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(57)【要約】
【課題】  メイラード反応後期生成物（ＡＧＥ）に対す
る抗体がエピトープとして認識する新規化合物を提供す
る。さらに、該化合物を利用することにより、ＡＧＥの
生成または蓄積が関与する疾患の検査方法、および該疾
患に対する治療薬の薬効評価方法を提供する。
【解決手段】  一般式（Ｉ）で表されるピリジニウム誘
導体、およびこれを含む抗原に対する抗体を作製する。
さらにこの抗体を用いて免疫標識測定法によりＡＧＥを
検出する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  下記一般式（Ｉ）で表されるピリジニウ
ム誘導体。
【化１】

［式中、Ｒ１、Ｒ２及びＲ３は水素または低級アルキル
基を表す。Ｘはアミノ基、または保護基を有するアミノ
基、Ｚはカルボキシル基、低級アルコキシカルボニル
基、アリールオキシカルボニル基、アルキルオキシカル
ボニル基を表す］
【請求項２】  前記ピリジニウム誘導体が、３－ヒドロ
キシー４－ヒドロキシメチル－１－（５－アミノ－５－
カルボキシペンチル）ピリジニウムカチオンである、請
求項１記載のピリジニウム誘導体。
【請求項３】  請求項１または２記載のピリジニウム誘
導体からなるエピトープ。
【請求項４】  請求項１または２記載のピリジニウム誘
導体をエピトープとして含む抗原。
【請求項５】  請求項１または２記載のピリジニウム誘
導体をエピトープとして認識する抗体。
【請求項６】  前記抗体がモノクローナル抗体である、
請求項５記載の抗体。
【請求項７】  請求項５または６記載の抗体を用いてメ
イラード後期反応生成物（以下、「ＡＧＥ」という。）
を検出する方法。
【請求項８】  ＡＧＥがグリコールアルデヒド修飾タン
パクのメイラード反応後期生成物である、請求項７記載
の方法。
【請求項９】  検体中のＡＧＥ量を請求項５または６記
載の抗体を用いて検出し、該ＡＧＥ量に基づいて検体提
供者のＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾患の病態を
検査する方法。
【請求項１０】  検体中のＡＧＥ量の検出が免疫標識測
定法によって行われる、請求項９記載の方法。
【請求項１１】  ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾
患が、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症、およ
び老化に伴う疾患から選ばれる少なくとも一または二以
上の疾患である、請求項９または１０記載の方法。
【請求項１２】  検出するＡＧＥがグリコールアルデヒ
ド修飾タンパクのメイラード反応後期生成物である、請
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求項９～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】  被験物質の存在下および非存在下にお
ける、検体中のＡＧＥ量を請求項５または６記載の抗体
を用いて検出し、比較することにより、該被験物質のＡ
ＧＥの生成または蓄積が関与する疾患の治療薬としての
薬効を評価する方法。
【請求項１４】  ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾
患が、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症、およ
び老化に伴う疾患から選ばれる少なくとも一または二以
上の疾患である、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】  以下の１）～４）から選ばれる少なく
とも一つ以上を含む、ＡＧＥ検出用キット。
１）請求項１もしくは２記載のピリジニウム誘導体を含
む抗原、またはその標識物
２）前項１）記載の抗原またはその標識物を固定した固
相化試薬
３）請求項５もしくは６記載の抗体、またはその標識物
４）前項３）記載の抗体またはその標識物を固定した固
相化試薬
【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 Ｅｎ
ｄ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ；以下、「ＡＧＥ」と略す）に対
する抗体がエピトープとして認識する新規化合物に関す
る。さらに、本発明は該化合物を利用したＡＧＥの生成
または蓄積が関与する疾患の検査方法、および該疾患に
対する治療薬の薬効評価方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】タンパク質への非酵素的糖付加反応はメ
イラード反応と呼ばれる。この反応においてはグルコー
スに代表される還元糖のアルデヒド基がタンパク質のＮ
末端アミノ基や、リジン残基のε－アミノ基と反応して
シッフ塩基を形成し、アマドリ転位産物が生成する。こ
れらの転移産物は、酸化・脱水・縮合等の複雑な反応を
経て、褐色・蛍光・架橋形成等を特徴とするメイラード
反応後期生成物（以下、「ＡＧＥ」という。）に変化す
る。
【０００３】最近、ＡＧＥがＡＧＥ受容体を経由して様
々な細胞反応を誘発することが、糖尿病合併症の成因と
して注目されている。また、メイラード反応は健常人で
も多少見られる現象であるが、血管系の障害、腎症、神
経障害、網膜症および白内障等の糖尿病合併症、動脈硬
化、透析性アミロイドーシス、アルツハイマー病、ある
いは加齢によって促進されることがわかっている。従っ
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
に伴う疾患等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。
【０００４】ＡＧＥ量の測定は、以前はＡＧＥの蛍光強
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度により測定されていたが、最近は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測定されている。ところ
で、ＡＧＥの構造としては、ピラリン、ペントシジン、
クロスリン、イミダゾロン、およびＮε－カルボキシメ
チルリジン（ＣＭＬ）、Ｎε－カルボキシエチルリジン
