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人工 肺サ
ー フ

ァ ク タ ン トを 開発する た め の 基礎的知見を得 る目的で
,

サ ー

フ ァ ク タ ン ト閑適 A 蛋白 ,
B 蛋白 お よび C 蛋

白( s u rf a c t a n t
-

a S S O Ci at e d p r o t ei n A , B a n d C
,
S P - A

,
S P- B お よ び S P-C) が

,
サ ー フ ァ ク タ ン トの 活性に どの よう に関与 して

い るか を検索 した . まず , ブ タ の 肺か ら天然サ
ー フ

ァ ク タ ン ト ( n a t u r al s u rf a c ta n t
,
N- S) を抽出 し, それ よ り S P -

A を 除去 し

た A 蛋白除去サ ー フ ァ ク タ ン ト ( s u rf a c t a n t w ith o u t S P - A , A ( - )- S) と
, 全て の 蛋白質を除去 した サ ー フ ァ ク タ ン ト脂質分画

(1ipid f r a c ti o n of s u rf a c t a n t
,
しF) を 調整 した . 次 い で

,
A (

一

)
-

S よ り分離 した S P - B お よ び S P - C 分画 を , 種 々 の 比率 で

L - F に混合 した 再構築 サ ー フ ァ ク タ ン トを 作成 した . これ らの 試料 を , 自己の 肺サ
ー フ

ァ ク タ ン ト が欠如 して い る在胎26 日 日

の ウ サ ギ未熟胎仔 (満 期妊娠 日数 = 3 1 日) の 肺 内に 投与 した うえ , 従圧式の 人工 換気下 で の 換気畳を測定 した . 何も 投与 しな

か っ た 対照群で は
, 最 大吸気圧 (p e a k i n s pir a t o r y p r e s s u r e

,
PI P) が 25 c m H 20 でも 3 m l/ k g 以下の 換気 畳 しか 得 ら れな か っ

た . また ,
L- F を投 与 した動物で も

, 対照群と同程度の 換気量 しか 得 られ なか っ た . これ に 対し
,

N -S を投与 した 動 物 ( N -S

群) は
,
P I P が 25 c m H 2 0 で 3 3 m l/ k g 前後 の 換気量を示 した (対照群に 対 し P < 0 .0 5) . A ( - )- S 群も ,

N - S 群 と 同程度の 換気

量 を示 した .

一 方 ,
S P - C が 1 ･4 0 % ( A ( - ) - S の 2 倍量) と 十分 に 存在 して も S P - B が 欠如 した再構 築サ ー フ ァ ク タ ン トほ ,

2 5 c m H 20 の P I P で 6 m V k g 前後の 換気蓋 しかみ られ な か っ た (対照群 に対 し N S) . しか し
,
1 .4 0 % の S P - C に加 え S P q B が

0 ･1 8 % 以上 存在す る と
,
S P - B の 濃度依存性に 換気量が増加 した . 同様 に , S P- B が 0 .7 0 % ( A 卜) - S の 2 倍量) と十分畳存在

して も S P - C が欠如 した 再構築 サ ー フ ァ ク タ ン トで は
, 十分な 換気量 が得 られ なか っ た (対席群 に 対 し N S) . しか し

,
0 .70 %

の S P- B に加 え S P - C を添加す る と
, 換気量ほ ほ ば S P - C の 濃度に 依存 して 増加 した . ま た , S P -

B と S P - C の 比を 1 : 2 と

し , そ の 合計 の 濃度が 0 .5 3 % の 場合 は
,
P I P が 25 c m H 20 で も 4 .6 ±1 .O m l/ k g ( 豆土S E M ) の 換気量 しか 得られなか っ た (対照

群 に 対 し N S) . しか し
,

合 計 の 蛋 白 質 濃 度 を 2 .1 0 % に 増 す と
, 換 気 量 ほ 25 .0 土2 .3 血ノ

′

k g に 増 加 し た (対照群に 対 し

P < 0 ･0 5) . 以上 よ り ,
サ ー フ ァ ク タ ン ト の 換気量増加作用に S P- A は あま り関 与 し て い な い と 結論 さ れた .

一 方 ,
S P - B と

S P - C の 両 者は 換気量増加 に必要な 国子で ある と結論 され た .

K e y w o r d s s u rf a c t a n t -

a S S O Ci at e d p r ot ein
, p u l m o n a r y s u rf a c t a n t , r e C O n Stit ut e d s u rf a c t a nt

,

i m m a t u r e n e w b o r n r a b bit ,
tid al v ol u m e

肺サ ー

フ ァ ク タ ン トほ
, 数種類 の 蛋白質 ( サ ー フ ァ ク タ ン ト

関連蛋白) と脂質 ( サ ー フ ァ ク タ ン ト脂 質) か ら成 り立 っ て お

り , 肺胞 の 表面張力を 減少 させ て
, 換気量や 機能的残気量を 保

つ た め に 不 可 欠 な 物質 で ある
l)

. サ ー フ ァ ク タ ン ト 補充療 法

ほ
よ 新生児 呼吸窮迫症候群に対 して著効 を示 し

2 ト 4)

, 成 人呼吸 窮

迫症候群の 治療 に も応用で きる と考 え られ て い る
6) ～ 8 )

. しか し
,

現在用い られ て い るサ ー フ ァ ク タ ン トほ ▲ 動物 の 肺か ら抽 出し

たもの で ある . 異種蛋白質に よ る副作用 の な い 人工 晶を 開発す

るため に ほ
, 成分 の 一

つ で ある サ ー

フ ァ ク タ ン ト関連蛋白 の 種

類や 量と生理 活性 の 関係を 知る必要が ある .

サ ー フ
ァ ク タ ン ト関連蛋白に ほ

, 少な く とも 3 種類 の も の が

知られ て お り
, 親水性の A 蛋 白 (s u rf a c t a n t- a S S O Ci a t e d p r o t ei n

A , S P- A ) (2 6 ～ 3 8 k D a) お よ び疎水性 の 強 い B 蛋白(s u rf a c t a n t -

a s s o ci at e d p r ot ei n B , S P- B) (5 ～ 1 8 k D a) と C 蛋 白 (s u rf a c t a n ト

a s s o ci a te d p r o t ein C
,
S P - C) (3 ～ 6 k D a) に 分類 され て い る

g)
. 現

在
,

そ れぞれ の 蛋白質が
, 表面張力 を減少 させ る作用 に どの よ

うに 関与 して い るか ほ
,
表面張力計や 静的肺圧量曲線な どに よ

り検討 され始 めて い る . しか し
, 臨床 で 最も重要視 され る換気

量と
,

これ ら の 蛋白質の 関係を 系統 的に検討 した報告ほ 見当た

らな い . 今回 著者は
,

ブ タ の 肺サ ー フ ァ ク タ ン トか ら S P- A を

除去 した もの
, 全て の 蛋白質 を 除去 した サ ー フ ァ ク タ ン ト月旨

質 ,
お よび そ の 脂質 に S P - B や S P - C を種 々 の 比率 で 混合 した

再構築品な どを ウ サ ギ 未熟胎仔に投与 し
, 各蛋白質 と人工 呼吸

下 に お ける換気量 の 関係を検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . サ
ー フ ァ ク タ ン トの調整 と組 成の分析

1 , 天然 サ ー フ ァ ク タ ン ト ( n a t u r al s u rf a c t a n t
,
N -S ) の 調整

まず , 新鮮 なブ タ の 摘出肺を 生理 食塩水で 洗浄 し
, 回収 した

肺胞洗浄液中の 細胞成分を遠心 (15 0 × g ,
1 0 分 間) して 除去 し

平成 7 年 2 月1 5 日受付, 平成 7 年4 月 4 日 受理

A b b r e viati o n s ‥ C P A P
,

C O n tin u o u s p o sitiv e air w a y p r e s s u r e ; I P P V , i n t er m it t e n t p o sitiv e p r e s s u r e

V e ntila ti o n ; L - F
,
lip id f r a ctio n of s u rf a c t a n t ; N - S

,
n a t u r al s u rf a c t a n t ; P I P

, p e ak in s pir at o r y p r e s s u r e ; R S
,

re c o n stit u t e d s u rf a c t a n t ; S P - A , S u rf a c t a n t - a S S O Cia t e d p r o t ein A ; S P - B
,
S u rf a ct a n t - a S S O Cia t e d p r ot ein B ; S P - C

,

S u rf a c t a n t -

a S S O Cia t e d p r o t ei n C ; A (
-

) TS
,

S u rf a c t a n t w it h o u t s u rf a c t a n t
-

a S S O C ia t e d p r o t ei n A
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た . 次い で
,

上 清 を遠心 (20 0 0 × g , 1 時間 , 4 ℃) し
, 得 られ

た 白濁層 を蒸留水 に分散 し同様に 再度遠心 した . 得 られ た 白濁

層は ,
1 0 m M T ri s

- H C l (p H 7 .4) と 1 m M E D T A を含む 生理食 塩

水に 分散 し,
0 .2 5 M お よび 0 .6 8 M 薦糖液の 上 に重ね て 密度勾配

遠心 (75 0 0 0 × g ,
1 時間 ,

4 ℃) を 行 な っ た . 二 つ の 薦糖 液の 層

に は さ まれた 層を 採取 し
, 蒸留 水に対 して36 時間透析 した うえ

凍結乾燥 した もの を N - S と した
10)

.

