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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験者がグレード２～４の神経膠腫を患っている可能性を試験する方法であって、
　（１）被験者由来の血液サンプル中のビメンチンを検出する工程、及び、
　（２）工程（１）の検出結果を、ビメンチンが検出された場合、被験者がグレード２～
４の神経膠腫を患っている可能性が高いという基準と比較する工程
を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　グレード２～４の神経膠腫がグレード４の神経膠腫である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　グレード２～４の神経膠腫が膠芽腫である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　被験者が、グレード２～４の神経膠腫が疑われている者である、請求項１～３のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項５】
　被験者が、グレード２～４の神経膠腫が疑われていない者である、請求項１～３のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項６】
　血液サンプルが血清サンプルである、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
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　ビメンチンをＥＬＩＳＡ法で検出する、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　ＥＬＩＳＡ法がサンドイッチＥＬＩＳＡ法である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　ビメンチンからなる、グレード２～４の神経膠腫検出用の血中マーカー。
【請求項１０】
　グレード２～４の神経膠腫がグレード４の神経膠腫である、請求項９に記載の血中マー
カー。
【請求項１１】
　グレード２～４の神経膠腫が膠芽腫である、請求項１０に記載の血中マーカー。
【請求項１２】
　グレード２～４の神経膠腫の発症を予測するためのキットであって、
　血液サンプル中のビメンチンを検出する試薬、及び、
　ビメンチンが検出された場合、被験者がグレード２～４の神経膠腫を患っている可能性
が高いという基準を記載した説明書
を含むことを特徴とするキット。
【請求項１３】
　ビメンチンを検出する試薬がビメンチン抗体を含む、請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
　ビメンチンを検出する試薬がＥＬＩＳＡ法で用いられる試薬を更に含む、請求項１３に
記載のキット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、被験者における神経膠腫の発症を予測する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　神経膠腫（glioma）は脳に発生する悪性腫瘍の一つであり、全頭蓋内腫瘍の約２５％を
占めている。
　神経膠腫には多様な種類が存在するが、世界保健機関（ＷＨＯ）による分類が世界的に
用いられている（非特許文献１）。ＷＨＯ分類は悪性度に基づいており、各神経膠腫がグ
レード１（悪性度が最も低い）～グレード４（悪性度が最も高い）に分類されている。そ
して各神経膠腫の治療方針も、このグレードに基づいて定められている。
　神経膠腫のなかには悪性度が高く予後が悪いもの（例えば、グレード４に分類される膠
芽腫は５年生存率が１０％以下である）があるので、神経膠腫であることを正確に判定し
、神経膠腫に適した治療を開始することが患者の予後にとって重要である。
【０００３】
　神経膠腫の確定診断には、ＣＴやＭＲＩ等の画像診断と、画像診断により神経膠腫が疑
われている被験者から採取した脳組織を病理医が顕微鏡で観察する病理組織検査とが用い
られている。
　しかしながら、病理組織検査は複雑な免疫組織化学染色操作を必要とするため、結果を
得るまでに時間がかかる。また脳組織の採取は被験者に対する侵襲性が大きく危険性も少
なくないため、脳組織の採取が行えない場合もある。
　画像診断では、神経膠腫とは異なる疾患である転移性脳腫瘍や悪性リンパ腫との鑑別が
