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(57)【要約】
　本発明の目的は、前立腺の基底細胞に特異的に発現し
ている分子を探索し、その分子を解析することにより前
立腺基底細胞の検出方法を提供することである。前記課
題は、前立腺の基底細胞におけるＴＲＩＭ２９（Tripar
tite motif-containing protein 29）タンパク質の発現
を免疫組織染色により可視化することを特徴とする前立
腺基底細胞の検出方法により、解決することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　前立腺の基底細胞におけるＴＲＩＭ２９（Tripartite motif-containing protein 29）
タンパク質の発現を免疫組織染色により可視化することを特徴とする前立腺基底細胞の検
出方法。
【請求項２】
　前立腺の腺組織構造の形態及び可視化されたＴＲＩＭ２９（Tripartite motif-contain
ing protein 29）タンパク質の発現を解析する、請求項１に記載の前立腺基底細胞の検出
方法。
【請求項３】
　更にサイトケラチン及び／又はｐ６３タンパク質の発現を免疫組織染色により可視化す
る、請求項１又は２に記載の前立腺基底細胞の検出方法。
【請求項４】
　前立腺の腺組織構造の形態、並びに可視化されたサイトケラチンタンパク質の発現及び
／又は可視化されたｐ６３タンパク質の発現を解析する、請求項３に記載の前立腺基底細
胞の検出方法。
【請求項５】
　前記請求項１～４のいずれか一項に記載の前立腺基底細胞の検出方法を用いることを特
徴とする前立腺基底細胞の存在、減少又は消失の確認方法。
【請求項６】
　抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその抗原結合断片を用いる免疫組織染色により、対象から採
取された前立腺組織における前立腺基底細胞を検出する工程を含む、前立腺がんの診断方
法。
【請求項７】
　正常な前立腺組織との比較における前立腺基底細胞の減少又は消失が前立腺がんの存在
を示す、請求項６に記載の診断方法。
【請求項８】
　前立腺がんの診断において使用するための、抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその抗原結合断
片。
【請求項９】
　前立腺がんの診断のための、抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその抗原結合断片を含む診断組
成物。
【請求項１０】
　前立腺がんの診断のための診断組成物の製造における、抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその
抗原結合断片の使用。
【請求項１１】
　抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその抗原結合断片を含む、前立腺基底細胞の検出用免疫組織
染色キット。
【請求項１２】
　抗サイトケラチン抗体もしくはその抗原結合断片及び／又は抗ｐ６３抗体もしくはその
抗原結合断片を更に含む、請求項１１に記載の前立腺基底細胞の検出用免疫組織染色キッ
ト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、前立腺基底細胞の検出方法、前立腺基底細胞の存在、減少又は消失の確認方
法及び前立腺基底細胞の検出用免疫組織染色キットに関する。本発明によれば、前立腺基
底細胞を確実に検出することができる。また、前立腺がんの確定診断を確実に行うことが
できる。
【背景技術】
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【０００２】
　正常な前立腺は、腺細胞及び基底細胞からなっており、腺細胞の周囲に基底細胞が存在
する組織像が観察される。
　腺細胞には、アンドロゲン受容体（Ａｎｄｒｏｇｅｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）、サイトケ
ラチン８（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ８）、及びサイトケラチン１８（ｃｙｔｏｋｅｒａｔ
ｉｎ１８）が特異的に発現しているが、前立腺がんの多くは、これらの腺細胞のマーカー
であるアンドロゲン受容体、サイトケラチン８、又はサイトケラチン１８を発現しており
、従って前立腺がんは腺細胞に由来すると考えられている。
【０００３】
　一方、基底細胞は前立腺がんにおいて、消失することが知られている。そのため、正常
な基底細胞に発現しているｐ６３又はサイトケラチンに対する抗体を用いて、前立腺の免
疫組織染色を行い、そして基底細胞の消失を確認することによって、前立腺がんの確定診
断が行われている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】国際公開第２００８／１５０５１２号公報
【特許文献２】国際公開第２００５／０１４７８１号公報
【特許文献３】国際公開第２００４／０１８７１１号公報
【特許文献４】国際公開第２００６／０８０５９７号公報
【特許文献５】国際公開第２００４／０１８７１１号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　しかしながら、前記の基底細胞の免疫組織染色において、抗ｐ６３抗体、又は抗サイト
ケラチン抗体を用いた免疫組織染色のみでは、基底細胞が消失しているか否かの判断が困
