
原■ 著

エン ドトキシン投与時の生化学的研究

一過酸化脂質の産生機序とこれに及ぼす

抗酸化剤の効果を中 心として-

京都大学結核胸部疾患研究所 臨床肺生理学部門

関 川 利 幸

(昭和58年6月1日受付)

緒 看

近年,高濃度酸素,オゾンや二酸化窒素等の

オキシダント,さらにパ ラコー ト中毒による肺

組織障害発生の原因因子 として活性酸素や過酸

化脂質等のフリー ･ラジカルが指摘 され て い

る1,2,3)｡ これらのフリー ･ラジカルの細胞障害

作用は,Tappel4'Demopoulos5' らにより報告

されており,細胞膜の構造上の,そして機能上

の破壊がその本体であるとされている｡表-1は

Ⅰiyers6) らが掲げる透過型肺水腫形成の原因と

しての肺毛細血管内皮細胞障害因子であるが,

このなかには活性酸素の一種であるスーパーオ

キサイ ド･アニオン (02ー)が含まれている｡

一方,グラム陰性菌感染にひきつづきショッ

表-1肺微小血管障害をひきおこす因子6)

PuTATIVE M EDIATORS OF f)ULMONARY

M ICROVASCULAR INJURY

C5a

SUpEROXIDE ANIONS

LEUKOCYTENEUTRALPROTEASES(ELASTASE)

H ISTAMINE

ENDOTOXINS

FIBRIN (OGEN)DEGRADATION PRODUCTS

KININS

クとなり呼吸不全に陥った場合に致死率が高い

ことは,呼吸及び循貰管理の技術が進歩 した現

在でもなお大きな臨床上の問題である7,8)｡

実験的にもエンドトキシン･ショックに陥っ

た動物で肝組織中の過酸化脂質が増加するとの

報告がみられるが9,10), このことから, エンド

トキシン･ショックにおいてもフリー ･ラジカ

ルの関与が考えられる｡ しか し,現在迄のとこ

ろ,エンドトキシン･ショック時における肺水

腫発生 とフリー ･ラジカル,特に過酸化脂質と

の関係を論 じた報告はみられないようである｡

そこで,著者はエンドトキシン投与時において

フリー ･ラジカルである過酸化脂質の産生と組

織障害発生との関係を調べ,さらに過酸化脂質

に及ぼす抗酸化剤の効果をラットを用いて実験

的に検討 した｡

Ⅰ. ェンドトキシン投与時にみられるラット組

織過軟化脂質の産生とそれに対する生体側

防御機構の経時的変化｡

Ⅰ) 実験方法

実験動物として体重 150-200gの雄 HLA-

Wister系 ラットを使用 し,エンドトキシンは

E.Coli011:B41ipopolysaccharide(Difco社)

を用いた｡実験はショック状態を作製するため

の大量 1回投与群及び循環動態にさほど変化を
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もたらさない量のエンドトキシンの持続作用を

観察するための少量反復連続10日間投与群とに

大別 した｡

1. エンドトキシン大量 1回投与群 (A群)

体重 kg当り 7･5mgのエンドトキシンをラ

ットの腹腔内に注入 し,その後 6,12,24,48

時間目と経時的にラボナール麻酔下にて腹部大

動脈より脱血 し屠殺 した｡

2. エンドトキシン少量反復投与群 (B群)

体重 kg当り 1mgのエンドトキシンを1日

1回10日間連続 して腹腔内に注入 し,その間3

冒,7日,10日目にA群と同様の処置で屠殺 し

た ｡

両群 とも肺,肝組織 は insituでそれぞれ

肺動脈,門脈より 4oC の生理的食塩水で潅流

し,可能な限り血液を除去 した後摘出した｡

肺の大きな血管,気管及び肝の血管を除去 した

後に重量を測定 し,10倍量の生理的食塩水を加

え日本梧器製ホモジェナイザ-で3分間ホモジ

ェナイズした｡このホモジェネ- トの一部は過

酸化脂質測定用の試料とし,又図-1にあるよう

な操作を加えてスーパーオキサイド･ディスム

チ-ス (superoxidedismutase以下 SOD と

略),グルタチオン･パーオキシデース (gluta-

thioneperoxidase以下 GSH-px と略)活性測

定のための試料とした｡過酸化脂質は thiobar-

bitunicacidと反応させ,515nm の励起波長に
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図-1 組織 TBARS,及び SODGSH-px活性
測定用試料の作製過程

