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植物の種子抽出液から多くの植物性血球凝集素（レク

チン）が見出され，特に血液型特異性のあるレクチンが

輸血検査に利用されている。なかでも Ulex europaeus

（ハリエニシダ）種子抽出液は ABO血液型抗原の H抗

原の L-fucoseに親和性が強く，特に O型血球を特異的

に凝集させる抗 H活性を持つ。従来，このレクチンは

検査室において調製・使用されていたが，原材料の種子

入手が困難となり，高価な市販品の購入でしか入手でき

なくなった。しかし，近年ゴーヤ種子の抽出液が高い抗

H活性を示すことが明らかにされ，試薬として用いられ

るようになった（製品としては高価である）。そこで今

回，輸血検査の現場で調製しやすくするため，ゴーヤ種

子からの抗 Hレクチン調製法を検討した。

その結果，ゴーヤ種子から簡単に抗 Hレクチンを調

製することが可能となり，さらに長期保存や温度による

安定性，抗 Hレクチンとしての有用性を確認できた。

今後，臨床検査の現場での利用が期待される。

はじめに

１８８８年 Peter Hermann Stillmarkがヒマの実の抽出液

が赤血球を凝集するという現象を報告して以来１），主に

マメ科植物の種子抽出液中から多くの植物性血球凝集素

が見出された。その後，これらの凝集素が糖を特異的に

認識・結合する性質からボストン大学のWilliam Clouser

Boydらが「レクチン」と提唱した２，３）。レクチンは単糖

やオリゴ糖に対する結合特異性，生理活性や赤血球凝集

における血液型特異性あるいは非特異性により分類され，

さまざまな生物学的イベントに関与している４，５）。特に，

血液型特異性のあるレクチンは，輸血検査における ABO

血液型の亜型検査において重要であり，もっとも使用さ

れているレクチンに Dolichos biflorus（ヒマラヤフジマ

メ）種子抽出 Dolichos レクチンと Ulex europaeus（ハ

リエニシダ）種子抽出 Ulex レクチンがある。Dolichos

レクチンは A型抗原決定基である GalNAcに親和性が

強い代表的な抗 A１レクチンであり，A１血球を特異的に

凝集させるため A型あるいは AB型の亜型の区別に有

用である。一方，Ulex レクチンは ABO血液型抗原の

共通抗原である H抗原の L-fucoseに親和性が強く，特

に O型血球を特異的に凝集させる抗 Hレクチンとして

ABO血液型の亜型の検査に重要である６，７）。従来，これ

らのレクチンは日常の輸血検査では必要不可欠な試薬で

あり，検査室において各種子から調製し，使用していた

施設が多かったが，近年原材料である種子の入手が困難

となり，市販品としてのレクチン購入でしか入手ができ

なくなった。またこれらの試薬は極めて高価なわりに，

各レクチン力価は低く，コストパフォーマンスは良くな

い。しかし，最近Momordica charantias（ゴーヤ）種子

抽出液が従来の Ulex europaeus 由来の抗 Hレクチンよ

り，極めて高い抗 H活性を持つことが明らかにされ，

輸血検査用試薬として実用化されているが，製品として

は高価である。

そこで今回，各施設の輸血検査の臨床現場で実際に調

製可能となるように，比較的簡単で安価に入手可能であ

るゴーヤ種子からの簡単な抗 Hレクチン調製法について

の手順をまとめ，さらに調製した抗 Hレクチンの ABO

血液型の各型の血球に対する凝集活性と特異性，熱・長

期保存による安定性と検査での有用性を検討したので報

告する。
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材料および方法

１．材料

ゴーヤ種子（完熟）（図１）

方 法

１．ゴーヤ種子からの抗 Hレクチンの分離および凝集

活性の測定

１）ゴーヤ種子からの抗 Hレクチンの分離：完熟した

ゴーヤから種子を取り出し，一晩乾燥させた。種子

