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抄録

細胞内 ATP レベルの変動を基礎にして、 虚血

肺の細胞障害を気管支肺胞洗浄液 (broncho-

a 1 v e 0 1 a r 1 a v a g e f 1 u i d : B A L F )中における界面

活性物質及び細胞内局在物質の回収の面から

検討した。 結果: 1 )虚血後 120 分で空気膨張肺

の細胞内 ATP 量は 8. O::t 0.7μmol/g dw と、 虚脱

肺や窒素膨張肺と比べて有意( p く 0.001) に高レ

ベルに保たれた。 2 )細胞内酵素の BAL による回

収は空気膨張肺が虚脱肺や窒素膨張肺よりも

有意( p く o . 0 0 1 )に少なかった。 3 )保存前に BAL

を行った空気膨張肺は虚血後 1 2 0 分で界面活性

物質回収量が O. 46::t 0.07μm 0 1 と窒素膨張肺よ

りも有意( p く 0.001) に高値を示した。 これらの

成績より、 細胞内 ATP 量に相応して細胞内物質

の漏出が抑えられ、 H 型肺胞上皮細胞による

界面活性物質の分泌能は維持されていること

が示された。
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ABSTRACT 

To assess the severity of ischemic lung injury acco ・ panied

by the decrese of intracellular ATP content. 1 have studied 

cell injury and excretory activity of pulmonary surfactant 

by bronchoalveolar lavage procedure in lschemic rat lung. 

Cellular ATP contents of lungs lnflated 11th room air after 

larm ischemia for 120 min lere significantly higher than 

those deflated or infla(ed 11th N2 gas (p く 0.001). Allounts of 

enzyme release into the fluld obtalned from lungs lnflated 

11th room alr by lavage sholed slgnl!icantly loler than 

those deflated and inflated 11th N2 gas (p<0.001). lsche ・ ic 

lungs inflated lith roo. air after lavage excreted significa 

ntly more pulmonary surfactant than those in!lared lith N2 

gas for 120 min (p く 0.001). These data d~e.onstrate that' ische 

mic lungs lnflated 11th roo ・ air lere protected !ro ・ ce 11 

injury and kept the excretory activity of pullonary sur!acta 

nt. 
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緒日

虚血障害や臓器保存における細胞障害のメ

カニズムの解明に、 細胞生化学的方法で研究

が多くなされている。 これらの研究の結果、

虚血障害の生化学的過程に 2 つの大きな問題

が明らかになっている( 1) 。 第一は、 虚血中の

無酸素下に進行する障害で、 ATP レベルの低下

に伴う N a +、 C a ::: +イオン濃度の調節機構の破綻

によって生ずる生体膜、 細胞骨格系及びミト

コンドリアの障害( 2 , 3) 。 今一つは虚血後血流

再開時に多量に発生する活性酸素による細胞

成分の酸化や過酸化を伴う障害である。 肺は

エネルギ一代謝回転が遅く、 脳、 心臓、 肝臓

などに比べ無酸素障害に対しては抵抗性の強

い臓器と考えられてきた( 4) 。 実際にも、 虚血

無酸素下でのエネルギ一代謝の研究報告は

最近 1 0 年間行われていない。 肺の虚血障害に

関する最近の細胞生化学的な研究は活性酸素

によるものに限定されているようである( 4 , 5 

)。従って、 虚血肺にとって酸素はむしろ毒物



と見なされる傾向が強い。

最近、 空気または 1 0 0 %酸素を用いて持続換

気した保存肺では、 1 0 0 %窒素を用いた保存肺

よりガス交換能が悪く、 肺動脈圧の上昇、 肺

内シャント率の増加、 肺重量の増加の点です

べて悪結果であったことが報告されている( 6 

)。しかし、 古典的な研究では酸素を含んだガ

スで換気もしくは膨張させた保存肺の方が好

結果をもたらした報告が多い (7-10) 。 活性酸

素の毒性は非常に強いので、 虚血再酸素化に

よる障害は不可避的なものである。 しかし、

肺は全身中で最も好気的な臓器であり、 活性

酸素の除去能力も大きいので、 その障害を最

小限にすることは可能である。 また、 嫌気的

解糖だけではエネルギ ー の供給が不十分で、

どうしても酸化的燐酸化による ATP 合成が必要

であることも充分考えられる。

本研究では、 以上の観点より、 他の虚血臓

器で最も明瞭な障害指標とされてきた細胞内

ATP 量及びその関連代謝物の変化を調べた。 そ
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の結果、 嫌気的条件下では細胞内 A T P 量は急速