より 553nm に蛍光スペクトルの極大を有する

チオバルビツール酸反応物質 (thiobarbituric

reactivesubstance以下 TIiARS と略)を形成

し測定する八木の方法11'によった｡ SOD (EC

1.15.llsuperoxide:superoxideoxidoreduc-

tase)活性の測定は Beauchamp-Fridovichらの

方法 に準 じた12,13)0 GSH-px(EC 1.ll.1.9

glutathione:H202 0Xido-reductase)活性の測

定は Paglia-Valentineの方法に準 じた14,15'｡各

試料中の蛋白濃度,ヘモグロビン濃度の測定は

それぞれ Lowry法,Cyanmethemoglobin法に

よった｡分光光度計 は UNIONGIKEN SM

401とZEISS PMQ3を,分光蛍光光度計は,

SHIMAZU UV250を使用 した｡

統計処理は studentの t検定にておこない P

<0.05をもって有意差があるものとした｡

ⅠⅠ) 実験結果

図-2は エンドトキシン7.5mg/kg1回,及

び 1mg/kg 1回投与時のラット体動脈圧の変

化である｡7.5mg/kg投与では二相性の血圧低

下が認められショックに陥いる典型的なパター

ンを示すのに対 し,1mg/kgの投与では血圧の

変化は認められない｡この結果よりA群ではシ

ョック状態における各測定値の変化を観察 して

いるのに対 し,B群では血圧の変動を介さない,

エンドトキシンのより直接的な作用を観察 して

いるものと考えられる｡

義一2,3及び4に,A群とB群の肺,肝組織,
及び血液の TBARS値,SOD活性,GSH-px

活性の実測値を, 図-3及び4に両群におけ る

TBARS値,SOD 活性,GSH-px活性の変化

率を対照を100% としてそれぞれ示 してある｡

1. TBARS値の変化 :A群では,節,肝組

織ともにエンドトキシン投与後6時間目から有

意な上昇が認められ,24時間目で最高となり対

照値に対 し,肺組織では約 2倍,肝組織では約

9倍となった｡48時間後ではすでに減少傾向を

とるが両組織ともに対照と比較すると有意に高

値となっている｡血祭中の TBARS 値も全経

過を通 じて有意な上昇が認められ,12時間目に

最高になり対照の約 3.7倍となった｡ Ⅰ〕群でも
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図-2 ETX7.5mg/kg及び 1mg/kgの腹腔内投与時のラット体動脈圧の変化

肺 ･肝両組織中の TBARS 値の上昇は認めら

れ,エンドトキシン投与後 3- 7日目に対照値

に比 して肺組織では約 2倍,肝組織では約 4倍

程度となり,10日目では減少傾向を示 した｡血

豊中 TBARS 値も上昇傾向は示 したが有意な

変化ではなかった｡

2. SOD,GSH-px 活性の変化 :A群にお

いては,肺 ･肝両組織ともに SOD活性の有意

な低下が認められた｡GSH-px活性の低下は肝

組織で初期にのみ認められたが時間の経過とと

もに対照値に復 した｡血液中の両酵素活性には

変化は認められなかった｡Ⅰ∋群においては,肺

組織で SOD活性の有意な低下が認められた以

外には著明な変化はなかった｡

義-2 ETX 大量 1回及び少量反復投与における肺組織 TBARS値及び
SOD,GSH-px活性値

ETX 7.5mg/kg

TBARSa

C 31.33± 4.03
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義-3 ETX 大量1回及び少量反復投与における肝組織 TBARS値及び

SOD,GSH･px活性値

ETX 7･5mg/kg

TBARSa

39.20士 5.26

209.30±45.47

257.80±15.76

353.30±20.70
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義一4 ETX 大量 1回及び少量反復投与における血液 TI】ARS値及び
SOD,GSH-px活性値

ETX 7･5mg/kg

ETX lmg/kgxlO

TBARSa
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ⅠⅠⅠ) 本項考察

産生された過酸化脂質が生体にとって有害で

あり,組織障害拡大作用を有 す ることは,in

vivo16)invitro17) において報告されている｡そ

の反面,過酸化脂質の産生が常に生体に障害作

用のみをもたらすのではないことは,近年次々

と知見が得られている Prostaglandinの合成過

程において18',また白血球の貴食 ･殺菌作用に

おいても19)これが利用されている例で認められ

ている｡このようにある面では生体にとって必

要である過酸化脂質が有害作用を現わすのは,

それが無秩序に,そして大量に産生され,同時

に前後 して,又は併行 して細胞構造の破壊をも

たらす他の原因が存在する場合においてである

と考えられる｡例えば,ショック状態では低酸

素そのものによる過酸化脂質の産生の冗進があ
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図一3 ETX 大量1回及び少量反復投与における肺,

ると同時に,末梢循貰からのライソゾーム酵素

の放出によって細胞構造の破壊が進行すること

が互に原因と結果となり障害をもたらし,また

拡大 してゆくと考えられる｡

一方,生体は過酸化脂質の産生を抑制するた

めの機構を有 し過度の蓄積による障害作用の発

現を阻止 している｡ 反応性の高いフリー ･ラジ

カルの除去機構として,活性酸素である super-

oxideanion(02~)に対する SOD20)や,hydro-

genperoxide(H202)に対する catalase,GSH-

px21'等の酵素が代表的なものである｡フリー･

ラジカルとしての過酸化脂質 の消去 には α-

tocopherol(Vitamine-E)22'の作用や,GSH-

px21' による分解が知られている｡ さらに前述

のように,何 らかの機序で,酸素や不飽和脂肪

酸のフリーラジカルが細胞内可溶性分画中に生

じたとしてもこれが直ちに組織過酸化脂質の蓄

積へと進行するものではなく,同時に細胞内構

造が破壊されるような障害が加えられ,細胞膜

の断裂が生 じ,フリーラジカルによって細胞膜

構成不飽和脂肪酸が攻撃され易い状態となる必

要があると考えられる｡ つまり正常の細胞は脂

質の過酸化に対 し,その構造が細胞内顛粒とい

うコンパー トメント化されていることによって

も保護されていると言えるであろう｡

今回のラット-のエンドトキシン投与実験で

48｢

- 0- Lunト1.
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肝組織及び血液中の TBARS値の経時的変化率

