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慢性肺気腫症患者における好中球遊走能及び

活性酸素産生能と赤血球SOD活性の検討

神戸大学医学部内科学第一講座(指導:横山 光宏教授)

中 村 博 文

(平成9年2月27日受付)

要 t::::. 
目

慢性肺気腫 (CPE)の成因を明らかにするために，

13人の慢性肺気腫患者 (CPE群，平均年齢65.8:t6.2 

才，平均 1秒率38.8:t7.2%)及び 8人の健康成人

(コントロール群，平均年齢60.1:t8.2才)を対象に末

梢血好中球 (PMN)の遊走能，活性酸素 (02-)産

生能及び赤血球SOD活性 (RBC-SOD)を測定した。

CPE群のPMN遊走能は，コントロール群よりも有意

に克進していた (363:t243VS 113:t91 PMNs/mnl， 

p<0.05)が， 02一産生能は，両群聞に有意差を認め

なかった。一方， RBC-SOD はCPE群で有意に低値

であったC1.82:t0.22VS 3.12:t0.85 U/104RBC， 

p<O.Ol)。以上よりCPE群では， PMNの機能異常だ

けでなく， RBC-SOD活性の低下を認め， アンチオ

キシダント活性は， CPEの成因に関与している可能

性が示唆された。

緒言

慢性肺気腫(以下CPE)の成因に喫煙の影響が特

に重要であることはよく知られている(1)(2)。タバコ煙

は，肺胞マクロファージ(以下AM)の増加及び活性

化，好中球(以下PMN)の末梢血管内から肺胞への

遊走及び活性化を起こし，プロテアーゼの放出を促し，

肺胞壁破壊の冗進を引き起こす(3)。また，活性化され

遊走した炎症細胞のオキシダントおよびタバコ煙自体

のオキシダントによりプロテアーゼ・インヒビターカま

酸化を受け(4) プロテアーゼ・アンチプロテアーゼ均

衡においてプロテアーゼ優位の不均衡を生むことにな

る(5)。この不均衡に基づき，プロテアーゼによる肺組

織のエラスチンの分解が進行され，気腫性変化が引き

起こされると考えられている。このようにCPEの成

因には，攻撃因子としてのプロテアーゼ，オキシダン

ト，防御因子としてのアンチプロテアーゼ，アンチオ

キシダントがあり， これらの聞に生ずる不均衡が大き

く関与していると考えられる (3)。

赤血球(以下RBC)には高濃度のスーパーオキサ

イドディスミュターゼ (Superoxidedismutase : 

以下SOD)，カタラーゼ，ク、、ルタチオン，ペロキシダー

ゼが含まれており，気管内へ注入されたRBCは95%

酸素に曝露されたラットの生存率を改善することが報

告されている川。またRBCのカタラーゼはタバコ煙

によるα1-アンチトリプシン(以下α1-AT)の不活

化を防止するので(7)， RBC内のアンチオキシダント

がCPE発症の抑止力として作用している可能性があ

る。したがって， RBCのSOD，カタラーゼ¥ グルタ

チオンオキシダーゼ等のCPE形成に対するアンチオ

キシダント作用が注目されている。

我々 は， CPE，i患者においてPMNの遊走能，オキシ

ダントの 1つである活性酸素(以下02-)産生能を測

定し，攻撃因子の評価を行う一方， RBCに含まれる

アンチオキシダントの 1つであるSOD活性を測定し，

防御因子の lつの要因としての意義を検討した。

対象および方法

1.対象

臨床症状，胸部X線写真及び胸部CT写真，肺機能

検査によりCPEと診断され，ここ1ヶ月間に明らかな

感染がなく臨床症状の安定している13人を対象とした

(Table 1)0 CPE群は平均年齢65.8才，平均 1秒率

は38.8:t7.2%であり，また13名全例が喫煙歴を有し，

Current smoker 10人， Ex-smoker 3人であった。

治療としては経口テオフィリン剤，抗コリン剤吸入，

s2刺激剤の吸入を中心とし，ステロイド療法(吸入，

経口及び注射を含む)，抗生剤，抗菌剤の投与をうけ

ていない患者を対象とした。一方，対照には呼吸器症

状をもたない健康成人8人を選んだ(コントロール群)。

その構成は，平均年齢60.1才， Current smoker 3 

キーワード:肺気腫，好中球遊走能，好中球活性酸素産生能，赤血球SOD活性

(29) 
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Table 1 Characteristics in Subjects 

Brinkmann 

Index FEV1%(%) 

