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(57)【要約】
【課題】膀胱癌の悪性度まで含めて検出可能な、遺伝子レベルの検出手段を提供すること
。
【解決手段】ヒトＫＬＫ５、ヒトＫＬＫ６、ヒトＫＬＫ８及びヒトＫＬＫ９、からなる群
から選ばれる１種以上を、核酸又はタンパク質として検出し、当該検出高値を指標として
膀胱癌を検出することにより、上記の課題を解決し得ることを見出し、本発明を完成した
。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ヒトＫＬＫ５、ヒトＫＬＫ６、ヒトＫＬＫ８、及び、ヒトＫＬＫ９、からなる群から選ば
れる１種以上を、核酸又はタンパク質として検出し、当該検出高値を指標として膀胱癌を
検出することを特徴とする、膀胱癌の検出方法。
【請求項２】
核酸が、ゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡであることを特徴とする、請求項１記載の膀胱癌の検
出方法。
【請求項３】
膀胱癌の悪性度が検出されることを特徴とする、請求項１又は２記載の膀胱癌の検出方法
。
【請求項４】
膀胱癌の悪性度が、膀胱癌の浸潤能として示されることを特徴とする、請求項３記載の膀
胱癌の検出方法。
【請求項５】
膀胱癌の悪性度が、癌転移の可能性として示されることを特徴とする、請求項３又は４記
載の膀胱癌の検出方法。
【請求項６】
前記検出方法における検出手段が、ＤＮＡチップ法、サザンブロット法、ノーザンブロッ
ト法、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ法、ＦＩＳＨ法、ＣＧＨ法、又は、免疫染色法、である
ことを特徴とする、請求項１～５のいずれかに記載の膀胱癌の検出方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌の検出方法に関する発明である。より具体的には、本発明での癌の検出方
法は、膀胱癌の検出方法に関し、特に、膀胱癌の悪性度を診断するために、さらには癌の
浸潤を正確に予測するために、特定のカリクレイン（省略標記：ＫＬＫ）遺伝子ファミリ
ーの遺伝子増幅、遺伝子の発現レベル及びタンパク質のレベルを検出することを特徴とす
る発明である。
【背景技術】
【０００２】
　膀胱癌は、最も一般的な泌尿器領域の癌である。膀胱癌では浸潤（筋層浸潤とも言う）
の程度がリンパ節や遠隔転移の頻度と相関することが知られている。膀胱癌の７割から８
割は浸潤のない表在性の癌である。表在性膀胱癌の患者は経尿道的腫瘍切除を受け、その
後、一部の患者では、膀胱内の免疫療法／化学療法で治療を受ける。その結果、表在性膀
胱癌の患者の５年間の生存率は９０％に近い。しかし、表在性膀胱癌の患者の５割から７
割は再発し、その後、再発した患者の５～２０％は筋層に浸潤する膀胱癌へと進展するこ
とが知られている。
【０００３】
　一方、膀胱癌患者の２割から３割は、筋層に浸潤する膀胱癌である。これらの患者につ
いては一般に膀胱全摘除術が行われ、その結果、尿路変更が必要となり、ＱＯＬ(Quality
 of Life)が著しく低下する。そして、筋層に浸潤する膀胱癌の患者の過半数では、癌の
再発及び転移が起こり、５年生存率は約６割であり、主要な死亡原因は、膀胱癌の再発と
転移である。
【０００４】
　このような状況下で膀胱癌の浸潤を正確に診断し、再発と癌の進行を予測することが極
めて重要である。このような予測が簡便に行われることにより、膀胱癌の重篤度に対応し
た治療を行い、個々の膀胱癌患者のＱＯＬを改善する効果が期待できる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００５】
　現状の膀胱癌の検査方法は、膀胱腫瘍抗原（省略標記：ＢＴＡ）、核マトリックスプロ
テイン２２（省略標記：ＮＭＰ２２）、塩基性フェトプロテイン（省略標記：ＢＦＰ）、
テロメラーゼ、ＣＡ－５０、ＩＶ型コラーゲン、組織ポリペプタイド抗原（省略標記：Ｔ
ＰＡ）、Fibrinogen degradation products（省略標記：ＦＤＰ）等の尿中に出現する腫
瘍マーカーの検出を行うものが主流であるが、これらの腫瘍マーカーでは、膀胱癌の悪性
度、具体的には、癌の筋層への浸潤の度合いをモニタリングすることは困難である。しか
しながら、この癌の浸潤の度合いを主要な指標とする癌の悪性度は、当該癌のリンパ節転
移や遠隔転移の可能性を予測する上での本質的な要素となるものである。癌細胞では癌遺
伝子、及び、細胞周期に関与する遺伝子等が増幅し、癌の悪性化に関与している例が報告
されているが、膀胱癌においても、癌の浸潤に深く関与する遺伝子群を見出し、膀胱癌の
悪性度をも検出することが可能な膀胱癌の検出手段を見出すことは、膀胱癌の治療上、極
めて重要である。
【０００６】
　そこで、本発明が解決すべき課題は、膀胱癌の上記の悪性度をも検出することが可能な
、癌の検出手段を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　今般、発明者は、ヒト膀胱癌細胞のゲノム異常を、全染色体を網羅的に解析するために
４５２３種類の　ＢＡＣ　ＤＮＡを搭載した高密度ゲノムアレイであるMCG Whole Genome
