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Recently, the relationship between neurological disorders and neurotransmitters has received 

much attention. ¥/Jany studies have been reported about the changes of neurotransmitters and 

their metabolites in cerebrospinal fluid (CメF)in hydrocephalus, and it is presumed that 

neurotransmitters may play a role in the regulation of CSF dynamics. 

¥Ve injected kaolinum suspension into the cisterna magna of rats and created experimental 

hydrocephalus. Here 日 f define the acute hydrocephalic stage to be the seventh day after 

injection and the chronic to be the twenty-first day after injection. We made studies about 

the changes of muscarinic cholinergic receptors in experimental hydrocephalic rat brains using 

binding assay, macroautorndiography, and microautoradiography with 3H-quinuclidinyl benzilate 

(QNB), which has a high and specific affinity for muscarinic receptors. We also studied the 

changes of cholinergic neurons in experimental hydrocephalic rat brains by immunohisto-

chemical methods、、・ithanti-choline acetyltransferase (CAT), the antibody for the synthetic 
enzyme of acetylcholine which is thought to exist only in cholinergic neurons. 

YI uscarinic cholinergic receptors were increased in acute hydrocephalus, and tended to 

normalize in chronic hydrocephalus but no change was observed in its distribution_ There 

seemed to be no difference in the number of CAT positive cells between normal and hydro-

cephalic rat brains, but in hydrocephalic rat brain, CAT positive cells were compressed by the 

dilated ventricles, and they might have fallen into hypofunction. 

Key wp.rds: Hydrocephalus, Neurotransmitter, Acetylcholine, Cholinergic neuron, M uscarinic receptor. 
索引用語： 7.1<頭症，神経伝達物質，アセチJレコリン，コリン神経，ムスカリン受容体．
Present address: Department of Neurosurgery, Kochi Medical School, N ankoku City, Kochi, Japan. 
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It is thought that muscarinic receptors were increased by some mechanism like denervation 

hypersensitivity because of the reduction of A Ch production or release. Recent advancement 

of PET or SPECT has made it possible to investigate the changes ot neurotransmitter receptors 

in human brain. Such biochemical examination may offer some information to assess the 

functional state of hydrocephalus and to find a new approach to its treatment. 

はじめに

脳脊髄液の産生・吸収の機序，およびその調節機構

に関しては未だ定説はなく，水頭症の病態生理につい

ても不明な点が多い．しかしながら，水頭症において，

脳脊髄液中の神経伝達物質の代謝産物の変化に関する

研究が従来から数多くなされており l川，17日，2！.品仙仙

41'42》，水頭症の病態発現，あるいは脳脊髄液の産生・

吸収の調節機構lζ神経伝達物質の関与が示唆されてい

る20.35'39，相．そ乙で，われわれは水頭症における神経

伝達物質の変化に注目し，口市乳動物の中枢神経系にお

ける主要な神経伝達物質の一つであり，最近，痴呆と

の関係で注目されている acetylcholine(ACh）をまず

取り上げ， 実験水頭症ラ‘ソト脳における muscarinic 

cholinergic receptorの変化を bindingassayおよび

autoradiography lとより検討し，さらに， cholinergic

neuronの変化を免疫組織化学的に検討したので報告

する．

対象および方法

1 ＊頭症の作成

体重 200g程度の成熟雄 Wistar系ラット55匹を使

用し，水頭症作成群（35匹）と対照群（20匹） lζ分け

た.pentobarbital sodium (50 mg/kg）腹腔内投与に

よる全身麻酔下に，山木らの方法IL従い69），後頭蓋寓

正中切闘を行い，手術用顕微鏡下に Kaolin溶液（100

mg/ml）を 0.1ml 大槽内に注入し， 水頭症を作成

した．対照群lζは同様の手技lとより， 0.1mlの生理

食塩水を大槽内lと注入した. Kaolin溶液注入後7日

目を急性期， 21日目を慢性期とし，それぞれの病期に，

以下の実験を行った．

2. 3H-QNB (quinuclidinyl benzilate）による

rnuscarinic receptorの binding assay 

(1）大脳細胞膜成分の抽出

水頭症急性期，慢性期，対照群ラットのそれぞれを

断頭し，すみやかに脳を摘出した後，小脳，および脳

幹を除いた大脳部分を 0.32M sucrose中で homage-

nizeし， lOOOxgで10分間遠沈した．その上i澄液をさ

らに 10000×gで20分間高速遠沈し，得られた pellet

を 50mMリン酸緩衝液（pH7.4）で homogenizeし，

これを大脳の細胞膜成分として bindingassay k使用

しfこ（Fig.l). 

