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ABSTRACT:Inanattempttoknow thephysiologlCalrolesoftheserum

mannan-bindingprotein(MBP),alectinspecificformannoseandN-acety1-

glucosamine,aradioimmunoassaysystem forthehumanserum MBP was

developed. Humanserum (30〃1)wasincubatedwithrabbitanti-human

serum MBP-IgGinthepresenceofhumanserum MBP labeledwith125I-

Bolton-Hunterreagent,andtheseparationofboundandfreeantigenwas

carriedoutbythe2ndantibodymethod.Bythisprocedure,～longofthe

MBPinhumanseracouldbeassayed.TheMBPincontrolseradispersed

intherangeof0-4･14fLg/mlserum atthe95% confidencelevelandthe

meanvaluewasl･82〃g/mlserum･ TheMBPleveldecreasedslightlywith

ages. Morethanahalfofcancerpatientsshowedthelevelslowerthan

l･OFLg/mlserum･ Thelevelsofpatientswithlysosomalstoragediseases

dispersedaswidelyasthoseofthecontrols.Totalmannan-bindingactivity

ofthecontrolswhichincludestheactivityofMBPandthatofcarbohydrate-

bindinglgGwasintherangeof238-4107ngmannanbound/mlserumand

themeanvaluewas988ngmannanbound/mlserum. Theratioofthe

mannan-bindingactivityoflgGtothatoftheMBP variedmarkedly(0.1

-0.9).Somecancerpatients'serashowedmarkedlyhighmannan-binding

activitywhichwasascribedtothecarbohydrate-bindinglgG.
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は じ め に

マンナン結合タンパク質 (以下,MBP と略

チ)は酵母マンナンなどの高マンノース型糖タ

ンパク質の糖鎖非還元末端に存在するマンノー

スあるいは N-アセチルグルコサ ミン残基を特

異的に認識し,Ca2+ 存在下 でこれと結合する

糖結合タンパク質すなわち動物 レクチンの一つ

である｡このタンパク質は種々の動物組織のほ

か,ヒトをはじめとする晴乳動物の血清中にも

広く存在 している｡動物 レクチンは糖タンパク

質の血流中からのクリアランス機構や, リソソ

ーム酵素のエンドサイ ト-シス機構に関与 して

いるなど,その生物学的意義が注目され,近年,

急速に研究が発展しつつある分野である1,2)0

著者 らはすでに ヒト血清中 より, はじめて

MBP を単離精製 し,その生化学的性質および

レクチン様性質を明らかにしている3)｡ このタ

ンパク質は血清中の既知の多糖結合性タンパク

質である C-反応性タンパク質 (CRP)や アミ

ロイドp-成分 (SAP)とは異なる, 新しいタ

ンパク質である3'｡ MBP はその結合特異性よ

り,血液中に侵入してきた細菌の細胞壁多糖,

酵母のマンナン,炎症時に細胞内 リソソーム額

粒から漏出してきた種々の加水分解酵素などに

結合することが考えられる｡そこで著者らはこ

のタンパク質を生体内に侵入した微生物多糖に

対する生体反応あるいは血液中に遊離した リソ

ソーム酵素による有害な分解反応を防ぐなど,

生体防禦反応の指標となりうるのではないかと

考え,種々の生理的,病理的状態における血清

中の MBPの動態を調べることを目的として,

本研究を開始 した｡しかし,ヒト血清中には,

MBPによる, Ca2+ 依存性 のマンナン結合活

性のほかに,他の動物血清中にはほとんど見ら

れなかった,Ca∑+ 非依存性の, IgG性抗体由

来のマンナン結合活性が存在する3)ため,MBP

の定量を活性測定により行なうことが不可能で

あることがわかった｡そこで,血清中の,これ

ら2種の結合活性を分別 して,MBPを特異的

に定量するために,まず MBPのラジオイムノ

アッセイ (RIA)法を確立 した｡これにより,

種々のがん患者および リソソーム酵素欠損症を

中心とする複合糖質代謝異常症患者の血清中の

MBP量の変動を調べ,健常者血清のそれと比

較することにより,血清 レクチンの生理的,臨

床化学的意義の検索を試みた｡

実験材料と方法

1.実験材料

1) 酵母マンナンはパン酵母 (オリエンタル

酵母工業社)より調製 し,SephadexG-100と

DEAE-SephadexA-50のクロマ トグラフィー

により精製 した4)0

2) ウシ血清アルブミン (BSA)(Fr.Ⅴおよ

び結晶),およびウサギIgGはMiles社(USA)

