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(57)【要約】        （修正有）
【課題】本発明は、グリコシル化蛋白質、（例えば最終
グリコシル化生成物）の免疫分析方法、その試薬および
装置を提供する。グリコシル化蛋白質を測定する試薬
は、表示担体懸濁液と該担体上に固定化された抗原また
は抗体からなり、テストストリップ１０は、ベースプレ
ート１７および該ベースプレート上に設けた構成部材と
からなる。該構成部材は、多孔性の繊維フィルム１３
と、表示担体繊維ブロック１２と、少なくとも１以上の
固定物質を含んでなり、凝集現象またはこれに伴う吸光
度の変化、色の変化によってグリコシル化蛋白質抗原と
抗グリコシル化蛋白質抗体との免疫反応を測定でき糖尿
病患者のＡＧＥｓの存否を容易に把握できる。従って、
医療分野において早期に糖尿病の最終糖化蛋白質が存在
するか否かを知って糖尿の予防、併発症状進行を抑止す
るための措置をとることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】      グリコシル化蛋白質を測定する試薬
であって、
表示担体の懸濁液と、
該表示担体上に固定化された親和性物質とを含んでな
り、
被測定サンプルと該試薬とを接触させて凝集現象が発生
するか否かによって、該被測定サンプル中にグリコシル
化蛋白質抗原または抗グリコシル化蛋白質抗体が存在す
るか否かの判断に使用することを特徴とするグリコシル
化蛋白質の測定用試薬。
【請求項２】       前記表示担体が、着色微粒子であ
る請求項１に記載の試薬。
【請求項３】       前記表示担体の粒径が、約０．０
１～６０μｍの範囲にある請求項１に記載の試薬。
【請求項４】      前記試薬が、グリコシル化蛋白質抗
原または抗グリコシル化蛋白質抗体を測定するためのも
のである請求項１に記載の試薬。
【請求項５】      前記親和性物質が、グリコシル化蛋
白質抗原である請求項１に記載の試薬。
【請求項６】       前記親和性物質が、多種の構造を
有するグリコシル化蛋白質抗原である請求項１に記載の
試薬。
【請求項７】      前記親和性物質が、抗グリコシル化
蛋白質抗体である請求項１に記載の試薬。
【請求項８】      前記親和性物質が、多種の抗グリコ
シル化蛋白質抗体である請求項１に記載の試薬。
【請求項９】      前記試薬が、競合反応法を応用した
グリコシル化蛋白質抗原または抗グリコシル化蛋白質抗
体の測定用試薬である請求項１に記載の試薬。
【請求項１０】    前記試薬が、サンドイッチ法を応用
してグリコシル化蛋白質抗原または抗グリコシル化蛋白
質抗体の測定用試薬である請求項１に記載の試薬。
【請求項１１】    グリコシル化蛋白質を測定する試薬
であって、
表示担体の懸濁液と、
該表示担体上に固定化された親和性物質とを含んでな
り、
測定サンプルと該試薬とを接触させて吸光度を測定する
装置によって該表示担体に吸光度の変化が発生するか否
かを測定して、グリコシル化蛋白質抗原または抗グリコ
シル化蛋白質抗体が存在するか否かの判断に使用するこ
とを特徴とするグリコシル化蛋白質の測定用試薬。
【請求項１２】    前記表示担体が、着色微粒子または
酵素である請求項１１に記載の試薬。
【請求項１３】    前記微粒子が、ラテックス微粒子、
リポソーム、染料微粒子、ポリスチレングリコール微粒
子、ＮＡＤＨ微粒子、ＮＡＤ微粒子、重合体微粒子およ
びカーボン微粒子から選択される請求項１２に記載の試
薬。
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【請求項１４】    前記表示担体の吸光度が、260～840
nmの範囲にある請求項１１に記載の試薬。
【請求項１５】    前記表示担体の粒径が、０．００１
～２０μｍの範囲にある請求項１１に記載の試薬。
【請求項１６】    前記親和性物質が、グリコシル化蛋
白質抗原である請求項１１に記載の試薬。
【請求項１７】    前記親和性物質が、多種の構造を有
するグリコシル化蛋白質抗原である請求項１１に記載の
試薬。
【請求項１８】    前記親和性物質が、抗グリコシル化
蛋白質抗体である請求項１１に記載の試薬。
【請求項１９】    前記親和性物質が、多種の抗グリコ
シル化蛋白質抗体である請求項１１に記載の試薬。
【請求項２０】    前記試薬が、グリコシル化蛋白質抗
原または抗グリコシル化蛋白質抗体の測定用試薬である
請求項１１に記載の試薬。
【請求項２１】    前記試薬が、競合反応法を応用した
測定用試薬である請求項２０に記載の試薬。
【請求項２２】    前記試薬が、サンドイッチ法を応用
した測定用試薬である請求項２０に記載の試薬。
【請求項２３】    グリコシル化蛋白質を測定する免疫
クロマトグラフィー分析装置であって、
ベースプレートと、該ベースプレート上に設けられた構
成部材とからなるテストストリップ（test strip）を含
み、
該構成部材は、
ａ）該テストストリップの前端縁部に設けられ、その後
端縁部が多孔性繊維膜の前端と上下に対応する吸水パッ
ドと、
ｂ）該ベースプレート上に設けられ、上面に判定領域部
が形成されるとともに背面に表示担体繊維ブロックが設
けられた多孔性繊維膜と、
ｃ）該サンプル吸水パッドの後端縁部と、該多孔性繊維
膜の前端縁部とが重なり合う部分において両部材の間に
介在し、その表面に親和性物質が固定化された表示担体
を有する表示担体繊維ブロックと、
ｄ）該多孔性繊維膜上の判定領域部内に位置する少なく
とも１以上の固定化物質とを含んでなり、
該テストストリップにより、吸水パッドに被測定サンプ
ルを添加した後、該判定領域部に発生する反応によって
