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(57)【要約】
【課題】本発明は、PSTTに特異的な腫瘍マーカーを用いてPSTTを検出する方法及び該方法
を行うための試薬又はキットの提供を目的とする。
【解決手段】laeverinをマーカーとして用い、PSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）を検出
する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　laeverinをマーカーとして用い、PSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）を検出する方法。
【請求項２】
　子宮筋組織におけるlaeverinの転写又は発現の程度を指標にPSTT（胎盤部トロホブラス
ト腫瘍）を検出する方法であって、子宮筋組織におけるlaeverinの転写又は発現を測定し
、laeverinの転写又は発現が認められる場合にPSTTが存在すると判断する、請求項１記載
のPSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）を検出する方法。
【請求項３】
　採取した子宮筋組織又は細胞を試料として用い、抗laeverin抗体を用いた免疫組織化学
染色または免疫細胞化学染色を行いlaeverinの発現を測定する、請求項２記載のPSTT（胎
盤部トロホブラスト腫瘍）を検出する方法。
【請求項４】
　少なくとも抗laeverin抗体を含む、laeverinをマーカーとして用い、免疫組織化学染色
又は免疫細胞化学染色によりPSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）を検出するための検出試
薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、laeverinをマーカーとして用いるPSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）の病理
学的診断による検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　絨毛性疾患は、胎盤の栄養膜細胞（トロホブラスト）が異常増殖をきたす疾患であり、
胞状奇胎や絨毛癌の他に胎盤部トロホブラスト腫瘍（PSTT：placental site trophoblast
ic tumor)が知られている。これらの腫瘍は流産も含めあらゆる妊娠に続発し得るが、そ
の大部分は他人である胎児細胞に由来する点で一般臓器の悪性疾患と大きく異なる。中で
も、PSTTは化学療法に対する感受性が低く、子宮外病変や転移を有する症例では生存率は
30～50％と低値であるが、日本におけるPSTTの頻度は５年間で20症例程度と推定される極
めて稀な疾患であり、有効は診断法や治療法は確立していない。そのため、子宮温存は考
慮できない。
【０００３】
　本発明者は、PSTTの起源とされる絨毛外栄養膜細胞（EVT：extravillous trophoblast)
について研究を行い、極めて特異的にEVTの細胞表面に発現する膜タンパク質であるlaeve
rinを発見しその機能解析を進めていた（特許文献１及び２を参照）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開2005-160473号公報
【特許文献２】特開2009-31307号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、PSTTに特異的な腫瘍マーカーを用いてPSTTを検出する方法及び該方法を行う
ための試薬又はキットの提供を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者はlaeverinの機能解析の仮定で、特異性に優れたマウスモノクローナル抗laev
erin抗体を作製した。
【０００７】
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　本発明者は、子宮外へ転移して化学療法に抵抗性のPSTT症例を続けて２例経験した。こ
れらは、いずれも病理診断においてはPSTTと診断されなかったが、本発明者が作製した抗
laeverin抗体を用いてlaeverinの発現を免疫組織化学的に同定したことがきっかけとなり
、PSTTと最終診断された。
【０００８】
　このように、本発明者は、laeverinの発現がPSTTの診断の指標となることを見出し、本
発明を完成させるに至った。
【０００９】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