（ＣＥＬ）等、１７以上の構造が報告されているが、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。そして、こうしたＡＧＥの構造をエピトープとして
作製した抗体を利用することにより、糖尿病等の疾患の
検査方法や該疾患治療薬の薬効評価方法が提案されてい
る（特開2001-059843号公報、特開2000-321273号公報
等）。しかし、これまでに提案された検査方法では、測
定感度、特異性、再現性において、必ずしも満足の行く
結果が得られていなかった。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】本発明の目的は、抗Ａ
ＧＥ抗体がエピトープとして認識する新規化合物を見出
し、該化合物を利用して特異性の高い新規抗ＡＧＥ抗体
を提供することにある。本発明の他の目的は、前記化合
物を臨床マーカーとする、ＡＧＥの生成または蓄積が関
与する疾患の改善された検査方法、および該疾患に対す
る治療薬の新たな薬効評価方法を提供することにある。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を解決するために鋭意検討した結果、アミノ酸としてリ
ジンを、アミノ酸を修飾する糖系化合物をグリコールア
ルデヒドとするグリコールアルデヒド－リジン化合物を
もとに人為的にＡＧＥを作製した。次いで、このグリコ
ールアルデヒド－リジン化合物のＡＧＥに含まれる構造
のうち、抗ＡＧＥ抗体がエピトープとして認識する新規
構造：ピリジニウム誘導体を同定した。そして、このピ
リジニウム誘導体を利用すれば、ＡＧＥ生成量を従来よ
りも高感度で検出できることを見出し、本発明を完成さ
せた。すなわち、本発明は以下の（１）～（１５）に関
する。
【０００７】（１）  下記一般式（Ｉ）で表されるピリ
ジニウム誘導体。
【化２】 *
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*［式中、Ｒ１、Ｒ２及びＲ３は水素または低級アルキル
基を表す。Ｘはアミノ基、または保護基を有するアミノ
基、Ｚはカルボキシル基、低級アルコキシカルボニル
基、アリールオキシカルボニル基、アルキルオキシカル
ボニル基を表す］
【０００８】（２）  前記ピリジニウム誘導体が、３－
ヒドロキシー４－ヒドロキシメチル－１－（５－アミノ
－５－カルボキシペンチル）ピリジニウムカチオンであ
ることを特徴とする、上記（１）記載のピリジニウム誘
導体。
【０００９】（３）  上記（１）または（２）記載のピ
リジニウム誘導体からなるエピトープ。
（４）  上記（１）または（２）記載のピリジニウム誘
導体をエピトープとして含む抗原。
【００１０】（５）  上記（１）または（２）記載のピ
リジニウム誘導体をエピトープとして認識する抗体。
（６）  前記抗体がモノクローナル抗体である、上記
（５）記載の抗体。
（７）  上記（５）または（６）記載の抗体を用いてメ
イラード後期反応生成物（以下、「ＡＧＥ」という。）
を検出する方法。
【００１１】（８）  ＡＧＥがグリコールアルデヒド修
飾タンパクのメイラード反応後期生成物である、上記
（７）記載の方法。
（９）  検体中のＡＧＥ量を上記（５）または（６）記
載の抗体を用いて検出し、該ＡＧＥ量に基づいて検体提
供者のＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾患の病態を
検査する方法。
【００１２】（１０）  検体中のＡＧＥ量の検出が免疫
標識測定法によって行われる、上記（９）記載の方法。
（１１）  ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾患が、
糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性腎症、および老化
に伴う疾患から選ばれる少なくとも一または二以上の疾
患である、上記（９）または（１０）記載の方法。
【００１３】（１２）  検出するＡＧＥがグリコールア
ルデヒド修飾タンパクのメイラード反応後期生成物であ
る、上記（９）～（１１）のいずれか１に記載の方法。
（１３）  被験物質の存在下および非存在下における、
検体中のＡＧＥ量を上記（５）または（６）記載の抗体
を用いて検出し、比較することにより、該被験物質のＡ
ＧＥの生成または蓄積が関与する疾患の治療薬としての
薬効を評価する方法。
【００１４】（１４）  ＡＧＥの生成または蓄積が関与
する疾患が、糖尿病、糖尿病性合併症、非糖尿病性腎
症、および老化に伴う疾患から選ばれる少なくとも一ま
たは二以上の疾患である、上記（１３）記載の方法。
（１５）  以下の１）～４）から選ばれる少なくとも一
つ以上を含む、ＡＧＥ検出用キット。
【００１５】１）上記（１）もしくは（２）記載のピリ
ジニウム誘導体を含む抗原、またはその標識物
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２）前項１）記載の抗原またはその標識物を固定した固
相化試料
３）上記（５）または（６）記載の抗体、またはその標
識物
４）前項３）記載の抗体またはその標識物を固定した固
相化試料
【００１６】
【発明の実施の形態】以下、本発明について詳細に説明
する。
１．メイラード後期反応生成物（ＡＧＥ）
本発明において、「ＡＧＥ」とは、アミノ化合物とカル
ボニル化合物とのメイラード反応（タンパク質への非酵
素的糖付加反応）によって生成する構造体を意味する。
すなわち、カルボニル化合物中のアルデヒド基がアミノ
化合物中のアミノ基と反応してアマドリ転位産物を生成
し、さらに酸化・脱水・縮合等の複雑な反応を経て、褐
色・蛍光・架橋形成等を特徴とするＡＧＥを生成する。
【００１７】前記アミノ化合物は特に限定されず、例え
ば、アルブミン、グロブリン、ヘモグロビン等の単純タ
ンパク質、コラーゲン等の糖タンパク質、リンタンパク
質、リポタンパク質、金属タンパク質等の複合タンパク
質、またはこれらの蛋白質の分解物であるペプチド、も
しくはこれらを構成するアミノ酸等を使用することがで
きる。
【００１８】また、前記カルボニル化合物は特に限定さ
れず、例えば、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、グリコールアルデヒド、グリオ
キサール等を利用できる。
【００１９】２．本発明のピリジニウム誘導体
本発明にかかる化合物は、下記一般式（Ｉ）で表される
ピリジニウム誘導体である。
【化３】

