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【背景と目的】急性肺傷害(ALI)およびその重症型である急性呼吸促迫症候群(ARDS)は肺炎、敗血

症、外傷性ショック、輸血など種々の背景疾患により肺胞気道上皮の傷害と肺血管透過性の亢進

が生じて非心原性の肺水腫に至る疾患である。病理組織学的には好中球を主体とする炎症細胞の

集族、肺毛細血管のうっ血、肺胞壁の浮腫や肥厚、硝子膜の形成を特徴とする。現時点で

ALI/ARDS に対し明らかに有効な治療法は確立しておらず、その致死率は依然高いままである。

ALI/ARDSの発症および進展においては好中球から産生される酸化ストレスが重要な役割を果たし

ている。炎症細胞由来の各種サイトカインやメディエーターならびに内皮細胞由来の接着分子の

発現亢進により循環血中の好中球の肺への集積と肺胞腔への遊走が起こる。肺胞腔で活性化した

好中球は好中球エラスターゼ及び次亜塩素酸などの活性酸素種 (reactive oxygen species : ROS)

を放出する。これらの酸化活性物質がもたらす酸化ストレスが生体に備わっている抗酸化防御機

構を凌駕することにより上皮細胞と内皮細胞の傷害を伴う炎症が起こり、肺胞上皮および肺微小

血管の透過性亢進が起こることが ALI/ARDS の発症メカニズムに関与している。これまでにも

ALI/ARDS 患者の肺胞洗浄（BAL）液で健常者と比較してカルボニル蛋白や脂質酸化物(LPO)などの

酸化ストレスマーカーが上昇していることが報告されているが、これらの酸化ストレスと好中球

性炎症との関連をみた検討は現時点でない。このため我々は今回急性肺傷害モデルマウスを用い

て BAL 液における好中球性炎症および酸化ストレスについて経時的な検討をおこなった。

【材料と方法】9週齢の ICR マウスにグラム陰性菌の内毒素である Lipopolysaccharide(LPS)を気

管内投与して急性肺傷害モデルマウスを作成した。LPS投与 1,3,5,7,14 日後の各々のタイムポイ

ントにおいて BAL 液および肺組織の回収をおこなった。BAL 液においては、cytospin 法による好

中球数の算定と、好中球活性の一般的な指標である MPO 活性について検討した。さらに酸化スト

レスマーカーとしてカルボニル化アルブミン、過酸化脂質(LPO)、グルタチオンおよび酸化型グ

ルタチオンの測定をおこなった。好中球炎症について肺胞腔と肺組織との動態の変化を検討する

ため肺組織においてGr-1染色による好中球浸潤の評価とMPO活性を測定した。また肺傷害の程度

について wet/dry 肺重量比や肺傷害スコアを検討した。さらに、LPS 投与後に肺胞腔に集積した

好中球の ROS 産生能について検討するために LPS 投与 1 日後および 5 日後のマウスより回収した

BAL 液から好中球を分離し、細胞内の活性酸素強度について蛍光試薬である APF(aminophenyl

fluorescein)を用いた蛍光強度の測定およびフローサイト法により検討した。



【結果】LPS の気管内投与後に肺胞腔の好中球浸潤を反映して BAL 液中の著明な好中球数の上昇

を認めた。好中球数の上昇は LPS 投与後 5 日目がピークであり、7 日目には明らかな消退を認め

た。次に BAL 液中の酸化ストレスマーカーとしてカルボニル化アルブミン、LPO、グルタチオン

および酸化型グルタチオンを測定したところいずれも LPS 投与 7 日後まで上昇しており BAL 液中

の好中球数のピークと解離していた。そこで好中球活性の指標である MPO 活性について BAL 液で

検討したところ酸化ストレスマーカーと同様に LPS 投与 7 日後まで上昇を認めた。さらに、BAL

液中の MPO 活性とカルボニル化蛋白の間に有意な相関を認めた。また、気道上皮傷害の指標であ

る wet/dry 肺重量比および肺傷害スコアは MPO 活性や酸化ストレスマーカーと同様に LPS 投与 7

日目まで上昇していた。一方で肺組織での Gr-1染色による好中球浸潤の評価、MPO活性および酸

化ストレスマーカーであるカルボニル化蛋白や 4-HNE の測定をしたところいずれも LPS 投与 7 日

後には明らかに低下していた。最後に、LPS 投与 1 日後および 5 日後にマウスの肺胞腔から回収

した好中球の MPO 活性および ROS 強度を蛍光強度測定法およびフローサイト法で検討したところ

5 日後に回収した好中球では 1日後に回収した好中球と比較していずれも有意に増強していた。

【考察】本研究では急性肺傷害モデルマウスの BAL 液を解析することにより LPS 投与後の肺胞腔

における好中球性炎症と酸化ストレスの関連を検討し、肺組織と対比させることを目的とした。

今回得られた結果より、急性肺障害モデルマウスにおいて肺胞腔の酸化ストレスは好中球の消退

した後も遷延していること、酸化ストレスの動態が肺胞腔と肺組織で一様ではないこと、肺胞腔

に遊走した好中球の酸化ストレス産生能が炎症後期では早期と比較して増強していることが明ら

かとなった。ROS の直接的な測定は困難であるため、ROS の強度を示す間接的な指標である酸化

修飾物は、酸化ストレスマーカーとして用いられる。近年、これらの酸化ストレスマーカーは単

なるマーカーではなく、機能変化やシグナル伝達などを介して積極的に肺の傷害に関わっている

と考えられている。今回の検討で好中球が消退した後も肺傷害が遷延した機序として、肺胞腔の

酸化ストレスマーカー自体が上皮障害や炎症細胞の活性化に関わっている可能性も考えられた。

MPO はほぼ好中球にのみ存在するため、好中球活性の最も一般的な指標である。BAL 液における

好中球の消退後も MPO 活性が遷延していた機序として今回我々は肺胞腔から回収した好中球の

MPO活性とAPFで標識した活性酸素強度が経時的に増強することを示した。MPO活性が遷延した別

な機序として、MPO の肺胞腔からのクリアランスが低下していた可能性も考えられた。

臨床において BAL 液における好中球の割合は、疾患の活動性を評価する指標として広く使われて

いる。今回の肺傷害モデルの検討において BAL 液中の好中球数が低下した後も MPO や酸化ストレ

スマーカーは低下せず、肺傷害の指標と同様の動態を示したことから、両者が好中球数よりも有

用な疾患の活動性のマーカーになる可能性や、ALI/ARDS治療薬の効果判定のマーカーになりうる

可能性がある。

【結論】本研究は急性肺傷害モデルにおける好中球性炎症と酸化ストレスマーカーに関する最初

の論文である。今回の我々の研究からALI/ARDS患者のBAL液においてMPO活性や酸化ストレスマ

ーカーが、従来の好中球分画と比較してすぐれた疾患活動性マーカーや治療効果判定の指標とな

る可能性が示唆された。




