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We developed a simple urine telomerase activity assay by a modification of the TeloTAGGG telomerase

polymerase chain reaction (PCR) enzyme-linked immunosorbent assay kit. We conjugated digoxygenin

(DIG) with the CX primer of omitting hybridization of PCR products and DIG-labeled probe. The

sensitivity and specificity of bladder cancer diagnosis on 100 patients with bladder cancer and 25 healthy

volunteers using the simple urine telomerase activity measurement were 81% and 92%, respectively. The

positive rate for bladder cancer by the present assay system was affected by neither tumor grade nor

invasiveness. The diagnostic potential of the present method is superior to the conventional urine

telomerase assay kit and urine nuclear matrix protein-22 (NMP22). The present method is simple, and can

be used for mass screening of bladder cancer.

(Hinyokika Kiyo 56 : 551-557, 2010)
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緒 言

膀胱癌の診断は一般的に膀胱鏡検査と尿細胞診に

よって行われている1)．膀胱鏡検査は侵襲があるため

尿細胞診が汎用されているが感度が低く，特に高-中

分化度の膀胱癌の検出能力には問題がある1)．さら

に，観察者の主観が介入するという問題点もある．一

方，膀胱鏡検査は患者にとっても負担が大きいため，

不必要な膀胱鏡検査を回避し非侵襲的で客観的な方法

で膀胱癌を診断しようとする試みが数多くなされてい

る．膀胱癌の尿中マーカー探索の試みも活発に行わ

れており，日本では bladder tumor antigens (BTA），

nuclear matrix protein-22 (NMP22) などが保険適応と

なっている．BTA は基底膜断片複合体であり，膀胱

癌患者の尿中に出現する2,3)．尿中 BTA 測定キット

は，ラテックス凝集反応でこれを検出する簡便かつ安

価な検査法であるが，low grade，low stage の腫瘍では

検出率が低く，偽陽性も多い2,3)．NMP22 は，核マ

トリクスタンパク質を免疫原として作製された 2種類

のモノクローナル抗体302-22と302-18によって認識さ

れる核タンパク質であり4)，核内の nuclear mitotic

apparatus associated protein (NuMA タンパク）が細胞

死に伴い可溶型となり，培養液中や体液中に分泌した

ものである5)．尿中 NMP22 濃度は尿路上皮癌で上昇

し，測定キットによる膀胱癌に対する感受性は48％∼

90.9％6~8)であるが，血尿，尿路結石，尿路感染症を

有する症例での偽陽性率が高いという問題を有してい

る9)．

ヒト癌細胞の約90％に発現するテロメラーゼは，膀

胱癌においても有用な腫瘍マーカーである．ヒトの染

色体末端には TTAGGG のテロメア反復配列が存在

し，テロメラーゼはこのテロメアを付加，伸長する逆

転写酵素の一種である10)．ほとんどの正常ヒト体細

胞にはその活性は認められないが，多くのヒト癌組織

に存在し，細胞の不死化，癌化に関連していると考え

られている11~13)．膀胱癌組織においても，高率にそ

の活性が認められるため14,15)，1990年代後半から，

尿中剥離細胞のテロメラーゼ活性を指標とした尿路上

皮癌診断の検討が行われるようになってきた．1994年

に Kim ら16)によって TRAP (telomeric repeat ampli-

fication protocol) 法が開発され，それ以前の方法では

検出困難だった微量のテロメラーゼ活性を検出できる
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ようになった．しかし，電気泳動を用いた測定法では

