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Hypercapnic Acidosis Attenuates Endotoxin-Induced Nuclear Factor-κB Activation.

  (高 二酸化 炭 素性 ア シ ドー シス はエ ン ド トキシ ンに よ るNuclear Factor-κBの 活 性化 を抑 制す る)

竹 下 啓

内容の要旨

【背 景 】近 年permissive hypercapniaに 基 づ く呼 吸 管 理 が急 「生呼吸 促 迫

症 候 群(ARDS)患 者 の 生 命 予 後 を 改 善 す る こ とが 大 規 模 臨 床 試 験

で 示 され た 。 しか しな が ら、permissive hypercapniaに よ りも た ら され

る高 二 酸化 炭 素 性 ア シ ドー シ ス(HA)がARDSを 中 心 とす る肺 傷 害

に与 え る 影 響 につ い て は 十 分 な 検 討 が な さ れ て い な い 。 本 研 究 で

は 、 培 養 肺 血 管 内皮 細 胞 を用 い て 、HAが エ ン ド トキ シ ンに よ る肺 の

炎 症 に 与 え る影 響 に っ い て 検 討 した 。

【材 料 と方 法 】 ヒ ト肺 動 脈 血 管 内 皮 細 胞(HPAEC)を 、21%02-

5%CO2の 正 常CO2濃 度 環 境(pH7.34±0.02、 PCO235.5±0.6mmHg)

な い し21%Oz-10%CO2の 高CO2濃 度 環 境(pH7.Ol±0.01、 PCO2

74.7±2,8mmHg)に 曝 露 した。 さ ら に 大 腸 菌 リポ ポ リサ ッ カ ラ イ ド

(LPS)を 最 終 濃 度1μg/mLと な る よ う に 調 節 しHPAECを 刺 激 し

た。 一 部 の 実 験 に お い て は 、21%02-5%CO2に 平 衡 させ た 培 養 液 に

HCIを 加 え 代 謝 性 ア シ ドー シ ス を 作 成 し た(pH7.02±0.02、 PCO2

36.3±1.1 =)。 ま た 、21%02-10%CO2に 平 衡 させ た 培 養 液 を

NaHCO3で 緩 衝 し 高CO2濃 度 と 正 常pHを 有 す る 環 境 を 作 成 した

(pH7.32±0.02、 PCO275.2±1.5mmHg)。HPAECか ら核 蛋 白 質 を 抽 出

し、NF-KBとAP-1のDNA結 合 能 を ゲ ル シ フ トア ッセ イ で検 討 し た。

ま たlxB-aとIKB一 βの 発 現 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トで 測 定 した。 さ ら

に 、HPAEC表 面 のICAM-1発 現 をflow cytometry(FCM)で 、 培 養 液

中 のIL-8をELISAで 、 ICAM-1とIL-8のmRNAをRT-PCRで 測 定 した 。

培 養 液 中 のLDH活 性 を 測 定 し、 HPAEC傷 害 の 指 標 と した 。 ま た 、健

常 人 か ら比 重遠 心 法 に て 分 離 した 好 中球 を用 い て、 好 中球 上 のMac-1

の発 現 をFCMで 測 定 した。 内 皮 細 胞 と好 中 球 の 接 着 をadhesion assay

で 検討 した。

【結 果 】HAはHPAECに お い てLPS刺 激 に よ るNF-KBの 活 性 化 、 IxB一

αの 発 現 低 下 、ICAM-1お よ び1'の 発 現 冗 進 、 細 胞 傷 害 、 好 中 球 の

接 着 増 加 を抑 制 した。 代 謝性 ア シ ドー シ ス お よび 正 常pHを 有 す る高

CO2ガ ス 環 境 に お い て もLPS刺 激 に よ るNF-xBの 活 性 化 お よびlxB一 α

発 現 低 下 が抑 制 され た が 、 そ の 程 度 はHAの 場 合 に 比 較 して 軽 度 で

あ っ た。 一 方 、HAはLPS刺 激 に よるHPAECに お け るAP-1の 活 性 化 、

好 中 球 に お け るMac-1の 発 現 に は影 響 を お よ ぼ さな か っ た。

【考 察 】 以 上 の 結 果 か ら、HAは 内 皮 細 胞 のNF-xB-DNA結 合 活 性 を

抑 制 す る こ とに よ り、 肺 の 炎 症 に 対 して 防御 的 に働 く可 能 性 が 示 唆

され た。

論文審査の要旨

 近 年人工 呼吸管理 によって誘発 され る肺傷 害を予防す るために、

従来 よ りも少 ない1回 換 気量 を用 いた換気方 法が考案 され、 これ に

よ りARDS患 者の予 後 を改 善 し うる ことが複数 の臨床試験 で示 され

た。少 ない1回 換気 量 による人工 呼吸管理 でARDS患 者 の生命予 後

が改善 され たのは、あ くまで も肺胞過伸 展な どの軽減 に よる効果 が

主 で あ る と考 え られ て い るが、副 産 物 として発 生す るhypercaprric

acidosisがARDSな どの肺傷 害に与 える影 響 につ い ては十 分な知見 が

な い。本 研 究 で は、培 養 ヒ ト肺 動 脈 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い て、

