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Vibrio harveyiに感染させたマダイの好中球顆粒

近藤昌和［原田宗幸，安本信哉

N eutrophil Granules of Red Sea bream Pagrus major 
Infected with Vibrio harveyi 

Masakazu Kondo t, Muneyuki Harada and Shinya Y asumoto 

Abstract : Three types of granules, two extraordinary types and one inducible type, were observed in the 

neutrophils of red seabream Pagrus major infected with Vibrio harveyi. Both extraordinary granule types (eoG-1り
eoG-2勺hadsimilar morphologies but different cytochemical characteristics to those of ordinary granules (oG-1, 
oG-2) from non-infected fish. The eoG-lvh showed chromophobic, simple morphology (without stratified 

structure), peroxidase positive and lack of lysozomal enzymes. The eoG-2vh was stratified granule with two-

layer structure [inner eosinophilic layer (LO) and outer chromophobic layer (Ll)]. Lysozomal enzymes [acid 

phosphatase, p-glucuronidase (P-Glu) and esterases] and peroxidase (PO) were localized in LO and Ll, 

respectively. Both extraordinary types were Sudan black B (SBB) negative. Spot formation, a curious 

phenomenon appeared in PO-stained oG-2 (positive Ll and negative LO), was not observed in eoG-2vh_ Many 

LO of eopG-2vh were P-Glu positive. Contrastively, this enzyme activity was detected in a few LO of oG-2. 

Inducible granule (iG勺wasconsisted of two chromophobic layers (inner LO and outer Ll). The LO of iG粉
showed positive reaction to alkaline phosphatase, PO and SBB. Esterases were detected not only in the LO of 

eoG-2vh but also in the Ll of iGり
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緒 言

健常なマダイPagrusmajor（以後，健常魚と称す）の好

中球には2種類の通常型顆粒 (ordinarygranule, oG; 1型，

oG-1; 2型 oG-2)が存在する1,2)。しかし，感染症に罹患した

マダイでは，それら顆粒の細胞化学的特徴が変化すること

があり［この場合の顆粒を異常型顆粒extraordinary

granule (eoG) と呼ぶ], また，感染症の種類によっては

健常魚の好中球には観察されない誘導型顆粒 (inducible

granule, iG)が出現する（近藤・安本3-6)を参照）。マダイの

エドワジエラ症の原因細菌であるEdwardsiellaanguillarum 

に感染したマダイの好中球には，健常魚の2種類の顆粒と

同様な特徴を有する顆粒 (oG-lEaとoG-2Ea) とともにアルカ

リ性フォスファターゼ（AIP)陽性の誘導型顆粒 (iGEa)が

観察される”。

ビブリオ病はビブリオ属細菌による感染症であり， Vibrio

harveyiも本病の原因細菌の一種である8）。本研究ではマダ

イにV.harveyiを人為感染させた場合に血液中に出現する好

中球の特徴ついて報告する＊Io

材料および方法

実験は40尾のマダイを用いて2回行った。 Vibrioharveyi 

には天然アミモンガラCanthidermismaculataの腎臓から分

離された株を使用した＊2。キナルジンで麻酔したマダイ（体

重約250g)の腹腔内に，生理食塩水 (0.85%）に懸濁した
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.1本研究の一部は，令和元年度日本魚病学会秋季大会 (2019年 9月12日）において報告した[214:近藤昌和．原田宗幸．安本信哉：防brio

harveyiに人為感染させたマダイの好中球顆粒（プログラムおよび講演要旨21)］。

.2本研究で用いた菌株は，平成28年度H本魚病学会秋季大会 (2016年 9月7日）においてV.campbelliiとした報告した[310:安本信哉，松

井浩太郎，大村拓也．近藤昌和，高橋幸則：マダイおよびカワハギに対する天然アミモンガラ由来Vibriocampbelliiの病原性および病理組

織学的研究（プログラムおよび講演要旨， 25)］。
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V harveyi (1回目， 2.0x 101°CFU/ml: 2回目， 2.8X 101°CFU/ 

