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研究成果の概要（和文）：本研究では血清中のラミニンγ2単鎖（γ2単鎖抗体）が膀胱がんを含む泌尿器がんの診断指
標になりうる可能性と、γ2単鎖の特異抗体が膀胱がんの分標的治療のDDSツールになる可能性について検証した。結果
、血清γ2単鎖を測定するためのサンドイッチELISAを作製し、泌尿器がん血清中のγ2単鎖を測定したところ、膀胱が
ん、腎がんの血清で高値を示し、尿同様に血清中のγ2単鎖もこれら癌腫の診断指標となることを見出した。また、γ2
単鎖がDDSの標的分子となる可能性を示す為に、マウスの膀胱内に膀胱がんの播種モデルを作製し、胱内注したγ2単鎖
抗体が膀胱がん細胞を認識しているか否かについての免疫組織解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：In this study we analyzed serum monomeric lamininγ2 (Ln-γ2) as a biomarker for 
urological cancers. First, we established a quantitative sandwich ELISA using a specific antibody to 
monomeric Ln-γ2, and was able to measure 50 pg/mL of monomeric Ln-γ2 in serum specimens. After 
screening using serum specimens obtained from patient with urological cancers, the high levels of 
monomeric Ln-γ2 was observed in serum of bladder and renal cancers.
Furthermore, to assess whether a specific antibody to monomeric Ln-γ2 as a DDS tool for bladder cancer 
therapy, we established an intravesical model with bladder cancer cells expressing monomeric Ln-γ2 in 
nude mice. Now the specific antibody is immunohistochemically assessing in the mouse model with HT-1197 
cell expressing high level of endogenous monomeric Ln-γ2.

研究分野： 腫瘍生化学

キーワード： バイオマーカー　診断　治療奏効　膀胱がん
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１．研究開始当初の背景 
	 泌尿器がん患者の尿中に浸潤マーカーと

して知られるラミニンγ2 単鎖が蓄積してお
り、また、免疫組織染色による検討により、

尿にラミニンγ2 単鎖が陽性患者より摘出し
た膀胱癌組織においてもその発現が確認さ

れた。以上から、尿中のラミニンγ2 単鎖は
膀胱がん診断の有用なバイオマーカーとし

て可能性が見出されている。 

 
２．研究の目的 
   本研究では、ラミニンγ2単鎖（γ2単鎖）
を泌尿器がんの診断・治療の標的分⼦子として

応⽤用できる可能性を検証する。それらは、１）

⾎血中γ2 単鎖がこれら癌腫の診断、治療の奏

効をモニターするバイオマーカーとなりう

る可能性、および、２）γ2単鎖抗体が、γ2

単鎖を分⼦子標的とした膀胱癌治療の有望な

Drug   Delivery   System   (DDS)のためのツー

ルになる可能性を検証する。  

  
３．研究の方法 
（1）ラミニンγ2単鎖（γ2単鎖）を指標と

した膀胱がんの診断法の開発  

  

（1-‑1）膀胱がん患者より得られる⾎血清、⾎血

漿のどちらの⾎血液試料が ELISA やウエスタ

ンブロットでのγ2 単鎖の検出に適している

かについて、⾎血清、⾎血漿中のγ2 単鎖をその

特異抗体を⽤用いた⾮非還元条件のウエスタン

ブロットで検出する。  

  

（1-‑2）⾎血中のγ2単鎖を⾼高感度に定量するた

め、尿のγ2 単鎖の解析で使⽤用したサンドイ

ッチ ELISA の改良を⾏行う。界⾯面活性剤の添加

やポリクロ抗体の濃度を変えることで対応

する。本検討の陽性コントロールは、γ2 単

鎖の発現のない健常⼈人⾎血清にγ2 単鎖リコン

ビナント蛋⽩白質を添加したものを⽤用いる。  

  

（1-‑3）⾼高感度化したサンドイッチ ELISA を

⽤用いて、組織型、病期の異なる膀胱がんを含

む泌尿器疾患の患者から得られた⾎血清中の

γ2 単鎖の定量を⾏行う。この際、良性泌尿器

疾患および健常⾎血清を陰性対照とする。  

  

