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概 要 

１．研究目的 

KCC2 と NKCC1 はリン酸化による機能制御を受ける。[C1
-
]iの低下は，特異的 N 末端残基における NKCC1 のリン酸

化を誘導し，機能的活性化により[C1
-
]iを回復する。逆に[C1

-
]iの増加は KCC2 による C1

-排出を促進し，NKCC1 および

KCC2 が[C1
-
]iによって相反的に調節される。リン酸化酵素 WNK は，KCC2 と NKCC1 を直接リン酸化する STE20 型キ

ナーゼ（SPAK および OSR1）のリン酸化状態を上流で制御し，KCC2 と NKCC1 に相反的に作用する。すなわち，WNK

下流の SPAKおよび OSR1は KCC2の C末端部に結合し，リン酸化により KCC2の Cl
-輸送能を低下させるが，NKCC1

の N末端尾部リン酸化は逆に C1
-取り込みを促進する。 

統合失調症や自閉症などの精神疾患のリスク因子として妊婦の高血圧症が知られるが，興味深いことに，

WNK-SPAK/OSR-NKCC1/KCC2 カスケードの異常も確認され，さらに GABA の機能不全の関与も明らかである。そこで，

塩-浸透圧-調節系と Cl
-ホメオダイナミクスに着目し，WNKシグナル系が GABAシステムを介して，脳組織の発生・分化・

シナプス形成と成長後の脳機能や行動にどのような生理的役割を持つのか，関連する遺伝子改変マウス（WNK3-KO，

KCC2疑似リン酸化，KCC2持続脱リン酸化）を用いて明らかにする。 

２．研究方法 

２．１ WNK3-KOマウスを用いた解析 

2017年に開始した探索的研究の結果，内向き整流性 K電流（Kir） が活性化し，さらに抑制性シナプス活動頻度が上

昇し，興奮性シナプス活動頻度は逆に減少していることを見出した。[Cl
-
]iはむしろ上昇傾向があり，WNK3-KO では何ら

かの代償機構が働き，逆に SPAK/OSR1-NKCC1/KCC2の活性が上昇している可能性もある。そこで，まず[Cl
-
]iが有意に

上昇しているかどうかを確かめ，ついで WNK1，SPAK，OSR1 のリン酸化特異抗体を用いたウェスタンブロットでリン酸化

カスケードの状態を確認する。 

２．２ KCC2疑似リン酸化マウスを用いた解析 

SPAK/OSR1による KCC2のリン酸化部位である 906番目と 1007番目のスレオニン残基をグルタミン酸に置換するミス

センス変異を導入し，この部位が恒常的に疑似リン酸化されているマウス（KCC2-T906E/T1007E）を用いて電気生理学的

に[Cl
-
]i と Cl

-くみ出し能，呼吸性神経活動，歩行様神経活動を記録し，リズム形成を定量的に解析する。また，各種感覚

刺激に対する反応を定量的に解析する。 

２．３ 浸透圧-Cl
-
 調節系遺伝子改変マウスの行動と脳波の解析 

KCC2の SPAK/OSR1によるリン酸化部位のスレオニン残基をアルギニンに置換するミスセンス変異を導入し，この部位

が恒常的に脱リン酸化されているマウス（KCC2-T906A/T1007A）とWNK3-KOマウスに関して，生後 8週齢で行動と脳波

の解析を行い精神疾患フェノタイプとの整合性を評価する。 

３．研究結果 



 

