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(57)【要約】
本発明は、シスタチンＢ、シャペロニン１０、およびプロフィリンの３種のタンパク質が
、上皮起源の癌である膀胱癌の患者の尿中に存在するという発見に基づいている。したが
って、本発明は、生体試料中でのこれらのマーカーの存在をモニターすることにより、上
皮起源の癌の予後評価を行う方法および上皮起源の癌の診断を容易にする方法に関する。
本発明はまた、治療有効性についてのマーカーに関する。例えば、上皮起源の癌について
の患者の診断を容易にするための方法であって、ａ．該患者から生体試料を得るステップ
と、ｂ．該生体試料中での少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーの存在の有無を検出
するステップとを含み、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーの存在は、上皮起源の
癌を示し、該上皮性癌バイオマーカーが、シスタチンＢ、シャペロニン１０、およびプロ
フィリンからなる群から選択される、方法が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　上皮起源の癌についての患者の診断を容易にするための方法であって、
　ａ．該患者から生体試料を得るステップと、
　ｂ．該生体試料中での少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーの存在の有無を検出す
るステップと
を含み、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーの存在は、上皮起源の癌を示し、該上
皮性癌バイオマーカーが、シスタチンＢ、シャペロニン１０、およびプロフィリンからな
る群から選択される、方法。
【請求項２】
　患者における上皮起源の癌を診断するための方法であって、
　ａ．該患者から得られた生体試料である試験試料中に存在する少なくとも１種の上皮性
癌バイオマーカーのレベルを測定するステップと、
　ｂ．該試験試料中の少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレベルを、対照試料中
に存在する上皮性癌バイオマーカーのレベルと比較するステップと
を含み、該対照試料中の上皮性癌バイオマーカーのレベルと比較して該試験試料中の少な
くとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレベルが高いことは、上皮起源の癌を示し、該上
皮性癌バイオマーカーが、シスタチンＢ、シャペロニン１０、およびプロフィリンからな
る群から選択される、方法。
【請求項３】
　上皮起源の癌が、乳癌、基底細胞癌、腺癌、胃腸の癌、口唇癌、口腔癌、食道癌、小腸
癌、胃癌、結腸癌、肝癌、膀胱癌、膵癌、卵巣癌、子宮頸癌、肺癌、皮膚癌、前立腺癌、
および腎細胞癌からなる群から選択される、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　患者における膀胱癌の診断を容易にするための方法であって、
　ａ．該患者から生体試料を得るステップと、
　ｂ．該生体試料中でのシスタチンＢの存在の有無を検出するステップと
を含み、シスタチンＢ上皮性癌バイオマーカーの存在が、膀胱癌を示す、方法。
【請求項５】
　患者において膀胱癌を診断するための方法であって、
　ａ．該患者から得られた生体試料である試験試料中に存在するシスタチンＢのレベルを
測定するステップと、
　ｂ．該試験試料中のシスタチンＢのレベルを、対照試料中に存在するシスタチンＢ上皮
性癌バイオマーカーのレベルと比較するステップと
を含み、該対照試料中のシスタチンＢのレベルと比較して該試験試料中のシスタチンＢの
レベルが高いことは、膀胱癌を示す、方法。
【請求項６】
　患者において浸潤性膀胱癌を診断するための方法であって、
　ａ．該患者から得られた生体試料である試験試料中に存在するシスタチンＢのレベルを
測定するステップと、
　ｂ．該試験試料中のシスタチンＢのレベルを、非浸潤性対照試料中に存在するシスタチ
ンＢのレベルと比較するステップと
を含み、該非浸潤性対照試料中のシスタチンＢのレベルと比較して該試験試料中のシスタ
チンＢのレベルが高いことは、浸潤性膀胱癌を示す、方法。
【請求項７】
　前記生体試料が尿である、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーまたはシスタチンＢと特異的に結合する抗体
に基づく結合部分を使用して、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーまたはシスタチ
ンＢの存在の有無を検出する、請求項１または４に記載の方法。
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【請求項９】
　少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカータンパク質またはシスタチンＢのタンパク質
レベルを測定することによって、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーまたはシスタ
チンＢのレベルを測定する、請求項２、５または６のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　上皮性癌バイオマーカーのタンパク質レベルまたはシスタチンＢのレベルを、
　ａ．試験試料、またはその調製物を、上皮性癌バイオマーカーまたはシスタチンＢと特
異的に結合する抗体に基づく結合部分と接触させて、抗体－上皮性癌バイオマーカー複合
体を形成させるステップと、
　ｂ．該複合体の存在を検出し、それによって、存在する上皮性癌バイオマーカーのレベ
ルを測定するステップと
を含む方法によって測定する、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記抗体に基づく結合部分を検出可能な標識で標識する、請求項８または１０に記載の
方法。
【請求項１２】
　前記標識が、放射性標識、ハプテン標識、蛍光標識、および酵素標識からなる群から選
択される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記抗体に基づく結合部分が抗体である、請求項８または１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　尿試料中で少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーを検出するためのキットであって
、尿試料を保持するための容器、および上皮性癌バイオマーカーと特異的に結合する少な
くとも１つの抗体を含む、キット。
【請求項１６】
　前記キットが、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーと特異的に結合する２つの抗
体を含み、１つの抗体を固相上に固定化し、１つの抗体を検出可能となるように標識する
、請求項１５に記載のキット。
【請求項１７】
　尿試料中でシスタチンＢを検出するためのキットであって、尿試料を保持する容器、お
よびシスタチンＢと特異的に結合する少なくとも１つの抗体を含む、キット。
【請求項１８】
　前記キットが、シスタチンＢと特異的に結合する２種の抗体を含み、１種の抗体は固相
上に固定化されており、１種の抗体は検出可能に標識されている、請求項１７に記載のキ
ット。
【請求項１９】
　使用説明書をさらに含む、請求項１５または１７に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の引用）
　本出願は、３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．第１１９条（ｅ）の下で、２００５年１月２８日に出願さ
れた米国仮特許出願第６０／６４８，１１０号の利益を主張するものである。
【０００２】
　（政府の援助）
　本研究は、米国国立衛生研究所助成金番号２Ｒ３７　ＣＡ３７３９３により援助を受け
たものである。政府は、本発明に対して特定の権利を有する。
【背景技術】
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【０００３】
