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研究成果の概要（和文）：早期の膀胱がんを検出可能なマーカーの獲得を目指し、膀胱がん患者の尿中の抗体を
用いたプロテオーム解析を行った。尿中の抗体を一次抗体に用いた二次元免疫ブロット法を行った結果、膀胱が
ん細胞由来の様々なタンパク質を認識する抗体が多数含まれていることを明らかにした。これらの抗体の中に
は、7割以上の患者で共通に認められる抗体も含まれており、膀胱がんの新たなマーカーとしての有用性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Aiming to obtain markers that can detect early-stage bladder cancer, we 
performed proteomic analysis using antibodies in the urine of bladder cancer patients. As a result 
of two-dimensional immunoblotting using the antibody in urine as the primary antibody, it was 
clarified that many antibodies recognizing various proteins derived from bladder cancer cells were 
contained. Among these antibodies, there are also antibodies commonly found in more than 70% of 
patients, suggesting their usefulness as a new marker for bladder cancer.

研究分野：抗体基盤の疾患プロテオミクス

キーワード： 膀胱がん　診断マーカー　尿中抗体　二次元電気泳動法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では無侵襲性である尿に着目し、膀胱がん細胞由来のタンパク質を抗原とする尿中抗体を検出した。検出
された抗体の抗原を同定し、膀胱がんの診断マーカーとして実用化することで、検診などに使用可能な膀胱がん
診断用簡易検査キットの開発が可能となる。その結果、自覚症状のない状態での発見が困難な膀胱がん患者の早
期診断が可能となり、患者のQOL向上や医療費の削減などにつながるため社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
代表的な泌尿器系腫瘍である前立腺がんは PSAが診断マーカーとして用いられており早期診
断が可能となった。膀胱がんは前立腺がんの次に罹患数の多い泌尿器系腫瘍であるが特異的な
診断マーカーや簡便な診断法がない。膀胱がんは進行が比較的遅く、不顕性であるため、血尿な
どの症状が出現したころには既に進行した状態、あるいは転移した状態の場合がある。膀胱がん
の診断は膀胱鏡検査と尿細胞診が必須の検査法であるが、膀胱鏡検査は患者の肉体的・精神的苦
痛や費用負担が大きく、尿細胞診は高い技術を持った細胞検査士や病理医であっても、特異度は
90～100%と高いものの、感度は40～60%と低い。膀胱がんの腫瘍マーカーとしてbladder tumor 
antigenや nuclear matrix protein 22が開発され、尿中腫瘍マーカーとして保険収載されたが、
良性疾患由来の血尿でも反応性を示すなど特異性が低く、あまり有効なマーカーではない
（Toma et al. World J Urol 2004, 22:145-9）。実用性の高い診断マーカーがない現状では、膀胱
鏡検査が必要と思われる自覚症状のない膀胱がん患者を選択することが出来ず、早期がんを見
逃す原因にもなっている。そのため、不顕性に進行する膀胱がんを早期に発見するための実用性
の高い診断マーカーの獲得が膀胱がんにおいては喫緊の課題となっている。 
我々は今までがんの早期診断マーカー獲得を目的として、肺がんや膀胱がんを中心に抗体を
基盤としたプロテオーム解析を継続的に行ってきた。その研究の中で、がん患者血清中の自己抗
体にはがん特異的に反応するものも多数含まれていた。これらの自己抗体は、抗原タンパク質が
血中で検出可能になる前の極微量な段階で既に免疫学的に増幅されており、自己抗体を利用す
る方法は PCR 法に匹敵するほどの感度があるとの報告がある(Hanash S. Nature Tech 2003, 
21: 37-8)。さらに、自己抗体はがん発生の初期から免疫学的に増幅されており、検出が容易であ
る点もマーカー候補として大変魅力的である。そこで、膀胱がん組織に直接晒されており、無侵
襲性である尿検体に着目し、尿中に含まれる抗体を同定することで、膀胱がんの早期診断に有用
なマーカーの獲得が期待できると考え、本研究を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では検診などで膀胱がんを早期に検出可能な診断キットの開発を目的として、侵襲性
のない検体である尿に着目し、尿中に存在する抗体群を解析することで、膀胱がん診断に有用な
マーカー候補となる分子を獲得することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１）膀胱がん患者尿中抗体の検出及び抗原の同定 
膀胱がん患者尿を一次抗体に用いた
二次元免疫ブロット法により、膀胱がん
細胞株由来のタンパク質に反応性を示
す抗体が認識する抗原タンパク質を同
定した。組織学的グレードの異なる 4種
の膀胱がん細胞株よりタンパク質を抽
出し、それぞれを等量混合したタンパク
質サンプルを二次元電気泳動法にて展
開し、ゲルを 2 枚セットで作製した。1
枚はゲル中のタンパク質を PVDF 膜に転
写し、免疫ブロット用にした。もう 1枚
のゲルは CBB 染色を行った。免疫ブロッ
ト法には 16 例の膀胱がん患者（男性 13
名、女性 3 名、平均 74.8 歳）の尿を使
用し、1例ずつ反応させた。これらの尿
中の抗体は Protein A カラムを用いて
精製し、回収した後、一次抗体として二
次元に展開したタンパク質を転写した
PVDF 膜と反応させることで尿中抗体が
認識する抗原タンパク質スポットを検
出した。反応性が確認されたスポットは
対応する同じタンパク質スポットをCBB
染色したゲルから切り出した後、トリプ
シンを用いたゲル内消化によりペプチ
ド断片を回収後、質量分析装置を用いて
抗原タンパク質を同定した。 
 
