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ヒト老化脳におけるneuropil　threads

　　－Gallyas染色法を用いた海馬の検討一

東京医科大学老年病学教室（指導：高崎優主任教授）

　　　　宇　　野　　雅　　宣

【要旨】83例（40歳代～100歳代）の非痴呆老化脳の海馬を用いてGallyas染色法を施行し，アルツハイマ

ー神経線維変化（neurofibrillary　tangle：以下NFT），神経突起老人斑，そして特にneuropil　threads（以

下NT）を評定量的に計測した．　NTは60歳頃より出現し，85歳以上では全例に認められた．加齢とともに

出現してくる傾向を示し，NFT，老人斑と同様，生理的老化脳の特徴のひとつであると考えられた．出現部

位では海馬のCA1領域に最も多く，アルツハイマー病脳における分布に類似していた．また，　NTの出現頻

度はNFTの出現頻度と極めて強い相関を示したが，　NFTが認められない部位にもNTが出現している部

位を多数認めた．このことより，NTの出現は脳内における異常燐酸化tau蛋白の蓄積という一連の変化の中

でも，初期変化のひとつであると考えられた．

緒 言

　加齢に伴う脳の生理的老化における特徴的な神経

病理学的構造物として，アルツハイマー神経原線維

変化（neurofibrillary　tangle：以下NFT）と老人斑

があげられる1）．一方で，これらの異常構造物はアル

ツハイマー病（Alzheimer’s　Disease：以下AD）の

神経病理学的所見を特徴づけることでも知られてい

る．ただし，AD脳と生理的老化脳とでは，それらの

分布と出現量に差があることが報告されてい
る7）8）．老人斑の主要構成成分はβ一コ口yloid蛋白2）で

あり，NFTはpaired　helical　filamentの束で構成

されており3）4），その構成成分として異常燐酸化され

たtau蛋白が同定されている5）6）．

　近年，AD脳のneuropil内に，　NFTと近似した構

成成分の糸屑状の構i造物の出現が指摘されneur－

opil　threads（以下NT）と呼ばれている7）．　AD脳

におけるこのNTの出現頻度と分布については既

に報告8）があるが，生理的老化に伴うNTの出現頻

度と分布についての報告は少ない．NTと加齢の関

係を検討することは，老年期痴呆との関連を含めて

現時点では重要な課題と思われる．

　本研究においては，異常変性神経突起のみを染色

するとされるGallyas染色法9｝を用いて40歳代か

ら100歳代の非痴呆老化脳の海馬を染色し，NFT，

神経突起老人斑（neuritic　plaque：以下NP），そし

て特にNTについて海馬および鉤状回を部位別に

半島量的に計測し，その分布や出現頻度を検討した．

材料と方法

　東京医科大学第一病理学教室剖検例および東京都

老人医療センター剖検例のうち，剖検時の年齢が40

歳以上の脳を無作為に連続的に選びだし，そのうち

臨床病歴上痴呆があるもの，肉眼的に海馬に病変の

認められるものを除外した．

　剖検年齢が40歳代から100歳代までの83例（男

性42例，女性41例，最年少42歳，最高齢106歳）

を対象とし，A群がらF群まで6群に分類した（表
1）．

　1）　検索部位（図1）

　ホルマリン固定された剖検脳において，外側膝状

体を通る前額断スライスの，海馬，鉤状回，海馬傍

回を含む部分を切り出した後パラフィン包埋し，6

μmの切片を作製した．海馬をCA1領域（以下

CA1），　CA2領域（CA2），　CA3領域（CA3），　CA4

領域（CA4）の4部位にわけ，鉤状回（subiculum：

1995年3月6日受付，1995年3月13日受理
キーワード：ニューロピル・スレッズ，ガリアス染色，アルツハイマー神経原線維変化，老化，海馬．

（別刷請求先：〒160東京都新宿区西新宿6－7－1東京医科大学老年病学教室宇野雅宣）
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表1対象および分類

年齢（歳） 男性 女性 計 群

55未満 7 2 9 A
55～64 8 4 12 B
65～74 7 4 11 C
75～84 8 10 18 D
85～94 9 12 21 E
95以上～ 3 9 12 F

計 42 41 83

E
o

逡

CA－2

　　．貸ぎ，噸

　．客’

、副　　　CA4

撃仲，畿鞠κ

　　　　轟葬f●
，榔麟凶遥ザ

　　　　　SBC

聡
憂’

