
Title コイ頭腎におけるリンパ球の分布と抗体産生細胞に関する免疫組織化学的研究

Author(s) 今川, 智敬; Imagawa, Tomohiro

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(獣医学)

Dissertation Number 甲第2939号

Issue Date 1991-03-25

DOI https://doi.org/10.11501/3052823

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/51145

Type doctoral thesis

File Information 000000237955.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



1 飾

x

q

学

一位
N

　
　
三
、

参
　
考

　
　
一
、

畠

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
論
　
文
　
目
　
録

論
　
文

題
　
目

コ
イ
頭
腎
に
お
け
る
リ
ン
パ
球
の
分
布
と
抗
体
産
生
細
胞
に
関
す
る
免
疫
組
織
化
学
的
研
究

印
刷
公
表
の
方
法
お
よ
び
時
期

q
碧
窒
①
。
・
①
き
＝
寡
言
o
h
＜
2
①
ユ
鎚
塁
ω
o
一
①
＝
o
①

　
　
平
成
元
年
十
二
月
　
第
H
章
の
一
部
を
公
表

　
　
平
成
二
年
十
二
月
　
二
心
章
の
一
部
を
公
表

し
。
ξ
3
一
〇
h
コ
。
・
，
し
冒
一
〇
一
〇
α
q
黛

　
　
平
成
二
年
九
月
　
第
－
章
お
よ
び
1
1
童
の
一
部
を
公
表

顕
。
・
7
窒
q
。
。
7
①
＝
コ
ω
7
冒
雲
＝
o
一
〇
。
・
網

　
　
平
成
三
年
　
　
第
皿
章
を
公
表
予
定

冊
　
数
　

一
冊

論
　
文

題
　
目

し
　
ω
9
一
日
。
器
＝
9
9
二
N
o
＝
9
①
一
。
。
o
一
重
①
α
守
。
§
9
で
貯
9
⊇
o
～
塵
屡
O
⊆
＜
一
㊦
円
矯

　
　
三
；
ω
磐
二
雷
雷
冨
．

　
　
否
O
＞
＝
〉
・
＝
こ
Z
＞
ス
＞
2
H
ω
＝
一
．
K
こ
《
≧
≧
O
目
O
℃
閃
こ
済
因
〉
済
噛
目
こ
H
N
≧
〉
鴨
＝
こ

　
　
H
＝
＞
O
＞
芝
〉
矯
目
こ
＝
〉
。
。
＝
H
＝
O
目
O
り
K
こ
飽
ス
8
0
u
Z
り

　
　
』
●
哨
冨
7
q
富
こ
一
㊤
c
。
ご
一
〇
燭
凱
O
O
占
一
N
．

乞
　
議
ξ
℃
7
。
一
。
α
・
望
　
。
h
σ
一
8
0
。
①
一
一
。
。
ヨ
8
暑
（
蔭
屡
r
）
。

　
　
憲
＞
O
≧
〉
り
日
こ
＝
〉
の
顯
二
ま
目
O
吻
く
こ
宇
目
〉
Ω
》
託
り
臨
；
否
Z
り
ざ
．
ス
⊂
O
O
噛
2
こ

　
　
卿
の
ζ
O
H
竃
胃
〉
’
『

　
　
な
デ
ト
く
9
ω
o
一
こ
一
〇
c
。
O
リ
ヨ
噛
＝
・
。
ω
－
＝
謡
・

翫
　
く
霧
2
冨
二
鎚
二
〇
コ
睾
Ω
弓
。
｝
雪
巴
巳
。
・
9
一
喜
二
〇
コ
o
h
一
〇
；
8
0
Σ
①
。
。
ぎ
0
9
箸

　
　
（
瞑
匿
b
r
）
7
①
巴
諏
9
①
ざ

　
　
H
葦
Ω
》
冠
り
明
こ
＝
〉
。
。
缶
Z
O
月
O
噛
K
こ
ス
0
2
噛
く
こ
節
ω
⊂
O
一
＝
こ
閃
》
．
＝
・

　
　
ト
コ
ω
7
唱
。
一
〇
一
こ
一
㊤
の
O
噛
Q
ご
Q
ヨ
よ
⊂
”
9

4
　
ピ
①
。
二
＝
7
冨
8
9
①
巳
ω
貫
黛
霧
。
・
で
①
9
巴
宝
島
①
凄
h
ξ
3
島
魯
。
①
＝
。
。
一
＝
。
竃
P

　
　
H
＝
＞
O
≧
〉
噛
月
こ
＝
〉
。
。
＝
≡
O
↓
O
・
＜
；
ス
0
2
●
く
こ
伽
ω
⊂
O
H
＝
こ
閃
》
u
＝
．

　
　
ト
司
冨
7
0
冨
こ
一
り
㊤
O
》
一
ω
（
　
＝
　
層
男
①
ω
q
扇
）

臥
　
写
①
予
習
二
雪
。
h
窒
二
ω
①
、
量
畠
山
3
け
。
9
弓
（
巨
騒
r
）

　
　
冒
塁
：
σ
・
一
8
コ
口
＝
窒
α
一
貫
9
薯
＝
0
9
二
。
＝
h
o
胃
冒
日
：
〇
三
m
ぎ
9
①
巳
警
塁
●

　
　
H
葦
Ω
〉
葺
・
目
こ
＝
》
。
。
＝
H
ぎ
↓
O
・
《
こ
ω
K
竃
O
り
切
こ
否
3
K
こ
飽
。
。
ご
臼
雲
舅
》
り
『

　
　
し
薯
●
輪
●
＜
o
『
。
。
o
一
こ
一
“
。
㊤
O
り
高
覧
一
ω
N
①
ム
ω
ω
N
●

　　　　　　　　　　　　　“　　　　　　　　　　　　　
”一

　　　　　　　　璽　一　
一　　　　　　　　　脚

　　　　　　一　
一

　　　　h．　一一
．一

　　　　　　　v　印一　　　　　r－r一　　〒　一　　　　一　　　　　　　　　　　　
一　　　
．

　　F一一．v　Pt一一
一　冒　　　　　　　　　　　　v卿騨騨關脚卿騨嗣Pt一一一



，
一
’
ピ
㌧
’
r
L
ー
ー
r
i
－
“
’
－
》
ー
ー
ー
奪
し
影
：
｝
影
監
．
7
＝
L
－
P

　　　　　　纏暫聴
　　　　薫翻．。。　．P．

9

亀

亀

ε

H
面
目
＝
＝
o
σ
q
一
〇
σ
⊆
一
一
5
0
0
＝
け
9
一
コ
一
＝
σ
q
o
①
一
一
匂
。
　
一
＝
　
臼
7
①
7
①
偶
二
署
一
二
＝
①
黛

P
匿
r
P
H
●
）
　
9
h
け
①
『
σ
o
く
一
＝
①
o
噛
。
弓
＝
臼
餌
一
σ
＝
目
一
コ
　
一
＝
」
①
o
台
一
〇
コ
．

H
3
＞
O
＞
ミ
》
●
　
↓
．
ψ
　
＝
》
o
o
＝
一
＝
O
目
O
●
　
K

岡
一
◎
ゆ
7
　
9
＝
二
　
ω
7
①
一
一
h
一
ω
7
　
一
目
目
⊆
コ
O
●
・
　
ス
0
2
噛
　
く
。
魍
　
帥
G
o
こ
Ω
一
謹
こ
閃
〉
り
　
諸
●

一
〇
σ
q
気
り
　
一
〇
〇
一
噛
　
（
一
＝
℃
胃
①
o
陰
ω
）
．

o
h
o
釦
胃
℃
　
（
ρ
巨
F
μ

二
、
冊
　
数

冊

平
成
ノ
右
回

／
月
七
日

学
位
申
請
者

＼
つ
p

　　マ「T；mMT．“V

＼

タ奮1噸三三黙麟輩聡響鷲z：i響摺￥i興馬響

’
ひ
　
ノ

辱∫＝

”
端
、

i
蝿
，
嚢
網
咽

｛欝響響㌻



ノ

学位 今Jll

　　　　　　　　　学位論文題名

コイ頭腎におけるリンパ球の分布と抗体産生細胞に関する

　　　　　　　　　免疫組織化学的研究

　魚類の免疫機構を解明することを目的として、コイのリンパ

組織、特に頭腎のリンパ球の分布と抗原投与後の抗体産生細胞

の形態と分布について組織化学的および免疫組織化学的に検索

し、以下の結果を得た。

1．コイのリンパ組織と考えられる各組織におけるリンパ球

　密度を計量組織学的に検索した。単位面積あたりのリンパ

　球密度は胸腺が最も高く、ついで頭腎、体腎、鰐腔粘膜上

　皮、腸管粘膜結合組織層、脾臓、腸管粘膜上皮、咽頭およ

　び鯛腔粘膜結合組織層の順であった。

2．頭身においては血管周囲に特に顕著なリンパ球集籏が存

　在し、そのリンパ球密度は胸腺のそれを一部上回っていた。

　このことはコイの頭腎のリンパ組織としての重要性を形態

　学的に裏付ける所見であり、頭腎が主要な免疫応答器官で

　あるとする」虫vi七roでの報告を支持するものと考えられ

　た。

3．頭腎に分布する血管の形態と分布について正常例および

　カ＿ボン投与例について組織化学的に観察した結果・頭腎

　内の血管系には動脈、静脈、門脈および洞様毛細血管が区

　別され、それらは哺乳類肝臓の血管系に類似した走行様式

　を示すことが明らかとなった。
4．頭腎内血管系の電顕的検索においてそれらの血管内皮細

胞の微細構造には種々め相違が認められた。特に門脈およ

　び声様毛細血管内皮細胞内のライソゾN…一ム等等粒の存在と

　洞様毛細血管内皮細胞に接して存在する多数の大食細胞の

　存在は、上述の哺乳類肝臓に類似した血管走行とともに異

　物捕捉器官としての頭腎の形態学的特徴を示すものであっ

　た。

5．等流固定を施した外耳の光顕的および電顕的検索におい

　て、頭型実質はデスモゾームを有する細網細胞による細胞

　性網工と密な洞様毛無血管網から構成される一種の細網組

　織と考えられた。

6．頭腎内に存在する遊走性細胞の形態および分布について

　検索した結果、頭腎実質には主として穎粒球および粗粒球

　系幼若細胞が多数認められたことから、単粒球造血組織が

　その大部分を占めていることが示された。

7．コイのリンパ球は形態的には高等脊椎動物のそれに類似

　しており、これらは牡馬において門脈とそれに連絡する洞

　様毛細血管周囲に密に昏酔するのが認められた。これは系

　統発生学的にリンパ組織と造血組織の分離傾向の一端を示

　す所見と考えられた。一

8．形質細胞を光顕的に区別するのは困難であったが・電顕

　的には発達した粗面小胞体を有するリンパ球系細胞（形質

　細胞）が頭腎実質内に散在するのが認められた。これらの

　形質細胞は高等脊椎動物のそれに比べその細胞質は少なく・

　核は細胞の中心に位置し、大リンパ同様の形態を示した。

9．頭腎内に散在、あるいは一部集＝塊を形成する色素含有細

　胞は電顕的には様々な大きさおよび消化段階にあるライン

　ゾームを含む大食細胞であった。その集塊には上述の細網

　細胞と線維から構成される皮膜様構造を有しかつ門脈壁に

　接して存在するものと、門脈よりやや離れて位置し、皮膜

　様構造を有していないものとが区別された。



10r色素含有細胞の集塊はリンパ球同様門脈とそれに連絡す

　　る心様毛細血管周囲に認められた。このことは三二の活発

　　な異物捕捉機能とともに頭腎内免疫応答との関連性を推察

　　させるものであった。

11．抗原としてAP－BSAを腹腔内投与した後・AP－BSA二食細胞

　　を免疫組織化学的に検索した結果、AP。BSA投与後1日目に

　　門脈周囲の己様毛細血管内腔および実質の大食細胞内にAP

　　－BSAに対する免疫活性が認められ、その後二食細胞数およ

　　びその免疫活性が増加した。AP－BSA投与後14日目には門脈

　　周囲の色素含有細胞集塊内に強陽性を示す細胞が出現し、

　　21日目以降その集塊内に限局するようになった。

12．AP－BSA貧食細胞が色素含有細胞集塊内に出現する14日目

　　には、その集塊に接して顕著なピロニン好性細胞二二が認

　　められた。電顕的観察によりビ二二ン好性細胞山骨は少数
　　のリンパ球および形質細胞とともに、リンパ球系の幼若細

　　胞から構成されていることが明らかとなった。

13．作製した抗コイ免疫グロブリン血清を用いた免疫組織化

　　学的検索により、それらの形質細胞およびリンパ球系幼若

　　細胞の粗面小胞体内に免疫グロブリンに対する免疫活性が

　　認められた。このことからそのピ二言ン好性細胞二二がリ

　　ンパ球（Bリンパ球系）の分化増殖中心であり・原始的胚

　　中心と考えられた。

14．抗コイ免疫グロブリンを用いて二二実質内の免疫グロ

　　プリン含有細胞を検索した結果、AP－BSA投与後初期には

　　正常例同様、大リンパ球様の免疫グロブリン含有細胞が実

　　質内に散在して認められた。その後、免疫グロブリン含有

　　細胞数は増加する傾向を示し、AP－BSA投与後14日目以降豊

　　富な細胞質が強陽性を示す細胞が多数出現した。強陽性細

　　胞は電顕的に粗面小胞体および核周囲腔の著しく拡張した

　　形質細胞に相当していた。また大リンパ球様形質細胞の血

　管透過像および大リンパ球様形質細胞と粗面小胞体の拡張

　　した形質細胞との中間段階を示す細胞も認められた。

15．免疫電顕的検索により、上述の形質細胞の粗面小胞体内

　　には免疫グロブリンに対する反応が認められ・またその反

　応は拡張した粗面小胞体において強かったことから・形質

　　細胞は抗原刺激により門脈周囲のビロニン好性細胞集籏に

　　おいて分化した後、一部血中に移行あるいは形態的に変化

　　し盛んに免疫グロブリンを産生しているものと考えられた。

16．AP－BSA投与後14、21および28日において免疫グロブリン

　　に対する免疫活性は色素含有細胞内およびその集塊内にも

　　認められた。’免疫電顕的観察からその陽性反応は大食細胞

　　による免疫グロブリンのあるいは形質細胞の早食によるも

　　のと考えられた。

　上述の所見をまとめると頭町はリンパ造血組織であり、その

実質は主に果粒球造血組織であるものの、頭駅内の多数のリン

パ球の存在は頭腎のリンパ組織としての重要性を示すものであ

り、また門脈周囲の多数のリンパ球および大食細胞の集解は系

統発生学的にリンパ組織と造血組織の分離傾向の一端を示すも

のであると考えられた。さらにAP－BSA投与後に出現するビロニ

ン好性細胞の集籏は原始的胚中心と考えられ、抗原刺激にとも

なって形質細胞はこの部位で分化し、血中に移行あるいは形態

的に変化して盛んに抗体を産生するものと考えられた。このよ

うな門脈周囲における抗原の集籏とそれに伴う原始的胚中心の

出現、および免疫グロブリン産生細胞の増加とその形態的変化

はこの領域がコイ頭腎における免疫応答、特に抗体産生に関与

していることを強く示唆していると考えられた。
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　魚類は最も下等な脊椎動物であり、高等脊椎動

物において認められている種々の生物学的機構の

原始的モデルの想定あるいはその系統発生学的意

義付けをするという点で興味深い対象である。ま

た近年の養殖魚業の発展に伴い多発する感染症対

策から魚類の生物学的機構、特に生体防御機構の

解明が必要とされてきている。

　近年、比較免疫学的観点から魚類の免疫機構に

ついて多数の報告がなされ、哺乳類および鳥類と

比較してその発達の程度が低いと考えられる魚類

においても、硬骨魚類においては細胞性および液

性の免疫応答が存在し（GOODとPAPERMASTER，

1964；CORBEL，1975；片桐，1979；長林と伊沢，

1981；馬場，1984）、それらの免疫応答に関連し

た物質および細胞の存在が示唆されている。

　液性免疫に関してはすべての魚種において特異

的抗体の存在が示されているが、魚類以上の脊椎

動物に比べその多様性は小さく、硬骨魚類におい

ては4量体の哺乳類　IgM様の高分子免疫グロブ

リンのみを有することが知られている（SHELTON
とSMITH，　1970；’I　ACTONら，　1971；　MARCHALONIS，

1971；　RICHTERら，　1973；　CISARとFRYER，　1974；

VOSSら，　1978；　INGRAMとALEXANDER，　1977，　1979；

羅癬
コ
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KOBAYASHIら，　1982；　VILAINとWETZEL，　1984；

ATANASSOVとBOTEV，　1988；　HAVARSTEINら，　1988）　。

その免疫グロブリン量は細菌あるいは菌体抗原
（INGRAMとALEXANDER，　1977；　LAMERSとPILARCZYK，

1982；　LAMERSら，　1985a，b；　KITAOら，　1987；

WISHKOVSKYとAVTALION，1987）、　ウイルス

（0’NEILL，1979，1980）、　　異種赤血球

（SAILENDRIとMUTHUKKARUPPAN，　1975b；　INGRAMと

ALEXANDER，1979；STOLENら，1984）、異種蛋白

（ウシ血清アルブミン；TRUMPとHILDEMANN，1970；

ORTIZ－MUNIZとSIGEL，1971；HARRIS，1973．ヒト
γグロブリン；　SAILENDRIとMUTHUKKARUPPAN’，

1975b；SECOMBESとMANNING，1980；SECOMBESら，

1982；　SECOMBESと　RESENK，1984．）あるいは

Dextran（RICHTERとAMBROSIUS，1987）の投与に

伴って血中に増加することが認められ、また水温

がその産生に関連していることが示唆されている

（0’NEILL，1980；AVTALION，1981）。また種々

の抗原物質投与後、腎臓および脾臓の組織浮遊細

胞内にプラーク形成細胞が出現することが報告さ

れている（CHILLERら，1969；RIJKERSら，1980a，
b，　1’981；　GOSTINGら，　1981；　BLAZERら，　1984；

KAATTARIとIRWIN，　1985）　。

　組織学的には哺乳類リンパ組織との相同性およ

びリンパ球様細胞が多数存在することから胸腺、
s
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脾臓、腎臓および腸管が主要なリンパ器官と考え

