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　　1　　緒　書　　　　　　　　　　　　　　　　　　色体研究には，この2っの因子を分離精製したもの

　　phytohemagglutinin（P　H　A）は，植物種子か　　　を用いる必要はなく，インゲン豆から食塩水で抽出

ら抽出される比較的粗製の糖蛋白質と見なされ　　　したままの粗製のPHAで十分であることから，宇

るもので，その名の示すように赤血球凝集素として　　　多小路⑦は簡単な自家製法を考案している。これに

前世紀の宋頃から知られており，その後ヒト血液型　　　よると大量のPHAが極めて容易に入手でき，染色

に特異的なPHAも種々発見された。1960年頃，　　　体研究のためのPHAの製法としては便利な方法で

N。well（1）によりインゲン豆Phaseolus　vulga一　　　ある。しかし，種子の品種によってはこの方法では

risから抽出されたPHAには，ヒト正常リンパ球　　　分裂誘起能のあるPHAを抽出できない事が多い。

の分裂を誘起する作用があることが初めて報告さ托　　　そのため著者らは宇多小路の方法を改良して，種子

続いてこのPHAを用v｝て末梢血から染色体標本を　　　の品種に無関係に高力価のPH21Lを得る方法を考案し

簡単に得る方法がMoorheadら（2）により同年に確立　　　たので詳述し，さらにインゲン豆の品種と力価，こ

された。以後生体における染色体分析は容易に行な　　　の方法で得られるPHAの問題点について述べる。

えるようになり，現在では臨床面でも広範に用いら

れている。またPHAを添加した末梢リンパ球は，　　　　　ll材料および方法

in　Vitro　で免疫グロブリンを産生することが判り　　　　A　材料：使用したインゲン豆の種子（菓豆）

（3），免疫学の分野でもPHAの作用が注目され始め　　　は，1970年長野県松本市近郊で収穫された穂高菜豆

ている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アルプス菜豆，丸爽尺五寸菜豆（ケンタッキーワン

　　PHAの化学的性状については殆んど不明であ　　　ダー），トップクロップの4品種と，1969年に収穫

り，その所見も研究者によりまちまちである㈲（5）が，　　された穂高菜豆（以後越年穂高と称す）を種苗業者

赤血球で吸収を繰返すと自血球分裂誘起能は余り変　　　から入手し，すべて1970年12月にPHA抽出を行なっ

らないが，赤血球凝集素価は激減することから，少　　　た。穂高，アルプス，丸葵尺五寸は蔓あり種，トッ

くともこの2つの因子は別個のものとされている。　　　プクロップは蔓なし種である。蔓なし種はこの他に

比較的精製されたPHAは市販されてお・り，精製法　　　江戸川，本金時，中長うずら，山城黒三度等も松本市

も発裏されている（6｝が，これらは凝集および分裂誘　　　近郊で栽培されているが，種苗店に在庫品がなかっ

起の両因子を含んでいる。末梢白血球培養による染　　　たのでトップクロップのみを用いた。
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　　　B　　方法　　　　　　　　　　　　　　タノール・酢酸（3：1）固定，スライドグラス上

　　　1　種子10gを水道水でよく洗濠する。この　　　に展開して標本を作製した。このようにして得られ

時浮上する種子は除く。　　　　　　　　　　　　　　た標本では，図1～5のように多数の大型化したリ

　　　2　約200meの蒸留水に浸し，冷蔵庫内（4　　　ンパ芽細胞（blast）が見られる。この標本に基づ

℃）に2日間放置しよく吸水させ，十分に膨潤軟化　　　いて各種PHAによってblast化した細胞の出現

せしめる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　率を算定したところ，表1のごとく平均73．6％（72

　　　3　あらかじめ冷蔵庫内で冷やした生理食塩　　　．5～74．8％）であった。

水100m2を少しずつ加えながら，冷やした乳鉢を用　　　　　培養72時間目に50μg／rn2濃度のコルヒチンを

いて種子数粒（4粒ぐらいが良、い）ずっすり潰し，　　培養瓶1本にっき0．025me添加し，37℃に15時間静

冷蔵庫内に放置する。　　　　　　　　　　　　　　　　置したものでは図6に示すように，多数の有糸分裂

　　・4　5時間後に沈｛のみを取り出して，冷乳　　　像が見られる。

鉢で少量ずっ完全にすり潰し再び上澄と混ぜ合わし

て2日間冷蔵庫内に放置する。その間，時々掩絆し　　　　　］V　　考　　察

てPHAの抽出を促す。　　　　　　　　　　　　　　　PHAの製法で特に重要な点は，種子の吸水お

　　　5　最後によく撹搾し，冷遠沈管を用いて3000　　よびすり潰した粥状物からの抽出時間である。イン

rpm，10分間遠沈する。　　　　　　　　　　　　　　ゲン豆には種皮および胚乳の固いものが多く，宇多

　　　6　上澄を冷生理食塩水で20倍に稀釈し，滑　　　小路の方法のように1夜水に浸しただけでは十分に

過滅菌する。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　吸水膨化しないので，乳鉢ではすり潰し難い。また，

