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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
血液中のアネキシンV濃度を測定することによる痴呆症の検査方法。
【請求項２】
血液が血漿である請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【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。
【０００２】
【従来の技術】
　アルツハイマー病（ＡＤ）はおもに老年期に発病する進行性の神経変性疾患で認知機能
障害を特徴とする。ＡＤにおける痴呆症の程度はＡＤ患者の大脳皮質に見出される老人班
（ＳＰ）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、ＳＰ
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、ＳＰ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、ＡＤの治療法も乏しいのが現状である。ＡＤの診断は診断基準に
よるところの除外診断および脳の画像診断を主とし、それ以外の客観的方法はほとんどな
い。すなわち、発症前或いは発症後の患者におけるＡＤ鑑別診断のための簡便な検査法は
存在しない。特許文献１によれば脳脊髄液中の分子量３３０００の蛋白質を免疫学的に測
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定する方法が開示されているが、侵襲性の高い脳脊髄液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ＡＤ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ＩＶ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
は診断治療に用いることができる方法ではない。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ＩＶ抗体量がアルコール依存症の診断に
有効であるという報告は、簡便な検査方法といえる。しかしながら、前にも述べたように
ＡＤの簡便な診断検査の方法は実用化されておらず、侵襲性が低くかつ簡単に患者より採
取できる血液等の体液を用いるＡＤの簡便な検査方法の開発が望まれている。
【０００３】
【特許文献１】
特開平７－２５３４２９号。
【特許文献２】
特開平７－７２１４７号。
【非特許文献１】
Nature、1966、209巻、１０９頁。
【非特許文献２】
Biochem Biophys
Res Commun. 120巻、885-890頁（１９８４）
【非特許文献３】
Am J Pathol,
145, 640-649
(1994)
【非特許文献４】
Alcohol Clin
Exp Res, 25, 55S-58S (2001)
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】
　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。
【０００５】
【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。
【０００６】
本発明は以下の構成からなる。
１、血液中のアネキシンＶ濃度を測定することを特徴とする痴呆症の検査方法。
２、血液が血漿である前記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。
【０００７】
【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
は血液、より好ましくは血漿中のアネキシンＶを特異的な抗体（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、ＥＩＡ、ＲＩＡ、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
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適用される。アネキシンＶ測定のためのＥＩＡ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。
【０００８】
　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。
【０００９】
本発明は、血液中のアネキシンＶと他のアネキシン類、例えばアネキシンＩＶの濃度を組
み合わせて検査してもよい。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ＩＶの測定は、血液中のアネキシンＶが測定されていれば、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。
【００１０】
　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、非特許文献２、３）。前述のようにアネキシンＶとアネキシ
ンＩＶ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ＩＶ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ＩＶ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。
【００１１】
　アネキシンＶとアネキシンＩＶ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ＥＩＡ、ラテックス比濁法等を用いてそれぞれ
の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ＩＶ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）。
【００１２】
【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ＥＬＩＳＡ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No.２３）を９６穴のＥＬＩＳＡ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No.４９）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ＥＬＩＳＡ試薬を構築
した。
【００１３】
【実施例２】
（ウエスタンブロットでの検討）
痴呆患者11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10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
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漿１ｍＬをＰＢＳ緩衝液で10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１００μｇを加え、さらに終濃度で６ｍＭ塩化
カルシウムを加え15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ＳＤＳ－ＰＡＧＥを行い、ＰＶＤＦ膜に転写して、ウサギ由来の抗アネキシンＶ抗体
でウエスタンブロットを行い、血液中のアネキシンＶの存在と痴呆の関連を調べた。コン
トロール群ではアネキシン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１１例中１０例（感度９０．９％）において検出され血液中のアネキシンＶ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。
【００１４】
【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ＥＬＩＳＡ法で測
定した。その結果を表１に示した。
【００１５】
【表１】

【００１６】
ＥＬＩＳＡ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。
【００１７】
【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。
【００１８】
【図面の簡単な説明】
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【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。
【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ＩＶ抗体（抗アネキシンＶ抗体）抗体固定部
６、吸収パッド

【図１】

【図２】
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