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  Experimental study ofthe neurogenic bladder was carried out on female rats． Neurogenic bladder

was induced by IOO／， phenol glycerin block ofthe spinal cord． The time course of acetylcholinesterase

activity was investigated both chemically and histochemically， throughout the postcperative period

of one to 28 days studied． This method is available as model of clinical picture for 7 to 14 days after

operatlon．

  The content of acetylcholinesterase activity decreased rapidly during the 2 days following cperatien

and finally reached approximately 300／． of initial level after 7 days． But at 28 days after operation，

restoration of acetylcholinesterase activity and staining were presented．

  On the other hand cholinesterase activity declined only to dbGut 50C／． of its activity cn initial

level during the 2 days， and it seldom went below 600／．． The reduction of acetylcholinesterase staining

observed in the rat neurogenic bladder was paralleled the fall in acetylcholinesterase activity determined

chemically．
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 われわれは膀胱機能を知る一手段として膀胱池内

total cholinesterase（以下ChEと略す）活性， acety－

lcholinesterase（以下AChEと略す）活性を生化学

的，組織化学的に検討し，下部尿路通過障害における

変化を発表してきた1・2）．今．回はラットに脊髄下位損

傷を作成し，その膀胱壁変化を経時的に追求し，その

活性を測定したので，その成績を発表する．

1，対 象

 生後8週令，体重2009前後のウイスター系雌性

ラットを使用した．

2．神経因性膀胱作成法

 中新井ら3）が家兎において用いた方法を参考として

吉田ら4）の方法に従い，エーテル麻酔下にL5～L6間

に10％フェノールグリセリンを0．075ml注入し

た．Fig．1は同法に従いリピオドールを注入し撮影

したものである．ラットは術後1（4匹），2（5匹），

4（B匹）， 7（18匹），14（12匹），21（5匹），28

（5匹）日劇にエーテル麻酔下に屠殺し，実験に供し

た．一方脊髄腔内に針を刺入する操作まで行なったも

のを偽手術どして，i，2，4，10，14日目｝こそれぞれ

屠殺した．

3．total ChE活性，AChE活性定量法およびAChE

活性染色法

 total ChE活性， AChE活性定：量法を後藤ら5）の方



250 泌尿紀要 28巻 3号 1982年

法に準じ，染色法はKarnovskyとRoots6）の変法7）

に従った．神経軸索線維染色法としてBodian・渡辺

氏変法を一部のラットに施行した．なお定量，定性法

に用いた膀胱壁は体部で，頸部は今回は除外した．

結 果

1．正常ラット膀胱

 AChE陽性線維は，膀胱壁筋層全域に分布し，そ

の分布は筋単位1つ1つをとり巻くように分布する

Fig． 1．

義

RS

Myelography． The contrast material

