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パラコート筋肉内投与マウスモデルにおける
人工肺サーファクタント気道内投与の効果

井上 貴博，鈴木 幸一郎

川崎医科大学救急医学，〒701-0192　倉敷市松島577

抄録　パラコート中毒に合併する「パラコート肺」は組織学的には intra-alveolar fibrosis を呈する
予後不良の肺病変であるが，これまでのところ有効な治療法は開発されていない．我々はパラコー
ト肺の発生機序として，肺胞上皮細胞により血液中から能動的に取り込まれたパラコートにより
サーファクタントを産生する肺胞上皮Ⅱ型細胞が傷害されることが原因ではないかとの仮説を立て
た．この仮説を証明するために人工肺サーファクタント（サーファクテン®，田辺三菱製薬株式会社，
大阪）を気管切開下に投与した後３日後にパラコートを投与して生命予後と残存健常肺容積に及ぼ
す影響，並びに肺組織学的検討を行った．マウスは C57BL/6J 系と Balb/C 系を用いた．最初に，
両系におけるパラコート筋注時の LD50を検討すると，C57BL/6J 系では約28mg/kg，Balb/C 系で
は約9mg/kg であった．次に，人工肺サーファクタントを事前投与した後にパラコート筋注を行っ
た場合の死亡率を検討したところ，C57BL/6J 系と Balb/C 系の両系ともに有意に改善した．特に
Balb/C 系ではパラコート20mg/kg 筋注によって，サーファクタント非投与群ではパラコート投与
後７日以内に36匹が全て死亡したが，サーファクタント投与群では26匹中18匹が２ヶ月後も元気
に生存していた．死亡するマウスでは，CT 画像から算出した健常肺体積が経日的に減少していっ
た．肺組織学的検討では，パラコート投与後７日以内に死亡したものは肺胞出血の所見を認めると
ともに，時間経過とともに間質に細胞成分の増加を認めた．１ヶ月後に死亡したものでは，H ＆
E 染色では細胞成分の上昇を認め，正常な肺胞構造はほとんどなく，蜂窩織肺と呼ばれる所見を認
めた．Masson-Trichrome 染色では線維化も確認された．一方，人工肺サーファクタントを事前投
与した場合には，７日以内死亡はもちろんそれ以降まで生存する場合にも肺組織に線維化を認めな
かった．今回の結果から，人工肺サーファクタント事前投与によりパラコート肺の出現が抑制され
るとともに生存率も改善されることが明らかになった．今後は，人工肺サーファクタント事前投与
によりパラコート肺が抑制される機序の解明と臨床的応用についての検討が必要である．
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緒　言
　パラコート中毒に合併する「パラコート肺」
は生命予後不良の徴候であり，組織学的には

intra-alveolar fibrosisを呈する１）．パラコート大
量服毒ではショックのために１両日で死亡する
し，少量服毒でも「パラコート肺」を合併して
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死亡することが多く２），パラコート中毒の治療
法の開発は中毒治療に携わるものにとって長年
の夢となっている．
　我々は「パラコート肺」の発生機序として
サーファクタントを産生する肺胞上皮Ⅱ型細胞
が障害されることが関与しているという仮説を
立て，マウスのパラコート肺障害モデルを用い
て人工肺サーファクタントを投与し組織学的検
討を行った．その結果，人工肺サーファクタン
トは「パラコート肺」の治療法として可能性が
あることを報告した３）．今回は同様の作業仮説
に基づき，人工肺サーファクタントの気管内投
与が生命予後に及ぼす影響について検討した．

