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A.研究目的 

 紀伊半島の家族性認知症-パーキンソン症候群 

(紀伊 ALS/PDC(Amyotrophic Lateral Sclerosis 

/Parkinsonism-dementia complex :ALS/PDC)), 

牟婁病) の発症因子探索と治療介入にむけて、 

 

 

 

 

本年度は、1) 牟婁病の中の C9orf72 変異例： 

紀伊半島における集積の発見と臨床像の解明 (石浦、

辻、紀平、吉田、富山) 2) 環境要因：ALS 減少に

影響を与えた生活と食習慣の変化に関する検 

討、脳内 BMAA 研究 (紀平、岡本、小久保)、3)  

遺伝要因 (石浦、岩田、辻)、4) Multiple 

Proteinopathy (森本、村山、長谷川)、5) iPS 

細胞研究 (広川、江良)、6) 臨床研究 (小久保)

の各項目について検討した。 

 

B.研究方法 

1) 牟婁病の中の C9orf72 変異例：2011 年に北欧を

中心としたヨーロッパの ALS と前頭側頭型認知症 

(FTD)において新規原因遺伝子 C9orf72 が発見され

た。本遺伝子異常と紀伊 ALS/PDC との関連を検討

した。①紀伊半島における ALS, ALS/PDC 症例

について，C9ORF72 内のリピート伸長変異の頻

度や地域分布，ハプロタイプ解析による創始者効

果についての検討を行った。②C9orf72 遺伝子変異
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鍵になると思われる。 



  
                
 

 

を認めた串本 3 症例の臨床像について検討した。

③9orf72 遺伝子変異を認めた三重県亀山症例の臨

床像について検討した。 

2)環境要因：紀伊半島では、この 50 年間に ALS が減

少し、発症年齢が高齢化している。このような変化

をもたらした環境要因を明らかにすることは、神経

変性疾患全般の発症要因解明や予防法につながる可

能性がある。①1960 年代と現在とで生活・食習慣に

生じた変化を明らかにする：紀伊半島南部の大島地

区住民と穂原地区住民、及び対照地区住民(紀伊半島

北部山間部など)を対象とし、生活・食習慣の変化に

関する自記式アンケートを実施した．食品摂取頻度、

嗜好、仕事の内容、身体疲労、飲み水等に関する 63

項目の質問について、若い頃 (20-30 歳代、1960 年

代を想定)と現在での違いを、「よく食べた」（毎日~

隔日程度）、「滅多に食べなかった」（週に 1 回以下）、

或いは、「多かった」、「あまり多くなかった」の 2

項選択で回答を求めた．また、住民健診では、身体

測定、認知症の検査として HDS-R, MMSE, FAB, 

においの検査（カード型嗅覚同定検査）、血清元

素測定、DNA の酸化的ストレスの指標とされる

尿中 8-OHDG 測定を実施した．② 栄養摂取量の

経時的変化：2003 年と 2011 年に多発地の住民を対

象に行った栄養調査結果を比較し、栄養摂取状況の

変化と ALS 発症頻度の低下との関連を明らかにす

る。2003 年と 2010 年に紀伊半島南部の古座川町(多

発地)と花園地区(対象地区)の 20 歳以上の居住者を

対象に、生活状況調査と自記式（一部聞き取り）に

よる食品摂取頻度調査を行った。③ 脳内 BMAA 

の解析：Guam ALS/PDCでは、ソテツの根茎に寄生

するシアノバクテリアが産生する神経毒であ

る BMAA(β-methylamino-L-alanine) を発症要因

とする仮説がある。牟婁病 (Kii ALS/PDC)脳にお

ける BMAA の存在の有無を明らかにすることで、

BMAAが紀伊ALS/PDCの病態に及ぼす影響について検

討する。対象は、紀伊 ALS/PDC 5 例 (男性 1名, 

女性 4名、平均年齢 69.0 歳、ALS 2 例 PDC3 例、

平均罹病期間 7.4 年)と age-matched の非神

経疾患 3例、common ALS 2 例。方法は、患者脳

由来蛋白質の加水分解産物を用いて高速液体

クロマトグラフィー (HPLC)、質量分析計 

(LC/MS/MS)、アミノ酸分析器 (AAA)によって

BMAA の有無について解析した。 

3) 遺伝要因：①疾患遺伝子の探索：多発大家系に

着目し、連鎖解析の進め方についての再検討を行

うとともに、本家系に属する 2 名の発症者につい

てさらに全ゲノム配列解析を追加した。大家系

（発症者 9 名、非発症者 25 名）については以前

の研究でマイクロサテライトマーカーを用いて

遺伝子型が決定されている。パラメトリック二点

解析（浸透率 90%の不完全浸透優性遺伝モデル、

disease allele frequency 1%、phenocopy 3%）を

行った。さらに、本疾患の遺伝子座の絞り込みを

進める上で最適と考えられる連鎖解析のアプロ

ーチについて検討をした。また、本家系に属する

2 名の末梢血由来の genomic DNA について、

HiSeq2000（Illumina）を用いて全ゲノム配列解

析を行った。②エピゲノム解析：ゲノム DNA の

CpG メチル化は当該遺伝子の発現に影響を及ぼ

す事が知られている．本疾患が家系内においてパ

ーキンソニズム(PDC)，筋萎縮性側索硬化症(ALS)

