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【研究の背景】  

近接ライゲーションアッセイ法（PLA 法）は、タンパク質間相互作用や特定のタンパク質修飾を高感度に検出できる手法と

して注目されている。本法は、神経変性疾患においては病態初期の可溶性オリゴマーを高感度に検出できる手法として注

目されている 1)。従来の免疫染色法では検出が困難であった初期段階のαシヌクレインのオリゴマー形成を、二つの異なる

抗体を用いることで特異的に可視化することが可能となっており、本手法の特徴である増幅シグナルによる優れた検出感度

は、従来の手法では捉えられなかった可溶性オリゴマーの形成過程を詳細に解析することを可能とし、神経変性疾患の発

症機序の解明に重要な知見をもたらすことが期待される。 

筆者は先行研究でレビー小体病におけるモノアミン神経系の線維密度について検討した 2)が、これとオリゴマー蛋白との

関係は未だ十分な研究がなされていない。 

 

【目  的】 

本研究では、PLA 法を用いたαシヌクレインのオリゴマー検出、及びレビー小体病患者のモノアミン神経系の変性との関

連を調べる。また、タウのオリゴマー検出法の導入・確立を目的とする。 

 

【方  法】 

Duolink 社製の Proximity Ligation Assay Detection Kit を用いて、国立精神・神経医療研究センターに保管されているレ

ビー小体病患者死後脊髄・アルツハイマー病患者死後脳を用いて、αシヌクレイン及びリン酸化タウに対して近接ライゲー

ションアッセイ法を行った。 

 

【結  果】 

既に報告されているαシヌクレインに対する PLA 法による検出に成功した。検出されたパターンは、既報のパターンとも矛

盾しないものだった。また、さらに世界的にも成功の報告が限定的 3)であるリン酸化タウに対する PLA 法による検出に成功し

た。しかしながら、研究期間内にはレビー小体病患者のモノアミン神経系の変性との関連を調べるまでには至らなかった。 

 

【考  察】 

PLA 法を用いて、αシヌクレインやリン酸化タウといった代表的な神経変性蛋白のオリゴマー検出のため手法を導入を行

った。ＰＬＡ法による検出が困難だった原因については、①αシヌクレインは他の蛋白に比して死後固定後に抗原の活性が

低下しており、ギ酸処理など強力な賦活主義を用いる必要があること、②最も一般的な手技 4)において使用されるαシヌクレ

イン抗体の成分にアジ化ナトリウムが含まれるようになり反応が阻害されていることなどが考えられた。 

αシヌクレインによる PLA 法が確立したため、今後はモノアミン神経系の線維密度とαシヌクレインオリゴマー密度との相



 

関関係を検討するなどして引き続き研究を継続していく。また、リン酸化タウのオリゴマー検出が可能となったため、今後はア

ルツハイマー病患者死後脳、特に疾患修飾薬治療後患者の死後脳や、皮質基底核変性症、進行性核上性麻痺、Pick 病な

どに対するオリゴマー検出を行っていく。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】 

神経変性疾患・認知症に対する疾患修飾薬は新規開発が続いており、本邦でもレカネマブ 5)やドナネマブが使用可能と

なっている。レカネマブはアミロイドβのプロトフィブリルに作用するとされていたが、これはアミロイドβのオリゴマーにも作用

する 6)ことが報告されており、今後神経変性蛋白のオリゴマーの研究は盛んになっていくと考えられる 7)。PET 研究では蛋白

質の微細な蓄積状況やそのパターンの認識は困難であり、しかし一般的な免疫組織化学染色ではオリゴマーの検出力は低

く、今後ＰＬＡ法を用いたタウやシヌクレインの研究は疾患修飾薬のヒト臨床使用後に作用メカニズムを確認していく上で直

接的に役立っていく可能性が高い。本研究はその礎になるものである。 
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