［式中、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３は水素または低級アルキ
ル基を表す。Ｘはアミノ基、または保護基を有するアミ
ノ基、Ｚはカルボキシル基、低級アルコキシカルボニル
基、アリールオキシカルボニル基、アルキルオキシカル
ボニル基を表す］前記化合物において、「低級アルキル
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基」とは炭素数１～６、好ましくは炭素数１～３の直鎖
状または分岐状の炭化水素をいう。該低級アルキル基と
しては、例えば、メチル基、エチル基、ｎ－プロピル
基、イソプロピル基、ｎ－ブチル基、イソブチル基、se
c－ブチル基、tert－ブチル基、ペンチル基、ネオペン
チル基、tert－ペンチル基、１－メチルブチル基、２－
メチルブチル基、１，２－ジメチルプロピル基、ヘキシ
ル基、イソヘキシル基、１－メチルペンチル基、２－メ
チルペンチル基、３－メチルペンチル基、１，１－ジメ
チルブチル基、１，２－ジメチルブチル基、２，２－ジ
メチルブチル基、１，３－ジメチルブチル基、２，３－
ジメチルブチル基、３，３－ジメチルブチル基、１－エ
チルブチル基、２－エチルブチル基、１，１，２－トリ
メチルプロピル基、１，２，２－トリメチルプロピル
基、１－エチルー１メチルプロピル基、１－エチルー２
－メチルプロピル基等を挙げることができる。
【００２０】前記化合物において、「保護基を有するア
ミノ基」とは、例えば、アミノ基にプロピオン酸、カプ
ロン酸、カプリル酸、ラウリン酸、パルミチン酸、ステ
アリン酸、安息香酸、サリチル酸等の弱酸を結合させる
ことにより保護したアミノ基を意味する。
【００２１】前記化合物において、「低級アルコキシカ
ルボニル基」とは、炭素数１～４の低級アルコールでエ
ステル化されているカルボキシル基を意味する。該低級
アルコールとしては、例えば、メタノール、エタノー
ル、ｎ－プロパノール、イソプロパノール、ｎ－ブタノ
ール、イソブタノール、sec－ブタノール、tert－ブタ
ノール等が挙げられる。
【００２２】前記化合物において、「アリールオキシカ
ルボニル基」とは、フェノール類でエステル化されてい
るカルボキシル基を意味する。該フェノール類として
は、例えば、フェノール、レゾルシン等を挙げることが
できる。また、アルキルオキシカルボニル基とは、アル
キル置換フェノールでエステル化されているカルボキシ
ル基を意味し、該アルキル置換フェノール類としては、
例えば、キシレノール、クミルアルコール、ベンジルア
ルコール等が挙げられる。
【００２３】本発明では、前記一般式（Ｉ）で表される
ピリジニウム誘導体の好ましい例として、３－ヒドロキ
シー４－ヒドロキシメチル－１－（５－アミノ－５－カ
ルボキシペンチル）ピリジニウムカチオンを挙げること
ができる。
【００２４】３．本発明のピリジニウム誘導体の製造方
法
３．１  グリコールアルデヒド修飾リジンのＡＧＥ合成
本発明のピリジニウム誘導体は、天然の、あるいは人為
的に合成したＡＧＥの構造に基づき、例えば以下のよう
にして製造することができる。まず、カルボキシル基を
ベンジルアルコールでブロックしたリジン（以下「Ｃｂ
ｚ－Ｌｙｓ」という。）をグリコールアルデヒドととも
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7
にリン酸ナトリウム緩衝液に溶解し、この溶液を無菌状
態にて反応させる。反応は、例えば８０～１２０℃にお
いて、１～６０分、好ましくは２～３０分、特に好まし
くは３～１０分間行う。この方法は、グリコールアルデ
ヒド修飾リジンのＡＧＥ（以下「ＧＡ－Ｃｂｚ－Ｌｙ
ｓ」という。）を一挙に製造することができるため好適
である。
【００２５】３．２  ピリジニウム誘導体の単離
上記方法で得たＧＡ－Ｃｂｚ－Ｌｙｓは、適当な緩衝
液、例えばアセトニトリルの濃度を例えば２％から７０
％に直線的に変化させた緩衝液を用いた高速液体クロマ
トグラフィー（HPLC）により、各画分に分離することが
できる。溶出された各画分は好ましくは２７０nmの吸収
と蛍光（λex/em＝３２６／４０６nm）の両方でモニタ
ーし、さらにグリコールアルデヒド修飾蛋白モノクロー
ナル抗体による競合的ＥＬＩＳＡ分析により、３つの画
分に分離することができる。
【００２６】次に、上記３つの画分のうち最初に流出し
た画分は、更に逆相カラムを用いたHPLCにかけ、例え
ば、０．３％トリフロロ酢酸（TFA）－１０％アセトニ
トリル含有液から０．３％TFA―５０％アセトニトリル
含有液まで濃度を直線的に変化させた溶出液を用いて溶
出させる。溶出された各画分は好ましくは２７０nmの吸
収と蛍光（λex/em＝３２６／４０６nm）の両方でモニ
ターし、さらにグリコールアルデヒド修飾蛋白モノクロ
ーナル抗体による競合的ＥＬＩＳＡ分析にかけて分画す
ることができる。
【００２７】上記方法で得られた画分のうちグリコール
アルデヒド修飾蛋白モノクローナル抗体反応画分を、更
にHPLCにかけ、例えば０．３％テトラヒドロフラン入り
２７％アセトニトリル溶媒を用いて溶出する。溶出され
た各画分は、好ましくは２７０nmの吸収と蛍光（λex/e
m＝３２６／４０６nm）の両方でモニターし、さらにグ
リコールアルデヒド修飾蛋白モノクローナル抗体による
競合的ＥＬＩＳＡ分析にかけ、免疫反応性を有しかつア
ルカリ性の流出画分のうち、中間部の画分を取り出す。
【００２８】次いで、この画分のカルボキシベンゾエー
ト基をカルボキシル基に変えるために、当該画分に、例
えば３０％ブロム酸／酢酸を反応させる。こうして得ら
れた画分をピリジニウム誘導体含有画分として、次の同
定工程に供する。
【００２９】３．３  ピリジニウム誘導体の同定
前項で得られた、ピリジニウム誘導体を含有すると予測
される画分を１Ｈ－ＮＭＲとＥＳＩ－ＭＳにかけ、目的
とするピリジニウム誘導体の構造を同定する。本発明の
好適な態様において、グリコールアルデヒド修飾リジン
のＡＧＥより同定されたピリジニウム誘導体は、３－ヒ
ドロキシー４－ヒドロキシメチル－１－（５－アミノ－
５－カルボキシペンチル）ピリジニウムカチオンであっ
た（図１－Ａ）。
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【００３０】４．本発明のピリジニウム誘導体をエピト
ープとして認識する抗体
本発明の抗体は、本発明のピリジニウム誘導体をエピト
ープとして認識する抗体である。該抗体には、本発明の
ピリジニウム誘導体に対する抗体のほか、該ピリジニウ
ム誘導体を１つのエピトープとする蛋白質のＡＧＥ（例
えば、グリコールアルデヒドをタンパク質に反応させて
得たＡＧＥ）に対する抗体も含まれる。本発明の抗体
は、ポリクローナルであっても、モノクローナルであっ
てもよいが、モノクローナル抗体であることが好まし
い。
【００３１】なお、本発明において、「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
ンパク質であって、抗原と特異的に結合する活性を有す
るものを意味する。また、「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
結合する部分を意味する。
【００３２】５．本発明の抗体の製造方法
