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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ユビキチン化されたノルアドレナリントランスポーターからなるうつ病マーカー。
【請求項２】
　うつ病を決定するために、ノルアドレナリントランスポーター、ユビキチン化されたノ
ルアドレナリントランスポーターのいずれかをうつ病マーカーとして、被験者から採取し
た血液検体における前記うつ病マーカーの発現量を調べる測定方法。
【請求項３】
　うつ病を決定するために、少なくとも１人の健常者から得た対照たる前記うつ病マーカ
ーの発現量と、被験者から採取した血液検体における前記うつ病マーカーの発現量とを比
較する工程を含む請求項２に記載の測定方法。
【請求項４】
　うつ病を決定するために、被験者から採取した血液検体において下記の（１）及び（２
）の分析をする工程を含む測定方法。
　（１）ノルアドレナリントランスポーター発現量
　（２）ユビキチン化されたノルアドレナリントランスポーターの比率
【請求項５】
　うつ病を決定するために、更に少なくとも１人の健常者から得た対照たる下記の（３）
及び（４）の分析結果と、被験者における分析結果とを比較する工程を含む請求項４に記
載の測定方法。
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　（３）ノルアドレナリントランスポーター発現量
　（４）ユビキチン化されたノルアドレナリントランスポーターの比率
【請求項６】
　請求項１に記載のうつ病マーカーの検出材を含むキット。
【請求項７】
　更に、ユビキチン化蛋白質回収材を含む請求項６に記載のキット。
【請求項８】
　請求項１に記載のうつ病マーカーの発現量を調べる工程を含む、うつ病の診断を補助す
るためのアッセイ方法。
【請求項９】
　請求項１に記載のうつ病マーカーのユビキチン化を調べる工程を含む、うつ病の診断を
補助するためのアッセイ方法。
【請求項１０】
　請求項１に記載のうつ病マーカーの発現量の変化を調べる工程を含む、うつ病薬のスク
リーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、うつ病に関する新規マーカーを利用する方法及びキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　うつ病とは、アメリカ精神医学会の精神障害の診断・統計マニュアル第４版（ＤＳＭ－
４）において、慢性的な抑うつ気分、興味・喜びの消失、著しい体重の変化、不眠もしく
は過眠、気力の減退、精神運動性の焦燥もしくは静止、無価値感・罪悪感、思考力・集中
力の減退、自殺念慮などの症状を示す病である。
【０００３】
　うつ病の病態においては、セロトニン、ノルアドレナリンおよび、ドーパミンの神経伝
達の低下が関与するモノアミン仮説が提唱されている。ノルアドレナリンに関しては、健
常人ではシナプス前神経終末からシナプス間隙に十分な量のノルアドレナリンが放出され
、シナプス後神経終末に存在するノルアドレナリン受容体がノルアドレナリンを受容する
ことでシグナル伝達が行われ、ノルアドレナリントランスポーターがシナプス間隙の余剰
のノルアドレナリンを除去し、再度シナプス前神経終末からシナプス間隙にノルアドレナ
リンが放出される。
【０００４】
　一方、うつ病の患者ではシナプス前神経終末からのノルアドレナリン放出量が不十分で
あり、シナプス後神経終末は十分なノルアドレナリンを受容できないと考えられる。即ち
、うつ病の患者ではシナプス間隙のノルアドレナリン量が不足していると考えられる。
【０００５】
　上記モノアミン仮説を前提として、ノルアドレナリンを指標としたうつ病の診断やデシ
プラミン等のノルアドレナリン再取り込み阻害物質を有効成分とする抗うつ薬がある。
【０００６】
　上記ノルアドレナリントランスポーターは中枢神経系での発現と白血球等の末梢での発
現が報告されている。白血球におけるノルアドレナリントランスポーターが中枢ノルアド
レナリン神経のノルアドレナリントランスポーターと多くの点で共通した性質を持ってい
ることから、末梢血から得られるリンパ球を含む白血球をうつ病の生物学的マーカーとし
て応用するための研究がなされている。
【０００７】
　更に、ノルアドレナリントランスポーター結合能変化と、ノルアドレナリンとその代謝
物の比率およびうつ病などの精神症状との関連が報告されている。この報告は、ノルアド
レナリントランスポーターに作用する薬物の結合数から検討している。しかし、当該関連
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を裏付けるメカニズムは未だ明らかではない。
【０００８】
　また、ノルアドレナリンが関連するうつ病を治療する抗うつ薬を創製するために多くの
うつ病モデル動物が提案されている。これらモデル動物はうつ病様の行動態様を示し、シ
ナプス間隙からのノルアドレナリン再取り込みの阻害によりうつ病様の行動態様を示さな
くなる。よって、抗うつ薬の候補物質のスクリーニングを行うためにうつ病モデル動物が
利用される。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Bruss M, KunzJ, Lingen B, Bonisch H. Chromosomal mapping of the 
human gene for the tricyclicantidepressant-sensitive noradrenaline transporter. 
Hum Genet. 1993Apr;91(3):278-80.　上記非特許文献１には、脳と末梢のノルアドレナリ
ントランスポーターは同一遺伝子に由来することの開示がある。
【００１０】
【非特許文献２】Klimek V,Stockmeier C, Overholser J, Meltzer HY, Kalka S, Dilley
 G, Ordway GA. Reducedlevels of norepinephrine transporters in the locus coerule
us in majordepression. J Neurosci. 1997 Nov 1;17(21):8451-8.　上記非特許文献２に
は、うつ病患者の自殺による死後脳のノルアドレナリントランスポーターの発現の変化が
認められることの開示がある。
【００１１】
【非特許文献３】Mata S, UrbinaM, Manzano E, Ortiz T, Lima L. Noradrenaline trans
porter and its turnover rateare decreased in blood lymphocytes of patients with 
major depression. JNeuroimmunol. 2005 Dec 30;170(1-2):134-40.　上記非特許文献３
には、うつ病患者において、リンパ球のノルアドレナリントランスポーター結合能および
ノルアドレナリンとその代謝物の比率に変化が認められることの開示がある。
【００１２】
【非特許文献４】Jayanthi LD,Annamalai B, Samuvel DJ, Gether U, Ramamoorthy S. Ph
osphorylation of thenorepinephrine transporter at threonine 258 and serine 259 i
s linked to proteinkinase C-mediated transporter internalization. J Biol Chem. 2
006 Aug18;281(33):23326-40　上記非特許文献４には、ノルアドレナリントランスポータ
ーはリン酸化することにより、膜表面での存在量の低下とともにトランスポーター活性に
低下が認められることの開示がある。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　うつ病は、患者の行動態様から診断することが可能である一方で特定のマーカーを利用
して物理的・化学的・生物学的に診断することも可能である。
【００１４】
　従前、上記モノアミン仮説に基づき血中のノルアドレナリン量をマーカーとするうつ病
の診断方法が開示されていたが、その精度が必ずしも満足できるものではなかった。即ち
、体内のノルアドレナリンは副腎髄質および交感神経にも存在するため、血中のノルアド
レナリン量が脳内のその量をあまり反映しないためである。
【００１５】
　また、脳におけるノルアドレナリントランスポーターを可視化してうつ病を診断する方
法も開示されているが、高価な装置が必要であり、また、人体への放射性トレーサーの投
与が必須であるので、より簡便なうつ病の診断方法が望まれていた。
【００１６】
　本願発明者はＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウスを用いて、その生理機能を検討した。そ
の結果、ＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウスが、うつ病様の行動態様を示すこと、及び、ヒ
