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PZamocZmmZWg"i感染マウス血液における

解糖系代謝の動向とその宿主病態への関与

日置敦已、日置由香里2）大友弘士'）

（平成元年９月１９日掲載決定）

要約

ＰＪａｓ板odmml，ｅ７ｇＭ感染マウスを用いて，マラリア感染の進行に伴う解糖系のパラメーターの

変動について調べた。感染の進行に伴って血液中における解糖の冗進が認められ，接種４日後には

血液中ピルビン酸および乳酸の増加が，また５日後にはグルコースの減少が認められた。解糖系の

律速酵素では，接種４日後よりへキソキナーゼ，ホスホフルクトキナーゼ，アルドラーゼの活性上

昇が認められた。/〃”γoにおける赤血球の乳酸産生能は，反応液のｐＨ7.40では接種３日後に，ま

たpH7.00では接種４日後に上昇した。これは，前者では主として宿主赤血球内の解糖系酵素の脱阻
害により，また後者では主として原虫由来の酵素の増加によって惹起されたものであると考えられ

た。なお，感染後期にみられた乳酸著増は，組織低酸素症によるものよりむしろ赤血球内での解糖

冗進に起因するところが大きいことが判明した。
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緒言感染血をマウス腹腔内に接種することによって継代維持

しているＰ、ｂｅγgheiNK65を用いた。
マラリア原虫は宿主赤血球の中で，宿主のグルコース

実験に際しては，まず，Ｐ､ｂｅ７ｇＭ感染マウスから心
を分解することによってエネルギーとしてのアデノシン

三川酸(Ⅲ)を得てい別H…｡Ⅲ；雲雪iiil鮭二二二鰯瞥二H1琴交安鱗欝乎
Sherman，1984)｡この解糖の機序は宿主赤血球と同様，ギムザ染色を行った薄層塗抹標本の鏡検により求めた.

毒fiiil霞ii《i臓ドニ繍瀕篁蓬鱒雪篶茱毛唇篭菫鰹叡剛纈二騒罠苣
二雛繍睾謙是纂蔀で厚重量騨津接種した｡…は叶肌湿馴-60%照明時問
う血液中の乳酸⑳増加とこれに起因す杣液pⅢ低下瀞ﾓ毒捷鰯髻二蕊二三鱒Ｗ－２
が重要な病態の一つであることを突き止めた（大友ら．

l9M-ﾘｱ感染の進行に伴って起こる解糖系代謝ゥ曼鎚鰯隠l態三船二嫌二鴎豆
の変化については，すでにKruckebergetaZ．（1981)，により全採血を行った。この血液について赤血球数およ
SanderandKruckeberg（1982）が原虫寄生虫率の高い

鬘菫灘蝋勇屋皇鰍繍菫避騨１篭鮭蕊嚢
では，Ｐ・ｂｅ７ｇＭ感染マウスにおける解糖系の主要なパ

ラメーターの経日的な変動を調べ，感染の進行に伴う解酵素であるヘキソキナーゼ（ＥＣ２．７．１．１），ホスホ
フルクトキナーゼ（ＥＣ２．７．１．１１)，アルドラーゼ

糖系代謝の動向と宿主病態との関連について検討を行つ（ＥＣ４．１．２．１３)，ピルビン酸キナーゼ（ＥＣ２．
た゜

７．１．４０）を測定した。さらに解糖系代謝の変動の総

材料と方法合的指標として，赤血球の乳酸産生能の測定を行った。

実験にはⅢ系,雄泪週齢のSPF…(静岡実験鰯鰐雪晉臺菩蝋需慧鰯=二藤iLぞ
動物農業協同組合）を用いた。マラリア原虫は，毎週，

解糖中間体の測定に際しては，全血に氷冷0.6Ⅳ過塩

ｌ）岐阜大学医学部寄生虫学教室 素酸を加えて除蛋白を行い，遠沈後，上清について

２）岐阜大学医学部嫌気,性菌実験施設ＮＡＤＰＨもしくはＮＡＤＨの波長340,ｍでの吸光度の増減
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を測定するヘキソキナーゼ・グルコースー６－リン酸脱