は,大量1回投与でも,また少量反復投与でも

組織過酸化脂質濃度が上昇 し,同時に組織 SOD

活性が著明に低下 した結果となった｡この組織

過酸化脂質の蓄積の原因としては,第一にその

産生が増加 した場合,第二に生成された過酸化

脂質に対する除去機構の能力が低下 した場合を

考慮する必要があると思われる｡

まず,組織過酸化脂質の産生増加についてで

あるが,エンドトキシン･ショックにみられる

組織過酸化脂質の増加はマウスに LD50のサ

ルモネラ･エンドトキシンを投与 した場合,肝

臓過酸化脂質が増加 したとするSakagtlClli9'ら

の報告や,ラットに E.Coliェンドトキシンを

投与 し同様の結果を得た守田10)らの報告がある｡

ショックに陥った場合の過酸化脂質の産生増加

は,組織低酸素によると考えられている｡その

機序を説明するものとして,低酸素状態では,

電子伝達係より逸脱 した電子が不飽和脂肪酸を

直接還元するとした DemopoLllos らの Alkyl

radical産生説23'と, 低酸素状態解除後に供給

された酸素分子が不完全還元によって活性酸素

が生成されるためとした Kogure らの説24'が

ある｡ 過酸化脂質の産生は組織低酸素状態中に

おいてか,あるいは低酸素状態の解除後におい

てなのか,さらに,それには活性酸素が必要か

否かが両学説の対立点であるがいまだ結論はで
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図-4 ETX 大量1回及び少量反復投与における
肺,肝組織及び血液中の SOD,GSH-px
活性の経時的変化率

ていない｡いずれの説においても,エンドトキ

シン.ショックにおける組織過酸化脂質の産生

増加を説明はできるものと思われる｡

ショックに陥るような大量のエンドトキシ

ン投与での過酸化脂質の産生機序は上述の機序

で説明は可能であるが,循環動態にさほど影響

しないと思われる少量反復投与 で も組織過酸

化脂質が増加するのは如何なる理由によるもの

か｡この点に関しては,次項で述べるように抗

酸化酵素であるSOD活性の低下もその一因で

あると考えられるが,エンドトキシンの生体に

対する作用からもう一つの過酸化脂質の産生増

加機序が推測される｡

エンドトキシンの生体に対する作用は発熱作

用から,ショック惹起,致死作用迄種々の程度の

ものがみられるが,その大部分は白血球,その

他の血液成分を介するものである25,26,27)｡ また,

エンドトキシンを投与 した場合に認められる著

明な病理組織学的変化は,多核白血球の血管内

凝集である｡ 】〕alisら28) は,猿 にエ ン ドトキ

シンを投与 し,肺毛細血管内や肝洞静脈及び中

心静脈に多形核白血球が沈着 し,それが脱頼粒

現象をひきおこし自己破壊へと進行 し,ライソ

ゾーム酵素を放出し,同時に周囲組織の障害が

生ずることを認め,この過程においてこれらの

多形核白血球は活発な貴食作用を有 し,細胞内

に多数の貧食泡を形成 しその内容物はエンドト

キシンであったと報告 している｡Coalsonら29)

もェンドトキシンを投与された猿 の肺 の電子

朗徽鏡学的観察において,投与後15分で多形核

白血球の血管内皮細胞-の沈着が既に認められ

ると述べ,さらに毛細血管内皮細胞障害はこの

多形核白血球が沈着 した部位にのみ存在するこ

とを報告 した｡これらの結果は,エンドトキシ

ン投与時にみられる肺水腫の原因として多形核

白血球の肺毛細血管内皮細胞障害を示唆 したも

のと考えられる｡エンドトキシンによる多形核

白血球の血管内皮細胞-の沈着は補体の活性化

(C5｡)を介するものであることが 0'Fraherty30),

Hohn ら31)によって述べられ,彼 らもグラム陰

性菌敗血症や,エンドトキシン血症時の肺組織

障害はこの補体を介 した多形核白血球の血管内

皮細胞-の沈着が原因であると推測 している｡

臨床上,グラム陰性菌感染の患者で補体の活性

化が認められることは Fearonら32)によって報

告されているこるところから,ヒトのエンドト

キシン･ショックにおいても白血球による血管

内皮細胞障害が存在すると考えられる｡異物貴
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食能の克進 した多形核白血球が活性酸素 (02～,

H202)を放出することは Yostら33),Ro()t34)ら

により報告されているし,そのrespiratoryburst

及び殺菌作用との関係が Babior35'によって総

説されている｡ また補体の存在下にエンドトキ

シンと接触するだけでも白血球から活性酸素が

放出されるとの報告もGoldstein36',Sacksら37)

によってなされている｡ このようにして肺毛細

血管に沈着 した多形核白血球から放出された活

性酸素 (02~,I･I202)が,より反応性の高い hy-

droxyradical(OH)や singletoxygen(′02)へ

と変化 し,同時に放出されているであろうライ

ソゾーム酵素の作用で破壊された細胞膜の多価

不飽和脂肪酸に働いて過酸化脂質を産生すると

推測される｡ 事実,Stosselら38)は,polystylene

beadsや熟処理された菌体で活性化された多形

核白血球と不飽和脂肪酸の linolensteとを反応

させることにより過酸化脂質が産生されること

を TBA 法で証明 している｡

さらに,エンドトキシン投与時にみられる過

酸化脂質の産生増加には,上記の機序に加えて

Prostaglandin(PGs)や Thromboxane(TXs)

