
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

特異的トロンビン活性阻害による人工心肺後肺機能
不全の抑制

田中, 健一郎
九州大学大学院医学研究院附属心臓血管研究施設外科部門

https://doi.org/10.15017/7218217

出版情報：福岡醫學雜誌. 92 (1), pp.7-20, 2001-01-25. Fukuoka Medical Association
バージョン：
権利関係：



福岡医誌 92(1) : 7 -20, 2001 7
 

原 著

特異的トロンビン活性阻害による人工心肺後肺機能不全の抑制

九州大学大学院医学研究院附属心臓血管研究施設外科部門

田中健一郎

Specific Inhibition of Thrombin Activity during Cardiopulmonary Bypass 
Reduces Ischemia-reperfusion Injury of the Lung 

Kenichiro TAN AKA 

Division of Cardiovascular Surgery, Research Institute of Angiocardiology, 
Graduate School of Medical Sciences, Kyushu University, Fukuoka, Japan 

Abstract The pathophysiologic role of thrombin in the development of lung injury after the 
normothermic cadciopulumonary bypass (CPB) was studied in the rabbit model. A control group 
(group D) was subjected to the pericardiotomy without institution of CPB. Group A rabbits (n= 
6) underwent left heart bypass (80 ml/kg/min) for 60 minutes without occlusion of the systemic 
or pulmonary artery and a succeeding reduced flow (20-30 ml/kg/min) for another 30 minutes, 
group B rabbits (n=6) underwent complete CPB (80 ml/kg/min) for 60 minutes in the working 
mode with occlusion of the pulmonary arterial trunk and a succeeding reduced flow without 
occlusion of the pulmonary artery for another 30 minutes, group C rabbits (n=6) underwent the 
same CPB technique as group B in conjunction with continuous intravenous infusion of ar-
gatroban (60 μg/kg/min), the specific thrombin inhibitor. In this group, infusion of argatroban 
was initiated 60 minutes prior to institution of CPB and terminated at the end of the experiment. 
We sacrificed rabbits four hours after the experiment began, and assessed not only mor-
phometrically thrombus formation, leukocytic infiltration and luminal narrowing of small-sized 
pulmonary arteries but also immunohistochemically the expression of tissue factor (TF) and IL-
1/3，and physico-functionally respiratory index (RI) and pulmonary vascular resistance (PVR). 
Rabbits in group A showed multiple occurrence of lung thrombi, luminal narrowing of small 
arteries, and mild infiltration of macrophages and neutrophils positive for TF, and, in addition, 
their RI and PVR became mildly worse. In group B, all these morphological and physico-
functional parameters became much worse than those observed in group A rabbitsゆく．01). In 
contrast, argatroban treatment could significantly improve these parameters(p＜.01). The 
expression of TF and IL-1/3，however, was not significantly different in group A, B and C. 
These findings indicate that thrombin function intimately participates in the development of 
pulmonary ischemia-reperfusion injury during CPB. In addition, the anti-thrombin treatment 
would be an effective therapeutical tool for the prevention of not only activation of extrinsic 
coagulation pathway but also its sequential inflammatory. and circulatory disturbance in 
ischemia-reperfusion injury of lung during CPB. 
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はじめに

人工心肺 (CPB)は，開心術の補助手段として，ぁ

るいは重症呼吸・循環不全の治療法として広く使用さ

れているが，ときに CPB後の多臓器機能不全を合併

症として発生する事が広く知られており 25)38),CPB後

症候群 (PPS)とも呼ばれている．特に CPB後肺機能

不全 (postperfusionlung)による呼吸障害は最も重大

な合併症の一つである． PPSは，従来より，血液が

CPB装置と接触することにより血球や血小板，さらに

凝固，線溶，補体系が活性化され組織の炎症，循環障

害が惹起されることによると考えられてきた 12)．近年，

CPBにおける interleukin(IL)-1, IL-6やTNFaな

ど種々の炎症性サイトカインの血中増加が報告さ

れ14)31)32)，その発生病態の複雑な機構が解明されつつ

ある44).CPB後の肺障害発生には，血液と CPB装置と

の接触のみならず肺虚血・再灌流障害により非特異的

炎症応答による高サイトカイン血症が全身性に血管内

皮細胞，単球／マクロファージを活性化し，全身性過凝

固状態4)43)を起こしていることが推測される．血液過

凝固状態の一因として活性化マクロファージが発現し

た組織因子 (TF)による外因系凝固活性化が関与して

いる可能性が示唆されているが，その詳細はいまだ不

明である 5)9)21).

