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第一章　緒言

1』　本研究の目的

　海産魚の種苗生産は、1960年代前半に、マダイ（Pα8胤8撒η．or），

クロダイ（．Acαη疏OPαgr粥8C配egeZの、ヒラメ（PαrαZがCん晒y8

0伽αce粥）のような沿岸で産卵し飼育しやすい魚種が可能になり、

外洋で産卵するブリ（8碗ozα卿読9ωεrα砺α診α）、カンパチ

（8．（9膨η②er〃♂）、ヒラマサ（8．　Zα偽ηdのおよびシマアジ（P8cedOCαrα砿

dε鷹εκ）などはやや遅れてその技術が確立された1）。本研究におい

て対象魚種としたイシダイは、1967に近畿大学で初めて種苗生産

が行われ2）、1970年前後には、各地の水産試験場で種苗生産され

るようになった。しかし、1975年前後まではその生産に餌料のワ

ムシにナンノクロロプシス（当時の呼び名で海産クロレラ）で栄養

強化したものが用いられ3）、各施設とも数万尾単位の生産に留まっ

ていた。種苗の大量生産が可能になったのはワムシを油脂酵母で栄

養強化する方法が開始されてからであり、4）著者の勤務する長崎

市水産センターにおいてもこの方法により、これまでの数万尾単位

の生産規模を10万尾単位にまで増産することを可能にした。

　種々の魚種の種苗生産に併行して、種苗生産期の海産仔稚魚に病

気が発症するようになり、その対策が1970年代からなされてきた。

しかし、それが研究として取り組まれたのは1980年代に入ってか

らであった4）。そして、1986年10月に、昭和61年度日本魚病学

会シンポジウムにおいて「海産魚の仔稚魚期における魚病問題」5）

が取りあげられ、これが我が国における種苗生産過程で発病する病

気に関する初めてのシンポジウムであった。その中で松里は、Table

1－1－2に示すような疾病と病状およびそれらの原因を示した。これ

らはいずれも主にその原因が寄生虫あるいは細菌性によるものであ

1



Table　1－1－1，

　　　Disease　in　larval　stage　of　red　sea　bream

Species．Disease　name Size　of　onset（mm） note

Red　sea　bream

　　　abno㎜al　egg

　　　Ge㎜body　aberratio　in　egg

Abnorm　al　larva1丘sh

Bladder　stone

Abdomen　distension　disease

㎞test㎞㎜nebuIa

Abnorma玉gill

Epitheliocystis

Gliding　bacterial　disease

Vibriosis

White　spot　disease

Ichthyobodoosis

Trichodinosis

Thermal　shock

Pesticide　p〈）isol：虚ng

Dietet孟。　dis　ease

Nephrocalcinosis

2－3

440

5。13

6－13

8－15

15－50

9。30

15－60

10－40

10－40

30－60

2－15

4－15

10－60

30－50

Caused　by　abnorrnality　of　oil　globul　e　fbcundation　abnornlality

and　thermal　contoroi

Abnorm　ahty　of　oophoron　envelope，chromosomai　abnormality

Mr，Kupper㏄ll　buUa　abnormahty

Stoma　tal　openi　ng　de丘ciency，　Fin　anlage　a　bsence，Tarve　t血ca

abno㎜ality

High　salinlty　seawater　culture

Cau　sed　by　heart，Kidney　or璽iver

Cata曲，　Lipid（壮ople亀，Epitheli㎜罫efo㎜ing

No　a圃adder，Foreign　m　atter血a圃adder，T聡nsfo㎜ation

Hypodynami　a，Tan登n　whlte　terbldrLess

Onset血high　density　culture

Including　pestidde　poison㎞g　by　artem｝a

Uh㎞own

2



Table　1・1－2。

　　　　　　Disease　in　larval　stage　of　Japanease　flounder

Species．Disease　name Size　of　on　set（mm） note

Japanese　flounder　and　others

　　　　　　　　　Bladder　stone

　　　　　　Abdomen　distension　disease

　　　　　　Intestinum　nebula

　　　　　　Rha　bdovirus　symptom

Ascites

Vibriosis

Streptococcicosis

Gllding　bacterial　dis　ease

Edwardsiellosis

Bactedcal　giH　dlsease

Trichodi　nosis

Ichtyobodo　disease

Oodinios　is

Scuticocilliatidosis

White　spot　diseas　e

Muscle　intemal　bleeding

Themal　shock

Spine　aberratio

Color　abnormality

　　　5・20

　　　7－9

　　　8・20

aH　larval　fish

5－20

15・30

15－40

20・60

20・30

30・50

20・50

50－60

20・50

30－50

40・60

15－40

5・30

20－40

40・60

High　salinity　seawater　cdture

Gastrectasia，Di響es　tive　tract　disten　sion

Catarrh，Lipid　droplet

Fin　redness，Mus　cie　intemal　bleeding，Air　bladder

i曲d

WaterS　Stagnat10n

Digestive　tract　atrophy

Brain，Nerve　spine，Vasct皿ar　wall　bleeding

Scratch，Gill　omission，Tail　fin　bleeding

U薮kno㎜dll石ere盤ce　with　gliding　bacterial　diseas　e

Mucos　a　hypersecretion

Unkno㎜di仔erence　with　gliding　bacterical　disease

Anorexia

Heating　cuIture

Chlorosis，　Melanis　m，　Moiety　chlorosis

3



つた。

　一・方、1985年頃からイシダイ稚魚に原因不明の大量艶死が各地

で頻発した。著者の長崎市水産センターにおいてもその例にもれな

かった。その状況は、①急に食欲が無くなり、②活力を失い、表層

を遊泳する魚が多く出現し、③これらの症状が発症後数日で大半の

仔魚は死亡した。④生き残った魚も数日のうちに死を迎え全滅した。

直ちにこの原因の究明を行ったが、外見や顕微鏡による観察では寄

生虫による異常を認めず、細菌検査での病原細菌の観察も培養も認

めなかった。長崎大学と長崎県水産試験場に依頼した結果では、電

子顕微鏡レベルの病変を認め、その病変部は脊髄、脊髄神経節及び

脳に限られ、体表や内臓諸器官には目立った変化を認めないという

所見であった。また、病変部の神経細胞、神経繊維及び神経膠細胞

には多数のウイルス様粒子が認められた。さらに、このウイルス粒

子は正二十面体でエンベーブを持たず、直径は34nmと小型であ

った。以上より、この病気の原因は、ウイルス性の神経壊死（Viral

Nervou．s　Necrosis：VNN）による諸生理機能の失調あるいは喪失

に基づくものであると結論された。この知見は、海産魚の種苗生産

でウイルス症が発生するとする初めての報告であった6）。以後イシ

ダイ種苗生産はこのウイルスとの戦いとなった。

　このウイルスは、その後、キジハタ（Epi鞭ephelus甑aara）、シマ

アジ（Pseu．docaranxden．tex）、クエ（E．　moara）、トラフグ（Ta：kifugu

rudripes）、マツカワ（Verasper　moseri）、及びヒラメ（Paralichthys

oliv脚eus）、の稚仔魚においても報告された。また、オーストラリ

ア、タヒチおよび東南アジアのbarram鷺脆di（：Lates　calcarifer）、

フランスのse＆一b薦s　（Dicentrarchusぬbrax）およびノルウェーの

蝕rbot　（Scophtha1醗u．s　maximus）、の仔稚魚にもVNNによく似

4



た病状が発生した1）。タイやシンガポールのハタ類（Epinephelus

malab躍icu．s，E．　t躍vina）の稚魚においていも同様に認められ、未

報告ではあるがこの病状が確認されている例にはマハタ（E．

septem飴sc訟tus）、カンパチ　（S。dumerili）、イシガキダイ

（0．pu聡ct＆t“s）がある1）。これまでに確認されているVNNウイルス

感染魚種は、3目8科15種（Table　1－2）とされ、イシダイのみなら

ず広範囲の魚種におよんでいる1）。したがって、この疾病は、現在

あらゆる魚種の種苗生産の段階で最も注意を要するとされている1）。

VNNウイルス感染の主な経路には、親魚から卵を経由して鮮魚

に感染する垂直感染があげられている7）。その予防対策として、シ

マアジの例ではVNNウイルスに感染していない親魚の選別が行わ

れている8）。それは、E：LISA（Enzyme　Linked－

immunosorbentass＆y）による抗VNN抗体の検査を用い、非感作

野州を選別するものであったが、十分な発症予防にまでは至らなか

った。そこで、産卵期直前の親魚生殖腺にPCR法（Polymerase　Chai簸

Reaction：PCR）でVNNウイルス遺伝子を検索し、選別する方法が

取られ、予防効果をあげている9，10）。しかし、この方法で産卵期直

前にはVNNウイルス陰性であったシマアジ野営の中に、産卵後期

に陽性に転じる個体が出現した。この原因について、その後多回産

卵、排卵誘発ホルモン注射、過密飼育などのストレスによりVNN

ウイルスに対する抵抗力が低下し感染することが考えられた11）。

　この対策として、親魚へのストレスの軽減や、産卵期に使用する

飼育水の紫外線照射やオゾン処理による消毒などがなされている。

また、皆無の飼育には消毒した水を用い、その餌料にはワムシやナ

ンノクロロプシスの培養水の消毒を行ったものを与えるなどの対策

が有効とされている。しかし，多くの種苗生産施設では、親等の海

5



Tab旦e　1－2、

Fish　species　a．葺ected　b・y　v血al　nervous　necrosis（VNN）

Order　Percifo㎜s

　　　　　Fam韻y　Centropomatidae

　　　　　　　　　　　Barramundi¢傭3鰯6α勿吻）＊1

　　　　　Fam腿y　Percichthidae

　　　　　　　　　　　Sea　bass（Z湯06％〃070海％s勉加σκ）＊1

　　　　　Family　Serranldae

　　　　　　　　　　　Redspotted　grouper（石ψ勿ゆ加伽s礁。π駕）

　　　　　　　　　　　Kelp　grouper（E、魏0σ駕）

　　　　　　　　　　　Sevenband　grouper（E．3曜6纏s6づ伽s）＊2

　　　　　　　　　　　Brow：nspotted　grouper（E。㎜1σわα”．6欝）＊1

　　　　　　　　　　　Greasy　reefbod（E、’α卿勿の＊1

　　　　　Family　Carangidae

　　　　　　　　　　　Stdped舞ck（1）認％406σ解％κ46π彪κ）

　　　　　　　　　　　Pu　rpli　sh　amberjack（8げかoJσ4％鰯7ガガ）＊2

　　　　　Family　Oplegnathi　dae

　　　　　　　　　　　Japanese　p　arrot五sh（の嫁纏二面二三）

　　　　　　　　　　　Spotted　parrotfish（0伽編伽s）＊2

0rder　Pleuronectif（）rmes

　　　　　Family　PIeuronectidae

　　　　　　　　　　　Bar且nflounder（艶ηsプ）礎〃zoε〃の

　　　　　Family　Bothidae

　　　　　　　　　　　J＆panese　flouner（P㈱1励吻so1磁α％s）

　　　　　　　　　　　Turbot（8ω助伽伽％s鰯κ伽欝）＊1

0der　Tetraodo：nt逓ormes

　　　　　F＆mlly　Thodontidae

　　　　　　　　　　　Tiger　puffer（Tσ熔㎎％鰯乙吻6s）

＊1Rep◎rted　outside　Japan，＊20bserved，　but　not　reported　yet．

上飼育や種苗の成長に伴う沖出しによる海上生管での飼育が行われ

るのが一般的であり、以上に述べた対策を十分に採用することがで
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きないのが現状である。

　一方、ウイルス感染症は、ウイルスが細菌感染症のように抗生物

質に対して感受性を持たないため、薬剤による治療が極めて難しい

とされている12）。従って、ヒトにおいては、そのウイルスを不活

化あるいは弱毒化したいわゆるワクチンが用いられており、インフ

ルエンザや天然痘等のウイルス感染症の防疫としてよく知られてい

る13）。また、ヒトを含む哺乳類では、ウイルスやリケッチア、細

菌などの感染症を予防する上で宿主自体が持つ免疫防御能を高める

ことが極めて重要なことも知られている。このうちウイルス感染症

に対する宿主免疫防御能については、ヒトを含む哺乳動物がそのウ

イルスに感染すると，リンパ球や種々の細胞が抗ウイルス因子とし

てインターフェロン（：IFN）を産成し、ウイルスの増殖を抑える

生体反応が生じるとされている14）。さらに、このIFNの二成はア

ジュバント活性物質（ビタミンAやペプチドグリカン等）によって上

昇することも知られている15，16）。またさらに、アジュバント活性

物質のビタミンAは、栄養素の一つであると同時に、その大量投

与が宿主の種々の免疫防御能を九二させるとされている17）。その

プロビタミンAであるβ一カロチンは大量投与による過剰症がな

く，免疫賦活効果を有するアジュバンド活性物質としてその有効性

が報告されている18，19）。これらのことより、魚類においても、β一

カロチンの大量投与が，ウイルスをはじめとする種々の感染症に対

する免疫防御能を高めるのではないかと考えられる。

　そこで本研究では、この点を明らかにし、魚類の、特にイシダイ

仔魚におけるウイルス感染症に対するβ一カロチン大量投与による

生体防御機構について検討した。
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1。2本研究に関連する従来の研究

魚類に1：FNを介した免疫防御機構存在に関する研究は比較的少

なく，Gr曲綾mら20）がニジマスのリンパ球が1：FNを産出するであ

ろうと報告している程度である。水産生物に対するβ一カロチン添

加餌料による影響では，クロアワビの餌料へのβ一カロチンの添加

で生残率が向上したとの報告がなされている21）。カロチノイドの

一種であるアスタキサンチンの養殖用飼料への添加では，マダイ

22，23）やアユ24）の体色改善効果があると報告され，現在マダイ養殖

などで体色改善の目的で広く利用されているが，魚類の免疫防御能

との関連については全く検討されていない。なお，仔魚期の種苗の

免疫防御機能の測定は極めて難しいとされている。

1。3　本研究の概要

　本研究は，魚類においても哺乳類と同様な1：FNを介した免疫防

御機構が存在するか否かについて検討し，その結果をふまえて、INF

産成に対するアジュバンド活性物質であるβ一カロチンやアスタキ

サンチンの餌料への添加が免疫防御能を元進させることが出来るか

否かについて検討した。これらの見地によって、現在魚類の疾病と

して対策が急務となっているウイルス感染症はもとより細菌感染に

対して抵抗力の高い健康な魚の育成に役立てようとするものである。

　第一章では，本研究の目的と従来の研究，本研究の概要について

記述した。

　第二章では，VNN感染症やイリドウイルス症が問題になってい

る養殖イシダイを用い，魚類におけるIN：Fを介した免疫機構存在

の有無を検討した。

　第三章では，β一カロチン大量添加餌料でイシダイー年魚を飼育
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し，抗体産生，マクロファージの貧食能，IFNを介した免疫防御

