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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　膀胱癌の悪性度の検査方法であって、体内から採取した膀胱癌組織におけるＮ型糖鎖の

発現分布を膀胱正常上皮組織における発現分布と比較し、下記の構造式（１）および／ま

たは構造式（２）で表される構造を持つオリゴ糖および／またはそのシアル酸結合体の検

出量が膀胱正常上皮組織由来の検出量よりも多い方が、悪性度が低い乃至良性であるとの

検査結果とする方法。

【化１】
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【 化 ２ 】

【 請 求 項 ２ 】

　 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら 採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の

発 現 分 布 を 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 に お け る 発 現 分 布 と 比 較 し 、 下 記 の 構 造 式 （ １ ） お よ び ／ ま

た は 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 お よ び ／ ま た は そ の シ ア ル 酸 結 合 体 の 検

出 量 が 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 由 来 の 検 出 量 よ り も 少 な い 方 が 、 悪 性 度 が 高 い 乃 至 悪 性 で あ る と

の 検 査 結 果 と す る 方 法 。

【 化 ３ 】

【 化 ４ 】

【 請 求 項 ３ 】

　 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら 採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の

発 現 分 布 を 分 析 し 、 下 記 の 構 造 式 （ １ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の

４ ． ５ ０ ％ 以 上 （ モ ル 比 ） の 場 合 、 悪 性 度 が 低 い 乃 至 良 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る 方 法

。
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【 化 ５ 】

【 請 求 項 ４ 】

　 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら 採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の

発 現 分 布 を 分 析 し 、 下 記 の 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の

４ ． ０ ０ ％ 以 上 （ モ ル 比 ） の 場 合 、 悪 性 度 が 低 い 乃 至 良 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る 方 法

。

【 化 ６ 】

【 請 求 項 ５ 】

　 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら 採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の

発 現 分 布 を 分 析 し 、 下 記 の 構 造 式 （ １ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の

４ ． ５ ０ ％ 未 満 （ モ ル 比 ） の 場 合 、 悪 性 度 が 高 い 乃 至 悪 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る 方 法

。

【 化 ７ 】

【 請 求 項 ６ 】

　 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら 採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の

発 現 分 布 を 分 析 し 、 下 記 の 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の

４ ． ０ ０ ％ 未 満 （ モ ル 比 ） の 場 合 、 悪 性 度 が 高 い 乃 至 悪 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る 方 法

。
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【 化 ８ 】

【 請 求 項 ７ 】

　 下 記 の 構 造 式 （ １ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 膀 胱 癌 の 悪 性 度 を 検 査 す る た め の

使 用 。

【 化 ９ 】

【 請 求 項 ８ 】

　 下 記 の 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 膀 胱 癌 の 悪 性 度 を 検 査 す る た め の

使 用 。

【 化 １ ０ 】

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 診 断 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 従 来 か ら 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 診 断 は 、 主 と し て 病 理 組 織 学 的 評 価 に 基 づ い て 行 わ れ て き

て お り 、 膀 胱 癌 に は 大 き く 分 け て ２ 種 類 の タ イ プ 、 即 ち 、 乳 頭 状 で 予 後 が 良 好 な 表 在 性 の

癌 と 、 結 節 状 で 筋 層 を 越 え て 他 の 臓 器 や 組 織 に ま で 浸 潤 し う る 、 再 発 や 転 移 を 起 こ す 予 後

が 不 良 な 浸 潤 性 の 癌 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 病 理 組 織 学 的 評 価 に

基 づ く 診 断 は 主 観 的 な 判 断 が 含 ま れ る な ど 客 観 性 に 乏 し く 限 界 が あ り 、 再 発 や 転 移 の 危 険

性 、 予 後 の 予 測 を 正 確 に 行 う こ と は 困 難 で あ る 。 こ の よ う な 問 題 点 に 鑑 み 、 例 え ば 特 許 文

献 １ で は 、 膀 胱 癌 患 者 の 血 液 中 の 可 溶 性 Ｆ ａ ｓ 濃 度 を 測 定 し 、 濃 度 が 一 定 値 未 満 の 場 合 に
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は 予 後 良 好 、 濃 度 が 一 定 値 以 上 の 場 合 に は 予 後 不 良 と 判 定 す る こ と に よ る 診 断 方 法 が 提 案

