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(57)【要約】
　糖化血色素測定用遠心力基盤の微細流動構造物、糖化
血色素測定用遠心力基盤微細流動装置及び糖化血色素の
測定方法を開示する。本開示にしたがって、免疫吸着ア
ッセイと親和性測定を一つのデバイスのみで同時に実施
することによって血色素の変異体や干渉物質を検知し、
それにより、検知結果を測定結果の分析に適用し、糖化
血色素の測定誤差を排除又は補完したり、又は校正する
ことによって、糖化血色素のより正確な測定を行うこと
ができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数のチャンバー；
　前記各チャンバーを互いに連結する通路；及び
　前記通路を開閉するためのバルブ；
を含み、
　複数のチャンバーは、糖化血色素に第１の親和性を有する第１の物質を含む第１の反応
チャンバー；
　糖化血色素に前記第１の親和性とは異なる第２の親和性を有する第２の物質を含む第２
の反応チャンバー；及び
　前記第１の物質及び前記第２の物質が存在せず、対照チャンバーとして機能する第３の
反応チャンバー；
を含む遠心力基盤の微細流動構造物。
【請求項２】
　前記第１の物質は、抗糖化血色素抗体であり、前記第２の物質は、糖化血色素のｃｉｓ
-ジオール基への結合を可能にするボロン酸化合物である、請求項１に記載の遠心力基盤
の微細流動構造物。
【請求項３】
　前記第１の物質は粒子に固定化され、前記第２の物質は粒子に固定化される、請求項１
に記載の遠心力基盤の微細流動構造物。
【請求項４】
　前記第１の物質は、前記第１のチャンバーの内側上に固定化され、前記第２の物質は、
前記第２のチャンバーの内側上に固定化される、請求項１に記載の遠心力基盤の微細流動
構造物。
【請求項５】
　前記粒子は、１．３～２．０の比重を有する固体担体である、請求項３に記載の遠心力
基盤の微細流動構造物。
【請求項６】
　前記抗体はモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体である、請求項３に記載の遠心
力基盤の微細流動構造物。
【請求項７】
　前記第１の物質が固定化される前記粒子に結合する糖化血色素を収容する第１の沈降チ
ャンバー；及び
　前記第２の物質が固定化される前記粒子に結合する糖化血色素を収容する第２の沈降チ
ャンバー；
をさらに含む、請求項３に記載の遠心力基盤の微細流動構造物。
【請求項８】
　前記第１の物質が固定化される前記粒子に結合する糖化血色素を収容する第１の沈降チ
ャンバー；及び
　前記第２の物質が固定化される前記粒子に結合する糖化血色素を収容する第２の沈降チ
ャンバー；
をさらに含む、請求項５に記載の遠心力基盤の微細流動構造物。
【請求項９】
　前記第１の物質に結合する前記糖化血色素から分離される試験サンプルの上清液を収容
する第１の検出チャンバー；
　前記第２の物質に結合する前記糖化血色素から分離される試験サンプルの上清液を収容
する第２の検出チャンバー；及び
　前記第３の反応チャンバーから前記試験サンプルの上清液を収容する第３の検出チャン
バー；
をさらに含む、請求項１に記載の遠心力基盤の微細流動構造物。
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【請求項１０】
　前記第１、第２及び第３の反応チャンバーは、前記遠心力基盤の微細流動構造物の回転
軸から等間隔を有して配置され、
　前記第１、第２及び第３の検出チャンバーは、前記遠心力基盤の微細流動構造物の回転
軸から等間隔を有して配置され、
　前記第１、第２及び第３の検出チャンバーは、それぞれ前記第１、第２及び第３の反応
チャンバーより回転軸から遠く半径方向に置かれる、請求項１に記載の遠心力基盤の微細
流動構造物。
【請求項１１】
　回転体；
　少なくとも一つの微細流動構造物；及び
　検出ユニット；
を含む、遠心力基盤の微細流動構造物であって、
　複数のチャンバー；
　前記各チャンバーを互いに連結する通路；及び
　前記通路を開閉するためのバルブ
；を含み、
　前記複数のチャンバーは、糖化血色素に第１の親和性を有する第１の物質を含む第１の
反応チャンバー；
　糖化血色素に前記第１の親和性とは異なる第２の親和性を有する第２の物質を含む第２
の反応チャンバー；及び
　前記第１の物質及び前記第２の物質が存在せず、対照チャンバーとして機能する第３の
反応チャンバー；
を含み、
　前記微細流動構造物内の流体は、前記回転体の回転によって発生する遠心力を用いて移
送される、遠心力基盤の微細流動装置。
【請求項１２】
　前記検出ユニットは、単色光を放出する光学系を有し、
　前記光学系は、４００～６００ｎｍの波長を有する光を用いて前記第１～第３の検出チ
ャンバーのそれぞれの吸光度を測定する、請求項９に記載の遠心力基盤の微細流動装置。
【請求項１３】
　遠心力基盤の微細流動装置を用いた糖化血色素の測定方法であって、
　固定化した抗糖化血色素抗体を含む第１の反応チャンバー、糖化血色素におけるｃｉｓ
-ジオール基を結合できる固定化したボロン酸化合物を含む第２の反応チャンバー、及び
前記固定化した抗糖化血色素抗体及び前記固定化したボロン酸化合物が存在しない第３の
反応チャンバーを含む微細流動装置を提供すること；
　等体積の溶血した血液サンプルを、前記固定化した抗糖化血色素抗体及び前記固定化し
たボロン酸化合物が溶血した血液サンプル内の糖化血色素と結合するのに十分な時間の間
、前記第１の反応チャンバー内の前記固定化した抗糖化血色素抗体及び前記第２の反応チ
ャンバー内の前記固定化したボロン酸化合物とそれぞれ接触させること；
　前記溶血した血液サンプルから前記結合した糖化血色素を分離し、前記抗糖化血色素抗
体に結合された前記糖化血色素が除去される前記溶血した血液サンプルの第１の上清液、
及び前記ボロン酸化合物に結合された前記糖化血色素が除去される前記溶血した血液サン
プルの第２の上清液を提供すること；
　前記第１の上清液、前記第２の上清液、及び未反応の溶血した血液サンプルの吸光度を
それぞれ測定すること；
　下記の第１の式を用いて前記第１の上清液に関して第１の吸光度比を算出し、前記抗体
に結合された前記糖化血色素に関して標準検量曲線から第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）を
得ること；
　下記の第２の式を用いて前記第２の上清液に関して第２の吸光度比を算出し、ボロネー
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ト化合物に結合された前記糖化血色素に関して標準検量曲線から第２のＨｂＡ１ｃレベル
（％）を得ること；及び
　前記第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）と前記第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）とを比較する
こと；
を含む、糖化血色素を測定する方法：
　第１の式：第１の吸光度比＝｛（未反応の溶血した血液サンプルの吸光度－第１の上清
液の吸光度）／未反応の溶血した血液サンプルの吸光度}
　第２の式：第２の吸光度比＝｛（未反応の溶血した血液サンプルの吸光度－第２の上清
液の吸光度）／未反応の溶血した血液サンプルの吸光度}。
【請求項１４】
