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コイ腹腔滲出細胞か らのマクロファー ジの調製

原 研治,槌 本 六秀,橘 勝康

長富 潔,古 場 久代*ｹ,石 原 忠

Preparation of Macrophage Monolayer from Carp 

         Peritoneal Exudate Cells

Kenji  HARA  , Mutsuhide  TSUCHIMOTO  , Katsuyasu  TACHIBANA  , 

 Kiyoshi  OSATOMI  , Hisayo  KOBA*¹  , and Tadashi ISHIHARA

   We investigated the preparation of macrophage monolayer from carp peritoneal 

exudate cells  (PEC) to clarify the biosynthesis and processing of cathepsins.  PEC collected 

at 24h interval after elicitation with 6% sodium caseinate or thioglycolate medium were 

transferred to culture dish in RPMI 1640  (RPMI), and the cells were incubated in  CO, 

incubator for 2h. To distinguish macrophage and neutrophil, the adherent cells washed 

with RPMI to remove non-adherent cells were analyzed histochemically by the staining of 

two different esterase activities. The number of  PEC was maximally increased at 3 days 

after injection with 15 ml of sodium caseinate, whereas that of macrophages was at 4 days 

after injection.  Most  (about 90%) of cells cultured for 24h were positive for  a  -Naphthyl 

butyrate esterase activity but they were not positive for Naphthol AS-D chloroacetate 

esterase activity, confirming them to be macrophage. They were able to culture for 48h 

in RPMI containing 5% heat inactivated calf serum. It was possible to prepare two 

culture dishes of macrophage monolayer (1.33 x 105/cm²) from one carp (800-900g) by this 

method.

Keyword:マ ク ロ フ ァ ー ジmacrophage;腹 腔 滲 出 細 胞peritonealexudatecells:好 中 球

neutrophil;コ イcarp;非 特 異 性 エ ス テ ラ ー ゼnon-specificesterase.

魚類 にお いて も,哺 乳類 同様,そ の細 胞 内蛋 白分

解 の役割 を担 ってい るの は リソゾーム 内の カ テプ シ

ン群 と考 え られ て いる。 これ ら リソゾーム の カテプ

シ ン群 は魚類 の死 後 の筋 肉蛋 白の 自己 消化 に も関与

し,そ の鮮 度低下 を速 め る と考 え られ て い る。 また

サ ケ で は筋 肉 の病的軟 化 現象 の一 因 ともな る1・2)。魚

類 は 日本 人 に とって重要 な蛋 白源 で あ るに もかかわ

らず,カ テプ シ ン群 の研 究 は,こ れ まで の ところ精

製 あ るい は酵 素学 的性 質 を調 べ る に と ど まっ て お

り3-8),陸上 動物 と比 べ活 性化 機構 や機 能 に関 す る基

礎 的研 究が 明 らか に不 足 して い る。 哺乳動 物 で は腹

腔 マ ク ロ フ ァー ジ9・'0)や肝 細 胞11・12)などの生 きた

細 胞 を用 い これ らの研 究が 行 なわれ て お り,著 者 ら

も初代 培養 系 に移 した ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロフ ァー ジを

用 い て カテプ シ ンが 不活 性型 プロ酵素 で合 成 され,

さ らに この プロ酵素 はプ ロ ッセ シ ング プロ テアー ゼ

に よって活 性型 成熟 酵素 に変 換 され るこ とを報 告 し

て い る9・10)。

魚類 のカ テプ シ ン群 にお い て も生理 学 的 ・食 品 学

的見地 か ら活 性化機 構 の研 究が必 要 で あ るが,そ の

た め にはカ テプ シ ンに富 んだ マ クロ ファー ジの よ う

な細胞 が,生 きた状 態 で,か つ大量 に必 要 とな る。

しか しなが ら魚類 の マ クロ フ ァー ジに関 す る研 究 は

これ までの ところ,形 態学 的研 究や ファ ゴサイ トー

シスの研 究13・14)に限 られ てい る。

本 研究 で は,コ イ腹 腔 マ クロ フ ァー ジ を大 量 に培

*1活水女子短期大学 (Kwassui Women's Junior College, Higashiyamate, Nagasaki 850  Japan).
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養系に移し，この初代培養系を確立することを目的