 
 



（２）同定された尿中抗体の診断マーカーと
しての評価 
（１）で同定された候補となる抗原タンパ
ク質のうち、多くの症例で共通の反応性を認
めたものに着目し、抗原タンパク質を合成、
あるいは購入し、多数の膀胱がん患者尿を一
次抗体として用いたエバネッセント（EN）法
により、膀胱がんの診断マーカーとしての有
用性を評価した。候補となる抗原タンパク質
を合成し、それらに対する各尿中抗体量を測
定するための EN 法を構築した。その後、膀
胱がん患者尿と健常者尿、さらに非腫瘍性尿
路系疾患患者尿（尿路結石や膀胱炎など）を
用いて、尿中抗体の反応特異性を評価するこ
とで膀胱がん診断マーカーとしての有用性
を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）膀胱がん患者尿中抗体の精製方法
の検討 
膀胱がん患者尿を遠心し、0.2µm のフ
ィルターで濾過後、限外濾過フィルター
により、抗体の濃縮及びリン酸緩衝液へ
の置換を行った。その後、Protein A カ
ラムを用いて抗体を精製した。図１に膀
胱がん患者尿検体 10µL 相当から回収し
た抗体の電気泳動像を示す。膀胱がん患
者尿中には患者によって様々な量の抗
体が存在しており、以降の検討に十分な
量が確保できることを確認した。 
 
（２）二次元免疫ブロット法を用いた膀
胱がん患者尿中抗体が認識する抗原タ
ンパク質の検出 
 （１）で回収・精製した尿中抗体と膀
胱がん細胞株由来のタンパク質との反
応性を二次元免疫ブロット法にて確認
した。膀胱がん患者尿中には膀胱がん細
胞株由来の腫瘍関連タンパク
質に反応性を示す抗体が多数
含まれていることが分かった
（図 2）。尿中抗体と反応した抗
原タンパク質スポットの位置
を CBB 染色したゲル上に番号で
示した（図 3）。また、抗原スポ
ットとの反応性を示した膀胱
がん患者検体との関係性を表
１ に 示 し た 。 ス ポ ッ ト
No.1,14,25,26,27 については
検討に用いた膀胱がん患者の 7
割以上が反応性を示しており、
膀胱がんの診断マーカーとし
て有望である可能性が示唆さ
れた。 
 
（３）尿中抗体が認識する抗原
タンパク質の同定 
膀胱がん患者尿中の自己抗
体が認識する抗原タンパク質
を同定するため、CBB 染色した
ゲルより、対応するスポットを
切り出し、トリプシンを用いた
ゲル内消化後、質量分析装置を

