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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
糖化アルブミンの糖化率を測定する場合に複数の測定方法間の測定値を統一するための検
量物質であって、検量物質の濃縮の影響を回避する目的で、アルブミン濃度及び糖化アル
ブミン中の総糖化アミノ酸濃度を表示すること、および、調製時のフィブリノーゲン濃度
が４０ｍｇ／ｄｌ以下、及び／又はグルコース濃度が１０ｍｇ／ｄｌ以下であり、安定化
剤としてスクロースを含むことを特徴とする糖化アルブミン検量物質。
【請求項２】
請求項１に記載の検量物質を用いることを特徴とする糖化アルブミン測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、糖化タンパク質の割合の測定に有用な検量物質およびそれを用いた糖化タンパ
ク質割合の測定方法、さらに検量物質の表示値の決定および糖化アルブミンの測定に有用
な標準測定法に関する。本発明における検量物質、それを用いた測定方法、及び標準測定
法は臨床検査に用いられる。
【０００２】
【従来の技術】
糖尿病の診断及び管理を行う上で糖化タンパク質の測定は非常に重要であり、過去約１～
２ヶ月の平均血糖値を反映するヘモグロビンA1c(HbA1c)、過去約２週間の平均血糖値を反



(2) JP 4183116 B2 2008.11.19

10

20

30

40

50

映する糖化アルブミン(GA)等が日常的に測定されている。
HbA1cの測定法にはHPLC法、免疫法等が知られているが、方法間で測定しているものが多
少異なり国際臨床化学連合(IFCC)による標準化が試みられている（非特許文献１）。IFCC
はHbA1c、β鎖Ｎ末端のアミノ酸バリンの糖化物をHbA1cと定義した。HbA1cの検量物質と
してはヘモグロビンA1cのＮ末端ヘキサペプチド（糖化、非糖化）が提案され使用されて
いる。
一方糖化アルブミンの場合はアルブミン分子当たり主な糖化部位は少なくとも４箇所存在
することが知られており（非特許文献２）HbA1cよりも複雑である。GAの定義及び検量物
質（標準品）及び標準測定法は決定されていない。
【０００３】
GAの測定方法にはGAがGA分子の濃度として測定されると考えられるHPLC法（非特許文献３
）、 GAがGA分子中に存在する総アミノ酸濃度として測定されると考えられるチオバルビ
ツール酸を用いる方法（非特許文献４）、酵素標識ホウ酸を用いた免疫法(非特許文献５)
、酵素法（特許文献１）、 GAがGA分子中に存在する525位リシンの糖化体の濃度として測
定されると考えられる免疫法(非特許文献６)等が知られている。これらの方法は、それぞ
れの方法によって測定対象や表示方法が異なり、健常者の基準範囲が方法間で大きく異な
っており、標準物質を用いた標準化及び標準測定法の設定が待たれている。
また、糖化タンパク質は糖とタンパク質が非酵素的に結合したものであるから、一般的に
不安定であり液状で供給されているものはない。
【０００４】
さらに、HbA1c、GAはタンパク質あたりの糖化タンパク質の割合、つまり糖化率で示され
る。糖化率を測定する場合には、糖化タンパク質を測定し、別途タンパク質を測定し糖化
率を計算する方法が一般的である。糖化タンパク質の検量物質とタンパク質の検量物質は
試薬が異なることから通常別々に準備する。検量物質は自動分析計等で測定を行う場合に
は開放状態で用いることが多く、その状態で時間が経つと検量物質が濃縮され正確な値が
得られなくなる。検量物質が別々存在する場合、濃縮の度合いが検量物質の種類により異
なる可能性もあり、さらに正確な値が得られなくなる。割合換算をする検量物質で糖化タ
ンパク質濃度及び／又は糖化アミノ酸濃度およびタンパク質濃度を表示した検量物質はこ
れまでなかった。
【０００５】
また、糖化タンパク質の測定に有用な定量方法としては、特許第2920092号公報の“グリ
ケートされたタンパク質の定量的測定方法”が知られており、試料をプロテアーゼと反応
させてグリケートされたペプチドとグリケートされていないペプチドを生成させ、これを
分離、定量し、該グリケートされていないタンパク質に対する該グリケートされたタンパ
ク質を測定する方法が知られている。
【０００６】
但しこの特許は実際にはグリコヘモグロビンの測定方法にしか触れておらず、以下に示す
点で測定が困難な糖化アルブミンの測定についてはなんら説明もなく、実際に糖化アルブ
ミンを測定することは困難である。糖化アルブミンがグリコヘモグロビンの測定に比して
困難な点は、１）糖化部位がグリコヘモグロビンは１箇所であるのに対し糖化アルブミン
には少なくとも４箇所の糖化部位が存在し、単純にプロテアーゼで処理して１箇所を見る
だけでは不十分な場合がある。２）血球試料中ではヘモグロビンはタンパク質の約９５％
を占め、他のタンパク質へのプロテアーゼの作用を考慮する必要はないが、アルブミンは
血清中のタンパク質の６割を占めるに過ぎず、共存する他タンパク質の影響を小さくする
必要があることである。
これらの困難な点を解決した糖化アルブミンを正確に測定する標準測定法についてはこれ
まで知られていない。
【０００７】
特許文献
特許文献１　　特開2001-54389号公報
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特許文献２　　特許第2920092号公報
非特許文献
非特許文献１　　検査と技術、vol.29, No.5 p415-420(2001)
非特許文献２　　J.B.C., vol.261, No.29, p13542-13545(1986)
非特許文献３　　Diabetologia, 31, p627-631, 1988
非特許文献４　　C.C.A. 112,　p197-204, 1981
非特許文献５　　Clinical Chemistry, 44, p256-263, 1998
非特許文献６　　C.C.A. 169, p229-238, 1987
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】
本発明の目的は、糖化タンパク質の糖化率を測定する場合に、１）正確な測定値を算出す
るために有用であり、かつ各方法間の値を統一するために有用である、２）長期間安定で
ある、３）検量物質の濃縮の影響を小さくすることが可能である検量物質及びその測定法
を提供することにある。
また、検量物質の表示値の決定に有用である糖化アルブミンの標準測定法を提供すること
にある。
さらに具体的には、臨床生化学検査における有用なタンパク質糖化率測定用検量物質、そ
れを用いたタンパク質糖化率測定法及び糖化アルブミンの標準測定法を提供し、糖化アル
ブミン測定値の値の標準化を容易にすることにある。
【０００９】
【課題を解決するための手段】
上記の目的を達成するためには、検量物質の設定および標準測定法の設定が必要である。
具体的には検量物質としては、１）測定法間の測定対象を考慮し、測定法間の値の不一致
を統一しうる値を検量物質に表示し、２）検量物質の安定性を損ねる物質を除去し、かつ
安定性を向上させる物質を添加し、長期間安定な検量物質を開発し、３）タンパク質濃度
及び糖化タンパク質濃度及び／又は糖化アミノ酸濃度を１つの検量物質に表示することで
