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進行性核上性麻痔（progressivesupranuclear palsy: PSP）は変性病理所見として黒質，淡蒼球，

視床，小脳歯状核，脳幹被蓋における神経細胞脱落，反応性 gliosisを特徴とする進行性の変性疾

患である。細胞内蛋白 tauが異常リン酸化され，神経細胞内で神経原線維変化（neurofibrillary

tangle: NFT）を， oligodendroglia内で coiledbody (CB）を形成することが報告された。一方，

ubiquitin (Ub）蛋白質は神経変性疾患において ATP依存性に変性蛋白を分解する重要な役割を果

たしている。 PSPにおいて NFT,CBが病変の形成にどのように関わっているかを明らかにするた

めに， PSP三剖検脳を用いてNFT並びに CBを4つの stageに分類し，各stageの出現量を計測し

た後， PSPの変性病理所見と比較検討した。また，全NFT,CBに対する Ub陽性NFT,CBの出現

量（Ub陽性率）を算定した。その結果， NFTは神経細胞脱落と反応性gliosisと関係なく出現して

いるが， CBは神経細胞脱落と関連して出現が多いことが解った。神経細胞は脱落しているものの，

細胞死を意味する stageN のNFT,CBは少なく 3症例平均 Ub陽性率もそれぞれ2.1%,2.7%と極

めて低いことがわかった。以上より PSPにおいて NFT,CBの形成は神経細胞脱落と反応性gliosis

の中心的役割を担っていないと考えられた。
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進行性核上性麻埠（progressivesupranuclear palsy: 

PSP）は進行性変性疾患であり，臨床的には核上性眼

筋麻庫，無動・寡動，固縮，項部ジストニー，偽性球

麻庫，認知障害などが認められる19,29）。神経病理学的

には神経細胞脱落と反応性 gliosisが黒質，淡蒼球，

視床下核，小脳歯状核，脳幹被葦などに見られるのが

特徴である11,20）。

神経原線維変化（neurofibrillarytangle: NFT）の出

現はアルツハイマー病（Alzheimer’sdisease：血）で

は細胞死と密接に関係があることが知られている7）。

NFTは異常リン酸化 tau蛋白質が凝集して異常線維

として形成されると考えられている13,15）。その形成を

段階的に観察した研究として， tau蛋白に対する抗体

を用いて分類した Duongら5）と Bancherら2）は AD

を4群に分類（stage0-3）した。 Braakら3）はATSを

用いた免疫染色と Gallyas-Braak(GB）銀染色4,8）を

別々に行い， ADを5群に分類（group1-5）した。こ

れらの研究により NFTは tau蛋白が線維を形成する

前段階（Duong,Bancherらの stage1, Braakらの

group lに相当）から， NFTが形成され（Duong,

Ban ch erらの stage2, 3, Braakらの group2, 3に相

当），細胞死が生じた後NFTが消化されずに残存した

ghost NFT (Braakらの group4, 5に相当し， GB染色

でのみ観察可能）までに変化するものと推定されてい

る。一方 PSPでも，異常リン酸化された tauを主構

成蛋白質とする異常線維が神経細抱内に NFTとして
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多数出現するばかりでなく2s), oligodendroglia内にも

