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論 文 内 容 要 旨

緒言

エビ ・カニ等の甲殻類(甲 殻綱十脚 目)の 増養殖技術 開発は盛んにお こなわ

れて いる。 しか し,種 苗生産時の初期減耗率は依然高 く,大 量発死等の問題 も

起 きている。 このような問題 の原因を解明 し,適 切な処 置を講ず るためには,

甲殻類の生体 防御機構 に関する知見が必要である。甲殻類 の血 リンパ凝固反応

は重要な生体防御反応で あ り,侵 入異物の封 じ込めや創傷 部位における体 液流

出防止の役割をもつ。本研究はイセエ ビPa甜1か α5/apoηfoロ5を実題灸材料 とし,

血 リンパ凝固系において血球 と血漿が果たす役割 を調べ,そ の反応機構 を明 ら

かにすることを目的 とした。

1.イ セ エ ビ血 球 の 分類 とタ イ プ分 離

初 め に,血 リンパ採 取 の 際 に用 い る抗 凝 固 剤 の選定 と血 球 タ イ プの分 類 をお

こな い,血 球 の タイ プ別 分 離 を試 み た。 シス テ イ ンを抗 凝 固剤 と して用 い た 場

合 に,血 球 形 態 が最 も良 く維 持 され て い た。 イ セ エ ビの血 球 は,他 の 甲殻 類 の

場 合 と同様 にhyalinecell(H細 胞),semigranularcel1(SG細 胞),

granularcβII(G細 胞)の3タ イ プに分 類 され(Fig.1),血 リンパ 中に はH細

胞69。5%,SG細 胞22.0%,G細 胞8.5%の 割 合 で 存在 した 。 また,60%

PercoU溶 液 を用 い た密 度 勾配 遠 心 に よ り,血 球 はH細 胞 とSG細 胞 の 混合(H

/SG細 胞)バ ン ドと,G細 胞 の バ ン ドの2群 に分 離 され た。

2.血 球 ク ロ ッ ト形成1

血 リンパ か ら単離 した血 球 を細 菌 と混 合 した際 に起 こる反応 を 加yf亡roで 調

べ た 。蛍 光 色 素(FITC)標 識 した細 菌P3θ αゴo卿η83ρ θro1θη5と血 球 を混 合 した と

こ ろ,血 球 は粘 着性 と弾 力性 の高 い血 球 塊 を形成 した 。 この血 球 塊 は蛍 光反 応

を 示 した こ とか ら,多 くの細 菌が 血球 塊 中 に封 じ込 め られ て い る こ とがわ か っ

た(Fig.2)。 この血 球塊 形 成 反応 は血 漿 成 分 を必要 とせ ず,血 球 の 細胞 死 を伴

う細 胞性 凝 固反応 と考 え られ た。 本研 究 では この反 応 を血 球 ク ロ ッ ト形 成 と呼

び,血 リンパ 全 体が ゲ ル化 す る反 応(血 漿 ゲ ル化)と 区別 した。

2種 の グラム 陽性 細 菌(5ケ θP加oooo齪sp.,酸orooooω51/50ゴ θ撒 亡10μ3)

と2種 の グ ラム 陰性 細 菌(μ ノわ1ゴoa刀8αfllar〃 〃,!1θro盟0刀835∂1』70刀fofゴ8)を そ

れ ぞれ血 球 と混 合 した際 に も血球 ク ロ ッ ト形 成 が み られ,細 菌種 に よって 血 球
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クロッ ト形成度 に違いがみ られた(Fig.3)。 分離 したH/SG細 胞とG細 胞そ