ラダーの伸長とバンドの濃淡により検出するため定量

性を欠く．その後，多くの改良が重ねられ，現在では

定量性に優れた測定キットが市販されている．

TeloTAGGG テロメラーゼ PCR ELISA キット (Roche

Applied Science，Mannheim，Germany) は digoxigenin

(DIG) で標識したテロメア反復配列に相補的なプ

ローブと，polymerase chain reaction (PCR) で増幅し

たテロメア反復配列との間でハイブリダイゼーション

を行い，テロメラーゼ活性に由来した発色を enzyme

linked immuosorbent assay (ELISA) 法で検出すること

により大量サンプルの半定量的な測定を可能とした．

市販キットとして広く使用されている．さらに，

Cheng ら17)は DIG で標識した CX プライマーを用い

て PCR 反応を行うことでハイブリダイゼーションの

ステップを省略し，増幅産物を直接測定する簡易法に

より糞便のテロメラーゼ活性を測定する方法を考案

し，大腸癌診断における有用性を報告した．

われわれは Cheng ら17)の測定原理を基本に市販の

Telomerase PCR ELISA キットを利用して簡便で正確

なテロメラーゼ活性測定法を考案した．今回は，膀胱

癌細胞株を用いた TeloTAGGG テロメラーゼ PCR

ELISA キットと TRAP 簡易法のテロメラーゼ活性測

定能力の比較，さらに膀胱癌の診断能力について簡易

測定法と NMP22 を比較検討したので報告する．

対 象 と 方 法

テロメラーゼ活性簡易測定法の対象とした膀胱癌

100症例の概要を Table 1 に示した．おのおのの症例

に十分なインフォームドコンセントを行い承諾を得

た．

これらのうち，膀胱癌31例，泌尿器良性疾患 6例，

健常者19例を無作為に抽出して尿中 NMP22 濃度を測

定した．この膀胱癌31例の概要も Table 1 に示した

が，テロメラーゼ活性簡易測定法の対象症例の年齢，

男女比，tumor grade，T カテゴリーに有意な差を認め

なかった．

膀胱癌細胞株として，ヒト膀胱癌細胞株 T2418) お

よび J8219) を用いた．10∼105 個の細胞を 10 ml の健

常者尿および PBS (−) に浮遊させ，37°C で3時間イ

ンキュベーションした後遠心分離し細胞を沈殿，洗

浄，急速凍結し，−80°C で保存した．

尿中剥離細胞は，自然排尿による 50 ml の尿から回

収した．採取した尿を 4°C，2,000 rpm で 5分間遠心

分離し細胞を沈殿，急速凍結し，−80°C で保存した．

細胞ペレットを TRAP lysis buffer で懸濁し，4°C，

14,000 rpm にて20分間遠心分離した．上清（細胞抽

出液）150 μl をテロメラーゼ抽出液として急速凍結

し，−80°C で保存した．凍結保存する前にタンパク

質濃度を Bradford 法20)で測定した．

テロメラーゼ活性測定は，市販 TRAP 測定キット

の TeloTAGGG テロメラーゼ PCR ELISA キット

(Roche Applies Science，Mannheim，Germany) を用い

た．タンパク質 6 μg 相当の細胞抽出液を用いてキッ

トの使用説明書にしたがって操作した．

テロメラーゼ活性簡易測定法は，Cheng らの方

法17)の原理を参考にして，TeloTAGGG テロメラー

ゼ PCR ELISA キットを利用して考案した．市販キッ

トおよび簡易測定法の概略を Fig. 1 に示した．

DIG 標識 CX プライマーを用いて，市販 TRAP 測

定キットのハイブリダイゼーションのステップを省い

た．0.1 μg の 5′末端 DIG 標識 CX プライマーを

PCR チューブに入れ，その上層に WAX 片を入れ

70°C で 5分間反応した後，室温で放置し WAX バリ

アーを作製した．次に，この PCR チューブの WAX

バリアーの上に，細胞抽出液および TRAP lysis buffer，

50 μM dNTPs，2U Taq DNA polymerase，ビオチンで

標識した0.1 μg のTSプライマーを加え全量を 50 μlと

し，25°Cで30分間テロメラーゼ反応を行った後，

94°Cで 5 分間加熱しテロメラーゼを失活させた．そ

の後，94°C 30秒，50°C 30秒，72°C 90秒にて PCR を

30サイクル行い，続いて72°Cで10分間反応させた．

PCR 産物をTBST [l0 mM Tris-HCl (pH 8.0)，150

mM NaCl，0.05％ Tween 20] にて希釈し，96穴マイ

クロタイタープレートの各穴に100 μ lずつ移し，37°C

で30分間反応させた．反応液を取り除き，200 μl の

TBST で室温，300 rpm で 5 分間ずつ 5 回洗浄し，

20,000倍希釈 anti-DIG-POD 液を加え，室温で30分間

