
ヒラメ����������	
������
�
のレンサ球菌症は����年に

その発生が報告されて以来, わが国のヒラメ養殖における重

要な疾病の１つにあげられている｡１) 本症の治療にはテトラ

サイクリン系抗生物質が用いられているが,２) 魚体への薬の

残留や耐性菌の発生などが問題となるため薬剤治療に依存し

ない予防方法の確立が望まれる｡ 魚類の特異的生体防御機構

を利用した予防方法の１つとしてワクチネーションがある｡

わが国で現在製造承認され市販されている水産用ワクチンは,

アユのビブリオ病ワクチン, サケ科魚類のビブリオ病ワクチ

ン, ブリのα溶血性レンサ球菌症ワクチン, イリドウイルス

感染症ワクチン, ブリのα溶血性レンサ球菌症とビブリオ病

の混合ワクチン, ブリ属魚類のイリドウイルス感染症とα溶

血性レンサ球菌症の混合ワクチンの６種類である｡３) ヒラメ

のレンサ球菌症ワクチンは未だ実用化されておらず, 早急な

ワクチン開発が望まれる｡

加藤４) は本症の原因菌���
��������
����
のホルマリン

死菌 (���) をヒラメの腹腔内に接種することにより感染

予防効果が認められることを報告している｡ レンサ球菌類の

���を投与した魚の免疫防御に関する研究は, 楠田ら５) が
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についてブリで, ��	�
���
�６) がβ溶血性���
��������


���(＝������
) の���についてニジマスで行っているが,

ヒラメの������
���については研究されていない｡

本研究では������
の���接種によって免疫したヒラメの

感染防御メカニズムを明らかにすることを目的とした｡ まず,

���で免疫したヒラメを������
で攻撃して魚体内における

攻撃菌の消長を調べた｡ また, 攻撃後２日目に採取した免疫

魚の血清を正常魚に接種したところ, その感染防御能が高まっ

たことから, 感染防御能活性化因子が攻撃後に免疫魚の体内

に産生されると考え, 活性化因子の部分精製およびその働き

の解明を試みた｡
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����年に長崎県のヒラメ病魚より分離された�������

�����および���	年に熊本県のヒラメ病魚から分離された

����������
��を用いた｡ 両菌株は当研究室で液体窒素

を用いて凍結保存されており, 使用時に解凍してトッドヒュー

イット (��, 
����������������) 寒天に接種し, 	�℃で

培養した｡ なお, �����は弱毒株でヒラメに対する免疫原

性が弱く, ���
��は強毒株で免疫原性を有することが知ら

れている｡

�	�

長崎県西彼杵郡高島町の種苗生産業者より購入したヒラメ

稚魚を長崎県総合水産試験場に搬入後, �����Ｌパンライト

水槽に収容し, ヒラメ用配合飼料 (ドライペレット, ヒガシ

マル) を与えて流水飼育した｡

����
�

������������および���
��を��ブイヨンに接種し,

	�℃で	�時間振盪培養した｡ 培養後ホルマリン (和光純薬)