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トに対して効果がある選択的ノルアドレナリン再取り込み阻害薬を当該マウスに投与する
ことでうつ病様の行動態様を示さなくなること等を見出した。即ち、ノルアドレナリンが
関連するヒトのうつ病において、本マウスが非常に妥当性の高いうつ病モデルであること
を発見した。ＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウスは、ヒトうつ病様の行動態様を示しヒト抗
うつ薬によりうつ病様の行動態様を示さなくなるので、ヒトと同様のうつ病メカニズムを
有していると考えられる。
【００１７】
　本願発明者はうつ病患者の末梢血を由来とするリンパ球ではノルアドレナリントランス
ポーターの発現量は健常者におけるそれと比較して高いことを発見した。
【００１８】
　見出した当該関連性に基づいてノルアドレナリンが関与するうつ病のメカニズムを更に
探索した結果、本願発明者は、ノルアドレナリントランスポーターがユビキチン化される
ことを同定した。また、ノルアドレナリントランスポーターはリン酸化されることで機能
が低下することが報告されている。
【００１９】
　ＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウス及びうつ病患者由来のリンパ球を用いた以上の結果か
ら、ユビキチンやリン酸が付加されることにより、ノルアドレナリントランスポーターの
発現量や機能が調節されると考えられた。そして、この流れはＭＡＧＥ－Ｄ１蛋白質によ
り調節される、と考えられた。
【００２０】
　以上の知見に基づき、本願発明者は本発明を完成させた。うつ病に関する新規マーカー
を利用する方法及びキットを提供することを本発明が解決すべき課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　（第１発明）
　上記課題を解決するための本願第１発明の構成は、
　ユビキチン化されたノルアドレナリントランスポーターからなるうつ病マーカーである
。
【００２２】
　（第２発明）
　上記課題を解決するための本願第２発明の構成は、
　うつ病を決定するために、ノルアドレナリントランスポーター、ユビキチン化されたノ
ルアドレナリントランスポーターのいずれかをうつ病マーカーとして、被験者から採取し
た血液検体における前記うつ病マーカーの発現量を調べる測定方法である。
【００２３】
　本願においてマーカーの発現量とは、翻訳物量を意味する。言いかえれば、マーカーは
蛋白質レベルで測定・分析できる。
【００２４】
　（第３発明）
　上記課題を解決するための本願第３発明の構成は、
　うつ病を決定するために、少なくとも１人の健常者から得た対照たる前記うつ病マーカ
ーの発現量と、被験者から採取した血液検体における前記うつ病マーカーの発現量とを比
較する工程を含む第２発明に記載の測定方法である。
【００２６】
　上述の通り、本願発明者は、ノルアドレナリントランスポーターがユビキチン化される
ことを同定した。また、ノルアドレナリントランスポーターはリン酸化されることで機能
が低下することが報告されている。そして、ノルアドレナリントランスポーターはリン酸
が付加することにより膜表面から細胞内へと移動することにより活性が調節され、ユビキ
チンが付加されることにより高分子量化しプロテアソームにより分解される、とヒトにお
いても合理的に推測される。
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【００２７】
　上記課題を解決するための本願第４発明の構成は、
　被験者から採取した血液検体において下記の（１）及び（２）の分析をする工程を含む
うつ病決定方法である。
（１）ノルアドレナリントランスポーター発現量
（２）ユビキチン化されたノルアドレナリントランスポーターの比率
【００２８】
　（第５発明）
　上記課題を解決するための本願第５発明の構成は、
　前記うつ病決定方法が、更に少なくとも１人の健常者から得た対照たる下記の（３）及
び（４）の分析結果と、被験者における分析結果とを比較する工程を含む第４発明に記載
のうつ病決定方法である。
（３）ノルアドレナリントランスポーター発現量
（４）ユビキチン化されたノルアドレナリントランスポーターの比率
【００３０】
　（第６発明）
　上記課題を解決するための本願第６発明の構成は、
　第１発明に記載のうつ病マーカーの検出材を含むキットである。
【００３１】
　（第７発明）
　上記課題を解決するための本願第７発明の構成は、
　更に、ユビキチン化蛋白質回収材を含む第６発明に記載のキットである。
【００３２】
　（第８発明）
　上記課題を解決するための本願第８発明の構成は、
　第１発明に記載のうつ病マーカーの発現量を調べる工程を含む、うつ病の診断を補助す
るためのアッセイ方法である。
【００３３】
　（第９発明）
　上記課題を解決するための本願第９発明の構成は、
　第１発明に記載のうつ病マーカーのユビキチン化を調べる工程を含む、うつ病の診断を
補助するためのアッセイ方法である。
【００３４】
　（第１０発明）
　上記課題を解決するための本願第１０発明の構成は、
　第１発明に記載のうつ病マーカーの発現量の変化を調べる工程を含む、うつ病薬のスク
リーニング方法である。
【発明の効果】
【００３５】
　上述の通り、ノルアドレナリントランスポーターの発現量の増加はうつ病の指標になり
うることがヒトにおいても合理的に推測される。また、ノルアドレナリントランスポータ
ーはユビキチンが付加されることにより高分子量化しプロテアソームにより分解される、
と合理的に推測される。また、ノルアドレナリントランスポーターはリン酸が付加される
ことにより、その機能が低下すると合理的に推測される。
【００３６】
　本願発明者は、先の出願であるＰＣＴ／ＪＰ２０１２／０６８３４８において、セロト
ニントランスポーターとそのユビキチン化と、うつ病との関連に着目した発明を開示して
いる。
【００３７】
　以上より、セロトニントランスポーター及びノルアドレナリントランスポーターの発現
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量やユビキチン化等がうつ病と関連していることが示唆される。モノアミン仮説を考慮す
ると、ドーパミントランスポーターもうつ病に関連していることが推測される。
【００３８】
　よって、第１発明により、有用なうつ病マーカーが提供される。当該うつ病マーカーは
、例えば、うつ病の診断を補助するためのアッセイ、うつ病の診断、うつ病の決定、及び
うつ病薬のスクリーニングから選ばれる１以上に好ましく用いることができる。
【００３９】
　更に、第１発明に記載のうつ病マーカーのユビキチン化・リン酸化の比率を用いること
が有用であると合理的に推測される。上記第５発明～第７発明により、新規マーカーであ
るノルアドレナリントランスポーター発現量ならびに、ユビキチン化・リン酸化されたノ
ルアドレナリントランスポーターの比率を利用するうつ病決定方法が提供される。
【００４０】
　本願発明者の発見事実に基づけば、ノルアドレナリントランスポーターがユビキチン化
およびリン酸化されないと、体内に過剰のノルアドレナリントランスポーターが存在しシ
ナプス間隙におけるノルアドレナリン量が不十分になり、うつ病が引き起こされると考え
られる。また、上述の通り、ノルアドレナリントランスポーターは中枢神経系での発現と
血小板およびリンパ球を含む白血球での発現に関連が報告されている。
【００４１】
　第５発明～第７発明はノルアドレナリントランスポーターの発現量および、ユビキチン
化・リン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの同一検体におけるその比率を利
用するので、血液検体の採取状況（体調の変化、採取量の相違、採取時期の相違など）や
個人差による影響を少なくでき、高い精度の結果が得られると考えられる。
【００４２】
　ノルアドレナリントランスポーターはユビキチン化を受けた後にプロテアソームにより
分解されると考えられるので、血液検体の分析から得たユビキチン化されたノルアドレナ
リントランスポーターの比率は血液検体を取得した段階のみならず時間的な幅を持つノル
アドレナリン量変化の測定結果に相当する情報を含んでいると考えられる。
【００４３】
　また、ノルアドレナリントランスポーターはリン酸化を受けた後に細胞膜表面から内部
へ移行することにより、活性が低下すると考えられるので、血液検体の分析から得たリン
酸化されたノルアドレナリントランスポーターの比率は血液検体を取得した段階のみなら
ず時間的な幅を持つノルアドレナリン量変化の測定結果に相当する情報を含んでいると考
えられる。
【００４４】
　従前は、ノルアドレナリントランスポーターのユビキチン化を経る分解経路およびリン
酸化を経る活性調節経路が明らかでなかったため血中のノルアドレナリン量の変化であっ
ても予測が困難であり、また、被験者の連続的な採血は人体への負担が大きいので、血液
検体を取得した段階のみの血中ノルアドレナリン量という限られた情報に基づいてうつ病
の診断がなされていた。更に、上述の通り、体内のノルアドレナリンは交感神経系・副腎
髄質等にも存在するため、血中のノルアドレナリン量は脳内のその量をあまり反映しない
と考えられる。