に減少し、 それに伴い様々の細胞障害が現れ

ることを、 BALF 中への細胞内酵素の漏出で確

認した。 しかし、 空気膨張肺では ATP レベルは

維持され、 障害から保護されることが明らか

になった。 又、 肺胞表面の表面活性物質の主

成分である DP P C 量の簡便正確な測定法を開発

し、 空気膨張保存肺では E 型肺胞上皮細胞か

らの表面活性物質の分泌能が保持されること

を明らかにした。

実験方法

1 .肺摘出の方法。

約 2 5 0 g の雄性 Sprague-Dawl ey ラットを用い

た。 一晩絶食後に k e t a m i n e 100 rn g / k g を腹腔

内投与し、 気管切開後に長さ 2 e m の柔らかい

フラスチック・チ ニL -

を気管内に挿入した。

ブ(気管カニュ ー レ〉

小動物用人工呼吸器

(Aika , model EVM-50A) を用いて空気で呼吸困



数 6 0 回/分、 一回換気量 1.0 ml/100 g 、 P E 

EP 2cmH 2 0 で換気した。 開腹後、 肺に接触し

ないように注意深く横隔膜を肋骨付着部から

切離した。 切開を胸骨に沿って伸ばし、 胸骨

縦切開を行った。 ヘパリン 1. 000 1 U / k g を右室

に注入後、 下大静脈と腹部大動脈を切断し、

右室を通して肺動脈、 左室を通して左房にカ

ニューレを挿入した。 直ちに 4 oc の Krebs-Hen

s e 1 e i t (K -H )液を拍動ポンプ (TAITEC type 

N -1 8 )を用いて流速 10m 1 /分で肺動脈に注入

し肺血管内の血液を f 1 u s h した。 左室カニュ

ー レからの液が透明になったことを確認して

から、 心・肺・気管と縦隔組織を気管カニュ

ー レと共に迅速に摘出した。

II .摘出肺の保存条件。

虚血肺に対して肺胞内酸素濃度の影響を経

時的に検討するために、 以下のような条件で

保存した。

( c 0 n t r 0 1 肺 (n=10) :保存前の摘出肺を C 0 n 

t r 0 1 肺とした。

n
A
U
 



②虚脱肺 (n=10) :全身麻酔 3 0 分前にキサン

チン酸化酵素の阻害剤である a 1 1 0 p u r i n 0 1 ( 5 

mg/kg) を腹腔内投与した。 その摘出肺を大気

圧下に気管カニューレを開放にして肺を虚脱

にし、 3 7 oc の K-H 液に浸漬保存した。

③窒素膨張肺 (n=24) :アルカロシース是正の

ために 5 児炭酸ガスを添加した窒素ガスで、 換

気量 1.0 ml/100 g 、 呼吸回数 6 0 回/分、 P E E P 

2 cmH 2 0 の条件にて摘出肺を 2 分間人工換気し

た。 その後、 同混合ガスで気道内圧 15cmH 2 0 で

持続膨張させて 3 7 oc の K-H 液に浸漬保存した。

その保存肺を窒素膨張肺とした。

④空気膨張肺( n = 2 4) : 5 %炭酸ガスを添加した

空気で、 換気量 1.0 ml/100 g 、 呼吸回数 6 0 回

/分、 PEEP 2 cmH 2 0 の条件にて摘出肺を 2 分間

人工換気した。 その後、 同混合ガスで気道内

圧 15cmH 2 0 で持続膨張させて 3 7 oc の K -H 液に浸

漬保存した。 その保存肺を空気膨張肺とした。

III. 経時的肺生検の方法。

虚血肺組織の adenine nucleotide とプリン



代謝物の変化量を検討するために肺生検をし

た。 control 肺( n = 5 )は摘出直後 iこ 1 肺葉を切

除した。 虚脱肺( n = 5) 、 窒素膨張肺( n = 6) 、 空

気膨張肺( n = 6 )の各群は温虚血 120 分までの問、

経時的に 1 肺葉毎に切除して肺生検とした。

肺生検で得られたラット肺組織を直ちに液体

窒素の中で f r e e z e c 1 a m p し、 凍結乾燥したo

IV. 気管支肺胞洗浄法。

気管支肺胞洗浄法( b r 0 n c h 0 a 1 v ,e 0 1 a r 1 a v a g 

e:BAL) の手技を使って虚血肺の細胞障害と界

面活性物質の虚血性変化を検討した。 虚血保

存肺の気管カニュ ー レに 10m 1 注射器の筒部を

接続して、 その筒内に 3 7 oc の生理食塩水 10m 1 

を入れた。 液面から肺底部までの高さは 1 5 c m 

以内で、 gravimetric な圧で生理食塩水を肺

内に注入した。 肺は生理食塩水で満たされ、

軽くマッサ ー ジをした。 洗浄液は倒立位で回

収され、 滅菌ガ ー ゼで漉過した。 その洗浄液

を 4 oC 1 0 分間、 1 , 500 rpm で遠心して、 細胞成

分を除去した。 気管支肺胞洗浄液( b r 0 n c h 0 a 1 

-10-



veolar lavage fluid :BALF) 中の液性成分であ

る d i p a 1 rn i t 0 y 1 p h 0 s p h a t i d y 1 c h 0 1 i n e (D P P C ) 