　前記第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が前記第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）より小さいと
き、前記血液サンプル内に血色素の変異体が存在するという情報を提供することをさらに
含む、請求項１３に記載の糖化血色素を測定する方法。
【請求項１５】
　前記第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が前記第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）より大きいと
き、前記血液サンプル内にｃｉｓ-ジオール基に結合するための糖化血色素を備えた物質
が存在するという情報を提供することをさらに含む、請求項１３に記載の糖化血色素を測
定する方法。
【請求項１６】
　前記分離段階は、前記抗糖化血色素抗体に結合される糖化血色素及び前記ボロン酸化合
物に結合される糖化血色素を第１の沈降チャンバー及び第２の沈降チャンバーにそれぞれ
沈降させることをさらに含み、
　前記第１及び第２の沈降チャンバーは、前記第１の反応チャンバー及び前記第２の反応
チャンバーにそれぞれ連結される、請求項１３に記載の糖化血色素を測定する方法。
【請求項１７】
　前記吸光度は、４００～６００ｎｍの波長を有する光を用いて測定する、請求項１３に
記載の糖化血色素を測定する方法。
【請求項１８】
　前記吸光度は、４００～６００ｎｍの波長を有する光を用いて測定する、請求項１６に
記載の糖化血色素を測定する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の各実施例は、糖化血色素（ヘモグロビン）測定用遠心力基盤の微細流動構造物
(centrifugal micro-fluidic structure)、糖化血色素測定用遠心力基盤の微細流動装置(
centrifugal micro-fluidic device)及び糖化血色素の測定方法に関する。より詳細には
、各実施例は、糖化血色素を測定するための多様な方法から特別に選ばれた免疫・免疫吸
着アッセイと親和性クロマトグラフィ測定を一つのデバイスで同時に実施することによっ
て血色素の変異体や干渉物質を検知する。この検知結果を測定結果の分析に適用して糖化
血色素の測定誤差を排除及び／又は補完したり、又は校正することによってより正確な糖
化血色素の測定を達成することができる。さらに、上述した構造物及びこれを用いた糖化
血色素の測定方法を含む糖化血色素測定用遠心力基盤の微細流動装置を開示する。
【背景技術】
【０００２】
　一般に微細流動構造物内で流体を移動するためには駆動圧力が必要であるが、駆動圧力
として、毛細管圧又は別途のポンプによって発生する圧力が用いられる。最近は、このよ
うな流体の少量に存在する標的物質の検出を低廉かつ容易に行えるように設計された臨床
診断分析装置として、例えば、円形のディスクタイプの回転体プラットホームに配置され
る微細流動構造物を有する遠心力基盤の微細流動装置、すなわち、ラボ・オン・ア・ディ
スク（ｌａｂ―ｏｎ―ａ　ｄｉｓｋ）又はラボＣＤ（Ｌａｂ　ＣＤ）が提案されている。
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【０００３】
　「ディスク上の実験室」という意味のラボ・オン・ア・ディスク（ｌａｂ―ｏｎ―ａ　
ｄｉｓｋ）は、実験室で使用される生物分子の分析に必要な各種装備がＣＤタイプの装置
に集積された装置である。ディスクの微細流動構造物に血液などの生体試料を注入すると
、流体を移送するために駆動圧力などの別途の駆動システムがなくても遠心力のみを用い
ることによって試料、試薬などの流体を所望の位置に移動できるという長所を有する。
【０００４】
　糖化血色素、グリコシル化血色素又は血色素Ａ１ｃ（以下、「ＨｂＡ１ｃ」と記述する
場合もある。））は、糖尿病をスクリーニングし、糖尿病の初期段階の人たちの血糖制御
を確認し、糖尿病患者の血糖制御をモニタリングするための有用な手段として認識されて
いる。赤血球の正常な１２０日寿命においては、グルコース分子が血色素と反応すること
によって糖化血色素を形成する。一度血色素分子が糖化されると、その状態で残存する。
そのため、赤血球内の糖化血色素の蓄積は、ライフサイクルの間に細胞が露出したグルコ
ースの平均レベルを反映する。糖化血色素の測定は、長期間の血清グルコース調整をモニ
タリングすることによって糖尿病治療の有効性を評価する。ＨｂＡ１ｃレベルは、以前の
４週間から３ヶ月にわたる平均血糖濃度に比例する。
【０００５】
　血色素の糖化は、心臓血管疾病、腎症、及び糖尿病性網膜症と関連すると報告されてい
る。１型糖尿病患者におけるＨｂＡ１ｃのモニタリングは、治療を改善することができる
。
【０００６】
　救急外来患者の検査がＨｂＡ１ｃレベルに必要であると、検査の開始から検査の結果報
告が３０分以内で行われるべきである。その結果によって、次の段階の指針が決定される
ので、迅速かつ正確な検査が要求される。
【０００７】
　現在、糖化血色素を測定するための多くの検査機器が市販されて広く用いられている。
これらの糖化血色素を測定するための従来の方法としては、ボロネート親和性測定法又は
免疫凝集法に基づいた測定法のうち一つの方法のみを使用する。ボロネート親和性測定法
は、ボロン酸が糖のｃｉｓ-ジオール(diol)基と結合するメカニズムによって糖化血色素
を非糖化血色素から分離する原理を用いている。また、免疫凝集法に基づいた測定法は、
糖化血色素に対して特異的な抗体を用いて抗原―抗体複合体の凝集反応を用いている。
【０００８】
　しかし、上述した二つの方法は、各測定法自体の内在的特性によって発生する固有誤差
という共通した短所を有する。例えば、ボロネート親和性測定法の場合、血中に存在する
ｃｉｓ-ジオール基を収容する他の物質との交差反応を起し、測定された糖化血色素の値
の偽り減少をもたらす。一方、免疫凝集法の場合、ＨｂＦ、ＨｂＳ、ＨｂＣなどの血色素
の変異体を測定できないので、測定された糖化血色素の値の偽り減少をもたらす。
【０００９】
　したがって、血色素の変異体の種類及び／又は測定法の種類によって、ＨｂＡ１ｃ測定
結果が臨床状態と正確に合わない場合が発生する。したがって、より正確なＨｂＡ１ｃ測
定のためには、上述した二つの測定法を共に使用する必要があるが、これら測定法は互い
に異なる測定原理に基づいているので、一つのデバイスで両方の方法を実施するには技術
的難点がある。
【００１０】
　そのため、上述した技術的制限を解消するための新しい測定法を提示する必要がある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　生体試料内の糖化血色素レベルを測定するための新しい測定方法が提供され、ＨｂＡ１
ｃ測定結果は、これに関する臨床状態に対応する。
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【００１２】
　本発明の一実施例は、糖化血色素のみならず、糖化血色素の変異体や干渉物質を検知す
るために特別に選択された免疫吸着アッセイと親和性クロマトグラフィ測定を一つのデバ
イスで同時に実施することによって、生体試料内の糖化血色素レベルをより正確に測定す
るための遠心力基盤の微細流動構造物を提供する。また、この検知結果を測定結果の分析
