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A.研究目的 

 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(紀伊 ALS/PDC(Amyotrophic 

Lateral Sclerosis /Parkinsonism-dementia 

complex) の発症因子探索と治療介入にむけて、

本年度は、1) 環境要因と臨床例：毛髪中元素分

析と生活習慣との関連 (紀平)、ALS 多発と干物摂

取との因果関係 

解明に関する検討(岡本)、紀伊半島以外において

ALS/PDC が疑われた症例 (富山)、2) 遺伝要因 :

疾患遺伝子の探索(辻)、剖検脳での神経細胞特異

的 DNA メチル化解析(岩田)、 3) Multiple 

Proteinopathy:大家系の患者剖検脳に蓄積する

異常蛋白の生化学解析 (長谷川)、tauopathy とし

ての神経病理学的特徴 (村山)、5剖検例のリン酸

化タウ陽性所見：グアム島症例との比較 (小柳)、

4) iPS 細胞研究：iPS 細胞の樹立 (江良)、疾患

研究要旨 

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(紀伊 ALS/PDC(Amyotrophic Lateral 

Sclerosis /Parkinsonism-dementia complex)) について、今年度の研究成果をまとめた。1)環境

要因と臨床例では、毛髪中におけるバナジウムとマンガンの蓄積、ALS 多発と干物摂取との因果関

係、佐賀県の ALS/PDC 類似症例、2) 遺伝要因では、疾患遺伝子の探索として全ゲノム配列解析と

Homozygosity haplotype 解析、エピゲノム研究では剖検脳での神経細胞特異的 DNA メチル化解析、

3) Multiple Proteinopathy では、大家系の複数患者剖検脳に蓄積する tau, α-synuclein, TDP-43

の生化学解析、tauopathy としての神経病理学的特徴、リン酸化タウ陽性所見に関するグアム

ALS/PDC との比較、4) iPS 細胞研究では、iPS 細胞の樹立と神経細胞への誘導、疾患特異的ヒト

iPS 細胞の作成、の各テーマについて新たな知見が報告された。引き続き、病態解明や発症原因究

明を継続するともに実地臨床への成果還元を目指す必要がある。 



  
                
 

 

特異的ヒト iPS 細胞の作成 (広川)の各項目につ

いて検討した。 

 

B.研究方法 

1)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

な変化には、環境要因が大きな影響を与えたと推

定される。このような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。 

①ALS 多発と干物摂取との因果関係；対象は

2004 年に多発地と非多発地の 15 歳以上の住民を

対象に行った横断調査の参加者と、2004 年に行っ

た症例対照研究の 1183 名の症例と 407 名の対照

を用いた。食事内容および食生活習慣に関する情

報は 97 項目からなる自記式の食品頻度摂取調査

から得た。干物の摂取頻度に関しては「毎日１回

以上摂取」を高頻度摂取とし、それ以外の食品に

関しては低頻度「めったに食べない～週1回以下」

を低頻度摂取、「週に 4-5 回あるいは毎日」を高

頻度の 2群に分類した。肉類の摂取においては 3

つの異なる種類のうち１つでも頻回に摂取する

者を「頻回摂取」とした。食品の摂取頻度は低頻

度（めったに食べない/週 1回以下）と高頻度(週

に 4-5 回あるいは毎日）の 2群に分類した。肉類

の摂取においては3つの異なる種類のうち１つで

も頻回に摂取する者を「高頻度摂取」とした。 

因果関係の有無の判定には、疫学研究で用いら

れている判断基準である「関連の時間性」「関連

の一致性」「関連の強固性」「関連の特異性」「関

連の整合性」の５つの条件を用いた。 

②毛髪中元素分析と生活習慣との関連; 対象は， 

我々が 2010 年−2012 年に実施した地域住民の健

康診断と訪問診療・療養相談において本研究の趣

旨に同意した住民と ALS患者とした. 

1. 頭髪の元素分析． 

 側頭部2か所， 後頭部1か所から頭髪約200mg

を採取し，アセトン(50ml)， 蒸留水(各々50ml， 

3 回)， アセトン(50ml)で各々10 分間強振， 風

乾後 30mg を秤量， 硝酸洗浄済みポリエチレン

袋に封入し照射試料とした．試料作成と分析方法

は既に報告した１が，京都大学原子炉実験所の研

究用原子炉気送管 Pn-1 で中性子を照射し放射化

分析を実施した．  

 標準試料として，頭髪標準試料（国立環境研究

所 環境標準試料 NIES CRM No. 13）， 各元

素の標準として Ca(1000 ppm，以下同様)， Mg 

(200)，Cu (50)，Al (20)，Mn (5)，V (1)，さらに

Zn(200)の混合標準液（ XSTC-Multi-element 

Standard，SPEX，USA）から 100μl 採取し濾

紙に滴下した。S は(NH4)2 SO4(w) GR (8.241g)

を蒸留水で溶解し 1000μg を濾紙に滴下し使用

した． 

2. 生活・食習慣に関する自記式アンケート． 

 2012 年に K 地域と対照住民に実施した食品摂

取頻度，嗜好，仕事の内容，身体疲労および飲用

水の種類などを含めた 63 項目のアンケート調査

の結果から，食生活と仕事に関する項目を抽出し

検討した.  

 食生活と仕事の特徴，酸化的ストレスマーカー

である尿中８−OHdG値（2010年から 2012年の

間に測定）と頭髪中元素含量について関連を検討

した.  

