
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
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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
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賦与された魚では，確かに好中球の食菌活性は高

められるが，E.tardaのように細胞内増殖をする

病原細菌では好中球に活発に捕食されることは好

都合であり，細胞内で増殖した細菌により感染症

が進展し，結果として宿主を斃死させることにな

る。この理由から，ホルマリン不活化菌体による能

動免疫の明瞭な効果は得られるにいたっていない。

他方，生菌による能動免疫では，特異抗体の良好

な産生と好中球の殺菌能の活性化が誘導され，効

果的な感染防御が行われることが解明された3,5）。

しかしながら，ワクチンとして用いる生菌は病原性

を復活させる可能性があり，安全性に問題が残る。

従って本研究では，受動免疫を検討した。つま

り E.tarda感染症に対し，抗 E.tarda鶏卵抗体

（以下抗 E.tarda-IgYとする）を利用して受動免

疫を試みた。抗体としてIgYを選んだ理由は以

下の通りである。抗原を接種した雌の鶏はその卵

黄内に特異抗体であるIgYを蓄積するため，産卵

期間中，特異抗体を大量に得ることができる6-7）。

産卵鶏に対しては鶏病予防を目的としたワクチネー

ション法が既に確立されている。鶏は大量飼育が

容易であり1羽が年間約250個の卵を産み，その

卵黄中にはIgYのみが存在する。その鶏卵1個

から約100mgのIgYを分画することができるこ

とから，抗体の大量調製に適しているという利点

がある。そこで，本研究ではE.tardaに特異的な

抗体である抗E.tarda-IgYを作製し実験に供した。

抗E.tarda-IgYの筋肉内注射で受動免疫したコイ

は，E.tarda生菌の筋肉内接種による感染実験で，

有効な受動免疫効果を発揮することが福村により

すでに報告されている8）。本研究では，抗E.tarda

-IgYと好中球がどのようにして免疫効果を発揮

するのか検討した。

材料および方法

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

実験には，「コイにおけるEdwardsiellatardaに

対する免疫応答-II」5）で作製したE.tardaの弱病

原性株と強病原性株を用いた。

抗E.tarda-IgYの作製

抗E.tarda-IgYの作製は，株式会社ファーマー

フーズに依頼し，鶏にE.tardaホルマリン死菌を

接種し，産卵された卵の卵黄を精製して得られた

抗E.tarda-IgY（29％製剤）を実験に供した。

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。

滅菌生理食塩水で1％抗E.tarda-IgY水溶液を

作製し，1尾あたり0.2mLを3日間尾部の筋肉

に接種した。注射によるストレスを軽減させるた

めに1日空けた後，攻撃実験を行った。攻撃実験

は，ハンクス液で菌数を調製した強病原性株もし

くは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，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，「コイにおけるEdwardsiellatardaに対する免

疫応答-II」5）で述べたと同じ方法で処理し，光学

顕微鏡および透過型電子顕微鏡で観察した。

結 果

光学顕微鏡による好中球の動態の観察

細菌接種から17時間後には，細菌を接種した

鰾内には，鰾内の細菌に反応して好中球が浸潤し

てきていることが確認された。細菌接種から17，

30，48時間経過後に鰾内液に浸潤していた好中

球の諸像の出現数について検討した。

強病原性株接種区における好中球の動態の観察

結果では，正常細胞が63％～84％，細胞内に細

菌が少ない細胞が14％～33％，細胞内に細菌が

多い細胞が0％～4％，崩壊細胞が0％～3％観

察された。弱病原性株接種区では正常細胞が66

％～93％，細胞内に細菌が少ない細胞が6％～
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19％，細胞内に細菌が多い細胞が1％未満～14％，

崩壊細胞が0％～1％観察された。両区の各段階

にある好中球に危険率5％二標本t検定を行った

ところ，正常細胞が弱病原性株接種区において有

意に多く，細胞内に細菌が少ない細胞および崩壊

細胞の出現は強病原性株接種区で有意に多という

結果が得られた（P＜0.005）。

細菌接種から30時間後，強病原性株接種区で

は，正常細胞が63％～88％，細胞内に細菌が少

ない細胞が8％～31％，細胞内に細菌が多い細

胞が0％～10％，崩壊細胞が0％～6％観察され

た。弱病原性株接種区では正常細胞が80％～95

％，細胞内に細菌が少ない細胞が4％～19％，細

胞内に細菌が多い細胞が1％未満～1％，崩壊細

胞が1％未満観察された。同様のt検定では，強

病原性株接種区で正常細胞の出現が有意に少なく，

他の好中球の段階においては強病原性株接種区で

の出現が有意に多という結果が得られた（P＜0.005）。

細菌接種から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

胞が47％～91％，細胞内に細菌が少ない細胞が

7％～30％観察された。細胞内に細菌が多い細胞

（図1A）および崩壊細胞の出現には個体差がみ

られ，10尾中2尾では，細胞内に細菌が多い細

胞が10％と12％，崩壊細胞が12％と17％観察

され，10尾中8尾では，細胞内に細菌が多い細

胞が1％未満～2％，崩壊細胞が1％未満～2％

観察された。一方，弱病原性株接種区では，正常

細胞が83％～97％であり，細胞内に細菌が少な

い細胞が 2％～9％，細胞内に細菌が多い細胞

（図1B）が0％～1％，崩壊細胞が0％～1％未

満観察された。t検定の結果，強病原性株接種区

と弱病原性株接種区では好中球の全ての段階の出

現において有意差が確認された（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。強病原性株接種区では，細菌接種から