より,ヤギ抗ウサギ IgG抗体 (IgG画分)は

MBL社 (日本), Na125Iおよび 〔125I〕-Bolton

-Hunter試薬は RadiochemicalCentre(Am-

ersham,英国),Sepharose4B,SepharoseCL

-6B,SephadexG-25,SephadexG-100およ

び DEAE-SephadexA-50 は Pharmacia 社

(スウェーデン)よりそれぞれ購入した｡

2.Sepharose4B-マンナンの調製

BrCNにより活性化 した Sepharose4Bにマ

ンナンを固定化 した3)｡

3.ヒト血清 MBPの精製

すでに確立 した方法3)により行なった｡ すな

わち健常者プ-ル血清 (1,000ml)を Sepharose

4B-マンナンカラムを用い, 結合の Ca2十 依存

性を利用 したアフィニティクロマ トグラフィー

(AFC)と,SepharoseCL-6Bのゲルろ過にか

汁,電気泳動的,免疫化学的に均一な精製標品

(1,030fLg)を得た｡ この精製 MBP標品を,

RIAにおいて,標識抗原および非標識抗原 (倭

準抗原)として用いた｡

4.抗ヒト血清 MBPJgG の作製

ヒト血清 MBPを,ウサギ1匹あた り,100〃g

ずつ,4回筋肉注射 したのち,得られた抗血清

を, 硫酸アンモニウムによる塩析, DEAE-セ

ルロースカラムにより精製 し, IgG画分 とし

た3)｡この抗体はOuchterlony法で,精製 MBP
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と単一沈降線を示 し,精製 MBPのマンナン結

