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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１８】
　血液試料中における、トランスフェリンの量と糖鎖の付加したトランスフェリンの量と
を総合して得られる指標を含む、アルツハイマー病を診断するための診断マーカー。
【請求項２１】
　アルツハイマー病の病態指標の検出方法であって、
　哺乳動物から得られた血液試料に対して、
　トランスフェリンを定量的に検出する工程と、
　糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程と、
　前記トランスフェリンの量と、前記糖鎖の付加したトランスフェリンの量とを総合した
指標を算出する工程と
を含む検出方法。
【請求項２２】
　前記指標が、トランスフェリンと糖鎖の付加したトランスフェリンとの量比である、請
求項２１に記載の検出方法。
【請求項２３】
　前記糖鎖がＷＧＡ又はＳＳＡ結合性の糖鎖である、請求項２１に記載の検出方法。
【請求項２４】
　前記糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程が、レクチンブロット解
析又は糖鎖の認識抗体を用いたウェスタンブロット解析により、前記糖鎖の付加したトラ
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ンスフェリンを定量的に検出する工程を含む、請求項２１に記載の検出方法。
【請求項２５】
　前記糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程が、レクチン親和電気泳
動により、前記糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程を含む、請求項
２１に記載の検出方法。
【請求項２６】
　前記糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程が、レクチン酵素免疫測
定法又は糖鎖の認識抗体を用いた酵素免疫測定法により、前記糖鎖の付加したトランスフ
ェリンを定量的に検出する工程を含む、請求項２１に記載の検出方法。
【請求項２７】
　前記糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程が、レクチンアレイ又は
糖鎖の認識抗体を用いた抗体アレイにより、前記糖鎖の付加したトランスフェリンを定量
的に検出する工程を含む、請求項２１に記載の検出方法。
【請求項２８】
　前記レクチンがＷＧＡ又はＳＳＡである、請求項２４ないし２７の何れか一項に記載の
検出方法。
【請求項２９】
　前記糖鎖の認識抗体がシアル酸の認識抗体である、請求項２４、２６、２７の何れか一
項に記載の検出方法。
【請求項３０】
　前記糖鎖の認識抗体が糖鎖の付加したトランスフェリンの認識抗体である、請求項２４
、２６、２７の何れか一項に記載の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アルツハイマーの診断キット、診断マーカー及び病態指標の検出方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　我が国では、近年、人口の高齢化とともに老年期の認知症が大きな社会問題となってい
る。現在、６５歳以上の１０人に１人は認知症であり、認知機能に障害のある高齢者は現
時点で１３０万人を数え、２０３５年には３００万人に達するものと予想されている。認
知症のうち多くは脳血管性認知症とアルツハイマー病（ＡＤ）であるが、そのうちの約半
数をアルツハイマー病が占める。前者は血圧管理や再発予防などの医学的対処が可能とな
ってきたが、アルツハイマー病では未だに原因、治療法、予防法が明らかでなく、早急な
医学的解決が求められている。また、アルツハイマー病以外の認知症には、前述の脳血管
性認知症以外に、特にタウオパチーと総称される認知症（前頭側頭葉変性症、レビー小体
型認知症、大脳皮質基底核変性症、進行性核上性麻痺など）も存在し、これらはアルツハ
イマー病と類似の症状を呈しているために、アルツハイマー病との鑑別が困難な認知症で
ある。障害となるような認知症状が出現する前に、他の認知症と区別してアルツハイマー
病を鑑別診断できれば、現在試みられている治療法をより早期に開始することができ、認
知症の進行を遅らせることが可能であるため、アルツハイマー病の早期診断法の確立は社
会的急務といえる。
【０００３】
　アルツハイマー病患者では大脳皮質の萎縮が見られ、病理学的には高度の神経細胞脱落
に加え、老人斑や神経原線維変化などの特徴的病変が観察される。これらのうち、老人斑
が最も早期に出現し、アルツハイマー病に特徴的な変化であることから、アルツハイマー
病における最も重要な変化と考えられている。老人斑の主要構成成分はアミロイドβタン
パク質（Ａβ）であり、常染色体優性遺伝を示す家族性アルツハイマー病でＡβの前駆体
遺伝子であるアミロイド前駆体タンパク質（βＡＰＰ）に変異があることなどから、Ａβ
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の産生あるいは分解の異常がアルツハイマー病の発症・進展に深く関わっていると考えら
れている。Ａβは、アミロイド前駆体タンパク質からアスパラギン酸プロテアーゼに属す
るβ－セクレターゼとγ－セクレターゼ（プレセニリン複合体）による二回の切断を経て
産生される。
【０００４】
　アルツハイマー病の治療薬としては、不足しているアセチルコリンを補う作用のアセチ
ルコリンエステラーゼ阻害剤などが知られているが、他にも上記メカニズムに基づいた各
種のシグナル伝達標的薬が開発されつつある。
【０００５】
　アルツハイマー病（アルツハイマー型認知症）の診断は、臨床的に各種の診断基準を満
たすかどうか、で診断されている。そのために、臨床症状、神経心理学的検査、生理学的
検査、脳機能画像検査などの種々の検査と詳細な問診が行われている。しかし、病初期の
アルツハイマー病は特異的な異常検査所見がほとんどなく、徹底的な本人と家族への問診
と診察による除外診断が必要であるため、専門医に拠るところが大きいのが現状である。
実際に、アルツハイマー病初期では、人格の変化、言葉の発声の困難、記憶喪失、物体の
置き忘れ、人名の忘却などの症候が見られるが、病初期の病的な“もの忘れ”と加齢によ
るもの忘れ（生理的健忘）とを正確に見分けることは非常に困難である。このようなこと
も、アルツハイマー病を早期に発見することを困難にしている、大きな問題点である。
【０００６】
　また、早期に、多人数をスクリーニングするという目的のためには、簡便かつ確実にア
ルツハイマー病を検出できる生物学的診断マーカーが最も有効と考えられる。アルツハイ
マー病の診断マーカーの確立により、早期診断・発症前診断が可能となれば、確定診断に
基づいた投薬や治療を計画し、更には、アルツハイマー病の予防への道を切り開くことも
可能となる。同時に、これらの早期診断により、アルツハイマー患者の医療と介護に必要
な多大の費用を抑えることも可能となる。そのため、簡便かつ確実にアルツハイマー病を
検出できる診断マーカーの発明・開発が強く望まれている。
【０００７】
　診断マーカーは、アルツハイマー病の病態を反映するものであることに加え、アルツハ
イマー病を検出する感度・特異度が共に高いものでなければならない。アルツハイマー病
の診断マーカーとしては、現在までに国内外の多くのグループにより種々のものが提唱さ
れている。例えば、アミロイドβタンパク質、糖鎖化アセチルコリンエステラーゼ、イン
ターロイキン－６、サブスタンス－Ｐ、シスタチンＣ、血清アポリポプロテイン、血清ホ
モシステイン、ＡＰＰアイソフォーム、インターロイキン－６、α１－アンチキモトリプ
シン（ＡＣＴ）、オキシゲナーゼ－１、２４Ｓ－ヒドロキシコレステロール、アセチルコ
リン、ソマトスタチン、バゾプレッシン、ＷＧＡ（小麦胚芽凝集素；Ｗｈｅａｔ　Ｇｅｒ
ｍ　Ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ）結合タンパク質、アセチルコリントランスフェラーゼ活性、
アセチルコリンエステラーゼ活性の測定などがアルツハイマー病の診断マーカーとして提
唱されてきた。
【０００８】
　非特許文献１には、アルツハイマー病におけるＷＧＡ結合タンパク質の量的変化につい
て記載されている。また、非特許文献２においては、トランスフェリンの糖鎖とアルツハ
イマー病について検討されている。
【０００９】
　しかし、これら多数報告されている診断マーカーの多くは病理変化との関係が不明であ
り、診断的価値が必ずしも確立していないものであった。現時点では、臨床上の有用性が
確認されているアルツハイマー病の診断マーカーとしては、脳脊髄液中タウタンパク質と
アミロイドβ４２の２つのみが知られている。
【００１０】
　タウタンパクは、アルツハイマー病患者の脳で生じている神経原繊維変化という病理学
的変化の原因物質である。アルツハイマー病の髄液中では、リン酸化タウタンパク（ある
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いは総タウタンパク）が増加しており、このタンパクを測定することによって、アルツハ
イマー病の診断の手助けになるとされている。
【００１１】
　診断マーカーとして用いられるアミロイドβタンパクは、４２アミノ酸からなるアミロ
イドβペプチドの一種であり、アルツハイマー病患者の脳で起こっている老人斑という病
理学的変化の原因物質である。アルツハイマー病患者の脳ではアミロイドβタンパク質が
凝集して老人斑を形成するため、髄液中のアミロイドβタンパク質は逆に減少しており、
これを測定することによって、アルツハイマー病の診断の手助けとなるとされている。　
　　
【００１２】
【非特許文献１】Lisa R. Fodero, Javier Saez-Valero, Maria-Sagrario Barquero, Alb
erto Marcos, Catriona A. McLean and David H. Small; “Wheat germ agglutinin-bind
ing glycoproteins are decreased in Alzheimer’s disease cerebrospinal fluid.”, 
Journal of Neurochemistry, 2001, 79, 1022-1026
【非特許文献２】Susan J. van Rensburg, Peter Berman, Felix Potocnik, Pam MacGreg
or, Dinie Hon and Nico de Villiers; “5- and 6-glycosylation of transferrin in p
atients with Alzheimer’s disease.”, Metabolic Brain Disease, 2004, Vol.19, 89-
96
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　タウタンパクを用いたアルツハイマー病の診断に関しては、神経原繊維変化を伴い、リ
ン酸化タウタンパクの増加する認知症は、アルツハイマー病に限らないため、それらの他
の認知症（タウオパチー）との区別が課題であった。また、リン酸化タウが上昇している
時期には神経細胞死が既に進行しており、この時期に治療を開始しても完全な神経機能の
回復は望めないことも課題の一つであった。
【００１４】
　また、診断マーカーとして用いられるアミロイドβタンパクは、アルツハイマー病後期
の重篤化には相関するものの、発病前の病期（mild cognitive impairment: MCI）や病初
期においては正常との差がほとんど認められていない。また、アミロイドβタンパク質の
減少は、アルツハイマー病特異的ではない。更には、個体差も大きく、アルツハイマー病
で一様に減少している訳でもない点が課題となっていた。
【００１５】
　理想的なマーカーとしては、神経細胞が死に至る前に診断可能であり、好ましくはアル
ツハイマー病発症前の診断が可能であり、また、正常な脳や他の認知症との鑑別診断も可
能で、かつ簡便に多数をスクリーニングできるものが望ましい。しかしながら、前述のよ
うに、これまでに提唱されているマーカーはいずれも理想的なマーカーからは程遠く、ア
ルツハイマー病の確定診断には不十分であり、現在まで決定的なアルツハイマー病診断の
ためのマーカーは見いだされていない。
【００１６】
　また、ＷＧＡ結合タンパク質がアルツハイマー病診断のための新たなマーカーとして期
待されていたが、その詳細は不明であった（〔非特許文献１〕）。また、６のシアル酸を
有する糖鎖の付加した特定の多型のトランスフェリンのみ増加が見られ、それ以外の種類
の糖鎖に関しては有意な変化が見られないとの報告（〔非特許文献２〕）から、（６のシ
アル酸のもの以外の）トランスフェリンの糖鎖がアルツハイマー病の診断に用いることの
できる可能性は低いと考えられていた。
【００１７】
　本発明は、斯かる状況に鑑みてなされたものであり、アルツハイマー病の診断のための
有効性の高い新たな診断キット、診断マーカー及び検出法の開発を目的とする。
【課題を解決するための手段】
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【００１８】
　本発明によれば、アルツハイマー病を診断するための診断キットであって、シアル酸数
の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出するための検出手段を有し、哺
乳動物から得られた髄液試料中における、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したト
ランスフェリンと、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンとの量
比を、アルツハイマー病の病態指標として示す診断キットが提供される。この診断キット
