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ヌタウナギ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

Morphological and Cytochemical Characteristics of N eutrophil from 
Hagfish， Eptαtretus burgeri 

Masakazu Kondo I and Yukinori Takahashi 

Abstract : Morphological and cytochemical characteristics of neutrophil in hagfish， Eptatretus burgeri were 

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

neutrophils were round or oval (15司 20μmin diameter) and the nucleus round to two lobul巴-shaped.Only 

on巴typesof granule; basophilic granule (Y G) was observed in the neutrophil. The Y G was round or 

oval (三五0.5μmin diameter) and stai問 dwith not only MG using d凶日ledwater and 5 mM phosphate buf-

fer， but also Giemsa and MGG. Alpha-naphthyl butyrate esterase was detected in the Y G. Yasumoto body 

(Y -body) was also observed in neutrophil and stained with toluidine blue 

Key words : neutrophil， granulocyte， hagfish， Eptatretus burgeri， morphology 

緒 Eコ

魚類は無顎上綱と顎口上綱に大別され，顎口上綱には軟

骨魚、綱，内鰭綱および条鰭綱(腕鰭亜綱，軟質亜綱，新鰭

亜綱)が含まれる 1)。著者らはこれまでに，真骨魚類(条

鰭綱新鰭亜綱ハレコストム区真骨車区 1))は好中球内頼粒

の種類数の違いから，少なくとも以下の 3群に大別される

ことを明らかにした。

I群:好酸性頼粒 (α穎粒)，難染↑生懸粒 (s頼粒)お

よび好塩基性穎粒 (Y穎粒)の 3種類の頼粒が好中球に認

められる魚1室。

E群 .α穎粒と F穎粒が認められる魚種。

E群 :s類粒のみが認められる魚稜。

I群には，真骨魚類の中で祖先種が最も早期に出現した

アジアアロワナScleropιgesformosus (アロワナ下区アロワナ

日)や 2) 即群の中で最も早期に出現したノーザ、ンバイク

Exos lucωs (正真骨下包原耕、鰭上巨カワカマス自)よりも

原始的な魚類であるコイ Cypri側 scaψio(ニシン・骨擦下

区骨鰻上自コイ呂)が含まれていることから 3.4) 1群の
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形質は真骨魚類好中球の原型であると推察される。スズキ

目(正真骨下区糠鰭上自)のナイルテイラピアOreochromis

niloticusとイサキParapristiP01叩 trilineatumもI群に含まれ

るが， 6) III群にもメジナGiγellapunctata，オオクチパス

Micropterus salmoides，ブルーギルLepomismacrochirus，ス

ズキLateolabraxjaponicus，ヒラスズキL.latus，タイリクス

ズキL.spといったスズキ日魚類が含まれることから 7-9)

I群と盟群の関連は不明である。また， III群には，ノーザ、

ンバイク(正真骨下区原赫鰭上回カワカマス呂)や1ペス

ズキ日から派生したとされるヒラメ Paralichthysolivaceus 

(正真骨下区腕鰭上回カレイ目)山が含まれることから

現生真骨魚類のうち，新顎類 1) に広範囲に渡って受け継

がれている形質と考えられる。一方， II群のトラフグ

Takifugu rubγψes は山正真骨下区線鰭上自フグ自に属し，

ヒラメと同様にスズキ尽から派生したと考えられているが山，

これまでに， トラフグと問様の好中球は他魚種には認めら

れておらず，本群と他の群との関係は明らかではない。ま

た，各群内および各群問における好中球機能の類似性や相

違も不明である。
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前報において，著者らは真骨魚類とともに条鰭綱に含ま

