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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病初期例・偶発例では、脳・末梢自律神経系を含めた全身の様々な部位
にアルファシヌクレインの蓄積を認め、これらが多中心性に生じた可能性が示唆された。進行性核上性麻痺で
は、タウ陽性構造の分布と多寡が臨床病型に合致していた。さらにタウ陽性構造の分布や左右差から、線維連絡
に沿った病変進展の可能性が示唆された。組織透明化と三次元解析を用いることにより、進行性核上性麻痺にお
けるタウ陽性構造を通常の薄切切片の免疫染色と同等の精度でイメージング可能となり、本疾患での病変形成機
序について重要な示唆を得た。

研究成果の概要（英文）：In the early and incidental cases of Parkinson's disease, alpha-synuclein 
accumulation was observed in various areas of the nervous system, including the brain and peripheral
 autonomic nervous system, suggesting that these may have occurred multicentrally. In progressive 
supranuclear palsy, the distribution/density of tau-positive structures were consistent with the 
manifesting clinical features. Furthermore, the distribution/laterality of tau-positive structures 
suggested the possibility of lesion extension along fiber connections. Tissue clearing and 
three-dimensional analysis enabled high-resolution imaging of tau-positive structures in progressive
 supranuclear palsy and provided important insights into the pathomechanism of lesion formation in 
this disease.

研究分野：神経病理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病、パーキンソニズムをきたす疾患として進行性核上性麻痺などを対象に、通常のパラフィン包
埋・薄切切片による観察、新しい手法である組織透明化・三次元イメージングを適応し、病変の形成や進展につ
いて重要な示唆を得た。組織透明化・三次元イメージングでは、現段階ではリン酸化タウを高解像度に描出可能
であり、薄切切片では解決の難しい病理学的な課題、すなわち異なる細胞種に蓄積したタウ陽性構造の近接性、
血管との位置関係などの問題にアプローチ可能であり、タウオパチーの病態機序理解に貢献し得る。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病は錐体外路症状、自律神経症状、認知症・精神症状など多彩な臨床症状を呈し、
病理学的にはアルファシヌクレインを主構成成分とする Lewy 小体を認める。Lewy 小体は脳・脊
髄に加え、皮膚、腸管などの全身の自律神経系に出現する。パーキンソン病の病態理解のために
はアルファシヌクレインが全身に蓄積していく病変進展過程の解明が不可欠であり、現在、ブラ
ーク仮説が最も有力視されている。この仮説では Lewy 小体は腸管自律神経系に形成され、迷走
神経を逆行性に上行して延髄に至り、脳幹から大脳辺縁系・新皮質へ進展する。しかしブラーク
仮説通りに自律神経症状、錐体外路症状、精神症状・認知症の順に症状が出現する症例ばかりで
はない。実際にはパーキンソン病の症状の出現順序は多様である。例えば認知症と自律神経症状
のように、責任病巣が空間的に離れた臨床症状が、複数、ほぼ同時に始まる例などがある。動物
モデルでは脳の局所に接種したアルファシヌクレインが、経時的に対側大脳を含めた中枢神経
系の広範な領域へ伝播する様子がとらえられている。このようにアルファシヌクレインがシナ
プスを超えて伝播する事実は確かめられているものの、パーキンソン病の病態解明のためには、
ヒトで病態を明らかにする必要がある。パーキンソン病は全身疾患であり、モデル動物と比較し
た場合のヒトの個体は大きく、また臨床症状が多様である点を考慮したい。ヒトではアルファシ
ヌクレインの凝集は一点から全身へ伝播するのではなく、初期病巣は全身の様々な部位で独立
して形成され、それらの周囲への伝播を繰り返して病変が拡大し、病変に応じた臨床症状が順次
出現する可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究ではアルファシヌクレイン凝集・神経変性が全身性・多中心性に生じ、局所での伝播を
繰り返すことにより全身に広がる可能性を検証することを目的とする。神経変性疾患における
蛋白質伝播仮説はパーキンソン病のみならず、筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral 
sclerosis: ALS）、アルツハイマー病、また進行性核上性麻痺（progressive supranuclear palsy：
PSP）、大脳皮質基底核変性症（corticobasal degeneration: CBD）をはじめするタウオパチーで
も病態仮説として挙げられており、これらの疾患においてもパーキンソン病との相違を含めて
病変進展の様式について検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）アルファシヌクレインの分布 
パーキンソン病では自律神経症状、錐体外路症状、精神症状・認知症のいずれかの臨床症状出
現から 5年以内の早期例、さらに、生前には上記の症状を認めなかったものの、剖検でアルファ
シヌクレインの沈着を認めた偶発例、いずれも複数例について、末梢自律神経系（心臓左室前壁、
食道、交感神経節）、脊髄（胸髄中間質外側核）、脳幹（延髄迷走神経背側核、黒質）、辺縁系（嗅
球、扁桃体）、大脳新皮質（前頭葉・頭頂葉皮質）の各部位において、免疫染色によりリン酸化
アルファシヌクレインの沈着有無を調べた。 
 