との関係を考慮せねばならない｡各種生理活性

を有するPGsやTXsもアラキドン酸から酵素

的に生成される過酸化脂質の一種であることは

周知の事実であり,エンドトキシンのショック

をはじめとする生体作用の発現にとって重要で

あることもまた数多 く報告されている｡Gonde

ら39)はエンドトキシン･ショックに陥ったラッ

トの肝 ミトコンドリアからアラキドン酸が遊離

されることを報告 した｡Cook ら40)は必須脂肪

酸欠乏ラットは,エンドトキシン･ショックに

対 し抵抗性があり,それは組織内のアラキドン

酸や リノール酸が減少 しPGsやTXsの合成が

減少するためであろうと推測 している｡また,

より直接的に Feuerstein ら41)はエンドトキシ

ンを投与されたラットの肺組織は PGsや TXs

を大量に産生 したと報告 し,Smith ら42)は,辛

をもちいた病理学的考察を加味 した実験から,

エンドトキシン投与初期に認められる肺高血圧

とひき続 く肺組織障害には白血球の肺毛細血管

への沈着及び肺局所の ThromboxaneA2(TX

- 7--

A2)産生克進が関係 していると述べ,この TX

A2 は沈着 した白血球か, 肺毛細血管内皮細胞

由来であろうと推測 している｡このようにして

局所濃度の上昇 した PGsが,それ自身過酸化

脂質として細胞膜中の他の不飽和脂肪酸に作用

して過酸化反応をひきおこす可能性は生ずるも

のと思われる｡Kuehlら43'は,大きな組織障害

作用を有するのは生成された PGs(E,Ftype)

ではなく,む しろ endoperoxideであるPGG2

それ自身か,その際同時に産生されるPG作用

の無いフリー ･ラジカルであると述べ,PG 産

生と過酸化脂質産生 との間に密接な関係がある

ことを示唆 している｡ 著者も44),エンドトキシ

ン投与にみられる組織過酸化脂質の増加をイン

ドメサシンの前処置で抑制 し得たとの結果を得

ている｡

白血球系を介する過酸化脂質産生の克進は下

記のような貴食作用と PGs産生との二つの過

程に関係するものと推測される｡

Endotoxin
J

Leucocytes
.･′/ ＼

ActiveOxygen /Endoperoxide
J / J

LipidPeroxide/ PGs,TXs,

(phagocytosis) (arachidonatecascade)

以上,エンドトキシン投与時にみられる過酸

化脂質産生増加の機序には,ショック状態によ

る組織低酸素のためのフリー ･ラジカルの増加

による場合と,エンドトキシンによって活性化

され組織毛細血管に沈着 した白血球を介する場

合があると考えられる｡ しかし,各々の関与す

る割合は不明であり今後解明されねばならない

問題である｡

次に,過酸化脂質の除去機構とその変化につ

いてであるが,エンドトキシン･ショックに陥っ

た動物の肝組織 SOD 活性の低下は守田ら10),

Sakaguchiら9) によって報告され,その原因は

ショック状態のための組織破壊であろうと推測

している｡そのような組織低酸素による細胞障

害のための二次的な酵素活性 の低下 な らば,

SOD,GSH-px 活性の抑制率が経時的に同程
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度認められるはずである｡ しか し,本実験にお

いて,GSH-px活性抑制の程度は,SOD活性

のそれに比 して軽度で,回復も速い｡特に肺組

織では SOD活性の著明な低下が認められたが

GSH-px活性の変化は認められない結 果 とな

った｡この傾向は組織低酸素が生 じていないと

思われるエンドトキシン少量反復投与群(B群)

でもみられたO図-5は組織 TBARS値と,組織

SOD 及び GSH-px活性 との関係を肺,肝両

組織 で図示 した もので あ る｡SOD 活性 と

TBARS値との間には負の相関が認 め られ る

SOD U/LungX10-2

ETX75rng/kg

ETXIn°/kgxlO

20 30 40 50 607080
TBARSnmols/gwettissue

GSH-px JLnOIsNADPH/rnin./Lung

+ETX751叩/kg
十 FTX ln｡- ,0400

轟碑 2300.0

20 30 40 50 60 70 80

TBARSnmols/gvvettlSSUe

xIOLA4

が,GSH-px活性は TBARS値にかかわらず

ほぼ一定 となった｡このことは SOD,GSH-

px 活性の変仕には,組織破壊による二次的な

活性低下以外の因子が存在 している可能性を考

える必要があることを示唆するものである｡

Frankら45)は,微量のエンドトキシン (B群

の1/2-1/lo宝)を投与されたラットは高濃度の

酸素に対 して耐性を獲得することを認め,それ

は肺組織中の SOD,GSH-px,catalase等の酵

素活性が増加するためであることを報告 したが,

その際 SOD とGSH-px活性の増加率を比較

SOD u/Ljve' +E,X75m.,kg
十 fTXITn9/koxlO

100 200 300 400

TBARS nmols/gvvetttssue

GSH-px
ymolsNADPH/man･Liver ヰ ETX75mo/k甘

+ETX1-9′k9- 0

:-- ~ '二 -

100 200 300 400

TBARSnrnols/gwettlSSUe

図-5 肺,肝組織における TBARS値と SOD,GSH-px活性との関係
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すると GSH-px活性の増加率が高い結果を示

