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I 章  

 

ア ユ の 種 苗 生 産 を と り ま く 問 題  

 

ア ユ ,  P l e c o g l o s s u s  a l t i v e l i s  a l t i v e l i s  は 、 サ ケ 目 、 サ ケ 亜 目 、 ア ユ

科 、 ア ユ 属 に 分 類 さ れ る 魚 類 で あ り 、 分 類 学 上 、 ア ユ 科 は ア ユ 属 の

一 属 一 種 で 形 成 さ れ て い る １ ）。 ア ユ は 東 ア ジ ア に 分 布 し 、 主 な 生 息

域 は 日 本 で あ る １ ）。 ア ユ に は 、 海 に 下 ら ず に 一 生 を 淡 水 域 で 過 ご す

陸 封 型 も あ る が 、 一 般 的 に は 春 に 海 か ら 河 川 に 遡 上 し 、 秋 に 下 流 へ

下 り 、 産 卵 し て 一 生 を 終 え る 年 魚 で あ る 。 つ ま り 、 一 般 的 な ア ユ は

両 側 回 遊 型 で 、性 成 熟 を 迎 え 始 め る と 河 川 を 流 下 し て 下 流 域 に 下 り 、

そ こ で 性 成 熟 し た も の か ら 順 次 産 卵 放 精 を 行 な う 。 卵 は 直 径 約 1  m m

程 度 で あ る が 、 1 5～ 2 0 日 で 孵 化 し た 仔 魚 は 約 6～ 7  m m 程 度 に な る 。

仔 魚 は 、 数 日 で 河 口 域 や 海 ま で 流 下 し 、 汽 水 域 、 あ る い は 塩 分 濃 度

の 低 い 海 域 を 回 遊 す る 。孵 化 後 2～ 3 日 目 で は 、黄 卵 か ら の 栄 養 に 依

存 す る が 、そ の 後 、 3～ 4 カ 月 ま で は 動 物 プ ラ ン ク ト ン を 捕 食 し な が

ら 成 長 し 、砕 波 帯 を 移 動 す る 。春 か ら 夏 に か け て 体 長 5  c m 程 度 に 成

長 し た 稚 魚 は 河 川 を 遡 上 し 、 食 性 を プ ラ ン ク ト ン か ら 付 着 藻 類 食 に

変 化 さ せ る 。 陸 封 型 ア ユ で は 流 入 す る 河 川 で 産 卵 し 、 稚 魚 期 を 淡 水

で あ る 湖 等 で 過 ご し 、 一 般 的 な ア ユ と 同 様 に 春 か ら 夏 に か け て 流 入

河 川 に 遡 上 す る 。  

全 国 の 主 な 都 道 府 県 に は ア ユ の 種 苗 生 産 セ ン タ ー や 漁 業 協 同 組 合

に よ る 生 産 施 設 が 設 置 さ れ 、 地 域 の ニ ー ズ に 合 っ た 種 苗 が 生 産 さ れ

て 放 流 さ れ て い る 。 ま た 、 陸 封 型 の ア ユ と し て 琵 琶 湖 由 来 の ア ユ も

各 県 の 河 川 に 移 動 放 流 さ れ て い る の が 現 状 で あ る 。 こ の よ う な ア ユ

の 生 産 現 状 は 、 岡 山 県 高 梁 川 を 例 に と る と 以 下 の 如 く に な る 。  

 



2 

 

 高 梁 川 は 、岡 山 県 西 部 に 位 置 し 、そ の 源 を 新 見 市 千 屋 の 花 見 山（ 標

高 1 , 1 8 8  m） に 発 し 、 吉 備 高 原 を 蛇 行 し な が ら 流 れ 、 高 梁 市 、 総 社

市 を 経 て 、 倉 敷 市 で 水 島 灘 に 注 ぐ 流 域 面 積 2 , 6 7 0  k m 2、 長 さ 1 1 1  k m

の 一 級 河 川 で あ る 2 )。 高 梁 川 は 豊 か な 水 量 と 水 質 に 恵 ま れ 、 約 3 8

種 類 の 魚 類 が 生 息 し て い る 。そ の 中 で も ア ユ は 全 国 的 に 有 名 で あ り 、

ア ユ 釣 り の シ ー ズ ン に な る と 多 く の 釣 り 人 が 集 ま っ て く る 。 高 梁 川

漁 業 協 同 組 合 は 、 高 梁 市 、 総 社 市 、 倉 敷 市 を 貫 流 す る 高 梁 川 に お い

て 、 主 に ア ユ の 生 産 、 放 流 、 販 売 を 行 っ て い る 。 生 産 を 行 っ て い る

高 梁 川 漁 協 の 施 設 で あ る 高 梁 川 栽 培 漁 業 研 究 所 で は 、 6 , 3 9 7  m 2 の 敷

地 に 、稚 魚 水 槽 4 8  m 2× 1 0 面 、飼 育 水 槽 7 8  m 2× 5 面 、飼 育 水 槽 1 2 0  ㎡

× 5 面 、 飼 料 栽 培 水 槽 2 8  m 2× 9 面 、 蓄 養 水 槽 9  m 2× 2 面 を 擁 し 、 深

さ 4 0  m  の 井 戸 か ら の 高 梁 川 の 伏 流 水 を 使 い 、 毎 年 約 3 5 0 万 尾 の ア

ユ を 飼 育 し 生 産 し て い る 。  

本 研 究 所 で 育 て た 親 魚 か ら 1 0 月 初 旬 に 採 卵 し 、受 精 、孵 化 を 行 い 、

海 水 の 7 0  t 水 槽  (水 量 4 0 t )  で 飼 育 を 始 め る 。 1 0 月 1 0 日 頃 孵 化 し

た 稚 魚 は 、体 長 6～ 7  m m で 比 重 1 . 0 0 8 に 希 釈 調 整 し た 海 水 の 水 槽 で 、

2 , 5 0 0 尾 /  t  の 密 度 に 収 容 、 飼 育 さ れ る 。 2 1℃ の 自 然 水 温 で 動 物 性

プ ラ ン ク ト ン の ワ ム シ を 与 え る 。1 0 月 末 か ら ワ ム シ に 加 え て 配 合 飼

料 を 与 え 水 温 は 2 0℃ に 保 つ 。 当 初 4 0  t の 水 量 は 3 週 間 か け て 7 0ｔ

ま で 水 量 を 増 や し な が ら 飼 育 す る の で 、 水 槽 の 稚 魚 の 密 度 は 成 長 と

共 に 下 が る 。1 2 月 に な る と 水 温 が 低 下 す る た め 、加 温 を 開 始 し 1 5℃

に 保 つ 。 1 1 月 中 旬 か ら ワ ム シ に 代 わ り 冷 凍 コ ペ ポ ー ダ（ ミ ジ ン コ の

一 種 ） を 与 え る 。 体 長 は 2 0  m m 程 度 に 成 長 す る た め 水 槽 を 分 け て

5 , 0 0 0 尾 /  t  に す る 。 水 温 は ボ イ ラ ー 加 温 に よ り 、 1 5℃ に 保 ち な が

ら 1 月 か ら 配 合 飼 料 の み に 切 り 替 え 、塩 分 濃 度 は 比 重 1 . 0 0 4 に 下 げ 、

2 月 の 淡 水 飼 育 ま で 、徐 々 に 淡 水 馴 致 す る 。そ し て 3 月 に 稚 魚 は 5 0  m m

程 度 に 成 長 し 、 そ の 頃 に は 完 全 淡 水 飼 育 と な り 、 水 温 も 1 7  ℃ に 上
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昇 す る た め 、加 温 を 停 止 し 、河 川 へ の 放 流 に 備 え る（ 図 Ⅰ - 1 ,Ⅰ - 2  ）。

そ の 後 、4 月 か ら 高 梁 川 流 域 5 0 カ 所 に 毎 年 約 1 2 0 万 尾 の ア ユ を 放 流

し て い る 。 高 梁 川 漁 業 協 同 組 合 の 場 合 、 高 梁 川 だ け で な く 県 内 の 他

河 川 や 近 隣 他 県 の 各 河 川 に も 放 流 を 行 っ て い る 。 ま た 、 親 魚 は 出 荷

せ ず に 1 0 月 の 採 卵 に む け て 飼 育 を 継 続 す る の が 1 年 間 の サ イ ク ル で

あ る 。 高 梁 川 漁 業 協 同 組 合 で は 稚 ア ユ の 放 流 事 業 だ け で な く 、 天 然

遡 上 の ア ユ を 増 や す 試 み と し て 、 マ ブ シ に 約 2 , 5 0 0 万 粒 の 受 精 卵 を

付 け て 、 孵 化 直 前 に 河 口 に 沈 め 、 孵 化 し た 稚 魚 を 流 下 さ せ る 孵 化 放

流 を 行 っ て い る 。  

 ア ユ は 我 が 国 の ほ ぼ 全 土 に 分 布 し 、 古 く か ら 広 く 食 用 に 供 さ れ て

き た 。 ま た 、 河 川 で 漁 獲 さ れ る こ と か ら 日 本 で は 馴 染 み 深 い 魚 で あ

る 。 こ の ア ユ の 生 息 域 で あ っ た 多 く の 河 川 は 、 戦 後 継 続 し て 行 わ れ

て き た 治 水 、 利 水 等 の 開 発 事 業 や 、 河 川 の 水 質 汚 濁 な ど の 環 境 変 化

に よ り 、 ア ユ の 再 生 産 が 妨 げ ら れ 、 河 川 で の 資 源 維 持 が 困 難 な 状 況

に な っ て き て い る 。岡 山 県 の ア ユ 漁 獲 量 は 、1 9 7 0 年 代 に は 3 0 0 - 4 0 0  t  

で あ っ た も の が 、 1 9 8 0 年 代 に は 増 加 し 、 5 0 0  t  を 上 回 る 年 も あ っ た

3 )。 こ れ は 天 然 お よ び 人 工 ア ユ の 種 苗 放 流 を 積 極 的 に 続 け て き た 結

果 と 考 え ら れ る 。、 1 9 9 0 年 代 に は 漁 獲 量 は 減 少 に 転 じ 、 2 0 0 0 年 代 に

は さ ら に 減 少 し 、 2 0 0 3 年 以 降 は 1 0 0  t  以 下 に ま で 激 減 し た 3 )  (図 Ⅰ

- 3 )。  
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図 Ⅰ - 1  高 梁 川 漁 業 協 同 組 合 の ア ユ ,  P l e c o g l o s s u s  a l t i v e l i s  a l t i v e l i s

養 殖 事 業 の サ イ ク ル  
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図  Ⅰ - 3  岡 山 県 下 の ア ユ 漁 獲 量 の 推 移 3 )  
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そ の 大 き な 原 因 と し て 、1 9 8 7 年 徳 島 県 の 養 殖 場 で 発 生 し た 冷 水 病 の

全 国 的 な 拡 散 と 、 そ れ に 伴 う 冷 水 病 に よ る ア ユ の 大 量 死 が あ げ ら れ

る 4 ）。 ア ユ 冷 水 病 と は 、 冷 水 病 菌 , F l a v o b a c t e r i u m  p s y c h r o p h i l u m

と い う グ ラ ム 陰 性 桿 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 細 菌 感 染 症 で あ り 、

感 染 発 病 し た ア ユ は 体 表 の 白 濁 、 鰓 蓋 下 部 の 出 血 の 他 、 体 表 の 潰 瘍

等 の 穴 あ き 、 糜 爛 、 貧 血 等 に よ り 死 亡 す る 。 ア ユ に 甚 大 な 被 害 を 与

え る 冷 水 病 対 策 と し て 、 2 0 0 1 年 に「 ア ユ 冷 水 病 対 策 協 議 会 」が 組 織

さ れ 4 , 5 )、さ ら に 、 2 0 0 9 年 に ア ユ 疾 病 に 関 す る 防 疫 指 針 6 ） も 示 さ れ

た 。 高 梁 川 栽 培 漁 業 研 究 所 は 県 内 及 び 近 県 の 河 川 に 種 苗 放 流 を 行 っ

て い る が 、 放 流 河 川 に は 冷 水 病 の 発 生 事 例 の あ る 河 川 も 含 ま れ て い

る 。 そ の た め 、 冷 水 病 菌 の 侵 入 に 対 し て 厳 重 な 防 疫 対 策 が 講 じ ら れ

て き た 。  

し か し 、同 研 究 所 で は 2 0 0 8 年 に 飼 育 池 で 冷 水 病 が 発 生 し 、1 1 7 , 5 0 0

尾 ( 6 7 0  k g )  の ア ユ が 焼 却 処 分 に さ れ た (表  Ⅰ - 1 )。 ア ユ 種 苗 生 産 、

養 殖 現 場 で は 既 定 の 期 間 に 、 健 全 な ア ユ を 確 保 す る こ と が 求 め ら れ

て い る 。 稚 魚 は 過 密 飼 育 に よ る ス ト レ ス 、 疾 病 の 危 険 に 晒 さ れ な が

ら 飼 育 さ れ て お り 、 岡 山 県 内 の ア ユ 養 殖 場 で も 魚 病 発 生 は 減 少 し て

き て い る が 、 冷 水 病 を は じ め と し た 細 菌 や 寄 生 虫 に よ る 疾 病 な ど が

発 生 し て い る (表  Ⅰ - 2 )。  

 ア ユ 冷 水 病 の 対 策 と し て ワ ク チ ン が 開 発 さ れ て い る が 4 , 7 )、 実 用

化 に は 至 っ て い な い の が 現 状 で あ る 。 魚 類 に は 非 特 異 的 生 体 防 御 と

特 異 的 生 体 防 御 の 機 構 が 存 在 す る 8 , 9 )。 ア ユ の 疾 病 の 早 期 発 見 や 未

然 防 止 に は 、 細 菌 感 染 な ど の 初 期 感 染 防 御 機 構 、 す な わ ち 非 特 異 的

生 体 防 御 の 中 で 主 要 な 役 割 を 演 じ て い る 1 0 )食 細 胞 を 中 心 と し た 免

疫 担 当 細 胞 の 挙 動 を 把 握 す る こ と が 重 要 で あ る 。  
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表 Ⅰ - 2  岡 山 県 内 養 殖 場 に お け る ア ユ の 魚 病 診 断 件 数  

病名 年度 1986 1987 1992 1995 2000 2010
ビブリオ菌 6 4 3 3
連鎖球菌症 2 1
細菌性鰓病 5 7 1 1
カラムナリス病 2 2 1 4
冷水病 2 3 1
水カビ病 4
ギロダクチルス症 1 5 2 2 1
グルゲア症 1 1 1
チョウチン病 4 1 1 1
異常なし 1
不明 6 9 8 3 7 1
計 31 31 16 8 18 4  

（ 岡 山 県 農 林 水 産 総 合 セ ン タ ー 水 産 研 究 所 資 料 ）  
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ア ユ 疾 病 対 策 の 研 究 を 行 う 上 で 免 疫 応 答 機 構 の 中 で 中 心 的 な 役 目

を 担 っ て い る 白 血 球 の 分 類 学 的 、機 能 的 知 見 の 蓄 積 は 重 要 で あ る が 、

ア 白 血 球 の 詳 細 な 分 類 学 的 知 見 は 極 め て 乏 し い 。そ こ で 本 研 究 で は 、

ア ユ 血 球 の 分 類 及 び 疾 病 に 至 る 過 程 で の 血 球 の 動 態 に つ い て 検 討 を

行 い 、 疾 病 の 早 期 把 握 及 び 防 御 機 構 の 解 明 に 結 び つ く 因 子 に つ い て

検 討 す る 。  
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Ⅱ 章  
 

      ア ユ 血 球 の 形 態 学 的 及 び 組 織 化 学 的 研 究  
 

ア ユ は 、 我 が 国 内 水 面 漁 業 の 主 要 な 魚 種 で あ り 、 毎 年 、 種 苗 放 流 の

対 象 と な っ て き た 。 放 流 種 苗 は 人 為 的 に 孵 化 さ せ て 育 て る 人 工 種 苗

が 主 流 と な っ て お り 、 本 論 文 の 1 章 で 述 べ た 高 梁 川 の あ る 岡 山 県 下

を 例 に と っ て も 同 様 で あ る 1 1 ) 。種 苗 生 産 や 成 魚 の 養 成 過 程 に お い て 、

魚 は 高 密 度 飼 育 に よ る ス ト レ ス 、水 質 悪 化 、夏 期 の 高 水 温 に さ ら さ

れ 、疾 病 に 陥 る 機 会 も 多 い 。魚 病 の 成 因 は 内 因 性 と し て 、品 種 、系

群 、 年 齢 、 性 、 遺 伝 等 機 能 欠 損 に よ る も の が あ り 、 外 因 性 と し て 、

水 温 、水 質 等 の 環 境 因 子 、細 菌 、寄 生 虫 等 の 寄 生 体 因 子 に よ る も の

が あ る 9 ） 。 こ れ ら の 因 子 は 免 疫 系 の 他 、 内 分 泌 系 、 神 経 系 等 に 影

響 を 及 ぼ し 、免 疫 機 能 低 下 を 招 く 9 , 1 2 , 1 3 ) 。魚 病 発 生 防 止 対 策 と し て 、

疾 病 を 起 こ す 因 子 を で き る だ け 取 り 除 く こ と は も と よ り 、発 病 以 前

か ら 飼 育 魚 の 健 康 度 を 常 時 把 握 し な が ら 飼 育 す る 必 要 が あ る 。宿 主

の 健 全 性 を 保 つ た め に は 宿 主 の 免 疫 系 が 鍵 と な る が 、免 疫 系 に お い

て 機 能 し て い る 細 胞 は 主 に 血 球 細 胞 内 の リ ン パ 球 な ど の 白 血 球 で

あ る 。そ れ ゆ え 、健 康 度 評 価 法 の 一 つ と し て 血 液 像 変 化 に よ り 免 疫

機 能 を 把 握 す る 方 法 が 考 え ら れ る 。 そ の た め に は 正 常 魚 の 血 液 像 、

中 で も 白 血 球 の 形 態 学 的 知 見 が 必 要 で あ る 。代 表 的 な 魚 種 に つ い て

は 魚 種 全 体 を 見 渡 す た め の 比 較 血 液 学 的 研 究 が な さ れ て い る 1 2 ）。し

か し 、 白 血 球 の 形 態 は 魚 種 に よ っ て も 異 な っ て お り 、 ア ユ に つ い て

の 詳 細 な 情 報 は 無 い の が 現 状 で あ る 1 2 ）。こ の こ と か ら 、基 礎 的 な デ

ー タ を 得 る た め に ア ユ 血 球 の 分 類 を 行 っ た 。 な お 、 生 産 者 で あ る 漁

協 や 種 苗 セ ン タ ー で は 簡 便 な 測 定 法 が 求 め ら れ て い る た め 、 白 血 球

は 赤 血 球 か ら 密 度 分 離 す る 方 法 で 採 取 し た 。  
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方 法  

試 験 魚  

 試 験 に は 岡 山 県 総 社 市 高 梁 川 栽 培 漁 業 研 究 所 に て 種 苗 生 産 さ れ 、

屋 内 養 殖 水 槽  ( 7 0  t )で 飼 育 さ れ た ア ユ を 用 い た 。 飼 育 水 は 地 下 水 を

用 い 、流 水 飼 育 に し た 。水 槽 内 の 水 温 は 1 7～ 2 1℃ と し た 。試 験 に 用

い た ア ユ は 試 験 1 週 間 前 に 屋 内 養 殖 池 か ら 2 0～ 3 0 尾 取 り 上 げ 、 1 7

～ 1 8℃ の 小 型 水 槽 （ 1 . 3  k l 容 ） 内 で 流 水 飼 育 後 、 試 験 に 供 し た 。 使

用 し た ア ユ は 、 雌 雄 ４ 尾  (平 均 体 長 1 9 . 5  c m、 平 均 重 量 7 4 . 6  g )  を 用

い た 。  

密 度 勾 配 液 の 調 整  

 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水  ( P B S ( - ) ,  日 水 製 薬 )  は 、蒸 留 水 で 溶 解 調 製

し た 。 P e r c o l l（ G C  H e a l t h c a r e  L i f e  S c i e n c e ） の 原 液 に 1 0 倍 濃 度 の

P B S ( 1 0 × P B S と す る )を  P e r c o l l： 1 0 × P B S＝ 9： 1  ( V / V )  の 割 合 で 混 合