該被測定サンプル中にグリコシル化蛋白質抗原または抗
体が存在するか否かを判断することを特徴とする免疫ク
ロマトグラフィー分析装置。
【請求項２４】    前記多孔性繊維膜が、ナイロン繊維
膜、硝酸セルロース繊維フィルム、ポリエステル繊維
膜、セルロース繊維膜または重合体繊維膜である請求項
２３に記載の免疫クロマトグラフィー分析装置。
【請求項２５】    前記多孔性繊維膜の細孔径が、０．
１～６０μｍの範囲にある請求項２３に記載の免疫クロ
マトグラフィー分析装置。
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【請求項２６】    前記表示担体が、着色微粒子、酵素
または蛍光物質である請求項２３に記載の免疫クロマト
グラフィー分析装置。
【請求項２７】    前記微粒子が、ラテックス微粒子、
染料微粒子、ゴールド・コロイド微粒、カーボンブラッ
ク微粒子、リポソームおよび重合微粒子などから選択さ
れる請求項２６に記載の免疫クロマトグラフィー分析装
置。
【請求項２８】    前記表示担体の粒径が、０．０１～
２０μｍの範囲にある請求項２３に記載の免疫クロマト
グラフィー分析装置。
【請求項２９】    前記親和性物質が、一種の構造を有
するグリコシル化蛋白質抗原である請求項２３に記載の
免疫クロマトグラフィー分析装置。
【請求項３０】    前記親和性物質が、多種の構造を有
するグリコシル化蛋白質抗原である請求項２３に記載の
免疫クロマトグラフィー分析装置。
【請求項３１】    前記親和性物質が、抗グリコシル化
蛋白質抗体である請求項２３に記載の免疫クロマトグラ
フィー分析装置。
【請求項３２】    前記親和性物質が、多種の抗グリコ
シル化蛋白質抗体である請求項２３に記載の免疫クロマ
トグラフィー分析装置。
【請求項３３】    前記固定化物質が、一種の構造を有
するグリコシル化蛋白質抗原である請求項２３に記載の
免疫クロマトグラフィー分析装置。
【請求項３４】    前記固定化物質が、多種の構造を有
するグリコシル化蛋白質抗原である請求項２３に記載の
免疫クロマトグラフィー分析装置。
【請求項３５】    前記固定化物質が、抗グリコシル化
蛋白質抗体である請求項２３に記載の免疫クロマトグラ
フィー分析装置。
【請求項３６】    前記固定化物質が、多種の抗グリコ
シル化蛋白質抗体である請求項２３に記載の免疫クロマ
トグラフィー分析装置。
【請求項３７】    前記免疫クロマトグラフィー分析装
置が、グリコシル化蛋白質抗原またはグリコシル化蛋白
質抗体を測定するためのものである請求項２３に記載の
免疫クロマトグラフィー分析装置。
【請求項３８】    前記表示担体が、直接表示担体であ
る請求項２３に記載の免疫クロマトグラフィー分析装
置。
【請求項３９】    前記表示担体が、間接表示担体であ
る請求項２３に記載の免疫クロマトグラフィー分析装
置。
【請求項４０】    前記多孔性繊維膜上の判定領域部後
方に適宜な距離を置いて対照領域部を設け、該対照領域
部上に抗体または抗原を固定化する請求項２３に記載の
免疫クロマトグラフィー分析装置。
【請求項４１】    前記免疫クロマトグラフ分析装置 *
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*が、光学測定による結果を測定または定量分析するため
に有用な装置である請求項２３に記載の免疫クロマトグ
ラフィー分析装置。
【請求項４２】    表示担体を含む懸濁液を利用したグ
リコシル化蛋白質の測定方法であって、
該表示担体上に親和性物質が固定化され、測定サンプル
と該懸濁液とを混合して、該混合液に凝集現象が発生す
るか否かによって該測定サンプル中にグリコシル化蛋白
質抗原または抗体が存在するか否かを判断することを特
徴とするグリコシル化蛋白質の測定方法。
【請求項４３】    前記親和性物質が、抗グリコシル化
蛋白質抗体である請求項４２に記載のグリコシル化蛋白
質の測定方法。
【請求項４４】    前記親和性物質が、グリコシル化蛋
白質抗原である請求項４２に記載のグリコシル化蛋白質
の測定方法。
【請求項４５】    表示担体を含む懸濁液を利用したグ
リコシル化蛋白質の測定方法であって、
該表示担体上には親和性物質が固定化され、適宜な量の
表示担体を含む懸濁液を異なる比色管内において被測定
サンプルと、陽性標準溶液と、陰性標準溶液とをそれぞ
れ混合し、適宜な吸光度測定装置で個別の吸光度値の変
化を測定し、比濁分析法により比濁度の測定を行うこと
を特徴とするグリコシル化蛋白質の測定方法。
【請求項４６】    前記親和性物質が、抗グリコシル化
蛋白質抗体である請求項４５に記載のグリコシル化蛋白
質の測定方法。
【請求項４７】    前記親和性物質が、グリコシル化蛋
白質抗原である請求項４５に記載のグリコシル化蛋白質
の測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、グリコシル化蛋白
質抗原または抗グリコシル化蛋白質抗体の免疫分析方
法、試薬およびその装置に関し、特に凝集現象または吸
光度の変化または色の変化によってグリコシル化蛋白質
抗原または抗グリコシル化蛋白質抗体の免疫反応を測定
する免疫分析方法、試薬およびその装置に関する。
【０００２】
【従来の技術】今日、糖尿病の発病メカニズムについて
は、すでに十分に把握されている。例えば、多糖症が発
症している場合に、蛋白質（例えばアルブミン）がグリ
コシル化されてグリコシル化蛋白質（例えば、最終グリ
コシル化生成物《Advanced  Glycosylation  End  Prod
ucts》（ＡＧＥｓ））となり、特に糖尿病患者にとって
細胞の異常な破壊を招くことが知られている。また、現
