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フィブリン形成による肺サーファクタント

    の喪失に関する研究

―肺サ―ファクタン卜の不活性化の機序とその重要性についてー

学位論文内容の要旨

  肺サーファクタントは種々の病態において、肺胞腔へ羂出した血漿蛋白特にフ

ィブリノーゲン（fbg）とその代謝産物により不活性化されることが知られている。

この不活性化には2っの機序が報告されている。すなわち、血策蛋白による活性

阻害とフィブリン（fbn）網への取り込みによる肺サーファクタン卜の喪失である。

しかし後者の機序の生理学的意義に関してはいまだ結諭は得られていない。した

がって本研究の目的は、in  vit roの肺胞モデルを用いて後者の機序の生理学的意

義ならびに上記の2っの機序の相対的重要性を明らかにすることである。

    材料と方法  ・

1）肺サーファクタントーフィブリノーゲン混合液の作成およびフィブリン形成

  本研究では肺サ―ファクタン卜としてsurfactant－TA（S―TA、東京田辺）を

用いた。S―TAは88％のりン脂質、11％の中性脂質および1％の疎水性蛋白

（SP―B，C）より構成されている。

  人fbg（ミドリ十字）を0.05MのTris buffered saline（TBS）、pH7．4

に溶解し、4、1、2‥、2‥、2‥、2‥、O mg/mlの7種類の濃度に希釈し

た。SーTAはTBSを加えりン脂質として2．5mg/mlの濃度になるように調整した。

2.5mg／mlのS－TA懸濁液2mlに上記の各濃度のfbg溶液2mlを加え十分に

混合し、S―TA l.25mg／mlに対しfbg2、2ー1、2ー3、2－4、2ー5、2ー6、0

mg/mlの濃度の混合液とした。各混合液4mlのうち2mlをconicaltubeに取

り、Ca濃度がO．4mg/mlとなるようにCaCl2を加えた後、牛卜ロンビン（持田
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製薬）を2．5 unit/mlとなるように加えfbnを形成させた。polyethylene