図1　海馬，鉤状回の略図

　　CA1：CA1領域CA2：CA2領域CA3：CA3
　　領域

　　CA4：CA4領域　SBC＝subiculum

　図2　アルツハイマー病大脳皮質（×100）

　　　Gallyas染色によりneuropil　threads（→），

　　　neurofibrillaryi　tangle　（一），　neuritic　plaque

　　　　（レ）は鮮明に染色された

表2NFT，　NP，　NTの出現頻度によるgrade分類

NFT数およびNP数　　　　　　NT数

grade　4

　　　3

　　　2

　　　1

　　　0

50以上
20一一49

10一一19

1”一9

0

grade　6

　　　5

　　　4

　　　3

　　　2

　　　1

　　　0

1000以上

500n－999

100・一一499

50rv99

10rv49

　1－9

　0

以下SBC）とともにそれぞれを以下の方法で検索

した．

　2）Gallyas染色法

　嗜銀染色法であるGallyas染色法を簡略化した

Braakらの変法7）10）を用いた．そして，本法を用いて

AD脳を染色し，　NFT，　NT，　NPそれぞれの染色性

を確認した（図2）．

　3）NFT，　NT，　NTの組織学的検索

　A群がらF群までの脳を用いてGallyas染色法

を施行し，図2で示したそれぞれを光学顕微鏡下で

検索した．

　4）NFT，　NT，　NPの半定量的計測

　CA1，　CA2，　CA3，　CA4，　SBCのNFT，　NT，　NP

数を40倍（4×10）視野下で数視野以上について観

察し，1視野あたりの出現頻度として半定量的に計

測し，それぞれを表2に示すようにgrade分類し
た．

　5）　統計学的処理

　（a）NTの出現頻度と加齢との関係

　CA1におけるNTのgrade数と各年齢群との相

関を分散分析にて検定した．

　（b）NTの出現頻度とNFTの出現頻度との関係

　全領域（CA1＋CA2＋CA3＋CA4＋SBC）におけ

るNTのgrade数とNFTのgrade数をSpear－
manの順位相関にて検定した．

　なお，前述の（a）（b）の検定はStat　Viewを使

用した．

　（略語）

　NT：neuropil　threads，　NFT：neurofibrillary

tangle，　NP：neuritic　plaque，　SP：senile　plaque，

AD：Alzheimer’s　Disease，　CA1：海馬のCA1領域，

CA2：CA2領域，　CA3：CA3領域，　CA4：CA4領域，

SBC：subiculum

結 果

　1．NFT，　NT，　NPの組織学的所見

　生理的老化脳においても加齢につれて，NFT，

NT，　NPを認めた．各群のCAIにおける代表例を

呈示する（図3）．

　2．NFT，　NT，　NPの部位別による出現頻度

（2）
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　　　　　　　　　　図3各群の代表例（CAI領域，　Gallyas染色）

　　　　　　　　　　　AA群42歳男性例（×100）NT，　NFT，　NPは認められない
　　　　　　　　　　　　BB群60歳女性例（×80）中央にNTを1個認める
　　　　　　　　　　　CC群66歳男性例（×100）NTを数個認める
　　　　　　　　　　　DD群83歳男性例（×100）数個のNFTとNTを認める
　　　　　　　　　　　EE群88歳女性例（×100）NFT，　NT，　NPを認める
　　　　　　　　　　　FF群104歳男性例（×50）NFT，　NT，　NPを多数認める

