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ウ サ ギ肺虚 血後再濯流障害 モ デ ル に お け る

イ ン タ ー

ロ イ キ ン ー8 (I L - 8) の 関与

金沢大学 医学部 外科学第 一 幕座 ( 主任: 渡辺洋 字数授)

関 戸 伸 明

( 平成 5 年 2 月 2 日受付)

虚血 後再湾流障害は肺移植 の 成否を 左右す る重要 な問葛点で あり
,
好中球は そ の 主要 な原 因と い わ れ て い る . 肺虚血 後

再濯流 障害時 の 好 中球浸潤に 対す るイ ン タ ー

ロ イ キ ン ー8 (i n t e rl e u ki n
- 8

･
I L- 8) の 関与を 検討す るた め に

,
ウ サ ギ 肺を用 い 2 時間

虚 血 3 時 間再潅流 の 実験 モ デ ル を作製 し′ さ ら に抗 Ⅰし8 抗体 に よ る再湾流障害軽減 の 可 能性を 検討 した . 気管支肺胞洗浄液

(b r o n c h o
-

al v e ol a r l a v a g e fl uid ･ B A L F) お よび 組織ホ モ ジ ネ
ー

ト 中の Ⅰし8 濃度は
, 2 時間再濯流後 ま でに 比べ 3 時間再湾流後

に 有意 に 上 昇 した ( p < 0 ･ 0 5) ･ またそ れ に 一 致 して 3 時間再 潅流後 に は
,
B A L F 中の 好 中球 の 比率お よ び 実数 が増加 し

, 病理

組織学 的に も好 中球 の 血 管内の 凝集お よ び 間 乳 実質 へ の 浸潤が 認め られ た ･ 虚血 や 湾流の み で はⅠし8 の 上 昇も好 中球 の 浸潤

も認め なか っ た ･ 抗Ⅰし8 抗体は 気管支内 に 投与 して も無効で あ っ た が
, 耳静脈 内に 投与す ると再潅流 時の 好中球の 凝集 , 浸潤

を抑制す る こ とが できた ･ ま た IL -8 を気管支内に 投与する と
,
好中球の 浸潤 が 同様に 引き起 こ され た

｡
Ⅰし8 の 免疫覿織染色

に よ っ て , 細気管支 の 線毛上皮 お よび肺 胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジがI L - 8 を 主要 に 産生 して い る細胸 で ある と判 明 した . こ の ように肺

虚血 後再濯流障害時の 好中球 の 浸潤に は IL-8 が 主 要に 関与 し て い る こ と を確立 した ･ 今後 の IL -8 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 開発な ら

び に そ の 臨床応用が 期待され る .

K e y w o r d s i n t erl e u ki n - 8 (IL
-8) ･

is c h e m i a- r e P e rf u sio n i nj u ry ,
1u n g t r a n s p la n t atio n

,
n e u t r O p hil

i nfilt r a tio n

近年肺移植は 手術手技お よ び免疫抑制療法 の 進歩 に よ り
,

そ

の 成 熟 ま飛躍的に 向上 し 確立 した 治療手段 とな り つ つ ある .

しか し肺ほ そ の 構造上 の 特徴 に よ り保存 が他の 臓器 と比 べ 困難

で あり
, 現在臨床 で 用い られ て い る 方法 で は 4 ～ 6 時間が 限界

と 言わ れ 肺移植 の 普及を妨げ る要因と な っ て い る
-〉

.

一 方
, 虚

血 臓器 へ の 血 流の 再開が
, 機能の 回 復よ りもむ しろ 更な る鼠織

の 障害を 引き起 こ すと い う現象が
,

心 筋梗塞 , 脳梗塞 , 動脈閉

塞 ,
シ ョ ッ ク な どの 循環 不全の 後に 認め られ , 移植に お い て も

問題とな っ て い る . 肺移植 に お い て も虚血 後再湾 流障害に よ る

肺機能の 低下は
, 術後早期の 大きな 問題点 で ある . 虚 血後 再港

流障害の 原因と して近年活性酸素の 関与が 指摘さ れ , 活性 酸素

の 消去割に よ る 再濯流障害の 軽減も報告 させ て い る
2〉3)

. 活性酸

素 の 塵 生 源 と し て ほ キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ 糸 , 好 中球

N A D P H オ キ シ ダ ー ゼ 系 ,
ア ラ キ ド ン 酸代謝系な どが あげ られ

る ･ こ の うち好 中球 は活性酸素の み な らずプ ロ テ ア ー ゼ
,

フ
ォ

ス フ
ォ リ パ ー ゼ の 産 生源 と し て も 働 い て い る と 考 え られ て い

る
… )

. また 虚血 後再准流障膏 を起こ した 肺に お い て ほ 細 血 管

に 好中球の 塞栓 が み られ , 再港流 時 の い わ ゆ る 非再 血 流 現象

( n o r efl o w ph e n o r n e n o n) に も好中球 の 関与が い わ れ て い る
丁)

,

虚血 後再潅流障害 の 防止と して
, 白血 球除去や 白血 球 の 血 管内

皮 へ の 接着 阻止 が有効 で あ っ た と い う報告もな され
佃 〉

, 好 中

球が 虚血後再濯流障害 に お い て 重要な役割 を果た して い ると考

えられ て い る .

虚血後 再濯流障害に 限 らず鼠織損傷時 に は
,
生体反応と して

の 炎症反 応が起き , 局所に は 白血 球 が浸潤 して く る .
こ の 白血

球浸潤鹿槽 は実 に 複雑で あり
, 多種 の 因子 に よ り制御され るも

の と 考え られ て い る . 白血 球を最終的 に 炎症局所 へ 導く因 子が

遁走因子と して総称 され て お り
, 活性化補体第 5 成分,

ロ イ コ

トリ ェ ン B 4 (1 e u k o tri e n B . ,
L T B 4)

,
そ して 種 々 の サ イ ト カ イ ン

な どが知 られ て い る . 最近, 好 中球 に 対 して 強い 遊走能を 持つ

新 しい サ イ ト カ イ ン が 単離精製 され た .

イ ン タ ー ロ イ キ ン
嶋8 (I nt e rl e u k i n-8 , I L- 8) ほ

,
リ ボ 多 糖体

(lip o p oly s a c c h a rid e
,
L P S ) 刺激 ヒ ト末梢血 単核球 の 培養上 浦よ

り精 製され た
, 好中球道 走活性 を もつ サ イ ト カ イ ン で ある

10て

＼

Ⅰし8 蛋白 質ほ 成熟型 で 72 個 の ア ミ ノ 酸 よ りな り分 子 量 は 約

8
,
0 0 0 で ある .

Ⅰし8 は好 中球 に 対 して は 走化性 の み な らず ,
リ

ソ ゾ ー ム 酵素の 放 軋 ス
ー パ ー

オ キサ イ ドの 産 生の 誘導な どの

活性化 に も働く こ と が試 験管 内の 実験か ら明 ら か と な っ て い

る
11 卜 13 )

. 生体 内でほ 皮内投与
‖)t5)

, 静脈 内投 与
1 醐

,
関 節腔内投

与
柑)

の い ずれ の 系に お い て も, 大量 の 好中球の 投 与部位 へ の 動

員が 起き る こ と が報告 されて い る . ま た リ ウ マ チ 性関節炎
18)

,

成人 呼吸窮迫症候群 , 敗血 症
20) など で 鹿部や 血 中に Ⅰし8 が検出

A b b r e via tio n s : A M
,

al v e ola r m a c r o p h a g e ; B A L F
,

b r o n c h o - al v e ol a r l a v a g e fl uid ; B S A
,

b o vi n e s e r u m

alb u m in ; E L IS A , e n Zy m e -1 in k ed Ai m m u n o s o rb e n t a s s a y ; Ⅰし1
, i n t e rl e u ki n

-1 ; I L - 8
,

i nt e rl e u k in - 8 ; L T
,

1 e u k ot ri e n ; P A F
･ p la t ele t a c ti v at in g f a c t o r ; P B S

, p h o s p h at e b uff e r s ali n e ; S O D
,

S u p e r O Xid e dis m u t a s e ; T N F l

t u m o r n e c r o sis f a c t or
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肺虚血 後再潅流障害に お ける Ⅰし8 の 関与

され て お り ,
好中球の 浸潤を 伴 っ た 諸疾患 で の IL-8 の 関与が

想定され て い る ･

そ こ で 筆者は 肺虚血後 再 濯流 障害 に お け る好 中球 の 浸 潤 に

IL
-8 が 関与 して い る か

,
また 関与 して い る な らば 抗 Ⅰし8 抗体

に よ り再濯流障害の 防止が 可 能か どうか を ,
ウ サ ギ 実験 モ デ ル

を用い て 検討 した .

対象お よび 方法

Ⅰ . 実験動物

実験に は
▲
体重2 . 5 ～ 3 .O k g の ∵e w Z e al a n d W hit e 種 の 雌性

Fig . 1 . D i a gr a m of th e e x p e ri m e n t al p r o c e d u r e . 4 -O P r ol e n e

lig a t u r e s w e r e p a s s e d a r o u n d t h e p ul m o n a r y hili o n th e

b o th sid e s . T h e r a b bit l u n g w a s m a d e i s c h e m ic b y

Cl a m pi n g th e t o u r niq u et .

2 03

ウ サ ギ( 三 協ラ ボ サ ー ビス
, 東京) 42 羽を 用い た . ま ず前投薬と

して硫酸ア ト ロ ピ ン ( 田辺 , 東京) 0 .5 m g を 筋肉内注射 した . 耳

介の 静脈に 点滴路を 確保 し
,

ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム

( ア ポ ッ ト
,

イ リ ノイ
,
米国) 25 m g/ k g を 緩徐に 静 脈 内注 入 し

た . 手術台に仰臥位で 固定 し , 前頸部 お よ び前胸腹部を剃毛 し

た . 前頸部縦切 開に て気 管を 露 出後 ▲ 気管 切開 に よ り経 3 . 5

皿 m の 気管内挿管チ ュ
ー ブを 約1 . 5 c m 挿入 固定 し

, 人工 呼吸器

に 接続 した . 人工 呼吸器 は H a r v a rd 型人工 呼吸器 を 使用 し
, 酸

素濃度50 ‰ 1 回換気量 15 ～ 2 0 m l/ k g ,
換気 回数毎分30 回に 設

定 した . 人工 呼吸 器 が接続 され る と 同時 に 臭化 パ ン ク ロ ニ ウ ム

( オル ガ ノ ン
,

ア ム ス テ ル ダ ム
,

オ ラ ン ダ) 1 m g お よ び ジ ア ゼ パ

ム(武 臥 大阪) 2 m g を 静脈内投与 した . また 禰液ほ 5 % 乳酸 リ

ン ゲ ル 液 (大塚 ,
東京) を 5 m l/ k g/ h r で 行い

, 維持 麻酔 と して

塩酸 ケ タ ミ ソ ( 三 共 , 東京) を 10 m g/ h r の 濃度で持続点滴静江

した . さ らに 麻酔深度を維持する ため に
, 臭化 パ ン ク ロ ニ ウ ム

お よ び ジ ア ゼ パ ム を 適宜静注 した .