(2) 3H-QNB binding assay9""'•' 

大脳細胞膜成分に，種々の濃度（0.5～8.0mM）の

3H-QNB (1・Quinuclidinyl[phenyl-4-3H] benzilate, 

ethanol solution, speci凸cactivity 30 60 Cijmmolコ

ード番号 TRK604，アマーシャムジャパン）を加え，

25・cで60分間 incubateした． この際，＇HQNBが

muscarinic receptor以外の receptorと結合した non-

speci自cbindingの量を調べるため， 100μm atropine 

sulfateを加えた系も同時に測定した. incubationの

後，内容液を glass五ber五Iter(GF-B）を通して吸引

滅過し，五lterの radioactivityを liquidscintillation 

spectrometry (Tracor Analytic MARK皿）で測定し

た．細胞膜成分の蛋白量を bovineserum albuminを

標準として， Lowry法掛で定量し，細胞膜成分単位

Homogenized rat brain 

Centrifuge 
(1 ,000×g, 10min) 
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Fig. l Crude membrane preparation from rat brain. 
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蛋白量当たりの radioactivityを算出した.atropineを

加えた系の値を引いた値を 3H-QNBが特異的に

muscarinic receptor に結合した量，すなわち speci抗c

bindingの量とした．

3. 3H-QNB による macroautoradiogra phy16• 
60.62> 

＊頭症急性期，慢性期，対照群ラットのそれぞれを

断頭し，すみやかに脳を摘出し，ただちに液体窒素ー

アセトン法（ 60～ー70。CJで凍結させた．次に 20'C 

己保った cryostat内で 8μm厚の凍結組織切片を作成

した.thowmount法lとより，あらかじめ gelatincoat 

を施したスライド上にのせ，冷風で30分間乾燥させた．

次に 50mMのリン酸緩衝液（pH7. 4) Iζbinding 

assayで求めた至適濃度の 3H-QNBを加え，乙の中

に組織切片をのせたスライドを入れ， 25。C で2時間

incubateした.incubateした後， 4'Clζ冷却した同一

緩衝液で30秒間洗浄し，冷風で乾燥させた．乾燥させ

たスライドは暗室にてX線撮影用の casette内に並べ，

その上に 3Hsensitive五Im（サクラ autoradiofilm3H) 

を密着させて置き， 4'Cで5日間曝露させた．五Imの

現像は 20'Cで5分とし，定着は10分とした. non-

specific bindingを調べるために， 200μMのatropine

sulfateを incubation用のリン酸緩衝液の中IC加えた

系でも問機の操作を行った．

Table 1. 

4. 'H QNB による microautoradio邑raphy＂’
so.62.65> 

macroautoradiographyと同様の手技で凍結切片を

作成し， 3H-QNBとincubateした．暗室lζてdipping

法によりスライド表面を均一に乳剤（サクラ NR・M)

で覆い， 4'Cで3週間曝露させた．現像は 20。Cで5

分とし，定着は10分とした．なお，この実験は水頭症

急性期と対照ラットのみで行った．

5. 抗 cholineacetyltransferase (CAT）抗体を

用いた PAP法による cholinergicneuron 

の観察28ー仙51'67》

ラットを ether麻酔下に関胸し， 左心室よりまず

4'C の生理食塩水 lOOml を濃流した．次に4%

paraformaldehyde 300 ml にて濯流固定を行った後，

脳を摘出し，どCの同一固定液で24時間の追加固定を

行った．次IC4'Cで 10%,15銘， 20%sucrose加，

O.OlMリン酸緩衝液l乙順次浸して脱水処理をした後，

凍結切片を作成した.hydrogen peroxidase lζて内因

性 peroxidaseを除去した後， backgroundstainを減

少させるために blockingsolution (normal serum）を

加えて incubateし，さらに一次抗体（anti-CATanti・ 

body, Boehringer Mannheim GmbH），二次抗体，

PAPを順次作用させて，最後に DABlとより発色さ

せた（Table1). 