を���％加えて室温で��時間静置して培養菌を不活化した｡

遠心分離 (���������, ���� , ４℃) で集めた不活化菌を

滅菌した����!リン酸緩衝生理食塩水 ("#$, ����	) で５

回遠心洗浄し, 湿重量で����%&��の濃度で���	％ ���３

加"#$に懸濁し, 冷蔵庫で保存した｡

��������

血清の凝集抗体価は������������または���
��の

�'(を抗原として�
穴Ｕ型マイクロプレートを用いてマイ

クロタイター法によって測定した｡

���������
������

"#$で２�%&��の濃度に調整した����������
��の

�'(を�����&���ｇ ��)*+��%,�(#�-�) の割合でヒラメ

(��
�
±		��ｇ) の腹腔内に接種した｡ 非免疫魚には"#$を

同様に注射した｡ 実験区ごとにフィンカットで標識し,

�����Ｌパンライト水槽１つに収容してドライペレットを与

えて２週間流水飼育を行った｡ 免疫期間中の平均水温は	���

℃であった｡

����������
��の��寒天, ��時間培養菌を	��×��５

��.� *����� %/ ��((��)&��の濃度で"#$に懸濁した｡

免疫魚および非免疫魚の尾柄部血管内に�����&���ｇ #�-�

の割合で菌懸濁液を接種し, ��分, １, ６, �	, 	�, ��, �


時間後に接種魚をそれぞれ３尾ずつ取り上げ, 尾部血管から

採血後, 腎臓, 脾臓, 肝臓および脳を摘出した｡ 血液は採血

後直ちに"#$で��倍希釈し, 臓器には９倍量の"#$を加えて

ホモジナイズした後, それぞれ��倍階段希釈系列を作製し,

各希釈液を��寒天に�����塗抹した｡ ２日間培養後, 培地

上のコロニーを計数し, 血液１��または臓器１ｇあたりの

生菌数を求めた｡

�� !"#�������
������

２�%&��に調整した����������
��の�'(を�����&

���ｇ #�-�の割合でヒラメ	�尾に腹腔内接種した (免疫魚)｡

非免疫魚	�尾には"#$を同様に注射した｡ パンライト水槽に

収容し, ドライペレットを与えて２週間流水飼育を行った｡

��寒天で培養後"#$に懸濁した����������
��培養菌を

���×��４ (��&���ｇ #�-�の割合で免疫魚および非免疫魚

各��尾の尾柄部血管内に接種した｡ 残りの免疫魚および非免

疫魚各��尾には"#$を注射した｡ 接種より��時間後, すべて

のヒラメより採血し, 室温で２時間静置して凝固させた後,

血清を採取した｡ 得られた血清をそれぞれ免疫・攻撃血清,

非免疫・攻撃血清, 免疫・非攻撃血清および非免疫・非攻撃

血清とし, －��℃で保存した｡

４種類の血清をそれぞれプールし, メンブレンフィルター

(ポアサイズ����μ�, !�..�����) でろ過後, �����&���ｇ

#�-�の割合で正常魚 (�����±		��ｇ) の腹腔内に接種した｡

その	�時間後に����������
��の培養菌を���×��４ (��&

���ｇ #�-�の割合で尾柄部血管内に接種し, 前述と同様の

方法で血液および臓器中の生菌数の変化を調べた｡

��$�� !�"#%�&'

ろ過滅菌し－��℃に凍結保存されていた免疫・攻撃血清,

免疫・非攻撃血清および正常血清を"#$で２, ４, ８, �
お

よび�	倍希釈し, �����&���ｇ #�-�の割合でそれぞれ３尾宛

正常魚 (���
±����ｇ) の腹腔内に接種した｡ 対照として"#$

注射区を設けた｡ その	�時間後に����������
��の培養菌

を���×��３ (��&���ｇ #�-�の割合で尾柄部血管内に接種し,

前述と同様の方法で血液および腎臓の生菌数の変化を調べた｡

��$�� !�()*�+,-./01234�567�

免疫・攻撃血清を����Ｍ ����0�(.緩衝液 (�����) に透

析後, 同じ緩衝液で平衡化した
1210$��,���.(2����,��

#������ ���) カラム (�×����) に添加し, ０から���Ｍま

での��(.連続濃度勾配をかけて溶出を行った｡ 波長	�� �

における吸光値による溶出曲線をもとに溶出液を５つのフラ

クション (Ｆ１～５) に分け, それぞれに��％飽和量の硫安

を加えて塩析した｡ 生じた沈殿を少量の"#$に溶解し,

���	％ ���３ 加"#$に一晩透析した後, さらに"#$を加え

てもとの血清量にあわせた｡ 調製した５つのフラクションを

それぞれ�����&���ｇ #�-�の割合で正常魚 (�

��±����ｇ)

の腹腔内に接種した｡ 同様に"#$を注射したヒラメを対照と

した｡ フラクション接種より	�時間後に����������
��

の培養菌を���×��３ (��&���ｇ #�-�の割合で尾柄部血管

内に接種し, 前述と同様の方法で血液および臓器中の生菌数

の変化を調べた｡ 実験期間中の平均水温は	���℃であった｡

防御能活性化作用がみられたフラクションを"#$で平衡化

した$��,���*.$0��� (2����,�� #������ ���) カラム

(	��×����) によるゲルろ過で分画した｡ 
1210$��,���.

