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(57)【要約】
　被験体サンプル中のＳＮＸ５を検出する。甲状腺乳頭癌に特異的な腫瘍マーカーとして
用いることによって、甲状腺乳頭癌の診断を容易にする。また、当該腫瘍マーカーを用い
た甲状腺乳頭癌の判別技術を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体サンプル中のＳＮＸ５タンパク質またはそのフラグメントを検出する工程を包含
することを特徴とする甲状腺乳頭癌の腫瘍マーカーを検出する方法。
【請求項２】
　上記工程が、抗ＳＮＸ５抗体を用いる免疫アッセイによって行われることを特徴とする
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　上記抗ＳＮＸ５抗体が、ハイブリドーマ４８Ｃ２から産生されるマウス抗ヒトＳＮＸ５
モノクローナル抗体または当該抗体と同等の結合活性を有するモノクローナル抗体である
ことを特徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　被験体サンプル中のＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントを検出する工程を包含する
ことを特徴とする甲状腺乳頭癌の腫瘍マーカーを検出する方法。
【請求項５】
　上記工程が、核酸プローブを、ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントにハイブリダイ
ズさせることによって行われることを特徴とする請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　上記核酸プローブが、配列番号４～９のいずれかに示されるヌクレオチド配列またはそ
の相補配列からなるオリゴヌクレオチドであることを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　上記被験体サンプルが、被験体から採取した組織またはその細胞から調製された切片ま
たは細胞溶解物であることを特徴とする請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　上記組織が甲状腺組織であることを特徴とする請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　上記被験体が、甲状腺疾患に罹患している可能性がある患者であることを特徴とする請
求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　抗ＳＮＸ５抗体を備えていることを特徴とする甲状腺乳頭癌の腫瘍マーカーを検出する
ためのキット。
【請求項１１】
　上記抗ＳＮＸ５抗体が、ハイブリドーマ４８Ｃ２から産生されるマウス抗ヒトＳＮＸ５
モノクローナル抗体または当該抗体と同等の結合活性を有するモノクローナル抗体である
ことを特徴とする請求項１０に記載のキット。
【請求項１２】
　ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントにハイブリダイズし得るオリゴヌクレオチドを
備えていることを特徴とする甲状腺乳頭癌の腫瘍マーカーを検出するためのキット。
【請求項１３】
　上記オリゴヌクレオチドが、配列番号４～９のいずれかに示されるヌクレオチド配列ま
たはその相補配列からなることを特徴とする請求項１２に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍マーカーおよびその利用に関するものであり、より詳細には、甲状腺乳
頭癌の診断に好適な腫瘍マーカーの検出方法および当該方法に用いられるツールに関する
ものである。
【背景技術】
【０００２】
　甲状腺乳頭癌は、甲状腺癌の中で最も発生頻度の高い悪性腫瘍であり、肺や頸部リンパ
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節へ転移した場合は予後不良となり得る。よって、甲状腺乳頭癌の確定診断は非常に重要
である。甲状腺乳頭癌の確定診断には、病理組織学的な検討が不可欠である。しかし、乳
頭状の構築物を呈する悪性腫瘍は、甲状腺乳頭癌以外にも多く存在するため、病巣が原発
性であるか否かを判断することだけでなく、リンパ節転移の腫瘍性病変を判定することが
非常に困難である。
【０００３】
　甲状腺乳頭癌の病理組織の特徴は、甲状腺組織に特異的な分子の発現様式によって評価
される。既知の甲状腺マーカーとして、サイログロブリンや甲状腺転写因子１（ｔｈｙｒ
ｏｉｄ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　１：ＴＴＦ－１）などが知られて
いる。サイログロブリンは甲状腺組織から分泌される二量体の糖タンパク質であり、甲状
腺疾患において、細胞中または血液中における濃度が上昇することが知られている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】ＷＯ２００６／１３３３６１（２００６年１２月１４日国際公開）
【特許文献２】特表２００８－５０００３３号公表（２００８年１月１０日公表）
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Otsuki, T et al., SNX5, a New Member of the Sorting Nexin Family
, Binds to the Fanconi Anemia Complementation Group A Protein. Biochemical and B
iophysical Research Communications 265: 630-635 (1999)
【非特許文献２】Teasdale, R.D. et al., A large family of endosome-localized prot
eins related to sorting nexin 1. Biochem. J. 358: 7-16 (2001)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　血液中のサイログロブリン量の測定は、甲状腺癌の手術後における経過の観察（特に、
