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(54)【発明の名称】 メイラード反応後期生成物に対する自己抗体の免疫学的検出法

(57)【要約】
【課題】  臨床検査に多用されている血液または血清を
用いて、実際には摘出検査が困難な臓器中のメイラード
反応後期生成物（ＡＧＥ）の存在を知るために、血液ま
たは血清中の、ＡＧＥに対する自己抗体を測定する方法
ならびに該方法の実施に使用される検査用キットおよび
検査用試薬の提供。
【解決手段】  ＡＧＥに対する自己抗体を免疫学的方法
により測定することにより、ＡＧＥの生成および蓄積が
関与する疾患である糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病
性腎症または老化に伴う疾患を検査する。また、ＡＧＥ
に対する自己抗体の測定を利用して、該疾患の治療薬の
薬効を評価する。
【効果】  本発明の方法により測定したＡＧＥの値か
ら、該疾患を診断するとともに、該疾患の進行の段階を
精度よく判断することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  メイラード反応後期生成物に対する自己
抗体を免疫学的測定法により検出する方法。
【請求項２】  該自己抗体が、メイラード反応後期生成
物におけるN－カルボキシメチルリジン以外をエピトー
プとして認識する、請求項1に記載の方法。
【請求項３】  該自己抗体が、N－カルボキシエチルリ
ジンをエピトープとして認識する、請求項1に記載の方
法。
【請求項４】  該免疫学的測定法が、標識構造体を用い
た標識免疫学的測定法である、請求項1～3のいずれかに
記載の方法。
【請求項５】  標識構造体が、標識されたメイラード反
応後期生成物、抗メイラード反応後期生成物抗体または
抗免疫グロブリン抗体である、請求項4に記載の方法。
【請求項６】  該標識が、酵素、放射性同位体、蛍光化
合物および化学発光化合物から選ばれる、請求項4また
は５に記載の方法。
【請求項７】  メイラード反応後期生成物に対する自己
抗体を免疫学的測定法により検出する工程と、検出され
た自己抗体の抗体価を健常人の自己抗体の抗体価と比較
する工程とを含む、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病
性腎症または老化に伴う疾患の検査方法。
【請求項８】  少なくとも、検体用希釈液およびメイラ
ード反応後期生成物を含む、糖尿病、糖尿病性合併症、
非糖尿病性腎症または老化に伴う疾患の検査用キット。
【請求項９】  標識されたメイラード反応後期生成物、
標識された抗メイラード反応後期生成物抗体または標識
された抗免疫グロブリン抗体をさらに含む、請求項８に
記載の検査用キット。
【請求項１０】  メイラード反応後期生成物、抗メイラ
ード反応後期生成物イディオタイプ抗体または抗メイラ
ード反応後期生成物抗体を固相化するための固相をさら
に含む、請求項８または９に記載の検査用キット。
【請求項１１】  メイラード反応後期生成物、標識され
たメイラード反応後期生成物、抗メイラード反応後期生
成物イディオタイプ抗体、抗メイラード反応後期生成物
抗体、標識された抗メイラード反応後期生成物抗体およ
び標識された抗免疫グロブリン抗体から選ばれる１以上
を含む、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症また
は老化に伴う疾患の検査用試薬
【請求項１２】  糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性
腎症または老化に伴う疾患の治療薬を投与したヒトを含
む動物の血漿または血清中の、メイラード反応後期生成
物に対する自己抗体を免疫学的測定法により測定し、こ
れと治療薬を投与しないヒトを含む動物の血漿または血
清中の、メイラード反応後期生成物に対する自己抗体を
免疫学的測定法により測定し、上記２つの測定値を比較
して評価することからなる、糖尿病、糖尿病性合併症、
非糖尿病性腎症または老化に伴う疾患の治療薬の薬効評
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価方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、メイラード反応後
期生成物（Ａｄｖａｎｃｅｄ  Ｇｌｙｃａｔｉｏｎ  Ｅ
ｎｄ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ；以下、「ＡＧＥ」と略す）に
対する自己抗体を免疫学的に測定して検出する方法に関
する。さらに、本発明は、ＡＧＥに対する自己抗体の測
定による、ＡＧＥの生成および蓄積が関与する糖尿病、
糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症または老化に伴う疾患
等の検査方法、その検査用キット、検査用試薬ならびに
ＡＧＥの生成および蓄積が関与する疾患治療薬の薬効評
価方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】メイラード反応は、ブドウ糖などの還元
糖によるタンパク質の非酵素的糖化反応（Ｍａｉｌｌａ
ｒｄ，Ｌ．Ｃ．，Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．１５４；６６－６
８（１９１２））であり、近年、生体内におけるメイラ
ード反応が糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症および老化
に伴う疾患など種々の疾患の発症要因の１つであること
が明らかにされた。
【０００３】メイラード反応は、大きく前期反応と後期
反応の二段階に分けられている。前期段階反応では、タ
ンパク質のアミノ基と還元糖との反応によりアマドリ転
位生成物（前期反応生成物）が可逆的に生成される。生
体内における前期反応生成物として、ヘモグロビンＡｌ
ｃおよびフルクトサミン（糖化アルブミン）が知られて
おり、糖尿病における臨床マーカーとして用いられてい
る。後期段階では、酸化・脱水・重合・開裂などの複雑
な反応を経てＡＧＥと呼ばれる後期反応生成物が不可逆
的に生成される。ＡＧＥの特徴として褐色変化、蛍光
性、あるいは分子内・分子間架橋形成などが挙げられて
いる。ＡＧＥの構造として、ピラリン、ペントシジン、
クロスリン、Ｘ１、イミダゾロン、およびカルボキシメ
チルリジンなどが提唱されているが、これら以外にも未
知の構造が存在していると考えられている。
【０００４】メイラード反応は、健常人でも見られる現
象であるが、糖尿病のような高血糖状態が持続する場合
や、腎臓疾患のようなクリアランスの低下が認められる
場合、あるいは加齢により、代謝速度の遅いタンパク質
にＡＧＥが蓄積されることが報告されている。
【０００５】生体内でのＡＧＥの生成が報告されている
タンパク質として、ヘモグロビン、アルブミン、皮膚や
血管壁等の結合組織のコラーゲンやエラスチン、腎臓の
糸球体基底膜、神経ミエリン、眼球クリスタリンなどが
あり、これらのタンパク質がメイラード反応を受けるこ
とによって、タンパク質の変性、機能低下および異常を
もたらし、血管系の障害、腎症、神経障害、網膜症およ
び白内障などの糖尿病性合併症や老化に伴う疾患を引き
起こす原因の１つと考えられている（Ｈａｒｄｉｎｇ，
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Ｊ．，Ａｄｖ．Ｐｒｏｔ．Ｃｈｅｍ．，３７；２４７－
３３４（１９８５））。
【０００６】したがって、早期にＡＧＥの生成および蓄
積を把握することは、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿
病性腎症ならびに老化に伴う疾患などの予防および治療
に対して極めて有効であると考えられている。ＡＧＥ量
の測定は、当初、蛍光強度（Ｐ．Ａ．Ｆｉｎｏｔ，Ｉｎ
  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓ．Ｒ．Ｅ．Ｆｅｅｎｙ  ａｎｄ  Ｊ．Ｒ．Ｗｈｉｔａ
ｋｅｒ  ｅｄｉｔｄ．，Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ  Ｓｏｃｉｅｔｙ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．
Ｃ．１９８：９１－１２４（１９８２））を用いて行わ
れていたが、近年、主に抗メイラード反応後期生成物抗
体（以下、「抗ＡＧＥ抗体」という）を用いた抗原抗体
反応により行われている。また、臨床検査で用いられる
方法として、血液中のヘモグロビンあるいはアルブミン
中のＡＧＥ量を抗ＡＧＥ抗体で測定する方法が報告され