検量物質の濃縮の影響を小さくすればよい。また標準測定法としては４）主糖化部位を測
定する糖化アルブミンの定量方法であり、５）アルブミン以外のタンパク質の影響が小さ
い測定法であり、６）測定操作時の誤差の少ない方法であることが条件である。しかしな
がら、特に測定法間の測定値の不一致を統一しうる検量物質、標準測定法については検討
開始当初何がよいのか、皆目見当もつかなかった。
【００１０】
ところが、本発明者らは鋭意検討の結果、
1）糖化タンパク質濃度と、糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度及び特定部位の糖化
アミノ酸濃度に比例関係が存在すること、さらにこの関係を利用し、適切な表示をした検
量物質をおくことにより、各方法間の値の乖離を補正することができること、
2)検量物質の調製時にフィブリノーゲンやグルコース濃度をあるレベル以上に低下させる
ことにより、また安定化剤として非還元糖を処方することにより、飛躍的に検量物質の安
定性が向上すること、
3）タンパク質濃度及び糖化タンパク質濃度及び／又は糖化アミノ酸濃度を１つの検量物
質に表示することにより、想像以上に検量物質の濃縮の影響を小さくすることができるこ
と、を見出した。
【００１１】
また、糖化アルブミンの標準測定法としては、４）アルブミンに特異性の高いプロテアー
ゼの反応によりアルブミンを分解し、出てきた糖化アミノ酸と非糖化アミノ酸もしくは糖
化ペプチドと非糖化ペプチドを測定することにより、糖化アルブミンの主要糖化部位の測
定が可能であること、および５）糖化アミノ酸と非糖化アミノ酸もしくは糖化ペプチドと
非糖化ペプチドの比を取ることにより測定操作の誤差を限りなく小さくできることを見出
し、本発明の完成に至った。
【００１２】
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すなわち、本発明は、タンパク質濃度及び以下の１）～４）のうち少なくとも１つを表示
することを特徴とする糖化タンパク質検量物質に関する。
1)　糖化タンパク質濃度
2)　糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度
3)　糖化タンパク質1分子当たりの平均糖結合数
4)　糖化タンパク質中の特定の１箇所のアミノ酸の糖化量。
本発明における検量物質は、糖化タンパク質１分子当りの平均糖結合数が１～３であるも
の、あるいは少なくとも、２個の糖化アミノ酸を含む糖化タンパク質が主成分であるもの
が望ましい。本発明において主成分とは全体の質量の60％以上を占めることを意味する。
さらに、タンパク質はアルブミンであるもの、上記特定の１箇所のアミノ酸がアルブミン
の525位のリシンであるもの、あるいは525位のリシンの糖化量がアルブミン中の総糖化ア
ミノ酸の糖化量の30％以下であるものが望ましい。またさらに、検量物質はその調製時に
、フィブリノーゲン濃度40mg/dl以下、及び/又はグルコース濃度が10mg/dl以下であるも
の、安定化剤として非還元糖を含むもの、あるいは液状品であることが望ましい。
【００１３】
また、本発明は、タンパク質濃度及び以下の１)～４)のうち少なくとも１つを表示した検
量物質を用いて糖化タンパク質を測定する方法に関する。
1) 糖化タンパク質濃度
2) 糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度
3) 糖化タンパク質1分子当りの平均糖結合数
4) 糖化タンパク質中の特定の１箇所のアミノ酸の糖化量。
上記の方法において、糖化タンパク質１分子当りの平均糖結合数が１～３である検量物質
を用いたり、あるいは糖化タンパク質が少なくとも２個の糖化アミノ酸を含む糖化タンパ
ク質が主成分である検量物質を用いることが望ましい。さらに、タンパク質がアルブミン
であるものや、上記特定の１箇所のアミノ酸がアルブミンの525位のリシンであるもの、
あるいは525位のリシンの糖化量がアルブミン中の総糖化アミノ酸の糖化量の30％以下で
あるものを用いることが望ましい。またさらに、検量物質は、その調製時に、フィブリノ
ーゲン濃度40mg/dl以下、及び/又はグルコース濃度が10mg/dl以下であるものを用いたり
、安定剤として非還元糖を含むものを用いたり、あるいは液状品を用いることが望ましい
。
【００１４】
また本発明は、アルブミン中の糖化アルブミン濃度を求める方法であって、アルブミンを
含む試料をアルブミンに特異性の高いプロテアーゼにより水解して糖化アミノ酸と非糖化
アミノ酸又は糖化ペプチドと非糖化ペプチドを得、両者の比を定量することを特徴とする
糖化アルブミンの測定法に関する。
【００１５】
本発明の測定方法において、プロテアーゼが少なくとも主要糖化部位１箇所又は２箇所に
主として作用するプロテアーゼを用いたり、糖化アミノ酸と非糖化アミノ酸または非糖化
ペプチドと糖化ペプチドとの比の定量をアミノ酸についてはクロマトグラフィーまたは高
速液体クロマトグラフィーで行い、ペプチドについてはキャピラリー電気泳動法で行った
りすることが望ましく、またこれらの定量法を液体クロマトグラフィー質量分析法で行っ
てもよい。
また、上記測定方法において、プロテアーゼによる水解の後、精製を行うことが望ましく
、プロテアーゼの水解反応の生成物が糖化アミノ酸と非糖化アミノ酸である場合は、精製
を薄層クロマトグラフィーで行ったり、あるいは生成物が糖化ペプチドと非糖化ペプチド
の場合は、逆相液体クロマトグラフィーで行ってもよい。また、このペプチドが主要糖化
部位の水解生成物であり、それぞれの糖化ペプチドと非糖化ペプチドとを定量してもよい
。
【００１６】
さらに本発明は、プロテアーゼによる水解を、試料と参照物質を同時に、同一条件でかつ
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収率が80％以上となる時間の間反応を行った後、糖化アミノ酸又は糖化ペプチドの安定同
位体を加えて糖化アミノ酸又は糖化ペプチドとその安定同位体との比を質量分析法で定量
することよりなる糖化アルブミンの測定方法に関する。
上記糖化アルブミンの測定方法においては、ペプチドが主要糖化部位の水解生成物であり
、それぞれの糖化ペプチドを定量するとよい。
またさらに、本発明のこれらの糖化アルブミンの測定方法において、プロテアーゼによる
水解反応において、グロブリン選択的なプロテアーゼ阻害剤を共存させるとことが好まし
い。このようなグロブリン選択的なプロテアーゼ阻害剤としては、例えば金属イオン、プ
ロテインG、プロテインA、デオキシコール酸、デオキシコール酸アミド、コール酸アミド
、第四級アンモニウム塩、第四級アンモニウム塩型陽イオン、界面活性剤、コジカナバリ
ンA、及びベタインが挙げられ、これらから選択される少なくともいずれか1つを共存させ
ることができる。
【００１７】
また、本発明は、糖化アミノ酸もしくは糖化ペプチドである糖化アルブミン検量物質ある
いはこの物質を用いる糖化アルブミンの測定方法に関する。
【００１８】
本発明は、臨床生化学検査における糖化タンパク質の測定に有用な検量物質及びそれを用
いた測定方法、及び検量物質の表示値の決定に有用である糖化アルブミンの標準測定方法
に関する。
【００１９】
