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(57)【要約】
　本発明は、アミノアシルtRNA合成酵素関連タンパク質
発現水準を利用した甲状腺瀘胞癌診断用マーカーの検出
方法に関するもので、より具体的には、甲状腺瀘胞癌(f
ollicular thyroid carcinoma)が疑われる患者から甲状
腺瀘胞癌の診断に必要な情報を提供するために、(a)甲
状腺瀘胞癌が疑われる被検体から試料を提供する段階;(
b)前記試料からアミノアシルtRNA合成酵素又はアミノア
シルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質のタ
ンパク質発現水準を測定する段階;及び(c)前記測定され
たタンパク質発現水準を対照群と比較して、タンパク質
発現水準の変化が確認された被検体を甲状腺瀘胞癌にか
かったと判定する段階を含む、甲状腺瀘胞癌のマーカー
を検出する方法に関するものである。具体的には、本発
明に開示されているタンパク質の種類は、手術を通じた
組織の採取なく、シンプルで明確に甲状腺瀘胞癌の診断
が可能であり、診断感度及び特異性が高い。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　甲状腺瀘胞癌の診断に必要な情報を提供するために、
　　(a)甲状腺瀘胞癌が疑われる被検体から試料を提供する段階;
　　(b)前記試料からアミノアシルtRNA合成酵素又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相
互作用多機能タンパク質のタンパク質発現水準を測定する段階;及び
　　(c)前記測定されたタンパク質発現水準を対照群と比較して、タンパク質発現水準の
変化が確認された被検体を甲状腺瀘胞癌にかかったと判定する段階を含む、甲状腺瀘胞癌
のマーカーを検出する方法。
【請求項２】
　前記試料は、甲状腺組織、血液、血漿、血清、リンパ液及び尿から選ばれることを特徴
とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記対照群は、甲状腺瀘胞腺腫が確認された患者であることを特徴とする請求項１記載
の方法。
【請求項４】
　前記タンパク質発現水準の変化は、アミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タ
ンパク質1(AIMP1)、ミトコンドリア型イソロイシンtRNA合成酵素 (IARS mitochondrial)
、ミトコンドリア型セリンtRNA合成酵素(SARS mitochondria)、リジンtRNA合成酵素(KARS
)、バリンtRNA合成酵素(VARS)及びフェニルアラニンtRNA合成酵素アルファサブユニット(
FARSA)から選ばれた一つ以上のタンパク質の発現水準の増加であることを特徴とする請求
項１記載の方法。
【請求項５】
　前記タンパク質発現水準の変化は、アラニンtRNA合成酵素(AARS)、アスパラギン酸tRNA
合成酵素(DARS)、二機能性グルタミン酸プロリンtRNA合成酵素(EPRS)、トリプトファンtR
NA合成酵素(WARS)、グリシンtRNA合成酵素(GARS)、細胞質型イソロイシンtRNA合成酵素(I
ARS cytoplasmic)、チロシンtRNA合成酵素(YARS)、アスパラギンtRNA合成酵素(NARS)、グ
ルタミンtRNA合成酵素(QARS)、アルギニンtRNA合成酵素(RARS)、細胞質型セリンtRNA合成
酵素(SARS cytoplasmic)及びトレオニンtRNA合成酵素(TARS)から選ばれた一つ以上のタン
パク質の発現水準の減少であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項６】
　前記タンパク質水準測定は、ウエスタンブロット(western blotting)、ドットブロット
(dot blotting)、酵素免疫分析法(enzyme-linked immunosorbent assay、ELISA)、放射免
疫分析法(RIA)、放射免疫拡散法、オクタロニー免疫拡散法、ロケット免疫電気泳動、免
疫組織化学染色、免疫沈殿法(immunoprecipitation)、補体固定分析法、フローサイトメ
トリー分析法(FACS)、タンパク質チップ(chip)及び質量分析(mass spectrometry)法から
選ばれるいずれか一つによることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項７】
　アミノアシルtRNA合成酵素又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパ
ク質の発現水準を測定する製剤を含む甲状腺濾胞癌の診断用組成物。
【請求項８】
　前記アミノアシルtRNA合成酵素(ARS)は、ミトコンドリア型イソロイシンtRNA合成酵素(
IARS mitochondrial)、ミトコンドリア型セリンtRNA合成酵素 (SARS mitochondrial)、リ
ジンtRNA合成酵素(KARS)、バリンtRNA合成酵素(VARS)、フェニルアラニンtRNA合成酵素ア
ルファサブユニット(FARSA)、アラニンtRNA合成酵素(AARS)、アスパラギン酸tRNA合成酵
素(DARS)、二機能性グルタミン酸プロリンtRNA合成酵素(EPRS)、トリプトファンtRNA合成
酵素(WARS)、グリシンtRNA合成酵素(GARS)、細胞質型イソロイシンtRNA合成酵素(IARS cy
toplasmic)、チロシンtRNA合成酵素(YARS)、アスパラギンtRNA合成酵素(NARS)、グルタミ
ンtRNA合成酵素(QARS)、アルギニンtRNA合成酵素(RARS)及び細胞質型セリンtRNA合成酵素
(SARS cytoplasmic)及びトレオニンtRNA合成酵素(TARS)から選ばれる一つ以上であること
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を特徴とする請求項７記載の組成物。
【請求項９】
　前記アミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質(AIMP)は、アミノアシ
ルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質1(AIMP1)であることを特徴とする請求項
７記載の組成物。
【請求項１０】
　前記の診断は、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫を区別することを特徴とする請求項７記載の組
成物。
【請求項１１】
　前記タンパク質を検出する製剤は、前記タンパク質に特異的な結合ドメインを有するペ
プチド、抗体、又はアプタマーであることを特徴とする請求項７記載の組成物。
【請求項１２】
　請求項７の組成物を含む甲状腺瀘胞癌診断用キット。
【請求項１３】
　前記アミノアシルtRNA合成酵素(ARS)は、ミトコンドリア型イソロイシンtRNA合成酵素 
(IARS mitochondrial、GenBank GI No. 94730583)、ミトコンドリア型セリンtRNA合成酵
素(SARS mitochondria、GenBank GI No. 23822219)、リジンtRNA合成酵素(KARS、GenBank
 GI No. 20178333)、バリンtRNA合成酵素(VARS、GenBank GI No. 1194845281)、フェニル
アラニンtRNA合成酵素アルファサブユニット(FARSA、GenBank GI No. 12643946)、アラニ
ンtRNA合成酵素(AARS、GenBank GI No. 115502460)、アスパラギン酸tRNA合成酵素(DARS
、GenBank GI No. 20178330)、二機能性グルタミン酸プロリンtRNA合成酵素(EPRS、 GenB
ank GI No. 288558855)、トリプトファンtRNA合成酵素(WARS、 GenBank GI No. 135191)
、グリシンtRNA合成酵素(GARS、GenBank GI No. 313104283)、細胞質型イソロイシンtRNA
合成酵素 (IARS cytoplasmic、GenBank GI No. 239938717)、チロシンtRNA合成酵素(YARS
、GenBank GI No. 13638438)、アスパラギンtRNA合成酵素(NARS、GenBank GI No. 391505
9)、グルタミンtRNA合成酵素(QARS、GenBank GI No. 1351170)、アルギニンtRNA合成酵素
(RARS、GenBank GI No. 20178331)及び細胞質型セリンtRNA合成酵素(SARS cytoplasmic、
GenBank GI No. 19860217)及びトレオニンtRNA合成酵素(TARS、GenBank GI No. 60267755
)から選ばれる一つ以上であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項１４】
　前記アミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質(AIMP)は、アミノアシ
ルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質1(AIMP1、GenBank GI No. 215490009)で
あることを特徴とする請求項１記載の組成物。
【請求項１５】
　甲状腺瀘胞癌の診断用製剤を製造するための、アミノアシルtRNA合成酵素又はアミノア
シルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質の発現水準を測定する製剤の使用。
【請求項１６】
　被検体試料内のアミノアシルtRNA合成酵素又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作
用多機能タンパク質の発現水準を測定することを特徴とする甲状腺瀘胞癌を診断する方法
。