PAP procedure. 

1 . perfusion fixation with 4% paraformaldehyde (PFA) 

2. fixation in 4% PF A 

3.dehydration in 10% sucrose added 0.01M PBS 

4.dehydration in 15% sucrose added 0.01M PBS 

5.dehydration in 20% sucrose added 0.01M PBS 

6. frozen section 

7.rinsed in 0.01M PBS 

8. removal of intrinsic peroxidase 

9.rinsed in 0.01M PBS 

10. blocking solution 

11 . first antibody (antトCAT)

12.rinsed in 0.01M PBS 

13.second antibody 

14.rinsed in 0.01M PBS 

15. PAP solution 

16.rinsed in 0.01M PBS 

17. diaminobenzidine (DAB) stain 

4℃ 4hr 

4・c 4hr 

4・C overnight 

4°C 5min×3 

room temp. 30min 

4•c 5min×3 

room temp. 10min 

4°C 48hr 

4°C 5min×3 

room temp. 60min 

4°C 5min×3 

room temp. 60min 

4•c 5min×3 
room temp. 3Qmin 
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結

1. 実験的水頭症ラット

水頭症作成時，＊頭症群5匹，対照群4匹が大槽穿

刺にて Kaolin溶液，あるいは生理食塩水注入時に呼

吸停止をきたして死亡した．対照群では処置後，一時

的IC体重減少を認めたが，次第に食欲，運動量ともに

回復し，体重も 1週間後には非処置群とほぼ同等Kま

で回復した．一方，水頭症群では対照群に比し，体重

減少の程度が大きく，食餌摂取量は減少したままであ

り，動作が鈍く， ataxicな歩行をするようになり，脱

毛傾向が認められた（Fig.2）.断頭し，摘出した脳を

乳頭体のレベノレて、前額断面に割を入れ，脳室を観察す

ると，生理食塩水注入群で脳室拡大が認められなかっ

たのに対し， Kaolin溶液注入群では程度の差はある

が，全例lζ脳室の拡大を認めた． 急性期においては，

拡大した脳室の周囲は浮腫状を呈したが，慢性期にな

ると，浮腫は消失した（Fig.3). 

z. binding assay 
3H-QNBの結合量を，大脳の細胞膜成分の単位蛋白

当たりの量として求めてみると，＊頭症急性期，慢性

期，対照群ともに 3H-QNBの量が増えるにしたがっ

てその結合量が増加し，いずれもほぼ同じ QNBの量

で飽和するが，その結合量は水頭症急性期において高

値を示し，慢性期には正常値lζ近づくという傾向を示

した（Fig.4）.とれに Scatchard解析を行うと，直線

の勾配によって示される解離定数恨め には著明な変

化を認めなかったが， maximalbinding (B max）は

急性期において増加し，慢性期には正常に近づく傾向

(g) 

150 

O control (n=3) 
• hydr皿叩lalusCo＝日

100 

Fig. 3 Coronal section of rat brain. Control(above), 

acute hydrocephalus(middle), and chronic hy-

drocephalus(below）・

を示した（Fig.5, Table 2). 

3. macroautoradiography 

macroautoradiography により muscarinicreceptor 

の局在を調べたととろ，対照群ラットでは cerebral

cortex外側部， hippocampusの Cんから CAJpor-

ti onの外側部， dentategyrus, thalamus，町ostriatum,

olfactory tubercle に集積が認められた（Fig.6). Fig.6 

下段は 200μMの atropinesulfateを加えて，＇ H-

QNBの non-spesificbinding，つまり muscarinic

3 (week) receptor以外への結合をみたもので，乙れにより 3H・

Fig. 2 Changes of body weight of rats. QNBが高い特異性をもって muscarinic receptorと
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Speci品c3H-QNB binding to crude membrane 

preparation from rat brain. 
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Fig. 5 

[3H] QNB bound(pmol/mg・protein) 

Scatchard plot of 3H-QNB bind!ng to crude 

membrane preparation from rat brain. 