対象と方法
　マウスは，近交系の C57BL/6J系と Balb/C系
の２種類であり，生後６～８週齢の雄で体重25
～30gのものを１週間予備飼育して使用した．
　前回の報告３）ではパラコート経鼻投与２日
後に気管切開施行し人工肺サーファクタントを
気道内に投与，肺病理組織学的検討にて人工肺
サーファクタント投与にて「パラコート肺」が
抑制されるという知見が得られた．しかしその
後の検討にてこの方法ではマウスに対する侵襲
が強く人工肺サーファクタントの生命予後改善
効果は証明できなかった．
　そこで今回の研究では，人工肺サーファクタ
ントを事前に投与して，その後パラコートを投
与する方法を選択した．
　人工肺サーファクタントの気道内投与方法は
以下の通りである．人工肺サーファクタント
（サーファクテン®，田辺三菱製薬株式会社，
大阪）は水に溶解せず懸濁液となるため，経鼻
投与はできない．そこで気管内に直接投与する
ために人工肺サーファクタント（0.12mg/20μL）
の懸濁液を作製し，全身麻酔下（ケタミンとキ
シラジンの腹腔内投与）に気管切開を行い，透
視下に気管カニューラを留置して気管内に懸濁
液20μLを投与した３）．人工肺サーファクタン
ト投与後は気管カニューラを抜去して皮膚を縫
合し通常の飼育を行った．

　人工肺サーファクタント投与３日後に，パラ
コートを生理食塩液に溶解して濃度を調整した
ものを，セボフルレンの少量吸入麻酔下にマウ
スの大腿部に筋肉注射した．パラコート投与後
は通常飼育とした．既報３）にてパラコートの
経鼻投与や人工肺サーファクタントのパラコー
ト投与後の投与ではマウスに対する侵襲が強く
十分な解析に至らなかったこともあり，上記の
ような方法で実施した．
　測定項目は，パラコート投与後２ヶ月間の生
死並びに肺組織学的検討（マウス死亡時摘出肺）
であり，一部のマウスでは体重測定とパラコー
ト投与後の肺 CTによる肺容積の測定を行っ
た．CTによる肺容積の測定は，動物実験用
X線 CT装置（ALOKAラシータ，LCT-200，
Version 1.10，アロカ株式会社，三鷹）と付属
の解析ソフトを使用した．
　統計学的検討は，比率の差の検定，Kaplan-
Meier法（KaplanMaker1.01，みなと医療生協　
協立総合病院　消化器内科　高木篤氏，名古
屋），ロジスティック回帰分析を用いた．

結　果
生存率に及ぼす影響
　マウス C57BL/6J系と Balb/C系とにおけるパ
ラコート単独投与（コントロール群）と人工肺
サーファクタント投与（治療群）とを比較した
のが表１，表２である．
　C57BL/6J系のパラコート筋肉注射における
LD50は，表１からロジスティック回帰分析を
行い約28mg/kg付近と考えられた．パラコート
35mg/kg筋注では生存率は０に近いが，30mg/
kgでは33.3％となり24.5mg/kg以下ではほぼ
90％以上が生存するという結果であった．それ
に対して，人工肺サーファクタント投与群では
パラコート35mg/kg筋注に対してのみ治療効果
が得られた．
　Balb/C系のパラコート筋肉注射における
LD50は，表２から約9mg/kg付近と考えられた．
パラコート20mg/kg以上では生存率は０であ
り，以後16.7mg/kg筋注，10mg/kg筋注では段
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図１　Balb/C系マウスにおけるパラコート 20mg/kg筋
注に対する人工肺サーファクタント投与のKaplan-Meier
法による生存曲線

階的に生存率が増えていった．人工肺サーファ
クタント投与群では，20mg/kg筋注，16.7mg/
kg筋注，10mg/kg筋注のいずれにおいても有
意に生存率の改善を認めた．
　Balb/C系におけるパラコート20mg/kg筋注に
対する人工肺サーファクタント投与の生存曲線
は図１に示す通りであった．