さ れ て い る が 、 よ り 優 れ た 診 断 方 法 が 望 ま れ て い る 。

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － １ ３ １ ３ ２ １ 号 公 報

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 そ こ で 本 発 明 は 、 再 発 や 転 移 の 危 険 性 、 予 後 の 予 測 を 客 観 的 ・ 定 量 的 に 行 え る 膀 胱 癌 の

悪 性 度 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 本 発 明 者 ら は 上 記 の 点 に 鑑 み て 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 膀 胱 癌 組 織 に 発 現 し て い る 特 定

の Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 量 が 癌 の 悪 性 度 と 相 関 し て い る こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 上 記 の 知 見 に 基 づ い て 完 成 し た 本 発 明 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 通 り 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査

方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら 採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 を 膀 胱 正 常 上 皮

組 織 に お け る 発 現 分 布 と 比 較 し 、 下 記 の 構 造 式 （ １ ） お よ び ／ ま た は 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ

れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 お よ び ／ ま た は そ の シ ア ル 酸 結 合 体 の 検 出 量 が 膀 胱 正 常 上 皮 組 織

由 来 の 検 出 量 よ り も 多 い 方 が 、 悪 性 度 が 低 い 乃 至 良 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る も の で あ

る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 化 １ １ 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 化 １ ２ 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 請 求 項 ２ 記 載 の 通 り 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら

採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 を 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 に お け る 発 現 分 布 と

比 較 し 、 上 記 の 構 造 式 （ １ ） お よ び ／ ま た は 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖

お よ び ／ ま た は そ の シ ア ル 酸 結 合 体 の 検 出 量 が 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 由 来 の 検 出 量 よ り も 少 な

い 方 が 、 悪 性 度 が 高 い 乃 至 悪 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る も の で あ る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 請 求 項 ３ 記 載 の 通 り 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら

採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 を 分 析 し 、 上 記 の 構 造 式 （ １ ） で 表 さ れ
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る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の ４ ． ５ ０ ％ 以 上 （ モ ル 比 ） の 場 合 、 悪 性 度 が 低 い

乃 至 良 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る も の で あ る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 請 求 項 ４ 記 載 の 通 り 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら

採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 を 分 析 し 、 上 記 の 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ

る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の ４ ． ０ ０ ％ 以 上 （ モ ル 比 ） の 場 合 、 悪 性 度 が 低 い

乃 至 良 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る も の で あ る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 請 求 項 ５ 記 載 の 通 り 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら

採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 を 分 析 し 、 上 記 の 構 造 式 （ １ ） で 表 さ れ

る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の ４ ． ５ ０ ％ 未 満 （ モ ル 比 ） の 場 合 、 悪 性 度 が 高 い

乃 至 悪 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る も の で あ る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 請 求 項 ６ 記 載 の 通 り 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 体 内 か ら

採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 を 分 析 し 、 上 記 の 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ

る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の ４ ． ０ ０ ％ 未 満 （ モ ル 比 ） の 場 合 、 悪 性 度 が 高 い

乃 至 悪 性 で あ る と の 検 査 結 果 と す る も の で あ る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 請 求 項 ７ 記 載 の 通 り 、 上 記 の 構 造 式 （ １ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ

ゴ 糖 の 膀 胱 癌 の 悪 性 度 を 検 査 す る た め の 使 用 で あ る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 請 求 項 ８ 記 載 の 通 り 、 上 記 の 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ

ゴ 糖 の 膀 胱 癌 の 悪 性 度 を 検 査 す る た め の 使 用 で あ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 膀 胱 癌 の 再 発 や 転 移 の 危 険 性 、 予 後 の 予 測 を 客 観 的 ・ 定 量 的 に 行 え る

