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緒 論

多 くの疾病像は侵襲原因と生体反応の合作 といえる.侵 襲 に対す る自律神経の過剰

興奮と臓器傷害の関係がRemyに よって明らかにされ,下 垂体一副腎系を中心 と した

Selyeの ス トレス学説が発表 されて以来,侵 襲原因 に対 し自律神経系 一内分泌系 は生

体のhomeostasisを 維持するために機能する一方で,疾 病現象の形成に関与する と考

え られているL2).い わゆるス トレス病以外の疾病について も,そ の発現あるいは進

行過程 において何 らかの形でス トレス性因子の影響を受けている事が指摘 されつつあ

る.日 本 の死 因別死亡率で上位を占めるのは,癌 脳血管疾患,心 疾患などの成人病

である。後2者 はいずれ も血栓性疾患であ り,ま た,癌 や肝障害などの基礎疾患を背

景に何 らかのtriggerが 作用 して播種性血管内凝 固症候群(DIC)が 発現す ることが知

られている.こ れ ら止血系の異常が少な くとも一部関与すると考え られる疾患あるい

は病態 についてもス トレスとの係わりが指摘されている.

いわゆるス トレスには様 々な ものがあ り,こ れ ら全てが必ず しも同一の生体反応を

惹起するとは限らず、ス トレッサーの種類によって異な った反応が生 じることもあ る.

近年,社 会の複雑化に伴い,心 理 ・社会的ス トレスが問題視 されている一方で,環 境

ス トレスが生体に与える影響 も依然重要な問題であ り,未 解 明な点 も多 い.気 温変動

は最 も一般的な環境 ス トレスの1つ であるが,長 期に亘る気温変動の生体に及 ぼす影

響を系統的に調べ た研究は少ない.BullandMor重on3)の 英国での疫学的研究による

と,脳 血管障害や冠動脈障害などの血栓性疾患による死亡率は気温変動が激 しくなる

につれて増加す る.こ のことから長期の気温変動 と止血機構 との間に何 らかの関係が

存在する可能性が考え られるが,実 験動物を用いた基礎的な研究による検討はほとん

ど行われていない.

喜多 ら4)は,実 験動物の環境温度を数 日間一定のスケジュールに従って室温 と低温

に繰 り返 し変化 させることによって様々な生理機能異常が観察 され ることを報告 し,

この環境ス トレスをSART(specificaltemationofrhythlnintemperature)ス トレス と名

付けて系統的な研究を行 った.こ のSARTス トレス動物では,現 在までに神経系5　

η
,消 化器系8),循 環器系9一工2),血 液系13)な どに様 々な特徴的異常が認め られてい

る.
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本研究 では,既 に多 くの生理的および生化学的情報が得 られているSARTス トレ

ス動物を用いて,長 期 に亘 る気温変動に基づ く環境ス トレス と止血系 との関係にっい

ての基礎的検討 を行い,以 下にその成果を詳述 した.
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第1章SARTス トレス動物における血小板の量的変動

1緒 言

ス トレス に よ って様 々な生 体反 応が惹起 され るが,そ の1つ に血液 学 的変化 が知 ら

れて い る15).白 血 球 系 では好酸 球数 の減少 は最 も典 型 的な ス トレス反 応 であ り,リ

ンパ球数 の 減少 や好 中球数 の増加 な どもス トレス時に よ く認 め られ る.ま た,臨 床 に

お いて認 め られ る相対 的多血 症 には,ス トレス多血 症 とよば れ る もの もあ る.こ の よ

うに,血 液 学 的所見 は生体 のス トレス状 態を示 唆す る1つ の指 標 ともな り うる.

SARTス トレス動 物 で は,持 続 的低血圧9),局 所血 流量 の 変化9712),心 電 図異

常1°'11),脳 波 異常16),行 動 異常17)お よび痛覚過 敏18)な どの生理 機能 変化 の ほか,

脳内諸 部 位 に おけ るacetylcholine`),noradrena】ine,dopamine6)お よびserotonin7)含

量 の変 化 な どの神 経 伝達 物 質 の異 常 も認 め られ て い る.SARTス トレス に よ って 惹

起 され る これ らの諸変化 の多 くは,一 般 的な急性 ス トレスに よ る変化 とは異 な ってい

る.SARTス トレス動 物 では,副 腎肥 大,胸 腺 萎 縮13'14)な どの ほか,血 液 系 に 関

して も,赤 血 球 な らび に好 中球数 の増加,リ ンパ球 な らびに好 酸球数 の減少 な どの一

般的 なス トレス変 化 が報 告 され て いる13).本 章 ではSARTス トレス動 物 の血 液 学 的

特徴 を探 る 目的 で,手 始 めに種 々の タイプのス トレスを負荷 した動 物 との比 較 の観 点

か ら血 液 検 査 を行 った.そ の結 果,血 小 板数 の減 少 がSARTス トレス動 物 で 特徴 的

に認め られ たの で,こ の現象 につ いて さ らに詳 細な検討 を行 った.

皿 実験材料ならびに実験方法

1.実 験動物およびス トレスの負荷方法

実験動物 と して体重20-25gのddY系 雄性マウス(日 本SLC)を 使用 した.

SARTス トレス:Hataら19)の 方法に従い,24℃ と4℃ に気 温を維持 した飼育室

のそれぞれにケージを用意 し,午 前9時 か ら午後4時 までは1時 間毎にこの2つ のケ

ージ間にマウスを交互に移 し替え,午 後4時 か ら翌朝午前9時 までの間は低温側のケ
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一ジでマ ウスを飼育 した.こ の操作を数 日間繰 り返 した後,ス トレス負荷の最終 日の

午前11時 にス トレスを解除 し,こ のマウスを30-60分 間室温に放置 した後,実 験 に

供 した.特 に述べない場合は,ス トレス負荷期間を7日 間と した.

低温ス トレス:マ ウスを4℃ の環境下で1時 間,2日 間あるいは5日 間継続 して飼

育 した.

拘束水浸 ス トレス(RWIS):マ ウスを金網製 シリンダー内に拘束 し,15℃ の水 中

に立位に胸骨剣状突起の位置 まで1時 間浸漬させた.

電気 シ ョックス トレス:マ ウスを電気刺激用ケー ジに入 れ,床 グ リッ ドよ り3

mA,1秒 聞の電気刺激を5秒 毎に30分 間与えることによ りス トレスを負荷 した.こ

の操作を1回 のみ行 った場合 を急性負荷,1日1回 宛5日 間行 う場合を慢性負荷 とし

た.

拘束ス トレス:マ ウスを金網製 シリンダー内に拘束 し,午 後6時 か ら翌朝午前9時

までの15時 間を室温で放置 した,慢 性ス トレス実験では,こ の操作 を5日 間繰 り返

し行 ったマウスを用いた.対 照群には,同 様のスケジュールで絶食絶水のみを行 った.

9‡ 雲而 ♪面妨 堂 醒1栓杏
御b冨 ψダ■b」▲-盈 ㌔一ロー且量且」L■匹ノ㌧ 」"剛9一

工 一テル軽 麻 酔下 でマ ウスの心臓 よ り血 液を採取 した.赤 血球数,白 血球数,ヘ モ

グ ロビ ン量 およ びヘマ トク リッ トの測定 はCou】tercounter(modelSp,Coulter

Electfonics)に よ り行 った・ ま た全 血比重 は硫酸 銅法15)に よ り調べ た.マ ウスの血 小

板 は ヒ トに比 べ て数が非 常 に多 く,ま た小 さい ため,Coultercounterを 用 いず 目視法

によ り血小板 数 を測定 した.こ の場合,マ ウスの尾を その先 端 よ り1cmの 位置で切

断 し,浸 出す る血 液を マイ ク ロピペ ッ トで採取 し,Brechera皿dCronkite2°)法 に従 っ

て位相 差顕微 鏡 下で血 小板数 を算定 した.な お,日 内変動 を考慮 して,採 血 は いず れ

の場合 も午前11時 か ら12時 の間に行 った.

3.骨 髄 巨核 球 数の 測定

マウス の左 右 両大腿 骨 を摘 出 し,野 村21)の 方法 に準 じて骨髄 巨核 球 数 を測定 した.

す な わ ち,大 腿 骨の両 端を切 断 し,骨 髄 を1mlの5%EDTA-2Na溶 液 中に洗 い 出 し

た,こ の 細 胞 浮 遊 液 を 均 一 化 し た 後,0.025%ゲ ン チ ア ナ 紫 で 染 色 し,

Fuchs-Rosentha】 計 算板 を用 い て光 学顕 微 鏡下 で 巨核 球数 を測定 した.こ の 計数 操作
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を3回 繰 り返 して平均 し,大 腿骨1本 あた りの総 巨核球数を算 出した.さ らに,左 右

大腿骨の総 巨核球数の平均値を求め,こ れを各マウスの骨髄巨核球数 と した.

生 出血時間の測定

ONeil22)の 方法 に従 って,無 麻酔下でマウスの出血 時間を測定 した.す なわち,

マウスを不透明のプ ラスチ ック製 シリンダー内に固定 し,37℃ に保温 した0.9%生

理食塩水中に尾部のみを浸 した.5分 の安静期間後,鋭 利なカ ミソ リで尾をその先端

より1cmの 所で切断 し,完 全に止血するまでの時間を測定 した.な お,30秒 以内

の再出血のない場合を完全止血と した.

5.脾 臓摘出

ペン トバル ビタール麻酔下でマウスの腹側部よ り脾臓を露 出し,主 血管を縫合糸で

縛 ったの ち脾臓を摘出 した.偽 手術は脾臓を露出するまでとした。予備実験において,

血小板数の増加 は摘脾後7-9日 で最大かつ安定 して認められ た。そこで,非 ス トレ

スマウスの血小板数測定は手術の8日 後 と し,SARTス トレス群では手術の2日 後

よ り6日 間のス トレス負荷を行 った。

6.化 学 的 除 神 経

マ ウ ス に6-hydroxydopamine(Sigma)50mg!kgを 腹 腔 内 投 与 し,そ の3時 間 後12)

に 出 血 時 間 を 測 定 し た.

乳 統計 学 的処理 法

得 られ た結 果 は平 均値 と標 準誤 差 で示 し,群 間 の統計 学 的有 意 差 の有 無 の 判 定 は

Studentの 対 応 のな い'検 定 あ るい はNewman-Keuls検 定 に よ り行 った.い ず れ の場

合 もp<0.05の 時,有 意 と した.
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皿 実験結果

1.種 々のス トレスを負荷 したマウスの血液学的諸変化

SARTス トレスマウスの血液学的所見を一般的によ く用 いられる短期のス トレスを

負荷 したマ ウスのそれと比較 してHg1に 示 した.赤 血球数 とヘマ トクリットは2日

問の低温ス トレスを除 くいずれのス トレス負荷によって も有意に増加 していた.ヘ モ

グロビン量および全血比重は低温ス トレスや拘束ス トレスでは有意な変化を示さなか

ったが,SARTス トレス,RWISお よび絶食絶水 によって有意 に増加 していた.白

血球数 はSARTお よび低温 ス トレスを除 く他のス トレス負荷群 で著 しく減少 してい

た。」血小板数 につ いては低温 および拘束ス トレスによ り増加が見 られたのに対 し,

SARTス トレスおよびRWISに よっては逆に減少が認め られた.

この よ うに,SARTス トレスマウスでは白血球総数の無変化 と血小板数の減少が

特徴的であった,
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2.マ ウスの血小板数ならびに骨髄巨核球数におよぼす種々のス トレスの影響

種々のス トレスによる血小板数の変化にっいて さらに詳細に検討 した結果をFig.2

に示 した.急 性 ス トレスでは,RWISに よる血小板数の減少,電 気 ショックおよび拘

束による増加が見 られたが,1時 間の低温ス トレスおよび絶食絶水では有意な変化 は

認め られなか った.一 方,慢 性 的負荷ではSARTス トレスによる減少 と2日 間の低

温ス トレスによる増加が認め られたが,他 のス トレスでは有意な血小板数の変化 は見

られなかった.

次いで,血 小板産生系に変化が生 じているか否かを検討す る目的で,種 々の慢性 ス

トレスを負荷 したマウスの骨髄 巨核球数を調べた.Table1に 示 したよ うに,SART

ス トレスマウスでは 巨核球数が40%以 上 も増加 していていたが,他 のス トレスマ ウ

スでは有意な変化は認められなかった.

Acロteexposure Chronicexposure

Stress

0

Relativeplateletcount(%)(Mean±S.E.)

50100050100

Controi

SART

Cold

RWIS

EIectroshock

Res亡ralnt

Fast

゜ ° 「 °1■IFlIL, ,`1 一r噛咄 ア

;

ミ
魯〕

申 浄

1
!

申**

申 申**

申

申

1
申**1;

申*
:

浄* 争
1

申 申
:

Fig.2.Plaleletcoun重sinmiceexposed重ovarioustypesofstres&Acutestresswas

ploducedbyexposurewithinlday,andchronicstresswasproducedbyrepeatedor

continuousexposurefor5-7days,exceptfbra),bei鼓gexposure員)r2days.Controlvalue:

1359±3.3and141.8±5.Ox1041μ1inacuteandchronicexperiments,respectively.

n=6-10.*P<0.05,**Pく0.01.
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TabletMegakaryocytecountsinmiceexposed重ova「ioustyPes

ofchronicstress

Stress Megakaryocytecoun重Change

(xユ03/femur)(%)

Control

SART

Co里d2-dayexposure

5-dayexposure

Electroshock

Restraint

Fast

6.92±0.33

9.95±0.32**

6.61±0.49

7.24±0.79

7.58±0.69

6.27±0。60

6.54±0,59

43.8
-4 .5

4.6

9.5
-9 .4
-5 .5

Micewereexposed童os甘essfor5-7days,unlessotherwisenoted.

n=16(controlgroup)or6-9(stressedgroup).**P<0.01.

3.SARTス トレス負荷期間中ならびに負荷中止後の血小板数および骨髄巨核球数の

経 日変化

Fig.3にSARTス トレス負荷に伴 う血小板数 と巨核球数の経 日変化 を示 した.マ ウ

スの血小板数はス トレス負荷 開始3日 後まではほとんど変化 しなか ったが,5日 後よ

り有意 に減少 し,7日 後に最小値を示 した.そ の後,こ の血小板数の減少は少な くと

も14日 後までは持続 していた.一 一方,巨 核球数は5日 後よ り有意に増加 し始め,7

日後 にプラ トーに達 した後,こ の値が少な くとも14日 後 までは維持 されていた.す

なわち,ス トレス負荷期間中血小板数と巨核球数の変化の発現は並行 していた。

F培4は ス トレス負荷中止後の血小板数の回復過程を示 している.マ ウスの血小板

数はRWISお よびSARTス トレスいずれの負荷によっても25-30%減 少 していたが,

ス トレス負荷 中止後,RWIS負 荷マウスの血小板数は3時 間で正常 レベルにまで回復

していたの に対 し,SARTス トレスマウスでは5日 経過後 もなお有意な減少状態が

持続 していた.