 Array-4500上でComparative Genomic Hybridization（ＣＧＨ）を行い、さらに、FISH解
析を行うことにより、膀胱癌細胞で増幅や欠失している染色体の領域を同定した。その結
果、特定のＫＬＫ遺伝子の高レベルの増幅が認められることが判明した。そして、当該膀
胱癌細胞の浸潤能を検討した結果、特定のＫＬＫ遺伝子ファミリーの染色体上での増幅を
、上記の膀胱癌の悪性度の指標として用いることが可能であることを見出し、本発明を完
成した。
【０００８】
　すなわち、本発明は、ヒトＫＬＫ５、ヒトＫＬＫ６、ヒトＫＬＫ８、及び、ヒトＫＬＫ
９、からなる群から選ばれる１種以上を、核酸又はタンパク質として検出し、当該検出高
値を指標として膀胱癌を検出することを特徴とする、膀胱癌の検出方法（以下、本検出方
法ともいう）を提供する発明である。なお、ここで「核酸」は、ＤＮＡ又はＲＮＡ全般を
意味するもので特に限定されるものではないが、最も典型的には、ゲノムＤＮＡ又はｍＲ
ＮＡが挙げられる。
【０００９】
　本検出方法における膀胱癌の検出の指標となる特定のＫＬＫは、上述のようにカリクレ
イン（Kallikrein）の略称である。カリクレインは、多様な生理活性を有するセリンプロ
テアーゼに属する蛋白質分解酵素の一群として知られている。ヒトにおいて、カリクレイ
ンをコードする遺伝子（ＫＬＫ遺伝子）は、１９番染色体上に１５種類のカリクレインの
サブファミリー遺伝子を構成しており、本検出方法における検出指標となる４種のカリク
レインは、当該サブファミリー遺伝子の中から選択されるものである。これらの中で、Ｋ
ＬＫ３　ｍＲＮＡから翻訳されたｈＫ３（通称前立腺癌抗原：ＰＳＡ）は、前立腺癌の検
査、診断、癌のステージ及び癌のモニタリングに関して広く使用され、その有用性は広く
知られている（Stamey TA, Yang N, Hay AR, McNeal JE, Freiha FS, Redwine E.: Prost
ate-specific antigen as a serum marker for adenocarcinoma of the prostate, New E
ngland Journal of Medicine, 317, 909-916, 1987）。
【００１０】
　ヒトにおけるＫＬＫ５、６、８及び９（以下、特に断らない限り、本明細書中において
ＫＬＫ又はカリクレインと記載した場合には、ヒトのＫＬＫ又はカリクレインを意味する
こととする）は、それぞれ、これらのアミノ酸配列とそれをコードする遺伝子配列は公開
されている。具体的には、ＫＬＫ５（AF135028：配列番号１）、ＫＬＫ６（HUF62801：配
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列番号２）、ＫＬＫ８(AB009849：配列番号３)、ＫＬＫ９（AF135026：配列番号４）とし
て公開されている。これらの中で、ＫＬＫ６遺伝子は、卵巣癌の染色体上での増幅を伴い
高発現していることが知られている(Ni X, Zhang W, Huang KC et.al.: Characterisatio
n of human kallikrein6/ protease M expression in ovarian cancer, British Journal
 of Cancer 91, 725-731, 2004)。ＫＬＫ６以外のＫＬＫ遺伝子は癌で増幅していること
は知られていない。
【００１１】
　よって、当業者は、これらの情報を基にして、通常公知の方法により、これらのカリク
レインタンパク質、当該タンパク質に対するポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体
、当該タンパク質をコードする遺伝子を調製することが可能であり、これらを本検出方法
にて必要に応じて用いることができる。
【００１２】
　本検出方法は、膀胱癌と疑われる対象の生検により、得られた検体における遺伝子レベ
ルでの検出又は免疫組織化学染色等によるタンパク質の検出を行い、さらには、血液検体
中の対象タンパク質の検出を行うことにより、実施することができる。
【００１３】
　［検出対象］
　本検出方法の検出対象は、前述した通り、膀胱癌であるが、実質的には、膀胱癌の中で
も約９０％を占める移行上皮癌である。その他、扁平上皮癌や線癌が、膀胱癌の類型とし
て知られているが、本検出方法の主要な対象は移行上皮癌である。本発明における膀胱癌
は、特に断らない限り、移行上皮癌を意味することとする。
【００１４】
　膀胱癌（移行上皮癌）のうち、筋層への浸潤が認められない表在性のものは約７０％で
あり、筋層まで浸潤する浸潤性のものは約３０％である。
【００１５】
　膀胱癌の診断は、ＢＴＡ、ＮＭＰ２２、ＢＦＰ、テロメラーゼ、ＣＡ－５０、ＩＶ型コ
ラーゲン、ＴＰＡ、ＦＤＰ等の尿中に出現する腫瘍マーカーが用いられ、腫瘍の存在の確
認のために、腹部超音波検査、さらには、膀胱癌の種類や悪性度の確認のために、膀胱鏡
による生検が行われる。しかしながら、膀胱癌が表在性か浸潤性かについて、一見して判
断を下すことは、熟練を要する困難な作業である。
【００１６】
　膀胱癌が表在性の場合には、膀胱の温存を目指して、経尿道的膀胱腫瘍切除術（ＴＵＲ
－Ｂｔ）が治療の基本となり、浸潤性の場合には膀胱全摘が治療の基本となる。膀胱全摘
