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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　尿の膀胱腫瘍マーカー「ＵＢＴＭ」ファミリーメンバー：インスリン様成長因子結合タ
ンパク質５（ＩＧＦＢＰ５）の蓄積をｉｎ　ｖｉｔｒｏで検出する工程を含む、膀胱癌を
検出するためのデータを提供する方法であって、ここで、マーカーがｍＲＮＡ又はタンパ
ク質である、方法。
【請求項２】
　前記ＵＢＴＭファミリーメンバーが、血液に存在しない、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記検出する工程を、ＵＢＴＭのｍＲＮＡの蓄積の検出により行なう、請求項１または
２記載の方法。
【請求項４】
　前記検出する工程を、マイクロアレイを用いて行なう、請求項１～３のいずれか１項記
載の方法。
【請求項５】
　前記検出する工程を、定量的ポリメラーゼ連鎖反応またはハイブリダイゼーション法を
用いて行なう、請求項１～３のいずれか１項記載の方法。
【請求項６】
　前記検出する工程を、ＵＢＴＭタンパク質の蓄積の検出により行なう、請求項１～２の
いずれか１項記載の方法。
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【請求項７】
　前記検出する工程を、ＵＢＴＭタンパク質に対する抗体を用いて行なう、請求項６記載
の方法。
【請求項８】
　前記抗体がポリクローナルである、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　前記抗体がモノクローナルである、請求項７記載の方法。
【請求項１０】
　方法が、前記試料中の、ガンマ－グルタミルヒドロラーゼ（ＵＧＨ）、ｎｅｕｒｉｔｉ
ｎ１（ＮＲＮ１）、トロンボスポンジン１型モチーフを有するディスインテグリン様およ
びメタロプロテアーゼ（レプロリシン型）（ＡＤＡＭＴＳ１０）、コンタクチン１（Ｃ
ＮＴＮ１）、トロイド様２（ＴＬＬ２）、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ関連（Ｐ
ＤＩＲ）、フィブリリン１（ＦＢＮ１）、ＫＩＡＡ０１００遺伝子産物、カルレティキュ
リン（ＣＡＬＲ）、インテグリン、ベータ様１（ＩＴＧＢＬ１）、エラスターゼ３Ｂ、膵
性（ＥＬＡ３Ｂ）、ＳＰＡＲＣ関連モジュラー　カルシウム結合型２（ＳＭＯＣ２）、ヘ
キソサミニダーゼＡ（アルファポリペプチド）（ＨＥＸＡ）、ミクロフィブリル関連タン
パク質２（ＭＦＡＰ２）、軟骨中間層タンパク質、ヌクレオチドピロホスホヒドロラーゼ
（ＣＩＬＰ）、セマフォリン（Ｌ００５６９２０）（ＳＥＭ２）、サルファターゼ１（Ｓ
ＵＬＦ１）、Ｍａｔｒｉｘ　Ｇｌａタンパク質（ＭＧＰ）、ＥＧＦ様ドメイン、ｍｕｌｔ
ｉｐｌｅ６（ＥＧＦＬ６）、精子関連抗原１１（ＳＰＡＧ１１）、セマドメイン、免疫グ
ロブリンドメイン（Ｉｇ）、短塩基性ドメイン、分泌（セマフォリン）３Ｆ（ＳＥＭＡ３
Ｆ）、トポイソメラーゼ（ＤＮＡ）ＩＩアルファ（ＴＯＰ２Ａ）、ユビキチン結合酵素Ｅ
２Ｃ（ＵＢＥ２Ｃ）、チューブリン、アルファ４（ＴＵＢＡ４）、ヒストン１、Ｈ１ｂ（
ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｂ）、高移動度群ボックス２（ＨＭＧＢ２）、サイクリンＡ２（ＣＣＮＡ
２）、細胞分裂周期関連１（ＣＤＣＡ１）、仮想タンパク質ＭＧＣ５５７６、ＤＥＫ発癌
遺伝子（ＤＥＫ）、ＭＬＦ１相互作用タンパク質（ＭＬＦ１１１）、細胞分裂周期関連８
（ＣＤＣＡ８）、仮想タンパク質ＦＬＪ２０６４７、チミジル酸合成酵素（ＴＹＭＳ）、
ＳＭＣ４　染色体４構造維持様１（酵母）（ＳＭＣ４Ｌ１）、ｖ－ｙｅｓ－１　Ｙａｍａ
ｇｕｃｈｉ肉腫ウイルス関連発癌ホモログ（ＬＹＮ）、高移動度群ボックス３（ＨＭＧＢ
３）、プロスタグランジン１２（プロスタサイクリン）受容体（ＰＴＧＩＲ）、ＳＯＮの
下流付近（ＤＯＮＳＯＮ）、ヒアルロナン媒介運動性受容体（ＨＭＭＲ）、ヒストン１、
Ｈ１ｄ（ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｄ）、染色体１０オープンリーディングフレーム３（Ｃ１０ｏｒ
ｆ３）、動原体関連１（ＫＮＴＣ１）、ＣＤＣ２８タンパク質キナーゼ調節サブユニット
１Ｂ（ＣＫＳ１Ｂ）、リボヌクレオチド還元酵素Ｍ２ポリペプチド（ＲＲＭ２）、ヒスト
ン１、Ｈ２ｂｈ（ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＨ）、セリン／スレオニンキナーゼ６（ＳＴＫ６）、
Ｍ期リンタンパク質１（ＭＰＨＯＳＰＨ１）、サイクリンＢ２（ＣＣＮＢ２）、エンドグ
リン（ＥＮＧ）、悪性線維性組織球腫増幅配列１　ＭＦＨＡＳ１（ＭＦＨＡＳ１）、ヒス
トン１、Ｈ１ｃ（ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｃ）、アルギニンバソプレッシン受容体２（ＡＶＰＲ２
）、セントロメアタンパク質Ｆ（ＣＥＮＰＦ）、ＭＧＣ２７１２１遺伝子、ヌクレオシド
ホスホリラーゼ（ＮＰ）、ａｓｐ（異常紡錘体（ａｂｎｏｒｍａｌ　ｓｐｉｎｄｌｅ））
様、小頭症関連（ＡＳＰＭ）、仮想タンパク質ｆｌｊ１１８７１、マウス肢芽および心臓
の有望オルソログ遺伝子（ＬＢＨ）、ｎｕｄｉｘ（ヌクレオシド二リン酸結合部分Ｘ）型
モチーフ１（ＮＵＤＴ１）、ヘリカーゼ、リンパ特異性（ＨＥＬＬＳ）、アンキリンリピ
ートおよびＳＯＣＳボックス含有９（ＡＳＢ９）、ＭＣＭ５ミニ染色体維持欠陥５（ＭＣ
Ｍ５）、ＩＧＦ－ＩＩ　ｍＲＮＡ結合タンパク質２（ＩＭＰ－２）、仮想タンパク質ＤＫ
ＦＺｐ５６６Ｍ１０４６（ＤＫＦＺＰ５６６Ｍ１０４６）、チューブリン、アルファ２（
ＴＵＢＡ２）、成長停止特異性２様３（ＧＡＳ２Ｌ３）、仮想タンパク質ＦＬＪ１２４４
２、ＭＣＭ６　ミニ染色体維持欠陥６（ＭＣＭ６）、ＷＤリピートドメイン１８（ＷＤＲ
１８）、細胞骨格関連タンパク質２（ＣＫＡＰ２）、キネシンファミリーメンバー２０Ａ
（ＫＩＦ２０Ａ）、推定ｆａｐタンパク質、染色体６オープンリーディングフレーム３２
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（Ｃ６ｏｒｆ３２）、ＮＩＭＡ（ｎｅｖｅｒ　ｉｎ　ｍｉｔｏｓｉｓ　ｇｅｎｅ　ａ）関
連キナーゼ２（ＮＥＫ２）、クリプトクロム１（フォトリアーゼ様）（ＣＲＹ１）、トラ
ンスグルタミナーゼ２（ＴＧＭ２）、ディスク、大型ホモログ７（ＤＬＧ７）、真核細胞
翻訳開始因子２Ｃ（ＥＩＦ２Ｃ２）、ＤＥＰドメイン含有１（ＤＥＰＤＣ１）、ヒストン
２、Ｈ４（ＨＩＳＴ２Ｈ４）、バキュロウイルスＩＡＰリピート含有５（サバイビン）（
ＢＩＲＣ５）、ＭＣＭ７ミニ染色体維持欠陥７（ＭＣＭ７）、メチルチオアデノシンホス
ホリラーゼ（ＭＴＡＰ）、動原体関連２（ＫＮＴＣ２）、ユビキチン結合酵素類似ＨＳＰ
Ｃ１５０タンパク質（ＨＳＰＣ１５０）、ＳＭＣ６　染色体６構造維持様１（ＳＭＣ６Ｌ
１）、ヒストン１、Ｈ２ｂｃ（ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＣ）、ＡＳＦ１　抗サイレンシング機能
１ホモログＢ（ＡＳＦ１Ｂ）、ラミンＢ１（ＬＭＮＢ１）、仮想タンパク質ＦＬＪ１０７
１９、仮想タンパク質ＦＬＪ１０７０６、ＭＡＤ２有糸分裂停止機能欠損様１（ＭＡＤ２
Ｌ１）、溶質担体ファミリー２２（ＳＬＣ２２Ａ２）、仮想タンパク質ＭＧＣ３４９２３
、精子関連抗原５（ＳＰＡＧ５）、ＩＩ型アクチビンＡ受容体様１（ＡＣＶＲＬ１）、ダ
ウン症危険域遺伝子１（ＤＳＣＲ１）、プロテアーゼ、セリン、１５（ＰＲＳＳ１５）、
Ｓ１００カルシウム結合タンパク質Ａ９（Ｓ１００Ａ９）、ＭＣＭ４　ミニ染色体維持欠
陥４（ＭＣＭ４）、腫瘍原性抑制７様（ＳＴ７Ｌ）、プレクストリン相同性ドメイン含有
、ファミリーＡ（ホスホイノシチド結合特異性）メンバー４（ＰＬＥＫＨＡ４）、Ｅｐｈ
Ｂ１（ＥＰＨＢ１）、カルデスモン１（ＣＡＬＤ１）、ＳＭＣ１染色体１構造維持様１（
ＳＭＣ１Ｌ１）、Ｔｈｙ－１同時転写、ＲＡ調節核マトリックス関連タンパク質（ＲＡＭ
Ｐ）、ＦＫ５０６結合タンパク質１１（ＦＫＢＰ１１）、染色体２０オープンリーディン
グフレーム１２９（Ｃ２０ｏｒｆ１２９）、ヒストン１、Ｈ４ｈ（ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｈ）、
サイクリン依存キナーゼ阻害体３（ＣＤＫＮ３）、メラノーマ細胞接着分子（ＭＣＡＭ）
、アダプター関連タンパク質複合体１、ｍｕ１サブユニット（ＡＰ１Ｍ１）、アニリン、
アクチン結合タンパク質（ＡＮＬＮ）、染色体６オープンリーディングフレーム６９（Ｃ
６ｏｒｆ６９）、調節ｃＡＭＰ応答成分結合タンパク質のトランスデューサー（ＴＯＲＣ
３）、ＭＹＣ関連亜鉛フィンガータンパク質（ＭＡＺ）、チオレドキシン還元酵素１（Ｔ
ＸＮＲＤ１）、仮想タンパク質ｘｐ＿０９６６９５、染色体２２オープンリーディングフ
レーム４（Ｃ２２ｏｒｆ４）、カルボキシペプチダーゼＮ類似、８３ｋＤａ鎖、ＫＩＡＡ
１５９８（ＫＩＡＡ１５９８）、仮想タンパク質ｆｌｊ１３５０１、ＤＫＦＺＰ４３４０
０４７タンパク質（ＤＫＦＺＰ４３４００４７）、仮想タンパク質ＦＬＪ３８７１６、仮
想タンパク質（Ｌ１Ｈ　３領域）類似、仮想タンパク質ＫＩＡＡ１８７５、プライマーゼ
、ポリペプチド１（ＰＲＩＭ１）、ギャップ結合タンパク質、アルファ３（ＧＪＡ３）、
染色体１１オープンリーディングフレーム３０（Ｃ１１ｏｒｆ３０）、仮想タンパク質Ｆ
ＬＪ３０６７２類似、低密度リポタンパク受容体関連タンパク質３（ＬＲＰ３）、ＬＡＧ
１長寿命保証ホモログ２（ＬＡＳＳ２）、亜鉛フィンガータンパク質８１（ＺＮＦ８１）
、核プレラミンＡ認識因子（ＮＡＲＦ）、メチレンテトラヒドロ葉酸デヒドロゲナーゼ（
ＮＡＤ＋依存）（ＭＴＨＦＤ２）、ジヒドロリポアミド分岐鎖トランスアシラーゼＥ２（
ＤＢＴ）、シアリルトランスフェラーゼ７Ｄ（ＳＩＡＴ７Ｄ）、マトリックスメタロプロ
テイナーゼ様１（ＭＭＰＬ１）、カリオフェリン　アルファ２（ＫＰＮＡ２）、ＦＧＦＲ
１発癌遺伝子パートナー２（ＦＧＦＲ１ＯＰ２）、ビメンチン（ＶＩＭ）、ＦＬＪ４４１
０８タンパク質、ポリ（Ａ）ポリメラーゼ　ガンマ（ＰＡＰＯＬＧ）、フォルミン相同性
２ドメイン含有１（ＦＨＯＤ１）、ＲＡＳ様、ファミリー１２（ＲＡＳＬ１２）、高移動
度群ヌクレオソーム結合ドメイン２（ＨＭＧＮ２）、ｄｅｒｌｉｎ－１（ＤＥＲ１）、Ｅ
ｐｈＡ４（ＥＰＨＡ４）、Ｖ－ｓｅｔおよび免疫グロブリンドメイン含有１（ＶＳＩＧ１
）、Ｇ－タンパク質シグナル伝達の制御因子５（ＲＧＳ５）、ＫＩＡＡ１６３９タンパク
質、ＳＨ２－Ｂホモログ（ＳＨ２Ｂ）、ペプチドグリカン認識タンパク質４（ＰＧＬＹＲ
Ｐ４）、ＣＤＣ４５細胞分裂周期４５様（ＣＤＣ４５Ｌ）、男性不妊ドメイン含有１（Ｍ
ＬＳＴＤ１）、仮想タンパク質ＭＧＣ１１２６６、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリ
ー、メンバー１３Ｂ（ＴＮＦＲＳＦ１３Ｂ）、神経上皮細胞形質転換遺伝子１（ＮＥＴ１
）、脂肪腫ＨＭＧＩＣ融合パートナー様５（ＬＨＦＰＬ５）、スフィンゴシンキナーゼ１
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（ＳＰＨＫ１）、ＡＴＰ結合カセット、サブファミリーＧ（ＷＨＩＴＥ）、メンバー４（
ＡＢＣＧ４）、セリン（あるいはシステイン）プロテイナーゼ阻害体、クレードＢ（卵白
アルブミン）、メンバー２（ＳＥＲＰＩＮＢ２）、ＵＤＰ－Ｎ－アセチル－アルファ－Ｄ
－ガラクトサミン：ポリペプチドＮ－アセチルガラクトサミニルトランスフェラーゼ１０
（ＧＡＬＮＴ１０）、レプチン受容体（ＬＥＰＲ）、ＭＡＸ二量化タンパク質４（ＭＸＤ
４）、ヌクレオポリン２１０（ＮＵＰ２１０）、ニューロピリン１（ＮＲＰ１）、マンノ
シル（アルファ－１，３－）－糖タンパク質ベータ－１，２－Ｎ－アセチルグルコサミニ
ル転移酵素（ＭＧＡＴ１）、リポカリン７（ＬＣＮ７）、オルファクトメジン１（ＯＬＦ
Ｍ１）、骨形成タンパク質７Ａ（ＢＭＰ７）、ミッドカイン（神経突起成長促進因子２）
（ＭＤＫ）、トロンボスポンジン１型モチーフを有するディスインテグリン様およびメタ
ロプロテアーゼ（レプロリシン型）、１０（ＡＤＡＭＴＳ１０）、ｐＭ５タンパク質（Ｐ
Ｍ５）、メタロプロテイナーゼの組織阻害体１（ＴＩＭＰ１）、ルミカン（ＬＵＭ）、
ＮＯＤＡＬモジュレーター３（ＮＯＭＯ３）、セリン（あるいはシステイン）プロテイナ
ーゼ阻害体、クレードＨ（熱ショックタンパク質４７）、メンバー１（ＳＥＲＰＩＮＨ１
）、カルボキシペプチダーゼＡ６（ＣＰＡ６）、ナトリウム利尿ペプチド前駆体Ｃ（ＮＰ
ＰＣ）、プロテアーゼ、セリン、１１（ＰＲＳＳ１１）、インスリン様成長因子結合タン
パク質７（ＩＧＦＢＰ７）、仮想タンパク質ＦＬＪ２３２２１、タンパク質ジスルフィド
イソメラーゼ関連タンパク質（ＥＲＰ７０）、ＵＤＰ－Ｎ－アセチル－アルファ－Ｄ－ガ
ラクトサミン：ポリペプチドＮ－アセチルガラクトサミニル転移酵素１４（ＧａｌＮＡｃ
－Ｔ１４）（ＧＡＬＮＴ１４）、インター－アルファ（グロブリン）阻害体Ｈ３（ＩＴＩ
Ｈ３）、ｐａｐｐａｌｙｓｉｎ２（ＰＡＰＰＡ２）、リジルオキシダーゼ様１（ＬＯＸＬ
１）、分泌型リンタンパク質１（ＳＰＰ１）、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー、
メンバー６ｂ、デコイ（ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ）、分泌型タンパク質、酸性、システイン高含
有（オステオネクチン）（ＳＰＡＲＣ）、マイクロセミノプロテイン、ベータ（ＭＳＭＢ
）、セマフォリンｓｅｍ２（ＬＯＣ５６９２０）（ＳＥＭ２）、セマドメイン、免疫グロ
ブリンドメイン（Ｉｇ）、短鎖基本ドメイン、分泌型、（セマフォリン）３Ｆ（ＳＥＭＡ
３Ｆ）、エンドグリン（ＥＮＧ）、クローディン６（ＣＬＤＮ６）、プロサイモシン、ア
ルファ（遺伝子配列２８）（ＰＴＭＡ）、ｎｉｐｓｎａｐホモログ１（ＮＩＰＳＮＡＰ１
）、アルギニンバソプレッシン受容体２（腎性尿崩症）（ＡＶＰＲ２）、悪性線維性組織
球腫増幅配列１（ＭＦＨＡＳ１）、ホメオボックスＡ１３（ＨＯＸＡ１３）、ミクソウイ
ルス（インフルエンザウイルス）耐性２（ＭＸ２）、ナトリウムおよび塩化物依存クレア
チン輸送体類似、膜貫通タンパク質１９（ＴＭＥＭ１９）、プロスタグランジンＩ２（プ
ロスタサイクリン）受容体（ＩＰ）（ＰＴＧＩＲ）、仮想タンパク質ｘｐ＿０４７２８７
、プロリン合成酵素同時転写ホモログ（ＰＲＯＳＣ）、Ｇタンパク質共役受容体３２（Ｇ
ＰＲ３２）、ＮＡＤ（Ｐ）Ｈデヒドロゲナーゼ、キノン１（ＮＱＯ１）、細胞骨格関連タ
ンパク質４（ＣＫＡＰ４）、シアリルトランスフェラーゼ７Ｄ（ＳＩＡＴ７Ｄ）、仮想タ
ンパク質ＢＣ００１０９６、３－ホスホイノシチド依存タンパク質キナーゼ－１（ＰＤＰ
Ｋ１）、ホスファチジルイノシトール転移タンパク質、膜関連２（ＰＩＴＰＮＭ２）、紡
錘体アッセンブリーの制御因子１、Ｒａｂ１３相互作用分子（ＭＩＲＡＢ１３）、ポーキ
ュパインホモログ（ＰＯＲＣＮ）、ｓｉｎｅ　ｏｃｕｌｉｓホメオボックスホモログ６（
ＳＩＸ６）、ギャップ結合タンパク質、ベータ２Ａ（ＧＪＢ２）、ＦＬＪ３５７８４タン
パク質、細胞分裂周期２（ＣＤＣ２）、溶質担体ファミリー３７（グリセロール－３－リ
ン酸塩輸送体）、メンバー３（ＳＬＣ３７Ａ３）、ｓｐｒｏｕｔｙホモログ４（ＳＰＲＹ
４）、ＬＩＭホメオボクス３（ＬＨＸ３）、染色体７オープンリーディングフレーム２７
（Ｃ７ｏｒｆ２７）、ＬＤＬ受容体アダプタータンパク質（ＡＲＨ）、溶質担体ファミリ
ー３９（亜鉛輸送体）、メンバー１（ＳＬＣ３９Ａ１）、亜鉛フィンガータンパク質３０
７（ＺＮＦ３０７）、マクロファージ遊走阻止因子（ＭＩＦ）、シヌクレイン、アルファ
相互作用タンパク質（ＳＮＣＡＩＰ）、骨髄間質細胞抗原２（ＢＳＴ２）、プロリン－セ
リン－スレオニン－ホスファターゼ相互作用タンパク質１（ＰＳＴＰＩＰ１）、ＭＣＭ２
ミニ染色体維持欠陥２（ＭＣＭ２）、ＳＲＹ（性決定領域Ｙ）－ボックス４（ＳＯＸ４）
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、核内受容体活性化補助因子５（ＮＣＯＡ５）、仮想タンパク質ＦＬＪ３１４３８、奇数
スキップホモログ（ＯＤＤ）、溶質担体ファミリー２３（核酸塩基輸送体）、メンバー２
（ＳＬＣ２３Ａ２）、裂手・裂足奇形（欠指症）１型（ＳＨＦＭ１）、ＳＦＲＳタンパク
質キナーゼ２（ＳＲＰＫ２）、染色体１８オープンリーディングフレーム８（Ｃ１８ｏｒ
ｆ８）、受容体（カルシトニン）活性修飾タンパク質２（ＲＡＭＰ２）、２，３－ビスホ
スホグリセリン酸ムターゼ（ＢＰＧＭ）、ＳＨ２－Ｂホモログ（ＳＨ２Ｂ）、Ｇ－タンパ
ク質シグナル伝達の制御因子５（ＲＧＳ５）、ホスホイノシトール－４－リン酸塩アダプ
タータンパク質－２（ＦＡＰＰ２）、コサッキーウイルスおよびアデノウイルス受容体（
ＣＸＡＤＲ）、Ｍｅｉｓ１、骨髄エコトロピックウイルス組込み部位１ホモログ２（ＭＥ