2 . S P- A 除去 サ ー フ ァ ク タ ン ト(s u rf a c t a n t w ith o u t S P - A
,

A ( - ) -S ) の 調整

N - S か ら
,

ク ロ ロ ホ ル ム と メ タ ノ ー ル (2 : 1
,

Ⅴ : Ⅴ) の 混合液

に よ る抽 出と
‖)

,
0 .5 % 食塩水を 用い た F oI c h 洗浄

12) に よ り親水

性蛋白質(主 と して S P- A) を 除去 した . そ の 後 ,
ア セ ト ン 沈澱

法 に よ り中性脂 肪や コ レ ス テ ロ ー ル を 除去 し
, 凍結乾燥 した も

の を A ( - )- S と した .

3 . 月旨質分画 と蛋白質分画の 分離

凍結 乾煉 した A ( - )- S を
, 大 き さ が 2 .5 ×8 0 c m の セ フ ァ

デ ッ ク ス L 甘60 カ ラ ム (P h a m a ci a L K B B i o t e c h n ol o g y I n c .
,

U p p s al a
,
S w e d e n) に よ り 5 m l ず つ64 本 の 試験管に 分割抽 出し

た
1 3)

. 移動相 ほ
,

ク ロ■ロ ホ ル ム
ー メ タ ノ ー ル (1 : 1

,
Ⅴ : Ⅴ) に

5 % の 割合で 0 .1 N 塩 酸を 加えた溶液を 流速 40 m l/ b r で 抽 出 し

た . A (
-

) -S は
,
抽 出に用 い る溶液に 溶解 して 4 Ⅱ11 と しカ ラ ム

に 供 した . 試料 は
,
分光光度計 じ200 0 ( 日立 , 束京) に よ り紫

外線 (28 0 n m ) 吸光度を 測定 し
,

一 部 に つ い て S w a n k ら の 方

法
1 町に よ り S D S - P A G E を 行な っ た . その 結果か ら

, 分割抽 出

V e ntiI at o r( S e r v o 9 0 0 B)

され た試 料を S P-B 分 軋 S P-C 分画お よ び脂質分 画に大別し

た . すな わ ち ∴ 試験管番号17 ～ 2 1 番 内 の 試料 を S P - B 分 軋

27 ～ 3 3 番内の 試料を S P-C 分画と した . ま た , 3 8 ～ 5 6 番内の脂

質分画(1ipid f r a c ti o n of s u rf a c t a n t
,
L- F) は ,

サ ー フ ァ ク タ ン ト

脂質 とみ な して
一 括 した . そ れ ぞれ の 試料 ほ

,

一 部を 組成分析

に 使用 し, 残 りを 上 記の 溶媒に 溶解 した ま ま
l 換気量測定実験

(後述) に使用す る ま で - 2 0 ℃ で 保存 した . な お
, 試 験管番号

1 ～ 1 6 番 ,
2 2 ～ 2 6 番 ,

3 4 ～ 3 7 番お よび57 ～ 64 番 の 内容 ほ
, ほと

ん ど抽 出物が 存在 して い な い か
,

また は 純粋な もの で ほ ない と

み な して廃棄 した .

4 . 各試料 の 細.成分析

脂 質分 画ほ
, 取成 を 蒋 層 お よ び ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ー

G C -9 A ( 島韓 , 東京) で 分析 した うえ , そ れ らの 量を B a r tl e tt の

方法
15)

で測定 した . 蛋 白質 の 畳 は ,
ミ ク ロ ー Kj eld a hl 法

16)
で 測定

した .

Ⅱ . 換気量測定実験

1 . S P - A の 有無に 関す る検討

交配後25 日16 こ23 時間の 妊娠 ウ サ ギ (日 本白色 乱 満期妊娠

日数 = 3 1 日) を
, 塩酸ケ タ ミ ソ 30 m g/ k g の 筋狂お よ び ベ ン トパ

ル ビタ
ー ル 2 0 m g/ k g の 静 江に よ り麻酔 し

,
帝王 切 開に よ り胎

仔を 娩出 した . 直 ち に
,

こ れ ら の 胎仔の 体重を 測定 し
, 腹腔内

に べ ソ トパ ル ビ タ
ー ル 0 .5 m g を 投与 した うえ ∴気管に18 ゲ ー ジ

の 金属 カ ニ
ュ

ー レ を 挿 入 し た . そ の 後 , 同腹 の 胎 仔 ( 3 ～ 1 0

羽) に 対 し
, 無作 為 に N-S

,
A ( - )- S お よ び L-F の 分散液を

Fi g . 1 ■ S y s t e m f o r th e r e c o r di n g of tid al v ol u m e s i n i m m a t u r e n e w b o r n r a b b it s ･ T h e a ni m al s w e r e tr a c h e o t o m i z e d a n d tr e a te d

wi th v a rio u s s u rf a c t a n t s o r n o t t r e a t e d (c o n tr oI s) ,
a n d k e p t i n air ti g h t ch a m b e r s (t e n pl e th y s m o g r a p h s) ･ T h e y w e r e c o n n e C te d

i n p a r all e l t o th e r e s pir a t o r w h i ch i s s e t at p r e s s u r e
-

C O n tr O11 e d v e n til ati o n ･ T h e tid al v ol u m

.
e w a s c al c ul a t e d b y i n t e g r a ti o n of

p r e s s u r e d i王f e r e n c e a c r o s s th e r e si st a n t t u b e a tt a ch e d t o th e pl eth y s m o g r a p h ･ D iff ･ P r e s s ･
･
d iff e r e n ti al p r e s s u r e ; 0 2 ･

1 0 0 %

0 Ⅹy g e n ; E C G
,

el e c t r o c a r di o g r a p h ･

執
姜

≡

ノ

塾

準

.よ
阜

ほ
穐

や

こ

‥

-

･J

申

･

懲

疾

脅

､

逮
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逮

0 .1 血 あて気管カ ニ ュ
ー レ を 介 して 肺 内 に 注入 し

,
そ れ ぞれ

N -S 群 ,
A (

-

)-S 群 ∴しF 群 と した . なお
,
比較の た め何も試

料を投与 しな い 対照群も設定 した ･ 上 記 の 操作が 終了 した 胎仔

は
,
順次37 ℃ に 保 っ た プ レ チ ス モ グ ラ フ 装置

17)
の 気密室に 収容

した (囲1 ) . 先に収容 され た 胎仔は
, 同腹 の 全胎仔の 準備が 完

了 す る ま で
,

5 c m H 2 0 の 持 続 的 気 道 内 陽 圧 ( c o n ti n u o u s

p o siti v e air w a y p r e s s u r e
,
C P A P) 下 に 待機 させた ･

全胎仔の 準備 が完了 した 後, 臭化 パ ン ク ロ ニ ウ ム 0 .0 2 m g を

腹腔内に 投与 して 胎仔を 非 動化 し
, 従 圧式 の 間歓 的陽圧 換気

(i n t er m itt e n t p o siti v e p r e s s u r e v e n til a ti o n
,
I P P V ) を 開始 した .

人 工 呼 吸 器 に ほ ,
S e r v o 9 0 0 B (S i e m e n s

- E l e m a
,

S ol n a
,

S w e d e n) を 用 い
, 最 大 吸 気 圧 (p e a k i n s pir a t o r y p r e s s u r e

,

PI P ) は作動圧を 変え る こ と に よ っ て 調整 した . 呼吸 回数 を 1

分間40 回 , 吸気 時間と呼気時間の 比を 1 : 1 と し
, 圧政形が矩

形波とな るよ うに 換気条件を 設定 した . 吸気 ガ ス に ほ 純酸素 を

用い
, 人工 呼吸器 の ガ ス 駆出畳の 上 限を 同時 に 測定する全被験

動物の 予測換気 量の10 倍 以上 (71/ m i n) に 設定 した . 実験 中は
,

人工 呼吸器の 回 路内圧を 常時監視 し ∴設定 した換気条件が保 た

れて い る こ と を 確認 した . また
! 各胎 仔の 換気量は

, 各気密室

に接続 した 気流抵抗管前後の 圧差を差 圧検 出器 T P - 6 0 2 T ( 日本

光電 , 東京) で 検 出 し
, そ の 出力を 帝 分 器 A R 牒01 G ( 日 本 光

電) に 導 い て 求め た
1 8)

.

I P P V 開始後最初の 1 分間ほ
, 気管 内に 投与 した試料 が肺胞

に まで到達す るよ うに
,

PI P を 35 c m H 20 に 設定 した . そ の 後

の 1 5 分 間は PIP を 25 c m H 2 0 に , 次 い で 5 分 お き に 20 ,

1 5 c m H 20 と低下 させ
, 最後に再 び 25 c m H 2 0 に 上 昇 さ せ

, 各

PI P で の 換気量を 5 分おき に 測定 した .

換気量 の 測定が終 了 した直後 , 針電極を 用 い て各胎仔の 心 電

図を記録 し
, 心 拍数が1 20/ 分以上 の もの を 生存動物 と判定 した

(ウサ ギ未熟胎仔 の 心 拍数の 正 常値 は240 ～ 3 2 0/ 分) . 実験終 了

後 ∴ 過量の ベ ン トパ ル ビタ
ー ル を 腹腔 内に 投与 して胎仔を 屠殺

T a bl e l . C o n s tit u e n t s of s u rf a c t a n t

し
, 経験隔膜的に 気胸の 有無を調査 した .