の で 、 そ の 結 果 に 応 じ た 適 切 な 措 置 を 患 者 に 対 し て 施 せ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 膀 胱 癌 の 悪 性 度 診 断 方 法 は 、 体 内 か ら 採 取 し た 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の

発 現 分 布 を 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 に お け る 発 現 分 布 と 比 較 し 、 下 記 の 構 造 式 （ １ ） お よ び ／ ま

た は 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 お よ び ／ ま た は そ の シ ア ル 酸 結 合 体 の 検

出 量 が 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 由 来 の 検 出 量 よ り も 多 い 方 が 、 悪 性 度 が 低 い 乃 至 良 性 と 判 断 す る

も の で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

【 化 １ ３ 】

【 ０ ０ １ ２ 】
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【 化 １ ４ 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 Ｎ 型 糖 鎖 と は 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 の う ち 、 タ ン パ ク 質 の ア ス パ ラ ギ ン 残 基 が 持 つ 側 鎖 の

ア ミ ド 基 の 窒 素 原 子 に 結 合 し て い る 糖 鎖 を 意 味 し 、 Ｎ 結 合 型 糖 鎖 や ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖

鎖 と も 称 さ れ る 。 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 に 結 合 し て い る 糖 は Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ Ｇ ｌ

ｃ Ｎ Ａ ｃ ） で あ り 、 上 記 の 構 造 式 （ １ ） お よ び 構 造 式 （ ２ ） に お い て は 右 側 末 端 の Ｇ ｌ ｃ

Ｎ Ａ ｃ が 相 当 し 、 そ の 結 合 様 式 は Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － Ａ ｓ ｎ で あ る 。 な お 、 上 記 の 構 造 式

（ １ ） お よ び 構 造 式 （ ２ ） に お い て 、 Ｍ ａ ｎ は マ ン ノ ー ス 、 Ｇ ａ ｌ は ガ ラ ク ト ー ス 、 Ｆ ｕ

ｃ は フ コ ー ス を 意 味 し 、 ２ ， ３ ， ４ ， ６ の 数 字 は 伸 張 す る 糖 と の 結 合 位 置 、 α ， β は 伸 張

し た 糖 が 隣 接 す る 糖 と 結 合 す る １ 位 の 立 体 配 置 を 示 す 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 膀 胱 癌 組 織 お よ び 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 を 調

べ る 方 法 は 特 段 限 定 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば 、 自 体 公 知 の Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ （ グ

リ コ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 Ｐ Ｎ Ｇ ａ ｓ ｅ 、 グ リ カ ナ ー ゼ 、 グ リ コ ア ミ ダ ー ゼ な ど と も 称 さ れ る ）

や グ リ コ ペ プ チ ダ ー ゼ Ａ な ど を 用 い た 酵 素 法 や ヒ ド ラ ジ ン 分 解 法 に よ り 糖 タ ン パ ク 質 か ら

糖 鎖 を 切 り 出 し 、 切 り 出 し た 糖 鎖 （ オ リ ゴ 糖 ） を ピ リ ジ ル ア ミ ノ 化 し て 高 速 液 体 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） で 分 離 し 同 定 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る （ 必 要 で あ れ ば

以 下 の 文 献 を 参 照 の こ と ） 。 糖 鎖 構 造 解 析 は 生 体 内 で 糖 鎖 の 非 還 元 末 端 の Ｇ ａ ｌ な ど に 結

合 し う る シ ア ル 酸 （ Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 ） を 予 め 遊 離 さ せ る た め の 処 理 （ 酸 処 理 な

ど ） を 行 っ て 中 性 オ リ ゴ 糖 の 状 態 で 行 う こ と が 高 い 分 析 精 度 を 得 る た め に よ い が 、 酸 性 オ

リ ゴ 糖 で あ る シ ア ル 酸 結 合 体 の ま ま で 行 っ て も よ い 。

（ 文 献 １ ） Takahashi N, Tomiya N. Analysis of N-linked oligosaccharides: Applicat

ion of glycoamidase A. In: Takahashi N, Muramatsu T, editors. Handbook of endogl

ycosidases and glycoamidases. Boca Raton, FL: CRC Press; 1992. p.209-41.