ＩＳ２）、テンシン様ＳＨ２ドメイン含有１（ＴＥＮＳ１）、ｓｎａｉｌホモログ２（Ｓ
ＮＡＩ２）、ドッキングタンパク質３（ＤＯＫ３）、炭水化物（Ｎ－アセチルグルコサミ
ン－６－Ｏ）スルフォトランスフェラーゼ２（ＣＨＳＴ２）、ビジニン様１（ＶＳＮＬ１
）、肝細胞癌関連抗原１２７（ＨＣＡ１２７）、溶質担体ファミリー２２（有機カチオン
トランスポーター）、メンバー２（ＳＬＣ２２Ａ２）、ＭＡＸ二量化タンパク質４（ＭＸ
Ｄ４）、Ｔｈｙ－１同時転写（ＬＯＣ９４１０５）（ＴＨＹ１）、高ロイシンリピートお
よびフィブロネクチンＩＩＩ型ドメイン含有３（ＬＲＦＮ３）、ｈ４ヒストンファミリー
、メンバーｇ、仮想タンパク質ＦＬＪ２２３９０、ｔｒｉｂｂｌｅｓホモログ２（ＴＲＩ
Ｂ２）、ケラチン、毛髪、酸性、３Ｂ（ＫＲＴＨＡ３Ｂ）、キネシンファミリーメンバー
２１Ａ（ＫＩＦ２１Ａ）、高移動度群ヌクレオソーム結合ドメイン２（ＨＭＧＮ２）、ア
ンキリンリポートドメイン１７（ＡＮＫＲＤ１７）、組換え活性化遺伝子１（ＲＡＧ１）
、ヌクレオチド結合タンパク質２（ＮＵＢＰ２）、仮想タンパク質ＦＬＪ２０４８９、カ
ルシウム／カルモジュリン依存セリンタンパク質キナーゼ（ＭＡＧＵＫファミリー）（Ｃ
ＡＳＫ）、ハンチンチン相互作用タンパク質１（ＨＩＰ１）、タンパク質キナーゼＣ、デ
ルタ結合タンパク質（ＰＲＫＣＤＢＰ）、免疫グロブリンおよび上皮細胞成長因子相同性
ドメイン含有チロシンキナーゼ（ＴＩＥ）、染色体５オープンリーディングフレーム１５
（Ｃ５ｏｒｆ１５）、ＣＧＩ－７２タンパク質（ＣＧＩ－７２）、エクトヌクレオシド三
リン酸ジホスホヒドロラーゼ８（ＥＮＴＰＤ８）、ＳＨ３ドメイン結合グルタミン酸高含
有タンパク質様３（ＳＨ３ＢＧＲＬ３）、ＳＭＣ４　染色体４構造維持様１（酵母）（Ｓ
ＭＣ４Ｌ１）、ＮＡＤＨ：ユビキノン酸化還元酵素ＭＬＲＱサブユニットホモログ、血管
新生因子ＶＧ５Ｑ（ＶＧ５Ｑ）、スタスミン１（ＳＴＭＮ１）、ｌｉｐｉｄｏｓｉｎ（Ｂ
Ｇ１）、ＢＣＬ２様１１（ＢＣＬ２Ｌ１１）、ＡＭＰ活性化タンパク質キナーゼファミリ
ーメンバー５（ＡＲＫ５）、カリクレイン１１（ＫＬＫ１１）、スプリットのトランスデ
ューシン様エンハンサー３（ＴＬＥ３）、インター－アルファ（グロブリン）阻害体Ｈ５
（ＩＴＩＨ５）、Ｇ－タンパク質シグナル伝達の制御因子１１（ＲＧＳ１１）、膜貫通７
スーパーファミリーメンバー３（ＴＭ７ＳＦ３）、ｓｅｃｅｒｎｉｎ３（ＳＣＲＮ３）、
クリプトクロム１（ＣＲＹ１）、プレキシンＡ１（ＰＬＸＮＡ１）、ＵＤＰ－Ｎ－アセチ
ル－アルファ－Ｄ－ガラクトサミン：ポリペプチドＮ－アセチルガラクトサミニル転移酵
素１０（ＧａｌＮＡｃ－Ｔ１０）（ＧＡＬＮＴ１０）、ギャップ結合タンパク質、アルフ
ァ４（ＧＪＡ４）、仮想タンパク質ＤＫＦＺｐ４３４Ｇ１４１５、ＷＤリピートおよびＳ
ＯＣＳボックス含有２Ａ（ＷＳＢ２）、シチジンデアミナーゼ（ＣＤＡ）、ホスホリボシ
ルグリシンアミドホルミルトランスフェラーゼ（ＧＡＲＴ）、亜鉛メタロプロテイナーゼ
（ＳＴＥ２４ホモログ、酵母）（ＺＭＰＳＴＥ２４）、膜貫通タンパク質３３（ＴＭＥＭ
３３）、グルコースリン酸イソメラーゼ（ＧＰＩ）、仮想タンパク質ＦＬＪ１１０００、
カルシウム／カルモジュリン依存タンパク質キナーゼＩＤ（ＣＡＭＫ１Ｄ）、タンパク質
チロシンホスファターゼ、非受容体２１型（ＰＴＰＮ２１）、テンシン（ＴＮＳ）、ｃ－
ｓｒｃチロシンキナーゼ（ＣＳＫ）からなる群より選択されるさらに１以上のＵＢＴＭフ
ァミリーメンバーの蓄積の検出を含む、請求項１～９のいずれか１項記載の方法。
【請求項１１】
　ＴＯＰ２Ａ－ＨＯＸＡ１３、ＴＯＰ２Ａ－ＩＧＦＢＰ５、およびＴＯＰ２Ａ－ＳＥＭＡ
３Ｆから成る群より選択される１以上のマーカー対を検出する工程をさらに含む、請求項
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１～９のいずれか１項記載の方法。
【請求項１２】
　組織または尿から得られる生体試料を用いて行なう、請求項１～１１のいずれか１項記
載の方法であって、ここで、ＩＧＦＢＰ５はｍＲＮＡ又はタンパク質である、方法。
【請求項１３】
　基質；
　その基質上の、ＩＧＦＢＰ５であるＵＢＴＭの捕獲試薬；および
　使用のための指示書、
　を含む、癌を検出するためのキットであって、
ここで、ＩＧＦＢＰ５がｍＲＮＡ又はタンパク質である、キット。
【請求項１４】
　前記捕獲試薬がＵＢＴＭに特異的なオリゴヌクレオチドである、請求項１３記載のキッ
ト。
【請求項１５】
　膀胱癌の存在を検出するためのデータを提供する方法であって：
ＩＧＦＢＰ５であるマーカーの、尿試料中の存在をｉｎ　ｖｉｔｒｏで測定する工程を含
み、前記マーカーは血液中に存在せず、ここで、マーカーはｍＲＮＡ又はタンパク質であ
る、方法。
【請求項１６】
　ＢＩＲＣ２、ＣＤＣ２、ＨＯＸＡ１３、ＭＤＫ、ＭＧＰ、ＮＯＶ、ＮＲＰ１、ＳＥＭＡ
３Ｆ、ＳＰＡＧ５またはＴＯＰ２Ａからなる群より選択される一つ以上のマーカーの尿中
における蓄積を測定する工程をさらに含む、請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　前記マーカーの蓄積の比率を、表在性膀胱癌、浸潤性病期１膀胱癌、または浸潤性病期
２～３膀胱癌を示すものとして相関させる工程をさらに含む、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　膀胱癌の治療効果を決定するためのデータを提供する方法であって：
ＩＧＦＢＰ５の、患者からの第１の試料中の存在量を、治療期間後の患者からの第２の試
料中の存在量とｉｎ　ｖｉｔｒｏで比較する工程を含み、
ここで、ＩＦＧＢＰ５はｍＲＮＡ又はタンパク質である、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
優先権主張
　本出願は、ニュージーランド仮特許出願第５３４，２８９号、２００４年７月２３日出
願、名称「膀胱癌を検出するためのマーカー」、出願人：Pacific Edge Biotechnology L
td.、ニュージーランド仮特許出願第５３９，２１９号、２００５年４月４日出願、名称
「膀胱癌を検出するためのマーカー」、出願人：Pacific Edge Biotechnology Ltd.、お
よび米国仮特許出願第６０／６９２，６１９号、２００５年６月２０日出願、名称「膀胱
癌を検出するための尿マーカー」、発明者：Parry John Guilford, Natalie Jane Kerr a
nd Robert Pollock、に対して優先権を主張する。上記出願の各々は、参照により本明細
書に完全に組み入れられる。
【０００２】
技術分野
　本発明は、癌の検出に関する。具体的には、本発明は、膀胱癌を検出するためのマーカ
ーの使用に関する。より具体的には、本発明は、膀胱癌を検出するための尿マーカーの使
用に関する。さらにより具体的には、本発明は、尿中のオリゴヌクレオチド、タンパク質
、および／または抗体マーカーの、膀胱癌の検出、分類、および病期診断のための使用に
関する。
【０００３】
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背景技術
序
　癌患者の生存期間は、癌を初期に治療すると非常に増大する。膀胱癌の場合には、早期
疾患と診断された患者は、５年生存率が、増悪した疾患と診断された患者がおよそ１５～
３０％であるのに比較して、＞９０％である。したがって、膀胱癌の早期診断に結びつく
進歩は、患者の予後の改善をもたらすことができる。尿試料を用いて膀胱癌を検出するた
めの確立された方法は、細胞診である。しかし、細胞診は、浸潤性膀胱癌の検出について
は感度がわずか約７５％であり、また表在性膀胱癌の検出では感度がわずか約２５％であ
ることが知られている（Lotan and Roehrborn, Urology 61,109-118 (2003)）。
【０００４】
　膀胱癌は、大きく浸潤性および表在性の２つのクラスに分類される。浸潤性タイプは下
層の組織層に侵入し、一方表在性タイプは、主としてポリープ状の増殖として膀胱腔の中
へ進展する傾向がある。
【０００５】
　尿中の癌に対する特異的マーカーの識別は、癌の早期診断に役立つ手法を提供すること
ができ、それが早期の治療および改善された予後をもたらす。特異的癌マーカーはまた、
疾病増悪をモニターするための手段を提供し、外科的、放射線療法的、および化学療法的
な治療の有効性のモニターを可能にする。しかし、多くの主要な癌について、利用可能な
マーカーは、感度および特異性が不十分である。
【０００６】
　現在、膀胱癌を検出する最も信頼できる方法は、生検病変の組織学を伴う膀胱鏡検査で
ある。しかし、この技術は、時間がかかり、侵襲性であり、またその感度はおよそ９０％
しかなく、これは、これらの方法を用いると癌の約１０パーセントが検出されないことを
意味する。非侵襲性の方法の中では、剥離した悪性細胞を顕微鏡的に検出する尿細胞診が
、現在の好ましい方法である。細胞診は約９５％の特異性を有するが、早期の病変に対し
ては低い感度（９～２５％）しかなく、試料の質に極端に依存し、観察者間で高い変動性
を持つ。
【０００７】
　近年、膀胱からの生検材料中の遺伝学的マーカーを検出する試みが為されてきた。最も
一般的に使用される方法はマイクロアレイ分析であり、この方法では、推定上の遺伝学的
マーカーの一部に相補的なオリゴヌクレオチドを含むアレイを、患者試料から得られたｍ
ＲＮＡまたはｃＤＮＡ試料に触れさせる。これらの方法を用いて、いくつかの最近の報告
は、膀胱癌に対する多くの推定上のマーカーを同定した。しかし、アレイ技術は、比較的
非定量的で、高度に変動する。
【０００８】
　膀胱癌の存在を示す血液または尿のマーカーの検出は、この疾病の検出を改善する１つ
の有力な方法である。膀胱癌に対する血液マーカー開発はまだ殆ど進展していないが、い
くつかの尿タンパク質マーカーが利用可能である。これらのマーカーの検査は、細胞診よ
りよい感度を与えるが、これらのマーカーの上昇したレベルは、炎症、尿石症および良性
前立腺肥大を含む非悪性疾患の患者中でも一般に観察されるため、特異性が最高ではない
傾向がある。例えば、特異的な核マトリックスタンパク質を検出するＮＭＰ２２は、４７
～８７％の感度および５８～９１％の特異性を有する。ＮＭＰ２２の高い変動性は、膀胱
癌の迅速で容易な検出には、それが理想的ではないことを意味する。
【０００９】
　他の尿検査には、尿試料の細胞沈殿物からのテロメラーゼ酵素ｈＴＥＲＴなどの、遺伝
子転写物のＲＴ－ＰＣＲ増幅が挙げられる。ＲＴ－ＰＣＲ検査は、高感度である可能性が
あるが、既存のＲＴ－ＰＣＲマーカーの特異性は不明確なままである。
【００１０】
　癌の早期発見および診断用のさらなる手法が必要性である。本発明は、癌マーカー、特
に膀胱癌マーカー、に基づいた、癌の早期発見および診断を支援するためのさらなる方法
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、組成物、キット、および装置を提供する。
【００１１】
発明の開示
　マイクロアレイ分析および定量的ポリメラーゼ連鎖反応（ｑＰＣＲ）の組合せを用いて
、我々は、膀胱癌に選択的な特異的遺伝マーカーを同定することができた。ある実施態様
では、我々は、膀胱腫瘍の病期を判別するために用いることができるマーカーを発見し、
また他の実施態様では、我々は、腫瘍の型を区別することができるマーカーを同定した。
他の実施態様では、我々は予想外に、２マーカー以上の組合せにより、膀胱癌の非常に信
頼性の高い敏感な検出が可能になることを見出した。よりさらなる実施態様では、我々は
、膀胱癌細胞中で高度に発現され、血球中では発現されないマーカーを同定した。したが
って、多くの実施態様において、膀胱癌に対する検査は、先行技術による検査より予想外
に良好である。
【００１２】
　ある実施態様では、マイクロアレイ分析を、非悪性の膀胱組織中と比較して、膀胱腫瘍
組織中で高度に発現される遺伝子を同定するために用いる。これらの遺伝子、およびそれ
らの遺伝子によってコードされるタンパク質を、本明細書では膀胱腫瘍マーカー（ＢＴＭ
）と名付ける。用語ＢＴＭは、マーカーが膀胱腫瘍にのみに特異的であることは要求しな
いことを理解するべきである。むしろ、ＢＴＭの発現は、悪性腫瘍を含む他の型の腫瘍中
で増大する可能性がある。ＢＴＭは、血球中で高度には発現されないマーカーを含むこと
もまた、理解するべきである。尿から試料を採取することにより、一般に先行技術の生検
試料中に存在する他の型の細胞の発現は存在しない。用語ＢＴＭは、膀胱癌の検出に役立
つ個々のマーカーの組合せも含む。
【００１３】
　他の実施態様では、免疫組織化学および定量的ポリメラーゼ連鎖反応（ｑＰＣＲ）を含
む、試料中のマーカーの存在を同定するための方法が、提供される。ｑＰＣＲ法は、マイ
クロアレイ法において一般的なアーティファクトが少ない。そのようなアーティファクト
には、アレイ・ドットに置かれるリガンドオリゴヌクレオチドの数の差、アレイ・スポッ
ト上にハイブリダイズされたオリゴヌクレオチドへの色素の不均一な予測できない結合、
アレイ・スポットからの非特異的物質の不均一な洗浄、その他の問題が含まれる。
【００１４】
　本明細書に開示する遺伝子のあるものは、細胞によって分泌されるか、細胞から剥がさ
れるか、または細胞死の際に細胞から放出されるタンパク質をコードする。これらのｍＲ
ＮＡ転写物およびそれらのタンパク質は、膀胱癌の診断のためのマーカーとしての、また
は既存の疾病の増悪をモニターするためのマーカーとしての、追加の用途を有する。これ
らのマーカーは、単独でまたは互いに組合せて用いることができる。さらに、他の遺伝子
、ＲＮＡ転写物、およびコードされたタンパク質は、細胞内に残るかまたは細胞に結合し
、単独でまたは互いに共同して、尿マーカーとして使用されることができる。
【００１５】
　表在性と浸潤性の膀胱癌を治療するための戦略は、異なってもよい。浸潤性膀胱癌は、
表在型膀胱癌よりも、外科的切除をより早急に必要とし、また可能な代替治療法がより少
ない。対照的に、表在性膀胱癌は、膀胱内化学療法または膀胱内ＢＣＧ免疫療法のいずれ
かで効率よく治療することができる。
【００１６】
　現在のところ、しかし、膀胱鏡検査を行なわないで、容易に、かつ確実に表在性および
浸潤性膀胱癌のクラスを識別する方法は存在しない。尿検査のような非侵襲性の方法を用
いて、これらのクラスを識別することができれば、臨床医は、高価で、不便で、しばしば
患者に受け入れ難い膀胱鏡検査に依存せずに、適切な治療戦略を選択することが可能にな
るであろう。
【００１７】
　我々は思いがけなく、ある尿マーカーが、特に、血液中には高濃度に見出されなかった
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マーカーが、組合せてまたは単独で用いた時に、極めて信頼性が高く、敏感で特異的な膀
胱癌の診断を提供することができることを見出した。
【００１８】
　本発明を、その具体的な実施態様および以下の図面を参照して、記述する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１は、ｑＰＣＲ分析で用いられる試料の数および起源をあらわす表である。
【図２】図２は、本発明の膀胱癌のｑＰＣＲ分析のための、マーカー、およびマーカーの
オリゴヌクレオチドプローブの表を示す。
【図３－１】図３は、浸潤性膀胱癌の試料にマイクロアレイ法を用いて同定したＢＴＭの
表を示す。
【図３－２】図３は、浸潤性膀胱癌の試料にマイクロアレイ法を用いて同定したＢＴＭの
表を示す。
【図３－３】図３は、浸潤性膀胱癌の試料にマイクロアレイ法を用いて同定したＢＴＭの
表を示す。
【図３－４】図３は、浸潤性膀胱癌の試料にマイクロアレイ法を用いて同定したＢＴＭの
表を示す。
【図３－５】図３は、浸潤性膀胱癌の試料にマイクロアレイ法を用いて同定したＢＴＭの
表を示す。
【図４－１】図４は、表在性膀胱癌の試料にマイクロアレイ法を用いて同定したＢＴＭの
表を示す。
【図４－２】図４は、表在性膀胱癌の試料にマイクロアレイ法を用いて同定したＢＴＭの
表を示す。
【図４－３】図４は、表在性膀胱癌の試料にマイクロアレイ法を用いて同定したＢＴＭの
表を示す。
【図５－１】図５は、特異的ＢＴＭについて定量的ＰＣＲ分析を用いて行なわれた研究で
得られた結果の表を示す。
【図５－２】図５は、特異的ＢＴＭについて定量的ＰＣＲ分析を用いて行なわれた研究で
得られた結果の表を示す。
【図６ａ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ａ：ＳＰＡＧ５、浸潤性。
【図６ｂ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｂ：ＳＰＡＧ５、表在性。
【図６ｃ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｃ：ＴＯＰ２ａ、浸潤性。
【図６ｄ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｄ：ＴＯＰ２ａ、表在性。
