
緒　　言

　前報において著者らは，軟骨魚綱板鰓亜綱サメ区に属す

るドチザメ科サメ類（ネズミザメ上目メジロザメ目）の3

種（ドチザメTriakis scyllium，ホシザメMustelus manazo，

シロザメM. griseus）について，好中球の形態学的および

細胞化学的特徴を明らかにし，既報の板鰓類と比較した1)。

ドチザメ科サメ類の好中球はアカエイDasyatis akajei（ト

ビエイ目アカエイ科）およびカスザメSquatina japonica（ツ

ノザメ上目カスザメ目カスザメ科）の好中球と顆粒の種数

や構造において類似していたが，細胞化学的特徴等に相違

が認められた1)。ドチザメ科サメ類の血液中には好中球以

外に1種類の顆粒球が観察されるが，貪食能は好中球にの

み認められた1)。ドチザメ科サメ類における好中球以外の

貪食能を示さない（非貪食性）顆粒球の種類数，形態学的

および細胞化学的特徴は，アカエイやカスザメのそれらと

大きく異なっていたことから，ドチザメ科サメ類の好中球

をA型顆粒球とし，非貪食性顆粒球をB型顆粒球としてこ

こに報告する。

材料および方法

　響灘で刺網によって捕獲されたドチザメ3尾（体重: 2.2 

-7.0 kg），ホシザメ3尾（体重: 420 g-2.5 kg）およびシロザ
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blood of three Triakidae sharks (banded houndshark Triakis scyllium, starspotted smooth-hound Mustelus manazo 
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detected in L0 of GBG-b from T. scyllium (negative in Mustelus sharks), and acid phosphatase was localized in L0 
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メ1尾（体重: 1.3 kg）を水産大学校の飼育施設に搬入し，

1週間無給餌で馴致飼育したのちに実験に供した。採血時

の水温はドチザメでは20.5℃または22.0℃，ホシザメでは

18.0℃または22.0℃，シロザメでは19.5℃であった。キナ

ルジンで麻酔後，尾部血管から採血した。血液塗抹標本の

作製，多条件下Romanowsky型染色評価法（MRSV）およ

び各種細胞化学染色は前報1)と同様の方法で行った。

	

	

 
 
 
 
Table 1. Summary of reactions of non-phagocytic granulocyte (type B granulocyte) from Triakidae sharks to cytochemical tests  

Test1 
Species and positive site (shape, number and positive site)2 

Triakis scyllium Mustelus manazo Mustelus griseus 
PAS G (r/o, a few); H (weak) H H 
PAS-αA  － － － 
AB (pH1.0) － － － 
AB (pH2.5) － － － 
TB N N N 
SBB － － － 
Sudan III － － － 
Oil red O － － － 
AlP － － － 
AcP  － G (r/o with NS, some, eq L0 of GBG-b) G (r/o with NS, some, eq L0 of GBG-b) 
β-Glu G (r/o with NS, many, eq L0 of GBG-b) － － 

α-NAE G (three types: coarse angular, many, eq GBG-a; r/o with NC, 
many, eq L1 of GBG-B; r/o with NS, some,	eq L0 of GBG-b) 

G (two types: coarse angular, a few, eq GBG-a; 
r/o with NS, some,	eq L0 of GBG-b) 

G (r/o with NS, many, eq L0 of GBG-b) 

α-NBE  G (r/o with NS, many, eq L0 of GBG-b) G (r/o with NS, some, eq L0 of GBG-b) 
G (two types: r/o with NC, a few, eq L1 of 

GBG-b; r/o with NS, some,	eq L0 of GBG-b) 
CAE G (r/o with NS, many, eq L0 of GBG-Bb) G (r/o with NS, many, eq L0 of GBG-b) G (r/o with NS, some, eq L0 of GBG-b) 
Peroxidase － － － 
1PAS, periodic acid Schiff reaction; PAS-αA, PAS after digestion with α-amylase; AB, alcian blue; TB, toluidine blue in distilled water; SBB, Sudan black B; AlP, alkaline phosphatase; AcP, acid phosphatase; 
β-Glu, β-glucuronidase; α-NAE, α-naphtyl acetate esterase; α-NBE, α-naphtyl butyrate esterase; CAE, naphthol AS-D chloroacetate esterase. 
2G, granular; H, hyaloplasm; N, nucleus; －, not detected; r, round; o, oval; GBG-a, type a granule of type B granulocyte; GBG-b, type b granule with two-layer structure (L0 and L1) of type B granulocyte; 
NC, negative core; NS, negative surrounding; eq, equivalent to. 
 