本発明の抗体は、例えば、マウス、ラット、家兎その他
適当な動物に本発明のピリジニウム誘導体、あるいはピ
リジニウム誘導体を含むＡＧＥを常法に従って投与し、
感作された動物の脾臓リンパ球より調製することができ
る。なお、使用する動物は特に限定されず、必要とされ
る脾臓リンパ球の数に応じて適宜選択すればよい。
【００３３】５．１  モノクローナル抗体の製造方法
抗ピリジニウム誘導体モノクローナル抗体は、公知のハ
イブリドーマ法により製造することができる。すなわ
ち、アジュバント中に本発明のピリジニウム誘導体、ま
たはピリジニウム誘導体を含むＡＧＥ（例えば、グリコ
ールアルデヒド修飾タンパク質のＡＧＥ等、本発明のエ
ピトープで修飾されたタンパク質）を懸濁し、該懸濁液
を、例えば、マウスの皮下または真皮内に投与する。
【００３４】用いられる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、ＢＣＧ、トレハロースダイマイコレート（ＴＤ
Ｍ）、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ジュバント（ＦＩＡ）とを組み
合わせて使用することが好ましい。
【００３５】マウスは前記初回免疫後、更に、追加免疫
を数回行い、適当な日数を経過した後に部分採血を行
い、抗体価を測定する。抗体価は、例えばＥＬＩＳＡ法
等、公知の方法により測定することができる。
【００３６】ついで、感作の終了した動物から脾臓を摘
出し、得られた脾臓細胞を常法に従いミエローマ細胞と
融合させて抗体産生ハイブリドーマを作製する。例え
ば、マウスの場合であれば、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
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し出して脾臓リンパ球を得る。得られた脾臓リンパ球
は、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。
【００３７】用いられるミエローマ細胞は特に限定され
ず、公知のものを使用できる。例えば、マウスの細胞で
あれば、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８－０１（Ｐ３Ｕ１）、Ｐ
３－ＮＳ１－１－Ａｇ４－１（ＮＳ４）、ＳＰ２／０－
Ａｇ１４（ＳＰ２）等を挙げることができる。ミエロー
マ細胞の選択にあたっては、抗体産生細胞との適合性を
考慮する必要がある。
【００３８】細胞の融合方法は、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、当該
分野で公知の方法を任意に選択して用いることができる
が、特にポリエチレングリコール法が、細胞毒性が比較
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。なお、抗体を大量に作り出したい場合は、ビニルピ
リジン誘導体で刺激した抗体産生細胞と骨髄腫細胞を細
胞融合させたハイブリドーマを用いることが好ましい。
【００３９】得られたハイブリドーマは、常法に従い、
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、目的とする抗体産生ハイブ
リドーマのスクリーニングを行った後、該ハイブリドー
マのクローニングを行う。
【００４０】スクリーニング法としては、公知の抗体検
出方法を用いることができ、例えば、酵素イムノアッセ
イ（以下「ＥＬＩＳＡ」という）法、ラジオイムノアッ
セイ（以下「ＲＩＡ」という）法、プラーク法、凝集反
応法等を用いることができる。また、クローニング法と
しては、当該分野で公知の方法を用いることができ、例
えば、限界希釈法、軟寒天法およびＦＡＣＳ法等を用い
ることができる。
【００４１】得られたハイブリドーマは、適当な培養液
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。こうして得られる
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
等により、所望のモノクローナル抗体を単離精製するこ
とができる。
【００４２】５．２  ポリクローナル抗体の製造方法
抗ピリジニウム誘導体ポリクローナル抗体は、公知の方
法に従って作製することができる。例えば、アジュバン
ト中に本発明のピリジニウム誘導体、またはピリジニウ
ム誘導体を含むＡＧＥ（例えば、グリコールアルデヒド
修飾タンパク質のＡＧＥ等、本発明のエピトープで修飾
されたタンパク質）を懸濁し、該懸濁液を、例えば、ウ
サギの皮下または真皮内に投与する。
【００４３】用いられる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
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ント、ＢＣＧ、トレハロースダイマイコレート（ＴＤ
Ｍ）、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ジュバント（ＦＩＡ）とを組み
合わせて使用することが好ましい。
【００４４】ウサギは前記初回免疫後、更に、追加免疫
を数回行い、適当な日数を経過した後に血清を採取す
る。この血清を、適当なアフィニティーカラムにかけ、
目的とする抗体以外の蛋白あるいは抗体を分離除去し、
目的とするポリクローナル抗体を単離する。上記のよう
にして得られるモノクローナル抗体またはポリクローナ
ル抗体は、ＡＧＥに存在するピリジニウム誘導体をエピ
トープとして特異的に認識することができる。
【００４５】６．本発明の抗体によるＡＧＥの検出方法
本発明はまた、本発明の抗体を利用したＡＧＥの検出方
法を提供する。対象とするＡＧＥは特に限定されず、例
えば、カルモジュリン、ヘモグロビン（Ａｌａ１、Ａｌ
ａ ２、Ａｌｃ、ＡＯ、Ｓ）、水晶体のクリスタリン、
筋繊維タンパク質、チューブリン等の細胞内タンパク
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）等の血漿
タンパク質、インスリン、甲状腺ホルモン等のホルモ
ン、皮膚、腱、大動脈、糸球体基底膜等のコラーゲン、
毛髪、爪等の角質層、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等の細胞
膜タンパク質等の、生体タンパク質よりメイラード反応
によって生じるＡＧＥが挙げられる。このうち、血漿タ
ンパク質は取り扱いが容易なため、検出対象として好ま
しい。
【００４６】本発明の検出方法は、本発明の抗体を抗原
抗体反応によってＡＧＥに結合させ、結合した抗体量に
より目的とするＡＧＥあるいはＡＧＥ量を検出するもの
である。抗体量の検出は、公知の免疫学的測定法に従っ
て行えばよく、例えば、免疫沈降法、免疫凝集法、標識
免疫測定法、免疫比ろう法、免疫比濁法等を用いること
ができる。特に標識免疫測定法が簡便かつ高感度という
点で好ましい。標識免疫測定法では、検体中の抗体価は
標識抗体を用いて直接検出した標識量で表すほか、既知
濃度あるいは既知抗体価の抗体を標準液として用いて相
対的に表してもよい。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。