 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アミノアシルtRNA合成酵素関連タンパク質発現水準を利用した甲状腺瀘胞癌
(follicular thyroid carcinoma)の診断マーカー検出方法に関するもので、より具体的に
は、甲状腺瀘胞癌が疑われる患者から甲状腺瀘胞癌の診断に必要な情報を提供するために
、(a)甲状腺瀘胞癌が疑われる被検体から試料を提供する段階;(b)前記試料からアミノア
シルtRNA合成酵素(aminoacyl-tRNA synthetase)又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相
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互作用多機能タンパク質(aminoacyl-tRNA synthetase complex-interacting multifuncti
onal protein)のタンパク質発現水準を測定する段階;及び(c)前記測定されたタンパク質
発現水準を対照群と比較して、タンパク質発現水準の変化が確認された被検体を甲状腺瀘
胞癌にかかったものと判定する段階を含む、甲状腺瀘胞癌のマーカーを検出する方法に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　本出願は、2016年7月1日に出願された大韓民国特許出願第10-2016-0083361号に基づく
優先権を主張し、前記出願の明細書全体は参照により本出願に援用する。
【０００３】
　甲状腺癌全体の約20％程度を占める甲状腺瀘胞癌(follicular thyroid carcinoma)は、
女性から多く発生し、予後が良い分化甲状腺癌に属する。甲状腺瀘胞癌は、甲状腺癌の殆
どを占める甲状腺乳頭癌(papillary thyroid carcinoma)と比較して、年をとった年齢層
に主に表われ、甲状腺乳頭癌は主にリンパ節を通じて転移が行われるのに対し、甲状腺瀘
胞癌は血管を通じて転移が行われることに違いがある。一方、甲状腺乳頭癌は、特徴的な
核の形態を観察して比較的容易に微細針吸引検査で診断が可能であるが、甲状腺瀘胞癌は
明確な基準が確立されていないため、正確な診断に困難が存在する。特に甲状腺の良性腫
瘍である瀘胞腺腫(follicular adenoma)の20～30％は、微細針吸引検査によって甲状腺瀘
胞癌との識別が不可能なため、甲状腺瀘胞癌が瀘胞腺腫に分類される場合も発生する。
【０００４】
　現在、甲状腺瀘胞癌を確診するためには、手術を通じて甲状腺組織を採取して組織内病
理を確認する方法が殆どである。このように手術を含む病理検査は、まず結節が発見され
た甲状腺の半分を手術で切除して組織検査を実施し、その後甲状腺瀘胞癌に診断されると
、予後が良い初期癌を除いては、再び手術を通じて残りの半分を除去しなければならない
ため、極めて面倒な方法である。したがって、微細針吸引検査時に得られる甲状腺組織又
は血液から、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫とを区別して甲状腺瀘胞癌を確診できるバイオマー
カーの開発が必要である。特にタンパク質ベースのバイオマーカーを開発すれば、抗体な
どを利用してそのマーカーの発現水準を測定して、診断に必要な情報を迅速に導出するこ
とができ、病理検査のための手術をする必要がない。
【０００５】
　甲状腺瀘胞癌のバイオマーカーとして提案されたことのあるBRAF、RET/PTC、RAS、PAX8
/PPAR gamma、P53などの遺伝子の突然変異は、その発生率が高くないため、実際に診断に
は活用されていない。またELMO1、EMCN、ITIH5、KCNAB1、SLCO2A1など5つの遺伝子の発現
水準が甲状腺瀘胞癌組織において、瀘胞腺腫組織と比較して減少したことを確認した研究
は、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫を区別できるマーカーとして開発される可能性を提示したが
、これは組織からmRNAを抽出する過程を経なければならないなど、マーカーとして活用す
るには制限が多い(非特許文献１)。甲状腺癌を判別するタンパク質マーカーが組織免疫染
色法に活用されているが、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫の区別に活用できる可能性が殆どない
程に特異性が低い(非特許文献２)。
【０００６】
　これにより、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫などの良性腫瘍とを明確に区別できるバイオマー
カーの開発が至急な実情である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Pfeifer et al.、BMC Medical Genomics、2013、6:380
【非特許文献２】Wiseman SM et al.、Annals of Surgical Oncology、2008. 15:2811-28
26
【発明の概要】
【０００８】