Ⅰ . 実験系 の作製

前胸部正 中を胸骨上 端よ り剣状 突起 ま で 皮切を加 えた . 刺状

突起 を上 端で 横切閲 し, 切開部よ り胸骨後面を 剥離 して , 胸骨

を正 中線上 で 縦切開 した . 開胸器 に て 胸壁を 左右 に 関大 し,
メ

ス に て胸膜 を破 り
,
左右の 肺門各 々 に 4 - 0 プ ロ レ ン 糸を 用 い て

タ
ー

ニ ケ ッ ト を 回 した ( 国1) . そ の 時点 で ヘ パ リ ン ナ ト リウ ム

( ノ ボ
,

コ ペ ン ハ ー

ゲ ン
,
デ ン マ ー ク) 2 0 0 単位/k g を静脈内投与

し全身 ヘ パ リ ン 化 と した .

一 側の タ ー ニ ケ ッ トを遮断する 時に

ほ
, 遮断する側 の 肺が 十分に 膨 らんだ 状態 で 行い

, また そ の 際

1 回換気畳を 8 ～ 1 0 m l/ k g に 下げたふ 左肺を 対象 と して 以下の

4 群 の 実験系 を作成 した .

1 . 対照群

対照と L て , 左肺虚血 を行わず 右肺門 タ
ー ニ ケ ッ トを 遮断 し

is c h e m j a fc r 2 h r r 叩
■

f u d o n f α 3 h r

k>ft p uI m o n a ry hiIu s cJa m p e d d e c la m p e d

right p uJ m o r w y hilu s cla m F X 3d

is c h e m ia f α
■

2 h r

＼
＼

♂
ト
｣

r 画 u d o n f α 3 什
Fig ･ 2 ･ M e th o d of i s ch e m i a a n d r e p e rf u s o n ･ F ir s t

,
t h e t o u r n iq u et of th e l ef t p ul o n a r y h il u s w a s cl a m p e d a n d th e l ef t l u n g w a s

m a d e is c h e mi c f o r 2 h r . T h e n th e t o u r n iq u e t of th e l ef t hil u s w a s d e cl a m p e d a n d th a t of th e ri g h t hil u s w a s cl a m p e d . A ll

V e n tila ti o n a n d b l o o d fl o w w e r e dir e c t e d t o w a r d s th e l eft l u n g d u ri n g 3 Y h r r e p e rf u sio n . ( + ) , V e n til a ti o n fl o w ; ( ⇒) ,
b l o o d fl o w .
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左肺 の み に よ る藤 波 を 5 時 間行 っ た 群 ( 3 羽) お よ び 左肺門

タ ー ニ ケ ッ ト を 遮断 し 5 時間 の 左肺 虚血 の み を 行 っ た 群 ( 3

羽) を お い た .

2 . 虚血 後再避流群 ( 図 2 )

まず左肺門 の タ
ー

ニ ケ ッ ト を 遮断 し
, 左肺の 常 温 2 時間に わ

た る虚血 を開始 L た . 2 時間の 虚血 終了後左肺門の タ
ー ニ ケ ッ

ト を 解放 L , 左肺 の 虚 脱が改善 した 時点 で今度ほ 右肺の タ
ー ニ

ケ ッ トを遮 断, す べ て の 肺循環お よ び換気を 左肺の み で 行われ

る ように した . そ の 後最 長 3 時間 ま で の 左肺の 再港流 を 行 っ

た . 虚血 前 , 再濯流前 , 再濯流 2 時間後,
3 時間後の 時点 で実

験 を終了す る 4 つ 亜 群に 分け た (各 6 羽ず つ) .

3 . 抗 I L - 8 抗体群

上 記と同 じ左肺虚血 再確流実験 に おい て , 再湾流開始 と 同時

に マ ウ ス 抗 ウ サ ギ Ⅰし8 モ ノ ク ロ ナ ー ル 中和抗体 ( W S-4)
2l ､

を投

与す る群を作成 L た . 1 0 m g の W S -4 を 3 m l の 生理 食塩水 で 希

釈 し
, 左気 管支内ま た は耳静脈内に 注入 L た後 J

3 時間 の 再濯

流 を施行 した ( 各3 羽 ずつ) . 左気管支 内へ の 注 入 は挿管 チ
ュ

ー

ブ 内に 6 F r ア ト ム 栄養チ
ュ

ー ブを 挿入 し, そ こか ら左気管支内

へ W S -4 溶液を 散布 した . 対照実験 と して トキ ソ プ ラ ズ マ 細胞

膜抗原に 対す るモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 (T p M -1)
2 2ゝ

1 0 m g を 同様に

静注 L 再濯 渡 した 群を 作製L た ( 3 羽) .

4 . Ⅰし8 投与群

右肺門の タ
ー ニ ケ ッ トを遮 断L た 後,

挿管チ ュ
ー

ブ を通 して

挿入 され た 栄養 チ
ュ

ー

ブか ら
,
3 m l の 生理食塩水で 希釈さ れ た

3/J g の 転換え 型ウ サ ギ IL - 8
2ユー

を左気管支内に 散布 した . そ の 後

両 側の ク ー ニ ケ ッ トを 解放 L た 状 態 で 2 時 間の 換 気 を 行 っ た

( 3 羽) .

Ⅲ . 測定

以下, 特 に 会社名 の 記載の な い 試薬頬は和光純薬工 業株式会

社( 大阪) か ら購入 した
,

各実験 の 終了時点 で まず肺胞洗浄液(b r o n c h o
-

aL v e ol a r l a v a g e

fl uid
,
B A L F ) を左肺 よ り■採取七 た . そ の 方法は 5 m l の 生理 食塩

水を 挿管 チ ュ
ー ブ よ り左 気管支 内に 注 入 し , そ の 液 を 回 収 し

ガ
ー ゼ で ろ 過 して 浮遊物を 除い た 後,

エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酢酸

ニ ナ ト リ ウ ム ( e th yle n e di a m i n e t et r a a c e ti c a ci d-d is o d iu m

s a lt
,
E D T A ) 1 m B の 入 っ た 試 験 管 に 入 れ よ く 捷 挿 し た .

B A L F を採取 した 後 , 塩酸 ケ タ ミ ン 1 00 m g を 急速静 注 しウ サ

ギ を屠殺 し 左肺 を
一

塊 と して 摘出 した . 左肺後菓の 上端 の
一

部を 50 0 m g 採取 し
一
0 .5 % 仔牛血 清 ア ル ブ ミ ン

, 0 . 0 5 % ト ウ

ィ
ー

ン 2 0
,

リ ン 酸緩 衝食塩 水 (0 . 5 % b o vi n e s e r u m alb u m i n

(B S A ) , 0 . 05 % t w e e n 2 0
, p h o s p h a t e b u ff e r s ali n e (P B S) ,

0 .5 %

B S A
,
t W e e n

- P B S ) 1 m l 中で
, 注射器 およ び20 ゲ

ー

ジ針 を 用 い

て 十分 ホ モ ジネ ー ト した . そ の 後300 0 回転 t
1 5 分間遠心 し

,
上

清の み を 取 り測定 ま で は - 8 0 ℃で 保存 した . そ の 後以下の 項目

に つ い て測定 した .

1 .
B A L F 中の 細胞数お よび そ の 分画

まず B A L F を15 0 0 回 転, 1 5 分間遠心 し
,
上 清 は別 の チ ュ

ー

ブ

に 移 し後 の 測 定 ま で - 8 0 ℃ で 保 存 し て お い た . 沈 漆 は

R P M ト16 4 0 培地(日水製薬 , 東京) に て 2 度洗い , そ の 後低張生

理食塩水 に て 赤血 球を 溶血 させ
,
再び遠心 し, 沈漆を 10 恥1 の

R P M ト16 4 0 培地 で溶解 し細胞浮遊液と した . B A L F 中 の 細胞

数 ほ こ の 細胞 浮遊液 を ト リ バ ン プ ル ー 液 で 希釈 し
,

B u r k e r
-

T u r k 型計算盤 ( ェ ル マ
, 東京) を 用い て算出 した . また 細胞分

画は細胞浮遊液を ス ラ イ ド ガ ラ ス に 塗抹 し
,
デ ィ フ ･ ク イ ッ ク

戸

(国 際試薬 , 神戸) iこ て 染色 し , 顕微鏡 に て200 倍 の 倍率で200 ～

40 0 個 の 細胞を 数え そ の 比率を 算出 した .

2 . B A L F お よ び阻織 中の IL - 8 濃度( 図 3 )

B A L F 上清 お よ び左肺組織 ホ モ ジ ネ ー ト上 清中の Ⅰし8 濃

の 測定 ほ
, 酵 素 免 疫 測 定 法 (e n z y m e-1i n k e d i m m u n o s o rb e n t

a s s a y . E L IS A )
2l ､23 ､

に て 行 っ た . ま ず 一

次抗 体と して W S-4 を

0 ･0 弧Ⅰ炭酸緩衝液 (p H 9 ･ 6) に て 0 .5 描/ m l の 濃度 に 希釈し
,

9 6 穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ( ヌ ン ク
,

コ ペ ン ハ ー

ゲ ン
, デ

ン マ ー ク) の 各穴 に 10 恥Ⅰず つ 加え 4 ℃ で 一 晩イ ン キ エ
ペ ー

ト

L た . 0 . 0 5 % ト ウ ィ ー

ン 2 0
,

リ ン 酸緩衝食塩 水(t w e e n
-

P B S) に

て 3 度洗浄 した後 ,
1 % 仔牛血 清 ア ル ブ ミ ン

,
リ ソ 酸緩衝食塩

水(1 % B S A
,
P B S ) 1 5 0 FLl を 各穴に 加え

,
3 7 ℃ で 1 時間イ ン キ エ

ペ ー ト し た . t w e e n- P B S に て 3 度洗 浄 した 後 , 0 . 5 % B S A
,

t w e e n
-P B S に て 希釈 され た サ ン プル を 1 0 0 FLl ず つ 加え た . また

毎回 IL - 8 濃 度 の 標 準 曲線 を つ く る た め
ト 組 み 換 え 型ウ サ ギ

IL -8 を1 3 . 7 ～ 1 0
,
0 00 p g/ m l の 濃度に 0 .5 % B S A , t W e e n

-P B S で

希釈 し . 1 0 恥1 ず つ 別の 穴に 加 え た . そ の 後 プ レ ー

ト を 4 ℃ で

一 晩イ ン キ エ
ペ ー 卜 した . t w e e n

- P B S に て 5 度洗浄 した後 一
二

次抗体 と して モ ル モ ッ ト抗ウ サ ギ IL - 8 抗体
2ユ)