と u n s a t u r a t e d p h 0 s p h a t i d y 1 c h 0 1 i n e (U S P C) 、

可溶性蛋白、 1 a c t a t e d e h y d r 0 g e n a s e (L D H) 、

cytoplasrnic aspartate arninotransferase 

( c A S T) 、 rnitochondrial aspartate arninotra 

nsferase (rnAST) の細胞内酵素、 そしてプリン

代謝物を測定した。

実験 1 BAL による液性成分の回収 量 をみる

ために、 c 0 n t r 0 1 肺( n = 5 )と虚血後 1 2 0 分の虚脱

肺( n = 5 )に対して連続 7 回の BAL を行った。

実験 2: 4 群聞の虚血性細胞障害を比較検

討するために、 実験 1 に加えて虚血後 1 2 0 分の

窒素膨張肺( n = 6 )と空気膨張肺( n = 6 )に対して

連続 4 回の BAL を行い、 回収液について液性成

分の分析をした。

実験 3 :肺胞表面の界面活性物質を除去す

るために保存前に 1 回の BAL を行った。 保存前

に洗浄された窒素膨張肺( n = 6 )と空気膨張肺

( n = 6 )は、 虚血後 1 2 0 分のみに 1 回の BAL を行い、

4
1
よ
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回収された D P P C 量を測定した。 洗浄後の肺組

織は adenine nucleotide を測定するために液

体窒素内で f r e e z e c 1 a m p し、 凍結乾燥した。

別の窒素膨張肺( n = 6 )と空気膨張肺 ( n = 6 ) 

