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はじめに
アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症といった神経変性疾患は、緩徐進行性に特定の部位の神経脱落と、その部位の障害に由来する神経徴候を呈する疾患の総称である。長らく原因は不明であったが、一部の家族性神経変性疾患患者の分子遺伝学的な解析や免疫組織学的手法の発展により、神経変性疾患はそれぞれ特定の蛋白質の凝集・蓄積により起こされることが明らかになり1, 2, 3）、プロテイノパチーという概念が今では広く認知されている。その後、生前の臨床像と剖検の病理学的な比較検討が進み、臨床的診断基準が確立されてきた。しかしながら、未だに確定診断は死後の病理組織による確認を要し、生前の診断の確度は十分ではない。
実はこの点が癌を始めとする生検が可能な疾患と、中枢神経の変性疾患の大きな違いであり、侵襲性や合併症の問題から脳や脊髄の生検がほぼ不可能である。これは治療方法がない時代においては大きな問題ではなかったが、凝集蛋白質の除去や神経保護薬など様々な疾患修飾療法が開発されてきている現在では極めて重要な点である。超早期の治療が治療薬開発のカギとなってきており、臨床症状が十分に進行して初めて確定できる臨床診断では治療開始が遅すぎる可能性がある。
より早期の診断のために、場合によっては発症前の診断を可能にするための技術として脳内の病理病態を反映するバイオマーカーの開発、中でも生体試料から凝集蛋白質の検出技術「リキッドバイオプシー」の開発が近年大きな高まりを見せている。その中で見えてきた新しい病態解明の可能性、今後の治療の可能性などについて、我々の最新の研究結果を交えて、特にパーキンソン病に焦点を当てて概説する。

パーキンソン病とは
パーキンソン病（PD）は緩徐進行性の神経変性疾患で、安静時振戦・筋強剛・無動・姿勢反射障害などの運動徴候を主徴とする。近年では、運動障害に追加して、認知機能障害・嗅覚障害・自律神経障害といった、非運動障害の重要性が広く認知されるようになってきた。PDの病理学的特徴は、中脳黒質のドパミン産生ニューロンなど様々な神経細胞において観察されるレビー小体と呼ばれる蛋白質凝集物の封入体の形成であり、その主要構成成分がαシヌクレイン（αSyn）であることが知られている4, 5）。図1に一般的なPDの病理的・臨床的経過をまとめた。αSynの蓄積から始まり、徐々に神経細胞の脱落が起こり、まず非運動症状が出現したのちに運d脳障害が出現する（図1）PDの主な臨床診断は、運動障害に着目したものが主体となっており、運動症状がある程度進んで初めて臨床的に診断される。一方で、神経細胞に着目すると、運動機能障害の出現時にはすでに30～80%の中脳黒質細胞の脱落が認められるという報告もある6）。αSyn凝集阻害薬などの疾患修飾療法の開発には、運動症状発症前に病態を捉えて治療を開始する事が望ましいことがわかる。そのためには現状の診断基準による運動症状出現前の前駆症状期（prodromal PD）または発症前期（preclinical PD）を捉える必要がある。それを可能にするために各種バイオマーカーの開発が必須であり、また運動症状発症前にいかにして患者を見つけられるかがカギになる。
[image: ]図1 発症前から見たパーキンソン病（PD）の経過。PDは運動症状が発症する約10年前から非運動症状が出現するといわれている（緑線）。さらに前から神経細胞の脱落（紫線）やシヌクレインの蓄積が始まっていると推測されている（青線）。発症時には中脳黒質の神経細胞数は約20～70%の量にまで減少しているという報告がある


