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e d wi th a n o nl e th al st r ai n ( 1 7 N X L) of Pl a s m o dJ
･

u m ( P .) y o d H (i . e . , bl o o d - st ag e i nf e cti o n of 10
4

p ar a siti z e d e ry th r o c y t e s/ m o u s e) , p a r a sit e mi a c o n ti n u e d f o r a m o n th , s h o wi n g a p e a k at d a y 1 7 .

D ai ly i nj e cti o n o f E P O ( 2 0 0I U / d ay/ m o u s e) h
･

o m d a y 5 t o 1 4 p r ol o n g e d p a r a sit e m ia , w h e r e a s

R e p ri n t r e q u e st s t o: S h u n s u k e T s u B A T A

Di visio n of G a st r o e n t e r ol o g y a n d H e p at ol o g y

Niig at a U niv e r sit y G r a d u at e S ch o ol of

M e dic al a n d D e n t al S cie n c e s

1 - 7 5 7 A s a bi m a cbi - d o ri ,

N iig at a 9 5 卜 8 51 0 J ap a n

別jg 計求先 : 〒 9 51
- 81 2 2 新潟市旭町通り 1 - 75 7

新潟大学医学部 第三内科 津 端 俊 介



4 24 新潟医学会雑誌 第 1 19 巻 第 7 号 平成 1 7 年 (2 0 05) 7 月

th at o f an ti - E P O A b (1 .5 m g / d a y/ m o u s e) e v e r y oth e r d ay fr o m d ay 5 t o 2 8 d e c r e a s e d it .

E r yt h r o p oi e sis w a s c o n fi rm e d i n th e liv e r , spl e e n a n d b o n e m a r r o w b y t h e ap p e a r a n c e o f n u cl e at -

ed e ry th r o cyt e s ( T E R l 1 9
＋) .
Wh e n a n ti - E P O A b w a s i nj e ct e d b y th e s a m e p r o t o c ol i n m i c e

i nf e ct ed w ith a leth al st r ain (1 7 X L) o f P . y o ell
'

L

'

,
all m ic e s h o w ed d e c r e a s e d p a r a sit e m i a a n d r e c o v

-

e r e d fr o m t h e i nf e ctio n . n l e S e r e s u lt s s u g g e st t h at t h e u s e of a nti
- E P O A b afte r m al a ri al in fe c ti o n

m ay b e o f th e r a p e uti c v al u e in s e v e r e c a s e s o f m ala ri a .

K e y w o r d s: M a r alia , E ry th r o p oi etin , An ti e ry th ri oi etin a ntib o d y , E ryt h r o p oie si s , P a r a sit e m ia

は じ め に

近年われわれは, マ ウス が マ ウス マ ラリ ア (以

下 マ ラ リ ア) に感染する と, その 肝や牌で赤血球

が造血される こ と, そ してその ように して発生 し

た肝の 幼弱赤血球 は マ ラ リア 感染の 標的になりう

る ことを報告 して き た 1) - 3) が
,
今回われわれは,

こ の ように マ ラ リ ア感染に感染 した マ ウ ス にお い

て血清中の エ リス ロ ポエ チ ン濃度が上昇する こ と

を観察しえた .

Pl a s m o d l
'

u m ( P .) y o el)
'

)
'

の 非敦死株 ( 1 7 N X L)

を マ ウス に感染させ ると, 1 7 日目にその感染濃度

が ピ ー クを迎 える .

こ こ で, エ リ ス ロ ポ エ チ ン ( E P O) を感染成立

5 日目から 14 日目まで連続で投与すると, マ ラリ

ア感染は遷延 した . 逆に, 抗 E P O 抗体を 5 日目か

ら 2 8 日目まで 1 日お き に投与 したと き , 感染 は

早期 に終鳶した.

同様 に, P . y o el)
'

)
'

の 致死株 (1 7 X L) を感染 させ

た マ ウ ス に抗 E P O 抗体 を投与した とき に も, や

はり感染が早期に終鳶し, さら に マ ウ ス は生存し

た.

マ ラ リ ア感染 に対 して , 抗 E P O 療法 が治療の

一 助と なりうる こと を示唆するもの と考 えこ こに

報告する.

