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緒 言

悪性腫瘍患者において細胞性免疫能の低下,

特 にT cell機 能 の低下が指摘1-6)さ れている.

また,未 梢血 リンパ球surface markerの 検

討により,悪 性腫瘍患者で未梢血総T cell数

の減少が報告2,3)され る一方IgG Fc receptor

陽性T cellの 比率は上昇 しているという報告

7-9)も ある .

今 回,筆 者等はHelix pomatia A hema

gglutinin(HP)の 末 梢血T cellに 対 する結合

活性の測定法の確立及び ヒ ト消化器癌患者末梢

血中T cellの 変動 を検討す る目的で研究 を開

始 した.

HPはConcanavalin A, Phytohemagglu

tinin等 と異な り,リ ンパ球 活性化能をもたな

いレクチン10)で特 異的にN-acetyl-D-galacto

samine(D-GalNAc)に 結合す る11-14).無 処理

の ヒトリンパ球には結合 しないが, neuramin

idase処 理 リンパ球 を用いるとほぼ特異的にT

 cellに 結 合す るこ とが知 られている16,17).

本 編 では125I標 識HP([125I]HP)のneura

minididase処 理 末梢血 リンパ球に対する結合

活性測定法の基礎 的検討 を報告す る.さ らに,

第2編 で 消 化 器 癌 患 者 の 末 梢 血T cellのHP

結 合 活 性 の 臨 床 的 検 討 を報 告 す る.

方 法

1) HPの 標 識

HP(Pharmacia Fine Chemicals)の125I

標 識 はGreen Wbod等 の 方 法18)に 従 っ た,す な

わ ち, 0.5M Na-phosphate buffer, pH 7.5 50

μlに1mCi Na-125I/10μ1-0.1 N-NaOH(A-

mersham, IMS 30), HP 1mg/10μl, 0.1%

 Chloramine T 30μlと 順 次 加 え60秒 間 攪 拌 し

反 応 さ せ た 後, 0.24%(W/V)sodium meta

bisulfite 50μlを 加 え 反 応 を停 止 し た.更 に

0.8%(W/V)KI 50μl, 5% BSA(SIGMA,

 RIA grade)0.5mlを 加 え た.反 応 は室 温 で 行

い,試 薬 は 特 に こ とわ ら な い 限 り総 て0 .05 M

 Na-phosphate buffer, pH 7.4に 溶 解 し た もの

を 用 い た.

2)標 識HPの 精 製

[125I]HPの 分 離 はAgarose-Aminocapro

yl-D-Galactosamine(P-L biochemicals,

 inc.)affinity chromatographyで 行 っ た.す

な わ ち,上 記 反 応 液 をPBSで 充 分 に 洗 浄 した

Agarose-Aminocaproyl-D-Galactosamine
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(0.6×13cm)に ア プライし, freeの125Iを 洗

い去った後, [125I]HPを0 .1 M D-GalNAc

溶液 にて溶出した.操 作は総て4℃ で行い,カ

ラムの流速は12ml/hrと し, 1mlの 分画を採

取 した.放 射活性 は γ-counterで 測 定し,得 ら

れた[125I]HPのpeakをPBSで 透 析 し更に

freeの125Iを 除 いた.透 析後,既 知濃度の非

標識HPをstandardに してphenol法 で蛋 白

量を定量 し[125I]HPの 濃度を決定 した. [125I]

HPは 分 注し凍結保存(-25℃)し,必 要に応

じて融解使用 した.