　（発明の背景）
　癌の生存において最も重要なファクターの１つは、初期段階での検出である。癌の初期
事象を検出する臨床検査は、癌の進行に介入しそれを防止する機会を提供する。遺伝子プ
ロファイル作成およびプロテオミクスの開発とともに、特定の癌の診断および予後診断に
使用することができる分子マーカーまたは「バイオマーカー」の同定における著しい進歩
が認められている。例えば、前立腺癌の場合、（前立腺特異的抗原の）抗原ＰＳＡを血中
で検出することができ、その抗原により、前立腺癌の存在が示唆される。したがって、前
立腺癌のリスクがある男性の血液を、ＰＳＡレベルの上昇について迅速、容易、かつ安全
にスクリーニングすることができる。
【０００４】
　癌の検出の分野で著しい進歩が認められていても、臨床応用の際に容易に使用すること
ができる、様々な癌についての新たなバイオマーカーを同定する必要が当技術分野におい
て依然としてある。例えば、今まで、容易に検出可能なバイオマーカーを使用する乳癌の
診断に利用可能な選択肢は比較的少数しかない。特にエストロゲン受容体の下方制御と連
動したＥＧＦＲの過剰発現は、乳癌患者における予後不良のマーカーである。知られてい
る他の乳癌のマーカーには、血中での高レベルのＭ２ピルビン酸キナーゼ（Ｍ２　ＰＫ）
（特許文献１）、血中での高ＺＮＦ２１７タンパク質レベル（特許文献２）、診断に有用
である、乳癌で新たに同定されたタンパク質ＰＤＥＢＣの差次的発現（特許文献３）があ
る。ＣＥＡ、ＣＡ－１２５やＨＣＧなどの細胞表面マーカーは、局所進行性および転移性
の膀胱癌患者の血清中で頻繁に上昇し（非特許文献１）、マトリックスメタロプロテイナ
ーゼ－２（非特許文献２）、肝細胞成長因子（非特許文献３）、組織ポリペプチド抗原（
非特許文献４）などの腫瘍関連タンパク質の循環レベルに関与する研究から展望が示され
ている。これらのバイオマーカーは、診断の代替方法を提供するが、それらは広範には使
用されない。さらに、いくつかの組織化学的マーカー、遺伝子マーカー、および免疫学的
マーカーの使用にもかかわらず、臨床家は、どの腫瘍が他の臓器に転移するかを予測する
のに依然として苦労している。
【特許文献１】米国特許第６，３５８，６８３号明細書
【特許文献２】国際公開第９８／０２５３９号パンフレット
【特許文献３】米国特許出願公開第２００３／０１２４５４３号明細書
【非特許文献１】Ｉｚｅｓら、Ｊ　Ｕｒｏｌ．、Ｊｕｎ；１６５（６　Ｐｔ　１）：１９
０８～１３、２００１年
【非特許文献２】Ｇｏｈｊｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、５６：３１９６、１
９９６年
【非特許文献３】Ｇｏｈｊｉら、Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｏｎｃｏｌ．、１８：２９６３、２
０００年
【非特許文献４】Ｍａｕｌａｒｄ－Ｄｕｒｄｕｘら、Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｏｎｃｏｌ．、
１５：３４４６、１９９７年
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　癌のバイオマーカーの同定は、その疾患の診断、予後診断および治療の向上にとって特
に重要である。したがって、当技術分野において、迅速、容易、かつ安全に検出すること
ができる代替のバイオマーカーを同定する必要がある。そのようなバイオマーカーは、膀
胱癌であり、特に、その疾患の浸潤性かつ潜在的に転移性の段階にある対象の進行または
治療の診断、病期判定、またはモニターに使用することができる。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の要旨）
　本発明は、シスタチンＢ、シャペロニン１０、およびプロフィリンの３種のタンパク質
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（「上皮性癌マーカー」とも称される）が、上皮起源の癌である膀胱癌の患者の尿中に存
在するという驚くべき発見に基づいている。したがって、本発明は、生体試料中でのこれ
らのマーカーの存在をモニターすることにより、上皮起源の癌の予後評価を行う方法およ
び上皮起源の癌の診断を容易にする方法を対象とする。本発明はまた、治療有効性につい
てのマーカーをも対象とする。特に、尿中で検出されるシスタチンＢの量は疾患状態と相
関し、その結果、シスタチンＢレベルを使用して、浸潤性膀胱癌の存在を予測することが
できる。したがって、尿中のシスタチンＢ、シャペロニン１０、および／またはプロフィ
リンタンパク質のレベルを測定することにより、患者における膀胱癌の診断および予後診
断の両方に使用することができる、迅速、容易、かつ安全なスクリーニングがもたらされ
る。あるいは、これらのマーカーが存在しないことにより、患者が膀胱癌でないことも示
唆され得る。
【０００７】
　一実施形態では、患者における上皮起源の癌の診断を容易にする方法を提供する。その
方法は、患者から生体試料、好ましくは排出尿検体を得るステップと、試料中での少なく
とも１種の上皮性癌バイオマーカー（シスタチンＢ、シャペロニン１０、またはプロフィ
リン）の存在の有無を検出するステップとを含み、少なくとも１種の上皮性癌バイオマー
カーの存在から、上皮起源の癌が示唆される。
【０００８】
　生体試料は、例えば、血液、組織（例えば腫瘍または胸部）、血清、糞便、尿、喀痰、
脳脊髄液、乳頭吸引液および細胞溶解液の上清から得ることができる。好ましい生体試料
の１つは尿である。
【０００９】
　本明細書において、「上皮起源の癌」とは、上皮細胞から生じる癌を指し、その癌には
、それだけに限らないが、乳癌、基底細胞癌、腺癌、胃腸の癌、口唇癌、口腔癌、食道癌
、小腸癌および胃癌、結腸癌、肝癌、膀胱癌、膵癌、卵巣癌、子宮頸癌、肺癌、扁平上皮
癌や基底細胞癌などの乳癌および皮膚癌、前立腺癌、腎細胞癌、ならびに全身の上皮細胞
に影響を及ぼす他の既知の癌がある。
【００１０】
　一実施形態では、患者における膀胱癌の診断を容易にする方法を提供する。その方法は
、患者から生体試料、好ましくは排出尿検体を得るステップと、試料中での少なくとも１
種の上皮性癌バイオマーカー（シスタチンＢ、シャペロニン１０、またはプロフィリン）
の存在の有無を検出するステップとを含み、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーの
存在から、膀胱癌が示唆される。
【００１１】
　他の実施形態では、上皮起源の癌を診断する方法を提供する。その方法は、患者由来の
生体試料（試験試料）中に存在する少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレベルを
測定するステップと、少なくとも１種のマーカー（シスタチンＢ、シャペロニン１０、ま
たはプロフィリン）の観察されたレベルを、同じ型の対照試料中に存在するマーカーのレ
ベルと比較するステップとを含む。対照試料と比較して試験試料中のマーカーのレベルが
高いことにより、上皮起源の癌が示唆される。
【００１２】
　好ましい一実施形態では、本発明の方法を癌の初期検出に使用する。例えば、身体検査
の間に、医師により患者をスクリーニングすることができる。
【００１３】
　一実施形態では、膀胱癌を診断する方法を提供する。その方法は、患者由来の生体試料
（試験試料）中に存在する少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカー（シスタチンＢ、シ
ャペロニン１０、またはプロフィリン）のレベルを測定するステップと、少なくとも１種
のマーカーの観察されたレベルを、同じ型の対照試料中に存在するマーカーのレベルと比
較するステップとを含む。対照試料と比較して試験試料中のマーカーのレベルが高いこと
により、膀胱癌が示唆される。



(6) JP 2008-529008 A 2008.7.31

10

20

30

40

50

【００１４】
　一実施形態では、患者において浸潤性膀胱癌を診断する方法を提供する。その方法は、
患者から得られた生体試料（試験試料）中に存在するシスタチンＢ上皮性癌バイオマーカ
ーのレベルを測定するステップと、試験試料中のシスタチンＢのレベルを、非浸潤性癌の