　（a）NFT（表3）

　海馬およびSBCのどの部位においても，加齢に

つれてNFT数は増加し，　C群よりその傾向が認め

られた．特にCA1においては加齢につれて急速に増

加し，C群より認められ，　D群では半数以上に，　F群

においては全例に認められた．

　（b）NT（表4）

　NFT同様，海馬およびSBCのどの部位において

も，加齢につれてNT数は増加し，　B群よりその傾

向が認め始められ，特にCA1において顕著であっ

た．CA1におけるNTは，　B群がら出現し（最年少

出現は60歳女性例），C群では半数以上に認められ，

（3）
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CA　4

表3NFTの部位別出現頻度
　　　　　　　CA　3

grade　4

3

2 1

1 2 2 11 10

0 9 12 9 16 9 2

年忌群 A B C D E F

grade　4

3

2

1 2 11 10

0 9 12 10 16 10 2

年齢群 A B C D E F

CA　2

grade　4 1

3 1 1

2 3 4 2

1 3 7 12 7

0 9 12 7 8 4 1

年齢群 A B C D E F

CA　1

grade　4 1 4 4

3 1 4 3

2 3 4 3

1 1 9 7 2

0 9 12 8 4 2

年齢群 A B C D E F

SBC
grade　4 3

3 1 2 2

2 1 2 2

1 3 7 8 8

0 9 12 7 8 6

年齢群 A B C D E F

横軸：年齢群　縦軸：NFTのgrade数

E群およびF群（85歳以上例）では，全例に認めら

れた．

　（c）NP（表5）

　どの部位においても加齢とともに（C群より）増加

する傾向をみせたが，出現数は少なかった．出現部

位では，CA1に比較的多く出現する傾向を認めた．

また，CA3においては，1例も認められなかった．

　3．NTの出現頻度とNFTの出現頻度との関係

　NFTの出現頻度増加に伴いNTの出現頻度も増

加した（表6）．さらには表6右に示すように，全部

位における検討では，NFTが全く出現していない

部位（NFT　grade　O）にNTが出現している部位

（NT　grade　1以上）を多数認めた．

　この結果からNFTが出現していないにもかかわ

らずNTが出現している症例があるかどうかを再

検討したところ，全83例中のうちで60歳女性例，

70歳女性例，71歳男性例，73歳女性例，75歳男性

例，76歳女性例，80歳男性例の計7例が，海馬のど

の部位においてもNFTが認められなかったにもか

かわらず，NTの出現を認めた．

　4．統計学的処理

　（a）NTと加齢

　CA1におけるNTの出現と加齢とのあいだには，

分散分析にて極めて強い相関（p値く0．0001）が示さ

れた（表7上）．

　（b）NTとNFT
　NTの出現とNFTと出現との関係は，Spearman

の順位相関にて極めて強い相関（同順位調整p値く

0．0001）が示された（表7下）．

考 察

　生理的老化脳には後述する神経病理学的所見の出

現に個人差がある．しかし，多数例で統計的に処理

するとほほ加齢と正の相関のある神経病理学的所見

がある．正の相関をするものに，肉眼的な脳の萎縮，

神経細胞の萎縮・消失，そしてNFT，老人斑（senile

plaque：以下SP），穎粒空胞変性などがある11）．さら

には神経細胞リポフスチン貯留，大脳皮質第2層海

（4）
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CA　4

表4NTの部位別出現頻度
　　　　　　　CA　3

grade　6

5 1

4 1 2

3 1 3

2 2 3 7 6

1 1 5 6 2

0 9 12 7 9 4 1

年齢群 A B C D E F

grade　6

5

4 1 1

3 1 1 1

2 1 3 9 5

1 1 2 5 5 5

0 9 11 7 9 5

年齢群 A B C D E F

CA　2

grade　6

5 4

4 2 3 5

3 1 1 4 6

2 1 6 3 1

1 1 2 4 3

0 9 11 6 5 4

年齢群 A B C D E F

CA　1

grade　6 2 1

5 2 5 6

4 1 3 6 3

3 1 1 3 2

2 1 6 2