合活性を完全に中和 した3)｡

5.タンパク質の125ト標識

1) 125ト標識マンナンの調製

Greenwoodら5)の方法に従い,クロラミンT

を用いて,Na125Ⅰ(1-2mCi)により精製マンナ

ンを標識した後,SephadexG-25カラム (1.0

×30cm)で精製 した｡ 得られた 12年ト標識マン

ナンの比放射活性は 1-3FLCi/iLgであった｡

2) 125Ⅰ一標識 MBP の調製

標識条件は Boltonら6)の方法に従った｡ ヒ

ト血清 MBP15〃g(0･5MNaCl,2mMEDTA

を含む 0.1Mイミダゾール塩酸緩衝液,pH8.2

の 50FLlに溶解)を, 〔125Ⅰ〕-Bolton-Hunter試

莱 (NISuCCinimidy1 3-(41hydroxy 5-〔125Ⅰ〕

iodophenyl)propionate)1mCiと,4℃, 2時

間反応させた後,0.2Mグリシンを 0.5ml加え

て, 反応 を 停止した｡ 反応液 を 0.5MNaCl,

1mMEDTA,0.1%Triton X-100, 0.2%ゼ ラ

チンを含む 0.02M イ ミダゾール塩酸緩衝液,

pH8.2で平衡化 した Sephadex G-25(1.2×

20cm)カラムにかけ, 過剰 の試薬を除いた｡

得られた 125Ⅰ一標識タンパク画分を, 次に示す

ように,Sepharose4B-マンナンの小カラム

(ゲル量 1.Oml)を用いた AFCで,精製 した｡

すなわ ち, 試料 を 0.5MNaCl,0.05MCaC12,

0.2% ゼラチンを含む 0.02Mイミダゾール塩酸

緩衝液, pH7･8で平衡化 したカラムにかけ,

カラムを同溶液で洗浄 し, さらに 0.5MNaCl,

0.05MCaC12,0.1%BSA を含む 0.02Mイミダ

ゾール塩酸緩衝液,pH7.8で洗浄し,次に,カ

ラムに結合した 195ト標識 MBPを 0.5MNaCl,

2mMEDTA,0.1%BSA を含むイミダゾール塩

酸緩衝液,pH7.8で溶出した｡ 得られた標品

の比放射活性は約 4〟Ci/〃gであった｡

6.マンナン結合活性の測定法

すでに述べた方法3)で測定した｡ 概略は次の

ようである｡結合活性測定用反応液 (50mM ト

リス塩酸緩衝液,pH7.8,1MNaCl,50mMCaC12,

0.1%TritonX-100,0.6% BSA)200FLlに,

125ト標識 マンナン (1･5pg/50pl)および試料

(検体血清の場合,通常 30〃1),水を加えて全量

500〃1とし,室温で15分放置した｡pH7.8の飽

和硫酸アンモニウム液 500plを加えて反応を停

止し, 結合 タンパクに 結合した 125トマンナン

を沈殿させ,沈殿物をろ過により,ガラス繊維

ろ紙 (ワットマン社製,グレ-ドGF/C)上に

分離し,オ- トガンマカウンターで計測した｡

ブランクは上記測定系より結合タンパク質を除

いた系により測定し,各測定値より差し引いた｡

この値は通常,全放射活性の1%程度であった｡

結合活性 1unitは結合した 125トマンナン 1ng

と定義した｡

7.MBP の RIA による定量 (表 1参照)

抗体と結合した標識抗原 (Bound)を結合し

なかったもの (Free) と分離する方法 (以後,

B･F分離と略す)は2抗体法 によった｡ 125ト

標識 MBP10,000cpm 程度 (計数効率50%と

して約 0.01〃Ci,2.5ngMBPに相当)を RIA

用プラスチックスピッツ試験管に入れ,標準曲

線作製用のものには,非標識 MBPを0-250ng

の範囲で 6- 7点,量を変えて加えた｡次に,

MBPを 除いた (Sepharose4B-マンナンカラ

ムの AFCにより)健常者プール血清 (血清の

もとの濃度の2倍に希釈されている)を 60〃1

加えた｡検体血清用の試験管にはこの血清を加

えずに,検体を 30〃1加えた｡次いでウサギ抗

ヒト血清 MBP｣gG (第 1抗体)を加え,よく

授拝した｡ブランクとして,抗体の代 りに,正

常 (非免疫)ウサギ IgG を加 えたものを作製

し,非特異的結合量をみた｡抗原,抗体,正常

IgG の希釈にはいずれも 5% BSA を含む pH

8･5の0.13Mホウ酸緩衝液を用い,すべて重複

測定とした｡5%BSA-ホウ酸緩衝液を加えて,

反応液全量を一定にしたのち,転倒混和式の緩

速試験管振 とう械 (24rpm)に取 りつけ,4℃

で20-24時間反応させた (第 1反応)｡ 次に,

転倒混和中,フタに付着 した反応液をふ り落す

ため,3,000rpm, 5分間,4℃で遠心したのち,

これにキャリヤ-タンパク質として正常ウサギ

IgG (0.02%)を 200pl加え,よく撹拝後,ヤ

ギ抗ウサギ IgG 抗体 (第2抗体)20iLlを加え,
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表 1 2抗体法 による ヒ ト血清 MBP の標準測定系