対照試料中に存在するシスタチンＢのレベルと比較するステップとを含む。対照試料中の
シスタチンＢのレベルと比較して試験試料中のシスタチンＢのレベルが高いことにより、
浸潤性膀胱癌が示唆される。
【００１５】
　「対照試料」という用語は、癌でないと考えられる「正常な」または「健常な」（複数
の）個人から得られた生体試料（例えば、血液、尿、腫瘍）を指す。対照は、当技術分野
で周知である方法を使用して選択することができる。対照集団についてレベルが確立した
後、試験生体試料からの多数の結果を、既知のレベルと直接比較することができる。
【００１６】
　「非浸潤性の対照試料」という用語は、非浸潤型の癌である（複数の）個人から得られ
た生体試料を指す。対照集団についてレベルが確立した後、試験生体試料からの多数の結
果を、既知のレベルと直接比較することができる。
【００１７】
　「試験試料」という用語は、上皮起源の癌について試験する患者から得られた生体試料
を指す。
【００１８】
　本発明はまた、同じ患者から得られた複数の試験試料中に存在する上皮性癌バイオマー
カーのレベルの評価をも意図するものであり、経時的なマーカーの量の直進的増大により
、癌の腫瘍の攻撃性（例えば、転移能）の増大が示唆される。したがって、上皮性癌バイ
オマーカーのレベルは、疾患状態および病期の予測因子として働く。
【００１９】
　本発明はさらに、上皮起源の癌（例えば、膀胱癌）である患者を治療するために計画さ
れた治療法の治療有効性をモニターする上皮性癌バイオマーカーの評価を意図するもので
ある。
【００２０】
　本発明の一態様では、試験生体試料中に存在する上皮性癌バイオマーカーレベル（例え
ば、シスタチンＢ、シャペロニン１０、またはプロフィリン）は、試験試料、またはその
調製物を、上皮性癌バイオマーカーと特異的に結合する抗体に基づく結合部分、またはそ
の一部分と接触させることによって測定する。
【００２１】
　抗体に基づくイムノアッセイは、バイオマーカーのレベルを測定するのに好ましい手段
である。しかし、当業者に知られている任意の手段を使用して、バイオマーカーのレベル
を評価することができる。例えば、ＳＥＬＤＩ質量分析法を含めた質量分析法によって、
バイオマーカーのレベルを評価することができる。
【００２２】
　さらなる実施形態では、本発明は、生体試料中で少なくとも１種の上皮性癌バイオマー
カーを測定する手段を含むキットを提供する。そのキットは、生体試料（例えば、尿試料
）を保持する容器、および上皮性癌バイオマーカーと特異的に結合する少なくとも１つの
抗体を含む。
【００２３】
　一実施形態では、キットは、上皮性癌バイオマーカーと特異的に結合する２つの抗体を
含む。一実施形態では、１つの抗体を固相上に固定化し、１つの抗体を検出可能となるよ
うに標識する。キットは、抗シスタチンＢ、抗シャペロニン１０、および／または抗プロ
フィリン抗体を含んでよい。
【００２４】
　本発明の他の態様を下記で開示する。
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【発明を実施するための最良の形態】
【００２５】
　本明細書に組み込まれその一部を構成する添付図面は、本発明の実施形態を示すもので
あり、記載とともに、本発明の目的、利点、および原理を説明するのに役立つ。
【００２６】
　（発明の詳細な説明）
　シスタチンＢ、シャペロニン１０、およびプロフィリンの３種のタンパク質（本明細書
において「上皮性癌マーカー」と称する）が、上皮起源の癌である患者の尿中に存在する
ことを発見した。患者の尿試料中に存在するシスタチンＢのレベルは、膀胱癌、特に浸潤
性膀胱癌の存在と相関する。
【００２７】
　癌に関して「攻撃的な」または「浸潤性の」という用語は、その境界を越えて隣接組織
中へと広がる腫瘍の傾向を指す（Ｄａｒｎｅｌｌ，　Ｊ．（１９９０年）、Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｔｈｉｒｄ　Ｅｄ．、Ｗ．　Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａ
ｎ、ＮＹ）。浸潤性の癌は、腫瘍が特定の臓器に限局している臓器限局性の癌と対比する
ことができる。腫瘍の浸潤性は、腫瘍が被膜の境界および腫瘍が位置する特定の組織の境
界を越えて広がることができるようにマトリックス物質および基底膜物質を分解するコラ
ゲナーゼなどのタンパク質分解酵素の合成をしばしば伴う。浸潤性膀胱癌は、筋固有層お
よび／または粘膜固有層中への浸潤性を含む。
【００２８】
　本明細書において、「転移」という用語は、患者中で元の臓器からさらなる遠隔部位へ
と癌が広がる状態を指す。腫瘍転移の過程は、局所浸潤および細胞間マトリックスの破壊
、血管、リンパ管または他の輸送経路中への侵入、循環中での生存、第２の部位中の管外
への遊出および新たな場所での増殖を伴う多段階の事象である（Ｆｉｄｌｅｒら、Ａｄｖ
．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２８、１４９～２５０（１９７８年）、Ｌｉｏｔｔａら、
Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　Ｒｅｓ．、４０、２２３～２３８（１９８８年）、
Ｎｉｃｏｌｓｏｎ、Ｂｉｏｃｈｉｍ．　Ｂｉｏｐｈｙ．　Ａｃｔａ、９４８、１７５～２
２４（１９８８年）およびＺｅｔｔｅｒ，　Ｎ．、Ｅｎｇ．　Ｊ．　Ｍｅｄ．、３２２、
６０５～６１２（１９９０年））。悪性細胞の運動性の増大は、動物ならびにヒトの癌で
の転移能の亢進と関係している（Ｈｏｓａｋａら、Ｇａｎｎ、６９、２７３～２７６（１
９７８年）およびＨａｅｍｍｅｒｌｉｎら、Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｃａｎｃｅｒ、２７、６０
３～６１０（１９８１年））。
【００２９】
　本明細書において、「生体試料」とは、患者から得られた尿試料を指す。生体試料は、
例えば、血液、組織（例えば腫瘍または胸部）、血清、糞便、尿、喀痰、脳脊髄液、乳頭
吸引液および細胞溶解液の上清から得ることができる。好ましい生体試料の１つは尿であ
る。
【００３０】
　好ましい実施形態では、上皮性癌バイオマーカーの分解を防止するように生体試料を処
理する。分解を阻害または防止する方法には、それだけに限らないが、プロテアーゼで試
料を処理すること、試料を凍結すること、または氷上に試料を置くことがある。好ましく
は、分析の前に、マーカーの分解を防止するような条件下で試料を常に維持する。
【００３１】
　本明細書において、「腫瘍試料」とは、腫瘍、例えば、対象、好ましくはヒト対象から
得られまたは取り出された（例えば、対象の組織から取り出されまたは抽出された）腫瘍
の一部分、一片、一部、一セグメントまたは一画分を指す。
【００３２】
　本明細書において、シスタチンＢとは、ＧｅｎｅｂａｎｋアクセッションＮＭ＿０００
１００．２、ＮＰ＿００００９１（ヒト（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ））のタンパク質を指
す。その用語はまた、種の変異体、相同体、対立形質の形態、突然変異形態、およびその
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同等物をも包含する。
【００３３】
　本明細書において、シャペロニン１０とは、Ｇｅｎｅｂａｎｋアクセッション、タンパ
ク質、ＡＡＡ５０９５３（ヒト（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ））のタンパク質を指す。その
用語はまた、種の変異体、相同体、対立形質の形態、突然変異形態、およびその同等物を
も包含する。
【００３４】
　本明細書において、プロフィリンとは、Ｇｅｎｅｂａｎｋアクセッション、タンパク質
、Ａ２８６２２（ヒト（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ））のタンパク質を指す。その用語はま
た、種の変異体、相同体、対立形質の形態、突然変異形態、およびその同等物をも包含す
る。
【００３５】
　本発明は、患者における上皮起源の癌の診断を容易にする方法を対象とする。一実施形
態では、その方法は、患者から生体試料を得るステップと、試料中での少なくとも１種の
上皮性癌バイオマーカー（シスタチンＢ、シャペロニン１０、またはプロフィリン）の存