３．１ WNK3-KOマウスを用いた解析 

WNK3 KOマウスの内側前頭前野（mPFC）のV層錐体ニューロンで[Cl
-
]iが増加していた。NKCC1および KCC2，さら

にその上流・類縁の WNK1 SPAK/OSR1 も含めて，リン酸化状態を生後 21 日目に mPFC から得られた組織で野生型レ

ベルと比較した。総 WNK1 タンパク質およびリン酸化 WNK1，WNK 下流の SPAK および OSR1 とそのリン酸化型，

NKCC1 とリン酸化 NKCC1，KCC2の総タンパクも有意差がなかった。 

３．２ KCC2疑似リン酸化マウスを用いた解析 

KCC2のT906とT007の疑似リン酸化マウスをCrispr/Cas9法で作製した。スパイン形成は正常に認められたが，中隔，

視床下部，海馬，大脳皮質の神経分布に異常がみられた。また，神経細胞は十分な Cl
-排出ができず GABA 作用は

rundown する。呼吸運動様神経発火はリズムが消失し，実際の呼吸も窮迫した。歩行運動様神経発火も延長した。さらに，

触・痛・前庭刺激により容易にけいれん重積を起こすが，刺激による GABA 作用の rundown が関係すると考えられた。

KCC2のT906とT007が胎生期の適切な時期に脱リン酸化して機能を得てGABA作用を調整することが，胎仔脳の正常

な発達に必須であることを示した。 

３．３ 浸透圧-Cl
-調節系遺伝子改変マウスの行動と脳波の解析 

KCC2の 906番目と 1007番目の脱リン酸化状態を模倣した KCC2
T906A/T1007Aマウス（Kcc2

A/A）を作製した。行動解析を

行った結果，社会性には影響がみられなかったが，社会的新奇探索性の低下が認められた。また，不安様行動の低下，

驚愕反応の低下が認められたが，聴力が低下している可能性もある。さらに，脳波では波帯域の減少があった。自発的活

動量，強迫的繰り返し行動，痛覚感受性，体重，呼吸数には野生型マウスと Kcc2
A/A マウスで差がみられなかった。

WNK3 KOマウスではプレパルス抑制に有意な低下が認められた。  

４．考察 

KCC2 の T906 と T1007 が胎生期にリン酸化状態から発達にともなって適切に脱リン酸化されて GABA 作用が調整さ

れることが，正常な脳発達に必須であることが示された。また KCC2 機能が過剰亢進し，GABA 抑制が過大になると，不

安と恐怖に対する感受性低下，認知機能などに変化がみられる可能性が考えられる。WNK3 は V 層錐体ニューロンへ

の興奮—抑制バランス，前頭前野の機能的出力に重要なことが分かった。 

５．今後の課題 

WNK3 KOでニューロンのみを培養しての分析，KCC2のリン酸化抗体を作製しての906番1007番のリン酸化の確認，

活性型の二量体の割合など，KCC2機能に対するWNK3の影響をさらに分析する必要がある。 

 

 

１．研究目的 

興奮性神経伝達物質のグルタミン酸と抑制性神経伝達

物質の GABAによる興奮－抑制バランスの崩壊と過剰興

奮がてんかん原性につながる。グルタミン酸受容体は Na
+

の流入により膜電位を脱分極させ，活動電位を発火（興奮）

させる。一方，GABAA受容体は Cl
-チャネルなので Cl

-の

電気化学勾配に従った流入で膜電位を過分極（抑制）さ

せるが，マイナスの静止膜電位のため，陰イオンの Cl
-は

反発力を受ける。そのため，もし[Cl
-
]i が高い（化学勾配が

小さい）と外向きの電気勾配によって Cl
-は細胞から押出さ

れ膜電位を脱分極させるので，GABA は時として興奮性

にもなる。これを Cl
-ホメオダイナミクスと呼び，細胞外へ

Cl
-を排出するKCC2と，細胞内にCl

-を取込むNKCC1の

2種の Cl
-トランスポーターにより制御される（1,2）。 

GABA はフィードフォワードないしフィードバック性に興

奮性シナプス伝達を抑制するが，Cl
-ホメオダイナミクスで

は，[Cl
-
]i の一過性上昇が Cl

-透過の方向を逆転させ，

GABA 作用の抑制から興奮への逆転を起こし，多くの回

路を巻き込む発振の空間的リクルートメントを起こし得ると

考える。実際，シナプス入力路を高頻度刺激すると，てん

かん発作波様後発射が記録され，この間[Cl
-
]i 上昇が持

続し GABA 反応は興奮性に逆転する。これは，大量に放

出された GABAにより GABAA受容体-Cl
-チャネルから大

量の Cl
-が流入し，その結果[Cl

-
]iが上昇して GABA 作用



 