し た も の を 1 0 0 %  P e r c o l l と し た 。さ ら に S k i m  M i l k  ( S M ) ,  (雪 印 乳 業 )  

1  g を 1 0 0  m l  の P B S に 溶 解 し 、 1 %  S M  P B S と し た 。 1 0 0 %  P e r c o l l

は 1 %  S M  P B S で 希 釈 し 、各 段 階 の 密 度 溶 液 を 作 成 し た 。つ ま り 、1 0 0 %  

P e r c o l l： 1 %  S M  P B S＝ 7： 3  ( V / V )  の 希 釈 液 は 3 0 %  P e r c o l l と な り 、

以 下 同 様 に 希 釈 し て 、 適 宜 濃 度 の 密 度 液 を 作 成 し た 。  

血 球 等 試 料 調 製  

 ア ユ 末 梢 血 は 、 尾 部 血 管 か ら ノ ボ ヘ パ リ ン  (持 田 製 薬 )  1 , 0 0 0 単 位

/  m l  を 0 . 1  m l を 含 む ツ ベ ル ク リ ン 用 1  m l シ リ ン ジ  ( T E R U M O )  を 用

い て 、 0 . 9  m l 採 血 し た 。 ４ 尾 か ら の 血 液 は 、 混 合 処 理 し た 。 脾 臓 組

織 は 、 ヘ パ リ ン 添 加 1 %  S M  P B S を 少 量 入 れ た ペ ト リ 皿 に 入 れ 、 2 枚

の ス ラ イ ド グ ラ ス の ス リ ガ ラ ス 部 で こ れ ら 組 織 を す り 潰 し て 懸 濁 さ

せ た 。 脾 臓 摩 砕 懸 濁 液 は 、 極 少 量 の 脱 脂 綿 を 詰 め た パ ス ツ ー ル ピ ペ

ッ ト で 素 早 く 濾 過 さ せ 、 凝 集 塊 や 死 細 胞 を 除 き 、 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を

得 た 。  
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密 度 液 に よ る 血 球 の 分 離  

 P e r c o l l 密 度 液 は 、試 験 管 に 6 2 %  P e r c o l l を 入 れ 、そ の 上 層 に 試 料 (血

液 な い し 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 )を 添 加 し た 。 試 験 管 の 下 層 よ り 2 %間 隔 で

6 2～ 3 2 %と な る よ う 密 度 液 を 重 層 し 、 そ の 上 層 に 試 料 を 添 加 し た 。

そ の 後 、 冷 却 遠 心 分 離 機 に て 、 3 8 8 × g  、 3 0 分 、 6℃ の 条 件 下 で 遠 心

分 離 し た 。 各 密 度 勾 配 層 よ り 分 収 し た 細 胞 分 画 を 1 5  m l ス ピ ッ ツ 試

験 管 に 分 取 し 、1 % S M  P B S を 加 え て 撹 拌 洗 浄 し 、2 0 9 × g  で 1 0 分 間 遠

心 分 離 し た 。 上 清 を 除 去 し た 沈 査 は 、 1 % S M  P B S  で 懸 濁 し 、 再 度

1 % S M  P B S を 加 え て 1 1 0 × g  で 1 0 分 間 遠 心 さ せ て 攪 拌 洗 浄 を 行 っ た 。 

最 終 的 に 血 球 は 0 . 5  m l に 再 懸 濁 さ せ 、 改 良 N e u b a u e r 型 血 球 計 数 盤

に て 血 球 濃 度 を 計 測 し 、 適 宜 希 釈 し て 塗 抹 用 試 料 と し た 。  

塗 抹 方 法  

 塗 抹 用 試 料 は 、C Y T O S P I N  4  ( T h e r m o  E l e c t r o n  C o . )  に て 、1 1 3 × g  、

1 0 分 間 の 条 件 下 に て ス ラ イ ド グ ラ ス に 塗 抹 し た 。ま た 、採 血 後 、直

ち に 引 き ガ ラ ス に よ り ス ラ イ ド グ ラ ス に 血 液 を 塗 抹 し た 。  

染 色  

 普 通 染 色 と し て 、R o m a n o w s k y 染 色 の M a y - G r u n w a r d  G i e m s a  ( M G G )  

染 色 を 用 い 、 白 血 球 全 般 、 L e i s h m a n  G i e m s a  ( L S G )  染 色 1 2 ) に よ り 栓

球 の 検 索 を 行 っ た 。  

 酵 素 化 学 的 染 色 は 、 顆 粒 球 の 検 索 と し て 3 . 3 ’  d i a m i n o b e n z i d i n e を

用 い た D A B 法 に よ る p e r o x i d a s e  ( P O )  染 色 後 、ギ ム ザ 染 色 を 行 っ た 。

好 中 球 同 定 の 目 安 と し て a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e（ A L P） 染 色 、 単 球 ・

マ ク ロ フ ァ ー ジ 同 定 の 目 安 と し て α - n a p h t h y l  b u t y r a t e を 用 い た α - N B

法 に よ る 非 特 異 的 e s t e r a s e  ( E S T  α - N B  )  染 色 、 ま た 、a c i d  p h o s p h a t a s e  

( A C P )染 色 、 p e r i o d i c  a c i d  S c i f f  ( P A S )  染 色 も 行 っ た 。 L e i s h m a n  染 色

液 ( M e r c k  K G a A )  以 外 は す べ て 武 藤 化 学 薬 品 の 染 色 液 及 び 染 色 キ ッ

ト を 用 い 、 添 付 の 染 色 法 に 従 っ た 。  
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 さ ら に 、 好 塩 基 球 検 索 の た め 、 t o l u i d i n  b l u e ( S I G M A  A L D R I C H )で

染 色 し 、 塩 酸 p H  1 . 5、 3 . 0、 4 . 5 の 水 溶 液 で 洗 浄 し た 1 4 ) 。  

検 鏡 及 び 撮 影  

 顕 微 鏡 は 、 O L I N P A S  B X 5 1 を 用 い 、 塗 抹 標 本 に 出 現 し た 血 球 画 像

は 、 O L I N P A S  D P 7 1  に て 撮 影 し た 。 血 球 観 察 に は 油 浸 1 0 0 倍 の 対

物 レ ン ズ で 、 1 0 倍 の 接 眼 レ ン ズ を 用 い た 。  

画 像 解 析  

 得 ら れ た 画 像 を 用 い 、 血 球 細 胞 及 び そ の 核 そ れ ぞ れ の 面 積 と 長 径

は I m a g e  J（ N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h  の o p e n  s o u r c e 画 像 解 析 ソ

フ ト ） に よ り 測 定 し た 。 な お 、 細 胞 化 学 的 染 色 試 験 に お け る 判 定 法

は 、陽 性 顆 粒 の 数 に 応 じ て 0 型 ～ Ⅴ 型 に 分 類 し 、 0 型  を ( - )、Ⅰ 型 を  

( ± )、 Ⅱ ～ Ⅴ 型 を  ( + )と し た 。 一 方 、 顆 粒 が 認 め ら れ ず 微 慢 性 に 染 ま

る 場 合 は 、陰 性 、弱 陽 性 ・ 強 陽 性 と す る 分 類 1 5 ) を 参 考 に し て 、陰 性

を ( - )、 微 弱 陽 性 を ( ± )、 弱 陽 性 ・ 強 陽 性 を ( + )と し た 。  ま た 、 核 ク ロ

マ チ ン 網 工 の 表 現 法 は 平 野 ら 7 ) を 参 考 に し た 。  

 

結 果  
 

1 .  ア ユ 血 球 の 形 態 及 び 染 色 性  

 ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 か ら 密 度 分 離 し た 血 球  (赤 血 球 を 除 い た す べ

て の 血 球 )  の 塗 抹 標 本 を 用 い 、M G G 染 色 で 得 ら れ た 血 球 画 像 を 分 別

整 理 し た 。 末 梢 血 中 に は 、 大 別 す る と 、 小 型 で 核 ク ロ マ チ ン が 一 様

な A 群 と 、細 胞 質 が 好 塩 基 性 に 染 ま り 、核 周 明 庭 を 持 つ B 群 、及 び

淡 青 灰 色 の 細 胞 質 、 不 染 性 顆 粒 を 持 つ C 群 の 3 群 の 血 球 が あ り 、 細

胞 面 積 の 小 さ い 方 か ら 順 に 、 A 群 は A 1、 A 2、 B 群 は B 1、 B 2、 B 3、

C 群 は C 1、C 2、C 3 に 細 分 し た  (図 Ⅱ - 1  a ,  b ,  e ,  f ,  g ,  h ,  i ,  j ) 。そ の 他 、

希 に し か 見 ら れ な い 血 球 と し て は 、好 塩 基 性 の 大 型 顆 粒 を 持 つ D 群  
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(図 Ⅱ - 1  k )、 大 型 細 胞 、 淡 青 紫 色 細 胞 質 に 空 胞 を 持 つ E 群 が み ら れ

た  (図 1 - l )。 ま た 、 脾 臓 か ら は 大 型 細 胞 で E 群 に 類 似 し た F 群 が 観

察 さ れ た  (図 Ⅱ - 1  m ,  n )。ま た 、引 き ガ ラ ス に よ る 塗 抹 標 本 か ら 球 形

細 胞 の A a、 桿 状 形 細 胞 の A b が 得 ら れ た  (図 Ⅱ - 1  c ,  d )。 そ れ ら 血 球

の 細 胞 及 び 核 の 面 積 と 長 径 、核 面 積 /細 胞 面 積 比 、そ れ ぞ れ の 範 囲 と

平 均 値 ±標 準 偏 差 は 表 Ⅱ - 1 に  、ま た 、栓 球 を 含 め た 全 血 球 に 対 す る

各 血 球 の 出 現 率 は 表 Ⅱ - 2 に 示 し た 。 な お 、 C 群 で み ら れ た 分 葉 核 出

現 率 は 、 表 I I - 3 の と お り で あ る 。  
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図  Ⅱ - 1   ア ユ 末 梢 血  (  a  –  i  )  及 び 脾 臓  (  m ,  n  )  で み ら れ た 血 球

の M a y - G r u n w a r d  G i e m s a  染 色 画 像 (矢 印 は 当 該 細 胞 ) ,  

B a r  =  1 0  μ m  

   a  :  A 1  t y p e ,  b  :  A 2  t y p e ,  c  :  A a  t y p e ,  d  : A b  t y p e ,  e  :  B 1  t y p e ,   

f  : B 2  t y p e ,  g  :  B 3  t y p e ,  h  :  C 1  t y p e ,  I  : C 2  t y p e ,  j  :  C 3   t y p e ,   

k  : D  t y p e ,  i  :  E  t y p e ,  m ,  n  :  F  t y p e  
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17 ～ 28 12 ～ 18 5 ～ 7 4 ～ 6 0.55 ～ 0.81
22 ± 4 14 ± 2 6 ± 1 5 ± 1 0.68 ± 0.09
22 ～ 34 14 ～ 19 6 ～ 10 5 ～ 8 0.53 ～ 0.66
27 ± 3 16 ± 2 8 ± 1 7 ± 1 0.60 ± 0.04
8 ～ 22 4 ～ 14 4 ～ 6 3 ～ 5 0.54 ～ 0.85

13 ± 3 9 ± 2 5 ± 0.6 4 ± 0.5 0.68 ± 0.07
16 ～ 59 9 ～ 32 5 ～ 10 4 ～ 8 0.35 ～ 0.78
35 ± 9 18 ± 4 8 ± 1 6 ± 1 0.52 ± 0.10
22 ～ 77 14 ～ 40 6 ～ 12 5 ～ 10 0.37 ～ 0.83
44 ± 11 23 ± 5 9 ± 1 7 ± 1 0.54 ± 0.09
71 ～ 118 27 ～ 43 11 ～ 17 7 ～ 12 0.25 ～ 0.43

100 ± 24 34 ± 6 14 ± 2 9 ± 1 0.35 ± 0.09
124 ～ 147 32 ～ 47 15 ～ 19 8 ～ 11 0.25 ～ 0.36
135 ± 8 39 ± 4 17 ± 1 10 ± 1 0.29 ± 0.03
39 ～ 60 13 ～ 25 7 ～ 10 5 ～ 8 0.27 ～ 0.56
51 ± 7 19 ± 3 9 ± 1 7 ± 1 0.38 ± 0.06
60 ～ 120 9 ～ 45 10 ～ 21 5 ～ 13 0.14 ～ 0.49
94 ± 16 28 ± 6 13 ± 2 9 ± 1 0.30 ± 0.05

120 ～ 201 23 ～ 48 13 ～ 22 6 ～ 13 0.15 ～ 0.38
140 ± 15 35 ± 5 16 ± 2 10 ± 1 0.25 ± 0.04
109 35 16 10 0.32

193 48 21 11 0.25

124 ～ 308 16 ～ 47 15 ～ 24 6 ～ 12 0.09 ～ 0.21
216 ± 46 28 ± 8 20 ± 2 9 ± 2 0.13 ± 0.04

a) ウェッジ法にて塗抹

E 末梢血 1

F 脾臓 19

62末梢血C3

D 末梢血 1

50末梢血C1

C2 末梢血 269

B2 末梢血 54

B3 末梢血 11

A2 末梢血 770

B1 末梢血 79

Ab 末梢血a) 34

A1 末梢血 85

平均(標準偏差) 平均(標準偏差) 平均(標準偏差)

Aa 末梢血a) 29

分類
血球採集

部位
測定血
球数

細胞面積(μ m2) 核面積(μ m2) 細胞長径(μ m) 核長径(μ m) 核面積/細胞面積比

範囲 範囲 範囲 範囲 範囲
平均(標準偏差) 平均(標準偏差)

 

表  Ⅱ - 1  ア ユ の 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の 細 胞 と 核 の 大 き さ 及 び

核 / 細 胞 面 積 比  
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A１ 6.1
A2 55.5
B1 5.7
B2 3.9
B3 0.8
C1 3.6
C2 19.4
C3 4.5
D 0.1
E 0.1

出現細胞
割合 (%)

分類

 

表  Ⅱ - 2    ア ユ の 末 梢 血 中 の 血 球 の 分 類 別 出 現 率 ( % )  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表  Ⅱ - 3   ア ユ の 末 梢 血 白 血 球 の C 群 で み ら れ た 分 葉 核 ( 2 分 葉 )  

の 出 現 率 ( % )  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

分類
mean SD

C1 16 ± 8
C2 13 ± 5
C3 27 ± 43

分葉核出現率(%)
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A 群 血 球   

 A 1 は 細 胞 面 積 8～ 2 2  μ m 2  (長 さ は 4～ 6  μ m )  の 小 型 の 細 胞 で あ り 、

赤 血 球 を 除 い た す べ て の 血 球 に 対 す る 出 現 率 は 6 . 1  %で あ る （ 表 Ⅱ

- 1 ,Ⅱ - 2） 。 細 胞 は 類 円 形 あ る い は 紡 錘 形 で あ り 、 細 胞 質 は 淡 紫 青 色

で あ り 、 細 胞 質 を 判 別 し 難 い も の も あ る 。 核 は 、 類 円 、 紡 錘 形 、 暗

赤 紫 色 を 呈 し 、 核 ク ロ マ チ ン は 均 一 で あ る 。 ま た 、 細 胞 の 凝 集 も 認

め ら れ た  (図  Ⅱ - 1 a )。  

 A 2 は 細 胞 面 積 1 6～ 5 9  μ m 2 (長 さ は 5～ 1 0  μ m )と 、 A 1 と 比 べ て 大 き

く 、 出 現 率 は 5 5 . 5  %と 多 か っ た （ 表 Ⅱ - 1 ,Ⅱ - 2） 。 細 胞 は 、 円 形 あ る

い は 類 円 形 で あ っ た 。細 胞 質 は 透 明 な い し 灰 色 、淡 紫 青 色 で あ る が 、

淡 青 色 を 呈 す る 細 胞 も み ら れ 、 偽 足 の み ら れ る 細 胞 が 多 か っ た 。 核

色 は A 1 細 胞 と は 異 な り 、 明 る く 、 淡 赤 紫 色 ～ 赤 紫 色 を 呈 し た 。 核

形 は 類 円 形 、 腎 形 、 馬 蹄 形 と 様 々 な 形 の 細 胞 が み ら れ た 。 核 ク ロ マ

チ ン は 均 一 で あ っ た  (図 Ⅱ - 1  b )。  

 A a は 細 胞 面 積 1 7～ 2 8  μ m 2 (長 さ は 5～ 7  μ m )の 小 型 の 細 胞 で あ っ た

（ 表 Ⅱ - 1 ,Ⅱ - 2） 。 細 胞 は 円 形 あ る い は ソ ラ マ メ 形 で あ り 、 細 胞 質 は

淡 紫 青 色 。 核 は 類 円 形 を 示 し 、 一 端 に 切 れ 込 み の み ら れ る 核 が 多 く

認 め ら れ た 。 な お 、 核 は 濃 赤 紫 色 で あ り 、 ク ロ マ チ ン は 均 一 で あ る

が 粗 剛 な 面 が 残 っ て い た  (図 Ⅱ -  1  c )。   

 A b は 細 胞 面 積 2 2～ 3 4  μ m 2  (長 さ は 6～ 1 0  μ m )で あ っ た （ 表 Ⅱ - 1 ,Ⅱ

- 2） 。 細 胞 は 桿 状 形 で あ り 、 細 胞 質 は 透 明 な い し 淡 紫 青 色 。 核 ク ロ

マ チ ン は A a と 同 様 に 均 一 で あ る が 粗 剛 な 面 が 残 っ て い た  (図 Ⅱ - 1  

d )。  

B 群 血 球    

 B 1 は 細 胞 面 積 2 2～ 7 7  μ m 2 (長 さ は 6～ 1 2  μ m )で あ り 、 出 現 率 は

5 . 7  %で あ っ た（ 表 Ⅱ - 1 ,Ⅱ - 2）。細 胞 は 円 形 、類 楕 円 形 、腎 形 で あ り 、
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偽 足 は ほ と ん ど み ら れ な か っ た 。 細 胞 質 周 辺 部 が 青 色 に 濃 染 さ れ 、

明 瞭 な 核 周 明 庭 が み ら れ た 。 核 は 円 形 、 類 楕 円 形 、 腎 形 で あ り 、 暗

赤 紫 色 を 呈 し て い た 。 ほ と ん ど の 細 胞 で 核 は 偏 在 し て い た 。 核 ク ロ

マ チ ン は 不 鮮 明 で あ る が 粗 剛 で あ っ た  (図 Ⅱ - 1ｅ )。  

一 方 、 B 2、 B 3 は 1 2 0  μ m 2 で 中 細 胞 と 大 細 胞 に 区 分 し た 。 B 2 は 細

胞 面 積 7 1～ 1 1 8  μ m 2 (長 さ は 1 1～ 1 7  μ m )、 出 現 率 は 3 . 8 %、 B 3 は 細 胞

面 積 1 2 4～ 1 4 7  μ m 2 (長 さ は 1 5～ 1 9  μ m )、 出 現 率 は 0 . 8 %で あ っ た （ 表

Ⅱ - 1 ,Ⅱ - 2） 。 共 に 細 胞 の 輪 郭 は 類 円 形 、 類 楕 円 形 で あ り 、 偽 足 の み

ら れ る 細 胞 も 存 在 し た 。 細 胞 質 周 辺 部 は 青 色 か ら 青 灰 色 に 染 ま り 、

核 周 明 庭 も み ら れ る ほ か 空 胞 も み ら れ た 。 核 は 類 円 形 、 腎 形 、 馬 蹄

形 、 さ ら に 不 定 形 も み ら れ 、 核 ク ロ マ チ ン は 粗 剛 で あ っ た  (図 Ⅱ -  1  

f ,  g )。  

C 群 血 球   

 C 群 は 細 胞 面 積 3 6～ 2 0 0  μ m 2 (長 さ は 7～ 2 1  μ m )で あ り 、 便 宜 上 、

6 0  μ m 2 以 下 (以 下 C 1 と す る )、 6 0～ 1 2 0  μ m 2 (以 下 C 2 と す る )、 1 2 0  

μ m 2 (以 下 C 3 と す る )以 上 に 分 類 さ れ た 。 C 1 の 出 現 率 は 3 . 6 %、 C 2 の

出 現 率 は 1 9 . 2 %、 C 3 の 出 現 率 は 4 . 5 %で あ る （ 表 Ⅱ - 1 ,Ⅱ - 2） ） 。 細

胞 は い ず れ も 輪 郭 は 円 形 あ る い は 楕 円 形 を 示 し た 。  細 胞 質 は 広 く 、

淡 青 灰 、 淡 桃 灰 色 に 薄 く 染 ま り 、 染 色 顆 粒 は ま っ た く 認 め ら れ な か

っ た 。 核 は 円 形 あ る い は 腎 形 、 桿 形 で あ る 。 核 ク ロ マ チ ン は 粗 剛 で

あ る が 、C 1 の 小 型 細 胞 は 均 一 を 示 す 細 胞 も 多 く み ら れ た  (図 Ⅱ -  1  h ,  

i ,  j )。 桿 状 核 幅 の 括 れ 部 分 が 1 / 3 以 下 と な っ て い る 核 を 含 め て 分 葉

核 と し た が 、約 2 0 %が 分 葉 核 で あ り 、ほ と ん ど が 2 分 葉 で あ っ た  (表

Ⅱ - 3 )。  

D 群 血 球   
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 D は 細 胞 面 積 1 0 9  μ m 2 (長 さ は 1 4  μ m )で あ り 、 末 梢 血 中 に 検 出 さ れ