以下、この発明の構成及び好ましい形態について更に詳しく説明する。
本発明に使用しうる糖化タンパク質としては、生体内に存在するいかなる糖化タンパク質
を対象としてもよいが、具体的にはアルブミン、ヘモグロビンが挙げられる。
本発明に使用しうるタンパク質濃度の測定方法としては、タンパク質濃度が測定できる方
法であれば、いかなる方法を用いてもよいが、例えば、クロマトグラフィーを用いて目的
とするタンパク質を試料より分離し、分離されたタンパク質を公知の方法で定量すればよ
く、また直接抗体や発色色素を用いて測定してもよい。
【００２０】
例えば対象となるタンパク質がアルブミンである場合には、公知のアルブミンを測定する
方法であればいかなる方法を用いてもよい。このような方法には、例えばブロムクレゾー
ルグリーン(BCG)、ブロムクレゾールパープル(BCP)、ブロモフェノールブルー（BPB）、
メチルオレンジ（MO）、または2-（4'- ヒドロキシベンゼンアゾ）安息香酸(HABA)等のア
ルブミン特異的な色素を用いる方法等が挙げられる。さらにまた、対象となるタンパク質
がヘモグロビンである場合には、公知のヘモグロビンを測定する方法であればいかなる方
法を用いてもよい。このような方法には、例えばメトへモグロビン法、シアンメトヘモグ
ロビン法、アザイドメトヘモグロビン法、緑色発色団形成法またはオキシヘモグロビン法
等が挙げられる。緑色発色団形成法とは、緑色発色団形成試薬とヘモグロビンを反応せし
め、安定な生成物（緑色発色団）を形成する方法であり、緑色発色団は英国特許公開第20
52056号公報に記述されるアルカリ性ヘマチンD-575と同様な吸収スペクトルを有する。
【００２１】
本発明に使用しうる糖化タンパク質濃度の測定方法としては、糖化タンパク質濃度が測定
できる方法であれば、いかなる方法を用いてもよいが、例えば、クロマトグラフィーを用
いて目的とするタンパク質を試料より分離し、分離されたタンパク質中の糖化タンパク質
濃度を、ホウ酸結合カラムやレクチンカラム等で糖化タンパク質、非糖化タンパク質に分
離し、タンパク質の定量をそれぞれに行えばよい。タンパク質の定量方法としてはUV吸収
や蛍光などの光学的性質を利用する方法、ビューレット法などの化学的定量法、免疫学的
方法、酵素法などがある。
【００２２】
例えばタンパク質がアルブミンである場合には、陰イオン交換カラム、例えばDEAE基をも
つ樹脂を充填したカラムを用いてアルブミンのみを分離し、ホウ酸結合カラムを用いて糖
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化アルブミンを分離し、UV吸収の測定等の方法を用いてタンパク質を定量すればよい。ま
た、その他、タンパク質の抗体、糖化タンパク質の抗体を用いた免疫法や酵素法、HPLC法
が糖化アルブミンやHbA1cの測定法として知られており、これらの方法を用いて糖化タン
パク質を測定してもよい。
【００２３】
本発明に使用しうる糖化アミノ酸濃度の測定方法としては、糖化アミノ酸濃度が測定でき
る方法であれば、いかなる方法を用いてもよい。糖化アミノ酸濃度の測定方法には、タン
パク質中の総糖化アミノ酸濃度を測定する方法、及びタンパク質分子中の特定の１箇所の
糖化アミノ酸量を測定する方法の２つの方法がある。
【００２４】
タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度を測定する方法としては、前記糖化タンパク質の測定
と同様、例えば、クロマトグラフィーを用いて目的とするタンパク質を試料より分離し、
分離されたタンパク質中の糖化アミノ酸濃度を、直接化学的もしくは免疫学的に測定する
か、アミノ酸配列に特異性の低いプロテアーゼを作用させ、糖化タンパク質をアミノ酸レ
ベルまで分解し、糖化アミノ酸の測定を行えばよい。糖化アミノ酸を測定する方法として
は、チオバルビツール酸やニトロテトラゾリウムブルーなどを用いる化学法、ホウ酸結合
カラム等を用いるカラム法、糖化アミノ酸に作用する酵素を用いた酵素法及び免疫学的な
方法等が用いることができる。また、特定タンパク質のみに選択的にプロテアーゼ分解が
可能であれば、特定のタンパク質を予め分離する必要はない。
【００２５】
タンパク質分子中の特定の１箇所の糖化アミノ酸量を測定する方法としては、例えば、目
的とするタンパク質を分離後、糖化タンパク質をアミノ酸配列に特異性の高い、例えばエ
ンドプロティナーゼGlu-C、Arg-C、Lys-C、Asp-N（以上シグマ社製）、やトリプシン等の
プロテアーゼで分解する方法や、ブロモシアンを用いた化学的な分解方法にて切断し、特
定の１箇所のアミノ酸に糖化が起こっているかどうか確認すればよい。確認の方法は公知
のペプチドマッピング法、マススペクトルを用いる方法、アミノ酸分析を行う方法及びキ
ャピラリー電気泳動等を用いることができる。
【００２６】
本発明に使用しうる糖化タンパク質１分子当たりの平均糖結合数を測定する方法としては
、前記糖化タンパク質中の糖化アミノ酸濃度を前記糖化タンパク質濃度で除することによ
り計算することができる。またイオンスプレーを用いたマススペクトル等を取ることによ
り、直接定量することも可能である。前者では平均糖結合数が計算されるが、後者では糖
結合数により分子量が異なることから、各糖結合数の糖化タンパク質の比率も測定するこ
とができる。
【００２７】
本発明に使用しうる検量物質としては、糖化タンパク質を含有するものであれば、いかな
るものでも使用することができるが、健常者レベル、患者レベル（異常値）の２点以上を
用意するか、適当なレベルの１点以上を調整すればよい。使用する材料としては、健常者
レベルとしては健常者の血液、高血糖者の血液から糖化タンパク質を除去したものを使用
することができ、異常値としては健常者等の血液から精製した糖化タンパク質、高血糖者
の血液、人工的に糖化反応を行った血液等を用いることができる。糖化タンパク質の精製
はホウ酸や亜鉛と糖のキレートを用いたクロマト法で精製が可能である。人工的な糖化反
応はグルコースと、例えば37℃にてインキュベーションすることにより得ることができる
。通常は２週間程度でよいが、それ以上の時間反応させてもよい。
【００２８】
検量物質は純粋な糖化タンパク質、非糖化タンパク質、あるいはその混合品でも良く、ま
た血液成分を含む糖化タンパク質含有物質、血液成分を含む非糖化タンパク質含有物質、
あるいはその混合品でもよい。また、例えば液状品及び液状品の凍結物あるいは凍結乾燥
品として提供できる。
【００２９】
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さらに本発明に基づく糖化タンパク質測定用検量物質の組成には、例えば検量物質の保存
安定性を悪くする物質を除去し、あるいは保存安定性を改善する物質を添加してもよい。
例えば、検量物質の保存安定性を悪くする物質としては、糖化反応を引き起こす還元糖、
例えば、グルコース、ガラクトース、フルクトース等が、また濁りを引き起こす血液凝固
系のタンパク質、例えばフィブリノーゲン等が挙げられ、極力除去することが好ましい。
除去の程度の確認のためには市販の測定キットを用い、保存安定性を悪くする物質の含有
量を測定すればよい。除去の目標は、例えばグルコースであれば50mg/dl以下、フィブリ
ノーゲンであれば100mg/dl以下で、好ましくはグルコースであれば10mg/dl以下、フィブ
