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Abstract

WestudiedonresponsesofneutrophilstoE.tardaafteraninjectionwiththeweakened-virulentbacteria

andhigh-virulentbacteriawithintheswimbladderinkoiCyprinuscarpio,whichwereeitherunvaccinated

orvaccinatedbyintramuscularinjectionswithlivebacteriaofweakened-virulence.Intheunvaccinated

group challengewiththeweakened-virulentbacteria（n=30）,infiltratedneutrophilsphagocytized

bacteriaat17-30hspostchallenge,andbacteria-ladenneutrophilsweredecreasedwhereasnormalcells

weremarkedlyincreasedat48hs.Electronmicroscopy（EM）revealedphagocytizedbacteriawere

markedlydamagedinthecellwallandcytoplasmwithinthephagosomes,andformedsecondarylysosomes

inthecytoplasm.Intheunvaccinatedgroupchallengedwiththehigh-virulentbacteria（n=30）,

neutrophilsphagocytizedbacteriaat17-30hs,resultinginanincreaseinfragmentedcellsat48hs.EM

revealedneutrophilsallowingpropagationofundamagedbacteriainthecell.Ontheotherhandinthe

vaccinatedgroupchallengewiththeweakened-virulentbacteria（n=30）,manyneutrophilsphagocytized

bacteriaat17-30hs,andbacteria-ladenneutrophilsweredecreasedat48hs.EM revealedphagocytized

bacteriaweremarkedlydamagedwithinthephagosomesandthecytoplasmofneutrophils.Inanother

vaccinatedgroup challengedwiththehigh-virulentbacteria（n=30）,bacteria-ladenneutrophilswere

increasedbetween30and48hswhereasfragmentedcellsweremarkedlyincreasedinjustonefishin48hs.

EMrevealedphagocytizedbacteriaweremarkedlydamagedwithinthephagosomesandthecytoplasmof

neutrophilsexceptforonefishthatallowedbacterialpropagationwithinneutrophils.Theseresults

determinedthatneutrophilswereactivatedbyimmunizationwithlivebacteriaandsuccessfullytreatedE.

tardaofhigh-virulenceaswellasweak-virulence.
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緒 言

