
(57)【要約】

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、癌を診断する方法を包含する

。また、本発明は、サバイビンポリペプチド又はサバイ

ビン核酸を検出する一つ以上の作用物質と、検査のため

に生物学的流体を集めるための容器とを備えるキットを

提供する。
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【 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 流 体 サ ン プ ル を ア ッ セ イ す る ス テ
ッ プ を 含 む 、 患 者 の 癌 を 診 断 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 癌 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
生 物 学 的 流 体 が 尿 又 は 血 清 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
癌 が 尿 生 殖 路 に 侵 襲 す る あ ら ゆ る 癌 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
尿 生 殖 路 癌 が 、 膀 胱 又 は 前 立 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
膀 胱 又 は 前 立 腺 癌 が 、 Ｃ Ｉ Ｓ と グ レ ー ド 付 け ら れ て い る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
膀 胱 又 は 前 立 腺 癌 が 、 い か な る グ レ ー ド 又 は ス テ ー ジ で も あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
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 ８ 】
作 用 物 質 が ラ ベ ル で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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 ８ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
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 １ １ 】
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 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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 １ ４ 】
ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ が 、 バ イ オ ド ッ ト Ｓ Ｆ モ ジ ュ ー ル を 使 用 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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 １ ６ 】
核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 又 は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 、 請 求 項
１ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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 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 作 用 物 質 と を 備 え る 、 前 記 キ
ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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 １ ７ に 記 載
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の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
作 用 物 質 が ラ ベ ル で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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 １ ８ に 記 載
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
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 １ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
サ バ イ ビ ン の 存 在 を 分 析 す る 手 段 を 更 に 備 え る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
癌 が 膀 胱 又 は 前 立 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
生 物 学 的 流 体 が 尿 又 は 血 清 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
患 者 の 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 流 体 サ ン プ ル 中 の サ バ イ ビ ン の 量 を 数 量 化 す る ス テ ッ プ と 、
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 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
患 者 の 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 流 体 サ ン プ ル 中 の サ バ イ ビ ン の 量 を 数 量 化 す る ス テ ッ プ と 、
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 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
患 者 の 癌 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 癌 の グ レ ー ド を 決 定 す る た め に 、 患 者 か ら の
生 物 学 的 流 体 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 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
生 物 学 的 流 体 が 、 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 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
癌 が 、 サ バ イ ビ ン を 発 現 す る あ ら ゆ る 癌 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
癌 が 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 乳 癌 、 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 結 直 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 尿 生 殖 路 癌 、 前 立 腺 癌 、
腎 癌 及 び 膀 胱 癌 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
癌 が 、 新 発 症 癌 又 は 再 発 癌 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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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 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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 ４
０ ０ ０ ケ ー ス を 超 え る 新 症 例 が あ り １ １ ２ ０ ０ 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 ８ ０ ％ 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., ABC
 of Urology: Urological Malignancies-II: Urothelial Tumors. BMJ, 1996, 312: 1090
-1094） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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 （ Ｃ ｙ ｔ ｏ ｘ ａ 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 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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 （ Badalament
 et al., Cancer, 1987, 59(12): 2078; Cohen et al., Urologic Clinics of North Ame
rica, 1992, 19(3): 421） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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 （ Ｉ Ｖ Ｐ ） 又 は 回 帰 性 の 腎 盂 Ｘ 線 像 に よ っ て 最 も 評
価 さ れ て い る 。 Ｉ Ｖ Ｐ 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 Ｉ Ｖ Ｐ 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 検
査 の と き に 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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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 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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 。
【 ０ ０ １ １ 】
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 、 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ シ ス テ ム （ the Jewett-Strong-Marshall syste
m） 及 び Ｔ Ｎ Ｍ シ ス テ ム で あ る 。 Ａ Ｄ Ｃ Ｄ 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 、 Ａ １ 、 Ｂ ２ 等 で あ る 。 Ｔ Ｎ Ｍ 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 Ｔ ２ ａ
Ｎ ０ Ｍ ０ 。 例 え ば 、 Ｔ ａ は 、 非 侵 襲 性 乳 頭 癌 を 示 し 、 Ｔ ｉ ｓ は 、 上 皮 内 癌 を 示 し 、 Ｔ １ は
、 上 皮 下 結 合 組 織 に 侵 入 し て い る 腫 瘍 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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 、 Ｉ Ｉ 又 は Ｉ Ｉ Ｉ ） 。
幾 人 か の 病 理 学 者 は 、 ４ レ ベ ル （ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ 及 び Ｉ Ｖ ） 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 、 Ｉ Ｉ ／ Ｉ Ｉ Ｉ 又 は Ｉ Ｉ ／ Ｉ Ｖ 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 。 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 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
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 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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 、 ７ ５ 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 、 ４ ０ 歳 未 満 の 男 性 で は め っ た
に 見 ら れ な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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 （ Ｂ Ｐ Ｈ ） に 関 連 し
て は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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 、 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ シ ス テ ム 又 は Ｔ Ｎ Ｍ 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 、 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 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
、 Ｔ Ｎ Ｍ 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
。
【 ０ ０ １ ８ 】
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 （ Ｇ ｌ ｅ ａ ｓ ｏ ｎ 　 ｇ ｒ ａ ｄ ｉ ｎ ｇ 　 ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ） 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 １ ０ 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 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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 （ Ｉ Ａ Ｐ ） 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー （ Deveraux et al., G
enes 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 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
サ バ イ ビ ン は 、 単 一 の 部 分 的 に 保 存 さ れ た Ｂ Ｉ Ｒ （ baculovirus IAP repeats） ド メ イ ン
と 、 Ｒ Ｎ Ｇ 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 １
６ ． ５ ｋ Ｄ ａ 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 （ Ｉ Ｌ － 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 a
l., Nat. Med 1997, 3:917-921） 。 全 体 的 配 列 保 存 、 Ｃ 末 端 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ フ ィ ン ガ ー の 不 在 及
び 単 一 の 部 分 的 に 保 存 さ れ た Ｂ Ｉ Ｒ ド メ イ ン の 存 在 に 基 づ く と 、 サ バ イ ビ ン は 、 最 も か す
か に 関 連 し た Ｉ Ａ Ｐ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で あ り 、 Ｎ Ａ Ｉ Ｐ （ neuronal apoptosis inhibit
ory protein; Roy et al., Cell, 1995, 80:167-178） と 高 度 の 類 似 の 程 度 を 共 有 し て い
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る 。 更 に 、 他 の Ｉ Ａ Ｐ 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 ～ ５ ０ ％
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; Lara 
et al., Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., 1999, 43:1015-19） 、 サ バ イ ビ ン は 、 ７
８ ％ 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, 34
1:452-53） 。 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, 19:617-
23; Tanaka et al., Clin. Cancer Res., 2000, 6: 127-34; Monzo et al., J. Clin. On
col., 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. N
orth 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 （
３ ０ － ４ ０ ％ ） 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 】
【 ０ ０ ２ １ 】
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 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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 、 Ｃ Ｉ Ｓ 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 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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
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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 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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 Ｓ Ｆ モ ジ ュ ー ル （ Bio-Dot SF module
） に よ っ て サ バ イ ビ ン が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 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 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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: 645-59
） 。 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 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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 （ ４ ６ ／ ４ ６ ） 、 正 常 な ボ ラ ン テ ィ ア で は 見 つ か ら ず （ ０ ／
１ ７ ） 、 他 の 泌 尿 器 学 的 癌 を 持 つ 患 者 で も 見 つ か ら ず （ ０ ／ ３ ０ ） 、 非 新 生 物 尿 生 殖 器 障
害 を 持 つ 患 者 で は 、 ほ ん の ４ ／ ３ ０ 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 （ ３ ２ ／ ３ ５ ） で あ る と い う 知 見 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Ｉ Ｉ ． 特 定 の 実 施 形 態
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 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
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 、 Ｐ Ｃ Ｒ 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 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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 － ２ ０ ℃ （ さ ら に 好 ま し く は － ８
０ ℃ ） で 凍 結 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 分 析 の 直 前 に 、 ３ ７ ℃ 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 、 － ８ ０ ℃ 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 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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 、 Ｐ ３ ４ ｃ ｄ ｃ ２ サ イ ク リ ン
Ｂ １ 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 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