Table 2. 

Normal 

Acute 

Chronic 

Dissociation constant (Kd) and maximal 

binding (B max) in rat brain. 

Ko （士250) Bmax (±250) 

0.200 （土0.012) 5.610 （土0.011)

0.172 (±0.015) 7.240 （土0.034)*

0.208 (±0.012) 6.249 （土0.083）事

n=5 *Pく0.001

結合していることが示される．

水頭症急性期，慢性期を対照群と比較すると，recep-

torの分布上，新たに強い集積を示す部分はなく，水

頭症，特に急性期においては，対照群で集積がみられ

た部分に，より強く集積する傾向が認められた（Fig.

7). 

4. rnicroautoradiography 

microautoradiography により muscarinic receptor 

の局在，および、量的変化を光学顕微鏡レベルで検討し

たととろ，水頭症急性期においては，一様にその den・

sityが高くなっており， 水頭症急性期lとおいては

m uscarinic receptorが増加していることが観察され

た（Fig.8, 9）.局在の変化は macroautoradiography

同様，認められなかった．

5. cholinergic neuronの変化

CAT陽性細胞は，正常では内側中隔野，neostriatum,

globus pallidum, habenular nucleus, internal capsule, 

fornixなどに認められた．水頭症，とくに慢性期にお

いては， CAT陽性細胞は拡大した脳室IL圧排されて

いたが，細胞数には明らかな変化は認められなかった

(Fig.10). 

考 察

水頭症の病態生理は未だ完全には解明されておらず，

脳脊髄液の産生・吸収の調節機構に関しても不明な点

が多い．水頭症の病態への神経伝達物質の関与につい

てはまだ定説はないが，中枢神経系疾患のうち， Par・

kinson病拍》， Huntington舞踏病10.36・52＞，脊髄小脳

変性症臼・63》， Alzheimer病11-1a.s4,55》などでは，その病

態の発現IC，神経伝達物質の変化が重要な役割を果し

ていることは広く知られており，また，脳脊髄液の主

要な産生部位である脳室内脈絡叢IC，モノアミン系や

コリン系の神経終末が分布していることや，水頭症に

おいては，脳脊悩液中の神経伝達物質の代謝産物の濃

度に変化がある2-5,7‘31'34，品柑という報告もあり，水頭

症の原因あるいはその病態発現IC，神経伝達物質が関

与している可能性が考えられる．

中枢神経系における神経伝達物質およびその候補物

質は数多く存在するが，われわれは次の理由から，ま

ず AChIC注目した．すなわち，近年，各種神経疾患と

神経伝達物質との関係、が注目されてきているがto・＇＂，

最近，痴呆を呈する代表的疾患である Alzheimer病に

おいて，記憶や情動に深く関与していると考えられて

いる大脳基底核の cholinergicneuronが減少してお
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Fl邑.6 Macroautoradiography of normal rat brain without atropine( above) and with 200 μM atropine( below）・

り12,68＞，大脳皮質において ACh合成酵素である CAT

や，分解酵素である cholinesterase(ChE）の活性が低

下しているとの報告がなされ，また， Alzheimer病iζ

対して， muscarinic receptor の agonistである

bethanecholchlorideを髄液腔に持続的iζ 注入する

cholinergic therapyの試みも報告されており 22＞，痴呆

とcholinergicneuronとの関係がとくに注目されてき

ているがH品＇ a’H品目，61>，このととは今まで定説のな

かった正常圧水頭症における痴呆の発現にも choline-

rgic neuronが関与している可能性を示唆するものと

考えられるからである．

神経伝達物質，あるいはその作動神経系の変化を検

討する方法としては，神経伝達物質そのものの測定，

その前駆物質，あるいは代謝産物の測定，合成酵素，
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NOR門AL ACUTE 

CHRONIC 

Fig. 7 Macroautoradingraphy of normal and hydrocephalic rat brains. 

