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＜はしがき＞

近年、自己由来の熱ショック蛋白(HSP)は虚血再潅流障害のみならず炎症反応に対する

制御作用を有していることが明らかにされている。また、熱ショック蛋白は細胞内のみな

らず流血中にも存在することみ明らかにされている。

本研究は、

①短時間のPEEP負荷が腎虚血再灌流障害の制御に有効かを再確認し、

②短時間のPEEP負荷による腎組織における熱ショック蛋白の誘導条件を明らかにし、

③短時間のPEEP負荷が流血中熱ショック蛋白を増加させるかを検討し、

④短時間のPEEP負荷が敗血症ショックモデルのサイトカイン産生や血行動態を制御し

うるかを検討するととともに､血行動態変化に対する効果をサイトカイン除去療法と比

較し、

⑤臨床症例における血中熱ショック蛋白濃度と疾患、高PEEP負荷の関係を明らかにす

ることを

目的とした。
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研究成果

1）短時間のPEEP負荷による腎虚血再灌流障害の制御(p3-10)

以前の我々の報告と一致して、PEEP前処置は腎虚血再灌流障害を有意に抑制した。

また、この効果にはPEEPによる循環変動（低血圧）以外の機序も関与している。

2)PEEPによる腎組織ならびに血中HSP72の誘導(pll-15)

陽圧換気に加え、PEEPの負荷は圧・時間依存性に腎組織HSP72陽性細胞数を増加さ

せたが、血中HSP72を検出範囲に増加させる効果は認められなかった。

3)PEEPによる腎組織へムオキシダーゼ-1(HO-1)の誘導(pl6-18)

PEEPによるHO･1の誘導効果は明らかでない。より定量的な手法による検討が必要で

ある。

4）サイトカイン除去療法の敗血症シヨックモデルに対する効果(pl9-27)

PEEP前処置の効果と対比するために､サイトカイン除去カラムの敗血症ショックモ

デルに対する効果を検討した。サイトカイン除去療法は容量依存性効果を示した。

敗血症ショックモデルにおいては､サイトカイン除去が有効であることが確認された。

5)PEEP前処置の敗血症シヨックモデルに対する影響(p28-35)

腎虚血に対し有効であったPEEP前処置は、敗血症ショックモデルに対し有意の影響を

与えなかった。

6)臨床例における血漿HSP72濃度(p36)

HSP72濃度は高いPEEP負荷とは有意に関係せず、原疾患により影響された。

7)蘇生された心停止例の血中ストレス蛋白濃度と予後の関係(p37-38)

測定キットの製造販売が突然中止になり、十分な症例数で検討されていないが、血中

ストレス蛋白濃度は蘇生された心停止例の予後を反映する可能性がある。
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短時間のPIWHP負荷による腎虚血再潅流障害の制御

［方法]Sprague-Dawley(S-D)ラットをペントバルビタール麻酔下で人工呼吸に装着

した。開腹し、左腎動脈をisolateした。外科処置終了後、PEEP負荷群では、15cmH20

のPEEPを20分間負荷した後に10分間PFIRPを解除する操作を2回繰り返した。一部

のラットにはこの1時間ドブタミン15"gnKg/mmを投与し、PERPによる血圧変動を

抑制した。PEEP非負荷群では、この間、PEEPを負荷せず人口呼吸を続けた。その後、

腎虚血を負荷する群では、左腎動脈を1時間遮断した。遮断解除後1時間に両側腎臓を摘

出し、ホルマリン固定した。切片を作成し、蛾mnel染色によりアボトーシス細胞の発現

率を群間で比較した。

6群の処置区分を以下の表に示す。
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図1－1に示すように、

①非左腎虚血群において、PEEP前処置そのものはアポトーシスを誘導しなかったが、
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②左腎虚血群において、PEEP前処置は虚血後のアポトーシスを有意に抑制した。