難な場合があった。
　従って、本発明の目的は、前立腺の基底細胞に特異的に発現している分子を探索し、そ
の分子を解析することにより前立腺基底細胞の検出方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者は、正常前立腺組織の基底細胞に特異的に発現している分子について、鋭意研
究した結果、驚くべきことに、正常前立腺組織の基底細胞にＴＲＩＭ２９（Tripartite m
otif-containing protein 29）が特異的に発現していることを見出した。そして、ＴＲＩ
Ｍ２９の前立腺組織における発現を免疫組織染色により可視化することにより、基底細胞
を検出できることがわかった。
　本発明は、こうした知見に基づくものである。
【０００７】
　従って、本発明は、
［１］前立腺の基底細胞におけるＴＲＩＭ２９（Tripartite motif-containing protein 
29）タンパク質の発現を免疫組織染色により可視化することを特徴とする前立腺基底細胞
の検出方法、
［２］前立腺の腺組織構造の形態及び可視化されたＴＲＩＭ２９（Tripartite motif-con
taining protein 29）タンパク質の発現を解析する、［１］に記載の前立腺基底細胞の検
出方法、
［３］更にサイトケラチン及び／又はｐ６３タンパク質の発現を免疫組織染色により可視
化する、［１］又は［２］に記載の前立腺基底細胞の検出方法、
［４］前立腺の腺組織構造の形態、並びに可視化されたサイトケラチンタンパク質の発現
及び／又は可視化されたｐ６３タンパク質の発現を解析する、［３］に記載の前立腺基底
細胞の検出方法、
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［５］前記［１］～［４］のいずれかに記載の前立腺基底細胞の検出方法を用いることを
特徴とする前立腺基底細胞の存在、減少又は消失の確認方法、
［６］抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその抗原結合断片を用いる免疫組織染色により、対象か
ら採取された前立腺組織における前立腺基底細胞を検出する工程を含む、前立腺がんの診
断方法、
［７］正常な前立腺組織との比較における前立腺基底細胞の減少又は消失が前立腺がんの
存在を示す、［６］に記載の診断方法、
［８］前立腺がんの診断において使用するための、抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその抗原結
合断片、
［９］前立腺がんの診断のための、抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその抗原結合断片を含む診
断組成物、
［１０］前立腺がんの診断のための診断組成物の製造における、抗ＴＲＩＭ２９抗体また
はその抗原結合断片の使用、
［１１］抗ＴＲＩＭ２９抗体またはその抗原結合断片を含む、前立腺基底細胞の検出用免
疫組織染色キット、及び
［１２］抗サイトケラチン抗体もしくはその抗原結合断片及び／又は抗ｐ６３抗体もしく
はその抗原結合断片を更に含む、［１１］に記載の前立腺基底細胞の検出用免疫組織染色
キット、
に関する。
【０００８】
　なお、前記ＴＲＩＭ２９の遺伝子は、肺癌、卵巣漿液性乳頭状腺癌、及び子宮頸部上皮
内腫瘍との関連が報告されている（特許文献１～４）。また、ＴＲＩＭ２９を含む８０の
ｍＲＮＡを調べることにより、前立腺がんの予後を予測する方法が開示されている（特許
文献５）。しかしながら、正常前立腺の基底細胞においてＴＲＩＭ２９が発現しているこ
とは、報告されていなかった。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明の前立腺基底細胞の検出方法によれば、正常な前立腺基底細胞を確実に検出する
ことができ、前立腺の組織学的な研究に有用である。また、サイトケラチン及び／又はｐ
６３の発現の免疫組織染色を併用することにより、更に正確に前立腺基底細胞を検出する
ことが可能である。
　また、本発明の前立腺基底細胞の検出方法、及び本発明の前立腺基底細胞の存在、減少
又は消失の確認方法によれば、前立腺がんの確定診断を行うことができる。また、サイト
ケラチン及び／又はｐ６３の発現の免疫組織染色を併用することにより、更に正確に前立
腺がんの確定診断を行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】正常前立腺又は前立腺がんのそれぞれの組織を、抗ＴＲＩＭ２９ポリクローナル
抗体又は抗サイトケラチンモノクローナル抗体（３４βＥ１２）によって免疫組織染色を
行った顕微鏡写真である。
【図２】正常前立腺の組織を、抗ＴＲＩＭ２９モノクローナル抗体によって免疫組織染色
を行った顕微鏡写真である。
【図３】正常前立腺組織を、抗ＴＲＩＭ２９モノクローナル抗体又は抗サイトケラチンモ
ノクローナル抗体（３４βＥ１２）によって免疫組織染色した顕微鏡写真である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
［１］前立腺基底細胞の検出方法
　本発明の前立腺基底細胞の検出方法は、前立腺の基底細胞におけるＴＲＩＭ２９（Trip
artite motif-containing protein 29）タンパク質の発現を免疫組織染色により可視化す
ることを特徴とするものである。すなわち、前立腺由来のＴＲＩＭ２９が発現している細