れぞれをP.pθro1θ η3と混合 したところ,ど ち らの血球 もクロ ット形成を起 こさ

なか った。 しか し,予 めG細 胞 とP。pθro1θη5を混合 して条件付けた培地 をH/

SG細 胞 に添加 するとクロッ ト形成が起 こったことか ら,G細 胞が細菌の刺激

によってH/SG細 胞のクロ ット形成を誘導する因子を放 出 した可能性が考え

られた。

3.血 球 ク ロ ッ ト形 成II

血球 の ク ロ ヅ ト形 成 を誘導 す る外 因性 物 質 を調 べ る 目的で,グ ラム 陰性 細菌

(Salmonellaabortusequi,Escherichiacoli,Aeromonassalmonicida)糸 田

胞 壁成 分 の リボ多 糖(LPS),グ ラム 陽性 細菌 細 胞壁 成 分 の ペ プチ ドグ リカ ン,

カ ビ等 の細 胞壁 成 分 で あ るβ一1,3一グル カ ン(ラ ミナ リ.ン)・を血 球 に 添加 し,血

球 ク ロ ッ ト形成 の有 無 を調べ た。 万.oo〃 とA.3a1皿o加o∫da由 来 のLPSは ク ロ ッ

ト形 成 を誘 導 したが,3.a加r加5θ 卯 ∫のLPSは ク ロ ッ ト形 成 を誘 導 しな か った

(Fig.4)。 β一1,3一グル カ ンは血 球 ク ロ ッ ト形 成 を誘 導 したが,ペ プチ ドグ リカ

ンは誘 導 しなか った。∠.581〃o刀fo∫da由 来 のLPSは 分離 したH/SG細 胞 の ク ロ

ッ ト形 成 を 誘導 しなか ったが,LPSとG細 胞 で条 件 付 け た培 地 はH/SG細 胞 の

ク ロ ッ ト形 成 を誘導 した(Fig.5)。 こ の条件 付 け培 地 がH/SG細 胞 に及 ぼ す

作 用 を調 べ るため に,培 地 添加 直 後 のH/SG細 胞 の 形 態 変化 を観 察 した とこ

ろ,H/SG細 胞 の崩壊 が観 察 され た 。 さ らに,G細 胞 ライ セー トがH/SG

細胞 の崩 壊 を誘 導 した(Fig.6)。 また,H/SG細 胞 を低 浸 透圧 液 中で崩 壊 さ

せ るだ けで も血 球 ク ロ ッ トが 形成 され た 。以上 の 結果 か ら,G細 胞 内 にH/S

G細 胞 の崩 壊 を誘 導 す る因子 が 存在 し,こ の 因子 が異 物 に よる刺 激 に ようて放

出 され る こ と,血 球 ク ロ ヅ ト形成 に関 与 す る凝固 物 質は 全 てH/SG細 胞 に含

まれ て お り,H/SG細 胞の 崩壊 に よ って ク ロ ッ ト形 成 が 起 こる こ とが 明 らか

に な った 。

4.血 漿の血球崩壊活性

血 リンパを抗凝固剤を用いずに無菌的に採取 した場合にも,H/SG細 胞の

崩壊 が観察 され る。この崩壊反応には血漿が関与 して いる可能性が考え られた

ので,血 漿の血球崩壊活性 を調べた。抗凝固剤を用 いて採取 した血 リンパか ら
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血球 を取 り除 き,上 清を透析 して抗凝固剤を除去 し,血 漿 を調製 した。同時に,

一旦凝固 させた血 リンパ を砕 き遠心 して得 られた上清 である血清の血球崩壊活

性 も調べた。血球に血漿 を添加すると,H/SG細 胞 が即座 に崩壊 したが,G

細胞 は崩壊 せずに基質 に接着 し脱穎粒 を起 こした、(Fig.7)。 このことか ら,血

漿にもH/SG細 胞 の崩壊 を誘導する因子(血 球崩壊 因子)が 含 まれているこ

とがわかった。血清 もH/SG細 胞の崩壊 を誘導・した。クルマエ ビとアメ リカ

ロブスターか らも血漿 を調製 し,3種 の甲殻類の血漿 を各種の血球 と混合 した.