在の有無を検出するステップとを含み、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーの存在
から、上皮起源の癌が示される。
【００３６】
　他の実施形態では、その方法は、癌について試験する患者から得られた試験試料中の少
なくとも１種の上皮性癌バイオマーカー（シスタチンＢ、シャペロニン１０、またはプロ
フィリン）のレベルを測定するステップと、観察されたレベルを、対照試料、例えば癌で
ない個々の患者または個人の集団から得られた試料中で認められた上皮性癌バイオマーカ
ーのレベルと比較するステップとを含む。少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレ
ベルが正常な対照中で観察されるレベルより高いことにより、上皮起源の癌の存在が示唆
される。バイオマーカーのレベルは、任意の単位で、例えば、デンシトメーター、ルミノ
メーター、またはＥｌｉｓａプレートリーダーから得られた単位として表すことができる
。
【００３７】
　本明細書において、「対照試料中のレベルと比較して高いレベルの試験試料中の少なく
とも１種の上皮性癌バイオマーカー」とは、対照試料中に存在する同じバイオマーカーの
量より多い、少なくとも１種のバイオマーカーの量を指す。「高いレベル」という用語は
、統計上有意なレベル、または対照試料中で認められるレベルを有意に上回るレベルを指
す。「高いレベル」は、例えば、１．２倍～１．９倍高いことであり得る。好ましくは、
「高いレベル」は、少なくとも２倍大きく、またはさらに３倍大きい。
【００３８】
　「統計上有意な」または「有意に」という用語は、統計上の有意差を指し、一般に、正
常を標準偏差の２倍（２ＳＤ）上回る、またはそれより高いマーカーの濃度を意味する。
【００３９】
　比較の目的で、試験試料および対照試料は、同じ型のものであり、すなわち同じ生物学
的供給源から得られる。対照試料はまた、健常人から得られる生体試料中で正常に認めら
れる同じ濃度の上皮性癌バイオマーカーを含む標準試料でもよい。
【００４０】
　本発明の一態様では、第２の診断ステップを行うことができる。例えば、少なくとも１
種の上皮性癌バイオマーカーのレベルから癌の存在が示唆されることが分かっている場合
、癌を検出するさらなる方法を行って、癌の存在を確認することができる。超音波、ＰＥ
Ｔ走査、ＭＲＩまたは任意の他の画像化技術、生検、臨床検査、ダクトグラム（ｄｕｃｔ
ｏｇｒａｍ）や任意の他の方法など、種々のさらなる診断ステップのいずれかを行うこと
ができる。
【００４１】
　本発明はさらに、上皮起源の癌であることが疑われ、または上皮起源の癌である患者の
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予後評価を行う方法を提供する。その方法は、患者から得られた試験生体試料中に存在す
る少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカー（シスタチンＢ、シャペロニン１０、または
プロフィリン）のレベルを測定するステップと、観察されたレベルを、健常人の（同じ型
の）生体試料中で正常に認められる少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーレベルの範
囲と比較するステップとを含む。高いレベルから、例えば、転移活性についての潜在性が
高いことが示唆され、それは予後不良と対応するが、低いレベルから、腫瘍の攻撃性が低
いことが示唆され、それは予後良好と対応する。
【００４２】
　さらに、個々の患者において少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレベルを追跡
することにより、疾患の進行を評価することができる。例えば、患者におけるシスタチン
Ｂ、シャペロニン１０、またはプロフィリンの発現レベルの変化を経時的に比較すること
により、患者の状態の変化をモニターすることができる。少なくとも１種の上皮性癌バイ
オマーカーのレベルの直進的増大により、腫瘍の浸潤および転移についての潜在性の増大
が示唆される。
【００４３】
　本発明の予後診断方法はまた、癌である患者に適した治療コースの決定にも有用である
。治療コースとは、癌の診断または治療後の患者について取られる治療処置を指す。例え
ば、癌の再発、広がり、または患者の生存の可能性の判定は、より保存的なまたはより根
治的な治療の手法を取るべきかどうか、または治療様式を併用すべきかどうかを決定する
際の助けとなり得る。例えば、癌の再発の可能性が高いとき、外科的治療の前にまたは後
に化学療法、放射線照射、免疫療法、生物学的修飾因子療法、遺伝子治療、ワクチンなど
を行い、あるいは患者が治療を受ける期間を調節すると有利となり得る。
【００４４】
　本発明の方法は、それだけに限らないが、乳癌、基底細胞癌、腺癌、胃腸の癌、口唇癌
、口腔癌、食道癌、小腸癌および胃癌、結腸癌、肝癌、膀胱癌、膵癌、卵巣癌、子宮頸癌
、肺癌、扁平上皮癌や基底細胞癌などの乳癌および皮膚癌、前立腺癌、腎細胞癌、ならび
に全身の上皮細胞に影響を及ぼす他の既知の癌を含めた上皮起源の任意の癌の診断または
予後診断に適する。
【００４５】
　好ましい一実施形態では、上皮起源の癌は膀胱癌である。
【００４６】
　（少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレベルの測定）
　本明細書に記載の少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレベルは、当業者に知ら
れている任意の手段によって測定することができる。本発明では、抗体、または抗体の同
等物を使用して、生体試料中で少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカータンパク質のレ
ベルを検出することが一般に好ましい。
【００４７】
　一実施形態では、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカータンパク質のレベルは、生
体試料を、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカー、または少なくとも１種の上皮性癌
バイオマーカーの断片と特異的に結合する抗体に基づく結合部分と接触させることによっ
て測定する。次いで、抗体と上皮性癌バイオマーカーの複合体の形成を、上皮性癌バイオ
マーカーのレベルの尺度として検出する。
【００４８】
　「抗体に基づく結合部分」または「抗体」という用語には、イムノグロブリン分子およ
びイムノグロブリン分子の免疫活性のある決定基、例えば、検出する上皮性癌バイオマー
カー、例えばシスタチンＢ、シャペロニン１０、またはプロフィリンと特異的に結合する
（それと免疫反応する）抗原結合部位を含む分子が含まれる。「抗体に基づく結合部分」
という用語には、例えば、任意のアイソタイプ（ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥなど）
の抗体全体が含まれるものとし、上皮性癌バイオマーカータンパク質とやはり特異的に反
応するその断片が含まれる。従来の技術を使用して、抗体を断片化することができる。し
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たがって、その用語は、特定のタンパク質と選択的に反応することができる抗体分子のタ
ンパク質分解で切断された部分または組換えにより調製された部分のセグメントを含む。
そのようなタンパク質分解性断片および／または組換え断片の非限定的な例には、Ｆａｂ
、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆｖ、ｄＡｂｓ、ならびにペプチドリンカーにより結合し
たＶＬおよびＶＨドメインを含む単鎖抗体（ｓｃＦｖ）がある。ｓｃＦｖを共有結合また
は非共有結合して、２種以上の結合部位を有する抗体を形成することができる。したがっ
て、「抗体に基づく結合部分」には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、または
抗体の他の精製調製物、および組換え抗体がある。「抗体に基づく結合部分」という用語
にはさらに、抗体分子に由来する少なくとも１つの抗原結合決定基を有するヒト化抗体、