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胞をその形態及びタンパク質の発現から基底細胞と判断することができるものである。更
に、前立腺の腺組織構造の形態及び可視化されたＴＲＩＭ２９タンパク質の発現を確認す
ることにより腺組織構造の一部を構成する基底細胞を検出することができるものである。
　本発明の検出方法によって検出される前立腺基底細胞を有する動物種は、前立腺に基底
細胞を有する限りにおいて限定されるものではなく、哺乳動物、例えばヒト、サル、イヌ
、ネコ、フェレット、ウシ、ウマ、ヤギ、ヒツジ、モルモット、ハムスター、スナネズミ
、マウス、又はラットを挙げることができる。また、本発明の検出方法は、分離された細
胞に用いることもできる。例えば、前記の哺乳動物の分離された基底細胞を含む初代培養
細胞、又は継代細胞に使用することもできる。
【００１２】
《前立腺》
　前立腺は、男性（雄）生殖器系の腺であって、膀胱に下で直腸の前にある。基底細胞と
腺細胞との２種類の細胞によって構成されている。組織学的には、前立腺腺細胞の周囲に
前立腺基底細胞が存在している。
【００１３】
（前立腺腺細胞）
　前立腺腺細胞は、アンドロゲン受容体（Ａｎｄｒｏｇｅｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）、サイ
トケラチン８（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ８）、及びサイトケラチン１８（ｃｙｔｏｋｅｒ
ａｔｉｎ１８）を特異的に発現しており、多くの前立腺がんは前立腺線細胞由来である。
【００１４】
（前立腺基底細胞）
　本発明の検出方法によって検出することのできる前立腺基底細胞は、ＴＲＩＭ２９が発
現している限りにおいて限定されない。しかしながら、ＴＲＩＭ２９が発現していない前
立腺基底細胞の存在を否定するものではない。
　基底細胞には、ＴＲＩＭ２９以外に、ｐ６３、サイトケラチン５（ｃｙｔｏｋｅｒａｔ
ｉｎ５）、及びサイトケラチン１４（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ　１４）が特異的に発現し
ている。ｐ６３は前立腺の発達に重要な役割を果たすと考えられており、抗ｐ６３モノク
ローナル抗体である４Ａ４を用いた免疫組織染色では基底細胞の核が染色される。また、
サイトケラチン５及びサイトケラチン１４は細胞質に存在し、抗サイトケラチンモノクロ
ーナル抗体である３４βＥ１２による免疫組織染色で染色される。なお、モノクローナル
抗体３４βＥ１２は、サイトケラチン５及びサイトケラチン１４以外にも、サイトケラチ
ン１及びサイトケラチン１０にも陽性反応を示す抗体である。
【００１５】
《ＴＲＩＭ２９》
　ＴＲＩＭ２９（Tripartite motif-containing protein 29）は、ＴＲＩＭ遺伝子ファミ
リーに属し、ヒトでは５８８アミノ酸からなるタンパク質であり、別名をＡＴＤＣ（atax
ia-telangiectasia group D-associated protein）という。ＴＲＩＭ２９は、複数のジン
クフィンガーモチーフ（zinc finger motifs）及びロイシンジッパーモチーフ（leucine 
zipper motif）を有しており、ＤＮＡに結合し、分化において転写制御因子として働く可
能性が考えられている。また、毛細血管拡張性運動失調（ataxia-telangiectasia）に関
連することが知られており、放射線感受性の抑制機能との関連が指摘されている。
　本発明において、分析することのできるヒトのＴＲＩＭ２９タンパク質をコードする核
酸（以下、ヒトＴＲＩＭ２９遺伝子とも称する）の塩基配列を配列番号１に、該ヒトＴＲ
ＩＭ２９タンパク質のアミノ酸配列を配列番号２に示す。しかしながら、分析対象の遺伝
子は、前立腺基底細胞に発現し、且つ配列番号１の塩基配列のＴＲＩＭ２９遺伝子に結合
することのできるプローブ又はプライマーとハイブリダイズできる限りにおいて、配列番
号１に記載の塩基配列を有するＴＲＩＭ２９遺伝子に限定されない。また、分析対象のタ
ンパク質は、前立腺基底細胞に発現し、配列番号２のアミノ酸配列を有するタンパク質と
結合することのできる抗体と結合できる限りにおいて、配列番号２に記載のアミノ酸配列
を有するＴＲＩＭ２９タンパク質に限定されない。すなわち、本発明において、分析され
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るＴＲＩＭ２９は、前立腺基底細胞に発現する限りにおいて、変異を有するＴＲＩＭ２９
でもよい。また、ヒトのＴＲＩＭ２９に限定されるものではなく、哺乳動物のＴＲＩＭ２
９でもよく、例えばヒト、サル、イヌ、ネコ、フェレット、ウシ、ウマ、ヤギ、ヒツジ、
モルモット、ハムスター、スナネズミ、マウス、又はラットのＴＲＩＭ２９を挙げること
ができる。変異を有するＴＲＩＭ２９タンパク質の例としては、ヒトＴＲＩＭ２９を例に
とると、配列番号２のアミノ酸配列において、１個から数個、例えば１個、２個、３個、
４個、５個、６個、７個、８個または９個のアミノ酸が置換、欠失、挿入または付加され
たアミノ酸配列からなるタンパク質； 配列番号２のアミノ酸配列と８０％以上の配列同
一性、例えば８０％以上、８５％以上、９０％以上、９５％以上、または９８％以上の配
列同一性を有するアミノ酸配列からなるタンパク質等が挙げられる。
【００１６】
《ＴＲＩＭ２９タンパク質発現解析》
　本発明の検出方法における免疫組織染色によるＴＲＩＭ２９発現解析は、限定されるも
