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PATHOLOGIC　STUDlli　S　OF　LEAD　POISONING　IN　BIRDS

　　　　（鳥類の鉛中毒症に関する病理学的研究）
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（鳥類の鉛中毒症に関する病理学的研究）
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PREFACE

　　　　工、ead　poisoning　due七〇ingestion　and　retention　of　spent

lead　gunshot　has　been　recognized　as　a　common　disease　of　wild

waterfowl　in　heavily　hunted　areas　in　the　United　States　of

America．6’105　　工n　this　coun・ヒry’　lead　poisoning　of　water：Eowl

from　ingestion　of　lead　shot　was　recognized　as　early　as　1874．25

The　annual　］．oss　due・ヒ。　this　disease　was　estimated　to　be

between　2　rg　and　3rg　of　the　population．6　Each　year　more　than

1300　metric　tons　of　lead　shot　were　deposited　by　hunters　in　the

waterfowi　habitat　of　the　country　in　1970’s．101　The　mallard

duck　（Z11t！gsa　s　p．11g12y！ry　ggpg！t　n　c　h　o　s）　a　nd　C　a　n　ada　goose　（！｝lt2au1ganta　ggtuggiggsj，gn　a　dens－s）

are　the　most　commonly　affected，　although　many　species　of

waterfowl　are　victims　of　this　poisoning．6r99　The　use　of　lead

shot　has　been　banned　for　ail　waterfowl　and　coot　hunting

nationwide　since　the　1991／1992　hunting　season　in　this

country．71　Lead　poisoning　in　waterfowl，　howeverr　has　now　been

reeorded　in　at　least　21　countries，　and　is　a　serious　problem　in

waterfowl　the　world　over．71　In　addition，　this　poisoning　was

also　seen　in　31　species　of　free－ranging　birds　other　than

waterfowl　．56

　　　　　The　birds　in　search　of　grid　or　feed　particles　pick　up

spent　lead　shot　from　the　sediments　of　shallow　waters．　The

ingested　shots　are　reヒained　in　the　gizzard　until　they　are

solubilized　by　a　combination　of　the　grinding　action　and　low　pH

1
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（2．o　to　3．s）93　and　ultimately　lead　is　absorbed　from　the

intestine　into・ヒhe　blood　stream　or　elimina’ヒed　in　the　feces・

Experimental　studies　with　wild　mallards　have　shown　the　average

residence・ヒime　of　one　No．6　sized　shot　pellet　in　gizzards　to

be　18－21　days．6

　　　　Acute　lead　poisoning　usually　follows　the　ingestion　of　a

large　number　of　shots　and　birds　die　within　6　days　of　exposure

with　very　little　loss　of　weight　and　few　pathologic　lesions　of

poisoning．6　t　i8　1n　chronic　poisoning，　waterfowl　die　more　than　2

0r　3　weeks　after　the　ingestion　of　a　small　number　of　shot，　and

exhibit　classical　signs　including　severe　weight　loss，　green

watery　feces　and　a　green　stained　vent，　general　weakness　and　an

inabiiity　to　hold　up　the　wings　or　tail．6，18

　　　　　Blood　changes　are　fairly　early　and　characteristic．　Lead

interferes　with　arninolevulinic　acid　dehydratase20　and　heme

synthetase，　an　enzyme　responsible　for　incorporating　iron　into

protoporphyrin　lx．58，iO5　Affected　birds　reveal　anemia　r

described　as　a　fluctuating　anemia　with　anisocytosis　and

poikilocytosis，i7　microcytic　anemi－a　due　to　erythroid　maturation

arrest，5　hemolytic　anemia　in　acute　poisoning　and　myelotoxic

when　chronic．ig

　　　　　The　typical　necropsy　findings　of　lead－poisoned　mallards

have　been　described　by　」ordan　and　Bellrose．44　Necropsy　of

affected　mallards　reveals　an　emaciated　specimen　with　muscular

atr。phy，　a　greenish　t・gray　disc・1・rati・n　and　a七r・phy・f　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
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liver　and　kidney，　distended　gall　bladder，　flaccid　heart　with

increase　of　cardiac　fluid　t　impacted　proventriculus，　reduction

in　size　of　gizzard，　bile－stained　lining　of　gizzard　with　ulcer，

moderate　to　severe　enteritis　r　greenish　to　blue－gray　slate

discoloration　of　the　intestinal　tract，　and　greenish　diarrhea

which　tends　to　stain　the　feathers　surrounding　the　vent．

presence　of　ingested　shots　in　the　lumen　of　the　proventricuius

and　gizzard　is　a　highly　suggestive　tinding．　An　atypical　lead

poisoning　syndrome，　which　is　characterized　by　cephalic　edema

consisting　of　the　accumulation　of　serous　fluids　in　the

submandibular　subcutaneous　connec・ヒive　tissue　and　in　the

periorbital　tissues，　has　also　been　reported　in　Canada

geese．3r99

　　　　　The　histopathologic　lesions　have　been　described　in

various　body　systems，　reilecting　the　widespread　impact　of　lead

on　basic　biochemical　pathways．　Liver　iesions　in　acute　lead－

poisoned　domestic　ducks　and　mallards　are　characterized　by

necrosis　and　fatty　degeneration　of　hepatocytes．ig

Subsequently，　accumulation　of　bile　pigments，　hernosiderosis　of

Kupffer　cellsr　and　edema　of　connective　tissue　are　found．19，45

Spleen　reveals　marked　hemosiderosis，　marked　increase　and

activation　of　the　reticuloendothelial　system，i9，39　and　loss　of

follicular　activity．39　In　kidney　there　occurs　nephrosis

consisting　of　degeneration，　neerosis，　and　sloughing　of　tubular

epithelium　with　an　accumulation　of　brownish　pigment　in　tubuiar
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epithelial　cells・1g　Acid－fas七intranuclear　inclusi・n　b・dies

may　be　recognized　in　the　epithelial　ceils　of　proximal

tubules．i9，54r55　Foci　of　myocardial　degeneration　are　scattered

in　association　with　fibrinoid　necrosis　of　arterioles．i8，46

pressure　atrophy　of　both　proventricular　plica　and　gland　is

seen　in　birds　with　severe　proventricular　impaction　r　and

atrophy　and　degeneration　of　smooth　muscle　in　gizzard．i8tlOs

Hya1ine　degeneration　and　atrophy　of　skeletal　muscle　are　common

findings　r　especially　in　the　pectoral　muscles．16r46

Lead－poisoned　young　birds　may　have　focal　microhemorrhages，

hyaline　thrombi　in　the　capillaries，　vacuolation　between　the

granular　and　molecular　layers，　and　necrosis　of　Purkinje　cells

in　the　cerebenum．40r46　peripheral　neuropathy　in　vagus　r

brachial，　and　sciatic　nerves　has　been　described　in　a　lead－

poisoned　guinea　fow139　and　mallards．40　As　the　vagus　nerve　was

most　consistently　affected，・ヒhis　change　is　conside：red　to

account　for　the　frequent　macroscopic　lesion　of　proventricular

dilation．40

　　　　　Several　inves・ヒigators　have　reported　other　toxicities　of

lead　for　various　organs　such　as　arrest　of　mitotic　activity　in

pro▽entricular　epithelium　wi’ヒh　a　decrease　in　height　of　the

plica，i6　testicular　atrophy　and　reduction　or　absence　of

spermatogenesis，60　necrosis　of　both　acinar　and　islet　tissues　in

the　pancreas，i8　atrophy　of　the　cortex　of　the　thyrnus　and　an

increase　in　the　number　of　Hassall’s　corpuscles　and　myoid　cells
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in　the　medulla．45　0steonecrosis　of　medullary　bone　is

rec・gnized　in　lead－P。is・ned　female　ducks・16　Spinal　m・t・r

neuron　degeneration，　mo’ヒor　axonal　loss　and　atrophy　of　musc］．e

are　experimentally　produced　in　chickens　by　long－term　exposure

to　this　meta1．61

　　　　These　pa・しhologic　results　have　been　obtained　mainly

thr・ugh　the　studies。f　the　sp。ntane・us　and／・r　experimental

cases。f　mallards，・6’19’40’54’55　d。mestic　ducks，1g　Canada　　．

geese，3’18’9g　and　chickens・45’60’61　H・wever’path・1。gic　lesi。ns

associated　with　this　disease　of　waterfowl　vary　considerably

because　of　the　variation　in　degree　of　toxicity　present’　and

cases　can　range　from　acute　to　chronic　with　all　of　the

intermediate　stages　represented．9g　In　additi・n，　lead　p・is・ning

appears　to　depend　upon　species，　sex，　age，　and　a　number　of

ecological　and　environmental　factors　including　the　weather，

water　level，　hunting　Pressure　and　diet．43’82’9g　The　species

differences　in　susceptibility　to　lead　toxicity　have　been

rep・rted　t・depend。n　feeding　and　f・・d　habits・83エt　has　been

experimentally　demonstrated　that　dietary　deficiencies　or

excesses　of　certain　essentia：L　metals　alter　the　absorptエon，

e1㎞inati。n，・r　d。se　resp・nse・f　lead．63’76　L・w　dietary　Ca

enhances　the　path。1。gic　effects。f　lead　in　birds13　as　well　as

mammals．59’91　Despite　numerous　reports　of　lead　poisoning　among

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
wild　ducks　and　Canada　geese，　there　is　only　little■nforma’t：■on

on　the　pathologic　findings　of　this　disease　in　whoope「swans
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（sclzgl｝uEnus　gyg！！gs）　a　nd　wh　ite－fronted　geese　（Z11t！segs　e　r　g！t！zL1！！ggsb　i　f　rons）．

　　　　　on　the　other　hand，　lead　is　well　known　primarily　as　a

neurotoxin　in　mammals　including　human．　Most　pathologic

studies　on　acute　lead　encephalopathy　in　mammals　suggested　that

there　is　a　lead－induced　defect　in　the　developing　blood－brain

barrier　（BBB）　by　the　earZy　appearance　of　hemorrhages　of

central　nervous　system　（CNS）　and　marked　brain

edema．14t15t24r73，77－79t96t98　In　contrast，　the　CNS　of　birds　has

apparent　resistance　to　high　circulating　concentrations　of　lead

in　comparison　with　that　of　mammals．40，58　only　a　few

examinations　of七he　nervous　system，　howeverr　have　been

performed　in　birds，　and　the　neurotoxic　effects　of　lead　and

details　of　the　rnechanism　of　lead－resistance　in　birds　are　stUi

poorly　understood．

　　　　　工nJapan，　although　lead　poisoning　in　whooper　swans　and

whis・ヒling　swans　（⊆遡…columbianus）has　occurred　sporadically

during　the　winters　of　1984－7，38　mortality　of　wiid　waterfowl

caused　by　this　poisoning　had　not　been　officially　recorded

until　1988．　1n　all　Japan，　it　is　estimated　that　the　annual

weight　of　lead　fired　into　habitats　is　300　tons，　of　which　75

tons　are　fired　into　wetlands．7i　we　encountered　mortalities　of

whooper　swans　and　white－fronted　geese　at　one　small　lake　in

Hokkaido　in　1989－1990，　and　pathologically　studied　these　cases

to　conclude　that　the　main　cause　of　the　mortalities　was　ユead
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　　　　　The　objectives　of　this　treatise　were　七〇　〇bserve　and

discuss　pathologic　findings　in　the　affected　whooper　swans　and

white一一fronted　geese　to　clarify　the　pathologic　conditions　of

lead　poisoning　of　waterfowl・　Besides’　工　experimentally

examined　the　influence　of　dieヒary　calcium　on　the　development

and　the　severity　of　experimental　acute　lead　encephalopathy　in

chicks　to　elucidate　the　neurotoxity　of　lead　in　birds．
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：NTRODUCMON

　　　　工nthe　United　States　of　America，　extensive　］．osses　of

swans　caused　by　lead　poisoning　and／or　fowl　cholera　were

reported　between　1948　and　1954　in　California，80　and　deaths　of

wh　i　s　t　l　i　n　g　s　wa　n　s　（sC，！ygggss　s1gt2Lug！122gu11gl　umb　i　a　nus）　due　t　o　l　e　a　d　poisoning

have　occurred　in　Wisconsin　since　1944．99’100　Likewise，　the

ingesti・n・f　anglers’split　lead　weights　is　a　rnaj・r　cause。f

m。rtality　in　mute　SWanS（sC2ygggss　g，ILg！！or）in　Great　Britain・8’85’90

However，　there　are　limi・ヒed　da・ヒa　on　the　pathologic

manifes七ations　of　this　disease　in　swans．

　　　　　工nJapan，　this　problem　has　not　been　officially　observed・

Mortality　of　whooper　swans　（⊆遮…gygRyLs）due　to　this　disease

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ほ　　　　　　　　　　ロoccurred　between　April　and　May　of　1989　at　Lake　M■ya〕■maエn

Hokkaido，　Japan．　When　the　whooper　swans　return　to　Siberia，

they　usually　stay　for　3　・ヒ04　weeks　a’ヒthe　lake　during　the

migrating　season．　The　dead　swans　in　the　presen七s七udy　were

found　during　this　short　period。

　　　　　Lake　Miyajima　is　a　small　lake，　O．36㎞2　in　area，　with　a

max：imum　depth　of　2．4　m．　Because　wild　waterfowl　usually　feed

on　grains　grown　on　nearby　farmユand，　hunting　has　been　allowed

since　the　19th　century．　It　can　be　assumed’ヒhat　a　large　amoun’ヒ

of　spen・ヒ　1ead　shot　has　accumulated　at　the　bot’ヒom　of七he　lake・

Pathologic　findings　in　the　affected　swans　are　described　and

discussed　in　this　chapter・
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1！UtTERrALS　AND　METHODS

Birds　and　environment

　　　　wild　waterfowl　including　whooper　swans　usually　migrate

between　Japan　and　Siberia・　Lake　Miyaゴima　in　Hokkaido　is　the

northernmost　point　in　Japan　where　wild　ducks，　geese，　and　swans

arrive　in　spring　and　fall　every　year．

Clinical　and　hema・ヒ010gical　examination

　　　　　Thirty－three　young　or　adult　whooper　swans　were　found　dead

or　in　weakened　condition　between　April　and　May　1989　at　Lake

Miyaゴima　by　bird－watchers・　That　year’up’ヒ0500　whooper　swans

arrived　each　day．　Six　live－trapped　swans　with　general

weakness　and　prostration　were　sub皿itted　to　the　Departmendヒof

Veterinary　Surgery．　They　were　clinically　treatedr　but　died　l

to　7　days　after　hospitalization．　Fifteen　dead　swans，

inclusive　of　the　6　treated　birds，　were　submitted　to’ヒhe

Department　of　Comparative　Pathology　for　pa’ヒhoユogic　studies・

Blood　from　the　live　birds　was　col：Lected　into　heparinized　tubes

by　brachial　vein　puncture・　This　blood　was　used　for　prepar■nq

Giemsa－stained　blood　smears　and　determining　ery’ヒhrocyte　counts

and　hematocrit．1㎜ature　erythrocytes　were　classified

acc・rding　t・Hawkey　and　Dennett．26　Erythr・cyte　c・unt　was

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

deヒermined　by　preparing　an　apPropriate　dilut＝Lon　and　countエng

in　a　Neubauer　hemocytometer，　and　hematocrit　was　determined　by
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the　microhematocrit　method　for　each　sample．　Five　of　the　six

live－trapped　birds　were　examined　by　radiography．

Macroscopic　and　histopa・ヒhologic　examination

　　　　　Fifteen　dead　swans，　eight　males　and　seven　females

including　9　immature　birds，　were　necropsied．　For

histopathology　r　tissues　fixed　in　109e　buffered　neutral　formalin

were　processed　for　paraffin　embedding，　sectioned，　and　stained

or　treated　with　hematoxylin　and　eosin　（HE），　acid－fast，　and

Prussian　blue　reaction．　The　latter　two　stains　were　served　as

special　stains　for　intranuclear　inclusion　bodies　and　iron，

respectively．　The　severity　of　histoiogical　lesions　of　each

organ　or　tissue　was　assessed　and　graded　on　the　following　scale

of　一一　＝　normal，　＋　＝　rnj．ld，　＋＋　＝　moderate　r　and　＋＋＋　＝　severe

lesion．

Teased－fiber　preparation　of　sciatic　nerve

　　　　　Teased－fibers　were　prepared　according　to　Dyck．2i　The

meth・d　is　a　hist・1・gic　pr・cedure　t。　evalua七e　the　m・rph・1・qy・f

nerve　fiber　degeneration　like　segmental　demyelination．

However，　abnormalities　of　internode　length　and　diameter　for

peripherai　nerve　tissue　cannot　be　evaluated　by　this　method．　I

studied　whether　iead－induced　peripheral　neuropathy　occurred　in

our　cases．　The　sciatic　nerves　from　three　cases　were　fixed　in

10g　neutral　buffered　formalin，　after　which　they　were　divided
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longitudinally　and　post－fixed　in　190smium　tetroxide　for　3　to