telephthalateフィルターを通してfbn塊除去後の溶液を採取し、fbn形成後の

検体とした。また残りの2 mlのS―TA―fbg混合液をfbn形成前の検体として用

いた。

  肺サーファクタントの取り込みに関しては、牛の天然肺サーファクタントおよ

びdipalmitoylphosphatidylcholine（DPPC、Sigma）にっいても同様の操作を行

い検討した。

2）表面活性の測定

  表面活性の測定にはEnhorningのpulsating bubble surfactometerを用いた。

S－TAーfbg混合液におけるfbn形成前後の検体の表面吸着速度（気泡形成後10

秒の表面張力）、pulsation開始後5サイクル目と10分後の最大表面張カおよ

び最小表面張カを測定した。

3）リン脂質の測定

  S－TA、DPPCには無機リンは全く含まれず、fbg中にも極微量しか含まれていな

いので、リン脂質の測定は検体中の総リン量を測定することによって行った。天

然肺サーファクタントでは無機リンが存在しているために、ク口口ホルムーメタ

ノール（2:1，v/v)でりン脂質を抽出後総リン量を測定した。リンの測定は

Bartlletの方法に従った。

4） SP－B，Cの測定

  SP－B，Cの測定はChidaらの方法に従いcompetitive enzyme－linked immuno－

solvent assayにより行った。一次抗体としてはS―TAを日本白色家兎に免疫し

て作成された抗SP―B，C血清を用い、二次抗体はペルオキシダーゼ標識抗ウサ

ギIgG（Bio―Rad）を使用した。Lowry法により蛋白量を測定したS－TAを

SPーB，Cのスタンダードとした。

5)電顕的観察

  S－TA－fbg混合液から作成したfbn塊を走査型電子顕微鏡で観察した。

6)統計処理

  各検体間の検定にはStudentあるいはlVelchのt- testを用いた。またfbn

形成前後の検体の比較にはpairedt－testを用いた。危険率が0.05未満を有

意とした。
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    結果

1）表面活性

  fbgを加えない検体を対照とした場合、fbn形成前と後の両方の検体ともfbg

が2―smg/ml以上の濃度において有意に表面吸着速度の遅れがみられた。fbn形

成前と後との比較では、2－3mg/ml以上のfbg濃度において、fgn形成後の方が

有意に表面吸着速度が遅かった。

  最小表面張カに対するfbgの影響は、5サイクル目ではfbgの量に比例して

高値を示した。対照との比較では、2ー4 mg/ml以上のfbg濃度で有意差を認めた。

しかしこのfbgの最小表面張カに対する阻害作用はpulsationするに従い低下

し、10分後にはすべてのfbg濃度で10mN/m以下となり、その阻害作用は失

われた。一方、fbn形成後の検体における5サイクル目の最小表面張カは2－3

mg/ml以上のfbg濃度で対照より高値を示し、10分後においても高値のままで

あった。fbn形成前と後との比較では、5サイクル目において、2ー3mg/ml以上

のfbg濃度で、fbn形成後の方が有意に高かった。この差は10分後ではさらに

著明となった。

  最大表面張カはfbn形成前の検体において、5サイクル目、10分後ともに2

mg/mlのfbg濃度で対照との差を認めた。fbn形成後の検体の5サイクル目の最

大表面張カは2―3mg/ml以上のfbg濃度において対照に比し明らかに高値をしめ

し、10分後では2、2‥、2―4rag/mlにおいて有意差を認めた。fbn形成前と

後との比較では、5サイクル目において2ー3mg/ml以上のfbg濃度でfgn形成

後の方が高値を示し、10分後では2-2‥、2ー4mg／mlで有意差を認めた。

2）肺サーファクタントの喪失

  2ー3mg/ml以上のfbgと1．25mg/mlのS－TAの混合液でfbnを形成させた

場合、約90％のりン脂質の喪失が認められた。2―3mg/ml以下のfbg濃度では

りン脂質の喪失率はfbgの濃度に依存していた。一方、SP―B，Cの喪失率はfbg

の各濃度においてりン脂質の喪失率にほぼ一致していた。同様の喪失は天然肺サ

ーファクタントとDPPCにおいても認められた。

3） フ ア ブ リ ン 形 成 に よ る 肺 サ ー フ ァ ク タ ン ト の 取 り 込 み 能

  S－ TAをTBSに 懸 濁し 、 80.40、 20、 10.5.2． 5mg/mlの 6段 階に

希釈した。2ー2、4 mg/mlの2種類のfbg溶液2mlに各濃度のS－TA2mlを加
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え 、 fbg2ー 3お よ び 2mg/mlに 対 し て S－ TA 40、 20、 10、 5、 2.5、

1.25mg／mlの濃度になるように混合液を作成した。材料と方法の1）に記した

方法に従いfbn形成前と後の捻体を得た。

  2－3mg／mlのfbgと各濃度のS―TAとの混合液でfbn形成を惹起させた場合、

S―TAの濃度を5mg／mlまで上昇させてもルン脂質、SP―B，Cともに90％の喪失

を認め、10 mg／mlでは60～70％の喪失率となった。2mg/mlのfbgと各濃

度のS－TAの混合液における検討では、40rag／mlのS－TAの濃度までりン脂質

およびSP―B，Cのほぼ90％が喪失した。

4）電顕像

  走査型電顕では、S―TAが微小なparticleとして多数fbn綱に取り込まれて

いる像を認めた。

    結諭

1）フアブリノーゲンがフアブリンヘ変換される過程において、肺サーファクタ

ントのりン脂質ならびにSP―B，Cの約90％がフィブリン網へ取り込まれること

が明らかとなった。

2）肺サーファクタントの表面活性は、血漿蛋白による活性阻害作用よりもフィ

ブリン網への取り込みによる肺サーファクタントの喪失によっては．るかに強い影

響を受けるものと考えられた。また、その影響は前者が可逆的であるのに対し、

後者は不可逆的であることが明確に示された。

3）呼吸窮迫症候群、肺炎、出血性肺浮腫など肺胞上皮細胞の透過性が亢進する

病態では、肺胞腔ヘ漏出したフアブリノーゲンがフアブリン網を形成する過程に

おいて肺サーファクタントを取り込み、肺胞被覆層の破壊ならびに肺胞腔内サー

フ ァ ク タ ン ト の reservoirの 喪 失 を き た す こ と が 示 唆 さ れ た 。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

