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(57)【要約】
【課題】がんや腫瘍について、薬剤を投与することなく、腫瘍が生じている組織により特
異的に検出される化合物を異性体レベルで特異的に検出することで、容易に早期発見、治
療効果のモニタリング、予後の診断等をすることができる腫瘍判定システムを開発する。
【解決手段】被検尿試料中に存在する、コプロポルフィリンＩの検出量が、陰性対照正常
者尿試料中に存在する、コプロポルフィリンＩの検出量よりも有意に高い場合は、被検尿
試料を採取した被検者が尿路系腫瘍患者であると評価することにより、尿路系腫瘍の患者
と健常者とを選別するために有効であり、尿路系腫瘍の早期発見や治療効果のモニタリン
グや、予後の再判定に用いることができることを確認した。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
被検尿試料中のコプロポルフィリンＩの検出手段を有することを特徴とする尿路系腫瘍の
判定システム。
【請求項２】
尿路系腫瘍が、膀胱がん、前立腺がん、腎臓がん、又は尿路上皮がんであることを特徴と
する請求項１記載の判定システム。
【請求項３】
コプロポルフィリンＩの検出手段が、ＨＰＬＣ蛍光検出手段又は免疫学的測定手段である
ことを特徴とする請求項１又は２記載の判定システム。
【請求項４】
被検尿試料中のコプロポルフィリンＩを検出することを特徴とする尿路系腫瘍の判定方法
。
【請求項５】
尿路系腫瘍が、膀胱がん、前立腺がん、腎臓がん、又は尿路上皮がんであることを特徴と
する請求項４記載の判定方法。
【請求項６】
ＨＰＬＣ蛍光検出手段又は免疫学的測定手段を用いて、コプロポルフィリンＩを測定する
ことを特徴とする請求項４又は５記載の判定方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、被検者の尿から、コプロポルフィリンＩを有意に検出することにより、尿路
系腫瘍を判定するシステムに関する。
【背景技術】
【０００２】
　わが国においては、食生活の欧米化に伴いがんは増加傾向にある。がんは早期に発見さ
れればほぼ１００％完治するとされているが、初期段階では自覚症状がないため早期発見
が必要であり、そのために主として血中の腫瘍マーカーと総称される物質を測定すること
によって検査することが一般的に行われている。腫瘍マーカーとは、「がん細胞をつくる
物質、又はがん細胞と反応して体内の正常細胞がつくる物質のうちで、それらを血液や組
織、排泄物(尿・便)などで検査することが、がんの診断または治療の目印として役立つも
の」と定義される場合もある。
【０００３】
　例えば、がんの診断を支援する方法であって、患者のサンプル尿を用意するステップと
、前記サンプル尿中の分子量約７５００～８５００の蛋白質のマーカーを検出するステッ
プと、前記マーカー又は前記マーカーの量を可能性のあるがんと対応付けるステップと、
を備えるがんの診断支援方法（特許文献１参照）や、膀胱がんを有していると疑われる被
験者から採取したサンプル中の検出されたヒトＨＵＲＰ遺伝子の発現の有無により膀胱が
んの検出方法（特許文献２参照）が提案されている。
【０００４】
　一方、５－アミノレブリン酸（以下「δ－アミノレブリン酸」又は「ＡＬＡ」ともいう
）は、色素生合成経路におけるポルフィリン類の原料として知られており、動物や植物や
菌類に広く存在し、５－アミノレブリン酸シンセターゼにより、スクシニルＣｏＡとグリ
シンとから生合成されてポルフィリン類に通常誘導されるが、ＡＬＡ、その誘導体又はそ
れらの塩を含有する腫瘍診断剤であって、該腫瘍診断剤を投与後、体内又は体外から採取
した試料中のプロトポルフィリンIX、ウロポルフィリンＩ、ウロポルフィリンIII、コプ
ロポルフィリンＩ、コプロポルフィリンIII、ヘプタカルボキシルポルフィリンＩ、ヘプ
タカルボキシルポルフィリンIII、ヘキサカルボキシルポルフィリンＩ、ヘキサカルボキ
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シルポルフィリンIII、ペンタカルボキシルポルフィリンＩ、ペンタカルボキシルポルフ
ィリンIII、イソコプロポルフィリン、ハルデロポルフィリン、イソハルデロポルフィリ
ン、メソポルフィリンIX、デューテロポルフィリンIX又はペンプトポルフィリン等のポル
フィリン類を測定することにより診断する腫瘍の有無を判定することを目的とした腫瘍診
断剤（特許文献３参照）が提案されている。
【０００５】
　上記ポルフィリン類は、４つのピロールからなる環状構造を有する有機化合物の誘導体
の総称であって、生体組織内で、ヘム代謝系におけるヘム合成の中間体として重要な役割
を有するが、ヘム代謝系の異常は、各型のポルフィリン症、鉛中毒、ある種の貧血等にみ
られ、赤血球・血漿・尿・糞便などにヘム代謝系の中間代謝物が異常に増加し、ポルフィ
リン類も尿中に排出されることが知られている。
【０００６】
　また、ＡＬＡ等未投与の、自然糞便中のプロトポルフィリンまたはその関連化合物ない
しは誘導体の存在を検出することを含む、大腸腫瘍の診断方法（特許文献４）や、糞便等
の試料中のプロトポルフィリン類の免疫学的検出方法（特許文献５）が提案されている。
【０００７】
　さらに、尿中のポルフィリン類のうち、コプロポルフィリンについては、各異性体につ
いての検出についての研究において、赤芽球性プロトポルフィリン症の肝障害においてコ
プロポルフィリンの一異性体であるコプロポルフィリンＩが増加する報告はあるが、疾病
が、腫瘍である場合等についての詳細な報告はなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開２００３－２７９５７８号公報
【特許文献２】特開２００４－２４８５０８号公報
【特許文献３】特開２００６－１２４３７２号公報
【特許文献４】特開２００６－２８４２９８号公報
【特許文献５】特開２００８－８９３５８号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】近藤雅雄, ポルフィリン, 1, 51 （1992）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　上記各種腫瘍検出方法では、投与するδ－アミノレブリン酸の誘導体の種類によっては
、重篤な副作用が生じるおそれがあり、がん以外の疾病によっても試料中に各種のポルフ
ィリン類が検出されるなど特異性の点で問題があり、早期に、確実に、がんが発生してい
る組織を検出、確認することは困難な場合があった。
【００１１】
　本発明の課題は、がんや腫瘍について、薬剤を投与することなく、腫瘍が生じている組
織により特異的に検出される化合物を異性体レベルで特異的に検出することで、容易に早
期発見、治療効果のモニタリング、予後の診断等をすることができる腫瘍判定システムを
開発することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは、ヘム合成の中間体としてのポルフィリン前駆体であるＡＬＡ等の薬剤を
未投与のがん患者の尿から検出されるポルフィリン類を詳細に検討した結果、ポルフィリ
ン類の中でも特にコプロポルフィリンＩが、尿路系腫瘍の患者に特異的に検出されること
を見い出し、さらに、被検尿試料中に存在する、コプロポルフィリンＩの検出量が、陰性
対照正常者尿試料中に存在する、コプロポルフィリンＩの検出量よりも有意に高い場合は



