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研究成果の概要（和文）： 

我々は早期がんを含む膀胱がん患者尿にモノマーγ2鎖が高濃度に存在することをウエスタンブ

ロット、モノマーγ2鎖に対する特異的なモノクローナルを用いたサンドイッチELISAで初めて見

出した。さらに、尿中のモノマーγ2 鎖が浸潤性膀胱がんのみならす、早期の表在性膀胱がんの

患者尿においても検出されることを見出した。さらに、膀胱かん患者尿を用 いた解析から、モ

ノマーγ2鎖がBTA、NMP-22など既存の腫瘍マーカーに比べ高感度に膀胱がんを診断することが可

能となった。以上は、モノマーγ2鎖が膀胱かがんの新しい腫瘍マーカーとなりうる可能性を強

く示唆している。 

研究成果の概要（英文）： 

In this study we demonstrated for the first time that monomeric laminin gamma2 chain was 
detected in urines obtained from the patients with early stage of bladder carcinomas by 
a sandwich ELISA assay using a specific antibody to human monomeric laminin gamma2 chain 
(To be submitted). Furthermore urinary monomeric laminin gamma2 was expressed not only 
in invasive but also in surface carcinomas. The diagnostic value of monomeric laminin 
gamma2 was higher than that of other marker proteins (MTA, NMP-22) of bladder carcinoma 
urine. These results strongly suggest that urinary monomeric laminin gamma2 has the 
possibility to be a potent novel tumor marker for bladder carcinoma. 
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ニング法は確立されていない。尿細胞診は T2

以上の進行がんに対して有効な診断法である

が、早期の上皮内がんや上部尿路に発生した

膀胱がんは尿中に剥離する腫瘍細胞の絶対数

が少ないために陽性率は 3 割程度である。ま

た、尿細胞診は専門医の経験によるところが

大きい。このような問題から、確定診断を行

うためには膀胱鏡検査や画像診断などの高度

な 2 次検査に頼らざるを得ない。しかし、医

療過疎地域ではこのような専門性を必要とす

る診断は困難であり、診断の機会を逸した末

期の膀胱がん患者がしばしば見られる。これ

ら問題点を解決するためには、簡便、高感度

に膀胱がんをスクリーニング可能な検査法の

確立が急務の課題となる。そこで本研究では、

これまでの予備的な検討から見出された膀胱

がん患者の尿中に高濃度に産生されるラミニ

ンγ2 単鎖（γ2 単鎖）に注目し、尿中のγ2

単鎖が膀胱がんの診断に応用できる可能性を

検証する。 

 

２．研究の目的 

これまでに、悪性がんで発現しているラミニ

ン関連分子であるラミニンγ2 単鎖（γ2 単

鎖）が種々のタイプの膀胱がんの患者尿で高

頻度に検出されることを見出した（未発表）。

このことはγ2 単鎖が尿細胞診に代わる有効

な膀胱がんの診断マーカーとなる可能性を示

唆している。本研究では、1）尿中のγ2 単鎖

が膀胱がんの診断指標となる可能性を多検体

の膀胱がん患者尿で検証する、2）γ2単鎖の

特異的な糖鎖構造を同定し、それを指標とし

た高感度の検出法を作製する。 

 

３．研究の方法 

ラミニンγ2 単鎖を膀胱がんの早期診断のマ

ーカー分子として臨床応用への試み 

① これまでに早期がんを含む膀胱がん患者

尿中にγ２単鎖が検出できることをウエスタ

ンブロットで確認したので、その一般性につ

いて検討する。その準備として、ELISA によ

る定量的な検出系を構築して、試料の前処理

法や検出感度を上げるための条件検討を行う。 

 

② 膀胱がん患者を含む泌尿器疾患の患者か

ら得られた尿サンプル（300 検体）を研究期

間内に採取する（尿の採取は高知大学病院泌

尿器科の外来にて実施し、現状で 100 検体の

採取が完了している）。そして、A）で作製し

た ELISA 用いて、300 検体の患者尿中のγ2単

鎖を定量化する。この際、膀胱がん患者以外

の尿を陰性対照とする。ELISA の結果の再現

性を確認するため、一部の尿検体は非還元条

件のウエスタンブロットを行う。本結果は臨

床病理学的なデータとの相関性を解析し、尿

由来のγ2 単鎖が膀胱がんの診断や治療のモ

ニターための腫瘍マーカーとしての役割を担

うか否かを検証する。 

 

③ 尿中でγ２が検出できる膀胱がんの組織

におけるラミニン 5γ2鎖の発現とγ２単鎖

発現がどのような関係にあるのかを検証する。

まず、尿中のγ2単鎖が陽性になった膀胱が

ん患者で、生検あるいは手術により得られた

原発巣のがん部、非がん部組織を用いて、原

発巣や尿路組織でのラミニンγ2 単鎖、ラミ

ニン 5γ2 鎖とその構成鎖であるラミニンα3、

β3鎖の発現局在を免疫組織化学的手法で検

証する。この検証から、尿中のγ2単鎖が原

発巣由来であることを、また、ラミニン 5γ2

鎖が炎症で誘発される尿路組織の崩壊に起因

する可能性を検証する。この際、コラーゲン

IV型についても検証することで基底膜の崩壊

の指標とする。 

 