た の は 本 細 胞 の み で あ り 、出 現 比 率 は 0 . 1 %で あ っ た（ 表 Ⅱ - 1 ,Ⅱ - 2）。

細 胞 は 楕 円 形 を 示 し た 。 細 胞 質 は 淡 青 灰 色 で あ る が 、 部 位 に よ っ て

淡 桃 灰 色 を 呈 し 、 青 紫 色 の 顆 粒 ( 0 . 3～ 0 . 4  μ m )  が み ら れ る が 、 一 部 、

脱 顆 粒 を 起 こ し て い た 。 核 は 腎 形 で あ り 、 赤 紫 色 を 呈 し 、 核 ク ロ マ

チ ン は 不 鮮 明 で あ っ た 。 ま た 、 核 に 重 な っ て 青 紫 色 の 顆 粒 が 認 め ら

れ た  (図 Ⅱ -  1  k )。  

E 群 血 球   

 E は 細 胞 面 積 1 9 3  μ m 2  (長 径 2 1  μ m )と 大 型 の 細 胞 で あ り 、希 有 な 点

は D と 同 様 に 末 梢 血 中 で の 出 現 比 率 は 0 . 1 %と 少 な く 、 核 /細 胞 質 面

積 比 は 0 . 2 5 と 小 さ い（ 表 Ⅱ - 1 ,Ⅱ - 2）。細 胞 は 類 楕 円 形 を 呈 し 、偽 足

様 細 胞 突 起 が み ら れ た 。 細 胞 質 は 淡 青 灰 色 を 呈 し 、 青 色 顆 粒 が 散 在

し て お り 、 約 3  μ m の 空 胞 も 認 め ら れ た 。 ま た 、 暗 赤 紫 の 着 色 塊 が

数 個 散 在 し て い た 。 核 は 腎 形 で あ り 、 ク ロ マ チ ン は 繊 細 線 状 を 示 す

(図 Ⅱ - 1 )。  

F 群 血 球   

 F 群 血 球 は 脾 臓 に 存 在 し て お り 、細 胞 面 積 が 1 2 4～ 3 0 8  μ m 2 (長 さ は

1 5～ 2 4  μ m )の 大 型 の 細 胞 で あ り 、核 面 積 /細 胞 質 面 積 比 は 0 . 0 9～ 0 . 2 1

と 極 め て 小 さ か っ た （ 表 Ⅱ - 1） 。 細 胞 は 類 円 、 楕 円 形  (図 Ⅱ - 1  m ,  n )  

で あ り 、 偽 足 様 突 起 も み ら れ た 。 細 胞 質 は 淡 青 紫 色 の 好 塩 基 性 を 示

し 、 大 小 の 空 胞 、 黒 青 色 塊 や 黒 褐 色 の 着 色 塊 が み ら れ 、 細 胞 内 に は

捕 食 さ れ た と 思 わ れ る 赤 血 球 が 認 め ら れ た  (図 Ⅱ - 1  m )。 核 は 類 円

形  、桿 状 形  (図 Ⅱ - 1  m ,  n )  で 、ク ロ マ チ ン は 不 鮮 明 な が ら 繊 細 網 状  

(図 Ⅱ - 1  m )  な い し 均 一  (図 Ⅱ - 1  n )  で あ っ た 。 F の う ち 、核 の 類 円 形

の 細 胞  (図 Ⅱ - 1  m )  は E 細 胞 に 酷 似 し て い た (図 Ⅱ -  1  n )。  
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血 球 の P e r c o l l 密 度 勾 配 分 画  

 P e r c o l l  密 度 勾 配 分 離 法 に よ り 、ア ユ 血 球 は P e r c o l l  3 2 ～ 6 0 % (比 重

1 . 0 4 2～ 1 . 0 7 5 )の 2 %間 隔 の 密 度 層 に 分 画 さ れ た 。な お 、赤 血 球 は 6 2 %

層 以 下 に 沈 殿 し た 。 各 分 画 で み ら れ た 6 0～ 3 0 0 個 の 血 球 は 、 A、 B、

C、 D お よ び E 群 と し て 分 類 さ れ 、 各 層 毎 に 各 血 球 の 割 合 ( % )を 計 算

し た (表 Ⅱ - 4 )。  

A 群 で は 、A 1 と A 2 の 出 現 比 重 範 囲 は 1 . 0 4 2～ 1 . 0 5 6 に 集 中 し て い

た 。B 群 で は 、B 1 が 1 . 0 5 2～ 1 . 0 6 3、1 . 0 5 9～ 1 . 0 6 3、B 2  と B 3 が 1 . 0 5 6

～ 1 . 0 6 1 に 集 中 し て い た 。 し か し な が ら 、 B 1 と B 2 は 1 . 0 7 3～ 1 . 0 7 5

で も み ら れ た 。 C 群 は 高 い 密 度 層 の 中 に あ り 、 C 2 と C 3 が 1 . 0 5 9～

1 . 0 7 5 で み ら れ 、C 1 は 1 . 0 5 6～ 1 . 0 5 9 と 1 . 0 7 0～ 1 . 0 7 5 で み ら れ た 。C 1

と C 3 は 一 部 1 . 0 4 2～ 1 . 0 4 5 で も み ら れ た 。 D は 1 . 0 6 6、 E は 1 . 0 6 3 で

み ら れ た 。  
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表 Ⅱ – 4   P e r c o l l  密 度 勾 配 分 離 法 に よ り 分 け ら れ た ア ユ の 血 球  

の 分 配 率  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A1 A2 B1 B2 B3 C1 C2 C3 D E

32 1.042 8 13 0 3 0 6 2 8 0 0
34 1.045 16 11 1 4 0 0 4 8 0 0
36 1.047 16 18 1 0 0 0 0 0 0 0
38 1.049 22 17 3 0 0 2 0 0 0 0
40 1.052 18 13 12 2 0 0 1 2 0 0
42 1.054 1 15 7 1 0 0 2 3 0 0
44 1.056 19 9 11 4 23 11 3 2 0 0
46 1.059 0 2 18 10 20 16 6 10 0 0
48 1.061 0 0 17 13 36 4 11 7 0 0
50 1.063 0 1 19 7 0 3 5 4 0 100
52 1.066 0 0 0 10 0 2 17 10 100 0
54 1.068 0 0 0 7 0 0 10 22 0 0
56 1.070 0 0 0 8 21 13 13 12 0 0
58 1.073 0 0 3 12 0 31 15 4 0 0
60 1.075 0 0 10 19 0 14 11 9 0 0

percoll(%) 比重
:出現血球種
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血 球 の 核 面 積 ／ 細 胞 面 積 比  

 血 球 の 細 胞 面 積 に 対 す る 核 面 積 ／ 細 胞 面 積 比 を 図 Ⅱ - 2 に 示 す 。  

  図 Ⅱ - 2ａ  は A 1 , A 2 , A a , A b を プ ロ ッ ト し て い る 。  図 で も 明 ら か な

よ う に プ ロ ッ ト 群 は 、 細 胞 の 大 き さ に 反 比 例 し て 核 面 積 ／ 細 胞 面 積

比 が 小 さ く な る 逆 比 例 の 関 係 を 示 し 、 A a， A b は A 2 の プ ロ ッ ト 上 で

重 な っ た 。一 方 、A 1 は 最 も 小 さ い 血 球 で あ り 、同 じ 大 き さ の 細 胞 面

積 で も 、 核 面 積 ／ 細 胞 面 積 比 の 値 の 幅 が 大 き か っ た 。  

図 Ⅱ - 2ｂ  は B 1 , B 2 , B 3 , E , F を プ ロ ッ ト し て い る 。F を 除 き 、図  Ⅱ - 2  a  

と 同 様 の 逆 比 例 の 関 係 が 認 め ら れ た 。 B 1 と B 2、 B 3 の 境 界 あ た り で

勾 配 が 変 化 し て い た 。 同 じ 図 中 に 表 し た E は B 2、 B 3 の プ ロ ッ ト の

勾 配 延 長 線 に み ら れ た が 、 細 胞 面 積 の 大 き さ で B 2、 B 3 の 細 胞 集 団

と 隔 離 し て い た 。ま た 、 F は 、核 面 積 ／ 細 胞 面 積 比 の 値 は B、E よ り

小 さ く 、 細 胞 面 積 の 大 き さ の 違 い に 対 し て も そ の 変 化 は ほ と ん ど み

ら れ な か っ た 。   

図  Ⅱ - 2ｃ  は C 1 , C 2 , C 3 , D を プ ロ ッ ト し て い る 。C 1、C 2、C 3 は 、図  Ⅱ

- 2ａ ， 2ｂ と 同 様 に 逆 比 例 の 関 係 が み ら れ 、 C 1、 C 2、 C 3 を 細 胞 の 大

き さ に よ っ て 分 別 し た こ と か ら 、 プ ロ ッ ト に は 継 続 性 が み ら れ た 。

ま た 、 D は C 2 の プ ロ ッ ト 群 に 重 な っ て い る 。  
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図  Ⅱ – 2  ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の 細 胞 面 積 に 対 す る 核

面 積 /  細 胞 面 積 比 の 分 布  

a 図 ： A 1  t y p e ,  A 2  t y p e ,  A a  t y p e ,  A b  t y p e ,   

b 図 ： B 1  t y p e ,  B 2  t y p e ,  B 3  t y p e  E t  y p e ,  F  t y p e   

c 図 ：  C 1  t y p e ,  C 2  t y p e ,  C 3  t y p e ,  D  t y p e  
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L e i s h m a n - G i e m s a 染 色 ( L S G )  

  M G G 染 色 と 同 様 R o m a n o w s k y 染 色 で あ り 、 M G G 染 色 と 同 様 の 染

色 性 が 得 ら れ 、L S G 染 色 で は 、M G G 染 色 と 比 べ て 、好 塩 基 性 が や や

強 く 、鮮 や か に 濃 染 さ れ て い た 。A 1 の 染 色 性 は 、細 胞 質 が 紫 青 色 で

あ り 、核 が 暗 赤 紫 色 で あ っ た 。A 2 の 染 色 性 に つ い て み る と 、細 胞 質

が 紫 青 色 で あ り 、 核 が 赤 紫 色 を 呈 し て い た (図  Ⅱ - 3  a ,  b )。  
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図  Ⅱ – 3   ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の L e i s h m a n - G i e m s a

染 色 画 像 ,  B a r  =  1 0  μ m   

a  :  A 1  t y p e ,  b  :  A 2  t y p e ,  c  :  B 1  t y p e ,  ｄ :  B 2  t y p e ,  ｅ :  B 3  t y p e ,  

f  :  C 1  t y p e ,  ｇ :  C 2  t y p e ,  h  :  C 3  t y p e ,  i  :  Ｆ t y p e  
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T o l u i d i n e  b l u e 染 色  

 T o l u i d i n e  b l u e 染 色 後 、 p H  1 . 5、 p H  3 . 0、 p H  4 . 5 の 酸 性 水 溶 液 で 濯

い だ 。 p H  4 . 5 で 濯 い だ 処 理 の 画 像 の み を 示 し た (図 Ⅱ - 4 )。 い ず れ も

極 め て 着 色 は 薄 く 、 m e t a c h r o m a s i a を 示 す 細 胞 は 検 出 で き な か っ た 。 
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図  Ⅱ – 4   ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の t o l u i d i n e  b l u e 染

色 画 像 ,  (矢 印 は 当 該 細 胞 ) ,  B a r  =  1 0  μ m    

a  :  A 1  t y p e ,  b  :  A 2  t y p e ,  c  :  B 1  t y p e ,  ｄ :  B 2  t y p e ,  ｅ :  B 3  t y p e ,  

f  :  C 1  t y p e ,  ｇ :  C 2  t y p e ,  h  :  C 3  t y p e ,  i  :  Ｆ t y p e  
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2 .  ア ユ 血 球 の 細 胞 化 学 的 検 査  

 ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の 細 胞 化 学 的 検 査 を 行 い 、 得

ら れ た 各 酵 素 染 色 の 染 色 像 に つ い て 以 下 に 述 べ る 。な お 、D、E 細 胞

は 本 検 査 の 際 、 末 梢 血 中 か ら は 検 出 で き な か っ た 。  

P e r o x i d a s e 染 色 ( P O )   

 A、 B 群 は い ず れ も 陰 性 で あ り 、 後 染 色 が ギ ム ザ 染 色 で あ る こ と

か ら M G G 染 色 と ほ ぼ 同 様 な 染 色 性 を 示 し た  (図  Ⅱ - 5  a ,  b ,  c ,  d ,  e ) 。

C 群 細 胞 は い ず れ も 陽 性 で あ り 、 全 体 が 褐 色 の 微 慢 性 に 着 色 し て お

り 、  C 1 > C 2 > C 3 の 順 に 活 性 が 強 か っ た 。 C 1 は 強 陽 性 を 示 し 、 黒 褐

色 の 活 性 顆 粒 が 認 め ら れ る 細 胞 も あ っ た 。 C 2、 C 3 は 中 陽 性 で あ り 、

細 胞 質 に 淡 褐 色 ～ 褐 色 が ま だ ら に な っ た 大 小 の 無 着 色 空 胞 が 認 め ら

れ た 。 核 は 濃 紫 赤 色 な い し 黒 褐 色 に 着 色 、 核 周 辺 に 帯 状 な い し 塊 状

に 黒 褐 色 着 色 が み ら れ る 細 胞 も あ っ た  (図  Ⅱ - 5  f ,  g ,  h ) 。 脾 臓 で 観

察 さ れ た F 細 胞 は 、 核 周 辺 で 薄 く 茶 褐 色 の 痕 跡 が 認 め ら れ る 細 胞 も

み ら れ 、 陰 性 ～ 微 弱 陽 性 で あ っ た  (図 Ⅱ - 5  i  )。  
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図  Ⅱ – 5   ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の

3 , 3 ' d i a m i n o b e n z i d i n e 法 に よ る p e r o x i d a s e 染 色 画 像  

a  :  A 1  t y p e ,  b  :  A 2  t y p e ,  c  :  B 1  t y p e ,  ｄ :  B 2  t y p e ,  ｅ :  B 3  t y p e ,  

f  :  C 1  t y p e ,  ｇ :  C 2  t y p e ,  h  :  C 3  t y p e ,  i  :  Ｆ t y p e  
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A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e 染 色 ( A L P )   

 A 1、 A 2 は 陰 性 で あ っ た  (図  Ⅱ - 6  a ,  b )。 B 1、 B 2、 B 3 で は 核 近 傍

に 数 個 の 青 色 の 活 性 顆 粒 （ Ⅰ 型 ） が 認 め ら れ た  (図  Ⅱ - 6  c ,  d ,  e )。

C 1、C 2 で は 細 胞 質 に 青 色 の 大 小 の 活 性 顆 粒 が み ら れ た 。 (Ⅳ 型 )、C 3

は や や 弱 く 、着 色 し た 活 性 顆 粒 は ま ば ら (Ⅲ 型 )で あ っ た 。 P O 染 色 と

同 様 に C 1 > C 2 > C 3 の 順 に 高 い 活 性 が み ら れ た (図  Ⅱ - 6  f ,  g ,  h )。一 方 、

F 細 胞 は 陰 性 ( 0 型 )で あ っ た (図  Ⅱ - 6  i  )。  
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図 Ⅱ –  6   ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e 染 色 画 像  (拡 大 図 中 の 矢 印 は 青 色 顆 粒 ) ,  

B a r  =  1 0  μ m  

a  :  A 1  t y p e ,  b  :  A 2  t y p e ,  c  :  B 1  t y p e ,  ｄ :  B 2  t y p e ,  ｅ :  B 3  t y p e ,  

f  :  C 1  t y p e ,  ｇ :  C 2  t y p e ,  h  :  C 3  t y p e ,  i  :  Ｆ t y p e  
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A c i d  p h o s p h a t a s e 染 色 ( A C P )  

 A 1、 A 2 は 細 胞 質 に 赤 紫 色 の 顆 粒 が 、 ま た 、 核 に 重 な っ て 数 個 顆

粒 状 の 濃 赤 紫 色 の 着 色 （ Ⅰ 型 ） が 認 め ら れ た  (図 Ⅱ - 7  a ,  b ,  c )。 B 群

は 細 胞 質 の 一 部 が 赤 紫 色 に 着 色 (Ⅲ 型 )し て い た (図 Ⅱ - 7  d ,  e ,  f )。 C 群

は 細 胞 質 全 体 が 微 細 な 活 性 顆 粒 に よ る 着 色 (Ⅳ 型 )が み ら れ た (図 Ⅱ

- 7  g ,  h ,  i )。 脾 臓 で 観 察 さ れ た F 細 胞 は 細 胞 質 の 約 半 分 を 赤 紫 色 の 大

型 活 性 顆 粒 (Ⅲ 型 )で 占 め ら れ て い た (図 Ⅱ - 7  j )。  
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図  Ⅱ – 7  ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の  a c i d  p h o s p h a t a s e

染 色 画 像 (矢 印 は 当 該 細 胞 ) ,  B a r  =  1 0  μ m  

a  :  A b  t y p e ,  b  :  A 1  t y p e ,  c  :  A 2  t y p e ,  d :  B 1  t y p e ,  e  :  B 2  t y p e ,  

 f  :  B 3  t y p e ,  g  :  C 1  t y p e ,  h  :  C 2  t y p e ,  I  :  C 3  t y p e ,  j  :  Ｆ t y p e  
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E s t e r a s e 染 色 ( E S T  α - N B )  

 A、 B 群 は い ず れ も 陰 性 ( 0 型 )で あ っ た  (図 Ⅱ - 8  a ,  b ,  c ,  d ,  e )。 C 群

は 共 に 淡 褐 色 顆 粒 が 数 個 （ Ⅰ 型 ） み ら れ た  (図  Ⅱ - 8  f ,  g ,  h )。 F 細 胞

は 、 黒 褐 色 の 活 性 塊 、 活 性 顆 粒 が 散 在 し て お り 、 さ ら に 細 胞 質 が 広

く 淡 赤 褐 色 に 染 ま っ て い る 部 分 (Ⅲ 型 )が 認 め ら れ た (図 Ⅱ - 8  i )。  
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図  Ⅱ – 8   ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の α - n a p h t h y l  b u t y r a t e

法 に よ る e s t e r a s e 染 色 画 像 (矢 印 は 褐 色 顆 粒 ) ,  B a r  =  1 0  μ m  

 a  :  A 1  t y p e ,  b  :  A 2  t y p e ,  c  :  B 1  t y p e ( 右 ) ,  ｄ : B 2  t y p e ,  ｅ :  B 3  t y  

ｆ :  C 1  t y p e ,  ｇ :  C 2  t y p e ,  h  :  C 3  t y p e ,  i  :  Ｆ  t y p e  
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P e r i o d i c  a c i d  S h i f f 染 色 ( P A S )  

 A 1、 A 2 群 は 陰 性 ( 0 型 )で あ っ た  (図  Ⅱ - 9  a ,  b )。 B 1、 B 2、 B 3 群 で

は 後 染 色 の ヘ マ ト キ シ リ ン に よ る 青 色 に 染 ま っ た 細 胞 質 縁 辺 部 に 赤

紫 色 の 弱 い 活 性 (Ⅰ 型 )が 認 め ら れ た  (図 Ⅱ - 9  c ,  d ,  e ) 。 C 群 は 細 胞 質

全 体 が 微 慢 性 に 着 色 、細 胞 縁 辺 は 帯 状 に 濃 く 着 色 し て い た (Ⅲ 型 )  (図

Ⅱ - 9  f ,  g ,  h )。 F 細 胞 は 核 近 傍 に 赤 紫 色 の 大 型 活 性 顆 粒 が 密 集 し て い

た (Ⅱ 型 )  (図 Ⅱ - 9  i )。  
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図  Ⅱ - 9   ア ユ 末 梢 血 及 び 脾 臓 で み ら れ た 血 球 の p e r i o d i c  a c i d  s h i f f  

