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第 一 章 序論

魚 類 防疫に関する研究は、数少ない天然魚の疾病を例外として主に水産

養殖業の発達と共に進展し てきたと 言 える o すなわち、養殖業における生

産量 の増加、技術革新による養殖形態の変化、対象魚種の多様化に伴い 、

数多くの魚病問題が発生し、その結果として魚病学、魚類防疫学などの学

問分野に非常に多くの知見が集積されてきた 。 しかしながら、魚病研究の

進展にも拘らず、現在の養殖現場においては甚:大な被害をもたらす疾病が

依然と し て 存 在 し 、 新 た な魚病も数多く発生している 。この問題の要因と

して、 一般的に養殖魚の飼育 環 境 を 、 外 部 か ら の 病 原 体 の 侵 入 防 止 を 含 め、

好 適条件で維持することが困難であること、魚病対策の研究において原 因

となる病原体のみが重要視され、魚類の持つ生体防御機構についての研究

が十分なされていないことが考えられる。

魚病は環境、病原体、宿主の 3 要 素の 組み 合わ さっ た場 合に 成立 する

(Wedemeyer， 1996) ため、 3要素の内いずれか 一 つでも除去あるいは改善

すれば病気発生の防止につながると考えられる。現在、養殖生産の多く を

占める海面養殖は半ば自然環境に依存した形態であるため、現場における

徹底した環境管理や病原体の完全な駆逐は現実的とは言えない。そこで宿

主要素の改善、すなわち宿主の持つ生体防御能を利用して疾病を減らそう

という試みが注目されてきている o その典型はワクチネーションであり、

生体の持つ特異的防御機構を利用したものである 。しかし水産用ワクチン

は現在、本邦のものでアユ、サケ科魚類のビブリオ病、ブリの α溶血性連

鎖球菌症に対する不活化ワクチン 3種のみで(* 1 水産庁 1997) 、世界

でもせっそう病 ビブリオ病、レッドマウス病、冷水性ビブリオ病及びコ

イの春ウイルス血症に対するワクチンが市販されているのみ(Evelyn， 

1997) と少ない 甚 大 な 被害をもたらす伝染性造血器壊死症、伝染性牌 臓

壊死症、ウイルス性出血性敗血症などの治療困難なウイノレス性疾病の予防

に有効なワクチンとしてリ コンビナントワクチン (Leonget al.， 1997) 

弱毒生ワクチン (Evelyn，1997) 等の開発が精力的に試みられているが、

魚類でのワクチネーションによる疾病予防の本格的な普及には、ワクチン



による 感染防御成立機序、各病原体の発病病理の解明、効果的な免疫応答

を 誘 導する感染防御抗原の検索など多くの課題が残されており、効果的か

っ実用可能なワクチンの開発に至っていないのが現状である D

魚類 の 生 体 防 御 機 構 で は防御に関与する基本的な要素を持つというこ

とは哨乳類と変わらないものの、レクチンなどの体表粘液にみられる防御

因子(Ingram，1980)や非常に高い補体の代替経路活性(矢野， 1995) の存在

など、哨乳類にはない特徴を非特異的防御機構の中に兼ね備えていること

が知られている 。これらのことは、特異的防御機構の中心となる抗体産生

における 二 次 応 答 が 哨 乳 類 に比べ弱い(矢野 1995) こととあいまって、

魚類の生体防御のうち非特異的防御機構の果たす役割が大きい可能性を

示唆している 。魚病で問題となっている病原体は、魚体や環境水中に普遍

的に存在し、魚自身の生体防御能の低下や環境条件の悪化によって病気を

引き起こすいわゆる条件性病原体の範鴫にあてはまるものが多く(室賀，

1996) 、 こ の よ う な 常 在 性 の病原体に対しては成立に時間のかかる抗体依

存 性 の特異的防御よりも外界 か ら の 病 原 体 の 侵 入 に よ り 早 く 反 応 で き る

非特異的機構による防御が有利であると考えられる D さらに、従来偏性病

原体として考えられていたブ リ類結節症の原因菌 Photobαcteriumdamsela 

subsp. piscicida (Pasteurella piscicidα)でさえ、最近 PCR法によって養殖環

境水中 から検出されており (* 2 川上， 1 996) 、このような偏性病原体に

対処す るには魚体の防御能を通常のレベルより高めておく必要があると

考えられる 。この非特異的防御能を高めて病気を予防しようという目的で

最近、養殖の現場で使用され始めているものが免疫賦活斉1Jと呼ばれ、それ

には細菌、カビ、キノコ類、酵母、海藻等を由来:とする種々の多糖類(Yano 

et al.， 1989;Dexiang and Ainsworth， 1992; Dalmo and Seljelid， 1995; Itami et 

。1.，1996)、放線菌由来のペプチド (Kitaoand Yoshida， 1986) 、ラクトフ

ェリン (Sakaiet al.， 1993) 、 レ バ ミ ゾ ー ル (Kajitaet al.， 1990) な ど 多 種

多様な物質が含まれる。免疫賦活剤の作用は特異的免疫成立以前の非特異

的生体防御能の活性化が主たるものであり、補体、 lysozyme活性の上昇

(Yano et al.， 1989) や、食 食 能 、 活 性 酸 素 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 能 の 増 強

(Robertsen et al.， 1990; Dexiang and Ainsworth， 1992) が数多く報告され
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ている 。 しかしながら、 魚類免疫学においては、このような免疫賦活剤の

生体防御に与える影響といった実学に即した研究が先行し、その応用を支

え る基礎的な知見が不足しがちである 。実 際 、 魚 類 の 非 特 異 的 生 体 防御機

構で 中 心 と な る 好 中 球 は初期感染防御の局面で外来微生物の食食、不活化

(殺菌)、消化といった 非 常 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 広 く認識

されているにもかかわらず、それらの作用機序については深く研究さ れ て

は いない 。

好中球を代表とする食 食 細 胞 が 行 う 殺 菌 に は 活 性 酸 素 が 関 連 す る酸素

依 存性機構とリゾチーム、ラクトフェリン、塩基性ペプチド、各種加水分

解酵素、および貧食食胞内の pHの低下 (Edwards，1994) などの酸素非依

存性機構とに大別される 。食食は正常に行うが殺菌ができない好中球を持

つために感染を繰り返すヒトの遺伝性疾患である慢性肉芽腫症により、好

中 球の殺菌において酸素依存性機構が重要な役割を果たすことが窺い知

れる (Quieet al.， 1967) 。 すなわち、正常な好中球では細菌を貧食する際

に急激な酸素消費 (respiratoryburst) が見られるのに対し、この患者の好

中球ではそれが観察されない (Holmeset al.， 1967) 0 この現象から好中

球による殺菌には respiratoryburstが深く関与しており、その後 respiratory

b u rs tの結果として産生され る活性酸素が殺菌の主要因子であることが明

らかとなった (Babior，1984)。哨 乳 類 貧 食 細 胞 で の 研 究 に よ っ て respiratory

burstで消費された酸素分子は細胞膜に存在する NADPH酸化酵素により、

一 電子を供与された結果、スーパーオキシド(O2一)に変換されることが

明らかとなった (Makinoet al.， 1986) 。 この第一の活性酸素から不均化

反応によって過酸化水素が産生され、以後様々な活性酸素種が派生し

(Babior， 1984) 、食食細胞の産生するこれら活性酸素によって殺菌が行

われることも実験的に確かめられている (Johnstonet al.， 1975) 0 活性酸

素を産生する NADPH酸化酵素は、その機能が完全に解明されているわけ

ではないが、ヒ卜好中球を中心とした研究から細胞膜に存在する膜因 子と

細胞質中に存在する細胞質因子から構成され、貧食などの膜刺激によ って

活性化されることが判明し (Rossi，1986)、無細胞系による実験などからそ

の活性化機構の研究も進んでいる (Brombergand Pick， 1985; 竹重， 1 990) 。

3 



魚類食食細胞における活性酸素産生を測定した報告は、化学発光法を用

いたアメリカナマズ (Ictaluruspunctatus) 白血球 (Scottand Klesius， 1981) 

を初めとして、現在まで数多くの魚種で報告されてきている (Secombesand 

Fletcher， 1992) 。 そして Nagerkerke et al. (1990)により、ニジマ ス

(Oncorhynchus mykiss)頭 腎由来マクロファージで、さらにウナギ (Anguilla

japonica)の 好 中 球 に おいても respiratory burst が示され (Iida and 

Wakabayashi， 1995)、その活性は哨乳類の NADPH酸化酵素でみられるのと

同様に Mg2
+で増強され、 Ca2

+によって抑制されることが明らかにされ た

(Iida and Wakabayashi， 1995)。 このように:、魚類食食細胞において も

NADPH酸化酵素の存在が指摘されてきた。

前述したように魚類の生体防御の内、非特異的防御機構は感染防御にと

って重要であり、そのなかでも特に好中球は、初期防御で中心的役割を果

たす因子である D 魚類好中 球 の 血 液 中 白 血 球 組 成 に お け る 比 率 は 、 10%以

下のコイ (Cyprinuscarpio) 、ニジマス、 15'""35%のウナギ、ブリ(Seriola 

quinquerodiata) 、 80%以上のヒラメ (Parαlichthysoliναceus)などと魚種に

よって異なり、核の形態も梓状から哨乳類と同様に分葉核を持つ魚種 まで

様々である(池田ら 1988) 。 この多様性ゆえに魚類好中球に関する研究

は統 一 的な見解を得ることが難しく、未解明な部分が多く残されている 。

好中球の機能を解析するには invitroでの実験系が重要であるが、その実

験に供するために、質的、量的に満足しうる好中球を収集できる分離法は

各魚種ごとに異なり (Mainwaringand Rowley， 1985; Finco・Kentand Thune， 

1987; McDowall et al.， 1987)、報告されているものは少ない。しかしなが

ら、ウナギにおいては高い活性を維持した好中球を血液中から比較的高純

度で収集できる分離法が長村・若林 (1985)により確立されている。この方

法で分離されたウナギ好中球を用いることにより、細胞内グリコーゲンが

食食のエネルギー源として使われ(朴・若林， 1990) 、細菌感染により そ

の 含 量 が 変 化 す る こ と (Nagamuraand Wakabayashi， 1985) 、グリコーゲ

ン含量の低い頭腎好中球で は 末 梢 血 好 中 球 よ り 食 食 能 が 低 い こ と (Park 

and Wakabayashi， 1992) 等、魚類好中球におけるグリコーゲンと貧食作用

の関係が明らかにされた。活性酸素産生に関しても前述の respiratoryburst 
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の存在 をはじめ、血清中のオプソニンの存在、刺激剤としての菌種、菌量

が活 性酸素産生に大きく影響すること (Moritomoet al.， 1988) 等が報告さ

れている 。このようにウナギ 好 中 球 の 持 つ 生 体 防 御 機 構 に 関 す る 研 究が多

く な さ れ て お り 、 魚 類 において重要な生体防御因子である好中球の機能に

関す る知 見 が 集 積 し つ つある o そこで筆者は、、魚類好中球において主要な

生 体防御機構であると考え ら れ る 活 性 酸 素 に よ る 酸 素 依 存 性 殺 菌 活性に

着 目し、そのメカニズムを探るべく、ウナギ好中球を使用し、活性酸素の

量 的動態、殺菌活性および産生酵素系についての研究を行った。

*1 水産庁(1997): 養殖業者の皆様へ 水 産 用 の 医 薬 品 の 使 用 に ついて

第 12報

* 2 川上秀昌 (1996) 類結節症の感染・発病条件に関する研究ブリ類

結節ワクチンの開発研究 PCR法を用いての Pasteurellapiscicidaの検出 .

魚病対策技術開発研究成果報告書，日本水産資源保護協会， 46・50.
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第 二 章 ウナギ好中球の活 性 酸 素 産 生 動 態

日甫乳類での研究から、好中球が respiratoJry burstに お い て 最 初 に 産生

する活性酸素はスーパーオキシド (02- )であり、そのスーパーオキシド

は respiratory burst時に消費された酸素分子 (02)すべてが NADPH酸化

酵素により一電子を供与された結果の産物であること、そのため酸素

消費とスーパーオキシド産生との量比は 1: 1 であることが証明されて

いる (Makino et al.， 1986) 。 さらに活性酸素種に属する過酸化水素は

すべてが respiratory burst時に産生されたスーパーオキシドから不均 化

反応 (202- + 2H +→ O2 + H202)によって生じることも知られており(Rossi 

et al.， 1986) 、 respiratory burstで の 好 中 球 に お け る 酸 素 代 謝 動 態 は酸

素消費量:スーパーオキシ ド 産 生 量 : 過 酸 化 水 素 産 生 量 =2:2: 1 という

量比になることが証明されている 。

魚類貧食細胞でも活性酸素は殺菌因子として以前より注目され(Scott 

and klesius， 1981) 、特にスーパーオキシド産生はいくつかの種にお い

て報告されているが (Chungand Secombes， 1988; Secombes et al.， 1988; 

Dexiang and Ainsworth， 1991) 、それらは定性的な測定や、測定時間が

非常 に長いものであるため定量性に乏しく、 respiratory burst にお ける

酸素消費とスーパーオキシド産生の量的な比較検討は全くなされてい

ない 。 魚類においても貧食 細 胞 が 産 生 す る ス ー パ ー オ キ シ ド が NADPH

酸 化酵素によって消費され た 酸 素 分 子 に 由 来 す る な ら ば 、 日 甫 乳 類 での

知見と同様に respiratory burstでの酸素消費量とスーパーオキシド産生

量は等 し く な る こ と が 予想される。このような仮説のもと、比較的高

純度の好中球が得られる分離法が確立されているウナギを用い、

respiratory burst におけるスーパーオキシド、産生の動態および最適条件

を検討し、その定量を行った o ス ー パ ー オ キ シ ド 産 生 量 測 定 で 得 られ

た条 件をもとに、続いて respiratory burstでの好中球の酸素消費量およ

び過 酸 化 水 素 産 生 量 を 測定し 、それらの量比について検討した 。

スーパーオキシドの測定には nitroblue tetrazolium (NBT)還元法、 シ

トクロム C 還元法、化学発 光 法 、 ESR 法等があり、簡便さ、検出感度
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の点でそれぞれに長所が あ るが、今回はその中でも定量的測定が可能

であり 、汎用されているシトクロム C 還元法を利用した。酸素消費量

は広く用いら れ て い る 酸素電極を用いた方法によって測定し、過酸化

水素産生量の測定には高感度の検出方法であるスコポレチン蛍光法を

利用した。

また、 Nagamuraand Wakabayashi (1985)によって異物を腹腔内接種さ

れたウナギから分離された好中球(誘導好中球)のグリコーゲン含量

は通常 の 好 中 球 よ り も 有意に高いことが報告されており、そのような

好中球においては活性酸素産生能にも変化が予測されるため、誘導好

中球と非誘導好中球の酸素消費、スーパーオキシドおよび過酸化水素

産生についてもそれぞれ比較した。

1 材料および方法

( 1 )実験魚

実験には宮崎県宮崎郡 佐 土 原 養 鰻 漁 業 協 同 組 合 か ら 購 入 し た 平 均体

重 200gのウナギを使用した。購入後、感染症予防の目的で 1%塩水浴を

24時 間 行 っ た 後 、 淡 水 に戻した 。 ウナギは水温 25'"'"'28
0

C、無給餌で飼

育し 、好中球分離は購入後 1週間以内に行った。

(2)異物接種によるウナギ好中球の誘導

誘導好中球を得るため 、 長村・若林 (1985) および Moritomoet al. 