は虚血後 6 0 分と 120 分に各々 1 回の BAL を行い

回収された DPPC 量を測定した。

v. 生化学的分析の方法。

1. adenine nucleotide 及びプリン代謝物

の定量:肺生検で得られた凍結乾燥肺を、 上

池らの方法( 2 )で抽出した。 すなわち、 乾燥重

量を測定した肺組織を homogenate して 12 ， 000 

rpm で遠心し、 その上清を 9. 2 N p e r c h 1 0 r i c 

a c i d で除蛋白した後に 1 N K 0 H を用いて中和し

た。 その抽出液を用いて細胞内 adenine nucl 

eotide である adenosine triphosphate(ATP) 、

adenosine diphosphate(ADP) 、 adenosine 

monophosphate(AMP) とプリン代謝物である

a d e n 0 s i ne 、 i n 0 s i ne 、 1 MP 、 h y p 0 X a n t h i ne 、

X a n t h i ne , u r i c a c i d を以下の方法で高速液体

クロマトグラフイ - (high-perfomance liquid 

n
J白
4
1
4
 



chromatography: HPLC) を用いて測定した。

すなわち、 A TP 、 A DP 、 AMP 量は DE A E -2 S W (4. 6 

x 250 mm) の陰イオン交換カラム、 360 m M 燐

酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0) の溶離液、 波長

2 6 0 n m で測定した (3)0 adenos i ne と i n 0 s i n e 量

は CLC-ODS(16X 150 mm) の逆相カラム、 6 %アセ

トニトリル加 1 0 0 m M 燐酸ナトリウム緩衝液

(pH 6.0) の溶離液、 波長 2 6 0 n m で測定した。 更

lこ、 1 MP 、 h y p 0 X a n t h i ne 、 X a n t h i ne 、 u r i c 

a c i d 量は同逆相カラム、 3 完メタノ ー ル加 1 0 0 m M 

燐酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0) の溶離液、 波

長 2 6 0 n m で測定した。

B A L F 中の a d e n 0 s i ne , i n 0 s i ne 、 1 MP 、 hypox 

a n t h i ne , x a n t h i ne , u r i c a c i d は、 無処置の

BALF を用いて肺組織と同じ方法で HPLC にて測

定した。

2. phosphatidylcholine (PC) の定量。

BALF 中の PC の定量には鉄ロダン法( 11) および

コバルトロダン法( 1 2 )をそれぞれ 一 部改良し

て併用した。 すべての P C は鉄ロダン錯塩と結

内
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合するのに対して、 コバルトロダン錯塩は不

飽和脂肪酸を含む PC と同様に結合するが、 飽

和脂肪酸だけで構成される PC とは結合しない

特性を利用したもので鉄ロダン法により P C 総

量を、 コバルトロダン法から u n s a t u r a t e d 

phosphatidylcholine (USPC) 量をそれぞれ求

め、 両者の差から d i p a 1 rn i t 0 y 1 p h 0 s p h a t i d y 1 

chol ine (DPPC) 量を算出した。

実際の鉄ロダン法( 1 1 )の実施には 1 . 5 rn 1 の

BALF に 200μl の 9. 2 N p e r c h 1 0 r i c a c i d を加え

全リン脂質を沈澱させ、 その沈澄に 5 0μl のエ

タノールと水 150μl を加えた。 その混和物を

6 0 OC で 1 0 分間保温した。 その後、 500 rnM 燐酸

ナトリウム緩衝液 (pH6.2) 20μl 、 9 M N H 4 

( S C N ) 4 を含む 2 .56 rnM Fe(N0 3 ) 3 ( ロダン鉄試薬

780μl を加えて、 さらに 3 5 oc で 1 0 分間保温

した。 この反応液に 1 . 2 -d i c h 1 0 r 0 e t h a n e 1. 5 

rn 1 を加えて V 0 r t e x 型撹祥器で 2 分間激しく撹

排した。 3. 0 0 0 r prn 、 2 分間で遠心し、 下層に

ある 1.2-dichloroethane で抽出されたロダン

-14-



鉄・リン脂質複合物を波長 4 7 0 n m で測定した。

この分子吸光係数は ε 470= 7. 5mM - 1 ・ c m -1 で

ある。

コバルトロダン法( 1 2 )では、 同じく p e r c h 1 

o r i c a c i d で沈澱させた試料に、 エタノ ー ル

1 5 0μl と、 5 0 m M 燐酸ナトリウム緩衝液( p H 6 . 2 

)に 2M NH 4 (SCN) 4 と 5 0 m M C 0 ( N 0 3 ) 2 を含むロ

ダンコバルト試薬 400μl を加え、 3 5 oC 1 0 分間

保温した後に 1 ， 2 -d i c h 1 0 r 0 e t h a n e 1. 5 m 1 でリ

ン脂質複合物を抽出し、 波長 3 1 6 n m 又は 622

n m で吸光度測定を行った。 分子吸光係数はそ

れぞれ ε 316= 5.65mM - 1 ・ c m -1 、 ε 13 2 2 

o. 85mM-1 'cm - 1 ;を用いた。 DPPC 量は全 P C 量 から

USPC 量を差し引いた量とした。

3 . 酵素と蛋白量の測定。 LDH 活性は、 G e r 

m a n S 0 c i e t y f 0 r C 1 i n i c a 1 C h e m i s t r y ( G. S . C 

. C. )の方法( 1 3) 、 AST 活性は西村らによる G.

S . C. C. の変法( 1 4 )で測定した。 c A S T と mAST の

アイソザイムは寺西らによる免疫学的方法

( 15) で分別定量した。 試料中の c A S T を、 ブタ

r
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cAST に対する抗体で感作されたヒツジ赤血球

に吸着させ、 上清で mAST 活性を測定した。

BALF 中の蛋白量は L 0 w r y らの方法( 1 6 )によっ

て測定した。

VI. 統計学的分析。 デ ー タは平均 ± 標準偏差

で表した。 有意差検定は、 N e w m a n K e u 1 s m u 1 

t i p 1 e c 0 m p a r i S 0 n t e s t で行った。 p < O. 0 5 

を有意差とした。

結果

1 . 虚血肺細胞内 ATP 量の減少とプリン代謝

物の蓄積。

図 1 は 3 7 oc の温虚血中の肺細胞内 ATP 量の変

化を示す。 摘出直後の control 肺( ・ )の ATP 量

は、 9. 7 ::!:: O. 7μmol/g dry weight であった。

窒素膨張肺(ム)と虚脱肺( ~ )は虚血 1 5 分で c 0 

n t r 0 1 値の 1/4""' 1/2 に急減し、 その後は漸減し

て 120 分では窒素膨張肺で 2 . O::!:: O. 7μm 0 1 / g 

d r y w e i g h t と c 0 n t r 0 1 値の約 20% になり、 虚脱

F
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肺で O. 8::t 0.7μmol/g dry weight と c 0 n t r 0 1 値