4　hou：rs．　The　fascicles　were’ヒhen　placed　in　66毫　glycerin　for

48　hours　and　in　100篭　glycerin　for　24　hours　for　teased－fiber

prepara・ヒion・　One　hundred　single　fibers　per　nerve　sample　were

・ヒeased　randomly　from　a］．l　the　fascicles・

Eユectron　microscopic　examination

　　　　　Samples　of　kidney　from　two　cases　were　immersed　in　10そ

buffered　neutral　for：malin．　Tissues　were　postfixed　in　1　9・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
osmium・ヒetroxide　and　embedded　in　Epon・　Ultrathユn　sect■ons

were　stained　with　uranyl　acetate　and　lead　citrate　and　examined

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

wi七h　a　Hitachi　HU12　transmiss二Lo・n　electron　mエcroscope．

Lead　concentration　in　the　tissues

　　　　Lead　concentrations　in　the　livers　of　14　swans　were

determined　by　atomic　absorp・ヒion　spectroscopy　（Hitachi　180－50）

after　digestion　wi・ヒh　nitric　acid　and　perchloric　acid・

Similarly，　the　concentration　of　lead　in　whole　blood’kidney’

or　bone　marrow　from　some　of　the　birds　also　was　determined．

Blood　lead　levels　in　excess　of　40　μ9／dl　are　considered

diagn・stic。f　lead　p・is・ning　in　mute　swans・9’9 〟@The　median

lead　level　f。r　n。rmal　mute　swans　is　4　mg／kg　dry－matter　liver，8

and　liver　lead　concen・ヒration　in　excess　of　6　mg／kg　wet　weight

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　is　considered　diagnostic　of　acut61ead　poエson■ng■n

waterfow：L．70
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RESUL，TS

Clinical　findings　（Table　1）

　　　　All　six　swans　（one　male　and　five　females）　examined

clinically　showed　signs　of　general　weakness，　inappetence，

green　watery　feces，　and　pale　c・nゴunctiva・B・dy　weights　varied

from　3．6　to　7．0　kg，　with　some　birds　being　emaciated．　They

finally　died　after　showing　signs　of　dysstasia，　lethargy，　and

hypotherrnia．　By　hematology，　two　swans　（swan　1　and　4　in　Table

1）　were　apparently　anemic，　and　all　six　swans　revealed　an

increase　of　polychromatic　erythroblasts　with　mild’t；o　modera’ヒe

anisocytosis　and／or　poikilocytosis　（Fig．　1）．

Radiographically，　lead　shot　（six　to　27　pieces　per　bird）　was

found　in　the　proventriculus　and　gizzard　（Fig．　2）．

Necropsy　findings　（Table　2）

　　　　　Fif七een　swans　（eight　males　and　seven　females》were

necropsied．　There　was　no　apparent　correlation　between　body

weight　and　the　amount　of　lead　shot　per　bird．　Greenish

diarrhea　was　indicated　by　staining　of　the　feathers　around　the

vent．　Common　gross　findings　were　greenish，　bile一一stained

livers，　distention　of　the　gall　bladder，　impaction　of　the

proventriculus　with　feed　（Fig．　3），　green　staining　and　focal

hyperkeratosis　of　the　gizzard　lining，　pale　or　greenish

kidneys，　and　edema　or　gelatinization　of　bone　marrow　in　the

diaphysis　of　the　femur．　The　dilated　proventriculus　was

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13

　　　　　　　　　へを　ロ ，つ鰻強灘

　。鱗鄭．　霧　聾脅

興
翼

旨
叩
、
旨
い
　
翫
レ
い
り
r
’

　
　
　
　
　
　
・
㌔
程
も
’

義
㌧
イ
「
窪
｝
匹
箏
　
馴
「

r1

㌧

ノ’

’

㍉

嵐
一
’

し

ご
嘱
　
・
透

ゾ

㌧

く
し
　
　
卜
臼
　
　
　
つ

卜

「㌔
1
塗

’
デ

漏

ご

’

　
　
　
　
　
～

曽
、
L
峯
ぐ
四
這
気

断

　
邑
戸
’
ン
h

㌦
ρ
　
ケ

ザ
誌、

’
二

　
ご
二
、

粕
ド

　
　
図
、

韻
♪
㍉
・

手
・
ゐ
緯
∵

㌔

撚㍉

　
　
　
　
　
　
ノ
　
　
　
　
　
ヤ
　
　
ド
　
　
　
　
　
　
　
ロ
ち
　
　
　
　
　
　
ノ

　
　
　
　
　
ア
　
　
　
3
睦
、
　
　
　
　
　
　
　
、
　
　
　
　
　
’
r
τ
b
　
　
　
　
　
　
　
　
、

　
　
　
「
　
　
匹
　
　
4
㌧
畢
　
　
＼
k
　
　
　
　
　
　
　
　
〆
　
　
、
　
、
　
　
ノ
、
　
　
占
　
　
　
　
　
、
　
　
　
　
　
　
f

－
　
　
｝
、
「
卍
、
ぜ
　
、
↑
h
「
，
　
†
　
　
　
　
ぞ
声
　
㌔
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
、
’
　
　
　
　
　
レ

　
　
‘
　
　
・
μ
7
、
触
“
ナ
　
　
　
　
’
、
ゴ
b
魍
弔
田
、
粘
　
・
、
　
　
　
「
　
　
y

疑
霧
欝
毎
垂
鱒
レ
窒
冷

ζ
壽
誌

．
急
膨
、

　
－
♂
・

　
　
詫

P

｛　
セ
・
駆
な
　
、

饗
ヤ
、
’

謡
蘇

慶
縫
ご
｝



騨．・桝照写 　　購灘懸『ヤ・’・：‘“7ttJ．　哩’一・；；f・

　　　・一・t疑一、一阻・嵐　；．‘∫＝“．。るメ・♂・　　　　．・、
P薩　　　　　　－

・
〆
φ
‘

　　　熟曇

ゴ∫灘，

頚
一
週
一

1
凄

’、長1

　　　　　もギざざマ

馴㌧こ㌧醤

　　　　蝿圏㌦
ろ　

蟻
　～等

羅灘
．灘齢

す　解

tt）Fe　f一一．J’i　b一一

Table　1．　Clinical　and　hematological　features　of　six　whooper　swans　with　lead　toxicosis．

swan

Sex AgeA　B　ody　weight　Erythrocyte　count　Hematocrit　Number　of

　　　　　　　（kg）　（x　lO4／rmri3）　（9ro）　lead　pelletsB

51

13　1

520

241

165

as　8

240

25．5

37．0

39．0

26．0

42．0

32．5

　8

15

16

　6

27

NEC

AA　＝　adul　t，　1　＝　immature．

BNumber　recognized　by　radiography．

CNot　exami　ned・
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Table　2．　Gross　necropsy　findings　in　15　whooper　swans

　　　　　　　with　lead　toxicosis．

Organ Necropsy　finding
IncidenceA

Liver

Ga11　bladder

Kdney

Proventriculus

Gizzard

Bone　marrow

Greenish　change

Swelling

Distention

Paleness

Greenish　change

Impaction

Bile－stained　lining

Hyperkeratosis

Edema　or　gelatinization

10／15

3／15

14／15

7／15

4115

11／15

15115

14／15

7／14

ANo．　birds　with　lesions／total　examined．
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加pacted　with　water　plants’mud’and　pebbles・Lead　sh・t（five

to　30　pieces　per　bird）up　to　3　mm　in　diameter　was　recovered

from　these　con・しents．　Most　pellets　were　irregular　in　shape　and

in　various　stages　of　erosion（Fig・4）・

　　　　The　en・ヒire　liver　parenchyma　was　uniformly　colored　dark

green．　Bile－c・1・red　visc。us　fluid・・zed　fr。m　the　cut　su「face

of　the　liver．　There　was　moderate　to　severe　distention　of　the

gall　bladder・Biliary　atresia　was　n。t　seen　in　any。f　the

birds．

　　　　　The　lining　of　the　gizzard　was　generaユ．1y　s’ヒained　green　by

bile，　and　in　the　center　there　was　a　pair・f　mild　t。　severe

hyperkerat・tic　f・ci，4・5　x　4・5　cm　in　size’in　all　but　one

case．　These　paired　foci　were　adゴacen’ヒto　each　other　on　the

inner　surface．　工n　severe　cases，　the　foci　were　so　hard　that

they　could　nσヒbe　easily　cut　by　necropsy　knives．　Mild　ulcers

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　with　mild　hemorrhage　were　seen　around　the　foc■。

　　　　　工naddition，一infection二m七he　resp■rato「y

・rgans　was　seen　in　three　birds　and　g。ut　was　seen　in　the　kidney

of　one　bird．

Histopathologic　findings　（Table　3）

　　　　The　main　lesions　were　hemosiderosis　in　theユiver　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロspleen，　hemolytic　jaundice　in　the　liver’tubulonephrosis■n

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

the　kidney，　hypoplasia　of　the　bone　marrow　w］・th　anユncrease■n

the　number　of　polychromatic　erythroblasts，　follicular　atrophy

and　lymphoid　depletion　in・ヒhe　spleen，　and　focal　myocardial

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16
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Table　3．　Histopathologic　lesiens　in　whooper　swans　with　lead　toxicosis．

Severiry　of　lesionsA

Organ Lesion 十 一H一 一十

Liver

Spleen

Kdney

Heart

dinzard

Pectoral　muscle

Bone　marrow

Cerebrum

Cerebellum

Hemosiderosis

Granular　degeneration

FOcal　necrosis

Bile　stasis　in　bile　capi皿aries

Hemosiderosis

Atrophy　of　lymphoid　follicles

Tubulonephrosis

intranuclear　inclusion　body

Multifocal　myocardial　necrosis

lnters　titial　fibrosis

Anitschkow　cells

Accumulation　of　degenerated

　　　epithelium　i【l　kera血oid　layer

Degeneration　of　muscle　layer

Hyaline　degeneration

Hypoplasia

lncrease　of　erythroblasts

Perivas　cular　hemorrhage

Perivascular　hemorrhage
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1
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necrosis　with　fibrosis．

　コ
L■ver

　　　　　Severe　hemosiderosis　was　obser＞ed　diffusely　in　both’ヒhe

hepat・cytes　and　Kupffer　cells・Kupffer　cells　were　activated’

and　large　amounts　of　hemosiderin　and　bile　pigments　were　seen

in　the　swollen　cytoplasm（Fig・5）・　工n　hepatocytes，

hemosiderin　was　deposited　in　the　cy七〇plasm　adjacent●ヒ。　the

bile　pole．　The　central　line　between　the　hepatocellular　rows

was　eviden・ヒby　the　hemosiderin　deposition．　Dilation　of

biliary　capi1：Laries　were　seen，　frequently　wi’ヒh　bile　stasis．

There　was　mild　granular　or　fatty　degenera’ヒion　of　the

hepa七。cytesr　while　s・me　cases　sh・wed　small　necr。tic　f・ci・

Bile　plugs　were　n。t　rec・gnized　in　any。f　the　interl・bular　bile

duc’しs．　From　these　findings，’ヒhe

biユ．e－stained　liver　was　diagnosed　as　hemolytic　j　aundice・

Spleen

　　　　The　cells　of　the　mononuclear　phagocyte　systera　in　the　red

pulp　were　activated　and　often　contained　hemosiderin　（Fig．　6）．

rn　the　white　pulp，　1ymphoid　follicles　were　atrophied　or

reveaied　lymphocytic　depletion．　Some　1ymphocytes　were

pyknotic　in　the　remaining　lymphoid　follicles．

Kidney

　　　　Mild　to　moderate　granular　and　fatty　degeneration　and
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focal　necrosis　were　seen　in　the　proximal　tubules。

Pigrnentati・n　with　hem。siderin　was血ldly　and　diffusely

rec・gnized　in　the　pr・ximal　tubules　by　Prussian　blue　reacti・n・

Acid＿fast　intranuclear　inclusion　bodies　were　recognized　in　the

epithelium。f　the　pr。ximal　tubules。f　seven　cases　by　HE　and

acid＿fast　stains．　日：owever，　the　inclusion　bodies　in　all　seven

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のbirds　were　de’ヒected　with　difficulty，　even　on　the　sect：Lons

stained　with　acid一・fast．　There　were　generally　one　to　three

small　granular　inclusion　bodies　in　each　of　the　cells．　：Larger

inclusions　that　filled　the　nucleus　were　not　seen・

Heart

　　　　Various　stages　of　focal　myocardial　degeneration　and

necrosis　were　scattered　in　the　heart．　These　lesions　were

commonly　associated　with　focal　tibrosis　and　mild　interstitial

edema　and　fibrosis　in　the　other　birds　（Fig．　7），　although　fresh

necrosis　without　fibrosis　was　seen　in　two　birds．　The　lesions

were　progressive，　except　in　one　bird　that　had　small　scars．

The　fibrotic　changes　were　predominantly　seen　in　the

subendocardium　in　10　cases，　whereas　interstitial　edema　was

prevailed　in　the　perivascular　spaces．　Anitschkow　cells　with

caterpillar　nuclei　occasionally　were　found　in　the　edematous

interstitium．　rn　some　arterioles，　there　was　slight　edematous

thickening　of　the　media．　Most　of　the　myocardial　fibers　in’ヒhe

o’ヒher　areas　weエe　atrophic．
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Alimentary　tracts

　　　　　The　proventriculus　revealed　mild　mucinous　catarrhal

changes　with　bile　pigments　in　the　mucosa．　The

hyperkeratinized　foci　of　the　gizzards　consisted　of　normal

ver・ヒical　striations，　although・ヒhere　was皿ild　to　severe

accumulation　of　necrotic　epithelium　and　deposition　of　bile

pigments　in　the　horizontal　striations　（Fig．　8）．　Some　foci　had

a　trellis－like　appearance　and　contained　many　desquamated

surface　cells．　The　glands　under’ヒhe　foc■were　somet■mes

dilated，　although　necrotic　changes　of　the　glandular　epithelium

were　not　seen．

　　　　　Other　tindings　were　degeneration　and　necrosis　of　the

muscle　layer　of　the　gizzards，　bile　pigmentation　on　the　mucosa

of　the　srnall　and　large　intestines，　and　mild　hemosiderosis　in

the　tunica　propria　of　the　small　and　large二Lntestユnes・

Skeユeta1皿uscle

　　　　The　musculus　pectoralis　superficialis　in　all　cases　that

were　exa皿ined　revealed　granular　degenerationr　mild　to　modera’ヒe

hyaline　degeneration，　and　myolysis．　There　was　moderate

macrophage　infiltration　and　mild　heterophilic　infiltration　in

the　necrotic　foci　of　one　case．

Bone　marrow

　　　　Hypoplasia　of　the　bone　marrow　in　the　diaphysis　of　the

femur　was　seen　in　all　the　cases　exa皿ined．　Granuloblasts　and

20
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皿ye1・id　cells　declined　in　number　from　the　ext「avascula「

spaces，　which　were　replaced　by　adipose　tissue．　There　was　a

moderate　to　severe　decline　in　the　number　of　mature

erythrocytes　r　and　in　almost　all　cases　early　and　late

polychromatic　erythroblasts　increased　in　number　in　the　sinuses

of　the　marrows　（Fig．　9）．　Hemosiderin－laden　macrophages　were

seen　in　the　extravascular　spaces．

Central　nervous　system

　　　　Mild　congestion　and　hemorrhage　around　capillaries　were

recognized　in　the　cerebrum　and　cerebellum，　although　they　were

not　common．　A　few　hemosiderin－laden　macrophages　infiltrated

into　the　hemorrhagic　foci　of　two　cases．　Vacuolization　of　the

Purkinje　cell　layer　with　mild　disappearance　of　Purkinje　cells

was　found　in　the　cerebellum　of　one　bird．

Teased－fiber　studies　of　sciatic　nerve

　　　　Most　teased　fibers　of　sciatic　nerves　showed　normal

appearance　or　excessive　irregularity，　wrinkling，　and　folding

of　myeユin．　These　changes　were　equivalent’ヒ。　condi’ヒions　A　and

B　according　to　Dyck．2i　［［vo　of　three　swans　examined　revealed

paranodal　segmen七al　demyelination　without　mye：Lin　ovoids　or

balls　in　the　cytoplasm　of　the　associated　Schwann　cells　in　4・4g

and　4．7rg　of　the　nerve　tibers　（Fig．　10）．　This　change　was

comparable　to　condition　c．2i

　　　　　　　　　　　　を　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぽ
　　　　　　　　　　に　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　凱蜜
羅白白i灘一一白白s一一灘
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Electron　microscopic　tindings