反応させた．反応液を完全に取り除き，TBST で洗浄

後，100 μl の BM Blue POD substrate を加え，室温で

10分間反応させた．次に，100 μl の 5％ H2SO4 を加

えて反応を停止し，吸光度を測定した．

Table 1. Demographic data on the patients with
bladder cancer

Simple telomerase assay
100 cases

NMP22
31 cases

Mean age (range) 70.9 (43-89) 72.3 (49-88)

Sex male 80 24

female 20 7

Grade 1 20 7

2 43 17

Grade 3 32 6

unclear 5 1

T category is 7 2

a 16 7

1 42 15

T2≦ 24 4

unclear 11 3
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尿中 NMP22 測定キットでは，肉眼的血尿，経尿道

的操作後 5日以内または膀胱炎で高値を示すことがあ

るため，使用説明書に従いこれらを除いた症例で尿中

NMP22 濃度を測定した．尿中 NMP22 濃度測定には

コニカ Matritech UNMP22 テストキット（コニカミノ

ルタエムジー㈱，東京）を用いてキットの使用説明書

にしたがって操作した．

統計学的解析は，Mann-Whitney のＵ検定および

Fisher’s exact probability test を用い，危険率 5％未満を

有意とした．

結 果

市販 TRAP キット (TeloTAGGG テロメラーゼ

PCR ELISA キット）によるテロメラーゼ活性測定で

は，膀胱癌10例，泌尿器良性疾患例は 5例を無作為に

抽出し，健常者25例を加えてテロメラーゼ活性を測定

した．各群のテロメラーゼ活性は，膀胱癌 (0.093±

0.073 : mean±SD），良性疾患 (0.038±0.004），健常

者（0.047±0.022）の間に有意差を認めなかった．ま

た，健常者のテロメラーゼ活性値の mean＋ 2SD

(0.091) をカットオフ値とすると，膀胱癌の陽性率は

40.0％であった．

次に,ヒト膀胱癌細胞を PBS (−) およびヒト尿に

浮遊させ，市販 TRAP キットおよび簡易法によるテ

ロメラーゼ活性値の検出限界を検討した．簡易法では

T24，J82 ともに PBS (−），尿中浮遊において10個か

ら検出可能であった (Fig. 2）．両測定法によるテロメ

ラーゼ活性値の相関係数は T24 で0.896，J82 で0.836

と良好な相関関係を認めた (data not shown）．

簡易法の膀胱癌診断能力を検討するため,膀胱癌100

例，泌尿器良性疾患26例，健常者25例について簡易法

にてテロメラーゼ活性値を測定した．それぞれの値

は, 0.286±0.248 (mean±SD）, 0.069±0.043, 0.062

±0.023であった．膀胱癌は良性疾患に比して有意に

高い活性値を示した (Fig. 3）．また，健常者テロメ

ラーゼ活性値の mean＋2SD (0.108) をカットオフ値

とすると，膀胱癌および良性疾患の陽性率はそれぞれ

81.0，15.4％であった．

膀胱癌100例のうち組織学的異型度・深達度の判明

した症例のテロメラーゼ活性値を，その組織学的異型

度・深達度によって比較した．G1，G2，G3 のテロ

メラーゼ活性はそれぞれ 0. 266± 0. 260，0. 311±

0.280，0.282±0.213であり，異型度による有意差は

認めなかった (Fig. 4）．その陽性率はそれぞれ75.0，

81.0，83.3％であった．Tis，Ta，T1，T2 以上のテ

ロメラーゼ活性はそれぞれ0.285±0.253，0.296±

0.314，0.259±0.234，0.304±0.189であり，深達度

による有意差は認めなかった (Fig. 5）．また，その陽

性率はそれぞれ100，81.3，71.4，95.8％であった．

一方, 尿中 NMP22 濃度では, 健常者の尿中 NMP22

泌56,08,12-1

Fig. 1. Difference in telomerase activity assay system between TeloTAGGG telomerase PCR ELISA kit and the
modified simple method. We conjugated digoxygenin (DIG) to the CX primer of polymerase chain reaction
(PCR), omitting hybridization of PCR products and DIG-labeled probe.
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濃度の mean＋2SD である 11.34 U/ml 以上を陽性と