【図６ｅ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｅ：ＣＤＣ２、浸潤性。
【図６ｆ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｆ：ＣＤＣ２、表在性。
【図６ｇ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｇ：ＥＮＧ、浸潤性。
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【図６ｈ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｈ：ＥＮＧ、表在性。
【図６ｉ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｉ：ＩＧＦＢＰ５、表在性。
【図６ｊ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｊ：ＮＯＶ、表在性。
【図６ｋ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｋ：ＮＲＰ１、浸潤性。
【図６ｌ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｌ：ＮＲＰ１、表在性。
【図６ｍ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｍ：ＳＥＭＡ３Ｆ、表在性。
【図６ｎ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｎ：ＥＧＦＬ６、浸潤性。
【図６ｏ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｏ：ＥＧＦＬ６、表在性。
【図６ｐ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｐ：ＭＧＰ、浸潤性。
【図６ｑ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｑ：ＳＥＭ２、浸潤性。
【図６ｒ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｒ：ＳＥＭ２、表在性。
【図６ｓ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｓ：ＣＨＧＡ、浸潤性。
【図６ｔ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｔ：ＣＨＧＡ、表在性。
【図６ｕ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｕ：ＢＩＲＣ５、浸潤性。
【図６ｖ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｖ：ＢＩＲＣ５、表在性。
【図６ｗ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｗ：ＵＢＥ２Ｃ、浸潤性。
【図６ｘ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
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ムである。図６ｘ：ＵＢＥ２Ｃ、表在性。
【図６ｙ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関す
る定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグラ
ムである。図６ｙ：ＨｏｘＡ１３、浸潤性。
【図６ａａ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関
する定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグ
ラムである。図６ａａ：ＭＤＫ、浸潤性。
【図６ａｂ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関
する定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグ
ラムである。図６ａｂ：ＭＤＫ、表在性。
【図６ａｃ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関
する定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグ
ラムである。図６ａｃ：Ｔｈｙ１、浸潤性。
【図６ａｄ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関
する定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグ
ラムである。図６ａｄ：Ｔｈｙｌ、表在性。
【図６ａｅ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関
する定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグ
ラムである。図６ａｅ：ＳＭＣ４Ｌ１、浸潤性。
【図６ａｆ】図６ａ～６ａｆは、浸潤性および表在性膀胱腫瘍の様々な腫瘍マーカーに関
する定量的ＰＣＲ研究から得られた、相対頻度対ｌｏｇ２倍率変化データを示すヒストグ
ラムである。図６ａｆ：ＳＭＣ４Ｌ１、表在性。
【図７】図７は、尿試料を用いて、特異的ＢＴＭについての定量的ＰＣＲ分析を用いて行
なわれた研究で得られた結果の表を示す。
【図８】図８は、患者および健全な対照の尿中の膀胱癌マーカーの相対的な蓄積を示す箱
ひげ図を示す。１２のＢＴＭの各々の対でデータを示し；各対の上の箱が、健康な対照患
者からの尿試料を表わし、下の箱が、膀胱癌の患者からの尿試料を表わす。箱は第２５、
第５０、および第７５百分位を定める。すべてのデータは、健康な対照の中央値に対する
ｌｏｇ２倍率変化である。ドットは外れ値を表わす。
【図９】図９は、膀胱癌組織からのＲＮＡと比較した、全血から抽出された全ＲＮＡの定
量的ＰＣＲ分析の棒グラフを示す。
【図１０】図１０は、膀胱癌患者の尿中のマーカー転写物の過剰蓄積の中央値を示す。患
者と健全な対照の間の、および患者と非悪性の対照の間の、ｌｏｇ２差異を別々に示す。
【図１１】図１１は、健康および非悪性の対照と比較した、癌患者の尿中でのマーカー転
写物の過剰な出現を示す箱ひげ図を表示する。箱は、第２５、第５０、および第７５百分
位を定める。すべてのデータは、健康な対照の中央値に対する相対値である。点で充たし
た箱は、健康な被験者からの試料に対応する。暗影で充たした箱は、非悪性の泌尿器疾患
を有する患者からの試料に対応し、また切刻模様で充たした箱は膀胱癌の患者からの試料
に対応する：ａ．Ｈ０ＸＡ１３；ｂ．ＩＧＦＢＰ５；ｃ．ＭＤＫ；ｄ．ＭＧＰ；ｅ．ＮＲ
Ｐｌ；ｆ．ＳＥＭＡ３Ｆ；ｇ．ＳＭＣ４Ｌ１；ｈ．ＴＯＰ２Ａ；ｉ．ＵＢＥ２Ｃ。ドット
は、外れ値を表わす。
【図１２ａ】図１２ａ～１２ｂは、浸潤性および表在性型の腫瘍について、正常発現の中
央値の第９５百分位数より高い発現を有するマーカーの数を示すヒストグラムをそれぞれ
表す。結果は、１２のマーカーについてのｑＰＣＲデータに基づき、各腫瘍試料に対して
別々に示されている。
【図１２ｂ】図１２ａ～１２ｂは、浸潤性および表在性型の腫瘍について、正常発現の中
央値の第９５百分位数より高い発現を有するマーカーの数を示すヒストグラムをそれぞれ
表す。結果は、１２のマーカーについてのｑＰＣＲデータに基づき、各腫瘍試料に対して
別々に示されている。
【図１３ａ】図１３ａ～１３ｂは、腫瘍組織と非悪性組織を正確に区別する能力に対する
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複数のマーカーの効果を示す表を示す。表はｑＰＣＲデータから導かれる正規分布から構
成した。図１３ａは、浸潤性膀胱癌組織と非悪性組織とを、９５％の特異性で正確に区別
する能力に対する複数のマーカーの効果を表す。
【図１３ｂ】図１３ａ～１３ｂは、腫瘍組織と非悪性組織を正確に区別する能力に対する
複数のマーカーの効果を示す表を示す。表はｑＰＣＲデータから導かれる正規分布から構
成した。図１３ｂは、表在性膀胱癌組織と非悪性組織とを、９５％の特異性で正確に区別
する能力に対する複数のマーカーの効果を表す。
【図１４ａ－１】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ａ：浸潤性移行上皮癌（ＴＣＣ）。
【図１４ａ－２】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ａ：浸潤性移行上皮癌（ＴＣＣ）。
【図１４ａ－３】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ａ：浸潤性移行上皮癌（ＴＣＣ）。
【図１４ａ－４】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ａ：浸潤性移行上皮癌（ＴＣＣ）。
【図１４ａ－５】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ａ：浸潤性移行上皮癌（ＴＣＣ）。
【図１４ａ－６】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ａ：浸潤性移行上皮癌（ＴＣＣ）。
【図１４ａ－７】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ａ：浸潤性移行上皮癌（ＴＣＣ）。
【図１４ａ－８】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ａ：浸潤性移行上皮癌（ＴＣＣ）。
【図１４ｂ－１】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ｂ：表在性ＴＣＣ。
【図１４ｂ－２】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ｂ：表在性ＴＣＣ。
【図１４ｂ－３】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ｂ：表在性ＴＣＣ。
【図１４ｂ－４】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ｂ：表在性ＴＣＣ。
【図１４ｂ－５】図１４ａ～１４ｂは、ｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、浸潤
性移行上皮癌（ＴＣＣ）に対する、９５％特異性でのマーカーの組合せの感度を示す表を
示す。図１４ｂ：表在性ＴＣＣ。
【図１５】図１５は、膀胱癌（ＴＣＣ）患者から得られた尿試料と非悪性の泌尿器疾患を
有する患者から得られた尿試料とを正確に区別する能力に対する複数のマーカーの効果を
示す表を示す。表を、尿のｑＰＣＲ分析から得られたデータの正規分布から作成した。
【図１６－１】図１６は、尿のｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、ＴＣＣ検出の
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ための尿中のマーカーの組合せの、９５％特異性における感度を示す表である。
【図１６－２】図１６は、尿のｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、ＴＣＣ検出の
ための尿中のマーカーの組合せの、９５％特異性における感度を示す表である。
【図１６－３】図１６は、尿のｑＰＣＲデータの正規分布から計算された、ＴＣＣ検出の
ための尿中のマーカーの組合せの、９５％特異性における感度を示す表である。
【図１７】図１７は、表在性および浸潤性膀胱癌の患者の尿から抽出されたＲＮＡ中のＢ
ＴＭの比率を示す箱ひげ図を示す。箱は、第２５、第５０および第７５百分位を定める。
灰色影を付した箱は、表在性膀胱癌の患者からの試料を表し、また、線影を付した箱は、
浸潤性膀胱癌の患者からの試料を表わす：ａ．ＴＯＰ２Ａ／ＨＯＸＡ１３の組合せ；ｂ．
ＴＯＰ２Ａ／ＩＧＦＢＰ５の組合せ；およびｃ．ＴＯＰ２Ａ／ＳＥＭＡ３Ｆの組合せ。ド
ットは外れ値を表わす。
【図１８】図１８は、種々の病期の膀胱癌の患者の尿中のＢＴＭの比率を示す箱ひげ図を
示す。箱は、第２５、第５０、および第７５百分位を定める。点で充たした箱は表在性膀
胱癌患者からの試料に対応し、灰暗影の箱は病期１の浸潤性腫瘍患者からの試料に対応し
、また線影の箱は病期２～３の腫瘍患者からの試料に対応する：ａ．ＴＯＰ２Ａ／ＨＯＸ
Ａ１３の組合せ；ｂ．ＴＯＰ２Ａ／ＩＧＦＢＰ５の組合せ；およびｃ．ＴＯＰ２Ａ／ＳＥ
ＭＡ３Ｆの組合せ、である。ドットは外れ値を表わす。
【図１９】図１９は、表在性および浸潤性膀胱腫瘍から抽出されたＲＮＡ中のＢＴＭの比
率を示す箱ひげ図を表す。箱は、第２５、第５０、および第７５百分位を定める。灰暗影
の箱は表在性膀胱腫瘍患者からの試料を表し、また線影の箱は浸潤性膀胱腫瘍患者からの
試料を表す：ａ．ＴＯＰ２Ａ／ＨＯＸＡ１３の組合せ；ｂ．ＴＯＰ２Ａ／ＩＧＦＢＰ５の
組合せ；およびｃ．ＴＯＰ２Ａ／ＳＥＭＡ３Ｆの組合せ、である。ドットは外れ値を表わ
す。
【図２０】図２０は、膀胱癌検出に適用するための１マーカーの組合せを示す箱ひげ図を
表す。図は、健康および非悪性の対照と比較した癌患者の尿中の４つのマーカーの群の過
剰な出現を示す。箱は、第２５、第５０、および第７５百分位を定める。すべてのデータ
は、健全な対照の中央値に対する相対値である。点で充たしたボックスは健康な被験者か
らの試料に対応する。灰暗影で充たしたボックスは非悪性泌尿器疾患を有する患者からの
試料に対応し、また切刻模様で充たした箱は膀胱癌の患者からの試料に対応する：ａ．Ｈ
０ＸＡ１３；ｂ．ＭＧＰ；ｃ．ＳＥＭＡ３Ｆ；およびｄ．ＴＯＰ２Ａ、である。ドットは
外れ値を表わす。
【図２１】図２１は、膀胱癌の組織学的な型を決定するためのマーカーの組合せを示す箱
ひげ図を表す。図は、表在性および浸潤性膀胱癌の患者の尿から抽出されたＲＮＡ中のＢ
ＴＭの比率を示す。箱は、第２５、第５０、および第７５百分位を定める。灰暗影の箱は
表在性膀胱癌患者からの試料を表し、また線影の箱は浸潤性膀胱癌患者からの試料を表す
：ａ．ＴＯＰ２Ａ／ＳＥＭＡ３Ｆの組合せ；ｂ．ＴＯＰ２Ａ／ＨＯＸＡ１３の組合せ、で
ある。ドットは外れ値を表わす。
【００２０】
発明の詳細な説明
定義
　本発明の実施態様について詳細に記述する前に、本明細書に用いられる用語のいくつか
の定義を与えることは有用であろう。
【００２１】
　用語「マーカー」とは、生物学的現象の存在に、定量的にまたは定性的に関連している
分子の意味である。「マーカー」の例には、現象の背後に存在する機構に直接関係するか
間接的に関係するかによらず、遺伝子、遺伝子断片、ＲＮＡ、ＲＮＡ断片、タンパク質、
タンパク質断片、関連する代謝産物、副産物または他の識別する分子が含まれる。
【００２２】
　用語「感度」とは、疾病を有する個人中の、検査に陽性反応を示す個人の割合を意味す
る。したがって、増大した感度とは、より少ない偽陰性の検査結果を意味する。
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【００２３】
　用語「特異性」とは、疾病を有さない個人中の、検査に陰性反応を示す個人の割合を意
味する。したがって、増大した特異性とは、より少ない偽陽性の検査結果を意味する。
【００２４】
　用語「ＢＴＭ」即ち「膀胱腫瘍マーカー」、または「ＢＴＭファミリーメンバー」とは
、膀胱癌に関連するマーカーを意味する。用語ＢＴＭには、さらに個々のマーカーの組合
せが含まれ、その組合せは、膀胱癌を検出する感度および特異性を改善する。本出願のい
くつかの項では、用語ＢＴＭは便宜上ＵＢＴＭ（本明細書に定義された）を含んでいても
よい。ＢＴＭの非限定的な例が、本明細書の図３および４に挙げられている。
【００２５】
　ＢＴＭを、膀胱癌を有する疑いのある患者の組織試料からＲＮＡを抽出し、そのＲＮＡ
を、多数のオリゴヌクレオチドがその上に存在するマイクロアレイに加えて試料ＲＮＡを
アレイ上のオリゴヌクレオチドにハイブリダイズさせ、次に、各アレイ・スポットに結合
した測定対象のＲＮＡのレベルを定量することにより、同定することができる。あるマー
カーの存在量が、マイクロアレイ法を用いて正常、非悪性の組織で見出される存在量の少
なくとも約１．２倍である閾値より上の場合は、そのマーカーをＢＴＭであると考える。
あるいは閾値は、正常値の約２倍、正常値より約３倍、正常値より４倍、または約５倍よ
り上にできる。「正常」によって、我々は正常な集団の第９０百分位数を越えるものを意
味する。他の場合には、正常とは、第９５百分位数の（すなわち平均から標準偏差（ＳＤ
）の約２倍の）、および他の場合には第９７．５百分位数（すなわちＳＤの約３倍の）、
または第９９百分位数よりも大きな存在レベルを意味することができる。
