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研究成果の概要（和文）：海馬歯状回分子層に球状沈着物を多く検出した法医剖検例で、ドパミン関連分子、レ
クチン、一本鎖DNAを組み合わせ蛍光二重染色で検討した。レクチンの染色性は、死後8日と7日で大きく変化し
た。レクチンを用いた診断法は、死後7日を目処に適用の可否を検討する必要があると考えられた。Braak Stage
は、Ⅳ以上になると必ず何らかの臨床症状を示すが、stageⅢの場合、無症状から重症までの可能性があり、し
かも症例数が多く、別の指標が待たれていた。StageⅢの中でもTAAR1染色性が低い例は、生前に認知症状を呈し
ていた可能性が高く、TAAR1染色性は、死後の脳機能評価法として有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Immunohistochemical examinations among dopamine related substances, lectins 
and single stranded DNA were performed by mean of double fluorescent immunohistochemical staining 
method on forensic autopsied brains detected not a few lectin positive spherical deposits in the 
dentate gyrus of hippocampus. As reactivity of lectin staining showed much difference between less 
7days and over 8days after death, lectin histochemical evaluation is supposed to apply on cases with
 less 7days postmortem period. Though over Braak stage IV cases show some symptom, stage III cases 
show from no symptom to severe ones, moreover, any examination method was longed for not a few stage
 III cases. Stage III cases showing low reactivity of trace amine associated receptor 1(TAAR1) might
 have any symptom during alive, reactivity of TAAR1 might be suspected to be helpful postmortem 
evaluation method of cerebral function.

研究分野：法医学
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１．研究開始当時の背景 
我々は、これまでに統合失調症や認知症性脳
変性疾患の剖検例の海馬歯状回分子層におい
て数種類のレクチンに反応を示す直径 2～3μm
の球状の構造物を検出し、これを spherical 
deposits(SPD)と名付け、その組織化学的特性
や電子顕微鏡による超微細構造の特徴につい
て報告している 1)-7)。SPD は、若年の非精神病
者には、ほとんど認められず、高齢者であって
も認知症や脳変性疾患でなければ出現してい
てもその頻度はきわめて低い。Alzheimer 型認
知症、Tangles 型認知症、嗜銀性顆粒型認知症、
あるいはレビー小体病の如き、変性疾患脳では、
この SPD が比較的高頻度に検出されるとともに
Bodian 法、渡辺法、Gallias-Braak 法などの塗
銀染色によって、老人斑、neurofibrillary 
tangles、嗜銀性顆粒、レビー小体などの各疾
患における特徴的な変性所見もまた高頻度に
認められる。一方、統合失調症脳では、SPD は
高い頻度で検出されるが、変性所見はまったく
検出されない。この特徴を利用して、従来の病
理組織学的検査と併用することで、脳の変性所
見がないにも拘わらず、SPD が高頻度に出現し
ているものを統合失調症と剖検診断すること
が可能ではないかと提唱している 3),4)。統合失
調症での neuro-network 構築異常については、
古くは鍍銀染色による光顕的観察によって、細
胞体が本来存在する場所より白質寄りに分布
していることから発育段階での migration の異
常であるとの報告 5)があり、これは、近年、
modified Gimsa 染色 6)や cresyl violet 染色の
如き神経染色による全 neuron の大脳皮質内分
布の調査  7)や NADPH diaphorase formazan 
formation 法 8)や抗 NOS 抗体を用いた免疫組織
化学的手法 9)によってcholinergic neuronで確
認されている。また、統合失調症では対照例に
比べて軸索が太く、葛籠折れ状態であることが
migration 異常の結果と指摘されており 10)、こ
れに関して我々は、免疫組織化学的に D-neuron
の軸索が同様の形態を示すことを報告してい
る 11)。統合失調症の成因として提唱されている
ものに、この migration 異常が、発育段階の何
らかのストレスによって引き起こされ、思春期
に再びストレスに曝されることによって統合
失調症を発症するという二段階ストレス仮説
がある  12)。我々は、この仮説に着目し、
neuro-network の破壊と再構築が繰り返されて
いる認知症脳変性疾患と統合失調症に共通に
みられる所見を検索し、本研究の標的である
SPD を見出した。統合失調症における形態的異
常は、最近の報告 13)-15)においても指摘されてお
り、dopamine のみならず、cholinergic neuron 
16)や GABA neuron 17)の組織学的異常も再指摘さ

