
はじめに

現在までに，細胞表面の糖鎖抗原を特異的に認

識できる多数のレクチンが発見され利用されてい

る．なかでも抗Aレクチン，抗Hレクチン等はす

でにA，Oの各血球に対する反応性を利用した血

液型検査に広く利用されている1）2）．しかし，B血

球を特異的に認識するレクチンは，血液型検査に

まだ応用されていない．

榊原ら3）はドジョウの卵から精製した抗Bレク

チンの各種単糖に対する反応性を検討し，これが
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Homogenate of matured roe of the female loach（Misgurnus anguillicaudatus）was absorbed with
the stromas of A and O red cells. A lectin could be obtained after centrifugation to remove the stro-
mas. This crude lectin was further purified by column chromatography on DEAE-cellulose（DE-52）.
Agglutination was carried out by centrifugation after reaction with 5％ washed RBC and 22％ po-
lymerized bovine albumin.

This crude or partially purified lectin reacted with B and AB red cells but not A, O or acquired B
red cells. The subgroups（B3, Bm, A1B3, A2B3, A1Bm A1BX）of red cells could not react. This lectin was
therefore defined as B-specific lectin.

Agglutinating activity was inhibited by monosaccharides such as L-rhamnose and L-mannose
more effective than by D-galactose, D-fucose, L-arabinose and L-lyxose. Other monosaccharides failed
to inhibit agglutination. Oligosaccharides possessing a galactose residue as a terminus such as trisac-
charide（raffinose）and tetrasaccharide（stachyose）also inhibited agglutinatin.

This B-specific lectin may be suitable for application to ABO blood typing by a manual or auto-
matic mechanical procedure like A1 or H lectin.
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ラムノースに特異的なレクチンであると報告して