(4) JP 2010-276484 A 2010.12.9

10

20

30

40

50

、被検尿試料を採取した被検者が尿路系腫瘍患者であると評価することにより、尿路系腫
瘍の患者と健常者とを選別するために有効であり、尿路系腫瘍の早期発見や治療効果のモ
ニタリングや、予後の再判定に用いることができることを確認して、本発明を完成した。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の腫瘍の判定システムによれば、尿路系腫瘍についてコプロポルフィリンＩを有
意に検出することにより、容易に、腫瘍の早期発見、治療効果のモニタリング、予後の判
定等をすることができる。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明の尿路系腫瘍の判定システムとしては、被検尿試料中のコプロポルフィリンＩを
検出する手段を有するものであれば特に制限されず、また、本発明の尿路系腫瘍の判定方
法としては、本発明の尿路系腫瘍の判定システムを用いて、被検尿試料中のコプロポルフ
ィリンＩを検出する方法であれば特に制限されず、本発明の判定システムや判定方法を利
用すると、被検尿試料中に、生体内でヘム合成に至る中間体であるポルフィリン類の一種
であるコプロポルフィリンの一異性体であるコプロポルフィリンＩが有意に高く検出され
る被検者は、尿路系腫瘍を有している危険性が高いと判定することができる。
【００１５】
　本発明のシステムにおける尿路系腫瘍としては、膀胱、尿道、尿管等の尿路系に属する
組織に由来するがんであれば特に制限されず、具体的には、膀胱がん、前立腺がん、腎臓
がん、尿路上皮がん等の浸潤性に増殖し転移性を示す悪性腫瘍や、非悪性腫瘍を挙げるこ
とができる。なお、本明細書中においては、「がん」と「腫瘍」は同じ意味に用いられる
。
【００１６】
　本発明の判定システムで使用される被検尿試料としては、被検者から採取された尿であ
って、生体においてヘム生合成の原料や中間体である５－アミノレブリン酸等（ポルフィ
リン関連化合物）を投与されずに排泄された尿を採取した試料を好適に挙げることができ
、採取直後に被検尿試料として本発明の判定システムのために使用されることが好ましい
が、保管後に使用する場合には、ポルフィリン関連化合物は光と温度により影響を受けや
すいので、遮光条件下で保存されることが好ましく、保存温度としては２５～４℃が好ま
しく、１０～４℃がより好ましく、中でも４℃が特に好ましい。
【００１７】
　本発明の判定システムで使用される被検尿試料中のコプロポルフィリンＩの検出手段と
しては、コプロポルフィリンＩのＨＰＬＣ蛍光検出のための手段（機器や試薬）、コプロ
ポルフィリンＩの免疫学的測定のための手段（機器や試薬）等を例示することができる。
【００１８】
　上記ＨＰＬＣ蛍光検出において、コプロポルフィリンIは、励起波長が３５０～５００
ｎｍで蛍光波長が５５０～７５０ｎｍ、好ましくは、励起波長が３８０～４５０ｎｍで蛍
光波長が５９０～７００ｎｍ、より好ましくは、励起波長が４００～４２０ｎｍで蛍光波
長が６００～６５０ｎｍ、さらに好ましくは、励起波長が４０５～４１５ｎｍで蛍光波長
が６０５～６１５ｎｍで検出することができる。具体的には、被検尿試料２００μＬに０
．０８％ヨウ素－酢酸混合溶液(１／１，Ｖ／Ｖ)を２００μＬ添加し、ボルテックスで混
合後、１５０００ｒｐｍで５分間遠心後、採取した上清４０μＬをＨＰＬＣ機器（Ｓｈｉ
ｍａｄｚｕ ＬＣ－１０Ａ ＶＰ）に注入し、流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ、温度４０℃の条件
下でＨＰＬＣ分析を行い、コプロポルフィリンＩの検出をＳｈｉｍａｄｚｕ ＲＦ－１０
ＡＸＬ蛍光検出器を用いて、励起波長４０６ｎｍ、蛍光波長６０９ｎｍで行い、標準液の
ピーク面積から濃度を算出する方法を例示することができる。
【００１９】
　上記免疫学的測定には、コプロポルフィリンＩに特異的に結合する分子を用いるＲＩＡ
法、ＥＬＩＳＡ法、蛍光抗体法等の公知の免疫学的測定法を用いることができ、コプロポ
