
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】血液等の簡単に採取できる体液を用いて簡便に痴呆症の検査ができる方法を提供
する。
【解決手段】体液中のアネキシン類、とりわけアネキシンＶ及び／又はアネキシンＩＶの
濃度を測定することによる痴呆症の検査方法に関する。被検試料となる体液には血液、唾
液、尿、脳脊髄液等が含まれるが、好ましくは血液、より好ましくは血漿中のアネキシン
Ｖ及び／又はアネキシンＩＶをそれぞれのアネキシンに特異的な抗体（抗体全分子又は抗
体活性を有する部分断片を含む）を用いて免疫学的に測定することにより実施される。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
体 液 中 の ア ネ キ シ ン 濃 度 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 痴 呆 症 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
血 液 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ 濃 度 及 び ／ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ 濃 度 を 測 定 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ～ ２ に 記 載 の 方 法 に 用 い る 試 薬 又 は キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 臨 床 検 査 の 分 野 で 用 い ら れ 、 と り わ け 痴 呆 症 の 検 査 方 法 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） は 初 老 期 に 発 病 す る 進 行 性 の 変 性 疾 患 で 認 知 機 能 障 害 を 特 徴 と
す る 。 Ａ Ｄ に お け る 痴 呆 症 の 程 度 は Ａ Ｄ 患 者 の 大 脳 皮 質 に 見 出 さ れ る 老 人 班 （ Ｓ Ｐ ） の 数
に 関 連 づ け ら れ て き た 　 （ 例 え ば 非 特 許 文 献 １ ） 。 そ し て 組 織 学 的 に は 、 Ｓ Ｐ は 退 化 性 神
経 突 起 及 び 活 性 の 星 状 膠 細 胞 に 囲 ま れ 、 ま た 生 化 学 的 に は 、 Ｓ Ｐ は β ア ミ ロ イ ド と 呼 ば れ
る 小 分 子 の 不 溶 性 繊 維 状 タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る
（ 例 え ば 非 特 許 文 献 ２ ） 　 。 Ａ Ｄ の 原 因 は 不 明 で あ り 、 Ａ Ｄ の 治 療 法 も な く 、 更 に は 発 症
前 或 い は 発 症 し て い る 患 者 に お け る Ａ Ｄ の 検 査 法 も 脳 の Ｃ Ｔ に よ る 観 察 以 外 に ほ と ん ど な
い 。 　 特 許 文 献 １ に よ れ ば 脳 脊 髄 液 中 の 分 子 量 ３ ３ ０ ０ ０ の 蛋 白 質 を 免 疫 学 的 に 測 定 す る
方 法 が 開 示 さ れ て い る が 、 脳 脊 髄 液 と い っ た 特 殊 な 試 料 を 用 い な け れ ば な ら な い と い っ た
問 題 が あ る 。 脳 血 管 障 害 及 び Ａ Ｄ 患 者 の 脳 に お い て 数 種 の ア ネ キ シ ン が 多 量 に 発 現 し て い
る 報 告 も あ る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ３ ） 。 さ ら に ア ル コ ー ル 依 存 症 の 患 者 の 脳 に は ア ネ キ
シ ン Ｉ Ｖ が 正 常 群 よ り も 多 く 発 現 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 以 上
の 例 は す べ て 死 後 患 者 か ら 採 取 さ れ た 脳 脊 髄 液 や 脳 組 織 の 分 析 が 行 わ れ て い る が 、 こ れ ら
は 診 断 治 療 に 有 用 で は な い 。 非 特 許 文 献 ４ に 示 さ れ て い る よ う に 、 ア ル コ ー ル 依 存 症 患 者
に お い て 血 中 の 抗 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ 抗 体 量 が ア ル コ ー ル 依 存 症 の 診 断 に 有 効 で あ る 報 告 は 、
簡 便 な 検 査 方 法 と し て 有 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 前 に も 述 べ た よ う に Ａ Ｄ の 簡 便 な 診 断
検 査 の 方 法 は 実 用 化 さ れ て お ら ず 、 患 者 よ り 簡 単 に 採 取 で き る 血 液 等 の 体 液 を 用 い る Ａ Ｄ
の 簡 便 な 検 査 方 法 の 開 発 が 望 ま れ て い る
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 特 許 文 献 １ 】
特 開 平 ７ － ２ ５ ３ ４ ２ ９ 号 。
【 特 許 文 献 ２ 】
特 開 平 ７ － ７ ２ １ ４ ７ 号 。
【 非 特 許 文 献 １ 】
Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 、 １ ９ ６ ６ 、 ２ ０ ９ 巻 、 １ ０ ９ 頁 。
【 非 特 許 文 献 ２ 】
Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ
Ｒ ｅ ｓ 　 Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ ． 　 １ ２ ０ 巻 、 ８ ８ ５ － ８ ９ ０ 頁 （ １ ９ ８ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ３ 】