(1988)の方法を用いて、採血 15'"'"'1 8時間前に Escherichiacoli IAM 1239 

ホノレマリン死菌溶液(湿菌重量 10mg/ml)、2%カゼイン、それぞれ 0.1ml/ 

尾をウナギ腹腔内に接種した。なお、 2%カゼインは 20gのカゼイン(和

光純薬)と 8.2gの NaClを 950mlの 蒸 留 水 に 加 え 、 室 温 で 撰 枠 し pHを 8

'"'"'9に保ちながら 1NNaOHを 15ml滴下、さらに 2時間撹伴後、 pH7.3 

'"'"' 7.4に調整し蒸留水で 1000mlにメスアップし、オートクレーブした

ものを用いた。
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(3)採 血

ホルマリン死菌、 2%カゼイン接種および無接種ウナギを 1.5%ウレタ

ンに浸潰して麻酔し、胸部を切開し露出させた動脈球から少量のへパ

リン Naが入った注射筒で採血した D 採 血 後 、 直 ち に 混 和 し 、 分 離 操作

に移った 。

(4)ウナギ好中球の分離

分離は長村 ・若林(1985) の方法に従って行った o すなわち、比重

がそれぞれ 1.085，1.075である 11%フ イ コ ー ル ・ メ ト リ ゾ 酸 Na溶液 1ml 

および 6%フ イ コ ー ル ・メトリゾ酸 Na溶液 3mlを用いて丸底スピッツ

管に不連続密度勾配を作成し、その上に採血したウナギ血液を静かに

重層した 。 重層後 、 直ちに 400X g， 4
0

Cで 30分間遠心操作を行い、 6%

と 11%のフイコール ・メトリゾ酸 Na溶 液の境界面にできた好中球分画

層を パスツールピペットで吸引し、 Ca
2
+，Mg

2
+およびフェノールレッ

ド不含のハンクス液(HBSS) に 浮遊 した 。 2回 HBSSで遠心洗浄 (200

X g， 5分間)した後、 HBSSで 1X 10
7細胞 Imlに調整した。なお、 6%お

よび 11%フ イ コ ー ル ・ メトリゾ酸 Na溶液は FicoI1400(Pharmacia) を 蒸

留水に 6%および 11%に なるよう溶解し、 32.8%メトリゾ酸 Na溶液

(Nycomed Pharma AS) と 12:5の比率で混合し 、 0.45μmの フィ ルター

(ミリポア)で鴻過滅菌したものを用いた。

(5 )ウ ナギ 好中 球の 刺激 剤

好中球の respiratoryburstを惹起する刺激斉IJとして可溶性の Phorbol

12・myristate13・acetate(PMA、 Sigma)を 100μg/mlになるように dimethyl

sulfoxide (DMSO 、和光純薬)に溶解し、分注して-80
0

Cに保存した。使

用直前に Ca2+不含の Krebs-Ringerリン酸緩衝液 (KRP，pH 7.4)で希釈し

て使用した。

(6)ウナギ好中球のスーパーオキシド産生量の測定

PMAの刺激によって好中球から産生されるスーパーオキシドの測定

8 



は Pickand Mizel (1981)によるマイクロプレートを用いたシトクロム C

還元法に従った。この方法はスーパーオ キシドによるシトクロム C の

還元量をその 550nmでの 吸光度から求めることによって間接的にス ー

パー オキシド産生量を 測定するものである 。 96穴平底 ELISA用マイク

ロプレート(岩城硝子)の各 wellにウナギ好中球浮遊液 1x 105細胞 /we11、

酸化型シトクロム C(Sigma) を 160μMとなるように加え、 PMAや後述

の試薬も含め全量が 100μl/wellと な る よ う に KRPを加 えた 。最 終濃度

0.001"-'10μg/mlの PMAの 添 加 に よ っ て 反 応 を 開 始 し 、 室 温 で 各 wellの

550nmでの吸光度をマイクロプレートリーダー (MPR-A41、東ソー)に

よって経時的に測定した o 対照、としてスーパーオキシド、過酸化水素

の消去酵素であるスーパーオキシドジスムターゼ (SOD、和光純薬)、

カタラーゼ、 (Sigma) がそれぞれ 300U/ml、 50μg/mlの濃度で添加された

wellでも同様の測定を行った 。 各測定につき 3well用い、その平均値を

測定値とした D マ イ ク ロプレートリーダーで測定した吸光度は wellの

測光路長を 3mm として計算した計算式 nM/well (O.D.550x 1 00)/6.3 

(Pick and Mize¥， 1981)によってスー パーオキシ ド産生量に換算し、

n M/1 07
細胞/分で表した 。 また、非誘導好中球、 2%カゼ、インおよび大腸

菌死菌誘導好中球のスーパーオキシド産生量は、それぞれにつき 4個

体のウナギから分離した好中球で測定した値の平均と標準誤差で表し

た 。

(7)ウナギ好中球の酸素消費量の測定

ウ ナ ギ 好 中 球 の respiratory burst における酸素消費は、 Iida and 

Wakabayashi (1995)の方法を用いて行った 。 すなわち、マグネチックス

ターラーが内蔵された容量 0.6mlの円形チャンパーに KRPに浮遊させ

た 6x 105
個の好中球をいれ、クラーク型酸素電極を備えた酸素モニタ

(YSI 5357 probe， Yellow Springs Instrument Co.) によって酸素消費

量寺測定 した o 5分程刺激前の resting状態での酸素消費量を測定した

後、 PMAを最終濃度で 0.1μg/mlとなるようにチャンパー内に添加し 、

続け て測定を行った 。 測定値は酸素モニターに接続したレコーダーに



よって記録した 。 チ ャンパー内をマグネチックスターラーによって常

に捜伴 状 態 に し 、 反 応 温度は恒温水循環装置によって 250Cに保った。

測定開 始 時 の 反 応 液 中 の 溶存酸素濃度は、 Jacobsenの式(三宅・北野、

1980) により 250C、0.8%NaCl溶液での酸素飽和度が 5.58ml/lであるこ

とから、 249μMとなった。

また、非誘導好中球、 2%カゼインおよび大腸菌死菌誘導好中球の酸

素消費量は、それぞれにつき 4個体のウナギから分離した好中球で測

定した値の平均と標準誤 差で表した 。

(7)ウナギ好中球の過酸化 水 素 産 生 量 の 測 定

過酸化水素産生は Rootet al. (1975)によって報告されているスコポ

レチン蛍光法を応用した。この方法は過酸化水素の存在下で西洋ワサ

ビベルオキシダーゼ (HRP)によって、蛍光を発する還元型スコポレチ ン

が無蛍光の酸化型スコポレチンに変化することを利用し、その蛍光強

度の減少を測定することを原理としている。測定には蛍光分光測定用

96穴平底黒色プレート(Labsystems) を用い、各 wellにウナギ好中球 l

X 104個、スコポレチン(和光純薬 )2μM、HRP (和光純薬) 20nMとな

るよう加え、KRPによって全量が最終的に 200μ!となるように調整した。

最終濃度 0.1μg/mlの PMAを加えたプレートを蛍光分光光度計(励起光

355nm、蛍光 460nm、Fluoroskanrr 、Labsystems)にセットし、室温下で

経時的な蛍光強度を測定 した D スーパーオキシド産生の測定と同様に

SOD (和光純薬)、カタラーゼ (Sigma) をそれぞれ 300U/ml、50μg/ml 

の 最終濃度で添加した wellでも同様の測定を行った D なお、測定時 の

温度変化等、微妙な差違がスコポレチンの酸化に対して影響を与える

ことが予想されたので各測定毎に好中球の過酸化水素産生量測定と同

ーのプ レート上で既知濃度 (0，0.1，0.2，0.5，1，2μM) の過酸化水素溶液

による蛍光減少量を測定し、測定毎の標準曲線を作製した。この標準

曲線より各 wellに お け るウナギ好中球の過酸化水素産生量を算出した 。

各濃度の過酸化水素溶液 は H202標準溶液 (O.lmM) を用いて作成した o

H202標準溶液は各測定の直前に過酸化水素原液 (31%、三菱瓦斯化学)
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を冷蒸留水で 1000倍 に 希釈し、そのモル濃度を H202の 230nmでのミ

リモノレ吸光係数 ε=0.081/mM/cmによって算出した後、さらに冷蒸留水で

希釈して 0.1mMに合わせ氷冷したものを用いた。

スコポレチン蛍光法では各測定につき 2well を用い、その平均値を

測定値 と し た 。 非 誘 導 好 中球、 2%カゼインおよび大腸菌死菌誘導好中

球の過酸化水素産生量は、それぞれにつき 6 個体 の ウ ナ ギ か ら 分 隊し

た好中 球 で 測 定 し た 値 の平均と標準誤差で表した D

なお、酸素消費量、ス ーパーオキシ ドおよび過酸化水素産生量にお

ける非誘導好中球(対照)と誘導好中球との比較には、 f検定を用い、

分散の等しい場合には Student の方法により、不等分散の場合に は

Welch法により有意差検定 を行った 。

2. 結果

( 1 )刺激剤 (PMA)の最適濃度

PMA濃度がウナギ好中球 の ス ー パーオキシド産生に与 える影響を調

べるため、大腸菌死菌誘導 好 中 球 を 用 い 最 終 濃 度 0，0.001，0.01，0.1，1，

10μg/mlになるように PMAを添加し、 10分間当たりのシトクロム C還

元量を測定したところ、低濃度から濃度依存的に反応量は増加し、

0.1μg/mlで最大であった(表 1、図 1)。 それ以上の濃度では逆に抑制 が

みられた。 PMA の溶媒であ る ジ メ チ ノ レ ス ル ホ キ シ ド (DMSO) の濃度

は PMA濃度が 0.1μg/mlの時、 0.1%であった 。 0.25%以上の DMSO濃度

は、ウナギ好中球のスーパーオキシド産生を抑制した(表 2、図 2)0 

O. 1μg/mlの PMA濃度を最適濃度と判断し、以後すべての実験をこの濃

度で行った。

(2)界一パーオキシド産生動態と消去酵素の影響

大腸菌死菌誘導好中球を用い、 PMAを添加した時間を O分とした シ

ト クロム C 還元の経時的 変化とスー パーオキシドの消去酵素である
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SODによる影響を図 3に示し た 。 まず、 PMAを添加しない場合では 当

然の ことながらシトクロム Cの還元は見られなかった o PMAの添加 直

後から急 激な シ ト ク ロ ム C の還元がみられ、 30分後以降で緩やかな反

応にな った 。SODを 添 加 した場合では PMAの刺激があってもシトクロ

ム C 還 元 は観察されなかった 。 さらに過酸化水素の消去酵素であるカ

タ ラー ゼを 添加 して PMAで刺激した場合では、刺激後 10分までは影響

が 見られなかったが、それ 以降では添加しないものに比べ、約 1/2にシ

トクロム Cの還元が抑えられた(図的。 測定は 3回行い、いずれにおい

て も同 様 の 傾 向 が 観 察 さ れた o

(3 )スーパーオキシド産生量

SODの添加によって抑えられたシトクロム C還元量(SOD無添加 PMA

刺激 好中球によるシトクロム C還元量 -SOD添加 PMA刺激好中球に よ

るシトクロム C還元量)を材料および方法 1. (6)の式に代入し、スーパ

ーオキシド産生量を算出した(表 3)ところ、 PMA添加後 10分間では

ほぼ直線性を示した(図 5)。非誘導、 2%カゼインおよび大腸菌死菌誘導

好中球のスーパーオキシド産生量はそれぞれ 2.38:!::0.59， 11.36:!:: 1.16 

および 11.67:!::2.03 nMI10
7
細胞/分であり、誘導好中球での値は非誘導

好 中球に比べて有意 (p<0.05) に高かった(表 4)

(4)酸素消費量

PMA 添加前ではウナギ好 中 球 の resting状態の酸素消費が認められ、

PMA添加し 2分後から明らかに resting状態と異なる酸素消費の増大が

見られた(図 6) 0 PMA添加後の酸素消費から resting状態の酸素消費

を差し号|し、た量を正確な respiratoryburst と判断し、ワナギ好中球の

respiratory burst時の酸素消 費 量 と し て 表 し た ( 表 5) 0 非誘導、 2%カ

ゼインおよび大腸菌死菌誘 導 好 中 球 の 酸 素 消 費 量 は そ れ ぞ れ 2.64:!:: 

0.6~ ， 11.54:!:: 0.85および 12.45:!::0.85 nMI107細胞/分であり、いずれにお

いて も スー パ ー オ キ シ ド産生量とほぼ等しい値であった o 誘導好中球

での 値 は 非 誘 導 好 中 球 に 比べて有意 (p<0.05)に高かった D なお、 resting
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状態の酸素消費量は非誘導、 2%カゼインおよび大腸菌死菌誘導好中球

で有意差は認められなかった 。

(5)過 酸化水素産生量

図 7、 8、 9に示すように PMA添加によってウナギ好中球による過酸

化水素産生がみられ、この 反 応 は SOOによって約 2倍 量 に 増 強 さ れ た。

そして 過酸 化水 素の 消去酵素であるカタラーゼで完全に抑制されたこ

とか ら こ の 反 応 が 過 酸 化水素に特異的なものであることが確認された。

ウナ ギ好中球の過酸化水素産生量は SOOの添加によってすべてのスー

パーオキシドを過酸化水素に変換した場合の値で表した。非誘導、 2%

カゼインおよび大腸菌死菌誘導好中球の過酸化水素産生量はそれぞれ

0.27:!:: 0.06， 5.00:!:: 0.19および 5.30:t0.18 nM/1 07
細胞/分であり、誘導好

中球においてはスーパーオキシド産生量および酸素消費量の 112 に近

い 値であった(表 6) 。誘導 好 中 球 で の 値 は や は り 非 誘 導 好 中 球 に 比べ

て有意 (p<O.Ol) に高かった。

3. 考察

食食細胞が行う生体防御機構の内、活性酸素による抗微生物活性の

重要性は、度重なる感 染 症 に 悩 ま さ れ る 慢 性 肉 芽 種 症 (chronic 

granulomatous disease， CGO) 患者の好中球が正常な貧食能をもちなが

ら活性酸素を産生できないこと (Holmeset al.， 1967)、好中球の殺菌活

性があ る種の細菌においては嫌気的状態で低下すること (Mandell，

1974)などの事実によって示されている。好中球は生理的状態では自分

自身にも有害である活性酸素を産生するわけではなく、炎症の際に生

体内に侵入してきた細菌などの異物に遭遇して初めてこれを産生し、

細胞外または食胞内に放出する (Baggiolini，1984) 。生体内での好 中

球が活性酸素を産生しうる刺激因子としては、病原体である生きた細

菌、寄生虫、ウイノレスなどが考えられる。実験的には粒状刺激物質と

して zymosan、免疫複合体、不活化あるいは変性した細菌があり、これ
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らは生理的刺激因子と同 様に食作用を誘導する。しかしながら必ずし

も 食作用を誘導する物質に限られるのではなく可溶性のものでも

respiratory burstを惹起する細胞膜刺激物質が数多く知られている。そ

のような可溶性刺激物質には、PMAなどのホルボーノレエステル(Wolfson 

el 01.，1985)をはじめ、抗体 (Rossiel 01.， 1971)、補体 (Goetzland Austen 

1974) 、 サ イ ト カ イ ン (Nathan，1989) 、ホルミルメチオニルロイシノレ

フェニルアラニン(fM L p) (B e n d e r e t 01.， 1 9 8 3 )、各種脂肪酸(Kakinuma， 

1974) 、界面活性斉IJ (K a k i n u m a e t 0 1 .， 1 9 7 6 )などがあり、それぞれ細

胞膜上の様々な因子に作用する物質であるが、そのような種々の細胞

膜因子の変化は最終的にはすべてスーパーオキシド産生酵素であ る

NADPH酸 化 酵 素 の 活 性 化をもたらすことで共通している(石橋・岡村，

1990) 0 respiratory burstにおける好中球の活性酸素産生量を測定する

場合、反応性が高く、また産生された活性酸素はすべて細胞外へ放出

されるため粒状刺激物質に比べてより定量的測定に好都合であるとい

った理由から PMAが汎用されている o 今回、ウナギ好中球の活性酸素

産生動態を調べるにあたっても刺激剤として PMAを使用したが、そ の

最適濃度は 0.1μg/mlであり、ニジマスの頭腎マクロファージで報告さ

れている濃度 (Secombeset 01.，1988)より 10倍低いものであった。この

理由と し て は 種 問 で の 感 受性の差以外に、 PMAの溶媒として用いら れ

る DMSOが高濃度になると ス ー パ ー オ キ シ ド 産 生 に 対 し て 抑 制 効 果を

示す こ と か ら 使 用 し た DMSO濃度の差による可能性も考えられた。

一般的にシトクロム C還元法はその消去酵素である SODで 抑 制 され

る分の 還 元 量 を ス ー パ ーオキシドによる特異的反応とみなし、スーパ

ー オキシド産生量として表される(柿沼ら 1992) が、今回のウナギ 好

中球 を用いた実験では予想 外 に カ タ ラ ー ゼ に よ っ て も シ ト ク ロ ム C 還

元の阻 害 が 観 察 さ れ 、 生じた過酸化水素が何らかの形でこの測定系に

影響を 与 え る こ と が 示 された o 今 回 こ の 影 響 を 受 け な い 10分以内の測

定数値 を用 いる こと により、より正確なスーパーオキシド産生を表す

ことができたと思われる 口 シトクロム C 還 元 法 を 用 い て 貧 食 細 胞 のス

ーパーオキシド産生を評価する場合は SODのみならず、カタラーゼの

14 



添加実験を行って過酸化水素によるシトクロム C 還元の阻害がないか

確かめることが重要であると考えられた 。

非誘導、カゼインおよび大腸菌死菌誘導好中球のいずれにおいても

スーパーオキシド産生量はほぼ酸素消費量と一致した o この事実から

魚類好中球においても哨乳類での知見 (Makinoet al.， 1986) と同様、

respiratory burstで消費した酸素のすべてがスーパーオキシドに変換さ

れるこ と が 証 明 さ れ た 。このことは魚類好中球でも NADPH酸化酵素に

よる酸 素 分 子 の 一 電子還元の結果、スーパーオキシドが産生されるこ

とを 示 唆している 。 酸素消費量の測定からウナギ好中球の resting状態

では非誘導好中球と誘導好中球に 差 がなく、 PMA刺激によって始めて

その反応性に差が現れた o これは、好中球が膜刺激のない状態では基

礎酸素代謝量は誘導の有無にかかわらず 一 定であることを意味し、通

常状態では dormantな NADPH酸化酵素が膜刺激によって始めて活性化

される (Edwards，1994) ことを裏付けていると 言 える 。

誘導された好中球の酸素消費 (respiratoryburst)、スーパーオキシ

ド産生とも非誘導好中球に比べ有意に高い値を示した o カゼインおよ

び死菌を接種されたウナギ好中球のグリコーゲン含量は通常より有意

に高く (Nagamuraand Wakabayashi， 1985) 、また好中球の細胞内グリ

コー ゲン量は食食能にも影響することが知られている (Robertand Scott， 

1968) 。 こ れ ら を 総 合 して考えると、ウナギ生体内への異物侵入に対

し、その不活化および排除のために活性酸素産生能(殺菌能)の高い

活性化された好中球が造血組織から血流中に放出されたと考えられ た 。

リポポリサッカライド(LPS) 、 fMLP、カゼインで処理されたヒト好

中球およびマウスマクロ ファージのスーパーオキシド産生能が増強さ

れることが報告され (Pabstand Johnston， 1980; Bender et al.， 1983) 

これ を priming効果としている o i n v iνoにおいてもヒトの急性細菌感染

症患者の好中球が高いスーパーオキシド産生を示すことが報告されて

い奇 (MaCallet al.， 1979) 。 魚類でもキンギョマクロファージ細胞株

で LPSによるスーパーオキシド産生の増強作用が見られており(Wang 

et al.， 1995) 、今後、魚類好中球でこのような活性酸素産生系の priming

15 



効果を指標とした assayを行うことがその活性化機構の解明に役立つ

のではないかと考えられる。

過酸化水素産生においても酸素消費量およびスーパーオキシド産生

量と同様に異物誘導好中球で高い値が得られたことから、誘導好中球

では 活性酸素産生能が高ま っていることが確認された。

今 回の respiratoryburstにおけるウナギ好中球の一連の酸素代謝動態

を総括してみると、活性化された状態であると考えられる誘導好中球

での 酸 素 消 費 量 : ス ー パーオキシド産生量:過酸化水素産生量の比は

ほぼ 2: 2 : 1であった 。 この関係は哨乳類食食細胞の respiratoryburst 

において示されている反応式:

202+NADPH→202-+NADP++H+ (NADPH酸 化 酵 素 に よ る 反 応)

および 202-+2H+→H202+02 (SODまたは自然不均化反応)

に化学量論的に非常によく当てはまるものであり、このことは魚類好

中球においても哨乳類と同様に活性酸素産生系として NADPH 酸化酵

素が存在することを支持する証左になると考えられる D

1 6 



表 1. ウナギ好中球のスーパーオキシド産生に与えるPMA濃度の影響

PMA濃度 O 
(μg/ml) 

シトクロムC還元量 2.6 
(%) 

0.001 0.01 

6.4 30.8 

0.1 1 10 

100.0 66.7 25.6 

PMA浪度0.1μg/mlにおける10分間当たりのシトクロムC還元量を100.0%として表した
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図 1. Iウナギ好中球のスーパーオキシド産生に与えるPMA濃度の

影響 PMA濃度0.1μg/ml における 10分間当たりのシトクロムC
還元量を100.0%として表した。

18 



表 2. ウナギ好中球の活性酸素産生に与えるdimethylsulfoxide 
(DMSQ)の影響

DMSO濃度(%) 。 0.1 0.2 0.25 0.3 0.5 1 1.5 2 

スーパーオキシド
100.0 99.9 101.2 95.6 96.0 84.8 79.9 47.6 22.4 

産生(%)

DMSO濃度0%でのスーパーオキシド産生量を100 .0~~ として表した。
刺激剤として用いたPMAにはDMSOが合まれるため、反応時の渡度は 0.1%を加えた

債となる。

スーパーオキシド産生はCLA依存性化学発光法にて測定した。
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図 2. ウナギ好中球の活性酸素産生に与えるdimethylsulfoxide 
(DMSO)の影響

DMSO濃度0%でのスーパーオキシド産生量を100.0%として表した。

スーパーオキシド産生はCLA依存性化学発光法にて測定した。
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表 3. 反応0，5および10分におけるウナギ好中球のスーパーオキシド

産生量

反応時間
(分)

O 

5 

10 

非誘導(対照)

A 0.016 
B 0.032 
C 0.016 
D 0.032 

(0.024土0.0046)

A 0.191 
B 0.127 
C 0.063 
D 0.191 

(0.143 + 0.0306) 

A 0.333 
B 0.286 
C 0.127 
D 0.302 

(0.262士0.0722)

ウナギ好中球の種類

2%カゼイン誘導

E 0.079 
F 0.000 
G 0.032 
H 0.016 

(0.032 + 0.0171) 

E 0.810 
F 0.556 
G 0.492 
H 0.5410 

(0.599 + 0.0715) 

E 1.2710 
F 1.1110 
G 0.957 
H 0.978 

(1.079 + 0.0722) 

数値はスーパーオキシド nM/105細胞で、表した。

( )内は平均値±標準誤差を示す。

大腸菌死菌誘導

0.047 
J 0.079 
K 0.079 
L 0.079 

(0.071 + 0.0080) 

0.888 
J 0.492 
K 0.730 
L 0.508 

(0.655 + 0.0949) 

1.444 
J 0.978 
K 1.269 
L 0.987 

(1.170+0.1138) 

アルファベットは別個体から分離したウナギ好中球を示す。
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図 5. 反応 O.5および10分におけるウナギ好中球のスーパーオキシド

産生量



表 4. ウナギ好中球のスーパーオキシド産生量

ウナギ好中球の種類

非誘導(対照) 2%カゼイン誘導 大腸菌死菌誘導

A 3.50 E 1.4.62 16.82 
B 1.90 F 1.1.12 J 8.26 
C 0.94 G 9.20 K 13.02 
D 3.18 H 10.48 L 8.58 

平均値土標準誤差 (2.38 + 0.59) (11.36+1.16)※ (11.67+2.03)※ 

表 3.の5分値から0分値を減じ、一分間、 107細胞当たりに換算した (nM/107細胞/分)。

アルファベットは別個体から分離したウナギ好中球を示す。

※対照と有意差(p<0.05)あり
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ウナギ好中球の酸素消費量表 5.

ウナギ好中球の種類

大腸菌死菌誘導カゼイン誘導非誘導(対照)

17.64 
20.80 
20.75 
19.71 

i
・J
k
l

21.77 
19.71 
15.31 
23.34 

e
F
A
g
'
n
 

14.53 
5.19 
7.48 
10.67 

a
b
c
d
 

PMA添加後

19.73土0.7420.03+1.74 9.47+2.03 平均値士標準偏差

5.19 
10.42 
8.30 
5.19 

i

j

k

l

 

8.29 
9.34 
5.45 
10.89 

e
f
g
h
 

10.38 
3.11 
6.23 
7.56 

a
b
e
d
 

Resting状態

7.28+1.28 8.49+1.15 6.82 + 1.51 平均値±標準偏差

12.45 
10.38 
12.45 
14.52 

i
・J
k
l

13.48 
10.37 
9.86 

12.45 

e
f
g
h
 

4.15 
2.08 
1.25 
3.11 

a
b
e
d
 

Respira tory 
burst 

12.45+0.85※ 11.54+0.85※ 2.64土0.63平均値±標準偏差

PMA添加後の酸素消費量からresting状態での酸素消費量を減じた値を

respiratory burst時の酸素消費量とした (02 n:M/107細胞/分)。

アルファベットは別個体から分離したウナギ好中球を示す。

※;対照と有意差(p<0.05)あり



一・ー ウナギ好中球(N)のみ

-・-N+SOD， PMA添加I

一企- N+PMA添加0.14 

N+SOD 

0.12 
一号- N+SOD+カタラーゼ¥PMA添加

~イ

0.1 

0.06 

0.04 

0.08 

(
余
¥
塁
悪
寸
C

H

¥

冨
ロ
)

回
以
ベ
制
係
長
以
ヤ
鑑
坦
ぺ

Q 0.02 

。
30 

図 7. スコポレチン蛍光法により測定された大腸菌死菌誘導ウナギ好
中球の過酸化水素産生
6回測定の代表値を示した

20 

反応時間(分)

ハU
4
E
E

・85 。

28 



0.2 

ー ウナギ好中球(N)のみ

。トN+SOD，PMA添加

古一 N+PMA添加

0.25 

N+SOD 

-Y-N+SOD，カタラーゼ¥PMA添加0.15 

0.1 

0.05 

(
余
¥
曇
嬰
寸
O

H

¥

宮
口
)

側
州
制
収
判
長
記
笹
摺

。
20 

図 8. スコポレチン蛍光法により測定された2%カゼイン誘導ウナギ
好中球の過酸化水素産生

6回測定の代表値を示した

反応時間(分)

10 5 。

29 



0.1 

ウナギ好If-:!球(N)のみ一置一

N+SOD， PMA添加1

N+PMA添加l

N+SOD 

一~

一宮ー

0.08 

0.06 

N+SOD+カタラーゼ¥PMA

添加1
一守一

0.04 

0.02 

(
余
¥
間
選
累
寸
C

H

¥

冨
口
)

細
以
州
制
慣
判
長
以
ヤ
溢
摺

O 

O 

ウナギ

30 
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ウナギ好中球の過酸化水素産生量表 6.

ウナギ好中球の種類

大腸菌死菌誘導2%カゼイン誘導非誘導(対照)

4.91 
5.01 
6.03 
5.30 
4.95 
5.62 

⑬
⑭
⑮
⑮
⑫
⑮
 

5.10 
4.70 
4.30 
4.89 
5.60 
5.41 

⑦
③
②
⑩
⑪
⑫
 

0.51 
0.30 
0.18 
0.12 
0.31 
0.19 

①
②
③
④
⑤
⑥
 

5.30+0.18※ 5.00土0.19※0.27土0.06平均値±標準誤差

SOD存在下での測定値 (H202nM/10
7細胞/分)を示す。

①~⑮はそれぞれ別個体のウナギから分離した好中球を示す。
※対照と有意差(p<0.01)あり



第三章 ウナギ好中球の産生する活性酸素による殺菌

哨乳類での研究から好中球、マクロファージのような食細胞は異物

を食食した際に種々の活性酸素を産生し、放出された活性酸素はその

強力な酸化作用により細菌、寄生虫などを不活化することが明らかに

なって い る o 活性 酸 素 に よる殺菌の重要性は、殺菌に対する活性酸素

消去斉IJの影響 (Johnstonet al.， 1975; Misra and. Frid.ovich， 1976; Sagone et 

al.， 1976; Sasada and Johnston， 1980) や細菌の持つ活性酸素消去酵素量

の 違いによる殺菌抵抗性 (Beamanand Beaman， 1984; 金ヶ崎， 1990) に

関する多くの研究によって確かめられている 。 日甫乳類の好中球が食食

の際に産生すると考えられている活性酸素および活性酸素を由来とす

る酸化物質にはスーパーオ キシド、過酸化水素、ハイドロキシルラジ

カル、次亜塩素酸、一重項酸素(102) などがあり、実際にそれらのい

くつかは消去剤を用いた実験 か ら 殺 菌 因 子 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い

る(金ヶ崎， 1990)

魚類食食細胞が酸素依存性殺菌活性を持つ、すなわち殺菌が食食細

胞由来の活性酸素によって行われていることを真の意味で証明してい

る報告はニジマスの頭腎組織中の食食細胞でしかなされておらず

(Sharp and Secombes， 1993) 、初期の生体防御で主体となっているは

ずの好中球における活性酸素による殺菌については全く検討されてい

ない 。 そこで、第 一 章においてウナギ好中球で実際に検出されたスー

パ ーオキシド、過酸化水素、および強力な酸化作用を持っと考えられ

ている ハ イ ド ロ キ シ ル ラ ジカノレに対する消去剤存在下でのウナギ好中

球による殺菌活性を測定し、魚類好中球の酸素依存性殺菌機構につい

て検討した 。 また、食食細胞に取り込まれた細菌は食食作用の結果と

して形成された食胞内でより効率的に殺菌されることが知られている

ことから、食胞形成を阻害 し た 状 態 で の 殺 菌 活 性 に つ い て も 検 討 を 行

つ年 。



1.材料および方法

( 1 ) 実験魚およびウナギ好中球の分離

実験魚は第二章と同様に宮崎郡佐土原町養鰻組合から購入した平均

体重 200gのウナギを用い、 25
0
C、無給餌で飼育し、 2週間以内に使用

した 。 好 中 球 の 分 離 は 第 二章と同様に長村・若林 (1985) の 方 法 に 従

った 。 すなわち、採血 15'"'-'1 8時間前に E. co/i IAM 1239ホルマリン死

菌溶液(湿菌重量 10mg/ml) O.lmll尾をウナギ腹腔内に接種し、動脈球

からへパリン加注射筒で採血し、 1.075・1.085 フイコール・メトリゾ酸

Na溶液による不連続密度勾配遠心法で好中球を分離し、 2 回遠心洗浄

した後、 HBSSで 2x 106細胞 Im1に調整した。

(2)オ プソニンとしての正常血清の調製

食食細胞が細菌を効率よく食食するためには正常血清中に含まれて

いる 補体などのオプソヱンによる細菌のオプソニン化が必要である o

しかしながら血清自身にも殺菌活性が認められるため(飯田・若林，

1983) 、ウナギ好中球による 殺 菌 活 性 の 測 定 に と っ て 最 適 な 血 清 濃 度

を検討した。殺菌活性測定に使用するウナギ正常血清は、以下のよう

に調製した。 10尾のウナギ か ら 血 液 凝 固 防 止 操 作 を せ ず に 採 血 し た 血

液を個体ごとスピッツ管に移し、 1時間室温(20
0

C )で凝固させた後、

1200 X g 、4
0

Cで 15分遠心した D で き る か ぎ り 氷 冷 に 保 ち つ つ 、 上 清 の

血清をまとめ、原液のままか、または HBSSで 2，4倍に希釈した後 0.45μm

のフ ィ ル タ ー で 瀬 過 滅 菌 し、直ちに使用しない場合は分注して-80
0
C 

に保存 し た o 最適血清濃度を求めるための実験には 1，2， 4， 8倍希釈血

清および供試菌株として E.co/i IAM1239を使用した。

(3 )使用菌株

殺菌に活性酸素が関与しているかを検討するためには、ウナギ好中

球によって殺菌されうる細 菌を使用する必要がある。殺菌活性の測定

に先立ち、ウナギ好中球により殺菌されやすい菌株のスクリーニング



を行った 。 殺 菌活性測定のための供試菌を表 7に示した。 ESI、ESI2、

ESI 3の 3株は、外見上正常と観察されたウナギ体表粘液を滅菌生理食

極水で適当に希釈し、その希釈溶液を塗布したトリプトソーヤ寒天培

地(ニッスイ)で 23
0

C、2 日 間 培 養 し た 後 に 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー を 由

来としている。すべての菌はトリプトソーヤ寒天培地により 23
0

Cで維

持、継 代 し 、 殺 菌 活 性 測 定 のためにそれぞれの菌を継代 24'"36時間後

に 滅 菌した薬匙によって平板培地上から測りとり HBSSに浮遊し、 5X

106
"，  1 x 107

colony forming unit(CFU)/mIに調整した。

(4)ウナギ好中球による殺菌 活性の測定

殺菌活性の測定は Johnstonet al. (1975) の方法を参考にして行った。

まず、細菌浮遊液 O.lml、希釈血清 0.1mI、 HBSS0.3mIを 1.5mlマイク

ロチューブに入れ、 25
0

C、 15分 間 ロ ー テ ー タ ー に よ っ て 12rpmで回転

慢枠 し、細菌のオプソニン化を し た 。 そ の 後 、 ウ ナ ギ 好 中 球 浮 遊 液 0.5ml

を加え、 25
0

C、12rpmで回転 携 持 す る こ と で 好 中 球 に よ る 細 菌 の 貧 食 を

促した D 好中球の添加から 0，60，120分後にマイクロチューブ内の試料

液 50μlを 9.95mlの 滅 菌 蒸 留水の入ったスピッツ管に懸濁し、好中球に

貧食された細菌を取り出す ためスピッツ管を 1分間激しく振騰するこ

とにより浸透圧ショックを与え、好中球を破壊した。その細菌浮遊液

25または 50μlを平板培地に播き、 一 定時間培養した後に形成されたコ

ロ ニー数から反応 0.60.120分の各時間におけるチューブ内の生菌数を

算出した 。

(5)活性 酸 素 消 去 剤

上述の殺菌活性測定時に活性酸素消去剤を添加し、それぞれウナギ

好 中球の殺菌活性に与える影 響 を 調 べ た 。 活 性 酸 素 消 去 剤 と し て は 、

ス ー パーオキシド消去酵素である SOD(和光純薬)、過酸化水素消去酵素

であるカタラーゼ(和光純薬)およびハイドロキシルラジカル (OH.)の消

去剤として知られている D・マンニトール(和光純薬)または安息香酸

N a (和光純薬)を用い、それぞれ最終濃度で lOOOU/ml，750μg/mI，40mM，
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20mMとなるようにマイクロチューブに添加した 。

(6)食胞 形成阻害剤(サイトカラシン B)

貧食 細胞の食胞形成阻害作用が知られている (Zigmondand Hirsch， 

1972) サ イ ト カ ラ シ ン B のウナギ好中球食食作用に対する影響を調べ

た 。1.5mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ にウナギ好中球浮遊液 (2x 106
細胞 Iml)0.5ml、

ESI浮遊液(約 2.5x 109CFU/ml) 0.1 ml、 4倍希釈ウナギ正常血清 0.1m1 

お よびサイトカラシン B(Sigma)を最終濃度で 0、5、10、20、40、100μg/ml

となるよう添加し HBSSで全量を lmlにした o チューブをローテーター

にセットし、 25
0

C、30分間 12rpmで回転捜枠した。撹枠後、反応液 300μl 

を lmlの冷 HBSSに加えた後、遠心細胞収集装置 (SC・2、トミー)によ

ってスライドグラスに塗抹し、その標本に May-GrunwaldGiemsa染色を

施し、光学顕微鏡にて観察した 。 ウナギ好中球の食食能は 500個以上

計測した好中球のうち細菌を取り込んだ好中球の割合を表す食食率と

好中 球 l個当たりの食食細菌数を表す食食指数によって示した。

(7)サイ ト カ ラ シ ン B 処理ウナギ好中球でのスーパーオキシド産生の測

定

食胞形成阻害剤として用いるサイトカラシン B が 活 性 酸 素 産 生 に 抑

制的作用を持っていないことを確認するためにサイトカラシン B 存在

下でのウナギ好中球のスーパーオキシド産生を測定した o 測定は 1i d a 

and Wakabayashi (1995)が報告しているスーパーオキシドに特異的に反

応 し 、簡便性に優れる CLA(Cypridinaluciferin analog)化学発光法によ

って行った o ガラスチューブ(6x50mm、 KI1V1BLE) に 40μM CLA(2・

methyl-6・phenyl・3， 7・dihydroimidazo い，2・a]pyrazine・3・one，東京化

成)100 μi、ウナギ好中球浮遊液(1 >く 107
細胞 Iml) 100μl、サイトカラシ

ン Bを最終濃度 10μg/mlとなるように加え、 HBSSで全量を 450μlにし

た 0，こ のチューブを化学発光検出器 (Lumicounter600、日音)にセッ

トし、一分程パックグラウンドの発光を測定した後、マイクロシリン

ジ で PMA(1μg/ml) 50 μlを加え、続けて発光を測定した D 検出器に接続
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した レコーダーによって測 定 値 を 経 続 的 に 記 録 し た 。 なお、サイトカ

