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研究成果の概要（和文）：本研究では、
1）脳特異的Aag4KOマウスを作成し、解析したところ、運動障害が生じることが明らかとなった。2）Atg5の欠損
した培養細胞（Neuro2A Atg5 KO）において、TMD-2Bを培地に添加するとAtg5非依存型新規オートファジーを誘
導することを明らかにした。3）Nero2A Atg5 KO細胞では、tauタンパク質の分解は抑制されていなく、かつ、オ
ートファジーを薬で止めると抑制されていた。4）そして、アルツハイマー病のモデルであるタウ発現マウスに
TMD-2B を投与したところ、治療効果らしきデータが得られた（nが少なく未統計処理）。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed that 
1) On the other hand, brain-specific Aag4 KO mice were constructed and analyzed, and it became clear
 that movement disorders occurred.2) in cultured cells deficient in Atg5 (Neuro2A Atg5 KO), it was 
revealed that the addition of TMD-2B to the medium induces Atg5 independent autophagy. 3) in the 
Nero2A Atg5 KO cells, the degradation of tau protein was not suppressed, and was suppressed when the
 autophagy was stopped with drugs, indicating that tau protein was degraded by Atg5 independent 
autophagy. 4) in a mouse model of Alzheimer's disease, TMD-2B has therapeutic effect. 

研究分野：神経変性疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病など多くの神経変性疾患は発症に寿命が関わり、現在のように超高齢化社会である日本では早
急に治療法の確立が必要である。これらの疾患では、異常タンパク質が神経細胞内・外に蓄積し、細胞にダメー
ジが蓄積してゆき、やがて神経細胞の脱落が生じて発症してゆく。それに対し細胞としては、タンパク質の蓄積
を抑制する重要な機能の一つにオートファジーと呼ばれる細胞機能が有る。オートファジーとは、リソソームを
利用し自己構成成分を分解するマシナリーである。本研究では、オートファジーを活性化することによりアルツ
ハイマー病の発症を抑制する可能性を示した重要な研究である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
多くの神経変性疾患では、それぞれ異なる原因タンパク質が神経細胞内に凝集・蓄積し神
経変性を引き起こす。そのため、オートファジーを介したタンパク質分解経路を活性化し、
凝集タンパク質を除去することが神経変性疾患の治療に必須だと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、 
（１）従来の Atg5 依存型オートファジーとは異なる Atg5 非依存型 Atg5 非依存的オートフ
ァジ経路が神経系で機能を有するか検討する。 
（２）神経変性疾患に対するオートファジー活性化の治療効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）我々の研究室で同定した alternative autophagy related gene 4 (AAG4)を、脳特異的ノ
ックアウトしたマウスを樹立し解析を行う。解析方法は、体重測定、clasping、ローターロッ
ド、歩幅測定を行い、異常が見つかったら対応する脳の部位を解析する。 
（２）培養細胞を用いて、神経変性疾患の原因タンパク質の分解を誘導する薬剤を探し、神経
変性疾患マウスモデルを用いて薬剤の in vivoでの抑制効果を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）従来の Atg5 依存型オートファジーとは異な
る Atg5 非依存型 Atg5 非依存的オートファジ経路
が神経系で機能を有するか検討する。 
 ①Aag4 脳特異的 KOマウスは体重減少を示す。 
 我々は Atg5 非依存型 Atg5 非依存的オートファ
ジ関連遺伝子としてすでに複数の遺伝子を同定し
ている（alternative autophagy related genes 
Aag1-5, Rab9）。本研究では、それらのうち機能
の全く不明である Aag4 について、脳特異的ノッ
クアウト（KO）マウスを樹立し解析を行った（Fig.1）。
その結果、生後 10 週齢では優位な差は認めないが
（ AAG4flox/flox ： 22.64 ± 1.14g 、 AAG4flox/flox; 
nestin-Cre：19.5±3.29g）、生後 20週齢では優位に
体重の低下を示した(AAG4flox/flox：28.28±1.40g、
AAG4flox/flox; nestin-Cre：22.8±4.30g、p < 0.05, Bonferroni's multiple comparisons test)。 
 
 ②Aag4 脳特異的 KOマウスは運動機能障害を示す。 
 次に、Aag4 脳特異的 KOマウスの尻尾を持ち上げた結果、後ろ足に力を入れて体の方に近づ
ける表現型を示した。これは claspingと呼ばれる表現型で、神経機能障害が生じる結果このよ
うな表現型を示す。 
 そこで次に、rotarod解析を行った。マウスを回転する
回転棒の上に乗せ、回転棒の回転する速さを加速してゆ
き、回転棒の上を歩けなくなるまでの時間を測定した。
その結果、生後 10週齢から優位に時間が短くなることを
明らかにした (AAG4flox/flox： 124± 49.16 seconds、
AAG4flox/flox; nestin-Cre：86±8.49 seconds、p < 0.05, 
Bonferroni's multiple comparisons test)。Rotarodの測
定結果は、運動神経が異常になると回転棒に乗っている
ことが困難となり優位に回転棒の上を歩いている時間の
低下が生じる。さらに運動障害が起きているか確認する
ために、マウスの歩幅測定を行った。生後 10週齢のマウ
スは体の大きさに優位な差は認めない（AAG4flox/flox：
20.35±0.73g、AAG4flox/flox; nestin-Cre：19.13±0.21g、
p > 0.05, Student's t-test）。このマウスに前足跡を赤、
後足跡を青に染めて、紙の上を 15 cm歩かせた結果、野
生型のマウスに比べて、Aag4 脳特異的 KOマウスでは優
位に足幅が短くなっていた（Fig.2、AAG4flox/flox：5.50±
0.12 cm、AAG4flox/flox; nestin-Cre：3.19±0.49 cm、p < 
0.01, Student's t-test）。以上の結果より、Aag4 脳特異的
KOマウスは運動障害を生じることが明らかとなった。 
 