とした。マクロファージは生体の免疫防御機構にお

いて異物鼠食や抗原認識機構に重要な働きを担って

いるので，この系が確立されればカテプシン群の研

究のみならず魚類の免疫系の実験にも役立つものと

考えられる。

　なお，本実験は平成5年度文部省科学研究の一環

として行なった。

実　験　方　法

　供試魚　幸田水産（株）より購i聴したSOO－900gの

養殖コイのうち，サイズが35cm±0．5cmのものを選別

し，各試験区について，それぞれ5尾を実験に供し

た。

　試薬　コイ腹腔浸出細胞（PEC）誘導のための

sodium　caseinateはナカライテスク社，　thiog－

1ycolate　mediumは栄研化学社のものを用いた。細

胞の培養液は日水製薬社のRPMI　1640を，細胞染

色用のMay－GrUnwald液とGiemsa液はメルク社

の試薬を用いた。非特異性エステラーゼの基質には

シグマ社のα一Naphthyl　butyrateとNaphthol　AS－

Dchloroacetateを用いた。活性染色にはナカライ

テスク社のFast　B！ue　RRを，　N，　N一ジメチルホル

ムアミドは和光純鼻血のものを用いた。

　培養液の調製　RPMI　164010．4g，炭酸水素ナト

リウム1．Og，抗生物質（ペニシリン100，000　unit，

ストレプトマイシン0．1g）を12の蒸留水に溶か

した。使用に際し，牛胎児血清を5％添加し，ミリ

ポアSTERIVEX－GS（0．22pt　m）で濾過滅菌を行な

った。

　サイトスピン　サイトスピンはTOMINAGA
WORKS　LTDのModel　SC－2を用い，1，000回転2

分間の遠心で行なった。そのスライドグラスに付着

した細胞はMay－Giemsa染色を行ない，顕微鏡で

観察した。

　細胞数の測定　採取したPEC懸濁液中の細胞数

はThomaの血球計算板を用い，顕微鏡下で総細胞

2000個以上の結果から算出した。

　腹腔滲出細胞（PEC）の誘導と調製　マクロファ

ージを含むPECの誘導には以後の実験のことを考

え，調製の容易なsodium　caseinateあるいはthio－

glycolate　mediumを選んだ。コイの腹腔に種々の濃

度の滅菌したsodium　caseinateあるいはthio－

glycolate　mediumを注射器で注入し，所定の期間飼

育後，内臓を傷つけないよう注意深く開腹し，1％

生理食塩水35mlでPECをCORNING　Centrifuge

Tubeに回収した。このPEC懸濁液を遠心（300×g，

2分）し，沈殿したPECを生理食塩水で数回洗浄し

た。ここで得られた細胞を適当量の培養液（RPMI

1640）に懸濁しセル数をカウントした後，細胞培養

に供した。なお，実験に使用した器具は滅菌したも

のを用いた。

　マクロファージの選別と初代培養採取した

PECをプラスチックシャーレ（35×10mm）に分注

し，CO，インキュベータ中（25QC）で2時間放置し

た。次にシャーレを取り出し，1％生理食塩水で軽

く3回洗浄した。マクロファージと好中球はガラス

やプラスチックに強く接着するためシャーレに付着

しているが，この操作で赤血球やリンパ球などは洗

い流されてしまう。この細胞に細胞培養液を添加し，

CO、インキュベーター中でさらに24時間，48時間培

養しマクロファージの培養状況を観察した。なお，

これらの操作は全てクリーンベンチ内で無菌的に行

なった。

　マクロファージと好中球の識別　マクロファージ

と好中球は両者ともプラスチックシャーレに接着し

顕微鏡的観察では識別できない。そこで哺乳類の単

球やリンパ球の識別によく用いられている非特異性

エステラーゼ活性15・16）を測ることにより両者を識

別した。さらに好中球の中性穎粒を染色する三酸染

色法17）による識別も行った。なお，培養細胞中のマ

クロファージと好中球の割合は以下に示す細胞染色

後，顕微鏡下で総細胞2000個以上の結果から算出し

た。

a）　Naphthyl　butyrate　esterase　e　Naphthoi

　　AS－D　chloroacetateの二重染色による識別

　PECの塗沫標本を乾燥後，直ちに緩衝アセトン

ホルマリン固定液で30秒間固定した。この標本を蒸

留水で3回以上水洗後室温で10～30分間乾燥した。

マクロファージ染色のため，所定の方法で調製した

リン酸緩衝液（pH　6．3）・Fast　Garnet　GBC・

α一Naphthyl　butyrate・エチレングリコールモノメ

チルエーテル反応液に30分浸漬した。なお，この溶

液にNaFを添加してマクロファージに特異的な活

性阻害を確認した。

　次に穎粒球染色のため，上記塗沫標本を蒸留水で

3回洗浄し乾燥後，所定の方法で調製したリン酸緩

衝液（pH　7．4）・Fast　Blue　RR・N，N一ジメチルホ

ルムアミド反応液に室温で15～60分間浸漬した。そ

の後，流水で十分に水洗後1％メチルグリーンで2
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分間染色し，流水洗浄後グリセリンゼリー封入で油