リノーゲンであれば40mg/dl以下であり、最も好ましくは市販のキットで測定限界以下で
、実質的にグルコース、フィブリノーゲンを含まないものである。除去の方法としてはグ
ルコースに代表される還元糖のような低分子を除去するには、例えば透析、分子ふるいを
用いた低分子除去、クロマトグラフィーを用いた分離等を用いることかできる。フィブリ
ノーゲンの様に凝固に関するタンパク質を除去するには、血液の凝固反応を十分に行うか
、カラム法や硫安沈殿、エタノール沈殿、アセトン沈殿等の沈殿法が有効である。
【００３０】
また保存安定性を改善する物質としては、非還元糖であるグルシトール、ガラクチトール
、マンニトール、トレハロース、ソルビトール、スクロース、イノシトール、グリセロー
ル等が挙げられ、これらの物質の添加が効果的であるが、これら以外の安定化剤を添加し
ても問題はない。
【００３１】
安定化剤の添加量としては、好ましくは0.1～50％、さらに好ましくは0.2～30％である。
また、例えばゲンタマイシン、ケーソン、アジ化ナトリウム等の防腐剤、アスコルビン酸
、亜硫酸水素ナトリウム、亜硫酸ナトリウム、システイン、Ｎアセチルシステイン、メル
カプトエタノール等の酸化防止剤も保存安定性を改善する物質と考えられる。
【００３２】
本発明に使用しうる糖化タンパク質測定方法は、本発明の糖化タンパク質検量物質を用い
た測定方法であればいかなる方法を用いてもよい。例えばHbA1cの測定方法としては、HPL
C法、免疫法等が挙げられ、GAの測定方法としてはHPLC法、チオバルビツール酸を用いる
方法 、酵素標識ホウ酸を用いた免疫法、酵素法、免疫法等が挙げられる。
【００３３】
各測定方法間の値の整合性を取るには、糖化タンパク質１分子当たりの平均糖結合数が健
常者域から患者域まで広く一定であることが分かればよい。その場合、糖化タンパク質濃
度を測定する方法と糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度を測定する方法間の換算が可
能である。また、糖化タンパク質中の特定の１箇所のアミノ酸の糖化量が、健常者域から
患者域まで広く一定であることが分かれば、糖化タンパク質濃度を測定する方法と糖化タ
ンパク質中の特定の１箇所のアミノ酸の糖化量を測定する方法との間の換算が可能になる
。さらにこれらの組み合わせにより、糖化タンパク質濃度を測定する方法、糖化タンパク
質中の総糖化アミノ酸濃度を測定する方法及び糖化タンパク質中の特定の１箇所のアミノ
酸の糖化量を測定する方法との間の換算が可能になる。
【００３４】
GAを例にとると、例えばGA1分子当たりの平均糖結合数が約２個であり、かつ健常者域か
ら患者域まで広く一定であった場合には、GA濃度を測定する方法であるHPLC法とGA中の総
糖化アミノ酸濃度を測定する酵素法間の換算は、HPLC法=酵素法/2とすることができる。
さらに、例えばGA中の525位のリシンの糖化量がGA中の総糖化アミノ酸量の約1/5であり、
かつ健常者域から患者域まで広く一定であった場合には、GA中の525位リシンの糖化量を
測定する免疫法とGA中の総糖化アミノ酸濃度を測定する酵素法間の換算は、免疫法＝酵素
法/5とすることができる。これらの関係が成立している場合にはさらにHPLC法＝5/2×免
疫法とすることができる。
【００３５】
本発明に使用し得る検量物質の濃縮の影響を小さくするには、検量物質に糖化タンパク質
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濃度及び／又は糖化アミノ酸濃度、およびタンパク質濃度を表示し、糖化タンパク質濃度
及び／又は糖化アミノ酸濃度の検量物質とタンパク質濃度の検量物質を１つにし、たとえ
濃縮が起こったとしても、糖化タンパク質割合が変化しないようにすればよい。
【００３６】
本発明は、糖化タンパク質に前記表示値を付して糖化タンパク質の検量材として使用する
ものであって、糖化タンパク質の新規用途を見出した点に特徴を有する。
【００３７】
本発明の測定法の対象となる被検液は、いかなるものを用いてもよいが、好ましい被検液
としては血液成分、例えば血清、血漿、血球、全血等が挙げられる。また分離された赤血
球も好ましい被検液として用いることができる。
【００３８】
本発明に使用しうる糖化アルブミンの標準測定法は、糖化アルブミンの主要糖化部位の糖
化率を測定できるものであり、その他のタンパク質の影響が少なく、かつ測定操作時の誤
差が少ない方法であればいかなる方法を用いてもよい。たとえば、アルブミンに特定なプ
ロテアーゼ反応により生じた糖化アミノ酸と非糖化アミノ酸もしくは糖化ペプチドと非糖
化ペプチドの比を測定する方法が好ましい。
【００３９】
まず、試料は一般に糖化アルブミンと非糖化アルブミンとからなるので、この２つをアル
ブミンに特異性の高いプロテアーゼにより水解して、糖化アミノ酸と非糖化アミノ酸又は
糖化ペプチドと非糖化ペプチドを得、両者の比を定量する。ここで、アルブミンに特異性
の高いプロテアーゼはアルブミンを水解してアミノ酸又はペプチドを生成する酵素であり
、かつ、その他のタンパク質に対する作用が小さいものを言い、本発明には、プロテアー
ゼのうち、アルブミンの主要糖化部位である２箇所の両方に作用するものが医療診断の目
的からは好ましい。
【００４０】
次に、本発明によるとなぜ操作誤差を消去できるかについて説明すると、プロテアーゼ水
解率は、わずかな条件変化により変化してしまうが、糖化アルブミンと非糖化アルブミン
の比であれば、そのような変動は補償されるわけである。さらに、精製操作において目的
成分の損失も生じるが、２者の比を測定することにより補償される。又、定量操作におい
ても同じことがいえ、２者の比率の変動は極めて小さくなる。
【００４１】
比率の定量法としては公知のいかなる方法を用いてもよいが、例えば、アミノ酸／糖化ア
ミノ酸の比率を測定する場合にはクロマトグラフィー、交換高速液体クロマトグラフィー
、液体クロマトグラフィー質量分析法の３つが挙げられる。ペプチド／糖化ペプチドの比
率を測定する場合にはキャピラリー電気泳動法及び、液体クロマトグラフィー質量分析法
（LC／MS）があげられる。LC／MSは精製機能を有しているので、別個に精製は不要という
優れた特徴がある（ただし、イオン源の汚染防止のため精製を行ってもよい）。
【００４２】
LC/MS以外の方法では、水解後種々の方法にて精製を行うのが望ましく、精製によりブラ
ンクが除去され、かつ定量の安定化を図ることができる。精製法としては、水解後生成し
た糖化アミノ酸と非糖化アミノ酸又は糖化ペプチドと非糖化ペプチドを、他の妨害成分か
ら分離する方法であればいかなる方法を用いてもよい。例えば、アミノ酸の精製を行う目
的には透析法、ゲルろ過法、限外ろ過法、薄層クロマトグラフィーなどが好ましく、ペプ
チドの精製を行う目的には逆相液体クロマトグラフィー、薄層クロマトグラフィーなどが
好ましい。
【００４３】
アミノ酸／糖化アミノ酸の比率を測定する場合において、クロマトグラフィーを用いる場
合では、糖化リシンと非糖化リシンとを定量することができるものであればいかなる方法
を用いてもよい。リシンにはアミノ基が２つあり、糖化リシンにもαアミノ基が１つある
ので、陽イオン又は陰イオンの両方のイオンクロマトグラフィーが可能である。また、通