ところ,血 漿はほぼ種特異的にH/SG細 胞の崩壊 を誘導 した。血球崩壊因子

は血漿タンパクであ り,イ セエビ血漿か らこの因子 が精製 された。血球崩壊 因

子は通常体 内では不活性状態にあり,血 リン パが体外 に出ると因子が活性化さ

れるもの と思われた。

5.凝 固酵 素 トランスグルタ ミナーゼ

血漿ゲル化 は,血 漿 中の凝固タンパ ク(コ アギュ ローゲ ン)が 血球由来 の凝

固酵素(ト ランスグル タ ミナーゼ)に よって分子間に架橋反応を受け る結果起

こると考え られている。 しか し,甲 殻類血 リンパにおける トランスグルタ ミナ

ーゼ活性の血球への局在は明確には示されていなかったので ,こ の点について

検討 した。血漿 か らは トランスグルタ ミナーゼ活性は検出されず,血 球か ら活

性が検出 された(Table1)。 分離 したH/SG細 胞 とG細 胞の活性 を測定 した と

ころ,同 一細胞数あた りでは,H/SG細 胞 がG細 胞の約4倍 の活性をもって

いた(Table2)。 血 リンパ中のH/SG細 胞 とG細 胞 の存在比は約10:1で あ る。

従 って,血 リンパ 中の トランスグルタ ミナーゼ活性の大部分 は,H/SG細 胞

に存在 してい ることが明 らかになった。

6.加 ゾ∫亡roにお け る血漿 ゲル化 反応

抗凝固剤 を用いて採取 した血 リンパか ら一旦分離 して調製 した血漿 と血球 を,

加y∫ 亡roで再度 混合す ることで起こるゲル化及ぴ その際 に必要 とされ る条件を

検討 した。 カル シウムを含む血漿は血球崩壊活性 を示 し,血 球 との混合によ り

直 ちにゲル化 した。 カルシウムを含 まない血漿 には血球崩壊活性がな く,血 球

と混合 しても ゲル化 しなかったが,超 音波処理で血球 を機械 的に破壊 し塩化力
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ル シウム溶液 を添加す るとグ ル化 した。カル シウムを含む血清は血球崩壊活性

をもっていたが,血 球 と混合 してもゲル化 しなかった(Fig.8)。 また,H/s

G細 胞 と混合 した血漿 はゲル化 したが,G細 胞 と混合 した血漿は,G細 胞 を機

械的に破壊 して もゲル化 しなか った(Fig.9)。 抗凝固剤を用いずに採取 した血

リンパ を2つ に分け,一 方を超音波処理 して血球 を破壊 し,他 方は無処理の ま

ま放置 した ところ,超 音波処理 した血 リンパは直ちにゲル化 し,そ のゲル化時

間は無処理 区に比べて有意に短かった(Table3)。 これ らの結果か ら,血 球崩壊

活性 と血漿ゲル化反応 は ともにカルシウム依存性であること,血 漿ゲル化 に必

要な凝固タンパクは血漿 由来であること,噛血漿のゲル化には崩壊 したH/SG

細胞 が必要であ ること,血 漿のゲル化時間は崩壊 したH/SG細 胞数 に依存す

ることが明 らかにな った。

イセエ ビを用いた本研 究によって,G細 胞 に細菌等 の異物認識能があ ること,

G細 胞 と血漿 にH/SG細 胞 の崩壊を誘導する活性があること,H/SG細 胞

の崩壊 によって クロ ッ ト形成物質及び トランスグルタ ミナーゼが放 出され血球

クロッ ト形成 または血漿ゲル化反応が起 こることが明 らかになった。

これ らの結果 と従来の知見 をまとめ,イ セエビの血 リンパ凝固系の概略を示

したのがFig.10で あ る。体 内に侵入 した細菌等に接触 したG細 胞はH/SG細

胞 に対する血球崩壊 因子 を放 出 し,近 傍 のH/SG細 胞 を崩壊させて血球クp

ッ ト形成 を誘導 してその 中に侵入異物を封 じ込め る。一方,創 傷 時には血漿 の

血球崩壊 因子が活性化 され,H/SG細 胞の崩壊が広範囲において起 こ り,放

出された トランスグルタ ミナーゼが血漿のゲル化 を誘導 し,傷 口をふ さ ぐ。た

だ し,両 反応 ともH/SG細 胞 の崩壊を伴 う反応であるため,ク ロッ ト形成 は

崩壊血球 の周辺の血漿 のゲル化 を伴い,血 漿 ゲル化は血球 クロッ ト形成をも伴

って,そ れぞれ,よ り強 固な凝固塊を形成するもの と思われ る。

本研究の結果は,今 後 さ らに進展する と予想 されるイセエ ビ類 の種苗生産時

における発死原 因の解 明や,親 エビの健康度 の判定に際 して役立つ基礎的知見

を提供す るもの と考え られる。
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Fig.2HemocyteclotinducedbyincubationwithFITC-labeled

Pseudornorzasper-olens.(a)isalight-fieldand(b)isadark-fieldphotograph

underfluorescentmicroscope.Bar=100ｵm.
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Fig.5Phase-contrastmicrographsofseparatedhemocytes(toprow,H/SG

ceHs;bottomrow,Gcells)afterincuba吐onwithHSレCM(medium

cond1tionedwithbothH!SGcellsandLPS,ieftcolumn)orGレCM

(mediumconditionedwithbothGcellsandLPS,rightcolumn).H/SGcells

werenotaffectedbyHSL-CM(a),butclottedafterincubationwithGL-CM

(b).GcellsdegranulatedbutdidnotclotafterincubationwitheitherHSL-

CM(c)orGL-CM(d).Bar=20ｵm.