が興奮性に逆転したためである(3)。したがって，流入した

Cl
-を速やかに汲み出す KCC2 は発作抑制に極めて重要

である。 

また，未熟な神経細胞ではNKCC1がKCC2より優位で，

[Cl
-
]i が高く維持されているため，幼若脳では同期的興奮

が起こりやすく（新生児けいれん）NKCC1 の阻害薬が奏

効する場合がある。しかし，1 歳未満発症の熱性けいれん

（4）や遊走性焦点発作を伴う乳児てんかん(5,6)においても

KCC2 の変異が報告され，特発性てんかん（IGE）(7)の他，

新生児や乳児のてんかんにおいても KCC2 機能低下が

原因の可能性がある。さらに，統合失調症（Schizophrenia）

や自閉症（ASD）などの脳の広範な発達障害が関与する

疾患でも KCC2 変異の報告が相次ぎ，KCC2 が機能する

のは成長後とする従来の考えを再検討する必要がでてき

ている(8)。さらに，シナプス形成前では傍分泌的に細胞外

GABA やタウリンの濃度勾配が形成されており，GABAA

受容体を介して持続性脱分極と Ca
2+振動を誘発し，神経

発生の促進もしくは抑制，皮質板細胞の移動の減速ない

し加速，GABA 細胞の移動の促進等を起こすが，いずれ

の場合の GABA 作用も高い[Cl
-
]iにより脱分極性であるこ

とが必要で，[Cl
-
]iが低下してGABA作用が過分極性にな

ると，これらの作用は消失する。また，GABA 作動性興奮

は，シナプス形成や強化にも関与し，神経回路の発達に

重要な役割を果たす(2,9)。 

KCC2 と NKCC1 はリン酸化による機能制御を受ける。

NKCC1 は[C1
-
]iの変化に敏感で，生理的セットポイント濃

度を下回る[C1
-
]i の低下は，特異的 N 末端残基における

NKCC1 のリン酸化を誘導し，機能的活性化により[C1
-
]iを

回復する。逆に[C1
-
]iの増加は KCC2 による C1

-排出を促

進し，NKCC1 および KCC2 が[C1
-
]iによって相反的に調

節されることを示している。塩分感受性遺伝性高血圧症の

原因遺伝子として同定されたリン酸化酵素WNKは，単一

の遺伝子異常で塩分感受性高血圧を引き起こす分子で

あり，KCC2 と NKCC1 を直接リン酸化する STE20 型キナ

ーゼ（SPAK および OSR1）のリン酸化状態を上流で制御

する[C1
-
]i 感知調節経路として機能する。WNK は KCC2

と NKCC1 に対して相反的に作用することで生理的に協

調させている。すなわち，WNK 下流の SPAK および

OSR1 は KCC2 の C 末端部に結合し，リン酸化により

KCC2の Cl
-輸送能を低下させるが，NKCC1の N末端尾

部リン酸化は逆にC1
-取り込みを促進する（図 2）(2)。実際，

塩分負荷は WNK のリン酸化を低下させ，その下流の

OSR1 と SPAK のリン酸化を抑制し，更にその下流の

NKCC1 活性の低下と(10)，KCC2 活性の上昇をもたらし塩

分貯留を調節する(11)。 

 

 

 



 

 

 

脳の形成・発達は神経細胞の発生・移動・シナプス形

成の各段階を経るが，これらの諸段階で遺伝的因子と環

境的因子により正常発達からの軽微な逸脱が生じうる。統

合失調症や自閉症など，脳機能の広汎な発達の障害が

基盤にあると考えられる精神疾患では，胎児期の脳発達

は極めて重要な意味を持ち，環境因子は遺伝子発現を

修飾，あるいはその異常を増幅し病態形成に影響する。

統合失調症や自閉症などの精神疾患のリスク因子として

妊婦の高血圧症が知られるが (12)，興味深いことに，

WNK-SPAK/OSR-NKCC1/KCC2 カスケードの異常も確

認され（図1）(13,14)，さらにGABAの機能不全の関与も明ら

かである(15,16)。そこで，塩-浸透圧-調節系と Cl
-ホメオダイ

ナミクスに着目し，WNK シグナル系が GABA システムを

介して，脳組織の発生・分化・シナプス形成と成長後の脳

機能や行動にどのような生理的役割を持つのか，関連す

る遺伝子改変マウス（WNK3-KO，KCC2 疑似リン酸化，

KCC2持続脱リン酸化）を用いて明らかにする。 

 

