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論 文 内 容 要 旨

序 論

二枚貝の生体防御機構は他の無脊椎動物と同様に、哺乳類等の脊椎動物にみら

れる免疫グロブリンを介 した識別と記憶を柱 とする特異性の高い免疫系を有して

いない。すなわち、二枚貝の生体防御機構は非特異的な防御反応を示す因子群か

ら構成されていると考えられて恥る。生体防御因子は細胞性防御因子 と体液性防

御因子の2つ に大別 され、細胞性防御因子 としては、貧食能を有する血球、体液

性防御因子としては、凝集因子や殺菌因子が挙げられる。そして、これら生体防

御因子群が協同することでより強固な生体防御機構が成立すると考えられる。ま

た、二枚貝においては生殖時に大量のエネルギーを消費し、性成熟の進行や産卵

(本論文中で は放卵 ・放精 と同義語として扱 う)に伴ってエネルギー源 となるグ リ

コーゲン含量が低下すること、鯛の繊毛運動をはじめとして、様々な生理活性が

低下することが考えられている。 これらのことか ら、性成熟の進行や産卵が二枚

貝の示す重要な生理活性の1つ である生体防御活性 に影響 をおよぼしていること

が推定される。 しかしなが ら、これまで生体防御活性に影響を与える要因として、

性成熟や産卵 といった内的要因が検討されたことはない。

そ こで、本研究ではマガキを材料として生体防御活性におよぼす性成熟や産卵

の影響について明 らかにすることを目的とした。すなわち、実験に供するマガキ

各個体の性成熟段階を把握 した上で生体防御活性の季節変動を調べることにより、

生体防御活性におよぼす性成熟や産卵の影響について検討した。本研究では生体

防御活性として、細胞性防御因子 として重要な血球の密度および貧食能、体液性

防御因子として重要な殺菌因子の活性を対象とした。

マ ガ キ に お け る 性 成 熟 段 階 の 判 別

詳細な組織学的な観察の結果、マガキの性成熟段階を生殖巣の発達程度や間質:

結合組織(InterstitialCormectiveTissue以 下ICT)の 増減か ら発達期 、成熟期 、

回復期 、休止期の4期 に区分 した。判別の基準 は以下のとおりである。

発達期:1次 お よび2次 生殖細管 に雄では精細胞 が(Fig。1-A)、 雌では1次 卵母

細胞がみ られはじめ(Fig.1-B)、 雌雄判別が可能 となる。生殖細胞の増殖に伴い、

2次 生殖細管 は発達 し、ICTの 割合が小さくな る。
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成熟期:雄 では精細胞が精子 に変態 し(Fig.1-C)、 雌では1次 卵母細胞が十分

生長 してお り(Fig.1-D)、 自然産卵が可能な状態である。 このとき、2次 生殖細

管 は十 分 に発達 してお り、ICTは ほとんど観察 されな くな り、視野によっては全

くみられない。

回復期:産 卵が終了 し、2次 生殖細管お よびICTの 修復が進行 している(Fig.

1-E)。 未産卵の生殖細胞が観察 されるとき以外は、雌雄判別は不可能である。

休止期:2次 生殖細管およびICTの 修復が完 了 してお り、2次 生殖細管は完全

に退縮 している。性成熟は休止の状態であり(Fig,1-F)、 光学顕微鏡による組織

像の観察 では雌雄判別は完全に不可能である。

性 成 熟 及 び 産 卵 に 伴 う マ ガ キ 血 球 の 密 度 と貧 食 活 性 の 動 態

本研究では、マガキの血 リンパの血球密度、貧食活性の指標として全血球にお

ける貧食している血球の割合を示す貧食率、そ して貧食能を持つ血球の異物処理

能力を示す貧食指数をもとめた。各々は以下の式で表される。

貧食率=酵 母 を食食 している血球数/観 察 した総血球数

負食指数 紫貧食 された総酵母数/酵 母 を貧食 している血球数

さらに、マガキの生体内における異物排除能を評価するために、単位血リンパ量

あた りの血球による異物処理量を推定するクリアランス指数を設定した。クリア

ランス指数は以下の式で表される。

クリアランス指数=血 球密度 ×貧食率 ×貧食指数

性成熟が急速に進行する5月 か ら6月 にかけては、同一時期 に採取 された群の中

で性成熟段階がより進行 している個体において、血球密度(Fig.2)、 血球の貧:食

率(Fig.3)お よび食食指数(Fig.4)の いずれ も高 くなる傾向がみられた。そして、

クリアランス指数では性成熟段階ごとの差は明確であり、6月 の成熟期 の個体で

最高値 を示 した(Fig.5)。 また、産卵の影響は、産卵終了直後と推定される9月 に

み られ、血球密度(Fig.2)や 血球 の食食活性(Figs,3&4)は 低下する傾向が認め ら

れた。特 に、貧食指数の低下は顕著であった(Fig.4)。 これ らの結果、血球密度

や血球 の貧食活性は性成熟や産卵によって大きく変動することが明らかとなり、

生殖は細胞性防御能に影響する要因の一つであることが示唆された。
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性 成 熟 及 び 産 卵 に 伴 うマ ガ キ 組 織 に お け る 殺 菌 活 性 の 動 態