4.SARTス トレスに よる血 小板数減少 にお よぼす脾 臓摘 出の影響

Fig5に 示 され るよ うに,摘 脾後 非 ス トレスマ ウスの血 小 板数 に著 明 な増加 が認 め

られた(p<0.01vs.contioDが,偽 手術 では有意 な変化 はみ られなか った.摘 脾 後の
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Fig.3.TimecoursesofSARTstress-inducedchangesin

countslnmlce.皿=740。**P<0.01vs。theinitialleve1.

plateletandmegakaryocyte

Fig.4,RecoveryfromdecreasedplateletcountsinmiceafterthecessationofSART

stressandRWIS.CIosedsymbo】s,stressedvalues;opensymboIs,vahesaft6rcessationof

s重ress.Normalvalue:141.8±5.Ox104/μ1.n=4-10.*P<0.05,**P<0.Olvs.the

no㎜alvalue。
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Table2,InfluencesofSARTstress,RWIS段nd6-hydroxydopamine

treatme皿tonbleedingtimeinmice

Treatment Bleedingtime(s) Change(%)

Control

SART

RWIS

6-OH-DA

55.2±4.1

130.5±9.1**

66,1±7.0

72,4±13.8*

136.4

36.6

52.9

6-OH-DA:Micere㏄ivedani.P.injectionwith50mg/kgof

6-hyroxydopamine3hbeforethemeasurement.n=19(con重rol

group)anα7-8(treatedgroup)・*Pく0・05,**Pく0・01・
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ス トレス,非 ス トレス両 群 間の血 小板数 の比(0.87)は 偽 手 術 後 のそれ(0.88)と

ほ ぼ同 じであ った.す な わ ち,SARTス トレス マ ウス にお け る血 小 板数 の 減 少 は摘

脾 に よ って は阻止 され なか った.

5.SARTス トレスマ ウス におけ る出血 時問の延長

マ ウスの 出血 時 間に お よぼすSARTス トレスの影響 を調べ,Table2に 示 した.

SARTス トレス マ ウス の 出血 時 間は非 ス トレスマ ウスの それ に比べ,2倍 以上 に著 し

く延 長 して い た.SARTス トレス と同程度 の血 小 板 数 減少 を 惹起 す るRWISを 負荷

した マ ウ ス で は 出血 時 間 の 延 長 傾 向 が 認 め られ た が,有 意 で は なか った.ま た,

SARTス トレス と同程度 の 体表 面血流 量 の増加 を もた らす ことが報 告12)さ れ て い る

6-hydroxydopamine50mg1宝gの 投与 によ り52.9%の 有 意 な出血 時間延長 が認 め られ た.

IV考 察

血液 検 査 の結 果,SARTス トレス マ ウス では赤血 球 数,ヘ モ グ ロ ビン量,ヘ マ ト

ク リッ トお よび全血 比重 の増加 が認 め られ たが,こ れ らの変化 は他 の短期 間の ス トレ

ス負荷 マ ウスに おいて も見 られた ことよ り,多 くのス トレスに共通 の変化 で あ る と考

え られ る.一 般 にス トレスの 際には血液濃縮 がお こるこ とが多 い15)と されて い るが,

上記 の 事実 はSARTス トレス マ ウスに おい て もそ の よ うな現 象 が 生 じて い る可 能性

を 示唆 す る もの で あ る.一 方,血 小 板数 はSARTス トレス お よびRWIS負 荷 マ ウス

で減少 して いたの に対 し,電 気 ショ ック,拘 束,絶 食絶水 な どの急性 ス トレスや2日

間の低 温ス トレス負荷 で は増加 していた ことなどか ら,血 小板 数の変化 は ス トレスの

種類 に よ って異 な る もの と推察 され る.

ヒ トでは運動 や情動 ス トレスな どの急性負荷 によ り一 時的 に血 小板数 が増加 す る と

の報告23-27)が 多 い.こ れは ス トレス によ る血 中eplnephrine濃 度 の増 大 を介 して脾

臓 にプ ール され て い る血 小 板 が遊離 された ためで あ る と説 明 され て いる24).ま た,

ヒ ト28)や ラ ッ ト29)で はepinephrineの 静注 によ り血 小 板数 が増 加 す る こ と も報告 さ

れてい る,こ れ らの ことよ り,今 回認 め られ た急性 ス トレス によ る血 小板数 の増 加 に
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っいてもepinephrineを 介 した脾臓プールか らの血小板の遊離が関与 している可能性

が考 え られる.一 方,SARTス トレスマ ウスにおける血 小板数減少 は摘脾によ って

阻止 されなか ったこと,ま たこの動物では血中epinepllrine濃度の増大が報告 されて

いる3°)ことな どか ら,epinephrine一 脾臓系以外の機序が関与 しているもの と思 われ

る.

血小板数の減少を惹起するス トレスと しては長期の低酸素負荷 鋤 や磁場32),急 性

の低体温33)な どの特殊な ものが報告されているのみである.こ の低体温による血小

板数減少は門脈 での凝集血小板の蓄積を伴 う消費性の ものであるとされている.本 研

究 でのRWISの 水 温は15℃ に設定 したため体温がか な り低下(負 荷 中止 直後 で

18-20℃)し ていたことより,こ のス トレスによる血小板数の減少 には低体温が関与

しているのではないかと考え られる.一 方,SARTス トレスマ ウスでは少な くとも

採血時に体温の下降は認め られなかったことよ り,低 体温の直接的な影響は考え難い.

循環血 中の血小板数は骨髄における血小板の産生,脾 臓な どにおける蓄積あるいは

破壊,血 管内での粘着 ・凝集 による消費などによって調節されている.摘 脾実験の結

果 より,SARTス トレスによる血小板数減少に脾臓機能の変化 が関与 している可能

性は少 ないと考え られる.一 一方,血 小板産生細胞 である骨髄巨核球数 はSARTス ト

レスにより著 しく増加 した.通 常,巨 核球数の増加は血小板産生能の元進を示唆する

とされていることよ り,血 小板産生系の変化がSARTス トレスマ ウスの血小板数減

少の原因とは考 え難 く,む しろ代償的な現象 といえるのか もしれない.し か し,ス ト

レス負荷過程の血小板 と巨核球数の変化がほぼ同時進行 していたことより,巨 核球か

らの血小板の遊離能の低下な どが生 じている可能性も否定できない.い ずれにせよこ

のス トレスによる血小板数減少にはより複雑な機序が関与 していると考えられ,血 管

内血小板消費なども含めた総合的な検討が必要であろう.

SARTス トレス負荷に伴 う血小板数減少の経 日変化はSARTス トレス動物における

他の生理 的異常のそれ9'1°)に概ね類似 しているが,変 化の発現 には若干時間を要す

るようである.ま た,SARTス トレスによる血小板数減少はRWISに よるそれに比

べて,ス トレス負荷 中止後の回復にもかな りの時間を要 し,持 続的であった.

SARTス トレスによる血小板数の減少は30%程 度であ ったの に対 し,出 血 時間は

2倍 以上にも著 しく延長 していた.同 程度の血小板数減少がみられたRWIS負 荷マウ

スでの延長が36.5%で あ ったことよ り,SARTス トレスマウス では血小板数以外の
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因子が 関係 している可能性が考 えられる.SARTス トレスマウスでは体表面血流 量

に著明な増加が認められている12)が,同 程度の血流量増加を惹起す る6-hydroxy-

dopamine50mg!kgの 投与12)に よっても52.9%の 出血時間延長がみられたことより,

ス トレスによる血流量増加が増強因子として関与 している可能性も考慮す る必要があ

ると思 われる.ま た,血 小板機能や凝固 ・線溶活性など他の止血機能について も検討

を要す ると思われるが,こ れ らについては次章以降で述べ る.

V小 括

1)種 々のス トレスを負荷 したマウスの血液学的所見を比較 したところ,SARTス

トレスマウスでは血小板数減少が特徴的であった.

2)骨 髄 巨核球数はSARTス トレスによって著 しく増加 していたが,他 の慢性 ス ト

レスでは変化 しなか った。

3)SARTス トレス負荷 に伴 う血小板数減少ならびに巨核球数増加はいずれもス トレ

ス負荷開始5日 後以 降よ り認め られ,14日 間継続負荷 して も持続 していた,ま

た,ス トレス負荷中止後5日 経過 しても減少 した血小板数は回復 しなか った.

4)SARTス トレスによる血小板数減少は摘脾によって阻止 されなかった。

5)出 血時間はSARTス トレスにより2倍 以上に延長 した。

以上の結果 よ り,SARTス トレスマウスでは血小板数減少 を伴 う出血傾向を有 し

ていることが,1つ の特徴 と考えられる.ま た,こ の血小板数減少の発現に骨髄 巨核

球の産生能および脾臓機能の変化が関与 している可能性は少な く,血 管内血小板消費

の増加 など他の要因の関与が大きいと考えられる.さ らに,出 血時間の著明な延長は

血小板数減少のみによ っては説明 し難 く,血 小板機能や凝固一線溶活性など止血機構

全体につ いての検討を要す ることが示唆された.
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第2章SARTス トレス動物における血小板の機能的変化

1緒 言

ス トレスによる血小板の機能的変化については特 にヒ トでの研究が多いが,報 告さ

れている結果 は必ず しも一定の方向性を有 していない34).急 性の精神的ス トレスや

運動負荷によ り,血 小板凝集能の充進,低 下のいずれ もが報告 されている25-27'34-

37)
.一 方,実 験動物を用 いてス トレスと血小板機能の関係 を詳細に調べ た研究は少

ない.Yoshiharaeta工33)は 麻酔下のイヌの体温を強制的に低下させると,血 小板数

の減少を伴 う凝集能の一時的な低下がみられることを報告 しているが,よ り生理的な

条件下でのス トレス,特 に慢性型ス トレスについての情報はほとんど得 られていない.

前章において,気 温変動 に基づ く慢性型環境 ス トレスの1種 であ るSARTス トレ

スを負荷 したマ ウスでは,血 小板数減少を伴 う出血時間の著 しい延長が認めらること

を示 した.し か し,こ の出血傾向は血小板数変化のみでは説明 し難 く,血 小板の機能

変化その他の要因が関与する可能性を示唆した.そ こで本章では,血 小板の機能面に

およぼすSARTス トレスの影響をラ ッ トを用いて調べ,特 徴的な所見が得 られたの

で以下にその詳細を記 した.

皿 実験材料ならびに実験方法

1.実 験動 物 および ス トレスの 負荷 方法

実験 動物 と して体重200-250gのWis重ar系 雄 性 ラ ッ ト(日 本SLC.)を 使用 した.

SARTス トレス の負荷 は,第1章 で述べ たマ ウスの 負荷条 件 の うち,低 温側 の 温度設

定 を 一3℃ に して行 った19).な お,採 血 お よびinvivo実 験 はすべ て午前1ユ 時30分

か ら12時 の間 に開始 した.

2採 血 と多血小板血漿の調製

ペ ン トバル ビタール(40mg!kg)麻 酔下でラッ トを開腹 し,腹 大動脈より5ml(最
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終容量)の 血 液 を1/10容 量 の3.13%ク エ ン酸Naを 含 む プ ラスチ ック製 シ リン ジ 中に

採取 した.得 られ た血 液 中の血小板数 はBrecherandCronkite2°)法 で算 定 した後,

直 ちに160gで10分 間遠 心 して多 血小板血漿(PRP)を 採 取 し,さ らに残 りの血 液 あ

るいはPRPの 一 部 を1,700gで10分 間遠心す る ことによ り乏血小 板血漿(PPP)を 得

た.pRP中 の血 小板数 が4x108cells/lnlと な るよ うに各 ラ ッ トのPRPを 同一 個 体

のPPPで 希 釈 し,30分 間 静置 して安 定 させ た後,実 験 に供 した.な お,上 記 の 操作

はすべ て室 温で行 った.

3。Collagen溶 液 の調製

1藍vitro実 験 用co恥gen溶 液 は井 下 ら38)の 方法を改 良 して 調製 した.す な わ ち,ウ

シアキ レス腱 由来 の 至型coHage襲(ナ カ ライテス ク)100mgを15耐 の0。03N

HC1中 に懸 濁 し,氷 冷 しなが ら40分 間 ホモ ジナイズ した後,4℃,1,300gで5分

間遠心 して上 澄 を採 取 し4℃ で保 存 した。使用 時,こ の保存 溶液 を0.003NHC1を

含む0.9%NaC1溶 液で適 当な 濃度 に希 釈 した.こ のcollagen保 存溶 液 は 作 製 後1カ

月以上経 過 して もなお安 定 した活性 を示 した.

1黙vivo実 験用coilagen溶 液は松 村 ら39)の 方法 に従 って調製 した,即 ち,仔 ウ シ皮

膚 由来 の1型collagen(Sigma)エ02mgを40mlの0。9%NaC1溶 液 に添加 し,4℃ で

15時 間撹 拝 しな が ら溶 解 した後,1,000g,4℃ で遠心 して 上澄を採 取 し,実 験 に使

用 した.

上記 両collagen溶 液 中のタ ンパ ク量 はいず れ もLowryら4°)の 方 法 によ り測 定 した。

生Invitro血 小 板凝集 能 の測定

Invitro凝 集能 はBom41)の 比 濁法 に準 じて,血 小板 凝集 計(CAF-100,日 本分 光)

を用い て測定 した.PRP475μ1を グラスキ ュベ ッ トに入 れ,37QC,1,000rpmで 撹

拝 しなが ら2分 間 イ ンキ ュベー トした後,ADP(Sigma)ま たはcollage皿 溶液25μ1

を添加 し、光透 過度 の相 対的変化 を記録 した.