あるいは分解酵素ω川性の測定なとがある A Ch は
cholineとacetyl・CoAから CATにより合成され，

シナプス間隙に放出された A.Chは ChElζより，す

みやかに cholineと酢酸に分解される.choline は再

び神経終末に取り込まれ， ACh合成IC再利用されるa.

23・66》． したがって， cholinergicneuronを検討する方
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Fig. 8 Microautoradiography of normal(left) and hydrocephalic rat cortex(right) (X200). 

、’
ぷ・ヘ%、‘

Fig. 9 Microautoradiography of normal(left) and hydrocephalic rat hippocampi(right) (X200). 
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Fig. 10 lmmunohistochemical study of normal and hydrocephalic rat brains with anti-CAT (XlOO). 

法としては， AChそのものの測定， cholineのup-take

の測定， CAT,ChE活性の測定などがある． ζれまで

の脳の生化学的研究は，主として神経伝達物質の測定

lとよりなされるととが多かったが，神経機能は，神経

伝達物質がシナプス後膜の receptor と結合して初め

て惹起されるものであり，したがって，神経伝達物質

の測定だけでなく，その receptorの変化を併せて捉ら

えるζとが，神経機能の変化をより正確に反映するも

のと考えられる．

神経伝達物質の receptorlζ関する研究は，その re-

ceptor IC対し高い特異性と親和性をもった radioac-

tive ligandsの開発lとともない，盛んに行われるよう

になってきている.m uscairnic receptor に関しては，

1974年， Yamamura らによって初めて， muscarinic

receptor に高い特異性と親和性をもった物質である

quinuclidinyl benzilate (QNB）が報告されて以来加，

数多くの研究が行われるようになってきており出制，

中厄神経系， ととにラットにおける脳内 muscarinic

receptorの分布に関してはすでに詳細な分布図が作成

されている日，57＞.しかしながら，各種病態におけるそ

の変化についての報告は少なく，水頭症に関する報告

はない．そ乙でわれわれは QNBを＇Hでラベルした

radioactive ligandを用いて，水頭症における muscari-

nic receptorの変化，すなわち， postsynapticレベル

での変化をまず検討した．

binding assay, macroautoradiography, microauto-

radiographyの結果， ＊頭症急性期においては，

m uscarinic receptorは，その生理的存在部位において

一様に増加しており，慢性期になると徐々に正常に近

づいていく傾向を示した．乙の原因として考えられる

のは，水頭症においては何らかの原因により神経終末

における AChの放出が減少し，その結果，denervation

hypersensitivityと同様の機序により，急性期において

は一時的に muscarinic receptorが増加するが， ACh 

放出低下の状態が長期間持続することにより， recep-

torの変化は次第に元lζ戻り始めるという機序が推定

される・＊頭症ラットは処置後3週間をすぎると死亡

するものが多く，その後の receptorの変動は観察でき

なかったが，死亡前には receptorの量は正常よりも減

少している可能性も考えられた．

receptorのこのような変化を惹起したと考えられる

A Ch放出の低下の原因として， ACh合成の低下，あ

るいは神経終末や神経細胞そのものの減少が考えられ

る．そとで，次ICcholinergic neuronの変化を免疫組

織化学的に検討した.cholinergic neuronの指標とし

ては， ACh合成酵素である CATや，分解酵素であ
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る ChEがあるが， ChEは cholinergicneuron以外

