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要約

PZqsmodjzLmbe/､9Ｍ感染マウスに亜硝酸ナトリウムを投与して急性メトヘモグロビン血症を

誘発し，宿主への影響を調べた。血液総ヘモグロビン中に占めるメトヘモグロビンの割合は，マラ

リア感染の進行に伴って増加し，非感染対照群の0.57％に対して，原虫接種５日後には422％に，

６日後には8.69％に達した。感染マウスにさらに急性メトヘモグロビン血症を誘発するために，亜

硝酸ナトリウムを腹腔内に接種したが，そのＬＤ５０は非感染対照群の193mg／kg体重に対して，接

種５日後には50mg／kgに減少した。また，ＬＤ５０に相当する亜硝酸ナトリウムの投与により，メト

ヘモグロピンの割合は，非感染対照群では76.2％に達したが，接種５日後のマウスでは16.5％と低

い値を示した。次に接種５日後のマウスと非感染対照マウスとで，亜硝酸ナトリウム投与後の血中

メトヘモグロビン量の変動を比較した。その結果，感染マウスの血液では亜硝酸ナトリウム投与に

よるメトヘモグロビンの増加が著しく，感染マウスではメトヘモグロビンの減少が遅延した。以上

の結果から，マラリア感染マウスでは急性メトヘモグロビン血症に対する耐性が低下していると考

えられた。

ＫｅｙＷｏｒｄｓ：malaria，ＰＺａｓｍｏｄＺｚＬｍ６ｅ７ｇｈｅｊ，ｍｏｕｓｅ，ｍｅｔｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｅｍｉａ，ｓｏｄｉｕｍ

ｎｉｔｒｉｔｅ

した（HiokiandOhtomo，1986)。メトヘモグロビン

の割合は，赤血球の中では，マラリア原虫の輪状体から

分裂体への発育に伴って増加し，血液中においては，赤

血球への原虫寄生率に比例して増加していた。正常赤血

球においては，メトヘモグロビンは速やかにヘモグロビ

ンに還元されるが，マラリア原虫寄生によって赤血球内

でのメトヘモグロビン代謝が変化し，メトヘモグロビン

が定常的に増加している可能性が考えられた。また，メ

トヘモグロビン代謝が変化することによって，メトヘモ

グロビン血症に対する耐性が低下していることも予測さ

れた。そこで本研究では，感染マウスにさらに急性のメ

トヘモグロビン血症を誘発し，宿主マウスへの影響およ

びメトヘモグロビン代謝の変化を調べることとした。

著言

貧血はマラリアの主要な病態の一つであり，局所的な

血流量の減少とともに，組織への酸素供給量減少の原因

となる（MilleremZ.，１９７１；MaegraithandFletcher，

1972；YoeliandHargreaves，１９７４；ＰｏｌｄｅｒｅｔａＺ.，

1983；Ｗａ７ＭＺ，1987)。マラリア原虫は，宿主赤血球

の中で増殖して感染赤血球および非感染赤血球を破壊し，

またヘモグロビンを分解して，宿主に貧血を引き起すが，

このほかに，ヘモグロビンをメトヘモグロビンに酸化す

ることも知られている（ＦｒｉｅｄｍａｎｅｔａＺ.，1979；

YamadaandSherman，1979)。こうしたメトヘモグ

ロビンの増加は，マラリア感染個体の貧血をさらに増悪

させる因子となりうる（DarlingandRoughton，

1942)。著者らは，先に，ＰＺａｓｍｏｄｊＬｍｂｅ７ｇＭ感染
BALB／ｃマウスを用い，感染末期にIこは血液総ヘモグ

ロビン中に占めるメトヘモグロピンの割合が約10倍に増

加して，血液の酸素運搬能を低下させていることを報告

材料と方法

実験に際しては，宿主としてｄｄＹ系，雄，５週齢の

ＳＰＦマウス（ＳＬＣ）を用いた。マウスの飼育条件は，

温度25±１°Ｃ，湿度50±10％で，１日に12時間の照明を

行い，市販の飼料および水道水を任意に摂取させた。マ

ラリア原虫は，１週間ごとにマウスへの腹腔内接種によ

り継代維持しているＰ、ｂｅｒｇ/zeiNK65を用いた。感染

はＰｂｅｒｇＭ寄生赤血球１×107個を腹腔内に接種する

ことによって行った。この条件ではマウスは接種６－７
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日後にかけて死亡する。後のマウスと非感染対照マウスとで比較した。それぞれ