２．研究方法 

塩分-血圧調節機構において食餌塩分量や浸透圧に

対して浸透圧-Cl
-
 調節系の WNK-SPAK/OSR1 のリン酸

化カスケードが応答し，下流のNKCC1/KCC2の活性を変

化させて[Cl
-
]iを調節し，その結果 GABAA受容体-Cl

-チャ

ネルのアゴニスト（GABA やタウリン）への応答を変化させ

る。さらに，WNK-SPAK/OSR1 の上流で作用する種々の

因子や発達の影響も加わり，この GABA 作用の切替が，

神経回路の発達・可塑性や生理機能あるいは病態に深く

関わる（図 3）。そこで，この経路の影響を明らかにするた

め，関連遺伝子の改変マウスを用い，脳の構造と機能の

分子生物学的・イメージング／電気生理学的・行動学的

解析を行う。 

２．１．WNK3-KOマウスを用いた解析 

WNK3は X染色体上にあるので，ヘテロ型メスWNK3

（X-
X

+）とノックアウトオス WNK3（X-
Y）を交配し，出生した

オスの野生型 WNK3（X+
Y）とノックアウト WNK3（X-

Y）を

比較する（東京医科歯科大内田教授より譲渡後繁殖中）。

2017 年に開始した探索的研究の結果，内向き整流性 K

電流（Kir）が活性化し，さらに抑制性シナプス活動頻度が

上昇し，興奮性シナプス活動頻度は逆に減少していること

を 見 出 し た 。 原 因 と し て WNK 下 流 の

SPAK/OSR1-NKCC1/KCC2の活性の低下を考えたが，グ

ラミシジンパッチクランプ法で測定した[Cl
-
]iはむしろ上昇 



 

 

傾向があり，仮説と矛盾していた。偶然同時期に，OSR１

によるリン酸化が Kir 機能を抑制することが報告され(17)，

我々の[Cl
-
]i の結果も併せて考えると，WNK3-KO では何

らかの代償機構が働き，逆に SPAK/OSR1-NKCC1/KCC2

の活性が上昇している可能性もある。そこで，まず[Cl
-
]i が

有意に上昇しているかどうかを確かめ，ついで WNK1，

SPAK，OSR1 のリン酸化特異抗体（Dundee 大，Alessi 博

士より提供済み）を用いたウェスタンブロットでリン酸化カス

ケードの状態を確認する。 

２．２．KCC2疑似リン酸化マウスを用いた解析 

SPAK/OSR1によるKCC2のリン酸化部位である 906番

目と 1007 番目のスレオニン残基をグルタミン酸に置換す

るミスセンス変異を導入し，この部位が恒常的に疑似リン

酸化されているマウス（KCC2-T906E/T1007E）を Yale 大

Kahle 博士から譲渡され繁殖中である。2017 年に開始し

た探索的研究の結果，神経細胞移動に異常が認められ

たが，細胞個々の形状はスパイン形成を含め正常であっ

た。そこでグラミシジンパッチクランプを用いて電気生理学

的に[Cl
-
]i と Cl

-くみ出し能を定量的に解析する。マウスは

全例生後１週以内に死亡し，呼吸の異常が示唆されたの

で，頸神経より記録される自発性呼吸リズムを定量的に解

析する。また，腰神経より歩行様神経活動も記録し，興奮

－抑制バランスが必須とされるリズム形成を定量的に解析

する。また，明らかな自発痙攣は示さないが，刺激誘発性

の痙攣がないか生後数時間以内で，触覚，痛覚，前庭・

固有感覚などの各種感覚刺激に対する反応を定量的に

解析する。 

２．３．浸透圧－Ｃｌ－調節系遺伝子改変マウスの行動と脳

波の解析 

KCC2の SPAK/OSR1によるリン酸化部位のスレオニン

残基をアルギニンに置換するミスセンス変異を導入し，こ

の部位が恒常的に脱リン酸化されているマウス

（KCC2-T906A/T1007A）を Yale 大 Kahle 博士と 2018 年

に共同開発し研究に着手している。残念ながら競合グル

ープにより，抗けいれん作用に関しては論文化された(18)。

そこで，KCC2-T906A/T1007マウスとWNK3-KOに関して，

生後 8 週齢で以下のごとく行動と脳波の解析を行い精神

疾患フェノタイプとの整合性を評価する。社会的行動評

価：マウス 2 匹をオープンフィールド内に置き，自発的積

極的接触行動に費やす時間を測定し，社会的行動を評

価する。ビデオ画像行動解析ソフトウェア（Panlab S.L.U., 

SMART 3.0）使用。認知機能評価：空間的参照記憶課題

で場所学習機能を評価し，さらに報酬コーナーを変える

逆転学習課題を行う。また，空間的作業記憶課題を与え



 

