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In experimenb.l head injuries in cats and dogs BoRNSTEIN observed the appear-

ance of acetylcholine (Ach.) in the cerebrospinal fluid together with the accompa-

nying changes on the electroencephalogram (EEG). He also observed that when 

atropine was administered to those animals, the clinical symptoms and the EEG 

changes improved. TowER and 1'1cEACHERN noticed the appearance of Ach. in the 

ccrebrospinal fluid of patients after epileptic seizures, or after receiving heavy head 

injuries, and found that though choline『estherase (ChE.) in the cerebrospinal fluid 

was normal in the former, it was increased in the latter: he also found there was 

a relation between the rise and fall of Ach. in the cerebrospinal fluid and the 

severity and improvement of symptoms. 

It has been claimed that Ach. never exists in the normal cerebro-spinal fluid 

but that the excessive or prolonged neuronal activity gives rise to the release of 

a large amount of Ach., after which a part of the Ach. that has escaped the 

destruction due to ChE. of the cell membrane, passes through the intercellular 

space and diffuses into the cerebrospinal fluid, bestowing ill effects on the surrou-

nding cells. In order to block the harmful action that the Ach. roleased by head 

injuries exerts on the surrounding cells, WARD advocated atropine therapy to 

patients of head injuries and 泊 id that the dramatic effects were observed in 

so町iecases. 

In order to precisly examine the appearance of Ach. in the cerebrospinal fluid 

after head injuries, I reinvestigated the methods of measurement of Ach. in the 

cerebrospinal fluid. 

For the measurement of Ach., there are two ways: chemoassay and bioassay. 

As the amount of Ach. which appears in the cerebro-spinal fluid is extremely 

small, it cannot be measured by chemoassa；.：ァ becauseof its insufficient sensitivity. 

Therefore, I preferred the method of bioassay, using the rectus (abdominis) mu配le

of a frog or the longitudinal muscle of a leech. Though the sensitivity to Ach. 
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of the rectus muscle of a frog differs according to the species of the frog, I used 

the rectus muscle of a common frog in this country；“tonosama”frog (rana 
nigromaculata). (Fig. 1) As for the longitudinal muscle of a leech, that of the 

“chisui＇’leech (hirdo nipponica WHITMAN) or“shimaishi”leech (herpobdella lineata 
0. F. MuLLER) was used. 

Before and after the measurement of Ach. in the fluid to be examined, the 

control tests of the liquids containing the Ach. of known concentrations are made 

in the same way and the degree of contraction of the muscle is compared with 

that of the fluid to be examined. Hitherto, there are two methods for. recording 

the degree of muscle contraction in the mechanogram drawn for a certain time, 

for instance, for a duration of three minutes, on a white glazed paper bliickened 

with soot. The first method is to make a standard graph of the angles of the 

contraction curves to the base line . in various contraction curves obtained by the 

liquids containing Ach. of various known concentrations, and then to measure the 

angle in the curve obtained by the fluid加 beexamined and to compare it with 

十hestandard graph. The second method is to make a standard graph showing 

the distances from the highest point句 thebase of the curves obtained in the 

liquids containing various concentrations of Ach., and then to measure the similar 

top-base distance in the mechanogram for the fluid句 beexamined and to compare 

it with the standard graph. Having made a comparison of the two methods, I 

preferred the latter method because it was easier to practice and more precise. 

In the test experiment using the Ach. diluted with RINGER solution, it was 

found that musculer contractions were brought about for several times by the Ach. 

solution of a certain concentration but the height of each contraction deceased 

successively. (Fig. 8) However, in this experiment, muscular contractions should 

be unaltered, at least, for several times. Thus in order to minimize the decrease in 

sensitivity, the eserine of the same concentration as that used for eserinization (to 

be explained later) of muscles and a small amount of glucose were added to RINGER 

solution. The result was satisfactory. (Fig. 10) 

Eserine concentration, abequate to eserinization of the muscle, is said to be 

about 10 5 M. But in the experiments in which I examined the muscle contraction 

caused h:v eserine itself, it was found to be at a concentration of 10-5×6 M. that 

a very slight contraction was noticed for the first time. (Fig. 12) Therefore, for 

the measurement of Ach. in this study, the fluid containing 10-5×2 lVI. or 10 li×3 

M. eserine was used. The time required for complete. eserinization of the muscle 

at room temperature was 30 minutes. The influence of pH. on the muscle 

contraction caused by Ach. was negligible within the limits from pH. 6.0 加 P・
H. 8.0. (Fig. 14) 

As to the infuence of osmotic pressure, no great change in muscle contraction 

was observed with the difference in salt osmotic pressure of the body fluid both 

of a man and of a frog (wher伺 scolloidal osmotic pressure had some effect). 

Though there were individual differences, the threshold of sensitivity to the 

Ach. of the rectus muscle of the frog was usually 0.01γ／cc but with the aceton・
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sensitiz:ltion teRt ad voe'.ated by Hs1-C‘HUN ('HANG and others the threshold became 

0 004γ／cc. (Fig. 15) The sensitivity to Ach. of the longitudinal muscle of a leech 

was higher but as the muscle expanded and contracted, to a certain extent, by 

the load and, moreover, as the reaction was so sharp that a slight stimulation 

caused a change in length, it ¥Vas quite difficult to manipulate and therefore inad-

equate for practice. It was also impossible in a leech muscle to increase acetylcho・

line ぉcnsitivit~’ b；－’ adding aceton. 

In twelve patients of cerebral concussion. cerebrospinal fluids were punctured 

20 minutes of more after the head injury and examined but no Ach. was detected. 

