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研究成果の概要（和文）： 

 

認知症や統合失調症で、海馬歯状回に検出された数種のレクチンに反応する球状沈着物に対し

て蛍光多重染色および免疫電顕の手法を用いてその特性を調べた。本沈着物は、アポトーシス

を起こしているコリンおよびグルタミン酸作動性ニューロンおよびＤ－ニューロンに認められ

ることが明らかとなった。これは、統合失調症脳のニューロンのミグレーション異常説と合致

する結果で、本沈着物が、病理診断に有用である可能性を示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
On this research, multi-lectin positive spherical shaped deposits detected in the 
hippocampal formation of degenerative demented and schizophrenic brains were examined 
by mean of multi-fluorescent immunohistochemical and lectin histochemical method and 
immuno electron microscope method. These deposits were detected in cholinergic and 
glutamatergic neurons and D-neuron at the stage of apoptosis. This result and theories 
of insufficient migration of neurons in schizophrenic brains are in harmony, which 
suggests the lectin positive spherical shaped deposits detected in the hippocampal 
formation is a predominant histopathological marker of the postmortem diagnosis for 
schizophrenia.  
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１．研究開始当初の背景 

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
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～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我々は提唱して

いる 3),4)。これまでに Pre-embedding 法によ

る免疫電顕の手法を用いて、本沈着物の超微

細構造を示し、その形態から lysosome に関

連したものであることを明らかにしている 5)

が、SPD の本態、成因については依然不明の

状態であり、統合失調症の剖検診断へ応用す

るためには、更なる研究を必要としている。

本研究は、SPD を用いた統合失調症剖検診断

法を開発するための礎として、SPD の組織化

学的特徴を共焦点レーザー顕微鏡を用いて

明らかにするとともに免疫電顕の手法を用

いて超微細構造を検討することによって、そ

の本態、成因および病理組織学的意義を解明

することを目的とする。本研究の期間内では、

特に SPD が、脳組織内のどの細胞由来である

か、すなわち、neuron か glia かを明らかに

したいと考える。統合失調症剖検脳 3例を用

いた準備段階の研究では、neuron の可能性が

高く、しかも、apoptosis を起こしている印

象である。neuron であれば、dopamine、

glutamate、serotonin、GABA、acetylcholine

のいずれの系列であるか、また、glia であれ

ば、astrocyte、oligodendroglia、microglia

のいずれであるかを明らかにしたい。 

統合失調症では dopamine 神経伝達の異常が

最も広く受け入れられている生化学的仮説で

あり、特に幻覚、妄想等の陽性症状に関係し

ていると言われている。同時に glutamate 作

動神経は陰性症状、serotonin 作動神経は気

分に関係していると言われているが、以前は、

neuron の機能異常としてとらえられ、神経伝

達物質に対する受容体の質的、量的異常につ

いての研究が行われていた。最近では、neuron

の分布異常が指摘され、単純な機能的異常と

は言い切れなくなってきている。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 8)があり、これは、近年、

modified Gimsa 染色 9)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  10) や NADPH diaphorase 

formazan formation 法 11)や抗 NOS抗体を用い

た 免 疫 組 織 化 学 的 手 法  12) 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 13)、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 14)。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 

15)。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  16)-18)においても指摘されており、

dopamine のみならず、cholinergic neuron 19)