イオン交換クロマトグラフィーと同様の方法で３つのフラク

ション (3�１～３) を調製し, 各フラクションを�����&

���ｇ #�-�となるように正常魚 (�
���±	���ｇ) の腹腔内
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に接種し, 前述と同様の方法で生菌接種 (���×��４ ����

���ｇ 	�
�) および生菌数測定を行った｡ 実験期間中の平

均水温は����℃であった｡

��������	
��
����


	�で２倍希釈した免疫・攻撃血清および正常血清を���

������ｇ 	�
�となるように正常魚の腹腔内に接種し, ２

日後に採血してから腎臓を摘出した｡ ���������ヘパリン

(清水製薬) 加���％����ダルベッコ
	�(������ｇ, ��２
�
�４ ���ｇ, ������ｇ, ��２
�４ ���ｇ, 超純水�������,

�
	� �) を入れた滅菌プラスチックシャーレの中でピンセッ

トを用いて腎臓を破砕し, パスツールピペットを用いて細胞

浮遊液を試験管に移した｡ シャーレに再び�
	� �を加えて,

同様の操作を数回繰り返した｡ 細胞浮遊液中の組織断片を沈

殿させるために氷水中で��分間静置した｡ 沈殿を除いた後,

遠心分離 (�����!"�, �����, ��℃) で細胞を集め, �
	�

に再懸濁した｡

容量７��のポリカーボネイト製遠沈管に��％ 
#!$%��

(密度���&�ｇ���, '�#!()�� 	�%($�#�$#() を５��入れ,

高速遠心 (������!"�, �����, ��℃) により連続密度勾配

を形成させた｡ これに腎臓細胞浮遊液を重層して遠心分離

(�����!"�, *����, ��℃) し, 注射器を用いてマクロファー

ジ層を回収した｡ �
	�を加えて３回遠心洗浄 (�����!"�,

５���, ��℃) することにより
#!$%��を除いた｡ 遠心後上

清を除去して��％ウシ胎児血清および���％ ����加+
,-

�*��培地 (+
,-培地, 日水製薬) を加えて静かにピペッティ

ングして混合し, ��２インキュベーター (５％ ��２, ��℃)

