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甲状腺穿刺液サイログロブリンのレクチン親和測定法
一甲状腺分化癌診断の可能性一

加藤亮二1),菅谷　昭2),飯田太2)

A NovelLectin･Affinity Assay of Thyroglobulin in TllyrOid Aspirated

Specimens : A Clue to the Diagnosis of Differentiated Thyroid Cancer
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The sugar chain residue of thyroglobulin produced in thyroid cancer (C-Tg) has a

modified structure compared with that in the normal thyroid (N-Tg). We have measured

the remaining unbound-thyroglobulin (ub-Tg) in thyroid specimens by an enzyme im-

munoassay (EIA) after treatment with Concanavalin A (ConA) lectin, taking advantage of

different affinity of C-Tg to lectin.

Three thyroid tissue specimens ( 1 normal, 1 papillary carcinoma, 1 benign goitor)

and 28 thyroid aspirated specimens (16 papillary carcinoma and 12 benign goiter) were

analyzed.

Tg to lectin ratio of 1 : 3 was at the zenith of the ub-Tg%. Thus, ConA at a ratio of

1 : 3 were used for subsequent studies.

The ub-Tg value for papillary carcinoma tissue was significantly higher than the

benign goiter.

Five of 16 specimens obtained by aspiration from thyroid cancer manifested elevated

ub-Tg levels after ConA treatment.

Thus, measurement of ub-Tg in thyroid aspirated specimens after treatment with

ConA may prove to be useful for the diagnosis of thyroid cancer.
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は　じ　め　に

甲状腺癌細胞が産生するサイログロブリン

(Cancer-Tg; C-Tg)と正常組織由来Tg

(Normal-Tg; N-Tg)の糖鎖は異なること

が知られ1), N-Tgでは高マンノース型およ

び複合型の2枚の糖鎖からなるのに比べ, C

-Tgでは3-5枚-増加していることが認

められている2)｡これら糖鎖の違いを各種レ

クチン(lectin)を用いて検討し,張ら3)は癌

組織と正常組織における染色性の違いを,

Tarutani4)や佐藤5~6)らほ組織および血清Tg

の物理･生化学的性状を調べ,その違いを明

らかにした｡今回,レクチンの糖鎖に対する

親和性の差を利用したTg測定法を考案し,

甲状腺穿刺液からの甲状腺癌診断の可能性を

検討した｡

実験材料および方法

1.測定対象

対象は病理診断で確定された乳頭状腺病組

織1例,バセドゥ病組織1例,良性腫癌1例,

癌の手術時に得られる周辺部分の正常組織1

例と細胞診検査時と本検査の為に入手された

穿刺液28例(a.乳頭状腺癌16例:轟胞形成

11例,嚢胞形成なし5例, b.良性鹿癌12例二

褒胞形成8例,癖胞形成なし4例)である｡

なお,組織および穿刺液は使用まで-20℃で

凍結保有した｡

2.各組織からTg精製

凍結しておいた各組織切片を少量の0.05

Mリン酸緩衝液(pH 7.2,0.9%NaCl加:以

下PBS)に浮遊し,ホモジナイズした後,

100,000g 60分間遠心して上清を得た｡この

液をFPLC液体クロマトグラフイによるゲ

ル滅過(Superdex-200 :フアルマシア社)汰

で分離し, Tgを得た｡ Tg測定は既報7)の

Enzyme lmmunoassay (Tg-EIA)で行った｡

3.穿刺液Tgサンプルの調整

細胞診検査のために得られた穿刺液試料は

量が少ない為に以下の処理を行った｡ 100メJl

のPBSに浮遊し,撹拝した後100,000g 60分

間遠心して上清を得,これをサンプルとした｡

また, SOS-PAGE電気泳動には前記のゲル

滴過法で分離した穿刺液Tgを使用した｡な

お,すべての穿刺液は遠心後の結果から2群

に分類した｡細胞成分がなく嚢胞形成があり,

変性度が強いものを穿刺液Ⅰ,重砲形成がな

く細胞成分があるものを穿刺液ⅠⅠとした｡

4.レクチン

レクチンはConcanavalinA (ConA ;豊年

製油社)を用いた｡使用前に, ConAレクチン

をPBSで1 mg/mlの濃度に調整後使用し

た｡

5. Tg測定法とサンプルのレクチン処理法

Tg測定は著者らが考案した既報7)の方法

で実施した｡抗Tgポリクロナ-ル抗体結合

固相(96穴平底マイクロプレート:Nunc社)