3. K地域の食品の元素分析 

 2013 年秋に収集した K 地域の米，天草，ひじ

き，ウツボ揚げ煮，切り干し大根，鯨皮，唐辛子，

オクラ，シシトウ，なす漬け物，キュウリ漬け物

の 11品目について V，Al，Ca，Mg，Feおよび

Zn 含量を測定した. 分析は三重県環境保全事業

団に依頼し、食品衛生検査指針（理化学編 厚生

労働省監修 2005）に基づきﾏｲｸﾛｳｪｰﾌﾞ加熱分解

-ICP 発光分析法を実施した. 

③紀伊半島以外においてALS/PDCが疑われた症

例：順天堂大学脳神経内科遺伝子バンク約 3300

症例の中から、ALS/PDCが疑われる症例がないか、

臨床像を確認した。 

2) 遺伝要因：①疾患遺伝子の探索；三重県の紀

伊 ALS/PDCの大家系に属する 2例の末梢血から



  
                
 

 

DNAを抽出。Illumina HiSeq2000を用い、ペア

エンド法で全ゲノム配列解析を行った。一例につ

いては、150塩基のペアエンド法を用いた。全ゲ

ノム配列データのある剖検例 8例に共通する変異

の抽出を試みた。対照として、disease control 24

例の全ゲノム配列解析のデータを用いた。 

 Homozygosity haplotype 解析については、全

ゲノム配列解析を行っていない 10 例の剖検例に

ついては Genome-wide SNP 6.0 (Affymetrix)で

タイピングを行った。全ゲノム配列解析を行った

5 例の剖検例については、全ゲノム配列解析より

当該 SNPのデータを抽出し、合計 15例の剖検例

の SNPデータを得た。Homozygosity haplotype

法（HH analysis）を用いて 2cM以上にわたる共

通領域を抽出した。 

②エピゲノム解析：年齢を適合させた牟婁病患者

10名，健常者コントロール群 10名の剖検脳を用

いた．側頭葉から抗 NeuN抗体を用いたフローサ

イトメトリーを行い，神経細胞核のみを選択的に

抽出，そこから DNA 抽出を行った．抽出した

DNA は Bisulfite 変換を行い，Illumina 社製

HumanMethylation450 BeadChipを用いてゲノ

ム上の各CpGについてメチル化の定量を行った． 

3) Multiple Proteinopathy:①大家系の患者剖検

脳に蓄積する異常蛋白の生化学解析；症例番号、

臨床診断、及び解析部位(括弧内)は以下の通りで

ある。1998-1（ALS with D）(前頭葉)、2001-1

（ALS with A）（海馬）、2012-2（PDC）（海馬傍

回）、2013-3（PDC）（海馬傍回）。それぞれ、0.5g

の凍結組織から通常の方法に従ってサルコシル

不溶性画分を調製し、電気泳動後、各種抗体によ

るイムノブロット解析を行った。用いた抗体は、

抗タウ抗体 (HT7, AT8, RD3, RD4, anti-4R, pS396, 

T46)、抗リン酸化 αSyn抗体 (mAb PS129)、抗

TDP-43抗体 (poly pS409/410)である。 

②tauopathy としての神経病理学的特徴：対象は

臨床的に牟婁病と診断された、牟婁病（Kii ALS/ 

PDC）患者連続開頭剖検例９例。免疫ブロットに

ついては、凍結側頭葉皮質使用した。組織学的検

索について、反対固定側海馬・側頭葉（免疫ブロ

ットに対応する部位）のホルマリン固定パラフィ

ン包埋ブロックより、6μm厚連続切片を作成し

た。免疫ブロットで 4Rほぼ単独を示した 1例に

ついては、保存全ブロックを使用した。H.E. K.B.

染色、Gallyas- Braak鍍銀染色(GB)に加え、抗リ

ン酸化タウ(AT-8)抗体を用いて、Ventana NX20

自動免疫染色により検討を行った。コントロール

として、高齢者ブレインバンク凍結半脳保存連続

登録 892例を使用した。また、免疫ブロットに対

応する固定側中側頭回にてタウ病変について以

下の半定量的な評価を行った。神経原線維変化；

GB and AT-8 NFT score: none：0, Sparse：1－

5, Moderate：6－15, Frequent：16－(×100)、 

グリア病理（Patchy astrocytic structure）；0, 

±：1－5, 1+：6－9, 2+：10－(×100)、嗜銀顆粒；

0, ±：1－19, 1+： 20－49, 2+ ：50－99, 3+ ：

100－(×400)。 

③5 剖検例のリン酸化タウ陽性所見：グアム島症

例との比較; 紀伊半島 H出身の 5剖検例（全例女

性、死亡時年齢：60 歳〜73歳、臨床診断は ALS3

名、PDC+ALS2名）、およびグアム島で生まれ育

って死亡した 6剖 

検例（男性 3名、女性 3名、死亡時年齢：51 歳〜

64 歳、臨床病理診断は全例 PDC）を用いた。大

脳、脳幹、小脳をホルマリン固定パラフィン包埋

した後、各箇所の 6µm厚切片を作製し、ヘマトキ

シリン-エオジン染色、クリューバー-バレラ染色、

リン酸化タウ（AT8）免疫染色、リン酸化 TDP-43

免疫染色、グリア膠線維酸性蛋白（GFAP）免疫

染色、p62 免疫染色等を施行して光学顕微鏡で観

察した。 

4) iPS 細胞研究:① iPS 細胞樹立；1. iPS細胞樹

立のための皮膚線維芽細胞の樹立. 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。 

2. SeVベクターを使った iPS細胞の確立 

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。 

3. 樹立した iPS細胞から神経細胞への分化を誘

導し、神経細胞マーカー（Nestin 等）の発現を

調べ、神経細胞であることを確認する。 

②疾患特異的ヒト iPS 細胞の作成； (Fig.1) 