られてきたが、その組織学的報告の大部分は高等

脊椎動物との比較から、胸腺および脾臓について

の記載が主体となっており、それらの組織の系統

発生学的位置付けがなされている（HAFTER，1952；

FRIEDMAN，　1962；　FINSTADら，1964；　GOODら，1966；

COOPER，　1973；　PITCHAPPAN，1980；　TAMURA，1978）　．

　一方、硬骨魚類腎臓は個体発生学的に前腎およ

び中腎に由来し、その機能は多様である（小川，

1959；OGAWA，1961）。その組織学的報告は多数

認められるが、それらは排泄器官（BULGER，1965；

OLSENとERICSSON，1968：ANDERSONとLOE，WEN，

1975；SAFERら，1982；TYTLER，1988）、造血器

官（ZAPATA，1979；BROWN，1985；TEMMINKと

BAYNE，1987；SCHNEIDERとAMBROSIUS，1988）

あるいは内分泌器官（YOUSON，1976；YOAKIMと

GRIZZLE，1980）としての腎臓に注目しており、

器官発生において腎臓とリンパ組織とのかかわり

が推察され（FANGE，1967）、またコイにおいて

は腎臓にプラーク形成細胞の出現数が多いことか

ら腎臓が主要な抗体産生器官であることが示唆さ

れている（RIJKERSら，1980a，　b，　c，1981）にも

かかわらずその’1免疫応答に関連した組織構築に関

する報告は少ない。

　古くから脾臓とならんで腎臓が硬骨魚類の主要

ず
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な異物捕捉器官であることが色素あるいはカーボ

ン投与実験により示されており（WISLOCKI，1917；

MACKMULLとMICHELS，1932）、近年蛋白あるいは

四体抗原投与後の蛍光抗体法により投与した抗原

物質の組織内局在が検索されている　（　ELLIS，

1980；　SECOMBESとMANNING，　1980；　MAASとBOgTSMA，

1982；　SECOMBESら，　1982；　LAMERS　と　DE　HAAS，

1985；LAMERSとPARMENTIER，1985；TAYLO、≧と

HOOLE，1989）。ROBERTS　（1975）により定義さ

れた黒色大食細胞集合　（melano一皿acrophage

centre；MMC）は魚類のリンパ造血組織に回教的

な構造であり、その構成細胞および機能が検索さ

れ（AGIUS，1980，1985）、その免疫応答への関

連性が示唆されている。

　プラーク形成細胞の出現から腎臓内に抗体産生

細胞が存在することは明らかであり、従来光顕的

に大リンパ母様あるいは形質細胞様の細胞の存在

が報告されているが、その免疫組織学的検索は不

十分であり、ELLIS（1980）あるいはLAMERS
（1986）が蛍光抗体法によりその分布を報告して

いるにすぎない。また電顕的に高等脊椎動物の形

質細胞に類似した形態を有する細胞が認められて
いるが（SMITHら，1970；ZAPATA，1979；CENINI，

1984；TEMMINKとBAYNE，1987）、その抗体産生能

については不明であり、CHILLERら（1969）が二
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ジマス脾臓および腎臓の浮遊細胞においてプラー

ク形成細胞の一つに形質細胞様細胞を認めている

にすぎない。

　以上述べたように硬骨魚類の免疫応答について

の知見は工』LU」：gにおける知見が大部分であり、

特にその抗体産生に関連した形態学的報告は少な

い。本論文では、我が国において養殖および観賞

魚として一般的魚種であるコイを用いて、そのリ

ンパ組織特に頭腎の免疫応答における特徴を形態

学的に明らかにすることを目的として、以下の研

究を企図した。

1）コイのリンパ組織におけるリンパ球の分布お

よび分布密度を計量組織学的に検索し、コイにお

ける頭腎のリンパ組織としての位置付けをする。

2）頭腎の一般組織構築を光顕的および電顕的に

検索し、血管系と免疫担当細胞の形態と後者の分

布特性を明らかにする。

3）．抗原としてミョウバン沈澱ウシ血清アルブミ

ンを投与し、その後の免疫応答における組織学的

変化について、免疫組織化学的および免疫電顕的

に検索し、抗体産生細胞の超微形態とその分化を

推定する。
　　　　　　　tl

．羅置

旧
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1．小　緒

　　従来、魚類のリンパ組織としては高等脊椎動物

　リンパ組織との相同性およびリンパ球様細胞の出

　現から胸腺、脾臓、腎臓および腸管が主要なリン

　パ組織とされている（FINSTADら，1964；GOODら，

　1966；COOPER，1973）。近年、抗原物質の投与後

　プラーク形成細胞の出現時期が早く、出現数が多

　いこと（RIJKERSら，1980a，　b，　c，1981）および

　個体発生学的に腎臓原基が胸腺原基とほぼ同時期

，　に出現すること（BOTHAM，1981）から、コイにお

　いては腎臓が免疫応答、特に抗体産生に重要な器

　官であることが示唆されてきている。一方、魚類

　には骨髄が認められず、造血組織はリンパ様組織

　内に認められ、リンパ組織と造血組織とが混在し

　たいわゆるリンパ造血組織を形成する（JORDAN，

　1938；尾曾越，1953，1954；YOFFEY，1928，1966；

　WEI．S　S，1972）。このことは魚類リンパ様組織の

　形態学的解明を困難にしている原因の一つとなつ

　ている。

　　本童では、上述したリンパ組織特に頭腎のリン

　パ組織としての位置付けを形態学的に解明するこ
　とを目的として＼コイの各種器官におけるリンパ

　球の分布およびその密度を計量組織学的に検索し

　た。
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2．材料と方法

1）供試動物

　リンパ組織の生体内での位置を確認する目的で

鰐化後1～3ケ月の仔魚（全長L8～3．5cm）3例
を、また組織学的および計量組織学的検索には年

齢　1～4　両玄のコイ成魚（体重　633±2899、全

長33．6±6．9c皿）10例を用いた。コイは水温によ

る生理的変化をおさえるため水温23℃のろ過循環

式水槽中（40×60×150c皿）で1週間以上飼育した

後、MS－222（1万倍希釈；三共株式会社）麻酔下

で以下の検索に用いた。

2）試料作製法

　仔魚は全身をプアン液にて固定後、常法に従っ

てパラフィンに包埋し、4μ巴の間断連続切片を

作製した。コイ成魚を心臓穿刺にて放血殺し、胸

腺．．毒血粘膜、偽鯉、鎖骨、咽頭粘膜、頭腎、体

腎、脾臓、腸管（2～9部位）、皮膚、生殖巣お

よび総排泄腔を採取した。組織はプアン液、ヘリ

ー液あるいは　10％中性緩衝フォルマリン液にて

固定後、常法に従ってパラフィンに包埋、4μm
のパラフィン緑亀片を作製した。切片はヘマトキシ

リンーエオジン（H－E）染色あるいはメチルグリ

ーンーピロニン染色を施し、光顕的に観察した。

イ
華
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3）計量組織学的検索法　　　　　　　　　　　’

　成魚5例（体重678±59．2g、全長36．4±1．Oc　ra）

の各器官のヘリー液固定H－E染色標本について、

ポイントカウンティング法（WEIBEL，1969）によ

り単位面積あたりのリンパ球数を求めた。すなわ

ち、標本を400倍の倍：率下で、100区画の接眼方

眼マイクロメーター一（1区画6．25×10“4mm2；オ

リンパス光学工業株式会社）を用い、実質臓器に

ついては800区画以上を、腸管などの粘膜組織に

ついては上皮および上皮下組織についてそれぞれ

200区画以上を計測した。腸管については

AMLACHER（1954）の区分に従い、8部位にわけて
計測した。
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3．成　績

1）組織学的検索

　H－E染色標本においてリンパ球はヘマトキシ

リンに濃染する円形核を有する3～8μmの比較

的細胞質の乏しい細胞として認められた（図1）。

以下、リンパ球の浸潤あるいは集籏が常に認めら

れる器官の位置およびその組織構築について記述
する。

a．胸腺

　コイの胸腺は鯉腔粘膜背側に位置し、鰹腔粘膜

上皮と連絡していた（図2）。成魚においては胸

腺と上皮は離れていたが、上皮から連続する索状

構造が胸腺に連続していた（図3）。胸腺実質に

はリンパ球が密に存在するが、上皮側およびその

反対側に境界は不明瞭ながらややリンパ球密度の

直な領域が認められた（図4a）。それらの領域
には果粒球、細網細胞、粘液細胞およびハッサル

小体様構造が比較的多数存在していた（図4b）。

b．頭腎

　コイの頭腎は腹腔と厚い隔膜を隔ててその前方、

心臓の後上方に位置し、第2肋骨によって背側部
と腹側部が区別匙された。その実質はネフロンを含

まず、散在する甲状腺ろ胞、多数の血管および密

な毛細血管網が分布しており、その間を種々の白

黙
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血球、造血細胞を含む遊走性細胞が満たしていた

（図5a、b）。リンパ球は実質内に散在あるい
は一部集塊を形成しており、一部の血管周囲には

密なリンパ球翠帳が認められた（図5a、b）。
c．体腎

　体腎は腹腔背側に源を左右から包むように位置

し、その前端は細くなり、頭腎と連続している。

その実質にはネフロンおよび尿管が不規則に配列

し（図6a）、その間質は毛細血管網と種々の遊
走性細胞が存在する標題実質とほぼ同様の組織像

を呈していた。リンパ球は頭腎同様、散在ないし

一部集塊を形成しているが、血管周囲の密な集籏

は顕著ではなかった（図6b）。計量組織学的検
索においては間質の単位面積あたりのリンパ球数

を計測した。

d．脾臓
　腸管膨大部腹側に位置し、肝臓に包まれて存在

する。脾臓表面には多数の陥凹が認められ、その

中に膵組織を伴って動静脈が侵入していた（図7

a）。脾臓実質は赤血球が大部分を占め、画意球

およびリンパ球が散在しており、また多数の葵動

脈が認められた（図7b）。リンパ球の小集団が
まれに認められたが、それは血管の結合組織内あ

るいは血管壁の一部を占めるにすぎなかった。
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e．鯉腔および咽頭粘膜

　粘膜上皮は重層扁平上皮とその下の厚い結合組

織からなり、その上皮内にリンパ球および果粒球

が浸潤していた（図8、9）。固有層は密な結合
組織から構成され、リンパ球および他の遊走性細

胞が少数浸潤しているのが認められた。

f．腸管

　コイは胃を有しておらず、咽頭歯の部位で重層

扁平上皮の咽頭粘膜から突然．単層円柱上皮へと移

行する。組織学的にコイ腸管は一般に哺乳類の腸

管同様、上皮、固有層、粘膜下組織および筋層が

区別されるが、粘膜筋板は検索したすべての部位

で発達が悪く、固有層と粘膜下組織の境界は不明

瞭であり、計量組織学的検索では結合組織層とし

て一括した。粘膜上皮内および結合組織層には種

々の程度にリンパ球の浸潤が認められ（図10a、
b）、その浸潤程度は後脚腸管においては顕著で

あっ．たが、直腸においては減少していた。

2）計量組織学的検索

　上述した各組織における0．1mm2当りのリンパ球

数を図11および12に示した。頭腎においては、
血管周囲リンパ馬蹄籏についてもリンパ球数を計

測した。血管周囲リンパ球集籏領域は頭腎全体の

5．5～16．2％を占めていた。

鑛鍵盤・一議＿一『繍灘・灘羅・ 窺』
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　リンパ球密度は胸腺が最も高く、ついで頭腎、

体腎、鱈腔粘膜上皮、腸管粘膜結合組織層、脾臓、

咽頭および腸管粘膜上皮、咽頭および鯉腔粘膜結

合組織層の順に多かった。頭腎の血管周囲リンパ

球集籏のリンパ球密度は局所的に胸腺のそれを上

回っていた（図11）。脾臓は鯉腔粘膜上皮およ
び直腸を除く腸管の上皮内リンパ球密度に比べ低

い値を示した。鯉腔粘膜上皮および後位腸管粘膜

結合組織においては腸管の他の部位に比べ高い値

を示した（図12）。
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4．考　察

　硬骨魚類の主要なリンパ組織として、胸腺、腎

臓および脾臓が考えられている（FINSTADら，

1964；GOODら，1966；COOPER，1973）。今回の計

量組織学的検索においても、胸腺におけるリンパ

面密度は高く、胸腺がコイにおける主要なリンパ

組織であることを裏付けている。哺乳類の胸腺は、

一次リンパ組織であり、Tリンパ球の末梢リンパ

組織への供給器官とされている。硬骨魚類の胸腺

の機能についてはEL　LISとDE　SOUSA（1974）が

Plaiceにおいて、リンパ管から分離したリンパ球

を同一個体の血流に戻しても胸腺への再循環が認

められないことを示し、また胸腺リンパ球がコル

チコステロイドに感受性を示すこと（GHONEUMら，

1986）、放射線照射により胸腺リンパ球が顕著に

減少すること（CHILMONCZYKとOUI，1988）が示さ

れ、．硬骨魚類の胸腺も一次リンパ組織として機能

していると考えられる。一方、胸腺リンパ球の表

面に免疫グロブリンが存在するという報告
（EMMRICHら，　1975；　WARRら，　1976，　1977；　ELLIS，

1977）や、胸腺が腿腔粘膜と連絡していることか
ら、他の機能の竃可能性が推察される。しかしなが

ら予備的抗原投与実験において少量の抗原が胸腺

内に認められるが、組織学的な変化はほとんど認

灘雛鑑識羅蹴麟馨露盤灘。購灘騰灘灘懇難難灘幽幽羅灘羅鎌灘灘懸懸欝蟻難鱗籔鑛鑛
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められず、また免疫グロブリン含有細胞は存在し

ないことから、コイ胸線の免疫応答への直接的関

連性は低いと思われる。

　硬骨魚類腎臓は組織発生学的に由来の異なる2

部から構成され（頭高および体腎）、それぞれ前

腎および中腎由来であるとされている（小川，

1959；OGAWA，1961）。コイの腎臓は、肉眼的に

玉戸および体重が明瞭に区別され、組織学的に体

腎が多数のネフロンを含み排泄機能を有するのに

対して、紀年実質はネフロンを含まず、その実質

はいわゆるリンパ造血組織である。コイにおける
抗原投与実験あるいはプラ・・・…ク形成細胞の検索で

は、投与抗原が副腎に多数出現すること

（SECOMBESとMANNING，　1980；　LAMERSとDE　HAAS，

1985；　LAMERSとPARMENTIER，1985；　LAMERS，1986）　、

プラーク形成細胞の出現が頭腎において顕著であ

ること（RIJKERSら，1980a，　b，　c，1981）から、

頭腎の免疫応答への関連性が高いと考えられてき

た。今回の計量組織学的検索においても頭腎のリ

ンパ球密度は胸腺に次いで高く、特に一部の血管

周囲のリンパ球集籏が顕著であり、そのリンパ球

密度は胸腺のそれを一部上回っており、このこと
はコイ頭腎のリ1ンパ組織としての重要性を示すも

のであり、血管周囲の密なリンパ球集籏は、頭腎

の免疫応答に関連した形態学的特徴を示す所見の

灘灘灘購＿魏・鱗灘醗欝購懸鑛難・灘灘灘灘灘．鑛藩灘騨論難一顧一顧羅轍懸鯛灘灘撚臆測羅難・鱗・　辮灘翻
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一つと考えられる。

　体腎実質は多数のネフロンとその間を満たすリ

ンパ造血組織から構成される。抗原投与した場合、

頭腎同様多数の抗原物質が認められる（SECOMBES

とMANNING，1980；LAMERSとDE　HAAS，1985；LAMERS

とPARMENTIER，1985；LAMERS，1986）。計量組織

学的に体面間質のリンパ球密度は頭腎ほど高くは

なく、また血管周囲において幽幽に認められた様

な顕著なリンパ小集籏は認められなかった。

AVTAHON（1981）は単位重量当りの細菌の盗食活

性を比較し、体腎が頭腎に比べその活性が低いこ

とを認めており、これらのことより体腎のリンパ

組織としての機能が頭腎よりも低いと考えられる。

　脾臓は円口類を除くすべての脊椎動物に認めら

れる器官であり（FINSTADら，1964；GOODら，1966；

COOPER，1973）、高等脊椎動物に於いてはリンパ

節とともに主要な抗体産生器官である。組織学的

に高等脊椎動物の脾臓はリンパ球の集擁した白脾

髄および血管周囲リンパ組織鞘の発達したリンパ

性組織である（BROWNら，1987）。一方、魚類に

おいても脾臓はリンパ器官と考えられ、組織学的

に板鯉山においては白髭髄あるいは血管周囲リン

パ球前盛が発達細るが、硬骨魚類においてはその

発達が悪いことが示されている（PITCHAPPAN，

1980）。今回の組織学的および計量組織学的検索
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においてもコイ脾臓に顕著なリンパ球築籏は認め

