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   Changes in the number of antibody producing cells were studied by measuring plaque
forming cells (PFC) of the spleen and kidney in carp (Cyprinus carpio), rainbow trout(On
corhynchus mykiss), ayu (Plecoglossus altivelis), Japanese eel(Anguilla japonica),Japanese flounder

(Paralichthys olivaceus), and red seabream (Pagrus major) after an intraperitoneal injection with 
Vibrio anguillarum  0-antigen. It was confirmed in carp and ayu that the injected antigen was 
distributed at the highest levels in the spleen and kidney 3 to 6 h after the injection. PFCs 
appeared in the spleen and kidney of all the fish species tested. The number of PFC reached 
maximum value after 8-17 days. The number of PFC in the spleen was always higher than 
that in the kidney in carp, rainbow trout, ayu and eel, whereas in red seabream the former
was lower than the latter. There was no difference in PFC number between the two organs 
in the Japanese flounder. 

   In an additional experiment, ayu was immunized by immersing in the 0-antigen suspension 

(3g/l) for 30 min. As a result, no PFCs were detected in the spleen or kidney and no ag
gulutinating antibody was measured in the serum.

 免 疫 応 答 に つ い て検 討 す る一 つ の 方法 と して,JERNE

お よびCUNNINGHAMら(JERNE and NORDIN,1963;

CUNNINGHAM,1965;CUNNINGHAM and SZENBERG,

1968)に よ り確 立 され た 細 胞 性 抗 体 の検 出法 を 用 い て,

抗 体 産 生 細 胞 の 消長 を調 べ る方 法 が あ る｡魚 類 にお い て

も ニ ジマ ス(Oncorhynchus mykiss)や ブ リ(Seriola quin

qullradiata)な どい くつ か の魚 種 で 抗 体 産 生 細 胞 の出 現

状 況 が報 告 され て い るが(ANDERSON et al.,1979;CHIL

LER et al.,1969;KITAO et al.,1981),そ れ ぞれ の実 験

に お け る使 用 抗 原 や 実験 条件 が 異 な って お り,抗 体 産 生

細 胞 の 出 現 時期 あ るい は 出現 数 とい った 免 疫応 答 の パ タ

ー ンを 魚 種 間 で 比 較 す る こ とは あ ま りな され て い な い｡

 本 研 究 で は,わ が 国 に お け る重 要 養 殖 対 象 魚 の 中 か ら

ア ユ(Plecoglossus altivelis)や コ イ(Cyprinus carpio)な

ど6魚 種 を 選 び,Vibrio anguillarumの0抗 原 で 注射 免

疫 した 時 のそ れ ぞ れ の 魚 種 に お け る抗 体 産 生 細胞 の 出 現

状 況 に つ い て 比 較 検 討 した｡ま た そ れ に 関連 し,抗 原 接

種 後 の魚 体 内 に おけ る抗 原 の 分 布 状 況 を アユ お よび コ イ

につ い て 検 討 し,更 に アユ に お い て は 浸 漬 免 疫 した場 合

の抗 原 分 布 と免 疫 応 答 に つ い て も検 討 した｡

材 料 お よび 方 法

 供 試 魚

 実 験 に は,コ イ(C.carpio,平 均 体 重120g,飼 育 水 温

21～24℃),ア ユ(P. altivelis,94g,16～20℃),ニ ホ ン ウ

ナ ギ(Anguilla japonica,106g,22～24℃),ニ ジマ ス(O.

mykiss,231g,8～14℃),ヒ ラ メ(Paralichthysolivaceus,

138g,24～25℃),お よび マ ダ ィ(Pagrus major,45 g,

20～21℃)の 淡 水 お よび 海 産 魚,計6魚 種 を用 い た｡こ*広 島大学 生物生産学部
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れ らの魚種を広島県下の民間養殖場 より購入し,実 験に