3)末 梢 血 リン パ 球 分 離 とneuraminidase処 理

末 梢 血 リ ン パ 球 分 離 はFicoll-Hypaque(Ph

armacia Fine Chemicals)を 用 い た比 重 遠 心

法 で 行 っ た.シ リ コ ン 処 理 ガ ラ ス試 験 管(3×

10cm, 50ml)にFicoll-Hypaque 12mlを 入 れ,

そ の 上 に ト リス 緩 衝 化Hank生 理 食 塩 水, pH

 7.4(HBSS)で2倍 に 希 釈 し た ヘ パ リン 加 末 梢

血15mlを 静 か に 重 層 し,室 温 で400×G, 30分 間

遠 心 した.遠 心 後,中 間 層 の リン パ 球 を 回収 し,

 4℃ のHBSSで1回 洗 浄(2000rpm, 5min)

し た.次 にNH4Cl buffer, pH 7.4(0.155 M

 NH4Cl,10mM KHCO3, 0.1mM EDTA)で

1回 洗 浄(4℃, 2000rpm, 5min)(混 入 赤

血 球 を溶 血 し た後,さ ら にHBSSで3回 洗 浄

(4℃, 2000 rpm, 5min)し た.そ の 後,

 0.05U/mlのneuraminidase(SIGMA, type

 IV)で37℃, 45分 間incubateしneuraminid

ase処 理 リン パ 球 分 画 を得 た.リ ン パ 球 はHB

SSで 更 に2回 洗 浄(4℃, 2000rpm, 5min)

の 後, 0.2%BSA, 0.02% NaN3を 含 むHB

SSに 再 浮 遊 し た.

4)末 梢 血 リン パ 球 の[125I]HP binding assay

上 記 リ ンパ 球 浮 遊 液(2×106/ml), 0.5ml

に0.4μg[125I]HP/20μlを 加 え, 25℃ で1.5時

間 振 盪incubateし た.そ の 後, assay mix

tureの0.4mlをHBSS 2mlに 移 し, 4℃,

 2000rpmで15分 間 遠 心 し沈 殿,リ ン パ 球 結 合

放 射 活性 を γ-counterで 測 定 した. assayは 総

てduplicateで 行 っ た.

5)末 梢 血 リン パ 球subpopulationとneuram

nidase処 理 リ ンパ 球 のT cell比 率

末 梢 血 リ ンパ 球T cell比 率 の 測 定 に は[125I]

HP binding assayと 同-の 検体 を使用 した.

す なわち,末 梢血 リンパ球 を分離 し,混 入す る

赤血球 を溶血 した後,検 体の一部 をとりHB

SSで3回 洗浄(4℃, 2000rpm, 5min)後,

 HBSSに 再 浮遊(1×106/ml)し,橘 らの リン

パ球subpopulation微 量 測定法19)を用 いて行っ

た.ま たneuraminidase処 理 リンパ球のT cell

比率 の測定 も同様にneuramihidase処 理 リン

パ球の一部をHBSSで2回 洗浄(4℃, 2000

rpm, 5min)後, HBSSに 再 浮遊(1×106/

ml)し,橘 らの リンパ球subpopulation微 量

測定法で行った.

結 果

1) [125I]HPの 精 製(Fig. 1)

Fig.1. Purification of 125I-labelled HP using

 Agarose-Aminocaproyl-D-Galactosa

mine affinity chromatografy. The col

umn size was 0.6×12cm. The flow

 rate was 12ml/h. After application of

 the sample, the column was washed

 extensively with PBS. The second peak

 eluted with 0.1 M D-GalNAc (started

 at arrow) was pooled for 125I-labelled

 HP binding assay.

chloramine T法 に よ り 標 識 し た[125I]HPの

分 離 はAgarose-Aminocaproyl-D-Galact-

tsamine affinity chromatographyで 行 っ た.

Fig. 1.に 示 す 如 く, washing bufferに よ り
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freeの125Iが 溶 出 さ れ た 後, 0.1M D-GalNAc

溶 液 に よ り[125I]HPが 単 一 のsecond peakと

し て 溶 出 さ れ た.標 識 率 は45%で あ っ た.