在においては薬品によって糖尿病患者の血糖値を効果的
に抑制することができるが、早期診断により糖尿病の併
発症状に対し効果的に対処することはなお困難である。
従って、医療側が糖尿病患者の併発症状の発生を最も初
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期の段階で予防することができ、もしくは併発症状が継
続して進行することを抑制できるように糖尿病のＡＧＥ
（最終グリコシル化生成物）が存在するか否かを測定す
るための特定の方法と試薬の開発が望まれている。この
ような糖尿病のＡＧＥの測定に利用される特定の方法お
よびその試薬のなかで最も特異性と敏感性を具えたもの
は免疫分析技術を利用して、グリコシル化蛋白質抗原ま
たは抗体、例えば、最終グリコシル化生成物を測定する
方法である。しかしながら、今日に至るもグリコシル化
蛋白質抗原または抗グリコシル化蛋白質抗体を測定する
免疫分析技術は提供されていない。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】従って、本発明の課題
は、前記の情況に鑑み、糖尿病における最終グリコシル
化生成物（ＡＧＥｓ(Advanced Glycosylation End Prod
ucts)）を測定するための分析技術の開発に着目し、グ
リコシル化蛋白質抗原または抗グリコシル化蛋白質抗体
を測定する免疫分析技術またはその装置を提供すること
にある。
【０００４】
【課題を解決するための手段】そこで、前述に鑑みて本
発明者らは、鋭意研究を重ねた結果、グリコシル化蛋白
質抗原または抗グリコシル化蛋白質抗体の免疫分析技術
またはその分析装置を開発した。該免疫分析技術および
装置は、基本的には凝集現象またはこれに伴う吸光度の
変化または色の変化によってグリコシル化蛋白質質抗原
またはグリコシル化蛋白質抗体の免疫反応を測定するも
のであって、これによって本発明の完成に到達した。
【０００５】すなわち、本発明は、その一側面におい
て、抗グリコシル化蛋白質抗体（抗原）を使用してグリ
コシル化蛋白質抗原（抗体）を測定する免疫分析技術を
提供するものであり、これは、該免疫分析技術を利用
し、凝集現象またはこれに伴う吸光度の変化または色の
変化によって被測定サンプル中にグリコシル化蛋白質抗
原または抗体が存在するか否かを測定するものである。
【０００６】また、本発明は、他の側面において、抗グ
リコシル化蛋白質抗体（（抗原）を使用してグリコシル
化蛋白質抗原（抗体）を測定するための免疫分析試薬を
提供するものである。これは、該試薬により、例えば抗
グリコシル化蛋白質抗体とグリコシル化蛋白質抗原（最
終グリコシル化生成物（ＡＧＥｓ）抗原）との免疫複合
体の形成により生ずる凝集現象に基づき被測定サンプル
中にグリコシル化蛋白質抗原または抗体が存在するか否
かを判定することができる。
【０００７】さらに、本発明は、その他の側面におい
て、抗グリコシル化蛋白質抗体（抗原）を使用してグリ
コシル化蛋白質抗原（抗体）を測定する免疫分析試薬を
提供するものであり、該試薬によれば、例えば抗グリコ
シル化蛋白質抗体とグリコシル化蛋白質抗原（例えば最
終グリコシル化生成物（ＡＧＥｓ）抗原）との免疫複合
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体の形成により生ずる吸光度の変化を介して被測定サン
プル中にグリコシル化蛋白質抗原または抗体が存在する
か否かを判定することができる。
【０００８】また、本発明は、その他の側面において、
抗グリコシル化蛋白質抗体（抗原）を使用してグリコシ
ル化蛋白質抗原（抗体）を測定する免疫分析テストスト
リップ（test strip）を提供するものであり、該テスト
ストリップを使用することにより、ベースプレート上に
おいて、例えば抗グリコシル化蛋白質抗体とグリコシル
化蛋白質抗原（最終グリコシル化生成物（ＡＧＥｓ）抗
原）との免疫複合体の形成により対照線に対して生ずる
色の変化によってグリコシル化蛋白質抗原または抗体が
存在するか否かを判定するものである。
【０００９】本発明の特徴、目的および長所は、添付の
図面を参照すれば以下の説明から明らかである。
【００１０】図１は、本発明による免疫クロマトグラフ
ィー テスト ストリップ（test  strip）の構造を表わ
す斜視図である。図２は、防水装置のボックスの外観を
表わす斜視図である。該防水装置ボックスは、図１に開
示する免疫クロマトグラフィー テスト ストリップを収
納するためのものである。図３は、図２に開示する防水
装置ボックスに、本発明による免疫クロマトグラフィー
 テスト ストリップを収納した状態の断面図である。
【００１１】
【発明の実施の形態】前記の如く、本発明は、数種類の
免疫分析技術によって被測定サンプル中に例えば最終グ
リコシル化生成物（ＡＧＥｓ）の如きグリコシル化蛋白
質抗原が存在するか否かを測定する技術に関するもので
ある。本発明において、用いられる抗体は、精製された
抗原（例えばＡＧＥ抗原）で、直接兎または山羊を免疫
して得られるもの（例えばポリクローナル抗体）または
マウスの免疫によって、ハイブリドーマとして得られる
もの（例えば、モノクローナル抗体）でもよい。
【００１２】従来の免疫分析技術については、例えば、
Fujikawa H.およびIgarashi H.が１９９８年に発表した
文献（Appl, Envir, Microbiol.,  54/10，2345-2348，
1998）には、高密度ラテックス顆粒によって生成される
即効性エマルション凝集試薬を利用してブドウ球菌のエ
ンテロトキシン（Enterotoxin）Ａ～Ｅを検査する方法
が開示されている。また、Delanghe, JR., Chapele, J.