二重特異性抗体、およびキメラ分子が含まれるものとする。好ましい実施形態では、抗体
に基づく結合部分を検出可能となるように標識する。
【００４９】
　本明細書において「標識抗体」は、検出可能な手段によって標識された抗体を含み、そ
れには、それだけに限らないが、酵素標識、放射標識、蛍光標識、および化学発光標識さ
れた抗体がある。抗体はまた、ｃ－Ｍｙｃ、ＨＡ、ＶＳＶ－Ｇ、ＨＳＶ、ＦＬＡＧ、Ｖ５
やＨＩＳなどの検出可能なタグで標識することもできる。
【００５０】
　少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーの検出に、抗体に基づく結合部分を使用する
本発明の診断および予後診断方法では、生体試料中に存在する少なくとも１種の上皮性癌
バイオマーカーのレベルは、検出可能となるように標識された抗体から放出されたシグナ
ルの強度と相関する。
【００５１】
　好ましい一実施形態では、抗体を酵素と結合することによって、抗体に基づく結合部分
を検出可能となるように標識する。その酵素は、その基質にさらしたとき、例えば、分光
光度的、蛍光的または視覚的な手段によって検出することができる化学的部分が生じるよ
うな形で基質と反応する。本発明の抗体を検出可能となるように標識するのに使用するこ
とができる酵素には、それだけに限らないが、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌性
ヌクレアーゼ、δ－Ｖ－ステロイドイソメラーゼ、酵母アルコールデヒドロゲナーゼ、α
－グリセロリン酸デヒドロゲナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、西洋ワサビペルオ
キシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、
β－ガラクトシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－ＶＩ
－リン酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼおよびアセチルコリンエステラーゼがある
。化学発光は、抗体に基づく結合部分を検出するのに使用することができる他の方法であ
る。
【００５２】
　様々な他のイムノアッセイのいずれかを使用して検出を行うこともできる。例えば、抗
体を放射標識することにより、放射免疫アッセイの使用を介して抗体を検出することが可
能である。γカウンターやシンチレーションカウンターの使用などの手段、またはオート
ラジオグラフィーによって放射性同位体を検出することができる。本発明の目的に特に有
用な同位体は、３Ｈ、１３１Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃであり、好ましくは１２５Ｉである。
【００５３】
　蛍光化合物で抗体を標識することも可能である。蛍光標識抗体を適当な波長の光にさら
したとき、次いでその存在を蛍光により検出することができる。最も一般に使用される蛍
光標識化合物は、ＣＹＥ色素、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、フィコ
エリスリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルアルデヒド（ｐｈｔｈａ
ｌｄｅｈｙｄｅ）およびフルオレスカミンである。
【００５４】
　抗体はまた、１５２Ｅｕや、ランタニド系列の他のものなどの蛍光放出金属を使用して
、検出可能となるように標識することもできる。ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ
）やエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）などの金属キレート基を使用して、これらの金
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属を抗体と結合することができる。
【００５５】
　抗体はまた、それを化学発光化合物と結合することによって、検出可能となるように標
識することもできる。次いで、化学反応の経過中に生じる発光の存在を検出することによ
って、化学発光抗体の存在を判定する。特に有用な化学発光標識化合物の例は、ルミノー
ル、ルシフェリン、イソルミノール、セロマチックアクリジニウムエステル（ｔｈｅｒｏ
ｍａｔｉｃ　ａｃｒｉｄｉｎｉｕｍ　ｅｓｔｅｒ）、イミダゾール、アクリジニウム塩お
よびシュウ酸エステルである。
【００５６】
　上記で述べたように、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセ
イ（ＲＩＡ）、免疫放射測定アッセイ（ＩＲＭＡ）、ウェスタンブロット法や、免疫組織
化学などのイムノアッセイによって、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカータンパク
質のレベルを検出することができ、これらはそれぞれ、下記でより詳細に説明する。極め
て迅速であり得るＥＬＩＳＡやＲＩＡなどのイムノアッセイがより一般には好ましい。抗
体アレイまたはタンパク質チップを使用することもでき、例えば、参照によりその全体が
本明細書に組み込まれている、米国特許出願第２００３００１３２０８Ａ１号；第２００
２０１５５４９３Ａ１号；第２００３００１７５１５号および米国特許第６，３２９，２
０９号；第６，３６５，４１８号を参照されたい。
【００５７】
　（イムノアッセイ）
　「ラジオイムノアッセイ」とは、標識された（例えば、放射標識された）形態の抗原を
使用して、抗原である検出するバイオマーカーの濃度を検出し測定する技術である。抗原
の放射標識の例には、３Ｈ、１４Ｃ、および１２５Ｉがある。抗原と特異的に結合する抗
体との結合について生体試料中の抗原を（例えば放射）標識された抗原と競合させること
によって、生体試料中の抗原の濃度を測定する。標識抗原と非標識抗原の間での競合的結
合を確実に行うために、標識抗原は、抗体の結合部位を飽和させるのに十分な濃度で存在
する。試料中の抗原の濃度が高いほど、抗体と結合する標識抗原の濃度が低い。
【００５８】
　ラジオイムノアッセイでは、抗体と結合した標識抗原の濃度を決定するために、抗原と
抗体の複合体を遊離抗原から分離しなければならない。遊離抗原から抗原と抗体の複合体
を分離する１つの方法は、抗同位体抗血清で抗原と抗体の複合体を沈殿させることによる
ものである。遊離抗原から抗原と抗体の複合体を分離する他の方法は、ホルマリンで死滅
させた黄色ブドウ球菌（Ｓ．　ａｕｒｅｕｓ）で抗原と抗体の複合体を沈殿させることに
よるものである。遊離抗原から抗原と抗体の複合体を分離するさらに他の方法は、セファ
ロースビーズ、ポリスチレン穴、ポリ塩化ビニル穴、またはマイクロタイター穴と抗体を
（例えば、共有）結合する「固相ラジオイムノアッセイ」を行うことによるものである。
抗体と結合した標識抗原の濃度を、既知濃度の抗原を有する試料に基づく標準曲線と比較
することによって、生体試料中の抗原の濃度を決定することができる。
【００５９】
　「免疫放射測定アッセイ」（ＩＲＭＡ）とは、抗体試薬を放射標識したイムノアッセイ
である。ＩＲＭＡは、タンパク質、例えばウサギ血清アルブミン（ＲＳＡ）との結合など
の技術による多価抗原結合体の作製を必要とする。多価抗原結合体は、１分子当たりに少
なくとも２つの抗原残基を有さなければならず、抗原残基は、少なくとも２つの抗体によ
る抗原との結合が可能であるほど十分に離れていなければならない。例えば、ＩＲＭＡで
は、多価抗原結合体を、プラスチック球体などの固体表面と結合することができる。標識
していない「試料の」抗原、および抗原に対する放射標識した抗体を、多価抗原結合体で
被覆した球体を含む試験管に添加する。試料中の抗原は、抗原抗体結合部位について多価
抗原結合体と競合する。適当なインキュベーション時間の後、非結合反応物を洗浄により
除去し、固相上の放射活性の量を決定する。結合した放射性抗体の量は、試料中の抗原の
濃度に反比例する。
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【００６０】
　最も一般的なエンザイムイムノアッセイは、「酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ
）」である。ＥＬＩＳＡは、標識された（例えば、酵素が結合した）形態の抗体を使用し
て抗原の濃度を検出し測定する技術である。様々な形のＥＬＩＳＡがあり、それらは当業
者に周知である。ＥＬＩＳＡについて当技術分野で知られている標準的な技術は、”Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｄｉａｇｎｏｓｉｓ”，　２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ、Ｒ
ｏｓｅおよびＢｉｇａｚｚｉ編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、１９８０年；Ｃ
ａｍｐｂｅｌｌら、”Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ”、Ｗ．　Ａ．　
Ｂｅｎｊａｍｉｎ，　Ｉｎｃ．、１９６４年；およびＯｅｌｌｅｒｉｃｈ，　Ｍ．、１９
８４年、Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｃｈｅｍ．　Ｃｌｉｎ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２２：８９５
～９０４に記載されている。
【００６１】
　「サンドイッチＥＬＩＳＡ」では、抗体（例えば、抗シスタチンＢ、抗シャペロニン１
０、または抗プロフィリン）を固相（すなわち、マイクロタイタープレート）に結合し、
抗原（例えば、シスタチンＢ、シャペロニン１０、および／またはプロフィリン）を含む
生体試料にそれをさらす。次いで、固相を洗浄して、結合しなかった抗原を除去する。次
いで、（例えば、酵素が結合した）標識抗体を、（存在する場合）結合している抗原と結
合して、抗体－抗原－抗体のサンドイッチを形成させる。抗体と結合することができる酵
素の例は、アルカリ性ホスファターゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、ルシフェラーゼ、
ウレアーゼ、およびＢ－ガラクトシダーゼである。酵素結合抗体が基質と反応して、測定
することができる着色反応産物が生じる。
【００６２】
　「競合的ＥＬＩＳＡ」では、抗体を、抗原（すなわち、少なくとも１種の上皮性癌バイ
オマーカー）を含む試料とともにインキュベートする。次いで、抗原と抗体の混合物を、
抗原（すなわち、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカー）で被覆した固相（例えば、
マイクロタイタープレート）と接触させる。試料中に存在する抗原が多いほど、固相との
結合に利用可能となる遊離抗体が少ない。次いで、標識された（例えば、酵素が結合した
）二次抗体を固相に添加して、固相に結合した一次抗体の量を決定する。
【００６３】
　「免疫組織化学アッセイ」では、アッセイを行うタンパク質に特異的な抗体に組織をさ
らすことにより、特定のタンパク質について組織切片を試験する。次いで、存在するタン
パク質の存在および量を決定するいくつかの方法のいずれかによって抗体を視覚化する。
抗体の視覚化に使用する方法の例は、例えば、抗体と結合した酵素（例えば、ルシフェラ
ーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、またはβ－ガラクトシ
ダーゼ）による方法、または化学的方法（例えば、ＤＡＢ／基質色素原）である。組織マ
イクロアレイを本発明の方法で使用することができることも意図されている。
【００６４】
　実施者の好みに従って、本開示に基づいて、他の技術を使用して少なくとも１種の上皮
性癌バイオマーカーを検出することができる。そのような技術の１つは、ウェスタンブロ
ット法（Ｔｏｗｂｉｎ　ｅｔ　ａｔ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．
　７６：４３５０　（１９７９年））であり、適切に処理した試料をＳＤＳ－ＰＡＧＥゲ
ル上で泳動し、その後それをニトロセルロースフィルターなどの固体支持体に移す。次い
で、検出可能となるように標識した抗バイオマーカー抗体を使用して、少なくとも１種の
上皮性癌バイオマーカーのレベルを評価することができ、検出可能な標識のシグナルの強
度は、存在するバイオマーカーの量に対応する。例えば、デンシトメトリーによってレベ
ルを定量化することができる。
【００６５】
　（質量分析法）
　さらに、ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ（飛行時間）、ＳＥＬＤＩ／ＴＯＦ、液体クロマトグラフ
ィー－質量分析法（ＬＣ－ＭＳ）、ガスクロマトグラフィー－質量分析法（ＧＣ－ＭＳ）



(13) JP 2008-529008 A 2008.7.31

10

20

30

40

50

、高速液体クロマトグラフィー－質量分析法（ＨＰＬＣ－ＭＳ）、キャピラリー電気泳動
－質量分析法、核磁気共鳴分析法、タンデム質量分析法（例えば、ＭＳ／ＭＳ、ＭＳ／Ｍ
Ｓ／ＭＳ、ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳなど）などの質量分析法を使用して、少なくとも１種の上
皮性癌バイオマーカーを検出することができる。例えば、参照により本明細書に組み込ま
れている、米国特許出願第２００３０１９９００１号、第２００３０１３４３０４号、第
２００３００７７６１６号を参照されたい。
【００６６】
　質量分析法は、当技術分野で周知であり、タンパク質などの生体分子の定量および／ま
たは同定に使用されている（例えば、Ｌｉら、（２０００年）、Ｔｉｂｔｅｃｈ、１８：
１５１～１６０；Ｒｏｗｌｅｙら、（２０００年）、Ｍｅｔｈｏｄｓ、２０：３８３～３
９７；ならびにＫｕｓｔｅｒおよびＭａｎｎ、（１９９８年）、Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．
　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌ．、８：３９３～４００を参照）。さらに、単離され
たタンパク質の少なくとも部分的なｄｅ　ｎｏｖｏ配列決定を可能にする質量分析技術が
開発されている。Ｃｈａｉｔら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２６２：８９～９２（１９９３年）；
Ｋｅｏｕｇｈら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ．、９６：７
１３１～６（１９９９年）；Ｂｅｒｇｍａｎ、ＥＸＳ、８８：１３３～４４（２０００年
）での総説。
【００６７】
　特定の実施形態では、気相イオン分光光度計を使用する。他の実施形態では、レーザー
脱離／イオン化質量分析法を使用して試料を分析する。現代のレーザー脱離／イオン化質
量分析法（「ＬＤＩ－ＭＳ」）は、２つの主要な変法：マトリックス支援レーザー脱離／
イオン化（「ＭＡＬＤＩ」）質量分析法および表面増強レーザー脱離／イオン化（「ＳＥ
ＬＤＩ」）で実施することができる。ＭＡＬＤＩでは、分析対象を、マトリックスを含む
溶液と混合し、１滴の液体を基質の表面上に置く。次いでマトリックス溶液を生体分子と
同時に結晶化する。基質を質量分析計中に挿入する。レーザーエネルギーを基質表面に誘
導し、そこでそれは脱離し、著しく断片化せずに生体分子をイオン化する。しかし、ＭＡ
ＬＤＩは、分析手段としての限界を有する。それは、試料を分画化する手段をもたらさず
、マトリックス物質は、特に低分子量の分析対象の検出を干渉し得る。例えば、米国特許
第５，１１８，９３７号（Ｈｉｌｌｅｎｋａｍｐら）、および米国特許第５，０４５，６
９４号（ＢｅａｖｉｓおよびＣｈａｉｔ）を参照されたい。
【００６８】
　ＳＥＬＤＩでは、基質表面を、それが脱離の過程に積極的に関与するものとなるように
修飾する。１つの変法では、対象とするタンパク質と選択的に結合する吸着および／また
は捕捉用試薬で表面を誘導体化する。他の変法では、レーザーを当てたときに脱離されな
いエネルギー吸収分子で表面を誘導体化する。他の変法では、対象とするタンパク質と結
合し、レーザーと衝突した後に壊れる光分解性の結合を含む分子で表面を誘導体化する。
これらの各方法で、誘導体化作用物質は一般に、試料を適用する基質表面上の特定の位置
に局在する。例えば、米国特許第５，７１９，０６０号およびＷＯ９８／５９３６１を参