先立ち各実験水温下で2,3日 間馴致した｡な お,ウ ナギ

は止水,マ ダイは循環水,そ の他の魚種は流水中で飼育

し,ウ ナギを除くすべての魚種については適宜餌を与え

た｡

抗原

アユ病魚由来のV.anguillarum PT-81049株(血 清型

J-0-1)を 普通寒天培地(栄 研)で25℃･24時 間培養後 ,

0.01Mリ ン酸緩衝生理食塩水(PBS,pH7.0)で 回収 し,

同液で遠心洗浄を行ったのち,ア セ トンーアルコール抽出

法(KAATTARI and IRWIN,1985)に よ りO抗 原を作製

した｡な お,コ イに対してはこの0抗 原のほかに,PBS

で107cells/mlの 濃度に調製 した羊赤血球(日 本バイオ

テス ト研究所:以 下SRBCと 略す)も 免疫抗原とした｡

免疫法

(注射法)免 疫後の抗原分布を調べるための実験には

15mg/mlの 濃度に調整 した0抗 原を,抗 体産生細胞の

出現を調べるための実験には300μg/mlの 濃度に調整し

た0抗 原をそれぞれ用いた｡前 記の6魚 種をウレタン

またはMS-222で 麻 酔した後,0抗 原液をそれぞれの腹

腔内に1mlず つ接種した｡ま たコイには別にSRBC懸

濁液を腹腔内に1mlず つ接種 した｡

  (浸漬法)飼 育水を用いて用意した0抗 原懸濁液(3

g/l)に エアレーションを施しなが らアユを30分 間浸漬

し,体 表を軽 く洗浄後,飼 育水に戻した｡

  魚体内からのV.anguillarumO抗 原の検出

V.anguillarumO抗 原で注射免疫したコイおよびアユ

の脾臓,腎 臓,鰓(ア ユのみ),お よび血清中における抗

原分布を酵素抗体法を用いて測定した｡な おアコについ

ては浸漬法で免疫した場合についても検討 した｡免疫後,

10分 か ら2週 間後にかけて適当な時間間隔で1尾 ずつ

魚を取 り上げ,各 組織と血清を採取 した｡取 り出した組

織は,PBS中 で表面を洗い,秤 量 し,PBSを2ml加 え

てホモジナイズした後,遠 心分離(6,000g,15分)し,

その上清液中の0抗 原を定量した｡上 清を2倍 希釈系

列で11段 階に希釈し,そ れぞれの100μlを96穴 のマ

イクロプレー トに滴下 し固定後,常 法通 り家兎抗V.an

guillarum(PT･81049株)血 清およびペルオキシダーゼ

標識ヤギ抗 ウサギIg抗 体(Kirkegaard&Laborato

ries,Inc)を 順次反応させ,492nmの 波長で吸光度を測

定 した｡

  得 られた 吸光度から以下の方法により抗原量を求 め

た｡ま ず初めに,1尾 の魚に接種した量と同量の0抗

原(15mg)を 非免疫魚から摘出した組織懸濁液2mlと

混合し,先 に述べた方法で求めた吸光度か ら検量線を作

成し,こ の検量線か ら0.D.(Optical Density)が0.5

とな るポイントの抗原濃度を求めた｡次 に実験区より得

た材料についてその0.D.が0.5と な る希釈率を求め,

各組織中の抗原量を求めた｡そ して次式に より各組織に

おける抗原分布率を算出した｡

  分 布率(%)=(分 布抗原量/接 種抗原量)×100

また血清についても,非 働化した後,PBSで 希釈して

吸光度を測定 したが,全 血量が不明であるために抗原の

存在の有無だけを判定した｡

  抗体産生細胞(Plaque-forming cells:以 下PFCと 略

す)の 定量法

  a)細 胞 懸濁液の調整

  抗原を接種した2,4,6,8,11,14,17,21お よび28日

後 に各魚種をそれぞれ6尾 ずつ取 り上げ,脾 臓および腎

臓を摘出した｡取 り出した組織は,定 量に必要な量の細

胞を得るため2尾 分をプールして1試 料とし,以 下の操

作に供した｡ま ず組織をEagle'sMEM中 で洗浄 し,ハ

サミにより細断し,ガ ラスホモジナイザー中でMEMを