2 . S P - B の 濃度に 関す る検討

まず , しF に 対 し S P-C 分画の み を 1 .4 0 % あて 添加 したもの

を 用 意 し , 再 構 築 サ ー フ ァ ク タ ン ト ー

a (r e c o n s tit u t e d

S u rf a c t a n トa
,
R S -

a) と した . 次 い で
,

こ の 混合液に S P - B 分

を 0 .0 9 %
,
0 .1 8 %

,
0 .3 5 % お よび 0 .7 0 % あて添加 した もの を作成

し
, そ れぞれ再構築サ ー

フ ァ ク タ ン ト ー b
,

-

C
,

- d お よび
-

e

(R S-b ,
R S -

C
,
R ST d お よ び R S- e) と した . こ の 再構築操作に あ

た っ て ほ
▲ 各分画を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー の 溶媒と ともに

混合 し, 窒素ガ ス によ り乾閲 した うえ凍結乾燥 した . な お
, 実

験に 使用す る際に は
,
凍結乾燥品を生理食塩水に分散 し

, 脂質

濃度 を 50 m g/ m l に 調整 した .

S P - A の 有無 に 関する検討 と同様 の 方法で 準備 した ウサ ギ未

熟胎仔 の 肺内に
, それぞれ の 再構 築サ ー フ ァ ク タ ン トの 分散液

を 0 .1 m l 凌〉て注入 し
,
R S -

a
,
R S - b

,
R S -

C
,
R S -d お よ び R S -

e 群

と した . こ れ ら各群の 換気量 は
, 前述 と 同様 の 方法 で 測定 し

た . な お
,
比較の ため 何も試料 を 投与 しな い 対 照群も 設定 し

た .

3 . S P- C の 濃度 に 関す る検討

まず ,
L - F に S P p B 分画の み を 0 .7 0 % 加え た もの を用意 し,

再構築 サ ー フ ァ ク タ ン ト ー f (R S-f) と した . R S -f に S P- C 分画

を 0 .1 8 %
,
0 .3 5 % お よ び 0 .7 0 % あて添加 した もの を 作成 し

, そ

れぞれ 再構 築 サ ー フ
ァ ク タ ン ト p

g ,

-

h お よ び - i ( R S -

g ,

R S -h お よび R S-i) と した . な お
,

R S-i よ り S P - C 分画の 濃度

を
一 段階増 した もの (S P - B 分画 , 0 .7 0 % ; S P - C 分画 ,

1 .4 0 % )

と して ,
S P- B の 聴度に 関する検討の R S- e を 本検討に加え た .

こ れ らの 再構築法お よび 生理食塩水 へ の 分散は
,
S P-B の 濃度

に 関する検討 と同様の 方法を用 い た .

前述と 同様の 方法に よ り ,
ウ サ ギ未熟胎仔 の 肺内に そ れ ぞれ

の 再構築 サ ー フ ァ ク タ ン トを投与 して R S -f
,
R S- g ,

R S- h
,
R S -i

お よ び RS- e 群と し
, 何も試料を 投与 しな い 動物を 対照群と し
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て 各胎 仔の 換気量 を測 定 した .

4 . 蛋白質濃度 に 関する検討 (S P - B と S P - C の 比を 1 : 2 に

固定 した 場合)

ま ず
,

A (
- ) - S よ り い っ た ん 分 離 し た S PqB 分 画 お よ び

S P - C 分画 を 1 : 2 の 割合 で再度混合 した . 次い で
ょ

こ の 再混合

した 蛋白質の 濃度が 0 .2 6 %
,
0 .5 3 % お よび 1 .0 5 % とな る よう に

L - F を加 え, そ れぞれ を 再構築サ ー フ ァ ク タ ソ ト ー j ,

- k お よ

び
- 1 ( R S-j ,

R S - k お よ び R S -1) と した . ま た
,
R S-1 よ り疎水性

蛋 白質 の 濃度を
一

段階増 した もの と して
,
S P - B の 濃 度に 関す

る検討 の R S -

e を 本検討 に加 えた .
こ れ らの 再構築法 お よ び生

理食塩水 へ の 分散 は
,
S P - B の 濃度に 関す る検討 と 同様 の 方法

を 用い た .

蛋白質と換気真 の 関係は
,
本検討に お い ても ウ サ ギ 未熟胎仔

を 使用 し, 前述 と 同様 の 方法 で 測定 した . その 際 , そ れぞれ の

再構築 サ ー フ ァ ク タ ン トが投与 され た 動物を R S -j ,
R S -k

,
R S -1

お よび R S -

e 群 と した . な お
, 本検討 で は

,
A (

-

) - S の 生理食

塩水分散液 (脂 質濃度 = 5 0 m g/ m l) を 0 .1 m l あ･ て 同様 に 肺 内 に

注入 した A ( 一 )- S 群 ,
お よ び 何も試料 を投与 しな い 対照群も設

定 した ,
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T u b e n u m b e r

Fi g . 2 . E l u ti o n p a tt e r n of s u rf a c t a n t -

a S S O Ci a t e d p r o t ei n s B

a n d C (S P - B a n d S P - C) a n d li pid s f r o m s u rf a c t a n t wi th o u t

s u rf a c t a n t -

a S S O Ci a t e d p r o t ein A ( A ( - ) - S) o n a c ol u m n of

S e ph a d e x L H -6 0 (c ol u m n si z e
,
2 .5 × 8 0 c m ) i n c h l o r of o r m /

r n e th a n o1 1 : 1 ( v/ v ),
C O n t ai n in g 5 % 0 .1 N H C l ･ A fl o w

r a t e w a s 4 m l/ h r . E a c h f r a c ti o n v ol u m e w a s 5 m l ･

T u b e

▲_.
一

_
L _ _ 1 4 1 5 1 6 1 7 1 9 2 1 2 3 2 5 2 7 2 9 31 3 2 3 3 3 4

n u m b e r
=

S P - B S P - C

F i g . 3 ∴ S D S - P A G E o f s u rf a c t a n t -

a S S O Ci a t e d p r o t ei n B a n d C

(S P - B a n d S P - C ) f r a c tio n s f r o m th e S e p h a d e x L H - 6 0

c ol u m n .

A ( - ) - S 群 ,
R S- e 群お よ び 対照 群の 3 群 に つ い てほ

, 換気量

測定 に 引絞き ょ 静的肺圧 量曲 線を 新多 の 方法
1 g)

に よ り 測定 し

た . すな わ ち , 胎仔を 屠殺 して 気胸の 有無を 確認 した後
, 肺を

虚脱 させ るた め37 ℃で 約30 分間放置 した . そ の 後 t 各胎仔の 気

管 カ ニ
ュ

ー レ に 長 さ 50 c m
, 内径 1 .6 2 m m の ポ リ エ チ レ ン

チ ュ
ー

ブを 接続 し
, 各 チ ュ

ー

ブを 水平に 保持 し
,

チ ュ
ー ブの 他

端を指示 液 の 入 っ た 容 掛 こ接続 した . 指示液の 液面を 1 分間隔

で 5 c m ず つ 高くす る こ と に よ り , 0 か ら 30 c m H 2 0 ま で段階的

に 加圧 した後, 同様 に O c m H 2 0 ま で減圧 した . そ の 際の 頼示液

の 移動距離 か ら, 肺 気量 の 変化 を測定 した , なお
, 装置内の 空

気の 圧縮 は 測定 後に 補正 した .

Ⅲ ∴統計処理

剖検に よ り気胸を 認め た胎 仔は
,
統計処 理 よ り除外 した . ウ

サ ギ 未熟胎仔に 関す る測定 結果 ほ t 平 均値 土標 準誤 差で表 し

た . 体重
, 換気量お よび 肺圧量曲線の 群間の 有意差 ほ

,
分散分

析 を行な っ た うえ ,
S c h e ff 6 の 多重比較テ ス ト で判定 した . 生

存率 の 有意差判定 に は
,
F i sh e r の 直接確率計 算を 用い た

.
いず

れも , 危険率 ( P) が0 . 0 5 以下 を有意 と した .

成 績

Ⅰ . サ ー フ ァ ク タン トの組成

N - S は
, 約 78 % の リ ソ 脂質 , 約 13 % の 中性脂質と脂肪酸,

お よ び 約 9 % の 蛋 白 質 (S P - A
,
7 .9 % ; S P - B

,
0 .4 % ; S P-C ,

0 .7 % ) よ り成 り立 っ て い た .

一 方 ,
A ( - ) -S は

, 約 98 % の リ ソ

脂質 ∴約 1 % の 中性脂質 と脂肪酸 ,
お よ び疎水性蛋白質 1 .0 5 %

(S P - B
,
0 .3 5 % ; S P - C

,
0 .7 0 % ) よ り成 り立 っ て お り

, 親水性蛋白

質で ある S P- A は含 まれ て い なか っ た . ま た
,
N - S に比べ て 中

性脂質や 脂肪酸の 含有量ほ 減少 して い た (表 1 ) .

カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ

ー

に よ り抽出 され た そ れ ぞれの 試験

管 内 の 試 料 の 吸 光 度 (紫 外 線 280 r l m ) を 図 2 に 示 し た .