ml)を体重1kg当たり 1ml接種し， 25℃で飼育した。飼

育期間中は市販の配合飼料 （マリン6号，林兼産業）を飽食

給餌した。水槽（円形500L容）2甚を用い（水槽番号：① 

と②）， それぞれにVharveyiを接種したマダイを10尾搬入

した。初回の実験では接種4日後に， 2回目では3日後に，

水槽 （両回とも水槽②） から生残魚2尾を取り上げてキナ

ルジンで麻酔し，尾部血管から採血した。血液塗抹標本の

作製および各種細胞化学染色法は前報2-6)と同様に行った。

採血時までの累積死亡率は， 1回目の実験では10%（水槽①）

と30% （水槽②）であり， 2回目では30%（水槽①） と40%

（水槽②） であった。なお，2回目の実験の水槽①では，接

種3日後以降も飼育を継続したが (9日後まで）， さらなる

死亡は認められなかった。

結果および考察

Vibrio harveyiに感染させたマダイ （以後感染魚と称す）

の血液中には大型の好中球が多数観察された。また，細胞

質にはMay-Grunwald・Giemsa(MGG)染色性および各種

細胞化学染色性の異なる3種類の顆粒が観察された (Fig.l; 

Table 1）。 このうち， 2種類の顆粒のMGG染色性は健常魚

のoG-1およびoG-2に類似していたが細胞化学染色性が健

常魚とは異なることから異常型顆粒であることが明らかと

なった (eoG-lv''およびeoG-2n'）。 残る1種類の顆粒は健常

魚には認められない誘導型顆粒であった (iGV/'）。

健常魚のoG-1に類似したeoG-1”'は，oG-1と同様にMGG

染色によって難染色性を示し，成層構造を示さなかった。

また，ペルオキシダーゼ (PO)陽性であり (Fig.lH), 

各種リソゾーム酵素は検出されなかった。しかし， oG-1が

陽性反応を示すSudanblack B (SBB)染色に対しては陰

性であった。eoG-2v,'はoG-2と同様に2層からなる成層構造
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Fig. 1. Neutrophils from red seabream infected with Vibrio harveyi. A, May-Grunwald・Giemsa; 

B, alkaline phosphatase; C, acid phosphatase; D, ~-glucuronidase; E, a -naphtyl acetate 
esterase; F, a -naphtyl butyrate esterase. G, naphthol AS-D chloroacetate esterase; H, 

peroxidase; I, Sudan black B. Arrows, eoG-1叫arrowheads,eoG-2叫ringedarrows, iG"". 
Bars=l μm. 
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Table 1. Summary of reactions of neutrophil from red seabream infected with Vibrio harveyi to cytochemical tests 

Test●l 

AIP 

AcP 

~-Glu 

Esterases*2 

Peroxidase 

PAS 

PAS-aA 

AB (pHl.0) 

AB (pH2.5) 

TB 

SBB 

Oil red 0 

Sudan III 

eoG-1 
Vh 

＋ 

Type of granules and reaction*3 

eoG-2 
Vh 

LO 

＋ 

十↑

＋ 

Ll LO 

＋ 

iGVh 

(SF:-) 

＋ ＋ 

(SF:-) 

＋ 

L1 

＋ 

Other positive site 
(shape, number and size) *4 

G (round or oval. a few)＊月 H

G (amorphous, a few, eq Yb); N 

81 

'1 AlP. alkaline phosphatase; AcP, acid phosphatase; ~-Glu, ~-glucuronidase; PAS, periodic acid Schiff reaction; PAS-a A. PAS after digestion with 
a -amylase; AB, alcian blue; TB, toluidine blue in distilled water; SBB, Sudan black B. 
咤sterases:a -naphtyl acetate esterase, a -naphtyl butyrate esterase and naphthol AS-D chloroacetate esterase. 
'3eoG-l'h. extraordinary granule type 1 observed after infection with V. harveyi (oai'"); eoG-2りextraordinarygranule type 2 oai''[consist of 
eosinophilic inner layer (LO) and chromophobic outer layer (Ll)]; iGりinduciblegranule oaiVh [consist of chromophobic inner layer O (LO) and 
chromophobic outer layer (Ll)]; +, positive; -, negative (non-detection)；↑．increase of positive site; SF, spot formation. 
●4G, granular; H. hyaloplasm; N. nucleus; Yb, Yasumoto body; eq, equivalent to. 
'5P AS-oositi -positive granule was accumulation of glycogen particles because the positive reaction of the granule disappeared after digestion with a 
-amylase. 