られず、そのリンパ球密度も極めて低い値を示し

た。その実質には多数の赤血球が満ちており、ま

た種々の抗原投与時に抗原物質の集籏が認められ

ることからコイ脾臓は血液貯溜および異物捕捉が

主要な機能であると考えられる。

　腸管においてはリンパ球密度は低くまたリンパ

球の集籏は認められず、リンパ性組織としての機

能は低いと考えられる。しかしながら近年コイに

おいて直腸からの抗原投与後血清中の抗体価の上

昇が認められ（ROMBOUTら，1986）、また後位腸

管における抗原貧食細胞および免疫グロブリン陽

性細胞が認められることから（ROMBOUTら，1989a，

b，c）、魚類における腸管の局所免疫機構の存在

が注目されっっある（WRATHMELLら，1988；

ROMBOUTら，1989a，　b，　c）。今回の計量組織学的

検索において後位腸管結合組織内リンパ面密度が

比較．的多いことはそれを支持する形態学的所見の

一つであると考えられた。

　魚類の免疫法として、ワクチン溶液への浸漬法

が考案され（AMENDとFENDER，1976）、その効果

および機構についての研究がなされている
（BOWERSとALEXiANDER，　1981；　LIEWESら，　1982；

LOBB，1987；ZAPATAら，1987）。本検索において

明らかとなった鯉腔粘膜上皮のリンパ球浸潤は浸
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漬免疫法との関連性を推察させるものであった。

um
Z｝

込爵
斑盤

1鐡鍵鍵欝欝縷饗塗擦盤墜

爵“

S

驚野
口謹話灘馳

購ys麗



　
　
凡
・
、灘 甕総“撚爆繍／剃

灘轍
藤難，

19

5．小　括

　コイのリンパ組織について組織学的．および計量

組織学的に検索した結果、リンパ球の分布と密度

は、胸腺、頭腎および体腎の順に多く、コイにお

いてこれらの器官が主要なリンパ性組織であると
考えられた。

　特に頭腎におけるリンパ球密度および血管周囲

の密なリンパ球由仁は、頭腎の抗原捕捉機能およ

びプラーク形成細胞の多数の出現との形態的な関

連性を示す所見であり、免疫応答における頭腎の

重要性を示唆していた。

　コイにおいて脾臓はリンパ性組織としての重要

性は低いと考えられた。

　腸管粘膜におけるリンパ球分布は、数値的には

低いけれども、後位腸管粘膜結合組織内リンパ球

数が比較的多いことは腸管における局所免疫機構

の存在を形態学的に支持する所見の一つと考えら
れた。

鑛繍，，，．
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および大食細胞の分布（特に血管系とリンパ
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1．小　緒

　リンパ組織はリンパ球の分化増殖の場であり、

リンパ球造血組織である。哺乳類および鳥類にお

いてリンパ球造血は主としてリンパ組織内で行わ

れ、その他の血液細胞の造血は骨髄において行わ

れている。一次リンパ器官である胸腺あるいはフ

ァブリキウス嚢はTあるいはBリンパ球の分化増

殖およびそれらの供給器官であり、二次リンパ器

官である脾臓およびリンパ節はその再循環の場で

あり、また抗原刺激に伴いリンパ球が効果細胞へ

分化する場を提供している。それら二次リンパ器

官において、その機能に関連した血管あるいはリ

ンパ管構築の存在が示され（WEISS，1972）、T

およびBリンパ球がその走行に密接，に関連した配

列をとることが示されっっある。系統発生学的に

血管に関連したリンパ球の集籏は骨髄造血の発達

する無尾両生類以上において認められている（尾

曾比，1953，1954）。

　一方、魚類においては骨髄は認められず、造血

は脾臓、腎臓および消化管壁において認められる。

位記においてもその実質は多数の豆粒球とその幼
若細胞が存在し’X、造血組織とリンパ組織の混在し

たいわゆるリンパ造血組織を構成している。この

ことが頭腎における組織構築、特に免疫応答に関

」ご

l

’齢
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連した形態の解明を困難なものとしており、

ZAPATA（1979）は硬骨魚類の頭腎の超微形態的観

察からその哺乳類骨髄との形態的類似性を指摘し
ている。

　著者は第1章においてコイ頭腎が多数のリンパ

球を含む組織であり、また顕著なリンパ球の集籏

が血管周囲に認められることを明らかにした。そ

の知見をふまえ本章では頭腎の一般組織構築特に

血管系および免疫担当細胞の分布とその微細構造

について濯流あるいはカーボンを注入したコイを

用いて詳細に検索した。
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謬

2．材料と方法

1）供試動物

　供試動物として1～2歳齢のコイ成魚20例（体
重530±89．59、全長35．1±1．9cm）を用いた。飼

育方法は第1章に準じた。MS－222麻酔下のコイを

心臓穿刺により黒血殺した後、14例を光顕的およ

び電顕的一般組織化学的検索に、6例を血管構築

の検索に使用した。一般組織化学的検索に用いた

14例中7例については動脈球よりヘパリン0．1ml
（100U；ノボインダストリーA／S、　Denmark）を

投与した後、約100m1の10％中性緩衝フォルマリ

ン液あるいは1％グルタールアルデヒド0．1Mカ
コジル酸緩衝液（pH7．4）で十分灌流固定した。

2）光顕的検索法

　頭芋を採取し、第1章に準じて4μ皿のパラフ

ィン切片を作製し、H－E　染色、メチルグリーン

ーピ月一ン染色、鍍銀法（PERDRAU，1921あるい

はナウメンコフィギン渡辺変法；渡辺，1975）を

施した。

　　　　　　’t
3）電顕的検索法
　町費を採取、細切，し、3％グルタN…一一ルアルデヒ

ド　0．IMカコジル酸緩衝液（pH7．4）に2～24時

難，。＿、懸羅灘＿。、
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夢

間浸漬した後、1％OsO40．IMカコジル酸緩衝液
（PH7．4）で2時間後固定後常法に従ってQueto1－

812に包埋した。次いで超薄切片を作製し、酢酸

ウランークェン酸鉛二重染色を施し、透過型電子

顕微鏡（Hitachi　HU－12A）で観察した。

4）血管構築の検索法（カーボン投与）

　血管構築の観察を目的として、コイ2例を生理

食塩水で濯流した後、5％ゼラチン加10％カーボ

ン生理食塩水溶液を動脈球より注入した。その後

動脈球を結紮し、10％中性緩衝フォルマリン液に

48時間漫漬した後、左右の頭腎を採取、細切し、

さらに10％中性緩衝フォルマリン液に72時閲浸漬

した。その後常法に従って、パラフィンに包埋し、

100μm間隔で、20μmおよび4μ皿一組の連続切片

を作製した。厚さ20μmの切片は無染色で、4μm

の切片は H－E染色を施し、光顕的に観察した。

血流方向の検索を目的として、同様にコイ4例を

生理食塩水で灌流した後、10％カーボン生理食塩

水溶液を尾静脈内に投与し、頭奥内への墨汁の移

行を肉眼的に観察した後、全身を10％中性緩衝フ

ォルマリン液に48時間浸漬した。その後頭腎を採
取し、さらに781時間10％中性緩衝フォルマリン液

に浸漬後、常法に従ってパラフィン包埋し、

90μ皿間隔で10μmのパラフィン間断連続切片を作

　　　　購，．．．　鑛騰＿灘欝灘鑛・・灘’幽幽凹凹．渦
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実体顕微鏡および光学顕微鏡にて観察した。製し、
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3．成　績

1）血管の形態と分布

　頭腎実質には主として頭腎の背面および前面か

ら油島内に出入りする血管が多数分布していた

（図13）。それらは光顕的に動脈系血管、2種
の静脈系血管および毛細血管に区別された。以下

各血管の一般構造について述べる。

a．動脈系血管

　頭腎実質には、直径40μm以下の細い動脈がま

ばらに分布していた。その横断像は円形で、比較

的丈の高い内皮細胞とそれを取囲む1ないし数層

の明瞭な平滑筋層を有し、その外層を粗な結合組

織層が厚く取り囲んでいた（図14）。電顕的に
動脈の内皮細胞は細胞質の電子密度が高く、多数

の飲小胞を有していた（図15）。厚い基底膜を
介してその周りを一層の平滑筋層および厚い結合

組織層が取囲んでおり、その結合組織層には果粒

球やリンパ球面の遊走性細胞とともにしばしば神

経線維束が認められた（図15）。

b．静脈系血管

　頭腎実質には多数の静脈系血管が認められ、そ

れらは形態的にi2型に区別された（図16）。第

1の型は広い管腔を有し、内皮細胞に接してクロ

ム親和性細胞および間腎組織からなる厚い細胞層

＿＿＿叢叢ゼ
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が存在していた（図17）。電顕的にその内皮細
胞は電子密度の高い薄い細胞質を有し、しばしば

有窓構造が認められた（図18）。内皮細胞直下
には薄い線維層と基底膜を隔てて、特徴的なステ

ロイド産生細胞およびカテコールアミン分泌細胞

が認められた。間断連続切片の観察によりこの型

の静脈系は頭腎背側部および腹側部においてそれ

ぞれ太い幹となり頭腎実質を離れ、その後1画面

合流して総主静脈に連絡することから（図19a、
b）、一般静脈系であることが明らかとなった

（以下静脈と呼称する）。第2の静脈系は、不連

続な平滑筋線維を含む厚い結合組織層を有し、周

囲に密なリンパ幽霊籏および後述する色素含有細

胞集塊が認められた（図20a、b）。尾静脈へ
のカーボン投与例の間断連続切片の検索において、

その血管内腔にカーボン粒子が認められること

（図21a、b）、前述した静脈との吻合像が認
められないことからこの血管は門脈と考えられた

（以下門脈と呼称する）。門脈にはしばしば小動

脈が継歯し（図20a）、まれに両者の吻合像が

認められた（図20b）。電顕的に門脈の内皮細
胞は細胞質の電子密度が低く、しばしば小型のラ

イソゾーム様果粒が認められ（図22）、その基
底膜が不明瞭であり、後述する毛細血管内皮細胞

に類似していた。その外側には線維層とともに後

’　・・es・　　SL・，蠣　 爵’
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述するデスモゾームを有する細網細胞が密に存在

する像が観察された（図23）。

c．毛細血管

　毛細血管は頭腎実質に密な網工を形成している

が、非子葉標本ではその網工は不明瞭であり、今

回多量の生理食塩水による細流あるいはカーーポン

ゼラチンを濯流することによってその網工が明瞭

に観察された（図24、25a、b）。それらは
管腔の広い、いわゆる畑町毛細血管であり（図

24）、その網綱は特に静脈周囲において密で

（図25a、b）、しばしば太い静脈壁周囲に認
められその管腔に直接吻合する像が観察された

（図17、25a）。電顕的にその内皮細胞の細
胞質は電子密度が低く、比較的豊富な細胞質には

しばしば大型のライソゾームが認められた（図

26）。内皮細胞の基底膜は不連続であり、しば

しば後述する細網細胞と直接接する像が観察され

た（図27）。洞様毛細血管内皮細胞の管腔面に
は大型のライソゾームを有する大食細胞が接して

存在していた（図26、28）。まれに内皮細胞
間を橋渡しするような大食細胞が認められ（図

29）、その大食細胞と内皮細胞間にはデスモゾ

ーム様構造が認められた（図30）。また二様毛

細血管内皮細胞には穴あき構造が認められ（図

28）、しばしば種々の遊走性細胞の透過像が観

擬
’
、
ン
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察された（図31、32）。

2）頭腎の支持組織

　通常の組織切片において頭腎実質は充満する遊

走性細胞のため支持組織を構成する細胞を区別す

ることは困難であった。全身章々後Epon厚切り切

片の観察では、密な毛細血管の網工の間に細い細

胞質突起を伸ばす細胞が認められた（図24）。

電顕的に、実質内に細い細胞質突起を伸ばす細胞

が認められ、その突起間はデスモゾームにより接

着していたが、後述する大食細胞とのデスモゾー

ムによる接着は認められなかった（図33、34
；以下この細胞を細網細胞と仮称する）。細網細

胞はクロマチンの少ない円形ないし卵円形の核を

有し、細胞質には細胞膜に接してトノフィラメン

トが存在し、しばしば小型ライソゾー・一ム様密粒が

認められた（図35、36）。細網細胞は洞様毛
細血管内皮細胞に接しており、まれにその内皮細

胞とデスモゾームにより接続する像が観察された

が、細胞質内にトノフィラメントを有すること、

飲小胞がほとんど発達していないことから内皮細

胞とは区別された（図27、36）。

3）実質内遊走性細胞の形態および分布

　上述した血管網および細網細胞の網工を多数の

”慨．．
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遊走性細胞特に果粒球が満たしていた。電顕的に

1型およびII型果粒球とその幼若細胞が大部分を

占め（IMAGAWAら，1989）、その他後述するリン

パ球および大食細胞が認められた（図37）。1
型およびII型果粒球には種々の段階の幼若細胞が

区別された（図38、39）。赤芽球と思われる
細胞が認められたがその数は非常に少なかった

（図40）。果粒球系の細胞は実質内に密に分布

しており、門脈および動脈とそれに連絡する毛細

血管周囲を除き、数的に最も優勢な細胞群であっ
た。

　リンパ球は頭腎実質において散在あるいは一部

集籏して認められた（図37、41）。特に、門
脈と動脈およびそれに連続する洞様毛細血管の周

囲に密に集度し、しばしば門脈および動脈の結合

組織層に浸潤していた（図16、20）。電顕的
にリンパ球の核はクロマチンに富み、その細胞質

は大部分のリンパ球では狭く、細胞内小器官に乏
しく、多数の遊離リボゾ隅一．．ムと少数の比較的大型

円形で間隙が狭く基質の電子密度の低いクリスタ

を有するミトコンドリアが認められるのみであっ

　メチルグリー・・一Llン・ピロニン染色標本の観察にお

いて、ピロニン好性細胞が実質内に散在するのが

認められたが、これらのピロニン好性細胞は前述

・bt @　‘壕　　　　v轡・・if。，‘’　　　・…　　’縄漿　　　wr
，欝一
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した多数の果粒球幼若細胞とともに、大リンパ球

および形質細胞が含まれていると考えられ、これ

らの細胞を光顕的に同定するのは困難であった。

電顕的には頭腎実質内に夕数の形質細胞が認めら

れた（図43、44）。形質細胞の核は細胞のほ
ぼ中心に位置し、核膜に沿って豊富なクロマチン

を有しているが、哺乳類の典型的な形質細胞に認

められる車軸状の配列は認められなかった。ミト

コンドリアは大型円形ないし楕円形で、基質の電

子密度が低く間隙の狭いクリスタを有していた。

その細胞質には発達した粗面小胞体、ゴルジ装置

が認められたが、粗面小胞体および細胞質の量は

比較的少なく、光顕的には大リンパ球に相当する

と考えられた。形質細胞およびリンパ球はしばし

ば後述する色素含有細胞に接して存在していた

（図44）。
　コイ頭隠実質には光顕的に黄褐色ないし赤褐色

の色素を含有した細胞（以下色素含有細胞と呼称

する）が散在あるいは一部集心して認められた。

その集籏は数個から十数個の色素含有細胞から構

成され、それは特に門脈および門脈から直様毛細

血管への移行部に近接して存在しており、上述し

たリンパ球の集当身に認められた（図45）。そ

の色素含有細胞の集籏には2型が区別された。そ

の一つは少数の色素含有細胞がやや粗に集塊を形

　
　
勲叫
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成しており、血管壁からやや離れて位置し、その

周囲に線維性の被膜様構造は認められなかった

（図　45a、46a）。他の集塊は多数の色素
含有細胞が密に存在し、一部細胞境界が不明瞭で

あり、その集塊は血管の内皮細胞に接して存在し、

周囲を血管結合組織に連続した線維性の被膜様構

造によって取囲まれていた（図45b、46b）。
脾臓においては大部分が線維性被膜を有するもの

であった。これらの色素含有細胞は電顕的にその

細胞質内に大型のライソゾームを満たした大食細

胞に相当していた（図47、48、49、50）。
大食細胞の核は少量のライソゾームを含む細胞で

はクロマチンに乏しく大型明調であるが、多量の

ライソゾームを含む細胞では圧平されていた（図

48、49）。細胞質内のライソゾームは大きさ
および内容物に様々なものが観察された。円形を

呈するライソゾーム内には果粒球の果粒が明らか

に区別されるものが認められ、果粒球の負食像と

考えられた（図47、48）。このようなライソ
ゾームは孤立したあるいは被膜様構造を有してい

ない集塊を形成する細胞に認められた。その他、

結晶様構造あるいは線維状物質を含む不定型のラ

イソゾー一一ムが特に被膜様構造で囲まれた集塊を形

成する大食細胞の細胞質に充満しており（図49、

50）、その核は圧平され暗調であった。その被
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膜様構造は細網細胞と細線維により構成されてい

た（図50）。
　頭腎実質には上述した遊走性の細胞の他に

rodlet　cellと呼ばれる細胞が比較的多数認めら

れた（図51）。その細胞は光顕的には一定の方

向を向いて配列する棍棒状の果粒を有する円形な

いし梨状を呈していた。電顕的には偏在した核と

芯状構造を有する円錐状果粒を特徴とする。しば

しば細胞の鋭端は血管内腔に突出し、内皮細胞間

接着装置様構造で接着していた（図26）。果粒

は細胞の鋭端に向けて配列していた。rodlet

ce11はリンパ球および大食細胞同：様、門脈周囲に

分布する傾向を示したが、リンパ球の様な密な集

籏は認められなかった。

　本検索において明らかになった血管構築および

リンパ球と大食細胞の分布の模式図を図52に示
した。

　轍　　 灘簸
．。．　　灘羅．
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4．考察

　魚類腎臓においては腎門脈の存在が知られてお

り、尾静脈が腎臓に流入し、腎臓から腎門脈を介

し後主静脈に連絡するとされている（岡村，1972；

KENT，1978；ROMERとPARSONS，1978）。また岡村

（1972）はコイ頭腎に流入する血管として頭腎動

脈、肝静脈、鎖骨下静脈の存在を記載している。

しかしながら組織学的に魚類腎臓内の血管系の形

態およびその構築についての報告は認められず、

YOAKIMとGRIZZLE（1980）が間腎腺およびクロム

親和性細胞が総主静脈とそれに連絡する静脈系血

管壁に認められることを報告しているのみである。

今回の組織学的および尾静脈へのカーボン投与後

の間断連続切片の検索により頭腎における門脈の

存在およびその形態的特徴を明らかにすることが

できた。今回明らかにした門脈の形態的特徴は過

去の報告において単にvein　（LAMERSと　DE　HAAS，

1985）、blood　vesse1（SECOMBESら，1982；

LAMERS，1986）あるいは1ymphatic　vessel

（SAILENDRIとMUTHUKKARUPPAN，1975a）として記

載された血管のものに類似しており、それらはそ
の形態およびリ亀ンパ球集籏の存在から門脈である

と考えられる。

　今回の検索において明らかにされた頭腎の血管

・　灘　．欝灘s
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　お灘雛鵜雛麟欝鐡購羅灘総購灘鞭欝欝灘艦齢灘灘雛鰻懸鞭幽幽難羅購灘灘灘灘購鞭叢　。欝高
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構築（動脈・門脈一洞様毛細血管一静脈）は哺乳

