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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サバイビンの存在又は不在について患者からの生物学的サンプルをアッセイするステッ
プを含む、患者の膀胱癌を検出する方法であって、サンプル中のサバイビンの存在により
患者が膀胱癌を有することが示され、前記生物学的サンプルが尿濾液、尿細胞破片、尿上
澄み液及び尿細胞ペレットから成る群より選択される、前記方法。
【請求項２】
　膀胱癌が、ＣＩＳとグレード付けられている、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　膀胱癌が、いかなるグレード又はステージでもある、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　サバイビンが、サバイビンに結合する抗体、サバイビン結合パートナー、及びサバイビ
ンをコードする核酸にハイブリダイズする核酸から成る群より選択される作用物質を使っ
て検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　作用物質がラベルで標識されている、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　ラベルが、放射性ラベル、蛍光ラベル、酵素又は化学発光標識である、請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
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　サバイビンが、免疫アッセイによって検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　免疫アッセイが、酵素連結免疫ソルベントアッセイ又は放射性免疫アッセイである、請
求項７に記載の方法。
【請求項９】
　免疫アッセイが、免疫ブロッティング、免疫拡散、免疫電気泳動又は免疫沈降反応を含
む、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　サバイビンが、ドットブロッティングによって検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　ドットブロッティングが、バイオドットＳＦモジュールを使用することを含む、請求項
１０に記載の方法。
【請求項１２】
　サバイビンが、核酸ハイブリダイゼーションによって検出される、請求項１に記載の方
法。
【請求項１３】
　核酸ハイブリダイゼーションが、ＲＴ－ＰＣＲ又はノーザンブロット分析である、請求
項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　膀胱癌を診断、予測又はモニタリングするためのキットであって、患者から生物学的サ
ンプルを集める容器と、生物学的サンプル中のサバイビンの存在を検出する作用物質とを
備え、前記生物学的サンプルが尿濾液、尿細胞破片、尿上澄み液及び尿細胞ペレットから
成る群より選択される、前記キット。
【請求項１５】
　作用物質が、サバイビンに結合する抗体、サバイビン結合パートナー、及びサバイビン
をコードする核酸にハイブリダイズする核酸から成る群より選択される、請求項１４に記
載のキット。
【請求項１６】
　作用物質がラベルで標識されている、請求項１５に記載のキット。
【請求項１７】
　ラベルが、放射性ラベル、蛍光ラベル、酵素又は化学発光標識である、請求項１６に記
載のキット。
【請求項１８】
　作用物質が、水溶媒質中にパックされているか、又は、凍結乾燥された様式でパックさ
れている、請求項１４に記載のキット。
【請求項１９】
　サバイビンの存在を分析する手段を更に備える、請求項１４に記載のキット。
【請求項２０】
　患者の膀胱癌のグレードを決定する方法であって、
　患者からの生物学的サンプル中のサバイビンの量を数量化するステップと、
　膀胱癌のグレードを決定するために、サンプル中のサバイビンの量を、コントロールサ
ンプル中のサバイビンの量と比較するステップと、
　を含み、前記生物学的サンプルが尿濾液、尿細胞破片、尿上澄み液及び尿細胞ペレット
から成る群より選択される、前記方法。
【請求項２１】
　患者の膀胱癌のステージを決定する方法であって、
　患者からの生物学的サンプル中のサバイビンの量を数量化するステップと、
　膀胱癌のステージを決定するために、サンプル中のサバイビンの量を、コントロールサ
ンプル中のサバイビンの量と比較するステップと、
　を含み、前記生物学的サンプルが尿濾液、尿細胞破片、尿上澄み液及び尿細胞ペレット
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から成る群より選択される、前記方法。
【請求項２２】
　患者の膀胱癌をモニタリングする方法であって、患者からの生物学的サンプル中のサバ
イビンの量を数量化するステップを含み、前記生物学的サンプルが尿濾液、尿細胞破片、
尿上澄み液及び尿細胞ペレットから成る群より選択され、膀胱癌のグレードを決定するた
めに、サンプル中のサバイビンの量を、コントロールサンプル中のサバイビンの量と比較
し、患者の膀胱癌をモニタリングする、前記方法。
【請求項２３】
　膀胱癌が、新発症癌又は再発癌である、請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　サバイビンの量が、サバイビンＲＮＡを検出することによって数量化される、請求項２
０に記載の方法。
【請求項２５】
　サバイビンＲＮＡが、核酸ハイブリダイゼーションによって検出される、請求項２４に
記載の方法。
【請求項２６】
　核酸ハイブリダイゼーションが、ＲＴ－ＰＣＲ又はノーザンブロット分析である、請求
項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　サバイビンの量が、サバイビンＲＮＡを検出することによって数量化される、請求項２
１に記載の方法。
【請求項２８】
　サバイビンＲＮＡが、核酸ハイブリダイゼーションによって検出される、請求項２７に
記載の方法。
【請求項２９】
　核酸ハイブリダイゼーションが、ＲＴ－ＰＣＲ又はノーザンブロット分析である、請求
項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　サバイビンの量が、サバイビンＲＮＡを検出することによって数量化される、請求項２
２に記載の方法。
【請求項３１】
　サバイビンＲＮＡが、核酸ハイブリダイゼーションによって検出される、請求項３０に
記載の方法。
【請求項３２】
　核酸ハイブリダイゼーションが、ＲＴ－ＰＣＲ又はノーザンブロット分析である、請求
項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　サバイビンの存否が、サバイビンＲＮＡの存否を検出することにより検出される、請求
項１に記載の方法。
【請求項３４】
　サバイビンの存在が、サバイビンＲＮＡを検出することにより検出される、請求項１４
に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　　本発明は、患者の生物学的流体中のサバイビンの存在を検出するステップを含む、癌
の診断方法に関する。特に、この方法は、患者の尿サンプル中のサバイビンの存在を検出
するステップを含む、膀胱癌の診断に関する。更に、本発明は、患者の生物学的流体中の
サバイビンを検出する作用物質と、生物学的流体を集めるための容器と、を備える癌を診
断するためのキットに関する。
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【背景技術】
【０００２】
　癌は、周囲の組織に侵入し新たな身体部位に転移する傾向にある悪性腫瘍を指す。癌は
、除去が試みられた後でも再発し、十分な処置がされなければ患者を死に追いやる。癌の
正確な原因は知られていない。しかし、喫煙又は発癌物質への暴露等の所定の活動と、癌
及び腫瘍の所定のタイプの癌の発病率との間にはリンクがあることが数々の研究者によっ
て示されてきた。
【０００３】
　原発部位から遠隔臓器への癌の広がり（つまり、転移）は、今なお、ほとんどの癌患者
の死の主な原因である。数年にわたって研究がされているにもかかわらず、そのプロセス
に関与する遺伝的メカニズムは、主として特徴化されていないままである。このような情
報は、疾患の不確実な経過を与えられた場合に、癌予測に特に重要である。癌予測は、現
在の腫瘍グレード付け手法では常に正確には断定されないので、癌患者の処置に成功する
ことの最大の障害の一つは、堅実な予測マーカーの欠如であり続ける。
【０００４】
　膀胱癌
　膀胱癌は、悪性腫瘍の成長であり、膀胱に沿って並ぶ尿路上皮細胞（urothelial cells
）（移行性細胞）から一般には起こる。膀胱の尿路上皮癌（つまり、膀胱癌）は、毎年５
４０００ケースを超える新症例があり１１２００人の死亡があることから、米国では、男
性において４番目に一般的な癌であり、女性において８番目に一般的な癌である。膀胱癌
の再発は、患者の８０％にまで起こり、長期にわたる緩解に対する手ごわい障害を構成す
る。このような再発は、頻繁には、筋侵襲と播種性疾患を含んでいる（Dawson et al., A
BC of Urology: Urological Malignancies-II: Urothelial Tumors. BMJ, 1996, 312: 10
90-1094）。
【０００５】
　数々の因子が膀胱癌の成長には寄与するらしい。タバコ喫煙及び芳香ｌ族アミン（βナ
フチルアミン、キセニルアミン、４－ニトロビフェニル、ベンジジン）と呼ばれる特定種
類の有機化学剤への職業被曝は、確立した危険因子である。幾つかの研究は、人工甘味剤
サッカリンの高用量と移行性細胞膀胱癌との間にはリンクがあるだろうと示唆する。他の
研究は、子宮頸癌の処置のための放射線療法を受けた女性では、移行性細胞膀胱癌が成長
する危険が増大すると示す。更に、化学療法剤であるシクロホスファミド（Ｃｙｔｏｘａ
ｎ）を受けた人々は、膀胱癌の成長についてより大きな危険を示してきた。
【０００６】
　膀胱癌の最も一般的な臨床学的な現れは、血尿症である。しかし、膀胱癌の診断は、間
欠性であるか他の原因（尿路感染症又は抗凝血物質の使用等）に帰するため、たびたび遅
れる。膀胱癌の診断をするために、排泄された移行性細胞の尿細胞診断学が従来使われて
いる。尿細胞診断学が陽性である場合には、尿路上皮の移行性細胞癌がほぼ確実に存在す
る。しかし、移行性細胞の細胞学検査は、膀胱癌を持つ患者の半数までにわたって陰性で
あろう。このように、陰性の細胞学的結果により膀胱癌の存在は規定されない（Badalame
nt et al., Cancer, 1987, 59(12): 2078; Cohen et al., Urologic Clinics of North A
merica, 1992, 19(3): 421）。