PDの発症を予測する臨床的マーカー
どのようにしてprodromal PDの患者を捉えるかが課題となると前述したが、健康診断ベースでのスクリーニングは安価で簡便で高い感度を持つ検査が要求され、現状ではそれを満たすバイオマーカーは存在しない。しかし、これまでのパーキンソン病の横断的な研究から、運動症状が出現する時期（中脳黒質—線条体系の障害を受ける時期）より以前に、PD患者はいくつかの特徴的な臨床像を高頻度に呈することがわかってきた7）。特に特徴的な症状としては、レム睡眠行動異常症、嗅覚障害、便秘、泌尿器障害（排尿障害、インポテンツ）などがあげられる。運動症状がない患者で、これらの前駆症状診断基準を用いると、80%の確度で将来のPDを診断できる。下記に、代表的なレム睡眠行動異常症と、嗅覚障害についてさらに概説する。
〈レム睡眠行動異常症（RBD）〉
通常レム睡眠時には全身の骨格筋の緊張が低下しているが、何らかの原因で筋緊張の抑制が障害されるために、夢で見たことをそのまま行動に移してしまう疾患である。RBDはパーキンソン病やその他のαSynが蓄積する疾患において高頻度に認められる。PDでは33～60%程度の患者にRBDが認められると報告されている8）。またRBDはprodromal PDにおいても高頻度に認められることが知られており、PDの早期診断マーカーとして期待されている。RBDの診断後の縦断的追跡調査では、10年間で80%程度の患者がパーキンソン病等を発症すると報告されている9）。現在、国立精神・神経医療研究センターや我々阪大神経内科など国内5施設において、RBD患者を追跡調査することで、パーキンソン病の発症前マーカーの探索を行うプロジェクト、J-PPMI（Japan-Parkinson’s Progressive Markers Initiative）を展開している。

〈嗅覚障害〉
PDでは病早期、または発症前から嗅覚低下がみられることが多い。嗅覚障害が早期から起こることは、Braakらの横断的な病理学的解析により、PDの中枢初期病変は嗅球あるいは迷走神経背側核からはじまるという報告にも裏付けされている10）。MSAやPSPなどでは障害されにくいため、鑑別診断に有用である。
また、近年PDにおける重度嗅覚低下が後の認知症発症の予測になりうる事が報告された11）。つまり、PDがさらに進行して、認知症を合併するかどうかを予測できる臨床マーカーといえる。これをうけて2013年からDonepezil Application for Severe Hyposmic Parkinson Disease（DASH-PD）研究が始まっている。この研究は認知機能障害がなく重度嗅覚障害を有するPD患者を、ドネペジル投与群とプラセボ投与群の2群に分けて将来の認知症発症予防が可能かどうかを調べている。


生化学的バイオマーカー
前述の臨床的マーカーの活用により、将来的にPDを発症する人を絞り込むことができ、期待値を上げたうえで生化学的にαSynの検出、モニタリングをしていくことが可能となる。これまでαSyn量を推測する確立された生化学的バイオマーカーは存在しないが、現在αSyn蓄積を検出するバイオ—マーカー開発は世界的に活発に行われている。代表的な方法は、ELISA法と、アミロイド蛋白質増幅法の二種類がある。
京都府立医科大学の徳田らは、αSynのELISA開発を進めてきており、αSynオリゴマーを特異的に検出するsingle-antibody sandwich ELISA法を用いてPD患者では髄液中の正常なαSynは低下し、αSyn凝集体が増加する事を見出した12）。さらに最近では、より高感度に髄液中のαSynを検出するRT-QuIC法が開発されており、中枢神経系におけるαSynを定量評価する方法が開発され注目されている13）。我々の研究室においても、RT-QuICをベースに超音波を用いた新しい髄液中シヌクレイン凝集体検出装置、HANABI（HANdai Amyloid Burst Inducer）を開発している。次項以降にアミロイド蛋白質増幅、検出の手法と、PD患者における結果を概説していきたい。

アミロイド蛋白質増幅法
プリオン蛋白質やαSynなどアミロイド原生蛋白質は、異常なクロスβシート構造を特徴とするフィブリルを形成する。その大きな特徴として、正常型構造を有する蛋白質分子を自身と同じ異常型クロスβシート構造に変換する蛋白質間の構造伝播がある（図2）。この蛋白質間構造伝播は、異常蛋白質が細胞から細胞に移動することで、細胞間伝播につながり、神経変性疾患の進行を規定している。
[image: ]図2 蛋白質間の構造伝播。正常なシヌクレインは特定の構造を持たない。そこにβシート構造を持つ異常なシヌクレインを混ぜると、正常シヌクレインの構造を変換しβシート構造を持たせる。さらに正常なシヌクレインを巻き込み、線維状のフィブリルを形成する

