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要 旨

エ ン ドトキシ ンであるリボ多糖体 ( L PS) をラ ッ トに投与し A R D S の 動物モ デルを作成 した.

こ の モ デ ル で は肺 へ の 好中球の 集積と炎症性サイ トカイ ン上昇が認められたが, L P S 投与前に

ホス ホジ ュ ス テ ラ
- ゼⅢ阻害薬で ある塩酸オ ル プリ ノ ンを腹腔内投与する ことで肺障害の軽減

が認め られた . I . P S 投与群に比較 して , 組織学的には肺胞内 へ の 好中球集積が軽減 し, 血清サ

イ トカイ ン測定で は炎症性サイ トカイ ンで ある T N F α , IL
-

6 の 低下 と抗炎症性サイ トカイ ン

で ある IL - 1 0 の 増加を認め た. 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジを分離, 培養 し培養上清中の サイ トカイ ン

を測定したと ころ, 塩酸オル プリノ ン投与群で IL
-

10 が増加し, T N F α , IL
-

6 が減少 して い た.

以上か ら肺障害の軽減機序の機序と して肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ か らの I L
- 10 分泌増加を介した抗

炎症作用が考えられた .

塩酸オ ル プリ ノ ンは重症患者 に おける循環作動薬と して の みならず, 抗炎症作用を介 した肺障

害の 予防効果が期待でき ると考えられる.
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A c u t e r e s pi r a t o r y di st r e s s s y n d r o m e ( A R D S)

は外傷や術後患者に
一

定の頻度 で認 め られ,
一

旦

発症すると各種の 積極的な集中治療にもか かわ ら

ずその 死亡 率は高 い 1 ト 3) . A R D S の 病態 と して

は肺 へ の広 範な好中球の 集積 4) と各種炎症性サ

イ トカイ ン の 上昇が挙げられる
5) ‾ 7)

. 肺 に集積

した好中球や マ ク ロ フ ァ ー ジは活性化される と炎

症性サイ トカイ ン を放出し, こ れが さらに障害を

増強する こ と が明 らか に な っ て い る .

一

方, 抗炎

症性 サイ ト カイ ン で ある IL -

1 0 は マ ク ロ フ ァ
ー

ジ , 肥 満細胞 , T 細胞, B 細胞 か ら分 泌 され
8) 9)

,

主 に マ ク ロ フ ァ ー ジの機能を調節 し単球, マ ク ロ

フ ァ
ー ジか らの炎症性サイ トカイ ン の放出を抑え

て 炎症の抑制に働く10) l l) . 従 っ て肺障害にお い て

IL
-

10 を増加 させ る こ とにより障害の程度を軽減

でき る可能性が考えられ る1 2) .

ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ
-

ゼ Ⅲ阻害薬で ある塩酸オル

プリ ノ ン は強心作用, 末梢血管拡張作用 の両者を

併せ持 つ 強心 薬で あるが 13) , その作用機序 は ホ

ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼ を阻害する こ とによる c A M P

の 増加に ある . 主 な薬理作用以外に も炎症性サイ

ト カイ ン産生の抑制を介 した抗炎症作用が報告さ

れて おり 1 4)‾ 16) , IL
-

1 0 の 産生 増加 も認められ

て い る .

心不全や 関心術後の管理の 循環伴動薬と して ホ

ス ホ ジ エ ス テ ラ
ー ゼ Ⅲ阻害薬が 使用 され て い る

が
, 本研究で は塩酸オ ル プリ ノ ン の抗炎症作用 に

着目 し, 塩酸オル プリ ノ ン が急性肺障害を抑制す

るか否か を検討 した.

材料と方法

動物 : すべ て の 実験 は体重 1 80 g か ら 2 20 g の

ウイ ス タ ー

ラ ッ ト ( チ ャ ー ル ズ ー リ バ ー ジ ャ パ ン

より購入) を用 い て行 っ た . 動物は動物実験の 指

針に従い愛護的に扱 っ た

薬剤 : ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ
ー

ゼⅢ阻害薬と して塩

酸オ ル プリ ノ ン ( コ アテ ッ ク, エ
ー ザイ株式会社)

を
,
エ ン ド ト キ シ ン は 1ip o p oly s a c c h a rid e ( L P S :

E s c e ri c hi a c oli; s e r o ty p e 05 5 : B 5 , シ グ マ 社) を用

い た .

