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要 旨

筋萎縮性側索硬化症 (ALS) に関して我々が行ってきた神経病理学的

研究の中から,Bunina小体,Golgi装置の異常,ユビキチン陽性・タウ陰

性神経細胞内封入体について概説した. Bunina小体はALSに特徴的な

エオジン好性の神経細胞内封入体であり,免疫組織学的には抗シスタチ

ン C抗体, 抗トランスフェリン抗体, 抗ペリフェリン抗体で陽性であっ

た.Golgi装置を認識する抗体を用いた検討では,Bunina小体や TDP-43

陽性封入体を有する神経細胞で高頻度に Golgi装置の微細化がみられ

た.認知症を伴うALSでは,高頻度に海馬歯状回や前頭・側頭葉皮質の

小型神経細胞内にユビキチン陽性・タウ陰性封入体がみられることを初

めて記載した.この封入体は TDP-43からなることが 2006年に明らか

となった.（Kitakanto Med J 2014；64：109～116）
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は じ め に

著者は 1972年に群馬大学医学部を卒業し, 1年間第二

内科で臨床研修を行い,その後第一病理学教室の大学院

に入学した.大学院時代にはその後の研究の基礎となる

一般病理,神経病理および電顕の技術を習得することが

できた.大学院卒業後は神経内科に入り, 2013年 3月に

定年を迎えるまで,臨床の傍ら,主に筋萎縮性側索硬化

症 (ALS)の病理学的研究を行い,幸いにもいくつかの新

知見を得ることができた.最終講義は「ALS研究から学

んだこと」と題して行ったが, 本稿ではその中から主に

Bunina小体,Golgi装置の異常,ユビキチン陽性・タウ陰

性神経細胞内封入体について述べてみたい.

Bunina小体

ALSは主に中年以降に発症する原因不明の進行性の

神経変性疾患であり,上位運動ニューロン徴候 (錐体路

徴候)と下位運動ニューロン徴候 (球麻痺,四肢の筋力低

下と筋萎縮)のみを示し,多くは数年以内に呼吸不全で

死亡する神経難病の代表的疾患である. その病理所見

は,長い間,錐体路変性と運動神経細胞の非特異的な変

性脱落のみで,ALSに特徴的な病理所見の記載はなかっ

た.

1962年,ソビエトの Buninaという女医が家族性ALS

の運動神経細胞内に「エオジンで染まる小顆粒 (Bunina

小体)」を見出した. 当初は神経ウイルスではないかと

疑われたが,その後古典的ALSや Guam島のALSでも

みられることが明らかになった. Bunina小体は現在ま

でのところ,ALSの病理所見のなかで最も疾患特異性の

高い封入体であるが, その本体はなお不明である. 我々

は,この封入体の特徴を明らかにするために検索を行っ

て来た. Bunina小体は,直径が数ミクロンの小さな円

形から楕円形のエオジン好性の封入体であり,しばしば

塊をなし, 数個数珠状に連なって存在することもある
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(Fig.1A).我々の検討では,その出現頻度は 12例のALS

例中 10例, Montefiore病院の 22例のALS例の中では

20例 と高頻度にみられ, 他疾患ではみられないことか

ら, ALSと診断するための組織学的マーカーの 1つと

なっている封入体である.Bunina小体は,通常ALSでは

障害されないと言われてきた仙髄Onuf核内や動眼神経

核内の神経細胞にみられることも報告した.

通常の組織染色では PTAH染色で染まることから蛋

白からなると思われているが,その構成蛋白はなお不明

である.免疫組織学的検討もなされていたが, Bunina小

体を認識する抗体は知られていなかった. 我々の多く

の抗体を用いた検討では,大半の抗体で陰性であったが,

抗シスタチン C抗体のみが Bunina小体を認識すること

を見出した (Fig.1B). シスタチン Cとは, 分子量 13,

260の lysosomal cysteine proteinase inhibitorであり,そ

の主な働きは蛋白分解酵素の局所性の活性制御である.

