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ノーザンパイク好中球の形態学的および細胞化学的特徴

近藤昌和t 高橋幸則，山元憲一

Morphological and Cytochemical Characteristics of N eutrophil from 
Northern Pike， Exos lucius 

Masakazu Kondo t， Yukinori Takahashi and Ken -ichi Yamamoto 

Abstract : Morphological and cytochemical characteristics of neutrophil in the northern pike， Exos lucius 

were examined by light microscopy and the composition of neutrophil granule were inferred in this study. 

The neutrophils were round or oval， and the nuc1eus round to three lobule-shaped. The neutrophil posses-

sed the chromophobic granule (s G) and Y -body. The s G was acid phosphatase and peroxidase positive. 

The Y-body was toluidine blue positive. 

Key words : northern pike， neutrophil， granulocyte， morphology 

緒 区司

各種真骨魚類の好中球には， Romanovsky型染色性と形

状が異なる複数種の頼粒が存在し， しかも頼粒の種数は魚

種によ って相違することが報告されている 1-9)。コイ目の

コイ Cyprinuscaψtoおよびスズキ目魚類のナイルテイラピ

アO陀 ochromisniloticusとイサキParatristipomatril仰eat-叫mで

は，エオシン好性頼粒 (α 頼粒)，難染性頼粒 (s穎粒)

および好塩基性頼粒 (r頼粒)の 3種類の頼粒が認められ

たが1.2，3，4) スズキ目メジナ科のメジナGi陀 lla仰向ctata，

同日サンフイツシュ手ヰのオオクチノTスMicropterussalmoides 

とブルーギ、ルLepo刑 ismacrochirusおよび同目スズキ科のス

ズキLateolabraxjaponicus，ヒラスズキL.latusおよびタイ

リクスズキL.sp では，s穎粒は観察されているが， α穎

粒と Y頼粒は認められていない 5，6，9)。さらに，系統発生

において，スズキ目から派生したと考えられているカレイ

目10)のヒラメ Paralichthysolivaceusでも ，s穎粒しか観察

されない7)。一方，ヒラメと同様に，スズキ目から派生し

たと考えられているフグ目叫のトラフグTakifugurubriPes 

では， α頼粒およびF穎粒が観察されているが r頼粒は

認められていない 8)。すなわち，好中球内の頼粒の多様性
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は，魚類の分類群とある程度の相関を示すようだが，明確