薬剤投与量 と投与経路 : 塩酸オ ル プリ ノ ン は

0 .
2 m g / k g を腹腔 内投与, L P S は 5 m g/ k g を尾静

脈か ら投与 した .

実験群 :

L P S 投与群 : 生理 食塩水投与 30 分 後に L P S

(5 m g / k g) を尾静脈か ら投与 した .

O P L ＋ L P S 投与群 : 塩酸オル プリノ ン 0 . 2 m g/

k g を腹腔 内投与 し, 3 0 分後 に Ⅰ∬S (5 m g/ kg)

を尾静脈か ら投与した .

コ ン トロ ー

ル群 : 生理 食塩水を腹腔内投与30

分後に生理食塩水を尾静脈か ら投与 した .

肺の組織学的評価 :

L P S ある い は生理食塩水投与後6 時間後に肺を

摘出し肺の組織学的評価を行 っ た . 肺の摘出に先

立ち開胸下 に右心室 か ら 2 0 m l の 生理食塩水を注

入 し肺 内の 血液 を フ ラ ッ シ ュ し た . 肺は 3 日間

8 % フ ォ ル マ リ ン で 固定後 , 右肺 は上薬, 中葉, 下

莱, 副菜, 左肺は上薬, 中葉, 下葉から 4 F L m の切

片を作成 し, へ マ トキ シ リ ン エ オ ジ ン 染色 し た.

各切片は肺胞構築, 毛細血管夢血, 姉水腫, 好中

球浸潤の 項目に 関 して評価 した .

各切片か ら無作為に抽出した視野 を 2 00 倍で観

察し好中球浸潤の 程度は - 肺胞あた りの細胞数に

換算 し現 した 17) .

血清サイ トカイ ン測定 :

血液を 4 ℃ 1 0 分 間 2 ,0 00 回転で遠心 し血清 を

分離 した . T N F α は G e n z ym e t e c h n e E LIS A キ ッ

ト, IL
-

6 は E N D O G E N E u S A キ ッ ト, IL
-

10 は

P h a r M i n g e n O pt E IA E u S A キ ッ ト を用 い て 測定

した .

気管支肺胞洗浄 :

実験終了時ラ ッ トを気管切開 し静脈留置用の カ

ニ ュ
- レ (1 4 ゲ

ー

ジ) を挿入 , P B S 4 m l を 6 回注

入 , 回収 し気管支肺胞洗浄を行 っ た . 肺 胞洗浄液

の 回収率は 80 % 程度 で各群間に回収率に有為差

は なか っ た . 回収 した洗浄液は 10 分間 1 ,0 00 回転

で遠心 し紳胞成分 を回収し後の培養実験に使用 し

た . 上 清は別 に 回収 しサイ ト カイ ン 測定 用 に -

80 ℃ で保存した .
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肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジの分離と培養 :

気管支肺 胞洗浄で 回収 した 細胞成分 をP B S で

2 回洗浄後 10 % F C S を含む R P M I1 64 0 培養液 に

再浮遊させ 3 7 ℃ , 5 % C O 2 下で 2 時間培養 した .

2 時間後培養上浦を除去し 37 ℃ の P B S で 4 回洗

浄 し, ラバ
ー ポリ ス マ ン を用 い て ディ ッ シ ュ に付

着した細胞を剥離した .

回収され た細胞 は 98 % 以上 が肺胞 マ ク ロ フ ァ

ー ジ で
,
こ れ を R P M I 液 で 洗浄 し 0 .5 × 1 0

6 個

/ 5 00 F L l に調 整 し 24 ウ ェ ル の プ レ
ー トで 培養 し

た . 培養の 条件は以下 の 3 群を設 け, 各々の 群の

培養上浦を48 , 72 時間で分離, 回収 し上浦中の サ

イ トカイ ン を測定 した .