【００２６】
　よりさらなる場合において、腫瘍組織中には存在するが、血液中には実質的な程度存在
しないＢＴＭを選択することができる。「実質的な程度」とは、腫瘍組織中の量が、血液
で見られる量よりも、ｑＰＣＲによって測定すると少なくとも約５サイクルだけ多いこと
であると我々は定める。
【００２７】
　用語「ＵＢＴＭ」即ち「尿の膀胱腫瘍マーカー」または「ＵＢＴＭファミリーメンバー
」とは、尿中に見出される膀胱癌に関連するＢＴＭマーカーを意味する、しかしＴＯＰ２
Ａ、ＭＤＫ、またはＢＩＲＣ５は含まれない。用語ＵＢＴＭは、さらに２マーカーの組合
せ、および３マーカーの組合せを含み、その組合せは、尿試料中で膀胱癌を検出する感度
および選択性を改善する。ＵＢＴＭの非限定的な例が、本明細書の図１４ａおよび１４ｂ
に挙げられている。
【００２８】
　他の場合においては、ＵＢＴＭを尿中で、マイクロアレイ法を用いて、またはｑＰＣＲ
法により、順方向プライマー、逆方向プライマーおよび評価するマーカーに基づいて選択
されるプローブを用いて、同定することができる。尿中の膀胱癌の検出閾値は、膀胱癌を
有する正常な被験者の尿中のマーカーレベルより、約１サイクル（２倍）、２サイクル（
４倍）、３サイクル（８倍）、４サイクル（１６倍）、５サイクル（３２倍）、またはそ
れ以上大きくてよい。
【００２９】
　用語「ｑＰＣＲ」とは、定量的ポリメラーゼ連鎖反応を意味する。
【００３０】
　用語「発現」は、遺伝子または遺伝子の一部からのｍＲＮＡの産生を含み、ＲＮＡまた
は遺伝子または遺伝子の部分によってコードされるタンパク質の産生を含み、また発現に
関連した検知可能な物質の出現を含む。例えば、抗体などの結合リガンドの、遺伝子また
は他のオリゴヌクレオチド、タンパク質またはタンパク質断片への結合、および結合する
リガンドの視覚化が、用語「発現」の範囲に含まれる。したがって、ウェスタンブロット
などの免疫ブロット上のスポットの増大した濃度が、根底に存在する生物分子の「発現」
という用語に含まれる。
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【００３１】
　用語「発現速度」とは、転写物またはタンパク質の量の時間による変化を意味する。
【００３２】
　用語「発現過剰」は、定められた時間当たりの、１個の細胞または細胞型中のマーカー
の発現速度が、別の細胞または細胞型より高い場合に用いられる。
【００３３】
　用語「蓄積」とは、正常な平均値と比較した、試料中のマーカーの増大した量を意味す
る。「増大した量」とは、マイクロアレイ法を用いて測定した時に、マーカーの量が、正
常範囲の、第９０、第９５、第９７．５、第９９、またはそれより大きな百分位数より、
少なくとも約１．２倍、２倍、３倍、４倍、または５倍高い、という意味に用いる。ｑＰ
ＣＲを用いて測定した時、「増大した量」とは、正常範囲の第９０、第９５、第９７．５
、または第９９百分位数より、少なくとも約１サイクル（２倍）、２サイクル（４倍）、
３サイクル（８倍）、４サイクル（１６倍）、５サイクル（３２倍）、またはそれ以上高
いマーカー量の意味である。
【００３４】
　蓄積は、細胞中の（細胞当たりベースでの）マーカーの増大した量を含むか、または試
料中の特定のマーカーを有する細胞の増大した数を意味することができる。したがって蓄
積は、膀胱癌の特徴を有しない条件と比較した、尿中の（体積当たりベースでの）マーカ
ーの増大した全量を意味することができる。蓄積はまた、与えられた細胞型中のＢＴＭの
発現速度の増加、および／または正常な発現速度でＢＴＭを発現する細胞の数の増加を反
映することができる。さらに、蓄積は、細胞膜の完全性の喪失または細胞死および破壊に
より存在する、フリーｍＲＮＡを反映することもできる。
【００３５】
発明を実施するための最良の形態
　膀胱を含む腫瘍の検出および評価のためのマーカーを提供する。多数の遺伝子およびタ
ンパク質が、膀胱腫瘍に関連していることが発見された。膀胱腫瘍を有する患者からおよ
び正常な尿路上皮の非悪性試料から採取した試料のマイクロアレイ分析により、多くの膀
胱腫瘍において、ある遺伝子の過剰発現または遺伝子産物の尿中の蓄積の特異的パターン
が、疾病に関連しているという驚くべき発見がもたらされた。最も驚くべきことに、膀胱
癌の患者からの尿試料中には高いレベルで存在するが、健康な個人、および特に、血尿症
を示す個人を含む非悪性泌尿器疾患を有する個人では低レベルで存在するマーカーが、単
離されたのである。マーカー、例えば遺伝子産物（例えば、ｍＲＮＡなどのオリゴヌクレ
オチド）ならびにオリゴヌクレオチドから翻訳されたタンパク質およびペプチドの検出は
、したがって腫瘍、特に膀胱腫瘍の存在を示唆する。
【００３６】
　特定のマーカーまたはマーカーの組のレベルは、存在するマーカーの量と比較した生成
された尿の量に依存する可能性があるのは当然である。したがって、減少した尿生産（例
えば低下した尿量）によって特徴づけられる条件では、マーカー濃度が増大するであろう
が、それは膀胱癌を反映しないであろう。したがって、いくつかの実施態様では、マーカ
ー量を所定の時間あたりの全尿生産量によって補正することができる。あるいは、マーカ
ー濃度を尿試料中の全細胞数によって補正することができ、他の実施態様では、尿中に存
在する全タンパク質によって補正することもできる。他方では、増加した尿生産量が腫瘍
マーカーを薄め、そのために、膀胱癌の存在を隠蔽する傾向がある。そのような条件は、
増加した水分摂取量、減少した食塩摂取量、利尿薬の使用の増大、または抗利尿ホルモン
の産生または活性の抑制に関連している可能性がある。
【００３７】
　いくつかの実施態様では、公知技術を用いて腎機能を測定することができる。これらに
は、例としてクレアチニンクリアランスの測定が含まれる。しかし、腎機能の測定に適切
な多くの方法があることが知られている。異常な腎機能が見出される条件では、適切な補
正を用いて、測定されたマーカーの蓄積を調整することができる。それにより膀胱癌をよ
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り正確に診断することができる。
【００３８】
　癌マーカーは試料中で、任意の適当な技術を用いて検出することができ、その技術はオ
リゴヌクレオチドプローブ、ｑＰＣＲ、または癌マーカーに対して作成された抗体を含む
ことができるが、それらに限られない。
【００３９】
　検査する試料は、腫瘍の疑いのある組織の試料に制限されないことは当然であろう。マ
ーカーは、血清中へ分泌されるか、細胞膜から脱落するか、あるいは尿中に失われる細胞
に結合している可能性がある。したがって、試料は任意の身体試料を含むことができ、血
液、血清、腹膜洗液、脳脊髄液、尿、および糞便試料を含む。
【００４０】
　１つの癌マーカーを試料中で検出することは、その被験者中の腫瘍の存在を示すことに
なろう。しかし、複数の癌マーカーの発現の存在および量を分析することによって、診断
の感度が増大し、一方で偽陽性および／または偽陰性の結果の頻度が減少するのは当然で
あろう。したがって本発明による複数のマーカーを、癌の早期の発見および診断を増大さ
せるために用いることができる。
【００４１】
癌検出の一般的手法
　次の手法は、ＢＴＭまたはＵＢＴＭファミリーメンバーを用いて、膀胱癌を含む癌を検
出するために使用することができる方法である。しかしそれらに限定されない。
【００４２】
マーカーに対して選択的な核酸プローブを用いるハイブリダイゼーション法
　これらの方法は、核酸プローブを支持体へ結合させる工程、および適切な条件下で検査
試料に由来するＲＮＡまたはｃＤＮＡとハイブリダイズさせる工程を含む（Sambrook, J.
, E Fritsch, E. and T Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd. Cold
Spring HarborLaboratory Press: Cold Spring Harbor(2001)）。これらの方法を、腫瘍
組織または液体試料に由来するＢＴＭまたはＵＢＴＭに適切に適用することができる。Ｒ
ＮＡまたはｃＤＮＡ調製物を、検出および定量化を可能にするために、通常は蛍光性また
は放射性分子でラベルする。いくつかの応用では、信号強度を増強するために、ハイブリ
ダイズさせるＤＮＡに、分岐した蛍光ラベル構造を有するタグを付することができる（No
lte, F.S., Branched DNA signal amplification for direct quantitation of nucleic 
acid sequences in clinical specimens. Adv. Clin. Chem. 33, 201-35 (1998)）。ハイ
ブリダイズしていないラベルを、０．１×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳなどの薄い塩溶液中で
の十分な洗浄により除いた後、ゲル像の蛍光検出またはデンシトメトリーによって、ハイ
ブリダイゼーションの量を定量化する。支持体は、ナイロンまたはニトロセルロース膜な
どの固体であり、あるいは液体懸濁液中でハイブリダイズするミクロスフェアまたはビー
ズから成ることができる。洗浄および精製が可能なように、ビーズは磁性体であってよく
（Haukanes, B-I and Kvam, C, Application of magnetic beads in bioassays. Bio/Tec
hnology 11, 60-63 (1993))、または、フローサイトメトリーが可能なように蛍光ラベル
してもよい (例えば: Spiro, A., Lowe, M. and Brown, D., A Bead-Based Method for M
ultiplexed Identification and Quantitation of DNA Sequences Using Flow Cytometry
. Appl. Env. Micro. 66, 4258- 4265 (2000) 参照）。
【００４３】
　ハイブリダイゼーション技術のある変形が、蛍光ビーズ支持体を分岐ＤＮＡ信号増幅と
組み合わせる、ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ　Ｐｌｅｘ（登録商標）分析（Genospectra, Fremo
nt）である。ハイブリダイゼーション技術のさらに別の変形が、Ｑｕａｎｔｉｋｉｎｅ（
登録商標）ｍＲＮＡ分析（R&D Systems, Minneapolis）である。実施方法はメーカーの指
示書に記載された通りである。簡潔に述べれば、分析は、ジゴキシゲニンに結合したオリ
ゴヌクレオチド・ハイブリダイゼーションプローブを用いる。ハイブリダイゼーションを
、比色定量分析で、アルカリフォスファターゼに連結された抗ジゴキシゲニン抗体を用い
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て検出する。
【００４４】
　追加の方法は当技術分野において周知であり、本明細書にさらに記載する必要はない。
【００４５】
定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）
　定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）を、腫瘍試料に、血清、血漿、および尿の試料に、ＢＴＭ特
異的なプライマーおよびプローブを用いて実施することができる。制御された反応におい
て、ＰＣＲ反応で形成された生成物の量（Sambrook, J., E Fritsch, E. and T Maniatis
, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd. Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s: Cold Spring Harbor (2001)）は、開始時点の鋳型の量と相関関係にある。ＰＣＲ生成
物の定量化を、ＰＣＲ反応を、それが対数期にある時に、試薬が律速になる前に止めるこ
とにより、行なうことができる。その後、ＰＣＲ生成物をアガロースまたはポリアクリル
アミドゲル中で電気泳動し、エチジウムブロマイドまたはそれに匹敵するＤＮＡ染色で染
色し、染色強度をデンシトメトリーにより測定する。あるいはＰＣＲ反応の進行を、リア
ルタイムで生成物蓄積を測定するApplied BiosystemsのＰｒｉｓｍ７０００またはRochの
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒのようなＰＣＲ機器を用いて、測定することができる。リアルタ
イムＰＣＲは、合成されたＰＣＲ生成物中へ取込まれたＳｙｂｒ　ＧｒｅｅｎなどのＤＮ
Ａ陥入性色素の蛍光、または消光剤分子から切断された時にレポーター分子によって放出
される蛍光、のどちらかを測定する；レポーター分子および消光剤分子は、オリゴヌクレ
オチドプローブに組み入れられ、オリゴヌクレオチドプローブは、プライマーオリゴヌク
レオチドからＤＮＡ鎖が伸長した後に、標的ＤＮＡ分子にハイブリダイズする。オリゴヌ
クレオチドプローブは、次のＰＣＲサイクルで、Ｔａｑポリメラーゼの酵素作用により追
い出され、分解されて、消光剤分子からレポーター分子を放出する。
【００４６】
　いくつかの実施態様では、順方向プライマー、逆方向プライマー、およびプローブのセ
ットが、配列番号１、配列番号１４、および配列番号２７をそれぞれ含む。あるいは、セ
ットは、配列番号２、配列番号１５、および配列番号２８をそれぞれ含む。他の実施態様
では、セットは、配列番号３、配列番号１６、および配列番号２９をそれぞれ、配列番号
４、配列番号１７、および配列番号３０をそれぞれ、配列番号５、配列番号１８、および
配列番号３１をそれぞれ、配列番号６、配列番号１９、および配列番号３２をそれぞれ、
配列番号７、配列番号２０、および配列番号３３をそれぞれ、配列番号８、配列番号２１
、および配列番号３４をそれぞれ、配列番号９、配列番号２２、および配列番号３５をそ
れぞれ、配列番号１０、配列番号２３、および配列番号３６をそれぞれ、配列番号１１、
配列番号２４、および配列番号３７をそれぞれ、配列番号１２、配列番号２５、および配
列番号３８をそれぞれ；ならびに配列番号１３、配列番号２６、および配列番号３９をそ
れぞれ、含む。
【００４７】
酵素結合免疫分析（ＥＬＩＳＡ）
　簡潔に述べれば、サンドイッチＥＬＩＺＡ分析では、ＢＴＭ／ＵＢＴＭに対するポリク
ローナルまたはモノクローナル抗体を、固体支持体（Crowther, J.R. The ELISA guidebo
ok. Humana Press: New Jersey (2000); Harlow, E. and Lane, D., Using antibodies: 
a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (19
99)）、または懸濁液のビーズに結合する。他の方法は当技術分野において公知であり、
本明細書でさらに記述する必要はない。モノクローナル抗体は、ハイブリドーマから導出
することができ、またはファージ抗体ライブラリー（Hust M. and Dubel S., Phage disp
lay vectors for the in vitro generation of human antibody fragments. Methods MoI
 Biol. 295:71- 96 (2005)）から選択することができる。非特異的結合部位を、非標的タ
ンパク質調製物および界面活性剤でブロックする。その後、捕獲抗体を、ＢＴＭ／ＵＢＴ
Ｍ抗原を含む尿または組織調製物とインキュベーションする。その混合物を洗浄した後、
抗体／抗原複合体を、標的とするＢＴＭ／ＵＢＴＭを検出する第２の抗体とインキュベー
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ションする。第２の抗体を、通常は蛍光性分子に、または、酵素反応でまたはレポーター
に結合した第３の抗体（Crowther,Id.）で検出することができる他のレポーター分子に、
結合させる。あるいは、直接ＥＬＩＳＡでは、ＢＴＭ／ＵＢＴＭを含む調製物を支持体ま
たはビーズに結合させ、標的とする抗原を、抗体－レポーター共役体で直接検出できる（
Crowther, 前出）。
【００４８】
　モノクローナル抗体およびポリクローナル抗血清を生成する方法は当技術分野において
周知であり、本明細書にさらに記述する必要はない。
【００４９】
免疫組織化学
　腫瘍マーカーの同定および位置確認を、抗マーカー抗体を用いて、膀胱腫瘍、リンパ節
、または遠隔転移について行なうことができる。そのような方法を、例えば結腸直腸、膵
臓、卵巣、メラノーマ、肝臓、食道、胃、子宮内膜、および脳、を検出するために用いる
ことができる。
【００５０】
　一般に、免疫組織化学を用いて、ＢＴＭを組織中で検出することができる（Harlow, E.