といった表現形が異なる事が知られている．特に，

時代の変遷によって ALS の表現形が減少し，PDC

の表現形が残るようになっており，その原因とし

てエピゲノム情報の変化を想定した．ゲノム DNA

の CpG アイランドのメチル化について特定の遺

伝子について検討した．対象は 16 例でそのうち

PDC は 8 例，ALS は 8 例．脳の部位としては側頭

葉 14，頭頂葉 3，小脳 1 であった．我々が所有す

る側頭葉 88，頭頂葉 90，小脳 78 例を正常対照と

して使用した．選定した遺伝子としては MAPT, 

GSK3B, APP, SNCA であり，三重県南部に多発す

る家族性認知症-パーキンソン症候群と病理学的

に類似性のある神経変性疾患の関連遺伝子とし

た．それぞれの遺伝子で解析する CpG アイランド

についてはアルツハイマー病，パーキンソン病な

どで我々が異常を同定した部位に設定した．メチ



  
                
 

 

ル化率は bisulfite 変換後の PCR を使用した

pyrosequening 法によって測定した． 

4) Multiple Proteinopathy:①小脳の免疫組織

化学的検討: Kii ALS/PDC における tauopathy の

広がり、並びに小脳病変を詳細に検討した。また、 

ubiquitin, p62及びubiquilin 2蛋白についても併

せて検討を行った。穂原地区の Kii ALS/PDC 10

連続剖検例の小脳を用いて、ホルマリン固定パラ

フィン包埋ブロックより、6μm/9μm 厚の切片を

作成し、通常染色（H.E. K.B.染色）、特殊染色

（Gallyas- Braak 鍍銀染色）に加え、以下の各種

抗体を用いて自動免疫染色装置 Ventana を用い

て免疫染色を施行した。一部は Pser242 と

calbindin との蛍光二重染色を施行した。＜使用

抗体＞ リン酸化(p-)tau(AT-8, Pser242)、

ubiquitin、p62、ubiquilin 2、calbindin. 

②異常蛋白質の組織病理、生化学解析：2012 年に

剖検となった 2 例の患者脳、脊髄の細胞内異常タ

ンパク質の病変を免疫組織、生化学解析に解析す

る。免疫組織染色は、凍結脳の一部をホルマリン

固定後、ビブラトーム切片を作製し、免疫組織染

色を行った。生化学解析は、凍結脳からサルコシ

ル不溶性画分を調製し、電気泳動後、イムノブロ

ット解析した。タウの関しては、不溶性画分の一

部を 6M グアニジン塩酸に可溶化、透析後にアル

カリホスファターゼ処理による脱リン酸化を行

い、蓄積タウのアイソフォーム構成を調べた。用

いた抗体は、リン酸化タウを検出する AT8 と

pS396, 非リン酸化タウを検出する HT7 と T46、

リン酸化 α シヌクレインに対する抗体 mAb 

PS129、リン酸化 TDP-43 を検出する抗体 mAb 

pS409/410 である。 

5) iPS 細胞研究 ① iPS 細胞の樹立： 三重県南

部に多発する家族性認知症-パーキンソン病患者の

皮膚生検から、皮膚由来初代線維芽細胞を樹立する。 

センダイウイルスベクター（SeV ベクター）によっ

て患者由来線維芽細胞へ初期因子（Oct3/4, Sox2, 

KLF4, c-Myc）を一過性に発現させ iPS 細胞の樹立を

行う。樹立した iPS 細胞については、1)アルカリフ

ォスファターゼ染色 2)Nanog, Oct3/4, SSEA-4, 

TRA-1-60 の免疫染色による iPS 細胞の確認を行う。

さらに、未分化マーカーの発現を PCR にて確認する。 

②iPS 細胞から運動ニューロンへの分化誘導: 

iPS 細胞から sonic hedgehog signal pathway の

agonist と retinoic acid を用いて embryoid body を

作成し、これが運動神経細胞の特徴を有することを

確認する。得られた運動神経細胞を用いて，現在ま

で提唱されている以下の ALS 発症機序が再現でき

るか検討する。ⅰ）疫学的環境因子の影響、ⅱ) 小

胞体ストレスのメカニズム、ⅲ) 酸化ストレスのメ

カニズム。  

6) 臨床研究: 紀伊半島の家族性認知症-パーキ

ンソン症候群 (ALS/PDC) では、尿中 OHdG が

高値であることを報告しており (Morimoto et al. 