[１]　laeverinをマーカーとして用い、PSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）を検出する方
法。
[２]　子宮筋組織におけるlaeverinの転写又は発現の程度を指標にPSTT（胎盤部トロホブ
ラスト腫瘍）を検出する方法であって、子宮筋組織におけるlaeverinの転写又は発現を測
定し、laeverinの転写又は発現が認められる場合にPSTTが存在すると判断する、[１]のPS
TT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）を検出する方法。
[３]　採取した子宮筋組織又は細胞を試料として用い、抗laeverin抗体を用いた免疫組織
化学染色または免疫細胞化学染色を行いlaeverinの発現を測定する、[２]のPSTT（胎盤部
トロホブラスト腫瘍）を検出する方法。
[４]　少なくとも抗laeverin抗体を含む、laeverinをマーカーとして用い、免疫組織化学
染色又は免疫細胞化学染色によりPSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）を検出するための検
出試薬。
【発明の効果】
【００１０】
　子宮筋粗組織におけるlaeverinの転写又は発現を、免疫組織化学若しくは免疫細胞化学
の手法により調べることにより、子宮筋層にPSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）が存在す
るかどうかを検出することができる。また、本発明の方法によれば、PSTT（胎盤部トロホ
ブラスト腫瘍）を他の絨毛性疾患と鑑別して検出することできる。本発明の方法は、世界
的にlaeverin発現の有無が標準の病理診断基準となることが予想される。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】子宮筋層内へ浸潤するPSTT病変でのlaeverinの発現を示す図である。子宮内膜を
越えて子宮筋層内へシート状に浸潤しているPSTT細胞において特異的なlaeverinの強い発
現が観察される。
【図２】PSTTのリンパ節転移病変でのlaeverinの発現を示す図である。摘出した骨盤内リ
ンパ節内に転移しているPSTT細胞にlaeverinの発現が観察される。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　以下、本発明を詳細に説明する。
　本発明を以下の実施例によって具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例によって
限定されるものではない。
【００１３】
　本発明は、laeverin（リーベリン、LVN）をマーカーとして用いて、PSTT（胎盤部トロ
ホブラスト腫瘍）を病理学的診断により検出する方法である。ここで、検出とは、PSTTが
存在するかどうかを判定すること、患者がPSTTに罹患しているかどうか判定すること等を
含む。
【００１４】
　PSTTは、胎盤の栄養膜細胞（トロホブラスト）が異常増殖をきたす疾患である絨毛性疾
患の１つであり、他人である胎児細胞に由来する点で一般臓器の悪性疾患と大きく異なる
。PSTTは化学療法に抵抗性であり、転移症例の生存率は50％以下と低い。これまでは、PS
TTについての有効な診断法は確立されておらず、本発明によりPSTTの確定診断が可能にな
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る。
【００１５】
　PSTTにおいては、胎児の絨毛外栄養膜細胞（EVT)が、母体免疫による攻撃を免れて浸潤
し、浸潤は子宮筋（子宮平滑筋)層内に達して停止し異常増殖する。
【００１６】
　PSTT細胞は、細胞膜結合型ペプチダーゼであるlaeverinを発現している。本発明におい
て、被験体の子宮筋層におけるlaeverinをマーカーとして用いて、laeverinの発現を指標
にPSTTを検出する。すなわち、本発明においては、laeverinの子宮筋層での発現を測定し
てPSTTを検出する。
【００１７】
　絨毛性疾患には、PSTTの他に、胞状奇胎、侵入胞状奇胎（侵入奇胎）、絨毛癌が存在す
る。PSTTと侵入奇胎及び絨毛癌は症状や画像検査所見が類似しており、確定診断が容易で
はない場合がある。laeverinをマーカーとして用いることにより、PSTTと他の絨毛性疾患
を鑑別して検出することができる。
【００１８】
　また、子宮筋層におけるlaeverinの発現量が多いほど、PSTTが重症である、あるいは進
行していると評価し判断することができる可能性がある。
【００１９】
　本発明においては、PSTTと他の絨毛性疾患を鑑別して検出すること、PSTTの重症度や進
行度を評価することを含めて、PSTTの検出という。
【００２０】
　さらに、PSTTの化学治療において、被験体の子宮筋層における、laeverinの発現量を指