染 色 画 像 ,  (矢 印 は 当 該 細 胞 ) ,  B a r  =  1 0  μ m   

a  :  A 1  t y p e ,  b  :  A 2  t y p e ,  c  :  B 1  t y p e ,  ｄ :  B 2  t y p e ,  ｅ :  B 3  t y p e ,  

f  :  C 1  t y p e ,  ｇ :  C 2  t y p e ,  h  :  C 3  t y p e ,  i  :  Ｆ t y p e  
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考 察  

 

魚 類 の 白 血 球 の 形 態 、染 色 性 は 哺 乳 類 白 血 球 と 類 似 し て い る 事 実 か

ら 、 哺 乳 類 血 液 学 の 知 見 が 魚 類 血 球 に も 適 用 さ れ て き た 1 2 , 1 7 ) 。

R o m a n o w s k y 染 色 に よ る 魚 類 白 血 球・栓 球 で み ら れ る 形 態 、染 色 性 (表  

Ⅱ - 5 ) 1 2 , 1 7 , 1 8 ） を 参 考 に し て 、 ア ユ で み ら れ た 血 球 の 形 態 及 び 染 色 性  

(表  Ⅱ - 6 )  か ら そ の 帰 属 を 検 討 し た 。  
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表  Ⅱ –  5   魚 類 栓 球 ･白 血 球 の 形 態 及 び 染 色 性 1 2 , 1 7 , 1 8 ）  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*  ：  ヒ ト 血 球 の 特 徴 に 類 似  

血球 形状 細胞質 核 備考
栓球 ・桿状形、紡錘形、楕円 ・未熟青色、成熟灰色,青灰色 ･リブの付いたクロマチン

・人為操作により形態変化 ･顆粒は若い細胞は濃塩基性、中間は ･核を横切る窪みのあるヘテロ
・刺激により偽足   淡い塩基性  クロマチン
・複数種の報告

リンパ球 ･円、楕円形 ･狭い細胞質 ･ｸﾛﾏﾁﾝは粗大粗荒､網工不鮮明 ･ヒトに酷似
・大きさは小～大 ･青、青灰、淡青色、幼弱形は濃染 ･円形
・刺激により偽足 ・アズール顆粒の報告例あり ･切れ込み、括れ核多い

･核周明庭 ・まれに核小体

好中球 ・円形、類円形* ･幼弱形は好塩基性、淡青、青灰、 ･円､楕円、lobe、腎形馬蹄形核

  淡赤色細胞質 ･分葉核(2-5)*

･不染性顆粒、暗灰、灰色顆粒、淡赤、
  青赤、赤紫色微小顆粒
・2タイプの小粒は未熟、成熟した金魚

好塩基球 ・円形* ･細胞質は好塩基性、好塩基性淡 ・核は濃染 ・出現は希有
  褐色(コイ,フナ) ・クロマチン不明瞭
･濃紫色粗大顆粒(コイ,フナ)[12]
･淡赤色、能青紫色顆粒*[12]

好酸球 ・円形、類円* ･朱赤色大型顆粒*[12]

･淡水魚ベージュ色顆粒[12]
･海産魚赤色系(朱赤色)顆粒[12]

単球/ﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞ ・白血球中最大* ・好塩基性灰色紫青色* ・円、腎形、不規則分葉核* ･ヒトに類似[12]

・類円形、不整形、遊走形* ・幼弱なものは好塩基性で濃染

･偽足様突起 ・紫赤色顆粒散在* ･ｸﾛﾏﾁﾝ線状荒い網状*

・無顆粒で灰青色の細胞質
･小胞、液胞、含有物あり

・核周明庭みられない*

・形態変化の進ん
だ栓球はリンパ球
との分別困難

・プラズマ細胞が
多くの魚の末梢血
にみられる

・顆粒は水、アル
コールに溶けやす

・ソーセイジ形で二分葉した偏在核
標本作製操作不
適で安易に顆粒破
壊

･ｸﾛﾏﾁﾝは粗大粗荒､網目状*
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表  Ⅱ – 6  ア ユ の 末 梢 血 及 脾 臓 で み ら れ た 栓 球 ･白 血 球 の 種 類 と 性 状  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

栓球1 A1 A1:類円、紡錘形 ・A1:灰,淡紫青色 尾静脈
栓球2 A2 A2:円、類円形 ・A2:灰,淡紫青、淡青色
栓球a Aa Aa:類円形、ビーン ・Aa:淡紫青色
栓球b Ab Ab:桿状形 ・Ab:透明、淡紫青色

A1:凝集
A1,A2:偽足 ･A1、A2:ｸﾛﾏﾁﾝは均一

･Aa、Ab:ｸﾛﾏﾁﾝは棒状、粗剛濃縮

小リンパ球 B1 ･円、楕円、腎形 ･濃青色 ・核形は類円形、半月形 尾静脈
･小型血球 ･核周明庭

中リンパ球 B2 ･類円、類楕円形 ･細胞質は青色、淡青灰色 尾静脈
大リンパ球 B3 ･中･大血球 ･空胞のみられる細胞あり

･偽足 ･核周明庭 ･ｸﾛﾏﾁﾝは粗剛濃縮

小好中球 C1 ･円形、類円形 ･細胞質は淡青灰色、淡桃灰色 ･円形、腎形、桿状形 尾静脈
中好中球 C2 ･小～大細胞 ･顆粒は認められない ･二分葉核あり
大好中球 C3 ･ｸﾛﾏﾁﾝは粗剛濃縮

・C1はやや粗剛濃縮

好塩基球 D ･楕円形 ･核は腎形 尾静脈
･核上に青紫色顆粒

・青紫顆粒、一部脱顆粒 ･ｸﾛﾏﾁﾝ不鮮明

単球/ﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞ E ･大型細胞 ・細胞質は淡青灰色 ･核は腎形 尾静脈
･楕円形 ・核周明庭みられない ･ｸﾛﾏﾁﾝは線状繊細
･偽足様突起

単球/ﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞ F ･大型細胞 ・細胞質は淡青紫色 ・類円、腎、桿状、不定形 脾臓
･楕円形 ・核周明庭みられない
･偽足様突起

核

･核形は、A1:類円紡錘,、A2:円､
腎、馬蹄形、,Aa::円腎形で切れ込
み核あり、Ab:桿状形

血球採集部位分類血球 形状 細胞質

・青色顆粒散在、暗赤紫着色塊、
空胞

･ｸﾛﾏﾁﾝは線状、不鮮明で均一も
みられる･空胞、黒青、黒褐色着色塊、･捕

食含有物あり

・核色はA1:暗赤紫色、Aa:濃赤紫
色、A2,Ab:淡赤紫色

・核形は類円形、腎形、馬蹄形、
不定形核

・細胞質は淡青灰色、一部淡桃灰
色

･ｸﾛﾏﾁﾝは粗剛濃縮、やや不鮮明
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栓 球 と し て の A 群 ： A 群 は 小 型 の 血 球 で あ り 、 偽 足 の み ら れ る 細 胞

が 多 い こ と 、 核 ク ロ マ チ ン が 均 一 と 栓 球 の 特 徴 を 示 す (表  Ⅱ - 5 ,  Ⅱ

- 6 )。 栓 球 は 採 血 後 、 人 為 的 な 操 作 で 形 態 変 化 し や す く 、 池 田 1 2 ) は

栓 球 の 形 態 変 化 の 進 行 を 模 式 図 に 示 し て い る 。 A a  (栓 球 a )， A b  (栓

球 b )  は 採 血 直 後 に ス ラ イ ド に 塗 布 し た 栓 球 の 画 像 で あ り 、 模 式 図

か ら 栓 球 b は 桿 状 形 で 形 態 変 化 は 進 ん で い な い 栓 球 と い え 、 栓 球 a

は あ る 程 度 形 態 変 化 し た 栓 球 に 似 て い る 。 栓 球 a， 栓 球 b  の ク ロ マ

チ ン は 均 一 な が ら 粗 剛 な 構 造 を 残 し て い る が 、 A 1  (栓 球 1 )， A 2  (栓

球 2 )は 人 為 的 操 作 の 過 程 で 形 態 変 化 が 進 ん だ 染 色 像 と い え 、核 ク ロ

マ チ ン も 粗 剛 か ら 均 一 へ と 変 化 し た も の と 推 察 さ れ る 。 池 田 ら 1 2 )

は 集 合 、 凝 集 し た 栓 球 の 染 色 像 を 呈 し て お り 、 そ れ ら を 活 性 化 し た

栓 球 と し て い る 。 栓 球 1 は そ れ ら の 画 像 に 酷 似 し て お り 、 核 色 は 暗

赤 紫 色 を 呈 す こ と か ら 他 血 球 と 明 ら か に 区 別 さ れ る 。 一 方 、 栓 球 2

は 栓 球 1 と 比 べ て 明 る い 核 色 を し て い る 。  S a u n d e r s  1 9 ) も 栓 球 に 2

つ の 染 色 性 の あ る こ と を 報 告 し て い る 。池 田 ら 3 ) は L S G 染 色 に よ り

栓 球 は 他 の 血 球 と 区 別 可 能 と し て い る が 、 L S G 染 色 で 得 ら れ た 栓 球

は M G G 染 色 よ り 鮮 や か な 染 色 像 が 得 ら れ た も の の 、核 は M G G 染 色

と 同 様 依 然 2 つ の 染 色 性 を 示 し た 。 栓 球 1、 栓 球 2  (図 Ⅱ - 2  a )  は 核 /

細 胞 面 積 比 が 小 型 の B 1 さ ら に C 1 と 接 近 し て お り 、そ の 区 別 が 困 難

で あ る 。 し か し 、 密 度 勾 配 分 離 に お い て は 、 A 1、 A 2 (栓 球 1、 栓 球

2 )が 比 重 1 . 0 4 2～ 1 . 0 4 7 に 集 中 し て い る が 、 B 1 と C 1 の セ ル は A 1、

A 2 か ら 離 れ た 分 画 に み ら れ た (表 Ⅱ - 4 )。 E l l i s 2 0 ) は ヨ ー ロ ッ パ 産 ツ ノ

ガ レ イ ,  P l e u r o n e c t e s  p l a t e s s a  の 栓 球 を 4 つ の 主 な 形 態 に 分 割 し て

お り 、 l o n e 形 の 多 い 場 合 、 栓 球 を リ ン パ 球 と し て 見 誤 る こ と か ら 計

数 に 使 用 さ れ る べ き で な い と 述 べ て い る 。 ヨ ー ロ ッ パ 産 ツ ノ ガ レ イ

の  L o n e 形 の 栓 球 の 核 は 類 円 形 で 核 が 偏 在 し て お り 、 ア ユ 栓 球 2 に

も 同 様 の 細 胞 が み ら れ た （ 図 Ⅱ - 5  b ,  8  b） 。  
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リ ン パ 球 と し て の B 群 ： B 1 血 球 で は ほ と ん ど の 核 が 偏 在 し て い る

が 、こ れ は 密 度 選 別 等 の 人 為 操 作 に よ り 変 形 し た も の と 考 え ら れ る 。

ま た 、 血 球 の 形 も 円 形 よ り 楕 円 形 の も の が 多 い 。 し か し 、 細 胞 質 は

青 色 に 濃 染 し 、核 周 明 庭 が み ら れ る な ど 、B 1 は 典 型 的 な リ ン パ 球 の

特 徴 を 有 し て い た (表 Ⅱ - 5 ,  Ⅱ - 6 )。な お 、 B 1 (小 リ ン パ 球 )の 核 ク ロ マ

チ ン は 粗 剛 で あ り 、 栓 球 1、 栓 球 2 の 均 一 な 核 ク ロ マ チ ン と 異 な る

点 で 、 両 者 は 分 別 が 可 能 と い え る 。  一 方 、 B 2、 B 3 は 小 リ ン パ 球 と

同 様 に 形 態 変 化 の み ら れ る 細 胞 が 多 か っ た 。さ ら に 、細 胞 は 類 円 形 、

類 楕 円 形 で あ り 、 偽 足 の み ら れ る 細 胞 、 細 胞 質 に 空 胞 の み ら れ る 血

球 も み ら れ た 。 核 は 腎 形 、 馬 蹄 形 、 変 形 核 で あ る 。 核 ク ロ マ チ ン は

粗 剛 で あ り 、 細 胞 質 周 辺 部 は 青 灰 色 に 染 ま り 、 核 周 明 庭 が み ら れ た  

(表  Ⅱ - 6 )。単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ と 一 致 す る 特 徴 も あ る が 、核 周 明 庭

が み ら れ る こ と か ら B 2 (中 リ ン パ 球 )、 B 3 (大 リ ン パ 球 )と し た 。  

顆 粒 球 と し て の C、 D 群 ： C 群 血 球 は 細 胞 質 が 灰 色 、 淡 青 色 、 淡 赤

色 を 呈 す る が 、 顆 粒 は 無 染 色 で あ り 、 さ ら に 分 葉 核 が み ら れ る な ど

の 特 徴 を 有 し て い る こ と か ら 好 中 球 に 分 類 さ れ た (表  Ⅱ - 5 ,Ⅱ - 6 )。こ

れ ら の 特 徴 は C 1 (小 好 中 球 )、 C 2 (中 好 中 球 )、 C 3 (大 好 中 球 )血 球 の い

ず れ に も 共 通 し て 認 め ら れ た 。 小 好 中 球 は 細 胞 面 積 が 小 さ く な る に

従 っ て 、い ず れ の 血 球 も 相 対 的 に 細 胞 質 が 小 さ く な り (図 Ⅱ - 2  a )、細

胞 種 の 判 定 は 核 の 違 い が 重 要 で あ っ た 。 好 中 球 の 核 ク ロ マ チ ン は 粗

剛 で あ る が 、 小 好 中 球 の 核 ク ロ マ チ ン は 均 一 な 細 胞 も み ら れ 、 栓 球

と の 区 別 を 困 難 に し て い る 。 そ の た め 、 M G G 染 色 に 加 え 、 P O 染 色

を 実 施 す る こ と に よ り 分 別 が 容 易 と な る 2 1 ) 。一 方 、好 塩 基 球 、好 酸

球 の 識 別 は 好 塩 基 性 な い し 好 酸 性 顆 粒 の 存 在 を 確 認 す る こ と が 必 須

で あ る 。 塩 基 性 染 料 と 結 合 し た 好 塩 基 性 物 質 は 、 極 端 に 希 釈 し た 電

解 液 で さ え た や す く 放 出 す る と 言 わ れ 1 4 ) 、本 試 験 で の 染 色 操 作 に お
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い て も リ ン 酸 緩 衝 液 で な く 、 蒸 留 水 を 用 い た 。 し か し 、 顆 粒 の み ら

れ た 血 球 は D 群 の 細 胞 の み で あ り 、顆 粒 が 好 塩 基 性 を 有 す る こ と か

ら 好 塩 基 球 と し た が 、ア ユ の 血 中 に は  好 塩 基 球 は 極 め て 少 な い と い

え る 。 な お 、 t o l u i d i n e  b l u e 染 色 で は m e t a c h r o m a s i a を 示 す 細 胞 は 認

め ら れ な か っ た 。ま た 、好 酸 性 顆 粒 を 持 つ 血 球 は 認 め ら れ な か っ た 。  

単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ と し て の E 細 胞 ： 魚 類 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の

特 徴 は 、 白 血 球 中 で 最 大 の 細 胞 で あ り 、 細 胞 質 は 淡 青 灰 色 、 核 周 明

庭 は み ら れ な い 。 ま た 、 核 周 辺 に 顆 粒 、 空 胞 が 存 在 す る 。 ア ユ 血 液

中 で み ら れ た E、F 細 胞 は こ れ ら の 特 徴 を 持 っ て お り (図  Ⅱ - 1 - l  m ,  n )、

核 周 明 庭 が み ら れ な い こ と か ら リ ン パ 球 と 区 別 さ れ る 。 ア ユ 末 梢 血

で の 出 現 は 少 な く (表  Ⅱ - 2 )、 E l l i s の 報 告 2 0 ) で も 、ヨ ー ロ ッ パ 産 ツ

ノ ガ レ イ の 血 液 中 の 単 球 は 、白 血 球 中 で 約 0 . 1 %と 少 な い 。ヨ ー ロ ッ

パ 産 ツ ノ ガ レ イ の 単 球 の 細 胞 サ イ ズ は 幅 が あ り 、 偏 在 核 は 細 胞 の 半

分 未 満 で 、 核 形 は V 字 型 な い し 馬 蹄 形 、 ク ロ マ チ ン は f a i r l y  l o o s e 、

し ば し ば 半 月 状 核 が 細 胞 膜 に 接 し て お り 、 塩 基 性 細 胞 質 に 時 々 液 胞

を 含 ん で い た 。 さ ら に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 主 と し て 腎 臓 、 脾 臓 で み

ら れ た 。 遊 離 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 特 徴 は 、 単 球 の 特 徴 と ほ ぼ 似 て い る

が 、 異 な る 点 と し て 、 核 は 特 徴 あ る 円 形 で あ り 、 広 い 細 胞 質 は

R o m a n o w s k y 染 料 で わ ず か に 好 塩 基 性 を 示 す 。 ま た 、 捕 食 残 渣 と 思

わ れ る 包 含 物 が 暗 染 色 を 呈 す る と い わ れ る 2 0 ) 。ア ユ 脾 臓 で み ら れ た

単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ も ヨ ー ロ ッ パ 産 ツ ノ ガ レ イ の 遊 離 マ ク ロ フ ァ

ー ジ と 同 様 な 特 徴 を 持 ち 、 核 の 形 態 は 類 円 形 以 外 に 紡 錘 形 、 不 定 形

も み ら れ 、 い ず れ の 細 胞 も 広 い 細 胞 質 を も っ て い た 。  
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細 胞 化 学 的 染 色  

 栓 球 （ A 1， A 2 ,  A b） 、 リ ン パ 球 （ B 1， B 2， B 3） 、 好 中 球 （ C 1，

C 2， C 3） 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ F の 細 胞 化 学 的 染 色 の 活 性 度 を 基

に ア ユ の 染 色 所 見 を 整 理 し た 。そ し て 、硬 骨 魚 で み ら れ た 栓 球 ･白 血

球 の 染 色 所 見 を 統 合 し て 表 I I - 7 に ま と め た 。細 胞 化 学 的 染 色 は 臨 床

血 液 学 と し て 血 液 関 連 の 疾 病 検 査 と し て 用 い ら れ て い る が 、 血 球 種

の 判 別 の 補 助 手 段 と し て も 用 い ら れ て い る 。 本 研 究 で は 、 ヒ ト の 細

胞 化 学 的 染 色 所 見 2 2 ) を 参 考 に 、 P O は 顆 粒 球 、 A L P は 好 中 球 、 E S T  

α - N B は 一 部 の 顆 粒 球 、単 球 ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 A C P、 P A S は 全 血 球

を 対 象 に 染 色 を 行 っ て き た 。 ア ユ 血 球 の 染 色 性 は ヒ ト の 血 球 の 染 色

性 と よ く 似 た 結 果 を 示 し た (表 Ⅱ - 7 ,  Ⅱ - 8 ) 1 4 , 2 0 , 2 3 - 2 9 ) 。一 方 、ア ユ と 硬

骨 魚 の 血 球 の 染 色 性 に は 魚 種 間 で 同 じ 反 応 を 示 す も の が 多 い が 、 一

部 で 異 な る 反 応 を 示 す も の が み ら れ た 。P O で は 、栓 球 、リ ン パ 球 が

ア ユ を 含 め た す べ て の 魚 種 で 陰 性 、 好 中 球 が す べ て の 魚 種 で 陽 性 と

同 じ 染 色 態 度 を 示 し た 。 A L P は 、 ヒ ト で は n e u t r o p h i l e  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e と も 表 現 さ れ て お り 、好 中 球 に 特 異 的 な 反 応 で あ る 。こ