能等がどのような影響を受けるかについて検討した。

第四章では，これまで極めて難しいとされた仔魚期の種苗（全長

8mm前後）の免疫防御機能の測定方法を脾臓細胞の幼若化反応を用

いて行う簡易測定法の開発を検討した。

第五章では，種苗生産における初期餌料生物であるシオミズツボ

ワムシ（以下「ワムシ」と記す）へのβ一カロチンの強化がイシダイ，

イシガキダイの種苗生産で生残率の向上や第四章で検討した脾臓細

胞の幼若化野に及ぼす影響について検討した。

第六章では，ワムシにβ一カロチンとアスタキサンチンを強化し，

マダイとトラフグの種苗生産を試み，生産した種苗の生残率，脾臓

細胞の幼若低能に及ぼす影響について検討した。
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第二章　イシダイ脾臓細胞のコンカナバリンA培養上清による腹

腔マクロファージ（mφ）　の活性化の検討

2。1　目的

　魚類の養殖では、近年種々の感染症が多発している。1）特にイシ

ダイは、ウイルス病に弱く、種苗生産ではウイルス性神経壊死症が，

養殖ではイリドウイルスが発症し，種苗生産や養殖において苦慮し

ているのが現状である2）。しかし，魚類における疾病に対して、現

在のところ，細菌感染症には種々の抗生物質や合成抗菌剤などの研

究成果が修められているが3），ウイルス感染症には未だ十分な研究

成果が得られていない。従って、病魚の早期発見と取り上げによる

防疫対策が行われているのが現状である。ウイルス感染症に対する

免疫防御機構となると研究は極めて少ない。

　他方，哺乳類におけるウイルス感染症に関する研究は、既に古く

から行われ、ワクチン開発や生体の防御機構の一つであるインター

フェロン（INF）の生産を九日させるアジュバンド活性物質などの知

見が知られている。このINFは、ウイルス感染に対してウイルス

を不活化するとされている4）。また、INFには数種のサブタイプが

存在し、中でもγ一INFは抗ウイルス性を示すのみならず、生体の

免疫機i能全体をも元進ずるとされている5，6・7）。このINFを介した

生体防御機能は種々のIN：F栄養因子によって増強され、ビタミン

A8）やその前駆物質であるβ一カロチン9，10）或いはビタミンD、ビタ

ミンE等の大量投与が効果を示すことが知られており、特にβ一

カロチンは大量投与による過剰症を起こさないとされ11・12），現在

ヒトをはじめ種々の哺乳動物を対象に検討がなされいる。
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そこで，本研究では，イシダイ当歳魚を用い、魚類においてもINF

を介した免疫機構が存在するか否かについて検討した。

2。2　　実験方法

2。2。1　　供試魚および飼育

供試魚には、著者が勤務する長崎市水産センターでふ化させ約6

～12ヶ月間通常の餌料（モイストペレット）で飼育したイシダイ

（OpZe8ηα診勧8声α8c渉α如8）仔魚を用いた。

2。2。2　　イシダイ脾臓細胞の採取と調整

　イシダイの飼育約6～12ヶ月をキュウィエ胆管より糊抜きを行い、

完全に冷血死させた。これにより、腹腔に血液の混入を防いだ。次

に腹部の鱗を剥離後70％エタノールで消毒を行った。以後の操作

は全てクリーンベンチ内で無菌的に行い、使用した器具は消毒した

ものを用いた。メスと解剖バサミを用いて開腹し、魚体右側面の腹

部筋肉を解剖バサミで弧を描くように切除し、脾臓をピンセットで

取り出した。これを海産魚の浸透圧になるように調整した

FRPMI1640培地（以降、　FRPMI培地）5m1を分取したシャーレ

（FA：LCON社、組織培養用）中に入れた。この中でピンセットを2

本用い脾臓組織をほぐした後、これを氷冷したポリプロピレン製の

遠沈管（SUMI：LON　CENTRI：FUGETUBE　15m1）中にFRPMI培地

で洗い流して移し、遠心（4℃、1500rpm、15mi切して洗浄を行っ

た。遠心上清を捨て、沈殿を後述する5％FBSを添加したFRPMI

培地（CFRPMI培地）4m1を加えよく混和して再浮遊させ、27Gツベ

ルクリン針内を通して5m1注射筒内に吸引し、これを氷冷した別
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のポリプロピレン製の遠沈管に数回に分けて勢い良く吹き出し、

S並gle　CeU浮遊液とした。この液のリンパ球数を血球計算盤を用

いて計測し、リンパ球数が4×106cell／mlとなるようCFRPMI培

地で調整した。

　コンカナバリンAセファロース4B（100μ9／ml）の準備はコンカ

ナバリンAセファロース4B（SIGMA社　懸濁液　1m1　当たり

15mgコンカナバリンA）を0．33ml取り、15ml容のポリプロピレ

ン製の遠沈管に入れ、先述したFRPMI培地を2。5鵬1添加して遠心

（2000rpm　15mi幻し、沈殿を採取し洗浄を行った。同様の洗浄操作

をFRPMI培地で3回繰り返し、防腐剤のメチロサールを取り除い

た。これをコンカナバリンAセファロース4Bビーズ調整液として

用いた。

2。2．2－1　RPMI　1640培地の作成

　RPMI　1640培地（日水製薬精製）

　炭酸水素ナトリウム

　超純水

　ペニシリンGカリウム（明治製菓社製）

　ストレプトマイシン（和光純薬社製）

　10。49

　1．09

1000　ml

　lO万単位

　0ユ9

炭酸水素ナトリウムを除いた上記を乾熱滅菌した容器内で混合し、

CO2でpH6。0位までにした後（培地の色が赤色からやや薄い黄榿色

になるまで滅菌ピペットを用いてCO2を注入した。）、炭酸水素ナ

トリウムを加え完全に溶解させた。その後0．45μmのメンブラン

ブイルターを通し、ろ過滅菌を行った。なお、使用した超純水は、
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後述するLPSの混在を防ぐために用いた。このRPMI　1640培地

は哺乳類の組織培養に用いられるものであり、本実験では後述する

マウスの実験の場合に用いた。本実験の海産魚類の場合には、浸透

圧を調整した以下に述べるFRPMI培地を用いた。

2。2。2－2　FRPM11640培地の作成

　本実験の海産魚の場合の組織培養には、上記のRPMI　1640培地

が哺乳類の浸透圧（NaC10．82％）であるため、魚類の浸透圧に調節

するために、塩化ナトリウム（1。35％一〇。82％讐0。53％）5。3gを添加し

て用いた。この培地をFRPMI培地と呼ぶ。

2。2．2－3　CFRPMI　1640培地の作成

　FBS（牛胎児血清、：Fet哉1　Bov並e　Seru．m　GIBCO社町）を56℃の

温水中で40分間加熱し、血清中に含まれる補体を不活化し、使用

するまで一70℃で凍結保存した。これを先のRPMI培地および

FRPMI培地に5％添加し、　CFRPMI培地として用いた。

2。2。3　イシダイ脾臓細胞の培養

先に4×106cell／搬1に調整した脾臓細胞浮遊液をシャーレ

（：FA：LCON社、組織培養i用）中に2．5ml入れ、先の洗浄を行ったコ

ンカナバリンAセファロース4Bビーズ（C膿A。S。4B．）の終濃度が

100μg／m1となる様に調整したものを2．5m1添加した。したがって、

脾臓細胞の終濃度は2×106cell／m1となった。これをCO2インキュ

ベータ（25℃　5％CO2）内で48時間培養した。この間数回、培養に

用いた組織培養用シャーレを振り、Co簸A。S．4B。のビーズ上で増殖
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した細胞を再浮遊させ、再び細胞の増殖を促した。培養48時間後、

培養液を15m1容のポリプロピレン製の遠沈管に移し、遠心（4℃

2000rpm　15mi凹し上清を分取した。この上清を。。45μmのブイル

ター（ADVANTEC　TOYO社　DISMIC一一25）でろ今後、分注して

実験に供するまで冷凍保存した。また、対照として、ConA．S。4B．

を添加しなかった脾臓細胞培養上清も同様にして作成した。なお、

前者をCo亘A。S．4B．培養上清後者を培地のみと略して表わした。

2。2。4　イシダイ腹腔マクロファージ（mφ）の調整

2．2。4－1　イシダイ腹腔滲出細胞の採取

　イシダイの活魚腹部の鱗を少し剥離し、あらかじめ先を丸く処理

しておいた注射針を用いチオグリコレート培地（栄研化学社製）約

旗nlを内臓を傷つけない様に注意して腹腔内に注射した。活魚を水

槽にもどし、注射5日後、活魚の状態で無菌的に開腹し、腹腔内

を滅菌ピペット（2ml）を用いて約20QCに保持しておいた生理食塩水

と1～2m丑注入して洗浄し、その洗液を氷冷しておいた15m1容の

ポリプロピレン製遠沈管に回収し、その伊里の総量が1尾当たり

15ml程度となるまで洗浄をくりかえした。遠心（4℃、1500rpm、

10min）し、その洗骨を上澄を捨て細胞を回収して、これを腹腔滲

出細胞とした。なお、チオグリコレート培地の作成は、純水100m1

にチオグリコレート培地（栄研化学銅製）3gを溶解し、沸騰浴中で

培地中の寒天が完全に溶解したのを確認してから、スクリューバイ

ヤルに分注（5，10mDし、オートクレイブで121℃2分間滅菌した。

　また、一般に：LPS［リボ多糖類（Lipopolysaccharide）］は、グラ

ム陽性菌の内毒素として、種々のmφ機能を活性化することが知
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られている。そこで：LPSの影響を取り除くために本実験に使用す

るガラス製のピペット（1，2，5，10m1）、ビーカー、フラスコ、培地、

ビン等のガラス器は180℃、4時間乾熱処理を行い殺菌すると同時

に：LPSを加熱不活化した。

2。2。4－2　イシダイ腹腔滲出細胞浮遊液の調整

　先に採取した腹腔滲出細胞にCFRPMI培地を2m1添加し、均一

なるようによく混和して浮遊させ、その浮遊液100μ1を分取して

小試験管内に取り2％酢酸溶液100μ1を加えてよく混ぜた。その

数分後、一部を血球計算盤にとり混期中のm¢数を概算した。この

混下中のm¢数が1×106cell／mlになるように調整し、これを腹腔

滲出細胞浮遊液として実験に用いた。

2。2．4－3　イシダイ腹腔滲出細胞の形態的分類

　先で採取した腹腔滲出細胞を形態的に分類し、計測するために細

胞遠心法14）を用いて行った。即ち、浮遊細胞回収用遠心バケット（ト

ミー精工、東京）を用い、まず塩化ビニール板の上に清浄なスライ

ドグラス、ろ紙、ラバーシートの順にのせて、バケットの所定の位

置にセット固定した。その上部に先で調整した腹腔滲出細胞浮遊液

を1～2滴落とし、それにリン酸緩衝生理食塩水（PBS）あるいは生

理食塩水200μ1を加えた後、このバケットを遠心（800rpm　4min）

した。遠心バケットを取り出し、先とは逆にろ紙をスライドガラス

上から剥離させた。なお、この際スライドガラス上に沈殿した細胞

がはずれないように十分注意を払った。スライドガラスを風乾後、

メイ液（メルク社製）を200μ1落とし、蓋のあるシャーレ内に静置
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して30秒間固定を行った。これに等量の純水を添加し再び蓋をし

て1分30秒ほど染色を行った。その後純水でスライドガラス上を

洗浄し、風乾を行い封入後、光学顕微鏡（Nikon　OPTIPHOT）を用

いて顕鏡観察した。

2。2。4－4　イシダイ腹腔滲出細胞中からのmφの単離

　先の腹腔滲出細胞浮遊液中にマクロファージ以外の細胞の混在が

あったため、その200μ1をシャーレ（FA：LCON社、組織培養用）内

に敷いたがカバーガラス上に落とし、これをCO2インキュベータ

ー（25℃　5％）で1時間培養しプレーティングした。その後、カバ

ーガラス上を生理食塩水で洗浄し、カバーガラス上に付着しなかっ

た細胞を除去し、カバーガラス上に残った細胞を腹腔m¢モノレイ

ヤーとした。

2。2。4－5　イシダイ腹腔マクロファージの確認

一般に人を含む哺乳類のmφは非特異的エステラーゼ活性が組織

科学的に強陽性であるとされている。そこでα一ナフチルブチレー

トを基質とした非特異的エステラーゼ染色を行い、びまん性赤褐色

反応産物がみられた細胞をmφであるとして確認した。即ち、先

のカバーガラス上マクロファージとして単離した細胞を2。5％グル

タルアルデヒド溶液で固定し、PBSで洗浄を行った後、α一ナフ

チルブチレートを含む基質溶液中に浸し37℃で45～180分間反応

させた。その後、洗浄を行い、2％メチルグリーンで核を染色し、

再び洗浄してM・X封入剤で封入し顕鏡観察した。染色に用いた

反応液の作成は以下のようであった。
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HPR液A液：塩酸パラローズアニリン（SIGMA社費）1gを20mlの