was injected between Ls to L6．

が，粘膜，粘膜下には陽性線維は見られなかった

（Fi9・2，3）・total ChE活性， AChE活性定量は10匹

につき検討したが， total ChE活性値は0・93±0・29

×10－5／min／mg protein（以下Rと略す）， AChE活

性値は0．43±O．14×10－5R， AChEとtota1 ChE活

性の比は52．8±25．7％であった．膀胱重量は65．2

±11・5mgでその体重比は0．32±0．05であった．

2．神経因性膀胱

 正常ラット膀胱重量で100mgを越えるものがな

かったこと，多くのラットでは術後体重減少をきたす

ことより，神経因性膀胱作成ラットの判定基準として

体重比0．5以上のものを採用した．Table 1は屠殺時

の膀胱体重比で，各期間における失敗例はすべて膀膀

重量も正常例と変らず，膀胱容量の増加も認められな

かった．

a）術後1日目

 膀胱重量は増加し，total ChE活性値は0．44土0．17

×10『5R， AChE活性値は0．22±0．09×10－5 Rと

それぞれ有意の低下を示したが（Pく0．01）（Pく0．025），

AChE活性とtotal ChE活性の比は53．1±17．7％

で，対照に比し変化が認められなかった．膀胱は肉眼

的には容量は大きく，血餅を混じ，壁は菲薄化し

（Fig．4）， AChE陽性線維は対照に比しほとんど変化

を認めなかった．

b）術後2日目

 膀胱重量はさらに増加し，total ChE活性値は0，26

士0．11×10－5R， AChE活性値は0．13±0，08×10－5

Rとそれぞれ有意に低下したが（P＜0．005）（P＜

0．005），AChE活性とtotal ChE活性の比は対照に

比し変化を認めなかった．膀胱壁はさらに薄く過伸展

し，AChE陽性線維の分布もやや減少傾向が認めら

1壷ぐ》罵y∵窯

慈轟，

Fig． 2． AChE－staining （×100）． Nornal musele layer of the rat bladder．
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Table 1． Change in bladder wight per bodey weght after operation

contro［ one doy 2 days 4 days 7 deys 14doys 21doys 28 days

b［odder weight

 per
body weight

O，52 O．61 O．86 1．05 1，16 O，85 O，79 1，09
 土

O．05 O．09 O．21 O，46 O，76 O，55 O．21 O，56

Fig． 4． The rat neurogenic bladder，

one day postoperative．

れた．

c）術後4日目

 膀胱重量は200mgを越えるものが多く，183±89．7

mgとなった． total ChE活性値はかなりばらつきが

みられ， 1．62×10－5Rからほとんど判定不能のもの

まで認められ，平均0・59士O・44×10－5Rで， AChE

活性値は 0・21士0．16×10－5R と有意の低下 （P＜

0．005）を示し，AChE活性とtotal ChE活性の比も

41．0±22．2％とやや低下していた，膀胱はさらに菲

薄化したものが多く，容量も大きく最大13mlであ

った．AChE陽性線維は対照に比し著明に減少した

が，分布の差は認められず，太い神経線維にはAChE

活性は残存していた（Fig。5）．

d）術後7日目

 膀胱重量は122～714 mgと増加し，平均210±146

m9となり， total ChE活性値も2，3のラットにば

つきが見られるが，平均0．65土0．43xlO－5Rで，対

照に比し有意差はなく，AChE活性値だけが0・15±

0・09×10－5Rと有意な低下を示した，（Pく0．005）・

またAChE活性と total ChE活性の比も 3L2±

27．1％と有意な低下（P＜0．025）を示した．膀胱壁は
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次第に肥厚し，容量も2mlまでとほ19“一一．定化し，