れる腕鰭亜綱ポリプテルス目 1) に属するポリプテルス

エンドリケリーPolyptemselldlicheriについて，好中球の形

態学的特性を明らかにした川。 その結果，P. endlicl切れの好

中球には 2種類のα頼粒 (α 1穎粒と α-2頼粒)と 7

頼粒が観察された。しかし，s穎粒は観察されなかった川。

したがって， α穎粒と Y穎粒の起源、は真骨亜綱と腕鰭亜綱

の共通の祖先まで遡るが，s頼粒は真骨魚類の出現時に得

られた形質であると考えられた 1心。

無顎上綱にはヌタウナギ綱 (1日メクラウナギ綱)と頭甲

綱(ヤツメウナギ類)が含まれ，現存する脊椎動物の中で，

最も原始的な動物群と考えられてきた。現在，無顎類は初

期の脊椎動物の多くの系統群をまとめたものであり ，顎口

類と対時する単系統群ではないと考えられる こ とから，書~

顎類を含む初期の脊椎動物の分類体系は確立されたものと

はいえなくなっている 1)。しかし，ヌタウナギ類は，脊椎

動物の最初の系統とされている 1)。これまでにも，ヌタウ

ナギ類の血液中に，好中球様の頼粒性白血球が存在するこ

とが報告されている 1九 しかし，著者らのこれまでの報告

2・10・12-1-1)のように，種々の条件下でRomanowsky型染色を行

い，形態学的特徴を明らかにすることは行われていない。

本研究では，魚類における好中球穎粒の多様性ならびに

条鰭類の好中球に観察される各種頼粒の起源を明らかにす

るために，ヌタウナギ綱ヌタウナギ目ヌタウナギ科のヌタ

ウナギEptatretusburge円について，好中球のRomanowsky型

染色性を調べるとともに，細胞化学的特性を明らかにした。

材料および方法

実験動物

下関市蓋井島の沖合で採取されたヌタウナギ(全長約40

cm)を水産大学校の飼育施設に搬入し 1週間馴致飼育

したのち実験に供した (水温約15'C)。なお，思11致期間中

は無給餌とした。

Romanowsky型染色法および細胞化学染色法

MS222で麻酔したヌタウナギの尾部副心臓から血液を採

取した。ヌタウナギ血液は体外で凝固しないが，著者らの

これまで報告と比較するために，採血には，ヘパリンを少量

入れた注射器を用いた。引きガラス法によ って血液塗沫標

本を作製し，各種染色を施した。なお，各種条件における

Romanowsky型染色法および各種細胞化学染色法は前報14)

』こ{追った。

貧食試験

Vibrio anguillaru7n (NCMB-6 *来)をプレインハートイ

ンフュージョン寒天培地上で25'C，24時間培養後， 3 

%NaCl水溶液に1.0 x 1010 cfu/mlとなるよう懸濁した。採

取したヌタウナギ血液と菌液を等量混合し， 18'Cで 1時間

培養後，塗沫標本を作製し，メイーグリユンワルド (MG)

ギムザ染色を施して顕微鏡観察した。なお，血液中の各種

血球の存在比は，赤血球 他の血球が約10:1であり，赤

血球以外の血球に占める好中球の割合は約15%であった。

結果

ヌタウナギの血液中に活発な貧食能を有する頼粒性白血

球(好中球)が観察された (Fig.1 )。この血球は，長径15

-20μmの円形または卵円形であり，細胞質には好塩基性

頼粒(y頼粒)が観察された。しかし，好酸性頼粒 (α頼

粒)と難染性穎粒 (s穎粒)は認められなかった。また，

好塩基性を呈し，不定型の安本小体 (Y小体)も稀に観察

された。種々の形態の核が偏在しており ，分業核(2分葉

まで)も認められた。

Y頼粒は，円形または卵円形で長径0.5μmtJ，下であっ

た。本穎粒は， MG原液(メタノール溶液)では染色され

なかった (Fig.2)。希釈液に蒸留水および 5mMリン酸緩

衝液 (pH5.0-8.0) を用いたMG染色では，多数の淡青色

頼粒として観察された (Fig.3 -1 -3 -3 )。 しかし '115M

、
、守

、司r
、司「
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Fig. 1 . Phagocytosis of Vibrio aηguillant1H by hagfish， 

Eptωat什γeωtuωsburgeηneu山trophi汁1.May-Gr勾unwald. 
Gi閃er町m百lsastain using phosphat旬ebuf日fel引r伊 (οlソ/
7.0ω). Giemsa solution was diluted in I1日 Mphos. 
phate buffer at a rate of 1 : 100. Giemsa stain was 
for 60 min. Note phagocytized bacteria and cyto. 
plasmic basophilic granules (r G). Arrowheads 
show r G. Bar=10μm 
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リン酸緩衝液を用いたMG染色では，いず、れのpHにおいて

も本穎粒は認められなかった (Fig.3 -4 - 3 -6 )。本頼

粒のギムザ染色性お よびMG・ギムザ (MGG) 染色性を調

べたところ，いずれの希釈液を用いても多数の淡青色穎粒

として観察された (Fig.4 ， 5 )。 また，希釈液にpH5.0の

5mMリン酸緩衝液を用いて， MGG染色を施した標本では，

ギムザ染色液の希釈率を 1: 20，染色を60分間行った場合，

細胞質基質が赤紫色を呈したが， )'穎粒は， 他の条件の場

Fig. 2. A hagfish， EptatγetHs burgeri neutrophil stained 
with May-Grunwald concentrated-solution， which 
served as agents for both fixation and staining 
After the staining for 5 min， the sample was 
washed with distilled water. Bar= 10μm 

