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研究成果の概要： 

緑色蛍光蛋白遺伝子導入ラットにおいて麻酔下に肺微小循環を蛍光顕微鏡下に観察、肺循

環の毛細血管における白血球の通過を可視化した。これを高感度蛍光観察用CCDにて記録、

ＰＣにて解析し、白血球の毛細血管通過時間および毛細血管における集積、細静脈における

白血球動態を評価するモデルを確立した。このラットにエンドトキシンを静注し、肺循環に

おいては、細静脈に白血球の集積がおこる体循環とは異なり、肺循環においては毛細血管に

白血球が毛細血管に集積することを、標識による修飾の加わらない状態での白血球の動態を

リアルタイムで観察することにより、証明した。この研究の成果の一部は日本外科学会総会

サージカル・フォーラムにて発表した。このモデルにおいて白血球の cGMP 濃度を、NO の

ドナーである SNAP 等を用い、cAMP 濃度は cAMP 合成を促進するプロスタグランディン

I2 及び cAMP 分解を抑制する phosphodiesterase type4 阻害薬を用い、増加させ白血球の集

積への影響を評価した。 

また、肺循環の定量的評価を行う目的で MRI を用い実験を行った。FAIR 法は造影剤を使

用することなく血流を評価できる MRI の撮像法であり，これを肺循環の評価に用いた。体

位変換により、肺内の血流分布が変化する事を示す事ができた。腹臥位では、仰臥位に比し

肺循環の不均等が減少することを定量的に示した。これは急性肺障害の患者の体位を腹臥位

にすると酸素化が改善する理由の一つと考えられた。 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 

手術・体外循環・外傷・熱傷・出血・感染

等の外科的侵襲に対し、生体においては様々

な生体反応が惹起される。過剰な炎症反応は、

全身性炎症性反応症候群、急性呼吸窮迫症候

群に代表されるように、肺・心・肝・腎を始

めとした重要臓器の障害を来たす。 

近年、患者の高齢化とともに、予備力の低

い患者が増加し、外科的侵襲による臓器障害

が外科治療上、大きな問題となり、外科治療

を低侵襲化する必要性が生じてきている。そ

のためには外科侵襲自体をできるだけ小さ

く抑えるのみならず、外科侵襲に対する反応

を低く抑えることが重要と考えられる。侵襲

自体を低くするため創の縮小・内視鏡下手術

等が試みられているが、確実かつ安全に手術

を施行するためには限界がある。一方侵襲に

対する反応のコントロールは不十分なまま

で、現状では有効な対策がない。活性化され

た白血球と内皮の相互作用に代表される過

剰な炎症反応による肺微小循環の障害が、外

科侵襲後の臓器障害の基本的なメカニズム

であり、手術において患者に麻酔をかけるよ

うに、外科侵襲時に白血球及び内皮の活性化

を抑制することにより、いわば白血球及び内

皮に麻酔をかけることにより、白血球-内皮の

相互作用を抑制し、過剰な炎症反応・肺微小

循環障害および臓器障害の発症を防ぐ事が

できると考えられる。我々は白血球及び内皮

細胞のシグナル伝達における重要なセカン

ドメッセンジャーとして機能し、活性化にお

いて全般的に抑制的に働く cAMP および

cGMP に注目している。本研究の目的は、白

血球及び内皮細胞の cAMP および cGMP を

調節し、侵襲に対する生体反応をコントロー

ルすることである。 

また、急性肺障害の患者を腹臥位で管理す

ると酸素化が改善することが知られている

がそのメカニズムには肺微小循環の改善が

関係していると考えられるが明らかにはさ

れていない。 
 
 
２．研究の目的 

白血球及び内皮細胞の cAMP 濃度は

Adenylate cyclase に よ る 産 生 と

Phosphodiesterase による分解により調節さ

れている。また cGMP 濃度は Guanylate 

cyclase による産生と Phosphodiesterase に

よる分解により調節されている。 

本実験では、不要な白血球及び内皮細胞の

活性化を抑制するために Adenylate cyclase

の agonist である Prostaglandin I2、白血球

に特異的なPhosphodiesterase (PDE) type 4

の阻害薬を用い cAMP 濃度を増加させる。ま

たGuanylate cyclaseのagonistであるNO、

内皮に特異的な Phosphodiesterase (PDE) 

type 3 の阻害薬を用い、cGMP 濃度を増加さ

せる。これらの方法の組み合わせにより、白

血球及と内皮の相互作用を評価する。 

また、肺循環の定量的評価を行う目的で MRI

を用い評価する。FAIR 法は造影剤を使用す

ることなく血流を評価できる MRI の撮像法

であり，これを肺循環の評価に用い、腹臥位

での肺微小循環の変化を評価する。 
 
 
 