17時間後と30時間後を比べると，正常細胞が74

％から75％と変化し，細胞内に細菌が少ない細

胞が23％から20％，細胞内に細菌が多い細胞が

2％から3％，崩壊細胞が1％から2％と変化し

た。この時点での好中球の各段階における増減に

有意差はみられなかった（P＞0.1）。30時間後と

48時間後を比較すると，正常細胞が75％から73

％に変化したが，細胞内に細菌が少ない細胞は共

に20％，細胞内に細菌が多い細胞は共に3％で

あった。また，崩壊細胞は2％から4％と増加し

た。細菌接種後48時間後における強病原性株接

種区10尾全で，各段階の平均好中球数をt検定

の結果，増減に有意差はみられなかった（P＞0.1）。

しかし，細胞内に細菌が多い細胞および崩壊細胞の

出現が多かった2尾を同様に検定すると，細胞内に

細菌が多い細胞および崩壊細胞の増加は有意であっ

た。残り8尾との比較検定では，細胞内に細菌が

多い細胞の減少が有意との結果をえた（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84

％から88％，細胞内に細菌が少ない細胞が12％

から11％，細胞内に細菌が多い細胞が3％から

1％未満に変化したが，崩壊細胞は共に1％未満

であった。48時間には，正常細胞が92％，細胞

内に細菌が少ない細胞が6％，細胞内に細菌が多

い細胞および崩壊細胞が1％未満に変化していた。

t検定では，細胞内に細菌が少ない細胞の減少が

有意であった（P＜0.005）。

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，食胞内や細胞質に細菌を取りこんでいる好中

球がが，弱病原性株接種区に比べ，多く観察され

た。好中球の食胞内に存在する細菌は細胞壁の融

解を示していた（図1C）。また，好中球の細胞

質に侵入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1D）。二次ライ

ソゾーム化した細菌の細胞壁は融解を示していた。

30時間後でも，細菌接種から17時間後と同様の

観察結果となり，食胞内の細菌には細胞壁の崩壊

と細胞質の空胞化が観察された（図2C）。この

ように食胞内で殺菌作用を発揮している好中球の

微小顆粒は内容物の分泌のため空胞化していた。

細胞質に移行し増殖していた細菌は細胞壁と細胞

質の融解を示していた（図2D）。48時間後では，

細菌は好中球の細胞質に移行していることが多く，

細菌増殖像も確認されたが，それらの細胞壁は融

解していた（図3C）。あるいは，好中球の細胞

質内で細菌が多数のライソゾームと癒合して巨大

な二次ライソゾームを形成し，その中で崩壊して

いた（図3D）。

23antiE.tarda-IgYによる受動免疫に関与する好中球の電子顕微鏡観察
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 図 １

（A）抗E.tarda-IgYで受動免疫したコイの鰾に強病原性細菌接種48時間後に，鰾から採取した浸潤好中球。矢印は食胞

に細菌を入れる好中球を示す。メイ・グリュンワルド・ギムザ染色 X200 （B）受動免疫したコイの鰾に弱病原性細

菌接種48時間後に，鰾から採取した浸潤好中球。矢印は食胞に細菌を入れる好中球を示す。メイ・グリュンワルド・ギ

ムザ染色 X200 （C）受動免疫したコイの鰾に強病原性細菌接種17時間後に鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。

好中球の食胞内で処理される細菌の細胞壁に傷害がみられる。微小顆粒は内容物の分泌のため電子密度が低くなっている。

X9000 （D）受動免疫したコイの鰾に強病原性細菌接種17時間後に鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。好中球の

細胞質に移行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ている。X7000

‘ 
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図 ２

（A）受動免疫したコイの鰾に弱病原性細菌接種17時間後に鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。 好中球の細胞質に

移行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ている。X7000 （B）受動免疫したコイの鰾に弱病

原性細菌接種17時間後に鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。好中球の細胞質に移行した細菌処理の拡大図。二次ラ

イソゾームを形成した細菌の細胞壁は融解し，細胞質は空胞化している。X20000 （C）受動免疫したコイの鰾に強病

原性細菌接種30時間後に鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。食胞に取り込まれた細菌は細胞壁と細胞質が融解して

いる。微小顆粒は内容物の分泌のため空胞化している。X7000 （D）受動免疫したコイの鰾に強病原性細菌接種30時

間後に鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。好中球の細胞質に移行した細菌処理の拡大図。細菌の細胞壁と細胞質は融

解している。X20000

antiE.tarda-IgYによる受動免疫に関与する好中球の電子顕微鏡観察
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図 ３

（A）受動免疫したコイの鰾に弱病原性細菌接種30時間後に鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。好中球の食胞内で