な関係を結論づけるには至っていない。そこで，本研究で

は，これまで検討例にない真骨魚類分類群(条鰭綱新鰭亜

綱ハレコストム区真骨亜区 11))における好中球頼粒の多様

性を明らかにする研究の一環として，スズキ目魚類よりも

系統進化上，早期に出現したグループ(正真骨下区原糠鰭

上目カワカマス目)に属するノーザンバイクExosluciusの

好中球について， Romanovsky型染色性を調べるとともに，

細胞化学的特性も明らかにし，これまでに報告されている

他魚種と比較した。

材料および方法

全長約40cmのノ ーザンバイクを用いて，特定外来生物

法施行 (2005年)以前に実験を行った。中華人民共和国か

ら入手した受精卵を鮮化させたのち， ミジンコDaphnia

仰 lex，ついでコイ C.carpioの仔稚魚を初期餌料として与え

て育成したのち，順次，市販の配合飼料に馴致させた。な

お，実験期間中の水温は， 17.0土1.0.Cであった。

血液塗沫標本の作製，Romanovsky型染色法および各種

細胞化学染色は前報6) ~こ従っ た。
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結 果

Romanovsky型染色性

ノーザンバイクの好中球は，直径8.0-11.0μmの円形

または卵円形であり，細胞質内には 1種類の頼粒 (s頼

粒)とY小体が観察された (Fig.1 -1 -24)。しかし，エ

オシン好性頼粒 (α頼粒)や，好塩基性穎粒(y頼粒)は

全く認められなかった。P頼粒は，円形または卵円形で長

径が0.5μm以下であり，細胞質に充満していた (Fig.1 -1 

-24)。本穎粒は，いずれの条件のRomanovsky型染色にお

いても明瞭な色調を示さず，難染性であった (Fig.1 -1 

-24)。

Y小体は，いずれの染色条件においても観察された

(Fig. 1 -1 -24)。本小体は，円形，卵円形，コンマ形，

紐状，鎖状など，形態および大きさは多様で、あった。Y小

体の個数は，好中球ごとに異なっていたが，全く観察され

ないものは稀であった。

細胞化学染色特性

ノーザンバイクの好中球の細胞化学的特性をTable1に

示した。好中球には， Periodic acid Schiff反応 (PAS)に

陽性の頼粒が細胞質に多数散在していた (Fig.2-1)。

PAS陽性頼粒は直径0.3μ m以下の円形で， αーアミラーゼ

処理によって完全に消失した。また，細胞質基質も PASで

弱陽性であったが，これも αーアミラーゼ処理によって消

失した。アルシアンブルー染色では，陽性部位は観察され

なかった。蒸留水に溶解したトルイジンブルーによる染色

では，種々の形態を示す青色の構造物が観察された (Fig.