転移の可能性の判断）に用いられている。しかし、サイログロブリンの測定からは、甲状
腺癌が良性であるのか、それとも悪性であるのかを判別することができない。また、甲状
腺組織に特異的に発現していると報告されている分子の中には他の臓器にも発現している
分子がある。よって、甲状腺乳頭癌に特異的な、優れた腫瘍マーカーが切望されている。
【０００７】
　本発明は、上記の問題点に鑑みてなされたものであり、その目的は、甲状腺乳頭癌に特
異的な腫瘍マーカー、および当該腫瘍マーカーを用いた甲状腺乳頭癌の判別技術を提供す
ることにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、ヒトＳＮＸ５タンパク質に対する抗体を作製し、この抗ヒトＳＮＸ５抗
体を用いて種々のヒト正常組織および腫瘍性病変に対する免疫組織化学染色を行った結果
、ＳＮＸ５が、甲状腺の濾胞上皮に特異的に反応し、特に甲状腺由来の悪性腫瘍である甲
状腺乳頭癌に強い反応性を示したこと、ならびに他の組織型を示す甲状腺癌、消化管由来
の乳頭状腺癌、および肺由来の乳頭状腺癌においてはＳＮＸ５の発現がほとんど認められ
ないことを見出し、本発明を完成するに至った。
【０００９】
　すなわち、本発明に係る方法は、腫瘍マーカーを検出する方法であって、被験体サンプ
ル中のＳＮＸ５を検出する工程を包含することを特徴としている。
【００１０】
　本発明に係る方法において、上記被験体サンプルは、被験体から採取した組織またはそ
の培養物もしくは切片が好ましいが、被験体から採取した組織またはその培養物から調製
された細胞溶解物であってもよい。また、上記組織は、甲状腺組織であることが好ましい
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が、血液等の体液であってもよい。
【００１１】
　本発明に係る方法において、上記被験体は、甲状腺疾患に罹患している可能性がある患
者であることが好ましいが、甲状腺乳頭癌をすでに発症している患者であってもよい。
【００１２】
　上記ＳＮＸ５は、ＳＮＸ５タンパク質またはそのフラグメントであることが好ましい。
この場合、上記ＳＮＸ５を検出する工程は、抗ＳＮＸ５抗体を用いる免疫アッセイである
ことが好ましい。用いられる抗ＳＮＸ５抗体としては、抗ヒトＳＮＸ５抗体であることが
好ましく、抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体であることがより好ましく、ハイブリドー
マ４８Ｃ２から産生されるマウス抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体または当該抗体と同
等の結合活性を有するモノクローナル抗体であることが最も好ましい。
【００１３】
　また、上記ＳＮＸ５は、ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントであってもよい。この
場合、上記ＳＮＸ５を検出する工程は、核酸プローブを、ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラ
グメントにハイブリダイズさせる工程であることが好ましい。上記核酸プローブは、ハイ
ブリダイゼーションプローブであることが好ましいが、ＰＣＲプライマーであってもよい
。
【００１４】
　本発明に係る方法は、ＳＮＸ５タンパク質またはそのフラグメントを検出する工程と、
ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントを検出する工程とをともに包含することがより好
ましい。
【００１５】
　上記方法は、甲状腺乳頭癌の診断基準を提供する方法でもあり得、乳頭状形態を示す悪
性腫瘍の鑑別の判断基準を提供する方法であり得る。また、上記方法は、甲状腺乳頭癌の
病変が原発巣であるか否かの判定基準を提供する方法でもあり得る。さらに、上記方法は
、頸部リンパ節転移した腫瘍が甲状腺に由来するのか否かの判別基準を提供する方法でも
あり得る。
【００１６】
　本発明に係るキットは、腫瘍マーカーを検出するためのキットであって、抗ＳＮＸ５抗
体を備えていることを特徴としている。本発明に係るキットは、上記抗体を検出するため
の試薬をさらに備えていることが好ましい。上記抗体は、抗ヒトＳＮＸ５抗体であること
が好ましく、抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体であることがより好ましく、ハイブリド
ーマ４８Ｃ２から産生されるマウス抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体または当該抗体と
同等の結合活性を有するモノクローナル抗体であることが最も好ましい。
【００１７】
　本発明に係るキットは、腫瘍マーカーを検出するためのキットであって、ＳＮＸ５遺伝
子またはそのフラグメントにハイブリダイズし得るオリゴヌクレオチドを備えていること
を特徴としている。本発明に係るキットは、上記オリゴヌクレオチドを検出するための試
薬をさらに備えていることが好ましい。上記オリゴヌクレオチドは、ＳＮＸ５遺伝子また
はそのフラグメントに対するハイブリダイゼーションプローブであることが好ましいが、
ＰＣＲプライマーであってもよい。
【００１８】
　上記キットは、甲状腺乳頭癌の診断基準を提供するためのキットであることが好ましい
が、乳頭状形態を示す悪性腫瘍の鑑別の判断基準を提供するためのキットでもあり得る。
また、上記キットは、甲状腺乳頭癌の病変が原発巣であるか否かの判定基準を提供するた
めのキットでもあり得る。さらに、上記キットは、頸部リンパ節転移した腫瘍が甲状腺に
由来するのか否かの判別基準を提供するためのキットでもあり得る。
【００１９】
　本発明の他の目的、特徴、および優れた点は、以下に示す記載によって十分分かるであ
ろう。また、本発明の利点は、添付図面を参照した次の説明によって明白になるであろう