材料と方法

マ ウス とマ ウス マ ラリア感染の成立

週 齢8 週 の C 5 7/ B L 6 ( B 6) を用い た . P .y o el)
'

)
I

1 7 N X L ( 非敦死株) は, 脇誠治先生 (群馬大学医

学部) より供与して い ただ い た .
マ ラリ ア の 維持

は, 骨髄細胞 を介し た方法 3) で 行 っ た . 感 染は ,

10 4 の マ ラ リ ア感染赤血球を マ ウス に腹腔内投与

する こ とで成立 させ た . 寄生虫血症 は, 3 日ごと

に抹消血をギムザ染色する こ とで測定 した .

細胞の準備

マ ウ ス を屠歪貸したの ち肝臓 を採取 した . 肝内単

核球は以下の 方法により分離した . 2 0 0 ゲ ー ジ の

ス テ ン レ ス ス チ ー ル メ ッ シ ュ で 漉 し
,
2 % N C S

M E M - H E P E S ( Ni s s ui P h a r m a c e u ti c al , T o k y o ,

J a p a n) 液に浮遊させた . 培養液で
一 度洗浄後, 3 5

% パ ー コ ー ル 液 ( A m e r sb a m P h a m a ci a Bi c■t e c b ,

Pi s c at a w a y , N J) 1 5 m l を加 え 1 2 0 0 × g , 1 5
JL

B
･

間密

度勾配遠心法で細胞を分離した . 分離後の ペ レ ッ

ト は 赤 血 球 溶 血 液 ( 1 5 5 m M N H 4 Cl , 1 ･O m M

K E C O 3 , 1 m M E D T A - N a , 1 70 m M T ri s , p11 7 .3)

を加 えて無核赤血球 を溶解 し, 2 % N C S M E M -

ⅢE P E S に再浮遊 させ た . 牌と骨髄 は, 2 0 0 ゲ
ー ジ

ス テ ン レ ス ス チ
ー ル メ ッ シ ュ で渡 し, 無核の赤血

球を破砕した のち用い た .

フ ロ
ー サイ トメ トリ ー

法

フ ロ ー サイ トメ トリ ー 法 に は F r r C
,
P E で 標識

したモ ノク ロ - ナ ル抗体を用 い た 2) . 使用 したモ ノ

ク ロ - ナ ル抗体は抗 C D 3 抗体 ( 1 4 5 - 2 C l l) と抗

赤血球抗体 (T E R l 1 9)( B D Bi o s ci e n c e s , M o u n t ai n

V i e w
,
C A) で

,
F A C S c a n ( B D B i o s ci e n c e s) により

解析した. 標的抗体による染色前に, 抗体の 非特異

結合防止目的で C D 1 6/3 2 (2 .4 G 2; B D Bi o s ci e II C e S)

を加 え た. 死神胞 は F S C および pI 法により除去

した .



津端 : 抗 エ リス ロ ポ エ チ ン抗休による マ ラ リ ア 抑制効果 4 25

エ リス ロ ポエ チン

中外製薬の 好意 により組 み 換 え の E P O と抗

E P O 抗体を提供 して い た だい た. 抗 E P O 抗体は ,

ヒ ト E P O に対するウサ ギの ポリ ク ロ ー ル 抗体 で

あり, 1 m g の抗 E P O 抗体は, 人
･ マ ウス にか か わ

らず約 10
4
IU の E P O を中和する . E P O (2 00I U/

日) は マ ラ リア 感染後5
-

14 日目に, 腹腔内投与

した . 抗 E P O 抗体 ( 1 .5 m g / 日) は, 感染後 5
-

2 8

日 目 に 隔 日 で 腹 腔 内投与 し た . 血清 E P O 濃度

( m u / m l) は, 放射性 免疫測定法 ( S R L) で測 定

した.

P . y o el)
'

L
'

1 7 N X L を感染させ た 1 0 4 個の 赤血球を

C 5 7/ B 6 (B 6) に腹腔内投与 し感染を成立 させ た .

そ して , 寄生虫血症 を末梢血 か ら測定 した ( 国

1 A) . 寄生虫血症 は 5
-

7 日目より発現 し, 1 7 日目

に ピ ー ク を迎え, 2 7 日目まで認め る .

ヘ マ ト ク リ

ッ ト値 は感染前 5 0 % だ っ たもの が 7 日日頃より

徐 々 に減少し, 最終的に 3 0 % 未満にまで い た る .