ている（特開平７－５０２５３４、特開平９－１７８４
０、特開平９－２５７７９２）。
【０００７】しかし、血中ヘモグロビンやアルブミン中
のＡＧＥ量を測定しても、これらのタンパク質は、代謝
回転が比較的速いため、臓器中に蓄積している代謝回転
の遅いタンパク質中のＡＧＥの存在を知ることは困難で
ある。また、測定の意義として、ヘモグロビンＡｌｃと
糖化アルブミンとの違いも不明瞭である。その上、血中
ヘモグロビンやアルブミン中のＡＧＥ量は、血糖コント
ロールや血液透析などの影響を受けやすい。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】以上の問題点に鑑み、
本発明は、臨床検査に多用されている血漿または血清を
用いて、実際には摘出検査が困難な臓器中のＡＧＥの存
在を知ることを目的とする。このようなＡＧＥの存在を
知るために、本発明は血液または血清中の、ＡＧＥに対
する自己抗体の測定方法を提供し、さらに、ＡＧＥの生
成および蓄積が関与する、糖尿病、糖尿病性合併症、非
糖尿病性腎症または老化に伴う疾患などに対して、この
自己抗体を新規臨床マーカーとした検査方法を提供す
る。また、ＡＧＥの生成・蓄積量を知るための検査用試
薬、検査用キットを提供する。さらにまた、糖尿病、糖
尿病性合併症、非糖尿病性腎症または老化に伴う疾患の
治療薬の薬効評価方法を提供する。
【０００９】
【課題を解決するための手段】すなわち、本発明は、以
下の発明を包含する。
（１）メイラード反応後期生成物に対する自己抗体を免
疫学的測定法により検出する方法。
（２）該自己抗体が、メイラード反応後期生成物におけ
るN－カルボキシメチルリジン以外をエピトープとして
認識する、1項に記載の方法。
（３）該自己抗体が、N－カルボキシエチルリジンをエ
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ピトープとして認識する、1項に記載の方法。
【００１０】（４）該免疫学的測定法が、標識構造体を
用いた標識免疫学的測定法である、1～3項のいずれかに
記載の方法。
（５）標識構造体が、標識されたメイラード反応後期生
成物、抗メイラード反応後期生成物抗体または抗免疫グ
ロブリン抗体である、4項に記載の方法。
（６）該標識が、酵素、放射性同位体、蛍光化合物およ
び化学発光化合物から選ばれる、4または５項に記載の
方法。
【００１１】（７）メイラード反応後期生成物に対する
自己抗体を免疫学的測定法により検出する工程と、検出
された自己抗体の抗体価を健常人の自己抗体の抗体価と
比較する工程とを含む、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖
尿病性腎症または老化に伴う疾患の検査方法。
（８）少なくとも、検体用希釈液およびメイラード反応
後期生成物を含む、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病
性腎症または老化に伴う疾患の検査用キット。
【００１２】（９）標識されたメイラード反応後期生成
物、標識された抗メイラード反応後期生成物抗体または
標識された抗免疫グロブリン抗体をさらに含む、８項に
記載の検査用キット。
（１０）メイラード反応後期生成物、抗メイラード反応
後期生成物イディオタイプ抗体または抗メイラード反応
後期生成物抗体を固相化するための固相をさらに含む、
８または９項に記載の検査用キット。
【００１３】（１１）メイラード反応後期生成物、標識
されたメイラード反応後期生成物、抗メイラード反応後
期生成物イディオタイプ抗体、抗メイラード反応後期生
成物抗体、標識された抗メイラード反応後期生成物抗体
および標識された抗免疫グロブリン抗体から選ばれる１
以上を含む、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症
または老化に伴う疾患の検査用試薬
【００１４】（１２）  糖尿病、糖尿病性合併症、非糖
尿病性腎症または老化に伴う疾患の治療薬を投与したヒ
トを含む動物の血漿または血清中の、メイラード反応後
期生成物に対する自己抗体を免疫学的測定法により測定
し、これと治療薬を投与しないヒトを含む動物の血漿ま
たは血清中の、メイラード反応後期生成物に対する自己
抗体を免疫学的測定法により測定し、上記２つの測定値
を比較して評価することからなる、糖尿病、糖尿病性合
併症、非糖尿病性腎症またはは老化に伴う疾患の治療薬
の薬効評価方法。
【００１５】上記したとおり、本発明では、生体試料中
に存在するＡＧＥに対する自己抗体を免疫学的測定法に
より検出して測定する。上記自己抗体は、ＡＧＥにおけ
るＮ－カルボキシメチルリジン以外のエピトープを認識
するものであることが好ましく、Ｎ－カルボキシエチル
リジンをエピトープとして認識するものであることがさ
らに好ましい。
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【００１６】また、上記免疫学的測定法は、標識免疫測
定法が好ましく、またこの場合、自己抗体に対して反応
性を有する標識構造体としては、ＡＧＥ、抗ＡＧＥ抗体
または抗免疫グロブリン抗体であることが好ましく、上
記標識は、酵素、放射性同位体、蛍光化合物、および化
学発光化合物から選ばれるものであることが好ましい。
【００１７】本発明はまた、ＡＧＥに対する自己抗体を
免疫学的測定法により検出する工程と、検出された抗体
価を健常人の抗体価と比較する工程とを含む、糖尿病、
糖尿病合併症、非糖尿病性腎症または老化に伴う疾患の
検査方法に関する。上記自己抗体は、ＡＧＥにおけるＮ
－カルボキシメチルリジン以外のエピトープを認識する
ものであることが好ましく、Ｎ－カルボキシエチルリジ
ンを認識するものであることがさらに好ましい。
【００１８】上記免疫学的測定法としては、標識免疫測
定法が好ましく、またこの場合、自己抗体に対して反応
性を有する標識構造体は、ＡＧＥ、抗ＡＧＥ抗体または
抗免疫グロブリン抗体であることが好ましい。また、上
記標識は、酵素、放射性同位体、蛍光化合物および化学
発光化合物から選ばれることが好ましい。
【００１９】本発明はまた、少なくとも、生体試料用希
釈液と、ＡＧＥとを含む、糖尿病、糖尿病合併症、非糖
尿病性腎症あるいは老化に伴う疾患の検査用キットに関
する。上記キットは、標識されたＡＧＥ、標識された抗
ＡＧＥ抗体あるいは標識された抗免疫グロブリン抗体の
いずれかをさらに含むことが好ましい。また、上記キッ
トは、ＡＧＥ、抗ＡＧＥイディオタイプ抗体あるいは抗
ＡＧＥ抗体を固定化する固相を更に含むことができる。
【００２０】本発明はさらにまた、ＡＧＥ、標識された
ＡＧＥ、標識された抗免疫グロブリン抗体、抗ＡＧＥイ
ディオタイプ抗体、抗ＡＧＥ抗体、標識された抗ＡＧＥ
抗体を含む糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症ま
たは老化に伴う疾患の検査用試薬に関する。上記標識
は、酵素、放射性同位体、蛍光化合物および化学発光化
合物から選ばれるものであることが好ましい。
【００２１】本発明はさらにまた、糖尿病、糖尿病性合
併症、非糖尿病性腎症または老化に伴う疾患の治療薬を
投与したヒトを含む動物の血漿または血清中の、メイラ
ード反応後期生成物に対する自己抗体を免疫学的測定法
により測定し、これと治療薬を投与しないヒトを含む動
物の血漿または血清中の、メイラード反応後期生成物に
対する自己抗体を免疫学的測定法により測定し、上記２
つの測定値を比較して評価することからなる、糖尿病、
糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症またはは老化に伴う疾
患の治療薬の薬効評価方法に関する。
【００２２】
【発明の実施の形態】以下に、本発明を詳細に説明す
る。本明細書において、「ＡＧＥ」とは、アミノ化合物
とカルボニル化合物のメイラード反応によって生成する
構造体をいう。アミノ化合物としては、アミン、アミノ
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酸、ペプチド、タンパク質、核酸の塩基などが挙げら
れ、またカルボニル化合物としては、還元糖、脂質およ
びこれらから生成するアルデヒド、ケトン、その他ポリ
フェノール、アスコルビン酸、ステロイド等が挙げられ
る。
【００２３】メイラード反応を受けている生体タンパク
質は、カルモジュリン、ヘモグロビン（Ａｌａ  １、Ａ
ｌａ  ２、Ａｌｃ、ＡＯ、Ｓ）、水晶体のクリスタリ
ン、筋繊維タンパク質、チューブリンなどの細胞内タン
パク質、アルブミン、アンチトロンビンIII 、フェリチ
ン、リポタンパク質、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）など
の血漿タンパク質、インスリン、甲状腺ホルモンなどの