(9) JP 4183116 B2 2008.11.19

10

20

30

40

常のイオンクロマトグラフィーの他にイオン排除型イオンクロマトグラフィーあるいは逆
相型クロマトグラフィーが適用可能である。検出には、ポストカラム誘導化蛍光法、ニン
ヒドリン発色法なども適用できる。
【００４４】
高速液体クロマトグラフィーを用いる場合においても、陽イオン又は陰イオン交換クロマ
トグラフィーのいずれも適用可能であり、検出にはポストカラム蛍光法の他、ニンヒドリ
ン反応、ダンシルクロライド反応、ダブシルクロライド反応、２，４－ジニトロフェニル
化反応などにより誘導体化後カラムに注入し、紫外又は可視検出する方法を用いることが
できる。
【００４５】
ペプチド／糖化ペプチドの比率を測定する場合において、精製を要する定量法としては、
キャピラリー電気泳動法がある。精製は前記アミノ酸／糖化アミノ酸の比率を測定する場
合と同様の方法を用いることができる。キャピラリー電気泳動法では糖化ペプチドと非糖
化ペプチドを分離でき、UV吸収法により両者の比を定量すればよい。
【００４６】
次に、水解における誤差を消去する別の方法として本発明者らは、水解反応の収率が８０
％以上となるように反応条件を設計し、かつ、試料と参照物質とを同時に、同一条件で、
反応させる方法を考えた。こうすることにより試料の反応収率が何らかの原因で変動して
も、それは参照物質も変動するので補償される。反応の時間を、収率が80％以上とするの
は、収率がこれ以上低いと、変動が極めて大きくなることによる。
【００４７】
かくして、生成した糖化アミノ酸又は糖化ペプチドに着目し、安定同位体の糖化アミノ酸
又は糖化ペプチドを溶液に加え、質量分析により両者の比率を測定する。安定同位体の糖
化アミノ酸は重水素又は１３Ｃが２個以上のものを用いる。質量分析法としては、液体ク
ロマトグラフィー質量分析法が好ましい。糖化アミノ酸については誘導体化後、ガスクロ
マトグラフィー質量分析法を適用することもできる。誘導体化には、メチル化、アセチル
化、トリメチルシリル化、トリフルオロアセチル化などが適用できる。代表的試薬をあげ
ると、ACF(alkylchloroformate)-ジアゾメタン、トリメチルシリル化剤、PTH　(phenylth
iohydantoin)、HFBA(heptafluorobutyricanhydride)、などである。
【００４８】
本発明で用いることができるアルブミンに特異性の高いプロテアーゼとしては、特開2001
-54398号公報に記載されているが、糖化アルブミンを対象とするので、バチルス属及びス
トレプトマイセス属の微生物由来プロテアーゼが好ましく、 GAに対する特異性及び液状
での安定性の点で例えばプロテアーゼタイプXXVII(シグマ社製)もしくは結晶プロテアー
ゼNAK(ナガセケムテックス社製)が最も好ましい。またこれらのプロテアーゼはアルブミ
ンの糖化部位４箇所のうち、少なくとも主要部位２箇所を水解するプロテアーゼである。
【００４９】
本発明に用いることのできるプロテアーゼの活性測定法を下記に示す。
＜＜プロテアーゼの活性測定方法＞＞
下記の測定条件で30℃、1 分間に1μgチロシンに相当する呈色を示すプロテアーゼ活性度
を1PU（ProteolyticUnit）と表示する。
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【００５０】
＜操作＞
プロテアーゼ溶液を10～20PU/mlになるように酵素希釈溶液にて溶解し、この液1mlを試験
管に取り30℃に加温する。あらかじめ30℃に加温しておいた基質溶液5ml を加え正確に10
分後反応停止液5ml を添加し反応を停止する。そのまま30℃30分加温を続け沈殿を凝集さ
せ、東洋ろ紙N0.131(9cm)でろ過を行い、ろ液を得る。ブランク測定はプロテアーゼ溶液1
ml を試験管に取り30℃に加温し、まず反応停止液5ml を添加し続いて基質溶液5ml を添
加後同様に凝集、ろ過を行う。ろ液2mlを0.55M 炭酸ナトリウム溶液5ml 、3 倍希釈フォ
リン試薬1ml を加え30℃、30分反応後660nm の吸光度を測定する。酵素作用を行った吸光
度からブランク測定の吸光度を差し引いた吸光度変化を求め、別に作成した作用標準曲線
より酵素活性を求める。
【００５１】
＜作用標準曲線作成法＞
約50PU/ml に調整した酵素溶液を希釈し2～50PU/ml の一連の希釈倍率を持った酵素溶液
を作成し上記操作を行い、得られた吸光度変化を縦軸に希釈倍数を横軸にプロットする。
一方、L-チロシンを0.2N塩酸に0.01%の濃度に溶解しその1mlに0.2N塩酸10ml加えたものを
標準チロシン溶液とする（チロシン濃度9.09μｇ/ml ）。標準チロシン溶液2ml と0.2N塩
酸2mlについてそれぞれ上記測定操作を行い、得られた吸光度変化がチロシン18.2μｇに
相当する。この吸光度変化を前記グラフ上にとり、その点から横軸に垂線を下ろし横軸と
の交点が10PU/mlに相当する。
【００５２】
また、これらのプロテアーゼの使用濃度としては、目的とするタンパク質を一定の時間で
効率よく切断できる濃度であれば良く、例えば通常1～100000PU/ml、好ましくは10～1000
0PU/mlの濃度で用いればよい。
【００５３】
アルブミンのプロテアーゼ反応から、２つの主要糖化部位から生成したものがアミノ酸で
ある場合は、糖化リシンと非糖化リシンの比を定量すれば２つの主要糖化部位が定量され
たことになる。しかし、生成物がペプチドの場合、２つの糖化部位ではペプチドの種類が
異なるので、それぞれのペプチドについて糖化ペプチドと非糖化ペプチドの比を求めて合
計する必要がある。医療診断上の目的からは、この２つの比の合計を求めることが重要で
ある。
【００５４】
本発明のタンパク質の断片化法では、グロブリンをも水解して干渉成分を生成する場合が
ある。そこで、グロブリンの水解を抑制するために、グロブリンに選択的なプロテアーゼ
阻害剤を用いるのが好ましい。被検液を、グロブリンに選択的なプロテアーゼ阻害剤の存
在下で作用せしめる。その例として、金属イオン、プロテインＡ、プロテインＧ、デオキ
シコール酸、デオキシコール酸アミド、コール酸アミド、第四級アンモニウム塩、第四級
アンモニウム塩型陽イオン界面活性剤、コンカナバリンＡもしくはベタインのなかから選
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ばれるグロブリン成分選択的なプロテアーゼ阻害剤が挙げられる。
【００５５】
金属イオンとしては、例えば、遷移金属、周期表III族、IV族の金属のイオンが好ましく
、遷移金属イオンとしては、亜鉛、ニッケル、鉄、銅、コバルトイオンがより好ましく、
III族金属イオンとしてはアルミニウム、ガリウムイオンがより好ましく、IV族金属イオ
ンとしては錫、鉛イオンがより好ましい。さらに金属の毒性、血清との相互作用による沈
殿の生成等を考慮すると、アルミニウムもしくはニッケルイオンが最も好ましい。なお、
これらの金属イオンは単独若しくは組合せて用いてもよい。
【００５６】
また、使用しうる金属イオンの濃度としては、特定タンパク質へのプロテアーゼ作用を阻
害することができる金属イオン濃度であればいかなる濃度のものを用いてもよいが、例え
ば、グロブリン成分へのプロテアーゼ作用阻害することができる金属イオン濃度としては
10μM～1.0M程度が好ましく、50μM～100mM程度がより好ましい。また、金属イオンを添
加するには例えば、その金属イオン放出能力のある塩の水溶液を用いればよい。
【００５７】
デオキシコール酸アミドとしては、例えばビスグルコナミドプロピルデオキシコーラミド
(N,N-Bis(3-D-gluconamidopropyl)deoxycholamido)等が好ましく、コール酸アミドとして
は、例えば、硫酸-3-[(コールアミドプロピル)ジメチルアンモニオ]-1-プロパン(3-[(3-C
holamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonicacid)、硫酸-3-[(コールアミドプロピ
ル)ジメチルアンモニオ]-2-ハイドロキシ-1-プロパン(3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyla
mmonio]-2-hydroxypropanesulfonic acid)もしくはビスグルコナミドプロピルコーラミド