アミロイド蛋白質増幅法は、この構造伝播の性質を利用した微量アミロイド蛋白質の検出法で、これまでPMCA法、RT-QuIC法、そして我々のHANABI法が開発されてきた14）。どの方法においても、正常なシヌクレイン（大腸菌由来のリコンビナント蛋白質）に異常蛋白質を含む試料（患者脊髄液など）を添加し、刺激を加えて反応促進することで異常蛋白質を検出できるレベルまで増幅する（図3）。PMCA法とHANABI法は超音波を用いて刺激し、RT-QuIC法は攪拌を用いる。検出はPMCA法はプロテアーゼK耐性で評価し、RT-QuIC法とHANABI法はアミロイド線維に結合し蛍光を発するチオフラビンT（ThT）を用いる（図4）。
[image: ]図3 髄液からのアミロイド増幅法。PD患者に蓄積するシヌクレインは、脳神経細胞内から髄液にごく少量漏れ出ることが推測されている。少量の髄液にリコンビナント正常シヌクレインを混合し、HANABIによって超音波刺激をすると、正常シヌクレインの構造変換がおこり髄液中のシヌクレイン凝集物が増幅される

[image: ]図4 HANABIによる凝集過程のモニタリング。図3の反応にチオフラビンT（ThT）を加えておくことで、正常シヌクレインの構造変換の過程をThT蛍光強度によりモニタリングできる。HANABIを用いると約10時間で反応が完了した


HANABIを用いたαSyn凝集体の検出
特にRT-QuIC法とHANABI法においては、ThTの蛍光変化を追跡することができ、正常シヌクレインの構造が変換されていく速度を定量評価できる。元の試料に含まれる異常シヌクレインが多ければ凝集過程は早くなることから、試料中の凝集量の評価をすることができる。例えば、人工的に作成したαSynフィブリルを添加することで、濃度依存性に凝集を加速することができ、凝集曲線のT（1/2）時間を測り定量評価できる（図5）。この系を用いて、我々は、培養細胞において細胞内にαSynの凝集体ができる系を用いて、細胞内から細胞外に放出されるαSyn凝集物の評価に成功した。
[image: ]図5 HANABIを用いた凝集体検出と患者検体での検証。人工的に作成したシヌクレインフィブリルを濃度を変えて混注し、HANABIでの経時的なThT蛍光強度変化を観察した。また、同様に患者髄液を混注しThT蛍光強度の変化をみた。また、その変化の速さ（Lag Time）をELISA法で測定したシヌクレインオリゴマー濃度と比較した


患者におけるαSyn凝集体の評価
まず我々は、PD患者と対照患者を比較して、PD患者髄液は有意に反応を促進することを示した（図5）。さらにPD患者においては、京都府立医大徳田らによるオリゴマーELISAによるαSyn凝集体定量法との比較検討をしたところ、優位な相関を示した（図5）。さらに、様々な臨床スコアや画像検査との相関を調べたところ、心臓交感神経の脱落を評価するMIBG心筋シンチグラフィーの結果と相関を示した。これまでの病理学的な解析結果から、PD患者における心臓交感神経の脱落は、心臓交感神経節におけるαSynの凝集蓄積が原因であることが知られており、同時に脳内のαSyn病理と非常に関連が深いことが知られている15）。つまり、HANABIによる髄液αSynの凝集体の量的な評価は、脳内のαSyn変化を見ている可能性があることを間接的に証明したことになり、意義が深い。