で*�分間培養した｡

����������*��の.�寒天��時間培養菌を１×��８ ���

���になるように
	�に懸濁した｡ 菌懸濁液, 使用時に採

取したヒラメ血清 (新鮮血清) および
	�を２：１：１の割

合で混合し, ��分間静置して菌をオプソニン化した｡ マクロ

ファージ浮遊液 (１×��７ $#��(���) にオプソニン化した

菌液 (５×��７ ������) を１���量加え (細胞：菌＝２：

１), ��２インキュベーターで*�分間貪食させた｡ 細胞に取

り込まれなかった菌を殺菌するためにゲンタマイシン (和光

純薬) を��μ/���となるようにマクロファージ浮遊液に加

え, ��２インキュベーターで*�分間培養した｡ �
	�を加え

て３回遠心洗浄 (�����!"�, ５���, ��℃) し, 再び+
,-

培地を加えて��２インキュベーターで培養した｡ +
,-培地

を加えた時点を０時間とし, ０, ��, ��時間後の細胞内生菌

数を測定した｡

各時間にマクロファージ浮遊液���μ�を滅菌マイクロチュー

ブにとり, 氷冷した滅菌蒸留水を���μ�加えた後��秒間ミキ

サーで激しく攪拌した｡ ２分間静置した後, ��倍階段希釈系

列を作製して各希釈液を.�寒天に�����塗抹した｡ ２日間培

養後, 出現したコロニー数から細胞���個あたりの生菌数を求

めた｡ 細胞外の菌を除去するために培養��時間および��時間

後の生菌数測定の際には上記のゲンタマイシン処理を行った｡

なお, ガラス器具および遠沈管はシリコン (富士システム

ズ) 処理を施し滅菌したものを使用した｡

�������
����


	�で２倍希釈した免疫・攻撃血清および正常血清を���

������ｇ 	�
�の割合で正常魚の腹腔内に接種し, ２日後

に１���量のヘパリン溶液 (������������) を入れた注射器

を用いて採血した｡ 血液はシリコン処理を施した滅菌試験管

に移し, 一部を遠心分離 (�����!"�, �����) して血漿を

採取した｡

����������*��の.�寒天��時間培養菌を１×��３ ���

���になるように
	�に懸濁し, 血液および血漿に１���量

加えて��℃で培養した｡ 菌液添加時を０時間とし０, ３, ６,

��時間後に各試験管から血液および血漿を���μ�ずつ取り

.�寒天に塗抹した｡ ２日間培養後, 出現したコロニー数か

ら血液および血漿１��あたりの生菌数を求めた｡

� �

������� !�
�"
#$

���で免疫後����������*��の培養菌を血管内接種し

たヒラメの血液, 腎臓および脾臓の生菌数変化を��/�１Ａに,

肝臓および脳の生菌数変化を��/�１Ｂに示した｡ 免疫魚では,

攻撃��分後の血液の生菌数が��２ ������であったのに対

し, 腎臓および脾臓の生菌数はおよそ��４ ����ｇであり,

血液の約���倍であった｡ 腎臓および脾臓の生菌数はその後

１時間後まで減少する傾向を示した｡ １時間から��時間後ま

長崎大学水産学部研究報告 第��号 (����) ��
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では生菌数の大きな変化はみられなかったが, ��時間から��

時間後まで一旦増加した後減少し始め, ��時間後には検出限

界 (５×����	
ｇ) に達した｡ 免疫魚に死亡はみられな

かった｡ これに対して非免疫魚の腎臓および脾臓においては

生菌数の減少はみられず, ��時間後以降生菌数が増加し, ��

時間後以降死亡魚が現れ, ��時間後までに全ての供試魚が死

亡した｡ 免疫魚および非免疫魚ともに肝臓および脳の生菌数

は血液に類似した変化を示した｡

��������	
��
�������

免疫血清接種後��������	��
�の培養菌を血管内接種し

たヒラメの血液, 腎臓および脾臓の生菌数変化を����２に示

した｡ 免疫・攻撃 (���) 血清接種魚の腎臓および脾臓の生

菌数は攻撃後
�分から��時間まで��４ ��	
ｇ前後を維持し,

��時間後以降減少して��時間後には検出限界近くに達した｡

血液からは攻撃
�分から��時間後までほとんど菌が検出され

なかった｡ これに対し, 残り３種類の血清接種魚の血液およ

び臓器の生菌数は攻撃
�分から��時間後まで増加し, 血液で

��５～��６ ��	
��, 臓器で��７～��９ ��	
ｇとなった｡

各血清の凝集抗体価を�����１に示した｡ ��������	�

�
�の ���を抗原として測定した抗体価はいずれも１：＜

４あるいは１：４であった｡ �	���の���を抗原とした場

合は, 免疫・攻撃 (���) 血清および免疫・非攻撃 (����)

血清の抗体価は非免疫魚 (����, �����) の血清に比べて

やや高く, プール血清の抗体価は非免疫血清が１：＜４であっ
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たのに対してそれぞれ１：８および１：４であった｡