ホルモン、皮膚、腱、大動脈、糸球体基底膜などのコラ
ーゲン、毛髪、爪などの角質層、尿中ペプチド、骨中の
オステオカルシン、アルコールデヒドロゲナーゼ、カテ
プシンＢ、リゾチーム等の酵素、赤血球グルコーストラ
ンスポーター、赤血球スペクトリン、赤血球膜タンパク
質などの細胞膜タンパク質などが例示される。
【００２４】これらのタンパク質の糖化は、糖尿病など
の生活習慣や老化の成因に強く関連していることが明ら
かにされつつある。図１にアルドースとタンパク質との
メイラード反応の反応経路を示す。タンパク質の関与す
るメイラード反応は、図１のように進行するが、この反
応経路の中でアマドリ転移生成物までを前期段階（また
は初期段階）、それ以降を後期段階として区別してい
る。生体内におけるメイラード反応前期段階で生成され
る物質を「メイラード反応前期段階生成物」という。メ
イラード反応前期段階生成物の１つとして、ヘモグロビ
ンβ鎖のＮ末端のバリンにグルコースがアマドリ型とし
て結合した糖化タンパク質であるヘモグロビンＡｌｃ
（ＨｂＡｌｃ）が知られている。ＨｂＡｌｃの含量は血
糖値をよく反映するので、現在、臨床検査によく用いら
れており、また、糖尿病患者の場合には、アマドリ転位
生成物のレベルが健常人の場合と比べて２～４倍に増大
することが報告されている。
【００２５】図１に示すタンパク質のメイラード反応が
後期段階に進むと、タンパク質のＮ末端のアミノ基のほ
かに、ε－リジン残基でメイラード反応が起こるほか
に、アルギニン残基、トリプトファン残基の損傷が顕著
に起こり、褐変、蛍光の発生、架橋形成などの現象が見
られる。特に、代謝回転の遅い生体タンパク質、例えば
コラーゲンや水晶体のクリスタリンなどには後期段階の
メイラード反応が起こっていることが証明されている。
【００２６】ＡＧＥは単一の化合物ではなく、リジンの
ε－アミノ基がピロールアルデヒドで修飾されたリジル
ピラリン、リジン残基とアルギニン残基とがペントース
を介して架橋したイミダゾピリジニウム環を形成してい
るペントシジン、グルコース２分子とリジン２分子とか
らなる架橋生成物であるクロスリン、その他Ｘ１、イミ
ダゾロン化合物，カルボキシメチルリジン等が混合した
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7
ものである。
【００２７】本明細書中において「生体試料」とは、ヒ
トまたは動物から単離した各種の組織および体液をい
う。各種の組織としては、腎臓、肝臓、眼球などの各種
の臓器から得られる組織、動脈、静脈等の脈管、坐骨神
経や末梢神経などの神経組織、および血液などが例示さ
れるが、これらに限定されるものではない。
【００２８】メイラード反応はブドウ糖などの還元糖に
よるタンパク質の非酵素的糖化反応であり、糖尿病性合
併症や老化に起因する疾患などの発症要因の１つである
ことから、こうした疾病の発症時に病変が顕著に見られ
る、腎臓、水晶体、大動脈、坐骨神経等の各種の組織、
および血液を生体試料として好適に使用することができ
る。生体試料中において自己抗体を検出するためのＡＧ
Ｅは、以下のようにして作製することができる。
【００２９】メイラード反応後期生成物を得るために
は、上述のようにアミノ化合物とカルボニル化合物とが
必要である。アミノ化合物としては、アルブミン、ヘモ
グロビンなどの単純タンパク質、コラーゲンなどの糖タ
ンパク質、リンタンパク質、リポタンパク質、金属タン
パク質などの複合タンパク質あるいはリジンを有するペ
プチド等を使用することができる。また、カルボニル化
合物としては、グルコース等のアルドース、フルクトー
ス等のケトース、デオキシグルコース等のデオキシ糖、
グルコサミン等のアミノ糖、グルクロン酸等のウロン
酸、オリゴ糖等の糖類のほか、グリオキシル酸などのア
ルデヒド化合物、ピルビン酸などのケト化合物、アスコ
ルビン酸などを利用できる。
【００３０】例えば、ウシ血清アルブミン（以下「ＢＳ
Ａ」という）とグルコースを使用して、ＡＧＥ化ウシ血
清アルブミン（以下「ＡＧＥ－ＢＳＡ」という）を得る
場合、ＢＳＡを、例えば、リン酸ナトリウム緩衝液にグ
ルコースとともに溶解して滅菌し、この溶液を、無菌状
態にて数十日間、好ましくは５０～１２０日の間、所定
の温度、好ましくは約３７℃でインキュベーションす
る。
【００３１】また、ＢＳＡとグリオキシル酸を使用して
Ｎ－カルボキシメチルリジン化ＢＳＡ（以下「ＣＭＬ－
ＢＳＡ」という）を得る場合、ＢＳＡを例えば、リン酸
ナトリウム緩衝液にグリオキシル酸と共に溶解して、水
素化ホウ素ナトリウムあるいは水素化シアノホウ素ナト
リウム存在下で、この溶液を所定の温度および時間、好
ましくは約３７℃で２４時間インキュベーションする。
【００３２】また、ＢＳＡとピルビン酸ナトリウムを使
用してＮ－カルボキシエチルリジン化ＢＳＡ（以下「Ｃ
ＥＬ－ＢＳＡ」という）を得る場合、ＢＳＡを例えば、
リン酸ナトリウム緩衝液にピルビン酸ナトリウムと共に
溶解して、水素化ホウ素ナトリウムあるいは水素化シア
ノホウ素ナトリウム存在下で、この溶液を所定の温度及
び時間、好ましくは約３７℃で２４時間インキュベーシ
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ョンする。
【００３３】カルボキシエチルリジン（ＣＥＬ）は、リ
ン酸緩衝液に溶解したＮα－フォルミルリジンとリン酸
緩衝液に溶解したヨウ化酢酸とを、例えば、室温で約４
０時間インキュベーションすることにより得ることがで
きる。未反応のヨウ化酢酸をアンモニア水で除き、つい
で終夜インキュベーションする。この反応液を、例え
ば、Ｄｏｗｅｘ１－Ｘ８アセテートカラムにアプライし
てリン酸およびヨードを除去し、吸着画分を酢酸で溶出
する。溶出画分を濃縮し、塩酸で脱フォルミル化する。
【００３４】ＣｈｉｎとＷｏｌｄの方法（Ｃｈｉｎ，
Ｃ．Ｃ．Ｑ．，ａｎｄ  Ｗｏｌｄ，Ｆ．（１９７５）Ａ
ｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．１６７：４
４８－４５１）に従い、この画分を、例えば、Ｄｏｗｅ
ｘ５０－Ｘ８によるイオン交換クロマトグラフィーにか
けるとＣＥＬを単離することができる。
【００３５】「抗体」とは、抗原刺激の結果、免疫反応
によって生体内に産生されるタンパク質で、免疫原（抗
原）と特異的に結合する活性を有するものをいい、外来
性の非自己抗原に結合する活性を有する抗体のみなら
ず、自己抗原に結合する活性を有する自己抗体も含まれ
る。
【００３６】「自己抗体」とは、一般的にはある個体自
身の構成物を抗原成分（自己抗原）として認識する抗体
をいうが、本明細書中においては、その個体自身の中で
生成されたＡＧＥに対して産生された抗体であり、ＡＧ
Ｅを認識する抗体をいう。
【００３７】本発明で用いる抗ＡＧＥ抗体は、以下のよ
うな標準的な方法で作製できる。上記抗ＡＧＥ抗体がモ
ノクローナル抗体の場合には、以下のようにして作製す
る。すなわち、マウス、ラット、家兎その他適当な動物
にＡＧＥを標準的な方法で投与して、これらの動物を感
作動物とする。使用する動物は、必要とされる脾臓リン
パ球の数に応じて適当に選択すればよく、特に限定され
ない。
【００３８】これらの動物に、適当なアジュバントに懸
濁させたＡＧＥ－ＢＳＡを適当量投与する。投与部位と
しては、皮内（ｉ．ｄ．）、皮下（ｓ．ｃ．）、腹腔内
（ｉ．ｐ．）、筋肉内（ｉ．ｍ．）等を挙げることがで
きるが、投与する動物の大きさ等に応じて、適宜選択す
ればよい。
【００３９】アジュバントとしては、フロイントの完全
アジュバント、フロイントの不完全アジュバント、ＢＣ
Ｇ、トレハロースダイマイコレート（ＴＤＭ）、リポ多
糖（ＬＰＳ）、ミョウバンアジュバント、シリカアジュ
バント等が挙げられるが、抗体の誘導能等の関係から、
フロイントの完全アジュバント（ＦＣＡ）とフロイント
の不完全アユバント（ＦＩＡ）とを組み合わせて使用す
ることが好ましい。具体的には、ＡＧＥ－ＢＳＡをフロ
イントの完全アジュバントにエマルジョン化させた後、
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例えばマウスの皮下に投与し、さらに追加免疫を数回、
適当な日数を経過したときに行う。
【００４０】ついで、感作の終了したこれらの動物から
脾臓を摘出し、得られた脾臓細胞を標準的な方法でミエ
ローマ細胞と融合させて抗体を産生するハイブリドーマ
を作製する。例えば、マウスの場合には、頸椎脱臼によ
って屠殺し、脾臓を摘出し、摘出した脾臓を、例えば、
ハンクスの平衡塩溶液（ＨＢＳＳ）中に置き、ピンセッ
トで細胞を押し出して脾臓リンパ球を得る。
【００４１】こうして得られた脾臓リンパ球を、トリパ
ンブルー等の染色液で染めてバイアブルカウントし、ミ
エローマ細胞と融合させてハイブリドーマとする。ミエ
ローマ細胞としては、特に限定されるものではなく，公
