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開腹術後の癒着と線容系酵素の変動

一とくに局所でのプラスミノーゲン

アクチベーター活性の変動について一

山形大学第 1外科

小林 昌 明  松 本  修   亀 山 仁 一  塚 本

術後の腹膜癒着と線溶系酵素活性の変動について SD系 雄性ラットを用い実験的に検討した。まず

癒着作製手術を施行し,血 衆 tissue plasminogen activator(t,PA)活性,plasminogen activator

inhibttor‐1(PAI‐1)活性,癒 着局所での t‐PA活 性をみるため腹腔洗浄液上澄みの中の t‐PA活 性の変

動を調べた(各群 n=lo).血 装 t_PA活性は術前に比べとくに変化はみられなかった。血衆 PAI‐1活性

は術後早期に術前と比べ上昇傾向にあった。腹腔洗浄液上澄み中の t‐PA活 性は術前に比べ24時間を

ピークとして有意に上昇 (p<0.01)することが明らかとなった。単開腹術を施行し,衆 膜損傷,血 液

貯留の影響による腹腔洗浄液上澄み中の t‐PA活 性の変動を調べると(各群 n=6),術 後早期で衆膜損

傷群 (p<0.01)で , コントロール群に比べ低値を示した。術中の臓器愛護は局所の t‐PA活 性からみ

ても癒着防止に有効であると考えられた.

Key words: postoperative changes in plasminogen activator activity, plasminogen activator activity
in peritoneal lavage fluid, peritoneal adhesion
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I. は じめに

術後の腹膜癒着による腸閉塞は,わ れわれ外科医に

とって難渋する問題である.癒 着の機序については線

維素の析出過多,線 溶系酵素の不足によるものである

との考え方が主流である。すなわち乗膜損傷による

フィブリンの折出過多,血 液凝固によるフィブリンの

産生,多 核白血球やマクロファージによる吸収不足,

線溶系酵素の不足によるフィブリンの溶解不足lン)な

どがあげられており,癒 着防止法についても,線 溶系

酵素の不足を補 う観点からurOkinase(以下,u‐PAと

略記)2)3)ゃ,近年 tisse‐type plasminogen activator(以

下,t,PAと 略記)4j5)により癒着を防止した報告もみら

れる。

しかし術後の線溶系酵素の推移については,血 衆

中い漿膜組織中分腹腔侵出細胞培養上清中のの報告が散

見されるのみである。そこで今回術後における線溶系

酵素の推移を知るために,血 衆中および局所として腹

腔洗浄上澄み中の線溶系酵素活性の変動について実験

的に検討し, また手術侵襲の程度や開腹時間,残 留血
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液の線溶系に及ぼす影響についても検討を加えた。

II.実験方法

実験動物は体重200～300gの SD系 雄性ラットを用

い,飼 料は CRFl(オ リエンタル酵母社製)を用い14時

間明所で10時間暗所でケージに入れ飼育し,以 下の目

的でそれぞれ実験を行った。

実験 1 術 後の腹腔内癒着の有無の検討 (癒着作製

手術の作製)

(1)ラ ットをニーテル麻酔下に正中切開にて開腹し

盲腸を創外に出し,大 気中で乾燥させ15分後に腹壁を

2層 に閉じる手術 (以下,単 開腹術 Iと略記。)。(2)

ラットをエーテル麻酔下に正中切開にて開腹し盲腸を

創外に出し,ガ ーゼにて100個擦過,左右の壁側腹膜を

1×lcmメ スにて擦過する開腹時間15分の手術 (以下,

癒着作製手術と略記)を 施行し7日後に居殺後,開 腹

し(1)(2)の癒着の頻度を判定した。その方法は肉眼的

に(A)腹 壁―盲腸間,(B)腫 壁―盲腸以外の腹腔内

臓器間,(C)盲 腸一盲腸以外の腹腔内臓器間の癒着の

有無を調べた。癒着の程度の判定は行わなかった。(各

群 n=lo).