CTによる肺容積の測定
　図２は，正常マウス（Balb/C系）の肺容積
の測定方法を示した．上段は正常肺の CT画像

である．下段は解析ソフトを用いた解析結果で
ある．CTの window wideと window levelを一
定にした上で，気管と思われる部分を差し引い
た含気のある肺（CT値を－1000～－400の範囲
に設定）が水色で表示されており，この部分の
面積×スライス間隔の積算値として体積が求
められ，体積は0.428㎤±0.128（n=5）と計測
された．
　図３は，Balb/C 系マウスに0.6mg（20mg/
kg）のパラコートを筋注し，投与翌日から撮
影した CT画像である．投与２日後には両側肺
野に無気肺を伴う浸潤影を認め，ARDSのよ
うな病変を呈していた．CTの window wideと
window levelを一定にし，気管と思われる部分
を差し引いた肺（CT値を－1000～－400の範囲
に設定）の体積を計算したところ，0.036㎤±
0.038（n=9）と明らかに低下していた．その後
経時的に CTを撮影すると，正常な肺組織はほ
ぼ認められなくなり死亡した．
　図４には，Balb/C系マウス（n=6）に0.6mg 
（20mg/kg）のパラコートを筋注し，投与後の
体重と健常肺容積との経時的変化の代表例（２
例）を示した．パラコート中毒が悪化するのに
伴い，体重と健常肺容積とが減少した．他の４
例においても同様の結果を示した．

表１　マウス C57BL/6J系におけるパラコート単独投与群（コントロール群）と人工肺サーファクタント投与群（治療群）の生存率

コントロール群 治療群
パラコート投与量（mg） 生存数 /総数 生存率（％） 生存数 /総数 生存率（％） P値
1.5 (52.5mg/kg) ０/６ 0 － －
1.0 (35mg/kg) １/20 4.8 ４/11 36.4 <0.011
0.9 (30mg/kg) ８/24 33.3 ６/10 60.0 NS
0.8 (28mg/kg) 14/24 58.3 15/30 50.0 NS
0.7 (24.5mg/kg) 20/21 95.2 13/17 76.5 NS
0.5 (17.5mg/kg) 20/22 90.9 24/26 92.3 NS

表２　マウス Balb/C系におけるパラコート単独投与群（コントロール群）と人工肺サーファクタント投与群（治療群）の生存率

コントロール群 治療群
パラコート投与量（mg） 生存数／総数 生存率（％） 生存数／総数 生存率（％） P値
1.0 (35mg/kg) 0/10 0 － －
0.7 (24.5mg/kg) 0/12 0 － －
0.6 (20mg/kg) 0/36 0 18/26 69.2 <0.0001
0.5 (16.7mg/kg) 7/23 30.4 23/27 85.2 <0.0001
0.3 (10mg/kg) 11/23 47.8 29/34 85.3 <0.001
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図２　正常マウス（Balb/C）の CTによる肺の体積計測

図３　パラコート投与後の健常肺体積の変化
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肺組織学的検討
　図５から図10には組織学的組織学的変化の特
徴的な所見を示したが，以下各群のマウスの匹
数を nで表し，同じ群ではどのマウスでも同等
の所見を観察した．
① パラコート0.6mg（20mg/kg）を Balb/C系マ
ウスに投与した場合
　パラコート投与２，４，７日後のマウス肺組織
を H&E染色して検討した（n=6）．その結果，

肺胞出血の所見を認めるとともに，時間経過と
ともに間質に細胞成分の増加を認めた（図５）．

② パラコート0.8mg（28mg/kg）を C57BL/6J系
マウスに投与した場合
　約１ヶ月後まで生存したマウスの肺で組織学
的検索を行うと（n=4），H＆ E染色では細胞
成分の上昇を認め，正常な肺胞構造はほとん
どなく，蜂窩織肺と呼ばれる所見を認めた．

図４　パラコート投与後の体重と健常肺容積との経時的変化

図５パラコート 0.6mg投与後のマウス（Balb/C系）の肺組織の変化（H&E染色）
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Masson-Trichrome染色では線維化も確認された
（図６）．

③ 人工肺サーファクタント投与３日後にパラ
コート0.6mgを Balb/C系マウスに投与した
場合
　パラコート投与３日後（n=2），４日後（n=1）
に死亡したマウスでは，肺胞構造は保たれてい
たが，間質に細胞成分の上昇を認め，間質の肥
厚を認めた．Masson-Trichrome染色では線維化
している部分は明らかでなかった（図７）．
　パラコート投与６日後に死亡したマウス
（n=4）では，肺胞内に H&E染色で均一なピ
ンク色に染まった貯留物のようなものを認め
た．貯留物のない部位では多量の赤血球を肺胞
内に認め，肺胞出血の所見を認めた．Masson-
Trichrome染色では線維化は認められなかった
（図８）．