ⅰ) 平成 25年度に三重大学において承認された

｢牟婁病(Kii ALS/PDC)患者からのヒト iPSCの樹

立とそれを用いた疾患解析および創薬に関する

研究｣計画書に基づいて、十分なインフォームド

コンセントを得た上で、Kii ALS/PDC患者の協力

のもと、（現在）５名の患者において採血を試行。 

ⅱ) 慶應義塾大学にて、末梢血単核球又は T細

胞を調製。続けてエピソーマルベクターを用いて、

SOX2, OCT3/4, KLF4, L-MYC, ドミナントネガ

ティブ p53, LIN28, EBNA1といった初期化因子

を導入し、STOフィーダー細胞上で 3～5週間培

養を行った。具体的には、京都大学 iPS研究所 

(CiRA)より公開されている、「エピソーマルベク

ターを用いた末梢血からの iPS細胞樹立 Ver.1」

プロトコールに準じた。iPSCコロニーの単離後

は拡大培養を行い、未分化性を維持した状態で継

代と凍結保存を行う。 

ⅲ) 各々の患者由来 iPSCについて、解析に用い

ることの可能なクローンの選抜を試行（エピソー

マルベクターの残存およびゲノム挿入が起きて

いないこと、未分化マーカー発現、テラトーマ形

成能の確認、神経系分化能の確認）。(Fig.2) 

 

Figure 1. Overview of iPSC 

 
Figure 2. Time course of human iPSC 

establishment 

 

 

（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、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、慶應大学の各倫理委員会の承認に基づき行っ

た． 

 

C.研究結果 

1) 環境要因 ①ALS 多発と干物摂取との因果関

係；１. 関連の時間性 

 愛知県で行った症例対照研究において、要因の

調整後も干物を週１回以上摂取する者のオッズ

比に変化が認められず、かつ有意であったことか

ら干物の高頻度摂取は独立した危険因子である

ことが認められた。この結果は「要因が結果に対

し、時間的に先行していること」の条件を満たし

ているため、関連の時間性が確認された。 



  
                
 

 

表１. 愛知県における 症例対照研究の結果  

要因 粗オッズ比 調整オッズ比 

干物の高頻度摂取 

(週１回以上) 
1.8(1.1-2.8) 1.8 (1.1-2.8) 

A型行動パターン

yes) 
    2.3 (1.5-3.5) 

緑黄色野菜 

(Less frequent) 
       2.5 (1.6-4.0) 

性                                0.1 (0.9-2.4)       
0.1 

(0.9-2.4) 

 

２．関連の強固性 

摂取頻度の増加に伴い、ＡＬＳのリスクは有意な

上昇（p for trend=0.04）を認めた。この結果は、

「要因と結果の間に密接な関係が認められるこ

と、相対危険比あるいはオッズ比が高いこと、統

計的検定において有意であること、量-反応関係が

認められること」の条件を満たしているため、関

連の強固性が確認された。 
 
 図１. 干物の摂取頻度別オッズ比  

p for trend=0.04 

  
      ３.関連の一致性 

 干物を週３回以上摂取する者のＡＬＳに対す

るリスクは K町ではH村に比べて４倍高く、 

かつ有意であった。したがって、愛知県の症例対

照研究の結果と同様の結果を示したことから、 

「異なった研究方法、研究者、研究対象者でおこ

なわれた疫学研究で、全て同じような結果が認め

られること」の条件を満たしているため、関連の

一致性が確認された。 
  

表 2.  K町とH村との比較 

要因 オッズ比 

干物の高頻度摂取 

（週３回以上） 
4.0 (2.4-6.6) 

 

４.関連の特異性 

多発地であるＫ町とＯ町における高頻度摂取者

（週１回以上）の割合は、H村および愛知対照群

に比べ高かった（図１）。１５歳までの食品別摂

取頻度の比較において、大島町に居住していた者

のうち干物を毎日１回以上摂取する者の割合は、

１５歳まで町外にいた者のそれに比べ高かった。

これらの結果と、干物の高頻度摂取がＡＬＳ発症

リスクと有意な関連を有することを認めたこと

を考え合わせると、「要因と結果の間に特異的な

関係が認められること。仮説としての要因と結果

が必要かつ十分条件であること」の条件を満たし

ているため、関連の特異性が確認された。 

 

 

 

図 2. 地域別干物摂取頻度者(週 3回以上)割合

の比較 

 

 

 

 

 

D.考察 

 

 

 図３ １５歳までの食品頻度摂取の比較 
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５，関連の整合性 

多発地である O町はおよび K-ALSでの酸化スト

レスの指標である８-OHDG が、対照地域に比べ

て高値であった。さらに、H町にて行った 3日間

の陰膳法の調査にて参加した 4名はいずれも 1日

1 食以上過酸化物を多く含む干物を摂取していた。 

②毛髪中元素分析と生活習慣との関連;  

1. 頭髪の元素分析．K地域 ALS 7例，穂原地域

（H-PDC）5例, 弧発性 ALS (SALS) 10例, MND 

3例，K地域住民 132名, 対照地域住民 29名から

頭髪試料の提供を得た．本研究ではこれらの内，

パーマや毛染めをしていない頭髪，K-ALS 7，

H-PDC 4，SALS 10, MND 3，K地域住民 87, 対

照住民 20 試料について検討した．我々の放射化

分析法で測定した標準頭髪試料(NIES CRM No. 