　　　7　消液を少量ずつ滅菌アンプルに封入して，　　食塩水での抽出時間も1夜では不足である。著者ら

deep　freezerまたは冷蔵庫の氷室内に保存し，用　　　の実験では2日間水に浸せば，種子の吸水，膨化は

時融解し，全血培養の場合は培養lk　S　me，全血0，5　　　十分に行なわれ，越年種子も含めてどの種子も軟く

meに対してPHA　O　．2Sme添加すれば十分である。　　　　なり，容易にすり潰せる。5時間程後に再び沈澱を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　すり潰すこと，および食塩水抽出時間を2日聞に延

　　m結果　　　　　ばすことで，どの種子からも非常に力価の高いPHA
　　4品種のインゲン豆から得たPHAの白、血球分　　　が得られるようになる。

裂誘起能を検するため，末梢血の全血培養を行なっ　　　　種子の品種とPHAの力価に関しては，品種産

た。著者らの培養方法は，TC－Medium　199（千葉血　　地などの違いにより著しい差があると言われている

清製）100認に対してヘパリン2000単位，力価1g　　　（7）が，表1に示したように著者らの方法で得たPHA

／5m2のストレプトマイシン0．5酩，30万単位／1　me　　には力価の差は殆んどみられないことから，これら

のペニシリンO　．04mEを加えたもの4皿級びAB型ヒ　　　はおそらく品種による種皮および胚乳の固さ，ある

ト血漿1並から成る培養液に，全血0．5me，PHA　O．　　いは吸水力の差に基因するものであろう。　PHAの

2Smeを加えて37℃で48時間培養し，　PHAを含んだ　　　品種間の力価を比較するためにblast化率を算出したが，

上記培養液約2．5me（最初量の半分）を追加して更　　　bl　astの判定基準をどのようにとるかによってその

に24時間培養。以後は，普通の方法で低張処理，工　　　値は大巾に変る。表1におLけるblast，　small

表1　各種PHAによるblast化細胞の出現率の比較

Kinds　of　p．

@　vu1露aris

No．of　cells

@c◎unte（1
Blast（％）

Small　lym－

垂?盾モ凾狽?@（％）

Mltotic

垂?≠唐?@（％）

Undicida－

b撃?@（％）

穂　高　菜　豆 645 72．3 3．9 0．3 23．5

越年穂高菜豆 687 72．5 6．8 0．9 19．8

アルプス菓豆 649 74．5 6．7 0．5 18．3

丸爽尺五寸菜豆 681 74．4 4．6 0．6 20．4

トップクロップ菜豆 647 74．8 4．2 2．1 18．9
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図1　穂高菜豆PHA添加培養　　　　　　　　　　　　図4　丸萸尺五寸菜豆PHA添加培養

図2　越年穂高菜豆PHA添加培養　　　　　　　　　　図5　トップクロップ菜豆PHA添加培養

図3　アルプス菜豆PHA添加培養　　　　　　　　　　図6　PHA（アルプス）添加培養（コルヒチン処理）

lymphocytq　mitotic　phase，　undecidableの区分　　　　mitotic　phase：有糸分裂中のもので前期，中期

の基準は次のように設定した。　　　　　　　　　　　　後期，終期などの染色糸または染色体構造の認めら

　　blast：核が肥大し，　Giemsa染色でや・淡く　　　れるもの。

赤味を帯びて染まり，核内に数個の核小体が見られ，　　　undecidable：核および細胞質にblast化傾向が見

細胞質の肥大したもの。標本中細胞質が脱落してい　　　られ，核の大きさおよび染まりの濃さは中程度であるが，核

るものも核の性状がこれに該当する場合は，blast　　　内に核小体が確認できないため典型的なblastとは言えない

とした。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　もの。および，核の形が図8～12に示すように不整形のもの。

　small　lymphocyte：核は・」・型でGiemsa液で極　　　undecidableの範疇に入れた中型のリンパ球の起源

めて濃く染まり，細胞質の少ないもの。すなわち，　　については，花岡ら〔8）はPHAに反応した小リンパ

PHAに反応していない細胞と見なされるもの。　　　　球がblast　化して4～5回分裂を繰返した後，中

304　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　No．3，　1971



米村　　頭　　h山三千代

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リンパ球を主とした成熟型に変り，その後間もな

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冶んど死’滅すると言っている。従ってこれらの中

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リンパ球はPHAに反応した結果生じたものと考

　　　　　　　　　　　鷲　　　　　　　　　　　　　彗らの粗製PHAによるものであれば，その出現

　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　芝は正常分裂に比べて非常に低いとはいえ，このP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を染色体研究に利用する場合支障となることも考え．

　　　　　　　　　　　－“　　　　　　　　　　　　　田胞はPHAに反応した結果生じたものと考えら

11　　・12　　　る㌫ご見繍膿離蛮譲＆
　　　　ゴ　　　　　　‘　　’　　　　　　　　　st，　mitotic　phase，　undecidableの3者を相

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、て4品種（越年種子を加えて5種類）の平均値

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．よ，94．8％におよび，どのPHAも非常に高い力価

図8　多極分裂の終期像　　　　　　　　　　　　　　を有していることが判る。

図9，10　多極分裂に基因すると思われる多核細

　　　　　胞像。図7，8を経て形成されるもの　　　　　V　結　　　語

　　　　　と思われる。　　　　　　　　　　　　　　　著者らの改良した製法によると，Phaseolus

図11，12　多極分裂に基因すると思われる多核細　　　vulgaris　の品種には殆んど関係なく高力価の

　　　　　胞像。図9および10を経て形成される　　　PHAが容易に得られるのでこの方法を推奨する。

　　　　　ものと思われる。　　　　　　　　　　　ただひとつ低頻度ではあるが核の不均等分裂や多極

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分裂と思われる異常分裂像が出現することが問題と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なるが，異常分裂の種類，発生機序および粗PHA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中にあると思われる誘起因子の性状，簡単な除去法
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については，現在検討中である　　　．層
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