hypercapnic acidosisがエン ドトキ シンによる肺 の炎症 にいかなる影響

を与 えるかについて検討 した。その結果 、hypercapnic acidosisが肺血

管 内皮 細胞 にお いてLPS刺 激 によるNF-KBの 活性化 、 IKB一αの発現低

下、ICAM-1お よびIL-8の 発現 」L進、 LDHを 指標 と した細胞傷 害、お

よび 、好 中球の接着 増加 を抑制 す るこ とが判 明 した。 以上の結果 か

ら、hypercapnic acidosisが血管 内皮細胞 のNF-xB-DNA結 合活性 を抑

制す る ことによ り、肺 の炎症 に対 して防御 的 に働 く可 能性 が示唆 さ

れ た。

 審査 では まず 、本研 究で用 いた実験系 と生体内 との条件 の相違 に

っいて質 問がな され た。 本研 究で用い られた培養液 のpHお よびPCO2

は、少量 一回換気法 で人工呼 吸管理 され た患者の動脈血 で実際 に観

察 され 得 る値 であ り妥 当 と考え られ るが、血流や換気 のない静止状

態 であ るこ とが生体 とは大 き く異 なる と回答 され た。 また、NF-KB

の抑制効 果 がhypercapnic acidosisに比較 してbuffered hypercapniaお よ

びisocapnic acidosisにお いて 弱か った機 序 につい て説 明を求 め られ

た。 申請者 が 細胞 内pHを 検 討 した と ころ、内皮 細胞 をhypercapnic

acidosisに曝露す ると速や かに細胞 内pHが 低下 しそれが遷延 したの に

対 し、buffered hypercapniaお よびisocapnic acidosisにおい ては細胞 内

pHの 低下 が一時的 にすぎなかった ことか ら、細胞 内pHが 重要 な役割
を してい る と推測 され る と回答 され た。 これ に対 して、CO2分 子 そ

の ものがな ん らかの作用 を有 して いる可能性 があ り、そのた めの検

討 も行 うよ う要望 され た。 さ らに、本研 究で認 め られ たhypercapnic

acidosisによ るNF-xBの 抑制 効果が、肺血 管に特徴的 な ものな のか と

質 問がな され た。 これ に対 して ヒ ト膀帯静脈 血管 内皮 細胞 で も同様
の現象 が観察 され た こ とか ら、必ず しも肺 血管 に特異 的な もので は

ない と回答 され た。 またpH、 PCO2だ けでな く、HCO3の 関与 を明 ら

か にす るため に、低PCO2あ るいは炭酸脱水酵 素阻害剤 を加 えた条件

での検討 も加 えるべ きである と助言 された。 さらに好中球のadhesion

assayにお いて、抗ICAM-1抗 体 で処理 した場合 においても好 中球 の接

着 が完全 に は抑制 されな かった こ とにつ いて質 問があった。 これ に

対 して、抗ICAM-1抗 体 を添加 した場合 にhypercapnic acidosisによる

好 中球接 着抑制効 果が消失 した ことか ら好 中球の接着抑 制効果が主

にICAM-1を 介 した もの である と推測 され るものの、好中球の接着 自

体 にはICAM-1以 外 にVCAM-1やselectinな ど他 の接 着分子の関与 も考

え られ る と説 明がな され た。最 後に、今後 は低 濃度酸 素や 高濃度酸

素 な ど、実 際 の 人 工 呼 吸 管 理 で 高 頻 度 に 認 め られ る 病 態 に

hypercapnic acidosisが加 わった条件 について も検討 を続 けるよ う要望

がな された。

 以上 の よ うに、本研 究では さ らに検討 され るべ き課題 を残 して い

るものの、hypercapnic acidosisがエン ドトキシ ンによる肺傷害 に対 し

て防御的 効果 を有す ることを転写因子 レベ ルか ら示 した点で、価値

ある論文 と評価 され た。
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