【００４７】前記標識免疫測定法としては、公知の測定
法、例えば、ＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法、蛍光免疫測定
法、化学発光免疫測定法等を任意に利用することができ
る。用いる標識物質は、上記測定法に応じて、酵素、放
射性同位体、蛍光化合物、および化学発光化合物等を適
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宜選択すればよい。前記酵素としては、例えば、ペルオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼ、酸性ホスファタ
ーゼ、グルコースオキシダーゼ等を挙げることができ
る。上記標識物質はアビジン－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も可
能である。また、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）等が挙げられる。化学発光化合物としては、
ロフィン、ルミノール、ルシゲニン等が挙げられる。上
記標識物質による抗体の標識は、常法に従って行うこと
ができる。以下、標識抗体を用いた標識免疫測定法につ
いて説明する。
【００４８】６．１  標識免疫測定法
標識免疫測定法による、本発明の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、測定操作が簡便になるため好ましい。固相の材質と
しては、例えば、ポリスチレン、ナイロン、ガラス、シ
リコンラバー、セルロース等が挙げられ、固相の形状と
しては、球状、ウェル状、チューブ状、シート状等が挙
げられるが、これらに限定されず、標識免疫測定法に用
いられる公知のものを任意に用いることができる。
【００４９】測定操作は、非競合反応系であれば、例え
ば、検出すべき抗原（ＡＧＥ）を固相化した後、本発明
の抗体と反応させ、次いで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）を加えて固相化した抗
原と反応している抗体と反応させる。この二次抗体の標
識により、抗原に結合した抗体量を検出することができ
る。検出された標識量は、検出すべき抗原（ＡＧＥ）量
と正相関するので、これによりＡＧＥ量を求めることが
できる。
【００５０】また、競合反応系では、一定量の抗体に対
して、検出すべき抗原と一定量の別の抗原とを競合的に
結合させる。例えば、検出すべき抗原（ＡＧＥ）を固相
化した後に、あらかじめ別の抗原を添加し反応させた本
発明の抗体を反応させる。次に、固相化された抗原と反
応した本発明の抗体を、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
よって本発明の抗体を検出することができる。検出され
る標識量は、添加された別の抗原量と逆相関する。その
ほかの競合反応系としては、本発明の抗体を固相化し
て、これに検体と反応させた後、あらかじめ標識してお
いた別の抗原を反応させる。検出される標識量は、抗体
と結合したＡＧＥ量と逆相関する。
【００５１】前記した抗原または抗体の固相化法として
は、物理的吸着法、共有結合法、イオン結合法、架橋法
等、公知の方法を使用できる。特に、物理的吸着法が簡
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便という点で好ましい。また、抗免疫グロブリン抗体
（二次抗体）としては、例えば、抗IgG抗体、抗IgM抗体
等を用いることができる。これらの抗体は、抗体分子を
そのまま使用してもよいし、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、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等を標識して使用してもよい。
【００５２】６．２  ＥＬＩＳＡ法
前記標識免疫測定法の好適な例として、酵素を標識とし
た免疫測定法、ＥＬＩＳＡ法を挙げることができる。Ｅ
ＬＩＳＡ法は、例えば、９６穴プレートに検体またはそ
の希釈液を入れて、４℃～室温で一晩、または３７℃で
１～３時間程度静置して検出すべきＡＧＥを吸着させて
固相化する。次に、本発明の抗体を反応させ、次いであ
らかじめ酵素を結合させた抗免疫グロブリン抗体（二次
抗体）を反応させる。最後に酵素と反応する適当な発色
性の基質（例えば、酵素がホスファターゼならｐ－ニト
ロフェニルリン酸等）を加え、この発色によって抗体を
検出する。
【００５３】７．ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾
患の検査方法
生体タンパク質の糖化、さらにこの糖化がメイラード反
応によって進行した結果生成されるＡＧＥは、糖尿病等
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。例えば、ＡＧＥ産生は、血管系の障
害、腎症、神経障害、網膜症および白内障等の糖尿病合
併症、動脈硬化、透析性アミロイドーシス、アルツハイ
マー病、あるいは加齢によって促進される。
【００５４】従って、ＡＧＥの生成および蓄積量を把握
すれば、ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾患の病態
（発症や進行）を予測することができる。すなわち、本
発明は、ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾患の病態
を検査する方法を提供する。
【００５５】前記ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾
患としては、例えば、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を挙げることができ
る。ここで、「糖尿病性合併症」とは、糖尿病に伴って
発生する症状・疾患を意味し、例えば、末梢神経障害や
自律神経障害等の神経障害、網膜症、白内障、腎症、脳
梗塞、心筋梗塞等を挙げることができる。また、「老化
に伴う疾患」とは、その成因が老化と密接に関連する疾
患を意味し、例えば、心筋梗塞等の冠動脈性疾患、高血
圧等の末梢循環障害、脳梗塞、クモ膜下出血および慢性
硬膜下血腫等の脳血管障害、アテローム性動脈硬化症、
慢性関節リウマチ、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、白内障、緑内障等を挙げることができる。
【００５６】本発明の検査方法は、具体的には以下の工
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程を含む。
１）ＡＧＥを含む検体に本発明の抗体を反応させ、該検
体中のＡＧＥ量を検出する工程
２）上記ＡＧＥ量を健常人と検体提供者との間で比較す
ることにより、該検体提供者のＡＧＥの生成または蓄積
が関与する疾患の病態を評価する工程
本発明の検査方法において、「検体」とは検出対象であ
るＡＧＥを含む、生体から単離された試料であって、例
えば、ヒトを含む動物の体液、尿、組織、血漿および血
清等の血液成分、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、皮膚、血管壁、腎臓の糸球体
