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《ノート》  

アルツハイマー病動物モデルの・作製とその評価法  

PreparationandAssessmeJltOfAnimalModelofAIzheimer’sDisease  
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Ⅰ．はじめに  

近年の中枢神経核医学領域の発展にはめざまし  

いものがあり，シングルフォトンで標諭された新  

しい放射性医薬品の開発と撮億機器であるSing】e  

photonemissioncomputedton）Ography（SPECT）  

装置の普及によって，一般病院においても容易に  

断層像による局所脳血流情報を得ることが可能  

となった．現在では脳における機能的情報を提供  

する手段として脳血管障害に加えて，てんかん，  

痴呆，躁うつ病，精神分裂病などの疾患で騒床的  

有用性ト4）が静められており，形態学的情報を繰  

供するⅩ線CTやMRIとともに一般診療上必  

による中枢神経核医学領域では，  S托CT   さらに  

局所脳血  機能的情報をもたらすとされる  

神経受容体分布の画像化が欧米にて報告されはじ  

めており与珊，わが国でも近い将来種々の神経受  

容体分布のSPECT像によって，精神・神経疾患  

の解明，診断，薬物治療の効果 

方針の選択が可能になるものと 

一方，今後，いずれの神経受容体分布のSIIECT  

像の臨床的有用性の評価に先だっても，より優れ  

たSPECT用放射性リガンドの開発および正常動  

物または疾患モデルにおける基礎的研究が不可欠  

であると考えられる．   

本研究においては，将来の神経受容体分布の  

SPECT像の標的疾患として高齢化社会の到来に  

ともなって患者数の増加が予想されるアヤツハイ  

マー病を選択し，その疾患動物モデルの一つとし  

て報告きれている10）一側性前脳基底部破壊によ  

るコリン作勒性神経支配除去手術ラットを作製し   
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Fjg．1Circuitdiagra皿Ofastep－throughAPParatt）SfortheevaluatlOnOfpassiveavoid－  
i皿tb¢rat  