いる．アマゴの卵から同様の報告4）があり，今回の

我々のデータと一致している．また植物の種子マ

ユミからメリビオースに特異的な抗Bレクチン

の報告がある5）．

今回，我々は安価で入手が可能なドジョウの卵

から抽出精製したレクチンは，凝集反応増強剤を

添加することによりB血球と強く反応すると同

時に，B血球を特異的に凝集させる活性があるこ

とを確認した．またこの凝集反応にはD-Galactose

残基が重要であることを示唆した．この抗B凝集

素様物質（抗Bレクチン）は，変異型の判定に非

常に有用であることが確認されたので報告する．

材料および方法

1．材料

ドジョウMisgurnus anguillicaudatus の卵（養

殖）

2．Acquired B血球の調整

2,500rpm 10 分遠心後，A型血球の沈殿層 1ml

に Clostridum teritum から抽出したN-deacetylase

を 0.1U�ml 加え 37℃ 30 分反応後，生理食塩水で

3回洗浄して acquired B 血球浮遊液とした．ac-

quired B 血球は再アセチル化の方法を用い抗B

抗体との反応が減少することで確認した6）．

3．粗抗 Bレクチンの分離精製

産卵期のドショウの卵に 5 vol の 1�15Mリン酸
緩衝食塩液 pH 7.4 溶液（以下 PBS）を加えてヒス

コトロン超高速ホモジナイザーNS-60（日音医理

科器械製作所）で最高速 1分間 3回ホモジネイト

し，ガラスウールでろ過した．15,000rpm 25 分 4

℃で冷却遠心し，その上清をガラスウールでろ過

し脂質を除去した．この上清 100ml に対してA，

O血球の stroma7）を各 4ml 加え，4～6℃で一晩攪

拌した．このろ液がB型血球に特異的であること

を凝集活性で確かめた後，60％飽和硫安沈殿法で

濃縮して PBSに溶解し透析しこれを粗抗Bレク

チンとした．

10mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.0）で平衡化した

DEAE-cellulose（DE-52 Whatman 社）カラム（直

径 2.5cm高さ 15cm）に粗抗Bレクチンをアプラ

イし 10mM Tris-HCl 緩衝液で溶出し，さらにカラ

ムに吸着したレクチン分画は 0.5M NaCl-10mM

Tris-HCl 緩衝液（pH 8.0）で溶出し各分画の凝集価

とタンパク質を 280nmの吸光度で測定した．

4．凝集活性の測定方法

小試験管にA1，O，B，A1B 型及び変異型の 5

％血球浮遊液 1滴，レクチン被験液 1滴，22％重

合ウシアルブミン液 1滴を混合し，1,000rpmで 1

分間遠心する．ゆるやかに試験管を振って血球を

再浮遊させ，肉眼で凝集の有無を判定した．各種

の血球に対する被凝集価の測定は成書に従っ

た8）．

5．糖による凝集能の阻害

各糖（L-ラムノース，L-マンノース，スタシオー

ス，ラフィノース，D-ガラクトース，D-フコース，

L-アラビノース，L-リキソース，D-グルコース，D-

マンノース，D-アラビノース）を PBSに溶解し，

2倍希釈系列を作った．これに精製抗Bレクチン

を等量混和し，30 分間プレインキュベーションし

た．さらにB血球を加えた後，凝集活性の有無を

確認し抗Bレクチンの赤血球凝集能を阻害する

最小の糖濃度を求めた．

6．血液型自動分析機（トレマック GR：メディ

カテック製）への応用

（1）抗 Bレクチンを，希釈液（生理食塩水：22

％重合ウシアルブミン：10％デキストラン＝

70：10：2）で 2～3倍に希釈して使用する．

（2）血液型自動分析機の条件設定

約 4％血球浮遊液 25µl に希釈した抗Bレクチ

ン溶液 30µl を加え，反応時間は 125 秒，遠心時間

Fig. 1 Characteristic values of B cells agglutinated

by B-specific lectin
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Table　1　Titration of loach lectin for agglutination

Crude lectin

× 1,024× 512× 256× 128× 64× 32× 16× 8× 4× 2× 1Titer
Red cells 

――1＋2＋2＋3＋3＋4＋4＋4＋4＋B

――――1＋1＋2＋2＋3＋3＋4＋A1B

―――――――――――A1

―――――――――――O

Partially purified lectin

× 1,024× 512× 256× 128× 64× 32× 16× 8× 4× 2× 1Titer
Red cells

――――1＋2＋3＋4＋4＋4＋4＋B

―――――――W ＋1＋2＋3＋A1B

―――――――――――A1

―――――――――――O

は 1,050rpm 35 秒とした．

凝集塊の高さ（以下G1＝Zmax－Zmin：Fig. 1）を画

像処理装置で計算し，G1の値が 0～50 は陰性域，

51 から 80 は保留域，81～160 は陽性域と設定し判

定した．

結 果

1．粗抗 Bレクチンの特異性

試験管法にてA1，O，B，A1B 血球と粗抗Bレク

チンの反応性はA1，O血球にはまったく凝集が

認められず，目的としているBとA1B 血球にのみ

特異的に強い凝集が認められた．これは，レクチ

ンによる非特異的反応が stroma との吸収反応で

完全に除去されたためである．粗抗Bレクチンの

凝集素価はB血球に対して 256 倍で，A1B 血球に

対しては 64 倍であった（Table 1）．

2．粗抗 Bレクチンの精製

DE-52 カラムで 10mM Tris-HCl 緩衝液（pH8.0）

を用いて溶出した溶出液は，F1（Fr18～28）に B

Fig. 2 DE-52 column chromatography of crude B-lectin isolated from the roe of the

female loach
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Table 2 lnhibition of agglutination by sugars
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Table　3　Activity of lectin on O, B and acquired B 