ラシン B を加えず、その溶媒として含まれる DMSO をサイトカラシン

B 添加時と同濃度の 1%になるように加えたものを対照として同様の測

定を行 っ た 。

(8)過酸化水素による殺菌

ESI が完 全 に殺菌される過 酸 化 水 素 濃 度 を 求 め る た め に 過 酸 化 水 素

希釈系列を作り、各濃度での殺菌率を調べた D 過酸化水素原液(31%、

三 菱瓦斯化学)の正確なモル濃度を 230nm でのミリモル吸光係数

e= 0 . 0 8 1 / m M / c m によって算出 し、最終濃度が 10、20，50、100、250、500、

1000 μMとなるように HBSSで希釈した過酸化水素溶液をそれぞれ 9.9ml

ずつ作製した 。 各濃度の過酸化水素溶液に約 5x 104CFU/mlの ES1浮遊

液 100μl を加え、 60 分後その 50μl をとり、生菌数を (5)の殺菌活性測

定と同様の方法で測定した 。 対照である HBSSにおける生菌数を 100%

と し て各濃度での生存率を表した 。

2. 結果

( 1 )最適血清濃度の検討

使用された l、2、4、8倍希釈血清の最終反応濃度はそれぞれ 10、5、

2.5， 1.25%であった D 反応を 120 分間行った場合のウナギ好中球によ

る E.coliの殺菌に対する血 清濃度の影響を表 8に示した 。 対 照と して

好中球が添加されていない場合でも血清濃度に依存して殺菌がみられ、

0 分での生菌数の生存率を 100%と す る と 血 清 濃 度 1 .25、 2.5、 5、 10%

ではそれぞれ 104.7、 99.5、 73.0， 43.8%となった(図 10) 。 そ し て ウ

ナギ好中球 によ る殺菌を(100- ウナギ好中球添加チューブ内での反応

120分後の 生 菌数 x100/対照チューブ内での 120分後の生菌数、殺菌率

(%) )として表したところ 血清濃度1.25， 2.5， 5， 10%でそれぞれ

14.9、 16.9， 34.3、 55.6%となった(図 11 ) 。 正常血清濃度が高いほど

オプソニン効果は高いが、同時に血清自身による殺菌活性も高値を示



した 。 晴乳類食食細胞の殺菌活性測定では通常 10%の血清濃度が使用

され ている が 、今回の結果からウナギ正常血清 10%および 5%ではかな

りの殺 菌がみられたため、より正確な食食細胞の殺菌活性を評価する

ために血清による殺菌活性が生じない濃度として 2.5% (最終濃度)を

以後の測定に用いることとした 。

(2)各 菌種に対するウナギ好中球による殺菌活性

各菌種 を用いて行ったウナギ好中球の殺菌活性を表 9、図 12に 示 し た o

Bacillus subtilis の場合、菌の塗布に使用したコーンラージ棒にエタ

ノーノレ火炎滅菌後でも生存するため、菌の汚染が起こり正しい菌数計

測 が 不 可能であった 。 また、 Vibrioalginolyticusは蒸留水中での撰枠操

作によって殺菌されたため殺菌活性測定ができなかった 。 Aeromonas

hydrophila、Lactococcusgarvieae (Enterococcus serio/icidα)、Pseudomonas

aeruginosa、Salmonella typhimur・ium では、ほとんど殺菌されず反応 60

分後には生菌数の増加が見られた o Microcuccus luteus 、 E. coli、

Staphylococcus aureus、 ES1 2、 ESI 3では殺菌が観察されたものの、そ

れらの殺菌率は 120分で 4.1'""'28.1%と低いものであった。 ESI はウナ

ギ好中球により効率よく殺菌され、その殺菌率は 120 分後で 92.4%と

非常に 高い値であった 口 こ のような結果から ES1は活性酸素による殺

菌活性を測定するために最適な菌株であると判断され、以後 ES1を用

い た 実験を行った 。 なお、 ESIの 生 化 学 的 性 状 に つ い て は 表 10に示し

た通りで、これらの性状よりシュードモナス科に分類された 。

(3)ウナギ好中球による殺菌に対する各種活性酸素消去剤の影響

SOD 、カタラーゼ、 0-マンニトールおよび安息香酸 Naの添加がウナ

ギ好中球の ESI の 殺菌に与える影響をそれぞれ 3尾のウナギを用いて

測定し ( 表 11 '"'" 1 5 )、その典型例を図 13 '"'" 1 7 に示した 。 それぞれの

測定において好中球を加えず消去剤のみ添加した陰性対照では生菌数

は変化せ ず、 好中 球を 加えた陽性対照、では反応時間と共に明らかな菌

数 の減少が見られた 。 カタ ラー ゼを 添加 した 場合 では 陽性 対照 に比 べ
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60分、 120分とも生菌数が増加し殺菌活性が抑制された(表 12、図 14)。

それに対して、 SOD、D・マンニトールおよび安息香酸 Naの添加では陽

性対照と生菌数に差はなく(表 11、 13、 14、図 13、 15、 16 )、 SODと

カタラーゼを同時に添加した場合でもカタラーゼ単独の添加時と差が

ない(表 12、 15、図 14、 17) ことから SODのカタラーゼとの協同作用

のないことが確認された 。 以 上より、スーパーオキシドおよびハイド

ロキシルラジカノレはウナギ好中球による ES1の殺菌に関与せず、過酸化

水素が重要な殺菌因子であることが明らかとなった。

Johnston et al. (1975) は殺菌活性測定においてラテックスビーズを

消去酵素と共に好中球に貧食 させ るこ とに より 、よ り高 い殺 菌抑 制効

果が得ら れることを報告している D それゆえラテックスビーズと SOD、

カタラーゼを混合し、同様の 測定 を行 った が、 ラテ ック スビ ーズ 無添

加の場合と差は見られなかった(表 16、 17、図 18、 19 ) 

(4)サイ ト カ ラ シ ン B によるウナギ好中球の食胞形成阻害

サイト カ ラ シ ン B濃度の増加に伴い貧食率、食食指数共に阻害され

(表 18、図 20) 、サイトカラシン Bは ウ ナ ギ 好 中 球 に お い て も 食 胞 形

成限害作用を持つことが明らかとなった(図 21 )。サイトカラシン B

濃度が高いほど貧食能は抑えられたが、溶媒の DMSOが好中球の活性

酸素産生阻害効果を示す(第二章表 2、図 2) ことから、 DMSO濃度が

1%となるサイトカラシン B 濃度 10μg/mlが食胞形成阻害実験において

適切と判断し、以後の実験の使用濃度とした 。サイトカラシン B10μg/ml 

処理好中球での ESIの食食率は 93.6%と高いものの、食食指数は無処理

の対照好中球での 36.3に比べ、 113以下の 9.5と低い値であり、 トータ

ルの貧食能で考えるとサイトカラシン 810μg/rnI処理によって食食食胞

の形成は阻害されることが明らかとなった。なお、このサイトカラシ

ン 810μg/mlの 濃 度 で 処 理 された好中球の生存率は 950/0以上であること

がトリパンブルー色素排除能により確かめられた D

(5)殺菌 に お け る サ イ ト カ ラシン B の影響
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対照好中球 (DMSOl%処理)の場合、 ESIの生存率が 60分後で 28.4%、

120分後で 10.9%と経時的に殺菌反応が進んだのに対し、サイトカラシ

ン B( 10μg/m 1)処 理 好 中 球 では ESIの生存率は 60、120分後とも約 50%

で維 持され、これらは対照に比べ有意に高い値であった 。 (表 19、図

22) 。 この結果から食胞形 成 の 阻 害 に よ っ て ウ ナ ギ 好 中 球 の 殺 菌 活 性

は明らかに抑制されることがわかった。またサイトカラシン B 処理好

中球の殺菌活性は過酸化水素消去酵素であるカタラーゼ、の添加によっ

て影響を受けなかった 。 このことより今回検出された過酸化水素によ

る殺菌は 好 中 球 の 食 胞 内 で 行われていることが明らかとなった。

(6)ウナギ好中球のスーパーオキシド産生に対するサイトカラシン B の

影響

サイトカラシン B処 理 好 中球では対照の 1% DMSO処 理好 中球 に比 べ

スーパーオキシド産生を示す発光のピークに達するまでの時間がやや

長くなる傾向が見られたが(図 23) 、 10分間当たりの総発光量では有

意な差はなかった(表 20、図 24)

(7)過酸化水素による殺菌

過 酸化水素濃度に依存して ES1の生存率は減少し、 500μM以上の濃

度で完全に殺菌された(表 21、図 25)

3. 考察

魚 類好中球による殺菌活性の測定は、その重要性にも関わらず非常

に少なくアメリカナマズで 報告されているのみであり (Ainsworthand 

Dexiang， 1990) その報告でも活性酸素による殺菌については触れてお

らず、魚類好中球での活性酸素による殺菌機構はほとんど明らかにさ

れていない 。 食食細胞の殺 菌 活 性 を 調 べ る 場 合 、 あ る 細 菌 に 対 す る 抵

抗性が生体防御能の内、主 としてその食食細胞に依存しているような

細菌を使用する必要がある 。 また、用いる貧食細胞の活性やオプソニ



ンとしての血清についても検討しなければならない。本研究ではまず、

第二章で得られた知見から高い活性酸素産生能を有する大腸菌死菌誘

導ウナギ好中球を用い、殺菌活性測定に適当な血清濃度を求め、その

ような条件下で容易に殺菌されうる菌株のスクリーニングを行った。

その結果、日甫乳類の好中球によって殺菌されやすい E.coliや S. aureus 

のような菌種 (Johnstonet al.， 1975) でのウナギ好中球による殺菌率は

比較的低く、殺菌活性測定に適当でないと判断された。そしてワナギ

好中球によって殺菌されやすい菌株としてウナギの体表から分離した

ES 1が 得られたが、この主な理由としては表 20、図 20.21からわかるよ

うにウナギ好中球によって非常に食食されやすいことが考えられた。

貧食細胞と殺菌されやすい被食細菌の組み合わせが異なることは種に

よって病原体の感受性に差があることから考えると当然の結果であり

殺菌因子の消去剤や阻害剤を使用して殺菌活性を検討する際には、食

細胞と被食細菌との組み合わせを検討し、最適な条件のもとで実験を

行 ラ ことが重要であると考えられる 。

ESIおよび活性酸素消去斉IJを用いたウナギ好中球の殺菌活性の測定

により 、 過 酸 化 水 素 が 殺 菌に関与していることが明らかとなり、魚類

好中球が確かに酸素依存性殺菌活性を有することが証明された。実験

方法は異なるが、ニジマス頭 腎 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 用 い た 場 合 で も 、 カ

タラーゼの添加によって同様に殺菌活性の阻害が認められており

(Sharp and Secombes， 1993) 、魚類食食細胞の酸素依存性殺菌におい

ては過酸化水素の存在が重要であると言える 。 ウナギ好中球は食胞形

成の阻害によって殺菌活性が抑制され、そのような状態では過酸化水

素 に よる殺菌活性は発揮されないことが明らかとなった D この事実は

過酸化水素による殺菌には好中球の食胞形成が必須条件であることを

示 し ている D 日南乳類の好中球が細菌を食食した場合、食胞内に放出さ

れた過酸化水素からファゴリ ソ ソ ー ム ( 食 胞 と 各 種 酵 素 等 が 含 ま れ る

細胞内頼粒の融合)形成の結果として同じく食胞内に放出されたミエ

ロベ ルオキシダーゼ (MPO)の触媒作用によって強力な酸化作用を持つ

次亜塩素 酸(HCIO) が生成され、この HCIO が殺菌に大きく関与する



と考え られている (Sipsand Hamers， 1981) 。 しかしながら、ウナギ好

中球に は MPOがほとんど検出 さ れ ず ( 朴 ・ 若 林 1989) 、実際 MPO阻

害斉IJであ る NaN3の添加によってもルミノール依存性の化学発光が影響

を受け な い (Iidaand Wakabayashi， 1995) ことからも HCIOは ウ ナ ギ 好

中球の respiratoryburstで産生されていないと考えられる。このため、

ウナギ好中球が細菌を食食した際に、産生、放出された過酸化水素は

食胞内およびその周辺で蓄積されることが予想される o 食食細胞が形

成する食胞内ではファゴリソソームの形成に伴って多くの酸素非依存

性殺菌因子が混在する複雑 な 環 境 と な る ( 金 ヶ 崎 1990) ため、活性酸

素のみを単独で考えることは難しいが、仮にウナギ好中球が産生しう

る過酸化水素の細胞内濃度を考えてみると、

(ウナギ好中球細胞内の過酸化水素濃度， μM) =p/vxt 

p; 過酸化水素産生量 (μM/分)

v; 容量 (1) 

t; 過酸化水素産生開始後の時間(分)

と表すことができる。第二章より過酸化水素産生量は約 5nMI107細胞/

分 (SOD非存在下では約 112) 、 ウ ナ ギ 好 中 球 の 細 胞 内 容 量 が 9mm3/107

細胞(平均細胞直径を 12μmとして)であるから、 1""'2分間で 500μM以上

の濃度になると計算される。一方、 ES1は 500μMの過酸化水素濃度で

完全に殺 菌 さ れ る こ と か ら、理論上、ウナギ好中球内での過酸化水素

に よ る殺菌は十分可能であると推定された 。

Jonston et al.(1975)はヒト好中球の殺菌活性が SOD、またマンニトー

ルおよび 安息 香酸 Naに よ っても抑制されたことを理由として、 Haber-

Weiss反応によりスーパーオキシドと過酸化水素から生成が示唆され

るハイドロキシルラジカルが殺菌に関わっている可能性を指摘した。

また、 メ チ オ ナ ー ノ レ 法 を用いたヒト食食細胞からの検出 (Tauberand 

Babior， 1977; Weiss et al.， 1977) などから、ハイドロキシノレラジカノレが

殺菌因子として注目された o 魚類食食細胞においてもハイドロキシノレ

ラジカルの産生 (Nash et al.， 1987)、それによる殺菌を示唆する報告

(Sharp and Secombes， 1993)がある o しか しながら、信頼度の高い ESR



スピントラッピング法を用いた検出実験など (Cohenet al.， 1988; Ueno 

et al.， 1989) の よ う に 食 食 細胞のハイドロキシルラジカノレ産生能力自体

を疑問視する報告もある 。今 回 の ウ ナ ギ 好 中 球 を 用 い た 実 験 で は 、 菌

種が異 なるものの Jonstonet al.(1975)と同様の方法でハイドロキシルラ

ジカノ レによる直接の殺菌作用 は 検 出 さ れ な か っ た 。 ハ イ ド ロ キ シ ル ラ

ジカノ レは非常に反応性が強いため殺菌活性が期待されるが、その強い

反応性ゆえに発生した部位に存在するあらゆる物質に瞬時に反応する

と考 えられ、消去剤として挙げられている多くの物質も SODやカタラ

ーゼのように特異的なもので はない(中野， 1989) 0 食食細胞が生成し

たハイドロキシルラジカノレが殺菌活性を持つという確証は現在のとこ

ろ得られておらず、この問 題 を 解 決 す る た め に は 貧 食 細 胞 が 産 生 す る

ハイドロキシルラジカルを正確に評価できる測定系の開発が必要であ

ると思われる D

今回 行った実験からウナギ好中球の過酸化水素による殺菌活性が証

明された が 、 過 酸 化 水 素 以外の活性酸素が魚類好中球の酸素依存性殺

菌活性に関与する可能性も残されている 。 従来殺菌活性にそれ自身関

与しないと考えられていたスーパーオキシドが S. aureusの殺菌に直接

働くことが IgGを結合させた SODを用いた実験によってヒト好中球で

証明された (Hamptonet al.， 1996) 。 今後、魚類好中球でもこのような

方法の応用や被検菌の選定など設定条件の検討を行い スーパーオキ

シドをはじめとした各種.活 性酸 素に よる 殺菌 活性 の関 与に つい て調 べ

る必要があろう o

サイトカラシン B を 用 いた実験から魚類好中球の食胞内殺菌の重要

性が証 明 さ れ た 。 現 在 、 養殖現場で問題となっているブリの類結節症

や サケ科魚類の細菌性腎臓病の原因菌である P.damsela subsp. pisci・cida

や Renibacteriumsαlmoninarumは食食細胞内で殺菌されず、増殖するこ

とが知られており(畑井， 1992 Gutenberger et al.， 1997) 、食食細胞内

でのこ れらの細菌の生存メカ ニ ズ ム を 解 析 す る た め の 研 究 が 必 要 と さ

れている 。 こ れ に は 魚 類 貧食細胞の持つ細胞内殺菌活性を正確に把握

することが重要であり、今後、今回の実験を参考にした厳密な貧食細
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胞内殺菌活性狽IJ定系の開発が望まれる 。

カタラーゼはウナギ好中球の殺菌活性を抑制したが、その添加量を

増加しでも殺菌活性を完全に抑 える こと は出 来な かっ た。 この こと は

ウナギ好中球において酸素非依存性殺菌機構が存在する可能性を示唆

している 。 哨乳類ではディフェンシン、リゾチーム、ラクトフェリン、

各種加 水分解酵素など多く の酸素非依存性殺菌因子が知られている

(Edwards， 1994) が、魚類好中球における酸素非依存性殺菌活性につ

いての 研 究 は ほ と ん ど 行 われていない口このような非依存性殺菌活性

を測定で きる 系も 細胞 内殺菌活性測定系と共に今後確立されなければ

ならない課題であると考えられる。
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表 7. ウナギ好中球による殺菌活性の測定に使用した菌株

Aeromonas hydrophila A9 

Bacillus subtilis ATCC 6633 

Escherichia coli IAM 1239 

Lactococcus garvieae 

(Enterococcus seriolicida FPC 136) 

Micrococcus luteus A TCC 9341 

Pseudomonas aeruginosαIAM 1054 

Salmonella typhimurium 1ID 1000 

Stαr.phylococcus aureus 1AM 1011 

Vibrio alginolyticus 1ID 950 

ESI 

ESI2 

ESI3 

ESI， ES1 2， ESI 3はウナギ体表粘液から分離した。
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表 8. ウナギ好中球によるE.coliの殺菌に対する正常血清濃度