４．研究成果 

（１）がん患者の尿中におけるラミニン γ２

単鎖の発現（ウエスタンブロッティングによ

る分析） 

結果を下図に示す。 

 

種々の患者尿中にＤ４Ｂ５抗体で認識される

スメアなバンドが分子量１５０ｋＤａ、１０

０ｋＤａ、８０ｋＤａ付近に検出された。分

子量１５０ｋＤａはインタクトなラミニンγ

２単鎖、１００および８０ｋＤａはＭＭＰｓ

やＢＭＰ－１などのメタロプロテアーゼによ

るプロセシングを受けたラミニンγ２単鎖の

断片と予想される。また、検出バンドがスメ

アである理由は、ラミニン γ２鎖に翻訳後修

飾で糖鎖が付加されることが上げられる。一

方、非還元条件下のラミニン５は α３、β３

鎖とジスルフィド結合により会合しているた

めに、分子量はラミニン単鎖より大きな４５

０ｋＤａ付近にインタクト、プロセシング断



 

 

片として検出されたが、ラミニン γ２単鎖に

比較するとわずかな量であった。膀胱がんに

ついては、２１例中１３例においてラミニン

γ２単鎖が陽性であった。 

 

 

（２）尿中と組織中のラミニン γ２単鎖の検

出の相関 

(1)の結果に基づき、ウエスタンブロッティン

グによる尿中のラミニンγ２単鎖の検出結果

と、免疫組織化学による腫瘍組織中のラミニ

ンγ２単鎖の検出結果の相関を以下の表に示

す。 

免疫組織化学で＋又は＋＋と判定されたもの

はほとんど、尿サンプルのウエスタンブロッ

ティングによってもラミニンγ２単鎖の発現

を検出できることを確認した。尿細胞診では

検出困難な表在性膀胱癌においても、４例中

４例で、尿サンプルにおけるラミニン γ２単

鎖の発現が確認された。一方、免疫組織化学

で±と判定されたもの（染色された細胞数が

少なかったもの、又は染色が薄かったもの）

は尿サンプルのウエスタンブロッティングで

はラミニンγ２単鎖の発現を確認できなかっ

た。これらについては、尿サンプルにおける

ラミニンγ２単鎖の検出感度を改善すること

により、尿サンプルを用いた診断が実現され

るものと考えられる。 

 

(3) 尿中のラミニンγ２単鎖検出の感度及び

特異度 

上記の結果から、膀胱癌（１９名）と健常者

（１９名）のサンプルについて、尿中のラミ

ニンγ２単鎖のＥＬＩＳＡによる測定値の平

均値は、それぞれ２１．１４ｎｇ／ｍｌ、４．

７３ｎｇ／ｍｌで、ｔ検定で有意差が認めら

れた（Ｐ<０．０５）。現在の最小測定値は０．

５ｎｇ／ｍｌであるので、これをカットオフ

値として感度と特異度を求めた。結果を下図

に示す。感度は８９．５％、特異度は５７．

９％と求められ、尿中のラミニンγ２単鎖が、

従来膀胱癌診断に用いられているマーカーよ

りも高感度なマーカーであることが確認され

た。さらに、尿中のラミニン γ２単鎖の感度

は、より高感度にすることが可能であり、膀

胱癌スクリーニング検査として有用なものと

な り 得 る 。

  
 

(4)尿中のラミニン γ２単鎖のＥＬＩＳＡに

よる定量（クレアチニン補正あり） 

 尿検体数を増やして、尿中のラミニンγ２

単鎖の定量をさらに行った。 

 患者から採取した尿は、室温３０００ｇの

遠心処理を行い、細胞及びその破片を除去し

た後、－８０℃に急速に冷凍して保存した。 

 非がん患者尿（１０４例）および膀胱がん

患者尿（３２例、回腸利用尿路再建症例、膀

胱炎症例は含まず）のラミニンγ２鎖をＥＬ

ＩＳＡで測定した(下図)。 

  
 ２６検体のうち、非がん患者尿中（ｎ＝１６）

のラミニンγ２鎖の平均値は１．４２±２．

０５ｎｇ／ｍｌ、膀胱がん患者尿中(ｎ＝１

０)では４．３２±３．１２ｎｇ／ｍｌであっ

た。Ｔ－ｔｅｓｔにおいてはｐ＝０．００１

４となり、有意差が得られた（下図）。 

 この結果について統計的に処理を行ったと

ころ、カットオフ値は１．３ｎｇ／ｍｌ、感

度及び特異性は、それぞれ１００、５０．０

と飛躍的に向上した（図１０）。感度が１０

０％になったのは解析数が少ないためと思わ

れる。カットオフ値を１．３ｎｇ／ｍｌに設

定しているが、これを下げることで、特異性

はさらに向上すると考えられる。以上から、

クレアチンによる補正を行うことで、より正

確な定量解析ができると考えられた。 
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