13)の Al，Ca，Mg，Mn，V，Cu，S含量はその

保証値/参考値と良く合致した. 

 K-ALSでは， 頭髪中 VとMn含量が対照に比

し有意に高値を示した (p < 0.05，図１).  H-PDC

でも同様に頭髪中 V 含量が高い傾向が認められ

た. K地域住民では，頭髪中 VやMn含量が高値

を示す者が多く認められたが、平均値は対照住民

と有意差を認めなかった．頭髪中の V含量は頭髪

中 Mn 含量および Al 含量と正の相関を示した 

(各々p < 0.01)． 

2. 生活・食習慣アンケート調査との関連. 頭髪中

の元素含量と生活・食習慣の関連について，アン

ケート調査を実施し分析した. 漬け物を「よく食

べる」と回答した住民では「あまり食べない」と

回答した住民に比較して頭髪中 V 含量が高値を

示した (p < 0.05，図２).  畑仕事を「よくする」

と回答した住民では「あまりしない」と回答した

住民に比し，頭髪中Mn (p < 0.01)と Al (p < 0.05)

含量の高値を認めた．頭髪中 V 含量は尿中

8-OHdG/creatinine 値と正相関する傾向がみら

れた(Pearson’s r = 0.358)． 

3. K地域の食品の元素分析 

 K地域の上記食品 11品目の内，ひじきや天草

中の V含量が高い値を示した（図 3）.  

③紀伊半島以外において ALS/PDC が疑われた症

例： 

 

 図１．頭髪中のバナジウム(V)含量の比較 

  K-ALSでは対照および K住民に比し有意な

高値を示した (単位: ppb)． 1: 対照, 2: K住民, 3: 

K-ALS, 4: H-PDC, 5: SALS, 6: MND, * : p < 0.05. 

 

 図２．生活習慣と頭髪中 V含量との比較 

現在漬け物をよく食べると回答した住民では頭

髪中 V含量が有意に高い値を示した．畑仕事をよ

くすると回答した住民では V含量が高い傾向を

認めた. 

 
 図 3．食品中の V含量 

 K地域で生産/加工された食物/食品に含まれる

V含量を測定した．海産物に高い値を認めた． 



  
                
 

 

③紀伊半島以外においてALS/PDCが疑われた症

例：1例 68歳女性、佐賀県出身（紀伊半島での出

生・居住歴なし）の症例で孤発性 ALS/PDC を疑

う症例があった。本症例は、2011年 2月頃から前

傾姿勢、歩行障害を生じ、四肢腱反射亢進もあり

近医で頚髄症を疑われた。11 月に C3-6 椎弓形成

術を施行され、右手箸が使いやすくなった。物忘

れも生じ、12月にリハビリテーション継続を目的

に療養型病院に転院となったが、歩行障害は増悪

し車椅子を使用するようになり、表情が乏しく、

声が小さくなった。下肢筋萎縮があり、四肢筋力

は 2/5 前後で、感覚障害は認めなかった。固縮、

拘縮があったがレボドパの反応は乏しかった。

2012年 4月 5日に運動ニューロン疾患及びパーキ

ンソニズムの精査加療目的で近院神経内科へ転

院となった。転院時疎通の悪さ、記銘力低下を認

め、やや無為であり、仮面様顔貌、小声、嚥下障

害、舌萎縮、四肢筋萎縮、深部腱反射亢進を認め

た。感覚障害や失調症状はなかった。針筋電図で

は上下肢に神経原性変化を認めた。頭部MRIでは

軽度の脳萎縮を認め、海馬の萎縮が目立っていた。

MIBG 心筋シンチは正常であった。5 月中旬より

嚥下障害、低酸素血症を認め、経管栄養・人工呼

吸管理を開始した。6 月 19 日に気管切開施行し、

7 月下旬頃からは表情もなく、意思表示もほとん

どない状態となり経過している。 

本症例の遺伝的背景を明らかにすべく候補遺

伝子解析を行っているが、今のところ、 

C9orf72 (intron 1 GGGGCC repeat expansion) 

TDP-43 

MAPT (exon 1,2,9-13) 

DCTN1 (exon2) 

PARK2  

SNCA（multiplication） 

LRRK2 (exon 11,31,41,48) 

に明らかな責任遺伝子変異は見つかっていない。

そのため、エクソーム解析を開始した。 

 

3) 遺伝要因：①疾患遺伝子の探索：全ゲノム配

列解析からは、剖検例 8 例に共通し、disease 

control 24例に存在しない variantは、非翻訳領

域に広げても認められなかった。剖検例 7 例、6

例に認められ、disease control に認められない

variant はそれぞれ 10 個、55 個見出された。逆

に、24名の disease controlで 1、2、3アレル認

められ、剖検例 8例で共通する変異はそれぞれ 1

つずつ存在した。しかしながらこれら 3つの変異

は既に dbSNP への登録がなされており、頻度情

報の存在する 2 つの SNP ではアレル頻度が

12.5%、15.8%と非常に高いことから、ALS/PDC

のように集積地以外では極めて稀な疾患を説明

するものとは考えられなかった。 

 Homozygosity haplotype法を用いて解析した

ところ、全剖検例15例で高率（12名以上）で共通

する領域を3ヶ所認めたが、コントロールサンプ

ル14検体のhomozygosity haplotype法による解

析でも観察される領域であり、疾患特異的とは考

えられなかった。A家系の剖検例3名で共有される

領域、A家系の発症者5名（うち3名は上述の剖検

例3例）で共有される領域は見出されたものの、A

家系以外の剖検12例中少なくとも8例で共通する

染色体領域とはオーバーラップしなかった。 

②エピゲノム解析：牟婁病患者10名の平均年齢は

70.9歳であった．臨床病型としては，ALS型5名，

PDC型5名であり各平均年齢は68.6歳(63-73歳)，

73.2歳(70-79歳)であった．健常者コントロール群



  
                
