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(54) 항-글리코헤모글로빈단일클론항체및글리코헤모글로빈의측정방법

요약

본 발명은 시료를 고체 상에 결합되어 있는 항-헤모글로빈 항체와 접촉시키고, 거기에 항-글리코헤모글로
빈 항체를 첨가한 후, 글리코헤모글로빈을 통해 고체 상에 결합된 항-글리코헤모글로빈 항체 및 항-헤모
글로빈 항체를 측정하는 것으로 이루어지는 글리코헤모글로빈의 측정 방법에 관한 것이다. 또한, 본 발명
은 시료를 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 면역 응집 반응을 야기시키는 입자와 혼합한 후, 면역응
집 반응에 의해 형성된 응집물을 측정하는 것으로 이루어지는 글리코헤모글로빈의 측정 방법에 관한 것이
다. 또한, 본 발명은 시료를 글리코헤모글로빈에 특이적인 단일클론 항체를 함유한 용액과 혼합한 후에 
얻은 혼합물의 탁도 변화를 측정하는 것으로 이루어지는 글리코헤모글로빈의 측정 방법에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 시료를 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체와 혼합하거나, 또는 비감작 라
텍스 입자와 혼합하고 이어서 항-글리코헤모글로빈 항체와 혼합하여 면역응집 반응을 야기시킨 다음, 면
역응집 반응에 의해 형성된 응집물을 측정하는 것으로 이루어지는 글리코헤모글로빈의 측정 방법에 관한 
것이다. 또한, 본 발명은 시료를 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 입자
들과 혼합하거나, 또는 비감작 라텍스 입자와 혼합하고 이어서 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있
는 입자와 혼합하여 면역응집 반응을 야기시킨 다음, 면역응집 반응에 의해 형성된 응집물을 측정하는 것
으로 이루어지는 글리코헤모글로빈의 측정 방법에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 인간 글리코헤모글로빈
에 대해 고도의 특이성을 갖는 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체에 관한 것이다.

대표도

도1

명세서

[발명의 명칭]

항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체 및 글리코헤모글로빈의 측정 방법

[도면의 간단한 설명]

제1도는 다양한 농도의 인간 글리코헤모글로빈을 함유하는 시료를 측정할 때 실시예 1에서 제조된 항-인
간  글리코헤모글로빈  단일클론  항체  및  시판되는  항-인간  글리코헤모글로빈  항체[케미콘  인터내쇼날 
인크.(Chemicon International Inc., 미합중국 소재) 제품]의 효과를 나타내는 그래프.

제2도는 실시예 1에서 제조된 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체의 글리코헤모글로빈에 대한 특이성을 
나타내는 그래프.
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[발명의 상세한 설명]

본 발명은 글리코헤모글로빈(glycated hemoglobin)의 측정 방법에 관한 것이다.

당뇨병 환자의 경우에는 혈액내 글리코헤모글로빈(A1C)의 농도가 증가한다는 것이 공지되어 있으므로, 글

리코헤모글로빈의 농도를 혈당 농도와 함께 측정하는 것은 당뇨병의 진단과 질병의 진전을 조사하는데 유
용하다.

선행 기술의 방법에 있어서, 글리코헤모글로빈의 측정은 시료(적혈구 추출물)중의 글리코헤모글로빈을 고
체상에 직접 결합시키고, 고체 상을 세척하고, 결합된 헤모글로빈을 표지된 항-글리코헤모글로빈 항체와 
반응시키고, 고체 상을 다시 세척한 후, 표지된 수준을 측정함으로써 수행된다. 그러나, 이 방법은 각 시
료 중의 글리코헤모글로빈을 고체 상에 직접 결합시키기 위한 시간이 소모되는 예비처리(예를 들면, 4℃
에서의 철야 반응)를 필요로 하므로, 다수의 시료를 신속히 측정할 수 없다.

그러므로, 상술된 바에 비추어 볼 때 본 발명의 목적은 글리코헤모글로빈을 간단하고 신속하게 측정하는 
방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 발명자들은 집중적인 연구를 수행한 결과, 미리 고체 상에 결합된 항-헤모글로빈 항체를 시료
와 반응시키고, 이어서 반응 생성물을 항-글리코헤모글로빈 항체와 반응시킬 경우에, 선행 방법과 관련된 
시간-소모성 단계, 즉 각 시료중의 글리코헤모글로빈을 고체 상에 직접 결합시키는 단계가 제거되어, 글
리코헤모글로빈을 신속하게 측정할 수 있다는 것을 발견하였다. 본 발명은 이러한 발견에 기초하여 달성
되었다.