④ 人工肺サーファクタント投与３日後にパラ
コートを C57BL/6J系及び Balb/C系マウスに
投与し生存した場合

　パラコート投与７，９，15日後の肺組織を調
べると，一部肺胞隔壁に細胞成分の上昇を認め
た部分もあったが，ほとんどが正常な肺胞構造
が保たれていた（図９）．Masson-Trichrome染
色では線維化は認められなかった（図10）．（パ
ラコート0.5mg投与７日後 C57BL/6J系マウス
n=5，パラコート0.7mg投与９日後 C57BL/6J系
マウス n=4，パラコート0.3mg投与15日後 Balb/
C系マウス n=4）

考　察
　今回の研究において我々は，人工肺サーファ
クタントを事前に気管内投与することでマウス
のパラコート中毒による死亡を減らすことを示
した．ヒトにおけるパラコート中毒の決定的な
治療法がない状況4）において，臨床応用が期待
できる方法である．
　動物実験においては，パラコート投与により
肺胞内のサーファクタントの減少が認められた
という報告５）や，ラットの急性期パラコート
中毒モデルにおいて人工肺サーファクタント投
与を行い肺胞換気能が改善したという報告６）

図６　パラコート 0.8mg投与後のマウス（C57BL/6J系）の約１ヶ月後の肺組織（上段：H&E染色，下段：Masson-
Trichrome染色）
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はあるが，パラコート肺を改善したという報告
や，肺線維化抑制や生命予後を改善したとする

報告は動物実験でも臨床例でも発表されていな
い．

図８　サーファクタント +パラコート 0.6mg投与６日後のマウス（Balb/c系）の肺組織 （上段：H&E染色，下段：
Masson-Trichrome染色）

図７　サーファクタント +パラコート 0.6mg投与後のマウス（Balb/c系）の肺組織 （上段：H&E染色，下段：
Masson-Trichrome染色）



334 川　崎　医　学　会　誌

図９　サーファクタント +パラコート投与後のマウスの肺組織（H&E染色）

図 10　サーファクタント +パラコート投与後のマウスの肺組織 （ Masson-Trichrome染色）
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　今回は人工肺サーファクタントを事前投与
し，３日後にパラコートを筋肉内投与する方法
を用いた．前回の報告３）では，パラコートを
経鼻的に投与した２日後に気管切開して人工肺
サーファクタントを気道内に投与したが，動物
に対する２回の気管内投与は侵襲が強すぎたの
か，人工肺サーファクタントの生命予後改善効
果は証明できず，肺病理組織学的検討において
人工肺サーファクタント投与側に「パラコート
肺」が抑制されるという知見が得られたのみで
あった．
　人工肺サーファクタントの事前投与により，
パラコート中毒の死亡率が改善された．我々の
作業仮説は，「パラコート肺の発生機序として，
サーファクタントを産生する肺胞上皮Ⅱ型細胞
が傷害されることが関与している」であったこ
とから，事前投与した人工肺サーファクタント
がパラコート投与３日後にも肺胞内に残存し
ており，その結果として肺胞上皮Ⅱ型細胞がパ
ラコートにより傷害されても肺胞虚脱が起こら
なかったと考えることができる．サーファクテ
ン®の医薬品インタビューフォーム７）では，本
剤の主成分であるジパルミトイルホスファチジ
ルコリンを14Cで標識して代謝を調べると，肺
では大部分が未変化のジパルミトイルホスファ
チジルコリンとして存在していること，コリン
部位とパルミチン部位の一部は呼気 CO2となり
他は全身に生体内基質として転移すると考えら
れている．従って，前投与であっても人工肺サー
ファクタントの効果が発揮されたのではないか
と考えられた．
　臨床的にはパラコート中毒に伴う肺障害の強
さと生存期間は相関する．肺障害の程度を肺酸
素化の指標である respiratory index（RI）で表
わすと，服毒後 RIが1.5を超えるまでの経過時
間と服毒後生存時間の間には正の相関を認め
る８）．従って，肺障害が抑制されれば生存率も
改善する可能性は大いにあるといえる．今回の
研究でも，生存したマウスではパラコート投与
後の健常肺容積は正常に保たれていたが，逆に
死亡したマウスでは経過中に健常肺容積が小さ