標に治療効果を評価することができ、laeverinの発現量が低下するほど治療効果が奏され
たと判断することができる。
【００２１】
１．病変組織のmRNA又はタンパク質の測定
　子宮筋組織、例えば子宮筋層の癌組織におけるlaeverinの発現を組織染色又は細胞染色
により測定することにより、PSTTを検出することができる。
　laeverinの発現は以下の方法で測定することができる。
【００２２】
　子宮筋層に癌等の病変を有する被験体の子宮筋層の病変部組織におけるlaeverinの発現
をlaeverin mRNAの発現（転写）又はlaeverinタンパク質の発現により測定する。この際
、mRNA又はタンパク質の発現のいずれか又は両方を測定すればよい。
【００２３】
　mRNAを検出する場合、子宮筋層の病変部組織を生体試料として採取し、該試料中に含ま
れるlaeverinをコードするmRNAを測定すればよい。また、被験体の子宮筋層の組織だけで
はなく、リンパ節を生体試料として用いてもよい。この際、生検により癌組織等の病変組
織の一部を採取して用いればよい。例えば、生検用の器具を子宮筋層内に挿入し、病変組
織を採取すればよい。mRNAは、採取した組織からRNAを抽出して測定することができる。
あるいは、組織切片標本を作製し、in situハイブリダイゼーション法により染色するこ
とにより測定することができる。さらに、抽出したRNAをRT-PCR、ノーザンブロット法な
どの公知のmRNA測定法により測定してもよい。mRNAを測定するときには、laeverinをコー
ドするmRNAのDNA配列に相補的な部分配列からなるプローブ又はプライマーを用いてハイ
ブリダイゼーションにより測定することができる。laeverin遺伝子の塩基配列及びlaever
inタンパク質のアミノ酸配列公知であり（DNA配列を配列番号１に表し、アミノ酸配列を
配列番号２に表す）、DNA配列情報に基づいて、プローブやプライマーを設計すればよい
。プライマーとして用いるポリヌクレオチドの塩基の数は５～50、好ましくは10～30、さ
らに好ましくは15～25である。プローブとして用いるヌクレオチドの塩基の数は５～数百
、好ましくは10～200である。
【００２４】
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　病変組織において、laeverinタンパク質を検出する場合、癌組織等の病変組織を生体試
料として採取し、該試料中に含まれるlaeverinタンパク質を測定すればよい。この際、病
変組織からタンパク質を抽出し、抽出したlaeverinタンパク質を測定してもよい。抽出し
たタンパク質の測定は、抗laeverin抗体を用いた免疫学的手法により測定することできる
。免疫学的手法としては、固相免疫測定法（RIA、EIA、FIA、CLIA等）、イムノクロマト
法、ウエスタンブロット法、ラテックス凝集法（LA：Latex Agglutination-Turbidimetri
c Immunoassay）等の公知の免疫学的手法が挙げられる。あるいは、免疫組織化学又は免
疫細胞化学の手法により測定することもできる。抗体は、ポリクローナル抗体もモノクロ
ーナル抗体も用いることができるが、好ましくはモノクローナル抗体を用いる。また、抗
体のFab、F(ab')、F(ab')2等の結合活性断片を用いることもできる。抗体は必要に応じて
、蛍光物質、酵素等により標識して用いることができる。
【００２５】
　免疫組織化学又は免疫細胞化学の手法による測定は、採取した病変組織の切片標本を作
製するか、採取した細胞をスライドガラス上に固定して行えばよい。免疫組織化学の手法
による測定のためには、組織を、例えばホルムアルデヒド等の固定液で固定し、パラフィ
ンに包埋し、１～数μm程度の厚さの切片標本を作製して染色すればよい。染色は、酵素
、蛍光物質等で標識したlaeverinに対する抗体を用いればよい。また、抗laeverin抗体を
切片標本中のlaeverinに結合させた後に、蛍光物質、酵素等で標識した２次抗体を結合さ
せてもよい。標識に用いる蛍光物質として、例えばFITC（Fluorescein Isothiocyanate）
、Alexa、Cy色素等が挙げられる。酵素として、例えば西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP
)、アルカリフォスファターゼ（ALP)等が挙げられる。また、ビオチン-アビジン複合体を
利用したABC法等により染色してもよい。免疫細胞化学は採取した細胞をホルムアルデヒ
ド等の固定液によりスライドガラス上に固定し、免疫組織化学の手法と同様の方法で細胞
中のlaeverinを染色すればよい。免疫組織化学又は免疫細胞化学において、染色は蛍光顕
微鏡等を用いて肉眼的観察で判断することもできるし、適当な光学的測定装置を用いて測
定することもできる。
