
(57)【要約】

本発明は、COBASORB試験と名付けた新規方法に関係し、

それは、ヒトにおけるコバラミン吸収不良が原因の試験

に使用し得る。COBASORB試験は、別々に、連続的にまた

はランダムな順序および数で行い得る３つに別れた試験

(第一、第二および第三の試験)を含む。第一の試験は摂

取のために非放射性コバラミンを使用し、第二の試験は

摂取のために非放射性コバラミンおよび組み換え体内因

子を使用し、そして第三の試験は摂取のためにコバラミ

ンで飽和した組み換え体ハプトコリンを使用する。３つ

すべての試験は、血液中のコバラミン飽和トランスコバ

ラミン(ホロ-TC)およびコバラミン飽和ハプトコリン(ホ

ロ-HC)の濃度における変化の分析を含む。また、これら

の方法での使用に適当なキットを開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 個 体 に お け る ビ タ ミ ン  B12の 吸 収 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 該
方 法 :
i)該 個 体 由 来 の ２ つ の 血 液 サ ン プ ル を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、
第 一 の サ ン プ ル は 、 該 個 体 に よ る 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 の 、 結 合 タ ン パ ク
質 と 共 に ま た は 結 合 タ ン パ ク 質 な し で の 摂 取 前 に 採 取 し 、 お よ び
第 二 の サ ン プ ル は 、 該 摂 取 後 に 採 取 す る 、
ii)そ の サ ン プ ル に お い て 、 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 、 お よ び HCの 飽
和 度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
iii)そ の ２ つ の サ ン プ ル 中 の 該 濃 度 お よ び ／ ま た は 飽 和 度 の 比 較 に 基 づ き 、 該 コ バ ラ ミ ン
ま た は そ の 類 似 体 が 血 流 中 に 吸 収 さ れ て い る か ど う か 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 が 結 合 タ ン パ ク 質 を 伴 わ ず に 摂 取 さ れ る 、 請 求 項
１ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 が 内 因 子 ま た は そ の 類 似 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は
変 異 体 と 共 に 摂 取 さ れ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 内 因 子 ま た は そ の 類 似 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は 変 異 体 が 組 み 換 え 体 由 来 で あ る 、 請 求 項
３ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 内 因 子 ま た は そ の 類 似 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は 変 異 体 が 組 み 換 え 植 物 由 来 で あ る 、 請 求
項 ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 が 以 下 の も の と 共 に 摂 取 さ れ る 請 求 項 １ の 方 法
-ハ プ ト コ リ ン ま た は そ の 類 似 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は 変 異 体
ま た は
-食 物 中 の コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 代 用 と し て の 役 割 を し 得 る 他 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ハ プ ト コ リ ン ま た は そ の 類 似 体 、 フ ラ グ メ ン ト も し く は 変 異 体 ま た は 他 の 結 合 タ ン パ ク
質 が 組 み 換 え 体 由 来 で あ る 、 請 求 項 ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ハ プ ト コ リ ン ま た は そ の 類 似 体 、 フ ラ グ メ ン ト も し く は 変 異 体 ま た は 他 の 結 合 タ ン パ ク
質 が 組 み 換 え 植 物 由 来 で あ る 、 請 求 項 ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 事 前 に ま た は 事 後 に 、 請 求 項 ３ の 方 法 ま た は 請 求 項 ６ の 方 法 を 行 う こ と を 更 に 含 む 、 請
求 項 ２ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ２ 以 上 の 用 量 の コ バ ラ ミ ン (結 合 タ ン パ ク 質 と 共 に ま た は 結 合 タ ン パ ク 質 は 伴 わ ず に )を
摂 取 す る 、 請 求 項 １ か ら ９ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 コ バ ラ ミ ン を ６ 時 間 の 間 隔 で ３ 回 摂 取 す る 、 請 求 項 １ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 コ バ ラ ミ ン の 全 摂 取 用 量 が 、 0.5と 500ナ ノ モ ル と の 間 、 好 ま し く は 、 1と 250ナ ノ モ ル と
の 間 、 よ り 好 ま し く は 、 2と 100ナ ノ モ ル と の 間 、 最 も 好 ま し く は 、 5と 50ナ ノ モ ル と の 間
で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ １ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ３ 回 の 摂 取 用 量 の そ れ ぞ れ が 5と 15ナ ノ モ ル と の 間 で あ る 、 請 求 項 １ １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 、 お よ び HCの 飽 和 度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る １ 以 上 の 測 定 が 、 コ バ ラ ミ ン の 最 後 の 摂 取 後 48 時 間 未 満 で 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ か
ら １ ３ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 、 お よ び HCの 飽 和 度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る １ 以 上 の 測 定 が 、 コ バ ラ ミ ン の 最 後 の 摂 取 後 8-16 時 間 で 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ の
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 後 で 行 う 方 法 の た め の 、 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 、 お よ び HCの 飽 和
度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 最 初 の 測 定 が 、 先 に 行 う 方 法 に お け る コ バ ラ ミ ン の
最 後 の 摂 取 後 48 時 間 よ り 後 に 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ９ か ら １ ５ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 後 で 行 う 方 法 の た め の 、 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 、 お よ び HCの 飽 和
度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 最 初 の 測 定 が 、 先 に 行 う 方 法 に お け る コ バ ラ ミ ン の
最 後 の 摂 取 後 5-10日 で 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 結 合 タ ン パ ク 質 と 共 に ま た は 結 合 タ ン パ ク 質 を 伴 わ な い コ バ ラ ミ ン が 、 各 方 法 に お け る
投 与 間 隔 の 時 間 数 は 同 じ で 、 同 量 、 同 数 の 用 量 で 摂 取 さ れ る 、 請 求 項 ９ か ら １ ７ の 何 れ か
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 結 合 タ ン パ ク 質 と 共 に 摂 取 さ れ る コ バ ラ ミ ン の モ ル 量 が 、 摂 取 さ れ た 結 合 タ ン パ ク 質 の
モ ル 量 よ り 少 な い 、 そ れ と 同 量 ま た は そ れ よ り も 多 い の 何 れ か で あ る 、 請 求 項 １ ま た は 請
求 項 ３ か ら １ ８ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 血 液 に お け る 、 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 、 お よ び HCの 飽 和 度 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 測 定 が 、 各 方 法 に お い て 、 結 合 タ ン パ ク 質 と 共 の ま た は そ れ
を 伴 わ な い 、 コ バ ラ ミ ン の 摂 取 後 同 時 に 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ９ か ら １ ９ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HCの 濃 度 が 免 疫 収 着 法 に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら ２
０ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 免 疫 収 着 法 が ELISAま た は RIAで あ る 、 請 求 項 ２ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HC濃 度 は 、 TCお よ び ／ ま た は HCの 全 濃 度 か ら ア ポ -TCお よ
び ／ ま た は ア ポ -HCの 濃 度 を 差 し 引 く こ と に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ２ の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ア ポ -TCお よ び ／ ま た は ア ポ -HCが 、 固 相 支 持 体 に 複 合 体 化 し た コ バ ラ ミ ン に サ ン プ ル を
通 す こ と に よ り 除 か れ る 、 請 求 項 ２ １ か ら ２ ３ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ア ポ -TCお よ び ／ ま た は ア ポ -HCの 濃 度 が 、 ア ポ -TCま た は ア ポ -HCに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ ま た は ２ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HCの 濃 度 が 、 ホ ロ -TCま た は ホ ロ -HCに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ホ ロ -TCま た は ホ ロ HC濃 度 が 、 ホ ロ -TCま た は ホ ロ -HCに 結 合 す る ビ タ ミ ン  B12の 測 定 に
よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら ２ ０ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 測 定 が 以 下 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ の 方 法 :
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-TCま た は HCに 対 す る 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と に よ る 、 サ ン プ ル か ら の 、 TCま た は HCの ア ポ -
お よ び ホ ロ -型 の 両 方 の 分 離 工 程 ; 
-ホ ロ -TCま た は ホ ロ -HC部 分 か ら の コ バ ラ ミ ン の 放 出 お よ び TCま た は HCの 除 去 ま た は 分 解
工 程 ;
-競 合 結 合 ア ッ セ イ に よ り 放 出 さ れ る コ バ ラ ミ ン の 量 を 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 第 二 の サ ン プ ル に お け る 、 ホ ロ -TC濃 度 、 ホ ロ -HC濃 度 、 TC飽 和 度 お よ び HC 飽 和 度 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 何 れ か １ 以 上
が 、 第 一 の サ ン プ ル よ り も 高 く な る か ど う か を 決 定 す る こ と を 最 終 測 定 工 程 が 含 む 、 請 求
項 １ か ら ２ ８ の 何 れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 個 体 に お け る 、 可 能 性 あ る ビ タ ミ ン  B12関 連 欠 損 を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 １ か ら ２ ９ の 何 れ か の 方 法 の 工 程 を 含 み 、 そ し て サ ン プ ル に お け る 該 濃 度 お よ び ／
ま た は 飽 和 度 の 比 較 に 基 づ き 、 該 個 体 が ビ タ ミ ン  B12-関 連 欠 損 を 患 っ て い る か ど う か お
よ び ／ ま た は 該 欠 乏 の 原 因 は 何 で あ る か を 評 価 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 該 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 個 体 に お け る ビ タ ミ ン  B12-関 連 欠 損 の 原 因 を 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 １ か ら ２ ９ の 何 れ か の 方 法 の 工 程 を 含 み 、 そ し て サ ン プ ル に お け る 該 濃 度 お よ び ／
ま た は 飽 和 度 の 比 較 に 基 づ き 、 該 欠 損 の 原 因 が 何 で あ る か を 評 価 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 該
方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ビ タ ミ ン  B12-関 連 欠 損 が 、 内 因 子 分 泌 の 欠 損 の よ う な 内 因 子 欠 損 、 ま た は 腸 に お け る
