
(57)【要約】

　【課題】　タンパク質やペプチドとの反応性が強いカ

ルボニル化合物由来のAGEs抗体の提供、ならびに、前記

カルボニル化合物由来AGEsの検出方法の提供である。

　【解決手段】　3,4-ジデオキシグルコソン-3-エン（3

,4-DGE）とタンパク質とを反応させ、その反応生成物AG

Esを宿主動物に免疫感作し、前記宿主動物から回収した

血清より、前記反応生成物AGEsに対する抗体（抗AGEs抗

体）を単離する。この単離した抗AGEs抗体と試料とを反

応させ、前記試料中のAGEsと抗AGEs抗体との抗原抗体反

応を検出することによって、前記試料中におけるAGEsの

有無または含量を検出できる。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 後 期 糖 化 反 応 生 成 物 （ AGEs： advanced glycation endproducts） に 対 す る 抗 体 で あ っ て
、 前 記 AGEsが 、 3,4-ジ デ オ キ シ グ ル コ ソ ン -3-エ ン （ 3,4-DGE） と タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ
ド と の 反 応 生 成 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 AGEs抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル （ MGO） 、 グ リ オ キ サ ー ル （ GO） 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン （ 3-DG
） 、 5-ヒ ド ロ キ シ メ チ ル -フ ル フ ラ ー ル （ 5-HMF） 、 フ ル フ ラ ー ル （ Fur） 、 ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド （ FA） 、 グ ル コ ー ス （ Glu） お よ び ア セ ト ア ル デ ヒ ド （ AA） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
た 少 な く と も 一 つ の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 と タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反 応 生 成 物 に 反 応
し な い 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 AGEs抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ペ ン ト シ ジ ン 残 基 お よ び カ ル ボ キ シ メ チ ル リ ジ ン （ CML） 残 基 の 少 な く と も 一 方 を 有 す
る タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド に 反 応 し な い 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 AGEs抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 AGEsが 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と を ２ ５ ～ ５ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト
す る こ と に よ り 得 ら れ る 反 応 生 成 物 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs
抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 が 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs
抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 血 清 ア ル ブ ミ ン が 、 ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び ヒ ト 血 清 ア
ル ブ ミ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 一 つ の ア ル ブ ミ ン で あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の
抗 AGEs抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 AGEsが 、 タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 前 記 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 の 2.5等 量 と な る よ う に 3
,4-DGEを 添 加 し て 37℃ で 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 さ ら に 、 前 記 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
基 の 2.5等 量 と な る よ う に 3,4-DGEを 添 加 し て 37℃ で 4日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り
得 ら れ た 反 応 生 成 物 で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 抗 AGEs抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs抗 体
。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs抗 体
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 体 が 、 前 記 AGEsを 抗 原 と し て 宿 主 動 物 を 免 疫 感 作 し た 後 、 前 記 動 物 の 血 液 ま た は 腹 水
よ り 単 離 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗
AGEs抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 宿 主 動 物 が 、 ウ サ ギ で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 抗 AGEs抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 試 料 と AGEsに 対 す る 抗 AGEs抗 体 と を 反 応 さ せ 、 前 記 試 料 中 の AGEsと 抗 AGEs抗 体 と の 抗 原
抗 体 反 応 に よ り 、 前 記 試 料 中 の AGEsを 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 AGEsが 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反 応 生 成 物 で あ り 、 前 記 抗 AGEs
抗 体 が 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 AG
Es検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 抗 原 抗 体 反 応 を 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 放 射 線 免 疫 測 定 法 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 お よ び 金
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コ ロ イ ド 粒 子 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 免 疫 学 的 方 法 に よ り 検 出 す る
、 請 求 項 １ ２ 記 載 の AGEs検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 AGEsに 対 す る 抗 AGEs抗 体 を 用 い て 、 前 記 AGEsを 生 成 す る 試 料 中 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 を 検
出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 が 、 3,4-DGEで あ り 、 前 記 AGEsが 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ
プ チ ド と の 反 応 生 成 物 で あ り 、 前 記 抗 AGEs抗 体 が 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 抗 AGEs抗 体 で あ り 、
　 前 記 試 料 中 の 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と を 反 応 さ せ る 工 程 、
　 前 記 反 応 に よ る 生 成 物 と 前 記 抗 AGEs抗 体 と を 反 応 さ せ る 工 程 、
　 前 記 生 成 物 と 前 記 抗 AGEs抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 、 生 成 し た AGEsを 検 出 す る 工 程 、
お よ び 、
　 前 記 AGEsの 有 無 ま た は 量 か ら 、 試 料 中 の 3,4-DGEを 定 性 ま た は 定 量 す る 工 程 を 含 む 、 カ
ル ボ ニ ル 化 合 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 抗 原 抗 体 反 応 を 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 放 射 線 免 疫 測 定 法 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 お よ び 金
コ ロ イ ド 粒 子 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 免 疫 学 的 方 法 に よ り 検 出 す る
、 請 求 項 １ ４ 記 載 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 試 料 が 、 透 析 液 、 点 滴 液 、 注 射 液 、 食 品 ま た は 体 液 で あ る 、 請 求 項 １ ４ ま た は １ ５
記 載 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 AGEsに 対 す る 抗 AGEs抗 体 を 含 む 免 疫 試 薬 で あ っ て 、
　 前 記 AGEsが 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反 応 生 成 物 で あ り 、 前 記 抗 AGEs
抗 体 が 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫
試 薬 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反 応 生 成 物 で あ る AGEsを 検 出 す る た め の 試 薬
で あ る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 免 疫 試 薬 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 3,4-DGEを 検 出 す る た め の 試 薬 で あ る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 免 疫 試 薬 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 後 期 糖 化 反 応 生 成 物 （ AGEs： advanced glycation endproducts） に 対 す る 抗 体 の 製 造 方
法 で あ っ て 、 前 記 AGEsが 、 3,4-ジ デ オ キ シ グ ル コ ソ ン -3-エ ン （ 3,4-DGE） と タ ン パ ク 質 ま
た は ペ プ チ ド と の 反 応 生 成 物 で あ り 、 前 記 AGEsを 抗 原 と し て 、 ヒ ト を 除 く 宿 主 動 物 を 免 疫
感 作 す る 工 程 と 、 前 記 免 疫 感 作 に よ り 生 成 し た 前 記 AGEsに 対 す る 抗 体 を 回 収 す る 工 程 と を
含 む こ と を 特 徴 と す る 抗 AGEs抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と を ２ ５ ～ ５ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
り 前 記 AGEsを 生 成 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 抗 AGEs抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 が 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ 記 載 の 抗 AGEs抗 体 の 製
造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 血 清 ア ル ブ ミ ン が 、 ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び ヒ ト 血 清 ア
ル ブ ミ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 一 つ の ア ル ブ ミ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ２ 記 載
の 抗 AGEs抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 AGEsの 生 成 工 程 が 、 タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 前 記 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 の 2.5等 量 と
な る よ う に 3,4-DGEを 添 加 し て 37℃ で 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 さ ら に 、 前 記 タ ン パ ク
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質 の ア ミ ノ 基 の 2.5等 量 と な る よ う に 3,4-DGEを 添 加 し て 37℃ で 4日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
こ と に よ り AGEsを 生 成 す る 工 程 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs
抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 回 収 工 程 が 、 免 疫 感 作 し た 前 記 宿 主 動 物 の 血 液 ま た は 腹 水 よ り 抗 体 を 単 離 す る 工 程
で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 宿 主 動 物 が 、 ウ サ ギ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 AGEs抗 体
