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研究成果の概要（和文）：尿路上皮癌（腎盂尿管癌、膀胱癌）の早期診断、病期予測を目的として、銀ナノ錯体
バイオチップによる血中遊離ヌクレオソームの解析を行った。ヌクレオソームはバイオチップ上の吸着物質とし
て観察され、尿路上皮癌患者およびコントロールとして良性疾患患者を対象に末梢血を用いて、蛍光顕微鏡によ
る自家蛍光を観察した。癌と良性疾患の検体を比較すると、癌からの吸着物質の方が大きく、数も多い傾向を認
めた。癌の病期と吸着物質のサイズ、数に明らかな相関は認められなかった。一方、分光器を用いた吸着物質の
励起・蛍光波長の検討では、癌と良性疾患では異なるピーク波長が存在し、癌と良性疾患を識別できる可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to analyze circulating nucleosome using silver 
nanoscale hexagonal columns (NHCs) for the purpose of early diagnosis and staging of urothelial 
cancer (renal pelvic, ureteral and bladder cancer). Circulating nucleosomes in serum formed crystals
 on a silver NHC chip. Using serum obtained from urothelial cancer patients and patients with benign
 disease, the crystals on a silver NHC chip were observed under fluorescence microscope. The size 
and the number of the crystals obtained from urothelial cancer tended to be larger and higher. But 
neither the size nor the number of the crystals has a significant association with cancer stage.
 Next, spectroscopic analysis was performed using crystals from serum samples on silver NHC chips. 
There were different peak wave lengths between urothelial cancer patients and patients with benign 
disease. The spectroscopic analysis of the crystals on a silver NHC chip may distinguish urothelial 
cancer from benign disease.

研究分野： 泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
ヌクレオソームは、ヒストンタンパクとそ

の周りに巻き付いた DNA からなる構造の単
位であるが、癌や炎症性疾患などでは、主に
免疫機構によりアポトーシスを起こした細
胞からヌクレオソームが血中に遊離するこ
とが報告されている。 
従来の癌臨床研究における血中ヌクレオ

ソームの検出は DNA やヒストンに対する抗
体を用いた ELISA 法によるものであり、癌
腫によって異なるものの、病期進行と共に血
中レベルが上昇すること、化学療法及び放射
線治療の効果判定に有用であることなどが
報告されている。しかし、感度、特異度が高
くなく、臨床的な実用化には至っていない。 
一方、癌由来のヌクレオソームは DNA の

メチル化によりヒストン部分が陽性に帯電
するため、陰性電荷した酸化銀メソ結晶に吸
着させることができる。この原理を利用し、
基板表面の酸化銀メソ結晶でコーティング
したバイオチップ（銀ナノ錯体バイオチッ
プ）を用いて、癌由来のヌクレオソーム（メ
チル化ヒストン）が検出できると考えられる。 
これまで、ヒト血清をこのバイオチップに

滴下し、レーザー光を照射し、表面増強ラマ
ン散乱（SERS: Surface-Enhanced Raman 
Scattering）波形を測定すると、良性疾患群
では散乱光がほとんど認められず、胃癌・大
腸癌群で有意に強く検出され、早期癌群より
も進行癌群でより強く検出されている。この
波形は、ヒト癌培養細胞を物理的に破砕した
検体由来の吸着物質の波形と類似していた
こと、電子顕微鏡下の観察においても、癌患
者血清由来とヒト癌培養細胞由来の吸着物
質が類似していたこと、この吸着物質は蛍光
顕微鏡下で自家蛍光が観察されたことが報
告されている（文献 1）。 
この吸着物質は、DNA,RNA,タンパクのい

ずれでもなく、塩基性であることから DNA
のメチル化を伴ったヌクレオソームである
ことが推測されている。 

尿路上皮癌（腎盂尿管癌、膀胱癌）は特異
的な血液腫瘍マーカーがなく、早期診断や病
期診断は尿細胞診、内視鏡検査、CT/MRI な
どに依存しており、各々感度、侵襲度、コス
トなどの問題がある。従って、簡便なバイオ
マーカーの確立が望まれている。 
文献 1）Ito H, et al. Silver Nanoscale 

Hexagonal Column Chips for Detecting 
Cell-free DNA and Circulating 
Nucleosomes in Cancer Patients. Sci Rep. 
2015 May 21;5:10455. 
２．研究の目的 
銀ナノ錯体バイオチップを用いて、尿路上

皮癌細胞に由来する血中遊離ヌクレオソー
ムを解析することにより、尿路上皮癌の病態
との関連性を明らかにする。具体的には、ヒ
ト血清を用いて、バイオチップ上の吸着物質
を解析することによって、尿路上皮癌の早期
診断、病期予測が可能か検討する。 