③このPEEP前処置の効果は、dobutamin投与により抑制されなかった。

各群の典型的組織像を図1－2から図1－7に示す。

[結論］

以前の我々の報告と一致して、PEEP前処置は腎虚血再灌流障害を有意に抑制した。

また、この効果にはPEEPによる循環変動（低血圧）以外の機序も関与している。

EffectofPEEPonapoptosis
followingrenalischemia

3･

P唖005

５
０
５
。
貞
一

急
へ
』
１
１

（
誤
一
望
志
。
－
ご
一
望
而
○
ど
ち
一
○
昼
迂

_L

｢ｪ,｢ｪ'向
八
画

PEEP 15個mH2015Qn洲20

（-）〈･〉
｛･）（+）

ocmHaO

（+｝
（｡）

15cmH20

（*）
（･）

15cmH20

(+）
<十）

PEEPOcmH20

Ischell1ial･I
DoI)11tamine(･）

GrOUp

PERP前処置による腎虚血再灌流障害の抑制

ラット摘出標本6枚の平均+SE

図1－1

2－3のラット摘出標本6枚の平均+SE

虚血負荷は有意にアポトーシス細胞数を増加させた(P<0.05,

非虚血群の群間に有意差なし(Dunnet'stest)

two-wayANOVA)
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図1-2.PEEP前負荷（－)、虚血（－)、Dobutamin(-)

TUNNEL染色、矢印は陽性細胞
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図1－3．PRRP前負荷(+)、虚血（一)、Dobutamin(

TUNNEL染色、矢印は陽性細胞
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図1-4.PEEP前負荷(+)、虚血（－)、Dobutamin(-)

TUNNEL染色、矢印は陽性細胞
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図1-5.PEEP前負荷（一)、虚血(+)、Dobutamin(-)

TUNNEL染色、矢印は陽性細胞
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図1-6.PEEP前負荷(+)、虚血(+)、Dobutamin(-)

TUNNEL染色、矢印は陽性細胞
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図1-7.PEEP前負荷(+)、虚血(+)、Dobutamin(+)

TUNNEL染色、矢印は陽性細胞
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PEEPによる腎組織ならびに血中HSP72の誘導

防濁SDラットをペントバルビタール麻酔後、人工呼吸に装着した。様々な条件の

PEEPを負荷し腎組織HSP72発現細胞数ならびに血中HSP72濃度を測定した。

酷果］血中HSPは、予測に反し、いずれの人工呼吸モードでも検出されなかった。

陽圧換気は自発呼吸に比し、HSP72誘導細胞数を有意に増加させた。PFIFIPは圧依存

性にHSP72陽性細胞数を増した｡PEEPは時間依存性にHSP72陽性細胞数を増した。

EffectofPEEPonHSP72-induction
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ラット！ラットを自発呼吸または各種PEEP圧で人工呼吸し、2時間後に腎組織を摘出した。

陽圧換気は自発呼吸に比し、HSP72誘導細胞数を有意に増加させた。PImPは圧依

存性にHSP72瞬生細胞数を増した(One･wayANOVAfbnowedbyDunnetPstest)。
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図2-2.PEEP時間と腎組織HSP72誘導

ラットを自発呼吸または各種PTW)P圧で人工呼吸し、1または2時間後に腎組織を

摘出した。

PEEPは時間依存性にHSP72陽性細胞数を増した(TWo-wayANOVA)。
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図2－3自発呼吸2時間後の組織（免疫染色）

褐色に染まる細胞は陽性。

図2－4．PF]F]P=0cmH20にて2時間人工呼吸後の腎組織（免疫染色）

褐色に染まる細胞は陽性。
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図2-5.PEEP=5cmFI20にて、2時間人工呼吸後の腎組織（免疫染色）

褐色に染まる細胞は陽性。

図2 6．PRRP=10cmH20にて、1時間人工呼吸後の腎組織（免疫染色）

褐色に染まる細胞は陽性。
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図2－7．PEEP=15cmR2Oにて、1時間人工呼吸後の腎組織（免疫染色）