の場合には、尿路の変更、自排尿型膀胱の形成等が必要であり、ＱＯＬが著しく損なわれ
ることになる。よって、膀胱癌が表在性か浸潤性かにより治療方針が大きく異なり、被験
者がいずれの型の膀胱癌であるのかを検出することは非常に重要な事柄である。また、当
初は表在型であっても、癌の進行により癌が筋層に徐々に食い込み、浸潤性に移行する傾
向が強いため、早期の悪性度や進行度を含めた診断が必要とされる。また、癌が当初より
悪性度が高い、すなわち、浸潤性が高いものであればあるほど、リンパ節転移や遠隔転移
の可能性が大きくなり、このような理由からも、悪性度や進行度の診断の早期化が必要と
なる。
【００１７】
　［本検出方法］
　本検出方法の指標となる、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８、及び、ＫＬＫ９、から選ば
れる１種以上（以下、本発明のＫＬＫともいう）の核酸又はタンパク質は、いずれも、膀
胱癌の悪性度と進行度に順相関して、その遺伝子発現量（核酸量）又はタンパク質量が増
加する。よって、本発明のＫＬＫの核酸又はタンパク質の検出高値を指標として、膀胱癌
の存在と共に、その悪性度と進行度を検出することができる。前述したように、膀胱癌の
悪性度は、膀胱の筋層への浸潤度と順相関の関係にあるので、被験者の生検試料における
本発明のＫＬＫの核酸又はタンパク質を直接検出する場合には、その生検試料自体が、悪
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性であるのか否かのみならず、筋層への浸潤力の強い癌であるのか否か、又は、検出時点
での癌の進行度を検出することができる。
【００１８】
　すなわち、はじめて本検出方法を適用する被験者の場合には、生検試料から、初診時の
膀胱癌の悪性度又は進行度を的確に判断し、具体的な治療方針の確定に大きく役立てるこ
とができる。具体的には、本発明のＫＬＫの核酸又はタンパク質の値が、表在性の膀胱癌
又は良性の腫瘍において認められる低値又は陰性値であれば、当該腫瘍に対して表在性の
膀胱癌に適用すべき治療方針を原則とする判断を下すことが可能となる。
【００１９】
　また、膀胱癌の継続治療中の被験者の場合、本発明のＫＬＫ値の核酸又はタンパク質が
以前の検出値よりも大きくなっている場合、又は、はじめて危険値（膀胱癌の筋層への浸
潤を示唆する最低値）を上回った場合には、治療中の膀胱癌の進行や再発を意味すること
となり、治療方針の変更を考慮する根拠とすることが可能である。
【００２０】
　本検出方法において検出対象となる検体を血液検体、すなわち、血清、血漿、全血等と
する場合には、検査時における被験者の身体的な負担がわずかで済むために、一般的検診
レベルでの、悪性度までを含めた膀胱癌の検出を行うことが可能である。このような血液
検体を用いる場合も、上記の生検検体の場合と同様に、膀胱癌（良性腫瘍を含む）の確定
している被験者や、継続的な膀胱癌のモニタリングを行っている被験者に対して行うこと
も可能である。さらに、本検出方法の検体として、尿検体を用いることも可能であり、こ
の場合もまた、血液検体と同様に本検出方法を行うことができる。
【００２１】
　ここで、本発明のＫＬＫの核酸とは、本発明のＫＬＫをコードする遺伝子のゲノムＤＮ
Ａ、当該遺伝子を鋳型として発現するｍＲＮＡ、当該ｍＲＮＡを鋳型とするｃＤＮＡ、が
該当する。また、本発明のＫＬＫのタンパク質とは、生体内、特に血中に存在するＫＬＫ
のタンパク質である。
【００２２】
　本検出方法においては、ＤＮＡチップ法、サザンブロット法、ノーザンブロット法、リ
アルタイムＲＴ－ＰＣＲ法、ＦＩＳＨ法、ＣＧＨ法、又は、免疫染色法、等を用いて、本
発明のＫＬＫの核酸又はタンパク質の検出を行うことができる。
【００２３】
　すなわち、ＤＮＡチップ法においては、本発明のＫＬＫをコードする遺伝子ＤＮＡ、ｍ
ＲＮＡを鋳型とするｃＤＮＡ又は当該遺伝子配列の一部を有する合成オリゴヌクレオチド
、を定着させたＤＮＡチップと、被験者からの核酸試料（主に生検組織から常法にて抽出
したｍＲＮＡを逆転写酵素反応により標識したもの）を接触させて、当該チップ上のＤＮ
Ａとハイブリダイズした核酸試料の提供者における本発明のＫＬＫ遺伝子の存在又は不存
在を、また、存在量の多少を、蛍光標識等により検出することが可能である。
【００２４】
　サザンブロット法においては、被験者からの核酸試料を制限酵素消化し、それを電気泳
動後、ニトロセルロース膜上に固定し、これと、本発明のＫＬＫ遺伝子（標識されたＤＮ
Ａ）とのハイブリダイズを検出することにより、検体中の当該ゲノム遺伝子の存在量を検
出する方法である。また、上記ＤＮＡのかわりにｍＲＮＡを用いたノーザンブロット法に
より、検体中の本発明のＫＬＫ遺伝子量を検出することも可能である。
【００２５】
　リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ法においては、被験者からの核酸試料（ｃＤＮＡ）における
本発明のＫＬＫ遺伝子の既知の遺伝子配列（前出）の全部又は一部を、当該遺伝子配列に
相補的な増幅用プライマーを用いて遺伝子増幅産物として得ることにより、核酸試料にお
ける本発明のＫＬＫの有無及び存在量を検出することが可能である。
【００２６】
　免疫染色法においては、生検検体における本発明のＫＬＫタンパク質を、当該タンパク