本研究では、はじめにマガキの殺菌因子の構成成分について検討 し、殺菌因子 一

にはリゾチーム様因子およびそれとは性質が異なる殺菌因子の2つ が存在す るこ

とを明 らか にした。すなわち、消化盲嚢部組織抽出液を試料としてリゾチーム活

性およびディスク拡散法によって検出される殺菌活性の温度耐性を調べた。その

結果、消化盲嚢部組織抽出液の リゾチーム活性は100℃ で30分 の処理で50%以 上

の活性 を残 し、酸性条件下で温度耐性が高いことが明らかになったが、121℃ で

15分 のオー トク レープ処理では完全 に失活した(Fig.6)。 一方 の殺菌活性は高

い温度耐性 を示し、酸性条件下でオー トクレープ処理 しても活性が全 く減少しな

かった(:Fig。6)。 これ らの こ とか ら、消化盲嚢部組織抽出液には リゾチーム様

成分以外にも酸性条件下で極めて高い温度耐性を示す殺菌成分が存在することが

考えられた6次 いで、硫酸ア ンモニウム を用 いた塩析による分画の結果、温度耐

性の高い殺菌成分は総活性の78.7%が0-40%飽 和 画分に含 まれ、 リゾチームで

は全体の69.4%が40-60%飽 和 画分に含 まれて い た(Table1)。 さ らに、0-40

%飽 和 画分 を試 料 と してSP-Toyopearlを イオ ン交換体 とする陽イオ ン交換ク

ロマ トグラフィーによ り高温耐性を示す殺菌成分とリゾチーム成分の分離を試み

た結果、それぞれの最大活性を示す画分を分離することができた(Fig.7)。 すな

わち、マガキの殺菌 因子 として、リゾチーム様成分 と温度耐性の高い殺菌成分の

2成 分が存在す ることが明 らか になった。

リゾチーム活性の組織分布を調べた結果、消化盲嚢部で最も高く、次いで外套

膜が高かった(Table2)。 消化盲嚢部にお ける リゾチーム活性は大きく季節的に

変動 し、5月 か ら6月 にか けて活性は最低水準 とな り、9月 か ら10月 にか けて活性

は最高水準 となった(Fig。8)。 性成熟 に伴 った変動は認め られなかったが、産卵

後の回復期で高い値を示 した。外套膜では消化盲嚢部のような大きな変動は観察

されず、性成熟や産卵の影響は明確でなかった(Fig.9)。

一方、高温耐性殺菌 因子 の活性は消化盲嚢部で最も高い活性を示し、外套膜、

鯛でも強い活性が検:出された(Table3)。 高温耐性殺菌因子が示す殺菌活性はリ

ゾチーム活性に比べて個体差や時期による変動の幅が小さかったが、消化盲嚢部

では回復期の個体で高くなる傾向が認められ(Fig.11)、 外套膜では逆に成熟期 と

回復期 の個体で低くなる傾向がみられた(Fig.12)。 しか し、 これ らの活性の変動
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に性成熟や産卵が影響しているのかどうかは明確ではなかった。

総 括

本研究では、マガキの細胞性因子である血球の密度および貧食能、体液性因子

である殺菌因子の生体防御活性の季節変動について明らかにした。そして、それ

らの季節変動におよぼす性成熟の進行や産卵という生殖に関連した内的要因の影

響を検討 した。血球の密度や負食活性は性成熟の進行に伴って高くなり、また、

産卵直後の回復期では大きく低下した。すなわち、血球密度や血球の貧食活性は

性成熟の進行や産卵によって大きく変動することが明らかとなった。一方、殺菌

因子の活性は消化盲嚢部のリゾチーム活性に大きな季節変動がみられた以外、特

に顕著な変動はなく、性成熟や産卵の影響は明確ではなかった。

本研究は、これまで未解明であった二枚貝の性成熟および産卵に伴う生体防御

機能の動態について、初めて体系的かつ総合的な検討を加えたものであり、その

結果、二枚貝の生体防御活性が生殖によって顕著に変動する現象など、今後の研

究展開に資する注目すべき新知見が得られた。
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Table2LysozymeactivityinthevarioustissuesofC.gigas

TiSS聾es Lys呵meactiv晦

Digestived藍ver重icula

Adductormuscle

Ma賂t童e

G蓑叢l

Labia匪pa豆P

Hemolymp鼓

3.06ｱ0.33

N。 玉).

2.32=圭:0.28

0。11士0.04

0。19圭0.05

N.1).

(kULIgwetwt.)

(kUL/gwetwt.)

(kUL/gwetwt.)

(kUL/gwetwt.)

(kUt./gwetwt.)

(kUL/ml)

Eachvalueshowsthemeantstandarderror(n=45).N.D.:notdetected.