��������	
��
����

希釈血清を接種後�������������の培養菌を血管内接

種したヒラメの腎臓および血液の生菌数変化を���	３に示し

た｡ 
��注射区では腎臓の生菌数は攻撃�
分後に�
４ ����

ｇ検出され, ��時間後には�
９ ����ｇまで増加した｡ 正常

血清接種魚の腎臓の生菌数は��時間後には全ての希釈段階に

おいて
��区と同レベルであった｡ 一方, 免疫・攻撃血清接

種魚の生菌数は２倍希釈血清で�
２ ����ｇと最も低く, 個

体差があり, また, 希釈が増すにしたがって差は小さくなっ

たが, ��倍希釈まで
��区に比べて低かった｡ ２倍から８倍

希釈免疫・攻撃血清接種魚の腎臓の生菌数は正常血清に比べ

て有意に低かった (�＜
	
�)｡ 免疫血清接種魚の腎臓の生菌

数も��倍希釈まで
��注射区に比べて低かった｡ ��時間後の

血液の生菌数は, 
��区および正常血清接種魚では�
８

������に達したのに対し, 免疫・攻撃血清および免疫血

清ではそれよりも低かった｡ ２倍から��倍希釈免疫・攻撃血

清接種魚のほとんどが�
２から�
３ ������となり, 
��区

と比べ有意に低かった｡ 免疫血清接種魚でも２倍および��倍

希釈の１尾を除く��倍希釈までの血清接種魚すべてで免疫・

攻撃ヒラメ血清と同様に生菌数が少なかった｡ 血液の生菌数

についても２倍から８倍希釈免疫・攻撃血清と正常血清の間

に有意差が認められた (�＜
	
�)｡

�����	
���������������� !"#

免疫・攻撃血清を�������������イオン交換クロマトグラ

フィーに供して得られたタンパク質の溶出パターンを���	４Ａに,

５つのフラクションを正常魚に腹腔内接種し, ����������
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���で攻撃したときの生菌数の測定結果を����４Ｂに示した｡

�	
�濃度���
, ����, ����Ｍ付近をピークとする３つのフラ

クション (�２～４) およびその前後 (Ｆ１およびＦ５) につ

いて調べたところ, Ｆ１接種魚の臓器中の生菌数は対照区と同

じ��９ 
���ｇであったのに対し, その他のフラクションではそ

れよりも有意に低く, とくにＦ３接種魚では����� 
���ｇと最

も低かった｡ このことからＦ３を����	���������カラムによる

ゲルろ過に供し, さらに分画を試みた｡ その結果３つのピーク

がみられ, それぞれをプールして��１～３とした (����５Ａ)｡

これらを正常魚に接種し, �������で攻撃したときの生菌数変

化を����５Ｂに示した｡ すべてのフラクションで対照区よりも

生菌数が低かったが, ��１接種魚のみ生菌数の減少がみられ

た｡ 腎臓および血液の生菌数について, ��１接種魚と対照区

との間に有意差が認められた (�＜����)｡

各フラクションの凝集抗体価を�	���２に示した｡ ��

������������
を抗原とした場合, Ｆ２およびＦ３の抗

体価は１：��, ��１の抗体価は１：��となった｡ その他の

フラクションは�：＜４であった｡ ��������
を抗原とし

た場合は全てのフラクションで１：＜４であった｡
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��������	
��
����

腎臓細胞���個あたりの細胞内生菌数の変化を����６に示

した｡ 免疫・攻撃血清接種魚および正常血清接種魚の０時間

の細胞内取り込み菌数に差はみられなかった｡ ��時間後には

両区とも増加したものの, 免疫・攻撃血清接種魚の生菌数は

正常血清接種魚と比べて有意に低かった (�＜����)｡ 両区と

も�	時間後には生菌数が減少した｡

�������
����

血液および血漿に�������
���
�を接種したときの生

菌数の変化を����７に示した｡ 免疫・攻撃血清接種魚および

正常血清接種魚ともに血液に菌を接種した直後から��時間後

まで生菌数が増加した｡ また０時間から��時間まで両区の生

菌数に有意差は認められなかった (�＞����)｡ 血漿において

も同様に生菌数が増加した｡ 血液と血漿の生菌数の間にも差

は認められなかった (�＞����)｡

� �

哺乳類においては死菌ワクチンで免疫すると抗体が産生さ

れ, その抗体によるオプソニン作用によって食細胞の貪食

作用が効率よく行われるようになり, 感染防御能が上昇する

とされている｡７) 魚類においても��	�
����
���の���を接種

したブリでは特異抗体が産生され, 血清中の抗体および補体

のオプソニン作用が感染防御に関与することが示唆されてい

る｡５) 本研究では�������の���で免疫したヒラメにおける

感染防御メカニズムを知るために, 血管内接種した�������

の血液および主要臓器における生菌数変化を調べ, 免疫魚の
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体内における�������の分布および殺菌の経緯を観察した｡