P. およびVander schuere, ＳＣ.は、ミオグロビン（My
oglobin）を比色法で測定する方法を発表した（Clin.  
Chem.,  36/9, 1675-1678, 1990）。さらに、国際特許
公開ＷＯ 88/08534（1988）には、免疫クロマトグラフ
ィー膜を媒体としてＨＣＧおよびＬＨを測定するための
免疫分析装置が開示されており、米国特許第5,238,652
号（1993）には免疫クロマトグラフィー技術を利用して
非蛋白質抗原を測定する方法が開示されている。
【００１３】しかしながら、前記の技術には、いずれも
本発明において開示されたグリコシル化蛋白質抗原また
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7
は抗グリコシル化蛋白質抗体を測定する免疫分析技術と
装置について何らの開示もない。
【００１４】本発明は、その一側面において、グリコシ
ル化蛋白質抗体（抗原）によってグリコシル化蛋白質抗
原（抗体）を測定する免疫分析試薬を提供するものであ
る。これは、免疫凝集技術を利用して被測定サンプル中
にグリコシル化蛋白質抗原または抗体（例えば、最終グ
リコシル化生成物（ＡＧＥｓ）抗原）が存在するか否か
について測定するものであって、表示担体懸濁液を含ん
でなるものである。
【００１５】該表示担体懸濁液および該表示担体の表面
に固定化されたグリコシル化蛋白質抗原または抗グリコ
シル化蛋白質抗体により、該懸濁液試薬と被測定サンプ
ルとの接触により生ずる凝集現象によってグリコシル化
蛋白質抗原または抗体が存在するか否かを測定すること
ができる。
【００１６】本発明の一実施態様においては、一種また
は二種以上のグリコシル化蛋白質抗体は、懸濁液の表示
担体上に固定化され、さらに阻害蛋白（blocking prote
in）が担体の空隙を充満させるために使用される。例え
ば最終グリコシル化蛋白抗原など一定量のグリコシル化
蛋白質抗原（例えば、最終グリコシル化生成物（ＡＧＥ
ｓ）抗原）を含む被測定サンプルと、すでに一種または
二種以上の抗体が固定化された表示担体の懸濁液とを反
応板上で混合させて反応させる場合、一種の「表示担体
―抗体、または多種の抗体－ＡＧＥｓ－抗体、または多
種の抗体－表示担体……等」となる免疫複合体が形成さ
れる。この反応は３～５分内に形成され、肉眼で確認で
きる凝集反応であって、陽性反応（positive respons
e）である。逆に被測定サンプル中にＡＧＥ抗原が存在
しない場合は、すでに一種または二種以上の抗体が固定
化された表示担体懸濁液と混合しても凝集反応が発生し
ない。これは陰性反応（negative response）である。
【００１７】本発明における表示担体は、着色微細顆粒
であって、その粒径は０．０１～６０μｍの範囲にあ
る。該顆粒は、ラテックス微粒子、染料微粒子、リポソ
ーム、コロイド状金微粒子、カーボンブラック微粒子な
どである。
【００１８】また、ここで用いられる用語「抗体」は、
前記の一種または二種以上の抗グリコシル化蛋白質抗体
を意味する。表示担体上に一種の構造のグリコシル化蛋
白質抗原または数種類の構造のグリコシル化蛋白質抗原
を固定化したものは、被測定サンプル中に該グリコシル
化蛋白質抗原の抗体が存在するか否かを測定するために
用いることができる。また、非凝集反応は陰性の反応で
あって、凝集反応は陽性の反応である。
【００１９】本発明は、他の側面において、グリコシル
化蛋白質抗体（グリコシル化蛋白質抗原）を使用してグ
リコシル化蛋白質抗原（グリコシル化蛋白質抗体）を測
定する免疫分析試薬を提供するものであって、免疫比濁
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測定技術によってグリコシル化蛋白質抗原または抗グリ
コシル化蛋白質抗体（例えば、最終グリコシル化生成物
（ＡＧＥｓ）抗原または抗体）を測定することからな
り、表示担体懸濁液と、吸光度測定装置を含んでなる。
【００２０】該表示担体懸濁液は、表示担体表面に前記
のグリコシル化蛋白質抗原または抗体が固定化され、該
吸光度測定装置によれば、前記試薬と被測定サンプルと
が接触した後、吸光度の変化により、該グリコシル化蛋
白質抗原または抗体が存在するか否かを測定することが
できる。
【００２１】本発明の一実施態様においては、一種また
は二種以上のグリコシル化蛋白質抗体を懸濁液の表示担
体上に固定化して、さらに一種の阻害蛋白質を利用して
担体の空隙に充満させる。陰性標準血清、弱陽性標準血
清および未測定のサンプルとを用意する。また一種また
は二種以上の抗体を含む表示担体懸濁液をそれぞれ２５
０マイクロリットルずつ入れた３本の比色試験管Ａ１、
Ａ２、Ａ３を用意し、Ａ１の比色試験管には、２０マイ
クロリットルの陰性標準血清を添加し、Ａ２の比色試験
管には２０マイクロリットルの弱陽性標準血清を添加
し、Ａ３の試験管には２０マイクロリットルの未測定の
サンプルを添加する。該３本の比色試験管にサンプルを
添加した後、直ちに、比濁度または吸光度を３４０nmで
測定（予め空気をリセットする）し、それぞれのＯＤ値
（光吸収度値）を記録するとともに、サンプル添加後２
４０秒を経過した時点で再度それぞれのＯＤ値を記録す
る。第１回目に記録されたＯＤ値から第２回目に記録さ
れたＯＤ値を差し引いた数値差が免疫反応のＯＤ値であ
る。この場合、このようにして得られた三つのＯＤ値差