（ 文 献 ２ ） Yamashita K, Koide N, Endo T, Iwaki Y, Kobata A. Altered glycosylation

 of serum transferrin of patients with hepatocellular carcinoma. J Biol Chem 198

9;264:2415-23.

（ 文 献 ３ ） Nakagawa H, Kawamura Y, Kato K, Shimada I, Arata Takahashi N. Identifi

cation of neutral and sialyl N-linked oligosaccharide structures from human seru

m glycoproteins using three kinds of performance liquid chromatography. Anal Bio

chem 1995;226:130-8.

（ 文 献 ４ ） Hase S, Ikenaka T, Matsushima Y. Structure analyses of oligosaccharide

s by tagging of the reducing end sugars with a fluorescent compound. Biochem Bio

phys Res Com mun 1978;85:257-63.

（ 文 献 ５ ） Yamamoto S, Hase S, Fukuda S, Sano O, Ikenaka T. Structures of the sug

ar chains of interferon-gam ma produced by human myelomonocyte cell line HBL-38.

J Biochem (Tokyo) 1989;105;547-55.

【 ０ ０ １ ５ 】

　 サ ン プ ル と す る 膀 胱 癌 組 織 は 、 例 え ば 患 者 か ら 手 術 で 摘 出 し た 癌 組 織 か ら 調 製 す れ ば よ

い 。 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 は 手 術 で 癌 組 織 と と も に 摘 出 し た 周 辺 の 正 常 組 織 か ら 調 製 す れ ば よ

い 。
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【 ０ ０ １ ６ 】

　 診 断 対 象 で あ る 患 者 の 膀 胱 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 に 対 し 、 そ の 比 較 対 照 と

す る 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 に お け る 発 現 分 布 は 、 診 断 対 象 で あ る 患 者 の 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 に お

け る 発 現 分 布 で あ っ て も よ い し 、 複 数 の 患 者 の 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 に お け る 発 現 分 布 の 平 均

値 で あ っ て も よ い 。 後 述 す る 実 施 例 で 明 ら か に す る 通 り 、 膀 胱 癌 組 織 由 来 の 上 記 の 構 造 式

（ １ ） お よ び 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 は 、 表 在 性 の 癌 と 浸 潤

性 の 癌 と で 大 き く 異 な り 、 表 在 性 の 癌 由 来 の 検 出 量 は 正 常 上 皮 組 織 由 来 の 検 出 量 よ り も 明

ら か に 多 い こ と か ら 、 こ れ ら の 検 出 量 が 多 い 方 が 、 悪 性 度 が 低 い 乃 至 良 性 と 判 断 で き る 。

ま た 、 表 在 性 癌 組 織 と 浸 潤 性 癌 組 織 と の 対 比 に 基 づ け ば 、 上 記 の 構 造 式 （ １ ） で 表 さ れ る

構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の ４ ． ５ ０ ％ 以 上 （ モ ル 比 ： 以 下 同 じ ） の 場 合 に は 悪

性 度 が 低 い 乃 至 良 性 と 判 断 し 、 ４ ． ５ ０ 未 満 の 場 合 に は 悪 性 度 が 高 い 乃 至 悪 性 と 判 断 し た

り 、 上 記 の 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の ４ ． ０ ０ ％ 以 上

の 場 合 に は 悪 性 度 が 低 い 乃 至 良 性 と 判 断 し 、 ４ ． ０ ０ 未 満 の 場 合 に は 悪 性 度 が 高 い 乃 至 悪

性 と 判 断 し た り す る と い っ た こ と も で き る 。 も ち ろ ん 、 診 断 の 正 確 性 を よ り 高 め る た め に

、 従 来 か ら 行 わ れ て い る 病 理 組 織 学 的 評 価 に 基 づ く 診 断 方 法 な ど の 既 知 の 診 断 方 法 に よ る

判 断 結 果 を 参 照 し て も よ い こ と は 言 う ま で も な い 。 こ の よ う に 、 上 記 の 構 造 式 （ １ ） お よ

び 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 は 、 膀 胱 癌 の 悪 性 度 と 相 関 性 を 持