TFは，膜蛋白でサイトカイン受容体スーパーファ

ミリーの一つであり，第VII/VIIa因子と複合体を形

成し，第VIIa因子の補酵素として Ca+＋存在下にリン

脂質膜上で第IX,X因子を活性化して凝固カスケード

を増幅するIll.TFの発現は，最近の invitro, in vivo 

の研究より，血管平滑筋，単球／マクロファージや血管

内皮細胞等多くの細胞がIL-1やTNFaなどの炎症

性サイトカイン叫エンドトキシン16)やトロンビン2)

などの種々の刺激を受けて，誘導されることが明らか

となっている 13)19)37)．第Xa因子は，プロトロンビンを

トロンビンに活性化し， トロンビンはフィブリノゲン

をフィブリンに変換して血液凝固を生じることとなる．

更に， トロンビンは上述の凝固系酵素としての役割の

みならず間葉系細胞の増殖因子として，また催炎因子

として作用する多機能因子である 42).

従って，我々は，凝固，炎症の増幅因子として重要

なトロンビン機能を調節することにより CPB後肺機

能不全を軽減する可能性があるとの仮説をたて，家兎

CPBモデルを作製し，本モデルの呼吸循環動態の生理

学的検討および肺の組織学的検討を行った．さらに

TF, IL-.-1/3とそのIL-1受容体アンタゴニスト (IL-

lra)の組織内発現を免疫組織化学的に検討し，形態計

測法による定量化をおこない PPSの発生病態につい

ても検討し，特異的トロンビン活性阻害薬であるアル

ガトロバン(argatroban)のCPB後症候群に対する治

療的効果を検討した．

材料と方法

試薬，抗体

ヒト TFの48-50番目のアミノ酸配列， Lys-Cys-

Pheを認識する抗ヒト TFモノクロ抗体 (K108)は，

中村伸博± （京都大学霊長類研究所分子生理部門）よ

り供与された．このエピトープは，ヒト，家兎，ウシ，

マウス TFのアミノ酸配列において共通である．ヤギ

抗家兎IL-1/3ならびにヒッジ抗家兎IL-1raポリク

ロ抗体は，吉永秀博士（熊本大学医学部病理学教室）

より供与された．抗家兎フィブリノーゲンポリクロー

ナル抗体，抗家兎マクロファージ抗体 (RAMll)は，

それぞれCappe]社 (Durham,NC), Dako社 (Car-

pinteria,、CA)より購入した．アルガトロバン

((2 R, 4 R)-4 -methyl-1 -[N2-[ (3 -methyl-1, 

2, 3, 4 -tetrahydro-8 ~quinolinyl)-sulfonyl]-L­

arginyl)-2 -piperidine carboxylic acid)は三菱東京

製薬より供与された22)35).

実験動物の前処置

実験に用いた日本白色家兎（雄，体重2.8-3.2kg) 

60羽（実験群24羽，脱血家兎36羽）は， BiotechCo.

（佐賀）より購入し，九州大学医学部附属動物実験施設

にて飼育した．以下の実験プロトコールは，九州大学

大学院医学系研究院動物実験倫理委員会の認可を受け

『九州大学大学院医学系研究科における動物実験に関

する指針』，『動物の保護および保管に関する法律』（法

律第105号）ならびに『実験動物の飼育および保管に

関する基準』（総理府告示第6号）のガイドラインの下

に行った．全ての実験は清潔操作にて行い， thiamylal

sodium（吉富製薬，大阪， 5mg／体重kg)を静注の

後，気管内挿管後， Harvard型動物人工呼吸器にて

50％酵素濃度， 1回換気鼠15-20m]／体重kg,呼吸回
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，
 数30回／分，終末呼気圧2cmH心にて呼吸管理を

行った．麻酔の維持を fentanylcitrate（三共（株），

東京， 0.2mg／体重 kg／分）および筋弛緩剤vecur-

onium bromide（三共（株），東京， 6mg／体重 kg／分）

の持続点滴静注で行った．

実験群の作製

図 1に示すように， 4群を作製した．

左心バイパス (LHB)肺血流維持モデル (A群， n=

6) : CPBの肺組織，呼吸機能に与える影響を検索す

る目的で本群を作製した．胸骨正中切開にて開胸した

後， heparinsodium (15 mg／体重 kg)を耳静脈より注

入，左心耳にカテーテルを挿入し左房圧を測定した．

左心室心尖部より脱血し，回路内に人工肺を間置し，

右大腿動脈より送血して，肺血流を保ったまま LHB

を行った． 60分間最大流量 (80ml／体重 kg／分）にて

qp Heparin, (15mg/kg iv) 