の影響

反応チュープ内の生菌数 (x105CF1J/チュープ)

殺菌率(%)
血清濃度 0分

(%) 
120分後 (100-b x 100/a) 

好中球無添加 好中球添加
対照 (a) (b) 

1.25 7.68 8.04 (104.7) 6.84 14.93 

2.5 7.36 7.32 (99.5) 6.08 16.94 

5 7.40 5.40 (73.0) 3.56 34.32 

10 7.40 3.24 ( 43.8) 1.44 55.56 

( )内はO分の生菌数を100.0%とした場合の生存率(%)を表す。
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表 9. 各菌株に対するウナギ好中球の殺菌活性

菌株
生菌数 (X105CFU/チュープ) 殺菌率(%) 殺菌率(%)

0分 60分 120分 120分
(120分後) 平均 +SD

(対照)

A. hydrophila 8.08 8.16 n n n 

B. subtilis * 1 

E. seriolicida 8.44 10.20 n n n 

P. aeruginosa 7.08 7.92 n n n 

S. typhimurium 5.72 6.04 n n n 

V. alginolyticus * 2 

M.luteus 6.64 6.20 5.60 7.04 21.0 

E.∞1i実験1 7.48 6.80 7.∞ 7.96 12.1 
E.∞li実験2 9.60 9.12 8.64 10.44 17.2 28.1土23.8
E.∞1i実験3 6.∞ 5.20 2.76 6.24 55.8 

S. aureus実験1 8.04 8.24 7.60 7.60 O 
S. aureus実験2 6.64 5.92 5.36 7.12 24.7 14.0土12.8
S. aureus実験3 6.88 6.88 6.56 7.92 17.2 

ESI実験1 5.96 1.61 0.20 5.04 96.0 
ESI実験2 10.08 2.76 0.96 9.80 90.2 92.4+ 3.5 
ESI実験3 7.40 2.∞ 0.68 6.48 89.5 

ESI2 6.80 6.96 6.40 7.16 10.6 

ESI3 7.56 7.12 6.40 6.68 4.1 

n;測定せず
* 1;菌の汚染の為、測定不能
*2;蒸留水中での撹枠操作により殺菌された為、測定不能
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図 12. 各菌種に対するウナギ好中球の殺菌活性 (反応時間120分)



表 10. ESIの生化学的性状

グラム染色性

運動性 + 

370Cでの発育 + 

カタラーゼ + 

チトクロームオキシターゼ + 

OFテスト

インドール

リシンデカルボキシラーゼ + 

カゼイン加水分解

ゼラチナーゼ

オルニチンデカルボキシラーゼ + 

硫化水素 + 

0% NaClでの発育 + 

6% NaClでの発育

0/129感受性

DNase + 



表 11. SOD存在下でのウナギ好中球の殺菌活性

ESIの生菌数 (X105 CFU/チュープ)

反応時間
ウナギ好中球 SOlD N+SOD 

(分)
(N) 

O 7.40土0.29 7.36土0.52 7.60土0.30

ウナギA 60 1.99+0.19 6.37土0.63 1.95+0.14 

120 0.71 +0.06 6.84土0.97 0.65+0.30 

O 7.97土0.40 7.97土0.38 8.00土0.37

ウナギB 60 3.93土0.43 7.84土0.74 3.51 +0.58 

120 1.93土0.32 7.97土0.66 1.85+0.26 

O 6.39+0.29 6.45土0.43 6.40土0.37

ウナギC 60 2.71 +0.32 6.37土0.26 2.08+0.41 

120 0.93 +0.46 6.23:f:: 0.28 1.51土0.79

数値は平均値土標準偏差で示した。
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表 12. カタラーゼ存在下でのウナギ好中球の殺菌活性

ESIの生菌数 (X105 CFU/チュープ)

反応時間
ウナギ好中球 カタラーゼ N+カタラーゼ

(分)
(N) 

O 7.40+0.29 7.79+0..30 7.51 +0.22 

ウナギA 60 1.99+0.19 5.99+0..26 3.31 +0.42 

120 0.71 +0.06 6.49土0ユ7 2.45 +0.23 

O 7.31土0.36 7.32土0..14 7.53+0.37 

ウナギD 60 2.00+0.24 6.88+0..42 3.12土0.34

120 0.57+0.08 7.04土0.26 2.91 +0.67 

O 7.65:t 0.34 7.39土0.12 7.63土0.16

ウナギE 60 1.95士0.22 7.21 +0.86 3.24+0.11 

120 0.71 +0.15 7.21土0.18 2.20土0.25

数値は平均値±標準偏差で、示した。
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図 14. カタラーゼ存在下でのウナギ好中球の殺菌活性

3回の実験の典型例(表 12. ウナギA) を示した
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表 13. D-マンニトール存在下でのウナギ好中球の殺菌活性

ESIの生菌数 (X105 CFUjチュープ)

反応時間
ウナギ好中球 D・マンニトール N+M 

(分)
(N) (M) 

O 7.40土0.29 7.92:1:0.37 7.41土0.29

ウナギA 60 1.99+0.19 7.27土0.88 2.04土0.14

120 0.71 +0.06 6.93土1.13 0.68土0.12

O 9.25+0.62 9.04+0.59 9.24+0.80 

ウナギF 60 2.81土0.27 9.11 +0.79 2.79+0.12 

120 1.01士0.34 8.71 +0.50 1.00土0.28

O 6.65+0.34 6.73土0.36 6.95 +0.20 

ウナギG 60 2.00+0.21 6.81 +0.22 2.19+0.12 

120 0.45 +0.20 6.67+0.28 0.51 +0.14 

数値は平均値±標準偏差で示した。
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図 15. D-マンニトール存在下でのウナギ好中球の殺菌活性
3回の実験の典型例(表 13. ウナギA) を示した
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表 14. 安息香酸Na存在下でのウナ;ギ好中球の殺菌活性

ESIの生菌数 (X105 CFU/チュープ)

反応時間
ウナギ好中球 安息香酸Na N+安息香酸Na

(分)
(N) 

O 7.52+0.34 7.81 +0.33 7.64+0.35 

ウナギH 60 2.23+0.40 7.72士0.24 2.23 + 0.31 

120 0.76+0.04 7.73+0.32 0.63土0.14

O 7.23+0.14 7.16+0.32 7.28+0.45 

ウナギI 60 2.89+0.22 7.23土0.29 2.92 +0.21 

120 0.91 +0.33 7.12+0.28 1.12土0.08

O 7.13 + 0.40 7.23+0.70 7.19+0.42 

ウナギJ 60 3.05土0.27 7.07+0.77 3.16+0.32 

120 0.81土0.21 7.01土0.24 1.15土0.34

数値は平均値土標準偏差で刀えした。
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表 15. SODおよびカタラーゼ、共存在下で:のウナギ好中球の殺菌活性

ESIの生菌数 (X105 CFUjチュープ)

反応時間
ウナギ好中球 SOD+ N+SOD+ 

(分)
(N) カタラーゼ カタラーゼ

O 7.40土0.29 7.03土01.86 7.20+0.21 

ウナギA 60 1.99土0.19 7.63+01.58 3.27+0.18 

120 0.71土0.06 6.95 + 1.06 2.07土0.54

O 8.17+0.28 7.99+0.37 7.79土0.56

ウナギK 60 2.29+0.34 7.88土0.48 3.49土0.74

120 0.83 +0.27 7.80士0.41 2.64+0.48 

O 9.28+0.80 9.19+1.39 9.25土0.06

ウナギL 60 4.29土0.45 9.16+ 1.00 6.29+1.15 

120 2.24+1.02 8.72土1.67 4.43 +0.43 

数値は平均値±標準偏差で示した。
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表 16. ラテックスビーズおよびSOD共添加時におけるウナギ
好中球の殺菌活性

ESIの生菌数 (X105 CFU/チュープ)

反応時間
SOD ウナギ好中球(N) N+SOD+ 

(分)
+SOD ラテックスピーズ

O 6.45 +0.43 6.40土0.37 6.37+0.52 

60 6.37+0.26 2.08 +01.41 2.19+0.34 

120 6.23土0.28 1.51 +0.79 1.45 +0.65 

数値は平均値±標準偏差で示した。
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表 17. ラテックスビーズおよびカタラーゼ共添加時における
ウナギ好中球の殺菌活性

ESIの生菌数 (X105 CFU/チュープ)

反応時間 カタラーゼ ウナギ好中球(N) N+カタラーゼ+
(分)

+カタラ--l! ラテックスビーズ

O 6.47+0.57 6.55土0.51 6.44土0.17

60 6.45 +0.32 4.04+0.45 3.44+0.49 

120 6.28+0.32 3.08+0.38 3.00+0.21 

数値は平均値±標準偏差で示した。
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表 18. ウナギ好中球によるESIの食食能に及ぼすサイトカラシンB
の影響

サイトカラシンB
濃度 (μgfml)

DMSO濃度(%)

食食率(%)

食食指数

O 

， 0.0 

100.0 

36.3 

500個以上の好中球を観察した。

5 10 20 

0.5 1.0 2.0 

98.8 93.6 80.9 

29.4 9.5 3.7 

食食率(%) = 
細菌 (ESI)を食食した好中球

観察した好中球数
)( 100 

観察した好中球に食食された細菌 (ESI)数
食食指数=

観察した好中球数

40. 100 

4.0 10.0 

59.2 9.2 

1.7 0.2 
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図 20. ウナギ好中球によるESIの食食能に及ぼすサイトカラシンB
の影響
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図 21. サイトカラシンB処理ウナギ好中球によるESIの食食像

A;無処理好中球、 B;サイトカラシンB (20μg/ml)処理好中球

食食時間30分
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表 19. ウナギ好中球の殺菌における食胞形成阻害剤(サイト
カラシンB) の影響

ESIの殺菌率(%)

無処理(対照) サイトカラシンB CB処理N+
反応時間 好中球 (N) (CB)処理N カタラーゼ

(分)

ウナギN 27.7 58.0 58.0 
ウナギO 34.6 64.2 55.2 
ウナギP 23.5 40.4 38.6 

60 ウナギQ 42.9 48.6 60.5 
ウナギR 13.4 59.2 54.4 

平均値±標準偏差 28.4+11.2 54.1 +9.5※ 53.4+8.6※ 

ウナギN 4.9 56.1 48.2 
ウナギ0 4.7 58.3 39.7 
ウナギP 5.8 39.4 58.7 

120 ウナギQ 36.8 39.2 70.0 
ウナギR 2.2 61.7 39.3 

平均値±標準偏差 10.9+ 14.6 50.9+10.8* 51.2土13.2* 

※，*はそれぞれp<0.05，p<O.Olで対照と有意差あり
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図 22. ウナギ好中球の殺菌における食胞形成阻害剤(サイト
カラシンB) の影響
※，*はそれぞれp<O.05，p<O.Olで対照と有意差あり
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図 23. サイトカラシンB (10μg/ml)で処理したウナギ好中球
のCLA依存性化学発光(スーパーオキシド産生)



表 20. サイトカラシンBで処理したウナギ好中球のスーパーオキシド
産生 (CLA依存性化学発光)

ウナギS

平均±標準偏差

ウナギT

平均土標準偏差

総発光量(カウント/10分間)

対照ウナギ好中球
(1% DMSO処理)

355.5 
386.5 
354.5 

365.5 + 14.9 

266.0 
245.5 
240.0 

250.5土11.2

サイトカラシンB(10μg/ml) 
処理ウナギ好中球

379.0 
390.0 
339.。

369.3土 21.9

246.5 
229.5 
255.5 

243.8 + 10.8 
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表 21. 過酸化水素によるESIの殺菌

過酸化水素濃度 o 10 20 50 1∞ 250 5∞ 1α)() 
(μM) 

ESIの生存率 1∞.0 98.5 95.5 65.7 43.3 14.9 0.0 0.0 
(%) 
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過酸化水素によるESIの殺菌図 25.
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第四章 魚類好中球における NADPH酸化酵素の証明

ロ甫 乳 類 に お い て は 好 中球が行う殺菌過程で生じる活性酸素はすべて

スー パ ー オ キ シ ド を 由 来 とし、最初に産生される活性酸素であるスー

パーオキシドは活性化された好中球の細胞膜に存在する NADPH酸化

酵素によって生成されることが知られている (Babior，1984) 0 NADPH 

酸化酵素は単一の酵素ではなく、図 26に示すように複数の因子によっ

て構成される酵素系である。現在、その構成因子として細胞質内に存

在する 21kDa(GTP 結合蛋白)、 47kDa および 67kDa の細胞質因子

(Bromberg and Peck， 1984; Clark et al.， 1989)と形質膜に存在するフラビ

ン蛋白 (Babiorand Kipnes， 1977; Light et al.， 1981)、大および小サブユ

ニ ットから成るシトクロム b・558(Segalet al.， 1978)が解っている。好中

球が何 ら か の 刺 激 を 受 け た際にこれらの因子が細胞膜内側で会合する

ことによって NADPH 酸化酵素活性が誘導されると考えられている

(Segal and Abo， 1993) 0 NADPH酸化酵素構成因子のうち、シトクロ

ム b-558は、酸素分子からスーパーオキシドへの電子伝達に直接関わり

(Edwards， 1994) 、さらに細胞質因子との結合部位を持つ (Nakanishiet 

al.， 1992) ことから最も重要な因子と認識されている o このような

NADPH酸化酵素の鍵とも言えるシトクロム b-558を認識する抗体は 好

中球の活性酸素産生機構の解明にとって非常に有用なものであり、抗

シトクロム b・558 抗体を使った実験からロ甫乳類好中球のみならずマク

ロファージさらには B リンパ球にもシトクロム b・558の存在が確認され

(Kobayashi et al.， 1990; Maly et al.， 1989) 、 NADPH酸化酵素の局在様

式や機能に関しても多くの知見が得られている (Nakamuraet al.， 1988; 

Verhoeven et al.， 1989; Jesaitis et al.， 1990; Rotrosen et al.， 1990; 

Imajoh-Ohmi et al.， 1992; Nakanishi et al.， 1992) 。そこで、ヒトのシ ト

クロム b・558 大サブユニットの一部を構成するペプチドを抗原として

抗シトクロム b・558抗体を作成し、魚類好中球におけるシトクロム b・

558の検出を試みた。
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1. 材 料 お よ び 方 法

(1)好 中球 の 分 離

ウナギ 好 中球 の 分離は第 二 章と同様の操作によって行った 。すなわち、

E. coli IAMl239死菌を lmg腹腔内に接種したウナギより採血し、フイ

コ ーノレ・メトリゾ酸による 不 連 続 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ っ て 好 中 球 を分

離した 。分離されたウナギ好中球は HBSSで 1>く 106または 1>く 107細胞 Iml

に調整した 。

対照 としてヒト好中球を分離 し た O 分離は柿沼ら (1992) による方 法

を利 用 し た D すなわち、健常者の榛側皮静脈からへパリン Naの入った

シリンジで 10ml採血し、 2%デキストラン溶液 6.7ml とよく混和した後、

室温で静置した 。 30 分後、赤血球層の上の白血球を含んだ血紫層を静

か にとってスピッツ管に移 し、 パ スツールピ ペ ットで 2ml の Ficoll-

Paque (Pharmacia) を静かに血疑 層の 下部に入れた 。 400X g 、20
0

Cで 30

分 遠 心した後、上層とリン パ 球、単球、血小板を含んだ中間層を捨て、

残 った赤血球を含む好中球層に 0.2%NaClを加えてよく携枠し、直ちに

等 量 の 0.6%NaCl を加えて等張に 戻 し、混入赤血球の溶血を行った 。 さ

らに 150X g 、 20
0

Cで 5分間遠心し、上清を捨て沈査を 2 回遠心洗浄し

た後、 HBSSに浮遊し、 1>く 107細胞 Imlに調整した 。

またウナギ以外にクロソイ (Sebastes schlegeli) 、シマアジ (Caranx 

d e li c a t e s s i m us )、スズキ (Lateolabraxjaponicus) 、ブリ、メジナ (Girella 

punctata) の各種海産魚種からも好中球を分離した 。 これら各種海産魚

は大 分県海洋水産研究センターで飼育されていたものを使用した 。 好

中球の分離には Endoet al. (1995， 1997)による鯨を利用した方法を適用

した 。 まず、分離に先だって練内へ E.coli死菌 5mg/m 1を 0.5'"'"'2ml接

種 した o 死菌接種 24時 間後魚を取り上げ十分放血した後、腹部を切開

し腹 腔内臓器を取り除き鯨を露出した 。 約 5ml の冷 HBSS をシリン ジ

で鯨 内に加え魚体を暫く揺り 動 か し た 後 、 HBSS を回収するという操作

を数回繰 り 返 す こ と に より鯨内に惨出してきた好中球を得た 。 得られ

た 好中球は、 HBSS で 2 回遠心洗浄の後、 1X 107細胞 Iml に調整した 。



なお、ブリを除く海産魚種では多量の好中球を得るため 3""'5尾から分

離した好 中 球 を プ ー ル し た 口

[シトクロム b・558大サブユニットに対する抗体の作製]

(2)抗原の調製

シトクロム b・558大サブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 抗 体 を 作 成 す る た め に用

いた抗原およびその調製法は Imajoh-Ohmiet al.(1992)を参考にした。ヒ

ト好中球のシトクロム b・558は膜貫通型蛋白質であり、大小両サブユニ

ットとも細胞膜の内外に露 出する部位を持っていることが報告されて

いる (Imajoh-Ohmiet al.， 1992)。 その模式図を図 27に示した。シトク

ロム b・558大および小サブユニット蛋白の一時構造はヒトの cDNAクロ

ーニングから明らかにされている (Royer-Pokoraet al.， 1986; Teahan et 

al.，1987) 。今回の実験で抗原として利用したのは、大サブユニットの

569 個のアミノ酸残基の内、細胞膜外側領域の 150""'172 残基

(SYLNFARKRIKNPEGGLYLA VTL)およ びカ ノレ ボキ シル 末端 であ る細胞

膜内側領域の 550""'569残基 (1SN S ES G PRG VH FIFNKEN F)である。これら

2つ のペプチドに後のキャリアー蛋白への架橋部位としてシステイン

(C)を結合した Le; SYLNFARKRIKNPEGGLYLA VTL-C および Li; C-

ISNSESGPRGVHFIFNKENF (サワディー・テクノロジー)を合成した 。

合成ペプチド単独では抗原性が低いため、キャリアー蛋白に結合し

た(大海ら， 1 994)。キャリアー蛋白には keyholelimpet hemocyanin(KLH) 