内 因 子 -結 合 コ バ ラ ミ ン の 吸 収 不 良 に 起 因 す る か ど う か を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 ３ の 方 法 を 行 う こ と を 含 み 、 そ し て サ ン プ ル に お け る 濃 度 お よ び ／ ま た は 飽 和 度 の
比 較 に 基 づ き 、 ビ タ ミ ン  B12-関 連 欠 損 が 内 因 子 の 分 泌 の 欠 損 ま た は 腸 に お け る 内 因 子 -結
合 コ バ ラ ミ ン の 吸 収 不 良 に 起 因 す る か ど う か を 評 価 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 該 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ビ タ ミ ン  B12-関 連 欠 損 が 、 食 物 か ら 内 因 子 へ の コ バ ラ ミ ン の 欠 陥 輸 送 に 起 因 す る か ど
う か を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 ６ の 方 法 を 行 う こ と を 含 み 、 そ し て サ ン プ ル に お け る 濃 度 お よ び ／ ま た は 飽 和 度 の
比 較 に 基 づ き 、 ビ タ ミ ン  B12-関 連 欠 損 が 食 物 か ら 内 因 子 へ の コ バ ラ ミ ン の 欠 陥 輸 送 に 起
因 す る か ど う か を 評 価 す る 工 程 を 更 に 含 む 該 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 個 体 に お け る ビ タ ミ ン  B12欠 乏 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 該 方
法 :
i) 個 体 か ら 血 液 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
ii) 該 個 体 に 、 一 定 用 量 の 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 を 、 結 合 タ ン パ ク 質 と 共
に ま た は 結 合 タ ン パ ク 質 な し で 摂 取 さ せ る 工 程 、
iii) 血 流 中 の コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 の 摂 取 (あ る な ら ば )に 足 る 十 分 な 時 間 後 、 二
番 目 の 血 液 サ ン プ ル を 該 個 体 か ら 得 る 工 程 、
iv) そ の サ ン プ ル に お い て 、 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 お よ び HCの 飽 和
度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
v) そ の ２ つ の サ ン プ ル 中 の 該 濃 度 お よ び ／ ま た は 飽 和 度 の 比 較 に 基 づ き 、 該 コ バ ラ ミ ン
ま た は そ の 類 似 体 が 血 流 中 に 吸 収 さ れ て い る か ど う か 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ビ タ ミ ン  B12-関 連 欠 損 の 診 断 で の 使 用 に 適 当 な パ ー ツ キ ッ ト で あ っ て 、 以 下 を 含 む 該
パ ー ツ キ ッ ト ：
i) 血 液 サ ン プ ル 中 の ホ ロ TCお よ び ／ ま た は ホ ロ HC濃 度 の 測 定 に 適 当 な 物 質 、 お よ び
ii) 請 求 項 １ － ３ ４ の 何 れ か の 方 法 を 行 う 上 で の 該 キ ッ ト の 可 能 な 使 用 に つ い て の 記 載 を
含 む ユ ー ザ ー 用 の 説 明 書 。
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【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ホ ロ TCお よ び ／ ま た は ホ ロ HC濃 度 を 測 定 す る た め の 物 質 が 、 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン に 対 す
る 抗 体 お よ び ／ ま た は ハ プ ト コ リ ン に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ の パ ー ツ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン を 更 に 含 む 、 請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ の パ ー ツ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン お よ び ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン に 対 す る 抗 体 お よ び ／ ま た は ハ プ ト コ リ
ン に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 の 診 断 の 使 用 に 適 当 な パ ー ツ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 内 因 子 お よ び ／ ま た は ハ プ ト コ リ ン を 更 に 含 む 、 請 求 項 ３ ５ か ら ３ ８ の 何 れ か の パ ー ツ
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 固 体 支 持 体 に 結 合 し た コ バ ラ ミ ン お よ び ／ ま た は ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HCの 濃 度
の 測 定 に 必 要 な 緩 衝 液 、 プ ラ ス チ ッ ク 物 質 お よ び サ ブ ス ト レ ー ト を 更 に 含 む 、 請 求 項 ３ ５
か ら ３ ９ の 何 れ か の パ ー ツ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 標 識 化 コ バ ラ ミ ン を 更 に 含 む 、 請 求 項 ３ ５ か ら ４ ０ の パ ー ツ キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 で 引 用 す る す べ て の 特 許 文 献 お よ び 非 特 許 文 献 は 、 引 用 に よ り す べ て 本 明 細 書 に
含 め る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
本 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 の 原 因 を 診 断 す る た め の 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン の 使 用 に 関 係
す る 。 コ バ ラ ミ ン は 、 遊 離 型 ま た は タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 内 因 子 お よ び ハ プ ト コ リ ン (hap
tocorrin)と の 結 合 型 の 何 れ か で 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ は 、 経 口 投 与 さ れ 、 次 い で 、 血 液 サ
ン プ ル は 、 血 液 中 に 存 在 す る コ バ ラ ミ ン 、 例 え ば ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン お よ び ／ ま た は ハ プ
ト コ リ ン に 結 合 し た 血 漿 コ バ ラ ミ ン の 濃 度 の 変 化 に つ い て 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 は 、 高 齢 世 代 に お い て 10-15%ま で の 頻 度 で 生 ず る よ く あ る 病 状 で あ る
。 食 物 か ら の コ バ ラ ミ ン (ビ タ ミ ン  B12)の 吸 収 は 哺 乳 類 に と っ て 重 要 で あ る 。 哺 乳 類 は ２
つ の 重 要 な 酵 素 、 メ チ オ ニ ン シ ン タ ー ゼ お よ び メ チ ル マ ロ ニ ル -CoA ム タ ー ゼ の 補 因 子 と
し て メ チ ル -お よ び 5'-デ オ キ シ ア デ ノ シ ル -コ バ ラ ミ ン を 必 要 と す る た め で あ る 。 食 物 か
ら 血 液 へ の コ バ ラ ミ ン の 輸 送 は 内 因 子 を 必 要 と す る 。 内 因 子 は 、 胃 粘 膜 の 壁 細 胞 に よ り 胃
に お い て 分 泌 さ れ る コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 内 因 子 は 、 腸 に お い て コ バ ラ ミ ン
に 結 合 し 、 内 因 子 -コ バ ラ ミ ン 複 合 体 は 、 レ セ プ タ ー 、 キ ュ ビ リ ン (cubilin)へ の 結 合 を 介
し て 回 腸 終 端 部 に お け る 上 皮 細 胞 に よ り 後 に 吸 収 さ れ る 。 上 皮 細 胞 に お い て 、 コ バ ラ ミ ン
は 、 内 因 子 か ら 分 離 さ れ 、 血 液 に 輸 送 さ れ る 。 血 中 で 、 そ れ は 、 血 漿 中 に 存 在 す る ト ラ ン
ス コ バ ラ ミ ン お よ び ハ プ ト コ リ ン に 結 合 し て い る 。 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン -コ バ ラ ミ ン 複 合
体 お よ び ハ プ ト コ リ ン -コ バ ラ ミ ン 複 合 体 は 、 そ れ ぞ れ 、 ホ ロ -TC(holo-TC)お よ び ホ ロ -HC
(holo-HC)と 称 せ ら れ る 。 多 く の 患 者 で は 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 は 、 胃 液 中 へ の 内 因 子 の 分
泌 が 全 く な い か 減 少 す る こ と に よ り 生 ず る 。 こ れ ら 患 者 に よ る 内 因 子 お よ び コ バ ラ ミ ン の
両 方 の 摂 取 は 、 コ バ ラ ミ ン の 吸 収 の 顕 著 な 増 加 を 生 ず る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 血 液 へ の コ バ ラ ミ ン の 吸 収 が 、 内 因 子 と 共 に コ バ ラ ミ ン を 単 に 加 え る こ と に よ り 内 因 子
を 分 泌 し な い 患 者 で 回 復 し 得 る と い う 事 実 は 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 の 診 断 を 患 者 に お い て 行
う 常 套 の 試 験 、 シ リ ン グ テ ス ト (Ward, 2002)に 用 い ら れ る 。 そ の 目 的 は 、 患 者 が 内 因 子 の
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分 泌 を 減 少 す る の か ま た は ビ タ ミ ン  B12の 腸 の 吸 収 不 良 で あ る の か 、 何 れ で あ る か を 決 定
す る こ と で あ る 。 典 型 的 な 形 式 の シ リ ン グ テ ス ト は 二 工 程 か ら な る 。 第 一 の 部 分 で は 、 ビ
タ ミ ン  B12結 合 タ ン パ ク 質 を 飽 和 す る た め に 多 用 量 の 非 標 識 化 (非 放 射 性 )ビ タ ミ ン  B12の
注 射 を 受 け た 後 、 遊 離 放 射 性 コ バ ラ ミ ン は 患 者 に よ り 摂 取 さ れ る 。 こ れ は 、 幾 ら か の 吸 収
さ れ た 標 識 化 ビ タ ミ ン  B12が 尿 に 排 泄 さ れ る こ と を 確 実 と す る 。 次 い で 、 尿 は 、 次 の 24 
時 間 で 回 収 さ れ 、 存 在 す る 放 射 性 コ バ ラ ミ ン の 量 を 測 定 す る 。 非 常 に 僅 か な 放 射 能 が 尿 中
に 存 在 す る 場 合 、 こ れ は 、 コ バ ラ ミ ン 吸 収 の 欠 陥 を 示 し 、 そ れ は 、 内 因 子 分 泌 の 欠 損 の よ
う な 内 因 子 欠 失 ま た は 腸 の 吸 収 不 良 に よ り 生 じ 得 る 。 こ れ ら ２ つ の 病 状 を 識 別 す る た め に
、 シ リ ン グ テ ス ト の 第 二 の 部 分 が 行 わ れ る 。 該 テ ス ト の そ の 部 分 に お い て 、 患 者 は 、 内 因
子 と 共 に 放 射 性 コ バ ラ ミ ン を 摂 取 す る 。 再 度 、 尿 が 、 次 の 24 時 間 で 回 収 さ れ 、 放 射 能 が
測 定 さ れ る 。 コ バ ラ ミ ン 吸 収 が 、 内 因 子 と コ バ ラ ミ ン の 共 摂 取 に よ り 回 復 す る こ と か ら 、
尿 中 の 放 射 能 の 顕 著 な 増 加 は 、 患 者 が 内 因 子 を 欠 乏 し て い る と い う 診 断 を サ ポ ー ト す る 。
尿 中 に 放 射 能 が 全 く な い の は 、 患 者 が 、 コ バ ラ ミ ン 吸 収 の 過 程 に お け る 更 な る 欠 陥 、 例 え
ば 、 腸 の 機 能 不 全 を 有 し て い る と い う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 シ リ ン グ テ ス ト は 、 幾 つ か の 改 良 型 が 上 市 さ れ て い る 。 あ る も の で は 、 遊 離 型 で は な く
食 物 中 に 組 み 込 ま れ た 標 識 化 コ バ ラ ミ ン を 提 供 し て い る 。 こ れ は 、 患 者 の 吸 収 不 能 が 、 例
え ば 、 膵 機 能 不 全 を 患 う 患 者 で 見 ら れ る 得 る 食 物 か ら ビ タ ミ ン  B12を 遊 離 さ せ る 能 力 の 減
少 と 関 係 す る か ど う か を 試 験 す る た め に 行 っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 シ リ ン グ テ ス ト の 形 式 が ど ん な も の で あ ろ う と 、 こ の 方 法 に 関 連 す る 幾 つ か の 重 大 な 問
題 お よ び 制 限 が あ る :
最 も 重 要 で あ る の は 、 標 識 化 ビ タ ミ ン  B12の 使 用 で あ る 。 用 い る 放 射 能 の 量 は 限 ら れ て い
る が (量  0.5 x 10 - 6 ci)、 患 者 と 、 放 射 性 コ バ ラ ミ ン を 扱 い そ し て 試 験 に 必 要 な 生 体 物 質
を 回 収 す る 医 療 従 事 者 の 両 者 に と っ て 徐 々 に 受 け 入 れ ら れ な い も の に な る 。
24時 間 に わ た る 尿 の 回 収 に 問 題 が あ る 。 そ れ は 時 間 が か か り 、 患 者 か ら の 尿 の 回 収 は 不 完
全 と な り 比 較 的 大 き な 不 確 実 さ が 障 害 と な る 。
シ リ ン グ テ ス ト の 他 の 形 式 は 、 便 の 採 取 (the Dicopac test)ま た は 全 身 放 射 能 計 測 を 含 む
。 こ れ ら の 手 順 は 、 不 快 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 非 常 に 時 間 が か か る と 考 え ら れ る 。
シ リ ン グ 型 テ ス ト で の 使 用 の た め の 内 因 子 の 入 手 可 能 性 が 問 題 で あ り 、 現 在 、 ヒ ト 内 因 子
の 入 手 可 能 な 源 は な い 。
食 物 コ バ ラ ミ ン 吸 収 試 験 は 標 準 化 の 欠 落 が 障 害 と な り 、 こ の た め 、 こ の 試 験 の 利 点 が 制 限