【００２６】
　上記の方法で、病変組織におけるlaeverinの発現を検出することにより、laeverinの発
現が病変組織において認められる場合、病変部にはPSTT細胞が存在し、被験体はPSTTに罹
患していると判断することができる。この際、正常組織におけるlaeverinの発現を同時に
測定し、発現レベルを正常組織と比較してもよい。正常組織に比べ、強くlaeverinが発現
している場合、被験体はPSTTに罹患していると判断することができる。具体的には、例え
ば、組織または細胞の抽出物中のlaeverin mRNA又はlaeverinタンパク質を測定する場合
、あらかじめPSTTに罹患していない正常人の単位重量組織又は単位細胞数当りのlaeverin
 mRNA量又はlaeverinタンパク質量を測定し、laeverin mRNA又はlaeverinタンパク質が正
常人よりも多く発現している場合、被験体は、PSTTに罹患していると判定し得る。また、
検査において、子宮筋層に癌が存在すると診断された被験体より癌組織を採取し、該組織
におけるlaeverinの発現を測定すればよい。この際、癌が存在した部位と同じ組織の正常
部位からも組織を採取して、対照試料として用いることができる。また、あらかじめ、ヒ
トの各正常組織のlaeverinの発現量を測定しておき、その値を正常値として比較の対象と
してもよい。あるいは、PSTTでない正常組織およびPSTT組織の染色組織切片標品又は染色
細胞標品をあらかじめ作製しておき、該標品と比較してもよい。
【００２７】
　また、リンパ節において、laeverinの発現が認められる場合、PSTTがリンパ節に転移(
リンパ行性転移）したと判断することができる。
【００２８】
２．PSTT検出キット
　本発明は、被験体におけるPSTTを検出するための試薬又はキットを包含する。該キット
は、少なくとも抗laeverin抗体を含む、免疫組織化学又は免疫細胞化学の手法によりlaev
erinタンパク質を測定するためのキットである。該キットは、その他、酵素標識２次抗体
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【００２９】
　また、被験体におけるPSTTを検出するための試薬又はキットは、病変組織のおけるlaev
erin mRNAを検出するためのプライマーセット又はプローブを含む。該プライマー又はプ
ローブは、laeverin mRNAの断片にハイブリダイズするポリヌクレオチドである。該キッ
トは、該試薬又はキットは、例えば、laeverin mRNAを増幅するための試薬又はキットで
ある。また、該試薬又はキットは、laeverin mRNAの抽出試薬を含んでいてもよい。
【実施例】
【００３０】
検体材料
　金沢大学附属病院（n=1）で病理診断によりPSTTの確定診断が得られた症例を対象とし
た。対象症例のホルマリン固定パラフィン包埋サンプルから薄切切片を作製し、免疫組織
化学染色を行った。なお、本研究は、金沢大学医学倫理審査委員会の承認を得ている(承
認番号2608、2017年11月15日)。
【００３１】
免疫組織染色法
　ホルマリン固定パラフィン包埋切片をキシレンにて脱パラフィン後、pH6.0クエン酸緩
衝液で96℃ 30分間処理し、抗原を賦活化した。続いて内因性ペルオキシダーゼの不活性
化のため、室温で10分間3％過酸化水素水に反応させ、PBSで洗浄後、ブロッキングのため
1％ヤギ血清アルブミンで室温30分間反応させた。一次抗体は、ウサギポリクローナル抗l
aeverin抗体を10μg/mlで使用し(Horie A et al., Hum Reprod. 2012 May;27(5):1267-76
. doi: 10.1093/humrep/des068. Epub 2012 Mar 8.)、4℃で一晩反応させた。二次抗体は
、ビオチン標識抗ウサギIgG抗体（PK-4001, Vector Laboratories）を用いて室温で30分
反応させ、アビジン－ビオチン標識酵素複合体を室温で更に30分反応させた。最後にDAB
（K3468, Dako）にて発色させた。核染色としてマイヤーヘマトキシリン液を用いたのち
、封入して検鏡した。
【００３２】
結果
　手術で摘出した子宮においてlaeverinは子宮筋層にシート状に浸潤している病変を含め
てPSTT細胞に特異的に発現していることが観察された（図１、図１の左側部分が染色され
ている）。またリンパ節に転移しているPSTT細胞にも特異的に発現しており（図２の矢印
部分が染色されている）、PSTTの有用なマーカーであることが示された。
【産業上の利用可能性】
【００３３】
　laeverinはPSTT（胎盤部トロホブラスト腫瘍）を検出するためのマーカーとして用いる
ことができる。
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