を 3 % ポリ エ チ

レ ン グ リ コ ー ル 6 0 0 0
,

t W e e n
-P B S で 1 FL g/ m l に 希釈 し

,
1 00 pl

ず つ 各 穴 に 加 え3 7 ℃ で 2 時間 イ ン キ エ
ペ ー

ト し た . t w e e n
-

P B S に て 5 度洗浄 した 後,
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ

ー ゼ 標識抗

モ ル モ ッ ト免疫 グ ロ ブ リ ン G ( バ イ オ メ ー カ ー

,

エ ル サ レ ム
,

イ ス ラ エ ル) を0 . 5 % B S A
,
t W e e n- P B S で30 0 0 倍 に 希釈 し ,

1 0 恥Ⅰ ず つ 各穴 に 加 え37 ℃ で 2 時 間イ ン キ エ ペ ー 卜 した .

t w e e n
- P B S に て 5 度洗浄 した 後 , P

- ニ ト ロ フ ェ ニ ー ル リ ソ 酸ニ

ナ ト リ ウ ム を ジ エ タ ノ
ー ル ア ミ ン で 1 m g/ m I の 濃度に 希釈し

,

1 00ノノ王 ずつ 各穴 に 加 え室温 で30 分間イ ン キ エ
ペ - ト した . 反応

を 止め る た め 1 規定水酸化 ナ ト リ ウ ム を 10 0 /11 ず つ 各穴に 加

え ,
マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー ( 東 ソ ー

, 山 口) に て 40 5 n m に

おけ る吸光度を 測定 し
, 標準曲線 をも と に サ ン プ ル 中の Ⅰし8

濃度を 算出 した . 測定 ほす べ て 重複(d u pli c a t e) で 行 い
, 検出感

度は 20 p g/ m l で あ っ た .

.〇

80
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一
-

S

O
†

d
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l し8 c o n c e n t r a ti o n ( Pg / m l)

F ig . 3 . S ta n d a .rd c u r v e of t h e r e c o m bi n a n t r a b bit I L
-8

E LI S A . I n e v e r y m e a s u r e m e n t th e c alib r a ti o n c u r v e w a S

e s t a bli s h e d , r a n gi n g f r o m 1 3 to l O
,
0 0 0 p g/ m l I L -8 .

A A

T e p r e S e n t a ti v e c u r v e i s sh o w n . 0 . D . 4 0 5 n m ,
O P tic al

d e n sity a t 4 0 5 n m .



肺虚血 後再液流障害に お ける I L-8 の 関与

3 , 血 紫I L-8 濃度

2 時間虚血 後 3 時間再濯流 の 実験 モ デ ル に お い て
,
麻酔開始

よ り実験終了ま で30 分毎に 耳動脈 よ り 1 m l ず つ 採血 し,
ヘ パ リ

ン ナ ト リウ ム 10 単位入 りの 試験管 に 入 れた . 1 5 0 0 回転 ,
1 5 分間

遠心 し血 祭を 分離 し
,
測定 まで は -

8 0 ℃ で保存 した ･ I L -8 濃度

は上記と同 じ E LIS A に よ り測定 した ･

Ⅳ . 病理組織学 的検討

実験終了後摘出され た左肺は10 % 緩衝 ホ ル マ リ ン に て 直ち に

固定し,
こ れ らの パ ラ フ ィ ン 切片 を作製 し

,
へ マ トキ シ リ ン

･

ェ オ ジ ン (h e m a t o x yli n a n d e o sin
,
H & E) 染色を施行 した .

Ⅴ . 免疫組織化学的検討

免疫染色は ア ピ ジ ン
ー ビオ チ ン

ー ペ ル オ キ シ ダ
ー 克復 合体

( a vidi n
-bi o ti n c o m pl e x

-

p e r O Xid a s e , A B C -

P o) 法に て行 っ た ■
パ

ラ フ ィ ン 句境 切片を キ シ レ ン に よ り脱 パ ラ し
,

エ タ ノ ー ル で脱

水した . 1 % 過酸化水素水 を含む メ タ ノ ー ル に て 内因性 ペ ル オ

キシ ダ
ー ゼ の ブ ロ

ッ ク を行 っ た 後I 非特異的反応 を阻害する た

め10 % ウサ ギ正 常血 清を 室温 に て20 分間反応させ た .

一 次抗休

と して 40〃g/ m = に 希釈 した W S
-4 を 4 ℃に て

一 晩反応 させ た .

試薬対照 と して 同濃度 に 希釈 した 抗 ト キ ソ プ ラ ズ マ 細胞膜抗体

(T p M -1) を W S-4 の か わ りに 用 い て 同様の 染色操作 を行 っ た ･

ニ 次抗体 と して ビオ チ ソ 標識ウ サ ギ抗 マ ウ ス I g G ( ニ チ レイ ,

東京) を室温に て30 分間反応 させ た . 次 に酵素試薬と し て ペ ル

オキ シ ダ ー ゼ 標識 ス ト レ プ トア ピ ジ ン ( ニ チ レ イ) を 室温 に て

30 分間原応 させ た ･ 各反応の 後に0 ･ 01 M- P B S に て 5 分 間,
4

回の 洗浄を行 っ た . 発色 は ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン ー テ ト ラ ハ イ ド

ロ ク ロ ライ ドを 主 成分と した ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ発色基 質 (協和

メ デ ィ ク ス
, 東京) を 用い た . 核染色ほ メ チ ル グ リ

ー

ン に て 行

い
, 脱水,

キ シ ロ
ー ル 透徹 の 後 ,

封入 し検鏡 した .

Ⅵ . 統計学的検討
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F ig . 4 . I n t e rle u k i n-8 (I L-8) 1e v el s i n b r o n c h o- al v e ol a r l a v a g e

fl uid (B A L F) (□) a n d tis s

l
e h o m o g e n at e ( 邑) ･ R a b bit l eft

l u n g s w e r e r n a d e i s c h e m lC f o r 2 h r f o1l o w ed b y 3 -h r

r e p e rf u sio n . A t th e ti m e d e s c rib e d b elo w r a b b it s w e r e

kille d a n d B A L F a n d l u n g tis s u e w e r e h a r v e s t e d a n d

a s s a y e d f o r I し8 . 1 ,
b ef o r e is c h e m i a ; 2

,
af te r 2 -h r

is c h e mi a (b ef o r e r e p e rf u si o n) ; 3
,

af t e r 2, h r r e p e rf u si o n ; 4 ,

aft e r 3 -h r r e p e rf u si o n . R a b b it l ef t l u n g s w e r e r e n d e r e d

is c h e m ic f o r 5 h r (5) o r p e r王u s e d f o r 5 h r (6), a n d I L
-8

l e v els w e r e a s s a y e d lik e wi s e . D a t a a r e th e m e a n ±S D fr o m

Six e x p e ri m e n t s f o r l , 2 , 3
,
4 a n d th r e e e x p e ri m e n t s f o r 5

a n d 6 . * p < 0 . 0 5 a s c o m p a r e d wi th l
,
2 a n d 3 r e s p e c ti v ely ･

2 0 5

得 られ た 成績 ほす べ て 平均値 士 標準偏 差 ( st a n d a r d d e v i at ト

o n
,
S D)

t

に て表記 した . 平均の 差 の 検定 に は 1 元配置分 散分析

法を 用い
, 危険率 5 % 未満をも っ て 有意差あり と した .

成 績

Ⅰ . 虚血後再湾流実験に お け る Ⅰし8 濃度の 変化

1 . 血 祭 中Ⅰし8 濃度

麻 酔開始 か ら帯湾 流 3 時 間後 ま で 全経過 を 通 じて
,

血 嫌

Ⅰし8 濃度は測定感度以下( < 2 0 p g/ m l) で あ っ た . よ り局所に 近

い 部位か ら の 血 液を得 るた め再潜流後に は左肺静脈 よ りの 採血

も試み た が
,

同様の 結果で あ っ た .

2 . B A L F 中の IL - 8 濃度 (図4 )

虚血 前に お い てほ 2 例 に お い て の み 80 . 5 p g/ m l
,
3 6 .1 p g/ 血

と低値の I L - 8 濃度 を示 した が , そ れ 以外 ほ測 定感度 以下 で

あ っ た . 2 時間虚血 後に おい て は261 ±54 p g/ m l
,
2 時間再湾流

後に お い て は1 95 土82 p g/ r 山 とIL - 8 濃度 の 上昇 を認め た が
, 3

時間再濯流後に は さ らに 10 6 8 ±2 9 3 p g/ m I と 2 時間再港流後 ま

で と比 べ て 有意に 高い Ⅰし8 濃度 の 上 昇を認 めた( p < 0 . 0 5) . 5

時間虚血 お よび 5 時間潅流 の 実験 群を対照 と して 施行 して い る

が
,

5 時間虚血 に おい て は 24 5 士59 p g/ m l と 2 時間虚血 と ほ ぼ

同 じ レ ベ ル の Ⅰし8 濃度で あり , また 5 時間潅流に お い ても291

士57 p g/ 皿1 と共 に 3 時間帯濯流に比 べ ると低値 の IL - 8 濃度 で

あ っ た .