実験 2 術 後の血中での線溶系酵素の変動

癒着作製手術を施行し術前,術 後 6,24,48,72,
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168時間に,尾 静脈より0.5ml採血し血漿 t‐PA活 性,

plasminogen activator inhibitor‐1(以 下,PAI‐1と略

記)活性を預J定した。t‐PA活 性の預J定は Blopool社製

SpectrolyseTM/abrinを用いた,こ の測定系はグルプ

ラスミノーゲンをプラスミン(以下,Pmと 略記)に変

換することのできる活性値を,Pmが D‐But‐CHT―

Lys‐/くラニ トロアニリドを freeパラニ トロアニリド

に変換することを利用し,freeパ ラニトPア ニリドが

呈する黄色 (OD 405nm)を 吸光度計にて測定しためり.
一方,PAI‐1活性は既知濃度の t‐PAと 試料とを混合し

て一定時間37℃にて反応させたときの呈色反応を用

い,PAI‐1の阻害活性を算出した
1い
。また t‐PA活 性測

定時は採取時および凍結保存時に全例 acid treatment

を行った (n=10).

実験 3 術 後の局所の線溶系酸素の変動

癒着作製手術を施行し術前,術 後 6,24,48,72,

1 6 8 時間 に, ニ ーテル麻 酔 下 に腹 腔 内 に2 0 m l の

phosphate‐burered saline(以下,PBSと 略記)を 注

入し洗浄,30分 後にエーテルにて屠殺後 PBSを 回収

し,1,000Gに て10分間遠心しその上澄み(以下,腹 腔

洗浄液上澄みと略記)の t‐PA活 性を測定した。その測

定は,変 動の推移をみることを目的とし,そ れぞれの

実験系において値が標準曲線の上に位置するように,

希釈率,反 応時間を実験ごとに変えて預J定した (各時

間において n=10),

実験 4 手 術の種類 (癒着の多少)に よる術後の血

中での線溶系酵素の変動

単開腹術 Iお よび癒着作製手術を施行し術後 6,12,

24,36時間に,血 衆 t,PA,PAI‐1活性を測定した (各

群 n=6).

実験 5 手 術の種類 (癒着の多少)に よる術後の局

所での線溶系酵素の変動

単開腹術 Iお よび癒着作製手術を施行し術後 6,12,

24,36時間に,腹腔洗浄上澄み中の十PA活 性を測定し

た (各群,各 時間において n=6).

実験 6 開 腹時間による術後の局所での線溶系酵素

の変動

単開腹術 Iお よび正中切開にて開腹し盲腸を創外に

出し, 自然に乾燥させ45分後に腹壁を 2層 に閉じる手

術 (以下,単 開腹術IIとする。)を施行し,両 群につい

て,術前,術後 6,24時間で腹腔洗浄液上澄み中の t‐PA

活性を測定した (各群,各 時間において n=6).

実験 7 血 液貯留による術後の局所での線溶系酵素

の変動
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単開腹術 Iを施行し,以 下の 2群 について術前,術

後 6,24時 間で腹腔洗浄液上澄み中の t‐PA活 性を滅J

定した。 コ ントロール群は術中尾静脈より0.5ml脱血

し,生食0 5mlを 閉腹時に腹腔内に注入した。自家血注

入群は術中尾静脈より0.5ml採血し,そ の血液を閉腹

時に腹腔内に注入した (各群,各 時間において n=6).

狽J定値はそれぞれ,平 均値および標準偏差を求め,

等分散検定を行い,等分散の場合は t‐検定,等分散でな

い場合はWilcoxonの 順位和検定を用いた。また癒着

の有無に関してはた
2検定を用い,い ずれもp<0.05を

もって有意差とした。

III.結   果

実験 1 単 開腹術 I群では全体で40%(4/10)に 癒

着を認め,(A)10%(1/10),(B)40%(4/10),(C)

0%で あった.一 方癒着作製手術群では全例に癒着が

生じており,そ の癒着の頻度は (A)80%(8/10),(B)

70%(7/10),(C)90%(9/10)で あった。

癒着作製手術は,単 開腹術群 Iに比べ有意に癒着が

多かった (Table l).