さ れ る 。
ビ タ ミ ン  B12 吸 収 用 の 現 在 の シ リ ン グ 型 テ ス ト は 、 患 者 の ビ タ ミ ン  B12の 状 態 に 関 し て
は 評 価 し 得 な い 。 す な わ ち 、 ビ タ ミ ン  B12を 吸 収 で き る 患 者 で は 、 現 在 の テ ス ト は 、 患 者
が ビ タ ミ ン  B12を 更 に 必 要 と す る の か ど う か 明 ら か に で き な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Henzeら (1988)は 、 非 放 射 性 ビ タ ミ ン  B12が 患 者 に 投 与 さ れ 、 血 漿 ビ タ ミ ン  B12を 測 定
す る 研 究 を 行 っ た 。 彼 ら は 、 正 常 な シ リ ン グ テ ス ト 結 果 を 有 す る 患 者 と 異 常 な シ リ ン グ テ
ス ト 結 果 を 有 す る 患 者 と の 間 の 重 要 な 相 違 を 発 見 し な か っ た 。 著 者 ら は 、 非 放 射 性 ビ タ ミ
ン  B12で は シ リ ン グ テ ス ト は で き な い と 結 論 づ け て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 ホ ロ -TC測 定 は 、 コ バ ラ ミ ン 欠 乏 の 患 者 の 同 定 の た め の 方 法 と し て 考 え ら れ て い る 。 し
か し な が ら 、 ホ ロ -TCの 生 理 学 的 役 割 は 複 雑 で あ る た め 、 ど れ ほ ど 低 い ホ ロ -TC濃 度 が 実 際
に 示 さ れ る の か 不 明 で あ る (Carmel, 2002)。 実 際 、 低 ホ ロ -TCの 決 定 因 子 と し て 、 コ バ ラ
ミ ン 欠 乏 で あ る の か ま た は 吸 収 が 悪 く な っ た の か 、 説 得 力 の あ る 証 明 は な い (Carmel (200
2) Clinical chemistry 48, 407お よ び そ の 引 用 文 献 )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
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　 本 発 明 者 ら は 、 ホ ロ -TCの 血 清 レ ベ ル が 能 動 的 ビ タ ミ ン  B12 吸 収 を 反 映 す る こ と を 証 明
し た 。 こ れ は 、 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン を 用 い る 、 ビ タ ミ ン  B12 吸 収 の 測 定 の た め の 改 善 方
法 お よ び キ ッ ト の 開 発 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン 、 ヒ ト 内 因 子 お よ び ハ プ ト コ リ ン の 経 口 投 与 お よ
び 血 液 ホ ロ -TCお よ び ホ ロ -HC濃 度 の 変 化 の 測 定 を 用 い る 。 本 発 明 は 、 シ リ ン グ テ ス ト に 関
連 す る す べ て の 上 記 の 問 題 を 解 決 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の テ ス ト で は 、 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン の 経 口 摂 取 、 そ の 遊 離 型 ま た は ヒ ト 内 因 子 も
し く は ハ プ ト コ リ ン と の 複 合 体 型 の 何 れ か を 用 い る 。 血 液 サ ン プ ル は 、 ビ タ ミ ン  B12の 摂
取 直 前 お よ び そ の 後 一 定 時 間 の 間 隔 で 回 収 す る 。 サ ン プ ル 中 の ホ ロ -TCは 、 ビ タ ミ ン  B12
の 摂 取 の イ ン デ ィ ケ ー タ ー と し て 測 定 し 、 お よ び ／ ま た は ホ ロ -HCは 、 ビ タ ミ ン  B12の 保
存 の イ ン デ ィ ケ ー タ ー と し て 測 定 す る 。 組 み 換 え タ ン パ ク 質 は 、 天 然 ヒ ト タ ン パ ク 質 を 用
い る 場 合 に 問 題 と な り 得 る よ う な 、 疾 病 伝 播 お よ び 他 の ビ タ ミ ン  B12結 合 タ ン パ ク 質 に よ
る 汚 染 の リ ス ク を 回 避 す る た め に 、 用 い 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 既 存 の 方 法 を 超 え る 多 数 の 利 点 を 提 供 す る 。
本 発 明 は 、 放 射 性 ビ タ ミ ン  B12で は な く 非 放 射 性 の も の を 用 い る 。
手 順 は 、 尿 の 回 収 と は 対 照 的 に 、 単 な る 血 液 検 査 を 含 む 。
そ れ に は 、 熟 練 者 の 手 助 け が ほ と ん ど 必 要 な い 。 患 者 は 、 コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と 共
に ま た は そ れ を 伴 わ ず に コ バ ラ ミ ン 錠 剤 を 摂 取 し 、 血 液 サ ン プ ル を 少 し 採 取 す る 。
例 え ば ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で 産 生 し た 組 み 換 え ヒ ト 内 因 子 お よ び ハ プ ト コ リ ン を 使 用
し 得 る 。 こ れ に よ り 、 ヒ ト の 疾 患 の 伝 播 お よ び ／ ま た は 他 の コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 に
よ る 汚 染 を 避 け る 。
食 物 コ バ ラ ミ ン の 試 験 用 量 の よ う な 、 コ バ ラ ミ ン に よ り 飽 和 し た ハ プ ト コ リ ン の 使 用 は 、
本 発 明 の こ の 部 分 を 標 準 化 し 得 る 。
ホ ロ -TC(ビ タ ミ ン  B12 吸 収 の 初 期 の 変 化 を 反 映 す る )お よ び ホ ロ -HC(ビ タ ミ ン  B12の 残 存
を 反 映 す る )の 両 方 の 測 定 は 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 を 患 う と 疑 わ れ る 患 者 の 診 断 を よ り 正 確
に し 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 シ リ ン グ テ ス ト で は 、 回 収 し た 尿 中 の 放 射 能 を 測 定 す る こ と に よ り コ バ ラ ミ ン 吸 収 を モ
ニ タ ー す る た め 、 本 発 明 の 試 験 に お け る 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン の 使 用 で は 、 他 の 検 出 シ ス テ
ム が 必 要 で あ る 。 ホ ロ -TCの 血 漿 濃 度 お よ び TCの 飽 和 度 は 、 コ バ ラ ミ ン 吸 収 後 増 加 し 、 ホ
ロ -HCの 血 漿 濃 度 は 、 患 者 が 体 内 に ビ タ ミ ン  B12を 十 分 に 保 存 す る な ら ば 、 更 な る 期 間 後
増 加 し 得 る 。 そ れ 故 、 ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HCの 血 漿 濃 度 の 測 定 、 お よ び ／ ま た は
TCお よ び ／ ま た は HCの 飽 和 度 の 測 定 は 、 尿 中 の 放 射 性 コ バ ラ ミ ン の 測 定 と 置 き 換 わ り 得 る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 で 記 載 す る 試 験 は 、 好 ま し く は 数 回 の 摂 取 で あ っ て 、 推 奨 さ れ る コ バ ラ ミ ン の
日 用 量 の 摂 取 前 お よ び 後 に 血 液 サ ン プ ル 採 取 す る こ と 、 そ の 後 の 、 ホ ロ -TCお よ び ホ ロ -HC
濃 度 の 変 化 に つ い て の 血 液 サ ン プ ル の 分 析 を 含 む 。 好 ま し く は 、 数 日 後 、 患 者 は 同 じ ぐ ら
い の 量 の コ バ ラ ミ ン を 摂 取 し 得 る が 、 そ の 場 合 は 内 因 子 と 共 に 摂 取 し 得 る 。 新 し い 血 液 サ
ン プ ル を 採 取 し 、 ホ ロ -TCお よ び ホ ロ -HC濃 度 の 変 化 に つ い て 分 析 す る 。 ２ セ ッ ト の 血 液 分
析 の 結 果 の 組 合 せ か ら 、 内 因 子 の 欠 乏 ま た は 腸 の 吸 収 不 良 の い ず れ が 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏
の 原 因 で あ る か を 診 断 す る こ と が 可 能 と な る 。 血 液 中 の 低 ホ ロ -HC濃 度 は 、 患 者 が 体 の 細
胞 に す べ て の ビ タ ミ ン  B12を 輸 送 し た こ と を 示 し 、 血 液 に は 全 く 戻 っ て な い か 僅 か し か 戻
っ て い な い こ と を 示 す 。 ハ プ ト コ リ ン -結 合 コ バ ラ ミ ン の 経 口 投 与 は 、 食 物 か ら 内 因 子 へ
と コ バ ラ ミ ン を 輸 送 す る 患 者 の 能 力 を 調 べ る こ と を を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の た め 、 本 発 明 は 、 従 来 の シ リ ン グ テ ス ト と 比 較 し て 多 数 の 利 点 が あ る :
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放 射 性 コ バ ラ ミ ン の 経 口 投 与 を 含 ま な い 。
放 射 性 の 尿 ま た は 便 の 紛 失 お よ び 環 境 汚 染 の リ ス ク を 避 け る 。
回 収 し た 尿 の 代 わ り に 血 液 サ ン プ ル を 使 用 す る 。 血 液 サ ン プ ル の 回 収 は 簡 単 で あ り 、 そ の
一 方 、 尿 の 回 収 は 、 尿 を 紛 失 す る 多 く の 患 者 で 、 お よ び シ リ ン グ テ ス ト の よ う な コ バ ラ ミ
ン 吸 収 の 算 出 の 不 正 確 さ の た め 、 非 常 に 問 題 と な り 得 る 。
コ バ ラ ミ ン 、 ま た は コ バ ラ ミ ン ＋ 内 因 子 、 ま た は コ バ ラ ミ ン ＋ ハ プ ト コ リ ン の 摂 取 の 前 お
よ び 後 に ホ ロ -TC濃 度 お よ び ／ ま た は TC飽 和 度 を 測 定 し 得 る 。 そ れ 故 、 該 試 験 は 、 ビ タ ミ
ン  B12の 吸 収 を 回 復 す る 内 因 子 の 能 力 お よ び 食 物 中 の ビ タ ミ ン  B12の タ ン パ ク 質 結 合 の 指
標 と な る と 考 え ら れ て い る タ ン パ ク 質 に 対 し て 結 合 し た ビ タ ミ ン  B12を 処 理 す る 患 者 の 能
力 の 両 方 を 試 験 す る 標 準 化 ア ッ セ イ と な る 。
血 液 サ ン プ ル 中 の ホ ロ -HC濃 度 お よ び ／ ま た は HC飽 和 度 の 測 定 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の 結 果
は 、 患 者 内 で の 長 期 間 に わ た る コ バ ラ ミ ン の 状 態 に つ い て の 情 報 を 与 え る 。 シ リ ン グ テ ス
ト で は そ の よ う な 情 報 は 得 ら れ な い 。
該 試 験 は 、 シ リ ン グ テ ス ト に 使 用 す る 用 量 と 比 較 し て 多 用 量 の 遊 離 型 コ バ ラ ミ ン ま た は 内
因 子 に 結 合 し た コ バ ラ ミ ン を 使 用 し 得 る 。 こ れ は 、 腸 吸 収 能 に つ い て の 情 報 を 与 え 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図  1: 9μ gの ビ タ ミ ン  B12を 3回 摂 取 し た 後 の 31人 の 健 常 者 に お け る 血 清 ビ タ ミ ン  B12 
(黒 四 角 )、 全 TC (黒 三 角 )、 ホ ロ -TC(黒 丸 )お よ び TC飽 和 度 (黒 菱 形 )の 変 化 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ベ ー ス ラ イ ン か ら の 増 加 率 (日 0)を 示 す 。 平 均 お よ び 平 均 の 標 準 誤 差 を 示 す 。 ビ タ ミ ン  
B12の 摂 取 後 、 ベ ー ス ラ イ ン の 値 (日 0)か ら 日 1(す べ て の パ ラ メ ー タ ー で p <0.0002)ま た は
2(す べ て の パ ラ メ ー タ ー で p <0.0005、 TC(p=0.002)は 除 く )ま で の 間 に す べ て の パ ラ メ ー
タ ー で 非 常 に 有 意 な 変 化 が あ っ た 。 日 6に お い て 、 ビ タ ミ ン  B12の 変 化 の み が ベ ー ス ラ イ
ン 値 と は 有 意 に 相 違 し た (p=0.0024)。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図  2: 31人 の 健 常 者 に お け る ビ タ ミ ン  B12の 経 口 摂 取 後 の 一 定 時 間 間 隔 に お け る ベ ー ス
ラ イ ン か ら の TC飽 和 度 (A)、 お よ び ビ タ ミ ン  B12 (B)の 増 加 率 の 各 プ ロ ッ ト 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 水 平 ラ イ ン は 、 日  1 (n=30)の 応 答 者 に お け る TC飽 和 度 に つ い て の 最 小 増 加 (21%)を 示 す
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図  3: 9 μ gの ビ タ ミ ン  B12を 3回 摂 取 し た 後 の 31人 の 健 常 者 (白 丸 )お よ び 7人 の 患 者 (黒
三 角 ： ク ー ロ ン 病 と 診 断 、 黒 丸 ： 診 断 は 不 明 で あ る )に お け る 血 清 ビ タ ミ ン  B12、 全 TC、
ホ ロ -TCお よ び TC飽 和 度 の 絶 対 変 化 (absolute changes)。 7人 の 患 者 に つ い て の シ リ ン グ テ
ス ト  I (24 時 間 に わ た る 放 射 性 ビ タ ミ ン  B12の 尿 排 泄 )の 結 果 を そ の グ ラ フ に 示 し て い る
。 投 与 用 量 の 10-40%の 尿 排 泄 が 正 常 で あ る と 考 え る 。
　 各 パ ラ メ ー タ ー に つ い て 、 ビ タ ミ ン  B12 摂 取 後 に 観 察 さ れ る 相 違 (日  1-日  0)は 、 対 応
す る パ ラ メ ー タ ー の 初 期 値 (日  0)に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 細 い 垂 直 ラ イ ン は 、 各 パ ラ メ ー
タ ー に つ い て の よ り 低 い 参 照 値 を 示 す 。 細 い 水 平 ラ イ ン は 、 異 常 値 (n=2)を 省 い た 後 の 対
照 患 者 に お け る ホ ロ -TC(15 pmol/L)、 お よ び TC飽 和 度 (0.02)の 最 小 増 加 示 す 。 全 TCに つ い
て の 細 い 水 平 ラ イ ン は 0を 示 す 。 ビ タ ミ ン  B12に つ い て の 細 い 水 平 ラ イ ン は 、 ホ ロ -TC (15
 pmol/L)で 観 察 さ れ た 最 小 増 加 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 詳 細 な 説 明