5.lnvivo血 小 板凝集 能の 測定

Innocentiら42)の 方 法 を若 干修正 して行 った・ペ ン トバ ル ビタール(40mg!kg)麻 酔

下で気 管 切開 した ラ ッ トの左頸動脈 に250U!mlの ヘパ リン(清 水製 薬)を 満 た した
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ポ リエチ レンチューブ(外 径1mm)を 挿入 し,こ のカニ ューレよ り血液をマイク

ロピペ ッ トで10μ1つ つ採取 し,血 小板数を算定 した.安 静状態で最初の採血を行

った後,右 大腿静脈よ りADPま たはco】】agenを直接注入 した.こ の場合,ADPは2

秒以内で全量を急速注入 し,ま たcollagenは05mg!kgZminの 一定速度で注入 した.

各刺激剤注入終了後採血を3回 繰 り返 し行 い,循 環血中の血小板数の経時変化を調べ

た.刺 激剤注入後の血 小板数は注入前の値に対するパーセン トで表示 し,循 環血中血

小板数の相対的減少の大 きさをinvivO血 小板凝集能の指標と した.

a血 小板凝集 能 とATP放 出能の 同時測定

Feinmanら43)の 方 法 に準 じて行 った.PRP425μ1に40mg!m1の ル シフ ェ リン ー

ル シフ ェラーゼ(Sigma)溶 液50μ1を 添加 し,1,000rpmで 混 合 しなが ら37℃ で2

分 間イ ンキ ュベ ー トした後,coUagen溶 液25μ1を 添加 し,光 透過度 お よび発光強

度 の変化 をル ミア グ リゴメ ーター(CAF一 ユ00,日 本分光)を 用 いて 同時測定 した.反

応終了 後,ATP標 準液 を添加 して基準発光量を測 定 した,

乳 血 小板 中adenhenucleotides量 の測定

Holmsenら44)の 方 法 に従 って行 った.す なわ ち,PRPO.5mlに 同容量 の

EDTA-ethan。1混 液(0.1MEDTA二99.5%ethano玉 鶴1:9,pH7.4)を 添 加 し,血 小板 中

のadeninenucleo面esを 抽 出 し,4℃,1名000gで15分 間遠 心後,上 澄の一部(20

μ1)を,α04mMホ ス ホエ ノ ール ピル ビ ン酸(和 光純 薬),5.2mMKα,1.6mM

MgCl2,2UIInlピ ル ビ ン酸キ ナーゼ(オ リエ ンタル酵 母)お よび8mMト リス ーマ

レイ ン酸緩 衝液(pH7.6)か らなる ホス ホエ ノ ール ピル ビ ン酸 一ピル ビン酸 キナ ーゼ

(PEP-PK)溶 液3mlと 混合 し,37℃ で30分 間イ ンキ ュベ ー トす るこ とに よ りADP

をATPに 変換 した.反 応混 液を80℃ で6分 間加熱 して反応 を終 了 させ,10mg!m1

のfire且yIantemextract(Sigma)溶 液 と希釈試料溶 液 との反応 によ る発 光量を測 定 し,

総adeninenucleolides(ATP+ADP)量 を調べ た・別途,酵 素 を熱失活 させ た(80℃,

20分 間)PEP_PK溶 液 と試料溶 液を 同様 にイ ンキ ュベ ー ト後,発 光量 を測定す るこ

とによ りATP量 を 調べ,先 の 総adeninenuculeotides量 との 差 よ りADP量 を算 出 し

た.
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8、血小板 のserotonin放 出能 と含量 の測定

DrummondandGordon45)の 方法 に準 じて,PRP475μ1にcoUagen溶 液25μ 】

(最終 濃度 こ10μ9!ml)を 添加 し,1,0001pmで 混 合 しなが ら37℃ で5分 間イ ン

キ ュベ ー トした後,10mMEDTA溶 液50μ1の 添加 に よ り反 応 を終了 させ,直 ち

に4℃,12,0009で2分 間遠心 した・上澄お よび沈渣 にそれ ぞれ100%ト リク ロ ロ酢

酸 を添 加 して除 蛋 白後,05%伊 フ タル アル デ ヒ ドと10NHCIと の 混液(1:10)2m1

を添加 し,100℃ で10分 間加 熱 した.冷 却後,両 試料 にそれぞれ クロロホル ム2m1

を加 えて非特 異 的蛍光 物質 を 除去 し,水 相 にっ いて蛍光強度 を測 定(EX360㎜,EM

475㎜)す る ことに よ り,collagenと の反 応によ って放 出 され たsemton㎞ 量(A)と 血

小 板 中 に残 存 して い たse姻o血 量 ㊤)を 算 出 した。Serotoni麺 の 放 出率(Oは 次 式 よ

り算 出 した.

C(%)=A1(A+B)x100

一方
,血 小板 のserotonin含 量につ いては,別 途PRPに10mMEDTAを 添 加 して

2分 間遠心(4℃,12,000g)後,沈 渣 中のseroto血 量 を上記 と同様 の方 法で測 定 す る

こ とによ り調べ た。

甑 洗浄血 小板 の凝 集能 の測定

洗浄 血小 板は 異な った2方 法(下 記Aお よびB)に よ り作製 した.

洗浄 法A:Tomi重aら46)に よ り改良 されたBaenz韮gerandMa∫erus47)の 方法 に従 い,

5認 の 洗 浄液(αU3MNaC1,4。3mMK2HPO4,4.3mMNa2HPO4,24.4mM

NaH2PO4,55mMglucoseお よび1mMEDTA,pH65)で 血 小板(ラ ッ ト1匹 分)

を洗浄 し,得 られ たpelle重を血小板数が4x108cells/mlと な るよ う再浮遊 液(0.14

MNaC1お よび5mMglucoseを 含む ユ5mMTris-HCIbuf£er,pH74)中 に懸 濁 した・

この血 小板浮 遊 液に15mMCaCl2を 添加 し,collagen凝 集 能を測 定 した.な お,こ

の方法 で洗 浄 された血 小板 はADP刺 激 によって凝集 しない.

洗浄 法B:田 上48)に よ り改良 され たMustardら49)の 方法 に準 じて,ADPに よ り

凝集 しうる洗 浄血 小板 を作製 した.す なわち,3U/m1のapyraseを 含 むHEpES-

Tylode液(pH6.7)で 血 小板 を3回 洗浄 した後apyraseを 含 まな いHEPEs-Tyrode液

(pH7.4)中 に再懸濁 した・ この洗浄血 小板浮遊液 に15mMCaC12お よび04mg∠m玉

の 籔brinogenを 添加 した後,coHagenお よびADP刺 激 によ る凝 集能 を測定 した.
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1α 血 小板 中の 蛋 白質 およびcholestero1量 の測 定

上記 洗 浄法Aに よ り作製 した洗浄血小板 を 丘eeze一血awingし,蛋 白量 をLow琢

ら4°)の 方 法 によ り,ま たto観cholestelo1量 を酵素 法(COD-DAOS法)5°)に よ り

測定 した.

11.循 環血 中の凝集血小板の検出

Mar薩nsら51)に よ り改良されたWuandHoak52)の 方法に従い,高 濃度EDTAに

よ り血 中凝集血小板を解離 させた場合 と,fomlali皿 によりその解離を阻止 した場合の

血小板数の差よ り循環血中凝集血小板の存在の程度を調べた.す なわち,無 麻酔下で

ラ ットの尾動脈 より血液を採取 し,そ の一部を12mMEDTAを 含むphosphate-

bu描ered謝ine(EDTA-pBS,pH74),9容 量で希釈 し,残 りの一部を0.2%fo㎜alin

を含むEDTA-PBS,9容 量 で希釈 した.両 サンプルを室温で15分 間放置 した後,

謝ineで さらに120倍 に希釈 し,位 相差顕微鏡下で遊離血小板数 を算 定 した.循 環血

中凝集血小板の存在は,用 いた希釈液中のfomla1董nの有無によ る遊離血小板数の違い,

あるいはその比か ら推定 した.

その他,記 載のないものについては第1章 と同じ方法で行 った.

皿 実験結果

1.ス トレス負荷に伴 うラ ットの血小板数の変化

Fig6に ス トレス負荷 に伴 うラッ トの血小板数の経 日変化を示 した.ラ ッ トの血小

板数は,ス トレス負荷開始5日 後より有意に減少 し,7日 後に最低値に達 した後,こ

の レベルが少な くとも1週 間持続 した.こ のよ うな経 日変化は,第1章 で示 したマウ

スでの結果 とほぼ一致 してお り,種 差は認められなか った.

2.lnvitro血 小板凝 集能 の変化

ス トレス負荷 および非 負荷 ラ ッ トよ り得 られ た血小 板のinvitroで のtypica1な

ユ8



Fig。6.Time-reヨatedchangesinplateletcoun量inratsdufingSARTstress.n蕩9-11.

*P<0
.05,**P<0.0ユv&theiniti紋llevel.

ADP凝 集 曲線 をFig.7に 示 した.PRPに3-10μMのADPを 添加 す る ことに よ り,

非 ス トレスラ ッ トで は濃度依 存的 に可逆 的な血小板 凝集が認 め られ た.ス トレス ラ ッ

トの血 小 板凝 集 は いず れのADP濃 度 で も非 ス トレス ラ ッ トの それ に比べ て明 らか に

小 さか った・Fig.8は 多数 例か らの結果 を まとめ た ものであ るが,ADP3-10μMの

濃度範 囲 では血 小板 の最大凝 集率はいず れ もス トレス群の方 が非 ス トレス群 に比 べ て

有意に 小 さ く,ス トレス負荷 によ るADP凝 集能 の低下 が示唆 され た.

Collagen刺 激 に よ るtypi(別 な凝 集 曲線 をFig.9に 示 した.非 ス トレス ラ ッ トに お い

て,coliagenは3-30μ9/mlの 濃度範 囲で血小板 のshapechangeと それ に続 く不 可

逆的な凝集 を惹 起 した.ス トレスラ ッ トの血小 板は,3μg!m1のco】lagenに よ り

shapechangeの みを示 し,凝 集 しなか った.5μg/m1以 上 では血 小板凝集 が認 め ら

れたが,非 ス トレスラ ッ トの場合 に比べ て程度 は弱か った.Fig亙0はcollagen刺 激 に

よ る血 小 板凝集 能 を,最 大凝集率,凝 集 発現 までのIagtimeお よびshapechangeの

大き さを指標 と して,ス トレス,非 ス トレス両群 問 で比較 した もの であ る.Collagen

3-30μ9加1の 添加 に よ り,最 大凝集率 は濃度依存 的 に増 大 したが,3-10μ9/mlの

濃度 範 囲で ス トレス群 の最大凝集率 は非ス トレス群 に比べ て 明 らか に小 さか った 。
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LagtimeはcoHage皿 濃度5-30μg∠ 血董の範囲 で いず れ もス トレス群 におい て有意

に延長 してい た.一 方,shapechangeに つ いては,今 回用 いたcoilagenの 濃度範囲 で

は両群 間 に有 意 な差 は認め られなか った.

aInviVO血 小 板凝集能 の変化

Fig.11はinvivoで のADP凝 集 能を調べ た結 果で ある・ADPo.2mg!k9の 急速静

注 によ り,非 ス トレスラ ッ トの血 小板数 は20秒 後 には静注 前の 約30%に 減少 したが,

60秒 後 に は ほぼ完 全 に回復 して いた.ス トレス ラ ッ トに おい て も同様 の傾 向が 認 め

られ たが,20秒 後 の血 小板数 は静注 前の約56%で あ り,非 ス トレス ラ ッ トに比べ て

減 少の 程度 は有意 に小 さか った.ADPの 投与量 を1mg!kgに 増量す ると,20秒 後の

減 少率 は非 ス トレス群 では0.2mg!kgの 場合 と同程度 で あ ったが,ス トレス群 では減

少率 が大 き くな り,非 ス トレス群 との間 に有 意な差が認 め られな くな った.

Figl2はhwivoco皿age皿 凝集 能 を示 してい る.CollagenO5mg!kgの 注入 によ り,

非 ス トレスラ ッ トの血小 板数 は徐 々に減 少 し,3分 後 には注入 前の約45%と な った.

その後,こ の血 小板数 減 少は若干 の 回復 傾 向が認 め られた ものの,注 入10分 後 にお

ず 　ザ み モヨピむ　きコ リフ　 コ ヘユゆ リヲ セ ロ 　つ リ コ リデけ　の にて ロロ しヨ あ　 っコ ロふ ヨ ロリ ア の　 ロ ダユノ　み ふヂ ノv凡 切 寸机 レ い11いA5'レ 八フ ツpu縞1ロ 」川里 のco⊥1agen辻 人Kよ り1舛 伎 に皿

小 板数 は 約80%に 減 少 したが,そ の後,そ れ以上 の減 少 は 認 め られ ず,こ の レベル

が 持続 した.注 入3お よ び10分 後 の血 小板数 はいず れ もス トレス群 の方が非 ス トレ

ス群 に 比べ て有 意 に多 く,ス トレスによ るinvivocoHagen凝 集 能 の低 下が示唆 され

た.CoHagen濃 度を1mg!kgに 増量 す ると,血 小 板数 は注入 前の10%以 下 にまで極

度 に減 少 し,両 群 間で減 少の 程度 に大き な差 は認め られ な くな った.

4.血 小板 のadeninenucleotides放 出能 と含量

Fig.13は,同 時記 録 したcoUagen刺 激 に よ る血小 板 のATP放 出お よび凝集 曲 線 の

typicalな パ ター ンを示 してい る.ス トレスラ ッ トにお けるcollagen3お よび5

μ9∠m1の 添加 によ る 血 小板のATP放 出能 お よび凝集 能 は,非 ス トレス ラ ッ トのそ

れ らに比 べ て いず れ も明 らかに小 さか った.Fig.14は,ATP放 出の 最 大値 および最

大 凝集 率 を指標 と して多 数例 より得 られ た結 果を まとめた もので あ る.Collagen3

お よび5μg∠mlの 濃度 範 囲では,ス トレス群の放 出能 および凝集 能 はいず れ も非 ス

トレス群 のそれ らに比べ て有 意に低下 していた.
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Flg、15。Adenillenucleotidecontentsinplateletsfromnon-stressedandSART-stressed

rats.Opellcolumn,non-stress;closedco董umn,SARTstress。n=6.**P<0.01.

血 小板 中adeninenudeotides量1こ ついて は,Fig。15に み られ るよ うに,ス トレス に

よ りATP量 の有 意 な 低下 が 認 め られ たが,ADP量 に は変化 は み られず,ATP∠ADP

比 は有 意 に低下 した。

5.血 小 板 のserotonin放 出能 と含量

Fig.16に 示 され るよ うに,co1ユagen10μg/m玉 の添加 に よ って血小 板 か ら放 出 され

るserotoninの 量 は,ス トレス負 荷 ラ ッ トでは著 しく滅少 して お り,ま た,相 対 的 な

放 出量 を示す 放 出率 につ いて も有 意な低下 が認め られ た.さ らに,刺 激を与 え てい な

い静止 血 小板 中のserotonin量 もス トレス によ り有 意に減少 して いた.