増殖した細菌のほとんどが殺菌処理されている。X5000 （B）受動免疫したコイの鰾に弱病原性細菌接種30時間後に

鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。好中球の食胞内で殺菌処理されている細菌の拡大図。X20000 （C）受動免疫

したコイの鰾に強病原性細菌接種48時間後に鰾から採取した好中球の電子顕微鏡像。好中球の細胞質に移行した細菌の

多くの細胞壁は融解している。X6000 （D）受動免疫したコイの鰾に強病原性細菌接種48時間後に鰾から採取した好

中球の電子顕微鏡像。好中球の細胞質内で細菌が多数のライソゾームと癒合して巨大な二次ライソゾームを形成し，その

中で崩壊している。X5000



一方，弱病原性株接種区では，細菌接種から

17時間後，好中球の食胞内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，その細胞壁と細胞質は融解していた

（図2A，B）。30時間後では，好中球の食胞内で

増殖した細菌の消化像が顕著で，細胞壁や細胞質

の融解を示していた（図3A，B）。細菌接種から

48時間後では観察される好中球のほとんどが正常

細胞であった。

抗E.tarda-IgYによる受動免疫を施した好中球

の電子顕微鏡観察では，強病原性細菌と弱病原性

細菌はともに，細菌の殺菌像と思われる細胞壁の

崩壊や融解といった傷害が顕著に観察された。ま

た，好中球の細胞質で観察された細菌より，食胞

内で観察された細菌のほうに，より強い殺菌像が

みられる傾向があった。

考 察

抗E.tarda-IgYで受動免疫を施したコイでは，

細菌を接種した鰾内に多数の好中球が浸潤し，細

菌に対応していた。好中球の細菌への対応は，強

病原性株と弱病原性株との間で，相異が見られた。

細菌接種17時間後，好中球は活発に食菌をして

いたが，好中球内の細菌の状態は以下の2種類が

あった。つまり，食胞内に細菌が存在する細胞と，

細菌が食胞から細胞質に移行するか細胞質に侵入

したかして細胞質に細菌が存在する細胞が観察さ

れた。電子顕微鏡観察ではこれら好中球内に取り

込まれた細菌はその細胞壁に傷害を受けており，

抗E.tarda-IgYとの抗原抗体反応の結果と推察さ

れた。つまり，抗E.tarda-IgYは抗原抗体反応の

結果，細菌の細胞壁に傷害を与えると判断された。

その結果，細胞壁に傷害を負った細菌は好中球に

捕食されやすくなると思われる。また，強病原性

株接種魚では，細胞質に細菌が存在する好中球が

多く見られた。これは，食胞に取り込まれた細菌

が，食胞で起こる殺菌反応から逃れるため細胞質

に侵入したと考えられた。また，細胞質で細菌が

増殖して細胞崩壊に至った好中球が現れることか

らも，強病原性細菌には，抗E.tarda-IgYとの抗

原抗体反応を免れる細菌が少ないながらもいると

考えられた。

反面，弱病原性株接種魚では，食胞内に細菌が

存在する好中球が多い傾向があった。その理由と

して，弱病原性細菌は抗E.tarda-IgYとの抗原抗

体反応により菌体に障害を強く受け，食胞から細

胞質へ逃れることが出来なかったためと判断された。

30時間後，強病原性株接種魚では，細胞質内

に細菌を多く入れる好中球および崩壊好中球はほ

とんど観察されず，反対に細胞内に細菌が少ない

好中球が観察された。これは，抗E.tarda-IgYに

よる抗原抗体反応によって傷害を受けた細菌が好

中球内で処理されており，細菌の処理が継続して

行われているためと推察された。他方，弱病原性

株接種魚では，好中球内で菌体の障害から消化を

示す細菌が多く観察され，細菌の殺菌処理が終息

に向かっていると確認された。

48時間後には，強病原性株接種魚で好中球の

細菌処理に個体差が見られた。2尾において，好

中球は細菌の細胞内増殖を許しており，この2尾

では免疫効果が充分働いていないことが示唆され

た。同様のことは，抗E.tarda-IgYの筋肉内接種

により受動免疫したコイにおける攻撃実験におい

て，少数の斃死魚がでたことでみられた。つまり，

強病原性細菌では，抗E.tarda-IgYの働きに抵抗

できる菌体が存在し，その細菌が細胞内増殖する

ことにより全身感染に進展し，感染魚が斃死に至

ると推察された。

受動免疫したコイにおける好中球の細菌に対す

る反応を電子顕微鏡観察した結果，特異鶏卵抗体

は，抗原抗体反応により細菌の細胞壁に強い障害

を与え，結果として好中球の食菌作用を促し，好

中球の食胞内での菌体破壊，細胞質でのライソゾー

ムによる菌体処理を容易にさせると判断された。

ワクチンを用いた能動免疫では，産生された抗

体を含む液性免疫のみならず，好中球やマクロファー

ジおよびリンパ球などの細胞性免疫が複雑に作用

するため，抗体だけの免疫作用を解明することが

難しかった。本研究においいて，特異鶏卵抗体を

用いたことにより，魚体内での細菌に対する抗体

の働きを具体的に解明できたといえよう。
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