に適用し、糖化血色素の測定誤差を排除及び／又は補完したり校正することによって、糖
化血色素レベルをより正確に検知する。さらに、上述した遠心力基盤の微細流動構造物の
みならず、回転体を含む糖化血色素を測定するための遠心力基盤の微細流動装置を提供す
る。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明の一側面によると、複数のチャンバーと、前記各チャンバーを互いに連結する通
路と、前記各通路を開閉するためのバルブとを含む遠心力基盤の微細流動構造物を提供し
、前記微細流動構造物は、少なくとも二つの異なる糖化血色素親和性粒子をそれぞれ収容
するチャンバー及び対照チャンバーをさらに含む。
【００１４】
　ＨｂＡ１ｃ粒子の一つのタイプは、表面に固定されるＨｂＡ１ｃに選択的に結合する抗
体を有し、他のタイプは、表面に固定されるＨｂＡ１ｃ内のｃｉｓ-ジオール基と結合す
るボロン酸、ボロネート又はボロネート誘導体を有する。
【００１５】
　また、ＨｂＡ１ｃ親和性粒子は、遠心力下で血液サンプル内のＨｂＡ１ｃとＨｂＡ１粒
子との均一な混合及び／又は結合したＨｂＡ１ｃ粒子の沈降を行うのに十分な比重を有す
る固体担体と結合される。一実施例において、このような固体担体は、１．３～２．０の
比重を有し、２～１２％の架橋アガロース、ガラクトース多糖類、及びポリアクリルアミ
ドゲルから選ばれる物質からなり得る。
【００１６】
　また、抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であり得る。
【００１７】
　また、微細流動構造物は、ＨｂＡ１ｃ親和性粒子を収容する各チャンバーに連結される
沈降チャンバーをさらに含み、前記沈降チャンバーは、遠心力によって沈降された前記Ｈ
ｂＡ１ｃ親和性粒子と結合したＨｂＡ１ｃを収容することができる。
【００１８】
　また、微細流動構造物は、ＨｂＡ１ｃ親和性粒子を収容する各チャンバー及び対照チャ
ンバーに連結される検出チャンバーをさらに含むことができる。
【００１９】
　また、ＨｂＡ１ｃ親和性粒子を収容する各チャンバー及び対照チャンバーは、回転中心
から半径方向に等間隔に位置し得る。
【００２０】
　本発明の他の側面によると、回転体、少なくとも一つの微細流動構造物及び検出ユニッ
トを含む遠心力基盤の微細流動装置を提供し、前記微細流動構造物は、複数のチャンバー
と、各チャンバーを互いに連結する通路と、通路を開閉するためのバルブとを含み、微細
流動構造物は、少なくとも二つの異なる糖化血色素親和性粒子をそれぞれ収容するチャン
バー及び対照チャンバーを含み、回転体の回転によって発生する遠心力を用いて前記微細
流動構造物内の流体を移送する。
【００２１】
　また、検出ユニットは、単色光を放出する光学系を有し、前記光学系は、４００～６０
０ｎｍの波長を有する光を用いて前記第１～第３のそれぞれの検出チャンバーの吸光度を
測定することができる。
【００２２】
　本発明の更に他の側面によると、遠心力基盤の微細流動装置を用いたＨｂＡ１ｃ測定方
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法を提供し、この方法は、ＨｂＡ１ｃと選択的に結合する抗体が固定されたＨｂＡ１ｃ粒
子の一つのタイプを含む第１の収容チャンバーと、ＨｂＡ１ｃ内のｃｉｓ-ジオール基と
結合するボロン酸、ボロネート又はボロネート誘導体が固定されたＨｂＡ１ｃ粒子の他の
タイプを含む第２の収容チャンバーとを含む装置を準備すること；微細流動装置に注入さ
れた血液サンプルの溶血を行うこと；第１及び第２の収容チャンバー（以下では、「第１
及び第２のチャンバー」と略称する。）及び対照チャンバーに前記の溶血した血液サンプ
ルの以前に計量された体積を導入すること；前記の溶血した血液サンプルと前記第１及び
第２のチャンバーに収容された前記粒子とをそれぞれ結合すること；遠心力下で前記粒子
と結合したＨｂＡ１ｃを沈降させ、前記各チャンバーに上清液を与えること；前記第１及
び第２の収容チャンバー及び前記対照チャンバーの上清液の吸光度を測定すること；下記
の第１の式による抗体に関して第１の吸光度比を算出し、抗体に関して標準検量曲線から
第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）を推定すること；下記の第２の式によるボロネート親和性
に関して第２の吸光度比を算出し、ボロネート親和性に関して他の標準検量曲線から第２
のＨｂＡ１ｃレベル（％）を推定すること；及び前記第１のＨｂＡ１レベル（％）と第２
のＨｂＡ１ｃレベル（％）とを比較することを含む。
【００２３】
　第１の式：第１の吸光度比＝｛（対照チャンバー内の上清液の吸光度－第１のチャンバ
ー内の上清液の吸光度）／対照チャンバー内の上清液の吸光度｝
【００２４】
　第２の式：第２の吸光度比＝｛（対照チャンバー内の上清液の吸光度－第２のチャンバ
ー内の上清液の吸光度）／対照チャンバー内の上清液の吸光度}
【００２５】
　また、前記方法は、第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）よ
り小さい場合、血液サンプル内に血色素の変異体が存在するという情報を提供することを
さらに含むことができる。
【００２６】
　また、前記方法は、第１のＨｂＡ１ｃ（％）が第２のＨｂＡ１ｃ（％）より大きい場合
、血液サンプル内にｃｉｓ-ジオール基を有する干渉物質が存在するという情報を提供す
ること；をさらに含むことができる。
【００２７】
　このとき、結合したＨｂＡ１ｃの沈降は、前記第１及び第２のチャンバーにそれぞれ連
結された沈降チャンバー内で行うことができる。
【００２８】
　また、吸光度の測定は、第１及び第２のチャンバー及び対照チャンバーに連結された各
検出チャンバーに流体を移送した後で行うことができる。
【００２９】
　また、吸光度の測定は、４００～６００ｎｍの波長を有する光を用いて行うことができ
る。
【００３０】
　このとき、前記各段階の間には、反応していない及び／又は反応できない物質を除去す
るための洗浄段階を行うことができる。
【発明の効果】
【００３１】
　本発明の一実施例は、糖化血色素のみならず、糖化血色素の変異体や干渉物質を検知す
るために特別に選択された免疫吸着アッセイと親和性クロマトグラフィ測定を一つのデバ
イスで同時に実施することによって、生体試料内の糖化血色素レベルをより正確に測定す
るための遠心力基盤の微細流動構造物を提供する。また、この検知結果を測定結果の分析
に適用し、糖化血色素の測定誤差を排除及び／又は補完したり、校正することによって、
糖化血色素レベルをより正確に検知する。さらに、上述した遠心力基盤の微細流動構造物
のみならず、回転体を含む糖化血色素を測定するための遠心力基盤の微細流動装置を提供
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する。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】本発明の一実施例に係る微細流動装置の構造を示した概略図である。
【図２】本発明の他の実施例に係る微細流動装置の構造を示した概略図である。
【図３】血色素のモル吸光係数と波長との関係を示したグラフである。
【図４】抗体に関して標準検量曲線を示し、ｘ軸は、［全ての血色素の吸光度（Ａｔ）－