純水に溶かし、濃塩酸5m1を加え緩やかに加温後、冷却、ろ過し

た。

B液：4％亜硝酸ナトリウム水溶液

且PR調整液：前述のA液、　B液を0．5mlずつ混合し振り混ぜ、1N

NaOHを用いてpH5。0に調整した。

新調HPR調整液lH：PR調整液1mlに0．1M酢酸ナトリウム溶液

を2N酢酸でpH5．0に調整した液を10ml加えた。

基質：α一ナフチルブチレート（SIGMA社製）を用いた。

反応液：1／15Mリン酸緩衝液pH6。3、9．5m1に新調HPR液0，05m1

を加え、基質α一ナフチルブチレート10mgを溶かしたエチレング

リコールモノメチルエーテル0。5mlを加え、ろ過後直ちに使用し

た。

2。2。5　イシダイ脾臓細胞のConA。S。4B。培養上清のイシダイ腹腔m

φ活性化の測定

2。2。5－1　イシダイ腹腔mφの毎食能の測定

　先に述べた22．4－4で単離したm．φモノレイヤーを2。2。3で得た

Co遡A。S。4B。培養上清CFRPMI培地での種々濃度下で培養した。そ

の培養iは、CO2インキュベータ（25．OQC　5％CO2）内で4時間行った。

培養後、生理食塩水で洗浄した後、それに不活化酵母（日本製粉社

ドライイースト）を4．6×105ceU／mlとなるように懸濁させた

CFRPMI培地を4ml添加し、30分及び60分培養し、　mφに酵母

を貧食させた。その後1／15Mリン酸緩衝液（pH72）で露回洗浄し、
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メイーギムザ染色を施し、光学顕微鏡（×100）を用いてmφを200

個以上観察し、mφの数とmφに貧食されている酵母の数を計測し

た。なお、それぞれのCo鷺A。S．4B。培養上清で培養した艶φの貧食

能は一般に用いられている、下記に示す計算式で算出した貧食指数

（Phagocyto　hdex）で表した。

貧食指数鵠⑳×㊧

⑭：（mφに貧食された不活化酵母の総数）／（観察したmφの総数）

㊧：（不活化酵母を貧食しているmφの総数）／（観察したmφの総

数）×100

2。2。5－2　　イシダイ腹腔mφのペルオキシダーゼ活性の測定

　先に述べた2。2。4－2で調整した腹腔滲出細胞浮遊液を96穴（ウエ

ル）のマイクロテスト皿プレート（FA：LCON社）の各穴に200μ1注入

し、CO2インキュベータ（25。0℃　5％CO2）内で1時間培養した。

その後、プレートの各ウエルを先のカバーガラスと同様に、生理食

塩水で2回洗浄した。洗浄後、ウエルの各列に2。2．3で得た

ConA。S。4B。。培養上清の種々の濃度の物を入れ、　CO2インキュベー

タ（25．0℃　5％CO2）内で24時間培養を行った。培養後、各ウエル

を生理食塩水で3回洗浄し、1／15M酢酸緩衝液（含5mM　EGTA）100

μ1を加え、一400Cによる凍結と室温による凍結融解を3回繰り返

し、mφの細胞膜を破壊し、細胞内のペルオキシダーゼを遊離させ

た。各ウエルに基質のABTS溶液を、100μ丑加え、37℃で約20

分間反応させ、直ちに各ウエルの405nm吸光度をマイクロプレー

トリーダー（東ソー社製　マイクロプレートリーダー　MPR－A41）で

測定した。
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基質ABTS溶液（200ml）の組成は以下の様であった。

ABTS［2，2‘一アジノービス（3一エチルベンズチアゾリンー6一スルホン酸）

ニアンモニウム塩］0ユ0969

クエン酸　　4。2g

反応量は上記を混合した溶液10mlに30％H202溶液10μ1を加え

撹樺の後直ちに使用した。

2。2．6　イシダイ脾臓細胞のConA．S。4B。培養上清の熱および

pH安定性の測定

2．2。6－1　イシダイ脾臓細胞のConA。S。4B．培養上清の熱安定性

　先の2。2。3で調整したConA。S．4B。培養上清の56℃における熱

安定性は以下のように行った。ConA．S．4B。培養上清をプラスティ

ク製チューブ（コーニング冷製、2511S）に分注し、ウォーターバス

中の56℃で30分間熱処理した。直ちに下中で急冷却し、これを

22．5のConA。S．4B。培養上清の代わりに用いて同様の実験を行っ

た。

2。2。6－2　イシダイ脾臓細胞のCQnA。S。4B添加培養上清のpH安定

性

　先の2。2。3で調整したCo豊A．S。4B培養上清のpH　2。0における安

定性は以下のように行った。C膿A。S．4B。培養上清10m1を分取し

100倍量の0。1Mグリシンー塩酸緩衝液pH2に対して4時間透析を

行った。その後0ユMのリン酸緩衝液pH　7で24時間透析後、そ

れをC：FRPMI培地で10mlに定容した。さらに、これを0。45μm

のメンブランフィルターでろ過した判これを22。5のCo聡A。S．4B．
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培養上清の代わりに用いて同様の実験を行った。

2。2。7　イシダイ脾臓細胞のConA。S。4B。培養上清の腹腔mφ活性

化に対する種特異性の測定

2。2。7－1　　　供試動物

　日本クレア社のC57／6J雄マウス10週令　体重24～26gと先に

述べた養殖イシダイ（長崎市水産センター）とを用いた。

2．2。7－2　マウス脾臓細胞のConA．S。4B。刺激培養上清の作成

　ネンブタール麻酔液（アボットラ：ボラトリーズ宮遷　ベントバル

ビタールナトリウム　50g／mD麻酔下で、頚動脈を切断し、脱血

死させ、腹膜を切開し無菌的に脾臓を摘出し、先のイシダイの場合

と同様に操作しConA．S．4B．培養上清を採取した。なお、海産魚類

と哺乳類では浸透圧が異なるため、2．2．2－1で述べたRPMI　1640

培地を用いた。

2。2。7－3　マウス腹腔マクロファージ（mφ）の調整

　マウスに1mlチオグリコレート培地1nllを腹腔内注射し、その

5日後にエーテル麻酔下で頚動脈をハサミで切断し脱血死させた。

腹部上皮にハサミを入れて開腹し腹腔内に37℃に保持した滅菌生

理食塩水（0。82％　NaC1超純水使用）を注射して洗浄し、それを

数回くりかえして洗浄液の総数が1匹当たり15m1になるように採

取した。その後の浮遊液の調整およびマクロファージの単離と確認

はイシダイの場合と同様に行った。
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2。2。7－4　イシダイ脾臓細胞ConA。S．4B。培養上清のマウス腹腔m

φ活性化の測定

　イシダイ脾臓細胞CorlA。S．4B。培養上清を用い、異なる種のマウ

ス腹腔mφに対する活性化の測定を、先の2．2。5と同様な操作で行

った。

なお、貧食能及びペルオキシダーゼの両者ともCO2インキュベー

タ温度は37℃と異なった。

2．2．7－5　マウス腹腔ConA。S。4B。。培養上清のイシダイ腹腔mφ活

性化の測定

　先の2．2．7－4とは、マウス上清とイシダイmφを逆にして、同

様に実験を行った。なお、この際のCO2インキュベータ温度は25℃

でおこなった。

2．2。7－6　マウス腹腔mφ機能の測定

　マウス腹腔より調整したInφの機能を不活性化酵母に対する貧

食能とペルオキシダーゼの活性で測定した。なお測定は先のイシダ

イと同様の測定法を行い培養温度は37℃、培地にはNaCl無添加

のCPRPMI培地を用いた。

2。3　結果

2。3。1　イシダイ脾臓細胞のコンカナバリンAセファロース4B添加培養

　ふ化後6～12ヶ月のイシダイより調整した脾臓細胞をコンカナ

バリンAの結合したセファロース4B（COnA。S。4B。）と48時間培養
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を行った。その一部をとり顕微鏡観察すると、セファロース4Bの

ビーズの球面部に細胞の増殖増が多数みられた（Fig．2－1－A）。

一方、対照のConA．S。4B．無添加の場合では、個々の細胞は多数み

られるものの増殖増は観察されず、細胞数もConA．S。4B．添加の場

合よりも非常に少なかった（Fig．2－1－B）。これらの結果は、イシダ

イ脾臓細胞はConA．S。4B．添加によって、その球面部で幼若化が九

進ずることを示している。

2。3。2　イシダイ腹腔滲出細胞の検討

　イシダイ腹腔内にチオグリコレート培地を注入して誘導したイシ

ダイ腹腔滲出細胞のサイトスピン後にメイーギムザ染色を行った形

態的判定は、その約60％がマクロファージ（mφ）であろうと推定さ

れた（Fig．2－2）。

　そこで、この腹腔滲出細胞をカバーガラス上にプレーティングし、

洗浄を行った後、カバーガラス上でα一ナフチルプチレートを基質

として、非特異的エステラーゼ染色を行った。その結果は細胞の約

95％がびまん性の赤褐色に染色され腹腔mφであると推定された

（Fig．2－3）。これらの結果より、イシダイ腹腔mφは腹腔滲出細胞

をカバーガラス上にプレーティングすることによって、モノレイヤ

ーとして得られることが判明した。
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Fig．2－1Photographs　of　Japanese　parrotfish　splenocytes　with　or

without　Con　A　Sepharose　4B

A：Splenoc》沈es　were　cultured　with　Con　A　Sepharose　4B　for　48hr．

Arrow　shows　blastogenesis　of　splenocytes　on　Con　A　Sepharose　4B．

B：Splenocytes　were　cultured　without　Con　A　Sepharose　4B　for　48hr，
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Fig，2－2 Photograph　of　peritoneal　exudate　cell

Peritoneal　exudate　cells　were　obtained　by　peritoneal　lavage　with

physiological　saline　at　5days　after　induction　by　thioglycollate　medium，

The　cells　stained　by　the　method　of　May－Giemsa　aner　cytospin．　Pmφ

were＞60％in　the　peritoneal　exudate　cell．
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Fig．2－3　Photograph　of　c）沈ochemicalα一Naphthyl　butyrate　esterase　activity

of　adherent　cell．

Peritoneal　exudate　cells　were　adhered　for　lhr　in　RPMI　1640　medium，　then

washed　3　times　with　physiological　saline．　Adherent　cells　were　analyzed

histochemically　by　the　staining　ofα一Naphthyl　butyrate　esterase．　Pmφ

were＞95％in　the　adherent　cells．
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2。3。2－1　イシダイ腹腔mφの貧食能

　先で得たイシダイ腹腔mφにイシダイ脾臓細胞を培養する際の

培地を加えて（COnA。S。4B。無添加で以降培地のみと呼ぶ）培養を行

った。そのmφに不活性酵母を1時間貧食させた貧食指数

（Phagocte　Index）は20．43で、培地のみの150倍希釈、！00倍

希釈、50倍希釈でも、貧食指数はほぼ一定の値であった。しかし、

イシダイ脾臓細胞をConA．S．4B．添加して培養i上清を加えて先と同

様に培養iすると、mφの食食指数は、150倍希釈76。02、100倍希

釈96．03、50倍希釈80。35と100倍希釈をピークとした一峰性の

変化を示した。培地のみとCOnA．S。4B。培養上清添加の場合のmφ

の貧食指数は150倍希釈では培地のみの約4倍に、100倍希釈で

は約4．6倍に、また50倍希釈では約4．4倍にそれぞれ上昇し、イ

シダイ脾臓細胞をConA。S．4B．添加で培養した上清は、イシダイ腹

腔内mφの貧食能を高めると考えられた（Fig。2－4）。
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：Fig．24 Augmentation　of　phag㏄ytic　c我pacity　of　Pmφby　Con　A

st㎞u1鼠ted　super強atants

Pmφmonolayers　were　incub役ted　for　4　h　with　the　indicated

d豊utions　of　Con　A－stimulated　supernatants（㊧）or　normal

supernatants（NR　sup。：○）。　Ph綾g㏄ytosis　assay　was

terminated　after　60　min。　E急ch　poi齪indicates　the　me鋤

±SD　fbr　tdplicate　cu1撫res　in　3㎞dependent　exper㎞ents。

30



2。3。2－2イシダイ腹腔mφのペルオキシダーゼ活性

　イシダイ腹腔mφを先の場合と同様にして培養した1時間後の

ペルオキシダーゼ活性は、吸光度で培地のみの場合を100％とする

と、ConA．S．4B。培地上清の添加150倍希釈140％、100倍希釈134％，

50倍希釈130％とConA。S．4B．培養上清の添加により上昇した。し

かし、培地のみの150倍希釈、100倍希釈、50倍希釈での活性は、

ほぼ一定の値であった（Fig．2－5）。即ち、イシダイ脾臓細胞は、幼

若化の元進によって、イシダイ腹腔内rn一φのペルオキシダーゼ活

性を高めるような物質の生成が高まると考えられた。

31



A
ロ
奮

”9

霧

騒

2
£

150

100

50

0
Medium 1／150 1／100 1／50

Dilution　of　NR　Sup。　or　Con　A－Stimulated　Sup。

Fig。2－5 Augmentation　of　peroxidase　activity　of　Pmφby　Con　A

stimulated　supernatants
Pmφmonolayers　were　incubated　fbr　4　h　with　the

indicated　dilutions　of　Con　A－stimulated　supematants（㊧）

or　normal　supernatRnts（NR　sup。：○），血en　peroxidase

aαivity　was　measured。ぬch　point　indicates　the　me役n
±SD　fbr　triplicate　cultures　in　3　in．depende強t

experlments．
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233イシダイ脾臓細胞のC◎nA。S。4B。添加培養上清の熱（56℃）