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ルフィリンＩに特異的に結合する分子としては、具体的には、コプロポルフィリンＩに特
異的に結合し、他のポルフィリン類やヘムと交差反応しない抗体を好ましく例示すること
ができるが、ポルフィリン類はハプテンとして機能するので、これらの化合物と免疫原性
物質とのコンジュゲートであってもよい。かかる抗体としては、モノクローナル抗体、ポ
リクローナル抗体、一本鎖抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、２つのエピトープを同時に認
識することができる二機能性抗体等を例示することができ、また、これら抗体のＦａｂ断
片やＦ（ａｂ’）２断片等も使用しうるが、モノクローナル抗体を用いることが好ましい
。これら抗体は、慣用のプロトコールを用いて作製することができる。コプロポルフィリ
ンＩに特異的に結合する分子は、適当な標識剤により標識されていてもよい。
【００２０】
　本発明の判定システムや判定方法には、被検尿試料中に存在する、コプロポルフィリン
Ｉを検出した後に、検出結果を評価するシステムや工程を含んでいてもよい。検出結果の
評価は、正常人や尿路系腫瘍患者の生体尿試料におけるコプロポルフィリンＩの検出結果
を基準として行うことができる。具体的には、（ｉ）被検尿試料中に存在する、コプロポ
ルフィリンＩの検出量が、陰性対照正常者尿試料中に存在する、コプロポルフィリンＩの
検出量（基準量）よりも有意に高い場合、例えば、５０.９０３ｎｍｏｌ／ｇＣＲＥ以上
の場合は、被検尿試料を採取した被検者が尿路系腫瘍患者であると判定することができ、
（ii）被検尿試料中に存在する、コプロポルフィリンＩの検出量が、陽性対照尿路系腫瘍
患者尿試料中に存在する、コプロポルフィリンＩの検出量（基準量）よりも有意に低い場
合、例えば、２１．５ｎｍｏｌ／ｇＣＲＥ以下の場合は、被検尿試料を採取した被検者が
正常者であると判定することができる。
【００２１】
　本発明の尿路系腫瘍判定キットとしては、コプロポルフィリンＩに特異的に結合する分
子、又はそれらの標識物を備えたキットであれば特に制限されず、コプロポルフィリンＩ
に特異的に結合する分子が、少なくとも１つ以上固定化されているマイクロアレイ又はマ
イクロチップを備えたキット等を例示することができ、このキットを用いることにより、
尿路系腫瘍の判定を行うことができる。上記分子としては、常法により作製された抗体等
を好ましく例示することができる。また、上記尿路系腫瘍判定キットとしては、他の試薬
等が含まれていてもよい。
【００２２】
　以下、実施例を挙げて本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれに何ら限定され
ない。
【実施例１】
【００２３】
［ポルフィリン類の標準溶液］
　ポルフィリン類の標準溶液としては以下の試薬を使用した。すなわち、ウロポルフィリ
ンＩ（以下、UroＩと略），及びコプロポルフィリンＩ（以下、CoproＩと略）は、Porphy
rin Acid Chromatographic Marker kit（Porphyrin Products社製)に備えられている試薬
を使用した。ウロポルフィリンIII（以下、UroIIIと略）及びコプロポルフィリンIII（以
下、CoproIIIと略）は、Frontier Scientific, Inc.より購入した。アセトニトリルはＨ
ＰＬＣ用、その他はすべて試薬特級品を使用した。
【００２４】
［蛍光ＨＰＬＣ分析］
　ヒト健常人１２人と膀胱がん患者３１人の尿を各０．２ｍＬ採取し、被検尿試料とした
。被検尿試料２００μＬに０．０８％ヨウ素－酢酸混合溶液(１/１，Ｖ/Ｖ)を２００μＬ
添加し、ボルテックスで混合後、１５０００ｒｐｍで５分間遠心した。遠心後、上清を採
取し、各４０μＬをＨＰＬＣ機器に注入した。システムはShimadzu LC-10A VP（カラムは
Shiseido CAPCELL PAK C18 AG120、検出器はRF-10AXL蛍光検出器（Ｅｘ．４０６ｎｍ、Ｅ
ｍ．６０９ｎｍ））を用いた。移動相はＡ液：１２．５％アセトニトリル・１Ｍ酢酸アン
モニウム混合液（ｐＨ５．１５）、Ｂ液：８０％アセトニトリル・５０ｍＭ酢酸アンモニ