て，作業記憶障害の評価を行う。自動行動解析装置

（NewBehavior AG, IntelliCage）使用。衝動性・注意機能

評価：報酬に対してランダムに遅延時間が挿入され，反応

時間の潜時で衝動性・注意機能を評価する。また，遅延

価値割引課題でさらに詳しく衝動性を評価する。

IntelliCage 使用。感覚運動系機能評価：聴覚刺激に対す

る驚愕反応の先行刺激による抑制（prepulse inhibition, 

PPI）を測定する（マウス用 PPI 測定装置，San Diego 

Instruments）。脳波解析：自閉症や統合失調症では脳波

の γ振動が異常を示すので(19)，脳波の γ帯成分をパワー

スペクトラムで解析する（有線・無線記録解析システム

PowerLab/LabChart Pro）。 

 

３．研究結果 

３．１．WNK3-KOマウスを用いた解析 

WNK3 KOマウスの内側前頭前野（mPFC）のV層錐体

ニューロンからグラミシジンパッチクランプ法で測定した

EGABAは有意に脱分極側にシフトしており，[Cl
-
]iの増加を

確かに示していた。このことより NKCC1および KCC2のリ

ン酸化状態の変化が示唆されたので，さらにその上流・類

縁のセリンスレオニンキナーゼ WNK1・SPAK/OSR1 も含

めて，タンパク量とリン酸化状態を生後21日目にmPFCか

ら得られた組織ホモジネートからウエスタンブロットで野生

型レベルと比較した。WNK3 の削除に対する代償的上昇

の可能性がある総WNK1 タンパク質レベルおよび 382番

セリンのリン酸化 WNK1 の発現レベルに有意な差はなか

った。さらに，WNK下流の SPAKおよび OSR1 レベルや

機能活性化に重要なリン酸化型（SPAK pS373，OSR1 

pS325）はともに変化していないことがわかった。さらに，

NKCC1 とその機能活性型のリン酸化 NKCC1（pT206）量

も総 NKCC1 レベルに対する pT206 NKCC1 の割合も変

化していないことがわかった。さらにKCC2の総タンパク質

レベルも変化しなかった。 

３．２．KCC2疑似リン酸化マウスを用いた解析 

リン酸化による KCC2 機能制御の役割について個体レ

ベルで明らかにするために，KCC2 の 906 番目（Thr
906）と

1007 番目（Thr
1007）のスレオニン残基をグルタミン酸に置

換し，この部位のリン酸化状態を模倣し，発達に伴う脱リン

酸化を妨げた遺伝子改変マウス（Kcc2
E/E マウス）を作製し，

解析を行った。Kcc2
E/Eマウスは生後10時間前後で死亡し

た。スパイン形成は正常に認められたが，中隔，視床下部，

海馬，大脳皮質の神経分布に異常がみられた（図 4）。ま

た，グラミシジン穿孔パッチクランプ法により解析を行った

結果，野生型マウスと比較して，Kcc2
E/E マウスで GABA

の平衡電位に差はみられなかったが，ホールセルパッチ

クランプ法による解析で，KCC2 による Cl
-の細胞外へのく

み出し能力が低下していることがわかった（図 5）。Kcc2
E/E

マウスでは，しっぽをピンセットで軽くつまむ痛覚刺激およ

び筆で背中をなでる接触刺激により，てんかん発作重積

が認められた。脊髄第4頸神経より記録される自発性の呼

吸リズムがみられず，第 2腰神経より記録される歩行リズム

が乱れていた（図 5）。よって，発達期に KCC2 の Thr
906と

Thr
1007 のリン酸化が適切に制御されることが，抑制性

GABA 伝達の形成，神経発達および生存に必須であるこ

とが示唆された。適切な時期に脱リン酸化が起こり，KCC2

が機能し始めないと，GABA 作用が興奮性から抑制性に

変化しないため，興奮性伝達と抑制性伝達のバランスが

崩れ，その結果，生存することができないことが明らかに

なった。この成果は掲載された Science Signaling 誌の表

紙を飾り（図 6）(20)，Editorial Boardにより注目論文に選定

され，「FOCUS」に論文の紹介およびコメントが掲載され

た。 

３．３．浸透圧-Cl
-
 調節系遺伝子改変マウスの行動と脳

波の解析 

KCC2
T906A/T1007A マウス（Kcc2

A/A）の行動表現型：KCC2

の 906 番目（Thr
906）と 1007 番目（Thr

1007）のスレオニン残

基をアラニンに置換し，脱リン酸化状態を模倣した

KCC2
T906A/T1007A マウス（Kcc2

A/A）を作製し，解析を行った。

行動解析を行った結果，Three chambers 社会性テストで

は，Kcc2
A/AヘテロマウスおよびKcc2

A/Aホモマウスは野生

型マウスと同様に，空のケージを置いたチャンバーよりマ

ウスを入れたケージを置いたチャンバーに長く滞在し，社

会性には影響がみられなかった。馴染みのマウスを入れ

たケージを置いたチャンバーと新奇のマウスを入れたケー

ジを置いたチャンバーで比較したところ，野生型マウスは

新奇のマウスのチャンバーに長く滞在したが，Kcc2
A/A ヘ

テロ，ホモマウスは両方のチャンバーに同程度の時間滞

在し，社会的新奇探索性の低下が認められた。また，高

架式十字迷路試験では野生型マウスと比較して Kcc2
A/A

ヘテロ，ホモマウスはオープンアームでの滞在時間が長く 



 

図 4: Developing Kcc2E/E mouse brains exhibit anomalous distribution of proliferating neurons but normal dendritic spine 

morphology. 



 

 

図 5: Kcc2E/E neurons exhibit impaired GABA-dependent Cl− extrusion and disrupted rhythmogenesis. 

 



 