類の肝臓のそれに類似すると考えられた（BRAUER，

1963）。哺乳類において静脈内投与したカーボン

および抗原物質の大部分は肝臓の心様毛細血管の

クッパー細胞に取込まれることが示されており、

哺乳類肝臓は重要な抗原捕捉器官とされる

（TAMARUとFUJITA，1978）。一方硬骨魚類におい

て、静脈内投与したカーボン粒子あるいは抗原物

質は肝臓にはほとんど認められず、腎臓および脾

臓において捕捉されることが示されている
（WISLOCKI，　1917；　MACKMULLとMICHEL，S，　1932；

ELLISら，1976；粟屋，1977；ELLIS，1980；森，

1980；　SECOMBESとMANNING，　1980；　LAMERS　と　DE

HAAS，　1985；　LAMERSとPARMENTIER，1985；　LAMERS，

1986）。本検索において明らかにされたコイ頭腎

における哺乳類肝臓に類似した血管系は、異物捕

捉に有利な構造と考えられ、さらに洞様毛細血管

内障および実質内の多数の大食細胞の存在ととも

に、頭腎の異物捕捉器官としての形態的特徴を示

していると考えられる。

　硬骨魚類に分布するリンパ管は体壁において太

い幹となって心臓周囲より静脈洞にあるいは尾部

のリンパ心臓を経て尾静脈に合流するとされてい

る（KAMPMEIER，1969）。今回尾静脈内に注入し

たカーボンが頭腎の門脈内に認められたことは・
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頭腎の異物捕捉機能を示す所見とともに頭腎が血

流およびリンパ流を介して全身の異物ろ過機能を

果たす可能性を示している。

　洞様毛細血管内腔に存在する大食細胞はその細

胞質内の大型ライソゾームの存在および赤血球の

貧食像から活発な御食作用を有していると考えら

れ、哺乳類のクッパー細胞に相当すると思われる。

そのうイソゾームの大きさ、細胞質内に飲小胞お

よびトノフィラメントを有していないなど形態的

には内皮細胞あるいは細網細胞とは異なる細胞群

であると考えられたが、内皮細胞との間にデスモ

ゾーム様接着装置を有する細胞が認められ、それ

が大食細胞の内皮細胞への接着のための一時的な

構造であるかあるいはデスモゾーム様接着装置を

有する細胞が他の大食細胞とは異なる細胞群であ

るかについてはさらに詳細な検討が必要である。

　組織学的に細網細胞および細網線維の網工から

構成ざれる組織は細網組織と呼ばれ、哺乳類のリ

ンパ組織および骨髄において認められている。硬

骨魚腎臓は、主要な異物捕捉器官であることから、

細網組織とされている。今回、頭腎実質内に網点

を構成する細胞を細網細胞と仮称したが、これら

の細胞に関連した線維成分が認められないことお

よびそれらの細胞質突起間にデスモゾー・・ムによる

接着が認められる点で、哺乳類の細網細胞とは異

”
要 義 鍮．　一蕪購 麟謡講購i懸購響
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　デスモゾームを有する細胞の存在はZAPATA
（1979）がR．UtLLLus山および鋤』9ユ煽一P一の

腎臓において報告している。ZAPATA（1979）はこ

れらの細胞が大食細胞に変化しうると考えている

が、本検索においては超微形態的に異なること、

両者間のデスモゾームによる接着像が認められな

いことから、別系統の細胞群であると考えられた。

デスモゾー・一ムは高等脊椎動物においては上皮性細

胞に認められる構造と考えられているが、哺乳類

リンパ節特に忌中心内には線維との関連性の少な

いdesmo－dendric　ce11の存在が示されており

（KOJIMA，1976）、またコイにおいては体腎およ

び脾臓において同様の細胞が認められている。頭

腎におけるその細網細胞のデスモゾームの存在は

この細胞が上皮由来と考えるよりも、線維成分の

未発達を代償する構造と考えられる。

　二様毛細血管および門脈内皮細胞のライソソv一．．

ムの存在および豊富な細胞質は、哺乳類リンパ節

のリンパ洞あるいは脾臓および骨髄に認められる

類洞に類似しており（WEISS，1972）、コイ頭腎

は細網細胞の細胞性網工から構成される・一種の細

網組織である。篭また細網細胞が内皮細胞とデスモ

ゾームにより接＝着することは、両細胞群の近似性

を示すものと考えられ、このことはASCHOFFの提

・蝋．1羅鑛σ’繍’

繭　s
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唱する狭義の細網内皮系の概念を支持する（赤崎

と綿貫，1963）。

　頭腎実質を占める豆粒球は大部分が1型および

II　a型果粒球であり（IMAGAWAら，1989）、種々の

段階の幼若細胞が存在することはこれら果粒球が

幽魂における主要な造血細胞であることを示して

いる。赤血球系細胞が区別されるがその数は少な

く、頭腎における赤血球造血は主要でないと考え

られた。

　今回の検索においてこれらの造血系細胞に混じ

ってリンパ球が特に門脈、動脈およびそれらに連

絡する山鼠毛細血管周囲に密に認められた。門脈

周囲へのリンパ球の集籏は、両棲類および爬虫類

肝臓において認められており、それは骨髄への造

血組織への移行とリンパ組織の分化の中間段階を

示すものと考えられている（尾曾越，1953，1954）。

またリンパ節由来リンパ球を投与したウサギにお

いても肝臓門脈へのリンパ球集籏が認められ

（OSOGOE，1959）、門脈周囲がリンパ球の好適領

域と考えられている。コイにおいて主要な異物捕

捉器官である腎臓における同様の門脈周囲リンパ

球心鑛の存在は、魚類におけるリンパ組織と造血

組織の分離の傾1向を示す所見と考えられた。骨髄

造血が認められない魚類において、その分離傾向

が現れることは、系統発生学的にリンパ組織と造
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血組織の分離は骨髄の発達に伴った造血組織の骨

髄への移行の結果ではなく、リンパ球の好適部位

への三三の結果であると考えられる。頭腎におい

て動脈および門脈は前述のごとくリンパ流あるい

は血流を介した異物の到達部位であることから、

その周囲のリンパ球の集籏は恒常的抗原刺激の結

果であるかもしれない。
　硬骨魚類の肝臓、脾臓および腎臓には種々の色

素を含む大型細胞の集塊が存在することが知られ

ている。ROBERTS（1975）はこれらに黒色大食細

胞集合（melano－macrophage　centre；MMC）とい

う名称を提唱し、血管に密に連絡した線維性被膜

を有する結節と定義した。しかしながらコイにお

いて同様の色素を含有した大型細胞は黄褐色を呈

し、黒色大食細胞の名称は不適切と考えられ、本

論文においては色素含有細胞集塊と呼称した。さ

らに本検索において、頭腎内色素含有細胞の集塊

に線継性被膜を有する比較的大型密な集塊と・被

膜を有していないやや粗な集塊を区別した。前者

は上述したMMCに相当すると考えられた。また電

顕的検索においてその被膜を有する集塊を形成す

る細胞のライソゾームの大きさおよび内容物は、

孤立するあるい’1は小集塊を形成する細胞のライソ

ゾームより、貧食および溶解の進んだ段階である

ことを示している．またその細網細胞および線維

鐡蔓

羅’
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により構成される被膜様構造は門脈周囲に認めら

れることから、この集塊は大食細胞あるいはその

小集塊の門脈周囲への移行により形成されるもの

と考えられる。被膜を有していない集塊はその前

段階と考えられる。大食細胞の集塊化の機構につ

いては不明であるが、TSVJIIとSENO（1990）は大

食細胞の表面マーカーにより同種細胞の結合がお

きる結果としている。

　脾臓において大部分が被膜を有した集塊である

ことは脾臓と頭腎との異物処理あるいは免疫応答

における機能的差異を示唆していると考えられる。

その機能および免疫応答との関連性についてはさ

らに検討を要する。

塁

1

蒸　、＿羅難鑛纈＿髄脳．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウ　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ざほ　　　リ　ロ　むミ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ。。＿＿箇箇灘，懇櫛軽羅軽．灘鱒鱗騨灘購灘灘・麟騰幽幽難灘灘羅灘鱗灘灘灘蟹雛鐡　灘麟灘翻鑛鑛灘灘・鶏



灘難麟鐵　談欝欝熱纏　靴．L．一
’．声

－
題

義
照
陰
・

41．

5．小　括

　コイ頭腎における組織構築、特にその血管系と

リンパ球および大食細胞の形態と分布について、

光顕的および電顕的に検索した。

　頭腎に分布する血管には光肉的に動脈、静脈、

門脈および洞様毛細血管が区別され、電顕的にそ

れらの内皮細胞の形態的相違が認められた。カー

ボンの尾静脈内投与例の間断連続切片の観察から、

動脈および門脈の吻合からその後の洞様毛細血管

および静脈への血流方向が示峻され、頭腎の血管

構築および洞様毛細血管内腔の大食細胞の存在は

コイ頭腎の血管系が哺乳類肝臓の血管系に類似し

ていることが示された。このことはコイ頭腎の異

物ろ過器官としての重要性を示唆する形態学的特

徴の一つと考えられた。

　頭腎はデスモゾームを有する細胞性網工からな

る一種目細網組織であり、その実質に密に分布す

る好様毛細血管および細網細胞の網工は主に果粒

球系の造血細胞によって満たされているが、リン

パ球および大食細胞が門脈とそれに連絡する脳弓

毛細血管周囲に密に集博していた。門脈周囲のリ

ンパ球集籏は系統発生学的にリンパ組織と造血組

織の分離の傾向を示すものであり、この部位にお

ける密なリンパ球と大食細胞集塊の存在はコイ頭

k「ｯ” 1雲華　　　　
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腎における免疫応答に関連した形態学的特徴であ

ると考えられた。
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の腎頭

III

投原抗

（特に抗原貧食細胞と抗体含有細胞の

動態について）
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　免疫機構の発達した高等脊椎動物において、リ

ンパ性器官はリンパ球産生器官である一次リンパ

性器官と免疫応答の場としての二次リンパ性器官

が区別される。二次リンパ性器官であるリンパ節、

脾臓および小腸パイェル板には組織学的に密なリ

ンパ球集籏であるリンパ小節および胚中心が発達

し、それらが抗体産生および免疫記憶に関連した

部位と考えられている（COONSら，1955；LEDUCら，

1955；ORTEGAとMELLORS，1957）。そのリンパ小

節内にはリンパ球系細胞の他にfollicle

dendritic　ce11等の特殊化した細胞の存在が示さ

れ、それらが抗原情報の提示に関与することが明

らかにされっっある（杉村と橋本，1984）。また

それらのリンパ組織、感染炎症部位および腸管粘

膜固有層に多数認められる形質細胞は、PETRISら

（1963）によりその粗面小胞体内の免疫グロブリ

ンが証明され、抗体産生細胞であることが明らか

となり、その後それら抗体産生細胞の必中心内に

おける分化が超微形態的に明らかにされてきた
（PETRISとKARLSBAD，　1965；　LEDUCら，　1968；

　　　　　　　とSORDATら，1970；寺嶋，1975；角田，1977；
TERASHIMAら，　1977）　。

　硬骨魚類においては腎臓および脾臓が免疫応答
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器官と考えられ、種々の抗原投与により血中抗体

価の上昇と腎臓および脾臓内プラーク形成細胞の

出現が報告されているが、硬骨魚類リンパ組織に

リンパ小節および忌中心様の構造は認められず、

免疫応答に関連した組織構造は明らかにされてい

ない。近年、LAMERSとDE　HAAS（1985）は投与し

た抗原が長期にわたって色素含有細胞集塊内に認

められること、色素含有細胞表面に免疫グロブリ

ンが認められることなどから色素含有細胞集塊の

免疫記憶への関与を示唆し、それが原始的胚中心

であると考えた。一方、SECOMBESとMANNING
（1980）とSECOMBESら（1982）はヒトγグロブリ

ン投与後のコイに挙いて一時的に顕著なピロニン

好性細胞の集籏が出現することを観察し、その免

疫応答への関与を示唆している。同様のピロニン

好性細胞の増加はLAMERS（1986）によっても報告

されているけれども、これらの報告においては、

ピロニン好性細胞の細胞種については明らかにさ

れていない。また免疫グロブリン産生および関連

細胞の分化増殖についての知見はほとんど得られ

ていない。

　本章では第II章において明らかにした頭腎にお
ける組織および亀血管構築をふまえ、抗原としてミ

ョウバン沈殿ウシ血清アルブミン（AP－BSA）を腹

腔内に投与し、その後の組織構築の変化と抗原貧
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食細胞の動態を検索するとともに、コイ免疫グロ

ブリンに対する抗体を作製し、免疫グロブリン含

有細胞の動態およびその分化について光顕的なら

びに電顕的免疫組織化学的に検索した。

匙
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1）供試動物

　材料として・～2歳齢のコイ（体重479．4±
98・29・全長33・1±2・1cm）6・例を用いた。そのう

ち57例は抗原投与実験に、2例はコイ免疫グ。プ

リンの精製に・残りの・例は抗血清の吸収に使用

した・実験期間中の飼育方法は第1章1こ準じた。

2）抗原の調製と投与法

　ウシ血清アルブミン（’crystallized　and

lyophilized　bovine　serum　albumin，　Sigma

Che皿ica1　C…　USA；以下BSAと田各称する）を

KATSURA（1972）の方法に従ってカリウムミョウ

バン沈澱処理した（表・；以下これをAP－BSAと略

称する）・AP－BSA生理食塩水溶液2m1（BSA20皿9

を含む）をMS…　22　2麻酔下のコイ48例の腹腔内に投

与した・コント・一ルとして滅菌生理食塩水2m1

を同様に9・例のコイに投与した。

3）材料の採取法

　AP－BSA投与後1く2、4、7、21、28、40日に各5
例・14日に9例1、6・日に4例のコイをMS．．．　222麻酔

下で心臓穿刺により放血殺後、動脈球よりカニュ

ーレを挿入し冷過ヨウ素酸リジンーパラフォルム
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アルデヒド液あるいは生理食塩水にて灌流固定し

た。頭腎、体心および脾臓を採取し、光顕的観察

には同固定液に24時間漫漬した後、常法に従って

パラフィン包埋し、4μmないし8μ皿のパラフィ

ン切片を作製した。通常の電顕的検索には組織を

4℃の3％グルタールアルデヒド0．1Mカコジル酸

緩衝液（pH7．4）にて2時間固定後、1％オスミ

ウム酸0・1Mカコジル酸緩衝液（pH7．4）にて2

時間後固定し、常法に従ってQueto1－812に包埋、

超薄切片を作製した。免疫電顕的検索には組織を

2％パラフォルムアルデヒド2％グルタ＿．・ルアル

デヒド混合0．1Mカコジル酸緩衝液にて固定後、
Lowicryl　K4M（　Chemische　Werke　Lowi，　Germany）

に包埋し、超薄切片を作製した。

4）抗コイ免疫グロブリンウサギ血清の作製法

A．コイの免疫

　コイ2例にAP－BSA生理食塩水溶液とFreund
co皿plete　adjuvant（ヤトロン株式会社）の等量

混合液2m1を60日間隔で腹腔内に2回投与した。

最終のAP－BSA投与後、1週間おきに尾静脈より約

1m1の血液を採取し、BSAに対する抗体の有無を
　　　　　　　なゲル内沈降反応によって検出した（OUCHTERLONY

とNILSSON，1978）。BSAに対する抗体活性の認め

られた14日および21日にMS－222麻酔下のコイより
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臓穿刺により採血した。得られた計21皿1の血液か

ら遠心により14m1の血清を分離した。

B・免疫グロブリンの分離精製

a）塩析

　コイ血清12m1を0．OIMリン酸緩衝液0．15M　NaC1

（pH7．4；以下PBSと略称する）で倍希釈し、24m1

の飽和硫安を徐々に加えた後、4℃、10，000Xg

で30分間遠心して得られた沈殿を少量のPBSに溶

解した。上述の操作を3回繰り返した後、沈殿を

約5皿1のPBSに溶解、PBS中で24時間透析した。

b）ゲルろ過
　Sephadex　G－200　（　Pharmacia，　Upsala，　Sweden）

209をPBSにて一昼夜膨潤させた後、2．5×85cmの

カラムを作製した（ボイドボリューム約130m1）。

塩析によって得られた試料をカラム上端に重層し

た後、PBSで溶出した（4℃、流速8ml／時間）。

溶出液は2．5mlごとに採取し、280nmの紫外線吸収

により蛋白量を測定した。ピークを示した分画を

0．05M　Tris－HC1緩衝液（pH8．0）に24時間透析し

た後、イオン交換クロマトグラフィーによりさら

に精製した。

c）イオン交換クロマトグラフィー

　DEAEセルロース　（Whatman　DE23，　Springfield，

England）2gを0．5N　NaClに30分間膨潤させ、排
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出液がpH　4．0になるまで蒸留水で洗浄後さらに