【０００７】
　追加的診断の複雑性は、膀胱癌の初期診断がいったんされたら、全ての尿路を移行性細
胞癌について評価しなければならないことである。これは、移行性細胞が、腎盂、輸尿管
、膀胱及び大部分の尿道を含む、腎臓レベルで始まる尿路に沿って並ぶからである。腎臓
及び輸尿管の腎盂は、経静脈腎盂Ｘ線像（ＩＶＰ）又は回帰性の腎盂Ｘ線像によって最も
評価されている。ＩＶＰは、コントラスト物質の静脈注射を必要とし、これは、その後、
血液から腎臓によって尿中へと濾過される。このプロセスにおいて取られたプレーンなＸ
線は、尿路を示す。一般的に、回帰性腎盂Ｘ線像は、静脈内のコントラスト・アレルギー
又は不良なＩＶＰ可視化を有する患者のために確保される。回帰性腎盂Ｘ線像は、膀胱鏡
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検査のときに実行される。
【０００８】
　膀胱の内部を見るために照明機器を必要とする膀胱鏡検査は、膀胱癌の明確な診断のた
めに利用される不快な手法である。膀胱鏡を通して回帰性腎盂像を実行するにあたって、
小さなプラスチックのチューブが尿管に挿入され、コントラスト物質が尿管及び腎臓に注
入される。膀胱鏡検査は、他の診断モダリティー（例えば超音波、コンピューテッドトモ
グラフィーまたは磁気共鳴画像）では見逃すかもしれない小さな微妙な異常状態の同定を
可能にする。従って、診察室膀胱鏡検査は、初期評価において本質的部分であり、この時
期では他の検査で代理され得ない。今日、ほとんどの診察室膀胱鏡検査が、柔軟スコープ
を用いて実行されている。柔軟内視鏡検査は、硬直膀胱鏡検査法に比べて安楽で、医師に
拡大された前立腺の屈曲部辺りの観察も許容する。
【０００９】
　また、膀胱癌の診断のために生検を行うことができる。生検は、診断の確認又は確立、
予後の推定、又は疾患の経過の追従のために、膀胱等の臓器から生組織の小さなサンプル
を除去して顕微鏡検査をすることである。しかし、生検は、侵襲的な手法であり、故に望
ましくなく、たびたび麻酔を人が受けることを必要とする。加えて、いかなるものでも侵
襲的な手法を用いると、生検を受けた人は感染の危険性を受ける。更に、膀胱癌が存在す
るか否かを決定するために、膀胱全体を生検することはできない。
【００１０】
　膀胱癌のステージ付け
　膀胱癌は、その侵襲性と周りの膀胱組織といかに異なるか（分化）とによって分類され
る。膀胱癌は、診断のときに医師によってステージ付け及びグレード付けがされる。
【００１１】
　腫瘍をステージ付けるには幾つかの方法がある。ステージ付けシステムのうちで最も一
般に使用されているものの２つは、ＡＢＣＤシステム（the Jewett-Strong-Marshall sys
tem）及びＴＮＭシステムである。ＡＤＣＤシステムのほうが古く、膀胱癌の異なったフ
ェーズまたは過程を分類するために、Ａ－Ｂ－Ｃ－Ｄのステージ付けをする。このシステ
ムでは、基本的には次のスケールが使われる：０、上皮内癌（膀胱粘膜に制限された腫瘍
（ライニング））；Ａ、粘膜を通って伸張するが、粘膜下組織を超えない；Ｂ、筋肉に侵
入する腫瘍；Ｃ、脂肪組織に侵入する腫瘍；Ｄ、所属リンパ節又は遠隔部位に広がった腫
瘍。各英文字には番号が続く。例えば、Ａ１、Ｂ２等である。ＴＮＭシステムでは、膀胱
はＴで、リンパ節はＮで、遠隔部位はＭで記述される。各英文字には記述番号が続くＴ２
ａＮ０Ｍ０。例えば、Ｔａは、非侵襲性乳頭癌を示し、Ｔｉｓは、上皮内癌を示し、Ｔ１
は、上皮下結合組織に侵入している腫瘍を示す。
【００１２】
　膀胱癌は、近くの臓器（前立腺、子宮、膣、輸尿管、直腸を含む）に伸張することによ
って、身体の残部に広がる。転移は、骨盤リンパ節を通して起こる。腫瘍は、次には腎臓
、肺、骨に広がる。
【００１３】
　膀胱癌のグレード付け
　膀胱癌は、生検材料から病理学者によってグレード付けされる。癌のグレードは、癌が
どのくらい速く成長しているのか又はいかに侵襲的であるかに関しての情報を提供する。
高いグレードの癌は、グレードの低い癌に比べて速く成長し、より早期に広がる。現在の
グレード付けシステムは、３つの異なるグレードのみを使っている：十分に分化している
、適度に分化している、及び不十分に分化している（又はグレードＩ、ＩＩ又はＩＩＩ）
。幾人かの病理学者は、４レベル（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ及びＩＶ）のグレード付けシステム
を使う。どちらのシステムも許容され、病理学者は、ＩＩ／ＩＩＩ又はＩＩ／ＩＶと癌を
明言することによって彼らが幾つのレベルを使うのかについて常に言及する。分母又は二
番目の番号は、彼らがどのシステムを使っているのかを示す。十分に分化した腫瘍は、癌
が正常な膀胱組織に似ていて、故に迅速には成長又は広がらないことを一般に意味する。
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不十分に分化した腫瘍は、癌が正常な膀胱には似ていず迅速に成長して他の組織に早期に
広がることを一般に意味する。適度に分化した腫瘍は、その中間である。
【００１４】
　グレードは重要ではあるが、ステージに比べて処置決定との関係が少ない。グレード及
びステージがわかると、将来の処置について決定する前に、他の因子も活用される。
【００１５】
　前立腺癌
　前立腺癌は、前立腺内での悪性腫瘍の成長である。前立腺癌は、全年齢の男性における
癌に起因する死としては３番目に一般的原因であり、７５歳を超えた男性における癌に起
因する死としては一番目に一般的な原因である。前立腺癌は、４０歳未満の男性ではめっ
たに見られない。
【００１６】
　原因は未知であるが、幾つかの研究によって、前立腺癌と高食物脂肪摂取量及びテスト
ステロンレベルの増加との関係が示されてきた。良性の前立腺過形成症（ＢＰＨ）に関連
しては知られていない。
【００１７】
　膀胱癌と同様に、前立腺癌は、その侵襲性と周りの前立腺組織といかに異なるかとによ
って分類又はステージ付けされる。ほとんどの前立腺癌は、ＡＢＣＤシステム又はＴＮＭ
システムによってステージ付けされる。前立腺癌については、ＡＢＣＤシステムにより、
基本的には以下のスケールを使って腫瘍が分類される：Ａ、触知可能（感じられる）では
ないが、顕微鏡生検によって検出可能な腫瘍；Ｂ、触知可能で前立腺に限られた腫瘍；Ｃ
、遠隔転移を伴わない前立腺を超えて伸張した腫瘍；Ｄ、所属リンパ節に広がった癌。一
方、ＴＮＭシステムでは、前立腺を（Ｔ）で示し、リンパ節を（Ｎ）で示し、転移疾患（
遠隔への広がり）の証拠を（Ｍ）で別々に示す。前立腺癌は、精嚢、膀胱及び腹膜腔の中
へ伸張することによって広がる。前立腺癌は、リンパ節、骨、肺、肝臓及び腎臓に転移す
る。
【００１８】
　今日では、前立腺癌は、ミネソタ大学の病理学者の名前をとったグリーソングレード付
けシステム（Ｇｌｅａｓｏｎ　ｇｒａｄｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍ）を使ってグレード付けさ
れる。このシステムには、前立腺内での異なる侵襲性パターンを観察し、１－５の２つの
スコアを付けることが含まれる。これらの２つのスコアは加算されて、全グリーソンスコ
アを与える。このスコアは、２から１０の範囲である。スコアが高いほど、腫瘍の侵襲性
が高いと思われる。例えば、グリーソンによりグレード付けされた癌は、グリーソン４＋
３＝７又はグリーソン２＋２＝４などと書かれる。
【００１９】
　サバイビン
　アポプトーシス（プログラム化された細胞死）阻害剤の制限されない発現は、細胞生存
度を異常に延長させることによって、突然変異の蓄積を支持することによって、且つ、治
療に対する抵抗度を上げるため、癌に寄与すると考えられている（Reed, J. Clin. Oncol
., 1999, 17:2941-53）。癌における細胞死／生存度バランスについての新規なモジュレ
ーターは、最近、アポプトーシス阻害剤（ＩＡＰ）遺伝子ファミリー（Deveraux et al.,
 Genes Dev., 1999, 13: 239-52）のメンバーであるサバイビン（Ambrosini et al., Nat
. Med., 1997, 3: 917-21）と同定された。
【００２０】
　サバイビンは、単一の部分的に保存されたＢＩＲ（baculovirus IAP repeats）ドメイ
ンと、ＲＮＧフィンガーの代わりに非常に荷電されたＣ末端コイル－コイル領域とを含む
１６．５ｋＤａの細胞質タンパク質である。この領域は、Ｂ細胞前駆体に移された場合、
成長因子（ＩＬ－３）撤退によって誘導されるアポプトーシスを阻害する（Ambrosini et
 al., Nat. Med 1997, 3:917-921）。全体的配列保存、Ｃ末端ＲＩＮＧフィンガーの不在
及び単一の部分的に保存されたＢＩＲドメインの存在に基づくと、サバイビンは、最もか
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すかに関連したＩＡＰファミリーメンバーであり、ＮＡＩＰ（neuronal apoptosis inhib
itory protein; Roy et al., Cell, 1995, 80:167-178）と高度の類似の程度を共有して
いる。更に、他のＩＡＰタンパク質と異なり、サバイビンは、大人の正常組織では検出可
能でないが、一般的なヒトの癌（肺癌、大腸癌、乳癌、膵臓癌及び前立腺癌）及び～５０
％ハイグレード非ホジキンリンパ腫においては、インビボで、トップから４番目に発現さ
れた翻訳物である（Ambrosini et al., Nat. Med., 1997, 3:917-21; Velculescu et al.
, Nat. Genet., 1999, 23:387-88）。尿路上皮癌における制限されないアポプトーシスの
提案された役割と一致して（Gazzaniga et al., Int. J. Cancer, 1996, 69:100-04; Lar
a et al., Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., 1999, 43:1015-19）、サバイビンは、
７８％の膀胱癌において発見されたが、正常な尿路上皮では発見されなかった。また、サ
バイビンの発現は、促進再発と関係していた（Swana et al., N. Engl. J. Med., 1999, 
341:452-53）。正常組織でなく癌組織での過度発現（Ambrosini et al, Nat. Med., 1997
, 3:917-21; Velculescu et al., Nat. Genet., 1999, 23:387-88）、及び種々の悪性腫
瘍（Adida et al., Lancet, 1998, 351: 882-83; Islam et al., Oncogene, 2000, 19:61
7-23; Tanaka et al., Clin. Cancer Res., 2000, 6: 127-34; Monzo et al., J. Clin. 