Mov. Disord. 2008)、病態に酸化ストレスの関与

が想定されている。対象は、紀伊 ALS/PDC 5 例 

(男性 4名, 女性 1名、平均年齢 68.4 歳、全例

PDC、平均罹病期間 9.4 年)に対するオープンラ

ベル試験。方法は、エダラボン(1A, 30mg/回)

を適当量の生食液等で用時希釈し、30 分かけて

1日1回点滴静注する。週2日間点滴投与を1 ク

ールとし、24 クールを連続して行う。併用薬と

して ビタミン E (酢酸トコフェロール) 300mg/

日とビタミン C (アスコルビン酸) 2000mg/日を

連日内服併用する。開始時と終了時に MMSE、

ALSFRS-R、UPDRS、FAB、やる気スコア、CAS を

評価し効果を検討する。期間は、2011 年 11 月

から 2012 年 6月まで。 

（倫理面への配慮を含む） 

 本研究は、三重大学、東京大学、順天堂大学、熊

本大学、理化学研究所、東京都健康長寿医療センタ

ー、東京都医学総合研究所、愛知県立看護大学、関

西医療大学、独立行政法人国立精神・神経医療研

究センター、町立南伊勢病院の各倫理委員会の承

認に基づき行った． 

 

C.研究結果 



  
                
 

 

1) 牟婁病の中の C9orf72 変異例: ①C9ORF72

内の 6 塩基（GGGGCC）の異常伸長は、穂原地

区症例 30 名については、本リピート伸長を認め

なかった。一方で紀南（串本・古座川地区）症例

15 名（家族例 1 名、孤発例 14 名）については、

3 名 (20%)で本変異を認めた。このうち、１例の

みで家系内の類症の発症者を認めた。紀南の 3 症

例に関しては、3.3Mb～63Mb と非常に長い領域

にわたって共通ハプロタイプを認め、創始者効果

の存在が考えられた。 

 

図 1. 牟婁地方における C9orf72 変異症例 

 

 

 

② 串本地区症例ⅰ) 死亡時 72 歳女性.臨床像

は、69 歳左下肢症状で発症し、その後球麻痺、上肢

へと進行した例で、上位下位運動ニューロン徴候を

呈し、経過中パーキンソン症状や不随意運動、小脳

症状、認知症を認めなかった.全経過：2 年 6 ヵ月. こ

の同胞で死亡時 78 歳男性は、75 歳時右手の脱力で

発症し、76 歳舌萎縮と fasciculation を認め、また

四肢に脱力と筋萎縮、fasciculation、さらに DTR

亢進を示し、78 歳呼吸困難で死亡した。認知症状や

行動異常、パーキンソン症状、不随意運動、小脳症

状は認めなかった.全経過：約 3 年.ⅱ) 死亡時 49 歳

女性.家族歴なし。41 歳時左下垂足で発症、42 歳時

右下垂足が出現した。47 歳呼吸障害による意識消失

発作があり、気切による人工呼吸器装着となった.

頭部その後左手の脱力、次いで右手脱力が進行した. 

CT 特変なし。49 歳時大腸癌の肝転移にて死亡した. 

本例は、左下垂足で発症し、両下垂足、その後呼吸

障害が急速に進行した症例で、経過中に認知症、パ

ーキンソン症状を認めなかった. 全経過：8 年 9 ヵ

月.ⅲ) 死亡時 74 歳女性。家族歴なし。26 歳まで牟

婁地方の多発地に在住歴あり、和歌山市へ移住の 46

年後に 72 歳で球麻痺にて発症した emigrant ALS

であった。球麻痺が進行し、胃瘻造設。73 歳言語命

令に対してやや了解が悪く、頭部 CT にて軽度大

脳皮質の萎縮を認めた。74 歳呼吸不全悪化し死

亡（全経過 2 年 4 か月）。臨床的には孤発性の球麻

痺型 ALS と異ならなかった。血清抗 HTLV-1 抗体 

(+)。皮膚生検所見：光顕的には膠原繊維束の断裂、

離解と酸性ムコ多糖類の増加を、電顕的には膠原繊

維の小径化と無定形物質の蓄積を認めた。他地域の

いわゆる孤発性 ALS と同様の所見を示した。 

③亀山地区症例：発端者は、65 歳発症の下位運

動ニューロン徴候を主体とする ALS で、その同

胞が 57 歳発症の PPA 患者であった。ALS 患者は

軽度の認知機能障害と前頭葉機能の低下を認め

たものの PPA の合併はなく、また PPA 患者に上

位下位運動ニューロン徴候などの ALS の臨床所

見は全く認めなかった。 

2) 環境要因 ①食品摂取頻度では、1960 年代に

「よく食べた」が現在では摂取頻度が減少した食品

として、ごはん（1960 年代 88.7%から現在 59.2%

に、以下同様）、漬け物（85％から 65％）、味噌汁(82％

から 41％)、海藻(76％から 62％)が認められた．一

方、1960 年代に比し現在摂取頻度が増加した食品と

して、食パン（40.8%から 76.1%）、野菜サラダ(48％

から 69％)、卵料理（45％から 65％）、乳製品（19％

から 44％）といった欧米化食品が認められた．食品

の入手方法は、スーパーマーケット利用が約 30%増

加した 

 



  
                
 

 

 
図 2．欧米化食品を「よく食べた」と回答した住民

の割合．欧米化食品として，乳製品，卵料理，野

菜サラダとした. 副食に欧米化食品を多く摂る住

民では主食に「食パン」を摂るものが有意に多かっ

た ( p < 0.01). 