弱病原性化したE.tarda株を生菌ワクチンとし

て筋肉内接種することにより能動免疫を施された

コイは，E.tarda生菌攻撃に対して効果的な感染

防御を顕すことが明らかになった1）。本研究では，

コイにおける能動免疫効果について，発動した好

中球による細菌への反応を光学顕微鏡および透過

型電子顕微鏡を用いて観察し，免疫効果をより明

確に実証することをめざした。当該実験に際して，

好中球の採取法は，鰾内細菌接種法が適当である

と考えた。これは，体表から注射針を直接鰾内に

差込んで細菌懸濁液を鰾内に接種し，その後，鰾

内に浸潤してきた好中球を採取する方法である2-4）。

鰾は大きな内腔をもち，薄い線維性結合組織で囲

まれていることから，接種した細菌懸濁液の流出

を防ぐことができる。細菌を接種すれば鰾内壁に

炎症が起こり，好中球を主体とする炎症細胞が容

易に採取できるので，免疫実験に適している。ま

た，鰾を好中球の採取場所として用いることは，

組織片の混入が無く，純粋かつ大量の好中球が容

易に得られることが利点としてあげられる4）。

本研究では，まず，免疫を施していないコイの鰾

内に強病原性E.tardaもしくは弱病原性E.tardaを

接種し，病原性強度の異なるE.tardaに対する好中

球の動態を明らかにする基礎実験を先行した。好中

球の動態は，細菌を接種した鰾内に浸潤した好中

球を採取し，光学顕微鏡および透過型電子顕微鏡

で観察した。

その結果，好中球の動態を観察することにより，

免疫の有効性を判定出来ると判断できたので，第二

回実験では，弱病原性E.tardaを生菌ワクチンとし

て用いた能動免疫を施し，強病原性E.tardaおよび

弱病原性E.tardaの攻撃に反応してきた好中球の動

態を観察することにより，免疫の有効性を判定した。

材料および方法

１．弱病原性E.tardaおよび強病原性E.tarda

に対する好中球の反応

供試魚

実験には，三重県下養鯉場および，山口県下関

市の独立行政法人水産大学校から分与をうけた平

均体重40gのコイ（Cyprinuscarpio）当歳魚を供

した。実験中の飼育水温は25℃に設定した。

供試細菌

本実験には，選抜したE.tarda菌株を繰りかえ

しコイの筋肉内に注射することにより強毒化させ

たものを，強病原性株として実験に供した。強病

原性生菌をHeartInfusion（HI）液体培地（日水）

を用いて25℃で48時間静置培養し，その後，

3000×g・15分間遠心分離を行ない，沈殿物をハ

ンクス液（日水）に再懸濁して，2回洗浄した。

そして，沈殿物をハンクス液で再度懸濁し，分光光

度計（日立）を用いて菌数を調製した細菌懸濁液

を実験に供した。なお，上記の方法で107CFU/mL

に調整した強病原性株懸濁液をコイの筋肉内に体

重の0.5％量となるように接種した時，斃死率が

100％となることを確認した。

弱病原性菌株は，前述の分離菌株をHI培地で

繰りかえし継代培養を重ねることにより弱毒化し

た株を弱病原性株として本実験に供した。なお，

弱病原性株は 107CFU/mLに調整した細菌懸濁

液をコイの筋肉内に体重の0.5％量となるように

接種した時，斃死率が0％であることを確認した。

実験方法

100L容量のパンライト水槽に平均体重40gの

コイを強病原性株接種区 30尾，弱病原性株接種

区 30尾に分けて収容した。強病原性株接種区に

はハンクス液を用いて菌数を8×107CFU/mLに

調製した強病原性株懸濁液を，弱病原性株接種区

には菌数を7×107CFU/mLに調製した弱病原性

株懸濁液を，それぞれコイの鰾内に体重の1％量

となるように接種した。細菌接種から17，30，

48時間経過後にコイを10尾ずつ取り上げ，鰾を

摘出し，鰾内液を採取した。採取した鰾内液には

凝固防止を目的としてヘパリンを混合・撹拌し，

3000×g・30秒間遠心分離して細胞集塊を採取し

た。余分な上澄を除去して，再度撹拌し，スライ

ドグラスに塗抹した。自然乾燥させた後，メイ・

グリュンワルド・ギムザ染色を施し，光学顕微鏡

下で好中球を観察した。

近藤ら5）によると，コイの好中球には2種類の

顆粒を持つ細胞があり，メイ・グリュンワルド・

ギムザ染色を施すと，小型でオレンジ色に染色さ
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れる顆粒を持つ細胞と，大型で円形あるいは卵円