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。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明を用いれば、甲状腺乳頭癌であるか否かの診断に好適な腫瘍マーカーを検出する
ことができる。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】ｐＣＭＶ－ＳＮＸ５を導入したヒト２９３細胞の細胞可溶性画分に対する、抗ヒ
トＳＮＸ５モノクローナル抗体によるウエスタンブロットの結果を示す図である。コント
ロールには、ｐＣＭＶ、ｐＣＭＶ－ｍｕｔａｎｔ　ＡＩＲＥ＃１またはｐＣＭＶ－ｍｕｔ
ａｎｔ　ＡＩＲＥ＃２を導入したヒト２９３細胞を用いた。
【図２】ｐＣＭＶ－ＳＮＸ５を導入したヒト２９３細胞に対する、抗ヒトＳＮＸ５モノク
ローナル抗体による免疫組織化学染色の結果を示す図である。コントロールには、ｐＣＭ
Ｖを導入したヒト２９３細胞を用いた。いずれの細胞も、パラホルムアルデヒドによって
固定した。
【図３】ヒト腺癌組織のホルマリン固定パラフィン包埋切片に対する、抗ヒトＳＮＸ５モ
ノクローナル抗体による免疫組織化学染色の結果を示す図である。（ａ）は甲状腺乳頭癌
における免疫組織化学染色の結果を示し、（ｂ）は肺腺癌における免疫組織化学染色の結
果を示し、（ｃ）は乳腺腺癌における免疫組織化学染色の結果を示す。
【図４】ヒト腺癌組織のホルマリン固定パラフィン包埋切片に対する、抗ヒトＳＮＸ５ポ
リクローナル抗体による免疫組織化学染色の結果を示す図である。
【図５】甲状腺の正常組織および癌組織における、ヒトＳＮＸ５遺伝子についての定量的
ＲＴ－ＰＣＲの結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　上述したように、本発明者らは、ＳＮＸ５が、甲状腺由来の悪性腫瘍である甲状腺乳頭
癌に高度に発現しているが、他の組織型を示す甲状腺癌、消化管由来の乳頭状腺癌、およ
び肺由来の乳頭状腺癌においては発現がほとんど認められないことを見出した。
【００２３】
　ヒトｓｏｒｔｉｎｇ　ｎｅｘｉｎ－５（ＳＮＸ５）は、細胞内の小胞体輸送に関与する
分子であり、細胞の遊走に深く関係していることが示唆されている（例えば、非特許文献
１および２参照）。また、特許文献１には、多発性骨髄腫に関連する遺伝子の候補が多数
列挙されており、その１つとしてＳＮＸ５が挙げられている。特許文献２には、ＭＨＣ分
子を結合する腫瘍関連ペプチド（抗原ペプチド）の候補が多数列挙されており、その１つ
としてＳＮＸ５タンパク質の部分断片（アミノ酸２９２～３００：特許文献２の配列番号
５２４）が挙げられている。しかし、甲状腺乳頭癌におけるＳＮＸ５の特異性は、いずれ
の文献にも開示も示唆もされていない。このように、本発明は、甲状腺乳頭癌についての
優れた腫瘍マーカーを提供する。
【００２４】
　〔１．腫瘍マーカー〕
　本発明は、甲状腺乳頭癌についての優れた腫瘍マーカーを提供する。一実施形態におい
て、本発明の腫瘍マーカーはＳＮＸ５タンパク質またはそのフラグメントである。他の実
施形態において、本発明の腫瘍マーカーはＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントである
。
【００２５】
　本明細書中で使用される場合、ＳＮＸ５タンパク質は、配列番号１に示されるアミノ酸
配列からなるポリペプチド；あるいは、配列番号１に示されるアミノ酸配列の１または数
個のアミノ酸が欠失、置換または付加されたアミノ酸配列からなりかつＳＮＸ５活性を有
するポリペプチド、である。また、ＳＮＸ５タンパク質は、配列番号２に示されるヌクレ
オチド配列からなるポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド；配列番号２に
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示されるヌクレオチド配列の１または数個の塩基が欠失、置換または付加されたヌクレオ
チド配列からなるポリヌクレオチドによってコードされかつＳＮＸ５活性を有するポリペ
プチド；配列番号２に示されるヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズし得るポリヌクレオチドによってコードかつＳＮＸ５活
性を有するポリペプチド；あるいは、配列番号２に示されるヌクレオチド配列からなるポ
リヌクレオチドと８０％以上の相同性を有するポリヌクレオチドによってコードかつＳＮ
Ｘ５活性を有するポリペプチド、であってもよい。
【００２６】
　ポリペプチド（アミノ酸）の観点で用いられる場合、「１または数個」は、１～３０個
の範囲内であることが好ましく、１～２０個の範囲内であることがより好ましく、１～１
０個の範囲内であることがさらに好ましく、１～５個の範囲内であることがなおさらに好
ましい。なお、当業者は、目的のポリペプチドの長さに応じて、用語「１または数個」に
よって示されるアミノ酸数の範囲がどの程度であるのかを容易に理解し得る。
【００２７】
　ポリヌクレオチド（塩基）の観点で用いられる場合、「１または数個」は、１～１００
個の範囲内であることが好ましく、１～５０個の範囲内であることがより好ましく、１～
３０個の範囲内であることがさらに好ましく、１～１５個の範囲内であることがなおさら
に好ましい。なお、当業者は、目的のポリヌクレオチドの長さに応じて、用語「１または
数個」によって示される塩基数の範囲がどの程度であるのかを容易に理解し得る。例えば
、後述するオリゴヌクレオチドの場合、用語「１または数個」は、１～１０個の範囲内で
あることが好ましく、１～７個の範囲内であることがより好ましく、１～５個の範囲内で
あることがさらに好ましく、１～３個の範囲内であることがなおさらに好ましい。
【００２８】
　本明細書中で使用される場合、目的のポリペプチドまたはポリヌクレオチドについての
相同性は、８０％以上であることが好ましく、８５％以上であることがより好ましく、９
０％以上であることがさらに好ましく、９５％以上であることがなおさらに好ましい。
【００２９】
　本明細書中で使用される場合、用語「ＳＮＸ５活性」は、配列番号１に示されるアミノ
酸配列からなるポリペプチドを抗原として用いて惹起される抗ＳＮＸ抗体との結合能が意