특히, 본 발명에 따르면, 시료를 고체 상에 결합되어 있는 항-헤모글로빈 항체와 접촉시키고, 거기에 항-
글리코헤모글로빈 항체를 첨가한 후, 글리코헤모글로빈을 통해 고체 상에 결합된 항-글리코헤모글로빈 항
체 및 항-헤모글로빈 항체를 측정하는 것으로 이루어지는 글리코헤모글로빈의 측정 방법이 제공된다(이 
실시태양을 본 발명에 따른 "제1 실시태양"이라고 칭한다).

또한, 본 발명자는 항-헤모글로빈 항체를 입자에 결합시키고, 입자를 시료와 혼합하여 응집물을 형성시킨 
후, 응집물에 기초하여 글리코헤모글로빈을 측정함으로써 글리코헤모글로빈을 측정할 수 있다는 것을 발
견하였다.

다시 말해서, 본 발명에 따라 시료를 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 면역 응집 반응을 야기시키는 
입자와 혼합한 후, 면역응집 반응에 의해 형성된 응집물을 측정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로빈의 
측정 방법이 제공된다(이 실시태양을 본 발명에 따른 "제2 실시태양"이라고 칭한다).

또한, 본 발명자는 인간 글리코헤모글로빈에 대해 특이적인 단일클론 항체를 함유하는 용액을 시료와 혼
합한 후에 얻어진 혼합물의 탁도 변화에 기초하여 글리코헤모글로빈을 측정할 수 있다는 것을 
발견하였다.

다시 말해서, 본 발명에 따라 시료를 글리코헤모글로빈에 특이적인 단일 클론 항체를 함유한 용액과 혼합
한 후에 얻어진 혼합물의 탁도 변화를 측정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로빈의 측정 방법이 제공된다
(이 실시태양을 본 발명에 따른 "제3 실시태양"이라고 칭한다).

본 발명의 발명자는 계속해서 집중적인 연구를 수행한 결과, 시료를 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤
모글로빈 항체와 혼합하거나 또는 비감작 라텍스 입자와 혼합한 후 항-글리코헤모글로빈 항체와 혼합할 
때, 선행 기술과 관련된 시간-소모성 단계가 제거되어, 글리코헤모글로빈을 신속하게 측정할 수 있다는 
것을 발견하였다.

다시 말해서, 본 발명에 따라 시료를 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체와 혼합하거나, 또
는 비감작 라텍스 입자와 혼합하고 이어서 항-글리코헤모글로빈 항체와 혼합하여 면역응집 반응을 야기시
킨 다음, 면역응집 반응에 의해 형성된 응집물을 측정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로빈의 측정 방법
이 또한 제공된다(이 실시태양을 본 발명에 따른 "제4 실시태양"이라고 칭한다).

또한, 본 발명자는 시료를 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 입자와 혼
합하거나 또는 비감작 라텍스 입자와 혼합하고 이어서 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 입자들
과 혼합하여 응집물을 형성시킨 후 이 응집물을 측정함으로써 글리코헤모글로빈을 측정할 수 있다는 것을 
발견하였다.

다시 말해서, 본 발명에 따라 시료를 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 
입자들과 혼합하거나, 또는 비감작 라텍스 입자와 혼합하고 이어서 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 
있는 입자와 혼합한 후, 면역응집 반응에 의해 형성된 응집물을 측정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로
빈 측정방법이 또한 제공된다 (이 실시태양을 본 발명에 따른 "제4 실시태양"이라고 칭한다).

또한, 본 발명에 따라 글리코헤모글로빈에 대해 고도의 특이성을 갖는 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항
체가 제공된다.

본 발명의 또다른 목적 및 장점은 하기 상세한 설명의 방법으로 명백해질 것이다.

이하에 본 발명을 보다 상세히 설명한다.

본 발명의 제1 실시태양에 따르면, 글리코헤모글로빈을 함유하거나 함유하지 않는 시료를 고체 상에 결합
되어 있는 항-헤모글로빈 항체와 접촉시켜 글리코헤모글로빈을 항-헤모글로빈 항체와 반응시키고, 거기에 
항-글리코헤모글로빈 항체를 첨가하여 항-글리코헤모글로빈 항체를 글리코헤모글로빈과 반응시킨 후, 글
리코헤모글로빈 및 항-헤모글로빈 항체를 통해 고체 상에 결합되어 있는 항-글리코헤모글로빈 항체를 측
정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로빈의 측정 방법이 제공된다.
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본 발명의 제1 실시태양에 따르면, 항-헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 다량의 고체 상 물질을 미리 제
조하는 경우에, 시료와 고체 상에 결합되어 있는 항-헤모글로빈 항체가 항원-항체 반응하도록 
해줌으로써, 각 측정시에 시료내 글리코헤모글로빈이 항-헤모글로빈 항체를 통해 고체 상에 결합될 수 있
다. 이 방법은 글리코헤모글로빈을 고체 상에 직접 결합시키는 선행 기술의 방법과 비교할 때, 1/10 배 
이하의 상당히 단축된 시간내에 완결될 수 있다.