奪轡響麟蒙
鑑婆鉾 、謹 ・評∫響

Fig.6CytolysisofH/SGcellsinducedbyG,celllysate.Thephotographs

representthesamefieldbefore(a),10sec(b)and30sec(c)afteradditionof

Gcelllysate.Cytolysisisseenin(c).Bar=50ｵm.
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Fig.7EffectofplasmaonseparatedhemocytesofP召 π〃 かz心.メゆoπ'c雌.(a)

and(c),H/SGcellsandGcellsbeforeadditionofplasma,respectively;(b)

and(d),10minafteradditionofhomologousplasma.CytolysisofH/SG

cellsisseenin(b).Bar=20ｵm.

TablelTransglutaminase(TGase)activityinhemocytesand

plasmaofPanulirusjaponicas.

TGaseactivity(unidO.LnLhemolymph*)

Hemocytes

Plasma

0.250ｱ0.032

0.000ｱ0.000

*Hemocytesandplasmaofeachsamplewerepreparedfrom

O.1mLofhemolymph.
ValuesshowthemeanｱSEofeightexperiments.

Table2Transglutaminase(TGasc)activityinseparated
H/SGandGcellsofPanulirusjaponicas.

TGaseactivity(unid107cells)

H/SGcells

Gcells

4.04ｱ0.73

0.95ｱ0.15

ValuesshowthemeanｱS>;ofsixexperiments.
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Fig.8Gelationtestbymixinghemocytesandplasmaorserum .Hemocytes

weremixedwithplasma(+Ca+Mg),plasma(+Ca-Mg),plasma(一Ca+Mg)
,

plasma(一Ca-Mg),orserum(+Ca-Mg)(fromlefttoright).Gelationisseenin

thelefttwotubes.

Fig.9Gelationtestbymixingplasma(+Ca=Mg)withunseparated(whole)

orseparatedhemocytes(H/SGorGcells),
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Table3 Gelationtimeofuntreatedand

sonicatedhemolymph.

GelationTime(sec)

untreatedhemolymph 1530ｱ225

sonicatedhemolymph78ｱ15

ValuesshowthemeanｱSEofeveexperiments.
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論 文 審 査 の 要 旨

本研究は,水 産上重要な甲殻類であるイセエビρ生体防御機構φ1つ である血 リンパ凝固系に

おいて,血 球と血漿それぞれが果たす役割を調べ,血 リンパ凝固反応機構を明らかにすることを

目的としたものである。

血球は,hyalinecell(H細 胞),semlgranularcel1(SG細 胞),granular,cell(G細 胞)の3タ

イプに分類された。密度勾配遠心によって,血 球はH細 胞とSG細 胞の混合群(H/SG細 胞)と

G細 胞の2群 に分離された。

血 リンパから単離した血球を細菌 と混合すると,血 球の細胞死を伴った細胞性凝固である血球

クロッセが形成された。血球 クロット中には多 くの細菌が封 じ込められていた。また,グ ラム陰

性細菌細胞壁成分であるLPSと カビの細胞壁成分のβ一1,3一 グル カンも血球の クロヅ ト形

成を誘導 した。この血球 クロット形成は,G細 胞が異物を認識 してH/SG細 胞に対する崩壊因子

を放出し,崩 壊 したH/sd細 胞にζpク ロヅトが形成されるとい う,血 球タイプ間の相互作用に.

よって起こることが明らかになった。

抗凝固剤溶液中に採取 した血 リンパから血球を取 り除いた後,透 析 して調製 した血漿 には,

H/SG細 胞の崩壊を誘導する活性があった。クルマエビζアメ リカロブスターの血漿にも,同 種

のH/SG細 胞ゐ崩壊を誘導する活性があった。この活性をもつタンパク(血 球崩壊因子)が イセ

エビ血漿から単離 された。また,血 リンパ凝固酵素である トランスグルタ ミナーゼ活性はほぼ

H/SG細 胞に局在してお り,血 漿をH/SG細 胞と混合すると,H/SG細 胞が崩壊すると同時に

血漿がゲル化 した。抗凝固剤を用いずに採取 した血 リンパ中の血球を機械的に破壊すると,血 リ

ンパゲル化に要する時間が著 しく短縮 された。これらの結果か ら,血 漿のゲル化がH/SG細 胞の

崩壊によって誘導 されること,血 漿ゲル化反応は血漿と血球間の相互作用によって進むご.とが解

明された。

最後に,以 上の結果を総合 し,イ セエビの血 リンパ凝固系において血球 クロット形成の血漿 ゲ

ル化という2つ の反応がもつ生体防御機構における役割を推定した。

このように,本 研究に よって,甲 殻類の血 リンパ凝固反応機構における血球 と血漿の役割が解

明された。本研究の結果は,甲 殻類の種苗生産時のへい死原因の解明や健全な種苗の生産に役立

つ重要な基礎的知見を提供し得るものである。 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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