すると，陽性率は膀胱癌で54.8％，良性疾患で33.3％

であった．

市販 TRAP キットによるアッセイでは膀胱癌の陽

性率が40.0％と，簡易法に比して明らかに低値であっ

た．そこで，簡易法によるテロメラーゼ活性と尿中

NMP22濃度の膀胱癌の診断能力を比較した．Table 2

に両者の感度と特異度の比較を示した．特異度は双方

とも十分に高かったが，テロメラーゼ活性簡易測定法

は尿中 NMP 濃度に比して感度が高かった．Table 3

に両者の陽性率の比較を示した．尿中 NMP22 濃度よ

りもテロメラーゼ活性のほうが，膀胱癌のすべての異

型度，深達度において高い陽性率を示し，特に G3 お

よび T2 以上で統計学的に有意差を認めた．

泌56,10,02-2

Fig. 2. Sensitivity of telomerase activity assay in bladder cancer cell line.

泌56,10,02-3

Fig. 3. Telomerase activity measured by the simple
method. Horizontal bar represents cutoff
value. The telomerase activity was
significantly higher in patients with bladder
cancer than in those with benign urological
disease or healthy volunteers.

泌56,10,02-4

Fig. 4. Telomerase activity measured by the simple
method categorized by tumor grade.
There is no significant difference in telo-
merase activity among various tumor grades.
Horizontal bars represent mean values.

泌56,10,02-5

Fig. 5. Telomerase activity measured by the simple
method categorized by clinical stage.
There is no significant difference in
telomerase activity among various stages.
Horizontal bars represent mean values.
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考 察