Oncol., 1999, 17:2100-04; Kawasaki et al., Cancer Res., 1998, 58: 5071-74）にお
ける予測／予後の好ましくない意義のため、サバイビンは、癌の有効な分子マーカーを構
成し得る。このことは、治療に対する反応をモニターする簡単で非侵襲的な診断手段及び
簡単にフォローアップするプロトコールが緊急に必要とされている膀胱癌（Stein et al.
, J. Urol., 1998, 160: 645-59; Ozen, Curr. Opin, Oncol., 1998, 10: 273-78）にお
いて特に重要である。「ゴールドスタンダード」とみなされている（Brwon, Urol. Clin.
 North Am., 2000, 27:25-37）もかかわらず、膀胱癌において尿細胞診断学は低い感応性
（３０－４０％）を持ち、表在性で低いグレードの病変を検出することができない。従っ
て、本出願の発明者等は、身体流体のサバイビンについて癌検出（特に、膀胱癌の診断の
ための尿サバイビンの検出）のための新規な分子マーカーとしての可能性ある適性につい
て調査した。
【発明の概要】
【００２１】
　本発明は、患者の癌を診断する方法を提供する。該方法は、患者からの生物学的流体サ
ンプルを、サバイビンの存在又は不在についてアッセイするステップを含むものである。
ここで、サンプル中にサバイビンが存在することにより患者が癌を有することが示される
。好ましい実施形態では、生物学的流体は、前立腺液、精液、全血、血清、尿、胸部生検
流体、胃腸流体及び膣液から成る群より選択され、癌は、肺癌、大腸癌、乳癌、膵臓癌、
前立腺癌、膀胱癌、腎癌、尿生殖路癌、非ホジキンリンパ腫及び神経芽細胞腫から成る群
より選択される新発症癌又は再発癌である。より好ましくは、生物学的流体は尿又は血清
であり、癌は膀胱又は前立腺癌である。最も好ましくは、生物学的流体は尿であり、癌は
膀胱癌である。
【００２２】
　一つの態様において、本発明は、患者の生物学的流体中のサバイビンの量を数量化する
ことによって、癌のグレードを決定する方法を企図する。ここで、サバイビンが高レベル
であることは、癌のグレードが高いことを示す。更に、本発明は、癌のステージを決定す
る方法の使用を企図する。ここで、ＣＩＳステージにある癌は、非侵襲性乳頭状癌ステー
ジの癌よりも高いレベルのサバイビンを有する。
【００２３】
　もう一つの態様において、本発明は、患者の癌をモニタリングする方法を企図する。該
方法は、患者の生物学的流体中のサバイビンの量を数量化するステップを含むものである
。更に、本発明は、患者の生物学的流体中のサバイビン量を検出又は数量化することによ
って、患者の予後を決定することを企図する。例えば、サバイビンの存在は、予後不良を
示す。サバイビンの数量化には、サンプル中のサバイビンの比較的なレベルを測定するこ
とが含まれる。また、サバイビンの存在又は不在を検出することも含まれる。
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【００２４】
　好ましくは、サバイビンは、サバイビンに結合する作用物質又はサバイビンをコードす
る核酸にハイブリダイズする作用物質を使って検出される。最も好ましくは、作用物質は
、サバイビンに結合する抗体、サバイビン結合断片、及びサバイビンをコードする核酸に
ハイブリダイズする核酸から成る群より選択され、作用物質はラベルで標識されている。
ラベルは、放射性ラベル、蛍光ラベル、酵素、化学発光標識又は比色標識であってよい。
【００２５】
　発明の一つの態様では、免疫アッセイによってサバイビンが検出される。好ましくは、
免疫アッセイは、酵素連結免疫ソルベントアッセイ又は放射性免疫アッセイであり、免疫
アッセイは、免疫ブロッティング、免疫拡散、免疫電気泳動又は免疫沈降反応を含む。よ
り好ましくは、ドットブロッティングによってサバイビンが検出され、最も好ましくは、
バイオドット法（Bio-Dot method）及びバイオドットＳＦモジュール（Bio-Dot SF modul
e）によってサバイビンが検出される。
【００２６】
　本発明のもう一つの態様では、核酸ハイブリダイゼーションによってサバイビンが検出
される。
【００２７】
　好ましい実施形態では、核酸ハイブリダイゼーションは、ＲＴ－ＰＣＲ又はノーザンブ
ロット分析である。核酸ハイブリダイゼーションに使われる作用物質は、放射性ラベル、
蛍光ラベル、酵素、化学発光標識又は比色標識でラベル化されている。
【００２８】
　また、本発明は、患者の癌を診断、予測又はモニタリングするためのキットを提供する
。該キットは、患者からの生物学的流体を集める容器と、生物学的流体中のサバイビンの
存在を検出する一つ以上の作用物質とを備えるものである。
【発明の詳細な説明】
【００２９】
　１．一般的説明
　本発明は、癌、特に膀胱癌を検出するために、安全で信頼性のある非侵襲性のスクリー
ニングストラテジーを開発する必要性に基づくものである。疾患についての単一の予言／
予測マーカーの同定は、確認されていない（Stein et al., J. Urol., 1998, 160: 645-5
9）。マーカーの同定及び癌、特に膀胱の移行上皮癌の診断及びスクリーニング、並びに
癌活性のモニタリング及び膀胱癌を持つ個人の予測の決定は、癌の処置に有効である。
【００３０】
　本発明は、癌を持つ患者の尿又は他の身体流体中のアポプトーシス阻害剤であるサバイ
ビンを同定するための、抗体又は他のプローブに基づく単純な検査を開示する。
【００３１】
　本発明は、尿サバイビンが、新たに膀胱癌と診断された患者又は再発性の膀胱癌と診断
された患者の全てに見つかるが（４６／４６）、正常なボランティアでは見つからず（０
／１７）、他の泌尿器学的癌を持つ患者でも見つからず（０／３０）、非新生物尿生殖器
障害を持つ患者では、ほんの４／３０という発見に部分的に基づくものである。また、本
発明は、尿サバイビン検査が陽性であるヘルマチュリア（hermaturia）を持つ３人の患者
で見られる知見に基づく。このうち１人は、膀胱癌について陽性と細胞診断されており、
他の１人は、サバイビン検出の６月以内で膀胱癌を有すると診断された。更に、本発明は
、膀胱癌の処置を受けていて膀胱鏡検査による緩解を達成している患者は尿サバイビンに
ついて陰性（３２／３５）であるという知見に基づく。
【００３２】
　また、本発明は、膀胱癌及び前立腺癌を持つ患者の血清においてサバイビンが検出され
るという知見に部分的に基づく。
【００３３】
　ＩＩ．特定の実施形態
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　１．生物学的流体
　本明細書において、用語「患者の生物学的流体」は、生体系からの流体を指す。この用
語は、生体系の身体に見出される「身体流体」を含む。
【００３４】
　本発明は、サバイビンの存在について、生物学的流体のスクリーニングに作用物質を使
用することを含む。患者からの生物学的流体のインビトロ血清学的評価により、癌の非侵
襲性診断が許容される。例えば、前立腺液、精液、全血、血清、尿、胸部生検流体、胃腸
流体及び膣液等のヒト身体流体を患者から取り、放射性免疫アッセイ又は酵素連結免疫ア
ッセイ、競合結合による酵素連結免疫アッセイ、ドットブロット、ウエスタンブロット、
ノーザンブロット、ＰＣＲ又は本技術分野で知られる他のアッセイによって、サバイビン
を検出する作用物質を使ってサバイビンの存在についてアッセイをすることができる。
【００３５】
　好ましい実施形態では、膀胱癌又は前立腺癌の診断をするために、患者から血清を集め
てサバイビンの存在を検出する。
【００３６】
　より好ましくは、膀胱癌の診断をするために、患者から尿サンプルを集めてサバイビン
の存在を検出する。検査される尿サンプルは、検査のかなり前に集めることができ、処置
の前に凍結できる。分析の前に尿サンプルが凍結される場合には、サンプルが集められて
氷の上に置かれることが好ましい。約２時間以内に、冷やされたサンプルは遠心分離され
て細胞破片にペレットされ、そして濾過された後、即座に－２０℃（さらに好ましくは－
８０℃）で凍結されることが好ましい。分析の直前に、３７℃の水槽で凍結サンプルを迅
速に解凍するべきである。また、採尿し、最適遠心分離し、そして濾過した後の新鮮な尿
サンプルも使うことができる。より好ましくは、尿全部は、－８０℃で凍結されるまで氷
の上に保たれる。４℃で解かした後、尿は４℃で遠心分離され、サバイビンのアッセイが
行われる。
【００３７】
　２．サバイビンを検出する作用物質
　患者の生物学的流体中のサバイビンを検出することができる作用物質は、サバイビン又
はサバイビンコード核酸と相互作用することができるものである。このような作用物質の
例として、サバイビン抗体又はサバイビンに結合するその断片、Ｐ３４ｃｄｃ２サイクリ
ンＢ１キナーゼ等のサバイビン結合パートナー、及びサバイビンをコードする核酸にハイ
ブリダイズする核酸が含まれるが、これらに限定されない。
【００３８】
　サバイビン抗体
　サバイビン抗体は、当業者によって調製され使用されてきた。Ｌｕ等は、胃癌の免疫組
織化学分析のために、組み換えにより製造されたサバイビン／グルタチオンＳトランスフ
ェラーゼ融合タンパク質からのマウスモノクローナルサバイビン抗体の調製について教示
する（Cancer Res., 1998, 58(9): 1808-12）。Ｇｒｏｓｓｍａｎ等は、ヒト転移性悪性
黒色腫細胞株においてサバイビンを検出するためのウサギポリクローナル抗体の使用につ
いて教示する（J. Invest. Dermatol., 1999, 113: 1076-81）。
【００３９】
　本技術分野において周知であり且つ説明されている標準的な免疫学的手法を使って抗体
を作るためにサバイビン又はサバイビンペプチドを使うことができる（Practical Immuno
logy, Butt, ed., Marchel Dekker, New York, 1984）。簡潔に述べると、例えば宿主細
胞内で組み換えＤＮＡ発現によって製造された、単離されたサバイビン又はサバイビンペ