　 第 一 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 に お け る ビ タ ミ ン  B12欠 乏 の 原 因 を 決 定 す る た め の 方
法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 の 摂 取 後 の 血 液 ま た は
血 清 中 の ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HCの 濃 度 を 、 当 該 摂 取 前 に 採 取 し た サ ン プ ル 中 の 濃
度 と 比 較 す る こ と を 含 む 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 は 、 個 体 に お け る ビ タ ミ ン  B12欠 乏 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以
下 の 工 程 を 含 む 該 方 法 に 関 係 す る :
i)個 体 か ら 血 液 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
ii)該 個 体 に 、 一 定 用 量 の 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 を 、 結 合 タ ン パ ク 質 と 共
に ま た は 結 合 タ ン パ ク 質 な し で 摂 取 さ せ る 工 程 、
iii)血 流 中 の コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 の 摂 取 (あ る な ら ば )に 足 る 十 分 な 時 間 後 、 二 番
目 の 血 液 サ ン プ ル を 該 個 体 か ら 得 る 工 程 、
iv)そ の ２ つ の サ ン プ ル に お い て 、 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 、 お よ び H
Cの 飽 和 度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
v)そ の ２ つ の サ ン プ ル 中 の 該 濃 度 お よ び ／ ま た は 飽 和 度 の 比 較 に 基 づ き 、 該 コ バ ラ ミ ン ま
た は そ の 類 似 体 が 血 流 中 に 吸 収 さ れ た か ど う か 決 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 個 体 に お け る ビ タ ミ ン  B12の 吸 収 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以
下 の 工 程 を 含 む 該 方 法 に 関 係 す る :
i)該 個 体 由 来 の ２ つ の 血 液 サ ン プ ル を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、
第 一 の サ ン プ ル は 、 該 個 体 に よ る 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 の 摂 取 (結 合 タ ン
パ ク 質 と 共 に ま た は 結 合 タ ン パ ク 質 な し で )前 に 採 取 し 、 お よ び
第 二 の サ ン プ ル は 、 該 摂 取 後 に 採 取 す る 、
ii)そ の サ ン プ ル に お い て 、 ホ ロ -TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 、 お よ び HCの 飽
和 度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
iii)そ の ２ つ の サ ン プ ル 中 の 該 濃 度 お よ び ／ ま た は 飽 和 度 の 比 較 に 基 づ き 、 該 コ バ ラ ミ ン
ま た は そ の 類 似 体 が 血 流 中 に 吸 収 さ れ た か ど う か 決 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 従 っ て 、 幾 つ か の 実 施 態 様 で は 、 測 定 は 、 ホ ロ -TC濃 度 お よ び ／ ま た は TC飽 和 度 の 測 定
か ら な る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 そ れ は 、 ホ ロ -HC濃 度 お よ び ／ ま た は HC飽 和 度 の 測 定 か ら
な る 。 ま た 他 の 実 施 態 様 で は 、 そ の 測 定 は 、 ４ つ す べ て の パ ラ メ ー タ ー 、 す な わ ち 、 ホ ロ
-TCの 濃 度 、 ホ ロ -HCの 濃 度 、 TCの 飽 和 度 お よ び HCの 飽 和 度 の 測 定 か ら な り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 能 動 的 な (す な わ ち 、 内 因 子 仲 介 )吸 収 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 の 摂 取 か ら そ の 後 の 血 液 サ ン プ ル の 採 取 ま で の 経
過 時 間 は 、 血 流 中 の 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 を 摂 取 (も し あ る な ら ば )し 得 る
程 度 に 長 く な け れ ば な ら な い 。 .
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し く は 、 コ バ ラ ミ ン 摂 取 用 量 の 吸 収 前 の ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HC濃 度 お よ び
／ ま た は TCお よ び ／ ま た は HCの 飽 和 度 を 測 定 す る た め の 第 一 の 血 液 サ ン プ ル を 摂 取 前 に 採
取 す る 。 し か し な が ら 、 「 摂 取 前 に 採 取 す る 」 と い う 表 現 は ま た 、 第 一 の 血 液 サ ン プ ル を
、 摂 取 と 同 時 に 採 取 す る か 、 ま た は 吸 収 前 で あ っ て 摂 取 の 直 後 に 採 取 し 得 る と い う 状 態 を
包 含 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 そ の 方 法 は 、 コ バ ラ ミ ン と 共 に 内 因 子 ま た は ハ プ ト コ リ ン を 摂 取 す る こ と に よ り 修 飾 し
得 る 。 ２ 以 上 の 形 態 の 試 験 は 任 意 の 順 序 で 連 続 し て 患 者 に 行 い 得 る 。 例 え ば 、 ３ 形 態 す べ
て の 試 験 は 、 第 一 の 試 験 で コ バ ラ ミ ン の み 、 第 二 の 試 験 で コ バ ラ ミ ン お よ び 内 因 子 を 、 そ
し て 第 三 の 試 験 で コ バ ラ ミ ン お よ び ハ プ ト コ リ ン を 患 者 に 摂 取 さ せ る こ と に よ り 行 い 得 る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 コ バ ラ ミ ン (ビ タ ミ ン  B12)は 、 ４ つ の ピ ロ ー ル 単 位 を 有 す る コ リ ン 環 か ら な る 分 子 で あ
り 、 そ れ は 、 重 要 で 中 心 的 な コ バ ル ト 原 子 を 包 み 込 み 、 そ し て そ れ ら に 結 合 し て い る 。 コ
リ ン 面 (corrin plane)の 下 は ジ メ チ ル ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル 塩 基 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導
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体 で あ り 、 そ れ は ま た 、 コ バ ル ト 原 子 に 連 結 し て い る 。 最 終 的 に 、 コ バ ル ト 原 子 は 、 コ リ
ン 面 の 上 に 位 置 す る ６ 番 目 の 分 子 (例 え ば 、 : -CH3, -OH, -H2O, 5'-デ オ キ シ ア デ ノ シ ル ,
 -CN)に 結 合 す る 。 本 出 願 で は 、 我 々 は 、 「 コ バ ラ ミ ン 」 お よ び 「 ビ タ ミ ン  B12」 な る 用
語 を ヒ ト 内 に お い て ビ タ ミ ン の 活 性 型 に 変 換 し 得 る 任 意 の 形 の ビ タ ミ ン を 示 す の に 用 い る
。 コ バ ラ ミ ン は 動 物 ま た は 植 物 に よ っ て は 合 成 さ れ 得 ず 、 幾 つ か の 微 生 物 、 特 に 、 嫌 気 性
細 菌 に よ っ て の み 産 生 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 コ バ ラ ミ ン 」 は 、 内 因 子 、 ト ラ ン
ス コ バ ラ ミ ン 、 お よ び ／ ま た は ハ プ ト コ リ ン に 結 合 す る た め の 能 力 を 有 す る コ バ ラ ミ ン 、
シ ア ノ -コ バ ラ ミ ン 、 メ チ ル -コ バ ラ ミ ン 、 ヒ ド ロ キ シ -コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 を 含
む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 経 口 投 与 に 用 い る コ バ ラ ミ ン は 、 非 放 射 性 型 で あ る 。 コ バ ラ ミ ン の 投 与 の 目 的 は 、 治 療
で あ り 、 ま た は 非 治 療 で あ り 得 る 。 １ 、 ２ 、 ３ 用 量 ま た は そ れ よ り 多 い 用 量 が 、 一 定 の 間
隔 で 、 例 え ば 、 ６ 時 間 ご と に 摂 取 さ れ 得 る 。 コ バ ラ ミ ン の 繰 り 返 し の 摂 取 が 、 コ バ ラ ミ ン
の 吸 収 が 生 ず る な ら ば 、 血 液 中 の ホ ロ -TCの 濃 度 お よ び 場 合 に よ っ て は ホ ロ -HCも ま た 増 加
し 得 る 。 コ バ ラ ミ ン の 推 奨 日 用 量 の 数 回 の 投 与 が 、 吸 収 シ ス テ ム が 十 分 に 機 能 す る な ら ば
、 血 液 中 の ホ ロ -TC濃 度 の 顕 著 な 増 加 を 生 ず る 。 シ リ ン グ テ ス ト に お け る よ う な 、 コ バ ラ
ミ ン の 小 用 量 の 使 用 (0.5ナ ノ モ ル 未 満 )は 、 血 液 中 の ホ ロ -TCの 顕 著 な 増 加 を 生 じ な い 。 。
好 ま し く は 、 用 量 は 、 受 動 的 吸 収 (す な わ ち 、 内 因 子 に よ り 仲 介 さ れ な い 吸 収 )が 最 小 と な
る よ う に 選 択 す る 。 こ の た め 、 好 ま し く は 、 コ バ ラ ミ ン の 全 摂 取 用 量 は 、 0.5と 500ナ ノ モ
ル の 間 、 よ り 好 ま し く は 、 1と 250ナ ノ モ ル と の 間 、 ま た よ り 好 ま し く は 、 2と 100ナ ノ モ ル
と の 間 、 最 も 好 ま し く は 、 5と 50ナ ノ モ ル と の 間 で あ る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ３
用 量 の コ バ ラ ミ ン が 摂 取 さ れ 、 そ れ ら は そ れ ぞ れ 、 5と 15ナ ノ モ ル と の 間 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 数 時 間 た っ た 血 液 サ ン プ ル 、 例 え ば 、 コ バ ラ ミ ン の 摂 取 後 の 次 の 朝 の サ ン プ ル は 、 コ バ
ラ ミ ン が 腸 か ら 吸 収 さ れ 得 そ し て 血 液 中 の TCに 輸 送 さ れ 得 る な ら ば 、 血 液 中 の ホ ロ -TC濃
度 の 最 大 変 化 に 有 利 に 働 く 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 血 液 中 の ホ ロ -TCお よ び ／ ま
た は ホ ロ -HCお よ び ／ ま た は 全 -TCお よ び ／ ま た は 全 -HCの 濃 度 は 、 コ バ ラ ミ ン の 最 後 の 摂
取 後 、 48 時 間 、 よ り 好 ま し く は 、 8-16 時 間 未 満 で 測 定 さ れ る 。 ２ 以 上 の 形 態 の 試 験 で 第
二 の 試 験 (例 え ば 、 コ バ ラ ミ ン の み の 摂 取 、 お よ び ／ ま た は ハ プ ト コ リ ン と コ バ ラ ミ ン の
摂 取 、 お よ び ／ ま た は 内 因 子 と コ バ ラ ミ ン の 摂 取 後 )を 同 じ 患 者 で 行 う な ら ば 、 血 液 中 の
ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HCお よ び ／ ま た は 全 -TCお よ び ／ ま た は 全 -HCの 初 期 濃 度 は 、
コ バ ラ ミ ン の 最 後 の 投 与 後 、 48 時 間 を 超 え 、 好 ま し く は 、 5-10日 後 に 測 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 コ バ ラ ミ ン ま た は そ の 類 似 体 に 結 合 で き る タ ン パ ク 質 で
あ る 。 こ の 発 明 に 使 用 す る コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン 、 内 因 子 お
よ び ハ プ ト コ リ ン ま た は こ れ ら タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 機 能 的 同 等 物 で あ る 。 本 明 細 書 の
機 能 的 同 等 物 は 、 コ バ ラ ミ ン に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る こ と を 意 味 す る 。 機 能 的 同 等 物 は
、 例 え ば 、 コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 機 能 的 に 同 等 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 機 能 的 に 同 等
の 変 異 体 で あ り 得 る 。 コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 好 ま し い フ ラ グ メ ン ト は 、 対 応 す る タ
ン パ ク 質 の 全 長 の 少 な く と も 50%、 少 な く と も 75%な ど 、 少 な く と も 90%な ど を 含 む 。 好 ま
し い 変 異 体 は 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 と 、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 75%な ど 、 少 な く と も