知のものを使用できる。例えば、マウスのものとして
は、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８－０１（Ｐ３Ｕ１）、Ｐ３－
ＮＳ１－１－Ａｇ４－１（ＮＳ４）、ＳＰ２／０－Ａｇ
１４（ＳＰ２）等を挙げることができる。ミエローマ細
胞を選択するに際しては、抗体産生細胞との適合性を考
慮する必要がある。
【００４２】細胞の融合は、センダイウイルス法、ポリ
エチレングリコール法、プロトプラスト法等、当業者に
公知の方法で行えばよく、特に限定されないが、ポリエ
チレングリコール法で融合させる方法が、細胞毒性も比
較的少なく、融合操作も簡単であるという理由から好ま
しい。
【００４３】得られたハイブリドーマを、常法に従っ
て、ＨＡＴ培地（ヒポキサンチン、アミノプテリン、お
よびチミジン含有培地）中で適当な期間培養し、ハイブ
リドーマの選択を行う。次いで、目的とする抗体を産生
するハイブリドーマを得るためのスクリーニングを行っ
た後、クローニングを行う。スクリーニング法として
は、抗体を検出するための公知の方法を用いることがで
きる。例えば、酵素イムノアッセイ（以下「ＥＬＩＳ
Ａ」という）法、ラジオイムノアッセイ（以下「ＲＩ
Ａ］という）法、プラーク法、凝集反応法などを用いる
ことができる。
【００４４】また、クローニング法としては、免疫学的
に公知の方法を用いればよく、限界希釈法、軟寒天法お
よびＦＡＣＳ法などを使用できる。上記のようにして得
たハイブリドーマを、適当な培地中で培養するか、ある
いはハイブリドーマと適合性のある、例えばマウス腹腔
内に投与する。これにより得られる培養液中または腹水
中から塩析、イオン交換クロマトグラフィ、ゲル濾過、
アフィニティークロマトグラフィなどの常法により、所
望のモノクロ－ナル抗体を単離精製することができる。
【００４５】ＡＧＥに対するポリクローナル抗体は、例
えば、以下のようにして作製する。すなわち、フロイン
トの完全アジュバント中に懸濁したＡＧＥ－ＢＳＡを、
例えば、家兎の皮下または真皮内に投与する。更に、追
加免疫を数回、適当な日数を経過した後に行う。適当な
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日数を経過した後に部分採血を行い、抗体価を測定す
る。この抗体価の測定は、公知の方法により行うことが
でき、例えば沈降反応、ＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法等を用
いることができる。抗体価の充分な上昇を確認した後に
全採血を行い、抗血清を得る。これを、塩析、イオン交
換クロマトグラフィ、ゲル濾過、アフィニティクロマト
グラフィ等の公知の方法を用いて精製する。
【００４６】上記のようにして得られるモノクロ－ナル
抗体、ポリクローナル抗体は、ＡＧＥに存在するエピト
ープのみを特異的に認識する。「エピトープ」とは、抗
原の中で生体の免疫反応を促し、産生された抗体と特異
的に結合する部分をいう。上記の抗体が認識するエピト
ープとしては、カルボキシエチルリジンその他のものが
挙げられる。本発明において、上記のようにして作製し
たＡＧＥあるいは抗ＡＧＥ抗体を用いてＡＧＥに対する
自己抗体を測定する。
【００４７】本発明において、上記の自己抗体は、免疫
学的測定法により検出する。用いる免疫学的測定法とし
ては、免疫沈降法、免疫凝集法、標識免疫測定法、免疫
比ろう法、免疫比濁法などいずれを用いてもよいが、特
に標識免疫測定法が自己抗体を高感度に検出でき、かつ
多数の検体を自動的に測定できるので、病院あるいは研
究機関などでの使用に好適である。
【００４８】標識免疫測定法としては、公知の測定法が
応用できる。例えば、ELISA法、RIA法、蛍光免疫測定
法、化学発光免疫測定法などが挙げられる。用いる標識
物質は、上記の測定法に応じて、酵素、放射性同位体、
蛍光化合物、および化学発光化合物などを適宜選択すれ
ばよい。
【００４９】具体的な標識物質として、酵素としては、
ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、酸性ホス
ファターゼ、グルコースオキシダーゼなどを挙げること
ができる。さらに、上記の標識物質とアビジン－ビオチ
ン複合体を用いることにより、標識物質の検出感度を向
上させることが可能である。放射性同位体としては、主
に125Iが、蛍光化合物としては、フルオレセインイソチ
オシアネート（FITC）やテトラメチルローダミンイソチ
オシアネート（RITC)などが挙げられる。化学発光化合
物としては、ロフィン、ルミノール、ルシゲニンなどが
挙げられる。上記の標識物質は、常法に従って標識して
使用すればよい。
【００５０】標識免疫測定法により、自己抗体を検出す
る測定系は、公知の非競合反応系あるいは競合反応系を
用いて構築することができる。非競合反応系において
は、固相が必要である（固相法）。競合反応系において
は、必ずしも固相を必要としない（液相法）が、固相を
用いた方が、測定操作が簡便であり好ましい。固相の材
質として、ポリスチレン、ナイロン、ガラス、シリコン
ラバー、セルロースなどが挙げられ、固相の形状として
は、球状、ウェル状、チューブ状、シート状など標識免
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疫測定法に用いられる公知のものを応用できる。
【００５１】本発明における測定操作として、非競合反
応系では、例えば、抗原を固相化した後に、検体と反応
させる。次に、固相化されている抗原と反応している自
己抗体を、あらかじめ標識しておいた抗免疫グロブリン
抗体（二次抗体）と反応させ、標識物質によって自己抗
体を検出することができる。検出する標識量は抗AGE自
己抗体量と正相関する。
【００５２】また、競合反応系では、例えば、抗原を固
相化した後に、あらかじめ抗原を添加し反応させた検体
を反応させる。次に、固相化された抗原と反応している
自己抗体を、あらかじめ標識しておいた抗免疫グロブリ
ン抗体（二次抗体）と反応させ、標識物質によって自己
抗体を検出することができる。検出する標識量は、添加
する抗原量と逆相関する。そのほかの競合反応系として
は、抗原を固相化して、検体を反応させた後、あらかじ
め標識しておいた、前述した抗AGE抗体（ポリクローナ
ル抗体あるいはモノクローナル抗体）を固相化した抗原
と反応させる。検出する標識量は自己抗体量と逆相関す
る。このような競合反応系の使用は、自己抗体の抗原エ
ピトープを解析する場合に、特に好ましい。
【００５３】上記の抗原としては、例えば、メイラード
反応後期生成物を、前述したようにタンパク質などから
化学的に合成したもの、あるいは生体試料中から精製し
たものなどが挙げられる。さらに、本発明の方法では、
AGEのかわりとして、抗AGEイディオタイプ抗体などが使
用できる。
【００５４】上記の生体試料中からＡＧＥを分離精製す
るには、慣用的な手技、例えばアフィニティークロマト
グラフィーを使用できる。すなわち、メイラード反応後
期生成物に対するポリクローナル抗体、あるいはモノク
ローナル抗体を前述したような方法により作製する。さ
らに、これらの抗体を用いて、公知の方法でアフィニテ
ィーカラムを調製し利用することにより、生体試料から
メイラード反応後期生成物を分離精製できる。
【００５５】「抗AGEイディオタイプ抗体」とは、免疫
グロブリンのAGE結合部位をエピトープとして認識する
抗体のことである。いいかえると、抗AGEイディオタイ
プ抗体は、抗原のエピトープと同様の立体構造をとりう
るため、抗原の代わりに使用することも可能である。抗
イディオタイプ抗体は、公知の方法により作製が可能で
あり、本発明においては、例えば、前述したAGEに対す
る、モノクローナル抗体あるいはポリクローナル抗体を
用いて作製することが可能である。また、抗AGEイディ
オタイプ抗体は抗体分子をそのまま使用するか、あるい
は抗体を酵素処理して得られる抗原結合部位を含む抗体
フラグメントであるFab、Fab'、F(ab')

2
を使用してもよ

い。
【００５６】上記した固相化の方法としては、物理的吸
着法、共有結合法、イオン結合法、架橋法など公知の方
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法を使用できる。なかでも、物理的吸着法が簡便であり
好ましい。上記した抗免疫グロブリン抗体としては、例
えば抗IgG抗体、抗IgM抗体などが挙げられる。これらの
抗体は、抗体分子をそのまま使用、あるいは抗体を酵素
処理して得られる抗原結合部位を含む抗体フラグメント
であるFab、Fab'、F(ab')2を使用してもよい。さらに、
本発明の方法では、標識した抗免疫グロブリン抗体の代
わりに、抗体分子に特異的な親和性をもつ物質、例えば
IgGに特異的な親和性をもつプロテインAなどを標識して