水素酵素法（BarthelmaiandCzok，1962）および

MinakamMaJ．（1965）の方法によって求めた。解糖系

酵素および赤血球の乳酸酸生能の測定に当たっては，白

血球および血小板による影響は無視しうる程度のもので

あり，その除去は不要であるとされているが（Minak-

amietaJ.,１９６５；Ｈｏｍｅwood，1977)，今回の実験では，

最初に血液を遠沈（４５０９，７分間）して血漿および

buffycoatを除去した。次いで，これを冷生理食塩水で

３回洗浄を行い，赤血球数が300×104／ｍｍ３前後になる

ように希釈調整した後，赤血球数を算定するとともに，

この赤血球浮遊液を冷水で25倍希釈して溶血させ，この

溶血液について直ちに酵素活'性測定を行った。（仁科，

1972；BeutleretaL1977).赤血球の乳酸酸生能は，解

糖系酵素活性測定と同様に洗浄まで行った後，ｐＨ７．４０

もしくは7.00の反応液（100ｍＭＮａＣＪ,５ｍＭＫＣＪ，ｌＯｍ

ＭＰＯ４２－，IOMグルコース，３０，Ｍトリエタノールアミン

緩衝液）を加えて37℃で１時間反応させ，反応前後の乳

酸濃度を測定して単位赤血球・単位時間あたりの乳酸産

生量を求めた（MinakamiandYoshikawa，1966)。反応

液のｐＨは，非感染マウス血液および接種６日後のマウ

ス血液を代表する７．４０および７．００とした（大友ら，

1984)。

一部のマウスについては，頚椎脱臼によってと殺し，

直ちに脳および肝の一部を摘出して液体窒素で凍結した。

これを秤量後，ドライアイスで冷却したPotter型ホモジ

ナイザーに入れて摩砕し，３Ｍ過塩素酸，ｌｍＭ

ＥＤＴＡを加えてホモジナイズした後遠枕し，さらに上清

にK2CO3を加えて遠沈後，上清中のグルコース，乳酸お

よびＡＴＰを測定した（ＫｉｎｔｅｒｅｔａＪ.,1984)。

統計学的解析はｔ検定によって行った。

成績

赤血球への原虫寄生率はＴａｂｌｅｌに示したように，接

種２日後以降著しく増加した。赤血球数は４日後より有

意の減少を示した。マウス直腸温は接種５日後より低下

し，接種６日後には平均30.0℃と低体温を示した。

血液中のグルコースは接種５日後より減少を示し（ｐ

＜0.01)，６日後には非感染対照群の約光にまで減少し

た（Fig.1）。ピルビン酸および乳酸は接種４日後より

増加し，６日後には非感染対照群の約3.5倍となった。

解糖系酵素では，ヘキソキナーゼ，ホスホフルクトキ

ナーゼ，アルドラーゼが接種４日後以降，活'性上昇を示

した。（ｐ＜0.05,Ｆｉｇ．２）。

赤血球の乳酸産生能は，反応液のｐＨ7.40では接種３

日後に著しく増加したのに対し，ｐＨ7.00では４日後に
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Uninfected Daysafterinoculation

controls ２ ３ ４ ５ ６

Parasitemia（０７０）

Redcellcount（×1010/O

Body[emperature（｡Ｃ）

０．７±0.2

７６４±7

36.3±0.1

１０．７±１．２

７８８±１１＊

36.5±０．２

３０．７±２．６

６８５±１１↑

３６．６±0.3

66.3±１．９

３７１±２６Ｔ

34.5±0.4↑

81.0±１．９

229±３４↑

30.0±1.1↑

７５３±８

３６．６±０．２

Ｄａ[aareexpressedasmeans±ＳＥｏｆ５－８ｍｉｃｅｅａｃｈ．

*p＜0.05,↑ｐ＜０.Olascomparedwithuninfectedcontrols．
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Control ２３４５６