図される。上記ＳＮＸ抗体は、後述する抗ＳＮＸ５抗体であればよく、後述する４８Ｃ２
抗体が好ましい。また、上記ポリペプチドは、リコンビナントヒトＳＮＸ５タンパク質で
あっても単離精製された天然のヒトＳＮＸ５タンパク質であってもよい。
【００３０】
　本明細書中で使用される場合、ＳＮＸ５遺伝子は、配列番号１に示されるアミノ酸配列
からなるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；あるいは、配列番号１に示される
アミノ酸配列の１または数個のアミノ酸が欠失、置換または付加されたアミノ酸配列から
なりかつＳＮＸ５活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドである。また
、ＳＮＸ５遺伝子は、配列番号２に示されるヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチド
；配列番号２に示されるヌクレオチド配列の１または数個の塩基が欠失、置換または付加
されたヌクレオチド配列からなりかつＳＮＸ５活性を有するポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチド；配列番号２に示されるヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズし得るポリヌクレオチドでありかつＳＮＸ５活
性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；あるいは、配列番号２に示され
るヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドと８０％以上の相同性を有するポリヌクレ
オチドでありかつＳＮＸ５活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、で
あってもよい。
【００３１】
　配列番号１は、ＧｅｎＢａｎｋ（アクセッション番号ＡＦ１２１８５５）に登録されて
いるＳＮＸ５のアミノ酸配列であり、配列番号２は、配列番号１に示されるアミノ酸配列
をコードするヌクレオチド配列であり、ＧｅｎＢａｎｋ（アクセッション番号ＡＦ１２１
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８５５）に登録されているＳＮＸ５のヌクレオチド配列（配列番号３）のオープンリーデ
ィングフレーム（第１８１位～第１３９５位）に対応する。
【００３２】
　本明細書中で使用される場合、用語「ポリペプチド」は、「ペプチド」または「タンパ
ク質」と交換可能に使用され、アミノ酸の重合体が意図される。また、ポリペプチドの「
フラグメント」は、当該ポリペプチドの部分断片が意図される。本発明に係るポリペプチ
ドはまた、組換え的に生成されても、化学合成されても、天然供給源より単離されてもよ
い。
【００３３】
　本明細書中で使用される場合、用語「ポリヌクレオチド」は、「遺伝子」、「核酸」ま
たは「核酸分子」と交換可能に使用され、ヌクレオチドの重合体が意図される。また、ポ
リヌクレオチドの「フラグメント」は、当該ポリヌクレオチドの部分断片が意図される。
本明細書中で使用される場合、用語「ヌクレオチド配列」は、「核酸配列」または「塩基
配列」と交換可能に使用される。
【００３４】
　本発明に係るポリヌクレオチドは、ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ）の形態、またはＤＮＡ
の形態（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）で存在し得る。ＤＮＡは、二本鎖または
一本鎖であり得る。一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡは、コード鎖（センス鎖としても知られる
）であり得るか、または、非コード鎖（アンチセンス鎖としても知られる）であり得る。
【００３５】
　本明細書中で使用される場合、用語「オリゴヌクレオチド」は、ヌクレオチドが数個な
いし数十個結合したものが意図され、「ポリヌクレオチド」と交換可能に使用される。
【００３６】
　本明細書中で使用される場合、用語「ストリンジェントな（ハイブリダイゼーション）
条件」は、ハイブリダイゼーション溶液（５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ
のＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ７
．６）、５×デンハート液、１０％硫酸デキストラン、および２０μｇ／ｍｌの変性剪断
サケ精子ＤＮＡを含む）中にて４２℃で一晩インキュベーションした後、約６５℃にて０
．１×ＳＳＣ中でフィルターを洗浄することが意図されるが、ハイブリダイゼーションさ
せるポリヌクレオチドによって、高ストリンジェンシーでの洗浄条件は適宜変更され、例
えば、哺乳類由来ＤＮＡを用いる場合は、０．１％　ＳＤＳを含む０．５×ＳＳＣ中にて
６５℃での洗浄（好ましくは１５分間×２回）が好ましく、Ｅ．ｃｏｌｉ由来ＤＮＡを用
いる場合は、０．１％　ＳＤＳを含む０．１×ＳＳＣ中にて６８℃での洗浄（好ましくは
１５分間×２回）が好ましく、ＲＮＡを用いる場合は、０．１％　ＳＤＳを含む０．１×
ＳＳＣ中にて６８℃での洗浄（好ましくは１５分間×２回）が好ましく、オリゴヌクレオ
チドを用いる場合は、０．１％　ＳＤＳを含む０．１×ＳＳＣ中にてハイブリダイゼーシ
ョン温度での洗浄（好ましくは１５分間×２回）が好ましい。
【００３７】
　本発明の腫瘍マーカーを用いることにより、乳頭状形態を示す悪性腫瘍の判断基準を提
供することができるので、甲状腺乳頭癌であるか否かの診断が容易になる。また、本発明
は、病変が原発巣であるか否かを判定する際に非常に有効である。さらに、本発明を用い
れば、頸部リンパ節転移した腫瘍が甲状腺に由来するのか、あるいは他の組織（肺、乳腺
など）に由来するのかを、より明確に判別し得る。
【００３８】
　〔２．腫瘍マーカーの検出方法〕
　本発明は、腫瘍マーカーの検出方法を提供する。本発明に係る腫瘍マーカーの検出方法