 血色素の濃度減少の吸光度（Ａ１）］／抗体に関して全ての血色素の吸光度（Ａｔ）の
比率で、ｙ軸は、ＨｂＡ１ｃ（％）である。
【図５】ボロネート親和性に関して標準検量曲線を示し、ｘ軸は、［全ての血色素の吸光
度（Ａｔ）－血色素の濃度減少の吸光度（Ａ２）］／ボロネート親和性に関して全ての血
色素の吸光度（Ａｔ）の比率で、ｙ軸は、ＨｂＡ１ｃ（％）である。
【図６】ＨｂＡ１ｃ（％）の測定方法の一部を説明するフローチャートである。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　以下、本発明の利点、特徴及びこれを行う各方法は、下記の望ましい例示的な具体例に
対する詳細な説明及び添付の各図面を参照することによってより容易に理解できるだろう
。しかし、本発明の一つ以上の例示的な具体例は、多様な形態で実施することができ、こ
こで言及した例示的な具体例のみに限定して構成されるものではない。
【００３４】
　糖化血色素測定用微細流動構造物及びこれを有する遠心力基盤の微細流動装置は、血色
素分子間の構造的な差に根拠した免疫吸着アッセイとボロネート親和性測定(boronate af
finity measurements)を一つのデバイスで同時に実施することによって糖化血色素を測定
し、血色素の変異体を検知することができる。
【００３５】
　本発明の一側面によると、遠心力基盤の微細流動構造物は、複数のチャンバーと、前記
各チャンバーを互いに連結する通路と、前記各通路を開閉するためのバルブとを含み、前
記微細流動構造物は、他のチャンバーと異なるＨｂＡ１ｃ親和性粒子を収容する少なくと
も二つのチャンバー、及び対照チャンバーをさらに含む。
【００３６】
　図１は、本発明の一側面に係る微細流動装置の構造を示した概略図である。
【００３７】
　すなわち、図１は、多様な分析に必要なバッファ液を貯蔵するチャンバー１２０と、生
物学的及び／又は化学的反応を行うための各チャンバーと、血液サンプルを収容する試料
チャンバー１１０と、処理された流体及びバッファ液を移送させるための流体通路と、こ
れら流体通路を開閉するためのバルブとを含む微細流動装置の一つの例示的な具体例の構
成を示す。
【００３８】
　図１を参照すると、本発明の一つの具体例で使用された回転体は、円形のディスクタイ
プのプラットホームであり得る。しかし、回転体の形状がこれに限定されることはない。
このようなプラットホームは製造が容易で、その表面を生物学的に非活性アクリル又は他
のプラスチック素材を用いて形成することができる。しかし、回転体を製造するための原
料は特別に限定されなく、化学的又は生物学的安定性、光学的透明性及び／又は機械的加
工性を有する素材であれば如何なる素材も含むことができる。
【００３９】
　プラットホームには、一つ又は複数の微細流動構造物を準備することができる。例えば
、プラットホームを複数の領域に分けた後、それぞれの微細流動構造物を各領域ごとに互
いに独立的に置くことができる。
【００４０】
　前記回転体は、プラスチック、ＰＭＭＡ（Ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａ
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ｔｅ）、ガラス、雲母、シリカ、又はシリコンウェハ材料などの多様な材料から選ばれた
少なくとも一つを用いて製造することができる。望ましくは、プラスチック材料が経済的
利点及び加工容易性を考慮して使用される。使用可能なプラスチック材料としては、ポリ
プロピレン、ポリアクリレート、ポリビニルアルコール、ポリエチレン、ポリメチルメタ
クリレート、ポリカーボネートなどを挙げることができる。これらのうち、ポリプロピレ
ン及びポリカーボネートが望ましく使用され、ポリカーボネートがより望ましく使用され
る。
【００４１】
　血液サンプル、血液サンプル混合物、バッファ液、反応液などは、前記回転体の回転に
よって発生する遠心力を用いて各チャンバーに移送することができる。
【００４２】
　微細流動構造物１００は、前記回転体に位置し、試料チャンバー１１０と、例えば、血
液サンプルから血色素を分離するバッファーを収容するバッファーチャンバー１２０と、
バッファーチャンバーで溶血した血液サンプルが以前に計量された体積で注入される第１
及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０と、第１及び第２のチャ
ンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０にそれぞれ連結され、遠心力によって沈
降された溶血した血液サンプルの一部を含む第１～第３の沈降チャンバー１６０、１７０
、１８０と、第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０にそれ
ぞれ連結され、第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０の上
清液を含む第１～第３の検出チャンバー１９０、２００、２１０と、各チャンバーを連結
する通路と、各チャンバーを開閉するためのバルブとを含む。
【００４３】
　試料チャンバー１１０とバッファーチャンバー１２０との間にはバルブ２２０を配置す
ることができる。バルブ２２０は、試料チャンバー１１０とバッファーチャンバー１２０
との間のチャンネル内の血液サンプルの流れを制御する。バルブは、異なるタイプの微細
流動バルブから選ばれたいずれか一つであり得る。例えば、バルブ２２０は、外部の動力
によってバルブを開放する前には流体が流れないようにするために、バルブのチャンネル
を閉鎖しているノーマルクローズバルブ（ｎｏｒｍａｌｌｙ　ｃｌｏｓｅｄ　ｖａｌｖｅ
）であり得る。
【００４４】
　バッファーチャンバー１２０は、試料チャンバー１１０に収容された血液サンプルの溶
血のための赤血球溶血バッファー（ｒｅｄ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ　ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆ
ｆｅｒ）を収容する。赤血球溶血バッファーは、一般的に使用される赤血球溶血剤を含む
ことができ、例えば、界面活性剤を含んでいるバッファー溶液である２０ｍＭのＨＥＰＥ
Ｓ（Ｎ―２―Ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ―Ｎ’―２―ｅｔｈａｎｅ
　ｓｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ；ｐＨ８．１）と、１ＭのＴｒｉｓ（ｐＨ７．６）１０ｍ
ｌ、ＭｇＣｌ２５ｍｌ、ＮａＣｌ１０ｍｌ、蒸溜水９７５ｍｌなどで製造した赤血球溶解
緩衝溶液とを含むことができる。溶血した血液サンプルは、血色素、糖化血色素の他に、
白血球、血小板などの他の血球及び血漿成分を収容する。
【００４５】
　溶血した血液サンプルは、バッファーチャンバー１２０から第１及び第２のチャンバー
１３０、１４０及び対照チャンバー１５０に一定に計量された体積で導入される。
【００４６】
　血液サンプルの計量された体積を第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チ
ャンバー１５０に注入するために、バッファーチャンバー１２０と各チャンバー１３０～