In three cases of severe head injur;-' (cerebral contusion) the faintly hemorr・hagic
cer己brospinalfluid was examined during the period from 40 minutes to three days 

after the injur≫ but in all cases Ach. was negative. 

In the experimental animals, I struck the parietal region with a mallet or 

surgically damaged a p:lrt of the brain. The former procedure was done in sixteen 

cases of dogs and four of cats. After the injuries which were from slight to fatal, 

suboccipital puncture was periodically repeated and Ach. in the cerebrospinal fluid 

(with no or only slight mixture of blood) was measured by using the rectus muscle 

of a frog, but only 0.0034γ／cc of Ach. was detected in the one case of cats; the 

remaining cases all showed no Ach. reaction. In ca！－＇仁只 of surgicai injm下’ of the 

brain, the cranium was opened, and the cerebral cortex was destructed through 

the dura mater with a needle, or contused with a forcep or with a glass rod after 

opening the dura mater. Then cerebrospinal fluid was taken by suboccipital punc-

ture and examined with the rectus muscle of a frog‘ However it was only seldom 

seen that an Ach. value was from 0.0063γ／cc to 0.052γ／cc. 

The cerebrospinal fluid in fourteen cases of epileptics in the seizure-free periods, 

and in three cases during seizures or immediately after seizures was taken by 

suboccipital puncture and the Ach. was measured, but all of them showed negative 

results. Moreover, intravenous Pentazol was given to three epileptics in order to 

provoke a seizure, and the cerebrospinal fluid wm: taken by suboccipital puncture 

immediately after or within 10 minutes after the seizure. Besides, in five dogs 

electric shock was done after which sul〕occipitalcerebrospinal fluid was taken. All 

of the Ach. measurements h：－’ appl;-・ing these fluids to the longitudinal muscle of 

a leech gave negative results. 

Thus in my study, there were onl:i’few cases in which Ach. appeared in the 

cerebospinal fluid after head injuries etc. Moreover, the Ach. in the fluid in such 

cases was less in amount than what had been reported and tended to appear in 

a shorter time after head injuries. 

緒

1946年Bornsteinllは犬及び猫に実験的頭部外傷を

与え，髄液中にAcetylcholin(Ach）の出現を認める
と同時にElektroencephalographie(E. E. G.）にも

変化を ~1;すことを証L， 且つ Atropine 投与によりp

その際の臨床症状の好転並びに E.E.G.の改善を認、

めた．

又逆に Achを後頭下穿刺によ り大槽内に注入する
と， E.E.G.及び臨床症状の上に，頭部外傷に続発す
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る変化と良〈似た変化を来すこと，及び之が適量の

Atropine注射により防止可能であることを述べてい

る.Tower及び McEachern7＞は願締発作後の患者

や重症頭部外傷患者の髄液中に種々の程度に Achの

出現を認め叉，Choline-estherase (ChE）が前者で

は normal，後者に於ては異常を呈することを発見し

ス，髄液中の Achの消長と症状快復とは関連がある

ことを認めた．元来正常盤液中には Achは決して存

在しないと云われているが異常に強度な神経活動は多

量の Achを放出し，その際細胞膜の ChEによる破

壊を免がれた Achが細胞間際を通り，周囲細胞に異

常効果を与えつ h髄液中に拡散して出現すると云われ

ている．頭部外傷の作用によって放出されたこのAch

の周囲細胞に与える cholinergic作用を blockする

意味で Ward引は頭部外傷患者に Atropine療法を

提唱しP 一部には劇的な効果を認めている．然し乍ら

確実な効果を認めたものは全症例の20%であると云

い， 又連日 O.lgと云う用量は彼自ら述べている如く

中毒量に近いと忠、われP 事実全使用例中約25%に心臓

に明瞭な変化を認め，／.~に心臓疾患のある忠 行にばこ

の療法は行い得なかった． Ruge6＞は犬を用いた頭部

外傷の実験で，髄液中に Achの出現を認め，副交感

神経性の症状が Atropine又はAtropineとBanthine 

の混合投与により抜復する事を認めている．

頭部外傷後髄液中に Achの出現することは今や定

説イじしているようであるが，この正確な追試を行う為

に3 先ず髄液中の Achの定量法について検討してみ

た．

実 験

Achの定量法には種マな方法ぶあるが化学的方法

と生物学的方法とに大別することが出来る．化学的方

法で簡単且つ十分な感度を持った方法があれば理怨的

であるが，最も優れた方法といわれる1949年Hestr in 

5）の Hydroxylamineを使った比色定霊法でも終末

溶液の Ach濃度上界5μM/cc(900yi，下界は約0.04μ

M/cc （約7y）であると云われ，一方髄液中に出現す

ると云われる Ach濃度はこれよりも透かに微量であ

るから，この方法では測定不可能である．それで我々

の実験は生物学的方法によ，...， t~ . 