(5) JP 2019-525160 A 2019.9.5

10

20

30

40

50

［発明の詳細な説明］
［技術的課題］
　ここに本発明者らは、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫が確認された患者から病理組織を採取し
て質量分析で幅広いタンパク質の水準を分析した結果、多数のアミノアシルtRNA合成酵素
(aminoacyl-tRNA synthetase)関連タンパク質水準が、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫組織から
異なって示されることを確認して本発明を完成した。
【０００９】
　したがって本発明の目的は、
　　甲状腺瀘胞癌の診断に必要な情報を提供するために
　(a) 甲状腺瀘胞癌が疑われる被検体から試料を提供する段階;
　(b) 前記試料からアミノアシルtRNA合成酵素(aminoacyl-tRNA synthetase、ARS)又はア
ミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質(aminoacyl-tRNA synthetase c
omplex-interacting multifunctional protein、AIMP)のタンパク質発現水準を測定する
段階;及び
　 (c)前記測定されたタンパク質発現水準を対照群と比較して、タンパク質発現水準の変
化が確認された被検体を甲状腺瀘胞癌にかかったと判定する段階を含む、甲状腺瀘胞癌の
マーカーを検出する方法を提供することである。
【００１０】
［技術的解決方法］
　　前記と同じ目的を達成するために、本発明は、
　　甲状腺瀘胞癌の診断に必要な情報を提供するために
　 (a)甲状腺瀘胞癌が疑われる被検体から試料を提供する段階;
　 (b)前記試料からアミノアシルtRNA合成酵素又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相互
作用多機能タンパク質のタンパク質発現水準を測定する段階;及び
　 (c)前記測定されたタンパク質発現水準を対照群と比較して、タンパク質発現水準の変
化が確認された被検体を甲状腺瀘胞癌にかかったと判定する段階を含む、甲状腺瀘胞癌の
マーカーを検出する方法を提供する。
【００１１】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１２】
　本発明は、甲状腺瀘胞癌の診断に必要な情報を提供するために
　 (a)甲状腺瀘胞癌が疑われる被検体から試料を提供する段階;
　 (b)前記試料からアミノアシルtRNA合成酵素又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相互
作用多機能タンパク質のタンパク質発現水準を測定する段階;及び
　 (c)前記測定されたタンパク質発現水準を対照群と比較して、タンパク質発現水準の変
化が確認された被検体を甲状腺瀘胞癌にかかったと判定する段階を含む、甲状腺瀘胞癌の
マーカーを検出する方法を提供する。
【００１３】
　前記(a)段階は、本発明の方法により、甲状腺瀘胞癌が疑われる患者から甲状腺瀘胞癌
の診断に必要な情報を提供するために、被検体の試料を提供する段階である。
【００１４】
　本発明で“診断”とは、病理状態の存在又は特徴を確認することを意味する。本発明で
の診断は、アミノアシルtRNA(ARS)又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能
タンパク質(AIMP)の発現水準を測定して甲状腺瀘胞癌が発生したものと判定することであ
り、特に瀘胞腺腫と同じ良性腫瘍と区分して、甲状腺瀘胞癌であることを確認することを
意味する。
【００１５】
　“甲状腺瀘胞癌(follicular thyroid carcinoma、FTC)”とは、甲状腺に生じる悪性腫
瘍にして、主に甲状腺ホルモンの生成と関連がある腺組織から発症する甲状腺分化癌の一
種であり、血液を通じて他の組織に転移される特徴がある。甲状腺瀘胞癌は、主に健康検