は、アルツハイマー病で特異的に量的変化の見られるトランスフェリンの特定の糖鎖を指
標とすることにより、アルツハイマー病の早期診断、アルツハイマー病と類似の症候を呈
する他の認知症との鑑別診断の上で有利である。
【００１９】
　また、本発明によれば、アルツハイマー病を診断するための診断キットであって、シア
ル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出するための検出手段を有
し、哺乳動物から得られた髄液試料中における、同一種の正常な哺乳動物から得られた髄
液に対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量、あ
るいは、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量、の何れ
かをアルツハイマー病の病態指標として示す診断キットが提供される。この診断キットは
、アルツハイマー病で特異的に量的変化の見られるトランスフェリンの特定の糖鎖を指標
とすることにより、アルツハイマー病の早期診断、アルツハイマー病と類似の症候を呈す
る他の認知症との鑑別診断の上で有利である。
【００２０】
　また、本発明によれば、アルツハイマー病を診断するための診断キットであって、トラ
ンスフェリンを定量的に検出するための検出手段と、糖鎖の付加したトランスフェリンを
定量的に検出するための検出手段とを有し、哺乳動物から得られた血液試料中における、
トランスフェリンの量と糖鎖の付加したトランスフェリンの量とを総合して得られる指標
を、アルツハイマー病の病態指標として示す診断キットが提供される。この診断キットは
、アルツハイマー病で特異的に量的変化の見られる糖鎖の付加したトランスフェリンの量
を用いた指標により、アルツハイマー病の早期診断、アルツハイマー病と類似の症候を呈
する他の認知症との鑑別診断の上で有利である。
【００２１】
　また、本発明によれば、アルツハイマー病を診断するための診断キットであって、トラ
ンスフェリンを定量的に検出するための検出手段と、糖鎖の付加したトランスフェリンを
定量的に検出するための検出手段と、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリ
ンを定量的に検出するための検出手段とを有し、哺乳動物から得られた血液試料中におけ
るトランスフェリンの量と、その血液試料中における糖鎖の付加したトランスフェリンの
量と、その哺乳動物から得られた髄液試料中における、１又は２のシアル酸を有する糖鎖
の付加したトランスフェリン、および／または、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加
したトランスフェリンの量と、を総合して得られる指標を、アルツハイマー病の病態指標
として示す診断キットが提供される。この診断キットは、アルツハイマー病で特異的に量
的変化の見られるトランスフェリンの特定の糖鎖及び血液中の糖鎖の付加したトランスフ
ェリンの量を総合して指標とすることにより、アルツハイマー病の早期診断、アルツハイ
マー病と類似の症候を呈する他の認知症との鑑別診断の上で特に有利となる。
【００２２】
　また、本発明によれば、アルツハイマー病を診断するための診断キットであって、シア
ル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンをレクチン酵素免疫測定法により定量的
に検出するためのレクチンを含む診断キットが提供される。この診断キットは、アルツハ
イマー病に特異的に量的変化の見られるトランスフェリンの糖鎖を、ＥＬＩＳＡの改変法
であり、簡便なレクチン酵素免疫測定法で定量的に検出することにより、大量の試料を簡
便、安価、又は確実に、数値化して処理することを可能にする。
【００２３】
　また、本発明によれば、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリン
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と、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンとの量比を含む、アル
ツハイマー病を診断するための診断マーカーが提供される。この診断マーカーは、アルツ
ハイマー病特異的に量的変化の見られるトランスフェリンの特定の糖鎖を指標とすること
により、アルツハイマー病の早期診断、アルツハイマー病と類似の症候を呈する他の認知
症との鑑別診断が可能な診断マーカーとして用いることができる。
【００２４】
　また、本発明によれば、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリン
、あるいは、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンを含む、アル
ツハイマー病を診断するための診断マーカーが提供される。この診断マーカーは、アルツ
ハイマー病で特異的に量的変化の見られるトランスフェリンの特定の糖鎖を指標とするこ
とにより、アルツハイマー病の早期診断、アルツハイマー病と類似の症候を呈する他の認
知症との鑑別診断が可能な診断マーカーとして用いることができる。
【００２５】
　また、本発明によれば、血液試料中における、トランスフェリンの量と糖鎖の付加した
トランスフェリンの量とを総合して得られる指標を含む、アルツハイマー病を診断するた
めの診断マーカーが提供される。この診断マーカーは、アルツハイマー病で特異的に量的
変化の見られる糖鎖の付加したトランスフェリンの量を用いた指標によって、アルツハイ
マー病の早期診断、アルツハイマー病と類似の症候を呈する他の認知症との鑑別診断が可
能な診断マーカーとして用いることができる。
【００２６】
　また、本発明によれば、アルツハイマー病の病態指標の検出方法であって、哺乳動物か
ら得られた髄液試料に対して、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定
量的に検出する工程と、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンに
対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量比を算出する
工程を含む検出方法が提供される。この検出方法は、アルツハイマー病で特異的に変化の
見られるトランスフェリンの特定の糖鎖を測定対象とすることで、アルツハイマー病の早
期診断、アルツハイマー病と類似の症候を呈する他の認知症との鑑別診断を可能とする病
態指標の検出を可能とする。
【００２７】
　また、本発明によれば、アルツハイマー病の病態指標の検出方法であって、哺乳動物か
ら得られた髄液試料に対して、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定
量的に検出する工程と、同一種の哺乳動物から得られた正常組織に対する、１又は２のシ
アル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量、あるいは、３又は４のシアル
酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量を算出する工程を含む検出方法が提
供される。この検出方法は、アルツハイマー病で特異的に変化の見られるトランスフェリ
ンの特定の糖鎖を測定対象とすることで、アルツハイマー病の早期診断、アルツハイマー
病と類似の症候を呈する他の認知症との鑑別診断を可能とする病態指標の検出を可能とす
る。
【００２８】
　また、本発明によれば、アルツハイマー病の病態指標の検出方法であって、哺乳動物か
ら得られた血液試料に対して、トランスフェリンを定量的に検出する工程と、糖鎖の付加
したトランスフェリンを定量的に検出する工程と、トランスフェリンの量と糖鎖の付加し
たトランスフェリンの量とを総合した指標を算出する工程とを含む検出方法が提供される
。この検出方法は、アルツハイマー病で特異的に変化の見られる血液中の糖鎖の付加した
トランスフェリンの量を指標として用いることで、アルツハイマー病の早期診断、アルツ
ハイマー病と類似の症候を呈する他の認知症との鑑別診断を可能とする病態指標の検出を
可能とする。
【００２９】
　なお、上記の診断キット、診断マーカーおよび検出方法は、本発明の実施形態の一つに
過ぎず、本発明によれば、これらを用いたアルツハイマー病の診断方法も提供される。
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【発明の効果】
【００３０】
　本発明は、アルツハイマーの病態と相関性の高い診断を行うことを可能にする。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】図１は、トランスフェリンの糖鎖構造を示した図である。
【図２】図２は、レクチン酵素免疫測定法の模式図である。
【図３】図３は、髄液のＷＧＡによるレクチンブロットにより、髄液中のＷＧＡ結合性糖
タンパク質を示す図である。図中、Ｍはマーカーを示し、Ｎは非認知症例由来の試料、Ａ
はアルツハイマー病例由来の試料、Ｔはタウオパチー例由来の試料を示す。図中、最上段
の矢印は約７５ｋＤａの糖タンパク質ａを示し、二番目の矢印は３０－３３ｋＤａ付近の
糖タンパク質、一番下の矢印は約２５ｋＤａの糖タンパク質を示す。
【図４】図４は、図３のレクチンブロットで得られたＷＧＡ結合性の７５ｋＤａのタンパ
ク質ａのバンドを定量化したグラフである。図中ａはバンドの濃さをそのまま定量化した
グラフ、ｂはバンドの濃さをリン酸化タウタンパク（ｐＳ１９９）の量で規格化した後の
グラフである。
【図５】図５は、トランスフェリンの等電点電気泳動による解析の結果である。図中ａは
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後のトランスフェリン量をウェスタンブロットにより検出した図、ｂは
ＷＧＡを用いたレクチンブロットにより７５ｋＤａの糖タンパク質ａを検出した図、そし
てｃは等電点電気泳動によりトランスフェリンの各アイソフォームを分離した図である。
ｃにおいて、左側の０～４の数字は、各トランスフェリンアイソフォームに付加した糖鎖
中のシアル酸の数を示す。
【図６】図６は、血液中のトランスフェリンを定量化したグラフである。
【図７】図７は、血液のＷＧＡによるレクチンブロットで得られたＷＧＡ結合性のトラン
スフェリン（７５ｋＤａのタンパク質）についての図である。図中ａは、血液のＷＧＡに
よるレクチンブロットで得られたＷＧＡ結合性のトランスフェリン（７５ｋＤａのタンパ
ク質）のバンドの図であり、図中ｂはそれを定量化したグラフである。
【図８】図８は、図７に示した血液中のＷＧＡ結合性のトランスフェリンを、図６に示し
たトランスフェリン量で規格化したグラフである。
【発明の実施の形態】
【００３２】
　本実施形態における「アルツハイマー病」（ＡＤ）とは、大脳皮質の萎縮が見られ、病
理学的には高度の神経細胞脱落に加え、老人斑や神経原線維変化などの特徴的病変が観察
される認知症のことをいい、アルツハイマー病によって引き起こされる認知症をアルツハ
イマー型認知症という。これらの病変のうち、老人斑が最も早期に出現し、アルツハイマ
ー病に特徴的な変化であることから、アルツハイマー病における最も重要な変化と考えら
れている。老人斑の主要構成成分はアミロイドβタンパク質（Ａβ）であり、常染色体優
性遺伝を示す家族性アルツハイマー病でＡβの前駆体遺伝子であるアミロイド前駆体タン
パク質（ＡＰＰ）に変異があることなどから、Ａβの産生あるいは分解の異常がアルツハ
イマー病の発症・進展に深く関わっていると考えられている。Ａβは、アミロイド前駆体
タンパク質からアスパラギン酸プロテアーゼに属するβ－セクレターゼとγ－セクレター
ゼ（プレセニリン複合体）による二回の切断を経て産生される。アルツハイマー病の診断
は、臨床症状、神経心理学的検査、生理学的検査、脳機能画像検査から各種の診断基準を
満たすかどうか、で診断されている。
【００３３】
　本実施形態における「アルツハイマー病の病態指標」とは、例えば、アルツハイマー病
あるいはアルツハイマー型認知症の発症などを含めたアルツハイマー病の状態に関する指
標のこという。ここで、アルツハイマー病の病態指標とは、例えば、アルツハイマー型認
知症の発症危険度の予測、アルツハイマー病の早期診断・早期予知、脳機能障害程度の推
定、病態把握、経過の予測、治療結果の観察・評価、予後の予測などの指標を含む。上記
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の症状及びその症状を表すパラメーター等に関しては、この技術分野の医師にとってよく
知られている日常的手法によって容易に測定が可能である。
【００３４】
　本実施形態における「哺乳動物」とは、任意の哺乳動物をいい、ヒト、家畜用動物、ペ
ット用動物、動物園用動物、又はスポーツ用動物、例えば、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、ウ
マ、ヒツジ、ウサギなどを含む。哺乳動物は、好ましくはヒトである。
【００３５】
　本実施形態における「トランスフェリン（Ｔｆ）」とは、一般にトランスフェリンと称
されている６７９個のアミノ酸からなる糖タンパク質と実質的に同一のタンパク質をいい
、その遺伝子多型体、遺伝子変異体あるいはスプライシングバリアントも含む。トランス
フェリンは、主に肝臓で産生され、１分子のトランスフェリンは２原子の鉄と結合し、そ
の運搬体として働く血漿タンパク質であり、生体内においては、鉄代謝や造血機能に関与
していることが知られている。アルツハイマー病とトランスフェリンとの関連性は、トラ
ンスフェリン遺伝子の多型との関連から様々な研究が行われてきたが、遺伝子多型とアル
ツハイマー病との関連性の有無に決着はついていない。
【００３６】
　本実施形態における「糖鎖」とは、タンパク質にグリコシド結合で結合した１又は２以