 

 

について平均年齢は71.5歳であった． Student t検

定p値<0.01, β値の牟婁病と正常コントロール群間

差0.1以上をカットオフとし，25922プローブが検

出された．個々のデータのばらつきが大きいこと

考慮するとともに，メチル化による遺伝子発現制

御のためには連続した一定領域のメチル化変化

が起きているということを仮定して，抽出したプ

ローブ群のなかで３カ所以上連続しているプロ

ーブを選択し，1380プローブまでの絞り込みを行

った．これらのプローブのうちで，遺伝子に関連

したプローブは909カ所で471遺伝子と関連して

おり，特に発現調整に最も重要と考えられる

TSS200またはTSS1500に含まれたプローブは254

カ所，これらは123遺伝子に関連しているもので

あった．これらの遺伝子群の機能的内訳としては，

シナプス伝達，細胞骨格，転写抑制などに関与す

る物が多く見られ，牟婁病の特異的病態を表して

いるものと考えられた．一方で，臨床病型によっ

て分け，同様の基準(p値<0.01，ALS/PDC群間差

0.10，連続3プローブ以上)でプローブを選定した

ところ，29プローブが選定され，ZIC1, ZIC4, 

LOC145845の3遺伝子が残った．ZIC1,4は双方とも

3q24に存在し，Dandy Walker syndrome(先天性小脳

形成異常)の原因遺伝子の一つである．正常コント

ロールとの比較で抽出された遺伝子の数はアル

ツハイマー病/正常で抽出された遺伝子(下図)の

数よりも遙かに多く，その原因としては1.牟婁病

に特異的な現象，もしくは2.サンプル数が少ない

ためのアーチファクト，が考えられた．しかしな

がら牟婁病内での比較では抽出された遺伝子の

数は3つであり，サンプル数の少ない事が原因と

は考えにくいと結論した． 

 

4) Multiple Proteinopathy:①大家系の患者剖検

脳に蓄積する異常蛋白の生化学解析； 

1. タウのイムノブロット解析 

 症例 1998-1 は他の 3 例に比べてタウ蓄積が少

ないものの、いずれの症例においても、アルツハ

イマー病とよく似た、60, 64, 68kDaの全長リン

酸化タウのバンド、レーン全体がスメア状に染ま

る反応、複数の C末端断片が検出された。 

 アルツハイマー病患者３例から調製した不溶

性タウのバンドパターンとの比較も行ったが、紀

伊の大家系 4例に検出されたタウの病変は、RD3、

anti-4R、T46 いずれの抗体においても検出される

バンドパターンもアルツハイマー病のそれらと

区別がつかなかった。 

 

 

2. TDP-43, αシヌクレインの生化学解析 

 TDP-43 については、解析した４例全てにおい

て、45kDaの全長リン酸化 TDP-43、18~26kDaの

C末端断片、およびスメア状の反応が検出された。

また C 末端断片のバンドパターンは type 

A-FTLD-TDP のバンドパターンに類似していた。

また、αシヌクレインについても、1998-1は軽微

であったが、４例全てにおいてリン酸化αシヌク

レイン陽性のバンドが検出された。またそのバン

ドパターンはレビー小体型認知症やパーキンソ

ン病のそれと類似していると思われた。 



  
                
 

 

Figure 1. The tau isoform patterns of western blotting in nine Kii ALS/PDC cases. The right end 

ladder is examples of six tau isoforms 

②tauopathy としての神経病理学的特徴：タウ免

疫ブロットと臨床型分類との対比では、①4R 

dominant 1例：PDC (Parkinson dementia 

complex) with ALS (amyotrophic lateral 

sclerosis)； ②3<4R 3例：PDC with ALS 1例、

ALS 1例、ALS with D (Dementia) 1例、③3+4R 

(AD型) 5例：PDC with ALS 1例、PDC 2例、

ALS 2例であった(Fig.1)。ブロット陽性 9例の海

馬において、多数の ghost tangle (GT)、神経原線

維変化 (NFT)、pretangle (PT)、嗜銀顆 

 

 

 

粒 (AG)を認めた。更に、Gallyas陰性 AT8陽性

の星状膠細胞の斑状構造を認めた(Fig.2,3)。免疫

ブロットにて AD型を示した群は、GTの出現が

より広範であった。NFT及び特徴的なグリア病理

を半定量的に評価した結果、NFTを AD型でより

豊富に認めた。また、嗜銀顆粒やグリア病変が、

免疫ブロットで 4Rタウが ADに比べ多い群が存

在する根拠をなす可能性があることを確認した。 

③5剖検例のリン酸化タウ陽性所見：グアム島症

例との比較;出現頻度と局在の差はあれ、紀伊症

例、グアム症例の全例で、リン酸化タウ陽性の神

経原線維変化（NFT）、プレタングル、スレッド等

が認められた。紀伊症例の NFTは、皮質全層に出 

現する症例と、皮質浅層に出現する症例が見られ 

 

 

 

た。紀伊症例のリン酸化タウ陽性のアストロサイ

トは、脳表などでは thorn shaped astrocytesが多く、

大脳皮質などの灰白質では granular hazy astrocytic 

inclusions（GHAI; Oyanagi K, et al., 1997）3)であっ

Figure 2. The summary of clinical characteristics and neuropathological finginds in nine Kii 

ALS/PDC cases. 



