
(57)【要約】
【課題】
　フルクトース由来 AGEに対する特異的抗体を作製し、その抗体を使用してフルクトース
由来 AGEを測定する方法を提供する。
【解決手段】
　フルクトース由来 AGEを抗原として免疫した動物から血清を採取し、この血清をフルク
トース由来 AGEによるアフィニティクロマトグラフィーにかけて吸着画分を集め、この吸
着画分を更に CMLによるアフィニティクロマトグラフィーにかけて非吸着画分を集めるこ
とにより、フルクトース由来 AGEを特異的に認識する抗体を得ることに成功した。本発明
の抗体は、フルクトース由来 AGEの測定を可能とし、糖尿病合併症の検査、糖尿病合併症
に有効な薬物の評価、及び、フルクトース由来 AGEと糖尿病性疾患等との関連性を明らか
にする手段等として利用することができる。更に、生活習慣病予防の観点からの飲食物の
安全性評価や健康食品開発に利用することもできる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 フ ル ク ト ー ス -1-リ ン 酸 、 フ ル ク ト ー ス -6-リ ン 酸 、 フ ル ク ト ー ス -1， 6-二 リ ン 酸 、 グ ル
コ ー ス 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 、 グ リ コ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 グ リ オ キ
サ ー ル 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン 、 及 び ア セ ト ア ル デ ヒ ド に 由 来 す る AGEを 認 識 し な い こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1又 は ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 又 は カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く
と も 一 部 に 含 む 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド を 認 識 し な い こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ ３ の い ず
れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 抗 原 と し て 免 疫 し た 動 物 か ら 血 清 を 採 取 し 、 こ の 血 清 を フ ル ク
ト ー ス 由 来 AGEに よ る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て 吸 着 画 分 を 集 め 、 こ の 吸
着 画 分 を 更 に カ ル ボ キ シ メ チ ル リ ジ ン に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て 非
吸 着 画 分 を 集 め る こ と に よ り 調 製 さ れ る 、 請 求 項 1～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 抗 原 と し て 免 疫 し た 動 物 か ら 血 清 を 採 取 し 、 こ の 血 清 を フ ル ク
ト ー ス 由 来 AGEに よ る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て 吸 着 画 分 を 集 め 、 こ の 吸
着 画 分 を 更 に カ ル ボ キ シ メ チ ル リ ジ ン に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て 非
吸 着 画 分 を 集 め る こ と を 特 徴 と す る 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 調
製 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 使 用 し た 免 疫 学 的 測 定 法 に よ る 、 フ ル
ク ト ー ス 由 来 AGEの 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い て 、 被 験 者 か ら 採 取 で き る 検 体 中
の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 検 出 し 、 そ の 検 出 値 に よ り 糖 尿 病 合 併 症 で あ る か ど う か 、 あ る
い は 糖 尿 病 合 併 症 発 症 の 危 険 度 が 高 い か ど う か を 判 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 糖 尿 病 合 併
症 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 の in vitro又 は in vivoの 薬 効 評 価 系 に お い て 、 フ ル ク ト ー
ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い て 、 薬 物 投 与 群 又 は 添 加 群 、 及 び 、 薬 物 未 投 与
群 又 は 未 添 加 群 の 測 定 試 料 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 測 定 し 、 薬 物 未 投 与 群 又 は 未 添 加
群 に 対 し て フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 検 出 量 が 低 下 し て い る 薬 物 投 与 群 又 は 添 加 群 の 薬 物 を
糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 で あ る と 判 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬
物 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い て 、 飲 食 物 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 A
GEを 測 定 し 、 そ の 測 定 値 か ら 、 健 常 人 又 は 健 常 動 物 で の 糖 尿 病 性 合 併 症 類 似 病 態 の 発 症 、
あ る い は 糖 尿 病 患 者 又 は 糖 尿 病 動 物 に お け る 糖 尿 病 性 合 併 症 の 発 症 及 び ／ 又 は 進 展 を 惹 起
さ せ る か ど う か と い う 観 点 か ら の 飲 食 物 の 安 全 性 を 評 価 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 、 及 び 当 該 抗 体 の 用 途 に 関 す
る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 フ ル ク ト ー ス は 食 事 か ら の 重 要 な 糖 質 源 で あ る と と も に 、 そ の 特 徴 的 な 代 謝 機 能 に よ り
、 グ ル コ ー ス 代 謝 不 全 、 高 脂 血 症 、 尿 酸 過 剰 血 症 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 。 更 に
、 近 年 、 糖 尿 病 患 者 の 血 液 及 び 尿 中 で 、 肝 臓 で の フ ル ク ト ー ス の 代 謝 機 能 不 全 と 輸 送 機 構
障 害 及 び 糖 尿 病 性 合 併 症 組 織 で の ポ リ オ ー ル 経 路 亢 進 に 起 因 す る と 考 え ら れ る フ ル ク ト ー
ス 量 が 増 大 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Kawasaki, T., et al, 2002, Diabetes Care
, 25 : 353-357） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 フ ル ク ト ー ス は そ の 環 状 構 造 の 比 率 の 違 い に よ り 、 グ ル コ ー ス よ り も 非 酵 素 的 糖 化 反 応
が 進 行 し や す い こ と が 知 ら れ て い る 。 即 ち 、 フ ル ク ト ー ス の 方 が 、 グ ル コ ー ス に 比 べ 、 蛋
白 質 の ア ミ ノ 基 と 反 応 す る フ リ ー の ア ル デ ヒ ド 残 基 を も つ 直 鎖 構 造 体 の 割 合 が 高 い 。 従 っ
て 、 in vivoに お い て は 、 フ ル ク ト ー ス に よ る 非 酵 素 的 糖 化 反 応 物 、 即 ち AGE（ advanced g
lycation end-products; 終 末 糖 化 産 物 ） の 生 成 が 進 行 し 、 そ れ に よ る 糖 尿 病 性 合 併 症 の
発 症 及 び 進 展 へ の 関 与 が 着 目 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ポ リ オ ー ル 経 路 は 、 ア ル ド ー ス 還 元 酵 素 （ 以 下 ARと 略 す る ） を 介 し て グ ル コ ー ス か ら ソ
ル ビ ト ー ル が 産 生 さ れ る 反 応 と 、 ソ ル ビ ト ー ル 脱 水 素 酵 素 （ 以 下 SDHと 略 す る ） を 介 し て
ソ ル ビ ト ー ル か ら フ ル ク ト ー ス が 産 生 さ れ る 反 応 か ら な る 。 こ の ポ リ オ ー ル 経 路 の 律 速 酵
素 で あ る ARの 阻 害 剤 が 、 糖 尿 病 性 合 併 症 治 療 薬 の 一 つ と し て 上 市 又 は 臨 床 開 発 中 で あ る 。
AR阻 害 剤 は 、 前 記 の よ う に フ ル ク ト ー ス の 産 生 を 抑 え る こ と か ら 、 糖 尿 病 合 併 症 組 織 に お
け る AGE生 成 を 阻 害 す る こ と が 示 唆 さ れ 、 そ の 有 用 性 が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 in vitroで 、 フ ル ク ト ー ス か ら の AGEが グ ル コ ー ス か ら の AGEに 比 し 多 く
生 成 さ れ る と い う こ れ ま で の 報 告 は 、 蛍 光 強 度 、 フ ル ク ト サ ミ ン な ど の 初 期 反 応 物 、 及 び