f4l 

合と同様に淡青色であった (Fig.5 -5 )。

Y小体は，いずれの染色条件においても少数の好中球に

観察された (Fig.4 ， 5)。本小体は円形，卵円形，コンマ

形， ドーナツ形など，形態および大きさは多様であった。

ヌタウナギ好中球の細胞化学的特性をTable1に示した。

各種酵素染色を行ったところ， αーナフチルプチレートエ

ステラーゼ (αNBE)活性が検出され，陽性頼粒は直径0.5

μm以下の円形または卵円形であり，細胞質に多数観察さ

れた (Fig.6 -1 )。しかし， アルカリ性フォスフ ァターゼ

(AIP)，酸性フォスファターゼ (AcP)， sグルクロニダー

ゼ (s-Glc)，αーナフチルアセテー トエステラ ーゼ (α

NAE)，ナフトールAS-Dクロロ アセテートエステラ ーゼ

(NASDCAE) およびペルオキシダーゼ活性は認められな

かった。オイルレ ッド0，ズダン Eおよびズダンブラック

B (SBB)染色でも陽性頼粒は観察されなかった。αーアミ

ラーゼ処理によって完全に消失するPeriodicacid Schiff反

応 (PAS) 陽性頼粒(円形，直径約0.3μm) が細胞質に

多数散在していた (Fig.6-2)。細胞質基質も PASで弱陽

性であったが，こ れも α 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 (TB)によ

る染色では，種々の形態を示す青色の構造物が稀に観察さ

れた (Fig.6 -3)。

Fig. 3. Hagfish， EptatγetHs burgeri n巴utrophilstained with May-Grunwald solution under various conditions. 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 the following solutions : (1) distilled water， (2) phosphat巴 buffer(5 mM， pH5. 0)， (3) 
phosphate buffer (5 mM， pH8.0)， (4) phosphate buffer ('115M， pH5.0)， (5) phosphate buffer ('115M， pH7.0)， 
(6) phosphate buffer ('115M， pH8.0). Bars=10μm 
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Fig. 4. Hagfish， Eptat刊 tHSburgeri neutrophil under various staining conditions. Giemsa stain. After fixation for 5 min with 
methanol， the sample was stai問 dwith Giemsa solution diluted as follows : (1) Giemsa solution was diluted in d凶 il-
led water at a rate of 1 : 20. Giemsa stain was for 15 min. (2) Giemsa solution was diluted in distilled water at a 
rate of 1 : 20. Giemsa stain was for 60 min. (3) Giemsa solution was diluted in distilled water at a rate of 1・ 100
G町 nsastain was for 15 min. (ωω4ω) G町 nsasolt山 onwas clill巾 din 0.5 mM phosphate buffer (pH 5.0) at a 日 teof 1 : 
20. Giemsa stain was for 15 min. (5) Giemsa solution was diluted in 0.5 mM phosphat巴 buffer(pH 5.0) at a rate of 
1 : 20. Giemsa stain was for 60 min. (6) Giemsa solution was diluted in 0.5 mM phosphate buffer (pH5.0) at a 
rate of 1 : 100. Giemsa stain was for 15 min. (7) Giemsa solution was diluted in 0.5 mM phosphate buffer (pH8.0) 
at a rate of 1 : 20. Giemsa stain was for 15 min. (8) Giemsa solution was cliluted in 0.5 mM phosphate buffer (pH 
8.0) at a rate of 1・20.Giemsa stain was for 60 min. (9) Giemsa solution was diluted in 0.5 mM phosphate buffer 
(pH8.0) at a rate of 1 : 100. Giemsa stain was for 15 min. (10) Giemsa solution was dilutecl in 1/印 M phosphate 
buffer (pH5.0) at a rate of 1: 20. Giemsa stain was for 15 min. (11) Giemsa solution was dilutecl in 1/1叩 M phos-
phate buffer (pH 5.0) at a rate of 1 : 20. Giemsa stain was for 60 min. (12) Giemsa solution was dilutecl in 1/四 M
phosphate buffer (pH5.0) at a rate of 1: 100. Giemsa stain was for 15 min. (13) Giemsa solution was cliluted in 
1/1田 M phosphate buffer (pH 7.0) at a rate of 1 : 20. G凹 nsastain was for 15 min. (ω14心)G町 nsasol川u川l此t削 Iwas 【dω出li山ill巾 d
l叩日 1ソ/ん1叩 M phosphat句ebuf行f“加E引r(pH7.0ω) a凶ta rate of 1 : 20. Giぽemsastain was for 60 m叩l叩日 (ω15ω) Gi児E印ms
l凶ut民ecli川n1ソ/んi刷5田oM phosphate b机buf打fe引r(pH7.0) at a rat巳of1 : 100. Gi巴emsastalf口1was foωr 15 mi川n.Arrowh巴adsshow 