3 . 組織 中の Ⅰし8 濃度 (図4 )

艇織ホ モ ジ ネ
ー ト上 清中の Ⅰし8 濃度 は B A L F 中の Ⅰし8 濃

度 と ほ ぼ同様 の 変化 を 示 した . 虚 血 前 ほ 2 例 (5 2 . 4 p g/ m l
,

(

雇
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F ig . 5 . T h e n u m b e r a n d p r o p o r ti o n of c e u s i n b r o n c h o
N

al v
-

e ol a r l a v a g e fl u id (B A L F ) . 5 m l of p h y si ol o gi c al s al i n e

w a s i nj e c t e d th r o u g h th e tr a c h e a a n d r e c o v e r e d ･ A f t e r

c e n trif u g a ti o n c ell s w e r e c o u n t e d a n d c e ll p r o p o r ti o n w a s

d e t e r m i n e d b y c o u n ti n g 2 0 0 - 4 0 0 c ells . 1 ,
b ef o r e i s c h e m i a ;

2
,

af t e r 3 - h r r e p e rf u si o n ; 3 , a d mi ni s tr ati o n of l O r n g

a n ti -I L - 8 m o n o cl o n al a n tib o d y ( W S -4) th r o u g h th e l eft m ai n

b r o n c h u s a t th e b e gi n ni n g of 3 -h r r e p e rf u si o n ; 4
,
in tr a v e-

n o u s inj e c ti o n of l O m g W S - 4 at th e b e gi n n i n g of 3 -h r

r e p e rf u si o n ; 5
,
i n tr a v e n o u s i nj e c ti o n of c o n tr ol a n tib o d y

(T p M -1) a t th e b e gi n ni n g of 3 -h r r e p e rf u si o n ; 6
,

a d mi n i str -

a ti o n of 3 iL g I し8 th r o u g th e l ef t m ai n b r o n ch u s f oll o w e d

b y 2 - h r p e rf u si o n . ( 協), n e u tr O Ph il ; (□) ,
1y r n p h o c yt e ; (E5) ,

al v e ol a r m a c r o ph a g e . D a t a r e p r e s e n t th e m e a n f r o m th r e e

e x p e ri m e n t s .
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64 . 紬g/ m l) 以外は 測定感度以下で あ っ た . 2 時間虚血 軋 2 時

間再濯流後 ,
3 時間再潅流後の IL-8 濃度ほ それ ぞれ 304 土17 3

p g/ m l
,
3 2 2 士15 2 p g/ m l

,
8 9 0 士24 2 p g/ m l で あり

,
3 時間再 湾流

後 で ほ 2 時 間再濯流後 まで に 比べ て 有意 に 高値 の IL - 8 濃度で

あ っ た ( p < 0 . 0 5) . 5 時間虚血 ,
5 時間准流 に お い て ほそ れぞ

れ 185 ±63 p g/ m I
,
2 0 8 士39 p g/ m l で あ っ た .

Ⅱ . 8 A L F 中の細胞の 変化 (図 5)

5 m l の 生理 食塩水注入 に よ り 2 . 2 ～ 2 . 8 m l の 肺胞洗浄液 を 回

収す る こ とが で きた .

1 . 虚血 後再濯流 に よ る変化

虚 血 前 の ウ サ ギ 正 常 肺 に お け る B A L F で は 細胞数 ( ×10
4

c ell s/ m l
, 以下特に 指定 な い 場合同単位) ほ9 . 1 士2 . 1 で あ っ た .

そ の う ち わ けは 肺 胞 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ ( al v e ol a r m a c r o p h a g e
,

A M ) 9 1 . 2 % , 好中球3 . 3 % ,
リ ン パ 球5 . 5 % で あり , 実数で はそ

れ ぞれ8 . 3 ±2 . 3
,
0 . 3 土0 .1

,
0 . 5 士0 . 2 で あ っ た . 3 時 間再潅流

後に は細胞数29 . 0 ±2 .2 と増加 して お り
,

そ の うち わ けも A M

F i g , 7 . I m m u n o hi st o c h e m ic al s t ai ni n g f o r i n t e rl e u ki n-8

(I L -8) . R a b bit l ef t l u n g w a s m a d e i s c h e mi c f o r 2 h o u r s

f oll o w e d b y 3 - h r r e p e rf u si o n . T h e his t ol o gi c al s e c ti o n of

th e l u n g w a s st a in e d f o r I L -8 . A
,

St ai n e d wi th a n tトI L -8

m o n o cl o n aI a n tib o d y ( ×2 00) ; B , St ai n e d wi th c o n tr ol

a n tib o d y (T p M -1 ) ( × 2 0 0) .

F i g . 6 . H i st ol o gi c al a.p p e a,r a n C e Of th e r a b bit l u n g st ai n e d

wi th h e m a t o x yli n a n d e o si n . A , n O r m al r a b b it l u n g (b ef o r e

is c h e mi a) ( ×2 0 0) ; B
,

af t e r 3 - h r r e p e rf u si o n ( ×20 0); C ,

( ×4PO) ; D
,
i n tr a v e n o u s i nj e c ti o n of a n ti -I L -8 m o n o cl o n al

a n tib o d y ( W S - 4) a t th e b e gi n ni n g of 3 - h r r e p e rf u sio n

(′×20 0) .



肺虚血 後再潅流障害に お け る IL -8 の 関与

48 .3 % , 好中球48 . 6 % ,
リ ン パ 球3 tl % と好 中球 の 比率が 著 明

に 増大して い た . 実数で み ても A M 1 4 ･ 0 ±0 ･5
,
好中球 軋 1 ±

2 . 2 ,
リ ン パ 球0 . 9 士0 ･ 2 と好中球が 著明 に 増加 し

,
ま た A M も

正常時と比べ 増加 して い た ･

2 . 抗 Ⅰし8 抗体 (W S-4) の 影響

W S - 4 を 再潅流 開始時 に 左気管 支内 に 注入 した 群 に お い て

は, 総細胞数27 . 7 ±2 ･ 1 で あ り
,

そ の 分画ほ A M 4 5 ･ 5 % , 好 中

球50 . 5 ‰ リ ン パ 球4 . 0 % と 抗体非投与群と 比 べ 有意 の 差は 認

めなか っ た .

一 方
,

W S -4 を 再濯流 開始時 に 耳静脈内投与 した

群に おい ては 細 胞数2 0 . 3 ±3 ･ 3 で あ り
,

そ の う ち わ け ほ A M

84 . 7 ‰ 好中球8 . 4 % ,
リ ン パ 球6 . 9 % と

, 好中球の 比率が 3 時

間再湾流群や 左気管支内投与群に 比 べ 著名に 減少 して い た ･ ま

た実数でも A M 1 7 . 2 士3 几 好中球1 . 7 ±0 . 5 ,
リ ン パ 球1 ･ 4 ±

0 .2 と , 好中球 の 増加が 3 時間再濯流群に 比 べ 明 らか に 抑 制 さ

れ てい た . 対照 と して T p M -1 を 耳静脈 内投与 した 群に おい て

は
, 総細胞数33 . 0 ±6 . 3 で あり

,
そ の 分画は A M 38 ･ 3 ‰ 好 中

球59 . 3 ‰ リ ン パ 球2 . 4 % と 好中球 の 増加 ほ 抑制 され な か っ た ･

この 結果, 虚血 後再港流時に お け る B A L F 中の 好中球増加 が

W S - 4 の 静脈内投与に よ り選択的に 抑制 で きた と い え る .

3 . Ⅰし8 気管支内投与 に よ る影響

Ⅰし8 単独投与に よ っ て 再濯流障害 に 類似 した 病態 が 生 じる

か否かを 検討す るた め に
,
I L -8 (1 鵬) を 左気管支 内に 注入 し 2

時間換気をす る実験を 行 っ た . 細胞数は1 9 . 3 土6 . 9 で あり
,

そ

のうちわ けは A M 4 8 . 7 % , 好 中球45 . 6 % ,
リ ン パ 球5 . 7 % で

あ っ た . 実数で は A M 9 . 4 ±3 . 3
,
好中球8 .8 土4 . 5 , リ ン パ 球

1 .1 士0 . 3 と
,

正常肺かこおい て の も の と比 べ て 好中球 の 増加が認

められ た .

Ⅲ . 病理組織学的所 見( 図 6
, 表1 )

2 時間虚血 後に お い て は虚血 前と比較 して 特に 有意 な変化は

なくt
2 時間再濯流後に お い て も軽度の 肺 う っ 血 を 認め るの み

で あ っ た . 3 時間再濯流後 に お い て は , 肺 の 細血 管内に 著明な

好中球の 凝集 がみ られ
, 問質 さ らに ほ 肺胞 内 へ の 好中球の 浸潤

も認め た . 肺胞 内に ほ フ ィ プ リ ン お よび 赤血球 の 浸出 が み られ

肺水腫の 状態で かフ , 肺胞構造 の 破壊も著明で あ っ た . ま た肺

胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジ も増加 して い た .

W S -4 を 気管支内投与 し た

T a bl e l . H is t o p a th ol o gi c aI fi n d i n g s

20 7

群に お い て は 同様 な所見であ っ た が , 静脈内に 投与 した群に お

い て 好中球の 凝集と浸潤 は抑制 され て お り , 肺胞構造も比較的

保た れ て い た . た だ し肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジの 増加 と軽度の 肺水

腫は 認め て い た . T p M -1 を静脈内投与 した 群 に お い て ほ 好中

球 の 凝集, 浸潤 は抑制され な か っ た . I L -8 を 気管支内に 投与し

た群に お い て ほ 肺胞構造の 破壊は ほ と ん ど認め な か っ た が
, 問

質, 実質 へ の 好中球の 浸潤が中等度に 認め られ た .

Ⅳ . 免疫組織化学的所見(図 7 )

3 時間再潜流後の ウ サ ギ 肺の 免疫染色に お い て , 細気管支の

線毛上皮 およ び肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジの 細胞質 で I L -8 蛋白 が 検

出 された . 試薬対照と して T p M -1 を
一 次抗体と して用 い た も

の で は
, 染色 され なか っ た . こ の こ と か ら

,
こ の 免疫染色性ほ

特異的で あると 考え られ た . ま た虚血 前の 正 常肺 で の Ⅰし8 免

疫染色で ほ
,

上 記細胞に おい て も染色性を認 めな か っ た .

考 察

虚血 後再港流障害は
,

心筋梗塞 ,
脳梗倭｣ 腸管膜動脈閉塞 .