AGEの 一 つ の 構 造 体 で あ る カ ル ボ キ シ メ チ ル リ ジ ン （ CML） で 評 価 さ れ た も の で あ る 。 CML
は 、 非 酵 素 的 糖 化 反 応 の 前 期 反 応 中 間 体 で あ る シ ッ フ 塩 基 形 成 物 、 ア マ ド リ 化 合 物 又 は ジ
カ ル ボ ニ ル 化 合 物 か ら の 酸 化 的 開 環 反 応 に よ り 生 成 さ れ 、 グ ル コ ー ス 他 各 種 の ア ル デ ヒ ド
構 造 体 と 蛋 白 質 と の 反 応 か ら 生 成 さ れ る 。 従 っ て 、 CMLは 、 フ ル ク ト ー ス に よ る 蛋 白 糖 化
反 応 に よ り 特 異 的 に 生 成 さ れ る AGE構 造 体 で は な い 。 ま た 、 生 体 内 に お け る CMLの 主 な 供 給
源 が 脂 質 の 過 酸 化 に よ る も の で あ る と 報 告 さ れ て お り （ Fu, M.X., et al, 1996, J Biol 
Chem, 271:9982-9986） 、 実 際 、 糖 尿 病 を 伴 わ な い 腎 不 全 患 者 血 中 で も 高 値 を 示 す こ と が
明 ら か に な っ て い る （ Miyata, T., et al, 1998, Kidney Int, 54:1290-1295） 。 従 っ て
、 CMLは 、 糖 尿 病 合 併 症 検 査 手 段 と し て も 適 当 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 方 、 Miyazawaら は 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 の 蛋 白 糖 化 反 応 の 初 期 反 応 産 物 、 即 ち 蛋 白 の リ
ジ ン 残 基 に フ ル ク ト ー ス が 結 合 し た フ ル ク ト ー ス 化 リ ジ ン に 対 す る 抗 体 を 作 製 し 、 糖 尿 病
ラ ッ ト モ デ ル で の 水 晶 体 中 フ ル ク ト ー ス 化 リ ジ ン の 増 大 を 報 告 し て い る （ Miyazawa N., e
t al,1998, Biochem J, 336:101-107） 。 し か し な が ら 、 糖 尿 病 性 合 併 症 の 発 症 進 展 に お
い て は 、 蛋 白 糖 化 反 応 初 期 に 見 ら れ る 蛋 白 質 の リ ジ ン 残 基 の 糖 化 修 飾 よ り も 、 最 終 反 応 産
物 で あ る AGEの 血 管 壁 や 組 織 へ の 沈 着 、 AGEを 介 す る 蛋 白 質 重 合 化 、 及 び AGEの 細 胞 膜 受 容
体 を 介 し た 細 胞 障 害 が 着 目 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 以 上 の 様 に 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 の AGEの 存 在 形 態 、 及 び そ の 糖 尿 病 性 合 併 症 に 対 す る 関
連 性 に つ い て は 、 未 だ 明 確 に は な っ て い な い も の の 、 そ の 糖 尿 病 性 合 併 症 に お け る 関 与 が
推 測 さ れ る 。 従 っ て 、 現 状 、 生 体 内 で フ ル ク ト ー ス か ら 産 生 さ れ る AGE構 造 体 を 特 異 的 に
測 定 す る と と も に 、 フ ル ク ト ー ス に よ る AGE生 成 と 糖 尿 病 合 併 症 と の 関 連 性 を 真 に 評 価 す
る 手 段 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 更 に 、 近 年 、 Dietary Glycotoxins と い う 概 念 が 提 唱 さ れ 、 食 品 中 の AGE産 物 の 生 体 へ
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の 影 響 が 着 目 さ れ て い る 。 即 ち 、 AGE含 量 が 多 い 食 品 を 摂 取 す る こ と に よ り 、 糖 尿 病 性 合
併 症 の 病 態 が 亢 進 す る と い う も の で あ る 。 具 体 的 に は 、 動 物 モ デ ル 基 礎 試 験 に お い て 、 AG
E含 量 が 多 い 食 品 の 摂 取 に よ り 、 腎 排 泄 機 能 低 下 、 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー の 発 現 誘 導 、 イ
ン ス リ ン 抵 抗 性 亢 進 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 下 血 管 障 害 亢 進 、 動 脈 硬 化 促 進 な ど が 惹 起 さ れ る
こ と が 示 唆 さ れ て い る （ He, C., et al,1999, Diabetes, 48: 1308-1315; Vlassara, H.,
 et al, 2002, PNAS, 99: 15596-15601; Hofman, S.M., et al, 2002, Diabetes, 51: 20
82-2089; Lin, R.-Y., et al, 2002, Atherosclerosis, 163:303-311及 び Lin, R.-Y., et
 al, 2003, Atherosclerosis, 168:213-220） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の Dietary Glycotoxinsの 本 体 と し て 、 反 応 性 が 高 い カ ル ボ ニ ル 化 合 物 で あ る 3-デ オ
キ シ グ ル コ ソ ン 、 メ チ ル グ リ オ キ ザ ー ル な ど の AGE前 駆 体 が 推 定 さ れ て い る 。 前 述 の 様 に
、 フ ル ク ト ー ス は グ ル コ ー ス よ り も 非 酵 素 的 糖 化 反 応 が 進 行 し や す く 、 そ の 結 果 、 こ れ ら
Dietary Glycotoxinsで あ る AGE前 駆 体 は 、 グ ル コ ー ス と 比 較 し て 多 く 生 成 さ れ る （ Kato, 
T., et al, 1989, Prog Clin Biol Res, 304: 69-84） 。 従 っ て 、 食 品 中 の フ ル ク ト ー ス -
AGE量 は 、 Dietary Glycotoxins の 指 標 に 成 り 得 る と 考 え ら れ て い る 。 即 ち 、 食 品 中 の フ
ル ク ト ー ス か ら 生 成 さ れ る AGE構 造 体 を 特 異 的 に 測 定 す る こ と は 、 食 品 由 来 の AGE摂 取 に よ
る 糖 尿 病 性 合 併 症 類 似 病 態 の 発 症 、 ま た は 糖 尿 病 性 合 併 症 発 症 及 び 進 展 を 防 御 す る 上 で 、
言 い 換 え れ ば 生 活 習 慣 病 予 防 の 観 点 か ら 、 極 め て 重 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 近 年 、 イ ヌ 及 び ネ コ な ど の ペ ッ ト に お い て も 糖 尿 病 ・ 糖 尿 病 性 合 併 症 の 発 症 が 報
告 さ れ 、 ペ ッ ト オ ー ナ ー を 悩 ま せ て い る (Hoenig, M., 2002, Mol Cell Endcrinol, 197:2
21-229)。 従 っ て 、 動 物 保 護 の 観 点 か ら も 、 ペ ッ ト フ ー ド 及 び そ の 他 飼 料 中 の フ ル ク ト ー
ス か ら 生 成 さ れ る AGE構 造 体 を 特 異 的 に 測 定 す る こ と は 、 ヒ ト の 食 品 中 の 測 定 と 同 様 に 重
要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 と こ ろ で 、 我 々 は 既 に 、 non-CML-AGEと し て 、 グ ル コ ー ス 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 、 グ リ
コ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 グ リ オ キ サ ー ル 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン 及 び
ア セ ト ア ル デ ヒ ド 由 来 の AGEに 対 す る 各 特 異 抗 体 を 開 発 し て い る が (Takeuchi, M. et al, 
2000, Mol Med, 6:114-125, Takeuchi, M. et al, 2001, Mol Med, 7:783-791及 び Takeuc
hi, M. et al, 2003,J Neuropathol Exp Neurol, 62:486-496)、 フ ル ク ト ー ス か ら 生 成 さ
れ る AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kawasaki, T., et al, 2002, Diabetes Care, 25:353-357
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Fu, M.X., et al, 1996, J Biol Chem, 271:9982-9986
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Miyata, T., et al, 1998, Kidney Int, 54:1290-1295
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Miyazawa N., et al,1998, Biochem J, 336:101-107
【 非 特 許 文 献 ５ 】 He, C., et al,1999, Diabetes, 48:1308-1315
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Vlassara, H., et al, 2002, PNAS, 99:15596-15601
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Hofman, S.M., et al, 2002, Diabetes, 51:2082-2089