に緩衝液(1%FCS添加PBS) 100JJl,サン

プル50JLl加え60分反応,洗浄後ベルオキシ

ダーゼ標識抗Tg抗体100pl加えて60分間反

応,再び洗浄後,基質であるテトラメチルベ

ンチジン(TMB) 100/Jlを加えて30分間発

色, 1Mリン酸50JJlで反応停止後比色した｡

レクチン処理法は図1に示すように組織Tg

と穿刺液Tg液をそれぞれ50pl(0.1 mg/ml)

とりConAレクチン0-450ノUl(1 mg/ml)の

比で反応(4℃,一夜)させた後, 3000回転

30分遠心してレクチン結合Tgを除去,残存

する未結合Tg (ub-Tg :上清)分画を測定し

た｡なお,結果はub-Tg値をレクチン無添加

Tg値で除L ub-Tg%で表現した｡

6.組織Tgと穿刺液Tgのウエスタンプ

ロット
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癌および正常組織Tgと癌穿刺液Tgを

SDS-PAGE後,ニトロセル.3-ス膜にプ

ロッテイングし,免疫染色とConA染色を

行ったo免疫染色の一次抗体は抗Tg抗体マ

ウス腹水(300倍希釈:自家制),二次抗体は

ベルオキシダーゼ標識抗マウスIgG (2000

檀;DAKO社), ConA染色はベルオキシ

ダーゼ標識ConAレクチン(500倍希釈:

DAKO社)であり, SDS-PAGEおよびブ

ロッテイング法とともに成書8)の方法で行っ

た｡

Tg (0. 1mg/ml)　　　　　　50　11 1

ConA-1ectin(l印g/ml)　450 -　OFLI

Blユffer　　　　　　　　　　0　- 450F11

且　Mix

lncubated at 4℃ for over night

且

Centrifuge　3DODrpJn/min

且

Take supernatant for Tg measurement

図l TgのConAレクチン処理法

測定原理

本法の測定原理を図2に示した｡癌Tgは

正常Tgに比べ,レクチンに対する反応性が

異なることを利用するものである｡両者に一

定量のレクチンを加えると癌Tgのub-Tg

は変化を伴うため,一定時間反応後,遠心し

て上清の未結合Tgを従来のTg測定法で鑑

別する｡

結　　　果

1.組織Tgと穿刺液Tgの測定精度

バセドゥ組織Tgと癌穿刺液Tgを緩衝液

で希釈し,表1のような濃度に調整した｡ 10

日間繰り返し測定による目差再現性は31-33

ng/ml付近のTg値でCV 8-9.5%, 220

Sugar chaln

+ LectlnS ⇒ High affinity

+ LectlnS ⇒ Low afflnlty

(Weak blndlng)

↓

ub-Tg

↓

measurement

図2　レクチン親和Tg測定法の原理

表I Tgの測定精度(目差再現性)