の約 8% になった。 しかし、 空気膨張肺( . )は、

1 2 0 分でも 8. O::t 0.7μmol/g dry weight と C 0 n 

t r 0 1 値の 80% 以上に保たれた。

虚脱肺は、 他の虚血臓器でみられるように、

ATP の分解は AMP を経て種々のプリン代謝物に

分解された( 2 ) ( 1 7 ) ( 1 8) 。 図 2 は、 キサンチン

酸化酵素の阻害剤である a 1 1 0 p u r i n 0 1 を投与

したラットの虚脱肺におけるプリン代謝物の

蓄積過程を示している。 a 1 1 0 p U r i n 0 1 が投与さ

れているために hypoxanthine( Â ) が最も多く、

次に x a n t h i n e (口)と uric acid( 圃I )が蓄積した。

しかし、 a d e n 0 s i n e ( ・ )と inosine( ム)は極め

て少量であり、 I M P は認められなかった。 その

ため AMP が γn u c 1 e 0 t i d a s e によって分解され

て AMP → adenosine → i n 0 s i n e か、 AMP deamin 

a s e によって脱アミノされて AMP → IMP → i n 0 s i 

n e のどちらの経路を通るかは決定することが

できなかった。

表 1 は虚血 120 分間中の虚脱肺について、

円
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a d e n i n e n u c 1 e 0 t i d e s 量と全プリン代謝物量の

時間的変化を示している。 虚血時間の進行に

ともない A TP 、 A DP 、 AMP を合計した adenine

n u c 1 e 0 t i d e s 量は減少したが全プリン代謝物量

は増加しており、 両者の合計量は約 1 3μm 0 1 / 

g d r y w e i g h t とほぼ一定であった。

ll. 連続的気管支肺胞洗浄法による液性成

分の回収。

保存肺の虚血障害を評価するために、 B A L F 

中の液性成分の分析を行った。 B A L F 中には肺

胞表面の界面活性物質だけでなく、 虚血障害

により上皮細胞内物質の漏出が考えられるの

で、 p h 0 S p h a t i d y 1 c h 0 1 i n e の他に可溶性蛋白、

L DH 、 c A ST 、 m A S T などの細胞内酵素およびプリ

ン代謝物を測定した。 連続 7 回の BAL を行い、

control 肺と最も ATP の減少が著しい虚血後

1 2 0 分の虚脱肺について比較した(図 3 、 4 )。

BALF 中の各液性成分量は洗浄回数に応じて減

少したが、 肺胞表面を被覆している界面活性

物質の主成分である DP P C の回収量は両群で大
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差がないうえに、 c 0 n t r 0 1 肺及び虚脱肺共に最

初 1 回の BA L で約 70% 以上の大部分が回収され、

2 回目以降の BAL では回収量が急減して少なか

った。 これに対し、 虚脱肺の可溶性蛋白や細

胞内酵素、 プリン代謝物は 2 回目以降の B A L F 

中にかなりの量が回収される傾向を示した。

表 2 は control 肺及び 120 分虚脱肺において、

B A L 1 回、 連続 4 回及び連続 7 回で回収された

各液性成分の合計量を示している。 虚脱肺の

各細胞内成分の回収量は BAL の回数が増えるに

つれて当然増大する。 しかし、 その回収量は

回数だけでなく、 B A L の液量及び操作方法によ

り大きく変化することが考えられるので、 適

切な基準がなければ障害に対応する定量的指

標とすることができない。 DPPC は肺胞表面に

存在して、 その BALF 中への回収が虚血によっ

て変化しないので、 この回収量が BALF 中の各

成分量に対する絶好の標準指標になると考え

られる。 実際に、 表 2 にみられるように各成

分の回収量と DPPC 量の比をとれば、 1 回の

nuJU 
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BA しだけで虚血障害の充分な指標になることが

明かである。

III. 虚血後 120 分 lこ気管支肺胞洗浄で回収さ

れた液性成分の比較。

図 4 は各種虚血肺の連続 4 回の BAL で回収さ

れる液性成分量を比較検討したものである。

どの虚血肺でも DP P C の回収量は変化しなかっ

たが、 虚脱肺や窒素膨張肺では総蛋白量が 6

倍以上の増量を示し、 u S P C 量には若干の増加

がみられた。 この蛋白質と USPC の増加分は虚

血障害による上皮細胞の破損からもたらされ

たのものと考えられる。 何故ならば c 0 n t r 0 1 肺

の BA L F 中には極く少量しか認められない細胞

内酵素である L DH 、 cAST や虚血中に蓄積したプ

リン代謝物が、 虚脱肺や窒素膨張肺では BALF

中に大量に存在するからである。 肝臓 ( 1 4 ) 

