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実験的 Endotoxinshock時における肺傷害

活性酸素の意義と OHPの及ばす効果について•第 2 報

小島範子＊宮下正夫＊松田 健＊小泉信一郎＊

清水康仁＊吉行俊郎＊横井公良＊松倉則夫＊

金 徳栄＊安倍 智＊滝沢隆雄＊吉安正行＊

徳永 昭＊田中宣威＊森山雄吉＊恩田昌彦＊

Endotoxin投与時の肺傷害に対する OHP療法の効果の mechanismを明らかにするために，

モルモットを用いて活性酸素の代謝と病理形態学的変化を検索した。

endotoxin投与により右房血中白血球数の減少，肺組織中の SOD活性値やcatalase活性値の

低下さらにMDA値の上昇がみられた。これに対しOHP療法を施行すると，これらの変化が軽減

された。さらに組織形態学的にも， II型肺胞上皮細胞の変性，肺胞毛細血管及び間質の浮腫も軽

減されたことより， OHP療法は， endotoxinshock時の活性酸素の代謝を改菩し，肺傷害を軽減

させるのに有効であることが示唆された。

キーワード：高圧酸素療法，エンドトキシン，肺傷害，活性酸素，酸素中毒
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To elucidate the mechanism of the effect of 

OHP upon endotoxin-induced lung injury, bio-

chemical effects of oxidant upon metabolism and 

also the morphological changes of lung tissue 

were studied using guinea pigs. 

After administration of endotoxin, remarkable 

decrease of leucocytes in right atrium, decrease of 

SOD activity and elevation of MDA in lung tissue 

were observed. Degeneration of type II alveolar 

cells and alveolar capillaries, edema in stroma 

were noted microscopically in endotoxin treated 

lung. Contrary to these findings, these changes 

were not observed in OHP treated animals. 

From these results, it is suggested that OHP is 

effective to reduce lung injury by improving oxi-

dant metabolism in endotoxin shock. 
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高圧酸素療法は，血液中の溶解酸素を著しく増

量させ，ひいては組織中の酸素分圧を上昇させる

ことにより．各種の低酸素症の改善に幅広く適応

される治療法である。ところで組織の低酸素状態

がその病態の本質であるショックに対する本療法

の有効性についてはさまざまな方面から検討され

てきている。とくにグラム陰性枠茜由来の en-

dotoxinによる septicshockでは，しばしばいわ
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ゆるショック肺を招くとされ，多方面から研究が