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Lin, R.-Y., et al, 2002, Atherosclerosis, 163:303-311
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Lin, R.-Y., et al, 2003, Atherosclerosis, 168:213-220
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Kato, T., et al, 1989, Prog Clin Biol Res, 304:69-84
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Hoenig, M., 2002, Mol Cell Endcrinol, 197:221-229
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Takeuchi, M., et al, 2000, Mol Med, 6:114-125
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Takeuchi, M., et al, 2001, Mol Med, 7:783-791
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Takeuchi, M., et al, 2003, J Neuropathol Exp Neurol, 62:486-49
6
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 以 上 の こ と か ら 、 我 々 の 本 発 明 に お け る 目 的 は 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 の AGEに 対 す る 特 異
的 抗 体 を 作 製 し 、 そ の 抗 体 を 利 用 し て 、 臨 床 検 査 分 析 及 び 食 品 分 析 等 に お い て 有 用 な フ ル
ク ト ー ス 由 来 AGEを 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る と と も に 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 の AGEと 糖 尿 病 性
疾 患 等 と の 関 連 性 を 明 確 に す る 手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 問 題 点 に 鑑 み 、 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 抗 原 と
し て 免 疫 し た 動 物 か ら 血 清 を 採 取 し 、 こ の 血 清 を フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEに よ る ア フ ィ ニ テ
ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て 吸 着 画 分 を 集 め 、 こ の 吸 着 画 分 を 更 に CML（ カ ル ボ キ シ メ
チ ル リ ジ ン ） に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て 非 吸 着 画 分 を 集 め る こ と に
よ り 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 得 る こ と に 成 功 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の
抗 体 の 特 徴 は 、 フ ル ク ト ー ス -1-リ ン 酸 、 フ ル ク ト ー ス -6-リ ン 酸 、 フ ル ク ト ー ス -1， 6-二
リ ン 酸 、 グ ル コ ー ス 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 、 グ リ コ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー
ル 、 グ リ オ キ サ ー ル 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン 及 び ア セ ト ア ル デ ヒ ド に 由 来 す る AGEを 認 識
せ ず 、 ま た 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 又 は カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ
酸 を 少 な く と も 一 部 に 含 む 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド を 認 識 し な い 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は
、 通 常 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 血 中 、 細 胞 中 も し く は 組 織 中 等 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 量 を 測 定 す
る こ と が で き る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 本 発 明 の 抗
体 を 使 用 し 、 免 疫 学 的 測 定 法 に よ り 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
ま た 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 被 験 者 か ら 採 取
で き る 検 体 中 、 即 ち 、 血 清 、 血 漿 、 尿 な ど の 体 液 中 又 は 、 赤 血 球 な ど の 組 織 細 胞 中 の フ ル
ク ト ー ス 由 来 AGEを 検 出 し 、 そ の 検 出 値 に よ り 糖 尿 病 合 併 症 で あ る か ど う か 、 あ る い は 糖
尿 病 合 併 症 発 症 の 危 険 度 が 高 い か ど う か を 判 定 す る 糖 尿 病 合 併 症 の 検 査 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 更 に 、 糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 の in vitro又 は in vivoの 薬 効 評 価 系 に お い て 、 本 発
明 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い て 、 薬 物 投 与 群 又 は 添 加 群 、 及
び 、 薬 物 未 投 与 群 又 は 未 添 加 群 の 測 定 試 料 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 測 定 し 、 薬 物 未 投
与 群 又 は 未 添 加 群 に 対 し て フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 検 出 量 が 低 下 し て い る 薬 物 投 与 群 又 は
添 加 群 の 薬 物 を 糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 で あ る と 判 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 糖 尿 病 合
併 症 に 有 効 な 薬 物 の 評 価 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い て 、 ヒ ト 又 は 動 物
用 飲 食 物 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 測 定 し 、 そ の 測 定 値 か ら 、 健 常 人 又 は 健 常 動 物 で の
糖 尿 病 性 合 併 症 類 似 病 態 の 発 症 、 あ る い は 、 糖 尿 病 患 者 又 は 糖 尿 病 動 物 に お け る 糖 尿 病 性
合 併 症 の 発 症 及 び ／ 又 は 進 展 を 惹 起 さ せ る か ど う か と い う 観 点 か ら の ヒ ト 又 は 動 物 用 飲 食
物 の 安 全 性 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 が 提 供 さ れ 、 フ ル ク ト ー
ス 由 来 AGEを 特 異 的 か つ 簡 便 に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 糖 尿 病 合 併 症 の 発 症
・ 進 展 に 対 す る フ ル ク ト ー ス 由 来 AGE生 成 の 関 連 性 に つ い て 、 よ り 詳 細 に 検 討 す る こ と が
で き る と と も に 、 AGE生 成 阻 害 剤 、 ア ル ド ー ス 還 元 酵 素 阻 害 剤 な ど 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGE
を 指 標 と し た 薬 物 の 薬 効 評 価 及 び 新 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ に も 利 用 で き る 。 ま た 、 動 物 用 も
含 め 、 生 活 習 慣 病 予 防 の 観 点 か ら の 飲 食 物 の 安 全 性 の 評 価 、 及 び 安 全 な 健 康 食 品 開 発 に 利
用 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 下 、 順 を 追 っ て 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。
1.抗 原 の 調 製
　 本 発 明 の 抗 体 の 作 製 に 用 い る 抗 原 は 、 フ ル ク ト ー ス と 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド の 反 応 産 物 、
す な わ ち 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEで あ れ ば よ い 。 ま た 、 好 ま し く は 、 前 記 反 応 産 物 か ら 、