t ウt

Blood $;:pie •~ 1hr 

Group A 1 

Group B t 

LHBを行った後，流量を下げて (20______,30ml／体重 kg/

分）30分間の補助循環後に LHBを終了した． LHB終

了2.5時間後に家兎を失血屠殺した．

CPB,肺虚血・再灌流モデル (B群， n=6) : CPB 

および肺の虚血・再灌流障害が呼吸・循環機能に与え

る影響を判定する目的で本群を作製した．右心房より

脱血し左大腿動脈から送血して CPBを行い，その開

始直後に肺動脈主幹部を閉塞し， A群に準じて 60分

間最大流量 (80ml／体重 kg／分）にて完全バイパスを

行った．その後肺動脈遮断を解除し 30分間の部分

CPBを中心静脈圧 8mmHg以下に保つように調節し

CPBを終了した．その後2.5時間観察して家兎を屠殺

した．

アルガトロバン投与群 (C群， n=6) : B群と同様

の実験操作に加え，アルガトロバンを CPB開始 1時
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図 1 実験群

体外循環は A 群では左心室—右大腿動脈間で 60 分間最大流量 (200 ml／分）の後，流量を下げて 30

分間補助循環を行った． B ならびに C 群では右心房—左大腿動脈間で CPB を 60 分間行い，その開

始直後に肺動脈主幹部を閉塞し， 60分間の完全体外循環を行った．その後肺動脈遮断を解除し 30

分間の部分体外循環を行い CPBを終了した．アルガトロバン投与は手術開始時より実験終了時ま

で持続静注にて投与した．コントロール群を含めて，全ての実験動物は実験開始5時間後に屠殺し

た．

Group A: LHB肺血流維持モデル(n= 6), Group B : CPB肺虚血，再灌流モデル(n= 6), Group 

c:ァルガトロバン投与群 (n= 6), Group D :コ ント ロール群 (n=6 入•••'：完全左心バイ
パス，亡二二］：補助循環9 -：完全人工心肺，ロニニ］：部分体外循環， Op：手術
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間前より 60μg／体重kg／分にて，実験終了時まで持続

点滴静注した．

コントロール群 (D群， n=6)：胸骨正中切開の

後，全ての圧測定ラインを装着後， CPBはせず，手術

開始後4.5時間で家兎を屠殺した．

以上の実験群において， CPB中の活性化凝固時間を

500秒以上に維持し，実験中のプロタミンによる中和

は施行しなかった．

アルガトロパン投与量の決定

アルガトロバンの至適投与濃度を決定するために家

兎5羽を用いて，アルガトロバンの家兎プロトロンビ

ン時間 (PT)および活性化部分トロンポプラスチン時

間 (APTT)に与える影響を検討した．アルガトロバ

ンを 10,30, 60 μg／体重kg／分の濃度で30分間持続投

与し， PTならびに APTTを測定した． PTおよび

APTTが処置前値 (39.8土9.1sec, 9.1土1.0sec)を

2倍以上に延長させたアルガトロバンの投与量，即ち

60μg／体重kg／分，で上述の実験を行った．上記投与量

にて各実験群において脳出血等の異常出血は認められ

なかった．

体外循環 (CPB)の手技

CPB回路はポリビニルチューブ，ポリカーボネート

連結管およびポリビニル貯血バッグを用いた九大式動

物実験用CPB回路（泉エ医科工業，東京）を用いた．

回路の充填血液には，手術直前に正常家兎2羽より採

血した全血200mlを用いた．人工肺は回路内に熱交換

装置を組み込んだBABYVOX膜型人工肺 (Baxter

Healthcare Corp., Duare, CA)を用い，ローラーポ

ンプ定常流にて還流した．完全CPB中の呼吸は停止

し，終末呼気圧を人工換気にて 3cmH心に維持した．

鼻腔食道温を 37℃に保つように灌流温度を調節した．

血行動態，呼吸機能の判定

実験中の血行動態を把握するために，図1に示すご

とく大動脈圧，中心静脈圧，肺動脈圧，左房圧を測定

し，また各圧測定カテーテルより採血を行い，血液ガ

ス分析を行った．また白血球数，血小板数の計測を行っ

た．肺血流量の測定は主肺動脈にて 2チャンネル超音

波血流計 (Transonic,NewYork, NY)を装着して

行った．以上の測定値より，循環動態の指標としての

肺血管抵抗 (PVR[dyne/sec/cm5] =（平均肺動脈圧ー

平均左房圧） X79.9／肺動脈血流量）を算出した．それ

ぞれのPVR値は，各実験動物のCPB開始前の PVR

値との比にて表した．

呼吸機能の指標として，一般に手術後の気管内挿管

の抜管の指標として臨床的に用いられており，酸素化

能を示す呼吸指数 (RI=A-aD02/PaOz)を算出した．

通常，臨床的な抜管基準としての RI値は， 1以下とさ

れている．

組織学的検索

屠殺時に気管・肺ならびに心臓を enblocにて摘出

後，肺は4％パラフォルムアルデヒドにて肺動脈灌流

灌流圧： 20cmH心）ならびに気管内注入（注入圧：

20cmH心）により固定し， 4時間後に組織片を左下葉

より切り出し，さらに同固定液にて 1昼夜， 4℃にて

浸漬固定を行った．パラフィンブロックより 4μm厚

の薄切切片を作製し，光顕的観察および以下に述べる

免疫組織化学的検索を行った．光顕的観察は，

hematoxylin eosin (HE), elastica van Gieson (EVG) 