肺梗塞 t
四 肢動脈閉塞な どに おい て 問題 と され てきた が

, 近年

移植技術が 進歩しそ の 普及がすすむ に つ れ て
, 移植臓器の 保存

と い う意味で虚血 後再湾流障害が さ らに 注目 され つ つ あ る . 丙

種流障害 の 原因と して は G r a n g e r ら
紬
が 活性酸素の 関与を報告

して 以来 ,
各臓器 で 再濯流障害に おけ る活性酸素の 重要性が い

わ れ て い る . 活性酸素の 塵生源と して は G r a n g e r ら
2J ,

は ヒ ポキ

サ ン チ ン
ー キ サ ン チ ン 酸 化 酵 素 系 (h y p o x a n th i n e- X a n t hi n e

o x id a s e 糸) が関与 して い る と報告 して い る . す なわ ち , 虚血 観

織に おい て は A T P の 効率的な再合成が 阻害 され A M P が蓄積

しや すくな り
,

そ の 結果 ア デ ノ シ ン
,

イ ノ シ ン を経 て ハ イ ポ キ

サ ン チ ン が 増加す る . 同 時に キ サ ン テ ン 脱水素酵 素 ( x a n th i n e

d e h yd r o g e n a s e ) は 虚血に 伴い キ サ ン テ ン 酸 化酵素 に 変換 され

る . 再濯流時に 酸素が供給され ると , 虚血時に 蓄積して い た ハ

イ ポキ サ ン チ ン が キ サ ン チ ン 酸化酵素に よ っ て キ サ ン チ ン に 変

換 され る が
. そ の 際酸素よ り ス ー パ ー オ キ シ ド( s u p e r o xi d e) が

生成さ れ る . 次い で ス ー パ ー オ キ シ ドよ り過酸化水 素や ヒ ド ロ

キ シ ラ ジカ ル (h y d r o x yl r a di c al) な どの 活性酸素が 産生 さ れ て

い く と い う機構が想定 され て い る . 活 性酸 素の 消去剤 で あ る

N o r m al l u n g 慧岩:孟うヒ
r
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ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ ( s u p e r o x id e dis m u t a s e
, S O D )

や カ タ ラ ー ゼ ( c a t aIa s e)
組 ～ 2丁)

,
さら に ほ キ サ ン チ ン 酸化 酵 素の

阻害剤で ある ア ロ プ リ ノ ー ル
Z7 ト 調l の 投 与に よ っ て 再濯流障害が

抑制 され た と い う報告に よ り こ の 説は 支持 され た . しか し細胞

質 内に 存在 して い るキ サ ン チ ン 酸化酵 素に 対 して
, 高分子 の た

め細胞内に 侵入 す る こと の できな い S O D が消去割 と して働 く

と は考え に くく
,

また ア ロ プ リ ノ ー ル は キサ ン チ ン 酸化酵素の

阻害 よ りもむ しろ ヒ ド ロ キ シ ラ ジ カ ル の 消去と して 働い て い る

と の 報告もみ られ
30)

, 主な る活性酸素の 起源を 他に 考慮 す る必

要が あ っ た .

近年 , 括性酸素の 産生源 と して 好中球 N A D P H オ キ シ ダ ー ゼ

系が 新た に注月 され て い る
榔

. 好中球 が細菌な どを 貧食す る際

に
, 大量の 酸素を 消費 し活性酸素を 産 生す る こ と (r e s pir a t o r y

b u r s t) ほ古くか らよく知 られ て い る . 好中球な どの 食細胞の 細

胞膜 に 存在す る N A D P H オ キ シ ダ ー ゼ は
, 細菌な どを 貧食す る

と活性化され , 酸素を還 元 しス ー パ ー オキ シ ドを 生成す る作用

が あるた め で ある . 次い で S O D によ り過酸化水素 を生 じ
,

好

中球 の 膜 に あ る ミ ュ ロ ペ ロ キ シ ダ ー ゼ ( m y eI o p e r o x id a s e
,

M P O ) の 作 用 で 過酸 化 水 素 と 塩 素 イ オ ン よ り 次 亜 塩 素 酸

( H O C l) が生 じ
,

こ れ ら細胞毒性 の 強 い 物質が細菌 の 破 壊 を 行

うの である . こ の 好 中球 に よ る特性酸素の 産生ほ , 細菌の 貧食

時以外に も エ ン ド トキ シ ソ
, 補体 ,

ロ イ コ トリ ェ ソ
, 種 々 の サ

イ ト カ イ ン な どが刺激 と な っ て 引き起 こ され る . 本来は 生体防

御幾構と して働く活性酸素産生機 能が
, 過剰に 作用す る こ と に

よ り組織に 対 して ほむ しろ 傷害 を 与 え る 方 向に 働く こ と が あ

る .

も うひ と つ の 活性酸素 の 産生源と して近年注 目 され て い るも

の と して
,

ア ラキ ド ン 酸代謝系が あげ られ る
32)

. ァ ラ キ ド ン 酸

は細胞膜の リ ソ 脂質の グリ セ ロ ー ル 骨格 に エ ス テ ル 結合 して 存

在 してい る が
,
虚血 に よ り活性 化 され た フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ

A 2 に よ り こ の エ ス テ ル 結合が 加水分解 され る と ,
ア ラ キ ド ン

酸は細胞膜よ り遊離 して く る . こ の ア ラ キ ド ン 酸は プ ロ ス タ グ

ラ ン ジ ソ (p r o s t a gl a n di n
,
P G ) と ロ イ コ ト リ ェ ソ (1 e u k o t ri e n e ,

L T) へ と 代謝され て い く が
,
そ の 過程 に おい て ヒ ド ロ キ シ ラ ジ

カ ル が塵生され る . ま た 代謝産物で ある ト ロ ソ ボ キ サ ン A 2 は

血 小板凝集と動脈収縮作 用をも ち再准 流時の 血流障害 をもた ら

し
,

ロ イ コ ト リ ェ ン B 4 は好中球に 対す る強力な 遊走能を も っ

て お り
,

ともに さ らな る再准流障害を 引き起 こ しう る .

こ の ように 好中球ほ 再湾流障害時に おけ る活性酸素 の 産生源

と して重要な位置 を 占めて い る . 井手 ら
33)

はイ ヌ の 肺虚血 後 再

准流 モ デル に お い て
, 白血 球フ

ィ
ル タ

ー

を使用 した 末梢好 中球

除去が再濯流肺蔽織 の 活性酸素産生抑制に 有効で あり
, 同時 に

肺組織障害を 軽減 し えた と報告 して い る . また 抗白血 球抗体や

ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア (h yd r o x y u r e a) を 用 い た好中球除去の 実験系

に お い ても , 再准流障善が 抑制 され た こ と が報告さ れて い る .

活性化 された 好中球ほ 活性 酸素以外 に
,

蛋白 ･ リ ソ 脂質 ･ コ

ラ ー ゲ ン などに対す る分解酵素 を塵生 し
,

こ れ らの 相乗的作用

に よ り血 管内皮細胞な ど に 傷害を 与 え再港 流障害 を 促進 させ

る . 堀 口 ら
8)

は イ ヌ の 虚血 後再湾流 モ デ ル に お い て
,

プ ロ テ

ア
ー ゼ 阻害剤の投与 に よ り肺血管抵抗の 上 昇お よ び 肺水腫 が有

意に抑制され
,

ま た長期生存を得 る こ と が できた と 報告 して い

る
. また 再聴流時 に ほ い わ ゆる非再血 流現象と い わ れ る 血行 の

再開にもか か わ らず実際 の 観織の 血 流量は 回復 しな い と い う現

象が みられ るが
,

こ れ は好中球が細血 管の 内皮細胞 に 接着 , 凝

戸

発 し微小循環を 障害す るた め に 起 こ る現象で あ り
,

こ こ で も好

中球が重要な 役割を は た して い る ･ B is h o p ら
T〉
は 虚血 後再 湾流

時の 肺血 管抵抗の 上 昇は
, 初期は血 管 内皮細胞の 腫 脹や 血 管攣

縮に よ る が
, 数時間後に は 好中球 の 血 管 内皮 へ の 接着, 凝集が

原田 で あり , 好中球 の 接着因子( C D-1 8) に 対す る抗体を投与す

る こ と に よ っ て
, 肺血 管抵抗の 上 昇 お よ び好中球の 肺胞内 へ の

浸潤を抑制 しえた と報告 して い る .

こ の よ うに 虚血 後再濯流障害に お い て好中球が 主要な役割を

はた して い る こ とが 明らか に な る と
,
好 中球を 肺に 遊走 させ活

性化する もの が何で ある の か , ま た そ れ は い つ
, ど の 細胞に

よ っ て つ く られ る の か
,

と い う こ とが 次 の 関心 事と な る . 虚血

後再潅流障害 に 限 らず急性炎症時 に は局所 へ の 好中球の 浸潤を

伴うが
, 白血 球 の 組織 へ の 浸潤の ため に は

, 白血 球表面上 に 適

当な細胞接着 田子 ( M a c
-1

,
L F A -1

,
M e ト1 4 な ど) が発現され ,

つ ぎに 白血球 が血 管 内皮細胞に付着 , 内皮細胞間を 通過 , 基底

膜を 破壊 した の ち に
, 炎症局所に 向か う必 要が あ る . こ の 複雑

な白血球遁走 の 鶴橋 に つ い て は 不 明 な点も多く , きわ め て 多種

の 因子に よ り制御 され るもの と考 え られ て い る . 急性炎症時に

み られ る 好中球 の 遁走 , 活性化に 関与 して い る因 子と して は
,

こ れ ま で に L T B 4
34 )3 5 )

, 活性化補体第 5 成分
抑

t
ス

ー パ ー オ キ シ

ド
3T)38 )

な どが 知 られ て い るが , そ の 詳 しい 機構 に つ い て は未だ

明 らか に され て い な い
. そ こ で筆 者は本研究 に お い て

,
好中球

に 対 して 強い 遁走能を 持 つ サ イ トカ イ ン で ある Ⅰし8 に 注 目し
,

虚血 後再濯流障害時 の 好中球浸潤 に お ける IL-8 の 関与 に つ い

て 検討 した .

I L -8 の 試験管内で の 活性 ほ
!
好中球 に 対 して は

, 補体 レ セ プ

タ ー Ⅰ型 (C R -1) や 接着 因子 の M a c-1 な ど の 発現の 誘導
3 … lI

,

未刺激血 管内皮細胞 へ の 付着の 誘導 , 形態変化 , 走化性, 活性

酸素 の 産生
,

リ ソ ゾ ー ム 酵素の 放 出,
L T B ｡ 産生

42)

などが あげら

れ て い る が ,
これ ら は ま さ に 急性 炎症 に おけ る好中球の 浸潤と

活性化の 過程 で あり , そ の 多くの 部分 に お い て Ⅰし8 が 関与し

て い る可 能性 を示 嫁 してい る . 生体内に おけ る IL -8 の 役 割を

動物実験モ デ ル を用 い て 検討する た め に
, 筆老 ら

23)
は本実験に

先立 ち ∴組み換 え型 ウ サ ギ IL - 8
43)

を大腸菌 で 大量発現 し
,

さら

に ウ サ ギ IL -8 の 濃度測定の た め の E LI S A 糸を 完成 させ た . こ

の ウ サ ギ Ⅰし8 測定系を 用 い
,

ウ サ ギ肺虚血 後再湾 流障害 モ デ

ル に おける IL -8 の 関与を検 討 した .

