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* Kurematsu Co.， Ltd.， Kure 

(Figs. 1-5， Tables 1-2) 

低張食塩水lと対する赤血球の溶血の度合で表わされる，いわゆる赤血球抵抗力が動物の生理状態を良く反

映する ζ とは周知の事実であり，医学においては特K遺伝性球状赤血球症の診断上，赤血球抵抗力の検査が

重要であるとされている。U

魚類の赤血球抵抗力に関する報告はあまり多くないが 柴田 2)が淡水魚では一般にI血色素量の大である魚

種ほど赤血球抵抗力は弱いととを，また斉藤 3)は海産魚は淡水魚よりも赤血球抵抗力が弱い乙とをみてし唱。

魚の生理状態や発死原因，死後時間の経過の相違によって赤血球抵抗力が変動する ζ とも報告されてし唱。

即ち，狩谷 4) は窒息状態lとあるコイの赤血球抵抗力は弱くなり，逆IC硫酸銅中毒で発死したコイのそれは

強くなる ζ とを，斉藤 5)は苦闘魚，死魚の体内赤血球の抵抗力が釣獲直後のものよりも時間の経過と共に弱

くなる ζ とを，さらに田村ら 6)は 1%食塩水中 Kコイを入れると赤血球抵抗力が弱まる乙とをそれぞれ報告

している。また著者ら 7) は赤潮によって発死した養殖ハ7 チの赤血球抵抗力が弱くなることを報告した。

本研究においては水中の溶存酸素不足による窒息死と内窒息による豊富死とされているシアンイオンKよっ

て中毒死したコイの赤血球抵抗力が発死原因の相異によってどのように異なるか，また死後時間の経過によ

りどのように変動するかを検討した。

材料および方法

実験に用いたコイ Oypr初出 carpioL.の体重は 146士 39.3'1であり，実験期間中のコイの飼育水温は

14 "0から 8"0まで徐々に低下した。

窒息死の場合は魚体重の 5倍容の，充分にエアレーションした水が入っているビニーノレ袋の中にコイを 1

尾ずつ入れて密封し発死させた。またシアン中毒死の場合は KCNを用いて CN イオン濃度 10ppmK調

製した溶液中Kコイを入れて型車死させた。歯車蓋運動をはじめ魚体のあらゆる外見上の運動の停止した時点を
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発死と定めた。発死 24時間後の赤血球抵抗力は，それぞれの条件下で発死を確認し，さらにそのまま 24時

間放置した後に測定した。

正常魚からの採血は，コイを MS-222 (100 ppm)で麻酔し，胸部を切開して心臓を露出させ，注射

針を先端にとりつけたへマトクリット毛細管 (Fig.1)を動脈球に突き刺し，心臓の拍動ととも K流出する

血液の約 1~ 2mlを坑凝固剤 (Anglot)を添加した遠沈管K受けて行なった。また発死魚からの採血は胸部

を切開する乙となく体外から心室K注射器を直接IC穿刺して行

なった。赤血球原液の調製法は狩谷心の方法によった。即ち，

採取した血液に約 10mlの 0.8%食塩水を加えてゆるやかに撹

伴し，次にとの稀釈した血液を漏斗lζ粗くつめた硝子綿を通し

て漉過し，凝固した血餅等を除いた後IC乙の鴻液を 1500rpm
Plain or heparinized 

で 3分間遠心分離し漉液の上澄みを捨て血球のみを残す。乙の micro-hematocrit
、capillarytube 

血球lζ0.85ぢ食塩水を約 10ml加え再度 1500rpmで3分間遠心、

分離した後に上澄みを捨て赤血球の洗浄を完了する。洗浄の済

んだ赤血球1C3倍容の 0.8%食塩水を加え，これを赤血球原液

とした。低張食塩水系列は 15ち食塩水を蒸留水で稀釈し， 0.30 

%から 0.70労まで 0.05%の等差で作製した。乙の低張食塩水

系列の食塩水を各 5mlと，別IC蒸留水 5mlをそれぞれ遠沈管lζ Fig. 1 Instruments for ∞llecting blood from 

とり，乙れに赤血球原液を 0.02ml加え充分K混和した後， 30 norma1 c岬・

分間室温で静置した。 30分静置後再び充分に混和した後， 2500 rpmで 5分間遠心分離し，その上澄みの吸

光度を分光光度計(島津 Spectronic20)を用い波長 425mμ で測定した。

溶血度は次式によって求めた。

低張食塩水中の溶血量
溶血度(%)=="-::_-.-~.. ~:~-.--= x 100 

蒸留水中の溶血量

なお，低張食塩水系列中 IC赤血球原液を添加し 30分間静置する際の室温が溶血に及ぼす影響をみるため

に， 0.55ち食塩水 5mt中に 0.02mtの赤血球原液を加え 5"0及び 30"0でそれぞれ 30分間静置し，その際の

溶血度を比較したととろ， 5"0で静置した方が 30"0で静置したよりも溶血度にして僅かIC0.7::1:0.36%高く

なったのみであり，コイの赤血球の場合はヒトの赤血球で言われている酌ほど静置時の室温を考慮しなくて

も良い乙とが判明した。

Table 1. Osmotic fragility ofblood corpusc1e in carpdied ofenvironmenta1hypoxiaand ofcyanide poison加E