れるとともに neurogenesis 18)や neuron の細胞
体の apoptosis 19) や synapse の apoptosis20)

の存在を示唆する所見も報告されている。本研
究の標的である SPD がこれら統合失調症脳にお
いて検出されている現象のいずれかと関連す
る可能性は高く、SPD が neurogenesis や
apoptosis と関係していることが明らかとなり、
二段階ストレス仮説の傍証となる可能性は高
いと考える。また、認知症において大脳皮質軟
膜下に生じるアミロイド小体と SPD の関係およ
び脳損傷で生じる SPD とアミロイド小体の関係
の相違についても検討を行う。現状では、認知
症や脳損傷で生ずるアミロイド小体の病因論
的役割が明確でないが、apoptosis との関連が
示唆されている SPD との関係が明らかになれば、
明確な陳旧性脳挫傷痕が見られない症例にお
いてもアミロイド小体の出現頻度による評価
が可能になることが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、統合失調症や認知症性脳変性疾患
の海馬歯状回分子層において検出され、健常者
にはほとんど見られない、 D-neuron の
apoptosis との関連が示唆されるレクチン反応
陽性球状沈着物と脳の変性所見との関係を明
らかにし、各種塗銀染色など従来の病理組織検
査によって検出される神経変性所見と本沈着
物の出現頻度を組合せた統合失調症や認知症
性脳変性疾患の剖検脳における脳機能評価法
を開発する基礎とし、将来的には、感情障害や
人格障害、心的外傷後ストレス障害(PTSD)、脳
損傷後遺症をも含めた死後の精神鑑定法を開
発することを目的とする。特に、今回は、過去
に検討した各種抗体の発現と Trace amine 
associated receptor type 1 (TAAR1)の発現態
様を検討し、更に SPD とアミロイド小体（CA）
との関連を明確化し脳損傷評価に役立てたい。 
 
３．研究の方法 
(1)平成 27 年度 
平成 23、24 年に徳島大学医学部で行われた
法医剖検例のうち、臨床的に統合失調症と診断
されていた症例、認知症性脳変性疾患の病理所
見を示す症例、自殺症例、脳損傷の症例、65 歳
以上の非認知症の症例、等の 63 例の法医剖検
脳の海馬切片に対してレクチン染色を行い歯
状回分子層に球状沈着物を多く検出した症例
に対し、ドバ脱炭酸酵素（dopa decarboxylase, 
DDC ） と レ ク チ ン （ DBA, GS-I-B4 ）、
single-stranded DNA (ssDNA）を組み合わせて
免疫蛍光二重染色を施し、共焦点レーザー顕微
鏡（Leica TCS NT）で観察することで、その構
成成分を検討した。 