Table 1.　Summary of reactions of non-phagocytic granulocyte (type B granulocyte) from Triakidae sharks to cytochemical tests

Fig. 1.　 Type B granulocytes of banded houndshark Triakis scyllium. A, May-Grünwald·Giemsa [PN=53 (See 
Kondo et al.1)]; B, ϐ-glucuronidase; C, α-naphtyl acetate esterase (α-NAE); D, α-naphtyl butyrate esterase; 
E, naphthol AS-D chloroacetate esterase; F, periodic acid Schiff reaction. Counter stain in B-F, 
hematoxylin (Mayer). Except for α-NAE (C), enzyme activities are localized in L0 of GBG-b. The 
α-NAE activity is detected in GBG-a and GBG-b [Two types of positive GBG-b are shown: GBG-b with 
positive L0 (negative L1) and GBG-b with positive L1 (negative L0)]. Bars=1 µm.
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結　　果

　ドチザメ科サメ類の血液中の非貪食性顆粒球（B型顆粒

球）には，アルシアンブルー，オイルレッドO，ズダンIII

およびズダン黒B（SBB）染色では陽性所見が観察されず，

アルカリ性フォスファターゼ（AlP）とペルオキシダーゼ

（PO）は検出されなかった。また，酸性フォスファターゼ

（AcP），ϐ-グルクロニダーゼ（ϐ-Glu），各種エステラーゼ 

[α-ナフチルアセテートエステラーゼ（α-NAE），α-ナフ

チルブチレートエステラーゼ（α-NBE），ナフトール

AS-Dクロロアセテートエステラーゼ（CAE）]，PO，

SBBおよびperiodic acid Schiff（PAS）反応後の核染色（マ

イヤーのヘマトキシリン染色）には核以外に陽性像は認め

られなかった。

　B型顆粒球（granulocyte type B, GB）は長径約20.0 µm

の円形または卵円形であった。核は通常分葉し（ドチザメ

とホシザメでは4分葉まで，シロザメでは7分葉まで），細

胞内に偏在しており，染色質網は荒く，粗大な濃縮染色質

が観察された（Figs. 1A, 2A, 3A）。B型顆粒球の顆粒（GB 

granule, GBG）は円形，卵円形または短桿形であり，大型

の顆粒では角のある短桿形の場合が多かった。いずれの顆

粒もMRSVにおける種々の染色条件で明瞭な染色性を示さ

ず難染色性であったが，各種細胞化学染色の結果，魚種を

問わずGBGは大型の顆粒（GBG-a）と小型の顆粒（GBG-b）

に大別され，GBG-bには2層からなる成層構造が認められ

た（顆粒の中心を囲むL0とその周囲のL1）。

　ドチザメではϐ-Glu がGBG-bのL0に検出されたが（Fig. 

1B），AcPは陰性であった（Table 1）。各種エステラーゼ

のうち，α-NAEはGBG-aとGBG-bに認められ，GBG-bは

本酵素の局在性の違いから2種類に細分された。すなわち，

L0が陽性（L1は陰性）のGBG-bと，L1が陽性（L0は陰性）

のGBG-bに区別された（Fig. 1C）。しかし，他のエステラー

ゼ活性（α-NBE，CAE）は GBG-bのL0に局在した（Figs. 