１５０との間での溶血した血液サンプルの移動距離などのパラメーターを制御し、等加速
円運動で回転体内の各チャンバー１３０～１５０に、等体積の血液サンプルを同時に注入
することができる。
【００４７】
　また、他の実施例を示す図２に示したように、微細流動構造物において、等体積の血液
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サンプルを注入するために、計量チャンバー３００、３０１、３２０は、バッファーチャ
ンバー１２０と第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０との
間にそれぞれ置くことができる。各計量チャンバー３００～３２０は、測定に必要な溶血
した血液サンプルの望ましい量を収容するのに十分な体積を有する。この場合、計量チャ
ンバー３００～３２０の出口には、溶血した血液サンプルの流れを制御するためのバルブ
が固定され、これら各バルブは、図１を参照して説明したバルブ２２０と同一のノーマリ
ークローズバルブであり得る。計量チャンバー３００～３２０は、各チャンネルを介して
第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０とそれぞれ連結され
る。
【００４８】
　第１のチャンバー１２０は第１のＨｂＡ１ｃ親和性粒子を収容し、第２のチャンバー１
３０は第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子を収容し、これら親和性粒子は、溶血した血液サンプ
ル内のＨｂＡ１ｃと結合される。
【００４９】
　第１及び第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子は、遠心力によってＨｂＡ１ｃ粒子とＨｂＡ１ｃ
との混合又は結果的に結合したＨｂＡ１ｃ（例えば、粒子に結合されるＨｂＡ１ｃ）の沈
降を行うのに十分な比重を有する固体担体と結合することができる。
【００５０】
　このような固体相は、例えば、マイクロパーティクル、磁性パーティクル、チューブな
どを含むが、これに限定されることはない。また、固体相は、アガロース、セルロース、
セファロース、ポリスチレン、ポリメチルメタクリレート（ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌｍｅｔ
ａｃｒｙｌａｔｅ；ＰＭＭＡ）、ポリビニルトルエン、ポリアクリルアミド、ラテックス
、シリカ、ガラスなどで形成できるが、固体相の物質は、ＨｂＡ１ｃ粒子とＨｂＡ１ｃと
の混合及び／又は結果的に結合したＨｂＡ１ｃ（例えば、粒子に結合されるＨｂＡ１ｃ）
の沈降を行うのに十分な比重を有するものであれば特別に制限されない。
【００５１】
　また、第１及び第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子は、親水性表面特性を有することができる
。親水性表面特性のため、溶血した血液サンプル内の血色素は、第１及び第２のＨｂＡ１
ｃ親和性粒子と容易に結合される。固体相は、例えば、アルデヒド、脂肪性アミン、芳香
性アミン、アミド、カルボン酸、スルフヒドリル、クロロメチル、エポキシ、ヒドラジド
、ヒドロキシなどの親水性作用基を有する物質からなり得る。また、固体相の表面は、親
水性表面特性を有するように処理することもできる。
【００５２】
　また、第１及び第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子は、各チャンバーで液体又は乾燥状態で存
在し得る。液体状態で存在するとき、第１及び第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子の濃度は０．
０１～１０ｗｔ％であり得る。
【００５３】
　ＨｂＡ１ｃ親和性粒子の大きさは、各チャンバーを連結する通路の直径の１／１０以下
であり得る。一般的に通路は５０～５００μｍの直径を有するので、ＨｂＡ１ｃ親和性粒
子の直径は５～５０μｍであり得る。
【００５４】
　より詳細に、第１のＨｂＡ１ｃ親和性粒子は、粒子の表面に固定された、ＨｂＡ１ｃと
選択的に結合する抗体を有することができる。
【００５５】
　抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、及び抗原結合位置（ａｎｔｉｇｅ
ｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ）又は相補性決定領域（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ
　ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ；ＣＤＲ）を有する抗体断片から選ぶことがで
きる。
【００５６】
　また、第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子は、粒子の表面に固定されるボロン酸、ボロネート
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又はボロネート誘導体を含むことができ、このようなボロン酸、ボロネート又はボロネー
ト誘導体はＨｂＡ１ｃのｃｉｓ-ジオール基と結合する。ボロネート又はボロネート誘導
体の例としては、４―カルボキシフェニルボロン酸（４―ｃａｒｂｏｘｙｐｈｅｎｙｌ　
ｂｏｒｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）、３―ニトロ―５―カルボキシフェニルボロン酸（３―ｎｉ
ｔｒｏ―５―ｃａｒｂｏｘｙ　ｐｈｅｎｙｌ　ｂｏｒｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）、ｍ―アミノ
フェニルボロン酸（ｍ―ａｍｉｎｏｐｈｅｎｙｌ　ｂｏｒｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）、４―メ
ルカプトフェニルボロン酸（４―ｍｅｒｃａｐｔｏｐｈｅｎｙｌ　ｂｏｒｏｎｉｃ　ａｃ
ｉｄ）、チオフェン―３―ボロン酸（ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ―３―ｂｏｒｏｎｉｃ　ａｃｉ
ｄ）、フェニルボロン酸末端アルカンチオール（ｐｈｅｎｙｌ　ｂｏｒｏｎｉｃ　ａｃｉ
ｄ　ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ　ａｌｋａｎｅ　ｔｈｉｏｌ）から選ぶことができるが、これ
に限定されることはない。
【００５７】
　糖化血色素は、グルコースがβチェーン基盤のバリン（ｖａｌｉｎｅ）末端アミンに共
有結合された形態で二つのβチェーンにそれぞれ結合されたｃｉｓ-ｄｉｏｌを有する。
このｃｉｓ-ジオール基にボロン酸、ボロネート又はボロネート誘導体などのボロネート
部分が結合される。
【００５８】
　第１及び第２のチャンバー内に収容された第１及び第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子を溶血
した血液サンプル内のＨｂＡ１ｃに結合するために、溶血した血液サンプルは、十分な期
間の間（例えば、３～１５分）第１及び第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子と接触するようにな