2) [125I]HP binding assay法 の 検 討

i) HP結 合 に よぼ すHP量 の 影 響(Fig. 2)

Fig. 2. Effect of 125I-labelled HP concentra

tion on 125I-labelled HP binding to 

neuraminidase treated human lympho

cytes. 125I-labelled HP (0.25-5ƒÊg) was 

added to 0.5ml incubation mixture and 

incubated at 25•Ž for 90 min. The effect 

of 0.2 M D-GalNAc on HP binding is 

also shown (arrow).

リンパ球 浮遊液(2×106/ml)0.5mlに 加 え

る[125I]HP量 を0.25μgよ り5μgま で変化

させ,他 の条件 を一定にしてHP結 合量に及ぼ

すHP量 の影響 を検討 した. [125I]HP濃 度2

μg/mlま では リンパ球 の[125I]HP結 合量はほ

ぼ直線的に上昇 し, 4μg/mlでplateauに 達

した.最 大結合量はneuraminidase処 理 ヒ ト

末梢血 リンパ球1×106あ た り132ngで あ った.

標準測定法に用いた[125I]HP 0.4μgを 加 えた

時の結合量は55ng/1×106lymphocytesで 最

大結合率の41.7%で あ った.ま たassay溶 液 中

にD-GalNAcを 最終濃度0.2Mに な るように

加 えると[125I]HPの リンパ球への結合は完全

に阻止された.

ii)反 応時間及び温度の影(Fig. 3)

反 応時間 を15分 よ り3時 間まで変化 させHP

結合能に及ぼす反応時間の影響 を見た. [125I]

HPの 結合曲線は1.5時 間 まで上昇 し,そ の後

plateauに 達 した.次 に反応温度 の影響 を見る

Fig. 3. Time course of 125I-labelled HP bind

ing to neuraminidase treated human

 lymphocytes. 400 ng of 125I-labelled HP 

were reacted with 1•~106 neuraminid

ase treated lymphocytes in 0.5ml at 25

•Ž for 15 to 120 min.

Fig. 4. Effects of lymphocytes number on 125I-

labelled HP binding to neuraminidase

 treated lymphocytes. 400 ng of 125I-

labelled HP were reacted with 0.2 to 1.4

•~106 neuraminidase treated lymphocy

tes in 0.5ml at 25•Ž for 90 min.

目 的 で4℃, 25℃, 37℃ の 各 温 度 でHP結 合 能

の検 討 を した.結 合 量 は25℃ で 最 大 で あ っ た.

こ れ に 比 し37℃ で6.2%, 4℃ で17.7%と 低 値 で

あ っ た.な お25℃, 2時 間 のincubationの リ

ン パ 球 のviabilityは 少 く と も95%以 上 で あ っ

た.

iii)細 胞 数 のassayに 及 ぼ す 影(Fig. 4)
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assayに 使 用す るリンパ球数 を2×105/0.5

mlよ り1.4×106/0.5mlま で変化 させた, [125I]

HPの 結合量は反応液中の リンパ球数に比例 し

て直線的に増加 した.

iv)[125I]HPの 結 合特異性(Fig. 5)

Fig. 5. Displacement curve of lymphocyte 

bound 125I-labelled HP by cold HP. 

Followiog 400 ng 125I-labelled HP were 

preincubated with neuraminidase treat

ed lymphocytes (1•~106cells/0.5ml) at 

25•Ž for 15 min, 0.2 to 5ƒÊg cold HP 

were added to assay mixture and furt

her incubated at 25•Ž for 75 min.

[125I]HPの リンパ球への結合特異性 を非標識

HPを 用いて検討 した.標 準測定法で[125I]HP

を リンパ球に加え25℃, 15分incubateし た後,

非 標識HPを0よ り10μg/mlま で加え,さ ら

に75分incubateし[125I]HPの 結合量の変化 を

測定 した.非 標識HPを 加 えない時の[125I]HP

の リンパ球への結合率は14%で,反 応液中の非

標識HP量 の増加に伴い[125I]HPの 結合率は低

下 した. 10μg/mlの 非 標識HP存 在下での[125

I]HP結 合 率は約2%で あった.