照されたい。例えば、ＳＥＬＤＩ親和性表面を使用して分析対象を捕捉し、捕捉された分
析対象にマトリックスを含む液体を添加してエネルギー吸収物質を供給することによって
、その２つの方法を併用することもできる。
【００６９】
　質量分析計に関するさらなる情報を得るには、例えば、Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ，　３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ．、Ｓｋｏｏ
ｇ、Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈ
ｉａ、１９８５年；およびＫｉｒｋ－Ｏｔｈｍｅｒ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　４ｔｈ　ｅｄ．　Ｖｏｌ．　１５（Ｊｏｈ
ｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９５年）、１０７１～１０９４
頁を参照されたい。
【００７０】
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　マーカーの存在の検出では通常、シグナル強度の検出を行う。これは、基質と結合した
ポリペプチドの量および特徴を反映し得る。例えば、特定の実施形態では、第１の試料お
よび第２の試料のスペクトルからのピーク値のシグナル強度を（例えば、視覚的に、コン
ピュータ分析により、などで）比較して、特定の生体分子の相対量を決定することができ
る。Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄプログラム（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．、カリフォルニア州Ｆｒｅｍｏｎｔ）などのソフトウェアプログラ
ムを使用して、質量スペクトルを分析する際の助けとすることができる。質量分析計およ
びその技術は当業者に周知である。
【００７１】
　当業者は、質量分析計の任意の構成要素（例えば、脱離供給源、質量分析器、検出など
）および様々な試料調製物を、本明細書に記載されている他の適切な構成成分または調製
物、あるいは当技術分野で知られているものと組み合わせることができることを理解して
いる。例えば、いくつかの実施形態では、対照試料は重原子（例えば、１３Ｃ）を含んで
もよく、それによって、同じ質量分析法の実行中に試験試料を既知の対照試料と混合する
ことが可能となる。
【００７２】
　好ましい一実施形態では、レーザー脱離飛行時間型（ＴＯＦ）質量分析計を使用する。
レーザー脱離質量分析法では、マーカーが結合した基質を注入系に導入する。イオン化源
からのレーザーによりマーカーを脱離させ、気相中へとイオン化する。イオンの光学的な
集合によって、生じたイオンを収集し、次いで、飛行時間型質量分析器中で、短い高電圧
の領域を介してイオンを加速させ、それを高真空チャンバー中へと押し流す。高真空チャ
ンバーの遠端では、加速されたイオンが異なる時間に感度のよい検出器表面に衝突する。
飛行時間はイオンの質量の関数であるので、イオンの形成とイオンの検出器衝突との間の
経過時間を使用して、特定の質量対電荷比を有する分子の存在の有無を確認することがで
きる。
【００７３】
　いくつかの実施形態では、部分的に、プログラム可能なデジタルコンピュータでアルゴ
リズムを実行することによって、第１または第２の試料中に存在する１種または複数種の
生体分子の相対量を決定する。そのアルゴリズムは、第１の質量スペクトルおよび第２の
質量スペクトルにおける少なくとも１つのピーク値を識別する。次いで、そのアルゴリズ
ムは、第１の質量スペクトルのピーク値のシグナル強度を、質量スペクトルの第２の質量
スペクトルのピーク値のシグナル強度と比較する。相対シグナル強度は、第１および第２
の試料中に存在する生体分子の量を示すものである。既知の量の生体分子を含む標準試料
を第２の試料として分析して、第１の試料中に存在する生体分子の量をよりうまく定量化
することができる。特定の実施形態では、第１および第２の試料中の生体分子の同一性を
決定することもできる。
【００７４】
　好ましい一実施形態では、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレベルを、ＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって測定する。
【００７５】
　（抗体）
　本発明で使用する抗体は、商業的供給源から得ることができる。あるいは、上皮性癌バ
イオマーカーポリペプチド、または上皮性癌バイオマーカーポリペプチドの一部分に対し
て、抗体を産生させることができる。
【００７６】
　本発明で使用する抗体は、例えば、モノクローナル抗体の作製（Ｃａｍｐｂｅｌｌ，　
Ａ．　Ｍ．、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎ
ｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｅｒｓ、オランダＡｍｓｔｅｒｄａｍ（１９８４年）；Ｓｔ．　Ｇｒｏｔｈら、
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Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、（１９９０年）３５：１～２１；およびＫｏｚｂｏｒら、
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ、（１９８３年）４：７２）により抗体を作製する標
準的な方法を使用して作製することができる。抗体はまた、タンパク質の抗原性のある部
分を使用して、当技術分野で周知の方法によりファージディスプレイライブラリーなどの
抗体ライブラリーをスクリーニングすることによって容易に得ることもできる。例えば、
米国特許第　５，７０２，８９２号（Ｕ．Ｓ．Ａ．Ｈｅａｌｔｈ　＆　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅ
ｒｖｉｃｅｓ）およびＷＯ０１／１８０５８（Ｎｏｖｏｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉ
ｎｃ．）は、バクテリオファージディスプレイライブラリーおよび抗体の結合ドメイン断
片を作製するための選択法を開示している。
【００７７】
　（検出キット）
　本発明はまた、膀胱癌を検出し、その予後評価を行い、浸潤性膀胱癌を診断するための
市販キットをも対象とする。キットは、当業者に周知のどんな構成のものでもよく、少な
くとも１種の上皮性癌バイオマーカーを検出する本発明に記載の１つまたは複数の方法を
行うのに有用である。キットは、それが生体試料中の少なくとも１種の上皮性癌バイオマ
ーカーを検出するアッセイを行うための全部ではないが多くの不可欠な試薬を供給する点
で便利である。さらに、好ましくは、試験の結果を定量化し、または検証することができ
るように、所定の量の少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのタンパク質や核酸など
、キット中に含まれる１種または複数種の標準物質と同時にアッセイを行う。
【００７８】
　キットは、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカータンパク質と選択的に結合する抗
体や抗体の断片などの少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーのレベルを検出する手段
を含む。診断アッセイキットは、少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーに特異的な抗
体が患者試料中のバイオマーカーを捕捉し、他のＡＤＡＭ特異的抗体を使用して、捕捉さ
れた少なくとも１種の上皮性癌バイオマーカーを検出する標準的な２種の抗体が結合する
形式で優先的に処方される。例えば、捕捉用抗体を、固相、例えば、アッセイプレート、
アッセイ穴、ニトロセルロース膜、ビーズ、試験紙、または溶出カラムの構成成分の上に
固定化する。二次抗体、すなわち検出用抗体には通常、熱量測定用作用物質や放射性同位