coiled body (CB）として多数出現することが最近報

告された14,16,22）。しかしながら， PSPのNFT,CBの形

成を観察した研究は未だない。

ADのNFTは高度にubiquitin(Ub）化されている27）。

Ubは真核生物に普遍的に存在する76個のアミノ酸か

らなる小蛋白質である7,9）。蛋白質の Ub化は分解を誘

導するため標的蛋白質へ共有結合し，複雑な酵素系に

よって触媒されている12）。最近， ADをはじめ，様々

な神経変性疾患における脳内の病変所見として，不溶

性蛋白質が凝集した封入体が残存した神経細胞の中の

細胞質や核内に蓄積していることが頻繁に観察されて

いる13,15,21,27）。そして，その封入体の多くに Ubが存

在することから，この蛋白質凝集体に Ub依存性の蛋

白質分解系が関与している可能性が示唆されてき

た1,24）。これらの所見は細胞死と密接に関連している

と考えられている24,27）。しかし， PSPのNFTはUb

化されていないと言われているがその詳細な検討はさ

れていない18,22）。

本研究で筆者は， PSPにおける NFT,CBの出現意

義を明らかにするために，異常リン酸化された tau蛋

白を認識する抗体（ATS）を用いた免疫組織化学染色

と異常線維を認識する銀染色（modifiedGB）の二重

染色を用いて， PSPにおける NFTとCBの形成を4

つの stageに分類した。 NFTとCBの出現と病理学的

変性（神経細胞の脱落と反応性 gliosis）との関連性を

検討し， NFT,CBの各 stageの出現量を計測した。さ

らに， NFT,CBのUb陽性率を算定し NFT,CBに蛋

白分解システムである Ubが関与しているかどうかを

ネ食言すした。

方 法

症例

臨床病理学的に PSPと診断された 3症例の剖検脳

を用いた。各症例の死亡時年齢，性別，全経過，臥床

状態，臨床診断，病理診断，未固定脳重量を Table1 

に示す。病理診断は国際的診断基準を用いた11,20）。

病理組織学的検索および免疫組織化学的検索

検索症例は摘出後直ちに10%ホルマリンで3-4

週間間定した後， 7μm厚のパラフイン包埋切片を用

いて神経病理学的所見を観察するために Hemato:xylin

and Eosin染色，阻liver-Barrera染色， Bodian染色，

Methenamine染色を行った。免疫組織化学的検索は，

0.1%過酸化水素による内因性ペルオキシダーゼ阻害

を室温で30分間行った。蒸留水で十分に洗浄した後，

Table 1. Summary of the backgrounds of PSP cases 

used in this study 

Case 1 Case2 Case3 

Age at death (ys) 68 75 71 

Sex Female Female Male 

Duration of illness (ys) 5 10 5.5 

Bedridden duration (ys) 1 3 2 

Clinical diagnosis PSP PSP/CBD PSP 

Pathological diagnosis PSP PSP PSP 

Weight of田ぜ'ixedbrain (g) 1100 1040 1170 

PSP: progressive supranuclear palsy, CBD: corticobasal 

degeneration. 

Tris-buffered saline (TBS）で再度洗浄した。 Protein

Block S町田n-Free(DAKO, Carpinteria, CA, USA）を

室温にて30分間反応させた後，一次抗体を4℃で一

晩反応させた。一次抗体として anti-ubiquitinanti” 

body (mouse, MAB1510, 1:20,000, Chemicon, 

Temecula, CA, USA), anti-p-tau (Ser 199/202) anti-

body (mouse, ATS, 1:800, Innogenetics, Ghent, 

Belgium）を使用し， coldTBSで10分間洗浄した。

Envision法（DAKO,Carpinteria, CA, USA）によって

免疫染色した。すなわち，二次抗体として Labelled

Polymer-HRP Anti-Mouse (DAKO, Carpinteria, CA, 

USA）を用いて室温で2時間反応させ，反応後再び

cold TBSで10分間洗浄した後に， 3,3'-diaminobenzi-

dine tetrahydrochloride (DAKO, Glostrup, Denmark) 

を発色剤とし， 0.001%の過酸化水素を加えて， 5分

間発色させた。上記各々の抗体の染色性を光学顕微鏡

で観察した。

ATS & GBニ重染色と ATS& GB陽性 NFTおよび

CBの形態観察

GB染色と免疫染色の二重染色法は Okaら26）の方

法を用いた。まず， GB法で銀染色を行った後に，一

次抗体に ATS抗体を用いた Envision法免疫染色を行

った。 ATS陽性の場合は茶色に染色され， GB染色で

神経原線維変化は黒色に染色される。形態的には神経

細胞と考えられる細胞内に免疫染色と GB染色の染色

量の違いによって， NFTをstageI-Nの4つに分類し

た。同様に， CBをstageI向日rの4つに分類した。

定量分析

連続切片に対し， ATS& GB二重染色と Ub免疫染

色を施行し，大脳皮質（Brodmannarea 4, 6, 8），尾状

核頭部，被殻，淡蒼球，視床外側腹側核，視床下核，

内包，脳幹被蓋，小脳歯状核の11ヵ所において100倍
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視野で 1.74rnm2当りの NFT及び CBの各 stage数と

