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 In a previous paper, the authors reported that the susceptibilities of Japanese eel (Anguilla 

japonica) to Edwardsiella tarda and Pseudomonas anguilliseptica were increased by exposure to 

sublethal concentrations of copper (100 or 250 ƒÊg-Cu/l) for 24 or 48 hours, and this was interpreted 

as a tertiary response to stress. In the present study, primary and secondary responses to stress 

caused by copper exposure were investigated.

 The apparent increase of corticosteroids was observed in eels exposed to copper for 12 hours. 

The numbers of lymphocytes and granulocytes in the 24 hour-exposed eels decreased to one third 

of those of control fish. It was also demonstrated by an in vitro test that phagocytic rate of 

leucocytes in the blood of the stressed eels lowered against E. tarda but not against Vibrio anguil

larum.

 From these results, the increased susceptibility to the pathogens is interpreted as due to lowered 

phagocytosis.

 ニホ ンウナギ(Anguilla japonica)を 致死濃度以下 の

銅液 に24な い し48時 間 浸 漬 す ると,Edwardsiella

 tardaお よびPseudomonas anguillisepticaに 対す る感

受性 が増 大する ことを前 報(MUSHIAKE et al., 1984)で

報告 し,こ の変 化は銅処理に よるウナギのス トレス反応

(ス トレスの3次 反応)の 一つであろ うと推論 した｡

 本報では,こ の現象を更に詳 しく解明す るために,ス

トレスの1次 お よび2次 反応(PICKERING,1981)につ

いて検討 を加え てみた｡即 ち,致 死濃度以下 の銅液に浸

漬 した ニホ ンウナギにおけ る コルチ コステ ロ イ ドの 分

泌,血 中 白血球数 およびそ の食菌能,お よび抗体産生能

につい て検討 を加えた｡

材料および方法

 1.実 験飼育 水と銅処理

 養殖業者か ら直接購入 した健康な ニホ ンウナギ(体 重

52～115g)を,水 温20℃ の水槽 中で1週 間程度予備飼

育 した後,実 験 に供 した｡実 験飼育 水(以 下飼育 水と略

す)は,前 報(MUSHIAKE et al., 1984)と 同様0.005%

NaCl添 加脱 イオ ン水 とし,予 め ウナギを収容 しておい

た飼育水(水 温25℃)に 銅原液(1000mg-Cu/l)を 銅イ

オ ン濃度が所定 の濃度 とな るよ うに添加 した｡そ して,

所定 の時 間銅処理 した後,ウ ナ ギを取 り上げ以下の検査

に供 した｡

 2.血 漿コルチコステ ロイ ドの定量

 0(対 照区),100,250お よび400μg-Cu/lの 各濃 度

の銅液に12,24,48お よび96時 間浸漬 した後,ウ ナギ

を静かに取 り上げ,ウ レタン(1.5%)で 麻 酔 した｡麻 酔

後,ヘ パ リン処理 した注射器を用いて動脈球 よ り採 血

し,2,500rpmで10分 間遠心分離 して血漿を得,市 販

のキ ッ ト((株 〉和光純薬工業,n-ブ タノール抽出法)を

用 いて コルチ コステ ロイ ド量を測定 した｡

 3.1 in vivoに おける白血球 数の変化

 250μg-Cu/lの 銅液に12,24,48お よび96時 間浸漬

した ウナギの血液塗抹標本を作製 し,メ イ･ギ ムザ染色

(結城,1963)を 施 した後,赤 血球10,000に 対す る相対

的 な白血球数を求めた｡こ こでは便宜上,白 血球を顆粒

球(好 酸球,好 中球,好 塩基球を含む〉 と リンパ球 に分

類 したが,い ず れに も分類 できなか った血球 もある｡実

験 は各区5尾 ずつ用 い2回 行 った｡

 4.in vitroに おける顆粒 球 の食菌能* 広 島大学生物 生産学部
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Fig. 1. Concentration of plasma corticosteroids in Japanese eels exposed to copper for various 

period of time.