実験 2 血 漿 t‐PA活 性は,術 前～術後168時間 (7

日)に おいてはとくに変化を示さなかった (Fig.1).

Table l Adhesion incidence in models

EL : exploratory laparotomy.

PAO : peritoneal adhesion operation.

Ⅲ
p<005

Fig, 1 Postoperative changes in plasma t-PAA
(mean+SD).

(A) abdominal wall-cecum
(B) abdominal wall-organs
(C) cecum-organs

adhesion(十 )Ⅲ
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Fig. 4-1 Postoperative changes in plasma t-PAA
at 6, 12, 24, 36 hours (mean+SD).

EL i expls1z1ery laparotomy. PAO: peritoneal
adhesion operation.

Fig. 4-2 Postoperative changes in plasma PAI.I
activity at 6, 36 hours (mean+SD).

EL: exploratory laparotomy. PAO: peritoneal
adhesion operation.

術 I群が有意に高値であったが,36時 間では両群間で

差を認めなかった (Fig.5).

実験 6 単 開腹術 I群 と単開腹術II群で術後早期の

腹腔洗浄液上澄み中の t―PA活 性を比較するとt,PA

活性は術後 6時 間では単開腹術II群に比べ単開腹術 I

群が有意に高く24時間でも高い傾向にあった いと.

6 ) .

実験 7 コ ントロール群と自家血注入群で術後早期

の腹腔洗浄液上澄み中の t‐PA活 性を比較すると術後

6時間では変化はなく,24時 間で自家血注入群に比べ

術後の血漿 PAI‐1活性は術前に比べ術後 6時間から

術後168時間まで,高い傾向があったが有意差はなかっ

た (Fig。 2).

実験 3 術 後の腹腔洗浄液上澄み中の t‐PA活 性

は,2倍 希釈反応時間 3時間にて吸光度を測定したが,

非手術時0112A,術 後 6時 間0.408A,術 後24時間

0.903Aと有意に上昇し,そ の後徐々に低下し,術 後

168時間では0106Aと 術前値に復した (Fig。3).

実験 4 単 開腹術 I群 と癒着作製手術群間で術後早

期の血衆 t.PA活性,PAI‐1活性を比較したがとくに差

果は認められなかった (Fig.41,2).

実験 5 単 開腹術 I群 と癒着作製手術群間で術後早

期の腹腔洗浄液上澄み中の t‐PA活 性を比較すると,

術後 6,12,24時 間で癒着作製手術群に比べ,単 開腹

Fig. 2 Postoperative changes in plasma PAI‐ 1

activity(mean±sD)

Fig. 3 Postoperative changes in I-PAA of super-
natant of peritoneal lavage fluid (mean+SD).

Fluid was diluted 1 | 4 and incubated 3 hours at
37"C.
*  i  p (0 .01  vs  p re



Fig. 6 Postoperative
natant of peritoneal

Fluid was diluted I :

37C.

change in I-PAA of super-
lavage fluid (mean+SD).

2 and incubated 3 hours at

1994+r E

Fig. 5 Postoperative changes in I-PAA of super-
natant of peritoneal lavage fluid (meantSD).

Fluid was diluted 1 . 2 and incubated 3hours at

37r.
EL: exporetory laparotomy. PAO: peritoneal

adhesion operation.
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Fig. 7 Postoperative changes in t-PAA of super-

natant of peritoneal lavage fluid (mean+SD).

Fluid was diluted 1 i 8 and incubated 6 hours at

J '  L .

t‐PAと PAI‐1との複合体やフラグメントを含んで預」

定しており,活 性値ではこれらが含まれていないので

両者に解離が認められる
12).