形の無色の顆粒を持つ細胞が観察されると報告さ

れている。本研究では，この2種類の顆粒球とも

に好中球としてあつかった。好中球を，細菌を全

く食菌していない正常細胞（図1A），細胞内に

細菌が少ない細胞（図1B），細胞内に細菌が多

い細胞（図1C），および細菌の増殖によって崩

壊した崩壊細胞（図1D）の4段階に分け，1尾

につき好中球を500個ずつ観察し各段階の好中球

を計測した。なお，病原性の異なるE.tardaに対

する好中球の反応の違いを検討するにあたり，危

険率5％で二標本t検定を行った。

また，採取した好中球はまとめて（5尾分），

改良カルノフスキー固定液で固定・静置し，浮遊

細胞を沈殿させた。その後，上澄を捨てFBSと

卵白の混合液を適量加えて再懸濁し，3000×g・

30秒間遠心分離後，上澄を捨てて沈殿物を改良

カルノフスキー固定液で前固定した。その後，

0.2Mリン酸緩衝液で洗浄し，2％四酸化オスミ

ウム固定液にて後固定した。さらに，EPON812

に包埋後，70nmの超薄切片を作製し，酢酸ウラ

ニル・クエン酸鉛染色を行い，透過型電子顕微鏡

（日立 H-7000）を用いて細胞の観察を行った。

２．E.tarda生菌ワクチンで能動免疫したコイにお

ける強病原性E.tardaおよび弱病原性E.tarda

に対する好中球の反応

供試魚

実験には，三重県下養鯉場および，山口県下関

市の独立行政法人水産大学校から分与をうけた平

均体重30gのコイ（Cyprinuscarpio）当歳魚を供

した。実験中の飼育水温は25℃に設定した。

供試細菌と生菌ワクチンの作製

第1回実験で使用したと同じ菌株を用いた。生

菌ワクチンの作製には弱病原性株をHI液体培地

を用いて25℃で培養した。培養48時間後，3000

×g・15分間遠心分離を行ない，沈殿物を滅菌生

理食塩水に再懸濁し分光高度計（日立）を用いて

菌数を調製した細菌懸濁液を生菌ワクチンとして

実験に供した。

生菌ワクチンによる能動免疫に関与する好中球の電子顕微鏡観察 9

図 １

鰾内にE.tardaを接種後，鰾内に浸潤してきて細菌に対応している好中球の諸像。（A）細菌を全く食菌していない正常細

胞。メイ・グリュンワルド・ギームザ染色，X480 （B）細胞内に細菌が少ない細胞。メイ・グリュンワルド・ギーム

ザ染色，X480（C）細胞内に細菌が多い細胞。メイ・グリュンワルド・ギームザ染色，X480 （D）細菌の増殖によっ

て崩壊した崩壊細胞。メイ・グリュンワルド・ギームザ染色，X480

Ａ Ｂ

Ｃ Ｄ



実験方法

100L容量のパンライト水槽に平均体重30gの

コイを強病原性株接種区30尾，弱病原性株接種

区30尾に分けて収容した。この両区ともに，滅

菌生理食塩水を用いて3×106CFU/mLに調製し

た生菌ワクチンを，体重の0.5％量となるように

尾部の筋肉内に接種した。その10日後，ブース

ターとして，3×106CFU/mLの生菌ワクチンを

同量追加接種して能動免疫を施した。

最初のワクチン接種から21日目にハンクス液で

菌数を調製した強病原性株および弱病原性株を注

射法により鰾内に接種した。強病原性株接種区に

は，ハンクス液を用いて菌数を9×107CFU/mLに

調製した強病原性株懸濁液を，弱病原性株接種区

にはハンクス液を用いて菌数を7×107CFU/mLに

調製した弱病原性株懸濁液をそれぞれコイの鰾内に

体重の1％量となるように接種した。細菌接種か

ら17，30，48時間経過後にコイを取り上げ，鰾

を摘出し，鰾内液を採取した。採取した鰾内液は，

第1回実験と同様に処理し，光学顕微鏡および透

過型電子顕微鏡で観察した。

結 果

１．弱病原性E.tardaおよび強病原性E.tarda

に対する好中球の反応

１ａ．光学顕微鏡による好中球の動態の観察

細菌接種から17時間後における鰾内液では強

病原性株接種区および弱病原性株接種区いずれの

区でも好中球が鰾内の細菌に反応し，鰾内に浸潤

してきていることが確認された。強病原性株接種

区と比較して，弱病原性株接種区では鰾内に浸潤

した好中球数が少ない傾向がみられた。

好中球の細菌処理段階を計測したところ，強病

原性株接種区では，全体の65～93％が正常細胞

であり，細胞内に細菌が少ない細胞は6～18％，

細胞内に細菌が多い細胞は1～20％，崩壊細胞は

0～5％の割合で混在していた。他方，弱病原性

株接種区では88～99％の好中球が正常細胞であ

り，細胞内に細菌が少ない細胞および細胞内に細

菌が多い細胞はそれぞれ，1～12％および 0～2

％の割合であった。また，崩壊細胞は0～1％で

あった。強病原性株接種区と弱病原性株接種区に

おける4段階ごとの好中球の出現割合を危険率5

％二標本t検定したところ，正常細胞の出現は弱

病原性株接種区の方が有意に多く，細胞内に細菌

が少ない細胞および細胞内に細菌が多い細胞の出

現は，強病原性株接種区の方が有意に多かった

（P＜0.005）。

細菌接種から30時間後における鰾内液では，

両区で一度に観察できる好中球数が急激に増加し，

活発な好中球の浸潤が確認できた。強病原性株接

種区では正常細胞は48～79％であり，細胞内に

細菌が少ない細胞は18～41％，細胞内に細菌が

多い細胞は3～13％，崩壊細胞は0～10％の割合

で混在していた。他方，弱病原性株接種区では，

正常細胞は66％～82.6％，細胞内に細菌が少な

い細胞は14～29％であり，細胞内に細菌が多い

細胞は1～3％，崩壊細胞は0～2％の割合であっ

た。強病原性株接種区と弱病原性株接種区におけ

る4段階ごとの好中球の出現割合を危険率5％二

標本t検定した結果，正常細胞は弱病原性株接種

区の方が有意に多く，細胞内に細菌が多い細胞お

よび崩壊細胞の出現は強病原性株接種区の方が有

意に多かった（P＜0.005）。

48時間後における鰾内好中球の計数結果とし

て，強病原性株接種区では，正常細胞は21～49

％，細胞内に細菌が少ない細胞は14～45％，細

胞内に細菌が多い細胞は10～38％，崩壊細胞は

5～26％の割合であった。一方，弱病原性株接種

区では，正常細胞は65～95％であり，細胞内に

細菌が少ない細胞は5～33％，細胞内に細菌が多

い細胞は0～5％，崩壊細胞は0～4％の割合であっ

た。強病原性株接種区と弱病原性株接種区におけ

る各段階の好中球の出現を同様のt検定した結果，

正常細胞の出現は弱病原性株接種区の方が有意に

多く，反対に細胞内に細菌が少ない細胞，細胞内

に細菌が多い細胞，崩壊細胞の出現は，強病原性

株接種区の方が有意に多かった（P＜0.005）。

強病原性株接種区および弱病原性株接種区それ

ぞれの区で，経時的に各段階の平均好中球数を比

較した結果，強病原性株接種区では，細菌接種か

ら17時間後において，すでに細胞内に細菌が多

い細胞が11％観察された。30時間後では17時

間後と比べて，正常細胞が83％から67％と減少

し，細胞内に細菌が少ない細胞が11％から24％，

細胞内に細菌が多い細胞が5％から6％，崩壊細
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胞が1％から3％と増加していた。これらの増減