基底膜等の結合組織や該組織に含まれるコラーゲンやエ
ラスチン等が挙げられる。特に、血液、尿等の液体成分
が好ましい。また、検出対象であるＡＧＥは特に限定さ
れないが、グリコールアルデヒド修飾タンパクのメイラ
ード反応後期生成物が好ましい。
【００５７】本発明の検査方法において、検体中のＡＧ
Ｅ量は本発明の抗体を用いて検出する。前記検出は、公
知の免疫学的測定法に従って行えばよく、例えば、免疫
沈降法、免疫凝集法、標識免疫測定法、免疫比ろう法、
免疫比濁法等を用いることができる。特に、標識免疫測
定法は検出感度が高く、また多数の検体を自動的に測定
できる手法が確立されているという点で、病院あるいは
研究機関等での使用に好適である。標識免疫測定法の詳
細については、６．で記載したとおりである。
【００５８】本発明の検査方法においては、検体中のＡ
ＧＥ量を、健常人または対象疾患の罹患患者における平
均値と比較することにより、該検体提供者の疾患の病態
を診断することができる。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ＡＧＥ量の
平均値と比較することで、当該疾患の病期（進行度）を
診断することができる。
【００５９】８．ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾
患の治療薬の薬効評価方法
本発明はまた、ＡＧＥの生成または蓄積が関与する疾患
の治療薬の薬効評価方法を提供する。本発明の薬効評価
方法は、被験物質の存在下および非存在下における、各
検体中のＡＧＥ量を本発明の抗体を用いて検出し、各Ａ
ＧＥ量を比較することにより、該被験物質のＡＧＥの生
成または蓄積が関与する疾患の治療薬としての薬効を評
価するものである。ここで、「被験物質の存在下」と
は、in vivoの評価系であれば、ヒトを含む動物等に該
被験物質を投与した場合を意味し、in vitroの評価系で
あれば、検体に被験物質を添加するなどして作用させた
場合を意味する。また、被験物質の非存在下とは、その
ような該被験物質の投与や添加をしない場合を意味す
る。
【００６０】９．ＡＧＥ検出用キット
本発明はまた、ＡＧＥ検出用キットを提供する。該キッ
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トは、本発明の検査方法や本発明の薬効評価方法に使用
することができる。本発明のキットは以下の１）～４）
から選ばれる少なくとも一つ以上を含む。
１）本発明のピリジニウム誘導体を含む抗原、またはそ
の標識物
２）前項１）記載の抗原またはその標識物を固定した固
相化試薬
３）本発明の抗体またはその標識物
４）前項３）記載の抗体またはその標識物を固定した固
相化試薬
ここで、抗原または抗体の標識物とは、酵素、放射性同
位体、蛍光化合物、または化学発光化合物によって標識
されたものを意味し、その具体例は６．に記載したとお
りである。
【００６１】また前記抗原または抗体、もしくはこれら
の標識物を固定する固相の材質としては、ポリスチレ
ン、ナイロン、ガラス、シリコンラバー、セルロース等
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、シート状等が挙げられるが、これらに限定さ
れない。該固相化試薬の代わりに、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等のコーティング液
と、さらに必要に応じてコーティング液に0.5％のゼラ
チン等を含有させたブロッキング液が挙げられる。
【００６２】また、前記抗原または抗体は、PBS等に溶
解させた状態、あるいはゲルに結合させた状態（以下、
「吸収用ゲル」と略す）であってもよい。前記吸収用ゲ
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
された状態であってもよく、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
充填された状態であってもよい。
【００６３】本発明のキットは、上記した構成要素のほ
か、本発明の検出を実施するための他の試薬、例えば標
識物が酵素標識物の場合は、酵素基質（発色性基質
等）、酵素基質溶解液、酵素反応停止液、あるいは検体
用希釈液等を含んでいてもよい。前記検体用希釈液とし
ては、例えばPBS（生理的リン酸緩衝液、ｐＨ７．
４）、137mM塩化ナトリウムおよび3mM塩化カリウムを含
むpH7.4かつ20mMのトリス-塩酸緩衝液（以下、「TBS
と」略す）、0.05％Tween20、0.1～1％のBSAを含有させ
たPBS、あるいはTBS等を挙げることができる。該検体用
希釈液は、検体希釈以外、例えば抗体の希釈等に用いて
もよい。
【００６４】
【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：ピリジニウム誘導体の作製
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１．グリコールアルデヒド修飾タンパク質ＡＧＥの生成
カルボニル基をベンジルアルコールでブロックしたリジ
ン（Ｃｂｚ－Ｌｙｓ：１００mM）を０．５Mのリン酸ナ
トリウム緩衝液（ｐH７．４）中で５０mMのグリコール
アルデヒド（ＧＡ）と１００℃で５分間インキュベート
し、（ＧＡ－Ｃｂｚ－Ｌyｓ）を得た。
【００６５】２．ピリジニウム誘導体の単離
（第1工程）得られたＧＡ－Ｃｂｚ－Ｌyｓを高圧薄層ク
ロマトグラフ（日立（株）製、ラクロムシステム、ポン
プ、L-7100:蛍光検出器、L-7485;オートサンプラー、L-
7200；カラム  オーブン、L-7300、以下「ＨＰＬＣ」と
いう。）を準備して、ＧＡ－Ｃｂｚ－Ｌyｓの反応混合
物を、逆相カラム（マイトシルRP-18 GP 250x20mm:関東
化学）に注入し（0.1mlづつ）、２％アセトニトリル溶
液中に平衡させた。そして２～７０％アセトニトリルを
０から５５分間かけて流下し、その後７０％アセトニト
リルを５５～１１０分流下した。
【００６６】流出物を蛍光（λex/em＝３２６／４０６n
m）でモニターして３つの画分（画分１：１７～３５
分、画分２：４１～６１分、画分３：６４～９８分）に
分けた。全ての分析は４０℃で流速５ml/分で行った。
この分画は３０回繰り返した。残留分は２mlの水で再構
成させた。各画分は一定量づつ、実施例２記載のグリコ
ールアルデヒド修飾蛋白モノクローナル抗体（以下、
「ＧＡ５」という。）による競合的ＥＬＩＳＡ分析にか
けた。
【００６７】（第２工程）第１工程で得られた画分１
（５ｍｇ）を更に逆相カラム（イナートシルODS-3V、２
５０x４．６mm、GL科学製）を用いたＨＰＬＣ（ジャス
コ社製）により０．３％トリフロロ酢酸（TFA）－１０
％アセトニトリル含有液から０．３％トリフロロ酢酸
（TFA）―５０％アセトニトリル含有液にまで濃度を直
線的に変化させた溶出液により４０分かけて順次溶出さ
せた。０．３％トリフロロ酢酸（TFA）―５０％アセト
ニトリル含有液を４０～５０分かけて流速０．８ml/mi
n、２５℃で溶出させた。溶出液を２７０nmの吸収と蛍
光（λex/em＝３２６／４０６nm）の両方でモニター
し、時間により２５画分に分けた。この分画を５回繰り
返した。得られた残渣を５００μlのH