今回の検討で用いた TeloTAGGG テロメラーゼ

PCR ELISA キット（以下，市販 TRAP キット）は現

在最も多用されているキットの 1つであるが，今回の

検討では膀胱癌検出率は40％と低いものだった．

Cheng ら17)は DIG で標識した CX プライマーを用い

て PCR 反応を行うことでハイブリダイゼーションの

ステップを省略し，増幅産物を直接測定する簡易法に

より糞便のテロメラーゼ活性を測定する方法を考案し

た．そこでわれわれは，この方法を尿中剥離細胞のテ

ロメラーゼ活性測定に応用することを考え，市販

TRAP キットの CX プライマーを DIG で標識してテ

ロメラーゼ活性測定簡易法を考案した．

膀胱癌細胞株を用いたテロメラーゼ活性値の検討で

は，簡易法でも市販 TRAP キット法と同様に細胞数

の増加とともに高い活性値を示し，良好な相関関係を

認めた．簡易法は市販 TRAP キット法に比して高い

活性値を示し，細胞数10個からでも検出可能であっ

た．Kavaler ら21)は，電気泳動による測定で細胞数50

個で検出可能と報告しているが，簡易法は電気泳動に

よる測定以上の感度と考えられた．ハイブリダイゼー

ションのステップを省略したことで感度が改善したも

のと考えられた．

簡易法での測定条件を検討した結果，細胞抽出液の

タンパク質量 0.6 μg で PCR 産物の希釈率 1/1,000が

最良の条件であったため (data not shown），この条

件を採用した．簡易法は膀胱癌の診断における感度

81.0％，特異度92.0％と十分に高いものであった．健

常者の陽性率は 2/25（ 8％）と低く，良性疾患の陽

性率は 4/26（15.4％）と，これまでの電気泳動によ

る報告の 1∼36％9,21~24)と比べても遜色はない．

TeloTAGGG テロメラーゼ PCR ELISA キットは市

販のテロメラーゼ活性測定キットの中でも最も多用さ

れているものの 1つである．しかし，パイロットスタ

ディとして行った検討では，膀胱癌の陽性率は40％で

あった．明らかに低い陽性率であったので，簡易測定

法と尿中 NMP22 濃度測定法との比較検討を行った．

尿テロメラーゼ簡易測定法は組織学的異型度．深達度

別に比較検討すると，その活性値には有意な差は認め

ず，low grade，low stage の腫瘍でも良好な検出率を

示した．これは，テロメラーゼ活性が他の腫瘍マー

カーより有用な点とするこれまでの報告に矛盾しな

い14,23~25)．

一方，尿中 NMP22 濃度は本邦でも1999年 7月に保

険適用となった．その膀胱癌の陽性率は 48∼

90.9％6~9)と報告されている．しかし，血尿や尿路感

染症の影響を受けやすいため，Sharma ら26)は除外条

件を設定することの有用性を報告している．本研究で

は，使用した測定キットの仕様書にしたがって，偽陽

性となりうる肉眼的血尿，経尿道的操作後 5日以内，

膀胱炎を除外して測定したが，膀胱癌，良性疾患の陽

性率はそれぞれ54.8，33.3％であった．膀胱癌での陽

性率はすべての grade および深達度においてテロメ

ラーゼ活性簡易測定法が高かった．特に G3 および

T2 以上の筋層浸潤癌で有意に陽性率が高かった．こ

のことは簡易測定法が高リスク膀胱癌の検出に優れて

いることを示唆する．また，尿中 NMP22 濃度は泌尿

器良性疾患の陽性率が33.3％と高いが，簡易測定法で

は15.4％であった．したがって，テロメラーゼ活性簡

易測定法は血尿や尿路感染の影響を受けにくいアッセ

イ系であると考えられた．

テロメラーゼには human telomerase reverse trans-

criptase (hTERT) や human telomerase RNA component

(hTR) などのサブユニットが存在する．最近，これ

らのサブユニットの mRNA を定量 PCR によって測

定する方法が開発され27)，膀胱癌の診断において感

度55∼96％，特異度72∼96％と比較的高い診断能力を

有すると報告されている．しかし，mRNA の抽出を

要するため，手技が煩雑でサンプルの取扱いや保存に

は厳重な注意を必要とする．したがって，日常診療で

大量のサンプルを処理するには若干不利な要素を持

つ．尿中の膀胱癌細胞を検出する方法としては，

BTA，NMP22 のほか，fluorescence in situ hybridization

(FISH) の高い感度（約80％）と特異度（90∼100％）

も報告されているが28)，費用の点で問題がある．こ

の点，今回報告したテロメラーゼ簡易測定法は，従来

Table 2. Sensitivity and specificity of urine NMP22
and urine telomerase simple assay in
bladder cancer diagnosis

Sensitivity (％) Specificity (％)

NMP22 54.8 94.7

Simple telomerase assay 81 92

Table 3. Positive rate of urine NMP22 and urine
telomerase simple assay for benign
urological disease and bladder cancer

Positive rate (％)

NMP22 Simple
telomerase assay

Benign urologic disease 33 15.4

Bladder cancer 54.8 81

G1 57.1 75

G2 58.8 81

G3 33.3 83.3 p＜0.05

Tis 50 100

Ta 71.4 81.3

T1 46.7 71.4

T2≦ 50 95.8 p＜0.05
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の測定キット法と比較しても，測定に要する時間は約

6時間と短く， 1検体当たりの費用も約500円以下と

安価なうえ (data not shown) 高い診断効率を有する．

手技が簡便であり，特殊な機器も必要としないため，

大量スクリーニングにも用いることが可能と考えられ

る．

結 語

TeloTAGGG テロメラーゼ PCR ELISA キットを改

良した簡易測定法は，膀胱癌に対して異型度，深達度

に影響されず高い感受性と特異性を示すテロメラーゼ

活性測定法と考えられた．従来のテロメラーゼ活性測

定法および尿中 NMP22 濃度と比較しても膀胱癌診断

能力は高かった．手技が簡便であり大量スクリーニン

グに用いる測定法として有用であると思われた．
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