使用することもできる。
【００５７】本発明で利用可能な検体はヒトを含む動物
の体液であり、血漿、血清などの血液成分、髄液、関節
液、腹水などが挙げられるが、採取の容易な血漿あるい
は血清が好ましい。本発明方法において、上記の検体は
無希釈、好ましくは適当な溶液で希釈して用いることが
できる。さらに、検体中に、測定に用いた抗原中のAGE
以外の構造をエピトープとする抗体を多く含む検体の場
合には、本発明方法で測定する前に、不要な特異性を有
する抗体を除くための操作（以下、「吸収」という）
を、加えることが可能である。
【００５８】上記した吸収には、免疫学的に公知の方法
が応用できる。例えば、抗原としてBSAから作製したAGE
-BSAを用いた場合、吸収抗原として例えばBSAを検体に
十分量を加えたものをそのまま測定に使用するか、ある
いは遠心して吸収抗原抗体複合体を沈殿させて、上清を
測定に使用すればよい。そのほか、吸収抗原を不溶性担
体、例えば、アガロースゲル、ポリアクリルアミドゲ
ル、セルロースゲルなどに公知の方法で結合させた調製
ゲルを用いたカラム法あるいはバッチ法により、吸収を
行うことも可能である。
【００５９】上記のカラム法とは、上記の調製ゲルを用
いてカラムを作製した後、検体を流し、カラム非吸着画
分を測定に使用する方法である。また、バッチ法とは、
上記の調製ゲルを検体に適量加えて十分に反応させた
後、遠心除去して上清を測定に使用する方法である。バ
ッチ法はカラム法にくらべて、一度に多検体を処理する
ことができるので好ましい。
【００６０】また、本発明の自己抗体の測定方法では、
検体中の抗体価を検出した標識量で表すほかに、既知濃
度あるいは既知抗体価の抗AGE抗体などを標準液として
用いることで相対的に表すこともできる。すなわち、標
準液と検体を同測定系にて同時に測定し、標準液の値を
基準にして検体中の抗体価を相対的に表すことができ
る。
【００６１】本発明のAGEに対する自己抗体の測定方法
は、AGEが関与する疾患の検査方法としても有益であ
る。先に述べたように、AGEは、糖尿病のような高血糖
状態が持続する場合や腎臓疾患のようなクリアランスの
低下が認められる場合、また健常人においても加齢によ
り、代謝回転の遅いタンパク質中に著しく蓄積される。
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蓄積が認められるタンパク質としては、ヘモグロビン、
アルブミン、神経ミエリン、眼球クリスタリン、そのほ
か皮膚、血管壁、腎臓の糸球体基底膜などの結合組織の
コラーゲンやエラスチンなどが挙げられる。これらのタ
ンパク質にAGEが生成すると、変性や機能低下などが生
じて各種疾患が惹起される。AGEが関与している疾患と
しては、糖尿病や冠動脈性疾患、末梢循環障害、脳血管
障害、動脈硬化症、凝固障害症、神経障害、腎症、関節
硬化症、骨減少症、白内障および網膜症などの糖尿病性
合併症、糸球体腎炎などの非糖尿病性腎症、そのほか老
化に伴う疾患としてアテローム性動脈硬化症、骨関節
症、関節周囲硬直症、関節硬化症、老人性骨粗鬆症、老
人性白内障、アルツハイマー病などが挙げられる。
【００６２】このように、糖尿病や腎症の進行あるいは
老化によりAGEの蓄積量が増加するのに伴って、上述し
た各組織または血中におけるAGEに対する抗体価も上が
ることから、両者の間には一定の相関関係があるものと
考えられる。したがって、血中における自己抗体の量を
測定することにより、ある個体が当該疾患である可能性
や当該疾患のどの段階（病期）まで進行しているかなど
を診断することができる。さらに、AGEに対する抗体価
を測定することによって、当該疾患に対する治療薬の薬
効を評価することもできる。
【００６３】本発明の自己抗体測定方法を用いた当該疾
患の検査方法としては、検体中の抗体価を上述した自己
抗体測定方法により測定し、得られた抗体価を当該疾患
の抗体価の平均値、あるいは当該疾患の各病期例えば糖
尿病性腎症の場合、腎症前期、早期腎症、顕性腎症期、
腎不全期および透析療法期における抗体価の平均値と比
較することで、当該疾患の可能性あるいはどの病期に相
当するかを診断することができる。
【００６４】また、本発明の当該疾患の検査方法を、当
該疾患の治療薬の薬効評価方法として使用する場合に
は、検体中の抗体価を上述した自己抗体測定方法により
測定し、治療薬の投与による抗体価の低下度を算出して
評価することができる。本発明の自己抗体測定方法を用
いた当該疾患の検査用試薬としては、上述した自己抗体
測定方法に用いた試薬を用いることができる。具体的に
は、AGE、標識された抗免疫グロブリン抗体などが挙げ
られる。
【００６５】本発明の検査キットは、上述した自己抗体
測定方法に用いた試薬、少なくとも検体用希釈液、AG
E、抗AGEイディオタイプ抗体、抗AGE抗体および抗免疫
グロブリン抗体を含む試薬のいずれかから構成される。
上記の構造物および抗体は、上述したような標識物質で
標識されたものであってもよい。
【００６６】さらに標識物質を検出するための試薬とし
て、例えば標識物質が酵素の場合は、酵素基質、酵素基
質溶解液、酵素反応停止液を添付するのが好ましい。検
体用希釈液とは、上述のように検体を希釈するために使
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用するもので、例えばPBS（生理的リン酸緩衝液、ｐＨ
７．４）、１３７mMの塩化ナトリウムおよび３ｍＭの塩
化カリウムを含むpH7.4で20mMのトリス－塩酸緩衝液
（以下、「TBSと」略す）、0.05％Tween 20や0.1～1％
のBSAを含有させたPBSあるいはTBSなどがあげられる。
この検体用希釈液は、検体のほか上記のAGEや抗体の希
釈の場合にも用いられる。
【００６７】本発明キット中に、上記のAGEあるいは抗
体を固相化させる、上述した固相をさらに含めてもよ
い。固相は、予めこれらを固相化させたものでも、固相
と固相化に必要な固相化試薬を添付したものでもよい。
固相化試薬として、例えば物理的吸着による固相化の場
合は、50mM炭酸塩緩衝液（pH 9.6)、10 mMトリス－塩酸
緩衝液(pH8.5、100mM塩化ナトリウム含有)、PBSなどの
コーティング液と、さらに必要に応じてコーティング液
に0.5％のゼラチンなどを含有させたブロッキング液が
挙げられる。
【００６８】また、本発明のキットに上述の吸収抗原を
含む吸収試薬をさらに含めてもよい。吸収試薬として
は、適当な濃度の吸収抗原をPBSなどに溶解させたも
の、あるいは上述のように吸収抗原をゲルに結合させた
もの（以下、「吸収用ゲル」と略す）などが挙げられ
る。吸収用ゲルはさらに適量を、バッチ法による吸収処
理用に0.5～2 mｌ程度のマイクロ遠沈チューブに予めパ
ッケージングしてもよく、あるいはカラム法による吸収
処理用にカラム容量が0.1 ～5 mlのミニカラムに予め充
填しておいてもよい。そのほか、本発明のキットに上述
の標準液をさらに含めてもよい。標準液としては、既知
濃度あるいは既知抗体価の抗AGE抗体を含むものなどが
挙げられる。
【００６９】本発明に使用する試薬が溶液の場合、防腐
剤の添加が可能なときには、適当な防腐剤、例えば0.01
％～0.1％程度のアジ化ナトリウムを含有させることが
好ましい。また、抗体の場合、必要に応じてさらに適当
な安定化剤、例えば1～10mg/mL程度のBSAを含有させる
こともできる。また、試薬溶液をパッケージングする場
合は、高濃度の試薬溶液を0.1～10mL程度適当な容器に
パッケージングして希釈液を添付するか、予め適当な濃
度に希釈した試薬を10～200mL程度適当な容器にパッケ
ージングすることができる。そのほか、試薬が粉末の場
合は適当な溶解液を添付するのが好ましい。
【００７０】
【実施例】以下、実施例により本発明を詳細に説明する
が、本発明はこれらに限定されるものではない。
（実施例１）使用した試薬
（１）試薬
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ、ｆｒａｃｔｉｏｎ  Ｖ）
およびストレプトゾトシン（ＳＴＺ）は、Ｓｉｇｍａ社
（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ、米国）より購入した。Ｄ－
グルコース、グリオキシ酸および水素化シアノホウ素ナ
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トリウムは和光純薬工業より購入した。ＰＢＳ（－）
は、ニッスイ製薬より購入した。
【００７１】ヤギ抗ヒトＩｇＧ抗体のビオチン化調製物
は、Ｖｅｃｔｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｕｒ
ｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）から購入した。ペルオキシダー