  
                
 

 

た（図 1、2）。主として灰白質で、リン酸化タウ

陽性の、神経突起と思われるものと、細く、うね

うねと屈曲し枝分かれするアストロサイトの突

起と思われるものが見られた。紀伊症例の白質で

は、灰白質にリン酸化タウ陽性所見が多い症例で、

オリゴデンドログリアの tau-positive fine granules

（TFG; Yamazaki M, et al., 2005）4)（図 3、4）、ス

レッド、GHAI が認められた。TFGの大きさは、

グアム島 PDC症例より紀伊 PDC-ALS症例がやや

大きかった。紀伊症例とグアム症例の比較では、

リン酸化タウ陽性のアストロサイト、および

GFAP陽性のアストロサイトは、紀伊 PDC-ALS

症例がグアム PDC症例より多かった。 

 

5) iPS 細胞研究: ①iPS 細胞の樹立；1. 皮膚由

来線維芽細胞の樹立 

患者からの同意が得られた 5例の症例において

皮膚生検を行い、うち 4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。 

2. iPS細胞の樹立 

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。 

 

 

Oct3/4

SOX2

DNMT3b

REX1

c-MYC

GDF3

KLF4

SALF4

NANOG
β-actin

SeV nested

SSEA4

TRA1-60

ALP

NANOG

Oct3/4

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. 未分化マーカーの発現（RT-PCR）、
C. 未分化マーカーの発現（免疫染色）と
アルカリフォスファターゼ染色（ALP）

PC: positive control,  DW: negative control
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
                
 

 

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。H25 年度は、1 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 1)。 

3. 樹立した iPS細胞からの神経細胞への誘導 

これまでに樹立した iPS細胞のうち症例 1から

樹立した iPS細胞を神経細胞へと誘導した(図 2)。

約 2週間あまりで形態学的にも神経細胞へと誘導

するに成功した。神経細胞特異的マーカーである

Nestinの免疫染色を行い、陽性であることから神

経細胞であることを確認した。 

位相差像 NESTIN

× 100

× 200

図2 疾患由来iPS細胞から神経細胞への誘導
iPS細胞から神経細胞への分化を誘導し、神経細胞

特異的マーカーであるNESTINの抗体にて免疫染色を行った。
 

 

②疾患特異的ヒト iPS 細胞の作成; 現在、Kii 

ALS/PDC患者５名 (Table.1) の血液検体を用い

て、疾患特異的 iPS細胞を樹立し、解析に適した

クローンの選抜中である (Fig.3)。各症例間で T

細胞や iPSCの樹立効率・増殖速度は異なってい

た。単離した iPSCクローンに関して、PCRを用

いたエピソーマルベクターの残存確認を行った。

(Fig.4) 

 

Table 1. Characteristics of five patients. 

 

Figure 3. Colonies picked up in Kii #1-Kii #5. 

 

Figure 4. Check for residual plasmid vectors. 

 

 

 

 



  
                
 

 

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  

 

 

 

附則 (資料)：紀伊 ALS/PDC 診断基準、重症度分

類 (日本神経学会) 

 

 

 

 

D.考察 

環境要因：原は活性酸素種（ROS）および活性窒

素種（RNS）などの産生で引き起こされる酸化ス

トレスが神経細胞の脆弱性を高めることを報告

している。したがって、多発地における今回の干

物摂取に関する結果は原の報告を裏付けるもの

と考えられた。 

K町では昔より巡回販売が行われ、奥地では干

物を数日かかって手に入れており、またＯ町の住

民が１５歳の頃、干物は最短１日、最長１週間、

常温下で保管されていた。干物は、天日乾燥時間

が長くなるほど過酸化脂質が増加し, また加熱す

ることにより, さらに過酸化が進行する」との報

告がある。報告者は購入時と購入 7日後のアジの

干物の過酸化物価を測定した結果、購入 7日後で

は１０４と購入時（50）の約 2倍であった。これ

らの事実を考え合わせると、酸化の進んだ干物を

多く摂取していたことがＡＬＳ多発の一因と考

えられた。多発地における「過酸化物が多く含ま

れている干物の摂取頻度が高かったこと」「酸化

の進んでいた干物であったこと」の特徴は、諸家

の報告により支持されるものであった。従って、

「従来の理論や経験と矛盾しないこと」の条件を

満たしているため、関連の整合性が確認された。 

 毛髪中の元素含量測定は，有害元素の体内蓄積

の指標としてしばしば用いられている．本研究で

多発地 ALS患者頭髪中に VやMnの高値が認め

られ, これらの体内蓄積が推察された. また K

地域住民の中にもこれら金属の高値を示す住民

が認められた.  AlやMnは土壌中に多く含まれ，

Vは環境中に広く分布するが海産物や土壌に多い

とされている. 当地域の土壌は，AlやMn含量が

高いと報告されているが２，V含量は明らかでな

く, 今後測定する必要がある. K地域の海産物中

の V含量は日本食品標準成分表の値とほぼ同様

であった.  

 頭髪中 VやMn高値の一つの要因として，K地

域住民の生活習慣との関連が示唆された。生活習

慣のアンケート調査から，当地域では畑仕事の頻



  
                
 

 

度が高く，海産物の摂取が多いことが示された. 

頭髪中の Vは AlやMn含量と正の相関を示し，

さらに頭髪中の Al，Mnは畑仕事の頻度の高い住

民に高値を示した. 当地域では飲用水中のCa含

量が極めて低いことが確認されているが、低 Ca

状態下で，土壌中あるいは海産物中の VやMnが

Alとともに吸収され頭髪など組織に蓄積した可

能性が考えられた．漬け物の摂取頻度の高い住民

に頭髪中 V高値を認めたことの意義は不明で，ど

のような生活習慣と関連するのか今後の課題で

ある. 

