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研究成果の概要（和文）：本研究では、4-リピートタウオパチーであるPSPとCBDにおける病的アストロサイトの
分子生物学的特性を解明するとともに、アストロサイトに特徴のあるタウの蓄積を示す新たな疾患群の有無を検
討した。前者については、細胞範囲の選択的・的確な同定と良質なサンプル調整が困難であり、中途、断念せざ
るを得なかった。後者については、globular glial tauopathy (GGT)の6例を同定し、病理学的に明確にII型 (n
=3)、III型 (n=3)に分類可能であること、両者間においてアストロサイト内タウ蓄積の過程に相違のあること、
一方で、蓄積タウの生化学的性状はPSPに類似していることを示した。

研究成果の概要（英文）：Globular glial tauopathy (GGT) is a new category within the 4-repeat 
tauopathies that is characterised　by tau-positive globular glial inclusions,　such as globular 
astrocytic inclusions (GAIs).Neuropathologically, ｗe identified 6 cases of GTT and classified 3 and
 3 cases into Type II and Type III, respectively. Prominent occurrence of perikaryal globular 
structures was a feature of GAIs in Type III. By contrast, prominent occurrence of radiating 
process-like structures was a feature of GAIs in Type II. Overall, the GAIs were significantly 
smaller in Type III than Type II. Neuronal cytoplasmic inclusions (NCIs) were divisible into three 
subgroups in terms of shape: diffuse granular, thick-cord-like, and round/horseshoe-shaped 
structures.Interestingly, the round/horseshoe-shaped NCIs were observed only in Type III cases. 
These findings indicated that Type II and Type III constitute two distinct pathological subtypes, 
and also further strengthen the concept of GGT as a distinct entity.

研究分野：神経病理学

キーワード： タウオパチー　アストロサイト　4-リピートタウ　進行性核上性麻痺　皮質基底核変性症　globular gl
ial tauopathy
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は神経変性疾患の病的蛋白のひとつであるタウを扱ったものある。今日、世界的にもPSPやCBDの臨床診断
の確立、その病理学的研究の推進が望まれている。我々は、PSPやCBDの研究と併せ、世界に先駆けて、アストロ
サイト胞体内に4-リピートタウの蓄積を特徴とする新たな疾患の存在を報告してきた。今回、それらの症例も含
め、globular glial tauopathyの6例 (Type II、3例；Type III：3例）の病理学、生化学、そしてタウ遺伝子の
解析を行なった。本邦では、高齢・超高齢化社会の克服はまさにこれからという時代、認知症・運動障害に関わ
る神経変性疾患研究の重要性は言を俟たない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 アルツハイマー病を含むタウオパチーの中で、アストロサイトの胞体内に 4-リピートタ
ウが蓄積する疾患がある。進行性核上性麻痺（progressive supranuclear palsy: PSP）と皮
質基底核変性症（corticobasal degeneration: CBD）がそれである。病理学的には、PSPで
は房状アストロサイト（tufted astrocyte: TA）、CBD ではアストロサイト斑（astrocytic 
plaque: AP）の出現が特徴であり、その診断根拠となる。生化学的には、サルコシル不溶
性画分に、PSPでは 33 kDa、CBDでは 37 kDa のタウC末断片が検出される。 

4-リピートタウオパチーには、PSP や CBD に似て非なる疾患群が存在する。我々は、
PSP 様の変性が淡蒼球-黒質-視床下核にほぼ限局する 4-リピートタウオパチーである
Pallido-nigro-luysian atrophy (PNLA)を報告してきた(Yokoyama Y et al. Brain Pathol 
2016; 26: 155–66)。PNLAで認める異常リン酸化タウは、典型的な tufted astrocyte と異な
り、核周囲の短く太い突起状構造物として観察された。一方、生化学的には PSPと区別で
きなかった。臨床的には、PSP に比し早期発症, 長期経過, 寝たきりになりにくいという
特徴を認めた。このように、アストロサイトのリン酸化タウ病理の形態と病変の分布によ
って、病理組織学的に連続性を持つ 3 群（PSP群、PSP-PNLA中間群、PNLA 群）が存
在することを見出した。しかし、これらの病理、生化学的多様性が何に由来するのか、そ
の病態機序は未だに不明である。 