免疫電顕による検討では,Bunina小体の辺縁に陽性所見

がみられた. また,剖検例での検討のため微細構造の同

定が不十分であったが,神経細胞内で顆粒状に染まるシ

スタチン Cの存在部位は主に Golgi装置ではないかと

推論された. Bunina小体を有する神経細胞では,シスタ

チン Cの免疫活性が低下しており (Fig.1B), ALSの変

性過程におけるシスタチン Cの役割が示唆されている.

その後, Bunina小体が,抗トランスフェリン抗体と抗ペ

リフェリン抗体で陽性所見を示すことを報告した.

Bunina小体の電顕所見は,辺縁に管状ないし小胞状の構

造物を有する電子密度の高い無構造物質からなる.

大きな Bunina小体では内部に細胞質と同様の構造から

なる空𨻶がある.多数の Bunina小体を連続切片で観察

してみると, Bunina小体の形成過程を示唆するような

種々の像を認めた.前述のように Bunina小体は,①電子

密度の高い無構造物質と,②管状ないし小胞状構造の 2

つの構成要素からなっており,大きな典型的な Bunina

小体は,主として無構造物質の集積からなり,その辺縁

にみられる管状ないし小胞状構造は少ない (Fig.2A).一

方,初期から中期では,管状ないし小胞状構造の周りに

少量の無構造物質が沈着し,次第に管状ないし小胞状構

造を埋めるように大きくなっていくものと推論した.

Fig.2Bでは無構造物質は Golgi装置近傍に沈着してお

り,我々はこの所見が Bunina小体の最初期像ではない

かと考えている. Bunina小体は,微細で数が少ないこと

もあり, まだ蛋白レベルでの解明はなされていないが,

ALSに特徴的な封入体であり, 今後の解明を期待した

い.

筋萎縮性側索硬化症の神経病理

Fig.1 ALSの腰髄前角細胞にみられる Bunina小体 (矢印)

A:H-E染色,400倍,B:抗シスタチン C抗体を用いた免疫染色,400倍.

Fig.2 Bunina小体の電顕像 A:典型像,4,800倍,B:初期像,18,000倍.
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Golgi装置の異常

我々は,前述のようにALSでは Golgi装置レベルで

の異常があるのではないかと考えていた.当時 Golgi装

置の検索には鍍銀法か電顕以外にはなく,パラフィン切

片での検索はできなかった. 1990年, Pennsylvania大学

病理学の Gonatasらのグループは, Golgi装置を特異的

に認識する抗MG160抗体を用いてALS脊髄前角細胞

の Golgi装置が高頻度に微細化 (小型化して数が増加)

していることを最初に報告した. 1995年,東京で開催さ

れたALSの国際会議で Gonatas教授と話をすることが

でき,抗MG160抗体を用いた共同研究を申し入れた.そ

の時一番知りたかったのは,Bunina小体が抗 Golgi装置

抗体で陽性に染まるかどうかであったが, 本抗体では

Bunina小体にはその辺縁も含めて陽性所見は得られ

かった.

MG160とはmembrane sialoglycoproteinで, 1,171ア

ミノ酸よりなるⅠ型膜蛋白である. その分子量は 133,

403で,その遺伝子座は 16q22-23にある.抗MG160ポリ

クロナール抗体はパラフィン包埋切片でも使用可能であ

り,免疫電顕でMG160は Golgi装置のmedial cisterae

の膜に限局して存在している. 当科ではさらに trans-

Golgi networkに対するポリクロナール抗体 (抗 TGN46

抗体)を作成した.抗MG160抗体と抗 TGN46抗体によ

る免疫染色では,両者とも光顕レベルではほぼ同様の所

見を呈することを確認した.

正常の脊髄前角細胞内の Golgi装置は,抗MG160抗

体で糸くず状に胞体内と樹状突起内で染色されるのに対

し, ALS脊髄前角の残存大型前角細胞では Golgi装置の

微細化が高頻度にみられる (Fig.3).この変化は Betz細

胞や舌下神経核内の神経細胞など他の運動ニューロンで

も認められた. またA4V変異を有する家族性ALSや

好塩基性封入体を有する若年性ALSにおいても残存前

角細胞に Golgi装置の微細化や分布の異常などが高頻度

にみられた. 一方,球脊髄性筋萎縮症の脊髄前角細胞の

Golgi装置は,小型化しているが数の増加はみられな

かった.