２
Oでもとに戻

し、各画分の分別物（１００ml）はＧＡ５による競合的
ＥＬＩＳＡにかけた。
【００６８】（第３工程）第２工程で得られた免疫反応
画分（画分１１～１３、各々４００μl）を混合し、逆
相カラム（イナートシルODS-3V、２５０x４．６mm、GL
科学製）が取り付けられたＨＰＬＣを用いて、０．３％
テトラヒドロフラン入り２７％アセトニトリルで流速
０．８ml/min、２５℃で溶出させた。溶出液を２７０nm
の吸収と蛍光（λex/em＝３２６／４０６nm）の両方で
モニターし、時間により８画分に分けた。この分画を５
回繰り返した。得られた残渣を１mlのH

２
Oでもとに戻
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し、次いで競合的ＥＬＩＳＡによる免疫反応にかけた。
【００６９】３．単離物質の構造解析
１）画分５に含まれる化合物
上記方法で得た画分５を１Ｈ－ＮＭＲとＥＳＩ－ＭＳに
より同定した。結果を以下に記載する。
１Ｈ－ＮＭＲ：  δ１．１８－１．３８（２Ｈ，ｍ）、
１．５５－１．６９（１Ｈ，ｍ）、１．６９－１．９５
（３Ｈ，ｍ）４．０４（１Ｈ，ｄｄ、J=４．６，９．１
Hz）、４．２７－４．４２（２Ｈ，ｍ）、４．７２（１
Ｈ，ｓ）、４．９８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１２．５Ｈｚ）、
７．２１－７．３６（５Ｈ，ｍ）、７．８０（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝６．０Ｈｚ）、８．１０（１Ｈ、ｓ）、８．１
９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．０Ｈｚ）
ＥＳＩ－ＭＳ：  m/z３８９［Ｍ＋Ｈ］＋Ｍ
この結果より、画分５はＣｂｚ基以外の芳香族環を含む
単一の化合物を含んでいることが示唆された。
【００７０】２）ＧＡ５中のエピトープ構造
次に、画分５を３０％ブロム酸／酢酸で処理した化合物
（以下「ＧＡ５エピトープ」という）の構造を１Ｈ－Ｎ
ＭＲ、１3Ｃ－ＮＭＲ、ＥＳＩ－ＭＳにより同定した。
結果を以下に記す。
１Ｈ－ＮＭＲ（D

２
O）：  δ１．３１Å|１．４２（１

Ｈ，ｍ）、１．４２Å|１．５３（１Ｈ、ｍ）、１．８
４Å|１．９６（２Ｈ，ｍ）、１．９６Å|２．０５（２
Ｈ，ｍ）、３．９４（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝６．３Ｈｚ）、
４．４７（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．３Ｈｚ）、４．８（２
Ｈ．ｓ）、７．８９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝６Ｈｚ）、８．２
０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１．０Ｈｚ）、８．３０（１Ｈ，ｄ
ｄ，Ｊ＝１．０，６．１Ｈｚ）
１３Ｃ－ＮＭＲ（D

２
O）：  δ２１．０，２９．３，２

９．８，５３．１，５８．０，６０．７，１２４．７，
１２９．９、１３６．１、１４７．７、１５３．３、１
７２．７
ＥＳＩ－ＭＳ：  m/z」２５５［Ｍ＋Ｈ］＋

表１にプロテクトされないＧＡ５エピトープからの１Ｈ
－ＮＭＲスペクトルと１３Ｃ－ＮＭＲスペクトルのシグ
ナルを示す。
【００７１】
【表１】
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【００７２】上記のとおり、ＥＳＩ－ＭＳのm/z２５５
にピークを示し、１３Ｃ－ＮＭＲスペクトルが炭素数１
２をそれぞれ示すことから、ＧＡ５エピトープはカチオ
ン実験式Ｃ

１２
Ｈ
１９
Ｎ
２
Ｏ
４
を割り当てた。また、Ｇ

Ａ５エピトープではリジンの一部分のプロトンと炭素が
存在するにもかかわらず、δのメチレンプロトンの下領
域シフトが観察されたこと（４．４７ppm、２Ｈ）よ
り、リジンの一部のε－窒素が芳香族ヘテロサイクルを
構成することが示唆された。プロテクトを解除されたＧ
Ａ５のエピトープの１３Ｃ－ＮＭＲスペクトルは芳香族
炭素領域を囲む５つの炭素の存在を示した。それ故、こ
の化合物の芳香族環はピリジンカチオンであることが示
唆された。
【００７３】次に、ＨＭＱＣ、ＨＭＢＣ及びｎＯｅ実験
の結果に基づき、プロトンと炭素の割当を行った。ＨＭ
ＢＣ試験では、リジン構造のδ位置のプロトンと芳香族
炭素間のクロスピークが観察された。（Ｈ１’－Ｃ２、
Ｈ’－Ｃ６、Ｈ２－Ｃｌ＋、Ｈ６－Ｃ１’）。この結果
はピリジウム核においてＣ２とＣ６とがＮ原子に隣接し
ていることを示す。それ以上にＨ６はＨ５と６．１Ｈｚ
で組になっており、Ｈ２と１．０Ｈｚで組になってい
た。これはＣ２（ＣＨ）-Ｎ１（ＣＨ２-）-Ｃ６（Ｃ
Ｈ）-Ｃ５でありうることを示す。ピリジン環の残りの
２つの炭素（Ｃ３とＣ４）は更に置換されている。プロ
テクトを外されたＧＡ５エピトープの残りの部分はＣ