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質に対して特異的な抗体（モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体：既知の本発明の
ＫＬＫ遺伝子又はタンパク質（通常は組換タンパク質）を用いて常法により調製すること
が可能である）を用いて、本発明のＫＬＫタンパク質に対する標識された抗体を用いた直
接抗体結合法により直接的に、又は、好適には、標識された第２若しくは第３抗体を用い
た二重抗体法又は三重抗体法により間接的に検出することが可能である。ここに述べた免
疫染色法は常法に従い行うことができる。
【００２７】
　また、本発明のＫＬＫゲノム遺伝子の検出を直接的に行うことができる代表的方法とし
て、ＣＧＨ（Comparative Genomic Hybridization）法とＦＩＳＨ法[蛍光in situ ハイブ
リダイゼーション（FISH: Fluorescence in situ hybridization）:Yasui,K., Imoto,I.,
 Fukuda,Y., Pimkahaokham,A., Yang,Z.Q., Naruto,T., Shimada,Y., Nakamura,Y., and 
Inazawa: Identification of target genes within an amplicon at 14q12-q13 in esoph
ageal squamous cell carcinoma. Genes Chromosomes Cancer, 32, 112-118, 2001]を挙
げることができる。この態様は、本発明のＫＬＫ遺伝子を有するＢＡＣ（Bacterial Arti
ficial Chromosome）ＤＮＡ、ＹＡＣ(Yeast Artificial Chromosome)ＤＮＡまたはＰＡＣ
(Phage Artificial Chromosome)ＤＮＡ（以下、ＢＡＣ　ＤＮＡ等ともいう）を標識し、
ＦＩＳＨ法を行うと、本発明のＫＬＫ遺伝子の増幅及び欠失を検出することができる。一
方、ＣＧＨ法では、ゲノムＤＮＡ定着基板を用いて行うことが、好適であり、かつ、現実
的である。通常に得られるＢＡＣ　ＤＮＡ等は、ゲノムＤＮＡ定着基板を多数製造して実
用化するには少量であるので、当該ＤＮＡを遺伝子増幅産物として得る必要がある（この
遺伝子増幅行程を「無尽蔵化又は無尽資源化」ともいう）。無尽蔵化においては、まずＢ
ＡＣ　ＤＮＡ等を、４塩基認識酵素、例えば、RsaI、DpnI、HaeIII等で消化した後、アダ
プターを加えてライゲーションを行う。アダプターは１０～３０塩基、好適には１５～２
５塩基からなるオリゴヌクレオチドで、２本鎖は相補的配列を有し、アニーリング後、平
滑末端を形成する側の３’－末端のオリゴヌクレオチドをリン酸化する必要がある。次に
、アダプターの一方のオリゴヌクレオチドと同一配列部分を有するプライマーを用いて、
PCR法により増幅し、無尽蔵化することができる。一方、各ＢＡＣ　ＤＮＡ等に特徴的な
５０～７０塩基のアミノ化オリゴヌクレオチドを、アレイ上にスポットし、検出基板上で
使用することもできる。
【００２８】
　このようにして無尽蔵化したＢＡＣ　ＤＮＡ等を基板上、好適には固体基板上に定着さ
せることにより、所望するＤＮＡ定着基板を製造することができる。固体基板としては、
ガラス、プラスチック、メンブレン、３次元アレイ等があげられ、スライドガラス等のガ
ラス基板が好ましい。ガラス等の固体基板は、ポリ－Ｌ－リジン、アミノシラン、金・ア
ルミニウム等の凝着により基板をコートすることがより好ましい。
【００２９】
　上記の無尽蔵化したＤＮＡを基板上にスポットして乾燥させることにより、無尽蔵化し
たＢＡＣ　ＤＮＡ等を基板上、好適には固体基板上に定着させることにより、所望するＤ
ＮＡ定着基板を製造することができる。
【発明の効果】
【００３０】
　本発明により、膀胱癌の検出を、その悪性度を含めて行うことが可能な手段が提供され
る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３１】
　［実施例１］膀胱癌細胞株を用いてＣＧＨアレイによる遺伝子増幅の解析
　上述したように、膀胱癌には移行上皮癌、扁平上皮癌、腺癌が発生し、その中で移行上
皮癌が約９割を占める。移行上皮癌から株化した膀胱癌細胞株７種類（Ｋｕ１、Ｋｕ７、
ＥＪ１、ＳＮＫ５７、ＮＫＢ１、ＫＫ４７とＴ２４細胞株）を使用し、染色体のコピー数
の増幅と欠失をＣＧＨアレイ解析により調べた。この方法は癌化と密接に関係する癌遺伝
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ベルの増幅と０．２５倍以下のホモ接合体欠失をまとめたものである。表１は、MCG Whol
e Genome Array-4500を用いたＣＧＨアレイ解析により膀胱癌細胞株で、log2比が２以上
を示す高レベル増幅遺伝子座であり、表２は、MCG Whole Genome Array-4500を用いたＣ
ＧＨアレイ解析により膀胱癌細胞株で、log2比が－２以下を示すホモ接合体欠失遺伝子座
である。
【００３２】
【表１】

【００３３】
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【表２】