困難であることが少なくない。また造影剤を使用し検査時間が長い画像診断は、小児や全
身状態の悪い被検者で頻繁に行うことが困難である。
　これらの課題を解決すべく、採取が容易な血液に含まれる腫瘍マーカーの探索が行われ
、幾つかの神経膠腫マーカーが報告されている（非特許文献２）。
　本発明が採用するビメンチンについては、結腸癌等の結腸新生物を検出するためのマー
カーとして使用できること（特許文献１）や、転移性脳腫瘍を診断するためのマーカーと
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して使用できること（特許文献２）が報告されている。なお、神経膠腫は転移性脳腫瘍に
分類されるものではない。更にビメンチンについては、免疫組織化学的研究に基づき、中
枢神経における未熟神経膠細胞で発現することと、その発現増強が神経膠腫の悪性度に相
関することが報告されている（非特許文献３）。しかし、ビメンチンが血液等の細胞外に
存在することは知られていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】国際公開第２００５／０１７２０７号
【特許文献２】韓国公開特許第１０－２０１４－０１０８９１０号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Acta Neuropathol (2007) 114:97-109
【非特許文献２】Neuro-Oncology 17(3), 343-360, 2015
【非特許文献３】脳神経 (1987) 39: 579-585
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　これまでに報告されている血液中の神経膠腫マーカーは感度及び特異度が低いため、臨
床応用には至っていない。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者等は、被験者に対する侵襲性や危険性が低く、簡便、迅速かつ正確に神経膠腫
の発症を予測できる手段について鋭意検討したところ、被験者の血液中のビメンチンの存
在が膠芽腫の発症と関連していることを見いだした。本発明はこの知見に基づいてなされ
たものである。
【０００８】
　すなわち、本発明は下記〔１〕～〔１６〕に関するものである。
〔１〕被験者における神経膠腫の発症を予測する方法であって、
　（１）被験者由来の血液サンプル中のビメンチンを検出する工程、及び、
　（２）ビメンチンが検出された場合、被験者が神経膠腫を患っている可能性が高いと予
測する工程
を含むことを特徴とする方法。
〔２〕神経膠腫がグレード２～４の神経膠腫である、前記〔１〕に記載の方法。
〔３〕神経膠腫がグレード４の神経膠腫である、前記〔２〕に記載の方法。
〔４〕神経膠腫が膠芽腫である、前記〔３〕に記載の方法。
〔５〕被験者が、神経膠腫が疑われている者である、前記〔１〕～〔４〕のいずれか１項
に記載の方法。
〔６〕被験者が、神経膠腫が疑われていない者である、前記〔１〕～〔４〕のいずれか１
項に記載の方法。
〔７〕血液サンプルが血清サンプルである、前記〔１〕～〔６〕のいずれか１項に記載の
方法。
〔８〕ビメンチンをＥＬＩＳＡ法で検出する、前記〔１〕～〔７〕のいずれか１項に記載
の方法。
〔９〕ＥＬＩＳＡ法がサンドイッチＥＬＩＳＡ法である、前記〔８〕に記載の方法。
〔１０〕ビメンチンからなる、神経膠腫検出用の血中マーカー。
〔１１〕神経膠腫がグレード２～４の神経膠腫である、前記〔１０〕に記載の血中マーカ
ー。
〔１２〕神経膠腫がグレード４の神経膠腫である、前記〔１１〕に記載の血中マーカー。
〔１３〕神経膠腫が膠芽腫である、前記〔１２〕に記載の血中マーカー。
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〔１４〕神経膠腫の発症を予測するためのキットであって、
　血液サンプル中のビメンチンを検出する試薬、及び、
　ビメンチンが検出された場合、被験者が神経膠腫を患っている可能性が高いと予測する
ことを記載した説明書
を含むことを特徴とするキット。
〔１５〕ビメンチンを検出する試薬がビメンチン抗体を含む、前記〔１４〕に記載のキッ
ト。
〔１６〕ビメンチンを検出する試薬がＥＬＩＳＡ法で用いられる試薬を更に含む、前記〔
１５〕に記載のキット。
【発明の効果】
【０００９】
　後述する実施例に示されるように、本発明は被験者に対する侵襲性や危険性が低い手段
により入手可能な血液を用いて神経膠腫の発症を簡便、迅速かつ正確に予測することがで
きる。したがって、本発明を用いることにより、画像診断で神経膠腫が疑われている被験