を用い、ペプチドとの結合に先立ち、架橋剤である m-

maleimidobenzoyl-N-hydrosuccinimide ester(MBS)で KLHのアミノ基を 修

飾したもの(KLH-MB) を作成した。 KLH-MBの作成は以下のように行

った 。 まず KLH(Sigma)16mgを 10mM リン酸 Na緩衝液 (pH7.2) 10ml 

に加えよく捜枠した後、 13000Xg、5分遠心して上清をとり、 KLH溶液

とした 。 この KLH 溶液を室温で撰伴しながら MBS(0.3g/ml dimethyl 

formamide) 1 0μlを少量ずつ加え、さらに 30分焼枠して溶解した後、 13000

Xg  、 5分遠心して上清を得た 。 得られた上清を平衡化した SephadexG・

25カラムにかけ、 50mM リン酸 Na緩衝液(pH6.0) 中で KLH-MBを溶
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出 、同時に 280nmでの吸光度を測定しながらフラクションコレクター

(アトー)によって分取した 。 KLH-MB が溶出されたフラクションを

ひ とつにまとめ(約 1Oml) 、 10 等分して-800Cに保存した。なお

SephadexG・25 カラムは下端にシリコンチューブを付けたエコノカラム

( BioRad) に蒸留水で膨潤させた SephadexG・25 (Pharmacia) を 上 部ま

で詰めた後、 50mMリン酸 Na緩 衝 液 (pH6.0) で十分平衡化することに

よって作成した。

以上のようにして作成した KLH-MB1ml、0.5mlの蒸留水に溶解した

合成 ペプチド 1mg (Leまたは Li) および 0.2M リン酸二 Na溶液 0.5ml

を混 合 し 、 そ の 液 面 に 窒 素ガスを吹き付けた後、室温の下、ローテー

ターで 3時間振濯してペプチドと KLH-MBを結合した。 KLH結合ペプ

チド溶液は分注し(ペプチド 100μg/tube) 、免疫まで-800Cに保存した 。

(3)ウサギへの免疫

免 疫動 物に はウ サギ (ニュージーランドホワイト種、雌、生後三か

月齢)を用いた D 初回免疫は、アジュバントに Freund complete 

adjuvant(FCA， Difco)を用いて KLH結合合成ペプチド(KLH-Leまたは

KLH-Li) を 接種した。すなわち、 KLH-Leまたは KLH-Li 100μgを滅菌

生理食塩水 1mlに溶解した抗原溶液と FCA1.5mlとを接続管で連結され

た 2つのルアーロック式ガラ ス 注 射 筒 ( エ ム エ ス ) で よ く 混 合 し 、 得

られたエ マル ジョ ンを ウサギ背部に数カ所に分けて皮下注射した o 初

回免疫から 3週間および 5週間後に FCAの代わりに Freundincomplete 

adjuvant(Difco)を 用いて初回と同様の方法による 2回の追加免疫を行っ

た 。 なお Leお よ び Liの 2つの抗原につき、それぞれ 2羽のウサギ(E 1、

E2および 11、 12) を免疫した 。

(4)ELISAによる抗体価の測定

免疫したウサギの血中抗体価を ELISA法によって測定した。 ELISA

には初回免疫から 3，5および 7週間後にウサギの耳介静脈から少量採

血し、室温で一時間保温、一晩 4
0
Cに静置した後、 1200Xg、 10分間遠
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心して分離した血清を用いた 。 分離血清は 0.45μmフィルター(ミリ ポ

ア) で鴻過滅菌し、分注して測定まで -80
0

C に保存した 。 ELISA によ

る抗 Leおよび抗 Li抗体の抗体価の測定は次のようである 。まず合成ペ

プ チド(しに Li)を 10mMリン酸緩衝液 (pH7.2) に 溶解 して lμg/mlの抗

原溶液を作成した。この抗原溶液を 96well ELISA用マイクロプレート

(岩 城硝子)に 50μI/wellずつ加え、 4
0

Cで 一 晩静置し、抗原のコートを行

った 。その後抗原溶液を捨て、 0.05%Tween20を含む PBS(Tween20-PBS、

pH7.2)で各 wellを 2回洗浄し、 10/0スキムミルクを含む Tween20-PBSを

200μI/wellずつ加え、さらに 4
0

Cで 一 晩 静 置 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た o

再び Tween20-PBSで 2回 洗浄し、試料である免疫ウサギ血清および対

照として用いた抗 Vibrioanguillarumウサギ抗血清の PBS希釈溶液をそ

れぞれ 100μI/we 11ずつ加え、室温で 60分間反応を行った 。 反 応 後 2回

洗浄し、 1%ス キ ム ミ ル ク 加 Tween20・PBSで 2000倍希釈したベルオキシ

ダーゼ標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗体(和光純薬)を 50μI/well加え、 60分間反

応を行った o 反応後 3回洗浄し、 OPD発色基質溶液を 100μI/wellずつ加

え、発色反応を行った D 反応 30分後、各 wellの吸光度を ELISAリーダ

ー(0.0 ・497、 BioRad) によって測定した 。 OPD発色基質溶液は反応直

前にクエン酸リン酸緩衝液 (pH5.0)10mlに orthop henyl ened i am i ne(O P 0 、

和光純薬 )4mgを溶解した後、 30%過酸化水素を 3μl加えることにより作

成し た 。

(5)抗血清の調製

免疫したウサギの血中抗体価が十分上昇したのを確認した後、頚動

脈から全採血を行った 。 採血した血液を室温で 一 時間保温した後、 40C

で 一 晩静置した 。 翌日 1200X g 、4
0
Cで 10分間遠心し、上清の血清を回

収した 。 得られた抗血清は、蛋白吸着率の低い 0.22μm のフィルター

( SLGV025LS 、ミリポア)で綴過し 、 分注した後一 800Cに保存した。

(6)抗シトクロム b・558抗体の精製

抗体精製の前段階としてウサギ抗血清(抗 Le、 Li)から IgG画分を
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プロテイン Aカラムによって分離した。 IgGに親和性を持つプロテイン

A を利用したカラムには市 販 の キ ッ ト (r'v1ono Ab TM rec-Protein A 

Column Purification System、 ZYMED) を使用した。その結果、抗血清

lmlから約 7mlの IgG画分(1.16"'"' 1.95mg/ml、ウサギ IgG溶液 lmg/ml

~ 1.35 [O.D.280J として計 算 ) を 得 た 。

さらにその IgG画分中に含まれる合成ペプチドに反応する抗体のみ

を得る ため に、 ペプ チド を固定化したアフイニティーカラムを用いて

抗シトクロム b・558抗体の精製を行った 。ペプチド固定化アフィニティ

ーカラムは以下のようにして作成した。 O.3g の 2・fluoro-l-

methylpyridinium toluene ・4・sulfonate(FMP活性化セルロファイン、生化

学工業)を蒸留水 50mlで十分に膨潤させ、市販のカラム(ムロマックミ

ニカラム L 容量 10ml、室町化学工業)に充填した o 10mlの蒸留水で

カラムを洗浄し、一旦、液 を 澗 ら し て 下 側 の 口 を 閉 じ た 後 、 カ ッ プ リ

ングバッファー(50mM炭酸 Na-重炭酸 Na緩-衝 j夜、 pH8.5) に 溶解 した

合成ペプチド lmgを加え、上部の口を閉じて室温で一晩転倒混和した o

翌日カラムを固定して下端にシリコンチューブを取り付け、内部のペ

プチ ド 溶 液 を 捨 て た 後 、 5mlのカップリング〆ベッファーでカラムを洗浄

した D さらに 20mlの ブ ロッキングバッファー (0.1M モノエタノール ア

ミン、 50mMTris-HCl緩衝液、 pH8.0) でカラムを洗浄した後、 10mlの

ブロッキングバッファーをカラム内に残して上下の口を閉じ室温で 3

時間転倒混和してブロッキングを行った。ブロッキング終了後、再度

カ ラムを固定して内部の溶液を流し 、 蒸留水 20ml、 O.lM Gly-

HCI(pH2.5)20ml、洗浄ノくッファー (1M NaCI， I%Triton X-IOO， 20mM 

Tris-HCl緩衝液、 pH7.5)20ml、さらに蒸留水 20mlの )1頂でカラムを洗浄

し、 合成ペプチド固定化アフィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 作 成 し た o 使用する

までカラムには最終濃度 5mMNaN3を添加し、冷蔵庫に保存した。

作成されたペプチドカラムにプロテイン A カラムで分離した IgG画

分を通し、合成ペプチドに吸着した特異的な抗体画分のみを回収した。

すなわち、 Tris緩 衝 生 理 食塩水 (TBS;O.15tv1 NaCl， 20mM Tris-HCl緩衝

液、 pH7.5) でカラムを平衡化し、カラム内の TBSを流しきって下端を



閉じた後、約 7mlの IgG画分 (1.16--1.95mg/ml) を カ ラ ム に 加 え 、転

倒混和して 4
0

Cで 一 晩静置した 。翌日カラムを冷却チェンパー内に固定

し、 TBS10ml 、洗浄ノ《ッファ~ 30ml、 TBS30ml、 0.15MNaCl 10mlの )1慎

にカラムを洗浄した後、 1.5mlの溶出バッファー (0.1M Gly-HCl、pH2.5)

を静かにゲルに重層した 。その上に 3mlさらに 1m 1の溶出バッファーを

のせ、中和のために 1M Tris溶液 0.2mlが入ったスピッツ管にカラムか

らの溶出液を回収した。回収溶 液の 抗 Leまたは Li抗 体 の IgG濃度は 21 

--74μg/mlであった o 精製抗体は抗血清と同様に積過滅菌、分注した後、

- 80
0
Cに保存した。

[魚類好中球におけるシト ク ロ ム b・558の検出]

(7)ド ットプロット法

得 られ た抗 ペプ チド 抗体が認識しうるエピトープが魚類好中球に存

在するか否か、つまりシトクロム b・558大サブユニットの魚類好中球で

の存在を調べるためにウナ ギ好中球破砕液に対してドットブロッティ

ングを行った 。 ウ ナ ギ 好 中球(1 x 107細胞 1m1) を氷冷しながら超音 波

処理装置(UP-50H、 KUBOTA) で破壊したウナギ好中球破砕液、対照

とし て合成ペプチド Le、Li(それぞれ 10μg/ml) および PBSさらにヒト

好中球(1 x 107
細 胞 1ml) 破砕液をメタノーノレ続いて蒸留水で処理した

polyvinylidene dif1uoride (PVDF、フナコシ)膜上にそれぞれ 1μ!ずつスポ

ットした後、 PBSで洗浄、 続いて 1%スキムミルク加 Tween20・PBSで 1

時間ブ ロ ッ キ ン グ し た o ブロッキング後、膜を Tween20-PBSで洗浄し、

1000倍希釈した抗 Le、Li抗血清、抗 Le、Li精製抗体(IgG濃度 0.5--1μg/m 1) 

および PBSと 37
0
C、1時間反応した 。反応後、 Tween20・PBSで 3回洗浄

し、 2000倍 希 釈 し た ベ ル オキシダーゼ標識抗ウサギ 19G抗体(和光純

薬)と 37
0

C、 1時間反応した 。反応後、 Tween20・PBSで 4回洗浄した膜

を 3，3'・diaminobenzidine(DAB、同仁化学 )5mgを 溶解 した PBS10mlに 30%

過酸化水素 3μlを添加した DAB発色液に浸し、発色反応を行った。発

色反 応後直ちに水道水に浸 し反応を停止した o

内因性 MPOに よ る 反 応が見られた場合には、その酵素活性を限止す

8 1 



るた め標本を冷エタノール に 10分間浸潰した後、 0.3%過酸化水素と 30

分間反 応させるか、または 6mM 過ヨウ素酸水溶液に 10 分間浸演、洗

浄した後、 3mM水素化ホウ素 Na水溶液に 30分間浸す方法を試みた 。

(8)SDS-PAGEのための好中 球試料作製

好中球浮遊液 (lXI07細 胞 Iml) lmlを 1.5mlマイクロチューブに入れ、

100% trichloro-acetic acid (TCA、和光純薬) 100μl を加え、氷中で 15 

分間固定した後、 13000Xg、 5 分間遠心して TCA を除いた o チューブ

に 2%Triton X-I00、 5%2・mercapto ethanol加 9M尿素溶液 80μlさらに

0.1 % bromophenol blue(BPB)添加 10%lithium lauryl sulfate 20μlを加え、

好中球沈査を超音波処理装 置(UP-50H、KUBOTA) で十分破砕した後、

2M Tris溶 液を適宜加え中和し、 SDS-PAGE用の試料とした。また TCA

固定をせずに同様の操作によって調整されたものを未固定試料とした 。

それらの試料は分注後、-80
0
Cに保存した 。

(9)好中球の SDS-PAGE

好中球試料の蛋白質を Laemmli (1970)による SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis(PAGE)によって分析した 。 SDS-PAGE は 12.5%の分離ゲ

ルおよ び 30/0の濃縮ゲノレを用い、ミニスラブ電気泳動槽(AE-6400、ア

トー)で行った 。 泳動槽に泳動ノくッファー (25mMTris 、 192mMGlycine、

0.1% SDS) を入れ、作成されたゲルを装着した後、試料添加前に 30分

間、 15mAIゲルで pre・runningを 行 っ た pre-runningの後、各 well，こ試

料を 5μl ずつアプライし、定電流 (15mAIゲノレ)で BPB 色素がゲノレの

下端に来るまで 120'""180分間泳動した 。 泳 1動後ゲノレを取り出し、直ち

にウエスタンブロット法または蛋白染色を行った。蛋白染色は

coomassie brilliant blue(CBB)染色を用い、 CBB溶液(10%酢酸、 50%メ

タノーノレ、 0.2%CBB) にゲノレを浸し 1時間振濯した後、脱色固定液(10% 

酢酸、 50%メタノーノレ)に浸し 一 晩振護をすることにより行った 。

( 1 0)ウエスタンブロット法
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SDS-PAGEに よ っ て 分離したゲル上のタンパク質を膜に転写し、抗

シトクロム b・558大サブユニット抗体によって好中球に存在するシト

クロム b・558の検出を行った 。 まず、転写用の PVDF膜(Immobilon-P、

ミリポア)をゲノレと同じ大きさに切り、 100%)メタノールに 30秒浸した

後、ブロッティング溶液 A(25mMTris、5%メタノール)に 30分以上浸潰

した 。 ゲルと同じ大きさに 切った電極用横紙 (CB-15A型、アトー) 6 

枚の内、 2枚をブロッティング溶液 B(300mM:Tris、5%メタノール)に、

3枚をブロッティング溶液 C(25mMTris 、 40mMe-アミノ -n-カプロン酸、

5%メタノール)に、 l枚をプロッティング溶液 Aに浸した o 電 気 泳 動転

写 装置(ホライズブロット AE・6675P型、アトー)の下部電極板をブロ

ッティング溶液 B で湿らせておき、溶液 B に浸しておいた鴻紙を 2枚

重ねて置いた。その上に溶液 Aに浸しておいた鴻紙 1枚を載せ、 PVDF

膜、続いて泳動後のゲルを気泡が入らないように載せた。さらに溶液 C

に浸しておいた穏紙 3枚を重ね、上部電憧板をおろして糠紙、膜、ゲ

ノレを密着させた 。 ブロッテ ィ ン グ の た め の 通 電 は ゲ ル 面 積 1cm 2当たり

2mAの定電流で 60分間行った 。

蛋白質が転写された PVDF膜はブロッキング溶液(1 %スキムミルク

0.1%正常 ヤ ギ 血 清 加 PBS) で 40C、一晩ブロッキングした。ブロッキン

グ後、 Tween20-PBSで洗浄した膜を抗血清、精製 IgG(抗 Leまたは抗 Li、

最終濃度 0.5'"'-'1μg/m 1)、 ウサギ正常血清または PBSと 370Cで 1時間反

応した 。 反応後、 Tween20・PBSで 3回洗浄し、 2500倍希釈したベルオ

キシ ダーゼ標識抗ウサギ IgG抗体(和光純薬)と 370C、1時間反応した 。

反応後、 Tween20-PBSで 4回洗浄した膜を DAB発色液に浸し発色反 応

を行った 。 発色反応は水道水によって停止した。

( 1 1 )蛍光抗体法

試料内に存在する目的タンパク質を膜上で検出するウエスタンブロ

ット法と異なり、細胞や組織における抗原の検出に有効な方法として

蛍光 抗体法がある 。 今回の 実験ではウエスタンブロット法で反応が見

られ た抗 Li抗体を用いて蛍光抗体法を試み、ウナギ好中球におけるシ
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トクロム b・558の 検出を行った 。 ウナギ好中球浮遊液(1 X 10
6細胞 1m1) 