透 析 、 液 体 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど に よ り 、 低 分 子 化 合 物 を 除 い た も の が よ い 。 な
お 、 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド と し て は 特 に 限 定 さ れ ず 、 免 疫 動 物 が ウ サ ギ の 場 合 、 ウ サ ギ 血 清
ア ル ブ ミ ン （ Rabbit Serum Albumin ; RSA） が 好 ま し く 使 用 で き る 。 フ ル ク ト ー ス と 蛋 白
質 又 は ペ プ チ ド の 反 応 は 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 液 中 で フ ル ク ト ー ス 数 百 mmol/Lと 蛋 白 質 数 十
mg/mLと を 、 数 週 間 混 合 す る こ と で 可 能 で あ る 。 用 い る 緩 衝 液 の pHは 反 応 が 進 行 す る pHで
あ れ ば よ い が 、 好 ま し く は pH7～ 9で あ る 。 ま た 、 遷 移 金 属 イ オ ン に よ る 酸 化 反 応 亢 進 に よ
る CML生 成 を 抑 制 す る た め に 、 キ レ ー ト 剤 、 例 え ば 数 mmol/Lの ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン ペ ン
タ 酢 酸 （ diehylene triamine pentaacetic acid; DTPA） を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
2.免 疫 感 作
　 抗 原 の 免 疫 方 法 は 、 周 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 前 記 抗 原 を 恒 温 動 物 、 例 え ば ラ
ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ な ど に 投 与 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト と し て 、 例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト を 用 い て 、 数 mgの 抗 原 を 投 与 す る 。 投 与 経 路 は 、 皮 下 注 射 、 皮 内 注 射 、 腹 腔 内 注
射 、 静 脈 内 注 射 、 筋 肉 内 注 射 等 を 選 択 で き る が 、 好 ま し く は 皮 内 注 射 で あ る 。 ま た 、 免 疫
の 間 隔 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 数 日 か ら 数 週 間 間 隔 で 、 抗 体 価 が 上 昇 す る ま で 数 回 免 疫 を
行 う 。 抗 体 価 の 測 定 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA ; enzyme-linked immunosorbent assay 
又 は EIA ; enzyme immunoassay ） 、 放 射 免 疫 測 定 法  (RIA ; radioimmuno assay )等 で 行
う 。 抗 体 価 の 上 昇 が 認 め ら れ た 時 点 か ら 、 数 週 間 後 に 最 終 追 加 免 疫 を 行 い 、 数 日 後 に 採 血
す る 。 尚 、 前 述 の よ う に フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEで 動 物 を 感 作 し 、 脾 臓 を 摘 出 し て 、 当 業 者
に 周 知 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 法 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 て 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGE
を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
3.抗 体 の 精 製
　 前 記 方 法 で 得 ら れ る 抗 血 清 か ら 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 特 異 的 に 認 識 す る ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 得 る た め に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 操 作 を 行 う 。 ア フ
ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト に 用 い る 担 体 、 好 ま し く は ブ ロ ム シ ア ン 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 4B 数 十 ｍ L
に 、 抗 原 の 調 製 の 項 に 従 っ て 、 フ ル ク ト ー ス と 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド の 反 応 産 物 か ら 、 透 析
や 液 体 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど に よ り 低 分 子 化 合 物 を 除 い て 調 製 し た フ ル ク ト ー ス
由 来 AGEを 数 百 mg結 合 さ せ た カ ラ ム に 、 前 記 血 清 を 数 十 mL添 加 す る 。 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食
塩 水 （ phosphate buffered saline; PBS） な ど で 十 分 に 洗 浄 後 、 吸 着 画 分 を 1M potassium
 thiocyanate含 有 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） な ど で 溶 出 す る 。 こ の よ う に し
て 得 ら れ る 画 分 を 、 例 え ば 限 外 ろ 過 法 な ど に よ り 濃 縮 し 、 更 に 例 え ば ゲ ル ろ 過 法 な ど に よ
り 低 分 子 画 分 を 除 去 し 、 粗 精 製 画 分 を 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 次 に 、 公 知 の 方 法 （ Ahmed, M.U., et al, 1986, J Biol Chem, 261:4889-4894） よ り 調
製 し て 得 ら れ る CMLを 数 百 mg結 合 さ せ た カ ラ ム に 前 記 粗 精 製 画 分 を 添 加 し 、 PBSな ど で 洗 浄
し 非 吸 着 画 分 を 得 る 。 こ の 非 吸 着 画 分 を 、 例 え ば 限 外 ろ 過 法 な ど に よ り 濃 縮 し 、 更 に 例 え
ば ゲ ル ろ 過 法 な ど に よ り 低 分 子 画 分 を 除 去 し 、 第 二 次 粗 精 製 画 分 を 得 る 。 更 に 、 前 記 方 法
で 得 ら れ た 第 二 次 粗 精 製 画 分 を 再 度 、 CMLを 数 百 mg結 合 さ せ た カ ラ ム に 添 加 し 、 PBSな ど で
洗 浄 し 非 吸 着 画 分 を 得 る 。 こ の 非 吸 着 画 分 を 、 例 え ば 限 外 ろ 過 法 な ど に よ り 濃 縮 し 、 更 に
例 え ば ゲ ル ろ 過 法 な ど に よ り 低 分 子 画 分 を 除 去 し 、 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 。 更 に
精 製 が 必 要 と さ れ る 場 合 に は 、 再 度 、 上 記 の CMLを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト 操 作 を 行
う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
4.フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 測 定 方 法
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　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 に よ り 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 検 出 す る こ
と が で き る 。 免 疫 学 的 測 定 方 法 と は 、 競 合 及 び 非 競 合 型 の 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA ; enzy
me-linked immunosorbent assay 又 は EIA ; enzyme immunoassay ） 、 放 射 免 疫 測 定 法  (R
IA ; radioimmuno assay )等 が 挙 げ ら れ る 。 １ 例 と し て 、 競 合 ELISA法 に つ い て 以 下 に 説
明 す る 。 蛋 白 質 量 換 算 で 一 定 量 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEが 吸 着 さ せ て あ る イ ム ノ プ レ ー ト
上 に 、 一 定 量 の 検 体 と 、 検 体 と 等 量 の 適 切 な 倍 率 で 希 釈 し た 前 記 抗 体 を 添 加 し 、 イ ム ノ プ
レ ー ト 上 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEと 検 体 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEと の 間 で 、 抗 体 に 対 す る
結 合 を 競 合 さ せ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 イ ム ノ プ レ ー ト 上 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEに 結