る。その後、第１及び第２のチャンバー１３０、１４０内の結合したＨｂＡ１ｃ（例えば
、ＨｂＡ１ｃと第１のＨｂＡ１ｃ親和性粒子との複合体、及びＨｂＡ１ｃと第２のＨｂＡ
１ｃ親和性粒子との複合体）は、微細流動構造物の回転によって第１及び第２の沈降チャ
ンバー１６０、１７０にそれぞれ沈降される。このとき、第１及び第２のチャンバーの第
１の出口に設けられたバルブ２４０、２５０を開放した後、微細流動装置を回転させる。
第３のチャンバー（対照チャンバー）１５０は、溶血した血液サンプルのみを収容し、結
合したＨｂＡ１ｃの沈降は発生しない。
【００５９】
　本発明の他の実施例によると、結合したＨｂＡ１ｃが第１及び第２のチャンバー１３０
、１４０から第１及び第２の沈降チャンバー１６０、１７０に沈降されるとき、溶血した
血液サンプル内に存在する血色素より比重の大きい他の血液構成成分（例えば、白血球）
を対照チャンバー１５０から第３の沈降チャンバー１８０に沈降させることができる。こ
のような構成成分の追加的な沈降は、抗体又はボロネート部分と接触しなくなる溶血した
血液サンプル内の全ての血色素の吸光度をより正確に測定するために行うことができる。
【００６０】
　このとき、第１～第３の沈降チャンバー１６０～１８０は、回転中心から半径方向に等
間隔に位置し得る。
【００６１】
　第１及び第２のチャンバー１３０、１４０から第１及び第２の沈降チャンバー１６０、
１７０にＨｂＡ１ｃ親和性粒子と結合したＨｂＡ１ｃの沈降を完了すると、バルブ２４０
、２５０、又は必要に応じてバルブ２６０を閉鎖し、流体の流れを停止させる。各バルブ
２４０～２６０は、上述したバルブ２２０と同一のノーマリークローズバルブであり得る
。
【００６２】
　その後、第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０の上清液
は、血色素及び各上清液に収容される自由ＨｂＡ１ｃを含む血色素の濃度を測定するため
に第１～第３の検出チャンバー１９０、２００、２１０に移送することができる。より詳
細に、第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０の第２の出口
に設けられたバルブ２７０、２８０、２９０を開放した後、微細流動構造物を回転させる
。また、バルブの開放と同時に微細流動構造物を回転させたり、微細流動構造物を回転さ
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せた後でバルブを開放することもできる。また、前記第１～第３の検出チャンバー１９０
、２００、２１０は、回転中心から半径方向に等間隔に位置し得る。
【００６３】
　第１～第３の検出チャンバー１９０、２００、２１０では、移送した上清液の吸光度を
測定する。
【００６４】
　図３は、血色素のモル吸光係数と波長との関係を示すグラフである。図３に示すように
、血色素によって吸収される４００～６００ｎｍでの光を用いて血色素の吸光度を測定す
ることができる。血色素による４００～６００ｎｍでの吸光度は、血色素の糖化可否とは
関係なく、試験サンプル内に収容された血色素のレベルのインジケーターである。そのた
め、サンプルが血色素及び糖化血色素を全て収容するとき、吸光度は、血色素及び糖化血
色素の総量の濃度に比例する。
【００６５】
　より詳細に、第１の検出チャンバー１９０では、抗体に結合されるＨｂＡ１ｃの沈降に
よる血色素の濃度減少を測定することができ、第２の検出チャンバー２００では、ボロネ
ート部分に結合されるＨｂＡ１ｃの沈降による血色素の濃度減少を測定することができ、
第３の検出チャンバー２１０では、全ての血色素の濃度を測定することができる。
【００６６】
　第１の検出チャンバー１９０では、抗体結合に対する血色素の濃度減少を示す吸光度Ａ
１を得ることができ、第２の検出チャンバー２００では、ボロネート部分結合に対する血
色素の濃度減少を示す吸光度Ａ２を得ることができる。また、第３の検出（対照）チャン
バー２１０では、全ての血色素（如何なる減少もない）の吸光度Ａｔを得ることができる
。
【００６７】
　後述するように、第３の検出チャンバー２１０内の吸光度Ａｔと、第３の検出チャンバ
ー２１０内の吸光度Ａｔに対する前記第１の検出チャンバー１９０内の吸光度Ａ１との間
の差の比率、又は、第３の検出チャンバー２１０内の吸光度Ａｔと、第３の検出チャンバ
ー２１０内の吸光度Ａｔに対する第２の検出チャンバー２００内の吸光度Ａ２との間の差
の比率を標準検量曲線（図４及び図５）に代入し、全ての血色素内のＨｂＡ１ｃのパーセ
ント（例えば、糖化血色素＋非糖化血色素）を指示することができる。
【００６８】
　一方、一実施例において、遠心力を用いた流体の移送経路を考慮すると、前記微細流動
構造物の各チャンバーは回転体内に配置され、図１及び図２に示すように、試料チャンバ
ー、収容チャンバー及び検出チャンバーが回転体の中心軸から外周に向けて半径方向に配
置される。
【００６９】
　本発明の他の側面によると、遠心力基盤の微細流動装置を用いたＨｂＡ１ｃの測定方法
を提供し、この方法は、固定化した抗糖化血色素抗体を含む第１の反応チャンバー、糖化
血色素におけるｃｉｓ-ジオール基を結合できる固定化したボロン酸化合物を含む第２の
反応チャンバー、及び固定化した抗糖化血色素抗体及び固定化したボロン酸化合物のない
第３の反応チャンバーを含む微細流動装置を提供すること；固定化した抗糖化血色素抗体
及び固定化したボロン酸化合物が溶血した血液サンプル内の糖化血色素と結合するのに十
分な時間の間、第１の反応チャンバー内の固定化した抗糖化血色素抗体及び第２の反応チ
ャンバー内の固定化したボロン酸化合物とそれぞれ接触させること；溶血した血液サンプ
ルから結合した糖化血色素を分離し、抗糖化血色素抗体に結合された糖化血色素が除去さ
れる溶血した血液サンプルの第１の上清液、及びボロン酸化合物に結合された糖化血色素
が除去される溶血した血液サンプルの第２の上清液を提供すること；前記第１の上清液、
第２の上清液、及び未反応の溶血した血液サンプルの吸光度をそれぞれ測定すること；下
記の第１の式を用いて第１の上清液に関して第１の吸光度比を算出し、抗体に結合された
糖化血色素に関して標準検量曲線から第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）を得ること；下記の
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第２の式を用いて第２の上清液に関して第２の吸光度比を算出し、ボロネート化合物に結
合された糖化血色素に関して標準検量曲線から第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）を得ること
；及び前記第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）と第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）とを比較する
こと；を含む。
【００７０】
　第１の式：第１の吸光度比＝｛（未反応の溶血した血液サンプルの吸光度－第１の上清
液の吸光度）／未反応の溶血した血液サンプルの吸光度}
【００７１】
　第２の式：第２の吸光度比＝｛（未反応の溶血した血液サンプルの吸光度－第２の上清
液の吸光度）／未反応の溶血した血液サンプルの吸光度}
【００７２】