Standard 〔Cold MBP(ng)〕 Blank Sampleserum
O 37.6 75.2112.8150.4188.0

125LMBP(〟1) 20 20 20 20

ColdMBP(18.8ng/10FEl)(pl) 0 20 40 60

Serum*(〟1) 60 60 60 60

Sampleserum (〃1) 0 0 0 0

RabbitantトMBP-IgG (0,0004%)(〟1) 30 30 30 30

NormalrabbitlgG(0･0004%)(〃1) 0 0 0 0

5% BSA-boratebuffer(pH8･5)(pl) 100 80 60 40

Total(〃1) 210 210 210 210

20 20

80 100

60 60

0 0

30 30

0 0

20 0

210 210

2

6

6

3

4

12

0

o

o

o

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

2

3

3

3

1

1

2

4℃,20-24時間 (第 1反応)転倒混和式振とう磯

NormalrabbitlgG (0･02%)(〃1) 200 200 200 200 200 200 200

GoatantiィabbitlgGJgG(〟1) 20 20 20 20 20 20 20

4℃,1時間 (第2反応)
:1

3,000rpm,15min(4℃)
∫

Sup Ppt

1%BSA-boratebuffer(pH8.5)で洗浄
3,000rpm,15min(4℃)

J
J

Sup(125Ⅰ-Free)

*;AFCにより MBPを除いた serum

J
Ppt(125LBound)

さらによく撹拝後, 4℃で 1時間, 静置 した｡

その後, 4℃で,3,000rpm,15分間遠心 して,

免疫沈降物を沈殿させ,上清を分離 した｡沈殿

は 1% BSA-ホウ酸緩衝液, pH8.5の 0.5ml

で洗い,上記同様に遠心分離 し,上清 (洗液)

を 1回目の上清 に合 した｡ 沈殿 (125I-Bound)

と上渚 (125I-Free)の放射能をそれぞれオ- ト

ガンマカウンターで計測 した｡Totalcpm に対

する Boundcpm (ブランクの cpm を 差 し引

いたもの)の割合 (%Bound)を求め,加えた｡

非標識 MBP量に対 してプロットし,標準曲線

を措き,これにより検体中の MBP量を求めた｡

8.タンパク質の定量法

Fluorescamineを用 いる蛍光光度法7)により,

結晶 BSA を標準として定量 した｡

9.使用機器

125Ⅰの放射能測定 には Packard オー トガン

マカウンター (PRIAS,CGD240)を使用 した｡

10.検体血清

がん患者血清は国立がんセンターより,複合

糖質代謝異常症患者血清は,東京大学医学部小

児科より,提供されたものを用いた｡健常者血

清 としては,京都大学保健管理センター検査室

より提供 していただいたものおよび京都大学医

療技術短期大学部教職員および学生の有志から

の献血によるものを用いた｡

結 果

1.RIA による, ヒト血清中の MBP の特異

的定量法の確立

MBPの RIA による標準測定系 を確立する

ために,以下のような測定条件を検討 した｡

1) MBP の 125Ⅰによる標識

MBP は高分子量タンパク質で標識方法によ

っては変性失活 し,抗原性を失いやすい｡事実,

クロラミンT法では,Na125Ⅰで標識後,反応停
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止を還元剤の代 りに過剰のチロシンの添加によ

り行なうなど検討 したが, 得られた 125Ⅰ-標識

MBPは抗体過剰においても50%以下の結合量

を示 し,重複測定でのバラツキが大きく適切な

抗原は得られなかった｡125トBolton-Hunter試

薬による方法は,標識効率は劣るが,得られた

標識抗原はよい抗原性を保ち,抗体過剰で90%

程度沈降した (図1参照)0

2) 第 1抗体量

標識抗原 10,000cpm程度 (約2･5ngのMBP

に相当)を用いて,非標識抗原を添加しない時

の, 第1抗体 (ウサギ抗 ヒト血清 MBP-IgG)