フィブリン形成による肺サーファクタント

    の喪失に関する研究

―肺サーファクタン卜の不活性化の機序とその重要性について―

  肺サーファクタン卜は肺胞腔へ漏出した血漿蛋白特にフィブリノーゲンとその

代謝産物により不活陸化される。この不活陸化の機序には血漿蛋白による表面活

性阻害とフィブリン網への取り込みによる肺サーファクタントの喪失の2っが知

られている。しかし後者の機序に関してはいまだに結諭が得られていないので、

著者はこの機序の生理学的意義と同時に上記2っの機序のいずれか旧対的に重要

性が高いかをinvitroの肺胞モデルを用いて解明する目的で本研究を行った。

  Surfactant一TAに種々の濃度のフィブリノーゲン溶液を加え、これらの混合液

を2っに分け、一方にCaCl2とトロンビンを加えフィブリンを形成させる実験系を

用いた。上記混合液のフィブリン形成前後における表面活陸の測定はpulsating

bubble surfactometerを用いて測定された。またこれらの検体中の総リン脂質な

ら び にサ ー フ ァクタ ント 関連蛋 白SPーB， Cの濃 度を損 0定し た。

  Surfactant―TAーフィブリノーゲン混合液において、フィブリノーゲン濃度が2

ーsmg/mlを越えるとsurfactant―TAの表面吸着速度の遅れおよび最小表面張カの

上昇が認められた。このsurf actant→TAに対するフィブリノーゲンの表面活陸阻

害作用はpulsation開始後10分には完全に消失した。ー方、表面吸着速度の遅

れおよび最小表面張カの上昇はフィブリン形成後の検体でも認められ、しかもそ

の影響はフィブリン形成前に比してフィプリノーゲンが2ー3mg/ml以上の濃度で

有意に大きかった。また最小表面張カはpulsation開始10分後においても高

値のままであった。フイブリン形成による肺サーファクタントの取り込みに関する

検討では、2ー3 mg/ml以上のフィブリノーゲンがフィブリンに変換されると、リ

ン脂質、SPーB，Cともその90％以上がフィブリン塊に取り込まれた。種々の濃度

のsurf actant一TAに2mg/mlとなるようにフィブリノーゲンを加えた混合液でフ

三
郎
彦

    一

脩
征
邦

本
本
林

松
藤
小

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



イブリンを惹起させた場合、surf actant―TAの濃度を40mg/mlまで上昇させて

もsurfactant―TAの90％がフィブリン塊に取り込まれた。このことはフィブリ

ノーゲンがフィブリン塊を形成する過程において極めて大量の肺サーファクタン

トを取り込む能カを有することを示している。またこのフィブリン塊の走査型電

顕像で、surf actant－TAがparticleとして多数フィブリン網に取り込まれてい

る所見が得られた。

  今回のこの研究によって、肺サーファクタントの表面活陸は、フィブリノーゲ

ンによる活陸阻害作用よりもフィブリン網への取り込みによる肺サーファクタン

トの喪失によってはるかに強い影響を受けることが明らかとなった。しかも前者

が可逆的であるのに対し後者は不可逆的であることも明確にされた。さらに重要

なことはりン脂質のみならず肺サーファクタントの機能に必要不可欠な蛋白であ

るSB－B，Cの90％がフィブリン網に取り込まれたことであり、この結果として

肺サーファクタントの表面活陸がフィブリン形成後にほぼ完全に失われるものと

考えられた。今回の研究の結果は、肺胞腔ヘ漏出したフィブリノーゲンはフィブ

リンヘ変換される過程において肺胞被覆層の破壊ならびに肺胞腔内サーファクタ

ントreservoirの喪失をきたすことを示唆しており、肺の透過陸カ坑進する疾患

における呼吸不全の病態解明に極めて重要な見解を供するものであり、この結果

は学位に価するものと考えられた。副査の小林、藤本両教授からはそれぞれ日を

改めて個別に審査が行われたが、いずれも的確な答えが得られたと判断され、合

格と判定された。