(6) JP 2019-525160 A 2019.9.5

10

20

30

40

50

診の超音波検査又は触診などによって、痛症なく偶然、甲状腺結節に発見される場合が多
い。甲状腺癌は、甲状腺超音波検査を通じて甲状腺腫瘍のサイズ、位置、形状などが確認
され、超音波で甲状腺を観察しながら微細針で甲状腺を刺して甲状腺細胞を採取し、細胞
の形状を確認して診断を決めることになるが(微小針吸引細胞検査、fine needle aspirat
ion cytology)、甲状腺瀘胞癌の場合には、細胞の形状が瀘胞腺腫(follicular adenoma、
FA)など良性腫瘍のように区分されない。したがって、現在の診断方法は、病理組織を外
科的方法で採取して、組織検査によって最終確認するため、悪性腫瘍であることが確かで
ないにもかかわらず手術をしなければならず、悪性腫瘍であることが確認されると、腫瘍
を完全に除去するために再手術をしなければならない場合も生じるなど効率的でない。
【００１６】
　ここで、本発明の方法は、甲状腺に腫瘍や結節が発見されて腫瘍の悪性の有無を確認し
なければならない患者から、非外科的な方法で、甲状腺瀘胞癌を明確に診断することがで
きる新たな診断マーカーと方法を提供するためのものである。
【００１７】
　一実施例で本発明者らは、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫組織から質量分析とタンパク質シー
ケンシングで合わせて4000個以上のタンパク質を同定して、両病理組織でのタンパク質水
準を比較分析した。遺伝子オントロジー（Gene ontology）分析の結果、瀘胞腺腫では、
酸化還元（oxidation/reduction）、タンパク質局在（protein localization）、細胞内
輸送（intracellular transport）と関連したタンパク質が顕著な反面、甲状腺瀘胞癌で
はタンパク質分解（proteolysis）、高分子異化過程（macromolecule catabolic process
）、RNAプロセシング（RNA processing）そして細胞周期（cell cycle）と関連したタン
パク質が優勢なものと示された。
【００１８】
　特に前記同定されたタンパク質のうち、アミノアシルtRNA合成酵素と、これと関連した
タンパク質について、質量分析ピーク面積（MS peak area）を利用して定量分析を実施し
た結果、多数のタンパク質が、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫で存在水準が異なることを確認し
た。具体的に、AARS、DARS、EPRS、WARS、GARS、細胞質型IARS（IARS cytoplasmic）、YA
RS、NARS、QARS、RARS、細胞質型（SARS cytoplasmic）、TARSは、瀘胞腺腫と比較して甲
状腺瀘胞癌でタンパク質水準が減少したことが観察され、逆にAIMP1、ミトコンドリア型I
RS（IRS mitochondrial）、ミトコンドリア型SARS（SARS mitochondrial）、KARS、VARS
、FARSAは、甲状腺瀘胞癌でタンパク質水準が高いことが確認された。
【００１９】
　したがって、本発明者らが究明した前記アミノアシルtRNA合成酵素とこれと関連したタ
ンパク質水準の差を利用して、記載された前記タンパク質のうち一つの種類以上を選択し
て被検体の試料からタンパク質水準を測定することにより、細胞学的には区分が難しい甲
状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫を区別できる診断用マーカーに開発することができることを理解す
ることができる。
【００２０】
　前述した通り、本発明の方法での被検体は、甲状腺瀘胞癌が疑われる患者でもある。つ
まり、甲状腺に腫瘍や結節が発見されて腫瘍や結節が悪性の甲状腺瀘胞癌であるのか、良
性の瀘胞腺腫であるのかの区別が必要な患者が被検体となる。
【００２１】
　また、本発明の方法を実施するための試料は、甲状腺組織、血液、血漿、血清、リンパ
液及び尿から選ばれるものでもある。前記試料は、公知の方法により被検体から適宜採取
することができ、タンパク質検出方法によって必要な前処理過程を経ることがある。
【００２２】
　前記(b)段階は、(a)段階で採取した被検体の試料からアミノアシルtRNA合成酵素又はア
ミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質のタンパク質発現水準を測定す
る段階である。
【００２３】
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　本発明で“タンパク質”とは、“ポリペプチド(polypeptide)”又は“ペプチド(peptid
e)”と互換性を有して使用され、例えば、天然状態のタンパク質から一般的に発見される
ようにアミノ酸残基の重合体を意味する。
【００２４】
　本発明の“アミノアシルtRNA合成酵素(aminoacyl-tRNA synthetase又はaminoacyl-tRNA
 ligase、ARS)”とは、アミノ酸を適切なtRNAに連結させるアミノアシル化(aminoacylati
on)反応を媒介する酵素である。tRNA結合酵素(tRNA ligase)とも称す。20種のアミノ酸の
うち、グルタミン酸(glutamic acid)とプロリン(proline)は、細胞質では一つのARSによ
ってtRNAに連結されるが、これを二機能性アミノアシルtRNA合成酵素(bifunctional amin
oacyl-tRNA synthetase)又は二機能性グルタミン酸プロリンtRNA合成酵素（bifunctional
 glutamyl-prolyl-tRNA synthetase）と称す。ARSは大きくtRNAのアデノシンヌクレオチ
ドの2'-OH末端にアミノアシル化（amino acylation）反応を媒介するClass I系と、3'-OH
末端にアミノアシル化（amino acylation）反応を媒介するClass II系に分けられる。Cla
ss Iにはアルギニン(arginine)、システイン(cysteine)、グルタミン酸(glutamic acid)
、グルタミン(glutamine)、イソロイシン(isoleucine)、ロイシン(leucine)、メチオニン
(methionine)、トリプトファン(tryptophan)、バリン(valine)、チロシン(tyrosine)のtR
NA合成酵素があり、Class IIにはアラニン(alanine)、アスパラギン酸(aspartic acid)、
アスパラギン(asparagine)、グリシン(glycine)、ヒスチジン(histidine)、リジン(lysin
e)、フェニルアラニン(phenyalanie)、プロリン(proline)、トレオニン(threonine)、セ
リン(serine)のtRNA合成酵素がある。
【００２５】
　また、細胞内分布位置によって、細胞質型(cytoplasmic)又はミトコンドリア型(mitoch
ondrial)で存在し、本明細書では、別の表示がなければ細胞質に存在する形態であること
を意味する。
【００２６】
　本発明の観点から、甲状腺瀘胞癌を診断するためのバイオマーカーとしてARSは、より
具体的には、ミトコンドリア型イソロイシンtRNA合成酵素 (isoleucyl-tRNA synthetase 
mitochondrial、IARS mitochondrial)、ミトコンドリア型セリンtRNA合成酵素(seryl-tRN
A synthetase mitochondrial、SARS mitochondrial)、リジンtRNA合成酵素(lysyl-tRNA s
ynthetase、KARS)、バリンtRNA合成酵素(valyl-tRNA synthetase、VARS)、フェニルアラ
ニンtRNA合成酵素アルファサブユニット(phenylalanyl-tRNA synthetase、FARS alpha su
bunit(FARSA))、アラニンtRNA合成酵素(alanyl-tRNA synthetase、AARS)、アスパラギン
酸tRNA合成酵素(aspartyl-tRNA synthetase、DARS)、二機能性グルタミン酸プロリンtRNA
合成酵素(bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase又はglutamyl-prolyl-tRNA syntheta
se、EPRS)、トリプトファンtRNA合成酵素(tryptophanyl-tRNA synthetase、WARS)、グリ
シンtRNA合成酵素(glycyl-tRNA synthetase、GARS)、細胞質型イソロイシンtRNA合成酵素
 (isoleucyl-tRNA synthetase cytoplasmic、IARS cytoplasmic)、チロシンtRNA合成酵素
(tyrosyl-tRNA synthetase、YARS)、アスパラギンtRNA合成酵素(asparagyl-tRNA synthet
ase、NARS)、グルタミンtRNA合成酵素(glutaminyl-tRNA synthetase、QARS)、アルギニン
tRNA合成酵素(arginyl-tRNA synthetase、RARS)、細胞質型セリンtRNA合成酵素(seryl-tR
NA synthetase cytoplasmic、SARS cytoplasmic)及びトレオニンtRNA合成酵素(threonyl-
tRNA synthetase、TARS)の中から選択された一つ以上のタンパク質でもある。前記ARSは
、ヒトからの由来であれば、その具体的配列が特に制限はされないが、本明細書表5に記
載された配列情報を参考にすることができる。
【００２７】
　本発明で“アミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質”とは、多重tR