　　　　The　kidneys　in　two　of　seven　cases　with　intranuclear

inclusion　bodies　were　examined　by　electron　microscopy．　The

inclusion　bodies　could　be　easily　distinguished　from　nucleoli

by　density　and　structure　（Fig．　11）．　These　were　of　higher

electron　density　than　the　nucleoli　and　could　be　detected　even

without　staining　with　uranyl　acetate　and　lead　citrate．　They

had　frayed　contours　and　consisted　of　tine，　high－electron－dense

granules　（Fig．　12）．　The　larger　inclusion　bodies　were　more

homogeneous　than　the　smaller　ones．

Lead　concentration　in　the　tissues　（Table　4）

　　　　Lead　concentration　was　determined　in　the　livers　of　14

cases　and　in　the　blood　andlor　bone　marrow　of　eight　cases．

Lead　levels　in　the　livers　reached　5．5　to　44．3　rag／kg　wet

weight，　1．2　to　12　times　higher　than　levels　in　blood　sa皿ples

and　4．8　to　16　times　higher　than　levels　in　the　marrow．　The

lead　level　in　the　kidney　of　one　swan　（swan　6　in　Table　4）　was

determined　to　be　16．7　mg／kg　wet　weight，　about　1．3　times　higher

than　the　level　in　the　liver　and　about　5．8　times　higher　than

the　level　in　the　blood．　Results　of　the　chemical　analysis　did

not　correlate　with　the　number　of　lead　pellets　in　the　gizzard．

Drscuss：oN

From　the　results，　r　diagnosed　these　swans　as　having
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Table　4．　Lead　concentrations　in　liver，　blood，　and　bone　marrow　of　14　whooper　swans

with　lead　toxicosis．

Lead　concentrations

Swan

　Liver

（mg／kg＞A

Kidney

（mgfkg）A

Blood

（pg／dl）

Bone　marrow

（mglkg）A

1

6
　
7
　
8
9
　
1
0
　
1
1
　
1
2
　
1
3
　
1
4

093

Awet　weight

BNot　examined．
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subacu・ヒe　lead　poisoning　resul’ting　from　ingestion　of　spen七lead

shot．　The　examined　swans　were　all　considered　to　be　at　almost

the　same　stage　of　lead　poisoning・　Pa’ヒhogenetically’the　birds

were　anemic　r　and　successively　toxic　lesions　occurred　in　the

liverr　spleenr　and　bone　marrow．

　　　　　Radiography　to　detect　lead　shot　in　the　gizzard　and

proventriculus，　and　blood　lead　estimation　can　be　used　for　the

initial　diagnosis　of　this　condition．4i，75　A　blood　lead　level

of　more　than　40　pg／dl　is　generally　regarded　as　an　undesirable

threshoid　level　of　lead　exposure　in　waterfow170　including

canada　geesei8　and　mute　swans．9r90　The　highest　reported　whole－

blood　lead　concentration　in　swans　was　3，290　pg／dl　in　a　mute

swan．90　The　whole－blood　lead　concentra’ヒions　in　the

live－trapped　whooper　swans　examined　were　7．5　to　16　times

higher　than　the　undesirable　threshold　level　for　waterfowl

referred　above．

　　　　　工ron－containing　brown　pigment　is　frequen七1y　observed　in

the　livers　of　birds　of　several　different　orders　and　famLlies　r

including　adult　swans　and　geese．　Lowenstine　and　petrak57

studied　iron　overload　of　livers　in　mynah　birds．　Ali　the

livers　that　were　examined　contained　large　amounts　of

parenchymal　cell　iron，　whereas　pigment　in　Kupffer　cells　was

not　prominent．　工n　the　present　study，　iron　was　seen

prominently　in　Kupffer　cells，　spleen，　and　bone　marrow，　as　well

as　in　hepatic　parenchymal　cel：Ls．　These　findings　sugges’ヒ
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increased　hemolysis，　which　could　be　considered　to　be　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
result　of　lead　tox＝Lcos二Ls．

　　　　Ane皿ia　in　lead　poisoning　is　considered　to　result　from

sh。rtening。f　erythr・cyte　survival　times，27　inhibiti・n・f　heme

synthesis，　including七he　interference　with　delta

amin。levulinic　acid　dehydratase　and　heme　synthetase758・105　and

defective　erythr。cyte　pr・ducti・n　and　impaired　release・f　these

cells　fr。m　the　b。ne　marr・w．50・Hall・ran　et　al・68　rep・rted　that

mute　swans　with　acute　lead　poisoning　showed　hypochromエ。　anem二La

biochemically．　The　present　study　did　not　include　examユna’ヒ■on

of　various　biochemical　and　hematological　values。　However’

accumulation　of　hemosiderin　in　the　liver　and　spleen　and

reduction　in　erythrocyte　counts　in　birds　in　the　present　s七udy

suggest　an　increase　in　erythrocyte　destruction　due　to　a

shortened　erythrocyte　life　span，　whereas　hypoplasia　of　bone

marrow　with　increased　numbers　of　polychromatic　ery’ヒhroblas’ヒs

indicates　impaired　erythropoiesis・　The　former　changes　we「e

more　prominent　in　the　present　study．

　　　　　Bile－stained　liver，　a　remarkable　gross　finding　in　the

present　study，　has　no・ヒbeen　emphasized　in　previous　reporヒs　of

lead－poisoned　ducks　and　swans，　inc：Luding　experimental　studies・

Some　investigators　have　described　gray　or　bile－stained　liver

as　a　characteristic　lesion　of　lead　intoxication　in　whistling

swans80・100　and　Canada　geese．18’9g　　Swans　in　the　present　study

had　anisocytosis　and　poikilocytosis，　severe　hemosiderosエs　エn
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　　　　　　　　　　　　Kupffer　cells，　distensi・n　with・ut　biliary・bstruction　in　the

　　　　　　　　　　　　gall　bladder，　hyperch・lia　in　al血enta「y　t「acts’and　g「een

　　　　　　　　　　　　watery　feces．　These　are　rela七ed　t・lead－hem・lytic　jaundice・f

　　　　　　　　　　　　the　liver．　The　high　lead　concentration　in　the　liver　might

　　　　　　　　　　　　suggest　an　excess　bi。chemicaユdisintegrati・n　of　degene「ated

　　　　　　　　　　　　erythr。cytes・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　Acid＿fas・ヒintranuclear　inclusion　bodies　in　the　proxima1　　　　　　　　　｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1・

　　　　　　　　　　　　tubules・f　the　kidney　are　regarded　as　presumptive’but　st「ong’　　l

　　　　　　　　　　　　　evidence　f・r　lead　p・is。ning　in　birds・54　The　inclusi・n　b。dies　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　片

　　　　　　　　　　　　　cannot　always　be　detected　in　lead・一poisoned　birds，

　　　　　　　　　　　　　however．41’47’55　This　may　be　due　to　species　variation’dosage’

　　　　　　　　　　　　　length　of　exposuエe，　and　diet．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　き
　　　　　　　　　　　　　　　　　Del　Bono　and　Bracalg　discussed　the　lesions　of　different
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　∴∵

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　stages　in　experi皿ental　lead　p・is・ning　in　mallards　and　d・mest■c

　　　　　　　　　　　　　ducks．　They　observed　hemolytic　ane皿ia　in　acute　lead　toxユ・cosユーs

　　　　　　　　　　　　　and　mye1・t・xic　ane皿a　in　chr。nic　t・xic。sis・De1　B・n・and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r

　　　　　　　　　　　　　Bracalg　classified　the　intranuclear　inc］．usions　into　　　　　　　　　　　　　　　　　　t”

　　　　　　　　　　　　　essentially　two　categories：the　first　type，　seen　in　acute　lead
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ナ

　　　　　　　　　　　　　toxicosis，　is　charac・ヒerized　by　small　granular　inclusions・　The

　　　　　　　　　　　　　second　type，　seen　in　chronic　toxicosis，　is　characterized　by　　　　　　　　　　互

　　　　　　　　　　　　　1arge　r。und　inclusi・ns・エn　the　present　study’the　inclusions　　；、

　　　　　　　　　　　　　in　the　tubu・es　in　seven・f　the・5　swans　examined　resembled　the　　眞・

　　　　　　　　　　　　　f’rst　type・・n　add’t’・n’the　uユtrast「uctu「e　of　the’nclus’ons　ゼ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26　　　　　1憶，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　◎．
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　　　　Frequent　gross　lesions　in　lead－poisoned　waterfowl，

inciuding　atrophy　of　the　pectoral　muscles　and　food　impaction

。f七he　pr・ventriculus，　have　been　attributed　t。　an・rexia’16

direct　toxic　effects　of　lead　on　muscles，i6　inhibition　of

neuromuscular　transmission，49　and　impaired　peripheral

nerves．40　skeletal　muscle　degeneration　in　the　present　study

represented　myogenic　changes，　not　neurogenic　changes　r

suggesting　a　direct　toxic　effect　on　the　rnuscle　cells．

　　　　Heart　lesions　previously　reported　in　lead－poisoned　ducks，

geese　and　swans　were　patchy　rnyocardial　necrosisi8　or

my。cardial　infarcti・n・46町・cardial　infarcti。n’which

。ccurred　in　75X。f　671ead－P・is・ned　birds，46　was　ass・ciated

with　fibrinoid　necrosis　of　the　media　of　arterioles　and　small

arteries．　Multifocal　myocardial　necrosis　was　recognized　in

all　swans　in　the　present　study，　and　most　of　the　foci　had

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　progressive　fibrosis　in　the　myocardium　andユnterst二Lt＝Lum・

However，　no　fibrinoid　necrosis　was　seen　in　the　arヒerial　media・

Although　工do　not　have　clear　evidence　that　the　myocardial

lesions　were　produced　by　a　direct　cardiotoxic　effect　of　lead，

it　shouユd　be　noted　that　the　changes　in　the　hearヒwere

frequent，　as　seen　in　human　patients　with　lead　p。is・ning・48

　　　　　Cerebral　edema　has　been　observed　in　lead－poisoned　mallard

ducks40　and　Canada　geese．3　　The　pathogenesis　ofユead

encephalopathy　is　considered　to　be　mediated　through　prエmary

vascular　damage．73　1n　genera1，　younger　animals　are　more

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　27
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susceptible　to　lead　intoxication　than　adults．　According　to

experimental　results，40　the　central　nervous　system　of　ducks

has　an　apparent　resistance　to　high　circulating　lead

concentration，　compared　with　the　nervous　system　of　mammals，

and　peripheral　nerves　are　more　vulnerable　to　lead　than　is　the

central　nervous　system．　Sorae　of　the　swans　in　the　present

study　had　mild　hemorrhagic　foci　in　the　cerebrum　and

cerebellum．　The　sciatic　nerves　of　two　birds　were　impaired．

　　　　　Three　primary　diseases　一一一　encephalomalacia，exudative

diathesis，　and　nutritional　muscular　dystrophy　一一一　are

associated　with　the　vitamin　E　deficiency　disease　syndrome　in

P。ults．エn　nutriti・nal　muscular　dystr・phy・f　this　synd「ome　r

myopathy　of　the　gizzard　is　the　first　synptom　to　appear　一n

chicks．84　工t　is　followed　by　myopathy　of　the　heart　resu＝Lting

in　pericardial　transudates，　which　rnainly　cause　death．

Myopathy　of　the　pectoral　muscle　is　seen　in　birds　tha七are

deficient　in　selenium　and　vitandn　E，　but　this　lesion　is

observed　only　in　the　birds　that　survived　for　a　long　tエme・

His’ヒological　characteristics　of　myopathy　in七he　vitamin　E

deticiency　disease　syndrome　are　edema　between　the　muscle

fibers　and　focal　necrotic　areas　that　in　many　instances　have

undergone　calcinosis．64　Lesions　of　the　gizzard，　heart，　and

pectoral　muscle　in　the　presen・ヒstudy　seemed　to　be　differen『ヒ

from　myopathy　of　vitamin　E　deticiency　diseases　in　poults　in

Order　of　occurrence，　distribution，　and　histological　findings．
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However，　it　is　uncertain　whether　there　was　a　relationship

between　vitamin　E　deficiency　and　mild　hemorrhages　in　the

cerebrum　and　cerebellum　in　some　of　the　swans　in　the　present

study．　The　brain　lesion　rnay　possibly　be　attributed　to

intercurrent　vitamin　E　deticiency．

　　　　　Fourteen　of　the　15　swans　examined　in　the　presen七study

had　hyperkeratinized　foci　of　the　gizzard　lining．　The　foci

were　formed　by　a　large　accumulation　of　cellular　debris　trapped

within　the　horizontal　striations．　Degeneration　of　the　muscle

layer　of　the　gizzard　was　seen　in　about　haif　of　the　cases．　As

the　upper　layers　of　the　gizzard　lining　are　usually　removed　by

abrasion，　the　more　recently　secreted　materiai　moves　toward　the

surface．iOi　Therefore，　these　changes　may　be　related　to　a

reduction　of　the　constructive　activity　of　the　gizzard，　which

suppresses　shedding　of　the　superticial　iayer　and　causes

consecutive　lamination　and　thickening　of　the　keratinoid　layer．

SumRY

　　　　During　spring　1989，　thirヒy－three　whooper　swans　（⊆拠旦

⊆cU999S）　died　at　Lake　Miyaji皿a　in　Hokkaido，　Japan；　15　were

examined．　The　birds　were　diagnosed　as　having　subacute　lead

poisoning　due　to　ingestion　of　spent　lead　shot．　The　main　gross

findings　were　bile－s・ヒained　liver，　edematous　or　gelatinous　bone

Marrow，　bile－stained　lining　with　hyperkeratosis　and　lead
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pellets　in　the　gizzard’and　pr・ventricula「impaction・

Hist・path・1・gically，　there　were　lead－hem・lytic　jaundice・f　the

liver，　hem。sider。sis　in　the　liver　and　spleen’and　hyp。plasia

of　the　bone　marrow　with　increased　numbers　of　polychromatic

erythr。blasts・Acid－fast　intranuclear　inclusi。n　bodies　we「e

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　seen　in　kidneys　of　seven　swans・　Under　e：Lectron　m■c「oscopy’

inclusion　bodies　had　frayed　contours　and　consis’ヒed　of

high－electr・n－dense　fine　granules・The　lead　c。ncentrati・n・f

the　liver　ranged　from　5・5　・ヒ0　44・3　mg／kg　wet　weight・　工t　was

suggested　tha七these　changes　resulted　fr・m　excess　breakd・wn・f

erythr・cytes，　inhibiti・n・f　heme　synthesis’and　impaired

erythr。P・iesis　caused　by　lead　sh。t　in　the　gizzard・
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ZNTRODUCrION