ンレススチール注入針をbre卯1aの後方0．8mm，  

正中より右側2．6mm，硬膜より腹側7・3mmの  

位置まで剃入した。細胞破壊にはリン酸緩衝液  

（0．1M，pH7．4）に溶解したイポチン酸（Sigma，  

印nmol／／崎を用い，5J唱0．5扉を微塵注入装置  

（サミットメディカル社製，B－3373C）にてユ分間  

かけて緩徐に注入し，逆流防止のため3分間静置  

痙に針を抜いた．対照として，針を刺入後5分間  

静置し何も注入しない偽手術群を9匹作製した・  

Jarvik＆Koppの回路12）を参考にSteP－through  

型受動的回避実験装置を考案，製作した．回路国  

および装置の全景をFig．1およぴFig・2に示す．  

実験箱は明暗2重からなる．20亡mの高さから  

100Wの白色電球で照明した明宝（幅25c皿，高  

さ20c皿，長さ25c皿，アクリル叔5mm厚）にラ  

ットをおくと，ラットの身体を介して床の銅板に  

よる前方電極横間（間隙3mm）に微弱電流が生  

じる．この電流をトランジスタにより増幅し（リ  

レードライバー），電磁リレー（R3）を働かす．こ  

のリレーによる入力パルスは，74LS132のヱ入力  

NANDゲートとC－R微分回路を組み合わせた単  

Fig．之 Overviewofthcstep－throughapparatt）S，馳e  
experimentaIboxconsist 

dark（a汀0血組d）¢Omp 

た．モデルの作製法と疾患モデルと 

について報告する．  

ラット手術群の作製   

前厨基底部破壊手術には体重200gの雄性ドン  

リェウ系ラット25匹を用い，ベントパルビタール  

（50皿g／kg，腹陸内投与）麻酔下，ラット頭部を脳  

定位固定装置田町i血igeSR－5）に固定し，P誠ino5  

＆Watsonの図譜11）にしたがって2タグージステ  

り
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置により反応常時を自動的にかつ正確に汎定する   

ことが可能である．  

受動的回避学習は反応の獲得と消去について検   

討した．モデル作製6日彼の隼得試行セは，ラッ   

トを明壷に入れ10砂後にドアを開けた．ラット   

は暗室に移動し電撃ショックを受け，由重に戻り   

たところで取り出した．保轟テストはその36時間   

後に行い，蕃得試行時と同様にラットを明室にお   

き，ラットが暗室へ移動するまでの潜時を最大   

300秒まで測定した．  

組織化学的検索  

受動的晶避実験における保持テスト終了後，前   

脳基底部破壊モデルラット13匹にぉいてベントパ   

ルビタール麻酔下，ラット左心室より200mJの   

2％パテホルムアルデヒドおよぴ2％グルタルア   

ルヂヒドにて頭部を濯流L，全脳摘出後，■一昼夜   

4％パラホJレムアルデヒド中に固定した．ひき続   

き20％簾糖リン酸緩衝液中P．1M，わH7．4）に   

3日廟痘痕忽 厚さ20r〝mの連続前額断面切片   

を作製し，一山部はクレシルバイオレットによる  

Njssl染色，ニ部はKa一皿ovsky＆Roots13）およ  

ニ51叶Tagoら14）のアセチ／レコリンエステラーゼ染  

．：イ∴色を施行した． 

安定（ワンショット）マルチバイブレータにより，  

整形された負の出力パルスとなる． 

パルスは7404のNOT回路により正のパルスと  

された後，7400のり 

ップフロツプ回路の一端子にはいる．フリップフ  

ロップと払出力がり1日および用，，の2借の安  

定状態を持ち，外部から与えられた入力条件によ  

って，そのどちらかの安定状態になる回路をいう．  

そして次の入力条件が与えられるまで，その状態  

（セット状態）に維持する，1ビットの記憶素子  

である．明室と暗室の間にはスライドするドアが  

あり，このドアを開けるとスイッチがONになる  

ように連動してヤ、る．一九デジタル丁仲ボード  

（NEC∴Ⅲ0－8022A）を轟音したマイクロコンピ  

ュータ（NEC，PG8印1）により，入力ポートにフ  

リッブプロップからの倍音占ドゥスイッチからの  

信号の両方が入ると；±ンビュ⊥タのタイマーが  

働き出す．ラットに吼 明室から比較的速やかに  

暗室に移動する習鮭力至あ畠r∴暗室（幅25c遠，高  

さ20clⅡ，長さ50c皿，アクリル板に黒色スプレー  

塗料を塗布）の床には中間電極枝と後方電極板が  

あり，ラットが後方電極板に達すると明宝におけ  

ると同様に微弱電流が生じる．凍に述べたリレ  

（耳2）ドライバーおよび単安定キルチバイプレ丁  

タを介して信号がフリツア7軒ツプ回路の前回と∴  

は別端子にはいると，入力兵庫密造いによりセッ∵  

ト状掛こなる・このフリップアヰサニプの出力状態 

の変化が入力ポートからコン占立こタに伝えられ 

夕イマーが停止する．それと同時に出力ポートよ  

り5ボル斗の電圧が生じ，リレードライバーによ  

り増幅されリレー（鼠1）を働かす．このリレーの  

作動時間は任意に設定可能であるが通常5砂とし  

た．このリレー，Klが働くと交流餌0ボルト，  

最高3mAが後方電極板および中間電極板に加わ  

り，電撃ショツ辛がラット両足間に与えられる．  

このショックによ 

ってくる．先ほど述べたタイマーは，一両査問のド  

アを開けてから，■ラブトが後方電極破に到達する  

までの時間となる．上の時間を受動的回避反応に  

おける反応瀞時（回避常時）という．この実験装   

コリゝ㌢アセチル転移酵素（CAT）およぴアセチ  

ルコリンエステラーゼ（A亡Ⅰ瓜）活性の測定   

受動的回避実験とは別に，前脳基底部破壊ラッ  

ト12匹において，モデル作製7日後に破癖側と非  

破壊側から摘出した大脳頭覇業皮質を，CAT測  

定用の7匹では1．5％w／ⅥA血E測定用の5匹で  

は0．2％w／vの割合で氷冷1mgのEDTA溶液  

（10mM，pH7．4）中にてTrito皿Ⅹ－100（0．5％Ⅴ／v）  

とともにポッター型ホモジナイザーで破砕した．   

CAT測定はFopnumの方法14・16）によった・  

すなおち10b〝J．のミニチューブに上記のホモジ  

ネート5扉と，NaCl（300血M），リン酸緩衝液  

（50mM，PH7．4），塩化コリン（8mM），EDTA  

（20mM，pH了．4），フィゾスチダミンp．1mM）  

を含む15直の溶液を入れた．その後，Rユ棲識   
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質である【acetyl－1J4C】・Acetylcholin6（NewEng－   