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 。 Ｌ ｕ 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） 。 Ｇ ｒ ｏ ｓ ｓ ｍ ａ ｎ 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） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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 Immunolo
gy, 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 １ ０ ５ Ｍ － 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 １ ０ ７ Ｍ － 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 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
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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 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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 、 Ｈ ｕ ｓ ｅ 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 Biochemis
try and Molecular Biology, 1985 Volume 13, Elsevier Science Publishers, Amsterda
m 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 ａ
ｂ 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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 、 Ｋ ｏ ｈ ｌ ｅ ｒ 及 び Ｍ ｉ ｌ ｓ ｔ ｅ
ｉ ｎ （ 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 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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 、 Ｓ ｔ ｕ ａ ｒ ｔ 及 び Ｙ ｏ ｕ ｎ ｇ に よ っ て ”
Solid Phase Peptide Synthesis” , Second Edition, Pierce Chemical Company (1984) 
に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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 An
tibodies: Principles and Practice, 2d ed., pp. 104-126, Orland, Fla., Academic P
ress） 。 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 、 Ｆ ｖ 、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 （ Harlow and Lane, 1998, Antibody Cold Sprin
g 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
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抗 体 を 使 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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 （ fluo
rogenic 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 ４ ６ ７ １ ９ ５ ８ 号 、 第 ４ ７ ４ １ ９ ０ ０ 号 及 び 第 ４ ８ ６ ７ ９ ７ ３ 号 に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
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 Ｄ Ｎ Ａ 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 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