なされているが，その治療に関しては依然として

難渋を極めることが少なくない。私どもの教室で

もendotoxinshockに対する治療の一つとして

高圧酸素療法の有効性につき一連の研究を行い，

本学会においても報告してきた。教室の星野内ま，

本療法はendotoxinshock時の肺の形態学的変

化，並びに血管透過性冗進を軽減させるとし，ま

た金2)3)は肺胞被覆層及び肺表面活性物質が極め

て良く保存され，さらに肺微小血管系にみられる

播種性血管内凝固が比較的よく阻止されることを

報告した。しかしながら，高圧酸素環境下にあま

り長時間おくと肺傷害が生じることに留意すべき

であるとも指摘している。そこでendotoxin

shock時の，高圧酸素療法の肺に及ぼす影響をさ

らに詳細に検討する目的で，肺組織中の活性酸素

の代謝について，主に生化学的面から superoxide

dismutase (SOD), catalase, malonaldehyde 

(MDA)の測定ならびに血液中の白血球数の測

定を行い，その成績を報告してきた4)。今回は肺組

織の形態学的変化を電顕を用いてあわせ検討した

ので報告する。

材料及び方法

実験動物に体重200-250g,雄モルモット117匹

を用い，以下の 5群に分けた。第 1群：高圧酸素

(OHP)処置群(27匹），第II群： endotoxin投与

群 (44匹），第III群： endotoxin投与OHP処置群

(27匹），第IV群：大気圧下無処置群 (14匹），第

V群： 3ATA屠殺群 (5匹）第 1群は3ATA下の

cage内で純酸素を吸入させた。第II群はE.coli

0111 (Difeo製）， endotoxin0.7mg/kg(LDso)をモ

ルモットの腹腔内に投与した。第III群は第I群と

同様にして， 3ATAに達した時点で第II群と同呈

のendotoxinを腹腔内投与した。各群ともそれぞ

れ30分， 1時間， 3時間と経時的に以下の検索を

行った。

なお，第IV群大気圧下無処置の値を正常値とし，

第V群 3ATA屠殺群の値をOHP群の対照値と

した。

1. 白血球数の測定

ネンブタール麻酔下で気管切開を行い気管カニ

ューレを挿入した後ただちに小動物用人工呼吸

器（夏目製作所）を装着し呼吸を維持しながら，

胸骨正中切開にて開胸を行い，ただちに右房より

採血し白血球数を測定した。

2. SOD及びCatalase活性の測定

上述の方法で開胸摘出した肺組織lgを氷中で

細切し，これにO.OlM燐酸緩衝液(pH.7.2)10ml

を加え氷冷下にテフロンホモジェナイザーで十分

ホモジェナイズした後， 30,000Xgで30分間遠沈

し，上清を試料として用いた。 SOD活性はMark-

lundら5)の方法に準じ， 420nmで比色定量し，

catalase活性はAebi6)の方法に従って 240nm

で，それぞれBeckman Model 34C Spectro-

photometerを用いて測定した。

3. MDAの測定

肺組織0.5gにO.OlM燐酸緩衝液 (pH7.2) 2.5 

mlを加え上記と同様に作製した肺ホモジェネー

トに10%トリクロル酢酸2.5mlを加え，遠心後そ

の上清を試料とした。チオバルビツール酸と反応

させ530nmの吸光度を測定し，これをMDAのモ

ル数に換算した匹

4. 肺組織の電顕的検索

気管切開後カニューレを挿入しglutarを注入

して，摘出した肺組織を 1mm角に細切し， 4℃に

てpH7.4,0.17M cacodylate buffer液により緩

衝した2.5% glutaraldehyde液で2時間固定後，

同buffer液で洗浄し， 1% osmiumtetraoxideで

2時間固定した。同bufferで洗浄後エタノールの

濃度上昇系列 (50,70, 80, 95, 100 ; 2回）で脱

水し， propyleneoxideにより置換後 Epon812 

で包埋， 35℃下12時間， 45℃下12時間， 60℃下48

時間熱重合し，組織ブロックを重合硬化させた。

超薄切切片作製後，Reynoldsの方法に準じ酢酸ウ

ラン， クエン酸鉛による二重染色を施し， 日立電

子顕微鏡HU-12型にて観察した。

結果

1. 右房血中の白血球数

各群における右房血中の白血球数の変動は図 l

に示したごとく，正常値は4030±631/mm3である

のに対し， 3ATAへ昇圧した圧暴露のみでllOO士

100/mm3となり，正常値の約27％に減少した。第

I群では， 30分後は1500士194/mm凡 1時問後は

1740士327/mm3,3時間後は1920士208/mm立時

間の経過とともに上昇した。第II群では， 30分後

には急激な白血球数の減少を来し， 1050士194/
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右房血中の白血球数

mm3, 1時間後は1663士387/mm兒 30分値よりや

や回復し， 3時間後では1620士636/mm3と1時間

値とほぽ同様の値を維持した。第III群は第II群と

類似した推移をたどり， 30分後は3ATA昇圧時よ

りやや減少し， 880士104/mm氾 3群中白血球数

減少が最も著明であった (p<0.01)。 1時間後に

なるとかなり回復し， 1675土108/mm3, 3時間後

は1280士281/mm3であった。

2. 組織中の SOD活性

肺組織中に含まれる SOD活性は図2に示した

ように，正常値は4.9士0.56u/mgprot．であり，

3ATAへ昇圧した圧暴露のみで，第1群及び第III

群のSOD活性値は3.13士0.56u/mgprot．へ低下

した。第 I群は30分後で3.65士0.30u/mgprot.と

3ATA昇圧時よりやや上昇したが， 1時間後は

2.89士0.16u/mgprot., 3時間後は1.25士0.08u/

mg prot．とほぽ時間の経過とともに減少した

(p<0.01)。第 II群は30分後が2.5士0.24u/mg

prot., 1時間後が2.2士0.19u/mgprot．と減少し

たが， 3時間後は3.48士0.55u/mgprot．とやや回

復の傾向を示した。第III群は30分後まで減少しつ

づけ， 1.10士0.02u/mg prot．と最も低く (p<

0.01), 1時間後は2.54士0.llu/mg prot．と正常

値のほぼ½の活性値まで回復し (p<0.05), 3時

間後でも2.52士0.03u/mg prot．とほぼ同様の値

を保った (p<0.02)。

3. 肺組織中のCatalase活性

肺組織中の catalase活性値は，正常値が0.76士

O.lOK'/mg prot．で， 3ATAへ昇圧した圧暴露の

みで，第I群と第III群は， 0.58士0.07K'/mgprot. 
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肺組織中のCatalase活性

に低下した。第I群は30分後は0.73士0.08K'/mg

prot., 1時間後は0.79士0.08K'/mgprot．と正常

値とほぼ同様の値に復したが， 3時間後は0.53士

0.lOK'/mg prot．と再び3ATA昇圧時と同様な値

にまで減少した。これに対し第II群は30分後は

1.07土0.02K'/mg prot., 1時間後は0,97士0.02

K'/mg prot., 3時間後は1.89士0.22K'/mgprot. 