 and Lane, D., Using antibodies: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laborat
ory Press: Cold Spring Harbor (1999)）。簡潔に述べれば、パラフィン包埋された、ま
たは冷凍ＯＣＴ包埋された組織試料を切断して４～８μmの切片とし、スライドガラスに
載せ、固定して透過性化して、次にＢＴＭに対する一次モロクローナル抗体またはポリク
ローナル抗体とインキュベーションする。一次抗体は、直接抗原検出のために検出分子ま
たはレポーターに結合させることができ、またはその代わりに一次抗体それ自身をレポー
ターまたは検出分子に結合した二次抗体によって検出することができる。洗浄および任意
のレポーター分子の活性化に続いて、ＢＴＭの存在を顕微鏡的に視覚化することができる
。
【００５１】
　この方法を、腫瘍除去手術前および後に採取した膀胱癌患者からの血清または血漿中の
マーカーファミリーメンバーの免疫的検出；結腸直腸、膵臓、卵巣、メラノーマ、肝臓、
食道、胃、子宮内膜、および脳を含み、これらに限定されない他の癌患者中のマーカーフ
ァミリーメンバーの免疫的検出；ならびに膀胱癌患者からの尿および糞便中のマーカーフ
ァミリーメンバーの免疫的検出、にも用いることができる。
【００５２】
　ＢＴＭおよびＵＢＴＭを、組織または尿中でイムノブロッティングまたは免疫沈降など
の他の標準の免疫的検出技術を用いて検出することができる。（Harlow, E. and Lane, D
., Using antibodies: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press: C
old Spring Harbor (1999)）。イムノブロッティングでは、ＢＴＭ／ＵＢＴＭを含む組織
または体液からのタンパク質調製物を、変性条件または非変性条件下でポリアクリルアミ
ドゲル中を電気泳動させる。タンパク質をその後、ナイロンのような膜支持体に移す。Ｂ
ＴＭ／ＵＢＴＭを、次に免疫組織化学用に記述したように、モロクローナルまたはポリク
ローナル抗体と直接または間接的に反応させる。あるいはある調製物では、タンパク質を
あらかじめ電気泳動分離しないで、直接膜上にスポットすることができる。信号を、デン
シトメトリーによって定量化することができる。
【００５３】
　免疫沈降では、ＢＴＭまたはＵＢＴＭを含む可溶性調製物を、ＢＴＭ／ＵＢＴＭに対す
るモロクローナルまたはポリクローナル抗体とインキュベーションする。その反応物を次
に、プロテインＡまたはプロテインＧを共有結合で付着させたアガロースまたはポリアク
リルアミドで作られた不活性のビーズとインキュベーションする。プロテインＡまたはＧ
のビーズは、抗体と特異的に相互作用して、ビーズに結合された抗体－ＢＴＭ／ＵＢＴＭ
抗原の固定された複合体を形成する。洗浄に続いて、結合したＢＴＭ／ＵＢＴＭを、イム
ノブロッティングまたはＥＬＩＳＡによって検出し、定量化することができる。



(19) JP 6248297 B2 2017.12.20

10

20

30

40

50

【００５４】
コンピューターを用いたアレイまたはｑＰＣＲデータの解析
　一次データを集め、倍率変化解析を、膀胱腫瘍遺伝子発現のレベルを同じ遺伝子の非腫
瘍組織中の発現と比較することにより、行なう。発現が増加していると結論付けるための
閾値を提供する（例えば１．５倍増加、２倍増加、および他の実施態様では、３倍増加、
４倍増加または５倍増加）。本発明の範囲から外れずに、増加した発現が生じたと結論付
けるための他の閾値を選択することができることは当然である。腫瘍遺伝子発現のさらな
る解析には、増大した発現を示す遺伝子を、腫瘍の診断を提供するために、既知の膀胱腫
瘍の発現プロフィールと照合する工程が含まれる。
【００５５】
ＴＣＣ治療の進行をモニターするためのＢＴＭおよびＵＢＴＭの使用
　ＴＣＣの迅速な診断および早期検出に加えて、組織、血清、または尿のいずれかで検出
されるＢＴＭおよびＵＢＴＭマーカーを、患者の治療に対する応答をモニターするために
用いることができる。これらの応用では、全身的、膀胱内または血管内化学療法、放射線
療法、または免疫療法の開始に続いて、時々尿および／または血清試料を採取すればよい
。マーカー蓄積の低下は腫瘍サイズの減少を示すことができ、それは有効な治療を示唆す
る。低下率を、各患者または治療に対する最適の治療用量を予測するために用いることが
できる。
【００５６】
　評価するマーカーは、既知のヒト遺伝子から選択する。評価する遺伝子を図３および４
に示す。図３および４に含まれるのは、遺伝子名、ＨＵＧＯ識別名、ＭＷＧオリゴ番号、
ＮＣＢＩ　ｍＲＮＡ参照配列番号およびタンパク質参照番号である。全長の配列は、http
://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/で、見つけることができる。
【００５７】
　膀胱癌を診断し評価するのに役立つとして同定されたマーカーを、図２および本出願に
添付する配列一覧表に表示する。
【００５８】
本発明の諸局面
　したがって、ある局面では、本発明には、尿中のＵＢＴＭファミリーメンバーの蓄積を
検出する工程を含む、膀胱癌を検出するための方法が含まれる。
【００５９】
　他の局面では、ＵＢＴＭファミリーメンバーは、実質的な程度には血液に関連していな
い。
【００６０】
　追加の局面では、ＵＢＴＭは、図３または４に示される群より選択される。
【００６１】
　さらにある局面では、検出する工程を、ＢＴＭまたはＵＢＴＭのｍＲＮＡの蓄積を検出
することにより行なう。
【００６２】
　いくつかの局面では、検出する工程を、マイクロアレイを用いて行なう。
【００６３】
　他の局面では、検出する工程を、定量的ポリメラーゼ連鎖反応またはハイブリダイゼー
ション法を用いて行なう。
【００６４】
　さらなる局面では、検出する工程を、ＵＢＴＭタンパク質の蓄積を検出することにより
行なう。
【００６５】
　よりさらなる局面では、検出する工程を、ＵＢＴＭペプチドの蓄積を検出することによ
り行なう。
【００６６】
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　これらの局面のいくつかでは、検出する工程を、ポリクローナルまたはモロクローナル
のいずれかであるＵＢＴＭ抗体を用いて、行なう。
【００６７】
　追加の局面では、方法には、前記試料中の２つ以上のＵＢＴＭファミリーメンバーの蓄
積の検出が含まれる。
【００６８】
　これらの追加の局面のあるものでは、方法は、ＴＯＰ２Ａ、ＭＤＫ、またはＢＩＲＣ５
を検出する工程を含む。
【００６９】
　よりさらなる局面には、ＴＯＰ２Ａ－ＨＯＸＡ１３、ＴＯＰ２Ａ－ＩＧＦＢＰ５、およ
びＴＯＰ２Ａ－ＳＥＭＡ３Ｆから成る群より選択される１以上のマーカー対を検出する工
程、が含まれる。
【００７０】
　本発明の他の局面では、膀胱癌を検出する方法は、膀胱癌を有する疑いのある患者から
の生体試料中の、図１４ａまたは１４ｂより選択されるＢＴＭファミリーメンバーの２つ
以上よりなる組合せの蓄積を検出する工程を含む。
【００７１】
　これらの局面のいくつかでは、生体サンプルが、血液、血清、血漿、組織、尿、糞便、
脳脊髄液、および腹膜洗液から成る群より選択される。
【００７２】
　よりさらなる局面には、ＢＴＭまたはＵＢＴＭに特異的な抗体、およびそれらの産生の
ための方法（ポリクローナルまたはモノクローナル抗体のどちらか）、が含まれる。
【００７３】
　これらの局面のあるものでは、モノクローナル抗体を、図３または４に示される群より
選択されるＢＴＭまたはＵＢＴＭに対して指向させることができる。
【００７４】
　これらの局面の他のものでは、方法はさらに、別のＢＴＭまたはＵＢＴＭに対して指向
された別の抗体を含む。
【００７５】
　本発明の追加の局面は、ＢＴＭまたはＵＢＴＭの組合せ（その組合せは図１４ａまたは
１４ｂより選択される）の捕獲試薬をその上に有する基質；および前記基質に関連した検
出器（その検出器は、前記捕獲試薬に結合した前記ＢＴＭまたはＵＢＴＭの組合せを検出
することができる）、を含むＢＴＭを検出するための装置、を含む。
【００７６】
　これらの局面のあるものでは、捕獲試薬はオリゴヌクレオチドを含む。
【００７７】
　追加の局面では、捕獲試薬は抗体を含む。
【００７８】
　いくつかの局面では、ＢＴＭまたはＵＢＴＭが、図３または４に指定された群より選択
される。
【００７９】
　本発明には、さらに癌検出のためのキットも含まれ、キットは、基質；その上のＢＴＭ
またはＵＢＴＭの少なくとも２つよりなる組合せ（その組合せは図１４ａまたは１４ｂよ
り選択される）の捕獲試薬；および使用のための指示書、を含む。
【００８０】
　いくつかのキットには、ＢＴＭまたはＵＢＴＭに特異的なオリゴヌクレオチドまたはＢ
ＴＭ特異的な抗体である、捕獲試薬が含まれる。
【００８１】
　いくつかのキットでは、ＢＴＭまたはＵＢＴＭは、図３または４に示される群より選択
される。
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【００８２】
　あるキットでは、マーカーが、ＩＧＦＢＰ５、ＭＧＰ、ＳＥＭＡ３ＦおよびＨＯＸＡ１
３から成る群より選択される。
【００８３】
　追加の局面には、膀胱癌の存在を検出するための方法であって、尿試料中の、ＢＩＲＣ
２、ＣＤＣ２、ＨＯＸＡｌ３、ＩＧＦＢＰ５、ＭＤＫ、ＭＧＰ、ＮＯＶ、ＮＲＰｌ、ＳＥ
ＭＡ３Ｆ、ＳＰＡＧ５、ＴＯＰ２Ａから成る群より選択される、１つ以上のマーカーの存
在を決定する工程を含む方法、が含まれる。ここで前記マーカーは、血液中には実質的に
存在しない。
【００８４】
　本発明の他の局面には、前記患者の尿中の、ＨＯＸＡ１３、ＩＧＦＢＰ５、ＭＤＫ、Ｍ
ＧＰ、ＮＲＰｌ、ＳＥＭＡ３Ｆ、ＳＭＣ４Ｌ１、ＴＯＰ２Ａ、およびＵＢＥ２Ｃから成る
群からより選択される１つ以上のマーカーの蓄積を決定する工程；および前記試料中の前
記マーカーの比率を決定する工程（その比率は膀胱癌の存在に関連している）を含む、非
悪性膀胱疾患から悪性膀胱疾患を区別するための方法が含まれる。
【００８５】
　これらの局面のあるものでは、方法が、尿中の、少なくとも１つの第２のＢＴＭの蓄積
を測定する工程を含む。
【００８６】
　これらの実施態様のあるものでは、第１のマーカーはＴＯＰ２Ａであり、また第２のマ
ーカーは、ＨＯＸＡ１３、ＩＧＦＢＰ５、およびＳＥＭＡ３Ｆから成る群より選択される
。
【００８７】
　追加の局面では、本発明には、マーカーの蓄積比率を、表在性膀胱癌、浸潤性病期１膀
胱癌、または浸潤性病期２～３膀胱癌を示すものとして関連させる工程が含まれる。
【００８８】
　よりさらなる局面では、本発明には、患者からの第１の試料中の、図３または４から選
ばれる１つ以上のマーカーの存在量を、治療期間後の患者からの第２の試料中の図３また
は４から選ばれる１つ以上のマーカーの存在量と、比較する工程を含む、膀胱癌の治療効
能を決定するための方法、が含まれる。
【００８９】
　本明細書に記述するように、腫瘍の検出を、１つ以上の腫瘍マーカーの発現を測定する
ことによって行なうことができる。複数のＢＴＭまたはＵＢＴＭのいずれかの増大した発
現と診断された膀胱癌の存在との関連性が非常に高いことが、思いがけなく発見された。
検出された最小の有意な関連性は、約０．０１８のｐ値を有していた。関連性の多くは、
１０-10より小さいｐ値で有意であった。そのような高い有意性があるため、２以上のＢ
ＴＭまたはＵＢＴＭの増大した発現または蓄積を検出することは、必要でないかもしれな
い。しかしながら、本発明のＢＴＭの冗長度によって、増大した信頼性で膀胱癌を検出す
ることが可能になる。
【００９０】
　本明細書で提供される方法には、さらに高感度の分析が含まれる。ｑＰＣＲは極めて敏
感であり、試料中の非常に小さいコピー数（例えば１～１００）の遺伝子産物を検出する
ために用いることができる。そのような感度のため、膀胱癌に関連したイベントの極めて
早期の発見が可能となる。
【００９１】
方法
腫瘍の収集
　膀胱腫瘍試料および非悪性尿路上皮試料を、日本の京都大学病院、および他の共同研究
の日本の病院で切除された外科的試験片から収集した。
【００９２】
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尿の収集
　非悪性の対照および膀胱癌患者からの尿試料を、日本の京都大学病院から得た（図１）
。健康な対照試料を、白人および日本人のボランティアから得た。
【００９３】
ＲＮＡ抽出
　腫瘍組織をＴｒｉＲｅａｇｅｎｔ：水（３：１）混合液中でホモジナイズし、次にクロ
ロホルムで抽出した。全ＲＮＡを次に、水相から、ＲＮｅａｓｙ（商標）法（Qiagen）を
用いて精製した。ＲＮＡをまた、１６の癌細胞系統から抽出し、参照ＲＮＡとして役立て
るためにプールした。
【００９４】
　ＲＮＡを、尿試料を等容量の溶解緩衝液（５．６４Mグアニジン－ＨＣｌ、０．５％サ
ルコシル、５０mM酢酸ナトリウム（ｐＨ６．５）、および１ｍＭβ－メルカプトエタノー
ル；１．５M　Ｈｅｐｅｓ　pH８でｐHを７．０に調節）と混合することにより、尿から抽
出した。全ＲＮＡを、その後、ＴｒｉｚｏｌおよびＲＮｅａｓｙ（商標）法を用いて抽出
した。ＲＮＡ調製物を、ｃＤＮＡ合成に先立って、Ｑｉａｇｅｎ　ＱＩＡｑｕｉｃｋ（商
標）ＰＣＲ精製キットを用いてさらに精製した。
【００９５】
　ＲＮＡを、３人の健康なボランティアの血液から、３．６％デキストラン中の沈降を用
いて全血から濃縮した細胞に対してＴｒｉｚｏｌ／ＲＮｅａｓｙ（商標）抽出を行なうこ
とにより、抽出した。
【００９６】
マイクロアレイ・スライド調製物
　エポキシ樹脂コーティングされたスライドグラス（MWG Biotech）に、～３０，０００
の５０量体オリゴヌクレオチド（MWG Biotech）を、Gene Machinesのマイクロアレイ作製
ロボットを用い、メーカーのプロトコルに従って、プリントした。
【００９７】
ＲＮＡラベリングおよびハイブリダイゼーション
　ｃＤＮＡを、５μgの全ＲＮＡから、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　II（商標）逆転写酵素
（Invitrogen）を用いて、５－(３－アミノアリル)－２’デオキシウリジン－５’三リン
酸を含む反応で、転写した。その後、反応物をＭｉｃｒｏｃｏｎカラムで脱イオン化し、
次いでＣｙ３またはＣｙ５と、炭酸水素緩衝液中１時間室温でインキュベーションした。
取込まれなかった色素を、Ｑｉａｑｕｉｃｋカラム（Qiagen）を用いて除去し、試料をＳ
ｐｅｅｄＶａｃ中で１５μlに濃縮した。Ｃｙ３およびＣｙ５ラベルされたｃＤＮＡを、
次に、Ａｍｂｉｏｎ　ＵＬＴＲＡｈｙｂ（商標）緩衝液と混合し、１００℃２分間で変性
させ、ハイブリダイゼーション室中４２℃１６時間で、マイクロアレイ・スライドにハイ
ブリダイズさせた。スライドを、その後洗浄し、Ａｘｏｎ　４０００Ａ（商標）スキャナ
ー中で２回、２つの出力設定で走査した。
【００９８】
癌マーカー遺伝子のマイクロアレイ分析
　５３の膀胱腫瘍および２０の非悪性（「正常な」）膀胱組織試料からのＲＮＡをＣｙ５
でラベルし、Ｃｙ３ラベルされた参照ＲＮＡとのハイブリダイゼーションを、２重または