 0(対 照 区)お よび250μg-Cu/lの 銅 液 に24時 間 浸

漬(E.tardaの 場 合 は96時 間処 理 も加 え た)し た ウ ナ

ギ 各5尾 か ら採 血 した｡採 血 後,血 液1.5mlを 直 ち に

各 々ヘ パ リンを 入 れ た 小試 験 管 に移 し,E. tarda(ET-

82016株)お よびVibrio anguillarum(PT-81049株,

血 清 型J-O-1)の 生菌 懸 濁 液0.1mlを そ れ ぞ れ1.5×

106お よび1.1×107CFU/mlと な る よ う 加 え 混 合 し

た｡混 合 後,E. tardaの 場 合 は25℃, V. anguillarum

の 場 合 は20℃ の 恒 温 器 の 中 で振盪(36回 転/分)し た｡

1,6,12,24,48お よび72時 間後 に血 液 塗 抹 標 本 を 作 製

し,メ イ･ギ ムザ染 色 を施 した 後,顆粒 球50細 胞 を 計

数 し,食 菌 率 お よび 平 均食 菌 数(phagocytic index)を

次 式 に よ り求 め た｡

 なお,食 作用が進行 し,菌 体が球形化 している場 合の

み ならず顆粒 球 中にほぼ原型を とどめた菌体 が認 め られ

た場合 も食菌陽性 とみな した｡反 対に,食 菌が完了 して

空胞が形成 された と思われ る顆粒球 で も観 察時に内部に

菌体が見 られない ものは,食 菌 陰性 とした｡

 5.免 疫 応 答

 0(対 照区)お よび250μg-Cu/lの 銅液 にそれ ぞれ24

時間 ウナギを浸漬 した後,E. tarda(ET-82016株)の

ホル マ リン死菌を魚体重100g当 た り1mg筋 肉内接種

した｡あ わせて飼育水に24時 間浸漬 しただけの非接種

区 も設けた｡免 疫後,ウ ナギを水温25℃ の飼育水中に

収容 し,3,5,7,10,14お よび21日 後(た だ し,非 免疫

区は7,14お よび21日 後のみ)に それぞれの区か ら5

尾ずつ魚を取 り上げ採血 した｡白 血球 数は前述の方法に

よ り,赤 血球10,000に 対する相対 数 として求めた｡血

漿抗体価はホルマ リン抗 原を用 いてマイ クロタイタ ー法

に よ り測定 した｡

結 果

 血漿 コルチ コステ ロイ ドの測定結果 をFig.1に 示 し

た｡12時 間銅処理 した ウナギにおいては,処 理 した銅液
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Fig.2. Relative number of leucocytes of the eels

 treated with copper(250μg/l).

の濃 度に比例す る ように血漿 コルチ コステ ロイ ドの濃度

が上 昇 していた(対 照区: 18.8,100μg-Gu/l区:37.5,

250μg-Cu/l区:99.5,400μg-Cu/l区:123.5μg/100

ml)｡し か し,24～96時 間 と銅浸漬 時間を長 くして もコ

ルチ コス テロイ ドの値 が更に高 くなる とい う こ とは な

く,概 ね逆 に減少す る傾向が見 られた｡

 in vivoに おけ る白血球数は,同 じ実験 を2つ の魚群

につ いて行 ったが,各 魚群 ごとに対照区で のそれぞれの

白 血球数 を100と し,そ れ に対す る各区 の顆粒 球 および

リンパ球 の相対値 と して求 め,そ の経時的変化をFig.2

に示 した｡そ の結果,24時 間銅処理 後に顆粒 球 お よび リ

ンパ球 ともに最 も低い値 を示 し(そ れ ぞれ の 相 対 値 が

33.0お よび35.6),対 照区の1/3に まで減少 した｡

 in vitroに おける顆粒 球のE. tardaお よびV. an

guillarumに 対す る食菌率 と平均食菌数 の変化をFig.3

に示 した｡E. tardaに 対 しては,対 照区に比べ ると24

お よび96時 間銅処理 した ウナギの顆粒 球 に食菌能の低

下 が見 られた｡血 液 と菌を混合 し反応を開 始 して か ら

24時 間後 には,24時 間銅処理 した ウナギの顆粒 球の食

菌率 は13.6%と な り,対 照 区の食菌率(29.6%)の ほ

ぼ1/2に 低下 していた｡こ の時点 におけ る平均食菌数 は

対 照区のそれ と違いはなか ったが,48時 間あるいは72

時問反応 させた場合には平均食菌 数の低下 も 認 め られ

た｡96時 間銅処理 した ウナギの顆粒 球の 食菌 率 も低下

していたが,24時 間銅処理の場合程ではなか った｡V. 