のではないが、ＴＲＩＭ２９タンパク質の発現を可視化するものである。ＴＲＩＭ２９タ
ンパク質の発現を可視化することにより、同一の基底細胞において、前立腺基底細胞を形
態的に確認することができ、更に前立腺基底細胞及び前立腺の腺組織構造の形態をＴＲＩ
Ｍ２９タンパク質の発現により確認することができる。すなわち、本発明の検出方法は、
好ましくは前立腺の腺組織構造の形態及び前記可視化されたＴＲＩＭ２９タンパク質の発
現を、腺組織構造の一部を構成する基底細胞において解析するものである。
【００１７】
　なお、本明細書において「可視化」とは、免疫組織染色による発色又は蛍光を光学顕微
鏡又は蛍光顕微鏡を介して、肉眼により確認することのみを意味するものではなく、例え
ば発色、蛍光、発光、又は放射線（すなわち、シグナル）を機械的に検出し、そのシグナ
ルをイメージ化した映像等を確認することを含むものである。
【００１８】
　また、本明細書において、「前立腺の腺組織構造の形態及び前記可視化されたＴＲＩＭ
２９（Tripartite motif-containing protein 29）タンパク質の発現を解析する」とは、
前立腺の腺組織構造の形態と、ＴＲＩＭ２９タンパク質の発現を同時に観察することのみ
ではなく、例えば、前立腺の腺組織構造の形態と、前記のシグナルをイメージ化した映像
等とを比較して観察することを含むものである。
【００１９】
　前立腺基底細胞におけるＴＲＩＭ２９タンパク質の解析は、免疫組織染色によって行う
。前立腺組織における基底細胞の位置、又は基底細胞の形態を確認することができるから
である。
【００２０】
（免疫組織染色）
　免疫組織染色は、確立された技術であり、ＴＲＩＭ２９に特異的な抗体を使用すること
を除いては、公知の方法に基づいて行うことが可能である。すなわち、免疫組織染色とは
、組織切片の細胞に発現している特定の抗原を、その抗原を特異的に認識する抗体によっ
て検出する手法である。
　具体的には、免疫組織染色は、例えば以下のように行うことができる。前立腺組織を凍
結切片として薄切、又は固定後パラフィン包埋したブロックから薄切し、組織切片を作製
する。組織切片上にＴＲＩＭ２９を認識する抗体を反応させる。この抗ＴＲＩＭ２９抗体
を、シグナルを発する物質で標識しておくことにより、ＴＲＩＭ２９タンパク質を組織切
片上において検出することができる。また、抗ＴＲＩＭ２９抗体を標識せずに、抗ＴＲＩ
Ｍ２９抗体に対する第２抗体を、シグナルを発する物質で標識してもよい。更に、抗ＴＲ
ＩＭ２９抗体、又は第２抗体にビオチンを結合させ、ビオチンに特異的に結合するアビジ
ンをシグナルを発する物質で標識してもよい。
　抗体の標識に用いられる物質も限定されるものではないが、蛍光色素（例えば、ローダ
ミン、フルオレセインイソチアネート（ＦＩＴＣ）、希土類金属キレート）、放射性物質
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（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、又は１２５Ｉ）、酵素（例えば、ペルオキシダーゼ、アルカリ
フォスファターゼ、又はβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ）などを用いることができる。また、
シグナルの検出も限定されるものではないが、蛍光、放射線（オートラジオグラフィー）
、発光、又は発色などによって検出することが可能である。蛍光色素として、ローダミン
又はＦＩＴＣ等を用いた場合は、蛍光顕微鏡を用いてシグナルを検出できる。また、アル
カリフォスファターゼを用い、ＮＢＴ／ＢＣＩＰ等で発色した場合は、光学顕微鏡下でシ
グナルを検出することができ、細胞の形態も同時に観察することが可能である。
　具体的な方法としては、ペルオキシダーゼ抗ペルオキシダーゼ法（ＰＡＰ法）、ストレ
プトアビジンービオチン複合体法（ｓＡＢＣ法）、二次抗体と標識酵素とのポリマーへ結
合させたポリマー試薬法、又はＦＩＴＣで標識した一次抗体を用いるか又は二次抗体とし
てＨＲＰ標識抗ＦＩＴＣ抗体を用いる方法などが、一般的に用いられている。
【００２１】
（抗ＴＲＩＭ２９抗体）
　本発明における免疫組織染色に用いる抗ＴＲＩＭ２９抗体は、免疫原としてＴＲＩＭ２
９タンパク質又はその部分ペプチドを用いること以外は、公知の方法によって作成するこ
とが可能である。抗ＴＲＩＭ２９抗体は、ポリクローナル抗体であってもモノクローナル
抗体であってもよいが、モノクローナル抗体が好ましい。モノクローナル抗体の方が、他
のタンパク質との交差反応が少ないことが多いからである。既存又は市販の抗体を用いる
こともできる。
　例えば、モノクローナル抗体は、ＫｏｅｈｌｅｒとＭｉｌｓｔｅｉｎの方法（Ｎａｔｕ
ｒｅ　２５６：４９５－４９７、１９７５）に従って作製することができる。また、ポリ
クローナル抗体は、例えばウサギの皮内に、ＮＫＧ２Ｄリガンドを単独もしくはＢＳＡ、
ＫＬＨなどと結合させた抗原として、フロイント完全アジュバント等のアジュバントと混
合して定期的に免疫し、血中の抗体価が上昇した時点で採血してそのまま抗血清とするか
、又は抗体を公知の方法で精製して使用することができる。
【００２２】
　また、免疫学的分析方法に用いる抗体として、ＴＲＩＭ２９タンパク質に対する抗原結
合部位を含む抗体断片（抗原結合断片）を用いることも可能である。かかる抗体断片とし
ては、例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、又はＦｖ等を挙げることができる。