者に対しては迅速かつ正確な神経膠腫の診断が可能になる。また本発明により、通常の健
康診断の際に神経膠腫の検査を行うことも可能になる。
　更に本発明によって得られる予測結果は、神経膠腫治療の効果判定や、治療後の再発判
定にも利用することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】図１は、健常者（グループ０）、グレード２の神経膠腫患者（グループ２）、グ
レード３の神経膠腫患者（グループ３）及びグレード４の神経膠腫患者（グループ４）に
由来する血清サンプル中のビメンチン濃度を示す図である。
【図２】図２は、健常者（グループ０）及び神経膠腫患者（グループ２～４）に由来する
血清サンプル中のビメンチン濃度を示す図である。
【図３】図３は、健常者（グループ０）と神経膠腫患者（グループ２～４）のデータを用
いて作成した、血清ビメンチン濃度に関するROC曲線である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明を更に詳細に説明する。
　本発明の、被験者における神経膠腫の発症を予測する方法は、下記の工程：
　（１）被験者由来の血液サンプル中のビメンチンを検出する工程、及び、
　（２）ビメンチンが検出された場合、被験者が神経膠腫を患っている可能性が高いと予
測する工程
を含んでいる。
【００１２】
〔工程（１）〕
　神経膠腫（glioma）は脳に発生する悪性腫瘍の一つである。脳腫瘍は原発性脳腫瘍と転
移性脳腫瘍とに大別されるところ、神経膠腫は原発性脳腫瘍に分類される。
　悪性度に基づくＷＨＯ分類によれば、神経膠腫はグレード１（悪性度が最も低い）～グ
レード４（悪性度が最も高い）に分類されている。
　グレード１の神経膠腫としては、毛様細胞性星細胞腫や上衣下巨細胞性星細胞腫等が挙
げられる。
　グレード２の神経膠腫としては、びまん性星細胞腫、乏突起膠腫や乏突起星細胞腫等が
挙げられる。
　グレード３の神経膠腫としては、退形成性星細胞腫、退形成性乏突起膠腫や退形成性乏
突起星細胞腫等が挙げられる。
　グレード４の神経膠腫としては、膠芽腫（glioblastoma）や膠肉腫等が挙げられる。
　本発明は、いずれのグレードの神経膠腫にも適用可能であるが、好適にはグレード２～
４の神経膠腫に、特に好適にはグレード４の神経膠腫に適用可能である。
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【００１３】
　膠芽腫は神経膠細胞から発生する神経膠腫である。ＷＨＯ分類では、グレード４に分類
されている悪性度の高い神経膠腫である。膠芽腫は、４５～６５歳の男性の大脳半球で多
く発生することや、症状として頭痛、痙攣、性格変化、認知症や運動麻痺などがあること
や、悪性度が高いため症状の進行が早いことが知られている。
【００１４】
　被験者は、神経膠腫を発症する可能性のあるあらゆる動物が含むが、好ましくは哺乳動
物、特に好ましくはヒトである。
　被験者は、公知の神経膠腫の検査手段（例えば、ＣＴやＭＲＩ等）により神経膠腫が疑
われている者であってもよく、神経膠腫が疑われていない者（例えば、通常の健康診断を
受ける者）であってもよい。
　また、被験者の性別や年齢は問わない。
【００１５】
　被験者由来の血液サンプルの調製は、当該技術分野で一般的に用いられている手法を特
に制限なく用いて行うことができる。
　血液サンプルは、被験者から採取した血液をそのまま使用してもよいが、被験者から採
取した血液を加工したもの（例えば、血清や血漿等）を使用することが好ましい。ビメン
チンをより正確かつ迅速に測定できる点で、血清サンプルを用いることが好ましい。
　血清サンプルの調製は、当該技術分野で一般的に用いられている手法を特に制限なく用
いて実施できる。例えば、被験者から血液（例えば静脈血）を採取し、これを室温下で静
置（例えば３０分間）した後、遠心分離（例えば３５００ｒｐｍで１０分間）することで
調製できる。調製した血清サンプルは、本発明の方法に使用するまで凍結保存（例えば－
８０℃）してもよい。
【００１６】
　ビメンチン（vimentin）は、主に間葉系細胞の細胞質に存在する公知の細胞骨格タンパ
ク質（III型中間系フィラメント）である。ビメンチンは、現在、免疫組織化学染色で広
範に用いられているが、血液等の細胞外に存在することは知られていない。
【００１７】
　血液サンプル中のビメンチンの検出は、当該技術分野で一般的に用いられており、かつ
、血液に適用可能なビメンチン検出方法や定量方法を特に制限なく用いて実施できる。具
体例としては、ビメンチン特異的抗体を用いたＥＬＩＳＡ法（Enzyme-Linked ImmunoSorb