上の糖からなる多糖類のことであり、Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミン、Ｎ－アセチル－
Ｄ－ガラクトサミン、Ｄ－マンノース、Ｄ－ガラクトース、Ｌ－フコース、シアル酸など
の糖を主成分とする。糖鎖は、主に、タンパク質中のセリン／スレオニンに結合するＯ結
合型糖鎖と、アスパラギンに結合するＮ結合型糖鎖に大別され、それぞれ特徴的な糖構成
のものが知られている。糖鎖の機能としては、主に分子間の接着・相互作用（結合）に関
するものが最もよく知られており、免疫系・神経系・細胞接着などで重要な働きを有して
いる。
【００３７】
　トランスフェリンの糖鎖に関しては、４１３番目と６１１番目のアスパラギンにＮ－ア
セチルグルコサミン、マンノース、ガラクトース、シアル酸を含むＮ結合型複合糖鎖がそ
れぞれ付加していることが知られている（図１）。トランスフェリンは、糖鎖付加の最終
段階で付加されるシアル酸の数によって、幾つかのアイソフォームに分類されており、通
常の血清のトランスフェリンはシアル酸を４つ有するテトラシアロトランスフェリンであ
る。髄液中では、０～４のシアル酸を有するトランスフェリン全てが存在している。アル
ツハイマー病でのトランスフェリンの糖鎖について解析した報告は幾つか知られている。
例えば、６のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの増加が見られる一方、
５のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの増減では有意差が見られない（
〔非特許文献２〕）、などの報告が挙げられるが、何れも、タウオパチーなどとの鑑別実
験などによる診断マーカーとしての有効性の検討や示唆はされておらず、実用化もされて
いない。
【００３８】
　本実施形態における「レクチン」とは、糖鎖を特異的に認識し、糖タンパク質や糖脂質
と結合・架橋形成をするタンパク質のことをいい、その修飾体及び変異体も含む。さらに
、本実施形態における「レクチン」は、糖鎖又は糖鎖を有する分子に対する受容体などの
、糖鎖と特異的に結合するあらゆるタンパク質を広く含み、その範囲は狭義のレクチンに
限られない。レクチンは、好ましくは、糖タンパク質と結合するタンパク質である。それ
ぞれのレクチンにより、結合する糖鎖の構造的特徴が異なり、様々な糖鎖、糖タンパク質
、糖脂質に対応するレクチンが知られている。哺乳動物由来のものに加え、植物、昆虫な
どの由来のものも多く知られ、ＷＧＡ（小麦胚芽凝集素；Ｗｈｅａｔ　Ｇｅｒｍ　Ａｇｇ
ｌｕｔｉｎｉｎ）、ＳＳＡ（Ｓａｍｂｕｃｕｓ　ｓｉｅｂｏｌｄｉａｎａ（ニホンイワト
コレクチン）：シアル酸（特にα－２，６－シアル化シアル酸）を特異的に認識するレク
チン）、ＬＣＡ（Ｌｅｎｓ　ｃｕｌｉｎａｒｉｓ　ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ：マンノースを
特異的に認識するレクチン）などが知られている。
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【００３９】
　本実施形態における「抗体」とは、特定のペプチドや多糖類、低分子化合物などの様々
な分子を認識し、結合・架橋形成する「抗体」と総称されるタンパク質のことをいい、そ
の改変体、修飾体も含む。マウス、ウサギ、ヒツジ由来のものなど様々なものが知られて
おり、また特定のモノクローナル抗体を培養細胞で生産することや、遺伝子組み替え技術
を用いて大腸菌や真核生物細胞で生産させることも可能であり、そのような組替え体も含
む。また、上記の各種抗体の断片も本発明の範囲内である。抗体の断片としては、Ｆ（ａ
ｂ’）２フラグメント、Ｆａｂ’フラグメント等が挙げられる。また、抗体がモノクロー
ナル抗体の場合、グロブリンタイプは特に限定されず、例えばＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、
ＩｇＥ、ＩｇＤなどが挙げられる。また、モノクローナル抗体は、ヒト化抗体でもよい。
【００４０】
　また、本願発明の各実施形態において、抗体又はレクチンを検出又は測定するために、
シグナルを発生させることができる標識物質と抗体及びレクチン自体を結合させた標識抗
体及び標識レクチンを用いてもよい。その際は、直接結合させたもの以外にも、抗体又は
レクチンと標識物質とをアビジン－ビオチン又はストレプトアビジン－ビオチン系、又は
二次抗体により結合させたものを用いることも可能であり、本発明の技術的範囲に含まれ
る。ここで用いる二次抗体としては、一次抗体又はレクチンと結合できる抗体を使用する
ことができる。
【００４１】
　標識として酵素を使用する場合には、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリ
ホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、
炭酸脱水素酵素、アセチルコリンエステラーゼ、リゾチーム、マロン酸エステルデヒドロ
ゲナーゼ、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ等を標識として使用することができ
る。これらの酵素で標識する方法としては、酵素の糖鎖を過ヨウ素酸で酸化し、生成した
アルデヒド基に抗体又はレクチンのアミノ酸を結合させる方法や、酵素にマレイミド基あ
るいはピリジルスルフィド基等を導入し、抗体又はレクチンのＦａｂ’フラグメントに存
在するチオール基と結合させる方法等を挙げることができる。
【００４２】
　標識として酵素を使用する場合、試験試料と標識抗体又はレクチンとをインキュベート
した後、遊離した標識抗体又はレクチンを洗浄して除去してから、上記の標識酵素の基質
を作用させて発色等で反応を測定することによって標識抗体又はレクチンを検出すること
ができる。例えば、ペルオキシダーゼで標識される場合には、基質として過酸化水素、発
色試薬としてジアミノベンジジンまたはＯ－フェニレンジアミンと組み合わさって褐色ま
たは黄色を生じる。グルコースオキシダーゼで標識される場合には、基質として、例えば
２，２’ －アシド－ジ－（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸（ＡＢＴＳ）
などを用いることができる。
【００４３】
　標識として蛍光色素を使用する場合には、例えば、ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオ
シアネート）又はＴＲＩＴＣ（テトラメチルローダミンＢイソチオシアネート）などの蛍
光色素で抗体又はレクチンを標識することができる。抗体又はレクチンと蛍光色素との結
合は常法によって行うことができる。
【００４４】
　標識として呈色標識物質を使用する場合には、例えば、コロイド金属および着色ラテッ
クスなどを標識として使用できる。コロイド金属の代表例としては、金ゾル、銀ゾル、セ
レンゾル、テルルゾル又は白金ゾルなどのそれぞれの分散粒子である金属コロイド粒子を
挙げることができる。コロイド金属の粒子の大きさは、通常は、直径３～６０ｎｍ程度が
好ましい。また、着色ラテックスの代表例としては、赤色および青色などのそれぞれの着
色料で着色されたポリスチレンラッテクスなどの合成ラテックスが挙げられる。ラテック
スとして天然ゴムラテックスのような天然ラッテクスを用いてもよい。着色ラテックスの
大きさは、直径数十ｎｍ～数百ｎｍ程度から選択することができる。これらの呈色標識物
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質は市販品をそのまま使用することができるが、さらに加工し、または、それ自体公知の
方法で製造することも可能である。
【００４５】
　抗体又はレクチンと呈色標識物質との結合は常法によって行うことができる。例えば、
呈色標識物質が金ゾルの分散粒子である金コロイド粒子の場合には、通常は、抗体と金ゾ
ルとを室温下で混合することにより両者を物理的に結合することが可能である。
【００４６】
　なお、標識としては、上記以外にも放射性同位体標識（例えば、１２５Ｉ、１３１Ｉ、
３Ｈ、１４Ｃ等）等を使用することも可能であり、本発明の範囲内に含まれる。
【００４７】
　本実施形態における「酵素免疫測定法」（ＥＬＩＳＡ）とは、酵素標識した抗体を用い
て、抗体に対する抗原を定量的に検出する方法であり、定量性、簡便性、確実性（再現性
）に優れ、臨床検査などで広く用いられている。酵素免疫測定法は広くよく知られた技術
であり、一般的な技術手段の詳細については、公知の総説、成書などを参照することがで
きる。酵素免疫測定法としては、幾つかの方法が知られており、中でもサンドイッチＥＬ
ＩＳＡと称される、抗体を固定化したプレートに抗原を結合させ、結合した抗原をまた別
の抗体で検出するという方法が最も広く用いられている。
【００４８】
　本実施形態における「レクチン酵素免疫測定法」（レクチンＥＬＩＳＡ）とは、酵素免
疫測定法の抗体の代わりにレクチンを用い、糖鎖を含む物質を検出する酵素免疫測定法の
改変法であり、酵素標識したレクチンを用いて、糖タンパク質などの糖鎖を含む物質を定
量的に検出することができる（図２）。レクチン酵素免疫測定法は、酵素免疫測定法と同
様に、定量性（数値化可能）、簡便性、確実性（再現性）に優れた測定法である。酵素免
疫測定法は広くよく知られた技術であるため、その改変法であるレクチン酵素免疫測定法
に関しても、酵素免疫測定法と共通する一般的な技術手段の詳細については、酵素免疫測
定法に関する公知の総説、成書などを参照にすることができる。
【００４９】
　レクチン酵素免疫測定法では、サンドイッチＥＬＩＳＡの改変法であるサンドイッチレ
クチンＥＬＩＳＡを用いることも可能であり、その場合は、レクチン同士の組み合わせを
用いても、レクチンと抗体の組み合わせを用いてもよい。抗体と組合わせて使う際には、
用いる抗体によっては、レクチンに反応性の糖鎖を有する場合があるため、そのような場
合は、酵素処理等を行った後に本実施形態に用いる。
【００５０】
　上記の酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）およびレクチン酵素免疫測定法（レクチンＥＬＩ
ＳＡ）は、標識として酵素を用いたＥＬＩＳＡ又はレクチンＥＬＩＳＡのみに限られず、
放射性同位体を標識として用いたラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）や蛍光物質を標識とし
て用いた蛍光イムノアッセイなどの改変法も含む。これら個々の免疫化学的測定法を適用
するにあたっては、特別の条件、操作等の設定は必要とされず、公知の総説、成書などを
参照することができる。
【００５１】
〔実施形態〕
　以下、本発明の実施形態について説明する。
【００５２】
　本発明のある実施形態は、アルツハイマー病を診断するための診断キットであって、シ
アル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出するための検出手段を
有し、哺乳動物から得られた髄液試料中における、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付
加したトランスフェリンに対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランス
フェリンの量比を、アルツハイマー病の病態指標として示す診断キットであり、この診断
キットによるとアルツハイマー病の病態を把握することが可能となる。例えば、この診断
キットにおいては、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンに対す
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る、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの比の減少が同一種の
哺乳動物から得られた正常組織に対して観察される場合、アルツハイマー病の可能性が高
いと診断されるが、これに限られず、アルツハイマー病に関する他の症状・状態に関して
も、この技術分野の医師にとってよく知られている日常的手法によって測定し、本実施形
態に係る診断キットを用いてそれらの病態指標を得ることは容易に可能である。
【００５３】
　また、本発明の他の実施形態は、アルツハイマー病を診断するための診断キットであっ
て、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出するための検出
手段を有し、哺乳動物から得られた髄液試料中における、同一種の正常な哺乳動物から得
られた髄液に対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変
動量、あるいは、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量
、の何れかをアルツハイマー病の病態指標として示す診断キットであり、この診断キット
によるとアルツハイマー病の病態を把握することが可能となる。
【００５４】
　好ましくは、上記の診断キットの変動量については、同一種の哺乳動物から得られた正
常組織に対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの減少量
、あるいは、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの増加量を用
いることも可能である。例えば、この診断キットにおいては、同一種の正常な哺乳動物か
ら得られた髄液に対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリン
の減少、あるいは、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの増加
が観察される場合、アルツハイマー病の可能性が高いと診断されるが、これに限られず、
アルツハイマー病に関する他の症状・状態に関しても、この技術分野の医師にとってよく