３重に行った。次に規格化の後、２９，７１８の各遺伝子中の発現の変化を、倍率変化お
よび統計的確率により推定した。
【００９９】
規格化手続き
　Ｇｅｎｅｐｉｘ（商標）ソフトウェアにより検出された蛍光強度の中央値を、局所的な
バックグラウンド強度を差し引くことにより補正した。ゼロより低いバックグラウンド補
正強度を有するスポットを除外した。規格化を容易にするために、強度比および全スポッ
ト強度を対数変換した。対数化した強度比を、ＬＯＣＦＩＴ（商標）パッケージに含まれ
ている局所回帰を用いて、色素および空間の偏りを補正した。対数化した強度比を、全ス
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ポット強度および局所化について同時に回帰推定した。局所回帰の残差が、補正された対
数化倍率変化を与えた。品質制御のために、各規格化マイクロアレイの比を、スポット強
度および局所化に関してプロットした。続いて、何らかの残存アーティファクトの有無に
ついてプロットを目視検査した。さらに、ピンチップバイアス検出のためにＡＮＯＶＡモ
デルを適用した。規格化のすべての結果およびパラメーターを、統計解析のためＰｏｓｔ
ｇｒｅｓデータベースに入れた。
【０１００】
統計解析
　測定された倍率変化の、アレイ間の比較を改良するために、ｌｏｇ２（比率）を、１ア
レイ当たり同一の全標準偏差を持つように拡大・縮小した。この標準化により、平均組織
内クラス変動が減少した。結果の目視検査を容易にするために、lｏｇ２（比率）をさら
に、各オリゴヌクレオチドがゼロの中央値を持つように移動させた。雑音耐性を改善する
ために、倍率変化に基づく順位和検定を次に用いた。この検定は次の２工程から成る：ｉ
）アレイ内の倍率変化順位（Ｒｆｃ）の計算、およびii）腫瘍組織の中央値（Ｒｆｃ）か
らの正常組織の中央値（Ｒｆｃ）の減算。両方の中央値順位の差が、倍率変化順位の評点
を定義する。標準化データについて３つの追加の統計的検定を行なった：それは１）Ｓｔ
ｕｄｅｎｔの２標本ｔ－検定、２）Ｗｉｌｃｏｘｏｎ検定、および３）マイクロアレイの
統計解析（ＳＡＭ）である。統計的方法（倍率変化順位、ｔ－検定、Ｗｉｌｃｏｘｏｎ検
定、およびＳＡＭ）の各々によって決定された、３００個の最も有意に上方調節された遺
伝子に、各検査について順位評点が与えられた。ある遺伝子が１つのリストに現われ、他
の１つ以上には現われなかった場合、その評点に加重因子５００を加えた。次に、すべて
の順位評点を加え合わせて、１つの合計順位評点とした。
【０１０１】
マーカーの組合せの統計解析
　腫瘍と非悪性試料を区別するために、２マーカーまたは３マーカーの組合せを用いるこ
との価値を決定するために、腫瘍および非悪性試料からのｑＰＣＲデータを次の解析に付
した。非悪性および腫瘍試料についての正規分布を、標本平均および標準偏差を用いて、
生成した。次に、腫瘍発現データから得られた値が、非悪性の分布中で定義された閾値（
例えば５０％、７０％、７５％、８０％、９０％、９５％、または９９％以上）を越える
確率（すなわち感度）を決定した。マーカーの組合せについては、少なくとも１つのマー
カーが閾値を越える確率を決定した。
【０１０２】
　尿試料ならびに腫瘍試料中の解析するマーカーの組合せの価値を示すために、正規分布
解析を、図１のシリーズ２に記載されたＴＣＣ患者および非悪性対照からの尿試料を用い
て得られたｑＰＣＲデータについて行なった。ＴＣＣ患者のｑＰＣＲデータから得られた
値が、非悪性試料分布中において定義された閾値（例えば５０％、７０％、７５％、８０
％、９０％、９５％、または９９％より大きい）を越える確率を決定した。
【０１０３】
尿中の膀胱癌マーカーを検出するための方法
　いくつかの実施態様では、尿試料についてＢＴＭの分析を望ましく実施することができ
る。一般に、これらの液体中のオリゴヌクレオチド、タンパク質、およびペプチドを分析
するための方法は、当技術分野において公知である。しかし、説明のために述べると、Ｂ
ＴＭの尿中レベルを、サンドイッチ型酵素結合免疫吸着分析（ＥＬＩＳＡ）を用いて、定
量することができる。血漿または血清分析のために、５μlに小分けした、適切に希釈し
た試料または連続的に希釈した標準ＢＴＭ、および７５μlのペルオキシダーゼ結合抗ヒ
トＢＴＭ抗体を、マイクロタイタープレートのウエルに加える。３０℃３０分のインキュ
ベーション期間後、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中の０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０でウエル
を洗浄し、結合していない抗体を除去する。次に、ＢＴＭと抗ＢＴＭ抗体の結合複合体を
、Ｈ2Ｏ2を含むｏ－フェニレンジアミンと１５分間３０℃でインキュベーションする。そ
の反応を１M　Ｈ2ＳＯ4を加えることにより止めて、マイクロタイタープレート読取機に
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より、４９２nmの吸光度を測定する。抗ＢＴＭ抗体はモノクローナル抗体またはポリクロ
ーナル抗血清でよいことは当然である。
【０１０４】
　多くのタンパク質は、（１）細胞によって分泌され、（２）細胞膜から剥がされ、（３
）細胞が死んで細胞から失われ、または（４）脱ぎ捨て去られた細胞内に含まれている、
ものであるから、ＢＴＭもまた尿中で検出されるのは当然である。さらに、試料中のＢＴ
Ｍの発現または試料中のＢＴＭの蓄積のいずれかを測定することにより、膀胱癌の診断を
決定することができる。先行技術の診断方法には、膀胱鏡観察、細胞診、およびこれらの
手続きの間に抽出された細胞の検査が含まれる。そのような方法は、尿中の、または尿路
上皮の剥取試料中の、または他の場合には、膀胱壁の生検試料中の、腫瘍細胞の同定に依
存していた。これらの方法には、試料採取誤差、観察者間の同定誤差、その他を含むいく
つかの型の誤差がある。
【０１０５】
定量的リアルタイムＰＣＲ
　リアルタイムまたは定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）を、ＰＣＲ鋳型のコピー回数の絶対的ま
たは相対的な定量化に用いる。Ｔａｑｍａｎ（商標）プローブおよびプライマーセットを
、Ｐｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ｖ　２．０（商標）(Applied Biosystems)を用いて設
計した。可能な場合には、その結果得られるアンプリコンに、可能性のあるすべてのスプ
ライシング変異体が含まれ、ＭＷＧ-Ｂｉｏｔｅｃｈ由来のマイクロアレイオリゴヌクレ
オチドによってカバーされる領域へアンプリコン優位が与えられていた。プライマーおよ
びプローブの配列を図２に示す。あるいは、標的遺伝子が、所望のアンプリコンをカバー
するＡｓｓａｙ－ｏｎ－Ｄｅｍａｎｄ（商標）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｓｓａｙ（Appl
ied Biosystems）によって表示されていた場合は、これらを用いた。研究組織内で設計さ
れた分析では、プライマー濃度を、ＳＹＢＲグリーンラベルプロトコルおよび参照ＲＮＡ
から作られたｃＤＮＡを用いて滴定した。増幅を、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ（商標）７０００
配列検出システムで、標準のサイクル条件下で行った。単一回増幅の生成物を解離曲線中
で観察したときは、最適なプライマー濃度および５’ＦＡＭ～３’ＴＡＭＲＡリン酸Ｔａ
ｑｍａｎ（商標）プローブ（Proligo）を最終濃度２５０nMで用いて、６２５倍にわたる
濃度範囲で標準曲線を生成した。０．９８を超える回帰係数で標準曲線を与える分析を、
次の分析で用いた。
【０１０６】
　分析を、２つの９６ウエルプレート上で、各ＲＮＡ試料を単一のｃＤＮＡにより代理さ
せて行なうことができる。各プレートは、２重の、６２５倍の濃度範囲にわたる参照ｃＤ
ＮＡ標準曲線を含んでいた。分析は、ΔＣＴ（標的遺伝子ＣＴ－平均の参照ｃＤＮＡのＣ
Ｔ）の計算から成っていた。ΔＣＴは、負のｌｏｇ２倍率変化に正比例する。次に、非悪
性ｌｏｇ２倍率変化の中央値に相対的なｌｏｇ２倍率変化を計算した（ｌｏｇ２倍率変化
－正常ｌｏｇ２倍率変化の中央値）。倍率変化を次に、頻度クラスへクラスター化して、
グラフにするか、箱ひげ図で図示することができる。
【０１０７】
膀胱悪性腫瘍のための血清および尿マーカーの選択
　推定血清マーカーを、（ｉ）コードされたタンパク質が細胞から分泌されるか、または
細胞膜から剥ぎ取られる可能性、（分泌の可能性はＴａｒｇｅｔＰ（商標）(Emanuelsson
 et al; J. MoI. Biol. 300, 1005-1006 (2000) による分析に基づいていた）および（ii
）その合計順位評点、に基づいて、アレイデータから選択することができる。しかしなが
ら、腫瘍試料中の過剰発現の程度の変化は、腫瘍の異質性だけでなく、腫瘍試料への、平
滑筋、結合組織、粘膜下細胞（U.S Patent 6,335,170 参照）、間質細胞、および非悪性
上皮を含む「正常」組織の混入の程度の変動も反映する。多くの状況で、「正常」の混入
は５から７０％までの範囲であり、中央値はおよそ２５％であった。
【０１０８】
　我々はしたがって、正常な膀胱細胞が多く混入していない尿試料中のＢＴＭの分析によ
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り、これらの「偽陽性」結果を減少させることができた。さらに、ｑＰＣＲ法を用いるこ
とにより、我々は、先行技術によるマイクロアレイ法の使用に比較して、尿試料中のｍＲ
ＮＡレベルをより正確に決定することができた。その結果我々は、他の膀胱細胞型の大き
な混入を回避することができ、それにより臨床試料のマイクロアレイ分析技術における、
より扱いにくい問題の１つを回避した。
【０１０９】
　尿中のマーカーの蓄積を測定し、腫瘍中の発現率に依存しないことにより、我々は予想
外に、膀胱癌の検出ならびにその病期および／またはその型の決定に役立つ、多くのＢＴ
Ｍを発見した。さらに、患者が膀胱癌の可能性について内科医を受診する最初の徴候の１
つが、尿中の血液の存在であるため、我々は血液中で高度には発現されないＢＴＭが診断
に大きな価値がありえると判断した。これらのマーカーには、ＩＧＦＢＰ５、ＭＧＰ、Ｓ
ＥＭＡ３Ｆ、およびＨＯＸＡ１３が含まれる（図９参照）。
【０１１０】
　蓄積を測定することは、「過剰発現」を定義することよりも利点がある。上に指摘した
ように、増大した蓄積は、分子生物学的な意味での、真の過剰発現または増大した発現速
度（即ち細胞当たり単位時間当たりのヘテロ核ＲＮＡ（ｈｎＲＮＡ）分子、ｍＲＮＡ分子
またはタンパク質の増大した数）を反映している可能性がある。しかし、蓄積はまた、た
とえ発現速度が増大しなくても、尿中などの与えられた体積中のマーカーの量の増大を意
味することができる。例えば、一つの腫瘍細胞が正常な量のマーカーを生成しても、試料
中にそのような細胞の数の増大が観察されることにより、癌の存在が明らになることが可
能である。さらに、蓄積は、試料中のフリーの、または可溶のＲＮＡを反映する可能性が
ある。ある場合には、マーカーを産生した腫瘍細胞が死滅し、細胞の内容が周囲の組織へ
放出される可能性がある。細胞の内容が尿に達する場合には、そこでフリーのマーカーＲ
ＮＡを検出することができる。これらの現象は、特に、通常は選択性および特異性を伴っ
て診断するのが困難であった、表在性膀胱癌を診断するのに役立つ可能性がある。尿中に
マーカーの蓄積が測定されることが、表在性膀胱癌の最初の徴候の１つでありうる。した
がって、本発明の方法および装置を用いると、初期の膀胱癌を検出することができる可能
性がある。
【０１１１】
　我々はまた、蓄積を測定する際に、試料体積の変化を補正するよう注意する必要がある
ことを指摘しておく。例えば、尿では、単位体積当たりのマーカー量は被験者の腎機能に
依存する可能性がある。したがって、尿生産が減少した状態では、尿中の細胞（腫瘍細胞
を含む）は濃縮され、それによって、人為的に高い蓄積の測定値（単位体積当たりの）が
得られる。そのようなアーティファクトは、尿生産（例えば単位時間当たりの尿生産量）
、尿クリアランス（例えばクレアチニンまたはＢＵＮを測定する）の独立した測定を行な
うことにより減少させることができる。反対に、利尿中などの、尿生産量が増大している
状況では、マーカーを含む細胞が薄められて、人為的に低い蓄積の測定値が生成される可
能性がある。しかし、試料中のマーカーの真の蓄積または質量と関連しない、マーカー蓄
積の変動を生成する可能性がある利尿薬の使用、水分摂取量および他の因子は、制御する
ことができる。これらの状況では、マーカー量を、尿生産速度に対して補正することがで
きる。
【０１１２】
　このようにして、尿中のＢＴＭを測定することにより、我々は、先行技術の方法と比較
して偽陽性結果の発生を減少させることができ、これらの方法が先行技術方法より優れて
いることを示すことができた。
【０１１３】
　尿マーカーを、分泌または膜からの剥落の基準を適用しなかった以外は、上記のアレイ
データから選択した。したがって、有用な血清マーカーであると予測されなかった細胞内
および膜結合型マーカーが、尿マーカーとして含まれる。
【０１１４】
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実施例
　本明細書に記述する実施例は、本発明の実施態様を説明する目的のためであって、本発
明の範囲を制限することを意図しない。他の実施態様、方法、および分析の型は、分子診
断技術における当業者の範囲内であり、本明細書で詳細に記述する必要はない。本明細書
の教示に基づく技術の範囲内の他の実施態様は、本発明の一部であると考える。
【０１１５】
実施例１
膀胱の表在性および浸潤性悪性腫瘍のためのマーカーの同定
　浸潤性および表在性膀胱癌の遺伝子発現パターンからのマイクロアレイデータの階層的
クラスター化が、多数の有意な差異を示した。その結果、これらの癌型を、次の解析にお
いて別々に処理した。しかし、両方の癌型において、高い割合の遺伝子が過剰発現される
。図３は、浸潤性膀胱悪性腫瘍のマーカーに対するマイクロアレイ研究の結果を示す表で
ある。１９９の浸潤性マーカーのうちの３１が、上述の血清マーカー（図中「Ｓ」で表示
する）の基準を満たす。図４は、表在性膀胱悪性腫瘍のマイクロアレイ研究の結果を示す
表である。１７０の表在性マーカーのうちの３４が、上記の血清マーカーの基準を満たす
。図３および４には、遺伝子のＨＵＧＯ記号（「記号」）、ＭＷＧ　Ｂｉｏｔｅｃｈオリ
ゴヌクレオチド番号、ＮＣＢＩｍＲＮＡ参照配列番号、タンパク質参照配列番号、腫瘍遺
伝子発現と非悪性遺伝子発現との間の倍率変化平均値、個々の腫瘍試料中の発現と非悪性
試料中の発現の中央値との間の倍率変化最大値、元の未調整のＳｔｕｄｅｎｔのｔ-検定
結果、２試料Ｗｉｌｃｏｘｏｎ検定結果、および合計の順位評点、が含まれる。
【０１１６】
　浸潤性膀胱癌マーカー分析における、１９９の遺伝子に対する倍率変化平均値（腫瘍：
非悪性組織）は、１．３～５．３の範囲であり、また倍率変化最大値は、２．１～６０．