をt検定した結果，正常細胞の減少および細胞内

に細菌が少ない細胞の増加は有意であった（P＜

0.005）。さらに，30時間後と48時間後を比較す

ると，正常細胞が67％から36％に減少した反面，

細胞内に細菌が少ない細胞が24％から28％，細

胞内に細菌が多い細胞が6％から20％，崩壊細

胞が3％から16％に増加していた。これらの増

減をt検定した結果，正常細胞の減少と，細胞内

に細菌の多い細胞および崩壊細胞の増加は有意で

あった（P＜0.0005）。以上の結果から，強病原性

細菌の好中球内増殖が実証された。強病原性株が

感染魚を斃死に至らしめるのは，細菌が好中球内

で増殖することにより，増殖した細菌が全身感染

するためと判断された。

他方，弱病原性株接種区では，細菌接種から

17時間後と30時間後を比較すると，正常細胞が

94％から76％，細胞内に細菌が少ない細胞が5

％から22％，細胞内に細菌が多い細胞1％から

2％に変化していた。崩壊細胞は共に1％未満と

なり差がなかった。t検定の結果，正常細胞の減

少，また細胞内に細菌が少ない細胞および細胞内に

細菌が多い細胞の増加は有意であった（P＜0.005）。

48時間後では正常細胞が82％，細胞内に細菌

が少ない細胞が15％，細胞内に細菌が多い細胞

が3％，崩壊細胞が1％未満となり，細胞内に細

菌が少ない細胞の減少は有意であった（P＜0.005）。

以上の結果から，好中球に貪食された弱病原性株

は細胞内増殖する能力に弱く，時間経過とともに

減少し，従って全身感染に至ることはなく，結果

として感染魚を斃死に至らすことがないと判断さ

れた。

１ｂ．電子顕微鏡による好中球の観察

強病原性株接種区では，細菌接種から17時間

後には，好中球による食菌後，細菌が食胞内から

細胞質に侵入している像が観察された（図2A）。

また，細胞質内で細菌が増殖して崩壊した好中球

も観察された（図2B）。30時間後では，細菌の

細胞内増殖を許して崩壊した好中球が多く観察さ

れた（図2C）。好中球が細菌を食胞内で処理し

つつある像も観察されたが少数であった（図2D）。

48時間後の観察では，細菌が食胞内で増殖して

いる像（図 3A）や細胞質内で増殖している像

（図3B）が多く観察された。

他方，弱病原性株接種区においては，細菌接種

から17時間後には，強病原性株接種区と同様に，

各段階の好中球像が観察されたが，好中球内に観

察された細菌はこの時点からすでに傷害を受けて

いた。つまり，細胞質内に移行した細菌はライソ

ゾーム顆粒と反応し二次ライソゾームを形成し，

その中の細菌の細胞壁は変性していた。また，細

胞質にフリーで存在する細菌の多くは細胞壁と細

胞質の分離を起こしていた（図3C）。また，好

中球の食胞内で増殖した細菌はいずれも細胞壁の

膨化，細胞質の空胞化，細菌の核の不明瞭化ある

いは細胞質の濃縮と委縮といった傷害を示してい

た（図3D）。30時間後でも，好中球の食胞内に

とりこまれた細菌は好中球の殺菌作用によって処

理され，細胞壁の崩壊，細胞質の濃縮と委縮，崩

壊を示していた（図4A）。また，好中球の細胞

質内で増殖した細菌も，処理され，細胞壁の崩壊，

細胞質の濃縮と委縮，菌体の変形がみられた（図

4B）。なお，好中球が酵素を出して細菌を処理した

ことを示す細胞質内微細顆粒が激減した好中球も

現れていた。48時間後では，細菌を処理する好中

球は観察されず，ほとんどが正常細胞であった。

２．E.tarda生菌ワクチンで能動免疫したコイにお

ける強病原性E.tardaおよび弱病原性E.tarda

に対する好中球の反応

２ａ．光学顕微鏡による好中球の動態の観察

細菌接種から17時間後，強病原性株接種区と

弱病原性株接種区の両区で好中球の鰾内浸潤が確

認された。強病原性株接種区では，正常細胞は76

％～94％，細胞内に細菌が少ない細胞は6％～21

％，細胞内に細菌が多い細胞は1％未満～4％，

崩壊細胞は0％～6％の割合で存在した。他方，

弱病原性株接種区では，正常細胞は60％～85％，

細胞内に細菌が少ない細胞は6％～23％，細胞内

に細菌が多い細胞は4％～15％，崩壊細胞は1％

未満～5％であった。強病原性株接種区と弱病原

性株接種区における各段階の好中球の出現割合を

危険率5％二標本t検定した結果，弱病原性株接

種区で正常細胞，細胞内に細菌が少ない細胞およ

び細胞内に細菌が多い細胞の増加は有意であった

