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研究成果の概要（和文）：難治疾患である悪性脳腫瘍に対してバイオマーカーは同定されていない。本研究は、
原発性脳腫瘍の中で最も高頻度かつ高悪性度の膠芽腫の診断を迅速・簡便・確実に可能とする血液バイオマーカ
ーの開発を目的とした。革新型プロテオミクス法による膠芽腫および健常血漿内タンパクの比較定量を行った。
962種類のタンパクを同定し、両者間で有意差を認め新規性の高い5種類の分子を抽出した。膠芽腫において高値
を示したα-1-antichymotripsinとcompliment component C9、低値を示したgelsolin、Ig α-1 chain C 
region、apolipoprotein A-IVである。

研究成果の概要（英文）：Reliable blood biomarkers could be helpful for the management of 
glioblastoma (GBM) patients. Mass spectrometry (MS)-based proteomic analysis of human clinical blood
 is a powerful tool to investigate cancer biomarkers. To identify the biomarkers for GBM, we applied
 the highly accurate and reproducible SWATH (Sequential Windowed Acquisition of all Theoretical 
fragment ions)-MS technique. Quantitative comparisons of the plasma proteomes of GBM, IDH-wildtype 
patients (n = 14) and healthy controls (n = 15) were performed. Data dependent analysis mode of 
LC-MS/MS (Liquid chromatography tandem-MS) detected total 962 species of proteins in the samples 
used. Through the SWATH analysis, we identified five biomarker candidates for GBM: up-regulated 
proteins; α-1-antichymotrypsin (SERPINA3), and complement component C9 (C9), down-regulated 
proteins; gelsolin (GSN), Ig α-1 chain C region (IGHA1), and apolipoprotein A-IV (APOA4).

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、バイオマーカーを測定することで

様々な疾病の診断や効率的な治療法の確立、
さらに個別化医療が可能となっている。しか
し、悪性グリオーマの早期診断や病勢を把握
するバイオマーカーの同定はこれまで成功
していない。悪性グリオーマの早期発見は、
手術による腫瘍細胞の摘出効率を最大限に
高め、この根治困難な疾患を克服に導く可能
性がある。また、悪性グリオーマの初期治療
後には pseudoprogression (偽再発)と呼ばれる
病態がしばしば出現し、再発との鑑別に難渋
することがある。この場合、治療方針が定ま
らず経過観察を行うが、腫瘍再発であった場
合は、再発病変に対する治療が遅れることと
なり大きな問題となっている。2 者を鑑別す
るバイオマーカーの需要は極めて高い。以上
の背景から、悪性グリオーマの早期発見を可
能にし、非再発状態や疾患の増悪を感知する
高感度かつ特異的なバイオマーカーの同定
は喫緊の課題である。 
一方で近年のプロテオミクステクノロジー
の進化が目覚ましい。プロテオミクス研究の
最先端は網羅的なタンパク質同定から包括
的定量へと移行している。特にバイオマーカ
ー探索は従来のレベルの定量精度及び再現
性とデータの完全性のレベルをはるかに凌
駕し、数千ものタンパク質の網羅的定量を可
能 に す る SWATH （ Sequential Windowed 
Acquisition of all Theoretical fragment ions）法
に注目が集まっている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は「悪性グリオーマの病勢を

反映するタンパク質が血液中に存在し、その
分子の挙動を見ることによって悪性グリオ
ーマの早期発見や病態の予測・判断が可能で
ある。」との仮説に基づき、申請者がこれま
で遂行してきた悪性グリオーマ組織の絶対
定量プロテオミクスによるタンパク発現解
析を実験的土台として、悪性グリオーマの早
期発見・病勢把握を可能にする血中のバイオ
マーカーを次世代プロテオミクス法により
同定することにある。 

 
 
３．研究の方法 
 
本研究では悪性グリオーマの代表である

膠芽腫 14 例の初発時と、コントロール群と
して健常人ボランティア 15 名の血液検体を
解析対象とする。使用した実験手法は進化型
の定量プロテオミクス SWATH 法および標的
絶対定量プロテオミクスの 2 種類である。バ
イオマーカー探索において SWATH 法は従来
法と比較して、定量精度及び再現性とデータ
の完全性のレベルをはるかに凌駕する。この
手法を用いることでバイオマーカー探索が