および酸（pH　2）に対する安定性

　哺乳動物の脾臓細胞は幼若化が元進ずる際に腹腔内mφの貧食

能やペルオキシダーゼ活性を高めるγ一インターフェロンが生成さ

れるとされ、また　このγ一インターフェロンは熱や酸に対する安

定性が低いとされている。そこで、イシダイ脾臓細胞をConA．S．4B．

を添加して培養した上清を56℃の熱処理およびpH2．Qの酸処理を

行って、イシダイ腹腔内mφの小食能やペルオキシダーゼ活性に

対する活性作用に対して検討を行った。

2。3。3－1　イシダイ腹腔mφの貧絶壁

　イシダイ腹腔内mφの貧食能における活性化作用はイシダイ脾

臓細胞をConA．S．4B．を添加して培養した上清の150倍希釈82。31、

100倍希釈79．57、50倍希釈84。01と培地のみの42。64より上昇し

たのに対して、56QC熱処理を行った場合ではそれぞれ41。32、39．47、

29．56と下降した。また、pH2。0の酸処理を行った場合では、それ

ぞれ43．52、38．15、30．と低下を示した（Fig．塾6）。これらの結果は

イシダイ脾臓細胞の幼若化の充進によって生成されたイシダイ腹腔

内mφ回覧能を活性化した物質が560C熱処理やpH2。0酸処理で

その活性化作用が消失したのではないかと考えられた。しかし、そ

の活性化作用が熱や酸処理によって添加濃度の上昇に伴って下降し

た点については不明であった。
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Fig。2－6 Effects　of　acid（pH　2）or　heat（56℃）treatment　of　Co職A

stimulated　supematants　o：n　phagocytic　activity　of　Pmφ

Acid　tre盆tment　of　Con　A　s廿mulated　supernatants　was

carried　out　by　dialysis　ag我inst　O．1　M　glycine－hydrochloric

acid　buf艶r（pH　2）最）r　24　h。　He裂t　tre＆tment　of　Co登A

st㎞u1我ted　supernat盆nts　w我s　c我rried　out　by　he硫ting　at　56

℃fbr　30　min。　Pmφmonolayers　were　incubated　fbr　4　h

with　the㎞dic我ted　dilutions　of　non一（㊥），我cid一（△）or　heat一

（□）tre磁ed　Con　A－stimu1綾ted　supernat農nts。　The

phagocydc鼠ctivity　w硫s我ssayed　in．　the　same　w我y鼠s

described　in　Fig。2E我ch　point　indicates　the　mean±SD

for　tripIic盆te　cultures　in　2　indepe強dent　experim、ents．
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2。33－2　イシダイ腹腔mφのペルオキシダーゼ活性

　イシダイ腹腔内mφのペルオキシダーゼ活性に対する活性化作

用は（Fig。2－7）、熱や酸非処理の場合が培地のみ。．D．400％、150

倍希釈137％、100倍希釈141％と上昇したが、50倍希釈では54％

と低くなった。これに対して、56℃熱処理を行った場合では培地

のみ100％、150倍希釈68％、100倍希釈で93％、50倍希釈で65％

を呈し、先の無処理の場合よりも低値を示した。また、pH2．0処

理を行った場合も培地のみ100％、150倍希釈88％、100倍希91％、

50倍希釈67％と無処理の場合よりも低値を示した。これらの結果

は、イシダイ脾臓細胞の幼若化の九進によって生成されたイシダイ

腹腔内mφのペルオキシダーゼ活性を活性化した物質が56℃熱処

理やpH2。0酸処理でその活性化作用は消失したのではないかと考

えられた。しかし、無処理の場合の50倍希釈での活性の下降につ

いての原因は明らかでない。
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Fig．2－7　Ef艶cts　of　acid（pH　2）or　heat（56℃）treatmen．t　of　Con　A

　　　　　　　　stimulated　s鷲pernatants　on　peroxidase　activity　of　Pm．φ

　　　　　　　　Pmφmono1鼠yers　were　incubated　fbr　4　h　with　the　i麹dicated

　　　　　　　　dilutions　of　non一（㊥），役cid一（△）or　heε匙t一（□）　treated　Con　A

　　　　　　　　stimulated　s腿pernatants，　and　then　peroxid我se　activi℃y

　　　　　　　　was　measured。　Each　poi飢indicates　the　me鋤±SD　fbr

　　　　　　　　triplic盆te　cultures　in　2　independe齪experiments。
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2．3。4　イシダイ脾臓細胞のConA。S。4B。培養上清の種特異性

　哺乳動物の脾臓細胞は幼若化が元進される際に腹腔内mφの貧

食能やペルオキシダーゼ活性を高めるγ一インターフェロンが生成

されるとされているが、このγ・インターフェロンは異なる種問で

はその活性化作用がないと言われている。そこで、脾臓細胞を

CoぬA。S。4B。添加して培養した上清の腹腔内mφに対する活性化作

用をイシダイとマウス間で種特異性を検討した。

2．3。4－1　マウス腹腔内mφへの貧職能

　マウス腹腔内mφの貧食能における活性化作用は（：Fig．2－8）、培

地のみ71。58（Phagocyte　Index）、マウス脾臓細胞ConA。S．4B。培

養i上清150倍希釈96。79、100倍希釈133．20、50倍希釈51。82と

150、100倍希釈で上昇し50倍希釈で低下したのに対して、異種

であるイシダイ脾臓細胞ConA．S．4B。培養上清の場合ではそれぞれ

46。88、11．58、34．69と全ての希釈培地で培地のみより低下を示し

た。すなわちマウス腹腔mφの学食能を上昇させるためには、同

種であるマウス脾臓細胞Con　A培養上清が必要であり、イシダイ

脾臓細胞Co筋A．S。4B．培養上清はマウスmφの貧食能に対してはむ

しろ阻害的作用を示した。
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Fig。2－8 Effect　of　a　different　splen㏄yte　source　of　Con　A－stimulated

supemata猷s　on　the　phag㏄ytic役。“vity　of　mouse　Pmφ

Mouse　Pmφwere　incu．bated郵br　4　h　with　the　indic役ted

dilutions　of　Con　A－stimul盆ted　syngeneic（mouse：○）or

heterogenic（J我panese　parrotfish：㊧）splenocytes

supematants　for　4　h。　T：he　phagocytosis　ass盆y　was

ter㎜inated　after　120　min。　Each　point　indicates　the　mean

±SD　fbr輌plic我te　cultures　i：n　2　iれdependent　experime飢s。
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2。3。4－2　マウス腹腔mφのペルオキシダーゼ活性

　マウス腹腔内mφのペルオキシダーゼ活性に対する活性化作用

は（Fig．2－10）、培地のみ0。100（100％）、マウス脾臓細胞ConA。S。4B。

培養上清150倍希釈0。149（149％）、50倍希釈では0。163（163％）と

上昇した。これに対して、イシダイ脾臓細胞ConA．S。4B。培養上清

150倍希釈0。109（109％）、50倍希釈で0．102（102％）培地のみより

著明な変化を示さなかった。すなわち先で述べた貧食能と同様、マ

ウス腹腔rn一φのペルオキシダーゼ活性を上昇させるためには、同

種であるマウス脾臓細胞ConA培養上清が必要であった。
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Fig。2－9 £ffect　of　a　d証ferent　splen㏄yte　source　of　Con　A－stimulated

s叩ernataれts　on　peroxidase　activity　of　mouse　Pmφ

Mouse　P㎜φwere　incubated　fbr　4　h　with　the　indicated

d慧UtiO鷺S　Of　COn　A－Sti㎜Ulated　Syn．geneiC（mOUSel　O）Or

heterogenic（Jap我nese　paπotfish：㊧）splen．ocytes

superna．臓nts　for　4　h我nd　then　peroxidase　activity　was

measured。　E綾ch　point　indic綾tes　the　mean±SD　for

triplicate　cultures　in　2　independe飢experi㎜ents。
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2。4　考察

　魚類のイシダイにおいても哺乳類と同様のINFを介した免疫機

能の有無を検討するため。イシダイ脾臓細胞をConA．S．4B。と培養

したところ、細胞の増殖像がみられた。この培養上清をイシダイ腹

腔mφと培養したところmφの貧智能は上昇し、ペルオキシダー

ゼ活性においても顕著な活性化がみられた。これらのことより、イ

シダイ脾臓細胞は幼若化の九三によってイシダイmφの貧食分や

ペルオキシダーゼ活性を高めるような物質の生成が高まると考えら

れた。

　ヒトをはじめとする哺乳動物では、リンパ球をコンカナバリンA

やヒトヘムアグルチニンなどの幼若化誘導物質で培養するとリンパ

球中のTリンパ球が幼若化といわれる分裂を起こし、その過程で

培養上清中にγ一インターフェロン（γ一INF）を含むリンホカイン

を産生することが知られている。また、幼若化リンパ球より産生さ

れたγ一INFは加vf6roでmφを活性化し、その伸展性（spreading）

の増大、非特異的或いは、オプソニン化した（抗体感作〉細菌や赤

血球などに対する特異的貧食能の上昇、腫瘍細胞に対する細胞傷害

作用の上昇などが報告がされている。これらのことからイシダイ

mφの貧食能やペルオキシダーゼ活性を高めるような物質がγ一

INFではないかと推察された。ところで、哺乳動物のγ一INFは熱

（560C）或いは酸（pH　2）に対して非常に不安定であることが知ら

れ、これらの処理を行うとmφ活性化能を消失するとされている。

また、γ一INFには種特異性が存在し、ヒトγ一INFはヒトに、マ

ウスγ一INFはマウスにしか作用しないことが知られている。魚類

においても、Graharn　＆　Secom－besはニジマスを用いてmφ活
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性化因子を60℃或いはpH　2処理することにより活性能が消失し

たことから、ニジマス　リンパ球上清中のmφ活性化因子はγ一INF

ではないかと推察している。

　そこで、本研究で著者の作成したConA。S。4B。培養上清を熱（5

6℃）或いは酸（pH　2）で処理しその活性能を測定したところ、

活性能は消失した。さらに、イシダイ脾臓細胞COnA。S。4B。培養上

清はマウスmφを活性化せず、マウスmφの活性化にはマウスγ一

INFが必要であったことより、その作用には種特異性が認められた。

以上のことから養i殖イシダイのリンパ球は1n　v「fむroでConA。S．4B．

刺激培養することによりγ一INFを産生すると考えられた。すなわ

ちイシダイの体内でγ一INF、　mφの免疫防御機構の存在が示唆さ

れた。
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第三章　養殖イシダイにおけるβ一力ロテン大量添加餌料が免疫機

能に及ぼす効果

3。1　目的

　近年，養殖漁業では，ウイルス感染症が増加している1）。イシダ

イにおいても，西日本各地の種苗生産施設でウイルス性の神経壊死

症が多発し重大な問題になっている2）。しかし，その対策に有効な

方法が少ないのが現状である3＞。ところで，哺乳類ではウイルスに

感染するとINFを産生しウイルスを駆逐することが知られ，この

INFを介した免疫機構は極めて重要な生体防衛機能であることが知

られている。

　そこで魚類のイシダイにおいてもこのような免疫防御機構が存在

するか否かの検討を試み第二章で検証した。その結果，魚類のイシ

ダイにおいても哺乳類同様にリンパ球とマクロファージの免疫防御

機構の存在が確認された。なお，哺乳類ではINFを産生するこの

免疫防御機構はビタミンや種々の栄養因子で活性化されることが知

られ5），中でもプロビタミンAとして知られているβ一カロチン

は，哺乳動物に対して大量投与を行ってもビタミンAのような過

剰症を起こさず，ヒトをはじめ種々の哺乳動物を対象に効果がある

とされている。そこでこの章では，イシダイの餌料のモイストペレ

ットにβ一カロチンを大量に添加し，それを餌料としてイシダイの

飼育を行い，育成したイシダイの免疫機能が元進ずるか否かを検証

した。
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3。2方法

3。2。1　供試魚

　供試魚には，ふ化二二3ヶ月のイシダイ（OpZε9ηα診勧8海8c♂α伽8）

（長崎市水産センター）稚魚を用いた。

3。2。2　餌料と飼育条件

イシダイ稚魚の飼育は，ふ化約3ヵ月の種苗を，海上の生け篭網

（4。5m×4．5m×4。Om）に収容し，餌料にモイストペレットを用いて

飼育した。試験区の餌料組成は　Table　3－1に示したモイストペ

レットを用い，対照群はモイストペレットのみとし，β一カロチン

大量投与群にはモイストペレットにβ一カロチン25，000μg／100gを

添加したものを二二した。

　なお投餌率は魚体重に対して期間平均約4％で季節に合わせて増

減し，12ヶ月間以上飼育して以下の実験に用いた。

Table　3－1　Compositlon　of　expehmental　diets

Ingredier藍ts No㎜囎roup b－Carotene　ellhched　group

Dry　mlxture

Sardille

Feed　oil

Vi伽nin　C

VItamill　E

董）一Carotene

46．50％

46．50％

7．00％

47mg

28mg

　Oμ9

　←
　←
＿≦＝＿

　←
　←
25，000mg

No㎜烈groups　diet　contained　3，4901U　of　vltamin　A（retinol　pαency），

di（1110t　colltai　lled　b－carotelle
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3。23　　両三のγ一INF産生能の検討

3。2。3－1　イシダイ脾臓細胞のConA。S。4B。培養上清の採取と調整

イシダイ脾臓細胞は，飼育鱈ヶ二目の対照群とβ一カロチン大量

投与の下野の魚体から前章2。2。2と同様の方法で無菌的に脾臓細胞

を採取して，2。2。3の方法で脾臓細胞を培養し調整した。

3。2。3－2　両群のイシダイ脾臓細胞のConA．S。4B。培養上清中におけ

るγ朔NF活性の測定

　前章2。2．4－4の方法で両群のイシダイ脾臓細胞のCOnA．S。4B。培

養上清を制作し，2．2．4－4の方法で，対照群の魚体から腹腔mφモ

ノレイヤーを調整した。これに両群の脾臓細胞のCOnA。S。4B。培養

上清を添加培養し，対照群の腹腔mφの不活性酵母に対する貧食能

とペルオキシダーゼ活性を測定した。なお貧食能とペルオキシダー

ゼ活性の測定も前章2．2．5に準じて行った。

3。2．3－3　　両群のイシダイ腹腔mφの貧食能の検討

対照群，β一カロチン大量投与群の両群の魚体から前章2．2。4－4と

同じ方法で，腹腔rnφモノレイヤーを調整し，　ConA．S。4B。培養上

清を添加せずに直ちに，不活化酵母を添加して貧食能を前章鼠2。5－

1と同法で経時的に測定した。

3。2。4　両群のヒツジ赤血球（SRBC）に対する抗体産生能の検討

3。2。4－1　ヒツジ赤血球（SRBC）の調整

抗原としてヒツジ保存血（日本バイオテスト研究所）を用い，保

存液であるアルゼバー氏液を除くため8．02％の生理食塩水で3回
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遠心（1500rpm，15min）洗浄した。洗浄後，ヒツジ赤血球（SRBC）