NA合成酵素複合体(multi-tRNA synthetase complex、MSC)に結合して多重tRNA合成酵素の
触媒活性を増進させるものと知られているタンパク質であって、ヒトではAIMP1(aminoacy
l-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein 1)、AIMP2(aminoacy
l-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein 2)、AIMP3(aminoacy
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l-tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein 3)などが知られてい
る。より具体的には、本発明のAIMPは、p43としても知られているAIMP1でもある。前記AI
MP(特に、AIMP1)は、ヒト由来のものであれば、その具体的配列が特に制限はされないが
、本明細書表5に記載された配列情報を参考にすることができる。
【００２８】
　本発明で“発現(expression)”とは、細胞からタンパク質又は核酸が生成されることを
意味する。本発明でタンパク質発現水準を測定する方法は、公知の方法を適宜選択して実
施することができる。例えば、ウエスタンブロット(western blotting)、ドットブロット
(dot blotting)、酵素免疫分析法(enzyme-linked immunosorbent assay、ELISA)、放射免
疫分析法(RIA)、放射免疫拡散法、オクタロニー免疫拡散法、ロケット免疫電気泳動、免
疫組織化学染色、免疫沈殿法(immunoprecipitation)、補体固定分析法、フローサイトメ
トリー分析法(FACS)、タンパク質チップ(chip)、質量分析(mass spectrometry)法などが
あるが、これらに限定されるものではない。最も好ましくは質量分析法で試料からタンパ
ク質水準を測定することができる。
【００２９】
　前記(c)段階は、前記測定されたタンパク質発現水準を対照群と比較して、タンパク質
発現水準の変化が確認された被検体を甲状腺瀘胞癌にかかったと判定する段階である。
【００３０】
　甲状腺瀘胞癌が疑われる被検体から測定したARS又はAIMPの発現水準を対照群と比較し
て；
　　アミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質1(AIMP1)、ミトコンドリ
ア型イソロイシンtRNA合成酵素 (IARS mitochondrial)、ミトコンドリア型セリンtRNA合
成酵素 (SARS mitochondria)、リジンtRNA合成酵素(KARS)、バリンtRNA合成酵素(VARS)及
びフェニルアラニンtRNA合成酵素アルファサブユニット(FARSA)のうち一つ以上のタンパ
ク質の水準が増加した場合;及び／又は
　　アラニンtRNA合成酵素(AARS)、アスパラギン酸tRNA合成酵素(DARS)、二機能性グルタ
ミン酸プロリンtRNA合成酵素(EPRS)、トリプトファンtRNA合成酵素(WARS)、グリシンtRNA
合成酵素(GARS)、細胞質型イソロイシンtRNA合成酵素(IARS cytoplasmic)、チロシンtRNA
合成酵素(YARS)、アスパラギンtRNA合成酵素(NARS)、グルタミンtRNA合成酵素(QARS)、ア
ルギニンtRNA合成酵素(RARS)、細胞質型セリンtRNA合成酵素(SARS cytoplasmic)及びトレ
オニンtRNA合成酵素のうち一つ以上のタンパク質の水準が減少した場合に;
　　被検体が甲状腺瀘胞癌にかかったものと、又は被検体から発見された甲状腺腫瘍又は
結節が甲状腺瀘胞癌であると判断することができる。
【００３１】
　前記対照群は、甲状腺に腫瘍又は結節が存在し、前記腫瘍又は結節が、良性腫瘍の瀘胞
腺腫(FA)と確認された患者であることが好ましい。この場合、被検体から甲状腺瀘胞癌の
マーカーを検出する前に、あらかじめ多数のFA患者についてARS又はアミノアシルtRNA合
成酵素複合体相互作用多機能タンパク質(AIMP)を測定して、FAに確認される患者から期待
されるタンパク質水準の範囲又は基準値を導出して、その後の甲状腺瀘胞癌が疑われる被
検体から測定されたタンパク質水準と比べてその差を判断する方法で本発明の方法を実施
するようになる。
【００３２】
　前記甲状腺瀘胞癌が疑われる被検体のARS又はAIMPの発現水準を対照群と比較する段階
は、本発明によるマーカータンパク質を利用してFTCとFAを明確に判別できる方法であれ
ば、制限なく使用して実施することができる。例えば、本明細書の一実施例で記載した通
り、比較対象グループから測定されたARSタンパク質又はAIMPタンパク質発現水準を示す
数値、つまり組織試料から測定されたマーカータンパク質の濃度又はMS分析で導出された
マーカータンパク質のイオンピーク面積（ion peak area）などの数値を直接比較するこ
とができる。また、“FA患者群対比FTC患者群のARS又はAIMPタンパク質発現水準の比率”
のように比較対象グループとの間の相対的な数値を判断の尺度とすることができる。
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【００３３】
　さらには、前記列挙したARS又はAIMPマーカータンパク質は、FA又はFTCを区分する特定
の発現パターンを示すので、甲状腺瀘胞癌を診断するために複数のマーカータンパク質を
選択して発現水準を測定し、発現パターンを導出して、これを基礎にFTCを診断すること
もできる。前記発現パターンとは、多数のマーカータンパク質の発現水準を測定して同時
に比較して観察される発現の様相やマーカータンパク質の発現順位などの指標で表現され
るものであり、発現の正常的な特徴を示すものである。
【００３４】
　また、本発明は、アミノアシルtRNA合成酵素又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相互
作用多機能タンパク質の発現水準を測定する製剤が含まれている甲状腺瀘胞癌の診断用組
成物を提供する。
【００３５】
　また、本発明は、甲状腺瀘胞癌の診断用製剤を製造するためのアミノアシルtRNA合成酵
素又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体相互作用多機能タンパク質の発現水準を測定する
製剤の使用を提供する。
【００３６】
　前記本発明の甲状腺瀘胞癌の診断用組成物は、好ましくは甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫の区
分用組成物でもあって、具体的なARS及びAIMPの種類、これらの検出特性は、前述したも
のを参照して理解することができる。
【００３７】
　本発明のARS及びAIMPの発現水準を測定する製剤は、前述した具体的なタンパク質に特
異的に付着するリガンドであればその種類が特に制限されず、例えば前記タンパク質に特
異的な結合ドメインを有するペプチド、抗体、又はアプタマーでもあるが、これに制限さ
れない。
【００３８】
　前記“抗体”とは、当該技術分野に公知の用語であって抗原性部位について指示される
特異的な免疫グロブリンを意味する。前記言及した一つ以上のタンパク質注入を通じて製
造されたもの、又は市販されて購入したものが全て使用可能である。また、前記抗体は、
ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体及びエピトープと結合できる断片
などを含む。
【００３９】
　前記“ペプチド”とは、完全な抗体の構造を有してはいないが、抗原性部位について指
示される特異的な抗原結合部位(結合ドメイン)を有するポリペプチドを意味する。前記ペ
プチドは、二つの軽鎖及び二つの重鎖を有する完全な形態の抗体でない抗体分子の機能的
断片を含む。抗体分子の機能的断片とは、少なくとも抗原結合機能を保有している断片を
意味する。前記ペプチドの長さは、特に制限はされないが、例えば2乃至100個のアミノ酸
を含むものでもあって、好ましくは5乃至50個のアミノ酸を含むものでもある。
【００４０】
　前記“アプタマー”は、所定の標的分子の結合活性を有するオリゴヌクレオチド分子を
意味する。前記アプタマーは、RNA、DNA、修飾(modified)核酸又はこれらの混合物でもあ
り、直鎖状又は環状の形態でもある。
【００４１】
　また、本発明は、前記アミノアシルtRNA合成酵素又はアミノアシルtRNA合成酵素複合体
相互作用多機能タンパク質の発現水準を測定する製剤を含む甲状腺瀘胞癌の診断用キット
を提供する。
【００４２】
　本発明の診断用キットには、ARS又はAIMP発現水準を測定するために、選択的に前記タ
ンパク質をマーカーとして認識するペプチド、抗体、アプタマーだけでなく、分析方法に
適した一種類又はそれ以上の他の構成組成物（抗体を検出することができる試薬、例えば
、表示された２次抗体、発色団(chromophores)、酵素(抗体とコンジュゲートされた形態
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として)及びその基質又は抗体と結合することができる他の物質、酵素と発色反応する基
質及び結合していないタンパク質などを除去して結合されたタンパク質マーカーだけを保
有できる洗浄液又は溶離液など）、溶液又は装置が含まれ得る。
【００４３】
　また、本発明は、被検体試料内のアミノアシルtRNA合成酵素又はアミノアシルtRNA合成
酵素複合体相互作用多機能タンパク質の発現水準を測定することを特徴とする甲状腺瀘胞
癌を診断する方法を提供する。前記甲状腺瀘胞癌を診断する方法は、瀘胞腺腫患者と前記
ARS又はAIMP発現水準を比較して、それらの発現水準が変化した被検体を甲状腺瀘胞癌と
判定する段階をさらに含めることができる。ARS又はAIMPの具体的種類及び発現様相につ