知られている日常的手法によって測定し、本実施形態に係る診断キットを用いてそれらの
病態指標を得ることは容易に可能である。
【００５５】
　また、本発明の他の実施形態は、アルツハイマー病を診断するための診断キットであっ
て、トランスフェリンを定量的に検出するための検出手段と、糖鎖の付加したトランスフ
ェリンを定量的に検出するための検出手段とを有し、哺乳動物から得られた血液試料中に
おける、トランスフェリンの量と糖鎖の付加したトランスフェリンの量とを総合して得ら
れる指標を、アルツハイマー病の病態指標として示す診断キットであり、この診断キット
によるとアルツハイマー病の病態を把握することが可能となる。
【００５６】
　このキットで用いられる指標は、アルツハイマー病において大きな変化の見られる血中
での糖鎖の付加したトランスフェリンの量を、同じくアルツハイマー病において変化の見
られる血中でのトランスフェリンの量を用いて、好ましくは差が明確となるように、通常
用いられる統計処理を行うことで得られる。このような指標は、臨床診断に関わる技術分
野の医師や研究者にとってよく知られている日常的手法によって算出することができるが
、例えば、トランスフェリンと糖鎖の付加したトランスフェリンとの量比（高い方がアル
ツハイマーの可能性が高いと診断される）を用いることができるが、当然のことながら、
トランスフェリンの量と糖鎖の付加したトランスフェリンの量の双方の実測値を用いた有
効な指標であればこれに限られない。
【００５７】
　従来、生物学的な診断マーカーを用いた場合においても、タウオパチーなど他の認知症
との鑑別診断は困難であったが、上述の診断キットによりアルツハイマー病と特異性の高
い診断が可能となり、より有効な治療法を提供することが可能となる。また、従来の診断
キットと異なり、アルツハイマー病初期でも観察される変化を用いての診断が可能である
ため、特に、アルツハイマー病を発病前診断や初期での診断の上で有利であり、効果的な
予防や治療を可能にする。
【００５８】
　また、髄液を用いた上述の診断キットにおいては、非侵襲的な検査が可能となり、迅速
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・簡便かつ大量の試料の処理が可能となる。また、髄液は脳に近いため、より脳の病状と
相関性の高い診断結果を得ることも可能となる。髄液は脳室性脳脊髄液に限らず、腰椎性
脳脊髄液を使用することも可能であり、腰椎性脊髄液を使用した場合、生存している被験
者において更に危険度の低い診断を行うことが可能となる。髄液の採取に関しては、状況
に応じて、脳槽穿刺、腰椎穿刺、脳室穿刺、脊椎穿刺などの通常行われる髄液採取法を用
いることができる。
【００５９】
　また、血液を用いた上述の診断キットにおいては、より迅速・簡便で、患者に非常に利
便性の高い診断が可能となる。その際は、血液に適切な遠心分離操作を行うことで、リン
パ球の存在を無視できる量になるまで減少させた血清を得、その血清に対して検出試薬を
反応させることも可能であり、本実施形態に含まれる。
【００６０】
　更に、より迅速・簡便で患者にも利便性の高い、血液試料を用いた上述の診断キットに
よる診断を一次スクリーニングとして行い、二次的な診断として、髄液を用いた上述の診
断キットによる診断を行うことも可能であり、本実施形態に含まれる。その際には、二次
的な診断の際に、一次スクリーニングとして用いた、血液中のトラスフェリン及び糖鎖の
付加したトランスフェリンの量も総合した診断指標を用いることもできる。
【００６１】
　ここで、試料については、得られた髄液、血液、血清などの試料に対し、任意の処理工
程を一又は複数追加してもよい。このような処理工程としては、例えば、トランスフェリ
ンを鉄イオンで飽和させる処理、各種カラムや免疫沈降法による不純物の除去・目的物の
精製処理、トリプシン等によるタンパク質の断片化処理、酵素による特定の糖鎖の除去、
他の酵素処理、各種化学修飾などが挙げられるが、これに限られない。
【００６２】
　なお、本発明の実施態様の全てにおいて、“タンパク質”との記載は、試料中のタンパ
ク質に上記のような断片化処理、酵素処理、化学処理などを行った後の、ペプチド断片や
、時には糖鎖断片などをも含むもののことをいい、これらの試料の前処理により検出対象
等がタンパク質以外のものに変化した場合も、当然のことながら、本発明の技術的範囲に
含まれる。
【００６３】
　また、本発明の他の実施形態は、アルツハイマー病を診断するための診断キットであっ
て、トランスフェリンを定量的に検出するための検出手段と、糖鎖の付加したトランスフ
ェリンを定量的に検出するための検出手段と、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトラン
スフェリンを定量的に検出するための検出手段とを有し、哺乳動物から得られた血液試料
中におけるトランスフェリンの量と、その血液試料中における糖鎖の付加したトランスフ
ェリンの量と、その哺乳動物から得られた髄液試料中における、１又は２のシアル酸を有
する糖鎖の付加したトランスフェリン、および／または、３又は４のシアル酸を有する糖
鎖の付加したトランスフェリンの量と、を総合して得られる指標を、アルツハイマー病の
病態指標として示す診断キットであり、この診断キットによるとアルツハイマー病の病態
を把握することが可能となる。
【００６４】
　このキットは、アルツハイマー病において変化の見られる、髄液試料中における１又は
２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量および／または３又は４のシ
アル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量と、血液試料中での糖鎖の付加した
トランスフェリンの量と、血中でのトランスフェリンの量とを合わせた指標を用いること
により、さらに精度の高い診断を行うことが可能となる。この指標は、髄液試料中におけ
る１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量および／または３又
は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量と、血液試料中での糖鎖の
付加したトランスフェリンの量と、血液試料中でのトランスフェリンの量とを用いて、好
ましくは差が明確となるように、統計処理することで得られる。このような指標は、臨床
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診断に関わる技術分野の医師や研究者にとってよく知られている日常的手法によって求め
ることができる。
【００６５】
　また、本発明の更なる実施形態は、トランスフェリンの糖鎖がＷＧＡ又はＳＳＡ結合性
の糖鎖である上述の診断キットであり、この診断キットによるとアルツハイマー病の病態
をより正確に把握することが可能となる。ＷＧＡもしくはＳＳＡ結合性の糖鎖を有するト
ランスフェリンは、アルツハイマー病でより確実に量的変動が観察されるため、これらを
用いることでより確実な診断が可能となる。
【００６６】
　また、本発明の更なる実施形態は、検出手段としてレクチンを含むゲルを用いたレクチ
ン親和電気泳動を行うことにより、糖鎖付加されたトランスフェリンを検出する上述の診
断キットである。レクチンを含むゲルでの電気泳動では、目的のレクチンに結合する糖鎖
を持ったタンパク質は、そのレクチン親和性（結合力）の強いものほどアプライした点か
らの移動が低いため、糖鎖の少ない（レクチン結合力の弱い）トランスフェリンと、糖鎖
が多く親和性の高いトランスフェリンを明確に分離することが可能となる。好ましくは、
レクチンはシアル酸を有する糖鎖を認識するレクチンである。本実施形態においては、例
えば、試料をレクチン親和電気泳動後、更にトランスフェリン抗体でウェスタンブロット
解析しても、先にトランスフェリン抗体で免疫沈降した試料をレクチン親和電気泳動後、
更にレクチンブロット解析、ウェスタンブロット解析あるいはクマシー・ブリリアント・
ブルーなどのタンパク質染色試薬による染色を行ってもよく、当業者であれば、公知の手
法に基づき、種々の設計変更、諸条件の調節は容易に可能である。
【００６７】
　レクチン親和電気泳動は、例えば以下のような手順で行うことが可能である。レクチン
を含むアガロースゲルを作製し、試料を電気泳動する。試料は、髄液、血液あるいは血清
を電気泳動し、その後ゲルから、タンパク質を電気的にＰＶＤＦ膜へ転写する。タンパク
質が転写された膜を１次抗体に抗トランスフェリン抗体、２次抗体に抗ＩｇＧ抗体を用い
て検出する。２次抗体は、ペルオキシダーゼ標識、あるいはアルカリホスファターゼ標識
のＩｇＧを用い、さらにそれぞれの発色基質を用いて発色させて可視化する。あるいは、
髄液、血液はあらかじめ抗トランスフェリン抗体による免疫沈降によって精製したものを
試料として用いてもよい。その場合、電気泳動後の検出は、ゲルそのものをクマシー・ブ
リリアント・ブルーあるいは銀染色などのタンパク質染色法によって可視化することで行
う。または、ゲル中のタンパク質を電気的にＰＶＤＦ膜に転写し、転写された膜をタンパ
ク質染色法によって可視化し、検出する。タンパク質染色法では、免疫沈降時の他のタン
パク質のコンタミネーションも考えられるため、更に膜を抗トランスフェリン抗体によっ
て検出する方法も検出精度を上げる方法の一つとして挙げることができる。以上は、具体
的な手順の一例であり、本実施形態はこれに限るものではない。
【００６８】
　また、本発明の更なる実施形態は、検出手段としてレクチンを用いたレクチンブロット
解析又は糖鎖の認識抗体を用いたウェスタンブロット解析を行うことにより糖鎖付加され
たトランスフェリンを検出する上述の診断キットである。糖鎖と特異的に結合するレクチ
ン又は抗体でブロットすることにより、糖鎖の状態によりトランスフェリンを識別するこ
とが可能となる。好ましくは、レクチンは、シアル酸を有する糖鎖を認識するレクチンで
ある。更に、等電点電気泳動、免疫沈降、クロマトフォーカシングなどと組合わせること
により、より確実に糖鎖の状態の異なるトランスフェリンの識別を可能とする。検出の際
には、例えば、各種酵素で標識したレクチン又は抗体を用いても、酵素標識した二次抗体
を用いてもよく、当業者であれば、公知の手法に基づき、種々の設計変更、諸条件の調節
は容易に可能である。
【００６９】
　糖鎖の認識抗体としては、例えば、佐藤ら, Trends in Glycoscience and Glycotechno
logy, 1999 November, Vol.11, No.62, pp.371-390、又は、佐藤ら, Trends in Glycosci
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ence and Glycotechnology, 2004 September, Vol.16, No.91, pp.331-344に記載されて
いるような公知の糖鎖の認識抗体を用いてもよく、あるいは、糖鎖の認識抗体を作製して
用いてもよい。糖鎖の認識抗体を作製する場合は、上記２文献中の、抗体に関する引用文
献に記載の作製法を参考にしてもよく、あるいは、例えば、以下の方法によっても作製で
きる。
【００７０】
　糖鎖認識ポリクローナル抗体を作成する場合は、例えば、糖鎖やその一部、又は糖鎖の
付加したトランスフェリン又は部分ペプチド、あるいはそれらと別のキャリアー分子やキ
ャリアータンパク質との複合体を温血動物に免疫を行い、その免疫動物からポリクローナ
ル抗体を含む血液を採取して、抗体の分離精製を行なうことにより作製することができる
。
【００７１】
　作製方法の一例を以下に示す。キャリアー蛋白質の種類およびキャリアーと抗原との混
合比は、キャリアーに架橋させて免疫した抗原に対して抗体が効率良くできるならば、任
意の条件でよいが、例えば、ウシ血清アルブミンやウシサイログロブリン、ヘモシアニン
等を重量比で抗原１に対し、約０．１～２０、好ましくは約１～５の割合で結合させる方
法が用いられる。また、抗原とキャリアーのカップリングには、種々の縮合剤を用いるこ
とができるが、例えば、グルタルアルデヒドやカルボジイミド、マレイミド活性エステル
、チオール基、ジチオビリジル基を含有する活性エステル試薬等が用いられる。小分子を
抗原として用いる場合、キャリアータンパク質を利用することが特に好ましい。
【００７２】
　抗原又は抗原―キャリアー複合体は、温血動物に対して、抗体産生が可能な部位にそれ
自体あるいは適当な担体、緩衝液、希釈剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能
を高めるため、例えば、完全フロイントアジュバント、不完全フロイントアジュバント、
ＲＡＳ〔MPL (Monophosphoryl Lipid A) + TDM (Synthetic Trehalose Dicorynomycolate
) + CWS (Cell Wall Skeleton)アジュバントシステム〕、水酸化アルミニウム等の通常用
いられるアジュバントを投与してもよい。これらのアジュバンドと抗原は、希釈剤を用い
た懸濁液もしくは乳化液の形で投与してもよい。ここで、アジュバントとは、抗原ととも
に投与したとき、非特異的にその抗原に対する免疫反応を増強する物質のことをいう。
【００７３】
　免疫する温血動物としては、例えば、ウサギ、マウス、ハムスター、モルモット、ニワ
トリ、ラット、イヌ、ヤギ、ヒツジ、ウシなどの哺乳動物を用いることができる。例えば
、免疫感作の方法としては、当業者に公知の通常の免疫感作の方法を用いて、例えば、抗
原を１回以上投与することにより行うことができる。具体的には、抗原投与は、通常約１
～６週毎に１回ずつ、計約２～１０回程度行なうことができる。投与量は１回につき、例
えば、抗原約０．０５から２ｍｇ程度を目安とすることができる。投与経路も特に限定さ
れず、例えば、皮下投与、皮内投与、腹膜腔内投与、静脈内投与、筋肉内投与等を適宜選
択することができるが、静脈内、腹膜腔内もしくは皮下に注射することにより投与するこ