にも存在するのに対し， CATは cholinergicneuron 

lとのみ特異的iζ存在するとされているととから叫

抗 CAT抗体を用いて検討を行つた．

中枢神経系における cholinergicneuronの分布に関

してはまだ不明な点も多いが，ヒトにおいては，神経

細胞が Mynertnucleus にあるものが cerebra!cortex 

に軸索をのばし， septa!nucleus にあるものが hip-

pocampus k軸索をのばすとされており， neostriatum

にあるものはその中で完結されていて， cerebralcor-

texや hippocampusへの projectionはないと考えら

れている71>－乙のような cholinergicneuronの分布は

ラットにおいてもほぼ同様であることが知られている

如 水頭症ラットにおいて， ヒトの Mynertnucleus 

lζ相当すると考えられる基底核付近は，拡大した脳室

に強く圧迫されているが， CAT陽性細胞の有意な減

少は認められなかった．したがって，シナプス後膜に

おける muscarinic receptorの増加は，拡大した脳室

に強く圧迫された神経細胞が機能低下lζ陥り， ACh 

の合成もしくは放出の低下を反映しているものと考え

られる．水頭症がさらに慢性化し，頭蓋内圧冗進の状

態がさらに長期間続いた場合には，機能低下に陥った

神経細胞が不可逆的な変化を呈し，変性・脱落する可

能性も否定できないが，仮にそのような変化がおこる

とすれば，比較的長期間続いていた正常圧水頭症にみ

られる痴呆が，シャント手術により改善されることが

あるのは，正常圧水頭症では機能低下lζ陥った神経細

胞に不可逆的な変化を生じるほどの圧冗進をきたさな

いからであり，とれに対し，先天性水頭症，あるいは

小児水頭症で，脳圧元進状態が長期間存在したと考え

られる例では，機能低下に陥った神経細胞に，さらに

長期間，脳圧冗進が加わり続けるととで，不可逆的な

変化が生じるために，シャント手術を行っても知能の

改善が期待しにくいのではないかと考えられる．

われわれは先天性水頭症において，脳室内髄液中の

神経伝達物質の代謝産物の濃度，およびシャント術前

後の変化を観察し，先天性水頭症の予後の予測を行う

試みを検討している45)－最近， positronemission com-

puted tomography (PET）や， singlephoton emission 

computed tomography (SPECT）が普及してきたとと

により，脳内の種々の神経伝達物質の recep~or の観察

が， invivoで可能となってきており， muscarinicre-

ceptor lζ関しでも 11CQNBを用いての PETや，

I回1-QNBを用いての SPECTにより観察が可能とな

っている仙24>- したがって，髄液中の神経伝達物質の

代謝産物の測定に加え，このような神経伝達物質の

receptorを中心とした生化学的な変化を捉らえる乙と

により，たとえば先天性水頭症において，脳圧冗進の

期間がどの程度であったか，それに伴う神経細胞の変

性・脱落の有無などを推定するととにより，予後の予

測が可能となる事も考えられる．また，すでに荒廃に

陥った脳に対する cellimplantationや薬物療法など，

新しい治療法の開発の可能性も考えられる．今後さら

に髄液中の神経伝達物質の代謝産物の測定と併せ，脳

内の生化学的変化を実験動物および臨床で検討し，水

頭症の新しい診断・治療法と予後測定の可能性を検討

していきたい．

結 語

l- 実験水頭症における muscarinicreceptorの変

化を 3H-QNBによる bindingassay, macro-, micro-

autoradiography により検討し， cholinergicneuron 

の変化を抗 CAT抗体を用いて免疫組織化学的に検討

した．

2- 水頭症急性期においては，musucarir山 receptor

はその生理的存在部位において一様に増加していたが，

慢性期には減少傾向を示した．大脳基底核の choline-

rgic neuronは拡大した脳室に圧排されていたが，明

らかな細胞数の減少は認められなかった．したがって，

とのような muscarinic receptorの変化は，拡大した

脳室lζ圧迫された神経細胞が機能低下に陥り， ACh 

の合成ないしは放出が低下したためと考えられる．

稿を終えるにあたり，ご指導，ご校闘を賜った脳神経外科
森惟明教授，栗坂昌宏助教授，また論文のご校関を賜った
本学第一病理学教室，原弘教授， autoradiographyの指導

をしていただきました同，十河正典助手（現，広島大学第三
内科）， RI研究センター，氏原隆子技官，実験動物の管理に
ご尽力頂きました，本教室，広井千里技官に謝意を表します．
この論文の趣旨は第46回日本脳神経外科学会総会（東京
1986），および第16回annualscienu凸cmeeting of inter-
national society for pediatric nturosurgery （ロ？1988) 

で発表した．なお，本研究の一部は昭和59年～昭和61年度の
厚生省「難治性水頭症」研究班の研究費により行われた．
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