，不安様行動の低下が認められた。驚愕反応テストでは

KCC2
A/Aヘテロ，ホモマウスは 90 - 100dBの音に対して驚

愕反応を示す回数が少なく，驚愕反応の低下が認められ

た。驚愕反応を示すための筋力の低下を考え，ワイアハ

ングテストを行ったが，筋力には差がみられなかったこと

から，Kcc2
A/A マウスでは聴力が低下している可能性が考

えられた。さらに，脳波を測定した結果，野生型マウスと比

較してKcc2
A/Aホモマウスで 45，80 Hzのパワースペクトル

密度の減少，野生型マウスと Kcc2
A/A ヘテロマウスと比較

して Kcc2
A/Aホモマウスで 50 Hz のパワースペクトル密度

の減少がみられ，Kcc2
A/A マウスでγ波帯域の活動の減

少が認められることがわかった。自発的活動量をみるオー

プンフィールドテスト，強迫的繰り返し行動をみるガラス玉

覆い隠し試験，痛覚に対する感受性を調べるフォン・フレ

イテスト，体重，呼吸数には野生型マウスと Kcc2
A/Aマウス

で差がみられなかった。 

WNK3 KOマウスの行動表現型：WNK3 KOマウスにお

いても行動分析を行った。 オープンフィールドテストでは，

野生型の同腹子と比較してそれぞれのアリーナ中心部と

コーナーの滞在時間には差はなく有意差は認められなか

った。しかし，音響驚愕に基づくプレパルス抑制テストで

は，WNK3 KO マウスにおいて 74dB のプレパルス後の

120dB に対する音響応答の減衰（プレパルス抑制）が完

全に喪失しており，有意な低下が認められた。 

図 6：我々の KCC2 T906E-T1007E マウスを紹介する

Science Signalingの表紙（2019年 10月 15日号） 

４．考 察 

Kcc2
E/Eマウスの結果からKCC2のT906とT007が胎生

期にリン酸化状態から発達にともなって適切に脱リン酸化

されて GABA 作用が調整されることが，胎仔脳の正常な

発達に必須であることが示された。また，成熟した脳でも

KCC2 が正常に機能しないと，[Cl
-
]iが高くなり，GABA に

よる抑制作用が低下するので，神経回路の興奮性と抑制

性のバランスがくずれることが病因の一つである，てんか

んや自閉症，統合失調症などの様々な精神疾患の背景

に KCC2 の機能低下による GABA の抑制力の低下が関

与している可能性も考えられる。一方で Kcc2
A/A マウスの

結果から，KCC2の機能が亢進し，GABAによる抑制力が

強まることにより，不安と恐怖に対する感受性の低下，社

会的新奇探索性の低下がみられることが明らかになった。

脳波の γ波は認知や知覚，意識と深い関わりがあり，統合

失調症の患者では GABA ニューロンの機能低下により γ

帯域の活動の減少がみられるという報告があることから，

Kcc2
A/A マウスでは認知機能などに変化がみられる可能

性が考えられる。Kcc2
E/Eマウスと Kcc2

A/Aマウスは神経回

路の興奮—抑制バランス異常のモデルとして，様々な精神

疾患の研究に供する価値があると考えられる。 

WNK3 KO マウスの成熟ニューロンにおける[Cl
-
]iの増

加は，カリウムコンダクタンスの Kir活性化による静止膜電

位の深化と併せて考えると，さらに Cl
-の流出駆動力を高

めることになるので，抑制性シナプス活動頻度上昇と興奮

性シナプス活動頻度減少と併せて，V 層錐体ニューロン

への興奮—抑制バランスと SN 比が大きく変わることを示し

ている。また，プレパルス抑制テストは，感覚ゲーティング

中の抑制制御の直接的な尺度であり，前頭前野の興奮—

抑制バランスの維持は，このプロセスにとって重要である

ので，前頭前野の機能的出力に大きな障害があることを

示している。これらの要因は，WNK3 KO マウスの行動障

害の根底にある可能性がある。 

 

５．今後の課題 

WNK3 KOで錐体ニューロンにおいて[Cl
-
]iが増加して

いる原因を解明するには至らなかった。グリアを含むさま

ざまな細胞タイプで構成される全組織ホモジネートを使用

したことが，測定結果に影響を与えた可能性もあり，ニュ

ーロンのみを培養するなどしての分析が必要かもしれな



 

い。また，今回は利用できなかった KCC2 のリン酸化抗体

を作製して 906番 1007番のリン酸化を確認したり，活性型

の二量体の割合など，KCC2機能に対するWNK3 KOの

影響をさらに分析する必要がある。 
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Summary 