A (
-

)-S ほ
,
主に 4 つ の ピ ー ク に 分け られ , 最初の ピ ー ク に ほ

S P-B
,
次 の 小 さ な ピ ー ク には S P-C

, 最後の 2 つ の ピ ー ク に は

脂質 が含 まれ て い た .
S D S- P A G E で は ∴試験管番号17 ～ 2 1 番

に S P-B が , 2 7 ～ 3 3 番 に S P - C が存在 して い た (図 3) .

Ⅰ . 各種 サ
ー

フ ァ クタ ン ト由来物質 によ る換気量

1 . S ト A の 有無に 関す る検討

対照群の ウ サ ギ 未熟胎 仔 は
,

7 羽 中 4 羽 が 実験 中 に 死亡 し

た .

一

方 ,
N - S 群 ,

A (
-

)- S 群 お よび L-F 群 でほ
, 実験終了時

まで 全例が 生存 し
,
対照 群 に 比 べ 有 意 に 良好 な 生存率 を示 し
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サ ー フ ァ ク タ ン ト関連蛋白と換気量

た . な お , 本 検 討 に お け る 4 群 の 胎 仔 の 体 重 の 平均 値 ほ

19 .7 ～ 2 6 ･1 g で あり , 群間 に 有意差 は認 め られ なか っ た (表 2) .

図4 に 各群 の 換気量を 示 した . 何も投与 しな か っ た 対照群で

は
▲

い ずれ の PI P でも 3 m l/ k g 以下 の 換気量 しか 得 られ なか っ

た . また
,

L- F 群で は
, 対照群 と 同 じく ほ とん ど換気量が 得 ら

れな か っ た .
こ れ に 対 し

,
N- S 群 の 換 気 量 は , P I P を

25 c m H 2 0 に 設定 した最初 の15 分 間 の 場 合 で 32 A ～ 3 3 .3 m l/ k g ,

2 0 c m H 20 の 場 合 で 21 ･8 士2 .0 mi / k g ,
1 5 c m H 2 0 の 場 合 で

10 .0 ±1 .2 m l/ k g を示 し , 最後に PIP を 25 c m H 20 に再上 昇 させ

た場 合 に も 最 初 と ほ ぼ 同 じ で 35 .7 士2 .7 m l/ k g を 示 した .

A (
- ) -S 群で ほ

!
N - S 群 と同程度 の 換気量が 得られ た .

2 . S P -B の 濃度に 関す る検討

対照群 の ウ サ ギ 未熟胎 仔は
,

7 羽 中 3 羽が 実験中 に 死亡 し

た .

一 方 , 再構築 サ ー フ ァ ク タ ン トを 投与 した R S- a
,
R S- b

,
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R S- C
,
R S -d お よび RS- e 群で は

! 実験終 了時 ま で 全 例が 生存

し
, 対照群に 比 べ 有意に 良好な 生存率を 示 した . なお , 本検討

に おけ る 6 群 の 胎仔の 体重の 平均値 ほ 21 .5 ～ 24 .5 g で あり , 群

間 に 有意差ほ認め られな か っ た (表 3 ) .

本検討に おけ る各 PIP で の 換気量を 囲5 に 示 した . S P - C が

1 ･4 0 % 含 ま れ て い て も ,
S P - B が 0 % の R S- a 群 で は

,

2 5 c m H 2 0 の PI P で も 6 ･0 土0 .8 m l/ k g の 換気 量 しか 得 られ な

か っ た ･

一 方 ,
P I P が 25 c m H 2 0 の 場 合 ,

S P -B の 濃 度 が

0 ･1 8 % の R S -

C 群の 換気量は 9 .0 ±1 .6 m l/ k g ,
S P - B が 0 .3 5 % の

R S - d 群 で は 1 6 ･7 土1 .1 m V k g ,
0 .7 0 % の R S -

e 群 で ほ25 .0 土

2 ･3 m l/ k g と
, 換気量は ほ ぼS P - B の 濃度依存性に 増加 した . し
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支±S E M . 0 ,
2 5 c m H 2 0 P I P ; △ , 2 0 c m H 20 PI P ; ○ ,

1 5

C m H 2 0 P I P .

*
P < 0 .0 5 v s c o n tr ol g r o u p . S P - B a n d S P- C

i n d i c a t e s u rf a c t a n トa s s o cia t e d p r o t ei n B a n d C
, r e S p e C ti v ely .

R S
,

r e C O n S tit u t e d s u rf a ct a n t .

T a bl e 3 . A d mi ni s t e r e d m a t e ri aI a n d c h a r a c te ris ti c s

C O n C e n tr a tio n o f S P - B

Of i m m a t u r e n e w b o r n r a b bit s in st u d y f o r

G r o u p

C o m p o siti o n of

a d m i ni s te r e d m a t e ri al

しF S P - B

( m g) (% )

N u m b e r of N u m b e r of

r a b b its s u r vi v al

e x a m i n e d r a b bit s

B o d y

W ei g h t

( 富 士S E 軋 g)
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1

1

1

7

7
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*

*

*

*
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2 1 . 5 士1 . 2

2 3 . 2 士1 . 2

2 1 . 8 ±1 . 1

2 3 . 0 士0 . 7

2 3 . 2 士1 . 3

2 4 . 5 士1 . 7

しF
･
li pi d f r a c ti o n o f $ u rf a c ta n t ･ S P - B a n d S P - C i n di c a te s u rf a c t a n t - a S S O Ci a t e d p r o te i n B a n d

C
,
r e S p e C ti v el y ･ R S -

a ･ R S - b
･
R S -

C
,
R S - d a n d R S -

e i n di c a t e r e c o n stit u t e d & u rL a c t a n ト a ,
-b

,

-

C
,

- d a n d -

e
･

r e S p e C ti v el y ･

*
P < 0 ･0 5 v s c o n t r ol g r o u p ■ A ni m al s of t h e R S -

a
,

-b
,

-

C
,

-d & n d - e

g r o u p s w e r e i n s till e d R S -

a
･

- b
･

-

C ･
- d a n d -

e
･

r e S p e C ti v el y ･ A ni m als of th e c o n tr ol g r o u p
r e c ei v e d n o m a t e ri al .
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か し
,

P I P が 20 c m H 2 0 お よび 15 c m H 20 で の 換気量 は
. 各群

間に有意差 を認 め な か っ た .

3 . S P - C の 濃度 に 関す る検討

対照群 の ウ サ ギ 未熟胎 仔 は
,

7 羽中 3 羽 が 実験 中 に 死亡 し

た .

一 方
,

再構 築 サ ー フ ァ ク タ ン トを 投 与 した RS -f
,
R S- g ,

R S 九 R S ,i お よび RS -

e 群で は ∴ 実験終 了 時 ま で 全例 が 生存

し, 対照群 に 比 べ 有意に 良好 な生存率を 示 した . な お
, 本検討

に お け る 6 群の 胎仔の 体重の 平均値 ほ 20 .5 ～ 2 5 .8 g で あ り , 群

間に 有意差 ほ 認め られな か っ た (表 4 ) .

各群の 換気量を 図 6 に 示 した . S P - B を 0 ,7 0 % 含 ん で い る

が
,

S PT C を 全 く 含 ま な い R S -f 群 の 換 気 量 は
,

P I P を

0

0

(

ぎ
二

∈
)

①

∈
コ
一

〇
>

葡
P

F

0

C o nt r oI R S -f R S -

g R S - h R S -i R S -

e

G r o u p

F ig . 6 . T id al v ol u m e s a t 2 5
,

2 0 a n d 1 5 c m H 20 p e a k

i n s pi r a t o r y p r e s s u r e ( P I P) i n a n i m als r e c ei vi n g v a ri o u s

r e c o n s tit u t e d s u rf a c t a n t s a n d i n c o n t r ol g r o u p . V al u e s a r e

真土S E M . 0 ,
2 5 c rn H 20 P I P ; △ , 2 0 c m H 20 P I P ; ◎ , 1 5

c m H 2 0 P I P .

*
P < 0 .0 5 v s c o n tr ol g r o u p . S P - B a n d S P- C

i n di c a t e s u rf a c t a n t -

a S S O C i at e d p r o t ei n B a n d C
, r e S p e C ti v eI y .

R S , r e C O n S tit u t e d s u rf a c t a n t .

2 5 c 皿 H 2 0 に し て も 5 .5 ±0 .9 m l/ k g しか 得 ら れ な か っ た .

S P- C の 濃 度 を 0 .1 8 % (R S -

g 群),
0 .3 5 % ( R S- h 群) ,

0 .7 0 %

( R S-i 群) お よ び l .40 % (R SL e 群) と増加 して い く と
,

P IP が

25 c r n H 2 0 で の 換 気 量 ほ
,

そ れ ぞれ 1 4 .7 ±2 .3 m l/ k g ,
1 8 .2 ±

2 .2 m l/ k g ,
1 8 .6 ±2 .6 mi / k g お よび 25 .0 土2 .3 mi / k g と はぼS P - C

の 濃 度に依存 して 増加 し た . しか し
,
P I P が20 c m H 20 お よび

1 5 c m H 20 で の 換気量は
t 各群間に有 意差 を 認め なか っ た .