組織Tg*　　穿刺液Tg**

Samples S 1 S 2　　S 1 S 2

N 10 10 10 10

Mean ng/ml　31.1 221.6　32.8　218.9

SD ng/m1　2.5　12.1　3.1 15.7

CV　　%　　　　8.0　　5.4　　9.5　　7.2

*バセドゥ組織　　**癌穿刺液

表Z ConAレクチン至適量の検討

Tg: Lectin Cancer Benigngoiter Ratio*

1 : 0　　100　%　100　%

1 : 1　　43.5%　　1.7%

1 : 2　　12.5%　　　0.6%

1 : 3　　　6.3%　　　0.1%

1 : 5　　　0.9%　　　0.2%

1 :10　　　0.6%　　　0.1%

5　8　0　5　0

1　5　0　3　4　6

2　2　6

* ratioはCancer ub-Tg%/Benign goiter

ubノrg%で求めた｡

ng/ml付近でCV 5-7%と両者のサンプ

ルで良好な精度を認めた｡

2.至適レクチン処理量の検討

衰2に示すように甲状腺癌Tgと良性腫蕩

組織Tg(0.1mg/ml) 1容に対してConAレ

クチン(1 mg/ml)を0-10容量まで比を変

え測定した｡レクチソ無添加を100%とした
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時,癌と良性鹿癌のub-Tg値の比は1 : 1で

25.5倍, 1 : 2で20.8倍, 1 : 3で61倍, 1二

5で4.5倍となり, 1 : 3が最も大きい差を示

した｡

3.甲状腺穿刺液におけるub-Tg値

穿刺液28例についてConAレクチンとの

比1 : 3でub-Tg値を測定したところ,図3

に示すように穿刺液Ⅰ群では癌11.1±11.1%

(Mean±SD),良性腫疹4.9±2.8%

(Mean±SD)であった｡両者には有意な差

はなかったが,痛11例中4例が良性腫癌に対

して高値を示した｡穿刺液II群でも癌11.2±

20.6% (Mean±SD),良性塵痴3.5±3.5%

(Mean±SD)が得られ,癌5例中1例に高

値例がみられた｡

4.組織Tgと穿刺液Tgのウエスタンプ

ロット

図4にConAレクチンと抗Tg抗体を用い

て組織Tgと穿刺液Tgを染色したウエスタ

ンプロットを示した｡正常組織TgはConA

レクチン,免疫抗体いずれにおいても幅広く

多数のバンドが認められたが,癌組織Tgで

は免疫染色でやや弱く, ConAレクチンでは

ほとんど染色されない結果であった｡癌穿刺

液Tgの中でub-Tg値の高い例について検

討したところ,痛組織と同様,免疫染色と

ConA染色共に弱い結果を示した｡

考　　　察

甲状腺液胞内に存在する蛋白のほとんどは

サイログロブリン(Tg)で占められる｡その

Tgはおよそ10%の糖9~13)を含む糖蛋白から

なり,分子量は66万の巨大な分子である｡ Tg

を構成する代表的な糖はマンノース(Man),

ガラクト-ス(Gal), N-アセチルグルコサミ

ソ(GluNAc),シァル酸(NANA),フコー

ス(Fuc)の5種9~13)といわれ, Unit-A鎖と

N.S N.S

t■■■■■l■山　　　　　　上■■■■iiil

30 20 3e bD ト ■⊂) ⊃ 10 ��ﾂ��ﾂ��ﾂ��ﾂ��ﾂ����ﾂ��ﾂ��ﾂ��ﾂ�● ● ●●● i. ● ��ﾂ��ﾂ��ﾂ��ﾈ�ﾂ�● 一●● 

N 免ﾂ�8 迭�4 

Mean% 免ﾂ���4.9 免ﾂ�"�3.5 

S.D% 免ﾂ���2.8 �#�綯�3.5 

Subject �6��6W"�Benign goiter �6��6W"�Benign goiter 

Aspirated 僊spirated 

spectmenI' 冱pecimenⅠⅠ‥ 

図3　甲状腺穿刺液のub-Tg値

*　Aspirated specimen I :細胞成分なし

嚢胞あり,変性が強い

** Aspirated specimen II :細胞成分あり

嚢胞なし,変性なし

C-AB C-T ～-T C-AJ C-T　打一丁　　　帆

CoAAfimtio11　　11■u爪Ofi又8tiOTI

c-As :癌穿朝練　C-T :癌糾　打-T:正常租*

l批=マーカー

図4　組織Tgと穿刺液Tgのウエスタンプロット

Unit-B鎖の2枝の糖鎖を持っており, Unit

-Aは典型的な高Man型, Unit-Bは複合型

である｡癌化した細胞が産生するTgの糖鎖

はYamamoto2)らによると3 - 5枝に変化し

ていると報告されている｡最近,張3)らは12種

類のレクチンを用いて種々の甲状腺組織にお

ける糖質の分布と変動を観察したところ,コ
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ロイドにおけるレクチンの反応性は正常組織