これらの抗体断片は、例えば、抗体を常法によりタンパク質分解酵素（例えば、ペプシン
又はパパイン等）によって消化し、続いて、常法のタンパク質の分離精製の方法により精
製することにより、得ることができる。
【００２３】
　本発明の前立腺基底細胞の検出方法においては、前記ＴＲＩＭ２９タンパク質発現分析
に加えて、サイトケラチンタンパク質の発現分析及び／又はｐ６３タンパク質の発現分析
を行うことが好ましい。すなわち、ＴＲＩＭ２９タンパク質及びサイトケラチンタンパク
質を解析してもよく、ＴＲＩＭ２９タンパク質及びｐ６３タンパク質を解析してもよく、
又は３つのタンパク質を解析してもよい。
　本実施態様においては、同一対象（患者）の同一組織切片において、２つ以上のタンパ
ク質を解析してもよい。また、同一対象（患者）の異なる組織切片において、２つ以上の
タンパク質を、それぞれ個別に解析してもよい。
【００２４】
《サイトケラチンタンパク質発現解析》
　本発明の検出方法における免疫組織染色によるサイトケラチン発現解析は、限定される
ものではないが、サイトケラチンタンパク質の発現を可視化するものである。サイトケラ
チンタンパク質の発現を可視化することにより、同一の基底細胞において、前立腺基底細
胞を形態的に確認することができ、更に前立腺基底細胞及び前立腺の腺組織構造の形態を
サイトケラチンタンパク質の発現により確認することができる。すなわち、本発明の検出
方法は、好ましくは前立腺の腺組織構造の形態及び前記可視化されたサイトケラチンタン
パク質の発現を、腺組織構造の一部を構成する基底細胞において解析することを含むもの
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である。
【００２５】
　サイトケラチンのタンパク質の発現解析は、サイトケラチンに特異的な抗体を使用する
ことを除いては、公知の方法に基づいて行うことが可能である。すなわち、サイトケラチ
ンに特異的な抗体を使用することを除いては、前記「ＴＲＩＭ２９タンパク質発現解析」
に記載の方法に従って、実施することができる。サイトケラチン５のアミノ酸配列を配列
番号４に、そしてサイトケラチン１４のアミノ酸配列を配列番号６に示す。サイトケラチ
ン５をコードする塩基配列を配列番号３に、サイトケラチン１４をコードする塩基配列を
配列番号５に示す。
　サイトケラチンに特異的な抗体は、ポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体
であてもよいが、モノクローナル抗体が好ましい。モノクローナル抗体の方が、他のタン
パク質との交差反応が少ないことが多いからである。既存又は市販の抗体を用いることも
できる。例えば、市販の抗サイトケラチンモノクローナル抗体である３４βＥ１２モノク
ローナル抗体を用いることができるが、この抗体はサイトケラチン１、５、１０、及び１
４を認識する抗体である。
【００２６】
《ｐ６３タンパク質発現解析》
　本発明の検出方法におけるｐ６３タンパク質発現解析は、限定されるものではないが、
ｐ６３タンパク質の発現を可視化するものである。ｐ６３タンパク質の発現を可視化する
ことにより、同一の基底細胞において、前立腺基底細胞を形態的に確認することができ、
更に前立腺基底細胞及び前立腺の腺組織構造の形態をｐ６３タンパク質の発現により確認
することができる。すなわち、本発明の検出方法は、好ましくは前立腺の腺組織構造の形
態及び前記可視化されたｐ６３タンパク質の発現を、腺組織構造の一部を構成する基底細
胞において解析することを含むものである。
【００２７】
　ｐ６３タンパク質の発現分析は、ｐ６３に特異的な抗体を使用することを除いては、公
知の方法に基づいて行うことが可能である。すなわち、ｐ６３に特異的な抗体を使用する
ことを除いては、前記「ＴＲＩＭ２９タンパク質発現解析」に記載の方法に従って、実施
することができる。ｐ６３のアミノ酸配列を配列番号８に示し、ｐ６３をコードする塩基
配列を配列番号７に示す。
　ｐ６３に特異的な抗体は、ポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体であても
よいが、モノクローナル抗体が好ましい。モノクローナル抗体の方が、他のタンパク質と
の交差反応が少ないことが多いからである。既存又は市販の抗体を用いることもできる。
例えば、市販の抗ｐ６３モノクローナル抗体である４Ａ４モノクローナル抗体を用いるこ
とができる。
【００２８】
［２］前立腺基底細胞の存在、減少又は消失の確認方法
　本発明の前立腺基底細胞の存在、減少又は消失の確認方法は、本発明の前立腺基底細胞
の検出方法を用いて、前立腺組織におけるＴＲＩＭ２９（Tripartite motif-containing 
protein 29）タンパク質の発現を免疫組織染色により可視化することを特徴とするもので
ある。前記確認方法において、ＴＲＩＭ２９タンパク質の発現を検出する。このＴＲＩＭ
２９タンパク質発現の検出は、前記本発明の前立腺基底細胞の検出方法における「ＴＲＩ
Ｍ２９タンパク質発現解析」と同じように実施することができる。そして、前記前立腺基
底細胞の検出の後に、前立腺基底細胞の存在、減少又は消失を確認する。
　本発明の前立腺基底細胞の存在、減少又は消失の確認方法においては、ＴＲＩＭ２９タ
ンパク質の発現を免疫組織染色により可視化することにより、基底細胞の形態及び前立腺
の腺組織構造の形態と、ＴＲＩＭ２９タンパク質の発現との関係を観察することが可能で
あり、確実に腺組織構造の一部を構成する前立腺基底細胞の存在、減少又は消失を確認す
ることが可能である。
【００２９】