　前記方法は、前記各段階の間に、未反応及び／又は非反応の物質を除去するための洗浄
段階をさらに含むことができる。
【００７３】
　以下では、前記微細流動装置を用いたＨｂＡ１ｃの測定方法を詳細に説明する。
【００７４】
＜試料の注入＞
　本実施例の微細流動装置には、検査のためのバッファーと洗浄液が予め注入される。す
なわち、バッファーチャンバー１２０は、血液サンプルの溶血のための赤血球溶血バッフ
ァーを収容する。洗浄液チャンバー（図示せず）は洗浄液を収容する。また、第１のチャ
ンバー１３０は、ＨｂＡ１ｃに選択的に結合する抗体が表面に固定されたＨｂＡ１ｃ親和
性粒子を収容し、第２のチャンバー１４０は、ＨｂＡ１ｃのｃｉｓ-ジオール基と結合す
るボロン酸、ボロネート又はボロネート誘導体などのボロネート部分（ボロン酸化合物と
総称する。）が表面に固定されるＨｂＡ１ｃ親和性粒子を収容する。このような第１及び
第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子が液体状態で存在するとき、ＨｂＡ１ｃ親和性粒子の濃度は
０．０１～１０ｗｔ％である。抗体又はボロネート部分が固定化された粒子は、球状、平
面、又は起伏のある表面及び不整形状から選ぶことができ、球状表面は、ビード、菱形又
は不整形からなる群から選ぶことができる。ビードは、少なくとも０．５～１００μｍの
大きさを有することができる。既に述べたように、粒子には、親水性を増加させるための
既知の方法を用いて表面処理を行うことができる。
【００７５】
　ＨｂＡ１ｃを測定するために、全血の５～２０μｌだけの少量が使用される。被検者か
ら採取された血液サンプルは、微細流動装置の試料チャンバー１１０に注入される。
【００７６】
＜血液溶血＞
　微細流動装置を回転させ、血液サンプルを試料チャンバー１１０からバッファーチャン
バー１２０に移送させる。血液サンプルは、バッファーチャンバー１２０内に収容された
赤血球溶血バッファー溶液によって溶血される。このとき、血液サンプルとバッファー溶
液とを均一に混合するために、微細流動装置を回転させたり、上下に揺らすこともできる
。
【００７７】
＜収容チャンバー及び対照チャンバーへの血液サンプルの移送＞
　微細流動装置を回転させると、バッファーチャンバー１２０内の溶血した血液サンプル
は、第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０に移送される。
【００７８】
　第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０には、正確に測定
された量（以前に計量された体積）の溶血した血液サンプルが注入されなければならない
。このためには、上述したように、バッファーチャンバー１１０と第１及び第２のチャン
バー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０との間の通路の直径及び／又は長さなどの
制御パラメーターを調整し、各チャンバーに同一量で血液サンプルを注入する。また、血
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液サンプルの以前に軽量された体積は、図２に示したように、バッファーチャンバー１１
０と第１及び第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０との間の各通路
の中間に設置された計量チャンバー３００、３１０、３２０を通して導入される。
【００７９】
＜結合反応＞
　バッファーチャンバー１１０から第１及び第２のチャンバー１３０、１４０に移送され
た溶血した血液サンプルは、各チャンバー１３０、１４０にそれぞれ収容される第１及び
第２のＨｂＡ１ｃ親和性粒子と接触するようになる。
【００８０】
　微細流動装置の回転は、溶血した血液サンプルがＨｂＡ１ｃ親和性粒子と混合されるよ
うに促進することができる。ＨｂＡ１ｃに選択的に結合する、表面に固定化される抗体を
含む第１のチャンバー１３０内のＨｂＡ１ｃ親和性粒子は、第１のＨｂＡ１ｃの試験を受
ける溶血した血液サンプルと混合される。また、粒子に固定化されるボロン酸、ボロネー
ト又はボロネート誘導体などのボロネート部分を含む第２のチャンバー１４０内のＨｂＡ
１ｃ親和性粒子は、ＨｂＡ１ｃの試験を受ける溶血した血液サンプルと２５～３７℃から
選ばれる特定温度で３～１５分間混合される。
【００８１】
＜沈降段階＞
　溶血した血液サンプル内のＨｂＡ１ｃが第１及び第２のチャンバー１３０、１４０内の
親和性粒子と結合される前記段階が完了すると、バルブ２４０、２５０を開放する。微細
流動装置の回転により、第１及び第２のチャンバー１３０、１４０内のＨｂＡ１ｃ親和性
粒子とＨｂＡ１ｃとの複合体が第１及び第２の沈降チャンバー１６０、１７０内に沈降さ
れる。上述したように、ＨｂＡ１ｃ親和性粒子が、遠心力下でＨｂＡ１ｃ粒子と溶血した
血液サンプルとの均一な混合及び結果としてのＨｂＡ１ｃと粒子との複合体の沈降を行う
のに十分な比重を有する固体相と結合されるので、結果としての複合体は、溶血した血液
から容易に分離され、微細流動装置の回転によって第１及び第２の沈降チャンバー１６０
、１７０に沈降される。
【００８２】
　また、バルブ２４０、２５０を開放すると同時に、バルブ２６０を開放することができ
る。対照チャンバー１５０及び第１及び第２のチャンバー１３０、１４０に同一の遠心力
が適用され、対照チャンバー１５０内の溶血した血液サンプルに存在する白血球などの血
色素より比重の大きい血液成分を第３の沈降チャンバー１８０に沈降させることができる
。これによって、後述する全ての血色素（血色素＋糖化血色素）の吸光度を精密に測定す
ることができる。
【００８３】
＜検出段階＞
　沈降段階が完了すると、バルブ２７０～２９０を開放し、微細流動装置を回転させる。
【００８４】
　その結果、第１～第２のチャンバー１３０、１４０及び対照チャンバー１５０内に残っ
ている上清液が第１～第３の検出チャンバー１９０、２００、２１０に移送される。適切
な検出器を用いて、各検出チャンバー１９０～２１０内の血色素の吸光度を測定する。検
出ユニット、すなわち、検出器は、吸光度を測定するための既知の光学系であり得る。例
えば、単色光を放出するフォトダイオード及びＬＥＤを含む光学系を使用することができ
る。このとき、血色素に特異的に吸光を示す４００～６００ｎｍの波長を有する光を用い
て血色素の吸光度を測定することができる。図３は、血色素のモル吸光係数（波長）を示
すグラフである。
【００８５】
　以上では、固定化した抗体と固定化したボロン酸化合物が、粒子及び結合したＨｂＡ１
ｃ（例えば、抗体又はボロン酸化合物が固定化された粒子に結合されるＨｂＡ１ｃ）と結
合されて沈降される段階を説明した。他の実施例では、抗体及びボロン酸化合物がチャン
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バーの内側上に固定化され、結合したＨｂＡ１ｃがチャンバー内に残る。そして、上清液
のみが吸光度を測定するための検出チャンバーに移動する。他の実施形態では、抗体及び
ボロン酸化合物は、出口の内径より大きい直径を有する粒子の表面に固定化され、結合し
たＨｂＡ１ｃはチャンバー内に残る。そして、上清液のみが吸光度を測定するための検出
チャンバーに移動する。
【００８６】
　図６は、ＨｂＡ１ｃを測定する方法の一部を説明するフローチャートである。