が，露×109ceU／mlとなるように生理食塩水で希釈しヒツジ赤血球

の調整液とした。

3。2。4－2　ヒツジ赤血球（SRBC）によるイシダイの免疫

　各群のイシダイに対するSRBCによる免疫は，魚体重50gあた

りSRBCを2×109cell／鵬1腹腔内注射し免疫した。イシダイ血清

の採取は，注射後2週間飼育したイシダイから尾動脈注射より採血．

を行い，凝固後，遠心分離して採取した。なお血清中の補体成分の

不活化は45℃，30分で行った。

3。2。4－3　SRBCに対するイシダイ血清の抗体価の測定

　抗体価の測定は不活化した抗SRBC上清の赤血球（SRBC）凝集反

応で以下の如くおこなった。

　すなわち，96穴のプレートVディスポ（三光純薬）を用い各ウ

エルにリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で希釈した各希釈倍数のイシダ

イ血清を50μL加えた。さらに各ウエルに抗原として用いたSRBC

懸濁液（1×109cell／ml）を50μ：しずつ添加し，これを25℃，2時

間反応させ凝集反応陽性の認められる最大希釈倍率を抗体価として

表した。なお，抗血清の希釈はプレート上で50μ：L容ダイリュー

ター（三光純薬）を用いて行った。

3。3　結果

3。3．1　対照群，β一力ロテン大量投与群の魚体の体格比較

対照群，β一カロチン大量投与群のγ一INF産生能の検討に用いた
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供試魚の体格と，それとは別に無作為に採取し，測定をおこなった

両群の体格を：Fig．3－1に示した。両群の体長・体重には著差はみ

られなかった。なお，飼育16ヶ月目における両群の血液諸成分を

Table　3－2に示した。
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3。3。2　両群の脾臓細胞のConA．S。48。刺激によるγ一INF産生

　両群脾臓細胞のCo聡A．S。4B．刺激によるγ一IN：F産生を対照区の腹

腔mφを30分貧弓削でみた結果を：Fig．3－2に，60分のものを：Fig。

3－3に示した。培地のみで腹腔mφを培養後，不活化酵母を貧食さ

せたところ貧食時間30分で貧食指数は6。64であった。対照群の

ConA．S．4B．培養上清で培養後の貧食指数は150倍希釈で11．89，100

倍希釈で12．29，50倍希釈で7．98，25倍希釈で8。61といずれの

希釈倍率においても，培地のみより上昇し，100倍希釈をピークと

した一峰性の変化を示した。一方，β一カロチン大量投与群の

ConA．S。4B。培養上清では希釈倍率の変化に伴って対照群と同様の

変化を示した。対照群とβ一カロチン大量投与群の比較では貧食指

数がピークの100倍希釈でその活性化は約2倍を呈し，全ての希

釈倍率でβ一カロチン大量投与群が高い貧食指数を示し，γ一INF産

生が多かった。また60分では，培地のみの培養では12。61であっ

た。対照群のCo脆A。S。4B。培養上清で培養後の貧食指数は150倍希

釈で16。36，100倍希釈で20．96，　50倍希釈で11。17，25倍希釈

で8。22と100，150倍希釈において，培地のみより上昇し，100

倍希釈をピークとした一峰性の変化を示した。一方，β一カロチン

大量投与群のConA．S．4B．培養上清ではいずれの希釈倍率において

も培地のみより上昇し100倍希釈をピークとした一峰性の変化を

示した。対照群とβ一カロチン大量投与群の比較では貧食指数がピ

ークの100倍希釈でその活性化は約し5倍を呈し，全ての希釈倍

率でβ一カロチン大量投与群が高い過食指数を示し，γ一INF産生が

多かった。
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Fig。3－2　　Augmentation　of　phagocytic　capacity　of

fish　Pmφby　Gon　A　stimu1飢ed　supernatants

Pmφmo：nolayers　were　in．cubated　for　4　h　with　the

indicated　dilutions　of（bn　A－stimu1獄ted　supematants

（働β一C鼠rotene　enr畳ched　dietary　group，○：Norma亙

diet盆ry　group）or　medium＆10ne（□）。　Ph我9㏄ytosis

獄ss鼠y　was　terminated農fter　30　min．　E我ch　poi飢

i豊dicates　the　mea強±SDfor　triplica、te　cult雛es　in　3

independent　experiments．
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Pmφmono1我yers　were　incu．bated　for　4　h　with　the　i：ndicated

diluUons　of　GDnA－stimu，1裂ted　supernatants（㊧＝β一Carotene

enriched　die験ry　group，　OINorm盆1　diet我ry　group）or㎜edium

盆lo職e（□）。　Ph盆g㏄ytosis＆ss＆y　was　terminated我fter　60　min。

Each　poinUndic鼠tes　the　me雄±SDfor　triplicate　c磁鷲res　in．3

independe蹴experiments．
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また，腹腔rnφのペルオキシダーゼ活性でみた両群脾臓細胞の

Con．A刺激によるγ一INF産生をFig．3－4に示した。
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Fig。34　　Augmentation　of　peroxidase農ctivity　of　fish　Pmφby

Gon　A　stimulated　supern我tants

P㎜φmonolayers　were　incubated　for　4　h　with　the　indicated

dilutio：ns　of　Gon　A－stimulated（鰍β一C盆rotene　enriched　dietary

group，○：Norm鼠1　dietary　group）or　mediu㎜alone（口），　then

peroxidase　activity　was　me我sured．肱ch　poi齪indicates　the　mean

±SDfor　triplicate　cult鵬res　in　3　independent　experiments．
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　培地のみで腹腔mφを培養後のペルオキシダーゼ活性が0．041で

あったのに対して，対照群のCo聡A。S。4B。培養上清の添加による活

性は150倍希釈では0。066（161％：培地のみで培養した：mφの吸光

度を100％とした相対値），100倍希釈では0。033（81％），50倍希

釈では0．135（329％），25倍希釈では0。042（120％），と100倍希釈

を除いて全ての希釈倍率でmφのペルオキシダーゼ活性は上昇した。

　一・方，β一カロチン大量投与群のCoぬA．S．4B。培養上清では希釈倍

率の変化に伴って対照群と同様の変化を示した。対照群とβ一カロ

チン大量投与群の比較ではペルオキシダーゼ活性がピークの50倍

希釈でその活性は約し4倍を呈し，高濃度である25倍希釈を除い

て全ての希釈倍率でβ一カロチン大量投与群が高い貧食指数を示し，

γ一INF産生が多かった。

33。3　対照群，β一力ロテン大量投与群のイシダイ腹腔mφの貧能

の検討

Con．A培養上清を添加せず，両群から調整したmφモノレイヤー

に直接，不活化酵母を貧食させた結果をFig．3遜に示した。対照

群のイシダイ腹腔rnφの酵母に対する貧食指数（Phagocte　hdex）

は貧食30分でL2，60分で5．8，120分で4．5となり培養時間の

経過とともに上昇がみられた。一方，β一カロチン大量投与群の腹

腔mφでは貧食30分で急激な貧食指数の上昇がみられ，以後もそ

のレベルの貧食を維持した。

対照群とβ一カロチン大量投与群の貧食能を比較すると，β一カロ

チン大量投与群の貧食指数は対照群の三食指数よりすべての貧食時

間で高値を示し，貧食30分では約7倍，60分では1。3倍，120分
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ではL5倍となっていた。すなわちβ一カロチン大量投与群Pmφは

対照群のそれよりも貧食能が高かった。
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Assays　were　termi照ted　at　the　indicated　times．
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3。3。4　対照群，β一力〔1テン大量投与群のSRBCに対する抗体産生

の検討

対照群のイシダイ血清中のヒツジ赤血球に対する凝集価は平均値

で40であった。一方，β一カロチン大量投与群では平均値で80で

約2倍高かった。β一カロチン大量投与群の抗体産生は対照群より

高かった。（：Fig。3－6）
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3。4　考察

　対照群，β一カロチン大量投与群の脾臓細胞をCo豊A、S。4B。で刺激

し，それぞれのγ一IN：F産生を別の通常イシダイ腹腔mφの貧食能

とペルオキシダーゼ活性で検討したところ，β一カロチンを大量投

与群では対照群と比較して通常のイシダイのmφを活性化していた。

すなわちβ一カロチン大量投与群が多量のγ・IN：Fを産生した。

　Tachiban．aらはラットで，　Rhodesはヒトで，ビタミンAやβ一カ

ロチンを大量投与することで直接的にmφが活性化させ，さらにγ

一INFの産生を上昇させると報告し，　Hofらはマウスに大量投与す

ることによって　iぬ　vitroでTリンパ球を介してmφを活性化す

ると述べている。

　本研究結果もこれら哺乳動物と同様，β一カロチンが魚体内でT

細胞系のリンパ球の機能を千進していると考察された。また，対照

群，β一カロチン大量投与群のそれぞれのPmφの貧食能を比較す

るとβ一カ日チン大量投与群の貧食能が対照群のそれよりも高かっ

たことは，β一カロチンの大量投与が，直接mφを活性化し，或い

はγ一IN：F産生が生体内で上昇し，既にPmφの学食能を活性化し

ていた可能性が示唆された。抗SRBCに対する抗体価では，対照

群よりβ一カロチン大量投与群が高い力価を示した。

　ところで活性化mφは1：L－1を多量に分泌し，この1：L－1は，リン

パ球を活性化し，γ一INFや種々のサイトカインを分泌する。さら

にこれらのサイトカインはBリンパ球のプラズマ細胞への分化成

熟を促し，抗体産生を増加させるとされている。

　本研究で認められたSRBCに対する抗体産生がβ一カロチン大量

投与群で高かったことからこれら生体内の免疫機構，すなわち免疫
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ネットワーク全体が活性化されていると考えられた。

　しかしながら本実験で投与したβ一カロチンが，分解を受けずに

直接或いは生体内でビタミンAに変換して免疫防御機構を活性化

したかは明確ではない。ともあれ，本研究のβ一カロチン大量投与

群の魚体の粘液防御機構の元進が認められた。また，実験に用いた

魚体の体格について門下に著差が見られなかったことより，β一カ

ロチン大量投与による体格への影響は考えられなかったのみならず，

なんら過剰症の微候も認められなかった。

以上のことからβ一カロチン大量添加餌料でイシダイを飼育する

と，ウイルス感染だけでなく種々の感染症に対して抵抗力のある種

苗や養殖魚の産生を可能にすると考えられた。β一カロチンが栄養

素であることから他の抗生物質や抗菌剤のように，筋肉中への薬物

残留の問題も考慮する必要がなく，この研究が安全な養殖魚の供給

に資する点は大であると考えられた。
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第四章　アラマーブルーを用いた稚下魚の脾臓細胞幼若化の簡便測

定法

　近年，養殖漁業では，種々の感染症が多発し，種苗生産や養殖

漁業に甚大な被害を与えている。L2）

　その対策として，種々の方策が考えられているが抗生物質や抗

菌剤での対処にも限界があり，病気に強い健康な種苗の生産が求め

られている。そこで種苗の健康度や耐病性の評価が必要であるが，

魚類の免疫機能の測定方法で魚体の小さな，特に全長1crn以下の

野芝魚期の健康度や耐病性の評価は極めて難しいのが現状である。

　ところで魚類の免疫機能を測定する方法は，一般的に哺乳類の

免疫機能を測定する方法が用いられている。その中で細胞性免疫機

能では貧食細胞である好中球やマクロファージを用いた貧食能，3・4）

またリンパ球を分裂促進物質で培養したときの幼若化が指標として

用いられている。5・6）

　一方，体液性免疫機能では羊の赤血球や細菌などを抗原として

魚に接種したときの抗体産生が指標として用いられている。7・8）こ

れらの免疫機能の測定の中で貧食能や抗体産生の測定は一般の研究

室で行えるが，リンパ球の幼若化については放射性同位元素である

［3H］チミジンの取り込みを用いた手法が一般的である。9）しかしな

がら，この方法では特殊な施設が必要であり，また廃棄物の処理の

難点もあり一般の研究室で行うことは非常に困難である。また，一

部では，リンパ球の幼若化時に細胞のデヒドロゲナーゼ活性が上昇

することを利用したMTTを用いた方法も用いられている。6）この

方法は，幼若化を吸光度の上昇で測定することができるが，実験操

作が極めて煩雑であるという問題がある。
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　ところが，近年，哺乳動物のリンパ球幼若化の測定のために開

発された細胞増殖測定薬であるアラマーブルーはそれ自体を培養液

に添加し吸光度を測定するだけという簡単な操作で行え，これまで

の測定法に比べ一般の研究室で迅速かつ簡便に行えることから注目

され利用されつつある。鋤

　そこで本研究では，このアルマーブルーを用いて種苗の生体防御

能の一つとして脾臓細胞の幼若化能の測定を一般の研究室で行うた

めの簡便な方法について検討した。

4。2　実験方法

4。2．1　　　　供試魚

　長崎市水産センターでふ化したヒラメ1年魚（魚体重200～

300g）とヒラメ（8週令）の稚魚およびイシダイ（4週令），トラフ

グ（4週令）の仔魚を用いた。

4。2。2　　　　ヒラメ1年魚脾臓細胞の調整

　脾臓細胞の幼若化はAhmedらlo＞の方法に準じて行った。ヒラ

メ1年魚の後脳部を切断後失血死させ，脾臓を無菌的に摘出した。

これを海産魚の浸透圧となるよう，0．53％NaC1を添加した

RPMI1640培地（FRPMI培地）中でピンセットを用い組織をほぐ

し遠心分離（1，500rpm，15min）した。遠心後の沈殿を5％牛胎

児血清，ペニシリンG，ストレプトマイシンを添加したFRPMI

培地（CFRPMI培地）で再浮遊させ27Gのツベルクリン針中を勢

いよく通過させ，Single　Ce11浮遊液とし，　Perco11濃度勾配遠心で

赤血球を除去後，再びFRPMI培地を用い脾臓細胞浮遊液とした。
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なお，細胞数の測定は浮遊液のメイ・ギムザ染色とトリパンブルー