（P＜0.005）。
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図 ２

（A）強病原性E.tarda接種区の17時間後における好中球の電子顕微鏡像。右側の好中球では細菌が食胞から細胞質に移行

している。左側の好中球は微小顆粒をもつ正常細胞。X4000 （B）強病原性E.tarda接種区の17時間後における好中球の

電子顕微鏡像。下の好中球は細菌の増殖によって崩壊し，上の好中球では細菌が食胞から細胞質に移行している。X5000

（C）強病原性E.tarda接種区の30時間後における好中球の電子顕微鏡像。好中球の細胞質内で細菌が分裂し，増殖している。

顆粒は内容物（殺菌に関する酵素）を放出しため空胞化したものが多い。X10000 （D）強病原性E.tarda接種区の30時

間後における好中球の電子顕微鏡像。好中球が食胞内で細菌を処理し，さらに細菌を食菌している。X7000

Ａ

Ｃ

Ｂ

ＣＣ

Ｄ
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図 ３

（A）強病原性E.tarda接種区の48時間後における好中球の電子顕微鏡像。好中球の食胞内での細菌増殖が顕著である。電

子顕微鏡像 X5000 （B）強病原性E.tarda接種区の48時間後における好中球の電子顕微鏡像。好中球の細胞質内での

細菌増殖が顕著である。細胞質内微小顆粒はほとんど消失している。X5000 （C）弱病原性E.tarda接種区の17時間後に

おける好中球の電子顕微鏡像。好中球に取り込まれた細菌が細胞質に移行し増殖しているが，細胞質内のリソゾームの働きに

より二次ライソゾームの形成，細胞壁と細胞質の分離，菌体の変形など傷害を受けた細菌が多く見られる。X5000 （D）弱

病原性E.tarda接種区の17時間後における好中球の電子顕微鏡像。細菌は食胞内で増殖したが，好中球の殺菌作用を受け，

菌体の変形，細胞壁の傷害，細胞質と細胞壁の分離，細胞質の濃縮あるいは空胞化を示している。X7000

Ａ Ｂ

Ｃ
Ｄ



細菌接種から30時間後になると，強病原性株

接種区では，正常細胞は70％～87％，細胞内に

細菌が少ない細胞は7％～16％，細胞内に細菌

が多い細胞は1％～8％，崩壊細胞は3％～8％

の割合で存在した。他方，弱病原性株接種区では，

正常細胞は70％～90％，細胞内に細菌が少ない

細胞は7％～21％，細胞内に細菌が多い細胞は0

％～7％，崩壊細胞は0％～4％の割合で存在し

た。強病原性株接種区と弱病原性株接種区におけ

る各段階の好中球の出現をt検定した結果，崩壊

細胞の出現が強病原性株接種区で有意に多かった

（P＜0.0001）。

細菌接種から48時間後では，強病原性株接種

区において，正常細胞は58％～78％，細胞内に

細菌が少ない細胞は8％～24％，細胞内に細菌

が多い細胞は1％～8％の割合で存在した。しか

し崩壊細胞の出現割合は，個体差がみられ，10

尾中9尾では5％～14％だったのに対し，1尾で

は25％観察された。他方，弱病原性株接種区で

は，観察される好中球数が少ない傾向があり，正

常細胞が多く観察された。正常細胞は80％～96

％，細胞内に細菌が少ない細胞は3％～15％，

細胞内に細菌が多い細胞は1％未満～7％，崩壊

細胞は0％～2％の割合であった。

強病原性株接種区と弱病原性株接種区における

各段階の好中球の出現をt検定した結果，強病原

性株接種区では，細胞内に細菌が少ない細胞およ

び崩壊細胞の出現が有意に多かった（P＜0.001）。

強病原性株接種区および弱病原性株接種区それ

ぞれで，経時的に各段階の平均好中球数を比較し

たところ，強病原性株接種区では，細菌接種から

17時間後と30時間後を比較すると，正常細胞が

83％から79％に減少し，細胞内に細菌が少ない

細胞が共に12％，また，細胞内に細菌が多い細

胞が3％から4％，崩壊細胞が2％から5％に増

加していた。これらの増減をt検定した結果，崩

壊細胞の増加は有意であった（P＜0.005）。48時

間後には，正常細胞が71％，細胞内に細菌が少な

い細胞が16％，細胞内に細菌が多い細胞が4％，

崩壊細胞が10％に変化していた。ｔ検定の結果，

正常細胞の減少，細胞内に細菌が少ない細胞およ

び崩壊細胞の増加は有意であった（P＜0.005）。他

方，弱病原性株接種区では，細菌接種から17時