ＤＡＹＳＡＦＴＥＲ１ＮＯＣＵＬＡＴ１０Ｎ

Ｆｉｇ・ZActivitiesofredceUhexokinase（○),phospho-

fructokinase（●)，aldorase（△）andpyruvate

kinase(▲)inmiceduringP・ｂｅ'ghejinfection・Each

pointrepresentsthemean±ＳＥｏｆ４－６ｐｏｏｌｅｄ

ｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ．

０

Ｃｏｎｔｒｏｌ２３４５６

ＤＡＹＳＡＦＴＥＲＩＮＯＣＵＬＡＴ１０Ｎ

Ｆｉｇ，３Ｔｈｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｒｅｄｃｅｌｌｌａｃｔａｔｅｐroduction

inP､ｂｅ'9/za-infectedmiceanduninfectedcontrols

atpH７．４０（○）ａｎｄｐＨ７．００（●)．Eachpoint

representsthemean±SEof4pooledbloodsamples．

Table2Changesinglucose，lactateandadenosmetriphosphate（ＡＴＰ）con-
centrationsinthebrainandtheliverofmalaria-infectedmiceand

uninfectedcontrols

UninfectedDaysafterinoculation

controls ５ ６

１．１１±０．１４↑

8.19±0.63↑

０．８４±０．０７

OlucoseMmol/g）

Lactateい､Cl/g)

ＡＴＰ（似、Cl/g）

２．５７±0.37

5.29±０．３７

０．９１±０．０９

１．０８±0.04＊

9.88±0.99↑

０．９６±０．０８

Braiｎ

1.99±０．３６↑

9.40±0.78↑

０．７６±０．０９↑

Olucose（ａｍｏｌ/g）

Lactate（lLmol/g）

ATPLLzmol/g)

１１．７８±1.11

３．２１±０．２５

２．６２±０．１６

8.50±2.10

8.30±1.25＊

1.07±０．１７↑

Liver

Dataareexpressedasmeans±ＳＥｏｆ５－６ｍｉｃｅｅａｃｈ．

*ｐ＜０．０５，十ｐ＜０．０１ascomparedwithuninfectedcontrols．

有意に増加し５日後に箸増した。なおｐＨ7.40での乳酸

産生能は常にｐＨ7.00でのそれを上回った（Fig.３）。

脳および肝組織中のグルコース，乳酸，およびＡＴＰの

変動については，Ｔａｂｌｅ２に示した。グルコースは脳で

は接種５日より増加を示し，また肝では６日後に著しい

減少を示した。乳酸は脳，肝ともに接種５日後より増加

した。ＡＴＰは脳では非感染時に比べて有意の減少は認

められず，肝では接種５日後には有意の減少を示した。

考察

重症の熱帯熱マラリアでは通常，マラリア原虫寄生赤

血球が著しく増加しており，これに伴って低血糖，高乳
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酸血症がみられることが報告されている（WhiteetaJ.，