【００４５】
　一方、ノルアドレナリンではなくノルアドレナリントランスポーターに着目すると、血
小板およびリンパ球を含む白血球におけるノルアドレナリントランスポーターが中枢ノル
アドレナリン神経のノルアドレナリントランスポーターと多くの点で共通した性質を持っ
ている。本願が開示するうつ病マーカーを用いる発明は血液検体取得時の血中ノルアドレ
ナリン量をマーカーとするうつ病の診断方法と比べて、より多く、より質の高い情報を加
味した方法であるので精度が高いと考えられる。
【００４６】
　また、脳におけるノルアドレナリントランスポーターを可視化してうつ病を診断する方
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法と比べると、本発明は高価な可視化装置が不要であること、人体への放射性トレーサー
の投与が不要であることから、簡便で人体への負担が少ない診断方法である。
【００４７】
　被験者の血液検体から得たユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリント
ランスポーターの比率と健常者から得た対照たるユビキチン化及び／又はリン酸化された
ノルアドレナリントランスポーターの比率との比較を利用することでより有効なうつ病決
定方法となる。
【００４８】
　そして、被験者の血液検体から得たノルアドレナリントランスポーター発現量が高レベ
ル、または、ユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリントランスポーター
の比率が対照より低レベルである場合にうつ病と決定すると、更に有効なうつ病決定方法
となる。
【００４９】
　上記第８発明～第９発明により、有用なキットが提供される。当該キットの構成は、「
本願が開示するうつ病マーカーは、ユビキチンが付加されることにより高分子量化しプロ
テアソームにより分解される、また、リン酸化を受けた後に細胞膜表面から内部へ移行す
ることにより、活性が低下すると考えられる」という本願発明者の知見に基づくものであ
る。当該キットは特に、うつ病の診断に用いることで有利な効果を奏する。また、上記本
願が開示するうつ病マーカーを用いる発明の実施に使用することも有用である。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】モデルマウスにおけるうつ様の行動が、ノルアドレナリントランスポーターに阻
害作用のあるヒト抗うつ薬デシプラミンおよび抗注意欠陥多動性障害(ADHD)薬アトモキセ
チンにより緩解されることを示す。
【図２】脳内ノルアドレナリン含有量がモデルマウスの前頭皮質、海馬ならび扁桃体にお
いて有意に低下することを示す。
【図３】高カリウム刺激による細胞外ノルアドレナリン遊離量の増加が、モデルマウスの
前頭皮質ならびに海馬において有意に低下することを示す。
【図４】（ａ）モデルマウスの前頭皮質ではノルアドレナリントランスポーター蛋白質量
が増加していることを示す。（ｂ）このようなモデルマウスと対照マウスで、ノルアドレ
ナリントランスポーターｍＲＮＡ量に有意な差がないことを示す。（ｃ）マウスにおいて
ユビキチン化ノルアドレナリントランスポーター蛋白質量が認められる。しかし、モデル
マウスと対照マウスで、ユビキチン化ノルアドレナリントランスポーター量に有意な差が
ないことを示す。
【図５】抗うつ薬に応答性のうつ病患者由来の株化リンパ球におけるノルアドレナリント
ランスポーターの発現は健常者におけるそれと比較して、有意に高かったことを示す。
【発明を実施するための形態】
【００５１】
　以下に、本発明を実施するための形態を、最良の形態を含めて説明する。
【００５２】
　本発明においてユビキチンは、ユビキチン依存性プロテアソーム系による蛋白質分解に
利用されるものである限り特に限定されない。
【００５３】
　本発明においてリン酸は、ノルアドレナリントランスポーター、ドーパミントランスポ
ーターの修飾に利用されるものである限り特に限定されない。
【００５４】
　本発明において、ノルアドレナリントランスポーター及びドーパミントランスポーター
を含むうつ病マーカーは、それぞれノルアドレナリン、ドーパミンの取り込みに関与する
ものである限り特に限定されない。好ましいうつ病マーカーはノルアドレナリントランス
ポーターである。
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【００５５】
　ノルアドレナリントランスポーターは、例えば、野生型〔GenBankのアクセッションＮ
ｏ．: ＡＫ３１２７９３．１〕とエキソン６欠損の遺伝子多型があり、種々の分子量のノ
ルアドレナリントランスポーターが血小板、リンパ球を含む白血球等から調製したサンプ
ルのウェスタンブロッティングにおいても検出され得る。
【００５６】
　ドーパミントランスポーターは、例えば、野生型〔GenBankのアクセッションＮｏ．:Ｎ
Ｍ００１０４４．４〕が知られている。
【００５７】
　また、うつ病マーカーは、好ましくは、シナプス間隙を形成する神経細胞に表出するう
つ病マーカー、血小板に存在するうつ病マーカー、リンパ球を含む白血球に存在するうつ
病マーカー、各末梢組織の交感神経に存在するうつ病マーカー、副腎髄質に存在するうつ
病マーカーであり、より好ましくはシナプス間隙を形成する神経細胞に表出するうつ病マ
ーカー、血小板に存在するうつ病マーカー、リンパ球を含む白血球に存在するうつ病マー
カーであり、更に好ましくは血小板に存在するうつ病マーカー、リンパ球に存在するうつ
病マーカーである。
【００５８】
　本発明においてユビキチン化されたうつ病マーカーとは、１以上のユビキチンが結合し
たうつ病マーカーである。ユビキチンは分子量約８．６ｋＤの低分子量タンパクであり、
例えばユビキチン化されたノルアドレナリントランスポーターは泳動等において本来の分
子量（約８０ｋＤ）からスメア状に高分子量のシグナルが認められ、好ましくは１００ｋ
Ｄ以上のユビキチン化されたノルアドレナリントランスポーターである。
【００５９】
　うつ病マーカーはユビキチンが付加されることにより高分子量化しプロテアソームによ
り分解される、とヒトにおいても合理的に推測される。更に、うつ病マーカーがユビキチ
ン化されないと、体内に過剰のうつ病マーカーが存在しシナプス間隙におけるノルアドレ
ナリン等の量が不十分になり、うつ病が引き起こされると考えられる。よって、ユビキチ
ン化されたうつ病マーカーの割合が低くなるほどうつ病を患っている可能性が高くなると
考えられる。
【００６０】
　本発明においてユビキチン化されたうつ病マーカーの比率は検体におけるユビキチン化
されたうつ病マーカーの割合を示す。当該比率の計算式は適宜選択可能であるが、例えば
、（イ）うつ病マーカー全量に対するユビキチン化されたうつ病マーカー量、（イ’）ユ
ビキチン化されたうつ病マーカー量に対するうつ病マーカー全量、（ロ）ユビキチンが結
合していないうつ病マーカー量に対するユビキチン化されたうつ病マーカー量、（ロ’）
ユビキチン化されたうつ病マーカー量に対するユビキチンが結合していないうつ病マーカ
ー量、（ハ）うつ病マーカー全量に対する高分子量うつ病マーカー量、（ハ’）高分子量
うつ病マーカー量に対するうつ病マーカー全量、（ニ）ユビキチンが結合していないうつ
病マーカー量に対する高分子量うつ病マーカー量、（ニ’）高分子量うつ病マーカー量に
対するユビキチンが結合していないうつ病マーカー量等を例示することができる。計算式
の選択によっては比率の値が大きくなるほど、ユビキチン化されたうつ病マーカーの割合
が低くなることを示す場合がある。被験者の当該比率を健常者から得た対照と比較する場
合、被験者の当該比率の算出方法と対照の算出方法を統一することが好ましい。
【００６１】
　また、プロテアソーム阻害剤によりユビキチン化されたうつ病マーカーのプロテアソー
ムでの分解を抑制した検体において、より顕著にユビキチン化されたうつ病マーカーの割
合の変化について検討することも本発明の実施形態に含む。
【００６２】
　本発明においてリン酸化されたうつ病マーカーの比率は検体におけるリン酸化されたう
つ病マーカーの割合を示す。当該比率の計算式は適宜選択可能であるが、例えば、上記し
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たユビキチン化の比率で示した計算式（イ）～（ニ’）と同様の計算式を選択してもよい
。計算式の選択によっては比率の値が大きくなるほど、リン酸化されたうつ病マーカーの
割合が低くなることを示す場合がある。被験者の当該比率を健常者から得た対照と比較す
る場合、被験者の当該比率の算出方法と対照の算出方法を統一することが好ましい。
【００６３】
　「ユビキチン化及び／又はリン酸化された」には、うつ病マーカーがユビキチン化され
た場合、うつ病マーカーがリン酸化された場合、並びに、うつ病マーカーがユビキチン化
及びリン酸化された場合を含む。そして、適宜、うつ病マーカーのユビキチン化の比率や
リン酸化の比率を利用できる。即ち、当該両比率は双方を利用しても良いし、適宜片方を
利用しても良い。
【００６４】
　うつ病マーカー量や上記比率を算出する際に使用する単位は特に限定されず、検体を分
析する方法にあわせて適宜選択可能である。例えば、質量を用いても良いし、分子数を用