（2）組織透明化と 3D 病理観察 
通常の 4μm厚パラフィン包埋切片の染色により、食道、心臓左室前壁、交感神経節にアルフ
ァシヌクレインの沈着を認めたパーキンソン病剖検例を対象とした。これらの組織を 7mm 四方
大で切り出した後、CUBIC プロトコール（Tainaka K et al, Cell Rep 2018: 24, 2196-2210.e9）
により透明化した。リン酸化アルファシヌクレイン抗体による免疫染色の後、光シート顕微鏡を
用いて三次元的に解析した。 
 
４．研究成果 
（1）パーキンソン病早期例・偶発例を複数検討した結果、特に偶発例ではアルファシヌクレイ
ンは末梢自律神経系に限定して蓄積する傾向を認めた。一方、脳幹にはみとめられず、大脳辺縁
系と末梢自律神経系のみ陽性の症例もあり、空間的に離れ、直接的な線維連絡のない複数系統で
アルファシヌクレインの凝集が病初期に観察されたことから、その病変は初期には多中心性に
形成されることが示唆された。 
 
（２）組織透明化と光シート顕微鏡観察 
食道では、近傍を走行する迷走神経・食道外膜・筋層・筋間神経叢を一塊に組織透明化・三次
元解析が可能となり、筋間神経叢にアルファシヌクレイン沈着を疑わせる高輝度・点状の陽性像
を認めたものの、十分な強度・解像度が得られなかった。 
 心臓では、左室前壁の冠動脈前下行枝を目安に標本を作製した。シート型顕微鏡観察では、心
外膜脂肪組織中を冠動脈とともに走行する交感神経枝を同定し、これらが血管に伴走して左室
心筋層に入り込む様子をとらえた。心臓外膜および左室表層の交感神経枝において、高輝度・点
状の陽性像を認めたものの、十分な解像度が得られなかった。 



 交感神経節でも食道・心臓と同様に、神経節細胞胞体や突起にアルファシヌクレイン沈着を疑
う構造を認めたものの、解像度が十分ではなく、また細胞胞体ではリポフスチンとの区別に問題
が生じた。 
 食道・心臓・交感神経節のいずれにおいても、組織透明化・光シート型顕微鏡下観察が可能と
なった。食道外膜・心臓外膜では、自律神経枝が筋間層・心筋内に入り込む様子が明瞭に捉えら
れた。通常の薄切切片でひとつの神経束を連続的に観察するためには、標本すべてを連続的に薄
切し、写真撮影したのち、三次元に再構成する必要がある。すなわち膨大な手間・時間を要し、
また工程が増えるために誤差が蓄積し、実験の精度が下がる問題も生じる。今回用いた三次元観
察の手法は、組織そのものを簡便かつ正確に解析可能であり、解剖学的な構造の理解も深まる。
今後は手技をさらに洗練させ、高解像度での撮像を進める。現時点ではアルファシヌクレインに
対する免疫染色の感度・特異度を十分に向上できなかった。複数の抗アルファシヌクレイン・ユ
ビキチン・リン酸化ニューロフィラメント抗体を順次試し、末梢自律神経系で Lewy 小体が形成
され、伝播する可能性を検証していく。 
 