最初に，ｄｄＹ系マウスにおける感染の進行とメトヘの群のマウスに，５０または193mg／kg体重の亜硝酸ナト

モグロビン増加との関係を調べた。接種の２－６日後に，リウムを腹腔内接種し，その10,20,30,60,120,180

マウスをペントバルビタールナトリウムの腹腔内接種分後に心臓穿刺により採取した血液を用いてメトヘモグ

(50mg／kg体重）により麻酔し，頚動脈より全採血後，ロビンの測定を行った。

直ちにＺｗａｒｔｅｔａＪ．（1981）の方法によって，血液総血液中でのメトヘモグロビン還元能は，試験管内で血

ヘモグロビン中に占めるメトヘモグロビンの割合を測定液に亜硝酸ナトリウムを加え，メトヘモグロビンの減少

した。次いで，シアンメトヘモグロビン法により血液中経過を調べることによって比較した。原虫接種５日後の

総ヘモグロビン濃度を求め（InternationalCommitteeマウス血液および非感染対照マウスの血液0.8Ｍに，亜

forStandardizationinHaematology，1978)，また，硝酸ナトリウムを0.72または2.90,Ｍとなるように加え，

血液塗抹標本により赤血球への原虫寄生率を調べた。３７℃の恒温槽でインキュベートし,１Ｑ２０，３０，６０，１２０，

次に，接種３－５日後のマウス，非感染貧血マウスお180分後にそれぞれ血液0.1,1を採ってメトヘモグロビン

よび非感染対照マウスに亜硝酸ナトリウムを腹腔内注射量を測定した。同時に，亜硝酸ナトリウムによる溶血の

してメトヘモグロビン血症を増悪させ，個体への影響を程度を調べるために，遠心へマトクリット値を測定した。

調べた（EgashiraetaL，1973)。非感染貧血マウスは，接種５日後のマウス赤血球と非感染対照マウスの赤血
塩酸フェニルヒドラジン（50mg／kg体重）を２日または球については，さらに，Scottの方法の変法により，メ