B A L F 中お よ び 組織ホ モ ジ ネ q ト上 清中の IL-8 濃度の 時間

的経過を み る と
,

2 時間虚血 後お よ び 2 時間再濯流後に お い て

は ご く低い レ ベ ル の Ⅰし8 濃 度で あ っ た が , 3 時間再濯流 後に

お い て は そ れ ま で と比 べ 有意に 高い IL-8 濃度を 示 し て お り
,

再濯流開始 2 時間後 か ら 3 時間後 の 間 に 肺鮭織 が 多 量 の IL-8

蛋白 を産生 し これ が B A L F に 移行 した と考 えられ た . 対照実

験 と して 施行 した 5 時間虚血 群の Ⅰし8 濃度は
,

2 時 間虚 血後

と ほ ぼ 同 じ レ ベ ル で あ り , 虚血 の み で は 時 間 を 長 く し て も

Ⅰし8 の 大量の 発現 は認 めず ,
3 時間再濯流後 に おけ る IL -8 の

産生 は虚血 に よ っ て で ほなく虚血 後の 再濯流 に よ っ て 引き起 こ

され た と考え られ た . また 5 時 間濯流 群 に お い て もそ の Ⅰし8

洩度 は同様に 低い レ ベ ル で あり , 全循 環血液が 片肺 に 流れ ると

い う負荷が Ⅰし8 産 生の 刺激 とな っ た と い うこ とも否定で きる .

虚血や 准流の み でも肺観織 に対 して は 侵製 と な り , 低い ながら

も IL
-8 産生 を導 い た が , 虚 血 とそ の 後の 再濯流と い う観 み 合

わせ ほ , 単な る侵襲 と い う以上 の 刺激 を Ⅰし8 産生に 与え た と

考えられ た .
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血凍 Ⅰし8 濃度 は全過程を通 じて 測定感度以下で あ っ た が
,

この こ と は IL-8 が血 液中に ほ入 らな い か
, も しく ほ ごく 微量

の み しか 入 らな い と い う こ とに な る . 血液 中に 入 っ た IL-8 が

急速に 分解, 吸 着 され た 可能性もある の で
,
再潅流後は左肺静

脈か ら の 採血 を試み た が 同様 の 結果で あり , ま た IL-8 の 血 液

中での 半減期は V a n Z e e ら
IT,

は7 ･ 5 分 , わ れ わ れ の 研究 で は

5 .1 分と比較的長く , 急速に 血 液中か ら消失 し た と い う 可 能性

はほぼない と い え る . 筆者は肺癌手術患者に お ける術中, 術後

の 血紫中Ⅰし8 濃度を 測定 した が ,
こ こ で も全経過を 通 じ て測

定感度以下で あ っ た . 敗血 症性 シ ョ ッ ク や そ れ に 引き続く 成人

呼吸窮迫症候群に お い て ほ
,

血液 中に 高濃度の Ⅰし8 が 検 出さ

れて い る が
,

こ れ ら の 病態ほ
,

い う なれ ば 全身性の 虚血 後再潅

流障害で あり
,

そ の 障害 が 広 い 範 囲 で 高度 に 発生す る た め
,

IL-8 が 大量に 産生され 血 液中に も検 出され えた と 考え られ る .

虚血 後再湾流実験に お い て B A L F 中の 細胞数と そ の 分 画の

変化をみ て み る と
,
I L -8 濃度が 増加 した 3 時間再濯流後 に おい

て B A L F 中の 好中球の 比率 およ び 数が 著明に 増加 して お り ,

組織中お よ び B A L F 中の I し8 濃度の 変動 に 相関 して い る とい

えた . 病理観織学的に も再湾流 2 時間後ま で ほ ほ と ん ど変化を

認めなか っ た が
,

3 時間後に は著明な 好 中球 の 浸潤を 認め てお

り,
B A L F 中の 細胞お よ び IL-8 濃度の 変化と よ く相関 して い

た . ニれ らよ り虚血 後再湾流障害時の 好中球の 純血 管 で の 凝集

および肺胞 へ の 浸潤 に Ⅰし8 は強い 関連性 をも っ て い る と 考 え

られた . 実際 ,･Ⅰし8 を気管支内に 投与 す る と
, 同 様 な 変化 が

B A L F 中の 細胞お よ び病理 覿織学的 に も認め 得た .
I L-8 を 皮内

や関節腔内に 投与する と投与部位 に 大量 の 好中球が集積する こ

とが知 られ て い るが , 気管支内投与に よ っ て も好中球 の 血 管内

凝集およ び実質 , 問質 へ の 浸潤を 引き起 こす こ と が判 明 した .

また Ⅰし8 の 静脈内投与 に よ っ て 好中球の 肺胞内 へ の 浸潤 は 認

めな い が
, 肺の 純血 管内 で の 凝集 は認 め た と の 報 告もみ られ

る
1丁)

.

抗 Ⅰし8 抗体の 静脈 内投与に よ り ,
B A L F 中の 好中球の 増加

およ び覿織学的な好中球の 血管内凝集 , 浸潤が選択的に 抑制 さ

れ たが
,

こ の こ と は虚血 後再濯流障害時に お ける好中球の 浸潤

が
,

ま さに Ⅰし8 に よ っ て引き起 こ さ れ たも の で あ る こ と を 示

してい る . 抗 Ⅰし8 抗体の 静脈内投与に よ っ て 好中球 の 浸潤 の

みで ほ なく血 管内の 凝集 も抑制され た こと は
,
Ⅰし8 が好 中球の

走化 ･ 活性化に 関与 して い るの み で は な く
,
好中球 の 血 管内皮

へ の 接着に も関与し て い る こ と を 示唆 し て い る
3g■■40 )

. 抗 Ⅰし8 抗

体は気管支 内に 投与さ れ た時に ほ 好中球 の 凝集 , 浸潤 は抑制さ

れ なか っ た が ,
こ の 投 与経路 の 違い に よ る 効 果 の 差 は

, 抗

IL-8 抗体ほ肺胞内に 投与され た 場合,
不安定か ま た は血 管内に

十分移行で きな い た め 好中球 の 血 管 内皮 へ の 接着 を 阻害 で き

ず, そ の 後の 組織 へ の 浸潤も抑制で きな か っ たと 考え られ た .

R u b e r ら
44)

ほ I L
- 8 に 対す る抗血 清ほ 試験管内に お い て レ ク チ

ン 接着田子(l e c ti n a d h e si o n m ole c u l e-1 ,
L E C A M-1) とβ2 イ ン

テ グリ ン の 発現 を抑制 し
, 好中球の 血 管内皮 へ の 接着を 阻害す

ると報告 して お り
, 今回 の 生体 内で の 結 果 と

一 致 し て い る .

種々 の 臓器 に お い て
,
好中球の 接着因子 に 対する抗体が 虚血 後

再潅流障竃を 抑制 した と の 報告が あり
45 卜 47 )

, 好中球と 血 管内皮

細胞と の 接着 とい う現象 は
, 好中球浸潤 と範織障害 の た め の 最

初の ス テ ッ プ で あ り重要 な意味をも っ て い る .

肺虚血後再湾流障害に おけ る野中球 の 浸潤が IL - 8 に よ っ て

引き起 こ され て い る こ と が判明 したが
,

こ こ で ひ と つ の 問題点

が 生 じて きた . 下肢の 虚血 後再濯流 に よ っ て 肺 に 好中球 が浸潤

し浮腫などの 肺障害が 起こ る こ と は臨床 , 実験 モ デ ル に おい て

認め られ てお り
, 実際,

下 肢動脈血 栓症に お い て長期間の 虚血

の 後の 血栓摘除ほ
】
高度の 肺障害を引き起 こ すため 危険であ る

と い わ れ て い る . 虚 血 後再礎流 に よ っ て 下肢 局 所 に お い て

IL -8 が産生 され た と して も,
Ⅰし8 が 血液中に は入 らな い と した

ら
, 遠隔臓器 で ある肺に 好中球の 浸潤を 引き起 こす こ と は不 可

能 であ り. 下肢虚血後再湾流 に お け る肺 の 好中 球浸潤 を Ⅰし8

に よ っ て 説明す る こ とが 困難と な る . ひ と つ の 可 能性 は Ⅰし8

以外 の 好中球道走因子の 存在で あ る . W e 拍o u r n ら
d)
は下 肢虚血

後再海流時に は B A L F 中の L T B . 濃度が上 昇 した と報告 して

い る . また G old m a n ら
35}

は ▲ 下肢虚血 後再港流時に ほ 血液中の

L T B 4 渡度が上 昇 してお り
, 再海流 時の 活性酸素の 消去また は

好中球の 除去ほ血 液中 L T B 4 の 上昇を 抑え
,

さ らに 好中球の 浸

潤も抑制 で きた と報告 して お り
, 活性酸 素の 刺激 で 好中球 が

L T B 4 を 産生す ると い う過程で 好中球浸潤を 説明 して い る . そ

の 他に 血小板活性化困子( pl at el e t a c ti v a ti n g f a c t o r
,
P A F) が好

中球の 浸潤 と活性 化に 関与して お り
,

そ の 括抗剤に よ っ て 再湾

流障害が抑制 され た との 報告もある
48 ト 50)

.

一

元的に 考 え る と し

た ら次の よ うな 説明も可 能で あ る . す なわ ち , 虚血 後再濯流に

よ っ て 局所 に て 何 らか の 物質が 産生され , そ れ が血 液中に 入 り

肺 に 到達 し
, 肺 で の IL-8 塵生を刺激 した と い うもの である . こ

の 物質と して は活性酸素と種 々 の サ イ ト カ イ ン が考え られ る .

す なわ ち再濯流 に よ っ て 塵生され た清性酸素が直接 また ほイ ン

タ ー ロ イ キ ン
ー1 (i n t e rl e u ki n-1 ,

I L-1 ) や 腫瘍 壊死 因 子 (t u m o r

n e c r o si s f a c t o r
,
T ＼F ) の 産生を 経て IL-8 塵生を 引き起 こ したと

い う考 え で ある
51)52 )

. 種 々 の 臓器の 虚 血 後再 湾流障害 時に おい

て Ⅰし1 や T N F の 関与が 報告され て い る
53 ト 56 )

本実験 に お い て Ⅰし8 が 虚血 後再准流障害に お い て 主 要 な要

素と して 関与 して い る こ とが 証明され た が
,
I L -8 単独投与でほ

完全に 再潅流障害 の 病理像を 再現 で きな い こと か ら
, 再 濯流障

害の 成因 と して Ⅰし8 以外に , 活性酸素や種 々 の サ イ ト カ イ ン
,

L T B h 補体成分 な どが複雑な ネ ッ ト ワ
ー ク を 形成して

, 虚血後

再濯流障害を引き起 こ して い る可能性が 考え られ る . 3 時間再

濯流後に お い て は
, 肺胞 マ ク ロ フ ァ

ー ジは B A L F 中 お よ び病

理 組織に お い て そ の 数 の増 加を 認め
,

また 免疫組織染色に よ り

IL-8 産生能 を証明 され て い る . こ の 活性化 され た 肺胞 マ ク ロ

フ ァ
ー ジが IL-8 の み な らず II ; 1

,
T N F , P A F な どの 塵生 に も

関与して い る 可能性が高く
57

＼ 肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 活性 お よ

び これ らの 因 子の 時間的経過を観察 しそ の 相互 関係 を理 解する

こ と に よ っ て , 再 液流障害を病態生理 学的に さら に 詳細に 解析

する こ とが で き よ う . ま た こ の 肺胞 マ ク ロ フ
ァ

ー ジ の 増加 およ

び 活性化 に 最近新 しく 単離 , 精製 され た サ イ ト カイ ン で ある単

球走化性 ･ 活性化因子 ( m o n o c yt e c h e m o t a c ti c a n d a c ti v a ti n g

f a c to r . M C A F )
58)

が 関与 して い る 可能性もあり ,
こ れ ら サ イ ト

カ イ ン の 複雑な ネ ッ ト ワ ー ク の 全貌 を 明 らか に する こ とが虚血

後再濯流障害の 全貌を 明らか に する こ と に つ なが る と信 じて い

る .