Conc. NaCl soln. Hemolysis (%) 

(%) Normal A B 

Mean士SD Mean:t SD Mean:t SD 

0.30 100 100 100 

0.35 91.5:t 8.87 98.5:t 1.84 99.3:t 1.00 

0.40 56.2 :t 20.72 97.0:t 1.58 96.3士 4.93

0.45 16.7:t 9.61 94.3:t 2.37 83.5 :t 18.06 

0.50 9.6:t 5.98 85.4士 11.99 61.7士24.76

0.55 6.6:t 1.99 64.5 :t 27.62 37.9 :t 19.84 

0.60 5.9:t 2.30 42.6 :t 28.9 21.0 :t 12.73 

0.65 4.9士 2.07 19.7 :t 14.80 12.8士 7.83

0.70 8.4:t 3.80 9.0:t 3.86 

A: Hemolysis immediately after death of environmenta1 hypoxia 
B: Hemolysis 24 hours after death of environmental hypoxia. 
C: Hemolysis immediately after death of cyanide poisoning. 
D: Hemolysis 24 hours after death of cyanide poisoning 

C D 

Mean:t SD Mean:t SD 

100 100 

90.8:t 4.91 99.3:t 0.97 

56.8 :t 18.82 91.7士 10.07

15.2:t 7.38 68.8 :t 29.16 

7.8:t 2.97 37.9 :t 20.30 

6.5:t 2.82 17.1士 5.26

6.2:t 3.00 10.1:t 1.95 

5.0士 2.67 7.7:t 1.80 

4.5:t 2.68 6.8:t 1.76 
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結果および考察

各条件下のコイ赤血球の溶血度の平均値および標準偏差を各濃度の低張食塩水について求め Table1 K示

した。また，浴血曲線は， Table 1の Mean:l::SD の幅をもって表示する事とし (Bloodcorpuscle 

resistance belt) ，正常魚，窒息死直後および窒息死後 24時間経過したものについては Fig.2 K，シアン

中毒死直後とシアン中毒死後 24時間を経過したものについては Fig.3 K示した。

さらに実験に用いた全個体についてそれぞ

れ溶血曲線を描いたところ，溶血曲線の溶血

度 20~ちから 80~ちの部分は全ての個体でほぼ

直線と見なし得たので，乙の溶血曲線から溶

血度が 80%，50%および 209ぢである食塩水

の濃度を読取った。低張食塩水系列の管内で

の溶血状態を肉眼で判定する Giffin-Sanford 

変法 8)で、は食塩水が徴赤色を呈する最初の管

が溶血開始で，その食塩水濃度を最小抵抗値，

管底lζ全く赤血球を認めない管が溶血完結で，

その食塩水濃度を最大抵抗値，最小抵抗値と

最大抵抗値の差を抵抗幅としているが，本実

験では溶血度 80%の食塩水濃度を最大抵抗

値，また溶血度 20%の食塩水濃度を最小抵

抗値，溶血度 20%と80%の食塩水の濃度差

を抵抗幅とし，得られた結果を Table2 K掲

げた。

本実験で得られた正常なコイの赤血球の最

小抵抗値は O.431士0.028%，最大抵抗値は

0.376:1:: O. 029 %，抵抗幅は O.056:1:: O. 009 

%，中間抵抗値は 0.403士0.028%，直線部

分の傾斜は 1094:1:: 160であった。本実験で

得た最大抵抗値を柴田2)の報告した 0.30%， 

斉藤 5)の報告した 0.34-0.32%と比較すると

やや高い値である。また中間抵抗値も田村ら時

の報じた 0.345士0.031%に比して高い値で

あった。とれらは材料として用いたコイの相

異の他K赤血球抵抗力の測定方法の相異に起

因するのであろう。

窒息死直後のコイ赤血球は Table21C示すように正常なコイの赤血球よりも最大抵抗値，最小抵抗値，抵

抗幅および中間抵抗値が著るしく増大しており，そのため溶血曲線は食塩水の高濃度の方へ移動し，しかも

その傾斜は緩やかになった (Fig.2)。乙れらの結果は窒息死直後の赤血球抵抗が正常時K比べると極めて弱

くなっているととを示しており， d守谷 4) 斉藤日の報告と一致する傾向を示した。

窒息死後 24時間を経過したコイ体内の赤血球は窒息死直後のものに比べ最小抵抗値，最大抵抗値は小さ

くなり，抵抗幅のみ増大した。そのため溶血曲線は食塩水の低濃度の方へ移動し，窒息したコイでは死後24

時聞を経過すると，その赤血球抵抗力は弱くならないでむしろ逆にやや強くなる ζ とを表わしている。との
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結果は窒息による赤血球抵抗力の低下が単に