我々の検討では, Golgi装置の形態異常は弧発性ALS,

家族性ALS,好塩基性封入体を有する若年性ALS, さ

らにそのモデル動物である変異 SOD1トランスジェ

ニックマウスなどの運動ニューロンに高率に認められ

た. 一方, ALS以外にも ballooned neuronや olivary
 

hypertrophyにおいても Golgi装置の微細化が認められ

るが, Parkinson病の黒質神経細胞や多系統萎縮症の

小脳 Purkinje細胞,橋核神経細胞では Golgi装置の形態

異常は認められないことを報告した. 即ち, Golgi装置

の形態異常はALSに特異的なものではないが Parkin-

son病や多系統萎縮症と異なり, ALSでは Golgi装置レ

ベルでの障害が運動ニューロンの変性過程に強く関与し

ていると考えられる.

ユビキチン陽性・タウ陰性神経細胞内封入体

パリのサルペトリエール病院の神経学者であった

Charcotは,1865年から 1874年にかけて 20 ALS例の臨

床例と 5例の剖検例を詳細に検討し,ALSの概念を確立

したといわれている. Charcotの記載以後, 19世紀後半

から 20世紀のはじめにはALSと認知機能障害や行動

障害との関連を指摘する報告も散見されていた. 症状は

Alzheimer病的ではなく, Pick病的であると記載され,

ALSと認知症に関するレビューも多くなされている.

本邦では 1964年の湯浅による「痴呆を伴う筋萎縮性側

索硬化症について」の症例報告が最初の記載であるとよ

く引用されている. しかしながら,過去の文献を検索し

てみると,1935年 (昭和 10年)にすでに慶応大学精神科

の植松らによる「筋萎縮性側索硬化症と其の精神障害に

就て」という症例報告がある. また, 1959年, 古川は

ALS 170例中の 12例 (7％) に著明なもの忘れ, 計算困

難,感情の易変性,情動失禁がみられたと記載している.

1984年に三山が本邦の 26例の臨床と病理を「運動

ニューロン疾患を伴う認知症」としてまとめ,新しい疾

患単位ではないかと報告したのは大きな功績の 1つであ

る. 神経内科領域ではALSの視点でみることが多く,

認知症を伴うALS (ALS-D) と呼ばれることが多かっ

た.著者は人工呼吸器を装着していたALS患者で,経時

的に CTを撮ると,人工呼吸器のトラブルがないのに前

頭葉と側頭葉が萎縮していく例があることが気になって

いた.当時,ALS-Dの病理は,ALSの病変に加えて前頭

葉と側頭葉を中心に非特異的な変性所見がみられるとの

み記載されていた.

Fig.3 ALS腰髄前角の抗MG160抗体による免疫染色.左は

正常 Golgi装置,右は微細化した Golgi装置を認める

神経細胞,400倍.
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一方,ユビキチンはどの細胞にも存在し,細胞機能

において基本的役割を演じていると考えられている分子

量約 8,500の小さなペプチドであり, ATP依存性の蛋白

分解の系を働かせる機能が重視されている. 1980年代の

後半から,抗ユビキチン抗体を用いた免疫染色がなされ

るようになり, ALSでも脊髄前角細胞にみられる skein-

like inclusion,Lewy小体様封入体などに陽性所見がみら

れることが報告されていた.

著者はALS 例では大脳における老人性変化が加速さ

れているのではないかと想定し, Bielshowsky平野変法,

抗タウ抗体,抗アミロイド β蛋白抗体に加えて,抗ユビ

キチン抗体を用いてALS例の側頭葉を免疫組織学的に

検討していた. ユビキチン染色標本を鏡検していたとこ

ろ,一部のALS例で海馬歯状回の顆粒細胞と海馬傍回

の第 2, 3層の小型神経細胞にユビキチンで陽性に染ま

る細胞質内構造物が多数みられる所見を見出した (Fig.