希釈曲線を求めた (図1)｡抗体過剰 (0.0006%

以上の抗体添加)で,125ト標識 MBPは89-92

%沈降した｡健常者血清 30〃1の MBP量範囲

(20-200ng)の非標識抗原の添加により,適当

な競合のみられる第 1抗体の量としては,原液

(2.4%タンパク濃度)の6,000倍希釈 30〃lが適

当であった｡

3) 血清添加の影響

2抗体法の場合,血清中の被験物質以外の非

特異的因子によって,結合量が影響を受けるこ

とが多いことが知られている8)｡ したがって,

非標識抗原の希釈系列のみによって作製 した標

準曲線と,Sepharose4B-マンナンの AFCに

0

9

8

7

6

5

4

3

2

-

d
g
≡
⊥
s
e
J
L
＼
g

より,MBPを除いた健常者プール血清を添加

して作製 した標準曲線とを 比較 した (図2)｡

結合量を一定方向に増減させるような変化は見

られないが,両者に差が見られたので,標準曲

線作成時には常にこの血清を添加して,その影

響を補正した｡

4) 第 1反応の時間

第2反応の時間を一定 (1時間)にして,節

1反応の時間を 1日,2日, 4日および 9日と

変えて, 結合量を測定した (図3)｡ ブランク

はそれぞれについて作製 した｡標識 MBPのみ

の場合, これに非標識 MBP,あるいは検体血

清を添加した場合,いずれの場合も反応時間は

1日でほほ平衡に達 していることがわかった｡

5) 第2抗体量

0.02%正常ウサギ IgG200fLlに対する第2

抗体(ヤギ抗ウサギIgG-IgG,抗体価10mg/ml)

の量を 10〃1,20〃1,40〃1,100〃1と変えて,結

合量を測定した (データ省略)｡10plでは沈殿

の生成に時間がかかり,沈殿量も少ないので分

離操作が困難であった｡ 100〃1ではブランク値

が20%にまで上昇し,非標識 MBPの添加量の

変化による結合量の差が出なかった｡ B･F分

離の操作に適当な沈殿が得られ,非特異的沈殿

量の最も少なかった 20/Jlを標準とした｡

5 f 0.5

0.1 0.05 0.OIAnt卜MBPqntibodyconcenlrc

llion(米lo-3%)図 1 第 1抗体希釈曲線

第 1抗体 (2.4%タンパク濃度)を2,000,4,000,8

,000,16,000,32,000,128,
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図2 RIA による MBP定量の標準曲線

-〇一 ;非標識 MBPの希釈液のみによる標準曲

線 (他の条件は表 1に示した通 り)

-●･･-,;ヒト血清 (MBP を除いてあるもの)を

添加した場合の標準曲線

6) 第2反応の時間

第1反応の時間を一定 (24時間)にして,第

2反応を 1,2, 4時間と変化させ,結合量を

調べたところ, 1時間で平衡に達 していた (デ

ータ省略)0

以上の検討の結果,MBPの標準測定系を表

1のプロトコールに示 したように定めた｡

この条件で,非標識抗原を加えない時の結合

量は70%前後,非特異的結合量 (ブランク)は

2-3%であった｡ この系で, 10-200ngの

MBP(健常人血清量にして通常 30FLlに相当)

の特異的定量が可能 となった｡標準曲線は測定

毎に求めたが,その 1例を図1に示 した｡標準

曲線の定量性のよい範囲外の結合量 (50%以上,

20%以下の%Bound)を示 した検体については

検体量を変えて,再測定した｡1･8/Jg/ml血清

の健常者血清を用いて, 8回同時測定の変動係

60

50

401コ⊂二つ
0
Q]30
求

20

10

0
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表2 検体の保存状態と非動化処理の影響

%Bound*

MBP
(〟g/mlserum)

1.4℃,24h

2.56℃,45min-4℃,24h

3.-70℃,24h-1回融解

4.56℃,45min1-70℃,24h-1回融解

5.-70℃,24h-3回凍結融解

6.56℃,45min--70℃,24h-3回凍結融解

9

0

0

1

0

0

3

5

5

7

4

8

4

5

4

5

4

5

いずれも重複測定,標準測定系 (表 1参照)により定量｡

*検体量 30〟1当たりの% Bound･

表3 検体の長時間凍結保存の影響

1.コ./トロール*3

2.-70℃, 3days(1回融解)

3.-70℃, 7days(2回融解)

4.-70℃,lldays(3回融解)

5.-70℃,18days(4回融解)