2 -2)。この構造物の数は好中球ごとに異なっていた。オ

イルレッドOおよびズダン皿染色では陽性部位は観察され

なかった。 しかし，ズダンブラック B染色では直径0.3μ

m以下の円形の陽性頼粒が観察され，この穎粒は細胞質に

多数散在していた (Fig. 2 -3 )。酸性フォスファターゼ

染色では，直径約0.5μmの円形陽性頼粒が観察され，細

胞質に充満していた (Fig.2 -4 ) 0 s-グルクロニダーゼ

染色では，直径0.3μm以下の円形の陽性穎粒が少数観察

された (Fig.2 -5 )。αーナフチルアセテートエステラー

ゼ (αNAE)染色では， PASやズダンブラックB染色と同

様に，直径0.3μm以下の円形の陽性頼粒が多数観察され

た (Fig.2-6)。αーナフチルブチ レートエステラーゼ染

色では，数個の円形陽性頼粒 (直径0.3μ m未満)が観察

された (Fig.2 -7)。ナフトールAS-Dクロロアセテート

エステラーゼ染色では，直径0.3μm未満の円形陽性頼粒

が認められたが，陽性穎粒数は， αNAE陽性頼粒数より

も少なかった (Fig.2 -9 )。ペルオキシダーゼ染色では，

円形または卵円形の陽性穎粒 (直径0.5μm)が認められ，

細胞質に充満していた (Fig.2 -9 )。アルカリ性フォスフア

ターゼは検出されなかった。

考 察

本研究の結果から，ノーザンバイクの好中球には，難染

性を示すP頼粒と， Y小体が存在することが明らかとなっ

たos頼粒は， これまでに著者らが報告した全ての魚種(コ

イ，ナイルテ ィラピア，イサキ，メジナ，オオクチパス，

ブルーギル，ススキ，ヒラススキ，タイリクススキ，ヒラ

メ， トラフグ)で観察されている 1~ 9)。また， Y小体はコ

イではこれまでに観察されていないが 1.2) 前述の他魚種

のいずれにおいても認められている 3-9)。

ノーザンバイクの好中球頼粒のRomanovsky型染色性に，

各種条件による大きな違いは認められなかった。また，い

ずれの条件の染色においても，好中球は，他の血球種と明

瞭に区別することができた。したがって，好中球の鑑別の

ための特別な条件は設定する必要はないと考えられる。

細胞化学的特性から，ノーザンバイクの好中球のβ穎粒

およびY小体の成分を以下のように推定した。好中球には，

円形のPAS陽性頼粒(直径0.3μ m以下)が多数観察された。

しかし， PAS陽性穎粒数はF穎粒よりも小型であり，さら

にαーアミラーゼによってPAS陽性穎粒は完全に消化され

ることから， PAS陽性頼粒はグリコーゲンを主成分とする

構造物であり，戸穎粒とは異なると考えられる。ズダンブ

ラックB陽性頼粒は直径0.3μm以下であり， αーナフチル

アセテートエステラーゼ陽性頼粒と，形態(円形)，大きさ，

分布および陽性頼粒数が類似していることから，同一頼粒

がこれらの染色に陽性であると考えられる。しかし，s頼

粒とは大きさが異なる。s-グルクロニダーゼおよび αー

ナフチルブチレートエステラーゼ染色に陽性の頼粒は，s 

頼粒とは大きさと頼粒数が異なる 。 また，ナフトール

AS-Dクロロアセテートエステラーゼ陽性頼粒も，大きさ

および陽性頼粒数が戸頼粒とは異なる。したがって，これ

らの陽性穎粒はF頼粒とは異なる構造物が染色されたもの

と思われる。一方，酸性フォスファターゼおよびペルオキ

シダーゼ陽性頼粒は，細胞質に充満しており，両陽性頼粒

の大きさは， 0.5μmで、あることから，s頼粒に相当する

と考え られる。これまでに，ブルーギル，メジナ，スズキ，

ヒラスズキ，ヒラメおよびトラフグでは，ペルオキシダー
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Fig. 1 • Neutrophil of Exos lucius. (1) May-Grunwald fixation. Sample was fixed and stained withMay-Grunwald 
concentrated -sol ut削1.After the staini昭 for5 min， the sample was washed with distilled water. (2-6) May-Grunwald 
stain. After fixation and staining for 5 min with May-Gr.tinwald concentrated-solution， the sample was stained 
again for 10 min in May-Grunwald diluted with the following solutions : (2) distilled water (pH5.2)， (3) phosphate 
buffer (5 mM， pH5.0)， (4) phosphate buffer (5mM， pH7.0)， (5) phosphate buffer ('1日 M，pH5.0)， and (6) phos 
phate buffer ('115M， pH7.0). (7-15) Giemsa stain. After fixation for 5 min with methanol， the sample was stained 
with Giemsa solution diluted with the following solutions : (7) distilled water (pH5.2) at a rate of 1 : 20. Giemsa 
stain was for 15 min. (8) O.5mM phosphate bu.ffer (pH5.0) at a rate of 1 : 20. Giemsastain was for 15 min. (9) 
0.5mM phosphate buffer (pH5.0)at a rate of 1 : 20. Giemsa stain was for 60 min. (10) 0.5mM phosphate buffer 
(pH5.0) at a rate of 1・100.Giemsa stain was for 15 min. (11) 0.5mM phosphate buffer (pH7.0) at a rate of 1 : 20 
Giemsa stain was for 15 min. (12) 0.5mM phosphate buffer (pH7.0) at a rate of 1 :100. Giemsa stain was for 60 min 
(13) 1/日 Mphosphate buffer (pH5川 ata rate of 1 : 20. Giemsa stain was for 15 min. (14) '/1田 M phosphate buffer 
(pH7.0) at a rate of 1・20.Giemsa stain was for 60 min. (15) '/，田Mphosphate buffer (pH7.0) at a rate of 1: 100 
Giemsa stain was for 60 min. (16-24) May-Grunwald . Giemsa stain. After fixation and staining for 5 min with 
May-Grunwald concentrated-solution， the sample was stained with May-Grunwald diluted solution in various solu-
tions for 10 min， followed by staining with Giemsa under the following conditions目 (16)distilled water (pH5.2) at a 
rate of 1 : 20. Giemsa stain was for 15 min. (17) 0.5mM phosphate buffer (pH5.0) at a rate of 1 : 20. Giemsa stain 
was for 15 min. (18) 0.5mM phosphate buffer (pH5.0) at a rate of 1・20.Giemsa stain was for 60 min. (19) 0.5mM 
phosphate buffer (pH5.0) at a rate of 1・100.Gfemsa stain was for 15 min. (20) 0.5mM phosphate buffer (pH7.0) at 
a rate of 1 : 20. Giemsa stain was for 15 min. (21) 0.5mM phosphate buffer (pH7.0) at a rate of 1 : 100. Giemsa 
stain was for 60 min. (22) 1/1日 Mphosphate buffer (pH5川 ata rate of 1・20.Giemsa stain was for 15 min. (23) 
1/，日Mphosphate buffer (pH7.0) at a rate of 1・20.Giemsa stain was for 60 min. (24) 1ん田Mphosphate buffer 
(pH7.0) at a rate of 1 : 100. Giemsa stain was for 60 min. Note s G and Y-b 
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Table 1 . Summary of reactions of Exos 1叫ciusneutrophil to cytochemical tests 