いても良いし、ウェスタンブロッティング法を含む泳動法によるシグナル強度を用いても
良い。
【００６５】
　定量手法として、例えば、ウェスタンブロッティング法、フローサイトメトリー法、Ｅ
ＬＩＳＡ法、ＥＩＡ法、ＲＩＡ法、ＦＩＡ法、化学発光イムノアッセイ、ＥＣＬＩＡ法な
どの免疫学的な方法を例示することができる。その他、電気泳動を利用する方法、吸光度
を利用する方法等公知の方法を適宜利用することができる。好ましくは、ウェスタンブロ
ッティング法によるシグナル強度を用いる。より好ましくは、ＥＬＩＳＡ （Ｅｎｚｙｍ
ｅ－Ｌｉｎｋｅｄ ＩｍｍｕｎｏＳｏｒｂｅｎｔ Ａｓｓａｙ）、ＥＩＡ （Ｅｎｚｙｍｅ 
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ） 及びＲＩＡ（Ｒａｄｉｏ－Ｉｍｍｕｎｏ Ａｓｓａｙ）による
質量もしくは分子数を用いる。質量などユビキチン化やリン酸化の度合いで値が変化する
単位を用いる場合は、例えば、ユビキチン化やリン酸化されたうつ病マーカー量としてユ
ビキチン量やリン酸量を除いた換算値を用いることが好ましい。被験者と健常者の上記比
率を比較する場合、単位は統一することが好ましい。
【００６６】
　〔うつ病に関する新規マーカーを利用する方法〕
　上記うつ病マーカーは、うつ病の診断に用いることができる。
【００６７】
　上記うつ病マーカーは、うつ病の診断を補助するアッセイに用いることができる。
【００６８】
　例えば、当該アッセイは上記うつ病マーカーの発現量を調べる工程を含んでよい。本願
発明者の知見によれば、うつ病患者はうつ病マーカーの発現量が健常者より高い。よって
、うつ病マーカー発現量の高低についての知見は、うつ病の診断を補助するのに役立つ。
【００６９】
　また、例えば、当該アッセイは上記うつ病マーカーのユビキチン化及び／又はリン酸化
を調べる工程を含んでよい。本願発明者の知見によれば、上記うつ病マーカーはユビキチ
ン化されることでプロテアソームによる分解に供されると考えられる。また、上記うつ病
マーカーはリン酸化されて細胞膜表面から内部へ移行することにより、活性が低下すると
考えられる。即ち、上記うつ病マーカーのユビキチン化及び／又はリン酸化が低レベルで
ある場合、シナプス間隙におけるノルアドレナリン等のモノアミン分子量が不足すると考
えられる。よって、うつ病マーカーのユビキチン化及び／又はリン酸化レベルの高低につ
いての知見は、うつ病の診断を補助するのに役立つ。
【００７０】
　上記うつ病マーカーは、うつ病の決定方法に用いることができる。うつ病の決定方法は
医師による医療行為を含まない。
【００７１】
　当該うつ病決定方法は、被験者から採取した血液検体における上記うつ病マーカーの発
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現量を調べる工程を含む。
【００７２】
　本発明では、血液検体を提供する当該うつ病決定方法の実施対象者を被験者と称する。
必ずしも医師によってうつ病を患っていると診断された者に限定されない。
【００７３】
　血液検体は上記うつ病マーカーを含む限り特に限定されない。上述の通り、ノルアドレ
ナリントランスポーターは中枢神経系での発現とリンパ球を含む白血球での発現に関連が
報告されており、血小板やリンパ球を含む白血球におけるノルアドレナリントランスポー
ターの変化と、中枢神経系での機能およびうつ病などの精神症状との関連が報告されてい
る。よって、被験者の血液は好適な検体である。当該血液検体は動脈血や静脈血の別も限
定されず、当該血液検体を採取する部位も限定されない。好ましい血液検体は、抹消血、
脊髄液を例示でき、より好ましくは抹消血を例示することができる。血液検体は公知であ
る常法に従って被験者から採取可能である。また、血液検体は公知である常法に従って保
存可能である。
【００７４】
　血液検体は更に分画することも可能である。即ち、血液検体から分画した検体における
上記うつ病マーカーを分析してもよい。当該うつ病決定方法においては血小板画分、リン
パ球を含む白血球画分を例示することができ、血小板画分、リンパ球画分を好ましく例示
できる。
【００７５】
　上述した血液検体等の検体は、当該検体を含む組成としても良い。以下に例示する分析
の手法に合わせて適宜選択可能である。
【００７６】
　当該うつ病決定方法に使用する検体の量は上記うつ病マーカーの量を求めることができ
る限り特に限定されない。作業工程数や使用する試薬・機器の性能等にあわせて適宜決定
すればよい。
【００７７】
　うつ病決定方法は、更に、少なくとも１人の健常者から得た対照たる上記うつ病マーカ
ーの発現量と、被験者から採取した血液検体における上記うつ病マーカーの発現量とを比
較する工程を含んでよい。
【００７８】
　当該うつ病決定方法において「健常者」にはうつ病を患っていない者を限定なく含むが
、好ましくは医師によってうつ病でないと診断された者であり、より好ましくは、心理的
ストレスに暴露されていない者、他の神経・精神疾患に罹患していない者である。
【００７９】
　対照たるうつ病マーカーの発現量とは、健常者から得たうつ病マーカーの発現量である
。健常者における検体は特に限定されないが、血液検体であることが好ましい。少なくと
も１人の健常者から得れば十分であるが、複数の健常者から得たうつ病マーカー量の平均
を対照として採用すれば、うつ病決定方法の精度向上が期待できる。
【００８０】
　健常者と被験者の上記うつ病マーカー量を比較するので、検体量、検体処理方法、うつ
病マーカーの測定方法は両者で統一することが好ましい。
【００８１】
　うつ病決定方法は、更に、前記比較の結果、被験者から採取した血液検体における上記
うつ病マーカーの発現量が対照より高レベルである場合に当該被験者がうつ病であると決
定してよい。
【００８２】
　「高レベル」とは、被験者における上記うつ病マーカーの発現量が対照より多ければ足
りる。被験者における上記うつ病マーカーの発現量と対照に有意差があることが好ましい
。
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【００８３】
　例えば、ノルアドレナリントランスポーターをうつ病マーカーとして選択した場合は、
被験者及び健常者から得たノルアドレナリントランスポーターの発現量どうしを比較する
。ドーパミントランスポーターをうつ病マーカーとして選択した場合も同様である。
【００８４】
　また、例えば、ノルアドレナリントランスポーター及びドーパミントランスポーターを
うつ病マーカーとして選択した場合は、ノルアドレナリントランスポーターの発現量どう
し、ドーパミントランスポーターの発現量どうしを比較する。その結果、被験者における
いずれかのうつ病マーカーの発現量が対照より高レベルであれば当該被験者がうつ病であ
ると決定してよい。好ましくは、両うつ病マーカーの発現量が対照より高レベルである場
合に当該被験者がうつ病であると決定する。
【００８５】
　次に、うつ病マーカーのユビキチン化及び／又はリン酸化に着目したうつ病決定方法に
ついて説明する。
【００８６】
　うつ病決定方法は、被験者から採取した血液検体において下記の（１）及び（２）の分
析をする工程を含むこととしてよい。
（１）ノルアドレナリントランスポーター発現量
（２）ユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの比率
【００８７】
　うつ病決定方法は、更に、少なくとも１人の健常者から得た対照たる下記の（３）及び
（４）の分析結果と、被験者における分析結果とを比較する工程を含んでよい。
（３）ノルアドレナリントランスポーター発現量
（４）ユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの比率
【００８８】
　うつ病決定方法は、更に、前記比較の結果、被験者から採取した血液検体から得たノル
アドレナリントランスポーター発現量が対照より高レベルである場合、もしくは、被験者
から採取した血液検体から得たユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリン
トランスポーターの比率が対照より低レベルである場合に当該被験者がうつ病であると決
定してよい。
【００８９】
　上記比較は、被験者及び健常者から得たノルアドレナリントランスポーター発現量どう
し、被験者及び健常者から得たユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリン
トランスポーターの比率どうしで行う。
【００９０】
　ユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの比率を利
用するうつ病決定方法において、血液検体はユビキチン化及び／又はリン酸化された上記
うつ病マーカーを含む限り特に限定されない。上記説明の通り、血液検体は好ましい検体
である。
【００９１】
　更に検体にプロテアソーム阻害剤を加えることでユビキチン化ノルアドレナリントラン
スポーターを感度良く検出する方法とすることが好ましい。
【００９２】
　ノルアドレナリントランスポーター並びにユビキチン化及び／又はリン酸化されたノル
アドレナリントランスポーターをユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリ
ントランスポーターの比率を求めるために検体から精製する場合、当該精製方法は特に限
定されない。血液検体におけるユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリン
トランスポーターの比率が維持される精製方法が好ましい。例えば、クロマトグラフィー
や電気泳動を含む分子量や電荷等を利用した分画、沈殿、遠心分離、塩析、免疫沈降法、
ユビキチン又はノルアドレナリントランスポーター特異的結合材を利用する方法等公知の
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方法を適宜利用することができる。定量手法によっては、血液検体をそのまま用いること
ができるし、また、血液検体からノルアドレナリントランスポーター並びにユビキチン化
及び／又はリン酸化されたノルアドレナリントランスポーターを簡便に分画するだけでよ
い場合もある。
【００９３】
　対照たるユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの
比率とは、健常者から得たユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリントラ
ンスポーターの比率である。ユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリント
ランスポーターの比率の算出方法は被験者と健常者で統一することが好ましい。
【００９４】
　上記「低レベル」とは、少なくとも被験者の血液検体から得たユビキチン化及び／又は
リン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの割合が対照のユビキチン化及び／又
はリン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの割合未満で足りる。対照より有意
差をもって低いことが好ましい。上述の計算式等の選択によっては、被験者の血液検体か
ら得たユビキチン化及び／又はリン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの比率
の値が対照の値より大きくても「低レベル」と判断する場合がありえる。
【００９５】
　被験者から採取した血液検体から得たノルアドレナリントランスポーター発現量が対照
より高レベルであるか、被験者から採取した血液検体から得たユビキチン化及び／又はリ
ン酸化されたノルアドレナリントランスポーターの比率が対照より低レベルであれば、う
つ病と決定できる。これら２つの条件を満たした場合にうつ病と決定することも好ましい
。
【００９６】
　別の実施態様では、血液検体の他、被験者及び健常者の健康を維持できる範囲で取得可
能な他の検体を利用することができる。例えば、脳脊髄液、リンパ液、再生医療技術を応
用して任意の細胞や組織から誘導・分化させた神経細胞や組織、リンパ球などを株化させ
た細胞等を例示することができる。また、可視化技術を応用しても良い。
【００９７】
　上記うつ病マーカーは、うつ病薬のスクリーニングに用いることができる。例えば、当
該スクリーニングは上記うつ病マーカーの量の変化を調べる工程を含んでよい。
【００９８】
　より具体的には、候補成分をうつ病患者由来の検体に投与し、上記うつ病マーカー量が
投与前より減少したら、当該候補成分はうつ病薬として有用であると考えられる。また、
候補成分の投与によりうつ病マーカーのユビキチン化及び／又はリン酸化の割合が投与前
より高くなれば、当該候補成分はうつ病薬として有用であると考えられる。
【００９９】
　候補成分を投与する対象（スクリーニング検体）として、上記した血液検体、モデル動
物を例示することができる。
【０１００】
　スクリーニング試験は複数連行うことが好ましいが、少なくとも１連で改善効果が確認
されれば、その候補成分はうつ病薬として有用である可能性がある。
【０１０１】
　〔キット〕
　本発明のキットは、少なくとも上記うつ病マーカーの検出材を含む。好ましくは、当該
キットは更に、ユビキチン化蛋白質回収材及びリン酸化蛋白質回収材から選ばれる１以上
を含む。より好ましくは、当該キットは、更に、プロテアソーム阻害剤を含む。
【０１０２】
　上記うつ病マーカーの検出材として、例えば、抗うつ病マーカー抗体を例示できる。
【０１０３】
　抗うつ病マーカー抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体いずれも使用可能
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である。人工的に創製した抗体フラグメント等も使用できる。抗うつ病マーカー抗体は適
宜市販品を用いても良い。
【０１０４】
　抗うつ病マーカー抗体として、抗ノルアドレナリントランスポーター抗体、抗ドーパミ
ントランスポーター抗体を例示できる。
【０１０５】
　抗ノルアドレナリントランスポーター抗体として、Ａｎｔｉ－Ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉ
ｎｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　（ａｂｃａｍ：カタログＮｏ.ａｂ
４１５５９）、　Ａｎｔｉ－Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ （ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ：カタログＮｏ．ＡＢ２
２３４）、Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ　Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ
（Ｒｏｃｋｌａｎｄ：カタログＮｏ．２００－３０１－Ｄ９７）を例示できる。
【０１０６】
　抗ドーパミントランスポーター抗体として、Ａｎｔｉ－Ｄｏｐａｍｉｎｅ　ｔｒａｎｓ
ｐｏｒｔｅｒ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　（ａｂｃａｍ：カタログＮｏ.ａｂ５９９０）、Ａｎ
ｔｉ―Ｄｏｐａｍｉｎｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，　Ｎ―ｔｅｒｍｉｎｕｓ（Ｍｉｌｌ
ｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ：カタログＮｏ．ＭＡＢ３６９）、Ａｎｔｉ―Ｄｏｐ
ａｍｉｎｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，　Ｃ―ｔｅｒｍｉｎｕｓ（ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣ
ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ：カタログＮｏ．ＡＢ１７６６）、Ａｎｔｉ―Ｄｏｐａｍｉｎｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ （Ｎ―ｔｅｒｍｉｎａｌ） ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ：カタログＮｏ．Ｄ６９４４）を例示できる。
【０１０７】
　ユビキチン化蛋白質の回収材は、ユビキチンを識別可能であり、当該識別された蛋白質
が回収されうる限り特に限定されない。例えば、抗体、ユビキチン結合蛋白質回収ビーズ
等を例示することができる。ユビキチン化蛋白質の回収材は１又は２以上の部材の組み合
わせでよく、適宜選択できる。適宜市販品を用いても良い。
【０１０８】
　リン酸化蛋白質の回収材は、リン酸化蛋白質を識別可能であり、当該識別された蛋白質
が回収されうる限り特に限定されない。例えば、抗リン酸化スレオニン、抗リン酸化セリ
ン、抗リン酸化チロシンなどの抗体、リン酸化蛋白質回収ビーズ等を例示することができ
る。
【０１０９】
　プロテアソーム阻害剤として、例えば、ＭＧ－１３２、ラクタシスチンが好ましい。
【０１１０】
　当該キットに含まれる材の使用順序は限定されず、これらを用いて上記うつ病マーカー
の検出が可能である。また、上記うつ病マーカーとユビキチン化及び／又はリン酸化され
たうつ病マーカーの判別を行うことができる。また、他の物と組み合わせて使用しても良
い。
【０１１１】
　当該キットは検体に含まれる上記うつ病マーカー量を分析するのに適している。当該量
の分析は検体中の絶対量の測定、相対量の測定を限定なく含み、特定の１又は２以上の他
の成分との比較も含む概念である。好ましくは、検体における、上記うつ病マーカーとユ
ビキチン化及びリン酸化されたうつ病マーカーの比率を分析するのに適している。
【０１１２】
　当該キットにおける上記検体は上記うつ病マーカーを含む限り特に限定されない。動物
、植物、微生物、再生医療技術の応用により取得した物等を限定なく含む。また、細胞、
組織、器官、個体の別も限定されず、適宜選択可能である。動物から得られる検体が好ま
しく、動物の体液及び動物の組織若しくは器官のホモジネートがより好ましく、血液が更