プチドを使用して、外因性ホスト（xenogenic host）の中で抗体を作る。好ましい抗体は
、サバイビンタンパク質のエピトープに特異的に結合する抗体であり、好ましくは、エピ
トープに対して約１０５Ｍ－１よりも大きな結合アフィニティーを持つものであり、最も
好ましくは、エピトープに対して約１０７Ｍ－１よりも大きなアフィニティーを持つもの
である。例えば、ヒトサバイビンタンパク質についての抗体が望まれる場合には、適切な
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抗体を産生する宿主は、マウス、ヤギ、ウサギ、モルモット、又は抗体産生に適した他の
動物である。サバイビンタンパク質又はペプチドを、宿主内で抗体産生を向上させること
ができる適切なアジュバントと組み合わせ、宿主の中に、例えば腹腔内注射によって注入
させる。宿主の免疫反応を刺激するのに適当であればいかなるアジュバントを使ってもよ
い。現在好ましいアジュバントは、フロイントの完全アジュバント（殺されて乾燥した微
生物細胞を含んでいるエマルション、例えば、Calbiochem Corp., San Diego 又は Gibco
, Grand Island, N.Y.からのもの）である。多数の抗原注入が望ましい場合には、以降の
注入には、不完全アジュバント（例えば、細胞が含まれないエマルション）と一緒に抗原
が含まれる。
【００４０】
　好ましい実施形態では、生物学的流体中でサバイビンの存在を検出する開示方法は、サ
バイビンに特異的に結合する抗体を使って実行される。サバイビンに特異的に結合するポ
リクローナル及びモノクローナル抗体は、本技術分野で知られる方法によって調製するこ
とができる。抗体には、Ｈｕｓｅ等の方法（Science, 1989, 246: 1275-1281; Campbell,
 “Monoclonal Antibody Technology, The Production and Characterization of Rodent
 and Human Hybridomas” in Burdon et. al. Eds, Laboratory Techniques in Biochemi
stry and Molecular Biology, 1985 Volume 13, Elsevier Science Publishers, Amsterd
am についても参照）に従って調製される組み換えポリクローナル又はモノクローナルＦ
ａｂ断片が含まれる。
【００４１】
　上述のように、ポリクローナル及びモノクローナル抗体を調製するための方法は、当業
者に周知である。簡単に述べると、ウサギ、マウス、ラット又はヤギ等の宿主哺乳動物に
、サバイビンタンパク質又はサバイビンペプチド又は断片を注入することによって、ポリ
クローナル抗体を製造することができる。動物から血清を抽出してスクリーニングし、ペ
プチド又はペプチド断片に特異的なポリクローナル抗体を得る。
【００４２】
　抗体を産生するためのサバイビンタンパク質、ペプチド又は断片は、その天然源からの
単離によって、組み換え手段によって、又は合成手段によって得ることができる。
【００４３】
　モノクローナル抗体を製造するためには、宿主哺乳動物を、サバイビンタンパク質又は
ペプチドで接種した後、ブースト（boost）させる。最終的なブーストの数日後に接種さ
れた哺乳動物から脾臓を集める。脾臓からの細胞懸濁液を、Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔ
ｅｉｎ（Nature, 1975, 256: 495-497）よって説明された一般的方法に従い、腫瘍細胞と
融合させる。有効であるためには、ペプチド断片は、検出されるサバイビン分子のエピト
ープを定義するために十分なアミノ酸残基を含んでいなければならない。
【００４４】
　免疫原として断片が短すぎる場合には、フラグメントをキャリヤー分子に複合化するこ
とができる。幾つかの適切なキャリヤー分子として、キーホール リンペットヘモシニア
ンとウシ血清アルブミンが含まれる。複合化は、本技術分野で知られている方法によって
実施される。このような方法の一つは、断片のシステイン残基を、キャリヤー分子のシス
テイン残基と複合させることである。ペプチド断片は、本技術分野で知られる方法によっ
て合成することができる。幾つかの適切な方法が、Ｓｔｕａｒｔ及びＹｏｕｎｇによって
”Solid Phase Peptide Synthesis”, Second Edition, Pierce Chemical Company (1984
) に説明されている。
【００４５】
　抗体又は断片の精製は、当業者に知られる種々の方法によって達成することができる。
これらの方法には、硫酸アンモニウム又は硫酸ナトリウムにより析出した後に塩類溶液に
対しての透析、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティー又は免疫アフィニティー
クロマトグラフィー並びにゲル濾過、ゾーン電気泳動等がある（Goding in, Monoclonal 
Antibodies: Principles and Practice, 2d ed., pp. 104-126, Orland, Fla., Academic
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 Press）。癌患者の流体（好ましくは、膀胱癌患者の尿）中のサバイビンを検出するため
には、Ｆｖ、Ｆ（ａｂ´）２、Ｆａｂ断片（Harlow and Lane, 1998, Antibody Cold Spr
ing Harbor）等のサバイビン結合領域部分を少なくとも有する、精製された抗体の断片又
は抗体を使うことが好ましい。
【００４６】
　癌の診断及び／又はモニタリングに使用する際に、精製された抗体を、サバイビンの存
在の検出を許容するレポーターグループとして用いられる化合物に、直接又はリンカーを
介して共有結合させることができる。種々の異なるタイプの物質がレポーターグループと
して用いられ、酵素、色素、放射性金属又は非金属アイソトープ、発けい光性化合物（fl
uorogenic compound）、蛍光化合物等が含まれるが、これらに限定されない。検出、モニ
タリングに有効な本発明の抗体（又はその断片）の抗体コンジュゲートの調製については
、米国特許第４６７１９５８号、第４７４１９００号及び第４８６７９７３号に記載され
ている。
【００４７】
　本発明の一つの態様では、好ましい結合エピトープを、既知のサバイビン遺伝子配列及
びそのコードされたアミノ酸配列から同定して、高い結合アフィニティーを有するサバイ
ビン抗体を産生するために使うことができる。また、サバイビンへの結合エピトープの同
定は、好ましい抗体の考案及び構築において使うことができる。例えば、サバイビン上の
好ましいエピトープをコードするＤＮＡを、そのエピトープに選択的に結合する抗体を選
択するために、組み換えにより表現させ使用することができる。その後、選択された抗体
は、サバイビン上の特異的結合エピトープに、その抗体が選択的に結合できるように十分
な条件下でサンプルに晒され、そして、形成された複合体が検出される。特異的な抗体方
法論は、文献においてよく理解されており記述されている。抗体調製のより詳細な記述は
、例えば、Practical Immunology, Butt, W.R., ed., Marcel Dekker, New York, 1984 
に見出すことができる。
【００４８】
　また、本発明は、サバイビン抗体の検出についても企図する。サバイビンは、癌の特異
的マーカーである。従って、患者の生物学的流体中でのサバイビン抗体の検出により、癌
の診断が可能となる。
【００４９】
　サバイビン結合パートナー
　生物学的流体中のサバイビンの存在を検出するために、サバイビンに結合する他の分子
もまた使うことができる。サバイビン抗体以外のサバイビン結合パートナーの例としては
、Ｐ３４ｃｄｃ２サイクリンＢ１キナーゼ及びカスパーゼ９（caspase-9）があるが、こ
れらに限定されない。
【００５０】
　核酸
　サバイビンをコードする核酸にハイブリダイズする核酸（天然に生じている核酸、オリ
ゴヌクレオチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド及び合成オリゴヌクレオチド等）は、
癌患者の生物学的流体（好ましくは、膀胱癌患者の尿）中でサバイビンを検出するための
作用物質として有効である。Ａｍｂｒｏｓｉｎｉ等は、サバイビン遺伝子のクローニング
について開示している（Nat. Med, 1997, 3: 917-921）。本発明にとって有効な作用物質
である核酸及びオリゴヌクレオチドとしては、Ａｍｂｒｏｓｉｎｉ等（Nat. Med, 1997, 
3: 917-921）によって単離されたサバイビン遺伝子に相当するものがあるが、これらに限
定されない。本発明は、サバイビンのコード配列、その相補配列並びにコード配列からア
ップストリーム又はダウンストリームで生じているサバイビン転写配列（例えば、５´及
び３´非翻訳領域に含まれる配列、又は、５´及び３´非翻訳領域中に伸張する配列）に
相補的な配列、に相当する核酸配列を、癌患者の生物学的流体（好ましくは、膀胱癌患者
の尿）中のサバイビン発現を検出するために、作用物質として使用することを企図する。
【００５１】
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　生物学的流体中のサバイビンの存在を検出するための好ましいオリゴヌクレオチドは、
サバイビンをコードするｃＤＮＡ配列の少なくとも部分に相補的なものである。これらの
相補配列は、「アンチセンス」配列としても本技術分野では知られている。これらのオリ
ゴヌクレオチドは、オリゴリボヌクレオチド又はオリゴデオキシリボヌクレオチドであっ
てよい。更に、オリゴヌクレオチドは、生物学的に意義のあるヌクレオチド（つまり、Ａ