PA活 性預J定については,合 成基質による呈色反応

を用いた方法,モノクロ
ーナル抗体を用いた方法

1め
,ラ

ジオアッセイを用いた方法1つなどがある。われわれは

合成基質による呈色反応を用いた方法を用いた。 こ の

方法の短所である阻害因子の影響をより少なくするた

め検体の酸性化は速やかに行った。

腹膜癒着モデルはこれまでに数多く発表されている

が,最 も普遍的なモデルに Ryan's Model19がある。回

盲部の乾燥と自家血の法入による癒着作成は,柴 膜の

損傷と血液に出来するフィブリンの存在という腹膜癒

着の大きな成因に基づいている。 こ のモデルでは盲腸

一盲腸間の癒着は全例に生じたと報告している。また

沖野らは盲腸一盲腸間および盲腸
一結腸間を一括した

癒着の頻度は60%で あったとしている
1い。われわれは

自家血注入のかわ りに, ガーゼにて盲腸を擦過し点状

出血を起こし, より侵襲を与えるため,壁 側腹膜にも

損傷をあたえる方法を考案し盲腸
一腹腔内臓器間の癒

着は90%(9/10)に 生じた。なお,開 腹時間,出 血の

影響を検討する実験では,衆 膜損傷の程度,出 血量を

一定にすべく, よリ
ー定の条件を保てる単開腹術を用

いた。

腹膜癒着の機序については,衆 膜の基底膜まで損傷

した際の線維素の析出過多,マ クロフア
ージによる吸

収が十分に行われないこと,線 溶系酵素の低下により

線維素の溶解が十分に行われないことがあげられてい

る1).特に線溶系酵素を補 う観点からu―PAの 投与が行

コントロール群が高い傾向があった (Fig,7).

IV.考   察

正常組織中に存在するPAは u‐PAと t‐PAに 大別

できる。 と もにフィブリンあるいはフィブリノ
ーゲン

に特異的なセリンプロテアーゼであるが,免 疫学的に

も分子構造,機 能についても相違点がある。とくにtⅢ

PAは フィブリンに対 して,高 い親和性を持ってい

るll).

一般にt,PAは ,血 中では free t‐PAと ■PA,PAI

complexの 形で存在し,抗 原量を測定する場合は free
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6時 間で有意に低かった,ま た自家血と入群でもコン

トロール群に比べ,t‐PA活 性は術後24時間で低い傾向

があった。すなわち漿膜損傷,出 血 (血液貯留)と い

う個 々の因子が局所での t‐PAを 低下 させていること

が明らかとなった。

最近,出 血に際 してはフィブリンの析出をもたらす

のみでなく,血小板凝集により放出される TGFβ は癒

着を促進するとい う報告
2いもあ り注 目したい。

今回腹腔洗浄液上澄み中の PA活 性を測定 したとこ

ろ術後早期において癒着の原因と考えられている漿膜

損傷群や血液注入群で低値を示 した。 しかし癒着の原

因は PA活 性のみでなく,22plaSmin inhibitor,多核

白血球やマクロファージによる創面の清掃,術 後の臓

器の hypOxia,各 種 growth factorやサイ トカインの

関与,術 後の腸管麻癖など多岐にわたっているが,術

後の腹腔洗浄液上澄み中の t‐PA活 性からみても,術

中の臓器愛護,完 全な止血は術後の癒着防止に有効で

あると考える。

稿を終えるにあたり御指導を賜りました第 2外 科の深沢

学助手に深謝いたします。

なお本論文の要旨は第39・40回日本消化器外科学会総会

において発表した,
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われてきたり3)が,近 年フィブリンに対して u‐PAよ り