ならびにphosphotungustic acid hematoxylin 

(PTAH)染色を用いて検索した．

免疫組織化学的検索

免疫染色は HistofineSAB-POキット（ニチレイ，

東京）を用い，ストレプトアビジン・ピオチン・ペル

オキシダーゼ複合体 (ABC)法にて行った18)．非特異

結合を抑えるために正常家兎血清にて 30分間前処置

後， 1次抗体（濃度： 2μg/ml)を4℃, 1晩反応させ

た．それぞれの切片は，対応する一次抗体の動物種Ig

に対する抗体を30分間反応させた後，内因性ペルオキ

シダーゼ活性を阻害する目的で， 0.3%H202-meth-

anolで30分間処置し，その後ペルオキシダーゼ・アビ

ジンービオチン複合体（ニチレイ）を 30分間反応させ

た．最後に呈色反応を 3,3'-diaminobenzidine tetra-

hydrochlorideを基質として用いて行った後，Mayer's

hematoxylinもしくはmethylgreenにて後染色を

行った．免疫特異性の確認のために，それぞれ一次抗

体の代わりに非感作マウス，ヤギもしくはヒッジの

IgG (5 μg/ml)を使用し，陰性対照とした．

肺小動脈における内腔面積率の算出

EVG染色を施した切片を用いて，細気管支レベルで

の直角に切断された肺小動脈の少なくとも 20個（／家

兎 1羽）について，それら血管の内弾性板と中膜筋層

の辺縁をトレースすることにより内外の円周を Cos-
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mozone lS image analyzer (Nikon, Tokyo)を用

いて計測し，それぞれより内腔面積と血管面積を算出

した28)．内腔面積／血管面積の比率より内腔面積率（％）

を算出した．各個体の平均値より各群の平均値を算出

し，統計学的に比較検討した．

多形核白血球(PMN)，血栓および組織因子， IL-1/3

ならびに IL-1ra陽性細胞の密度

得られた標本の HE染色及びPTAH染色において，

それぞれの強拡大 (X400)1視野当たりの PMN,血

栓数， TF,IL-1 /Jならびに IL-1ra陽性細胞数を 1羽

当たり 20視野測定し，各群の平均値を算出し，各々の

密度を統計学的に比較検討した．測定にあたり，検者

は組織切片の詳細を伏して測定を行った．

統計学的処理

測定結果は平均値土SDで表し，各群間の統計学的

検定はunpairedstudent's t-testで行い， p<.05を統

計学的有意差と判定した．

結 果

末梢血白血球数，血小板数の経時的変化

図2aに各群の末梢静脈血白血球数の変化を示す．

4群の CPB開始前の平均値は， 2.27土0.20X10ツ

m面で各群間に有意差を認めなかった． LHB(A)群

の実験終了時の末梢白血球数は 2.94士1.47X10ツ

m面で有意の上昇を認めなかった． CPB完全バイパ

ス（B)群では， CPB開始前値に比して 120分時には

明らかに増加し (p<.02)実験終了時にはさらに増加

した (p<.01)．一方アルガトロバン投与（C)群の白

血球数は実験開始前値と差がなく，実験終了時には B

群のそれに比べると有意に減少していた (p<. 01). 
図 2bに各群の末梢静脈血中の血小板数の変化を

示す． CPB開始前値ならびにコントロール (D)群に

比して CPBを行った CPB完全バイパス (B)群とア

ルガトロバン投与（C)群の血小板数は， CPB終了時

以降著明に減少した (A,B群； p<0.001,C群p<

0.01)．さらにアルガトロバン投与（C)群の実験終了

時の血小板数は， A,B群のそれぞれの値に比べて有意

に高値であった (p<. 05). 