L P S 群 : 培養液＋ L P S (1 0 /∠g / m l)

L P S ＋ O L P 群 : 培養液＋ L P S (1 0 FL g/ m l) ＋

O L P (10 ‾5 m ol e / m l)

コ ン トロ ー ル群 : 培養液の み

統計学的検討

数値は平均値±標準偏差 で記載した . 多群間 の

比較は B o n f e r r o ni の 多重比較を行い , p < 0 .05 以

下を有意差ありと判定 した .

肺の組織学的変化

各群に おける組織像を図 l に示 した . L P S 投与

群 ( 図 卜 A ) , 塩酸オ ル プ リ ノ ン 前投与群 ( 図

1 - B) と も コ ン ト ロ ー ル群 ( 囲 1 - C) に比 べ て

好中球浸潤の 増加 が認められ た .
こ れを 1 肺胞あ

た りの好中球浸潤 の 程度で比較す ると L P S 群 は

1 .2
,
塩酸オル プリ ノ ン前投与群0 .4 と後者で好中

球浸潤の程度が有意 に軽減した (図 2) .

血清サイ トカイン測定

各群に おける血清中 T N F -

α
,
IL - 6

,
IL

-

10 の

測定結果を表 l に示 した . T N F -

α は コ ン ト ロ
ー

ル 群で は 1 時間, 6 時間 と も測定感度以下 で あ っ

たが
,
L P S 投与群で は投与後1 時間値が 5 ,185 ±

1 ,394 p g / m l , 6 時間値 が 17 6 ± 49 p g / m l であ っ た .

一

方塩酸オ ル プリ ノ ン前投与群で は 1 時間値 は

2 ,6 80 ± 1 ,461 p g / m l , 6 時間値 1 08 ± 24 p g/ m l で ,

1 時間, 6 時間ともⅠ∫S 投与群 に比 べ て 有意 に低

値で あ っ た .

IL
-

6 は コ ン ト ロ
ー

ル 群で は 1 時間, 6 時間とも

測定感度 以下 であ っ た .
Ⅰ∫S 投与群で は 1 時間値

は 331 ± 12 9p g / m l , 6 時間値は 1 4 ,17 5 ± 1 89 p g /

m l で
, 投与後 6 時間で著明 に上昇 した . 塩酸オ ル

プ リ ノ ン 前投与群 で は 1 時間値 41 7 ± 30 6p g/ m l

と L P S 投与に比 べ 変化を認め なか っ た が, 6 時間

値 が 1 0 ,69 6 ± 2 ,29 3p g / m l と有意 に低下 した . 抗

炎症性サイ ト カイ ン で ある IL - 1 0 は コ ン ト ロ
ー

ル群で は 1 時間, 6 時間とも測定感度以下であ っ

た . L P S 投与群で は 1 時間値 1 ,63 3 ± 12 5p g/ m l ,

6 時間値 6 92 ± 2 46 p g/ m l , 塩酸オ ル プリ ノ ン前投

与群 で は 1 時 間値 2 ,1 22 ± 2 61 p g / m l , 6 時間値

6 60 ± 7 2 p g/ m l と 1 時間値が L P S 投与群 に比 べ

て有意 に高値であ っ た.

気管支肺胞洗浄液中細胞数とサイ トカインの変化

各群 で気管支肺胞洗浄液中の紳胞数 に有意 な差

はなく , 又, サイ トカイ ン値は い ずれ の 群で も測

定感度以下で あ っ た .