使用動物

生物学的方法には192似ドDaleとDudleyが家兎を

用いて以来種々な動物が使用されているうり用いる器

官乃至反応は3群に分類出来る．

第 l群ーAchによる筋肉又は小腸の収縮をみる方

法．筋肉は蛙，蛭のもの，小腸は家兎p モルモット等

のもの．

第2群一心臓運動の抑制度を知る方法．家兎p鮭p

二枚貝等，

第3群ー血圧を利用する方法．猫，兎等が使用され

Tこ．

このうち最も鋭敏なのは海産二枚貝 Venusmace-

nariaの心臓収縮抑制度を利用する方法で，文献8）に

よれば俵低5×10-5y/ccを測定し得ると云われている．

Chang及びGaddumは最も満足すべき testobjects 

として蛙腹直筋，及び姪背筋2）を挙げているがp この

方法は感度が比較的鋭敏である事p 使用法簡単で複雑

な装置等を必要としない事，比較的容易に入手し得る

事，等の利点があるのも我々は娃腹直筋又は姪背筋

を使用する事にした．

文献10）によればAchに対する感度は蛙の種頬によっ

て異なるようでF 我が国には両棲綱無尾目の10数種を

産するが，Iil:も普通約なのは“がま・・ （Bufovulgaris) 

及び“とのさまがえる＇ ・＇(Rana nigromaculata）であ

るから最初“がま”を使用して見たーが成熟した“がi’
の腹直筋は第I図に示す如く非常に大きし最も厚い

第 1図

Bufo vulgaris 380g♀ Rana nigromaculata 55g早

所は 6.5mm～8mmあり，薄い所で 1.5mm～2mmあ
る．一方“とのさまがえる・’では薄い所で0.3mm位で

丁度紙の様に半透明で内臓も透見出来る程である．従

って“がま・’腹直筋ではp Achで一旦収縮させた場

合， Ringer液でliUl1保して元へ戻すのに“とのさまが

える．，の腹直筋に比して2倍以上の時聞をかけても

尚完全には快復し雛い．又冬期になると“がま’は

Achに対する感度ぷ特に低下して来るように忠われ，

相当高濃度でも反応しない場合がある． “とのさまが

える．， は｜；ね1；前に体表に傷のないものを注意して土中

に囲うとP 十分使用に耐えるのでP 我々は“とのさま
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がえる”を使用することにした．

筋標本採取法

従来蛙を不動性にする為i二銑で延髄を破議していた

がp それでは反射運動小浅りp 刺戟を与えると下肢を

相当強／；：ご頁＇1か寸 J＞－－， 我々は次のよ弓な方j去をとっ
た 即ち写点1のように鼓漢の後縁を結ぶ正中線上で

錐を脊縦間に刈し，その錐を）丞倶出こ向い脊椎孔内に刺

入すると，下litに強~：性の虚聖堂を起し，完全に麻痔し

て固定台不用となる． ζの操作は慣れると全然出血も

なく，濡れ布巾を掛けておくと， 夏季でも蛙は24時間

以上生きてい芯．筋肉片の採取は大きく腹部皮膚に正

中切開を加え，写真2のように何状’宍起の下端から側

方に4～5mm，更に下)jに25mm～30mmの短所形の

筋肉片を採取した．

品ー一 ’F ， 
一，
崎一

曹、・

常総

ゐ白山吋 4

＼＼＼＼  

、＼＼昌一溶解ーム

上下に割れるが，この下の Achの間着した部分をメ

スコルベンへ入れ均等に溶解後，この硝子片を取り出

し水洗乾燥後，上部の硝子片と一緒に再び秤量しF 前

回の値との差からAchの量を知るのである．このAch

は非常に不安定な薬物で温湯や，アルカリによって直

ちに分解すると云われるので， 之も魔法瓶中に保存す

る．

3) 冷血動物用 Ringer-Lock液一初め冷血動物用

Ringer液単独を使用したボ，後述の理由によ り，次

の処方の Eserine加冷血動物用 Ringer-Lock液を

使用した．

第 2 図

1. 

使用薬品

Eserine, Acetylcholine及び冷血動物用 Ringer-

Lock液の3つである．

1) Eserine 潮解性の強い硫酸塩を避けてp 潮解

性のないサリチル酸塩を使用した． Eserineは溶液

のま、 でおく とP時日と〉もに漸次分解してRuberine

を生じ， 赤色を呈するのでF 少量の溶液を作り魔法瓶

の氷中に貯える．

2) AcetylcholineーOvisot（第一製薬製）を使用

した．之も非常に潮解しやすく，アンプルの底に白色

の固い結晶の健固着しているが，取り出して秤量中に

吸湿して潮解してゆくので， 実験の Standardとし

て，是非とも正確な値を知る必要上，次のよ うな操作

を行った．第2図の如くアンプルの底近く硝子切で横

にきづを入れた後，之を正確に秤量する．秤量後熱硝

子棒で僻ーをJ僚に拡大してアンプルを一周すると簡単に

写真
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Eserine加冷血動物用 Ringer-Lock液