加 えてす りつぶした後,ス テンレスメッシュ(pore size

75μm)を 通すことにより組織残渣を取 り除き,さ らに

遠心洗浄を行い,細 胞懸濁液を作製した｡懸 濁液 の一部

を0.1%ト リパンブルーで染色 し生細胞か らなることを

確認した上で,ト ーマ血球計算盤を用いて105,106お よ

び107cells/mlの 濃 度の細胞(主 としてリンパ球)懸 濁

液を調整した｡

  b)感 作羊赤血球の調整

  SRBCは 前 もってMg2+お よびCa2+を 含むゼラチン

ベロナール緩衝液(pH7.4)を 用いて遠心洗浄した後,

タソニン酸で処理 し,タ ンニン酸処理SRBC,PBSお よ

びO抗 原(3mg/ml)を1:2:3の 割合で混合し,37℃

で30分 間反応させた｡反 応後,遠 心回収 し,MEMで

20%(v/v)SRBC懸 濁液を調整した｡

  c)補 体の調整

  非免疫魚か ら採取した血液を凝固させた後,遠 心分離

して血清を得た｡こ れらの血清は,そ れぞれの溶血素価

に基づきPBSで5～12倍 に希釈し,採 血後24時 間以

内に補体源として実験に供 した｡

  d)PFCの 算定

  PFCの 算定は,カ ニンガム法(CUNNINGHAM and

 SZENBERG,1968)に 従 った｡す なわち細胞懸濁液100

μl,20%感 作SRBC懸 濁液10μl,お よび各同一魚種の

新鮮補体(希 釈血清)35μlを それぞれ混合し,そ の100

μlをカニンガムチャンバー(高 橋技研76×26mm)に 注
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入 し,パ ラフィンで封入した｡25℃ で24時 間反応後,

顕微鏡下で溶血斑の数を算定した｡3検 体(6尾 分)の

PFC数 を平均することによって,脾 臓および腎臓にお

ける106細 胞当 りのPFC数 を求めた｡

凝集素抗体価の測定

PFC数 の測定に供した個体より得た血清を材料に,

非働化(56℃,30分)後,V.anguillarumO抗 原 もし

くはSRBCに 対する凝集素価の有無を調べた｡抗 体価

は,同 抗原で感作したSRBCも しくは無感作のSRBC

(SRBCで 免疫した魚の場合)を 反応抗原 として用い,

PBSを 希釈液 としてマイクロタイター法 により測定し

た｡

結 果

免疫魚におけるV.anguillarumO抗 原の分布

  V.anguillarumO抗 原で注射免疫したコイおよびアユ

の魚体内(脾 臓,腎 臓)に おける0抗 原の分布率の変

化をFig.1に 示 した｡O抗 原 は,接 種10分 後に既に

脾臓および腎臓のいずれにも認められ,3も しくは6時

間後には最高値に達 し,そ の後24時 間後までにかなり

減少したものの2週 間後においても僅かながら認められ

Fig. 1. Changes in the distribution of V. anguil
larum O-antigen in the spleen and kidney 
of carp and ayu injected intraperitoneally 
with the O-antigen.

Fig. 2. The kinetics of the number of plaque forming cells (PFC) and agglutinin titer in 6 fish 
species injected intraperitoneally with V. anguillarum O-antigen.
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Fig. 3. The kinetics of PFC and agglutinin titer 
in carp injected intraperitoneally with 

SRBC.