アストロサイトは、それ自体、極めて多様性に富む細胞である。従来から皮質に多く存
在する原形質型と白質に多く存在する線維型の差異は知られていた。しかし、近年、アス
トロサイトは、脳内の部位ごとにさらに多様な細胞集団を形成し、神経細胞の多様性の形
成にも寄与しているとする知見が集積している(Science 2016; 351: 849–54, Nat Neurosci 
2015; 18: 942–52.)。これらを背景に「タウオパチーのタウ病理の多様性はアストロサイト
の多様性による」との仮設をたてた。つまり、各々の疾患では侵されているアストロサイ
トは、それぞれ機能的にも、分子的にも異なるアストロサイトであり、それぞれ同種（族）
のアストロサイトに異常なタウが伝播していくのではないかと考えた。 

２．研究の目的 

本研究では、このような背景の下、4-リピートタウオパチーにおける病的なアストロサ
イトの病理学、分子生物学的特性を検討し、PSP 及び CBD において侵されるアストロサ
イトの特性に差があるか否かを明らかにすることを目的とした。加えて、アストロサイト
に特徴のあるタウの蓄積を示す新たな疾患群の有無を検討した。 

３．研究の方法 

(1) アストロサイトのRNAプロファイルの検討 

PSP、CBD 剖検脳（各々 5 症例）を対象に運動野を含む大脳パラフィン包埋組織を用
いた。10μm厚に切り出した標本を、抗リン酸化タウ抗体(clone AT8, Innogenetics)を用
いて免疫染色を行った。特徴的な封入体を持つアストロサイトを同定し、Laser Capture 
Microdissection（LCM）System（Leica LMD 7000：Leica 社）にて選択的に回収を行っ



た(Shiga A et al. PLoS one, 2012)。回収した細胞を proteinase K、56℃にて処理した後、
miRNeasy FFPE kit (Qiagen) を用いプロトコールに従い 20 μl の溶出液を得て、その
RNAの解析を行った。  

(2) 神経病理学的検討 

Globular glial tauopathy: GGT）の 6例（II 型、III 型の各々3例）のホルマリン固定パ
ラフィン包埋ブロックを用いた。前頭前野（運動野を含む）、側頭前野、頭頂前野、後頭前
野、脳幹、脊髄から切り出した４μm厚の切片を作製、H-E、K-B、Bodian、Gallyas-Braak
（G-B）の 4 つの方法にて染色した。また、抗リン酸化タウに対するマウスモノクローナ
ル抗体（AT8; Innogenetics, Ghent, Belgium; 1:200）、３-リピート及び４-リピートタウに
対するマウスモノクローナル抗体（RD3 及び RD4；Upstate, Charlottesville, VA, USA; 
1:5000 及び 1:100）、さらに４-リピートタウに対するウサギポリクローナル抗体（Anti 
4R-tau; Cosmo Bio 1:1000）を用いて免疫染色した。 

グリア線維性酸性タンパク質（GFAP）に対するウサギポリクローナル抗体（Dako;1:750）
と AT8 に対するマウスモノクローナル抗体（1:100）を用いて、前頭前野（運動野）切片
について二重染色を行った。使用した二次抗体は Alexa Fluor 488 ヤギ抗ウサギ IgG
（Molecular Probes Eugene, OR, USA; 1:1000）及び Alexa Fluor 555 ヤギ抗マウス IgG
（Molecular Probes Eugene, OR, USA; 1:1000）を用いた。Autofluorescence Eliminator 
Reagent（Millipore, Billerica, MA, USA）で処理し、共焦点レーザー走査型顕微鏡（LSM700）
を用いて観察した。 