0．5N　NaOHに30分懸濁し、排出液がpH7．0になるま

で蒸留水で洗浄した。最終的に。．05M　Tris－HC1緩

衝液（pH8．0）に懸濁し、上清がpH8．0になるまで

数回緩衝液を交換した。その後、1×12cmのカラ

ムを作製し、その上端にゲルろ過後の試料2．5m1

を重層した。o．05M　Tris－HC1緩衝液（pH8．o）約

20mlを流し試料を吸着させた。溶出は　0～0．2M

NaC1を含む0．05M　Tris－HC1緩衝液（pH8．0）の連

続濃度勾配により行った。溶出液は2．5m1の分画

に分けられ、280nmの紫外線吸収により蛋白濃度

を測定した。各分画の蛋白精製度は電気泳動によ

り（SYUTOら，1981）、BSAに対する抗体の有無は

ゲル内沈降反応により確認した。

d）抗血清の作製とその吸収

　以上の操作により精製した試料（蛋白量0．5田9

を含む）を同量のFreund　complete　adjuvantに

懸濁し、正常家兎の背部皮内に投与した。投与後

14日後に、同量の試料を耳静脈内に投与し、その

7日後に心臓穿刺により全採血し、血清を分離し
た。

　コイの心臓からヘパリン（ノボインダストリー
A／S、デンマーク）0．lmlを投与し、動脈球から生

理食塩水約30mlを灌流した。その後、肝臓を採取

し、冷RPMI－1640（日水製薬株式会社）中で細切、

唾
一
斗
妻
套
ξ
｝
動
重
一
∴
■
…

r
叢
㍗

　
　
野

ほ
一
華
三
三
藻
善
三
一
耀



灘kc　1ン

　　み

羅鰐購鑛朧灘難懇開墾離撃墜難難鍵雛1 灘謹雛蕊：lll醗酵蕪；蕪蕊1野：説乞濃灘準準灘灘鍵鐵欝準準準準準準i難｛’
　　　ンみしらしご　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨぶ

　　　　　　　　　　　　　　・　　一馬・範＿＿一　一τ榊壼～・…∬　 野も嚇臓・無が壁跡ひ・一

諏嵩　e露1

’　　　　’己・　　　　　ゼ「“趣’・φL婦，一．一

51

’

二

者
癌
零
一
・
．
－
壽
溌
岳
ミ
ー

㎜
耳撚

　
　
　
　
．
藤

　
　
　
裟
携

　
　
　
欝
講

　
｛
唱
メ

2b

t　一

e　“

肉　 o

辱ひ

ホモジナイズした後、遠心してコイ肝細胞浮遊液

を得た。前述のウサギ血清を同量の肝細胞と混合

し、37℃1時間放置した後、遠心によりその上清

を分離し、さらにこの操作を繰り返し、得られた

上清をコイ免疫グロブリンに対する抗血清として

（anti－CIg）以下の検索に用いた。anti－CIgの特

異性は免疫電気泳動（OUCHTERLONYと　NILSSON，

1978）および後述する免疫組織化学的染色により

確かめられた。

5）組織化学的検索法
　パラフィン切片は脱パラフィン後、常法に従っ

て、H－E染色、メチルグリーン・ピロニン染色

および鍍銀法を施し光学顕微鏡下で観察した。

Queto1－812超薄切片は酢酸ウラン・クェン酸鉛二

重染色を施し、透過型電子顕微鏡（Hitachi，　HU－

12A）で観察した。

6）免疫組織化学的検索法
　パラフィン切片は脱パラフィン後、AP－BSA貧食

細胞の検出には抗BSAウサギ血清を用いた酵素抗

体法間接法を、免疫グロブリン含有細胞の検出に
　　　　　　　しはanti－Clgを用いた酵素抗体PAP法を施した

（渡辺と中根，1980）。その手技および血清につ

いては表2および3に示した。
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7）免疫電顕的検索法

　Lowicryl　K4M超薄切片にan’ti－CIgを用いた免

疫電顕法（Post－e皿bedding法）を施し、免疫グ

ロブリン含有細胞を超微形態的に検索した。その

手技および用いた試薬については表4に示した。
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e　“　A

滅菌生理食塩水7m1にBSA　40皿gを溶解。

10Zカリウムミョウバン2皿1を加える。

10％Na2CO　30．45m1を加える（白色：沈澱）。

pHを計りながら10Z　Na2CO3を1滴ずつ加え、　pH6．0～6．3に調整。

沈殿を滅菌生理食塩水で3回洗浄（3，000回転、5分遠心）。

最終的にBSA量が10皿g／mlになるように滅菌生理食塩水を加える。

　　　（BSA貧食細胞の検出）
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脱パラフィン後、流水中で水洗。

99Zメタノールに30分浸漬。

0．1Z過酸化水素水に30分浸漬。

水洗した後、0．OIM　PBS（pH7．4）で洗浄。

抗BSAウサギ血清（500倍希釈；OGATAら，1981）と4℃湿室内で18時間反応。

冷PBSで10分ずつ、3回洗浄。

ペルオキシダーゼ標識抗ウサギIgGヤギ血清（400倍希釈；医学生物学研究所）と

室温で2時間反応。

冷PBSで10分ずつ、3回洗浄。

0・03Z過酸化水素水加3・3’一ジアミノベンチジン四塩酸塩、　o．05M　Tris－Hc1緩衝

液と3～5分反応。

流水中で水洗後、蒸留水で十分洗浄。

マイヤーのヘマトキシリン染色液で核染色した後、脱水・透徹後、封入。
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14

脱パラフィン後、流水中で水洗。

99％メタノールに30分浸漬。

0．IZ過酸化水素水に30分浸漬。

水洗した後、0．OIM　PBS（pH7．4）で洗浄。

10Z正常ヤギ血清あるいは1ZBSA　PBS溶液と2時間反応。

10倍希釈したanti。Clgと4℃湿室内で18時間反応。

冷PBSで10分ずつ、3回洗浄。

抗ウサギIgGヤギ血清（100倍希釈；医学生物学研究所）と室温で2時間反応。

冷PBSで10分ずつ、3回洗浄。

ウサギPAP（100倍希釈；医学生物学研究所）と室温で2時間反応。

冷PBSで10分ずつ、3回洗浄。

0・03Z過酸化水素水加3・3’一ジアミノベンチジン四塩酸塩、0．05M　Tris－HC　1緩衝

液にて3～5分反応。

流水中で水洗後、蒸留水で十分洗浄。

マイヤーのヘマトキシリン染色液で核染色した後、脱水・透徹後、封入。
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免疫電顕法

．

超薄切片を1％BSA　PBS溶液と30分反応させた後、ろ紙でBSA溶液を吸収。

10倍希釈したanti－CIgと2時間反応。

PBSで10分ずつ、3回洗浄。

金コロイドー・プロテインA複合体（10倍希釈；E－YLab．　Inc．，　USA）と1時間反応。

蒸留水で軽く洗浄した後、ろ紙上で乾燥。

水溶性酢酸ウランおよびクエン酸鉛で二重染色。

碧
蓮
董
等
、
蓄
電
毫
奪
、
弓
艦
慈
毫
ゐ
驚
藁
翁
鎖

陰
．
冶
，
ノ
嚇
う
丹
毒
態
態
磯
彊
嬢

　
．
　
　
　
づ
、
、
“
レ
藁
；
．
」
｝
冠
曇
矯
嘉
　
ソ
な
鰐

画の

反応はすべて室温下、湿室内で行った。
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1）抗コイ免疫グロブリン血清の性状

　塩析した血清のゲルろ過によりボイドボリュー

ム付近に大きなピークを得た（図53）。このピ

ークの分画をイオン交換クロマトグラフィーによ

りさらに粕製し、NaC1濃度0．1M付近にピークを示

す分画が得られ（図54）、その分画は電気泳動
的にヒトα2一マクログロブリン（分子量700，000

～750，000）とほぼ同位置に均一な蛋白分画を含

んでいた（図55）。またこの分画はゲル内沈降
反応によりBSAに対する抗体活性を含むことが明

らかになり（図56）、これを抗血清作製の免疫
源として用いた。

　得られたウサギ血清は免疫組織化学的染色にお

いて果粒球等の種々の細胞が染色されたため、コ

イにおいてリンパ球の出現が少ない組織である肝
’臓により吸収した。得られたanti－Clgは免疫電気

泳動により正常および免疫したコイ血清の移動度

の少ない分画と沈降線を形成し、また同部位には

BSAとの沈降線が認められた。　（図57）免疫組

織化学的染色においてanti－Clgはリンパ球系細胞
に特異的に反応亀することが明らかとなった。
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2）抗原投与に伴う組織学的変化
（特にピロニン好性細胞について）

　抗原投与後4日まではコントロール群と比べ顕
著な組織学的変化は認められなかった。すなわち、

ピロニン好性細胞は頭腎実質に散在して認められ、

コントロール群とほぼ同様であった（図58a）。
抗原投与7日以後ピロニン好性細胞は門脈および

それに連絡する訴訟毛細血管周囲に増加する傾向

を示し（図58b）、14日にはその領域特に色素
含有細胞の小集塊に隣接して顕著なピロニン好性

細胞の集籏が認められた（図58c、62b）。
特にその集籏の周辺部に強いピロニン好性を示す

豊富な細胞質を有する細胞が観察された（図58

c）。その色素含有細胞集塊には被膜様構造は認

められなかった。投与後21日では検索した5例中

1例においてピロニン好性細胞の集籏がわずかに

認められたのみで、血管周囲にピ耐蝕ン好性細胞

’が多数存在するがその集籏は不明瞭になった（図

58d）。AP－BSA投与後28日以降ピ軍馬ン好性細
胞の数は減少する傾向を示し、60日では頭腎実質

に散在するピロニン好性細胞が認められるにすぎ

ず、ほぼコントロール群と同様であった。

　色素含有細胞集塊はAP－BSA投与後21日以降その

構成細胞数および大きさが増大する傾向を示した。

AP－BSA投与後21日においてはその一部に被膜様構

waLuemeueewmswwwa ，汽　　　　．s貼麟。然紬，嚇　 脳＿、』　　　　L，，鱗’晶

・鎌‘

艶
『
ノ

．
一
輯
箋

、
漏
一
，



灘

　
臨
欝
欝

－
璃
瑚
尋
滞
頃
働
口
挿
達
潮
ヨ
黛
“
三
工
↓
」
“
．
，
－
♂
く
げ

毒
董

ゴr

、
藩
轟
．

山

脚
㎜

裟
洲

謹獅
　
蹴横鴬駈

繍漉、
購　
曜
君

選
鍵

髄

“
鱗

癬

t

D

”i

．　〉

”　 十

麟t漁恕繊蜘蜘賜罐・

造が認められる集塊が観察された（図59a）。
AP－BSA投与後28日以降その色素含有細胞集塊は血

管壁に接し、その周囲は線維性の被膜により取囲

まれているものが多く認められ、その中心部の細

胞は壊死していた（図59b）。

57

3）頭三内抗原物質の局在

　AP－BSA貧食細胞は投与後2日に洞様毛細血管内

腔およびその周囲の実質内に散在して認められた

（図60a、b）。その貧食細胞は細胞質の豊富
な大型円形細胞であり、BSAに対する陽性反応は

その細胞質内に果粒状に認められた（図60b）。
まれに内皮細胞の細胞質内に少数の果粒状陽性反

応が観察された。AP－BSA貧食細胞はAP－BSA投与後

4日以降頭腎実質内にその数が増加し、7日には
AP－BSA貧食細胞の一部はその細胞質全体が強い陽

性反応を示した（図61）。またこの時期少数の
A’P－BSA二食細胞が色素含有細胞集塊内に出現した。

AP－BSA投与後14日以降個々の細胞の　BSAに対す

る反応は強くなり、色素含有細胞集塊内の数が増

加し（図62a）、21日以降実質内のAP－BSA貧食
細胞は被膜様構造を有する色素含有細胞集塊に限

局して認められるようになった（図　63）。AP
－BSA投与後40日の色素含有細胞集塊内のBSAに対

する免疫応答は周辺部の細胞に強い反応が認めら
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れたが、中心部においては反応が弱く、細胞の境

界は不明瞭であった（図63）。AP－BSA投与後60

日において実質内および色素含有細胞内のBSAに

対する免疫反応はほとんど認められなかった。

4）免疫グロブリン含有細胞の動態

　コントロール群およびAP－BSA投与後7日までの

コイ頭腎において免疫グロブリン含有細胞の数は

少なく、それらは実質内に散在して、あるいは洞

様毛細血管の管腔内に認められた（図64a）。
陽性を示す細胞の大部分は中心に位置する大型円

形ないし楕円形の核を有した大リンパ球様細胞で

あり、その狭い細胞質がリング状に陽性を示して

いた（図64b）。AP－BSA投与後14日に認められ

る顕著なピ面輪ン好性細胞集籏領域には種々の程

度に陽性を示す細胞が認められ（図65a）、特
にその周辺部には比較的強い陽性を示す細胞が多

一く観察された（図65b）。AP　一・BSA投与後14日以

降実質内免疫グロブリン含有細胞は増加する傾向

を示し、その陽性細胞には上述した大リンパ球様

細胞とともに豊富な細胞質が強陽性を示す細胞が

多数認められた（図66a、b）。AP－BSA投与後
28日以降免疫グロブリン含有細胞は減少する傾向

を示し、60日では投与後初期と同様大リンパ球様

陽性細胞が散在するのみであった。

．
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　AP－BSA投与後14、21および28日には一部の色素

含有細胞の細胞質内に塊状に免疫グロブリンに対

する強い陽性反応が認められた（図67a、b）。
また一部の色素含有細胞集塊内に網状に弱い陽性

反応が観察された（図67b）。
　AP－BSA貧食細胞および免疫グロブリン含有細胞

の副腎内での移行経路を示す模式図を図68に示
した。

5）免疫グロブリン含有細胞の超微形態的特徴

　電顕的検索においてコントロール群およびAP－

BSA投与後7日まで実質内および洞様毛細血管内

腔に少数の形質細胞が認められた。それらは中心

に存在する大型円形核と細胞質内に発達した粗面

小胞体を特徴としていた（図69）。まれにその

形質細胞の血管透過像が観察された（図70）。

免疫電顕的検索においてそれらの細胞の粗面小胞

体内に金粒子が認められ（図71）、この細胞は
光顕的な大リンパ球様免疫グロブリン陽性細胞に

相当すると考えられた。AP－BSA投与後14日以降こ

の大リンパ球様形質細胞に混じって粗面小胞体お

よび核周囲腔の著しく拡張した形質細胞が認めら

れた（図72）。その核膜に接して比較的豊富な

クロマチンを有する円形核とクリスタの間隙が狭

く基質の明調な大型円形ミトコンドリア等の特徴
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は上述の形質細胞に共通していた。その拡張した

粗面小胞体および核周囲腔内には低電子密度の物

質が充満しており、その細胞質内にはしばしば発

達したゴルジ装置が認められた。免疫電顕的検索

によりその粗面小胞体および核周囲腔の内面に多

数の金粒子が認められ（図73）、この細胞が光
顕的に豊富な細胞質が強陽性を示す細胞に相当す

ると考えられた。しばしば一部拡張した粗面小胞

体を含む形質細胞が認められ、上述した2型の形

質細胞間の移行像と考えられた（図74）。

　AP－BSA投与後14日に出現するピロニン好性細胞

集二七には電顕的に少数の小リンパ球および形質

細胞とともに多数の幼若細胞が区別された（図

75）。その幼若細胞は明瞭な核小体を有する明
調な大型やや不整形の核を特徴とし、その細胞質

には多数の遊離リボゾーム、数個の大型円形ない

し楕円形のミトコンドリアおよび種々の程度に発

達した粗面小胞体を有しており、まれに発達の悪

いゴルジ装置も認められた（図76）。粗面小胞
体の発達した細胞は形質細胞と区別するのは困難

であった。免疫電顕的検索によりそれらの粗面小

胞体に少数の金粒子が認められ（図77）、光劇
的にピロニン好性細胞絶品内に認められた弱陽性

細胞に相当すると考えられた。

　AP。BSA投与後14、21、28日の頭腎において免疫

聖騨，v．、　　　・．燃．．，一回＿，
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電顕的に大食細胞のライソゾームに多数の金粒子

が認められた（図78、79）。免疫グロブリン
に陽性を示すライソゾームはその内容物が均一な

物質からなり負食された物質が不明なものと（図

78）、細胞を貧食したと思われる大型円形のも
のが認められた。大型円形のライソゾームには果

粒状に電子密度の低い領域がみられ（図79）、

免疫グロブリンに対する陽性反応は主にその低電

子密度の領域に認められることから、このライソ

ゾームは形質細胞を貧食した像と考えられた。

　免疫グロブリン産生細胞の形態変化についての

模式図を図80に示した。
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　硬骨魚類は4量体のIgM様の免疫グロブリン
のみを有することが知られており、コイにおいて

その分子量は740，000（SHELTONとSMITH，1970）

あるいは600，800（RICHTERら，1973）と報告され

ている。今回用いたSephadex　G－200によるゲルろ

過およびDEAE　celluloseによるイオン交換クロマ

トグラフィーによる溶出結果はSHELTONとSMITH
（1970）の結果とよく・・一・・A致した。その精製した試

料の電気泳動像はATANASSOVとBOTEV（1988）の結

果によく一致する。その分子量は　700，000から

750，000と考えられ、SHELTONとSMITH（1970）の

結果を支持している。さらに今回作製した抗血清

の免疫電気泳動による沈降線の形成位置および形

状は過去の報告に類似していた（RICHTERら，

1973；　VILAINとWETZEL，1984；　ATANASSOVとBOTEV，

一1988）。その抗血清は免疫電気泳動的にコイ血清

中の移動度の少ない分画を認識し、その分画が

BSAに対する抗体活性を含むこと、さらに肝細胞

による吸収後の免疫組織化学的検索においてリン

パ球系細胞のみを認識することからこの抗血清は
コイの免疫グロ亀プリンを特異的に認識しているも

のと考えられ、以下の免疫組織化学的検索に応用

しうるものであった。
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　今回の抗BSA血清を用いた免疫組織化学的検索

においてBSAに対する陽性反応はAP－BSA投与後初

期においては血管内皮細胞およびその周囲の大食

細胞に認められたが、投与後7日以降色素含有細

胞集塊内に集籏し始め、21日以降集塊内に限局す

ることが明らかになった。その傾向はコイにおい

てヒトγグロブリンの腹腔内（SECOMBESら，

1982）、A－eqQ一1g－Q．iL　h」pm　ee体抗原の筋肉内

（LAMERSとDE　HAAS，1985；LAMERS，1986）ある

いはカーボンの腹腔内（LAHERSと　PARMENTIER，

1985）投与した場合とほぼ同様であった。LAMERS

とDE　HAAS（1985）は12ヵ月もの長期にわたり大

食細胞の集塊内に抗原を認めているけれども、今

回の検索においてはAP－BSA投与後60日にはBSAに

対する反応は認められなかった。その違いは主と

して抗原の種類および投与部位の違いによるもの

と考えられる。今回用いたAP－BSAの腹腔内投与に

よって血中抗体価の上昇およびプラーク形成細胞

の出現が他の魚種において認められており

（ORTIZ－MUNIZとSIGEL，1971）、また哺乳類にお

いて　AP－BSAは大食細胞の活性化およびIgG、　IgM

抗体産生を活性化する抗原であることが示されて
いる（KATSURA｝1972）。今回観察された色素含

有細胞集塊の大型化はコイにおいても頭腎におけ

る大食細胞の反応が強いことを示していると考え
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られる。AP－BSA貧食細胞および免疫グロブリン含