1 1 4 2 3

0 9 11 3 3

年齢群 A B C D E F

SBC
grade　6 3 2

5 3 4 5

4 2 2 7 3

3 2 2 3

2 3 1 2

1 1 1 6 3

0 9 11 5 1

年齢群 A B C D E F

横軸：年齢群　縦軸：NTのgrade数

綿状態，平野小体，類球体，マリネスコ小体なども

加齢とともに増加する．

　ADの特徴的神経病理学的所見としてよく知られ

ているNFTとSPの構成成分は，前者がtau蛋白

およびユビキチン12）が，後者がβ一amyloidである

と報告されている2）．そして，tau蛋白がNFTとSP

神経突起以外にもneuropil内に存在することが明

らかとなり，curly　fibers13）あるいはNTとして注

目されている．

　1971年にGallyas9）がNFTを染める新しい染色

法（Gallyas染色法）を報告した際にもNTが染色さ

れていたはずだが，この時点ではNTの存在が何を

意味するのかはわかっていなかった．井原13）が抗

tau蛋白抗体を用いた免疫染色法によりneuropiI

内に染め出される糸屑様構造物をcurly　fibersと呼

び，AD脳に特徴的な構造物の可能性があったが，生

理的老化脳にも出現してくることがわかった．

　今回の検討では，NTの出現はB群（55歳～64

歳）より認められ，その出現頻度は明らかに加齢と

ともに増加する傾向を示した（表4）．それは，NFT

の増加と極めて相関しており（表6），異常燐酸化tau

蛋白の蓄積という一連の変化14）であると思われた．

特に，85歳以上の脳では全例に出現しており，

NFT，　SP同様生理的老化脳の特徴の一つであると

考えられた．

　そこで問題となるのがNFT，　SPと同様に痴呆と

（5）
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CA　4

表5　NPの部位別出現頻度

　　　　　　　CA　3

grade　4

3

2

1 1 1

0 9 12 10 18 20 11

年齢群 A B C D E F

grade　4

3

2

1

0 9 12 10 18 21 12

年齢群 A B C D E F

CA　2

grade　4

3

2

1 1 1 2

0 9 12 10 17 20 10

年齢群 A B C D E F

CA　1

grade　4

3

2 1

1 1 2 5 4

0 9 12 8 15 15 8

年齢群 A B　　C D E F

SBC
grade　4

3

2

1 1 5 1

0 9 12 10 16 16 11

年齢群 A B C D E F

横軸：年齢群　縦軸：NPのgrade数

NT grade　6 1 2

5 3 4 6

4 3 6 2 1

3 6 1 1

2 1 8

1 8 2

0 26

NFT　grade 0 1 2 3 4

（左）CAI領域

表6NTの出現頻度とNFTの出現頻度との関係
　　　　　　　　　　　NT grade　6 3 4

5 7 9 7 7

4 1 22 13 4 2

3 3 28 2 1

2 14 47 1

1 47 16

0 168 1

NFT　grade 0 1 2 3 4

（右）全領域（CA　1＋CA　2＋CA　3＋CA　4＋SBC）

の関係である．神経細胞の消失，シナプスの消失，

NFTの出現，　SPの出現は痴呆に関与していると想

定されている15）16）17）が，NTの出現もまた痴呆と関

わっている可能性がある．Delaereら18）は，抗tau蛋

白抗体に染色されるneuropilの密度が痴呆の重症

度に相関するとしており，これはすなわち，NTの密

度（出現頻度）を意味するものと考えられる．一方，

Masliahら19）は，痴呆とNTの数は相関していなか

ったとしているが，前頭葉における検索のため検討

の余地がある．井原13）はNTが樹状突起の異常な神

経再生（sprouting）であろうとしており，　NTの出

現は何らかの障害を示唆している所見と考えられ

る．そのため，多数のNTの出現は障害部位の多さ

を示し，NTの出現が痴呆にかかわっている可能性

（6）
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表7（上）各年齢群とNTの出現頻度と
　　の分散分布，（下）NTの出現頻度と