の 製 造 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 後 期 糖 化 反 応 生 成 物 （ AGEs： advanced glycation endproducts） に 対 す る 抗
体 、 な ら び に こ れ を 用 い た AGEsの 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 糖 化 反 応 (メ イ ラ ー ド 反 応 )は 、 ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基
と 、 ケ ト ン や ア ル デ ヒ ド （ 特 に 還 元 糖 ） と の 非 酵 素 的 反 応 で あ り 、 前 期 段 階 と 後 期 段 階 の
２ つ の 反 応 に 分 け ら れ る 。 前 期 段 階 の 反 応 は 、 可 逆 反 応 で あ り 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 基 と 還 元
糖 と が 反 応 し て シ ッ フ 塩 基 を 形 成 し 、 つ い で 分 子 内 転 移 反 応 に よ り ア マ ド リ 化 合 物 を 形 成
す る ま で の 反 応 で あ る 。 一 方 、 後 期 段 階 の 反 応 は 、 不 可 逆 反 応 で あ り 、 前 記 ア マ ド リ 化 合
物 が 、 さ ら に 、 転 移 や 縮 合 な ど の 複 雑 な 反 応 過 程 を 経 て 、 後 期 糖 化 反 応 生 成 物 (AGEs)と 呼
ば れ る 安 定 な 物 質 を 形 成 す る 反 応 で あ る 。 前 記 AGEsと し て は 、 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル
リ ジ ン （ CML） 、 ペ ン ト シ ジ ン 、 ピ ラ リ ン 、 ク ロ ス リ ン 等 が 知 ら れ て い る が 、 生 体 内 に は
構 造 が 明 ら か に さ れ て い な い 未 知 の AGEsが 多 種 存 在 し て い る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 、 前 記 メ イ ラ ー ド 反 応 の 生 成 物 は 、 医 学 領 域 で 注 目 さ れ て お り 、 様 々 な 病 気 、 疾 患
、 老 化 と の 関 連 性 が 発 表 さ れ て い る 。 中 で も 、 公 知 の AGEsは 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 低 下 さ
せ る の み な ら ず 、 細 胞 障 害 性 や 炎 症 反 応 を 誘 発 す る 事 が 知 ら れ て お り 、 さ ら に 、 AGEsの 形
成 に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 が 凝 集 、 不 溶 化 し て 組 織 中 に 異 常 蓄 積 し 、 こ れ に よ り 組 織 を 変 性
さ せ て い る と も 考 え ら れ て い る 。 ま た 、 糖 尿 病 患 者 に お け る ヘ モ グ ロ ビ ン A1C(前 期 反 応 の
ア マ ド リ 化 合 物 )の 上 昇 、 糖 尿 病 性 腎 症 や 慢 性 腎 不 全 の 腎 臓 や 、 動 脈 硬 化 病 変 部 に お け る A
GEsの 蓄 積 は 、 生 体 内 に お け る タ ン パ ク 糖 化 反 応 の 代 表 的 な 例 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 前 述 の よ う な メ イ ラ ー ド 反 応 生 成 物 の 測 定 に は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や ガ ス ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 他 に 、 免 疫 学 的 な 測 定 方 法 が 知 ら れ て い る 。 中 で も 、 簡 便 且 つ 特 殊 な
分 析 機 器 を 必 要 と し な い 等 の 理 由 に よ り 、 免 疫 学 的 検 出 方 法 、 具 体 的 に は 、 免 疫 組 織 学 的
方 法 、 酵 素 免 疫 学 的 測 定 方 法 等 が 、 医 学 分 野 に お け る 研 究 や 臨 床 診 断 で 広 く 使 わ れ て い る
。 こ の こ と か ら 、 糖 化 タ ン パ ク 質 や AGEsに 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 が 各 種 作 製 さ れ て い る 。
具 体 的 に は 、 CML、 ペ ン ト シ ジ ン 、 ク ロ ス リ ン 、 ピ ラ リ ン に 対 す る 抗 体 が 調 製 さ れ 、 老 化
、 糖 尿 病 、 腎 症 等 の 疾 患 動 物 の 組 織 に お け る 免 疫 学 的 研 究 が 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非
特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献 ３ 、 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文 献 ５ ） 。 ま た 、 抗 CM
L抗 体 を 糖 尿 病 マ ー カ ー と し て 利 用 す る 方 法 （ 特 許 文 献 １ ） や 、 AGEsで あ る Nδ -(5-ヒ ロ ド
キ シ -4,6-ジ メ チ ル ピ リ ミ ジ ン -2-イ ル )オ ル チ ニ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (特 許 文 献
２ )の 報 告 も な さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 と こ ろ で 、 前 記 メ イ ラ ー ド 反 応 の 前 期 段 階 や 生 体 内 で の 糖 質 の 代 謝 分 解 、 還 元 糖 の 熱 分
解 等 に お い て 、 還 元 糖 が 分 解 し 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン （ 3-DG） 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル
、 グ リ オ キ サ ー ル 等 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 の 生 成 が 確 認 さ れ て い る 。 こ れ ら の 3-DG、 メ チ ル
グ リ オ キ サ ー ル 、 グ リ オ キ サ ー ル は 、 タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 に 富 み 、 前 述 の よ う な AGEs生
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成 に 関 与 す る 強 力 な メ デ ィ エ ー タ （ 以 下 、 「 AGEs前 駆 体 」 と も い う ） で あ る こ と が 報 告 さ
れ て い る 。 そ し て 、 こ れ ら の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 に 由 来 す る AGEsが 、 血 液 透 析 患 者 の 血 液 内
に 多 量 に 存 在 す る こ と か ら 、 透 析 合 併 症 と の 関 連 性 が 推 測 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ６ 、 非
特 許 文 献 ７ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の よ う に 、 還 元 糖 の 分 解 生 成 物 は 、 AGEs産 生 の 原 因 物 質 と し て 注 目 を 集 め て お り 、 研
究 が 進 め ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 還 元 糖 の 分 解 経 路 は 複 雑 で あ り 、 非 常 に 多 種 多 様 の
カ ル ボ ニ ル 化 合 物 を 生 成 す る こ と が 知 ら れ て い る も の の 、 実 際 に ど の よ う な カ ル ボ ニ ル 化
合 物 が AGEs生 成 に 関 与 し て い る の か 、 ま た 、 そ れ ら の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 に 由 来 す る AGEsが
明 ら か と な っ て い な い も の が 多 い 。 し た が っ て 、 AGEs定 量 を は じ め と す る AGEsの 研 究 に は
、 構 造 が 明 ら か と な っ て い る AGEs、 特 に CMLで 代 用 さ れ る こ と が 一 般 的 で あ っ た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Schleicher, E. D. et al., J. Clin. Invest. 99, 457, 1997
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Sanaka, T. et al., Nephron 91, 64, 2002
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Obayashi， H． et al., Biochem． Biophys． Res Commun． 226， 37,1996
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Miyata, S．  and Monnier， V., J． Clin． Invest． 89, 1102, 1992
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Hayase, F． et al., J． Biol． Chem． 263, 3758, 1989
【 非 特 許 文 献 ６ 】 竹 内 正 義 ほ か 、 日 本 臨 牀 60巻 、 増 刊 号 ８ 、 2002年 、 日 本 臨 牀 社
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Takeuchi, M. et al., Molecular Medicine 7, 783, 2001
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 9－ 178740号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 11－ 246599号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の た め 、 医 療 の 分 野 に お い て は 、 生 体 内 に 蓄 積 し 、 ま た 生 物 活 性 を 有 す る 、 種 々 の 病
気 や 疾 患 の 原 因 と な り 得 る 新 た な AGEsを 解 析 ・ 測 定 す る 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 の 目 的 は 、 タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド と の 反 応 性 が 強 い 、 す な わ ち AGEs産 生
能 が 高 い カ ル ボ ニ ル 化 合 物 を 特 定 し 、 前 記 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 に 起 因 す る AGEsの 抗 体 を 提 供
し 、 さ ら に 、 前 記 抗 体 を 用 い た 前 記 AGEsの 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 後 期 糖 化 反 応 生 成 物 （ AGEs） に 対 す る 抗 体 で あ っ て 、 前 記 AGEsが 、 3,
4-ジ デ オ キ シ グ ル コ ソ ン -3-エ ン （ 3,4-DGE） と タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反 応 生 成 物
で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 グ ル コ ー ス か ら 生 じ る カ ル ボ ニ ル 化 合 物 (3,4－
DGE)が 、 公 知 の AGEs前 駆 体 (す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 等 の AGEs化 原 因 物 質 と な る カ ル ボ ニ ル
化 合 物 等 )と 比 較 し て 、 タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 が 極 め て 高 く 、 生 体 機 能 に 及 ぼ す 影 響 が 大
き い こ と を 見 出 し た 。 そ し て 、 こ の 知 見 に 基 づ き 、 前 記 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ
チ ド と の 反 応 生 成 物 に 対 す る 抗 体 を 作 製 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た の で あ る 。 こ の
よ う に 本 発 明 の 抗 体 は 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 等 と の 反 応 生 成 物 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体
で あ る た め 、 生 体 機 能 に 及 ぼ す 影 響 が 大 き い と 考 え ら れ る 3,4-DGE由 来 AGEsを 効 率 的 に 検
出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の た め 、 前 記 3,4-DGE由 来 AGEsが 関 与 す る と 推 測 さ れ る 後 述
す る よ う な 各 種 疾 患 の 診 断 や 治 療 に 有 用 に な る と 考 え ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 抗 AGEs抗 体 は 、 前 述 の よ う に 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反 応
生 成 物 AGEsに 対 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 そ し て 、 本 発 明 の 抗 AGEs抗 体 は 、 例 え ば 、 公 知 の AGEs前 駆 体 で あ る メ チ ル グ リ オ キ サ ー
ル （ MGO） 、 グ リ オ キ サ ー ル （ GO） 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン （ 3-DG） 、 5-ヒ ド ロ キ シ メ チ
ル -フ ル フ ラ ー ル （ 5-HMF） 、 フ ル フ ラ ー ル （ Fur） 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ FA） 、 グ ル コ ー
ス （ Glu） 、 ア セ ト ア ル デ ヒ ド （ AA） 等 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 由 来 の AGEs、 特 に 、 前 記 カ ル
ボ ニ ル 化 合 物 と タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 反 応 生 成 物 に 反 応 せ ず 、 ま た 、 公 知 の AGEsで
あ る 、 ペ ン ト シ ジ ン 残 基 お よ び カ ル ボ キ シ メ チ ル リ ジ ン （ CML） 残 基 の 少 な く と も 一 方 を