（アデニン）、ｄＡ（デオキシアデニン）、Ｇ（グアニン）、ｄＧ（デオキシグアニン）
、Ｃ（シトシン）、ｄＣ（デオキシシトシン）、Ｔ（チミジン）及びＵ（ウラシル））か
ら構成される天然のオリゴマーであってもよく、又は、修飾されたオリゴヌクレオチド種
（例えば、インター・ヌクレオチドホスホジエステル結合において、メチル基又は硫黄原
子がリン酸塩酸素と置換されている）でもよい。更に、これらのヌクレオチド自身及び／
又はリボース部分が修飾されていてもよい。
【００５２】
　オリゴヌクレオチドは、本技術分野で詳述されている既知の化学オリゴヌクレオチド合
成法を使って、化学的に合成することができる。例えば、いかなる市販の自動核酸シンセ
サイザーを使っても、オリゴヌクレオチドを調製することができる。代替的に、標準的な
組み換えＤＮＡ手法（例えば、非コードストランドの転写を含む）によって、オリゴヌク
レオチドを作出することができる。サバイビンをコードするＤＮＡ配列は、組み換えＤＮ
Ａシステムにおいて逆転されてもよい。すなわち、非コードストランドが転写されるよう
に適切なプロモーターの逆方向ダウンストリームに挿入されてもよい。
【００５３】
　サバイビンをコードする核酸にハイブリダイズするものとしては、いかなる長さのオリ
ゴヌクレオチドも利用可能であるが、典型的には８－１００ヌクレオチド範囲にあるオリ
ゴヌクレオチドが好ましい。尿サンプル中のサバイビン検出に使用するために最も好まし
いオリゴヌクレオチドは、１５－５０ヌクレオチドの範囲にあるものである。
【００５４】
　サバイビン核酸にハイブリダイズするように選択されたオリゴヌクレオチド（化学的に
合成され又は組み換えＤＮＡ手法によるかにかかわらない）は、その後、標準的手法を使
って単離され精製された後、標準的ラベル化プロトコールを使って（例えば、３５Ｓ又は
３２Ｐで）ラベル化されることが好ましい。
【００５５】
　また、本発明は、生物学的流体中のサバイビン発現を検出するために、ポリメライズ連
鎖反応（ＰＣＲ）においてオリゴヌクレオチドペアを使用することを企図する。オリゴヌ
クレオチドペアは、サバイビンプライマー及び逆サバイビンプライマーから成る。好まし
いオリゴヌクレオチドペアは、配列番号１及び配列番号２のものである。より好ましくは
、オリゴヌクレオチドペアは、配列番号３及び配列番号４のものである。
【００５６】
　３．サバイビンを検出する作用物質
　タンパク質結合アッセイ
　当業者には認識されるように、癌患者の生物学的流体中のサバイビンタンパク質を特異
的に同定し且つ定量化するためのいかなる手段も企図される。サンプル中のサバイビンタ
ンパク質を検出するために現在好ましい手段は、マーカータンパク質と特異的に相互作用
することができる結合タンパク質の手段によってである。好ましくは、ラベル化された抗
体、その結合タンパク質、又は他のサバイビン結合パートナーが使われる。抗体は、起源
としてモノクローナルでもポリクローナルでもよいし、生物合成的に製造されてもよい。
サバイビン結合パートナーもまた、天然に生じた分子でも合成されたものでもよい。複合
化サバイビンタンパク質の量（例えば、結合タンパク質と連結したサバイビンタンパク質
の量）は、本技術分野で説明されている標準的なタンパク質検出法を使って決定される。
免疫アッセイの考案、理論及びプロトコールの詳細なレビューについては、本技術分野の
数々のテキスト（例えば、Practical Immunology, Butt, ed., Marcel Dekker, New York
, 1984）に見出すことができる。
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【００５７】
　ラベル化された抗体を用いてタンパク質を検出するためには、様々なアッセイが利用可
能である。ワンステップアッセイでは、サバイビン分子が（もしも存在する場合には）、
固定されて、ラベル化された抗体と一緒にインキュウベートされる。ラベル化された抗体
は、固定化された標的分子に結合する。結合していない分子を除去するために洗浄した後
、サンプルは、ラベルの存在についてアッセイされる。
【００５８】
　ツーステップアッセイでは、固定されたサバイビン分子は、未ラベル化抗体と一緒にイ
ンキュウベートされる。サバイビン－未ラベル化抗体の複合体は、その後、未ラベル化抗
体に特異的な第二のラベル化された抗体と結合される。サンプルは、洗浄されてラベルの
存在についてアッセイされる。
【００５９】
　抗体をラベル化するために使われるマーカーの選択は、適用ごとに異なる。しかし、マ
ーカーの選択は、当業者であれば容易に決定することができる。これらのラベル化された
抗体は、腫瘍の存在を検出するために、免疫アッセイ並びに組織学的適用において使うこ
とができる。ラベル化された抗体は、ポリクローナルでもモノクローナルでもよい。好ま
しい実施形態では、抗体は、ポリクローナルウサギ抗体である。
【００６０】
　抗体は、放射性原子、酵素、色素又は蛍光成分、又は比色標識でラベル化される。標識
するラベルの選択は、望まれる検出限界による。酵素アッセイ（ＥＬＩＳＡｓ）は、一般
的に、酵素標識された複合体と酵素基質との相互作用によって形成される有色産物の検出
を許容する。放射性原子の数例として、３２Ｐ、１２５Ｉ、３Ｈ及び１４Ｐが挙げられる
。酵素の数例として、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ
、βガラクトシダーゼとグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼが挙げられる。色素成
分の数例として、フルオレセイン及びローダミンが挙げられる。抗体は、本技術分野で知
られる方法によって、これらのラベルに接合（conjugate）されていてよい。例えば、酵
素及び色素分子は、ジアルデヒド、カルボジイミド、ジマレイミド等のカップリング剤の
手段によって抗体に接合される。代替的に、リガンド－レセプターのペアを介して接合が
起こってもよい。幾つかの適切なリガンド－レセプターのペアとして、例えば、ビオチン
－アビジン又はストレプトアビジン、又は抗体－抗原がある。
【００６１】
　今日までに知られるラベルで最も高感度のものは、化学発光標識である。この標識が、
反応物と相互作用すると、光が産出される。有効なラベルとして、反応物が酵素基質であ
る場合には化学発光酵素又はアクリジニウム・エステル等の化学発光分子を含む。アクリ
ジウムエステルがアルカリ性過酸化物水溶液と反応すると、例えば、強い光フラッシュが
発せられ、検出限界は、他のラベルによって提供される場合に比べて１００から１０００
倍に増大する。さらに、反応は迅速である。化学発光及び免疫アッセイについての詳細な
レビューは、Ｗｅｅｋｓ等（Methods in Enzymology, 1983, 133: 366-387）、Ｋａｗａ
ｇｕｉｃｈｉ　等（Stabilized phenyl Acridinium Esters For Chemiluminescent Immun
oassay-Bioluminescence and Chemiluminescence, Proceedings of 9th International S
ymposium 1996, Edited by Hastings, Kricka and Stanley, Jon Wiley & Sons, 1997, p
p.480-484）、及び米国特許第５４６８６４６号に見出すことができる。流体アッセイに
ついての他の考慮としては、マイクロタイターウエル又はカラム免疫アッセイが挙げられ
る。カラムアッセイは、迅速に反応するラベル（化学発光ラベル等）が使われる場合に特
に利益的である。標識された複合体は、反応物又は酵素を含むポストカラム検出器に溶出
されることから、その後に形成される産物を直ぐに検出することができる。
【００６２】
　一つの態様では、本発明は、血清及び他の生物学的流体中のサバイビンタンパク質を検
出するためのサンドイッチ法の使用を企図する。１９９３年５月１３日に発行されたＰＣ
Ｔ公表に記述されているように、この手法は、目的のタンパク質に結合することができる
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２つの抗体を必要とする。例えば、１つは、固体支持体に固定されており、他の１つは溶
液中でフリーの状態にあるが、容易に検出することができる化合物によってラベル化され
ている。第二の抗体として使える化学的なラベルの例としては、放射性アイソトープ、蛍
光化合物、及び、反応物又は酵素基質に晒されると有色又は電気化学的に活性な産物を生
ずる酵素又は他の分子が挙がられるが、これらに限定されない。このシステムにサバイビ
ンタンパク質を含んでいるサンプルが配置されると、サバイビンタンパク質は、固定され
た抗体とラベル化された抗体の両方に結合する。その結果、支持体表面での「サンドイッ
チ」免疫複合体になる。複合化されたタンパク質は、結合していないサンプル成分及び過
剰のラベル化抗体を洗浄して、支持体の表面にあるタンパク質と複合化したラベル化抗体
の量を測定することによって検出される。このサンドイッチ免疫アッセイは、検出限界が
良好なラベルが使われるという設定においては、非常に特異的でとても感度が高い。
【００６３】
　また、本発明は、数々の生物学的流体サンプルを同時にスクリーニングすることを企図
する。これは、広く使用されており且つ容易に自動化が可能な従来の９６ウエルマイクロ
タイター形式を使って実行することができる。また、９６ウエルプレートをカロリメトリ
ー法により（calorimetrically）分析するためのスペクトロメーター（「プレートリーダ
ー」）が幾つか市販されている。
【００６４】
　好ましくは、身体流体サンプル中のサバイビンの存在は、放射性免疫アッセイ又は酵素
連結免疫アッセイ、競合結合酵素連結免疫アッセイ、ドットブロット、ウエスタンブロッ
ト、クロマトグラフィー、好ましくは高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、又は本
技術分野で知られる他のアッセイ、で検出される。