Lead　poisoning　in　geese　was　initially　noted　in　1893　in

North　carolina．25　Five　lead－po　i　s　oned　Canada　geese　（！lt1gggganta

canad－e－nsis）　were　reported　in　Michigan　in　1933．74　Thereafter，

Canada　goose　mortality　due　to　this　poisoning　has　been　reported

from　various　states　in　the　united　states　of　America，2r3t6，99tlO4

and　mo　rtality　o　f　b　i　u　e　g　e　e　s　e　（S11hlege　n　ggag11u，gE1s2ule　rulescens）r　s　n　ow　g　e　e　s　e

（SC｝ne1u1yRg！！pgl！ggh　h　erborea），and　white－fr・nted　geese（Anser　albifr・ns）

in　I」ouisiana　and　Nebraska．6’106　　However，　there　are　limi’ヒed

data　on　the　histopathologic　manifestations　of　this

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　

工ntOX■Ca’ヒェOn　工n　geeSe・

　　　　The　white－fron・ヒed　geese　are　designated　as　a　na七ural

monument　of　Japan．　We　encoun’ヒered　a　mortality　of　these　geese

due　to・ヒhis　disease　between　April　and　May　of　1990　at：Lake

Miyaゴima　in　Hokkaido，　Japan．　This　chapter　describes　the

pathologic　findings，　with　emphasis　on　liver　lesions　in　the

affected　geese・

MATERrALS　AND　MErHODS

Birds　and　environment

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lake　Miyajima　in　Hokkaido　is　’ヒhe　northernmost　point　ユn

Japan　where　wild　ducks，　geese　and　swans　arrive　in　spring　and

fall　every　year．　Eighty　whi’ヒe－fronted　geese　and　18　swans

1碧

t壽
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（sC2＞！gpgEnus　spp一：）　were　dead　or　in　weakened　condition　between　April

and　May・f　1990　at　Lake晦aゴima・Out・f　these’27　geese　and

6　swans　were　trapped　and　clinically　diagnosed　as　having　lead

poisoning．65　T　pathologicaliy　and　biochemically　determined

that　the　cause　of　death　of　all　the　35　geese　and　13　swans　which

could　be　examined　was　lead　poisoning．　From　these　results，　I

concluded　that　the　main　cause　of　the　mortality　was　lead

P。is・ning．エn　the　spring・f　1990’up　t・apPr・x血ately　22’300

white－fronted　geese　arrived　each　day　at　the　lake．

　　　　　：Nineteen　whi・ヒe－fronted　qeese　apPropriat；e　for　sys’ヒemエc

pa・ヒhologic　examinations　without　severe　postmorヒem　changes’13

males　and　6　females，　including　9　rmature　birds，　were　used　in

the　present　study．　Five　of　the　19　geese　were　iive－trapped　and

・ヒrea・ヒed　with　disodium　calcium　ethylenediaminetetraaceta’ヒe

every　12　hours，65　but　died　within　7　days　after　trapping・　Age　r

immature　or　adult，　of　white－fronted　geese　was　determined　by

the　characteristic　external　apPearance。　The　im皿ature　bird　has

no　white　face　patch　at　the　base　of　the　beak　and　neither　breast

black　blotch　nor　bar，　and・ヒhe　age　is　considered　to　be

approximately　from　8　months　old　to　2　years　old．7　Normal

ranges　of　body　weights　of　adult　male，　adult　female　r　immature

maler　and　immature　female　are　2．5一一3．3　kg　（mean　＝　2．9　kg）r　2．1－

3・O　kg　（2．5　kg），　2．1－3．0　kg　（2．6　kg），　and　2．0一一2．8　kg　（2・3　kg）r

respectively　．7
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Hisヒopa・ヒhologic　examination

　　　　Nineteen　white－fronted　geese　were　necropsied．　For

histopathologic　examination，　liver，　spleen，　kidney，　heart，

gizzard，　adrenal　glandr　pectoral　muscle，　bone　marrow，　cerebrum

and　cerebellum　fixed　in　lO亀neu’ヒral　buffered　formalin　were

processed　for　paraffin　embedding，　sectioned，　and　stained　with

hematoxylin　and　eosin　（HE）．　Selected　sections　were　stained

with　Prussian　blue　reaction，　Fontana－Masson，　reticulin　silver

impregnation，　Masson　trichrome　methods，　Gmelin　reaction　and

Stein’s　iodine　test．　The　severity　of　histologic　lesions　of

liver　was　assessed　and　graded　on　the　following　scale；　O　＝

normal　r　＋　＝　mild，　＋＋　＝　moderate，　and　＋＋＋　＝　severe　lesion．

工mmature　erythrocytes　were　classified　according　to　Hawkey　and

Dennett．26　The　liver　and　kidney　sections　from　all　birds　were

stained　with　acid－fast　stain　with　Fite’s　calbol　fuchsin　for

acid－fast　nuclear　inclusions．52　The　number　of　mitosis　（meta－

and　anaphases）　of　polychromatic　erythroblasts　in　bone　marrow

ofi　each　bird　was　counted　in　10　fields　at　600x　magnification・

Mitotic　ac・ヒivity　was　expressed　as　the　nu皿ber　of　mitoses　per

lOO　polychroma・ヒic　ery・ヒhroblasts　（mitotic　index）・　：Liver　and

spleen　of　one　non－lead　poisoned　immature，　male　white－fronted

goose，　wi・t＝h　necrotizing　enteri・ヒis　was　compared　with　the

present　cases　as　a　pa’ヒhologic　con’ヒrol・
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Lead　concentration　in　the　tissues

　　　　Lead　concentrations　in　the　livers　of　19　geese　were

de・ヒermined　by　atomic　absorp・ヒion　spectroscopy（Hi’ヒachi　180・一50》

after　digestion　with　nitric　acid　and　perchloric　acid．

similarly，　concentration　of　lead　in　the　kidney，　or　bone　marrow

from　some　birds　was　also　determined．　Liver　lead　concentration

in　excess　of　6　mg／kg　wet　weight　is　considered　diagnostic　of

acute　lead　poisoning　in　waterfowl．70　pearson’s　product　moment

correlation　coefficients　were　calculated　for’ヒhe　lead

concentration　in　each　organ　and　the　number　of　lead　pellets

recovered　from　proventricular　and　gizzard　contents．

RESULTS

Clinical　findings

　　　　Clinically，　live－trapped　geese　showed　weaknessr

inappetence，　green　watery　feces，　and　pale　conjunctiva．

Greenish　diarrhea　was　indicated　by　stains　on　the　feathers

around　the　vent．　工n　some　birds，　severe　atrophy　of　the

pectoral　muscle　and　comparison　to　normal　ranges　of　body

weigh’ヒs　were　suggestive　of　emaciaセion　（Table　5）・　Adrooping

appearanee　of　the　wings　was　seen　in　a　bird．

Necropsy　findings

　　　　Nineteen　geese　were　necropsied．　The　liver　was　atrophic
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lhble　5．　Body　weight，　number　of　ingested　lead　pellets　and　lead　concentrations　in　liver，　kidney，　and　bone

　　　　　　marrow　of　19　whi　te－frQnted　geese　with　1ead　toxicosis，　subdivided　by　age　classes　and　sex．

Body　weight　（kg）

Numberof

ingested

lead　pellets

Lead　concentrations（mg／kg）A

Geese

Normal

ref．range7 Affected liver Kdney Bone　marrow

Adult－male

Adult－female

I㎜a鵬m訓e

Immature－female

Tbta1

2．5－3．3

2．13．0

2．1－3．0

2．0－2．8

NDC

i．g　±　o．4B

［n　＝Z

2．0

［n　＝　2］

2．1　±　O．2

［n　＝　4］

1．9　±　O．6

［n　＝　4］

2．o　±　e．4

［n　＝M

9．8　±　9．1

［n　＝　8］

12．0

［n　＝　2］

7．6　±　2．4

［n　＝S

68　±　5．6

［n　＝　4］

8．8　±　6．5

匝＝19］

25．0　±　19．4

［n　＝　8］

M．1

［n　＝　2］

33．1　±　143

［n　＝＄

28．0　±　18．8

［n　＝　4］

27．7　±　163

［n　＝　19］

47．8　±　32．7

［n　＝n

25．1

［n　＝　2］

483　±　45．7

［n　＝＄

33．8　±　24．9

［n　＝　4］

423　±　32．5

匝＝18】

4．0　±　1．4

　［n　＝　3］

10

　［n　＝　2］

7．6　±　35

　［n　＝　3］

32．9

　［n　＝　2］

12．1　±　13．7

［n　＝　10］

Avvet　weight・

B
Data　expressed　as　mean　±　standard　deviation．

CND　＝　not　described．
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and　brownish　in　all　the　cases．　However，　in　8　（42g）　of　the

cases，　focal　parts　of　the　liver　were　discolored　dark　green

either　diffusely　or　mottled　by　retained　bile　pigments　（Figs．

13，　14）．　The　gall　bladder　in　all　the　cases　was　distended　with

dark　green　viscous　bile・　Biliary　atres■a　was　no『ヒ　seen■n　any

of　the　birds．

　　　　Eight　（42g）　birds　showed　an　impaction　of　the

proventriculus　with　feed　including　water　plants，　mud　r　and

pebbles．　Lead　shots　（range　＝　O　to　30　pieces，　rnean　±　SD　＝　8．8

±　6．5　pieces）　up　to　3　mm　in　diameter，　irregular　in　shape　and

in　various　stages　of　erosion　were　recovered　from　the

proventricular　and　gizzard　contents　of　all　bu’ヒone　goose

（Table　5）．

　　　　　Other　common　gross　tindings　were　bile－stained　lining　with

focal　hyperkera・ヒosis　in　grinding　pads　of’ヒhe　gizzard　（percen’ヒ

affec・ヒed＝　100亀），fatty　（63審）or　edema’ヒous　（11　06）bone　marrow

in　the　diaphysis　of　the　femur，　atrophic　spleen　brownish　in

color　（5890），　and　enlarged　adrenal　gland　（53＆）．　The　intestinal

mucosa　and　con●ヒen’ヒs　were　dark　green　in　co：Lor．　Only　one　male

immature　goose　showed　moderate　cephalo－cervical　cutaneous

edema．　［Vwo　aduit　male　birds　and　an　immature　male　had　mild

cerebellar　petechia．

Histopathologic　findings

　　　　The　main　histopa・ヒhologic　changes　were　seen　in’ヒhe　liver’

Spleen　and　bone　marrow，　although　other　organs　also　showed
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significant　lesions．

　の
し■ver

　　　　Cholestasis　and　hemosiderosis　were　prominent　in　the　liver

（Table　6）．　Alth・ugh　there　were　vari・us　degrees・f　ch。lestasエs

in　different　parts　of　the　same　liver，　the　severity　of

hemosiderosis　was　almost　the　same　throughou’ヒthe　liver・

Distended　bile　canaliculi　in　13　cases　（68亀）　contained　larger

elonga・ヒed　bile　plugs・　Fifteen　geese　（79審）　had　bile

extravasation　associated　with　hepatic　necrosis．　One　bird　had

an　accumulation　of　extravasated　yellow　bile　crystaIsr　and

faintly　basophilic　or　colorless　crystals　surrounded　by

degenera・ヒed　or　necro・ヒic　hepatocytes・　The　yellow　bile　crys’ヒals

were　radia・ヒing　to　extend　peripherally　in　the　foci　（Fig・　15）・

All　crystals，　including　bile　re’ヒained　in　hepatocytes　and　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　bile　plugs，　were　stained　black　by　Fon’ヒana－Masson　sta：m

corresponding　to七he　degree　of　green　discolora’ヒion　in　the

liver　（Figs．　16，　17）．　In　o’ヒher　birds，　the　lesion　was

hepatocy・ヒic　necrosis　with　faintly　basophilic　or　colorless

crystals．　There　was　disorganization　and　fragmentation　of

hepatic　cell　plates　due　to　focal　hepatocytic　rup’ヒure　and

extravasa●ヒed　bile　（Fig．18）．　On　hematoxylin　s・ヒained　sec’ヒions　r

hepatocytes　and　Kupffer　cells　in・ヒhe　areas　with　frequent　bile

plugs　apPeared　qreen　due　to　biliverdin。　The　yellow　crys’ヒals

and　bile　pigments　were　positive　in　Gmelin　reac・ヒion　and　S’ヒein。s

iodine　test，　while　faintly　basophilic　and　colorless　crys’ヒals
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Occurrence，　and　severity　of　lesions　in　livers　of　19　white－fronted　geese　with　lead　toxicosis．

Macroscopic

mottled－green

　　　liver

Hemosiderosis

Goose Kupffer　cells Hepatocytes

　　　Bile　Bile

extravasation　plug

Atrophy　of

hepatocytes

Adult－male

　　　　1

　　　　2

　　　　3

　　　　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

　　　　8

Adult－female

　　　　9

　　　　10

1mmature－male

　　　　11

　　　　12

　　　　13

　　　　14

　　　　15

1mmature－femal　e

　　　　16

　　　　17

　　　　18

　　　　19
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were　negative　in　both　the　methods．　These　lesions　had　no

specific　pattern　of　distribution．　There　was　scattered　or

diffuse　vacuolation　of　the　cytoplasm　of　hepatocytes．　Mild　to

moderate　bile　stasis　without　inflammation　in　the　interlobular

bile　ducts　was　found　in　some　cases．

　　　　　Hemosiderosis　in　both　hepatocytes　and　Kupffer　cells　was

distributed　diffusely；　Kupffer　cells　had　large　amounts　of

hemosiderin　in　the　swollen　cytoplasm　（Fig．　19），　while

hepatocy’ヒes　contained　the　pigments　adゴacent　to　the　bile　pole

and　plugs．　Mos・ヒhepatocy・ヒes　were　atrophic　or　showed　granular

degeneration．

Spユeen

　　　　　Zn　the　spleen　of　16／18　（8990）　geese，　lymphoid　follicles

were　ei・ヒher　a・ヒrophic　or　had　almost　disapPeared・　The

rnononuclear　phagocyte　system　cells　in　the　red　pulp　often

contained　a　large　amount　of　hemosiderin．

Bone　marrOW

　　　　There　was　a　moderate　to　severe　decline　in　the　number　of

mature　erythrocytes　in　the　bone　marrow　in　the　diaphysis　of’ヒhe

femur　in　all・ヒhe　birdsr　while　early　and　late　polychroma’ヒic

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コerythroblas・ヒs　were　increased　in　number　with　frequen七コ口tos■s

（mitotic　index±　SD＝　4．7　±　1．8），occupying　almos’ヒall　the

sinuses．　Hypoplasia　of　the　bone　marrow　was　seen　in　16　birds

（89　9・）・　Granuloblas・ヒs　and　myeloid　cells　declined　in　number
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from　the　extravascular　spaces，　which　were　replaced　by　adipose

tissue．　工n　3／18　（17亀）birds　extravascular　spaces　were

edematous，　and　one　of　these　cases　showed　miid　replacement　of

the　spaces　by　ad二Lpose　t■ssue・

Other　tissues

　　　　Histopathologic　lesions　in　the　o’ヒher’ヒ■ssues　we「e

tubulonephrosis　（affected　percent　or　rate　of　examined　geese　＝

7990　or　15／19），　acid－fast　intranuclear　inclusion　bodies　in　the

epi・ヒhelium　of　the　proximal・ヒubules　in　kidney　as　indica’ヒed　by

acid－fast　stains　（112　or　2／19），　atrophy　of　myocardial　fibers

（841き　or　16／19），　myocardia＝L　degeneration　and　fresh　necrosユ．s

（8490　or　16／19），　fibrinoid　degeneration　of　sma11　blood　vessels

associated　with　fresh　necrosis　（16rg　or　3／19），　accumulation　of

degenerated　epithelia　in　keratinoid　layer　of　gizzard　（10060　or

18／18），　degeneration　of　gizzard　muscle　layer　（6190　or　11／18），

pectoral　muscle　atrophy　or　necrosis　（100g　or　8／8），　adrenal

cortical　hyperplasia　（94g　of　16／17），　and　cerebellar

perivascular　hemorrhage　（42g　or　5112）．

　　　　　：No　infec・ヒious　agent　was　de’ヒec’ヒed　from’ヒhis

histopathologic　examina・ヒion　wi’t：h　H：E　stain，　although　no　culture

could　be　taken．

Lead　concen・ヒra・ヒion　in　the　tissues

　　　　Lead　concentration　was　determined　in　the　Zivers　of　19

Cases，　in　the　kidney　of　18　cases，　and　the　bone　marrow　in　the
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diaphysis・f　the　femurs。f　10　cases（Table　5》・Lead

concentration　in　the　liver　reached　6・9　to　67。7　mg／kg　wet

weight（t・tal　mean±SD　＝27・7±16・3　mg／kg　wet　weight）・The

kidney　sh・wed　variable　values　with　a　wide　range（range＝9・1

t。126mg／kg　wet　weight，　t・tal　mean±SD＝42・3±32・5mg／kg

wet　weigh’ヒ），while　the　concentration　in　the　bone　marrow　was

the　l・west（t・tal　mean±SD＝12・1±13・7　mg／kg　wet　weight）・

The　liver：Lead　concentration　was　slightly　correlated　to七he

number　of　lead　pellets　in　the　gizzard　（corre：Lation　coefficient

＝0．465），alth。ugh。ther　results・f　the　chemical　analysis　did

not　correlate　with　the　num：ber　of　lead　pelleヒs・　There　was　no

correlation　between’ヒhe　incidence　and　severity　of　the　bile

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロex’ヒravasation　and　the　liver　lead　concentra’ヒニLon．