とが好ましい。免疫感作した哺乳動物を０．５から４ケ月間飼育した後、該哺乳動物の血
清を耳静脈等から少量試料採取し、抗体価を測定することができる。抗体価が上昇してき
たら、状況に応じて抗原の投与を適当回数実施する。例えば１０μｇ～１０００μｇの抗
原を用いて追加免疫を行なうことができる。抗体価の測定は、例えば、標識化タンパク質
と抗血清とを反応させたのち、抗体に結合した標識剤の活性を測定することにより行なう
ことができる。
【００７４】
　最後の投与から１～２ケ月後に免疫感作した哺乳動物から通常の方法により血液あるい
は腹水を採取して、５６℃で３０分間処理して補体系を不活性化した後、アフィニティー
クロマトグラフィーで特異抗体の分離・精製を行ない、ポリクローナル抗体を得る。アフ
ィニティー担体としては、例えば、抗原ペプチドをＡｆｆｉｇｅｌなどに固相化したもの
を用いることができる。あるいは、得られた血液を、例えば遠心分離、硫酸アンモニウム
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またはポリエチレングリコールを用いた沈澱、ゲルろ過クロマトグラフィー、イオン交換
クロマトグラフィー等の通常の方法によって分離・精製してもよい。
【００７５】
　糖鎖認識モノクローナル抗体を作製する場合は、例えば、糖鎖やその一部、又は糖鎖の
付加したトランスフェリンやその部分ペプチド、あるいはそれらと別のキャリアー分子や
キャリアータンパク質との複合体を温血動物に免疫を行い、その免疫動物から脾細胞、リ
ンパ節細胞、Ｂリンパ球等を採取し、得られた細胞とミエローマ細胞株との細胞融合によ
り、モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを得、そのハイブリドーマからモノク
ローナル抗体を単離することで作製できる。
【００７６】
　作製方法の一例を以下に示す。温血動物の免疫工程までは、前述のポリクローナル抗体
の作製と同様の方法で行うことができる。免疫する温血動物としては、例えば、サル、ウ
サギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ニワトリが挙げられるが、好
ましくは、マウス又はラットが用いられる。免疫感作の方法としては、当業者に公知の通
常の免疫感作の方法を用いて、例えば、抗原を１回以上投与することにより行うことがで
きる。具体的には、抗原投与は、通常約１～６週毎に１回ずつ、計約２～１０回程度行な
うことができる。投与量は１回につき、例えば、抗原約０．０５から２ｍｇ程度を目安と
することができる。投与経路も特に限定されず、例えば、皮下投与、皮内投与、腹膜腔内
投与、静脈内投与、筋肉内投与等を適宜選択することができるが、静脈内、腹膜腔内もし
くは皮下に注射することにより投与することが好ましい。
【００７７】
　抗原を免疫された温血動物から、抗体価の認められた個体を選択し最終免疫の２～５日
後に脾臓またはリンパ節を採取し、それらに含まれる脾細胞、リンパ節細胞、Ｂリンパ球
等などの抗体産生細胞を得る。抗血清中の抗体価の測定は、例えば、標識化タンパク質と
抗血清とを反応させたのち、抗体に結合した標識剤の活性を測定することにより行なうこ
とができる。
【００７８】
　ついで、これらの抗体産生細胞とミエローマ（骨髄腫細胞）の融合を行うが、融合操作
は既知の方法、例えば、ケーラーとミルスタインの方法（G. Kohler et al.,Nature, 197
5, 495, 256）に従い実施できる。融合促進剤としては、例えば、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）やセンダイウイルスなどが挙げられるが、好ましくはＰＥＧが用いられる。
ミエローマとしては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０、ＡＰ－１などが挙げら
れるが、マウスでは特にＰ３Ｕ１、ＳＰ２／０、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８が好ましく用いられる
。用いられる抗体産生細胞数とミエローマ数との好ましい比率は１：１～２０：１程度で
あり、ＰＥＧ（好ましくはＰＥＧ１０００～ＰＥＧ６０００）が１０～８０％程度の濃度
で添加され、２０～４０℃、好ましくは３０～３７℃で１～１０分間培養することにより
効率よく細胞融合を実施できる。
【００７９】
　ハイブリドーマのスクリーニングを兼ねた選別的な培養は、通常ＨＡＴ（ヒポキサンチ
ン、アミノプテリン、チミジン）を添加した動物細胞用培地で行なうことができる。また
、育種用培地としては、ハイブリドーマが生育できるものならばどのような培地を用いて
もよい。例えば、１～２０％、好ましくは１０～２０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ―１
６４０培地、１～１０％の牛胎児血清を含むＧＩＴ培地（和光純薬工業（株））あるいは
ハイブリドーマ培養用無血清培地（ＳＦＭ－１０１、日水製薬（株））などを用いること
ができる。培養温度は、通常２０～４０℃、好ましくは約３７℃である。培養時間は、通
常５日～３週間、好ましくは１週間～２週間である。培養は、通常５％炭酸ガス下で行な
うことができる。また、細胞融合により得られたハイブリドーマは限界希釈法等によりク
ローニングすることができる。
【００８０】
　各ハイブリドーマの産生するモノクローナル抗体のスクリーニングには種々の方法が使
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用可能であるが、一例としては、抗原を直接あるいは担体とともに吸着させた固相（マイ
クロプレートなど）にハイブリドーマ培養上清を添加し、次に放射性物質や酵素などで標
識した抗免疫グロブリン抗体（細胞融合に用いられた抗体産生細胞と同じ種の免疫グロブ
リンと反応する抗体）、プロテインＡ又はプロテインＧを加え、固相に結合したモノクロ
ーナル抗体を検出する方法、免疫グロブリン抗体、プロテインＡ又はプロテインＧを吸着
させた固相にハイブリドーマ培養上清を添加し、放射性物質や酵素などで標識した抗原を
加え、固相に結合したモノクローナル抗体を検出する方法などが用いられる。
【００８１】
　このようにして選別されたハイブリドーマから目的とするモノクローナル抗体を製造す
るには、通常の細胞培養法や腹水形成法によりハイブリドーマを培養し、培養上清あるい
は腹水からモノクローナル抗体を精製すればよい。培養上清もしくは腹水からのモノクロ
ーナル抗体の精製は、常法により行なうことができる。例えば、免疫グロブリンの分離精
製法〔塩析法、硫安分画、アルコール沈澱法、等電点沈澱法、電気泳動法、イオン交換体
（ＤＥＡＥなど）による吸脱着法・クロマトグラフィー、超遠心法、ゲルろ過法、アフィ
ニティークロマトグラフィー、抗原結合固相あるいはプロテインＡ又はプロテインＧなど
の活性吸着剤により抗体のみを採取し、結合を解離させて抗体を得る特異的精製法など〕
に従って行なうことができる。
【００８２】
　また、糖鎖に対するモノクローナル抗体としては、ＩｇＭ抗体が得られる場合が多く、
得られたＩｇＭ抗体をそのまま用いることも、当業者によく知られた遺伝子工学的手法で
ＩｇＧ抗体に改変して用いることも可能である。
【００８３】
　以上は例示であり、当業者であれば、通常の抗体作成法にならい、目的の糖鎖認識抗体
を得るために種々の設計変更・改変、諸条件の調節は容易に可能である。
【００８４】
　また、本発明の更なる実施形態は、検出手段としてレクチンを用いたレクチン酵素免疫
測定法又は糖鎖の認識抗体を用いた酵素免疫測定法を行うことにより、糖鎖付加されたト
ランスフェリンを検出する上述の診断キットである。本実施形態に係る診断キットは、既
に確立されている技術であり実際に臨床でも数多く使われている酵素免疫測定法、あるい
は酵素免疫測定法のレクチンを用いた改変法であるレクチン酵素免疫測定法を行うことで
、簡便かつ確実で安価に、数値化された測定を行うことを可能とし、大量の試料の処理も
可能とする。好ましくは、レクチンは、シアル酸を有する糖鎖を認識するレクチンである
。
【００８５】
　本実施形態に係るレクチン酵素免疫測定法又は酵素免疫測定法は、一例としては、以下
のような手順で実施することができる（図２）。まず、ＥＬＩＳＡ用マイクロプレートに
、抗トランスフェリン抗体を固相化する。ついで、Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ　Ａｌｂｕ
ｍｉｎでブロッキングした後、溶液状の試料（髄液、血液など）を加え、試料中のトラン
スフェリンを抗体に結合させる（１次反応）。非結合抗体を洗い流した後、ビオチン標識
レクチン（ＳＳＡやＷＧＡなど）もしくは糖鎖の認識抗体を反応させる（２次反応）。さ
らに、ＨＲＰ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）標識ストレプトアビジ
ンを結合させ、ＴＭＢ（３，３’，５，５’－テトラメチルベンジン）試薬で発色させて
、反応停止液（硫酸等）を加え、４５０ｎｍの吸光度を測定する。あらかじめ既知の濃度
の目的の糖鎖を含む標準試料によって検量線を作製しておき、上記で得られた吸光度を基
に定量値を算出することができる。
【００８６】
　また、上記のようなサンドイッチ法によるレクチン酵素免疫測定法又は酵素免疫測定法
において、固相用抗体あるいは標識用抗体に用いられるレクチン又は糖鎖の認識抗体は必
ずしも１種類である必要はなく、測定感度を向上させる等の目的で２種類以上のレクチン
又は抗体の混合物を用いてもよい。サンドイッチ法による本実施形態の測定法においては
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、１次反応と２次反応に用いられるレクチン又は抗体は、糖鎖あるいは抗原に対して結合
する部位が相異なるものが好ましく用いられる。
【００８７】
　以上の手順はあくまで例示であり、当業者であれば、通常の酵素免疫測定法の手順に従
って、種々の改変が可能である。このような改変としては、例えば、ブロッキングをＢＳ
Ａ以外の公知のブロッキング剤（ブロックエース等の大日本製薬社やＧＥヘルスケアバイ
オサイエンス社などによる市販品を含む）を用いて行うこと、マイクロプレートにレクチ
ン又は抗体を固相化し、検出を（別の）抗体で行うこと、あるいは、マイクロプレートに
試料を直接固相化し、検出をレクチン又は抗体で行うこと、あるいは、検出の際にアビジ
ン－ビオチン系ではなく、レクチンや抗体に対する二次抗体や直接レクチンや抗体にＨＲ
Ｐを結合したものを用いること、あるいは、ＨＲＰやＴＭＢの代わりに、他の公知の酵素
や基質を用いて、発色・発光・蛍光などを検出に用いることが挙げられ、これらも本実施
形態に含まれる。
【００８８】
　また、本発明の更なる実施形態は、検出手段としてレクチンが備え付けられたレクチン
アレイ用チップを用いたレクチンアレイ又は糖鎖の認識抗体が備え付けられた抗体アレイ
用チップを用いた抗体アレイを行うことにより糖鎖付加されたトランスフェリンを検出す
る診断キットである。レクチンアレイ又は抗体アレイを用いることで、他のタンパク質な
ど多くの因子を含めた多面的な同時解析、及び簡便な解析が可能となる。特に、他の因子
を認識する抗体とレクチン又は糖鎖の認識抗体とを組み合わせることにより、多くの因子
の糖鎖の付加状態を一度に測定することが可能となり、より詳細な病態・病因の解析が可
能となる。好ましくは、レクチンはシアル酸を有する糖鎖を認識するレクチンである。本
実施形態に係るレクチンアレイ用チップは、抗体アレイの製造方法を応用して、レクチン
をチップに固定する工程を含む方法で提供することができる。
【００８９】
　アレイ用チップに用いるレクチン又は抗体としては、トランスフェリンの糖鎖を認識す
るレクチン（ＳＳＡ、ＷＧＡなど）又は抗体を用い、マイクロアレイ用チップの１つのス
ポット当り１種または２種以上の任意のプローブ（レクチン又は抗体に限らない）を含み
、何れかのスポットに１種又は２種以上のトランスフェリンの糖鎖を認識するレクチン又
は抗体が含まれているものとする。このレクチン又抗体とプローブとはマイクロアレイ用
チップに物理的結合または化学的結合によって固定されていてもよく、その際には、ビー
ズへの固定化や多穴質基盤等の感度を上げる操作を更に追加してもよい。
【００９０】
　アレイ用チップの素材は公知の全ての種類の物質であってもよく、好ましくは通常のマ
イクロアレイで使用される物質であり、チップ表面にレクチン又は抗体や他のプローブを
固定することができる反応基やニトロセルロースまたは３次構造形成物が更に含まれてい
てもよい。例えば、シリコンウエハー、ガラス、ポリカーボネート、膜、ポリスチレンま
たはポリウレタンのような高分子フィルム及び多孔性物質が用いられる。レクチン又は抗
体や他のプローブの固定は、通常のマイクロアレイ製造方法で使用する方法を用いること
ができ、例えば、フォトリソグラフィ法、圧電印刷法、マイクロピペッティングまたはス
ポッティングなどの方法を用いてスポットの作成を行うことができる。
【００９１】
　アレイ用チップ上のスポットは、例えば、直径５０μｍ～５００μｍ、スポットの間隔
は１０μｍ～５００μｍであってもよいが、スポットの大きさ及び稠密度はアレイ分析シ
ステムの解像度によって適切に調節することが好ましい。本実施形態に係るアレイは、マ
イクロウェルプレート、例えば９６ウェルプレートのウェルに設置し、既存の９６ウェル
プレートを利用した自動装備（Biomek、Genetix roboなど）を用いて、試料分子、標識、
混成化及び洗浄過程を機械的に処理することも可能である。
【００９２】
　アレイの実施及び測定に関しては、従来の抗体アレイとほぼ同じ操作を用いてよい。例
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えば、トランスフェリンをあらかじめＣｙ３やＣｙ５などの蛍光物質で標識しておき、専
用の検出機器によって結合量は標識の蛍光量として検出する。解析ソフトによってその蛍
光標識量（レクチンとの結合量）を定量し、トランスフェリンの糖鎖構造を解析、測定す
