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研究成果の概要（和文）：尿路上皮癌に対する尿中バイオマーカーは、その感度の低さからあまり利用されてい
ないのが現状であるが、今回尿中の活性型プロテインキナーゼCα（PKCα）が尿路上皮癌に対し高い感度、特異
度を示し、特に従来の検査法では感度が低かった低異型度腫瘍においても高い感度を示し、尿路上皮癌に対する
新規尿中バイオマーカーとしての有用性が明らかとなった。さらに、より安価で簡便な検査法として、抗リン酸
化ペプチド抗体を利用した電子バイオセンサを開発した。

研究成果の概要（英文）：Urinary activated protein kinase Cα (PKCα) showed high sensitivity and 
specificity for detecting urothelial carcinoma (UC), even in low grade UC which had been shown low 
sensitivity to date. This result indicates the usefulness of activated PKCα as a novel urinary 
biomarker for urothelial carcinoma. Furthermore, we developed an electronic biosensor device using 
an anti-phosphopeptide antibody as a cheaper and simpler examination.

研究分野： 泌尿器科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
尿路上皮癌を早期かつ非侵襲的に発見するために、これまで様々な尿中バイオマーカーが開発されてきたが、検
査特異度が高い尿細胞診以外はあまり利用されていないのが現状である。特に低異型度癌ではその感度が低く問
題となっている。尿中活性型プロテインキナーゼCα（PKCα）は高い感度、特異度で尿路上皮癌を検出できるこ
とが示され、特に低異型度癌でも高感度であり、今後の実臨床への導入・普及が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 尿路上皮癌は尿路上皮から発生する悪性腫瘍であり、全尿路上皮癌のうち約 95%は膀胱癌が
占める。我が国における膀胱癌罹患数は約 2 万人（2014 年）、年間死亡数は約 8,400 人（2016
年）を数えておりさらに増加傾向にある（国立がん研究センターがん情報サービスより）。尿路
上皮癌の臨床的特徴の一つは空間的、時間的多発性であり、診断時に多発する場合や、内視鏡的
な腫瘍切除後に膀胱内再発をきたす頻度が高いことが知られている。そのため頻回な検査が術
後のモニタリングとして行われるが、現時点では肉体的・精神的な苦痛を伴う膀胱鏡検査や感度
が低い尿細胞診などに頼っており、より簡便で感度が高いスクリーニング・モニタリング法の開
発は喫緊の課題である。 
 尿路上皮癌の尿を用いた補助診断法としては、検出特異度が 95％以上と高い尿細胞診が最も
汎用されているが、感度は 40〜60％と相対的に低い。特に、低異型度の筋層非浸潤性膀胱癌の
検出は困難であり診断上大きな問題である。また尿細胞診は診断者間における判定結果の不一
致も現実的課題である。一方で、いくつかの分子が膀胱癌に対するバイオマーカーとして開発さ
れている。中でも Nuclear matrix protein 22 (NMP22)、Bladder tumor antigen test (BTA test)、
サイトケラチン 8・18 等は保険適用となっているが、いずれも感度は高いものの偽陽性が多い
ことが問題となっており、残念ながら実臨床ではあまり使われていないのが現状である。よって、
尿路上皮癌の補助診断法として感度、特異度の高い非侵襲的なバイオマーカーの開発は極めて
重要である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、尿路上皮癌のバイオマーカーとしてプロテインキナーゼ C-α（PKCα）に注目
した。PKC は細胞内情報伝達を司る代表的なリン酸化酵素で細胞増殖の中心的役割を担ってお
り、そのサブタイプの一つである PKCαは、特に癌化の初期から活性化され増殖・転移と深く
関わっている(1) (2)。これまで PKC は細胞内酵素で血中や尿中には存在しないと考えられてい
たが、我々は癌の発生と進展にともなって体液中に活性型 PKCαが増加することをモデル動物
により明らかにしてきた。またその際に、PKCα特異的に反応する基質ペプチド（アミノ酸配
列：FKKQGSFAKKK）の開発に世界で初めて成功している（特許登録番号：5476559）(3)。こ
のペプチドは癌細胞に対する反応性（リン酸化反応）は非常に高い一方で、正常細胞にはほとん
ど反応しないことを確認しており、PKCαの活性を定量的に評価することで感度、特異度の高
い検査法の確立が期待できる。 
 実際に我々は、この基質ペプチドを用いてヒトの尿路上皮癌株をマウスに移植した xenograft 
model において尿検体から活性型 PKCαが検出されることを確認した(4)。また、ごく少数の尿
路上皮癌患者において尿中活性型 PKCαを予備的に調査し、感度よく膀胱癌を検出できること
を確認している。そこで、本研究では新規尿路上皮癌バイオマーカーとして尿中活性型 PKCα
の有用性を評価し、さらに将来の臨床導入を目的としたより安価で簡便な検査システムを開発
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）尿中活性型 PKCαの尿路上皮癌バイオマーカーとしての有用性及び特異性の評価 
 これまでの我々が行った小規模研究では、PKCαの活性が尿路上皮癌患者の尿で検出されるこ
とを確認してきたが、今後対照群も含めて症例数を増やしバイオマーカーとしての有用性を評
価する。また、PKCαは多くの癌種においてその初期段階で活性化し、その後、進展・転移段階
においても高発現していることが知られており、他の泌尿器癌においても腫瘍組織中では PKCα
の高発現が確認できる。そこで、他の泌尿器癌における尿検体中の活性型 PKCαを MALDI-TOF 質
量分析により測定し、尿中活性型 PKCαの尿路上皮癌に対する特異性を評価する。 

