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研究成果の概要（和文）：膀胱癌から尿中に分泌されるエクソソームは癌特異的なタンパクを含み、膀胱癌の新
規診断マーカーの探索源として有望である。本研究課題では、膀胱癌および非膀胱癌患者の尿から回収したエク
ソソームを用いたプロテオミクスにより、尿中エクソソーム中のEphrin type-A receptor 2(EphA2)を膀胱癌の
新規診断マーカーとして同定した。さらに同タンパクがエクソソームを介して膀胱癌の浸潤や遊走を促進するこ
とを明らかにし、尿中エクソソーム中のEphA2の簡便な測定系(ELISA)を開発した。同ELISAは優れた膀胱癌診断
能を示し、今後の臨床応用に向けたproof of conceptが得られた。

研究成果の概要（英文）：Urinary exosomes secreted by bladder cancer contain cancer-specific proteins
 and are a promising source of novel diagnostic markers for bladder cancer. In this project, we 
performed proteomic analysis using urinary exosomes from bladder cancer and non-bladder cancer 
patients and identified urinary exosomal Ephrin type-A receptor 2 (EphA2) as a novel diagnostic 
marker of bladder cancer. Furthermore, we demonstrated that this protein promotes the invasion and 
migration of bladder cancer via exosomes, and developed a simple ELISA for quantifying urinary 
EphA2. The ELISA showed excellent diagnostic performance for bladder cancer, which gave us Proof Of 
Concept for future clinical application.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膀胱癌は本邦で年間25,000人に発症する主要な悪性腫瘍である。診断は主に膀胱鏡によって行われるが、膀胱鏡
は侵襲的でコストが高く、いかに不要な検査を行わずに膀胱癌を除外できるかが大きな臨床上の課題となってい
る。
癌細胞から分泌されるエクソソームは癌由来の分子を含み体液中に安定して存在するため、癌の新規診断マーカ
ーの探索源として期待されている。本研究課題ではエクソソーム中のタンパクに着目し、非侵襲的かつ迅速な膀
胱癌診断法の開発を行った。本研究課題の成果により同診断法が実用化されれば、膀胱癌の診断時や経過観察時
に繰り返し行われる膀胱鏡を減らし、患者の身体的、医療経済的負担の軽減が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
膀胱癌は本邦で年間約 25,000 人に発症する主要な悪性腫瘍の一つであり、進行し筋層浸潤や

転移を来した場合の予後は極めて不良であるため、早期診断が重要である。膀胱癌の診断は主
に膀胱鏡によって行われるが、膀胱鏡は侵襲的でコストが高く、経過観察中も繰り返し行われ
る膀胱鏡が患者の負担となっている。膀胱癌の初期症状は血尿であるが、尿潜血陽性の患者で
膀胱癌が発見される確率は約 0.5％であり、いかに不要な検査を行わずに膀胱癌を除外できるか
が大きな臨床上の課題となっており、非侵襲的かつ高精度な膀胱癌診断法の開発が求められて
いる。 
尿は膀胱癌が常にするため膀胱癌の情報を得るのに最も適した体液であると期待され、非侵

襲的に繰り返し採取可能であるため、これまでにも尿を用いた膀胱癌診断法の開発が行われて
きた。現在、膀胱癌診療で唯一広く実施されている尿検査は尿細胞診のみであるが、尿細胞診
は特に低悪性度腫瘍における感度が低く、膀胱鏡の補助診断としての使用に留まる。尿細胞診
以外にも尿を用いた膀胱癌診断法の開発は多く試みられており、BTA や NMP22、UroVision な
どが本邦において保険承認されているものもあるが、低悪性度腫瘍での偽陰性や、血尿、膀胱
炎症例での偽陽性などによる診断能低さ、コスト面や検査の煩雑さなど、改善すべき問題点は
多く、いずれも膀胱癌診療における普及には至っていない。 
エクソソームはあらゆる細胞から体液中に分泌される膜小胞である。癌由来のエクソソーム

は表面や内部に分泌元の細胞由来の核酸、タンパクなどを含み、体液中に安定して存在するた
め、近年癌の診断マーカーの探索源として注目を集めている。また、癌由来のエクソソームは
癌促進的な働きを持つことが知られており、膀胱癌由来のエクソソームに含まれる診断マーカ
ーは同時に膀胱癌促進的な働きを持つ可能性があり治療標的としても期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、 
① 膀胱癌から分泌された尿中エクソソームに含まれるタンパクに着目し、膀胱癌の新規診断

マーカーを同定すること 
② 同定した尿中エクソソームタンパクを用いた、非侵襲的かつ簡便な膀胱癌の新規診断法を

開発すること 
③ 同定したエクソソームタンパクが膀胱癌の機能に与える影響を解析すること 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
膀胱癌患者 7 名、健常者 4 名の尿からエクソソーム回収のゴールドスタンダードである超遠