９の範囲であった。表在性膀胱癌分析については、１７０のマーカーが、１．１．３～３
．０の範囲の平均過剰発現、および１．９～１４４の範囲の最大過剰発現であった。示し
たマーカーの各々については、癌マーカーとしてのそれらの特異性の統計的有意性が極め
て高いことが分かった。Ｓｔｕｄｅｎｔのｔ-検定値は、わずかの例外を除いて、すべて
１０-3未満であった。このことは、これらのマーカーを用いる診断が極めて高度に膀胱癌
に関連していることを示す。マイクロアレイ研究によって生成された倍率変化は、ｑＰＣ
Ｒなどのより正確な技術を用いて観察された実際の発現変化を過小評価する傾向があるこ
とに注意するべきである。しかし、他に記した理由で、マイクロアレイ分析には１つ以上
の重大なアーティファクトがある可能性がある。したがって、我々は、膀胱癌の存在およ
び病期をより正確に検出するための、ｑＰＣＲに基づく方法を開発した。
【０１１７】
実施例２
ｑＰＣＲ分析
　より敏感でより正確な遺伝子発現の定量化が、ｑＰＣＲを用いて、図３および４に示さ
れる遺伝子の部分集合について得られた。マイクロアレイ分析（図３および４）によって
同定された１８の遺伝子に対して、３０に及ぶ浸潤性膀胱腫瘍、２５の表在性膀胱腫瘍、
および正常な尿路上皮の１８の試料、からのメッセンジャーＲＮＡを分析し、結果を図５
に示した。浸潤性および表在性の型の膀胱癌に対するデータを、マーカーＳＰＡＧ５、Ｔ
ＯＰ２ａ、ＣＤＣ２、ＥＮＧ、ＮＲＰｌ、ＥＧＦＬ６、ＳＥＭ２、ＣＨＧＡ、ＵＢＥ２Ｃ
、ＨＯＸＡ１３、ＭＤＫ、ＴＨＹｌ、ＢＩＲＣ５、およびＳＭＣ４Ｌ１について示す。表
在性の型単独では、マーカーＳＥＭＡ３Ｆ、ＩＧＦＢＰ５およびＮＯＶのみが、正常な尿
路上皮と比較して過剰発現され、浸潤性の型単独ではＭＧＰのみが過剰発現され；これら
のマーカーは、過剰発現されなかった腫瘍試料中では、正常な尿路上皮と同様の発現を維
持した。図５には、遺伝子名、遺伝子別名、遺伝子記号、腫瘍（Ｔ）と非悪性（Ｎ）組織
間の倍率変化中央値、個々の腫瘍試料の発現と非悪性組織発現中央値の間の倍率変化最大
値、および非悪性試料中の発現レベルの第９５百分位数より大きな発現レベルを有する腫
瘍試料の％、が含まれる。
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【０１１８】
　図５中のマーカーの、倍率変化（非悪性組織発現の中央値と比較した腫瘍組織発現）中
央値は、ＣＨＧＡ以外は、浸潤性膀胱腫瘍については２～１２８倍、また表在性膀胱腫瘍
については２～３９倍の範囲であった。浸潤性腫瘍に対する倍率変化最大値は、２４～２
５２６倍、また表在性の腫瘍に対しては６～６１９倍の範囲であった。ＣＨＧＡの発現パ
ターンは、一部の腫瘍中で非常に高い発現をしていた（図６ｓ～６ｔ）ために目立ったが
、それ以外では検出できない発現であった。発現は、１５／２５の表在性腫瘍で、１５／
２９の浸潤性腫瘍で、および９／１０の正常な試料で検出できなかった。正常な試料中の
発現が低いと、腫瘍中の過剰発現レベルの、正常と比較した比率としての正確な定量化が
不可能であるが、ＢＴＭ　ｍＲＮＡの蓄積を測定し定量できる場合は、膀胱癌診断の基礎
として用いることができる。浸潤性腫瘍については、遺伝子ＳＰＡＧ５、ＴＯＰ２Ａ、お
よびＣＤＣ２の発現レベルは、腫瘍中で症例の＞９０％について、「正常」範囲の第９５
百分位数より大きかった。ＢＩＲＣ５を例外として、調べた図５の残りの遺伝子は、試料
の＞４５％で、浸潤性≧腫瘍中で正常の第９５百分位数より大きな発現をしていた。表在
性腫瘍では、遺伝子ＳＰＡＧ５、ＴＯＰ２Ａ、ＣＤＣ２、ＥＮＧ、およびＮＲＰｌの発現
レベルが、腫瘍中で症例の≧８０％について、非悪性の範囲の第９５百分位数より大きか
った。ＣＨＧＡ、ＵＢＥ２Ｃ、およびＢＩＲＣ５を例外として、表在性腫瘍で調べた図５
の残りの遺伝子は、試料の＞４０％で、正常の第９５百分位数より大きな発現をしていた
。
【０１１９】
　図６ａ～６ａｆは、正常組織（明るいバー）および表在性または浸潤性腫瘍組織（暗い
バー）の両方について、一連の１８の遺伝子の各々の発現の観察頻度（垂直軸）と、その
遺伝子に対する発現のｌｏｇ２倍率変化（水平軸）を比較するヒストグラムを表す。我々
は驚くべきことに、これらの１８の遺伝子の各々について、頻度分布の本質的な区別が、
正常と腫瘍組織の間に存在することを発見した。例えば、図６ｃは、浸潤性腫瘍における
ＴＯＰ２ａの発現についての結果を表す。２つの腫瘍試料のみが、正常範囲中に発現レベ
ルを有することが観察された。
【０１２０】
　患者および対照の尿中の、１８のＢＴＭ：ＳＰＡＧ５、ＴＯＰ２Ａ、ＣＤＣ２、ＥＮＧ
、ＩＧＦＢＰ５、ＮＯＶ、ＮＲＰ１、ＳＥＭＡ３Ｆ、ＥＧＦＬ６、ＭＧＰ、ＳＥＭ２、Ｃ
ＨＧＡ、ＵＢＥ２Ｃ、ＨＯＸＡ１３、ＭＤＫ、ＴＨＹ１、ＢＩＲＣ５、およびＳＭＣ４Ｌ
１、の蓄積（図１：試料シリズ１）が、等しい体積の尿から抽出された全ＲＮＡのｑＰＣ
Ｒを用いて、測定された。ＥＧＦＬ６を例外として、ＢＴＭのうちの１７が、患者の尿中
で、対照尿試料と比較して大きな蓄積を示した（図７）。１７のＢＴＭに対する倍率差の
中央値は、２倍～２６５倍の範囲であった。単一の患者試料と対照の中央値レベルとの間
の最大差異は、２６倍～＞１０，０００倍の範囲であった。
【０１２１】
　図８は、箱ひげ図として描かれ、対照試料の発現中央値に対して標準化された、１３の
ＢＴＭについてのＢＴＭ転写物蓄積の差を示す。図８は、ＭＤＫ、ＳＥＭＡ３Ｆ、および
ＴＯＰ２Ａが、癌患者と対照からの尿中に重複箇所を持たないことを示す。さらに、ＩＧ
ＦＢＰ５、ＨＯＸＡ１３、ＭＧＰ、ＮＲＰ１、ＳＭＣ４Ｌ１、ＳＰＡＧ４、およびＵＢＥ
２Ｃの転写物の高レベルの蓄積は、ほとんど常に膀胱癌に関連している。図８に描かれた
ＢＴＭの残り：ＢＩＲＣ５、ＮＯＶ、およびＣＤＣ２については、膀胱癌の患者の尿中の
それらの発現が、正常な対照試料と比較して、少なくとも約３倍増大する。
【０１２２】
　膀胱癌の存在の検査を引き起こす主な臨床症状は、血尿症（すなわち尿の中の巨視的微
視的なレベルの血液の存在）である。血液を通常は、視覚的に、または尿「計量棒」を用
いるヘモグロビンの化学的検出によって検出する。巨視的および微視的血尿症の症例のお
よそ１５％および４％のみが、それぞれ、膀胱癌に関連しているにすぎない。その結果と
して、膀胱癌検査が高い特異性を持つためには、全血中のマーカー発現のレベルが低いか
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、ある場合には検出できないことが重要である。したがって、高い特異性を有するマーカ
ーの識別を促進するために、図８の１３のマーカーのうちの１２の発現を、血液ＲＮＡ中
でｑＰＣＲを用いて測定した。ｑＰＣＲを、血液および膀胱腫瘍組織から抽出された５μ
gの全ＲＮＡに対して、図２に記述したプライマーおよびプローブを用いて実施した。図
９に、各マーカーに対するバックグラウンドを越えるサイクル数を示す。マーカーＭＧＰ
、ＩＧＦＢＰ５、ＳＥＭＡ３Ｆ、およびＨｏｘＡ１３については、血液中で転写物を検出
することができなかったが、マーカーＳＭＣ４Ｌ１およびＵＢＥ２ｃが特に血液中で発現
された。我々は、ＰＣＲサイクル数を示すデータは、本質的にｌｏｇ２プロットであって
、サイクル数が１だけ増加することは信号が２倍になることを示すことを指摘しておく。
したがって、腫瘍組織と血液中のマーカーの存在の差を評価する際に、２サイクルの差は
、４倍の発現の差を示す。同様に、５サイクルの差（例えばＴＯＰ２Ａについて）は、２
５の、即ち３２倍の発現の差を表す。ＴＯＰ２ＡおよびＭＤＫなどの他のマーカーは、検
知できる血液発現をしているが、血液発現と膀胱腫瘍発現の間の大きな差によって、相当
良いマーカーに留まっている。
【０１２３】
　全血と膀胱腫瘍中のマーカー発現の間の差異をさらに調査し、かつ膀胱癌尿マーカーの
選択を改良するために、９つのマーカーを選択し、さらなる２０人の患者、１３人の正常
な対照および２６人の非悪性の対照からの尿ＲＮＡを用いてさらに詳しい分析を行った（
図１：試料シリーズ２）。非悪性の対照には、細胞診によって潜血または白血球のいずれ
かがそれらの尿中で検出された２０の試料が含まれていた。すべての９つのマーカーが、
対照と癌患者試料の間で差異を示し、癌患者試料の健康な試料および非悪性の試料と比較
したｌｏｇ２過剰出現の中央値は、それぞれ５．４～１０．４および４．０～１０．１の
範囲であった（図１０）。このデータを図示する箱ひげ図を図１１に示す。
【０１２４】
　血液ｑＰＣＲデータによって予測されるように、マーカーＵＢＥ２ＣおよびＳＭＣ４Ｌ
１は非悪性の対照の尿中で、健康な対照の尿試料と比較して蓄積の著しい増大を示した。
ＮＲＰ１も、非悪性試料からの尿試料中で、健康な対照尿試料と比較して有意に上昇し、
癌患者の試料と非悪性患者の試料間で相当な重複を示し、ＴＯＰ２ＡおよびＭＤＫも増加
を示したが、ＴＣＣ細胞中のそれらの非常に高い発現のために、非悪性患者の尿試料中と
癌患者試料中のＲＮＡの蓄積間で、大きな差異を維持していた。対照的に、ＨＯＸＡ１３
、ＩＧＦＢＰ５、ＳＥＭＡ３Ｆ、およびＭＧＰは、健康な対照試料に比較して、非悪性尿
試料中では小さな増加を示したのみであった。
【０１２５】
　全体として、６つのマーカー（ＳＥＭＡ３Ｆ、ＨＯＸＡ１３、ＭＤＫ、ＩＧＦＢＰ５、
ＭＧＰ、およびＴＯＰ２Ａ）が、癌患者試料と非悪性の対照との間の最小の重複を示した
。残りの３つのマーカー（ＮＲＰ１、ＵＢＥ２Ｃ、ＳＭＣ４Ｌ１）は、非悪性対照の部分
集合中で有意な上昇を示し、癌患者試料と重複した。非悪性対照の尿中のＲＮＡマーカー
の健康な対照と比較して増大した蓄積は、非悪性疾病を有する患者の尿中に存在する造血
または内皮起源の細胞中でのこれらのマーカーの発現と合致する。したがって、尿試料を
用いて膀胱癌を診断するための個々のマーカーの使用は、血液中でのマーカー発現を考慮
しない先行技術方法と比較して、増大した感度および特異性を示す。この結果は、先行技
術に基づいては、完全に予想外であった。
【０１２６】
　データは、高い感度および特異性を示す尿マーカーを膀胱癌に用いる有効性を、腫瘍遺
伝子発現データのマイクロアレイ分析のみを用いては、正確に予言することはできないと
いう驚くべき発見を示している。造血起源および／または内皮起源の細胞中における推定
マーカーの発現を考慮に入れることが必要である。これを：（i）血液ＲＮＡのｑＰＣＲ
分析、（ii）発現データベース分析（例えば血液および血管／内皮細胞ＲＮＡのＥＳＴラ
イブラリー）、および／または（iii）未分画の尿から抽出されたＲＮＡのｑＰＣＲ分析
、によって達成することができる。
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【０１２７】
感度および特異性
　本明細書で分析し、開示した２つのシリーズの試料に基づいて、膀胱癌の検出のための
感度は、９５％を超える。非悪性疾病を有する患者からの試料を含んでいたシリーズ２で
の特異性もまた、９５％を超える。
【０１２８】
実施例３
膀胱癌の検出における複数マーカーの使用
　図１２ａ～１２ｂは、個々の腫瘍試料において、正常な試料と比較して有意に増大した
発現（「過剰発現」）を示す遺伝子の数のヒストグラムを表す。ヒストグラムは、図５に
示した最初の１２のマーカーから得られたｑＰＣＲデータに基づいていた。ＰＣＲ分析で
の３０の浸潤性腫瘍のうちの２７（９０％）が、少なくとも４つの遺伝子を、第９５百分
位数を超える過剰発現させた（図１２ａ）。分析での２５の表在性腫瘍のうち２３（９２
％）が、少なくとも４つの遺伝子を、第９５百分位数を越える過剰発現させた（図１２ｂ
）。これらの発見は、正常組織に比べて複数の遺伝子が過剰発現される状況下では、癌検
出の信頼性が非常に高くなることができ、それにより癌の診断がより確かになることを示
す。しかし、ある場合には、単一のマーカー遺伝子発現の上昇によって十分に癌の診断が
できる。
【０１２９】
　マーカーの組合せを用いる、腫瘍と非腫瘍試料の良好な判別の信頼性が、さらに図１３
に表した統計解析によって図示される。この解析は、腫瘍試料および非悪性試料からのｑ
ＰＣＲ遺伝子発現データの正規分布を比較した。ｑＰＣＲデータは図５に要約した。その
解析は、腫瘍試料と非悪性試料とを区別するために用いるマーカー数を増加させることの
、検査の感度（９５％の固定された特異性での）に対する効果を示す。１８のマーカーの
ほとんどは、この分析中で単独で用いた時は、９０、９５または９９％以上の感度を持た
ないが、２マーカーまたは３マーカーの組合せにより、多数の２または３マーカーの組合
せにおいて、高感度に到達することが可能となった（図１４ａおよび１４ｂ）。
【０１３０】
　図１４ａおよび１４ｂは、浸潤性および表在性の移行上皮癌（ＴＣＣ）を検出するため
の特異的なマーカーおよびマーカーの組合せの、特異性を９５％に固定した場合の、感度
を示す。＞９０％の感度を有する組合せだけを示した。図１４ａに示した１５のマーカー
のうち、ＴＯＰ２Ａ、ＳＰＡＧ５、およびＣＤＣ２については、単独で、約９５％の感度
で浸潤性膀胱癌を検出することができる。示された他のマーカーは、単独で用いたときは
、より劣った感度を示す。
【０１３１】
　しかし、上記マーカーの２つを組合せると、浸潤性膀胱癌の検出感度が劇的に改善され
る（図１３ａおよび図１４ａ）。９５％以上の感度を、２マーカーの１０５の組合せのう
ちの１３を用いて見出すことができる。実際、２マーカーを用いることにより、マーカー
の１０５の組合せのうちの４２で９０％の最小感度となる。
【０１３２】
　表在性膀胱癌については（図１３ｂおよび図１４ｂ）、９０％を超える感度は、どのマ
ーカーでも単独では見出されなかった。しかしこの閾値には、１３６の２マーカーの組合
せのうち１１が到達した。＞９５％の感度には、３マーカーの組合せの２２が到達した。
【０１３３】
　マーカーの組合せの使用はまた、尿試料を用いる膀胱癌の検出感度を劇的に改善するこ
とができる。図１５および１６は、尿のｑＰＣＲデータを用いた、個々のマーカーおよび
マーカーの組合せの検出感度を示す。
【０１３４】
　図１６に見られるように、ＩＧＦＢＰ５だけが＞９５％の感度を有していたが、２マー
カーの組合せの８つ、および３マーカーの組合せの３７がこの閾値に到達した。
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【０１３５】
実施例４
表在性および浸潤性膀胱癌の患者における異なる転写物蓄積
　図５から、ＳＥＭＡ３Ｆ、ＨＯＸＡ１３、ＴＯＰ２Ａ、およびＳＰＡＧ５を含むいくつ
かのＢＴＭが、浸潤性膀胱癌と表在性膀胱癌との間で異なる発現を示すことがわかる。こ
の観察を拡張するために、浸潤性および表在性膀胱癌の患者からの尿中のこれらの転写物
の蓄積を比較した。
【０１３６】
　図１に記載された患者由来の等しい体積の尿からＲＮＡを抽出し、ＢＴＭの蓄積をｑＰ
ＣＲによって測定した。次に特異的なＢＴＭの組合せの蓄積を、比率として表した。ＢＴ
Ｍの組合せは、浸潤性膀胱腫瘍中で表在性膀胱腫瘍より高い過剰発現を有する１つのＢＴ
Ｍ、および表在性腫瘍中で浸潤性腫瘍より高い過剰発現を有する１つのＢＴＭより成って
いた。
【０１３７】
　図１７は、２０人の表在性および１４人の浸潤性ＴＣＣ患者からの尿試料について分析
