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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は低侵襲性で患者への負担の少ない体液を対象とした膀胱がん診断法の確立で
ある。膀胱癌特異的単クローン性抗体、患者血清中の自己抗体が認識する腫瘍関連蛋白質を同定した。検出蛋白質のう
ち膀胱癌と臨床病理的な相関関係が認められたものが数多く得られた。本研究で得られた成果の一部を特許申請した。
残り多くの検出した蛋白質について、さらに検討・適正化を進め、臨床への実用化を目指す予定である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish the diagnostic tools for bladder 
cancer using patients’ samples including blood and urine. We detected many monoclonal and autoimmune 
antibodies for bladder cancer in pathologic tissues and serum. We also found that these proteins were 
associated with clinicopathologic findings and prognosis. For example, the expression of nestin in 
bladder cancer tissues was associated with higher pathologic stage and poorer prognosis. Serum S100A6 was 
significant higher in non-muscle invasive bladder cancer than in controls. In additions, autoimmune 
antibodies of MMP2 and calreticulin were significantly increased in patients with bladder cancer compared 
to in controls. We will plan to examine whether the rest of bladder specific proteins detected in this 
project would be matched in real world clinical scenario.

研究分野： 泌尿器科学、腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
近年膀胱癌の罹患率・死亡率は増加の一途を
辿っている。膀胱癌と診断される約 1/3 の症
例で、初診時においてすでに筋層浸潤を認め
る進行癌である。進行性膀胱癌に対しての治
療として一般的に、膀胱全摘除術、化学療法、
放射線療法があげられる。しかし、初診時の
進行癌である場合の治療成績は芳しくない。
さらに、膀胱癌に対する特異的腫瘍マーカー
が存在せず、検出および経過観察においても
画像診断のみで行われているのが現状であ
る。また、抗癌剤感受性に関与する分子とし
て幾つかの報告はあるが、特定の抗癌剤に対
する個々の患者の感受性を予測する分子の
解析は遅れており、感受性の有無にかかわら
ず共通のプロトコールで治療されているの
が現状である。今後、膀胱癌に対する根治的
治療の可能性を広げ、その予後を改善するに
は、新たな検索方法やマーカーを用いた新し
い診断基準に基づく検討が重要と考える。 
 
２．研究の目的 
我々の最終目的は低侵襲性で患者への負担
の少ない体液（血液、尿等）を対象としたが
ん診断法の確立である。膀胱癌の早期診断や
抗がん剤感受性を事前に予測する等、膀胱癌
の個別化医療の実現を検討するために、膀胱
癌特異的単クローン性抗体を計 400 個、抗が
ん剤感受性に関与する分子に対する単クロ
ーン性抗体を 100 個すでに作製した。これら
について多数症例の膀胱癌組織マイクロア
レイ、抗がん剤感受性の結果の出ている治療
前組織、およびそれら患者の血清を用いた早
期血清診断および抗がん剤感受性予測マー
カーとしての有用性を検討する。また、膀胱
癌患者血清中の自己抗体が認識する腫瘍関
連タンパク質を計 163 個、126 種類すでに同
定した。多数例の膀胱癌患者血清を用い、こ
れら自己抗体の早期診断および抗がん剤感
受性判定への応用の可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 膀胱癌特異的抗体と患者血清との反応
性に関しては、まず血清からアルブミンと免
疫グロブリンはカラムを用いて除いた後、
PVDF 膜に所有のマイクロドットアレイヤー
を用いてドットする。その後、樹立した単ク
ローン性抗体の培養上清を用いて反応、HRP
標識二次抗体との反応を行う。化学発光試薬
との反応を行い、その発光をイメージアナラ
イザーに記録し、このドットブロット用に最
適化されたソフトウエア（ダイナコム）上で
解析する。膀胱癌患者血清とは反応するが、
健常人とは反応しない抗体が幾つか認めら
れてきている。全ての抗体に関してこの一次
スクリーニングを行い、二次スクリーニング
に持って行く抗体類を選択する。その後、症
例の臨床病理学的検討、予後との相関関係、
単変量、多変量解析を行い、腫瘍マーカーと
しての有用性を検討する。 