90%な ど の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 最 適 な 比 較 目 的 (例 え ば 、 ギ ャ ッ プ
は 、 最 良 の ア ラ イ メ ン ト の た め に 両 配 列 に 導 入 さ れ 得 る )の た め に 配 列 を 整 列 さ せ 、 対 応
す る 位 置 に お い て ア ミ ノ 酸 残 基 を 比 較 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 「 最 良 の ア ラ イ メ ン ト
」 は 、 最 も 高 い 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 生 ず る 、 ２ つ の 配 列 の ア ラ イ メ ン ト で あ る 。 同
一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 比 較 す る 配 列 に お け る 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 に よ り 決 定 さ れ る
(す な わ ち 、 %同 一 性  = 同 一 の 位 置 の 数  / 位 置 の 総 数  x 100)。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 血 漿 ホ ロ -TCお よ び 血 漿 ホ ロ -HC濃 度 の 摂 取 お よ び 分 析 に 使 用 す る コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ
ク 質 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 ブ タ 由 来 の 天 然 の も の ま た は 、 例 え ば 酵 母 、 植 物 、 植 物 細 胞 、 昆
虫 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞 で 産 生 さ れ る 組 み 換 え コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 コ バ ラ
ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 酵 母 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に よ り 産 生 さ れ
る 組 み 換 え ヒ ト タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ は 、 他 の 哺 乳 類 物 質 を 含 む 内 因 子 お よ び ハ プ ト コ
リ ン の 源 か ら 哺 乳 類 の 病 原 体 が 伝 搬 す る リ ス ク を 排 除 す る た め で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 コ バ ラ ミ ン 、 内 因 子 お よ び ハ プ ト コ リ ン は 、 す べ て 経 口 投 与 に 適 応 さ れ る 。 そ れ ら は 、
カ プ セ ル ま た は 錠 剤 ; 粉 剤 ま た は 顆 粒 剤 ; 水 性 ま た は 非 水 性 の 液 体 中 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液
; 食 用 の 泡 ま た は 起 泡 剤 (whips); ま た は 水 中 油 型 液 体 エ マ ル ジ ョ ン も し く は 油 中 水 型 液
体 エ マ ル ジ ョ ン の よ う な 個 々 の 単 位 と し て 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 す べ て の 型 の 個 体 由 来 の サ ン プ ル で 行 い 得 る 。 そ の 個 体 に は
、 健 常 の 個 体 、 ビ タ ミ ン  B12-関 連 の 欠 乏 を 患 う と 疑 わ れ て い る が ま だ そ の よ う に 診 断 さ
れ て い な い 個 体 、 ま た は ビ タ ミ ン  B12-関 連 の 欠 乏 を 患 っ て い る こ と が 判 っ て い る 患 者 が
含 ま れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 該 個 体 は AIDSを 患 っ て は い な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 血 液 中 の ホ ロ -TCお よ び ホ ロ -HC濃 度 は 、 幾 つ か の 異 な る 方 法 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 ２ 、
３ の そ の よ う な 方 法 は 以 下 に 記 載 す る が 、 何 れ か 適 当 な 方 法 が 使 用 さ れ 得 る 。 適 当 な 方 法
は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願  US20010051346お よ び US20030148541に 記 載 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の 全 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン (ア ポ -お よ び ホ ロ -TCの 両 方 )お よ び 全 ハ プ ト コ
リ ン は 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン お よ び ハ プ ト コ リ ン の そ れ ぞ れ に 対 す る 抗 体 を 用 い
る ELISAに よ り 決 定 さ れ 得 る 。 ア ポ -型 (コ バ ラ ミ ン で 飽 和 さ れ て い な い )の ト ラ ン ス コ バ ラ
ミ ン お よ び ハ プ ト コ リ ン の 部 分 は 、 コ バ ラ ミ ン で 被 覆 し た で 被 覆 し た ビ ー ズ ま た は 固 体 物
質 に 対 す る 親 和 性 に よ り 分 離 さ れ 得 る 。 次 い で 、 結 合 TCお よ び HCの 量 は 、 ト ラ ン ス コ バ ラ
ミ ン お よ び ハ プ ト コ リ ン に 対 す る 抗 体 を 用 い る ELISAに よ り 決 定 さ れ 得 る 。 ホ ロ -TCお よ び
ホ ロ -HCの 濃 度 は 、 ア ポ -お よ び ホ ロ -型 の 両 方 の 濃 度 の 和 か ら ア ポ -型 の 濃 度 を 差 し 引 く こ
と に よ り 算 出 さ れ 得 る 。 TC飽 和 度 お よ び HC飽 和 度 は 、 ホ ロ -TC/全 -TCお よ び ホ ロ -HC/全 -HC
と し て 、 そ れ ぞ れ 算 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 更 に ま た 、 血 液 サ ン プ ル 中 の ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン ま た は ハ プ ト コ リ ン の ホ ロ -型 濃 度 は
、 例 え ば 、 ホ ロ -型 の み を 認 識 す る が 、 ア ポ -型 ま た は コ バ ラ ミ ン 単 独 は 認 識 し な い モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ELISAに よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 更 に ま た 、 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン お よ び ハ プ ト コ リ ン の ホ ロ -型 濃 度 は 、 Nexo et al. (20
02) に よ り 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い 測 定 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 は 、 コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質
の ア ポ -型 に 結 合 す る コ バ ラ ミ ン 被 覆 化 磁 性 ビ ー ズ に よ る サ ン プ ル か ら の ア ポ -TCお よ び ア
ポ -HCの 除 去 を 含 む 。 ビ ー ズ が 除 か れ る と 、 上 清 は 、 ホ ロ -TCお よ び ホ ロ -HCと 、 コ バ ラ ミ
ン に 結 合 で き な い 他 の タ ン パ ク 質 を 含 む が 、 も は や 、 TCお よ び HCの ア ポ -型 は 含 ま な い 。
ホ ロ -TCお よ び ホ ロ -HCの 濃 度 は 、 Nexo et al. (2000)に よ っ て TCに 関 し 記 載 さ れ て い る よ
う に TCお よ び HCの そ れ ぞ れ に 対 す る 抗 体 を 用 い る ELISAを 用 い る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 血 液 中 の ホ ロ -TCの 濃 度 は ま た 、 Axis Shield (Norway)の ホ ロ -TC RIAの よ う な 、 そ し て
Uleland et al. (2002)に よ り 記 載 さ れ て い る 放 射 性 -結 合 ア ッ セ イ を 用 い る こ と に よ り 測
定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 コ バ ラ ミ ン の 摂 取 後 の 血 液 中 の ホ ロ -TC濃 度 お よ び ／ ま た は TC飽 和 度 の 増 加 は 、 試 験 さ
れ た 人 が 、 摂 取 し た コ バ ラ ミ ン に 結 合 で き る 内 因 子 を 分 泌 す る こ と を 反 映 し て い る 。 そ れ
は ま た 、 コ バ ラ ミ ン -内 因 子 複 合 体 が 腸 レ セ プ タ ー に 結 合 で き 、 血 液 中 で コ バ ラ ミ ン か ら
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ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン へ の 最 終 的 な 輸 送 が 起 こ っ た こ と を 示 す 。 更 に ま た 、 ホ ロ -TC濃 度 お
よ び ／ ま た は TC飽 和 度 の 増 加 が 僅 か ま た は 全 く な い な ら ば 、 こ れ は 、 そ の 人 が 腸 レ セ プ タ
ー へ の コ バ ラ ミ ン の 効 率 的 な 輸 送 の た め の 内 因 子 を 殆 ど 分 泌 し な い か ま た は 全 く 分 泌 し な
い こ と 、 ま た は 腸 で の 吸 収 の 能 力 が 、 例 え ば 、 腸 レ セ プ タ ー の 問 題 か ら 制 限 さ れ て い る こ
と を 示 す 。 コ バ ラ ミ ン の 推 奨 日 用 量 を 数 回 使 用 す る と 、 吸 収 シ ス テ ム を 飽 和 し 、 そ れ 故 、
吸 収 の 能 力 を 明 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 吸 収 し た コ バ ラ ミ ン が 、 血 液 中 で TCと の 複 合 体 で 最 初 に 現 れ 、 そ の 後 、 HCに 輸 送 さ れ る
。 こ の た め 、 ホ ロ -HC濃 度 は 、 血 液 中 の ホ ロ -TC濃 度 よ り も 後 に 増 加 す る 。 試 験 し た 人 が 、
長 期 間 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 を 患 う な ら ば 、 生 体 中 の コ バ ラ ミ ン の 貯 蔵 は 低 く な る か ま た は
枯 渇 す る 。 コ バ ラ ミ ン の 数 ナ ノ モ ル の 吸 収 は 、 コ バ ラ ミ ン が 組 織 細 胞 に 輸 送 さ れ る 前 に ホ
ロ -TCの 一 時 的 に 増 加 を も た ら す 。 こ の 状 況 で は 、 血 液 中 の ホ ロ -HC濃 度 は 顕 著 に 増 加 し な
い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 内 因 子 ま た は ハ プ ト コ リ ン お よ び コ バ ラ ミ ン は 、 同 時 に 、 別 々 に ま た は 連 続 し て 摂 取 さ
れ 得 る 。 第 一 の 形 態 の 方 法 (例 え ば 、 コ バ ラ ミ ン の み の 摂 取 )の 結 果 と 、 第 二 お よ び ／ ま た
は 第 三 の 形 態 の 方 法 (コ バ ラ ミ ン お よ び 内 因 子 お よ び ／ ま た は ハ プ ト コ リ ン の 両 方 の 摂 取 )
の 結 果 と の 比 較 を 促 進 す る た め 、 使 用 す る コ バ ラ ミ ン の 用 量 が 、 す べ て の 試 験 で 同 じ で あ
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 経 口 的 に 投 与 し た コ バ ラ ミ ン が 、 腸 で 吸 収 さ れ な い と き 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 の 原 因 は 、
内 因 子 分 泌 の 欠 陥 ま た は 他 の タ イ プ の 内 因 子 欠 乏 で あ り 得 る 。 そ の た め 、 コ バ ラ ミ ン お よ
び 内 因 子 の 両 方 が 経 口 的 に 患 者 に 投 与 さ れ る 。 血 液 中 の ホ ロ -TCお よ び ホ ロ -HCの 増 加 が コ
バ ラ ミ ン お よ び 内 因 子 の 両 方 の 摂 取 後 に 生 ず る な ら ば 、 患 者 は 、 不 十 分 な 内 因 子 分 泌 ま た
は 他 の タ イ プ の 内 因 子 欠 損 を 患 っ て い る 。 ホ ロ -TCの 僅 か ま た は 大 き な 増 加 は 、 腸 の コ バ
ラ ミ ン -内 因 子 吸 収 か ら 、 そ れ ぞ れ 僅 か お よ び 大 き な 能 力 を 反 映 す る 。 ホ ロ -HCが 増 加 し な
い が ホ ロ -TCが 増 加 す る の は 、 患 者 が ビ タ ミ ン  B12欠 乏 を 長 期 間 患 い 、 そ の 結 果 、 ホ ロ -HC
の 体 内 の 貯 蓄 が 少 な く な る か ま た は 全 く な く な る こ と を 反 映 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 そ の 方 法 は 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 が 、 腸 に お け る ハ プ ト コ リ ン (コ バ ラ ミ ン に 結 合 し た タ
ン パ ク 質 を 有 す る 食 物 の 代 用 と し て )か ら 内 因 子 へ の コ バ ラ ミ ン の 輸 送 の 欠 損 に よ り 生 ず
る の か ど う か の 決 定 に 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 患 者 が 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 を ま だ 患 っ て い る が コ バ ラ ミ ン の 摂 取 後 、 コ バ ラ ミ ン を 吸 収