浸観察した。この方法で，単球では胞体にびまん性

赤褐色反応産物が，好中球系細胞では胞体に穎粒状

青色反応産物が見られる。

b）Ehrlich－Biondiの17）三酸染色法

　定法に従い，三酸染色溶液（オレンジG飽和水溶

液，酸フクシン飽和水溶液，メチルグリーン飽和水

溶液，i無水アルコール）混合液で10分間染色し，0．5

％酢酸で洗浄後，70％アルコールで脱色・脱水し顕

微鏡観察すると中性穎粒は美しい紫紅色を呈する。

実　験　結　果

　May－Giemsa染色によるPECの確認　まず最初

に，哺乳動物で行われている誘導剤で9・10），コイ腹腔

からPECが誘導され，かつ採取が可能かどうかを

確認した。すなわちコイ腹腔にsodium　caseinateを

注入し，4日目に開腹後，実験方法の項で述べた方

法でPECを採取しサイトスピン後，　May－Giemsa

染色し細胞を確認した。．Fig．1にその一例を示した

が，開腹の仕方によっては多くの赤血球（矢印）が

混在していたが，十分な数の白血球が誘導されてい

ることがわかった。

　マクロファージと好中球との識別：　マクロファ

ージと好中球は両者ともプラスチックシャーレに接

着し顕微鏡的観察では識別できない。そこで哺乳類

の単球やリンパ球の識別によく用いられている非特

異性エステラーゼ活性を染色することにより両者を

識別した。上記同様sodium　caseinate注入後4日

目に開腹し採取したPECを5％牛胎児血清を含ん

だRPMI　1640に2×106／mlとなるよう懸濁し，ス

ライドグラスに滴下した。それをCO2インキュベー

ター中で25。C，2時間培養後，生理食塩水で3回洗

い流し，非接着性の細胞を除去した。この標本を用

い実験方法の項に示してある方法に従いα一Na－

phthyl　butyrate　esteraseとNaphthol　AS－D　chloro－

acetateの二重染色を行った。その結果，　Fig．2に示

したように多くの細胞は胞体にびまん性赤褐色反応

産物が見られこれらの細胞はマクロファージと考え

れた。一方，この内の1細胞（矢印）は胞体に穎粒

状青色反応産物が見られることから，この細胞は好

中球と考えられた。

　次に上記と同様の標本を用い，常法に従い好中球

を確かめるため好中球系細胞の穎粒を染色する三酸

染色を行った。その結果，Fig．3に示したように，あ

Fig．　1　May－Grttnwald　Giemsa　stain　of　peritoneal
　　　　exudate　cells．　（　×　600）

　　　　Fifteen　ml　of　60／o　sodium　caseinate　were

　　　　injected　to　carp　peritoneum　to　elicit　macro－

　　　　phoge．　Peritoneal　exudate　cells　obtained　by

　　　　peritoneal　lavage　with　physiological　saline

　　　　solution　were　collected　at　4　days　after　stim－

　　　　ulation．　The　cells　were　stained　by　the

　　　　method　of　May－Grttnwald　Giemsa　after
　　　　cytospin．　Arrow　indicates　erythrocyte．

購
難

Fig．　2　Cytochemistry　of　esterase　activities　adher－

　　　　ent　cells．（×600）

　　　　Peritoneal　exudate　cells　collected　at　4　days

　　　　after　injection　of　60／o　sodium　caseinate　were

　　　　adhered　for　2h　in　RPMI　1640．　The　adherent

　　　　cells　were　analyzed　histochemically　by　the

　　　　staining　of　two　different　esterase　activity　to

　　　　distinguish　macrophage　and　neutrophil．

　　　　a－Naphthyl　butyrate　esterase　for　macro－

　　　　phage：　dark－or　light－brown；　Naphthol　AS－