抗 Ⅰし8 抗体の 静脈内投与に よ っ て 好中球の 凝集 , 浸潤 は抑

制 され た が
,
再濯流3 時間以降の 長期生存ほ 困難 で あ っ た . 病

理組織学的に ほ 肺胞内 へ の フ ィ プ リ ン
, 赤血 球の 浸出は よ り軽

度 で あ っ た が認め て お り
, 肺障害に よ る右心不全が 死亡 の 原因

と考 え られた .
こ れ ら は活性化 マ ク ロ フ ァ

ー ジ よ りの 他の サ イ

トカ イ ソ お よ び好中球 以外よ り起因する活性酸素などの 作用に
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よ る と考えられ
,
肺虚血後 再濯流障害 は好中球が 主 た る原因と

な るが
, 好中球以外の 要素も関 与 し て い る こ と を し め し て い

る .

結 論

肺虚血 後再湾流降雪 に お ける Ⅰし8 の 関与の 有無 を 検討 す る

た め に
,

ウ サ ギ肺 を用い 2 時間虚血 , 3 時間再濯流 の 実験 モ デ

ル を作製 した . さ ら に 抗 Ⅰし8 抗体 に よ り虚血 後再湾 流障 害 の

軽減 が可能か どうか を 検討 し
, 以下の 結論を 得た .

1 ･ B A L F お よび 紅織ホ モ ジ ネ
ー

ト中の Ⅰし8 濃度ほ , 2 時

間再濯流後 まで に 比 べ 3 時間再湾流後 に 有意に上 昇 した ( p <

0 ･ 0 5) ･ ま た 5 時 間虚血 あ る い は 5 時 間湾流 の み で は 有意 な

Ⅰし8 濃度の 上 昇は認め な か っ た .

2 ･ 血 柴中 IL -8 濃度は実験全経過 を通 じて 測定 感度 以下 で

あ っ た .

3 ･
B A L F 中の 細胞 分画は虚血前 に 比 べ 3 時間 再 港流 後 に

は
, 好 中球 の 比率 お よ び 実数 が 著 明 に 増加 し

, 肺胞 マ ク ロ

フ ァ
ー ジの 数も増加 して い た .

4 ･ 病理 組織学的に は
,

2 時間再濯流後ま で はほ とん ど変化

がみ られなか っ た が
,

3 時間再濯流後 に ほ 好中球の 血 管内で の

凝集お よ び問質 ∴実質 内 へ の 浸潤 を認め
, ま た肺胞構造の 破壊

も著明で あ っ た .

5 ･ 免疫組織染色 に よ り , 細気管支の 線毛上 皮お よ び肺胞 マ

ク ロ フ ァ
ー ジ が主 に Ⅰし8 を 産生して い る細胞で あ る と 判 明 し

た .

6 ･ Ⅰし8 の 気管支内投与 に よ り好 中球 の 間 乳 実質 内 へ の 浸

潤が 引き起 こ され た .

7 ･ 抗Ⅰし8 抗体は 気管支内に 投与 して も無効 で あ っ た が
, 静

脈内に 投与する と虚血 後再湾流 時の 好中球の 血 管内凝集お よ び

浸潤を選択的に抑制 し えた .

以上 よ り肺虚血 後再 海流障害時の 好中球浸潤 に は Ⅰし8 が 主

要に 関与 して い ると い えた . ま た抗 IL -8 抗体 をほ じめ と L た

Ⅰし8 ア ン タ ゴ ニ ス ト は そ の 抑制に 有 効 で あり 今後 の 臨床 応用

が期待 され る ,
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m e t a b olit e s . J . C li n . I n v e s t .
,
69

,
‖2 6-1 1 3 5 (1 9 8 2) ･

3 7) G ri s h a r n
,

M . B .
,

H e r n a n d e z , L ･ A ･ & G r a n g e r
,

D ･

N . : X a n thi n e o xid a s e a n d n e u tr o p h il i nfiltr a ti o n i n i n t e s ti n al

is c h e mi a . A m . J . P h y si ol .
,
2 5 l

, G 56 7- G 5 7 4 (1 9 8 6) ･

3 8) P e t r o n e
,
W . F .

,
E n g li s h

,
D . K .

,
W o n g , K ･ & M c C o r d

,

J . M . : F r e e r a di c al s a n d i n fl a m m a ti o n : S u p e r o x id e-d e p e n d -

e n t a c ti v atio n of a n e u tr o p hil c h e m o t a c ti c f a c to r i n pl a s m a ･

P r o c . N a tl . A c a d . S ci , U .S . A .
,
7 7

,
1 1 5 9 -1 1 6 3 (1 98 0) .

39 ) C a r v e th , H . J . ,
B o h n s a c k

,
J . F ･

,
M cl n t y r e , T ･ M ･

,

B a g gi oli n i , M ･
,
P r s c o tt

,
S ･ M ･ & Z i m m e r r n a n

,
G ･ A ･ =

N e u tr o p hil a c ti v a ti n g f a c t o r ( N A F ) i n d u c e s p oly m o r p h o n u cl e-

a r l e u k o c y t e a d h e r e n c e t o e n d o th eli aI c ells a n d t o s u b e n d o th -

eli al m a t ri x p r o t ei n s . B i o c h e m . B i o p h y s ･ R e s ･ C o m m u n ･
,
1 6 2

,

3 8 7 - 39 3 (1 9 8 9) .

4 0) I) e t m e r s
,
P . A .

,
L o

,
S . K .

,
0 1 $ e n

- E g b e rt ,
E ■

,
W al 苫

,

A .
,
B a g gi oli n i

,
M . & C o h n

,
Z . A . : N e u tr o p hiトa c ti v a tin g

p r o t ei n/ i n t e rl e u ki n 8 sti m ul a t e s th e bi n d i n g a c tiv ity of th e

I e u k o c yt e a d h e si o n r e c e pt o r C D l l b/ C D 1 8 0 n h u m a n



2 1 2

n e u tr o p h il s . J . E x p . M e d .
,
17 1

,
1 1 55-1 1 62 (1 9 9 0) .

4 1) P a c c a u d
,
J .

- P
り

S c h if fe rli
,
J . A . & B a g gi o li n i

,
M . :

N A P -1/Ⅰし8 i n d u c e s u p- r e g ul a ti o n of C R l r e c e p t o r s i n h u m a n

n e u tr o p h il l e u k o c yt e s . B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
,

16 6
, 1 8 7 -1 9 2 (1 9 9 0) .

42) S c h r 8 d e r
,

J■. M . : T h e m o n o c y t e
-d e ri v e d n e u tr o ph il

a c tiv a tin g p e p tid e ( N A P / i n t e rle u k in 8) sti m u l a t e s h u m a n

n e u tr o p h il a r a c hid o n a .t e
-5-1i p o x y g e n a s e

,
b u t n o t th e r el e a s e of

C ell u l a r a r a c hid o n a t e . J . E x p . M e d .
,
1 7 0

,
8 4 7 -8 6 3 (1 9 8 9) .

43) Y o s hi m u r a
,

T ･ & Y u h k i , N ･ : n e u t r O p hil a ttr a c t a n t/

a c ti v ati o n p r o t ei n
- 1 a

.
n d m o n o c y t e c h e m o a tt r a c t a n t p r o t ei n

-1

i n r a b b it : C D N A cl o n i n g a n d th ei r e x p r e s si o n i n s pl e e n c ells .

J . I m m u 工1 0Ⅰ
り
1 4 6

,
3 4 8 3 -3 4 8 8 (1 9 91) .

44) H u b e r
,

A . R . , K u n k el
,

S . L .
,

T o d d
,

Ⅱ
,

R . F . &

W ei s s
,

S ･ J ･ : R e g u l atio n of tr a n s e n d o th eli a,1 n e u t r o p hil

mi g r a ti o n b y e n d o g e n o u s i n t e rl e u ki n
-8 . S ci e n c e , 2 5 4

,
9 9 -1 0 2

(1 9 gl) .

4 5) V e d d e r
,
N . B .

,
W i n n

,
R . K .

,
R i c e

,
C . L .

,
C h i

,
E . Y

リ

A r f o r $
,

K .

- E . & H a rl a n
,

J . M . : I n h ibiti o n of le u k o c yt e

a d h e r e n c e b y a n ti T C D 1 8 m o n D Cl o n al a n tib o d y a tt e n u a t e s

r e p e rf u si o n i nj u r y i n th e r a b bit e a r . P r o c . N a tl . A c a d . S ci .

U 息 A .
,
8 7

,
2 6 4 3 -2 6 4 6 (1 9 9 0) .

4 6) V e d d e r
,
N . B .

,
W i n n

,
R . K .

,
R i c e

,
C . L .

, C h i
,
E . Y .

,

A r f o r s
,
K .

- E . & H a rl a n
,
J . M . : A m o n o cl o n al a n tib o d y t o

th e a d h e r e n c e
-

p r O m O t in g l e u k o c yt e gly c o p r o t ei n
,

C D 1 8
,

r e d u c e s o r g a n i nj u r y a n d i m p r o v e s s u r vi v al f r o m h e m o r rh a gi c

S h o c k a n d r e s u s cit a ti o n i n r a b bit s . J . C li n . I n v e st . , 8 1
,
9 3 9 -9 4 4

(1 9 8 町

47) S i m p s o n
,
P . J .

,
T o d d

,
Ⅲ

,
R . F

り
F a n t o n e

,
J . C .