肺胞マ クロ フ ァ
ー ジ培養上溝中のサイトカイン測定

表2 に各群 に お けるサイ ト カイ ン の 経時的変化

を示 した .
コ ン ト ロ ー ル群 か ら分離した マ ク ロ フ

ァ
ー ジ の 培養上浦中で は どの 時点 で も測定感度以

下 であ っ た . L P S 群 の培養上清中IL - 10 は 48 時

間値 6 87 ± 6 p g/ m l , 72 時間値 67 3 ± 68 p g/ m l ,

L P S ＋ O P L 群では 48 時間値 8 83 ± 51 p g/ mi , 72

時間値 9 52 ± 4 8 p g/ m l と 4 8 時間, 72 時間値とも

にⅠ∫S 群に比較して有意に高値で あ っ た . 同様に

T N F α は L P S 群で 48 時間値 6 ,700 ± 228 p g/ m l ,

72 時間値 63 76 ± 24 2 p g/ m l , L P S ＋ O P L 群 で は

4 8 時間値 4 ,872 ± 504 p g / m l , 72 時間値 5 ,544 ±

2 95 p g / m l と 4 8 時間値 が L P S 群に 比較 して低値

で あ っ た .
IL - 6 は L P S 群 で 4 8 時間値 1 ,15 8 ±

1 27 p g/ m l , 7 2 時間値 1 ,1 11 ± 2 9 p g / m l , L P S ＋

o p L 群で は 48 時間値 71 8 ± 1 6 p g/ m l , 72 時間値

8 72 ± 76 p g / m l で 4 8 時 間 , 7 2 時 間 値 と も に

L P S ＋ O P L 群が有意に低値で あ っ た.
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図 2 1 肺胞あたりの好中球浸潤の程度

L P S 群 に比較して O P L 前投与群で有意に好中球浸潤が軽減 した .

表1 各群における血清サイ トカイ ン値

L P S 0 L P ＋L P S C o n t r ol

T N F a a t l h

T N F α a t 6 b

IL - 6 a t l b

IL - 6 a t 6b

IL - 1 0 a t l b

IL
-

1 0 a t 6 h

5
,
18 5 ±1

,
39 4

1 76 ± 4 9

33 1 ± 1 2 9

14
,
1 7 5 ± 1 8 9

1
,
6 33 ± 1 2 5

6 9 2 :土 2 6 4

2 ,6 8 0 ±1 ,46 1
*

1 0 8 ± 2 4
*

4 1 7 :± 30 6

1 0
,
69 6 ±2 ,29 3

*

2
,
1 2 2 ± 26 1

*

66 0 ± 72

N D

N D

N D

N D

N D

N D

O L P : 塩酸オ ル プリ ノ ン
*

L P S 投与群と比較して有意差あり ( p < 0 .0 5)

N D : 測定感度以下

表2 各群における マ ク ロ フ ァ ー ジ培養上浦中の サイトカイ ン値

Ⅰ一P S 0 I + P ＋L P S C o n t r ol

T N F α at 4 8b

T N F α at 7 2 b

I L - 6 at 4 8 h

I L - 6 a t 7 2 b

I L- 1 0 at 4 8 b

I L- 1 0 at 7 2 h

6
,
70 0 ±22 8

6 ,37 6 ±24 2

1
,
1 58 ±12 7

1 ,11 1 ± 29

6 87 ± 6

6 73 ± 68

4
,
8 7 2 ± 50 4

辛

5
,
5 4 4 ±2 9 5

7 1 8 ± 1 6
*

8 7 2 ± 7 6
*

8 8 3 ± 5 1
*

9 52 ± 4 8
*

N D

N D

N D

N D

N D

N D

O L P : 塩酸オル プリノ ン
辛

L P S 投与群と比較して有意差 あり ( p < 0 .0 5)