と有意に増加傾向を示した (p<0.01)。また第Ill

群は30分後は0.39士0.02K'/mg prot．と減少し

(p<0.05), 1時間後では逆に1.41士0.32K'/mg

prot．と増加を来し， 3時間後は0.81士0.24K'/mg

prot．と，正常値とほぼ同値を示した（図3)。

4. 肺組織中のMDA値

肺組織中の MDA正常値は0.31士0.0lnmol/

mlで， 3ATAへ昇圧した圧暴露のみ第I群，第Ill

群では0.79士0.09nmol/mlと有意(p<0.01)に上

昇した。30分後は0.22士0.04nmol/mlと正常値よ

りやや低下し， 1時間後は0.31士O.Olnmol/ml,

3時間後は0.45土0.04nmol/mlとわずかながら

の上昇傾向を示した。これに対し第II群の MDA

値は， 30分後では0.47士0.05nmol/ml(p<0.05), 

1時間後は0.95士0.05nmol/mlと正常値の約 3

倍値を示したが (p<0.01), 3時間後では0.32士

0.02nmol/mlと有意に減少し(p<0.01)，正常値
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に近い値に復した。また第III群は30分後は0.53士

0. 06nmol/mlと3ATA昇圧時より減少し， 1時

間後は0.80士O.Olnmol/mlと再び増加した。しか

し3時間後は0.47士0.llnmol/mlと有意に減少

し (p<0.01)，ほぽ正常値に近い値に復した（図

4)。

5. 肺組織の電顕的検索

電顕を用いた形態学的検索を第II群と第III群と

を対比しながら検討した。 30分後は第II群は第III

群に比し肺胞毛細血管の萎縮像と血管周囲の軽度

の浮腫がみられ， II型肺胞上皮細胞の膨化が認め

られた（図5)。1時間後には第II群で肺胞毛細血

管に多核白血球の出現と間質の浮腫が見られ， II

型上皮細胞の変性と高度の膨化が認められた。こ

れに対し第III群では，血管周囲や間質の浮腫も軽

度におさえられていた（図 6)。さらに 3時間後で

は，第II群は肺胞毛細血管の基底膜の破壊，間質

の浮腫が著しく，肺胞組織全体の破壊が認められ

た。一方第III群では肺胞毛細血管周囲の浮腫も軽

度で， II型上皮細胞の構築も比較的良好に保たれ

ていた（図 7)。

次にOHP単独の第 I群の30分後と 3時間後と
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肺組織中の MDA値

を対比した。 30分後ではほぼ正常な微細小構造を

保つのに対し， 3時間後ではII型上皮細胞の変性

が認められた（図 8)。

考 察

OHP療法は高気圧による物理的効果を応用し

て減圧症の治療や，酸素の毒性を利用したガス壊

疸や悪性腫瘍の治療，さらに各種の低酸素症の改

善などさまざまな疾患に幅広く適応される治療法

である。それらの適応症の一つにショックがあげ

図5 Endotoxin投与群（左）では肺胞毛細血管の軽度の萎縮と血管周囲の浮腫ならび

にII型は肺胞上皮細胞の膨化が認められる。これに対し Endotoxin投与OHP処
置群（右）ではそれらの変化はほとんどみられない。
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図6 Endotoxin投与群（左）では肺胞毛細血管に多核白血球の出現と間質の浮腫， II

型肺胞上皮の変性と高度の膨化が認められる。これに対し Endotoxin投与OHP

処置群（右）では血管周囲や間質の浮腫も軽度である。

図7 Endotoxin投与群（左）では肺胞毛細血管基底膜の破壊，間質の浮腫が著しく，

肺胞組織全体の破壊力渭8められるがEndotoxin投与OHP処置群（右）では血管

周囲の浮腫も軽度でII型肺胞上皮細胞の構築も比較的良好に保たれている。
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図8 OHP処置30分後では（左）肺胞壁はほぽ正常な微細構造を保つのに対して， 3 

時間後では（右） II型肺胞上皮細胞変性が認められる。

られているが，教室の恩田ら8)は，イレウスあるい

は腹膜炎に起因する細菌性ショックの治療に

OHP療法が有効であることを報告した。さらに

小川ら叫ま， endotoxinshockに対し OHP療法は

ライソゾーム膜の安定化をはかりライソゾーム酵

素の一つである (3-glucuronidaseの血中遊離を抑

制し，生存率を改善すると報告している。

ところでendotoxinshockの際みられるショ

ック肺の病態メカニズムについて，肺に集結した

白血球より放出される活性酸素との関係が論じら

れてきている10)。そこでendotoxinshock時の高

圧酸素療法の肺に及ぼす影響を検討する上で，肺

組織中の活性酸素の代謝に注目し，生化学的な方

面からさらには肺組織の形態学的変化を対比して

検討した。

右房血中の白血球の変動をみると， endotoxin

投与した群では両群とも30分後に急激な減少を来

しているが，これは， endotoxin投与により白血球

が肺や肝などへ動員されるという Coalsonら11)