た｡ま たいずれの魚種の血清においても,接 種30分 後

から12時 間後にかけて抗原が検出された｡

 免疫魚におけるPFCの 出現状況および抗体価の変化

 コイ,ア ユ,ニ ジマス,ウ ナギ,ヒ ラメおよびマダイ

のV.anguillarum O抗 原 に対する免疫応答をFig.2に

示 した｡い ずれの魚種においても,PFCは 抗原接種から

6～11日 目に脾臓あるいは腎臓に出現 し,8～17日 目に

最高値に達した後,減 少する傾向が認められた｡抗 体価

は,PFCの 出現と同時かやや遅れて上昇し始め,28日

目には25～29に 達 した｡コ イ,ア ユ,ニ ジマスおよびウ

ナギでは,脾 臓のPFC数 は常に腎臓のPFC数 より高

い傾向にあったのに対 し,ヒ ラメでは両者の数値は非常

に接近し,マ ダイにおいては逆に腎臓のPFC数 の方が

高い傾向にあった｡

 羊 赤血球(SRBC)に 対するコイの免疫応答

 SRBCを 接種したコイの免疫応答をFig.3に 示 した｡

この実験結果をFig.2に 示 したV.anguillarum O抗

原を接種 した場合 と比較すると,抗 原接種後28日 目の

抗体価は27とO抗 原接種時の29よ りやや低い値であ

ったものの,PFC数 の変化を指標 として見るかぎり顕

著な差異は認められなかった｡

浸漬免疫したアユにおける免疫応答

浸漬免疫したアユにおいては,O抗 原は体内(脾 臓,

腎臓,鰓,血 清)か ら全 く検出されず,ま た28日 後 に

至るまで脾臓および腎臓のいずれにおいてもPFCの 出

現は認め られず,抗 体価の上昇も認められなかった｡

考 察

本研究では,ま ずV.anguillarumO抗 原で免疫 した

コイお よびアユにおける抗原の魚体内分布について検討

した｡Fig.1に 示 したように,腹 腔内に接種 された抗原

は,10分 後 には脾臓および腎臓で検出され,3な いし6

時間後に最高値に達 した｡そ れぞれの組織の重量および

これらの組織に分布した抗原量をTable1に ま とめた｡

そ こに示された最高抗原濃度(density)の 値か らわかる

ように,脾 臓における抗原濃度は腎臓における抗原濃度

の3倍 強になっている｡MACARTHUR et al.(1983)は カ

レイにおいて51Crで 標識した他魚種の赤血球を抗原と

して同様の実験を行い,や はり脾臓で最も多 くの抗原が

検出された と報告 している｡

本研究に より明らかにされた淡水および海産6魚 種に

おける免疫後のPFCの 消長のパターンは,KITAO et al

 (1981)がPasteurella piscicida死 菌およびSRBCを 抗

原 として行ったニジマス,コ イおよびブリにおける実験

結果と一致してお り,こ のようなパターンは魚類におけ

る一般的な免疫応答 と考えられた｡

今回の実験結果では,供 試した淡水魚4種 で脾臓にお

けるPFC数 が腎臓におけるPFC数 に比べて常に高い

傾向が認め られたが,馬 場(1984)は コイの頭腎におけ

るPFC数 が脾臓に比べて非常に低値であることに関連

し,頭 腎は抗体産生に関与するリンパ球の供給源,す な

わち中枢であ り,脾 臓は リンパ球が抗体産生細胞へと成

熟する末梢性 リンパ組織であろ うと推察 している｡事 実

PFCを 指標とした免疫応答に関する報告の多 くで,腎

臓より脾臓のPFC数 の方が高い傾向が認められる｡た

だし本実験で用いたマダイや先に報告 されているブルー

Table 1. The highest densities of the V.anguillarum O-antigen in the spleen and kidney of 
carp and ayu intraperitoneally injected with the O-antigen
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ギ ル(SMITH et al.,1967)で は全 く逆の傾向が見 られ,こ

の仮説がすべての魚種にあてはまるか どうかは問題であ

る｡今 後,リ ンパ組織 としての脾臓 と腎臓の役割分担に

ついての魚種間の違いについて,よ り詳細な検討を行 う

必要があろ う｡ま たこのような両組織間のPFC出 現数

の違いのみならず,同 一組織のPFC数 においても今回

供試 した6魚 種間に大 きな違いがみられた｡例 えば脾臓

におけるPFC数 の 最高値を比べてみると,コ イでは

1973/106細 胞であったのに対 し,マ ダイでは僅か94/106

細胞 であった｡し か し,PFC数 の レベル(最 高値)と 抗

体価の レベルの間に相関はみられず,ま たPFC数 の レ

ベルと宿主のV.anguillarumに 対する感受性 との間に

も特に関係は認められなかった｡

 コイにおいてはV.anguillarum O抗 原 の代わ りに

SRBCを 接種 した場合の免疫応答についても検討 した

が,O抗 原の場合 と比べ,顕 著な差異は認められなかっ

た｡前 出のKITAO et al.(1981)は 抗原として, P. pisci

cidaの 死菌 とSRBCを 用いているが,調 べられた3魚

種 において抗原の違いによる抗体産生細胞の出現の差は

認 められていない｡

 最後に,浸 漬法を用いV.anguillarum O抗 原で免疫

したアユにおける抗原分布と免疫応答について触れる｡

ア ユにおいては,V.anguillarumホ ルマ リン死菌に浸漬

す ることに より免疫が成立することが,攻 撃試験に対す

る防御効果の面か ら確認されてきたが,浸 漬により血中

抗体価が上昇するか否かについては必ずしも一致した見

解 が得られていない(MUROGA and EGUSA,1989)｡本 研

究 において,ア ユをV.anguillarum O抗 原を用いて浸

漬免疫 しても脾臓および腎臓 といった組織における抗原

の取 り込みは認められず,PFCの 出現および液性抗体

の産生も認められなかったことか ら,V. anguillarum O

抗 原を用いたアユの浸漬免疫には,液 性抗体は関与しな

いと結論される｡さ らに,ア ユにおけるV.anguillarum

の侵入門戸が皮膚であるとの報告(川 合･楠 田,1981;

MUROGA and DE LA CRUZ,1987;KANNO et al.,1989)

を 考慮すると,浸 漬免疫の成立は,食 細胞が主たる働き

をなす細胞性免疫もしくは魚類では未だその存在が確認

されていない分泌型の抗体が関与する局所免疫機構に依

存 していると考えられる｡今 後は,皮 膚,鰓 および消化

管 における抗原の取 り込みと局所性免疫の成立機構につ

いて,よ り詳細な検討を加えることが必要であろう｡
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