%Bound*1

8

6

5

0

0

6

3

3

8

0

4

4

4

4

4

いずれも重複測定,標準測定系 (表 1参照)により定量｡

*1.検体量 30〃1当たりの%Bound｡
*2.その時の検量線より,それぞれ算出｡

*3.採血後, 3時間後に血清分離し,直ちに測定｡

3回凍結融解 を くり返 した ものに ついて 同時

に測定 した MBP量に差は見 られなかった (表

2)｡ 凍結融解 に よる変化が見 られない ことは

長時間保存試料についての結果か らも示 された

(表 3)0

3) 試料の非働化処理

56℃,45分間非働化 した血清の MBP量は冷

蔵,凍結融解のいずれの場合 も,非働化 しない

ものの MBP量の40%前後に減少 した (表 2)0

また,非働化血清は凍結融解の くり返 しで さら

に MBP量の減少が見 られた｡変性が よ り進み,

抗体 との反応性が低下す るもの と考え られ る｡

4) 血祭 と血清の比較

検体が-バ リン加血祭 として提供され ること

があるので,同一健常者か ら採血 した血液を,

血清 と-バ リン加血紫に分 けて 調製 し, MBP

量を比較 した ところ,全 く差は見 られなか った

(蓑 4)｡

以上の結果に基づ き,検体血清は非働化せず

に, -70℃で保存 した｡

(〃g/mlserum)

表4 血清と-バリン加血糞の比較

検 体 %Bound*

健常者A

健常者B

健常者C

清

栄

活

発

活

発

血

血

血

血

血

血

0

3

9

7

0

7

3

2

3

4

2

4

3

3

3

3

4

4

MBP
(〃g/ml〕

2.92

3.03

2.78

2,65

1.84

1.58

いずれも重複測定, 標準 測定系 (表 1参照) に よ

り定量｡

*検体量 50pl当たりの %Boundo

2.RIA に よる 患者血清お よび 健常者血清中

の MBPの定量

MBPは微生物多糖やがんを含めIだ 生体内異

物に対する生体内防禦反応をあ らわす ものでは

ないか と考え, また リソソーム病を中心 とす る

複合糖質代謝異常症において も MBP量に何 ら

かの変動が見 られるのではないか と考え,がん

患者血清 105検体,複合糖質代謝異常症患者血

清25検体について, RIA に よ り MBP量を定

- 23-
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MBPdolorminodbyRIA(■g/mlsorum)

I25l-Mcnncnbound(x10-3unils/mlserum)0 2

4 6 8 10 12 14 16図4 健常者,複合糖質代謝異常症患者およびがん患者血清中の MB

P量(A)とマンナン結合活性(B)MBP量は RIAにより定量, マンナン結合活性は 125ト標識マン

ナンの結合量を測定 (実験方法および表 1を参照)｡

一･→ ;平均値 (･)および正常範囲 (95%信頼区間)を示す｡ (MBP量は正規分布,

マンナン結合活性は対数正規分布としてそれぞれ求めた)

｡量した｡比較検討のため,健常者血清88検体

についても定量 した｡図4伍)に示すように,健常者

血清中の MBPはかなり幅広い分布を示したが

,正規分布するとして,平均値 (±標準偏差)は 1.82(土1.16)〃g/ml血清となった｡

また,この平均値は加齢と共に,わずかながら減少傾

向を示 した (図5伍))｡ リソソーム病患者は

検体数が少ないが,健常者と同様の幅広い分布を

示 した｡MBPの正常範囲は,健常者の平均値土2標準偏差 として 表わすと, 0-4･14〃g/m

l血清であるが, リソソーム病患者検体の25例

中,この範囲を超えるものが 6例存在 したが,顕

著な高値を示
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MBPdeterminedbyRrA(FAg/mlserum)