れ は ア ユ で も 好 中 球 が 陽 性 と な っ て い る が 、 他 の 硬 骨 魚 で は 好 中 球

も 陰 性 の 魚 種 が 多 く み ら れ る 。栓 球 、リ ン パ 球 、単 球 /マ ク ロ フ ァ ー

ジ に つ い て も 魚 種 に よ り 異 な っ た 染 色 態 度 を 示 し て い る 。 A C P は 、

栓 球 、 リ ン パ 球 を 除 い て 魚 種 に よ る 違 い は な く 、 ア ユ を 含 め て す べ

て の 魚 種 で 陽 性 の 染 色 態 度 を 示 し て い る 。E S T  α - N B は 、測 定 例 が 少

な い が 、 好 中 球 は ほ と ん ど の 魚 種 で 陽 性 な い し 弱 陽 性 を 示 す 。 ア ユ

は 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ で 陽 性 を 示 し た が 陰 性 の 魚 種 も み ら れ る 。

P A S は 、 い ず れ の 魚 種 、 血 球 に つ い て も 陽 性 、 弱 陽 性 で あ る 。 ア ユ

も ほ ぼ 同 様 の 染 色 態 度 を 示 す が 、 栓 球 が 他 の 硬 骨 魚 で 陽 性 、 弱 陽 性

を 示 す 一 方 で ア ユ は 陰 性 で あ っ た 。  
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表  Ⅱ – 7  ア ユ 及 び 数 種 の 硬 骨 魚 栓 球 、 白 血 球 の 特 殊 染 色  

所 見 1 4 , 2 0 , 2 3 - 2 9 )  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

/マクロファージ
C.R.[ Ref. ] C.R.[ Ref. ] C.R.[Ref. ] C.R.[ Ref. ] C.R.[ Ref. ] C.R. [ Ref. ]

PO Plecoglossus altivelis altivelisss - - + -～±

Cyprinus carpio - [ 23 ] - [ 24,25 ] + [ 14 ] - [ 14 ] -,+ [ 14,25 ]

Carassius auratus - [ 23 ] - [ 24 ] + [ 24 ]

Carassius carassius - [ 23 ] + [ 24 ]
Ictalurus punctatus - [ 26 ] + [ 26 ] - [ 26 ]
Salmo irideus - [ 23 ] - [ 24 ] + [ 24 ]
Anguilla anguilla - [ 23 ] - [ 24 ] + [ 24 ]
Takifugu vermicularis + [ 14 ] - [ 14 ]

Takifugu niphobles + [ 27 ] - [ 27 ]

Takifugu rubripes + [ 27 ] - [ 27 ]

Lates japonicus - [ 29 ] + [ 29 ] - [ 29 ] - [ 29 ]

Chelon haematocheilus - [ 28 ] + [ 28 ] - [ 28 ]

Pleuronectes platessa L. + [ 20 ]

ALP Plecoglossus altivelis altivelisss - ± + -

Cyprinus carpio - [ 23 ] - [ 24 ] - [ 14 ] - [ 14 ] ± [ 24 ]
Carassius auratus - [ 23 ] - [ 24 ] - [ 24 ]
Carassius carassius - [ 24 ]
Salmo irideus - [ 23 ] - [ 24 ] ± [ 24 ]
Anguilla anguilla + [ 23 ] + [ 24 ] - [ 24 ]
Takifugu vermicularis - [ 14 ] - [ 14 ]
Lates japonicus ± [ 29 ] + [ 29 ] - [ 29 ] ± [ 29 ]
Chelon haematocheilus - [ 28 ] - [ 28 ] + [ 28 ]
Pleuronectes platessa L. + [ 20 ]

ＡＣＰ Plecoglossus altivelis altivelisss ± + + +

Cyprinus carpio + [ 23 ] + [ 14 ] + [ 14 ] + [ 24 ]

Carassius auratus ± [ 23 ] ± [ 24 ] + [ 24 ]

Carassius carassius ± [ 23 ] ± [ 24 ] + [ 24 ]

Salmo irideus + [ 23 ] - [ 24 ] + [ 24 ]

Anguilla anguilla - [ 23 ] - [ 24 ] + [ 24 ]

Takifugu vermicularis + [ 14 ] + [ 14 ]

Lates japonicus ± [ 29 ] + [ 29 ] ± [ 29 ] + [ 29 ]
Chelon haematocheilus + [ 28 ] + [ 28 ] + [ 28 ]
Pleuronectes platessa L. + [ 20 ] + [ 20 ] + [ 20 ]

ＥＳ α -NB Plecoglossus altivelis altivelisss - - ± +

Cyprinus carpio ＋ [ 14 ] ± [ 14 ]
Takifugu vermicularis ＋ [ 14 ] - [ 14 ]
Lates japonicus - [ 29 ] ＋ [ 29 ] - [ 29 ] - [ 29 ]
Chelon haematocheilus - [ 28 ] ± [ 28 ] + [ 28 ]

ＰＡＳ Plecoglossus altivelis altivelisss - ± + +

Cyprinus carpio + [ 23 ] + [ 14 ] + [ 24 ]
Carassius auratus + [ 23 ] + [ 24 ] + [ 24 ]
Carassius carassius + [ 23 ] + [ 24 ] + [ 24 ]
Salmo irideus + [ 23 ] + [ 24 ] + [ 24 ]
Anguilla anguilla + [ 23 ] + [ 24 ] + [ 24 ]
Takifugu vermicularis - [ 14 ]
Lates japonicus ± [ 29 ] + [ 29 ] ± [ 29 ] ± [ 29 ]
Chelon haematocheilus ± [ 28 ] + [ 28 ] + [ 28 ]
Pleuronectes platessa L. ± [ 20 ] ± [ 20 ] + [ 20 ] + [ 20 ]
PO：Ｐeroxidase，AＬP： Alkaline phosphatase，ACP：Acid phosphatase，EST (α-NB)：Esterase (α-naphthyl butyrate)
PAS：Periodic acid Shiff reaction C.R. : Cytochemical Reactivity  Ref. : References

好酸球 単球

染色法 魚種

栓球 リンパ球 好中球 好塩基球
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表  Ⅱ – 8   ヒ ト の 白 血 球 の 細 胞 化 学 的 染 色 所 見 2 2 )  

 

 

 

 

栓球a) リンパ球b) 好中球 好塩基球 好酸球 単球

MPO - + -～+ + -～+

NAP - + - - -

ACP ±～+ + + + +

EST (α-NB) -～+ - + -～+ +

PAS ± + + + +
MPO：Myeloperoxidase，NAP：Neutrophyl alkaline phosphatase，ACP：Acid phosphatase，
EST (α-NB)：Esterase (α-naphthyl butyrate) ，PAS：Periodic acid Shiff reaction
a) 栓球は該当なし　b)　リンパ球はT,B,NK細胞をまとめて表記
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 ア ユ 好 中 球 の 細 胞 化 学 的 染 色 の 染 色 性 は 、他 の 血 球 と 異 な っ て P O、

A L P、 A C P  、 P A S に 対 し て 強 い 陽 性 反 応 を 示 し た 。 ア ユ 脾 臓 単 球 /

マ ク ロ フ ァ ー ジ は E S T  α - N B が 特 異 的 な 陽 性 反 応 を 示 し 、 A L P 、 P A S

陽 性 、 P O が 微 弱 陽 性 で あ る 。 N e u m a n n ら 3 0 ) は キ ン ギ ョ 腎 臓 白 血 球

培 養 に 由 来 し た 3 つ の 亜 母 集 団 の R l、R 2 お よ び R 3 タ イ プ の マ ク ロ

フ ァ ー ジ を 選 別 し た 。  マ ク ロ フ ァ ー ジ の 分 化 は p r o g e n i t o r s か ら 単

球 を 経 て 成 熟 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 至 る c l a s s i c a l  p a t h w a y と 中 間 の 単 球

段 階 が な く A P - m a c r o p h a g e s  に 成 熟 す る a l t e r n a t e  p a t h w a y  （ A P） が

あ る 2 2 ) 。 R l タ イ プ ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ は 小 型 で 核 細 胞 質 比 は 高 く 、

A C P は 陽 性 で あ る が 、 P O、 E S T (  α - N B )は 陰 性 で あ り 、 R 2 は 哺 乳 類

成 熟 組 織 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 類 似 ，R 3 タ イ プ は 腎 形 核 を 有 し 、哺 乳 類

単 球 に 類 似 す る 。 R 2， R 3 は 共 に P O， A C P 、 E S T 陽 性 で あ る 3 0 , 3 1 ) 。

ア ユ 末 梢 血 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の 測 定 例 は な い が 、 ア ユ 脾 臓 単 球 /

マ ク ロ フ ァ ー ジ で 得 ら れ た 結 果 と 同 様 な 結 果 が 得 ら れ る も の と い え

る 。 た だ し 、 脾 臓 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ で 得 ら れ た P O の 微 弱 陽 性 は

捕 食 物 質 に 起 因 す る 可 能 性 も あ る 3 2 ) 。 ア ユ 栓 球 、リ ン パ 球 の 細 胞

化 学 的 染 色 で は 陽 性 を 示 す 項 目 は 少 な く 、 ま た 、 栓 球 な い し リ ン パ

球 に 特 異 的 な 染 色 性 を 示 す 項 目 は な い 。 栓 球 で は A C P が 微 弱 陽 性 、

リ ン パ 球 で は A C P か 陽 性 、A L P、P A S が 微 弱 陽 性 を 示 す の み で あ る 。

わ ず か な 染 色 態 度 の 違 い か ら い ず れ に 属 す る か を 推 定 す る こ と は 可

能 か も し れ な い が 、 得 ら れ た 染 色 像 が 不 鮮 明 な 場 合 も あ り 、 さ ら な

る 検 討 が 必 要 で あ る 。  

 

 

 

 

. .  



50 

 

Ⅲ 章   
 

ア ユ 血 球 の 疾 病 因 子 に 対 す る 応 答 に 関 す る 研 究  

 

 ア ユ の 血 液 中 に は 栓 球 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 、 単 球 / マ ク ロ フ ァ ー

ジ 、好 塩 基 球 が み ら れ た 。魚 の 免 疫 応 答 は 水 温 、水 質 な ど の 外 部 環

境 要 因 、性 成 熟 な ど の 内 部 環 境 要 因 、さ ら に ス ト レ ス や 餌 な ど の 飼

育 条 件 等 の 要 因 の 影 響 を 受 け て 低 下 す る 。免 疫 の 主 体 で あ る 白 血 球

は 、免 疫 応 答 の 低 下 に 伴 い 組 成 変 化 や 機 能 の 低 下 を 招 く と い わ れ る

9 ) 。 養 殖 場 で 飼 育 さ れ て い る 魚 は 高 密 度 飼 育 に よ る ス ト レ ス 、 水 質

悪 化 、夏 期 の 高 水 温 を 受 け 、た え ず 疾 病 の 危 険 に 晒 さ れ て い る 。養

殖 現 場 の 疾 病 対 策 で は 、養 殖 魚 の 免 疫 機 能 低 下 を 早 期 に 把 握 す る こ

と に よ り 疾 病 を 未 然 に 予 防 す る こ と が 最 も 重 要 で あ る 。本 章 で は ま

ず 、免 疫 機 能 低 下 を 把 握 す る た め 、飼 育 ア ユ 末 梢 血 中 の 組 成 変 化 の

モ ニ タ リ ン グ と 実 験 的 炎 症 に よ り 起 こ る ア ユ 血 球 の 動 態 及 び 形 態

変 化 等 に つ い て 試 験 し た 。  

 

第 １ 節  飼 育 ア ユ 血 球 組 成 変 化  

 

方 法  

 

試 験 魚   

 高 梁 川 漁 業 協 同 組 合 の 養 魚 場 で 孵 化 、屋 内 水 槽  ( 7 0  t )  で 飼 育 さ れ

た ア ユ を 試 験 に 用 い た 。 養 殖 池 の 水 温 は 6 月 で 1 7℃ だ が 、 7 月 下 旬

～ 8 月 で 2 0℃ 、 9 月 が 2 1℃ 、 そ し て 1 0 月 が 2 1℃ で あ る 。 2 0 1 1 年 6

月 2 4 日 、 7 月 2 6 日 、 8 月 2 5 日 の 供 試 魚 は 養 殖 池 か ら 取 り 上 げ た の
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ち 、 直 ち に 採 血 を 行 っ た 。 9 月 2 1 日 、 1 0 月 2 4 日 の 供 試 魚 は 9 月 の

試 験 1 週 間 前 に 移 送 し て 、 試 験 水 槽 ( 1 . 3  t： 1 7℃ )で 飼 育 し た の ち 採

血 し た 。1 0 月 の サ ン プ ル は そ の ま ま 試 験 水 槽 で 飼 育 し た ア ユ を 用 い

た 。  

採 血  

 採 血 は 尾 部 血 管 か ら ヘ パ リ ン (持 田 製 薬 ノ ボ ヘ パ リ ン 5 0 0 0 単 位 / 5  

m l )  0 . 1  m l を 含 む 1  m l シ リ ン ジ ( T E R U M O  1  m l ツ ベ ル ク リ ン 用 )で 0 . 9  

m l 採 血 し た 。  

血 液 処 理   

白 血 球 の 分 離 、塗 抹 方 法 は 第 Ⅱ 章 の 方 法 に 準 じ た 。な お 、塗 抹 標

本 は 、 M G G 染 色 及 び P O 染 色 ( D A B 法 )を 行 い 、 そ れ ぞ れ 出 現 血 球 の

測 定 を 行 っ た 。  

 

結 果  

 

試 験 魚  

 試 験 に 用 い た ア ユ の 大 き さ は 表  Ⅲ - 1  の と お り で あ る 。 6 月 2 4 日

の 試 験 魚 は 平 均 体 長 1 6  c m と ま だ 小 さ い 。7 月 2 6 日 の 魚 は 平 均 体 長

1 9  c m で あ り 、ほ ぼ 成 魚 と い え る ま で 成 長 し て い る が 、体 量 は 6 0  g  前

後 で あ っ た 。そ し て 、測 定 ア ユ は 冷 水 病 に 似 た 症 状  (図  Ⅲ - 1 )  が み

ら れ た 。 冷 水 病 の 症 状 と し て は 、 鰓 部 の 出 血 や 体 表 の 潰 瘍 と そ れ に

伴 う 穴 あ き や 体 表 の 白 濁 、 貧 血 な ど が み ら れ る が 、 供 試 魚 で も 潰 瘍

は あ る も の の 斃 死 は ほ と ん ど な か っ た 。 ま た 、 こ の よ う な 症 状 を 呈

し て い る に も 関 わ ら ず 、冷 水 病 菌 は 検 出 さ れ な か っ た (岡 山 県 農 林 水

産 セ ン タ ー 水 産 研 究 所 内 水 面 研 究 室 検 査 )。そ の た め 、投 薬 を 行 わ ず
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に 飼 育 し た 。 そ の 後 、 8 月 2 5 日 に 供 試 魚 は 平 均 体 長 2 0  c m  を 越 え 、

生 殖 巣 も 見 え 始 め た 。そ し て 、 9 月 2 1 日 に は 生 殖 巣 も 発 達 し 、生 殖

腺 重 量 指 数 ( G S I )  も 平 均 1 1 . 4  %に 、 さ ら に 1 0 月 2 4 日 に は 1 9 . 1 %に

達 し た 。  
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表  Ⅲ - 1  血 球 組 成 に 用 い た ア ユ の 体 長 、 重 量 及 び 生 殖 腺 重 量 指 数  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｍｅａｎ ± SD Ｍｅａｎ ± ＳD Ｍｅａｎ ± ＳD

110624 6 15.8 ± 0.3 37.7 ± 1.6

110726 6 19.3 ± 3.0 63.4 ± 11.9
110825 6 20.8 ± 1.2 83.4 ± 12.1 1.3 ± 0.6
110921 6 22.4 ± 1.1 106.7 ± 13.2 11.4 ± 4.0
111024 6 21.6 ± 0.8 91.0 ± 12.4 19.1 ± 6.9

SD： ｓtandard diviation GSI ： gonad somatic index 

例数
体長 重量 GSI測定

年月日
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図  Ⅲ - 1  皮 膚 潰 瘍 の み ら れ た ア ユ  (２ ０ １ １ 年 ７ 月 ２ ６ 日 )  
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血 球 組 成 変 化  

7月 は 感 染 魚 か ら の デ ー タ で あ り 、 そ の 他 の 月 の デ ー タ は 外 見 上

異 常 が み ら れ な い こ と か ら 正 常 魚 と し て 取 り 扱 っ た 。 7月 の 病 魚 を

除 い た 血 球 組 成 の 特 徴 は 以 下 の と お り で あ る (図  Ⅲ - 2 )。 栓 球 2が 6、

8、 1 0月 は 5 4 %台 と 安 定 し て い る が 、 9月 が 6 7 %と 高 い 。な お 、栓 球 1

は 凝 集 活 性 し た も の で あ り 出 現 率 は 極 め て 低 く か っ た 。 小 リ ン パ 球

は 8月 が 3 %と 低 い が 、 6、 9、 1 0の 月 は 5～ 8 %で あ る 。 中 リ ン パ 球 は

1 0月 が 8 %と 高 く 、 そ の 他 の 月 は 4 %で あ っ た 。 大 リ ン パ 球 は 6月 が

0 . 8 %で あ る が 、 8～ 1 0月 が 0 . 2～ 0 . 5  %  と 低 く な っ て い た 。 小 好 中 球

は 9、 1 0月 に 7 %と 低 く 、中 好 中 球 は 9月 に 1 5 %と 低 か っ た が 、他 の 月

は 2 1～ 2 2 %で あ っ た 。 大 好 中 球 は 8月 が 1 . 4 %で あ り 、 他 の 月 が 0 . 6～

0 . 7 %と 低 い 値 で あ っ た 。単 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 8、9月 に は 出 現 は な

く 、 0 %で あ り 、 6、 1 0月 に わ ず か に 0 . 0 4 %み ら れ た 。  

一 方 、 7月 病 魚 の 血 球 組 成 は 他 の 月 と は 異 な っ た 組 成 を 示 し た (図  

Ⅲ - 2 )。栓 球 2は 他 の 月 と 比 べ て 7 0 %と 高 い 値 を 示 し た 。ま た 、小 型 リ

ン パ 球 が 1 2 %と 他 の 月 と 比 べ て 高 く 、 反 対 に 中 リ ン パ 球 、 大 リ ン パ

球 は 低 か っ た 。好 中 球 で は 中 好 中 球 が 5 %と 極 め て 少 な く 、大 好 中 球

の 出 現 は み ら れ な か っ た 。  

リ ン パ 球 と 好 中 球 の 総 細 胞 (大 ・ 中 ・ 小 )の 出 現 率 (図  Ⅲ - 3 )を み る

と 、リ ン パ 球 は 、 8、 9月 に 低 い 値 と な っ て お り 、 7月 は 8、 9月 と 比 べ

て 高 い 値 を 示 し 、7月 の 組 成 を み る と 小 型 リ ン パ 球 が 極 端 に 多 く な っ

て い た 。 好 中 球 は 、 7月 に 最 も 低 く 、 次 い で 9、 1 0月 が 低 か っ た 。  

分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 の 割 合 を 図  Ⅲ - 4に 示 し た 。 小 好 中 球 は 7月 が

1 2 %と 低 い が 、 そ の 他 の 6、 8、  9、 1 0月 は 、 2 2  ～ 2 7 %で あ っ た 。 中
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好 中 球 も 同 様 に 7月 が 1 4 %と 1 0月 が 1 9 %と 低 く 、そ の 他 の 6、8、9月 は 、

2 0  -～ 3 3 %で あ っ た 。 大 好 中 球 は 7月 に は み ら れ な か っ た も の の 、 6

月 が 4 3  %と 最 も 高 く 、 8、  9、 1 0月 が 1 6～ 2 8 %で あ っ た 。  
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図  Ⅲ - 2  ア ユ 末 梢 血 の 血 球 組 成 の 経 月 変 化  ( 2 0 1 1 年 測 定 )  
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図  Ⅲ - 3  ア ユ 末 梢 血 で み ら れ た リ ン パ 球 及 び 好 中 球 の  

出 現 割 合 の 経 月 変 化  ( 2 0 1 1 年 測 定 )  
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図  Ⅲ - 4  ア ユ 末 梢 血 の 分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 の 出 現 割 合  

( 2 0 1 1 年 測 定 )  
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考 察  

 