【００３４】
　それらは染色体の脆弱部位に存在する8種類の遺伝子座を含んでいた。即ち、脆弱部位F
RA5A(5p13.3)、FRA11E(11p13)、FRA11H/FRA11A(11q13.2-13.3)、FRA19A(19q13.3)が高レ
ベルの増幅を示し、脆弱部位FRA3B （3p14.2）及びFRA9A/FRA9C （9p21.3）はホモ接合体
欠失を示した。
【００３５】
　ホモ接合体欠失は、５種類の膀胱癌細胞株（Ｋｕ１、ＥＪ１、ＳＮＫ５７、ＫＫ４７及
びＴ２４細胞株）で、１２クローン５個の遺伝子座が検出された。ホモ接合体欠失を検出
した５種類の遺伝子座を表２に示した。それらの中で染色体1p21.1に局在するＢＡＣクロ
ーンRP11-259N12と染色体6q26に局在するRP11-43B19はヒトゲノムで報告されている染色
体多型（Large-scale copy-number variation：Database of Genomic Variants, http://
projects.tcag.ca/variation/）の領域内に存在した。一方、染色体3p21.31の領域のBAC 
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RP11-91E8は癌抑制遺伝子を含んでいなかった。染色体9p21.3の領域でCDKN2A/p16遺伝子
を含む領域のホモ接合体欠失は膀胱癌でしばしば検出され、ＣＧＨアレイ解析によっても
検出することができた（Veltman JA, Fridlyand J, Pejavar S. et al.: Array-based co
mparative genomic hybridization for genome-wide screening of DNA copy number in 
bladder tumors. Cancer Research 63, 2872-2880, 2003）。染色体3p14.3に存在するFHI
T遺伝子は、膀胱癌においても良く知られた癌抑制遺伝子である（Baffa R, Gomella LG, 
Vecchione A et. al.: Loss of FHIT expression in transitional cell carcinoma of t
he urinary bladder, American Journal of Pathology 156, 419-424, 2000）。
【００３６】
　１０種類のクローンの中でＫｕ１、ＳＮＫ５７、ＮＫＢ１細胞株にて高レベルで増幅し
ている遺伝子群が検出され、５種類の遺伝子座を表１に示した。ＣＣＮＤ１、ＣＤ４４、
ＣＤＨ６、ＥＨＦ、ＫＬＫ１－ＫＬＫ１５及びＰＤＺＤ２等の癌関連遺伝子群はこれらの
遺伝子座に存在する。２２種類の膀胱癌細胞株について、ＢＡＣを搭載したＣＧＨアレイ
で解析することによりこれらの領域のコピー数が増加していることが報告されている。膀
胱癌の臨床検体で、19q13の領域では19q13.1と19q13.2でコピー数の増加が報告されてい
るが、19q13.3での高レベル増幅については報告がない。この領域に関して標的遺伝子を
同定するためにさらに解析を進めた。
【００３７】
　［実施例２］ＦＩＳＨにより見出された19q13領域のアンプリコンの解析
　19q13.3のＫＬＫ１～１５（ＫＬＫ３と６は、前述したように、一定の癌との関係が知
られている）の遺伝子座の増幅に着目して、ＣＧＨアレイ解析で増幅が認められた３種類
の膀胱癌細胞株（Ｋｕ１、ＳＮＫ５７及びＮＫＢ１細胞株）について、アンプリコンに含
まれるゲノム遺伝子を解析した。なお、アンプリコンとは、遺伝子群の増幅が認められる
ゲノムの領域を意味している。
【００３８】
　具体的には、このアンプリコン領域に含まれる１５種類のＢＡＣ　ＤＮＡをプローブに
用いてＦＩＳＨ解析を行った。図１は、膀胱癌細胞株を用いたＣＧＨアレイの解析結果を
示す図面であり、19q13.3の領域に高レベルでの増幅が認められたことを示している。こ
の中で、図１Ａは、Ｋｕ１膀胱癌細胞株を用いた典型的な２重測定のＣＧＨアレイの画像
を示している。図１Ａにおいて、矢印は、ＫＬＫ遺伝子が座位する染色体19q13.3の顕著
なコピー数（４倍以上）の増大が明確な緑色のシグナルとして検出されることを示してい
る。Log２比は、2.17及び2.13であり、４倍以上の遺伝子増幅を示す。図１Ｂは、Ｋｕ１
膀胱癌細胞株での１９番染色体のコピー数のプロファイルであり、矢印は染色体19q13.3
の領域でのLog２比が２以上の高レベル増幅を示すスポットである。
【００３９】
　また、図２は、ＦＩＳＨでの染色体19q13.3上のアンプリコンの解析結果について示し
た図面である。中期と間期の染色体を用いたＦＩＳＨ解析により、アンプリコンの位置と
同様にコピー数を算出した。
【００４０】
　その中で、図２Ａは、膀胱癌細胞で増幅した領域をカバーする19q13領域のマップを示
している。ＳＲＯ（Smallest Region of Overlap）内に局在する遺伝子群を、ＵＣＳＣと
ＮＣＢＩデータベースの情報に基づいて位置付けた。ＦＩＳＨで使用したＢＡＣプローブ
を縦のバーで表示した。これらのＢＡＣ　ＤＮＡは染色体19q13.3の領域にマッピングさ
れている。
【００４１】
　上述した図２Ｂは、３種類の異なった膀胱癌細胞株でのＦＩＳＨ解析によるコピー数に
