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研究成果の概要（和文）：神経疾患脳病変を構成する線維の構成分子の局在を免疫電顕で観察するために、
Quantum dot (QDs)を免疫標識に用いその蛍光像と電顕像を直接比較した。標識の視認性を高める金増感を行っ
たが、異なるQDの形態は金増感後でも区別でき、ヒト脳免疫電顕で二重標識を初めて実現した。これをアルツハ
イマー病脳に応用し、神経原線維変化を構成する3リピートタウと4リピートタウが構成する線維の特徴が異なる
ことを世界ではじめて示した。

研究成果の概要（英文）：Brain lesions in neurodegenerative disorders are composed of fibrillary 
structures, which are composed of different molecules.  Quantum dots are electron dense nanocrystals
 that emit fluorescence, hense permit dual detection (fluorescence and electron microscopy) of the 
same target, when used in immunolabeling.  Even after gold enhancement, it was possible to 
distinguish different QDs, each labeling respective epitopes.  This is the first successful 
application of double-labelling correlative light and electron microscopy to autopsied human brain 
samples.  Double labeling of neurofibrillary tangles for three-repeat (3R) and four-repeat (4R) tau 
demonstrated that ultrastructure of 4R-positive fibers is distinct from that of 3R-positive-fibers.

研究分野： 神経病理学

キーワード： 電子顕微鏡　二重免疫染色　タウ　アルツハイマー病　神経原線維変化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病（AD)脳で認知障害の程度に関連する病変は、タウ蛋白からなる神経原線維変化（NFT)とされ
るが実態は3リピート(3R), 4リピート(4R)の2種類のタウが関与している。3R, 4RタウはNFTの異なる線維成分を
構成していることを、今回開発した二重免疫電顕法をヒト剖検脳に応用して、世界で初めて示した。タウ蛋白と
一括してきた従来の診断、治療戦略ではこうした複数のタウ分子が関与する病態をとらえて診断・治療すること
はできず、診断・治療戦略を根本的に見直す必要を本研究は示唆する。

※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(AD)の神経原線維変化(NFT)はタウ蛋白が凝集した Paired helical filament
からなり, 早期の pretangle が次第に NFT を形成し ghost tangle へと経時的に進行するとさ
れる。タウ蛋白には微小管結合部位があり、その繰り返しの数により異なる 2 種類の 3 リピー
ト(3R)および 4 リピート(4R)isoform に分類される。早期の pretangle は 4R のみ陽性、成熟し
た NFT は 3 および 4R 共に陽性、さらに進行した ghost tangle は 3R のみ陽性であり、4R か
ら 3R への profile shift が AD の特徴であることを光学顕微鏡レベルでの免疫染色を定量して
我々は明らかにした(Acta Neuropathol 2013:125:565-79, Acta Neuropathol Comm 2018:6:1)。
しかし 3R, 4R タウはアミノ酸配列を異にする別の分子であり、分子が相互に移行することは
ありえない。それを解明するには 3R, 4R と PHF の関係をヒト脳病変の免疫電顕で観察するこ
とが不可欠である。ところが 3R, 4R タウの二重染色は光学顕微鏡レベルでも困難で、電子顕
微鏡で多重免疫染色を実現した報告はヒト脳ではほとんどない。さらに AD 脳では
pretangle-NFT-ghost tangle 等の異なる段階の病変が近接して混在しており、光学顕微鏡で同
定した病変の免疫電顕に移さなければ、所見の解釈は困難である。我々は蛍光を発する
nanocrystal Quantum Dot を免疫標識に用いて、蛍光シグナルで同定した同一病変を直接免疫
電顕像として観察できる新たな Correlative Light and Electron Microscopy (CLEM)を既に開
発した(Am J Pathol 2012:180:1394-7, Acta Neuropathol Comm 2014:2:161). 二重染色よる
double-labeling CLEM はヒト脳の報告がないが、AD 脳の NFT 形成過程を解明するには、技
術的にこの壁を乗り越えることが不可欠であると考えて、本研究を企画した。 
 