【００６５】
　ドットブロッティングは、抗体をプローブとして使うことによって所望のタンパク質を
検出するために当業者によって日常的に実施されている（Promega Protocols and Applic
ations Guide, Second Edition, 1991, Page 263, Promega Corporation）。サンプルは
、ドットブロット装置を使って膜に適用される。ラベル化されたプローブを膜と一緒にイ
ンキュウベートし、タンパク質の存在を検出する。
【００６６】
　ウエスタンブロット分析は、当業者には周知である（Sambrook et al., Molecular Clo
ning, A Laboratory Manual, 1989, Vol., 3, Chapter 18, Cold Spring Harbor Laborat
ory）。ウエスタンブロットでは、サンプルはＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離される。ゲ
ルは、膜に移される。その膜は、所望のタンパク質を検出するためにラベル化された抗体
でインキュウベートされる。
【００６７】
　上述のアッセイは、免疫ブロッティング、免疫拡散、免疫電気泳動、免疫沈降等のステ
ップを含むが、これらに限定されるものではない。
【００６８】
　好ましくは、サバイビンは、ドットブロッティング又はウエスタン・ブロッティングに
よって検出される。より好ましくは、サバイビンは、バイオドット法及びバイオドットＳ
Ｆモジュールを使うドットブロッティングにより、癌患者の生物学的流体中で検出される
。
【００６９】
　核酸の検出
　患者の生物学的流体サンプル中のサバイビンの存在は、核酸ハイブリダイゼーションに
よっても決定することができる。核酸ハイブリダイゼーションとしては、ノーザンブロッ
ト分析、ドットブロッティング、サザンブロット分析、蛍光インシツハイブリダイゼーシ
ョン（ＦＩＳＨ）及びＰＣＲがあるが、これらに限定されない。クロマトグラフィー、好
ましくはＨＰＬＣ、及び他の既知のアッセイもまた、サンプル中のサバイビンのメッセン
ジャーＲＮＡレベルを決定するために使うことができる。
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【００７０】
　サバイビンＤＮＡは、おそらく、生物学的流体中、検査中の流体に注がれるか放出され
るサバイビン陽性癌細胞内に見出される。
【００７１】
　一つの態様では、本発明は、患者の生物学的流体中のサバイビンを検出するための作用
物質としての核酸の使用を企図する。ここで、核酸はラベル化されているものである。核
酸は、放射性活性ラベル、蛍光ラベル、酵素、化学発光標識、比色標識、又は先に議論さ
れ又は本技術分野で既知の他のラベル若しくは標識でラベル化されてよい。
【００７２】
　もう一つの態様では、本発明は、身体流体のサンプル中のサバイビンｍＲＮＡの存在を
検出するためにノーザンブロット分析を使用することを企図する。この分析の第一のステ
ップには、ゲル電気泳動によって、サバイビン核酸を含むサンプルを分離することを含む
。分散した核酸は、その後ニトロセルロースフィルター又はその他のフィルターに移され
る。引き続き、ラベル化されたオリゴヌクレオチドが、適切なハイブリダイゼーション条
件（例えば、５０％ホルムアルデヒド、５ＸＳＳＰＥ、２Ｘ　Ｄｅｎｈａｒｄｔ´ｓ溶液
、４２℃にて０．１％ＳＤＳ、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Maniatis 等
（1982, CSH Laboratory）に記載）下で、そのフィルターに晒される。本技術分野で知ら
れる他の有効な手順としては、溶液ハイブリダイゼーション、ドット及びスロットＲＮＡ
ハイブリダイゼーション、及びプローブをベースにしたマイクロアレイが挙げられる。本
技術分野で知られる標準的な手順を使って、ハイブリダイズされた断片の放射性活性を測
定することにより、患者の生物学的流体中に存在するサバイビン核酸の量を数量化するこ
とができる。
【００７３】
　ドットブロッティングには、対象の核酸を含むサンプルを膜に適用することを含む。膜
への適用の前又は後に、核酸を変性させることができる。膜は、ラベル化されたプローブ
でインキュウベートされる。ドットブロット手順は、当業者には周知であり、米国特許第
４５８２７８９号及び第４６１７２６１号により完全に記載されている。これらの開示は
、参考文献として本明細書に組み込まれている。
【００７４】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、ポリメリゼーションの作用剤及びプライマーを使
って、核酸サンプル中に存在する一つ以上の特異的な核酸配列を増幅した後、増幅された
配列を検出するプロセスである。ある一つのプライマーが他のプライマーにハイブリダイ
ズしたときの伸張産物は、所望の特異的核酸配列を産出するためのテンプレートになり、
又は、その逆も成り立つ。そして、そのプロセスは、所望の量の配列が産出されるのに必
要な回数にわたって繰り返される。所望の配列（米国特許第４６８３１９５号）の存在を
検出するために当業者は、ポリメラーゼ連鎖反応を日常的に使用する。
【００７５】
　所望の配列を検出するために当業者によって日常的に実行されるＰＣＲの特定例は、逆
転写ＰＣＲ（RT-PCR; Saiki et al., Science, 1985, 230: 1350; Scharf et al., Scien
ce, 1986, 223: 1076）である。ＲＴ－ＰＣＲには、生物学的流体から全ＲＮＡを単離す
ること、所望の核酸配列を認識するプライマーの存在下でＲＮＡを変性させること、プラ
イマーを使って逆転写によりＲＮＡのｃＤＮＡコピーを生じること、特定のプライマーを
使ってＰＣＲによりｃＤＮＡを増幅すること、及び、電気泳動又は当業者に既知の他の方
法によって増幅したｃＤＮＡを検出することを含む。
【００７６】
　好ましい実施形態では、癌患者の生物学的流体（好ましくは、膀胱癌患者の尿）中のサ
バイビン核酸を検出する方法には、ノーザンブロット分析、ドットブロッティング、サザ
ンブロット分析、ＦＩＳＨ及びＰＣＲが含まれる。より好ましくは、検出の方法は、以下
の２つのプライマーセットを使ったＲＴ－ＰＣＲである：配列番号１及び２、並びに、配
列番号３及び４。
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【００７７】
　４．癌診断用キット
　一つの態様では、本発明には、癌の診断に必要なエレメントを備えたキットが含まれる
。好ましくは、このキットは、患者から生物学的流体を集めるための容器と、流体中のサ
バイビン又はそれをコードする核酸の存在を検出するための作用物質とを備えている。キ
ットの構成要素は、水溶媒体中に又は凍結乾燥の様式で包装される。
【００７８】
　癌の診断又はモニタリングのためのキットは、サバイビンタンパク質を検出するための
一つ以上の作用物質を含んでいる。これらとして、サバイビン抗体、その断片、又はサバ
イビン結合パートナーが調製され得るが、これらに限定されない。その作用物質（単数又
は複数）は、患者から生物学的流体を集めるための容器と共に包装される。抗体又は抗体
結合パートナーが、ラベル（放射性金属イオン又は成分）が付されたコンジュゲートの形
態でキットの中で使用される場合には、このようなコンジュゲートの構成要素は、完全に
コンジュゲートされた形態で供給されるか、又は、キットのユーザーによってコンジュゲ
ートされる、分離した成分若しくは中間体の形態で供給される。
【００７９】
　また、サバイビン核酸（例えば、完全長サバイビン核酸、サバイビンオリゴヌクレオチ
ド）を検出する一つ以上の作用物質及びサバイビンプライマーの対を含むキットを調製す
ることができる。作用物質（単数又は複数）は、患者からの生物学的流体を集めるための
容器と一緒に包装することができる。核酸は、ラベル化された形態でも、ラベル化される
形態でもあり得る。
【００８０】
　キットの他の構成要素には、生物学的流体を集めるための手段、作用物質をラベル化す
るための手段、生物学的流体中のサバイビン又はサバイビン核酸を固定化するための膜、
生物学的流体を膜に適用させる手段、患者の生物学的流体中のサバイビンに作用物質を結
合させるために手段、第二の抗体、患者の生物学的流体から全ＲＮＡを単離するための手
段、ゲル電気泳動を実行するための手段、単離された全ＲＮＡからｃＤＮＡを生じる手段
、ハイブリダイゼーションアッセイを実行するための手段、及びＰＣＲを実行するための
手段等が含まれる。
【００８１】
　５．本発明のアッセイ及びキットについての使用
　本発明のアッセイ又は方法及びキットは、患者の癌を診断、予測及びモニタリングする
ために有効である。本発明の一つの態様では、患者の生物学的流体中にサバイビンが存在
することは、その患者に癌があることを示す。癌は、新発症癌又は再発癌であり得る。本
明細書において、用語「再発癌」は、癌が処置された後に戻ってきたこと（再発）を意味
する。本明細書において、用語「新発症癌」は、新しく発生した癌を指す。
【００８２】
　サバイビンは、サバイビンが発現され、身体流体中に分泌、放出又は見出される場合の
いかなる癌からの生物学的流体においても検出することができる。サバイビンは、肺癌、
大腸癌、膵臓癌、乳癌、前立腺癌（Ambrosini et al., Nat. Med., 1997, 3: 917-21）、
膀胱癌（Swana et al., N. Engl. J. Med., 1999, 341: 452-53）、及び非ホジキンリン
パ腫で発現される。神経芽細胞腫、胸部、肺、膀胱及び結直腸癌でのサバイビン発現は、
好ましくない疾患及び短縮された生存と相関した（Adida et al., Lancet, 1998, 351: 8
82-83; Islam et al., Oncogene, 2000, 19:617-23; Tanaka et al., Clin. Cancer Res.
