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研究成果の概要（和文）：ヒト剖検脳のαシヌクレインは軸索遠位から神経細胞体へ向かって進

展する点で、樹状突起から細胞体へ進展するにつれて 4 リピートから 3 リピートへ変化するタ

ウとは異なることを示した。これを反映して、レヴィー小体病では軸索末端が早期から脱落し、

これをとらえる MIBG心筋シンチグラフィーが高い診断特異性を有する病態背景を明らかに

した。さらこれらの病変の光顕像と免疫電顕像を直接対比できる新たな手法を開発した。今後

分子機序との関連を追及するのに強力な手段となる。 

 

研究成果の概要（英文）：We traced the Lewy pathology in human brain and demonstrated its 

initiation at distal axon and subsequent centripetal extension.  Expected dysfunction at 

distal axons, detectable as a decreased myocardial uptake of MIBG, is a reasonable 

candidate for early and specific diagnosis of Lewy body disease.  In contrast, tau 

deposition start as 4R deposits in dendrites, which may undertake transition to 3R tau 

with centripetal progression, as we demonstrated with double labeling for 3R/4R tau.  We 

also established a new method to compare light and immunoelectron microscopic findings 

of the same lesion, which is potentially useful to bridge molecular changes to lesion 

formation. 
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病(PD)に対する遺伝子治療, 

脳深部刺激等の侵襲的治療法が開発されつ
つある現在，その臨床診断の精度を向上さ
せ，治療効果判定の客観的パラメータを確
立することが不可欠である．我々は軸索末

端から近位へ向かうαシヌクレイン(S)沈
着（Brain Pathol 2008:18:415-22）から軸索
脱落へと進展する心臓交感神経の突起変性
は PD に特異的なうえ(Brain 2008:131: 
642-650, Brain Pathol 2007: 17:24-30)，MIBG

心筋シンチグラフィーのとりこみ低下とし
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て早期から検出されるので，これを通じて
PD の臨床診断の精度を向上させることが
可能なことをこれまで報告してきた． 

 

２．研究の目的 

新たな三次元的手法を用いてこの突起病変
の広がりをとらえ， さらに S 凝集と関連
づけて病変の進展を明らかにし，病態理解と
それに基づく臨床診断にも役立つ情報を提
供する．特に臨床的にも鑑別が問題となるタ
ウ沈着との違いを明瞭にすることで神経細
胞レベルでの病変進展の違いを明確にし、臨
床診断の精度向上へと反映させる。 

 

３．研究の方法 

1)蛍光三次元撮像した病変をそのまま免疫電
子顕微鏡像としても撮像し、両者を直接比較
する方法を開発し、これまで観察困難であっ
た早期突起病変の電子顕微鏡像をとらえる。 

 
４．研究成果 
ヒト剖検脳でS 病変とタウ病変の進展を比
較し、S は軸索遠位からタウは樹状突起の
遠位から神経細胞体へむかって沈着が進展
することを示した。 臨床診断の制度向上に
貢献した。これらの成果を背景に第 54 回日
本神経学会にて国際シンポジウム”Str 
ucural template for neurodegeneration”
を企画し、演者の一人としても発表した。パ
ーキンソン病早期からみられる MIBG 心筋シ
ンチグラフィーの取り込み低下は、心臓交感
神経軸索遠位端の脱落を反映するという
我々の成果を受け、この検査を健康保険の適
応とするとの通達が 2012 年 3 月に厚生労働
省より発せられ、今後より一般的な検査とし
てさらなる普及が期待される。 
 