Eserine10-s×2～3M 

NaCl 0.65 

KCl 0.02 

CaClz 0.02 

NaHC03 0.02 

G!ukose 0.2 

H20 100.0 

尚注意すべきは Ringer-Lock液のpH.を蛙の体液

のpH.と同じ6.8に修正するのであるが，修正後長時開

放置するとCaC03の沈澱を生t;,pH.値の低下と〉も

にイオン濃度が変化するから， pH.は使用直前に修正

すべきである．

第 3図

測定装置

弘 B 

l し

第 4図

B 
A 

第 5図

と筋肉片の一部しか挟めないので，我々はBのような

幅の椅々広いステンレス製のものを使用した．筋標本

を中欝享に連結する糸としては，湿度に上より伸縮し，

且つ巻覇軍のある絹糸をさけ，釣糸の 1厘ビニール糸を

使用した．

Ach測定法

生物学的検査法では，その原理として，被検液中の

Achの定量の前後にp 既知濃度のAch液を作用せしめ

その時の筋標本の収縮の度を被検液による収縮の度と

比較して定量する．収縮の度を比較するのに，従来2

つの方法が用いられている．その 1つは各種濃度の

Ach液による筋収縮曲線を油煙紙上に描かせ， 其の

曲線が基線となす角度を測り， Ach濃度を検事由に，

各濃度に相当する収縮曲線の角度を縦軸にとってAch

濃度感度曲線を描いておき，次に被検液による筋収縮

第3図の如きものを使用した筋標本はAの硝子容 の上昇角度を測って，さきのグラフよりその濃度を決

器中につるし，塗煤した円筒紙上に横棒て・描記させ 定する方法である．他の 1つは被検液の測定前後に，

る.Aの＇＇（~（，，；については，通常第4 図のA’のような容 既知濃度の Ach液による筋収縮を起させる事は同様

君！日1使用されているが，之は底部に液が残留して濃度 であるが， Ach感度曲線は横軸にAch濃度，縦軸にー

が不正確になり，又内部の硝子管の為に洗糠にも不便 定時間内の基準線よりの収縮高を以てグラフを作り，

であり，又小型にするとp この内部の備子管が操作の 被検液についても同様同一時間内の収縮高を測り，そ

邪魔になるので，第4図のB＇のような内容 6ccのもの れをグラフにあてはめてその濃度を出す方法である．

を使用した．セルピンについては，従来第5図のAの 今試みに 2～3の濃度の Ach液により 3分間筋収

ような鉄製のものが使用されているがp 鋳びやすい事 縮曲線を描記せしめると第6図の様な曲線を得るが，
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第 6 圏