は、被験体サンプル中のＳＮＸ５を検出する工程を包含することを特徴としている。一実
施形態において、本発明に係る検出方法は、ＳＮＸ５タンパク質またはそのフラグメント
を検出する工程を包含する。他の実施形態において、本発明に係る検出方法は、ＳＮＸ５
遺伝子またはそのフラグメントを検出する工程を包含する。
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【００３９】
　本明細書中において使用される場合、「被験体サンプル」は、被験体から採取された任
意の組織（血液等の体液を含む。）または細胞が意図され、これらから調製された組織切
片または細胞溶解物もまた被験体サンプルに包含され得る。本発明に用いるに好ましい被
験体サンプルとしては、腫瘍組織および血清が挙げられるがこれらに限定されない。なお
、サンプル取得の第一段階として組織または細胞を被験体から直接取り出す工程は、医師
によるものであり、本発明の範囲外である。また、本発明の方法によって得られた結果を
用いて、疾患か否かの判定を下す工程もまた、医師によるものであり、本発明の範囲外で
ある。
【００４０】
　本発明の対象とされるべき被験体は、甲状腺疾患に罹患している可能性がある患者が好
ましく、甲状腺乳頭癌を発症している患者がより好ましいが、正常な患者であってもよい
。本発明に係る方法において、上記被験体サンプルは甲状腺疾患に罹患している可能性が
ある患者から採取された甲状腺組織またはその培養物、あるいはこれらから調製された組
織切片または細胞溶解物であることが好ましいが、これに限定されない。サンプルの取得
手順は、所望される組織または細胞に応じて適宜選択され得ることを当業者は容易に理解
する。
【００４１】
　ＳＮＸ５タンパク質を検出する実施形態において、ＳＮＸ５を検出する工程は、抗ＳＮ
Ｘ５抗体を用いる免疫アッセイであり得る。本明細書中で使用される場合、用語「免疫ア
ッセイ」は、抗原抗体反応に基づいた免疫学的な結合反応を利用して行われるアッセイが
意図される。免疫学的な結合反応を利用したアッセイとしては、免疫組織化学、免疫電子
顕微鏡法、ウエスタンブロット、免疫沈降法、サンドイッチＥＬＩＳＡアッセイ、放射性
イムノアッセイ、および抗体アッセイ（例えば免疫拡散アッセイ）、ならびにアフィニテ
ィクロマトグラフィーなどが挙げられる。これらの技術は、当該分野において周知であり
、当業者は、容易に本発明を実行し得る。
【００４２】
　抗ＳＮＸ５抗体としては、抗ヒトＳＮＸ５抗体が好ましく、モノクローナル抗体である
ことがより好ましく、ハイブリドーマ４８Ｃ２から産生されるマウス抗ヒトＳＮＸ５モノ
クローナル抗体（４８Ｃ２抗体ともいう。）であることがより好ましい。本発明者らは、
４８Ｃ２抗体が、ヒトＳＮＸ５タンパク質のＮ末端側（配列番号１の１～１７７位：配列
番号１０）を認識することを見出している（結果は示さず）。すなわち、「ＳＮＸ５タン
パク質のフラグメント」は、配列番号１に示されるアミノ酸配列の部分配列からなるポリ
ペプチドであり、配列番号１０に示されるアミノ酸配列、またはその連続する８個以上の
アミノ酸からなるアミノ酸配列を含んでいるポリペプチドであることが好ましい。なお、
４８Ｃ２抗体と同等の結合特性を有するモノクローナル抗体もまた、本発明に好適に使用
される抗体の範囲内であることを、本明細書を読んだ当業者は容易に理解する。
【００４３】
　被験体サンプルが被験体から採取した組織またはその培養物もしくは切片である場合、
上記免疫アッセイは、免疫組織化学染色であり得る。被験体から採取した組織またはその
培養物から調製された細胞溶解物である場合、上記免疫アッセイはウエスタンブロットで
あってもよい。また、被験体サンプルが被験体から採取した血液である場合、上記免疫ア
ッセイはＥＬＩＳＡであり得る。これらの免疫アッセイは、術前の鑑別診断に用いられる
ことが好ましいが、術後の転移の有無を調べる際に用いられてもよい。
【００４４】
　ハイブリドーマ４８Ｃ２から産生されるマウス抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体は、
ウエスタンブロットによるＳＮＸ５タンパク質の検出や、ホルマリン固定パラフィン切片
におけるＳＮＸ５タンパク質の検出に適しているだけでなく、パラホルム固定組織におけ
るＳＮＸ５タンパク質の同定も可能にした。これまでに、ＳＮＸ５の細胞質における機能
が報告されているが、このマウス抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体を用いた場合であっ
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ても、ＳＮＸ５が細胞質内に局在することを示した。このことは、このマウス抗ヒトＳＮ
Ｘ５モノクローナル抗体の特異性を支持する。なお、ハイブリドーマ４８Ｃ２は、北海道
公立大学法人札幌医科大学知的財産管理室（060-8556　札幌市中央区南１条西１７丁目）
の管理下にて維持されており、必要に応じて分譲することが可能である。
【００４５】
　悪性腫瘍の病理組織診断を行う際に、免疫組織化学的な検討は非常に重要である。特定
の臓器または組織に特異的な腫瘍マーカーを用いれば、原発巣が未だ確定されていない転
移性病変の確定診断を行うことが容易になり、診断または治療の方針を速やかに決定し得
る。これまでに種々の臓器特異的な分子マーカーが見出されているが、病理組織診断に実
際に用いられている抗体は限られている。特に、甲状腺乳頭癌を鑑別するに好適な抗体は
未だ見出されていない。
【００４６】
　通常の病理組織検査で用いられているホルマリン固定パラフィン切片に対する、マウス
抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学染色を行ったところ、甲状腺由
来の乳頭癌においてはＳＮＸ５の強い発現が認められたが、他の腺癌の代表例である肺癌
または乳癌由来の癌組織においては発現が全く認められなかった。この結果を検証する目
的で、市販のウサギ抗ヒトＳＮＸ５ポリクローナル抗体を用いた免疫組織化学染色を行っ
たところ、同様に腫瘍細胞におけるＳＮＸ５の高い発現が認められた。このように、ＳＮ