4A).一見 Pick嗜銀球に類似していたので,連続切片で

銀染色や抗タウ染色をはじめ多くの抗体を用いて神経病

理学的染色を行ったが,ユビキチン以外には陽性所見を

得ることができなかった.海馬歯状回の顆粒細胞では,

封入体は核周囲に半月状ないし全周性に認められた

(Fig.4A).海馬傍回や前頭葉では主に第 2, 3層の小型神

経細胞にみられ,細胞質に限局してみられるものが多

かったが,一部では神経突起の起始部にも連続して認め

られた.そこで手持ちの 27 ALS例の側頭葉を検討した

ところ約 1/4の 7例で同様の封入体が観察された.これ

に対して種々の神経疾患を含む非ALS 40例では全くみ

られなかった.そこで新規の神経細胞内封入体と考え報

告した.

側頭葉の海馬歯状回の顆粒細胞内と海馬傍回の小型

神経細胞内に本封入体を観察した症例の中で, 1例の

ALS-Dではその封入体の出現数が多く,さらに前頭葉

の小型神経細胞内にも同様の構造物が認められた. そこ

で,他施設の協力を得て 10例のALS-Dについてその出

現頻度を検討したところ,出現頻度に差異がみられたも

のの, 10例全例で側頭葉の海馬歯状回顆粒細胞内と海馬

傍回の第 2, 3層の小型神経細胞にユビキチン陽性封入

体がみられることを確認した.これらの所見はALS-D

では大脳の非運動系の小型神経細胞にも前角細胞と同様

にユビキチンが関与した異常が高頻度に生じていること

を示唆しており, ALS-Dの病理を検討する上で重要な

所見と考え報告した. この封入体は通常の電顕では同

定が困難であったので,エポン包埋したブロックより 1

ミクロン厚の準超薄切片を作成し,脱エポンをした後で

抗ユビキチン抗体を用いて免疫染色を施し,それに隣接

する切片を電顕的に観察したところ,ユビキチン陽性構

造に対応する構造物は,周囲に境界膜はなく,主として

微細なリボゾーム様顆粒と少数の線維状構造物よりなっ

ていた (Fig.4B). リボゾーム様顆粒は周囲のものに比

べて電子密度が低く,境界もやや不鮮明であった.

1892年から 1906年にかけて,Arnold Pickは前頭葉と

側頭葉の著明な萎縮による言語障害や精神症状を呈する

一連の症例を報告したが, 1980年代に入り,北欧を中心

に再び前方型の認知症が注目されるようになってきた.

スウェーデンの Lundと英国のManchesterのグループ

は, 数百の臨床例と 60例以上の剖検例の検討をベース

に,前頭側頭型認知症 (FTD)の臨床的診断基準と神経病

理学的診断基準を提案した. 神経病理学的には, 1)前

頭葉変性型, 2) Pick型, 3) 運動ニューロン疾患

(MND)型の 3型に分類されている.MND型は本邦を中

心に報告されてきたALS-Dにほぼ相当し,我々が報告

した大脳にユビキチン陽性・タウ陰性神経細胞内封入体

がみられるタイプである.しかし,失語が前景に立つ側

頭葉優位型 Pick病が FTDの中には含まれていなかっ

たため,1996年にManchesterのグループは,前頭葉と側

頭葉前方部に病変の主座をおく非Alzheimer型変性疾患

を指す臨床的症候群として前頭側頭葉変性症 (FTLD)

という概念を提唱した. ALS-Dのポジトロン断層法

Fig.4 A:海馬歯状回顆粒細胞内の抗ユビキチン抗体陽性封入体, 400倍, B:その電顕像, 9,500倍, C :
大脳皮質にみられた多数の抗リン酸化 TDP-43抗体陽性の神経細胞内封入体,200倍.
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(PET)を用いた検討では,前頭葉と側頭葉で血流と代謝

が低下していることも報告した.