電子顕微鏡観察は、ホルマリン固定小組織ブロックを 1%オスミウムテトロキシドで後
固定し、段階的にエタノール系列で脱水し、エポン包埋した。超薄切片を作成し、酢酸ウ
ラニルとクエン酸鉛で染色した。免疫電子顕微鏡のためには、ビブラトームを使用してア
ガロース埋込み組織ブロックから厚さ 50μm の切片を切り取り、DAB を使用して AT8
（1:100）で免疫染色し、エポン包埋し、その後、超薄切片を作成。日立 HT7700 電子顕
微鏡、75kVで観察した。 

(3) アストロサイトタウ病理の三次元構造解析 

アストロサイトタウ病理の 3次元構造解析は、ホルマリン固定組織を用いて行った。ア
ガロース包埋組織からビブラトームを用いて厚さ約 50μm の連続切片を切り出し、AT8
（1:100）で免疫染色した。Alexa Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG（Molecular Probes, Eugene, 
OR, USA; 1:1,000）を二次抗体として使用した。核を４,６-ジアミノ-２-フェニルインドー
ル(DAPI)で染色した。切片をAutofluorescence Eliminator Reagent（Millipore, Billerica, 
MA, USA）で処理し、レーザー走査顕微鏡（LSM700；カールツァイス株式会社）下に共
焦点画像を観察した。3D 画像は蛍光の固定閾値を使用して再構成した：3D 画像は LSM
ソフトウェアー（ZEN 2011）を用いて構築し、IMARIS（カールツァイス株式会社）を用
いて解析した。 

(4) タウの生化学的解析 

サルコシル不溶性、グアニジン可溶性画分を死後凍結組織から抽出した。脱リン酸化前
後のサンプルおよび６つのアイソフォームを含む組換えヒトタウの混合物をドデシル硫酸



ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動に供した。サルコシル不溶性タウをヒトタウ
のＣ末端領域を認識するリン酸化非依存性抗タウ抗体（T46；Zymed，サウスサンフラン
シスコ，CA，USA；1：2000）を用いて可視化した。 

４．研究成果 

(1) 本研究の当初から第一の目的である4-リピートタウオパチーで侵されるアストロサイ
トの特性の検討を試みた。PSP、CBD 剖検脳（各々 5 症例）を対象とし、運動野を含む
大脳のフォルマリン固定パラフィン包埋組織を抗リン酸化タウ 抗体(clone AT8, 
Innogenetics)を用いて免疫染色を行い。特徴的な封入体を持つアストロサイトを皮質にて
同定し、Laser Capture Microdissection （LCM）System（Leica LMD 7000：Leica 社）
にて選択的回収を行った。しかし、本方法では、細胞の範囲を同定することが困難であり、
また、この条件下の標本では、良質なサンプルを調整し得なかった。 

 本検討については、2017 年度、2018 年度の 2 年間にわたり、鋭意、検索が続けられた
が、サンプル調整の改善が得られず、最終年度に向けて断念せざるを得なかった。 

(2) そこで、我々は、第二の目的として 4-リピートタウのアストロサイト胞体内蓄積を示
す新たな疾患群の探索を行った。その結果、PSP/CBDとは異なる 4-リピートタウの封入
体を有するアストロサイトの出現を特徴とする新たな 4-リピートタウオパチー（Globular 
glial tauopathy: GGT）の 6例（II 型、III 型の各々3例）を同定し、そのリン酸化 4-リピ
ートタウタウ陽性封入体の詳細について検討した。 

これら病理学的に GGT が確認された 6 人の患者は、いずれも錐体外路症状を認めた。
また、3人では認知症を認めた。臨床診断は、筋萎縮性側索硬化症（ALS）、前頭側頭型認
知症(FTD)、原発性側索硬化症（PLS）、運動ニューロン病(MND)、PSP、CBDと多様で
あった。II 型と III 型の臨床的特徴に違いはなく、GGTの臨床診断のみならず、その型の
診断も困難であることが示唆された。 