３．研究の方法 
泌尿器良性疾患（前立腺肥大症、膀胱炎、

腎盂腎炎など）患者（コントロール）および
尿路上皮癌患者を対象に、血液を3ml採取し、
血清分離後、-20℃で保存する。この検体を
融解後、銀ナノ錯体バイオチップ上に滴下し、
ヌクレオソームを検出し、定量化する。 
図 1（文献 1より引用） 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
1）蛍光顕微鏡を用いて、バイオチップ

上の吸着物質（ヌクレオソーム）の自家蛍
光観察を行う。 

2）分光器を用いて、尿路上皮癌由来の
ヌクレオソームに特異的な励起・蛍光波長
を検討する。 

3）共焦点顕微鏡を用いて、2 つの蛍光波
長 に よ る 輝 度 値 の 比 率 を 計 算 す る
「Ratio(レシオ)値」により解析する。 
 

４．研究成果 
 1）自家蛍光による解析 
尿路上皮癌患者 49 例、良性疾患患者 30 例の
血清を用いて、銀ナノ錯体バイオチップ上の
吸着物質を蛍光顕微鏡下に観察した。 
 

 自家蛍光画像 
 

              
尿路上皮癌     前立腺肥大症 

 
吸着物質は尿路上皮癌だけでなく、前立腺肥
大症などの良性疾患においても、蛍光顕微鏡
下に観察された。 
①吸着物質の数 
尿路上皮癌と良性疾患の吸着物質の数を
比較すると、尿路上皮癌の方が多い傾向を
認めたが、個体差が大きく、有意差を認め
なかった。従って、両者を吸着物質の数で



鑑別することは困難であった。 
②吸着物質のサイズ 
尿路上皮癌の吸着物質は良性疾患に比較
し、大きい傾向は認めたが、個々の検体に
おける吸着物質のサイズのばらつきが大
きかった。蛍光顕微鏡下における吸着物質
の面積を定量化し、尿路上皮癌と良性疾患
を比較したが、有意差を認めなかった。 
次に、吸着物質の面積と尿路上皮癌の病

期との関連性について検討した。 
 
バイオチップ吸着物質の面積と病期 

病期Ⅰ 病期Ⅱ 病期Ⅲ 病期Ⅳ 

 
 尿路上皮癌の病期と吸着物質の面積との
間に有意な関連性は認めなかった。 
従って、吸着物質の形態の違いから癌あるい
は良性疾患を鑑別することや癌の病期を推
測することは、困難であると判断した。  
その主な理由として、蛍光顕微鏡は癌を特

定できる蛍光波長分解能を有していないた
めであると推測した。 
波長分解能を高めるための重要な要素と

しては光源と蛍光の最適な波長選択である。
これを実現するために高い分解能を有する
分光器を用いて励起・蛍光波長の特定を検討
した。 
 

 2）分光器を用いた尿路上皮癌由来ヌクレ
オソームに特異的な励起・蛍光波長の検討 
 尿路上皮癌患者と良性疾患患者からの吸
着物質を比較すると、明らかに異なる波長で
ピークを認めた。現在、癌患者と良性疾患患
者に特異的な波長を同定中である。 
 分光による吸着物質の輝度値についても、
尿路上皮癌の方が良性疾患よりも高い傾向
を認めたが、尿路上皮癌患者における輝度値
のばらつきが大きく、尿路上皮癌の病期と輝
度値に相関は認めなかった。 
 
 3）「Ratio(レシオ)値」による尿路上皮癌
由来ヌクレオソームの解析 
 尿路上皮癌患者と良性疾患患者からの吸
着物質を 2 つの蛍光波長で輝度値を測定し、
輝度値の高い 10 点を抽出し、それぞれの波
長の輝度値の比率を計算する「Ratio(レシ
オ)値」を用いて解析を行った。 
 蛍光 2 波長を同時に取得して、算出した
Ratio 値から、尿路上皮癌と良性疾患を識別
できる可能性が見出された。 

 この解析方法による結果から、さらに有意
差のある最適な2つの蛍光波長を同定中であ
る。 
 
以上の様に、末梢血中のヌクレオソームを

銀ナノ錯体バイオチップ上に吸着させ、吸着
物質の形態を自家蛍光観察することによっ
て、尿路上皮癌と良性疾患を識別できるレベ
ルには至らなかった。一方、分光器を用いた
検討では、銀ナノ錯体バイオチップ上の吸着
物質に対する励起・蛍光波長を測定すること
によって、尿路上皮癌と良性疾患では異なる
ピーク波長が存在する可能性が示唆された。
また、2 つの蛍光波長間の輝度比率で計算す
る「Ratio(レシオ)値」を用いた解析方法で
も尿路上皮癌と良性疾患を識別出来る可能
性が見出された。各々の疾患に特異的な波長
を同定できれば、これら方法によって尿路上
皮癌と良性疾患を識別できる可能性がある。 
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