4 = . 蛋 白質濃度 に 関す る検討 (S P-B と S P - C の 比 を 1 : 2 に

固定 した 場合)

0

0

0

(

ぎ
二
∈

)

む

∈
⊃

ち
>

葡
P

F

C o nt r oI R S -

j R S p k ▲ R S -1 R S -

e A( -) - S

G r o u p

F ig . 7 . T id al v o I u m e s a t 2 5
,

2 0 a n d 1 5 c m H 20 p e a k

in s pir a t o r y p r e s s u r e ( PI P) i n a n i m aI s r e c ei vi n g v a rio u s

r e c o n stit u t e d s u rf a c t a n t s
,

S u rf a c t a n t wi th o u t s u rf a c t a n ト

a s s o ci a t e d p r o t ei n A ( A ( - ) - S) a n d in c o n tr ol g r o u p ･

V al u e s a r e

一

重 土S E M . 0 ,
2 5 c m H 2 0 P I P ; △ ,

2 0 c m H 20

P I P ; ○ ,
1 5 c m H 20 P I P .

串
P < 0 .0 5 v s c o n t r ol g r o u p ,

昏
P < 0 .0 5 b e t w e e n R S -

e a n d A (
-

)- S g r o u p . S PM B a n d

S P - C i n d i c a t e s u rf a c t a n t -

a S S O Ci a t e d p r ot ei n B a n d C
,
r e-

S p e C ti v el y . R S , r e C O n Stit u t e d s u rf a c ta n t .

T a b l e 4 . A d m i ni s te r e d m a t e ria l a n d c h a r a c t e ri s ti c s of i m m a t u r e n e w b o r n r a b b it s i n s t u d y f o r

C O n C e n t r a ti o n o f S P - C

C o m p o siti o n o f

a d m ih is t e r e d m a t e rial
G r o u p
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( m g) ( % ) ( %)
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( 貢 ±S E M
, g)
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2 1 . 2 士2 . 2

2 1 .4 士1 . 5

24 .1 ±1 . 4

2 4 .7 士1 . 5

25 .8 士1 . 8

2 0 .5 士1 . 0

し F
,
1ipid f r a c ti o n of s u rf a c t a n t . S P - B a n d S P - C i n di c a t e s u rf a c t a n t -

a S S O Ci at e d p r o t e in B a n d

C
,

r e S p e C ti v el y ･ R S -f
,
R S .

g ,
R S - h

,
R S -i a n d R S - e i n di c a t e r e c o n stit u t e d s u rf a c t a n t p f ,

-

g .
- h . j

a n d -

e
,

r e S P e C ti v el y .

*
P < 0 .0 5 v s c o n t r ol g r o u p . A nir n al s of th e R S -f ,

-

g ,
- h ,

-i a n d -

e

g r9 u p S W e r e i n s till e d R S -f
!

-

g ,

- h
.

-i a n d -

e
,

r e S p e C ti v ely . A n i m al s o f
'

t h e c o n t r o l g r o u p
r e c ei v e d n o m a t e ri al .



サ ー フ ァ ク タ ン ト 関連蛋白と換気量

対照群の ウ サ ギ未熟胎 仔は
, 7 羽 中 4 羽 が 実験 中 に 死亡 し

た .

一 方 , 再構 築 サ ー フ ァ ク タ ン ト を 投与 した R S -j, R S- k
,

R S -1 お よび R S- e 群 で は
, 実験終了時 まで 仝例が 生存 し

, 対照

群に 比 べ 有意 に 良好 な生存率を示 した . なお
, 本検討に お ける

6 群の 胎仔の 体重の 平均値ほ 20 .3 ～ 2 4 .1 g で あり 仁 群間 に 有意

差は認め られ なか っ た (表 5) .

図7 に 本検討 の 各 PIP で の 換気量を 示 した . 疎 水性蛋 白質

(SP-B と S P- C の 比が l : 2 の も の) を 0 .5 3 % を含む RS - k 群

で は ,
P I P が 25 c m H 2 0 で も 4 .6 土1 .O m l/ k g の 換気慶 しか 得 ら

れなか っ た .

一

方 ,
P I P が 25 c m H 20 の 場合

, 疎水性蛋 白質を

1 .05 % 含む R S-1 群の 換気量ほ 16 .

.
0 土2 .5 血/k g と 対照群 に 比 べ

て 有意に 増加 し
,
2 ･1 0 % 含む RS -

e 群で ほ 25 .0 士2 .3 m l/ k g と さ

らに 増加 した . しか し , R S -

e 群 の 換気 量 ほ
, 全 て の PI P で

(

晋
､

盲
)

む

∈
コ
一

〇
>

ひ
u

コ

｣

5 0

4 0

0

0

3

2

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0

P r e s s u re (C m H
2
0)

F ig ･ 8 ･ S t ati c p r e s s u r e
q

v ol u m e r e c o r di n g s of th e l u n g
-t h o r a x

Sy St e m i n a ni m al s r e c ei vi n g s u rf a c t a n t w ith o u t s u rf a c t a n t-
a s s o ci a t e d p r o t ei n A (A ( - )- S) ,

r e C O n S tit u t e d s u rf a c t a n t- e

(R S -

e) a n d i n c o n t r ol g r o u p . V al u e s a r e 豆 土S E M . ▲ ,

A 卜)-S g r o u p ( n = 7) ; □ , R S- e g r O u P ( n
= 7) ; ○,

C O n tr Ol

g r o u p ( n = 7) ･

*
P < 0 .0 5 v s c o n tr ol g r o u p .

3 1 7

A ( - ) -S 群よ り有意に 少 なか っ た .

図8 に
, 本検 討の A 卜) - S 群 ,

R S -

e 群お よ び 対照群に つ い

て調査 した 静的肺圧畳曲線を示 した . 何も投与 しなか っ た 対照

群 で は
, 最大に加圧 した 場合(30 c m H 2 0 ) で も3 .4 土0 .4 m l/ k g の

肺気量 しか 得 られな か っ た .
こ れに 対 し

,
A ( 十トS 群 の 肺気量

ほ
,

3 0 c r n H 2 0 に 加 圧 し た 場 合 で 66 .2 土3 .O m l/ k g を 示 し
,

5 c m H 2 0 に 減圧 しても 33 .9 士2 .4 r n V k g を 示 した . R S- e 群でも

A ( - トS 群 と同程度 の 肺気畳が得 られ ,
こ の 両群 間に はすべ て

の 圧 で 有意差 が認め られなか っ た .

考 察

在胎26 日未満 の ウ サ ギ 未熟胎仔(満期妊娠日 数 = 3 1 日) は
上 白

己 の 肺サ ー フ
ァ ク タ ン トが欠如 して お り , 人工呼 吸を 施行 して

も 5 m l/ k g 以上 の 換気量は得 られ な い が , 外部 よ り サ
ー

フ ァ ク

タ ン トを 補充す る と
,

そ の 活性に見合 っ た 換気畳 が得 られる と

報告 され て い る
20 卜23)

. 今回の 実験で も, 全 て の 検討の 対照 群 で

わ ずか の 換気畳 しか得 られ ず
, 実験中の 生存率も 57 % 以下で

あ っ た .

一 方 ,
N - S を投与 した胎仔 (S P - A の 有無に 関す る 検

討) の 換気畳ほ
,
P I P を 25 c m H 20 に した 場合 に 30 m l/ k g 前

後 .
1 5 c m H 2 0 に し て も 10 m l/ k g 前 後 出 現 し

,
生 存 率 も

1 00 % で あ っ た . した が っ て
, 今回使用 した 動物 と方法は

l 各

種 検体 の 換気量増加作用を 検索す るもの と して 適当と 判断され

る . ま た 同時に , N -S は十分な換気量増加作用 を 持 つ もの と 言

う こ と が できる .

サ ー フ ァ ク タ ン ト の 主成分は リ ソ 脂質で ある
紬

. 今回 用 い た

N - S の 取成ほ
,
F i sh e r ら

町
や Ki n g ら

26)
が天然の 肺サ

ー フ
ァ ク

タ : / † の 組成 と して 報告 し て い るも の と ほ ぼ
一 致 し

,
そ の

7 8 % が リ ン 脂質 で占め られ て い た , サ ー

フ ァ ク タ ン トがそ の 作

用 を発揮す るた め に ほ
,

リ ソ 脂質の 分子 が気液界面に 吸着 し,

模様構造 (吸 着膜) を形成 する必 要が あると考 え られ て い る
t)

.

しか し
,

リ ソ 脂質 の み で は 吸着膜を 形成す る こ と が で きず , 蛋

白質 の 必 要 な こ と が 物 理 化 学 的 検索 に よ り 示 唆 さ れ て い

る
2丁) ～ 31 )

. 本研究の S P-A の 有無に関す る検討で , 蛋白 質を 除去

した L-F を 投与 した 動物 の 換 気量 が
, 対 照群 と は ぼ等 しく

3 m l/ k g 以下 で あ っ た こ と ほ
,

上 記の 物理 化学 的検索 に よ る示

唆 を生理 的に 確認 した もの と言え る だ ろう .