1D, 1E）。ホシザメとシロザメのB型顆粒球にはAcPが

GBG-bのL0に認められたが（Figs. 2B, 3B），ϐ-Gluは検出

されなかった。α-NAEとα-NBEの局在性はホシザメとシ

ロザメの間で異なり，ホシザメではα-NAEは少数の

GBG-aとGBG-bのL0に認められたのに対して（Fig. 2C），

シロザメではGBG-bのL0にのみ検出された（Fig. 3C）。ま

た，α-NBEはホシザメとシロザメともにGBG-bに存在し

Fig. 2.　 Type B granulocytes of starspotted smooth-hound Mustelus manazo. A, May-Grünwald·Giemsa [PN=53 
(See Kondo et al.1)]; B, acid phosphatase; C,α-naphtyl acetate esterase (α-NAE); D,α-naphtyl butyrate 
esterase; E, naphthol AS-D chloroacetate esterase; F, periodic acid Schiff reaction. Counter stain in 
B-F, hematoxylin (Mayer). Except for α-NAE (C), enzyme activities are localized in L0 of GBG-b. The 
α-NAE activity is detected in some GBG-a and L0 of GBG-b. Bars=1 µm.
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たが，ホシザメではGBG-bのL0が陽性反応を示し（Fig. 

2D），シロザメではL0が陽性（L1は陰性）のGBG-bとL1が

陽性（L0は陰性）のGBG-bが観察された（Fig.3D）。CAE

はホシザメとシロザメともにGBG-bのL0に検出された

（Figs. 2E, 3E）。PAS反応によって，ドチザメのB型顆粒

球には少数の陽性粒子が観察され，細胞質基質は弱陽性で

あった（Fig. 1F）。一方，ホシザメとシロザメではPAS陽

性粒子は認められず，細胞質基質が陽性反応を示した。こ

れらドチザメ科サメ類のPAS陽性部位はいずれもα-アミ

ラーゼ消化によって完全に消失した（Table 1）。

考　　察

　ドチザメ科サメ類には1種類の非貪食性顆粒球（B型顆

粒球）が認められた。各種リソゾーム酵素の有無ならびに

局在性には魚種間で違いが見られるものの，いずれの魚種

においてもB型顆粒球は円形または卵円形の大型細胞であ

り多くの場合分葉核を有していた。また，顆粒（GBG）

はいずれも難染色性であり，細胞化学的染色性の違いから

大型のGBG-aと小型のGBG-bに分類され，GBG-bには2層

構造が認められた。したがって，ドチザメ科サメ類3種の

B型顆粒球は同一系統の細胞であると判断した。

　アカエイ，カスザメおよびドチザメ科サメ類の非貪食性

顆粒球の顆粒の構造と染色性をTable 2に，細胞化学的特

徴をTable 3示した。アカエイには3種類の2,3)，カスザメに

は2種類の非貪食性顆粒球が存在するが4)，ドチザメ科サメ

類のB型顆粒球はそれらのいずれにも完全には一致しな

かった（Tables 2, 3）。例えば，ドチザメ科サメ類のB型

顆粒球のように成層構造を持たない難染色性顆粒（GBG-a）

と，成層構造を有する難染色性顆粒（GBG-b）からなる組

み合わせを有する非貪食性顆粒球はアカエイおよびカスザ

メには認められない（Table 2）。また，ドチザメ科サメ類

のB型顆粒球にはトルイジンブルー（TB）陽性顆粒やSBB

陽性顆粒は観察されないが，アカエイの3種類の非貪食性

顆粒球とカスザメのB型顆粒球（Type BSj）にはこれら染

色によって陽性顆粒が観察される2-4)（Table 3）。さらに，

Fig. 3.　 Type B granulocytes of spotless smooth-hound Mustelus griseus. A, May-Grünwald·Giemsa [PN=53 
(See Kondo et al.1)]; B, acid phosphatase; C,α -naphtyl acetate esterase; D,α -naphtyl butyrate 
esterase (α-NBE); E, naphthol AS-D chloroacetate esterase; F, periodic acid Schiff reaction. Counter 
stain in B-F, hematoxylin (Mayer). Except for α-NBE (D), enzyme activities are localized in L0 of GBG-b. 
Two types of α-NBE-positive GNG-b are shown: GNG-b with positive L0 (negative L1) and GBG-b with 
positive L1 (negative L0; arrowhead). Bars=1 µm.
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カスザメのC型顆粒球（Type CSj）にはドチザメ科サメ類

のB型顆粒球と同様にTB陽性顆粒もSBB陽性顆粒も存在

しないが，ドチザメ科サメ類のB型顆粒球に陽性のAcP（ホ

シザメとシロザメで陽性，ドチザメでは陰性）とϐ-Glu（ド

チザメで陽性，ホシザメとシロザメでは陰性）はカスザメ

のC型顆粒球には検出されていない4)（Table 3）。

　中院がドチザメとホシザメの血液に観察した2種類の顆

粒球のうち5,6)，エオジン嗜好性白血球のサブタイプである

	