AChE陽性線維も減少し，術後4日目の所見とほぼ

類似の所見であった．

e）術後14日目

 膀胱重量は109～170mgと大体安定し，平均155

＝L73 mg となり， total ChE 活性値は O．6＝LO。26×

10－5Rと差は認められないが， AChE活性値はO．15

土0・09 ￥ 10 sRと有意な低下（PくO．005）を示し，

AChE活性とtotal ChE活性の比は29．3±21．8％

と低下を示した．組織化学的所見は7日目とほぼ同様

な所見であった．

f）術後21日目

 症例数は5匹と少ないが，膀胱重量は140～250mg

に安定し，total GhE活性値は0．49±O．27×10－5 R，

                      253

AChE活性値は0・20±0．07×10－5 Rで，それぞれ

有意な低下を示した（P〈0・OI）（P＜0・005）．膀胱壁は

肥厚し，AChE陽性線維は14日目に比しやや増加傾

向が認められた．

9）術後28日目

 膀胱重量は150～500mg，平均253＝L 143 mgとな

．り，total ChE活性値は0．62士0．36×10｝5 R， AChE

活性値は0．24±O．21×10－5Rと同値を示すが有意差

なく，AChE活性とtotal ChE活性の比も44．3±

27． 1％で対照と変化なく， AChE陽憐線維は対照よ

りも少ないが，術後4日目，7日目の染色性に比し，

増加が認φられた（Fig．6）t

h）偽手術例

 偽手術を行なったラットの変化はTable 2のごと

Table 2 Change of each enzyme activ・ity in sham operation

control one doy 2 days 4 days 10days 14days

†o†Gi ChE GC十ivi十y

AChE二〇c†ivi†y

CAQD．．／mln／mg protein

x10－S）

O．93 O，87
 士

O． 29 O， 34

0．44 O．25
 土

O．14 O，16

O，65 1．07 O．84 O．91

0， 20 1． 03 O． 40 O．22

0．29 O．45 O．51 O．37

0，06 O，29 O．15 O．28
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く，tetal ChE活性， AChE活性値は対照と差がな

く，AChE陽性線維も対照に比し変化が認められな

かった．

 前述したtotal ChE活性， AChE活性値ならびに

AChE total ChE活性と活性の比の変化は， Fig・7，

8，9のごとくである．

3， 神経軸索線維染色

 Bodian・渡辺氏変法による神経染色では，術後1，

2，4，7日目にはほとんど染色性に差がなく，術後14日

目から筋肉内の神経線維の変化および染色性の低下が

認められた．なお粘膜下の神経線維は大部分の症例で

残存しているが，消失しているものも認められた．こ

れはフェノールブロックの高さに関係があるものと

考えている．これら神経線維の染色性低下は28日目ま

でで，60日目のラットでは神経線維も数多く，染色性

もよくなっている．

考 察

 正常ラット膀胱壁のAChE陽性線維の分布につき

熊8）は，AChE陽性線維は膀胱全域に分布し，輪状

筋よりも縦走筋により多く分布し，この事実は膀胱

利尿筋運動に合目的であると述べ，粘膜下層内にも

AChE陽性線維を観察しえたと述べている．しかし

255

われわれの成績では緒方9）が犬で観察した所見と同様

で，膀胱鳥目におけるAChE陽性線維の分布に筋層

間における明らかな違いを見出しえず，単に筋層断面

の状態により左右されるもので，Fig・10のごとき状

態をいかに判定するかは非常に困難で，主観がかなり

混ずると考えられる．また粘膜下胸内のAChE陽性

線維については，従来からこの神経は知覚線維であろ

うといわれているが，いまだ交感・副交感系のいず

れかはっきりした根拠がなく問題の多いところであ

る10一一12）．しかしわれわれは先述したごとく粘膜下

AChE陽性線維を明らかにできなかったが，これは

染色法の違いによる可能性もあり，きらに検討の余地

があるように思われる，われわれは一応incubation

timeを検討したが， incubationを延長すればする程

標本自体の褐色調が強くなりAChE陽性線維かどう

かの判定が困難となるために，2時間のincubation

で判定している．神経因性膀胱作成ラット膀胱内の

ChE活性値は（Fig・11）・のごとく，術後1，2日目

にはそれぞれ術前の47，27％と減少するが，4日目か

らは63～66％とほぼ一定の値をとるようになってい

る．またAChE活性は組織化学的ICは術後4日目ic

は著明に減少するが全く消失することはなく，活性値

も4日目｝こは術前の60～70％に低下し，術後21日目を

Fig． 10． AChE－staining． （×200） Right side： AChE－stained fibers in the longitudinal museles．

Left side： AChE－stained fibers in the circular museles．
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すぎ徐々に盾性値の低下も減少し，術前の45～55％に

まで回復し，組織化学的にも術後28日目には対照に比

し弱いが，術後7日目の染色性よりは強い活性を持つ

ようになっている（Flg・6，12） このようなdenerva－

tlon後の経時的変化について， Sne11とMcIntyre13）

はモルモノトの骨格筋に分布する運動神経終末の

ChEはdenervation後11日目から漸次減少し，20日

目には消失すると述べ，Schwarzakeri4）はラントの

舌下神経切断後の運動神経終末のChEは4日から16

日で減少すると述べているが，これらは組織化学的検

索により非特異的ChEをも同時に観察している．ま

たStateとBowden15）は兎の舌下神経切断後の変化

を組織化学的に観察し，AChE活性は2日で消失する

が，非特異的ChE活性は92日まで残存したと述べ，

Harkonen16）もうノトの上灘神経節後線維のaxotomy

後組織化学的に15一一7日でAChE活性の完全消失

をみ，5ヵ月で正常域に戻ると述べている 一方Guth

ら17）はうノトの胸鎖乳突筋の神経を切断し，1週間以
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内にChEはSO％ecなり，その後7週間ゆっくり減少