1983,1987)。私達はこの病態について解明するため，赤

血球への高い原虫寄生虫と高乳酸血症のふられるｄｄＹマ

ウスーｐｂｅγgMNK65の系を用いた実験を行った。

血液中のグルコース，ピルビン酸および乳酸の濃度は

接種３日後より解糖の冗進傾向を示唆し，４日後にはピ

ルビン酸および乳酸が有意の増加を示している。これに

対し，赤血球の解糖系酵素でもへキソキナーゼ，ホスホ

フルクトキナーゼ，アルドラーゼの活性が接種４日後に

上昇しており，といここの時期の解糖冗進を裏付ける

データとなっている。

赤血球の乳酸産生能は，反応液のｐＨ7.40とｐＨ7.00の

場合を比較すると，感染の各時期を通じてｐＨ7.40で高

くなっており，これは解糖系酵素の至適ｐＨが弱アルカ

リ性であることを示唆するものといえる。乳酸産生能の

上昇は，ｐＨ7.40では接種３日後より，またｐＨ7.00では

４日後より認められたが，解糖系の律速酵素は接種３日

後には有意の活性上昇を示しておらず，４日後以降に

なって上昇を示している。これらのことから，ｐＨ7.40に

おける接種３日後の乳酸産生能上昇は赤血球内ＡＴＰ，

２，３－ジホスホグリセリン酸（２，３－DPG）および

遊離２，３－ＤＰＧの減少に起因する赤血球内解糖系酵素

の脱阻害によるものであると考える（Uyeda，１９７９；

Ramaish，１９７４；PonceetaL,１９７１；大友ら，1984)。し

かしながら生体内においては，速やかにｐＨ低下等に

よってフィードバックがかかるため解糖が進行しないの

であろう。ｐＨ7.00における接種４日後の乳酸産生能上

昇は，原虫が増殖して原虫由来の解糖系酵素が増加し，

この酵素が酸性領域にも及ぶ幅広い至適ｐＨを有するこ

とから，乳酸の蓄積に起因するｐＨ低下による解糖の

フィードバック的抑制が起らなくなったためと考えられ

る（KruckebergefaZ.,１９８１；SanderetaJ.,1982)。この

結果，乳酸は過剰に産生され，ｐＨ低下を引き起すことに

なる。てんかん発作や運動後にふられる乳酸増加・ｐＨ

低下は，すぐに回復がみられるが，マラリアでは血液中

での乳酸産生量が常に除去量を上回っているために増加

していくものと考える。脳および肝組織中の乳酸量は，

血液中の濃度と比較すれば低くなっており，これは乳酸

増加が，組織の低酸素症よりむしろ血液中での解糖六;進

に起因するものであることを示すものといえる。

なお，私達の用いた実験系では発熱がみられず，末期

には逆に体温が低下する点がヒトでの熱帯熱マラリアの

場合と大きく異なっている。この体温低下の原因および

体温低下による病態への影響については，今後追及すべ

き課題である。
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j Abstract ;

CHANGES OF GLYCOLYTIC METABOLISM AND ITS INFLUENCES ON THE

PATHOGENESIS OF MALARIA IN MICE INFECTED WITH

PLASMODIUM BERGHEI

ATSUSHI HIOKI1}, YUKARI HIOKI2) AND HlROSHI OHTOMO1}

(^Department of Parasitology and 2}Institute of Anaerobic Bacteriology,

Gifu University School of Medicine, Gifu 500, Japan)

Parameters of glycolytic system were evaluated in severe murine malaria, using mice infected with

Plasmodium berghei (NK65). When 5 weeks old male ddY mice were inoculated with 1 x 107 of P. berghei-

infected red blood cells, the mice died 6-7 days after inoculation. Parasitemia in these mice increased rapidly

from day 3 after inoculation. Blood glucose concentration decreased on day 5, while blood pyruvate and

lactate concentration increased on day 4. These glycolytic changes became more severe on day 6. Activities

of hexokinase (EC 2.7.1.1), aldorase (EC 4.1.2.13) and pyruvate kinase (EC 2.7.1.40) increased on day 4.

These data indicate that glycolysis progressed rapidly from day 4 in malarial mice. Lactate production of

the infected mouse red blood cells increased markedly on day 3 at pH 7.40 and on day 4 at pH 7.00. These

data indicate the increased glycolytic rate on day 3 was caused by the disinhibition of host glycolytic enzymes

and that on day 4 by the increased enzyme activity of parasite origin. Influences of the increased glycolytic

metabolism were smaller in the brain than in the liver. It was concluded that increased lactate concentration

in the blood in the last stage of infection was mainly due to increased glycolytic rate in red cells rather than

to tissue hypoxia.
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