有細胞が門脈とそれに連絡する面様毛細血管周囲

に出現することから、今回腹腔内に投与されたAP

－BSAは第II章において考察しだごとく、リンパ管

および尾静脈を介して頭腎に達し、頭腎内におい
　　してAP－BSAが大食細胞の貧食および抗体産生を活性

化した結果、BSAが不活化あるいは中和されたも

のと考えられる。

　AP－BSA貧食細胞は色素含有細胞であり、第II章

で述べたように、電顕的に大型ライソゾームを充

満した大食細胞である。一方AP－BSA投与後初期に

おいては洞様毛細血管内蓋、血管壁およびその周

囲の実質内に少量のBSA陽性反応を示す細胞が認

められた。コイ果粒球が少量の異物取込み能を有

することが報告され（TEMMINKとBAYNE，1987）、

また第II章において洞様毛細血管内皮細胞および

細網細胞内ライソゾームの存在が明らかにされて

鴨いることから、抗原投与後初期においては大食細

胞の他にこれらの細胞が少量のAP－BSAを負食して

いるものと思われる。大食細胞による喜吉球の貧

食像が認められることから＼果粒球により取込ま

れたAP－BSAは最終的に大食細胞に蓄積されるであ
ろう。　　　

画

　色素含有細胞集塊は循環大食細胞の集籏であり、

ROBERTSら（1975）の提唱した黒色大食細胞集合
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（MMC）と相同である。その機能として循環中の

液性および粒子性物質の除去（MACKMULLと
MICHELS，　1932；　ELLISら，　1976；　ELLIS，　1980；

森，1980；SECOMBESとMANNING，1980；SECOMBESら，

1982；　LAMERSとPARMENTIER，　1985；　HERRAEZと

ZAPATA，1986；　VOGELBEINら，1987；　TSUJII，1988）　、

免疫応答のための抗原提示（ELLISと　DE　SOUSA，

1974；　AGIUS，　1985；　LAMERSとDE　HAAS，1985；

LAMERS，1986）、組織変性産物のふるい（AGIUS

とROBERTS，1981）および鉄イオンの再利用のた

めの貯蔵（AGIUS，1979，1981）等が考えられて

いる。LAMERSとDE　HAAS（1985）は投与抗原が長

期にわたってその集塊内に認められること、免疫

グロブリンが集塊内に網状に認められることから

色素含有細胞集塊が抗原提示および免疫記憶に関

連した構造であり、原始的胚中心であると考察し

ている。今回の検索においても色素含有細胞集塊

内への抗原の集積および免疫グロブリンに対する

反応は認められたものの、投与後60日にはBSAに

対する反応はほとんど認められなかった。また形

態的に集塊が大型化するとともに周囲が線維によ

って囲まれ、集塊内の大食細胞の壊死像が観察さ
　　　　　　とれた。高等脊椎動物の胚中心が抗原提示および免

疫記憶の場であり、またリンパ球の増殖の場であ

るのに対し、色素含有細胞集塊はリンパ球増殖部
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位とは考えられず、胚中心との相同性は低いと考

えられる。今回の観察結果はそれらは変性した大

食細胞の集塊（TSUJIIとSENO，1990）あるいは一

種の肉芽腫（VOGELBEINら，1987）という説を支

持するものである。

　BOGNERとELLIS（1977）はニジマスにおいてLPS

投与後腎臓および脾臓にピロニン好性細胞が増加

することを観察し、それらがBリンパ球の増殖で

あることを示唆している。また　SECOMBESと

MANNING（1980）およびSECOMBESら（1982）はコ

イにおいてヒト免疫グロブリンの腹腔内投与後14

ないし21日の頭腎実質内にピロニン好性細胞の顕

著な集籏を認め、その免疫応答への関連性を示唆

している。LAMERS（1986）はコイ頭腎においてプ

ラーク形成細胞の増加および血管周囲のピロニン

好性細胞集籏を認めているけれども、これらの報

告においてピ急減ン好性細胞の細胞種および免疫

グロブリン陽性細胞との関連性については明らか

にされていない。今回、AP－BSAを投与したコイに

おいてSECOMBESら（1982）の報告したと同時期に

ピロニン好性細胞の集籏を認め、その電顕的な検

索においてピロニン好性細胞二二がリンパ球およ

び形質細胞とと亀もに多数の幼若細胞により構成さ

れることを明らかにした。さらに免疫組織化学的

検索によりピロニン好性細胞集籏は種々の程度に

、臨、　　1。。　　kww　＿・鰐潔＿幽幽
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免疫グロブリンに対する陽性反応を示し、その反

応が免疫電顕的に形質細胞およびその幼若細胞の

粗面小胞体に局在することを認めた。このことは

ピロニン好性細胞二三がリンパ球（特にBリンパ

球系の）’増殖部位であり、形質細胞への分化の場

であることを示唆しており、ピロニン好性細胞集

籏がコイにおける胚中心に相同の構造であると考

えられる。

　ピロニン好性細胞集籏が色素含有細胞集塊に接

し、その集塊内へのAP－BSAの出現と同時期に認め

られることはAP－BSAに対する反応としてピロニン

好性細胞が出現したことを意味する。その色素含

有細胞集塊はROBERTS（1975）の定義する黒色大

食細胞集合とは異なり、線維性の被膜を有してお

らず、その集塊は前述のごとく黒色大食細胞集塊

形成途中と考えられ、ピロニン好性細胞は集塊に

移行、あるいは集塊を形成しっっある大食細胞に

反応したものと考えられる。

　種々の抗原投与後のプラーク形成細胞の検索か

ら硬骨魚類においても抗体産生細胞が存在するこ

とは明らかであり、光顕的な大リンパ球あるいは

形質細胞様細胞がそれに相当すると考えられてい

るが、その免疫1組織学的な検索はBSA投与後の

hmUd　hl投与後のコイ（LAMERS，1986）におい
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て蛍光抗体法により検索されているにすぎない。

電顕的に形質細胞は発達した粗面小胞体を含む豊

富な細胞質を有する細胞で、高等脊椎動物におい

てはPETRISら（1963）によりその粗面小胞体内に

免疫グロブリンの存在が証明され、抗体産生細胞

であることが明らかとなった。一方硬骨魚類にお

いてはCHILLERら（1969）がニジマスにおいてプ

ラーーク形成細胞の超微形態について検索し、プラ

ーク形成細胞の一つに形質細胞の存在を示してい

るにすぎない。またコイにおいては電顕的に

SMITHら（1970）が発達した粗面小胞体を有する

細胞として形質細胞様細胞を報告しているが、そ

の抗体産生能については証明されていない。今回

の検索において抗原投与後の頭腎実質に電顕的に

2型の形質細胞が区別され、免疫電顕的にそれら

の粗面小胞体内腔に免疫グロブリンの存在が示さ

れ、それらの細胞が抗体産生細胞であることが示
唆された。

　今回の検索で区別された2型の形質細胞はそれ

ぞれCENINI（1984）とTEMMINKとBAYNE（1987）お

よびSMITHら（1970）の報告した形質細胞と相同

であると考えられる。その大リンパ球様形質細胞
は、AP　・・　BSA投与亀後14日に認められるピロニン好性

細胞集籏内および頭腎実質内に散在して認めらる

こと、それらの血管透過像および血管内腔の存在
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が観察されることからこの型の形質細胞は頭腎内

において分化した後、その一部は血中に移行する

ことを示唆している。一方、拡張した粗面小胞体

を有する形質細胞はAP－BSA投与後14日以降に多数

出現する細胞であり、同様の細胞が　 SMITHら

（1970）によってヒツジ赤血球を投与後のコイ頭

腎内に観察されている。今回の検索ではさらに大

リンパ球様形質細胞との移行型が認められること、

AP－BSA投与後14日のピロニン好性細胞集籏出現以

降多数出現することから、この形質細胞はAP－BSA

投与に伴って、大リンパ球様形質細胞あるいはピ

ロニン好性細胞集籏内の幼若細胞から変化したも

のであると考えられた。哺乳類において拡張した

粗面小胞体を有する形質細胞がスタフィロコッカ

ス症のウシ乳腺（NICKERSON，1988）あるいはマ

クログロブリネミア症のヒト骨髄（YASUDAら，

1989）において多数認められており、これらの細

胞は変性した形質細胞であり、免疫グロブリン産

生能の低下した細胞と考えられている。今回コイ

頭腎に認められた上張した粗面小胞体を有する形

質細胞には核濃縮あるいは粗面小胞体内の結晶様

構造が認められないことから変性細胞とは考えら

れない。また核亀周囲腔内の免疫グロブリンの存在

は哺乳類リンパ節（PETRISら，1963；PETRISと
KARLSBAD，　1965；　寺嶋，　1975；　TERASHIMAら，
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1977）、脾臓（LEDUCら，1968）あるいは扁桃（角

田，1977）の胚中心内抗体産生細胞あるいは未熟

形質細胞において報告されている。このことは、

この型の形質細胞の免疫グロブリンに対する強い

反応とともに、その免疫グロブリン産生機能の昂

進状態を示していると考えられる。

　今回の免疫組織化学的検索において免疫グロブ

リンに対する免疫応答が一部の色素含有細胞の細

胞質および色素含有細胞集塊に網状に認められた。

さらに免疫電顕的に大食細胞のライゾゾーム内に

強い反応が認められ、それは抗体の結合した異物

の貧民あるいは形質細胞の貧食像と考えられた。

LAMERSら（1986）は色素含有細胞表面に免疫グロ

ブリンの局在を認め、それが免疫複合体であると

考察している。　TSUJIIとSENO（1990）はタツノ

オトシゴ腎臓において大食細胞に貧食された物質

はライソゾーム内の消化においてその変性を免れ

ているとしている。今回認められたライソゾーム

内免疫グロブリンは大食細胞による抗原抗体複合

体あるいは形質細胞の貧食の結果と考えられ、貫

食された免疫グロブリンはその抗体活性を保持し、

色素含有細胞集塊内において抗原物質の中和ある

いは免疫複合体亀の形成に関与すると思われる。
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　AP－BSA投与後の頭腎の形態的変化、特にAP－BSA

貧食細胞および免疫グロブリン産生細胞の動態に

ついて組織化学的および免疫組織化学的に検索し

た。AP－BSAは投与後初期に外様毛細血管内議およ

びその周囲において主として大食細胞に貧食され

る。その後、AP－BSAを貧食した大食細胞は色素含

有細胞集塊に集薄し、最終的にその集塊に限局、

60日後にはAP－BSAに対する免疫活性は消失した。

　頭腎実質内のピロニン好性細胞はAP－BSA投与後

その数が増加し、AP－BSAの色素含有細胞集塊への

出現とほぼ同時期の14日後に、その集塊に接して

顕著なピロニン好性細胞の集籏が出現した。その

集籏は電顕的にリンパ球、形質細胞およびリンパ

球系の幼若細胞により構成されることが明らかと

なった。また免疫電顕的に形質細胞およびその幼

若細胞の粗面小胞体内に弱いながら免疫グロブリ

ンに対する免疫活性が認められ、このピロニン好

性細胞集籏がリンパ球（Bリンパ球系）の分化増

殖の場であることが示唆され、コイにおける原始

的胚中心と考えられた。

　頭腎実質および洞様毛細血管内意にはAP－BSA投

与後初期に大リンパ球様の免疫グロブリン陽性細

胞が散在し、それは上述のピロニン好性細胞集籏
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内に存在すること、まれにその血管透過像が認め

られることなどから、この形質細胞はピロニン好

性細胞集籏領域において分化し、一部は血中に移

行していると考えられた。それらは電顕的および

免疫電顕的に粗面小胞体の発達した形質細胞であ

った。AP－BSA投与後14日以降、形質細胞は増加す

る傾向を示し、著しく拡張した粗面小胞体および

核周囲腔を有する形質細胞の出現が観察された。

その免疫グロブリンに対する反応は強く、上述の

形質細胞が形態的に変化し、免疫グロブリンを盛

んに産生している状態と考えられた。

　免疫グロブリンに対する免疫活性は一部の大食

細胞のライソゾーム内に認められ、それは抗体の

結合した異物あるいは形質細胞の貧食像と考えら

れ、それらが抗原抗体複合体あるいは色素含有細

胞集塊内の抗原の中和に関与するものと考えられ
た。
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　コイにおける主要なリンパ性器官が頭腎である

ことを明らかにし、さらに頭腎の免疫応答に関連

した構造および抗原投与後の変化について組織化

学的および免疫組織化学的に検索し以下の結果を
得た。

1・コイのリンパ組織と考えられる各組織におけ

るリンパ球密度を計量組織学的に検索した。その

結果、頭隠におけるリンパ球密度は胸腺に次いで

多く、特に血管周囲には顕著なリンパ凶猛籏が認

められ、そのリンパ球密度は胸腺のそれを一部上

回っていた。このことはコイにおいて頭腎が主要

な免疫応答器官であるとする　iL皿Litroの結果を

支持する所見であり、また免疫応答に関連した形

態学的特徴を示すと考えられた。

2．コイ頭腎における組織構築、特に血管系と免

疫担当細胞の形態と分布について検索した。頭腎

内の血管系には動脈、静脈、門脈および洞様毛細

血管が区別され、それらは哺乳類肝臓の血管系に

類似した走行をとると考えられ、このことは頭腎

における異物捕捉に有利な構造と考えられた。ま

たリンパ球および色素含有細胞（電顕的には大食

細胞）は門脈とそれに連絡する洞様毛細血管周囲

に密に集籏するのが認められた。
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3．AP　・一　BSA投与後の頭腎内AP－BSA貧食細胞および

免疫グロブリン含有細胞の動態について免疫組織

化学的に検索した。AP－BSAは投与後初期には二様

毛細血管内冠およびその周囲の大食細胞に貧食さ

れ、それらはしだいに門脈周囲の色素含有細胞集

塊に限局するようになった。AP－BSAの色素含有細

胞集塊内への出現に伴って、その集塊に接して出

現するピロニン好性細胞集籏は電顕的にリンパ球、

形質細胞およびリンパ球系の幼若細胞から構成さ

れており、免疫組織化学的検索により、その形質

細胞および幼若細胞の粗面小胞体内に免疫グロブ

リンに対する免疫活性が認められた。このことか

らそのピロニン好性細胞集籏がリンパ球（Bリン

パ球系）の分化増殖中心であり、原始的胚中心と

考えられた。また二二実質に散在する免疫グロブ

リン産生細胞（形質細胞）はAP－BSA投与後増加し、

その血管透過像あるいは粗面小胞体の著しく拡張

した形質細胞が認められた。このことから頭腎内

で分化した形質細胞は一部血中に移行あるいは形

態的に変化して盛んに免疫グロブリンを産生して

いるものと考えられた。

　温温はリンパ造血組織であり、その実質は主に

果粒球造血組織であるが、門脈周囲，のリンパ球お

よび大食細胞の集籏は系統発生学的にリンパ組織

と造血組織の分離傾向を示すものである。またAP
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一BSA投与後、その領域における抗原の集籏とそれ

に伴う胚中心様構造の出現および免疫グロブリン

産生細胞の増加とその形態的変化はこの領域が頭

腎における免疫応答に重要な場であることを強く

示唆している。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　kidney．　The　cellular　density　of　the　lymphoid　cell　aggregations　around　111i｛L
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in　relation　to　the　architecture　of　vascular　system　in　carp　head　kidney．

Blood　vessels　in　the　head　kidney　were　histologically　identified　into

arteries，　sinusoids，　conventional　veins　and　portal　veins．　The

arrangement　of　the　blood　vessels　in　the　carp　head　kidney　was　supposed　to

be　similar　to　that　in　the　liver　of　mammals，　and　might　be　favourable　for

trapping　foreign　materials．　Lymphoid　cell　and　pigment　containing　cell

aggregations　were　exclusively　found　around　the　portal　veins　and　the

connection　between　the　portal　veins　and　sinusoids．

3．　After　alum－precipitated　bovine　serum　albumin　（AP－BSA）　injection，　AP－BSA

bearing　phagocytes　and　immunoglobulin　（lg）　containing　cells　were

immunohistochemically　investigated．　AP－BSA　were　initially　phagocytosed

in　and　around　the　sinusoids　by　macrophages，　which　gradually　aggregated

into　the　pigment　containing　cell　clusters　around　the　portal　veins　in　head

kidney．　Pyroninophilic　cell　aggregations　were　also　occurred　adjacent　to

the　pigment　containing　ce｝1　clusters　in　association　with　the　appearance　of

the　AP－BSA　in　the　clusters，　．　Pyroninophilic　cell　aggregations　consisted

of　lymphocytes，　plasma　cells　and　lymphoblasts　in　electronmicroscopy，　and

immunohistochemically　immunoreactivity　against　carp　lg　was　detected　in　the

rough　endoplasmic　reticulum　of　the　plasma　cells　and　the　lymphoblasts．　lt

is　suggested　that　pyroninophilic　cell　clusters　is　areas　for　lymphocyte

proliferations　（probably　B　cell　lineage）　and　might　be　primitive　germinal
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　篭

centers　in　carp．

　　　　　In　the　parenchyma　of　head　kidney，　lg　containing　cells　（plasma　cells）

were　increased　after　the　AP－BSA　iRjection，　and　their　morphologicai　changes

and　migrating　features　through　endothelium　were　also　observed．　lt　is
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suggested　that　plasma　cells　differented　in　the　head　kidney　migrate　into

the　blood　circulation　or　morphologically　changed　to　produce　lg．

　　　　　Carp　head　kidney　has　been　considered　as　a　lympho－hematopoietic

tissue．　Although　the　parenchyma　of　head　kidney　is　mainly　granulopoietic

tissue，　aggregations　of　lymphoid　cells　and　macrophages　around　the　portal

veins　is　phylogenetically　sign　of　division　between　the　lymphatic　and　the

hematopoietic　tissues．　Morphological　features　after　antigen　treatment，

such　as　occurrence　of　germinal　center　like　structures，　lg　producing　cell

increase　and　its　morphological　chaMges　accompanied　with　the　antigen

aggregation，　suggest　that．　the　areas　around　portal　veins　are　irnportant　for

immune　rpsponse　in　carp　head　kidney．
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附　図　1