２．研究の目的 
①ヒト剖検脳で通常に採取されたホルマリン固定標本から異なる段階にあるタウ病変を光学顕
微鏡で同定し、同一病変を二重免疫標識による電子顕微鏡観察を実現する技術 double-labeling 
CLEM を確立する。 
②多重免疫の標識として大きさや蛍光波長の異なる複数の QD を用いる。 
③ヒト AD脳ホルマリン固定標本から double-labeling CLEMを用いて 3R, 4R tau とそれらが
形成する PHF との空間的関係と病変の進行い伴いそれらがどのように変化するかを明らかに
し、その形成過程を解明する。 
 
３．研究の方法 
病理解剖で最も普通に用いられるホルマリン固定標本から作製した海馬浮遊切片を用いて、AD
脳の NFT を解析する。多重免疫標識にはサイズ、蛍光波長の異なる QD を用い、蛍光顕微鏡で
pretangle, NFT, ghost tangle を区別した上でデジタル画像で記録した上で、免疫電顕標本と
して再包埋した。蛍光染色で同定した病変を見失わないために、標本全体の蛍光像を virtual 
slide でデジタル画像化して電顕標本切り出し部位を同定した。QD自体は電子密度がそれほど
高くなく電顕上の視認性は良好とはいえない。そこで金溶液により電顕上の視認性を高めるこ
とを試みた。QDの大きさと形態は一様に作られているが、たとえば QD565 は小さな球状、QD655
はやや細長い rod 状と異なる。驚いたことに金溶液による増感後も QD565 と QD655 の形態は明
瞭に区別できることがわかった。さらに、蛍光像で狙いをつけた対象病変は金増感後明視野顕
微鏡で用意に同定できることがわかり、同一病変を電子顕微鏡標本としてトリミングするステ
ップが各段に容易かつ正確になった。 
 
４．研究成果 
金増感による double CLEM を用いて AD 脳の NFT を観察した。3R, 4R タウの免疫組織化学的な
可視化には蟻酸、autoclaving による熱処理、過マンガン酸カリ等による前処理が不可欠で、
我々が CLEM に用いてきた浮遊切片では両エピトープは可視化できなかった。そこでパラフィン
包埋切片を 0.5%過マンガン酸と 2%蓚酸処理後オートクレーブ処理(0.05% クエン酸バッファー、
120 度 20 分)で処理して、蟻酸処理を省く前処理で 3R, 4R 両 isoform が染色可能なことを確認
した。パラフィン切片を上記に従って前処理し、3R(RD3 mouse monoclonal)/QD655 と 4R (4R tau 
rabbit polyclonal/QD565 で二重染色し、二種の蛍光シグナルを virtual slide を用いて標本
全体から画像化し、4R+pretangle, 3R&4R+NFT, 3R+ghost tangle を区別・同定した後金増感し
た。それぞれの病変は増感後は明視野で確認可能で、再度明視野モードの virtual slide で標
本全体をデジタル化して蛍光像と比較した。その後切片をエポン包埋し、対象病変を区別して、
薄切死電顕観察用グリッドに載せ観察し、蛍光像と直接比較できた。Pretangle は 4R のみ陽性
で不規則な配列の短い線維からなるのに対し、ghost tangle は 3R のみ陽性の線維束からなる
点異なる。3Rと 4R 共に陽性の NFT では 4Rと 3R 陽性の線維束に加え、4Rのみ陽性の短い線維
が側枝のように伸びている様子が初めて観察された。PHF にこれまでこうした側枝の記載はな
いが、パラフィン包埋をはじめとする前処理が PHF の構造を部分的に破壊して 3R, 4R エピト
ープが露出したとすれば説明できる。パラフィン包埋や前処理の前には PHF の構造が保たれ、
3R, 4R エピトープは表面に露出していないが、これらの処理を経て初めて露出した可能性があ
る。パラフィン包埋切片からの電顕は形態の保持が悪く、PHF の詳細な形態は同定できないが、
パラフィン包埋を経なければ 3R, 4Rtau を可視化できないとすれば、より感度の高い 3R, 4R



タウ抗体が開発されたとしても PHF 構造が保たれている間は標識できない可能性がある。4Rの
み陽性の pretangle が 3R タウを組み込みながら PHF を形成していくとしても、強い前処理を経
なければ 3R, 4R エピトープが可視化できない理由は不明である。線維形成の過程で 3R, 4R 
epitope は内側に隠されながら互いに相互作用している可能性がある。 
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