なお中心静脈，左心房から採取した血液の白血球，

血小板数についても検索したが末梢動脈血における数

値と差異を認めなかった．

呼吸機能 (RI)と肺血管抵抗 (PVR)の経時的変化

図3aに各群の RI値の変化を示す． 4群の CPB開

始前の平均値は， 0.86土0.21であった． LHB(A)群
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末梢静脈血白血球数の変化 図2b 末梢静脈血血小板数の変化

末梢血白血球数 (a) ならびに血小板数 (b) の経時的変化

Group A: CPB（左心バイパス）群 (n=6), Group B:肺虚血，再灌流群 (n=

6), Group C:アルガトロバン投与群 (n=6), Group D : コントロール群 (n=
6) 
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ではLHB後の呼吸機能の変化は比較的軽微であり，

LHB終了時では 1.71士1.29,実験終了時には 1.86土

1.56とコントロール（D)群に比して上昇傾向を認め

たが統計学的に有意差はなかった． CPB完全バイパス

(B)群では， CPB後の RI値は次第に増悪し， CPB終

了時では 2.00±1.35,150分の時点では 2.50±1.35,

実験終了時には 4.29上2.26とCPB開始前値に比し

て (p<.01)，また他群に比して有意に RI値の悪化を

認めた（対C,D群： p<.01,対A群： p<.05)．ア

ルガトロバン投与 (C)群では， CPB終了時の RI値は

1.80土1.87,その後漸減し実験終了時には 1.11土

10.51と減少し， B群の実験終了時に比して有意に改

善され (p<.05)，さらにコントロール (D)群との有

意差もなくなった．

図3bに各群の経時的PVR比の変化を示す． LHB

(A)群では， CPB終了時と終了の 30分までは 1.33前

後と軽度上昇に留まったが，以後上昇して CPB終了

90分で最高値に達し，その後下降傾向を示したものも

実験終了時の値は 1.88士0.70（開始前値に比しp<

0.01) と高値を示した． CPB完全バイパス（B)群で

はCPB離脱時に著明な PVRの上昇を認め (p<

Respiratory Index(RI) 
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0.01)，一旦減少した後に再び増加し実験終了時には

2.58土0.70(p<0.01)となった．アルガトロバン投与

(C)群の PVRは， CPB終了時に 1.57士0.56,実験終

了時には 1.65士0.64であり B群に比していずれも低

値を示した (p<0.05)．これら C群の PVRは，コン

トロール(D)群のそれと比べて統計学的な有意差を認

めなかった．

肺の組織学的変化

図4a-dに各群の代表的な HE所見を示す。 LHB

(A)群では，間質の軽度の浮腫と白血球，とくに PMN

の浸欄を，また肺胞毛細血管のうっ血と一部の血栓形

成を，また細気管支レベルでの肺小動脈の内腔狭窄を

認めた． CPB完全バイパス（B)群では，これらの変

化，とくに間質の PMN集氣肺小動脈ならびに肺胞

毛細血管内の血栓形成が一層顕著となった．アルガト

ロバン投与 (C)群は， B群に比してこれら所見のいず

れもが軽微であった．

図5aに，各群の高視野あたりの肺組織内PMN数

を示す．特に， CPB完全バイパス群では，肺胞隔壁に

著明な PMNの集族を認めた (55.6土11.3/HMF)

が，アルガトロバン投与（C)群では 35.0士5.5/HMF

Puhnonary Vascular Resistence (PV R) 
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図3a 呼吸機能 (RI)の変化 図3b 肺血管抵抗 (PVR)の変化
固3a, b 呼吸機能 (RI)ならびに肺血管抵抗 (PVR)の経時的変化

Group A: CPB（左心バイパス）群 (n= 6), Group B :肺虚血，再泄流群 (n=
6), Group C:アルガトロバン投与群 (n= 6), Group D :コントロール群 (n=6) 
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.._,、・c
図4 光顕的組織所見

a: ECC (A)群，b:肺虚血， 再灌流 (B)群，C:アルガ トロバン投与（C)群，d:コン
トロール (D)群．HE染色，a-dの倍率は同じでスケールは 200μmを表示．← :血栓

と有意に抑制された (p<0.01)．しかしながら C群の

それは，コントロール (D)群に比しては有意に高値で

あった (p<.05).

図5bに，各群の高視野あたりの肺血栓形成の頻度

を示す．LHB(A)群では 0.9土0.2/HMFと血栓形成

を認め，CPB完全バイパス (B)群ではさらに血栓形

成が2.8士1.1/HMFと多く ，アルガトロバン投与(C)

群では 0.4士0.5/HMFと血栓形成が著明に少 <,A,

B群いずれに比しても有意に抑制されていた（それぞ

れp<.05,p<.01). 

図 6a-dに各群の細気管支レベルでの典型的な肺

小動脈の EVG所見像を示す．LHA (A)群（図 6a) 

では，肺小動脈の軽度の中膜の肥厚および内腔の狭小

化を認め，これらの変化は CPB完全バイパス（B)群

（図 6b)でより顕著となったが，アルガトロバン投与

(C)群では著明に減少した（図 6C)．図5Cに各群の

肺小動脈内腔面積率（％）を示す．LHA (A)群のみ

ならず CPB完全バイパス（B)群の肺小動脈内腔面積

率（それぞれ35.1士6.0%,20.5士7.0%）は，コント

ロール（D)群 (54.8土6.4%）に比して著明に減少し

ていた（それぞれp<.05,P<.01)．アルガトロバン

投与（C)群の内腔面積率 (62.5土12.2%）は，Aなら

びに B群に比して著明に増大した (p<.01)が，コン

トロール（D)群とは有意な差を認めなかった

(p=.15). 