ゼ結合ヒツジ抗ラットＩｇＧ抗体および抗マウスＩｇＧ
はＡｍｅｒｓｈａｍ社（Ｂｕｃｋｉｎｇｈａｍｓｈｉｒ
ｅ、英国）より購入した。９６ウェルイムノプレート
（Ｎｕｎｃ  Ｉｍｍｕｎｏｐｌａｔｅ  II）は、Ｎａｌ
ｇｅ  Ｎｕｎｃ  Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社（Ｒｏ
ｓｋｉｌｄｅ、デンマーク）より購入した。フォルミル
セルロファインゲルは生化学工業より購入した。
【００７２】（実施例２）ＡＧＥ構造体の作製
（１）ＡＧＥ化ウシ血清アルブミン（ＡＧＥ－ＢＳＡ）
の作製
ＡＧＥ－ＢＳＡを以下のようにして調製した。１．６ｇ
のＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ社製）を３．０ｇのＤ－グルコー
スとともに、０．５Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ
７．４）１０ｍＬに溶解した。この溶解液を濾過滅菌
（孔径０．４５μｍのフィルター、ミリポア社製）した
後に、３７℃で９カ月間インキュベーションし、１００
０倍容の０．１５Ｍの塩化ナトリウムを含む２０ｍＭの
リン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．４）に対して透析し
た。グルコースを除く他はすべて同様の操作をＢＳＡに
対して行い、ＡＧＥ－ＢＳＡの対照とした。
【００７３】（２）ＣＭＬ化ウシ血清アルブミン（ＣＭ
Ｌ－ＢＳＡ)の調製
ＣＭＬ－ＢＳＡはＩｋｅｄａらおよびＤｕｎｎらの方法
（２７、２９；Ｋ．Ｉｋｅｄａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３５：８０７５－８０８３（１９
９６），Ｊ．Ａ．Ｄｕｎｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｉｏｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ，３０：１２０５－１２１０（１９９
１））にて調製した。以下、簡単に説明する。
【００７４】２０ｍｇ／ｍＬのＢＳＡを、７５０ｍＭの
グリオキシル酸（Ｉｋｅｄａらの論文では１．０～４５
０ｍＭ）および３００ｍＭ（同じく７５０ｍＭ）の水素
化シアノホウ素ナトリウムとともに、０．５Ｍのリン酸
ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．４）中にて、３７℃で２４
時間インキュベーションした後、ＰＢＳに対して透析し
た。生成したCMLは、アミノ酸分析計にて確認した。グ
リオキシル酸および水素化ホウ素ナトリウムを除く他は
すべて同様の操作をＢＳＡに対して行い、ＣＭＬ－ＢＳ
Ａの対照とした。
【００７５】（３）CEL化ウシ血清アルブミン（CEL-BS
A)の作製
CEL-BSAをＡｈｍｅｄらの方法（Ｍ．Ｕ．Ａｈｍｅｄ  
ｅｔ  ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｊ．，３２４：５６５
－５７０（１９７７））にて調整した。すなわち、４０
ｍｇ／ｍＬのＢＳＡを、０．２Ｍピルビン酸ナトリウム
と０．３Ｍ水素化シアノホウ素ナトリウムを含む１０ｍ
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ＭＰＢＳ中３７℃で２４時間反応させた後、ＰＢＳにて
透析した。生成したＣＥＬは、アミノ酸分析計にて確認
した。ピルビン酸および水素化シアノホウ素ナトリウム
を除く他はすべて同様の操作をＢＳＡに対して行い、Ｃ
ＥＬ－ＢＳＡの対照とした。
【００７６】（実施例３）ＡＧＥ－ＢＳＡに対する抗体
の調製
（１）ＡＧＥ－ＢＳＡに対するモノクローナル抗体の作
製
ＡＧＥ－ＢＳＡに対するモノクローナル抗体は、以下の
ようにして作製した。Ｂａｌｂ／ｃ（８週齢、日本ＳＬ
Ｃ社より購入）に、５０％のフロイントの完全アジュバ
ントに懸濁した０．１ｍｇのＡＧＥ－ＢＳＡを２週間間
隔で４回皮下投与した。免疫したマウスの血清中のＡＧ
Ｅ－ＢＳＡに対する抗体価は、以下のようにＥＬＩＳＡ
で測定した。
【００７７】９６ウェルイムノプレート（Ｎｕｎｃ社
製）のウェルに、５０ｍＭ炭酸緩衝液（ｐＨ９．７）で
0.1～１０００ｎｇ／mＬに希釈したAGE-BSAおよび対照
としてＢＳＡを１００μＬ分注し、室温で１時間静置し
て固相化させた。０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳ
（以下，「緩衝液Ａ」という）で３回洗浄後、０．５％
ゼラチン含有５０ｍＭ炭酸緩衝液（ｐＨ９．７）を２０
０μＬ分注し、室温で１時間静置してウェルをブロッキ
ングした。緩衝液Ａで３回洗浄後、０．１％ＢＳＡ含有
緩衝液Ａ（以下、「希釈溶液」という）で２０倍希釈し
たマウス血清を１００μl分注し、室温で１時間反応さ
せた。次いで、緩衝液Aで３回洗浄後、希釈溶液で２０
００倍希釈したビオチン化抗マウスIgG抗体を１００μ
Ｌ分注した。室温で３０分間反応させた後、緩衝液Aで
３回で洗浄した。
【００７８】これに、アビジンービオチン西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ複合体溶液を１００μＬ分注し、室温で
１時間反応させた後、緩衝液Aで３回洗浄した。次い
で、ｏ―フェニレンジアミン５５ｍｇを１００ｍＬの
０．１Ｍクエン酸―０．２Ｍリン酸ナトリウム緩衝液
（ｐＨ５．０）に溶解し、使用直前に５０μＬの３０％
過酸化水素水を添加して、ペルオキシダーゼ基質溶液を
調整した。この基質溶液を１００μＬ分注して室温で発
色させ、１０分間後に１００μＬの１Ｍ硫酸を添加して
反応を停止した。
【００７９】Ｍｉｃｒｏ－ＥＬＩＳＡプレートリーダー
（Ｔｉｔｅｒｔｅｋ  Ｍｕｌｔｉｓｃａｎ  ＰＬＵＳ  
ＭＫＩＩ）を用いて、４９２ｎｍの波長で吸光度を測定
した。最初の投与から２ケ月後に、最も高い抗体価を有
するマウスに、０．１ｍｇのＡＧＥ－ＢＳＡを腹腔内に
ブースター投与した。この３日後に、このマウスから脾
臓リンパ球を採取し、ポリエチレングリコールの存在下
で、ミエローマであるＰ３Ｕ１細胞と融合させて融合細
胞を得た（Ｇ．Ｇａｌｆｒｅ  ａｎｄ  Ｃ．Ｍｉｌｓｔ
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ｅｉｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．７
３：３－４７（１９８１））。
【００８０】上記融合細胞を、１０％のBSAを含むＨＡ
Ｔ培地中にて培養しハイブリドーマを得た。ハイブリド
ーマの培養上清中の抗体のＡＧＥ－ＢＳＡまたはＢＳＡ
に対する反応性を上記のＥＬＩＳＡ系で測定し、限界希
釈法によってサブクローニングした。このスクリーニン
グの結果、ＡＧＥ－ＢＳＡとは反応し、ＢＳＡとは反応
しない２株のハイブリドーマが得られた。これらの２株
をそれぞれ、６Ｄおよび１Ｄ６と命名した。
【００８１】Ｂａｌｂ／Ｃマウス（８週齢、♀）にプリ
スタンを０．５ｍＬ／マウス腹腔内投与した１週間後、
これらのハイブリドーマをそれぞれＢａｌｂ／ｃに１ｘ
１０7個／マウスで  ０．５ｍＬ投与して腹水を産生さ
せ、投与１～２週間後に腹水を採取した。採取した腹水
を３０００ｒｐｍで４℃にて１０分間遠心して上清をと
った。５０ｍＬの無細胞上清に４０％飽和となるように
硫酸アンモニウムを添加して、それぞれの抗体を沈殿さ
せた。
【００８２】沈殿物を５０ｍＬの１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ８．０）に溶解し、同じ緩衝液に対して透
析し、１０ｍＭトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）を溶
離液として、ＤＥＡＥ－セルロースカラムで精製した。
これらのモノクローナル抗体を、０．１Ｍクエン酸ナト
リウム緩衝液（ｐＨ６．０）を溶離液として、プロテイ
ンＡアフィニティカラムでさらに精製し、サブクラスを
ＩｇＧ1 と決定した。
【００８３】（２）ＡＧＥ－ＢＳＡに対するポリクロー
ナル抗体の作製
５０％のフロイントの完全アジュバント中に１．０ｍｇ
の抗ＡＧＥ－ＢＳＡを懸濁させ、白色家兎（日本ＳＬＣ
社より購入、体重２～３ｋｇ）の皮内に２０～３０箇所
投与した。皮内投与後１０日目に、５０％のフロイント
の完全アジュバントに懸濁した同量のＡＧＥ－ＢＳＡで
ブースターをかけ、週１回ずつ４週間、追加のブースタ
ー接種を行った。各家兎の皮内および筋肉内に５０％の
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フロイントの不完全アジュバントに懸濁した２．０ｍｇ