を比較すると、未測定のサンプルのＯＤ値差が弱陽性標
準血清のＯＤ値差に比して大きい場合は陽性反応であ
る。一方、未測定のサンプルのＯＤ値差が弱陽性標準血
清のＯＤ値差に比して小さい場合は陰性反応である。さ
らに、例えば、０単位／ｍｌ、１単位／ｍｌ、２単位／
ｍｌ、４単位／ｍｌ、８単位／ｍｌ、１６単位／ｍｌと
濃度が判明している一連の標準液を用いる場合は、測定
サンプルの濃度は、該標準液により得られるデータから
プロットした標準曲線に基づいて算出することができ
る。
【００２２】本発明における表示担体は、一種の微粒子
または酵素であって、該微粒子はラテックス微粒子、リ
ポソーム、ポリエチレングリコール微粒子、ＮＡＤ微粒
子、カーボン微粒子、染料微粒子、酵素、ＮＡＤＨ微粒
子などであり、粒径は０．００１～２０μｍであり、分
光測定による範囲（spectrophoto metric range）は260
nm～840nmである。
【００２３】ここで用いられる用語「抗体」は前記の一
種または二種以上の抗グリコシル化蛋白質抗体を意味す
る。表示担体上に一種の構造によるグリコシル化蛋白質
抗原または数種類の構造によるグリコシル化蛋白質抗原



(6) 特開２００３－１２１４４５

10

20

30

40

50

9
を固定化すれば、測定サンプル中にグリコシル化蛋白質
抗原の抗体が含まれるか否かの測定に用いることができ
る。また、競合反応法を使用しても、当然同様の実験結
果が得られる。例えば、前記と同様に一定量の既に濃度
が判明しているグリコシル化蛋白質抗原または抗体をそ
れぞれ測定サンプル、陽性標準液、陰性標準液と、同時
に表示担体(該表示担体上に抗体または抗原が固定され
ている。)懸濁液とそれぞれ反応させれば前記と同様の
測定結果を得ることができる。
【００２４】また、本発明のさらに他の側面において
は、抗グリコシル化蛋白質抗体（抗原）によってグリコ
シル化蛋白質抗原(抗体)を測定する免疫分析テストスト
リップを提供するものであり、該テストストリップによ
り免疫クロマトグラフィー分析技術を利用して測定サン
プル中にグリコシル化蛋白質抗原または抗体（例えば、
最終グリコシル化生成物（ＡＧＥｓ）抗原または抗体）
が存在するか否かを測定することができる。
【００２５】図１を参照すると、免疫クロマトグラフィ
ー テスト ストリップ（１０）は、多孔性繊維膜（１
３）であって、ベースプレート（１７）上に接着され
る。サンプル用の吸水パット（１１）は、テストストリ
ップ（１０）の前方最端縁部に設置すると共に該多孔性
繊維膜（１３）と重なり合わせる。表示担体繊維ブロッ
ク（１２）は、サンプル吸水パッド（１１）の下方であ
って、該多孔性繊維膜（１３）上に重なり合うように設
置される。該表示担体繊維ブロック（１２）は、青色の
表示担体を浸透させ、且つ該担体上に固定化された抗体
または抗原を保持する。
【００２６】ベースプレート上の抗グリコシル化蛋白質
抗体およびグリコシル化抗原（例えば、最終グリコシル
化生成物（ＡＧＥｓ）抗原）との反応生成物の如き免疫
複合体の形成に伴ない対照線に対して色の変化が生ず
る。
【００２７】判定領域部（１４）(線または点)は、その
上に抗体または抗原が固定され、多孔性繊維膜（１３）
の表面上の一部に位置する。判定領域部（１４）の前端
が表示担体繊維ブロック（１２）に対向し、後方には適
宜な距離をおいて対照領域部（１５）(線または点)を設
ける。該対照領域部（１５）は、また、多孔性繊維膜
（１３）上の一部に設置され、その上には固定化した抗
体または抗原を有する。また、対象領域部１５は、その
後端部が吸収パッド（１６）に対向する。該多孔性繊維
フィルム（１３）の材質は、ナイロン繊維膜、硝酸セル
ロース膜、ポリエステル繊維膜、セルロース繊維膜、合
成繊維膜等から選択される。
【００２８】図２を参照すると、テストストリップ（１
０）を内設した防水装置ボックス（２０）にはサンプリ
ングホール（２１）と反応領域ホール（２２）が設けら
れている。
【００２９】図３は、テストストリップ（１０）を内設
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した防水装置ボックス（２０）の断面図である。図面に
依れば、サンプル吸水パッド（１１）はサンプリングホ
ール（２１）の下方に位置し、且つサンプリングホール
（２１）内に露出する。またサンプリングホール（２
１）の面積はサンプル吸水パッド（１１）よりも小さく
する。判定領域部（１４）と、対照領域部（１５）と
は、互いに接触することなく反応領域ホール（２２）内
に設けられ、肉眼で直接観察することができる。吸収パ
ッド（１６）は、防水装置ボックス（２０）内の後部端
縁部に設けられる。表示担体繊維ブロック（１２）上の
青色表示担体は、その上に固定化された抗体または抗原
を保持しているため、表示担体繊維ブロック（１２）上
の青色表示担体が測定サンプルに接触すると、該青色表
示担体はテストストリップ（１０）上において多孔製繊
維フィルム（１３）および吸収パッド（１６）の方向に
向かって自由に移動する。ベースプレート（１７）は、
防水装置ボックス（２０）内部の底面と接触し、またベ
ースプレート（１７）の上には多孔性繊維フィルム（１
３）を設ける。該多孔性繊維膜（１３）上には判定領域
部（１４）と、対照領域部（１５）とが形成され、その
空隙は阻害蛋白質によって完全に被覆される。