, 2000, 6: 127-34; Monzo et al., J. Clin. Oncol., 1999, 17: 2100-04; Kawasaki et
 al., Cancer Res., 1998, 58: 5071-74; Swana et al., N. Engl. J. Med., 1999, 341:
452-53）。
【００８３】
　サバイビンは、腫瘍が進行する間に、はぎ落された癌細胞から細胞外環境に放出される
らしい。従って、患者からのいかなる生物学的流体であってもサバイビンの存在について
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アッセイすることができる。好ましくは、前立腺液、精液、全血、血清、尿、胸部生検流
体、胃腸流体及び膣液等のヒト身体流体を患者から取り除いて、サバイビンの存在につい
てスクリーニングすることができる。
【００８４】
　好ましい実施形態では、本発明の方法及びキットは、患者の生物学的流体中のサバイビ
ンを検出することによって、膀胱癌、前立腺癌及び腎癌を含む尿生殖路癌の診断をするた
めに使われる。より好ましくは、本発明の方法及びキットは、患者の尿サンプル中のサバ
イビンの存在を検出することによって、膀胱癌を診断するために使われる。患者の尿サン
プル中のサバイビンの存在は、その患者が膀胱癌を持っていることを示す。
【００８５】
　もう一つの態様では、本発明の方法及びキットは、患者の生物学的流体中のサバイビン
を数量化するために使うことができる。患者の生物学的流体中のサバイビンの量は、癌を
グレード付けするために有効である。患者の生物学的流体中でサバイビンのレベルが高い
ことは、癌のグレードが高いことを示す。代替的に、本発明の方法及びキットは、患者の
癌のステージを決定するために使うことができる。ＣＩＳステージにある癌は、非侵襲性
乳頭癌ステージにある癌に比べてサバイビンのレベルが高い。
【００８６】
　本明細書において、用語「乳頭癌」は、腫瘍性の上皮細胞の表面相で覆われている、繊
維状基質の、多数の不規則な指状突起の形成によって特徴づけられる悪性腫瘍を指す。
【００８７】
　本明細書において、用語「上皮内癌（ＣＩＳ）」は、上皮内癌と同義である。この用語
は、膀胱癌を指すために使われる場合には、膀胱ライニング（移行性細胞）における扁平
状腫瘍を意味する。
【００８８】
　更に、患者の生物学的流体から数量化されたサバイビンの量は、患者の癌の進行度をモ
ニターし、癌患者の予後を決定するために使うことができる。例えば、ある期間にわたっ
て測定されたサバイビンの量により、癌がどのくらい速く成長しているかについての情報
が提供される。
【００８９】
　尿サバイビンは、患者をモニターするための迅速且つ安価な方法として使うことができ
る。尿サバイビン検査は、再発についての早期検出の感度及び特異性を改良するために、
尿マーカーの総合テストに統合され得る。
【００９０】
　患者が、生物学的流体中のサバイビンについて陽性と検査された後に、その患者は、よ
り侵襲性で高価なアプローチ（例えば膀胱鏡検査）を使って更に検査される。
【００９１】
　前述の一般的な議論を考慮して、以下に示される特定の実施例は、単に例示のためであ
り、本発明の範囲を制限するものとは意図されない。他の一般的で特定の形態は、当業者
には明らかである。
【００９２】
　実施例
　材料及び方法
　（尿検体）　エールニューヘーヴン病院の泌尿器科診療室及び復員軍人庁（ニューイン
グランドヘルスケアシステム、ウェストヘーヴン、コネティカット部局）において、１５
８の尿検体を集めた。ランダムなクリーンキャッチ又はストレートカテーテルの尿サンプ
ルを、５つの異なるグループに分類された個々人から得た。グループ１は、薬剤投与をと
っていない平均年齢が４７．６±２０．８の正常な健常ボランティアである（ｎ＝１７）
。グループ２は、非新生物尿路疾患又は血尿症と診断された平均年齢が６０．０±１８．
１の患者である（ｎ＝３０）。グループ３は、膀胱癌を除外する尿生殖器癌と診断された
平均年齢が７１．５±９．９の患者である（ｎ＝３０）。グループ４は、新発症又は再発
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膀胱癌と診断された平均年齢が６９．７±８．７の患者である（ｎ＝４６）。グループ５
は、膀胱癌のための処置を受けている又は既に処置を受けた患者であって、採尿の日に陰
性のサイトスコーピック評価をされた、平均年齢が７６．１±８．９の患者ある（ｎ＝３
５）。グループ５の処置手段には、膀胱内バチルスカルメット-ゲラン（ＢＣＧ）、チオ
テパ、経尿道的切除、部分的膀胱切除及び照射が含まれる。グループ４には、採尿の後に
同様の処置手段を受けた患者及び／又はサルベージ膀胱切除若しくはラジカル膀胱切除を
受けた患者が含まれた。
【００９３】
　（統計的分析）　カイ自乗検定（Chi square test）によって、尿サバイビンと患者の
診断との関係を分析した。エールニューヘーヴン病院で行われたグレード分類システムと
、尿サバイビンの荷重スコア（weighted score）とを比較するために、ノンパラ統計的分
析を使用した。
【００９４】
　実施例１
　バイオドットＳＦモジュールを用いた尿サバイビンの検出
　４８ウエルスロットフォーマットを提供するモジュールの微量濾過装置を使って、ニト
ロセルロース膜上に、尿検体を濾過した。ポリクローナル抗体を使って、サバイビンの存
在についてブロットを分析した。プロトコールは以下の通りである：採尿して、分析まで
－８０℃で保存した。分析の日に、２００００×ｇで２０分間にわたって尿サンプルを遠
心分離にかけた。その間に、０．２μｍニトロセルロース膜（バイオラッド研究所、ヘラ
クレス、ＣＡ）を用いてバイオドット微量濾過装置を組み立て、２０ｍＭトリス緩衝塩溶
液（ｐＨ７．５）で湿らせた。その後、標準として（０．００１－１．０μｇ／ｍｌ）３
００μｌのＴＢＳ中のＥ．ｃｏｌｉ発現組み換えサバイビンの増大する濃度とともに、尿
上澄み液（３００μｌ）を、ニトロセルロース膜上に濾過した。濾過の後、膜を乾燥させ
、４℃で１２時間にわたって、５％ブロット及び０．０１％アジ化ナトリウムのＰＢＳ（
ｐＨ７．４）中でブロックした。ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ２０（０．２５％）で洗った後、２
２℃で３時間にわたって、サバイビンに対するウサギ抗体（Grossman et al., J. Invest
. Dermatol., 1999, 113: 1076-81）２μｇ／ｍｌで膜をインキュウベートし、ＰＢＳ－
Ｔｗｅｅｎで洗い、そして２２℃で１時間にわたって、ホースラディッシュペルオキシダ
ーゼ結合のロバの抗ウサギＩｇＧ（Amersham Biotech, Piscataway, NJ）の１：１０００
稀釈でインキュウベートした。１０分間にわたってＰＢＳで２回、５分間にわたってＰＢ
Ｓ－Ｔｗｅｅｎで２回、そして５分間にわたってＰＢＳで２回洗浄した後に、増強された
化学発光（Amersham）及びオートラジオグラフィを用いて、第一抗体の結合を検出した。
デンシトメトリーを用いてバンドを数量化し、サバイビンの荷重スコアを、組み換えサバ
イビンの増大する濃度とともに抗体反応度を基礎として以下のように計算した：０＝検出
不可；１＝０．００１－０．２５μｇ／ｍｌ；２＝０．２５－１μｇ／ｍｌ；３＝＞１μ
ｇ／ｍｌ。各尿検体を、２つの異なる場合で少なくとも２回分析して、結果を得た。
【００９５】
　実施例２
　ウェスタンブロッティング
　２２℃で１０分間にわたって１２００×ｇで尿検体（１００ｍｌ）を遠心分離にかけた
。そして、ＴＢＳ中で細胞ペレットを２回洗浄して、プロテアーゼ阻害剤が存在する０．
５％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００中で、４℃で３０分間にわたって可溶化した。ＳＤＳゲル電
気泳動を用いてサンプルを分離して、ナイロン膜（Millipore, Corp.）に移し、サバイビ
ンに対する抗体（Grossman et al., J. Invest. Dermatol., 1999, 113: 1076-81）１μ
ｇ／ｍｌで更にインキュウベートし、続けてホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲ
Ｐ）結合ヤギ抗ウサギＩｇＧでインキュウベートし、そして化学発光法を行った。
【００９６】
　実施例３
　ＲＴ－ＰＣＲ
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　５０ｍｌのクリーンキャッチ尿を、新発症又は再発尿路上皮癌を持つ１５人の患者から
得た。このうち、２人は処置された膀胱癌を、１人は前立腺癌を、１人は非新生物尿路疾
患を持っており、１人は健常ボランティアであった。Ｔｒｉｚｏｌ試薬（Life Technolog
ies, Inc., Gaithersburg, MD, USA）を使って尿ペレットから全ＲＮＡを分離した。４２
℃で１時間にわたって、スーパースクリプト逆転写酵素（Gibco BRL, Life Technologies
, Inc., Gaithersburg, MD, USA）１μｌを使って、１－５μｇの全ＲＮＡのランダムプ
ライミングによって一本鎖ｃＤＮＡを合成した。７０℃で１５分にわたって加熱した後、
サバイビンプライマー５´ＣＴＧＣＣＴＧＧＣＡＧＣＣＣＴＴＴＣＴＣＡＡ－３´（フォ
ワード；配列番号１）及び５´ＡＡＴＡＡＡＣＣＣＴＧＧＡＡＧＴＧＧＴＧＣＡ－３´（
リバース；配列番号２）を用いて、９４℃で１５秒間にわたって変性させ、５３℃で１５
秒間にわたってアニ－リングし、７２℃で１分間の間２０サイクルにわたって伸張させ、
続けて７２℃で５分間インキュウベートすることによって、第一の増幅反応を実行した。
サバイビンｃＤＮＡの４６３ベースペア（ｂｐ）断片を、サバイビンのネストプライマー
５´ＣＣＧＣＡＴＣＴＣＴＡＣＡＴＴＣＡＡＧＡＡＣ－３´（フォワード；配列番号３）
及び５´ＣＴＴＧＧＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＧＴＣＣ－３´（リバース；配列番号４）を用
いて、９４℃で３０秒間にわたって変性させ、６０℃で３０秒間にわたってアニ－リング
し、７２℃で４５秒間の間３０サイクルにわたって伸張させ、続けて７２℃で５分間イン
キュウベートすることによって、第二ラウンド目の増幅にかけた。２７９ｂｐの増幅され