一一
%VC(%) VC(L) Ex(y) Gender 

46.6 

45.7 

25.5 

33.9 

36.2 

37.5 

44.1 

39 
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0.74 

1.24 
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12 

Age(y.o) 

Patients with CPE(CPE) 

1 75 

2 66 

3 61 

4 61 

5 71 

6 61 

7 73 

8 63 

9 71 

10 57 

11 71 

12 69 

13 57 

Mean 65.8 

SD 6.2 

Control subjects(Control) 

1 53 

2 65 

3 67 

4 61 

5 66 

6 43 

7 61 

865  

60.1 

8.2 

M

M

F

F

F

M

M

M

 Mean 

SD 

Abbreviation; CPE=Chronic pulmonary emphysema， Ex(十)=Ex-smoker， VC=Vital capacity， 

FEV10=Forced expiratory volume at one second， M=male， F=female. 

Results are expressed as mean::tSD. 

ンブルー染色により95%以上の生存を確認したものを

実験に用いた。

(2) PMN遊走能の測定

Burnettらの方法に従い.Modified Boyden cham ber 

にてPMN遊走能を測定した(自)。下室のchamberに非

特異的遊走刺激物質としてformylmethiony 1 leucy 1 

pheny lalanine (以下FMLP，Sigma) の10-8M， 

0.2mlを加えた。上室と下室の聞にporesize 2.0 

μmのフィルタ-CNucleopore， Pleasanton， Calif.， 

U.S.A.)をおき. 5 %C02. 37
0

Cにて90分間培養後，

取り出したフィルターにメイ・ギムザ染色を行なった

上で，顕微鏡下400倍にてフィルターの下面に到達し

たPMNを計測した。測定は 5視野を計測し. 1 mclあ

たりのPMN数として算出した。無目的自動運動の影

響をなくすために，同時にFMLPのかわりに対照と

(30) 