300μlをサイトスピン(SC-2、トミー)によってスライドグラスに遠心

(150Xg 、3分)塗抹し、 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 10分間固定した 。

固定 後、細胞膜の透過性を尤進させて抗体が膜を通過できるように

0.2% TritonX・100に 2分間浸潰することによって試料標本を作成した 。

なお固定後、 PBSに浸したものを対照標本とした。標本はまず 5%正常

ヤギ血清加 PBSで 37
0
C 1時間ブロッキングした後、 Tween20-PBSで洗

浄し、 PBSで 10倍希釈した抗 Li血清と 37
0

Cで 1時間反応した 。反応後、

Tween20・PBS で 3 回洗浄し、 50~ 100 倍希釈した fluorescein

isothiocyanate(FITC)標識抗 ウサギ IgG抗体 F(ab')2(和光純薬)と 37
0

C、

1 時間反応した 。 反応後、 Tween20・PBSで 3回洗浄し、グリセリンで封

入した後、落射型蛍光顕微鏡 (BV励 起 、 ニ コ ン ) で 観 察 し た 。

2. 結果

(1)免 疫したウサギの血中抗体価

4羽 (E1、E2、11、12)何れのウサギにおいても免疫回数を重ねるにつ

れて血中抗体価は上昇し、 初回免疫から 7週間後に測定した最終的な

抗体価は、対照として用いた抗 V.angui/larumウサギ血清の値の 2倍以

上を陽性とした場合、それぞれ El;>100000 、E2;>100000、11;>100000、

12; 5000であった 。

(2)ドットブロット法によるシトクロム b・558の検出

ド ットブロット法の結果を図 28に示 した 。 Leで免疫したウサギ E1

から 得 ら れ た 抗 Le精製抗体は Leにのみ、また Liで免疫したウサギ 11

から 得 ら れ た 抗 Li精製抗体は Liにのみ反応し、両抗体の問に交差反 応

がないことが確かめられた o ウナギ好中球破砕液のスポットには両精

製抗体ともに反応し、さらに破砕せずそのままスポットした場合でも

弱く反応した o しかし一次抗体の代わりに PBS を用いた場合でも反 応

が見られ、確認のためヒ卜好中球破砕液でドットブロット法を行った

84 



ところ、非常に強い反応が見られた 。 ヒ ト 好 中 球 の 反 応 は 二 次 抗 体 (ベ

ノ レオキシダーゼ標識抗ウサギ IgG 抗体)なし、またはスポット直後に

DAB と反応させた場合でも反応したため、ヒト好中球の内在性 MPO

によるものと考えられた。ヒト好中球の内在性 MPO活性の阻害を試み

た が活性を抑えることはで き ず 、 ドットブロット法からシトクロム b・

558 を検出することは難しいと判断された。ワナギ好中球での反応は

スポッ トだけでは反応しないことから、ヒトと異なり内因性 MPOによ

る反応ではないと考えられた。以上より、 ドットブロット法による シ

トクロム b・558 の 明 確 な証明が困難であることからウエスタンプロッ

ト法 による検出を試みた 。

(3)ウナギ好中球の SDS-PAGE

TCA 固定を行ったウナギ好中球試料中の蛋白質は SDS-PAGE によって

様々 な分子量に分離された(図 29) 。 しかしながら、未固定試料では

高分子領域においてバンド が消失していた 。 これ は 、 好 中 球 自 身 の持

つ種々のプロテアーゼによる蛋白質の分解によるものと考えられた。

ヒト好中球試料でも同様の現象が見られたことから、ウエスタンブ ロ

ッティングには TCA固定を 行 っ た 好 中 球 試 料 を 用 い た 。

(4)ウエスタンブロット法に よ る シ ト ク ロ ム b・558の検出

TCA固定したウナギ好中球破砕試料に対し、抗 Li抗体を反応させたウ

エ スタンブロット法の結果を図 30に 示した。レーン 1，2では二次抗体

として PBSを用いたため 全く反応がなかった。レーン 3'""7では 27kDa

付近に共通したバンドがみられ、これらは二次抗体がなんらかの原因

で反応しており、このバンドの反応がドットブロットの結果に影響し

た可 能 性 が 考 え ら れ る 。一 次抗 体に 抗 Li抗血清 (1000倍希釈);レーン

4， 5および抗 Li精製抗体(1μg/m 1) レーン 7を用いた場合、分子 量

80'""110kDa に糖蛋白で見られるブロードなバンドが検出され、これら

は他のレーンで見られないことからシトクロム b・558 大サブユニット

を示す特異的なバンドであると判断された。また、精製抗体では消 失



する非 特 異 的 と 思 わ れ る バンド (35kDa付近)が抗血清で見られた 。抗

Li精製抗体はウナギ血清蛋白には全く反応しなかった(レーン 8) 。次

に陽性対照としてヒト好中球試料とウナギ好中球試料の反応性を比較

した(図 31 )ところ、ヒト好中球でもウナギ好中球と同様の分子量領

域にブロードなノくンドが検出され、ウナギ好中球にもヒト好中球と同

様のシトクロム b-558大サブユニットが存在することが明らかとなっ

た 。 しかし、ヒト好中球では 60kDa付近にクリアーなノくンドが出現し

たのに対し、ウナギ好中球ではそれより低い分子量(約 55kDa) に弱 い

バンドが検出された 。 これらのバンドは糖蛋白であるシトクロム b・558

大サブユニットの糖鎖部分がはずれたものか、あるいは試料調整の際

に分解されたポリ ペ プチド で は な い か と 推 測 さ れ る 。 な お 、 抗 Le抗体

を用い た 場 合 で は ウ ナ ギ およびヒト好中球ともに特異的なバンドは検

出されず、免疫原の合成ペプチド Leに は 反 応 す る 能 力 が あ る も の の 、

シトクロム b・558大サブユニットを認識することができないと判断さ

れた o

ウナギ以外の魚種(5種の海産魚)から分離した好中球を試料とし

て、 SDS-PAGE (図 32) および抗 Li精製抗体を用いたウエスタンブ ロ

ット法を行ったところ、すべての魚種において明らかな反応がみられ

た(図 33) 。 しかし、それらの反応領域は魚種によって異なっていた D

(5)蛍 光 抗 体 法 よ る シ ト クロム b・558の検出

抗 Li 抗体でウナギ好中球に対する蛍光抗体法を行ったところ、

Triton-X 100 による膜の透過処理を施した場合には特異蛍光が観察さ

れ たのに対し、 PBS処理では蛍光が見られなかった(図 34)

3. 考察

魚類食食細胞での活性酸 素 の 産 生 は 、 ア メ リ カ ナ マ ズ (Scottand 

Klesius， 1981) 、ストライプトパス ;Morone saxatilis (Stave et al.， 1983)、

ニジマス (Higsonand Jones， 1984) 、コイ (Siwickiet al.， 1985) 、plaice; 

86 



Pleuronectes platessa (Nash et al.， 1987)、ウナギ (Iidaand Wakabayashi， 

1995) など多くの魚種で報告されおり、産生された活性酸素による殺

菌活 性もニジマスマクロフ ァ ー ジ (Sharpand Secombes， 1993) で示さ

れており、ウナギ好中球においても第二章にあるように過酸化水素に

よる 殺菌 活性 が証 明さ れた。しかしながら、好中球を代表とする貧 食

細胞 の活性酸素産生酵素であると考えられる NADPH酸化酵素につ い

ての魚類での知見は甚だ少な く、 ニジ マス 頭腎 マク ロフ ァー ジ破 砕物

のシトクロム b酸化還元差スベクトノレを示した報告 (Secombeset al.， 

1992) のみである 。貧食細胞の NADPH酸化酵素に関する研究はそれが

複数の因子から成る酵素系で、刺激によって膜で会合するという複雑

な動 態 を 示 す も の で あ ることから、分離および酵素活性の検出が難し

く進んでいなかった 。 ところがスーパーオキシドを産生できない慢性

肉芽 種 症 患 者 の 好 中 球 が シトクロム b・558 を欠損していることが判 明

し (Segalet al.， 1978) 、この発見を機会に行われた多くの実験により 、

シトクロム b・558が NADPH酸 化 酵 素 系 の 中 心 的 因 子 で あ る こ と が 明ら

かにされた 。実際シトクロム b・558が酸素分子へ電子を渡してスーパー

オキシドを生成することが示唆されている (Iizukaet al.， 1985; Ueno et 

al.，1991) 0 また抗体を用いた免疫細胞化学的手法によってシトクロム

b・558 の好中球における細 胞内局在に関する報告も数多くなされてい

る。中でもヒトシトクロム b-558の cDNA配列から明らかにされた合 成

ペプ チドおよびそのペプチドに対する抗体を用いた Rotrosen et 

al.( 1990)、1m aj 0 h ・Ohmi et al.( 1992)、Nakanishiet al.(1992)らの実験から、

好中球でのシトクロム b・558の局在様式の解明のみならず、シトクロム

b・558が NADPH酸化酵素の機能部位であることも証明されている。こ

のように哨乳類で得られている知見をもとに魚類好中球における

NADPH酸化酵素の直接的な証明をすべく、ヒトシトクロム b・558大サ

ブユニットのアミノ酸配列 を 基 に 抗 体 を 作 成 し た o 得られた抗体の内、

抗 Le抗体はウナギ好中球に反応しなかった。この抗体はヒト好中球に

も反応しないことから、抗原として使用した合成ペプチドには結合能

があるが、実際の好中球に存在する大サブユニット Le部分の蛋白構
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造 を認識できないものと考え ら れ 、 Le部分がウナギ好中球に存在しな

いことを意味するものではない D この Le部分は、ヒト好中球ではその

細胞表 面 に 存 在 す る た め (Imajoh-Ohmiet al.， 1992) 、生きた細胞を直

接認識できる抗 Le抗体はフローサイトメトリーなどに有用であると考

えられる 。今後、シトクロム b-558を細胞外カ=ら認識しうる抗体の作成、

およびその抗体と魚類貧食細胞との反応の解析が待たれる o 一方、抗

Li抗体はウエスタンブロット法によってウナギ好中球に反応すること

が 解り、その反応ノ《ンドは従来のヒト好中球で報告されているシトク

ロム b・558大サブユニットの 分 子 量 70'"90kDaという領域にほぼ一致し

た 。 事 実、抗 Li抗体は対照 と し て 用 い た ヒ ト 好 中 球 に 対 し て も 同 様の

領域に 反 応 し た こ と か ら 、魚類好中球においてもヒトと同様のシトク

ロム か558大 サ ブ ユ ニ ッ トが存在することが証明された。このことは好

中球の持つ NADPH酸化酵素の一因子であるシトクロム b・558が種間を

越えて保存されていたことを示唆しており、魚類免疫学だけでなく比

較免疫学的にも大変興味深い事実であると言える。蛍光抗体法により、

抗 Li抗体はウナギ好中球に存在するシトクロム b・558大サブユニット

を認識し、その認識部位(エピトープ)である大サブユニットのカル

ボキシノレ(C) 末端はウナギ好中球の細胞内側に存在することが明らか

となった 。 哨 乳 類 で は シ トクロム b・558の大サブユニット C末端 およ

び小サブユニットのアミノ基、 C末端が細胞質側に、大および小サブユ

ニットそれぞれの 一 部が細胞外側に突き出した膜貫通型の構造をとっ

ていることが解かつており (Nakamuraet al.， 1988; lmajoh-Ohmi et al.， 

1992) 、 合 成 ペ プ チ ド お よびその抗体を用いた実験から両サブユニッ

トの C 末端が細胞質因子 と会合することによりスーパーオキシド産生

に直接関わる機能部位であることも証明されている (Rotrosenet al.， 

1990; Nakanishi et al.， 1992) 。 魚類好中球でも存在が確認された大サブ

ユニットの C 末 端 が 哨 乳類同様に機能部位となっている可能性が考え

られるため、魚類貧食細胞においても細胞内側領域に対するペプチド

または抗体の影響が測定できる無細胞系などの活性酸素産生測定法を

確立する必要があろう o



貧食細胞で産生される活性酸素は生体内に侵入した微生物のみなら

ず、生体組織にとっても障害作用がある o このため、異物刺激などが

存在しない通常の貧食細胞内シトクロム b-558 は膜表面ではなく主に

特殊頼粒に存在し、食作用刺激により食胞に移行し NADPH酸化酵素が

活性化するという説があり、これを支持する結果が幾つか得られてい

る (Borregaardet al.， 1983; Ambruso et al.， 1990; Jesaitis et al.， 1990) 。

今回の実験で用いたウナギ好中球は E.co/i死菌接種によって誘導され、

さらに分離過程の遠心操作等で細胞膜に対する刺激を受けていたと考

えら れる 。 今後、このように刺激されたウナギ好中球と膜への刺激を

極力除 い た 操 作 に よ っ て分離された好中球との問でシトクロム b・558

発現量、細胞内局在様式を比較検討することにより魚類貧食細胞の

NADPH酸化酵素活性化機構の解明に有益な情報が提供されると思われ

る。

抗 Li抗体の反応性をウナギ以外の魚種でも確かめるため、各種海産

魚の鰻から分離した好中球でウエスタンブロット法を行った。この実

験は 一 回しか行っておら ず 予 報 的 で は あ る が 、 す べ て の 海 産 魚 種 の好

中球 試 料 で 反 応 が 見 ら れた。これより、ウナギ以外の好中球において

もシトクロム b・558大サブユニットの存在が示唆されたが、魚種問で反

応領域に差が見られ、魚種によってはかなり広いバンドを形成するも

のもあった 。 海産魚種試料は複数個体の好中球を混合したものであっ

たため、この影響が抗体の反応性に現れた可能性がある。今後、個体

毎の試 料 を 用 い た 実 験 をする必要があるが、各魚種における好中球の

大サ ブユ ニッ トの 分子 量が異なる可能性も考えられる口日南乳類好中球

の大 サブユニットは糖鎖が付加された約 90kDaの糖蛋白質であるこ と

から、エンドグリコシダーゼ処理によって糖鎖が除かれると分子量約

50kDaの蛋白になるという報告がある (Dinaueret al.， 1987) 。今回の

ウナ ギ好中球とヒト好中球の問で見られた低分子領域でのバンドパタ

ーン の差 違や 各魚 種で の反応分子量領域の相違を解明するための手段

のーっとしてウエスタンブロット法における脱糖鎖処理の利用が考え

られる o シトクロム b・558は膜に存在する疎水性蛋白質のため精製およ



び試料調整が困難であるが、魚 類好 中球 でも 活性 酸素 産生 に関 わる因

子である可能性が高く、今後その構造、局在および機能を明らかにす

ること が 魚 類 貧 食 細 胞 の酸素依存性殺菌の解明にとって是非必要であ

ると 思われる 。
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細胞外側

細胞膜
小サブユニツ

フラビン蛋白

111 
細胞内側 〆

GTP結合蛋白

NADPH 、 細胞質因子 園

47KJ[)a 
67KDa 

図 26. 晴乳類好中球における NADPI-I酸化酵素の構成因子



細胞膜

アミノ末端

糖鎖 Le (150-172残基)

SYLNFARKRIKNPEGGLYLAVTL 

細胞外側

細胞内側

カルボキシル末端

Li (550-569残基)

ISNSESGPRGVHFIFNKENF 

図 27. 晴乳類好中球細胞膜に存在するシトクロムb-558大サブユニット

の構造
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次抗体

抗Li精製抗体

抗Le精製抗体

スポット直後に

DABと反応

A 次抗体

抗Li精製抗体

抗Le精製抗体

PBS 

(二次抗体なし)

PBS 

(過酸化水素処理)

スポット直後に

DABと反応

Li Le I~S EI 

Li Le :E:S EI 

Li Le ES .EI per-IgG 

Li Le HI HS 

Li Le HI HS 

Li Le HI HS 

Li Le HS 

HS 

Li、Le、ES、EI、HS、HI、per-IgGはそれぞれ合成ペプチドLi、Le、ウナギ好中球破砕液、

ウナギ好中球無破砕浮遊液、ヒト好中球倣砕波、ヒ卜好仁11球無敏砕浮遊液、および 二次抗体

のスポ ットを示す。

図 28. 抗Le、Li抗体のウナギおよびヒト好中球に対する反応
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LM  HM  ENT EN 

200kDa ~ 圃---司 田・・園田町 200kDa -

116kDa -116kDa ~ 咽画面面扇面.. . 
97kDa -

97kDa ~ ー一ー-百?e ?空 66kDa -
66kDa ~ 園雇ーーl

45kDa -
45kDa ~ 

31kDa ~ 

22kDa ~ 

14kDa ~ 

LM;低分子量マーカ-
HM;高分子量マーカー

31kDa -

22kUa -

14kDa -

ENT;ウナギ好中球TCA固定試料

EN;ウナギ好中球未固定試料
HNT;ヒト好中球TCA固定試料

HN;ヒト好中球未固定試料

LM  HMHNHNT 

民129. ウナギおよびヒト好中球試料ののSDS-PAGE泳動パターン
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L孔1: 1 2 3 4 5 6 7 8 

97kDa ~ 

66kDa ~ 

45kDa ~ 

31kDa ~ 

22kDa ~ 

14kDa ~ 

LM;低分子量マーカー(CBB染色)

1 ;ウナギ好中球TCA固定試料 (5μ1)、

2;ウナギ好中球TCA固定試料 (5μ1)、

3;ウナギ好中球TCA固定試料 (5μ1)、

4;ウナギ好中球TCA固定試料 (5μ1)、

5;ウナギ好中球TCA固定試料 (10μ1)、

6;ウナギ好中球TCA固定試料 (5μ1)、

7;ウナギ好中球TCA固定試料 (5μ1)、

8 ; ウナギ血清試料(蛋白濃度1~2mg/ml )、

レーン1，2;二次抗体にPBSを使用 o

。80-110kDa

.... 35kDa 

.... 27kDa 

次抗体;PBS 

次抗体;抗Li抗血清(x 1000 ) 

次抗体;PBS 

次抗体;抗Li抗血清 (x1000 ) 
次抗体;抗Li抗血清 (x1000 ) 

次抗体;抗VibrioanKuillarum抗血清 (x1000 ) 
次抗体;抗Li精製抗体 (1μg/ml)

次抗体;抗Li精製抗体 (1μg/ml) 

レーン3~8; 二次抗体にペルオキシダーゼ標識抗ウサギIgG抗体 (x2500) を使用 。

図 30. ウエスタンプロット法によるウナギ好中球試料からのシト

クロムb-558大サブユニットの検出
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LM 1 2 

97kDa ~ 

66kDa ~ 

45kDa ~ 

31kDa ~ 

22kDa~ 

14kDa ~ 

LM;低分子量マーカー(CBB染色)