る。レクチンと糖鎖の結合量は、その親和性の強弱によって、弱いものは検出が難しい。
そのため、タンパク質を標識した蛍光プローブの検出方法として、基盤に結合したプロー
ブのみを高感度に検出できるネバエッセント波励起法などによって、高感度に標識物質あ
るいは結合量を検出できる方法を試みる。以上はあくまで例示であり、トランスフェリン
を直接標識する以外に、標識抗体等で標識してもよく、当業者であれば、公知の手法に基
づき、種々の設計変更・改変、諸条件の調節は容易に可能である。
【００９３】
　また、本発明の更なる実施形態は、レクチンとしてＷＧＡ又はＳＳＡを用い糖鎖付加さ
れたトランスフェリンを検出する上述の診断キットである。レクチンとしてＷＧＡ又はＳ
ＳＡを用いることで、確実なトランスフェリンの糖鎖の状態の検出が可能となる。
【００９４】
　また、本発明の更なる実施形態は、シアル酸を有する糖鎖の認識抗体を用いて、糖鎖付
加されたトランスフェリンを検出する上述の診断キットである。シアル酸を有する糖鎖の
認識抗体を用いることで、より詳細な糖鎖の状態の検出が可能となり、詳細な病態の診断
が可能となる。
【００９５】
　シアル酸を有する糖鎖の認識抗体としては、例えば、佐藤ら, Trends in Glycoscience
 and Glycotechnology, 1999 November, Vol.11, No.62, pp.371-390、又は、佐藤ら, Tr
ends in Glycoscience and Glycotechnology, 2004 September, Vol.16, No.91, pp.331-
344に記載されているような公知の糖鎖の認識抗体を用いてもよく、あるいは、糖鎖の認
識抗体を作製して用いてもよい。
【００９６】
　シアル酸を有する糖鎖の認識抗体を作製する場合は、前述の、糖鎖の認識抗体の作製法
とほぼ同様の方法で作製することができる。その際に、抗原として、シアル酸を含む糖鎖
を含む抗原を用いることで、目的の抗体を得ることが可能となる。
【００９７】
　また、本発明の更なる実施形態は、糖鎖の付加したトランスフェリンの認識抗体を用い
て、糖鎖の付加したトランスフェリンを検出する上述の診断キットである。糖鎖の付加し
たトランスフェリンの認識抗体を用いることで、他の抗体やレクチンを組合わせることな
く特異的かつ簡便にトランスフェリンの糖鎖状態の検出が可能となる。
【００９８】
　糖鎖の付加したトランスフェリンの認識抗体を作製する場合は、前述の、糖鎖の認識抗
体の作製法とほぼ同様の方法で作製することができる。その際に、抗原として、例えば化
学修飾・酵素修飾・細胞からの精製などで得られた、糖鎖の付加したトランスフェリンを
抗原として用いることで、目的の抗体を得ることが可能となる。あるいは、例えば、トラ
ンスフェリンの４１３番目のアスパラギン残基又は６１１番目のアスパラギン残基と実質
的同一のアミノ酸の付近のペプチドに糖鎖が付加されたものを抗原として用いてもよい。
また、糖タンパク質に対するモノクローナル抗体としては、ＩｇＭ抗体が得られる場合が
多く、得られたＩｇＭ抗体をそのまま用いることも、当業者によく知られた遺伝子工学的
手法でＩｇＧ抗体に改変して用いることも可能である。また、この場合の糖鎖は、好適に
は、シアル酸を有する糖鎖であり、これは抗原としてシアル酸を有する糖鎖が付加したも
のを用いることで得ることができる。
【００９９】
　また、本発明の他の実施形態は、アルツハイマー病を診断するための診断キットであっ
て、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンをレクチン酵素免疫測定法によ
り定量的に検出するためのレクチンを含む診断キットであり、この診断キットによると、
アルツハイマー病の早期診断、アルツハイマー病と類似の症候を呈する他の疾病との鑑別
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診断を簡便に行うことが可能となる。また、大量の試料の簡便な処理や数値化した測定も
可能とする。
【０１００】
　また、本発明の更なる実施形態は、レクチンとしてＷＧＡ又はＳＳＡを用いたレクチン
酵素免疫測定法により、糖鎖付加されたトランスフェリンを定量的に検出する上述の診断
キットである。ＷＧＡ又はＳＳＡを用いたレクチン酵素免疫測定法により、確実なトラン
スフェリンの糖鎖の状態の検出が可能となる。
【０１０１】
　なお、上記実施の形態とは別に、トランスフェリンの糖鎖の付加状態の検出手段として
質量分析や種々のインビボアッセイも利用可能である。質量分析は、タンパク質の糖鎖状
態の解析方法として広く知られており、公知の手法に基づき、種々の設計変更・改変、諸
条件の調節を行い、トランスフェリンの糖鎖状態を検出することは容易に可能であり、本
発明の技術的範囲に含まれる。質量分析を用いて検出することにより、簡便な検出が可能
となる。また、試薬を用いる他の方法に比べ、自動化の点でも有利である。
【０１０２】
　また、インビボアッセイとしては、例えば、患者の体内の体液（髄液、血液）を、放射
性同位元素のような検出可能な標識物質で標識したレクチンあるいは抗体に曝し、その細
胞又は体液へのレクチンあるいは抗体の結合を、例えば、放射性の外部スキャンニングや
生検によって評価することも可能であり、当然ながら本発明の技術的範囲に含まれる。生
存する患者をリアルタイムで解析することで、より詳細な病態の解明、診断を行うことが
できる。
【０１０３】
　また、本発明の更なる他の実施形態は、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したト
ランスフェリンと、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンとの比
を含む、アルツハイマー病を診断するための診断マーカーである。この診断マーカーを用
いることで、アルツハイマー病の病態を把握することが可能となる。例えば、この診断マ
ーカーにおいては、同一種の哺乳動物から得られた正常組織に対する、３又は４のシアル
酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンに対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖
の付加したトランスフェリンの比の減少が観察される場合、アルツハイマー病の可能性が
高いと診断されるが、これに限られず、アルツハイマー病に関する他の症状・状態に関し
ても、この技術分野の医師にとってよく知られている日常的手法によって測定し、本実施
形態に係る診断マーカーを用いてそれらを診断することは容易に可能である。
【０１０４】
　また、本発明の更なる他の実施形態は、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したト
ランスフェリン、あるいは、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリ
ンを含む、アルツハイマー病を診断するための診断マーカーである。この診断マーカーを
用いることで、アルツハイマー病の病態を把握することが可能となる。好ましくは、この
診断キットにおいては、同一種の哺乳動物から得られた正常組織に対する、１又は２のシ
アル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量、あるいは、３又は４のシアル
酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量をアルツハイマー病の病態指標とす
ることができる。また、好ましくは、変動量については、同一種の哺乳動物から得られた
正常組織に対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの減少
量、あるいは、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの増加量を
用いることも可能である。
【０１０５】
　例えば、この診断マーカーにおいては、同一種の哺乳動物から得られた正常組織に対す
る、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの減少量、あるいは、
３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの増加量が観察される場合
、アルツハイマー病の可能性が高いと診断されるが、これに限られず、アルツハイマー病
に関する他の症状・状態に関しても、この技術分野の医師にとってよく知られている日常
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的手法によって測定し、本実施形態に係る診断マーカーを用いてそれらを診断することは
容易に可能である。
【０１０６】
　また、本発明の他の実施形態は、哺乳動物から得られた血液試料中における、トランス
フェリンの量と糖鎖の付加したトランスフェリンの量とを総合して得られる指標を含む、
アルツハイマー病を診断するための診断マーカーであり、この診断マーカーを用いること
で、アルツハイマー病の病態を把握することが可能となる。この診断マーカーで用いられ
る指標は、アルツハイマー病において大きな変化の見られる血中での糖鎖の付加したトラ
ンスフェリンの量を、同じくアルツハイマー病において変化の見られる血中でのトランス
フェリンの量を用いて、好ましくは差が明確となるように、統計処理することで得られる
。このような指標は、臨床診断に関わる技術分野の医師や研究者にとってよく知られてい
る日常的手法によって算出することができるが、例えば、トランスフェリンと糖鎖の付加
したトランスフェリンとの量比（高い方がアルツハイマーの可能性が高いと診断される）
などが挙げられる。当然のことながら、トランスフェリンの量と糖鎖の付加したトランス
フェリンの量の双方の実測値を用いた有効な指標であればこれに限られない。
【０１０７】
　また、当然のことながら、これらの診断マーカーを組合わせ、髄液試料中における１又
は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量および／または３又は４の
シアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量と、血液試料中での糖鎖の付加し
たトランスフェリンの量と、血液試料中でのトランスフェリンの量とを用いて、好ましく
は差が明確となるように、統計処理することで得られた指標を含む診断マーカーを用いる
ことも可能であり、本発明の技術的範囲に含まれる。
【０１０８】
　従来、生物学的な診断マーカーを用いた場合においても、タウオパチーなど他の認知症
との鑑別診断は困難であったが、これらの診断マーカーによりアルツハイマー病と特異性
の高い診断が可能となり、より有効な治療法を提供することが可能となる。また、従来の
診断マーカーと異なり、アルツハイマー病初期でも観察される変化に由来するマーカーで
あるため、症状の進行する前に効果的な治療を計画することが可能となる。
【０１０９】
　また、本発明の他の実施形態は、アルツハイマー病の病態指標の検出方法であって、哺
乳動物から得られた髄液試料に対して、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェ
リンを定量的に検出する工程と、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフ
ェリンに対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量比を
算出する工程とを含む検出方法である。本実施形態に係る検出方法は、アルツハイマー病
に特異的なトランスフェリンの糖鎖のシアル酸数の変化を検出し、その量比を算出するこ
とにより、他の認知症との鑑別診断やアルツハイマー病の早期診断を可能とする。
【０１１０】
　また、本発明の他の実施形態は、アルツハイマー病の病態指標の検出方法であって、哺
乳動物から得られた髄液試料に対して、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェ
リンを定量的に検出する工程と、同一種の正常な哺乳動物から得られた髄液に対する、１
又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量、あるいは、３又は
４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの変動量を算出する工程とを含む
検出方法である。本実施形態に係る検出方法は、アルツハイマー病に特異的なトランスフ
ェリンの糖鎖のシアル数の変化を検出し、その中でも１又は２、あるいは３又は４のシア
ル酸の付加した糖鎖の量を検出することにより、他の認知症との鑑別診断やアルツハイマ
ー病の早期診断を可能とする。
【０１１１】
　また、本発明の他の実施形態は、アルツハイマー病の病態指標の検出方法であって、哺
乳動物から得られた血液試料に対して、トランスフェリンを定量的に検出する工程と、糖
鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程と、トランスフェリンの量と糖鎖
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の付加したトランスフェリンとの量を総合した指標を算出する工程とを含む検出方法であ
る。本実施形態に係る検出方法は、アルツハイマー病に特異的な血中の糖鎖の付加したト
ランスフェリンの量を主に検出することにより、他の認知症との鑑別診断やアルツハイマ
ー病の早期診断を可能とする。この検出方法で算出される指標は、アルツハイマー病にお
いて大きな変化の見られる血中での糖鎖の付加したトランスフェリンの量を、同じくアル
ツハイマー病において変化の見られる血中でのトランスフェリンの量を用いて、好ましく
は差が明確となるように、通常用いられる統計処理することで得られる。このような指標