(N,N-Bis(3-D-gluconamido　propyl)cholamido)等が好ましい。
【００５８】
第四級アンモニウム塩としては、例えば塩化ベンジルトリエチルアンモニウム、塩化ベン
ジルトリ-n-ブチルアンモニウム等が好ましく、第四級アンモニウム塩型陽イオン界面活
性剤としては、例えば塩化ラウリルトリメチルアンモニウム若しくはラウリルジメチルア
ミンオキサイド等が好ましい。
これらのグロブリン成分選択的な阻害剤は単独もしくは組み合わせて用いてもよい。
【００５９】
また、これらのグロブリン成分選択的な阻害剤の使用濃度としては、プロテアーゼ作用中
にグロブリン成分への作用を十分抑えられる量であればよく、例えばデオキシコ－ル酸、
デオキシコール酸アミド、コール酸アミド、第四級アンモニウム塩もしくは第四級アンモ
ニウム塩型陽イオン界面活性剤を用いる場合には0.01～20%程度の濃度で使用することが
好ましく、さらに好ましくは0.05～10%であり、またこれ以外の濃度を用いることもでき
る。
【００６０】
また同様に例えばコンカナバリンＡ、ベタインを用いる場合にはそれぞれ0.01～10mg/ml
、0.005～5%の濃度で使用することができ、またそれぞれ0.02～2mg/ml、0.01～2%の濃度
で使用することが好ましく、これ以外の濃度を用いることもできる。
【００６１】
主に特定タンパク質以外のタンパク質を選択的に断片化する反応の液組成については、使
用するプロテアーゼの至適ｐHを考慮し、反応が効率よく進行するようにｐH及びプロテア
ーゼ濃度を決定し、その後特定タンパク質選択的なプロテアーゼ阻害剤を有効な濃度にな
るよう適宜調整して添加すればよい。
例えば、前記プロテアーゼ－タイプ－XXVIIは、ｐHが７～10付近でタンパク質分解活性が
強く、反応のpHは７～10選択できる。またプロテアーゼ添加濃度は実際に使用される反応
時間中に被検体液中のタンパク質を十分に分解し得る濃度であればよい。
【００６２】
特定タンパク質選択的なプロテアーゼ阻害剤として、例えば、グロブリン成分選択的なプ
ロテアーゼ阻害剤であるアルミニウムイオンを使用する場合、フルクトシルアミンオキシ
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検出すると、0.05mM以上でグロブリン成分選択的なプロテアーゼ阻害作用が確認され、さ
らに0.3mM以上で実質的にグロブリン成分から糖化アミノ酸及びまたは糖化ペプチドが検
出できなくなること、及び10mM以上において試料の白濁が観察されることから0.05～100m
Mが好ましく、0.3～10mMがより好ましい。
【００６３】
【発明の実施の形態】
次に、本発明の実施例を詳しく述べるが、本発明はこれにより何ら限定されるものではな
い。
【実施例１】
＜糖化タンパク質測定用検量物質の調製及び値の表示＞
１）糖化、非糖化アルブミンの精製
血清、血漿（オフクロット血清、フレッシュフローズンプラズマ；ベリタス社製）からア
ルブミンを松田らの方法（アルブミン測定に於ける標準物質、臨床病理、vol.23,　p889-
894, 1975）に従い、Euglobulinの除去、リバノールによるアルブミンの沈殿、リバノー
ルの除去、硫安によるグロブリンの除去、DEAEセルロースによるカラムクロマトグラムの
手順でおこなった。
【００６４】
非糖化、糖化アルブミンの分離はホウ酸結合カラムを用いて以下の手順で行った。1gのア
ルブミンを100mlの20mMの塩化マグネシウムを含むグリシン緩衝液（50mM、pH8.5）に溶解
し、ホウ酸結合樹脂70mlと4℃にて30分間攪拌する。反応はグラスフィルターでろ過し、
ろ液を非糖化アルブミン溶液とする。
続いてホウ酸結合樹脂を30mlの150mMのソルビトールを含むトリス緩衝液（50mM、pH8.5）
に懸濁し、４℃にて30分攪拌する。溶液をグラスフィルターでろ過し、ろ液を糖化アルブ
ミン溶液とする。
【００６５】
この操作を数回繰り返し、脱塩及び凍乾を行い、糖化、非糖化アルブミンの純品を得た。
２）糖化、非糖化アルブミンの値の表示
２－１．タンパク質濃度；
タンパク質濃度はローリー法を用いて決定した。試薬はDCプロテインアッセイ（バイオラ
ッド社製）を用いた。
【００６６】
２－２．糖化タンパク質濃度；
糖化タンパク質濃度は前記ローリー法及びHPLC法を用い、精製された糖化アルブミンのタ
ンパク質濃度を測定した。HPLC法はHi-AUTO　GAA（GAA-2000）（アーク　レイ社製）を用
いて測定した。アルブミンを重量からモルに計算する場合の分子量は66438（Geisow MJ e
t. Al. In: Villafranca JJ, ed. Techniques in proteinchemistry. San Diego, CA: Ac
ademic Press, 1991: 576-572）を用いた。
【００６７】
２－３．糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度；
糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度は標準化されたチオバルビツール酸を用いる方法
（Analytical Biochemistry, The standardization of the tiobarbituricacid assay fo
r nonenzymatic glucosylation of human serum albumin. 118, 294-300,1981）及び酵素
法を用いて決定した。
【００６８】
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【００６９】
240μlのアルブミン分解試薬に6μlのサンプルを添加し、37℃-5分間インキュベーション
する。正確に５分後、糖化アミノ酸定量試薬80μlを添加し、37℃-5分間インキュベーシ
ョン後、546nmの吸光℃を測定する。糖化アミノ酸定量試薬添加前及び添加５分後の吸光
度変化を、標準糖化アミノ酸と比較することにより糖化アミノ酸濃度を求める。標準糖化
アミノ酸としてはαカルボベンズオキシ- ε-D- フルクトシル-L- リシン（ハシバらの方
法に基づき合成、精製した。HashibaH, J. Agric. Food Chem.24：70、1976）を用いた。
【００７０】
アルブミン中の糖化アミノ酸濃度換算は以下の式を用いて行った。
アルブミン中の糖化アミノ酸濃度　＝　測定された糖化アミノ酸濃度　×　プロテアーゼ
反応による糖化アミノ酸生成率
【００７１】
プロテアーゼ反応による糖化アミノ酸生成率は上記プロテアーゼ作用時間を５分から４８
時間まで変化させることにより求めた。48時間反応した試料にさらにプロテアーゼを追加
しても定量値に変化がないことから、48間反応を100％として上記反応条件に於ける糖化
アミノ酸生成率は80％であることが分かった。
【００７２】
よってアルブミン中の糖化アミノ酸濃度は以下の式を用いて計算した。
アルブミン中の糖化アミノ酸濃度　＝　測定された糖化アミノ酸濃度　×　０．８
【００７３】
２－４．　糖化タンパク質１分子当たりの平均糖結合数
２－３で得られた糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度を、２－２で得られた糖化タン
パク質濃度で除して求めた。また値の正当性の確認はイオンスプレーイオニゼーション-Q
TOF-MASS(QSTAR；アプライドバイオシステム社製)を用いて行った。
【００７４】
２－５．　糖化タンパク質中の特定の１箇所のアミノ酸の糖化量
糖化アルブミン、非糖化アルブミンの還元カルボキシメチル化を行い、トリプシン消化（
シグマ社製）を行い、下記の条件でLC／MSでフラグメントの測定を行った。
還元カルボキシメチル化；サンプルに終濃度6Mになるように塩酸グアニジン（シグマ社製
）を添加し、pH8.2にあわせ50℃-30分反応させた。アルブミン10mgあたりに5mgのジチオ
スレイトール（シグマ社製）を加え１時間反応を行った。反応溶液を室温に戻しアルブミ
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ン10mgあたりに25mgのヨードアセトアミドを添加し、１時間反応を行った。反応終了後、
反応液は透析、濃縮した。
トリプシン消化；90mgのアルブミン溶液を100℃5分加熱し、1.6mgのトリプシンを添加し
た。37℃-8時間反応を行い、100℃に加熱して反応を止めた。
【００７５】