 

飲用水として井戸水利用は、1960 年代 43.7%、現在

1.4%と著しく減少したのに対し、水道水利用は、

1960 年代 32.4%、現在 87.3%と著明に増加した（図

４）．大島地区では水源の変更で串本地区同様の水質

となった． 

 

 

図 3．生活習慣の変化 

「よく利用した」「滅多に利用しなかった」の２

項選択で回答を求めた．井戸水とわき水の利用は

減少し、各種食品購入のスーパー利用が増加した． 

 

仕事の内容の頻度は、力仕事（1960 年代 56.3%、現

在 9.9%）や漁業（1960 年代 32.2%、現在 7%）、林

業、水田は激減した 

 
図 4．仕事の変化．「よくした」「滅多にしなかっ

た」の２項選択で回答を求めた．力仕事や漁業の

頻度は著減した． 

 

②栄養摂取量の経時的変化：ⅰ. 栄養摂取量に関し

て両年のエネルギー摂取量に有意差は認められなか

った。栄養摂取割合に関しては、糖質摂取割合は有

意でないが低下傾向を示し、脂質摂取割合は有意な

増加を、飽和及び不飽和脂肪酸は有意でないが増加

傾向を認めた。ⅱ.ビタミン・ミネラル摂取に関して、

鉄、ビタミンＤ、βカロテンは有意な増加を、亜鉛、

カルシウム、マグネシウム、ビタミンＣおよびビタ

ミンＤは有意でないが増加傾向を認めた。食事中の

コレステロールは有意に増加していた。ⅲ. 食品頻

度摂取に関して、2010 年では総食品摂取量は有意差

はないが、穀類の摂取頻度は有意な低下を認め、野

菜類、肉類、卵類および大豆製品の摂取頻度は有意

な増加を認め、牛乳を含む乳製品は有意でないが増

加傾向を認めた。同様な検討を、対照地区にて行っ

た結果、糖質摂取割合と脂質摂取割合は増加傾向を

認めた。一方、鉄、亜鉛は減少し、肉類および卵類

の摂取割合には有意差が認められず、牛乳を含む乳

製品の摂取割合はで有意でないが減少傾向を認めた。 

 

図 5 年度別三大栄養摂取割合の比較 

 



  
                
 

 

 

 

図 6 脂肪酸摂取量の年度別比較 

 

 

 

図 7 カルシウム、マグネシウム及びｺﾚｽﾃﾛｰﾙ摂取

量の年度別比較 

 

 

 

図 8 ミネラルおよびビタミン摂取量の年度別比

較 

 

 

 

図 9 食品摂取頻度割合の年度別比較 

 

 
 

 

 

③ 脳内 BMAA の解析：図 10 



  
                
 

 

 

3 種類の検索方法で一定の検出結果を示した症例

はなかった。 

 

3) 遺伝要因：①疾患遺伝子の探索：大家系に属す

る 2 名の married-in の発症者に関して姉妹であ

るという知見が得られ、連鎖解析を計算しなおし、

いくつか LOD スコアが上昇したり下降したりす

るマーカーを見出した。また、

affected-persons-only method を用いた解析では、

新たに LOD スコアが 2.8 となるマーカーを認め、

さらなる確認を行う必要があると考えられた。 

 追加で施行された 2名の全ゲノム配列解析につ

いては、シーケンスは終了し、現在情報解析を行

っている。②エピゲノム解析： 

異常を認める CpG の位置としては MAPT が非翻

訳領域 exon1 の 5’側，GSK が exon-1 の上流であ

った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 

 

 

 

4) Multiple Proteinopathy:①小脳の免疫組織

化学的検討：全例に torpedo と grumose 変性を

認め、8 例(80%)には多核或いは異常局在を示す

Purkinje cells を見いだした。リン酸化タウ陽性構

造物は、白質及び歯状核には全例、プルキンエ細

胞には 5 例(50%)に存在した。この 5 例は PDC の

表現型を有し、ALS 単独例に比して病変が強い傾

向があり、Bergmann glia や golgi cell にリン酸

化タウの蓄積を認め、分布の多様性を示した。小

脳症状は認めなかった。ubiquitin, p62, ubiquilin 

図 11 MAPT 遺伝子 CpG アイランドにお

いて ALS の表現形に比較的特異的な異常

を見いだした． 



  
                
 

 

2 に対する免疫染色は全例で陰性であった。 

 

 

 

 

図 13．プルキンエ細胞内に銀染色、AT-8 陽性の

顆粒状、線維状ないしはそれらが凝集した構造物

を認め、突起にまで及んでいる。Calbindin と

Pser242 との蛍光 2 重染色にてプルキンエ細胞内

のリン酸化タウの蓄積が確認された。 

 

 
 

図 13．プルキンエ細胞内に銀染色、AT-8 陽性の

顆粒状、線維状ないしはそれらが凝集した構造物

を認め、突起にまで及んでいる。Calbindin

とPser242との蛍光 2重染色にてプルキンエ

細胞内のリン酸化タウの蓄積が確認された。 

 