　　　　D　chloroacetate　esterase　activity　for　neutro－

　　　　phil：　blue　（arrow）　．
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Fig．3　．　Staining　of　epsilon　granule　in　adherent
　　　　cells．　（　×　600）

　　　　The　adherent　cells　prepared　as　the　same

　　　　conditions　in　Fig．　2　were　stained　by　the

　　　　method　of　Ehrlish－Biondi　to　confirm
　　　　neutrophil．

　　　　Epsilon　granules：　dark　purple（arrow）．
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Fig．4　Change　in　the　number　of　peritoneal
　　　　exudate　cells　after　injection　of　different

　　　　volumes　of　stimuli．

　　　　Peritoneal　exudate　cells　were　collected　at　4

　　　　day　after　injection　with　60／o　sodium
　　　　caseinate　or　thioglycolate　medium，　and　the

　　　　number　of　cells　were　counted．

　　　　Z　：　60／o　sodium　caseinate；

　　　　D　：　thioglycolate　medium．

る細胞の穎粒（矢印）は美しい紫紅色を呈した。こ

の細胞は先のNaphthol　AS－D　chloroacetate　ester－

ase活性が陽性であった細胞と同じ頻度で出現する

ことからこの細胞は好中球と考えられた。

　誘導剤の注入量の検討　白血球の誘導は刺激剤の

種類と量により異なる。そこで哺乳類でよく用いら

れるthioglycorate　medium18）あるいは6％sodium

caseinate9・10）を用いて刺激剤の注入量の検討を行

った。

　コイ腹腔に2m1，10ml，15m1の誘導剤を注入後4

日目に誘導されたPECを採取し，それぞれの細胞

数を血球計算板にて測定し誘導条件を検討した。

なお，供試魚は各刺激剤に対し5尾用い，細胞数の

計算には1尾について最低細胞2000個を観察し算出

した。その結果，Fig．4に示したようにthioglyco－

late　medium，　sodium　caseinateとも15mlの注入で

PEC量が最大となった。またthioglycorate
mediumよりもsodium　caseina七eの方がわずかな

がら有効であることがわかった。

　誘導期間の検討　先の実験で最適と考えられた

6％sodium　caseinate幽15mlをコイ腹腔内に注入後，

2日，3日，4日，5日と経時的に開腹後，誘導さ

れたPEC数を測定し，最適誘導期間を検討した。

その結果；Fig．5に示したように注入後3日目で

PEC数がほぼ一定となった。しかしながら非特異的
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Fig．5　Changes　in　the　number　of　peritoneal
　　　　exudate　cells　after　injection．

　　　　Peritoneal　exudate　cells（PEC）　were　col－

　　　　lected　at　various　periods　after　injection　of

　　　　60／o　sodium　caseinate，　and　the　number　of

　　　　PEC　and　macrophage　were　counted．

　　　　一：number　of　PEC；

　　　　e　：　number　of　macrophage．

エステラーゼの二重染色法の結果，マクロファージ

は4日目以降で最大となり，マクロブァージの採取

のためには刺激剤注入後4～5日目に回収するのが

よいことがわかった。

　マクロファージの初代培養　上記の結果を参考に
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コイ腹腔からマクロファージを採取し初代培養が可