anguillarumに 対 しては, E. tardaに 対す る 場合の よ

うな顆粒 球 の食菌率 の明らか な低下 は見 られ なか った｡

 免疫 後の白血球数 の相対値 の経時的変化 をFig.4に

示 したが,銅 処理 をせず にE.tarda死 菌 を接種 した区

(B)で は,接 種3日 後 には顆粒 球 の相対値 が217.6,10

日後には340.6に まで増加 した｡リ ンパ球には顆粒 球 ほ

Fig. 3. In vitro phagocytic activity of gran

ulocytes of the eels against E. tarda and

 V. anguillarum.

ど顕著な変化は見 られなかった｡こ れ に比べ て銅処理 し

た区(A)で は死菌 接種に よる顆粒 球 の増加は見 られず,

む しろ リンパ球では接種14日 後に非接種魚 の1/2に ま

で減少 した｡

 また,銅 処理 した ウナギ と銅処理 しない ウナギの抗体

産生 の比較をFig.5に 示 したが,銅 処理 区 と対照 区の

間にE. tardaに 対す る抗体産生能力の差はほ とん ど見

られ なか った｡

考 察

 100,250お よび400μg-Cu/lの 銅液 に12時 間浸漬 し

た ウナギにおいて血漿 コルチ コステ ロイ ドの増加が見 ら

れ,12時 間後には既にス トレスの1次 反応が現われ てい

ることがわか った｡致 死濃度 以下 の100お よび250μg-

Cu/lの 場合,ホ ルモ ンの濃度は12時 間浸漬区で最 も高

くな りそ の後低下す るが,48時 間 もしくは96時 間後に

再 びやや増加す る傾 向が認め られた｡同 様の現象はサ ケ

科 魚類で も認 め られ て い る(DoNALDsoN and DYE,



52 虫明敬一･中 井敏博･室 賀清邦

Fig. 4. Changes with time of the relative number of leucocytes of the eels treated with cop

      per (250ƒÊg/l) followed by immunization with formalin-killed E. tarda (ET-82016) cells.

Fig. 5. Plasma agglutinin production in control 
and Cu-exposed eels after immunization 
with E. tarda (ET-82016) bacterin.

1975;SCHRECK and LORZ,1978)｡

 ス トレスの2次 反 応 で あ る 白血 球数 の変 化 をFig.2

に 示 した が,銅 処 理 開 始 後24時 間 で顆粒 球 お よび リン

パ球 ともに最 も減少 していた｡こ の ことは
,前 報 で報告

した ように,E. tardaお よびP. anguillisepticaの 筋

肉内注射攻撃 に対 する ウナギの死亡率が24時 間銅処理

群 で最 も高かった事実 とよく結 びつ く｡さ らに,単 に 白

.血球 の数 だけでな く,E. tardaに 対す る顆粒 球 の食菌

率 も銅処理 に よって低下 した｡特 に24時 間処理 した顆粒

球 でその傾 向が 顕著 であ り,E.tardaに 対す る食菌

率 は対照区 のそれ のほぼ1/2に 低下 し,白 血球数 の減少

(1/3)と 合せる と,血 中顆粒 球 の食菌作用 は1/6に 低下

していた とみ るこ とが でき,こ の白血球の 機 能 低 下 が

E.tardaに 対す る ウナギの感受性 の 増大を もた ら した

一要因 と考 えられ る｡一 方
,V.anguillarumに 対す る

顆粒球の食菌能には銅処理の影響はほ とん ど見 られず,

そのため銅処理 して もV.anguillarumに 対す る感受性

が変化 しなか った(前 報)も の と判断 され る｡

 ス トレスの2次 反応であ る免疫応答 に対す る影響につ

いては,ゼ ブラフィッシュに お け る 亜 鉛(SARQT and

 PERLMUTTER,1976)や ギ ンザ ケにおけ るク ロ ム(SU-

GATT,1980)で 抗 体産生の抑制作用 が報 告され てい る｡

しか し,本 実験 では銅処理 に よって白血球数 の増加 は抑

え られ るものの,抗 体産生 には ほとん ど影響が見 られな

か った｡
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 以上の結果を 総合すると,致 死濃度以下 の銅液(250

μg-Cu/l)に24時 間浸漬 した ウナギにみ られたE. tarda

に対す る感受性の増大 は,主 として同菌 に対す る血 中白

血球の食菌作用 の低下 に よる ものであろ うと判 断 さ れ

た｡
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