つ こ と か ら 、 こ れ ら の オ リ ゴ 糖 や そ の シ ア ル 酸 結 合 体 は 膀 胱 癌 の バ イ オ マ ー カ ー と し て 機

能 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら を 認 識 す る 抗 体 を 作 製 し て 当 該 抗 体 が 介 在 す る 免 疫 染 色 を 膀 胱 癌

組 織 と 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 に 対 し て 施 し 、 染 色 の 程 度 を 比 較 す る こ と で 膀 胱 癌 の 悪 性 度 を 診

断 で き る 他 、 血 中 や 尿 中 に お け る こ れ ら の 存 在 量 を 指 標 に し て も 診 断 で き る 。 ま た 、 こ れ

ら と 結 合 す る レ ク チ ン を 用 い て も 診 断 で き る し 、 こ れ ら を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 や そ の フ ラ

グ メ ン ト の 存 在 量 を 指 標 に し て も 診 断 で き る 。 な お 、 こ れ ら の 検 出 や 定 量 は 、 電 気 泳 動 や

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 各 種 の 糖 鎖 分 析 手 段 に よ っ て 行 え ば よ い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 の 膀 胱 癌 の 悪 性 度 診 断 方 法 は 、 固 形 癌 の 悪 性 度 を 診 断 す る た め の 方 法 論 と し て 一

般 化 で き る 。 即 ち 、 複 数 の 患 者 の 体 内 か ら 採 取 し た 固 形 癌 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分

布 を 正 常 上 皮 組 織 に お け る 発 現 分 布 と 比 較 し 、 正 常 上 皮 組 織 に お け る 発 現 量 と 異 な る 発 現

量 を 示 し 、 か つ 、 例 え ば 従 来 か ら 行 わ れ て い る 病 理 組 織 学 的 評 価 に 基 づ く 診 断 方 法 な ど の

既 知 の 診 断 方 法 に よ り 知 ら れ て い る 悪 性 度 と 発 現 量 と の 間 に 相 関 性 を 持 つ 糖 鎖 を 見 出 す こ

と で 、 当 該 糖 鎖 の 発 現 量 の 違 い に 基 づ い て 固 形 癌 の 悪 性 度 を 診 断 で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 膀 胱 癌 の 悪 性 度 診 断 方 法 を 実 施 例 に よ り 詳 述 す る が 、 本 発 明 は 以 下 の 記

載 に よ っ て 何 ら 制 限 を 受 け て 解 釈 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

（ 実 験 方 法 ）

　 異 な る １ ０ 名 の 膀 胱 癌 患 者 の 体 内 か ら 採 取 し た 、 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 ４ サ ン プ ル Ｎ １ ～ Ｎ

４ 、 表 在 性 癌 組 織 （ ｐ Ｔ ａ ） ２ サ ン プ ル Ｓ １ ， Ｓ ２ 、 筋 層 浸 潤 性 癌 組 織 （ ｐ Ｔ ２ ／ ３ ） ４

サ ン プ ル Ｉ １ ～ Ｉ ４ に つ い て 、 そ れ ぞ れ の 組 織 に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 を 以 下 の よ う

に し て 調 べ た 。

　 サ ン プ ル を カ ミ ソ リ で 切 断 し 、 １ ０ ｍ Ｍ の 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム ０ ． ５ ｍ Ｌ 中 で ボ イ ル し

た 後 、 ク ロ ロ ホ ル ム ・ メ タ ノ ー ル 混 合 液 （ ２ ： １ ， ｖ ／ ｖ ） ０ ． ５ ｍ Ｌ を 用 い て 脂 質 を 除

去 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 凍 結 乾 燥 し た サ ン プ ル を ０ ． １ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ

８ ． ０ ） １ ０ ０ μ Ｌ 中 に 懸 濁 し 、 上 記 の 文 献 １ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て ト リ プ シ ン 、 キ モ ト