の同じ抗原を最終投与した。最終投与後、１０日目に採
血し、血清を得た。
【００８４】この抗血清は、ＡＧＥ－ＢＳＡを用いた二
重免疫拡散法で単一の沈降線を示した。フォルミルセル
ロファインゲルにＢＳＡまたはＡＧＥ－ＢＳＡを結合さ
せ、１．４×１０ｃｍのカラムに０．０２％のＮａＮ3 
を含むＰＢＳで充填した。２０ｍＬの抗血清をこのカラ
ムにかけ、非吸着画分を得て、さらに、同じゲルを充填
した別のカラムにかけてＢＳＡに反応する抗体の集団を
完全に除去した。
【００８５】非吸着画分を合わせて、ＡＧＥ－ＢＳＡを
結合させたフォルミルセルロファインゲル（１．５×１
０ｃｍ）にアプライし、このカラムをＰＢＳで洗浄し
た。カラム吸着画分を０．１Ｍのグリシン－塩酸緩衝液
（ｐＨ３．０）で溶出し、抗体画分を得た。この抗体画
分を中和し、濃縮し、ＰＢＳに対して透析した。タンパ
ク質量は７ｍｇであった。
【００８６】（実施例４）糖尿病ラット血漿中における
自己抗体の検出
（１）糖尿病ラットの作製
以下のように、ラットに糖尿病を誘発した。体重１５０
ｇのＷｉｓｔａｒ系ラット（雄、６週齢、日本ＳＬＣ社
より購入）を、ランダムに健常群と糖尿病群とに群分け
した。
【００８７】糖尿病群のラットに、１０ｍＭのクエン酸
緩衝液（ｐＨ４．３）に溶解したＳＴＺ（ストレプトゾ
トシン、シグマ社製）を５０ｍｇ／ｋｇで尾静脈内投与
して、糖尿病を誘発した。水と餌とは、両群ともに自由
に摂取させた。ＳＴＺ投与後、１週、３週、５週、１４
週、および２９週間後に、エーテル麻酔下で、採血およ
び組織の摘出を行った。表１に各週のラットの状態を示
す。
【００８８】
【表１】



(11) 特開２００１－４６２７

10

20

30

19

【００８９】ＳＴＺ投与後１～２９週の間、糖尿病ラッ
ト群は同週齢の健常ラット群と比較して、体重は有意に
少なかったが、血糖値は有意に高かった。
（２－１）ラット組織の調製
ＳＴＺ誘発糖尿病ラット群および同週齢の健常ラット群
の水晶体、腎臓、動脈、坐骨神経組織を摘出し、４℃あ
るいは氷上で調製した。上記の組織はそれぞれミンス
し、氷冷ＰＢＳにより３回洗浄し、組織の１０倍容の５
ｍＭのＥＤＴＡを含む氷冷ＰＢＳ中で破砕した。これら
のホモジネートに最終濃度が０．１ＭとなるようにＮａ
ＯＨを添加し、４℃で１晩、振盪した。４℃にて、１
２，０００ｒｐｍで１５分間遠心分離し、得られた上清
を試料（アルカリ可溶性画分）とした。
【００９０】赤血球は、これらの各ラットの血液５ｍＬ
を遠心分離して採取し、５ｍＬの氷冷ＰＢＳにより３回
洗浄した。洗浄後、赤血球を、５ｍＭのＥＤＴＡを含む
０．１ＭのＮａＯＨ２ｍＬ中に懸濁し、以下、上記の組
織の場合と同様に処理を行った。
【００９１】（２－２）ＡＧＥの測定
実施例３と同様の非競合ＥＬＩＳＡ法で、上記ラット組
織抽出液中のＡＧＥ化タンパク質を測定した。５０ｍＭ
炭酸緩衝液（ｐＨ９．７）で各ラット組織抽出液を１０
ｎｇ－１０μｇ／ｍＬに希釈し、４℃で一晩静置して固
相化した。ブロッキング処理後、希釈溶液で１μｇ／ｍ
Ｌに希釈した抗ＡＧＥモノクロ－ナル抗体（６Ｄ１２）
を１００μＬ分注し、室温にて１時間反応させた。次い
で、希釈溶液で２０００倍希釈した西洋ワサビペルオキ
シダーゼ（以下，「ＨＲＰ」という）標識抗マウスＩｇ
Ｇ抗体を１００μＬ分注し、室温で３０分間反応させ
た。次に、実施例３と同様に調製したペルオキシダーゼ
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基質溶液を１００μＬ分注し、室温で発色させた後、１
００μＬの１Ｍ硫酸を添加して反応を停止させ、４９２
ｎｍの吸光度を測定した。
【００９２】それぞれの組織中のＡＧＥ量は、ＡＧＥ－
ＢＳＡ（１ｐｇ－１μｇ／ｍＬ）を６Ｄ１２と反応させ
て作成した検量線より算出し、１ｍｇのタンパク質当た
りのＡＧＥ－ＢＳＡ換算量を求めた。結果は、健常ラッ
ト組織中ＡＧＥ量を１として糖尿病ラット組織中ＡＧＥ
量を算出した相対比として表した。
【００９３】図２に示すように、赤血球においてＳＴＺ
投与後１週間で、健常ラットと比較して１．３倍のＡＧ
Ｅの有意な増加が認められた。さらに、その後も増加が
続き、ＳＴＺ投与後５週間で定常状態（１．９倍）とな
った。他の組織（腎臓、水晶体、動脈および坐骨神経）
においても、それぞれのＡＧＥの増加速度に違いがある
ものの、同様にＡＧＥの顕著な増加が認められた。
【００９４】以上の結果ならびに他の研究者らの同様の
報告（Ｈ．Ｎａｋａｙａｍａ，ｅｔａｌ．，Ｄｉａｂｅ
ｔｅｓ  ４２：３４５－３５０（１９９３）；Ｔ．Ｍｉ
ｔｓｈｕｈａｓｈｉ，ｅｔ  ａｌ．，Ｄｉａｂｅｔｅｓ
  ４２：８２６－８３２（１９９３））により、実際
に、ＳＴＺ誘発糖尿病状態では、赤血球、水晶体、腎
臓、動脈および坐骨神経の組織中において、ＡＧＥが生
成されることが明らかになった。
【００９５】（3）AGEに対する免疫活性の測定
実施例3と同様の非競合ELISA法で、AGEに対する免疫活
性を測定した。10μg/mLのAGE-BSAおよび対照としてBSA
を100μL分注して固相化した後、ブロッキング処理を行
った。ついで、希釈溶液で1mg/mLに希釈したラット血漿
を100μL 分注して室温で１時間反応させた後、希釈溶
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液で2,000倍希釈したHRP標識抗ラットIgG抗体を100μL 
分注し、室温で３０分間反応させた。次に、ペルオキシ
ダーゼ基質溶液を100μL 分注し、室温で１０分間発色
させた後、100μLの１Ｍ硫酸100μLを添加して反応を停
止させ、492ｎｍの吸光度を測定した。
【００９６】図3に、AGE-BSAあるいはBSAに対する健常
ラット血漿および糖尿病ラット血漿の免疫活性の経時変
化を示す。 AGE-BSAおよびBSAに対する免疫活性は、健
常ラットではいずれも変化はなかったが、糖尿病ラット
では、糖尿病の進行（罹病期間の長期化）とともにAGE-
BSA対する免疫活性が大きく上昇することが示された。
これより、糖尿病ラットにおいて組織中にAGEが生成す
るにつれ、これに対する自己抗体が産生されることが示
唆された。
【００９７】（実施例5）糖尿病ラット血漿中の自己抗
体のAGEに対する特異性競合ELISA法により、上記の糖尿
病ラット血漿中（ STZ投与5週間後）の自己抗体のAGEに
対する特異性について検討を行った。実施例3の非競合E
LISA法の場合と同様に、10μg/mLのAGE-BSAを100μL分
注して固相化した後、ブロッキング処理を行った。次
に、あらかじめ1mg/mLの糖尿病ラット血漿中に0～1mg/m
Lになるように競合物質を添加し、室温で30分間反応さ
せた血漿100μLを入れた。競合物質としては、実施例2
で作製したAGE構造体のAGE-BSA、CML-BSAおよびCEL-BS
A、さらに対照としてBSAを用いた。室温で1時間血漿を
反応させた後、実施例4と同様に2000倍希釈のHRP標識抗
ラットIgG抗体と反応させて、492ｎｍの吸光度を測定し
た。
【００９８】結果は、競合物質の非存在下に対する以下
に示す相対比（B/B0）で表した。B/B0 = （競合物質存
在下の吸光度）/（競合物質非存在下の吸光度）図4に示
すように糖尿病ラット血漿中の自己抗体のAGE-BSAに対
する反応性は、AGE構造体であるAGE-BSA、CML-BSAおよ
びCEL-BSAにより阻害されたが、BSAによっては阻害され
なかった。このことから、糖尿病ラット血漿中の自己抗
体は、AGE構造に対して特異的であることが示唆され
た。
【００９９】（実施例6）糖尿病ラットにおける自己抗
体の抗体価
非競合ELISA法により、上記の糖尿病ラット血漿中（STZ
投与5週間後）のAGEに対する自己抗体の抗体価を測定し
た。実施例3の非競合ELISA法と同様に、10μg/mLのAGE-
BSA、CML-BSA、CEL-BSAおよび対照としてBSAを100μL分
注して固相化を行った。以下、実施例4の非競合ELISA法
と同じ操作により最終的に492ｎｍの吸光度を測定し、
各血漿試料のAGE-BSA、CML-BSAあるいはCEL-BSAに対す
る吸光度から、対照のBSAに対する吸光度を差し引いた
値（Δ492nm)をAGE構造に特異的な反応性とし、自己抗
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体の抗体価の指標とした。上記した結果を示す図5から
明らかなとおり、健常ラットに比較して糖尿病ラットに
おいては、AGEに対する抗体価の有意な上昇が示され
た。
【０１００】（実施例7）糖尿病患者血漿中の自己抗体
の検出
（1）自己抗体のカラムによる精製
AGE-BSAあるいはBSAをフォルミルセルロファインゲル
に、Takataらの方法（K.Takata et al., J. Biol.Chem.