心法によりエクソソームを回収した。なお、より夾雑物が少なく、タンパク解析に適した高純
度のエクソソームを得るため、スクロースクッション法を併用した。 
 回収した尿中エクソソームを用いてショットガンプロテオミクス（TMT 標識 LC-MS/MS 法）
による網羅的タンパク解析を行い、膀胱癌患者群で有意に上昇していた尿中エクソソームタン
パクを膀胱癌の新規診断マーカー候補として選定した。なお、尿中エクソソームに加えて、同
一患者の手術切除後の膀胱癌組織から分泌させた癌組織由来エクソソームについてもショット
ガンプロテオミクスを行い、尿中エクソソームが想定通り膀胱癌由来エクソソームタンパクを
反映しているかについても確認した。 
続いて、膀胱癌患者 49 名、血尿および膀胱炎患者を含む非膀胱癌患者 48 名の尿からスクロ

ースクッション併用超遠心法により回収したエクソソームを用いたターゲットプロテオミクス
（SRM/MRM 法）により、選定した新規診断マーカー候補タンパクの検証を行い、膀胱癌新規
診断マーカーとなる尿中エクソソームタンパクを同定した。 
 続いて同定した尿中エクソソームタンパクを定量する ELISA を開発し、膀胱癌患者 46 名、
非膀胱癌患者 46 名（うち血尿および膀胱炎患者 18 名）の尿を用いて診断能を評価した。 
さらに同定した尿中エクソソームタンパクが膀胱癌細胞機能へ与える影響を in vitro で解析

した。 
 
４．研究成果 
⑴ 膀胱癌患者の尿中エクソソームと、手術切除
をおこなった膀胱癌組織から分泌させた癌組織由
来エクソソームの両者について網羅的タンパク解
析を行った結果、尿中エクソソームからは 1960
個のエクソソームタンパクが同定され、癌組織由
来エクソソーム中のタンパクの大部分（82.4%）
が、尿中エクソソームでも同定可能であることを
確認された。つまり、尿中エクソソームは膀胱癌
組織由来エクソソームのタンパクを反映し、膀胱
癌の診断マーカーの探索源として適切な体液と考
えられた（Tomiyama E, et al. Cancer Sci.2021）。 



⑵ 同定された尿中エクソソームタンパクのうち、健常者と比較し膀胱癌患者の尿中で有意に
上昇（Fold change > 2.0、P 値 < 0.05）していた 13 個の膜タンパクを診断マーカー候補タンパ
クとして選定し、それらをターゲットプロテオミクスにより検証した結果、定量可能であった
8 つのタンパク全てが非膀胱癌患者
と比較し膀胱癌患者の尿中エクソ
ソームで有意に上昇していること
が確認された。これらのうち、Ephrin 
type-A receptor 2 （EphA2）は最も
優 れ た 膀 胱 癌 診 断 能 を 示 し
（ROCAUC：0.79）、非膀胱癌患者
群を血尿症例に限定した場合にも
膀胱癌患者の尿中エクソソームで
有意に上昇していた唯一のタンパ
クであった。（右図） 
 
⑶ 実臨床への応用を目指し、煩雑で時間のかかる超遠心法を用いず、より簡便な尿中エクソ

ソームの回収および EphA2 の定量を可能とする測定系の構築のため、尿中エクソソームの回収

には Mag capture（FUJIFILM）を採用した。Mag capture は大阪大学と富士フィルムが共同で開

発したエクソソーム回収キットであり、簡便に

高純度なエクソソームが短時間に回収可能であ

る。尿 5ml からエクソソームを回収し、ELISA

プレートに固相化した EphA2 抗体で EphA2 陽

性エクソソームを捕捉し、エクソソームの表面

マーカーである CD9 に対する抗体で検出する

ELISA 系（EV-EphA2-CD9 ELISA）を開発し、

尿中エクソソーム中の EphA2 の簡便な測定を

実現した（右図）。 

EV-EphA2-CD9 ELISA

は優れた膀胱癌診断能

を示し（感度：60.9%、

特 異 度 ： 97.8% 、

ROCAUC：0.79）、膀胱

癌の新規診断法として

期待される結果であっ

た（右図） 
 
⑷ EphA2 陽性エクソソームが膀胱癌細胞に与える影響を in vitro で評価し、EphA2 陽性エクソ

ソームを添加すると膀胱癌細胞の浸潤能・浸潤能が促進されることを示した。この EphA2 陽性

エクソソームの膀胱癌浸潤促進作用は、EphA2 の癌細胞側のリ

ガンドである Ephrin-A1 をノックダウンすることや、EphA2 陽

性エクソソームに予めリコンビナント Ephrin-A1 を結合させて

EphA2 陽性エクソソームと癌細胞側の Ephrin-A1 との結合を阻

害することで減弱したため、EphA2 陽性エクソソームの添加に

よる膀胱癌浸潤促進作用には膀胱癌細胞上の Ephrin-A1 を介し

た経路が関与していることが示唆され、EphA2 や Ephrin-A1 の

膀胱癌に対する治療標的としての可能性が示唆された（右図）。 
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