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 、
Ｐ ３ ４ ｃ ｄ ｃ ２ サ イ ク リ ン Ｂ １ 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 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

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 。 Ａ ｍ ｂ ｒ ｏ ｓ ｉ ｎ ｉ 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 、 Ａ ｍ ｂ ｒ ｏ ｓ ｉ ｎ ｉ 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 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 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
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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 ） 、 ｄ Ａ （ デ オ キ シ ア デ ニ ン ） 、 Ｇ （ グ ア ニ ン ） 、 ｄ Ｇ （ デ オ キ シ グ ア ニ ン ） 、
Ｃ （ シ ト シ ン ） 、 ｄ Ｃ （ 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 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 組 み 換 え Ｄ Ｎ 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 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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 － １ ０ ０ 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 、 １ ５ － ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 に あ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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 Ｄ Ｎ Ａ 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 、 ３ ５ Ｓ 又 は ３

２ Ｐ で ） ラ ベ ル 化 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 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 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
３ ． サ バ イ ビ ン を 検 出 す る 作 用 物 質

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 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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
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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 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ｓ ） 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 、 ３ ２ Ｐ 、 １ ２ ５ Ｉ 、 ３ Ｈ 及 び １ ４ Ｐ 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 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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 １ ０ ０ か ら １ ０ ０ ０ 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 、 Ｗ ｅ ｅ ｋ ｓ 等 （ Methods in Enzymology, 1983, 133: 366-387） 、 Ｋ ａ ｗ ａ ｇ
ｕ ｉ ｃ ｈ ｉ 　 等 （ Stabilized phenyl Acridinium Esters For Chemiluminescent Immunoa
ssay-Bioluminescence and Chemiluminescence, Proceedings of 9 t h  International Sym
posium 1996, Edited by Hastings, Kricka and Stanley, Jon Wiley & Sons, 1997, pp.
480-484） 、 及 び 米 国 特 許 第 ５ ４ ６ ８ ６ ４ ６ 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 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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 。 １ ９ ９ ３ 年 ５ 月 １ ３ 日 に 発 行 さ れ た Ｐ Ｃ 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 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
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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 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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 ９ ６ 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 、 ９ ６ 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 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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 （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） 、 又 は 本 技
術 分 野 で 知 ら れ る 他 の ア ッ セ イ 、 で 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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 Applicat
ions 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 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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 Cloni
ng, A Laboratory Manual, 1989, Vol., 3, Chapter 18, Cold Spring Harbor Laborator
y） 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で は 、 サ ン プ ル は Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 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 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