サ ー フ ァ ク タ ン ト関連蛋白の うち
,
S P- A に は脂質 の 表面 吸

T a b le 5 ･ A d m i n is t e r e d m a t e ri al a n d c h a r a c te ri s ti c s of i m m a t u r e n e w b o r n r a b bit s i n s t u d y f o r

C O rl C e n tr a tio n o f p r ot ei n

C o m p o siti o n of

a d m i ni s te r ed m a t e ri al
G r o u p

L - F S P - B & S P - C

( m g) ( % )

N u m b e r o f N u m b e r of

r a b b its s u r v i v al

e x a m i n e d r a b bit s

B o d y

W ei g h t

ほ 士S E M , g)

C o n tr oI
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R S - k

R S -1

R S -

e

A ( -

) - S

0
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5

5

5

5

ご
U

3

5

0

0

0

2

5

0

1

1

0

0

1
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7
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7
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7

7

*

▲
T

▲
T

▲
T

*

3

7

7

7
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7

2 4 . 1 士1 . 5

2 0 . 3 士1 . 3

2 0 . 7 士1 . 3

2 2 . 3 士1 . 0

2 0 . 6 士1 . 4

2 2 . 0 ±1 .7

L - F , 1ipid f r a c ti o n o f s u rf a c t a n t ･ A (
-

) 一 S
,

S u rf a c t a n t wi th o u t s u rf a c t a n t -

a S S O Ci a t e d p r o t ei n

A ･ S P - B a n d S P q C i n di c a t e s u rf a c t a n t
-

a S S O Ci a t e d p r o t ei n B a n d C
,

r e S P e C ti v ely . R S -j ,
R S - k

,

R S -1 a n d R S -

e i n di c a t e r e c o n s tit u t e d s u rf a ct a n トj ,

- k
,

-l
, a n d - e

, r e S p e C ti v el y .
I

*
p < 0 .0 5 v s

C O n tr Ol g r o u p ･ A ni m als of th e R S -j,

- k
,

-1
,

-

e a n d A 卜) - S g r o u p s w e r e i n s till e d R S -j ,

-k
,

-l
,

-

e a n d A (十) - S ,
r e S P e C ti v el y l A ni m al s of th e c o n t r ol g r o u p r e c ei v e d n o m a t e ri al .
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着を 促進 させ る働 きの ある こ とが知 られて い る
32 ト 34 )

. しか し
,

こ の S P -

A の 働 きは物理的測定法を 用 い
,

しか も 脂質 濃度 を

1 .O m g/ m l 以下 に 調整 した場合 に 見 い だ された もの で あ る . 正

常な肺胞被 覆層 の サ ー フ ァ ク タ ン ト 脂質 濃度 は 1 20 m g/ m l 前

後 と見棲 も られて お り
35)

, そ の 濃 度が 1 .5 m g/ m l 以下 で は
,

い

か な る サ ー フ ァ ク タ こ/ t も換気量 を増加 させ る効果ほ な い と言

わ れ て い る
36)

. した が っ て
,

上記 の 物 理的測定 で見 い だ され た

S P - A の 働 きを
, すぐ さま換気量増加作用 に 関連づ けて 論ず る

こ と ほ で きな い と 考え る . 事実 t 今 回 の S P - A の 有無に 関す る

検討 で ほ
I
N - S 群 と A (

-

)- S 群 の 換気量が は ぼ等 し い と い う所

見を 得た . すな わ ち
,
生理的な脂質濃度に 近 い 条件で 行な っ た

今回の 実験結 果か らほ
,
S P - A が存在 して い なくて も , 十 分な

換気量を得る こ とが で き ると 恕諭 され る ,

S P - B に も ,
サ ー フ ァ ク タ ン ト脂質や 合成脂質の 表 面吸 着を

促進 させ る作用 の ある こ と が 知 られ て い る
g)2T)

. しか し
,

S P - B

と S P - C が 協同 して 換気量を 発現 させ る作用に 関与 して い る よ

うな 場合 に は
,
S P - B を 単独 で サ ー フ ァ ク タ ン ト脂質に 添加 し

て も
,
正当な 働きを 見出せ ない おそれ が ある . S P- C が 1 .4 0 %

存在す ると い う条件下で S P - B の 濃度を変 えた今 回の S P-B の

濃度に 関す る 検討で ほ
,
S P - B が全く存在 しな い 場合 ,

P I P が

25 c m H 2 0 で も換気量 は 6 m l/ k 名 前後しか得 られ な か っ た . ま

た
,
S P - B の 濃度が 0 ～ 0 .7 0 % の 範囲で ほ

,
ほ ぼ 濃度依存性 に 換

気量が 増加 した
.

こ の 結 果ほ ,
S P - B が換気量増加作 用 に 不 可

欠な蛋白質で ある こ とを 示す もの で あろう . また ,
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体を 使用 した 実験 で
, 換気量増加に対す る S P

-

B の 重要

性を 指摘 した K o b a y a s hi ら
3T)

の 見解を裏付け るも の で あろう .

物理的測 定 で は
,
S P- C にも サ ー フ ァ クタ ン = 脂質 の 表面 吸

着を 促進 させ る作用の あ る こ と が 知られ て い る
gユ27)

. しか し
,

S P- B の 濃度 に 関す る検討の R S -

a 群 で 示 され た よう に
,
しF に

S P - C 分画 を 1 .4 0 % 添加 した もの の換気量ほ
, 対席群 よ り若干

大きい が
, 十分畠で あると ほ 言い 難か っ た . した が っ て

, 換気

量増加作用に 対す る S P - C の 働きを 見た S P - C の 濃度 に 関す る

検討で も ,
S P- B を 0 .7 0 % 加えた うえ で

,
S P - C の 濃度を 変化

させ る と い う方法 を 用い た . そ の 結果 ,
S P - C の 濃度 が 0 ～

1 .4 0 % の 間で ほ
,

ほ ぼ S P - C の 濃 度依存 性 に 換気 量 が 増加 し

た .
こ の こ とか ら

,
S P - C も換気量増加作用に 不 可 欠 な 蛋 白質

で あると考え られ る .

N -S お よび A (
- ) - S 中の S P - B と S P - C の 重量比は

,
ほ ぼ

1 : 2 で あ っ た こ とか ら , 蛋白質濃度 に関す る検討 で は
,

S P- B

と S P-C の 比 を 1 : 2 に 固定 し
, 脂質 に 対す る こ の 2 種 の 蛋白

質 の 濃度を 変化 させ た . こ の 場合 ∴蛋白質濃度が 0 .5 3 % 以下 で

は ほ とん ど換気量が 得 られな か っ た が
,
1 . 略% を 越え る と換気

量が 増加 し
,

は ぼ蛋白質の 濃 度依存性 に換気量が 増加 した .
こ

の こ とか ら
, 換気量を 増加 させ る脂質 の 臨界濃度が あ る

38〉
の と

同様に , 蛋白質 に も臨界濃度が存在 し
,

そ の 濃度は
, 今回の 再

構築 サ ー フ ァ クタ ン トで は 0 .5 3 ～ 1 .0 5 % の 間に あ る と推測 され

た .

A ( - ) - S 中 に 含 ま れ る S P - B と S P - C の 合 計 の 濃 度 は

1 .0 5 % で あ っ た . しか し
, 再構築 サ ー フ ァ ク タ ン トで は , そ の

濃度を 2 倍 の 2 .1 0 % に して も, 全て の PI P で A ( - ) -S よ り有

意 に小 さ い 換気呈 しか 得られ なか っ た . こ の ような 問題が 生 じ

た 原因と して
,

カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よる 分離操作で 蛋

白質が変性 した 可 能性や
,
必要 な分画を 廃棄 して しま っ た 可能

性, さ らに は
, 脂質と蛋白質がい っ た ん分離されて し まう と元

稲 田

の ように再結合 しな い 可能性 な どが考 えられ る .
こ れ らの 可能

性を 判別す る た め に ほ
, 脂質 と蛋白質 の 分離法お よび 再構築法

を 改め て 検討す る必要 が ある . また
, 今 回 の 実験で は

,
S P - B と

S P- C の 濃度 を A ( -

)- S の 2 倍 (2 .1 0 % ) ま で し か 増加 さ せ な

か っ た が
,

さ ら に濃度を 増加 して い 桝 ゴ
, 再構築 サ ー フ ァ ク タ

ン ト でも A( 一 ) - S に匹敵す る換気量が 得られ る可能性も考えら

れ る ･ こ の 可能性 に つ い て も , 新た に 検討す る必要が あると言

えよ う.

以上 の よ うに
, 今 回 の 実験 で ほ若干 の 問題が 未解決の まま残

された ･ しか し
,

い っ た ん分離 した蛋白質 と牌質か らな る再構

築サ ー フ ァ ク タ ン トの 活性が
, 元 の サ ー フ ァ ク タ ン トよ り劣 っ

て い る と い う問題 ほ
, 換気量 を測定 した 今回 の 実験で 初めて 明

らか に な っ たも の で ある . 通 常 , 肺 サ
ー フ

ァ ク タ ン ト の 活性

は
! 静的肺圧畳 曲線

3 岬
や 物理 的測定

細 抑
に よ り評 価 され て お

り , それ らで は今 回の よ うな 問題 が見出 されて い ない . 事乳

蛋白質濃度 に 関す る検討 で
,

A ( - )- S と R S q e に つ い て静的肺

圧量曲線 の 評価 を行 な っ た と こ ろ
, 両者 に 差ほ 認め られなか っ

た . 表面吸着速度 の 遅 い サ ー フ ァ ク タ ン トで ほ , 静的な肺圧量

曲線 を改善 で きても
, 動き の 早 い 呼吸運動に は つ い て い けず

,

十分な換気量 が得られ な い と考 え られ る . した が っ て
, 今回 の

実験 で 用 い た 分離 ･ 再構築操作ほ
,

サ ー フ
ァ ク タ ン トの 表面吸

着速 度に関す る 国子 に何 らか の 変化を もた ら した もの と考え ら

れる . また
, 視点 を変えれ ば, 今 回 の 実験結果は

一
生体 におけ

るサ ー フ ァ ク タ ン トの 活性を , 静的な 状態で 評価す る こ とに ほ

注意 が必要 な こ と を示 すも の で あろう .