は、臨床診断に関わる技術分野の医師や研究者にとってよく知られている日常的手法によ
って算出することができるが、例えば、トランスフェリンと糖鎖の付加したトランスフェ
リンとの量比（高い方がアルツハイマーの可能性が高いと診断される）などが挙げられる
。当然のことながら、トランスフェリンの量と糖鎖の付加したトランスフェリンの量の双
方の実測値を用いた有効な指標であればこれに限られない。
【０１１２】
　なお、上記の実施形態により説明される診断キット、診断マーカー及び検出方法は、本
願発明を限定するものではなく、例示することを意図して開示されているものである。本
願発明の技術的範囲は、特許請求の範囲の記載により定められるものであり、当業者は、
特許請求の範囲に記載された発明の技術的範囲において種々の設計的変更が可能である。
例えば、糖鎖付加されたトランスフェリンの検出を、各種の免疫化学的手法、スロット或
いはドットブロットアッセイ、もしくは、二次元電気泳動法などの各種改変電気泳動法に
より達成してもよく、このような態様の診断キット、診断マーカー及び検出法が本願発明
の技術的範囲に含まれることはいうまでもない。
【０１１３】
　上記の各種の免疫化学的手法としては、例えば、試料液中の抗原と標識抗原とを抗体に
対して競合的に反応させたのち、未反応の標識抗原（Ｆ）と抗体と結合した標識抗原（Ｂ
）とを分離し（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ又はＦの何れかの標識量を測定し、試料液中の抗原量を
定量する方法が挙げられる（競合法）。Ｂ／Ｆ分離の方法としては、抗体として可溶性抗
体を用い、Ｂ／Ｆ分離を高分子液相（ポリエチレングリコールなど）と可溶性抗体に対す
る２次抗体などを用いて行う液相法、及び、１次抗体として固相化抗体、又は、可溶性の
１次抗体と固相化した２次抗体を用いる固相化法とが挙げられる。また、他の免疫化学的
手法としては、試料液中の抗原と固相化抗原とを一定量の標識化抗体に対して競合反応さ
せた後固相と液相を分離するか、又は、試料液中の抗原と過剰量の標識化抗体とを反応さ
せ、次に固相化抗原を加え未反応の標識化抗体を固相に結合させたのち、固相と液相を分
離し、いずれかの相の標識量を測定し試料液中の抗原量を定量する方法も挙げられる（イ
ムノメトリック法）。また、ゲル内あるいは溶液中で抗原抗体反応の結果生じた不溶性の
沈降物の量を測定する方法も挙げられる（ネフロメトリー法）。試験液中の抗原量が僅か
で、少量の沈降物しか得られない場合にも、レーザー光の散乱を利用するレーザーネフロ
メトリーなどを用いることができる。
【０１１４】
　また、例えば、検出手段としてクロマトフォーカス用のカラムを用いたクロマトフォー
カシングを行うことにより、糖鎖付加されたトランスフェリンを検出してもよい。カラム
の中にｐＨ勾配を形成させてタンパク質を等電点によって分離するクロマトグラフィー手
法であり、電荷に応じた物質の分離の可能なクロマトフォーカシングを行うことにより、
糖鎖中に存在する、負に帯電したシアル酸の数に応じて、糖鎖の異なるトランスフェリン
を明確に分離することが可能となる。また、クロマトフォーカシング処理後の試料は、更
なる処理を行うことが容易に可能であり、複数の連続した処理を容易に行うことができる
。クロマトフォーカシングの具体的な手順は、公知の手法、あるいはＧＥヘルスケアバイ
オサイエンス社、ベックマン・コールター社などのカラムの製造・販売会社からの技術文
書を参照にすることで容易に実施可能であり、種々の設計変更、諸条件の調節も容易に可
能である。
【０１１５】
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　具体的には、例えば、高いｐＨのバッファーで平衡化したカラムに試料を添加後、多段
階的に低いｐＨの溶出液に切り変えてカラムの中にｐＨ勾配を形成することにより、試料
中の物質を等電点の高い順に溶出させる。カラムとしては、例えば、数種類の陰イオン交
換基が導入された担体を含む専用のカラムを使用し、溶出液には広いｐＨ範囲にわたり均
一な緩衝能を持つ両性バッファーを使用する。専用のカラムとしては、例えばＧＥヘルス
ケアバイオサイエンス社のＭｏｎｏ　Ｐ　Ｃｏｌｕｍｎｓなどが知られているが、当業者
であれば、対象物や条件などに応じたカラムを適宜選択、使用することができる。クロマ
トフォーカシングの手順等についても、クロマトフォーカシングはよく知られた技術であ
るため、一般的な技術手段の詳細については、公知の総説又は成書にすることができ、そ
れ以外にも、上記のＭｏｎｏ　Ｐ　Ｃｏｌｕｍｎｓなどのクロマトフォーカシング用カラ
ムに関する技術文書を参照にすることができる。
【０１１６】
　本実施形態においては、例えば、試料をクロマトフォーカス後、更に通常の電気泳動を
行い、トランスフェリン抗体でウェスタンブロット解析を行っても、先にトランスフェリ
ン抗体で免疫沈降した試料をクロマトフォーカス後、更に通常の電気泳動を行い、レクチ
ンブロット解析、ウェスタンブロット解析あるいはクマシー・ブリリアント・ブルーなど
のタンパク質染色試薬による染色を行っても、あるいは、クロマトフォーカス後の試料を
、更にレクチンアレイ・抗体アレイ、レクチン酵素免疫測定法・酵素免疫測定法で解析し
てもよく、当業者であれば、公知の手法に基づき、種々の設計変更は容易に可能である。
【０１１７】
　また、例えば、検出手段として等電点電気泳動用ゲルを用いた等電点電気泳動を行うこ
とにより、糖鎖付加されたトランスフェリンを検出してもよい。電荷に応じた物質の分離
の可能な等電点電気泳動を行うことにより、糖鎖中に存在する、負に帯電したシアル酸の
数に応じて、糖鎖の異なるトランスフェリンを明確に分離することが可能となる。本実施
形態においては、例えば、試料を等電点電気泳動後、更にトランスフェリン抗体でウェス
タンブロット解析を行っても、先にトランスフェリン抗体で免疫沈降した試料を等電点電
気泳動後、更にレクチンブロット解析あるいはクマシー・ブリリアント・ブルーなどのタ
ンパク質染色試薬による染色を行ってもよく、当業者であれば、公知の手法に基づき、種
々の設計変更、諸条件の調節は容易に可能である。
【０１１８】
　さらに、本発明に係る実施形態は、本発明に係る診断キットを含む製造品である。この
製造品は容器及び容器に備え付けられるラベル又はパッケージ挿入物を含む。容器は、例
えば、ビン、バイアル、シリンジ等を含み、ガラス又はプラスチックなどの適切な素材か
ら選択される。容器は、本発明に係る診断キットを含む組成物を収容し、場合によっては
無菌のアクセスポートを有し得る形態も可能である（例えば、皮下注射針で貫通可能なス
トッパーを有する静脈内溶液バイアルであってよい）。ラベル又はパッケージ挿入物は、
組成物が肝炎の診断のために使用されることを示す。ラベル又はパッケージ挿入物は、診
断に用いる際の注意書きを更に含む。製造品はさらに、コントロール試料、各種緩衝液、
希釈液、フィルター、針、シリンジ及び注射用の静菌水(ＢＷＦＩ)等を含む付加的な容器
を具備してもよい。
【０１１９】
　上述の製造品に含まれる診断キットにおいては、その実施形態に応じて、抗体又はレク
チンはあらかじめ固相化されていてもよく、あるいは予め標識されていてもよい。本発明
の実施形態に係る診断キットにおいて用いることができる固相は特に限定されず、例えば
、ポリスチレン等のポリマー、ガラスビーズ、磁性粒子、マイクロプレート、イムノクロ
マトグラフィー用濾紙、グラスフィルターなどの不溶性担体を挙げることができる。上述
の製造品には、更に他の任意成分を含めることができる。他の任意成分としては、例えば
、標識に用いる酵素、その基質、放射性同位元素、発光物質、蛍光物質、着色物質、緩衝
液、プレート等を挙げることができるが、これらに限定されるものではない。
【０１２０】
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　さらに、上記の診断キット、診断マーカーおよび検出方法は、本発明の実施形態の一つ
に過ぎず、本発明によれば、これらを用いたアルツハイマー病の診断方法も提供され、こ
の診断方法によりアルツハイマーの病態と相関性の高い診断を行うこともできる。
【０１２１】
　このような、診断方法としては、例えば、アルツハイマー病の診断方法であって、哺乳
動物から得られた髄液試料に対して、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリ
ンを定量的に検出する工程と、その髄液試料中における、３又は４のシアル酸を有する糖
鎖の付加したトランスフェリンに対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したト
ランスフェリンの量比を算出する工程を含む診断方法が提供される。
【０１２２】
　また、アルツハイマー病の診断方法であって、哺乳動物から得られた髄液試料に対して
、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程と、同一
種の哺乳動物から得られた正常組織に対する、１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加し
たトランスフェリンの変動量、あるいは、３又は４のシアル酸を有する糖鎖の付加したト
ランスフェリンの変動量を算出する工程を含む診断方法も提供される。
【０１２３】
　また、アルツハイマー病の診断方法であって、哺乳動物から得られた血液試料中に対し
て、トランスフェリンを定量的に検出する工程と、糖鎖の付加したトランスフェリンを定
量的に検出する工程と、トランスフェリンの量と糖鎖の付加したトランスフェリンの量と
を総合した指標を算出する工程とを含む診断方法も提供される。
【０１２４】
　また、アルツハイマー病の診断方法であって、哺乳動物から得られた血液試料中に対し
て、トランスフェリンを定量的に検出する工程と、糖鎖の付加したトランスフェリンを定
量的に検出する工程と、哺乳動物から得られた髄液試料に対して、シアル酸数の異なる糖
鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する工程と、その血液試料中におけるトラ
ンスフェリンの量と糖鎖の付加したトランスフェリンの量と、その髄液試料中における、
１又は２のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリン、および／または、３又は
４のシアル酸を有する糖鎖の付加したトランスフェリンの量とを総合した指標を算出する
工程とを含む診断方法も提供される。
【０１２５】
　また、上記の指標がトランスフェリンと糖鎖の付加したトランスフェリンとの量比であ
る、上述の診断方法も提供される。
　また、上記の糖鎖がＷＧＡ又はＳＳＡ結合性の糖鎖である上述の診断方法も提供される
。
　また、レクチンを用いたレクチン親和電気泳動により、糖鎖の付加したトランスフェリ
ンおよび／またはシアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出す
る、上述の診断方法も提供される。
【０１２６】
　また、レクチンを用いたレクチンブロット解析または糖鎖の認識抗体を用いたウェスタ
ンブロット解析により、糖鎖の付加したトランスフェリンおよび／またはシアル酸数の異
なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する、上述の診断方法も提供される
。
　また、レクチンを用いたレクチン酵素免疫測定法または糖鎖の認識抗体を用いた酵素免
疫測定法により、糖鎖の付加したトランスフェリンおよび／またはシアル酸数の異なる糖
鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する、上述の診断方法も提供される。
　また、レクチンアレイ用または抗体アレイ用により、糖鎖の付加したトランスフェリン
および／またはシアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを定量的に検出する
、上述の診断方法も提供される。
【０１２７】
　また、上記の糖鎖の認識抗体がシアル酸の認識抗体である、上述の診断方法も提供され
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る。
　また、上記の糖鎖の認識抗体が糖鎖の付加したトランスフェリンの認識抗体である、上
述の診断方法も提供される。
　また、アルツハイマー病の診断方法であって、哺乳動物から得られた髄液試料中に対し
て、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンをレクチン酵素免疫測定法によ
り定量的に検出する工程含む診断方法も提供される。
　また、上記のレクチンがＷＧＡまたはＳＳＡである、上述の診断方法も提供される。
【０１２８】
　なお、上記実施の形態により説明される診断キット、診断マーカー、検出方法および診
断方法等を用い、ヒトあるいは哺乳動物において、アルツハイマー病の治療薬や悪性化物
質をスクリーニングする方法、病態を解析する方法なども、本発明の技術的範囲に含まれ
る。
【実施例】
【０１２９】
　以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、これは一例であり、本発明はこれら
に限定されるものではない。なお、実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限
りは製造者の使用説明に従い使用した。
【０１３０】
実施例１　髄液中のＷＧＡ反応性糖タンパク質の検出
　２００３年１２月－２００６年３月の期間、鳥取大学病院に許可された、アルツハイマ
ー病（ＡＤ）５０例、認知症のない症例（非認知症例：ｎｏｎ－ＡＤ）４３例、ＡＤ以外
の認知症であるタウオパチー１４例を対象に試験を行った。一部の実施例では、認知症の
ない症例の４３例中の、更に異常のない正常例６例を用いた。また、タウオパチー１４例
は、進行性核上性麻痺５例、レビー小体型認知症４例、大脳皮質基底核変性症５例を含む
。対象の構成を表１に示した。
【０１３１】
【表１】

