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概 要 妊娠時の妊娠高血圧症候群（子癇前症）や子癇は先進諸国でもいまだ数%に発症し、周産期の母児障害の大

きなリスクとなっている。その原因には胎盤血流循環不全をはじめさまざまな要因が挙げられているが、明確なメカニズム

は不明である。さらに進行した状態である子癇では多くの症例で脳浮腫が認められるが、高血圧と脳浮腫という主症状か

ら、我々は細胞内に Na+、K+、Cl- を汲み入れるイオン輸送体である NKCC1 及び NKCC2 がこの病態に関与しているの

ではないかと考えた。その場合、妊娠の有無により NKCC1 の活性が変化している可能性がある。その可能性を検証する

ために、-エストラジオールを投与し大脳皮質神経細胞の初代培養を行ったところ、過去の報告から推察されるように、細

胞内 Cl- 濃度（[Cl-]i）が増加することを見出した。このことは NKCC の活性が上昇していることを示唆している。この現象が

生体内で起こった場合、妊娠の進行に伴い体内へのイオン貯留、引き続き水分貯留がおこり、高血圧や脳浮腫を起こす

とも考えられる。そこで、まず正常な妊娠における大脳と腎臓で NKCC1/2 の発現量を検討することにした。大脳では妊娠

の有無で NKCC1/2 の発現量は変化が認められなかったが、腎臓では NKCC1/2 の減少が認められた。また、大脳での

NKCC のカウンターパートとして知られる KCC2 も変化は認められなかった。次に、NKCC、KCC の活性調節に関与する

リン酸化酵素であるSPAKのリン酸化状態を調べたところ、妊娠マウスの大脳皮質で有意に減少がみられた。しかし、腎臓

では明確な変化は認められなかった。以上より、大脳、腎臓とも NKCC/KCC のバランスとしては KCC 優位になることが推

察された。それを確かめるために、脳スライスを用いて Cl- トランスポーターの活性を検討した。グラミシン穿孔パッチクラン

プ法を行い[Cl-]i を調べたところ、妊娠マウスの神経細胞で[Cl-]i が低下する傾向があった。これらのことから、正常な妊娠

時にはNKCC/KCC活性のバランスは腎臓、大脳いずれにおいてもNKCC < KCCとなり、体内、細胞内へのCl- の流入と

引き続き起こる受動的な水分の移動は抑制される可能性が示唆された。今後は、多臓器での検討、そのメカニズムの解

明などを行い、妊娠時の全身における塩バランスの調節を明らかにし、妊娠高血圧症候群への関与を検討したい。 

 

１．研究目的 

最近発見されたリン酸化シグナルカスケードである

WNK→SPAK/OSR1→NCC/NKCC/KCCのシグナル経路

はヒトの高血圧に重要な役割を担っていることが示唆され

ている（Richardson and Alessi, 2008; Kahle et al., 2011）。

このシグナルは、当初腎機能の異常を伴う遺伝性疾患に

おいて変異が発見された（Wilson et al., 2001）ことや、臨

床で用いる利尿剤の標的である（Wang et al., 2001）ことか

ら、特に腎臓でのイオン輸送におけるこのシグナルの役

割が精力的に研究されているが、脳においても重要であ

ることが指摘されており、我々も発達期の大脳皮質構築に

このシグナルが重要である可能性を報告している（Inoue, 

in press）。 

妊娠時の妊娠高血圧症候群（子癇前症）や子癇の発症

は先進諸国でも数%に及び、周産期の母児障害の大きな

リスクとなっている。その原因には胎盤での循環不全など

さまざまな要因が挙げられているが、明確なメカニズムは

不明である。（Pennington et al., 2012）。 

妊娠高血圧症候群・子癇では脳浮腫、易痙攣性が認

められるが、高血圧と脳浮腫、易痙攣性という現象から、

我々はこの疾患の病態に NKCC1/2 及びその活性調節因

子 WNK-SPAK/OSR1 の活性が関与している可能性を考
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えた。NKCC は主に細胞内への Na+、K+、Cl- の取り込み

を行い、腎臓においては尿細管からの塩の再吸収を起こ

す。その結果、受動的な水の再吸収も促進されるため、細

胞外体液量の増加を促し、循環血液量を調節、維持に貢

献する。同様に神経細胞でも細胞内への水の取り込みを

促進するが、同時に細胞内 Cl- 濃度（[Cl-]i）にも影響を与

える。神経細胞では [Cl-]iはGABAの抑制性作用に影響

を与えるため、高次脳機能の発現に非常に重要な要素と

なっている。実際、NCC1 の相対的な活性上昇は、てんか

ん発作の可能性を高めることが示唆されている（Dzhala et 

al., 2005）。 

これまでに女性ホルモンによるNKCC1やSPAKの発現

レベルの上昇が報告されている（Nakamura et al., 2004; 