今 回の 実験結果 と考察 に よ り ,
サ ー フ ァ ク タ ン トの 換気量増

加作 用に S P- A は あま り関係が な い が
,
S P - B と S P- C の 両者

ほ必 要な 因子 で あり , 両者が 協同 して 換気量を増 加 させ て い る

と結 論され た . しか し, S P- B と S P-C が どの ように 協 同して換

気量 を増加 させ るか に つ い て は
t 今回 の 実験か ら詳細 な こ とは

判明せず , 今後 の 検討を 要す る と考え られた . ま た
,

い っ たん

分離 してか ら再構築 した サ ー フ ァ ク タ ン ト の 換気 量増加作用

は
, 元 の サ ー フ

ァ ク タ ン トに は及ばず , 分離法や 再構築法を改

め て 検討す る こ とも必要 で ある と考え られ た .

結 論

ブ タ肺 サ ー フ ァ ク タ ン トか ら S P- A を 除去 した もの
,
全て の

蛋白質を 除去 した 脂質分 画, お よ び こ の 脂 質分 画 に S P-B や

S P - C を種 々 の 比率 で 混合 した 再構築サ ー フ ァ ク タ ン ト を ウ サ

ギ未 熟胎仔 の 肺 内に 注入 した うえ , 換気量と 静的肺圧量曲線を

測定 し
, 以下 の 結論を 待た .

1 . S P- A は
,

サ
ー

フ ァ ク タ ン トの 換気量増加作用 にあま り

効果 がな い 蛋白質で あ る .

2 .
S Pr B と S P - C は

, 換気量増加作 用に 不 可欠 な蛋白質であ

り, 両者が 協 同 して 作用を 発揮す る .

3 . S P - C が 1 .4 0 % 存 在 す る 場 合 ,
S P - B の 濃 度 が

0 ～ 0 .7 0 % の 範 囲 で は
, ほ ぼ濃度依存性 に 換気量が 増加する .

4 . S P - B が 0 .7 0 % 存 在 す る 場 合 ,
S P - C の 濃 度 が

0 ～ 1 .4 0 % の 範囲 で は
,

は ぼ濃度依存性 に 換気量が 増加する ･

5 . S P - B と S P - C の 比 が 1 : 2 の 場合 , 両者 の 合計濃度が

0 .5 3 % 以下 で は 十分な換 気量 が得られ な い .

一

方 ,
1 .0 5 % 以上

に なる と換気畳が 増加す る . す なわ ち
,
S P - B と S P - C の 両者が

存在 して い て も , 換気量を 増加 させ る た め の 臨界濃度が存在す

る .



サ
ー

フ ァ ク タ ン ト関連蛋 白と換気量

6 . S P - B を 0 .7 0 %
,
S P- C を 1 .4 0 % (天然 サ ー フ

ァ ク タ ン ト

の 2 倍) 含有 した再構築 サ
ー フ ァ ク タ ン ト は

l 天然サ ー フ
ァ ク

タ ン ト とほ ぼ同程度に ま で 静的肺 圧量 曲線 を 改善 した . しか

し
,

その 換気量増加作用ほ 天然の もの に及 ばな か っ た .
こ の こ

とか ら ,
サ ー フ ァ ク タ ン

.

トの 活性 ほ
l 換気量増加作用に よ っ て

判定す べ きで ある と考 え られた .
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V e n tila ti o n i n p r e m at u r e a n d f u11t e r m r a b bit n e o n a t e s .

R e s pir . P h y si ol .
,
3 8

,
2 8 3 -3 0 2 (1 9 7 9) .

1 9) 新 多恵子 : 肺水腫 がサ ー

フ ァ ク タ ン ト 活性 を 介 して 換気

能に お よ ぼす影響 . ウ サ ギ 未熟胎仔 に よ る検討 . 十全 医会誌,

1 0 0
,
1 0 7 0-1 08 4 (1 9 91) .

2 0) R o b e r t s o n , B . & L a c h m a n n
,

B . : E x p e ri m e n t al

e v al u a ti o n of s u rf a c t a n t s f o r r e pl a c e m e n t th e r a p y . E x p . L u n g

R e s .
,
14

,
2 7 9づ1 0 (1 9 8 軋

21 ) R o b e rt s o n
,

B .
,

C u r s t e d t
,

T .
,

G r o s s r n a n n
,

G .
,

K o b a y a s hi
,

T .
,

K o k u b o
,

M . & S u z u k i
,

Y . : P r olo n g e d

V e n til atio n of th e p r e m a t u r e n e w b o r n r a b bit a ft e r tr e at m e n t

wi th n a t u r al o r a p o p r o t ei n- b a s e d a r tific i al s u rf a c t a n t . E u r . J .

P e d i a tr .
, 1 47 , 1 6 8-1 7 3 (1 9 8 8) .

2 2) l( o b a y a s h i
,

T
り

G r o s s m a n n
,

G .
,

R o b e rt s o n
,

B . &

U e d a
,

T . : E ff e c t s of a rtifi ci al a n d n a t u r al s u rf a c t a n t

s u p pl e m e n t a ti o n i n i m m at u r e n e w b o r n r a b bit s . 日界面医会誌 ,

1 5
,
5 3 -5 9 (1 9 84) .

2 3) 小林 勉 , 泉 恵子 , 元壕雅也
, 村 上誠 一

, 小久保 雅

之 : 人工肺 サ
ー

フ ァ ク タ ン トの 界面特性と 生理 学的機能 との 相

関 . 日界面医会誌 ,
1 6

, 5 ト5 7 (1 9 8 5) .

2 4) N o tt e r
,

R . H .
,

T a b a k
,

S . A . & M a v is
,

R . I) . :

S u rf a c e p r o p e r tie s of bi n a ry m i x t u r e s o f s o m e p ul m o n a r y

S u rf a c t a n t c o m p o n e n t s . J . L ipid R e s .
,
21

,
1 0-2 2 (1 9 8 0).

2 5) F i s h e r
,

A . B . & C h a n d e r
,

A . : I n tr o d u c ti o n : l u n g

S u rf a c t a n t -

p h o s p h oli pid s a n d a p o p r o t e in s . E x p . L u n g R e s り

6
, 1 7 ト1 7 4 (1 9 8 4) .

2 6) K i n g ,
R . J . & C l e 血 e n t s

,
J . A . : S u rf a c e a cti v e

m a t e ri als f r o m d o g l u n g . II . C o m p o siti u n a n d p h y si ol o gi c a l
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C O r r el a ti o n s . A m . J . P h y si ol .
,
2 2 3

,
7 1 5 -7 2 6 (1 9 7 2) .

27 ) Y u
,

S . H . & P o s s m a y e r
,

F . : R e c o n s tit u ti o n o f

S u rf a c t a n t a c ti vi ty b y u si n g t h e 6 k D a a p o p r o t ei n a s s o ci a t e d

wi th p u l m o n a r y s u rf a c t a n t . B i o c h e m . J .
,
2 3 6

,
8 5- 8 9 (1 9 8 6) .

2 8) T a k a h a s h i
,
A . & F uji w a r a

,
T . : P r o t e olipid i n b o vi n e

l u n g s u rf a c t a n t : i ts r ol e i n s u rf a c t a n t f u n c ti o n . B i o c h e m .

B i o ph y s . R e s . C o m m u n .
,
13 5 , 5 2 7 -5 3 2 (1 9 8 6).

2 9) H a ll
,
S . B .

,
V e n k it a r a m a n , A . R . , W h it s e t t

,
J . A .

,

H o l m
,
B . A . & N o t t e r

,
R . H . : I m p o r t a n c e of h y d r o p h o bi c

a p o p r o t e in s a s c o n s tit u e n ts of cli ni c al e x o g e n o u s s u rf a c t a n t s .

A m . R e v . R e s pi r . Di s .
,
1 4 5

,
2 4 -3 0 (1 9 9 2) .

3 0) R id e r
,
E . D .

,
I k e g a m i

,
M .

,
W h i t s et t

,
J . A .

,
H ull ,

W ･

,
A b s o l o m

,
D ･ & J o b e

.
A . Il . : T r e a t m e n t r e s p o n s e s t o

S u rf a c t a n t s c o n t ai ni n g n a t u r al s u rf a c ta n t p r o t ei n s i n p r e t e r m

r a b b its , A m . R e v . R e s pir . Di s .
,

14 7
,
6 6 9 d6 7 6 (1 9 9 3) .

3 1) S u z u k i , Y . , C u r st e d t
,

T .
,
G r o s s m a n n

,
G .

,
K a b a y a s h i

,

T ･
,
N il s s o n

,
R .

,
N o h a r a

,
K . & R o b e r t s o n

,
B . : T h e r ol e o f

､

th e l o wT m Ol e c ul a r w ei gh t ( ≦15 00 0 d alt o n s) a p o p r o t ei n s o f

p u l m o n a r y s u rf a c t a n t . E u r . J . R e s pir . D is .
,
6 9 , 33 6 - 3 4 5 (1 9 8 6) .

3 2) H a w g o o d
,
S .