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 （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 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 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 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 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 決 定 す る た め に 使 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
サ バ イ ビ ン Ｄ Ｎ Ａ 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 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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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 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 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 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ５ Ｘ Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ２ Ｘ 　 Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ ´ ｓ 溶 液 、
４ ２ ℃ に て ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Maniatis 等 （ 1
982, 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 Ｒ Ｎ Ａ 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 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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 ４
５ ８ ２ ７ ８ ９ 号 及 び 第 ４ ６ １ ７ ２ ６ １ 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 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 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 ４ ６ ８ ３ １ ９ ５ 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 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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 Ｐ Ｃ Ｒ の 特 定 例 は 、 逆 転
写 Ｐ Ｃ Ｒ （ RT-PCR; Saiki et al., Science, 1985, 230: 1350; Scharf et al., Science
, 1986, 223: 1076） で あ る 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に は 、 生 物 学 的 流 体 か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ 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 Ｒ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ る こ と 、 プ ラ イ
マ ー を 使 っ て 逆 転 写 に よ り Ｒ Ｎ Ａ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー を 生 じ る こ と 、 特 定 の プ ラ イ マ ー を 使
っ て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ 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 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 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 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ で あ る ： 配 列 番 号 １ 及 び ２ 、 並 び に 、 配 列
番 号 ３ 及 び ４ 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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
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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 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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 Ｒ Ｎ Ａ 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 Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｐ Ｃ Ｒ を 実 行 す る た め の 手
段 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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: 882
-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 a
l., Cancer Res., 1998, 58: 5071-74; Swana et al., N. Engl. J. Med., 1999, 341:45
2-53） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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 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 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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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 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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 。 Ｃ Ｉ Ｓ 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 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 上 皮 内 癌 （ Ｃ Ｉ Ｓ ） 」 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 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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 、 １ ５ 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 ４ ７ ． ６ ± ２ ０ ． ８ の 正 常 な 健 常 ボ ラ ン テ ィ ア で あ る （ ｎ ＝ １ ７ ） 。
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 ６ ０ ． ０ ± １ ８ ． １
の 患 者 で あ る （ ｎ ＝ ３ ０ ） 。 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 ７ １ ． ５ ± ９ ． ９ の 患 者 で あ る （ ｎ ＝ ３ ０ ） 。 グ ル ー プ ４ は 、 新 発 症 又 は 再 発 膀
胱 癌 と 診 断 さ れ た 平 均 年 齢 が ６ ９ ． ７ ± ８ ． ７ の 患 者 で あ る （ ｎ ＝ ４ ６ ） 。 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 ７ ６ ． 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 （ Ｂ Ｃ Ｇ ） 、 チ オ テ
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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 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
（ 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 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

４ ８ 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 －
８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 分 析 の 日 に 、 ２ ０ ０ ０ ０ × ｇ で ２ ０ 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 ． ２ μ ｍ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ バ イ オ ラ ッ ド 研 究 所 、 ヘ ラ ク
レ ス 、 Ｃ Ａ ） を 用 い て バ イ オ ド ッ ト 微 量 濾 過 装 置 を 組 み 立 て 、 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 塩 溶 液
（ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で 湿 ら せ た 。 そ の 後 、 標 準 と し て （ ０ ． ０ ０ １ － １ ． ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ３ ０
０ μ ｌ の Ｔ Ｂ Ｓ 中 の Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 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 （ ３ ０ ０ μ ｌ ） 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 １ ２ 時 間 に わ た っ て 、 ５ ％ ブ ロ ッ ト 及 び ０ ． ０ １ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム の Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ
Ｈ ７ ． ４ ） 中 で ブ ロ ッ ク し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ （ ０ ． ２ ５ ％ ） 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） ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 膜 を イ ン キ ュ ウ ベ ー ト し 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ
ｗ ｅ ｅ ｎ で 洗 い 、 そ し て ２ ２ ℃ 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 Ｉ ｇ Ｇ （ Amersham Biotech, Piscataway, NJ） の １ ： １ ０ ０ ０ 稀
釈 で イ ン キ ュ ウ ベ ー ト し た 。 １ ０ 分 間 に わ た っ て Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 、 ５ 分 間 に わ た っ て Ｐ Ｂ Ｓ
－ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ で ２ 回 、 そ し て ５ 分 間 に わ た っ て Ｐ Ｂ Ｓ 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 ． ０ ０ １ － ０ ． ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ； ２ ＝ ０ ． ２ ５ － １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ； ３ ＝ ＞ １ μ ｇ
／ ｍ ｌ 。 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 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

２ ２ ℃ で １ ０ 分 間 に わ た っ て １ ２ ０ ０ × ｇ で 尿 検 体 （ １ ０ ０ ｍ ｌ ） を 遠 心 分 離 に か け た 。
そ し て 、 Ｔ Ｂ Ｓ 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
％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ － Ｘ １ ０ ０ 中 で 、 ４ ℃ で ３ ０ 分 間 に わ た っ て 可 溶 化 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ 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） １ μ ｇ
／ ｍ ｌ 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 （ Ｈ Ｒ Ｐ
） 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ で イ ン キ ュ ウ ベ ー ト し 、 そ し て 化 学 発 光 法 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

