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病原細菌Aeromonαshydrophilαに感染したコイの好中球の安本小体

近藤昌和¥高橋幸則

Yasumoto body in the N eutrophil of Common Carp Infected with 
pathogenic bacterium， Aeromonαs hydrophilα 

Masakazu Kondo t and Yukinori Takahashi 

Abstract: Morphological characteristics of neutrophil in common carp， Cyprinus caγ'pio infected wi.th 

pathogenic bacterium Aeromonas hydrophila were examined by light microscopy， The neutrophil was round 

or oval， and larger than the neutrophil of uninfected carp， The nucleus was round to ovaL The neutrophil 

possessed highly developed Yasumoto body (Y -body)， The Y -body formed meshwork structure and 

basophilic staining with May-Grunwald Giemsa， The Y-body was stained with toluidine blue or hematoxy-

lin， but not with periodic acid Schiff reaction， alcian blue， alkaline phosphatase， acid phosphatase，β 

-glucronidase， α-naphtyl acetate esterase，α-naphtyl butyrate esterase， naphthol AS-D chloroacetate 

esterase and peroxidas巴.
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緒 1=1 

各種真骨魚類(条鰭綱新鰭亜綱ハレコストム区真骨亜

区1))の好中球には， Romanovsky型染色性と形状が異な

る複数種の穎粒が存在し，穎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z-1~コイ Cypri抑制 carpio(ニシ

ン・骨標下区骨標上目コイ目)およびスズキ目(正真骨下

区練鰭上目)のナイルテイラピアOreochromisniloticusとイ

サキParapristiPomatrili即日tum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 (y頼粒)

の3種類の穎粒が認められる 2-5)。しかし，同じスズキ目

のメジナGirella仰向ctata，サンフイツシュ科魚類(オオク

チパスMicropterussalmoides，ブルーギルLepo刑 ismacrochir-

us) およびスズキ科魚類(スズキLateolabraxjaponicus，ヒ

ラスズキL.lat叫s，タイリクスズキL.sp.) では，s頼粒

は観察されるものの， α頼粒と Y頼粒は認められていな

い6.7，9)。また，スズキ目から派生したと考えられている

カレイ目(正真骨下区練鰭上目)凶のヒラメ Paralichthys

olivaceusにも ，s穎粒のみが観察されている 6)。さらに，
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スズキ目よりも系統進化上早期に出現したカワカマス目

(正真骨下区原線鰭上目)のノ ーザンバイクExosluciusに

もF頼粒のみが観察されている川。 したがって，好中球に

F頼粒のみを有する魚種の起源は，少なくとも正真骨下区

原線鰭上目カワカマス目にまで遡ると考えられる 11)。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(正真骨下区練鰭上目)凶の トラフグTakifugurub-

riPesでは， α穎粒と F頼粒が観察されているが y穎粒

は認められていない刷。

上記のコイを除く魚種では，穎粒の他に，好塩基性を示

す不定形の細胞内構造物が好中球に観察されている。この

構造物は，最初，ナイルテイラピアにおいて認められぺ

s頼粒と称されてきた 4-8)。しかし，同一個体の全ての好

中球で観察されるのではないことから，現在では安本小体

(Y小体) (Yasumoto body， Y-body) の名が付けられてい

る10日 )0 Y小体の構造および機能の詳細は明らかではない

が， トルイジンブルーに陽性であること， PAS染色には陰

性であり，種々の脂肪染色や酵素染色にも染まらないこと

が報告されている 7-11)。また，細菌感染時にヒトの好中球
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に観察されるデーレ小体との関連も指摘されている 7)。し

たがって，これまでに観察例のないコイにおいても，細菌

感染時には，好中球にY小体が認められる可能性がある。

本報告では，病原細菌AeromonashydroPhilaに人為感染さ

せたコイの好中球にY小体が出現するか否かを調べた。

材料および方法

本校小野臨湖実験実習場から搬入した雌雄各 1尾のマゴ

イを水産大学校の屋外水槽に収容し，自然産卵開始後に採

卵 ・採精し，乾導法によ って人工授精を行った。この受精

卵から，親魚を育成し，その雌雄各 1尾を用いて前述と同

様にして受精卵を得た。解化後，ミ ジン コDaphnia仰 lexを

初期餌料とし，ついで市販の配合飼料を事館耳して平均体重

50gに育成し，実験に用いた。ウナギから分離されたA.