Test 

Periodic acid Schiffreaction (PAS) 

PAS after digestion with α-amylase 

Alcian blue (pHl.O) 

Alcian blue (pH2.5) 

Toluidine blue (distilled water) 

Sudan black B 

Sudanm 

Oil red 0 

Alkaline phosphatase 

Acid phosphatase 

s -Glucronidase 

α-Naphtyl acetate esterase 

α-Naphtyl butyrate esterase 

Naphthol AS-D chloroacetate esterase 

Peroxidase 

一，non detection. 

Positive site (shape， number and size) 

Granule (round， many，φく0.3μm);Hyaloplasm 

Granule (amorphous， a few， equivalent to Y-body) 

Granule (round， many，φ<0.3μm) 

Granule (round， many，ゆ =0.5μn，equivalent 10 sG) 

Granule (round， some，ゆ く0.3阿n)

Granule (round， many，φく0.3μm)

Granule (round， a few，φく0.3J.l1D)

Granule (round， many，φく0.3問n)

Granule (round or oval， many，ゆ=0.5μn，equivalent to sG) 

ー一一一16

一一一1-9 -・・・・・・・圃・・・・・・・・・・・圃圃-

Fig. 2. Cytochemistry of Exos lucius neutrophil. (1) periodic acid Schiff reaction， (2) 
toluidine blue in distilled water， (3) sudan black B， (4) acid phosphatase， (5)β 
-glωronidase， (6) α-naphthyl acetate esterase， (7)α-naphthyl butyrate ester. 
ase， (8) naphthol AS-D chloroacetate esterase， (9) peroxidase. Bars= 10μm. 
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ゼ陽性頼粒はF頼粒に相当すると考えられているが，酸性

フォスファターゼ陽性頼粒はF頼粒とは異なるとされてい

る6-8)。

トルイジンブルー染色によりノーザンバイクの好中球に

種々の形態を示す青色の陽性部位が観察された。この陽性

部位は形態学的特徴から， Y小体に相当すると思われる。

これまでに，ブルーギル，メジナ，スズキ，ヒラスズキ，

タイリクスズキ， ヒラメおよびトラフグにおいても， トル

イジンブルー陽性部位が観察されており，形態学的特徴か

ら， Y小体に相当すると考えられている 6-9)。

本研究によって，ノーザンバイクの好中球は β頼粒とY

小体を有し，前者には酸性フォスファターゼとペルオキシ

ダーゼが，後者にはトルイジンブルー陽性物質が存在する

ことカf明らかとなった。

コイ(ニシン・骨鯨下区骨標上目コイ目)，ナイルテイ

ラピアとイサキ(正真骨下区糠鰭上目スズキ目)およびト

ラフグ(正真骨下区練鰭上目フグ目)では好中球にエオシ

ン好性頼粒 (α頼粒)も観察されているが 1-4，8) ノーザ

ンバイクには認められなかった。ノーザンバイクと同様

に，好中球にF頼粒とY小体を有し，他の頼粒が認められ

ない魚種は，スズキ目のメジナ，オオクチパス，ブルーギ

ル，スズキ，ヒラスズキ，タイリクスズキおよび正真骨下

区糠鰭上目カレイ目のヒラメである ト7.9)。したがって，

好中球にF頼粒とY小体を有す魚種の起源は，少なくとも

正真骨下区原糠鰭上目カワカマス自にまで遡ると考えられ

る。
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