 

 

 

 

 

②異常蛋白質の組織病理、生化学解析：2012-2 例

(PDC) (60 歳にパーキンソニズムで発症され、

72 歳で亡くなられた女性、大家系の 1 員)につ

いて、側頭葉,  胸随の免疫組織染色を行った。

側頭様、胸髄とも一部の血管周囲のグリア細胞

が AT8 強陽性を示し、加えて白質に astrocytic 

plaque 様の病変が観察された。また灰白質には

神経細胞内のタウ病変(NFT)も観察された。ま

た、多数のリン酸化αシヌクレイン陽性の皮質

型レビー小体やレビー突起と思われる病変が

皮質及び胸髄の灰白質に認められた。一方、

TDP-43 の異常病変は今回調べた組織において

は検出できなかった。 

 

図 14 

 

 

 

 

表１．染色結果のまとめ 

torpedo、grumose 変性を全例に認め、プル

キンエの位置異常は 80%、多核形成は 60%に

認める。また、リン酸化タウについては、プ

ルキンエ細胞に 50%、分子層に 90%、顆粒層

に 80％、小葉間白質には 90%、深部白質に

は 100％、並びに歯状核に陽性構造物を認め

た。 



  
                
 

 

図 15 

 

 

 

 

図 16 

 

 

 

2012-3 例 (PDC) (60 歳にパーキンソニズムで発

症され、75 歳で亡くなられた男性)について、

同様に側頭葉,  胸随の免疫組織染色を行った。 

2012-2 例のような血管周囲のグリアのタウ病

変は明らかではないが、側頭様の白質に

astrocytic plaque様のタウ陽性構造が多数認めら

れ、また神経細胞にも多数の NFT が観察された。

胸髄のタウ病変はごく少数の神経細胞に認め

られるのみであった。一方、リン酸化αシヌク

レインの病変は側頭様だけでなく、胸髄の神経

細胞においても強く認められた。TDP-43 の異

常所見は側頭様、胸髄のいずれにおいても検出

できなかった。 

 

図 17 

 

 

 

 

図 18 

 

 

 

012-2, 3 の凍結組織より、サルコシル不溶性画

分を調製し、電気泳動後、抗タウ抗体、あるい

は抗リン酸化αシヌクレイン、抗 TDP-43 抗体

にてイムノブロット解析を行った。その結果、

2012-3 の側頭葉に AT8, HT7 で強い AD-type の

リン酸化タウバンド(60, 64, 68kD のトリプレッ

ト)が観察され、2012-2 の側頭様でも HT7 で類

似のバンドが検出された。また 2012-2 胸髄にも



  
                
 

 

弱いながら pS396, HT7 で陽性所見が観察され

た。2012-2, 3 の側頭様のタウに関してはアルカ

リホスファターゼ処理による脱リン酸化を行

ったところ、HT7 にて 3 リピートタウ及び４リ

ピートタウと同じ移動度のタウバンドが検出

された。 

 

図 19 

 
 

一方、リン酸化αシヌクレイン抗体によるイム

ノブロットでは、2012-2, 2012-3 のいずれの症例

においても皮質に強い陽性バンドが検出され、

胸髄にも弱いながら同様の陽性所見が検出さ

れた。高分子側にユビキチン化αシヌクレイン

と思われるバンドも検出され、そのバンドパタ

ーンは DLB のそれと似ていると思われた 

 

図 20 

 

 
一方、リン酸化 TDP-43 のバンドは検出されなか

った。 

5) iPS 細胞研究 ①iPS 細胞樹立：患者から

の同意が得られた 4 例の症例において皮膚生検を行

い、うち 3 例から iPS 細胞作成に必要な皮膚由来の

線維芽細胞を樹立した。残り 1 例は培養中に汚染が

あり破棄した。症例から樹立した皮膚由来線維芽細

胞を用いて iPS 細胞の作製を行った。線維芽細胞に

初期化因子(Oct3/4, Sox2, KLF4,c-Myc) を持つセ

ンダイ・ウイルスを感染させ、感染後 1 週間目にマ

イトマイシンで処理したマウス胎仔初代線維芽細胞

(MEF)上へまきなおした。感染から 14 日後ぐらい

からコロニーが出現した。感染から 25 日目にコロ

ニーを顕微鏡下にてピックアップしそれぞれのクロ

ーンを培養、増幅した。その後、ウイルス除去のた

めに培養の温度を 38 度へシフトさせた。用いたセ

ンダイウイルスベクターは温度感受性株のために

38 度では増殖が停止し、結果としてウイルスベクタ

ーフリーの iPS 細胞を得ることができる。PCR にて

ウイルス除去を確認した後、未分化マーカーの発現

を免疫染色と RT-PCR にて調べ、iPS 細胞であるこ

とを確認した。この研究で計 2 症例から 10 数株の

ウイルスベクターフリーの iPS 細胞株を樹立した

(図 21)。 

 

 



  
                
 

 