 養 殖 場 で 飼 育 さ れ て い る 魚 は 高 密 度 飼 育 に よ る ス ト レ ス 、水 質 悪

化 、夏 期 の 高 水 温 等 に さ ら さ れ る 機 会 が 多 い 。高 梁 川 漁 業 協 同 組 合

の 養 魚 場 も 長 年 魚 病 の 脅 威 に さ ら さ れ て き た 。こ の よ う な 環 境 下 で

飼 育 さ れ て い る 養 殖 ア ユ の 末 梢 血 の 血 球 組 成 変 化 を 飼 育 期 間 を 通

し て 定 期 的 に 調 べ た 。  

病 魚 の み ら れ た 7月 以 前 の 6月 の デ ー タ を 正 常 魚 と し た が 、 8月 以

降 の ア ユ も 外 見 上 異 常 が な い こ と か ら 正 常 魚 と み な し た 。8、9月 の

サ ン プ ル の リ ン パ 球 の 出 現 率 が 低 い 状 態 に あ っ た こ と は 疾 病 耐 過

魚 で あ っ た 可 能 性 も あ る 。 9月 の デ ー タ は 栓 球 、 好 中 球 の 組 成 が 7

月 の 病 魚 の 組 成 に 近 い 値 を 示 し て お り 、ご く 初 期 の 病 魚 の 可 能 性 も

考 え ら れ た 。 ま た 、 9月 末 か ら 1 0月 に か け て G S Iが 増 加 し て お り 、 9

月 、 1 0月 は 性 成 熟 の 影 響 を 考 慮 す る 必 要 が あ る 。 な お 、 こ の 間 の 飼

育 期 間 の 水 温 が 1 7～ 2 1℃ の 間 に あ り 、 水 温 変 化 の 影 響 は 無 視 し て い

い も の と 言 え る 。9月 の デ ー タ は 初 期 の 病 魚 の 可 能 性 も あ る た め 、性

成 熟 の よ り 進 ん だ 1 0月 の デ ー タ を み る と 小 好 中 球 が 低 く な っ て い る 。

し か し な が ら 、血 球 組 成 は 6月 の デ ー タ に 近 い こ と か ら 、性 成 熟 の 血

球 組 成 に 及 ぼ す 影 響 は 小 さ い の で は な か ろ う か 。 P i c k e r i n g 3 3 ) は 3シ

ー ズ ン の 間 、 ニ ジ マ ス ,  S a l m o  t r u t t a  L .  を 飼 育 し て 未 成 魚 、 成 魚 の

血 球 組 成 を モ ニ タ ー し た が 、 性 成 熟 の 明 瞭 な 影 響 を 抽 出 す る こ と は

で き ず 、 む し ろ 水 温 に よ る 影 響 が 強 い こ と を 報 告 し て い る 。  

 7月 の 病 魚 で は 、 栓 球 の 増 加 、 好 中 球 の 減 少 、 リ ン パ 球 の 小 型 化

が み ら れ た 。 さ ら に 分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 の 割 合 の 低 下 は 成 熟 の 進 ん

だ 好 中 球 の 減 少 を 示 す も の と い え 、 疾 病 に よ る 好 中 球 の 消 耗 が 関 与
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し て い る こ と が 考 え ら れ た 。 上 述 し て き た 病 魚 に お け る 血 球 組 成 変

化 が 実 験 的 に 再 現 で き る か 調 べ る た め 、 次 節 に お い て 異 物 投 与 試 験

を 行 っ た 。  
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第 ２ 節  異 物 腹 腔 内 投 与 試 験  

 

方 法  

 

異 物 粒 子 懸 濁 液 の 調 製    

墨 を 硯 内 で P B S を 加 え て 擦 り 、 得 ら れ た 墨 粒 子 懸 濁 液 を N o .  2 濾

紙 で 濾 過 し た 。墨 粒 子 懸 濁 液 は P B S で 希 釈 し た 。ま た 、蛍 光 ラ テ ッ

ク ス 粒 子 は 、 0 . 0 3 ,  0 . 5  µ m  粒 子 ( S p h e r o t e c h  I n c . ) ,   2  µ m 粒 子

( P o l y s c i e n c e s  C o m . )  を P B S で 希 釈 し た 。  

試 験 魚   

試 験 に 用 い た ア ユ は 、 高 梁 川 漁 業 協 同 組 合 の 養 魚 場 で 孵 化 飼 育 し

た 成 魚 を 移 送 し 、 第 1 節 と 同 様 に 試 験 水 槽 に 移 し 、 配 合 飼 料 を 与 え

て 馴 致 飼 育 し た 。  

顕 微 鏡 観 察  

O LY M P U S  B X 5 1 を 用 い 、 塗 抹 標 本 に 出 現 し た 血 球 画 像 は 、

O LY M P U S  D P 7 1 に て 撮 影 し た 。 血 球 観 察 に は 、 油 浸 1 0 0 倍 の 対 物 レ

ン ズ で 、 1 0 倍 の 接 眼 レ ン ズ を 用 い た 。血 球 中 の 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子

の 観 察 は 蛍 光 /明 視 野 法 で 行 っ た 。  

腹 水 採 取  

ア ユ 腹 腔 に P B S を 5  m l  を 投 与 し た 。 そ の 後 、 1 0 分 後 に ア ユ 腹 側

の 腹 鰭 中 間 か ら 1 8 G × 1 1 / 2  ( T E R U M O )注 射 針 を 接 合 し た ツ ベ ル ク リ ン

用 1  m l シ リ ン ジ  ( T E R U M O )  で 腹 水 を 採 取 し た 。  

 

実 験  1  異 物 腹 腔 内 投 与 試 験  
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 墨 粒 子 懸 濁 液 0 . 2  m l を 腹 鰭 の 腹 側 よ り ア ユ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。腹

水 試 料 は 投 与 後 、 4 時 間 、 1、 7、 1 4 日 目 に そ れ ぞ れ 採 取 し て 直 接 塗

抹 し た 。 末 梢 血 、 腎 臓 は 投 与 後 、 4 時 間 、 1、 2、 4、 7、 1 4 日 目 に 取

り 上 げ て 、第 Ⅱ 章 と 同 様 の 方 法 で 白 血 球 の 分 離 、 塗 抹 し た 。 そ し て

M G G 及 び P O 染 色 ( D A B 法 )を 行 っ た 。  

 

実 験  2    

墨 粒 子 及 び 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 懸 濁 液 0 . 2  m l を 腹 鰭 の 腹 側 よ り ア

ユ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 投 与 後 、 1 日 目 に 取 り 上 げ て 、 腹 水 、 末 梢 血

を 採 取 し 、 上 記 同 様 に 処 理 し 、 M G G， P O 染 色 し た 。  

  

                         結 果  

 

実 験  1  墨 粒 子 腹 腔 内 投 与 に 伴 う 末 梢 血 中 及 び 腹 腔 内 の 血 球 動 態  

 

末 梢 血 中 血 球 組 成 変 化  腹 腔 内 に 墨 粒 子 懸 濁 液 を 投 与 後 4 時 間 、 1、

2、4、7、1 4 日 目 の ア ユ 末 梢 血 中 に 出 現 し た 血 球 の 出 現 率 を 示 し た (図  

Ⅲ - 5 )。栓 球 2  (Ⅱ 章 分 類 A 2 )は 投 与 後 4 時 間 で 低 下 し 始 め 、 1 日 目 に

最 低 と な り 、 そ れ 以 後 に 増 加 し て 、 7 日 目 に は 投 与 前 の レ ベ ル に も

ど っ た 。な お 、栓 球 1 (Ⅱ 章 分 類 A１ )は 非 常 に 低 い 値 で 推 移 し た 。小

リ ン パ 球 は 投 与 後 4 日 目 に 一 時 1 3 %と や や 増 加 が み ら れ た 。 中 リ ン

パ 球 は 投 与 後 1、 2 日 目 さ ら に 1 4 日 目 に や や 増 加 し て い る が 、 大 き

な 変 化 は み ら れ な か っ た 。 大 リ ン パ 球 は 0～ 3 %と 非 常 に 少 な い 値 で

推 移 し た 。 好 中 球 は 、 投 与 後 4 時 間 で 中 好 中 球 が 増 加 し 始 め た 。 そ

し て 、 小 好 中 球 と 中 好 中 球 が 1  日 目 に そ れ ぞ れ 2 2 %、 4 4 %と 最 高 値
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と な っ た 。 そ の 後 、 小 好 中 球 、 中 好 中 球 は 減 少 し て 7、 1 4 日 目 に は

ほ ぼ 投 与 前 の 値 と な っ た 。 大 好 中 球 は 出 現 率 が 低 く 、 2 日 目 に や や

増 加 傾 向 が み ら れ た 。単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ は 投 与 前 に は 検 出 さ れ な

か っ た が 、 投 与 後 、 4 時 間 か ら 増 加 し 始 め て 2 日 目 に か け て 上 昇 し

て い た 。ま た 、 4 日 目 に は 出 現 は な か っ た が 、そ の 後 、 7、 1 4 日 目 に

お い て も 検 出 が 続 い た 。  

分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 は 投 与 後 1、4 日 目 に 小 好 中 球 、中 好 中 球 、大

好 中 球 共 に 分 葉 核 出 現 率 は 低 下 し て い た (図  Ⅲ - 6  )。  
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図  Ⅲ - 5  墨 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ 末 梢 血 で み ら れ た  

血 球 組 成 の 変 化  
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図  Ⅲ - 6  墨 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ 末 梢 血 の 分 葉 核 を  

持 つ 好 中 球 の 出 現 割 合  
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腹 水 内 血 球 組 成 変 化  

 正 常 ア ユ の 腹 腔 内 に は 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 、 単 球 / マ ク ロ フ ァ ー

ジ が み ら れ た 。 そ の 他 、 わ ず か な が ら 赤 血 球 、 栓 球 も み ら れ る 試 料

が あ っ た 。 こ れ ら は 腹 水 採 取 時 に お け る 血 液 の 混 入 に よ る も の と 思

わ れ 、 赤 血 球 、 栓 球 が ほ と ん ど み ら れ な い サ ン プ ル も み ら れ た 。 墨

粒 子 投 与 後 の 腹 腔 内 で み ら れ た 血 球 の 出 現 率 (図  Ⅲ -  7  )を み る と 、

小 リ ン パ 球 と 大 リ ン パ 球 は 投 与 後 、 4 時 間 、 1 日 後 に 、 中 リ ン パ 球

は 4 時 間 後 に 減 少 し て い た 。し か し 、 そ の 後 、リ ン パ 球 は ほ ぼ 投 与

前 の 水 準 に も ど っ た 。 小 好 中 球 は 4 時 間 、 1 日 後 に 、 中 好 中 球 は 4

時 間 後 に そ れ ぞ れ 増 加 し て い る が 、 7 ,  1 4 日 目 に 減 少 し て お り 、 投

与 前 よ り 低 く な っ て い た 。 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ は 投 与 後 、 徐 々 に 7  

～  1 4 日 に か け て 増 加 し た 。  

腹 腔 内 で の 分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 の 出 現 率 の 変 化 を 図  Ⅲ - 8  に 示 し

た 。 投 与 前 の 小 好 中 球 の 分 葉 核 出 現 率 は 中 好 中 球 、 大 好 中 球 と 比 べ

て か な り 低 く 、 投 与 4 時 間 後 に 最 も 低 い 値 を 示 し た 。 し か し 、 1 日

以 降 は 増 加 し た 状 態 が 続 い て い た 。 中 好 中 球 も 4 時 間 後 に 低 下 、 そ

の 後 、 や や 低 め で 推 移 し た 。 な お 、 大 好 中 球 の 分 葉 核 出 現 率 は 5 0 %

以 上 の 値 が 続 い て い る 。 な お 、 大 好 中 球 は 1 日 目 で は 該 当 細 胞 が な

か っ た  
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図  Ⅲ - 7  墨 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ の 腹 腔 内 で み ら れ た

血 球 組 成 の 変 化  
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図  Ⅲ - 8  墨 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ の 腹 腔 内 で み ら れ た

分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 の 割 合 ( % )  
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実 験  2  墨 粒 子 腹 腔 内 投 与 に 伴 う 腹 腔 内 血 球 動 態  

 

血 球 内 墨 粒 子 分 布  

 末 梢 血 中 の 血 球 の 墨 粒 子 の 取 込 み は い ず れ の 血 球 に も み ら れ た

(図  Ⅲ - 9  )。 墨 粒 子 の 取 込 み は 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ ＞ リ ン パ 球 ＞

好 中 球 ＞ 栓 球 の 順 に 多 い 傾 向 が み ら れ た 。 取 り 込 ま れ た 粒 子 は

m a c r o - p i n o c y t o s i s に よ る と 思 わ れ る 液 滴 状 を 呈 す 墨 粒 子 が み ら れ た

(図  Ⅲ - 9 c ,  d ,  e )。赤 血 球 は ほ と ん ど の 細 胞 に 黒 色 粒 子 様 黒 班 が み ら

れ た が 、 墨 粒 子 投 与 前 の 赤 血 球 で も 同 様 に み ら れ た 。 そ こ で 墨 粒 子

投 与 後 の 末 梢 血 中 の 赤 血 球 無 染 色 画 像 ( 図  Ⅲ - 1 0 ) で み る と 、 墨 粒 子

は 細 胞 周 囲 に 集 ま っ て い る が 、 細 胞 内 に は み ら れ な か っ た 。  
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図  Ⅲ - 9  ア ユ 末 梢 血 で み ら れ た 血 球 中 の 墨 粒 子 ( M G G 染 色 ) ,  

 B a r  =  5  μ m  

a :  赤 血 球 ,  b :  栓 球 ,  c： リ ン パ 球 ,  d： 好 中 球 ,   

e： 単 球 / ﾏ ｸ ﾛ ﾌ ｧ ｰ ｼ ﾞ  

 

 

 

 

 

 

 



72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図  Ⅲ - 1 0  ア ユ 末 梢 血 の 赤 血 球 末 染 色 画 像 で  

み ら れ た 墨 粒 子 ,  B a r  =  1 0  μ m  
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血 球 内 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 分 布  

腹 腔 内 で は 0 . 5  µ m 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 取 り 込 ん だ 白 血 球 を 図  

Ⅲ - 1 1 に 、 ま た 、 末 梢 血 中 の 栓 球 を 図  Ⅲ - 1 2 に 示 し た 。 蛍 光 粒 子 の

血 球 へ の 取 込 も 墨 粒 子 と ほ ぼ 同 様 で あ り 、単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ ＞ リ

ン パ 球 ＞ 栓 球 ＞ 好 中 球  の 順 に 多 い 傾 向 が み ら れ た 。 小 リ ン パ 球 の

取 込 は 極 め て 多 く 、 細 胞 形 態 が 不 明 で あ る が 、 細 胞 質 が D O 染 色 陰

性 で あ る こ と か ら リ ン パ 球 と 判 断 し た 。  
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図  Ⅲ - 1 1  蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 ( 0 . 5  µ m )を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ の 腹

腔 内 の 血 球 に 取 り 込 ま れ た 粒 子 ( P O 染 色 D A B 法 ) ,   

B a r = 5  μ m  

a ,  b ,  c  :  リ ン パ 球 ，  d ,  e ,  f  :  好 中 球 ，  g  :  単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ  
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図  Ⅲ - 1 2  蛍 光 ラ テ ッ ク ス ( 0 . 5  µ m )を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ の 末 梢 血

で み ら れ た 栓 球 に 取 り 込 ま れ た 粒 子 ( M G G 染 色 ) ,   

B a r  =  5  μ m  
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血 球 の 異 物 貪 食 実 験  

腹 腔 内 、 末 梢 血 中 で み ら れ た 血 球 へ の 墨 粒 子 及 び 0 . 0 3 ,  0 . 5 ,  2  µ m  

粒 子 の 取 込 み 粒 子 量 の 度 合 い を 表 Ⅲ - 2 に 示 し た 。 腹 腔 内 で は 、 墨  

粒 子 及 び 各 サ イ ズ の 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 取 込 は 共 通 し て 単 球 / マ

ク ロ フ ァ ー ジ ＞ 小 リ ン パ 球 ＞ 中 リ ン パ 球 、 大 リ ン パ 球 の 順 に 多 か っ

た 。 小 好 中 球 、 中 好 中 球 、 大 好 中 球 で は 墨 粒 子 が わ ず か に 取 り 込 ま

れ る が 、 0 . 0 3、  2  µ m 粒 子 は ほ と ん ど み ら れ ず 、 0 . 5  µ m 粒 子 だ け は

単 一 粒 子 を 取 込 ん だ 細 胞 が 希 に み ら れ た 。 ま た 、 血 球 に 取 り 込 ま れ

て な い フ リ ー の 血 球 は 、 い ず れ の 粒 子 で も 多 く 、 粒 子 同 士 が 凝 集 し

て 存 在 し て い る も の が 多 く み ら れ た 。 な お 、 0 . 0 3  µ m 粒 子 は 粒 子 塊

と し て 視 認 で き る が 、 単 独 の 粒 子 の 蛍 光 顕 微 鏡 下 で の 検 出 は 困 難 で

あ っ た 。 一 方 、 末 梢 血 中 の 血 球 の 取 込 み は 腹 腔 内 血 球 の 取 込 み と ほ

ぼ 類 似 す る が 、 好 中 球 へ の 取 込 は 腹 腔 内 と 異 な っ て 比 較 的 良 好 で あ

っ た 。 そ し て 、 腹 腔 内 と 同 様 に 墨 粒 子 の 取 込 み が 最 も よ か っ た 。 末

梢 血 中 の 栓 球 1 は い ず れ の 粒 子 も 取 り 込 ま な い が 、 栓 球 2 は 2  µ m

粒 子 を 除 い て 0 . 0 3 ,  0 . 5  µ m の 取 り 込 み が み ら れ た (表 Ⅲ - 2  )。 引 き ガ

ラ ス 法 で 塗 抹 し た 末 梢 血 試 料 か ら 赤 血 球 は い ず れ の 粒 子 も ほ と ん ど

取 り 込 ま な か っ た が 、 0 . 0 3  µ m 粒 子 投 与 で は 赤 血 球 に 弱 い 蛍 光 発 光

が 赤 血 球 に み ら れ た こ と か ら ±と 表 記 し た (表 Ⅲ - 2  )。  
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フリー粒子 赤血球 栓球1 栓球2 小リンパ球 中リンパ球 大リンパ球 小好中球 中好中球 大好中球 単球/ﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞ

腹腔内 墨粒子 +++ +++ +++ ++ + + + +++

蛍光ﾗﾃｯｸｽ粒子(0.03µm) ++ +++ ++ ++ - - - +++
蛍光ﾗﾃｯｸｽ粒子(0.5µm) ++ ++ ++ + ± ± ± +++
蛍光ﾗﾃｯｸｽ粒子(2µm) ++ +++ ++ - - - +++

末梢血 墨粒子 ++ ± - + ++ ++ + ++ ++ ++ +++
蛍光ﾗﾃｯｸｽ粒子(0.03µm) ++ + ± + ++ ++ ++ + + + ++
蛍光ﾗﾃｯｸｽ粒子(0.5µm) ++ ± - ++ ++ ++ ++ + ++ + +++
蛍光ﾗﾃｯｸｽ粒子(2µm) ++ ± - ++ ++ + + + + + ++

 

 

 

 

 

表  Ⅲ - 2  異 物 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ の 腹 腔 内 及 び 末 梢

血 中 の 血 球 に 取 り 込 ま れ た 粒 子 の 分 布 (投 与 後 1 日 目 )  

-  :  細 胞 内 に 取 り 込 ま れ た 粒 子 を 認 め ず ,  ± :  非 常 に ま れ に み ら れ

た ,    + ,  + + , + + +  :  取 込 が 認 め ら れ 、 取 込 量 に 応 じ て 示 す  
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血 球 の 形 態 変 化   

墨 粒 子 投 与 後 の 末 梢 血 中 及 び 腹 腔 内 の 血 球 の 形 態 変 化 と し て 、 い

ず れ も 投 与 後 7 , 1 4 日 目 に 多 分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 (図  Ⅲ - 1 3 a )や 崩 壊