第一の方法， E!Pち曲線の上昇角度を測る方法による

と， O.O!y/cc程度の低濃度では上昇角度は簡単に測定

出来るが， 0.03y/cc～O邸 γ／cc程度では収縮曲線に脚

の部が生じp 又更に高濃度では脚の部は著しく短縮す

るか消失するがp 曲線が円弧状をなすのでP この上昇

角度は厳密には測定困難でありp 仮りに脚の部を除外

しF それにつずく上昇部分の切線を以てjJ[ijるとしても

矢張り多分に主観的となり，不正確である. ra線 j そ

こで，若し一定時間，例えば正確に3分間収縮曲線を

摘記せしめ，この曲線の頂点と原点を給ぶ直線をひき

それと基準線とのなす角度を測定値として採用し得る

筈であるが， ＜b忠良jそれにはキモグラブイヨンの廻転

速度を正確に一定にしなければならないー 次に第2の

方法ではp 一定時間，仮りに正確に3分間収縮曲線を

摘記せしめp その曲線の頂点の基準線からの高さを測

定すればよし廻転速度は無関係である．今この第一

の方法と第二の方法により，前述のO.Oly/ccよりO.J;I 

cc迄の各濃度に於ける各筋収縮曲線から感度曲線を作

成し，比較検討して見ると第7図の如くである．即ち

第2の収縮高測定法による感度曲線は第lの上昇角度

測定法による曲線に比し傾斜大なる故に，測定能力大

なりと云い得る．叉O訓；＇／ cc～0.04y/cc聞及びP 0.06y 

/cc～O.!y/cc聞が略，直線状をなすことも測定上便利

10" .-1 
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8 

7 
Iib 

6 

5 
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Ila rn時的魚度

Tib F事負ぶ』jl面長坦の需庖

一一一一2喧手'Cc
0 001 002 003 004 005 OOG 007 008 009 U 11tc 

第 7 図

でありp 叉収縮高を測ることは角度測定より逢かに簡

便である．叉収縮高は塗煤油煙の厚薄や，始動時終末

時等に於ける廻転速度の変化には無関係である．

以上の理由によりp 我々は感度曲線作成には第2の

方法3 即ち収縮高を測る方法によった．

ε：！：c::t!'. r’J 作成
被検液中の Ach濃度測定にはp 前述の如く既知濃

度のAch液による感度曲線を描いておき，次いで被検

液による筋収縮を測って Ach濃度を求めるのである

から，先ず標準 Ach濃度感度曲線を正確に作ってお

かねばならないー

当初0θl;/ccから0.1γ／cc迄の標準Ach液を作り，そ

れによって筋収縮を起させるとp Ach濃度＿：；；大となる

にも拘らず，かえって収縮高が減ずる場合があった．

そこで試みに0.05y/ccの同一濃度でP 収縮を繰返し起

して見ると，写真3及び第8図のように同一濃度にも

拘らず，収縮高l土確実に減衰してゆく．之は収縮， JW

ち筋標本の Achに対する感度の低下であり，之は第

一の方法p 即ち収縮曲線の上昇角度から検討しても同

写真 3. 
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第 8 図

様の感度低下を証明出来る．然るに被検液中のAch~

度測定の為には，少く とも数回の収縮の聞は感度の変

化がないか，少くとも最少限度であることが必要であ

る．感度低下の原因として，筋標本の疲労はその一つ

の要因として当然考えられるが，第1回の実験でAch

液により収縮せしめられた筋標本はp Ringer液にて

Achを洗機除去し元の状態にかえされた後，再び第2

回目の収縮を行わせるのであるが，この際に Eserin-

izationにより増感された筋組織中の Eserineも悶時

に洗糠除去されてF 筋標本の Achに対する感度が低

下するものと考えられる．即ちEserineはAch分解

酵素ChE作用を抑制するが， 両者の作用は可逆的で

Eserineが除去されるとChEが働き， Achに対する

感度低下として現れるものと考えられる．そこで洗H庭

用Ringer液中に Eserinizationの際と同濃度にEs-

erineを加えP Ach i先糠により Eserineが筋組織中

より流出しないようにして，再び同様の実験を繰返す

と第9図の如くになる. l!Pち洗蔽 Ringer液中に

Eserineを添加した場合F 減衰度は添加しないもの

に比し透かに軽減されたが，尚相当の感度低下は免が

れない．又こ〉で注意すべきは2～4回目の収縮に於

て第l回目よりも多少感度が上昇することも之は殆

んどすべての場合に出現しP 叉前述の Ringer液の

写真 4. 
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第 9図

みで洗H廃する場合にも出現することがあるがp 感草低

下が急激な為に第8図の如く明瞭でない場合が多い．

以上述べた如く， i洗糠Ringer液に Eserineを添加

することにより感度低下は或る程度防止されたが，尚

十分とは云えない，我々は種々実験の結果，更に葡萄

糖を添加することにより， 即ち Eserine加冷血動物

用Ringer-Lock液にて洗樵することにより写真4及

び第10図に示す如く略々この問的を達し得た．尚， v
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第 10図

の際にも初期に漸次感度が上昇し， 3～4回後に略一

定となる．この感度一定になるに要する回数は室温の

高い程少し低い程多い傾向がある．次にこ、で更に

検討を要する問題は筋のAch感度低下防止にp 葡萄糖

のみの添加では如何と云う点である．即ちEserineを

含まぬ Ringer司Lock液にて実験を繰返してみると第

11図の如く著明な感度の低下を示す.JWち感度低下防
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止にはこの両者の合併が是非必要なことが証明され

た．

Eserineの濃度一筋標本の Eserinizationの際と

洗糠液中に添加する Eserine量とは同ーとしたが，

この Eserinizationの際の Eserine‘濃度は 10-sM程

度と云われている． 実験的に Eserineそのものによ

る筋収縮につき検討して見たが，第12図に示す如く

10-5×6M に至払初めて偉く軽度の収縮が認めら

れるが10-sx4M迄は全く無影響である．叉10-5Mよ

m
 

初l
 
一－MOI Imm 2mm _25”m 
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40 

第四図

り10-s×4M迄使用してみて， その聞に殆んど相違を

認めない．我々は105×ZM又は10-sx 3:.¥'1液を使用し

た．

Eserine増感時間－Es君rinizationの時間は従来30

分と云われている．果して30分で十分であるかp 叉更

に短時間でも足りるのではないかと云う疑問を持ち次

の実験を試みた． 之は当然温度及び Eserine液濃度

に関係すると思われるがp 室温24°C,Eserine濃度

10-s×ZMでは略々30分で完了する． JWち第13図の左

側に示す如く， 30分（第4回目収縮）で最高感度に達

~~I~ 
－－－一一一一

31時610 20 30 40分自 30分自

第 13図

している．然し乍ら，こ、に考慮、すべき事は，前述の

如（ Eserinization後に於てはp 同一条併で2～ーi回

Ach. 収縮を繰返して依，始めて」1'll高感度に達すると

し、うことである．この以後の影響の程度を知る為に，

1185 

10 

同一蛙の反対側の腹直筋を使用して30分間 eserinize

し， Achの同一濃度により収縮を繰返すむ第13図

の右側に示す如く第3回目で最高感度に達し，然もそ

の感度上昇傾向を左右比較してみると， Eserine-Ji：明

らかに時間的に感度に関与し，旦略々30分でEseri-

nizationが完了することがわかる．

pH.の影響一娃の体液のpH.は6.8でP人間の鐙液の

それは7.4～7.6である． 叉P 人血清の ChEの至適pH・

は8.4～8.5でpH値を下げれば当然作用低下してくるが

馬血清の ChEはpH6.0以下では作用しないと三われ

ている．従って採取した被検鎚液は直ちにEserineを

加えると同時にpH.6.0にして測定準備完了迄冷蔵し

ておくが，之を測定する際に，夏めて蛙の体液のpH

6.8に，再補正を要するかp 否かを検討してみた．

pH.6.0からpH.8.0迄0.2の差で11段階に亘って収縮

せしめるとP 第14図に示すようにp 殆んどpH.による

変化を認めない．之の点，海産二枚貝 Venusmace_ 

nariaのAch実験でもpH.の広範囲の変化によって

成績に影響を受けない，と云われていることとよく一

致する．

30 

20トl Eser;n. 1o"x 2 

,0[ I”m Ach 007f'cι 

pH6.o 62 od 60 68 7o 72 7A 76 7t; en 

第 14図

法透圧の影響ー蛙の体液の君主透圧は人間のそれより

も低いから，採取髄液を種々に稀釈して作用せしめた

場合に，そのことが筋収縮に何等か影響するかと思わ

れる．それで冷血動物用 Ring・er-Lock液を温血動物

用 Ringer-Lock液と適当に混合してP IWち塩類蓄基透

圧を変化せしめてP それによる筋収縮の変化を調べた

ところP務透圧上昇につれ，筋収縮も軽度上昇気味であ

るがp 大した差はなく，誤差範囲に入る程度である．

然るに髄液を高淡度で使用した場合には， E参賀漆透圧

その他種々の質的因子の影響によると恩われるが，筋

標本の緊張が増加する．従て含有されるAchが低濃度

の時にはこの点を注意すべきものと考える．

最高感度蛇腹直筋の Ach.に対する最高感度は種

々個体差があるが，通常O.Oly/crであって，特に鋭敏

なものでは0.0025y/cc迄t:i＼出している．

Aceton Wl!:fo」；· 1949~F Hsi-Chun Chan広リペ1);1t蛙

の｜凶主筋を用いp Ace tunを加えるここにより ：＼ch感



1186 日本外科宝函第27巻第5号

度を数倍に増強する方法を発表している．この際ChE 7U 

及び Eserineの作用は無影響と云われ， 通常の方法

で Achが検出されない場合に行えば，非常に好都合

であると思う．この方法で我々は第15図の如〈最高感

度0.004;/ccを検出した．第15図

~I.. ~三／
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第 15図
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第20図