に好ましく、血液から分画した血小板画分、リンパ球を含む白血球画分が更に好ましく、
血小板画分、リンパ球画分が特に好ましい。検体は公知の常法により適宜取得可能である
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。
【０１１３】
　当該キットは、うつ病の診断に用いられることが好ましい。また、上述のうつ病に関す
る新規マーカーを利用する方法の実施に用いられることも好ましい。その他、自閉症・ア
スペルガー症候群などの他の精神疾患の診断の用途に用いることも好ましい。
【０１１４】
　当該キットは、上記うつ病マーカーの分析手法に合わせて、当該分析手法に適した物品
を更に含んでも良い。分析手法としては、上述の定量方法を好ましく例示できる。例えば
、各種の抗体、酵素、緩衝液、塩、培地、培養シート等の培養材料、安定化剤、防腐剤、
形質転換細胞、形質転換用ベクター、プライマー、プローブ、遺伝子断片、ｓｉＲＮＡ、
ｓｈＲＮＡ等の核酸、マーカー等を含んでも良いし、放射性物質、蛍光物質、色素等の適
当な標識物質を含んでも良いし、反応プレート等の容器を含んでも良い。
【実施例】
【０１１５】
　以下に、本発明の実施例を説明する。本発明の技術的範囲は以下の実施例に限定されな
い。
【０１１６】
（Ａ）方法と材料
〔（１）ＭＡＧＥ－Ｄ１（Ｍｅｌａｎｏｍａ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｇｅｎｅ－Ｄ１）遺伝子
欠損マウスの作製〕
　ＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子（Ｇｅｎｅ　ｂａｎｋ：ＮＭ＿０１９７９１．２）エキソンを薬
物（Ｇ４１８）耐性遺伝子（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｕ００００４．１）に相同組換えするター
ゲティングベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ： ｐＢｌｕｅＳｃｒｉｐｔ）を１２９Ｓｖ
ｊマウス由来の胚性幹（ＥＳ）細胞（独立行政法人　国立長寿医療研究センター研究所よ
り入手）にエレクトロポレーションし，薬物耐性コロニーを選択した。当該選択した耐性
コロニーからサザンブロッティングにより相同組換え体の同定を行った。当該同定した目
的の相同組換えＥＳ細胞クローンをＣ５７ＢＬ／６Ｊマウスの胚盤胞期胚に注入し，キメ
ラマウスを作製した。当該キメラマウスを野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウスと交配し、Ｆ１
世代のヘテロ型ＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウスを作製した。野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊと
ヘテロ型ＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウスをＦ１０世代まで交配させ、９９．９パーセン
ト（一度のＣ５７ＢＬ／６Ｊマウスとの交配により、生まれてくるマウスの約半分の遺伝
子が交配に使用したＣ５７ＢＬ／６Ｊマウス由来となる。つまり、Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウ
スとｎ回交配することで、約[１－（１／２）ｎ+１]ｘ１００％がＣ５７ＢＬ／６Ｊマウ
ス由来の遺伝子になると考えられる。）のＣ５７ＢＬ／６Ｊの遺伝的背景をもつマウスを
用いた。当該遺伝的背景をもつマウスをＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウス（以下、モデル
マウスとも称する。）として以下の試験に用いた。
【０１１７】
〔（２）強制水泳試験によるうつ病様行動の評価〕
　実験装置・手順：水槽（直径１５ｃｍ ｘ 高さ２０ｃｍ）に水（水温約２２℃ｘ深さ１
３ｃｍ）を入れたものを実験装置とした。水槽に対照である野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウ
ス又はモデルマウスを入れ、その直後から１分間隔で１０分間、無動時間をＳｃａｎｅｔ
ＭＶ－１０ ＡＱ （Ｂｒａｉｎｓｃｉｅｎｃｅ・ｉｄｅａ，Ｏｓａｋａ，Ｊａｐａｎ）に
よって測定した。
【０１１８】
　生理食塩水で溶解した１０ｍｇ／ｋｇデシプラミン （Ｓｉｇｍａ, Ｓｔ. Ｌｏｕｉｓ,
 ＭＯ） および３ｍｇ／ｋｇアトモキセチン（ＬＫＴ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ, Ｉｎ
ｃ，ＭＮ） は本試験３０分前に腹腔内投与した。また、コントロールとして溶媒を腹腔
内投与した。
【０１１９】
〔（３） 高速液体クロマトグラフ法による脳組織ノルアドレナリン含量の評価〕
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野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウス又はモデルマウスを断頭し、氷冷下で各脳部位前頭皮質・
海馬・扁桃体・視床下部・側坐核・線条体を摘出し、使用するまで－８０℃で保管した。
内部標準物質（Ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ）を加え、０．２Ｍ ＰＣＡ （ｐｅｒｃｈｒ
ｏｎｉｃ ａｃｉｄ） の存在下で超音波によりホモジナイズし、除タンパクを行った。遠
心分離（２０，０００ｇ、１５分、１℃）により上清採取したものを酢酸ナトリウムでpH
調整し、フィルターろ過したものをサンプルとした。サンプル中のノルアドレナリンの含
有量をＨＰＬＣ―ＥＣＤ （ＥＩＣＯＭ Ｃｏｒｐ, Ｋｙｏｔｏ） を用いて測定した。分
離カラム （ＥＩＣＯＭＰＡＫ ＳＣ－５ＯＤＳ, ＥＩＣＯＭ Ｃｏｒｐ）を用いて分析し
、検出には作用電極にグラファイト電極 （ＷＥ－３Ｇ） を備えた電気化学検出器を用い
、設定加電圧を＋４００ ｍＶ ｖｓ Ａｇ／ＡｇＣｌに設定した。
【０１２０】
〔（４）Ｉｎ ｖｉｖｏ マイクロダイアリシス法によるノルアドレナリン遊離能の評価〕
　ペントバルビタールナトリウム（５０ ｍｇ/ｋｇ, i.p.）麻酔下のマウスを脳固定器に
固定し、脳地図（Ｆｒａｎｋｌｉｎ ａｎｄ Ｐａｘｉｎｏｓ, １９９７） を参考に、ガ
イドカニューレ （ＡＧ－６, ＥＩＣＯＭ Ｃｏｒｐ., Ｋｙｏｔｏ, Ｊａｐａｎ） を前頭
皮質 （頭蓋の十字縫合から吻側：１．７ｍｍ 右側：＋１．０ｍｍ 深さ： －１．５ｍｍ
） に１５°の角度をつけて挿入した。ガイドカニューレを歯科用セメント （ＳＨＯＦＵ
 Ｉｎｃ., Ｋｙｏｔｏ, Ｊａｐａｎ） により頭蓋骨に固定した。
【０１２１】
　手術翌日にガイドカニューレからダイアリシスプローブ （Ａ－Ｉ－６－１, １ ｍｍ 
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｌｅｎｇｔｈ, ＥＩＣＯＭ Ｃｏｒｐ.） を前頭皮質に挿入したマウス
をアクリルケース （３０ ｃｍ ｘ ３０ ｃｍ ｘ ３５ ｃｍ） の中に入れ、自由に行動
できるようにした。リンゲル液 （ＮａＣｌ： １４７ ｍＭ, ＫＣｌ： ４ ｍＭ, ＣａＣ
ｌ２： ２．３ ｍＭ） を１．０ μｌ／ｍｉｎの流速にてプローブ内に灌流した。灌流液
は１０分ごとに回収し、回収した液中のノルアドレナリン含量を高速液体クロマトグラフ
ィー （ＨＴＥＣ－５００, ＥＩＣＯＭ Ｃｏｒｐ.） により定量した。移動相は１％（ｖ
／ｖ）メタノール、デカンスルホン酸ナトリウム （ＳＤＳ, ５００ ｍｇ/Ｌ） およびＥ
ＤＴＡ・２Ｎａ （５０ ｍｇ/Ｌ） を含む９９％（ｖ／ｖ）０．１ Ｍ リン酸ナトリウム
緩衝液 （ｐＨ ６．０） を使用し、流速５００ μｌ／ｍｉｎで通液した。分離カラム 
（ＥＩＣＯＭＰＡＫ ＰＰ－ＯＤＳ, ３０ ｘ ４．６ ｍｍ ｐｈｉ, ＥＩＣＯＭ Ｃｏｒｐ
.）、プレカラム （ＥＩＣＯＭ ＰＲＥＰＡＫＳＥＴ ＣＡ－ＯＤＳ, ＥＩＣＯＭ Ｃｏｒ
ｐ.） を用いて分析し、検出には作用電極にグラファイト電極 （ＷＥ－３Ｇ） を備えた
電気化学検出器を用い、設定加電圧を＋４００ ｍＶ ｖｓ Ａｇ／ＡｇＣｌに設定した。
【０１２２】
　タイムスケジュールは、細胞外ノルアドレナリン遊離量が安定した（－６０分～０分）
後、高カリウムリンゲル液 （ＮａＣｌ： １０１ ｍＭ, ＫＣｌ： ５０ ｍＭ, ＣａＣｌ

２： ２．３ ｍＭ） をプローブ内に２０分間灌流し（０～２０分）、その後灌流液を上
記リンゲル液に戻して３時間まで細胞外ノルアドレナリン遊離量を測定した。
【０１２３】
〔（５） ウエスタンブロッティング法によるノルアドレナリントランスポーター蛋白質
の発現量の評価〕
　脳サンプルおよび細胞は溶解バッファー ［ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ； ２０ ｍＭ Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ, １５０ ｍＭ ＮａＣｌ, ５０ ｍＭ ＮａＦ, １ ｍＭ ＥＤＴＡ, １ ｍ