Ａ ｍ 　 Ｊ 　 Ｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｌ ，
１ ４ ５ ， 　 ６ ４ ０ － ６ ４ ９ 　 （ １ ９ ９ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ４ 】
Ａ ｌ ｃ ｏ ｈ ｏ ｌ 　 Ｃ ｌ ｉ ｎ
Ｅ ｘ ｐ 　 Ｒ ｅ ｓ ， 　 ２ ５ ， 　 ５ ５ Ｓ － ５ ８ Ｓ 　 （ ２ ０ ０ １ ）
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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本 発 明 の 課 題 は 痴 呆 症 の 検 査 方 法 で あ っ て 、 血 液 等 の 簡 単 に 採 取 で き る 体 液 を 用 い て 簡 便
に 検 査 で き る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 課 題 を 決 す る た め の 手 段 】
本 発 明 者 ら は 、 痴 呆 症 の 簡 便 な 検 査 方 法 を 鋭 意 研 究 し た 結 果 、 血 液 中 の ア ネ キ シ ン 類 、 と
り わ け ア ネ キ シ ン Ｖ 及 び ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ の 濃 度 が 痴 呆 の 発 症 と 深 く 関 連 す る こ と か ら 簡 便
な 痴 呆 症 の 検 査 が 可 能 で あ る こ と を 見 出 し 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
１ 、 体 液 中 の ア ネ キ シ ン 濃 度 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 痴 呆 症 の 検 査 方 法 。
２ 、 血 液 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ 濃 度 及 び ／ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ 濃 度 を 測 定 す る 前 記 １ に 記 載 の
方 法 。
３ 、 前 記 １ ～ ２ に 記 載 の 方 法 を 用 い る 試 薬 又 は キ ッ ト 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 は 、 痴 呆 症 の 検 査 に 関 す る も の で あ り 、 体 液 中 の ア ネ キ シ ン 類 、 と り わ け ア ネ キ シ
ン Ｖ 及 び ／ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ る 痴 呆 症 の 検 査 方 法 に 関 す る も
の で あ る 。 本 発 明 は 、 被 検 試 料 と な る 体 液 に は 血 液 、 唾 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 等 が 含 ま れ る が
、 好 ま し く は 血 液 、 よ り 好 ま し く は 血 漿 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ 及 び ／ 又 は ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ を そ
れ ぞ れ の ア ネ キ シ ン に 特 異 的 な 抗 体 （ 抗 体 全 分 子 又 は 抗 体 活 性 を 有 す る 部 分 断 片 を 含 む ）
を 用 い て 免 疫 学 的 に 測 定 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 用 い る 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ も 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。 免 疫 学 的 測 定 法 は 、 Ｅ Ｉ Ａ 、 Ｒ Ｉ Ａ 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 、 免 疫 沈 降 法 、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 イ ム ノ ク ロ マ ト 法 等 公 知 の 方 法 が 適 用 さ れ る 。 ア ネ キ シ ン Ｖ
測 定 の た め の Ｅ Ｉ Ａ 法 を 例 に と れ ば 、 固 相 に 固 定 化 さ れ た 被 検 試 料 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ を 反
応 さ せ 、 さ ら に 酵 素 標 識 し た 抗 ア ネ キ シ ン Ｖ 抗 体 を 反 応 さ せ 、 固 相 に 捕 獲 さ れ た 標 識 抗 体
の 量 を 検 出 す る こ と に よ り 試 料 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ の 濃 度 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ま た ア ネ キ シ ン Ｖ の 生 物 学 的 性 質 を 利 用 し て 、 例 え ば リ ン 脂 質 、 好 ま し く は ホ ス フ ァ チ ジ
ル セ リ ン を 固 定 化 し た 固 相 に 被 検 試 料 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ を 捕 獲 し た 後 、 標 識 抗 ア ネ キ シ ン
Ｖ 抗 体 を 反 応 さ せ 、 そ の 反 応 量 を 検 出 す る こ と に よ っ て も 測 定 で き る 。 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ に