landNuclear，NEC－350・10，2・07GBq（55・95pICi）／   

平皿0】）を含む溶液を加えることによ・り3qOCにて   

反応を開始させた．反応開始15分後に塩啓ハイド   

ロキシラミン（1M，p壬‡6．5）20扉を加え，氷冷   

することにより反応を停止させた．この反応溶液   

に0．5mJのリン酸後衛液（10mM，、pH7・4）を加   

え，1mJ容曇の．ミニチューブに移㌧た■ これに   

151ngの砿班もorを含む0．5mJのプチルエチル   

ケトンを加えボルテックスミキサーにて横枠し，   

さらに遠心後，上層のプチルエチルケトンを吸引   

し取り除いた．この過掛こより，未分解甲RI襟   

識基質アセチルコリンが取り除かれる，これを，   

再度繰り返トた後，下層のリン酸援衝液を20mJ   

容量の液体シンテレー・ショ㌢用バイアルに移し   

た・こ叫こし 

Engla血Nuclear，Aqu甲01ⅠⅠ）を加キ，聴体シン   

チレ「ダにて測定した・  

屯軌蛋白定量は融a郎ordの方法18）によっ  

た．  

基質であるtacetyl－l－14C】－AcetylCoenzyme A  

（New England Nuclear，NEC313L，2．01GBq  

（54・32．m（：i）ノmmol）20〆（0．4ⅡlM）を加え・・370C  

にて反応車間始した・反応開始15分後に彗酸ハイ  

ドロキシラミン（1M，pH6．5）ユ0扉を加え，氷  

冷することにより反応を停止させた．この反応溶  

液に0・5叫のリン酸緩衝液（10mM，pⅡて・4）を  

加え，甲皿J容量の液体㌢ンチレ㌻ショ 

アルに移した・このバイアルに10mgのⅩalibor  

を含むヱmJのアセトニトリサや加え，さらに，  

10mJの疎水性シンチレ一夕（New Bngland  

Nucle叫Econo且uor）を加え，静かに振勘燕・ 、J；  

生成された14C標識アセチルコリンはシンチトー  

タ相に溶解するが，尽Ⅰ椋識基質AcetylCoe中野皿e  

Aは水相を羊留まり，液体シンチレーションカウン  

タでは計数されない．   

AC比測定もFonnumの方絵17）に皐？た・  

100直のミニチューブの上記のホモジネートざ、〃J  

を入れ，これにリン酸後衛液（20m叫p埠7・阜）キ  

牛血清アルブミン（0．8mg／皿乃，および旦Ⅰ標静基  

Fig．3 Acetylcho］ineesterase（toprow，Ⅹ叫andNissIstaining（bottomrow，×400）at  
basalfbT由【血in theipsi払teral（ー短bt亡01umn）and contralateral（】e托¢01umn）  

sideto也eu皿ilateralIesion．TbescstainingmetbodsfeVealncuronalcdlloss，  
glio＄lS，and diminished AchE stainhgin a ventralreglOn Ofglobus patlid－JS，  
substantiainnohinata，andinternalcapsuleintheipsilateralside．CP：Caudate  
putamen，GP：globus・palJidus，IC：hternalcapsule，THAL＝thalamus，SI：  
st】bstantiainno刀1inata二  

ー   
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モデルにおいて13匹中5匹で著明な回避潜時の短  