【００３０】サンプリングホール（２１）に被測定物を
含む測定液体サンプルを投入すると、該被測定サンプル
は、表示担体繊維ブロック（１２）上の青色表示担体に
固定化された抗体または抗原と即時に反応するのみなら
ず、青色表示担体と共に吸収パッド（１６）に向かって
移動する。被測定サンプルに例えばＡＧＥ抗原などのグ
リコシル化蛋白質抗原が含まれる場合、青色表示担体上
に固定化された一種または二種以上の抗グリコシル化蛋
白質抗体と即時反応し、グリコシル化蛋白質抗体のすべ
ての抗原結合部分を占める。即ち、青色表示担体上に固
定化された一種または二種以上の抗グリコシル化蛋白質
抗体の結合部分を占め、グリコシル化蛋白質抗原（例え
ばＡＧＥ抗原）と完全に結合し、かつ占めるため、判定
領域部（１４）上に固定化された一種または二種以上の
抗グリコシル化蛋白質抗原と結合することができず、青
色表示担体は判定領域部（１４）を完全に通過しても、
線上に目で確認できる青色の線を形成しない。青色表示
担体は引き続いて移動し、対照領域部（１５）上に固定
化された抗体または抗原（例えば、抗マウス免疫グロブ
リンＧ抗体）と結合して、肉眼で確認できる青色の線を
形成する。従って、判定領域部（１４）上の青色の線が
出現しない場合は、陽性反応を意味し、対象領域部（１
５）には陽性であろうと陰性であろうと、いずれも青色
の線が出現して品質の自己判断に提供される。一方、被
測定サンプルが被測定物を含有しない場合は、青色表示
担体上に固定化された一種または二種以上の抗グリコシ
ル化蛋白質抗体の一部が判定領域部（１４）上に固定化
されたグリコシル化蛋白質抗原、例えばＡＧＥ抗原と反
応して肉眼で確認できる青色の線を形成する。その他青
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11
色表示担体の一部は、対照領域部（１５）上で結合す
る。これは競合反応法によるものである。従って、判定
領域部（１４）に青色の線が出現した場合は陰性反応で
ある。吸収パッド（１６）は、毛細管作用を発生させ、
これを維持して末端に移動する液体を吸収する。
【００３１】また、前記の如き場合には、判定領域部
（１４）に固定化されたグリコシル化蛋白質抗原を一種
または二種以上の抗グリコシル化蛋白質抗体に変更すれ
ば、サンドイッチ測定法を行うことができる。
【００３２】本発明において用いられる多孔性繊維膜
は、孔径が０．１μ～６０μｍの範囲にある。また、本
発明における表示担体は着色微粒子、蛍光物質または酵
素から選択される。該着色微粒子は粒径が０．０１μ～
２０μｍの範囲にある。本発明における微粒子顆粒と
は、ラテックス微粒子、染料微粒子、リポソーム、コロ
イド状金微粒子、カーボンブラック微粒子または重合体
微粒子などである。本発明における表示担体が着色微粒
子である場合は、直接判定することができるので、直接
表示担体と称する。また、本発明における表示担体が酵
素である場合、色表示剤による反応を介して結果を判定
するので、間接表示担体と称する。
【００３３】また、本発明におけるベースプレートは、
防水性を具えるプラスチック材料かまたは防水紙などの
材質のものでよい。さらに、本発明における表示担体繊
維ブロックは、一種の非水溶性の繊維からなるものであ
る。
【００３４】
【実施例】本発明について下記の実施例によりさらに詳
しく説明する。ただし、実施例は本発明を限定するもの
ではない。
【００３５】実施例１
抗グリコシル化蛋白質抗体の作製
グリコシル化蛋白質の抗体は、精製した抗原、例えばＡ
ＧＥ抗原で兎または山羊を直接免疫させることによりポ*

12
*リクローナル抗体として、またはマウスの免疫によりハ
イブドーマを作製し、さらに、モノクローナル抗体とし
て作製される。
【００３６】実施例２
グリコシル化蛋白質抗原の凝集アッセイ
約０．８μｍの粒径のポリスチレン顆粒またはその他の
有色の微粒子を表示担体微粒子として使用し、表示担体
微粒子を３％の濃度に希釈した。実施例１において得ら
れたＡＧＥ抗体（抗最終グリコシル化蛋白質抗体）を燐
酸緩衝液で２ｍｇ／ｍｌに希釈した。表示担体微粒子懸
濁液と抗体溶液をそれぞれ１０ｍｌずつ採取してガラス
管内で混合し、８時間静置した。さらに１ｇのウシ血清
アルブミン（ＢＳＡ）を添加してガラス管内で混合した
後、さらに８時間静置した。ついで、１２，０００rpm
で３０分間の遠心処理を加えて上澄み液を除去し、同様
の操作を２回繰り返した。さらに、２％のＢＳＡ溶液を
添加し、溶液の総量を２０mlとした。ついで、得られた
混合物に音波処理を施して表示担体懸濁液として均一な
懸濁液を得た。
【００３７】ＡＧＥ抗原（最終グリコシル化蛋白質抗
原）の含有量がそれぞれ０単位／ml、１単位／ml、２．
５単位／mlの陰性標準血清溶液３本と、ＡＧＥ抗原の含
有量が５単位／mlの弱陽性標準血清１本と、ＡＧＥ抗原
の含有量が１６単位／mlの強陽性標準血清１本と、未測
定の被測定サンプル１本とを用意した。
【００３８】前記の如くして調製した血清溶液をそれぞ
れ１００マイクロリットルを比色試験管に採取して被測
定サンプルを充填した測定デバイスに添加した。次い
で、それぞれの測定デバイスに５０マイクロリットルの
表示担体懸濁液を加え、塗り広げて３から５分間経った
後、肉眼で結果を判定した。
【００３９】
【表１】

【００４０】凝集反応は、ＡＧＥ抗原試験に陽性反応が
発生したことを表す。一方、凝集反応が発生しない場合