Oct3/4

SOX2

DNMT3b

REX1

c-MYC

GDF3

KLF4

SALF4

NANOG

β-actin

SeV-negative  clone number
1 3 125 7 8 9

7

9

8

1

3

5

12

Oct3/4 NANOG SSEA-4 TRA 1-60 ALP

A

B

C

図１ 樹立したiPS細胞
A. iPS細胞のコロニー（明視野）、
B. B. 未分化マーカーの発現（RT-PCR）、
C. C. 未分化マーカーの発現（免疫染色）と
D. アルカリフォスファターゼ染色（ALP  

 

 

 

 

 

 

 

②牟婁病患者由来iPS細胞から運動ニューロンへ

の分化誘導: ４例の患者線維芽細胞からiPS細胞が

樹立された。iPS 細胞から運動ニューロンへの分

化誘導は、理化学研究所より譲渡された正常ヒト

iPS 細胞を用いて、Nat Protoc. 2009 ; 4(9): 

1295–1304.にあるプロトコールに沿って行い、形

態的および分化マーカーの発現から運動ニュー

ロンへの分化が確認された。しかし患者由来の

iPS 細胞からは神経細胞様の形態を持つものが誘

導されたが、運動ニューロンの分化マーカー発現

は認められなかった。 

6) 臨床研究: 5例中病状が軽度の 2例で意欲や

活動性に改善が見られた。特に最も病状の軽か

った 1例では、UPDRS, CAS やる気スコアであ

きらかな改善がみられた。他の 1例では著変な

く、高度認知症の残り 2例では易怒性、暴力行

為が出現し投与 3ヵ月で中止した。 

 

表 2 やる気スコア：自由時間観察 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
                
 

 

附則 (再掲)：牟婁病の診断基準 2010 

必須項目 

1.地域性：三重、和歌山両県の南部地域出身もしく

は同地域に居住歴を有する。 

2. 臨床症状: ALS、パーキンソニズム、認知症のい

ずれかで発症し、ひとつもしくは複数の症状を呈す

る。 

3. 神経病理学、生化学的所見：古典的な ALS 病理か

つ NFTs の広範な出現 (脳幹諸核と内側側頭葉は必

発、3+4 repeat tau)。 

支持項目 A. 牟婁病の家族歴。B. 画像検査で前頭葉 

and/or 側頭葉の萎縮または脳血流および糖代謝の

低下。C. 特異な網膜症。 

注意点：MIBG 心筋シンチは低下する例があり、除外

検査にはならない。 

確実 (definite): 1+2+3、臨床的にほぼ確実 

(probable): 1+2 に支持項目A,B,Cの1つを満たす。

可能性がある (possible): 1+2 or 2+3 

 