一

方 で E P O の 血中濃度の 元進 は, ヘ マ ト ク リ ッ

ト値 が低下す るより早く, 感染後 5 日日頃より

徐 々 に認 め, 7 日目 に プラ ト
ー に達する . また

,

肝 ･ 牌
･

骨髄の 有核細胞を, フ ロ
ー

サイ トメ トリ

ー にて解析 した ( 図 1 C) . T E R l 1 9 ( 赤血球系 の

表面 マ ー カ ー ) と C D 3 (T 細胞 の表面 マ ー カ ー )

の 2 染色展開にて解析を行 っ た .
こ こで , 成熟 し

た赤血球 は無核 であり, 赤血球溶血液にて 破砕処

置を受けてい る . その ため , C D 3 - T E R l19
＋細胞

は有核の 赤芽球と い う こと にな る. そ して この 有

核の赤芽球 は, 肝
･ 牌にお い て も感染 14 日目か

ら発現する (矢印) . 骨髄にお い ては, 赤芽球 は感

染前より発現 して い る が, 感染後 7 日目にはその

発現が増多して い る .

E P O の 血中濃 度を E P O と抗 E P O 抗体 を用 い

て調節 し, それが P . y o el)
'

)
'

1 7 N X L 感染に及ぼす影

響に つ い て検 討した ( 図 2 A , 左 : E P O 投与時 ,

右 : 抗 E P O 投与時) .

E P O は, 感染後 5 - 1 4 日目に, 2 0 0I U / 日を腹腔

内投与 した . 抗 E P O 抗体 は, 感染後5
- 2 8 日目

に
,
1 .5 m g / 日を隔日投与 した . E P O を投与したと

き
,
マ ラリ ア感染が遷延 した .

一 方, 抗 E P O 抗体

を投与 した とき マ ラ リア 感染 は抑制された . 各 々

につ い て
,
E P O 血中濃度と ヘ マ トク リ ッ ト値を測

定 した . E P O 投与下 に お い て は , E P O 血中濃度

は著明 に上昇する ( 10 00 m U / m l 以上) . そ して ,

フ ロ ー

サイ トメ トリ ー 法を用い て肝 ･ 牌 ･ 骨髄 の

有核細胞 を感染後 1 4 日目に解析する と, 各 々 の

臓器 で 赤血球 の 産生 がみ ら れる に もか か わらず

( 図 2 C 矢印) , ヘ マ トク リ ッ ト値は低下す る.

一

方, 抗 E P O 抗体投与下 におい て は , E P O 血中濃

度 は 著 明 に 低 下 す る ( 検 出 感 度 以 下 か ら

2 0 0 m U / m l 以下) . 肝 ･ 牌 ･ 骨髄の感染後 14 日目

の フ ロ
ー

サイ トメ トリ ー 法 による解析で は, 各々

の臓器 で赤血球 の産生が抑制を受け ( 図 2 C) , ヘ

マ トク リ ッ ト値も抑制を受ける ( 図 2 B 右) .

最後 に, われわれ は P . y o el)
1

1
'

の 致死株 ( 1 7ⅩL)

を マ ウ ス に感染させ た .
こ の致死株の感染を受け

た マ ウス は
,
通常 1 0 日以内にすべ て死 にい たる .

し か し
,
こ の 感染 マ ウ ス に抗 E P O 抗 体を 5 日 目

か ら 2 8 日 目まで 隔日投与する と , マ ラ リ ア感染

は抑制されすべ て の マ ウ ス は感染か ら回復 し生存

し えた (図 3) .

考 察

今回われわれは, E P O の 血中濃度が マ ウ ス マ ラ

リ ア感染におい て その重症度を決定する可能性に

つ い て 示 した .
マ ウス に E P O を投与する と, マ ラ

リ ア 感染は遷延 した .

一

方抗 E P O 抗体を投与す

ると
, 感染 は抑制 され た . 最も興 味深 い こ と は ,

敦 死株の 感染を受 けた マ ウス に抗 E P O 抗体を投

与し たときにも, 感染は抑制 され, 最終的にその

マ ウス が生存しえたと い う事実である .

マ ウス感染に伴い貧血が起 こ る . そ して
,
造血

が冗進される .
こ の とき に発現す る有核 の赤芽球

が
,
血液期 にお ける マ ラ リ ア の 感染経路となる .