３日間皮下注射することによって作成した。亜硝酸ナトトヘモグロビン還元酵素のＮＡＤＨ－ジアホラーゼ活性

リウムのＬＤ５０は，体重logあたり0.1Ｍを投与するようを測定した（Scott，1960；仁科，1972)。

に生理食塩水で希釈した溶液を，各員６－８匹のマウス感染による経日的変動の解析は分散分析（ＡＮＯＶＡ）

に腹腔内接種して２時間後までの死亡を調べLitchfield-によって行い，有意差の認められた場合には，さらに

Wilcoxon法により求めた（LitchfieldandWilcoxon，Ｎｅｗｍａｎ‐Keulsの方法により水準間の比較を行った。

1949)ｑ次いで，ＬＤ５０量の亜硝酸ナトリウム投与後のメメチレンブルー投与後の死亡率の変化についてはｘ２検

トヘモグロビンの割合を調べた。また，亜硝酸ナトリウ定により，また，投与後のメトヘモグロビン血症の程度

ム投与によるマウスの死亡が，血管拡張によるものではの変化についてはｔ検定により比較を行った。

なくメトヘモグロビン血症によることを確認するため
結果

(Benowitz，1983)，感染マウスと非感染対照マウスに，

メトヘモグロビン還元を促進するメチレンブルー（４mｇ血液総ヘモグロビン中に占めるメトヘモグロビンの割

／kg体重）あるいは末梢血管抵抗を増大させるノルエピ合は，マラリア原虫接種４日後より有意に増加し，５日

ネフリン（0.04mg／kg体重）をあらかじめ皮下注射し，後には422％，感染末期の６日後には8.69％と，非感染

30分後にＬＤ５０量の亜硝酸ナトリウムを投与して死亡率対照群の約15倍に達した（Tableｌ)。このメトヘモグ

および誘発されるメトヘモグロビン血症の程度の変化をロビンの割合を，赤血球への原虫寄生率との関連からみ

調べた。たものがFig.1である。原虫寄生率とメトヘモグロビ

生体内でのメトヘモグロビン還元能は，原虫接種５日ンの割合との間には強い相関が認められる（ｒ＝0.853,

TablelHematologicaldataofmiceinfectedwithPmsmodj"、ｂｅ垣"eノ

Uninfected

controls

Daysafterinoculation

２ ３ ４ ５ ６

８６６６８Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｃｅ８

Parasitemia（０７０）０．７±０．２１０．５±１．３３０．３±２．７６４．９±１．７80.1±１．７

Hbconcentration(g/d/）12.6±０．１１Ｌ９±0.3１２．２±０．４１１．３±０．５６．５±0.4＊4.6±０７＊

MetHbcontent（０７０）０．５７±０．１２0.48±0.160.91±0.151.66±0.28＊4.22±0.63＊8.69±1.11＊

MetHbconcentration(ｍg/dO７０±1５５６±１８１１０±1６184±２８＊264±34＊377±44＊

Valuesarerepresentedasmean±ＳＥＨｂ：hemoglobin，ＭｅｔＨｂ：methemoglobin．＊ｐ＜0.Ｏ１ｖｓ、uninfectedcontrols．
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p＜0.001)。

亜硝酸ナトリウム腹腔内接種のＬＤ５０値は，非感染対

照群では193mg／kg体重，接種４日後のマウスでは166ｍｇ

／kgであったのに対し，５日後には50mg／kgに減少した

(Table２）。一方，接種５日後のマウスと同程度の遠心

へマトクリット値を有する非感染貧血マウスでは，５０ｍｇ

／kg体重の亜硝酸ナトリウム投与による死亡は認められ

ず，193mg／kg投与時に約半数が死亡した（Table３）。

なお，亜硝酸ナトリウムによるマウスの死亡は投与後９０

分以内に認められ，そのほとんどは投与後20-60分の間

であった。ＬＤ５０量の亜硝酸ナトリウム投与により，メ

トヘモグロビンの割合は非感染対照群では762％に達し
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Fig.１Relationshipbetweenparasitemiaandmethemo‐

globincontentinPmFmodj"mbelgﾉiej-infectedddY

miceondays２，３，４，５and6afterinoculation・Solid

linerepresentstheregressionhne，‘`methemoglobin,，

＝0.090‘`parasitemia，，（r＝0.853,ｐ＜0.001)．

０
2０４０６０８０％

ＰＡＲＡＳＩＴＥＭｌＡ

Table２Effectofsodiumnitrite-induced、ethemoglobinemiaonmalarialmice

Uninfected

controls

Daysafterinoculation

５３ ４

LD50valueofintraperitonealsodiumnitrite
(ｍg/kgbodyweight） 1９３ 186 166 5０

MetHbcontentintotalhemoglobinafterLD5o
dosesofsodiumnitritetreatment（0ﾜb） 76.2±2.0６８．５±３．５５９．５±３．３１６．５±2.1

MortalityfollowingLD50dosesofsodium
nitriteaftermethylenebluetreatment 2/１６＊ 6/26＊2/24＊ ＮＴ

ＭｅｔＨｂｃｏｎｔｅｎｔａｔａｂｏｖｅｌｉｓｔｅｄＬＤ５ｏｄosesof
sodiumnitriteaftermethylenebluetreatment（070） ＮＴ 8.5±１．０＊32.5±3.4＊ ＮＴ