褐色に染まる細胞は陽性。

図2-8.PEEP=15cmH2○にて、2時間人工呼吸後の腎組織（免疫染色）

褐色に染まる細胞は陽性。

[結論］陽圧換気に加え、PF]F)Pの負荷は圧。時間依存性に腎組織HSP72陽性細胞数

を増加させたが、血中HSP72を検出範囲に増加させる効果は認められなかった。
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PFIRPによる腎組織へムオキシダーゼ-1(HO-1)の誘導

防法]SDラットをペントバルビタール麻酔後、人工呼吸に装着した。様々な条件の

PIW]Pを負荷し腎組織HO-1発現を測定した。

朧果］以下に示すように用いた抗体では、腎組織HO-1の陽性細胞と陰性細胞を明

確に区別することは困難であった。

図3－1．自発呼吸2時間後の管組織（免疫染色）
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図3－2.PEEP=0cmH20にて、2時間人工呼吸後の腎組織（免疫染色）

図3－3．PEEP=15cmH20にて、1時間人工呼吸後の腎組織（免疫染色）
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図3-4.PEEP=15cmH2Oにて、2時間人工呼吸後の腎組織（免疫染色）

陥論]PEEPによるHO-1の誘導効果は明らかでない。より定量的な手法による検討が必

要である。
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サイトカイン除去療法の敗血症ショックモデルに対する効果

PEEP前処置の効果と対比するために､サイトカイン除去カラムの敗血症ショックモデ

ルに対する効果を検討した。サイトカイン除去療法は容量依存性効果を示した。

敗血症ショックモデルにおいては、サイトカイン除去が有効であることが確認された。

Materialsandmethods

Forty-eightmaleWistarrats,weighing382±14g(mean±SD),wereusedinthisstudy.

Generalprocedure

Theanimalpreparationmethodwasreportedpreviously・Briefly,aReranintraperitoneal

mjectionofpentobarbitalsodium(30mg/kg),ventilationwasperibnnedthroughatracheotomy.

Thefbmoralarterywascannulatedtomonitorthebloodpressureandtodrawbloodsamples.

LactatedRinger'ssolutioncontainingamusclerelaxant(pancuroniumbromide,0.02mg/ml)

andpentobarbitalsodium(0.5mg/ml)wasinfilsedcontinuouslyatarateoflOml/kg/hthrough

thefbmoralveincannula.Theratswereconnectedtoapressure-controlledventilator(Servo

900B,Siemens-Elema,Solna,Sweden)deliveringlOO%oxygenatafi､equencyof

30breaths/min・Aiterthisprocedure,theanimalswereallowedtorestibrmorethan30minto

stabilize.BaselineHRandsystolicarterialpressure(SAP)readingwerethenperfbrmed.

Aiterbaselinemeasurements,allratswereinjectedintravenouslywithEbche/thmco"

lipopolysaccharidederivedfi･omEco"0111:B4(Dif℃oLaboratories,Detroit,M1,USA)at

arateofl5mg/kgover2min.Thenratswererandomlyallocatedtooneofthefbllowingfbur

groups("=12pergroup).

Controlcolumnggoup(goupC)Beginningl5minaiterendotoxininjection,direct

hemoperfilsionaloneusingacontrolcoluInnwithoutCTRwasperfbrmedibrl20min・The

volumeofthecolumnwasO.5ml.

Quarter-dosetreatmentgroup(groupQ)

Beginningl5minafterendotoxininjection,CTRtreatmentwaspelfbnnedfbrl20min.The

volumeofthecolumnwasO.75mlanditcontainedO､25mlofCTR.

HalfEdosetreatmentgFoup(g･oupH)
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TheCTRtreatmentwaspelionnedasin訂oupQ・Thevolumeofthecolumnwasl・0mlandit

containedO.5mlofCTR.