Y-body. Bars=10μm . . 
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Fig. 5. Hagfish， Eptatretus b!日'gerineutrophil under various staining conditions， May-Grunwald . Giemsa stain， (1) distilled 
wateL G町田asolution was dil¥巾 din distill巴dwater at a rate of 1 : 20， Giemsa stain was for 15 min， (2) distilled 
wateL Giemsa solution was diluted in distilled water at a rate of 1 : 20， Giemsa stain was for 60 min， (3) distilled 
wateL Giemsa solution was diluted in distilled water at a rate of 1 100， Giemsa stain was for 15 min， (4) phos 
phate buffer (5 mM， pH 5，0)， Giemsa solution was diluted in 0，5 mM phosphat巴bufferat a rate of 1 : 20， Giemsa 
stain was for 15 min， (5) phosphate buffer (5 mM， pH5.0)， Giemsa solution was diluted in 0.5mM phosphate buf-
fer at a rate of 1: 20， Giemsa stain was for 60 min， (6) phosphate buffer (5 mM， pH5.0)， Giemsa solution was di 
luted in O. 5mM phosphate buffer at a rate of 1 : 100， Giemsa stain was for 15 min. (7) phosphate buff巴r(5 mM， pH 
8.0)， Giemsa solution was diluted in 0.5mM phosphate buffer at a rate of 1 20， Giemsa stain was for 
15 min， (8) phosphate buffer (5 mM， pH 8. 0)， G凹 nsasolution was diluted in O. 5mM phosphate buffer at a rate of 
1: 20， Giemsa stain was for 60 min， (9) phosphate buffer (5 mM， pH8.0)， Giemsa solution was diluted in 0.5mM 
phosphate buffer at a rate of 1: 100， Giemsa stain was for 15 min， (10) phosphate buffer (I/15M， pH5.0)， Giemsa 
solution was diluted in 1/lsoM phosphate buffer at a rate of 1 : 20， Giemsa stain was for 15 min， (ll) phosphate buf-
fer (I/15M， pH5.0)， Giemsa solut川 1was diluted in 1/1回 M phosphate buffer at a rate of 1 : 20， Giemsa stain was for 
60 min， (12幻)phosphate buf任fe引r(υ1/ 
1 : 100， GiぼE印msastain was for 15 min. (13) phosphate buffer (1/15 M， pH 7.0)， Giemsa solution was dilut巳din 1/1田 M
phosphate buffer at a rate of 1 : 20， Giemsa stain was for 15 min， (14) phosphate buffer (1/15 M， pH 7.0)， Giemsa 
solut川 1was diluted in 1/1田 M phosphate buffer at a rate of 1 : 20， Giemsa stain was for 60 min， (15) phosphate buf-
fer (I/15M， pH7.0)， Giemsa solution was diluted in 1/lsoM phosphate buffer at a rate of 1 100， Giemsa stain was 
for 15 min， Arrowheads show Y-body， Bars=10 μm， 
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1 一一-J団
Fig. 6. Cytochem凶 ryof hagfish， Eptatretus blげgerineutrophil. (1)α-naphtyl butyrate esterase， (2) periodic acid Schiff 

問 act叩

Table 1. Summary of reactions of hagfish， Ettαtretus burgeri neutrophil to cytochemical tests 

Test 

Periodic acid Schiffreaction (PAS) 

PAS after digestion with α-amylase 

Alcian blue (pHl.O) 

Positive site (shape， number and size) 

G1'anule (round， many，ゆ =0.3μm);Hyaloplasm 

Alcian blue (pH2.5) 

Toluidine blue in distilled water 

Sudan black B 

G1'anule (amo1'phous， a few， equivalent to Y-body) 

Sudanill 

Oil red 0 

Alkaline phosphatase 

Acid phosphatase 。-Gluc1'onidase

α-Naphtyl acetate este1'as巴

α-Naphtyl buty1'ate este1'ase G1'anule (1'ound 01' oval， many，φ亘0.5μm，equivalent to yG) 

Naphthol AS-D chloroacetate este1'ase 

Pe1'oxidase 

， non detection. 