リ プ シ ン 、 Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ 、 プ ロ ナ ー ゼ で 順 次 処 理 し 、 組 織 か ら 切 り 出 し た 糖 鎖 を

Ｂ ｉ ｏ － Ｇ ｅ ｌ 　 Ｐ － ４ を 用 い て ゲ ル ろ 過 し て 精 製 し た 。 精 製 し た 糖 鎖 （ オ リ ゴ 糖 ） を 上

記 の 文 献 ４ や 文 献 ５ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て ピ リ ジ ル ア ミ ノ 化 （ Ｐ Ａ 化 ） し 、 過 剰 の 試 薬 （

２ － ア ミ ノ ピ リ ジ ン ） を １ × ３ ８ ｃ ｍ の Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － １ ５ カ ラ ム で 溶 出 液 と し

て １ ０ ｍ Ｍ の 炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 を 用 い て ゲ ル ろ 過 し て 除 去 し た 。
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　 上 記 の 方 法 で 得 ら れ た Ｐ Ａ 化 オ リ ゴ 糖 を 塩 酸 存 在 下 で 酸 処 理 し て シ ア ル 酸 を 遊 離 さ せ た

後 、 ６ × １ ５ ０ ｍ ｍ の Ｈ Ｒ Ｃ － Ｏ Ｄ Ｓ カ ラ ム （ 島 津 製 作 所 ） と ４ ． ６ × ２ ５ ０ ｍ ｍ の Ｔ Ｓ

Ｋ ｇ ｅ ｌ 　 Ａ ｍ ｉ ｄ ｅ － ８ ０ カ ラ ム （ 東 ソ ー ） を 用 い 、 Ｎ Ａ Ｎ Ｏ Ｓ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ 　 Ｓ Ｉ － Ｉ Ｉ

　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ ム （ 資 生 堂 ） に よ り 分 離 し た 。 Ｏ Ｄ Ｓ カ ラ ム （ 逆 相 カ ラ ム ） か ら の 溶 出

は ５ ５ ℃ に お い て １ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ３ ． ８ ） と １ － ブ タ ノ ー ル を

用 い て 行 っ た 。 １ － ブ タ ノ ー ル の 濃 度 は ６ ０ 分 間 で ０ ． １ ％ か ら ０ ． ２ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ま

で 直 線 的 に 上 昇 さ せ た 。 ア ミ ド 吸 着 カ ラ ム か ら の 溶 出 は ４ ０ ℃ で ３ ％ の 酢 酸 － ト リ エ チ ル

ア ミ ン 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ３ ） と ア セ ト ニ ト リ ル を 用 い て 行 っ た 。 緩 衝 液 と ア セ ト ニ ト リ ル

の 組 成 比 は ３ ０ 分 間 で ３ ５ ： ６ ５ か ら ４ ４ ： ５ ６ （ ｖ ／ ｖ ） ま で 徐 々 に 変 化 さ せ た 。 流 速

は １ ． ０ ｍ Ｌ ／ 分 と し 、 Ｐ Ａ 化 オ リ ゴ 糖 を 蛍 光 検 出 し た （ 励 起 波 長 ： ３ ２ ０ ｎ ｍ ， 蛍 光 波

長 ： ４ ０ ０ ｎ ｍ ） 。 さ ら に 、 分 離 し た Ｐ Ａ 化 オ リ ゴ 糖 を 上 記 の 文 献 １ に 記 載 の 方 法 に 従 っ

て 段 階 的 に エ キ ソ グ ル コ シ ダ ー ゼ 分 解 し 、 各 分 解 段 階 に お い て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 を 行 い 、 オ リ

ゴ 糖 の 標 準 品 （ 文 献 １ ～ 文 献 ３ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン お よ び 血 清 か

ら 調 製 ） と 比 較 す る こ と に よ り 構 造 を 決 定 し た 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

（ 実 験 結 果 ）

　 図 １ に 表 在 性 癌 組 織 サ ン プ ル Ｓ １ に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 に 由 来 す る Ｐ Ａ 化 オ リ ゴ