Drscuss：oN

　　　　The　findings　obtained　here　showed・ヒhat　the　whi’ヒe－fronted

geese　were　affec・ヒed　by　subacu・ヒe　lead　poisoning　resul’ヒing　from

ingestion　of　spent　lead　shots，　and　the　pathologic　diagnosis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

was　confirmed　by　biochemis七ry　on　lエver　lead　concen’ヒrations・

The　pathologic　de・ヒai：Ls　of　lead－poisoned　white－fronted　geese

have　not　been　described　previously．　The　gross　lesions　in　the

geese　1ヒhat　were　examined　conform　with　the七ypical　pat’ヒern

described　for　mallards　and　Canada　geese　affected　with　lead

poisoning．44’9g　However’in　our　cases，　the　histopathologic

矯
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lesions　in　the　liver　were　characterコーst■c・

　　　　Hematopoietic　sys・ヒem　is　one　of　the　principal　targets　of

lead　poisoning．iO5　1　considered　that　hemosiderosis　in　our

cases　is　related　with　lead　poisoning・　工t　was　dis’ヒinguishable

from　iron　overload　of　hepatocytes　frequently　seen　in　the

livers　of　several　species　of　wild　birds，57　with　respect　to　the

localization　of　iron　pigments．　A　marked　accumulation　of

hemosiderin　in・ヒhe　mononuclear　phagocy・ヒe　system　ce1：1・s　of’ヒhe

liver　and　spleen　suggests　an　increase　in　erythrocyte

destruction　by　lead，　whereas　hypoplasia　of　the　bone　marrow

with　increased　numbers　of　polychromatic　erythroblasts

indica・ヒes　impaired　erythropoiesis　and　a　secondary　react■on　to

erythrocyte　destruction．

　　　　Fifteen　（79t）　of　the　present　cases　revealed　bile

extravasation　with　hepatocytic　necrosis．　The　lesion　resembles

what　is　known　as　bile　infarc’ヒor　bile　lake，　defined　to　be

necrosis　of　groups　of　hepatocytes　togeヒher　wi’t；h　accumulat：Lon

of　extravasated　bile　in　the　area．8i　such　lesions　associated

with　lead　poisoning　have　not　been　reported　previously　r

a1’ヒhough　ex・ヒensive　coagula’ヒive　necrosis　and　fatty　degenerat■on

of　hepatocytes　have　been　described　in　experimentaZ　acute　lead－

poisoned　domestic　ducks　and　mallards．i9　Gendrally，　groups　of

hepatocytes　in　longstanding　cholestasis　cause　bile　infarct　or

fea’ヒhery　degeneration，　which　is　usually　associa’ヒed　with

extrahepatic　biiiary　obstruction．8i　However，　1　did　not
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observe　any　biliary　obstruction　macroscopically　and

hist・1・gically．　There　was　n・relati。nship　between　the

frequency。f　bile　extravasati・n　and　that・f　pr・ventricula「

impacti。n，　which　may　suggest　the　p・ssibility・f　physical

biliary・bstructi・n．　A　number・f　large　bile　Plugs’biliary

pigments　within　hepat・cytes　and　the　n・nspecific　1・cation　of

bile　extravasation　indicate　intrahepatic　cholestasis　in　the

present　cases．　These　changes　functionally　may　suggest　an

impairment・f　canalicular　bile　f1・w　within　the　liver・

Alt：hough　the　severe　hemosiderosis　in　liver　and　spleen　sugges’ヒs

that’ヒhe　bile一・stained　liver　is　considered　as　a　prehepa’ヒ■c

ゴaundice　due　to　overproduc・ヒion　of　bile　by　breakdown　of

degenerated　erythrocytes，’ヒhe　pathogenesis　of　the　liver

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

changes　may　be　more　complex．　In’trahepat：Lc　choles七as■s　may

have　been　caused　by　hepa・ヒic　disorder　due　to　direct　lead

effects　on　hepatocytes　and／or　functional　impairment　of　bUe

flow　due・ヒ。　vagal　lead　neuropathy．40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

　　　　　　Bile一二stained　liver　as　well　as　proventrユ．cular　nmpact■on

and　the　presence　of　ingested　lead　pellets　in　gizzard　are

supPor・ヒive　macroscopic　features　in　diagnosis　of・ヒhis　poisoning

in　whi・ヒe－fronted　geese．　Bi：Le－s・ヒained　discoloration　of　liver

parenchyma　has　been　described　as　a　characteristic　lesion　of

lead　intoxication　in　Canada　geese，1’18’9g　whistling　swans

（EC＞KI9！E　columbianus》80’100　and　whooper　swans　referredセ。　in・ヒhe

chapter　I．　In　mammals　including　human，　however，　the
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path・1・gic　effects・f　lead　are　m。st　pr・血nent　in　th「ee　o「gan

systems，　namely，　the　nerv・us　system’hemat・p。ietic　system’and

kidney．　This　difference　with　respect　t・1iver　changes　between

lead－P・is・ned　mammals　and　f・wls　may　be　reユated　t・the

f。11・wing　characteristics・f　f。wls・Firstly’erythr・cytes。f

fowls　are　nucleated，　and　contain　mitochondria，　and　their　life

span．（20　t・35　days）is　much　sh・rter　than　that・f　many　larger

mammals．94　These　erythrocytic　nuclei　are　thought　to　serve　as

lead　storage　sites　because　erythrocytic　nuclear　inclusion

bodies　have　been　demonstrated　in　lead一・poisoned　pigeons．4　This

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ　　　　　　　　　　　　　コis　related　to　much　higher　b：1．ood　lead　concentrat］一〇n■n

clinically　normal　birds　and　in　birds　with　sy皿ptoms　of　lead

P・is・ning，　in　c・ntrast　t。　ma㎜als．4’40’58　Sec・ndly，　in　birds’

：Kupffer　cells　are　the　main　sites　for　the　des七ruc『ヒion　of

erythrocytes，94　and　the　liver　rapidly　uptakes　either　bilirubin

・rbiliverdin　fr。m　the　general　circulati・n．53エn　additi・n，

biliverdin　forma・ヒion　is　suggested　to　occur　within’ヒhe　biliary

tree　fr。m　a　rapid・xidati。n・f　bilirubin．53　Because。f　the

foregoing　features，　when　fowls　are　exposed　to　considerable

amoun’ヒs　of　lead，　they　may　develop　more　rapid　and　severe

des’ヒruction　of　erythrocytes　degenera’ヒed　by　lead　and　marked

hypercholia　within　the　liver　follows．

　　　　　：Liver　was　the　best　single’ヒissue　for　significan’ヒ1ead

poisoning　deter皿ina・ヒions　in　waterfowl．1’70　Aliver　lead

c・ncentrati・n・f　m・re　than　6　mg／kg　wet　weight　is　regarded　t・

麹　鰹．灘　’難麟懸
自由灘治山白白、山山灘
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indicate　an　acute　lead　exposure　in　waterfowl．70　The　liver

lead　concentration　in　our　geese　had　a　range　from　6・9’ヒ0　67・7

mg／kg　wet　weight　and　was　1．2　to　11．3　tirnes　higher　than　the

threshold　ievel　referred　above．　The　threshold　level　in　the

liver　is　considered　to　be　effective　for　biochemical　diagnosis

of　acute　or　subacute　lead－poisoned　whi’ヒe－fronted　geese．　This

range　of　the　liver　lead　concentrations　in　the　present　geese

was　almost　the　same　or　rather　slightly　higher　than　that　in

subacute　lead－poisoned　whooper　swans　described　in　the　chapter

I．　Neverヒheless’ヒhe　present　geese　showed　mottled　bile－stained

liver，　whereas　the　whooper　swans　revealed　diffuse　bile－stained

parenchyma　of　the　liver．　The　development　of　the　bile

ex：ヒravasation　associated　wi・ヒh　lead　poisoning　may　be　rela・ヒed・ヒo

bird　species，　their　food　habit　and　diet．43r82r83
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　　　　Nineteen　lead－poisoned　white－fronted　geese　（4Etgsg！1ser

albifrons），which　died　at：Lake　Miyaゴima　during　spring　1990’

were　examined　patholoqically．　Subacute　lead　poisoning　due’ヒo

ingestion　of　spent　lead　shots　was　diagnosed　and　confimmed　by

demonstrating　high　lead　concentration　in　the　liver．　The　liver

lead　concentration　ranged　from　6．9　to　67．7　mg／kg　wet　weight．

The　mos・ヒsuqgestive　gross　lesions　were　mottled　bile－stained

liver　in　8　geese　in　addi・ヒion　to　proven・ヒricular　impaction
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and／or　the　presence　of　lead　pel：Lets　in　the　gizzard・

Hist・1・gic　lesi・ns・f　the　liver　c。nsisted・f　Kupffer　cell

hemosiderosis，　large　bile　plugs　in　dilated　canaliculi’bile

pigmentati・n　in　hepat・cytes’and　bile　extravasati・n　associated

with　hepatic　necr。sis・Seven　geese・f　the　remaining　ll　birds

had　also　similar　hepatic　necrosis　in・ヒhe　liver’whose　greenish

discoloration　was　obscure　macroscopica：L］．y・　The　liver

discoloration　was　considered　a　jaundice　due’ヒ。　both　rapid

overproduction　of　bile　from　increased　breakdown　of

erythrocytes　and　intrahepatic　impaired　excretion　of　bile

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コpathomorphologically・　The　severity　of　lesユ・ons　was　not

correla’ヒed　to　the　liver　lead　concentration．　AIl　examined

geese　had　hemosiderosis　of　mononuclear　phagocytic　system　cells

in　the　spleen，　and　hypoplasia　or　edema　of　the　bone　marrow　with

increased　numbers　of　polychromatic　erythroblasts・　工t　was

supposed’ヒha’ヒ・ヒhese　prominent　changes　resu1’ヒed　from　excess

breakdown　of　erythrocytes，　hypercholia　followed　by

intrahepatic　choles・ヒasis，　and　disrupted　erythropoiesis　in　bone

marrow　caused　by　lead．
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INTRODUC　T　TON

　　　　The　mechanisms　of　lead　neurotoxicity　are　extremely

complex　and　still　poorly　understood．　This　is　because　the

biological　aberrations　produced　by　lead　appear　to　be　related

to　the　ability　of　this　heavy　metal　to　either　inhibit　or　mimic

the　action　of　calcium　as　a　regulator　of　ceil　function　and　the

other　essential　metals　at　a　biochemical　level，　and　to　activate

protein　kinases　in　the　nerve　endings．i2

　　　　Experimentai　acute　lead　encephalopathy　（LE）　was　first

reported　in　a　suckling　rat　animal　rnodel　by　Pentschew　and

Garro．73　After　their　work，　a　series　of　pathologic　studies　on

acute　LE　suggested　that　there　is　a　lead－induced　defect　in　the

developing　blood－brain　barrier　（BBB）because　of　the　earユ・y

apPearance　of　hemorrhages　of　the　cen’ヒral　nervous　system　（CNS）

and　a　marked　increase　in　extracellular　fluid．i4ti5　The　brain

edema　is　caused　by　a　functional　change　in’ヒhe　sta七e　of　the

endOthelium　rather　than　cell　necrosis．15i24r73r77－79，96r98

　　　　　Dietary　deficiencies　or　excesses　of　certain　essential

metals　alter　the　absorption，　elimination，　or　dose　response　of

lead．63r76　Low　dietary　calciurn　enhances　the　pathologic　effects

of　lead　in　birdsi3　as　weu　as　in　mammals．59rgi　However，　the

interaction　between　lead　and　this　metal　has　not　been

considered　in七hese　experimen・ヒa1工・E　studies・　工n　additionr

there　are　limi・ヒed　data　on　astrocy・ヒic　changes　in　acu’ヒe：LEr　even

49

灘白白ii灘羅li三二i二二灘二二二二t，



鰻

＆
ー
ー
舜
ー
翼
壁
一
…
一
、
善
導
：
ー
三
毛
ー
ー
ミ
ー
ー
ー
顎
，
暑
｛
－
垂
垂
；
｛
、
一
3
．
鳴
毒
聾
侃
一
垂
雪
一
響
冨
耳
斗
一
華
き
オ
メ
蓑
ユ
ー
ー
馨
妻
き
選
灘
醤
毫
毛
舞
演
噂
葺
葦
黍
三
宅
麓
薄
書
垂
」
凄
署

　
　
　
醗

　
欝
・
・
襲
藪
　
・

　
　
　
二
灘

　
　
　
蹴

　
　
．
．
覇

　
　
　
懸

　
　
顯
．
．

　
賦
縦灘
騒

‘
　
サ
　
　
　
　
　
さ
・
ド

　
　
　
Y

㌔・

j
．

th。ugh　astr・cytes　play　an　imp。rtant　r・1e　in　inducti・n・f　BBB

pr・perties，42’23　and　the　perivascular　e・sin・philic　hyaline

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　コdr・plets・f　the　glia　were　described　as　a　cha「actenstユc

path…gic　finding　in　human　cases・佃・14’15・28・73

　　　　Adult　birds　generally　have　less　sensitivity　to　lead　than

adult　mammals，40’58　and　some　mature　wa七erfowl　with　lead

P・is・ning　due　t・ingesting　spent　lead　sh・t　sh・wed

proventricular　impac’ヒion　and　bile－stained　liver　as

path。gn・m・nic　findings．1051selected　chicks　as　exper㎞ental

animals　for　two　reasons．　First，　it　is　much　easier　to　supPly　a

particular　die・ヒ・ヒ。・ヒhe　birds　than　to　give　suck：Ling　animals

milk　with　a　modified　calcium　concentration．　Second，　exposure

regimens　are　easy　and　labor－saving・　When　the　chicks　are　fed

lead　pellets，　七he　ingested　lead　pellets　are　retained　in　the

gizzard　until　they　are　solubilized　by　a　combination　of　the

grinding　action　and　low　pH：．　The　released　lead．is　available

for　absorp・ヒion　so　that　the　birds　with　the　pellets　are　exposed

to　lead　con’ヒinuously・

　　　　　The　aims　of　our　study　were　to　examine　（1）the　influence

of　dietary　calcium　on　the　development　of　experimen’ヒal　acute：LE

in　chicks，　and　（2）astrocy・ヒic　responses，　especially　production

of　glial　fibrillary　acidic　protein　（GFA：P）and　the　frequency

and　nature　of　perivascular　eosinophi：Lic　hyaline　droPユets　under

various　experimen・ヒal　conditions．
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MATERIALS　AND　METHODS