Nunez et al., 2005; Nugent et al., 2012）が、女性ホルモン

が通常の性周期のピーク時と比べても数十倍の濃度に達

する妊娠時にこれらの発現量や活性がどのように変化し

ているかということに関しては全く報告されていない。これ

までの in vitro での報告を考えると、妊娠時、特に妊娠後

期では NKCC1/2 の活性が大きく変化している可能性は

十分にあると考えている。そのため、-エストラジオール

（E2）投与時の NKCC の活性変化の検討と、正常妊娠時

のNKCC1/2の発現レベル及びWNKs、SPAK/OSR1の活

性状態などこのシグナルにかかわる分子の動態を検討し

た。 

 

２．研究方法 

２．１ 動 物 

妊娠後期の C57BL/6 マウス、Wistar ラットとその対照

（同じ週齢で無妊娠）は日本エスエルシーより購入した。 

２．２ 神経初代培養 

妊娠 15日齢のラットをペントバルビタールで麻酔後、胎

仔の大脳皮質を取り出し、実態顕微鏡下で脳軟膜を剥離

した後、分散用の酵素処理を行い神経組織の細胞を分散

した。Poly-L-lysineでコートしたカバーグラス入りの 24ウェ

ルプレートに 2 x 104個／ウェルで細胞を分散し培養した。

プレーティング5時間後よりE2（100 nM）の投与を開始し、

3 日間維持した。培養液は 2 日 1 回半量を交換した。 

２．３ Western blotting 法 

妊娠動物及びその対照を麻酔後、大脳及び腎臓を摘

出し、組織の一部をホモジナイズし、Lysis バッファーにて

撹拌・溶解した。30 分氷冷後、12,000 x g で遠心し、上清

液を取得した。ブラッドフォード法にて蛋白量を定量後、

30 g の蛋白を Laemmli 法にて調整した。その後、SDS 

-PAGE にて蛋白を電気泳動し、PVDF メンブレンに転写し

た。メンブレンは各種一次抗体を反応させた後、HRP 標

識二次抗体を用いて発光させ、シグナルの検出を行っ

た。 

２．４ 脳スライス標本作成 

10～11 週齢の雌マウスと同週齢の妊娠 17 日の母マウ

スを麻酔後、全脳を取り出し、氷冷したスクロース人工脳

脊髄液を浸潤させた。酸素化したスクロース人工脳脊髄

液中で脳スライス作成機（VT1000S，ライカ）を用いて厚さ

350 m の脳スライスを作製した。作製した脳スライスは室

温で酸素化した標準人工脳脊髄液に入れ 1 時間回復さ

せた後、電気生理学実験に使用した。 

２．５ 電気生理学的実験 

細胞・組織の観察と電気生理学的実験は、正立顕微鏡

を用いた（BX51WI，オリンパス）。電気生理には Axopatch 

200B、Dididata1332（いずれも Axon Instruments）などの

機器を用いた。 

初代培養神経細胞を用いた実験はホールセル・パッチ

クランプ記録を行った。低 Cl- のピペット内液を用いると、

正確ではないが相対的な[Cl-]iを比較することができる。 

脳スライスにはグラミシン穿孔パッチクランプ法を行った。

グラミシジンは細胞膜上に陰イオンを通過しない膜孔を形

成するため、操作によって[Cl-]i は影響を受けず、元来の

正確な[Cl-]iを測定することができる。 

いずれの場合も、任意の膜電位に固定した後、GABA

（100 M）を投与し、GABA 電流、つまり Cl- の流出入の

逆転電位（reversal potential of GABA；EGABA）を求めた。

ネルンストの式より[Cl-]iが多いほどEGABAは脱分極方向に

シフトする。記録中は人工脳脊髄液には脱分極時の活動

電位発生を阻害するためにテトロドトキシンを加えた。 

いずれの実験方法も著者らの最近の報告（Inoue, in 

press）に詳細が記載されているものと同様の方法で行っ

た。 

 

３．研究結果 

３．１ エストロゲンによる Cl- の調節 

Cl- トランスポーターである NKCC1 やその調節因子で
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ある SPAK の発現調節に女性ホルモンが関与する