3 4 

。80-110励

..... 60kDa 

..... 55kDa 

1;ヒト好中球TCA固定試料、 一次抗体;抗Li精製抗体(1μg/ml) 

2;ウナギ好中球TCA固定試料、 一次抗体;抗Li精製抗体(1μg/ml) 

3;ヒト好中球TCA固定試料、 一次抗体;ウサギ正常血清(x 1000 ) 

4;ウナギ好中球TCA同定試料、 一次抗体;ウサギIE常血清(x 1000 ) 

図 31. ウエスタンプロット法によるウナギおよびヒト好中球試料

からのシトクロムb-558大サブユニットの検出
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200kDa ~ 

116kDa ~ 
97kDa ~ 

66kDa ~ 

45kDa ~ 

31kDa ~ 

22kDa ~ 

14kDa ~ 

九，. 1 

M;分子量マーカ-

2 3 4 

1 ;ウナギ好中球TCA固定試料
2;ブリ好中球TCA固定試料

5 6 M 

3;スズキ好中球TCA固定試料(複数個体プール試料)
4;クロソイ好中球TCA固定試料(複数個体プール試料)
5;シマアジ好中球TCA固定試料(複数個体プール試料)
6;メジナ好中球TCA固定試料(複数個体プール試料)

図 32. 各種海産魚種好中球のTCA固定試料のSDS-PAGE泳動

パターン



116kDa __ 

97kDa ---

66kDa ---

45kDa --

31kDa --

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

M;分子量マーカー(CBB染色)

1， 7;ウナギ好中球TCAtnI定試料
2，8;ブリ好rlr球TCA固定試料

3，9;スズキ好中球TCA固定試料(複数個体プール試料)

4， 10;クロソイ好中球TCA固定試料(複数個体プール試料)

5， 11;シマアジ好中球TCA同定試料(複数個体プール試料)

6， 12;メジナ好中球TCA固定試料(復数個体プール試料)

1 "'6;一次抗体として抗Li精製抗体(1μg/ml) を使用

7"'12;一次抗体としてウサギ正常血清 (X1000) を使用

図 33. ウエスタンプロット法による各種海産魚種好中球試料
からのシトクロムb-558大サブユニットの検出



A， C;固定後PBSで処理
B， D;固定後TritonXで処理
A， B;一次抗体に抗Li抗血清 (x10) を使用
C，D;一次抗体にウサギ正常血清 (x10) を使用

図 34. 蛍光抗体法によるウナギ好中球からのシトクロムb-558大

サブユニットの検出



第五章 総合考察

今回のウナギ好中球を用いた実験により respiratoryburstにおける酸素

消 費 量:スーパーオキシド産生量:過酸化水素産生量の量比が 2: 2 : 1 

となり、 日 南 乳 類 同 様 の 酸 素代謝動態がウナギ好中球にも存在する、すな

わち魚類好中球における NADPH 酸化酵素の存在が機能面から証明され

た o ウナギ好中球で証明されたこ の respiratory burstでの酸素代謝動態に

関する知見はウナギ好中球だけでなく、ニジマスマクロファージで示唆

されていた (Secombes and Fletcher， 1992) ことからもすべての魚類貧食

細胞 に対して適用できるものであると考えられる 。

今回、ハイドロキシルラジカ ル の 測 定 に つ い て は 特 異 的 な 定 量 法 が 確

立されていないことから行わなかった o 魚類貧食細胞では間接的ながら

ハ イ ドロキシルラジカルの生成を示唆する報告がある (Nash et al..1987: 

Sharp and Secombes， 1993) 0 rI甫乳類貧食細胞におけるハイドロキシラジ

カノレ産生能の有無については明確な解答が得られておらず、その判断を

下すためにはハイドロキシルラジカルに特異性が高く、且つ生細胞から

検出できる厳密な測定法の開発を待たねばならない 。

また MPO陽性好中球はウナギではほとんどない(朴・若林， 1989) が、

MPOを有する晴乳類好中球では強力な殺菌因子 (Sipsand Hamers， 1981) 

と考えられている HCIOの産生が確認されている (Sheet al.， 1997) 。 多

く の 魚類好中球も MPO陽性であることから respiratory burst の際に HCIO

が産生されると考えられ、高性能液体クロマトグラフィーを利用した検

出法 (Sheet al.， 1997) など による魚類好中球での HCIO産生量の測定が

望まれる 。

なお大腸菌死菌などで誘導されたウナギ好中球では活性酸素産生が増

大し、造 血 組 織 で あ る 頭 腎 において好中球に存在する NADPH 酸化酵素

が priming効果を受けたことが示唆された 。 この現象は、免疫賦活剤によ

る 食食細胞に対する活性酸素産生能の増強作用と同様のものと考えるこ

とができ、魚類における好中球 NADPH酸化酵素の priming機構に関する

知見は強力な免疫賦活剤やより効果的な使用方法の開発に貢献するであ
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ろうと思われる 。

魚類食食細胞における NADPH 酸化酵素に関する研究は少なく、ニジ

マ スマクロファージで NADPH 酸化酵素様の活性の存在が示唆されてい

る (Secombeset al. 1992)のみであった 。 この報告も NADPH酸化酵素様

という言葉が示すように哨乳類食食細胞で確認されている NADPH 酸化

酵素が魚類食食細胞で存在することを示す直接的証明ではない。今回、

抗 ペ プチド抗体の使用により、ウナギ好中球から NADPH 酸化酵素の一

因子であるシトクロム b-558 大サブユニットが検出され、その糖蛋白と

して分子量はヒトのシトクロム b・558 大 サ ブ ユ ニ ッ ト と 同 じ で あ る こ と

が明らかとなった 。 また、抗シトクロム b・558抗 体は ウナ ギ好 中球 以外

の各種海産魚の好中球に対しでもその反応分子量領域に差があったもの

の、明ら かに 反応 した こと から、魚類の好中球には普遍的にシトクロム

b・558が存在すると考えられた 。 ウナギ好中球での存在が証明されたシト

クロム b・558 大サブユニットの構造についても、そのカルボキシル末端

が哨乳類と同様に細胞内に存在することが示され、魚類好中球における

シトクロム b・558 大サブユニットの局在様式の 一端が明らかになった 。

カルボキシノレ末端は哨乳類においてスー パ ーオキシド産生のための機能

領域となっている (Rotrosenet al.， 1990; Nakanishi et al.， 1992) ため、魚

類 好中球においてもこの部分の機能解析が期待される 。

シトクロム b・558は食食細胞 の み で な く 成 熟 し た B リンパ球にも存在

することがヒトで確認され、その B リンパ球は抗体などの刺激や表面抗

原の架橋によって少量のスーパーオキシドを産生することが報告されて

いる (Kobayashiet al.， 1989; Maly et al.， 1989) 0 Tリンパ球およびナチ

ュラルキラー細胞にはシトクロ ム b・558 は存在せず、スーパーオキシド

産生も見られないことから、 B リンパ球での活-性酸素産生は抗原処理に

おける細胞内情報伝達や T リンパ球への情報伝達に関与していることが

推察されている(中村， 1990) 。 魚類においてもシトクロム b・558が Bリ

ンパ 球に存在するか調べる必要があろう 。 さらに抗体を用いてシトクロ

ム b・558の組織内分布を調べ る こ と に よ っ て 、 魚 類 に お け る NADPH酸化
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酵素の役割を理解することができると考えられる。

今回作成することができ た抗 Li抗体は NADPH酸化酵素の機能、局在

様式および組織内分布などの解析に有用であり、抗 Li抗体および細胞外

からシトクロム b・558を認 識 できる抗体、また NADPH酸化酵素の他の構

成因子を認識する抗体などの利用により、今後、魚類における NADPH

酸 化酵 素に関する研究の進展が期待される D

魚類好中球の殺菌機構に関する研究は非常に少なく、基本的には晴乳

類好中球での機構と同様であろうと予想されている。今回、ウナギ好中

球を用いた実験によって、産生された活性酸素の内、過酸化水素が殺菌

に関与し ていることが証明され、過酸化水素による殺菌には食食食胞の

形成が必須であることも確かめられた D ウナギ好中球が産生する過酸化

水素と細菌との関係を考える上で一つの興味深い事実がある。

Edwardsiella tardα の感染によ り パ ラ コ ロ 病 を 発 症 し た ウ ナ ギ の 典 型 症 状

に諸臓器の膿蕩形成ならびに顕著な組織融解が認められることである(宮

崎， 1992) 0 E. tardaの病原性株は、ウナギの体内に侵入した時、好中球

を含む非特異的防御機構から巧みにエスケープし(飯田 1992) 、たとえ

貧食された場合でも殺菌されない(飯田ら 1993) ロ ゆえに抵抗性菌(病

原性株)は体内で生存、増殖し、その病巣において蓄積した多数の好中

球による攻撃、すなわち過度の過酸化水素放出が続けられる可能性があ

る。生 じた過酸化水素は周囲 組 織 に 直 接 障 害 を 及 ぼ し た り 、 あ る い は 好

中球自身 を崩 壊し 細胞 内消 化酵素を放出させることにより結果的に顕著

な組織融解がもたらされる、と推論すると前述の病理所見で見られる現

象を合理 的に考えることができる。この推論は好中球が持つ防御能が生

体にとっ て マ イ ナ ス 要 因 と して働くことを意味するものである。今後、

魚類好中球の過酸化水素産生量を指標にした病原性株と非病原性株との

比較検討 によ り、 病原 体の 病原性と宿主の生体防御機構との相互関係の

解明にとって有益な考えが導かれる可能性が考えられる o

消去剤 を 用 い た 実 験 か ら ハイドロキシルラジカルによる殺菌活性は検

出されな かっ たが 、過 酸化 水素は鉄イオンと反応しハイドロキシルラジ
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カルを生成するため、細菌の 細胞 内に 入っ た過 酸化 水素 から 生じ たハ イ

ド‘ ロキ シルラジカルが細菌の DNA を 損 傷 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る

(Imlay and Linn， 1988) 口 ウナギ好中球の殺菌過程においても MPOによ

って消費されない高濃度の過酸化水素が細菌内でハイドロキシノレラジカ

ノレに変化し、直接の殺菌因子となっている可能性が考えられる。

口市乳類好中球は通常 MPOを有し、食食された細菌は MPOによって過

酸化水素と塩素イオンから産生された HCIOによって殺菌され、 MPO欠

損症患 者 の 好 中 球 で は 細 胞 内殺菌の延滞が見られる (Rootand Cohen 

1981) ことから、好中球の酸素依存性殺菌機構においては HCIO による

殺菌機構が重要視されている 。一 方 多 く の MPO欠損症患者は慢性肉芽腫

症 患 者のような易感染性を示さず、 HCIO以外の活性酸素または他の殺菌

活性因子の増強などの補償作用によって正常な生体防御能が維持されて

いると推測されている(金ヶ崎 1990) 0 魚類は非常に多様な種によって

構成されていることから、それぞれに特有な生体防御機構が存在する可

能性や生体全体の防御機構の中で重要となる防御因子が異なる可能性が

考えられる D その一端として MPOを持たないウナギ好中球と MPOを持

つ 他魚種好中球との HCIO産生量および殺菌活性の比較検討を行うこと

により、各魚種で異なると考えられるトータルな生体防御能の中での好

中球の酸素依存性殺菌活性の重要度が明らかにされ、そこで得られた知

見は魚 種ごとの生体防御能の解明および疾病予防対策に役立つと考えら

れる 。

最近、 MPO陽性であるコイの好中球が自発的細胞障害活性を持つこと

が報告された (Kurataet al.， 1995) 。 日甫乳類好中球が細胞障害活性を発

揮する 場 合 、 そ の 障 害 活 性 因子として活性酸素、特に HCIO が効果的に

働くことが報告されている (Clarkand Szot， 1981) 0 コ イ 好 中 球 の 持 つ 細

胞障害活性は日甫乳類好中球での知見と異なり MlPO阻害剤および HCI0の

消去斉lJで阻害されず、カタラーゼによって阻害されるため、過酸化水素

が関与 する別の機構の存在が示唆されている。魚類好中球による細胞障

害 活性の 生 体 防 御 に お け る 意義は明らかにされていないが、障害活性を

発現 するた め に活性酸素が関与していることは明白である 。 魚類好中球
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における細胞障害活性のため の活性酸素産生と殺菌のための respiratory

b u rs t による活性酸素産生がどのような関係にあるのかは興味深い疑問で

あり、今後両者の 関係、についての研究が期待される 。

好中球は寿命の短い細胞であ る が 、 サ イ ト カ イ ン 、 細 菌 の 生 産 物 、 細

菌の貧食によって通常起こるアポトーシスが抑制されることにより生存

期間が長くなる (Colottaet al.， 1992; Lee et al.， 1993; Baran et al.， 1996) 

ことが報告されている。このことは生体内で存在する場所、状況によっ

て好中球が その 機能 発現 の調節を受けることを意味している。また好中

球の活性 酸 素 産 生 は 可 逆 的 反応である (Cohenel' al.， 1982) ことが報告さ

れており、好中球の状況に対応した柔軟な機能を持つという側面を利用

することによって、持続的且つ効果的な活性酸素産生を誘導できる可能

性が考えられる 。 このような 非特異的防御能の人為的なコントローノレは

魚病の発生予防対策として非 常に有用と考えられ、今後、好中球の活性

化および機能調節に関する研究が必要であろうと考えられる。

本研究を総括すると、魚類好中球の respiratory burstに お い て も 哨 乳 類

で知ら れている一連の酸素代謝が同様に行われており、酸素代謝(活性

酸素産生)を引き起こす NADPH 酸化酵素についてもその重要構成因子

であるシトクロム b・558 の存在が魚類好中球で証明された。さらに魚類

好中球が産生する活性酸素自身 が 殺 菌 活 性 を 有 す る こ と も 明 ら か と な り 、

魚類好中球においても哨乳類と同様の酸素依存性殺菌機構が備わってい

ることが構造および機能の両面から確実に証明されたと言える 。



要約

魚類の防御機構において強力な防御因子として位置づけられている好

中球の 酸素依存性殺菌活性を解明するため、主にウナギを用いて(1 )魚

類好中 球 の respiratory burst (食食時の酸素の大量消費)における酸素代

謝動態、 (2)産生された活性酸素による殺菌、および (3)活性酸素産生酵素

である NADPH酸化酵素の存在について検討した口

( 1 ) ウナギ好中球の respiratory burst で の ス ー パ ー オ キ シ ド お よ び 過 酸

化水素産生量を測定し、酸素消費量との比較を行った スーパーオキシ

ド産生 量 は 酸 素 消 費 量 と 等 しく、過酸化水素産生量はその約 112 であっ

た。 この量的関係は哨乳類貧食細胞の respiratory burstで NADPH酸化酵

素によって引き起こされる酸素代謝動態・

202+NADPH→202
一+NADP++H+(NADPH酸化酵素による反応)

202-+2H+→H202+02 (SODまたは自然不均化反応)

に当てはまる結果であり、魚類好中球でも日甫乳類同様の酸素代謝機構の

存在が証明された。

大腸菌死菌、カゼインの腹腔内接種によって誘導されたウナギ好中球

の酸素消費量、スーパーオキシドおよび過酸化水素産生量は非誘導好中

球と比べ有意に高い値であっ た 。 これより生体外からの異物の侵入に対

してこれを不活化、排除するために殺菌能の高い好中球が造血組織であ

る頭腎から放出されることが示された白

(2) ウナギ好中球によって殺菌されやすい細菌である ESI を使用菌株と

してウナギ好中球の活性酸素消去剤存在下での殺菌活性を調べた 。 ウナ

ギ 好 中球の殺菌活性は過酸化 水 素 の 消 去 酵 素 で あ る カ タ ラ ー ゼ に よ っ て

抑制され、スーパーオキシドジスムターゼ (SOD)およびハイドロキシノレラ

ジカルの消去剤による影響を受けなかった 。 SOD によるカタラーゼとの

協同的な殺菌抑制作用は観察されなかった 。 これよりウナギ好中球の殺

105 



菌には過酸化水素が重要な因子として働くことが明らかとなった。

活性 酸素産生を抑制しない食胞形成阻害剤であるサイトカラシン B は

ウナギ好中球の殺菌活性を抑制し、サイトカラシン B で処理したウナギ

好 中 球ではカタラーゼの殺菌 活 性 に 対 す る 影 響 が 認 め ら れ な か っ た こ と

から、ウナギ好中球による過 酸化水素依存性の殺菌活性には食胞形成が

必須であると考えられた。

ウナギ好中球の殺菌活性測 定 に 使 用 し た ESIは 500μMの過酸化水素溶

液で完全に殺菌された 。一 方、測定された過酸化水素産生量からウナギ

好中球内の過酸化水素濃度は 1~2 分間で 500μM 以上になると計算され

た o よって、ウナギ好中球内での過酸化水素による殺菌は十分可能であ

ると推察された 。

(3 ) 哨乳類貧食細胞で知られている NADPH 酸化酵素の構成因子である

ヒトシトクロム b・558 大サブユニットのカノレボキシル末端に相当する合

成ペプチドに対する抗体(抗 Li 抗体)を作成した o 抗 Li 抗体を用いて

ウエ スタンブロット法を行ったところ、ヒト好中球と同様に分子量 80・

110kDa に特異的なブロードバンドがウナギ好中球試料から検出された。

抗 Li抗体は、ブリ、スズキなど各種海産魚種の好中球にも反応したが、

反応分子量領域に差が見られ、魚種間でシトクロム b・558 の構造が異な

る可能性が示唆された o

蛍光抗体法により、抗 Li抗体は界面活性剤で細胞膜の透過性を上げた

後 に のみウナギ好中球のエピトープを認識することが示された O これら

の 結 果から魚類好中球にシトクロム b-558 が存在し、そのカルボキシル

末端が哨乳類同様に細胞内に存在することが証明され、 NADPH 酸化酵素

が種を越えて保存されていることが示唆された o
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