３．研究の方法 
（１）cAMP および cGMP 濃度と白血球及び

内皮細胞機能の関係（研究代表者、連携研究

者：蘇原） 
In vitro 実験系で、ヒト白血球及びヒト臍帯

静脈内皮細胞を用い、cAMP および cGMP 濃

度と白血球活及び内皮細胞機能の関係を評

価する。 
白血球の cAMP 濃度を cAMP 合成を促進す

るプロスタグランディン I2 及び cAMP 分解

を抑制する phosphodiesterase type4 阻害薬

を用い増加させ以下の白血球機能への影響

を評価する。内皮細胞の cGMP濃度を、cGMP
合成を促進させるNO及びcGMP分解を抑制

する phosphodiesterase type3 阻害薬を用い

増加させ以下の内皮細胞機能への影響を評

価する。 
エンドトキシン及び活性化補体による白血

球及び内皮細胞機能活性化への影響 
• 白血球接着分子の変化（ CD62L ・

CD18・CD11bを flowcytometryで測定）。 
• 白血球細胞骨格の変化（F-actin を

flowcytometry で測定）。 
• 白血球変形能の変化（細胞マイクロレオ

ロジー測定装置で評価）。 
• 白血球エラスターゼ産生能（ELISA 法

で評価） 
• 内皮細胞接着分子の変化（E-selectin・

ICAM-1 を免疫染色で評価） 
• 内皮細胞細胞骨格の変化（F-actin を免

疫染色で評価） 
• 内皮細胞サイトカイン産生（ELISA 法

で評価） 
 
（２）in vivo では連携研究者の小林英司らが

開発した緑色蛍光蛋白遺伝子導入ラットを

用い、白血球-内皮相互作用を評価する。 
 
 敗血症性肺障害モデル（研究代表者、連携

研究者：蘇原） 
 我々が開発した緑色蛍光蛋白遺伝子導入

ラットの肺微小循環における白血球動態観

察法を用いる。緑色蛍光蛋白遺伝子導入ラッ

トは組織によって緑色蛍光の発現度が異な

る。肺組織においてはほとんど緑色蛍光が発

現していないが、白血球には緑色蛍光が強く

発現している為、肺微小循環での白血球動態

が明確に観察される。 
 蘇原らが開発した蛍光生体顕微鏡肺微小

循環観察装置を用い肺微小循環での白血球

動態を評価する。画像は高感度 CCD カメラ

でリアルタイムに HDD に記録し、肺微小循

環での白血球-内皮相互反応を評価する。 
評価項目 
 白血球-内皮相互作用 
• 蛍光生体顕微鏡によるリアルタイムの

観察により、白血球の集積及びその部位

を解析。毛細血管での白血球通過速度、

毛細血管への白血球集積、細静脈内皮へ

の白血球のローリング及び接着を評価

する。 
• 犠 牲 死 後 摘 出 標 本 で 肺 組 織 の

Myeloperoxidase 含量を評価。 
 惹起されたサイトカインの放出 
• 血中 IL-6・TNF 等炎症性サイトカイン

濃度（ELISA キットで測定）。 
 肺障害の程度 
• 肺組織の乾湿重量比 
このラットにエンドトキシンを微量持続静

注し、白血球-内皮相互反応の変化を評価する

モデルとする。 

このモデルにおいて白血球の cAMP 濃度は

cAMP合成を促進するプロスタグランディン

I2 及 び cAMP 分 解 を 抑 制 す る

phosphodiesterase type4 阻害薬を用い、増

加させ上記の項目への影響を評価する。 
 
 
４．研究成果 

緑色蛍光蛋白遺伝子導入ラットにおい

て麻酔下に肺微小循環を蛍光顕微鏡下に

観察、肺循環の毛細血管における白血球の

通過を可視化した。これを高感度蛍光観察

用 CCD にて記録、ＰＣにて解析し、白血

球の毛細血管通過時間および毛細血管に



おける集積、細静脈における白血球動態を

評価するモデルを確立した。このラットに

エンドトキシンを静注し、肺循環において

は、細静脈に白血球の集積がおこる体循環

とは異なり、肺循環においては毛細血管に

白血球が毛細血管に集積することを、標識

による修飾の加わらない状態での白血球

の動態をリアルタイムで観察することに

より、証明した。この研究の成果の一部は

平成 18 年日本外科学会総会サージカル・

フォーラムにて発表した。このモデルにお

いて白血球の cGMP 濃度を、NO のドナー

である SNAP 等を用い、cAMP 濃度は

cAMP合成を促進するプロスタグランディ

ン I2 及 び cAMP 分 解 を 抑 制 す る

phosphodiesterase type4 阻害薬を用い、

増加させ白血球の集積への影響を評価し

た。 

また、肺循環の定量的評価を行う目的で

MRI を用い実験を行った。FAIR 法は造影

剤を使用することなく血流を評価できる

MRI の撮像法であり，これを肺循環の評価

に用いた。体位変換により、肺内の血流分

布が変化する事を示す事ができた。腹臥位

では、仰臥位に比し肺循環の不均等が減少

することを定量的に示した。これは急性肺

障害の患者の体位を腹臥位にすると酸素

化が改善する理由の一つと考えられた。 
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