しかし、いずれの症例に
おいても一次運動野の徴候
が最も顕著であったが、病
理学的には明確に区別でき
た。タウ陽性の胞体内封入
体 は globular astrocytic 
inclusions (GAIs)、globular 
oligodendrocytic inclusions 
/coiled body (GOI/CB)、さ
らに neuronal cytoplasmic 
inclusions(NCI)が認めら
れた。いずれも RD4 抗体
に陽性であったが、RD3抗
体に対しては陰性であった。これらは II 型、III 型ともに、中心前回皮質（運動野）に多
く認めた（図 1）。皮質では、II 型に比し III 型に GAI を多数認めた（図１A，B，C，D）。
白質では、II 型では、糸状構造物を灰白質と白質の境界部に多数認めた(図１E)。一方、III



型では、糸状構造物は少なく、BOI/CB の存在が顕著だった（図１F）。 

運動野の GAI は、多数の球状の構造物の集合体であった。これらは II 型では放射状に
膨潤した突起様構造をもっていた。III 型では、より大型で、粗く、より太く、突起様構造
が目立たなかった。また、前頭皮質および側頭皮質では、より小さな GAI を認めた。III
型では、小さなGAI は核周囲にはほとんど認められなかった。このことから、ひとつの可
能性として、II 型では、病理学的タウタンパク質の凝集が、核の周辺で始まり、次第に細
胞突起に広がる（遠心性）のに対し、III 型では、より遠位の部位、おそらく細胞突起で始
まり、核周辺に及ぶ（求心性）と考えられた。II 型では III 型に比して、総体積は変わら
ないが、より広がっていた。また、一つ一つの粒子は II 型はより多く、小さかった。 

一方、神経細胞封入対のNCI はその形態から（i）びまん性顆粒状，（ii）太い紐状，（iii）
円形・馬蹄状(pick body-like)の 3つに分類し得た。びまん性顆粒状NCI と太い紐状のNCI
は II 型、III 型に共通して認められた。太い紐状NCI は著明な厚さと幅を持つ、翼状もし
くはリボン状の構造であった。一方、円形・馬蹄状のNCI は III 型の運動野で観察された。
これは、H-E 染色や Bodian 染色では認識できたが、G-B 染色では認識できなかった（図
6A-I）。免疫電子顕微鏡では、これらは、両型ともに直径 12～20nm程度のAT8陽性の管
状構造として認め、一部の管状構造が束状となっていた。一般に、GAI は G-B 染色に対
して陰性であるが。タイプ II の症例では、太い紐状のNCI がわずかにG-B 染色を示した。
この G-B 染色への親和性は、これらの NCI の管状構造の束状構造の形成に関連している
可能性を考えた。 

脱リン酸化した病変部位由来タンパク質サンプルのイムノブロット分析により、412（4R, 
1N）および 383（4R, 0N）アミノ酸からなる 4Rタウアイソフォームを持つことが示され
た。非脱リン酸化サンプルを用いたイムノブロット分析では、II 型、III 型に共通して 68
及び 64 kDa、加えて、～35 kDa のフラグメントを認めた。このバンドパターンは PSPと
同様であった。 

これらの観察結果から、GGT は病理学的に新たな 4-リピートタオパチーであるとの仮
説が支持されると同時に、II 型と III 型は明確に鑑別可能であることが示された。一方、
生化学的には、PSPと区別困難であることも示された。最近、蓄積しているタウフィラメ
ントの構造がアルツハイマー病とピック病で異なることが報告された。これと同様に、
GGT の病理学的サブタイプ間で蓄積しているタウフィラメントの構造が異なる可能性が
ある。GGTにおけるタウ病理のG-B 染色親和性の有無も、この構造上の相異に由来する
可能性が考えられなくもない。このような多様性を規定する背景として、やはり、関与す
るアストロサイトの多様性の存在が極めて重要と推察される。今後、このアストロサイト
との関連を含めたさらなる検討が望まれる。 
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