有 す る タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド に も 反 応 し な い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 以 下 に 本 発 明 の 抗 AGEs抗 体 の 調 製 方 法 の 一 例 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 （ １ ） 抗 原 （ 免 疫 原 ） と な る AGEsの 調 製
　 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 （ ま た は ペ プ チ ド 、 以 下 同 じ ） と を メ イ ラ ー ド 反 応 さ せ る こ と に
よ っ て 、 AGEsを 調 製 す る 。 後 述 す る 参 考 例 １ に も 示 す よ う に 、 3,4-DGEは 、 AGEs化 に 関 与
す る メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル （ MGO） 、 グ リ オ キ サ ー ル （ GO） 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン （ 3-D
G） 等 の 公 知 の AGEs前 駆 体 に 比 べ て 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 が 極 め て 高 い 。 こ の た め
、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と を 混 合 し て イ ン キ ュ ベ ー ト す れ ば 、 3,4-DGEに よ る タ ン パ ク 質 の
AGEs化 が 起 こ り 、 反 応 生 成 物 AGEsが 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 AGEs化 の 有 無 は 、 通 常 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と の 反 応 液 が 褐 色 を 呈 す る か 否 か に よ っ
て 判 断 で き 、 そ の 進 行 は 、 褐 色 の 濃 度 の 変 化 に よ っ て 判 断 す る こ と が で き る 。 な お 、 前 記
反 応 液 の 褐 色 化 に つ い て は 、 参 考 例 に お い て 後 述 す る （ 図 ９ 参 照 ） 。 ま た 、 3,4-DGEに よ
る タ ン パ ク 質 の AGEs化 に よ っ て 、 反 応 生 成 物 は 蛍 光 を 呈 す る こ と か ら 、 例 え ば 、 蛍 光 強 度
に よ っ て 判 断 す る こ と も で き る 。 蛍 光 強 度 の 測 定 条 件 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、
励 起 波 長 320～ 370nm、 蛍 光 波 長 400～ 470nmで あ り 、 励 起 波 長 345nm、 蛍 光 波 長 425nmが 好 ま
し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 3,4-DGEを メ イ ラ ー ド 反 応 さ せ る タ ン パ ク 質 と し て は 、 何 ら 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 血 清
ア ル ブ ミ ン 等 の ア ル ブ ミ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 ミ オ グ ロ ビ ン 、 ヘ モ シ ア ニ ン 等 が あ げ ら れ 、
そ の 由 来 も 、 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 ウ シ 、 ヒ ト 等 の 各 種 哺 乳 類 や 、 ニ ワ ト リ 、 ウ ズ ラ 等 の 各 鳥
類 等 が あ げ ら れ る 。 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 、 RSA（ ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 BSA（ ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 HSA（ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 等 が あ げ ら れ る 。 ま た
、 ペ プ チ ド と し て は 、 天 然 ペ プ チ ド 、 合 成 ペ プ チ ド の い ず れ で も よ く 、 ま た 、 オ リ ゴ ペ プ
チ ド で も ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 作 製 し た 抗 体 は 、 反 応 程 度 （ 例 え ば 、 3,4-DGEの 添 加 量 ） に 関 わ ら ず 、 3,4-DGE由 来 AGEs
を 検 出 で き る 。 抗 原 を 調 製 す る 際 の タ ン パ ク 質 の 完 全 な AGEs化 に は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質
の NH 2 基 に 対 し て 等 量 以 上 の 3,4-DGEを 添 加 す る こ と が 必 要 で あ る と 考 え ら れ 、 例 え ば 、 タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 に 対 し て 0.1～ 100等 量 と な る よ う に 3,4-DGEを 添 加 す る こ と が 好 ま し
く 、 よ り 好 ま し く は 1～ 10等 量 で あ り 、 特 に 好 ま し く は 3～ 5等 量 で あ る 。 ま た 、 タ ン パ ク
質 に 対 す る 3,4-DGEの 添 加 は 、 十 分 に AGEs化 を 行 う た め に 、 ２ 回 以 上 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と の イ ン キ ュ ベ ー ト 温 度 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 25～ 5
0℃ で あ り 、 好 ま し く は 35～ 40℃ で あ り 、 一 回 当 た り の イ ン キ ュ ベ ー ト 時 間 も 、 特 に 制 限
さ れ ず 、 例 え ば 、 3～ 14日 間 で あ り 、 好 ま し く は 7～ 10日 間 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と の 反 応 は 、 通 常 、 緩 衝 液 中 で 行 う こ と が 好 ま し く 、 そ の ｐ Ｈ は
、 例 え ば 、 6～ 8、 好 ま し く は 7～ 7.5で あ る 。 緩 衝 液 の 種 類 や 濃 度 は 特 に 制 限 さ れ ず 、 所 望
の ｐ Ｈ に 応 じ て 選 択 で き る が 、 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 マ レ イ ン 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム -NaOH
緩 衝 液 等 が あ げ ら れ 、 ア ミ ノ 基 を 含 ま な い も の が 好 ま し い 。 反 応 液 に お け る 緩 衝 液 の 濃 度
も 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 10～ 500mMの 範 囲 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 前 記 反 応 液 に は 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ DTPA） 等 の キ レ ー ト 剤 を 添 加 し
て も よ く 、 そ の 濃 度 は 、 例 え ば 、 1～ 100mMの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 3,4-DGEに よ り タ ン パ ク 質 が AGEs化 す る と 、 反 応 生 成 物 AGEsは 、 通 常 、 蛍 光 を 発 し 、 ま
た 、 褐 色 化 が 生 じ る 。 こ の た め 、 例 え ば 、 前 述 の よ う に 反 応 生 成 物 を 目 視 で 観 察 し た り 、
蛍 光 強 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 AGEs化 の 有 無 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 得 ら れ た 反 応 生 成 物 （ AGEs） は 、 通 常 、 脱 塩 や 低 分 子 化 合 物 （ 例 え ば 、 未 反 応 3,4-DGE
等 ） を 除 去 す る た め に 、 透 析 を 行 い 、 ろ 過 滅 菌 し た も の を 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ ２ ） 抗 体 の 調 製
　 抗 体 の 調 製 方 法 は 、 何 ら 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 動 物 へ の 免 疫 感 作 を 行 う こ と に よ り 抗 体
を 産 生 す る 従 来 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ら び に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
調 製 で き る 。 免 疫 感 作 さ せ る 宿 主 動 物 の 種 類 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 ウ サ ギ
、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 モ ル モ ッ ト 等 の ヒ ト を 除 く 哺 乳 動 物 、 ニ
ワ ト リ 、 ハ ト 、 ア ヒ ル 、 ウ ズ ラ 等 の 鳥 類 等 が 使 用 で き る 。 ま た 、 抗 原 の 投 与 方 法 も 、 特 に
制 限 さ れ ず 、 皮 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 腹 腔 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 等 が 採 用 で き 、
好 ま し く は 皮 下 投 与 、 腹 腔 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 よ り 好 ま し く は 皮 下 投 与 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 場 合 に は 、 前 述 の よ う な 宿 主 動 物 に 前 記 抗 原 （
AGEs） を 投 与 し て 免 疫 し 、 回 収 し た 血 清 や 腹 水 液 等 か ら 抗 AGEs抗 体 を 単 離 、 精 製 す れ ば よ
い 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 免 疫 し た 宿 主 動 物 に お け る
脾 臓 細 胞 や リ ン パ 球 様 細 胞 等 の 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 し て ハ イ ブ リ ド ー
マ を 調 製 し 、 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 特 異 性 を 持 つ 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 単 離 す る こ と に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 方 法 も 何 ら 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 塩 析
、 透 析 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動
等 、 従 来 公 知 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 な お 、 目 的 抗 体 の 産 生 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 従 来 公 知 の ラ ジ
オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 法 、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ （ EIA） 法 等 が 採 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 抗 体 は 、 通 常 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス が IgMま た は IgGで あ る 。
ま た 、 得 ら れ た 抗 体 分 子 は 、 そ れ 自 体 を 抗 体 と し て 使 用 す る こ と も で き 、 さ ら に 酵 素 処 理
し て 得 ら れ る Fab、 Fab'、 F(ab’ ) 2 等 の 抗 体 の 活 性 フ ラ グ メ ン ト を 本 発 明 の 抗 体 と し て 使
用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 つ ぎ に 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 （ ま た は ペ プ チ ド ） と の 反 応 生
成 物 AGEsを 検 出 す る 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 は 、 試 料 と AGEsに 対 す る 抗 AGEs抗 体 と
を 反 応 さ せ 、 前 記 試 料 中 の AGEsと 抗 AGEs抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 、 前 記 試 料 中 の AGEs
を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 AGEsが 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反 応 生
成 物 で あ り 、 前 記 抗 AGEs抗 体 が 、 前 記 本 発 明 の 抗 AGEs抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の よ う な 検 出 方 法 を 用 い れ ば 、 種 々 の 試 料 に お け る 3,4-DGEに よ り 生 成 さ れ た AGEsを
検 出 す る こ と が で き る 。 前 述 の よ う に 、 3,4-DGEは タ ン パ ク 質 等 に 対 す る 反 応 性 が 極 め て
高 く 、 そ れ 自 身 お よ び 生 成 し た AGEsも 、 細 胞 に 対 す る 毒 性 が 強 い も の で あ る 。 し た が っ て
、 こ の よ う な 3,4-DGE由 来 AGEsを 検 出 す る 本 発 明 の 方 法 を 、 例 え ば 、 臨 床 医 療 等 に 利 用 す
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れ ば 、 3,4-DGE由 来 AGEsが 影 響 す る と 考 え ら れ る 疾 患 の 診 断 や 予 防 に 有 用 で あ る と 解 さ れ
る 。 具 体 例 と し て は 、 3,4-DGE由 来 AGEsを 検 出 す る こ と に よ っ て 、 糖 尿 病 や 腎 不 全 病 態 に
関 連 す る 各 種 疾 患 ； 糖 尿 病 や 腎 不 全 の 合 併 症 ； 老 化 に 伴 う 疾 患 ； 腹 膜 繊 維 症 、 腹 膜 硬 化 症