考 察

ヌタウナギの好中球には，好塩基性頼粒 (r穎粒)と好

塩基性のY小体が観察された。

Y穎粒は，P. end lic heri，アジアアロワナ，コイ，ナイルテイ

ラピアおよびイサキの好中球にも観察されており，いずれ

の魚種においても円形または卵円形である 2-6川。また，

本頼粒の長径はP.endlicheriで約0.5μm以下 lペ アジアア

ロワナで0.3μm以下2) コイで0.4μm以下ペナイルテイ

ラピアとイサキでは0.3μm以下である 5.6)。ヌタウナギの

Y頼粒も，円形または卵円形で長径0.5μm以下で、あり，

形状および大きさが前述の魚種と類似していた。しかし，

本穎粒のRomanowsky型染色性は魚種聞に違いが認められ

た (Table2 -1 ， 2 -2 )。ヌタウナギのY頼粒は，希釈液に

蒸留水および 5mMリン酸緩衝液を用いたMG染色によ っ

て，多数のi炎青色頼粒として観察された。しかし，'115M 

リン酸緩衝液を用いたMG染色では染色きれなかった。ま

た，本頼粒はいずれの希釈液を用いても，ギムザ染色およ

びMGG染色によって淡青色を呈し，多数の Y穎粒が観察

された。 一方，P. e叫dlicheriのY穎粒はMG染色では認めら

れず，ギムザ染色では，少数の頼粒のみが染色されるl4)。

また， MGG染色では pH7.0および~p H8 . 0の '/ ' 5 Mリン酸緩
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Table 2 -1. Summary of Romanowsky-type staining characteristics of γgranule in hagfish and 

actinopterygians neutrophil 

Numberofγgranules observed in each staining preparation，1 
Stain2.3 Eb Pe v Cc 011 Pt 

MG (both fixation and stain) NO NO NO NO NT NT 
MG:DW many NO NO NO NO NT 

:5nホ;[PB， pH5.0 many NO NO NO NO NO 
:5n岱;[PB， pH6.0 many NO NO NO some NO 
: 5mM PB， pH7.0 many NO NO NO many NO 
5mM PB， pH8.0 many NO many NO NT NT 
: 1/15 M PB， pH5.0 NO NO NO NO NO NO 
: 1/15 M PB， pH6.0 NO NO NO NO some NO 
: 1/15 M PB， pH7.0 NO NO NO NO many NO 
: 1/15 M PB， pH8.0 NO NO som巴 NO NT NT 

G : DW， 1:20， 15 min many some many NT many NT 
: DW， 1 :20， 60 min many some many many many NT 
: DW， 1:100，15 min many NO som巴 NT NT NT 
: DW， 1:100，60 min many some some many NT NT 
0.5mM PB， pH5.0， 1:20， 15min many so立le many NT some NT 
: 0.5mM PB， pH5.0， 1:20， 60min many some many many NT NT 
0.5mM PB， pH5.0， 1:100， 15 min many NO some NT NT NT 
: O.5mM PB， pH5.0， 1:100，60 min many some some many NT NT 
: 0.5nホ;[PB， pH6.0， 1:20， 15min many som巴 many NT many NT 
: 0.5mM PB， pH6.0， 1:20， 60min many some many many NT NT 
: 0.5mM PB， pH6.0， 1:100，15 min many NO som巴 NT NT NT 
: 0.5mM PB， pH6.0， 1:100，60 min many som巴 many many NT NT 
: 0.5mM PB， pH7.0， 1:20， 15min many some many NT many NT 
: 0.5mM PB， pH7.0， 1 :20， 60min many some many many NT NT 
: 0.5mM PB， pH7.0， 1: 1 00， 15 min many NO many NT NT Nτ 
: O.5mM PB， pH7.0， 1:100，60 min many some many many NT NT 
: 0.5mM PB， pH8.0， 1 :20， 15min many some many NT NT NT 
: 0.5mM PB， pH8.0， 1:20， 60min many som巴 many NT NT NT 
: 0.5mM PB， pH8.0， 1: 1 00， 15 min many NO many NT NT NT 
: 0.5mM PB， pH8.0， 1:100，60 min many some many NT NT NT 
: 1/150 M PB， pH5.0， 1:20， 15 min many som巴 many NT NO NT 
: 1/150 M PB， pH5.0， 1・20，60min many som巳 many many NT NT 
: 1/150 M PB， pH5.0， 1:100， 15 min many NO many NT NT NT 
: 1/150MPB，pH5.0， 1:100，60min many some many many NT NT 
: 1/150 M PB， pH6.0， 1:20， 15min many some many NT NO NT 
: 1/150 M PB， pH6.0， 1 :20， 60min many some many many NT NT 
: 1/150 M PB， pH6.0， 1:100，15 min many NO many NT NT NT 
: 1/150 M PB， pH6.0， 1:100，60 min many some many many NT NT 
: 1/150 M PB， pH7.0， 1:20， 15 min many so宜le many NT many NT 
: 1/150 M PB， pH7.0， 1:20，60 min many som巴 many many NT NT 
: 1/150 M PB， pH7目0，1:100，15min many NO many NT NT NT 
1/150 M PB， pH7.0， 1:100，60 min many some many many NT NT 
1/150 M PB， pH8.0， 1 :20， 15 min many some many NT NT NT 
: 1/150 M PB， pH8.0， 1 :20，60 min many some many NT NT NT 
1/150 M PB， pH8.0， 1:100， 15min many NO many NT NT NT 
1/150M PB， pH8.0， 1:100， 60min many some many NT NT NT 