,

M i c k el s o n
,

J . K
り

G riffi n
,
J . D . & L u c c h e si

,
B . R

R e d u c ti o n of e x p e ri m e n t al c a ni n e m y o c a r d ial r e p e rf u si o n

i nj u r y b y a m o n o cl o n aI a n tib o d y ( a n tir M o l , a n t トC D l l b) th a t

i n hib it s l e u k o c y t e a d h e sio n . J . C li n . I n v e s t .
,

8 l
,

6 2 4 -6 2 9

(1 9 8即.

4 8) Q a y u mi
,
A . K .

,
J a m i e s o n

,
W . R . E . & P o o s ti ヱ且d e h

,

A .
: E ff e c ts of pl a t el e t -

a.C ti v a ti n g f a c t o r a n t a g o ni st C V -3 9 8 8

i n p r e s e r v a ti o n of h e a r t a n d l u n g f o r tr a n s pl a n t ati o n . A n n .

T h o r a c . S u r g .
,
5 2

, 1 0 2 6 -1 0 3 2 (1 99 1) ,

4 9) W 8 h l e r s
,
T h .

,
H i r t

,
S . W .

,
H a v e ri c h

,
A .

,
F i e g u th ,

H . G .
,
J u r m a n n

,
M . & B o r s t

,
11 . G . : F u t u r e h o riz o n s of

l u n g p r e s e r v a tio n b y a p pli c a ti o n of a pl a t el e トa c ti v ati n g

f a c t o r a n t a g o ni st c o m p a r e d wi th c u r r e n t c li n i c al s t a n d a r d s :

戸

E u r o
- C o11i n s fl u sh p e rf u si o n v e r s u s d o n o r c o r e c o oli n g . J .

T h o r a c ･ C a rd i o v a s c . S u r g .
,
10 3

,
2 0 0-2 0 5 (1 9 9 2) .

50 ) C o n t e
･ J ･

V
･ ･ K a t z

･
N ･ M ･

,
W a ll a c e

,
R

･ B ･ & F o e gh ,

M ･ L ･ : L o n g-t e r m l u n g p r e s e r v a ti o n w ith th e P A F a n t a g o n
-

is t B N 5 2 0 21 ･ T r a n s pla. n t a ti o n , 5 1
,
1 1 5 2 -11 5 6 (1 9 91 ) .

5 1) R olf e
･

M ･ W ･
･

K u n k el ･ S ･ L ･
,

S t a n d if o r d
, T . J .

,

C h e n s u e
,
S ･ W ･

･
A ll e n

,
R ･ M ･

, E v a n o ff , H ･ L ･
,
P h a n , S .

11 ･ & S t ri e t e r
,

R ･ M ･ : P u l m o n a r y fib r ob l a s t e x p r e s si o n of

i n t e rl e u k i n
-8 : A m o d e l f o r a

.
1 v e ol a r m a c r o p h a g e-d e ri v e d

C y tO k i n e n e t w o r ki n g ･ A m ･ J ･ R e s pir ･ C e ll M ol . B i ol .
, 5

,

4 9 3 -5 01 (1 9 91) .

5 2) D e F o r g e
,

L ･ E ･
,

K e n n e y , J ･ S ･ , J o n e s
,

M . L
,

W a r r e n
,
J ･ S ･ & R e mi c k

,
D . G ∴ B ip h a si c p r o d u c tio n of

I L -8 i n lip o p o ly s a c c h a ri d e ( L P S)- S ti m ul a t e d h u m a n w h ole

bl o o d ‥ S e p a r a ti o n of L P S -

a n d c yt o ki n e
-

S ti m ul a t e d c o m p o n e
-

n t s u si n g a n ti - t u m O r n e C r O Sis f a c t o r a n d a n tトI L-1 a n tib o di e s .

J . I m m u n ol
リ
1 4 8

,
21

-

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

5 3) C a t y ,
M ･ G ･

,
G u i c e

,
K . S .

,
O l d h a m

,
K . T .

,
R e mi c k

,

D . G . & K u n k el , S . l . : E v id e n c e f o r t u m o r n e c r o sis

f a ct o r
-i n d u c e d p ul m o n a r y m i c r o v a s c u l a r i nj u r y aft e r i n t e sti -

n al i s c h e m i a
-

r e p e rf u si o n i nj u r y . A n n . S u r g .
,

21 2
,

6 94-7 00

(1 9 9 0) .

5 4) C oll e t ti
,

L ･ M .
,

R e m i c k
,

D . G .
, B u r t c h , G . D .

,

K u n k el , S . L . , S t ri e t e r
,
R . M . & C a r n p b ell

,
D . A . : R ol e of

t u m o r n e c r o sis f a c t o r- a i n th e p ath o p h y si ol o gic alt e r a ti o n s

af te r h e p a ti c i s c h e m i a/ r e p e rf u si o n i nj u r y i n th e r a t . J . C li n .

I n v e s t
り
8 5

,
1 9 3 6 -1 9 4 3 (1 9 9 0) .

5 5) W el b o u r n
,
R .

,
G o ld m a n

,
G .

,
0

'

ri o r d ai n
,
M .

, L i n d s a y ,

T ･ F ･
,
P a t e r s o n

,
Ⅰ. S .

,
K o b zik

,
L .

,
V a l e ri

,
C . R .

,
S h e p r o

,

D . & H e c h t m a n , H . B . : R ol e f o r t u m o r n e c r o sis f a c t o r a s

m e di a t o r of l u n g i nj u r y f o1l o wi n g lo w e r t o r s o i s c h e m i a . J .

A p pl . P h y si ol .
,
7 0

,
2 6 4 5 -2 6 4 9 (1 9 9 1) .

5 6) A s c e r
,
E .

,
M o h a r n

,
C .

,
G e n n a r o

,
M . & C u p o

,
S . :

I n t e rl e u ki n
-1 a n d th r o m b o x a n e r el e a s e af t e r s k el et a l m u s cl e

i s c h e mi a a n d r e p e rf u si o n . A n n . V a s c . S u r g リ
6

,
69 -7 3 (1 9 9 2) .

5 7) Si bi11 e
,

Y . & R e y n o ld s , H . Y . : M a c r o p h a g e s a n d

P Oly m o r p h o n u cl e a r n e u tr o p hil s i n 】u n g d ef e n s e a n d i nj u ry .

A m . R e v . R e s pi r . D i s .
,
1 4 1

,
4 7 ト5 0 1 (1 9 9 0) .

5 8) M a t s u h si m a
,

K .
,

B al d w i n
,
E . T . & M u k a id a

,
N . :

I n t e rl e u ki n
-8 a n d M C A F : N o v e1 1 e u k o c y t e r e c r u it m e n t a n d

a c ti v a ti n g c yt o k i n e s . C h e m . I m m u n ol . , 5l , 2 36- 2 6 5 (1 99 2) .
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R ol e of I nt e rl e u ki n -8 (I L - 8) i n I s c h e m i a ･ R e p e rf u si o n I nj u ry of t h e R a b bit L u n g s N ob u aki S e ki d o
,
D e p a rt m e nt

of S urg e ry ( 1) ,
S c h o ol of M ed ici n e

,
K an a Z a W a U ni v er si ty ,

K an a Z a W a 9 2 0
-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 2 , 2 0 2

-

2 1 3 (1 9 93)

E ey w o r d s i n t erl e u ki n - 8 (I L - 8) ,
i s c h e m i a -

r e p er fu si o n i nj u ry ,
l u n g tr a n s pl an tati o n

,
n e u tr O P hil i n filtr ati o n

I s ch e m i a - r e pe r fu si o n l nJ ur y r e m ai n s a s l g ni B c a n t p r obl e m i n l u n g tr a n spl an ta ti o n ･ N e u b
･

op h il s a r e c o n sid er e d a m aJ Or

e d ol o gi c fa c t or i n r e pe r fu si o n i nj u r y ･
T b d e ter m i n e th e r ol e of i n terl e u k i n - 8 (I L - 8) i n r e pe r fu si o n l un g i rd u ry ,

r ab b it l un gS

w e re r e n d er e d i s c h e m i c f o r 2 h r fb ll o w ed b y 3 - h r r ep e r fu si o n
･

T h e p r es e nt st u dy al s o e v al u ate d th e a bili ty of an ti -I L -8 an ti -

b od y t o r e d u c e r e pe r fu si o n l un g ln J u ry ･
R e pe r fu si o n f or 3 h r in cr e a s e d th e le v els of m -8 i n br o n c h o - alv e ola r l a v a g e fl uid

( B A L F) an d tis s u e h o m og e n a te sig ni 丘c an d y ,
C O m P ar e d w i th r e pe r fu si o n f or 2 h ∫ Or l e s s (p < 0 ･0 5) ･ C orr e sp o n din g to th e el e -

v ati o n o f I し8 1 e v el s
,
th e n u m b er an d p r op orti o n of n e u tr o p hil s i n c ell s i n B A L F i n cr e a s ed w id l th e h i st op a th ol o gi c al e vi -

de n c e of i n tr a v a sc ul ar n e u tr Op hil a g g r e g ati o n a nd n e u B op h il i n filtr ati o n
･

N ei th er i s ch e m i a f or 5 h r al o n e n o r pe r fu si o n f or 5

h r al o n e in d u c ed I L - 8 el e v a ti o n an d n e ut r o phil i n m tr ati o n ･ I nj e c ti o n of a nti -I し8 a ntib o d y in t o th e e ar V ei n i nl 1ibit ed th e

in u a v e n o uS n e u tr O phil ag g r e g a ti o n an d n e u tr op h il in 缶It r ati o n ･
I n c o n tr a st

,
i n tr ab r o n ch i al ad m i ni str ati o n w a s i n efft c ti v e ･

I n tr a b r o n c h i al a d m i ni s t r a ti o n o f I L - 8 c a u s e d n e u tr o p h il i n fil tr a ti o n i nt o th e i n te r s ti ti u m a n d th e al v e oli ･

I m m un Ohis to c h e m i c al stai nl n g r e V e al ed th at th e o n g l n al c e11 s pr od u ci n g I L - 8 w e re cili ary c ell s o f b r o n c hi ol e a n d alv e ol a r

m a cr op h a g es ･ T h e s e f in d i n g s p r o v ed th at I L - 8 p l ay s a m aJ Or r Ol e i n th e r e c mi t m e n t o f n e utr o p
h ils i n r e pe r fu s e d r a b b i t l u n g s ･

It is e x pe C te d th at an ta g O mi ts a g ai n st I L - 8 ar e Cli ni c all y u s e fu l f or i n hi bi 血 g i sc h e m i a - r e pe T fu si o n l u n g l n J u ry ･