V)リ ンパ球のneuraminidase処 理 条件のHP

結 合に及ぼす影響

リンパ球浮遊液(4×106/ml)にneurami

nidaseを 最 終濃度0.025, 0.05, 0.075(U/ml)

とな るよう加え, 37℃, 45分 間incubateし た.

そ れぞれの処理 で得た リンパ球の[125I]HP結 合

量 を比較検討 したが,結 合量に差 はなか った.

3)末 梢 血 リンパ球neuraminidase処 理 のE

 rosette形 成率に及ぼす影響(Fig. 6)

Fig. 6. Effect of neuraminidase treatment of 

lymphocytes on the percentage of E 

rosette forming cells. •œ; withnut neura

minidase treatment, •›; with neuramin

idase treatment, (M•}SD), N; number.

 neuraminidase処 理 前 リン パ 球 のE rosette

形 成 率 は,健 常 人72.0±8.6%(M±SD),良 性

肝 疾 患 患 者65.2±11.2%,悪 性 腫 瘍 患 者59.5±

12.5%で あ っ た.こ れ に 対 してneuraminid

ase処 理 リン パ 球 のE rosette形 成 率 は 健 常 人

77.9±42%,良 性 肝 疾 患 患 者70.6±9.6%,悪

性 腫 瘍 患 者65.5±11.6%で あ り, neuraminid

ase処 理 はE rosette形 成 率 に影 響 を き た さ な

い と考 え られ た.

考 案

悪性腫瘍患者におけ る末梢血T cellの 異常

を考察す る研究の手段 として, T cellのsurf

ace markerと 考 えられるT cellのHP結 合

活性の測定法の基礎的検討 を行った.

Helix pomatia A hemagglutininはHel

ix pomatiaの ア ルブ ミン腺よ り単離されるレ

クチンで分子量は7900で あ り, 6個 のsubunit

よ り構成 されている.各subunitは 分 子量約

1300で1個 の糖結合部位 をもつ ことが報告11-13)

されている. HPは α-D-GalNAcに 対 して強

い結合特異性 を示 し,糖 結合親和 力は α-D-

GalNAc>α-D-GlcNAc>β-D-GalNAcの
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順 に 減 じるこ とが知 られている14).

ヒ ト赤血球 に対す るHPの 結合特異性 を見 る

と, HPはB型, O型 赤血球には結合 しない

が, A型 赤 血球には結合 し血球凝集 を起 こす .

しか し, B型, O型 赤 血球 もneuraminidase

処理 に より, HP結 合 活性 を持つようになるこ

とが知 られている12,15).

ヒ ト末梢血 リンパ球 とHPと の相互作用は無

処理 リンパ球 では認め られないが, neuramini

dase処 理 で リンパ球表面の シアル酸をはずす

と, HPに 対 す るreceptorが 出現 しHPの

結合が可能になることが示 されている.し か し,

 HPに は リンパ球活性化能はない.ま たHPに

対す るreceptorを 有す る リンパ球の大部分が

T cellで あ ることが知 られている16,17).なおHP

はmonocyteに は結合 しない と報告10)され てい

る.

以 上 の 性 質 を もつHPを125Iで 標 識 し 末 梢 血

リン パ 球 との 結 合 能 測 定 の 基 礎 的 検 討 を行 っ た.

 HPの 標 識 はchloramine T法18)で 行 い標 識 率

は45%で あ っ た. [125I]HPの 分 離 精 製 はHam

marstrom 等 の 方 法15)を 用 い ず, Agarose-

Aminocaproyl-D-Galactosamine affinity

 chromatographyを 用 い,良 好 な 結 果 を得 た.

[125I]HPはneuraminidase処 理 した 後 に の

み リ ンパ 球 に 結 合 し,そ の 結 合 はD-GalNAc

に よ り完 全 に 阻害 さ れ た.ま たassay溶 液 中 に

非 標 識 のHPを 加 え る こ とに よ り[125I]HPの

結 合 は 著 明 に 阻 害 さ れ, [125I]HPは 非 標 識 の

HPと 同 じ結 合 特 異 性 を 有 す る こ とが 確 認 さ れ

た.