Table3BactericidalactivityinthevarioustissuesofC.gigas

TiSS腿es 8actericida夏actMty

digestivediverticula

AddL1[1cIorm腿sc蓋e

M鍛 綴e

G量ll

Labialpε 這翌P

正【emo翼y㎜Pぬ

22.77士1.03

12.6ｱQ.84

17.94ｱ1.77

16.36ｱ2.47

10.20士Og79

0.94ｱ0.20

(kUB/gwetwt.)
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Fig.8LysozymeactivityinextractofthedigestivediverticulaofC.gigasateach

sampllngtime.◇,developmentalstage;○,maturestage;■,recoverystage;▲,

restin奮stage.Da重ashowmeans±SD.Fiveindividualswerecollectedate孕chsampling

time.Arrowindicatesthespawningperiod.
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Fig.9Lys◎zymeactivityinextractofthemantleofC.g～8α5ateachsamp豆ingtime.

Q,developmentalstage;Q,maturestage;ｮ,recoverystage;ｮ,restingstage.Data
showmeansｱSD.Fiveindividualswerecollectedateachsamplingtime.growindicates
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Fig.10BactericidalactivityinextractofthedigestivediverticulaofC.gigasateach

samplingtime,◇,developmentalstage;○,maturestage;□,recoverystage;▲,

restingstage.DatashowmeansｱSD.Fiveindividualswerecollectedateachsampling

time.Arrowindicatesthespawningperiod.

(.馨

⇔①
き

⇔の
＼
国
b
戸麺
)

掛
三

℃
£

遷

嘱嶺

$
詫

餓

80

血
り

0

①

[1

10

5

40

30

20

10

0

Spawning

孟 曾%… 篇 …響…写
土 山○■

iie_T-r-i-ir_一rrli

茎惣

薯

1997

℃
四
.轟
o
国

9819

a
'
.8

⇔

祠
而
冨
り
〇

一
"
り
O

調

.留

く

2

。量

吟

鴇

。鼠
昌
馬

N
h
呂

≧

teaD

Fig.11BactericidalactivityinextractofthemantleofC.gigasateachsamplingtime.

◇,developmentalstage;○,maturestage;口,recoverystage;▲,restingstage。Data

showmeansｱSD.Fiveindividualswerecollectedateachsamplingtime.Arrowindicates

thespawningperiod.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

海産二枚貝は他の無脊椎動物と同様に,免 疫グロブリンを介 した識別 と記憶 を柱 とする特異性の高い

免疫系を有 していない。すなわち,海 産二枚貝の生体防御機構は非特異的な防御反応を示す因子群から

構成 されていると考えられている。しかし,こ れらの生体防御を担う因子群の活性に対 し,影 響をおよ

ぼす要因については不明な点が多 く,特 に性成熟や産卵 といった内的要因については検討された例がな

いQ

本研究では,海 産二枚貝の代表的な養殖対象種であるマガキCrα8sos6reαgなαsの生体防御活性におよ

ぼす性成熟や産卵の影響について検討 した。マガキの性成熟段階を生殖巣の組織学的な観察から発達期,

成熟期,回 復期,休 止期の4期 に区分 し(第1章),実 験に供するマガキ各個体の性成熟段階を把握 した

上で,生 体防御活性の季節変動を解析 した。

細胞性防御因子である血球の密度および貧食活性について検討 した。性成熟が急速に進行する5月 か

ら6月 にかけては,同 一時期に採取された群の中で性成熟がより進行 した段階にある個体において,血

球の密度および貧食活性は高 くなる傾向が認められた。また,産 卵終了直後に,血 球の密度および貧食

活性は低下 し,特 に,貧 食指数の低下は顕著であった。これらの結果から,血 球の密度および貧食活性

は性成熟や産卵 によって大 きく変動することが明らか となり,生 殖は細胞性防御因子の活性に影響する

要因の一つであることが示 された(第2章)。

体液性防御因子である殺菌因子について検討 した。まず,マ ガキの殺菌因子 として,リ ゾチーム様成

分 と温度耐性の高い殺菌成分の2成 分が存在することを明らかにした。そして,こ れらの殺菌因子の活

性の変動を解析 した結果,消 化盲嚢部のリゾチーム活性以外 に顕著な変動は認められず,血 球の密度お

よび貧食活性 とは対照的に,殺 菌因子に対する性成熟や産卵の影響は明確ではなかった(第3章)。

以上のように本研究は,こ れまで未解明であった海産二枚貝の性成熟および産卵に伴う生体防御機能

の動態について,初 めて体系的かつ総合的な検討を加えたものであり,そ の結果,マ ガキの生体防御活

性,特 に血球の貧食活性が生殖によって顕著に変動する現象など,海 産二枚貝の生体防御研究の展開に

資する注目すべき新知見が得 られた。 よって審査委員一同は,本 論文の著者が博:士(農学)の学位を授与

されるに値するものと判定 した。
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