（１）：α-シヌクレイン沈着の最早期像 Pale 

neurites の提唱と超微構造の解明 

ホルマリン固定したパーキンソン病剖検例
の脳幹から迷走神経背側核や青斑核を含む
浮遊切片(50µm 厚)を作成し、抗 α シヌクレ
イン抗体  (ab6162 Abcam, 1:1000, sheep 

polyclonal/Alexa488), 抗 neurofilament 抗
体 (SMI31 Sternberger, 1:1000, mouse 

monoclonal/Alexa 633)、凝集した線維に親和
性のある色素 Thiazin Red (TR 1:10, 000)で
三重蛍光染色し共焦点顕微鏡で三次元像を
取得した。TR でモニターした軸索内のS 凝
集の程度は軸索毎、部位毎に異なり多様であ
った。同一標本を eosin や α-シヌクレイン沈
着 を 高 感 度 に ラ ベ ル す る 鍍 銀 染 色
Campbell-Switzer 法で染色し蛍光像と比較
すると、TR 陽性部は eosin 陽性で凝集度が
高くレヴィ小体に類似するのに対し、TR 陰
性部は eosin 陰性で凝集度が低く Pale body

に類似する早期病変と考え Pale neurites と

命名した(Brain Pathol 2012)。3D-oriented 

immunoEM 法を用いてこの Pale neurites

の蛍光三次元像(図 4A)と同一部位の超微形
態を観察すると(図 4B)、TR シグナルの乏し
いS 陽性部分にもS 陽性のレヴィ線維が少
数確認できた。 

 

（２）： Lewy neurites は側副枝から近位へ
伸展する。Lewy neurites を高感度で染色
する鍍銀染色 Campbell-Switzer 法を用い
てパーキンソン病脳幹の 50µm 厚切片を染
色すると多数の軸索分岐がみられる。
0.2µm/pixel の解像度で標本全体を取り込
む virtual slide システムを用い、分岐点を
中心とする軸索病変 70 個の輪郭を 2 値化
した上で、分岐点から３方向に伸びる枝毎
に長さと面積を定量した。突起病変は先ず
側副枝にはじまり、分岐点から近位へ向か
う軸索内へと伸展することを定量的に示し
た(Brain Pathol 2012)。また心臓交感神経
の軸索病変は特に無髄線維に強調されるこ
とを初めて電顕的に示し、ミエリン塩基性
タンパク陽性の有髄線維は比較的残存する
ことを多重染色標本で定量的に示した
(Neuropathol Appl Neurobiol 2012)。 
 

（３）：タウ陽性線維の超微形態を光学顕微
鏡像と免疫電顕像の直接比較。ホルマリン固
定したピック小体病３例の海馬 50µm 厚の
浮遊切片を、抗リン酸化タウ抗体 AT8 
(1:1,000 mouse monoclonal IgG)/ 
Qdot655-抗マウス IgG(1:100, Invitrogen)
でラベルし共焦点顕微鏡 (Leica SP5, 
Germany)でピック小体の蛍光三次元像を
再構築した。ピック小体は”パラシュート
様”, “ドーナツ様“、中に空洞(lacunae)を含
む等多様な三次元構造を呈した。このピッ
ク小体の周囲に laser microdissection用い
て小孔をあけた後、同一切片をエポン包埋
し、目印の小孔に囲まれる部分を電顕観察
した。ピック小体内の細胞小器官が比較的
高密度のタウ陽性線維と混在し、タウ陽性
線維をラベルする Qdot がカドミウムとセ
レンに対応するピークを示すことを
energy-dispersive X-ray analysis で確認
した(Am J Pathol 2012)。尚本研究は第５
３回日本神経病理学会優秀ポスター賞を受
賞した。 
 
（４）：4 リピートタウから 3 リピートタウへ
の移行が神経原線維変化の根源的事象であ
る。神経原線維変化微小管結合部位の繰り返
しが３回の 3 リピート(3R)タウと 4R タウが
あるが両者を蛍光二重染色して細胞毎に区
別する方法を昨年度確立した。今回アルツハ
イマー病海馬に応用し、病期の進行に伴い進
展する神経原線維変化の増加に伴い、3R タウ



陽性神経細胞の割合が増加すること、神経細
胞内では突起から細胞体に向かって 4R タウ
陽性像が 3R タウ陽性像へと変化することを
示した(Acta Neuropathol 2013)。この変化は神
経原線維変化形成と進展に共通する根源的
事象だが、その分子基盤は説明しがたい。部
位や疾患による違いを検索し，背景機序を今
後検討していく。 
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