O洗 浄血小板の凝集能

Table3は 異なった2方 法で洗浄 した血小板の凝集能を調べ た結果である.ADp凝

集が起 こらないAの 方法で作製 した洗浄血小板のcollagen凝 集能,ADP凝 集が保持

されて いるBの 方法で洗浄 した血小板のADPお よびcollagen凝 集能のいずれ にもス

トレス群 と非ス トレス群で有意な差は認められなかった.
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Serotor暫 髄relea8einduoedbvcollaoen Se「otonincontent

Fig.16.Serotoninreleaseandcontentinplateletsffomnon-stressedandSART-stressed

ra重s.Opencolumn,non-stress;c】osedcolumn,SARTstress.PIateletswerestimulatedby

10μg/mlofcollagen.n=80r9.*Pく0.05,**P<0.01.

Table3,Aggregabilityofwashedplateletsfromnon-stressedandSART-stressedrats
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A)Pla重eletswerewashedessentiallyaccordingtothemethodofBae皿zigerandM{虹erus47),

andstimulatedwithcollageninthepresenceofl5mMCa.n=7-9.B)Washed

plate】etspreparedessenllallybythemethodofMustardeta1.49)werestimulatedwithADP

orcollageninthepresenceofl.5mMCaandO、4mg〆mlflbrinogen.n=50r6.
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Table4・Proteinandcholesterolcontentinp】ateletsfromno鼓 一stressedand

SART-stressedrats

Non-streSS SARTstress

描 ヲ}08「::宝1£)

Totalcholesterol

(μ9!108cells)

(Cholesterol/Protein)x100

121.3土1●9

5.88土0.16

4.85土O.12

116●6土365

5・91土0・20

5.07二LOg10

n=11(non-stress)and8(SARTstless).
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Fig-7.DetectionofcirculatingplateletaggregatesinSART-stressedrats.Open

column,non-stress;closedcolumn,SARTstress.皿=6.*P<0.05,***P<0.001.

7.血 小 板構成 成分 量

Table4に 血 小板 中の 蛋 白量,cholesterol量 お よび両者 の含量 比 を示 した.い ず れ

につい て もス トレス,非 ス トレス両群 間に有意な差 は認 め られなか った.

8.循 環血 中凝集 血小 板の検 出

Fig.17に み られ る よ うに,採 取 した血 液 をfomlalin含 有EDTA-PBSで 希 釈 した場

合,ス トレス ラ ッ トで は非 ス トレスラ ッ トに比べ て遊 離 血 小板 数 が 少 なか っ たが,
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formalinを 含 まな いEDTA-PBSで 希 釈 す る と両群 の血 小 板数 に差 が認 め られな か っ

た.希 釈 液 中のfo㎜alinの 有 無によ る遊離血 小板数 の変化 の度 合 いを反 映す る血 小板

数比 は,非 ス トレス ラ ッ トでは ほぼ ユ.0であ ったの に対 し,ス トレス ラ ッ トで は0.7

前後 とな り,有 意 に低 下 してい た、 この ことは,ス トレス によ り循環 血 中 に高 濃度

EDTAに よ り解離 しうる凝集 血小板 が出現 した ことを意 味 して いる。

IV考 察

SARTス トレス動物 では,摘 出腸管のacetylcholine反 応性低下が認め られ る8)が,

これを指標 としてス トレスの至適負荷条件を検討 した報告19)に よると,室 温側は常

に24℃ に設定 し,低 温側 をマウスでは4℃ であ ったのをラ ッ トでは 一3℃ に,モ ル

モッ トでは0℃ にす ることでいずれの動物において も同様の変化を認めている,本 章

でのラッ トにおける血 小板数減少の度合いはマウスの場合 と同様,約30%で あ り,

またス トレス負荷に伴 う経 日変化 もマウスでのパターンと一致 していたことよ り,止

血系に関 しても低温側を 一3℃に変更 してス トレス負荷す ることでラッ トにマウスと

同様の変化を惹起できることが確認 された.

SARTス トレスラッ トでは,血 小板数減少のほか,PRP中 でのinvitro血 小板凝集

能の低下が認められ,さ らに,invivoで も凝集能が低下 していることが明か とな り,

SARTス トレス動物 における出血傾向には血小板の量 的減少のみな らず質的変化が大

き く関与 していることが示唆 された,一 一方,循 環血 中に高 濃度EDTAに よ って解離

しうる凝集血小板が出現 しており,一 見矛盾する結果が得 られた.

ヒ トの血小板凝集能の変化は,様 々な病態時53'54)や 栄養状態の変化55)な どによ

って誘発 される.急 性 ス トレスによる血小板凝集能変化 も調べ られているが,一 定の

方向性 はな く充進,低 下のいずれ もが報告されている25-27'34-37).血 栓性疾患や

DICな どの患者の血小板凝集能を調べたYamazakiら54)の 臨床研究によると,血 栓症

の進行,治 療過程のある時期 やDIC患 者では血小板凝集能の明 らかな低下が認め ら

れ る.土 屋 ら56)は,実 験的に作 成 した微小循環傷害 モデルを用 いた研究結果か ら

DICの 発現 あ るいは発達 過程 におけ るス トレス性 要因の重要 性を主張 して いる.
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SARTス トレスラッ トにおいて血小板凝集能の低下 と同時に循環血 中に凝集血小板が

検 出されたことは,こ の動物がマイル ドなDIC様 状態にあることを意味するのか も

しれない.す なわち,何 らかの理由で血管内の血小板が活性化 され,消 費が促進 され

て血小板数が減少 し,疲 弊血小板の出現あるいは反応性の高い若い血小板が優先 的に

消費されて老弱血小板が相対的に多 くなることによ り,結 果と して血小板凝集能が低

下 した可能性が考え られる.

SARTス トレスラッ トでは血小板凝集能の低下とともに,collagen刺 激 によるATP

およびserotonin放 出能 の低 下が認め られ た.ま た,静 止血 小板 中のATPお よ び

se畑onin量 に も減少が認め られたことより,放 出能の低下の一 因と して濃染穎粒 内物

質の含量低下 が考え らえれ る.し か し,sero重oninの 含量に対す る相対的な放 出量 を

算 出した放出率 にも有意な低下が認められたことは,ス トレスによって放出機能 自体

も低下 したことを示唆 している.さ らに,SARTス トレス ラ ッ トで は放 出反応 を伴

わないADP凝 集能 も低下 していたことよ り,ス トレスによる凝集能の低下が放 出能

低下の二次的な変化 とは考え難い。

SARTス トレスラ ッ トの血小板中ATPお よびserotonin量 が減少 していた ことは,

前述の仮説,す なわちス トレスによって血管内で血小板の消費が充進 した結果,疲 弊

あるいは老弱血小板が増加 している可能性を支持す る結果である.し か し,ADP量

はSARTス トレスによって変化せず,そ の結果,ATP/ADP比 は有意に低下 した.血

小板濃染穎粒内物質 は刺激に伴って非選択的に放 出される57)の で,ADPの みが異 な

った挙動 を示すとは考え難い.Yalnazaklら54)は,DIC患 者の血小板ではATPお よ

びADP含 量がいずれ も有 意に低下 してお り,ATP/ADP比 はむ しろ上昇す る ことを

報告 している.す なわち,種 差を考慮す る必要はあるが,SARTス トレスラ ッ トの

血小板の特徴は,DIC患 者において認め られるいわゆる疲弊あるいは老弱血小板の

特徴 とは必ず しも一致 しなか った.血 小板中のserotoninは そのほとんどが濃染穎粒

内に局在す るのに対 し,ATPは ユ13,ADPは2/3が 濃染穎粒内に,残 りのadenine

nucleo重idesはそのほとん どがエネルギー代謝に関連 して細胞質に存在する57・58).細

胞質内のATPは,invitroに おいて,血 小板のstarvation(栄 養成分欠損)や 血小板

の活性化などによ って減少することが報告されている57)が,前 者ではADP量 の増加

を伴 うのに対 し,後 者ではADP量 は変化 しない.こ の ことよ り,SARTス トレス ラ

ッ トでは血管内で放 出反応を伴わないマイル ドな血小板の活性化が起 こり,そ の結果,
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細胞質 中のATP量 が減少 した可能性が考え られる.SARTス トレスラ ットにおいて,

高濃度EDTAに よって解離 しうるマイル ドに凝集 した血小板が 出現 していたことは,

このよ うな考えを支持す る知見である.

血小板 はそれ 自身ではserotoninを 産生することはできず,血 漿 中のsero重oninを能

動輸送 によ って濃染穎粒内に取 り込むことによ り,血 中に存在す るserotoninの ほと

ん どを含有 している57).こ のことか ら,血 小板中serotonin量 減少の原因として,血

小板の放出反応の充進のほかに,全 身の臓器プールか ら血 中へのserotoninの 供給量

の減少やserotoninの 取 り込み機能の低下が考え られ る.前 者の可能 性を支持するも

の と して,SARTス トレスラ ッ トの脳内serotonin量 の減少が報告 されてい る7)が,

現時点ではこれ と関連づける明確な証拠は得 られてお らず,将 来の課題 としたい.

PRP中 での血小板凝集能がス トレスによって明 らかに低下 していたにも関わ らず,

洗浄血小板の凝集能が全 く変化 していなかったことは驚 くべ き結果 である.Tomita

ら59)は,同 じ洗浄法を用いて脳卒中易発性高血圧 自然発症ラ ッ ト(SHRSP)に おける

血小板のcoHagenお よびADP凝 集能の低下を報告 し,血 小板 自体の機能障害を証明

しているが,SARTス トレスラッ トで同様の証拠 を得 ることはできなか った.こ の

ことは,SARTス トレスラ ッ トにおける血小板のPRP中 での凝集能および放 出能の

低下やinvivO凝 集能の低下は血小板 自体の本質的な機能障害に基づ くものではな く,

血漿環境の変化あるいは洗浄によって除去され うる血小板膜表面上の変化が原因であ

る可能性 を示唆 している.換 言すれば,SARTス トレスラ ッ トの血小板は凝集能低

下をきたすほどの不可逆的な障害は有 していないと考え られ,前 述のス トレスによる

血小板 中ATP量 の減少が,過 度の血小板の疲弊を意味す る濃染穎粒内での減少を反

映 したものではない可能性を支持する結果ともいえる.ま た,血 小板中の蛋白量やコ

レステ ロール量がス トレスによって変化 しなかったこともこれと矛盾 しない.血 小板

機能に影響す る血漿 中因子 として脂質量やその構成成分比の変化55'6°)が 知 られてい

るが,SARTス トレス動物 では血清中のほとん どの脂質量が減少 しており13),こ れ

が凝集能低下に寄与 している可能性も考えられる.ま た,血 漿 中や血小板膜表面上に

付着 している 且bτinogenの量が凝集能に影響する49'61)こ とも考え られるが,こ の点

については次章で若干触れ ることとする.

以上を総合すると,SARTス トレス ラッ トでは刺激に対す る血小板の凝集能,放

出能などの機能低下が認め られる一方,血 管内では何 らかの刺激によって血小板が活
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性化 されてお り,マ イル ドなDIC様 状態にある可能性が考え られ る.ま た,ス トレ

スによる血小板機能の低下は,血 小板 自体の本質的な異常に基づ くものではな く,血

漿環境や血小板膜表面上の変化が関与 している可能性が示唆された。

V小 括

1)SARTス トレスラ ットにおいてもマウスの場合 と同様の血小板数減少が観察 され,

種差は認め られなか った.

2)PRP中 での 量皿vitro血 小板凝集能,放 出能はス トレスによ り低下 し,ま た,in

vivO凝 集能にも明らかな低下が認められた.

3)SARTス トレス ラ ッ トでは血小板 中のATP量 とserotonin量 が減少 していたが,

ADP量 には変化は認められなかった.

4)洗 浄血小板の凝集能はス トレスによ って変化 しなかった。

5)血 小板 中の蛋白量 およびコレステロール量はス トレスによって変化 しなか った.

6)SARTス トレスラ ッ トでは循環血中に高濃度EDTAに よ って解離 しうる凝集血小

板が出現 していた。

以上の結果 よ り,SARTス トレスラッ トでは刺激に対す る盈1小板の凝集能,放 出

能などの機能が低下 している一方で,血 管内では血小板が何 らかの刺激によ って活性

化 されている可能性が示唆 された.ま た,ス トレスによる血小板機能の低下は,血 小

板 自体の本質的な障害に基づ くものではな く,血 漿環境や血小板膜表面上の変化が関

与 していることが推察 された。
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第3章SARTス トレス動物における血液凝固 ・線溶系の異常

1緒 言

ヒ トにおいて,短 時間の運動負荷や急性の精神的ス トレスなどによって血液凝固 ・

線溶系が活性化 されることは,多 くの臨床研究25・62・63)によって既に指摘 されてい

る.し か し,実 験動物を用 いた同様の報告64)は 少な く,ま た,ス トレスを長期間負

荷 した場合の血液凝固 ・線溶系の変化についてはほとんど調べ られていない。

第1,2章 において認め られたSARTス トレス動物の血小板の量 的な らびに機能

的変化の特徴 か ら,こ の動物はマイル ドなDIC様 状態にある可能性 が示唆された.

本章 では さらに止血機構 の全体像を明 らかにす る目的で,SARTス トレスラ ッ トの

血液凝固 ・線溶系の特徴を調べることと した.

さ らに,SARTス トレスによる止血機構の諸異常の発現 と中枢神経系 との接点 を

求める目的で,抗 不安薬alprazolamの 効果について も検討 した.

H実 験材料ならびに実験方法

1.実 験動 物 とス トレスの 負荷 方法

実験 動物 と して体重20-25gのddY系 雄性マ ウスあ るいは200-250gのWistar系

雄 性 ラ ッ ト(日 本SLC)を 使用 し,SARTス トレス の負荷 は前章 と同 じ方 法で行 っ

た。

2乏 血小板血漿の調整

前章に記 した方法でラッ トより採取 したクエン酸加血液を4℃,ユ,700gで10分

間遠心す ることにより,乏 血小板血漿(ppp)を 得た.