いては前述した通りである。
【００４４】
　本発明の上記被検体とは、動物、好ましくは哺乳動物、特にヒトを含む動物でもあって
、より好ましくは診断が必要なヒト又は患者(patient)でもある。被検体については前述
した通りである。
【００４５】
　発明の用語“～を含む(comprising)”とは、“含有する”又は“特徴とする”と同じく
使用され、組成物又は方法において、記載されていない追加的な成分要素又は方法段階な
どを排除しない。用語“～からなる(consisting of)”とは、別に記載されていない追加
的な要素、段階又は成分などを除外することを意味する。用語“本質的に～からなる(ess
entially consisting of)”とは、組成物又は方法の範囲において、記載された成分要素
又は段階と共にこれの基本的な特性に実質的に影響を与えない成分要素又は段階などを含
むことを意味する。
【発明の効果】
【００４６】
　したがって、本発明は、アミノアシルtRNA合成酵素関連タンパク質発現水準を利用した
甲状腺瀘胞癌診断マーカー検出方法を提供する。本発明者らは、甲状腺の良性腫瘍の瀘胞
腺腫と甲状腺瀘胞癌組織から多数のアミノアシルtRNA合成酵素と関連タンパク質の水準が
異なる点を確認し、具体的に本発明で開示しているタンパク質の種類は、手術を通じた組
織採取なく、簡単で明確に甲状腺瀘胞癌の診断が可能で、診断感度と特異性が高い。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
【図１】図1は、瀘胞腺腫(FA)と甲状腺瀘胞癌(FTC)組織のタンパク質体分析結果で同定さ
れたタンパク質の数を示す。
【図２】図2は、瀘胞腺腫(FA)と甲状腺瀘胞癌(FTC)組織からAIMP1、ミトコンドリア型IAR
S（IARS mitochondrial）、ミトコンドリア型SARS（SARS mitochondrial）、KARS、VARS
、FARSA(FARS alpha subunit)のタンパク質水準を比較するMS(質量分析器)の実験結果を
示す。グラフのy軸は該当タンパク質を構成するペプチド（peptide）について質量分析器
で検出されたイオンピーク面積（ion peak area）を示し、これは量的数値(quantitative
 value)に活用することができる。
【図３】図3は、瀘胞腺腫(FA)と甲状腺瀘胞癌(FTC)組織でAARS、DARS、EPRS、WARS、GARS
、細胞質型IARS（IARS cytoplasmic）のタンパク質水準を比較するMS(質量分析器)の実験
結果を示す。グラフのy軸はそのタンパク質を構成するペプチド（peptide）について質量
分析器で検出されたイオンピーク面積（ion peak area）を示し、これは量的数値に活用
することができる。
【図４】図4は、瀘胞腺腫(FA)と甲状腺瀘胞癌(FTC)組織からYARS、NARS、QARS、RARS、細
胞質型SARS（SARS cytoplasmic）、TARSのタンパク質水準を比較するMS(質量分析器)の実
験結果を示す。グラフのy軸を、該当タンパク質を構成するペプチド（peptide）について
質量分析器で検出されたイオンピーク面積（ion peak area）を示し、量的数値に活用す
ることができる。
【図５】図5は、瀘胞腺腫と甲状腺瀘胞癌組織からAIMP1タンパク質水準をウエスタンブロ
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ットで比較した結果を示す。
【図６】図6は、瀘胞腺腫と甲状腺瀘胞癌組織からAIMP1タンパク質水準をウエスタンブロ
ットで確認後、前記ウエスタンブロットによるバンド強度（Band intensity）を導出して
受信者操作特性（Receiver Operating Characteristic、ROC)分析を実行して曲線下面積
（Area Under Curve、AUC)を算出した結果を示す。
【図７】図7は、AIMP1タンパク質水準測定による瀘胞腺腫(FA)と甲状腺瀘胞癌(FTC)の区
分においてインタラクティブプロット（Interactive plotting）分析結果を示すもので、
AIMP1は甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫を感度90％、特異度70％に区別できることを確認した。
【発明を実施するための形態】
【００４８】
　以下本発明を詳細に説明する。
【００４９】
　但し、下記実施例は本発明を例示するのみで、本発明の内容が下記実施例に限定される
ものではない。
【００５０】
＜実験方法＞
　　１．臨床試料
　　甲状腺組織は、ソウル峨山病院細胞組織資源センターに研究のための人体由来物寄贈
同意書を作成して寄贈された検体を使用した。研究と関連したプロトコルは、ソウル峨山
病院臨床倫理審議委員会(承認番号：2013-0539)から承認された。本研究では、甲状腺瀘
胞癌(FTC)の患者から採取された甲状腺組織10例、瀘胞腺腫(FA)患者から採取された甲状
腺組織10例を組織試料に使用した。対象患者は人工バイアス（artificial bias）を最小
化するために患者の年齢と性別をランダムに選択して選定した。
【００５１】
　　２．タンパク質分析
　　FTCとFA患者から採取した甲状腺組織は、それぞれ組織均質化（tissue homogenizati
on）して、1％のSDSとプロテアーゼ／ホスファターゼ阻害剤カクテル（protease/phospha
tase inhibitor cocktail）が追加されたRIPAバッファー（buffer）に全タンパク質抽出
（protein extraction）を実施した。抽出されたタンパク質は、BCA定量後、各患者の試
料100μgずつと混合してプーリングセット（pooling set）を製造した。FASP（Filter-ai
ded sample preparation） 法でペプチド（peptide）を製造し、Nano LC-Q Exactive質量
分析とタンパク質分析を行った。具体的な実験方法は、次の通りである：
　　-20cm C18キャピラリカラム（capillary column）(OD 360μm、ID 75μm)で120分分
画し;
　　-80分グラジエント（gradient）(5～45% アセトニトリル（acetonitrile）及び0.1%
ギ酸溶液（formic acid solution))で分画して;
　　-Top 5 intensity precursorについてデータ依存的取得（data dependent acquisiti
on、DDA) モードでデータ収集した後;
　　-収集されたデータは、Proteome discoverer1.4プログラムを利用して配列データベ
ース（sequence data base）と比較して、ピーク面積（peak area）を分析した。また、D
AVID gene ontology分析を行った。
【００５２】
　　３．ウエスタンブロット（Western blot）分析
　　FTCとFA患者それぞれ10人から採取した甲状腺組織溶解物（lysate）20μgずつをとっ
てSDS PAGE電気泳動を行った。電気泳動されたPAGEゲルをポリフッ化ビニリデン(polyvin
lylidene difluoride、PVDF)メンブレン（membrane）(Millipore)でタンパク質を移動さ
せた後、ウシ血清アルブミン（Bovine serum albumin）でブロッキング（blocking）を行
った。1次反応は抗－ヒトAIMP1マウス・モノクローナル抗体（monoclonal mouse anti-hu
man AIMP1 antibody）(1:500)及び抗－ヒトベータアクチンマウス抗体（mouse anti-huma
n beta actin antibody）(1:1000)で、4℃で6時間反応後、抗－マウスHRP標識ヤギ（goat
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 anti-mouse HRP）二次抗体(1:4000)を利用してブロット検出を行った。バンド強度（Ban
d Intensity）はImage J(vesion 1.48)を利用して測定し受信者操作特性（Receiver Oper
ating Characteristics、ROC)分析及び曲線下面積（Area Under Curve、AUC)、インタラ
クティブプロット（Inteactive plot）分析はMedCalc(vesion 17.6)を利用して行った。
【００５３】
　＜実施例１＞
　　甲状腺組織タンパク質同定
　　瀘胞腺腫組織で2909個、甲状腺瀘胞癌組織から2739個のタンパク質をそれぞれ同定し
、合計4162個のタンパク質を同定した(図1)。これは今まで学界に報告されたことのない
、最も幅広い甲状腺癌関連タンパク質分析結果である。
【００５４】
　＜実施例２＞
　　遺伝子オントロジー（Gene ontology）分析
　　遺伝子オントロジー（Gene ontology）分析の結果、瀘胞腺腫患者群の試料からは、
酸化還元（oxidation/reduction）、タンパク質局在（protein localization）、細胞内
輸送（intracellular transport）と関連したタンパク質の機能的分類が顕著な一方(表２
)、甲状腺瀘胞癌患者群の場合は、タンパク質分解（proteolysis）、高分子異化過程（ma
cro molecule catabolic process）、RNAプロセシング（RNA processing）、そして細胞
周期（cell cycle）に関連したタンパク質の機能的分類が異なって現れた(表１)。
【００５５】
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【００５６】
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【表２】