し，蛋白量：も3週で50％に低下すると述べ， Brooks

とMyersi8）はモルモノトの前鋸筋を切断し，切断に

よりtrue ChE盾性値は変化しないが筋肉の重量が

減少するため相対的にChE活性は増加すると述へて

いる しかしSawyerとHollmsheadi9）は猫上頸交

感神経節前線維切断後true ChE盾性は7日で対照

の25％に盾性は低下し，21日で12％に達するが，

pseud ChE活性は7日で70％となり，21日だっても

50％以下にならなかったと述べている 同様にGro－

madzkiとKoelle2・）は欝欝轟轟経節前線維切断後8

一一 44日間観察し，生化学的にも組織化学的にもAChE

盾性は75％の損失を見たと報告している Dhar2Dは

うノト交感神経節前線維切断後true ChE活性の低

下がはるかに大きく，pseud ChE活性の低下は少な

いとのべている．またSawyer22）はモルモノトの坐骨

神経を切断し，true ChE盾性値は60％の損失をみる

か，pseud ChE盾性値には影響なく37日目でも一定

Table 3． Change in weight of the vesical muscle and average amout of protein in the

    samples assayed for each enzyme activity at different times after operation

control one doy 2 doys 4 doys 7 days 14 doys 21 doys 28 days

proteln

per

sample （％）

166 220 162 224 163 182 121 i55
土

071 029 024 051 050 029 0 18 070

Fig． 13．
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の値を保っていたと述べている．われわれの測定した