IEb， Eptatretus burgeri (hagfish， present report); Pe， Polypterus el1dlicheri (Kondo and Takahashi (2009)14))ヲミ(， Scleropαges 
formosus (asian arowana， Kondo and Takahashi (2009)2)); Cc，ぐypril1uscwpio (common carp， Kondo et al. (2002)4)); On， 
Oreochromis niloticus (Nile tilapia， Yasumoto et al. (2003) 5)); Pt， Parapristipoma trilil1eαtum (strip巴dgrunt， Kondo et al. (2004) 6)); 
NO， not observed; NT， not tested. 
2MG， May-Grunwald; G， Gi巴msa;MGG， May-Grunwald . Giemsa; DW， distilled water; PB， phosphate buffer; 1:20 and 1:100， 
dilution ratio (Giemsa:diluent); 15 min and 60 min， time ofGiemsa stain. 
3Diluent for Giemsa ofMGG stain were DW， 0.5 mM PB or 1/150 M PB. 
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Table 2 -2. Surnrnary of Rornanowsky-type staining characteristics of Y granule in hagfish and 
actinopterygians neutrophil 

Number ofy granules obs_erved in each stainingyreparation" 

Stain2.3 Eb Pe 与f Cc 011 Pt 

MGG: DW， 1:20， 15 min many NO some NO many NT 

: DW， 1 :20， 60 min many NO many many many NT 

: DW， 1:100，15 min many NO so立le NO so紅1巴 NT 

:DW，1・100ヲ60min many NO som巴 NO some NT 

: 5mMPBヲpH5.0，1:20， 15min many NO som巴 NO NO NO 

5mIvIj>B， pH5.0， 1:20， 60min many NO many many NO NT 

5nuV[_j>B， pH5.0， 1:100， 15 min many NO some NO NT NT 

: 5nuV[ PB， pH5.0， 1:100，60 min many NO many NO NT NT 

5nuV[ PB， P狂6.0，1:20， 15min many NO so紅1巴 NO many NO 

5lJl!V[ PB， pH6.0， 1 :20， 60min many NO many many many NT 

5lJl!V[PB，pH6.0， 1:100， 15min many NO some NO NT NT 

5mM PB， pH6.0， 1:100，60 min many NO many som巴 NT NT 

5mM PB， pH7.0， 1:20，15min many NO many som巴 many many 

511ホt1PB，pH7.0， 1:20， 60min many NO many many many NT 

511ホt1PB，pH7.0， 1:100，15 min many NO many so政le NT NT 

5mM PB， pH7.0， l: 100~0 min many NO many som巴 NT NT 

:5mM PB， pH8.0， 1:20， 15min many NO many NT NT NT 

: 5mM PB， pH8.0， 1 :20， 60min many NO many NT NT NT 

: 5mM PB， pH8.0， 1・100，15min many NO many NT NT NT 

511ホ1:PB， pH8.0， 1:100，60 min many NO many NT NT NT 

: '1'5MPB，pH5.0，1:20， 15min many NO some NO NO NO 

: '1'5M PB， pH5.0，1:20， 60min many NO so立le 日lany NO NT 

: '115M PB， pH5.0，):100， 15 min many NO some NO NT NT 

: '115M PB， pH5.0，1:100， 60 min many NO so立le NO NT NT 

: '/15 M PB， pH6.0，_1:20， 15 min many NO many some many NO 

: '1'5MPB，pH6.0， 1:20，60min many NO many many many NT 

: 1/15M PB， pl:I6.0， 1:100， 15 min many NO many NO NT Nτ 

: 1/15M PB， pH6.0， 1:100，60 min many NO many some NT NT 

: '1'5M PB， pH7.0， 1:20， 15min many many many many many many 

: 1/'5M PB， pH7.0， 1:20， 60min many many many many many NT 

: '1'5M PB， pH7‘0，1:100，15 min many NO many so釘1巴 NT NT 

: '115M PB， pH7.0， 1:100，60 min many NO many many NT NT 

: '115M PB， pH8.0， 1:20， 15 min many many many Nτ NT NT 

: '/15 M PB， pH8.0， 1 :20，60 min) many ll!any many NT NT NT 

: 1/'5MPB，pH8.0， 1:100， 15min many NO many NT NT NT 

: '1'5MPB，pH8.0， 1:100，60min 日lany NO many NT NT NT 

'Eb， Eptatretus burgeri (hagfish， pr巴sentreport); Pe， Polypterus el1dlicheri (Kondo and Takahashi (2009)14)); Sj， Scleropαges 