能であるかを検討した。すなわち6％sodium
caseinate　15m1をコイ腹腔に注入後，5日目にPEC

を採取した。このPECを5％牛胎児血清を含んだ

RPMI　l640に2×106／mlとなるよう懸濁し，そのう

ち2．5m1を培養プラスチックシャーレに移し，　CO2イ

ンキュベータ中で培養した。2時間後接着した細胞

を先の培養液で3回洗浄し，非接着性の細胞を除去

した後，同培養液2．5ml加えさらに24時間，48時間培

養後細胞を観察した。Fig．6に48時間培養後の顕微

鏡写真を示したが，細胞は十分生きており，図には

示していないが細胞染色で調べた結果，細胞の約90

％がマクロファージと考えられた。この方法でコイ

1尾より直径6cmの培養シャーレ2枚にコンフレン

ト（1．33×105／cm2）なマクロファージが調製可能で

あった。

考 察

　近年の分子生物学の進歩に伴い，生体中の生理活

性物質の生理機能を調べるために多種の培養細胞が

用いられている。細胞内蛋白の代謝を担っているカ

テプシン群の酵素も例外ではなく，我々はラットマ

クロファージを用いて9・10），西村等はラット肝細胞

を用いて11・12）その活性化機構などを調べている。魚

類においても多くの有用細胞株がサケ，マス類をは

じめとして報告されている19）。しかしながらこれら

魚類の細胞はヒレや卵巣，繊維芽細胞，上皮細胞の

ものであり，カテプシン群を多く含むマクロファー

Fig．　6　Monolayer　macrophages　in　culture　dish．　（　×

　　　　200）

　　　　The　adherent　cells　described　in　Fig．2　were

　　　　cultured　for　48h　in　RPMI　1640　containing

　　　　50／o　heat　inactivated　calf　serum．

ジ等の培養についての報告はない。このような観点

から，本研究ではコイの腹腔マクロファージの初代

培養系を確立することを目的として行った。

　実験の手始めとして，コイ腹腔からどの程度の

PEC誘導が可能か，またPECのうち，マクロファー

ジと性質や形態が類似している好中球が非特異性エ

ステラーゼ活性染色で識別可能かどうかを調べた。

Fig．2に示したように多くの細胞はα一Naphthyl

butyrate　esterase活性が陽性であり胞体にびまん

性赤褐色反応産物が見られた。これらの結果は同時

に行ったラットPECの結果と類似していた
（Fig．7）。染色の程度はラットの結果に比べやや薄

いが識別は十分可能であり，図には示さなかったが

誘導期間とともに徐々に濃くなった。哺乳類の単球

やマクロファージはこの活性が常に強陽性であるこ

とから15）この細胞はマクロファージと考えられた。

一方，この図の中の1細胞はNaphthol　AS－D

chloroacetate　esterase活性が陽性であり胞体に穎

粒状青色反応産物が見られた（Fig．2矢印）。哺乳類

でも穎粒球がこの活性が陽性であることがわかって

おり15），図には示さなかったが今回のラットPECで

も同様の結果が得られている。さらに，三酸染色法

でε穎粒を確かめたところ，美しい紫紅色を呈した

細胞が認められた（Fig．3）。この細胞の出現頻度は

Fig．　7 Cytochemistry　of　esterase　activities　of　rat

macrophage．　（　×　600）

Peritoneal　exudate　cells　collected　at　4　days

after　injection　of　20　ml　60／o　sodium　caseinate

were　adhered　for　2h　in　RPMI．　The　adherent

cells　were　analyzed　histochemically　by　the

same　method　in　Fig．　2．　a－Naphthyl　butyr－

ate　esterase　for　macrophage：　dark－or　light－

brown．
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Naphthol　AS－D　chloroacetate　esterase活性が陽