している｡Chow ら46)は,オゾンに暴露された

ラットで肺過酸化脂質の濃度と肺 GSH一一px活

性との間に正の相関があることを報告 している｡

また,No111ら47)は,ラット心筋細胞の ミトコン

ドリア内の SOD 活性及び GSHIPX活性の加

齢における変化を調べ,GSH-px活性は加齢と

ともに増加 し,これは,基質とするH202や過

酸化脂質の濃度の増加によって酵素誘導された

ためであるとした｡これに対し,SOD 活性の

増加はみられなかった｡これらの報告は,GSH-

px はその基質である過酸化脂質により酵素誘

導を受け易い酵素であることを示 している｡

一万,本実験で測定 した SOD活性は細胞可

溶性分画中の銅と亜鉛を含有する酵素 (Cu-Zn

SOD)であるが,ラットに85%酸素を投与 し,

肺組織中の SOI)活性が増加 したとするCrapo

ら48'の結果では,この SOD 活性の増加はミト

コンドリア分画中のマンガンを含有 す る酵素

(Mn-SOD)によるものであり,Cu-ZnSOD活

性の増加は少ないと報告されている｡ さらに,

組織低酸素によっても SOD 活性は増加 す る

が,それもミトコンドリア内の Mn-SOD に特

異的であることが Sjostrom ら49'により述べら

れている｡ これらのことから,本実験で測定 し

た SOD (Cu-ZnSOD)活性は,エンドトキシ

ン投与による組織破壊をそのまま反映 している

ENDOTOXIN

ー 9-

のに対 し,GSH-pxは増加 した過酸化脂質や,

H202 によって酵素誘導を受けることにより活

性の低下が抑制されたり,逆に活性の上昇がみ

られるのではないかと推測される｡

Erhardtら50)は,兎の後肢に自己血液で血腫

を形成させると,肺コンプライアンスは低下 し

組織学的に無気肺や間質性肺水腫が生 じ,ヒト

の外傷後の ARDSに類似 した所見を得た｡こ

の時,肺組織 SOD活性も低下 し過酸化脂質産

生の防御機構に障害が生ずることを認めている｡

この結果は,非感染性の外傷後の呼吸不全をは

じめ,広範囲の疾患に対 して過酸化脂質による

組織障害が関与 していることを推測させるもの

であると考えられる｡ しかし,彼 らの結果から

も,また今回の著者の結果からも SOD活性の

低下が組織過酸化脂質濃度上昇の直接的原因に

なっているのか否かは判らない｡

以上,エンドトキシンをラットに投与 した場

合の組織過酸化脂質の蓄積は,一方では産生の

増加があり,また同時に抗酸化酵素一特にSOD

一活性の抑制が存在するためでもあると考えら

れ,図一6にその概要を示 した｡

次に,肺,肝組織中の過酸化脂質の相関につ

いて述べてみたい.図7にみられるようにショ

ックの有無にかかわらず肺組織 TBARS 値と

肝組織 TBARS 値との問に正の相関があるこ

とは臨床上の敗血症 ショック後の肺障害や,莱

HAG【MAN FACTOR AcTIVAT10N

I

CoAGULATION_FIBRINOLYSIS

I lMBALANC【

TJSSUE HYPOXIA DIC

nssuE DAMAGE
I

CELL M〔M8RAN【
DAMAGE

SOD

G.亨H_.･.pチ_.IFRE〔RADICAL
CATALAS【ヽ

､-I---------1■-上しヽヽ､ヽ､ヽ

CoMPLEMENT AcTIVATION

I
WacSEQUESTRAT10N IN
PuLMONARY CAPlLLARY BED
I
PHAGOCYTIC AcTIVAT10N

/ 一一 ･ 一一~●
LYsosoMAL ENZYME

｢･･一･-一･･一･一･一一一一一一日一一一一一･一一一一一〇ヱ･

･･･LIPID PEROXIDAT10N

一一二一二 一
ENDOPEROXIDE

●●一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一●-一ノ
l

CELL DAMAGE FAR ADVANCE

図-6 ETX 投与時の過酸化脂質形成の機序
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LuniTBARS

nmoJs/gwettissue

図イ ETX大量1回及び少量反復投与における,

験的エンドトキセミアにおいての肺障害が多臓

器障害の-症状であり,その原因として過酸化

脂質が広 く関与 していることを示すと考えられ

る｡ 実験的に腹腔内に授与されたエンドトキシ

ンは門脈から肝臓に運ばれ,肝 kupffer細胞で

処理されるが,その際処理能力以上のエンドト

キシンが肺をはじめ各臓器に障害をもたらすと

考えられる｡ この意味から,エンドトキセミア

TRA〕MAノ BuRN OR SEPSIS

顎 i

INTRAVASCULAR CoAG〕LATION

CoLLAGENO〕S TISSUE DEBRIS

BACTER IA

ENDOTOX IN

I
CoMPLEM EN T AcTIVITY

∫
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oF NEUTROPHZLS
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＼

＼
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LuneTBARS

nrnols/gyettlSSUe

肺組織 TBARS値と肝組織 TBARS値との関係

の程度,及び各臓器障害の程度は肝臓の細網内

皮系の異物処理能力に依存 していると言っても

過言ではない｡本実験にみられるような肝組織

過酸化脂質の増加は肝臓の構造上または機能上

の障害を示すものであり,当然肝細網内皮系の

機能低下も存在すると考えられる｡ 敗血症,外

傷等では肝細網内皮系の機能低下がおこり51,52',

図-8に示すように補体を介 して活性化された自

soN川 (PLASMA FIBR(1NECTIN )

DEFICIENCY

DEPRESSION OF HEPATIC

RETICULOENDOTHELIAL CLEARANCE

oF MlCROAGGREGATES, BACTERIA

AND ENDOTOXIN

蟹 i

電i
電i

INCREASED NEUTROPHIL PHAGOCYTOSrS

oF ∩

NEUT

CROAGGREGATES,BACTERIA AND/OR ENDOTOXTN

OPHIL MEDIATED PuLMONARY INJURY

図-8 白血球,補体,細網内皮系が関与する肺組織障害の機序53'