Fuu-dosetreatmem訂Cup(獣oupF）

TheCTRtreatmentwasperfiormedasingroupQ.Thevolumeofthecolumnwasl.5mlandit

containedl.0･mlofCTR.

Therectalbodytemperaturewasmaintainedatbetween36and38｡Cwiththeaidofaheating

pad.Arterialbloodsamplesweredrawn2,4,6,and8hafterendotoxininjectionfbrthe

measurementofpH,PaCO2,andPaO21evels.Additionally,arterialbloodsamplesweredrawn

fbrthemeasurementofplasmacytokineconcentrations2and4hafterendotoxininjection・All

cytokine(TNF-aandlL-6)concentrationsweremeasuredusingELISAkits(BioSource,

Camarillo,CA,USA).Atotalamountof4.75mlofbloodwasdrawnfi､omeachanimalover8｡h・

Mortalitywasobservedibrupto8ha仕ertheendotoxininjection.

NosignificantdiffbrencesinbaselineHRorSAPwerenotedamongthegroups(Fig.1).Four

hoursaiterendotoxininjection,theSAPingroupCwasreduced,butthoseintheCTR

treatmentgroupswerenot.Themortalityratesat8･haiterendotoxininjectionwere92%,58%,

42%andl7%fbrgroupC,groupQ,groupHandgroupF,respectively(Fig.2).Themortality

ratesfbrtheCTRtreatmentgroupsweresignifIcantlylowerthantherateingroupC.The

mortalityrateofgroupFwasalsosignifIcantlylowerthanthatofgroupQ.
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Plasmacytokineconcentrations

Allbaselinevaluesweresimilaribrthefburgroups(Fig.3).Endotoxininjectionincreasedthe

TNF-aandlL-6concentrationsinallthegroups,buttheTNF-aconcentrationswere

significantlylowerinthegroupHandgroupFthaninthegroupC.TheIL-6concentrations

weresignificantlylowerintheCTRtreatmentgroupsthaningroupC.
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Fig.3ChangesofplasmaTNF-a(r"andIL-6(6orrom)atbaselineandafterendotoxin

mjection(mean±SD).のe"S9"aﾉ己s,controlcolumngroup;Mds9"alas,qualter-dose

treatmentgroup;ope"c"℃ねs,half~dosetreatmentgroup;"dc"℃ねs;hlll-dosetreatment

"oup.*p<･0.05versusbaselinevalue(within-group);#p<･0.05versuscontrolcolumngroug.oup．*pく。U・UOversusbasellnevalue(wltnln-groupﾉ；再pく。U・uoversuscontrolcolumngroup

Bloodgases

NosignificantdiffbrencesinbaselinepHawerenotedamongthegroups.ThepHavaluesin

groupsHandFweresignificantlyhigherthaningroupCat8･haherendotoxininjection.The

PaCO2andPaO2valuesdidnotdifTersignificantlyamongthefburg･oupsatanypointduring

theexperimentalperiod.
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Experiment,Part2

“"eﾉ邇/月℃Ce故"汐・Forty-twol41-week-oldmaleWistarratswereusedinthisstudy.

Ventilationwasperfiormedthroughatracheotomy.Thefbmoralarterywascannulatedto

monitorthebloodpressureandtodrawbloodsamples.LactatedRinger'ssolutionmonitorthebloodpressureandtodrawbloodsamples・LactatedRingerssolution

containingamusclerelaxant(pancuroniumbromide,0．02mg/mL)andpentobarbitalsodium

(0.5mg/mL)wasinfilsedcontinuouslyatarateoflOmL/kg/hrthroughthefbmoralvein

cannula.Theratswereconnectedtoapressure-controlledventilator(Servo900C,

Siemens-Elema,Solna,Sweden)thatdeliveredlOO%oxygenata廿equencyof30breaths/min

withaninspiratoIy:expiratolyratioofl:1.Aiterthisprocedure,theanimalswereallowedto

restfbrmorethan30minstoallowtheirbloodgasesandhemodynamicparametersto

stabilize;thereaiter,thebaselineheartrate(HR)andsystolicarterialpressure(SAP)were

measured.