total ChE活性， AChE活性定量法は筋肉内の蛋白

当りの活性値を測定しているため，蛋白重量の推移は

大きな問題となる．しかしわれわれの結果はTable 3

のごとくで，GuthらBrooksとMyersらのごとき

大きな変動はなく，術後21，28日目に蛋臼重量がやや

減少するが，7～ユ4日までは対照に比し変化がみられ

なかった．われわれのChE活性， A（〕hE活性の変

化も諸家の報告と同様で，AChE活性の減少は術後7

～日14目にピークに達し，術前値の約30％となるが，

術後21日目ぎ，28日目におけるAChE活性は生化学

的，組織化学的｝こも回復傾向が認められ，他の報告に

比し早い傾向にある．また術後2ヵ月目の膀胱におい

ても対照に比し活性は低いが，28日目よりも明らかに

AChE陽性線維の増加がみられている． （Fig．13）．

同様にSawyerとHollinsheadが猫上油点経幹切断

後｝こtrue ChE活性の減少が24日目よりregeneration

を認めたと報告していて興味あるが，これはわれわれ

が行なったフェノールブロックと神経そのものの切断

とに違いがあるのかもしれない．一方このような物質

の定量法と組織化学的方法との関係につき，Kasuya23）

はラット精管のdenervation後ノルエピネフリンの

含量は急速に減少し，4日目で初期の量の1．7％にな

り，組織化学的にもこの消失は平行的に観察されたと

述べている．AChE活性｝こついては， Holmstadtら24）

は猫上頸交感神経節の節前線維切断後1～3週間観察

し，AChE活性の低下は生化学的にも組織化学的にも

密接な関係があったと述べている．われわれのAChE

活性測定値にはややばらつきがみられるが，組織化学

的所見とほぼ一致するようである．しかし術後1～2

日目のAChE活性は定量的｝こは約50％の低下が認め

られるが，組織化学的にはほとんど対照と差がなく，

偽手術後ユ～2日目のAChE活性定量法においては

変化が認められないことは，はっきりした理由の説

明は困難である．以上は骨格筋，精管における所

見であるが，膀胱については緒方9），緒方ら25）は

犬の骨盤神経，下腹神経切断によりノルアドレナリ

ン，AChE陽性線維の変化を観察し，骨盤神経切断

直後には変化なく，2週後に膀胱の大多数の神経細胞

は変化を来たし，dendriteは短縮あるいは消失し，細

胞は円形化し，線維網も変化著しく蛇行，屈曲がみら

れると述べ，組織化学的にも筋層のAGhE陽性線維

も減少し，その神経細胞は3ヵ月後にわずかの回復過

程が認められたと述べている．また中新井ら3）は家兎

の脊髄下位損傷で2週後｝こは病期が一定してくると述

べており，われわれのAChE活性ピーク値と一致す

るようであり，同時に行ったBodian・渡辺氏変法に

よる神経軸索線維染色でも14口すぎに筋層間の神経線

維の染色性が低下していた．熊はラット膀胱に対する

骨盤神経切断後5日目には筋層内のAChE陽性線維

は減少するが，粘膜下層内のAChE陽性線維は変化

を受けなかったと報告している．この所見は中新井ら

が行なった脊髄下位損傷家兎において，砺ahl染色で

筋層内線維の染色性は低下するが，粘膜下層内神経線

維は変化を受けなかったとの報告と併せ興味がある所

見である．この結果につき中新井らは膀胱筋層に存在

するものと粘膜下層に存在する部分とはその性質が異

なり別々の群であろうと述べ，熊はこれが知覚神経な

ら下腹神経を経由する可能性が大きいと述べている．

これが事実ならば骨盤神経切断により変化を受けな

くても不思議はないが，緒方は犬下腹神経切断では

AGhE陽性線維に変化は認められなかっtと述べ，

熊自身もラットで同様な所見を述べているが，粘膜下

門内AChE陽性線維の変化についての記載は見当ら

ない．われわれは正常ラットでも証明しえず，この点

につきうんぬんできないが，粘膜下層内にAChE陽

性線維が存在し，それが下腹神経を経由するものであ

れば，下腹神経切断により何らかの変化があってもお

かしくなく，また別の経路をとるものかどうかについ

ては，今後の興味ある問題と考えられる．このような

AChE活性定量あるいは組織化学的方法を臨床に応

用した報告はすで｝こHirschsprung病の診断｝こみられ

るが，最近Parsonsら26）は神経因性膀胱の診断に応

用し，内視鏡手術により得られた材料のAChE陽性

線維の所見とべサコリンテストの結果が一致したと述

べ，臨床面での有用性を説いた報告がみられ，非常に

興味がある．われわれが神経因性膀胱作成に用いたラ

ットは，動物が小さく実験がやり易い長所はあるが，

長期間の生存が困難で長期の追跡が出来ないことや，

ブロックの効果を一定になしえない欠点があるので，

他門動物についての検討も必要であると考えられる．

結 語

 雌性ラットの10％フェノールグリセリン脊髄腔内注

入により神経因性膀胱を作成し，その膀胱壁の変化を

total ChE活性， AChE活性定量および組織化学的方

法により追究し，以下の結果を得た．

L 本法による神経因性膀胱は，術後7日目～14血目

には一定の膀胱重：量および容量を示し，神経因性膀胱

の実験モデルとして有用である．

2．ChE活性は術後1，2日で術前の約40～50％に低

下するが，4日目より63～66％とほぼ一定の値を保つ
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ように二なった．

3．AChE活性は術後急速に低下し，7日～14日目に

は術前の約30％になり，21～28日目には50％とやや回

復の傾向が見られ，組織化学的にも同様な所見が得ら

れ7．こ．の回復過程は諸家の報告より速やかである

が，これは神経因性膀胱作成法がフ．エノール注入法と

神経切断法の相運によるものと考えられた．
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