[125I]HP結 合 活 性 測 定 に は リン パ 球1×106,

 [125I]HP 0.4μgを 用 い る こ と に よ り結 合 率

13.8%と 充 分 な[125I]HPの 結 合 を得 る こ と が で

き た.ま た, [125I]HP量4μg/mlで 結 合 量 は

ほ ぼplateauに 達 し た 。 反 応 溶 液 中 の リ ンパ 球

数3×106/mlま で は[125I]HP結 合 量 は 細 胞 数

に 比 例 し て上 昇 し た.以 上 よ り[125I]HP bind

ingの 標 準 測 定 法 と してneuraminidase処 理

リン パ 球2×106/ml, [125I]HP 0.8μg/mlを,

 25℃ で1.5時 間incubateす る こ と を採 用 し た.

な おHP receptorを 表 出 させ る為 の リン パ 球

のneuraminidase処 理 は リン パ 球 濃 度4×106

/ml, neuraminidase最 終 濃 度0.05U/mlで

37℃, 45分 間 のincubateで 充 分 で あ っ た.

HPを 含 め 種 々 の レ クチ ン に 対 す る リン パ 球

膜 表 面 のreceptorの 性 状 に は な お 不 明 な 点 が

多 い. Concanavalin Aな どの 強 い リン パ 球 活

性 化 能 を もつ レ ク チ ン はD-mannose, N-ace

tyl-D-glucosamineに 強 い 結 合 特 異 性 を示 す こ

とが 知 ら れ て い る.一 方, HPも 含 め リ ン パ 球

活 性 化 能 を も た な い レ ク チ ン は 一 般 にgalact

ose-D-GalNAcに 対 し 強 い 結 合 特 異 性 を示 す

と い わ れ て い る20).

soy bean agglutinin(SBA)はD-GalNAc

>D-galactoseの 順 に結合特異性を持ち,結 合

特異性がHPに 類似 している21,22).同様 無処理

の リンパ球にはほとんど結合 しないが, HPと

異な りneuraminidase処 理 後のT, B cell両 方

に結合活性を有 し,リ ンパ球活性化能 をもって

いる.リ ンパ球表面のHP及 びSBAに 対 する

receptorの 検 討で2種 類のreceptorの 存 在が

示唆21)され,一 方のreceptorはHP, SBAの

両方 に結合す るが,他 のreceptorはSBAの

み に特異的に結合 し, HPに は結合 しないとさ

れている.更 に, HP, SBA両 方 に結合するre

ceptorはT cellの み に存在し, SBAの みに

特異的結合す るreceptorはT, B cell両 方 に存

在す るとされてお り,こ のためHPはT cell

のみ に結合す ると考 えられている.

HPはneuraminidase処 理 したTcellに 特

異的に結合するとされているが,最 近の検討で

は健常人の末梢血 リンパ球 に極 く少数のHPに

対す るreceptorを もつB cellの 存 在が指摘 さ

れている.し か し, B cellのHP結 合 活性は

T cellの それに比し弱 く, HP結 合 活性 をもつ

B cellはHP receptorを もつ細胞全体の約1

%程 度 を占めるにす ぎない23). HP receptorを

持 つB cellのsubsetは 臍帯血中,慢 性B cell

リンパ球 白血病で増加することが知 られている

24)が
,ヒ ト癌 での上昇は検討されていない.

今 回の[125I]HP binding assayで は未梢血

リンパ球全体 を使用 したのでassay系 へのB

 cellの 影 響 も否定で きない.し かし,健 常 人で

はHP結 合活性にB cellの 関 与は無視 し得る

もの と思われる24).ま た消化器癌患者の場合に
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於て も結合活性を有すると思われるimmature

 B cell24)が 特 異的に著名に増加 しているとは考

えられないので, B cellのHP結 合 測定に及

ぼす影響は少ない もの と考えられる.更 にB

 cellの 影響 を除 く為T cellの み を分離 した場

合には一部T cellの 未 回収の可能性が強 く,

症例間の比較が困難 となると思われ るので,今

回の研究 では末梢血 リンパ球全体 を[125I]HP

 binding assayに 使 用 した.