お よ び 硬 化 性 被 嚢 性 腹 膜 硬 化 症 等 の 腹 膜 透 析 に 付 随 す る 合 併 症 ； 等 に つ い て 、 発 症 の 可 能
性 、 発 症 程 度 、 進 行 度 等 を 判 断 で き る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 抗 原 抗 体 反 応 は 、 例 え ば 、 EIA法 （ 例 え ば 、 競 合 的 EIA法 、 間 接 的 EIA法 ） や RIA法 、
蛍 光 免 疫 測 定 法 （ FIA） 、 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 （ CLIA） 、 免 疫 比 濁 法 （ TIA） や ラ テ ッ ク ス
免 疫 比 濁 法 （ LTIA） 、 金 コ ロ イ ド 粒 子 法 等 の 免 疫 凝 集 法 等 に よ り 検 出 で き る 。 例 え ば 、 抗
AGEs抗 体 と 試 料 （ 抗 原 AGEs含 有 試 料 ） と を 反 応 さ せ 、 こ の 反 応 液 を 、 予 め 抗 原 AGEsを 固 定
化 し た 担 体 に 添 加 す る 。 こ こ で 、 前 記 反 応 液 に お い て 試 料 中 の 抗 原 と 反 応 し な か っ た 抗 体
は 、 前 記 固 定 化 抗 原 AGEsと 結 合 す る こ と と な る 。 続 い て 、 前 記 担 体 か ら 前 記 反 応 液 を 除 去
し 、 前 記 抗 AGEs抗 体 に 対 す る 標 識 化 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） を 添 加 す る 。 こ れ に よ っ て 、 前 記 二
次 抗 体 を 、 固 定 化 抗 原 AGEsに 結 合 し た 抗 AGEs抗 体 に 結 合 さ せ 、 最 終 的 に 結 合 し た 前 記 二 次
抗 体 の 標 識 を 検 出 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 担 体 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 ビ ー ズ 、 プ レ ー ト （ 例 え ば 、 イ ム ノ プ レ
ー ト ） 、 チ ュ ー ブ 等 が あ げ ら れ る 。 ま た 、 前 記 標 識 と し て は 、 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 放 射 性 同 位 元 素 等 が あ げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 抗 体 の 標 識 化 は 、 標 識 の 種 類 に 応 じ て 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 前 記 標 識 が 、 例 え
ば 、 酵 素 の 場 合 に は 、 酵 素 反 応 に よ り 発 色 す る 基 質 を 添 加 し て 、 前 記 基 質 の 発 色 程 度 を 吸
光 度 等 に よ り 測 定 す れ ば よ い 。 ま た 、 放 射 性 同 位 元 素 の 場 合 に は 、 例 え ば 、 シ ン チ レ ー シ
ョ ン カ ウ ン タ ー で 放 射 活 性 を 測 定 す れ ば よ い 。 こ の よ う な 吸 光 度 や 放 射 活 性 、 蛍 光 強 度 等
は 、 固 定 化 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 の 量 と 相 対 関 係 に あ る た め 、 例 え ば 、 予 め 準 備 し た 検
量 線 等 を 用 い て 抗 体 量 を 定 量 で き る 。 ま た 、 固 定 化 抗 原 に 結 合 し て い る 抗 体 量 は 、 試 料 中
の 抗 原 と 反 応 し な か っ た フ リ ー の 抗 体 で あ る 。 し た が っ て 、 フ リ ー の 抗 体 量 か ら 試 料 中 の
抗 原 と 結 合 し た 抗 体 が 算 出 で き 、 こ れ が 試 料 中 に 含 ま れ る 抗 原 に 相 当 す る こ と か ら 、 前 記
試 料 中 の 抗 原 AGEsも 定 量 可 能 と な る 。 な お 、 抗 原 抗 体 反 応 の 検 出 方 法 は 、 こ れ ら の 方 法 に
は 何 ら 制 限 さ れ ず 、 従 来 公 知 の 方 法 が 採 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 検 出 方 法 に お け る 被 検 試 料 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 血 清 、 血 漿 、 血 液 、 尿 、
髄 液 等 の 体 液 、 生 体 細 胞 の 抽 出 液 、 菌 体 等 の 培 養 液 等 、 種 々 の も の が 上 げ ら れ る 。 ま た 、
本 発 明 の 検 出 方 法 は 、 生 体 組 織 に 対 し て 直 接 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 つ ぎ に 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 AGEsを 生 成 す る カ ル ボ ニ ル 化 合 物 を 検 出 す る 方 法 に つ
い て 説 明 す る 。 本 発 明 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 の 検 出 方 法 は 、 AGEsに 対 す る 抗 AGEs抗 体 を 用 い
て 、 前 記 AGEsを 生 成 す る 試 料 中 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 カ ル ボ
ニ ル 化 合 物 が 、 3,4-DGEで あ り 、 前 記 AGEsが 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反
応 生 成 物 で あ り 、 前 記 抗 AGEs抗 体 が 、 前 記 本 発 明 の 抗 AGEs抗 体 で あ り 、 前 記 試 料 中 の 3,4-
DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と を 反 応 さ せ る 工 程 、 前 記 反 応 に よ る 生 成 物 と 前 記 抗 AGE
s抗 体 と を 反 応 さ せ る 工 程 、 前 記 生 成 物 と 前 記 抗 AGEs抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 、 生 成
し た AGEsを 検 出 す る 工 程 、 お よ び 、 前 記 AGEsの 有 無 ま た は 量 か ら 、 試 料 中 の 3,4-DGEを 定
性 ま た は 定 量 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 前 述 の よ う に 3,4-DGEは 、 そ れ 自 身 ま た は そ れ に よ り 生 成 し た AGEsも 、 細 胞 に 対 す る 毒
性 が 強 い も の で あ る 。 こ の た め 、 例 え ば 、 透 析 液 等 に 3,4-DGEが 含 ま れ る と 、 こ れ ら が 投
与 さ れ た 生 体 に は 3,4-DGE由 来 AGEsが 発 生 し 、 生 体 に 影 響 を 及 ぼ す お そ れ が あ る 。 本 発 明
の 3,4-DGEの 検 出 方 法 に よ れ ば 、 例 え ば 、 前 記 透 析 液 等 の 試 料 に お け る 3,4-DGEの 存 在 を 確
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認 （ 定 性 ） し た り 、 そ の 含 量 を 定 量 で き る た め 、 危 険 性 の 低 い 透 析 液 で あ る か 否 か を 評 価
す る こ と が で き 、 医 療 面 に お い て 極 め て 有 用 な 品 質 の 判 断 方 法 に な る と 言 え る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 の 検 出 方 法 を 適 用 す る 被 検 試 料 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い
が 、 例 え ば 、 前 述 の よ う な 透 析 液 、 点 滴 液 、 注 射 液 、 飲 料 等 の 食 品 類 等 が あ げ ら れ る 。 特
に 、 透 析 液 や 点 滴 液 は 、 一 般 に 糖 類 が 含 ま れ て お り 、 滅 菌 の た め の 加 熱 処 理 に よ っ て 、 そ
の 成 分 が AGEs化 に 関 与 す る 物 質 （ AGEs前 駆 体 ） に 変 化 し て い る 場 合 が あ る 。 し た が っ て 、
予 め 、 本 発 明 の 検 出 方 法 に よ っ て 、 AGEs前 駆 体 で あ る 3,4-DGEの 存 在 を 確 認 す る こ と に よ
っ て 、 よ り 安 全 性 の 高 い 透 析 液 や 点 滴 液 等 を 患 者 に 提 供 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 試 料 と タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 予 め 反 応 さ せ て お き 、 こ の 反 応 生
成 物 に 本 発 明 の 抗 体 を 反 応 さ せ る 以 外 は 、 前 述 の 本 発 明 の AGEs検 出 方 法 と 同 様 に し て 行 う
こ と が で き る 。 す な わ ち 、 試 料 を タ ン パ ク 質 等 と 反 応 さ せ て 、 こ の 反 応 生 成 物 と 本 発 明 の
抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 が 確 認 さ れ た 場 合 に は 、 3,4-DGE由 来 AGEsが 生 成 さ れ て い る こ と と
な る た め 、 前 記 試 料 中 に は 3,4-DGEが 存 在 す る と 判 断 で き る 。 ま た 、 抗 原 抗 体 反 応 の 程 度
に よ っ て 、 3,4-DGEの 含 有 量 も 定 量 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 前 記 試 料 と 反 応 さ せ る タ ン パ ク 質 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 血 清 ア ル ブ ミ ン や ヘ モ グ
ロ ビ ン 等 を あ げ る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 試 料 で あ る 点 滴 液 等 が 投 与 さ れ た 場 合 に 、 前
記 点 滴 液 と 接 触 す る 可 能 性 が 高 い 組 織 の タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と も 好 ま し い 。 こ れ に よ
っ て 、 さ ら に 生 体 へ 投 与 し た 際 の AGEs化 を 十 分 に 予 測 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 試 薬 は 、 AGEsに 対 す る 抗 AGEs抗 体 を 含 む 免 疫 試 薬 で あ っ て 、 前 記 AG
Esが 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 反 応 生 成 物 で あ り 、 前 記 抗 AGEs抗 体 が 、
前 記 本 発 明 の 抗 AGEs抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 の 免 疫 試 薬 は 、 前 述 の 本 発 明 の
AGEs検 出 方 法 や 3,4-DGEの 検 出 方 法 に 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 使 用 方 法 は 、 本 発 明 の 抗 A
GEs抗 体 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 試 薬 に お い て 、 抗 AGEs抗 体 は 、 例 え ば 、 抗 原 抗 体 反 応 の 検 出 方 法 に
応 じ て 、 各 種 標 識 物 質 に よ り 標 識 化 さ れ て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 試 薬 は 、 本 発 明 の
抗 AGEs抗 体 を 含 ん で い れ ば よ く 、 そ の 他 の 構 成 は 何 ら 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 お よ び 比 較 例 に よ り 本 発 明 を 更 に 具 体 的 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 。 な お 、 特 に 示 さ な い 限 り 、 「 ％ 」 は 質 量 ％ を 示 す 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 抗 3,4-DGE由 来 AGEsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 （ １ ） AGEs抗 原 （ 3,4-DGE由 来 AGEs） の 調 製
　 ま ず 、 500mMの 3,4-DGE水 溶 液 を 調 製 し た 。 一 方 、 0.2Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (PB： pH7
.4)に 、 RSA（ 10mg/ml） と DTPA（ 5mM） と を 溶 解 し 、 さ ら に 、 3,4-DGE量 が RSA中 の NH 2 基 の 2
.5等 量 と な る よ う に 前 記 3,4-DGE水 溶 液 を 混 合 し た 。 こ の 混 合 液 を 0.2μ mフ ィ ル タ ー で 濾
過 滅 菌 し て か ら 、 37℃ で 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 さ ら に 、 3,4-DGE量 が RSA中 の NH 2 基 の 2.
5等 量 と な る よ う に 前 記 3,4-DGE水 溶 液 を 再 び 添 加 し て 、 37℃ で 4日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 そ し て 、 こ の 反 応 液 を 脱 塩 カ ラ ム （ 商 品 名 PD-10、 Amarsham Biosciences社 製 ） に 供 し
、 そ の 回 収 液 を PBS(-)で 一 昼 夜 透 析 す る こ と に よ り 脱 塩 と 低 分 子 化 合 物 の 除 去 を 行 っ た 。
前 記 PBSは 、 0.15M塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 10ｍ Mリ ン 酸 緩 衝 液 で あ る 。 こ の 透 析 後 の 溶 液 を 0.2
μ mフ ィ ル タ ー で 濾 過 滅 菌 し 、 抗 原 （ 3,4-DGE由 来 AGEs） 溶 液 と し た 。 な お 、 こ の 抗 原 溶 液
の 濃 度 は 、 タ ン パ ク 質 濃 度 7mg/mlと し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 (２ )ウ サ ギ へ の 免 疫
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　 前 記 抗 原 溶 液 （ タ ン パ ク 質 濃 度 ： 7mg/ml） を 、 等 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混
合 し て エ マ ル ジ ョ ン 化 さ せ 、 こ の エ マ ル ジ ョ ン を 、 ウ サ ギ の 背 部 皮 下 数 箇 所 に 隔 週 投 与 し