表 2．膀胱がん患者尿中抗体が認識する抗原タンパク質の一覧 
Accession Gene symbol Protein name スポット No. 
P60709 ACTB Actin Beta 17,23,24,25 
P68032 ACTC1 Actin Alpha Cardiac Muscle 1 17,23,24 
P08670 VIM Vimentin 18 
P96GP6 SCARF2 Scavenger Receptor Class F Member 2 13 
Q96DT7 ZBTB10 Zinc Finger And BTB Domain Containing 10 26 
Q6GV28 TMEM225 Transmembrane Protein 225 26 
Q13114 TRAF3 TNF Receptor Associated Factor 3 1 
Q9HCU5 PREB Prolactin Regulatory Element Binding 19 
P40939 HADHA Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial 17 
P69905 HBA1 Hemoglobin Subunit Alpha 1 10 
Q9Y6Z4 KIF25-AS1 KIF25 Antisense RNA 1 1 
Q8NC01 CLEC1A C-Type Lectin Domain Family 1 Member A 19 
Q99871 HAUS7 HAUS Augmin Like Complex Subunit 7 23 
Q8N8E2 ZNF513 Zinc Finger Protein 513 1 
P05166 PCCB Propionyl-CoA Carboxylase Subunit Beta 1 
P47897 QARS Glutaminyl-TRNA Synthetase 1 19 
Q6UWP2 DHRS11 Dehydrogenase/Reductase 11 19 
Q6ZSS3 ZNF621 Zinc Finger Protein 621 10 
P05129 PRKCG Protein Kinase C Gamma 10 
Q5TCY1 TTBK1 Tau Tubulin Kinase 1 1 
Q9Y5Y6 ST14 Suppression Of Tumorigenicity 14 19 
075420 GIGYF1 GRB10 Interacting GYF Protein 1 26 
Q5IJ48 CRB2 Crumbs Cell Polarity Complex Component 2 25 
P42025 ACTR1B Actin Related Protein 1B 17 
Q04695 KRT17 Keratin 17 26 
Q9H6S3 EPS8L2 EPS8 Like 2 20 
P10911 MCF2 MCF.2 Cell Line Derived Transforming Sequence 5 
Q16478 GRIK5 Glutamate Ionotropic Receptor Kainate Type Subunit 5 21 
Q92614 MYO18A Myosin XVIIIA 24 
Q69YQ0 SPECC1L Cytospin-A 15 
A6H8Y1 BDP1 Transcription factor TFIIIB component B'' homolog 25 
O15042 U2SURP U2 SnRNP Associated SURP Domain Containing 5 
Q9Y6X9 MORC2 MORC Family CW-Type Zinc Finger 2 6 
Q8N6G6 ADAMTSL1 ADAMTS Like 1 8 
P82987 ADAMTSL3 ADAMTS Like 3 19 
P30414 NKTR Natural Killer Cell Triggering Receptor 25 
Q96SN8 CDK5RAP2 CDK5 Regulatory Subunit Associated Protein 2 10 
Q8TEM1 NUP210 Nucleoporin 210 6 
P21359 NF1 Neurofibromin 1 18 
M0R2j8 DCDC1 Doublecortin Domain Containing 1 26 

表 1．膀胱がん患者尿中抗体と抗原タンパク質との反応性について 
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＊灰色は尿中抗体が認識したタンパク質スポットを示す 



用いて、タンパク質の同定を行った。切り出したスポット No.と同定されたタンパク質の一覧を
表 2 に示す。同定された分子の中には膀胱がんとの関連性が報告されている KRT17、TMEM225、
HAUS7、NKTR などのタンパク質が同定されていた。これらの中で膀胱がん患者尿中抗体と高い反
応性を示した（陽性率：75%）KRT17 に着目し、以降の検討を進めた。 
 
（４）膀胱がん患者尿中抗体の測定法の構築 
合成した KRT17 タンパク質、並びに購入した KRT17 タンパク質を抗原として用いた EN 法によ
る膀胱がん患者尿中抗 KRT17 抗体の測定系の構築を試みた。EN 法に使用する KRT17 タンパク質
濃度など、測定条件を検討した（図 4）。市販抗体での測定
条件を決定した後、膀胱がん患者 48 例と非腫瘍性疾患患
者尿として尿路結石患者 12 例を用いて EN 法にて尿中抗
体量を測定した結果を図 5に示す。膀胱がん患者と尿路結
石患者との間に有意な差は認めなかった。反応性に差が認
められなかった理由として、検討に用いた KRT17 タンパク
質は合成タンパク質であり、生体内で起こる翻訳後修飾を
受けていないことが原因であると推測される。以
前、血中の抗 Gal-3 抗体（自己抗体）を測定する
際、合成タンパク質と培養細胞から抽出した Gal-
3 タンパク質を比較したところ、合成タンパク質に
は反応せず、培養細胞から抽出したタンパク質に
のみ反応した経験がある（Yanagita et al. Asian 
Pac J Cancer Prev 2015,16:7959-65）。これらの
自己抗体は Gal-3 に起こる何らかの翻訳後修飾を
認識している可能性があり、修飾の無い合成 Gal-
3 には反応しなかったことが考えられる。今回の尿
中抗 KRT17 抗体も同様の現象が起きていることが
推察され、今後、培養細胞から KRT17 タンパク質を
抽出し、それを抗原として再度 EN法による測定を
行う必要がある。 
本研究では膀胱がん患者尿中に膀胱がん細胞由
来のタンパク質を認識する抗体が多数含まれてい
ることを明らかにした。これらの尿中抗体が認識
する抗原を同定した報告はあまりなく、新たな知
見となる。また、同定されたタンパク質を認識する抗体の中には 7割以上の患者で共通に認めら
れる抗体も含まれていた。今後はこれらの抗体と抗原について詳細に解析することで、膀胱がん
患者の新たな診断マーカーとしての実用化に向けた検討を継続して進めていく予定である。 
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