や心臓( 1 9 )の虚血の初期にはほとんど血中に

漏出しないミトンコンドリア酵素がかなりの

量含まれているのは、 障害が深刻であること

を示している。 本実験では BAL により回収され

-20-



た全ての指標物質からみて、 空気膨張肺が障

害に対して強い抵抗性を示していることが窺

われる。

IV. 虚血肺中の界面活性物質分泌能。

好気的条件下での保存肺の保護効果は、 E 

型肺胞上皮細胞の界面活性物質の分泌能力に

ついても確認することができた。 正常肺では

BAL により界面活性物質、 特にそのアポ蛋白質

を取り除くと E 型肺胞上皮細胞からの分泌が

促進されることが知られている( 2 0) 。 表 3 に

みられるように、 虚血前に肺胞中の界面活性

物質 (DPPC) を BAL で除去後に、 虚血後 120 分の

みに BAL を行うと、 空気膨張肺は 0.46 ::1:: 0.07μ 

m 0 1 で保存前値の 75% となった。 窒素膨張肺は

0.18::1:: 0.05μm 0 1 で保存前値の 30% であった。

空気膨張肺の回収された D P P C 量は窒素膨張肺

よりも有意( p く 0.001) に高値を示した。

その時の肺組織 ATP 量と BAL で回収された DP

P C 量の関係を図 5 に示す。 空気膨張肺 (0 )は

細胞内 ATP 量が 6 . 8 士 O. 8μmol/g dry weight で

4
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あった。 それに対して、 窒素膨張肺( . )の AT

P 量は 2.1 1: 0.7μmol/g dry weight と有意( p く

0.001) に低値を示した。

更に、 虚血後 6 0 分と 120 分の 2 回 BAL を行っ

ても、 DPPC の回収量は空気膨張肺と窒素膨張

肺の聞に有意差( p く o. 0 1 )が認められた。

考案

肺は a n 0 x i a に強い臓器であると 言 われてい

る( 5) 。 極めて低い肺胞内酸素分圧に直面して

も肺細胞内のミトコンドリアの機能は維持さ

れると報告されている( 2 1) 。 また、 1 時間に

及ぶ完全な a n 0 X i a でも、 肺細胞構造は正常で

あったと報告されている( 2 2) 。 従って虚血肺

の障害は、 再濯流の際に発生する活性酸素に

よる障害によるものであると報告されている

( 5) 。

しかし、 今回の実験で、 anoxia 中に肺細胞

内の A T P レベルは最初の 1 5 分間の平均で O. 3μ 

n
，
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rnol/rnin/g dry weight と急速に減少すること

が示された。 この ATP 消費速度はラット肝の約

1/2 に相当する( 2) 。 脳、 心臓、 肝臓では多量

の ATP を消費する代謝系が存在し、 嫌気的解糖

系だけでは必要な ATP を供給することができな

いために ATP レベルの減少を来して種々の細胞

障害が惹起することが明らかになっている。

肺ではこれらの臓器と違って、 多量の ATP を消

費する代謝系は知られていないが、 肺は多く

の異なった種類の細胞から構成されており、

その中のいくつかの細胞は ATP を速い速度で消

費する代謝系を持っていることが示唆されて

し 1 る。

細胞内の ATP レベルが低下すると、 種々のイ

オンポンプが作動できなくなり、 細胞内のイ

オン濃度の調整作用が破綻し、 ミトコンドリ

アの障害や細胞表面膜の b 1 e b 形成が起こるこ

とが、 肝( 2 3 )や心筋( 1 9 )の虚血で観察されて

いる。 虚脱肺や窒素膨張肺においても、 多量

の細胞内酵素が BALF 中に回収されることは、

内
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肺上皮細胞の肺胞腔側に b 1 e b が形成され、 BA 

L 操作によって破壊されることを示唆している 。

虚血肺でも、 空気を経気道的に送る膨張肺

では細胞内 ATP レベルが維持されることは、

ATP 合成のための細胞呼吸に必要充分 量 の酸素

が肺胞側から補給され得ることを示している

(図 1)0 Faridy ら( 2 4 )は、 犬の切除肺を空気

で膨張させると 3 時間にわたり 一 定速度で酸

素の吸収が続くことを観察しており、 この酸

素消費からの ATP 合成速度は、 1μrnol(22 . 4μ1

02)/rnin/g dry weight で、 上記 ATP の消費速

度を充分補うことができることを示している。

今回の実験では、 肺における嫌気的解糖に

よる A T P 合成能を判定することができなかった

が、 図 1 に示す結果からは、 酸化的リン酸化

に比較すると、 その寄与は小さいものと考え

られる。

H 型肺胞上皮細胞が合成・分泌する界面活

性物質は、 肺胞虚脱を防ぎ肺胞でのガス交換

を維持する機能がある( 2 5) 。 界面活性物質は
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p h 0 S p h 0 1 i p i d ( 9 0 % )とアポ蛋白( 1 0 % )で構成さ