3.血 漿 凝固 時間の 測定

内因性凝 固活性 を反 映す る活性化部分tllromboplastin時 間(APTD,外 因性 凝 固活性
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を 反 映 す るprothrombin時 間(PT)お よ び 主 に血 漿fibrinogen濃 度 の変 化 を反 映 す る

thrombin時 間(n)を 指標 と した.

APTrの 測 定 二5):ウ サ ギ脳 由来 リン脂質 およ び エ ラ ジ ン酸 を含 むAprT試 薬(和

光純薬)0.1m1とPPPO.1m1を 混合 し,37℃ で5分 間 イ ンキ ュベ ー ト後,プ レイ

ンキュベ ー トした37℃ の0.02MCaCl2溶 液0.1m1を 添加 し,撹 拝 しなが ら 飾rh1

塊 が析 出す るま での 時間 を測定 した.

PTの 測 定15):Quickの1段 階法 に従 い,ウ サ ギ脳 由来thromboplastinとCaC12を

含むpT試 薬(和 光純 薬)0.2m1とPPPO,1m1を 混合 し,37℃ でfibrin塊 析 出ま で

の時間 を測定 した.

Trの 測 定15):25U/miの ウシ由来thlombin(Sigma)0。1miとPPPO,1m1を 混合

し,37℃ でfibrin析 出時間を測 定 した.

4血 漿fibrhogen量 の 測 定

Tomikawaら65)の 方 法 に 従 い,6.8mMCaChと0.32mM重ranexamicacid

(Aldrich)を 含 む0。9%NaC1溶 液5m茎 とPPP50μ1を 混 合 し,37℃ で1時 間 イ ン

キ ュ ベ ー トす る こ と に よ り血 漿 中 のfib血ogenをfibrinに 変 換 し た 後,こ のfib血 塊

の 蛋 白 量 をLowryら4°)の 方 法 に よ り 測 定 し,血 漿fibrinogen量 と し た 。

5。Eugiobulin溶 解 時 間(EじDの 測定

組uftら66)の 方 法 に準 じてPPPよ り作 成 したeuglobu玉in分 画 を 用 い て,ELTを

GaUimoreら67)の 方法 に従 って測定 し,線 溶活性 の指標 と した.す な わ ち,pppを 氷

冷蒸留水 で希 釈(1:20)し,2%酢 酸 を添加 す るこ とによ りpHを5.9に 調整 した.こ

れ を氷 冷下1時 間放置後,沈 殿 す るeuglobulin分 画 を採取 し,0.12M酢 酸緩 衝液

(pH7.4)で 再 度 溶解 した.37℃ の水 浴 中で,こ のeuglobulin溶 液 に ウ シ由来thrombin

を添加 し,析 出す るfibrin塊 が完全 に消失す るまで の時間を測 定 し,ELTと した.

6.血 液 凝 固 第 皿 因 子(FVIIl:C),antithrombin川(ATIil}お よ び α2-plasmininhibitor

(α2-Pり 活 性 の 測 定

内 因 性 凝 固 系 に 属 す るF～ αII:C,抗thrombin因 子 のATIIIお よ び 抗plasmin因 子 の

α2-pI活 性 は,そ れ ぞ れ 発 色 合 成 基 質 を 利 用 し た ア ッ セ イ キ ッ ト,TestzymeVIII,
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ATmお よびAPL(以 上KabiVit皿mAB>を 用いて分光光学的方法によ り測定 した.

なお,FVIH:C活 性の測定はその不安定性を考慮 し,採 血後30分 以内に行 った.結

果は,正 常ヒ ト血漿凍結乾燥品の希釈列の各因子活性を測定 し,正 常 ヒ ト血漿に対す

るサ ンプルのパ ーセ ン ト活性 として表示 した.

7.血 液濃縮 ・希釈の検討

血液の凝固 ・線溶に関わる各因子の血中濃度や活性は,血 液が濃縮あるいは希釈 さ

れることによっても変化 しうる.SARTス トレスによってマウスでは,赤 血球数の

増加やヘマ トクリッ ト値の上昇が認められることから,血 液濃縮が起こっている可能

性を第1章 で指摘 した.本 章ではラ ットでこの点を確認するため,赤 血球数,白 血球

数およびヘマ トク リッ トを第1章 に記 した方法で測定 した.ま た,血 漿蛋白濃度を

エρwryら4°)の 方法で測定 し,さ らに,血 漿Bbrinogen量 の蛋 白量 に対する比を算 出

した,

8.薬 物 投与 法

Tranexamicacid(湘drich)は 生理食 塩液 に溶解 し,単 回投与 実験 で は採血 の30分 前

に1回 の み,反 復投 与実験 ではス トレス 負荷 開始 日よ り採 血前 日まで1日1回 宛計7

回 ラ ッ トに腹 腔 内投与 した.

Alprazolam(武 田薬 品工業)は05%CMC-Na溶 液 中に懸濁 して マ ウスあ るいは ラ

ッ トに経 口投 与 した.単 回 投 与 に よ る効果 を調 べ る実 験 で は,非 ス トレス動 物,

SARTス トレス動物 と もにalprazolamを 各測 定の1時 間前 に投 与 した.反 復 投与 実験

で は1日1回 宛 計7回 薬物 を投与 し,最 終投与 の翌 日に各 測 定 を行 った。SARTス

トレス動 物 につ いて も同様 に,ス トレス負荷 開始 日よ り負荷 終了 前 日ま での連 日計7

回 の薬物 投与 を行 った.

その他,記 載のないものについては前章までと同様の方法で行 った.
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皿 実験結果

1.ス トレスに よ る凝 固 ・線溶 系の変化

Fig。18に ス トレス,非 ス トレス両 ラ ッ トの血 漿凝 固時 間,fibrinogen量 お よ びELT

を示 した.SARTス トレス ラ ッ トでは,内 因性凝 固活性 を反映 す るAPTrに 僅 か なが

ら有意 な延 長 が認 め られ たが,外 因性 凝 固活性 の指 標 であ るPTは 非 ス トレス ラ ッ ト

の それ と同程度 であ った.τrは ス トレスによ り著 し く延 長 した.ま た,こ れ と関連

の深 いfibrinogen量 に明 らかな減少 が認 め られ た.一 方,線 溶 活性 の 指標 で あ るELT

は ス トレス によ り明 らか に短縮 した.

Table5に は,両 ラ ッ トのFVIH:C,ATIHお よ び α、-PI活 性 を正 常 ヒ ト血漿 の 各 因

子活性 のパ ーセ ン トと して示 した.ATIIIお よび α2-P正 活性 につ いて は ラ ッ ト,ヒ

ト間で 大 きな種 差は認 め られなか ったが,FVIII:c活 性 は ラ ッ トで は ヒ トの3倍 以 上

Fig.18.HemostaticparametersnSART-stressedrats.Openco玉umn,non-stress;closed

coiumn,SARTstress.APTT,actva重edpartiaithromboplastilltime;PT,pro重hrombintime;

Tr,thrombintime;ELT,euglobulnclotlysis重ime.n=11-16(APTr,PTandELT)and

5-10(TTandfibrinogen)。*P<0.05,***P<0.00工
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の値 とな っ た.こ れ はF▽III:C欠 乏血漿 を利 用 した凝 固 法 に よ り調 べ られ たLewis

ら68)の 結 果 とよ く一 致 して お り,ラ ッ トの特 徴 とい え るか の も しれ な い。SART

ス トレス ラ ッ トにお いては,内 因性 凝 固系に 関与 す る因子 の1つ で あ るFVIII:C活 性

が,非 ス トレス ラ ッ トに比べ て明 らか に低下 して い た.一 方,ATIIIお よ び α、-PI

活性 に はいずれ もス トレスに よる有 意 な変化 は認め られな か った.

丁able5.Coagu工ationfactorVIII:C,antithrombinIIIand%-plasminhlhibitoractivitieshl

SART-s廿essedratplasma

Non-stress SARTstress

FVIII:C

ATIII

α2-PI

318.9±14.7(7)

121.9±5.9(13)

ユ20.7±3.9(12)

230.8±20.8(8)***

130。8±7.0(13)

ユ11.5±4.0(12)

TheactivityoffactolVIII:coagulant(FVIII:C),a皿tithrombinIII(ATIII)andα2-plasmin

血hibitor(α2-PI)w{巡expressedasapercemageofthatofno㎜alhumanplasma.

Parenthesesindicatethenumberofra重sernp】oyed.***P<0.001.

Table6.EvaIuatjonofhemoconcentrajto皿01hemodi】utionullderSARTs重ress

Non-stress SARTstress

RBC(x106/口)

WBC(x103/μ1)

Ht(%)

Plasmaprotein(mg!ml)

Fibrinogen/Plasmaprotein

(x10-2)

6.61±0.12

6.00±0.48

41.4±0.6

57.3±1.7

3.86±0.13

7.40±0.23**

6.46±0.49

44.4±1.0*

56.7±1.1

250±0.13***

RBC,redbloodcell;WBC,whitebloodce11;Ht,hematocrit.n=9-12.*P<0.05,
**P<0 ,01,***P<0.001.
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2.血 液濃縮 ・希釈の検討

Table6に み られ るように,ラ ッ トにおいてもス トレスによ り赤血球数の増加およ

びヘマ トクリッ トの上昇が認 められたが,白 血球数は無変化であ り,マ ウスの場合 と

同じ結果が得 られた.ま た,血 漿蛋 白濃度には全 く変化はみ られず,ス トレスによ り

血液濃縮が起 こっているか否かは明言できないが,少 な くとも血液希釈 は起 こってい

ないようである.さ らに,血 漿 恥r血10genと蛋白量 との比はス トレスによ り明 らかに

低下 してお り,血 漿蛋 白の中でfibrinogenが 特異的に減少 していることが確認 された.

3ス トレス負荷 に伴 う血漿fibrlnogen量 お よびELTの 経 日変化

Fig19に 示 した よ うに,血 漿fibrinogen量 はSARTス トレス負荷 開始3日 後 ま で は

ほとん ど変化せ ず,ほ ぼ正 常 レベル に あ ったが,5日 後 に急激 に減 少 し,以 後 ス トレ

ス を負 荷 し続 け ると少 な くと も1週 間はその レベル が維持 され てい た.

Fig.19.Tjme-relatedchangeinplasmafibrinogenlevelinratsduringSARTstress.

n=4-10.**Pく0.01vs.`11einitia三Ievd,
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n=8-11.*P<0.05,**く0.01vs.theinitiaHevel.

Fig.20はELTに つ い ての結 果で あ る.ELTは,ス トレス負荷 開始1日 後 に短 縮傾

向を示 したが,3日 後 には 負荷前 値 に戻 って いた.そ の 後,ELTは5日 後 よ り有 意

に短縮 しは じめ,7日 後 さ らに短 縮 し,少 な くと も14日 後 まで は回 復 しなか った.

生SARTス トレス動物の止血系異常におよぼす薬物の作用

1)血 漿fibrinogen量 の減 少 に対す るtranexamicacidの 効果

Table7に その結果 を示 した・Tranexamicacid(50-500mg/kg)の 単 回投与 によ って

は,非 ス トレス,ス トレスいずれ の ラ ッ トにおいて も血漿fibrinogen量 に対す る有 意

な影響 は認 め られなか った.一 方,tranexamicacid500mg!宝gを7日 間反復投与 した

場 合,非 ス トレス ラ ッ トでは無影 響であ ったが,ス トレス によ るfibrinogen量 の減少

は有意 に抑制 された.

2}Alprazolamの 作 用

マ ウスの血 小板数 な らび に 巨核球数 に およぼすalprazolamの 効 果 をFig.21に 示 した.

Alprazolam1お よび2mg/kg!dayの 反復 投与 は非 ス トレスマ ウスの血 小板数 には無影

響 で あ ったが,ス トレスに よ る血小板数 減少 を阻止す る傾 向 を示 した.ま た,ス トレ

ス によ る巨核 球数 の増加 はalprazolamの 反復 投与 によ り用量 依存 的に 阻止 され た.
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Table7.E脆ctoftranexamicacidon書hedecreaseinplasmafibrinogenlevel

inSART-stressedrats

Treatment

(mg!kgXtimes)

Fibrinogenlevel(mg!ml)

Non-stressSARTstress

Con亀rol

Tranexamicacid

50×1

100×1

500×1

2.96±0.09

3.19±0.10

3.14士0,16

3.14±0.11

2.03±0.05

2.00±0.16

2、26±0.19

2.13:ヒ0.15

Control

Tranexamlcacid

100×7

500×7

2,92±0.06

3.08±0.12

2.13±0.07

2.14±0.18

2。75±0.13**

n=9-14(controlgroup)and4-10(dosedgroup)。

stressedcontrol.

**P<0
.01vs.1heSART一
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Fig.21.EffectofalprazolamonSARTstress-indu㏄dchangesinplateletand

megakalyocyteco㎜tslnmice.n=5-8,*P<0.05,**P<0.01vs.thenon-s童ressedcontrol,

※※Pく0.01vs.theSART-stressedcontrol,
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Table8.

mice

Effec重ofalprazolamonSARTstress-inducedprolongationofbleedingti血ein

Druganddose

(mg/kg×times)

Bleedlngtime(sec)(Mean±S.E.)

Non-s廿ess SARTstress

lnhibition
(%)

ControI

A{prazolam 1

7

7

X

×

×

(∠

1

2

60.2士2.9

66.4坐5.6

59.2圭6.5

130。5土6.1善 静

115.0±12.8

110,6土11.8

85.0土9.9※

22.0

28.2

64.8

%Inhibition=[(controlvalue-dosedvalue)inSART-stressedgroups]/(differe皿ce

betweennon-andSART-stlessedcontrolvalues)x100.Route:P.o.n=22(colltlol

group)and5-13(dosedgroup).**Pく0.01vs.thenon-stressedcontrol;※P<0.05vs.the

SART-stressedcontrol.

T『eo雪 鵬eo曾 Fibrlno9。nlevd伽g!ml, εuggob魍lin8y515雪ime《r鴇 直n,

Fig.22.EffectofalprazolamonthealterationsinpIasmafib血ogenlevelalldfibrinolytic

activityinSART-s琶fessedfats・a),%inhibilion・n=40r5(singleadministration)and

7-9(repea重edadministration).**P<0.01vs.theSART-stressedcontro1.
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マウ スの 出血 時間 にお よぽすalprazolamの 効 果 をTable8に 示 した.Alpmzolam

は,2mglkgの 単回投与 では マウスの 出血時 間に有 意な影 響 を与 えなか ったが,反 復

投与す ると非 ス トレス マ ウス に無影響 な用 量(2mg1輩9)で ス トレス によ る出血 時間

の延長 を有意 に阻止 した.