Table 2. Comparison of neutrophil granules from red seabream 

Origin of neutrophils, type of granules and reaction*4 

Non-infected fish●a 
Fish infected with: 

Staining •l-•3 Atypical Edwardsiella tarda*b Vibrio harveyi*c 

oG-1 
oG-2 

oG-lEt 
oG-2£' iGEt eoG- eoG-2Vh iGVh 

LO Ll LO L1 LO Ll l Vh LO Ll LO Ll 

MGG C E C C E C C C C E C C C 

AIP ＋ ＋ 

AcP ＋ ＋ ＋ 

侶-Glu ＋ •5 ＋ •5 十↑

Esterases ＋ ＋ ＋ ＋ 

(SF:-) 

Peroxidase ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

(SF:+) (SF:+) (SF:-) 

SBB ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

(SF:-) (SF:-) 

'1MGG, May-Gri.inwald・Giemsa; AIP, alkaline phosphatase; AcP, acid phosphatase; ~-Glu, ~-glucuronidase; SBB, Sudan black B. 
•2 Esterases: a -naphtyl acetate esterase, a -naphtyl butyrate esterase and naphthol AS-D chloroacetate esterase. 
'3 All types of gra叫 esshowed negative reaction to other tests (periodic acid Schiff reaction, alcian blue (pHl.O, pH2.5), toluidine blue in distilled, 
oil red 0, Sudan III). 
●4oG-l, ordinary granule type l; oG-2, ordinary granule type 2; oG-1竺ordinarygranule type 1 observed after infection with atypical Edwardsie/la 
tarda (a/り； oG-2互ordinarygranule type 2 observed aiEt; iG互induciblegranule induced aiEt, eoG-1粉， extraordinarygranule type 1 observed 
after infection with Vibrio harveyi (ai Vh); eoG-2りextraordinarygranule type 2 observed aiVh; iGYh, inducible granule induced aiVh; LO, layer zero; 
Ll, layer l; C, chromophobic; E, eosinophilic; +, positive; -, negative (non-detection)；↑， increase of positive site; SF, spot formation. 
'5 A few of LO were positive. 
"Kondo et al. (2017)2);,bKondo et al. (2017)匹＊'presentreport. 
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を有しており［エオシン好性のLOとその周囲の難染色性層

(Ll) l (Fig. lA)，各種リソゾーム酵素がLOに検出された

が (Figs.lC-lG), ~—グルクロニダーゼ陽性のLOはoG-2 よ

りも多かった (Fig.1D)。また， POがeoG-2vhのLlに検出

されたが (Fig.lH), oG-2のPO染色標本で観察される‘斑'

はeoG-2v''では形成されなかった。さらに， oG-2のL1が陽

性を示すSBB染色には， eoG-2"＇は陰性であった。 iGVhはと

もに難染色性のLOとLlから構成され， LOにはPOとAIPが

検出された(Figs.1B & 1H)。また，Llには各種エステラー

ゼ活性が認められ (Figs.lE-lG), LOはSBB陽性であった

(Fig. lI)。eoG-ln',eoG-2vhおよびiGvt'のいずれにおいても

核染色に用いたヘマトキシリン染色 (Mayerの処方）によ

る陽性反応像は観察されなかった。

本研究の結果， V.harveyiに感染したマダイの好中球には2

種類の異常型顆粒 (eoG-lv¥eoG-2りと誘導型顆粒 (iG内

が存在することが明らかとなった。マダイのエドワジエラ症の

原因菌である非定型Edwardsiellatarda (=E. anguillarum) 9l 

に感染したマダイにおいても好中球顆粒は3種類観察され

ている7)。しかし，そのうち2種類の顆粒 (oG-1竺oG-2EI)

は健常魚のoG-1およびoG-2と同様の特徴を示す正常型顆粒

である (Table2) 7l。また，誘導型顆粒 (iGりはiGVhと同

様に成層構造を有する難染色性顆粒であり， ともにLOに

AIP活性が検出されるが， iGVhのLOがPOおよびSBBに陽性

であるのに対して，iGEtはどちらも陰性である (Table2) 7lo 

さらに， iGVI'のLlには3種類のエステラーゼ活性が認めら

れたが， iGEtにはこれらの酵素活性は検出されていない

(Table 2) 7）。これらの違いが感染に用いた細菌種の何に

起因するのかは明らかではないが， Edwardsiella属細菌と

Vibrio属細菌はともにグラム陰性細菌であることから，少

なくともグラム陰性細菌による感染によって， AIP陽性の

誘導型顆粒が出現すると推察される。
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