Jり申ophila(A -3500株)を普通寒天平板培地で25"C， 24時

間培養後， 0.9%NaCl水溶液中に， 3.2X lO'cells/似の濃

度に懸濁した。これを，キナルジンを用いて麻酔したコイ

(30尾)の腹腔内に，0.2ml注射し，上面il昔、過装置を備え

たガラス水槽(水量約150i )に10尾ずつ収容した。実験

期間中は無給餌とし，水温23.0土1.0.Cで飼育した。なお，

l日1回，飼育水の%量を換水した。対照として， 0.9% 

NaCl水溶液を0.2州注射後，同様に飼育したコイ (15尾)

を用いた。注射後，経日的(1 ， 3 ， 5 ， 7 ， 16日後)にヘパ

リン溶液を含む注射器を用いて尾柄部血管から採血した 2)。

また，注射前の個体からも採血した。引きガラス法で血液

塗沫標本を作成し，蒸留水を希釈液として用いたMay-

Grunwald Giemsa染色を施した。また，各種細胞化学染色

は前報7lIこ従った。

結 果

感染 1日後には，血液中に好中球はほとんど観察されな

かった (3尾)。 また，感染 3日後から 7日後にかけて採

材した個体においても，注射前の個体 (3尾)に見られる，

Y小体を有さない好中球は認められなかった。しかし，感

染3日後には 3尾中 1尾に 5日後にはいずれの個体(2 

尾)においても， Y小体を有する好中球が少数認められた。

感染 7日後では， Y小体を有する好中球が標本上に多数観

察されるとともに， Y小体の数と大きさも顕著であった(2 

尾)。しかし，感染16日後にはY小体を有する好中球は稀

であり，注射前の個体と同様の好中球が対照区のそれと同

程度，標本上に観察された(2尾)。感染 1， 2 ， 3および

4日後には，それぞれ 4，8，5および l尾が発死したが，

5日後以降には発死は認められなかった。なお，対照区の

好中球には，注射前の個体と同様に，試験期間を通じてY

小体は認められなかった(各採材日につき 3尾使用)。

感染 7日後のコイの好中球は，直径13-16μmの円形ま

たは卵円形であり，対照区の好中球 (直径10-14μm)よ

りもわずかに大型であった (Fig.1)。核は円形から楕円

形であり，未感染区(対照区および注射前の個体)の好中

球に観察される分葉核は認められなかった。核の位置は，

未感染区のそれよりも偏在しており，核染色質の色調は，

未感染区が紫色であるのに対して感染区では青紫色であっ

、

Fig. 1. Neutrophil of common carp uninfected (1) and infected (2) with Aeromonas hyd. 
rophila. May-Grunwald • Giemsa stain. After fixation and staining for 5 min with 
May-Grunwald concentrated-solution， the sample was stained again for 10 min in 
May-Grunwald diluted with distilled water (pH5.2). followed by staining with 
Giemsa diluted with distilled water at a rate of 1: 100 for 60 min. Note Y-body 
(arrowheads) in 2. Bars = 10μm. 
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た (Fig.1 )。しかし，核内の染色質の形態には顕著な違

いは認められなかった。細胞質には，豊富な難染性穎粒 (β

頼粒)とともに，未感染区に比べて少数のエオシン好性頼

粒 (α頼粒)が観察された。また， Y小体は円形，卵円形，

コンマ形，紐状など，形態および大きさが多様であり，網

目状を呈するものも観察された (Fig.1)。

感染 7日後の好中球におけるY小体の細胞化学的特性を

Table 1に示した。Y小体は， periodic acid Schiff反応 (PAS)