(2)平成 28 年度 
平成 21 - 23 年に徳島大学医学部で行われた
法医剖検例のうち、精神疾患と診断されていな
かった 41 症例の脳（アルツハイマー型認知症
を除く）を用いた。それらの年齢は、24 歳から
89 歳、性別は、男性 25例、女性 16例、死後経
過時間は、5時間から 72 時間、死因の内訳は、
溺死 4 例、凍死 1 例、外傷死 11 例、窒息死 8
例、内因死 12 例、焼死 3例である。Braak stage 
(BS)の分布は、０ 26 例、Ⅰ4 例、Ⅱ2 例、Ⅲ6
例、Ⅳ3 例である。これらの法医剖検脳の海馬
切片に対し、ドパミンやアンフェタミンなどの
広いアゴニストスペクトラムを持ち、ドパミン
輸送体あるいはドパミンの有効な作用を制御
する受容体である TAAR1 に対する抗体を用いて
免疫組織化学染色を行い、解析を行った。さら
に、TAAR1 とドパミン、アポトーシスとの関連
を検討するためにそれぞれ DDC、ssDNA を組み
合わせて免疫蛍光二重染色を施した。 
(3)平成 29 年度 
平成23年から27年に行われた法医剖検例の
脳を用いた。年齢は、0歳から94歳、性別では、
男性76例、女性37例、死後経過時間では、8時
間から20日、死因は、中毒死18例、凍死8例、
失血死10例、窒息死51例、頭部外傷12例、内因
死（出血性）2例、内因死（心臓性）7例、衰弱
死1例、不詳4例である。BSの分布は、０ 65例、
Ⅰ4例、Ⅱ20例、Ⅲ8例、Ⅳ12例、Ⅴ2例、Ⅵ2例
である。、ホルマリン固定・パラフィン包埋後、
厚さ5μmに薄切し、病理組織診断に用いた脳
113例の海馬を用いて、レクチンおよび蛍光抗
体二重染色を施行し、鑑定症例への応用を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1)平成 27 年度 
球状沈着物は、レクチンに反応し、統合失調
症や認知症性脳変性疾患でよく検出されるが、
今回の研究では、レクチンの染色性が高かった
症例には生前に精神疾患を診断されていたも
のは 1例しか含まれていなかった。症例の中に
は BS の高いものもあったため、統合失調症や
認知症性脳変性疾患の特徴は持っていたが診
断はされていなかったケースが含まれていた
可能性が考えられる。 
ssDNA は、アポトーシスによる核の断片化に
より生じる。これまでの研究で、レクチンと
ssDNA は、ニューロンの部分的に崩壊した核の
一部で共染されることが示されており、球状沈
着物はニューロンのアポトーシスにより形成
されることが明らかになっている。DDC とレク
チンの共染性が認められたことから、球状沈着
物は DDC を構成成分として含むことが示唆され
た。また、複数の症例で核周囲に DDC と ssDNA

の共染が見られた。以上のことから、球状沈着
物は、ドパミン合成を行うニューロンの核の崩
壊、つまりドパミン作動性ニューロン、セロト
ニン作動性ニューロン、D-ニューロンのアポト
ーシスの過程で生じ、さらにアポトーシスが進
行し核が完全に崩壊した結果、球状に凝集する
ものと考えられた。 
(2)平成 28 年度 
BS 別の解析により、TAAR1 染色性はⅠからⅢ
にかけて急激な低下を示すことが分かった。BS
の進行と共に TAAR1 が損なわれることで、正常
の認知に必要な TAAR1 によるモノアミン作動性
経路が抑制され記憶障害を生じ、認知症状が発
現すると考えられた。また、一般的に BS がⅣ
以上になると臨床症状が見られるが、Ⅲの場合
には無症状から重症まで多岐にわたり死後の
脳機能評価に応用し難い指標である。しかし、
ⅢとⅣの TAAR1 染色性の分散に有意差が見られ
なかったという結果は、Ⅲで既に TAAR1 が十分
に損なわれている例があることを示唆してい
る。以上のことから、Ⅲかつ TAAR1 染色性が低
い例では生前に認知症状を呈していた可能性
が高く、TAAR1 染色性は BS 分類と組み合わせる
ことで死後の脳機能評価法として有用である
と考えられた。 
死因別の解析では、焼死の場合に TAAR1 染色
性が有意に低下していた。この原因としては大
きく 3 つ考えられる。まず焼死例に偶然 BS の
高い症例が多かった可能性について考えられ
たが、死因別に BS の分散を解析したところ有
意差は見られなかった。次に、焼死体では熱に
よるタンパク質変性が生じるために TAAR1 が変
性してしまったため染色性が下がった可能性
が考えられる。一方、焼死と BS には相関があ
るという可能性も挙げられる。すなわち、BS が
高い症例は生前に認知症状を呈しており、それ
が火事の原因となり焼死に至った可能性が考
えられる。Harvey らは、熱傷により入院した
65 歳以上の患者 1535 人で統計を取った結果、
11.0%の患者が認知症歴を有していること、ま
た認知症患者は非認知症患者と比較して重度
の熱傷を負いやすい（総体表面積の 20%を超え
る熱傷を負う可能性が約 2 倍、 30-day 
mortality が約 3倍）と報告している 21) 。この
ように焼死症例で TAAR1 染色性が低くなった事
は、焼死の原因と認知症に関連性があることを
示唆している。 
 今回の結果では、TAAR1 減少と認知症状とに
関連があると考えられた。特に認知症状の中で
もせん妄に着目すると、認知症では記憶障害に
よる二次的なせん妄が見られるのに対し、統合
失調症の一次的なせん妄は、ドパミン輸送体に
よるドパミン放出増加・ドパミン availability
増加に起因するという報告がなされている 22) 。