た 。 な お 、 １ 回 の 投 与 量 は タ ン パ ク 質 量 で 5mg/匹 と し た 。 免 疫 開 始 時 よ り 経 時 的 に 採 血 を
行 い 、 間 接 ELISA法 に よ り 抗 体 価 を 確 認 し た 結 果 、 合 計 5回 の 背 部 皮 下 免 疫 で 抗 体 価 の 上 昇
が 十 分 で あ る と 判 断 で き た 。 こ の た め 、 最 終 回 （ 6回 目 ） の 投 与 は 、 前 記 抗 原 溶 液 を そ の
ま ま ウ サ ギ の 耳 静 脈 へ 投 与 し 、 そ れ か ら 10日 後 に 、 麻 酔 を か け た 状 態 で 、 免 疫 し た ウ サ ギ
か ら 全 採 血 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 (３ )抗 3,4-DGE由 来 AGEsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 （ 3-1） 抗 血 清 の 分 離
　 得 ら れ た ウ サ ギ 血 液 を 室 温 で 約 3時 間 静 置 さ せ 、 血 餅 と 血 清 と を 自 然 分 離 さ せ た 後 、 こ
れ ら を 遠 心 分 離 (3500rpm、 10分 )し て 、 回 収 し た 上 清 を 再 び 遠 心 分 離 (3500rpm、 10分 )し た
。 こ う し て 得 ら れ た 上 清 (抗 血 清 )を 10mlず つ に 小 分 け し て 56℃ で 30分 間 非 働 化 処 理 し 、 使
用 時 ま で -80℃ で 凍 結 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 （ 3-2） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 前 記 処 理 を 行 っ た 抗 血 清 10mlを 、 等 量 の 0.02Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH7.0)と 混 合 し
た 後 、 0.45μ mフ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 以 下 に 示 す 条 件 で 、 IgGア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に 供 し て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 　 　 　 カ ラ ム ： 　 Affi-Gel Protein A Agarose for IgG Purification
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Bio-Rad社 製 ）
　 カ ラ ム サ イ ズ ： 　 10ml(φ 10× 100mm)
　 　 　 　 溶 出 液 ： 　 (A) 0.02Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH7.0)
　 　 　 　 　 　 　 　 　 (B) 0.1Mグ リ シ ン -塩 酸 緩 衝 液 (pH2.7)
　 　 　 溶 出 条 件 ： 　 溶 出 液 (A)か ら (B)へ の ス テ ッ プ グ ラ ジ エ ン ト
　 　 　 　 　 流 速 ： 　 1ml/分
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま ず 、 溶 出 液 （ A） で 平 衡 化 し た 前 記 カ ラ ム に 前 記 抗 血 清 を ア プ ラ イ し 、 前 記 溶 出 液 （ A
） に よ り 溶 出 を 行 っ た 。 そ し て 、 溶 出 画 分 の 波 長 280nmの 吸 光 度 を 順 次 測 定 し 、 前 記 溶 出
画 分 の 吸 光 度 が ほ ぼ 0に な っ た 時 点 で 、 溶 出 液 を 溶 出 液 （ B） に 置 換 し た 。 溶 出 液 (B)に よ
る 溶 出 画 分 （ タ ン パ ク 質 画 分 ） を 回 収 し 、 こ の 回 収 画 分 に 1Mト リ ス -HCl緩 衝 液 （ pH9.0）
を 加 え て 中 和 し た 後 、 約 10mlに な る ま で 遠 心 濃 縮 し 、 こ れ を 精 製 抗 3,4-DGE由 来 AGEsポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 液 と し た (タ ン パ ク 質 濃 度 9.7mg/ml)。 な お 、 前 記 抗 体 は 、 1mlず つ に 小
分 け し て 使 用 時 ま で -80℃ で 凍 結 保 存 し た 。 得 ら れ た 抗 3,4-DGE由 来 AGEsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 に つ い て 、 実 施 例 ２ ～ ５ に お い て そ の 性 質 等 の 確 認 を 行 っ た 。 な お 、 本 実 施 例 １ の 方 法
に 基 づ い て 、 数 回 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 し た 結 果 、 同 様 の 抗 体 が 再 現 性 を も っ て 得
ら れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 3,4-DGE由 来 AGEsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 、 そ の 結 合 定 数 を
確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 結 合 定 数 は 、 競 合 ELISA法 に よ り 決 定 し た 。 ま ず 、 実 施 例 １ で 調 製 し た 抗 原 溶 液 を 1μ g
／ mlと な る よ う に 50mM炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 で 希 釈 し た 。 こ れ を 96穴 イ ム ノ プ レ ー ト に １
ウ ェ ル 当 た り 100μ l加 え 、 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 抗 原 を 固 相 化 し た 。 2時 間 後
、 抗 原 溶 液 を 除 去 し て 、 各 ウ ェ ル を 0.05％ Tween20含 有 PBS（ TPBS） で 洗 浄 し た 後 、 0.5％
ス キ ム ミ ル ク 含 有 PBSを 1ウ ェ ル 当 た り 300μ l加 え 、 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 抗 原
が 固 定 さ れ て い な い 部 分 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 2時 間 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 除 去 し て TPB
Sで 洗 浄 し た 後 、 こ こ に 、 0.1％ グ リ セ リ ン お よ び 0.1％ Tween20含 有 50mlト リ ス -HCl緩 衝 液
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（ pH7.4： TB） で 希 釈 し た 様 々 な 濃 度 の 抗 原 溶 液 50μ lと 、 0.1％ ス キ ム ミ ル ク 含 有 TBで 250
0倍 希 釈 し た 実 施 例 1の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） 溶 液 50μ lと を 加 え て 、 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 2時 間 後 、 反 応 液 を 除 去 し 、 TPBSで 洗 浄 し て か ら 、 0.3％ ス キ ム ミ ル ク 含 有 TBで 22
50倍 希 釈 し た 前 記 一 次 抗 体 に 対 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体
溶 液 （ 凍 結 乾 燥 品 （ CHEMICON社 製 ） に 水 1mlと グ リ セ リ ン 1mlと を 加 え て 溶 解 し た 溶 液 ） 10
0μ lを 加 え 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 1時 間 後 、 反 応 液 を 除 去 し 、 TPBSで 洗 浄 し
て か ら 、 発 色 試 薬 （ 水 ９ mlに 商 品 名 Diethanolamine Substrate Buffer（ 5ｘ ） （ PIERCE社
製 ） ２ mlと 商 品 名 ImmunoPure PNP PTablets（ PIERCE社 製 ） ２ 錠 と を 溶 解 し た も の ） を １
ウ ェ ル 当 た り 100μ l加 え 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 １ ウ ェ
ル 当 た り ２ M水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 50μ lを 加 え て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 反 応 を 停 止
さ せ 、 405nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 そ し て 、 以 下 の 式 よ り 図 １ の グ ラ フ を 作 成 し 、
解 離 定 数 Kdを 算 出 し た 。
　 　 　 Kd = k2/k1 = [Agf][Abf]/[AgAb]
　 　 　 　 [Agf]： 遊 離 の 抗 原 濃 度
　 　 　 　 [Abf]： 遊 離 の 抗 体 濃 度
　 　 　 　 [AgAb]： 抗 原 抗 体 複 合 体 の 濃 度
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 前 記 図 １ か ら 求 め た 解 離 定 数 Kdは 、 5.7× 10 - 9 (M)で あ っ た 。 ま た 、 結 合 定 数 Kaは 、 解 離
定 数 Kdの 逆 数 で あ る こ と か ら 、 1.8× 10 8 (M - 1 )と 算 出 さ れ た 。 一 般 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 結 合 定 数 は 、 10 7 ～ 10 9 (M - 1 )で あ る た め 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 体 は 、 抗 原 と の 結 合
力 が 十 分 で あ る と 言 え る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 3,4-DGE由 来 AGEsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 、 そ の 反 応 特 異 性
を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 結 合 定 数 の 測 定 と 同 様 の 競 合 ELISA法 な ら び に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ っ て 、 3
,4-DGE由 来 AGEsタ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 を 確 認 し た 。 以 下 に 示 す 各 種 AGEs化 タ ン パ ク 質
は 、 前 記 実 施 例 １ に お け る 「 （ １ ） 抗 原 の 調 製 」 と 同 様 に し て 調 製 し た 。 な お 、 Glu-BSA
は 、 0.2M PB(pH7.4)に BSA（ 10mg/ml） と DTPA（ 5mM） と を 溶 解 し 、 こ れ に 100mMと な る よ う
に Gluを 添 加 し 、 37℃ で 8週 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 （ １ ） 競 合 ELISA法
　 競 合 阻 害 物 質 と し て 、 3,4-DGEで AGEs化 し た タ ン パ ク 質 「 3,4-DGE-RSA」 、 native タ ン
パ ク 質 「 RSA、 BSA、 HSA」 、 3,4-DGE以 外 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 （ MGO、 GO、 3-DG） で AGEs化
さ せ た タ ン パ ク 質 「 MGO-BSA、 GO-BSA、 3-DG-BSA」 、 な ら び に 、 糖 化 タ ン パ ク 質 「 glycate
d HSA(SIGMA社 製 ： 商 品 名 A-8301)」 を 使 用 し た 以 外 は 、 前 記 実 施 例 ２ と 同 様 に し て ELISA
法 に よ り 反 応 特 異 性 を 評 価 し た 。 こ の 結 果 を 、 図 ２ （ Ａ ） （ Ｂ ） に 示 す 。 同 図 に お い て （
Ａ ） は 、 3,4-DGE-RSA、 native タ ン パ ク 質 お よ び glycated HSAの 結 果 を 示 す グ ラ フ 、 （ Ｂ
） は 、 3,4-DGE-RSAお よ び 他 の AGEs化 タ ン パ ク 質 の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ま た 、 同 図
に お け る 「 B」 は 競 合 阻 害 物 質 を ウ ェ ル に 加 え た 場 合 の 405nmに お け る 吸 光 度 を 、 「 BO」 は
競 合 阻 害 物 質 を ウ ェ ル に 加 え て い な い 場 合 の 405nmに お け る 吸 光 度 を 示 し 、 競 合 物 質 の 単
位 （ μ g/ml） は 、 ウ ェ ル に 添 加 し た 競 合 阻 害 物 質 の 濃 度 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 ２ （ Ａ ） に 示 す よ う に 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 native タ ン パ
ク 質 お よ び glycated HSAと は 交 差 反 応 を 示 さ ず 、 ま た 、 同 図 （ Ｂ ） に 示 す よ う に 、 他 の AG
Es化 タ ン パ ク 質 と も 交 差 反 応 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 （ ２ ） ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法
　 3,4-DGEで AGEs化 し た タ ン パ ク 質 「 3,4-DGE-RSA、 3,4-DGE-BSA、 3,4-DGE-HSA」 、 native
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 タ ン パ ク 質 「 RSA、 BSA、 HSA」 、 3,4-DGE以 外 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 （ MGO、 GO、 3-DG、 5-HM
F、 Fur、 AA、 FA、 glycer、 glycol） お よ び Gluで AGEs化 さ せ た タ ン パ ク 質 「 MGO-BSA、 GO-B
SA、 3-DG-BSA、 5-HMF-BSA、 Fur-BSA、 AA-BSA、 FA-BSA、 glycer-BSA、 glycol-BSA、 Glu-BS
A」 を 試 料 と し て 使 用 し た 。 こ れ ら の 試 料 （ 各 １ μ ｇ ） を SDS-PAGEに 供 し 、 タ ン パ ク 質 バ
ン ド を PVDF（ ポ リ ビ ニ リ デ ン フ ル オ リ ド ） メ ン ブ レ ン に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 こ の メ ン ブ