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　例えば、組織切片上において、前立腺基底細胞の存在、減少又は消失を確認する場合、
正常前立腺組織の基底細胞におけるＴＲＩＭ２９タンパク質の発現量と比較して、被検試
料のＴＲＩＭ２９タンパク質の「存在」、「減少」又は「消失」を蛍光顕微鏡下、又は光
学顕微鏡下における可視化したＴＲＩＭ２９タンパク質の発現量を目視によって判定する
ことができる。また、カメラ等で撮影したイメージ中の発色、発光、蛍光、又は放射線な
どのシグナルを、機械的に可視化し、そのＴＲＩＭ２９タンパク質の発現量を解析するこ
とができる。かかる方法によれば、被検試料のＴＲＩＭ２９タンパク質の「存在」、「減
少」、又は「消失」を、イメージを肉眼で見ることによって判断することもでき、また上
記シグナルを機械的に数値化して判断することも可能である。
　例えば、正常前立腺組織の基底細胞におけるＴＲＩＭ２９タンパク質の発現量と比較し
て、被検試料のＴＲＩＭ２９タンパク質の量が同等の場合、該被検試料において前立腺基
底細胞が「存在」していると判断することができる。また被検試料のＴＲＩＭ２９タンパ
ク質の量がほとんど検出できない場合、前立腺基底細胞は「消失」していると判断できる
。また、被検試料のＴＲＩＭ２９タンパク質の量が「存在」と「消失」の中間の量の場合
、前立腺基底細胞が「減少」していると判断することができる。
【００３０】
《前立腺がん》
　前立腺がんの場合、前立腺基底細胞が完全に消失したり、一部を残して減少している。
従って、本発明の前立腺基底細胞の検出方法、及び前立腺基底細胞の存在、減少又は消失
の確認方法によって、前立腺がんの診断、又は確定診断を行うことが可能である。
【００３１】
［３］免疫組織染色キット
　本発明の前立腺基底細胞の検出用免疫組織染色キットは、抗ＴＲＩＭ２９抗体を含むも
のである。本発明の免疫組織染色キットは、前記前立腺基底細胞の検出方法、前立腺基底
細胞の存在、減少又は消失の確認方法、および前立腺がんの診断方法に用いることができ
る。
　本発明の免疫組織染色キットは、ＴＲＩＭ２９に特異的に結合する抗体もしくはその抗
原結合部位を有する断片（抗原結合断片）が、所望の形態で含まれていることが好ましい
。抗ＴＲＩＭ２９抗体としては、「［１］前立腺基底細胞の検出方法」に記載の抗ＴＲＩ
Ｍ２９抗体を用いることができる。すなわち、モノクローナル抗体及びポリクローナル抗
体のいずれであってもよい。抗体断片としては、ＴＲＩＭ２９への特異的結合能を有する
もの、すなわち抗原結合部位を有するもの（抗原結合断片）であれば特に限定されるもの
ではない。かかる抗体断片としては、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、又は
Ｆｖを用いることができる。
【００３２】
　更に、本発明の前立腺基底細胞の検出用免疫組織染色キットは、抗サイトケラチン抗体
及び／又は抗ｐ６３抗体を含むことが好ましい。抗サイトケラチン抗体及び抗ｐ６３抗体
も、「［１］前立腺基底細胞の検出方法」に記載の抗サイトケラチン抗体及び抗ｐ６３抗
体、又はその抗原結合部位を有する断片（抗原結合断片）を用いることができる。
　更に本発明の前立腺基底細胞の検出用免疫組織染色キットは、酵素としては、ペルオキ
シダーゼ、アルカリフォスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、又はグルコースオキ
シダーゼ等を含んでもよい。また、蛍光物質として、フルオレセインイソチアネート又は
希土類金属キレート等を含んでもよい。また、放射性同位体として、３Ｈ、１４Ｃ、又は
１２５Ｉ等を含んでもよい。なお、本発明に係るキットでは、その他の標識物質として、
ビオチン、アビジン、又は化学発光物質等を用いてもよい。また、本発明のキットは、酵
素又は化学発光物質に対する適当な基質等を含んでいてもよい。
【００３３】
　また、本発明のキットは、前立腺基底細胞の検出用であることを明記した使用説明書を
含んでいてもよい。前立腺基底細胞の検出用である旨の記載は、キットの容器に付されて
いてもよい。また、前立腺がんの診断、又は確定診断に用いることが記載されていてもよ
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【００３４】
　前記抗ＴＲＩＭ２９抗体は、前立腺基底細胞の検出用免疫組織染色キットの製造のため
に使用することができる。また、前記抗サイトケラチン抗体は、前立腺基底細胞の検出用
免疫組織染色キットの製造のために使用することができる。更に、抗ｐ６３抗体は前立腺
基底細胞の検出用免疫組織染色キットの製造のために使用することができる。
【実施例】
【００３５】
　以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定する
ものではない。
【００３６】
《実施例１》
　本実施例では、抗ＴＲＩＭ２９抗体を使用した前立腺組織（正常及びがん）の免疫組織
染色を行った。北海道大学大学院医学研究科病理学講座腫瘍病理学分野に保管及び管理さ
れている１６検体の前立腺標本を用いて、免疫組織染色を行った。解析に供した前立腺標
本の概要を表１に示す。前立腺癌を有する１５検体および前立腺上皮内腫瘍（Prostatic 
Intraepithelial Neoplasia: PIN）を有する１検体を解析した。
【００３７】
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【表１】