Ｘ５は甲状腺乳頭癌の腫瘍マーカーとして非常に優れている。また、上記マウス抗ヒトＳ
ＮＸ５モノクローナル抗体は、パラホルム固定組織の免疫組織的解析を可能にした、非常
に優れた検出ツールである。
【００４７】
　ＳＮＸ５遺伝子を検出する実施形態において、ＳＮＸ５を検出する工程は、核酸プロー
ブを、ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントにハイブリダイズさせる工程であり得る。
本明細書中で使用される場合、「核酸プローブ」は、目的の核酸にハイブリダイズし得る
ものであれば特に限定されず、いわゆるハイブリダイゼーションプローブであってもＰＣ
Ｒプライマーであってもよい。ハイブリダイゼーション技術およびＰＣＲ技術は、当該分
野において周知であり、当業者は、容易に本発明を実行し得る。被験体サンプルが被験体
から採取した組織サンプルである場合、当該分野にて公知の種々の手法が採用され得、例
えば、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション技術、ｉｎ　ｓｉｔｕ　ＰＣＲ技術等が採
用され得る。また、被験体サンプルが被験体から採取した血液である場合、例えば、慣用
的なＰＣＲ技術が採用され得る。
【００４８】
　核酸プローブは、ＳＮＸ５遺伝子（またはその相補鎖）の部分配列を含むオリゴヌクレ
オチドであれば特に限定されず、配列番号４または５に示されるヌクレオチド配列または
その相補配列からなるオリゴヌクレオチドであっても、配列番号６～９に示されるヌクレ
オチド配列またはその相補配列からなるオリゴヌクレオチドであってもよい。また、４８
Ｃ２抗体が、ヒトＳＮＸ５タンパク質のＮ末端側を認識することから、核酸プローブは、
上記「ＳＮＸ５タンパク質のフラグメント」をコードするオリゴヌクレオチドであっても
よい。
【００４９】
　ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションの場合、核酸プローブは、配列番号１に示され
るヌクレオチド配列またはその相補配列の、１５～５０個連続する塩基からなるオリゴヌ
クレオチドが好ましく、より好ましくは２０～５０個、さらに好ましくは２０～４５個、
最も好ましくは２５～４０個連続する塩基からなるオリゴヌクレオチドである。また、Ｐ
ＣＲ（ｉｎ　ｓｉｔｕ　ＰＣＲを含む。）の場合、核酸プローブは、配列番号１に示され
るヌクレオチド配列またはその相補配列の、１５～５０個連続する塩基からなるオリゴヌ
クレオチドが好ましく、より好ましくは１５～４０個、さらに好ましくは１５～３５個、
最も好ましくは２５～３５個連続する塩基からなるオリゴヌクレオチドである。
【００５０】
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　なお、本実施形態に係る検出方法は、ＳＮＸ５遺伝子を検出する工程を包含することを
特徴としているが、上述したＳＮＸ５タンパク質を検出する工程をさらに包含することが
より好ましい。
【００５１】
　このように、本発明に係る腫瘍マーカーの検出方法を用いることにより、乳頭状形態を
示す悪性腫瘍の判断基準を提供することができるので、甲状腺乳頭癌であるか否かの診断
が容易になる。また、本発明は、病変が原発巣であるか否かを判定する際に非常に有効で
ある。さらに、本発明を用いれば、頸部リンパ節転移した腫瘍が甲状腺に由来するのか、
あるいは他の組織（肺、乳腺など）に由来するのかを、より明確に判別し得る。すなわち
、本発明に係る方法は、甲状腺乳頭癌の診断基準を提供する方法（例えば、甲状腺乳頭癌
を診断するためのデータを取得する方法）でもあり得、乳頭状形態を示す悪性腫瘍の鑑別
の判断基準を提供する方法（例えば、乳頭状形態を示す悪性腫瘍を鑑別するためのデータ
を取得する方法）でもあり得る。また、本発明に係る方法は、甲状腺乳頭癌の病変が原発
巣であるか否かの判定基準を提供する方法（例えば、甲状腺乳頭癌の病変が原発巣である
か否かを判定するためのデータを取得する方法）でもあり得る。さらに、本発明に係る方
法は、頸部リンパ節転移した腫瘍が甲状腺に由来するのか否かの判別基準を提供する方法
（例えば、頸部リンパ節転移した腫瘍が甲状腺に由来するのか否かを判定するためのデー
タを取得する方法）でもあり得る。
【００５２】
　〔３．腫瘍マーカーの検出ツール〕
　本発明は、腫瘍マーカーを検出するためのキットを提供する。本発明に係るキットは、
被験体サンプル中のＳＮＸ５を検出するためのツールを備えていることを特徴としている
。
【００５３】
　本明細書中において使用される場合、用語「キット」は、特定の材料を内包する容器（
例えば、ボトル、プレート、チューブ、ディッシュなど）を備えた包装が意図されるが、
組成物としての一物質中に材料を含有している形態もまた、用語「キット」に包含される
。キットは、各材料を使用するための指示書を備えていることが好ましい。本明細書中に
おいてキットの局面において使用される場合、「備えた（備えている）」は、キットを構
成する個々の容器のいずれかの中に内包されている状態が意図される。また、本発明に係
るキットは、複数の異なる組成物を１つに梱包した包装であり得、溶液形態の場合は容器
中に内包されていてもよい。本発明に係るキットは、物質Ａおよび物質Ｂを同一の容器に
混合して備えていても別々の容器に備えていてもよい。「指示書」は、紙またはその他の
媒体に書かれていても印刷されていてもよく、あるいは磁気テープ、コンピューター読み
取り可能ディスクまたはテープ、ＣＤ－ＲＯＭなどのような電子媒体に付されてもよい。
本発明に係るキットはまた、希釈剤、溶媒、洗浄液またはその他の試薬を内包した容器を
備え得る。さらに、本発明に係るキットは、被験体サンプルを採取するために必要な器具
および試薬を備えていてもよい。また、本発明に係るキットは、被験体サンプルから切片
または細胞溶解物を調製するために必要な器具および試薬を備えていてもよい。
【００５４】
　一実施形態において、本発明に係るキットは、ＳＮＸ５タンパク質またはそのフラグメ
ントを検出するための抗体を備えている。上記抗体は、抗ヒトＳＮＸ５抗体であることが
好ましく、抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体であることがより好ましく、ハイブリドー