合 し た 前 記 抗 体 を 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （ AP） も し く は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ （ HRP） で 酵 素 標 識 し た 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ ウ サ ギ で 感 作 し て 抗 体 を 作 製 し た 場 合 ） を 用
い て 検 出 す る 。 こ の よ う に し て 、 検 体 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGE量 を 、 プ レ ー ト 上 の フ ル
ク ト ー ス 由 来 AGEと 抗 体 の 結 合 に 対 す る 検 体 の 阻 害 度 か ら 計 測 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
5.糖 尿 病 合 併 症 検 査 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 被 験 者 か ら 採 取 で き る 様 々 な 検 体 中 、 即 ち 、 血 清 、 血 漿 、 尿 な
ど の 体 液 中 及 び 赤 血 球 な ど の 組 織 細 胞 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 検 出 す る こ と に よ り 、
糖 尿 病 合 併 症 で あ る か ど う か 、 あ る い は 糖 尿 病 合 併 症 発 症 の 危 険 度 が 高 い か ど う か と い う
糖 尿 病 合 併 症 の 検 査 を す る こ と が で き る 。 検 査 対 象 と な る 糖 尿 病 合 併 症 と し て は 、 糖 尿 病
性 網 膜 症 、 腎 症 、 神 経 障 害 な ど の 糖 尿 病 性 細 小 血 管 症 、 あ る い は 動 脈 硬 化 症 の よ う な 糖 尿
病 大 血 管 合 併 症 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 合 併 症 の 2種 類 以 上 が 併 発 し た も の で も よ い
。 具 体 的 に は 、 糖 尿 病 合 併 症 患 者 又 は そ の 被 疑 者 か ら 、 血 液 、 尿 、 組 織 な ど を 採 取 し 、 適
切 な 前 処 理 を 施 し て フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 測 定 試 料 と す る 。 続 い て 、 測 定 試 料 中 の フ ル
ク ト ー ス 由 来 AGE量 を 、 前 述 の 方 法 等 に よ り 測 定 す る 。 そ の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 検 出 値
が 基 準 値 よ り 高 い 場 合 は 、 糖 尿 病 合 併 症 で あ る 、 あ る い は 糖 尿 病 合 併 症 発 症 の 危 険 度 が 高
い と 判 定 す る 。 尚 、 基 準 値 は 、 測 定 試 料 の 由 来 に よ り 異 な る が 、 血 液 の 場 合 は 、 概 ね 健 常
人 値 の 2倍 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
6.糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 の 評 価 方 法
　 糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 の in vitro又 は in vivoの 薬 効 評 価 系 に お い て 、 本 発 明 の 抗
体 を 用 い て 、 薬 物 投 与 群 又 は 添 加 群 、 及 び 、 薬 物 未 投 与 群 又 は 未 添 加 群 の 測 定 試 料 中 の フ
ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 測 定 し 、 薬 物 未 投 与 群 又 は 未 添 加 群 に 対 し て フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの
検 出 量 が 低 下 し て い る 薬 物 投 与 群 又 は 添 加 群 の 薬 物 を 糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 で あ る と
判 定 す る 。 勿 論 、 糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 の 評 価 と は 、 糖 尿 病 合 併 症 に 対 す る 有 効 性 が
知 ら れ て い る 薬 物 の 更 な る 評 価 だ け で な く 、 有 効 性 が 未 知 の 化 合 物 か ら の ス ク リ ー ニ ン グ
も 含 ま れ る 。 糖 尿 病 合 併 症 治 療 剤 と し て は 、 非 酵 素 的 糖 化 反 応 阻 害 剤 又 は 糖 尿 病 時 に お け
る フ ル ク ト ー ス 量 を 低 下 さ せ る 薬 物 等 で あ り 、 例 え ば ア ル ド ー ス 還 元 酵 素 阻 害 剤 な ど が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 具 体 的 に は 、 糖 尿 病 合 併 症 に 有 効 な 薬 物 の in vitro又 は in vivoの 薬 効 評 価 系 と し て は
、 糖 尿 病 合 併 症 患 者 、 糖 尿 病 合 併 症 モ デ ル 動 物 、 高 血 糖 負 荷 細 胞 に 薬 物 を 投 与 又 は 添 加 す
る 系 で あ る 。 糖 尿 病 合 併 症 モ デ ル 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 薬 物 （ ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン も し
く は ア ロ キ サ ン ） 誘 発 糖 尿 病 ラ ッ ト 及 び マ ウ ス 、 OLETFラ ッ ト な ど の 自 然 発 症 糖 尿 病 ラ ッ
ト 及 び マ ウ ス が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 高 血 糖 負 荷 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 血 管 内 皮 細 胞 、 血
管 平 滑 筋 細 胞 、 微 小 血 管 周 皮 細 胞 、 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 及 び 尿 細 管 細 胞 、 網 膜 色 素 上 皮
細 胞 、 末 梢 神 経 シ ュ ワ ン 細 胞 等 に 高 濃 度 の グ ル コ ー ス を 負 荷 し た も の が 挙 げ ら れ る 。 こ れ
ら の 系 に お い て 、 薬 物 投 与 群 又 は 添 加 群 と 薬 物 未 投 与 群 又 は 未 添 加 群 と を 設 定 し 、 そ れ ぞ
れ か ら 測 定 試 料 、 即 ち 、 血 液 、 尿 、 組 織 、 細 胞 、 培 養 上 清 等 を 採 取 し 、 適 切 な 前 処 理 を 施
し て フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 前 述 の 方 法 で 測 定 す る 。 薬 物 未 投 与 群 又 は 未 添 加 群 に 対 し て
、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 検 出 量 が 低 下 し て い る 薬 物 投 与 群 又 は 添 加 群 の 薬 物 を 、 糖 尿 病
合 併 症 に 有 効 な 薬 物 で あ る と 判 定 す る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
7.飲 食 物 の 安 全 性 を 評 価 す る 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 ヒ ト 及 び 動 物 用 飲 食 物 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを 検 出 す る こ
と に よ り 、 健 常 人 及 び 健 常 動 物 で の 糖 尿 病 性 合 併 症 類 似 病 態 の 発 症 、 ま た は 糖 尿 病 患 者 及
び 糖 尿 病 動 物 に お け る 糖 尿 病 性 合 併 症 の 発 症 及 び ／ 又 は 進 展 を 惹 起 さ せ る か ど う か と い う
観 点 か ら の 飲 食 物 の 安 全 性 を 評 価 す る こ と が で き る 。 評 価 対 象 は 、 食 品 添 加 物 、 調 味 料 及
び 加 工 飲 食 品 な ど の 全 て の 市 販 飲 食 物 も し く は 開 発 中 飲 食 物 、 及 び 飲 食 物 製 造 過 程 に お け
る 全 て の 添 加 物 で あ る 。 具 体 的 に は 、 市 販 飲 食 物 も し く は 開 発 中 飲 食 物 を 入 手 し 、 適 切 な
前 処 理 を 施 し て フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 測 定 試 料 と す る 。 続 い て 、 測 定 試 料 中 の フ ル ク ト
ー ス 由 来 AGE量 を 、 前 述 の 方 法 等 に よ り 測 定 す る 。 ま た 、 飲 食 物 製 造 過 程 に お い て 使 用 さ
れ る 添 加 物 も 入 手 し て 、 同 様 に 測 定 を 実 施 す る 。 そ れ ら の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 検 出 値
か ら 、 例 え ば 、 製 造 工 程 が 異 な る 、 あ る い は 食 品 原 材 料 が 異 な る 同 種 開 発 対 象 食 品 の 中 で
、 よ り 安 全 性 の 高 い 食 品 を 開 発 食 品 と し て 選 択 す る 。 ま た 、 市 販 飲 食 物 中 の フ ル ク ト ー ス
由 来 AGEの 検 出 値 か ら 、 よ り 安 全 性 の 高 い 飲 食 物 を 選 択 す る 指 標 を 提 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 、 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は 、 こ れ ら 実 施