血球により肺毛細血管内皮細胞障害

が増強されることが Lancerら53)に

よって報告されている｡ この白血球

を介する肺組織障害が蓑-1に掲げた

Hyersらの主張する ARDSの原因

因子と関係するものであり,本考察

にて推測 したような過酸化脂質の産

生元進をひきおこす機序の一つにな

り得ると考える｡

このように過酸化脂質の面からも

ARDSが多臓器障害の一つの症状

であり,その発生や治療,予後の決

定には肝臓の機能を考慮に入れる必

要があるという従来の説の重要性が

示されるものと考えられる｡
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ⅠⅠ.ラット,エンドトキシン･ショックにみら

れる組織過酸化脂質の産生と肺水腫形成及

び致死率に対する各種抗硬化剤の影響につ

いて｡

Ⅰ) 実験方法

実験動物は,体重200グラム程度の雄の HLA

-Wister系のラットを用い,エンドトキシンは

E.Colioll:B4Lipopolysaccharide(Difco社)

を使用 した｡全体を5群に分け,体重 kg当り

7.5mg のエンドトキシンの投与60分前に体重

kg当り 1gの glutathione(GSH),250mgの

α一tOCOpherol,30,000U の SOD を単独もしく

は併用で投与 した｡第 6群としてプレドニゾロ

ン 10mg/kgの前処置群も作製 した｡

G-Ⅰ:GSH -ETX7.5mg/kg

G-□ :αioco →ETX

G一m :SOD →ETX

G-Ⅳ:GSH+α-toco →ETX

G-Ⅴ :GSH+α一toco+SOD

→ETX

G-ll:prcdonisolonlong/kg

→ErrX

- ll---

そしてエンドトキシン投与後24時間目におい

て各群の死亡率,肺水腫の指標として湿肺重量

の体重比 (L/B),組織 TBARS 値,及び S-

GOT,S-GPTを測定 した｡組織 TBARS値は

実験(I)と同様の方法について行った｡

ⅠⅠ)実験結果

表-5に各群の死亡率,L/B比,組織及び血栄

中の TBARS 値が,義一6に S-GOT,S-GPT

の値が示 してある｡ 図-9に死亡率,図-10に L/

B 比の変化,図-11に肺,肝両組織中の TBARS

値の変化が図示 してある｡ また,図-12に各群の

前処置の有無における S-GOT,S-GPTの変化

を図示 してある｡

まず,死亡率は GSH 単独 (Ⅰ),もしくは併用

(IV)(V)で著明な低下が認められた｡それに対

し α-toc()pherol単独 (ⅠⅠ),SOD 単独 (ⅠⅠⅠ)で

は改善はみられなかった｡

次に,肺水腫形成の指標としての L/B 比は

前処置各群ともに抑制が認められた｡各群問に

有意差は認められないが,特に GSH 単独 (Ⅰ),

プレドニロゾン (VI),においてその効果が大で

あった｡

義一5 ETX7.5mg/kg投与24時間目の各群の死亡率,L/13比及び TBARS値

IGSH

Ⅲ α-loco.

Ⅲ S()D

(%) N
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10!0.82±0.12･loot10
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l
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義一6各前処置群の S-GOT,S-GPT の値

関 川

S-GOT 回 S-GPT iN %
loo
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wetLun9Welght/Bodyvvelght ･P< 001
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Ⅲ α-toco.
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Ⅳ崇?.lic°.
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SOD
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さらに,柿,肝における TBARS 値は, い

ずれの群においてもェンドトキシンによる増加

に対 して抑制効果があるが,SOD(ⅠⅠⅠ)では効

果が最少で,三割併用 (Ⅴ),GSH と α-toco -

pherol二割併用群 (IV)で効果が大であった｡

また,S-GOT,S-GPT はエンドトキシン投

与後24時間目で著明な上昇が認められたが,α一
tocopherol単独 (ⅠⅠ),SOD単独 (ⅠⅠⅠ)前処置で

はこの上昇を抑制 し得なかった｡
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⊂
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図-9 ETX7.5mg/kg投与24時間目の死亡率
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図-10 各群の無前処置を対腰とした時の前処置
による L/B比の低下率
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ⅠⅠⅠ) 本項考察

各種酵素,及び α-tocopherol(Vitamine-E)

による過酸化脂質の生成抑制,分解の概要を図

13に示 した54'｡SOD はスーパーオキサイ ド･

アニオン(02一)の濃度を低下することによって

他の反応性の高い ■OH,102等の活性酸素の産

生を抑制 し,glutathione(GSH)は GSH-pxの

基質 として H202や過酸化脂質の分解を元進す

ると考えられる｡ また,α-tocopherolは第 1に

細胞膜中の多価不飽和脂肪酸が過酸化を受けて

生 じた Alkylradicalそのものを消去する作用

㍗

壁X過 (perferrylion)

- 13-

があること,第 2に活性酸素の中でも反応性の

高い一重項酸素 (102)の不活化作用によって,

第三に細胞膜を構成する多価不飽和脂肪酸であ

るアラキ ドン酸と特異的に結合 し膜を安定化す

る作用等によって脂質の過酸化を防止すると考

え られている｡

エンドトキシン･ショックにおいて認められ

る組織過酸化脂質濃度の増加に対する各種抗酸

化剤の効果に関する報告は少な く,特に肺組織

についての報告は現在までのところみあたらな

いようである｡

β-oxidat10n

十
NADP,NAD

cytochromep-450
NADPH,NADH

ROO･,RO･,R･,HO･
】0=

RH

H202,02

図-13酵素およびビタミンEによる過酸化脂質の生成抑制,ならびに分解の概要54'
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エンドトキシン･ショック時の GSH によ