본 발명의 제2 실시태양에 따르면, 글리코헤모글로빈을 함유하거나 함유하지 않는 시료를 항-글리코헤모
글로빈 항체가 결합되어 있는 입자들과 혼합하여 글리코헤모글로빈과 항-헤모글로빈 항체의 면역응집 반
응을 야기시킨 후, 면역응집 반응에 의해 형성된 응집물에 기초하여 글리코헤모글로빈을 측정하는 것을 
포함하는 글리코헤모글로빈의 측정 방법이 제공된다.

본 발명에 따른 제3 실시태양에 따르면, 인간 글리코헤모글로빈에 특이적인 단일클론 항체를 함유하는 용
액을 인간 글리코헤모글로빈을 함유하거나 함유하지 않는 시료와 혼합한 후에 얻어진 혼합물의 탁도 변화
에 기초하여 글리코헤모글로빈을 측정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로빈의 측정방법이 제공된다.

본 발명의 제2 및 제3 실시태양에 따른 방법은 입자의 응집도 및 혼합물의 탁도 변화를 각각 글리코헤모
글로빈을 검출하기 위한 수단으로서 사용하는 것이며, 선행 기술의 방법과 비교하여 현저히 단축된 기간
내에 글리코헤모글로빈을 측정할 수 있다.

본 발명의 제4 실시태양에 따르면, 글리코헤모글로빈을 함유하거나 함유하지 않는 시료를 비감작 라텍스 
입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체와 혼합하거나 또는 비감작 라텍스 입자와 혼합하고 이어서 항-글리코
헤모글로빈 항체와 혼합하여, 항-글리코헤모글로빈 항체를 비감작 라텍스 입자에 결합되어 있는 글리코헤
모글로빈과 면역응집 반응을 야기시킨 다음, 면역응집 반응에 의해 형성된 응집물에 기초하여 글리코헤모
글로빈을 측정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로빈의 측정 방법이 제공된다.

본 발명의 제4 실시태양에 따르면, 시료 중의 글리코헤모글로빈을 비감작 라텍스 입자에 용이하게 결합하
며, 따라서 비감작 라텍스 입자에 결합되어 있는 글리코헤모글로빈을 항-글리코헤모글로빈 항체와 간단히 
반응시킴으로써 응집 반응을 수행할 수 있다. 이로 인해 비감작 라텍스 입자에 시료 중의 글리코헤모글로
빈의 결합, 항-글리코헤모글로빈 항체와의 항원-항체 반응 및 연속적인 응집반응은 매회 측정시에 시료를 
항-글리코헤모글로빈 항체와 비감작 라텍스 입자와 간단히 혼합함으로써 수행할 수 있다. 이 방법은 헤모
글로빈이 고체 상에 직접 결합되는 선행 기술 방법과 비교하여, 1/10 내지 1/100 만큼 상당히 단축된 기
간내에 완료할 수 있다.

본 발명의 제5 실시태양에 따르면, 글리코헤모글로빈을 함유하거나, 함유하지 않는 시료를 비감작 라텍스 
입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 입자와 혼합하거나, 또는 비감작 라텍스 입자와 혼합
하고 이어서 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 입자와 혼합하여, 면역응집 반응을 야기시킨 다
음, 면역응집 반응에 의해 형성된 응집물에 기초하여 글리코헤모글로빈을 측정하는 것을 포함하는, 글리
코헤모글로빈의 측정 방법이 제공된다.

본 발명의 제5 실시태양에 따른 방법에 의해서도 선행 기술 방법과 비교하여 현저히 단축된 시간내에 글
리코헤모글로빈을 측정할 수 있다.

본 발명의 제1 실시태양에 사용되는 고체 상은 종래 기술의 면역 분석에 사용되는 임의의 것일 수 있다. 
예를 들면, 플라스틱 플레이트 웰을 사용하는 것이 바람직하다.

항-헤모글로빈 항체는 당 분야에 주지되어 있으며, 다가클론 항체 또는 단일클론 항체일 수 있다. 고체상
에 대한 항-헤모글로빈 항체의 결합은 고체 상에 약 1㎍/ml 농도의 항체 용액을 첨가하고, 얻어진 고체 
상을 4℃에서 철야 방치함으로써 수행할 수 있다. 결합 처리 후에, BSA(우 태아 혈청)와 같은 단백질을 
사용한 블로킹을 통상의 방법으로 수행하여 비특이적 단백질 부착 부위를 차단시킨다. 인간 글리코헤모글
로빈을 측정하는 경우에는 항 인간 헤모글로빈 항체를 고체 상에 결합시키는 것이 바람직하다.