５ ０ ｍ ｌ 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 １ ５ 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 。 Ｔ ｒ ｉ ｚ ｏ ｌ 試 薬 （ Life Technologie
s, Inc., Gaithersburg, MD, USA） を 使 っ て 尿 ペ レ ッ ト か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ を 分 離 し た 。 ４ ２ ℃
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実 施 例 １
バ イ オ ド ッ ト Ｓ Ｆ モ ジ ュ ー ル を 用 い た 尿 サ バ イ ビ ン の 検 出

実 施 例 ２
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

実 施 例 ３
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ



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） １ μ ｌ を 使 っ て 、 １ － ５ μ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ の ラ ン ダ ム プ ラ
イ ミ ン グ に よ っ て 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 ７ ０ ℃ で １ ５ 分 に わ た っ て 加 熱 し た 後 、 サ
バ イ ビ ン プ ラ イ マ ー ５ ´ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ａ － ３ ´ （ フ ォ ワ
ー ド ； 配 列 番 号 １ ） 及 び ５ ´ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ － ３ ´ （ リ
バ ー ス ； 配 列 番 号 ２ ） を 用 い て 、 ９ ４ ℃ で １ ５ 秒 間 に わ た っ て 変 性 さ せ 、 ５ ３ ℃ で １ ５ 秒
間 に わ た っ て ア ニ － リ ン グ し 、 ７ ２ ℃ で １ 分 間 の 間 ２ ０ サ イ ク ル に わ た っ て 伸 張 さ せ 、 続
け て ７ ２ ℃ 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 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ４ ６ ３ ベ ー ス ペ ア （ ｂ ｐ ） 断 片 を 、 サ バ イ ビ ン の ネ ス ト プ ラ イ マ ー ５
´ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ － ３ ´ （ フ ォ ワ ー ド ； 配 列 番 号 ３ ） 及
び ５ ´ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ － ３ ´ （ リ バ ー ス ； 配 列 番 号 ４ ） を 用 い
て 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 間 に わ た っ て 変 性 さ せ 、 ６ ０ ℃ で ３ ０ 秒 間 に わ た っ て ア ニ － リ ン グ し
、 ７ ２ ℃ で ４ ５ 秒 間 の 間 ３ ０ サ イ ク ル に わ た っ て 伸 張 さ せ 、 続 け て ７ ２ ℃ 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 。 ２ ７ ９ ｂ ｐ の 増 幅 さ れ た
サ バ イ ビ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ 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 ´ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｃ
Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ － ３ ´ （ フ ォ ワ ー ド ； 配 列 番 号 ５ ） 及 び ５ ´ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ
Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ ´ （ リ バ ー ス ； 配 列 番 号 ６ ） を 使 っ て 、 ３ ０ ９ ｂ ｐ 断 片 の ジ ェ ネ レ ー シ
ョ ン で 増 幅 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

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 １ ５ ８ 試 料 の う ち の １ ３
８ で 実 施 し た （ 表 １ ） 。 ２ ０ 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 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｔ 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 ／ １ ６ ） 、 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 Ｐ Ｓ Ａ 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 、 trab
eculated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 ／ １ ９ ） 、 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 （ ３ １ ／ ３ １ ） 全 員 で 尿 サ バ イ ビ ン が
検 出 さ れ た （ 表 １ ） 。 バ イ オ ド ッ ト Ｓ Ｆ に よ り 尿 サ バ イ ビ ン に つ い て 分 析 さ れ た ３ １ 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 Ｉ Ｖ ） の ４ グ ル ー プ は 、 グ レ ー ド Ｉ
Ｉ 腫 瘍 が １ ３ 人 、 グ レ ー ド Ｉ Ｉ Ｉ 腫 瘍 が ７ 人 、 グ レ ー ド Ｉ Ｖ 腫 瘍 が ５ 人 を 含 ん だ 。 上 皮 内
癌 （ carcinoma in situ, Ｃ Ｉ Ｓ ） 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 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ９ ９ 】
バ イ オ ド ッ ト Ｓ Ｆ に よ っ て 分 析 さ れ た グ ル ー プ ５ の ３ ３ 人 の 患 者 の う ち の ３ ０ 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 ３ ０ 人 の 患 者 の う ち の ５ 人 は 、
Ｂ Ｃ Ｇ を 受 け て お り ３ － ５ 回 の 処 置 を 完 了 し て い た 。 他 の ２ ５ 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 。
【 ０ １ ０ ０ 】
サ バ イ ビ ン 荷 重 ス コ ア に つ い て 正 規 化 し た 場 合 、 Ｃ Ｉ Ｓ 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 Ｉ Ｉ 膀 胱 癌 患 者 の ス コ ア （ １ ． ３ … .０ ． ６ 、 ｎ
＝ １ ３ ） 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 。
【 ０ １ ０ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ １ ０ ３ 】
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 １ ６ ． ５ Ｋ Ｄ ａ 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 ）
。
【 ０ １ ０ ４ 】
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 １ ５ 人 に つ い て 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 尿 サ バ イ ビ ン 分 析 を し た 。 ２ ７
９ ｂ ｐ サ バ イ ビ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 膀 胱 癌 の 新 患 者 １ ５ 人 全 員 の 尿 細 胞 ペ レ ッ ト か ら 増 幅 し た
（ １ ５ ／ １ ５ ） （ 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 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 無 か っ た （ 図 ３ ） 。 コ ン ト ロ ー ル 実 験 に お い て は 、
３ ０ ９ ｂ ｐ β ア ク チ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ 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 ） 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 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 Ｉ Ｉ 腫 瘍 の 患 者 が ５ 人 、 グ レ ー ド Ｉ Ｉ Ｉ の 患 者 が １ 人 、 グ レ ー ド Ｉ Ｖ
の 患 者 が ６ 人 及 び Ｃ Ｉ Ｓ 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 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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 １ ０ ０ ％ 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 ９ ５ ％ で あ っ た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ２ ） 。 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, 161:388-
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 。
【 ０ １ ０ ６ 】