人.Ex-smoker 2人.Non-smoker 3人から成っ

ていた。採血の12時間以上前より吸入を含む薬剤を一

切中止し，また喫煙も同様に中止してもらった。

尚，本研究に際しては，各患者に本研究のフ。ロトコー

ルを示し，同意を得て行った。

2.方法

A. PMN遊走能.02一産生能の検討

(1) PMNの分離方法

ヘパリン加採血した静脈血をモノ・ポリ分離溶液(

Mono-Poly Resolving Medium， Flow Laboratories， 

Australia)に重層し，室温で300gにて遠心を行い，

PMNを分離した後. PMNをRPMI1640培養液

CSigma Chemical Co.， St. Louis， MO) または

ハンクス液 (HBSS，Sigma)に浮遊させた。本研究

では，顕微鏡にて95%以上のPMNからなり， トリパ



してRPMI1640培養液0.2mlを下室に加えたものを

用い，その時のフィルター下面に認められたPMNを

計測することによりFMLPによるPMNの遊走能を測

定した(幻。

(3) PMN活性酸素 (02一)産生能の測定

02-産生能はチトクロームC遺元法を用いて測定し

た(7)0 PMNをハンクス液にて 1X106/mlに調整し，

その0.5mlにチトクロームC (5 mg/ml) 0.2ml及

びFMLP(5 X 10-4 M) O. 2mlを加え， さらにSOD

(300μg/ml) O.1mlまたはハンクス液0.1mlを混和

した。 15分間370Cで振とうした後，氷冷で反応を停止

させ， 40C 3000rpm 10分遠心後，得られた上清の

550nmでの吸光度を測定した。 SODの混和の有無に

よる吸光度の差をPMNの02一産生能とした。

B. RBC-SOD活性の測定

末梢血よりRBCを分離し，生理食塩水で洗浄後，

0.1mlをとり蒸留水で溶血させた。 RBC溶血後エタ

ノール 1ml，クロロホルム0.6mlを加え室温で15分

間振とうした。振とう後2500rpm，10分間遠心し

(Tuschihashi' s method)，得られた上清をニトロ

ブ、ルーテトラゾリウム還元法 (NBT還元法， SODテ

ストワコー)を用い560nmの吸光度を測定しSOD活

性を求めた(1九 RBC104個あたりのSOD活性で評価

した。

統計

成績は，平均値:1:SD (Standard deviation of 

mean)で表した。検定は， unpaired t-testを用い，

M直が0.05以下の場合に有意差ありとした。

結果

①PMN遊走能の測定

FMLPlO-8Mを遊走刺激物質としたときのPMN遊

走能はFig.1に示すように CPE群 (363士243

PMNs/mni)では， コントロール群 (113:1:91)に比

べて，有意な遊走能の冗進が認められた (p<0.05)。

②PMN-02産生能の測定

FMLP 5 x 1O-4Mを刺激物質としたときのPMNの

02-産生能は， Fig.2にみられるようにCPE群 (28.8

:1: 18. 9nM/15min/106 PMN s)コントロール群(1

8.2士10.1)の両群聞に有意差は認められなかった。

③RBC-SOD活性の測定

Fig.3はRBC104個当りのRBC-SOD活性を示し

ているが， CPE群で1.82:1:0.22 U/104 RBC， また

コントロール群で3.12:1:0.85U/104RBCとCPE群

(31) 
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p<0.05 

o 

剖
CPE Control 

Fig 1. Chemotactic response of PMN s to FMLP 

in CPE group (n =9) and control group 

(n =7). 

The cell number of migrated PMNs was 

counted after FMLP stimulation， and is 

expressed as PMN / mnL 

PMNs' chemotaxis in CPE group showed 

more enhanced activity than that in control 

group. 

0: Productlon 
(nm41115mlW10乍MNs)

NS 
80 r 

60卜 o 。
。

8 
20ト

8 
o 。
CPE 

o 

o 

Control 

Fig2. Superoxide anion (02一)production of 

PMNs in CPE group (n=l1) and control 

group (n =8) after stim ulation with FMLP. 

02 - production was quantitated by 

measuring the superoxide dismutase 

inhibitable reduction of cytochrome c for 

106 PMN s and expressed as nmol 

cytochrome c reduced in 15min. 
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Fig3. The SOD activity of erythrocytes in CPE group 

(n = 13) and control group (n =8). 

The mean value of SOD/RBC was significantly 

lower in CPE group (p<O.Ol). 

が有意に低値を示した (p<O.Ol)o SOD活性は 1秒

量や拡散能などの肺機能諸指標との相関は認めなかっ

fこ。

考察

CPE発生の重要な危険因子の一つに喫煙がある。

剖検肺の検討において，喫煙量の増加は肉眼的及び組

織学的な肺胞破壊の程度を増す(1)。また，モルモット

に12ヶ月間の慢性喫煙させると，病理学的にCPE発

生が認められる(1九現在，喫煙によるCPEの成因に

は， AM， PMN，多くの化学遊離物質， エラスター

ゼ，アンチプロテアーゼ，内因性あるいは外因性オキ

シダント，アンチオキシダント及びエラスチンを代表

とする結合織の聞での複雑な相互関係が成り立ってい

るが，特にプロテアーゼ・アンチプロテアーゼ バラ

ンスの不均衡がCPE発症に強く関係していると考え

られている(ω。

今回の結果は， FMLPという非特異的化学遊走物

質ではあるが， CPE!患者のPMN遊走能はコントロー

ル群に比し有意に充進していた。喫煙者の肺胞内には

多くのAMが存在し，活性化されていることが，近年

の気管支肺胞洗浄液(以下BALF) における細胞成

分の分析から明らかにされており， また， これらの

AMは， C 5 a， L TB 4 ， IL-8などのPMN遊走因子

を放出している。喫煙により血液中のPMNは，肺循

環での通過時間が遅れ肺内で停滞することが示されて

いることより(1ヘ多くのPMNが容易に肺血管系より

間質へ遊走することが考えられる。タバコ煙自体には

(32) 