그 다음은, 이렇게 고체 상에 결합된 항-헤모글로빈 항체를 시료와 접촉시켜 시료 중의 글리코헤모글로빈
을 항원-항체 반응에 의해 고체상 결합된 항-헤모글로빈 항체를 통해 고체 상에 결합시킬 수 있다. 시료
는 적혈구 추출물 또는 혈액 전체일 수 있다. 항원-항체 반응은 예를 들면 실온에서 약 2시간 동안 수행
할 수 있다.

세척 후에, 항-헤모글로빈 항체를 통해 고체 상에 결합된 글리코헤모글로빈은 항-글리코헤모글로빈 항체
와의 항원-항체 반응을 진행 할 수 있다. 항-글리코헤모글로빈 항체는 다가클론 항체 또는 단일클론 항체
일 수 있지만, 높은 측정 정확성의 관점에서 볼 때 단일클론 항체가 바람직하다. 본 발명자들은 글리코헤
모글로빈과는 특이적인 반응을 할 수 있지만 정상 헤모글로빈과는 실질적으로 반응을 하지 않는 단일클론 
항체(단일클론 항체 3F10; 일본국 이바라끼껭 쓰꾸바시 히가시 1쪼메 1방 3고 (우편번호 305)에 소재하는 
통상산업성공업기술원생명공학공업기술연구소에 1002년 6월 10일자로 수탁번호 FERM  P-12998(부다페스트 
조약하에 FERM BP-4311)로 기탁되어 있는, 단일클론 항체 3F10을 생산할 수 있는 하이브리도마)를 이하 
실시예에서 보다 상세히 설명되는 방법에 따라 생산하는데 성공하였다. 이 단일클론 항체를 본 발명의 방
법에 사용하는 것이 바람직할 수 있다. 이 경우에 항원-항체 반응은 상술된 바와 동일한 조건하에 수행할 
수 있다.

연속해서 세척한 후에 항-헤모글로빈 항체 및 글리코헤모글로빈을 통해 고체상에 결합되어 있는 항-글리
코헤모글로빈 항체를 면역 분석 분야에 공지된 다양한 선행 기술의 기법에 따라 측정한다. 예를 들면, 측
정은 항-글리코헤모글로빈 항체를 효소, 형광염료, 방사성 물질 등으로 표지시킨 후 표지를 측정함으로써 
수행할 수 있다. 또한 비오틴을 항-글리코헤모글로빈 항체에 결합시키고, 결합된 비오틴을 표지된 아비딘
과 반응시킨 다음, 표지를 측정함으로써 수행할 수 있다. 또한 항-글리코헤모글로빈 항체를 항-글리코헤
모글로빈 항체와 특이적인 반응을 진행할 수 있는 표지된 항체와 반응시키고 표지를 측정함으로써 수행할 
수 있다.

본 발명의 제2 실시태양에 따른 방법 및 본 발명에 따른 제5 실시태양에 따른 방법에 사용되는 입자의 바
람직한 예로는 0.05 내지 5 ㎛의 입도를 갖는 라텍스 입자, 0.5 내지 10 ㎛의 입도를 갖는 젤라틴 입자 
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및 동물 적혈구가 포함된다.

라텍스의 구체적인 예로는 스티렌 중합체, 스티렌-아크릴산 공중합체, 스티렌-부타디엔 공중합체, 스티렌
-디비닐벤젠 공중합체가 포함된다. 젤라틴 입자의 구체적인 예로는 본 명세서에 참고로 인용되어 있는 미
합중국 특허 제4,416,813호에 기재되어 있는 것이 포함된다. 동물 적혈구의 구체적인 예로는 가금, 오리, 
염소, 양, 소 및 말과 같은 동물 유래의 것이 포함된다.

항체를 입자에 결합시키는 방법은 당분야에 공지되어 있으며, 하기 실시예에 설명되는 바와 같이, 예를 
들면 입자를 항체 용액 중에 분산시킴으로써 용이하게 수행할 수 있다.

본 발명의 제2 실시태양에 있어서, 항-글리코헤모글로빈 항체를 단일 항체원으로서 입자에 결합시킬 수 
있지만, 항-헤모글로빈 항체와 조합하여 항원과의 항원항체 반응에 의해 강한 응집물의 얻는 것이 바람직
하다. 이러한 경우에는, 항-글리코헤모글로빈 항체 및 항-헤모글로빈 항체가 입자에 약 1:1의 몰비로 결
합되는 것이 바람직하다. 이에 관해서는, 헤모글로빈 단독으로는 응집을 일으키지 않는 항-헤모글로빈 항
체를 선택하여 사용할 필요가 있다.

항-글리코헤모글로빈 항체만이 입자에 결합되는 경우에, 시료를 예를 들면 블랙 슬라이드 유리 상의 입자
와 혼합한 다음 응집 입자 및 침전 입자가 존재하는 것을 관찰함으로써 시료 중의 글리코헤모글로빈을 검
출할 수 있다. 또한, 글리코헤모글로빈은 흡광도 측정으로 정량적으로 측정될 수 있다. 항-글리코헤모글
로빈 항체 및 항-헤모글로빈 항체를 모두 입자에 결합시키는 경우에, 시료가 글리코헤모글로빈을 함유한
다면 강한 응집물 상이 형성되어서, 응집물 상을 육안으로 관찰함으로써 시료 중의 글리코헤모글로빈을 
검출할 수 있다.