ついての解析の結果を示している。図２Ｂにおいて、水平の軸（コピー数で表示）はＢＡ
Ｃプローブを用いてＦＩＳＨ解析で求めたコピー数を示している。黒塗りの矢印（ＳＲＯ
と表示）はSmallest region of Overlapの領域を示している。図２Ｃは、Ｋｕ１膀胱癌細
胞株（Ｋｕ１と表示）と正常男性リンパ球（normalと表示）の間期染色体を用いてＫＬＫ
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遺伝子を含む緑色蛍光標識したRP11-10I11及びコントロールとして赤色標識したRP11-18J
6プローブをハイブリダイズして得られた典型的なＦＩＳＨ画像を示している。図２Ｃに
示すように、RP11-10I11プローブはＫｕ１膀胱癌細胞株において、１４ヶ所に緑色蛍光の
シグナルを示した。
【００４２】
　図２ＢとＣにて示すように、Ｋｕ１膀胱癌細胞株では、１０種類のＢＡＣ　ＤＮＡ（RP
11-795B6、RP11-10I11、RP11-891J20、RP11-99I13、RP11-1108B3、RP11-105H4、RP11-749
C22、RP11-690A4、RP11-79A3及びRP11-344A8）をプローブに用いた時にマーカー染色体上
で最も高いシグナル（１４コピー）が観察された。
【００４３】
　また、これと比べると若干弱い増幅シグナルが、５種類のＢＡＣ　ＤＮＡ（45F3、1051
H12、22I5、184K19及び79I16）をプローブに用いたときに検出されたので、これらのＢＡ
Ｃ　ＤＮＡはアンプリコンの外側の領域に存在することが示唆された。ＦＩＳＨ法で調べ
た他の2種類のセルラインは、５コピー以上のシグナルを示した。そのシグナルは、ＮＫ
Ｂ１細胞で1051H12から105H4までのＢＡＣ　ＤＮＡで１コピー高い増幅を示したことを除
いて１５種類のＢＡＣ　ＤＮＡ増幅度（コピー数）に差はなかった。
【００４４】
　それ故、ＳＲＯ領域（smallest region of overlapの略で増幅がオーバーラップしてい
る最小領域の意味）は、BAC RP11-795B6とRP11-105H4の間であることが明白である。ＳＲ
ＯのサイズはＵＣＳＣデータベース（http://genome.ucsc.edu/参照）より８７０ｋｂで
あり、その中にバイオマーカーとしての標的遺伝子が含まれると考えられる。
【００４５】
　［実施例３］膀胱癌細胞の19q13.3領域のアンプリコンに存在する遺伝子群の発現
　図３は膀胱癌細胞株での染色体19q13.3のアンプリコンに局在する遺伝子の発現につい
て示した図面である。すなわち、19q13.3領域の染色体増幅と関連してその領域に存在す
るＫＬＫ１～ＫＬＫ１５遺伝子及び他の遺伝子が高レベルで発現しているか否かの解析を
行った。正常膀胱組織を陰性コントロールに、膵臓と前立腺を陽性コントロールとして、
ＲＴ－ＰＣＲ法を用いて７種類の膀胱癌細胞でのこれらの遺伝子の発現状況を解析した。
【００４６】
　図３Ａでは、７種類の膀胱癌細胞株、１正常膀胱（正常コントロール）、膵臓と前立腺
（陽性コントロール）で、ＳＲＯ領域に局在するＫＬＫ１～ＫＬＫ１５遺伝子及び他の遺
伝子の発現を示している。ＲＴ－ＰＣＲ法でそれぞれの遺伝子の発現を測定した。また、
図３Ｂでは、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子のコピー数の比較を行っ
ている。正常リンパ球のゲノムＤＮＡ（Normal lymphocyteと表示）をコントロールとし
て使用し、標準化を行った。さらに、図３Ｃでは、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８、及び
ＫＬＫ９遺伝子の発現レベルの比較を行っている。正常膀胱組織（Normal bladderと表示
）の全ＲＮＡをコントロールとして使用し、標準化を行った。
【００４７】
　これらの結果、Ｋｕ１、ＳＮＫ５７及びＮＫＢ１細胞株で、19q13.3領域に局在するＫ
ＬＫ１、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ７、ＫＬＫ８、ＫＬＫ９、ＫＬＫ１０、ＫＬＫ１１
、ＫＬＫ１４、ＳＩＧＬＥＣ９、ＳＩＧＬＥＣ１０、ＧＰＲ３２、ＡＴＰＢＤ３、ＥＴＦ
Ｂ、ＣＬＤＮＤ２、ＮＫＧ７及びＺＮＦ１７５遺伝子の発現が認められた。しかし、Ｔ２
４膀胱癌細胞株で発現が検出されたＣＤ３３遺伝子を除いて、この領域に局在する他の遺
伝子群（ＫＬＫ２、ＫＬＫ３、ＫＬＫ４、ＫＬＫ１２、ＫＬＫ１３、ＫＬＫ１５、ＳＩＧ
ＬＥＣ５、ＳＩＧＬＥＣ６、ＳＩＧＬＥＣ７、ＳＩＧＬＥＣ８及びＳＩＧＬＥＣ１２遺伝
子）の発現は、検討した膀胱癌細胞で検出されなかった。
【００４８】
　発現が検出された遺伝子の中でＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子は３
種類の膀胱癌細胞株（Ｋｕ１、ＳＮＫ５７、ＮＫＢ１）で高発現しており、アンプリコン
の増幅度と正の相関にある。特に、Ｋｕ１膀胱癌細胞株におけるＣＧＨアレイ解析では、
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染色体の増幅は１４コピーと、最も高い増幅を示している（図１Ｂ）ことと相関して、Ｋ
ＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子の発現は他の膀胱癌細胞株より遙かに高
いレベルであった（図３ＢとＣ）。さらに、これらの遺伝子が高発現していることが報告
されている、卵巣癌細胞株ＯＶＣＡＲ－３、胃癌細胞株ＭＫＮ２８及びＭＫＮ７４（Naga
hara H, Mimori K, Utsunomiya T et.al.: Clinicopathologic and biological signific
ance of lallikrein 6 overexpression in human gastric cancer, Clinical Cancer Res
earch 11, 6800-6806, 2005及びHarvey TJ, Hooper JD, Myers SA, Stephenson SA, Ashw
orth LK, Clements JA: Tissue-specific expression patterns and fine mapping of th
e human kallikrein (KLK) locus on proximal 19q13.4, Journal Biological Chemistry
 275, 37397-37406, 2000）では、その発現レベルはＫｕ１膀胱癌細胞株のそれより遙か
に低かった（図３Ｂ）。胃癌細胞株（ＭＫＮ２８及びＭＫＮ７４）並びに卵巣癌細胞株Ｏ
ＶＣＡＲ－３では、染色体19q13.3の領域でのコピー数増加は認められないため、Ｋｕ１
膀胱癌細胞株でのＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子の著しい高発現は染
色体19q13.3領域の増幅と密接に関連している。
【００４９】
　［実施例４］　インビトロにおけるＫｕ１膀胱癌細胞株の浸潤能のＫＬＫ５、ＫＬＫ６
、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９ｓｉＲＮＡによる阻害
　染色体19q13.3領域の最も高い増幅と、４種類のＫＬＫ遺伝子の高レベル発現を示した
Ｋｕ１膀胱癌細胞株を用いて、ＫＬＫ遺伝子のノックダウンをｓｉＲＮＡの遺伝子導入に
より行い増殖と浸潤に関する影響を解析した。図４は、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及
びＫＬＫ９特異的ｓｉＲＮＡを用いたＫｕ１膀胱癌細胞株のインビトロにおける浸潤能の
阻害について示した図面である。
【００５０】
　その中で、図４Ａでは、ｓｉＲＮＡを遺伝子導入したＫｕ１膀胱癌細胞株のＫＬＫ５、
ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９の発現解析の結果を示している。遺伝子導入２－４日後
の細胞をＲＴ－ＰＣＲ法を用いて解析した。その結果、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及
びＫＬＫ９遺伝子のノックダウンは、それぞれのｓｉＲＮＡ遺伝子導入の２日後及び４日
後に確認できた。これらのＫＬＫ遺伝子群の発現は、それぞれ特異的ｓｉＲＮＡの導入に
より顕著に減少したことが示された。
【００５１】
　図４Ｂは、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９特異的ｓｉＲＮＡで抑制された
膀胱癌細胞株のインビトロでの増殖速度を示している。５％ＦＢＳ存在下で培養し、遺伝
子導入４日後に、細胞数をMicrotiter-plate colorimetric WSTアッセイ（Cell counting
 kit-8、同仁ラボラトリー、熊本、日本）によりカウントした結果を示している。
【００５２】
　図４Ｃでは、Matrigelアッセイ法でＫｕ１膀胱癌細胞株の浸潤を示す典型的な位相差顕
微鏡写真を示している。Ｋｕ１膀胱癌細胞株の浸潤能を調べるために、24-well transwel
l-chamber culture system（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA）を使用した
。８mmのポアサイズのフィルターの上層はMatrigelでコートしたもの（上図）及びコート
していないもの（下図）を使用した。ｓｉＲＮＡで遺伝子導入４８時間後に細胞を上部の
チャンバーに加え、４８時間培養した。下部のチャンバーにはＤ－ＭＥＭ培地と５％ＦＢ
Ｓを満たしている。フィルターの上部に存在する浸潤していない細胞を取り除き、フィル
ターの下部に浸潤した細胞を固定し、Diff-Quik stain（シスメックス、神戸、日本）で
染色した。染色した細胞の核を直接カウントした。３回繰り返し測定した。図中のバーは
１００μmである。
【００５３】
　図４Ｄでは、図４Ｃの浸潤の結果の定量値を示している。浸潤のパーセントは、Matrig
elを通過してフィルターの下部に浸潤した細胞数/コントロールのフィルターを通過した
細胞数ｘ100で示している。また、浸潤能の指標は、試験した細胞の浸潤パーセント/コン
トロール細胞の浸潤パーセントで示している。
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【００５４】
　これらの結果、ｓｉＲＮＡ非存在下（Non siRNAと表示）及びルシフェラーゼ特異的ｓ