Ｍ ＥＧＴＡ, １％（ｗ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００, １ ｍＭ ｓｏｄｉｕｍ ｏｒｔ
ｈｏｖａｎａｄａｔｅ, ０．１％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ, １％（ｗ／ｖ）ｓｏｄｉｕｍ ｄｅ
ｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ, ０．５ ｍＭ ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ, １０ ｍＭ ｓｏｄ
ｉｕｍ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｃａｈｙｄｒａｔｅ, １ ｍＭ ｐｈｅｎｙｌｍ
ｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ, １０ μｇ/ｍＬ ａｐｒｏｔｉｎｉｎ, 
１０ μｇ/ｍＬ ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ, ａｎｄ １０ μｇ/ｍＬ ｐｅｐｓｔａｔｉｎ （ｐ
Ｈ ７．４）］ 中４℃でソニケーターにより超音波破砕し，これらの操作によりホモジネ
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ートを得た。ホモジネートを４℃、１３０００ ｘ ｇで２０分間遠心分離し，得られた上
清を使用した。蛋白質量を調整した各上清サンプルにサンプルバッファー ［ｓａｍｐｌ
ｅ ｂｕｆｆｅｒ； ０．１２５ Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ６．８）, ２％（ｗ／ｖ）
ＳＤＳ, ５％（ｗ／ｖ）ｇｌｙｃｅｒｏｌ, ０．００２％（ｗ／ｖ）ｂｒｏｍｐｈｅｎｏ
ｌ ｂｌｕｅ, ａｎｄ ５％（ｗ／ｖ）２－ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ］ を加えた
後，９５℃で５分間煮沸した。その後蛋白質 （２０ μｇ） は１０％ポリアクリルアミ
ドゲルを用いて電気泳動を行い，ポリビニリデンジフルオリド （ＰＶＤＦ） 膜 （Ｍｉ
ｌｌｉｐｏｒｅ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ, Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ, ＭＡ, ＵＳＡ） へ蛋白
質を転写し，Ｄｅｔｅｃｔｏｒ Ｂｌｏｃｋ Ｋｉｔ （Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ ａｎｄ Ｐ
ｅｒｒｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ, Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ, ＭＤ, ＵＳＡ） を加
えてブロッキングした。ＰＶＤＦ膜にノルアドレナリントランスポーター蛋白質に対する
１次抗体 （ａｎｔｉ－ＮＡＴ） （Ａｂｃａｍ, Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ, ＭＡ） を加え，
冷蔵庫内（４℃）にて一晩静置した後，２次抗体 （ＨＲＰ－ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ａｎ
ｔｉ－ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ） （Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ ａｎｄ Ｐｅｒｒｙ Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ）を加え，室温にて３時間静置した。ウエスタンブロッティング検出試薬
のＥＣＬ （ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ, Ｐｉｓｃａｔａｗａ
ｙ, ＮＪ, ＵＳＡ） を用いて免疫複合体による発光を検出し，その発現量を発光による
強度の画像解析により算出した。
【０１２４】
　次いで，内因性標準物質のβアクチン蛋白質の発現量を調べるため，ストリッピングを
行い，１次抗体 （ａｎｔｉ－β－ａｃｔｉｎ） （Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ, Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ, ＣＡ） を加え，インキュベーションした。結果は
，得られたノルアドレナリントランスポーター蛋白質のバンドをβアクチン蛋白質のバン
ドで補正し，コントロール群に対する発現量を百分率（％）として示した。
【０１２５】
〔（６） ユビキチン化ノルアドレナリントランスポーター蛋白質の発現量の評価〕
　上記Ａ（５）に記載の手法に従い、溶解バッファー［ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ］でホ
モジナイズしたホモジネートからＵｂｉＱａｐｔｕｒｅ－Ｑ ｋｉｔ（Ｅｎｚｏ Ｌｉｆｅ
 Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ, Ｉｎｃ, Ｐｌｙｍｏｕｔｈ Ｍｅｅｔ
ｉｎｇ, ＰＡ）を用いてユビキチン化蛋白質を単離し、上記Ａ（５）と同様の条件のウエ
スタンブロット法によりユビキチン化ノルアドレナリントランスポーター蛋白質を検出し
た。
【０１２６】
〔（７） ノルアドレナリントランスポーターｍＲＮＡの定量的評価〕
　対照である野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウス及びモデルマウスの前頭皮質からｔｏｔａｌ
ＲＮＡを抽出し、逆転写酵素により合成したｃＤＮＡをリアルタイムＲＴ－ＰＣＲのテン
プレートとして用いた。ｍＲＮＡ発現量はＴａｑｍａｎプローブ法により定量した。ノル
アドレナリントランスポーター遺伝子については以下の配列番号１及び２に示すプライマ
ー、並びに以下の配列番号３に示すＴａｑｍａｎプローブを用いた。
【０１２７】
配列番号１：５’－ＧＡＧＣＡＧＴＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＴＣ－３’
配列番号２：５’－ＣＣＡＧＡＧＧＣＴＧＡＡＡＴＡＣＡＡＧＡＣＡＡＧ－３’
配列番号３：５’－ＡＣＧＡＣＣＡＴＣＡＧＧＣＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣ－３’
【０１２８】
　また、内部標準として使用したベータアクチンについては以下の配列番号４及び５に示
すプライマー、並びに以下の配列番号６に示すＴａｑｍａｎプローブを用いた。
【０１２９】
配列番号４：５’－ＧＧＧＣＴＡＴＧＣＴＣＴＣＣＣＴＣＡＣＧ－３’
配列番号５：５’－ＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＴＣＴＣ－３’
配列番号６：５’－ＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧＣＴＧＧＣ－３’
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【０１３０】
　なお、万が一本実施例に記載の配列と配列表に記載の配列に齟齬がある場合、本実施例
に記載の配列が優先する。
【０１３１】
〔（８）健常者およびうつ病患者血液からの株化リンパ球の作製〕
　健常者、並びに、選択的セロトニン再取込阻害薬である抗うつ薬フルボキサミンの効果
があったうつ病患者を対象とした。ハミルトンうつ病評価尺度（Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｄｅ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｓｃａｌｅ：ＨＡＭ－Ｄ）を判断基準として、当該うつ病患者は医師
によりうつ病であると診断された者である。当該健常者は、医師により健常者であると判
断された者である。
【０１３２】
　無菌的に上記各対象者から採血した血液を滅菌した生理食塩水で２倍希釈した。次いで
、希釈した当該血液をＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ液（ＧＥヘルスケア，Ｕｐｐｓａｌａ，
Ｓｗｅｄｅｎ）を３．５ｍｌ入れたチューブに静かに重層し、６００ｘｇで３０分間遠心
分離した。次いで、当該遠心分離したサンプルに認められる中間部の白い単核球層及びそ
のすぐ下層のＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ液層を回収した。次いで、当該回収したサンプル
を生理食塩水で懸濁し、４００ｘｇで３０分間遠心分離した。次いで、当該遠心分離によ
り得られた沈渣に生理食塩水を加えて２４０ｘｇで５分間遠心分離した。次いで、当該遠
心分離により得られた沈渣に液体培地（ＲＰＭＩ１６４０）を加えて再度２４０ｘｇで５
分間遠心分離した。次いで、当該遠心分離で得られた沈渣をリンパ球画分とし、２０％胎