또한, 본 발명의 제2 실시태양에 있어서, 하기 실시예에 상세히 설명된 바와 같이, 고감작성 단일클론 항
체 3F10을 항-글리코헤모글로빈 항체로서 사용하는 것이 바람직하다.

본 발명의 제3 실시태양에 따른 방법에 있어서, 인간 글리코헤모글로빈에 특이적인 단일클론 항체를 함유
하는 용액을 시료와 혼합한다. 시료가 글리코헤모글로빈을 함유하는 경우에 혼합물의 탁도가 증가하므로, 
혼합물의 탁도 변화를 측정함으로써 시료 중의 글리코헤모글로빈을 측정할 수 있다. 또한, 이 경우에, 하
기 실시예에 상세히 기재되어 있는 바와 같이, 고감수성 단일클론 항체 3F10을 인간 글리코헤모글로빈에 
특이적인 단일클론 항체로서 사용하는 것이 바람직하다.

본 발명의 제4 및 제5 실시태양에 따른 방법에 사용되는 비감작 라텍스 입자로서 상술된 것을 포함하는 
임의의 시판되는 라텍스 입자를 자체로 사용하거나 또는 바람직하게는 트리스-숙신산, 포스페이트 또는 
아세테이트 완충액으로 여러차례 세척한 후에 사용할 수 있다.

본 발명의 제5 실시태양에 따른 방법에서 항-글리코헤모글로빈 항체를 입자에 결합시키는 것은 일반적으
로 물리적 흡착법에 의해 수행할 수 있다. 다시 말해서, 입자를 1 내지 50 ㎍/ml의 농도로 희석된 항체와 
혼합하여 0.1 내지 10%(w/v)의 입자 농도를 제공하고, 혼합물을 4℃ 내지 실온의 온도에서 교반한다. 원
심분리에 의해 완전히 세척한 후에 얻어진 생성물을 사용하기 전까지 1 중량% BSA 용액중에 저장한다.

본 발명의 방법에 사용되는 비감작 라텍스 입자는 0.05 내지 5 ㎛, 바람직하게는 0.1 내지 2㎛의 입도를 
갖고 통상적으로 사용되는 완충 용액 중에 분산시킴으로써 사용한다.

비감작 라텍스 입자, 시료 및 항-글리코헤모글로빈 항체를 4℃ 내지 40℃의 온도에서 혼합하고, 혼합한 
직후에 응집물이 형성된다.

시료를 항-글리코헤모글로빈 항체 및 예를 들면, 블랙 슬라이드 유기 상의 입자와 혼합한 후, 응집 입자 
및 침전 입자의 존재를 관찰함으로써, 시료 중의 글리코헤모글로빈을 검출할 수 있다. 글리코헤모글로빈
은 흡광도 측정에 의해 정량적으로 측정될 수 있다. 이 경우에, 입자는 작은 입도를 갖는 것이 바람직하
지만, 흡광도 변화는 블랭크가 제거될 수 있다면, 약 1 ㎛의 입도를 갖는 입자에서도 측정할 수 있다. 게
다가, 시료중의 글리코헤모글로빈은 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 
라텍스 입자를 사용함으로써 보다 신속하고 보다 정확하게 검출될 수 있다.

라텍스 입자의 응집은 다음과 같은 방법에 의해 확인될 수 있다. 0.05 내지 5 ㎛의 큰 입도를 갖는 라텍
스 입자를 사용하는 경우에, 응집을 육안으로 관찰할 수 있다. 0.05 내지 1.0 ㎛의 보다 작은 입도를 갖
는 라텍스 입자를 사용하는 경우, 응집은 400 내지 800 ㎚ 파장의 산란광을 분광분석적으로 측정하거나 
적외선을 사용함으로써 확인될 수 있다. 이러한 방식으로 시료 중의 글리코헤모글로빈을 검출할 수 있다. 
또한, 이 경우에는 하기 실시예에 기재된 고감수성 단일클론 항체 3F10을 인간 글리코헤모글로빈에 특이
적인 단일클론 항체로서 사용하는 것이 바람직하다.

하기 실시예는 본 발명을 보다 상세히 설명한다. 그러나, 실시예는 설명을 목적으로 한 것으로서 본 발명
의 범위를 제한하려는 것이 아님을 이해해야 한다.