なお,第2編 で述べ るように末梢血 リンパ球

中のT cellの[125I]HPに 対 する結合活性の計

算には, neuraminidase処 理 末梢血 リンパ球の

[125I]HP結 合 活性 と同一検体中のE rosette

形成 細胞の比率 を用 いる為, neuraminidase

処理 が リンパ球のE rosette形 成率 に与える影

響について若干の検討 を加えた.リ ンパ球のne

uraminidase処 理 によ りT cellと 羊赤血球 と

のrosette形 成 がより安定 になるという報告25)

に一 致 して, neuraminidaseのE rosette形

成率 は処理前に比べ軽度上昇の傾向を認めはし

たが,上 昇率は悪性腫瘍,良 性肝疾患,健 常人

のいずれにおいても有意の差はなく, neuram

inidase処 理 は ヒ ト末梢血 リンパ球のT cell

比率 に影響を与えないと考 えた.

T cell機 能 とHP結 合 活性 との関連につい

ては まだ検討が加 えられてお らず,細 胞膜表面

糖鎖の変化 と細胞機能の関係を研究する上にお

いてT cell subsetのHP結 合 活 性の検討は意

義あるもの と考えられる.ま た各種疾患,殊 に

悪性腫瘍で細胞性免疫機能或いはT cell subs

etの 異常が生 じている可能性があ り,こ れ等疾

患で末梢血 リンパ球 のHP結 合活性 を測定,比

較検討す ることも意味あるこ とと考え られる.

後 者について著老等は最近若干の検討を加 えた

ので第2編9)に お いてこれを報告する.

結 語

1) [125I]HPの 末梢血 リンパ球 に対する結合能

測定法の基礎的検討 を行った.

2)ヨ ー ドラベル化はHPの 結合特異性に影響

を与 えなかった.

3) [125I]HP binding assayに は0.5mlの 反応

溶液中にヒト末梢血 リンパ球1×106個, [1251]

HP 0.4μgを 加 え, 25℃, 90分incubation

す る方法が適 当と考えられた.

4)末 梢 血 リンパ球neuraminidase処 理 はE

 rosette形 成 に有意な影響 を与 えなかった.
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Helix pomatia A hemagglutinin binding activity to peripheral 

T-lymphocytes in malignant digestive tract diseases

Part 1: Assay method based on 125I-labelled Helix pomatia A 

hemagglutinin binding to peripheral lymphocytes

Takashi YASUHARA

The First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. H. Nagashima)

For studing aberrant cellular immunity in malignant digestive tract diseases, Helix poma

tia A hemagglutinin (HP) binding activity, a T cell surface marker, to peripheral lymphocytes

 was studied in patients with digestive tract cancer. In this paper, basic experiments on an 

assay method based on 125I-labelled HP binding to neuraminidase-treated peripheral lympho

cytes are described. HP was labelled with 125I using the chlormine-T method, and the purif-

ication of 125I-labelled HP was achieved by agarose-aminocaproyl-D-galactosamine affinity 

chromatography.

The results show that 125I-labelled HP could specifically bind to neuraminidase-treated 

lymphocytes as cold HP. The optimum assay condition was determined to be: 1•~106 neura

minidase-treated peripheral lymphocytes incubated with 0.4ƒÊg 125I-labelled HP in 0.5 ml of 

reaction mixture at 25•Ž for 90 min with gentle shaking.

In addition, the effect of treatment of peripheral lymphocytes with neuraminidase on E-

rosette formation was studied. Enhancement of E-rosette formation by neuraminidase-treat

ment was not statistically significant.