Standard作製ー第16図に示す如く， O.O!y/ccより

O.ly/cc迄の Ach液を筋標本に作用せしめ，この収縮

高を以てグラフを描き，被検液の収縮高との比例的関

係、から，稀釈倍数計算の上p 被検液中の Ach濃度を

出すわけである．筋標本の長さや収縮率は各標本毎に

異るからp このStandardは各標本毎に作らねばなら

ない．この Standardの数例を示すと第16～第20図の

如くであるが，各図を通覧すると 0.03y/cc～O店 y/cc

•• 91 91 

pH 6.0 

iで＼酬Eser 10·•, 3M  

Act¥ ooev.ζ 

,2 18 24 36 dB 

第 21図

を境として，一側又は両側に，略々直線をなすと思わ

れる部分が出現するがp か》る標本では被倹液の収縮

高がこの直線部分に来るように稀釈すれば， Ach量は

比例的関係から容易に計算されるわけである．

姪

1933年 Chang及び Gaddumは最も満足すべき tes

tobjectとして蛙腹直筋と姪背筋を挙げているのは前

述の通りであるが，我々も蛭（ちすいびる Hirdoni-

pponica Whitman，叉はしまいしぴる Herpobdella

lineata 0. F. Miiller〕を数十匹使用した．

姪の体の中央部を l～l.5cm長に努万にて切断し，

次いで両側面より切開し，背部と腹部とに分けp この

~J'il!IJ ，＇；；；に附着せる白色の内臓神経組織等を除去すれば

純粋な滑平筋標本を得るといわれる．之を eserinize

してJf'I感して使用するが，この筋標本の長さは荷重に

より或るれ！度伸縮自在で，且僅かな刺戟で鋭敏に反応

して長さが笈るためp 蛙腹直筋に比し透かに仮い難く

'1i:'.J.1(1'1(Jj・y( ?tにはfft不通'11のように店、われる．但LP 感

！庄がJl:ゎ、I内に鋭敏でp メ冬期もi也.i(j等で容易に採取
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し得る利点がある．然し乍ら蛙腹霞筋にては Aceton 