レ ン を 0.3％ ス キ ム ミ ル ク 含 有 TTBS（ 0.15M塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 0.1％ Tween20含 有 25mMト
リ ス -HCl緩 衝 液 （ pH7.4） ） に 浸 し 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。
イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 除 去 し 、 TTBSで 洗 浄 し て か ら 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液
で 12000倍 希 釈 し た 実 施 例 1の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） 溶 液 に 浸 し て 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 一 次 抗 体 溶 液 を 除 去 し 、 TTBSで 洗 浄 し て か ら 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶
液 で 12000倍 希 釈 し た 前 記 一 次 抗 体 に 対 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ I
gG抗 体 溶 液 （ CHEMICON社 製 ） に 浸 し 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト
後 、 反 応 液 を 除 去 し 、 TTBSで 洗 浄 し て か ら 、 使 用 説 明 書 に 従 っ て 調 製 し た 発 色 試 薬 （ BCIP
／ NBT（ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム ／ 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -イ ン ド リ ル リ ン 酸 ） ； プ ロ メ
ガ 社 製 ） で 発 色 さ せ た 。 こ の 結 果 を 図 ３ の 写 真 に 示 す 。 な お 、 前 記 5-HMFは 5-ヒ ド ロ キ シ
メ チ ル -フ ル フ ラ ー ル を 、 前 記 Furは フ ル フ ラ ー ル を 、 前 記 AAは ア セ ト ア ル デ ヒ ド を 、 前 記
FAは ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 、 前 記 glycerは グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド を 、 前 記 glycolは グ リ コ ー ル
ア ル デ ヒ ド を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 ３ に 示 す よ う に 、 3,4-DGEで AGEs化 さ れ た 3,4-DGE-BSA（ Lane No.1） 、 3,4-DGE-RSA（
Lane No.3） 、 3,4-DGE-HSA(Lane No.5)に の み 発 色 が 確 認 さ れ 、 native タ ン パ ク 質 や 他 の
カ ル ボ ニ ル 化 合 物 で AGEs化 し た タ ン パ ク 質 と は 交 差 反 応 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 以 上 の 競 合 ELISA法 な ら び に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 の 結 果 か ら 、 実 施 例 １ の ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 3,4-DGEで AGEs化 さ れ た タ ン パ ク 質 の み を 特 異 的 に 認 識 す る も の で あ
る こ と が わ か っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 3,4-DGEに よ る 細 胞 内 タ ン パ ク 質 の AGEs化 を 行 い 、 実 施 例 １ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ
る AGEsの 検 出 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 20％ FBS（ ウ シ 胎 児 血 清 ） を 含 む M199培 地 （ 以 下 、 「 FBS-M199培 地 」 と い う ） に 懸 濁 し
た ヒ ト 腹 膜 中 皮 細 胞 (HPMC)を 、 8穴 ス ラ イ ド チ ャ ン バ ー に 播 種 し 、 コ ン フ ル エ ン ト に な る
ま で 培 養 し た (37℃ )。 培 養 後 、 前 記 ス ラ イ ド チ ャ ン バ ー か ら 培 地 を 除 去 し 、 M199培 地 で 30
μ M、 250μ Mと な る よ う 希 釈 し た 3,4-DGE溶 液 を HPMCに 曝 露 さ せ た 。 な お 、 コ ン ト ロ ー ル は
、 M199培 地 を 曝 露 さ せ た 。 2時 間 培 養 後 、 前 記 M199培 地 を 除 去 し て か ら 、 HPMCを PBSで 洗 浄
し 、 さ ら に 、 -30℃ の 冷 メ タ ノ ー ル を 注 い で -30℃ で 5分 間 固 定 し た 。 続 い て 、 PBSで 洗 浄 後
、 0.2％ TritonX-100含 有 PBSを 滴 下 し 、 室 温 で 5分 間 お い て 浸 透 化 処 理 を 行 っ た 。 浸 透 化 溶
液 を 除 去 し て PBSで 洗 浄 し た 後 、 5％ 正 常 ブ タ 血 清 （ DAKO社 製 ） 含 有 PBSを 滴 下 し て 室 温 で 5
分 間 お き 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 除 去 し て 5％ 正 常 ブ タ 血 清 含 有 PBS
で 500倍 希 釈 し た 実 施 例 1の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） 溶 液 を 滴 下 し 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 一 次 抗 体 溶 液 を 除 去 し 、 PBSで 洗 浄 し て か ら 、 ５ ％ 正 常 ブ タ 血
清 含 有 PBSで 30倍 希 釈 し た 前 記 一 次 抗 体 に 対 す る FITC標 識 ブ タ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 溶 液 （ DAKO
社 製 ） を 滴 下 し 、 暗 所 に て 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 反 応 液
を 除 去 し 、 PBSで 洗 浄 し て か ら 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 こ の 結 果 を 、 図 ４ の 顕 微 鏡 写 真
に 示 す 。 同 図 に お い て （ ａ ） は 、 3,4-DGEで 暴 露 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 、 （ ｂ ） は 3,4-D
GE濃 度 が 30μ Mの 結 果 、 （ ｃ ） は 3,4-DGE濃 度 が 250μ Mの 結 果 で あ り 、 左 列 が 明 視 野 で の 写
真 、 右 列 が 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 同 図 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） に 示 す よ う に 、 3,4-DGEで 曝 露 し た HPMCに の み に 蛍 光 が 観 察 さ
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れ 、 同 図 （ ａ ） の コ ン ト ロ ー ル で は 蛍 光 は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 実 施 例 １ の
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ヒ ト 細 胞 に お い て 、 暴 露 し た 3,4-DGEで AGEs化 さ れ た タ ン パ ク 質
に の み 特 異 的 に 結 合 し 、 ま た 、 ヒ ト 細 胞 の 抗 体 染 色 に 使 用 で き る こ と が わ か っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ６ １ 】
　 腹 膜 透 析 の モ デ ル ラ ッ ト に つ い て 、 腹 膜 に お け る 3,4-DGE由 来 AGEsの 蓄 積 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 2群 の ラ ッ ト 腹 腔 に 、 そ れ ぞ れ 3,4-DGE濃 度 が 2μ M、 58μ Mの 透 析 液 を 30日 間 に 渡 っ て 投
与 し た （ 2回 ／ 日 ： 各 群 7匹 ） 。 な お 、 コ ン ト ロ ー ル 群 （ 7匹 ） は 、 透 析 液 を 投 与 せ ず 針 刺
し の み と し た 。 各 ラ ッ ト か ら 壁 側 腹 膜 を 採 取 し て 凍 結 包 埋 し 、 薄 切 切 片 を 作 製 し た 。 こ の
切 片 を パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 し 、 0.5％ ス キ ム ミ ル ク 含 有 PBSで 500倍 希 釈 し た 実 施 例 1
の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） 溶 液 を 滴 下 し 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後
、 一 次 抗 体 溶 液 を 除 去 し 、 TTBSで 洗 浄 し て か ら 、 使 用 説 明 書 に 従 っ て 前 記 一 次 抗 体 に 対 す
る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 二 次 抗 体 キ ッ ト （ 商 品 名 DAKO LSAB ２ System Alkaline Ph
osphatase； DAKO仕 製 ） で 処 理 し た 。 反 応 液 を 除 去 し て TTBSで 洗 浄 し た 後 、 使 用 説 明 書 に
従 っ て 調 製 し た 発 色 試 薬 （ 商 品 名 ニ ュ ー フ ク シ ン ； DAKO社 製 ） で 発 色 さ せ た 。 こ の 結 果 を
、 図 ５ の 写 真 に 示 す 。 同 図 に お い て （ Ａ ） は 、 コ ン ト ロ ー ル で あ り 、 （ Ｂ ） は 、 2μ M 3,4
-DGE含 有 透 析 液 で 透 析 し た ラ ッ ト の 結 果 を 示 す 写 真 で あ り 、 （ Ｃ ） は 、 58μ M 3,4-DGE含
有 透 析 液 で 透 析 し た ラ ッ ト の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 同 図 に 示 す よ う に 、 コ ン ト ロ ー ル （ 同 図 （ Ａ ） ） に 比 べ て 、 前 記 3,4-DGE含 有 透 析 液 で
透 析 し た ラ ッ ト （ 同 図 （ Ｂ ） 、 （ Ｃ ） ） に お い て 、 発 色 が 確 認 さ れ 、 特 に 3,4-DGE含 有 量
が 多 い ラ ッ ト に お い て 強 い 発 色 が 見 ら れ た （ 同 図 （ Ｃ ） ） 。 こ の こ と か ら 、 透 析 液 に 含 ま
れ る 3,4-DGEに よ っ て 、 腹 膜 組 織 が AGEs化 さ れ て い る こ と が 推 測 さ れ る 。 ま た 、 こ の 実 験
よ り 、 実 施 例 １ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ れ ば 、 生 体 組 織 の 抗 体 染 色 も 可 能 で あ る と い え
る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 前 記 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 に よ っ て 抗 3,4-DGE由 来 AGEsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 し 、
反 応 特 異 性 お よ び 結 合 定 数 に よ り 、 前 記 実 施 例 １ の 抗 体 と の 比 較 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 反 応 特 異 性 は 、 前 記 実 施 例 ３ と 同 様 に 競 合 ELISA法 に よ り 確 認 し た 。 こ の 結 果 を 、 図 ６
（ Ａ ） （ Ｂ ） に 示 す 。 同 図 に お い て （ Ａ ） は 、 3,4-DGE-RSA、 native タ ン パ ク 質 お よ び gl
ycated HSAの 結 果 を 示 す グ ラ フ 、 （ Ｂ ） は 、 3,4-DGE-RSAお よ び 他 の AGEs化 タ ン パ ク 質 の
結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ま た 、 同 図 に お け る 「 B」 お よ び 「 BO」 は 前 述 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の 結 果 を 、 前 記 実 施 例 １ で 調 製 し た 抗 体 の 結 果 （ 図 ２ （ Ａ ） （ Ｂ ） ） と 比 較 す る と 、
実 施 例 ６ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 native タ ン パ ク 質 お よ び glycated HSAと は 交 差 反 応
を 示 さ ず 、 ま た 、 同 図 （ Ｂ ） に 示 す よ う に 、 他 の AGEs化 タ ン パ ク 質 と も 交 差 反 応 を 示 さ ず
、 実 施 例 １ の 抗 体 と 同 様 の 挙 動 を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 結 合 定 数 は 、 前 記 実 施 例 ２ と 同 様 に 競 合 ELISA法 に よ り 決 定 し 、 同 様 に し て 、 図 ７ に 示
す グ ラ フ か ら 結 合 定 数 を 算 出 し た 。 こ の 結 果 、 前 記 図 ７ か ら 求 め た 結 合 定 数 解 は 1.9× 10 8

(M - 1 )と 算 出 さ れ 、 前 記 実 施 例 ２ に お け る 実 施 例 １ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 定 数 と 同
程 度 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 前 記 実 施 例 １ の 方 法 に 基 づ い て 、 再 現 性
よ く 同 様 の 抗 体 が 得 ら れ る こ と が わ か る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 反 応 時 間 が 異 な る AGEs抗 原 （ 3,4-DGE由 来 AGEs） を 調 製 し 、 反 応 時 間 に 関 わ ら ず 、 前 記
実 施 例 １ の 抗 3,4-DGE由 来 AGEsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 検 出 が 可 能 で あ る か 否 か を 確 認