ent Assay、酵素結合免疫吸着検定法）があり、これはビメンチンに対する特異性が高く
かつ定量性に優れている。
　したがって、工程（１）は、当該技術分野で公知であり、血液に適用可能なビメンチン
検出手段、例えばビメンチン抗体を含むビメンチン検出キット、好ましくはビメンチン用
ＥＬＩＳＡキットを用いて実施することができる。
【００１８】
　工程（１）に好適なＥＬＩＳＡ法としては、サンドイッチ法や直接吸着法が挙げられる
。ビメンチンに対する特異性が高い点でサンドイッチＥＬＩＳＡ法が好ましい。
　例えば、サンドイッチＥＬＩＳＡ法は下記の工程で行うことができる。

　１．ビメンチン抗体（捕獲抗体）を固相に吸着させる。
　２．固相をブロッキングする。
　３．被検者由来の血液サンプルを固相へ添加して、捕獲抗体とビメンチンとのコンジュ
ゲートを形成させる。
　４．ビオチン標識されたビメンチンに対する抗体（一次抗体）を固相へ添加して、捕獲
抗体とビメンチンと一次抗体とのコンジュゲートを形成させる。
　５．アビジン標識された酵素を添加して、捕獲抗体とビメンチンと一次抗体と酵素との
コンジュゲートを形成させる。
　６．酵素基質を添加して、酵素反応生成物を検出する。
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　サンドイッチＥＬＩＳＡ法で用いる一次抗体は、捕獲抗体が認識するエピトープとは異
なるエピトープを認識するビメンチンに対する抗体である。

　サンドイッチＥＬＩＳＡ法を用いてビメンチンを測定するキットは市販されており（例
えば、商品名：Vimentin ELISA Kit（Uscn Life Science Inc., Wuhan, China））、これ
らの市販品を特に制限なく工程（１）に用いることができる。
【００１９】
　血液サンプル中のビメンチンは、ＥＬＩＳＡ法以外の方法で検出してもよい。具体例と
しては、マイクロ流路を利用した方法、ウエスタンブロット法、ドットブロット法、オク
タロニー法や、免疫沈降法等が挙げられる。
【００２０】
〔工程（２）〕
　工程（２）では、工程（１）で測定された血液サンプル中のビメンチンの存否に基づい
て、被験者が神経膠腫を患っている可能性を予測する。具体的には、ビメンチンが検出さ
れた場合、被験者が神経膠腫を患っている可能性が高いと予測する
【００２１】
　本発明にしたがい得られた予測結果は、下記の様に利用することができる。
　本発明を、ＣＴやＭＲＩ等の画像診断により神経膠腫が疑われている被験者に対して実
施した場合、本発明により得られた予測結果を他の神経膠腫の診断基準（病理組織検査結
果等）と組み合わせることにより、より迅速かつ正確な確定診断を行うことができる。ま
た、被験者の健康状態等により脳組織の採取が困難な場合には、本発明による予測結果を
より有効に活用することができる。
　本発明を、神経膠腫が疑われていない者（例えば、通常の健康診断を受ける者）に対し
て実施した場合、本発明にしたがって得られた予測結果を用いて、神経膠腫に関する二次
検査（精密検査）の要否を判定することができる。したがって、被験者に対する侵襲性及
び危険性が低い血液サンプルを用い、かつ、簡便な手段で実施できる本発明を用いること
で、従来は行われていなかった神経膠腫の検査を通常の健康診断における検査項目とする
ことができる。
　更に、神経膠腫の治療を受けた被検者に由来する血液サンプルを用いた場合、本発明に
したがい得られた予測結果を、治療の効果判定や、治療後の再発判定に利用できる。
【００２２】
　前記の予測方法は、ビメンチンからなる神経膠腫検出用の血中マーカーとして把握する
ことができる。この血中マーカーは、被験者における神経膠腫の発症の予測又は検出のた
めに使用できる。
【００２３】
　更に本発明は、前記の神経膠腫の予測方法を行うためのキットに関する。このキットは
、血液サンプル中のビメンチンを検出する試薬と、ビメンチンが検出された場合に被験者
が神経膠腫を患っている可能性が高いと予測することを記載した説明書とを含む。
　ビメンチンを検出する試薬としては、ビメンチンを検出し定量するために当該技術分野
で一般的に用いられており、かつ、血液に適用可能なものを特に制限なく用いることがで
きる。具体例としては、ビメンチン特異的抗体が挙げられる。
　本発明のキットは、好ましくは、前記のＥＬＩＳＡ法、特にサンドイッチＥＬＩＳＡ法
を用いる。この場合のキットは、ＥＬＩＳＡ法で用いられる試薬（例えば、サンドイッチ
ＥＬＩＳＡ法で用いられる固相ブロッキング剤、ビメンチン抗体（捕獲抗体）、一次抗体