（Nakamura et al., 2004; Nunez et al., 2005; Nugent et al., 

2012）ことがいくつかのグループから報告されているが、

機能的な活性の変化については報告されていない。活性

の変化を調べるために、大脳皮質神経細胞の初代培養を

作製し、E2（100 nM）を 3 日間投与した。その後、ホール

セル・パッチクランプ法にて簡易的にEGABAを測定したとこ

ろ、対照と比べE2投与群ではEGABAは脱分極方向にシフ

トした（Fig. 1）。これはNKCC1の活性が上昇している可能

性を示唆している。 

３．２ 妊娠マウスでの腎臓および大脳での Cl- トランスポ

ーター関連因子の変化 

妊娠時には E2 を含めた女性ホルモンのほか、糸球体

濾過量など体液量及びイオン濃度を左右する因子も大き

く変化する。そこで、妊娠による Cl- トランスポーター関連

因子の変化を調べるために、Western blotting 法を用いて、

それらの因子の蛋白レベルなどを大脳と腎臓で検討した。

NKCC1/2 に関しては、大脳では妊娠の有無で変化が認

められなかったが、腎臓では、妊娠によりその蛋白量が減 

少した。また、大脳で NKCC1 のカウンターパートとして作

用する KCC2 の蛋白量も相違は認められなかった（Fig. 

2A）。 

 
Fig. 1. Rat embryonic brains were dissected at E15. 

Neurons were then cultured in the absence or presence of 

100 nM E2 for 3 days, followed by whole-cell patch-clamp 

recordings. EGABA of E2-treated cells were significantly 

more positive compared with that of control cells. (n=3; 
**p<0.01 vs. control, unpaired t-test). 

 

 
Fig. 2. Cerebral cortices were homogenized and lysed as described in the Methods section. Aliquots of 30 mg protein were 

loaded and analyzed by Western blotting with the indicated antibodies. (A) NKCC1 protein decreased in kidney, but not in 

brain, in pregnant mice. KCC2 protein does not change in brain. Bar graphs show that phosphorylated levels of Ser373 of 

SPAK was significantly lesser in pregnant brain. (B) The phosphorylated level of Ser373 in SPAK decreased in brain in 

pregnant mice. 
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NKCC1/2 を リ ン酸化するシグナル経路として

WNK-SPAK/OSR1 が知られている。そこで、NKCC1/2 を

直接リン酸化し活性調節を起こす SPAK/OSR1 のリン酸化

状態を調べたところ、大脳では妊娠によりリン酸化が減弱

したが、腎臓では明確な違いは認められなかった（Fig.2 

B）。 

３．３ 妊娠マウスでの大脳皮質神経細胞の Cl- ホメオス

タシスの検討 

大脳皮質で WNK-SPAK/OSR1 シグナルの活性が低下

している可能性が示唆されたことから、このシグナルの標

的である NKCC1 の活性を検討するために、脳スライス標

本を作製し、大脳皮質神経細胞でグラミシジン穿孔パッチ

クランプ法による記録を行った。その結果、妊娠マウスで

は非妊娠マウスに比べ EGABA が過分極方向にシフトする

傾向があり、妊娠により[Cl-]iが低下している可能性が示唆

された（Fig. 3）。 

 

４．考 察 

女性ホルモンにより NKCC1 の発現が変化するという報

告は散見されていたが、その機能的変化の報告はなかっ

た。本研究の成果として E2 による NKCC1 の潜在的な機

能上昇が示唆されたことから、E2 を含めた女性ホルモン

量が大きく変化する妊娠時の Cl- トランスポーター関連因

子の動態を検討することとした。 

ただ、ヒトの場合、非妊娠時の血清 E2 は性周期におけ

るピーク時でも 300 pg/ml ほどであるが、妊娠後期では、

10 ng/ml まで数十倍も上昇することになる（Jerome et al., 

2009）。ところが、ラットでは妊娠初期と比べ後期でも 2～3

倍程度にしか上昇せず（de Lauzon et al., 1974）、E2 の効

果はあまり期待できない可能性はあった。 

実際に妊娠後期のマウスの大脳・腎臓における Cl- トラ

ンスポーター関連因子の発現やリン酸化を Western 

blotting 法を用いて検討したところ、腎臓では NKCC の発

現量が減少していたが、大脳では NKCC、KCC2 の蛋白

量の変化は認められなかった。これに対して、NKCC 

/KCCの調節シグナルとして知られるSPAKのリン酸化は、

妊娠により大脳で減弱していた。NKCC は SPAK によるリ

ン酸化によりその活性が上昇するが、KCC は逆にリン酸

化で活性が抑制される（Richardson and Alessi, 2008）。そ

のため、妊娠時の腎臓における NKCC の減少と大脳での 

 

 
Fig. 3. Brain slices were prepared for electrophysiological experiments. Typical currents activated by GABA were recorded 

by a gramicidin-perforated patch-clamp technique. Graph represents the current-voltage relationship for GABA-activated 

responses shown in the traces. EGABA in pregnant mice tends to be more negative (n=3-4; p=0.10 vs. KCC2-negative, 

unpaired t-test). 
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SPAK の活性抑制は体内及び細胞内への Cl- の取り込み