縮がみられ（9，15，25，39，42秒），他の8匹は300  

秒以上であった．一方，偽手術群9匹における保  

持テストでは，全例が308秒以上の回避潜時を示  

Lた．42秒以内の回避潜時を示した割合は，手術  

群において偽手術群よりも統計学上有意に大であ  

った（Fis血erの直接確率計算法．p＜0．05）．  

組織化学的変化   

前脳基底部破壊モデルラツ■トにおける破壊部位  

では，淡蒼球腹側部，無名質，および内包におい  

て神経細胞の脱落およぴグリオーシスが顕著であ  

り，アセチルコリ■ンエステテーゼ染色性の低下が  

認められた（Fig．3）．また，投射部位である破壊  

側前頭葉から側頭葉・頭頂葉皮質において，ナセ  

チルコリシュステラーゼ染色性の低下がKarnov・  

Sky＆RootsおよびTagoらのいずれの方浜でも  

みられた肝ig．4）．一方，帯状回皮賓，後頭葉皮  

風涛馬，．線条体の染色性には破壊側と非破壊側  

で差はみられなかった．  

CATおよぴAdlE＼活性の変化   

頭頂某皮質において破壊側は非破壊側に比べ，  

CAT■活性が平均46％，A血E活性が平均棚‰  

統計学上有意喧bく0．001，Student’＄J－teSt）低下  

していた（Tab】el）．  

ⅠⅤ．考  察  

アルツハイマー病は初老期（40－60歳）に発症し．  

徐料に進行する高度な痴呆を主体とする大脳の代  

表的変性疾患19）・である．わが国のアルツハイマー  

病ゐ有病率は欧束に比敬して少な■いものの，加齢  

にともない有病率が増加するため高齢化社会を将  

来迎えるわが国で患者実数の増加は必至叫であ  

り，積極的原因の究明と有効な治療法，早期発見  

方法の確立の必要性が叫ばれるている．   

この疾患の死後脳においてはコリン作動性起殆  

核とされるMeynert核での細胞脱落と神経原凍  

維変化が著しく叫2皇），大脳皮質の老人班の出現と  

M甲皿ert核の細胞脱落量に相関があることが指摘   

ⅠⅡ．結  果  

受動的回避反応  

獲得施行時の反応潜時は，前脳基底部破壊手術  

群が8土12砂（mean土SD），偽手術群8土9秒と  

蓑異はなく，明宝から暗室へとすみやかに移動し  

た．36時間後の保持テストでFも 前脳基底部破壊  

Fjg．4 Acetyl血olin¢eSteraSelStainingbyKarndvsky＆  
Roots’a血dTago’smetbodsinc甲Onalbrain  
Slicesshowi工噂dimizlish 

Sive area of丘・OdtaI，tempOraI，andparietal  
COrticesin tlleipsilaterarsideto the basal  
forebrainJesion．Toprow：Ca，udat¢Putaminal  
level．Bott6mrow：thalan］ic］evel．  

TabIel E能cts ofibotel］ic acid咄ectionintomi－  
1ateralbasalforebraiJl叩CATandAch玉in  
parietalcortex  

No L即elsilparietalcort¢Ⅹ 
Enzym¢  rats  

Ipsihteral，Contralateral  

Cbolineac吋1－ 715・1土3・ヱ＊ 27・8土2・8 

圧ansfむase  

（CAT）   

nmol／mg   

protein／加  

Acetylcboli皿e 51・2≠0・2＊ 2・0±0・2 －4D％   

estra5e（AchE）   

〃皿01／mg   

protein／bf  

＊p＜0・OOl，ipsilaterals王dev・S・COntralateralsideto  

bas且1fbfebrain】esioninoperated fatSし（Student，s  

tte5f）．  
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イポチン酸による疇脚陸前脳基底部破壊手術ラッ   