で き る と き 、 欠 乏 の 原 因 は 、 内 因 子 ま た は 腸 レ セ プ タ ー の 欠 損 で は な い が 、 ひ ょ っ と し た
ら 、 食 物 中 の コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 か ら 内 因 子 へ コ バ ラ ミ ン を 輸 送 す る 能 力 の 欠 損 で
あ る 可 能 性 が あ る 。 ハ プ ト コ リ ン (ま た は 食 物 中 の コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 代 用 と し
て 役 割 を し 得 る 他 の 結 合 タ ン パ ク 質 )に 結 合 し た コ バ ラ ミ ン の 数 回 の 推 奨 日 用 量 の 摂 取 後
の 血 液 中 の ホ ロ -TC濃 度 が 増 加 し な い の は 、 そ の 人 が 、 膵 臓 異 常 を 患 う 患 者 の よ う に 食 物
か ら ビ タ ミ ン  B12を 遊 離 さ せ る こ と が で き な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 更 な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 の 診 断 で の 使 用 の た め の キ ッ ト を 提 供 す
る 。 そ れ 故 、 本 発 明 は 、 ビ タ ミ ン  B12-関 連 欠 損 の 診 断 で の 使 用 に 適 当 な パ ー ツ キ ッ ト (ki
t-of-parts)で あ っ て 、 以 下 を 含 む 該 パ ー ツ キ ッ ト に 関 係 す る ：
i)血 液 サ ン プ ル 中 の ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は ホ ロ -HC濃 度 測 定 に 適 当 な 物 質 、 お よ び
ii)本 明 細 書 に 記 載 の 何 れ か の 方 法 を 行 う 上 で の 該 キ ッ ト の 可 能 な 使 用 に つ い て の 記 載 を
含 む ユ ー ザ ー 用 の 説 明 書 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 ビ タ ミ ン  B12欠 乏 の 診 断 で の 使 用 に 適 当 な パ ー ツ キ ッ ト で あ っ て 、 以
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下 を 含 む 該 パ ー ツ キ ッ ト に 関 係 す る ： 非 放 射 性 コ バ ラ ミ ン お よ び ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン に 対
す る 抗 体 お よ び ／ ま た は ハ プ ト コ リ ン に 対 す る 抗 体 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ れ ら の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 コ バ ラ ミ ン 、 内 因 子 、 ハ プ ト コ リ ン 、 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン
に 対 す る 抗 体 、 ハ プ ト コ リ ン に 対 す る 抗 体 、 ビ ー ズ ま た は 固 体 支 持 体 に 結 合 し た コ バ ラ ミ
ン 、 緩 衝 液 お よ び カ ラ ム の う ち の 何 れ か １ 以 上 を 含 む １ 以 上 の コ ン テ ナ ー を 含 み 得 る 。 該
抗 体 は ま た 、 ホ ロ -TCの み を 認 識 し 、 ア ポ -TCま た は コ バ ラ ミ ン は 認 識 し な い モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ り 得 る 。 コ バ ラ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 標 識 型 が ま た 存 在 し 得 る 。 そ の 構 成 要 素
は 、 各 構 成 要 素 ま た は 準 備 の で き た (ready prepared)混 合 物 と し て 提 供 さ れ 得 る 。 試 薬 は
、 凍 結 乾 燥 型 (freeze-dried or lyophilised form)で ま た は レ デ ィ ー メ イ ド の 溶 液 と し て
提 供 さ れ 得 る 。 そ の キ ッ ト は ま た 、 該 キ ッ ト を 用 い る た め の 他 の コ ン テ ナ ー ま た は デ バ イ
ス を 含 み 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例
　 研 究 は 、 ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は TC飽 和 度 の 変 化 が ビ タ ミ ン  B12の 吸 収 を 反 映 す る か ど
う か を 評 価 す る た め に 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
材 料 お よ び 方 法
　 研 究 に 関 与 し た 対 象 は 、 2002年 10月 に 補 充 さ れ た 31人 の 健 常 者 で あ る 。 彼 ら の う ち 、 ビ
タ ミ ン  B12欠 乏 に 関 連 す る 既 知 疾 患 を 患 っ て い る も の は い な か っ た 。 慢 性 全 身 性 疾 患 を 有
す る 人 、 幾 つ か 種 類 の 薬 物 治 療 を 受 け て い る 人 (こ の 一 週 間 内 に ビ タ ミ ン 錠 剤 の 投 与 を 含
む )お よ び 書 面 に よ る イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を 受 け る こ と が で き な い 人 は 除 外 し た
。 健 常 者 の 年 齢 は 、 25か ら 57歳 (平 均 40歳 )ま で の 範 囲 で あ っ た 。 男 性 ９ 人 女 性 ２ ２ 人 で あ
っ た 。 更 に 、 2003年 に 内 部 の 医 学 部 の 外 来 に か か っ た ７ 人 の 患 者 (22-39歳 、 男 性 ５ 人 お よ
び 女 性 ２ 人 )を 含 め た 。 ビ タ ミ ン  B12 吸 収 不 良 が 疑 わ れ た か ら で あ っ た 。 ７ 人 の 患 者 の う
ち ３ 人 が 、 以 前 に ク ロ ー ン 病 と 診 断 さ れ て い た 。 残 り の ４ 人 の 患 者 の 診 断 は 不 明 で あ っ た
。 書 面 に よ る イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト は 対 象 者 全 員 か ら 得 、 Research Ethics Commit
tee of Aarhus Countyは 本 研 究 の プ ロ ト コ ー ル を 承 認 し た (2002.0224)。
【 ０ ０ ５ ３ 】
研 究 プ ロ ト コ ー ル
　 ビ タ ミ ン  B12の 吸 収 は 、 ビ タ ミ ン  B12の 経 口 投 与 の 前 お よ び 後 で 得 ら れ る サ ン プ ル に お
け る 血 清 ビ タ ミ ン  B12、 全 TC、 お よ び ホ ロ -TCの 分 析 か ら 評 価 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 健 常 者 に お い て 、 サ ン プ ル は 、 ビ タ ミ ン  B12 摂 取 の 前 日 (-1)お よ び 日  0、 1、 2、 お よ
び 6の 8:00 a.m.に 採 取 し た 。 血 液 サ ン プ ル を 日  0に 取 り 出 し た 後 、 経 口 用 量 9 μ gの ビ タ
ミ ン  B12 (Natur Drogeriet A/S, Hoerning, Denmark)を 、 投 与 間 隔 6 hで ３ 回 与 え た (8 a
.m.、 2 p.m.、 お よ び 8 p.m.(そ の 時 間 は ± 45分 ず れ て も よ い こ と と し た )。 一 人 の 健 常 対
象 者 は 、 日  6に 血 液 サ ン プ ル を 採 取 (delivering)し た た め 用 い る こ と が で き な か っ た 。 患
者 ７ 人 に お け る ビ タ ミ ン  B12の 吸 収 は 、 シ リ ン グ テ ス ト  Iに よ り お よ び 上 記 の 設 計 に よ り
評 価 し た 。 但 し 、 血 液 サ ン プ ル は 、 日  0お よ び 日  1の み で 得 た 。 該 シ リ ン グ テ ス ト  Iは 我
々 の 更 な る 別 の ア プ ロ ー チ 後 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ビ タ ミ ン  B12 錠 剤 は 、 水 ま た は オ レ ン ジ ジ ュ ー ス の 何 れ か と 共 に 与 え た 。 対 象 者 は 、
血 液 サ ン プ リ ン グ の 30か ら 60分 前 に 、 乳 製 品 を 全 く 含 ん で い な い 軽 い 朝 食 を と っ た が 、 他
の 者 は 通 常 の 食 事 を と っ た 。 そ の 血 液 サ ン プ ル は 60 分 間 遠 心 分 離 し 、 更 に 処 理 す る ま で -
80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
シ リ ン グ テ ス ト  I
　 シ リ ン グ テ ス ト  Iは 、 以 前 に 記 載 の よ う に 行 っ た (Chanarin, 1979)。 端 的 に は 、 絶 食 患
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者 に 、 1μ gの 経 口 用 量 の ビ タ ミ ン  B12を 与 え る 。 そ れ は 、 放 射 性 コ バ ル ト (Co-57)で 標 識
し た も の で あ る 。 次 い で 、 経 口 投 与 ２ 時 間 後 、 そ の 患 者 に 、 1000μ gの 非 -標 識 化 ビ タ ミ ン
 B12を 筋 肉 内 注 射 す る 。 24 時 間 の 尿 回 収 を 開 始 す る 。 次 い で 、 24 時 間 で 尿 中 に 排 泄 さ れ
る 投 与 用 量 の 割 合 を 測 定 す る 。 投 与 用 量 の 10-40%の 尿 排 泄 が 正 常 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
生 物 化 学 的 分 析
　 血 清 ビ タ ミ ン  B12は 、 Centaur equipmentに お け る 市 販 の 方 法  (Bayer corporation, NY
) に よ り 測 定 し た (分 析 的 な 不 正 確 さ (analytical imprecision) < 10%)。 血 清 の 全 TCお よ
び ホ ロ -TCは 、 最 近 述 べ ら れ て い る (Nexo et al., 2000; 2002)よ う な ELISAに よ り 測 定 し
た 。 但 し 、 自 動 化 ELISAア ナ ラ イ ザ ー (BEP-2000, Dade Behring, Germany)の 使 用 が で き る
よ う に 修 飾 し た 。 以 下 の 修 飾 を 行 っ た ; イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は す べ て 37℃ で 行 っ た 。 分 析
的 な 不 正 確 さ は 、 全 TCで 7%(平 均 =934 pmol/L, n=91)お よ び ホ ロ -TCで 8%(平 均 =38 pmol/L,
 n=41)で あ っ た 。 対 照 は 、 全 TCで 12 ヶ 月 お よ び ホ ロ -TCで 6 ヶ 月 行 っ た 。 基 準 範 囲 は 、 健
常 な 血 液 ド ナ ー (年 齢 間 隔 ; 21-65)か ら 得 た 161サ ン プ ル を 分 析 す る こ と か ら 決 定 し た 。 基
準 範 囲 は 、 全 TCで 700-1400 pmol/L、 ホ ロ -TCで >50 pmol/Lお よ び TC飽 和 度 で >0.05で あ っ
た 。 血 液 学 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 Coulter Counter(Beckman Coulter CA)で 分 析 し た 。 血 漿
ク レ ア チ ニ ン は Jaffe法 お よ び Roche Cobas integra 700 オ ー ト ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い 測 定
し た (分 析 的 な 不 正 確 さ  <3%)。
【 ０ ０ ５ ８ 】
統 計 的 分 析
　 個 人 内 変 動 は 、 治 療 前 (日  -1 お よ び 日  0)に 得 た ２ つ の サ ン プ ル の 被 分 析 試 料 の 測 定 か
ら の 、 ANOVAに よ る 分 散 の 試 算 を 用 い 算 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 時 間 の 関 数 と し て の パ ラ メ ー タ ー の 変 化 (増 加 ま た は 減 少 )を 、 ベ ー ス ラ イ ン (日  0) に
相 対 す る 同 一 個 体 で 得 ら れ た 変 化 と 、 日  0を 「 0」 と し た 理 論 メ ジ ア ン (theoretical medi
an)と を 比 較 す る こ と に よ り 分 析 し た 。 そ の デ ー タ は 、 正 規 分 布 を 示 し て い な か っ た た め
、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な 試 験 (Wilcoxon matched pair test)を 用 い た 。 P-値  <5%は 、 統 計
学 的 に 有 意 で あ る と 見 な し た 。 デ ー タ は 、 SPSS10.0 (SPSS Inc.)お よ び GraphPad(Prism2)
ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い 分 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
結 果
　 健 常 者 31人 す べ て が 、 表  1に 要 約 し た よ う に 正 常 な 赤 血 球 数 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 平 均 細 胞
体 積 お よ び ク レ ア チ ニ ン レ ベ ル を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
表  1:健 常 者 31人 に お け る ビ タ ミ ン  B12、 血 清 ホ ロ -TC、 全 -TCお よ び TC飽 和 度 の メ ジ ア ン
お よ び 範 囲 、 お よ び 個 人 内 変 動  a
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