 ③Aag4 脳特異的 KOマウスは小脳変性を引き起こす。 
 Aag4 脳特異的 KO マウスは運動障害を生じることから、小脳について解析を行った。10 週
齢のマウスから小脳を取り出し、小脳における神経細胞のうちプルキンエ細胞(神経細胞の一

Fig.2 足跡解析 
 

Fig.1 生後 20週齢のマウス 
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種)を染めてみた結果、Aag4 脳特異的 KO マウス
ではプルキンエ細胞が減少していた（Fig.3）。プ
ルキンエ細胞が減少しているか確認するため、小
脳の切片に対してヘマトキシリン・エオジン染色
をして、プルキンエ細胞の数を数えてみたところ、

Aag4脳特異的KOマウスでは優位に細胞が脱落してい
ることが確認できた（AAG4flox/flox：164.78±8.95 cm、
AAG4flox/flox; nestin-Cre：49.85±17.01 cm、p < 0.01, 
Student's t-test）。次に、海馬の切片について NeuN
抗体を用いて神経細胞の核を染めてみたところ優位な
差はなかった。以上のことから、小脳変性が生じてい
ることが明らかとなった。さらに神経変性疾患原因タ
ンパク質が蓄積していないか検討したが、優位な差は
みられなかった。 
  
（２）神経変性疾患に対するオートファジー活性化の治療効果を検討する。 
 ①オートファジー誘導化合物の同定 
 我々は、これまでに大規模化合物ライブラリーを
用いたスクリーニングから、オートファジー誘導化
合物をすでに複数同定している。今回の研究では、
それらのうちから神経変性疾患の薬剤を同定するこ
とを目標としている。そのためには、まず血液脳関
門をすり抜けることが重要であるため、オートファ
ジー誘導化合物から既存薬であり、なおかつ脳の薬
剤に既に使われているものを 11 化合物抽出した。次
に、神経細胞において Atg5 非依存的オートファジー
を誘導することが重要かと考えて、Neuro2a 細胞に
CRISPR/Cas9 を用いて Atg5 を欠損させた細胞
（Neuro2a ATG5 KO）を用いて、薬剤を培地に加えた
後にリソソームの大きさを lamp2 で免疫染色するこ
とによって測定した。 
 その結果、TMD-2B および 2C では、lamp2 の肥大化
が更新していることが明らかとなり（Fig.4）、このことから、ライソソームの肥大化が起きて
いるため、Atg5 非依存的オートファジが誘導されていると考えられる。このうち、TMD-2B は抗
うつ薬として使用されており、アメリカでは FDA 認可がおりているため、TMD-2B について更な
る研究を行った。TMD-2B が Neoro2A 細胞で Atg5 依存的なオートファジーも誘導するか検討し
た結果、細胞の培地に TMD-2B を加えると LC3 の II 型が徐々に増えたことから、Atg5 依存的な
オートファジーも誘導することが明らかとなった。 
 ②アルツハイマー病マウスモデルの症状を抑制する。 
 次に、神経変性疾患のモデルで TMD-2B の薬剤の可能
性を調べた。Neuro2A 細胞でいろいろな病気の原因タ
ンパク質を発現させて、培地に TMD-2B を加え、western 
blotでタンパク質の分解が促進されているかどうか調
べた。その結果、アルツハイマー病の原因タンパク質であ
るタウの分解が促進されることが明らかとなった。 
 そこで、TMD-2B がアルツハイマー病の治療薬となるかど
うかを調べるため、異常タウを発現し発症する rTg4510 マ
ウスに投与を行った。投与方法は、TMD-2B が飲み薬として
すでに使われているため、注射などではなく、ゾンデを用
いて経口投与を行った。2ヶ月からマウスにゾンデでTMD-2B
を投与し、6か月齢まで毎週２回の投与を続け、６ヶ月齢で
Novel object recognition task 及び Morris’s water maze
テストを行った。その結果、どちらも個体数が少ないため
統計学的な解析はこれからだが、得られているデータは改
善していた（Fig.5）。 
（３）考察 
（１）で述べた通り、脳特異的 Atg5 非依存的オートファジ欠損マウスでは、小脳特異的に細胞
が脱落していたため、Atg5 非依存的オートファジは小脳特異的に働くことが考えられる。これ
は、小脳ではなく海馬が脱落するアルツハイマー病モデルマウスでは、TMD-2B は Atg5 非依存
的オートファジではなく Atg5 依存的なオートファジーを誘導するため治療効果が得られると
考えられるかもしれない。しかし、a.Aag4 遺伝子はどの細胞でも発現していること、b. アル
ツハイマー病モデルマウスでは異常タウを発現していることから、Atg5 非依存的オートファジ

Fig.3 小脳のプルキンエ細胞染色 
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Fig.４ 新規オートファジ―誘導活性 

 

Fig.5 Morris’s water maze 
 



は小脳以外の細胞では、異常タウの蓄積などの異常な状態な細胞で働き、正常な状態に戻す働
きをしていると考えられる。いずれにしても、Atg5 非依存的オートファジの研究が今後進むこ
とで、明らかになるであろう。また、TMD-2B はアルツハイマー病に対する治療薬として、今後
研究が進むことを切に願うものである。 
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