【００３８】
（１）抗ＴＲＩＭ２９ウサギポリクローナル抗体による染色
　１次抗体として抗ＴＲＩＭ２９ウサギポリクローナル抗体（サンタクルーズ社製ＡＴＤ
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Ｃ（Ｈ－３００）ＳＣ－３３１５１）を、希釈液（１％ＢＳＡを含んだＰＢＳ）で２００
倍に希釈し、それぞれの組織切片に添加した。１次反応は、３７℃、３０分で行った。洗
浄液（ＰＢＳ）で、３回洗浄後、２次抗体として、ペルオキシダーゼ標識された抗ウサギ
抗体を含む試薬（Ｄａｋｏ　ＲＥＡＬＴＭＥｎｖｉｓｉｏｎＴＭ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　
Ｒｅａｇｅｎｔ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　ｒａｂｂｉｔ／ｍｏｕｓｅ）を組織切片に添加
した。２次反応は、室温、３０分で行った。洗浄液で３回洗浄後、発色液（Ｄａｋｏ社Ｒ
ＥＡＬＴＭＤＡＢ＋ＣＨＲＯＭＯＧＥ　Ｎ）で発色反応を行った。
【００３９】
（２）抗サイトケラチンモノクローナル抗体による染色
　更に１次抗体として、抗サイトケラチンモノクローナル抗体である３４βＥ１２を用い
て、前立腺組織（正常及びがん）の免疫組織染色を行った。２００倍に希釈した抗ＴＲＩ
Ｍ２９ウサギポリクローナル抗体に代えて、１％ＢＳＡにて２倍希釈した３４βＥ１２（
Ｈ１２０５ニチレイ抗高分子サイトケラチンモノクローナル抗体）を用いたことを除いて
は、前記（１）の操作を繰り返した。
【００４０】
　上記（１）及び（２）の免疫組織染色の結果の一部を図１に示す。抗ＴＲＩＭ２９抗体
は正常前立腺組織の腺細胞の周囲に存在する基底細胞を特異的に染色することが判明した
。前立腺がん組織において、抗ＴＲＩＭ２９抗体によって染色される細胞及び組織が減少
もしくは消失することが判明した。これらの結果は、３４βＥ１２を用いて免疫組織染色
を行った場合と同等であった。また、３４βＥ１２及び抗ＴＲＩＭ２９抗体を重複して使
用することで前立腺がんの診断の信頼度を高めることができる。
【００４１】
《実施例２》
　本実施例では、１次抗体として抗ＴＲＩＭ２９マウスモノクローナル抗体（抗ＡＴＤＣ
（Ａ－５）抗体）（ｓｃ－１６６７１８）を用いて、正常前立腺の免疫組織染色を行った
。
　１次抗体として、抗ＴＲＩＭ２９マウスモノクローナル抗体Ａ５を用い、２次抗体とし
て、抗マウスＩｇＧ二次抗体を用いたこと、並びに検体として正常前立腺組織のみを用い
たことを除いては、実施例１（１）の操作を繰り返した。
　図２に示すように、非特異的な染色が無く、基底細胞が明瞭に染色された。
【００４２】
《実施例３》
　本実施例では、抗ＴＲＩＭ２９マウスモノクローナル抗体（抗ＡＴＤＣ（Ａ－５）抗体
）（ｓｃ－１６６７１８）及び抗サイトケラチンモノクローナル抗体を用いて、正常前立
腺の免疫組織染色を行った。
　抗ＴＲＩＭ２９マウスモノクローナル抗体については、実施例２の操作を、抗サイトケ
ラチンモノクローナル抗体については、正常前立腺組織のみを用いたことを除いては、実
施例１（２）の操作を繰り返した。
　図３に示すように、抗ＴＲＩＭ２９マウスモノクローナル抗体と抗サイトケラチンモノ
クローナル抗体とによる染色は、非常に似たものであるが、２つの免疫染色を組み合わせ
ることにより、確実に前立腺基底細胞を確認することができた。
【００４３】
　また、実施例１～３の免疫組織染色の結果を解析したところ、前立腺癌の全例に関して
、癌組織部分においてはＴＲＩＭ２９の発現が消失していた。一方、前立腺上皮内腫瘍に
関しては、正常前立腺と同じように基底細胞部分でＴＲＩＭ２９の発現が認められた。こ
れらの結果を表２に示す。
【００４４】
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【表２】