や GABA neuron 20)の組織学的異常も再指摘さ

れるとともに neurogenesis 21)や neuron の細

胞 体 の apoptosis 22) や synapse の

apoptosis,23)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

nerogenesis 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。 
 
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レクチ
ン反応陽性球状沈着物の本態を明らかにし、
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の剖検診断
法を開発し、ひいては感情障害や人格障害
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。 
レクチン反応陽性球状沈着物における糖鎖
や神経伝達物質合成酵素等の各種抗原の局
在を共焦点レーザー顕微鏡ならびに免疫電
顕的手法を用いて明らかにし、統合失調症の
組織剖検診断法の開発に寄与することを目
的とする。現在、統合失調症を病理組織学的
に診断する方法はなく、罹患の有無の判断は、
診療歴に頼っているのが現状で、診療歴のな
い統合失調症に関しては為す術がない。本研
究で統合失調症の病理組織学的診断法が確
立することの法医鑑定上の意義は極めて大
きいと考える。将来的には、現在継続中であ
る Alzheimer 型認知症や Tangles 型認知症等
の認知症性脳変性疾患における生前の大脳
連合野皮質機能評価法の開発も合わせ、ひい
ては感情障害や人格障害をも含めた総合的
な死後の精神鑑定法を開発を目指したい。 
 
３．研究の方法 

剖検時、脳重量を測定し肉眼的外表検査

を行った後、直ちに大脳脚を切断し大脳と

小脳および脳幹部とに分け、大脳は左右の

大脳半球に分離した後、約1㎝厚さに前頭断

し、脳幹部は正中で切断して左右を分離、

小脳は約1㎝の厚さに水平断し、直ちに4%パ

ラホルムアルデヒド 0.1Mリン酸緩衝溶液

(pH7.4)(4℃)にて2～3日浸漬固定後、15%シ

ュ ー ク ロ ー ス 0.1M リ ン 酸 緩 衝 溶 液

(pH7.4)(4℃)に浸漬保存する。この際、海

馬、扁桃核、大脳皮質(前頭連合野、聴覚連

合野、高次視覚連合野、体性感覚連合野、

連合連合野)、大脳基底核、脳幹部および小

脳（扁桃、虫部）等の部位の組織を採取・

ホルマリン固定し、パラフィン包埋・薄切

し た 切 片 に H.E. 、 鍍 銀 （ Bodian 、

Gallias-Braak）、L.F.B.等の染色を施して

病理組織学的検査を行い、脳腫瘍、脳炎、

脳血管障害、頭部外傷、Alzheimer型痴呆、

非Alzheimer型変性痴呆などの器質的疾患

の有無を検索する。 

既往症ならびに病理組織検査によって、

これらの剖検例を 

a) 臨床的に統合失調症と診断されてい

た症例 

b) 認知症性脳変性疾患（Alzheimer型認

知症、Tangles型認知症、嗜銀性顆粒

型認知症など）の病理所見を示す症例 

c) 20歳から64歳の精神疾患既往のない

症例 

d) 65歳以上の非認知症例 

などに分類し、b)～d)については、
Gallias-Braak の鍍銀染色による Braak and 
Braak の評価基準に基づき、病変の病理学的
進行度を 6段階に評価する。個人情報は、後
述の通り慎重に管理する。 