赤血球自身の酸素欠之のみに起因するのでは

なく，赤血球を囲んでいる血梁の性状の変化

にも起因するととを示唆している。斉藤田は

空中に放置して型車死させた魚の最大抵抗値が

発死直後， 24時間後， 48時間後と死後時間

の経過と共に次第に増大し，赤血球抵抗力が

弱くなると述べている。乙の本実験の結果と

の相異は，型車死および型車死後の放置を空中で

行なったか，或いは水中で行なったかという 定

条件の違いに由来するのであろう。 ・8
〉、

シアン中毒死直後のコイでは抵抗幅がやや E 
大きい乙とを除き，最小抵抗値，最大抵抗値::il

中間抵抗置は正常K生きているコイの値とほ

とんど等しく (Table2)，コイが豊島死してい

るのにもかかわらず，その赤血球抵抗力は正

常に生きているコイのそれに等しい乙とを示

している(Fig.3) 。何故そのような赤血球

抵抗力を示すかは不明であるが，溶存酸素不

足により廃死したコイの血液性状に比べシア

ン中毒死したコイの血液性状は正常に生きて

いるコイの血液性状lとより近い引叫乙とから，

血祭の性状も正常な状態に近いととが類推さ

れ，そのような血紫の性状が正常と等しい赤

血球抵抗力を赤血球にとらせる一因となって

いるのかも知れない。

シアン中毒死後 24時間を経過すると最小

抵抗値，最大抵抗値，中間抵抗値は中毒死直
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Fig. 3 Blood corpuscJe resistance belts (Mean :!: 
SD) of norma1 carp and of carp died of 
cyanide poison加g.
Norma1 (=); immediately (===) and 24 
hours (=:=) after death of cyanide poison-
ing. 

後に比べ明らかに増大し，赤血球抵抗力は弱まったが窒息死後 24時間経過のものよりはやや強い。

Table 2. Blood corpuscJe resistance of carp died of environmental hypoxia and of cyanide poison加E

Condition 
Resistance (NaCl %) Differen田* Mean resistance料 Bodyweight 

Normal 

A 

B 

C 

D 

Minimal 

Mean士SD

0.431士0.028

0.621士0.046

0.584 :!: 0.054 

0.436士0.017

0.519士0.043

Maximal (NaCl %) (NaCl %) 

Mean土SD Mean:!: SD Mean:!: SD 

0.376:!: 0.029 0.056:!: 0.009 0.403士 0.028

0.542:!: 0.047 0.079:!: 0.003 0.580:!: 0.048 

0.474:!: 0.041 0.110:!: 0.021 0.523:!: 0.048 

0.374:!: 0.018 0.061士 0.006 0.406士 0.017

0.443:!: 0.033 0.076:!: 0.013 0.476:!: 0.036 

* Differen白 betweenthe minimal and the maxma1 resistances. 
** NaCl∞ncentration at which fifty per cent of blood corpuscles hemolyze. 

F or further detai!s田 eTable 1 

(g) 

Mean:!: SD 

167:!: 32.7 

114士 40.7

159 :!: 34.0 

100 :!: 3.2 

135士 25.1
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Fig. 5 Blood corpuscle resistance belts (Mean :t 

SD) of carp 24 hours after death of 

environmental hypoxia (=::0) and of 

cyanide poisoning ( ::: ) 

Fig. 4 Blood corpuscle resistance beIts (Mean :t 

SD) of carp immediately after death of 

environmental hypoxia (=:=) and of 

cyanide poisoning ( === ). 

以上の諸結果から，型車死直後のコイの赤血球の溶血曲線を描き，赤血球抵抗力を測定することにより，そ

の死因が溶存酸素不足lζよる窒息であるのか;或いはシアンイオンのように内窒息を惹き起す毒物であるの

かをかなり正確に推定することが可能であると言えよう (Fig.4)。しかし，死後 24時閉そ経過するとその

ような推定は困難であろう (Fig.5)。また，死因が判明している場合には赤血球抵抗力を測定するととによ

って大略の死後経過時聞を知るととができょう。
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Summary 

Blood corpuscle resistance (BCR) of carp significantly lowered immediately after death 

of environmental hypoxia from its normal level, while it remained at the same level as the 

normal one, when the fish was dead of cyanide poisoning. 

However, 24 hours after the fish was dead, the BCR decreased in the case of death of 

cyanide poisoning, whereas it increased in the case of death of environmental hypoxia, 

compared with its level immediately after the fish died. 

The results indicate that the measurement of BCR of fish within several hours after 

death may be applicable to judge whether the cause of fish death was the environmental 

hypoxia or not. 