例 に そ の 技 術 的 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。 以 後 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEを Fru-AGEと
略 す こ と が あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
[実 施 例 1]抗 体 の 調 製
1.抗 原 の 調 製
　 無 菌 下 で 5mM DTPAを 含 む 0.2Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.4） 中 で 、 RSA25mg/mLを 0.5Mフ ル ク ト
ー ス 存 在 下 37℃ で 8週 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 生 成 物 か ら 、 PBSを 用 い た PD-10カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と 透 析 に よ り 、 低 分 子 反 応 物 と 未 反 応 の フ ル ク ト ー ス を 除 き 、 こ れ を
抗 原 と し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
2.動 物 へ の 免 疫
　 50％ フ ロ イ ン ト 混 合 ア ジ ュ バ ン ト に 4mｇ の 抗 原 を 乳 濁 化 し 、 日 本 白 色 ウ サ ギ （ 雄 、 2.5k
g） の 背 部 数 カ 所 に 皮 内 投 与 し た 。 初 回 免 疫 後 、 抗 体 価 が 上 昇 す る ま で 、 1週 間 に 1度 、 追
加 免 疫 を 行 っ た 。 抗 体 価 の 測 定 は 、 耳 静 脈 よ り 少 量 採 血 し た 血 液 か ら 得 た 血 清 を 用 い て 、
ELISA法 に て 実 施 し た 。 具 体 的 に は 、 以 下 の よ う で あ る 。 前 記 抗 原 の 調 製 と 同 様 の 操 作 で B
SAを 用 い て 作 製 し た Fru-AGE-BSAを 蛋 白 質 量 換 算 で 1μ g/mL溶 液 と し て 、 そ の 100μ Lを ELIS
A用 96穴 プ レ ー ト に 4℃ で 一 晩 吸 着 さ せ 固 相 化 し た 。 0.05％ Tween20含 有 PBSで 5回 洗 浄 し た
後 に 、 PBSに 溶 解 し た 1％ BSA 150μ Lを 添 加 し 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ブ ロ ッ キ
ン グ し た 。 洗 浄 後 、 0.1％ BSA、 0.1％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.05％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 0.1％ Tw
een20を 含 む 50mM ト リ ス 塩 酸 希 釈 緩 衝 液 （ 希 釈 用 緩 衝 液 ） で 段 階 希 釈 し た 血 清 100μ Lを 添
加 し 、 30℃ 、 振 と う 条 件 下 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 希 釈 用 緩 衝 液 で 希 釈 し
た AP標 識 ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 溶 液  100μ Lを 添 加 し 、 37℃ 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 洗 浄 後 、 APの 基 質 溶 液  100μ Lを 添 加 し た 。 37℃ で 任 意 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、
マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 405nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 追 加 免 疫 5回 目 の 終
了 後 1週 間 後 に 、 抗 体 価 の 上 昇 が 認 め ら れ た 。 そ の 2週 間 後 に 最 終 追 加 免 疫 を 行 い 、 そ の 10
日 後 に ウ サ ギ を 放 血 致 死 さ せ て 全 採 血 を 行 い 、 抗 体 精 製 に 用 い る 血 清 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
3.抗 体 の 精 製
　 Fru-AGE特 異 抗 体 は 、 以 下 の よ う な 操 作 で ウ サ ギ 抗 血 清 か ら ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ っ て 単 離 し た 。 市 販 品 の 付 属 説 明 書 に 従 い 、 ブ ロ ム シ ア ン 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス
4B 25ｍ Lに 、  Fru-AGE-BSA 125mgを 結 合 さ せ た 。 当 該 カ ラ ム （ 2.5ｘ 5.5ｃ ｍ ） に 25ｍ Lの
前 記 血 清 を 添 加 し 、 4℃ で 一 晩 吸 着 さ せ た 。 次 に 、 PBSに よ る 十 分 な 洗 浄 後 、 吸 着 画 分 を 1M
 potassium thiocyanate含 有 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） で 溶 出 し た 。 溶 出 時
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は 、 各 フ ラ ク シ ョ ン を 280nmの 吸 光 度 で モ ニ タ リ ン グ を 行 い 、 吸 着 画 分 と し て ピ ー ク 部 分
を 集 め 、 Centriprep-10で 濃 縮 し 、 PBSで 平 衡 化 し た PD-10カ ラ ム を 通 し 、 粗 精 製 画 分 を 得
た 。 次 に 、 50mg/mL BSAと 50mMグ リ オ キ シ ル 酸 を 、 150mMシ ア ノ 水 素 化 ほ う 素 ナ ト リ ウ ム を
含 む 2mLの 0.2Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.4） 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 PBSを 用 い た PD-10カ
ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と 透 析 処 理 に よ り CML-BSAを 調 製 し た 。 そ の CML-BSA 125mgを 結 合
さ せ た カ ラ ム （ 1.5ｘ 5.5ｃ ｍ ） に 、 得 ら れ た 粗 精 製 画 分 を 添 加 し 、 4℃ で 一 晩 吸 着 さ せ た
。 そ の 後 、 30ｍ Lの PBSで 洗 浄 し 、 各 フ ラ ク シ ョ ン を 280nmの 吸 光 度 で モ ニ タ リ ン グ を 行 い
、 非 吸 着 画 分 と し て ピ ー ク 部 分 を 集 め 、 Centriprep-10で 濃 縮 し 、 PBSで 平 衡 化 し た PD-10
カ ラ ム を 通 し 、 二 次 粗 精 製 画 分 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 更 に 、 前 記 操 作 で 得 ら れ た 二 次 粗 精 製 画 分 を 再 度 CML-BSA結 合 カ ラ ム （ 1.5ｘ 5.5ｃ ｍ ）
に 添 加 し 、 30ｍ Lの PBSで 洗 浄 し 、 各 フ ラ ク シ ョ ン を 280nmの 吸 光 度 で モ ニ タ リ ン グ を 行 い
、 非 吸 着 画 分 と し て ピ ー ク 部 分 を 集 め た 。 ま た 、 吸 着 画 分 は 20mLの 1M potassium thiocya
nate含 有 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） で 溶 出 し 、 各 フ ラ ク シ ョ ン を 280nmの 吸 光
度 で モ ニ タ リ ン グ を 行 い 、 吸 着 画 分 と し て ピ ー ク 部 分 を 集 め た 。 図 1に お け る 1番 目 の 溶 出
ピ ー ク が 非 吸 着 画 分 で 、 2番 目 の 溶 出 ピ ー ク が 吸 着 画 分 、 即 ち 、 前 者 は Fru-AGE特 異 的 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 画 分 で 、 後 者 は CMLポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 画 分 で あ る 。 次 に 、 非 吸 着 画 分 を C
entriprep-10で 濃 縮 し 、 PBSで 平 衡 化 し た PD-10カ ラ ム を 通 し 、 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
得 た 。 得 ら れ た 精 製 抗 体 は 安 定 化 剤 と し て 1mg/mL BSAを 添 加 後 、 － 80℃ に て 保 存 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
4.ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性
　 前 記 操 作 に よ っ て 得 ら れ た 精 製 Fru-AGEポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 を 、 い く つ か の 他
の ア ル デ ヒ ド 化 合 物 由 来 AGE修 飾 蛋 白 質 を 用 い た 競 合 ELISAに よ っ て 評 価 し た 。 具 体 的 に は
、 以 下 の よ う で あ る 。 蛋 白 質 量 換 算 で 1μ g/mLの Fru-AGE-BSA 100μ Lを ELISA用 96穴 プ レ ー
ト に 4℃ で 一 晩 吸 着 さ せ 固 相 化 し た 。 0.05％ Tween20含 有 PBSで 5回 洗 浄 し た 後 に 、 PBSに 溶
解 し た 1％ BSA 150μ Lを 添 加 し 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 次 に
、 適 宜 、 0.1％ BSA、 0.1％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.05％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 0.1%Tween20を 含 む