核 を 持 つ 好 中 球 (図  Ⅲ - 1 3 b )  が み ら れ た 。こ れ ら の 細 胞 の P O 染 色 像

か ら 好 中 球 細 胞 質 は 弱 陽 性 を 示 す 細 胞 が 多 か っ た 。ま た 、単 球 /マ ク

ロ フ ァ ー ジ が 好 中 球 や そ の 顆 粒 を 取 り 込 ん だ 細 胞 、さ ら に 単 球 /マ ク

ロ フ ァ ー ジ と 好 中 球 の 接 着 し た よ う な 細 胞 が 認 め ら れ た ( 図  Ⅲ

- 1 4 )。  
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F i g  Ⅲ - 1 3  墨 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ 腹 腔 内 で み ら れ た

多 分 葉 核 ( a )及 び 崩 壊 核 ( b )を 持 つ 好 中 球 ( P O 染 色 D A B

法 ) ,  B a r = 1 0  µ m  
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図  Ⅲ - 1 4    異 物 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 に 投 与 し た ア ユ の 腹 腔 内 で み

ら れ た 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ ( M )に よ る 好 中 球 ( N )の 取 り

込 み 画 像 ( a )及 び 好 中 球 の 接 着 画 像 ( b ,  c )  ( P O 染 色 D A B

法 )  , B a r＝ 5  µ m  

a  :  墨 粒 子 投 与 ,  b ,  c  :  蛍 光 ビ ー ズ 投 与  
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細 胞 化 学 的 変 化  

 好 中 球 の P O 染 色 像 か ら 、 細 胞 質 及 び 核 の 陽 性 度 合 い が 異 な る 染

色 像 が 得 ら れ た 。な お 、P O 染 色 ( P O )陰 性 細 胞 の 出 現 は 少 数 で あ っ た

(図  Ⅲ - 1 5  )。末 梢 血 中 及 び 腹 腔 内 の P O 陰 性 を 含 む P O 弱 陽 性 細 胞 の

出 現 率 の 推 移 を 示 し た (図  Ⅲ - 1 6 A ,Ⅲ - 1 6 B  )。 末 梢 血 で は 、 P O 弱 陽

性 細 胞 は 墨 粒 子 投 与 後 4 時 間 後 に み ら れ 始 め 、 1、 2 日 目 に は ほ と ん

ど 見 ら れ な く な る が 、 4 日 目 よ り 出 現 率 は 増 加 し て 7 日 目 を ピ ー ク

に 1 4 日 目 ま で 続 い て い た 。有 意 差 検 定 の 結 果 は 、4 時 間 後 と の 間 に 、

小 好 中 球 で 7 日 目 、 中 好 中 球 で 7、 1 4 日 目 に 有 意 差 ( p < 0 . 0 5 )が 見 ら

れ た 。 腹 腔 内 で は 、 投 与 後 、 徐 々 に 増 加 し て 末 梢 血 中 と 同 様 7 日 後

に ピ ー ク が み ら れ た 。有 意 差 検 定 の 結 果 は 、4 時 間 後 、1 日 目 と の 間

に 、 小 好 中 球 で 7 日 目 に 有 意 差 ( p < 0 . 0 5 )が 見 ら れ た 。 な お 、 弱 陽 性

の 好 中 球 は  P e r c o l l  密 度 勾 配 分 離 法 に よ る 画 分 の 1 . 0 4 2  ～ 1 . 0 4 5 の

低 密 度 領 域 に み ら れ 、反 対 に 強 陽 性 の 細 胞 は 1 . 0 7 0  ～  1 . 0 7 5 の 高 密

度 領 域 に み ら れ た (表 Ⅱ – 2 )。  
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図  Ⅲ - 1 5   ア ユ 好 中 球 の P O 染 色 ( D A B 法 )に よ る 染 色 性 の 変 化 ,  

 B a r  =  5  µ m  

a  :  細 胞 質 ・ 核 陰 性 ,  b  :  細 胞 質 弱 陽 性 ・ 核 陰 性 ,   

c  :  細 胞 質 部 分 陽 性 ・ 核 陰 性 ,  d  :  細 胞 質 陽 性 ,核 部 分 陽 性 ,  

e :  細 胞 質 陽 性 ,核 陽 性 ,  f  :細 胞 質 強 陽 性 ,核 強 陽 性  
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図  Ⅲ - 1 6   墨 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 し た ア ユ の 末 梢 血 ( A )  

及 び 腹 腔 内 ( B )で み ら れ た 好 中 球 の P O 染 色 ( D A B 法 )  

弱 陽 性 細 胞 出 現 率 の 推 移  

A  :  *印 は 4 時 間 ( 4 h )と の 間 に 有 意 差 あ り ( p < 0 . 0 5 )  

B  :  *印 は 4 時 間 ( 4 h )、 1 日 目 ( 1 d )と の 間 に 有 意 差 あ り ( p < 0 . 0 5 )  
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考 察  

 

 E l l i s  3 4 )  は コ ロ イ ド 炭 素 粒 子 を ヨ ー ロ ッ パ 産 ツ ノ ガ レ イ ,  

P l e u r o n e c t e s  p l a t e s s a  の 腹 腔 内 に 注 射 、 単 球 が 2 - 3 日 を ピ ー ク に 増

加 す る こ と を 報 告 し て い る 。 We i n r e b  &  We i n r e b 3 5 )  は キ ン ギ ョ ,  

C a r a s s i u s  a u r a t u s の 腹 腔 内 に T h o r o t r a s t を 投 与 し 、 末 梢 血 の リ ン パ

球 減 少 と 好 中 球 増 加 症 が 6 時 間 持 続 し 、そ の 反 応 は 1 2 時 間 の 後 に 減

少 す る こ と を 報 告 し た 。ま た 、血 液 像 は 1 8 時 間 の 後 に 投 与 前 に も ど

り 始 め た こ と を 報 告 し て い る 。 To i d a  ら 3 6 ) は マ ダ イ ， P a g r u s  m a j o r  

の 背 筋 に E d w a r d s i e l i a  t a r d a を 接 種 し 、 人 工 感 染 し た マ ダ イ の 末 梢

血 中 の 顆 粒 細 胞 は 1 日 後 に 著 し く 増 加 、 リ ン パ 球 は 炎 症 の 始 め で 急

速 に 減 少 し 、 数 日 間 は 低 レ ベ ル に 留 ま る こ と を 示 し た 。 こ の 時 、 単

球 数 は 5 日 後 か ら 増 加 し 始 め 、 1 5 日 後 で ピ ー ク に 達 し た と い う 。  

H i n e s ら 3 7 ) は 、 コ イ ,  C y p r i n u s  c a r p i o  に 白 点 病 I c h t h y o p h t h i r i u s  

m u l t i f i l i s を 人 工 感 染 さ せ た 実 験 で 好 中 球 の 上 昇 と リ ン パ 球 の 一 時

的 低 下 を 測 定 し て い る 。 N a k a y a s u ら 3 8 ) は ヒ ラ メ ,  P a r a l i c h t h y s  

o l i v a c e u s に 単 生 目 ,  N e o h e t e r o b o t h r i u m  h i r a m e を 寄 生 さ せ た 血 液 中 の

血 球 数 の 推 移 を 測 定 し て い る 。そ れ に よ る と 、寄 生 に よ り 単 球 /マ ク

ロ フ ァ ー ジ お よ び 顆 粒 球 は 増 加 の 一 方 、 リ ン パ 球 、 栓 球 は 減 少 、 特

に 飢 餓 状 態 で 著 し い 減 少 を 観 察 し て い る 。 本 炎 症 実 験 に お い て も 、

一 時 的 な 栓 球 、リ ン パ 球 の 低 下 と 好 中 球 の 増 加 が 起 こ り 、単 球 /マ ク

ロ フ ァ ー ジ が 遅 れ て 徐 々 に 増 加 し て こ と が 捉 え ら れ た (図  Ⅲ - 5 ,  Ⅲ

- 9  )。 ア ユ に お い て も 炎 症 に よ り 上 記 の 既 報 と 同 様 の 血 球 変 化 を 示

す も の と 言 え る 。 一 方 、 7 月 に み ら れ た 病 魚 は 炎 症 実 験 結 果 と 異 な
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り 、 好 中 球 の 減 少 と 栓 球 の 増 加 が み ら れ た 。 た だ し 、 病 魚 の 発 症 か

ら の 経 過 日 数 は 不 明 で あ る 。 炎 症 実 験 か ら 推 察 す る と 、 炎 症 過 程 が

進 む と 一 端 増 加 し た 好 中 球 が 減 少 し 、 栓 球 の 低 下 か ら の 上 昇 と い う

動 的 変 化 の 断 面 を 測 定 し た 結 果 で は な か ろ う か 。 特 に 栓 球 に つ い て

は 、 E s p e l i d ら 3 9 ) は タ イ セ イ ヨ ウ サ ケ ， S a l m o  s a l a r  L . の 腹 腔 内 に

c o r t i s o l  を 投 与 し て 末 梢 血 の 顆 粒 球 と 栓 球 の 測 定 し て い る 。 投 与 後

2～ 5 日 目 に 顆 粒 球 と 栓 球 は と も に 増 加 す る 結 果 を 得 て お り 、本 研 究

と 同 様 に 敏 感 に 変 動 す る 血 球 と い え る 。 炎 症 実 験 で み ら れ た 単 球 /

マ ク ロ フ ァ ー ジ の 末 梢 血 中 で の 増 加 は 病 魚 で み ら れ て い な い こ と か

ら 病 態 は 軽 微 な 状 態 で あ っ た 可 能 性 も あ る 。  

 好 中 球 は 成 熟 が 進 む と 分 葉 核 を 呈 す る が 、 末 梢 血 中 (図  Ⅲ - 6  )  及

び 腹 腔  (図  Ⅲ -  1 0  )で の 分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 の 割 合 は 起 炎 後 に 低 下

が 進 ん で い る 。 一 時 、 好 中 球 は 起 炎 後 に 造 血 器 官 で あ る 頭 腎 か ら 炎

症 部 位 に 遊 走 す る 4 0 )  と 言 わ れ て お り 、 こ の プ ー ル か ら の 補 給 に よ

り 炎 症 部 位 で 増 え た 幼 若 な 単 核 好 中 球 が 増 え て 、 相 対 的 に 分 葉 核 の

割 合 を 低 下 さ せ た も の と 考 え ら れ る 。 炎 症 部 位 へ の 補 給 に よ り 、 腹

腔 内 で は 、 小 好 中 球 、 中 好 中 球 は 一 時 増 加 し た 後 の 7、 1 4 日 目 に は

墨 投 与 前 よ り 低 く な っ て い る 。 そ し て 、 7、 1 4 日 目 に は 好 中 球 の 核

崩 壊 細 胞  (図  Ⅲ - 1 3  )  が 多 く み ら れ る こ と な ど か ら 、 好 中 球 の 減 耗

が 補 給 を 上 回 っ て い る こ と が 考 え ら れ た 。 こ の 好 中 球 は 起 炎 後 に ア

ユ 末 梢 血 中 及 び 腹 腔 内 に お い て 、 P O 弱 陽 性 細 胞 (図  Ⅲ - 1 5  a  b  )の 割

合 が 徐 々 に 増 加 し て い る (図  Ⅲ - 1 6 A ,  B  )。 末 梢 血 で は 1～ 2  日 の 間 、

弱 陽 性 細 胞 が み ら れ な い の は こ の 間 は プ ー ル か ら の 補 給 が 大 き か っ

た た め と 考 え る 。 一 方 、 造 血 器 の 頭 腎 の 好 中 球 の P O 染 色 像 に は 弱

陽 性 細 胞 は み ら れ ず 、陽 性 細 胞 が 大 半 で あ っ た  (図  Ⅲ - 1 7 )。こ の こ  
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図  Ⅲ - 1 7   墨 粒 子 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 1 4 日 目 の ア ユ  

の 頭 腎 で み ら れ た 血 球 の P O 染 色 ( D A B 法 )像 ，  

B a r  :  1 0  µ m  

 

 

 

 

 

 

 



87 

 

と と 関 連 す る か 明 ら か で な い が 、 ア ユ 頭 腎 中 の 好 中 球 の r e s p i r a t o r y  

b u r s t  a c t i v i t y は コ イ と 異 な り 、す で に 強 い 状 態 に あ る と い わ れ る 4 1 )

こ と は 興 味 深 い 点 で あ る 。  

好 中 球 の P O 弱 陽 性 細 胞 は 顆 粒 内 P O 活 性 の 低 下 か 脱 顆 粒 し た 細 胞

と 考 え ら れ た 。脱 顆 粒 は 貪 食 に 伴 っ て 起 こ る と い わ れ る 4 2 ) が 、ア ユ

好 中 球 の 貪 食 作 用 は 弱 い こ と ( 表 Ⅲ - 2 ) を 考 え る と 、 脱 顆 粒 を 促 進 さ

せ る メ カ ニ ズ ム を 検 討 す る 必 要 も あ る 。サ イ ト カ ラ シ ン B で 貪 食 作

用 を 抑 制 し た 条 件 化 で も 顆 粒 内 酵 素 の 放 出 が 認 め ら れ る と い う 知 見

も あ る 4 2 ) 。 こ の よ う な P O 活 性 が 低 下 し た 好 中 球 の 蓄 積 は 生 体 防 御

能 を 低 下 さ せ る と い え よ う 。椎 橋・飯 田 1 2 ) は 魚 類 好 中 球 の 生 体 防 御

能 が ス ト レ ス な ど で も 抑 制 さ れ る こ と を 述 べ て い る 。  

白 血 球 の 機 能 検 査 と し て 異 物 に よ る 貪 食 試 験 を 行 っ た 。 粒 子 間 の

取 込 を 比 較 す る と 、 墨 粒 子 は 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 よ り 血 球 へ の 取 込

は 良 く 、 こ れ は 粒 子 表 面 構 造 の 違 い が 原 因 4 2 ) し て い る 可 能 性 も あ る  

(表  Ⅲ - 2  )。ま た 、蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 大 き さ に よ り 取 り 込 ま れ 易

さ が 異 な る よ う で あ り 、 こ れ は 取 込 の メ カ ニ ズ ム 4 2 , 4 3 ) に 起 因 す る こ

と が 考 え ら れ た 。単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、リ ン パ 球 に よ る 粒 子 の 取 込

は 腹 腔 内 血 球 、 末 梢 血 血 球 と も に 、 い ず れ の 粒 子 に も み ら れ た 。

E l l i s 3 6 )  は ヨ ー ロ ッ パ ツ ノ ガ レ イ 血 球 の 貪 食 能 は 単 球 /マ ク ロ フ ァ

ー ジ だ け で あ る と 報 告 し て い る 。 L iら 4 4 )  は ニ ジ マ ス ,  O n c h o r h y n c u s  

m y k i s s  の 血 球 の 貪 食 能 は 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 以 外 に リ ン パ 球 の B

細 胞 に あ る こ と を 報 告 し て い る 。 一 方 、 好 中 球 に よ る 粒 子 の 取 込 は

少 な く 、 末 梢 血 中 の 好 中 球 の 取 込 は わ ず か で 、 腹 腔 内 で は ほ と ん ど

取 り 込 ま れ な い 。 腹 腔 内 の 異 物 に 接 触 す る 機 会 は 末 梢 血 中 よ り 多 い

と い え る が 、 原 因 に つ い て は 不 明 で あ る 。 そ の 他 、 腹 腔 内 、 末 梢 血
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中 で は す べ て の 粒 子 で フ リ ー の 粒 子 が み ら れ た が 、 腹 腔 内 で は 投 与

さ れ た 粒 子 が 凝 集 状 態 で も み ら れ た が 、 末 梢 血 中 に は 凝 集 状 態 は 少

な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 い ず れ の 粒 径 の 粒 子 も 腹 腔 か ら の 移 動 は

フ リ ー の 単 体 粒 子 の 状 態 で 移 動 す る も の と 推 察 さ れ た 。 栓 球 の 貪 食

能 に つ い て 、 長 沢 ら 4 5 ) は 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察 で コ イ 栓 球 が

仮 足 を 伸 ば し て 菌 体 を 取 り 込 む 様 子 を 確 認 し 、 光 学 顕 微 鏡 下 で 紡 錘

状 の 栓 球 が 異 物 の 刺 激 を 受 け 活 性 化 、 貧 食 細 胞 様 の 動 態 を 示 す 様 子

を 観 察 し て い る 。 本 実 験 で は 、 末 梢 血 (引 き ガ ラ ス 法 に よ る )中 の 栓

球 に よ る 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 取 込 が 認 め ら れ た (図  Ⅲ - 1 2  )こ と か

ら 、 貪 食 能 を 有 し て い る と い え る 。 一 方 、 赤 血 球 の 貪 食 能 の 報 告 例

は み ら れ て い な い が 、 0 . 0 3  µ m  粒 子 投 与 で 赤 血 球 に み ら れ た に よ る

弱 い 蛍 光 発 光 は 理 由 史 に よ る も の か ど う か 確 認 で き な か っ た 。  

腹 腔 内 で は 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ に 好 中 球 と そ の P O 陽 性 顆 粒 の 取

込 み や 両 細 胞 の 接 着 し た 細 胞 な ど が み ら れ た ( 図  Ⅲ - 1 4  )  。 A f e n s o

ら 3 2 )  は 、 ニ ジ マ ス  好 中 球 は 単 な る 食 細 胞 で な く 、 単 球 /マ ク ロ フ

ァ ー ジ と 協 調 し て 防 御 機 構 に 関 わ っ て い る と 述 べ て い る 。 ま た 、 起

炎 後 の 腹 腔 内 を 中 心 に P O 活 性 の 低 下 し た 好 中 球 や 崩 壊 核 を 持 つ 好

中 球 さ ら に 好 中 球 顆 粒 断 片 な ど も み ら れ た 。 こ の よ う な 細 胞 や 細 胞

間 の 関 わ り を 示 す 現 象 は 炎 症 を 捉 え る 指 標 と な り う る 。 近 藤 ら 4 6 )  

が 報 告 し て い る 好 中 球 は 、 冷 水 病 に 感 染 し た ア ユ で み ら れ た 豊 富 な

粗 面 小 胞 体 や 自 由 リ ボ ゾ ー ム が み ら れ 、 貪 食 能 を 持 つ と い う 。 し か

し 、 こ れ に 該 当 す る 好 中 球 は 本 実 験 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 好 中 球

の よ う な 生 体 防 御 の 第 一 相 と な る 自 然 免 疫 に 関 わ る 細 胞 の 詳 細 な 機

能 を 明 ら か に す る こ と が 疾 病 初 期 の 魚 病 対 策 に 有 益 に な る と い え

る 。  
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Ⅳ 章  

 

総 合 考 察  

  

日 本 の 内 水 面 生 産 に お い て 、 ア ユ は 主 要 な 魚 種 で あ り 、 長 年 、 全

国 の 河 川 へ の 種 苗 放 流 や 成 魚 養 殖 が 広 く 行 わ れ て き た 。 近 年 、 河 川

に お け る ア ユ の 漁 業 生 産 量 の 低 下 は 著 し く 、 そ の 原 因 と し て 冷 水 病

の 発 生 し 、 河 川 環 境 の 悪 化 、 カ ワ ウ や ブ ラ ッ ク バ ス の 食 害 な ど が あ

げ ら れ て お り 1 )、中 で も 冷 水 病 に よ る 被 害 は 甚 大 で あ る 。 1 9 8 7 年 徳

島 県 の 養 魚 場 で 冷 水 病 が 発 生 し た 。 そ の 後 、 全 国 の ア ユ 養 殖 場 、 天

然 河 川 に 蔓 延 し 、甚 大 な 被 害 を 与 え て き た 4 )。さ ら に 2 0 0 9 年 に は 新

た に 天 然 河 川 で E d w a r d s i e l l a  i c t a l u r i の 発 生 に よ る 被 害 も み ら れ

る よ う に な り 、 養 殖 場 へ の 侵 入 が 懸 念 さ れ て い る 。 ア ユ 冷 水 病 の 発

生 を 受 け て 1 9 9 4 年 以 降 、国 、都 道 府 県 さ ら に 内 水 面 漁 業 団 体 に よ る

共 同 研 究 及 び 蔓 延 防 止 策 の 検 討 が な さ れ て き た 4 - 6 )。 そ れ に よ り ア

ユ 種 苗 生 産 や 養 殖 の 現 場 で は 健 康 な 種 苗 の 確 保 、 適 正 な 飼 育 環 境 の

確 保 や 施 設 ・ 飼 育 用 具 類 の 消 毒 等 の 防 疫 対 策 が 行 わ れ て い る 6 )。 冷

水 病 を 経 験 し た ア ユ は 冷 水 病 に 対 す る 免 疫 を 獲 得 す る と い う 知 見 か

ら 、 浸 漬 ワ ク チ ン 、 注 射 ワ ク チ ン や 経 口 ワ ク チ ン の ワ ク チ ン 開 発 が

な さ れ て き た 。 ま た 、 飼 育 継 代 さ れ て い る ア ユ 系 統 間 に は 、 ア ユ 冷

水 病 に 対 す る 耐 病 性 形 質 が 異 な る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 耐 病 性 形