否染色細胞の計数で行った。

4。2。3　　　　幼若化応答の測定

　96穴マイクロテスト皿プレート（FALCON，　No．3072）に脾臓

細胞浮遊液100μしと各マイトーゲン溶液50μL（コンカナバリン

AlConA　C－0412，　SIGMA社，ポークウイドーマイトーゲン：

PWML－9379，　SIGMA社，リポポリサッカライド：LPS，E，　oo！ノ，

SIGMA社）を加え，炭酸ガス培養装置（25℃，5％CO2）内で48

時間培養した。培養後，アラマーブルー（Alamar　Biosciences社

製）20μLを添加して24時間培養した。これをマイクロプレート

リーダー（測定波長570nm及び副波長600nm）で測定した。

4。2．4　　　　稚下魚の脾臓細胞の調整と幼若化

　稚仔魚の脾臓細胞の調整は，まず各稚仔魚より実体顕微鏡下で

無菌の注射針を用いて脾臓を摘出した。これをFRPMI培地で4回

以上洗浄し，ヒラメ1年魚と同様にピンセットでほぐし，27G注

射針を通過させ，Single　Ce11浮遊液を調整し，ヒラメ1年魚と同

様に培養した。

　なお，稚仔魚の脾臓細胞については濃度勾配遠心による赤血球

の除去操作を行わなかった。

4。3　結果

4。3。1　　　各マイトーゲンで培養した脾臓細胞数の経時的変化

及び細胞数と吸光度の関係
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　ヒラメ脾臓細胞を各種マイトーゲン添加と無添加で培養を行い，

経時的に細胞数の変化を測定したところ，マイトーゲン無添加では

3日間の培養を通して細胞数の顕著な変化は認められなかった。一

方，マイトーゲン添加では培養時間の経過に呼応して細胞数が増加

し，その増加の程度はCon　A　100μg／mL，　PWM　10μg／mL，　LPS

lμg／mしの順で高かった（Fig．4－1）。

　各培養72時間目の細胞数とアラマーブル・一添加による吸光度の

関係は，細胞数の増加に呼応してその吸光度はほぼ直線的に上昇し，

両者の間には有意な正の相関関係（r＝0．9914，n＝9，p＜0。001）

が認められた（Fig．4－2）。
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Fig．4－1　Kinetics　of：mitogen　stirnulated　splenocyte　prdiferatiOn　of

Japanese　flounder

Splenocytes（5×105　cells／wen）were　incubated　with　or　without　ConA

（100μg／rnl），　PWM（10μg／rn1），　or　LPS（1μg／rn1）。　The　cens　were　then

incubated　at　25℃for　each　incubation　tirne　in　a　hurnidified　atrnosphere

with　5％CO2　in　air。　Results　are　rnean．±SD　for　triphcate　cultures。

Representative　data　Obtained　in　3　independent　experiments。
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4。3。2最適マイトーゲン濃度

　脾臓細胞を種々のマイトーゲン濃度で培養した結果をTable4－1

に示した。ConAでは，！0～250μg／mしで培養したところアラマ

ーブルー添加による吸光度は，Cor1Aの濃度の上昇に伴い直線的に

上昇し，　100μg／mしで：最大の吸光度0。166を示し，250μg／mし

では低下した。PWMでは，1～100μg／rnLで培養したところ，吸

光度は10μg／mしで最大の吸光度0．178を呈し，その後濃度の上

昇とともに徐々に低下した。また最大の吸光度を呈した10μg／mし

の値は無添加の場合の約2．1倍であった。LPSでは，0，01～10μ

g／mしで培養したところ，吸光度はLPSの濃度の上昇に伴い緩や

かに上昇し，LPS　1μg／rnLで最大の吸光度0。128を示した。これ

はマイトーゲン無添加の培地のみの吸光度の1．5倍であった。LPS

10μg／mしでは吸光度は低下した。各マイトーゲンで培養したヒ

ラメ脾臓細胞のアラマーブルーによる最適の発色を呈したマイトー

ゲン濃度は，ConA　100μg／mL，　PWM　10μg／mL，　LPS　1μg／rnL

であった。
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T窺ble　4・4， Dose・response　effec鱈of　ConA　PWMβnd　LPS　on

Medium認。雌e

　　　　　O，01

　　　　　0、1

　　　　　1

　　　　10

　　　　25

　　　　50

　　　100

　　　250

0，085±0，002b

　　　NDc

　　　　ND

　　　　ND

O，09i±0、007

0、108±0，005

0，125±0．006

0、166±0、016

0，122±0，022

　　　　ND

　　　　ND

Oユ38±0、011

0、178±0，007

0．156±0．005

0ユ2，2±0．012

0、0タ8±0，001

　　　ND

0．092±0、00i

O，101±0，003

0，128±0，004

0，105±0，010

　　　ND

　　　ND

　　　ND

　　　ND

a＄plenocアtes　oells（5　x　105　ce且s　lwe皿）were　l㎞㏄bated　with　or　without　diff｛きrent

amoun鮒of　conA，　PwM，or　LPs、　The　ce∬swere　then　inσub菰ed瓢25℃

for　72　h血ahumidified　atmosphere　with　5％CO2，血組r．　Al　amar　Biue　was

added　to　24　h　post　culture　set叩，　The　optical　densitアwasmeasufed　with

aTite貫ec　Mul厩sk御1瓢e　re認er菰570㎜飢d　600㎜、

bMe鋤±SD　of　t即licate　cul杁lres，　Repre肥nta廿ve　d瓢a　ob励1ed　in　30r

皿ore　hldependent　exp尉寸ments，

　cN⑪t　done，



4。3。3　最適培養細胞数

　最適培養細胞数を決定するために，種々の脾臓細胞で各種マイ

トーゲン添加培養した結果をFig。4－3に示した。

　脾臓細胞数1×105～10×105cells／we11でマイトーゲン無添加

培地のみで培養したところアラマーブルー添加

　による吸光度は脾臓細胞の上昇に伴い緩やかに上昇し，1×

105cells／we11での吸光度は0。072を示したのに対し，10×

105cells／we11では吸光度は0．087であった。　ConA100μg／rnLで

は，細胞数の増加に呼応して吸光度は上昇し，10×105cells／we11

では吸光度は若干低下した。本条件で最大の吸光度（0。157）を示

した脾臓細胞数は5×105cells／we11で，同じ脾臓細胞数における

培地のみでの培養による吸光度の約1。8倍を呈した。PWM10μ

g／rnLでは，細胞数が5×105cells／wellまでは細胞数の増加に伴

って吸光度は上昇し，10×105cens／we11では吸光度は低下した。

このときの最大の吸光度（0ユ82）を呈した脾臓細胞は5×

105cells／we11で，培地のみでの培養による吸光度の約2．1倍であ

った。LPS1μg／rnLでは，細胞数の増加に呼応して吸光度は上昇

し，10×105cells／we11では吸光度は低下した。このときの最大の

吸光度を示した脾臓細胞数は5×105cells／we11で，培地のみでの

培養による吸光度の約1。4倍であった。各マイトーゲンで培養した

種々の脾臓細胞数による吸光度の変化を総じてみると，すべての細

胞数でマイトーゲン添加によって吸光度は上昇したが，その上昇の

程度は5×105cells／we11で最も高く至適であった。
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Fig。4－3　Effect　of　splenocyte　llumber　on　mitogen　stirnulated

prohferation　of　Japanese　flounder

MonOnuclear　cells（5x105　cells／w　e11）were　il！cubated　with　or

without　C　onA（100酵g／r：n1），　PWM（10μg／ml），　or　LPS（1μg／ml）。

The㏄ls　were　then　incubated　at　25℃for　72　h　in　a　hurnidified

atmosphere　with　5％CO2　in．　aiL　AI㎜ar　Blue　was　aclded　to　24　h

post　culture　set　u：p。The　optical　de：nsity　was　measured　with　a

Titertec　Multiskan　plate　reader　at　570　nm　and　600　nm．　Results　are

means±SD　for　triplicate　cultures．　Representative　data　obtained　in

3independent　ex：periments．
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　仔稚魚から脾臓細胞を調整する場合，採取可能な細胞数が極め

て少ないため赤血球の除去作業は極めて困難である。そこで調整脾

臓細胞より赤血球を除去しなかった赤血球存在下と，除去した非存

在下で幼若化の検討を行った結果をFig。4－4に示した。培地のみ

の培養，ConA100μg／mL添加培養ともに，赤血球存在下（赤血

球割合約50％）は非存在下（赤血球割合5％未満）に比較して若

干高い吸光度を示したが，脾臓細胞数の増加に伴う吸光度の変化は

先に述べた傾向とほぼ同様であった。
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Fig。4－4　Effect　of　preserlce　of　erythrocytes　on　mytogen　stimulated

splenocyte　prohferation　of　Japanese　frounder

Indicated　n㎜bers　of　splenocytes輌th　or　without　e㎎t㎞ocytes　were

incubated　with　or　without　Co：n　A（100　mぼm1）。　The　cells　were　tねen

incubated　at　25℃for　72　h　in　a　humidified　atmosphere　with　5％CO2　i：n　air。

AIamar　Blue　was　added　to　24　h　post　culture　set　up。　The　optical　density

was　measurεd　with　added　to　24　h　post　culture　set　up。　Theoptical　density

was　meas蟹ed　with　a　Tite貫ec　Mωtiskan　plate　reader　at　570㎜㎝d　600

㎜。Results　are　means±SD　for虻iplicate　cω頓res　i紬ree　independent

expenmen　ts．
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4．3．4稚仔魚の脾臓細胞数

　魚体の小さな稚仔魚での測定の可否を検討するため，ヒラメ（8

週令），イシダイ（4週令），トラフグ（4週令）の各稚仔魚から採

取した脾臓細胞をTable　4－2に示した。各魚種より採取された脾

臓細胞数は，ヒラメ1L5×105cells／尾，イシダイ3．3×105cells／

尾，トラフグ4。6×105cells／尾であった。

4。3。5各稚仔魚脾臓細胞のマイトーゲンによる幼若化

　ヒラメ（8週令），イシダイ（4週令），トラフグ（4週令）の各

影野魚の脾臓細胞を各マイトーゲンで培養した結果をTable4－3に

示した。ConA（100μg／rn）で培養したところ，吸光度は無添加の

培地に比較してヒラメで約2。9倍，イシダイで約2，7倍，トラフグ

で約2．2倍の吸光度を呈した。PWM（10μg／mL）では，ヒラメで約

3。0倍，イシダイで約2。7倍，トラフグで約2。4倍の吸光度を呈し

た。LPS（1μg／rnL）では，ヒラメで約1。6倍，イシダイで約し4倍

の吸光度であった。

Table　4－2．

T（丈al　bod　量en　h　andnumber　of　lenoc　es

Speclm繍 n T（丈al　bc瓦』y　Iength

　　㎝

Sμ㎝（xytes

105cel唇s／l　a　rva

Japanese髄（潮nder

Japane§e　parr（沈怖sh

Ti　er　ffer

9

娼
23

37±α4a
α7±0．1

α8＋0。1

11．5

33
4・。6

aM銘n±SD　oft（：虻al　larvae
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4。4　考察

　稚下魚の脾臓細胞の幼若化を一般の研究室で簡便に測定する方法

を確立するため，細胞増殖測定用色素アラマーブルーを用いた方法

での確立を試みた。

　ConA，　PWM，　LPSの各マイトーゲンで脾臓細胞を培養したとこ

ろ，マイトーゲンの種類によって異なった幼若化の様相が認められ

た。ヒトリンパ球をConA刺激するとT細胞が，　PWMではT細胞

とB細胞が幼若化するとされ，LPSではマウスリンパ球のB細胞

が幼若化するとされている11）。本研究で用いたヒラメ脾臓細胞が

T細胞とB細胞などに分化しているか否かは明確ではない。とも

あれ，マイトーゲンの種類による幼若化の差が示唆された。また，

培養終了時における細胞数と吸光度の間には直線性の高い有意な正

の相関関係が認められ，アラマーブルーによる発色でヒラメ脾臓細

胞の幼若化反応を測定可能であると考えられた。

　そこでアラマーブルーを用いてヒラメ脾臓細胞の幼若化を測定す

るための至適条件を検討したところ，各マイトーゲン濃度は

ConA100μg／mL，　PWM10μg／rnL，　LPS1μg／mL，脾臓細胞

数5×105cells／we11の条件が最適と考えられた。この条件で脾臓

細胞数5×105cells／we11と10×105cells／we11で培養したところ，

吸光度は10×105ce11／mしが低かった。これは細胞数に対して培

地中の栄養素の不足等の要因で72時間の培養では細胞活性がそれ

ほど上昇しなかったためであろうと考察した。

　アラマーブルーを用いた脾臓細胞幼若化の測定は細胞の持つ酵素

活性による吸光度で測定するため，培養液中に赤血球が混在すると

吸光度測定の妨げになると考えられた。そこでヒラメ1年魚の脾
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臓細胞を用いて赤血球存在下と非存在下で検討を行ったところ，赤

血球の存在下でも非存在下条件とほぼ同様の幼若化現象が認められ，

十分測定が可能であると考えられた。

　本法を用いて魚類の脾臓細胞が各マイトーゲン刺激によって幼

若化することが認められた。これらのことより，本方法を用いるこ

とでヒラメ，イシダイやトラフグの稚仔魚でも幼若化の測定が可能

であると考えられた。
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第五章　β一力ロテン強化ワムシの投餌がイシダイ・イシガキダイ

種苗の生残率と脾臓細胞の幼若化反応に及ぼす影響

5。1　目的

　先にも述べた如くイシダイの種苗生産ではふ化後海面養殖に移動

する沖出し時までにVNNウイルスによる感染症を発症し大量弊死

を起こす。この様な感染症の対策として，卵の消毒や飼育水の消毒

等の防疫対策が実施されているが，海面養殖を行うほとんどの魚種

ではその防疫に問題があると考えられた。

　一方、ヒトをはじめとするほ乳動物では，宿主の免疫防御能の増

強が宿主を種々の感染症から発症を防ぐということは周知となって

いる。この宿主の免疫防御能はビタミン等の栄養因子や1）色々な

免疫賦活剤の投与で充進ずること2β，4が知られている。中でも栄養

素の一つのプロビタミンAとして知られるβ一カロチンはその大量

投与によって感染症の予防効果5）や白血球の機能元進6，7）が報告さ

れているのみならず、大量投与による過剰症の発症も無い8）とされ

ている。これらの点からこの様なウイルス感染症に対して抵抗力の

ある種苗を生産するために、第2章では魚類にもほ乳動物と同様の

免疫防御機構が存在するか否かについて検討するとともに、第3章

でイシダイの免疫防御機構に及ぼすβ一カロチンの免疫賦活効果に

ついて検討し、その効果を確認した。

　ところで、VNNウイルスによる感染症を防御する上でふ化直後

の仔魚からβ一カロチンを大量投与する必要性が考えられた。そこ

で本章では，これらの知見を実際の種苗生産技術に応用するため，

イシダイやイシガキダイ種苗生産においての初期生物餌料であるシ
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オミズツボワムシ（．8rαc配。η粥pZJcα〃Z♂8　0，F，MuUer，以下ワム