【００７６】
結果；得られた糖化アルブミン、非糖化アルブミンを4g/dlになるように溶解した。溶解
したサンプルの測定結果は表１に示す通りであった。
【００７７】
【表１】

【００７８】
また、糖化タンパク質１分子あたりの平均糖結合数が妥当であるかどうか確認する目的で
、イオンスプレーイオニゼーション－QTOF-MASS(QSTAR；アプライドバイオシステム社製)
を用いて調整した糖化、非糖化アルブミンを測定した結果を図１に示す。
非糖化アルブミン中には糖が結合した分子量は確認されず、非糖化－還元型アルブミン(N
GA;66439)、非糖化－酸化型アルブミン(NGAox;66563)のみが検出された。一方糖化アルブ
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ミンの中には非糖化アルブミンは観察されず、還元型アルブミンに１個(GA-1;66604)、２
個(GA-2;66771)、３個( GA-2;66930)の糖が結合した糖化アルブミンが検出され、酸化型
アルブミンに１個(GAox-1;66728)、２個（GAox-2;66883）、３個( GAox-2;67046)の糖が
結合した糖化アルブミンが検出された。糖化アルブミンの主成分は２個糖が結合したもの
であった。ローリー法と酵素法から求められた糖化タンパク質１分子あたりの平均糖結合
数2.0は問題ない数字であることが確認された。
【００７９】
２－５・　糖化タンパク質中の特定の１箇所のアミノ酸の糖化量の測定
アルブミン525位糖化量の測定結果を図２に示す。
図２は還元カルボキシメチル化しトリプシン消化した糖化アルブミン及び非糖化アルブミ
ンをＬＣ／ＭＳにかけた場合のクロマトグラムである。糖化アルブミンのトリプシン消化
では糖化された525～534位のフラグメント（糖化KQTALVELVK）（一文字表記によるアミノ
酸を示す。以下同じ。）及び、糖化されていない525～534位のフラグメント(KQTALVELVK)
が切り出されてくることから、これらの分子量に相当する分子量のみを検出した。糖化さ
れた525～534位のフラグメント（糖化KQTALVELVK）は糖化アルブミンのみから検出され、
糖化アルブミン中の252位の糖化量はMASSのピーク高さから計算して約20％であった。
【００８０】
この測定をより定量的に行うには、別途目的とするペプチドのイオン化率を測定すること
が好ましく、例えば安定同位体の糖化アミノ酸／糖化ぺプチドを同時に測定し、イオン化
率を補正するとよい。
【００８１】
さらに、この方法は、アルブミンを含む試料をプロテアーゼにより水解して、糖化アミノ
酸と非糖化アミノ酸又は糖化ペプチドと非糖化ペプチドを得、両者の比を液体クロマトグ
ラフィー質量分析法で定量することを特徴とする糖化アルブミンの測定法の１例である。
測定の前処理は不要であるが、液体クロマトグラフィー質量分析法としては逆相カラムク
ロマト質量分析法で行ったことから、実質的には逆相液体クロマトグラフィーで前処理し
ているのと同等である。このことから検出の前処理として逆相液体クロマトグラフィーは
有用である。このカラム操作は必要に応じて各種クロマトグラフィー、たとえば薄層クロ
マト等を用いてもよいことは容易に類推できる。
【００８２】
糖化アルブミン中の525位のLysの糖化量の測定は４重測定の結果、糖化アミノ酸と非糖化
アミノ酸又は糖化ペプチドと非糖化ペプチドの比を取らない場合は再現性が悪かったが、
比を取った場合には良好な再現性が得られた。このことから、糖化アミノ酸と非糖化アミ
ノ酸又は糖化ペプチドと非糖化ペプチドを得、両者の比を定量することにより優位に測定
誤差が低減されている事が明白であった。また、糖化-非糖化のアミノ酸やペプチドを測
定する方法としてはＬＣ／ＭＳの他にキャピラリー電気泳動で測定することが一般的であ
り、ＬＣ／ＭＳの変わりにキャピラリー電気泳動で測定できることは言うまでもない。
【００８３】
【実施例２】
＜糖化タンパク質測定用検量物質を用いた場合の値乖離の補正＞
Ａ）糖化タンパク質濃度を測定する方法と糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度を測定
する方法
実施例１の検量物質を用いて健常者血清３５検体、患者血清３５検体を測定した。糖化タ
ンパク質濃度を測定する方法としてHPLC法はHi-AUTO　GAA（GAA-2000）（アークレイ社製
）を、糖化タンパク質中の総糖化アミノ酸濃度を測定する方法は実施例１の酵素法を用い
た。酵素法は糖化アルブミン中の糖化アミノ酸濃度、及び糖化タンパク質濃度の表示値を
用いて計算した。酵素法は別途アルブミンをアルブミン試薬を用いて測定し、割合に変換
した。アルブミン試薬にはアルブミン測定キット(アルブミンII-HAテストワコー; 和光純
薬社製)を用いた。HPLC法は検量物質の糖化タンパク質濃度をアルブミン濃度で除して糖
化アルブミン割合として計算した。測定結果を図３に示す。
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【００８４】
図３から分かるように酵素法で測定した糖化アミノ酸濃度／アルブミン濃度×100とHPLC
法で求めた糖化アルブミン割合の間には良好な直線関係（r2=0.995）が認められ、その傾
きは1.98であった。また酵素法で測定した糖化アルブミン濃度／アルブミン濃度×100とH
PLC法で求めた糖化アルブミン割合の間には良好な直線関係(r2=0.995)が認められ、その
傾きは1.00であった。このことから、糖化アルブミン中の総糖化アミノ酸濃度と糖化アル
ブミン濃度の間には糖化アルブミン中の総糖化アミノ酸濃度＝糖化アルブミン濃度×1.97
の関係が健常者、患者を問わず存在していることが分かる。実試料においても糖化アルブ
ミン中の平均糖結合数は約２と考えられ、検量物質の測定値に一致した。さらに、糖化ア
ミノ酸を検量物質として用いても糖化アルブミンは測定できることが明らかであった。
【００８５】
これは、使用したプロテアーゼが主要糖化部位の２箇所以上に作用していることを示して
いる。このことから、この酵素測定方法は少なくとも主要糖化部位の２箇所以上に作用し
ているプロテアーゼを用いて糖化アルブミン及びアルブミンを含む試料を水解し糖化アミ
ノ酸と非糖化アミノ酸若しくは糖化ペプチドと非糖化ペプチドが得られていることは明白
である。また、今回プロテアーゼの反応には硫酸 -3-[(コールアミドプロピル) ジメチル
アンモニオ]-2-ハイドロキシ-1-プロパンを、プロテアーゼのグロブリン成分への作用を
減らす目的で追加したが、その他のグロブリン選択的プロテアーゼ阻害剤を用いてもよい
。
さらに検量物質の糖化アルブミン濃度を用いるとHPLC法との相関の傾きが1.0になること
から、測定方法間の値の補正が可能であることが明らかであった。
【００８６】
Ｂ）　糖化タンパク質濃度を測定する方法と糖化タンパク質中の特定の１箇所のアミノ酸
の糖化量を測定する方法。
実施例１の検量物質を用いて健常者血清35検体を測定した。糖化タンパク質濃度を測定す
る方法はHPLC法（実施例2、Aに同じ）を、糖化タンパク質中の特定の１箇所のアミノ酸の
糖化量を測定する方法はアルブミンの525位のLys糖化物に対する抗体（Clinica Chimica 
Acta, vol.169, p229-238, 1987）を用い、サンドイッチ法で測定した。
【００８７】
方法
試料の前処理；20μlの血清に200μlの50mMクエン酸緩衝液(pH5.5)を添加し37℃１時間イ
ンキュベーションする。1mlの99％エタノールを加え、沈殿を500μlの0.15Mの食塩、0.05
MのNaBH4を含む0.1Mトリス緩衝液(pH8.2)に溶解する。室温で30分反応後100μlの酢酸を
加え反応を止め、500μlの緩衝液を加える。
【００８８】
サンドイッチELISA;前処理した試料20μl及び0.05％Tween20を含む10mM燐酸緩衝液(pH7.4
)50μlを抗ＨＳＡ抗体を固定化した96穴マイクロタイタープレートにとり室温で20分間反
応させる。生理的食塩水で３回洗浄し、パーオキシダーゼを結合した抗体を含む100mMグ
リシン緩衝液（pH9.0）を添加し、室温で20分間反応させる。生理的食塩水で３回洗浄し
、1g/Lのo-フェニレンジアミン、4.4mMの過酸化水素を含むクエン酸緩衝液(pH5.8)を50μ
l加え、室温20分間反応させ、50μlの2M硫酸を加えて反応を停止した。プレートリーダー
を用いて492nmの吸光度を測定する。
【００８９】
測定の結果、健常者血清35検体の平均値は免疫法で6.2％、HPLC法では15.7％であった。
糖化アルブミンの平均糖結合数は２個であり、うち20％が525位の Lysに結合していると
考えると、HPLC法＝酵素法／２、免疫法＝酵素法／５となりこの式からHPLC法＝免疫法×
5/2＝免疫法×2.5となる。実際健常者の測定値の平均値6.2％を2.5倍すると１５．５％と
なり、HPLC測定値にほぼ一致した。
【００９０】
つまり糖化アルブミン濃度を測定する方法と糖化アルブミン中525位のLysの糖化量を測定
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する方法との間には、糖化アルブミン濃度＝糖化アルブミン中525位のLysの糖化量×2.5
の関係が存在すると推定され、測定方法間の値の補正が可能であることが明らかであった
。但しこれらの数式は基準とする測定方法や原理によって変化することも予想され、各方
法間の値の整合性を確保することができるのであれば、必ずしも今回の数式を用いなくと
もよい。
【００９１】
【実施例３】
＜糖化アルブミンの標準測定方法＞
実施例１で作成した非糖化－糖化アルブミンに分ける前のアルブミン(4.5g/dl)の試料を
調製した。10mMトリス緩衝液（pH8.5）、1×104PU/mlプロテアーゼタイプXXVII（シグマ
社製）、１％　硫酸 -3-[(コールアミドプロピル) ジメチルアンモニオ]-2-ハイドロキシ
-1-プロパンを含む液500μlに、試料50μlを添加し、混ぜながら37℃にて10時間反応させ
た。実験では、反応時間６時間で98％が水解し、18時間で99.5％以上が水解した。反応液
をミリポア製限外ろ過器(分子量5000)による精製によりプロテアーゼ、グロブリン及びペ
プチドの一部を除去した。透過液を水で定容した。この液をイオン交換液体クロマトグラ
フィーアミノ酸分析装置に注入し、糖化リシンと非糖化リシンを定量し、両者の面積比か
ら比率を測定した。測定値は15.5％であった。HPLC法の測定値は15.3％であり、値は良く
一致した。また、実施例１に示した総糖化アミノ酸濃度／アルブミン濃度×100で求めた
酵素法の割合は30.9％でありほぼ倍の値を示した。本測定法の値は市販のγグロブリンを
最終濃度2g/dlになるまで添加しても変化が無かった。このことから本測定法は、主要２
箇所の糖化アミノ酸をプロテアーゼにより切り出していると考えられ、かつγグロブリン
の影響を受けていないことから糖化アルブミンの測定方法として有用であることが示され
た。
【００９２】
【実施例４】
＜糖化タンパク質測定用検量物質の安定性試験＞
本検量物質の糖化アルブミンを糖尿病患者血清（血糖1.6g/L、アルブミン濃度40g/l）に1
g/mlになるように添加した。添加した血液に以下の処理を行い、密栓し37℃-1週間保存し
た。またコントロールとして未処理のものを凍結にて１週間保存した。１週間後試料をHP
LC法にて測定し糖化アルブミン割合を求めた。
１；未処理
２；0.9％NaClを含む50mMトリス緩衝液(pH7.5)に対して透析。（透析後のグルコース、フ
ィブリノーゲンの測定値はそれぞれ検出限界以下であり、10mg/dl、40mg/dl以下であった
。）
３；２にフィブリノーゲン（シグマ社製）を100mg/mlになるように添加
４；２にスクロースを５％になるように添加
結果を表２に示す。
【００９３】
【表２】