マ４８Ｃ２から産生されるマウス抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体または当該抗体と同
等の結合活性を有するモノクローナル抗体であることが最も好ましい。なお、本発明に係
るキットは、上記抗体を検出するための試薬をさらに備えていることが好ましいが、上述
したように、ＳＮＸ５タンパク質またはそのフラグメントを検出するための抗体を含有し
ている組成物として提供されてもよい。
【００５５】
　他の実施形態において、本発明に係る検出キットは、ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグ
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メントを検出するためのオリゴヌクレオチドを備えている。上記オリゴヌクレオチドは、
ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントにハイブリダイズし得るオリゴヌクレオチドであ
ることが好ましく、ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントに対するハイブリダイゼーシ
ョンプローブまたはＰＣＲプライマーであることが好ましい。なお、本発明に係るキット
は、上記オリゴヌクレオチドを検出するための試薬をさらに備えていることが好ましいが
、上述したように、ＳＮＸ５遺伝子またはそのフラグメントを検出するためのオリゴヌク
レオチドを含有している組成物として提供されてもよい。
【００５６】
　本発明に係るキットは、甲状腺乳頭癌の診断基準を提供するためのキットであることが
好ましいが、乳頭状形態を示す悪性腫瘍の鑑別の判断基準を提供するためのキットでもあ
り得る。また、本発明に係るキットは、甲状腺乳頭癌の病変が原発巣であるか否かの判定
基準を提供するためのキットでもあり得る。さらに、本発明に係るキットは、頸部リンパ
節転移した腫瘍が甲状腺に由来するのか否かの判別基準を提供するためのキットでもあり
得る。
【００５７】
　このように、本発明の目的は、腫瘍マーカーを提供するとともに、当該腫瘍マーカーを
検出することによる甲状腺乳頭癌の診断基準を提供することにある。本明細書を読んだ当
業者は、本明細書中の記載および技術常識に基づいて、種々の形態にて本発明を実行し得
ることを容易に理解する。
【実施例】
【００５８】
　〔１．ヒトＳＮＸ５　ｃＤＮＡの取得〕
　ヒトＨａｃａＴ細胞から抽出した総ＲＮＡをテンプレートにして、フォワードプライマ
ー（pCMV-HA-SNX5 FW: 5'-CAGGCCCGAATTCGGATGGCCGCGGTTCCCGAG-3'（配列番号４））およ
びリバースプライマー（pCMV-HA-SNX5 RV: 5'-GATCTCGGTCGACCGTGAAGGCATATCAGTTAT-3'（
配列番号５））を用いたＲＴ－ＰＣＲを行い、ヒトＳＮＸ５　ｃＤＮＡを得た。得られた
ヒトＳＮＸ５　ｃＤＮＡを、大腸菌用発現ベクターｐＥＴ３ｃ（Novagen）および哺乳動
物用発現ベクターｐＣＭＶ－ＨＡ（BD Bioscience）に挿入して、それぞれｐＥＴ３ｃ－
ＳＮＸ５およびｐＣＭＶ－ＨＡ－ＳＮＸ５を作製した。なお、pCMV-HA-SNX5 FWは、ヒト
ＳＮＸ５　ｃＤＮＡの５’領域の配列（ATGGCCGCGGTTCCCGAG（配列番号６））に制限酵素
部位等を連結したものであり、pCMV-HA-SNX5 RVは、ヒトＳＮＸ５　ｃＤＮＡの３’領域
の配列（ataactgatatgccttcac（配列番号７））の相補配列に制限酵素部位等を連結した
ものである。
【００５９】
　〔２．抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体の作製〕
　ｐＥＴ３ｃ－ＳＮＸ５を導入した大腸菌ＢＬ２１を培養し、ＩＰＴＧによってタンパク
質合成を誘導した。次いで、ヒトＳＮＸ５タンパク質を菌体成分から分離／濃縮した。得
られたタンパク質を免疫原とし、アジュバントとして完全アジュバント（初回免疫のみ）
または不完全アジュバント（２回目以降の免疫）を用いて、６～８週齢のＢａｌｂ／ｃマ
ウスを腹腔内免疫した（１００μｇ／個体）。追加免疫を隔週にて２ヶ月間行い、脾細胞
を採取する３日前に最終免疫を行った。採取した脾細胞を、ポリエチレングリコールを用
いてＮＳ０マウスミエローマ細胞と融合させ、この融合細胞を、９６ウェルプレート中に
て、ＨＡＴ、１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地中にて２～３週間培養した。培養
上清を用いたウエスタンブロット法によって、抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体をスク
リーニングした。
【００６０】
　〔３．哺乳動物細胞への遺伝子導入〕
　１０％ＦＢＳ、ペニシリン／ストレプトマイシンを含むＤＭＥＭにて培養したヒト２９
３細胞に、ＬＦ２０００（インビトロジェン社）を製造業者の手引書に従って、ｐＣＭＶ
－ＳＮＸ５を導入した。なお、形質転換体におけるＳＮＸ５の発現を、形質転換体から抽
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出した総ＲＮＡをテンプレートにして、フォワードプライマー（SNX5 AMP FW: 5'-ccggtt
aaagagcaaagacg-3'（配列番号８））およびリバースプライマー（SNX5 AMP RV: 5'-agctc
tgcaaaagggagaca-3'（配列番号９））を用いたＲＴ－ＰＣＲによって確認した。
【００６１】
　〔４．ウエスタンブロット解析〕
　ｐＣＭＶ－ＳＮＸ５を導入したヒト２９３細胞を、３日間培養した後に０．５％　ＮＰ
－４０を含む溶解用緩衝液を用いて可溶化した。可溶化した画分に含まれるタンパク質を
５～２０％のグラジエントゲルを用いたＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離した。分離したタ