[실시예 1]

(1) 글리코헤모글로빈에 특이적인 단일클론 항체의 제조:

글리코헤모글로빈을 프로인트 완전 보조제중에 완전히 분산시키고, 생쥐 Balb/c 주를 100 μ1의 현탁액을 

사용하여 2주 간격으로 4회 면역화시켰다. 각각의 면역화된 생쥐로부터 비장을 절제하여 10
6
 비장 세포를 

얻고, 이어서 PEG 존재하에 생쥐 골수종 세포와 융합시켰다. 융합된 세포를 배양한 후에 얻어진 배양 상
징액에 대해 ELISA법에 의해 항-인간 글리코헤모글로빈 항체의 존재를 조사하였다. 그 후, 항체에 대해 
양성인 세포를 한정 희석법으로 조사하여 항-인간 글리코헤모글로빈 항체 생산 세포를 단리하였다.

이렇게 얻어진 세포를 항-인간 글리코헤모글로빈 생쥐 단일클론 항체 생산 세포(하이브리도마 세포)로서 
사용하고, 대규모로 배양하고, 배양 세포를 복강내 주입으로 생쥐에게 투여하였다. 투여한 지 2주 후에 3
일 간격으로 복수를 수거하여 목적하는 항-인간 글리코헤모글로빈 단일클론 항체를 얻었다. 이렇게 얻은 
항-인간 글리코헤모글로빈 단일클론 항체를 3F10으로 명명하고, 일본국의 통상산업성공업기술원생명공학
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공업기술연구소에 수탁번호 FERM P-12998(부다페스트 조약하에 FERM BP-4311)로 단일클론 항체 3F10을 생
산할 수 있는 하이브리도마를 기탁하였다.

단일클론 항체 3F10이 IgG임을 확인하였다.

(1) ELISA 법에 의한 인간 글리코헤모글로빈의 측정

항-인간 헤모글로빈 항체(토끼 항체)의 10 ㎍/㎖ 용액을 ELISA 용 96 웰 플레이트(Nunc 제품) 웰에 50 ㎕ 
씩 분배하고, 4℃에서 철야 방치하였다. 그 결과의 플레이트를 2 중량% BSA 및 0.02 중량 Tween 20을 함
유하는 인산염 완충 생리식염수로 5회 세척한 다음, 동일 완충액을 200 ㎕ 씩 분배시킨 후 4℃에서 저장
하였다. 상징액을 제거한 후, 글리코헤모글로빈을 함유하는 시료 150 ㎕를 플레이트의 각 웰에 적가하고, 
실온에서 2시간 동안 방치하였다. 이어서, 이렇게 처리된 플레이트를 0.02 중량 Tween 20을 함유하는 생
리식염수로 4회 세척하였다.

다음은, 퍼옥시다제-표지된 항-인간 글리코헤모글로빈 특이성 생쥐 단일클론항체 용액(500 ng/㎖)을 상기 
플레이트의 웰에 150 ㎕씩 분배하고, 실온에서 2시간 동안 방치하였다. 플레이트를 0.02 중량% Tween 20
을 함유하는 생리식염수로 4회 세척한 후 세척한 플레이트의 웰에 0.1 중량% ABTS (2,2'-아조비스(3-에틸
벤조티아졸린-6-술폰산))을 함유하는 0.05 중량% H2O2 용액을 200 ㎕씩 분배하고, 실온에서 30분간 방치시

켜 색상을 전개시켰다. 그 후, 전개된 색상을 415 ㎚ 및 492 ㎚에서의 흡광도를 측정함으로써 비색적으로 
측정하였다. 결과를 표 1에 나타내었다.

[표 1]

[실시예 2 및 비교예 1]

실시예 1에서 제조된 항-인간 글리코헤모글로빈 단일클론 항체 및 시판되는 항-인간 글리코헤모글로빈 단
일클론 항체를 사용하여, 다양한 양의 시료 중에 함유된 인간 글리코헤모글로빈을 하기 방법으로 정량적
으로 측정하였다.

실시예 1에서 제조된 항-인간 글리코헤모글로빈 단일클론 항체 및 시판된 항-인간 글리코헤모글로빈 단일
클론 항체[케미콘 인터내셔날 인크.(Chemicon International Inc., 미합중국 소재)]를 96 웰 마이크로플
레이트상에서 감작시켰다. 얻어진 마이크로플레이트에 첨가량(농도)을 달리하면서 퍼옥시다제(POD)-표지
된 글리코헤모글로빈 항원을 첨가하였다. 실온에서 2시간 동안 면역 반응을 수행한 후에 플레이트를 PBS-
Tween으로 세척하였다. 그 후, 이렇게 처리한 플레이트의 웰에 ABTS/H2O2(기질)를  100㎕씩 분배시키고, 

반응을 실온에서 1시간 동안 수행하였다. 반응 종료 용액 50 ㎕를 첨가한 후, 415 nm의 파장에서 흡광도
를 측정하여 그 결과를 제1도에 나타내었다.