Eゅeﾉ加e"ta/fうりrocols.Aiterthebaselinemeasurements,theanimalswererandomly

allocatedtooneofthreegroups,allofwhichreceivedendotoxin.

a7Wtoxem/be℃"p(h_"ﾉ.EndotoxemiawasinducedbyabolusinjectionofLPS,whichwas

injectedintravenouslyatarateofl5mg/kgover2mins.

Cb""n/Cbh"zz"Cm"p(j7_"AEndotoxemiawasinducedasintheendotoxemicgroup.

Beginningl5minsaftertheendotoxininjection,thedirecthemoperfilsion(DHP)alonewith

controlcolumnwithoutCTRwasperfiormedfbrl20mins.

C7R7)君am7e"rQ℃“(17_1"Endotoxemiawasinducedasintheendotoxemicgroup.

Beginningl5mnsaftertheendotoxin

Therectalbodytemperaturewasmaintainedbetween36｡Cand38｡Cwiththeaidofa

heatingpad.Arterialbloodsamples(0.25mL)weredrawn2,4,6,and8hrsa仕ertheendotoxin

injection,andbloodpH,PaCO2,andarterialoxygentension(PaO2)weremeasured.

Additionally,alterialbloodsamples(1.5mL)weredrawnfbrthemeasurementofplasma

cytokineconcentrationsat2and4hrsaitertheendotoxininjection・Atotalamountof5.5mL

ofbloodwasdrawn6､omeachanmaloveraperiodof8hrs・Mortalitywasobservedupto8hrs

aftertheendotoxininjection.Theratswerekilledattheendofeachexperimentbythe

intravenousadministrationofpotassiumchloride・Thelungsofalltheratswerethenremoved,

fixedinlO%buffbredfbrmalin,andembeddedinparaHin.Threetofivethinsections(4_m)were

Cut廿omeachparaifinblock,oneofwhichwasstainedwithhematoxylinandeosinandusedibr

histopathologicexamination.Thesesectionswerescoredinablindedmanner.Neutrophil

infiltrationoraggregationintheairspacesorvesselwallsofthelungswasscored廿omO

(minimal)to4(maximal)byapathologistwhowasunawareofthegroupstowhichtheanimals

belonged.

SampleAnalysis
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ThebloodsamplesusedtodetenninethecytokineconcentrationswerecentrifilgedfbrlOmins

at3000gand4｡C.Theplasmawasthendecantedandstoredat_70｡Cuntilanalysis・All

ytokine(TNF-_,IL-1_,IL-6,andlL-10)concentrationsweremeasuredwithELISAkits
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Conclusion

anoveladsorbent,effectivelyadsorbedsmall-tomiddlesizedproteins,suchascytokines,

enterotoxins,andTSST-li"vi"o､Moreover,CTRtreatmentreducedmortalityandhad

inhibitoIyeffectsontheinnammatolyresponsesinendotoxemicrats・Thesefindingssuggest

thatextracorporealbloodpurificationwithCTRcolumnmaybeavailabletousefbrpatients

withsepsisand/orendotoxemia.
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PEEP前処置の敗血症ショックモデルに対する影響

防法]Sprague-Dawley(S-D)ラットをペントバルビタール麻酔下で純酸素にて人工

呼吸で換気した。PEEP負荷群では、15cmH20のPEEPを20分間負荷した後に10分

間PEEPを解除する操作を2回繰り返した。その後、ETX10mg/kgを投与し、PEEP

前処置群(n=6)と非処置群(n=6)で、血行動態、血液ガス、血漿サイトカイン濃度(TNE

IL-6,IL-10)濃度の推移を比較した。

図4－4，図4－5、図4－

のすべてにおいてPEEP前

[結果］血行動態（図4－1，4－2)、血液ガス（図4－3，

6）、血漿サイトカイン濃度（図4－7、図4－8、図4－9）

処置群と非処置群において有意な差を認めなかった。

EffectofPEEPPretreatmentonChangesinthe
MeanAIterialPressurefollowingEndotoxinAdministration
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図4－1.ETX投与後の平均血圧の変化