その結果, 攻撃��分後には免疫魚, 非免疫魚ともに腎臓およ

び脾臓から高い生菌数が検出され, 血液中の�������は速や

かに腎臓や脾臓に取り込まれると考えられた｡ �������	


��８)は, ヒラメの腎臓や脾臓において�������は食細胞に取

り込まれた状態で存在していることを組織学的に明らかにし

ている｡ その後, 免疫魚では攻撃１時間後に腎臓や脾臓の生

菌数が一旦減少しており, 非免疫魚に比べて食細胞の殺菌活

性が高まっていたと考えられた｡ しかし, 生残した菌が
�時

間後まで増殖した｡ その時点で血液からも腎臓の���分の１

程度の生菌数が検出されているが, これは食細胞が死んだた

めに細胞外に放出された菌または菌を取り込んだ状態で血液

中に流れ込んだ食細胞によるものと推察された｡８) 体内各所

の生菌数は
�時間後以降著しく減少しており, 攻撃が感染防

御能を高める刺激となったと考えられた｡ また, 免疫魚では

腎臓や脾臓の生菌数が著しく減少したことから, �������は

感染によってさらに活性化した食細胞によって殺菌されると

考えられた｡

前述の実験結果から, 免疫魚を攻撃することによって感染

防御能 (とくに食細胞の殺菌活性) を高める何らかの因子が

免疫魚の体内に産生されると思われた｡ そこで, 免疫後に生

菌接種したヒラメの血清 (免疫・攻撃血清) を正常魚に接種

することにより感染防御活性が高まるかどうか検討した｡ そ

の結果, 免疫・攻撃血清接種魚では攻撃��時間後には生菌数

が検出限界に達したことから, 免疫・攻撃血清中に感染防御

能活性化因子が存在すると考えられた｡ 加藤４) は�������

���で免疫したヒラメの血清を正常魚に接種することによ

り受動免疫が成立することから, 免疫魚の感染防御に抗体が

関与していることを示唆している｡ しかし, 本実験において

は免疫のみ行ったヒラメの血清 (免疫・非攻撃血清) の接種

では攻撃��分から��時間後まで生菌数が増加し続け, 感染防

御活性が認められなかった｡ このことから, 抗体以外にも何

らかの防御因子が関与していることが考えられた｡ しかし,

つぎに行った免疫・攻撃血清の感染防御能活性化作用の強さ

を調べる実験では, 免疫・攻撃血清よりは弱いものの免疫・

非攻撃血清接種魚においても活性化作用が認められた｡ これ

は, 本実験に用いた血清が前実験のものとは異なることから,

血清を採取した免疫魚の違いが結果の差となったと思われる｡

細胞間の情報を伝達するサイトカインは魚類の生体防御に

おいてもその存在が不可欠であり�９) ヒラメにおいてもイン

ターロイキン２, インターフェロンαおよびβが存在するこ

とが報告されている｡��) また, マクロファージ活性化因子

(���) はヒト, モルモットおよびマウスなどで広く認めら

れており, 魚類においてもニジマス,��) サケ科魚類�
) を始め

数魚種でその産生が報告されている｡ 本実験において, ���

免疫後生菌接種することによりヒラメの血清中に感染防御能

を活性化する因子が産生され, その因子は腎臓や脾臓のマク

ロファージなど食細胞を活性化していると考えられたことか

ら, 本因子はサイトカインの一種ではないかと考えられた｡

そこで免疫・攻撃ヒラメ血清中にみられる感染防御能活性化

因子の部分精製を試みた｡ 免疫・攻撃血清をイオン交換クロ

マトグラフィーで分画したところ, �３画分が最も強かった

が, �１を除くすべての画分で感染防御能活性化作用が認め

られ, 複数の活性化因子の存在が推定された｡ �３の

����
���������を用いたゲルろ過分画では��１画分に活

性化作用がみられ, 本因子は分子量が���万近くの高分子で

あることが予想された｡ マウスの���は分子量２万, 
��万,

���万, ���万と多種のものが存在することが知られており,��)