Ub陽性NFT及びCB数を 5ヵ所測定し，その平均を

求めた。

統計分析

1.74 rnm2当りの各 stageのNFT,CBの平均数を求

め， Ub陽性NFT,CBの平均数との関連性を明らかに

する目的で StatView for windows programを用いて

相関係数を解析した。

｛（・土
｝ドロ 果

臨床病理学的に PSPと診断された 3症例の神経細

胞の脱落，反応性gliosisの程度を Table2にまとめた。

ATS & GB二重染色の結果を Fig.1に示す。 ATS& 

GB二重染色では ATS陽性であるが GB染色により異

常線維構造をまったく認めない神経細胞を stageI 

(Fig. lB), ATS陽性で GB染色で線維構造を ATS染

色性に対し半分未満の神経細胞を stageIl (Fig. lC), 

ATSの中に GBで線維構造が明らかで， ATS染色性に

対し，半分以上のものを stageIII (Fig. 1D), ATS陰

性で GB染色のみで確認される異常線維構造を stage

IV (Fig. lE）と分類した。同様の方法でATS& GB陽

性CBも観察し， stageI-IVに分類した（Fig.lF-I）。

抗 Ub抗体を用いた免疫組織化学法でNFTとCB

を観察したところ，少数の NFTとCBが Ub陽性で

あった（Fig.2）。 PSPに出現頻度の高い globosetan-

gleも一部 Ub陽性であった（Fig.2A) o oligoden-

drogliaと考えられる細胞においても Ub陽性 CBが観

察された（Fig.2B）。

大脳脳幹各11カ所，大脳皮質（Brodmannarea 4, 6, 

8），尾状核頭部，被殻，淡蒼球，視床外側腹側核，

視床下核，内包，脳幹被蓋，小脳歯状核において連続

切片でATS& GBの二重染色と Ub染色を Fig.3に示

す。各部位における NFTとCBの1.74rnm2当りの平

均出現量を示した（Fig.4）。 NFT,CBともに stageIV 

(ghost tangle）が極めて少なかった。 NFT,CBの

stage I-IVの総数に対する Ub陽性数の割合を算定し

た（Fig.4）。視床下核，脳幹被蓋，小脳歯状核で

NFTのUb陽性率が高いこと， CBに関しては脳幹被

蓋，小脳歯状核で高いことがわかった。しかしながら，

3症例平均 Ub陽性率は，全体では NFTで 2.1 (0-

16. 7) %で， CBは 2.7(0-11.9) %であった。各

stageのNFTとUb陽性 NFTとの相関係数は， stage

I, II, IIIでそれぞれ 0.806,0.569, 0.497 (pく0.005）で，

CBにおいては stageIIIのみ相関を示し， 0.554(pく

0.005）であった。

以上要約すると，本研究で NFTとCBにおいて

stage Iから stageIVまでの線維形成段階が観察され

た。 NFT,CBとも細胞死を意味する stageWは極めて

少ないことが判明した。神経細胞死および反応性

gliosisの程度と NFT,CB出現量との関連は， NFT出

現量との関連が無く， CB出現量との関連を認めた。

また NFT,CBのUb陽性率は極めて低いこと， Ubの

出現量はN円， CB両方stageIIIと相関を示した。

考 察

PSP は1964年 Steeleら29）が特異的なパーキンソン

症候を示す疾患として報告された。その時に神経細胞

内に tangleが出現していることが記載されている24)0 

1986年に Pollockら28）によってその tangleが ADと

Table 2. The relationship between neuronal loss and gliosis whith NFTs and CBs 

Case 1 Case 2 Case 3 

Neuronal Neuronal Neuronal 
Regions loss gliosis NFTs CBs loss gliosis NFTs CBs loss gliosis NFTs CBs 

Bro伽 annareas 4 - 士 ＋ ＋ 士 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋十

Brodrnann areas 6 - 土 ＋ ＋＋ ＋ ＋ 十 十 ＋ ＋＋ 

Brodrnann areas 8 - ＋ ＋ ＋ 十 ＋ 十 士 ＋ ＋ 

Caudate head 土 ＋ ＋ 土 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

Put amen ＋ 土 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 十 土 ＋ ＋＋ 

Globus pallidus ＋＋ ＋ ＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋＋＋ 

LV of the thalamus - 土 ＋ ＋＋＋ 土 十 ＋ ＋ ＋ ＋＋ 

Subthalarnic nucleus ++ ＋＋＋＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋  ＋＋ 

Internal capsule n.d. ＋ n.d. ＋＋ n.d. ＋ n.d. ＋ n.d. 士 n.d. ＋＋＋ 

Tegment田nofpons ++ ＋＋＋＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋  ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 

Dentate nucleus 十＋ ＋＋÷＋  ＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋ 

Neuronal loss: -normal；土～＋ subtle; ++ moderate; +++ severe, gliosis: -normal; ±～＋ subtle; ++ moderate; +++ strong; n.d. 
not detected. 