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANO,脇）
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EffectofPEEPPretreatmentonChangesinthe
HeartRatefollowingEndotoxinAdministration
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図4－2．心拍数の変化

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANO,砥）

EifectofPEEPPretreatmentonChangesinthe
AIterialpHfOllowingEndotoxinAdministration
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図4－3．動脈血pHの変化

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANOⅥ4）
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EffectofPEEPPretreatmentonChangesinthe
ArterialPo2followingEndotoxinAdministration
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図4－4．動脈血酸素分圧の変化

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANOVA)
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EffectofPEEPPI･etreatmentonChangesinthe
ArterialPco2fOllowingEndotoxinAdministration
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図4－5．動脈血炭酸ガス分圧の変化

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANOVA)
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EffectofPEEPPretreatmentonChangesinthe
BaseExcessfollowingEndotoxinAdministration
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図4-6BaseExcessの変化

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANO,股）
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EffectofPEEPPretreatmentonthePIasma

TNFConcentrationfoilowingETXA(Iministration
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図4－7血漿TNF濃度の推移

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANOVA)
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EffectofPEEPPretreatmentonthePlasma
IL-6ConcentrationfOllowingETXAdministration
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1-8.IL-6濃度の推移

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANOVA)

図4－8．
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EffectofPEEPPretl･eatmentonthePlasma

IL-10Concenti･ationfollowingETXAdministration
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図4-9.IL-10濃度の推移

両群間に有意の差なし(repeatedmeasuresANOVA)

[結論］腎虚血に対し有効であったPEEP前処置は、敗血症ショックモデルに対し有意の

影響を与えなかった。
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臨床例における血漿HSP72濃度

[方法］集中治療室に入室した重症患者において、入室後2日以内に血漿HSP72濃度

を測定した。HSP濃度と疾患（病態）ならびに高いPRIEP使用の有無との関係を検討

した。

[結果］図5－1に示すように、HSP72濃度は高いPEEP負荷とは有意に関係せず、

原疾患により影響された。
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図5－ 集中治療入室患者の血漿HSP72濃度1．

高いPEEP(8cmH20以上）使用は、血雌HSP濃度に有意の影響を与えなかった

(two-wayANOVA)。心停止群は､術後群に比し、有意に高い濃度を示した(Dunnet's

test)。
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蘇生された心停止例の血中ストレス蛋白濃度と予後の関係

防渦蘇生された心停止例において、血中HSP72ならびにDJ-1/PARK7濃度を蘇生

後に測定し、予後との関係を検討した。患者予後は、予後良好（良好、軽度障害）と予

後不良（中等度～高度障害、死亡）に2分した。

:］蘇生後3日以内のピーク値を比較すると、HSP72は予後不良例で有意に高かつ

DJ-1/PARK7濃度は有意ではなかったが、予後不良例で高い傾向を示した

朧果］蘇生後3

た。DJ-1/PAR

(p=0.093)。
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蘇生された心停止例におけるHSP72濃度図7－1
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PlasmaDJ-1/PARK7inPatientsResuscilatedfromCardiacA『『eSt
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図7－2．蘇生された心停止例における血中DJ-1/PARK7濃度

性差の影響をなくすため男性例のみで検討した。

酷論］キットの製造販売が突然中止になり、十分な症例数で検討されていないが、血

中ストレス蛋白漉度は蘇生された心停止例の予後を反映する可能性がある。
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