たサバイビンｃＤＮＡを２．０％アガロース上で分離し、臭化エチジウム染色によって可
視化した。コントロール反応を、βアクチン特異的プライマー５´ＡＧＣＧＧＧＡＡＡＴ
ＣＧＴＧＣＧＴＧ－３´（フォワード；配列番号５）及び５´ＣＡＧＧＧＴＡＣＡＴＧＧ
ＴＧＧＴＧＣＣ－３´（リバース；配列番号６）を使って、３０９ｂｐ断片のジェネレー
ションで増幅させた。
【００９７】
　結果
　バイオドット検査を使って尿サバイビンを検出する代表的な実験を図１に示す。バイオ
ドット法を用いた尿サバイビンの決定は、この研究のために集めた１５８試料のうちの１
３８で実施した（表１）。２０の追加の尿サンプルについては、バイオドット法の特異性
を独立して評価するために、ＲＴ－ＰＣＴによりサバイビン発現を分析した。サバイビン
は、正常のボランティアでは検出されず（０／１６）、良性の前立腺過形成症を持つ患者
でも検出されず（０／６）、間質性膀胱炎（０／２）、腎性結石（０／３）、尿路感染症
（０／６）又は他の非腫瘍性尿路疾患（０／６）でも検出されなかった（表１）。尿サバ
イビンは、原因不明の血尿症（サバイビン荷重スコアは２）を持つ５人の患者のうつ３人
で検出された。これらの患者は、貯留及び排尿困難のポスト経尿道の前立腺切除の病歴を
呈する者であり、膀胱鏡検査法によると、肉柱形成された（trabeculated）不規則に厚い
膀胱を現した。増大するレベルのＰＳＡを持つが前立腺癌と診断されていない1人の患者
は、尿サバイビンが陽性であった（表１）。この患者もまた、膀胱鏡検査法によると、tr
abeculatedされた不規則に厚い膀胱を現した。サバイビンは、前立腺癌（０／１９）、腎
癌（０／８）、膣癌（０／１）又は子宮頸癌（０／１）の患者の尿試料では検出されなか
った（表１）。一方で、新発症又は再発膀胱癌の患者（３１／３１）全員で尿サバイビン
が検出された（表１）。バイオドットＳＦにより尿サバイビンについて分析された３１人
の患者の組織病理学的なグレード付け（グレードＩ乃至ＩＶ）の４グループは、グレード
ＩＩ腫瘍が１３人、グレードＩＩＩ腫瘍が７人、グレードＩＶ腫瘍が５人を含んだ。上皮
内癌（carcinoma in situ, ＣＩＳ）は、５人の患者の乳頭状で侵襲性の癌との関連では
発見されず、１人の輸尿管の高いグレードの尿路上皮癌との関連でも発見されなかった。
【００９８】
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【表１】

【００９９】
　バイオドットＳＦによって分析されたグループ５の３３人の患者のうちの３０人は、検
出可能なサバイビンを有していなかった（表１）。これらの３０人の患者のうちの５人は
、ＢＣＧを受けており３－５回の処置を完了していた。他の２５人は、膀胱鏡検査陰性の
ポスト-処置状態であった。非侵襲性膀胱癌と最初に診断されたグループ５の３人の患者
は、陰性の膀胱鏡検査を受けた後に、尿サバイビンが陽性と検査された。３人のうちの１
人は、膀胱癌についての尿細胞診断が陽性であった。３人の患者のうちの２人は、膀胱腫
瘍の経尿道的切除の処置を受けており、１人は、高周波療法で処置されていた。
【０１００】
　サバイビン荷重スコアについて正規化した場合、ＣＩＳを持つ患者のサバイビンスコア
（１．５….０．５、ｎ＝６）は、グレードＩＩ膀胱癌患者のスコア（１．３….０．６、
ｎ＝１３）よりもかなり高かった。サバイビン荷重スコアと、種々の膀胱癌症例の組織病
理学又はグレード付けとの関係が、表２と表３にそれぞれ示されている。
【０１０１】

【表２】

【０１０２】
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【表３】

【０１０３】
　ウエスタンブロットにより、膀胱癌の患者からの尿細胞ペレット中で１６．５ＫＤａの
単一サバイビンバンドが検出されたが、健常ボランティアからは検出されなかった（図２
）。
【０１０４】
　バイオドット法を用いて得られた結果をそれぞれに評価するために、新発症又は再発膀
胱癌を持つ追加の患者１５人について、ＲＴ－ＰＣＲにより尿サバイビン分析をした。２
７９ｂｐサバイビンｃＤＮＡを、膀胱癌の新患者１５人全員の尿細胞ペレットから増幅し
た（１５／１５）（図３及び図示されてないデータ）。一方で、追加の５人（１人は尿路
感染症、２人は処置されて膀胱癌及び陰性膀胱鏡検査、１人は前立腺癌、1人は健常ボラ
ンティア）には、サバイビンｃＤＮＡは無かった（図３）。コントロール実験においては
、３０９ｂｐβアクチンｃＤＮＡ断片を、コントロール及び膀胱癌患者の尿から見分けが
つかないように増幅した（図３）。ＲＴ－ＰＣＲによって分析された膀胱癌の組織病理学
的症例には、グレードＩＩ腫瘍の患者が５人、グレードＩＩＩの患者が１人、グレードＩ
Ｖの患者が６人及びＣＩＳの患者が３人含まれた。これらの実験により、腫瘍が進行する
間、はぎ落された癌細胞が細胞外環境（つまり、尿）に受動的にサバイビンを放出するこ
とが示される。
【０１０５】
　ここで調べられた一連の患者で、新発症又は再発膀胱癌についての尿サバイビン検査の
感度は１００％であり、他の新生物形成及び非新生物尿生殖器疾患についての尿サバイビ
ン検査の感度は９５％であった（ｐ＜０．０２）。感度が高いため、尿サバイビン検査は
、細胞診断学及び／又は他の診断マーカー（Ramakumar et al., J. Urol., 1999, 161:38
8-94; Lokeshwar et al., J. Urol., 2000, 163: 348-56）を補足して、膀胱癌患者のよ
り良いモニタリング及び再発又はデノボ腫瘍（de novo neoplasms）のより良い同定に有
効であろう。尿サバイビン検査の他の可能性のある利点としては、現在市販されているサ
バイビン単一抗体を用いたワンステップ検出を使うことによっての、単純性、ポイントオ
ブサービスプロシージャ（point-of-service procedure）としての適切性、及び対費用効
果が挙げられる。
【０１０６】
　実施例４
　患者の血清中でのサバイビン検出
　膀胱及び前立腺癌の患者から血液を集めた。血清を分離して実施例１で述べたドットブ
ロット法により、サバイビンの存在について検査した。膀胱及び前立腺癌の患者の血清に
サバイビンが検出された。組み換えサバイビンの濃度（μｇ／ｍｌ）を増大させて（左及
び右コラム）、スロットブロット装置に尿又は血清サンプルを適用した。膜を、サバイビ
ンへの抗体でインキュウベートした後、ＨＲＰ－結合ヤギ抗ウサギＩｇＧでインキュウベ
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ートした。化学発光法によりバンドを可視化させた。
【０１０７】
　癌患者の血清中でのサバイビンの検出により、他の癌を検出するためのマーカーとして
サバイビンが有効であることが示される。サバイビンの存在について血清を検査すること
は、癌の再発及び回帰の検査及びスクリーニングに有効である。
【０１０８】
　先行する議論及び例示は、特定の好ましい実施形態の詳細な説明を単に示すのみである
ことは理解されるべきである。従って、本発明の精神及び範囲を離れることなく、種々の
修飾及び等価物が成され得ることは、当業者には明らかであろう。本出願において特定さ
れた全ての雑誌記事、他の参照文献、特許及び特許出願は、その全体が参照として本明細
書に組み込まれている。
【図面の簡単な説明】
【０１０９】
【図１】バイオドットＳＦモジュールを使用したサバイビンの尿検出を示す。組み換えサ
バイビンの濃度（μｇ／ｍｌ）を増大（左のコラム）させるとともに、表示されている患
者グループからの尿試料を、スロットブロット装置に適用した。膜を、サバイビンへの抗
体でインキュウベートし、続けてＨＲＰ－結合ヤギ抗ウサギＩｇＧでインキュウベートし
た。化学発光法によりバンドを可視化して、デンシトメトリーを用いてバンドを数量化し
た。ＴＣＣ、膀胱癌（グループ４）；ＴＣＣ／Ｒ、緩解（グループ５）；ＴＣＣ／Ｔ、処
置中（グループ５）；ＲＣＣ、腎細胞癌、ＰＣ、前立腺癌（グループ３）；ＰＳＡ、前立
腺癌の診断はないが上昇したＰＳＡのある患者（グループ２）；ＢＰＨ、良性前立腺過形
成症（グループ２）；Ｃｔｒｌ、健常ボランティア（グループ１）。
【図２】尿サバイビンのウェスタンブロッティングを示す。正常な健常ボランティア（正
常）及び膀胱癌を持つグループ４の患者（ＴＣＣ）からの尿の細胞ペレットを、電気泳動
にかけ、ナイロン膜に移し、サバイビンに対する抗体でインキュウベートし、続けて化学
発光法を行った。比較分子量マーカーが左に示されている。
【図３】尿中のサバイビンｍＲＮＡのＲＴ－ＰＣＲ増幅を示す。尿の細胞ペレットから全
ＲＮＡを抽出し、ランダムプライミングによって逆転写した。サバイビン特異的ネストプ
ライマー（２７９ｂｐ）又はβアクチン特異的プライマー（３０９ｂｐ）を用いて増幅反
応を実施した。分子量マーカーが、ｂｐで示されている（Ｍ）。ＴＣＣ、新又は再発性膀
胱癌を持つ代表的な５人の患者の分析。
【図４】バイオドットＳＦモジュールを使用したサバイビンの血清検出を示す。組み換え
サバイビンの濃度（μｇ／ｍｌ）を増大させるとともに、尿又は血清サンプルを、スロッ
トブロット装置に適用した。膜を、サバイビンへの抗体でインキュウベートし、続けてＨ
ＲＰ－結合ヤギ抗ウサギＩｇＧでインキュウベートした。化学発光法によりバンドを可視
化した。「血清ＢＩＣＡ」が後続するナンバーは、ＴＣＣを持つ患者からの血清を示す。
これらのサンプルのほとんどは、二重にブロットに適用された。膀胱癌を持つ患者の血清
サンプルの７／８が陽性であった。１つのサンプル（８－血清ＢＩＣＡ）については、検
査された２つのサンプルのうちの１つが陰性であった。患者２ＢＩＣＡからの尿及び血清
は陽性であった。「尿ＨｘＴＣＣ」は、ＴＣＣ前に診断された単一の患者からの尿を示す
。この患者は、一部を切除されて、ＢＣＧ処置を受けている。「３－血清ＰＣＡ」は、前
立腺癌を持つ患者からのサバイビン陽性血清を示す。「６－血清ＢＰＨ」は、良性の前立
腺肥大を持つ患者からの血清である。このサンプルは、検査されたものの１／２倍サバイ
ビン陽性であった。この患者については、更なる情報が利用可能でない。「尿ＴＣＣ」は
、膀胱癌を持つ患者からの尿である。「Neg con」は、タンパク質コントロールである。
「ブランク」はＴＢＳ緩衝液のみである。
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