魚類の���もそれと近い分子量であることが予想される｡

それに比べて��１画分は非常に高分子量であり, ���とは

異なる物質である可能性が考えられる｡ また, ��１画分に

は菌の凝集活性が検出されており, 抗体が活性化因子の本体

である可能性もある｡ この点を明らかにするためにさらに活

性化因子の精製を進める必要がある｡

哺乳類においては好中球やマクロファージによる食菌およ

び殺菌作用が生体防御において重要な役割を果たしているが,

魚類においても食細胞の働きは直接的あるいは間接的に生体

防御に大きく関わっている｡��) 楠田ら５) は, ����	�
����
�の

���で免疫したブリの腹腔内マクロファージには貪食活性

はみられるものの殺菌活性はみられなかったと報告している｡

本研究では, 腎臓マクロファージを使って食細胞の殺菌活性

を調べたところ, 免疫・攻撃血清を接種したヒラメの腎臓マ
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クロファージは正常血清を接種したヒラメのものと比べて食

菌��時間後の生菌数が有意に低かったことから, マクロファー

ジの殺菌活性が高まっていたと考えられた｡ なお, 培養��時

間後の生菌数が１時間後より高かったことや, ��時間後には

正常血清区においても生菌数の減少がみられたことから, 実

験方法にやや問題があったと思われる｡ 本実験では�������

を貪食させる時の条件を��℃で��分間とした｡ 浜口ら��) はブ

リの食細胞に����	
�
���を貪食させる場合は, 短時間で貪

食させるのがよいとした上で, ��℃, ��分間を最適条件とし

てあげている｡ また細胞の培養温度や貪食させるときの温度

は供試魚の飼育水温を考慮に入れるべきである��) とも言われ

ている｡ したがって, 細胞と菌の比率, 貪食時間や細胞外細

菌の除去方法など実験方法をさらに検討する必要があると思

われる｡

前述のように本研究においては�	
免疫魚の感染防御に

は腎臓や脾臓の食細胞が関与していると考えられ, 主に臓

器中でその殺菌が行われていると推定した｡ しかし, ��

	�
����
���の�	
を接種したブリの血清には殺菌活性がみら

れるとされており, ��	�
����
���に対する感染防御に抗体

や補体など血液中の液性因子が関与していると考えられてい

る｡５) 一方, �������の�	
を接種したニジマスでは血清の

殺菌活性は認められず, 免疫魚の感染防御に血清の殺菌活性

は関与しないと報告されている｡６) 本研究では免疫・攻撃血

清を接種したヒラメについて調べたが, 血液および血漿中で

�������の生菌数が増加したことから, 血液中の成分は殺菌

に関与していないと考えられた｡ また, 血液と血漿の生菌数

に差はみられなかったことから, 血液中の白血球が�������

の殺菌に関与することもほとんどないと思われた｡

以上のことから, �������の�	
で免疫したヒラメでは,

�������の感染によって腎臓や脾臓の食細胞 (おそらくマク

ロファージ) の殺菌活性が上昇し, 感染菌の細胞内殺菌が行

われて感染防御されると考えられ, 食細胞の活性化には免疫・

攻撃血清中の液性因子が関与すると推定された｡ 今後は食細

胞の活性化機構の解明が必要と思われる｡ なお, 前述のよう

に特異抗体が食細胞の活性化因子として働く可能性があるが,

サイトカイン等他の液性因子の関わりも調べる必要があろう｡
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