統合失調症では TAAR1 が増加していると仮定す
ると、認知症による TAAR1 減弱と対比付けるこ
とで、疾患の鑑別までも行うことができる可能
性がある。今後、統合失調症についても TAAR1
染色性の評価・解析を行い、有用性を検討する
必要がある。 
 また、TAAR1 と DDC の二重染色では両者とも
に細胞内に見られ、一部共染性が認められた。
このことから TAAR1 陽性 SPD は DDC を構成成分
として含むことが示唆された。TAAR1 と ssDNA
の二重染色では、核と考えられる場所の周辺に
TAAR1 と ssDNA が存在していたことから、TAAR1
陽性の SPD はニューロンの核の崩壊、つまりア
ポトーシスの過程で生じるものだと考えられ
た。これまでの研究において、レクチンと ssDNA
はニューロンの部分的に崩壊した核の一部で
共染されることがわかっている 23) 。したがっ
て SPD に陽性反応を示す物質は種類を問わず、
いずれもニューロンの核周囲のアポトーシス
を起こしている部分に存在しているものだと
考えられた。 
(3)平成 29 年度 
死因別のレクチン染色では、DBAならびに
GSI-B4を用いた。死因の違いによる染色性の有
意差は、見られなかった。特定の死因によって
SPDが発現した可能性は低く、レクチンを用い
た診断法は、死因の種類を問わず、使用するこ
とが可能と考えられた。死後経過時間別のレク
チン染色性では、8日以降のものが7日以内のも
のに比べて、レクチン染色性が高くなることが
明らかになった。このことから、レクチンを用
いた診断法は、死後7日を目処に適用の可否を
検討する必要があると考えられた。 
ssDNAとDDCの二重染色では、SPD部にssDNAの
みの反応が認められ、DDCとの共存は見られな
かった。一方、TAAR1とDDCの二重染色では、SPD
において、一部にTAAR1とDDCの共染が認められ
た。また、CAにもTAAR1単独での存在が認めら
れ、全体が染まっているもの、辺縁が染まって
いるもの、まったく染まっていないものに分け
られた。免疫電顕的に確認されているSPDとCA
との類似性やシグナルの分布パターンを支持
する結果となった。この際、SPDで見られたDDC
のシグナルが、CAでは見られなかったことから、
SPDからCAへ変化する際にDDCが消失すると考
えられた。さらに、アミロイド小体における
TAAR1の染色態様の変化から、CAが形成されて
から時間経過とともに中心部のシグナルが減
少し、周辺のみに残存する状態を経て、消失し
ていくと示唆された。さらに、CAにおけるTAAR1
の染色性の特徴から、CAが形成されてから時間
経過とともにTAAR1が中心から消失していくこ
とも考えられた。今後は、さらに症例を増やし
て検討を重ねる必要があると考える。 
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