formosus (asian arowana， Kondo and Takahashi (2009)勺 Cc，Cyprin山 C仰 io(common carp， Kondo et α1. (2002)4)); On， 
Oreochromis niloticus (Nile tilapia， Yasumoto et al. (2003) 5)); Pt， Pαrapristipoma trilineatum (striped grunt， Kondo et al. (2004)的);
NO， not observed; NT， not test巴d.
2MG， May-Grunwald; G， Giemsa; MGG， May-Grunwald . Giemsa; DW， distilled water; PB， phosphate buffer; 1:20 and 1:100， 
dilution ratio (Giemsa:diluent); 15 min and 60 min， time ofGiemsa stain 
3Diluent for Giemsa ofMGG stain were DW， 0.5 nホ1:PB or 1/，50 M PB. 

街i夜を希釈液として用いた場合に観察される刊。アジアア

ロワナの γ穎粒は， pH8.0のリン酸緩衝液を希釈液として

用いた場合のみにMG染色に染まり， 5mMで、は多数の，

色時間を長くするほど染色される穎粒の数が増加する 4)。

また，リン費支緩衝液の濃度が低い (5mM)場合にはpH7.0

で染色されるのに対して，高濃度 (1/15M) で、はpH6.0お

よびpH7.0で染色される 4)。さらに，アジアアロワナと問

様に，ギムザ、染色のみを施した標本にも本穎粒は観察され

る4)。ナイルテイラピアでは，本穎粒は蒸留水を用いた

MG染色には染まらない 5)。しかし，リン酸緩衝液を用い

たMG染色では，いずれの濃度の緩衝液においても pH6.0

および7.0で染まり， MGG染色では蒸留水および、pH6.0と

7.0の緩衝液で染色される 5)。また，ギムザ染色では蒸留

l/ISMでは少数の Y頼粒が観察される 2)。また， MGG染色

では，いずれの濃度およびpHのリン酸緩衝液を用いても，

ギムザ染色時間を長くすることで，多数の Y穎粒が観察さ

れる 2)。さらに，ギムザ染色のみを施した標本にも本穎粒

は観察され，ギムザ染色液中のギムザ原液の濃度が高いほ

ど多数の穎粒が染色される 2)。コイのγ頼粒はMG染色では

染まらず，アジアアロワナと同様に， MGG染色のギムザ染
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水を用いた場合，多数観察されるが，低濃度のリン酸緩衝