HANABIを用いたリキッドバイオプシーの可能性
最初に述べたように、神経変性疾患患者において脳から生検をすることは不可能である。しかし、脳内で蓄積している蛋白質を髄液中から検出できる可能性が示されてきている。それを用いることで病態の解明につながる可能性がある。
例えば、αSynが蓄積する疾患はPD以外にもグリア細胞に主に蓄積し、小脳失調や自律神経失調など多様な症状を呈して急速に進行する多系統萎縮症（MSA）という疾患がある。その違いを規定するものはなにか、長年の大きな疑問であるが、その違いが凝集体の構造の違い（構造多型）に起因する可能性が示唆されている。つまりαSynの凝集の過程において異なる構造の凝集物ができ、その構造によって毒性、細胞選択性、ひいては症状を変えるという仮説である16, 17, 18）。この仮説を検証する際にHANABIを始めとしたアミロイド蛋白質増幅法が有用である。つまり、PD患者、MSA患者の髄液をHANABIなどを用いて構造を保持したまま特異的に増幅し、その高次構造を解析することで脳内に蓄積しているαSyn凝集物の性質の違いを再現する試みである（図6）。
[image: ]図6 パーキンソン病（PD）と多系統萎縮症（MSA）のαシヌクレイン凝集体は異なる構造か。PDとMSAの病態の違いを蓄積するαシヌクレインの構造多型で説明できるかを検証する作業仮説。HANABIを用いて脳内のαシヌクレインを髄液から構造を保ったまま増幅する。そのフィブリルの構造解析を行いPDとMSAの違いを検証可能である


最後に
今後の神経変性疾患のバイオマーカーの大きな潮流は、このように凝集している蛋白質の量的な評価と、質的な評価を実現することで、これまで死後脳でしか評価ができなかった凝集蛋白質の評価を生前に可能にすることである。くしくもそれは、癌領域において注目を集めるリキッドバイオプシーとしての意義と極めて似ていて、これまでバイオプシーができないことで研究の進展に壁のあった神経変性疾患においても大きなブレイクスルーとなる。今後このバイオマーカーが様々な角度から臨床的意義、病理との比較検討が進められていき、さらに新薬開発の治験デザインに組み込まれていくことで、世界的に難航している神経変性疾患の根本的な治療法開発の大きな推進力になると信じて開発を進めている。
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OEBPS/text/figure2.xhtml
[image: ]図2 蛋白質間の構造伝播。正常なシヌクレインは特定の構造を持たない。そこにβシート構造を持つ異常なシヌクレインを混ぜると、正常シヌクレインの構造を変換しβシート構造を持たせる。さらに正常なシヌクレインを巻き込み、線維状のフィブリルを形成する



OEBPS/text/figure3.xhtml
[image: ]図3 髄液からのアミロイド増幅法。PD患者に蓄積するシヌクレインは、脳神経細胞内から髄液にごく少量漏れ出ることが推測されている。少量の髄液にリコンビナント正常シヌクレインを混合し、HANABIによって超音波刺激をすると、正常シヌクレインの構造変換がおこり髄液中のシヌクレイン凝集物が増幅される



OEBPS/text/figure1.xhtml
[image: ]図1 発症前から見たパーキンソン病（PD）の経過。PDは運動症状が発症する約10年前から非運動症状が出現するといわれている（緑線）。さらに前から神経細胞の脱落（紫線）やシヌクレインの蓄積が始まっていると推測されている（青線）。発症時には中脳黒質の神経細胞数は約20～70%の量にまで減少しているという報告がある
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[image: ]図6 パーキンソン病（PD）と多系統萎縮症（MSA）のαシヌクレイン凝集体は異なる構造か。PDとMSAの病態の違いを蓄積するαシヌクレインの構造多型で説明できるかを検証する作業仮説。HANABIを用いて脳内のαシヌクレインを髄液から構造を保ったまま増幅する。そのフィブリルの構造解析を行いPDとMSAの違いを検証可能である
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[image: ]図4 HANABIによる凝集過程のモニタリング。図3の反応にチオフラビンT（ThT）を加えておくことで、正常シヌクレインの構造変換の過程をThT蛍光強度によりモニタリングできる。HANABIを用いると約10時間で反応が完了した
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[image: ]図5 HANABIを用いた凝集体検出と患者検体での検証。人工的に作成したシヌクレインフィブリルを濃度を変えて混注し、HANABIでの経時的なThT蛍光強度変化を観察した。また、同様に患者髄液を混注しThT蛍光強度の変化をみた。また、その変化の速さ（Lag Time）をELISA法で測定したシヌクレインオリゴマー濃度と比較した
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