くなっていった．
　本研究ではマウスのパラコート筋注モデルを
使用したが，肺組織学的検討では初期には肺出
血の所見を，後期には肺線維症の所見を示して
おり，臨床の「パラコート肺」のモデルとして，
その肺病態の推移の観察や，種々の薬剤などに
よるその抑制などの目的には，適していると考
えられた．ただし，曝露経路が絶対的に異なる
点からは，今後は経口曝露によって，今回の様
な解析が可能なモデルの構築にも努力したい．
　この研究では近交系マウスである C57BL/6J
と Balb/Cとを使用したが，両者では人工肺サー
ファクタントに対する感受性が異なるようで
C57BL/6Jは Balb/Cに比べて人工肺サーファク
タントの効果が不鮮明であるように思われた．
この理由は明らかではないが，H2bハプロタイ
プである C57BL/6Jは H2dハプロタイプの Balb/
Cよりもサイトカイン産生の面から免疫応答が
劣るという報告９）があり，人工肺サーファク
タントには表面張力を低下させる作用以外にも
免疫学的機序が関与する可能性は否定できない．

結　語
　近交系マウスである C57BL/6Jと Balb/Cとを
用いて人工肺サーファクタント前投与３日後に
パラコートを筋注したところ，パラコート肺の
出現が抑制されるとともに生存率が改善され
た．今後は，人工肺サーファクタント前投与に
よりパラコート肺が抑制される機序の解明と臨
床的応用についての検討が必要である．
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The effect of intratracheal administration of a surfactant on mortality in a 
model of murine paraquat poisoning

Takahiro INOUE，Koichiro SUZUKI
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577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan

ABSTRACT  "Paraquat lung" which is complicated with paraquat poisoning has been 
a lethal pulmonary pathology presenting intra-alveolar fibrosis, but an effective therapy 
has not been developed so far. We hypothesized that the type Ⅱ alveolar cells producing 
surfactant were damaged by paraquat which was actively accumulated through out the 
blood by alveolar epithelial cells. To prove this hypothesis, we examined the effect of an 
intratracheal administration of an artificial lung surfactant (surfacten®, Mitsubishi Tanabe 
Pharma Corporation, Osaka) on mortality in a model of murine paraquat poisoning. Paraquat 
was given intramuscularly 3 days after the intratracheal surfactant administration. The mice 
used were C57BL/6J strain and Balb/C strain. The lethal dose, 50% (LD50), of paraquat was 
about 28 mg/kg in the C57BL/6J strain and about 9 mg/kg in the Balb/C strain, respectively. 
Mortalities of paraquat poisoning in both strains of mice improved significantly when the mice 
were pretreated with the intratracheal surfactant: all of the 36 Balb/C strain mice died less than 
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7 days after receiving the intramuscular paraquat (20 mg/kg im) , but 18 out of 26 were still 
healthy after 2 months when the surfactant was given before an administration of paraquat. In 
the group treated without surfactant, the healthy lungs volume that we calculated from a CT 
image decreased from day to day in the dying mice. A histopathological examination revealed 
alveolar hemorrhaging after 7 days. Intraalveolar fibrosis became remarkable after one month, 
and it was subsequently confirmed in a Masson trichrome stain. Honeycomb lung was also 
found. In the group treated with surfactant, intraalveolar fibrosis was not found even after 
two months. Therefore, we conclude that a pretreatment with artificial lung surfactant inhibits 
paraquat lung, and also improves the survival rate in paraquat poisoning. We should elucidate 
the mechanism in which paraquat lung is inhibited by artificial lung surfactant, and also 
examine the clinical application of the surfactant.
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