は、ＡＧＥ抗原試験に陰性反応が発生したことを表す。
最低陽性反応値を５単位／ｍｌに設定して、未測定の被
測定サンプルに陽性反応が現れた場合、該被測定サンプ

ル内に含まれるＡＧＥ抗原の濃度が≧５単位／ｍｌであ
ることを示す。
【００４１】実施例３
グリコシル化蛋白質抗原の免疫比濁分析アッセイ
表示担体微粒子０．２ｇを１リットルの蒸留水に添加し
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て懸濁液を作成した。表示担体は約０．３μｍの粒径を
有する白色ポリスチレン顆粒でよく、または、その他異
なる波長の下において異なる色を呈する微粒子も使用す
ることができる。この懸濁液に３０mgの抗ＡＴＧ抗体を
添加し、十分混合した後１８時間静置した。次いで混合
物は１２，０００rpmで３０分間遠心処理を行って上澄
み液を除去した。この手順を３回繰り返した。さらに２
％ＢＳＡ溶液を加え、総量を１リットルにした。得られ
た混合物に音波処理を施して表示担体懸濁液として均一
な懸濁液を得た。
【００４２】ＡＧＥ抗原の含有量がそれぞれ０単位／m
l、１単位／ml、２単位／ml、４単位／ml、６単位／m
l、１６単位／mlの標準血清溶液６本と、未測定の被測
定サンプル１本とを用意した。
【００４３】２５０マイクロリットルの表示担体懸濁液
をそれぞれ比色試験管に添加した。前記の如くして調製
した標準血清溶液をそれぞれ２０マイクロリットル採取
して異なる比色試験管にそれぞれ投入した。さらに２０
マイクロリットルの未測定の被測定サンプルを別の比色*
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*試験管に添加した。
【００４４】比色分析装置を３４０ｎｍの波長で空気リ
セットし、それぞれ２０マイクロリットルの標準血清溶
液および未測定の被測定サンプルを比色試験管に添加
し、即刻それぞれの比色試験管のＯＤ値（光吸収値）を
測定するとともに、２４０秒を経過した時点において、
再度ＯＤ値（光吸収値）を測定した。該反応のＯＤ値差
は、第２回目の測定値から第１回目の測定を差し引くこ
とにより得た。
【００４５】陽性反応値を≧５単位／ｍｌとし、それぞ
れの標準血清溶液から得られた各反応ＯＤ値を標準曲線
としてプロットした。それぞれの標準血清に基づいて描
かれた標準曲線に基づいて未測定の被測定サンプルのＡ
ＧＥ抗原の濃度を計算することができる。未測定の被測
定サンプルの測定値は約９単位／ｍｌで陽性反応を呈し
た。
【００４６】
【表２】

【００４７】本実施例によれば、陰性標準血清溶液０単
位／ｍｌと、陽性標準血清溶液５単位／ｍｌにより定性
測定を行うことができる。未測定の被測定サンプルの反
応ＯＤ値が、陽性標準血清５単位／ｍｌの反応ＯＤ値に
比較し高い場合、陽性反応であることが示され、一方、
逆の結果であれば陰性反応である。
【００４８】実施例４
免疫テストストリップによるグリコシル化蛋白質抗原の
アッセイ
約０．３μの粒径を有するポリスチレン顆粒または他の
着色微粒子を用いて、青色表示担体微粒子の３％懸濁液
を調製した。また、抗－ＡＧＥ抗体を燐酸緩衝液で２ｍ
ｇ／ｍｌの濃度に希釈した。各溶液をそれぞれ１０ｍｌ
ガラス管内に採取し、よく混合した後８時間静置した。
さらに１ｇのＢＡＳを加えてよく混合し８時間静置し
た。次いで、混合物を１２，０００rpmで３０分間遠心
処理し上澄み液を除去した。この手順を２回繰り返し

た。総量が２０ｍｌになるまで２％のＢＳＡと、１０％
のスクロース溶液を加えた。音波処置を施し、表示担体
懸濁液として均一な懸濁液を得た。
【００４９】幅０．４ｃｍ、長さ１５cmの表示担体繊維
ブロックストリップをスクロース含有量１０％の表示担
体懸濁液に浸し、取り出した後デシケータ中、室温で乾
燥させた。乾燥後、さらに冷凍乾燥機に入れて２時間乾
燥させて、乾燥剤を有する密封袋に入れて４℃以下で保
存した。あらかじめ定めた所定量の表示担体懸濁液をサ
ンプル吸水パッド上に直接置くかまたは多孔性繊維膜の
最前端縁に置いた。但し、後者は大量生産には向かな
い。
【００５０】長さ１５cm、幅４．５cmの硝酸セルロース
フィルムの端縁部から１．８cmの位置に抗－ＡＧＥｓ抗
体（Anti-AGEs  Ab）溶液を吹き付けて塗布し固定化し
た。この吹き付け塗布した線を判定領域部として引用す
る。さらに、抗兎IgＧ（Anti-rabbit  IgＧ）を含む溶
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液を、該判定領域部から３．４cm離れた位置に吹き付け
て塗布し固定化した。この吹き付けて塗布した線を対照
線として引用する。さらに５％ＢＡＳを含む燐酸緩衝液
溶液に該硝酸セルロースフィルムを少なくとも２時間浸
す。次いで該硝酸セルロースフィルムを取り出し、水洗
いし、デシケーター内に入れて室温で乾燥させた。その
後フィルムはプラスチック材によるベースプレートに貼
着した。この場合、ベースプレートの端縁部から２cmの
個所から、ベースプレートの長手方向に沿って、ベース
プレートを完全に被覆するように貼着した。フィルムは
さらに冷凍乾燥機に入れて２時間乾燥した後、乾燥剤を
有する密封袋に入れた４℃で保存した。長さ１５cm、幅
３cmのサンプル吸水パッドを用意した。該サンプル吸水
パッドまたは吸水パッドの材質は特に限定しないが、吸
水性が高ければ高いほどよい。また、サンプル吸水パッ