D.考察 

牟婁病の中の C9orf72 変異例: 本邦における

C9ORF72 変異の頻度は低いが、紀南地方には集

積が見られ、ハプロタイプ解析からは，広大な共

通ハプロタイプが観察されることから強い創始

者効果の存在が考えられた。紀南地方の ALS 多

発の一因であると考えられた。串本地区で見いだ

された C9ORF72 変異 3 例は、いずれも典型的な

ALS 症状を呈し、精神症状や認知症あるいはパー

キンソン症状は示さず、頭部 MRI 画像上も脳萎縮

を認めなかった。牟婁病として包含されてきた症例

の一部に C9ORF72 変異を認めたことで同地域

の多発要因の一因を解明できたことは大きな成

果である。紀伊半島において単なる認知症症例や

失語症、パーキンソニズムなどを呈する神経変性

疾患においても、疫学調査とともに本遺伝子変異

についての検討とともに孤発性も含む神経変性

疾患の発症機序との関与の解明が望まれる。 

環境要因：1960 年代に比較して近年は、摂取食品

として食パンを主食とする頻度が増加し、さらに副

食として乳製品や卵料理、野菜サラダの摂取頻度が

増加するなど食生活の欧米化が認められた．これら

により、蛋白、脂質、ミネラル、抗酸化物質（レチ

ノールやトコフェロール類）、ビタミン類の摂取量の

増加が推察され、住民の身長・体重の維持や認知機

能検査での高得点に寄与した可能性が推察された．

さらに食品調達にスーパーマーケット利用が進み，

他地域からの食品の購入が進んでいることが確認さ

れた．また、労働内容では畑仕事は継続しているが、

漁業などの力仕事の頻度が減少していることが確認

された． 食生活の欧米化や激しい身体負荷の軽減が

ALS の危険因子とされる酸化的ストレスや外傷の

頻度を軽減する要因として作用した可能性が考えら

れた．一方、飲用水は、従来多発地とされた地域の

河を水源とした水道水が広く利用されていることが

確認された．食生活や身体負荷の軽減は対照地域で

も同様に認められたが，河川や飲用水は当該地域に

特異的であり、Ca など必須元素の極めて低い水質で

あった．河川や飲用水の Ca 低値による影響が、住

民の食生活の欧米化や食品調達の広域化で改善され

ている可能性が考えられた． 

多発地では2003年と2010年で総エネルギー摂取

量に差がないにもかかわらず、栄養摂取状況に差が

認められたこと､特に糖質摂取割合および穀類摂取

割合の有意な減少、一方脂肪摂取割合、肉類、卵類、

乳製品それぞれの摂取割合が有意に増加していた。

さらに、β―カロテンは有意な、ビタミン E は有意

ではないが増加傾向を認めた。糖質摂取割合・穀類

摂取頻度の減少は高糖質摂取によるフリーラジカル

の生成や superoxide や nitric oxide (NO-)の過剰

産生の抑制につながることが、脂質摂取割合・卵や

乳製品摂取頻度の増加は神経髄鞘の保護作用の増強

および神経成長因子の効果を高め、神経障害の修復

と再生の促進につながることが報告されている。さ

らに、亜鉛摂取量や野菜類摂取量の増加は酸化スト

レスに対する防御機能の向上と関連するとの報告も

ある。これらの報告から栄養状態の改善が神経障害

の促進を抑制する可能性が推測される。 

 Cox らは、蘇鉄の根茎に含まれるシアノバクテ

リアが産生する 神経毒 BMAA が蘇鉄の実、さら

には実を食するオオコウモリの体内に蓄積し、オ

オコウモリを食べるグアム島チャモロ人に



  
                
 

 

ALS/PDC が発症するという、BMAA の

bio-magnification 説を提唱した。BMAA は、

AMPA/kainite レセプターを介して運動ニュー

ロンに興奮性毒性を生ずることで神経細胞死

を引き起こすとされている。今回の紀伊 

ALS/PDC における結果から、少なくとも BMAA 

が紀伊 ALS/PDC 脳内に蓄積しているという証

拠はなく、BMAA が神経変性疾患の普遍的な原

因であるとする説に反する。 

  我が国で食生活や、労働、住環境といった生

活環境が大きく変化し、欧米化してきたのは、

1960 年代くらいからだと考えられる。ALS が減

少した要因を生活環境に求めるとすると、現在

ALS/PDC の好発年齢である 60 歳代、70 歳代の

住民においては、少なくとも成人以降に受けた環

境の影響が大きいということになる。さらにこれ

らの環境変化は全国的に生じた現象であること

から、この地域の宿主側の脆弱性に作用する要因

が含まれているのかもしれない。いずれにしても、

ALS の臨床像が数十年の間に変化しうるもので

あるという事実は、他地域の通常型 ALS におい

ても同様の変化を起こしうる鍵が隠されている

可能性が高い。 

遺伝要因：家系構造に関する追加データにより、

連鎖解析を update した。しかしながら、パラメ

トリック連鎖解析では、phenocopy や低浸透、

genetic heterogeneity の影響を強く受けるため、

結果の解釈については慎重になるべきであり、確

認を行っていく必要があると考えられた。同一家

系に属する発症者については共通する variant を

持つ可能性が高いと考えられるため、大家系の発

症者 2 名について全ゲノム配列解析を追加した。

これにより、疾患に関連した variant を同定でき

る可能性があると考えている。通常の一塩基置換

などでは結論がつかない可能性もあり、

structural variant や repeat expansion など、次

世代シーケンサーで検出困難な variant の検出も

積極的に検討していく必要がある。 

 エピゲノム解析：MAPT，GSK 遺伝子において

それぞれ1箇所ずつ正常対照と比べてALSもしく

は PDC の表現形間で有意差の見られる CpG を同

定した．特に MAPT 遺伝子での異常は連続する

CpG において共通しており，遺伝子発現変化に与

える影響が強いことが想定される．別途行ってい

る解析では，同部位の CpG メチル化低下は下流

遺伝子の発現を増加させる可能性が示唆されて

おり，ALS の表現形において MAPT の発現亢進

が想定される． 

Multiple Proteinopathy: Kii ALS/PDC 患者小

脳での広範な AT-8 陽性所見の分布を確認し、こ

れまでに一部の進行性核上性麻痺症例にのみ報

告のあるプルキンエ細胞におけるリン酸化タウ

の蓄積を認めた。また、多彩なグリア病変も合わ

せて存在することを確認した。②異常蛋白質の組

織病理、生化学解析：今回解析した 2 例の PDC

症例(2012-2、2012-3)には、タウとαSyn の病変

が確認されたが、TDP-43 の病変は検出できなか

った。いずれの症例も神経細胞だけでなく、グリ

ア細胞、特にアストロサイト内の蓄積と思われる

タウ病変が共通に観察された。一方、αSyn の蓄

積は神経細胞内に限られているように見えた。 

 生化学解析から、蓄積タウのバンドパターンは

AD 型を示し、3 リピートタウと４リピートタウ

の両方のアソフォームの蓄積が確認された。組織

病理からはアストロサイトなどのグリア細胞内

のタウ蓄積が目立つことから、4 リピートタウの

蓄積が予想されたが、むしろ 3 リピートタウのバ

ンドが強く検出された。グリア細胞内に蓄積する

タウが 3リピートタウを含むかどうかはアイソフ

ォーム特異抗体などを用いて解析できれば明確

になると思われるが、今回、3 リピートタウ特異

抗体(RD3), 4 リピートタウ特異抗体(RD4)は、い

ずれもどの病変も染色せず、明らかにすることは

できなかった。今後組織に様々な処理を施して、

抗体のエピトープ露出した後で解析する必要が

あると思われる。 

 今回解析した組織にはTDP-43病変が認められ

なかった。一方、2 例ともαSyn 病変が側頭様皮



  
                
