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RAGE Reactive AGEs Assay Kit,
Glyceraldehyde

Cat. No. AAS-AGE-K04

RAGE 反応性 AGEs 生成阻害アッセイキット

Aging/Glycation Assay Kit Series －老化 /糖化研究関連シリーズ－

【Ⅰ－１】背景と測定原理

【Ⅰ－ 2】キットの特長

● RAGE-FC を用いて Glyceraldehyde-AGEs 生成を阻害する物質を探索することができます。
● 機能性食品および化粧品開発における抗糖化素材開発にご利用ください。

図 1　糖代謝と RAGE 反応性 AGEs の生成経路

　糖類は、生命活動において不可欠な栄養素ですが、一方で生体内のタンパク質のリジンやアルギニン残基を修飾し架橋形成
することでタンパク質の立体構造が変化し、活性や物性に大きく影響を及ぼすことが知られています。この反応は糖化反応

（Glycation）もしくはメイラード反応と呼ばれ、この反応生成物は糖化反応後期生成物 (advanced glycation end-products: 
AGEs) と呼ばれています。近年、AGEs の組織内蓄積そのものが老化の一要因であるとする考え方が主流になってきました。
近年、AGEs は生体内においてグルコースだけではなく、グルコースの代謝中間体や分解物などからも生成することが報告さ
れています。特に糖代謝異常状態で作り出されるグリセルアルデヒド（図１参照）によって糖化された AGEs が疾患の発症や
進展に強く関わっていることが報告されています。
　一方、生体内では AGEs と結合する受容体が存在し、それらを介する AGEs のクリアランスやシグナル伝達等、様々な生理
機能を有するとされています。古くは酸化 LDL をリガンドとする受容体として知られる CD36 や SR-A は AGEs とも結合し、
生体内で生じた AGEs の除去に関与することが知られています。Receptor for AGEs（RAGE）は、単球やマクロファージの他に
神経や腎臓、血管平滑筋細胞等での発現が見られる AGEs 受容体の一種です。RAGE は AGEs と結合すると炎症や酸化ストレス
に対して亢進的に作用することが示唆されており、特に生体内での AGEs 産生に関与する加齢性疾患のバイオマーカーとして
注目されてきました。また RAGE は AGEs の中でも、疾患に強く関与するとされるグリセルアルデヒドに由来 AGEs に高い選
択性をもって結合し、特に近年アルツハイマーに代表される神
経変性疾患への関与も報告されています。したがって RAGE と
グリセルアルデヒド由来 AGEs との相互作用を検証することは、
糖化反応を介した疾患発症の病態解明において有用かつ新規の
知見を与えうることを示しています。近年では、RAGE が癌細
胞表面にある特定フォームのコンドロイチン硫酸やヘパラン硫
酸といった硫酸化グリコサミノグリカンと結合し、癌転移のメ
カニズムに関与するとの報告もあり、その研究需要の範囲は拡
大の傾向にあります。
　本キットは 96 ウェルプレートに固相化されたアルブミン
をグリセルアルデヒドで糖化反応させたときに生じる AGEs
　(Glyceraldehyde-AGEs) を リ コ ン ビ ナ ン ト RAGE-Fc を 用
い て 検 出 す る キ ッ ト で す。 本 キ ッ ト を 用 い る こ と に よ り
Glyceralaldehyde-AGEs の形成を阻害する物質のスクリーニング
が可能になります。抗糖化をテーマとした機能性食品および化
粧品開発、さらに糖化反応を介した加齢性疾患、神経疾患等の
バイオマーカー探索研究、予防医学の研究にもご活用ください。

ジヒドロキシアセトンリン酸

グルコース

グルコース -6- リン酸

フルクトース -6- リン酸

フルクトース -1,6- ビスリン酸

1,3- ビスホスホグリセリン酸

グリセルアルデヒド -3- リン酸

ピルビン酸

ソルビトール

フルクトース

フルクトース -1- リン酸

グリセルアルデヒド

グリセルアルデヒド -3- リン酸
デヒドロゲナーゼ (GAPDH)

ポリオール代謝経路 解糖系経路

RAGE 反応性 AGEs

※ 本キットは北海道大学名誉教授、菅原 一幸先生の発案、技術指導の下に開発されました。
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【Ⅰ－ 3】キット構成品