50mMト リ ス 塩 酸 希 釈 緩 衝 液 （ 希 釈 用 緩 衝 液 ） で 希 釈 し た 各 種 AGE修 飾 蛋 白 質 （ 50μ L） と 当
該 抗 体 （ 50μ L、 1： 2500希 釈 ） を 各 穴 に 添 加 し 、 30℃ 、 振 と う 条 件 下 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 洗 浄 後 、 希 釈 用 緩 衝 液 で 希 釈 し た AP標 識 ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 溶 液  100μ Lを
添 加 し 、 37℃ 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 AP基 質 溶 液  100μ Lを 添 加 し た 。 37℃
で 任 意 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 405nmの 吸 光 度 を 測
定 し た 。 結 果 は 、 次 の よ う に 計 算 し た B/B 0 ＝ （ （ 検 体 添 加 OD値 ― バ ッ ク グ ラ ン ド OD値 ） /
（ 全 反 応 OD値 ― バ ッ ク グ ラ ン ド OD値 ） ） で 示 し た 。 検 体 中 に Fru-AGE抗 体 と の 反 応 物 が 多
け れ ば 、 プ レ ー ト に 吸 着 し た Fru-AGE-BSAと Fru-AGE抗 体 と の 反 応 は 阻 害 さ れ 、 B/B 0 値 は 0
に 近 づ き 、 一 方 、 存 在 し な け れ ば B/B 0 値 は 1と な る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 前 記 評 価 方 法 に お い て 、 ま ず 、 得 ら れ た 精 製 Fru-AGEポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 フ ル ク ト
ー ス -1-リ ン 酸 （ fructose-1-phosphate） 由 来 AGE（ F-1-P-AGE） 、 フ ル ク ト ー ス -6-リ ン 酸
（ fructose-6-phosphate） 由 来 AGE（ F-6-P-AGE） 、 及 び フ ル ク ト ー ス -1， 6-二 リ ン 酸 （ fr
uctose-1， 6-diphosphate） 由 来 AGE（ F-1， 6-diP-AGE） と の 反 応 性 に つ い て 検 討 し た 。 な
お 、 こ れ ら の AGEは フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEと 同 一 条 件 に て 調 製 し た 。 そ の 結 果 、 こ れ ら の 化
合 物 は 、 Fru-AGE-BSAと 当 該 Fru-AGE抗 体 の 結 合 を 阻 害 し な か っ た 。 一 方 、 前 記 の 様 に 調 製
し た CML-BSA と 、 グ リ オ キ シ ル 酸 の 代 わ り に ピ ル ビ ン 酸 を 用 い て 同 様 に 調 製 し た CEL-BSA
も 、 非 常 に 高 濃 度 加 え た 時 以 外 は 、 同 様 に 阻 害 し な か っ た （ 図 2a） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 次 に 、 同 様 に 、 得 ら れ た 精 製 Fru-AGEポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 グ ル コ ー ス （ glucose） 由
来 AGE(AGE-1)、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド （ glyceraldehyde） 由 来 AGE(AGE-2)、 グ リ コ ー ル ア ル
デ ヒ ド （ glycolaldehyde） 由 来 AGE(AGE-3)、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル （ methylglyoxal） 由
来 AGE(AGE-4)、 グ リ オ キ サ ー ル （ glyoxal） 由 来 AGE (AGE-5)、 及 び 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン
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（ 3-deoxyglucosone） 由 来 AGE(AGE-6)と の 反 応 性 を 検 討 し た 。 な お 、 こ れ ら の AGEは 、 BSA
と 0.5Mグ ル コ ー ス 、 0.1Mグ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 、 0.1Mグ リ コ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 0.1Mメ チ ル グ
リ オ キ サ ー ル 、 0.1Mグ リ オ キ サ ー ル 、 も し く は 0.2M 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン を 、 無 菌 下 で 5
mM DTPAを 含 む 0.2Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.4） 中 で 37℃ 、 7日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 低 分 子 反
応 物 と 各 未 反 応 の 糖 を PBSに よ る PD-10カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と 透 析 に よ り 除 い て 調 製
し た 。 但 し 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン の 場 合 は 2週 間 、 グ ル コ ー ス の 場 合 は 8週 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 そ の 結 果 、 い ず れ も Fru-AGE-BSAと Fru-AGE抗 体 の 結 合 を 阻 害 し な か っ た （ 図 2
ｂ ） 。 即 ち 、 図 2aと bに 示 す よ う に 、 Fru-AGEの み が 特 異 的 に 当 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と Fr
u-AGE-BSAと の 結 合 を 阻 害 し た 。 ま た 、 別 途 、 既 報 （ Takeuchi, M. et al, 2003, J Neuro
pathol Exp Neurol, 62:486-496） の 方 法 で 調 製 し た ア セ ト ア ル デ ヒ ド （ acetaldehyde）
由 来 AGEも Fru-AGE-BSAと Fru-AGE抗 体 の 結 合 を 阻 害 し な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 更 に 、 精 製 Fru-AGE抗 体 の 免 疫 親 和 性 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 で 検 証 し た 。 蛋 白 質 濃 度 と し
て 20μ g/mLの Fru-AGE-BSA溶 液 の 25μ Lと 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む Laemmli sample
 buffer 25μ Lを 混 合 し 、 100℃ で 5分 間 加 熱 処 理 を し た 。 同 様 に 、 糖 と 未 反 応 の AGE化 さ せ
て い な い BSA及 び グ ル コ ー ス 由 来 の AGE-BSAを 加 熱 処 理 し た 。 こ れ ら の 加 熱 処 理 検 体 を 、 7.
5％ SDS-polyacrylamideゲ ル を 用 い て 、 20mAの 定 電 流 下 で 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 泳 動 終 了 後
、 polyvinyliden difluoride (PVDF) 膜 に 転 写 し 、 転 写 終 了 後 、 PVDF膜 を 3％ ス キ ム ミ ル
ク 入 り の PBSに 浸 し 、 室 温 で 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 0.1％ Tween20含 有 PBSで 洗 浄 後 、 PVD
F膜 と 3％ ス キ ム ミ ル ク 入 り の PBSで 希 釈 し た 当 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 30℃ で 1時 間 反 応 さ
せ た 。 洗 浄 後 、 3％ ス キ ム ミ ル ク 入 り の PBSで 希 釈 し た AP標 識 ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 溶 液
を 2次 抗 体 と し て 加 え 、 30℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-ph
osphate /nitroblue tetrazolium を 加 え 発 色 さ せ た 。 そ の 結 果 、 未 反 応 の BSA及 び グ ル コ
ー ス 由 来 AGEに は 、 呈 色 バ ン ド は 認 め ら れ な か っ た が 、 Fru-AGE-BSAに は 呈 色 バ ン ド が 認 め
ら れ た （ 図 3） 。 す な わ ち 、 前 述 の よ う に 得 ら れ た Fru-AGE抗 体 は 、 Fru-AGEを 特 異 的 に 認
識 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
[実 施 例 2] 糖 尿 病 患 者 の 検 査
　 評 価 第 1群 （ 健 常 者 10名 と 糖 尿 病 患 者 10名 ） と 評 価 第 2群 （ HbA1c量 が 既 知 の 健 常 者 12名
と I型 糖 尿 病 患 者 12名 ） を 評 価 対 象 と し 、 血 清 中 の Fru-AGE量 を 測 定 し た 。 測 定 は 前 記 の 競
合 ELISA法 に て 行 っ た 。 抗 原 と 同 様 に 調 製 し た Fru-AGE-BSAを 用 い た 標 準 曲 線 か ら 、 Fru-AG