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 （ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 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 、 Ｈ Ｒ Ｐ － 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 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 さ せ た 。
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実 施 例 ４
患 者 の 血 清 中 で の サ バ イ ビ ン 検 出



【 ０ １ ０ ７ 】
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 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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 】
【 ０ １ ０ ９ 】
【 図 １ 】 バ イ オ ド ッ ト Ｓ Ｆ 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 （ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 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 Ｈ Ｒ Ｐ － 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 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 。 Ｔ Ｃ Ｃ 、 膀 胱 癌 （ グ ル ー プ ４ ） ； Ｔ Ｃ Ｃ ／ Ｒ 、 緩 解 （ グ ル ー プ ５ ） ； Ｔ Ｃ Ｃ ／ Ｔ 、 処
置 中 （ グ ル ー プ ５ ） ； Ｒ Ｃ Ｃ 、 腎 細 胞 癌 、 Ｐ Ｃ 、 前 立 腺 癌 （ グ ル ー プ ３ ） ； Ｐ Ｓ Ａ 、 前 立
腺 癌 の 診 断 は な い が 上 昇 し た Ｐ Ｓ Ａ の あ る 患 者 （ グ ル ー プ ２ ） ； Ｂ Ｐ Ｈ 、 良 性 前 立 腺 過 形
成 症 （ グ ル ー プ ２ ） ； Ｃ ｔ ｒ ｌ 、 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 （ Ｔ Ｃ Ｃ ） 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 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 示 す 。 尿 の 細 胞 ペ レ ッ ト か ら 全
Ｒ Ｎ Ａ 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 （ ２ ７ ９ ｂ ｐ ） 又 は β ア ク チ ン 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ ３ ０ ９ ｂ ｐ ） を 用 い て 増 幅 反
応 を 実 施 し た 。 分 子 量 マ ー カ ー が 、 ｂ ｐ で 示 さ れ て い る （ Ｍ ） 。 Ｔ Ｃ Ｃ 、 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 Ｓ Ｆ 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 （ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 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
Ｒ Ｐ － 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 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 Ｂ Ｉ Ｃ Ａ 」 が 後 続 す る ナ ン バ ー は 、 Ｔ Ｃ Ｃ 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 Ｂ Ｉ Ｃ Ａ ） 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 ２ Ｂ Ｉ Ｃ Ａ か ら の 尿 及 び 血 清
は 陽 性 で あ っ た 。 「 尿 Ｈ ｘ Ｔ Ｃ Ｃ 」 は 、 Ｔ Ｃ Ｃ 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 、 Ｂ Ｃ Ｇ 処 置 を 受 け て い る 。 「 ３ － 血 清 Ｐ Ｃ Ａ 」 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 Ｂ Ｐ Ｈ 」 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 Ｔ Ｃ Ｃ 」 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 Ｔ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 の み で あ る 。
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

(23) JP 2004-533602 A 2004.11.4



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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