非 ス トレ ス,ス ト レ ス 両 ラ ッ トの 血 漿 ∬brinogen量 お よ びELTに お よ ぼ す

alprazolamの 効 果を調べ た結 果 をFig.22に 示 した.Alprazolam(1-2mglkg)は 単 回投

与 では無効 で あ ったが,反 復 投与 によ りス トレスに よ るE班 の 短 縮 を用 量依 存 的 に

阻止 した.一 一方,∬bri血ogen量 の減 少に 対 しては,alprazolamは 今 回用 い た用量 で は

無効で あ った.

IV考 察

SARTス トレスラ ッ トにお いてAHTな らびにTrの 有意な延長,血 漿fibrinogen

量の減少およびELTの 短縮が認められ,さ らにFVIII:C活 性が低下 していたことよ り,

この動物では血漿の凝 固活性,特 に内因性凝固系の活性が低下 していることと線溶系

が活性化 されている可能性が示唆された.第1,2章 において述べ た血小板数の減少

や血小板凝集能の低下 を考慮す ると,SARTス トレス動物 では止血機構 が全体 と し

て出血傾向を助長す る方向に変化 していることが明らか とな った.

ヒ トにおいて,短 時間の運動25'62'63),低 酸素負荷69),急 性情動ス トレス25)な

どによ って内因性凝固系および線溶系が活性化されることが報告 されている.こ れは,

交感神経系がス トレスによ って興奮 し,血 中epinephrine濃 度が上昇す ることによ っ

てFVIII:Cお よび組織型Plasminogenadivalor(TPA)が 血中に遊離 され るためであ る

ことが証明されている.ヒ トを短時間低温に暴露す ることによって も線溶充進が認め

られる7°)こと,さ らにSARTス トレスラットでは血 中epinephrine濃 度の上昇が報告

されている3°)ことか ら,SARTス トレスによる線溶 系の充 進は血中epinephrine濃 度

の上昇 によ り説明できるか もしれない.し か し,SARTス トレスによ るEurの 短縮

は,ス トレス負荷開始1日 後にその傾向は認められた ものの有意ではな く,5日 後に

なっては じめて明 らか とな ったことを考慮すると,急 性時の変化がそのまま持続 して
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いるとは考 え られず,よ り複雑な機序が関与するもの と考え られる.一 方,FVIII:C

活性 はSARTス トレスによ りむ しろ低下 してお り,血 中epineph血e濃 度の上昇 とは

矛盾 した変化 といえる。

慢性型ス トレス時,凝 固 ・線溶系にどのよ うな変化が認められるかはあま り調べ ら

れていないが,pa㎞bladら7Pは,ヒ トに数 日間徹夜 させ るというス トレスを負荷す

ることによってFVIII:Cの ほか第V,IX因 子な どの内因性凝固系因子の活性 が低下 し

たが,線 溶活性 は変化 しなか ったと報告 している.C血ohanら72)は,ラ ッ トを長期

間騒音ス トレスに暴露 し,出 血時間の短縮,fibr血ogen量 の増加,岨 丁の延長など

を認めている.こ のように慢性型ス トレスによる血液凝固 ・線溶系の変化は,急 性ス

トレス時の変化 ほど単純ではな く,ス トレスの種類によって様 々である.し か し,慢

性 型ス トレスの一種であるSARTス トレスラッ トでA凹 丁の延長およびFVIII:C活 性

の低下が認め られたことより,内 因性凝固活性の低下は慢性型ス トレス時の共通の変

化 といえるのか もしれない.

SARTス トレスラ ッ トにおいて認め られた最 も劇的な変化はTrの 延長であ った.

Trは 血漿 五b血[ogen量 の変化の指標 としてよく用い られるが,ATnI活 性の変化など

ロ ロ 　 　 ロ 　ユニコ び サ む ロ の 　 に ヘ ロ つ ロ 　 　 し ロ 　 ら ロ 　 　　 ロ ヒ の ロロロ ロ ロ ゆ ロロ つ リ ロ

によ って も左 石 され る …'.し か し,SARTス トレス によ ってATIII沽1生 は 裟化 しな

か った こ とよ り,Trの 延 長 はス トレス によ る ∬9binoge皿 量 の減 少の み を反 映 した も

の と考 え られ る.血 漿fibhnogen量 の減 少 は,血 液 凝 固系 の活性 化(2次 線 溶)お よ

びplasminに よ る分解(1次 線溶)な どに よ って起 こ り うる15).SARTス トレス 負

荷 に伴 う 五br血ogen量 と 肌Tの 経 日変化 がほぼ並行 して いた こ と,さ らに,ス トレス

によるfibrinogen量 の減少 が 甘anexamicacidの 連 日投与 に よ り有 意 に抑制 され たこと

よ り,こ のfihinogen量 減 少の一部は1次 線溶 によ る もので あ る可能 性が考 え られ る.

しか し,tranexamicacidが,DIC患 者 におけ るfibrimge皿 量 の減少 を抑制 し,出 血傾

向を改 善 した との臨床 報告73)も あ り,2次 線 溶の 関与 も十分考 え られ る.

第1,2章 では血 小板系 に 関す る知見 よ り,SARTス トレス動物 が マイル ドなDIC

様 状態 にあ る可 能性 を指摘 したが,本 章 にお ける血 液凝 固 ・線 溶系 に関す る所 見 もこ

れ とは矛 盾 しな い結 果 といえ る.DIC患 者 の止血 系 所 見74・75)は そ の重症度 によ っ

て異 な り,DICの 前段 階 あ るいは準備 状態 とよば れ るマ イル ドな ものや,凝 固系 と

線 溶系 が共 に活 性化 され て うま くバ ラ ンスが とれて い る代 償性 の もの もあ る.SART

ス トレス動 物 は,臨 床 にお け る致命 的 な いわゆ るDICで はな いが,そ の傾 向 にあ る
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と考え るのが現時点 での妥当な解釈であろう.ま た,第2章 において,SARTス ト

レスよる血小板凝集能低下の原因と して血漿環境の変化や血小板の膜表面上の変化が

関与す る可 能性 を 指摘 したが,血 漿 中や血 小 板膜 表 面上 に付 着 して存 在 す る

fibrinoge皿が血 小板凝集 時 に重要 な役割 を果た している49'61)こ とを考慮 す ると,

SARTス トレス動物 での血漿fibrinogen量 減少は血小板の機能変化 との関連性を考え

る上において も興味深い.

先に も述べ たように,交 感神経の活性化によ り血 中にTPAが 遊離 されて くること

から,線 溶活性の調節が中枢神経系によ り行われている可能性が指摘 されて いる25'

76)
.ラ ットの視床下部正 中隆起(medianeminence)を 電気刺激すると線溶充 進がみ

られる との報告7η や,イ ヌを低体温 にす ることによ って誘発 され る線溶 充進 が

chlorpromazineの 投与によ って阻止 されるとの報告33)は,中 枢神経系 と線溶系 との

関係を示唆する ものである.本 章において,抗 不安薬alprazolamの 反復投与が ス トレ

スによる止血系の異常の多 くを阻止する傾向を示 したことは,こ れ らの異常の発現過

程における中枢神経系の役割を考える上で興味深 い.し か し,Alprazolamは 血小板

活性化因子(PAF)に 対する拮抗作用 を有 してお り78),ま た,PAFがTPAを 遊 離 さ

せるとの報告79)も ある ことから,ス トレスによる線溶充進に対す る 歌茎prazO丑amの阻

止効果が中枢性のものであるか末梢性のものであるかは断言できない.一 方,マ ウス

の血小板は少な くともinvitroで はPAFに 反応 しない8°)ことよ り,少 な くともマウ

スの血小板数減少に対する阻止効果を抗PAF作 用のみで説明す ることは 出来な い.

この ことから,SARTス トレス動物において認め られる種 々の止血異常の発現 には

中枢 一自律神経系が少な くとも一部関与 しているのではないか と考え られる.

V小 括

1)SARTス トレス ラ ッ トで は,APrTな らび に π の延 長,並1漿 且brinogen量 の 減

少,ELTの 短 縮 が 認 め られ たが,PTは 変化 してい なか った.さ らに,FVIII:C

活 性 も低 下 して い たが,ATIIIお よ び α2-PI活 性 に変化 は認 め られ なか った.

2)SARTス トレス ラ ッ トでは,血 液希釈 は生 じて いな い と考 え られ た.
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3)血 漿 茄rinogen量 の減 少 およびELTの 短縮 は,ス トレス 負荷 開始5日 後 よ り認め

られ,少 な くと も14日 後 までは これ らの 変化 は持 続 して いた.

4)ス トレス によ る血漿fibrinogen量 の減 少は,tranexamicacidの 連 日投与 に よ り有

意 に抑 制 され た.

5)Alprazolamの 反復 投与 は,ス トレス動物 にお け る血小 板数 減 少,骨 髄 巨核 球数

増加 お よび 肌T短 縮を抑 制す る傾向 を示 した.

以 上 よ り,SARTス トレス動 物 では 内因性凝 固 活性 が 低 下 して い るが,外 因性 凝

固系 は変化 して いな い こと,さ らに,線 溶活性 が充進 してい るこ とが示 唆 された,ま

た,上 記知 見 は変 化の 程 度 は小 さいが,SARTス トレス動物 が マイル ドなDIC様 状

態 に あ る との 第1,2章 で の仮説 と も矛盾 しな い もの であ った.さ らに,抗 不 安 薬

alprazoramが ス トレス によ る変化 を正 常化 した ことよ り,こ れ ら止 血機 構 の異常 の発

現 に 中枢神経系 が一 部 関与 してい る可能性が示 唆 され た.
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第4章SARTス トレス動物の止血異常発現における

活性酸素の関与

1緒 言

血栓性 疾 患 やDICな どの止 血機 構 の異常 が 関係 す る と考 え られ る病 態 の発 現 あ る

いは発達 に,ス トレス性 因 子が 関与す る可能性 が指 摘 され て い る3'26'36'37'56'7° ・

81-83)
.こ の うち気 温 変動 に基づ く環境 ス トレス と止血 異常 との 関係 につ いて は,ヒ

トを実験 的 に短 時間 低 温 に暴露 す る と線溶 充進7°),血 小 板数 増 加,赤 血球 数:増 加,

血 液粘度 上 昇,血 圧 上昇82)な どが一過 性 に認 め られ る こ とや,ヒ ツ ジを過度 の 高 温

に急激 に暴露す る とDICを 発現 して死 亡す る83)こ とな どが報 告 され て いる.し か し,

長期間反復 して起 こる気 温変動の止血系へ の影響 は これ まで ほ とん ど解 ってい な か っ

た。第1-3章 にお いて著者 は,数 日間の反 復低温暴 露 によ り,実 験動 物が徐 々に マ

イル ドなDIC様 症 状 を呈 す るよ うにな るこ とを明 らか に した.こ れ を その ま ま ヒ ト

に外挿す るわけ には いかな いが,気 温変動 の激 しい時期 や地 域 では血栓性 疾 患 に よ る

死 亡率が 高 くな る との疫 学 的報告3)と の 関連性 を考 え ると興味深 い知見 といえ る.

臨床 に お い て,DICは シ ョ ック時や 癌,肝 障 害 な どの基 礎 疾 患 の 上 に何 らか の

宜rlggerが作 用 して発 現 す る.Yoshikawaら84　 86)は,DICモ デル と して よ く用 い ら

れ るエ ン ド トキ シ ンシ ョ ックの発現 に活性酸素が 関与 す るこ とを示 唆 して い る.ま た,

土屋 ら56)は,ス トレス性 電気刺 激 によ り微小循環 障害 をお こ した臓 器 か ら採 取 した

局所血 にDIC様 の 変化 を 見 いだ し,そ の変化の発 現 に フ リー ラ ジカ ルが 重要 な役 割

を果 たす こ と示 して い る.こ れ らの ことよ り,SARTス トレス動物 おい て認 め られ

るDIC様 症 状 の発 現 あ るい は進行 過程 にお いて もフ リーラ ジカル が何 らかの 役 割 を

担 って い る可能 性が考 え られ る.

そ こで本 章 で は,SARTス トレス に よ り誘発 され る止血 系 の異 常 の発 現 に フ リー

ラジカル が 関与 す るか否 か を検 討す る目的で,活 性 酸素 の補集 剤 および生 成阻 害剤 の

効 果を調べ る こと と した.す なわ ち,ラ ジカル補集 剤 と してsuperoxidedismutase

(SOD)とca佃ase,ま たxanthineoxidase経 路 を介す るラ ジカル 生成 阻害剤 と して

allopurino1を 使 用 し,こ れ らを ス トレス 負荷 期間 中反 復 投与 した場合 の止血 系 へ の影
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響を検 討 した.な お本実験系においては,SARTス トレス動物 における止血系の異

常の指標と して,ス トレスによる変化の幅が比較的大き く,か つ安定 していた3っ の

典型的な変化,す なわち血小板数の減少,血 漿fibrinogen量 の減少およびFVIII:C活

性の低下を用いることと した.

さらに,生 体内でフ リーラジカルが過剰に生成されると脂質の過酸化が起 こり生体

に様 々な悪影響をおよぼす ことが考え られる.そ こで,SARTス トレス動物の血漿

中および組織内の過酸化脂質量を測定 し,非 ス トレス動物のそれ らと比較検討 した.

H実 験材料ならびに実験方法

1.実 験動物 とス トレス負荷 方法

体重20-259のddY系 雄 性マ ウスな らび に体重200-2509のWistar系 雄性 ラ ッ ト

(日 本SLC)を 使 用 し,SARTス トレスの負荷 は それ ぞれ第1,2章 に記載の 方法

で行 った.

2.採 血

ペ ン トバル ビタール麻 酔下 で開腹 したマ ウスお よび ラ ッ トの腹 大動脈 よ りそれぞれ

0.5お よび5ml(最 終容 量)の 血液 を1/10容 量の3.13%ク エ ン酸Naを 含む シ リン

ジ内 に採 取 した.

3.血 漿fibrinogen量 な らびにFV川:C活 性 の測 定

血小 板数算 定 後,ク エ ン酸加 血を1,700gで10分 間遠心 す る こ とによ り乏血 小板

血漿(PPP)を 採 取 した.こ のPPP中 の 五brinogenを 本 章 で は簡 易 的にthrombin時 間

法15)に よ りア ッセ イキ ッ ト(フ ィブ リノー ゲ ンBテ ス トワコー,和 光 純薬 〉を用 い

て定量 し,ま た,FVIII:C活 性を 第3章 に記載 した方法 で測定 した.