【０１３２】
　各疾患の診断は、詳細な問診、内科学的診察、神経学的診察、高次脳機能検査、画像検
査（ＣＴ、ＭＲＩ、ＳＰＥＣＴ）などにより、以下の判断基準を参考にして行った。アル
ツハイマー病ではＤＳＭ－ＩＶ及びＮＩＮＣＤＳ－ＡＤＲＤＡの診断基準、進行性核上性
麻痺はＮＩＮＤＳ－ＳＰＳＰの診断基準、レビー小体型認知症はレビー小体型認知症のコ
ンセンサスガイドライン、大脳皮質基底核変性症ではＲｉｎｎｅ、森松らの診断基準を満
足するものとした。
【０１３３】



(25) JP 5207469 B2 2013.6.12

10

20

30

40

50

　この試験を行うに際し、患者からインフォームドコンセントを得て、且つ、研究プロト
コール（計画案）は、１９７５年のヘルシンキ宣言の倫理的ガイドラインに従ったものと
し、鳥取大学の倫理委員会の承認の下、試験を行った。
【０１３４】
　本実施例では、対象から常法により髄液を採取し、髄液中に存在する、ＷＧＡ結合性の
糖タンパク質を電気泳動で分離して検出した。以下に、手順をより具体的に説明する。
【０１３５】
　髄液サンプルは、サンプルバッファー(60mM Tris-HCl, 25% glycerol, 2% SDS, 14.4mM
 2-ME, 0.1% BPB)と共に沸騰浴中で5分間加熱処理した。電気泳動には、5-20%のグラジエ
ントゲルを用い、サンプルをアプライした後泳動バッファー (25mM Tris-HCl, 192mM gly
cine, 0.1% SDS)中で泳動した。泳動終了後、ゲル中のタンパクはＰＶＤＦメンブレンに
電気的にブロッティングした。メンブレンをブロッキング液に浸してブロッキング後、糖
鎖の検出にはビオチン標識ＷＧＡ　20mg/ml と一晩反応させ、糖鎖と結合させた。次いで
アルカリホスファターゼ標識ストレプトアビジン(1:1000) を室温で２時間反応させ、Ｂ
ＣＩＰ／ＮＢＴ発色基質を用いてＷＧＡ結合糖タンパク質を検出した。代表的な検出像を
図３に示した。図中、Ｍはマーカーを示し、Ｎは非認知症例由来の試料、Ａはアルツハイ
マー病例由来の試料、Ｔはタウオパチー例由来の試料を示す。図中左側の数字は、マーカ
ーに用いたタンパクの分子量をそれぞれ示す。単位はkDa（キロダルトン）。また、図中
、最上段の矢印は約７５ｋＤａの糖タンパク質ａを示し、二番目の矢印は３０－３３ｋＤ
ａ付近の糖タンパク質、一番下の矢印は約２５ｋＤａの糖タンパク質を示す。
【０１３６】
　ＷＧＡ結合性糖タンパク質は、アルツハイマー病例由来の試料とそれ以外の試料との間
で差が見られ、アルツハイマー病患者の髄液中のタンパク質に関して、糖鎖の付加機構に
何らかの異常があると考えられた。アルツハイマー病例由来の試料においては、約７５ｋ
Ｄａ（ａ）、３０－３３ｋＤａ、約２５ｋＤａ付近にＷＧＡ結合量の減少したタンパク質
が検出された。これらのことから、以下に示すタンパク質をはじめとする様々なタンパク
質の糖鎖付加を測定することが、アルツハイマー病の新たな診断方法につながると考えら
れた。
【０１３７】
実施例２　髄液中のＷＧＡ結合性糖タンパク質（約７５ｋＤａ糖タンパク質ａ）の量の比
較
　実施例１の結果から、最も有意に変化していた約７５ｋＤａの糖タンパク質ａの量的変
化に着目し、７５ｋＤａの糖タンパク質の、アルツハイマー病例、正常例、タウオパチー
例間の量を比較した。
【０１３８】
　検討は、実施例１及びそれと同様の実験を行うことで得られたレクチンブロット像を解
析することにより行った。レクチンブロットの結果をコンピューターに取り込んだ後、定
量ソフト（デンシトメーター）を用いてバンドの濃さを定量化し、グラフにプロットした
。結果のグラフを図４に示した。図４のａはバンドの濃さをそのまま定量化したグラフ、
ｂはバンドの濃さをリン酸化タウタンパク（ｐＳ１９９）の量で規格化した後のグラフで
ある。リン酸化タウの測定は、ヒトリン酸化タウＥＬＩＳＡキット（ＢｉｏＳｏｕｒｃｅ
社）を用いて測定した。
【０１３９】
　約７５ｋＤａの糖タンパク質はアルツハイマー病で有意に減少しており、単独でアルツ
ハイマー病を感度７４．６％、特異度７６．６％で検出可能であり、従来、リン酸化タウ
タンパクなどの指標では鑑別の困難であったタウオパチーとの間にも鑑別可能であった。
また、この減少は初期のアルツハイマー病の患者でも観察されたことから、特に病初期Ａ
Ｄの発見・診断に貢献できると考えられた。
【０１４０】
　さらに、この糖タンパク質に対するリン酸化タウタンパクの比を指標として検討したと
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ころ、アルツハイマー病では有意に（ｐ＜０．００１）低値を示し、カットオフ値１８４
で、感度８５．１％、特異度８０．６％でアルツハイマー病を検出可能であった。更に、
タウオパチーとアルツハイマー病の間の比較では、カットオフ値２０５で、感度８９．４
％、特異度９２．３％であり、タウオパチーとの鑑別にも有効なタンパク質であることが
分かった。（特にカットオフ値２００以上では極めて有効に鑑別が可能。）
【０１４１】
実施例３　髄液中の約７５ｋＤａ糖タンパク質ａの同定
　有意な量的変化の見られた約７５ｋＤａの糖タンパク質ａの同定を以下のように行った
。
【０１４２】
　７５ｋＤａの糖タンパク質を電気泳動後のゲルから切り出し、トリプシンで消化してペ
プチド断片を作成した。同定には、MALDI-TOF質量分析計を用いて、マトリックス支援レ
ーザー脱離イオン化法：Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) と飛行
時間型質量分析：time-of-flight (TOF) MS analysisによって各ペプチドの質量を測定し
た。さらにペプチドのアミノ酸解析を行って、ペプチド質量とアミノ酸配列を元に、デー
ターベース検索ソフトであるMASCOTを用いて既存のデーターベースと照会（PMF法：Pepti
de mass fingerprint法）し、同定した。
【０１４３】
　以上の同定作業の結果、約７５ｋＤａのタンパク質ａはトランスフェリンであることが
明らかとなった。また、このことは、抗トランスフェリン抗体を用いたウェスタンブロッ
トによっても確認された。
【０１４４】
実施例４　髄液中のトランスフェリン量の定量
　ＷＧＡで検出したトランスフェリンが、ＷＧＡ結合量に低値を示した原因は、トランス
フェリンタンパク自体の減少、あるいはＷＧＡに結合する糖鎖の変化の何れかであると考
えられたため、実際のトランスフェリン量を測定する実験を行った。
【０１４５】
　トランスフェリン量の測定は、ヒトトランスフェリンＥＬＩＳＡ測定キット（Ｂｅｔｈ
ｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．）を用いた。結果を表２に示した。
【０１４６】
【表２】

【０１４７】
　アルツハイマー病、タウオパチー、認知症のない比較群のいずれの群間に関しても有意
差は見られなかった。ＷＧＡで検出されたトランスフェリンの低値は、トランスフェリン
のタンパク質量自体の変化ではなく、ＷＧＡとの結合に必要な糖鎖の変化であることが明
らかとなった。
【０１４８】



(27) JP 5207469 B2 2013.6.12

10

20

30

実施例５　髄液中のトランスフェリンの糖鎖の解析
　トランスフェリンの糖鎖について解析するために、マンノースに特異的に結合するＬＣ
Ａを用いて検討を行った。Ｎ結合型糖鎖付加の初期段階ではマンノースが付加されるため
、マンノースの存在状況を調べることにより、糖鎖の初期段階での付加機能を検討するこ
とができる。髄液のトランスフェリンのＬＣＡ結合量は、アルツハイマー病群とコントロ
ール群で差がなく、アルツハイマー病の髄液中における糖鎖の異常は、マンノース以降、
特にシアル酸付加に異常があるのではないかと推定された。また、トランスフェリンの糖
鎖は診断マーカーとなるだけでなく、糖鎖付加の異常自体をアルツハイマー病の新たな病
態として解析することでアルツハイマー病の病態解明に役立つと期待された。
【０１４９】
実施例６　トランスフェリンアイソフォームの分離
　トランスフェリンの糖鎖のより詳細な解析をするために、以下のように等電点電気泳動
を行い、シアル酸数の異なる糖鎖の付加したトランスフェリンを分離した。
【０１５０】
　トランスフェリンの等電点電気泳動には、鉄イオンによって飽和させた試料（髄液）を
用いた。泳動ゲルは、pH 4-6.5で分離できるように調整した両性担体を含む、ポリアクリ
ルアミドゲル(5%T, 3%C)を用い、鉄飽和トランスフェリンをその等電点によって分離した
。泳動終了後、ゲルは両性担体を除去した後、クマシー・ブリリアント・ブルーにより染
色し、タンパク質（トランスフェリン）を検出した。結果を図５に示した。図中、ａはＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥ後のトランスフェリン量をウェスタンブロットにより検出した図、ｂはＷ
ＧＡを用いたレクチンブロットによりトランスフェリン（約７５ｋＤａの糖タンパク質ａ
）を検出した図、そしてｃは等電点電気泳動によりトランスフェリンの各アイソフォーム
を分離した図である。ｃにおいて、左側の０～４の数字は、各トランスフェリンアイソフ
ォームに付加している糖鎖中のシアル酸の数を示す。
【０１５１】
　トランスフェリンの糖鎖は、アルツハイマー病とそれ以外で組成が異なっていることが
明らかとなった。特に、本実施例においては、シアル酸が１～２付加したものはアルツハ
イマー病で減少し、３～４付加したものは増加していることが観察された。また、このこ
とがＷＧＡ結合性の減少につながっていることも明らかとなった。このことから、シアル
酸が３～４付加したトランスフェリンとシアル酸が１～２付加したトランスフェリンとを
アルツハイマー病の病態指標として用いることができると考えられた。
【０１５２】
実施例７　髄液中のＳＳＡ結合性糖タンパク質（約７５ｋＤａ糖タンパク質：トランスフ
ェリン）の量の比較
　実施例１と同様の手法で、レクチンとしてＷＧＡの代わりにＳＳＡを用いて、トランス
フェリンに相当する約７５ＫＤａ糖タンパク質のレクチンブロット解析を行った。その後
、実施例２と同様の手法で、レクチンブロットの結果を定量化した後、実施例３のように
して求めたトランスフェリンの重量で規格化した後の結果を表３に示した。
【０１５３】



(28) JP 5207469 B2 2013.6.12

10

20

30

40

50

【表３】

【０１５４】
　アルツハイマー病群において、トランスフェリン（約７５ｋＤａの糖タンパク質）のう
ち、ＷＧＡ結合性のもの全体は低下しているにも関わらず、ＳＳＡ結合性のもの（シアル
酸の付加したもの）は有意に増加しており、アルツハイマー病における、髄液中のトラン
スフェリンの糖鎖付加の重要性、特に糖鎖中のシアル酸の重要性が確認された。
【０１５５】
　以上の結果から、髄液中のトランスフェリンについて、特定の数のシアル酸の糖鎖した
トランスフェリンを指標として用いることで、アルツハイマー病の鑑別診断が可能である
ことが明らかとなった。
【０１５６】
実施例８　血液中のトランスフェリン量の定量
　実施例１－７で対象とした臨床例のうち、アルツハイマー病２７例、非認知症１７例に
ついて、常法により対象より血液を採取して調製した血液試料について、以下の分析を行
った。
　最初に、実施例４と同様の手法で、血液中のトランスフェリンの測定を行った。結果の
グラフは図６に示した。
【０１５７】
　アルツハイマー病群と認知症の無い比較群（非認知症）を比較すると、アルツハイマー
病群での血液中のトランスフェリンの量は有意に低下していた（ｐ＜０．０５）。アルツ
ハイマー病においては、血液中のトランスフェリンの量が有意に減少していることが明ら
かとなった。
【０１５８】
実施例９　血液中のＷＧＡ糖タンパク質（約７５ｋＤａ糖タンパク質：トランスフェリン
）の量の比較
【０１５９】
　実施例１と同様の手法で、トランスフェリンに相当する約７５ｋＤａ糖タンパク質のレ
クチンブロット解析を行い、実施例２と同様の手法で、レクチンブロットの結果を定量化
した。結果のグラフを図７に示した。
　実施例２における髄液を用いた実験の結果と異なり、血液中では、非認知症群に比べ、
アルツハイマー病群において、ＷＧＡ結合性のトランスフェリンの有意な増加が認められ
た（ｐ＜０．０５）。
【０１６０】
　さらに、血液中のトランスフェリン量、血液中のＷＧＡ結合性のトランスフェリン量の
双方共に有意な変動がみられたため、それらの量比で規格化した数値を算出し、結果のグ
ラフを図８に示した。血液中のトランスフェリン量と血液中のＷＧＡ結合性トランスフェ
リン量の双方を総合した指標（量比）では、アルツハイマー病と非認知症群の間で、より
大きな有意差が観察された。
【０１６１】
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　以上の結果から、血液中のトランスフェリンについて、例えばＷＧＡ結合性で表される
ような、糖鎖の付加したトランスフェリンの量をトランスフェリンの総量と総合した指標
を用いることで、アルツハイマー病の診断が可能であることが明らかとなった。
【０１６２】
　以上、本発明を実施例に基づいて説明した。この実施例はあくまで例示であり、種々の
変形例が可能なこと、またそうした変形例も本発明の範囲にあることは当業者に理解され
るところである。
【産業上の利用可能性】
【０１６３】
　以上のように、本発明に係る診断キット、診断マーカー及び病態指標の検出方法は、ア
ルツハイマーの病態と高い相関性で診断可能な診断キット、診断マーカー及び病態指標の
検出方法として有用である。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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