１

Ｈ
４
Ｏ
２
であった。これは１つのヒドロキシメチル基と

１つのヒドロキシ基からなると考えられた（図１）。
【００７４】ＨＭＢＣ試験においては、４．８１ppmの
ヒドロキシメチル基のメチレンプロトンとＣ３、Ｃ４お
よびＣ５とのクロスピークについて検討した。更にメチ
レンプロトンとＨ５との間にｎＯｅが存在することから
ヒドロキシメチル基がＣ４に付いているとの結論となっ
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た。これらの構造分析の結果より、プロテクトが外され
たＧＡ５エピトープの構造は３－ヒドロキシ－４－ヒド
ロキシメチル－１－（５－アミノ－５－カルボキシペン
チル）ピリジニウムカチオンであることの結論に達し
た。
【００７５】実施例２：ＧＡ変性タンパクのＡＧＥに対
するモノクローナル抗体（ＧＡ５）の作製
グリコールアルデヒドとＬＤＬとを１００℃で１０分間
反応させ、グリコールアルデヒド修飾ＬＤＬのＡＧＥ
（ＧＡ－ＬＤＬ）を製造した。このＧＡ－ＬＤＬをアジ
ュバンド中に５０％懸濁した液を、Ｂａｌｂ／ｃマウス
の真皮内に１ｍｇずつ１週間おきに４回投与した。感作
したマウスから脾臓リンパ球を採取し、ミエローマＰ３
Ｕ１細胞と融合させて融合細胞を得た。
【００７６】１週間後、この融合細胞Ｂａｌｂ／ｃを
０．５ｍＬ（１ｘ１０７個／マウス）投与して腹水を産
生させ、投与１週間後に腹水を採取した。採取した腹水
５ｍＬＢＳＡを結合させたフォルミル－セルロフィンゲ
ルが充填されているアフィニティカラム１（２．０ｘ１
２ｃｍ）を通した。アフィニティカラム１における非吸
着画分を更にＧＡ－ＢＳＡを結合させたフォルミル－セ
ルロフィンゲルが充填されたアフィニティカラム２
（１．２ｘ９．０ｃｍ）に通した。アフィニティカラム
２のＧＡ－ＢＳＡに吸着される画分を０．１Ｍクエン酸
緩衝液（ｐＨ３．０）で溶出させた。
【００７７】集められた抗体画分を中和し、更にＣＭＬ
－ＢＳＡが結合されたフォルミル－セルロフィンゲルが
充填されたアフィニティカラム３を通し、ＣＭＬ－ＢＳ
Ａに吸着されない画分を採取した。この画分を濃縮し、
ＰＢＳで希釈後透析にかけ、ＣＭＬ以外のＧＡ－ＢＳＡ
のＡＧＥに対するモノクローナル抗体を精製した。
【００７８】実施例３：ＧＡ変性タンパク質のＡＧＥに
対するポリクローナル抗体の作製
ＣＭＬ以外のＧＡ－派生ＡＧＥ構造（非ＣＭＬ構造）に
対するポリクローナル抗体を調製するために５０％フロ
イントの完全アジュバントに懸濁した、ＧＡ－ＢＳＡ１
mgをウサギの皮下（２０ヶ所）に投与した。続いて５０
％フロイントの不完全アジュバントに懸濁した、ＧＡ－
ＢＳＡ０．５mgを５回投与した。
【００７９】最終投与１０日経過後親和性精製にかける
ため血清を採取した。この血清を抗ＧＡ－ＢＳＡ抗血清
（１０ｍｌ）をＢＳＡに結合させたフォルミル－セルロ
フィンゲルが充填されているアフィニティカラム１
（２．０ｘ１２ｃｍ）を通した。アフィニティカラム１
における非吸収画分をフォルミル－セルロフィンゲルが
充填されたアフィニティカラム２（１．２ｘ９．０ｃ
ｍ）に通した。アフィニティカラム２のＧＡ－ＢＳＡに
吸着される画分を０．１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ３．
０）で溶出させた。
【００８０】集められた抗体画分を中和し、更にＣＭＬ
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－ＢＳＡが結合されたフォルミル－セロフィンゲルが充
填されたアフィニティカラム３に通し、ＣＭＬ－ＢＳＡ
に吸着されない画分を採取した。この画分を濃縮し、Ｐ
ＢＳで透析にかけてＣＭＬ以外のＧＡ－ＢＳＡのＡＧＥ
に対するポリクローナル抗体を精製した。
【００８１】実施例４：モノクローナル抗体による抗体
価の測定／ＥＬＩＳＡ
競合的ＥＬＩＳＡにより抗体価を測定した。すなわち、
９６ウェルマイクロの各ウェルを、後述する濃度で抗原
を含む１００μｌのＰＢＳでコートし、１時間インキュ
ベートした。その後、ウェルを洗浄緩衝液で３回洗浄
し、０．５％ゼラチン緩衝液（洗浄緩衝液）を含むＰＢ
Ｓを加え、室温で１時間静置してウェルをブロックし
た。
【００８２】洗浄緩衝液で３回洗浄した後、５０μlの
テストサンプルと同容量のＧＡ５溶液を各ウエルに加
え、１時間インキュベートした。ウェルに結合した抗体
はＨＲＰ-結合抗マウスＩｇＧ抗体を用いて検出した。
ＥＬＩＳＡを用いた試験では、同様の工程を少なくとも
３回繰り返した。結果を図２に示す。
【００８３】実施例５：ポリクローナル抗体による抗体
価の測定／ＥＬＩＳＡ
実施例３で得たポリクローナル抗体を用いて、実施例４
と同様の方法でＥＬＩＳＡを行い、抗体価を測定した。
結果を図３に示す。
【００８４】実施例６：ヒト大動脈のアテローム動脈硬
化病巣におけるＡＧＥの検出
１．免疫染色用組織の調整
死後２～５時間以内に単離された、ヒト大動脈のアテロ
ーム動脈硬化病巣の組織検体をリジン－パラホルムアル
デヒドからなる２％固定剤で４℃、６時間かけて固定し
た。次いで、シュークロース（特級）を１０％、１５
％、及び２０％含有するＰＢＳで洗浄した。氷の結晶の
生成を防ぐため、１０％のグリセロールと２０％シュー
クロースを含有するＰＢＳ中に浸漬した後、ＯＣＴ化合
物（さくらファインテクニカル（株））の中に置き、液
体窒素で凍結し、使用するまで－８０℃で保存した。検
体組織（腹部大動脈（abdominal aorta）および冠大動 *
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*脈（coronaria））はクリオスタット（HM-500M、ミクロ
ム社）で５μｍにカットしポリリジンでコートされたス
ライド上に置いた。
【００８５】２．組織染色
ヒトアテローム動脈硬化病巣のＡＧＥ生成を間接免疫パ
ーオキシダーゼ法により検査した。すなわち、組織断片
はパーオキシダーゼ活性を止めた後、ＧＡ５（一次抗
体）とともにインキュベートし、ＰＢＳで洗浄後、二次
抗体として、１：１００で希釈したパーオキシダーゼラ
ベル抗マウスF（ab’）

２
（アメルスハム社製）を反応

させた。これに3,3’-ジアミノベンジディン（同仁化学
（株）製）、ヘマトキシリン、マリノール（ムトウ化学
（株）製）を添加して染色した（実施例６）。
【００８６】対照として、ＧＡ５を抗原を含むＧＡ－Ｂ
ＳＡ（グリコールアルデヒド修飾ＢＳＡ）とともに、３
７℃で１時間プレインキュベーションし、これをヒトア
テローム動脈硬化病巣の組織片と反応させ、実施例６と
同様に染色した（比較例１）。それぞれの染色結果を図
４に示す。
【００８７】
【発明の効果】本発明のピリジニウム誘導体を利用すれ
ば、メイラード反応後期生成物を高感度で検出しうる抗
体が提供される。従って、本発明によれば、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の病
態（発症や進行度）を高感度で検査することができる。
また、上記疾患に対する治療薬あるいは治療薬候補化合
物の薬効を評価することができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１－ＡはＧＡ５エピトープ構造を示す。また
図１－ＢはＨＭＢＣ試験結果を示す。
【図２】図２はＧＡ変性タンパク質のＡＧＥに対するモ
ノクローナル抗体のＥＬＩＳＡ結果を示す。
【図３】図３はＧＡ変性タンパク質のＡＧＥに対するポ
リクローナル抗体のＥＬＩＳＡ結果を示す。
【図４】図４はヒト大動脈のアテローム動脈硬化病巣の
組織断片の免疫染色結果を示す。

【図２】 【図３】
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