a   実 験 パ ラ メ ー タ ー は  日  -1で 得 た 血 液 サ ン プ ル か ら 測 定 し た 。
b  ホ ロ -TC、 全 -TCお よ び TC飽 和 度 の 基 準 範 囲 は 、 健 常 な 血 液 ド ナ ー か ら 得 た 161の サ ン プ
ル の 分 析 に 基 づ い た 。
c  個 人 内 変 動 は 、 B12を 受 け る 前 の 健 常 者 31人 の 日  -1お よ び 日  0で 得 た 値 に 基 づ き 算 出 し
た 。
d  ホ ロ -TC/全 -TCと し て 算 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 個 人 内 変 動 は 、 ビ タ ミ ン  B12の 摂 取 の 前 (日  -1お よ び 日  0)に 回 収 さ れ た サ ン プ ル で 得
ら れ た デ ー タ か ら 算 出 す る と 、 す べ て の パ ラ メ ー タ ー で 13%未 満 で あ っ た (表  1)。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ３ 回 の 9 μ gの ビ タ ミ ン  B12の 経 口 摂 取 後 、 研 究 す る す べ て の パ ラ メ ー タ ー が 図 1に 示 す
よ う に 変 化 し た 。 ベ ー ス ラ イ ン (日  0)に 対 す る 変 化 は 、 日  1(す べ て の パ ラ メ ー タ ー で p <
0.0002)お よ び 日  2(ホ ロ TC、 TC飽 和 度 お よ び ビ タ ミ ン  B12で p <0.0005、 全 TCで p=0.02)で
非 常 に 有 意 で あ っ た 。 ホ ロ -TCに お け る 最 大 パ ー セ ン テ ー ジ お よ び 絶 対 増 加 (メ ジ ア ン お よ
び (範 囲 ))は 、 そ れ ぞ れ 39(0-+108)%、 34(0-149)pmol/Lで あ り 、 TC飽 和 度 で は 、 割 合 と し
て 52(-2-+128) %、 0.04(0-0.23)で あ っ た (n=31)。 ホ ロ -TCお よ び TC飽 和 度 で 15%以 上 の 最
大 増 加 が 、 日  1に 対 象 者 29人 で 、 そ し て 日  2に 対 象 者 1人 に 観 察 さ れ た 。 健 常 対 象 者 の 一
人 だ け が 、 ホ ロ -TCお よ び TC飽 和 度 を 増 加 し な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 血 清 ビ タ ミ ン  B12の パ ー セ ン テ ー ジ お よ び 絶 対 増 加 が 、 そ れ ほ ど 劇 的 で は な か っ た (14(
-8-+51))%、 36(-27-290) pmol/L。 健 常 者 4人 で は 増 加 せ ず 、 健 常 者 14人 で 15%未 満 の 増 加
が あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 僅 か だ が 、 有 意 な 変 化 が 全 TCで 観 察 さ れ た 。 最 大 パ ー セ ン テ ー ジ お よ び 絶 対 減 少 は 、 5(
-16-+9))%お よ び 46(-180-+77)pmol/Lで あ っ た 。 健 常 者 31人 の う ち ２ ３ 人 で 、 日  1に 全 TC
濃 度 の 減 少 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 1 日 後 、 最 も 高 い レ ベ ル (メ ジ ア ン (範 囲 ))が 、 ホ ロ -TC(118 (56-344))pmol/L、 TC飽 和
度 (0.13(0.06-0.43))お よ び 血 清 ビ タ ミ ン  B12(279 (176-856))pmol/Lで 得 ら れ た (表  2)。
6日 後 、 ホ ロ -TC、 全 TCお よ び TC飽 和 度 の レ ベ ル は ベ ー ス ラ イ ン と 顕 著 に 相 違 し て い る わ け
で は な か っ た が 、 血 清 ビ タ ミ ン  B12の レ ベ ル は 、 ベ ー ス ラ イ ン よ り も 有 意 に 高 い ま ま で あ
っ た (p=0.0086)。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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表  2: 健 常 者 31人 に お け る ビ タ ミ ン  B12の 経 口 摂 取 前 (日  0)に お よ び 経 口 摂 取 後 一 定 間 隔
(timed interval)で の TC飽 和 度 、 ホ ロ -TCお よ び ビ タ ミ ン  B12で 得 ら れ た 絶 対 値 (メ ジ ア ン
お よ び 範 囲 )
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 算 出 し た TC飽 和 度 は 、 ビ タ ミ ン  B12摂 取 後 の ホ ロ -TC濃 度 の 上 昇 と 共 に 全 TCで 観 察 さ れ
た 減 少 の た め 、 ビ タ ミ ン  B12 吸 収 の 若 干 良 好 な マ ー カ ー に な っ た 。 一 人 の 健 常 対 象 者 を
除 く 全 員 で 、 TC飽 和 度 が 21%以 上 増 加 し た 。 し か し 、 健 常 者 7人 だ け が 、 血 清 ビ タ ミ ン  B12
濃 度 に お い て 、 そ れ ぐ ら い の 増 加 ま た は よ り 大 き な 増 加 を 示 し た (図  2)。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 患 者 ７ 人 の う ち ４ 人 が 基 準 範 囲 よ り も 低 い 血 清 ホ ロ -TCお よ び ビ タ ミ ン  B12値 を 示 し (図
 3)、 ビ タ ミ ン  B12 吸 収 の 減 少 を 疑 わ れ た が 、 彼 ら の 血 液 学 的 パ ラ メ ー タ ー は 正 常 で あ っ
た (デ ー タ 示 さ ず )。 こ れ ら 患 者 ４ 人 の う ち ３ 人 が 、 ク ロ ー ン 病 を 有 す る と し て 事 前 に 診 断
さ れ て い た 。 ビ タ ミ ン  B12摂 取 後 、 こ れ ら ク ロ ー ン 病 の 患 者 三 人 は 、 ホ ロ -TC(3、 7、 14 p
mol/L)お よ び TC飽 和 度 (0.004、 0.01、 0.01)が ご く 僅 か に 増 加 し た (図  3)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 患 者 ７ 人 全 員 に つ い て 、 一 人 を 除 く 、 シ リ ン グ テ ス ト  Iの 定 量 的 結 果 (尿 中 に 排 泄 さ れ
る ビ タ ミ ン  B12の パ ー セ ン テ ー ジ )を 、 ビ タ ミ ン  B12 摂 取 後 の 血 清 ホ ロ -TCの 変 化 と 概 略
で 比 較 し た (図  3)。 ク ロ ー ン 病 の 患 者 三 人 の う ち の 一 人 で 、 シ リ ン グ テ ス ト  Iに 異 常 が あ
っ た (2%)。 他 の ２ 人 は 、 シ リ ン グ テ ス ト  Iで 正 常 範 囲 (10-40 %)で あ っ た が 、 そ の 値 は 、
基 準 範 囲 の 低 い 位 置 で あ っ た (そ れ ぞ れ 10%、 15%)。
【 ０ ０ ７ １ 】
考 察
　 こ の 研 究 は 、 ホ ロ -TCお よ び TC飽 和 度 の 血 清 レ ベ ル は 能 動 的 ビ タ ミ ン  B12 吸 収 を 反 映 す
る こ と を 示 す 。 ３ 回 の 9 μ gの ビ タ ミ ン  B12の 経 口 投 与 後 １ 日 で 、 ホ ロ TCお よ び TC飽 和 度
の レ ベ ル が 増 加 し 、 約 50%の メ ジ ア ン 値 と な っ た が 、 そ の 増 加 は 、 健 常 者 の 血 清 ビ タ ミ ン  
B12で は た っ た 14%で あ っ た 。 こ れ ら の 知 見 が 強 力 に 示 唆 す る の は 、 ビ タ ミ ン  B12の 経 口 投
与 後 の ホ ロ -TCお よ び ／ ま た は TC飽 和 度 の 測 定 が 、 ビ タ ミ ン  B12の 能 動 的 吸 収 を 評 価 す る
と い う と き に は 血 清 ビ タ ミ ン  B12の 測 定 よ り も 多 く の 情 報 を 保 持 す る と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 今 の と こ ろ 、 血 液 試 験 の 使 用 に よ る 能 動 的 ビ タ ミ ン  B12摂 取 を 研 究 す る た め に 、 患 者 に
投 与 す る ビ タ ミ ン  B12の 用 量 に ほ と ん ど 注 意 は 払 わ れ な か っ た 。 今 ま で 行 っ た 殆 ど の 研 究
は 、 比 較 的 多 量 の 単 一 の 経 口 用 量 の ビ タ ミ ン  B12 (1000 μ g)を 用 い た (Henze et al. 198
8; Moridani et al. 2002)。 こ こ で の 重 大 な 点 は 、 こ の 多 用 量 の ビ タ ミ ン  B12に よ り 、 非
-IF仲 介 吸 収 が 1 %だ け で 血 漿 濃 度 が 上 昇 し 、 そ れ に よ っ て 、 測 定 が 変 造 さ れ る 。 こ の 増 加
は 能 動 的 IF仲 介 吸 収 を 反 映 し て お ら ず 、 こ の た め 、 能 動 的 ビ タ ミ ン  B12 吸 収 に 関 す る 診
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断 効 果 に 限 界 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 我 々 の 研 究 に お い て 、 我 々 は 、 ビ タ ミ ン  B12の 摂 取 を ２ つ の 基 準 に 合 う よ う に 設 計 し た
。 第 一 に 、 我 々 は 、 提 供 さ れ て い る 用 量 (Chanarin, 1979)の お よ そ  1%の 割 合 と な る よ う
に 、 受 動 的 吸 収 を 最 小 化 し た か っ た 。 第 二 に 、 我 々 は 、 最 適 な シ グ ナ ル を 得 る た め に 、 能
動 的 に 吸 収 さ れ る ビ タ ミ ン  B12を で き る 限 り 多 く 蓄 積 さ せ た か っ た 。 こ れ ら ２ つ の 要 求 を
満 た す た め 、 我 々 は 、 高 い 生 理 学 的 用 量 (9 μ g)を 使 用 す る こ と お よ び こ の 用 量 を ６ 時 間
の 間 隔 で ３ 回 投 与 す る こ と を 選 択 し た 。 一 定 用 量 の ビ タ ミ ン  B12の 摂 取 後 、 更 に ビ タ ミ ン
 B12 摂 取 が 関 係 す る 限 り 、 ビ タ ミ ン  B12の 吸 収 が 減 少 す る こ と に よ り 不 応 期 は 約  3 時 間
と な る こ と は 既 知 で あ る (Chanarin, 1979)。 最 初 の 投 与 後 に 約  4-6 hあ る と き に は 、 更 な
る 用 量 の ビ タ ミ ン  B12が 正 常 に 吸 収 さ れ る (Chanarin, 1979)。 用 量 10μ gの ビ タ ミ ン  B12
を 用 い れ ば 、 最 も 多 い 量 の IF結 合 ビ タ ミ ン  B12が 得 ら れ た こ と は 既 に 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
引 用 文 献
Chanarin I. The megaloblastic Anaemias. Oxford: Blackwell Scientific Publication
s, 1979.