トを作製し，動物モデルの妥当性の評価と核医学   

的画像化のための基礎的研究を行った．  

学習・記憶障害の評価法には受動的および能動   

的回避学習や空間迷路学習な‘ど樫々のも？がある   

が，本研究では簡便・安価で比較的短時間で結果   

の得られる受動的回避学習に串声評価を選択し，   

その実験装置を考案，制作した．今回の装置は   

Jarvik＆Ⅹoppの装置12）を基本とし，コンピ   

ュータの使用により回避反応の薄暗測定と加える   

電撃ショックの時間調整の誤差を減ら・，■r］薄らに   

デジタル回路の採用により精度，計筆埠度壷向上   

させるなどの改良を加えた．  

本モデルにおいて学習・記憶能力を評価㌧た報   

告の中で，両側前脳基底部破壊手術を摩したラッ   

トでは，24時間後の保持テストにお心情受動的回   

避反応薄時の平均65％以上の著明な思緬如認め   

られた33）という．また，－側前脳基底部破壊ラツ 「プ   

トにおいても30分後の保持テストに由げ畠平均約   

20％の有意な短縮禦）が報告されている11・r 

旗討でも・36時間後の保持テストにおV†て偽手術群   

と比較して統計学上有意な反応潜時ぬ短痛が手術   

群ラットセ認められた．下血eら叩■はイポチン酸   

忙よる一側性前脳基底部破壊ラットを作製し，受   
動的回避反応においヤ記憶の獲衛占保持に障害が   

みられたことを確認した．その鑑±リン作動性   

神経の移植の学習能力改善への影響を調べ，記謄   

の獲得は移植後も改善しなかったが，記憶の保持   

は改善したとしている．これらのことかも，主に  

記憶保持熊カの低下が手術群ラットの受動的回避   

学習における反応薄時の短縮に関与したことが示   

唆される．  

アセチノレコリンは，はじめて証明された神経伝   

達物質であるがアセチルコリンの脳内分布そのも   

のを可視化する適当な手段はいまだ開発されてお   

らず，前脳基底部の破壊によるコリン作動性神経   

投射路を介した影響の解析のため今回はA血E染   

色を施行した．この染色では酵素組織化学位が最   

も頻繁に用いられ，その中で．もarnovsky＆   

Rootsの方法18〉が良く知られている．しかし，   

されてい 

害作用を持つ中枢性抗コリン剤の健常者への投与  

によってア／Iツハイマー病類似の記憶・認知障害  

がおき，抗コリンエステラーゼ剤投与によって回  

復することがDrachnanとLeavitti甲トによって  

明らかにき打て以免 コリン作動性神経の記憶・  

認知機能への関与が注目されてきた．．これらの知  

見に基づいて，アルツハイマー病の動物モデルの  

確立とモデルによる薬物効果の評価を中心とする  

雫験が行われてきた10）．  

現在用いられているモデル動物の作製の方牲は  

大きく2つに分類され，基底核の物琴的および化  

学的破壊を起こす方法2¢‾呵と，ムスカリン性ア  

ヤチルコリ、ン受容体括抗薬（アトロピン，スコポ  

ラミンなど）の投与29月1）による方法があり，各キ  

について組織学的，神経化学的解析と行動薬理的  

評価の両面から研究が進められている．今晶の実  

験に使用しをイポチン酸は，神経繊維を除いて細  

胞体と樹状突起を選択脚こ破壊す草作用をもつ甲  

とされており，カイニン酸と比較してよp均一で  

特異的な作用を有している．   

Smitbはコリン作動性神経支配除去によるテル  

ツハイヤー病の動物モデルの報告の総括1甲にお  

いて，同疾患患者と動物モデルの多項目の比綾を  

行っている．前脳基底部破壊手術動物では，CAT，  

Acbち アセチルコリン，高親和性コリン取り込  

み等のコリン作動性ニューロンマーカーの低下，  

グルコース代謝のびまん性の低下，スコポラミン  

高感受性，学習・・記憶の獲得・保持の低下，空間  

琴識カの低下がみられ，アルツハイマ「病患者に  

おける所見と一致す早・一方，手術動物で革め  

られる慢性期における学習館カの自然回復と  

A血E阻害剤による学習能力の改善が患者でみと  

められない，同患者でみられる非コリン作動性ニ  
ューロンマーカーの多彩な変化と特徴的な分布を  

示すグルコース代謝の低下が手術動物ではみられ  

ないなどの相違があった占いう．   

本研究ではこ甲ようなアルツノ、イマ一癖患者と  

動物モデルの相違点に留意しながらコリン作動性  

神経の核医学的画像化のための基礎的検討として  
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術施行ラットにおける活性低下率の報告値4＝1）  