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し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 PBS(pH7.4)に BSA（ 5mg/ml） を 溶 解 し 、 さ ら に 、 3,4-DGE量 が BSA中 の NH 2 基 の 4等 量 と な
る よ う に 前 記 3,4-DGE水 溶 液 を 混 合 し 、 37℃ で 所 定 時 間 （ 2, 4, 8, 24, 72, 168時 間 ） イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 以 外 は 、 前 記 実 施 例 １ と 同 様 に し て 抗 原 （ 3,4-DGE由 来 AGEs） を 調 製 し
た 。 そ し て 、 得 ら れ た 各 抗 原 と 、 実 施 例 １ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 性 を 、 前 記 実 施
例 ３ と 同 様 の 競 合 ELISA法 に よ り 評 価 し た 。 こ の 結 果 を 、 図 ８ の グ ラ フ に 示 す 。 な お 、 同
図 に お け る 「 B」 お よ び 「 BO」 は 、 前 述 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 同 図 に 示 す よ う に 、 各 抗 原 に 対 す る 結 果 は 全 て 同 様 に 右 下 が り の 挙 動 を 示 し 、 そ の 反 応
性 は 競 合 濃 度 に 依 存 的 で あ る こ と が わ か る 。 こ の 結 果 よ り 、 タ ン パ ク 質 と 3,4-DGEと の 反
応 時 間 に 関 わ ら ず 、 同 様 の AGEsが 生 成 し て い る と い え る 。 な お 、 反 応 時 間 に 依 存 し て B/BO
値 が 減 少 し て い る こ と よ り 、 反 応 時 間 に よ っ て AGEs化 の 程 度 が 異 な る と 言 え 、 タ ン パ ク 質
の 完 全 な AGEs化 に は 、 例 え ば 、 72時 間 程 度 の イ ン キ ュ ベ ー ト を 要 す る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 （ 参 考 例 １ ）
　 3,4-DGEに よ る タ ン パ ク 質 の AGEs化 を 行 い 、 得 ら れ た AGEsの 反 応 性 や 物 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 （ 外 観 ）
　 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 （ 3,4-DGE、 MGO、 GO、 3-DG、 Glu） を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 BSAの AGEs化
を 行 っ た 。 ま ず 、 BSA(シ グ マ 社 製 ； 商 品 名 A-0281)を 濃 度 5mg/ml(塩 基 性 ア ミ ノ 酸 残 基 6.2m
M)と な る よ う に 、 PBS(pH7.4)に 溶 解 し て BSA溶 液 を 調 製 し た 。 前 記 BSA溶 液 に 、 カ ル ボ ニ ル
化 合 物 を 濃 度 25mM(BSA中 の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 残 基 の 4当 量 )と な る よ う に 添 加 し 、 37℃ で 所 定
時 間 （ 2、 4、 8、 24、 72、 168時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 な お 、 各 種 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 は
、 500mM 3,4-DGE水 溶 液 （ 自 社 調 製 ） 、 40％  MGO水 溶 液 (シ グ マ 社 製 )、 40％  GO水 溶 液 (和
光 純 薬 工 業 社 製 )、 3-DG(同 仁 化 学 社 製 )、 Glu（ 局 方 、 サ ン エ イ 糖 化 社 製 ） を 用 い た 。 な お
、 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 無 添 加 の も の を 同 様 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を コ ン ト ロ ー ル と し た
。 イ ン キ ュ ベ ー ト 168時 間 後 の 反 応 液 の 外 観 を 、 図 ９ の 写 真 に 示 す 。 同 図 に お い て 、 左 か
ら 3,4-DGE（ DGE） 、 MGO、 GO、 3-DG（ 3DG） 、 Glu、 Blank（ コ ン ト ロ ー ル ） の 結 果 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 3,4-DGEを 用 い た 場 合 、 反 応 液 は 約 ２ 時 間 で 着 色 し 、 そ の 後 経 時 的 に 褐 色 の 色 味 が 強 く
な り 、 168時 間 後 に は 図 示 の よ う に 濃 い 褐 色 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 図 示 の よ う に 、 Gluと の
反 応 液 で は 褐 色 化 が 確 認 さ れ ず 、 AGEs化 の メ デ ィ エ ー タ と し て 知 ら れ る MGO、 GO、 3-DGに
つ い て は 褐 色 化 が 見 ら れ る こ と か ら 、 3,4-DGEに つ い て 、 MGO、 GO、 3-DGと 同 様 に 、 メ イ ラ
ー ド 反 応 後 期 の AGEs化 が 起 こ っ て い る と 言 え る 。 さ ら に 、 褐 色 が 濃 い こ と か ら 、 3,4-DGE
の タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 が 強 力 で あ る こ と も わ か る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 （ 蛍 光 強 度 ）
　 前 述 の よ う に し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 反 応 液 を サ ン プ リ ン グ し 、 こ れ ら の サ ン プ リ ン グ
反 応 液 を 、 脱 塩 カ ラ ム （ 商 品 名 PD-10、 amersham pharmacia biotech社 製 ） に 供 し て 脱 塩
し た 。 脱 塩 後 の 反 応 液 に つ い て 、 BCA protein assay kit(Pierce社 製 )を 用 い て BSA濃 度 を
測 定 し 、 そ の 濃 度 が 1.0mg/mlと な る よ う 水 で 希 釈 し た も の を 試 料 溶 液 と し た 。 な お 、 こ れ
ら の 試 料 溶 液 は 、 使 用 時 ま で -30℃ で 凍 結 保 存 し た 。 こ れ ら の 試 料 溶 液 を 96穴 白 色 プ レ ー
ト に 分 注 し 、 励 起 波 長 360nm、 蛍 光 波 長 430nmで 蛍 光 強 度 を 測 定 し た （ 測 定 装 置 ： 商 品 名 SP
ECTRAFLUOR PLUS、 TECAN社 製 ） し た 。 こ れ ら の 結 果 を 図 １ ０ に 示 す 。 な お 、 図 に お い て 「
BSA」 と は 、 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 を 添 加 し て い な い コ ン ト ロ ー ル を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 図 示 の よ う に 、 3,4-DGEを 用 い た 試 料 は 、 他 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 に 比 べ 、 蛍 光 強 度 が 極
め て 強 く 、 24時 間 の 反 応 で ほ ぼ 平 衡 に 達 し た 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 （ 3,4-DGE、 3-DG、 GO、 MGO） に つ い て の 前 記 試 料 溶 液 に つ い て 、 既 知
の AGEsで あ る ペ ン ト シ ジ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル リ ジ ン （ CML） 、 メ イ ラ ー ド 反 応 生 成 物 （ M
RX： 8-hydroxy-5-methyldihydrothiazo1o［ 3,2-α ］ ） の 生 成 の 有 無 を 、 ELISA法 に よ り 確
認 し た 。 そ の 結 果 、 GOを 用 い た 反 応 液 は 、 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 段 階 で 、 す で に BSA1
分 子 あ た り 3.025分 子 の CML生 成 が 、 168時 間 後 で 、 BSA1分 子 あ た り 3.7分 子 の CMLの 生 成 が
確 認 さ れ た 。 ま た 、 MGOを 用 い た 反 応 液 は 、 168時 間 経 過 に 、 BSA1分 子 あ た り 0.0028分 子 の
ペ ン ト シ ジ ン が 確 認 さ れ た 。 こ れ に 対 し て 、 3,4-DGEを 用 い た 反 応 液 か ら は 、 CML、 ペ ン ト
シ ジ ン 、 MRX全 て に つ い て 生 成 は 確 認 さ れ な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 3,4-DGEに よ り 生 成 さ
れ る AGEsは 、 従 来 公 知 の AGEsと は 異 な る こ と は 明 ら か と い え る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 前 述 の 試 料 溶 液 を 凍 結 乾 燥 し た 後 、 6N塩 酸 中 で 酸 加 水 分 解 し た (120℃ 、 24時 間 )。 こ れ
を 、 従 来 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 ダ ン シ ル ク ロ ラ イ ド で 誘 導 体 化 し 、 HPLCで 分 離 し 、 試 料 中
の ア ル ギ ニ ン (Arg)お よ び リ ジ ン (Lys)残 基 量 を 調 べ た (n=3)。 こ の 結 果 を 、 図 １ １ （ Ａ ）
（ Ｂ ） に 示 す 。 同 図 （ Ａ ） は 、 Arg残 基 の 残 存 率 を 示 す グ ラ フ で あ り 、 （ Ｂ ） は 、 Lys残 基
の 残 存 率 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 な お 、 こ の 残 存 率 は 、 未 処 理 の native BSA中 の 残 基 量 を 10
0％ と し た 時 の 残 存 率 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 同 図 （ Ａ ） に 示 す よ う に 、 他 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 に よ る AGEsと 同 様 に 、 フ リ ー の Argお
よ び Lysが 減 少 し た 。 こ の こ と か ら 、 従 来 公 知 の AGEsと 同 様 に 、 Arg残 基 、 Lys残 基 に 、 3,4
-DGEが 反 応 し た と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 予 め 、 等 電 点 マ ー カ ー を 電 気 泳 動 に か け 、 ｐ Iと 移 動 度 と の 検 量 線 を 作 成 し た 。 そ し て
、 前 記 試 料 溶 液 に つ い て も 電 気 泳 動 を 行 い 、 各 試 料 に つ い て 最 も 濃 く 染 色 さ れ た 部 分 を バ
ン ド の 中 心 と し て 、 等 電 点 を 前 記 検 量 線 を 用 い て 算 出 し た 。 な お 、 各 試 料 に つ い て の 等 電
点 の 変 化 を 図 １ ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 同 図 に 示 す よ う に 、 3,4-DGEを 使 用 し た 試 料 は 、 反 応 24時 間 後 に お い て 酸 性 側 へ の シ フ
ト が 確 認 さ れ た 。 こ の こ と よ り 、 24時 間 反 応 さ せ た 時 点 で 、 す で に タ ン パ ク 質 の AGEs化 が
開 始 し て い る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 3,4-DGEお よ び MGOを 使 用 し た 試 料 に つ い て 、 そ れ ぞ れ SDS-PAGEを 行 っ た 。 こ れ ら の 結 果
を 図 １ ３ の 電 気 泳 動 写 真 に 示 す 。 な お 、 同 図 （ Ａ ） が 3,4-DGEの 結 果 、 同 図 （ Ｂ ） が MGOの
結 果 、 レ ー ン は 左 か ら 順 に 、 分 子 量 マ ー カ ー 、 native BSA、 試 料 （ 2、 4、 8、 24、 72、 168
時 間 ） の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 図 示 の よ う に 、 反 応 ２ ～ ４ 時 間 に お い て バ ン ド に 乱 れ が 観 察 さ れ る こ と か ら 、 タ ン パ ク
質 構 造 が 大 き く 変 化 し て AGEs化 が 起 こ っ た と 考 え ら れ る 。 な お 、 公 知 の AGEs化 を 起 こ す カ
ル ボ ニ ル 化 合 物 で あ る MGOに つ い て も 、 ど う よ う に バ ン ド の 変 化 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 （ 参 考 例 ２ ）
　 3,4-DGEを は じ め と す る カ ル ボ ニ ル 化 合 物 に つ い て 、 タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 を 確 認 し た
。 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 と し て は 、 3,4-DGE、 MGO、 GO、 3-DG、 AA、 FA、 Fur、 5-HMF、 Gluを 使
用 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 BSAを 10mg/mLと な る よ う に PBS(pH7.4)に 溶 解 し 、 こ れ に 各 種 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 を 濃 度
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30mmol/Lと な る よ う に 添 加 し て 37℃ で 24時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 BSAの 変 性 (AGEs化 )は
、 反 応 液 の 蛍 光 強 度 (励 起 波 長 360nm、 蛍 光 波 長 430nm)で 評 価 し た 。 こ の 結 果 を 、 図 １ ４ に
示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 同 図 に 示 す よ う に 、 3,4-DGEを 添 加 し た BSA溶 液 は 、 他 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 に 比 べ て 極 め
て 強 い 蛍 光 を 示 し た 。 こ の 結 果 か ら 、 3,4-DGEは タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 に 富 む 、 強 力 な AGE