図　】．頭腎のH－E染色高倍像。

　　　　光顕的にリンパ球はクロマチンの豊富な円形核

　　　　を有し、その細胞質はほとんど区別されない。

　　　　矢印はリンパ球集籏内の分裂像を、矢頭は果粒

　　　　球の細胞質を示す。x680。
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図　2，仔魚の頭矢状断のH－E染色像。

　　　　胸腺（T）は鯉腔背側に位置し、鱒腔粘膜上皮

　　　　（OC）に接して認められる。O；後頭骨、

　　　　PB；偽鯉、P：H；咽頭、G；鯉を示す。×34。

図　3，成魚胸腺のH－E染色像。
　　　　成魚胸腺（T）は仔魚胸腺に比べ、鱒腔粘膜上

　　　　皮よりやや離れて存在するが、上皮から連続す

　　　　る索状構造（矢印）により上皮と連絡していた。

　　　　×340
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附　図　2

図　4．胸腺のH・一　E染色像（a）とその高倍像（b）。

　　　a．成魚胸腺にはリンパ球密度の高い領域をはさ

　　　　む上皮索に連続するリンパ球の粗な領域（矢印）

　　　　と上皮の遠位のややリンパ球の粗な領域（矢頭）

　　　　が区別される。X83。

　　　b．後者にはハッサル小体様構造（矢印）および

　　　　粘液細胞（矢頭）が認められる。x165。

図　5．頭腎のH－E染色低倍像（a）と高倍像（b）。
　　　a．頭腎実質には多数の血管が分布し、一部の血

　　　　管周囲には密なリンパ球集籏が認められる（矢

　　　　印）。矢頭は実質内に散在する甲状腺ろ胞を示

　　　　す。X33。

　　　b，血管周囲のリンパ球三二（矢印）を示す。そ

　　　　の領域にはしばしば色素含有細胞の集塊（矢頭）

　　　　が認められる。x330。
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7．脾臓のH－E染色低倍像（a）と高倍像（b）。
　a．脾臓には膵臓（P）を伴って大きな血管が侵

　　入している。その実質には鞘動脈（矢印）が散

　　在している。×83。

　b．脾臓実質にはリンパ球は少なく赤血球が大部

　　分を占める（矢頭）。矢印は鞘動脈を示す。
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8．鰐腔粘膜上皮のH－E染色像。上皮内および上

　　皮下に多数のリンパ球が浸潤している・X165。
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9．咽頭上皮のH－E染色像。上皮内に多数のリン
　　パ球が浸潤している。上皮下の結合組織にはリ

　　ンパ球の漫潤は少ない。矢印は味蕾を示す。

　　×　1650

図

（a）および後指（b）腸管のH：一E染色位

む

管の粘膜上皮および固有層にリンパ球（矢印）

浸潤しているが、後位腸管において顕著であ

。a；330、　b；×165。
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　　　　リンパ球数を示す。黒い棒グラフは上皮内の、

　　　　白い棒グラフは結合組織内のリンパ球数を示す。
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図13．頭腎の10μm間断連続切片H－E染色像。
　　　頭腎実質には頭腎の背側および前面より流入あ

　　　　るいは流出する血管（矢印）が多数分布してい

　　　　る。X6．2。

図14．頭腎実質に分布する動脈のH・一E染色像。

　　　動脈は円形で、明瞭な平滑筋層および厚い結合

　　　組織層を有している。その結合組織内にはしば

　　　　しばリンパ球が浸潤している（矢印）。X200。
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図15．動脈の電顕像。
　　　　動脈の内皮細胞（E）は厚くその細胞質には多

　　　　数の飲小胞を有している。厚い基底膜（矢印）

　　　　を隔てて平滑筋細胞が取巻き、その外側は厚い

　　　　結合組織層が存在する。結合組織層にはリンパ

　　　　球（L）および果粒球（G）が存在する他、し

　　　　ばしば神経線維束が認められる（矢頭）。Lu

　　　　は血管内腔を示す。X5，100。

図16，頭腎実質のH－E染色低倍像。
　　　　頭腎実質には広い管腔を有し内皮下に間腎腺と

　　　　クロム親和性細胞の厚い細胞層を有する静脈

　　　　（CV）と管腔は狭くその周囲に密なリンパ球

　　　　集籏（矢印）を有する門脈（PV）の2種類の
　　　　静脈系血管が区別される。矢頭は甲状腺ろ胞を

　　　　示す。x53。

図17．静脈系血管のH－E染色高二丁。
　　　　静脈（CV）ではその周囲を毛細血管が取囲み
　　　　（矢印）、しばしば毛細血管が大きな血管に直

　　　　接連絡する像が認められる（矢頭）。X165。
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図18．静脈の管腔側の電顕像。
　　　　その内皮細胞（E）の細胞質は薄く、有窓構造

　　　　を呈する（矢印）。内皮細胞下には薄い線維層

　　　　と基底膜（BM）を隔てて、ステロイド産生細

　　　　胞およびカテコールアミン分泌細胞が存在して

　　　　いる。X24，0000

図19．頭腎の10μm間断連続切片のH－E染色像。
　　　a．静脈は頭腎背側部においては頭腎を貫通し

　　　　（矢印）、頭腎腹側部ではその前面に開口する

　　　　（矢頭）。×6．2。

　　　b．頭腎背側部（矢印）および腹側部（矢頭）に

　　　　由来する静脈は頭腎の前面で合流し、総主静脈

　　　　に連絡する。X6．2。
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図20．門脈（PV）のH－E染色像。
　　　a．門脈は厚い結合組織層を有しその周囲にはリ

　　　　ンパ球集籏（矢頭）および色素含有細胞の集塊

　　　　（矢印）が認められる。またしばしば動脈（A）

　　　　が門脈に直行している。X165。

　　　b．門脈壁には不連続な平滑筋線維が認められ

　　　　（矢印）、またまれに細動脈が門脈に吻合する

　　　　像が（矢頭）観察される。×330。

図21．尾静脈にカーーボンを注入した例の頭腎の10μ面

　　　　間断連続切片H－E染色像。

　　　a．カーボンは門脈（PV）の管腔内に塊状に認

　　　　められる（矢印）が、静脈（CV）には認めら

　　　　れない。X33。
　　　b．比較的細い門脈（PV）の管腔内にもカーボ
　　　　ンの小集塊が認められる（矢印）。門脈（PV）

　　　　と静脈（CV）の直接吻合する像は観察されな

　　　　い。X83。

’

　
　
　
　
　
　
　
　
　
・
↑
　
偽
　
・
，

戯
醐
．
灘
…
簾
鋸
．
懸
難
鞠

　
　
　
　
喫

　
　
　
　
蟷

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
露

ぢ

　彊記
、

・課

鵬ξ聯．蛍

難ザ騒

iwa）isig：，，：，

f

　も

tt・
t

，
稔
三
一

麟　　　、鵡鏡、
　　繍，
・職1　、
　　1（，s　．一撃

，1．

　
　
趣

W玉
ひ

’
醒

彗’

融

．1”一

　
勘

’・ |　　、．
の

・竜　・・

　●躍

　謁餓　　・」

碗
函
－

・
歴
　

璽

　
9
。

　
ρ

訥
匙
　
▲

　
り
凝

サ
　
　
　
　
　
リ
　
　
　
サ

㎝
鞭
轟

麓

「　　　　　属

・《紀　　璽

x，’唐秩FS：
“騨

　　　s，ls，，Y，”7．．：

‘

．

馨
混
一

，

R

　　夢

，　
◎

・
亀

婚・

欝 ’Jr

’

，

Rkos

欝
、
イ
リ

・
　
　
　

参

○
　
●
　
．

　
の

驚
．

既

　　　襲

蓮，。軍

　　
　の
．●

颪呼’

・；／・．勤寄．謎

π
■
し

”

隠
蒙
唖

幽

21b

，灘＿幽幽鱗灘騨騨鱗西盛灘三三欄二塁　亨欝欝讐∵・：遜1饗1ぞ野守守門秀◎黒磯響響響警讐饗；鷺∵一如鱒・



♂

幽
靴
滋

vtx

愚

臣
頒
　
「
．
…

識一

轍

騰‘

9

の

O

■

．

D

O

kt撚i

冷

…

「
撒

購層
7

噂

、

労
．



醗難鐵
琶
，
，
；

　ゴ　　　ニロ

ii霧、．、

　s　，　僕堺r∬

騨㌔田圃灘千千難懸口1灘灘難鑛灘懸難i鍵灘難問懸i翻

附　図　11

図22．門脈（PV）および動脈（A）の電顕像。
　　　　門脈の内皮細胞は動脈のそれに比べ電子密度が

　　　　低く、その細胞質にはライソゾv一一ム様果粒（矢

　　　　印）が認められる。矢頭は動脈内皮細胞の発達

　　　　した飲小胞を示す。×5，100。

図23，門脈の電顕像。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　門脈周囲にはリンパ球（L）が擾位を占め、ま

　　　　たその周囲にはデスモゾーム（矢頭）を有する

　　　　細網細胞が密に分布している。矢印は内皮細胞

　　　　のうイソゾーム果粒を示す。X3，600。
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図24．濯流固定した頭腎のEpon厚切り切片のトルイ
　　　　ジンブルー染色像。

　　　　毛細血管は頭腎実質に密に分布し、それらは管

　　　　腔の広いいわゆる洞様毛細血管である（S）。

　　　　実質内には突起を伸ばす細胞が認められる

　　　　（矢印）。X330。

図25．動脈球よりカーボンゼラチンを灌流した例の頭

　　　　腎の20μm切片の無染色像（a）およびその
　　　　4μm連続切片H一・　E染色像（b）。

　　　a、b．洞様毛細血管は門脈（PV）と静脈
　　　　（CV）の間に画工を形成している。その幽幽

　　　　は静脈の周囲で密であり、静脈を取囲んでいる。

　　　　矢印は門脈周囲に存在する色素含有細胞を示す。
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図26．灌流固定した頭腎の電顕像。

　　　　洞様毛細血管の内皮細胞（E）の細胞質内には

　　　　ライソゾームが認められる（矢印）。その内皮

　　　　細胞の管腔（Lu）面に接して大型のライソゾ

　　　　ームを含む大食細胞（M）が存在する。矢頭は

　　　　内皮細胞間に突出するrodlet　cellを示す。
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図27，濯流固定した頭腎の電顕像。
　　　　洞様毛細血管内皮細胞（E）の基底膜（矢頭）

　　　　は不連続で、内皮細胞に接して細網細胞（R）

　　　　が存在し、しばしば内皮細胞とデスモゾームに

　　　　より接着している（矢印）。Luは血管内腔を、

　　　　Mは大食細胞を示す。X8，800。

図28，灌流固定した頭腎の電顕像。

　　　　洞様毛細血管内皮細胞（E）にはしばしば穴あ

　　　　き構造が認められる（矢印）。その内皮細胞に

　　　　は小型のライソゾーム果粒が認められ（矢頭）、

　　　　その管腔（Lu）面に接して赤血球を負食した

　　　　大食細胞（M）が認められる。その反対側には

　　　　細網細胞（R）が接している。×6，300。
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図29．血管内腔に認められる大食細胞の電顕像。

　　　　まれに血管内腔（Lu）に内皮細胞（E）を橋
　　　　渡しするように大食細胞（M）が存在している。

　　　　×5，950．

図30．図29の強拡大像。
　　　　これらの大食細胞（M）ではまれに血管内皮細

　　　　胞（E）とデスモゾーム様の接着装置（矢印）

　　　　により接着している像が観察された。X17，0DO。
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図31．内皮細胞を通過している細胞の電顕像。
　　　　洞様毛細血管内皮細胞にはしばしば細胞（赤芽

　　　　球系細胞と思われる）の透過像が観察される。

　　　　Eは内皮細胞を、Luは血管内腔を示す。

　　　　×6，soo．

図32．内皮細胞を通過しっっある細胞の電顕像。

　　　　洞様毛細血管と通過しつつある成熟した果粒球

　　　　を示す。その内皮細胞には穴あき構造が認めら

　　　　れる（矢印）。Luは血管内腔を示す。

　　　　×lo，200．
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図33．実質内に突起を伸ばす細網細胞の電顕像。

　　　　細網細胞（R）は実質内に細胞質突起を伸ばし、

　　　　それらの突起間はデスモゾームにより接着して

　　　　いる（矢印）。その突起は内皮細胞（E）に接

　　　　している。Luは血管内腔を示す。X6，800。

図34，図33の強拡大像。
　　　　細網細胞の突起間を接着するデスモゾームを示

　　　　す。そのデスモゾームには中間板（矢印）が認

　　　　められ、細網細胞の細胞質内にはデスモゾーム

　　　　より伸びる細線維（矢頭）が認められる。

　　　　×　34，000．
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図35．細網細胞の電顕像。
　　　　洞様毛細血管（E）に接して頭腎実質内に突起

　　　　を伸ばす細網細胞（R）を示す。その細胞質内

　　　　にはやや大型のライソゾームが認められる（矢

　　　　頭）。Luは血管内腔を、Mは大食細胞を示す。

　　　　×4，250．

図36．図35の強拡大像。
　　　　細網細胞（R）は内皮細胞（E）に接着してお

　　　　り、その細胞質にはトノフィラメントが認めら

　　　　れる（矢印）。Mは大食細胞を、Luは血管内

　　　　腔を示す。X10，200。

三二三三灘織

、
．

’

．

．

電

L・・r’・漁撒総懸稠［’　”t鮭嫁・誌無工…ん・’・’纏・・熱’繍総懸輪講一・臨無’嘉鹸鋤詩論洗磁繍鹸・憾燃轟戯麟難　曽態鑛榊

一　　　　　　 ■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　L

夢
覧．

，

　　　　　　‘’
　　・や　　　事
　　　へ　　　　つ　　つ　ぞ　　き　　　ぼ　ン

　’離勲

毫
験
　聯．　贈穿職㌧’9」・1t　！・：　、
　u　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　噺ゆ　　　ぴ
　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　劉

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［凸　　
、　　吻　覇　　　レ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　《　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、一
．

，

奮∫rtlンζl　l　「7

♂

ぐ

璽

・

　Lu
　　　　　おち　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド
　　　　ヲ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サニ
　　　　　ゐ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

　　　　　　な　ニ　　　　　　　　　　ン
ノー @覇騰・，’　　短
　　　　　　　　リ　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

　　　　　飯’亀』　　　　騰聴灘’

　　　　　　’甲．　　　　醸・噌、曜　＾
　　　　　　じ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぐ

ニミ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ア
し醸’置銭・い・‘一　　　　　　　，　・　．「，

　濯、、響、　礁議翻簿
　　　　　あ　ほ　　　　　　　　　　　　　　　　　　サノ　　　　　　　　　づ
ダ　　　　　　　　　　　ヨリダ　の　　で　　　ヒらヘ

　　　　　　　ド　　　　　ぜ　　　　　　　　　　　ねの　　　ヨら　ほ　　り　　　　　　　　　　　み　つ　　　　　　　　　し
　　ギ　・‘　　、F　，　・［f四・　　・

　　　　tJ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　，
ρ

耽
7
ア
》

蘭
告（、ρ

　
諸
拍
、

」

湯
噸

繭

へ
　
　
　
　
　
　

ガ

　
、
　
心

、
嬉
．
霧
弾

　
盤
鰹 泌ムし

ぎ
い

騒騒

　　鷲　慾　灘麟’
　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　わ

　　‘　　　　　　　　　　「　　　　　　　　　　く

　ロ　　　　　　　　　　　　　セ
　　ザ　　　　　　　　　　 す　　　み　　　　　　げ

　　．．‘腰鷺イ　ρ　　　　　風

　繍躍羅…峯鰭嚢
　　、　隔　　　　　　　　　　　　　 、　㌧ぜ　　　み

　　　　ま　　　　　　　　　　　も
　　　　　　　o　、ガ【も

翻ト o豊

　　藤灘懇　製

、
酔

・
」

剛

，

→

　
　
へ
　
　
　
　
　
る

・
轟
繁
・
．
臓

　
　
　
㌧
　
“
更

’L

A

鱗
禮
　
γ

罵　
齪

糊
煙

剛

日

ん

、

・

，

　
バ
・
　
　
　
φ

　
へ

醐
儲
　
．
－

　
r
　
、

，

1

’

疋

嚥　　藤　　　　一　c　’鎭　　…　　1
臣譲　　　　　…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　　q
　．｛．　　　．n二一、際、蠣灘霧岬二二耀　讐霊堂畿箪葺灘豊丘讐澱灘＿．　鱗脚購

M　　　噴騨　　　s．A

－
」
　
昭
，
、
一
　
遭
，
　
β

r

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ナ

㍗
，
一
虻
藍
一
弘
無
憂
藤
，
彰
丸
一
ρ
ゴ
㌧
、
5
。
’
レ
『

｝
｛

㌧
　
　
　
し
　
　
‡

’

」

｝
　
胃

、
’

」
’
一

、

」

▼

認

　　

@　
@　

D
，
．
三
三
懇
聡
箔
携
β
煙
瞬
津
総
マ
ノ
㌔
5
酒
．
　
　
　
　
　
　
　
【

　　