れているが、 p h 0 h s p h 0 1 i p i d の主成分は p h 0 S 

phatidylcholine (PC) で、 しかも d i p a 1 rn i t 0 y 

1 p h 0 S p h a t i d y 1 c h 0 1 i n e (D P P C )がその 60% 以

上を占めている( 2 6) 。 従来の DPPC 量の測定は

chloroforrn-rnethanol による抽出と t h i n -1 a y e 

r chrornatography で分離後、 灰化による燐酸

の定量など多大の時間と労力を必要とし煩雑

である。 本研究では、 我々が先に開発したロ

ダン鉄法( 1 1 )やロダンコバルト法( 12) を直接

BALF に適用し、 総 PC 量と us P C 量とが簡単かっ

正確に測定できる事を示した。

私たちの実験結果では、

でも虚脱肺、 窒素膨張肺、

120 分間の温虚血後

空気膨張肺はすべ

て c 0 n t r 0 1 肺と比べて、 BAL で回収された D P P C 

量に有意差がなかった。 虚血肺でも BAL に回収

された DPPC 量が変化しないことは、 虚血障害

による E 型肺胞上皮細胞内の larnellar

bodies の崩壊と漏出が起きていないことを示

している。 同時に、 BALF 中へのこの D P P C の回

p
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収量を基準にして各液性成分の回収量との比

を取れば、 その値は洗浄回数や液量に関係な

く虚血障害を示す指標となり得ることは非常

に重要である(表 2 )。 特に、 臨床検査では毎

回の C 0 n t r 0 1 測定や、

不可能であるので、

空気膨張肺では、

多量の BAL を行うことが

その適用が期待される。

細胞内 ATP レベルの維持に

より H 型肺胞上皮細胞の分泌機能も保持され

ている事が示された。 II 型肺胞上皮細胞によ

る界面活性物質の分泌は、 肺胞表面の phosph

olipid とアポ蛋白によって f e e d b a C k C 0 n t r 

o 1 されることが知られている( 2 0) 。 虚血前に

1 回の BAL で DP P C を除去した後に1. 2 0 分間の虚

血にすると、 ATP が高レベルに保持された空気

膨張肺では窒素膨張肺と比べて DPPC量が有意

( p く 0.001) に多く回収された(図 5 )。 この増加

量は H 型肺胞上皮細胞の分泌によると考えら

れる。

Hildebran ら( 2 7 )も、 摘出したラット肺を

9 0 分間空気で持続的に膨張させておくと 1 5 分
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毎の BAL で表面活性物質は直線的 iこ増加したと

報告している。 この分泌が ATP に依存的に行わ

れ、 従って虚血障害の 一 つの指標になること

に注目せねばならない。

結 三五
個ロ

細胞内 ATP レベルの変動を基礎にして、 虚血

肺の細胞障害を気管支肺胞洗浄液 (broncho-

a 1 v e 0 1 a r 1 a v a g e f 1 u i d : B A L F )中における界面

活性物質及び細胞内局在物質の回収の面から

検討し、 以下の結論を得た。

1 )虚血肺の細胞内 ATP 量 (μmol/g dry weig 

h t )は、 虚血後 120 分で空気膨張肺は 8.0 :1:: 0.7 

であったが虚脱肺では 0.8 :1:: 0.7 、 窒素膨張肺

では 2. 0 士 o . 7 となり、 虚脱肺や窒素膨張肺と

比べて空気膨張肺は有意( p く 0.001) に高レベル

に保たれた。

2 ) c 0 n t r 0 1 肺、 虚脱肺、 窒素膨張肺、 空気膨

張肺の 4 群について虚血後 120 分の時点で連続

円
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4 回の BAL を施行し、 液性成分を分析すると、

肺胞表面の界面活性物質の主成分である DP P C 

量は 4 群間で有意差がなく 一 定であった。

方、 細胞内酵素の L DH 、 c A ST 、 mAST は空気膨張

肺が虚脱肺や窒素膨張肺と比べて回収された

量が有意( p く o . 0 0 1 )に少なかった。

3 )保存前にあらかじめ BAL で DPPC を除去した

後、 虚血後 120 分に BAL を行うと、 空気膨張肺

の D P P C 回収量は O. 46::t 0.07μm 0 1 だが、 窒素膨

張肺の DPPC 量は 0.18 ::t 0.03μm 0 1 と、 空気膨張

肺は窒素膨張肺よりも有意( p く 0.001) に高値を

示した。 II 型肺胞上皮細胞による表面活性物

質の分泌能は、 細胞内 ATP 量に相応して維持さ

れていることが示された。

以上より、 空気膨張肺では虚脱肺や窒素膨

張肺よりも ATP レベルが高く維持され、 BALF 中

への細胞内物質の漏出の面からみると虚血に

よる細胞障害から保護されることが明らかに

なった。 また、 界面活性物質の分泌能も保持

された。
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Figure 3. Contents of extracellular components in BALF for 

control and deflated ischemic rat lungs by 7 sequential 

lavages. Control lungs (n=5) and deflated lungs after warm 

ischellia for 120 ・ in (n=5). DPPC: dipalllitoyl ph~sphatidylc 

holine. USPC; unsatulated phosphatldylcholine. LDH: lactate 

dehydrogenase. cAST: cytoplasmlc aspartate aminotransferase. 

mAST; mitochondrial aspartate allnotransferase. 
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Table 1. Changes in contents of adenine nucleotides and purine 
compounds in deflated rat lungs during ,arm ischemia at 370C. 

