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論文内容要旨

               【目 的】

  透過性肺水腫に代表さ れる急性肺障害の発生機序に は好 中球を中心と した炎症細 胞の活性化が

 重要な役割を果たしている。 近年, in vitroの研究において, 異なる二種の微量刺激を受けるこ

 とにより, 好中球は強い活性化を受けることが明 らかとなった。 しか し, この現象がin viVOに

 おいて持つ意義は未だ明らかでない。 本研究は, 微量の複数刺激が, 好中球の活性化及びその際

 の肺血管壁透過性に与え る影響 を知ることを目的と した。

               【方 法】

  はじめに, ①in vitroにおける白血球刺激物質前処置が多核白血球活性化に及ぼす影響を検討

 した。 羊頸動脈より採血 を行い, Fi co11 -Hypaqu e重層法により多核白血球を 分 離 した。 分 離多

 核白血球を, 10-7Mのカ ルシウ ムイ オノホァ (Cal) にて15分間incubation した後Calを洗浄除去

 した。 この後, 10刃一10-6MのPMA (Phorobol Myristate Acetaむe) で第2刺激を行い, チト

 クローム C還元法を用 いス ーパーオキサイ ド (SO) 産生能 を550nmにおける吸光度の変化と して

 測定 した。

  次に, ②生体への刺激物質投与が多核白血球に及ぼす影響を検討 した。 対照と しての多核白血

 球を分離した後, 羊にエンドトキシン (ETX) 0. 1μg/kgを投与, 30分後再度多核白血球を分離

 した。 これらの多核白血球を10-9-10-6MのPMAで刺激 し, SO産生能, dimethoxy benzidine

 法によりうイソゾーム酵素放出能, Boyden chamber法により白血球遊走能を測定 した。

  次に, ③生体への異なる2回刺激が多核白血球, 肺循環及 び肺リ ンパ動態に及ぼす影響を検討

 した。 体重30～50kgの羊を用い, S七aubらの方法に準 じ慢性肺リ ンパ痩を作成 した。 対照群 (n=

 4), ETX群 (n-5), PMA群 (n=4), ETX+PMA群 (n瓢5) の4群に分け覚醒下立位で実

 験を行った。 各群とも2時間のbaseline測定の後第1刺激を加え, 更に1時間後 第 2刺 激 を加 え

 た。 この後4時間各項目を測定した。 対照群では第 1, 第2刺激ともに生理食塩水を用いた。

 ETx群では第1刺激に0. 1μg/kgのETxを, 第2刺激には生理食塩水を用いた。 PMA群では第

 1刺激に生理食塩水を, 第2刺激に0. 1μg/kgのPMAを用 いた。 ETX +PMA群では第1刺激に

 0, 1μg/kgのETX, 第2刺激に0. 1μg/kgのPMAを用いた。 baseline時, 第1刺激後30分, 第2

 刺激後3時間 で多核白血球 を分離 しSO産生能を各群で測定 した。 肺循環及 び肺リ ンパ動態の指

 標として, 肺動脈圧, 肺リ ンパ流量, リ ンパ血漿蛋白濃度比 (L/P比) を測定した。
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                【成 績】