に陰性であった。また，アルシアンブルー染色でも，陽性

反応を示さなかった。しかし 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頼粒と

ともに，網状の陽性部位が観察された (Fig.2 -1)。また，

ヘマトキシリンに対しでも， トルイ ジンブルーと 同様の染

色像を呈した (Fig.2 -2 )。なお，対比のために， 対照区

(7日後)の好中球のトルイジンブルー染色像とペルオキ

シダーゼーへマト キシリン染色像をFig.3に示した。

オイルレッド0，ズダン皿染色およびズダンブラックB

染色ではY小体は染色されず，また，各種酵素(アルカリ

性フォスファターゼ，酸性フォスファターゼ， s-グルク

ロニダーゼ， αーナフチルアセテートエステラーゼ， αー

ナフチルブチレートエステラーゼ，ナフトールAS-Dクロ

ロアセテートエステラーゼ， ペルオキシダーゼ)も，本小

体には検出されなかった。

考 察

本研究の結果から，病原細菌に感染したコイでは， Y小

体を有する好中球が血液中に出現することが明らかとなっ

た。また，料、体の出現は，感染直後ではな く，発死が収

束に向かう時期において顕著であり，発死が全く見られな

くなった耐過期 (16日後)には本小体はほと んど認められ

なかった。以上のことから，料、体の出現は，好中球の生

体防御機能の上昇や活性化と関連していると推察される。

ヘマトキシリンは，核酸に結合・呈色することから，核

の染色質の染色に常用されている。また，リボ核酸 (RNA)

も本染色剤に染まる。Y小体もヘマトキシリンに染まるこ

とから，本小体にはRNAが豊富に存在し，それは， RNA 

を構成要素として含むリボゾームに由来するのではないか

と考えられる。また， Y小体は様々な形態を示し，時には

紐状や網目状を呈することから，本小体は，リボゾームが

付着している粗面小胞体ではないかと思われる。したがっ

て，本小体は，細菌感染後に発現する生体防御関連タンパ

ク質を生産する部位であると考えられる。

感染コイに認められた好中球のY小体はトルイジンブ

ルーに陽性であるが， PAS染色やアルシアンブルー染色に

は陰性であった。また，種々の脂肪染色や酵素染色にも染

まらなかった。これらの細胞化学的性状は，他魚種 (未感

Tahle 1 . Summary of reactions of Y-body in neutrophil of common carp infected with Aer01即時ashydroPhila to 
cytochemical tests 

Test 

Periodic acid Schiff reaction (PAS) 

Alcian blue (pHl.O) 

Alcian blue (pH2.5) 

Toluidine blue (distilled water) 

Sudan black B 

SudanIIl 

Oil red 0 

Alkaline phosphatase 

Acid phosphatase 

s-Gl山即日dase

α-Naphtyl acetat怠 esterase

α-Naphtyl butyrate esterase 

Naphthol AS-D chloroacetat怠 esterase

Peroxidase 

Hematoxylin 

事+，positive; -， non detection. 

Reaction市

+ 

+ 
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ーー・E

A、
Fig. 2. Cytochemistry of Yasumoto body (y -body) in neutrophil of common carp infected 

with Aer01即時ashydroPhila (7 days after infection). (1) toluidine blue in distilled 
water， (2) peroxidase & hematoxylin. Note Y -body (arrowheads). Bars= 10μm. 

Fig. 3. Cytochemistry of neutrophil of commoncarp uninfected with Aer01附加shydγvPhila 
(1) toluidine blue in distilled water， (2) peroxidase & hematoxylin. Y -body lS not 
detected. Bars= 10 μm 

染魚、) のY小体と類似していた 7-11)。したがって，感染コ

イのY小体は，他魚種のものと同ーの構造物であると考え

られる。
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