 
【００５７】
　特に甲状腺瀘胞癌甲状腺組織から特異的に発現されるタンパク質中に接着斑（focal ad
hesion）と関連したタンパク質が瀘胞腺腫甲状腺組織に比べて有意的に増加したことが分
かった。また、スプライソソーム（spliceosome）と関連したタンパク質も甲状腺瀘胞癌
で特異的に増加したことが分かった。
【００５８】
　＜実施例３＞
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　　ARS（aminoacyl-tRNA synthetase)関連タンパク質発現傾向分析
　　分析結果で同定されたタンパク質のうち、ARS関連タンパク質を選別してピーク面積
（peak area）を目安にラベルフリー半定量（label free semi-quantification）を行っ
た。その結果、瀘胞腺腫組織では20個、甲状腺瀘胞癌組織では21個のARSとAIMPが確認さ
れ、定量分析結果は下段の表に示した通りである(表３、表４)。
【００５９】
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【００６０】
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【表４】

 
【００６１】
　特に、甲状腺瀘胞癌組織では、比較対象の瀘胞腺腫組織よりAARS(Alanine-tRNA ligase
)は減少して、AIMP1とKARS(lysine-tRNA ligase)、VARS(valine-tRNA ligase)は増加する
ものと現れた(図2、図3)。甲状腺瀘胞癌組織から良性腫瘍の瀘胞腺腫と比較してAIMP1とK
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ARSが増加するのは、本研究で初めて確認された。
【００６２】
　その他に、AARSを初めとしてDARS(aspartate-tRNA ligase)、EPRS(bifunctional gluta
mate/proline-tRNA ligase)、WARS(tryptophan-tRNA ligase)、GARS(glycine-tRNA ligas
e)、細胞質型IARS(isoleucine-tRNA ligase cytoplasmic)、YARS(tyrosine-tRNA ligase)
、NARS(asparagine-tRNA ligase)、QARS(glutamine-tRNA ligase)、RARS(arginine-tRNA 
ligase)、細胞質型SARS(serine-tRNA ligase cytoplasmic)、TARS(threonine-tRNA ligas
e)などは、瀘胞腺腫と比べて甲状腺瀘胞癌からタンパク質水準が減少したものと観察され
(図3、図4)、これとは逆にAIMP1を初めとするミトコンドリア型IARS(isoleucine-tRNA li
gase mitochondrial)、ミトコンドリア型SARS(serine-tRNA ligase mitochondrial)、KAR
S(lysine-tRNA ligase)、VARS(valine-tRNA ligase)、FARSアルファサブユニット(phenyl
alanine-tRNA ligase alpha subunit)などは反対の傾向を示した(図2)。このような差を
示すタンパク質は、瀘胞腺腫から甲状腺瀘胞癌を区別するバイオマーカーとして利用可能
であり、本発明で発掘されたバイオマーカーの配列情報を下記表5に示す。
【００６３】
【表５】