Valuesarerepresentedasmean±ＳＥｏｆ６－９ｍｉｃｅｅａｃｈＭｅｔＨｂ：methemoglobin，ＮＴ：ｎｏｔtested．

*ｐ＜０．０１Ｖs・non-methylenebluetreatedcontrols．

Table31nHuenceofsodiumnitritetreatmentonthemortalityofuninfectedanemicmice

Uninfected

controls

Fivedaysafter
inoculation

Uninfectedanemicmice

PackedcellvolumeUﾜb） ４０．５±0.4 ２３．２±１．４ ２４．１±0.8２０．２±0.8

Mortalityfollowing50mg/kgbody

weightofsodiumnitritetreatment O/８ ＬＤ５ｏｄｏｓｅ 0/８ O/８

MortalityfOllowingl93mg/kgbody

weightofsodiumnitritetreaｔｍｅｎｔＬＤ５ｏｄｏｓｅ 4/８ＮＴ 4/８

Valuesofpackedcellvolumearerepresentedasmean±ＳＥｏｆ８ｍｉｃｅｅａｃｈＮＴ：ｎｏｔtested．
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ヘモグロビン量となった（Ｆｉｇ２Ｂ)。しかし，ヘモグ

ロビンへの還元速度には相違が認められなかった。また，

インキュベート前後で遠心へマトクリット値には差がみ

られなかった（データ省略)。

赤血球中のＮＡＤＨ－ジアホラーゼ活性は，非感染対

照群の043±005△ＯＤ／分／ｇメトヘモグロビン／m′

に対し，接種５日後では0.13±0.03△ＯＤ／分／ｇメト

ヘモグロビン／Ｍに減少した（p＜0.01)。

考察

亜硝酸ナトリウムの，ヘモグロビンをメトヘモグロビ

ンに酸化する毒性を利用し（BucklinandMyint､１９６０；

WolffandWasserman，1972)，マラリア感染マウス

にメトヘモグロビン血症を誘発して生体への影響および

メトヘモグロビン血症に対する反応を調べた。亜硝酸ナ

トリウム腹腔内投与のＬＤ５０は，原虫接種５日後のマウ

スで著しく低下し，ＬＤ５０量の亜硝酸ナトリウム投与時

のメトヘモグロビン濃度も著しく低下した。非感染貧血

マウスではこのような低下は認められなかったことから，

感染マウスでみられたＬＤ５０の低下は単に感染に起因す

る貧血によるものではないといえる。亜硝酸ナトリウム

投与によるマウスの死亡はメトヘモグロビンのピークと

ほぼ一致しており，また，メチレンブルー皮下注射の前

処置により，ＬＤ５０量の亜硝酸ナトリウム投与後のメト

ヘモグロビン量および死亡率が低下した。これらの事実

は，亜硝酸ナトリウム投与によるマウスの死亡がメトヘ

モグロビン増加によるものであることの裏付けとなる。

マラリア感染マウスでは，急速に進行するメトヘモグロ

ビン血症により，低酸素症がさらに悪化して生存できな

くなったものと推測する。もちろんこうした事実は，マ

ラリアの病態へのメトヘモグロビン血症の関与が大きい

ことを示すものではないが，亜硝酸化合物，アセトアニ

リド，フェナセチン，スルフォンアミド類，リドカイン

等のヘモグロビン酸化を促進する薬物がマラリア患者に

重大なメトヘモグロビン血症を惹起する可能性も考えら

れる（Martin，１９６９；ＳｍｉｔｈａｎｄＯ１ｓｏｎ，１９７３；

FraylingetaZ.，1990)。

生体内でのメトヘモグロビン血症誘発実験では，マラ

リア感染マウスと非感染対照マウスとで，誘発されるメ

トヘモグロビンの割合に差がみられなかったが，試験管

内で血液に亜硝酸ナトリウムを加えた場合には，原虫接

種５日後のマウス血液の方が容易にメトヘモグロビンが

増加した。この結果は，感染マウスの血液ではヘモグロ

ビンが酸化され易い状態にあることを意味する。しかし，

生体内においては，感染の有無によって，誘発されるメ

トヘモグロビンの割合に差が認められず，感染マウスで

は，非感染対照マウスに比して亜硝酸ナトリウム濃度が

低くなっているものと推測する。一方，感染マウスでは

たが，接種５日後のマウスでは16.5％であった。メチレ

ンブルー皮下接種の前処置を行ったマウスでは，ＬＤ５０

量の亜硝酸ナトリウム投与時のメトヘモグロビン量およ

び死亡率が低下した（ともに，Ｐ＜0.01；Table２）。

これに対し，ノルエピネフリンの前投与による死亡率の

低下は認められなかった（データ省略)。

マウスへの亜硝酸ナトリウムの腹腔内投与により，メ

トヘモグロビンは30分後にピークに達し，生存マウスで

は以後，漸次減少した（Fig.２Ａ)。亜硝酸ナトリウム

50mg／kg体重の投与で誘発されるメトヘモグロビンの割

合は，原虫接種５日後のマウス，非感染対照マウスとも

に同程度であったが，感染マウスではメトヘモグロビン

の減少が遅延した。

試験管内でのメトヘモグロビン誘発実験では，亜硝酸

ナトリウム添加20分後にメトヘモグロビン量がピークに

達した。この時のメトヘモグロビン量は，同濃度の亜硝