１０gをコーヒーミルで粉砕し，pH７．２の PBSを２０～

３０ml加え，乳鉢で泥状になるまですり潰した。懸

濁液をチューブに移し，全量が１００mlになるように

PBSを加えた。懸濁後，しばらく放置してレクチン

成分を抽出し，３，０００rpmで３０分遠心分離して上清

を回収し，これを「ゴーヤレクチン原液」とした。

２）ゴーヤレクチン原液を PBSで２n倍希釈し，各試

験管内の希釈液１００μlに対して，A，B，O，AB型

の２％生食浮遊血球５０μl加え混合後，３，４００rpmで

１５秒遠心後，ゆっくりと試験管を振って血球を再浮

遊させ，肉眼で凝集の有無と最終凝集価を判定した。

なお，W＋の凝集を示した最高希釈倍数を最終凝集

価とした。また，血球に対する凝集反応の判定基準

は，Marsh WL８）の基準を用いた。

３）ゴーヤレクチン原液を PBSで２n倍希釈し，各希釈

液２滴と５％A，B，O，AB型生食浮遊血球１滴あ

るいは Aおよび AB型の亜型である A２型と cisA２B３

型の５％生食浮遊血球１滴をスライドの上で反応さ

せ凝集の強さを観察した。なお，スライド法による

判定基準は，試験管法の基準に準じた。

２．エタノール沈殿によるゴーヤレクチンの精製および

凝集活性の測定

１）ゴーヤレクチンの精製９，１０）：ゴーヤレクチン原液

とエタノールを１：２の割合で混ぜ合わせ，４℃で

一晩インキュベートし，不純物を取り除いた。その

後，エタノール層を除去し，３，０００rpmで３０分間遠

心分離し，沈殿物を回収した。この沈殿物を室温で

乾燥させたものを「精製ゴーヤレクチン粉末」とし

た。なお，本検討では，使用時に PBSで２．２３％に

調整し，３，０００rpmで３０分間遠心分離して得た上清

を「精製ゴーヤレクチン原液」とした。

２）精製ゴーヤレクチンを PBSで２n倍希釈し，各試

験管内の希釈液１００μlに対して A，B，O，AB型の

２％生食浮遊血球５０μl加え混合後，３，４００rpmで１５

秒遠心し，ゆっくりと試験管を振って血球を再浮遊

させ，肉眼で凝集の有無と最終凝集価を判定した。

３）ゴーヤレクチンと精製ゴーヤレクチンの反応性の

比較：ゴーヤレクチンと精製ゴーヤレクチンを

PBSで２n倍希釈し，各試験管内の希釈液１００μlに対

して２％O型生食浮遊血球５０μlとの反応を比較す

る。なお，対照は PBS１００μlと２％O型生食浮遊血

球５０μlによる陰性対照とした。

３．熱・長期保存による安定性

１）温度および加温時間：ゴーヤレクチンおよび精製

ゴーヤレクチンを室温，３７℃，５０℃で，３０分あるい

は２０時間保存した後，２％O型生食浮遊血球を用い

て試験管法にて最終凝集素価の比較を行った。

２）冷蔵・冷凍にて保存したゴーヤレクチンおよび精

製ゴーヤレクチン（原液）の力価を１ヵ月毎に測定

し，前者は１２ヵ月間，後者は６ヵ月間観察した。な

お，力価測定は各ゴーヤレクチンを PBSにて２n倍

希釈し，各試験管内の希釈液１００μlに対して２％O

型生食浮遊血球５０μlと反応させ，試験管法にて判定

した。

図１ ゴーヤ種子（完熟）
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結 果

１．ゴーヤ種子からの抗 Hレクチン凝集活性の測定

試験管法にてゴーヤレクチンと A，B，O，AB型の各

血球を反応させるとすべての血球で凝集が認められ，最

終凝集素価は A型血球に対して１：２０４８，B型血球に

対して１：２０４８，O型血球に対して１：８１９２で，AB型

血球に対して１：５１２であった（表１）。この結果より，

試験管法におけるゴーヤレクチンの抗 Hレクチン活性

としての至適希釈率を１：２５６～５１２と決定した。また，

スライド法による判定では，ゴーヤレクチンの３２～２５６

倍希釈における２分および５分間反応後の結果からゴー

ヤレクチンの抗 Hレクチンとしての至適希釈率は１：６４，

反応時間を５分とした（表２）。なお，６４倍希釈ゴーヤレ