	

Table 3. Comparison of reactions of non-phagocytic granulocytes from five elasmobranchs to cytochemical tests  

Test1 
Species, type of non-phagocytic granulocytes and positive site (shape, number and positive site)2 

Dasyatis akajeia Squatina japonicab Triakidae sharksc,d 
Type BDa Type CDa Type DDa Type BSj Type CSj Type BTs 

PAS G; H  G; H  G; H  G; H  G; H  G (Ts); H  
PAS-αA  － － － － － － 
AB (pH1.0) － － － － － － 
AB (pH2.5) － － － － － － 

TB G (BG-Bc); N G (EG-B); N G; N  
G (L1 of 

GBG-A/GBG-B;  
entire GBG-C) 

N N 

SBB G (BG-B) G (EG-B) G 
G (L1 of 

GBG-A/GBG-B; L0 of 
GBG-C) 

－ － 

Sudan III － － － － － － 
Oil red O － － － － － － 
AlP － － － － － － 

AcP  G (BG-B) G (EG-B) G (SEG-B) G (L0 of GBG-C) G (L0 of GCG) 
G (L0 of GBG-b, Mm 

& Mg) 
β-Glu － － － － － G (L0 of GBG-b, Ts) 

α-NAE G (BG-B) G (EG-B) G (SEG-B) 
G (L1 of 

GBG-A/GBG-B; L0 of 
GBG-C) 

－ 
G (GBG-a, Ts & Mm; 

L1 of GBG-b, Ts; L0 of 
GBG-b) 

α-NBE  G (BG-B) G (EG-B) G (SEG-B) 
G (L1 of 

GBG-A/GBG-B; L0 of 
GBG-C; L1 of GBG-C) 

G (L0 of GCG) 
G (L1 of GBG-b, Mg; 

L0 of GBG-b) 

CAE G (BG-B) G (EG-B) G (SEG-B) 
G (L1 of 

GBG-A/GBG-B; L0 of 
GBG-C) 

G (L0 of GCG) G (L0 of GBG-b) 

Peroxidase － － － － － － 
1PAS, periodic acid Schiff reaction; PAS-αA, PAS after digestion with α-amylase; AB, alcian blue; TB, toluidine blue in distilled water; SBB, Sudan black B; AlP, alkaline phosphatase; AcP, acid phosphatase; 
β-Glu, β-glucuronidase; α-NAE, α-naphtyl acetate esterase; α-NBE, α-naphtyl butyrate esterase; CAE, naphthol AS-D chloroacetate esterase. 
2G, granular; H, hyaloplasm; N, nucleus; －, not detected; r, round; o, oval; Type BDa, formerly called basophil; Type CDa, formerly called eosinophil; Type DDa, formerly called small eosinophilic granulocyte; 
Type BSj, formerly called type B; Type CDa, formerly called type C; BG-B, basophil granule type B; BG-Bc, BG-B type c; EG-B, eosinophil granule type B; SEG-B, type B granule of small eosinophilic 
granulocyte; GBG-A, type A granule of granulocyte type B; GBG-B, type B granule of granulocyte type B; GBG-C, type C granule of granulocyte type B; GCG, granule of granulocyte type C; GBG-a, type a 
granule of type B granulocyte; GBG-b, type b granule with two-layer structure (L0 and L1) of type B granulocyte; NC, negative core; NS, negative surrounding; eq, equivalent to. 
a, Kondo et al. (2017)1,2); b, Kondo et al. (2018)3); c, present report. 
dTriakidae sharks: Ts, Triakis scyllium; Mm, Mustelus manazo; Mg, Mustelus griseus. 