多くのオキシダントが含まれており(1)(5) また喫煙に

より肺へ移行集積してきたPMNをはじめとする炎症

細胞もオキシダントを産生する。

このような炎症細胞浸潤によるオキシダント負荷の

増加は， α1-ProteaseInhibitor (以下α1-PI)の

不活化をおこし，結果としてプロテアーゼ負荷の増加

をもたらすことになる。

タバコ煙の直接的要因だけでなく，喫煙者のPMN

はオキシダントの 1つである02-産生能が冗進してお

り〔ω，ニコチンやタバコ煙に曝露されたラットのPM

Nにおいても， 02産生の冗進が報告されている(15)。

Abboundらは喫煙後にBALF中のα1-PIが不活化さ

れる時間経過をみると， AMがオキシダントを産生す

る時間経過と類似していたことより(1ぺ AMも積極的

にオキシダント産生に関与していることを明らかにし

ている。今回のCPE群のPMNの02産生能を検討し

た結果では，コントロール群と比較し軽度冗進してい

たのみで，有意差を認めるほどではなかった。しかし

前述したように， CPE!患者にはPMN遊走能の充進が

認められており，また多くの研究者はBALFでPMN

の実数の増加を認めており，肺全体としては個々の細

胞の02産生能が著増していなくても肺組織全体とし

て02が増加し，過大なオキシダント負荷がかかって

いると考えられる。

一方，過大なオキシダント負荷に対してはアンチオ

キシダントが生体の防御因子として機能しており， C 

OPD患者において血衆中のアンチオキシダント活性

と1秒率の異常とは密な関係があることはすでに認め

られている(1九今回RBC-SODについて検討したと

ころ， CPE群では有意にコントロール群に比し低値

であった。アンチオキシダント活性は過大なオキシダ

ント負荷に伴い，その活性が誘導されることはすでに

報告されている(18ヘ Invitroの系ではあるが，パラ

コートでPMN-SODの誘導をもたらされた人は長命

であることが認められているし(18) また ln V1VOの

系でも高濃度酸素曝露の際では，ラット肺組織中のア

ンチオキシダントとしてのCuZn-SOD， Mn -SOD活

性が誘導されたという報告側や， humanやハムスター

のAMのSOD活性冗進が喫煙によって誘導されてい

るという報告がみられる(2ω 。さらに， PMNや

AMのみでなく， RBC内のグルタチオン，カタラー

ゼが喫煙者で上昇していたとの報告もある(ヘ

今回の研究でCPE群のRBC内のSOD活性の低下が

認められたことは， CPE患者におけるアンチオキシ

ダントの異常が生じていることを示唆している。この

異常のメカニズムについては，喫煙量の増加に伴って

起こるはずのRBC-SODの誘導，上昇が， CPE患者



では喫煙量の増加に伴うオキシダント負荷の増大に見

合う程には充分に引き起こされないために，オキシダ

ント・アンチオキシダントバランスの負の不均衡が

生じた可能性が考えられる。すなわち，喫煙によりオ

キシダント・アンチオキシダントの負のバランスが大

きくなり，肺胞破壊が進行する人がCPEになるので

はなL、かと推測される。しかし，今後，喫煙者であり

ながら. CPEになっていない健常喫煙者についても

検討を加え，オキシダント・アンチオキシダントのバ

ランスの異常のCPE形成への関与を明らかにする必

要がある。

以上.CPEの発症には， プロテアーゼ負荷の増大

と共に，オキシダント負荷の増大，アンチオキシダン

トの低下によるアンチプロテアーゼの低下という攻撃

因子と防御因子の両者の不均衡の増大が関連している

と考えられた。喫煙者の10--15%にCPEが生じると

推定されているが(2ヘ今後は，どのような喫煙者に

CPEが生じるのかというsusceptibili tyの問題につい

てさらなる詳細な検討が必要である。

事士 善玉
ロ ロロ

CPEの病態形成にプロテアーゼ・アンチプロテアー

ゼバランスの不均衡及び，オキシダント・アンチオ

キシダントバランスの不均衡という 2つの不均衡が

大きく関わっていると考えられ，攻撃因子としての末

梢血のPMNの遊走能.02産生能， また防御因子と

してRBC-SOD活性について検討した。
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The current hypothesis on the pathogenesis of chronic pulmonary emphysema (CPE) is that it 

results from proteolytic lung injury caused by an imbalance between protease and antiprotease in 

the 1ung. Oxidants a1so p1ay an important ro1e on the inactivation of antiprotease. To eva1uate 

the re1ations between oxidants and antioxidants on the pathogenesis of CPE， we measured the 1evel 

of FMLP-stimu1ated superoxide anion (02-) produced by po1ymorphonuclear neutrophi1s (PMNs)， 

PMNs' chemotaxis for FMLP， and erythrocyte superoxide dismutase (SOD) in 13 patients with 

CPE (CPE group， mean age 65.8 y.o.)， and 8 contro1 subjects (Contro1 group， mean age 60.1 y.o.). 

The chemotactic activity of PMNs obtained from CPE group was significant1y more activated 

than that of contro1 group (p<0.05). There was no significant difference in the 02-production by 

PMNs between CPE and contro1 groups， although PMNs' FMLP-stimulated chemotaxis was more 

enhanced in CPE group (363::t 243 PMNs/ mnD than in control group (113::t 91 PMNs/ mni) 

(p<0.05). SOD activity of erythrocytes was lower in CPE group than that in control group 

(p<O.Ol). 

We conclude that the disproportionate state between enhanced activity of oxidants and the 

decreased activity of antioxidants plays an important ro1e for the pathogenesis of CPE in smokers. 
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