による増感可能であるのに反して，姪に於てはAceton 

で筋の緊張度低下し，増感不能である．

人閣の髄液使用の場合の予備実験

今仮りに Achを含んだ髄液が採取されたとして

Eserineを加えずに室温に之を放置した場合に，時間

の経過と共に果してどの程度 Achが破壊されないで

残るものかを検討してみたのである．

室温2s0cpH.7.6の髄液に，仮りに Achを0.06y/cc

の割合に加えてみると Achは急速に分解され，娃腹

直筋標本では8分30秒乃至13分後には反応全く消失し

て Achは検出されない．尤も， この髄液は normal

のものであり，従ってChE量も normalと推定されF

実際問頭部外傷等の場合にはChE作用の変化があり，

叉 Achも相当多量に出現するといわれているのでP

全部このように速に消失するわけではあるまいが，髄

液中に拡散して来る AchはChEにより，少くとも頭

部外傷後の初期には，かなり速に分解されるであろう

と考えられる．

髄液中の ChEは血清中の ChEの1/90～1/150とい

われておりp 従って血液が混入する場合には，更に速

に Achは分解されるものと思われる．この点血液混

入多量な髄液での測定は無駄であり，従て髄液採取時

に於ても血液が混入しないように注意すべきは勿論で

ある．

更に前述の Ach加髄液に Eserineを添加し， ChE

の酵素作用を抑制して，同一実験を行ってみると， 24

時間後には Ach含有量は30～65%に低下するがp 尚

よく証明出来る．更に叉p之をpH.6.0に下げて冷蔵す

ると，第21図に示すように48時間後， pH.7.6のもので

は反応消失するのに反し， pH.6.0のものでは殆んど破

壊されずにAchが存在する．以上の実験により，採取

された髄液は，直ちに Eserineを添加し且pH.を6.0

に下げて氷中に貯えれば，かなり長時間定量実験に使

用可能と推定される．

Ach定量測定

脳糠重一人間の重症頭部外傷及び動物（犬，猫）の

実験的頭部外傷の際に髄液中 Ach出現の報告がある

が脳振塗の際に果して Achが髄液中に出現するもの

かどうかを検討してみた．

症例第1例武O滝O郎＇ 51才p 男子．

昭和29年8月5日午後4時20分頃自転車にて道路進

行中トラックと衝突して，耳目i却を強打しp 約25分間窓

識不明であった．受診の結果p 後頭部挫創のi也は何処

にも外傷はなく，受傷後約40分で水様透明の髄液を採

取しているがp 蛙腹直筋による検査の結果， Achは陰

性であった．

第2例斎O好o,15才，女子．
昭和29年8月13日午後10時20分頃スクーターの後に

乗っていて転倒，左側頭部を強打しp 十数分間意識不

明であった．直ちに入院し，その後一時梢々興奮状態

となったがp 側頭部に鶏卵大の血腫がある他，著変を

認めなかった．受傷後僅に約20分を経た午後10時40分

に，水様透明の髄液を採取しているが，検査の結果陰

性であった．

受傷後約20分というのは髄液を採取し得る最短時間

と考えられる．

以上の他に合計10例の脳振塗の唐、者について，何れ

も水様透明の髄液を受傷後種々な時間に採取して検査

しているが， Achは全く検出されなかった．

その他重症頭部外傷（脳挫傷型） 3例（ 1例は入院

後4時聞にて死亡）について，受傷後40分より 3日迄

の聞に何れも軽度血性髄液を採取して検査したが，

Achは陰性であった

動物家験一頭部外傷の方法としてはp 頭頂部打撲と

手術的直接損傷とを行った．

1) 頭頂部打撲

犬16例，猪4例を用い，イソミタ－＇］，を静脈内，叉

は皮下に与えp 軽度麻酔下に，重量lkgの木槌を片手

にもって頭頂部を数回強打し，軽度外傷のものより致

死的のもの迄p 各段階の外傷を与え，打撲直後より数

時間後迄，経時的に後頭下穿刺にて髄液を採取し，蛙

腹直筋にて Ach検出を試みた．採取髄液は水様透明

のもの（13例）より軽度血液を混入し梢々淡紅色程度

のもの（7例）迄は使用したが，肉HN:的血液混入強度

のものは Ach検出の意味なしと認めp 使用しなかっ

た．このうち犬1例，猫l例では， 0.5mg/kgの Es-

erineを皮下に与え，叉舗2例では l.2mg/kgのEs-

erineを同様皮下に与えて検出を試みているがp es-

erinizeしない猫l例に於て髄液中 0.034y/ccの Ach

を検出したのみで，他は全て Ach陰性であった．

2) 手術的直接損傷

上述のように頭頂部を木鎚にて強打して頭部汐十傷を

与える方法では，脳への損傷の程度が不定で，屡々蜘

網膜下出血の為髄液に血液を混入しp 時には多量の血

液を混ずる為， Achi!ll定不能となる．そこで以下述べ

る如〈手術的に頭蓋を聞き，可及的出血を避けつ》皮

質へ雌実に外傷を与える方j去を行ってみた，動物はす
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ぺて犬である．