間後と30時間後を比較すると，正常細胞が74％

から83％に増加したしたのにあわせて，細胞内に

細菌が少ない細胞が17％から13％，細胞内に細

菌が多い細胞が7％から3％，崩壊細胞が3％か

ら1％に減少していた。これらの増減をt検定した

結果，正常細胞の増加，細胞内に細菌が多い細胞

の減少は有意であった（P＜0.005）。48時間には，

正常細胞が88％，細胞内に細菌が少ない細胞が8

％，細胞内に細菌が多い細胞が3％，崩壊細胞が

1％に変化した。細胞内に細菌が少ない細胞の減少

は，有意との検定結果が得られた（P＜0.005）。

２ｂ．電子顕微鏡による好中球の観察

生菌ワクチンで能動免疫した魚では，強病原性

株でも，細菌接種から17時間後には既に，好中

球の殺菌作用が観察された。好中球の食菌した食

胞にはタンパク様物質が多く，取り込まれた細菌

の細胞膜や細胞質は融解し始めていた。また，食

胞から細胞質内に移行した細菌はライソゾームと

癒合し二次ライソゾームを形成していた（図4C,

D）。細胞質内で二次ライソゾームを形成した細

菌は細胞壁の崩壊が観察された（図4D）。 細菌

接種から30時間後でも，好中球内増殖した細菌

はライソゾームと癒合して二次ライソゾームを形

成し，その細胞壁が融解した細菌がおおく観察さ

れた（図5A）。細菌を殺菌処理する好中球の細

胞質には空胞形成が顕著なことが多かった。また，

細菌が好中球の食胞内で処理され，融解物と残骸

を残すだけの細菌も観察された（図5B）。48時

間後では，好中球の細胞質内で殺菌作用によって

細菌が処理され，細胞壁の崩壊，細胞質の空胞化

を示す細菌がみられた（図5C）。他方，強病原

性株接種魚では，細菌が細胞内で多数増殖し，好

中球の殺菌作用に抵抗性を示す細菌も確認された

（図5D）。細菌が細胞内で増殖した好中球は，崩

壊に至っていた。

他方，弱病原性株接種区では，細菌接種から

17時間後，すでに好中球による細菌の処理が進

んでいた。好中球の食胞内で増殖した細菌が殺菌

作用によって処理され，細胞壁の崩壊，細胞質の

空胞化もしくは細胞質の委縮を示す細菌が多かっ

た（図6A,B）。細菌接種から30時間後も引き

続き，好中球の細菌処理が観察された。好中球の

食胞内の細菌は，その細胞壁が融解していた。殺

菌作用の顕著な好中球の微小顆粒は殺菌関連の内

島田 真央・宮﨑 照雄14
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図 ４

（A）弱病原性E.tarda接種区の30時間後における好中球の電子顕微鏡像。好中球の食胞内で細菌が増殖しているが，その

ほとんどが殺菌作用を受けて激しく変性している。X6000 （B）弱病原性E.tarda接種区の30時間後における好中球の電子

顕微鏡像。好中球の細胞質増殖した全ての細菌が殺菌作用を受けて激しく変性している。X7000 （C）生菌ワクチンによる

能動免疫を施したコイの好中球の電子顕微鏡像。強病原性E.tarda接種17時間後，食胞内の細菌に対してタンパク様物質が

分泌されている。また，食胞から細胞質に移行した細菌はライソゾームと癒合し二次ライソゾームを形成している。X8000

（D）生菌ワクチンによる能動免疫を施したコイの好中球の電子顕微鏡像。強病原性E.tarda接種17時間後，食胞から細胞質

に移行した細菌がライソゾームと癒合して二次ライソゾームを形成し，また，細胞壁の傷害を示している。X17000

Ａ Ｂ

Ｃ

ＤＤ
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図５

（A）生菌ワクチンによる能動免疫を施したコイの好中球の電子顕微鏡像。強病原性E.tarda接種30時間後，食胞から細

胞質に移行した細菌がライソゾームと癒合して二次ライソゾームを形成し，また，細胞壁の崩壊を示している。X7000

（B）強病原性E.tarda接種30時間後，好中球の食胞内で，タンパク様物質が分泌され細菌が処理されている。X7000

（C）強病原性E.tarda接種48時間後，好中球の殺菌作用が進展し，細菌が激しく変性するとともに好中球自体も崩壊に

至っている。X6000（D）強病原性E.tarda接種48時間後，一部の細菌は好中球内で増殖し，好中球は崩壊している。

X5000

ＡＢ

ＣＤ



容物質の分泌のため空胞化していた（図6C）。