　　NFTの出現頻度とのSpearmanの
　　順位相関（散布図）

6

5

4

3

2

o

A　　　B　　　C　　　D　　　E　　　F

横軸：各年齢群　縦軸：NTのgrade数
エラーバーは95％信頼区間を示す．

7

6

5

4

3

2

1

0

－1

1

甲

宰

o

o

o

　　　o
o　o　／　　　　o

o　　　／　　o　o

o　　　　　　　o

　一” ﾇ一一一一一一t｝一F一一一　一一一H一一『『”曹旧曽ド曽一m一一　　　一一一t

　　　0　　　1　　　2　　　3　　　4

横軸：NFTのgrade数縦軸：NTの
grade数，　NT＝0．646十1．32　NFT；R

A2＝O．815

があると思われる．

　本研究における老化脳のNTの出現部位は海馬

のCA1領域が極めて多く，NFTの出現部位と極め

て相関しており，これはADにおけるNTおよび

NFTの出現部位8）と類似していた．

　さらに，今回我々が検討した83例のうちでは，

NTの最年少出現は60歳女性例であった．この症例

のNTが老化に伴い出現したものかADの初期変

化として出現したものかどうかは定かではないが，

葛原ら20）によるAD脳の特徴とされる側副溝を越

えた新皮質に，この症例ではNFTおよびNTは認

められず，また，Braak　and　Braak21）によりAD脳

の初期変化の出現部位と推測される内嗅領皮質にも

NFTおよびNTの出現を認めなかった．このこと

より，本症例は生理的老化に伴いNTが出現したも

のと判断した．

　ADのpathogenesisを考えるうえで，必ず論じら

れることの一つにSP，　NFT，　NTの出現順序があ

り，現在ではSPの出現が最初であろうとされる．本

研究における出現順序の検討は，amyloidが染色さ

れないGallyas染色法という比較的抗tau蛋白抗体

免疫染色に染色態度が類似する方法を用いているた

め，SP，すなわちamyloidの沈着時期を論ずること

はできない．ただし，amyloidの周囲に変性神経突

起を有するNPの検出には優れており，表3，表4，

表5を比較すると明らかにNPの出現が少なく遅

い．このことは，SP周囲の変性神経突起がamyloid

沈着に伴い二次的に出現する可能性を示唆する．さ

らには，表6に示したようにNTの出現頻度と

NFTの出現頻度は相関するが，次の点で注目され

る．それは，NTが出現しておらずNFTが出現して

いた部位は169部位中1部位と極めて少ないのに反

し，NFTが出現していなくともNTが出現してい

た部位が233部心中65部位（27．9％）認められたこ

とである．このことより全83例を再検討したとこ

ろ，NFTが海馬のどの部位にも出現していないに

もかかわらず，海馬のいずれかの部位にNTの出現

を認めた症例が7例あった．NFTの出現を認めな

いにもかかわらずNTの出現を認めるということ

は，隣接切片にNFTが存在する可能性があるとし

ても，NTの出現が異常燐酸化tau蛋白の蓄積とい

う一連の変化の初期変化の一つであることを示唆し

ているものと思われる．

　NTの研究は，その伸展の方向性22）23），由来24）等

多方面にわたり，ADにおけるNTは神経細胞の樹

状突起内に存在し，ADの主病変がここにあると考

えられつつある25）．NTのさらなる研究がADさら

には老化の解明に多大な貢献を与えるものと考えら

れる．

結 語

　剖検年齢が40歳代から100歳代までの83例の非

痴呆老化脳の海馬を用いてGallyas銀染色法を施行

し，NFT，　NPそして特にNTの検討をおこなった．

　（1）NFT，　NP，　NTは加齢とともに出現頻度が増

えた．

　（2）NTは60歳頃より出現していた．

　（3）NTの出現は加齢と極めて強い相関を示した．

　（4）NTの出現頻度はNFTの出現頻度と極めて

強い相関を示した．

　（5）NFTが出現していなくともNTが出現して

いる部位が多数あった．

　（6）NFTが出現していなくともNTが出現して

（7）
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いる症例があった．

　　（7）NFT，　NTともに海馬のCA1領域にいちばん

多く出現していた．

　以上のことより，NTは生理的老化脳の特徴的神

経病理学的所見のひとつであり，脳内における異常

燐酸化tau蛋白蓄積という一連の変化の中でも，初

期変化のひとつであることが示唆された．

辮
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲賜りました

恩師高崎優教授に深甚なる謝意を表すと共に，本研

究にあたり直接御指導を頂きました嶋田裕之第一病

理学教授に深謝致します．また，病理標本作製に関

して御協力頂いた第一病理学教室員各位に感謝致し

ます．

　　さらに，逸速くGallyas染色法を用いたneuropil

threads検討の重要性を指摘され，本研究開始時に

貴重な御助言を賜りました東京大学脳研究施設脳病

理学部門故朝長正徳教授に深謝いたすとともに心

より御冥福をお祈りし本稿を謹んで献呈致します．

　　なお，本研究の要旨の一部は，第31回日本老年医

学会総会（名古屋），第34回日本老年医学会総会（金

沢）において発表した．
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A　Semiquantitative　Study　on　Neuropil　Threads　Demonstrated　with

Gallyas　Silver　lmpregnation　in　the　Brains　of　Non－Demented　People

Masanori　UNO

Department　of　Geriatric　Medicine，　Tokyo　Medical　College，　Tokyo

　　　　　　　　　　（Director：Pro£　Masaru　TAKASAKI）

　　A　semiquantitative　study　of　neurofibrillary　tangles　（NFTs），　neuritic　plaques　（NPs）　and　neuropil

threads　（NTs）　at　the　medial　temporal　lobe　including　the　hippocampus　was　carried　out　in　brains　of

non－demented　subjects．　The　subjects　consisted　of　83　cases　without　dementia，　aged　40－100．　NTs　were

present　in　some　of　the　brains　of　60　year－old　subjects　and　in　all　brains　with　over　85－year－old　subjects，

suggesting　that　NTs　are　associated　with　aging　of　the　brain　as　in　the　case　of　NFTs　and　senile　plaques．

NTs　were　mostly　shown　in　the　CA　I　region　of　the　hippocampus．　The　distribution　was　similar　to　that　of

AD　in　the　brain．　NTs　were　demonstrated　even　in　the　regions　where　NFTs　were　not　found．　These

observations　suggest　that　NTs　are　one　of　the　first　manifestation　of　the　abnormal　accumulations　of

phosphorylated　tau　proteins　in　the　brain．

〈Key　words＞ Neuropil　Threads，　Gallyas　Silver

Hippocampus．

Impregnation，　Neurofibrillary　Tangles，　Ageing，
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