Table 3.　Comparison of reactions of non-phagocytic granulocytes from five elasmobranchs to cytochemical tests

	

	

Table 2. Structure and Romanowsky-type staining properties of non-phagocytic granulocytes (NPG) from five elasmobranchs 
Species Type of NPG1 Type of granule2 Characteristics3 

Dasyatis akajeia 

Type BDa 
BG-A Rod-shaped, B (light blue), NSS  

BG-B Round (three subtypes: BG-Ba, red; BG-Bb, violet; BG-Bc, purple), NSS 

Type CDa 
EG-A Oval or rod-shaped, SS (3 layers: L0, C; L1, E; L2, C) 

EG-B Round or oval, C, NSS 

Type DDa 
SEG-A Oval or angular, E, NSS  

SEG-B Round or oval, C, NSS 

Squatina japonicab 
Type BSj 

GBG-A Round or oval, SS (3 layers: L0, C; L1, E; L2, C) 

GBG-B Round or oval, SS (3 layers: L0, C; L1, B; L2, C) 

GBG-C Round or oval, SS (2 layers: L0, A; L1, A) 

Type CSj GCG Round or oval, SS (2 layers: L0, E; L1, E) 

Triakidae sharksc,d Type BTs 
GBG-a Round, oval, rod-shaped or angular, C, NSS  

GBG-b Round or oval, SS (2 layers: L0, C; L1, C) 
1Type BDa, formerly called basophil; Type CDa, formerly called eosinophil; Type DDa, formerly called small eosinophilic granulocyte; Type BSj, formerly called type B; Type CDa, formerly called type C. 
2BG-A, basophil granule type A; BG-B, basophil granule type B; EG-A, eosinophil granule type A; EG-B, eosinophil granule type B; SEG-A, type A granule of small eosinophilic granulocyte; SEG-B, type B 
granule of small eosinophilic granulocyte; GBG-A, type A granule of granulocyte type B; GBG-B, type B granule of granulocyte type B; GBG-C, type C granule of granulocyte type B; GCG, granule of 
granulocyte type C; GBG-a, type a granule of type B granulocyte; GBG-b, type b granule of type B granulocyte. 
3NSS, non-stratified structure; SS, stratified structure; L0, inner layer; A, amphophilic; B, basophilic; C, chromophobic; E, eosinophilic. 
a, Kondo et al. (2017)1,2); b, Kondo et al. (2018)3); c, present report. 
dTriakidae sharks: Triakis scyllium, Mustelus manazo and Mustelus griseus. 
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（イ），（ロ）および（ハ）は，前報1)において著者らが観察