We are interested in the Cl
-
 homeodynamics regulating GABA actions.  We used WNK3 KO mice, since 

WNK family kinases are essential for signaling cascade regulating Cl
−
 concentrations.  WNKs are known to 

phosphorylate KCC2 at two threonine (Thr
906

 and Thr
1007

) residues via downstream kinases, SPAK/OSR1.  So, 

we engineered mice with the missense mutations Glu
906

 and Glu
1007

 (Kcc2
E/E

) to mimic constitutive 

phosphorylation or with the missense mutations Ala
906

 and Ala
1007

 (Kcc2
A/A

) to mimic constitutive 

dephosphorylation.  In WNK3 KO, Cl
-
i of layer V pyramidal neurons in medial prefrontal cortex (mPFC) was 

significantly increased.  However, NKCC1, pT206 NKCC1, KCC2, WNK1, pWNK1, total SPAK, total OSR1 

and pSPAK1/pOSR1 were all unchanged.  On the other hand, a significant reduction in pre-pulse inhibition was 

observed in WNK3 KO mice.  Thus, WNK3 was found to be important for excitation-inhibition balance of layer 

V pyramidal neurons and functional output from mPFC.  Kcc2
E/E

 mice demonstrated abnormal neuronal 

distribution but normal dendritic spine formation, status epilepticus provoked by mild physiological stimulation, 

normal resting Cl
-
i but with significantly impaired Cl

-
 extrusion capacity after Cl

-
 loading, a lack of spontaneous 

respiratory discharge and an altered locomotor rhythm.  Thus, precisely regulated KCC2 Thr
906

/Thr
1007

 

phosphorylation is essential for activity-dependent Cl
-
 extrusion required for normal brain development. Kcc2

A/A
 

showed normal body weight, normal respiration, normal somatosensory function, normal sociability and normal 

locomotor activity but demonstrated a tendency of less anxiety and less social novelty.  Startle response test 

showed much less responses by Kcc2
A/A

, we speculate they might have hearing disability, because their muscle 

power was normal.  What interesting is decreases in power of EEG in γ band.  Excessive KCC2 function and 

excessive GABA inhibition may result in decreased sensitivity to anxiety and fear, and cognitive function. 

. 

 