困難な液性検体および微量であるがために
従来法では同定すら不可能だった膜タンパ
ク質に対して極めて高感度、高精度、膨大な
タンパク定量プロファイルを短期間のうち
に得ることができる。SWATH で抽出したバ
イオマーカーの個別定量系に用いる標的絶
対定量プロテオミクスは、抗体を使用する従
来の方法とは全く異なり膜タンパクなどの
疎水性で微量にも関わらず重要な役割を担
うペプチドを fmol から amol のレベルで同
定・定量可能な次世代技術である。手順とし
て最初に各検体内のタンパクをトリプシン
消化しペプチド断片化する。Data Dependent 
Acquisition でそれぞれの検体でタンパク質の
種類を同定し、SWATH 法のためのデータベ
ースを構築した後に SWATH 法を実施した。
候補バイオマーカー分子の基準としては健
常人コントロール群よりも定量値が有意に
高い分子と低い分子を抽出し、感度と特異度
は 統 計学 的因 子 である 効 果量 と ROC 
(Receiver Operating Characteristic) 曲 線 の
AUC (Area Under the Curve) 値で判定した。 
 
４．研究成果 
 
使用した血液検体から 962 種類のタンパク

分子を同定し、その中で膠芽腫症例群と健常
群で有意差を認め新規性の高い 5 種類の分子
を同定した（下図）。抽出された 5 分子とは、
健常人と比べ膠芽腫症例において高値を示
した SERPINA3（alpha-1-antichymotripsin）、
C9（compliment component C9）と、逆に低値
を示した GSN（gelsolin）、IGHA1（Ig alpha-1 
chain C region）、APOA4（apolipoprotein A-IV）
である。これらの分子は膠芽腫のバイオマー
カーとして新規性が高いことから特許申請
を行った（特願 2017-233838）。 

今後、これらの分子の中から、単一あるい
は適切な組合せにより、感度・特異度の高い
バイオマーカーセットを決定したい。また、
マーカー候補分子の定量値と膠芽腫症例の
年齢、性別、受診時全身状態、腫瘍体積、腫
瘍摘出率、治療法、無増悪生存期間、全生存
期間などの臨床情報との相関関係を統計学
的に解析することで再発診断マーカーとし
てのみでなく代替マーカー・患者層別マーカ
ー・予後マーカー・予測マーカー・他疾患除



外マーカーとして有用であるかについても
追求する。さらにマーカー候補分子の妥当性
をさらに多面的に検証するため、マーカー分
子の産生細胞を同定し、機能性分子や分泌性
分子であるかを分子生物学的基礎実験で確
認する。将来的には、選別された有力なバイ
オマーカーについて、一般化し臨床現場にお
いて実用化するため、ELISA（enzyme-linked 
immunosorbent assay）定量系を確立し質量分
析診断キットの開発を目指す（下図）。 

本プロジェクトの成功は悪性グリオーマ
の臨床を根本的に変え、治療法のパラダイム
シフトに至る可能性がある。早期診断マーカ
ーとして有用であることが判明すれば、定期
的な健康診断において本マーカーを加える
ことで無症候性の悪性グリオーマ症例を的
確に発見でき、早期の治療介入が可能となる。
ま た 病 勢 反 映 マ ー カ ー と し て
pseudoprogression と早期の再発を的確に鑑別
するのみならず、わずかな再発を簡便に発見
することができれば、再発病変に対して早期
に治療が開始できる。腫瘍の増大進展が進行
する前の検知は予後の改善に直結するのみ
ならず、進展病変には無効であっても小病変
には有効な新規治療法の確立にも貢献し、さ
らなる治療成績改善に貢献すると思われる。 
近年、がんのシステムズバイオロジー研究が
盛んである。悪性グリオーマ血液検体におけ
るタンパクの定量値情報は必要かつ重要な
情報となると考えられる。今回新たに得られ
るタンパクの発現量データはがんや創薬の
新たな研究領域の展開に寄与すると期待さ
れる。また、本研究により得られる定量値に
よって、悪性グリオーマのみならずがんや炎
症など他疾患における病態分子機構の解明
研究発展を飛躍的に加速する可能性がある。 
申請者が用いる SWATH 法によるバイオマー
カー探索研究は黎明期で本法のがん領域へ
の応用は現時点でわずかで、本邦からの報告
は皆無である。この先駆的技術を応用し、悪
性脳腫瘍のバイオマーカーを同定すること
は他の難治がんのバイオマーカー同定の普
遍的方法論として確立され、がん全体の診
断・治療の発展にも大いに貢献すると期待さ
れる。 
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