@　
@　
@　
@　
@　
@　

@
“
　
　
　
　
　
　
・
雫
∵
ぐ
、
澄
量
5
浮
・
こ
㌧
、
　
ひ

：
叔
　
　
　
　
　
、
　
　
　
　
　
　
㍉
、
卜
、
、
∴
麟
選
議
∴
　
気

y
軽
慰
事
親
し
賑
㎏
膨
臼
生
平
新
奪
上
絵
弩
ド
熱
削
錠
郵
疑
二
三
め
ギ
七
一
“

’

4
、

　三智，・，　一”　t・

　遡袴響響・鰍f働
　’罫言∫ヤ

ノ”k　！、f電
郵、｝㌦．量二　・



く
軽
挿
ノ

継
．

竃
馬」

い
職
－　　　鋸

鎌撫窯鉱憲
’　懲。 鱗鱗鰯

駒

♂

雛、　覧鎌　幽幽距腿鮪鵡白　蕪
露

　ノ

雛1，

、
、
真
，
．
一
，
轟
一
翼
一
3
、
ー
ー
ー
嘆
，
・
一
登
営
毒
蟹
ー
卍
繋
侮
．
，



」
ー
ー
」
ー
ー
畔
コ
、
、
－
茸
誰
」
「
、
一
－
、
，
，
、
唖
周
－
～
書
、
藩
■
導
」
」

－
遵

：；

．蓋

　’J一　i，　C：11

三二・一二

陶1．憂
“∵．・・へ」

』必∵℃

◎、』三

碧1
響磯
駿掌

墨
壷
二
一
強
ま
魂

肺
一

山

附　図　18

図37，頭腎実質の電顕低倍像。

　　　　頭腎実質は果粒球（1、II）が大部分を占め、

　　　　少数のリンパ球（L）、形質細胞（P）が散在

　　　　する。Cは洞様毛細血管を示す。リンパ球は大
　　　　型円形の核と少量の細胞質を特徴とする。

　　　　×3，400．

図38。種々の成熟段階にある果粒球の電顕像。

　　　　頭腎の実質に多数認められる1型果粒球には果

　　　　粒を有していない幼若な細胞（GB1）から成

　　　　熟細胞（G）およびその中間（GB2）が区別
　　　　される。X5，950。
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図41，リンパ球集籏領域の電顕像。
　　　　リンパ球（L）はクロマチンの豊富な核と電子

　　　　密度の高い少量の細胞質を特徴とする。それら

　　　　にまじって粗面小胞体の発達した形質細胞（P）

　　　　が認められる。Gは果粒球を示す。X3，600。

’

図42，リンパ球（L）と幼若果粒球（GB）の電顕像。
　　　　リンパ球の核はクロマチンに富み、その細胞質

　　　　の電子密度は高くまた大型円形で基質の明調な

　　　　ミトコンドリア（矢印）を含んでいる。一方幼

　　　　若果粒球のミトコンドリア（矢頭）は小型で、

　　　　クリスタの基質の電子密度が高く明瞭である。
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図43．形質細胞の電顕像。
　　　　頭腎実質内に散在して認められる形質細胞は細

　　　　胞質内の発達した粗面小胞体およびゴルジ装置

　　　　（矢頭）を特徴とする。そのミトコンドリアは

　　　　大型でクリスタの基質が明調である（矢印）。

　　　　×　ls，400．

図44，形質細胞（P）およびリンパ球（L）の電顕像。

　　　　形質細胞の核はほぼリンパ球の核に類似する。

　　　　形質細胞およびリンパ球はしばしば大食細胞

　　　　（M）に接して認められる。X8，800。
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図45．頭腎実質内色素含有細胞集塊のH－E染色像。

　　　a．門脈（PV）よりやや離れて存在する色素含
　　　有細胞集塊（矢印）を示す。それはリンパ球集

　　　籏により取囲まれており（矢頭）、またその集

　　　塊内にも多数のリンパ球が認められる。Aは門

　　　脈に予行する動脈を示す。X165。

　　　b．門脈（PV）壁に接して認められる色素含有

　　　細胞集塊（矢印）を示す。その周囲にリンパ球

　　　の集籏（矢頭）が認められるが、集塊内にリン

　　　パ球はほとんど認められない。Aは門脈に伴行

　　　する動脈を示す。X165。

図46．頭腎実質内色素含有細胞集塊の鍍銀像。

　　　a．図45aと同型の色素含有細胞集塊を示す
　　　　（矢印）。それは門脈（PV）よりやや離れて

　　　存在し、細胞の集籏もやや粗である。X330。

　　　b．図45bと同型の色素含有細胞集塊を示す
　　　　（矢印）。その集塊は細胞が密で、門脈（PV）

　　　　に接して存在し、門脈の結合組織から連続した

　　　線維性の被膜様構造（矢頭）によって取囲まれ

　　　　ている。X330。
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図47，頭腎実質に単独に認められた大食細胞（M）の

　　　　電顕像。

　　　　大食細胞の細胞質には大型円形のライソゾーム

　　　　が認められ、その一部には消化の進んでいない

　　　　果粒球の果粒が区別される（矢印）。Nは大食

　　　　細胞の核を示す。X6，800。

図48，大食細胞（M）の小集塊の電顕像。
　　　　大食細胞の細胞質には大型円形から細胞質内に

　　　　充満する不整形を示すものまで様々なライソゾ

　　　　ームが認められる。円形を示すライソゾームで

　　　　はその内容物が区別されるものが大部分である

　　　　が（矢印）、大型不整形のライソゾームではそ

　　　　の内容物は不明瞭でしばしば結晶様構造が認め

　　　　られる（矢頭）。少数のライソゾ・・…ムを含む大

　　　　食細胞の核（N）は大型明調である。X6，000。
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図49，密な集塊を形成する大食細胞（M）の電顕像。
　　　　大食細胞の細胞質は不整形の大型ライソゾーーム

　　　　が充満している。その集塊の周囲は被膜様構造

　　　　で取囲まれている（矢印）。それらの大食細胞

　　　　の核（N＞は細胞の一端に圧平され、やや暗調

　　　　である。X3，300。

図50，図49の強拡大像。
　　　　大食細胞集塊の周囲はデスモゾーム（矢印）を

　　　　有する細網細胞の突起と少量の線維（矢頭）に

　　　　より構成されている。大食細胞のライソゾーム

　　　　（Ly）内には高電子密度の不定形物質と低電

　　　　子密度の線維状物質が不規則に存在する。
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図51．rodlet　cellの電顕像。

　　　　頭腎実質にはrodlet　ce11が散在して認めら

　　　　れる。それは高電子密度の芯状構造（矢印）を

　　　　有するフラスコ型の果粒と多数の空胞（V）を

　　　　特徴とし、ミトコンドリア（M）その他の細胞

　　　　質内小器官は細胞の一端に局在している。しば

　　　　しば核周囲にゴルジ装置が認められる（矢頭）。

　　　　細胞膜直下には密な線維から構成される被膜様

　　　　構造（Cap）を有している。X15，000。
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．

図52，本検索により明らかになった頭腎内の血管走行
　　　　　　　　　とリンパ球（∴）および色素含有細胞（．大食細

　　　　　　　　　胞；●）の分布を示す模式図。CV；静脈、

　　　　　　　　　S；洞様毛細血管、A；動脈、PV；門脈。
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図53．Sephadex　G－2・・によるコイ免疫グロブリンの

　　　　分離精製。
　　　　塩析したコイ血清のゲルろ過による溶出態度を

　　　　示す。ボイドボリューム付近（約130皿1）に大

　　　　きなピークが認められる。
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図54．DEAEセルロースによるコイ免疫グロブリンの

　　　　分離精製。

　　　　図53においてピークを示す分画のイオン交換

　　　　クロマトグラフィーによる溶出態度を示す。

　　　　NaCl濃度（点線）0．IN付近にピークが認めら

　　　　れ、ピークを示す分画にはゲル内沈降反応にお

　　　　いてBSAに対する抗体価が認められ（矢頭）、

　　　　これらをコイ免疫グロブリン（CIg）として以

　　　　下の検索に用いた。
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附　図　29

図55．精製したコイ免疫グロブリン（CIg）とコイ正

　　　　常血清（NS）の電気泳動像。
　　　　図54においてピ・一・一クを示す分画は電気泳動的

　　　　に分子量の大きいほぼ均一な分画に認められる

　　　　（矢頭）。

図56．ゲル内沈降反応によるBSAに対する抗体活性

　　　　の有無の検定。

　　　　CIgはBSAとのあいだに沈降線を形成し、それ

　　　　は抗BSAウサギ血清（antiBSA）とBSAとの
　　　　沈降線に比べClgに近い位置に認められる。

図57．抗コイ免疫グロブリン血清（anti－CIg）の免疫

　　　　電気泳動による検定。

　　　　anti－Clgは正常コイ血清（NS）および免疫した

　　　　コイ血清（IS）の移動度の少ない分画と沈降線

　　　　を形成する。免疫したコイ血清との沈降線は太

　　　　く、一部分離している。また免疫したコイ血清

　　　　の同領域にはBSAとの間に沈降線が認められ

　　　　る（矢印）。
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附　図　30

図58．AP　一・　BSA投与後4日（a）、7日（b）、14日

　　　　（c）および28日（d）の頭腎のメチルグリー

　　　　ン・ピロニン染色像。

　　　a．AP－BSA投与後4日では頭腎実質内にピロニ

　　　　ン好性細胞（矢印）は散在して認められる。

　　　　PVは門脈を示す。X165。
　　　b．AP－BSA投与後7日においてピロニン好性細

　　　　胞（矢印）は門脈（PV）周囲に増加する傾向

　　　　を示す。CVは静脈を示す。×165。
　　　c，AP－BSA投与後14日にはピロニン好性細胞は

　　　　門脈（PV）周囲においてやや粗な色素含有細
　　　　胞の集塊（矢頭）に接して顕著な集籏を形成す

　　　　る（矢印）。その周辺部にピロニン強陽性細胞

　　　　が存在する。CVは静脈を示す。X165。
　　　d．AP－BSA投与後28日においてピ一町ン好性細

　　　　胞は門脈（PV）周囲に比較的多数存在するが、

　　　　顕著な集籏は示さない。矢頭は大型化した色素

　　　　含有細胞集塊を示す。X165。
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図59．AP－BSA投与後21日（a）および40日（b）の
　　　　頭腎に認められる色素含有細胞集塊のH：一E染

　　　　色像。

　　　a．AP－BSA投与後21日の頭腎実質にはその外形

　　　　が不規則な色素含有細胞の集塊が認められる。

　　　　その中心部には被膜様構造が認められる

　　　　（矢印）。X330。

　　　b．AP－BSA投与後40日では色素含有細胞の集塊

　　　　の大部分は門脈（PV）に接して認められ、そ

　　　　の集塊は被膜様構造で囲まれ1ている（矢印）。

　　　　その中心部の細胞は変性している（矢頭）。
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図60．AP－BSA投与後2日の抗BSA血清による免疫染
　　　　色像。

　　　a．AP－BSA投与後2日においてBSAに対する陽
　　　　性反応は門脈（PV）とそれに連絡する洞様毛

　　　　細血管周囲に認められる。×330。

　　　b．それらの陽性反応は実質内あるいは血管内

　　　　の大型円形細胞の細胞質内に果粒状に認められ

　　　　る（矢印）。X825。
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図61．AP－BSA投与後7日の抗BSA血清による免疫染
　　　　色像。

　　　　AP－BSA投与後7日において門脈（PV）周囲
　　　　のBSA陽性細胞数は増加する傾向を示し、細

　　　　胞質全体が強陽性を示す細胞（矢印）が認めら

　　　　れる。X330。
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図62．AP－BSA投与後14日の抗BSA血清による免疫染
　　　　色像（a）および同部位のメチルグリー・一一．ン・ピ

　　　　ロニン染色像（b）
　　　a．AP－BSA投与後14日においてBSA陽性細胞の

　　　　大部分はその細胞質全体が強陽性を示し
　　　　（矢印）、その一部は色素含有細胞集塊（矢頭）

　　　　内にも認められる。X165。
　　　b．その時期色素含有細胞集塊（矢頭）に接して

　　　　顕著なピロニン好性細胞の二三（矢印）が認め

　　　　られる。PVは門脈を示す。X165。

図63．AP－BSA投与後40日の抗BSA血清による免疫染

　　　　色像。
　　　　AP　一一　BSA投与後40日においてBSA陽性細胞は色

　　　　索含有細胞集塊（矢頭）内に限局して認められ、

　　　　その反応は集塊の辺縁部に認められる（矢印）。
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図64．AP－BSA投与後2日のanti－Clgによる免疫染

　　　　色像。

　　　a．AP－BSA投与後2日CIg陽性細胞（矢印）は
　　　　実質内に散在して認められる。×330。

　　　b．CIg陽性細胞（矢印）はリング状に陽性反応

　　　　を示す、大リンパ球様細胞である。X825。
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図65．AP　・一　BSA投与後14日のピロニン好性細胞集籏領

　　　　域のanti－CIgによる免疫染色像。
　　　a．AP－BSA投与後14日のピロニン好性細胞集籏

　　　　領域（点線内）には種々の程度にanti一　Clgに

　　　　対する免疫応答が認められる。矢頭は色素含有

　　　　細胞の小集塊を示す。×165。

　　　b．ピロニン好性細胞集籏領域の高倍像を示す。

　　　　それらの領域にはanti。Clgに強陽性を示す細胞

　　　　（矢印）から弱陽性を示す細胞まで認められる。

　　　　矢頭は色素含有細胞の小集塊を示す。×330。
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図66．AP－BSA投与後21日のanti－Clgによる免疫染
　　　　色像。

　　　a．AP－BSA投与後21日の頭：腎実質内には豊富な

　　　　細胞質がanti－Clg強陽性を示す細胞が散在し

　　　　て認められる（矢印）。矢頭は大型化した色素

　　　　含有細胞集塊を示す。X330。

　　　b．強陽性細胞（矢印）および大リンパ球様陽性

　　　　細胞（矢頭）の強拡大像を示す。X825。
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図67，AP－BSA投与後28日のanti－CIgによる免疫染
　　　　色像。

　　　a．頭腎実質内にはanti－Clg強陽性細胞（矢印）

　　　　が散在して認められる。門脈（PV）に接して

　　　　認められる大型の色素含有細胞集塊（矢頭）内

　　　　にanti－CIgに対する強い反応が認められる。

　　　　×　1650

　　　b．aの強拡大像を示す。色素含有細胞集塊内に

　　　　は一部の色素含有細胞がanti－Clgに対して強

　　　　い反応を示し（矢頭）、また網状に弱い反応も

　　　　認められる（矢印）。X825。
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図69．AP－BSA投与後7日に認められた形質細胞の電

　　　　顕像。
　　　　頭腎実質内に散在する形質細胞の大部分は中心

　　　　性に存在するクロマチンの豊富な円形核と細胞

　　　　質内の発達した粗面小胞体を特徴としている。

　　　　そのミトコンドリア（M）は大型円形で・クリ

　　　　スタが細く基質が明調で、リンパ球系細胞に共

　　　　通している。粗面小胞体は管状あるいは小胞状

　　　　のものが認められる。まれにライソゾーム様果

　　　　粒（矢頭）を有する細胞が観察される。

　　　　×11，000．
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図7・．AP－BSA投与後14日に認められた形質細胞の電

　　　　顕像。
　　　　上述した型の形質細胞には血管透過像が観察さ

　　　　れる。Eは内皮細胞を示す。X10，200。
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図71．AP－BSA投与後1日に認められた形質細胞の免

　　　　疫電顕像。

　　　　図69と同型の形質細胞の粗面小胞体内腔には

　　　　15n皿の金粒子が認められる（挿入図）。
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図72．AP－BSA投与後21日に認められた形質細胞の電　
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P－BSA投与後14日以降粗面小胞体および核周

露腔（矢印）の著しく拡張した形質細胞が認め

｝れる。Lはリンパ球を示す。　X14，800。
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附　図　39

図73．AP－BSA投与後28日に認められた形質細胞の免

　　　　疫電顕像。

　　　　図72と同型の形質細胞の拡張した粗面小胞体

　　　　および核周囲腔（矢印）内には多数の金粒子が

　　　　認められる。Nは核を示す。×22，000。

図74，AP－BSA投与後14日に認められた形質細胞の電

　　　　顕像。

　　　　まれに小胞状の粗面小胞体と著しく拡張した粗

　　　　面小胞体を同時に有する形質細胞が認められる。

　　　　×　lo，200．
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図75．AP－BSA投与後14日のピロニン好性細胞集籏領

　　　　域の電顕像。
　　　　AP－BSA投与後14日のピロニン好性細胞集籏は

　　　　リンパ球（L）、形質細胞（P）および多数の
　　　　幼若細胞（矢印）から構成されている。幼若細

　　　　胞には形質細胞と区別のつかない細胞が認めら

　　　　れる。X3，400。

図76．AP　・・　BSA投与後14日のピロニン好性細胞集籏内

　　　　幼若細胞の電顕像。

　　　　幼若細胞の核は核小体を有し（Nu）、やや不
　　　　整型を呈している。その細胞質内には多数の遊

　　　　離リボゾーム、大型円形で明調なミトコンドリ

　　　　ア（M）、少数の粗面小胞体および発達の悪い

　　　　ゴルジ装置（矢印）が認められる。×10，200。
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図77．AP－BSA投与後14日のピロニン好性細胞集籏内

　　　　幼若細胞の免疫電顕像。

　　　　幼若細胞の粗面小胞体内には少数の金粒子が認

　　　　められる（矢印）。Nuは核小体を示す。
　　　　×　20，000．
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図78．AP－BSA投与後14日の大食細胞の免疫電顕像。

　　　　大食細胞のライソゾームに多数の金粒子が認め

　　　　られる。ライソゾームの内容物は電子密度が均

　　　　一で貧食物質の同定はできない。X18，000。

図79．AP－BSA投与後21日の大食細胞の免疫電顕像。

　　　　大食細胞の大型のライソゾーム内に多数の金粒

　　　　子が認められる。ライソゾーム内容物は低電子

　　　　密度の領域が果粒状に分布し、金粒子は主にそ

　　　　の低電子密度の物質に認められる。×17，000。
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