sの メ デ ィ エ ー タ で あ る 事 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 （ 参 考 例 ３ ）
　 3,4-DGEに 由 来 す る AGEs化 タ ン パ ク 質 の 細 胞 毒 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 各 種 の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 に 由 来 す る AGEs化 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 検 討 す る た め に 、 細
胞 毒 性 試 験 を 実 施 し た 。 な お 、 AGEs化 タ ン パ ク 質 と し て は 、 実 施 例 ３ と 同 様 に し て 調 製 し
た 3,4-DGE-BSA、 MGO-BSA、 GO-BSA、 AA-BSAを 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 FBS-M199培 地 に 懸 濁 し た ヒ ト 腹 膜 中 皮 細 胞 (HPMC)を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト (Iwaki社 製 )に 3
400cells/wellず つ 播 種 し て 1晩 培 養 し た 。 ウ ェ ル 中 の 接 着 細 胞 を 、 1mg/mLと な る よ う に AG
Es化 タ ン パ ク 質 を 溶 解 さ せ た 8.4％ FBSを 含 有 す る M199培 地 （ 0.1mL/well） に 曝 露 し 、 4日
間 培 養 を 行 っ た 。 曝 露 終 了 後 、 前 記 培 地 を 除 去 し 、 10％ の 発 色 基 質 （ 商 品 名 WST-1； タ カ
ラ バ イ オ 社 製 ） を 含 む M199培 地 で 培 養 し 、 40分 後 に お け る 波 長 450nmの 吸 光 度 を 測 定 し て
生 細 胞 数 を 求 め た 。 こ の 結 果 を 図 １ ５ の グ ラ フ に 示 す 。 な お 、 図 に お い て DGE-BSAは 3,4-D
GE-BSAを 示 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 示 の よ う に 、 他 の タ ン パ ク 質 は 細 胞 活 性 に 影 響 を 与 え な か っ た の に 対 し て 、 3,4-DGE
で AGEs化 し た BSA溶 液 に 曝 露 し た 細 胞 は 、 そ の 活 性 が 約 25％ ま で 低 下 し て い た 。 こ の 結 果
か ら 、 3,4-DGEか ら 生 成 す る AGEs化 タ ン パ ク 質 は 、 極 め て 強 い 細 胞 毒 性 を 示 す こ と が 確 認
さ れ た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 腹 膜 透 析 液 に 含 ま れ る 3,4-DGEか ら AGEsが 形 成 さ れ る こ と を 、 前 記 実 施 例 １ で 調 製 し た
抗 体 を 用 い て 検 出 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 腹 膜 透 析 液 と し て 、 3,4-DGEを 含 ま な い 透 析 液 A、 3,4-DGE濃 度 が 15μ Mの 透 析 液 B、 3,4-D
GE濃 度 が 6μ Mの 透 析 液 Cを そ れ ぞ れ 使 用 し た 。 ま ず 、 各 透 析 液 と 200mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
緩 衝 液 （ pH7.4） と を 体 積 比 9:1(v/v)で 混 合 し 、 pHを ７ ． １ ５ ～ ７ ． ２ ７ に 調 整 し た 後 、 2
mg/mlと な る よ う Ｈ Ｓ Ａ （ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ） を 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 を 37℃ で 4週 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た も の を 分 析 試 料 と し た 。 こ れ ら の 各 試 料 3μ gを SDS-PAGEに 供 し 、 前 記 実 施
例 １ で 作 製 し た 抗 体 を 用 い て 、 前 記 実 施 例 ３ と 同 様 に し て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を
行 っ た 。 ま た 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 HSA、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 3,4-DGE-HSAに つ
い て 、 同 様 に SDS-PAGEと ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 な お 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル の 3,4-DG
E-HSAは 、 前 記 実 施 例 ３ と 同 様 に し て 調 製 し た 。 こ の 結 果 を 図 １ ６ に 示 す 。 同 図 に 示 す よ
う に 、 3,4-DGEを 含 む 透 析 液 A、 B、 Cと HSAと を イ ン キ ュ ベ ー ト し て 得 ら れ た 分 析 試 料 で は
、 116ｋ Da、 200kDa付 近 で 、 抗 体 と の 反 応 を 示 す バ ン ド が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の 116ｋ Da、
200kDa付 近 の バ ン ド は 、 HSAの 分 子 量 が 66ｋ Daで あ る こ と か ら 、 3,4-DGEと の 反 応 に よ り 架
橋 し た HSAの 二 量 体 お よ び 三 量 体 と 思 わ れ る 。 こ の よ う に 、 3,4-DGEを 含 有 す る 透 析 液 を 使
用 す る と 、 こ れ と タ ン パ ク 質 と が 反 応 し て 3,4-DGEに 由 来 す る AGEsが 形 成 さ れ る こ と が 確
認 さ れ た 。 ま た 、 前 記 実 施 例 １ で 作 製 し た 抗 体 に よ り こ れ ら の AGEsが 検 出 で き る こ と か ら
、 バ ン ド の 濃 さ を 比 較 す る こ と で 、 生 成 し た AGEsの 定 量 も 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ９ ２ 】
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　 腎 不 全 患 者 の 結 成 タ ン パ ク 質 を 分 析 試 料 と し 、 前 記 実 施 例 １ で 作 製 し た 抗 体 を 用 い て 3,
4-DGE由 来 の AGEsの 有 無 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ９ 人 の 腎 不 全 患 者 の 血 清 タ ン パ ク 質 （ ア ル ブ ミ ン リ ッ チ の 総 タ ン パ ク 質 ） を 試 料 と し 、
そ れ ぞ れ 8μ gを SDS-PAGEに 供 し 、 前 記 実 施 例 １ で 作 製 し た 抗 体 を 用 い て 、 実 施 例 ３ と 同 様
に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 ま た 、 あ わ せ て 健 常 者 の 血 清 タ ン パ ク 質 も 試 料 と
し た 。 陽 性 コ ン ト ロ ー ル は 、 前 記 実 施 例 ８ と 同 様 の 3,4-DGE-HSAを 使 用 し た 。 こ の 結 果 を
図 １ ７ に 示 す 。 な お 、 同 図 に お い て は 、 ９ 人 の 患 者 の う ち 二 名 （ 患 者 Aお よ び 患 者 B） の 結
果 を 示 す 。 同 図 に 示 す よ う に 、 患 者 Aお よ び 患 者 Bの 試 料 で は 、 116kDa付 近 で 抗 体 と の 反 応
を 示 す バ ン ド が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 残 り の ７ 名 の 患 者 に つ い て も 、 同 図 と 同 様 の 結 果 が 得
ら れ た 。 こ れ に 対 し て 健 常 者 に お い て は ほ と ん ど バ ン ド が 確 認 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 か
ら 、 腎 不 全 患 者 の 血 清 に は 、 3,4-DGEに 由 来 す る AGEsが 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 の 抗 AGEs抗 体 に よ れ ば 、 例 え ば 、 3,4-DGE由 来 の AGEsを 検 出 す る
こ と が で き る 。 こ の た め 、 本 発 明 は 、 前 記 3,4-DGE由 来 AGEsの さ ら な る 研 究 や 、 ま た 、 前
記 3,4-DGE由 来 AGEsが 関 与 す る と 考 え ら れ る 各 種 疾 患 の 診 断 等 に 有 用 で あ る と 言 え る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 抗 3,4-DGE-RSA抗 体 の 結 合 定 数 を 求 め る た め
の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ （ A） お よ び （ B） は 、 本 発 明 の 他 の 実 施 例 に お け る 、 抗 3,4-DGE-RSA抗 体 の
反 応 特 異 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に お け る 、 抗 3,4-DGE-RSA抗 体 の ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に お い て 、 ヒ ト 腹 膜 中 皮 細 胞 を 3,4-DGEに 暴
露 し た 後 、 抗 3,4-DGE-RSA抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 を 行 っ た 結 果 を 示 す 写 真 で あ り 、 （ a） は
コ ン ト ロ ー ル で あ り 、 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） が 実 施 例 の 結 果 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に お い て 、 ラ ッ ト 腹 腔 を 透 析 液 に 暴 露 し た 後
、 抗 3,4-DGE-RSA抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 を 行 っ た 結 果 を 示 す 写 真 で あ り 、 （ A） は コ ン ト ロ
ー ル 、 （ B） は 2μ Mの 3,4-DGE含 有 透 析 液 、 （ C） は 58μ Mの 3,4-DGE含 有 透 析 液 を そ れ ぞ れ
使 用 し た 結 果 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ （ A） お よ び （ B） は 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に お け る 、 抗 3,4-DGE-RSA
抗 体 の 反 応 特 異 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 前 記 実 施 例 に お い て 、 抗 3,4-DGE-RSA抗 体 の 結 合 定 数 を 求 め る た め の グ
ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ （ A） お よ び （ B） は 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に お け る 、 抗 3,4-DGE-RS抗
体 と 、 3,4-DGEお よ び タ ン パ ク 質 の 反 応 時 間 が 異 な る AGEs化 タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 を 示 す
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 本 発 明 の 参 考 例 に お い て 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と の 反 応 液 の 呈 色 を 示
す 写 真 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 前 記 参 考 例 に お い て 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と の 反 応 に お け る 、 経
時 的 な 蛍 光 強 度 変 化 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 前 記 参 考 例 に お い て 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と の 反 応 生 成 物 に つ い
て の 、 Arg残 基 お よ び Lys残 基 の 残 存 率 の 経 時 的 変 化 を 示 す グ ラ フ で あ り 、 （ A） が Arg残 基
の 残 存 率 、 （ B） が Lys残 基 の 残 存 率 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 前 記 参 考 例 に お い て 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と の 反 応 生 成 物 に つ い
て の 等 電 点 の 経 時 的 変 化 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 前 記 参 考 例 に お い て 、 3,4-DGEと タ ン パ ク 質 と の 反 応 生 成 物 に つ い
て の SDS-PAGEの 経 時 的 変 化 を 示 す グ ラ フ で あ り 、 （ A） が 3,4-DGEの 結 果 、 （ B） が MGOの 結
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果 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 本 発 明 の 他 の 参 考 例 に お い て 、 各 種 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 の タ ン パ ク 質
に 対 す る 反 応 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 参 考 例 に お い て 、 各 種 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 と タ ン
パ ク 質 の 生 成 物 に つ い て の 細 胞 毒 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に お け る 、 抗 3,4-DGE-RSA抗 体 の ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に お け る 、 抗 3,4-DGE-RSA抗 体 の ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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