した３組のマーカー組合せを示す。示した３組の組合せは：（ｉ）ＴＯＰ２ＡおよびＨＯ
ＸＡ１３、（ii）ＴＯＰ２ＡおよびＩＧＦＢＰ５、および（iii）ＴＯＰ２ＡおよびＳＥ
ＭＡ３Ｆ、である。これらのマーカーの組合せが、表在性と浸潤性ＴＣＣ患者の尿試料を
区別することができることが分かる。表在性と浸潤性の型のＴＣＣ間の発現の差を示す図
５中の他のマーカーも、尿試料分析に基づいてＴＣＣの型を決定することができる。
【０１３８】
　さらに、図１８は、ＴＯＰ２Ａを含む２マーカーの組合せの使用により、浸潤性膀胱癌
を病期１～２と病期３の腫瘍に区別することができることを示す。
【０１３９】
　これらの観察は、尿中のいくつかのＢＴＭ転写物蓄積の測定により、膀胱癌の浸潤性お
よび表在性の型の区別が可能になることを示す。その上に、膀胱癌患者からの尿試料の、
ｑＰＣＲによって測定されたＢＴＭの比率は、腫瘍ＲＮＡについて行なわれた同じ分析よ
りも、浸潤性と表在性の型の間のより確実な区別を可能にする。これを図１９に図示する
。それは、およそ２３の表在性および２８の浸潤性膀胱腫瘍ＲＮＡ調製物からのｑＰＣＲ
データを用いて：（ｉ）ＴＯＰ２ＡおよびＨＯＸＡ１３、（ii）ＴＯＰ２ＡおよびＩＧＦ
ＢＰ５、ならびに（iii）ＴＯＰ２ＡおよびＳＥＭＡ３Ｆ、についての箱ひげ図を示す；
これらのＢＴＭの比率によって、なお表在性および浸潤性の型の膀胱癌間の区別が可能で
あるが、表在性および浸潤性の比率に、大きなオーバーラップがある。この発見は、腫瘍
ＲＮＡ調製物への、筋肉および繊維芽細胞などの、悪性細胞とは同じＢＴＭ比率でない細
胞型の混入を反映している可能性がある。あるいは、それは尿へ捨て去られる悪性細胞中
における、腫瘍の本体に残る細胞よりも強いＢＴＭ発現の差異を反映している可能性もあ
る。その観察の理由にかかわらず、尿中のＢＴＭの蓄積を検出する工程は、従来の組織試
料のマイクロアレイ分析よりも本質的な長所を有すると、我々は結論する。
【０１４０】
実施例５
膀胱腫瘍マーカーに対する抗体
　追加の局面で、本発明には、ＢＴＭに対する抗体の作製が含まれる。本明細書に記載し
た方法を利用して、新規なＢＴＭを、マイクロアレイおよび／またはｑＰＣＲ方法を用い
て同定することができる。一旦推定マーカーを同定した場合は、それを、免疫反応を誘起
するのに十分な量だけ生成することができる。ある場合には、全長のＢＴＭを用いること
ができ、また他の場合では、ＢＴＭのペプチド断片が免疫原として十分である可能性もあ
る。免疫原を適当な宿主（例えばマウス、ウサギなど）に注入することができ、またもし
望ましい場合は、フロインド完全アジュバント、フロイント不完全アジュバントなどのア
ジュバントを、免疫応答を増加させるために注入することができる。抗体を作成する工程
は、免疫学の技術分野においては日常業務であり、本明細書にさらに記述する必要はない
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のは当然である。その結果、同定されたＢＴＭまたはＵＢＴＭに対する抗体を、本明細書
に記述した方法を用いて生成することができる。
【０１４１】
　よりさらなる実施態様では、抗体を、本明細書で同定された腫瘍マーカーのタンパク質
またはタンパク質コアに対して、あるいはＢＴＭに特有のオリゴヌクレオチド配列に対し
て作成することができる。あるタンパク質では、糖鎖形成が行われうるが、糖鎖形成のパ
ターンの変異によっては、ある状況では、通常の糖鎖形成パターンを欠くＢＴＭの型の誤
った検出が行われる場合がある。したがって、本発明のある局面では、ＢＴＭ免疫原は、
糖鎖除去されたＢＴＭ、または糖鎖除去されたＢＴＭ断片を含むことができる。糖鎖除去
を、公知技術の１以上のグリコシダーゼを用いて実施することができる。あるいはＢＴＭ
　ｃＤＮＡを、E. coliその他を含む原核細胞系統などの糖鎖形成を欠く細胞系統中で発
現させることができる。
【０１４２】
　ＢＴＭをコードするオリゴヌクレオチドをその中に持つベクターを作成することができ
る。そのようなベクターの多くは、公知技術の標準ベクターに基づくことができる。ベク
ターを様々な細胞系統にトランスフェクションし、ＢＴＭを生産する細胞系統を生成し、
それらを用いて、ＢＴＭ検出用の特異的な抗体または他の試薬を開発し、あるいはＢＴＭ
またはＵＢＴＭに対する発展した分析を標準化するために、所望量のＢＴＭを生産するこ
とができる。
【０１４３】
実施例６
キット
　本発明の発見に基づいて、いくつかの型の検査キットを構想し、生産することができる
。第１に、検出分子（または「捕獲試薬」）を前もって搭載した検出装置を有するキット
を作成することができる。ＢＴＭ　ｍＲＮＡ検出のための実施態様では、そのような装置
は、基質（例えばガラス、シリコン、石英、金属など）、を含むことができ、その上に、
検出するべきｍＲＮＡとハイブリダイズする捕獲試薬としてのオリゴヌクレオチドが、結
合している。いくつかの実施態様では、ｍＲＮＡ（ｃｙ３、ｃｙ５、放射性ラベル、また
は他のラベルでラベルされた）を、基質上のオリゴヌクレオチドにハイブリダイズさせる
ことによって、直接ｍＲＮＡを検出することができる。他の実施態様では、最初に所望の
ｍＲＮＡに相補的なＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を作成することにより、ｍＲＮＡの検出を遂行す
ることができる。その後、ラベルされたｃＤＮＡを基質上のオリゴヌクレオチドにハイブ
リダイズさせて、検出することができる。
【０１４４】
　採用する検出方法にかかわらず、検査するＢＴＭの発現を、発現の標準尺度と比較する
ことが望ましい。例えば、ＲＮＡ発現を、全細胞内ＤＮＡに対して、構成的に発現される
ＲＮＡ（例えばリボゾームＲＮＡ）の発現に対して、または他の比較的一定のマーカーに
対して、標準化することができる。尿などの体液中でＢＴＭを測定する実施態様では、標
準は、本明細書に示すように、悪性疾患のない被験者から得られた等しい体積の尿でよい
。
【０１４５】
　抗体もキット中で、捕獲試薬として用いることができる。いくつかの実施態様では、基
質（例えばマルチウエルプレート）は、それに付着させた特異的なＢＴＭまたはＵＢＴＭ
捕獲試薬を有することができる。いくつかの実施態様では、キットにはブロッキング試薬
を含めることができる。ブロッキング試薬を用いて、非特異的な結合を減少させることが
できる。例えば、サケ精子ＤＮＡなどの、ＢＴＭオリゴヌクレオチドを含まない任意の便
利な供給源からの過剰のＤＮＡを用いて、非特異的なオリゴヌクレオチド結合を減少させ
ることができる。非特異的な抗体結合を、血清アルブミンなどの過剰のブロッキングタン
パク質を用いて減少させることができる。オリゴヌクレオチドおよびタンパク質を検出す
るための多数の方法が当技術分野において知られており、ＢＴＭが関連している分子を特
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異的に検出することができる任意の戦略を用いることができ、本発明の範囲内で考慮する
ことができるのは当然である。
【０１４６】
　抗体検出に依存する実施態様では、ＢＴＭタンパク質またはペプチドを、細胞当たりを
基礎にして、または全細胞、組織、または液体タンパク質、液体の体積、組織の質量（重
量）を基礎にして、表現することができる。さらに血清中のＢＴＭを、アルブミンのよう
な比較的豊富な量の血清蛋白質に基づいて表現することができる。
【０１４７】
　基質に加えて、検査キットは、捕獲試薬（プローブなど）、洗浄溶液（例えば、ＳＳＣ
、他の塩類、緩衝液、洗剤その他）、ならびに検出部分（例えば、ｃｙ３、ｃｙ５、放射
性ラベルその他）を含むことができる。キットはまた、使用のための指示書および包装を
含むことができる。
【０１４８】
実施例７
膀胱癌検出のために用いられるＢＴＭの複数の組合せＩ
　一連の実施態様の中で、ＢＴＭである、ＨＯＸＡ１３、ＭＧＰ、ＳＥＭＡ３Ｆ、および
ＴＯＰ２Ａを検査するための試薬を単独でまたは組合せて、膀胱癌を検出するための、未
分画の尿または尿細胞沈殿物の検査用キットに組み入れることができる。癌患者および対
照中のこれらのＢＴＭの蓄積の範囲を、図２０に示す。尿試料を、疾病増悪の、または治
療応答のモニタリングを必要とする、膀胱癌であると診断された患者、巨視的または微視
的血尿症を含む泌尿器症状を有する個人、あるいは無症候の個人から集めた。未分画の尿
中のＢＴＭを測定するキットで検査される患者または個人から、約２mlの尿を検査のため
に採取すればよい。尿沈殿物の検査のためには＞２０mlの尿を集めればよい。
【０１４９】
　適当なキットには：（ｉ）使用および結果の解釈のための指示書、（ii）未分画の尿ま
たは尿沈殿物からのＲＮＡの安定化および精製用の試薬、（iii）ｄＮＴＰおよび逆転写
酵素を含むｃＤＮＡ合成用試薬、および（iv）ＢＴＭ　ｃＤＮＡの定量用試薬、が含まれ
る。ある形式では、これらの試薬が定量的ＰＣＲのために用いられ、また特異的なエクソ
ン全域におよぶオリゴヌクレオチドプライマー、検出用のプローブでラベルされた第３の
オリゴヌクレオチド、Ｔａｑポリメラーゼ、および他の緩衝液、塩類、およびＰＣＲに必
要なｄＮＴＰを含むことになろう。キットはまた転写物の検出のための他の方法、例えば
、ＢＴＭ　ＲＮＡのラベルされたプローブとの直接のハイブリダイゼーション、または分
岐ＤＮＡ技術；（ｖ）精度管理の尺度として役立つ、β－アクチンなどの、高度に転写さ
れる遺伝子からの転写物の検出のためのオリゴヌクレオチドおよびプローブ；および（vi
）内部較正基準、ならびに健康なおよび非悪性の対照中でのＢＴＭ転写物蓄積の上限の参
照として働く、ＢＴＭ標的配列の定量化試料；を用いることができる。上限を、対照範囲
の第９５または第９９百分位数として定義することができるが、他の範囲を適用すること
もできる。特に、表在性膀胱癌の診断のためには、便利な閾値は、約５０％より上であり
、他の場合には約６０％、７０％、または８０％より上である。
【０１５０】
　このようにして、本発明の方法を用いて、先行技術の方法と比較して増加した感度およ
び特異性で、膀胱癌、ならびに病期および型を検出することができる。
【０１５１】
　いくつかの実施態様では、腎機能を、従来の方法（例えばクレアチニン測定）を用いて
測定することができる。これらの実施態様のうちのいくつかでは、腎機能の大きさ（例え
ば尿試料中の尿量、細胞量、細胞数、または全細胞タンパク質）によって、マーカー蓄積
を補正することができる。
【０１５２】
　ｑＰＣＲを含む検査については、前もって定めた上限を超過した検査試料は、もし検査
試料中のＢＴＭの蓄積が上限より１ＰＣＲサイクルを越えて高い場合は、陽性であるとし
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て採点することになろう。他の検出方法については、正常の上限（例えば第９０、第９５
、または第９７．５百分位数）よりも２倍を越えて高い結果を陽性であるとして採点する
ことになろう。
【０１５３】
実施例８
膀胱癌の検出に用いられるＢＴＭの複数の組合せII
　別の一連の実施態様では、マーカーの組合せ：ＴＯＰ２Ａ／ＳＥＭＡ３ＦおよびＴＯＰ
２Ａ／ＨＯＸＡ１３のどちらかまたは両方の、尿中での蓄積を用いることにより、任意の
型の尿検査または血液検査を用いて膀胱癌と診断された患者に存在する膀胱癌の組織型を
、確実に予測することができる。したがって、膀胱鏡検査および組織学的検査は、膀胱癌
の型を診断するためには必要ではない可能性がある。
【０１５４】
　これらの比率の検査のために用いられるキットは、実施例７に記述した構成成分の（ｉ
）～（iv）を含む。標準ｑＰＣＲの実施によるＢＴＭ蓄積の定量化に続いて、ＴＯＰ２Ａ
／ＳＥＭＡ３ＦおよびＴＯＰ２Ａ／ＨＯＸＡ１３の比率を計算した。表在性および浸潤性
膀胱癌の患者の尿中のこれらの比率の範囲を、図２１に示す。ｑＰＣＲ検査を用いて、Ｔ
ＯＰ２ＡとＳＥＭＡ３Ｆとの差異が５サイクルより小さく、ＳＥＭＡ３Ｆが最も豊富な転
写物である場合には、浸潤性膀胱癌が予測され、また５サイクルを越える差異は、表在性
膀胱癌を予測することができる。ＴＯＰ２ＡとＨＯＸＡ１３については、差異が８サイク
ル未満で、ＨＯＸＡ１３が最も豊富な転写物である場合に、浸潤性膀胱癌を予測すること
ができ、また８サイクルを越える差異は表在性膀胱癌を予測することができる。
【０１５５】
実施例９
ＢＴＭを用いる膀胱癌の増悪の評価
　膀胱腫瘍の増悪を評価するために、膀胱癌を有する患者から時間とともに、膀胱壁の生
検によって組織試料を得るか、または尿試料を集める。ＢＴＭ、ＵＢＴＭ、またはそれら
の組合せの蓄積の評価を、異なる時に採取した試料について行う。ＢＴＭまたはＵＢＴＭ
の、個々のまたは組合せの増大した蓄積は、膀胱癌の増悪を示唆する。
【０１５６】
実施例１０
ＢＴＭを用いる膀胱癌の治療の評価
　膀胱腫瘍に対する治療の効能を評価するために、治療を開始する前に組織および／また
は尿の試料を得る。１つ以上のＢＴＭまたはＵＢＴＭのベースラインレベルを決定し、ま
た様々なＢＴＭおよびＵＢＴＭの互いに対する比率も決定する。治療を開始し、治療は、
その疾病の型および病期に適切な、手術、放射線治療、または化学療法を含む任意の公知
技術の治療を含むことができる。治療過程の間に、組織および／または尿の試料を集め、
ＢＴＭおよび／またはＵＢＴＭの存在および量について解析する。様々なＢＴＭおよびＵ
ＢＴＭの比率を決定し、結果を：（１）治療前の患者のベースラインレベル、または（２
）膀胱癌を有しない個人の集団から得られた正常値、と比較する。
【０１５７】
参照による組み入れ
　本出願で引用されているすべての出版物および特許は、参照により完全に本明細書に組
み入れられる。本出願はヌクレオチドおよび／またはタンパク質配列を含む。コンピュー
ター判読可能な様式の配列リスト、および配列リストを含むディスケットは、本出願に含
まれており、参照により完全に本明細書に組み入れられる。
【産業上の利用可能性】
【０１５８】
　ＢＴＭおよびＵＢＴＭのファミリーメンバーを検出する方法には、マイクロアレイおよ
び／またはリアルタイムＰＣＲ法を用いる核酸、タンパク質、およびペプチドの検出が含
まれる。本発明の組成物および方法は、疾病の診断に、治療の効能評価に、およびＢＴＭ
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検査キットの生産のために、役立つ。
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摘要(译)

肿瘤的早期检测是患有肿瘤（包括膀胱肿瘤）的患者存活的主要决定因素。 BTM或UBTM家族的成员可高度且一致地积聚在膀胱肿
瘤组织和其他肿瘤组织中，和/或可累积在患者的尿液中，因此是膀胱和其他类型癌症的标志物。在某些实施方案中，BTM或UBTM
可以在尿液中累积，并且UBTM家族成员的检测可以是有效的诊断方法。在一些实施方案中，定量PCR方法优于微阵列方法。在其
他实施方案中，多种BTM或UBTM的检测和定量可以增加膀胱癌检测的灵敏度和特异性，因此提供了用于确定膀胱癌的阶段和类型
的方法。试剂盒为实施本发明的方法提供了简便方便的方法。
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