、酵素や、酵素基質等）を含むことができる。
【００２４】
　次に実施例により本発明の効果を具体的に説明するが、本発明は実施例に限定されるも
のではない。
【実施例】
【００２５】
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〔実施例１〕
　ＷＨＯ分類でグレード２～４の神経膠腫患者及び健常者に由来する血液サンプル中のビ
メンチン濃度を測定して、比較した。
（１）被験者
　被験者を下記のグループに分類した。
〔グループ０〕
健常者ボランティア：９名

〔グループ２〕
グレード２の神経膠腫：６名
内訳：
　びまん性星細胞腫：1名
　乏突起膠腫：5名

〔グループ３〕
グレード３の神経膠腫：８名
内訳：
　退形成性乏突起膠腫：8名

〔グループ４〕
グレード４の神経膠腫：１５名
内訳：
　膠芽腫：15名
【００２６】
　グループ２～４の各被験者は、2013年5月～2014年6月の間に東京女子医大脳神経外科で
開頭腫瘍摘出術又は生検術を受け、採取された脳組織の病理検査より各疾患に対する診断
が確定した者であった。
【００２７】
（２）血液サンプルの調製
　各被験者から静脈血を採取し、室温下で３０分間静置した後、遠心分離（３５００ｒｐ
ｍで１０分間）することによって血清サンプルを調製した。調製した血清サンプルは、ビ
メンチンを測定するまで凍結保存（－８０℃）した。
【００２８】
（３）ビメンチンの測定
　凍結保存した血清サンプルを４℃で解凍した。次いで、市販のビメンチン測定キット（
商品名：Vimentin ELISA Kit（Uscn Life Science Inc., Wuhan, China））を用い、キッ
ト添付のプロトコルに従いサンドイッチＥＬＩＳＡを行い、血清サンプル中のビメンチン
濃度を測定した。
　測定結果を図１に示す。グループ０のビメンチン濃度は検出限界濃度（７．８ｎｇ／ｍ
ｌ）未満であったため、０ｎｇ／ｍｌとした。
【００２９】
　各グループの血清ビメンチン濃度の平均値は以下の通りであった。
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【００３０】
　各グループ間の血清ビメンチン濃度をStudent-t testを用いて統計学的に評価した。結
果を以下の表に示す。
【００３１】
Student-t testでのペアごとの比較

【００３２】
　この統計学的評価結果はグループ２、グループ３、グループ４のそれぞれの血清ビメン
チン濃度が、グループ０（健常者）の血清ビメンチン濃度に対して有意差（p<0.05）があ
ることを示している。
【００３３】
　グループ２～４を神経膠腫患者としてまとめてプロットしたものを図２に示す。
【００３４】
　健常者と神経膠腫患者との間の血清ビメンチン濃度をStudent-t testを用いて統計学的
に評価した。結果を以下の表に示す。
【００３５】
Student-t testでのペアごとの比較

【００３６】
　この統計学的評価結果はグループ２～４の神経膠腫患者の血清ビメンチン濃度が、グル
ープ０（健常者）の血清ビメンチン濃度に対して有意差（p<0.05）があることを示してい
る。
【００３７】
　上記の結果より、血清サンプル中のビメンチンの存在を指標として、神経膠腫と健常者
とを識別できることが理解される。
【００３８】
　次に、健常者（グループ０）と神経膠腫患者（グループ２～４）の血清ビメンチン濃度
のデータを用いてROC曲線を作成した（図３）。ROC曲線は検査の信頼度を示す。ROC曲線
において、Y軸の「感度（真陽性率）」は神経膠腫に罹患している集団に対して検査を行
ったとき陽性（異常値）を示す割合を示し、X軸の「1-特異度（偽陽性率）」は神経膠腫
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でない健常者（陰性）を陽性として検出してしまう割合を示す。したがって、ある検査法
のROC曲線の曲線下面積（AUC）が1に近いほど、当該検査法の信頼性は高くなる。実施例
１のROC曲線のAUCは０．８８であった。この結果より、血中ビメンチンの存在を指標とす
る本発明は、神経膠腫の発症予測に関して信頼性の高い方法であることが理解される。
【産業上の利用可能性】
【００３９】
　神経膠腫の発症を予測できる本発明は、神経膠腫の診断に利用することができる。

【図１】 【図２】
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【図３】
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