ドのサイズは可変的なものである。
【００５１】表示担体繊維ブロックを多孔性繊維膜の前
端縁部とベースプレートとの間に、該表示担体繊維ブロ
ックが硝酸セルロースフィルムと互いに重ね合うように
設置した。また、サンプル吸水パッドを該表示担体繊維
ブロックとベースプレート上に、表示担体繊維ブロック
と重ね合うように貼着して被覆した。更に吸水パッドを
多孔性繊維膜の完成品の末端であり、ベースプレートの
末端に当たる位置に貼着した。吸水パッドは少なくとも
面積の一部が繊維膜と互いに重なりあった。これらを幅
０．５cmに裁断してテストストリップの完成品を得た。
【００５２】該テストストリップ完成品は、該装置ボッ
クスのサンプリングホールが該サンプル吸水パッドの上
に位置し互いに接触するように防水装置ボックス内に設
けた。また、サンプリングホールの面積は、サンプル吸
水パッドよりも狭くする。さらに該テストストリップの
判定エリアおよび対照線は装置ボックスの反応領域部内
の肉眼で確認できる位置に設置する。
【００５３】サンプル吸水パッドは判定領域部の前方に
設置した。表示担体繊維ブロックは硝酸セルロースフィ
ルムおよびサンプル吸水パッドとは互いに重なり合わせ
た。該判定領域部の後方は対象線であり、対照線の更に
後方が吸水パッドである。被測定サンプルを投入すると
約5分後に反応領域内に肉眼で判定結果が直接確認でき
る。
【００５４】１５０マイクロリットルの陰性液体血清サ
ンプルを該サンプリングホールに加えると、青色の表示
担体は毛細管の原理によって反応線（判定領域部と対照
線）に向かって移動し、最後に吸水パッドの後端縁部に
到達した。該陰性のサンプルはＡＧＥｓ抗原を含まない
ので、該青色表示担体上に固定化された抗－ＡＧＥ抗体
は、判定領域部に固定化された抗－ＡＧＥ抗体と反応す
ることができず、肉眼で確認できる青色の線を形成しな
い。該青色の表示担体が対照線上に固定化された抗兎Ig
G抗体と結合して肉眼で確認できる青色の線を形成した *
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*場合は陰性反応である。吸水パッドは毛細管反応を持続
できるように移動する全ての液体を吸収する。
【００５５】１５０マイクロリットルの陽性血清サンプ
ルをサンプリングホールに加えると、青色表示担体が判
定領域部に到る前に該表示担体上に固定化された抗－Ａ
ＧＥｓ抗体が血清サンプル内のＡＧＥｓ抗原と結合し
た。該青色表示担体が判定領域部に到ると、該判定領域
部上に固定化された抗－ＡＧＥｓ抗体が再びＡＧＥｓ抗
原と結合し、肉眼で確認できる青色の線を形成した。余
剰の青色表示担体は、判定領域部を通過して対照線上に
おいて結合した。これはサンドイッチ法陽性反応を示し
た。
【００５６】当然のことながら、テストストリップの完
成品を直接取り出して、サンプルパッドの前端部を被測
定サンプルと所定の時間だけ反応させても、上述の実験
結果を得ることができる。
【００５７】前記の如く、サンドイッチ法を利用して測
定を行う以外に競合法を利用しても前記測定を行うこと
ができる。この場合実施例４の手順に従えば判定領域部
上に固定化された物質、例えばＡＧＥ蛋白質抗原を変更
することのみで競争法により実験を行うことができる。
【００５８】
【発明の効果】以上をまとめると、本発明による特定の
試薬および方法によって測定すると、糖尿病のＡＧＥが
存在するか否かを、医療関係者、看護者が早い時期に知
ることができ糖尿病の併発症状発生を予防し、併発症状
の継続的な進行を防止することができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】  本発明による免疫クロマトグラフィー テス
ト ストリップの斜視図である。
【図２】  図１に開示する免疫クロマトグラフィー テ
スト ストリップを内設する防水装置ボックスの斜視図
である。
【図３】  本発明による免疫クロマトグラフィー テス
ト ストリップを内設した防水装置ボックスの断面図で
ある。
【符号の説明】
１０  テストストリップ
１１  吸水パッド
１２  表示担体繊維ブロック
１３  多孔性繊維膜
１４  判定領域部
１５  対照領域部
１６  吸収パッド
１７  ベースプレート
１８  テストストリップの前端
１９  テストストリップの後端
２０  防水装置ボックス
２１  サンプリングホール
２２  反応領域ホール
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摘要(译)

要解决的问题：提供用于通过糖基化蛋白质抗体（抗原）测量糖基化蛋
白质抗原（抗体）的免疫学分析试剂。解决方案：提供糖基化蛋白质
（例如，最终糖基化产物），其试剂及其装置的免疫学分析方法。用于
测量糖基化蛋白质的试剂包括显示载体悬浮液和固定在载体上的抗原或
抗体，并且测试条10包括基板17和设置在基板上的构成构件。构成部件
包含多孔纤维膜13，显示载体纤维块12和一种或多种固定化材料，并且
可以通过聚集现象或吸光度变化测量糖基化蛋白质抗原和抗糖基化蛋白
质抗体之间的免疫反应或由此产生颜色变化，可以容易地掌握糖尿病患
者AGEs的存在。因此，可以在医学领域早期知道糖尿病的最终糖化蛋白
质的存在，从而能够采取措施预防糖尿病并抑制并发症的过程。
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