(6) JP 2010-276484 A 2010.12.9

10

20

30

ウム混合液（ｐＨ５．１５）を用い、Ａ液で５分間ｈｏｌｄし、Ａ／Ｂ（１００／０）－
Ａ／Ｂ（６５／３５）３５分Ｌｉｎｅａｒグラジェント、Ａ／Ｂ（６５／３５）－Ａ／Ｂ
（０／１００）１分Ｌｉｎｅａｒグラジェント、Ｂ液で９分間ｈｏｌｄし、Ａ／Ｂ（０／
１００）－Ａ／Ｂ（１００／０）１分Ｌｉｎｅａｒグラジェント、Ａ液で９分間ｈｏｌｄ
した。測定は、流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ、温度４０℃で行った。各被検尿試料を測定し、
各ポルフィリン類の標準溶液のピーク面積から各試料の濃度を算出した。
【００２５】
　膀胱がん患者と健常人の被検尿試料の各ポルフィリン類の濃度の平均値の比較を、統計
解析ソフトｓｐｓｓを用いて、等分散を仮定しない場合のｔ検定で行った。その結果を表
１に示す。
【００２６】
【表１】

【００２７】
［結果］
　がん患者（３１例）と健常人（１２例）のＵｒｏＩ、ＵｒｏIII、ＣｏｐｒｏＩ、Ｃｏ
ｐｒｏIIIを測定した結果、ＣｏｐｒｏＩの量が、陰性対照正常者尿試料中に存在するＣ
ｏｐｒｏＩの量よりも高く、有意確率（両側）が０．００４であって、０．０５以下であ
ったので、有意差があることを確認することができた（表１参照）。すなわち、Ｃｏｐｒ
ｏＩを測定することにより、尿路系腫瘍患者と健常人とを明確に分けることが可能となり
、尿中のＣｏｐｒｏＩ（コプロポルフィリンＩ）が５０.９０３ｎｍｏｌ／ｇＣＲＥ以上
である被検者は、腫瘍を有している危険性が高いと判定することができる。
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