 
(2) さらに、獲得した単クローン性抗体を
用いた一次スクリーニング、患者血清を一次
抗体として用いた腫瘍関連タンパク質の一
次スクリーニングを続けて行なう。その結果、
健常人血清、非腫瘍性疾患患者血清と比較し
て、腫瘍特異的マーカーとして同定されたも
のについて、さらに多数例を用いて二次スク
リーニングを行う。この検討で、統計学的に
有意であり、ROC curve から AUC 値が 0.7 以
上であるマーカーに関しては、さらに多数例
の膀胱癌患者血清を用いて、単独で特定の膀
胱癌の早期診断マーカーとして使用できる
ものか、複数のマーカーを組み合わせて使用
することで診断できるか否かをバイオイン
フォマティクスの手法を用いて検討する。 
 
(3) 早期診断に関する腫瘍関連タンパク質
に関しては、精製タンパク質を用いて単クロ
ーン性抗体の作製を行うか、市販の抗体を購
入して、膀胱癌組織マイクロアレイを用いて
免疫染色する。 
 
４．研究成果 
(1) 膀胱癌（尿路上皮癌）の腫瘍マーカー
の探索を遂行してきた。膀胱癌特異的単クロ
ーン性抗体を 600 個、膀胱癌患者血清中の自
己抗体が認識する腫瘍関連蛋白質 163 個を同
定した。一次スクリーニングを行うことで膀
胱癌特異的抗体を 204 個、自己抗体を 138 個
獲得した。検出蛋白質のうち膀胱癌と臨床病
理学的な相関関係が認められたものが数多
く得られた。膀胱癌特異的蛋白として nestin、
periplakin を、血清蛋白として S100A6、自己
抗体として MMP2、calreticulin を同定した。
Nestin、periplakin においては手術標本を用い
た免疫染色の検討を行った。 
 
(2) Nestin は進行癌組織で発現が増強して
いた。Nestin 発現は病理病期と相関していた。
また、膀胱癌組織での nestin が陰性の場合、
生命予後が有意に良好であった。多変量解析
において、nestin 発現とリンパ節転移症例は
癌死を予測する有意な独立因子であった。
（参照発表論文⑥） 
 
(3) Periplakin は正常尿路上皮や炎症疾患、
良性腫瘍では強発現し、癌組織で発現が低下
もしくは消失していた。さらに、進行癌にな
ると有意に発現の消失が認められた。また、
多変量解析において、periplakin 発現消失とリ
ンパ節転移は癌死を予測する有意な独立因
子であった。（参照発表論文⑤） 
 
(4) 血清 periplakin の膀胱癌症例での動態を
検討し、健常者と比較し膀胱癌症例での発現
が有意に低下していた。本蛋白質は血清マー
カーとして膀胱癌の検出に利用できる可能
性を示唆していた。（参照発表論文④） 
 



(5) 血清 S100A6 は健常者と比較し膀胱癌
症例で発現有意に上昇していた。筋層非浸潤
癌症例でも健常者と比較し、有意に発現上昇
していた。さらに、筋層浸潤癌症例では筋層
非浸潤癌症例と比較し有意に上昇していた。
本蛋白質は治療後など経過観察の腫瘍マー
カーのとして有用性を示した。（参照発表論
文③） 
 
(6) 自己抗体としての MMP2、calreticulin
について、膀胱癌症例で有意に上昇していた。
膀胱癌に関する自己抗体の存在について始
めて報告した。（参照発表論文⑦） 
 
(7) 本研究で得られた成果の一部を膀胱癌
の腫瘍マーカーとして特許申請を行った。
（参照産業財産権 3 件出願）残り多くの膀胱
癌に関連する蛋白質、抗がん剤感受性に関す
る蛋白質を同定しているため、今後さらに検
討、適正化を進め、特許取得、臨床への実用
化を目指す予定である。 
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