親和性の高い11■‐PAに ついても癒着防止効果がある

ことが明らかとなった
り的。そこで開腹手術による,t,

PA,PAI‐ 1活性の変化について実験的に検討した。

開腹手術によるt=PA・PAI‐1活性の変化について,

武田らは閉腹時,術 後早期に PA・PAI‐1がともに上昇

するが,t‐PA活 性を反映するEuglobulin lysis time

は閉腹時,術 後早期には術前と同じか廷長がみられた

と報告している61ゎ れわれの癒着モデルにおいては,

術後には術前と比べ血装 t‐PA活 性は変化なかった。

PAI-1活性は右意差はないものの上昇する傾向にあ

り,血 液中においては開腹手術後早期には線溶抑制傾

向にあることが示唆された。また侵襲の異なる手術間

でも同様に t‐PA活 性は変化なくPAIⅢl活性の上昇す

る傾向にあったが,両 群間に差はなかった。
一方,実 際癒着をおこす部位は腹腔内の漿膜面また

は漿膜が損傷した面である。腹腔内局所での PA活 性

は現在まで報告がなく方法も確立していなかった。そ

こで局所の変動をみる目的で腹控内に少量の PBSを

注入し洗浄後30分後に回収し,そ の上清中の PA活 性

を測定した。術後 6～ 72時間では術後24時間をピーク

として術前値より上昇していたが,乗 膜損傷,点 状出

血を加えた癒着作製手術群ではコントr― ル群に比べ

術後 6～ 24時間で有意に低く,腹 腔洗浄液上澄み中の

PA活 性は,奨膜損傷,出血などの腹腔内の現象と密接

な関連があることが明らかとなった。

今までに壁側腹膜組織中の nbrin。lytic activator

activityは,開 腹後腹膜を擦過した群では 3～ 24時間

で低下傾向を示し,腹 膜有茎弁を作成した群では 3
～24時間でさらに低下していたという報告1)や,術 後

のマクロファージの培養上清中の PA活 性は術後早期

に低下し,PAI活 性は術後 1～ 3日 で高値を示したと

いう報告の1つもみられる。しかし癒着局所での PA活

性は漿膜組織中の PA,マ クロファージから産生され

るPAば かりでなく,出 血により腹腔内に漏出する血

衆 t‐PAや PAI‐1,また出血による血小板凝集の際,血

小板 α類粒 よ り放出されるtransforming growth

factor β(以下,TGFβ )に より産生されるPAI‐11ゆも

関与している可能性がある。 さ らにマクロファージも

多核自血球の影響を受け PA産 生能が変化するという

報告lりもある。

t‐PA活 性の変化を,策膜損傷の程建を盲腸の乾燥時

間を15分,45分 と変えることによって客観的に調べる

と,t・PA活 性は長時間乾燥した群が短時間に比べ術後
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Postoperative Peritoneal Adhesion and Changes in Fibrinolytic Enzymes -With Special

Reference to Postoperative Changes of Plasminogen Activator Activity in

Supernatant of the Peritoneal Lavage Fluid-

Masaaki Kobayashi, Osamu Matsumoto, Jin-ichi Kameyama and Masaru Tsukamoto

First Department of Surgery, School of Medicine, Yamagata University

To study the mechanism of postoperative peritoneal adhesion, postoperative changes in fibrinolytic enzymes

were measured using rats. After peritoneal adhesion operations, plasma tissue type plasminogen activator

activities (I-PAA) (n:10), plasminogen activator inhibitor-1 activities (PAI-1A) (n:10), and I-PAA of supernatant of

the peritoneal lavage fluid were measured (n:10). Plasma t-PM was no remarkable change between preoperative

and postoperative levels. Plasma PAI-IA was higher (N.S.) than the preoperative level at72 and 168 hours. t-PAA of

the supernatant of the peritoneal lavage fluid was significantly increased b<0.01), showing peak levels by 24

hours. Then the levels gradually decreased and reached the preoperative level by 168 hours. After exploratory

laparotomy, the t-PM of the supernatant of the peritoneal lavage fluid in the serosal injury groups (n:6) was

significantly lower (p(0.01) than in the control group at 6 hours. From these results, it was recommended that

careful operation is important to prevent postoperative peritoneal adhesion.
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