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研究成果の概要（和文）：  
メイラード反応前期生成物（AGEs）であるペントシジン（Pent）は酸加水分解に安定で

腎症のマーカーとして期待されている。しかし、既存のPent測定法では血清の加熱処理

によってPentが人工的に生成してしまうこと、塩酸の添加によって生成が抑制され、正

確な血中Pentの測定が可能となることが明らかとなった。また

N-carboxymethylarginine (CMA)は不安定で測定が困難であったが、モノクローナル抗

CMA抗体を用いてCMAがコラーゲン特異的に生成すること、そのメカニズムが明らかとな

った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Pentosidine, one of advanced glycation end-products (AGEs), is measured by HPLC in 
the serum, and increased by heating in a temperature- and time-dependent manner. The 
increase in pentosidine formation is significantly inhibited by acidic conditions. This 
indicates that the level of serum pentosidine will be measured more accurately by 
ELISA if hydrochloric acid is added during the heating process. Furthermore, 
N-carboxymethylarginine (CMA), acid labile AGE structure, is preferentially 
generated in glycated collagen. We elucidated the hot-spot of CMA formation in 
glycated collagen. 
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１． 研究開始当初の背景 

メイラード反応後期生成物（AGEs）の生成阻

害剤であるbenfotiamine(Hammes HP et al., 

Nat. Med. 3, 294-299, 2003)は糖尿病性腎症

や網膜症の発症を抑制することから、AGEsは
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単なる老廃物ではなく、病態の憎悪因子とも

捉えられている。これまでに我々は、生体に

存在する(1) AGEs受容体の機能およびAGEs生

成経路の解析、(2)既存AGEs測定系の問題点と

新規測定法の開発、(3)AGEs生成阻害剤の開発

と、一貫してAGEsの病態への役割について研

究を行ってきた。メイラード反応前期生成物

の一つであるヘモグロビンA1cが血糖コント

ロールのマーカーとして臨床的に測定される

ことから、血中や尿中のAGEsを測定して糖尿

病合併症等のマーカーとして応用する試みが

なされている。しかしこれまでに我々は、ア

ルカリや加熱処理を伴う既存の測定法では、

試料の前処理に伴ってAGE構造の一つである

N-(carboxymethyl)lysine (CML)が 人工的に

生成した副産物を測定している危険性を見出

している。 

 

２．研究の目的 

糖代謝異常の早期検出が可能な AGEs 構造体

の同定および測定法を確立する。具体的には

ペ ン ト シ ジ ン （ Pent ） と

N-carboxymethylarginine (CMA)の測定系を

確立し、生体における意義を検討する。さら

に、糖尿病合併症の進展抑制に有効な AGEs

生成阻害剤の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）正確な Pent 値の測定系の確立： 

①インフォームドコンセントが得られた糖

尿病に罹患していない血液透析患者(９名)

の血清を用いた。血清に 200mM リン酸緩衝液

を加え、加熱処理（100℃, 15 分）をした群

（加熱処理群）と、同一の血清で加熱処理な

しの群（非加熱群）に分けた。その後、定法

に従い、6N HCl で 18 時間加水分解した試料

を HPLC法によりペントシジン量を測定した。

また、温度を 30～120℃に変化させ 15 分間加

熱した試料と 100℃で加熱時間を 0～60 分に

変化させた試料を調製し、Pent 含量を HPLC

で測定した。 

②血清に 200mM リン酸緩衝液または現行の

酵素処理による測定法で使用されている 10 

mM 塩化カルシウムを含む 100 mM Tris-HCl

緩衝液を添加し、加熱または非加熱処理を行

い、酸加水分解後 Pent 値を測定した。また、

分子量 10,000 以上の血清(以下、10,000MW 以

上の血清)を得るため、透析膜を用いて 50 mM 

リン酸緩衝液中で血清を 18 時間透析した。

得られた透析液は加熱後、Pent 量の測定を行

ない、透析前の血清ペントシジン量と比較し

た。 

（２）CMA 生成メカニズムと線維芽細胞への

影響： 

①滅菌した 30 mM ribose を 2 mg/mL HSA ま

たは 2 mg/mL gelatin とエッペンドルフチュ

ーブに入れ、0, 2, 4, 7 日間 37℃恒温器で

インキュベートした。CMA の生成はモノクロ

ーナル抗 CMA 抗体を用いた ELISA で評価した。 

②AGEs 化コラーゲンをトリプシン消化した

後、モノクローナル抗 CMA 抗体結合アフィニ

ティカラムにかけ、その吸着画分を質量分析

器で確認した。 

 
４．研究成果 

(1) Pent の正確な測定法の確立： 今回

検討した Pent 値の温度(図１)および時間

(図２)依存的な変化や、試料間の異なる増

加率から(図３)、現行の測定法では血清

Pent 値を正確に反映していない可能性が

示された。 

 

図１：加熱温度による Pent 値の変化 
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図 2：加熱時間による Pent 値の変化 

 
図 3：検体による Pent 値増加の違い 

 

ペントシジンの生成経路は、アマドリタンパ

クの他、グルコースやアラビノースからの生成、

さらに 3-デオキシグルコゾンなどのアルデヒド

類からの生成が報告されている。そこで、加

熱によるペントシジンの生成経路を確認す

るため、血清を透析膜で分子量 10,000 以

上（アマドリタンパクを含む）と 10,000

以下（遊離のアミノ酸、糖、有機物質等）

に分け、加熱に伴うペントシジンの生成量

を比較した。その結果、加熱処理で増加し

たペントシジン量の約 30％は 10,000MW

以上の画分から生成したことが確認された

（表 1）。 

 

表１：分子量および緩衝液による Pent

生成の変化 

 

残りの 60％は、血清中に含有する

10,000MW以下の低分子化合物画分からの

生成が推察され、血漿中の 5,000MW 以下

のカルボニル化合物が Pent の生成を増大

させるという過去の報告と一致すると考え

られた。また、アマドリタンパクにおいて

も加熱で Pent 値が増加したことから（図

４）、加熱処理に伴う Pent の生成経路は、

血清中のグルコース、ペプチドやカルボニ

ル化合物などの低分子化合物だけでなく、

アマドリタンパクからも生成されることが

示された。 

 
図 4：アマドリタンパクからの Pent の生成 

 
一方、加熱によるペントシジン生成の抑

制方法では、塩酸の添加が最も効果的であ

り、阻害剤として有用であることが明らか

となった（図5）。ペントシジンはアルカリ

条件で生成が促進され、酸性条件下では抑

制、かつ安定であることが報告されている

。本研究でも酸加水分解処理した試料のペ

ントシジン値の増加が見られないことが確

認されている。本結果から、塩酸の添加は

、AGのアルデヒド類の補足作用やDTPAに

よる酸化反応の抑制とは異なり、試料を酸

性化することによってペントシジンの生成

が抑制されたと考えられる。 

 
図5： 加熱に伴うPent生成の抑制効果 

 
(2) 生体におけるCMAの意義：リボースを

HSAあるいはgelatinとインキュベートす
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