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研究成果の概要（和文）：細胞はヒトiPS細胞から樹立された神経幹細胞AF22を使用した。1%O2下では20% O2下と比較
してオートファジーのマーカーであるLC3-IIの発現が亢進した。またオートファジー活性剤であるLiClの投与で1% O2,
20% O2ともにAF22の細胞増殖能が亢進することがWST assayで示された。さらに他のオートファジー亢進剤であるラパ
マイシンの投与でも同様に1% O2,20% O2ともにAF22の細胞増殖能が亢進することがWST assayで示された。低酸素で培
養した際のヒトiPS細胞由来AF22の分化能を検討したが20% O2と比較して1% O2では分化能に影響がないことが示された
。

研究成果の概要（英文）：We used the neural stem cell cell line AF22 which is derived by human iPS 
cell.The expression of LC3-II, which is a marker of autophagy, was upregulated in 1%O2 condition compared 
to 20% O2condition. LiCl which is an autophagy activator increased the proliferation of AF22. In 
addition, rapamycin which is an another autophagy activator increased the proliferation of AF22 under 1% 
O2 and 20% O2 conditions. Furthermore, differentiation capacity of AF22 was not chaged under 1% O2 
condition.

研究分野： 脊髄損傷
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１． 研究開始当初の背景 
慢性圧迫性脊髄症による四肢の感覚障害・痺
れや疼痛・麻痺は、脊髄の長期の機械的圧
迫・虚血・低酸素により生じる脊髄神経軸索
の変性や脊髄神経細胞死が原因であると考
えられている。圧迫が著明で疼痛や麻痺症状
が著しい患者には脊柱管拡大術などの手術
を施行する。一方、軽度の痺れや麻痺では侵
襲の大きな手術を行っても回復が望めない
ので理学療法などの保存的治療を行う。しか
し、圧迫性脊髄症の保存治療に有効な薬剤は
現在のところ開発されていない。 
近年、アルツハイマー病やパーキンソン病な
どの中枢神経変性疾患において、異常な凝集
蛋白の蓄積やオートファジーの変調が病因
のひとつであるとされ、注目されている。加
齢とともに発症、進行し、神経細胞が脱落す
る中枢神経変性疾患と同様に、age-related 
spine とされる圧迫性脊髄症においても、凝
集蛋白 p62 の蓄積やオートファジーが、不可
逆的神経変性変化に関与する可能性が示唆
されている。また、薬剤でオートファジーを
活性化すると、神経変性疾患モデルの運動障
害が軽減したとの報告もあり、慢性圧迫性頸
髄症の新たな病態の解明や治療アプローチ
につながる可能性があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
頚椎の加齢性変化（骨棘、椎間板膨隆、靭帯
肥厚）・椎間板ヘルニア・後縦靭帯骨化など
により生じる慢性圧迫性脊髄症において、四
肢の痺れ・疼痛や麻痺が進行する場合、現在
のところ手術的加療が中心であり、有効な薬
物療法は開発されていない。本研究では薬剤
によるオートファジーの活性化により慢性
圧迫性脊髄症の新規薬物治療法を開発し臨
床応用するための研究を行う。また再生医療
分野で注目されているヒトiPS細胞の増殖と
分化におけるオートファジーの機能解析を
行う。 
 
３. 研究の方法 
ヒトiPS細胞から樹立された神経幹細胞AF22
と骨南部肉腫細胞を培養して western blot
でオートファジーの活性化を評価した。オー
トファジー活性剤や阻害剤を投与して細胞
の増殖能を低酸素環境下で評価した。 
 
４．研究成果 
細胞はヒトiPS細胞から樹立された神経幹細
胞 AF22 を使用した。 
慢性圧迫では神経細胞は低酸素下にさらさ
れると考えられている。また神経の再生のた
めに移植されるiPS細胞や神経幹細胞も低酸
素環境下にさらされるので低酸素 1%O2 で
AF22 を培養してオートファジーの解析を行
った。1%O2下では 20% O2下と比較してオート
ファジーのマーカーである LC3-II の発現が
亢進した（Fig.1）。 
 

 
 
 
 
 

 Fig. 1 
 
またオートファジー活性剤である LiCl, 
rapamycin の投与で 1% O2,20% O2ともに AF22
の細胞増殖能が亢進することが WST assay で
示された（Fig.2, 3）。 
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さらに他のオートファジー亢進剤であるラ
パマイシンの投与でも同様に 1% O2,20% O2

ともに AF22 の細胞増殖能が亢進することが
WST assay で示された（Fig.3）。 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.3 
 
神経幹細胞移植による脊髄の再生のために
は移植した細胞を目的に応じた細胞系譜へ
と誘導する必要がある。低酸素で培養した際
のヒト iPS 細胞由来 AF22 の分化能を検討し
たが 20% O2と比較して 1% O2では分化能に影
響がないことが示された (Fig.4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.4 
 
これらの結果よりオートファジーの活性化
は神経細胞の保護に有効であることが示唆
された。また神経幹細胞の増殖にもオート
ファジーの活性化が有効であることが示唆
された。また低酸素下で培養してもニュー
ロンへの分化能力には差がないことが示さ
れた。 
 
一方で申請者らは骨肉腫の細胞株において 
1% O2 下ではオートファジーが亢進している
ことを見出した（Fig.5）. 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 5 
 
さらにオートファジー活性化に重要な遺伝
子である ATG5 と ATG7 を siRNA でノックダウ
ンすると 1% O2 下では骨肉腫細胞の増殖が抑
制されることが示された（Fig.6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.6 



さらにオートファジー活性化に重要な遺伝
子である ATG5 と ATG7 を siRNA でノックダウ
ンすると 1% O2 下では骨肉腫細胞の浸潤能が
抑制されることが membrane assay で示され
た（Fig.7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.7 
 
これらの結果は圧迫性神経障害である頸椎
症でオートファジーを活性化すると神経損
傷の治療に有効であることが示唆されたが、
一方でオートファジーの活性化は悪性腫瘍
の増殖と浸潤・転移能を亢進させる可能性が
あるのでさらなる慎重な検討が必要である。 
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