シ）にカロチノイド特にβ一カロチンを取り込ませて強化し，イシダ

イとイシガキダイの種苗生産を試み，生産した種苗の生残率，成長，

免疫防御機能に及ぼす影響について検討した。

12）　材料と方法

5。2。1餌料ワムシとその栄養強化

餌料には，ワムシの：L型を用いた。ワムシの栄養強化培養は，30：L

パンライト水槽に海水10：しに対して魚油ゼラチンカプセル（スーパ

ーカプセルA－1クロレラ工業社製）浮遊液1．5m．Lを添加し，弱通気

で培養した。その際の培養密度は，1000個体／m：しとした。なお，

対照区には魚油ゼラチンカプセルのみを添加し，β一カロチン区に

は魚油ゼラチンカプセルにβ一カロチン540μ9／mLを添加したもの

を用いた。

5。2．2　ワムシ中のカロチノイドの測定

　β一カロチン強化を行った飼育水10中のワムシをプランクトンネ

ットで回収し，凍結乾燥した。次いで，共栓試験に乾燥ワムシ1g

をとり，石油エーテル5m：Lを加えて振盤し，1500rpm，3miぬの遠

心分離を行い，カロチノイドの抽出を行った。上層の石油エーテル

の450鷺mにおける吸光度を測定した。なお，ワムシ内カロチノイ

ドの換算はβ一カロチン等量として換算し，乾燥重量あたりで表し

た。

5。2。3　供試魚

供試魚には長崎市水産センターで自然採卵後ふ化させたイシダイ
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仔魚及び鹿児島県栽培漁業センターで自然産卵後長崎市水産センタ

ーまで運搬し，ふ化させたイシガキダイ仔魚を用いた。

5。2。4　供試魚の飼育

　供試魚の飼育には黒いビニールで側面を覆った1，000容パンライ

ト水槽を用いた。照明には各水槽ごとに昼光色の蛍光灯（40W，2本）

を用い，9：00～17：00時まで点灯した。イシダイ，イシガキダイ

の卵をそれぞれ2水槽に収容し，ふ化させた。ふ化後，両仔魚を

実験区ごとに20，000尾ずつに調整した。なお，飼育期間はふ化後

0日からの24日間であった。

飼育水には，紫外線照射ろ過海水を用い，換水量は0。3m3／日か

ら仔魚の成長にあわせて2。5m3／日まで増加させ，その間の水温は

21～25℃であった。

　生残率は，20：00に無灯火状態で各水槽の異なる5ヶ所から10

ずつ採即し，それぞれの採水中における仔魚を計数し，1，000あた

りの生残丁数に換算した。

全長は，生残率の測定時に用いた海水から各区20尾ずつを無作

為に採取し，拡大投影機を用いて測定した。

5。2。5　イシダイ・イシガキダイの脾臓細胞幼若化反応の測定

　脾臓細胞の幼若化は第四章で検討した方法で行った。すなわち，

稚魚より脾臓を実体顕微鏡下で摘出した。摘出した脾臓を海産魚の

浸透圧となる様，調整した：FRPMI1640培地の中でピンセットを用

いてすり潰し，氷蔵したポリ製の小試験管に入れ，遠心（4℃，

1500rpm，15mi爵し洗浄を行った。遠心後上清液を捨て，5％FBS（牛
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胎児血清）を添加した：FRPMI1640培地を加えてSiぬ91e　Ce11浮遊液

にし，脾臓細胞数を1×106ce11／m：しに調整した。調整した脾臓細胞

を5×105ceU／m：しとなるよう96穴マイクロプレート（：FA：LCON，

Microtest　III　plates）に分注し，　Poke　weed　mitogeぬ（PWM：L－

9379，SIGMA社）20μg／m：Lあるいは，　Co鵬amvali脆A（Co鷺AC－

0412，SIGMA社）100μ副mしとともにCO2インキュベーター（250C，

5％CO2）内で72時間培養した。幼若化の測定は，培養終了24時

間前にプレートの各ウェルにアラマーブルー（Alamar　Biosciences

社製）20μ：Lを添加し，培養終了後，マイクロプレートリーダーで

吸光度を測定した。なお，測定波長は主波長570訟m，副波長600nm

であった。

11）　結果

12）　培養時間に伴うワムシ内カロチノイドの変化

　ワムシの培養時間の経過に伴う体内カロチノイドの変化をFig．5－

1に示した。

培養時間に伴うワムシ内カロチノイドの変化は，培養開始時に

12諏g／gであったが，培養3時二目まで上昇し，ワムシ内カロチノ

イド量は約400μg／gを示し，以後は一定値を保った。

　また，β一カロチン強化を行ったワムシをUV励起蛍光顕微鏡（ニ

コン落射蛍光顕微鏡OPTIPHOT－2）下で観察すると，油脂酵母の

みで培養を行っていた強化前に比較してワムシの消化管内を中心に

強い赤色蛍光を認めた（：Fig。5－2）。

　これらの結果より，飼育に用いたβ一カロチン強化ワムシの培養

時間は4時間とした。
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5－3－2イシダイ，イシガキダイの生残率と全長

飼育期間中におけるイシダイとイシガキダイの生残率の経日変化

をFig。5－3，5－4飼育終了時における生残率と全長をTable5－1に示

した。両魚種ともに生残率は飼育期間延長に呼応して減少し，飼育

終了時における生残率は，イシダイでは対照区39ユ％，β一カロチ

ン強化区53。5％の生残率を示し，イシガキダイでは，対照区21ユ％，

β一カロチン強化区29。9％の生残率を示した。両魚種ともに飼育期

間を通じてβ一カロチン強化区の生残率が対照区に比較して高かっ

た。飼育終了時における全長は，イシダイでは対照区8。4±0．3mm，

β一カロチン強化区8。3±0．2mm，イシガキダイでは，対照区9。8

±0．6艶m，β一カロチン強化区9．9±0．7mmを示し，両魚種とも

β一カロチン強化の有無に関わらず全長に有意な差を認めなかった。

また，図示しなかったが，飼育期間を通じて両魚種ともにβ一カロ

チン強化の有無に関わらず差を認めず，栄養障害に伴う奇形などの

形態異常も認めなかった。
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Table　5－1

Fi翻al　percent　su：ごvival　and　b◎dy　length

Experi：me聰tal　gr◎up Survivala （老》 Body　le醜gth　《mm》

Japanese　parr◎tfish

　　　　　　c◎ntr◎1

　　　　　　β一car◎te蕊e　supple職ented

Sp◎tted　pa：r：rotfis取

　　　　　　c◎登tr◎1

　　　　　　β　一car◎tene　supple〕凱e聰ted

39。5

53。3

21。1

29、9

8、4±0。3b

8、3±◎。2

9、8±0。6

9、9±◎、7

a器Fi聰al　perce就survival　calc脇lated

b霧麗e餓±SD　f◎r　lO　speci亜ens。

fr◎職　i醜itial　and　fi蕊al　鷺u珊ber　of　lava、
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5。3。3　β一力ロテン強化ワムシによる仔魚の脾臓細胞幼弱化反応

　イシダイの結果をFig．5－5イシガキダイの結果をFig．5－6に示し

た。

　β一カロチン強化区と対照区のイシダイ脾臓細胞を培地のみで培

養したところ，両断の脾臓細胞はほとんど幼若化せず，吸光度に差

を認めなかった。一一方，マイトーゲンのConA（10μg／m：L及び

100μg／mL），　PWM（10μg／：mL及び50μg／m：L）とともに培養したと

ころ，ConA　10μg／mL及びPWM　lOμg／m：L，50μg／mしで対照区

に比較してβ一カロチン強化区が高を示す傾向であった。また，ConA

100μg／mしでは対照区0。195±0．017，β一カロチン強化区0。224±

0．018とβ一カロチン強化区が対照区に比較して優位に高い（p＜0。05）

幼若化反応を示した。

　イシガキダイの幼若化反応の結果では，脾臓細胞を培地のみで培

養したところ，先のイシダイと同様両区の脾臓細胞はほとんど幼若

化せず，吸光度に差を認めなかった。一方，マイトーゲンのConA

（10μg／m：L及び100μg／m：L），PWM（10μg／mL及び50μg／m：L）と

ともに培養したところ，すべてで幼若化反応による吸光度の上昇が

認められたがCo簸A　10μg／mしでは両吟に有意な差を認めなかった。

一方，Co聡A　100μg／m：しでは対照区0．151±0．012β・カロチン強化

区0．205±0。012，PWM　10μg／m：しでは対照区0．141±0．007β一カ

ロチン強化区0．220±0．011，PWM　50μg／m：しでは対照区0．154±

0。011，β一カロチン強化区0．192±0．017とβ一カロチン強化区が対

照区に比較して優i位に高い（p＜0。05及びp＜0．05）幼若化反応を示し

た。
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5。4　考察

本章の研究で，β一カロチン強化ワムシを使用してイシダイイシ

ガキダイの種苗生産を行ったところ，両魚種の生残率の改善が認め

られ，大量投与に伴う奇形などの発生も認められなかった。この点

について，哺乳動物では，β一カロチンの大量投与がハムスターに

おける気管支上皮腫9）やマウスの繊維肉腫10）の生残率の改善や，

ラットに対する抗変異原活性を有するとされ11）ている。これら効

果はβ一カロチンのプロビタミンAの作用12）に起因するとされてい

る。また，β一カロチンの大量投与は脂溶性ビタミンにもかかわら

ずヒトや哺乳類に過剰症を起こさないとされ8），これらの魚種に対

する大量投与はビタミンAの大量投与より安全であろうと考えら

れた。

　また，β一カロチン強化しワムシで飼育したイシダイやイシガキ

ダイ種苗の脾臓細胞はマイトーゲン刺激に対する幼若化の反応性を

高めていた。同様の知見を，Danie16）や森ロ7）もヒトリンパ球を

用いた曲しのβ一カロチンやビタミンA添加実験で報告してい

る。また，　Tachibamら5）は，ビタミンAの大量投与がラット肺

胞マクロファージの殺腫瘍機能を高めると報告し，Alexanderら13）

は，β一カロチンの大量投与（180μg／日，2週間）投与がヒトリン

パ球中のヘルパーT細胞が増加させると報告している。さらに，

C◎odleyら14）は，ヒトエイズウイルス感染の患者にβ一カロチンを

投与したところリンパ平中CD4の増加が認められたと報告してい

る。本章で検討を行ったイシダイやイシガキダイの種苗がTリン

パ球を介した免疫防御機構を持っているか否かは明確ではない。本

章で認められたこのような効果が，β一カロチンのプロビタミンA
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としての働きに起因するか，あるいはそれ自身が持つ抗酸化活性に

起因するかは明らかではない。ともあれ，β一カロチン強化ワムシ

を用いてイシダイやイシガキダイの種苗生産を行うことで，宿主の

脾臓細胞を介した免疫防御機構を元進させると考えられた。

　以上の知見をもとに，現在著者が勤務している長崎市水産センタ

ーではVNNウイルス感染に伴う大量艶死の発生し極めて種苗生産

の難しいとされるイシダイとイシガキダイの種苗をβ一カロチン強

化ワムシを用いて安定生産しており，これらの種苗の安定供給が可

能な我が国唯一・の種苗生産施設となっている。

　これらのことより，β一カロチン強化ワムシを用いてイシダイや

イシガキダイの種苗生産を行うことで，ウイルス感染症をはじめ

種々の感染症に対して抵抗力のある健康な種苗の安定した供給が可

能になると考えられた。
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第六章　カロチノイド強化ワムシの投餌がマダイ・トラフグ種苗の

生残率とリンパ球の幼若化反応に及ぼす影響

6。1　目的

　　先の4章までで，魚類にもほ乳動物と同様の免疫防御機構が存

在し，その免疫防御機構がβ一カロチンの添加で元進ずることが判

明した。第5章では，これらの知見を実際の種苗生産技術に応用

するため，イシダイとイシガキダイの種苗生産において初期生物餌

料であるシオミズツボワムシ（Brαc配。π粥pZガ。α6♂〃8　0，F，M臆ller，

以下ワムシ）にカロチノイド特にβ一カロチンを取り込ませて強化し，

イシダイとイシガキダイの種苗生産を試みた。その結果，生産した

種苗の生残率と免疫防御機能の九進に効果を確認した。ところでカ

ロチノイドの一種であるアスタキサンチンの養殖用飼料への添加は

マダイ10，11）やアユ12）の体色改善効果があると報告され，現在，

マダイ養殖などで体色改善の目的で広く利用されている。

そこで，本章では，初期餌料であるワムシにカロチノイド特にア

スタキサンチン，β一カロチンを添加し，マダイとトラフグの種苗

生産を試み，生産した種苗の生残率，免疫防御機能に及ぼす影響に

ついて検討した。

6。2　実験方法

6。2。1　供試魚および飼育

　供試魚には長崎市水産センターでふ化させたマダイ（Pαg脚8

㎜αゾor）とトラフグ（7αん珈8ω膨ろr彦Pε8）のイ子魚を用いた。

マダイの飼育は，供試魚を黒いビニールで側面を覆った10001容パ
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ンライト水槽3面に収容し，各20000尾ずつを対照区，β一カロチ