ンパク質をナイロンメンブレンに転写し、抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体による一次
抗体反応、ペルオキシダーゼ複合体化ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体による二次抗体反応を各々
１時間行った。ＥＣＬキット（アマシャム社製）を用いて、シグナルを可視化した。
【００６２】
　図１に示すように、５０ｋＤａの位置に非特異的なバンドが検出されるものの、ＳＮＸ
５（分子量４７ｋＤａ）に特異的なシグナルがｐＣＭＶ－ＳＮＸ５を導入した細胞にのみ
検出された。同様のシグナルはネガティブコントロール（ＣＭＶ、ｐＣＭＶ－ｍｕｔａｎ
ｔ　ＡＩＲＥ＃１、ｐＣＭＶ－ｍｕｔａｎｔ　ＡＩＲＥ＃２）を遺伝子導入した細胞には
認められなかった。
【００６３】
　〔５．免疫組織化学染色〕
　ｐＣＭＶ－ＳＮＸ５を導入したヒト２９３細胞を、３日間培養した後にパラホルムアル
デヒドにて固定し、一次抗体として抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体を、２次抗体には
Ａｌｅｘａ５９６を複合体化したヤギ抗マウスＩｇＧ抗体を用いて、室温で各々１時間反
応させて免疫組織化学染色を行った。ＩＸ７１蛍光顕微鏡（オリンパス社製）を使用して
、シグナルを検出した。図２に、ｐＣＭＶ－ＳＮＸ５を導入した細胞（左）、ネガティブ
コントロールとしてｐＣＭＶを導入した細胞（右）を示す。抗ヒトＳＮＸ５モノクローナ
ル抗体がＳＮＸ５と特異的に反応していることがわかる。
【００６４】
　また、腺癌組織のホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いて、抗ヒトＳＮＸ５モノク
ローナル抗体による免疫組織化学染色を行った。自動免疫染色装置（ＤＡＫＯ社製）を使
用して、シグナルを検出した（図３）。図３（ａ）に示すように、甲状腺乳頭癌において
はＳＮＸ５の強い発現が認められた。しかし、肺腺癌（図３（ｂ））および乳腺腺癌（図
３（ｃ））においてはＳＮＸ５の発現は認められなかった（図３（ｂ））。
【００６５】
　さらに、樹立した抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体を用いて調べた、腫瘍組織におけ
るＳＮＸ５発現分布を、市販のウサギ抗ヒトＳＮＸ５ポリクローナル抗体（Ｈ４０：Ｓａ
ｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を用いて検証した（図４）。図４に示
すように、甲状腺乳頭癌のホルマリン固定パラフィン切片を用いた免疫組織化学染色にお
いて、腫瘍細胞にＳＮＸ５の強い発現が認められた。
【００６６】
　さらに、マウス抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体を用いて、乳頭状増殖を示す各種の
悪性腫瘍におけるＳＮＸ５の発現を解析した。結果を表１に示す。表１に示すように、甲
状腺以外での上皮性悪性腫瘍（胃癌、大腸癌および膵癌を含む）２０例、および肉腫・非
上皮性悪性腫瘍５例のいずれにおいても、ＳＮＸ５の発現は全く見られなかった。
【００６７】
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【表１】

【００６８】
　〔６．定量的ＰＣＲ〕
　被験体から生検によって取得した正常な甲状腺組織、あるいは甲状腺癌を発症している
患者から手術によって摘出した甲状腺癌組織から総ＲＮＡを抽出し、逆転写酵素（Invitr
ogen）を用いてｃＤＮＡを作製した。次いで、このｃＤＮＡを鋳型に用いて、ＰＣＲプロ
ーブ（製品番号：Hs00429583）を用いた定量的ＰＣＲ（Applied Biosystems）を行った。
得られた値を、ribosomal RNAを対照として解析し、delta delta CT法（ABI 7000、Appli
ed Biosystems）によって比較検討した。なお、ヒト組織の遺伝子解析は、ＳＮＸ５の発
現解析のみに限定し、ヒト組織の使用に際しては、十分なインフォームドコンセントの下
で倫理委員会を通じて研究を行った。データの保護には万全の注意を払い、人権の保護お
よび法令を遵守した。
【００６９】
　甲状腺癌３例についての結果を図５に示す。図に示すように、正常な甲状腺組織よりも
甲状腺癌組織においてＳＮＸ５遺伝子の発現が高いことが確認された。
【００７０】
　このように、本発明者らは、ＳＮＸ５が甲状腺乳頭癌に高発現することを初めて見出し
た。また、本発明者らが樹立したマウス抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体は、ホルマリ
ン固定パラフィン切片だけでなくパラホルム固定組織の免疫組織的解析を可能にした。本
発明によって得られた知見は、既知の甲状腺マーカーであるサイログロブリンやＴＴＦ－
１などと比較して、ＳＮＸ５は優れたマーカーであると考えられ、病理診断の際の有益な
情報を提供し得ると考えられる。また、抗ヒトＳＮＸ５モノクローナル抗体を使用したＥ
ＬＩＳＡ法などによって、甲状腺由来の腫瘍性病変の血清診断が可能であると考えられる
。
【００７１】
　本発明は上述した各実施形態に限定されるものではなく、請求項に示した範囲で種々の
変更が可能であり、異なる実施形態にそれぞれ開示された技術的手段を適宜組み合わせて
得られる実施形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
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【００７２】
　また、本明細書中に記載された学術文献および特許文献の全てが、本明細書中において
参考として援用される。
【産業上の利用可能性】
【００７３】
　本発明を用いれば、甲状腺乳頭癌の早期診断および確定診断が容易になる。このように
優れたツールを提供する本発明は、医学、薬学の分野において利用可能であり、医薬品、
生化学試薬の開発に大いに寄与することができる。

【図５】
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