 
（２）尿中活性型 PKCα測定における簡便・安価な検査法の開発 
 これまでの小規模臨床研究により、尿路上皮癌患者において尿中活性型 PKCαが高い感度を示
す可能性が示されたが、これらは MALDI-TOF 質量分析装置を用いた解析であり非常に高価であ
り汎用性に欠ける。そのため、臨床に導入可能な安価で簡便な検査システムを開発する。 



 
４．研究成果 
 
（１）尿中活性型 PKCαの尿路上皮癌バイオマーカーとしての有用性 
 ①尿中活性型 PKCαによる尿路上皮癌の検出 
 九州大学病院にて尿路上皮癌(UC)と診断された患者 141 名から早朝尿を採取し遠心分離した。
沈殿物を回収し、超音波照射後、基質と反応した後、質量分析した。その結果、UC の検出感度は
85.8%と高く、High grade、Low grade それぞれの感度が 87.5%、82.1%と、特に従来の検査法に
て感度が低かった Low grade においても高い感度を示した。 
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 ②他の泌尿器癌における尿中活性型 PKCα 
 UC症例において尿中活性型PKCαは高い感度を示したが、他の泌尿器癌を含む非UC患者では、
活性化された PKCαはほとんど検出されず、非 UC 患者群の特異度は 88.4％、尿中の活性型 PKC
αによる診断精度は陽性的中率 91.7%、陰性的中率 80.8%、正診率 86.9%であった。以上より尿
路上皮癌のバイオマーカーとしての特異性・有用性が示唆され、この知見を基に国内、国際特許
申請を行った。 
 

 
   
（２）尿中活性型 PKCα測定における簡便・安価な検査法の開発 
 質量分析法による測定はコストがかかるため、より安価な検出法として抗リン酸化ペプチド
抗体を作成し抗体反応を利用した検出方法開発を実施した。抗体は安定した検査精度を確立す
るため数種のモノクローナル抗体を設計し、その中で高い親和性と特異性を有する抗体作成に
成功した。また、その抗リン酸化ペプチド抗体を用いた検出システムとして、電子バイオセンサ
を用いた検査システムを開発し、これまでに質量分析による基質ペプチドのリン酸化率閾値を
同センサでも定量可能であることを確認した。今後、臨床検体を用いた実証実験、製品化へ向け
た治験を計画していく予定である。 
 



 一方で、これまでの評価において数は少ないものの一部に偽陽性を認めている。そこで、現在
入手可能な各 PKC サブタイプに対する抗体を用いて、臨床検体のウエスタンブロットを行った
ところ、炎症性疾患などにおいて他の PKC サブタイプの発現、活性化を認めた。基質ペプチドと
これら他の PKC サブタイプとの反応性を確認したところ、従来の基質ペプチドは PKCα以外にも
複数のサブタイプと程度の差はあるものの反応を示した。よって、基質ペプチドと他の PKC サブ
タイプの副反応により PKCαの検出性能が低下している可能性が考えられた。そこで、新たに複
数の基質ペプチドを設計し、活性型 PKCαとの反応性を確認した。その結果、一つのペプチドに
おいて従来の基質ペプチドと比較して PKCαに対する高い反応性を示しながら他のサブタイプ
では相対的に反応性が低く抑えられた新型基質ペプチドを作成することに成功した。今後、この
新型基質ペプチドの性能評価を継続し、本ペプチドに対する抗リン酸化ペプチド抗体を作成し、
更なる検査性能向上を検討する予定である。 
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