Age o 2 4 6 8 10

I25トMcnncnbound(xlO-3unifs/mJ

serum)Ago o 2 4

6 8 旧図5 年齢別にみた健常者

血清中の MBP量(A)とマンナン結合活性(B)定

量法は図4の説明と同様である｡一･一 ;平

均値±標準偏差をあらわす｡でも広い分布範囲を示 し,一定の明ら

かな傾向は兄い出されなかった｡3.患者血

清および健常者血清のマンナン結合活性の測

定RIAによる MBPの定量と並行して, そ

れぞれの検体のマンナン結合活性を測定した｡

結合活性は Ca2+依存性の MBP由来の活性と,

Ca2十非依存性の IgG 由来の活性を合わせた全

活性を示してい
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表 5 複合糖質代謝異常症患者の血清中の MBP量とマンナン結合活性

MBPdetermined Mannanbindingactivity MBP/MBP+IgG
Disease byRIA (×10-3units/mlserum) (%)

(〃g/mlserum) MBP+IgG MBP*

Fabry

Galactosidosis

Sialidosis

Gaucher

0.34

0.18

0.77

2.78

0.23

0.36

0.27

5.15

2.78

0.35

GMrgangliosidosis 2.26

2.18

3.74

4.47

3.39

β-Galactosidosis

Hurler

Lcelldisease

MLD

Sandhoff

Sanfilippo

Scheie

でay-Sachs

0.32

0.49

5.50

0.60

5.80

7.54

0.39

0.47

3.60

5.51

51

37

50

20

01

41

74

29

02

血

65

34

24

22

48

24

06

46

20

15

96

27

00

04

8

0

1

1

1

1

1

2

1

1

n

5

1

2

4

0

2

2

0

5

6

5

3

6

1

0

0.04

0.005

0.10

0.36

0.03

0.04

0.03

0.67

0.36

0.04

0.29

0.28

0.48

0.58

0.44

0.05

0.06

0.55

0.08

0.75

0.98

0.04

0.06

0.47

0.72

8

4

7

0

0

0

-

9

3

-

9

4

7

7

2

7

6

5

2

4

2

0

2

9

7
･
0
･
6
.
30
･
3
･
3
･
1
･
51
･
35
･
l
5
･
20
･
21
･
13
･
91
･
2
･
2
･
19
･
1

12
･
16
･
1

1

45
･
80
･

l

n.d.;notdetectable.

* ;精製 MBP標品のタンパク当た りの比結合活性が 130units/〃gであることと,MBP量より,

計算によって求めた｡

正常範囲 (95%信頼区間)の,238-4,107units

/ml血清を超える場合が全体の28%を占め,こ

のうちの約50%は,正常範囲の2倍以上の増加

を示 した｡高値を示 した29例のうち,主なもの

は肺がん (8例),急性骨髄性白血病 (5例),

胃がん (4例)であった｡

表 5において, リソソ-ム病の場合を示 した

ように,MBP 量と全マンナン結合活性との間

に,相関は見られなかった｡このことは健常者,

がん患者 の場合 も同様 で,MBP と糖結合性

IgGは互いに独立 して増減していると考えられ

る｡ 次に,MBP 由来のマンナン結合活性と全

マンナン結合活性 (実測した結合活性,すなわ

ち MBP 由来結合活性+IgG 由来結合活性)

の比を求めた｡ なお,MBP 由来のマンナン結

合活性は,精製 MBP標品のタンパクあたりの

比結合活性 が, 130units/〃gであることと,

RIA により求めた MBP 量とから, 計算によ

り求めた｡表 5に示すように,この比は 1-90

%と大きく変動した｡また,全結合活性が高い

場合は,健常着,がん患者, l)ソソ-ム病患者

のいずれの検体でも,ほとんどの場合,IgG性

の結合活性の増加によることが判明した｡

一万, 1例 しかないが, Lcell病においては,
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MBPdeterminedbyRIA(FLg/mlserum)
0 1 2 3 4 5 6