Chicks

　　　　Commercial，　layer　DEKALB　TX－35　strain，　2一一day－old　femaie

chicks　（30．2　to　43．4　g）　were　obtained　from　a　hatchery．　Birds

were　housed　in　cages　of　our　animal　breeding　facility　and　were

permitted　a　c　c　e　s　s　t　o　f　ood　a　nd　water　gsdL　；L！1122，！g1gb　itum・

Experimental　design

Experiment　1：　The　effect　of　dietary　calcium　on　severity　of

lead　encephaユopa’ヒhy

　　　　The　186　chicks　were　randomユy　separated　in’ヒ04　1ead－dose

groups　and　were　identified　by　wing　badge　numbers，　as　shown　in

Table　7．　Chicks　of　3　of　these　4　groups　were　intubated　and

were　given　2，50r　101ead　pellets（」工S　3．O　mm　lead　shot）via

an　esophageal　tube　at　2　days　of　age．　The　average　weight　of

one　pellet　was　148　mg．　One　group　was　not　treated　and　served

as　controls．　1工he　3　treatment　groups　were　subdivided　into　5

diet　subgroups　of　10　chicks　each，　and　the　con’ヒrol　group　into　5

diet　subgroups　of　6　birds　each．　Chicks　of　each　subgroup　were

fed　calcium－supplemented　（3．090　or　1．Og）　high　tiber　diets　r

calcium－deficient　（0．5…きor　O．1亀）high　fiber　dieヒs，　or　a

nutritionally　balanced　commercial　chick　diet　including　more

than　O．79．　calcium．　The　composition　of　each　calcium－controled

diet　is　shown　in　Table　8．　工　used　the　high　fiber　diets　because

these　were　repor七ed　to　reduce　lead　pellet　excretion
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Table　7．　Experimental　groups．

Group Subgroup＃ Diet　constituents

Subgroup

abbreviation

1．　21ead　pellets

　inges　ted　group

II．　51ead　pellets

　ingested　group

III．　IOIead　pellets

　ingested　group

IV．　No　lead　pellet

　ingested　group

1
⊥
　
一
工
　
－
⊥
　
－
⊥
　
－
⊥

ー
ム
ー
ム
噌
1
1
よ
（
∠

High　fiberA　＋　Ca　O．190　diet

High　fiber＋　Ca　O．5％　diet

High　fiber　＋　Ca　1．0％　diet

Hi　gh　fiber　＋　Ca　3．Oqo　diet

Commercial　rationB

High　fiber　＋　Ca　O．　I　qo　diet

Mgh　fiber　＋　Ca　O．5qo　diet

Mgh　fiber　＋　Ca　1．0％　diet

High　fiber＋　Ca　3．090　diet

Commercial　・ration

Mgh　fiber＋　Ca　O．190　diet

Hi　gh　fiber＋　Ca　O．5qo　diet

High　fiber＋　Ca　1．Oqo　diet

Mgh　fiber　＋　Ca　3．0％　diet

Commercial　ration

Mgh　fiber＋　Ca　O．　I　qo　diet

Mgh　fiber　＋　Ca　O．5qo　diet

Mgh　fiber＋　Ca　1．090　diet

Mgh　fiber＋　Ca　3．Oqo　diet

Commercial　ration

2p－CaO．1

2p－CaO．5

2p－Cal．0

2p－Ca3．0

2p－cm1

5p－CaO．1

5p－CaO．5

5p－Cal．0

5p　Ca3　．0

5p－cm1

10p－CaO．1

10p－CaO．5

10p－Ca1．0

10p－Ca3．0

10p－cml

Cont－CaO．1

Cont－CaO．5

Cont－Ca1．O

Cont－Ca3，0

Cont－cml

A　Hi　gh　fiber　diet　contains　18qo　crude　fiber．

B
　Commercial　ration　contai　ns　more　than　6．Oqo　crude　fi　ber　and　more　than

　　O．7qo　calcium．
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Table　8．　Composition　of　calcium　deficient　and　supplementary　diets．

Ingredient ca　o．1qo ca　o．sqo ca　1．oqo Ca　3．090

Cornstarch

Cellulose

Bean　cake

Soybean　oil

Calcium　phosphate

Calcium　carbonate

Sodium　chloride

DL－Methionine

Choline　chloride

Vitamin　mix　B

　　　A
64．1

17．0

153

3．O

O．1

0

0．25

0．05

0．1

0．1

62．65

17．0

15．6

3．O

O．85

0．4

0．25

0．05

0．1

0．1

60．95

17．0

15．9

3．O

O．85

1．8

0．25

0．05

0．1

0．1

M．3

17．0

17．1

3．O

O．9

7．2

0．25

0．05

0．1

0．1

A
　Ingredients　are　in　percent．

B　The　vitamin　mix　（1　kg）　consisted　of　the　following　components：　vitamin　A，　1　x　107　IU；

vitaminD3，　1．5　x　106　IU；vitamin　E，　10　g；　vitamine　K3，1g；　vitamin　B　1，　O．25　g；

VitaminB2，3g；vitamin　B6，0．5　g；vitamin　B　12，0．Ol　g；nicotinic　acid，20　g；pantothenic

acid，　6　g；　folic　acid，　O．5　g；　biotin，　O．Ol　g；　manganese，　50　g；　iron，　50　g；　cobalt，　O．1　g；

copper，　2　g；　zinc，　30　g；iodine，　O．5　g．

”冠
　
灘

懇
．
鍵
鍵

鞭
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from　the　gizzard　greatly．i6　The　chicks　were　examined　for

behavioral　changes　and　the　body　weight　daily　until　14　days

old．　Dead　birds　were　immediately　necropsied　and　their　brains

were　weighed　and　examined　macroscopically　and

histopa・ヒhologically・　The　number　of　lead　pellets　in　the

gizzard　was　counted　at　necropsy．

、詰
み尊ぞ，Vt

灘磯懸鞭蝋灘灘鍮・三三．霧　’随灘
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　　　　　　、団↑野・灘灘

籔

Experiment　2：　Dysfunction　of　blood－brain　barrier

　　　　［Po　recognize　dys£unction　of　the　BBB　due　to　lead，　birds

diagnosed　to　have　acute　LE　by　clinical　signs　were

intraperitoneally　injected　with　19．　trypan　blue　（O．5　ml／bird）．

Then　the　birds　were　sacrificed　and　necropsied　24　hr　later．

The　brains　were　exarained　macroscopically　and

histopathologically．

Experimen・ヒ3：Lead　concen・ヒrations　in　ery・ヒhrocY’ヒe　and　Plasma

fractions

　　　　Lead　concentrations　in　the　erythrocytes　and　blood　plasma

samples　of　birds　in　the　two　selected　subgroups　were　deter皿ined

before　development　of　the　clinical　signs．　The　chicks　were　fed

lead　pellets　and　kept　under・ヒhe　same　experimental　conditions

aS　in　experiment　1．　The　birds　were　anesthetized　with　ketamLne

（O・066　mg／g　body　weight，　intramuscularly；　Veterinary　Ketaiar

50r　Sankyo，　Tokyo，　Japan）　at　2．0，　2．5，　4．0　and　5．0　days　of　age

（POstingestion；　O，　O．5，　2．0，　and　3．0　days），　and　whole　blood

p
t
t
w
a
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was　obtained　from　the　cervical　vein　using　a　syringe　and　a　27

gauge　needle　washed　with　heparin．

　　　　Blood　samples　were　centrifuged　and　separated　into

erythrocytes　and　plasma．　Each　sarnple　（wet）　was　digested　with

nitric　acid　and　perchloric　acid．iO2　Lead　in　the　solutions　was

determined　by　air－acetylene　flame　atomic　absorption

spectrometry　（Hitachi　Ltd．，　Tokyo，　Japan）　at　a　wavelength　of

217　nm．　The　background　absorption　was　corrected　by　a　D2　iamp．

Other　conditions　were　those　recommended　by　using　the

manufacturer．

．翁、

Pathology　and　immunocytochemistry

　　　　Brains　from　the　experimental　birds　were　immersed　in　102

neutral　buffered　formalin　and　were　embedded　in　paraffin．

Sections　were　stained　with　hematoxylin　and　eosin，　and　periodic

acid－Schiff　reaction　（PAS）．　The　terminology　and　anatomical

descriptions　referred　to　are・ヒhose　of　Breazile．11

　　　　For　immunohistochemical　studies，　4－pm一一thick　paraffin

Sections　were　deparaffinized　and　rehydrated，　and　endogenous

Peroxidase　was　blocked　with　3　g　H202，　followed　by　a　wash　in

Phosphate－buffered　saline．　Sections　were　incubated　with

rabbit　anti－cow　GFAp　（Dakopatts，　Glostrup，　Denmark）r　and　then

Stained　by　the　avidin－biotin－complex　（ABC）　method　using　a

VeCtastain　ABC　Kit　（Vector　Laboratories，　lnc．，　BurlingaMe，

CA》・The　an七iqen　localization　was　visualized　by　incubation　of

　醗灘灘羅灘・二三罐懇鍵灘懸．、
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the　sections　with　a　3，3’一diaminobenzidine－H　202　solution．　The

sections　were七hen　weakly　counterstained　wi’ヒh　hematoxylin・

The　selected　sections　were　stained　with　PAS　after

visualization　of　the　antigen．

S七a七is七icaユanalysis

　　　　The　significance　of　associations　was　determined　by　the

T一・ヒest　or　Cochran・一Cox・ヒest．　Probability　values　of　less　than

O．05　were　considered　significant．

RESULTS

も
吋

慾　tS

Clinical　signs

　　　　Clinical　signs　were　classified　into　two　types　with　regard

to　the　process．　First，　birds　showed　depression　with

ananastasia　and　coma，　and　died　within　about　one　day　after　the

signs　appeared　（Fig．　20A）．　These　symptoms　were　exhibited　in

chicks　which　died　at・ヒhe　early　stage　of’ヒhe　experimental

period，　i。　e．　a・ヒ七he　age　of　6－8　days・　All　birds　of七he

10p－CaO．1　subgroup　showed　such　clinical　signs　and　died・

Secondarily，　birds　showed　a　different　form　of　depression　frorn

’ヒhat　of・ヒhe　first　t：ype，　namely，　璽’drop　head”depression　with

Standing　for　one　to　6　days　untiZ　ananastasia　and　coma

developed　（Fig．　20B）．　chicks　which　died　at　10－13　days　old　in

5P－Ca1．Oand　10P－Ca1．O　subgroups　exhibited・ヒhese　abnorma1
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Body　weigh’ヒof　birds

　　　　Growth　curves　for　the　control　and　2　lead－pellet　groups

are　shown　in　Fig．　21．　ln　the　control　（no　pellets　ingested）

group，　chicks　fed　the　Ca　3．Og　or　O．IZ　diet　grew　more　slowly

than　birds　having　the　other　diets，　but　only　the　retardation　of

growth　in　the　Ca3．0　subg－roup　showed　a　significant　difference

as　compared　to　that　in　the　commercial　diet　subgroup　at　14　days

of　age　（P　＜　0．001）．　　工n　’ヒhe　3　treatment　groups，　all　the

subgroups　except　2p－Cal．O　and　2p－cml　showed　stagnation　of

grow・ヒh．　The　degree　of　retardation　became　more　prominent

despite　the　differences　in　diet　as　the　number　oi　ingested　lead

pellets　increased．　The　body　weigh’ヒin　2P－cml　and　2P－Ca1・O

subgroups　increased　slowly　through　the　examination　period．

There　was　a　significan・ヒdifference　in　body．weight　be’ヒween

2P－cml　and　Con七一cml　subgroups　（P＜0・05），and　no　difference

between　2P－Ca1．O　and　Con・ヒーcmユ　subgroups，　a’ヒ　14　days　of　aqe・

Mor七ality　of　birds

　　　　The　mortality　with　age　in　3　・ヒreatment　groups　is　shown　in

Fig・　22．　zt　was　higher　as　the　number　of　ingested　lead　pellets

increased．　The　chicks　fed・ヒhe　Ca　O．1篭　diet　showed●ヒhe　highes七

mor’ヒali’ヒy，　while’ヒhe　birds　fed・ヒhe　Ca　1．O亀die’ヒhad　the　lowest

mor’ヒality　among　the　2p　and　5p　groups．　工n　the　10p　group，　al1
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chicks　except　2　birds　of　the　10p－cml　subgroup　died　by　14　days

of　age．　Most　of　the　chicks　of　the　10p－CaO．1　subgroup　died

between　6　and　8　days　of　age　（mean　±　SD　＝　7．8　±　1．0；　Table　9）．

工ncontrast，　the　birds　of　the　10P－Ca1・O　subgroup　died　a　few

days　later　（mean　death　age　±　SD　＝　10・2　±　1・5　day－old）　’ヒhan

those　of　the　10p－CaO．1　subgroup．

Mean　brain　weight

　　　　Mean　brain　weight　was　examined　in　each　subgroup　of　the

10－peliet－ingested　group　as　shown　in　Fig．　23．　Significant

differences　were　not　seen　among　the　subgroups　of　the

no－lead－pellet－ingested　control　group　at　7　days　of　age．　The

mean　brain　weight　of　the　10p－Cal．O　subgroup　increased

significan・ヒly，　as　compared　to七hose　of　10P－CaO・1，一CaO・5’and

－Ca3．0　subgroups　（p　〈　O．05，　p　〈　O．05，　and　p　〈　O．Ol，

respectively）．

Gross　morphology　of　brains

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　The　main　macroscopic　findings　of　brains　are　presented：m

Table　9．　A・ヒnecropsy，　the　chicks　in　the　cml　subgroups　of　each

group　showed　mild　to　severe　hemorrhagic　discoloration　of　the

cerebellum，　and　a　few　petechial　spots　in・ヒhe　cerebrum（Figs・

24A－D）．　These　changes　occurred　more　often　and　were　severer，

as　the　number　of　inges・ヒed　lead　pellets　increased・　Cereb：ral

edema　was　seen　in　3　birds　（33審）of　the　sP一一crnl　subgroup　and　5

灘羅灘灘鰹1羅鐡灘、
灘購灘白白白山．’・醗　，s，
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Eible　9．　Mean　age　at　death　and　main　macroscopic　changes　of　the　brain　in　each　subgroup．