2006年にAraiら, Neumannら によりこの封入体

およびALS脊髄前角細胞内にみられるユビキチン陽性

封入体 (skein-like inclusion,Lewy小体様封入体)の主な

構成成分が TAR DNA-binding protein of 43 kD (TDP-

43)であり,それは FTLDと孤発性ALSの両方でみら

れることが報告され,大きな進展がみられた.免疫組織

学的に検討すると,通常の認知症のない孤発性ALS例

でもリン酸化 TDP-43(pTDP-43)陽性構造物は,運動系

を超えて広範に分布しており (Fig.4C),グリア細胞内に

も広範囲にみられ,病理学的にもALSは多系統を犯す

疾患であることが明瞭になった. TDP-43陽性封入体と

Golgi装置との関連では, TDP-43陽性封入体を有する

全ての脊髄前角細胞では Golgi装置の微細化がみられ

た.

最近の FTLDに関する神経病理学的,分子遺伝学的進

展は著しく,それらの成果に基づく分類も変遷して来て

いる.2008年の分類作成には著者も一部参画した. ユビ

キチン陽性・タウ陰性神経細胞内封入体を有する FTLD

は「FTLD-U」という用語で呼ばれてきたが,病的意味を

持つ蛋白を基に「FTLD-protein」という名称が提案され

ている. その案では蓄積している異常な蛋白を FTLD

の後に付けるもので, タウ陽性 FTLDは FTLD-tau,

TDP-43陽性 FTLDは FTLD-TDP,神経細胞内中間線

維封入体病は FTLD-IFなどと記載するものである.最

近 FTLDの中に FUS(fused in sarcoma)の異常を示す 1

群が明らかになっている. しかしながら, TDP-43の異

常蓄積はAlzheimer病,Lewy小体型認知症,Guam/紀伊

半島のALS Cockayne症候群,高齢者の動眼神経核内の

神経細胞などでもみられている. これらの疾患にお

ける TDP-43の意義についてはさらに検討が必要であ

る.

TDP-43遺伝子変異は家族性ALSの約 3.3-6.6%にみ

られているが,その臨床症状は大半がALS症候のみで

ある.我々も TDP-43遺伝子変異を呈した 1家系を経験

したが,その家系ではパーキンソン症候はみられたが,

認知症はみられなかった. また, 著者が診察していた

TDP-43遺伝子変異を有する家族性ALSの患者 の皮

膚から京都大学で iPS細胞が作成された. 今後, この

iPS細胞を用いた研究によりALSの病態解明や治療薬

の開発が飛躍的に進むものと期待される.

お わ り に

本稿では,我々の行ってきたALSの病理学的研究の

一端を紹介した.ALSは未だ治療法のない難治性の神経

変性疾患であることに変わりはないが,最近のALSを

めぐる進歩は著しい. ALSとALS-D (FTLD-TDP) は

pTDP-43の異常集積という病理所見を共通とする連続

性のある疾患であり,ALSは運動系を超えて広範に病変

のみられるmultisystem disorderの 1つと考えられるよ

うになった.現在のALS研究の焦点は pTDP-43と神経

細胞死との関連の解明と,それに基づいた治療法の開発

である.
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A Review of our Neuropathological Studies
 

of Amyotrophic Lateral Sclerosis
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Our neuropathological studies on amyotrophic lateral sclerosis (ALS), especially about Bunina
 

bodies, fragmentation of Golgi apparatus and cortical ubiquitin-positive and tau-negative neuronal
 

inclusions, are reviewed in this paper. Bunina bodies, which are small eosinophilic intraneuronal
 

inclusions in the remaining lower motor neurons,are generally considered to be a specific pathologic
 

hallmark of ALS. At present,only three proteins (cystatin C, transferrin and peripherin) have been
 

shown to be present in Bunina bodies. Fragmentation of Golgi apparatus was frequently observed in
 

neurons containing Bunina bodies and TDP-43 positive inclusions. In 1991,new ubiquitin-positive and
 

tau-negative inclusions were first reported in extra-motor neurons of hippocampal granular cell layers and
 

frontal and temporal cortices. These inclusions were more frequently observed in ALS patients with
 

dementia. In 2006,TDP-43 has been identified as a major component of the inclusions.（Kitakanto Med
 

J 2014；64：109～116）

Key words： amyotrophic lateral sclerosis,Bunina body,Golgi apparatus,ubiquitin,TDP-

43
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