス転移酵素の血漿中活性とAFP－L3の関連を検

討すると，両者には有意な正の相関々係が存在し，

酵素活性とproductの関係として矛盾しない結果

であった．また，HCC組織中活性ならびにその

mRNAは周辺非癌部肝硬変組織に比較して高値

を示した34）．しかしながら，疾患群として本酵素

活性を計測すると慢性肝炎や肝硬変においてすで

に高値を呈しておりAFPで認められたL3分画ほ

ど際だった差は得られなかった．今後，酵素活性

とproductとしてのフコシル化の差を生ずる調節

機構の解明が必要と考えられる．

16．Con　A非結合性分画として認識されるAFP

　　糖鎖の多分岐化

　AFP糖鎖においてはフコシル化と共にバイセ

クト型を含む多分岐化変異（グルコサミニル化）

が各種AFP産生性腫瘍で認められる．これらの

多分岐化糖鎖はtrimannosyl　coreにN一アセチル

グルコサミンが付加され，Con　Aに反応性を有し

なくなるため，総AFPに対するCon　A非結合性

分画として表記している．この変化は胃癌，大腸

癌，膵癌などの消化管由来AFP産生腫瘍やヨー

クサック腫瘍において認められるものであり，そ

の鑑別診断に有用である．著者らはAFPのレク

チン分画測定の際は，フコシル化を評価するレン

ズマメレクチンと多分岐化糖鎖を測定するCon　A

の二者をペアーで行ってきた8）35）－37）．
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表lAFP糖鎖のフコシル化，多分岐化とその疾患特異性

　　　　　　　　　　　＝
Galβ1－4GlcNAcβ1－2Manα仁6＼
　　　　　　　　　　　　　　Manβ1－4GlcNAcβ1－4GlcNAc
Galβ1－4αcNAcβ1－2Manα1－3／

良性肝疾患

　　　　　　　　　　　　＝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fucα1－6
Galβ1－4αcNAcβ1－2Manα1－6＼　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　Manβ1－4αcNAcβ1－4GlcNAc
Galβ1－4GlcNAcβ1－2Mar1α1－3／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fucα1－6
Galβ1－4GlcNAcβ1－2Manα1－6＼　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　③cNAcβ1－4－Manβ1－4GlcNAcβ1－4GlcNAc
Galβ1－4GlcNAcβ1－2Manα1－6／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fucα1－6
Galβ1－4GlcNAcβ1－2　Manα1－6＼　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　Manβ1－4GlcNAcβ1－4GlcNAcGalβ1－4GlcNAcβ1－4＼
　　　　　　　　　Manα1－3／
Galβ1－4GlcNAcβ1－2／

肝細胞癌

ヨークサック腫瘍

消化器癌

混合型肝癌
肺癌，腎癌

∠s レコ　ミニレ

Galβ1－4GlcNAcβ1－2　Manα1－6＼

　　　　　　　　　　　　　　Manβ1－4GlcNAcβ1－4GlcNAcGalβ1－4GlcNAcβ1－4＼

　　　　　　　　　Manα1－3／
Galβ1－4GlcNAcβ1－2！

Galβ1－4GlcNAcβ1－2Manα1－6＼
　　　　　　　GlcNAcβ1－4－Manβ1－4GlcNAcβ1－4GlcNAc
Galβ1－4GlcNAcβ1－2Mar1α1－3／

消化器癌

混合型肝癌

腎癌

17．多分岐化糖鎖とその酵素学的背景の臨床的意

　　義

　AFPの多分岐変異をHCC，良性肝疾患ならび

にAFP産生性各種疾患につき検討すると，　HCC，

良性肝疾患では上昇を示さないのに対して，AFP

産生消化器癌の肝転移や混合型肝癌では，前二者

に対して有意な上昇を示した．すなわち，肝腫瘍

の鑑別という立場よりは原発性か転移性の鑑別に

有用と考えられる．また，これらの他にもyolk

sac　tumorにおいても明らかな上昇を示し，　yolk

sac型glycosyla廿onの特徴と考えられる8）9）．ま

た，これら多分岐型糖鎖の酵素学的背景であるIII

型，V型グルコサミン転移酵素がAFP産生性腎癌

ならびにHCCの転移浸潤能を評価する因子として

臨床的に有用である結果を報告している35）－37）．

18．AFP糖鎖の疾患特異性

　表1は各種AFP産生性腫瘍ならびに良性肝疾

患のフコシル化，多分岐化の疾患特異性を示す．

良性肝疾患においては基本糖鎖である二分岐複合

型糖鎖にフコシル化，多分岐化（グルコサミニル

化）のいずれの修飾も受けない糖鎖が主体であ

る．これに対して，HCCにおいてはフコシル化の

上昇を認めるが，多分岐型糖鎖の出現頻度はそれ

ほど高くない．他方，消化器癌の肝転移や混合型

肝癌では，フコシル化ならびに多分岐化の両者の

出現が認められる．ヨークサックサック腫瘍にお

いては多分岐化と顕著なフコシル化の尤進を認め

る．すなわち，AFPの糖鎖という極めて限られた

領域においてものその疾患特異性が認められ，そ

の調節機構の存在と疾患特異性による診断的意義

が理解できる．
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おわりに

　　現在AFPは，その濃度のみならず質的変化で

ある糖鎖変異による情報が得られるようになっ

た．このAFP糖鎖の疾患特異性はAFP産生性消

化器疾患の鑑別診断において有用であるのみなら

ず，特にL3分画はHCCの生物学的悪性度を表

し，HCCの予後の指標として用いることが出来

ることが明らかになってきた．

　　今後，非アルコール性脂肪性肝炎などを中心と

する非B非C肝癌のサーベイランスにおいて，

高感度化されたL3を含む腫瘍マーカーの意義が

ますます重要になると考えられる．
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