また，好中球の細胞質内でも二次ライソゾームを

形成して細菌が処理されており，細菌は崩壊して

いた（図6D）。48時間後ではほとんどの好中球

が正常細胞であった。一部の好中球は，食胞内で

細菌処理していた（図7A）。また，細胞質で増

殖した細菌の処理も進展し，ほぼ全ての細菌が細

胞壁の膨化，細胞質の濃縮と委縮，変形を示して

死滅していた（図7B）。

以上電子顕微鏡による観察の結果，好中球内の

細菌は傷害を受けたものが多く観察された。以上

のことから，生菌ワクチンの接種により誘導され

た抗E.tarda抗体との抗原抗体反応と，好中球の

活性化により細菌が処理されていることが明らか

になった。

考 察

１．弱病原性E.tardaおよび強病原性E.tarda

に対するコイの好中球の反応

鰾内細菌接種後，好中球が活発に鰾内に浸潤し

てきた。光学顕微鏡での観察では，好中球の細菌

取り込み状況は，細胞内に細菌が少ないものから

細胞内に細菌が多いものまで観察された。好中球

内の細菌数の増加が，細菌の細胞内増殖によるも

のか，好中球の貪食能の亢進によるものかの判定

には困難がともなった。そのため，好中球の電子

顕微鏡観察を合わせて行った。

細菌接種後17時間で，弱病原性株接種魚の好

中球内細菌は細胞壁や細胞質に傷害がみられたこ

とから，既に好中球の殺菌作用によって処理が行

われていると判断された。他方，強病原性細菌は

好中球に補食された後も菌体に傷害を受けていな

いことから，殺菌作用に対し抵抗性を示している

ことが分かった。

細菌接種から30時間後においては，両区とも

に好中球が活発に浸潤して観察できる好中球数が

急激に増加した。コイは炎症時，好中球の出現が

注射部位では起炎後24時間後，末梢血では起炎

後48時間後に最大になるとともに，貪食能およ

び活性酸素産生能も最大になるとされている6-7）。

今回の実験でも同様の現象が確認されたといえる。

強病原性細菌接種魚では，細胞内に細菌が多い

好中球および細胞崩壊に至った好中球の割合が，

弱病原性細菌接種魚に比べ，有意に多かった。電

子顕微鏡観察の結果，強病原性細菌は好中球の殺

菌作用に対して抵抗性を持ち，細胞内で増殖し，

好中球を崩壊していることが確認された。一方，

弱病原性細菌接種魚の好中球では食胞内や細胞質

内にいる細菌が細胞壁や細胞質が傷害を受けてお

り，好中球の殺菌処理が進展していることが確認

された。

細菌接種から48時間後，強病原性細菌は好中

球の殺菌作用に対する抵抗性を示し，好中球内で

活発に増殖して細胞崩壊に至らしており，細菌接

種から48時間後でも強病原性細菌に対して好中

球の殺菌作用が効果を発揮していないと判断され

た。一方，弱病原性細菌接種魚では，観察された

好中球は細菌を含まない正常細胞であり，48時

間以内に好中球の細菌処理が終息したと判断され

た。弱病原性細菌は，好中球に貪食された後，殺

菌作用を受けて速やかに処理されるため，病原性

を発揮できないと判断された。

以上の結果をまとめると，免疫していない通常

のコイでは，好中球は強病原性細菌に対して殺菌

作用が有効でないことが示された。他方，弱病原

性細菌は好中球の誘導能が低く，好中球に食菌さ

れたあとは，好中球の殺菌作用によって確実に処

理されているとがわかった。

２．E.tarda生菌ワクチンで能動免疫したコイにお

ける強病原性E.tardaおよび弱病原性E.tarda

に対する好中球の反応

E.tarda生菌ワクチンで能動免疫したコイでは，

高濃度の抗E.tarda抗体の産生とともに，好中球

が活性化され，好中球の食菌作用が高まったよう

にみえた。生菌ワクチンで免疫した魚において細

胞性免疫が誘導されることは，アメリカナマズ

（Ictaluruspunctatus）に対するE.ictaluri生菌ワクチ

ンによる免疫実験例でも明らかにされている8-9）。

細菌接種から17時間後，弱病原性細菌接種魚

では，細菌を取り込んだ好中球の出現が強病原性

細菌接種魚に比べて有意に多く観察されたことか

ら，能動免疫を施されたコイでは，好中球の食菌

作用が高まっていると判断された。また，1個の

好中球内で多数の細菌が殺菌処理されている像が

生菌ワクチンによる能動免疫に関与する好中球の電子顕微鏡観察 17
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図 ６