液で、はpH5.0で少数の， pH6.0および7.0では多数の Y穎粒

が観察され，高濃度ではpH5.0および6.0において本頼粒

は認められず¥pH7.0において多数観察されている 5)。イ

サキの Y穎粒はMG染色には染まらず， MGG染色では，い

ずれの濃度の緩衝液を用いてもpH7.0で、は観察されるが，

pH5.0およびpH6.0では染色されない 6)。以上の染色性の

違いから，ヌタウナギ好中球の Y頼粒の内容物や機能は，

P. endlicheri，アジアアロワナ， コイ，ナイルティラピア

ならびにイサキとは異なると思われる。

ヌタウナギ好中球には，好酸性懸粒 (α穎粒)および難

染性穎粒(グ頼粒)が観察されなかった。 α穎粒はこれま

でにP.endlicheriおよび真骨魚類のアジアアロワナ，コイ，

ナイルティラピア，イサキ， トラフグで観察されている

2-6.13，14)。また，これまでに著者らが報告した全ての真骨

魚種では，好中球に F頼粒が認められており 2-10.12日い

ずれの魚種においても F頼粒は円形から卵円形である。

Y小体は，これまでに著者らが報告した真骨魚種のう

ち，コイ以外で認められている .5-10，12山。また，コイに

おいても，病原細菌AeromonashydroPhilaに人為感染させ

ることで，本小体を有する好中球が血液中に出現すること

が明らかとなっている出。さらに，P. endlicheriの好中球

にもY小体が観察されている14)。

以上のことから，魚類好中球の γ穎粒およびY小体の起

源は，脊椎動物の共通の祖先にまで趨ると考えられる。ま

た， α頼粒は少なくとも真骨亜綱と腕鰭更綿の共通の祖先

の出現時に，またP頼粒は真骨魚類の出現時に得られた%

質であると考えられる。

ヌタウナギ好中球にはαNBE活性が検出された。本酵素

陽性穎粒は，直径約0.5μm以下の円形または卵円形であ

り，縮胞質に多数観察されたことから y穎粒に相当する

と考えられる。また，好中球にはPAS陽性頼粒も多数観察

された。しかし， PAS揚性頼粒は直径約0.3μmの円形で

あることから y穎粒とは形状および大きさが異なる。さ

らに， PAS陽性頼粒はαーアミラーゼ、によって完全に消化

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 y穎粒とは異なると考えられる。

これまでに， A1PはP.eηdlicheriとメジナに12.14) AcPは

P. endlicheri，ノーザ、ンバイク，スズキ，ヒラスズキ，メ

ジナ，ヒラメおよびトラフグに 9.札ロ凶，s-Glc はP.end-

licheriとノーザンバイクに10，1ヘαNAEはP.end 1 ic heri ，ア

ジアアロワナ，ノーザ、ンバイク，スズキ，ヒラスズキ，メ

ジナ，ヒラメおよびトラフグに，9，10，12-14)αNBEはP.end-

licheri，アジアアロワナ，ノーザンバイク，メジナおよび

トラフグに 2.此 12-1'ヘNASDCAEはP.endlicheri，アジアア

ロワナ，ノーザンバイク，スズキ，ヒラスズキおよびトラ

フグに検:出されている 2.9比日凶。また， SBBI湯↑生頼キ立は，

P. endlicheri，アジアアロワナ，ノーザ、ンバイク，ブルー

ギル，スズキ，ヒラスズキ，メジナ，ヒラメおよびトラフ

グの好中球に観察されている .8-山日九これらのうち，P. 

endlicheri好中球で、は， α同 1頼粒にA1P，AcP， s -Glc， 

αNAE，αNBEおよび NASDCAEが存在し， SBB陽性で

あると考えられている1-1)。また，ノーザ、ンバイク好中球の

Acpi舌性は戸懸粒に10) アジアアロワナのNASDCAE活性

はY頼粒に相当すると考えられている 2)。しかし，多くの

魚種における各酵素およびSBB陽性頼粒と， Romanowsky 

型染色によって認識される穎粒との関係は不明である場合

が多い。一方，ペルオキシダーゼはこれまでに，アジアア

ロワナ，ノーザンバイク，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において観察されてお

り，穎粒数，大きさおよぴ7形f杉芸状が類似していることから，

本喜群孝素はF頼粒に局在すると考えられる 2.8一寸10，1

し，P. eηdlicheri好中球にはペルオキシダーゼ活性が認め

られていない刊。 P.endlic heri好中球に本酵素活性が認め

られなかった玉虫白として，P. endlicheri好中球には本来的

に戸頼粒が存在しないことがあげられている14)。ヌタウナ

ギにおいてもペルオキシダーゼ活性が認められず， β頼粒

も観察されないことから，魚類好中球のF穎粒はペルオキ

シダーゼ陽性頼粒であるといえる。ヒト好中球には 3種類

の頼粒(アズール穎粒，特殊頼粒，ゼラチナーゼ穎粒)と

分泌小胞が存在し山， AcPやs-Glcといったリソソーム酵

素とともにPOがアズール穎粒に 17凶， A1Pが分泌小泊に認

められている問。また， ヒト女子中E求ではNASDCAEカ{t食出

されているが， αNABとαNAEはほとんど認められない問。

P. end 1 ic heri ，アジアアロワナ，ノーザンバイク，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，好中球にTB~制全部位が

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 2，8-10，12-14)。また，コイにおいても Aeromo-

nas hydrOPhila感染によって出現した好中球のY小体は，

TBに揚性であることが報告されている附。本研究結果か

ら，ヌタウナギ好中球においても TBによって染色され，

種々の形態を示す構造物が観祭され，形態学的特徴から，

Y小体に相当すると思われる。

本研究によって，ヌタウナギの好中球は細臨質に 1種類

の頼粒 (y穎粒)とY小体を有し y穎粒にはαNB況が，
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Y小体にはトルイジンブルーで染色される物質が存在する

ことが明らかとなった。

エステラーゼは，エステル結合を加水分解する酵素の総

称でありベリソソーム酵素の一種でもある制。一般に，

エステラーゼは非特異的エステラーゼと特異的エステラー

ゼに亙分されベ αNBEはαNBを基質として検出される非

特異的エステラーゼとされている則。したがって，ヌタウ

ナギ好中球の Y穎粒はリソソーム性頼粒であり，好中球に

よって食食された異物を処理する働きがあると考えられ

る。
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