Cerebrum

Sub

group

　　　Mean

　　　　age

　　at　death

（day－old±SD）　n

Petechia Mema

Yellowish

change

in　color

　Cerebellar

hemorrhagic

discoloration

十A　＋十 十　十十　十十十 十 一　十十十 十　十十　一十

2p－CaO．1

　　CaO．5

　　Ca　1．0

　　（la3．O

　　　cml

sp－CaO．1

　　CaO．5

　　ca　1．o

　　Ca3　．　O

　　　cmi

lOp－CaO．1

　　　CaO．5

　　　Ca　1．O

　　　Ca3　．　O

　　　cmi

10．4　±　2．2

12．1　±　2．4

15．0

11．9　±　2．9

13．7　±　28

8．4　±　1．7

103　±　3．0

12．6　±　2．3

10．4　±　35

10．3　±　3．1

7．8　±　1．0

7．7　±　1．5

10．2　±　1．5

8．5　±　1．7

9．7　±　3．0

8

8
　
1
0
　
8
　
1
0
　
　
9
　
9
　
1
0
　
1
0
　
9
　
　
1
0
　
9
　
9
　
1
0
　
1
0

B3 1 1

0

1

く
」
　
（
U

1

A　＋　＝　mid；　＋＋　＝　moderate；　＋＋＋　＝　severe．

B
　Frequency　is　expressed　as　the　number　of　chick　vvith　the　lesion　in　each　subgrvup．
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（sorg）　of　the　10p－cml　subgroup，　but　severe　changes　were　not

observed　in　either　groups．

　　　　Hemorrhage　in　the　cerebellum，　which　is　preferably

affected　with　lead　toxicity，　was　more　frequent　and　severe　in

the　subgroups　fed　the　Ca　O．lg　diet　in　each　group　（Figs．

24E一一F）．　Six　birds　of　the　10p－CaO．1　subgroup　also　developed

petechia：1．　hemorrhage　with　mild七〇moderate　edema　in　the

cerebrum　（Figs．　24G－H）．　Cerebellar　hemorrhage　among　the　birds

fed　Ca　O．5審　and　Ca　3．O亀　die’ヒs　were　s　imiiar　in　degree　and

frequency．　工n　contrast，　cerebellar　hemorrhage　in　the　Ca　1・O暑

subgroups　was　slighter　in　degree　than　in　the　other　subgroups

of　each　group，　and　the　cerebral　edema　in　the　5p一　and　10p－Cal．O

subgroups　showed　the　highest　incidence　in　the　respective

groups　　（percent　affected＝　67…き　and　100堵ラ　Figs．　24工一L）．　The

cerebrum　with　marked　edema　was　sometimes　yellowish　（Fig・　24K）．

Histopathologic　findings

　　　　The　main　histopathologic　findings　of　the　brain　are

su㎜arized　in　Table　10．工n　general，　Ca－deficiency　subgroups，

which　were　given　Ca　O．19．　and　Ca　O．590　diets，　showed

Susceptibility　to　cerebellar　hernorrhage．　As　the　lead　dose

コ．ncreased，　the　hemorrhagic　changes　were　more　severe。　The

cerebellum　and　cerebrum　con’ヒained　a　pro’ヒein－rich　fluid　focally

Or　diffusely　in　these　birds．　The　chicks　generally　exhibited

more　severe　hemorrhage　or　edema　in　the　brain，　as　the　birds

　　　　　　ドぽロ

・
’
購
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survived　longer．　As　the　brain　edema　became　severe，　edematous

swelling　of　neuronal　cells，　astrocytic　nuclei　and

oligodendroglial　cytoplasrn　were　prominent．　Neuronal　cell

necrosis　was　obscure　in　all　experirnental　subgroups．

　　　　All　of　the　birds　in　the　10p－CaO．1　subgroup　showed

extensive　perivascular　hemorrhage　in　the　cerebellum，　and　in

more　than　half　of　them　it　was　moderate　to　severe　in　degree．

Hemorrhagic　change　was　seen　also　in　the　entire　cerebrum　in　ail

the　birds　of　this　subgroup，　and　a　few　eosinophilic　hyaline

dropiets　were　rarely　recognized　in　the　perivascular　areas　of

the　cerebrum　of　three　birds．　However，　sweiling　and

proliferation　of　capillary　endo・ヒhelial　cells　were皿ild　in　all

examined　birds．　The　neuropile　was　mj－ldly　edematous．

　　　　　rn　contrast，　edematous　changes，　rather　than　hemorrhagic

lesions，　were　prominent　in　both　cerebrum　and　cerebellum　of’ヒhe

birds　in　the　10P－Ca1。O　subgroup，　al’ヒhough　perivascular

hemorrhage　was　seen　in　the　all　birds．　In　addition　r　a　number

of　perivascular　eosinophilic　hyaline　droplets　was　often　found

in　the　cerebrum　of　all・ヒhe　birds　and　in　the　cerebellum　of　the

five　birds　in　this　subgroup　（Figs．　25，　26）．　［Vhe　hyaline

droplets　were　preferably　formed　in　the　hyperstriatum　ventralis

and　neostriatum．　The　capillary　endothelium　swelled　slightly

and　the　neuropile　was　modera’ヒely　spongiotic・　Some　of　the

neuronal　cells　were　pyknotic　and　necrotic　e

　　　　　The　2p－Ca1．O　subgroup　had　the　mildest　encephalopathy．　工n

’ヒhe　birds　of’ヒhe　other　subgroups　of　each　group，　less　severe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　62
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lesions　similar　to　those　in　the　birds　of　10p－CaO．1　and　一cal．O

subgroup　were　seen．

　　　　These　experimental　birds，　especialZy　those　affected　with

severe　LE，　showed　sorne　lesions　in　other　organs，　namely，　mild

petechial　hemorrhage　in　spinal　cord，　lymphoid　cell　depletion

and　decrease　in　number　of　erythrocytes　in　spleen，　and

hypoplasia　of　bone　marrow．

Glial　fibrillary　acidic　protein　in　astrocytes

　　　　工nthe　untreated　groups，　astrocytes　in　the　brains　of

14－day－old　chicks　were　GFZ“？　negative　except　a　few　of　the　cells

in　the　granular　layer　of　the　cerebellar　cortex　and　brain　s’ヒem．

工neight　of　10　chicks　in　the　10P－CaO・1　subgroup，　the　intensity

of　stainability　and　distribution　of　positive　cells　with　GFAP

were　the　same　as　in　the　controi　groups．　In　contrast，

GFAP－positive　astrocytes　cleariy　increased　in　number　in　all

chicks　of　the　10p一一Ca　1．0　subgroup　（Fig．　27），　compared　with

those　of　the　con’ヒrol　groups．　Prominen・ヒhyper’ヒrophy　of　the

GFAP－positive　astrocy’ヒes　was　seen　especially　in

parahippocampalis，　hyperstriatum，　neostriatumr　and

paleostriatum　of　the　cerebrum　and　all　the　layers　in　the

cerebellum．　Double　staining　with　anti一一GFAP　immunostaining　and

PAS　reaction　demonstrated’ヒhat　the　hyaline　droplets　were

formed　around　or　in　the　GFAP－positive　glial　processes　（Fig　e

28）．
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capillary　permeability

　　　　Two　birds　receiving　the　same　experj－mental　treatment　as

the　10P－Ca1．Osubgroup　were　intraperi’ヒoneal＝Ly　inゴected　with

O．5　ml　of　a　trypan　blue　solution　shortly　after　the　appearance

of　”head　drop”　depression．　The　whole　brains　of　these　birds

were　diffusely　stained　pale　blue　with　the　dye　at　necropsy　24

hr　later　（Fig．　29）．　The　brains　of　the　control　birds　were　not

stained．　The　dye　macroscopically　seen　in　the　brains　of　the

birds　with　acute　LE　could　not　be　recognized　histologically．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロLead　concentration　in　erythrocyte　and　Plasma　frac’ヒ■ons

　　　　Lead　concen’ヒration　in　the　ery’ヒhrocytes　and　blood　plas皿a

from　10p－CaO．1and　Ca1．O　subgroups　was　deter皿ined　at　the

preexposure　to　：Lead　（2　days　old）　and　in　the　initial　stages　of

exposure　to　the　metal　（3　・一・5　days　old）．　The　iead　concentratエons

in　the　erythrocy・ヒes　and　plasma　of　the　10p－CaO．1　subgroup

increased　continuously　wi・ヒh　experimental　days，　while　those　of

the　lOp－Ca1・O　subgroup　from　4’ヒ05days　of　age　were　constant

or　decreased　（Fig．　30）．　The　lead　concentrations　in　both

fractions，　however，　showed　no　significant　difference　beヒween

the　Ca　O．1…き　and　Ca　1．O堵　subgroups　a’ヒ　any　age．

「
η
÷
．
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工●ヒ　is　well　known　that　dietary　calcium　deficiencies
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augment　the　toxic　effects　of　lead　resulting　frorn　an　increased

absorbtion　and　decreased　excretion　of　lead．59，76t86r91

Therefore，　an　increase　in　dietary　calcium　prevents　the

toxicity．　Above　a　certain　level，　dietary　calcium　has　been

reported　not　to　influence　lead　absorption．86　The　present

results　showed　that　die’ヒary　calcium　influenced　the　pathologic

conditions　of　acute　LE．　The　birds　fed　the　diet　（Ca　1．Og　diet）

containing　a　slight　excess　of　calcium　were　less　vulnerable　to

lead　toxicity．　Zn　pathologic　Lt　y2tygvo　studies　on　experimental

acute　LE　r　a　relationship　between　lead　and　calcium　has　never

been　evidenced．

　　　　［Dhe　present　experirnental　acute　LE　could　be　classified

into　at　least　two　forms　by　the　pathomorphologic　stages　at

death；　peracute　hemorrhagic　LE　in　which　mainly　the　cerebellum

was　involved，　and　edematous：LE　assoc■ated　wエ’ヒh　GFAP－posユ．tive

astrocy’ヒes　and　marked　perivascular　eosinophilic　hyaline

droPlets．　It　is　said・ヒhat　brain　swelling　is　’ヒhe　most

charac・ヒeris・ヒic　macroscopic　feature　in　children　affected　with

acute　LE．iOr69r92　on　the　other　hand，　brain　swelling　and　the

subsequent　herniations　are　not　as　frequent　as　generally

believed．72　such　a　macroscopical　discrepancy　in　acute　LE

might　be　caused　by　lesions　modified　by　various　factors　r

including　nutrition　and　the　dietary　life　of　each　patient　as

weil　as　brain　maturity．

　　　　There　was　no　rela・ヒionship　of　lead　concentrations　in　the

6　5一

’
」
吟

警
．
．
．

馨

野・r驚”‘一　”『｝



悪
縄
，
§
潮
胡

暴
虫
一
♂
動
碧
」
ヨ
，
．
誤
隔
i
，
’
誼
一
1
誕
．
翌
ヌ
ユ
ー
雲
F
r
．
葦
網
一
・
4
－
1
；
｝
一
㌔
一
も
二
．
～
ぞ

．
『
り
．
．
　
9
、
－
二
葛
、
笹
団
」
，
髪

i，麟、……灘i麟、呪灘呼 醐．旧

誼

獣
．
「雛

園
圃
爽
ッ

子
，
ソ
．
露

鑛

　鱗．1’．

FF・，IE．ICISC｛Fgt，　．，S；一’ft

fractions　of　erythrocytes　and　blood　plasma　between　10P－CaO・1

and＿Cal．O　subgroups．　LE　progression　migh七have　a　relation　to

differences　in　the　resistance　of　the　cerebral　capillaries　to

lead，　or　in　the　efflux　of　lead，　rather　than　to　the　blood　lead

concen七rations．51　rヒis　said　that　hemorrhagic　lesions　precede

・ヒhe　accumula・ヒion　of　edema　fluid　in　the　cerebellum　in：LE．77

This　finding　may　be　righ’ヒas　one　type　of　pathogenesis　ユn　I・E’

but　the　pathologic　differences　between　the　two　different　forms

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つin　our　experiments　seem’ヒ。　reflect　the　degree　of　dysfunct■on

of　the　BBB　induced　by　the　in・ヒeraction　of　lead　and　calcium　at

the　cytological　level・

　　　　Recen’ヒly，　a’ヒten’ヒion　has　been　focused　on　as’ヒrocytes　二Ln

neurotoxicologic　pr。cesses．　Many　of　the　neurotoxic　effects　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　lead　appear　to　be　related　to　the　ability　of　lead　to　mユ皿：Lc　or

inhibi’ヒthe　action　of　ca］一cium　as　a　regulator　of　ce：L　L

function．12　　工n　the　pathogenesis　of　acute　LE　due　to　exposure

to　high　levels　of　lead，　i・ヒseems　that　lead　primarily　alters

the　brain　capillaries，　leading　to　a　breakdown　in　the

BBB．14’15’24’73’77－79’96’98　However’1i・ヒtle　in　the　way　of　ove：rt

endo七helia：L　inゴu工写and　necrosis　is　seen・　In　addition，　the

vulunerability　of’ヒhe　endothelium　to　lead　is　related　with

・ヒissue　ma・ヒurity．22’32’51’62’66’73　From　this　evidence’one

コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

■nterpretation　is　that　the　endo’ヒhelial　cells　lose　the：Lr

brain－specific　differen七iation　due　to　lead　toxicity　and　rever’ヒ

to　a　more　systemic’ヒype　of　permeability　which　no　longer

灘欝，
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restricts　the　m。vement・f　plasma　int・the　brain・12　Theref。re，

inゴury　t・astr。cytes　induced　by　iead　t・xicity　als・may　have　a

relation　to　this　loss　of　the　special　barrier　property　because

astrocytes　have　a　role　as　a　source　of　the　differentiation

signals・f　the　BBB　and　induce　the　barrier　pr。perties・23’42

　　　　Holtzman⊆些al．34－36　proposed　that　effects　of　lead　on　the

ceユlular　aerobic　energy　me七abolism　are　important　in　the

pa・ヒhogenesis　of　LE　from　the　s・ヒudy　of’ヒhe　resistance’ヒ。　lead

related　with　maturity．　Mitochondria　are　a　cri’ヒical

subcellu：Lar　targeヒin　lead　neurotoxici’ヒy　in　at　least　t：hree

processes，　including　heme　synthesis，　oxida’ヒive

phosphorylation，　and　in・ヒracellular　calcium　metabolism・　Mature

cerebral　astrocytes　seem・ヒ。　have　the　capacity　to　sequester

lead　in　non・一toxic　（i．e．，extra－mitochondrial）　sites　as

lead－containing　inclusions，33　although　astrocy七es　apPear・ヒo

be　particularly　vulnerable　to　the　toxicity　of　lead主旦

vitro．22’37　These　facts　led　to　the　hypothesis・しhat　the

resistance　of　the　brain・ヒ。工・E　during　matura’ヒion　is　dependent

on　the　capacity　of　astrocytes　to　take　up　and　seques’ヒer　lead　in

n・n－t。xic　sites（lead－sink　hyp。thesis）．37’97

　　　　Astrocytic　alterations　in　LE　are　morphologically

コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

■nterpreted　by　separa’ヒ＝Lng　prユ．mary　and　secondary　responses・

D：iffuse　as・ヒrocytic　proliferation　and　reactive

qliofibrillogenesis　are　common　in　LE　of　the　suckling

rat・15’50’73　These　astr・cytic　changes　are　c。nsidered　t・be

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　67
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the　secondary　response　because　of　lack　of　pronounced　gliotic

responses　by　purified　astroglia　in　cell　culture．37　on　the

other　hand，　lead・一containing　dense　cy’ヒoplasmic　and　intranuclear

inclusions　in　astrocytes　are　construed　as　the　primary　response

of　the　ceus．30，31r33t87r88　Astrocytes　in　LE，　however，　display

other　rnorphological　characteristics．　Clasen　g1tL　g11．，一．15　insisted

tha・ヒperivascular　eosinophilic　hya：Line，　PAS－positive　qlobules

or　droplets　iocated　in　astrocytes，　are　almost　pathognomonic

for　this　disorder．　Since　experimental　acute　LE　in　suckling

rats　was　reported　by　pentschew　and　Garro，73　a　number　of

studies　has　been　carried　out　using　other　animals，　including

chick　embryos，29　hatched　chicks，67　newly　weaned　rhesus

monkeys，i4　young　calves，iO3　and　cats．95　The　significance　of

such　perivascular　drople・ヒs　in：LE　has　not　been　discussed　except

by　clasen　eLt　Ll．，i4ri5　although　they　were　found　frequently　in

human　cases　with　acute　LE．10’28’69　工n　the　presen・ヒexperimen・ヒs’

the　eosinophilic　droplets　were　observed　mainly　in

hyperstriatum　of　chicks　with　acute　ederna’ヒous　ILEr　and　GFAP－

positive　astrocytes　apPeared　to　form　them．　The　pa’ヒhogeneヒic

Significance，　however，　is　still　unclear；　it　is　unknown　whether

the　morphology　of　astrocytes　is　a　direct　resul’ヒ◆ヒ。　seques『ヒer

＝Lead　in・ヒhe　non－toxicr　extra－mitochondrial　sites　or　a

secondary　change　resulting　from・ヒhe　BBB　dysfunction・　In

addition，　these　astrocytic　changes　may　explain　why　birds　have

stronger　resistance　to　high　circula・ヒing　concentration　of　lead

68
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than　mammals．400ur　experimental　acute　LE　in　chicks　is　useful

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コfor　studying　these　sub〕ects・