つ い て も 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 同 様 に 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は 、 ア ネ キ シ ン Ｖ と ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ の 濃 度 を 組 み 合 わ せ て 検 査 す る こ と も 含 ま れ る
。 例 え ば 両 者 の 比 を 算 出 す る こ と 、 両 方 の 測 定 値 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 閾 値 を 設 定 し て お き
、 そ の 閾 値 を 両 方 が 超 え る 、 ど ち ら か 片 方 が 超 え る 、 ど ち ら も 超 え な い 等 の 判 定 結 果 か ら
、 そ の 診 断 的 有 用 性 を 検 討 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 さ ら に ア ネ キ シ ン Ｖ と ア ネ キ シ ン Ｉ
Ｖ の 測 定 は 必 ず し も 同 一 被 検 試 料 で あ る 必 要 は な く 、 例 え ば 血 清 と 血 漿 、 脳 脊 髄 液 と 血 漿
等 の 異 な る 試 料 の 組 合 せ で も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
ア ネ キ シ ン 分 子 種 は 、 痴 呆 や ア ル コ ー ル 依 存 症 な ど の 神 経 精 神 疾 患 で 発 現 変 化 す る こ と が
報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ２ 、 ３ ） 。 本 発 明 の よ う に 両 者 を 組 み 合 わ せ て 用 い る
こ と に よ り 、 ア ネ キ シ ン Ｖ 濃 度 の 上 昇 が 痴 呆 症 に よ る も の か 、 あ る い は 他 の 疾 患 に よ る も
の か を 的 確 に 鑑 別 で き る 。 逆 に ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ の 上 昇 が ア ル コ ー ル 依 存 性 か 否 か を 検 証 す
る の に も ア ネ キ シ ン Ｖ と の 組 み 合 わ せ が 有 効 で あ る 。 以 上 の よ う に 、 ア ネ キ シ ン Ｖ 濃 度 及
び ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ 濃 度 を 組 み 合 わ せ て 検 査 す る こ と に よ り 特 異 的 な 痴 呆 症 の 検 査 が 期 待 で
き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ア ネ キ シ ン Ｖ と ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ の 測 定 を 組 み 合 わ せ て 行 う 方 法 は 、 前 述 の よ う に そ れ ぞ れ
個 々 に 構 築 さ れ た 免 疫 学 的 手 法 、 例 え ば Ｅ Ｉ Ａ 、 ラ テ ッ ク ス 比 濁 法 等 を 用 い て そ れ ぞ れ の
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濃 度 を 測 定 す る こ と は も ち ろ ん の こ と で あ る が 、 そ れ 以 外 に も 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 （ そ の フ
ラ グ メ ン ト を 含 む ） を ひ と つ の 反 応 容 器 に 固 定 化 し て お き 、 そ し て 被 検 試 料 を 反 応 さ せ 、
ひ と つ の 反 応 容 器 内 に ア ネ キ シ ン Ｖ と ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ の ２ 種 類 の 分 子 を 捕 獲 し 、 そ れ ら を
、 そ れ ぞ れ の 分 子 に 対 す る 抗 体 （ そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む ） を 異 な る 標 識 物 質 で 標 識 し た
標 識 抗 体 で 検 出 す る こ と に よ る 方 法 も 可 能 で あ る 。 さ ら に は イ ム ノ ク ロ マ ト 法 を 利 用 し て
、 同 時 に ２ 種 類 の 抗 原 を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 実 施 例 】
本 発 明 の 実 施 例 を 以 下 に 示 す が 、 本 発 明 は 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】 （ ア ネ キ シ ン Ｖ 濃 度 測 定 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 構 築 ）
ヒ ト 胎 盤 よ り 精 製 し た ア ネ キ シ ン Ｖ を 免 疫 原 と し て マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 し た
。 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン Ｎ ｏ ． ２ ３ ） を ９ ６ 穴 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト に 固 相 化 し 、 抗 ア ネ キ シ ン Ｖ 抗 体 固 相 プ レ ー ト を 調 製 し た 。 固 相 プ レ ー
ト に 用 い た ク ロ ー ン と 異 な る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン Ｎ ｏ ． ４ ９ ） を ビ オ チ ン 標 識
し て 標 識 抗 体 を 調 製 し た 。 こ れ ら を 組 み 合 わ せ て ア ネ キ シ ン Ｖ 測 定 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 薬 を 構