4薬 物 投 与 法

Superoxideanion(0ゴ)お よ びhydrogenperoxide(H202)の 補 集 剤 と し て そ れ ぞ
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れ ウシ赤血 球 由来SOD(Sigma)お よび ウシ肝 臓 由来catalase(Sigma)を,ま た

xanthineoxidase阻 害剤 と してallopurinol(和 光純 薬)を 使用 した.SODは 生理 食塩

水 に溶解 し,ス トレス負荷 開始 日か ら採血前 日まで の7日 間,午 前9時 と午 後4時 の

1日2回 宛 計14回 マ ウス に皮 下 投与 した.Catalaseは 原 液 を生 理 食 塩 液 で希 釈 し,

SODと 同 じス ケ ジュール で投与 した.AIlopurinolは0.5%CMC-Na溶 液 に 懸濁 し,

ス トレス負荷 期 間中毎 日 ユ日1回 宛計7回 マ ウス に経 口投与 した.ま た,非 ス トレス

マ ウス に対 して も同様 の スケ ジュール で各薬物 を投与 した.な お,対 照群 のマ ウス に

は各薬物 の溶 媒 のみ を投与 した.

5.血 漿 中過 酸化 脂質 量 の測定

Yagi87)に 従 い,血 漿 中 の チ オ バ ル ビ ツ ー ル 酸 反 応 性 物 質(thiobarbituric

acid-reactivesubstances;TBARS)を 蛍光 分光光度 法 によ り定量 し,脂 質 過酸化 の指 標

と した.す なわ ち,20倍 希 釈 したPPP・0。5m1にphosphotungs{icacidを 添加 す るこ

とによ り血 漿 脂質 を蛋 白とと もに沈殿 させ た後,沈 渣 に蒸留水4mlお よび0.335%

thiobarbituricacidlmlを 添加 し95℃ で1時 間反応 させ た.こ の反 応生成物(蛍 光 物

質)を5m玉 のn-butanolで 抽 出 し,蛍 光強度 を励 起 波長515nm,蛍 光 波長553nm

で測定 した。 なお結 果 は,血 漿1mlあ た りのma亙ondiaidehyde量(nmo1)と して 示 し

た。

6.組 織 中過酸 化脂 質量 の測定

動物(ラ ッ トお よびマ ウス)を 断頭 によ り致死 させ,全 脳 心臓 肺 および 十 二指

腸 をす ば や く摘 出 し,生 理 食塩 水 で洗 浄後,湿 重量 を測定 した、 次 いで,Ohkawa

ら88)の 方法 に準 じて,各 組織 を9容 量 の1.15%KC1溶 液 中で ホ モ ジナイ ズ し,こ

の一部(0.2ml)を&1%sodiumdodecylsulfateO,2mlお よび20%acetatebuffer(pH

35)1.5mlと 混合 した.こ れ に0.8%thiobarbituricacid1.5m]お よび 蒸留水0.6mi

を添加 し95℃ で1時 間反 応 させ,反 応生成物 を 距butano1とpyridineの 混液(15:1)で

抽 出 後,上 記5.と 同 条 件 で 蛍 光 測 定 を行 っ た.結 果 は,湿 重 量(g)あ た りの

malondialdehyde量(nmol)と して示 した.

その他,記 載のないものについては前章までと同様の方法で行 った.
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皿 実験結果

1.ラ ッ トお よびマ ウス においてSARTス トレスに よ り誘発 され る血小 板数,血 漿

fibrinogen量 およびFVIII:C活 性 の変化の比較

Fig.23は 止血 系の 異常 を ラ ッ トとマ ウスで比べ た もの で あ る.各 パ ラメー ターの絶

対 値 は 両 動 物 種 間 で か な り異 な って い た が,SARTス ト レス に よ る血 小 板 数,

fibrinogen量 お よびFVIII:C活 性 の変化の大 き さは,そ れ ぞ れ22-26%,34-37%お よ び

27-32%で,種 差 はほ とん ど認 め られなか った.

2.Superoxidedismutase(SOD)の 効果

Fig.24は,SODを1日2回 宛7日 間反復 皮 下投与 した場 合 の 血 小板 数へ の影 響 を

示 して い る.SOD30,000U!kgの 反復 投与 は,非 ス トレス マ ウス で は何 ら影 響 を示 さ

な か ったが,ス トレス によ る血小板数 の減少 を有意 に抑制 した.ま た,ス トレスに よ

る変化 に対 す る薬 物の 阻止 効 果 の程度 を意 味す るSIN比(ス トレス群 の 非 ス トレス

群 の値 に対す る比)は,対 照群 では0.8で あ ったのがSOD30,000U/kg処 置群 では

0
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Fig.23.Plateletcoun重,fibrhloge皿levelandcoagulationfactorVIII:Cactivityhlratsand

miceexposedtoSARTstress.Opencolumn,non-stress;closedcolumn,SARTstress.n=

5-8(ra重)and6(mouse).★P<0.05,★ ★P<0.01,★ ★★P<0.001.
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Table9.Effedohepea童edtreatmentwithsuperoxidedismutaseondecreasesinplasma

fibri汎ogen」evelandfactorVHI:CactivityinSART-stressedmice.

Fibrinogenleveユ 《mg/m1)

《U/kgx2/day) Non-streSS(N) Stress(S) Ratio(S/N)

Controユ

SODlO.000

30,000

1。90主O.07

2。44±O。20★ ★

1。36±0.09歯 ★

1.26±0.08

2。08±0.09##

0。72

0。85

FaCtOrVI工1:Cactivity(号)

(U/kgx2/day) Non-streSS(N) Stress(S) Ratio(S/N)

Control・

SOD10,000

30,000

8260±2。7

95.6±8.7 #

★

#
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●

■
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8
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±

±

9

2

2

■

■

●

2

5
0

6
6

9

0.77

0.95

Superoxidedismutase(SOD)wasadminis重ereds.c.twiceadayduring7-dayexposureto

stress.n=8一 ユ1(contro三group)and50r6(dosedgroup).★P<0.05,★ 嚢P<0・Olvs.tlle

no皿 一stressedcon重ro1;##P<0.01vs.窪heSART-stressedcontrol.
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1.05と な った.す なわ ち,SARTス トレスマ ウスにお ける血小 板数 の減 少はSODの

反 復投 与 に よ り完全 に 阻止 され た.

Table9に,血 漿fibrinogen量 およびFVIII:C活 性 に対す るSODの 効 果を示 した.

SOD30,000U!kgの 反復投 与 によ り非 ス トレス,ス トレス両 マ ウスの 血漿fibrinogen

量 は有 意 に増加 したが,対 照群 で は0.72で あ ったSIN比 が0.85に 上 昇 した.ま た,

同用 量 のSODに よ って は,非 ス トレス マ ウスのFVIII:C活 性 は有 意 な影 響 を うけ な

か ったが,ス トレス によ る同活性 の低 下は有 意 に阻止 され,S/N比 は0.77か ら0.g5

に上 昇 した、

なお,SODは10,000U!kgの 用 量 ではいずれのパ ラ メー ターに対 して も有意 な影

響 をお よぼ さな か った,

3.Catalaseの 効 果

Fig.25に み られ るよ うに,catalaseは,4,000お よび40,000U!kgの 用量 でSART

ス トレスマ ウス の血 小板数 を増加 させ る傾 向を示 し,SIN比 を上昇 させ た.

Fig.25.EffectofrepeatedtreatmentwithcatalaseonSARTstress-induced

thrombocy童openiainm三ce.Catalasewasadministereds.c.twiceadayduring7-day

exposuretostress.Figuresinparenthesesindicatetheratio,stress/non-stress.n=5-7.

★P<0
.01vs.thenon-stressedcontro].
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Table≦0.Effectofrepeatedtreatmentwithcata】aseondecreasesinplasmafibrinogen

levelandfactorVIII:CactivityinSART-stressedmice.

Fibrinogenleveユ(mg/m工)

(U/kgx2/day)

Control
Catalase4,000

40,000

Non-streSS(N) Stress(S) Ratio(S/N)

1.44±0.05

1.42士0.05

1.58士0。05

1.07±0.06★ ★

1.22±0.10

1●31±OgO5##

0.74

0.86

0。83

FactorV工 工1:Cactivity(忌)

(U/kgx2/day)

Control
Catalase4,000

40,000

Non-streSS(N) Stress(S) Ratio(S/N)

6

3

6

0

●

.

3

3

2

土

+
凹
土

1

8

8

卿

0

0

1

4

1

7

6

7

★0

5

7

晒

σ

●

3

3

2

±

±

±

8

2

4

0

0

切

4

1

0

5

5

6

0。77

0.79

0。84

Caξalasewasadminis重ereds.c。twiceadayduring7-dayexposuretostress.n=9-12

(controlgroup)and5-8(dosedgroup)。 需★Pく0・01vs・thenon-stressedcontrol;存#P<0。01

vs.theSART-stressedcontrol。

Tableユ0はfibhnogen量 とFVIII:C活 性 へ の 影 響 を 調 べ た 結 果 で あ る が,catalase

40,000U/kgの 反 復 投 与 は,ス ト レ ス ラ ッ トの 行brinogen量 の み を 有 意 に 増 加 さ せ た 。

一 方
,FVm:C活 性 に つ い て は,catalaseの 投 与 に よ りS/N比 は 若 干 上 昇 し た も の の

有 意 で は な か っ た.

4.Allopurinoiの 効果

Fig,26に 示 した よ うに,allopurino】 の連 日経 口投与 では,非 ス トレスマ ウスに お い

ては有 意 な影響 は認 め られ なか ったが,ス トレスに よる血 小板数 の減 少が 有意 に抑 制

され,SIN比 は0.70か ら0.86に ま で上昇 した,

Table11は 非 ス トレス,ス トレス両 マ ウスのfibrinogen量 とFVIII:C活 性 にお よぼ

すallopurinolの 効 果を示 した ものであ る,Allopurino1は,ユOmg/kgで は有 意 な影 響

を示 さなか ったが,20mg!kgで は ス トレスマウスのみ な らず非 ス トレスマ ウスの 両

パ ラメ ー ターを も著 し く増加 させ,ス トレスによる変化 に対 す る特 異 的 な阻止 効 果は

あま り認 め られなか った.
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TabieltEffectofrepeatedtreatmentwitha110purino】ondecreasesinplasmafibrinogen

levelandfactorVIII:CactivityinSART-stressedmice.

Fibrinogenleve1(mg/ml)

(mg/kg/day) Non-streSS(N) Stress(S) Ratio(S/N)

Control

Alユopurinol10

20

1.66±0.04

2.45±0.17★ ★

1.26±

1.54±

1.87士

0.06★ 禽

0.09

0.ユ7##

0.76

0.76

Factor▽1工1;Cactivity(暑)

(mg/kg/day) Non-streSS(N) StreSS(S) Ratio(S/N)

Control

Allopurinol10

20

84.2±4.0

107.9土9.9★ ★

士

±

±

4

3

0

●

O

O

6

5

3

6

7

9 #

嚢

#

5

8

0

■

O

■

3

4

6

0.79

0.86

Allopurinolwasadministereds・c・onceadayduring7-dayexposuretostress・n=15-16

(controlgroup)and9-10(dosedgroup)・ ★P<0・05,嚢 ★P<0・01vs・ 重henon-s重ressedcontro1;

辮P<0.01vs.theSART-stressedcontrol.
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5.血 漿な らびに組織中過酸化脂質量の変化

SARTス トレスを負荷 したラッ トとマウスの血漿 および組織中の脂質過酸化の程度

を,TBARs値 を指標 と してFig.27に 示 した,血 漿TBARs値 につ いては,ラ ッ トお

よびマウスのいずれにおいて もス トレス,非 ス トレス両群問で有意な差は認め られず,

血 中では脂質の過酸化は生 じていないことが示唆された.一 方,組 織では,脳,肺 お

よび十二指腸 のTBRAS値 はス トレスによ って変化 しなか ったが,心 臓のTBARS値

はラッ ト,マ ウスいずれにおいて も有意に増加 してお り,ス トレスの影響は臓器 によ

って異な っていた.

Plasma

Fig、27,Plasmaandtissuelipidperoxidelevelsinratsandmiceexposedto

SARTstfess.Opencolumn,non-stress;closedcolumn,SARTstress.TBARS

(thiobafbituricacid-reactivesubstances)valuesweleexpressedas

malondialdehydeconcentrations.n=7-9(plasmaTBARS)and50r6(tissue

　 　　TBARS).P<0.05,P<0.01.
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IV考 察

本 章 に お いて 得 られ た結 果 よ り,SARTス トレス に よ る止 血 系 の異 常 の発 現 あ る

いは発 達過 程 に おいて,生 体 内での フ リー ラ ジカルの 過剰生 成が何 らか の役 割を果 た

してい る可能性 が示 唆 された。

SODの 反 復 投与 が ス トレスによ る」血小 板数の減 少 お よびFVIII:C活 性 の低下 を特 異

的 に 阻止 した こと,さ らに,ス トレス マ ウス にお け るfibrinogen量 のSODに よ る増

加 の程 度 が,非 ス トレス マ ウス にお け るそれ に比 べ 大 きか った こ とか ら,SARTス

トレス によ るこれ らの異 常の発現へのsuperoxideanionの 関与 が 示唆 され る.ま た,

SODが 非 ス トレスマ ウスのfibrinogen量 を も有 意に増加 させ た ことは,マ ウスでは生

理 的条 件下(非 ス トレス状 態)に おいて もsuperoxideが 常 に生成 されてお り,こ れ

が血 中のfibrinogenを 減少 させ る方 向 に作 用 してい る こ とを思 わ せ る結 果 であ る.一

方,catalaseも ス トレス マ ウス におけ る血 小 板数 や 五brinogen量 の減 少 を抑 制 す る傾

向 を示 したが,SODの 効果 に比べ るとあ ま り顕著 では なか った.こ の ことよ り,ス

トレス によ る止 血系 の異 常発 現 におけるhydrogenperoxideの 役 割 はsuperoxideanion

に比べ る と小 さいと考 え られ るが,こ れを結論づ けるに は違 った角 度か らの新 たな検

討 を要 す る と思 われる.