体などの検出可能な標識でタグを付けている。
【００７９】
　好ましい一実施形態では、キットは、尿の試料中の少なくとも１種の上皮性癌バイオマ
ーカーのレベルを検出する手段を含む。具体的な実施形態では、キットは、上皮性癌バイ
オマーカータンパク質と特異的に結合する少なくとも１種の抗上皮性癌バイオマーカー抗
体または断片がその上に固定化された「試験紙」を含む。次いで、特異的に結合した上皮
性癌バイオマーカータンパク質を、例えば、熱量測定用作用物質または放射性同位体で検
出可能となるように標識された二次抗体を使用して検出することができる。
【００８０】
　他の実施形態では、アッセイキットは、（それだけに限らないが）下記の技術：競合的
なアッセイおよび非競合的なアッセイ、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、生物発光およ
び化学発光アッセイ、蛍光アッセイ、サンドイッチアッセイ、免疫放射測定アッセイ、ド
ットブロット、ＥＬＩＳＡを含めた酵素結合アッセイ、マイクロタイタープレート、およ
び免疫組織化学を使用してよい。各キットについて、アッセイの範囲、感度、正確性、信
頼性、特異性および再現性は、当業者に周知の手段によって確立されている。
【００８１】
　上記に記載のアッセイキットはさらに、使用説明書、および尿試料を保持する容器を提
供する。
【００８２】
　上記または下記で引用した参照文献はすべて、参照により本明細書に組み込まれている
。
【００８３】
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　下記の実施例により、本発明をさらに説明する。
【００８４】
　これらの実施例は、本発明を理解する際の助けとなるように提供するものであり、それ
を限定するものとは解釈されない。
【実施例】
【００８５】
　（実施例１）
　（移行上皮癌におけるバイオマーカー発見のための排出尿、膀胱癌の組織および細胞系
統のプロテオーム分析）
　（序論）
　上皮起源の癌の診断および管理の際に助けとなる新たなバイオマーカーが必要である。
上皮性癌バイオマーカーを発見し分析するための優秀な媒体として尿を使用することがで
きる。二次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動（２Ｄ　ＰＡＧＥ）によるプロテオーム分
析は、ヒト検体のプロテオームを分析するのに有効な手段の１つである。２Ｄ　ＰＡＧＥ
を利用して、バイオマーカー発見の方法として排出尿、ヒト膀胱の腫瘍および正常組織、
およびヒト由来の膀胱癌細胞系統を分析する。
【００８６】
　（方法）
　（尿）
　ＩＲＢにより承認された治験計画書の下で、生検を伴う、診断のための膀胱鏡検査前の
患者６３名、および膀胱癌である臨床的証拠が認められず悪性腫瘍の病歴がない、年齢を
合わせた対照患者２２名から排出尿検体を収集した。全尿タンパク質を単離し定量した。
個々の患者から同量のタンパク質を貯留し、３つの群にした：１．Ｔａ期、高悪性度；２
．Ｔａ期、低悪性度；３．正常対照。８名の患者が各群に含まれていた。各群から合計４
０ｎｇのタンパク質（患者１名当たり５ｎｇ）を、２Ｄ　ＰＡＧＥによって分析し比較し
た。
【００８７】
　（組織）
　ＩＲＢにより承認された治験計画書の下で、膀胱腫瘍組織および正常な尿路上皮を、Ｔ
３Ｎ１Ｍ０期の移行上皮癌患者の膀胱切除検体から採取した。組織検体を液体窒素中で直
ちに凍結し、次いで全タンパク質を単離し定量した。それぞれの腫瘍および正常組織から
４０ｎｇのタンパク質を、２Ｄ　ＰＡＧＥによって分析し比較した。
【００８８】
　（細胞系統）
　以前に記載されている２種の細胞系統から分画化タンパク質を単離した：１．ＭＧＨ－
Ｕ１、膀胱の高悪性度移行上皮癌から培養され、ヌードマウス中で高度な腫瘍原性がある
；２．ＭＧＨ－Ｕ４、重度の尿路上皮異型を有する患者から培養され、ヌードマウス中で
非腫瘍原性である。各細胞系統の細胞質、核および膜タンパク質の各分画４０ｎｇを、２
Ｄ　ＰＡＧＥによって分析し比較した。
【００８９】
　上記の検体すべてで、独特のタンパク質のスポットを単離し、液体クロマトグラフィー
質量分析－質量分析法（ＬＣＭＳ－ＭＳ）によってそれを分析した。
【００９０】
　（結果）
　２Ｄ　ＰＡＧＥによる分析から、尿検体の３群を通じて、通常のまたは正常な尿のプロ
テオームを表す、通常の分子量（ＭＷ）および等電点（ｐＩ）にあるいくつかのタンパク
質のスポットが明らかとなった。同様に、組織検体について、また細胞系統についても通
常のプロテオームスペクトルが示された。Ｔａ高悪性度の患者の尿、腫瘍組織およびＭＧ
Ｈ－Ｕ１細胞系統のプロテオームスペクトルから、ＭＷ１０～１５ｋＤ、ｐＩ８～１０に
あるいくつかの類似したペプチドのスポットが明らかとなり、それらは存在せず、または
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それから、これらのタンパク質のうち３つが、シスタチンＢという内因性システインタン
パク質分解酵素阻害因子、シャペロニン１０という熱ショックタンパク質、およびプロフ
ィリンという細胞骨格タンパク質であると同定された。
【００９１】
　（結論）
　本発明者らは、上皮起源の癌の新規バイオマーカー３種の発見を実証した。
【００９２】
　（実施例２）
　（膀胱癌組織中でのシスタチンＢの免疫染色）
　（方法）
　正常な膀胱および膀胱癌組織を、マウスモノクローナル抗シスタチンＢ抗体を使用して
免疫染色し、ヘマトキシリンで対比染色した。膀胱癌組織マイクロアレイＢＬ８０１（Ｕ
Ｓ　Ｂｉｏｍａｘ　Ｉｎｃ、メリーランド州Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ）を使用して免疫染色を
行った。組織に脱パラフィン処理を行い、３％過酸化水素のメタノール溶液中で内因性過
酸化物のブロッキング処理を行い、Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｕｎｍａｓｋｉｎｇ　Ｓｏｌｕｔｉ
ｏｎを使用してマイクロウェーブ抗原賦活化を行った。５％正常ウマ血清を使用してブロ
ッキング処理を行い、アビジン／ビオチンキットを使用して内因性ビオチンのブロッキン
グ処理を行った。マウスモノクローナル抗シスタチンＢ／ステフィンＢ抗体、クローンＡ
６／２（ＧｅｎｅＴｅｘ，　Ｉｎｃ、テキサス州Ｓａｎ　Ａｎｔｏｎｉｏ）、その後抗マ
ウスビオチン化二次抗体とともに組織をインキュベートし、ＡＢＣキットを使用してそれ
を増幅し、ＤＡＢを使用して発色させた。Ｇｉｌｌ’ｓ　Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ　＃３
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、ミズーリ州Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ）を使用して組織を対比
染色し、Ｔａｃｈａ’ｓ　Ｂｌｕｉｎｇ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂｉｏｃａｒｅ、カリフォ
ルニア州Ｃｏｎｃｏｒｄ）を使用して青色に染色した。言及したもの以外、試薬はすべて
、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、カリフォルニア州Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅか
ら購入した。画像はすべて、同じ露出時間で取得した。
【００９３】
　（結果）
　膀胱癌である個人の試料中のシスタチンＢのレベルは、正常な膀胱組織の試料中で観察
されるレベルより有意に高かった。
【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１】図１は、上皮性癌バイオマーカーの発見に対するアプローチを示す流れ図である
。
【図２】図２は、多数の潜在的なスポットを明らかにする浸潤性膀胱腫瘍組織と正常膀胱
組織の比較２Ｄｐａｇｅを示す。円で囲ったスポットは、質量分析法によりシスタチンＢ
であると同定された。
【図３】図３は、排出尿検体中で検出されたシスタチンＢの半定量ウェスタンブロット分
析の結果を描くグラフを示す。
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