cells

Acquired BBORed cell
Lectin

04 ＋0Crude lectin

04 ＋0Partially purified lectin

血球と強い凝集（4＋）が認められ，この分画（F

1）を精製抗Bレクチンとした．0.5M-NaCl を添加

して溶出されるF2（Fr51～53）には弱い凝集（1

＋）が確認されたが，全レクチン活性の 10％以下

にすぎなかった（Fig. 2）．

精製抗Bレクチンの凝集素価には顕著な低下

は認められなかった（Table 1）．

3．糖による凝集能の阻害

糖添加による凝集の阻害については，単糖とし

て L-ラムノース，L-マンノース，D-ガラクトース

に強い凝集阻害を示した．

ガラクトース残基を末端にもつ三糖のD-ラ

フィノース，四糖のスタキオースも同程度の濃度

で阻害した．五炭糖の L-アラビノース，L-リキソー

スは L-マンノース，D-ガラクトースとOHの配置

が同様なため過不足のない阻害活性を示した．最

も低い濃度で凝集を阻害した糖は L-ラムノース

であった．また同じマンノースであってもD-マン

ノースは阻害しなかった（Table 2）．

4．Acquired Bとの反応性の確認

ガラクトースのC2位の誘導体であるN‐アセ

チルガラクトサミンのNHCOCH3 基が Clostridum

teritum から抽出したN-deacetylase によって

NH2 基に置還されてガラクトサミンに変化した

acquired B 血球9）とは粗抗 Bレクチン，精製抗B

レクチン共に反応しなかった（Table 3）．

5．B型の変異型との反応性

B，B3，Bm，A1B，A1B3，A2B3，A1Bm，A1BX

の血球と抗血清（Anti A，Anti B，Anti A，B）と

の反応は典型的な凝集パターンを示した．一方，

抗BレクチンはB，A1B 型の血球と強い凝集が認

められた．しかし，変異型のB3，Bm，A1B3，A2

B3，A1Bm，A1BX の各血球と抗Bレクチンとは凝

集が確認できなかった（Table 4）．

6．血液型自動分析機へ応用

粗抗BレクチンとA1，O，B，A1B 血球との反応

性をG1の平均値で確認するとA1 血球では 15±

13，O型血球では 7±4，B血球では 123±7，A1B 血

球では 91±13 であった．精製レクチンについても

同様でB，A1B 血球は陽性域（81～160）にA1，O

血球は陰性域（0～50）に判定できた．血液型自動

分析機への抗Bレクチンの適用の有用性を示す

ことができた（Table 5）．

考 察

今回，ドジョウの卵から抽出した抗Bレクチン

は，A1，O血球とは全く反応せずB，A1B 血球に

強い凝集活性高い凝集素価を示した．またB血球

がA1B 血球より，粗抗Bレクチン，精製抗Bレク

チン共に強い凝集活性高い凝集素価を認めたこと

は，B抗原量の量的差10）を認識していることが示

唆された．B，A1B 血球への凝集素価は，粗抗B

レクチンの方が精製抗Bレクチンより 4倍から 8

倍高いが実用上には問題ない（Table 1）．

榊原ら3）は，凝集反応増強剤を使用していない

が，我々は凝集反応増強剤として 22％の重合アル

ブミンを添加することにより，試験管法（1,000

rpm，1分間）で強い凝集活性，高い凝集素価を確

認することができた．凝集反応増強剤として重合

ウシアルブミンを添加することは，重合アルブミ

ンによって赤血球の ζ電位が下げられたためであ
ると考えられる．本法により抗Bレクチンが，抗

Aレクチン，抗Hレクチンと同様に試験管法に応

用することができたことは，血液型検査に非常に

実用的であると思われる．

抗Bレクチンが acquired B（ガラクトサミ

ン）血球とB血球（ガラクトース）とを容易に判

別できること，さらに変異型のB3，Bm，A1B3，A2

B3，A1Bm，A1BX の血球は抗B抗体と弱く凝集す

るが，抗Bレクチンとは全く凝集しないことが確

認された．

これらのことから血液型判定時に，血球側と血

清側の検査結果が不一致を示した場合，抗Bレク

チンに 22％重合ウシアルブミンを添加する試験

管法は，簡便で正確な結果を得られるので非常に

有用である．
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Table　4　Serological characteristics of some variants of B and AB

Reactions with

Red cells
LectinsAntibody

Anti H
Anti B

Anti AAnti-A, BAnti-BAnti-A
（Partial purified）（Crude）

4 ＋4 ＋4 ＋04 ＋4 ＋0B

4 ＋000＋　mf＋　mf0B3

4 ＋000000Bm

4 ＋3 ＋4 ＋4 ＋4 ＋4 ＋4 ＋A1B

4 ＋0004 ＋＋　mf4 ＋A2B3

4 ＋004 ＋4 ＋＋　mf4 ＋A1B3

4 ＋004 ＋4 ＋04 ＋A1Bm

4 ＋004 ＋4 ＋0/w ＋4 ＋A1Bx

mf：mixed field

Table　5　GI values of blood groups

Partially purified lectinCrude lectinLectin

Red cell X ± SDNX± SDN

114 ± 7 55123 ± 7 114B

118 ± 4 4091 ± 13114A1B

 11 ± 1011015 ± 13170A1

 10 ± 10 747 ± 4141O

また，血液型自動分析機にも抗Aレクチンと同

様抗Bレクチンが適用でき，今後の輸血検査にお

ける血液型判定には有用であると思われる．

今回ドジョウの卵からの抗Bレクチンはガラ

クトースを末端にもつ三糖，四糖にも特異性が認

められた．従って，これらは糖のC2位と C4 位の

水酸基の立体配置がレクチンとの結合に重要であ

ることが推測された．L-ラムノース，L-マンノー

ス，D-ガラクトースなどに強く凝集能が阻害され，

D-グルコースにはほとんど阻害されなかった

（Table 2）．

さらに，抗Bレクチンが変異型のB抗原の量的

変化を認識しているのか，また，糖鎖抗原の糖の

違いによるものかどうかは今後の課題である．
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