제1도로부터 명백하듯이, 시판되는 항-인간 글리코헤모글로빈 항체는 항원의 증가량에 거의 반응하지 않
는 한편 (비교예 1), 실시예 1에서 제조된 항-인간 글리코헤모글로빈 단일클론 항체를 사용하는 경우 흡
광도는 항원량에 비례하여 증가하였다(실시예 2). 결론적으로, 글리코헤모글로빈은 실시예 1에서 제조된 
항-인간 글리코헤모글로빈 단일클론 항체를 사용함으로써 광범위한 농도에 걸쳐 측정될 수 있다는 사실을 
확인하였다.

[실시예 3]

0.254 ㎛의 비감작 폴리스티렌 라텍스 입자(니혼 고오세이 고무 가부시끼가이샤 제품) 0.025 %를 함유하
는 트리스-숙신산 완충액(pH 5.5) 2 ml을 37℃의 온도로 조절된 셀에 첨가하였다. 거기에, 이온 교환 크
로마토그래피에 의해 정제된 1㎍/㎖의 헤모글로빈을 함유하는 항원 용액을 첨가하고, 얻어진 혼합물을 37
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℃에서 5분간 교반하였다. 교반을 완결한 후에, 실시예 1에서 제조된 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체 
8mg/㎖를 함유하는 항체 용액 2㎕을 첨가하여 항체의 최종 농도를 8mg/㎖로 하였다. 그 직후, 시간의 경
과에 따른 흡광도의 변화를 히다찌 220 분광광도계에 의해 750 nm에서의 흡광도를 측정함으로써 관찰하였
다. 흡광도를 측정하는 동안에, 시판되는 항-인간 헤모글로빈 항체(케미콘 인터내쇼날 인크.(미합중국 소
재) 제품)를 셀에 추가로 첨가하여 앞서 첨가된 항체의 농도( 8 ㎍/㎖)와 동일한 최종농도를 제공하였다.

시간의 경과에 따른 흡광도의 변화를 관찰하기 위하여, 헤모글로빈 대신에 글리코헤모글로빈을 사용하고, 
항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체를 항-헤모글로빈 항체 대신에 사용하고, 항-헤모글로빈 항체를 항-글
리코헤모글로빈 단일클론 항체 대신에 사용한 것을 제외하고는 동일한 절차를 반복하였다.

그 결과를 제2도에 나타내었다.

제2도에 나타낸 결과와 같이, 실시예 1에서 제조된 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체(항-A1C)는 헤모글

로빈-결합된 라텍스 입자(A0-결합된 라텍스)와 실질적으로 반응하지 않지만, 항-헤모글로빈 항체(항-A0)가 

첨가되는 경우, 응집 반응이 시작됨으로서 흡광도가 증가하였다. 한편, 글리코헤모글로빈-결합된 라텍스 
입자(A1C-결합된 라텍스)를 사용하는 경우, 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체 및 항-인간 헤모글로빈 항

체는 동일한 반응성을 나타냈다.

따라서, 실시예 1에서 제조된 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체가 글리코헤모글로빈에 대해 우수한 특
이성을 갖는다는 것을 확인하였다.

[실시예 4]

항-글리코헤모글로빈 생쥐 단일클론 항체-결합된 라텍스 입자의 제조:

실시예 3에서 사용된 것과 동일한 0.254 ㎛ 입도의 10 % w/v 라텍스 입자를 함유하는 용액 100 ㎕를 실시
예 1에서 얻어진 40 ㎍/㎖의 항-인간 글리코헤모글로빈 단일클론 항체 3F10을 함유하는 20 mM 아세테이트 
완충액(pH 6.0) 900 ㎕에 첨가하였다. 혼합물을 전도형 믹서를 사용하여 교반한 후, 항체-결합된 라텍스 
입자를 원심분리(5,000 g x 15분)에 의해 회수하고, 생리식염수로 4회 세척한 다음, 1 중량% BSA를 함유
하는 20 mM 아세테이트 완충액(pH 5.0) 중에 현탁시켜 0.5 중량%농도를 만든 후 저장하였다.

[실시예 5]

라텍스 응집에 의한 인간 글리코헤모글로빈의 측정

인간 적혈구 추출물(pH 5.0) 5 ㎕를 블랙 슬라이드 유리상에서 실시예 3에서 제조된 라텍스 현탁액 50 ㎕
와 혼합하고, 혼합물을 수차례 서서히 흔들어 주었다. 1분후에, 결과의 응집물이 존재하는 지를 육안으로 
관찰하였다. 그 결과를 표 2에 나타내었다.