免疫組織化学的所見

図7に，CPB完全バイパス (B)群の TF,IL-1/3， 

IL-1 raの代表的な免疫組織化学的所見を示す．TF蛋

白発現は，コントロール (D)群では，一部の肺胞内マ

クロファージ，II型肺胞上皮細胞や血管ならびに気管

支平滑筋細胞に見られるのみであったが，LHB(A) 

群での肺内陽性細胞はその数を増し，とくに浸潤した

PMNや単球／マクロファージの多くがTF陽性で

あった．血管内皮細胞の明らかな陽性所見は認められ

なかった．一方，CPB完全バイパス B群では，陽性浸

潤白血球細胞の増加が顕著でその反応強度も増した．
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図5a 各群の組織内多形核白血球数 図5b 各群の肺血栓頻度 図5C 各群の内腔面積率

図5a-c 各群の肺組織内多形核白血球数（a),血栓発生頻度 (b)ならびに肺小動脈の内腔面積率 (c)

GroupA: CPB（左心バイパス）群 (n= 6), Group B :肺虚血，再灌流群 (n=6), Group 

c:アルガトロバン投与群 (n=6), Group D :コントロール群 (n=6) 

TF陽性肺胞内マクロファージ， II型肺胞上皮細胞も

その数と免疫反応性を増した．さらに肺胞隔壁毛細血

管ならびに細静脈の一部の内皮細胞も TF陽性を示し

た．

各群の TF陽性細胞の出現頻度を比較する為に，肺

胞領域の高視野あたりの TF陽性細胞数を形態計測的

に洞定した．その結果を図8aに示す． LHB(A)群

では TF陽性細胞数は， 14.6±7.2/HMFとコント

ロール（D)群の 4.5士1.3/HMFに比し著明な増加を

認め (p<.05), CPB完全バイパス（B)群では 28.5士

8.6/HMFとさらに有意に増加した(p<.001)．アルガ

トロバン投与(C)群でのTF陽性細胞数は 25.6士6.8/

HMFであり． B群のそれと比べ有意差を認めなかっ

た．

各群のIL-1/3とIL-1ra陽性細胞は，主として

PMN,肺胞内マクロファージであったが一部の内皮

細胞も IL-Ira陽性であった．図8bに各群の高視野

あたりのIL-1/3陽性細胞数を示す． CPB完全バイパ

ス（B)群のみ， 20.8土7.0/HMFと有意にその発現細

胞数の増加を認めた(p<.05)．図8Cに各群の高滉野

あたりの IL-1ra陽性細胞数を示す． CPB完全ベイパ

ス群は， IL-1ra陽性細胞数の増加傾向を認めるも統

計学的有意差はなかった．

上述の TF,IL-1/3,IL-1 raの免疫組織化学的検索

における陰性対照群には，いずれも偽陽［生所見を聰め

なかった．

考 察

本研究における CPB・肺再灌流障害モデルの病態学

的特徴

本実験で用いた CPB完全バイパス時の肺虚血・再

灌流障害モデルにおける肺の主な病理学的変化は， 1)

肺間質に見られる PMN,単球／マクロファージの集

族， 2）肺小，細動脈ならびに微小循環系の血栓多発，

3)肺動脈収縮による内腔狭小化，により特徴付けら

れる．これらの変化は，これ迄報告されたヒトならび

に動物モデルに見られる肺虚血・再灌流障害後の肺病

変に極めて類似している 1)20しさらにこれら病理学的

変化に一致して肺生理学的には，RI値の悪化，PVR値

の著明な充進が肺虚血・再灌流障害群の動物に認めら
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図6 各群の肺小動脈の光顕所見