N D : 測定感度以下
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考 察

本研 究で は L P S 投与に よる肺障害モ デ ル を用

い て ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ
- ゼⅢ阻害薬である塩酸オ

ル プリ ノ ン の 肺障害軽減作用 を検討した . その 結

栄, 塩酸オル プリ ノ ン前投与が肺局所 へ の 好中球

浸潤を軽減する こ と, in vi v o , i n vi t r o の両者で抗

炎症性サイ トカイ ン の I L - 1 0 産生 を促進 し, 炎症

性サイ ト カイ ン で ある T N F α
,
IL

-

6 の産生 を抑

制する ことが示 された . 塩酸オ ル プリ ノ ン は強心

作用 と血管拡張件用を併せ持つ 循環作動薬であ る

が
13)
, 気管支拡張作用

1 4) や
, 体外循環 時に抗炎

症作用を示 す 15) 1 6) こ とが報告されて い る . こ の

よう な循環作動薬の サイ ト カイ ン に対する影響は

イ ソ プロ テ レ ノ ー

ル 1 8)
,
プ ロ ス タグ ラン ジ ン E

2
1 9)
,

エ ビネ プ リ ン 2 0), ア デノ シ ン レ セ プタ
ー

括抗薬 2 1)

などで も報告されて い る .
しか し

,
こ れらの 検討

はサイ トカイ ン や免疫担当細胞に対する影響が主

であり実際の臓器障害に対する効果に言及 した も

の は少なく , 肺障害に対する軽減効果を示 した点

で 本研究の価値があ ると考えて いる .

ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ Ⅲ阻害薬の 薬理作用 は ホ

ス ホ ジ エ ス テ ラ
ー

ゼ を阻害する こと により c A M P

を増加 させ る こ とに あり, 免疫担当細胞 の不満化

も c A M P の 増加によると考え られて い る . C J M P

の増加がどの ように , 免疫担当細胞を不活化する

か に 関 して Ei gl e r ら は プ ロ テイ ン カイ ネ - ス A

の 活 性化を介 した IL - 1 0 の増加 と T N F α の 低下

が 関与 して い る こ とを示 し た 22) . 本研究で もin

vi v o
,
i n vi t r o で IL

-

10 が 上昇 し, T N F α と IL - 6

が低下 して い た こ とか らサイ トカイ ン バ ラ ン ス の

抗炎症方向 へ の 変化が肺障害軽減磯序の 1 つ と考

えて い る. さらに IL -

10 増加自体が マ ク ロ フ ァ ー

ジ の 活性化を抑制する機序も考えられ る23) . 今回

は示 さなか っ た が本モ デ ル で IL - 1 0 遺伝子を導

入 した と こ ろ肺障害の 軽減を認 め た こ とか らも

IL
-

10 は肺障害抑制に関 して鍵になる因子と考え

られ る.

肺障害の 際に は肺胞に存在する免疫担当細胞 が

活性化されサイ トカイ ン ネ ッ ト ワ ー ク を通して炎

症 の拡大が起 こ るが , その際 マ ク ロ フ ァ ー ジ は中

心的な役割を果 た して い る . ホ ス ホ ジエ ス テ ラ
ー

ゼ はほ ぼ全て の細胞に存在して い るが特に マ ク ロ

フ ァ
ー ジ に は その活性が高い

2 4) こ と か ら
,
塩酸

オ ル プリ ノ ン は肺障害の 発生や進展を効率よく抑

制で きる可能性がある . 今回の 実験で は塩酸オル

プリ ノ ン を L P S 投与前に 投与 し たの で 肺 障害に

関 して は予防効果と い う こ とに なる . 臨床で は 関

心術後や心不全で は肺水腫 , 人 工呼吸管理 に伴う

感染など潜在的な肺障害の プライ ミ ン グ状態 で あ

り, 感染が契機と して 急性肺障害を合併する こ と

もある . こ の ような状態 で は カ テ コ ラ ミ ン が必要

となる ことが 多い が , 塩酸オ ル プリ ノ ン の 使用 は

重症 患者に おける循環作動 薬と して の みならず,

抗炎症作用を介 した肺障害の 予防効果が期待でき

ると考えられ る .

結 語

L P S 誘導性の 急性肺障害 モ デル にお い て u )S

投与前に ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ - ゼⅢ阻害薬である塩

酸オ ル プリ ノ ン を腹腔内投与する こ と で肺障害の

軽減が認 められ た . サイ トカイ ン測定および培養

実験結果か ら肺障害の 軽減に は マ ク ロ フ ァ ー ジか

らの IL -

1 0 分 泌 を介 した 抗炎症作用の 可 能性 が

考えられ た.
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