糖 の Ｏ Ｄ Ｓ カ ラ ム 上 で の 溶 出 パ タ ー ン と 個 々 の ピ ー ク の 糖 鎖 コ ー ド と そ の 構 造 （ シ ン ボ ル

表 記 ） を 示 す 。 ま た 、 Ｏ Ｄ Ｓ カ ラ ム と ア ミ ド 吸 着 カ ラ ム を 用 い て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 離 し た 個 々

の Ｐ Ａ 化 オ リ ゴ 糖 の ピ ー ク 面 積 か ら そ れ ぞ れ の 組 織 サ ン プ ル 由 来 の 検 出 割 合 を モ ル 比 で 算

出 し た 結 果 を 表 １ に 示 す 。 ま た 、 主 た る オ リ ゴ 糖 に つ い て 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 ４ サ ン プ ル 由

来 の 検 出 量 の 平 均 値 を 算 出 す る と と も に 、 当 該 平 均 値 に 対 す る 表 在 性 癌 組 織 ２ サ ン プ ル 由

来 と 浸 潤 性 癌 組 織 ４ サ ン プ ル 由 来 の 個 々 の 相 対 的 検 出 量 を 図 ２ に 示 す 。

【 ０ ０ ２ １ 】

【 表 １ 】
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【 ０ ０ ２ ２ 】

　 表 １ と 図 ２ か ら 明 ら か な よ う に 、 表 在 性 癌 組 織 に お い て は 、 生 合 成 に Ｎ － ア セ チ ル グ ル

コ サ ミ ン 転 移 酵 素 Ｖ （ Ｇ ｎ Ｔ － Ｖ ） が 関 与 す る 下 記 の 構 造 式 （ １ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ

糖 鎖 コ ー ド ４ １ ０ ． １ ６ の オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 と 、 生 合 成 に Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 転 移

酵 素 Ｉ Ｖ （ Ｇ ｎ Ｔ － Ｉ Ｖ ） が 関 与 す る 構 造 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 構 造 を 持 つ 糖 鎖 コ ー ド ３ １

０ ． ８ の オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 は 、 浸 潤 性 癌 組 織 由 来 の 検 出 量 お よ び 正 常 上 皮 組 織 由 来 の 検 出

量 よ り も 多 い こ と が わ か っ た 。 と り わ け 表 在 性 癌 組 織 由 来 の 糖 鎖 コ ー ド ４ １ ０ ． １ ６ の オ

リ ゴ 糖 の 検 出 量 は 、 浸 潤 性 癌 組 織 由 来 の 検 出 量 お よ び 正 常 上 皮 組 織 由 来 の 検 出 量 に 比 較 し

て 有 意 に 多 く （ 浸 潤 性 癌 組 織 由 来 の 検 出 量 に 対 し て ｐ ＝ ０ ． ０ ２ １ ０ ， 正 常 上 皮 組 織 由 来

の 検 出 量 に 対 し て ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ２ ６ ， Ｓ ｔ ｕ ｄ ｅ ｎ ｔ ＇ ｓ 　 ｔ 　 ｔ ｅ ｓ ｔ ） 、 Ｇ ｎ Ｔ － Ｖ

が 生 合 成 に 関 与 す る 糖 鎖 、 即 ち 、 β １ － ６ 分 岐 Ｎ 型 糖 鎖 の 高 発 現 は 膀 胱 癌 の 悪 性 度 が 低 い

こ と と 密 接 に 関 連 し て い る こ と が わ か っ た 。 従 っ て 、 こ の 相 関 性 を 利 用 し 、 例 え ば 、 膀 胱

癌 組 織 由 来 の 糖 鎖 コ ー ド ４ １ ０ ． １ ６ の オ リ ゴ 糖 や 糖 鎖 コ ー ド ３ １ ０ ． ８ の オ リ ゴ 糖 の 検

出 量 が 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 由 来 の 検 出 量 よ り も 多 い か ど う か を 調 べ る こ と で （ 多 い 方 が 悪 性