（３）タウオパチーなど、他の神経変性疾患の検討 
PSP は４リピートタウの蓄積を伴う変性疾患であり、アストロサイト、オリゴデンドログリア、
神経細胞に各々形成される tufted astrocyte、coiled body、neurofibrillary tangle を病理学
的特徴とする。臨床症状は多彩であり、病初期に易転倒性や核上性注視麻痺を呈する PSP-
Richardson syndrome (PSP-RS)に加え、前頭葉性の認知・行動障害が前景に立つ PSP-Frontal 
(PSP-F)、大脳皮質基底核症候群を呈する PSP-corticobasal syndrome（PSP-CBS）、発語・言語
障害を認める PSP-speech language disorder（PSP-SL）などの臨床病型が含まれる。当初、本
研究ではパーキンソン病をターゲットとし、組織透明化による末梢自律神経束の観察が可能と
なったものの、アルファシヌクレインの伝播の解析では染色の強度・特異性を十分に上げること
ができず、また PSP の一剖検例の解析を通じて病変の進展に関連して重要な示唆を得たため、
PSP（タウ）も研究対象とした。 
発端となった PSP-LS の一例は非流暢性失語で発症し、脳 MRI では左側優位に明瞭な大脳萎縮
を認めた。剖検では房状アストロサイト、コイル小体、神経原線維変化などのタウ陽性構造は大
脳皮質に多く、脳幹や小脳歯状核では少なかった。さらに左右の大脳皮質を比較検討したところ、
明らかに左に多く認めた。このようにタウ陽性構造の分布は臨床症状や構造画像の解析結果に
よく合致していた。さらに興味深いことに、橋核や下オリーブ核などでもタウ陽性構造は左に多
く認めた。 
上記のような大脳皮質と脳幹・小脳のタウ陽性構造の量的なバランス、左右差について注目し、
複数の PSP 症例を検討したところ、PSP-RS と比し、PSP-CBS, PSP-SL, PSP-F など大脳皮質症状
が病初期に目立った症例では、タウ蓄積が大脳皮質に多く、臨床症状に合致した左右差を示し、
さらに大脳と脳幹の同側にタウ蓄積が多く認められた。これらの観察結果からは、PSP-CBS など
では大脳皮質の一側にタウが蓄積し、病変が線維連絡に沿うように伝播し、脳幹にも左右差をき
たした可能性が示唆された。 

 
左図 リン酸化タウ免疫染色 
上段: PSP-SL 
下段: PSP-RS 
A運動野皮質、B上頭頂葉皮質では、
PSP-SL において PSP-RS よりタウ
が蓄積多い。C 被殻のタウ蓄積は
PSP-SL と PSP-RS で同等。D上丘で
は PSP-SL よりも PSP-RS でタウ蓄
積量は多い。 
 
 

 
 上記の PSP での経験を踏まえ、臨床症状に左右差の目立った ALS の 2 剖検例において、変性
や疾患タンパク質 43-kDa TAR DNA-binding protein (TDP-43)蓄積と臨床症状の関連を解析し、
病変進展機序について考察した（Sainouchi M, Tanaka H et al, JNNP 2021）。 
 
 さらに PSP および CBD に組織透明化・三次元解析の手法を適応した。各々運動野皮質・皮質下
白質を含む 1cm 四方のサンプルを切り出し、透明化した。その後リン酸化タウ抗体を用いて免疫
染色し、シート型顕微鏡を用いて三次元解析した。その結果、PSP では房状アストロサイトが、
CBD ではアストロサイト斑（astrocytic plaque）が、PSP と CBD の両者でコイル小体、神経原線
維変化が明瞭に描出された。非常に解像度が高く、通常のパラフィン包埋・薄切切片の免疫染色
と比較し何ら遜色はなく、房状アストロサイトでは核から放射状に分布するタウ陽性構造が、ア
ストロサイト斑では核から離れた突起へのタウ沈着が可視化され、両者の違いが明瞭に描出さ
れた。PSP と CBD の各々において、異なる細胞種に蓄積したタウ陽性構造の近接性、血管との位
置関係などを中心に解析を進めている。 



 
左: PSP (緑 リン酸化タウ、赤 
GFAP)。房状アストロサイト、
コイル小体が明らか。 
右: CBD (緑 リン酸化タウ)。
アストロサイト斑が明らか。 
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