る肝組織過酸化脂質濃度 の増加 抑制 は Saka-

guchi9) ら,守田ら10)によって報告されており,

本実験でも肝組織に対するGSH の有効性が示

された｡さらに,GSH 前処理で肺組織の過酸

化脂質の増加抑制と肺水腫発生の抑制が認めら

れることは,従来から言われているGSH の抗

ショック作用,致死率減少作用の発現の一因と

して GSH による肺組織障害,即ち呼吸障害発

生の抑制が重要であることを示唆するものと考

えられる｡

SOD が有効であった報告としては,ラット

にパラコー トを投与 した際認められる肺組織学

的変化の軽減や,同時に死亡率が低下するとの

Autorら55) の実験がある｡ 彼 らは,SOD の効

果があったことからパラコー トによる無気肺や

肺水腫の形成は,0 2~による肺組織の膜 リン脂

質の過酸化が原因と推定 している｡ また,Mc-

Cormicら56'は,補体及び白血球が関与する免

疫複合体による肺組織障害一肺血管透過性の元

進, 肺内出血, 白血球の肺内流入-が,SOD

の投与で抑制されたとし,このことから免疫複

合体による炎症性変化においても活性化された

白血球からの 02~放出が組織障害発生に重要

であることを推測 している｡ 本実験では SOD

前処置の効果は期待される程ではなかった｡考

えられる理由として,第 1にショック状態にお

ける過酸化脂質産生元進 が主 と して Demo-

poulosらの言うAlkylradicalの産生を介する

機序によるためであるか も しれ ない｡第 2に

Autorらも述べているが SOD の投与方法にも

問題があり,より大量の SOD を持続的に投与

すれば有効であったかもしれない｡第3に活性

酸素 (02~)による障害惹起作用はショック初期

のみかもしれない｡SOD が有効であったとす

る McCormicら56'の結果でも,効果のあった

のは初期病変に対 してであり,4時間以後では

血管透過性,肺組織学的病変に対 し無効であっ

たと述べている｡ 白血球から放 出 された 02~

が初期には直接に血管内皮細胞の膜に作用 し脂

質過酸化をひきおこすが,そのようにして産生

された過酸化脂質が,ある濃度以上になると白

動酸化をひきおこし障害を増幅することは知 ら

れている｡ 自動酸化がおこる時期では SOD は

最早無効であると考えられる｡ このような理由

から,エンドトキシン･ショックの初期に大量

の,且つ持続的な SOPの投与が必要であろう

と推測される｡

α-tocopherol前処置では組織過酸化脂質 の

増加抑制と肺水腫発生予防にはある程度有効で

あったが死亡率の改善は認め られなか った｡

Sakaguchiら57'はマウスのエンドトキシン･シ

ョックにおいて,肝組織中の α-tocopherolの

減少と過酸化脂質の増加が認められるが,あら

かじめ α-tocopherol補充食で飼育 したマウス

では両者の変化が著明に抑制されたと述べ,α-

tocopherolの有効性を指摘 した｡ しか し,ラッ

トを96-98%の高濃度酸素に68時間暴露 した

Yam ら58'は,α-tocopherolを 体重 kg当り50

mgを12時間毎に投与 しても死亡率,及び湿肺

重量の体重比に対 し効果の無いことを報告 し,

組織正常濃度以上の α-tocopherolの肺障害予

防効果を疑問視 している｡

プレドニゾロン10mg/kgの前処置では,L/

B比,肺組織 TBARS値の増加抑制があり,

エンドトキシン･ショックにおける肺水腫発生

予防効果が確認された｡これは,従来から言わ

れているライソゾーム膜の安定化作用59)と,宿

環系に対する α遮断効果60) によるショック状

態の軽減からの二次的な効果との説明は可能で

ある｡Suzukiら61)らは,脳寒冷傷害実験によ

りステロイドが過酸化脂質の濃度を減少 したと

報告 しているが,その機序は不明である｡

マウスの線維芽細胞を用いた Hongら62'は,

ステロイ ドがフォスフォリパーゼ活性を低下 し

アラキドン酸の遊離を減少せ しめ,PGsの産生

を抑制すると報告 した.Brigham ら63'も大量の

メチルプレドニゾロンの前処置でエンドトキシ

ン･ショックの羊の肺血管透過性克進が阻止さ

れることを観察 し,ステロイドによ る PGs,

TXsの産生阻害作用をその機序の一つ と して

掲げている｡アラキドン酸の endoperoxideが

TBA 反応物質となり,組織過酸化脂質反応の

引き金となり得ることは前述 したが,ステロイ
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ドによる PGsとその中間代謝産物の産生を抑

制 し,結果的に組織 TBARS 値の増加を抑制

することは一部にはあり得ると考える｡

さらに, 13righam ら63'はステ ロイ ドには

自血球凝集抑制作用もあると述 べ て い るが,

Hammanschmidtら64)もラットを用いて,補体

の活性化による自血球凝集がステロイ ドによっ

て抑制されたと報告 している｡白血球血管内凝

集が抑制されれば,ライソゾーム酵素や活性酸

素の放出も減少 して,組織障害の軽減と過酸化

脂質産生低下が推測される｡ この点から彼らは

ARDSに対するステロイドの大量療法 の有効

性を述べている｡ しかし,パ ラコー ト中毒に対

しては,大量のステロイドが有効でなかったと

Fairshter65)は,報告 しているが,活性酸素や過

酸化脂質の疾患による産生機序の違いを示唆す

るものかもしれない｡

α-tocopllerOlや SOD の単独前処置では,

肝臓過酸化脂質抑制が少なかったことは,この

二群において図-12に示す SIGOT,SIGPT の

上昇抑制効果が認められない結果と一致する｡

このことは,肝組織過酸化脂質濃度が肝臓の細

胞破壊の程度を示す一つの指標 となり得ること

を示すものであると考える｡

OETXCI†1ly

40 50 60 70 80 90
TBARSlnLung (nmols/gWettlSSue)

loo

図-14各前処置群における肺組織TBARS値と
L/B比との関係
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さらに,図-14にエンドトキシンのみの投与の