E量 を 換 算 し た 。 結 果 は 、 次 の よ う に 計 算 し た B/B 0 ＝ （ （ 検 体 添 加 OD値 ― バ ッ ク グ ラ ン ド O
D値 ） /（ 全 反 応 OD値 ― バ ッ ク グ ラ ン ド OD値 ） ） を 基 に 示 し た 。 各 検 体 の Fru-AGE量 は 前 記
の Fru-AGE-BSAの 標 準 曲 線 か ら 読 み 取 り 、 1mL当 た り の Fru-AGE units (U)と し て 表 現 し た
。 1Uは 、 標 準 曲 線 で 用 い た Fru-AGE-BSA蛋 白 質 濃 度 1μ g/mLが 抗 体 と 反 応 す る 量 と し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 そ の 結 果 、 ま ず 、 評 価 第 1群 に お い て 、 糖 尿 病 患 者 で は 健 常 者 と 比 較 し て 、 有 意 に Fru-A
GE量 が 高 か っ た （ 図 4） 。 ま た 、 HbA1c量 が 有 意 に 高 い こ と が 認 め ら れ て い る I型 糖 尿 病 患
者 を 評 価 し た 評 価 第 2群 に お い て も 、 糖 尿 病 患 者 で は 健 常 者 と 比 較 し て 有 意 に Fru-AGE量 が
高 か っ た （ 図 5） 。 こ の よ う に 、 糖 尿 病 患 者 で は 高 血 糖 を 反 映 し て Fru-AGE量 が 増 大 し て い
る と 考 え ら れ る 。 尚 、 本 試 験 で は 、 糖 尿 病 合 併 症 発 症 と Fru-AGE量 の 因 果 関 係 に つ い て ま
で は 、 調 査 で き な か っ た 。 し か し 、 近 年 、 糖 尿 病 患 者 の 赤 血 球 中 AR量 と 糖 尿 病 合 併 症 発 症
と の 関 連 性 が 報 告 さ れ て い る の で 、 糖 尿 病 合 併 症 患 者 で は 、 ポ リ オ ー ル 経 路 の 亢 進 に 伴 い
、 血 中 （ 血 清 、 赤 血 球 な ど ） フ ル ク ト ー ス 量 及 び Fru-AGE量 が 増 大 す る こ と が 予 測 さ れ る
。 そ こ で 、 合 併 症 未 発 症 糖 尿 病 患 者 に お け る 現 在 の Fru-AGE量 と 合 併 症 発 症 の 有 無 、 又 は
そ の 後 の 合 併 症 発 症 経 過 を 追 跡 し た 結 果 と を 考 察 す る こ と で 、 Fru-AGE量 と 糖 尿 病 合 併 症
発 症 と の 関 連 性 が 明 ら か に な る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
[実 施 例 3] 薬 物 の 薬 効 評 価
　 ヒ ト 由 来 ソ ル ビ ト ー ル 脱 水 素 酵 素 （ SDH） を 高 発 現 さ せ 、 フ ル ク ト ー ス 産 生 反 応 を 亢 進
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さ せ た ウ シ 網 膜 周 皮 細 胞 を 用 い て 、 AR阻 害 剤 フ ィ ダ レ ス タ ッ ト の 効 果 を 検 討 し た 。 具 体 的
に は 、 次 の 様 に 実 施 し た 。 高 発 現 処 理 を し て い な い 周 皮 細 胞 を 、 5mMと 30mMの グ ル コ ー ス
を 含 む 2％ FBSダ ル ベ ッ コ 変 法 培 地 （ 2％ FBS） に て 、 6日 間 培 養 し た 。 一 方 、 高 発 現 処 理 を
し た 周 皮 細 胞 は 、 30mMの グ ル コ ー ス を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 培 地 （ 2％ FBS） に て 、 0.3μ M 
の フ ィ ダ レ ス タ ッ ト 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で 6日 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 各 細 胞 中 の Fru-AGE量
を 、 本 発 明 の 抗 Fru-AGE抗 体 を 使 用 し た 前 記 競 合 ELISA法 で 測 定 し た 。 尚 、 高 発 現 処 理 し て
い な い 周 皮 細 胞 を 5mMの グ ル コ ー ス 条 件 下 で 培 養 し た 群 を コ ン ト ロ ー ル と し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 そ の 結 果 、 SDH高 発 現 処 理 を し て い な い 細 胞 で は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 べ 、 30mMの 高 濃
度 グ ル コ ー ス 培 養 条 件 下 で も 、 Fru-AGE量 の 増 大 が 認 め ら れ な か っ た 。 一 方 、 SDH高 発 現 細
胞 で は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 べ 、 30mMの 高 濃 度 グ ル コ ー ス 培 養 条 件 下 で 、 顕 著 な Fru-AGE
量 の 増 大 が 認 め ら れ た 。 こ こ で 更 に 、 フ ィ ダ レ ス タ ッ ト 0.3μ Mを 存 在 さ せ る と 、 Fru-AGE
量 の 増 大 を 有 意 に 低 下 さ せ た （ 図 ６ ） 。 従 っ て 、 本 抗 体 を 用 い て 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGE
を 指 標 と し た 薬 物 の 薬 効 評 価 が で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
[実 施 例 4] 食 品 添 加 物 及 び 飲 料 水 中 の 安 全 性 の 検 査
　 市 販 さ れ て い る 食 品 添 加 物 と し て 、 し ょ う ゆ 、 ソ ー ス 、 シ ロ ッ プ 及 び メ ー プ ル シ ロ ッ プ
と 、 飲 料 水 と し て 、 無 糖 コ ー ヒ ー 、 コ ー ヒ ー 、 炭 酸 清 涼 飲 料 水 、 低 カ ロ リ ー 炭 酸 清 涼 飲 料
水 、 オ レ ン ジ ジ ュ ー ス 、 グ レ ー プ フ ル ー ツ ジ ュ ー ス 、 2種 類 の ス ポ ー ツ ド リ ン ク 及 び 緑 茶
中 の Fru-AGE量 を 、 本 発 明 の 抗 Fru-AGE抗 体 を 使 用 し た 前 記 競 合 ELISA法 で 測 定 し た 。 結 果
は 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 そ の 結 果 、 評 価 し た 全 て の 検 体 中 で Fru-AGEが 検 出 さ れ た 。 そ の 中 で 、 飲 料 水 と 比 較 し
て 、 ソ ー ス な ど 食 品 添 加 物 中 に 多 く Fru-AGEが 存 在 す る こ と が 認 め ら れ た 。 一 方 、 評 価 し
た 飲 料 水 の 中 で は 、 緑 茶 に 比 べ 、 炭 酸 系 を 含 む ジ ュ ー ス 類 中 に 多 く の Fru-AGEが 存 在 す る
こ と が 認 め ら れ た 。 今 回 の 測 定 検 体 に お い て は 、 3-デ オ キ シ グ ル コ ソ ン な ど の Dietary Gl
ycotoxins 量 は 評 価 し て い な い が 、 緑 茶 と 比 較 し て Fru-AGE含 量 が 多 い 飲 料 水 及 び 食 品 添
加 物 を 過 度 に 摂 取 す る こ と は 、 糖 尿 病 性 合 併 症 類 似 病 態 の 発 症 、 ま た は 糖 尿 病 患 者 で の 合
併 症 発 症 及 び 進 展 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 糖 尿 病 合 併 症 発 症 ・ 進 展 及
び 生 活 週 間 病 の 予 防 の 観 点 か ら 、 本 抗 体 を 用 い て 食 品 中 の Fru-AGE量 を 測 定 す る こ と に よ
り 、 食 品 の 安 全 性 評 価 及 び 安 全 な 健 康 食 品 の 開 発 が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 図 １ 】 CML-BSA結 合 カ ラ ム を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト に よ り 、 本 発 明 の Fru-AGE特 異
抗 体 を 精 製 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 競 合 ELISA法 に よ り 、 本 発 明 の Fru-AGE特 異 抗 体 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEに 対 す る
反 応 の 特 異 性 を 明 ら か に し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 本 発 明 の Fru-AGE特 異 抗 体 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEに 対
す る 反 応 の 特 異 性 を 明 ら か に し た 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 正 常 者 及 び 糖 尿 病 患 者 の 血 清 中 の フ ル ク ト ー ス 由 来 AGEの 測 定 値 の 相 違 を 示 す 図
で あ る 。
【 図 ５ 】 糖 化 へ モ グ ロ ビ ン 量 が 既 知 の 正 常 者 及 び I型 糖 尿 病 患 者 の 血 清 中 の フ ル ク ト ー ス
由 来 AGEの 測 定 値 の 相 違 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 ソ ル ビ ト ー ル 還 元 酵 素 高 発 現 網 膜 周 皮 細 胞 の 高 濃 度 グ ル コ ー ス 培 養 条 件 下 に お い
て 、 ア ル ド ー ス 還 元 酵 素 阻 害 剤 が 、 フ ル ク ト ー ス 由 来 AGE量 の 増 加 を 低 下 さ せ る こ と を 示
す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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