クチンと A，B，O，AB型の各血球あるいは Aおよび

AB型の亜型である A２型と cisA２B３型の各血球のスライ

ド法による結果を図２，図３に示した。O型血球で特に

反応性が強く，各亜型血球では凝集反応の増加を認めた。

２．エタノール沈殿法によるゴーヤレクチンの精製と凝

集活性の測定

精製したゴーヤレクチンを用いた場合の試験管法によ

る最終凝集素価は A型血球に対して１：６４，B型血球

に対して１：１２８，O型血球に対して１：５１２となり，AB

型血球では凝集が認められなかった（表３）。また，

ゴーヤレクチンを用いた場合，１管目から４管目までは

溶血が認められ判定を行うことができなかった。一方，

ゴーヤレクチンをエタノール沈殿法によって精製した精

製ゴーヤレクチンでは，１管目から溶血せず強い凝集が

図２ 各血液型赤血球とゴーヤレクチンとの反応（スライド法）
上段が２分判定，下段が５分後判定の結果。ゴーヤレクチ
ンは６４倍希釈，各血球は５％生食浮遊血球（A，B，O，AB
型各型）を使用。

表２ ゴーヤレクチンの各血液型との反応性（スライド法）

W＋（最終凝集価）

図３ Aおよび AB血液型の亜型赤血球とゴーヤレクチンとの反
応（スライド法）
上段が２分判定，下段が５分後判定の結果。ゴーヤレクチ
ンは６４倍希釈，血球は５％生食浮遊血球（A，AB，A２，
cisA２B３型各型）を使用。A２は A型の亜型，cisA２B３は AB型
の亜型である。

表１ ゴーヤレクチンの各血液型との反応性（試験管法）

W＋（最終凝集価）

ゴーヤ種子からの簡単な抗 Hレクチン調製と輸血検査 ２４９
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認められ判定が可能であった。また，ゴーヤレクチンで

は A，B，O，AB型血球で全体的に強く反応したが，

高希釈することにより O型血球に特異的に反応させるこ

とが可能となった。さらに，精製することによって，特

に O型血球に強い反応性を示すようになり，抗 Hレク

チンとしての特異性が向上した（図４）。この結果から，

精製ゴーヤレクチンの抗 Hレクチンとしての至適希釈

率を１：３２～６４とした。

３．熱・長期保存による特異性への影響

温度によるレクチンの影響では，ゴーヤレクチンと精

製ゴーヤレクチンともに加温３０分間では５０℃で反応性が

若干落ちたが，室温・３７℃では変化が認められなかった。

しかし，５０℃で２０時間加温すると，両レクチンともに反

応が認められなくなった（表４）。

ゴーヤレクチンの長期保存による安定性の比較では，

ゴーヤレクチンの場合，４℃と－２０℃保存で，原液では

４ヵ月目で１管力価が落ちたが，その後８ヵ月間，力価

に変化は認められなかった。一方，精製ゴーヤレクチン

を用いた場合，４℃および－２０℃保存ともに，１ヵ月目

で２管力価が落ちたが，その後５ヵ月間，力価に変化は

なかった（表５）。

考 察

今回，完熟したゴーヤ種子からの抽出液（ゴーヤレク

チン）は抗 Hレクチン活性を持ち，この抗 Hレクチン

を用いることによって各血球との反応性を確認すること

ができた。ゴーヤレクチンは O型血球に強く反応する

だけではなく，A型血球や B型血球にも強い反応性を

示したが，高希釈することにより O型血球に特異的に

反応させることが可能となった。A型血球や B型血球

での反応は，おそらく各血球膜上に残っている H抗原

との反応であり，特に血球膜上に H抗原が多く存在す

る O型血球では強い凝集活性を示したものと考える。

表５ ゴーヤレクチンおよび精製ゴーヤレクチン（原液）の長期
安定性

W＋（最終凝集価）

表４ ゴーヤレクチンおよび精製ゴーヤレクチン（原液）の温度
による影響

W＋（最終凝集価）

図４ ゴーヤレクチンと精製ゴーヤレクチンの比較
ゴーヤレクチンは５～１４管まで，精製ゴーヤレクチンは１～
１０管まで凝集。ゴーヤレクチンおよび精製ゴーヤレクチン
は PBSで２n倍希釈したもの，血球は２％O型生食浮遊血
球を使用。対：陰性対照