ｉＲＮＡ（Control siRNAと表示）の導入ではＫＬＫ遺伝子発現には影響しなかった（図
４Ａ）。それぞれの特異的ｓｉＲＮＡの遺伝子導入によりＫｕ１膀胱癌細胞株の増殖には
影響はなかったが、これらの細胞におけるマトリゲルを用いた浸潤能の解析では、浸潤能
は著しく減少した（図４ＣとＤ）。特に、ＫＬＫ６のノックダウンは他のＫＬＫ遺伝子と
比較して、Ｋｕ１膀胱癌細胞株の浸潤能を顕著に阻害した。これらのｓｉＲＮＡの遺伝子
導入により、Ｋｕ１膀胱癌細胞株の形態には変化がなかった（図４Ｃ）。
【００５５】
　［実施例５］膀胱癌の臨床検体でのＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子
の発現
　図５は、膀胱癌の臨床検体でのＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子の発
現を示した図面である。
【００５６】
　そのうち、図５Ａは、膀胱癌臨床検体でのＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９
遺伝子の発現について示した図面である。４２種類の膀胱癌の臨床検体を用いて、ＲＴ－
ＰＣＲ法により、４種類のＫＬＫ遺伝子ｍＲＮＡの発現頻度とレベルを解析した。症例１
－２３は表在性膀胱癌で、症例２４－４２は浸潤性膀胱癌である。遺伝子発現をＲＴ－Ｐ
ＣＲ法を用いてMultiGauge（富士フイルム社製）により定量した。各々の転写産物をＧＡ
ＰＤＨ　ｍＲＮＡにより標準化した。正常膀胱組織の全ＲＮＡを膀胱癌の臨床検体の正常
コントロールとして使用した。棒グラフはコントロールに対する膀胱癌の臨床検体のＫＬ
Ｋ遺伝子発現の相対値として表示した。その結果、正常膀胱癌組織と比較して、ＫＬＫ５
、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子の発現が、２倍以上の膀胱癌症例は、各々４２
例中６例（14.3％）、４２例中１例（2.4％）、４２例中３例（7.1％）、４２例中８例（
19.0％）で見出された。
【００５７】
　図５Ｂでは、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子発現の表在性膀胱癌と
浸潤性膀胱癌での比較を行っている。この例では、Nonparametric Mann-Whitney U-test
を用いて比較した。棒グラフ上に標準偏差を意味するバーを示した。その結果、ＫＬＫ５
　ｍＲＮＡの発現頻度は、浸潤性膀胱癌（pT2-pT4:１９例中6例）で表在性膀胱癌（pTa、
pT1：23例中０例）と比較すると著しく高かった。これは統計的に有意であり、Fisher’s
 exact testでのＰ値は0.0052である。さらに、この頻度はＧ３の癌とＧ１－Ｇ２の癌の
間で著しく異なり（Ｇ３で高く、Ｇ１－Ｇ２で低い）、Fisher’s exact testでのＰ値は
0.0458であった。さらに、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子の発現レベ
ルは、表在性膀胱癌よりも浸潤性膀胱癌で遙かに高く、そのＰ値はMann-Whitney U-test
で各々Ｐ＜0.0001、Ｐ＝0.0043、Ｐ＝0.0790、及びＰ＝0.0037であった。
【００５８】
　表３は、膀胱癌患者のＫＬＫ遺伝子発現と臨床病理的性状との関係を示しているが、こ
れらの４種類のＫＬＫ遺伝子の発現頻度と性差及び膀胱癌の過去の既往との間で関連はな
かった。
【００５９】
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【表３】

【００６０】
　以上、実施例において開示した事項から、（１）膀胱癌が疑われる患者の膀胱から生検
で癌の可能性のある組織の一部を採取し、ＤＮＡを調製する。（２）健常者のＤＮＡある
いは採取した組織の正常部分のＤＮＡを用いてＣＧＨアレイ法でＫＬＫ５、ＫＬＫ６、Ｋ
ＬＫ８及びＫＬＫ９遺伝子群の増幅を解析する。或いは、（３）それらの遺伝子群の発現
をＲＴ－ＰＣＲ法等で解析する。さらには、（４）免疫組織化学的方法でそれらのタンパ
ク産物を検出することができる。このように、本検出方法により、膀胱癌の存在、悪性度
及び筋浸潤能についての予測、診断を行うことができることが明らかになった。
【図面の簡単な説明】
【００６１】
【図１】膀胱癌細胞株を用いたＣＧＨアレイの解析の結果を示す図面である。
【図２】ＦＩＳＨ法による染色体19q13.3上のアンプリコンのマップを示した図面である
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。
【図３】膀胱癌細胞株での染色体19q13.3のアンプリコンに局在する遺伝子の発現につい
て示した図面である。
【図４】ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８、及びＫＬＫ９特異的ｓｉＲＮＡを用いたＫｕ１
膀胱癌細胞株のインビトロにおける浸潤能の阻害について示した図面である。
【図５】膀胱癌臨床検体における、ＫＬＫ５、ＫＬＫ６、ＫＬＫ８、及びＫＬＫ９遺伝子
の発現を示した図面である。
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