【００９４】
表２から分かるように未処理の血清はグルコースを除去していないことから、保存中に糖
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、及び透析後フィブリノーゲンを添加した血清は保存によりGA値が低下し、糖化部位が化
学的に変化したと考えられた。さらに、フィブリノーゲンを添加した血清は保存により濁
りが生じ、未添加では生じていないことから、保存状態を良好に保つためにはフィブリノ
ーゲンの除去も必要であった。
グルコース、フィブリノーゲンを含まず、非還元糖であるスクロースを添加した血清は３
７℃１週間の保存でもGA値は変化しなかった。非還元糖の添加は糖化部位の保護に有効で
あった。
【００９５】
【実施例５】
＜糖化タンパク質測定用検量物質の濃縮の影響＞
実施例１の検量物質および市販のアルブミン標準溶液（和光純薬社製）をサンプルカップ
にとり、酵素法を用いて管理血清の糖化アルブミン割合を測定した。キャリブレーション
１は糖化タンパク質濃度およびアルブミン濃度の表示された実施例１の検量物質をキャリ
ブレーターに用いた。キャリブレーション２の糖化タンパク質濃度は実施例１の検量物質
から算出し、アルブミン濃度は市販のアルブミン標準溶液を用いて算出した。
測定は検量物質及びアルブミン標準溶液をサンプルカップに100μlづつ移し、直後および
装置にセットしたまま８時間経過した後再度測定を行った。結果を表３に示す。
【００９６】
【表３】

【００９７】
表３から分かるように、タンパク質濃度および糖化タンパク質濃度、糖化タンパク質中の
総糖化アミノ酸濃度等を一つの検量物質に表示すれば、別々の検量物質を用意する場合に
比べて、万が一検量物質の濃縮が起こった場合にも糖化アルブミン割合は変化せず、有用
である。
【００９８】
【配列表】
SEQUENCE LISTING<110>　Asahi Kasei Kabusiki Kaisha<120>　糖化タンパク質測定用検
量物質および標準測定法<130>　X1020886<160>　1<210>　1<211>　10<212>　PRT<213>　H
omo sapiens　<400>Lys Gln Thr Ala Leu Val Glu Leu Val Lys1　　　　　　　5　　　 
10
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の実施例１に基づく検量物質ノＭＡＳＳスペクトルである。A:非糖化アル
ブミン、B:糖化アルブミン
【図２】本発明の実施例１に基づく糖化アルブミン、非糖化アルブミン中の525位のリシ
ンの糖化量の測定を行った、LC／MSのクロマトグラムである。A:非糖化アルブミン、B:糖
化アルブミン
【図３】本発明の実施例２に基づく検量物質を用いた場合の酵素法とHPLCの相関である。
A:酵素法による測定にアルブミン中の総糖化アミノ酸濃度を用いた場合を示す。
B:酵素法による測定に糖化アルブミン濃度を用いた場合を示す。
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