にくらべ癌組織は多様な染色性を示すと報告

している｡また,中島1), Tarutani4),佐藤5~6)

らも各組織と血清Tgの性状を調べたとこ

ら, Tarutani4)らは癌組織由来Tgの中に

ConAカラムを素通りする分画があることを

報告し,違いのあることを兄いだした｡この

ように癌細胞が産生するTgと正常細胞の

Tg糖鎖は異なることが明らかにされてき

た｡

さて,現状の甲状腺癌診断は細胞診,超音

波検査, Ⅹ線を含む画像診断をはじめ塵癌

マーカーであるTg測定が一般的であるo従

来の血清Tgは甲状腺に結節を有する例で高

値を示すが,そのうち良性と癌の鑑別はでき

ないとされている｡また,血清Tgは癌細胞が

産生するTgと癌細胞が正常細胞を破壊し,

逸脱するTgの混合物を測定している為に

Tg分泌や逸脱が少ない癌は高値を示さない

と考えられる｡

これに加え,加藤14)らや樽谷13)らが述べて

いるように癌Tgと正常Tgの違いは糖鎖の

みならず蛋白抗原性も異なると言われ,正常

Tgやバセドゥ病Tgを抗原とする抗体を使

用している従来法はこれらの問題点も抱えて

いるのが現状である｡

今回,これらの例について癌診断向上の目

的で穿刺液をサンプルとするレクチン親和

Tg測定法の可能性を検討した｡まず,癌Tg

と正常組織TgのConAレクチンに対する反

応性を見る為に電気泳動による染色性の違い

を検討した｡免疫染色とConAレクチン染色

はいずれも癌Tgに対し染色性が弱い結果を

認め,特にConAレクチンの染色性は著しい

減少を示した｡これらの結果はTarutani4)ら

のConAカラムを素通りするTgと同様,癌

Tgはα-Mannoseをはじめとする糖鎖変

異13･16)が生じていることが推測された｡

次に癌ub-Tg値が良性塵癌ub-Tgと差を

大きくする重要な条件の一つとして,レクチ

ン量とTg量の反応比があげられる｡レクチ

ン量が多い場合にはTgとの結合量は増加

し,逆に少量であれば結合が起こりにくい｡

今回はTgとConA比で1 : 3が最も良い結

果であり,濃度に換算するとTgO.1mgに対

してレクチン3mgであった｡結果を示さな

かったが,他のレクチン(Ricinuscommunis

agglutinin : RCA-120)でも同様な結果16)を

認めた｡

これらをもとに嚢胸形成,非形成の穿刺液

をサンプルとして測定したところ,癌組織16

例車5例(31.2%),特に褒胞形成群では11例

中4例(36.3%)が高値であった｡本法の陽

性率の低い原因は定かではないが,張3)らが

述べているように癌組織は各個人でレクチン

に対する染色性が多様であったことから,糖

鎖変化の程度が個人レベルでかなりバラツキ

のあること,また,穿刺液中における癌Tgと

正常Tgの混合比,さらに使用抗体がバセド

ゥ病Tg由来のものであったことも反応性が

低下した原因と考えられた｡しかし,本法は

陽性率は低いものの,血清Tg測定と同様,症

Tgを抗原とした抗体を今後使用することに

より細胞診や画像診断で困難な例の有用性が

示唆され,癌診断の補助的検査法として期待

される｡

結　　　語

穿刺液をサンプルとするレクチン親和性測

定法を考案した｡癌TgはConAレクチン処

理することでub-Tgの増加が認められた｡穿

刺液では33.3%と陽性率は低いものの高値を

示す例が認められたことから本法は癌診断補

助的検査法として有用であることが示唆され
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