[표 2]

[실시예 6]

라텍스 응집에 의한 흡광도 변화의 측정

실시예 3에서와 동일한 방법으로 제조된 0.254 ㎛의 입도를 갖는 항-글리코헤모글로빈 생쥐 단일클론 항
체 3F10-결합된 라텍스 입자의 0.025 중량% 현탁액 2㎖를 셀중에서 각각 5 ㎕의 3가지 용혈성 시료(시료 
A, B 및 C)와 혼합하고, 750㎚ 파장에서의 주기적인 흡광도 변화를 조사하였다. 측정 결과를 표 3에 나타
내었다.
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[표 3]

[실시예 7]

0.254 ㎛의 입도를 갖는 0.025 중량%의 비감작 폴리스티렌 라텍스 입자를 함유하는 용액 2 ㎖를 용혈성 
시료 5 ㎕와 혼합하였다. 5분간 혼합한 후, 혼합물에 실시예 1에서 얻은 항-글리코헤모글로빈 생쥐 단일
클론 항체 3F10 50 ㎍을 첨가하고, 그 즉시 히다찌 220 분광광도계에 적용시켜 37℃ 교반하에 750 ㎚ 파
장에서의 흡광도 변화를 측정하였다. 5가지 시료를 측정한 결과를 표 4에서 나타내었다.

[표 4]

[실시예 8]

항-글리코헤모글로빈 생쥐 단일클론 항체-결합된 라텍스 입자의 제조 :

2 ㎛의 입도를 갖는 10 %(w/v) 라텍스 입자를 함유하는 용액 100 ㎕를 실시예 1에서 얻은 40 ㎍/㎖의 항-
인간 글리코헤모글로빈 단일클론 항체 3F10을 함유하는 20 mM 아세테이트 완충액(pH 6.0) 900 ㎕에 첨가
하였다. 혼합물을 전도형 믹서를 사용하여 교반한 후, 항체-결합된 라텍스 입자를 원심분리(5,000 g x 15
분)에 의해 회수하고, 생리식염수로 4회 세척한 다음, 1 중량% BSA를 함유하는 20 mM 아세테이트 완충액
(pH 5.0) 중에 현탁시켜 0.5 중량% 농도로 만든 후 저장하였다.

시료 5 ㎕를  0.05 ㎛의 입도를 갖는 0.025의 중량%의 비감작 폴리스티렌 라텍스 입자를 함유하는 용액 
100 ㎕와 혼합한 후, 이렇게 제조된 항-글리코헤모글로빈 생쥐 단일클론 항체-결합된 라텍스 입자 분산액 
1 ㎖과 혼합하고, 혼합물에 대해 교반하에 800 ㎚ 파장에서 흡광도가 증가하는 지를 즉시 조사하였다. 표 
5는 시료중의 총 헤모글로빈에 대한 글리코헤모글로빈의 비율과 매분당 흡광도 변화 사이의 관계를 나타
낸다.

[표 5]

따라서, 본 발명에 따르면 글리코헤모글로빈을 신속하고 간단히 측정하는 방법이 제공된다는 것이 명백해
졌다.

본 발명은 구체적인 실시예를 참고로 상세하게 설명되어 있으며, 당업자는 본 발명의 정신과 범주에서 이
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탈하지 않으면서 다양하게 변화 및 변형시킬 수 있다는 것을 이해할 것이다.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

시료를 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체와 혼합하거나, 또는 비감작 라텍스 입자와 혼합
하고 이어서 항-글리코헤모글로빈 항체와 혼합시켜, 면역응집 반응을 일으키고, 면역응집 반응에 의해 형
성된 응집물을 측정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로빈의 측정 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 비감작 라텍스 입자가 0.05 내지 5 ㎛의 입도를 갖는 방법.

청구항 3 

시료를 비감작 라텍스 입자 및 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 입자와 혼합하거나, 또는 비감
작 라텍스 입자와 혼합하고, 이어서 항-글리코헤모글로빈 항체가 결합되어 있는 입자와 혼합하여 면역응
집 반응을 야기시킨 후, 면역응집 반응에 의해 형성된 응집물을 측정하는 것을 포함하는 글리코헤모글로
빈의 측정 방법.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 비감작 라텍스 입자가 0.05 내지 5 ㎛의 입도를 갖는 방법.

청구항 5 

제3항에 있어서, 상기 입자가 0.05 내지 5 ㎛의 입도를 갖는 라텍스 입자, 0.5 내지 10 ㎛의 입도를 갖는 
젤라틴 입자 및 동물 적혈구로 이루어진 군에서 선택되는 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 항-글리코헤모글로빈 항체가 FERM BP-4311로 동정되어 있는 특성을 갖는 하이브리
도마에 의해 생산된 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체인 방법.

청구항 7 

제3항에 있어서, 상기 항-글리코헤모글로빈 항체가 FERM BP-4311로 동정되어 있는 특성을 갖는 하이브리
도마에 의해 생산된 항-글리코헤모글로빈 단일클론 항체인 방법.

도면

    도면1

9-8

1019930010394



    도면2
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