【産業上の利用可能性】
【００４５】
　本発明の前立腺基底細胞の検出方法は、前立腺の組織学的な研究に用いることができる
。本発明の前立腺基底細胞の存在、減少又は消失の確認方法によれば、前立腺がんの確定
診断を行うことができる。また、サイトケラチンの発現の分析を併用することにより、更
に正確に前立腺がんの確定診断を行うことができる。

【図１】

【図２】

【図３】



(14) JP WO2014/098135 A1 2014.6.26

【配列表】
2014098135000001.app



(15) JP WO2014/098135 A1 2014.6.26

10

20

30

40

【国際調査報告】



(16) JP WO2014/098135 A1 2014.6.26

10

20

30

40



(17) JP WO2014/098135 A1 2014.6.26

10

20

30

40



(18) JP WO2014/098135 A1 2014.6.26

10

20

30

40



(19) JP WO2014/098135 A1 2014.6.26

10

20

30

40



(20) JP WO2014/098135 A1 2014.6.26

10

20

30

40



(21) JP WO2014/098135 A1 2014.6.26

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   　　　　                                Ｃ０７Ｋ   16/28     　　　　        　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,
BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,H
R,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG
,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,
UA,UG,US

（出願人による申告）平成２３年度、文部科学省、科学技術試験研究委託事業、産業技術力強化法第１９条の適
用を受ける特許出願

(72)発明者  田中　伸哉
            北海道札幌市北区北８条西５丁目　国立大学法人北海道大学内
Ｆターム(参考) 2G045 AA24  AA26  AA29  BA13  BA14  BB25  CB01  CB02  DA36  FA16 
　　　　 　　        FA18  FA19  FB01  FB03  FB08  FB12  FB13  GC12  GC15 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA30  BA10  CA40  DA76  EA54  FA72  FA74 

（注）この公表は、国際事務局（ＷＩＰＯ）により国際公開された公報を基に作成したものである。なおこの公表に
係る日本語特許出願（日本語実用新案登録出願）の国際公開の効果は、特許法第１８４条の１０第１項(実用新案法 
第４８条の１３第２項）により生ずるものであり、本掲載とは関係ありません。



专利名称(译) 检测前列腺基底细胞的方法

公开(公告)号 JPWO2014098135A1 公开(公告)日 2017-01-12

申请号 JP2014553182 申请日 2013-12-18

[标]申请(专利权)人(译) 国立大学法人北海道大学
LSIP基金运营联合公司

申请(专利权)人(译) 国立大学法人北海道大学
LSIP基金管理公司联合

[标]发明人 畠山鎮次
田中伸哉

发明人 畠山 鎮次
田中 伸哉

IPC分类号 G01N33/574 G01N33/53 G01N33/48 C07K16/28

CPC分类号 G01N33/57434 C07K16/18 G01N2333/435 G01N2333/4703 G01N2333/4742 G01N2333/4748

FI分类号 G01N33/574.ZNA.D G01N33/53.D G01N33/53.Y G01N33/574.A G01N33/48.P C07K16/28

F-TERM分类号 2G045/AA24 2G045/AA26 2G045/AA29 2G045/BA13 2G045/BA14 2G045/BB25 2G045/CB01 2G045
/CB02 2G045/DA36 2G045/FA16 2G045/FA18 2G045/FA19 2G045/FB01 2G045/FB03 2G045/FB08 
2G045/FB12 2G045/FB13 2G045/GC12 2G045/GC15 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045
/CA40 4H045/DA76 4H045/EA54 4H045/FA72 4H045/FA74

代理人(译) 田中，三夫
山崎 宏
富田健二

优先权 2012277980 2012-12-20 JP

其他公开文献 JP6381034B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明的一个目的是提供一种通过搜索在前列腺基底细胞中特异性表达
的分子并分析该分子来检测前列腺基底细胞的方法。 上述问题可以通过
检测前列腺基底细胞的方法来解决，该方法包括通过免疫组织染色使
TRIM29（含三方基序的蛋白质29）蛋白在前列腺基底细胞中的表达可视
化。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/9236e548-efa9-4f58-91c3-ab18128fc478
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/050978455/publication/JPWO2014098135A1?q=JPWO2014098135A1