ン区，アスタキサンチン区の3区に分けて，屋内で飼育した。飼

育期間は，ふ化後0日（平成11年4月15日）からの20日間で

あった。飼育水には，UV照射ろ過海水を用い，換水量は0。3　m3／

日から仔魚の成長にあわせて2．5m3／日まで増加させた。なお，飼

－育環境の検査として，毎日の海水pH，水温，溶存酸素量の測定を

行った。生残率は，毎夜10時に無灯火状態で各水槽の異なる5箇

所から101ずつ採卑し，それぞれの採水中における仔魚を照明下で

計数し，10001あたりの生残尾数に換算し測定した。全長は，生残

率の測定時に用いた海水から各区20尾ずつを無作為に採取し，拡

大投影機を用いて測定した。

トラフグの飼育も，マダイ同様とし，対照区，β一カロチン区，の

2区に分けて飼育した。飼育期間は，ふ化後0日（平成11年3月

24日）からの28日間であった。

6、2。2　餌料ワムシとその栄養強化

　餌料には，ワムシ（βrαc配。π配8頑。αψ〃♂80，F，Muller）の：L型を

用い，毎日2回投餌を行った。ワムシの栄養強化は，海水1劔に対

して魚油ゼラチンカプセル（スーパーカプセルA－1クロレラ工業螺

子）浮遊液L5mlを添加し，ワムシを室温で約4時間培養した。そ

の際の培養密度は，1000個体／鵬1であった。なお，対照区には魚

油ゼラチンカプセルのみを添加し，β一カロチン区には魚油ゼラチ

ンカプセルにβ一カロチン540μg／mlを添加，アスタキサンチン区

には，魚油ゼラチンカプセルにアスタキサンチン540μg／m1を添

加，したものを用いた。
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6。2。3　マダイ・トラフグの脾臓リンパ球の幼若化の測定

脾臓リンパ球の幼若化は既報に従って行った。9）すなわち，マダイ

はふ化後20日目の仔魚より，トラフグはふ化後28日目の稚魚よ

り脾臓を実体顕微鏡下で摘出した。摘出した脾臓を海産魚の浸透圧

となる様，調整したFRPMI1640培地の中でピンセットを用いてす

り潰し，氷蔵したポリ製の小試験管に入れ，遠心（4℃，1500rpm，

15m並）し洗浄を行った。遠心後上清液を捨て，5％FBS（牛胎児血．

清）を添加したFRPMI1640培地を加えてSingle　Ce11浮遊液にし，

脾臓リンパ聴骨を1×106cell／mlに調整した。調整リンパ球を5×

105ceU／鵬1となるよう96穴マイクロプレート（：FALCON，　Microtest

III　plates）に分注し，　Poke　weed　mitogen（PWM：L－9379，SIGMA

社）20μg／mlあるいは，　Concamvalin　A（Co蹴　AC－0412，　SIGMA

社）100μg／mlとともにCO2インキュベーター（25℃，5％CO2）内で

72時間培養した。幼若化の測定は，培養終了24時間前にプレー

トの各ウェルにアラマーブル（Alamar　Biosciences社製）20μ1を

添加し，培養終了後，マイクロプレートリーダで吸光度を測定した。

なお，測定波長は主波長570n．m，副波長600：nmであった。

6。3　結果

6。3。1　飼育結果

マダイの飼育環境は，飼育水の水温，pH，溶存酸素量の平均値及

び範囲はそれぞれ23．0℃（21。6～24。4QC），8。05（7。72～8．55），

7．19ppm（622～8．08ppm）で，トラフグの飼育環境は，飼育水の水

温，pH，溶存酸素量の平均値及び範囲はそれぞれ17．9℃（15。4～

20ユ℃），8。07（7。96～8．18），6．91ppm（6．12～7．83ppm）であった。
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　生残率は，マダイでは，各区ともふ化後5日目までに初期減耗が

認められ，対照区では5日目以降も飼育期間の延長に呼応して生

残率が低下し，実験終了の20日目では54．5％となった。β一カロ

チン強化区，アスタキサンチン強化区ではふ化後5日目以降は高

い歩留まりを示し，大きな減少を認めず，実験終了の20日目の生

残率はβ一カロチン強化区80。3％，アスタキサンチン強化区78．7％

と対照区より高値を示した（：Fig．6－1）。トラフグではβ一カロチン

強化区，対照区とも，ふ化後14日目までに初期減耗が認められ，

対照区では14日目以降も飼育期間の延長に呼応して生残率が低下

し，実験終了の28日目では32。3％となった。一方，β一カロチン

強化区ではふ化後14日目以降は高い歩留まりを示し，実験終了の

28日目の生残率は59。8％と対照区より高値を示した（Fig。6－2）。

　マダイ仔魚の全長は，飼育期間の延長に呼応して大きくなり，試

験開始時に全長2。8±0。1mmの仔魚が，終了時に対照区10。9±1。2

mm，β一カロチン強化区10．3±1。O　mm，アスタキサンチン強化区

10。8±1．Ommとなり各区の成長に有意な差は認められなかった

（Fig．6－3）。また，トラフグ仔魚の全長は，試験開始時に全長3．23

±0。07mmの仔魚が，終了時に対照区10。8±0．8　mm，β一カロチ

ン強化区11．4±0．7mmとなり両区の成長に有意な差は認められな

かった（Fig。6－4）。また，カロチノイド強化の各区の供試魚に栄養

障害に伴う奇形などの形態異常は認められなかった。
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：Larvae　were　divided　i：nto　3　groups。　Then，　they　were　fedβ一

carote捻e　supPIemented，　astaxanthin　supPIemented　or

unsu．pplemented（contro1）rotifers　twice　a　day　for　20　days。
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6．3。2　マダイ・トラフグ脾臓細胞の幼若化反応

　マダイでは，飼育終了時の供試魚より脾臓を採取し培地のみで培

養したところ，対照区の吸光度と比較してβ一カロチン強化区，ア

スタキサンチン強化区ともに有意な差は認められなかった。PWM

20μg／鵬1刺激では，対照区は培地のみに比較して1。30倍の吸光度

を示したが，β一カロチン強化区はL62倍，アスタキサンチン強化

区は1．56倍と有意に高い吸光度を呈し，カロチノイド強化の両区

が対照に比較して有意に高いリンパ球の幼若化反応を示した。Con

A100μg／m丑刺激では，対照区は培地のみに比較して1．35倍の吸

光度を示したが，β一カロチン強化区では2ユ1倍，アスタキサンチ

ン区は1．88倍の結果となり，カロチノイド強化の両区が対照に比

較して有意に高い幼若化を示した（：Fig．6－5）。

　トラフグでは，飼育終了時の供試魚より脾臓を採取し培地のみで

培養したところ，対照区の吸光度と比較してβ一カロチン強化区に

有意な差を認めなかった。PWM　20μg／ml刺激では，対照区は培

地のみに比較してL30倍の吸光度を示したが，β一カロチン強化区

は1。83倍と有意に高い吸光度を呈した。Con　A100μg／亙nl刺激で

は，対照区は培地のみに比較してL35倍の吸光度を示したが，β一

カロチン強化区では2。21倍となり，対照区に比較して有意に高い

リンパ球の幼若化を示した（：Fig。6－6）。
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6。4　考察

カロチノイド強化ワムシを用いてマダイ（β一カロチンおよびアス

タキサンチン），トラフグ（β一カロチン）の種苗生産を行い，カロ

チノイド強化の有効性の有無を検討した。ふ化後20日目のマダイ

の結果では，生残率ではカロチノイド強化の特区の生残率が対照区

より高かったが，供試魚の全長からみた成長には有意な差は認めら

れなかった。ふ化後28日のトラフグでも，生残率ではカロチノイ

ド強化が対照区より高かったが，供試魚の全長からみた成長にはカ

ロチノイド強化の影響は両魚種ともに認められなかった。また，飼

育期間を通じて供試魚に栄養障害に伴う奇形などの形態変化は認め

られなかった。この点について，竹内ら13）はヒラメ種苗を用いた

実験においてビタミンAの大量投与が魚体の奇形を誘発するもの

の，β一カロチンの大量添加は奇形を誘発しない結果を報告してお

り，著者らのβ一カロチン，アスタキサンチンの添加も種苗の成長

等に障害を与えるものではないと考えられた。

　脾臓リンパ球の幼若化を検討したところ，哺乳動物ではT，B細胞

を刺激するとされるPWM⑳μg／m1刺激による幼若化は，対照区

では培地のみに対して若干の幼若化反応が認められたものの，カロ

チノイド強化の両区では高い幼若化反応を呈した。同様に，ヒトや

ラットの哺乳動物で丁細胞を刺激するとされるCoれA100μg／ml

による幼若化でもβ一カロチン強化区，アスタキサンチン強化区で

対照区に比較して高い幼若反応を示した。Grahamらは魚類リン

パ球がインターフェロンを産出するであろうと報告している。14）

われわれが供試魚としたマダイやトラフグのリンパ球がT細胞や

B細胞などに分化しているか否かは明確ではない。ともあれ，本実
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験で脾臓細胞の幼若化能が元進していたことより，マダイやトラフ

グでも同様の免疫防御機構があり，それぞれの機能元進の可能性が

示唆された。哺乳動物ではビタミンAやβ一カロチンの大量投与が

宿主のマクロファージを介した免疫防御能やTリンパ球由来のγ一

1：FN産生を元進させることは周知となっている。6・7）また，β一カロ

チンの免疫賦活作用はβ一カロチンが体内でビタミンAに変換され

た際のビタミンAの持つアジュバント活性やβ一カロチン自体の抗

酸化作用に起因するとされている。6，7）本研究において哺乳動物で

はプロビタミンAとしての働きを持たないアスタキサンチンもβ一

カロチンと同様の免疫賦活作用を認めた。このことより本研究で認

められた免疫賦活作用はプロビタミンAとしての作用よりもむし

ろカロチノイドそのものの抗酸化作用に起因する可能性が示唆され

た。しかしながらβ一カロチンより抗酸化力の強いとされるアスタ

キサンチンでもβ一カロチンと同程度の効果しか認められなかった

点は各カロチノイドの強化量の点からさらに検討の必要があると考

えられた。

　これらのことより，β一カロチンやアスタキサンチンなどのカロ

チノイドで強化した餌料ワムシを用いてマダイやトラフグの種苗生

産を行うことで免疫防御能の高い健康な種苗生産の可能性が考えら

れた。
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第七章　　総括

　本論文は，ウイルスや細菌性の疾病に強い，免疫防御能の高い健

康な種苗生産を可能とすることを目的として、魚の餌料にβ一カロ

チンを大量に添加して、それが魚、主にイシダイの生体防御機能に

及ぼす影響について明らかにした。その結果を以下に要約する。

　第一章では，本研究の目的と意義および概要について述べた。

第二章では，魚類にもホ乳類と同様の生体防御機構が存在すること

を検討するため，養i殖イシダイの脾臓細胞をコンカナバリンAセ

ファロース4Bビーズ（ConA。S。4B。）と共に48時間培養iしその上清

によるmφ活性化を検討した。その結果、イシダイ脾臓細胞の増

殖像がConA．S。4B。のビーズ上で認められた。そして，　ConA．S。4B．

培養上清で培養したイシダイ腹腔mφの笥子能と細胞内のペルオ

キシダーゼ活性の両機能は共に九饗していた。

　その上清を、ホ乳類でγ一INF失活処理とされている熱（560C）或

いは、酸（pH：2）処理をおこなったところ、上清は、イシダイのrn

φを活性化する能力を消失した。また，イシダイConA。S．4B。培養

上清のmφ活性化の種特異性をマウス腹腔mφを用いて、検討し

たところ、マウスmφを活性化する能力を持たず、イシダイ

COnA。S。4B．培養上清の種特異性が存在した。

　以上のことより、養殖イシダイの脾臓細胞は、COnA。S。4B。で培

養するとγ一INFを産生すると示唆され，魚類のイシダイも哺乳類

と同様の生体防御機構を有すると推察した。

　第三章では，イシダイを二つの餌料群（対照群、β一カロチン大

量投与群）に分け飼育した。約12ヶ月後平群のイシダイの脾臓細

胞からConA．S。4B。培養上清を作成し、このγ一インターフェロン・
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の力価をmφ機能である貧食能とペルオキシダーゼ活性から比較検

討した。その結果、B一カロチン大量投与群のConA．S。4B。培養上

清はrnφの貧食能、ペルオキシダーゼ活性、共に対照群と比較して

高かった。

　以上より、イシダイに対するβ一カロチンの大量投与が脾臓細胞

の高いγ一インターフェロン産生能を誘導したと考えられた。これ

らのことしより，餌料にβ一カロチンを大量に添加することでウイ

ルス感染症に対して抵抗力のある種苗や養殖魚の産生を可能にする

と推察した。

　第四章では，これまで不可能であった仔魚期の種苗（全長8mm前

後）の免疫防御機能の測定方法を脾臓細胞の幼弱化反応を用いて行

えるか否かを，哺乳動物のリンパ球幼若化の測定のために開発され

た細胞増殖測定薬であるアラマーブルーを培養液に添加し吸光度を

測定するだけという簡便な方法について検討し、幼弱化反応による

細胞数の増加と、アラマーブルー添加による吸光度の関係は有意な

正の相関を示した。また、反応のための各マイトーゲンの至適濃度

と細胞数も求めた。

　第五章では，魚類の仔魚にβ一カロチンを摂取させるため，まず，

仔魚の餌料である，シオミズツボワムシ（以下「ワムシ」と記す）へ

β一カロチンを強化しイシダイ，イシガキダイの種苗生産で生残率

の向上や免疫機能発進に及ぼす影響について検討した。その結果，

成長においては，イシダイ，イシガキダイともに差は無かったが，

仔魚の生残においてはβ一カロチン添加区が対照区と比して高い値

を示した。脾臓細胞の幼弱化反応でも，β一カロチン添加区が対照

区と比して高い値を示した。これらのことより、種苗生産でも，生・
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物餌料を栄養強化することにより免疫力の強い種苗生産の可能性が

示唆できた。

第六章では，β一カロチンの投与が、イシダイ、イシガキダイの

みならず種々の魚種でも生残率の向上や免疫機能元進を認められる

かマダイ，トラフグの種苗生産で検討すると共に，カロチノイドの

アスタキサンチンをワムシに添加し，マダイの種苗生産を試み，生

産した種苗の生残率，免疫防御機能に及ぼす影響について検討し，

その機序について論議した。その結果，マダイやトラフグでもイシ

ダイやイシガキダイ同様生残率の向上と免疫機能元進が認められた。

　これらのことより，魚類においても、ほ乳類同様のインターフェ

ロンを介した免疫機構が存在し、β一カロチンやアスタキサンチン

で栄養強化した餌料ワムシを用いて種苗生産を行うことにより免疫

防御能の高い健康な種苗を生産できる可能性が示唆された。
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