 Vは生体への毒性を有する遷移金属であり，マ

ウスでの肺腫瘍３，H2O2産生による p53活性化と

アポトーシス誘導４，ドパミン含有細胞への毒性５

などが報告されている. RoosらはALS患者脊髄

液中にMn, Al, Vなど金属元素の有意な高値を認

め金属による神経毒性の関与を推察している 6. 

これら遷移金属元素が運動神経細胞の変性にど

のように関与するか今後さらに検討が必要であ

る。 

 臨床経過から比較的急速にALS、parkinsonism、

dementiaを合併し進行してきており、ALS/PDCの

範疇に入る症例と考えた。今後エクソーム解析に

より遺伝学的背景が明らかになることが期待さ

れる。しかしながら本症例は孤発例であり、変異

の絞り込みや意義付けが大変であることが予想

された。そのため非発症者の家系メンバーからの

協力も要請中であるが、今後コントロールのデー

タベースなどとの検討も必要と考えられる。また、

特徴的な環境因子については指摘が困難と考え

られた。  

遺伝要因：①疾患遺伝子の探索；8名の剖検例の

全ゲノム配列解析のデータより、イントロンや遺

伝子間領域も含めて、共通する変異を探索したが、

明らかに疾患と関連する共通変異は見出されな

かった。   

さらに、共有される染色体領域を見出すため、

homozygosity haplotype法を用いて，本疾患に関

連する創始者ハプロタイプを探索したが、疾患と

関連する創始者ハプロタイプを検出することは

できなかった。原理的に、世代が離れていくと

homozygosity haplotype法による創始者ハプロ

タイプの検出力は下がるため、false positiveの可

能性は否定できないが、条件を緩めても創始者ハ

プロタイプは見いだせなかったことからは、むし

ろ疾患の病原性変異が存在するとしても複数の

遺伝子が関与している可能性(genetic 

heterogeneity)や、単一遺伝子疾患ではなく複数

の疾患感受性遺伝子が関与している complex 

traitの可能性なども考慮に含める必要があると

考えられた。 

② エピゲノム；ALSPDCと健常者の比較，ALS

と PDC の比較により抽出されてきたプローブに

は全く重複を認めず，疾患の発症に関する病態の

分子基盤とは別に，臨床病型に関する分子基盤が

存在している可能性が示唆された． 

Multiple Proteinopathy: ①大家系の患者剖検脳

に蓄積する異常蛋白の生化学解析； 今回解析し

た大家系の４例は蓄積量の程度の違いはあれ、い

ずれもリン酸化タウ、リン酸化αsyn、リン酸化

TDP-43の３種類の異常タンパク質の蓄積が認め

られた。また、タウのバンドパターンはアルツハ

イマー病のそれと、TDP-43は type A-FTLDのそ

れ、αシヌクレインは DLB/PDのそれと区別がつ

かないバンドパターンであり、ある程度均質な生

化学的特徴を示しているように思われた。同じ家

系の患者において、基本的には同じ生化学的特徴

を有した蛋白質の異常病変が起こっていること

が示唆された。 

 

 

 
それぞれの異常タンパク質の蓄積の程度は、



  
                
 

 

TDP-43とαシヌクレインに比例関係が認められ、

逆にタウと TDP、あるいはタウとαシヌクレイン

は逆相関するように見えた。 

②tauopathy としての神経病理学的特徴：Kii 

ALS/ PDCにおいて、NFTの多発に加え、嗜銀顆

粒及び特徴的なグリア病理の存在を明らかにし、

それらが免疫ブロットにおける 4R tauの蓄積に

影響を与えていると考えられた。 

③5 剖検例のリン酸化タウ陽性所見：グアム

島症例との比較; 今回検索した、紀伊半島 H出身

5 剖検例のリン酸化タウ免疫染色を主とする神経

病理学的検討結果では、グアム PDC 症例との顕

著な類似性が認められた。すなわちグアム島症例

に特異的な所見である、として報告した granular 

hazy astrocytic inclusions（GHAI; Oyanagi K, et al. 