SumARY

　　　　Perivascular　hyaline　droplets　are　described　as　a

histological　finding　in　acute　lead　encephalopathy，　but　their

pathologic　significance　has　almos’ヒnever　been　discussed．　We

examined　the　potentiai　of　dietary　calcium　（Ca）　to　rnodify　the

effects　of　lead　in　experirnental　acute　Zead　encephalopathy　（1）E）

in　cbicks，　and　astrocytic　reactions　in　it．

　　　　［［“wo－day－old　chicks　of　4　groups　were　given　O　r　2，　5　r　or　10

1ead　pellets　（J1S　3　mm）　via　an　esophageal　tube．　After　that　r

the　birds　of　each　group　were　fed　ei・ヒher　high　fiber　diet：s

containing　different　amounts　of　Ca　（O．1，　O．5，　1．0，　or　3．090）　or

a　commercial　chick　diet　for　12　days．　The　mortalityr　body

weight　r　brain　weight，　and　pathologic　changes　were　exarnined．

The　mor・ヒaユ．ity　and　groWt　h　re・ヒardation　in　the　subgroup　fed　the

Ca　1．090　diet　was　the　lowest　among　the　groups　ingesting　2　or　5

pellets．　All　the　birds　in　the　10　pellet－Ca　O．1rg　subgroups

Showed　ananastasia　and　coma，　and　died　of　hemorrhagic

encephalopathy　at　6一一8　days　ofi　age　（mean　±　SD　＝　7．8　±　1．0）・　rn

Contrast，　birds　in　the　10　pellet－Ca　1．Org　subgroup　exhibited

”head　droP”depression　with　standing　as　the　charac’ヒeris’ヒic

clinical　sign　and　died　of　severe　brain　edema　at　8－13　days　of

り説
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age　（mean±　SD＝　10・2　±　1・5》・　Birds　in　this　subgroup　showed

marked　perivascular　eosinophilic，　periodic　acid－Schiff

reaction　positive　hyaline　droplets　mainly　in　the

hyperstriatumr　in　additi・n　t。　diffuse　glial　fibrillary　acidic

protein（GFAP）positive　gliofibrillogenesis　in　the　cerebrum．

The　acute：LE　induced　was　pa・ヒhomorphologically　classified　into

two　forms　7　hemorrhagic　and　edematous．　These　results　indicate

that　dietary　calcium　affects　the　condition　of：LE　in　chicks’

and　that’ヒhe　frequency　of　perivascular　eosinophilic　droplet

forma・ヒion　depends　on　lead－calcエum＝Lnteract■on■n　v：Lvo・　工’ヒ■s

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のsugges・ヒed　that　perivascular　astrocytes　can　form　these　hyal■ne

drople’ヒs　in　their　cytoplasm　af’ヒer　the　astrocytes　react，

exhibiting　a　GFAP－positive　reaction　to皿ild　lead－induced

damage　of　the　capillary　endothelium．
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CONCLUS：ON

　　　　The　results　obtained　from　both　naturally　occurrエng　cases

and　experimen・ヒal　cases　of　lead　poisoning　of　birds　by

path・1・gic　investigati・ns　are　summarized　as　f・li・ws・

　　　　　1）During　the　spring・f　1989　and　1990’m・rtalities・f

swans　and　white－fronted　geese　（Anser　albifrons》occurred　at

Lake遅【iyaゴima　in　Hokkaido，　Japan・　Thir’ヒy－three　whooper　swans

（⊆！＞LglUIE…⊆；yZg1n｝Uss）died　in　1989，　and　87　waterfowls　including　69

white－fronted　geese　died　in　1990・　：Laboratory　examination　of

630f　these　birds　established・that　lead　poユーsonエng　was

responsib］．e　for　the　maゴority　of　the　mortaLLt■es・

　　　　　2）　Fif・ヒeen　whooper　swans　were　examined　pathologically・

Remarkable　gross　findings　were　diffuse　green　discoloration　of

liver　by　bile　and　edema・ヒous　or　gelatinous　bone　marrow　besides

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　じproven『ヒricular　impaction　and　the　presence　of　lead　pellets　エn

’ヒhe　gizzard．　Histopathologic　fea・ヒures　were　characterized　by

lead－induced　hemolytic　ゴaundice　of　the　liver，　hemosiderosis　in

●ヒhe　liver　and　spleen，　and　hypoplasia　of・ヒhe　bone　marrow　with

increased　numbers　of　polychroma・ヒic　erythroblasts・　Acid－fast

■n咽ヒranuclear　inclusion　bodies　were　found　in　kidneys　of　seven

swans．　The　ultrastructural　features　of　inclusions　were

similar　to：Lead一一induced　inclusions　reported　previously・　High

lead　concentrations　of　the　livers　were　deヒected，　and　ranged

from　5．5　to　44。3　mg／kg　wet　weight．
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　　　　　3）　All　the　examined　whooper　swans　were　pathologically

diagnosed　as　having　subacuteユ・ead　poisoning　due　to　ingestion

of　spent　lead　shot．　These　morphologic　changes　were　suggested

to　result　from　excess　breakdown　of　erythrocyt：es，　inhibi’ヒion　of

heme　synthesis，　and　impaired　erythropoiesis　caused　by

ingestion　of　lead　shot．

　　　　　4）　Nineteen　subacute　lead　poisoned　white－fronted　geese，

which　were　col：Lected　at　Lake　Miyaゴima　during　spring　1990，　were

examined　pa’ヒhologically．　The　diagnosis　was　confirmed　by　liver

lead　analysis．　The　liver　lead　concentrations　ranged　from　6．9

to　67．7　rng／kg　wet　weight．

　　　　　5）　The　liver　lesions　of　the　white－fronted　geese　were

worthy　of　notice．　The　histopathologic　features，　which　were

macroscopically　recognized　as　mottled　bile－stained　liver，　were

characterized　by　Kuppfer　cell　hemosiderosis，　large　bile　plugs

in　dilated　canaliculi，　bUe　pigrnentation　in　hepatocytes　t　and

bUe　extravasation　associated　with　hepatic　necrosis．　The

liver　discoloration　was　interpre・ヒed　as　a　jaundice　due　to　bo’ヒh

rapid　overproduction　of　bile　from　increased　breakdown　of

erythrocytes　and　intrahepatic　impaired　excretion　of　bile

pathomorphologically．

　　　　　6）　All　examined　geese　showed　splenic　hemosiderosis　and

hypoplasia　or　edema　of　the　bone　marrow　with　increased　numbers

Of　polychromatic　erythroblasts．　The　pathologic　features　in

these　geese　were　suggested　to　result　from　excess　breakdown　of

erythrocy’ヒes　r　hypercholia　followed　by　intrahepa・ヒic

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　72
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cholestasis，　and　disrupted　erythropoiesis　in　bone　marrow

caused　by　lead．

　　　　　7）　工inves’ヒigated　the　potential　of　dietary　calcium　to

m・dify　the　effects・f　lead　in　experimental　acute　lead

encephalopathy　in　chicks・　Two－day－01d　chicks　which　were　fed　a

die・ヒcontaining　a　slight　excess　of　calcium　in　comparison　with

a　commercial　chick　diet　were　less　vulnerable　to　lead　tox■c■ty

with　respect　to　mortality，　body　weight，　brain　weight，　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　コpathologic　changes．　These　birds　exhibited’ヒhe　characterエst二Lc

clinical　sign　and　died　of　severe　brain　edema　w士ヒh　marked

perivascular　eosinophilic　hyaline　droplets’ヒhat　were　periodic

acid－Shiff　reaction　positive・　On　the　other　hand，　the　lowest

calcium　diet　enhanced　neurotoxic　effects　of　lead，　but　hyaline

droplets　could　not　be　detec’ヒed・

　　　　　8）　The　acute　lead　encephalopathy　induced　was

pa’ヒhomorphologicalIy　classified　into七wo　forms，　hemorrhag；Lc

and　edematous．　Dietary　calcium　affected’ヒhe　condition　of　lead

encephalopathy　in　chicks　and　the　frequency　of　perivascular

eosinophilic　droplet　formation．　The　results　of　this

experiment　sugges’ヒtha’ヒperivascular　astrocytes　can　form　these

hyaline　droplets　after・ヒhe　astrocytes　react，　exhibiting　a

91ial　fibrillary　acidic　pro・ヒein　positive　reaction　to　mild

lead・一induced　damage　of　the　capi1：Lary　endothelium・

　　　　　9）　The　acute　lead　encephalopa・ヒhy　produced　in　chicks　is

useful　to　elucidate　astrocytic　roles　in　this　disorder　because

the　pathologic　significance　of　perivascular　eosinophilic
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　　　　Fig・　1．　Blood；　whooper　swan．　Blood　smear　showing

poikilocytes　（arrows）　and　late　polyehromatic　erythroblasts

（arrowheads）．　Giemsa　stain．　Bar　＝　10　pM．

　　　　Fig．　2．　Radiograph．　Proventriculus　and　gizzard；　whooper

swan．　Numerous　lead　pellets　in　the　proventriculus　（small

arrow）　and　gizzard　（large　arrow）．

　　　　Fig．　3．　Proventriculus；　whooper　swan．

proventriculus．
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　　　　Fig．　4．　Spent　lead　pellets．　！Dhe　head　of　a　rnatchstick　is

shown　at　right　center．　Bar　＝　5　mm．

　　　　Fig．　5．　Liver；　whooper　swan．　Liver　stained　with

Prussian　blue　method　for　iron．　Large　quantities　of

iron－containing　pigments　（hemosiderin）　are　present　as　dark

masses　in　Kupffer　cells．　In　hepatocytes，　there　are

hemosiderin　deposits　along　bile　canaliculi　between

hepatocellular　cords．　Bar　＝　20　pme
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　　　　Fig．　6．　Spleen；　whooper　swan．　Some　lyrnphocytes　are

dep・e七ed　fr・m　a・ynPh・id　f…ic・e’and　nu皿er・us　hemoside「in－

laden　macrophages　are　seen　in　the　red　pulp．　HE・　Bar　＝　20　um．

　　　　Fig．　7．　Heart；　whooper　swan．　Multifocal　myocardial

fibrosis　with　mild　interstitial　edema　and　fibrosis．　HE．　Bar

＝　40　pm．

　　　　Fig．　8．　Gizzard；　whooper　swan．　Marked　accumulation　of

degenerated　and　necrotic　epithelia　is　seen　in　the　keratinoid

layer　of　the　gizzard．　HE．　Bar　＝　100　pm．

　　　　Fig．　9．　Bone　marrow　in　the　diaphysis　of　the　femur；

whooper　swan．　Early　and　iate　polychromatic　erythroblasts

oecupy　the　sinus，　at　the　center　of　which　some　mature

erythro．cytes　（arrows）　are　found．　A　few　proerythroblasts

（arrowheads）　lie　in　contact　with　the　sinus　wall．　HE．　Bar　＝

10　pm．
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　　　　Fig．　10．　Sciatic　nerve7　whooper　swan．　Teased　fibers

from　the　sciatic　nerve　of　a　swan　with　lead　poisoning．　The

changes　were　typed　according　to　Dyck．2i　A）　Normal，　condition

A．B）町elin　irregularity’c・nditi。n　B・C）Segmental

demyelination，　condition　C　（arrows）．　Bar　＝　10　um．

　　　　Fig．　11．　Transmission　electron　micrograph．　Kidney；

whooper　swan．　lntranuclear　inclusion　body　（arrowhead）　with

high　electron　density　was　recognized　in　a　proximal　tubular

epithelial　cell（PT）with　brush　b。rder（BB）・エt　can　be　easUy

differentiated　by　electron　density　from　the　nucleolus　（arrow）

in　the　other　nucleus．　No　electron　staining．　Bar　＝　4　pm．

　　　　Fig．　12．　Transmission　electron　ndcrograph．　Kidney；

whooper　swan．　Higher　magnitication　of　the　intranuclear

inclusion　body　in　Fig．　11　after　staining　with　uranyl　acetate

and　lead　nitrate．　It　has　frayed　contours　and　consists　of

fine　r　high一一electron－dense　granules．　Bar　＝　1　pm・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　Fig．13．　Liver，　uncut｝white－fr・nted　g。。se・L’ve「

parenchyma　under　facies　diaphragmatica・f　b。th　left　and「ight

1。bes　is　stained　green　by　bile　sh・wing　diffuse・r　m・ttled

　　　　　　　　　　discolorat■on．

　　　　Fig．14．　Liver，　cut　surface，　white－fr・nted　g・ose・

Mottled　bile－stained　liver　parenchyma　caused　by　bile

pigrnentati・n　in　hepat・cytes，　bile　plugs　and　bile

　　　　　　　　　　　eXtraVaSat■On．

　　　　Fig．　15．　Uver；　white－fronted　goose．　A　bile

ex・ヒravasationユesion（arrow）with　yellow　bile　crystals，　which

are　radiating　to　extend　peripherally．　HE．　Bar　＝　150　pm．

　　　　Fig．　16．　Liver；　white－fronted　goose．　Extravasated　bile

crystalsr　which　are　stained　black，　are　associated　with

hepatocytic　degeneration　and　necrosis．　Fontana－Masson．　Bar　＝

40　pm．
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　　　　Fig．・7．　Liver，　whiteイr・n七ed　g・・se・B・th　bilive「dine

retained　in　hepatocytes　and　large　bile　plugs　（arrows）　are

stained　black．　Ovoid　cells　in　sinuses　are　erythrocytes．

Fontana一一Masson．　Bar　＝　20　pm．

　　　　Fig．　18．　Liver7　white－fronted　goose．　Hepatic　cell

P・ates　are　dis。rganized　and　fragmented　by　hepatocytic「up七u「e・

Bile　crystal　in　the　foci　has　been　dissolved．　Reticulin　silver

impregnation．　Bar　＝　20　pm．

　　　　Fig．19．　Liver；white－fr・nted　g・・se・Kupffer　cells　have

large　amounts　of　hemosiderin　in　the　swollen　cytoplasm・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロPrussian　blue　reaction　with　a　nuclear　fast　red　countersta■n。
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　　　　　灘難灘欝義実灘i灘鰹勢挙響懲轟；懇懇黒鍵：弓禽犠象韓繊藤懇懇繍　　
尾　　　”　、、　．　噂　　　　死　ブ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LS　」　　　う　〃一　．s　　rド

啄　　　1，　　　k

　　　　Fig．　20．　1？wo　types　of　clinical　signs　of　chicks　with

acute　lead　encephalopathy．　Chicks　were　given　lead　pellets　via

an　esophageal　tube　at　2　days　of　age．　A：　Chicks　of　10p－caO．1

subgroup　reveal　ananastasia　and　coma　immediately　after

depression．　8　days　of　age．　B：　Chicks　of　10p－Cal．O　subgroup

show　characteristic　”drop　head”　depression　while　standing．　11

days　of　age．
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at、。　daYs。f　age（D》．Birds　in　the　2P－Ca・・1（E－F）and　10P口

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ebellar　disc。1・rati・n　with

CaO．1（G－H）subgr・ups　have　ce「

cerebra、　pe七echia　at　9　and　7　days・f　age’respect’vely●

Petechia、　hem。rrhage　is　seen　a・s・in　the　basa’　pa「t　of　these

cerebrum（F　and　H）．　Chicks　in　the・・P－Ca・・O　subg「oup　show

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　awith。r　with・ut　yell・wish
rn。derate七・severe　cerebral　edem
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rebellar　hem・rrhage　at　9
disc。1。rati・n　and　mild　t。　m。de「ate　ce

（、），、。（」），・・（K》，and・2（L）days・f　age・Ba「＝5㎜’
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They　formed　around　swollen　astrocytic　nuclei．　Periodic　acid－

Schiff　reaction．　Bar　＝　20　pm．
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Bar＝　100μm．

　　　　Fig．28．　Cerebrum，　chicken・GFAP　P・si七ive　gli・fibrils

and　PAS　positive　droplets　are　recognized　as　overlaping　one

another．　Double　staining　of　immunostain　with　an七i－GFAP

antibody　and　periodic　acid－Schiff　reaction．　Bar　＝　20　pm．
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　　　　Fig．　29．　Brain；　chicken．　Brain　（left）　of　a　9－day－old

chick，　which　was　treated　with　the　same　experimental　conditions

as　the　10p一一Cal．O　subgroup．　This　bird　was　injected

intraperitoneally　with　trypan　blue　and　sacrificed　24　hr　later．

The　brain　is　stained　blue　entireZy．　Right　is　the　brain　of　an

age　matched　control　that　was　given　no　lead　pellet　and　a

commercial　diet，　and　similarly　treated　with　trypan　blue．　Note

that　the　brain　is　not　stained．
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　　　　Fig．　30．　Blood　and　blood　plasma　lead　concentrations　of

chicks　in　the　10p－CaO．1　and　一Cal．O　subgroups　determined　by

air－ace・ヒylene　flame　atomic　absorption　spectromeヒry　at　a

wavelength　of　217　nm．　Values　are　the　mean　±　SD　of　8－10

chicks．
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