酸ナトリウム添加に対して，感染マウス血液の方で増加

が著しく，亜硝酸ナトリウム濃度ｑ７２ｍＭの感染マウス

血液と2.90,Ｍの非感染対照マウス血液で同程度のメト
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Ｆｉ9.2Timecourseofsodiummtrite-inducedmethemo-

globinemiaj〃Ｗｙｏ(Ａ)ａｎｄｊ〃Ｗｒｒｏ(B).Ａ:Sodium

nitrite(５０ｍｇ/kgbodyweight)wasintraperitoneally
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メトヘモグロビンの減少が遅延した。感染マウス血液で

はメトヘモグロビンの還元速度の遅延が認められなかっ

たことから，感染マウスでは亜硝酸ナトリウムの代謝の

遅れあるいはその他の理由によってメトヘモグロビンの

減少が遅延していることが考えられる。なお，亜硝酸ナ

トリウム加血液のインキュベート前後で遠心へマトクリッ

ト値には減少が認められず，このことから赤血球ＮＡＤＨ－

ジアホラーゼ活性の低下にもかかわらず，メトヘモグロ

ビンは赤血球内で還元されたことが分かる。寄生してい

る原虫が栄養体，分裂体と発育するにつれて，メトヘモ

グロビン還元能が低下している可能性はあるが，そのよ

うな赤血球ではヘモグロビン量も減少しているため，血

液全体としてみればメトヘモグロビンは順調に減少して

いるようにみえるのかもしれない。

これらの結果から，マラリア感染マウスでは亜硝酸ナ

トリウム投与に起因するメトヘモグロビン血症に対する

耐性が低下し，メトヘモグロビンの致死濃度が低下した

ものと考える。こうした耐性の低下は，局所への血流減

少等の，マラリア感染における貧血以外の病態に由来す

る低酸素症をさらに悪化することにより起こったものであり，

メトヘモグロビン還元能の関与は少ないものと結論する。
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Abstract ;
i

INFLUENCE OF ACUTE METHEMOGLOBINEMIA INDUCTION 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, 40 Tsukasa-machi, Gifu 500, Japan.

Methemoglobin content in blood total hemoglobin increased concomitantly with the progress of the

malarial infection in mice infected with Plasmodium berghei, and became fifteen times higher than that of

uninfected control on day 6 post infection, the terminal stage of infection. Influence of additional acute

methemoglobinemia induction by intraperitoneal injection of sodium nitrite on malarial host was examined.

The LD50 values of intraperitoneal sodium nitrite injection were 50 mg/kg body weight in 5 day post infected

mice compared to 193 mg/kg in uninfected controls. Sodium nitrite-induced methemoglobin content at LD50

doses were 16.5% and 76.2% in 5 day post infected and uninfected control mice, respectively. Pretreatment

with subcutaneous methylene blue reduced peak methemoglobinemia and mortality of mice at LD50 doses

of sodium nitrite. The degree of sodium nitrite-induced methemoglobin production in infected mouse blood

in vitro, significantly increased. The rate of methemoglobin reduction in infected mice in vivo decreased. These

data indicate that tolerance to additional acute methemoglobinemia induction in malarial mice was significantly

decreased.