 

 

質だけでなく、脊髄の神経細胞にも強く検出され

た。またタウ病変は２例とも皮質に強く検出され

たが、2012-3 の脊髄には病変はごくわずかであっ

た。以上のことは、解析部位の問題もあるかもし

れないが、本症例に関しては、タウとαSyn の異

常病変が臨床症状と関係していて、特にリン酸化

αシヌクレインの神経細胞内蓄積が脊髄の主要

な病変である可能性が高いと考えられた。 

iPS 細胞研究: 患者２例より皮膚由来の線維芽細

胞を樹立し、その細胞を使って iPS 細胞樹立を行っ

た。iPS 細胞樹立の効率は特に健常者と変わりはな

かった。この結果より、この疾患の異常は iPS 細胞

誘導や細胞のリプログラミングには影響を与えない

ことが示唆された。iPS 細胞から運動ニューロンへ

の分化誘導は、理化学研究所より譲渡された正常

ヒト iPS 細胞を用いて、Nat Protoc. 2009 ; 4(9): 

1295–1304.にあるプロトコールに沿って行い、形

態的および分化マーカーの発現から運動ニュー

ロンへの分化が確認された。しかし患者由来の

iPS 細胞からは神経細胞様の形態を持つものが誘

導されたが、運動ニューロンの分化マーカー発現

は認められなかった。 

臨床研究: 紀伊 ALS/PDC の、とくに意欲低下を

主体とする認知症症状に対する効果について

注目した。症例 2 で歩行や動作、意欲の改善、

症例1で発語量の増加や受け答えの改善と言っ

た反応が見られた。症例 3は不変、症例 4,5は、

易怒性、性的逸脱等があり投与、約 3ヵ月で中

止した。少数例での検討ではあるが、比較的軽

症の患者ではある程度の効果が期待できる可

能性がある。 

  

E.結論 

牟婁病として包含されてきた ALS の一部に

C9orf72 変異例が存在することが明らかとなった。

牟婁病の heterogeneity を証明する重要な発見で

あった。1960 年代に比較して現在、紀伊半島南部地

域において食生活の欧米化、食品調達の広域化、重

労働など身体負荷の軽減など食・生活習慣に著明な

変化があることが確認された．これらが ALS の危険

因子とされる酸化的ストレスや外傷を軽減する要因

として作用した可能性が考えられるが、その機序に

ついて今後さらに検討が必要である．栄養状況が改

善した事実を鑑みると、栄養摂取状況の変化が ALS

発症頻度の低下に寄与した可能性が示唆された。今

後､この寄与の蓋然性を検討するためには発症年齢

および出生年別の検討を行うことが必要である。紀

伊 ALS/PDC (牟婁病) 脳における 神経毒 BMAA の解

析をおこなった。紀伊 ALS/PDC での BMAA の神経毒

説は、否定的である。次世代シークエンサーを用い

た大家系の解析では、さらに検出条件を検討して原

因遺伝子に迫る予定である。MAPT 遺伝子の CpG

アイランドにおいて ALS の表現形と PDC の表現形

で正常コントロールとの比較においてメチル化に違

いを認める部位を同定した．小脳におけるタウ病理

の特徴を明らかにした。2 例の PDC 患者(2012-2、

2012-3)の大脳皮質、胸随にタウ, αSyn の蓄積が検

出されたが、TDP-43 の蓄積は確認できなかった。

いずれの症例も神経細胞だけでなく、グリア細胞、

特にアストロサイト内の蓄積と思われるタウ病変が

共通に観察され、リン酸化αSyn の蓄積も神経細胞

内に共通に観察された。生化学解析から、蓄積タウ

のバンドパターンは AD 型を示し、６種類のアソフ

ォームの蓄積が確認された。また、αSyn のバンド

パターンは DLB のそれと同様と思われた。患者 2

例から iPS 細胞を樹立した。運動ニューロンへの分

化誘導が困難な場合、誘導がより容易なドーパミン

産生ニューロンを用いて実験を行う必要がある。

Muse 細胞の培養系の確立が必要である。牟婁病の

病態に酸化ストレス、ニトロ化ストレスが関与して

いるという前提で、フリーラジカルスカベンジャー

の臨床研究を行った。病状が軽度の症例では、エダ

ラボンが有効であったが、重症例では、興奮性や性

的逸脱といった陽性症状が見られた。軽症例を対象

とした多数例での長期的な QOL 改善効果等につい

ての検討が必要である。今後、さらに環境因子、遺

伝素因を含めた病態解明とともに、iPS 細胞を用い

た新規治療薬開発が望まれる。 

 

F.健康危険情報 



  
                
 

 

エダラボン臨床研究において、進行例で高度の認

知症例では、易怒性や性的逸脱といった興奮症状

を認めた。 
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