を抑制するという点で一致している。この機構が働くことに

より、腎臓では妊娠時に体内塩量及び体内細胞外液の減

少を促し、血圧上昇に拮抗的に作用している可能性があ

る。神経系においても、単純に女性ホルモンによる NKCC

の活性上昇を増加させ、GABA の抑制作用減弱による易

痙攣性を起すことが考えられるが、Cl-の調節のために代

償性に SPAKの活性調節がおこっているのかもしれない。 

次に、SPAK の活性変化による[Cl-]i の変化を検討する

ために、脳スライスを用いて大脳皮質神経細胞での[Cl-]i

を妊娠の有無で比較した。その結果、まだサンプル数は

少ないが、妊娠により[Cl-]iが減少している傾向が示された。

これは、Western blotting 法で得られた生化学的なエビデ

ンスと一致する。これらを総合すると、妊娠時には

NKCC/KCC 活性のバランスは腎臓、大脳いずれにおい

ても NKCC < KCC となり、体内、細胞内への Cl- の流入と

引き続き起こる受動的な水分の移動は抑制されることが示

唆される。NKCC、KCC は WNK-SPAK/OSR1 シグナルの

他にリン酸化により活性調節を受けることが知られている

ので、妊娠によりほかのシグナルも変化する可能性もあり、

SPAK のリン酸化のみでは[Cl-]i の変化は不明であったが、

電気生理学的手法によって Western blotting 法で示唆さ

れたとおり、[Cl-]iが低下している、つまりKCCの活性が相

対的に優位になっている可能性が示された。 

 

５．今後の課題 

今回の研究から妊娠による体液量、あるいは細胞容積

の調節に WNK-SPAK/OSR1 シグナルも関与した

NKCC/KCC のバランスの変化が関与していることが示唆

された。E2は神経細胞において[Cl-]iを増加するが、E2が

上昇しているにもかかわらず [Cl-]i は減少しており、

WNK-SPAK/OSR1シグナルの妊娠時の調節メカニズムの

解明は重要な課題である。そのためより多くのエビデンス

を取得する必要があるが、現時点で多くのエビデンスがあ

るとは言えない。腎臓では NKCC1/2 の他に遠位尿細管

では NCC も同様の働きをすることが知られる。また

NKC1/2 や NCC は尿細管側から細胞内への塩の取り込

みに寄与しているのに対し、KCC1、3、4 等の KCC が基

底膜側から血管側への取り込みに重要であることなどから、

これらの発現レベルも検討していく必要がある。神経と腎

臓でその機能発現のメカニズムが異なることから、他の諸

臓器での変化も興味深い。 

これらの妊娠による全身の NKCC/KCC の活性バランス

の評価とともに、妊娠高血圧症候群の病態における

WNK-SPAK/OSR1 の関与の可能性を検討したいと考え

ている。 
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Summary 

Pregnancy-induced hypertension (PIH) is condition with high blood pressure related to pregnancy, and can 

affect 5-8% in pregnancy.  The severe cases, regarded as eclampsia, further have brain swelling and subsequent 

convulsions.  Although the exact mechanism by which PIH develops remains uncovered, we hypothesized that 

Cl- transporter, NKCCs and KCCs are associated with the pathophysiology of the disorders because high blood 

pressure and brain edema are involved in the main symptoms.  NKCCs make an influx of Na+, K+ and Cl- into 

cells while KCCs extrude K+ and Cl- out of cells.  Our preliminary experiments indicated that -estradiol 

activates NKCC activity in rat neuronal cells by means of whole-cell patch-clamp recordings.  Therefore, to 

examine the relation between NKCC/KCC and pregnancy, expression and phosphorylation of Cl- 

transporter-related proteins were investigated in brain and kidney in the absence or presence of pregnancy.  

Immunoblot analysis revealed that NKCC1/2 protein decreased in kidney, but not in brain, in mice on gestational 

day 17.  Indeed, KCC2, a counterpart of NKCC1, did not change in brain.  On the other hand, the 

phosphorylation of SAPK, an upstream kinase of NKCC/KCC, decreased in brain, but not in kidney, in pregnant 

mice.  These results may suggest that in both brain and kidney Cl- transporter activity shifts not to import salt and 

the resultant passive water intake.  To study the possibility, brain slices were prepared, and gramicidin-perforated 

patch-clamp recordings were carried out on cortical neurons in the absence or presence of pregnancy.  Reversal 

potential of GABA in pregnant mice was likely to be more hyperpolarized than that of non-pregnant ones, 

suggesting the reduction of NKCC activity.  This is consistent with that biochemical data in which NKCC activity 

decreased in pregnancy.  Taken together, ion balance may forward to export Cl- outside cells and body in normal 

pregnancy.  The system could play a role in maintenance of systemic ion and water circulation.  Elucidation of 

the mechanism and the effect on PIH would be expected in future. 

 