Nexo E, Christensen AL, Petersen TE et al. Measurement of transcobalamin by ELIS
A. Clin Chem 2000;46:1643-9.

Nexo E, Christensen AL, Hvas AM et al. Quantification of holo-transcobalamin, a 
marker of vitamin B12 deficiency. Clin Chem 2002;48:561-2.

Henze E, Manner S, Clausen M et al. The Schilling test cannot be replaced by an 
absorption test with unlabeled vitamin B12. Klin Wochenschr 1988;66:332-6.

Moridani, M. Y., Hoffman, B., Pritzker, K, and Bromberg, I. Vitamin B12 absorpti
on test: (Abstract). Clin Chem 2002; 48: A146.

Uleland M, Eilertsen I, Quadros EV et al. Direct assay for cobalamin bound to tr
anscobalamin (holo-transcobalamin) in serum. Clin Chem 2002;48:526-32.

Nexo E, Hvas AM, Bleie O et al. Holo-transcobalamin is an early marker of change
s in cobalamin homeostasis. A randomized placebo-controlled study. Clin Chem 200
2;48:1768-71.

Carmel R. (2002) Measuring and interpreting holo-transcobalamin (holo-transcobal
amin II) Clin. Chem; 48: 407-409.
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 図 １ 】 図  1は 、 9μ gの ビ タ ミ ン  B12を 3回 摂 取 し た 後 の 31人 の 健 常 者 に お け る 血 清 ビ タ
ミ ン  B12 (黒 四 角 )、 全 TC (黒 三 角 )、 ホ ロ -TC(黒 丸 )お よ び TC飽 和 度 (黒 菱 形 )の 変 化 を 示
す 。
【 図 ２ 】 図  2は 、 31人 の 健 常 者 に お け る ビ タ ミ ン  B12の 経 口 摂 取 後 の 一 定 時 間 間 隔 に お け
る ベ ー ス ラ イ ン か ら の TC飽 和 度 (A)、 お よ び ビ タ ミ ン  B12 (B)の 増 加 率 の 各 プ ロ ッ ト を 示
す 。
【 図 ３ － １ 】 図  3は 、 9 μ gの ビ タ ミ ン  B12を 3回 摂 取 し た 後 の 31人 の 健 常 者 (白 丸 )お よ び
7人 の 患 者 (黒 三 角 ： ク ー ロ ン 病 と 診 断 、 黒 丸 ： 診 断 は 不 明 で あ る )に お け る 血 清 ビ タ ミ ン  
B12、 全 TC、 ホ ロ -TCお よ び TC飽 和 度 の 絶 対 変 化 を 示 す 。
【 図 ３ － ２ 】 図  3は 、 9 μ gの ビ タ ミ ン  B12を 3回 摂 取 し た 後 の 31人 の 健 常 者 (白 丸 )お よ び
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7人 の 患 者 (黒 三 角 ： ク ー ロ ン 病 と 診 断 、 黒 丸 ： 診 断 は 不 明 で あ る )に お け る 血 清 ビ タ ミ ン  
B12、 全 TC、 ホ ロ -TCお よ び TC飽 和 度 の 絶 対 変 化 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ － １ 】 【 図 ３ － ２ 】

(19) JP 2006-520466 A 2006.9.7



【 国 際 調 査 報 告 】
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成。第一测试使用消费的非放射性钴胺素，使用非放射性的钴胺素和重
组体内因素食用，和第三测试的第二测试用钴胺素消费饱和使用重组
haptocorrin。所有试验3包括钴胺素的饱和钴胺在血液中的浓度的变化的
分析（全息-TC）和钴胺素饱和haptocorrin（全息-HC）。还公开了适用
于这些方法的试剂盒。
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