 263:14819-14825(1988)）に従ってカップリングした。
８名の糖尿病患者の血漿 20mLを、PBSにより充填したBS
Aカップリング-フォルミルセルロファインゲルカラム
（1.0×10cm）に通した。カラム非吸着画分を、AGE-BSA
カップリング-フォルミルセルロファインゲル充填カラ
ム（1.5×10cm）に通した。大量のPBSでカラムを洗浄し
た後、カラム吸着画分を50mLの1.0Mグリシン-塩酸緩衝
液（pH3.0）にて溶出させた。溶出画分をＰＢＳにて透
析した後、自己抗体測定用試料とした。
【０１０１】（2）自己抗体のAGE構造に対する特異性
実施例5と同様の競合ELISA法により検討した。実施例5
の非競合ELISAと同様に、10μg/mLのAGE-BSAを100μL分
注して固相化した後、ブロッキング処理を行った。つい
で、あらかじめ0.1μg/mLの上記の自己抗体測定用試料
に0～1mg/mLになるように競合物質を添加して、室温で3
0分間反応させたものを100μL入れた。競合物質として
は、実施例5と同じくAGE-BSA、CML-BSA、CEL-BSA、およ
びBSAを用いた。室温で1時間反応させた後、2000倍希釈
のビオチン化抗ヒトIgG抗体と室温で30分間反応させ
た。ついで、アビジン－ビオチン西洋ワサビペルオキシ
ダーゼ複合体溶液と反応させ後、ペルオキシダーゼ基質
溶液で発色させて492ｎｍの吸光度を測定した。結果
は、実施例5と同様にB/B0で表した。
【０１０２】図６に示すように、自己抗体のAGE-BSAに
対する反応性は、AGE構造体であるAGE-BSA、CML-BSAお
よびCEL-BSAにより阻害されたが、BSAによっては阻害さ
れなかった。この結果から、糖尿病患者においても糖尿
病ラットと同様に、AGEに対して特異的な自己抗体が存
在することが示唆された。
【０１０３】（実施例８）糖尿病患者、糖尿病性腎症お
よび非糖尿病性腎症患者血漿中の自己抗体の測定
糖尿病患者、糖尿病性腎症および非糖尿病性腎症患者血
漿中の自己抗体を実施例6と同様に非競合ELISA法により
測定した。
（1）ヒト血漿試料
ヒトの血漿試料は、下記表2の6グループ(各10名で構
成）より採取した。
【０１０４】
【表２】
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【０１０５】表中、糖尿病性腎症：早期は微量アルブミ
ン尿を伴う糖尿病患者を、糖尿病性腎症：顕性期は持続
性タンパク尿を伴う糖尿病患者をそれぞれ表す。透析患
者からの採血は透析治療直前に行った。
（2）AGE-BSAを用いた自己抗体の測定
表2に示した患者血漿に以下の前処理を行った後、非競
合ELISA法にて自己抗体を測定した。
【０１０６】（2-1）ヒトの血漿試料のバッチ法による
前処理
マイクロ遠沈チューブ（容量1.5mL）に、ゲル容量が500
μLとなるようにBSAカップリング-フォルミルセルロフ
ァインゲルを充填した後、500μL のPBSを添加する。こ
のチューブに６グループそれぞれの血漿100μLを加え
て、４℃で１晩振盪させた後15,000rpmで30秒間遠心し
た。
【０１０７】上清 550μL を、ゲル容量500μLのAGE-BS
Aカップリング-フォルミルセルロファインゲル充填マイ
クロ遠沈チューブ（容量1.5mL）に添加し、４℃で６時
間振盪した。ゲルを3回 PBSで洗浄した後、500μLの0.1
Ｍのグリシンー塩酸緩衝液（pH2.3）に添加して、４℃
で30分間振盪後15,000rpmで30秒間遠心した。400μLの
上清に１Ｍトリスー塩酸緩衝液（pH9.5）を50μL添加し
て中和し、自己抗体測定用の試料とした。
【０１０８】（2-2）AGE-BSAを用いた非競合ELISA法に
よる測定
実施例6の非競合ELISA法と同様に、10μg/mLのAGE-BS
A、および対照としてBSAを100μL分注して固相化し、ブ
ロッキング処理を行った。次に、希釈溶液で2倍希釈し
た上記自己抗体測定用試料を100μL入れて、室温で1時
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間反応させた後、ビオチン化抗ヒトIgG抗体を室温で30
分間反応させた。以下、実施例4の非競合ELISA法と同じ
操作により最終的に492ｎｍの吸光度を測定し、各測定
試料のAGE-BSAに対する吸光度から、対照のBSAに対する
吸光度を差し引いた値（Δ492nm)をAGE構造に特異的な
反応性とし、自己抗体の抗体価の指標とした。
【０１０９】図７に示すように、ヒト血漿中の抗体価は
糖尿病により上昇し、さらに糖尿病性合併症の糖尿病性
腎症においては腎症の進展とともに顕著な上昇が認めら
れた。特に、糖尿病性腎症の顕性期および透析療法期の
患者においては、健常人に対してだけでなく腎症を伴わ
ない糖尿病患者に対しても有意な上昇を示した。また、
糖尿病の他にAGEの関与が示唆されている非糖尿病性腎
症においても、有意な上昇が示された。
【０１１０】（3）CEL-BSAを用いた自己抗体の測定
表2に示した患者血漿に以下の前処理を行った後、非競
合ELISA法にて自己抗体を測定した。
（3-1）ヒトの血漿試料の前処理
10mg/mLのBSA含有PBS１．５ｍＬに、上記６グループそ
れぞれの血漿5μLを添加して４℃で一晩静置したものを
測定用試料とした。
【０１１１】（3-2）CEL-BSAを用いた非競合ELISA法に
よる測定
実施例6の非競合ELISA法と同様に、10μg/mLのCEL-BS
A、および対照としてBSAを100μL分注して固相化し、ブ
ロッキング処理を行った。次に、希釈溶液で300倍希釈
した上記の血漿を100μL入れて、室温で1時間反応させ
た。以下、実施例8（2-2）と同じ操作により最終的に49
2ｎｍの吸光度を測定し、各測定試料のCEL-BSAに対する
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吸光度から、対照のBSAに対する吸光度を差し引いた値
（Δ492nm)をAGEに特異的な反応性とし、自己抗体の抗
体価の指標とした。
【０１１２】上記結果を示す図８から明らかなように、
図７のAGEとしてAGE-BSAを用いて測定した場合と同様
に、ヒト血漿中の抗体価は、糖尿病により上昇し、さら
に糖尿病性腎症および非糖尿病性腎症において健常に対
して有意な上昇が認められた。
【０１１３】
【発明の効果】本発明の方法により、ＡＧＥに対する自
己抗体を免疫学的に測定することにより、ＡＧＥの生成
および蓄積が関与する疾患、すなわち、糖尿病、糖尿病
性合併症、非糖尿病性腎症または老化に伴う疾患を検査
できる。本発明は、このような疾患の検査用キットおよ
び検査用試薬を提供する。これらの検査試薬または検査
キットを使用すれば、自己抗体の量から糖尿病合併症な
どがどの段階にあるかを精度よく判断することができ
る。また、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症ま
たは老化に伴う疾患に対する治療薬あるいは治療薬候補*
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*化合物を投与したときと投与しなかったときのＡＧＥに
対する自己抗体を測定して、比較することにより上記疾
患治療薬の薬効を評価することができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】メイラード反応の反応経路を示す図である。
【図２】糖尿病ラット組織中のＡＧＥの増加を示す図で
ある。
【図３】糖尿病ラット血漿のＡＧＥに対する免疫反応性
と糖尿病罹病期間との関係を示す図である。
【図４】糖尿病ラット血漿の自己抗体のＡＧＥ特異性を
示す図である。
【図５】糖尿病ラット血漿の自己抗体価を示す図であ
る。
【図６】糖尿病患者血漿中の自己抗体のＡＧＥ特異性を
示す図である。
【図７】ＡＧＥ－ＢＳＡを用いて測定したヒト血漿の自
己抗体価と疾患との関係を示す図である。
【図８】ＣＥＬ－ＢＳＡを用いて測定したヒト血漿の自
己抗体価と疾患との関係を示す図である。

【図１】 【図６】
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