 
【００６４】
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　＜実施例４＞
　　FAとFTCグループからのAIMP1タンパク質定量分析
　　前記実施例３から発掘したFTCとFAを区分するバイオマーカーの中で、代表的にAIMP1
を使用してこの検出能力を確認した。瀘胞腺腫組織10個と甲状腺瀘胞癌組織10個でのAIMP
1タンパク質の量をウエスタンブロット（Western blot）で分析し、代表的な分析結果は
図5に示した。バンド強度（Band intensity）を導出して受信者操作特性（Receiver Oper
ating Characteristic、ROC)分析を行い、曲線下面積（Area Under Curve、AUC)を算出し
た。その結果AUCは0.770で現れ、有意水準（significance level）は0.0195で現れた(図6
参照)。図7に示した通り、インタラクティブプロット（Interactive plotting）分析の結
果、AIMP1は、甲状腺瀘胞癌と瀘胞腺腫を感度90％、特異度70％で区別できることが分か
った。
【産業上の利用可能性】
【００６５】
　以上説明した通り、本発明で開示するARS又はAIMPタンパク質の種類は、簡単で明確な
診断方法が存在しない甲状腺瀘胞癌について、手術による組織採取なく、瀘胞腺腫などの
良性腫瘍と区別することができる診断用マーカーとして、体外診断産業などの分野で有用
に使用することができる。
 

 

【図１】 【図２】
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使得能够简单且明确地诊断甲状腺滤泡癌而无需通过手术收集组织，并
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