生菌ワクチンによる能動免疫を施したコイの好中球の電子顕微鏡像。

（A）弱病原性E.tarda接種17時間後，食胞に多数の細菌が取り込まれ，殺菌作用を受けて激しく変性している。細胞質に

移行した細菌も変性している。X8000（B）図Aの拡大図。食胞内の細菌は，殺菌作用を受け，細胞壁の融解，細胞質の

萎縮と空胞化などの変性を示す。X20000 （C）弱病原性E.tarda接種30時間後，食胞内の細菌は取り込まれた後殺菌作

用を受けて変性から崩壊に至っている。細胞内微小顆粒は，空胞化しており，殺菌作用関連酵素の活発な分泌があったことを

伺わせる。X7000 （D）弱病原性E.tarda接種30時間後，細胞質に移行したほとんどの細菌が，ライソゾームと癒合して大

きな二次ライソゾームを形成している。X8000

Ａ ＢＢ

Ｃ Ｄ



観察され，好中球の殺菌能も亢進していることが

確認された。強病原性細菌接種魚では，好中球の

食菌作用により取り込まれたあと食胞から細胞質

内に侵入した細菌もライソゾームと合体し二次ラ

イソゾームを形成し，細胞壁が崩壊した細菌も観

察された。このように免疫魚では，抗体の抗原抗

体反応とともに好中球の殺菌能が亢進しており，

非免疫魚では処理の困難であった強病原性細菌に

も好中球は殺菌反応を及ぼすことができることが

わかった。

細菌接種から48時間後，弱病原性細菌接種魚

では，ほとんどの好中球が正常細胞であり，既に

細菌の処理はほぼ完了したと考えられた。強病原

性細菌接種魚では好中球による細菌の処理が継続

的に行われていると考えられた。しかしながら，

10尾中1尾に細菌の細胞内増殖による崩壊細胞

が多く観察された。これは，細菌が好中球の殺菌

能に抵抗力があり細胞内増殖できたとも考えられ

るが，反対にこの魚では免疫が効果的に起こらな

かったとも考えられる。前報1）で，生菌ワクチン

で免疫したコイに生菌攻撃を行った実験でも16

尾中1尾が斃死に至った。これは免疫の発現には

個体差があることを示している。

以上の実験結果から，弱病原性化したE.tarda

を用いた生菌ワクチン接種による能動免疫は，ホ

ルマリン不活化ワクチンよりも免疫効果が大きく，

産生された高力価の特異抗体との抗原抗体反応お

よび好中球の殺菌能の亢進が，細菌感染防御に有

効に働くと判断された。
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生菌ワクチンによる能動免疫を施したコイの好中球の電子顕微鏡像。
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緒 言

免疫には能動免疫と受動免疫という方法がある。

能動免疫はワクチン療法とも呼ばれ，不活化抗原

や生ワクチンを接種し，免疫応答を誘導させる方

法である。それに対して，受動免疫とは精製した

特異抗体や抗体産生細胞を生体内に接種し，宿主

にかわり免疫応答を行わせる方法である。これま

で，養殖魚類のEdwardsiellatarda感染症の防御を

目的として，ホルマリン不活化菌体および生菌を

用いた能動免疫が研究されてきた 1-5）。一連の研

究において，ホルマリン不活化菌体により免疫を

三重大学大学院生物資源学研究科紀要
第40号：21～ 28
平成26年3月

2013年6月20日受理

〒514-8507三重県津市栗真町屋町1577

＊ forcorrespondence（miyazaki@bio.mie-u.ac.jp）

コイにおけるEdwardsiellatardaに対する免疫反応-III
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Abstract

WestudiedonresponsesofneutrophilstoEdwardsiellatardaafteraninjectionwiththeweakened-virulent

E.tardaandhigh-virulentE.tardawithintheswimbladderinkoiCyprinuscarpio,whichweregivenanti

E.tarda-IgYbyintramuscularinjectionsforpassiveimmunization.Inafishgroupchallengedwiththe

weakened-virulentbacteria(n=30),infiltratedneutrophilsmarkedlyphagocytizedbacteriaat17hspost

challenge,andbacteria-ladenneutrophilsweredecreasedwhereasnormalcellsweremarkedlyincreased

between30and48hs.Ontheotherhand,inafishgroupchallengedwiththehigh-virulentbacteria(n=30),

neutrophilsphagocytizedbacteriabetween17and48hs.Fragmentedneutrophilswereincreasedintwo

fishat48hs.Electronmicroscopyrevealedphagocytizedbacteriareceivedmarkeddamageinthecellwall

followedbycellulardigestionwithinthephagosomes,andformedsecondarylysosomesinthecytoplasm

inbothfishgroups.Asmallnumberoffragmentedneutrophilsallowedintracytoplasmicpropagation

ofbacteria.TheseresultsdeterminedthatantiE.tarda-IgY andneutrophilsperformedsuccessful

collaborationtotreatedE.tarda:IgY damagedthebacterialcellwallandneutrophilsworkedfor

bacteriocide

KeyWords:Edwardsiellatarda,antiE.tarda-IgY,passiveimmunization,neutrophils,phagocytosis,

electronmicroscopy