各症例の海馬のホルマリン固定パラフィン

包 埋 薄 切 切 片 に 対 し て 各 種 レ ク チ ン

（ Griffonia simplicifolia isolectin B4 

(GS-I-B4) 、 Ulex europaeus isolectin I 

(UEA-I)、Dolichos biflouus (DBA)、Canavalia 

ensiformis (Con A)、Pisum sativum (PSA)）

および糖鎖抗原（コンドロイチン硫酸）に対

する抗体を用いてレクチン組織化学的染色お

よび免疫組織化学的染色を施し対象物の存在

を確認し、出現頻度を Grade 0 および Grade 1

～Grade 4 の 5段階に評価する。 

パラホルムアルデヒド固定後、シュークロ

ース浸漬保存した脳組織から海馬を切り出

し、マイクロスライサーを用いて厚さ50μm

の切片とし、蛍光標識したレクチンを用い

て染色、共焦点レーザー顕微鏡で蛍光三重

撮 影 す る 。 レ ク チ ン お よ び 抗 体 に は

Alexa633、Alexa546、Alexa488を用いて検

鏡波長が重ならないようならないように留

意し、レクチンには、直接蛍光物質を結合

させて用い、抗体では、蛍光物質を結合さ

せた二次抗体を反応させる。コンピュータ

で画像処理し、Alexa546を赤、Alexa488を緑、

Alexa633を青に変換して画像の重ね合わせを

行う。また、核染色には、レクチンや抗体を3

種類用いたものに対しては、水色で発色する

DAPIを用いて4重染色とし、レクチンや抗体を

2種類用いた場合は、緑に発色するSYBR Green 

Iを用いて3重染色とする。3重染色の際は、本

学共同設備であるKarl Zeiss社製共焦点レー

ザー顕微鏡LSM510で撮影するが、4重染色の際

は、Karl Zeiss本社所有の社製共焦点レーザ

ー顕微鏡LSM510metaを借用して撮影する。 

将来的には躁うつ病やアルコール関連精神
障害の剖検脳に関する研究を発展させ、既に
行っている脳血管障害、Alzheimer 型認知症
や Tangles型認知症等の認知症性脳変性疾患
における生前の大脳連合野皮質機能評価法
の開発および頭部外傷等の器質的精神障害
者の剖検脳に関する研究と併せ、ひいては感
情障害や人格障害をも含めた剖検脳におけ
る死後の精神鑑定法の総合的な開発・実用化
に取り組みたい。 
 
４．研究成果 



 

 

 
本沈着物は、GFAP陽性のアストログリア内に
は、見られず、NF陽性のニューロン内に認め
られた。この際、核は、比較的弱く染色され
る印象であった。次に抗 single strand DNA
抗体を用いた免疫組織化学的染色を行った。
抗体ならびにレクチンの発色は、Alexa488 お
よび 633、核染色は、SYBR green を用いて三
重染色を行った。さらに、ビブラトーム薄切
切片にレクチン組織化学染色を施し、DAB で
発色後、エポン樹脂で包埋、60nm厚超薄切切
片とし、ウラン、鉛による電子染色を施し、
透過型電子顕微鏡で検鏡した。蛍光多重染色
では、SYBR green による染色性が低下した核
の一部が崩壊し、その部分でレクチンと
single strand DNA の共染が認められた。免
疫電顕では、核の一部が崩壊し、そこにレク
チン陽性の構造物が散在する様子が観察さ
れた。これらのニューロンは、その形態から
apoptosis を起こしているものと考えられた。 
コリンアセチルトランスフェラーゼ（ChAT）、
小胞アセチルコリントランスポーター
（VAChAT）、中枢神経由来の酸化窒素合成酵
素（bNOS）、NMDA 型グルタミン酸受容体サブ
ユニット（NMDAR1, NMDAR2B）、チロシン水酸
化酵素（TH）、トリプトファン水酸化酵素
（TPH）、芳香族アミノ酸脱炭酸酵素（AADC）
に対する抗体を用いて、レクチン陽性の構造
物の存在するニューロンの種類の判別を試
みたところ、THおよび TPHは、いずれの症例
にも検出されなかったが、ChAT、VAChAT、bNOS、
NMDAR1、NMDAR2B ならびに AADC については、
陽性を示す症例が認められた。 

さらにコリンアセチルトランスフェラーゼ

（ChAT）、小胞アセチルコリントランスポータ

ー（VAChAT）、中枢神経由来の酸化窒素合成酵

素（bNOS）、NMDA型グルタミン酸受容体サブユ

ニット（NMDAR1, NMDAR2B）、芳香族アミノ酸

脱炭酸酵素（AADC）に対する抗体を用いて、

レクチンとの蛍光多重染色を試みたところ、

ChAT、NMDAR2BならびにAADCについては、レク

チンと共存していることが明らかになった。

これらの結果ならびに以前の結果を総合する

と本沈着物は、ドーパミンやセロトニン作動

性ニューロンではなく、アセチルコリンおよ

びグルタミン酸作動性ニューロン、ならびに

AADCのみを持ち、THとTPHを持たない、いわゆ

るD-ニューロンがアポトーシスを起こして生

じていることが明らかになった。vimentin、

N-CAM、S-MAG、N-cadherin等の細胞接着分子

に対する抗体を用いた検索を試みたが、検出

されなかった。 
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