質 を 保 持 す る ア ユ 系 統 の 効 率 的 な 育 種 技 術 研 究 が 進 め ら れ て い る

4 )。 し か し 、 ワ ク チ ン に つ い て は そ の 効 き 方 が 不 明 で あ る こ と 、 つ

ま り 、 抗 体 価 が ど う な っ て い る か も 不 明 で あ り 、 防 御 力 を 高 め る 方

法 を 手 探 り で 行 っ て い る の が 実 態 で あ り 4 )、 ま た 、 耐 病 性 形 質 の 異
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な る ア ユ に つ い て も 免 疫 学 的 研 究 が 不 足 し て い る 。 そ れ ゆ え 、 ア ユ

の 防 御 能 力 の 実 態 の 解 明 す る た め に は 、 そ れ に 関 与 す る で あ ろ う 細

胞 の 同 定 を 行 っ て お く 必 要 が あ る 。 病 態 解 析 を 行 う た め に も ア ユ 白

血 球 の 基 礎 的 な 研 究 を 行 う こ と が 欠 か せ な い こ と か ら 本 研 究 に 着 し

た 。  

ア ユ の 血 球 に つ い て は 詳 細 な 報 告 が 乏 し い こ と か ら 、 ま ず 、 ア ユ

血 球 の 同 定 を 形 態 的 、 細 胞 化 学 的 方 法 に よ り 行 っ た 。 そ の 結 果 、 栓

球 、リ ン パ 球 、好 中 球 、好 塩 基 球 、単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ を 検 出 し た 。

赤 血 球 を 除 く 血 球 組 成 は 主 と し て 栓 球 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 で あ り 、

好 塩 基 球 、単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ は 非 常 に 少 な か っ た 。栓 球 は 栓 球 1

と 栓 球 2 に 分 け ら れ た が 、 栓 球 1 は 凝 集 し て 状 態 で み ら れ る こ と か

ら 活 性 化 し た 細 胞 で あ り 、 採 血 操 作 に よ る も の と 思 わ れ た 。 リ ン パ

球 は 小 リ ン パ 球 、 中 リ ン パ 球 、 大 リ ン パ 球 に 細 分 し た が 、 中 リ ン パ

球 、大 リ ン パ 球 は 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の 形 態 的 特 徴 も み ら れ 、同 定

に は R o m a n o w s k y 染 色 だ け で な く 、細 胞 化 学 的 染 色 に よ る 判 断 が 必 要

で あ っ た 。 好 中 球 は 小 好 中 球 、 中 好 中 球 、 大 好 中 球 に 細 分 し た 。 顆

粒 球 は 好 中 球 だ け と い っ て 過 言 で は な く 、好 塩 基 球 は 極 め て 少 な く 、

好 酸 球 は 検 出 さ れ な か っ た 。 L e w l e y ら 1 8 )は 硬 骨 魚 の h e t e r o g e n e i t y

を ま と め て お り 、 そ の 中 で 好 酸 球 、 好 塩 基 球 は ほ と ん ど 魚 種 で 検 出

さ れ て な い 。 し か し 、 同 一 魚 種 で も 異 な る 結 果 の 報 告 例 も あ り 、 魚

類 顆 粒 球 は 染 色 操 作 に 対 し て 不 安 定 で あ る 可 能 性 も あ る 。  

魚 病 の 成 因 は 内 因 性 因 子 と し て 、品 種 、系 群 、年 齢 、性 、遺 伝 等

機 能 欠 損 に よ る も の が あ り 、外 因 性 と し て 、水 温 、水 質 等 の 環 境 因

子 、細 菌 、寄 生 虫 等 の 寄 生 体 因 子 に よ る も の が あ る 9 )。こ れ ら の 要

因 の い ず れ か が 、ま た は 複 合 的 に 関 わ っ て 生 体 防 御 機 能 の 低 下 が 起
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こ り 発 病 す る も の と い え る 。同 定 さ れ た ア ユ 血 球 が こ れ ら の 因 子 に

対 し て ど の よ う な 動 態 を 示 す か 、 ま た そ れ ら が 形 態 学 的 、 細 胞 化 学

的 変 化 を 起 こ す か 検 討 し た 。 こ れ ら の 変 化 等 を 把 握 す る こ と は 疾 病

の 予 兆 を 把 握 す る こ と 、 す な わ ち 疾 病 モ ニ タ リ ン グ に 結 び つ く と い

え る 。こ の こ と か ら 、ま ず 養 殖 ア ユ の 末 梢 血 の 血 球 組 成 変 化 に つ い

て 飼 育 期 間 を 通 し て 定 期 的 に 調 べ た 。 皮 膚 潰 瘍 の み ら れ た ア ユ で

は 、 栓 球 の 増 加 、 好 中 球 の 減 少 、 リ ン パ 球 の 小 型 化 さ ら に 分 葉 核 を

持 つ 好 中 球 の 割 合 は 低 下 し て い た 。 病 魚 が 共 通 し て こ れ ら の 組 成 変

化 を 示 す 特 徴 が あ る と す る と 、外 見 上 異 常 が な く 正 常 魚 と し た サ ン

プ ル に 病 魚 に 近 い 血 球 組 成 を 示 す も の が あ り 、 初 期 の 病 魚 の 可 能 性

が 考 え ら れ た 。季 節 変 化 で は 、水 温 が 血 球 組 成 に 影 響 を 与 え る 点 を

考 慮 す る 必 要 が あ る 。 し か し 、 飼 育 期 間 中 の 水 温 変 化 が 1 7～ 2 1℃

の 間 と 極 め て 小 さ か っ た こ と か ら 、 水 温 に よ る 血 球 組 成 変 化 は 測 定

す る こ と が で き な か っ た 。 性 成 熟 に つ い て は 、 G S I 値 増 加 の み ら れ

た 9 月 の デ ー タ は 初 期 病 魚 と し て 除 外 し て 、性 成 熟 の よ り 進 ん だ 1 0

月 の デ ー タ を み る と 小 好 中 球 が 低 く な っ て い る も の の 、 血 球 組 成 は

疾 病 以 前 の 正 常 魚 の デ ー タ に 近 い こ と か ら 、 性 成 熟 が 細 胞 組 成 に 及

ぼ す 影 響 は 小 さ い も の と い え よ う 。  

養 殖 魚 に み ら れ た 病 魚 の 血 球 組 成 の 変 化 を 検 証 す る た め 、 実 験 的

炎 症 に よ る 再 現 実 験 を 行 っ た 。 そ れ に よ る と 、 血 球 組 成 で は 一 時 的

な 栓 球 、リ ン パ 球 の 低 下 と 好 中 球 の 増 加 が 起 こ り 、単 球 /マ ク ロ フ ァ

ー ジ が 遅 れ て 徐 々 に 増 加 し て お り 、 さ ら に 分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 の 割

合 が 低 下 す る こ と が 捉 え ら れ た 。 同 様 な 血 球 組 成 変 化 は 異 物 投 与 や

細 菌 、 寄 生 虫 な ど に よ る 感 染 実 験 の 報 告 3 3 - 3 8 , 4 0 , 4 7 )に み ら れ 、 魚 類

に 共 通 し て 起 こ る も の と 考 え る 。 そ し て 、 ア ユ 末 梢 血 中 の 血 球 変 化



92 

 

は 炎 症 部 位 で あ る 腹 腔 内 の 変 化 を 反 映 し て お り 、 リ ン パ 球 の 変 化 は

不 鮮 明 な が ら 、一 時 的 な 好 中 球 の 増 加 と 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の 増 加

が み ら れ 、 末 梢 血 中 の 血 球 変 化 に よ る 疾 病 モ ニ タ リ ン グ の 妥 当 性 が

確 認 さ れ た 。  

炎 症 実 験 結 果 と 養 殖 の 病 魚 と 比 較 し て み る と 、 分 葉 核 を 持 つ 好 中

球 は 共 通 し て 一 時 低 下 し て い る が 、 栓 球 と 好 中 球 の 動 き が 両 者 で 異

な っ て い た 。 病 魚 で は 栓 球 が 増 加 し て お り 、 栓 球 の 増 加 例 は

c o r t i s o l 投 与 に よ る ス ト レ ス を 起 こ さ せ た 試 験 結 果 3 9 )で み ら れ 、

病 魚 が ス ト レ ス 状 態 に あ っ た 可 能 性 も 考 え ら れ た 。 好 中 球 は 炎 症 実

験 で 一 時 的 に 増 加 す る が そ の 後 減 少 す る が 、 病 魚 は こ の 減 少 し た 時

点 に 測 定 さ れ た と も 考 え ら れ る 。 さ ら に 炎 症 実 験 で み ら れ た 単 球 /

マ ク ロ フ ァ ー ジ の 末 梢 血 中 で の 増 加 は 病 魚 で み ら れ て い な い 。 伝 染

性 疾 病 で は 白 血 球 の 増 加 や 単 球 、 好 酸 球 の 増 加 が み ら れ 、 ス ト レ ス

に よ る 血 球 変 化 と 区 別 さ れ る と 言 わ れ 4 8 )、飼 育 病 魚 の 病 態 は 軽 微 な

状 態 で あ っ た 可 能 性 も あ る 。 疾 病 に 至 る 前 の 魚 の 生 体 防 御 能 の 低 下

を 捉 え る に は 、 正 常 魚 の 範 囲 や ス ト レ ス 状 態 を 把 握 す る こ と も 疾 病

モ ニ タ リ ン グ を 行 う 上 で 重 要 と 考 え る 。  

貪 食 能 検 査 の 意 義 は 白 血 球 の 好 中 球 や 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ の 機

能 を 検 査 す る も の で あ る 。 簡 易 的 な 機 能 検 査 に は サ ン プ リ ン グ し た

血 液 が 使 用 で き る こ と か ら  i n  v i t r o  の 貪 食 試 験 が 疾 病 モ ニ タ リ ン

グ と し て 期 待 さ れ る 。 し か し 、 予 備 試 験 で は 血 球 の 粒 子 の 取 込 が 極

め て 少 な か っ た 。 異 物 投 与 実 験 で 好 中 球 の 貪 食 作 用 が 弱 い こ と や 末

梢 血 中 に 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ が ほ と ん ど 存 在 し な い こ と が 原 因 と

考 え ら れ た 。 異 物 投 与 実 験 で 血 球 に 起 こ る 形 態 学 的 、 細 胞 化 学 的 変

化 は 好 中 球 で み ら れ た 。 好 中 球 の 炎 症 部 位 へ の 浸 潤 は 早 期 に 起 こ る
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が 貪 食 作 用 が 弱 い こ と は 好 中 球 の 役 目 が 貪 食 、殺 菌 以 外 に 単 球 /マ ク

ロ フ ァ ー ジ な ど と 協 調 し て 働 い て い る の で は な か ろ う か 。 ま た 、 末

梢 血 中 、 炎 症 部 位 共 に 異 物 投 与 後 、 一 時 増 加 し た 好 中 球 は そ の 後 減

少 し て ゆ き 、 炎 症 部 位 で は 投 与 前 よ り 低 い 値 に な っ た 。 こ の こ と か

ら 、 造 血 器 か ら の 好 中 球 の 末 梢 血 、 炎 症 部 位 へ の 浸 潤 が 緩 慢 で あ る

こ と を 示 す 。 こ の 好 中 球 の 減 少 に 伴 い P O活 性 の 低 下 し た 細 胞 が 増 加

し て い る 。 造 血 器 の 頭 腎 で の 好 中 球 は 異 物 投 与 前 後 を 通 じ て P O活 性

は 維 持 さ れ て い る こ と か ら 、 P O活 性 低 下 は 末 梢 血 中 や 炎 症 部 位 の 好

中 球 で 起 き て い る と い え る 。 ア ユ 好 中 球 の 貪 食 作 用 が 弱 い こ と か ら

脱 顆 粒 以 外 の P O活 性 の 機 能 低 下 要 因 に つ い て 検 討 す る 必 要 で あ る と

考 え る 。 こ の よ う な P O活 性 低 下 し た 細 胞 や 核 崩 壊 の み ら れ る 細 胞 の

増 加 、 さ ら に 造 血 器 か ら の 供 給 が 追 い つ か な い 状 態 は 疾 病 を 加 速 す

る 要 因 と な っ て い る と 考 え る 。 細 胞 性 免 疫 の 初 期 の 段 階 で 働 く 血 球

の 機 能 を 明 ら か に す る こ と に よ り 、 疾 病 に 至 る 過 程 の 解 析 な ど が 飛

躍 的 に 向 上 す る こ と が 期 待 で き よ う 。  

養 殖 現 場 の 課 題 と し て は 、 ア ユ 血 球 組 成 の 動 的 変 化 や 血 球 の 形 態

学 的 、 細 胞 化 学 的 変 化 の 断 片 は 捉 え ら れ た が 詳 細 な 変 化 は 不 明 で あ

る こ と か ら 、 診 断 例 数 を 蓄 積 す る こ と に よ り 、 初 期 疾 病 把 握 の た め

の 血 球 モ ニ タ リ ン グ の 精 度 を 上 げ て ゆ く 必 要 が あ ろ う 。  
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結  論  

 

１ ． 近 年 の ア ユ の 種 苗 生 産 、 養 殖 は 冷 水 病 の 養 殖 場 と 天 然 河 川

に お け る 蔓 延 に よ り 甚 大 な 被 害 を 被 っ て き た 。ア ユ 冷 水 病 の 発 生 を

受 け て 防 疫 対 策 や ワ ク チ ン の 開 発 研 究 な ど が 進 め ら れ て き た 。 し か

し な が ら 、 ワ ク チ ン に つ い て も そ の 効 き 方 が 不 明 で あ る な ど ア ユ

の 防 御 能 力 の 実 態 は 明 ら か で な い 。 ア ユ 免 疫 学 的 研 究 に 欠 か せ な

い 白 血 球 の 基 礎 的 な 研 究 も 進 ん で お ら ず 、 血 球 に つ い て も 詳 細 な

報 告 は 乏 し い 。 こ の こ と か ら ア ユ 血 球 の 同 定 に 着 手 し 、 そ れ ら 血

球 の 免 疫 応 答 を 把 握 す る た め 、 疾 病 初 期 に 起 こ る 初 期 感 染 防 御 を

担 う 非 特 異 的 防 御 機 構 に つ い て の 検 討 を 行 っ た 。  

 

２ ．ア ユ 血 球 の 同 定 は 形 態 学 的 、細 胞 化 学 的 方 法 に よ っ て 行 な わ

れ た 。そ の 結 果 、末 梢 血 中 か ら 栓 球 、リ ン パ 球 、好 中 球 、好 塩 基 球 、

単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ を 検 出 し た 。血 球 の 主 組 成 は 赤 血 球 を 除 く と 栓

球 、リ ン パ 球 、好 中 球 で あ り 、好 塩 基 球 、単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ は 非

常 に 少 な か っ た 。 ま た 、 末 梢 血 で み ら れ た 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ と

形 態 的 に 類 似 し た 細 胞 が 脾 臓 で み ら れ た 。 同 定 さ れ た 血 球 の 細 胞

化 学 的 染 色 性 に つ い て は 、リ ン パ 球 が A C P、PA S、好 中 球 が D A B、

N A P、A C P、PA S、脾 臓 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ が A C P、E S T  α - N B、

栓 球 が A C P で 陽 性 で あ っ た 。な お 、ア ユ 栓 球 は PA S 染 色 で 陰 性 を

示 し た 。  

 

3． ア ユ 血 球 が 養 殖 期 間 中 ど の よ う な 動 態 を 示 す か 、 末 梢 血 の 血
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球 組 成 変 化 を 定 期 的 に 調 べ た 。こ の 間 に 出 現 し た 病 魚 の 血 球 組 成 は 、

栓 球 が 増 加 、 リ ン パ 球 が 小 型 化 、 好 中 球 が 減 少 し て お り 、 成 熟 好 中

球 の 割 合 が 減 少 し た 。 病 魚 の 血 球 組 成 に よ く 似 た 組 成 を 示 す サ ン プ

ル も み ら れ 、 初 期 の 病 魚 で あ る 可 能 性 も 考 え ら れ た 。 さ ら に 潜 在 的

に 異 常 と 考 え ら れ る サ ン プ ル に は 正 常 魚 と 比 べ リ ン パ 球 が 低 い 状

態 が み ら れ た 。性 成 熟 魚 の 血 球 組 成 は 正 常 魚 の デ ー タ に 近 い こ と か

ら 性 成 熟 に よ る 血 球 組 成 変 化 は 小 さ い こ と が 考 え ら れ た 。  

 

4． 養 殖 魚 で み ら れ た 病 魚 の 血 球 組 成 の 変 化 を 検 証 す る た め 、 実

験 的 炎 症 に よ る 再 現 実 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 血 球 組 成 変 化 は 一 時

的 な 栓 球 、リ ン パ 球 の 低 下 と 好 中 球 の 増 加 が 起 こ り 、単 球 /マ ク ロ フ

ァ ー ジ が 遅 れ て 徐 々 に 増 加 し 、 さ ら に 分 葉 核 を 持 つ 好 中 球 の 割 合 が

低 下 す る こ と が 捉 え ら れ た 。 そ し て 、 ア ユ 末 梢 血 の 血 球 変 化 は 炎 症

部 位 で あ る 腹 腔 内 の 変 化 を 反 映 し て い た 。  

 

5 .  炎 症 実 験 結 果 と 養 殖 の 病 魚 と 比 較 し て み る と 、栓 球 と 好 中 球 の

組 成 が 両 者 で 反 対 と な っ て い る 。 病 魚 で は 栓 球 が 増 加 し て い る こ と

か ら 病 魚 が ス ト レ ス 状 態 に あ っ た 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 さ ら に 炎 症

実 験 で み ら れ た 単 球 / マ ク ロ フ ァ ー ジ の 末 梢 血 中 で の 増 加 は 病 魚 で

み ら れ て い な い こ と か ら 、 病 魚 の 病 態 は 軽 微 な 状 態 で あ っ た 可 能 性

も あ る 。  

 

6 .  起 炎 後 に 炎 症 部 位 へ の 好 中 球 の 浸 潤 は 早 期 に 起 こ り 、 一 時 増

加 し た 好 中 球 は 減 少 し て ゆ き 、 炎 症 部 位 で は 起 炎 前 よ り 低 い 値 に

な っ て お り 、 造 血 器 か ら の 好 中 球 の 末 梢 血 、 炎 症 部 位 へ の 浸 潤 が
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緩 慢 で あ る こ と が う か が わ れ た 。 そ し て 、 起 炎 後 徐 々 に P O 活 性

の 低 下 し た 細 胞 の 増 加 が み ら れ た 。 墨 粒 子 、 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子

に よ る 貪 食 試 験 か ら 、単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、リ ン パ 球 は よ く 取 込 む

が 、 好 中 球 に よ る 貪 食 作 用 は 極 め て 低 い 結 果 を 得 た 。 好 中 球 の 貪 食

作 用 が 弱 い こ と か ら 、 好 中 球 の 脱 顆 粒 の メ カ ニ ズ ム に 疑 問 が 生 じ

る 。好 中 球 の 貪 食 、殺 菌 以 外 の 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ と の 関 わ り な ど

も 考 え ら れ た 。  

 

7 .   本 研 究 に お い て 、 詳 細 に 同 定 さ れ て い な か っ た ア ユ 血 球 が 同

定 さ れ た 。 そ し て 、 実 験 的 炎 症 か ら こ れ ら 血 球 の 動 態 は 既 存 の 研 究

と 似 た 変 化 を 起 こ す こ と が 分 か り 、 新 た に 好 中 球 が 形 態 学 的 、 細 胞

化 学 的 に 変 化 す る こ と が 見 い 出 さ れ た 。 養 殖 場 で 血 球 の 動 態 を モ ニ

タ リ ン グ す る こ と で 疾 病 に 至 る 初 期 の 異 変 を 捉 え る こ と に よ り 、 健

康 魚 の 飼 育 管 理 が 向 上 す る こ と に 期 待 し た い 。  
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