L/B比を100% としての各前処理群における変

化率と,肺組織 TBARS値との関係を示 した｡

両者には正の相関が認められ,エンドトキシン

による肺血管透過性元進と組織過酸化脂質の産

生が密接に関係 していることを示 している｡

以上,エンドトキシン･ショック時の過酸化

脂質産生の抑制,肺水腫発生の軽減効果という

面から,GSII,glucocorticoid の初期投与が最

も有効であるとの結果を得た｡ SOD,α-toco-

pllerOlの有効性は今回の実験からは明確 で な

かったが,その投与方法,投与時間,投与量に

ついてはさらに検討が必要であると考える｡

結 語

過酸化脂質の産生機序とこれに及ぼす抗酸化

剤の効果をみるため,ラットにエンドトキシン

を投与 し下記の結果を得た｡

1. ショックに陥いる程度のエンドトキシン

の大量の投与でも,また循還動態に影響 しない

少量反復投与でも組織過酸化脂質は増加 した｡

2. 過酸化脂質に対する生体防御機構の一つ

である SOD活性は過酸化脂質の増加 と逆相関

にあった｡ それに対 し GSH-px活性は大きな

変化はなかった｡

3. 各種抗酸化剤の組織過酸化脂質蓄積に対

する抑制効果と肺水腫形成抑制効果とは相関す

る傾向があった｡ なかでもGSIIの効果が大で

あった｡

4. グルココルチコイ ドもェンドトキシンに

よる過酸化脂質の増加及び肺水腫形成に予防効

果があった｡

5. 以上の結果から,エンドトキシン･ショ

ックに生ずる肺水腫には組織過酸化脂質の蓄積

が一因となると考えられ,また その予防 には

GSH,Steroidが有効であると結論 した｡

本論文の要旨は第22回,第23回日本胸部疾患

学会総会,及び第17回日本胸部疾患学会近畿地

方会にて発表 した｡
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Inrecentyears,lipidperoxidef()rmationinvariousdiseasesorabnormalstatesandits

notoriouseffectstomanytissuesarewellknown･ Weexaminedthelipidperoxideformationand

changesofactivitiesoffreeradicalscavengers- SOD,GSHIPX- inrattissuefollowlngadmini-

strationofE･coliendotoxin(ETX). Andtheeffectsofpre-treatmentoffreeradicalsctlVengerS-

GSH,a-tocopherol,SOD,-andglucocorticoidonlipidperoxidelevelin tissues,mortarltyarid

lungweight/bodyweightratio(L/B)inendotoxinshockratsweretested.

Theresultswereasfollows.

1) Thetissue(lung&liver)levelsoflipidperoxide(TBARSvalue)Showedaremarkable

increasewithin24hoursafteradministrationofETX･ Therepeatedadministration

ofsmalldoseofETX,whichdidnotdeterioratehemodynamicstateinrat,alsogaverise

toanincreaseoftissuelevelofTIiARS.

2) TheincreaseoftissuelevelofTEARScorreratedinverselywithdecreaseorSODとICtivity

notinlivertissuebutinpulmonarytissue.

3) Inhibitoryeffectofpre-treatedfreeradicalscavengersonincreaseofTIうARSintissues

andofL/Bratiofollowingendotoxicosisweredetected･ Intheseeffe(､tsofextrinsi,:

freeradicalscavengers,theeffectofGSH wasmostprominentandfollowedbythatfo

α-toco.andSOD.

4) L/Bratio,asanindexofpulmonaryedema,waswellcorrelatedwiththeincreaseof

lung TBARS.

5) Glucocorticoidpre-treatmentprotectedratsfromtissuedamageinducedbyETXshock･

TheseresultssuggestedthatinendotoxicosIS,Shockstateornot,tissuedamagewasaugu一

mentedbylipidperoxideformation･ Inshockstate,Oneofthecausesofincreaseoftissue

TBARSwasanincreaseinproductionoflipidperoxideduetotissuehypoxia･ Andthedecrease

ofdegradationofformedlipidperoxideduetoloweringOftissueSODとiCtivltyaSShowedinlung

tissuewasa′nothercause.

However,fromthefindingsthatoneofthepathologlCalchangesofendotoxicosisisneutro-

philsequestrationinpulmonarycapillarybedsandthesesequestratedneutrophilsreleasea(､tive

oxygentooutermedium,wespeculatedthat,notonlylnShockstatebutalsoinsmalldoseLldmini-

strationorETX,thetissueincreaseofTBARSmaybeinsomedegreemediatedbytheseactive

oxygenfrom thesesequestratedneutr｡phils･ Theeffectivenessofglucocorticoidpre-treatment

inresultsmaybepartlyduetoinhibitionofthisneutrophilsequestrationincapillarybeds･

Asconclusion,Wethoughtthatfreeradicalscavengers- especiallyGSH- andlargedose

ofglucocorticoidadministrationareeffectiveagalnStETX-inducedtissuedamagebvdecreaseof

tissuelipid peroxideformation･