  ①分離多核白血球を10-5MのPMAにて刺激 した際のSO産生能を100とした。 10}7MのCaIで前

 処置することにより, 10-7M PMA刺激時のSO産生能は, 40, 2±13. 1%から77, 0±32. 5%と亢進

 した。

  ②対照として分離 した多核白血球の10』巳M PMA刺激に対するSO産生能を100とした。 対照多

 核白血球及 びETX刺激後30分 に分離 した多核白血球の10-7M PMA刺激に対す るSO産生能はそ

 れぞれ44. 5±33. 1%, 67. 7±26, 9%であり, ETX投与後30分の多核白血球でSO産生能の亢進が

 みられた。 細胞融解による最大放出量を10Gと し表したライ ゾーム酵素放出能は, それぞれ6、2±

 5. 5%, 19, 7±5. 5%であった。 Boyden chamberの上室より下室へ移行した細胞の比率で表した

 白血球遊走能は, それぞれ16. 5±8. 3%, 35. 3±8. 5%であった。

  ③対照群, ETX群, PMA群では, 第 2刺激3 時間後の末梢血多核白血球 のSO産生能 はbase-

 line時のものに比 し変化 は認められなかった。 しか し, ETX+PMA群において第2刺激3時間

 後の末梢血多核白血球のSO産生能はbaselineに比 しi80. 5±78. 5% と亢進 した。 対照群, ETX群,

 PMA群では, 肺循環, 肺リンパ動態に変化を認めなかった。 一方, ETX+PMA群ではPMA投与

 後に肺動脈圧 は一過性に上昇 した。 肺リ ンパ流量 はPMA投与後に増加 しその後 も高値を持続 し

 た。 L/P比は, PMA投与後に一過性に減少 しその後basehne値より上昇した。
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                K結 論】

  生体内の好中球は, 微量の第1刺激により被刺激性が亢進 し, 微量の第2刺激で活性化が得ら

 れた。 異なる二つの微量刺激で肺血管壁透過性に基づく肺リ ンパ流量の増加が認められ, これに

 活性化された好中球の関与が考え られた。
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 審査結果の要旨

  成人型呼吸促症候群 (ARDS) に代表される透過性肺水腫は, 肺微小血管内皮細胞障害に基づ

 く急性肺障害である。 その病態に は多核白血球を中心と した炎症細胞の遊走と活性化 に伴う種々

 のケミカルメ ディ エーターの放出が重要であるとされている。 一方, ARDSはこれら炎症反応の

 進行による急性肺障害の終末像であるとの考えか ら, ARDS発症以前のメカニズムの解明が急務

 である。 すなわち, ARDSのハイ リスク グループと考えられている敗血症などにおいて, その炎

 症反応 が増強さ れ急性肺障害にいたる過程のメ カニズム の解明 が求め られている。

  一方, in vi七roにおいて, 白血球は刺激物質の前処置を受けることにより被刺激性が亢進 し引

 き続く異なる第2刺激による活性化が増強されるという現象の存在が知 られている。 この現象は

 第1刺激によるプライミング及 び第 2刺激によるエ ンハ ンスメ ントと呼ばれている。 この現象は

 生体における炎症反応の増強のメ カニズム を考える際興味深いが, この現象がin vivoにおいて

 持つ意義 は未だ明 らかでなかった。

  また最近, 臨床におけるARDSハイ リスク グループの検討においてC5・, エンドトキシンの両者

 の上昇 した ものがC5.の み上昇 した ものに比 し高率にARDSの発症をみたことか ら, 異なる二種刺

 激による白血球のプライ ミングを介 した活性化の過程が急性肺障害の発症 に関与 している可能性

 が示唆さ れている。

  そこで本研究は, 生体への異なる二種刺激が白血球の活性化 と急性肺障害に及ぼす影響を明ら

 かにする目的で, 慢性肺リ ンパ痩を有する羊肺水腫モデルを用い, 白血球機能及び肺リ ンパ動態

 の検討を行った。 白血球機能と して, スーパーオキサイ ド産生能, ライソゾーム酵素放出能, 遊

 走能を測定 し, 白血球活性化の指標と した。

  その結果, 生体への微量刺激投与後に分離 した白血球は, 被刺激性が亢進していること, 異な

 る二つの微量刺激により単剤では起こらない白血球の活性化が認め られることか ら, 白血球のプ

 ライミングが生体内において も存在することを明 らかに した。 また, 肺リ ンパ動態の検討から微

 量刺激であっても異なる二種刺激により急性肺障害を示唆す る肺リ ンパ流量の増加をきたすこと,

 またこれにプライ ミングの機序を介 した白血球の活性化 が関与することを明 らかに した。

  従来白血球のプライミ ングは炎症細胞の細胞機能と してin vi七roにおいて研究がなされてきて

 おり, in vivoにおいて白血球のプライミングが存在することを示 した報告はなかった。 また,

 プライミングを介した活性化機転により急性肺障害をきたしうることを示 したことは, ARDS発

 症過程の研究に重要な知見をあたえるものであり, 本研究 は学位論文に相当す る。
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