a: CPB（左心バイパス， A)群， b:肺虚血，再瀧流（B)群，c:アルガトロバン投与 (C)
群，d:コントロール (D)群，EVE染色

れたことから，本研究での家兎モデルは，ヒトの CPB

後肺機能不全に見られる病態15)36)を良く再現してい

ると考えられる．従って，本モデルはその発生病理の

解析や薬剤の治療効果判定に極めて有用と考えられる．

これ迄，ブタ 46)や犬29)を用いた動物モデルの報告は多

いが，両肺動脈の血流を遮断して作製した家兎モデル

の報告は，我々の知る限りでは，本実験が初めてであ

る．

CPB・肺再灌流障害の病態発生には浸潤白血球の

TF過剰発現が関与している

今回の CPB完全バイパスモデルで認められた肺動

脈ならびに毛細血管の血栓多発ならびに末梢動脈血の

血小板減少の機序を明らかにする為に免疫組織化学的

にTF蛋白の局在を検討すると，肺組織に集籐した

PMN,単球／マクロファージの多くがTFを発現して

おり ，とりわけ高度に浸潤した PMNのTF陽性所見

が明らかであった．肺血流を維持した LHB(A群）に

も，血液過凝固と肺組織の TF陽性白血球数の増加が

認められたが，肺虚血 ・再灌流障害群 (B群）ではこ

れらの所見は，明らかに高度であった．従って本モデ

ルの血液過凝固状態に浸欄白血球が発現している TF

が密に関与している可能性が推測される．血栓の多く

にTF陽性白血球がしばしば混在していたこともこの

可能性を裏付ける所見と 考えられる．単球／マクロ

ファージや血管平滑筋細胞の TF発現が，炎症性サイ

トカイン，ェンドトキシン，低酸素などの刺激により

冗進することはよく知られている 2)3)11) 13) 16) 19)29)3 7) • し

かしながら，好中球による TF発現については，今な

お議論を残している．近年，Higureら17)は，家兎閉塞

性胆管炎モデルにおいて浸濶 PMNが免疫組織化学

的に TF陽性であることから，活性化 PMNがTFを

発現しうること，さらにこの TF過剰発現が肝組織の

過凝固状態の原因となっている可能性を示唆している．

我々の免疫組織化学的所見も彼らの結果と類似してい

るが，好中球の TF発現機構ならびにその臓器虚血 ・

再灌流障害時の病態学的意義については，invitroの
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図 7 肺虚血， 再灌流(B)群の TF,IL-1/3，IL-

1 raの免疫組織化学的所見
P:多形核白血球(PMN),M:単球， m:

肺胞内マクロファージ， E:血管内皮細

胞， Ilp: II型肺胞上皮XlOO

実験を含めて今後の検討課題である．本実験では，肺

血管内皮細胞の明らかな TF発現は一部にしか確認す

ることが出来なかったが，培養血管内皮細胞を用いた

in vitro実験では，単球／マクロファージや血管平滑筋

細胞と同様に，上述の種々の刺激により TFmRNA, 

蛋白，活性の発現冗進が誘導される ことが証明されて

いる2)3)11)16しまた血管内皮細胞における TF発現に

は，好中球，血小板，フィブリンの関与も示唆されて

いる 23)．しかしながら血管内皮細胞の TF発現は，マク

ロファージのそれに比して明らかに低値であることか

ら，実験群の血管内皮細胞の多くが陰性であったのは，

今回行った免疫組織化学的検索法の感度と関係してい

るかもしれない．単球／マクロファージ，血管平滑筋細

胞や血管内皮細胞の凝固活性， とくに TF活性の冗進

機序には，最近の invitro研究により ，以下の様な要

因が関与していると考えられている． 1)炎症性サイ

トカイン，ェンドトキシン，トロンビン，PAFや低酸

素による産生細胞の活性化， 2)TF遺伝子の上流域に

存在する NFxB,AP-1, Sp-1やEgr-1などの転写活

性部位を介する mRNA転写冗進と持続30>, 3) TF蛋

白合成の促進， 4)細胞膜表面に局在することによる

細胞性TF活性の発現と 5)TFに富む空胞の脱落過

程 (sheddingof TF-rich vesicles) •0J による細胞から

の分離，遊離による間質での活性発現，である．一般

に，血液過凝固状態の発生における TF発現充進に重

要な病態学的要因は，種々の刺激による細胞の活性化

過程である．本実験の CPB完全バイパス群では，浸潤

白血球による TFの発現冗進が免疫組織化学的検索に

て認められたことから，CPBならびに肺虚血・再還流

障害による白血球や血小板の活性化に加えて IL-1J3 

などの諸要囚により誘導されうる白血球の TF発現冗

進が，血液外因性凝固系の活性化を招来した可能性が

推測される．

CPB・肺再灌流障害は IL-1J3により助長される

今回作製した CPB完全バイパスモデル (B群）は，

末梢白血球数の著増と肺組織内白血球，とくに PMN

の集族が顕著であり ，陰性対照群 (D群）に比して明

らかに IL-1J3陽性白血球数の増加を認めた．本実験に

おけるこの PMNならびにマクロファージの IL-1J3 

産生冗進機序の詳細は明らかでないが，肺虚血による

組織障害，再灌流による凝固・線溶系，補体，キニン・

カリクレイン系の活性化や接着因子を介する内皮細

胞 ・白血球接着ならびに白血球の組織内遊走が関与す

ることが報告されている33)38しさらに このIL-1/3に加

えて TNFaやIL-66)などの炎症性サイ トカインによ

る自己分泌，傍分泌機序， さらに白血球が産生する活
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図8a 各群の TF陽性細胞数 図8b 各群の IL-1¢ 陽性細胞数図 8C 各群の IL-1ra陽性細胞数
図8a-c 各群の肺組織内の TF(a), IL-1/J (b)ならびに IL-1ra (c)陽性細胞出現頻度