の報告にも一致しており，さらにendotoxin投与

後の肺傷害の発生に白血球由来の活性酸素が関与

しているという教室の宮下ら12)の成績もよく裏づ

けているものと思われる。一方， 3ATAに加圧し

た直後に急激な末梢白血球数の減少がみられたこ

と，さらにendotoxin投与後OHP療法を施行し

た際にも，他の群に比し，白血球の減少が最も著

しかったことなどから， OHP自体，血中の白血球

を肺組織内へ動員させるものであることが示唆さ

れた。次に活性酸素を処理する scavengerである

肺組織中の SOD活性値並びにcatalase活性値の

消長をみると SOD活性値はendotoxin投与群及

びendotoxin投与， OHP処置群でははじめ急激

に低下したが，時間とともに徐々に上昇傾向を示

した。

一方Catalase活性値はendotoxin投与群では

経時的に上昇傾向を示したのに対し， endotoxin

投与， OHP処置群では，はじめ下降してから上昇

し， 3時間後にはほぽ正常に近い値に復している。

したがって scavengerに関しては一定の傾向は

みられず， この解釈については今後さらに検討を

要するものと思われる。

これに対し，活性酸素によって生じる脂質の過

酸化反応の最終産物である MDA値はendo-

toxin投与群では30分より上昇し， 1時間後では

正常値の約3倍を示し， 3時間後に正常値に近い

値に復した。一方， endotoxin投与OHP処置群で
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は30分でendotoxin投与群とほぼ同様の値を示

したが1時間値ではその上昇は多少おさえられて

いた。すなわち活性酸素が増加した結果MDA値

が増加を来し，しかも SOD活性値の低下に引き

続いて MDA値が組織傷害の指標となる”と考え

併せて意味あるものと思われる。

ところでOHP処置群では時間の経過とともに

右房血中の白血球は上昇し，一方SOD活性値は

減少し，そして MDA値は30分後から上昇傾向を

示した。また病理組織学的にも 3時間後では，軽

度ながら好中球浸潤と間質の浮腫性変化が認めら

れたことを考えあわせ，長時間に及ぶOHP療法

は生体に酸素毒性を与える可能性を否定しえず，

今後さらに検討を要するものと思われる。

次に形態学的検索では， endotoxin投与群では

30分後ですでに肺胞毛細血管周囲，並びに間質の

浮腫が認められ， 3時間後には多核白血球の出現，

II型上皮細胞の変化などが認められたが， これら

の変化はTillら13)が報告するように， endotoxin

を貪食する好虫球の食作用のプロセスの一つとし

て細胞内での oxygenmetabolismによるものと

考えられる。これに対し endotoxin投与OHP処

置群では， これらの変化は明らかに軽減されてい

た。以上の結果により活性酸素の生化学的面から

の検索ではOHP療法の効果を裏付けることは難

しいが，電顕による微細構造の所見からは明らか

にendotoxinshock時の肺傷害に対し OHP療法

が有効であることを示したものと考える。

結 語

endotoxin投与時の肺傷害に対する OHP療法

の効果について，活性酸素の面から検索を加える

ために， endotoxinを用い，これを第I群： OHP

処置群，第II群： endotoxin群，第III群： endotox-

in投与OHP処置群，第IV群：大気圧下無処置群，

第V群： 3ATA屠殺群の 5群に分かち，比較検討

した。

1) endotoxin投与群では投与後30分から右房血

中白血球数の減少， SOD活性値の低下，さらに 3

時間後ではMDA値の上昇がみられ，また微細構

造上でもすでに30分後に，肺胞毛細血管の萎縮像

と血管周囲の浮腫がみられた。

2) endotoxin投与OHP処置群では， endotoxin

群に比し右房血中白血球数， SOD活性値，

Catalase活性値，並びにMDA値の変動に明らか

な差は認められなかったが，微細構造上では， en-

dotoxin群にみられた血管周囲や問質の浮腫はお

さえられた。 3時間後でも肺胞毛細血管周囲の浮

腫も軽度でII型上皮細胞の構築も比較的保たれて

し、た。

3) OHP処置群では時間とともに右房血中白血

球数の増加， SOD活性値の低下， MDA値の上昇

頌向がみられ， 3時間後になると軽度の好中球浸

潤と間質の浮腫がみられた。
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