表３ 精製ゴーヤレクチンの各血液型との反応性（試験管法）

W＋（最終凝集価）

安 藝 健 作 他２５０



また，スライド法による反応では亜型である A２型血球

と cisA２B３型血球で対照の A型血球や AB型血球に比べ

て反応が強くなり，このゴーヤレクチンが従来の試薬と

同様の抗 Hレクチンとしての機能を有し，血液型判定

に用いることが可能であることが確認できた。

抽出したゴーヤレクチンをエタノール沈殿法により精

製することにより，精製前は，１管目から４管目まで溶

血のため判定できなかったが，精製することによって１

管目の原液から溶血せずに強い凝集を確認することがで

きた。これはエタノール沈殿法によってゴーヤレクチン

中の抗 Hレクチン以外の成分が取り除かれたことによる

と考えられる。また，抗 Hレクチンの活性においては，

O型血球との反応性が強くなり，抗 Hレクチンとして

の特異性が向上することが確認できた。今回，ゴーヤレ

クチンの調製法は明石らが行った報告１０）を一部参照し確

立した。精製ゴーヤレクチンの抗 Hレクチンは彼らの

結果とほぼ同様の性能を示したが，われわれが報告した

手順で抗 Hレクチンを調製することにより，より簡単

に血液型判定用の抗 Hレクチンを調製することが可能

となった。また今回，簡易に抗 Hレクチンを調製する

ための方法として，未精製のゴーヤレクチンの調製法と

その結果の解釈を上記で考察したが，このゴーヤレクチ

ンは，明石らの作製したゴーヤ抗 Hレクチンと比べて

もその反応性に違いはなく，一般の検査室での抗 Hレ

クチンとして有用であると考えられる。

温度によるレクチンへの影響については，ゴーヤレク

チンと精製ゴーヤレクチンともに加温３０分間では５０℃で

反応性が若干落ち，室温・３７℃では変化が認められな

かった。しかし，５０℃で２０時間加温すると，両レクチン

ともに反応が認められなくなったが，これは長時間の熱

負荷によって抗 Hレクチンが失活してしまったことが

原因であると考えられる。これらのことから，短時間で

あるなら室温でそのまま放置してもレクチンにあまり影

響はないと考えられる。また，長期保存による特異性へ

の影響では，４℃／－２０℃においてゴーヤレクチンで約

１２ヵ月間，精製ゴーヤレクチンで約６ヵ月間の保存で若

干の力価の減少を認めたが調整時とほぼ変わらない力価

となり，抽出したレクチンが長期にわたって安定して使

用できることを確認した。

今回，さまざまな検討を行った結果，ゴーヤ種子から

の簡単な Hレクチン調製法を確立することができ，温

度や長期の保存による安定性も確認することができた。

また，市販の試薬などと違い，ゴーヤ種子は安価で入手

も容易であり，さらに本研究で調製したゴーヤレクチン

は，実際の検査に使用可能な抗 H活性を示し，必要に

応じて精製することにより，さらに O型血球を特異的に

凝集させることが可能である。以上のことより，ゴーヤ

種子から抽出したゴーヤレクチンと精製ゴーヤレクチン

は，抗 Hレクチンとして輸血検査などの臨床の現場に

おいて非常に有用で，実際に利用可能であると考えられ

る。しかし，本レクチンの糖鎖への反応性などの詳細な

メカニズムについては更なる検討が必要であり，今後の

課題である。
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SUMMARY

After the discovery of the phenomenon of aggregation of red blood cells with castor bean

extract by Peter Hermann Stillmark in１８８８, various plant hemagglutinins were discovered from

leguminous plant seed extracts. These plant hemagglutinins were called“lectins”by William C.

Boyd et al . Lectins are sugar-binding proteins that are highly specific for their sugar moieties,

physiological activity, and hemagglutinating activity. In particular, lectins displaying blood-group

specificity are important for blood-group typing and antigen recognition. In recent years, Ulex

lectin（anti-H lectin）extracted from the Ulex europaeus seed was used to subdivide blood of type

O, and the subgroup of ABO, but Ulex europaeus is now difficult to obtain, so it is necessary to buy

expensive reagents.

On the other hand, Momordica charantias（goya）seed extract（goya lectin）was recently

revealed to show higher anti-H activity than Ulex lectin. Goya is readily available and inexpensive

to obtain. Therefore, we examined a simple method for the preparation of goya lectin.

As a result, we were able to establish a simple method for preparing goya lectin isolated from

goya seeds, and confirm its stability against long-term storage and temperature and usefulness as

an anti-H lectin. We expect this method to be used in clinical practice in the future.

Key words : momordica charantias（goya）seeds, plant hemagglutinins, anti-H lectin, ABO blood

typing, clinical laboratories
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