Ischemic time (min) 0 6 0 1 2 0 

ATP+ADP+AMP 12.9:f:0.9 5. 2 土1. 2 3.3 士 0.9

P u r i n e c a t a bo 1 i t e s O. 7:f: O. 3 7.6 土 0.7 10.6:f:1.0 

Total 13. 6 12. 8 13. 9 

Values are expressed as mean土 SD of 5 rat lungs (μmol/g dry weight) 
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Table 2. Total amount of extracellular components in the fluld obtained by 

sequential bronchoalveolar lavage ln control and deflated ischelic rat lungs. 

extracellular 
component 

DPPC.μ1101 

control 

deflation 

USPC.μ11101 

control 

deflation 

proteln. Ig 

control 

deflation 

LDH.IU 

control 

deflation 

cAST.IU 

control 

deflation 

IIAST. IU 
control 

deflation 

7 1 avages 

0.80 土 O. 10 

0.87 土 O. 07 
(1.09) 

O. 51 土 O. 09 
(0.63) 

0.72 土 O. 10 

(0.83) 

5. 4 土 O. 8 
(6. 8) 

36.1:t3.( 
(41.5) 

O. 9 土 O. 1 
(1. 1) 

45. 2 土 5. 5 
(51.9) 

O. 10 土 0.01

(0.13) 

1. 22 土 O. 10 
(1.(0) 

0 

(O) 

O. 41 土 O. 06 

(0.47) 

purine compounds ， μmol 

control 0.09 土 0.01

(0.11) 

deflation 1. 33 土 O. 34 
(1.53) 

t otal amount obtalned 
( lavages 

O. 76 土 O. 12 

O. 82 土 O. 13 
{1. 08} 

O. 50 土 0.09

{0.66} 

O. 69 土 0.08

(0.8() 

(. 7 土 O.8 
(5. 2) 

30. 6 土 2.3

(37.3) 

0.8 土 O. 1 
(1. 1) 

39. 6 土(.7 
{(8.3) 

O. 09 土 0.01

(0.12) 
1. O( 土 0.06

(1. 27) 

0 
(O) 
O. 35 土 0.06

(0.(3) 

O. 08 土 0.01

{0.11} 
1. 12 土 0.22

(1.37) 

1 lavage 

0.63 土 0.06

0.67 土 O. 12 
{1. 06} 

0.35 土 0.06

(0.56) 

O. 52:t O. 08 
(0.78) 

2. 8 土 0.7

(4. 4) 

1 (. 2 土 0.7

(21. 2) 

O. 5 土 O. 1 
(O. 8) 

17. 5 土(. 2 
{26". 1} 

0.07:t0.Ol 
(0.11) 

0.52 土 0.09

{0.78} 

0 
{O } 

0.181: O. 02 

{O. 27} 

0.061:0.01 
(0.10) 

0.65 土 0.06

(0. 97) 

Control rat lungs (n=5) and deflated Ische・ lc rat lUlllgs (n=5) after warll 

ischemia for 120 lIin were lavaged sequentlally wlth O.9X NaCl at 37 ・C as 

described in METlIODS. (): ratlo of extracel1ular Icomponent to total a�ount 
of DPPC In the fluid obtalned by 1. ( or 7 sequentlal bronchoalveolar lavages. 



Table 3. Excretion of dipal.itoyl phosphatidylcholine of inflated 
ischemic lungs after lavage. 

warm ischemic time (山} n 

inflation 。 60 120 

95%room ai r-5~C02 O. 70:t 0.10 0.46:t0.07.. 6 

O. 64 土 0.09 O. 25 土 O. 06. 0.19:t0.04. 

95~ N2-5~C02 0.68:t0.11 0.18:t0.05 

0.65:t0.08 O. 13 土 0.06 0.08:t0.02 6 

The time course of excretion of dlpalmltoyl phosphatidylcholine of prelavaged 
warm ischemic lungs in the condltions of lnflatlon wlth 95% room air-5%C02 

(R-group:n=6) and 95%N2 皿 5XC02 (N-group:n=6). Warm lschemlc lungs for 120 mln 

were 1 avaged wi th O. 9~ NaCl at 37 ・C as described in METlIODS. Values are 
expressed as mean 土 SD of 6 rat lungs (μmol). * p<O.OI vs. N-group. 
* * p く 0.001 vs. N-group. 
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