I25IIMcnncnbound(XIO-3units/mJserum)0 1 2 3 4 5

6図6 疾患別にみた複合糖質代謝異常症の患者血清中の MBP量(A)とマンナン結合活性(

B)定量法は図4の説明と同様である｡

その結合活性はほとんどすべて MBPに由来 し,

IgG性の結合活性が検出されなかった｡ GM1-

ガング リオ シドーシス の うち の 1例, Tay-Sa

chs病の うちの 1例が これと同様のパターンを示 した

｡健常者血清について,MBP量,結合活

性ともに平均の値を示すものにおいて,全結合

活性中に占める,MBP 由来の結合活性の

割合を算出すると,平均20-30%であっ

た｡考 察血清

中の MBPは肝臓の MBPと,分子サイズ,結合

の動力学的性質などの点で異なるものの,糖結合特異

性,ア ミノ酸組成,サブユニットの分子量など

の性質では区別がつかず,免疫化学的交叉反応

を示す1)｡肝 MBPは細胞内の主に粗面小胞

体に存在 し,糖タンパク質の細胞内輸送に役割

を果たしていることが示唆されている1)｡血清 MBP は現在
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十分な解析に至らなかったものの,MBP の血

清中での役割を示唆するような,明らかな結果

は得られなかった｡

健常者血清中の MBP量の分布範囲はかなり

幅広く,このことは診断的指標として用いにく

いが,一方,何 らかの生理的な変動を反映して

いるのではないかと考えられる｡また,がん患

者の血清中の MBP量は,正常範囲のうちでも

低値を示すものが多かったが,その意味につい

ては不明である｡

血清中の MBPは,他の Ca2十 依存性の既知

の多糖結合性タンパク質 である CRP や SAP

とは異なるものであるが3),事実,がん患者血

清については CRP値が測定されているが,こ

れと,MBP量およびマンナン結合活性はいず

れも相関 しなかった (デ-タ示さず)0

また,がん患者血清のいくつかにおいて,マ

ンナン結合活性が明らかな高値を示 した｡RIA

によって MBPの特異的定量が可能となった結

果,MBP 由来の結合活性と,Ca2十非依存性の

結合活性を分別することができ,これらの高結

合活性血清においてほ, Ca2十 非依存性 の活性

が増加していることが判明した｡この,おそら

く heterophile な自然抗体と考えられる3,10,ll)

ところの, 多糖結合性 IgG が診断の指標とな

り得るかどうかを検索することはきわめて興味

あることで,今後の新たな研究課題である｡

要 約

血清レクチンの生理的役割の解明-の手がか

りを得るために,また診断的指標としての応用

の可能性 を探 ることを 目的として, 血清中の

MBP量を特異的に定量することのできる RIA

法を確立した｡ヒト血清 (30FLl)を,125I-Bolton-

Hunter試薬により,126Ⅰ一標識 した MBP と共

に,ウサギ抗 ヒト血清 MBP抗体 (IgG)と反

応させたのち,2抗体法でB･F分離した｡この

測定系により,ヒト血清中の10ng以上のMBP

が再現性よく,定量可能となった｡

健常者血清の MBP量はかなり幅広い分布範

囲を示し,その平均値 (±標準偏差)は,1.82

(±1.16)〃g/ml血清 であり, この値は加齢と

共にわずかに減少する傾向を示 した｡

これに対 して,がん患者血清中の MBP量は

1･OFLg/ml血清以下の低値を示すものが,約50

%を占めた｡ リソソーム酵素欠損症を中心とす

る複合糖質代謝異常症患者の血清中の MBP量

は健常者の場合と同程度の広い分布範囲を示 し,

一定の明らかな変動を示さなかった｡

一方,血清中のマンナン結合活性は,健常着

において平均 988units/ml血清であり, 正常

範囲 (95%信頼区間) は 238-4,107units/ml

血清であった｡がん患者血清においては明らか

に高い結合活性を示すものが多 く,正常範囲を

超えるものが28%を占めた｡マンナン結合活性

には MBPに由来する活性と, 糖結合性 IgG

に由来する Ca2+ 非依存性の活性の二つのタイ

プのものが含まれるが,この活性の比は 0.1-

0.9と大きく変動 した｡また,高結合活性を示

す血清では,ほとんどの場合,IgG性の結合活

性が増加 していることが明らかとなった｡この

ことは,多糖結合性のIgGが診断の指標 となり

得ることを示唆 した｡
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