1997）3)、tau-positive fine granules (TFG; Yamazaki M, 

et al. 2005）4)が紀伊半島 PDC-ALS症例にも認めら

れたことである。また、リン酸化タウ陽性所見が

ALSでは少なく、PDCあるいは PDC-ALSでは多

いこともあげられる（Oyanagi K, et al., 1994）5)。

紀伊症例とグアム島症例の所見に明らかな相違

点は認められなかったが、紀伊症例で、NFTが大

脳皮質の浅層優位に出現しない症例が存在する

こと、リン酸化タウ陽性アストロサイトが多数認

められること、tau-positive fine granulesの大きさが

やや大きいこと、などはグアム症例とは程度が異

なるように思われた。 

iPS 細胞研究: ①iPS 細胞の樹立; これまでに、

患者 5 例より皮膚由来の線維芽細胞を樹立した。

H25年度は、そのうち 1例から iPS細胞を樹立し

た。この症例も加えてこれまで行った 3例からの

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、三重県南部に多発する家族

性認知症-パーキンソン病では、この疾患の異常は、

細胞のリプログラミングや iPS細胞の増殖には影

響を与えないことが示唆された。線維芽細胞樹立

のためには生検が必要であり、樹立まで 1ヶ月か

かる。そこで、血液細胞あるいは血液細胞由来の

細胞を iPS細胞作製のソースとすることで、生検

を行わずに末梢血の採血で iPS細胞作製が可能と

なるために安全かつ容易に行える。 

H25年度は、作製した iPS細胞から神経細胞を

誘導し神経細胞を得ることができた。神経細胞の

誘導効率では、健常者由来の iPS細胞の場合と比

較して特に差はなかった。したがって、この疾患

の異常が神経細胞の分化に与える影響は、少ない

と考えられる。 

②疾患特異的ヒト iPS 細胞の作成;現在疾患特異

的 PSCの樹立、選別を行っている段階であり、

今後、ⅰ）アルカリフォスファターゼ活性の確認、

ⅱ）RT-PCR・免疫染色を用いた未分化マーカー

の発現確認を行った後に、ⅲ）SCIDマウスへの

iPSC移植を用いたテラトーマ形成能（多分化能）

の確認、ⅳ）核型解析を行い、異常の認められな

いクローンを解析用として最終的に選別する。本

疾患 iPSC作成時の問題点としては、疾患の

Heterogeneityが挙げられる。Kii ALS/PDCは家

族性に発症するものの、遺伝子が同定されておら

ず、作製した iPSCを扱う上では、依然として孤

発性疾患の要素が色濃く残る。→可能であれば

autopsyによる確認が必要。しかしながら、本疾

患における iPSC作製及び表現型の再現や病態解

析が成功すれば、他の孤発性疾患解明の糸口とも

なる。また、iPS細胞作成におけるゲノム変異も

問題となるが、東京大学神経内科（辻省次先生）

が分担拠点として品質管理を行っている。次年度

以降の展望として、疾患特異的ヒト iPSCから各

種神経系細胞への分化誘導と病態解析（樹立した

ヒト iPSCを用いて、運動神経、ドパミン作動性

神経、興奮性神経、抑制性神経、グリア細胞へと

分化誘導後、生化学的、遺伝学的並びに電気生理

学的手法により、異常タンパク質蓄積をはじめと

した in vivoで確認されている病態の再現、神経

細胞の活動性や代謝能の解析）及び創薬スクリー

ニング（細胞内活性酸素種の軽減、グルタミン酸

による興奮毒性の抑制、異常構造物の抑止などを

指標に、リルゾール、フリラジカルスカベンジャ

ー、抗酸化ビタミン群といった既存の薬剤に加え、



  
                
 

 

神経保護作用や異常凝集物除去能を有する新た

な治療薬を探索）を行っていく予定である。 

 
採血及びヒト iPS細胞（induced pluripotent 

stem cell; iPSC）の作成;  

 

 

E.結論 

 干物の摂取と ALS発症の因果関係を「判定基

準」に基づき検討した結果、判定基準の 5条件を

いずれも満たしていたため、干物の摂取と ALS

発症の間に因果関係が成り立津ことが確認され

た。従って、干物がＡＬＳ多発の危険因子であっ

た可能性が認められた。特に本研究から、酸化の

進んだ干物を頻回に摂取していたことが、ALSの

リスクを増幅させた可能性が示唆された 

 紀伊半島串本地域の ALS患者頭髪中に遷移金

属である VやMnの高値を認め，これら金属元素

による酸化的ストレスの増大が推察された． 飲

用水中の Ca含量が極めて低い環境下で畑仕事や

海産物摂取の頻度が高い生活・食習慣と関連して

VやMnが体内に蓄積した可能性が考えられた． 

 本邦において紀伊半島以外にも ALS/PDC患

者が存在する可能性があり、本症例の臨床的、遺

伝学的評価は ALS/PDCの研究に新しい展開をも

たらす可能性がある。本症例の臨床的、遺伝学的

評価が進むとともに、本疾患の解明に向け、今後

もさらなる疫学調査、環境因子の調査、遺伝子解

析の進展が期待される。 

 今回の解析では、全ゲノム配列で剖検例に共通

する変異は検出されなかった。また、

homozygosity haplotype法による創始者ハプロ

タイプ探索でも、一つの創始者ハプロタイプに絞

り込むことはできなかった。 

本疾患の遺伝学的な特性を考慮に入れた連鎖

解析と全ゲノム配列解析を行うことで、引き続き

ALS/PDC の発症にかかわる遺伝因子を探索する。 

 今回の結果は疾患発症，および臨床病型の病態

機序解明に重要な端緒となる可能性がある．今後

さらに発展させ，特異的な遺伝子調節系の解析を

行いたい． 

 Kii ALS/ PDCのタウオパチーは、アルツハイ

マー型老年性変化との共通点並びに相違点を有

する。 

 脳内のリン酸化タウ陽性所見は、紀伊半島症例

とグアム島症例で概略類似し、アストロサイトに

おけるその所見は紀伊症例で顕著である。 

 患者 4例の皮膚生検より皮膚由来線維芽細胞

を樹立した。これまでの 2例に加えて H25年度

は、新たに 1例より iPS細胞を樹立した。樹立し

た iPS細胞は形態的にも、また、未分化マーカー

の発現でも iPS細胞に矛盾することがなく、iPS

細胞が樹立されたと言える。さらに神経細胞を樹

立した iPS細胞から誘導することに成功した。以

上より、樹立した iPS細胞は今後、三重県南部に

多発する家族性認知症-パーキンソン病を研究す

る解析ツールをして有用である。 

Kii ALS/PDC患者５例から iPSC樹立を行った。

今後、神経系解析に用いる iPSCクローンの選抜

を進め、神経系細胞への分化誘導を行い、病態の

解明や新たな治療に迫る検討を行っていく。 
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