し同定した好中球に相当すると考えられる（中院のサブタ

イプ（ニ）5,6)は観察されなかった）。一方，中院の両色嗜

好性白血球の顆粒は，ドチザメでは円形・淡紫色（サブタ

イプ（イ））または円形・灰白紫色（サブタイプ（ロ））で

あり，ホシザメではサブタイプ（イ）は微細・紫赤，サブ

タイプ（ロ）は槍状・淡紫赤色，サブタイプ（ハ）は円形・

紫赤とされている5,6)。本研究におけるドチザメ科サメ類3

種のB型顆粒球の顆粒は明瞭な染色性を示さず難染色性で

あり，両色嗜好性白血球の顆粒の染色性と大きく異なる。

しかし，本研究と中院はともに顆粒球を2種類に大別して

いること，中院のエオジン嗜好性白血球のほとんどは本研

究の好中球に相当することから，両色嗜好性白血球はB型

顆粒球ではないかと推察される。

　池田らはドチザメに4種類の顆粒球（好中球，第一種好

酸球，第二種好酸球，第三種好酸球）を認めており7)，前

報において池田らの第二種好酸球は著者らの好中球に相当

すると考察した1)。第三種好酸球は中院のエオジン嗜好性

白血球のサブタイプ（ニ）に相当するが7)，我々は前述の通

りこの顆粒球を観察していない。池田らの好中球7)は著者ら

のB型顆粒球に酷似している。第一種好酸球の顆粒は薄赤

い丸形であり，本顆粒球には分葉核も観察されている7)。

本研究においてB型顆粒球の顆粒は明瞭な染色性を示さな

かったが，染色条件によって細胞質基質の色調がエオシン

好性や塩基好性を示し，顆粒がそれらの色を呈しているよ

うに見えることがあった。したがって，池田らの第一種好

酸球はB型顆粒球に含まれると考えられる。池田らは好中

球と第一種好酸球を同一写真上に示していることから7)，

両顆粒球の間になんらかの違いがあると推察されるが，本

研究における各種細胞化学染色においてB型顆粒球を二分

するような形態学的差異は認められなかった。

　Hine and Wain（1987）8,9)およびHine et al.（1987）10)は

ネズミザメ上目のうち，ネズミザメ目サメ類1種（ネズミ

ザメ科）とメジロザメ目サメ類6種（トラザメ科2種，ドチ

ザメ科2種，チヒロザメ科1種，メジロザメ科1種）の顆粒

球を，eosinophil, eosinophilic granulocyteおよびneutrophilic 

granulocyte8,9)（あるいは前述の3種類をそれぞれcoarse 

eosinophilic granulocyte，fine eosinophilic granulocyteお

よびneutrophilic granulocyteと称しているが10），以後，前

述の3種類の顆粒球名を採用する）の3種類のカテゴリーを

用いて分類しており8-10)，ドチザメ科のイコクエイラクブカ

Galeorhinus galeus [Hine and Wain（1987）8,9)およびHine et 

al.（1987）10)ではG. australisと表記しているが，これはG. 

galeusのシノニム名である] をのぞいて各サメ類の顆粒球

を1種類または2種類に分類している。すなわち，イコクエ

イラクブカにはeosinophil, eosinophilic granulocyteおよび

neutrophilic granulocyteの3種類の顆粒球が認められるの

に対して，ネズミザメ科のアオザメIsurus oxyrinchus，ドチ

ザメ科のニュージーランドホシザメMustelus lenticulatusお

よびメジロザメ科のヨシキリザメPionace glaucaでは

eosinophilと eosinophilic granulocyteの2種類の顆粒球が，

トラザメ科のApristurus sp.とチヒロザメ科のトガリドチザメ

Gollum attenuatusにはeosinophilic granulocyteとneutrophilic 

granulocyteの2種類が [Hine and Wain（1987）8)ではトガ

リドチザメの顆粒球はeosinophilic granulocyteのみとされ

ているが，Hine et al.（1987）10)ではeosinophilic granulocyte

とneutrophilic granulocyteが観察されている]，ニュージー

ランドナヌカザメCephaloscyllium isabellum [Hine and Wain

（1987）8,9)およびHine et al.（1987）10)はC. isabellaと表記し

ている] には1種類の顆粒球（eosinophilic granulocyte）が

観察されている。前述の3種類の顆粒球のうち，いずれの

サメ類においても同定されているeosinophilic granulocyte

は好中球であると推察されている1)。Eosinophilは粗大な

エオシン好性顆粒を有し，neutrophilic granulocyteの顆

粒は小型円形で，塩基好性または弱い紫色を呈し，（境界が）

不明瞭（poorly defined）とされている1)。これら2種類の

顆粒球はそれぞれ池田らの第一種好酸球および好中球に相

当すると推察され，前段において考察したように，ともに

本研究のB型顆粒球に含まれると考えられる。イコクエイ

ラクブカとニュージーランドナヌカザメを除き，他のサメ

類では好中球と考えられるeosinophilic granulocyte以外に

1種類の顆粒球のみが観察されていることも，本研究にお

けるドチザメ科サメ類の顆粒球が好中球の他に1種類の非

貪食性顆粒球からなることを支持していると思われる。

　Hine and Wain（1987）13) およびHine et al.（1987）10)

は前述のネズミザメ上目サメ類7種の細胞化学的特徴につ

いても調べ，いずれのサメ類においてもeosinophil と

neutrophilic granulocyteはeosinophilic granulocyteと同様

にAlPとPOが陰性であること（トガリドチザメとヨシキ

リザメではAlPは調べられていない），eosinophil と

neutrophilic granulocyte の両方を有するイコクエイラク

ブカでは，両顆粒球の細胞化学的特徴が類似すること

（eosinophilic granulocyteとも類似する）を報告している。

本研究におけるドチザメ科サメ類においても，好中球とB
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型顆粒球にはAlPとPOが検出されず，他の細胞化学的特

徴についても，単に陽性か陰性のみを比較すると両顆粒球

は同様の反応を示した。しかし，ニュージーランドホシザメ

の2種類の顆粒球（eosinophil とeosinophilic granulocyte）

の間には違いが認められており，eosinophilic granulocyte

に陽性のエステラーゼ（α-NAE，α-NBE）はeosinophil

には検出されていない。
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