Group A: CPB（左心バイパス）群 (n=6), Group B:肺虚血，再灌流群 (n=6), Group 
c:アルガトロバン投与群(n= 6), Group D :コントロール群(n= 6), HMF : High magnifi-
cation field 

性酸素やスーパーオキサイドは， IL-1/3の産生を増幅

すると考えられている 38l. CPBのみでも CPB装置に

血液が接触することにより，白血球，血小板の活性化

のみならず凝固・線溶系，補体，キニン・カリクレイ

ン系の活性化が起こり，肺機能障害を誘発するが27)38),

TNFやIL-1などの血中炎症性サイトカイン値の上

昇を引き起こすか否かについては議論を残してい

る8)27)45)．今回の実験結果では，肺血流を維持した

LHB(A群）では血液過凝固状態は誘発されるものの

肺組織内の白血球浸潤やIL-1/3陽性細胞数の明らか

な増加には認められなかった．従って， CPB後肺機能

不全には，肺虚血・再灌流後の血管内皮細胞や白血球

の活性化による高サイトカイン血症が重要な役割を果

たしていると考えられた．さらにアルガトロバン処置

(C群）では，肺組織の TF陽性細胞数には変化がな

かったが， IL-1/3陽性細胞数は減少する傾向にあっ

た．したがって，血液過凝固により生じたトロンビン

は，白血球の内皮細胞との接着やIL-1/3産生をも促進

して CPB後肺機能不全の発生に重要な役割を果たし

ていることが示唆された．

トロンビン活性阻害は血栓形成のみならず肺動脈収

縮をも改善する

CPB後の肺動脈圧上昇は，臨床的にも CPB症候群

の治療を困難にしている重要な要因の一つである．今

回の CPB完全バイパスモデルにおいても，肺再灌流

後の PVRは高値を示し，実験終了時の 3時間迄漸増

した．この PVRの経過に一致して RIも漸次悪化し

た． CPB後の PVR上昇には，本モデルに認められた

血栓多発とともに肺動脈収縮による内腔狭窄が関与し

たと考えられる．この肺動脈収縮には， CPBならびに

虚血・再還流障害による白血球や血小板の活性化の他

に，低酸素血症や虚血による内皮細胞障害の為に，内

皮細胞由来弛緩因子 (EDRF)10)やPGI2の産生低下，

トロンビンによる平滑筋収縮34)，血小板活性化による

TXふの増加41)や接着した活性化PMNが産生する

スーパーオキサイドラジカルによる NOの分解39)な

どが関与していると考えられている．実際に，アルガ

トロバン投与により (C群），PVRが明らかに改善され

るとともに RIは陰性対照群 (D群）と有意差を認めな

い程に回復した．この PVRの改善は，アルガトロバン
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処置による血栓形成の抑制のみならず上述のトロンビ

ン活性に依存する肺動脈平滑筋細胞の収縮を抑制した

為と推定される．しかしながら動脈平滑筋細胞のトー

ヌス調整には， CNP,アドレノメデュリン，ェンドセ

リンなど他の要因が関与している 7)24)26)．従ってこれら

因子の産生，代謝に与えるトロンビンならびにアルガ

トロバンの影響については未だ不明であり，今後の検

討が必要である．

総 括

トロンビンの特異的活性阻害薬であるアルガトロバ

ンは，我々が開発した家兎CPB完全バイパス（肺虚

血・再泄流障害）モデルにおける肺機能障害を著明に

改善した．アルガトロバン投与は， CPB完全バイパス

により生じた血液過凝固，肺組織白血球浸潤とともに

著明な肺動脈収縮のいずれをも有意に減少することが

病理形態学的に確認された．免疫組織化学的に．末梢

肺組織内の TF陽性細胞数には変化がなかったが．

IL-1 (3陽性細胞数は減少する傾向にあった．以上の所

見より， CPB完全バイパス時のトロンビン活性抑制

は，肺内血液凝固，炎症を軽減するのみならず肺循環

障害を予防するものに有効であることが示唆された．

従って， トロンビン活性は肺虚血・再港流障害の発生

に重要な役割を果たしており，その制御は本症の有効

な治療法の 1つとなりうることが期待される．
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