Number ofNFTs: + 0-7; ++ 8-15; +++ 16”23；十十＋＋ above 24. Number of CBs: + 0四29;++ 30-59; +++ 60-90; ＋＋十＋ above91. 
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Fig. 1. ATS (brown) and GB (black) double staining (A). Scale bar=200 μm. Several forms of GB-positive struc-

tures were observed in ATS目positiveneurons and oligodendroglia in the tegmentum of pons (case 1 ). Fine gran叫es

compacted into fuzzy, convoluted bundles were observed in ATS-positive, swollen perikaryon (B). Faint GB-positive 

structures in an ATS-positive, swollen perikaryon (C), and intense GB-positive filamentous structures and fine gran-

ules were observed in faintly ATS-positive deformed neurons (D), as were non-nucleated ghost tangles (E) positive 

for only GB. Scale bar (B-E) =30 μm. A few well-defined granules were observed in the cytoplasm of oligodendroglia, 

while fibril formation was not observed (F). ATS-positive granules were intensively aggregated with GB-positive fib-

rils surrounding the nucleus of oligodendroglia (G). A clearly visible linear structur・esurrounding the nucleus of oligo-

dendroglia was seen by GB and ATS sta註由lg(H). An ATS-negative, GB-positive linear and curved fuzzy filamentous 

structure with an unclear nucleus, similar to a ghost tangle, was also observed (I). Scale bar (F-I) = 1 μm. 

Fig. 2. The figure shows Db-positive NFT and CB. Scale bar= 10 μm. 
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Fig. 3. The figure shows NFTs and CBs positive for ATS and GB double stai凶ng(A-C) and Ub antibody (D-F) in ser-

ial sections in each case. A and D shows case 1, Band E shows case 2 and C and F shows case 3, respectively. Scale 

bar=50 μm. 

同様に tauが陽性であることを，免疫組織化学法を用

いて証明した。 1994年， Ikedaら14）は異常線維のみ

を染色する GB変法を用いて， PSP脳には神経細胞内

にNFTが出現するばかりでなく， oligodendroglia内

にも異常線維が出現し CBと呼んだ。

PSPでは従来の変性所見である神経細胞脱落と反

応性 gliosisの程度と NFT,CB出現に関する研究は少

なく 31），今まで， PSPにおいて NFT,CBを形成段階

で分類し，病変との関連を研究した報告は全くない。

本研究では初めて， NFT,CBを4つの形成段階に分

類し，各形成段階の NFT,CBの出現量を主病変部位

にて半定量方法で検討した。 NFT,CBの同定方法と

して ATSを用いた免疫組織化学法と GB変法の両者

を行うことで， NFT,CBをより正確に stageI-IVまで

総てを検出することを可能とした。この方法を用いる

ことで Okaら26), Maoら23）により NFTとそのほか

の蛋白質の出現との関連を明らかにすることができ

たa NFTの出現と変性所見との関連は淡蒼球，小脳

歯状核において相関していない。しかし， CBの出現

は変性部位と比較的関連して出現しているのが特徴的

であった（Table2）。

ADでは病期に応じて stageIVのNFT(ghost tan-

gle）が高度に出現することが知られているねlaghost 

tangleは細胞膜が破綻し細胞死が生じ細胞内における

NFTのみが残存し，細胞外になった状態である。 Fig.