度 が 低 い 乃 至 良 性 と 判 断 ） 、 ま た 、 モ ル 比 で 、 糖 鎖 コ ー ド ４ １ ０ ． １ ６ の オ リ ゴ 糖 の 検 出

量 が 全 体 の ４ ． ５ ０ ％ 以 上 か 未 満 か 、 糖 鎖 コ ー ド ３ １ ０ ． ８ の オ リ ゴ 糖 の 検 出 量 が 全 体 の

４ ． ０ ０ ％ 以 上 か 未 満 か を 調 べ る こ と で （ 所 定 の 数 値 以 上 の 場 合 に 悪 性 度 が 低 い 乃 至 良 性

と 判 断 ） 、 膀 胱 癌 の 再 発 や 転 移 の 危 険 性 、 予 後 の 予 測 を 客 観 的 ・ 定 量 的 に 行 え 、 そ の 結 果

に 応 じ た 適 切 な 措 置 を 患 者 に 対 し て 施 せ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

【 化 １ ５ 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

【 化 １ ６ 】

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 は 、 再 発 や 転 移 の 危 険 性 、 予 後 の 予 測 を 客 観 的 ・ 定 量 的 に 行 え る 膀 胱 癌 の 悪 性 度

診 断 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 点 に お い て 産 業 上 の 利 用 可 能 性 を 有 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

【 図 １ 】 実 施 例 に お け る 表 在 性 癌 組 織 サ ン プ ル Ｓ １ に お け る Ｎ 型 糖 鎖 の 発 現 分 布 に 由 来 す

る Ｐ Ａ 化 オ リ ゴ 糖 の Ｏ Ｄ Ｓ カ ラ ム 上 で の 溶 出 パ タ ー ン と 個 々 の ピ ー ク の 糖 鎖 コ ー ド と そ の
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構 造 （ シ ン ボ ル 表 記 ） を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 同 、 主 た る オ リ ゴ 糖 の 膀 胱 正 常 上 皮 組 織 ４ サ ン プ ル 由 来 の 検 出 量 の 平 均 値 に 対 す

る 表 在 性 癌 組 織 由 来 と 浸 潤 性 癌 組 織 由 来 の 個 々 の 相 対 的 検 出 量 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】
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【 図 １ 】



(13) JP  4815589  B2  2011.11.16

̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶

フロントページの続き

(72)発明者　西村　紳一郎

　　　　　　北海道札幌市中央区北８条西１５丁目２８番１６９号　クリーンリバーフィネス桑園中央１５０１

　　　　　　号室

(72)発明者　中川　裕章

　　　　　　北海道札幌市中央区北５条西９丁目１２番　ジェミスビル６０１号室

　　審査官　淺野　美奈

(56)参考文献　特開２００５－０６９８４６（ＪＰ，Ａ）　　　

　　　　　　　特表２００５－５１５４４０（ＪＰ，Ａ）　　　

　　　　　　　特開２００１－２８９８６０（ＪＰ，Ａ）　　　

　　　　　　　特開平１０－１６８０９８（ＪＰ，Ａ）　　　

　　　　　　　特開平０２－０３４６０１（ＪＰ，Ａ）　　　

　　　　　　　国際公開第０２／０７７６４９（ＷＯ，Ａ１）　　

　　　　　　　大山力，膀胱癌の生物学的悪性度を反映する糖鎖性腫瘍マーカー，日本泌尿器科学会雑誌，日本

　　　　　　　，２００４年　３月１５日，Vol. 95, No. 2，223

　　　　　　　三塚浩二　他，GM3糖鎖を中心としたGM3/ CD9/ integrin-α3複合体（glycosynapse3）による膀

　　　　　　　胱癌細胞の悪性度の制御，日本泌尿器科学会雑誌，日本，２００６年　３月１０日，Vol. 97, N

　　　　　　　o. 2，233

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)

　　　　　　　Ｇ０１Ｎ　　３３／５７４　　　

　　　　　　　Ｇ０１Ｎ　　３０／８８　　　　

　　　　　　　ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩ）


	bibliographic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