,
B e n s o n

,
B . J . & H a r n ilt o n , R . L . :

Eff e c t s of a s u rf a c t a n t -

a S S O Cia t e d p r o t e in a n d c al ci u m i o n s

O n th e s tr u c t u r e a n d s u rf a c e a c ti v ity of l u n g s u rf a c t a n t

li pid s . B i o c h e m is tr y ,
2 4

,
1 8 4 -1 90 (1 9 8 5) .

3 3) K i n g ,
R . J .

,
C a r mi c h a el

,
M . C . & H o r o wi t 2i

,
P . M . :

R e a s s e m bl y o f lipid
-

p r O t e in c o m pl e x e s o f p u l m o n a r y

S u rf a c ta n t . J . B i ol . C h e m .
,
2 5 8

, 1 06 7 2 -1 0 6 8 0 (1 9 83) .

3 4) K i n g ,
R . J . & M a c b e t h

, M . C . : P h y si c o c h e mi c al

p r o p e r ti e s of d ip al m it o yl p h o s p h a tid yl c h oli n e af t e r i n t e r a c ti o n

W ith a n a p oli p o p r o t ei n of p ul m o n a r y s u rf a c t a n t . B i o c hi m .

B io p h y s . A c t a
,
5 5 7

,
8 6-1 01 (1 9 7 9) .

3 5) K o b a y a s hi
,
T ･ & R o b e r t s o n

,
B ･ : S u rf a c e a d s o r p ti o n

Of p u l m o n a r y s u rf a c t a n t i n r el a ti o n t o b ulk- p h a s e c o n c e n tr a_
ti o n a n d p r e s e n c e of C a C 12 ･ R e s pir a tio n

,
4 4

,
6 3 - 7 0 (1 9 8 3) .

3 6) K o b a y a s hi
, T ･

, S hi d o , A ･
,

N it t a
,

K .
,

I n ui
,

S .
,

G a rl Z u k a
,
M ･ & R o b e r t s o n

,
B . : T h e c ri ti c al c o n c e n tr a ti o n

Of s u rf a c t a n t i n f e t al l u n g li q uid a t bir th ･ R e s pir ･ P h y si ol .
,

80
,
1 81-1 9 2 (1 9 9 0) .

3 7) K o b a y a s hi
,
T ･

,
N it t a

,
K ･

,
T a k a h a s h i

,
R ･

, K u r a s h i m a
,

K ･
,

R o b e rt s o n
,

B ･ & S u z u ki
,

Y ･ : A c ti vit y of p ul m o n a ry

S u rf a c t a n t af t e r b l o c ki n g th e a s s o c i a t e d p r o t ei n s S P - A a n d

S P - B . J . A p pl . P h y si ol .
,
71

,
5 3 0r5 3 6 (1 9 91) .

Y u
,
S ･ H ･

, W all a c e
,

D ･
,

B h a v n a n i
,

B .
,

E n h o r n i n g ,

H a r d i n g ,
P . G . R .

& P o s s m a y e r
,

F . : E ff e c t of

r e c o n s tit u te d p u l m o n a r y s u rf a c t a n t c o n t a in in g th e 6 00 0 - d alt o n

h y d r o ph o b ic p r o t ei n o n l u n g c o m pli a n c e of p r e m a t u r ely

d eliv e r e d r a b b it f e t u s e s . P e di a tr . R e s .
,
2 3 , 2 3 N3 0 (1 9 8 8) .

3 9) C o c k s h u tt
,

A . M .
,

W ei t z
,

J . & P o s s m a y e r
,

F . :

P ul m o n a r y s u rf a c ta n t- a S S O Ci a t e d p r o t ei n a e n h a n c e s th e

S u rf a c e a c ti vit y o王 Ii pid e x tr a c t s u rf a c t a n t a n d r e v e r s e s

i n hib itio n b y b l o o d p r o t ei n s i n vi tr o . B i o c h e m is tr y ,
29

,

8 4 2 4 - 84 2 9 (1 9 9 0) .

4 0) Y u
,
S . H . & P o s s m a y e r , F . . : A d s o r p ti o n

,
C O m p r e S Si o n

a n d s t a bilit y of s u rf a c e fil m s f r o m n at u r al , lipid e x tr a ct a n d

r e c o n s tit u te d p u lm o n a r y s u rf a c t a n ts . B io c h i m . B i o p h y s .

A ct a
,
1 1 6 7

,
2 6 4 -2 7 1 (1 9 9 3) .

C o m p o n e n t s a n d A m o u n t o f S u r 払 ct a n t - a SS O Ci a t e d P r ot e in N e c e ss ar y t O I n c r e a s e T i d al V ol u m e Y u k o W a se d a
,

D e p art m e n t of An e s th esi ol o g y a n d I nt e n si v e C a r e M e di ci n e
,
S c h o ol o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r slt y ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J ･

J u z e n M e d S o c .
,
1 04 , 3 1 1

- 3 2 1 ( 1 99 5)

K e y w o r d s s u rf a ct a n t - a S S O Ci ate d p r ot ei n
, P u l m o n a r

y s u rf a c ta n t
,
r e C O n Stit u t e d s u rf a c ta n t

,
i m m at u r e n e w b o rn r ab bit

,

tid al v ol u m e

A b st r a c t

T h e fu n c ti o n s of s urf a ct a n t - a SS ∝iat e d p r o tei n A
,
B a n d C (S P - A

,
B a n d C) o n th e a c ti vi ty o f p u l m o n a r y s u r fa ct a n t w e re

in v e sti g a te d t o o b t ai n b asic d at a f or d e v el op m e n t of a n artifi ci al s u rf a ct a n t . N at u r al s u rf a ct a n t ( N - S) w a s e x tr ac te d f r o m

P O r Cin e l u n g ,
a n d th e n t h e s u rf a ct a nt th a t did n ot c o nt ai n S P - A ( A (

-

)
- S ) a n d th e li p i d fr a cti o n ( し F) w e r e i s ol a t e d .

I n

ad diti o n
,
S e V er al r e c o n stit ut e d s urf a c t an tS W e r e P r eP ar e d b y a d d i n g v ar io u s a m o u n t s of S P - B a n d / o r S P - C ff a c ti o n s i nt o L - F ･

T h e s e s a m pl e s w er e i n stille d t o s u rf a ct an t - d e 丘ci e n t i m m at u r e r a b b it s th r o u g h t h e t r a c h e a
,

a n d th eir tid al v ol u m e s w ere

m e a s u re d ･ T h e a ni m al s re c ei vin g n o m at e ri al ( C O n tr Ol gr o u p) s h o w e d l e s s th a n 3 m l/k g of ti d al v ol u m e at p e ak i n spir ato ry

Pr e S S u r e ( P I P) of 2 5 c m H
2
0 ･ n e ti d al v ol u m e s o f a ni m al s r e c ei vi n g L - F al o n e w e r e a s l o w as th e c o n tr ol gr o u p . I n c o ntra st

,

th e a ni m al s r e c ei vi n g N - S ( N - S g r o up) e x hi b i te d a r o u n d 3 3 m l/ k g o f ti d al v ol u m e u n d e r th e s a m e a rti丘ci al v e n til ati o n

( P < 0 ･0 5 v s c o nt r ol g
r o u

p) ･ T h e r e w a s n o di fft r e n c e i n th e tid al v ol u m e s b et w e e n th e a n i m al s r e c ei vi n g A ( -) - S a n d N -S ･ I n

th e a ni m al s r e c ei v ln g r e C O n Stit ut e d s u rfa ct a nt
,
in w h i c h th e a m o u nt o f S P - C w a s l . 4 0 % an d th at of S P - B w a s O %

,
th e tid al

V Ol u m 甲 W er e a b o u t 6 rn 〟k g at P I P of 2 5 c m H
2
0 (N S v s c o ntr ol g r o up) . B u t th e ti d al v ol u m e s i n c r e a s e d i n p r o p o r ti o n to th e

a m o u nt of S P - B w h e n th e a m o u n t of S P - B w as m o r e th a n O ･1 8 % w ith l ･ 4 0 % of S P - C ･ S i mi 1 a d y ,
W h e n th e a m o u n t o f S P - B

W a S O ･7 0 % a n d th at of S P - C w a s O %
,
th e tid al v ol u m 由 w er e l o w ( N S v s c o ntr ol

. g r o u p) ,
b u t t h e ti d al v ol u m e i n cr e as e d i n
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p rQ P Orti o n t o th e a m o u n t of S P - C ･ T h e tid al v ol u m e w a s 4 ･6 i l ･O m u k g (吏±S E M ) at P Ⅳ o f 2 5 c m H
2
0 ( N S v s c o n tr ol g r o u p)

W h e n th e t ot al a m o u n t of S P - B a n d S P - C w as O ･ 5 3 % ( S P - B : S P - C
,
1 : 2) ,

b u t th e v ol u m e s i n cr e a s e d to 2 5 ･Oj=2 .3 m l/k g w h e n

th e a m o u nt O f t h e p r o tei n s w a s i n c r e a s e d to 2 ･1 0 % ( P < 0 ･0 5 v s c o n tr ol g r o u p) . I t w a s c o n cl u d e d 魚
･

O m th e s e r e s ul ts th a t S P - A

w a s n ot i m p ort a n t f o r s u rfa ct a n t a c ti vity b u t b ot h S P - B a n d S P - C w e r e n e c e ss a ry ･