こ こに 抗 E P O 抗体を用い て造血を抑制 した とき
,

こ の経路が抑制される .

われわれは, マ ラ リア 感染に際して肝や牌で造

血が起 こる こと, そ して肝に おい て 造血された幼
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図 1 P . y o elL
'

)
'

の 非致死株 (1 7 N X L) 接種後 の 感染 の

経時的変化.

A . 寄生虫血症 ( % )
,
B . E P O 血中濃度

,
C . 肝 , 牌,

骨髄における造血. 数字は各 マ ー カ ー の 陽性細胞の 割

令 ( % ) を示す. 夫印は造血された赤血球を示す.
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図 2 マ ラ リ ア感染における E P O や抗 E P O 抗体投与による影響.

A . 寄生虫血症
,
B . 血清 E P O 濃度と ヘ マ ト ク リ ッ ト値, C . 赤血球造血.

マ ウ

ス には P . y o elL
'

L
'

の 非致死株を感染 させ ,
E P O ま た は抗 E P O 抗体を投与した .

数字は各 マ
ー カ ー

の 陽性細胞の割合 ( % ) を示す.
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D a y s & 触 r i n fc cti o A

0 1 7 X L o n & ＋ 1 7 X L ＋ a Jlti - E P O

図 3 抗 E P O 抗 体 に よ る
,
P . y o ell

'

)

'

の 致死 株

(1 7Ⅹ1 ノ) に対する防御反応 .

マ ウ ス に P .y o elL
'

L
'

の 致死株 を接種 し, 接種後

5 - 2 8 日 目に隔 日 で抗 E P O 抗 体 (1 .5 m g/ 日)

を投与した .

弱赤血球に, マ ラ リ ア感染が起 こ る現象を報告 し

て きた 1 ト 3) . 有核で 幼弱 な赤芽球の 方 が, より

成熟 した無核の 赤血球よりもマ ラ リ ア感染の 標的

に な りう る . 実際, マ ウ ス に放射線照射 (6 G y)

を行い , 肝に おける造血を抑制すると ,
マ ラ リ ア

感染は抑制される 3) .

成熟赤血球よりも幼弱赤血球 の ほうが マ ラ リア

感染の 標的になりうる とい う報告は, 最近散見さ

れて おり 4 ト 8) , われわれもまた , 同様 の 報告 を

して きた 1) ‾ 3) . 人間の 場合, 赤血球 の C D 36 抗

原が P .f al cl
'

p a m m の 感染の標的になる こ とが知ら

れてい る 9) 10) . そ して , こ の C D 3 6 抗原は幼弱 な

赤血球に発現する .
つ まり, ヒ ト マ ラ リ ア に お い

ても マ ウ ス マ ラ リ ア同様に幼弱 な赤血球が感染の

標的になりうると考 えられる .
これらの 所見を元

に われわれ は, 抗 E P O 抗体 によ っ て造血を抑制

する ことで , マ ラ リ ア感染を抑制 しうると考えた .

抗 E P O 抗体 によ っ て造血は抑制されたが, マ ラ

リア 感染時にみ られる貧血ほ どに は ヘ マ ト ク リ ッ

ト値 は低下 しなか っ た . また, 抗 E P O 抗体投与時

にみられる貧血 は幼弱赤血球の抑制の み によ っ て

起 こ るの に対 し, マ ラ リア 感染時にみ られる貧血

は, 幼弱赤血球と成熟赤血球の 双方が抑制する こ

とで お こ るとい う意味で , より重大である
1 1)

マ ラ リ ア感染に対する宿主側の 防御機構と し

て
, 肝由来の胸腺外分化 丁 細胞 ( T C R in t) が重要

な役割を担 っ て い る 1 ト 3) I 12) ‾1 4) . マ ラ リ ア感染

の 標的となる幼弱の 有核赤芽球は, M H C を有 し

て い る 2) . M H C と結合した , あ る種の 自 己抗原

や マ ラ リ ア抗原が , 胸腺外分化 丁細胞 の ¶: 又
in t

によ っ て 認識 され, 防御機構と して 働く もの と考

えられる .

こ の機序か らみ て も, 肝 にお ける有核の 幼弱赤

血球 の造血を抑制する こ とが マ ラ リア感染の 抑制

に有用であると考えられる .
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