AllopurinolがSARTス トレスマ ウスにお ける血 小 板数の 減少 を 阻止 した ことは,こ

の ス トレス変化 の発現 にxanthineoxidase経 路 を介 して産生 され る フ リー ラジカルが

関与 す る ことを示 唆す る結 果 といえ る.一 方,allopurinolは ス トレス マ ウスの みな ら

ず,非 ス トレス マ ウスの 茄 血ogen量 お よびFVIII:C活 性 を著 しく増 大 させ,両 マ ウ

ス間で効 果の 程度 にあ ま り差 は認 め られ なか った こ とよ り,全 てのパ ラメー ターのス

トレス変化 にxanthineoxidase経 路 を介 す るフ リー ラ ジカル 生成 の みが関与 す るとは

考 え難 く,他 の 経路 によ るラ ジカル産 生 につ いて も考 慮す る必要 が あるよ うに思 われ

る.ま た,マ ウスの血 中xanthineoxidase活 性 は,ラ ッ トや ヒ トの それに比べ ては る

か に高 い との 報 告89)を 考慮 す ると,マ ウス では生理 的条 件下(非 ス トレス下)に お

いて もxanthi皿eoxidase経 路 を介 してか な りの フ リー ラ ジカル が生成 され,fibrinogen

やFVIII:Cな どの凝 固因子 を減少 させ る方 向 に作用 してい るの では な いか と考 え られ

る.
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土屋 ら5の は,ラ ッ トの 胃粘膜に断続的な電気刺激を与 えることによ り微小循環障

害を惹起す ると,局 所血 にDIC様 の変化が認め られることを報告 している.鈴 木

ら9°)は,同 じ微小循環 障害モデルを用 い,障 害局所においてxan重hineoxidase活 性

やmyeloperoxidase活 性の上昇とともに好中球の活性酸素生成能の上昇を認めている.

また,Kuroseら91)に よれば,SODお よびallopu血01は 同モデルの障害部位の局所

血 にみ られるTPA活 性の上昇を阻止する.こ れ らの報告は,"自 律神経系(特 に交

感神経系)の 断続的過緊張 → 断続的な局所虚血 → フ リーラジカルの局所的過剰生

成 → 血管内皮の障害 → 局所血におけるD【C様 変化"と い う一連の生体 内反応を

実験的に証明 した もの といえる.本 章において著者が得 た知見は,SARTス トレス

動物では同様の現象が全身的に生 じている可能性を示唆 している.す なわち,反 復 し

て起こる環境温度の急変により自律神経系,特 に交感神経系の過緊張と緊張低下が繰

り返されて,様 々な臓器において断続的な循環障害,つ ま り虚血 一再環流が起こる.

これによ りxanthineoxidase系 をは じめとするラジカル産生系が活性化 され,生 体の

処理能力を越えて生成 される過剰のフリーラジカルによって血管内皮が障害される結

果,血 小板の粘着 ・凝集や凝 固 ・線溶系の活性化 などのDIC様 の変化が全身的に起

こるのではないかと考え られる.換 言すれば,本 研究は前述の局所循環障害モデルで

提唱された一連の生体反応が,長 期の環境ス トレスによって全身性に徐 々に進行す る

可能性 を示唆 してお り,臨 床との接点を求める上で重要な所見といえる.

DICモ デル と して よ く用い られ るラ ッ トのエ ン ドトキ シ ンシ ョックの発現 が,

SOD,catalaseお よびallopu血01に よって抑制されることが報告 されてい る85「86).

また,こ のモデルでは血 中の過酸化脂質量に増加が認められる84)が,こ の変化は止

血系パ ラメーターの激変 に比べ ると軽微である.SARTス トレス動物 における止血

系の変化の程度 はいずれ も20-30%で あ り,エ ン ドトキシンショック時ほどの致命的

なものではないことを考慮すると,こ の動物では血中の脂質過酸化を増加 させ るほど

の活性酸素は生 じていないのではないかと考え られ る.し か し,SARTス トレス動

物では血清中のほとんどの脂質量 自体がかなり減少 している13)こ とか ら,た とえ相

対的に脂質過酸化が進行 していても絶対量の増加 として捉えることができなかった可

能性 も考え られる.

ラッ トおよびマウスの組織中過酸化脂質量は,脳,肺 および十二指腸ではス トレス

によって変化 しなか ったが,心 臓では有意に増加 していた.SARTス トレス動物 で
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は心電図異常が報告 されている1°)ことを考慮す ると,こ の心臓での脂質過酸化の進

行は非常に興味深い.虚 血性心疾患では心臓 における脂質の過酸化が重要な役割を果

た している可能性が指摘 されている92).ま た,気 温変動 の程度 と心疾患による死亡

率 との間に相関性が認め られている3).こ れ らのことか ら,気 温変動 によって生体内

で産生 されるフ リーラジカルが,止 血系の異常を惹起するとともに,心 臓 における脂

質過酸化を促進 し,心 疾患の増悪因子として作用する可能 性が示唆され る.こ のよ う

に,SARTス トレス動物 は長期の気温変動 と心疾患の関係を明 らかにす る上におい

ても有用なモデル とな りうるのではないかと考えられる.

V小 括

1)SARTス トレス の負荷 は,ラ ッ ト,マ ウス いず れ にお いて も同程 度 の血 小板 数,

血漿fib面oge皿 量お よびFVIII:C活 性 の減少 を誘発 した.

2)SOD30,000U!kgの 反 復投与 は,ス トレスに よる血 小板数 お よび血漿fibrinogen

量 の減少 な らびにFVIII:C活 性の低下 を抑制 した.

3)Catalase(4,000-40,000U/kg)に もス トレスによ る上記 変化 を抑 制す る傾 向が認め

られ たが,SODの 効 果ほ ど顕著 で はなか った.

4)A皿opurino1(20mg!kg)の 連 日投与 は,ス トレス によ る血 小板数 の減少 を抑 制 した

が,飾rinogen量 およ びFVIII:C活 性 につ いて は非 ス トレス,ス トレス 両 マ ウス

同様 に増大 させ た.

5)SARTス トレスラ ッ トお よびマ ウスで は,血 漿 中過酸 化脂 質量 は 変化 してい なか

ったが,心 臓の 組織 中過酸化脂質量 は有 意 に増 加 して いた.

以 上 の結 果 よ り,SARTス トレス によ りxanthineoxidase経 路 およ びその他の経路

を介 す る フ リー ラ ジカル,特 にsuperoxideanionの 生成 が促 進 され,こ れ が止 血系 の

異 常 の発 現 に何 らか の役 割 を果 た して い る可 能性 が 示 唆 され た.ま た,SARTス ト

レス動 物 は気 温 変動 と虚血性 心疾患の 関係 を解 明す る上 で有用 なモデル とな りうるこ

とが示 唆 され た.
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総 括

循環器系疾患は,そ の発現あるい進行過程においてス トレスの影響を大き く受けて

いる.例 えば,"タ イプA"と よばれ るス トレス状態 に陥 りやす い行動パター ンを

示す性格の ヒ トは冠動脈障害にかか りやすい93).ま た,脳 血管障害や心疾患による

死亡率は気温変動の大きい時期,地 域で高い3).こ れ らの知見をもとにス トレスの血

行力学的(hemodynamic)影 響や血液性状,特 に止血機構への影響が多 くの臨床研究 に

よ り調べ られてきたが,そ のほとん どは簡単な急性ス トレス時の一過性 の変化を捉え

たものである.疾 病 との関係を明 らかにするためには,よ り長期の慢性 ス トレスが生

体におよぼす影響を調べ る必要があるが,ヒ トでの研究には限界があ り,実 験動物を

用 いた基礎的な研究に頼 らざるを得 ない.実 験動物に長期のス トレスを負荷する場合,

最 も問題 となるのは"馴 れ"で あるが,SARTス トレス動物では馴れの現象 によ る

変化の消失がみられず,様 々な生理的,生 化学的変化が長期 に亘 って持続 してお り,

この動物は生体におよぼす慢性ス トレスの影響を調べる上 で有用なモデル とな りうる.

今回著者は,こ のSARTス トレス動物が止血機構に様 々な異常(Table12)を 有 して

いることを見いだ し,慢 性ス トレス,特 に長期に亘 る気温変動 と止血系 との関係 の一

端を明 らかにすることができた.

SARTス トレス動物では,出 血時間の著 しい延長 とともに血小板数の減少および骨

髄巨核球の増加が持続的に認め られた.1時 間のRWIS負 荷 によって も同程度の血小

板数減少が認め られたが,こ の変化は一過性であ り,ま た出血時間の著明な延長を

伴 って いなかった.一 方,他 の急性ス トレスの多 くは血小板数をむ しろ増加 させ,ま

たSARTス トレス以外の慢性型ス トレスは血小板数および 巨核球数に影響をおよぼ

さなか った.す なわ ち,こ の出血傾 向を伴 う血小板数の減少 はSARTス トレス動 物

の特徴 的変化 と考え られた.ま た,SARTス トレス動物 における血小板数減少が摘

脾によ って阻止 されなか ったこと,さ らに骨髄巨核球数はス トレスによ りむ しろ増加

していたことか ら,こ の血小板数減少の発現には脾臓機能や血小板産生能の変化 よ り

もむ しろ血管内血小板消費の充進など他の要因の関与が大 きいと考えられた.

血小板の機能面では,SARTス トレス動物ではADPお よびcollagen刺 激 に対す る

凝集能の低下がinvivoお よびPRP中 において認められ,さ らに放出能の低下 も認め
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TabIe12.Sllmmaryofhemos重aticprofUesinSART-stressedanimals

Parameters

SARTstressed

mouserat

DIC

lluman

Bleedingtime

Platelet

P1・t・1・t・・unt
.

Megakaryocytecount

Aggregation

InvivO

Invitro(usingPRP)

(a且erwashing)

Secretion(invitro,usingPRP)

ATP

Serotonin

ContentATP

ADP

Serotonin

CirculathlgPlateletaggrega書es

Coagula量ion-Fibrinolysis

㎜

PT

Tr

Fibrinogen

FactorVIII:C

ATIII

ELT

α2-PI

↑ ↑

↓ ↓ ↓

↑

↓

.↓ ↓

→

'

↓

↓

↓ ↓

→ ↓

↓

↑ ↑

↑ ↑

→ ↑

↑ ↑ ↑

↓ ↓ ↓

↓ ↓ ↓

→ ↓

↓ ↓

→ ↓

↑,increasedorprolonged;↓,decreasedorshortened;→,nochange.
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られた.ま た,血 小板中のATpお よびserotonin量 は減少 してい たが,ADP量 に変

化は認め られなか った.一 方,循 環血 中に高濃度EDTAに よって解離 しうる凝集血

小板が検 出されたことよ り,SARTス トレス動物では血管 内で血小板が何 らかの刺

激によって活性化 されてお り,マ イル ドなDIC様 状態 にある可能性が考え られ た.

しか し,洗 浄血小板の凝集能はス トレスによって変化 していなかったことか ら,疲 弊

あるいは老弱血小板とい った本質的な機能障害を もつ血小板が増加 したとは考え難 く,

血漿環境や血小板膜表面上の変化などがinvivoやPRP中 での血小板の機能低下に

関係 しているの ではないか と考え られた.

SARTス トレス動物 の凝固 ・線溶系 においては,APITお よび π の延 長,血 漿

fibri皿ogen量の減少,FVIII:C活 性の低下などが認め られ,こ の動物 では血漿 の凝固

活性,特 に内因性凝固活性が低下 していることが明 らかとなった.ま た,ELTは ス

トレスによって短縮 してお り,線 溶活性の充進 も示唆された.

Table12は,SARTス トレスによって誘発 される止血機構の上記変化をまとめた も

のであるが,こ れ らの所見はこの動物がマイル ドなDIC様 状態にある可能性 を示唆

するもの といえ る.DICの 発現あるいは進行過程 において活性酸素が重要な役割を

果たす ことが報告されている84-86)が,今 回,ラ ジカル補集剤であるSODやcatalase

の反復投与がス トレスによる止血系の異常の発現を抑制 し,ま たxanthineoxidase阻

害剤であるaヱlopurinoiにも一部 同様の効果が認められ たことか ら,SARTス トレス動

物がマイル ドなDIC様 症状を呈するまでの段階においてもフ リーラ ジカルが何 らか

の役割を担 っている可能 性が考えられる.こ のことは,"自 律神経系の断続的過 緊張

→ 断続的な局所虚血 → フ リーラジカルの局所的過剰生成 → 血管内皮の障害 →

局所血 におけるDIC様 変化"と いう局所循環障害 モデルで提唱され た一連の生体反

応56)が,SARTス トレスによって徐々に全身性 に進行する可能性を示唆す るもの と

いえる.す なわち,反 復 して起 こる環境温度の急変により自律神経系,特 に交感神経

系の過緊張と緊張低下が交互に繰 り返されて,様 々な臓器において断続的な循環 障害,

っまり虚血 一再環流がおこる.こ れによりxan重hineoxidase系 をは じめとするラジカ

ル産生系が活性化 され,過 剰に生成 されたフリーラジカルが血管内皮細胞を損傷する

結果,血 小板や凝固 ・線溶系の活性化 といったDIC様 の変化が全身 的に起 こるので

はないか と考えられる.

さらに,SARTス トレス動物では,血 中の過酸化脂質量 には変化はみ られなか っ
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たが,心 臓 の組織中過酸化脂質量が有意に増加 していた.SARTス トレス動物 では

心電図異常が認め られている1°)こと,ま た心臓における脂質過酸化 が虚血性心疾患

の発現に一部関与す るとされている92)こ とを考慮すると,こ の動物 は長期の気温変

動 と心疾患との関係を明 らかにする上において有用なモデル とな りうるのではないか

と考え られる.
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略 語 一 覧 表

DIC

SART

RWIS

PAF

PRP

PPP

PEP-PK

PBS

SHRSP

㎜

PT

Tr

Eur

FVIII:C

ATIII

α2-PI

TPA

SOD

TBARS

dissemhlatedilltravascularcoagula重ion

specificaltemationofrhythmintemperature

restraintandwaterimmersiollstress

platelet-activatingfactor

Platelet-richplasma

Platelet-poorplasma

phosphoenolpyruvate-pyruvatekinase

phosphate-bufferedsaline

stroke-pronespontaneouslyhypertensiverat

activatedpartianhromboP】astintime

prothrombintime

thrombintime

euglobulindotlysistime

coagulationfactorVIII:coagulallt

antithrombinIII

α2-Plasmininhibitor

tissue-typep玉asminogenactivator

s叩eroxidedismutase

thiobarbituricadd-reactivesubstances
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