とほぼ同等であった．   

本研究で用いた手術ラットは前述のごとく大脳  

皮質への投射核である前脳基底部を神経毒である  

イポチン酸により化学的に破壊したものである．  

以上に述べたごとくこの破壊の効果を行動薬理学  

払および組織学・神経化学的の申面から検索し  

たところ，学習能力の劣化と前シナプス性のコリ  

ン作動性ニューロンヰーカーの著明な低下が確認  

された．これらのことからこのコリン作動性神経  

支配除去モデルは人工的なアルツハイマー病の－  

モデルとして是認トうると考えられた．  

Y．結  語 

脳に掛ナるコリン作動性神経支軒の核医学的画  

像化のための基礎的研究として，イポチン酸を用  

いた一側前脳基底部破壊に与るコリン作動性神経  

支甲鹸幸ラットを作成し，学習」由憶障宰の評価，  

組織化学的損気酵素化学的模索を行ぃ，・疾患モ  

デルとしての妥当性を検討じ軋  

1）より精度嶺高いSt占p－tbfOugbr型受動的回避  

実験装置を制作し，受動的回避学習における反応  

の牽待と消去につ王、て検討した．準得施行時の反  

応潜嘩は，千野癖と偽手術群で差革ま年かったが，  

保持テストでは手術群は偽手術群よりも統計学上  

有意に短い回避潜時を示した．   

ヱ）ラふ 

Nissl染色およびAcbヱ■染色を施行した．破壊側  

ではNissl染色におV■、て扶育球腹融批無名凰  

および内包の神経細胞脱落とグリオーシス牢渾著  

であり，AdlE染色性の低下がみられた．投射部  

位の破壊側前頭葉から頭頂菓，側頭葉皮質におい  

ても皐C坤染色性中崎下がみられた 

3）Fonnumの方法により CATおよびAchE  

活性の鱒定を行った・頭漬菜皮質において破壊側  

は非破壊側に比べCAT活性が平均46％，お皐び  

A血E活性が平均40％統計学上有意に低下して  

いた．   

以上，コリン作動性神経支配除去ラットは実験  

的アルツハイマー病の一動物モデルとして是認し   

この方怯はAcbEの強い活性が神経軸索や終末部  

にみられるのに対し，頼経細胞体の活性は低い，  

または強く密に染まサた鹿維網に妨げられて細胞  

体の観察・同定が困難であるといぅ欠点を有する・  

このため今回は五goらの方法14）によっても検  

討した．この方法では，コリン神経細胞体と神経  

線絆の両方を良好なコントラストで評諭しうると  

いう長所を有する・この法やAcI瓜染色におい  

て，前脳基底部破壊同側，大脳前頭頭頂側頭葉皮  

質における広い範囲の染色能の明かな低下が認め  

られた．horseradishperox砧se（HRア）などを大  

脳皮質の各鏡野へ限局性た注入し，標識された細  

胞を観察するという逆行性郵索押送法を用レや報  

告38‾38）によれぼ，無名資を中心・とする前脳基底  

部におけるコリン神経の起始細埋ま，＝ほぼ皮質の  

投射額域に対応し良二定¢廃位碑異由な配列を  

示すという．すなわち，しより、吻内側のブローカの  

対角帯核からを綿状甲車よ密後頭葉皮質ぺ，無名  

質からは前頭葉皮蛋ヰ；∴儀草堺甲嘩側から埠頭凰  

側頭葉皮質へと主≡と∵して投射する．今回イポチン  

顧を用レ1て破壊じ起軸勤ま淡蒼隷旗側部，無名質  

であり 

が大脳皮質で認めらてれた．   

ラット脳内のコリン作動系は内在型神庫細胞と  

■し 投射如分け苧耕草・∵葡者由ま練兵体に恵け苧コ  

リン作動系神巌細胞串暴防大脳皮質に存性するコ  

リン作動系神経細胞が■あ海上ト後者には前述のごと  

くラノ？ト前脳軽おぃ七融廟基底部に神経細胞を有 ′  

し大脳皮質へ投射する前腕基底部一皮質系と，中  

隔およびプb－かの対角帯に神経細胞を有し海馬  

へ痩射ナる中開上海席郵9）かあ．る．大脳皮郵こお  

けるチノリン作覿系神経細胞はその3咄が内革型，  

残りの70％が投射型である40）とされている，今  

回の実験刊まこノの如ン革由起始部の一つである  

前脳基底部を嘩廉し，大胆頭頂葉皮質隼おける  

CATおよぴAcbBの変化も定量した．非破壊側  

の頭頂菓皮質に酎、てCAT‥ぉよびAchE活性の 

値は従来の報告値札41）とほぼ丁致し年・ま「た破  

壊側においては非破壊側に比べCAT活性が平均  

46％，AcbE活性が中均40％低下しており同手  
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