性な細胞と同等であることからもこの細胞は好中球

と考えられた。これらの結果から我々は，コイPEC

中のマクロファージと好中球の識別は非特異性エス

テラーゼの二重染色法で可能であると考えている。

魚類の白血球の分類に関しては種々の研究が行われ

ているが，・魚種間で細胞の染色性に大きな差異が認

められており，統一的な分類基準は今のところな

い14）。浜口ら14）はブリのPEC中の白血球の識別を

猪子および糸賀20）の方法に従い，ペルオキシダーゼ

染色を行った後，Giemsa染色を行って分類してい

る。しかしながら，ペルオキシダーゼ活性とギムザ

染色ではマクロファージと好中球の分類は困難と思

われる。Suzuki21）はコイ，フグ血液中の白血球の細

胞化学的研究を行っており，その中で好中球はα一

Naphthyl　butyrate　esteraseおよびNaphthol　AS－

Dchloroacetate　esterase活性が共に陽性であった

と報告している。このことからもFig．2のNaphthol

AS－D　chloroacetate　esterase活性が陽性であった

細胞（矢印）は好中球と考えられた。

　魚類PECは誘導剤の種類や量により異なること

が考えられる。そこで哺乳類でよく用いられてい

る9・18）2種類の誘導剤を用いて誘導されるPECの

量を調べた結果，15mlの6％sodium　caseinateを注

入すれば多量のマクロファージが採取できることが

わかった。浜口ら14＞は体重が83．1±1．09ブリを用

いPasteurella　piscicidaホルマリン不活化菌体

（FKB）とプロテ画一スペプトン1m1を刺激剤として，

suzuki21）は200－3009のテラピアおよびコイに液状

パラフィンを0．4－0．6m1注入しPECを採取してい

る。彼等は貧食能や細胞組織化学的な実験が目的の

ため，採取された全細胞数は少ない。我々は採取し

た細胞を培養し，ラジオアイソトープを取り込ませ

るパルスーチェイス実験に供することを目的として

いるため，できるだけ大きいコイを用いた。しかし

ながら18m1以上の接種は腹腔の容量を越え，かえっ

て赤血球が混入し不都合であった。

　PECは誘導剤注入後の時間によって細胞相が変

ることがわかっている。本実験ではPECは誘導剤

注入後3日目に最大となったがマクロファージは4

日目で最大となった（Fig．3）。　suzuki21）は液状パラ

フィン注入後6日目にPECを採取している。浜口

ら14）のブリの場合，誘導時間はPasteurella　pis－

cicida　FKBは12時間，プロテオースペプトンは24時

間で最高となっており，コイの場合より最大値にな

るのが早い。これは魚種による相違と考えられるが，

魚体あるいは刺激剤の違いによる可能性も考えられ

る。

　PECはマクロファージ以外に数種の白血球が混

入しており14・21），さらに採取時に血液由来の赤血球

も混入している（Fig．1）。我々はPECを培養液とと

もにプラスチックシャーレに入れCO2インキュベ

ーター中25．Cで2時間放置することによって赤血球

やリンパ球などの非接着性の細胞を除去した。

　カテプシンの生合成や活性化機構の研究のために

は直径6cmのプラスチックシャーレにマクロファー

ジがモノレイヤーの状態で最低24時間培養しなけれ

ばならない9・10）。我々は上記のシャーレに付着した

細胞を洗った後，再び培養液を加え，25℃のCO2イ

ンキュベーター中で24時間，48時間培養したが，用い

た培養液で48時間は培養可能であった（Fig．6）。し

かしながら48時間以上の培養では若干の細胞が剥が

れてきた。筆者らはラットマクロファージの培養を

37℃のCO2インキュベーターで行っていたので，コ

イの場合も当初37℃で培養したところ，かなりの細

胞が剥がれてしまった。今回は25℃に下げて培養を

行ったが48時間以上の培養にはCO2インキュベー

ターの温度や培養液の種類などをさらに検討する必

要があろう。

　今回の実験から，約8009のコイに6％sodium

caseinate　15m1を腹腔に注入後，4日目にPECを採

取しCO、インキュベーターで2時間培養後，非接着

性の細胞を洗い流せば約90％がマクロファージの細

胞が採取できることがわかった。この方法でコイ1

尾より直径6cmの培養シャーレ2枚にコンフレント

（1．33×105／cm2）なマクロファージが調製でき，さ

らに，このマクロファージは48時間の培養が可能で

あった。このマクロファージ中のカテプシン量はイ

ムノブロッティングで十分検出できることから，今

後この細胞を用いてカテプシンの生合成と活性化機

構を明らかにする予定である。
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