【Ⅱ】サンプルの調製方法

保存温度：4℃

● 陽性コントロールの調製

アミノグアニジン溶液 (AG 100 mM) を検

体希釈液で 5 倍希釈系列を作製し陽性コ

ントロールにします。

100 mM , 20 mM, ４mM, 0.8 mM, 0mM を

用意ください。

※冷蔵で 1 週間は保存可能です

● 検体の調製方法

検体に検体希釈液を加えて溶解し、必要に応じて 0.22 µm メンブランフィルターでろ過し、不溶物および細菌等

を除去後、検体希釈液で 5 倍希釈系列を作製してください。

● 洗浄液の調製

 　洗浄液原液（10 倍濃度、30 mL）に 270 mL の蒸留水を加えて撹拌してください。

● RAGE-FC 原液の調製  

     RAGE-FC（凍結乾燥）に 50µL の超純水を加え溶解し、RAGE-FC 原液とします。

     RAGE-FC 原液は -70℃で 1 か月保管できます。凍結融解の繰り返しは避けてください。

● RAGE-FC 溶液の調製（用事調製）    

     必要な量の RAGE-FC 原液を取り、「RAGE,ALP 標識プロテイン A/G 用希釈液」にて 100 倍希釈してください。

    ※添加する直前に調製ください。保存はできません。

No. 内　容 容量 数量 取扱上の注意
1 アルブミン固相化 96 ウェルプレート 96 well 1 枚

取扱う際には眼鏡・手袋などの保護具を着

用の上、人体の接触を避けるよう十分に配

慮してください。

2 プレートシール 96 well 用 2 枚

3 検体希釈液 30 mL 1 本

4 グリセルアルデヒド溶液（100 mM） 5 mL 1 本

5
アミノグアニジン溶液（100 ｍＭ）
※ 抗糖化標準物質

500 µL 1 本

6 洗浄バッファー（× 10） 30 mL 1 本

7 ブロッキングバッファー 10 mL 1 本

8 RAGE-FC（凍結乾燥） 50 µL 用 1 本

9 ALP 標識プロテイン A/G 原液（× 1000） 5 µL 1 本

10 発色液用タブレット 5 mL 用 3 個

11 発色液調製用緩衝液 15 mL 1 本

12 RAGE，ALP 標識プロテイン A/G 用希釈液 10 mL 1 本

本キットは、96 ウェルプレート 1 枚分のアッセイが可能です。

5 倍希釈 5 倍希釈 5 倍希釈

① 標準液
100 mM

②
20 mM

③
4 mM

④
0.8 mM

⑤
0 mM

検体希釈液のみ

　混合量
検体希釈液 -  400 µL  400 µL  400 µL  500 µL
　標準液 -  ①を 100 µL  ②を 100 µL  ③を 100 µL  0 µL

　濃　度

ご準備いただくもの（その他必要なもの）　
● 精製水
● 10 µL ～ 1000 µL マクロピペット	 ● 50 µL ～ 200 µL マルチチャネルマイクロピペット
● リサーバー	 ● プレートリーダー（波長 405  nm）	 ● 37 ℃恒温器（湿潤状態）
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【Ⅱ】サンプルの調製方法　つづき

必要なウェル数を準備する。縦 1 列ずつ分離できます。シールは必要分切ってお使いください。

陽性コントロールおよび試験試料液を 50 µL/well 分注してください。

100 mM グリセルアルデヒド溶液 (GA) 溶液を 50 µL/well 添加し、プレートにシールをしてください。
※糖化しないウェル（Blank）が必要な場合、グリセルアルデヒド溶液を添加しないウェルを１well 用意してください。
Blank には検体希釈液のみを 100µL 入れてください。

湿潤状態下（注意１）の 37℃インキュベーターで 24 時間静置し固相化 BSA を糖化させてください。

反応溶液を捨て、洗浄液 200 µL/well で 3 回洗浄してください。

ブロッキング液 100 µL/well を添加して室温 1 時間静置してください。

ブロッキング液を捨て、洗浄液 200 µL/well で 3 回洗浄してください。

RAGE-FC 溶液は用事調製したものを 50uL/well 添加します。室温で 1 時間静置してください。

RAGE-FC 溶液を捨て、洗浄液 200 µL/well で 3 回洗浄してください。

ALP 標識プロテイン A/G 溶液は用事調製したものを 50uL/well 添加します。室温で 1 時間静置してください。

ALP 標識プロテイン A/G を捨て、洗浄液 200 µL/well で 3 回洗浄してください。

発色液を 100µL/well 添加して 37℃で 30 分～ 1 時間静置後、発色度合いを見て波長 405nm で吸光度を測定してください。
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BSA が固相化された
ウェル

ALP 標識 Protein A/G を
加える

50 µL/well

発色液
100 µL/well

プレートリーダーにて
吸光度測定（405 nm)

試料添加
50 µL/well

グリセルアルデヒド
を添加

50 µL/well

37℃, 1day 1 時間後

洗浄 3 回

1 時間後

洗浄 3 回

1 時間後 約 30 分～

洗浄 3 回

糖化
溶液を捨て、3 回洗浄後
ブロッキングバッファー

加える , 100 µL/well

RAGE-Fc を加える
50 µL/well

37℃

※注意 1：湿潤状態について
溶液が乾燥してしまうと正確な測定結果を得ることができません。アッセイ中は湿潤状態を保つようにご注意ください。湿度調
整付きインキュベーターが無い場合は、ろ紙などを蒸留水で湿らせたものをタッパーの底に敷き、その上にプレートを置くよう
にしてください。CO2 インキュベーターの使用は避けてください。溶液の pH が変化するため糖化スピードが低下します。

【Ⅲ】測定方法 　

● ALP 標識プロテイン A/G の調製（用事調製）　※添加する直前に調製ください。保存はできません。

必要な量の ALP 標識プロテイン A/G 原液を取り、「RAGE, ALP 標識プロテイン A/G　用希釈液」にて 1000 倍希釈

してください。

● 発色液の調製      

 　発色液用タブレットを 1 個取り出し、5 mL の発色液調製用緩衝液を加え完全に溶解してください。

　※注：発色液の調製は発色操作直前に行ってください。
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【Ⅳ】実施例 － RAGE 反応性 AGEs 生成阻害試験－
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アミノグアニ ジンの RAGE 反応性 AGEs 生成阻害効果