（2）γ2 単鎖抗体を⽤用いた膀胱癌の治療法の

開発   ‒–DDS のツールとして可能性を探る-‑  

  

（2-‑1）γ2 単鎖抗体が、γ2単鎖を⾼高発現す

る膀胱がん細胞を選択的に認識するか否か

を免疫細胞染⾊色法にて確認する。使⽤用する細

胞はγ2 単鎖を⾼高発現するヒト膀胱癌細胞

（Ku-‑1、HT-‑1197）と陰性対照としてγ2単

鎖を発現していない T24 細胞を⽤用いる。  

  

（2-‑2）発光タンパク質を導⼊入した Ku-‑7、

HT-‑1197,T24 細胞を樹⽴立して、フィドラーら

の樹⽴立した膀胱癌の膀胱内播種モデルを⽤用

いて、これら細胞をマウスの膀胱に注⼊入し、

膀胱内に腫瘍をもつ単癌マウスを作製する。  

  

（2-‑3）IVIS®   Imaging   System で膀胱内に癌

細胞が播種したこと確認した後、マウスの膀

胱へ蛍光標識したγ2 単鎖抗体を注⼊入し、抗

体を癌細胞と結合させる。その後、マウスよ

り膀胱を全摘して、IVIS®  Imaging  System に

より蛍光、発光の共局在を観察することで抗

体の癌細胞への結合を査定する。  

	 

４．研究成果	 

（1-1）	 

	 ラミニンγ2 単鎖の測定に適する試料は血

清、血漿のどちらかを調べるために、がん、

非がん患者検体を用いたサンドイッチ ELISA

でγ2 単鎖値を測定した。対照として使用し

た良性疾患血清はがん血清に比べどちらも

γ2 単鎖値は下回っている。血漿が血清に比

べ若干高値を示す結果であることから、結果

が安定しており、採取が容易な血清を本研究



 

 

の試料として用いることに決めた（図 1）。	 

次に、γ2 単鎖抗体を含む種々の抗体による

ウエスタンブロット解析を試みたが、抗体の

検出感度の限界等の問題により、γ2 単鎖の

蛋白質を検出するには至らなかった（data	 

not	 shown）。	 
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（1-2）	 

Triton-X100、CHAPS、NP40 等の界面活性剤の

検討を行い、2%(w/v)Tween-20/1%	 (w/v)BSA

を添加することで、50pg/mL 以上の血清中の

γ2 単鎖を定量可能なサンドイッチ ELISA を

作製した（図 2）。	 
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（1-3）	 

1-2 項で高感度化したサンドイッチ ELISA を

用いて、膀胱がんを含む泌尿器疾患患者を用

いたγ2 単鎖値の測定を行ったところ、膀胱

がんは尿同様に血清においてもγ2 単鎖が高

値を示した（図 3）。一方、前立腺がん血清は

良性疾患の血清と同レベルであった。一方、

腎がんは 1例の高値検体があったので、平均

値が上昇していた。膀胱がん同様に高い傾向

にあると考えられる。以上から、膀胱がん、

腎がんの患者血清には良性疾患患者に比較

して高レベルのγ2単鎖が発現している。	 
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（2-1）	 

まず、ルシフェラーゼ遺伝子を導入した Ku-7

細胞を膀胱内に播種して膀胱内に膀胱がん

を作製したところ、Ku-7 細胞は膀胱内への造

腫瘍性を示した。ルシフェラーゼ抗体を用い

た免疫組織染色より、膀胱上皮にがん組織を

確認することができた（図 4）。一方、HT-1197

細胞は膀胱内への播種を確認したが、がん細

胞は正常上皮組織の下層で増殖しているこ

とが明らかとなった。	 
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（2-2）	 

Ku-7 細胞を膀胱内へ播種させγ2 単鎖抗体

（100μg/mouse）を膀胱へ注入して 1時間後

にマウスから膀胱を摘出し、注入した抗体を

免疫組織染色で検出したが、現在までに対照

抗体として用いた IgG との差がみられていな



 

 

い（data	 not	 shown）。今後、抗体の注入量、

反応時間等の予備実験を行うことで、まずは

注入した抗体を検出できるようにする。	 
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