児ウシ血清、２０％Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ　ｖｉｒｕｓウイルス放出細胞株（Ｂ９５
－８）の培養上清、と２μｇ／ｍｌシクロスポリンＡを加えたＲＰＭＩ１６４０を加えて
培養した。１週間以上培養し、増殖が認められたものを株化リンパ球とし、１０％胎児ウ
シ血清を加えたＲＰＭＩ１６４０を用いて継代培養した。各対象者の血液から調製した株
化リンパ球に含まれるノルアドレナリントランスポーター蛋白質発現量の評価は上記Ａ（
５）と同様の手順で行った。
【０１３３】
（Ｂ）結果
　〔ＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウス〕
　本実施例においては、モデル動物としてＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウスを使用した。
うつ病様の行動評価として強制水泳試験を用いた。水を入れた狭いシリンダーに入れたマ
ウスが逃避不可能であることを認知し、水に浮き無動状態になっている時間を意欲の低下
として評価するものである。当該モデルマウスは強制水泳試験においては無動時間の延長
から意欲の低下が認められ、その無動時間の延長はデシプラミン及びアトモキセチンよっ
て、ともに有意に緩解された（図１）。各試験は３連行い、図１は平均値にて作成した。
無働時間の平均は、デシプラミン投与試験では、対照マウスは０ｍｇ／ｋｇで２０３秒、
１０ｍｇ／ｋｇで２１５秒であった。モデルマウスは０ｍｇ／ｋｇで４２５秒、１０ｍｇ
／ｋｇで３３４秒であった。アトモキセチン投与試験では、対照マウスは０ｍｇ／ｋｇで
２０３秒、３ｍｇ／ｋｇで２０５秒であった。モデルマウスは０ｍｇ／ｋｇで４２５秒、
３ｍｇ／ｋｇで２８３秒であった。
【０１３４】
　モデルマウスはノルアドレナリントランスポーターに阻害作用をもつヒト抗うつ薬に強
い応答性を示すうつ様行動を示すことが示唆された。また、ノルアドレナリントランスポ
ーターに阻害作用をもつヒト抗注意欠陥・多動性障害薬に対してもモデルマウスは強い応
答性を示すうつ様行動を示すことが示唆された。モデルマウスはヒト抗うつ薬によってう
つ病様の行動が緩解されるので、モデルマウスで確認される効果はヒトにおいても有効で
あると合理的に推測される。さらに、うつ病のメカニズムについても、モデルマウスとヒ
トでノルアドレナリントランスポーターに対して共通点があると合理的に推測される。
【０１３５】
　うつ病の病態にモノアミン仮説があり、特にノルアドレナリン作動性神経系はセロトニ
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ン作働性神経系とともに抗うつ薬の標的として注目されている。モデルマウスの脳組織内
ノルアドレナリン含量について、高速液体クロマトグラフィー測定法を用いて評価した。
また、モデルマウスの前頭皮質、海馬および扁桃体において、ノルアドレナリン含量は対
照マウスと比較して有意に低下していた（図２）。
【０１３６】
　モデルマウスおよび対象マウスについて各１０連試験を行い、図２は平均値にて作成し
た。前頭皮質のノルアドレナリン含量の平均は、対照マウスは９６７ｎｇ/ｇ、モデルマ
ウスは８５６ｎｇ/ｇであった。海馬のノルアドレナリン含量の平均は、対照マウスは９
２１ｎｇ/ｇ、モデルマウスは７９５ｎｇ/ｇであった。扁桃体のノルアドレナリン含量の
平均は、対照マウスは８６６ｎｇ/ｇ、モデルマウスは７４０ｎｇ/ｇであった。視床下部
のノルアドレナリン含量の平均は、対照マウスは３３７８ｎｇ/ｇ、モデルマウスは２４
９２ｎｇ/ｇであった。側坐核のノルアドレナリン含量の平均は、対照マウスは５２１ｎ
ｇ/ｇ、モデルマウスは５２０ｎｇ/ｇであった。線条体のノルアドレナリン含量の平均は
、対照マウスは３７４ｎｇ/ｇ、モデルマウスは２８２ｎｇ/ｇであった。
【０１３７】
　さらにモデルマウスの脳内ノルアドレナリン作動性神経機能について、脳内マイクロダ
イアリシス法を用いて評価した。また、モデルマウスの前頭皮質および海馬において、高
カリウム刺激による細胞外ノルアドレナリン遊離量の増加は対照マウスと比較して有意に
低下していた（図３）。
【０１３８】
　モデルマウス及び対照マウスについて４から５連試験を行い、図３は平均値にて作成し
た。基礎遊離量とは、－３０分～０分まで、３回に分けて、マウス脳からの流速１μｌ／
ｍｉｎの灌流液を１０分間回収した液中のノルアドレナリン濃度の平均であり、モデルマ
ウスの前頭皮質は１．０８ ± ０．３２ ｐｍｏｌ／１０μｌ／１０ｍｉｎ、対照マウス
の前頭皮質は０．８７ ± ０．２７ ｐｍｏｌ／１０μｌ／１０ ｍｉｎであり、モデルマ
ウスの海馬は０．９２ ± ０．１７ ｐｍｏｌ／１０μｌ／１０ｍｉｎ、対照マウスの海
馬は０．９２ ± ０．１３ ｐｍｏｌ／１０μｌ／１０ ｍｉｎであり、図３は基礎遊離量
に対する割合で示した。
【０１３９】
　前頭皮質における細胞外ノルアドレナリン量の平均は、対照マウスは０分（高カリウム
刺激付与直後）で１４７．３％、２０分で１７５．５％、４０分で２１８．２％、６０分
で２３１．１％、８０分で３０４．７％、１００分で２６３．７％、１２０分で２６４．
４％、１４０分で２６３．７％、１６０分で２５５．５％、１８０分で２１６．６％であ
った。モデルマウスは０分で１０１．５％、２０分で１６０．２％、４０分で１２３．７
％、６０分で１３４．７％、８０分で９１．０％、１００分で９２．４％、１２０分で８
４．６％、１４０分で７９．８％、１６０分で８２．７％、１８０分で６７．３％であっ
た。また、海馬における細胞外ノルアドレナリン量の平均は、対照マウスは０分（高カリ
ウム刺激付与直後）で１３７．０％、２０分で２６９．４％、４０分で３６６．２％、６
０分で３３９．４％、８０分で２９５．３％、１００分で２５７．４％、１２０分で２５
７．４％、１４０分で２３８．０％、１６０分で２４０．０％、１８０分で２２９．４％
であった。モデルマウスは０分で１９５．２％、２０分で２２６．４％、４０分で２０５
．５％、６０分で１７２．９％、８０分で１２８．７％、１００分で１２７．８％、１２
０分で１５１．４％、１４０分で１４２．２％、１６０分で１３６．２％、１８０分で１
２８．１％であった。モデルマウスにおいてノルアドレナリン作働性神経系の機能低下が
示唆された。
【０１４０】
　〔実施例１：ＭＡＧＥ－Ｄ１遺伝子欠損マウスにおけるノルアドレナリントランスポー
ターの発現〕
　モデルマウス及び対照である野生型Ｃ５７ＢＬ/６Ｊを用い、モデルマウスにおけるノ
ルアドレナリン作動性神経系の機能低下が何によるかについて、前頭皮質のノルアドレナ



(19) JP 6323979 B2 2018.5.16

10

20

30

リントランスポーター蛋白質の発現変化について上記Ａ（５）に記載のウエスタンブロッ
ティングで検討したところ、モデルマウスの前頭皮質においてノルアドレナリントランス
ポーター蛋白質（８０ｋＤ）量の増加が認められた（図４ａ：対照マウスに対して１２４
．２％）。このようなノルアドレナリントランスポーター蛋白質量の増加における転写調
節の関与について検討するため、上記Ａ（７）に記載のリアルタイムＰＣＲ法にてノルア
ドレナリントランスポーターｍＲＮＡを定量した。ノルアドレナリントランスポーターｍ
ＲＮＡ量はモデルマウスと対照マウスとで差が認められなかった（図４ｂ：対照マウスに
対して８４．８％）。また、上記Ａ（６）に記載の手法にて、ノルアドレナリントランス
ポーター蛋白質のタンパク分解の関与についてそのユビキチン化を検討したところ、ユビ
キチン化ノルアドレナリントランスポーター蛋白質量はモデルマウスと対照マウスとで有
意な差が認められなかった（図４ｃ：対照マウスに対して９１．０％）。ＭＡＧＥ－Ｄ１
遺伝子欠損により、モデルマウスにおいてノルアドレナリントランスポーター蛋白質量が
増加することが示唆された。しかし、ノルアドレナリントランスポーターｍＲＮＡの合成
やユビキチン化を介したノルアドレナリントランスポーター蛋白質の代謝には変化が認め
られなかった。
【０１４１】
　図４ａ～ｃに結果を記載した上記試験はモデルマウス及び対照マウスについて各３連試
験を行い、試験結果は平均値にて記載した。
【０１４２】
〔実施例２：うつ病患者由来の株化リンパ球におけるノルアドレナリントランスポーター
発現量〕
　健常者由来の株化リンパ球におけるノルアドレナリントランスポーターの発現量（当該
発現量をノルアドレナリントランスポーター蛋白質量のコントロールとする。）と比較し
て、抗うつ薬の効果のあったうつ病患者由来の株化リンパ球のノルアドレナリントランス
ポーター発現量は１３０．１％であり有意な増加が認められた。上記各試験は６連行い、
結果は平均値にて記載した。
【０１４３】
　これらの結果から、抗うつ薬応答性のうつ病患者由来の株化リンパ球においてノルアド
レナリントランスポーター発現量の増加が認められた。
【０１４４】
　これら実験における有意差検定には一元配置分散分析及びポストホック解析であるＦｉ
ｓｈｅｒ‘ｓ　ＰＬＳＤ法を用いた。
【産業上の利用可能性】
【０１４５】
　本発明により、有用なうつ病に関する新規マーカーを利用する方法及びキットが提供さ
れる。
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