【００８７】
　第１及び第２の検出チャンバー１９０、２００では、ＨｂＡ１ｃ親和性粒子と結合され
たＨｂＡ１ｃの沈降によって生じる血色素の濃度減少を光学的に測定する。
【００８８】
　したがって、第１の検出チャンバー１９０では、抗体親和性に関して血色素の濃度減少
を示す吸光度Ａ１を得ることができ、第２の検出チャンバー２００では、ボロネート親和
性に関して血色素の濃度減少を示す吸光度Ａ２を得ることができる。また、第３の検出チ
ャンバー２１０では、全ての血色素の吸光度Ａｔを得ることができる（Ｓ１０１）。
【００８９】
　標準検量曲線を用いて、ＨｂＡ１ｃのパーセントは、第３の検出チャンバー２１０内の
吸光度Ａｔと、第３の検出チャンバー内の吸光度Ａｔに比べて減少した、前記第１の検出
チャンバー１９０内の減少した血色素の吸光度Ａ１との間の差（Ａｔ－Ａ１）の比率、及
び／又は第３の検出チャンバー２１０内の吸光度Ａｔと、第３の検出チャンバー内の吸光
度Ａｔに比べて減少した、前記第２の検出チャンバー２００内の減少した血色素の吸光度
Ａ２との間の差（Ａｔ－Ａ２）の比率を適用することによって測定することができる。
【００９０】
　図４は、抗体に関して標準検量曲線を示し、ｘ軸は、［全ての血色素の吸光度（Ａｔ）
－血色素の濃度減少の吸光度（Ａ１）］／抗体に対する全ての血色素の吸光度（Ａｔ）の
比率で、ｙ軸は、ＨｂＡ１ｃ（％）である。図５は、ボロネート親和性に関して標準検量
曲線を示し、ｘ軸は、［全ての血色素の吸光度（Ａｔ）－血色素の濃度減少の吸光度（Ａ
２）］／ボロネート親和性に関して全ての血色素の吸光度（Ａｔ）の比率で、ｙ軸は、Ｈ
ｂＡ１ｃ（％）である。
【００９１】
　図４及び図５に示した標準検量曲線に（Ａｔ－Ａ１）／Ａｔ比率及び（Ａｔ－Ａ２）／
Ａｔの比率を代入し、ＨｂＡ１ｃレベル（％）を算出することができる。
【００９２】
　以下では、図４の標準検量曲線を作成し、作成された標準検量曲線を用いてＨｂＡ１ｃ
レベル（％）を算出する例を説明する。
【００９３】
　いくつかの血液サンプルを既知のＨｂＡ１ｃレベルで試料チャンバー１１０に注入した
後、上述した方法によって抗体を基準にする第１～第３の検出チャンバー１９０～２１０
内の吸光度を測定する。本実施例では、４個の血液サンプルで第１～第３の検出チャンバ
ー１９０～２１０内の吸光度を測定する。
【００９４】
　下記の表１に示すように、（Ａｔ－Ａ１）／Ａｔの値を測定することができる。
【００９５】
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【表１】

【００９６】
　前記表１の１～４の結果を用いて、図４に示すような標準検量曲線を作成することがで
きる。
【００９７】
　未知のＨｂＡ１ｃ濃度で血液サンプルを試料チャンバー１１０に注入した後、前記方法
によって作成された標準検量曲線を用いて検出チャンバー１９０内の吸光度Ａ１及び第３
の検出チャンバー２１０内の吸光度Ａｔを測定し、（Ａｔ－Ａ１）／Ａｔを算出した後、
算出された値を同一の検量曲線に代入し、最終的に抗体に対するＨｂＡ１ｃを得る。本実
施例では、（Ａｔ－Ａ１）／Ａｔが０．２２４で、この値を図４の検量曲線に代入すると
、７．０％のＨｂＡ１ｃを最終的に算出することができる。
【００９８】
　同一の方法で、第２及び第３の検出チャンバー２００、２１０内の吸光度を測定し、ボ
ロネート部分親和性を基準にするＨｂＡ１ｃレベルを図５の標準検量曲線を用いて算出す
ることができる。 
【００９９】
　抗体を基準にする第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）と、ボロネート部分親和性を基準にす
る第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）とを互いに比較する。
【０１００】
　血液サンプルがｃｉｓ-ジオール基を収容する物質を含む場合、第１のＨｂＡ１ｃレベ
ル（％）が第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）より高い。一方、血色素の変異体が血液サンプ
ルに存在する場合、第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）より
小さい。
【０１０１】
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【表２】

【０１０２】
　表２に示すように、血液サンプルがｃｉｓ-ジオール基を収容する物質を含む場合、第
１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）より高い。一方、血色素の
変異体が血液サンプルに存在する場合、第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が第２のＨｂＡ１
ｃレベル（％）より小さい。
【０１０３】
　第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）と第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）とを比較した結果、血
液サンプル内へのｃｉｓ-ジオール基を収容する干渉物質及び／又は血色素の変異体の存
在有無及び／又は血色素の変異体の存在有無を検出することができる。
【０１０４】
　第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）より高い場合（Ｓ１０
３の「はい」）、血液サンプル内にＨｂＡ１ｃ以外の糖類などの干渉物質が存在すると判
断することができる（Ｓ１０４）。一方、第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が第２のＨｂＡ
１ｃレベル（％）より低い場合（Ｓ１０５の「はい」）、血液サンプル内に血色素の変異
体が存在すると判断することができる（Ｓ１０６）。このような判断結果は検査者に提供
し、検査者は適切な措置を取ることができる。
【０１０５】
　また、第１のＨｂＡ１ｃレベル（％）が第２のＨｂＡ１ｃレベル（％）と実質的に同一
であるか、又はそれら間の差が有意でない場合（Ｓ１０５の「いいえ」）、血液サンプル
が血色素の変異体を収容しないと判断することができる（Ｓ１０７）。
【０１０６】
　第１及び第２のＨｂＡ１ｃレベル間の有意な差のための判断基準は、人種、地域などの
個別グループの固有の特性を反映し、臨床実験を通して統計的に決定することができる。
【０１０７】
　したがって、前記方法は、抗体を基準にするＨｂＡ１ｃレベル（％）及びボロネート親
和性を基準にするＨｂＡ１ｃレベル（％）のみならず、血液サンプル内に血色素の変異体
及び／又はＨｂＡ１ｃの正確な測定と干渉する糖類などの干渉物質が存在するかどうかに
関する情報を提供する。血色素の変異体又は干渉物質が血液サンプルに存在する場合、検
査者は、上述した情報に基づいてＨＬＰＣなどの追加的な分析を行い、正確かつ精密なＨ
ｂＡ１ｃレベル（％）を測定することができる。一方、血色素の変異体／干渉物質が存在
しないという結果が出た場合、前記方法によって測定したＨｂＡ１ｃレベル（％）を糖化
血色素のパーセントとして規定することができる。
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