4に示したように， stageIVのNFT,CBはPSPで極

めて少ないことが明らかとなった。 PSPでは淡蒼球，

視床下核，歯状核，脳幹被蓋を主体に多くの神経細胞

は脱落している。すなわち，細胞死が存在しており，

NFT, CBは多数認めるにも関わらずstageIVが極めて

少ない。この事は NFT,CBの出現が直接細胞死を意

味していないと考えられた。

Ubは細胞内に出現する蛋白分解システムのーっと

して知られており，神経変性疾患ではパーキンソン病

における LeWY小体17l, Pick病における Pick球25）な

ど様々な特徴的異常構造物が Ub陽性である。 ADで

は1987年 Perryらにより老人斑ばかりでなく NFTも

Ub化されていることが報告された27）。特に， ADに

おける NFT出現は神経細胞死と密接に関連しており，

その NFTが Ub化されていることは神経細胞内で

NFTをUbを用いて分解しようとしている，一つの細

胞死を防ぐシステムとして注目されている。

本研究では ADと同じ異常リン酸化 tauが NFTを

形成する進行性の変性疾患である PSPにおいて神経

細胞の脱落，反応性 gliosisを認める部位を中心に11

ヵ所において， NFT,CBのUb陽性率を半定量的に算

定した。

PSPにおける NFT,CBのUb化率の研究はまだな

い。本研究において NFT,CBのUb化率は約 2-3%と

極めて少ないことが判明した。 ADでは免疫二重染色

でNFTの60%が Ub化されており3ol,NFTとUbと

の関連は matureなNFT（本研究での stageE，皿に

相当）で Ub化されると報告されている2）。したがっ

て本研究により PSPでは細胞内で N町， CBが存在し

でも Ub化が生じにくいことが考えられた。

本研究で stage凹の NFT,CBの出現量と Ub陽性
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NFT, CBの出現景を 3症例，それぞれ同一の11ヵ所

で相関係数を解析したところ， NFTでは相関係数

0.50, CBでは 0.55(pく0.005）とゆるやかな相関を認

めた。すなわち，少ないながらも Ub化されている

NFT,CBはADと同様に成熟段階でUbと関係してい

る可能性がある。このことは 2-3%細胞においては

ADと同様に Ub化システムが存在していると考えら

れ， PSPにおいて Ub化の完全な破綻があるとは考え

にくい。 Fergussonら6）はPSPにおいてmutantubiq-

uitin-Bが NFTに一致して増えていることに着目し

て， Ub化が阻害されている可能性を指摘している。

PSPはADと異なり PSP脳に生じる変性は神経細胞

死を生じるシステムと NFTが生じるシステムとの両

者が解離している可能性が考えられる。 Ub蛋白分解

システムがPSPのNFTを認識していないほかの蛋白

分解システムが作動しているのかどうかは明らかでな

い。 1つの可能性として， NFTが生じることで神経

細胞死から防がれている可能性もある。 PSPの研究

は少なく今後の研究が必要である。一方， CBの形成

はoligodenclroglia内に生じていると報告されている14）。

本研究により CBは神経細胞の脱落部位に多数出現す

ることが解った。また病理学的に PSP脳で oligoden-

drogliaが脱落している所見は認められていない。 CB

形成は神経細胞脱落と何らかの関連を認めるものの，

oligodendrogliaの機能障害を認めていない。 CB形成

は神経細胞脱落に伴う二次的な反応産物の可能性もあ

る。今後 oligodendrogliaの反応系に関する研究が必

要である。

以上より， PSPにおける NFT,CBの出現は PSPに

おける細胞死とは密接に関連していない，さらに，細

胞内において分解システムである Ub化がほとんど作

動していないことが明らかになった。これらのことは

PSPにおいて NFT,CBの出現は神経細抱脱落と反応

性 gliosisの形成に主な役割を担っていないと考えら

れた。
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Progressive supranuclear palsy (PSP) is a degenerative disorder pathologically characterized by neu-

ronal loss with responsive gliosis in the substantia nigra, globus pa凹dus,thalamus, dentate nucleus of the 

cerebellum and tegmentum of pons. It has been reported that abnormally phospho巧rlatedtau担 neurons

and oligodendroglia forms neurofibrillary tangles (NFTs) and coiled bodies (CBs). Ubiquitin protein (Ub) 

plays an important role in degradation of altered protein in degenerative disorders by an ATP-dependent 

pathway. To clariおrhow the formation of NFTs and CBs in oligodendroglia is related to the formation of 

lesions in PSP, we classified NFTs and CBs in three PSP brains into four stages and counted the number of 

cells of each stage and the positive rates of Ub担totalnumbers of NFTs and CBs. The results showed that 

the appearance of NFTs was not related to neuronal loss and responsive gliosis, while CBs were closely 

related to neuronal loss. Although there was neuronal loss, there were few stage IV NFTs (ghost tangles) 

and CBs, which indicate cell death. Moreover, the positive rates of Ub in NFTs and CBs were 2.1 % and 

2. 7%, respectively. These f恒也ngssuggest that the formation of NFTs and CBs does not have a vital role担

neuronal loss and responsive gliosis in PSP. 
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