築 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
【 実 施 例 ２ 】 （ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で の 検 討 ）
痴 呆 患 者 １ １ 名 （ ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 ： 男 性 ３ 名 、 女 性 ６ 名 、 脳 血 管 性 痴 呆 患 者 ： 女 性
２ 名 ） 及 び コ ン ト ロ ー ル １ ０ 名 （ 男 性 ５ 名 、 女 性 ５ 名 ） の 血 漿 中 の ア ネ キ シ ン を ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト で 検 出 し た 。 各 患 者 は 予 め 長 谷 川 式 簡 易 知 能 評 価 ス ケ ー ル に て 知 能 得 点 を 調 べ
た 。 各 血 漿 １ ｍ Ｌ を Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で １ ０ 倍 に 希 釈 し 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン と ホ ス フ ァ チ
ジ ル コ リ ン の 混 合 比 を １ ： ９ （ モ ル 比 ） の リ ポ ソ ー ム １ ０ ０ μ ｇ を 加 え 、 さ ら に 終 濃 度 で
６ ｍ Ｍ 塩 化 カ ル シ ウ ム を 加 え １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 遠 心 操 作 に よ り 沈 殿 画
分 を 集 め 、 洗 浄 後 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 い 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 転 写 し て 、 ウ サ ギ 由 来 の 抗 ア ネ
キ シ ン 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 い 、 血 液 中 の ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ 及 び ア ネ キ シ ン Ｖ の 存
在 と 痴 呆 の 関 連 を 調 べ た 。 そ の 結 果 を 図 ２ 及 び 図 ３ に 示 し た よ う に 、 コ ン ト ロ ー ル 群 で は
ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ 及 び ア ネ キ シ ン Ｖ の い ず れ も 検 出 さ れ な か っ た の に 対 し て 、 痴 呆 症 で は ア
ネ キ シ ン Ｖ は １ １ 例 中 １ ０ 例 に お い て 検 出 さ れ 、 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ は １ １ 例 中 ６ 例 に お い て
検 出 さ れ 、 血 液 中 の ア ネ キ シ ン の 検 出 又 は 測 定 が 痴 呆 症 の 検 査 に 有 用 で あ る こ と が わ か っ
た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 実 施 例 ３ 】 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 で の 検 討 ）
実 施 例 ２ で 検 討 し た 検 体 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ 濃 度 を 実 施 例 １ で 調 製 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で 測 定
し た 。 そ の 結 果 を 表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ １ ６ 】
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で 測 定 に お い て 、 痴 呆 症 の 患 者 血 漿 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ 濃 度 は コ ン ト ロ ー ル 群
に 比 べ て 有 意 に 高 い 値 を 示 し 、 血 漿 中 の ア ネ キ シ ン Ｖ 濃 度 の 測 定 が 痴 呆 症 の 検 査 に 有 用 で
あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 は 、 血 液 を 用 い て 痴 呆 症 の 検 査 を 簡 単 に 行 う こ と が で き る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 イ ム ノ ク ロ マ ト 法 に よ る 本 発 明 の 実 施 の １ 例 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る ア ネ キ シ ン Ｖ の 検 出 結 果 で あ る 。
【 図 ３ 】 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る ア ネ キ シ ン Ｖ の 検 出 結 果 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
１ 、 試 料 添 加 部
２ 、 標 識 抗 体 保 持 部
３ 、 展 開 部
４ 、 抗 ア ネ キ シ ン Ｖ 抗 体 （ 抗 ア ネ キ シ ン Ｖ 抗 体 ） 固 定 部
５ 、 抗 ア ネ キ シ ン Ｉ Ｖ 抗 体 （ 抗 ア ネ キ シ ン Ｖ 抗 体 ） 抗 体 固 定 部
６ 、 吸 収 パ ッ ド
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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