i) 頭蓋を開き，硬膜上より針にて皮質破壊．第l

例．頭頂部皮質破接15分後，後頭下穿刺にて3.5cc髄

液採取蛙腹直筋使用．第2例．頭頂部皮質破壊直後

2分30秒後， 5分後，後頭下穿刺にて鎚液採取．蛭背

筋使用．以上何れも Ach陰性．

更に頭蓋を大きく開きp 更に広範囲に脳を破壊した

もの．

第3例．頭頂部皮質破鐘後5分， 15分＇ 30分， 45分

60分， 2時間30分p 後頭下穿刺にて髄液採取蛭背筋

使用．

5分後のものに AchO店 2y/cc出現.15分以下陰性

ii）硬膜を開き，蜘網膜上よりピンセットにて皮質

を挫減．

第 I例．頭頂部皮質挫滅後5分， 10分＇ 15分， 20分

3時間30分を経てp 後頭下穿刺，鎚液採取，初め水様

透明，次第に血液を混入す．蛭背筋使用．

5分後のものに Ach.0.012y/cc出現． 他はすべて

陰性．

第2例．頭頂部皮質挫滅直後， 15分， 30分， 45分，

11時間， I 時間30分， 2時間を経て後頭下穿刺にて鎚

液採取．姪背筋使用．

45分後のものに Ach.0.0063y/cc出現．他は何れも

陰性．

第3例．頭頂部皮質挫滅後20分， 40分p I 時間， 1 

時間40分を経て，後頭下穿刺にて髄液採恥姪背筋使

用．何れも Ach陰性．

iii）硬践を聞き脳室に向い硝子俸刺入．

第 1伊ll.硝子棒刺入後20分， 40分P 1 時間， 2時間

3時間p 5時間を経て後頭下穿刺にて鎚液採取．姪背

筋使用．

第2例．硝子棒刺入後30分， 1時間， 11時閣30分を

経て後頭下穿刺，髄液採取．何れも髄液は血性で，時

間と》もに血液混入度を増し Ach検出は全部陰性に

終ったa

Esetine静注による髄液中 Ach出頭，

W.Feldherg, H. Schriever4＞によれば， 犬（13～

30kg）に Chlorase麻酔下に l.5～』.Smg/kgのEs-

erineを長時間20～30分かけて静注すると， 10分後の

髄液中に Ach.（最高0.0!5y/cc）出現すると述べてい

る．我々 は！筆か 1例の追試ではあるが，この方法にて

髄液中にAchの出現することを認めた.l:!Pち体重7kg

の大に fゾミタールffittj:麻酔のもとに Eserine3mg/ 

l、Eを約20分間にて静注しp 10分後及び 18分後に後頭

下穿刺にて髄液夫々2cc宛を採取し， 蛭背筋にて Ach

を測定しP 夫々0.0044y/cc,0.0068y/ccを検出した．

癒滴患者の髄液

Tower及び ：＼leEachernは髄液中のAch及びChE

の研究に於て，繍網患者では ChE正常pAch陽性7>

を報じている．実験の詳細は不明であるが，髄液中の

ChEが正常とすればp 果して髄液中に拡散して来た

AchがChEによる破嬢を免がれ，検出され得るもの

か否か興味があるので，我々は書留澗患者の発作状態に

ないもの14例，発作中のもの，叉は発作直後のもの3

例の髄液を後頭下穿刺にて採取し， ( 11予j腰椎穿刺に

よる）Achの検出を行ったが，発作中のもの、 1症例

を述べると，

症例千O恵、つ， 7才，女子

約2年前， ≫Uに誘因と思われるものなし突然全身

盤轡と意識喪失を来たしP 1日数十回の発作が40～50

日続いた．その後次第に発作の回数を減じ， 1自に 1

四位となったが，昭和29年3月頃から再ぴ回数増加し

8月末より殊に著しし現在30分に 1四位の発作が連

続している．

本患者の髄液採取は空気脳嫌影の際に行ったが，空

気注入中に発作が2回起っている．空気注入開始時と

2図の発作直後と終了時との計4回の髄液について，

蛙腹直筋を使用して Achを測定したが全部陰性であ

った．其他の痴澗患者の髄液でもp l例も Ach出現

を見ていない．

更に課員病患者に Pentazolを350mg～800mg静注し

て，発作を誘発せしめ，発作直後乃至10分後に後頭下

穿刺にて髄液を採取し， Achの検出を行ったのが3例

あるが，何れの例でも陰性であった．

電撃ショック！こ於lする髄液

頭部外傷の一種であり短時間の意識喪失と全身盤殺

を来たす電鉄ショックでは，儀液中に Achが出現し

ないかとの疑問を持ちP犬について直流抵抗600～1900

0，交流100～！30Volt，通電l～5秒間の電盤を行い，

通電後1～5分で，後頭下穿刺により髄液を採取し，

蛭背筋を使用し計5例の Ach検出を試みたが，全部

陰性であった．

考 察

髄液中に Achの出現を見たのは僅かに実験的頭部

外傷例中の4f品J,J.ft..ぴ Eserineを静注した犬 Ii9JJの

みで， lhMJJ~ 1Y1, IJIJiffifi店、ん ’，[j;幣ンヨツク等総て陰性で

あった．この i:':~J以憾〆lーら抗ヒヨリン剤等の頭部外傷に
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対する治療効果について研究することは不能であった

がp Achの出現を見た例に於ても，その出現量は今迄

報告されたものより 1例を除いては比較的少量であり

又外傷後比較的短時間に出現している．我々は人間の

髄液中の Achの検出には既述の Eserine添加＇ pH 

6.0に訂正， 冷蔵保存の方法を厳密に行っているのに

拘らず，結果は上述の如く陰性の場合が4与し＼然るに
Bornsteinは eserinizeされざる動物に於ても頭部外

傷後初期に5.0～5.4y%のAchを髄液中に検出し， 48時

間後も尚3.0～3.Iy%1＞のAchの存在を認めている．我

々の実験にて頭部外傷後 Achの出現した4例は外傷

5分後2仔1, 10～18分後1例F 45分後1例であってP

外傷後比較的短時間のものにのみ出現している．この

点理由不明であるが何れにしてもp 髄液中 Achの出

現は，結局干申緩組織のAch生産量と髄液中のChE.活

性度との関係によってきまるものであり，瀬剰に於て

はChE.normalと云われ，叉頭部外傷でも外傷を受

ける主主はChE.normalである筈であるから，結局髄

液中 Achの出現は頭蓋内神経組織への傷害が大でP

Ach生産が大なる程 Ach出現の機会大なるものと考

えられる. Achは ChEによってP 酷酸と生物学的活

性度の低いCholinとに分解されるがp 引続き多量の

Achが放出されて髄液中に拡散してくる場合，.＆Pち脳

損傷の大なる場合にはppH.変化等のChEの活性低下

の要因を生じて Achが出現するものと推察される．

今迄髄液中に Ach出現を報じている文献では，生

物学的定量に利用した動物名の記載はあるが，その方

法の詳細は不明である．我々は蛙腹直筋に於けるAch

の洗糠用 Ringer液としては， Eserine加 Ring・er-

Lock液に非ざればp 筋標本のAch感度低下蓄しくp

Achの定量には不適当であることを夜明した．

生物学的定量法ではp その標本の感度は個体により

非常な差があるが，蛙腹直筋に於ては大体最低感度

O.Oly/ccとみてよい．蛙腹直筋は感度比較的安定で使

いよいのであるが，髄液は測定時稀釈して用いられる

のもこの程度では感度が少し；不足のように思われ

る．この点姪背筋に於てはp 温度その他の外的刺戟に

敏感に反応するので，取扱いに不安定な線はあるがp

最低0.002y/cc程度の感度であり3 全実験を姪背筋で

行っていれば，或は Ach出現率がもっと高いのかと

も思われる．

又 ChE活性に影響のある髄液のpH.値を同時に測

定すべきであったかも知れないと考える．

結 語

1) Ach・定量に関し種々の条件を十九討しP 殊に定量

的実験の際にlむ筋標本i洗搬用 Ringer液は Eserine

加冷血動物用 Rin5er-Lock液を使用すべきことを明

らかにしfこ．

2） 脳振漫，脳挫創p 癒病患者p 電撃ショ ッグF

Eserine静注等p 人間或は動物の髄液中のAchをiJlij定

したこのうち Achの出現をみたのは頭部外傷例中

の 4例P Eserine静注犬1例のみで然も外傷例では

外傷後， 比政的短時間に出現した．

3) 髄液中の ChEの Ach分解作用により， かな

りの Achiii：が放出されないと，髄液中Achの1±1現は

検出出来ぬものと推定される．

終りに臨み本研究fこ芭々の便宜を与えられた九間p

代田p 越智p 占部p 島田fij；教室員諸氏に深甚なるj感謝

の意を表する．
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