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研究成果の概要（和文）：放射線治療はがんに対する有効な治療の一つである一方で、脳機能の低下を伴う恐れ
がある。一回あたりの線量を減らして複数回に分けて照射するなどの工夫が取られているが、生き残った神経細
胞にどのような機能的変化を生じるか未だ不明な点も多い。本研究では細胞内から細胞外へ塩化物イオン濃度を
排出しているカリウム-塩化物イオン共輸送タンパク質であるKCC2に着目し、放射線照射後のマウス神経細胞で
はKCC2の発現が低下していることを明らかにした。さらに照射後のオキシトシン投与がKCC2の発現を促進し、放
射線治療時の認知機能防護に有用な治療薬候補の一つであることを示した。

研究成果の概要（英文）：While radiation therapy is one of the effective treatments for brain tumor, 
it may be accompanied by deterioration of brain function. Although efforts have been made to reduce 
the dose per dose and irradiate in multiple doses, there are still many unclear points about what 
kind of functional changes will occur in the surviving neurons. In this study, we focused on KCC2, a
 potassium-chloride ion co-transport protein that exports chloride ion concentration from 
intracellular to extracellular, and found that the expression of KCC2 decreased in mouse neurons 
after irradiation. clarified. Furthermore, administration of oxytocin after irradiation promoted the
 expression of KCC2, indicating that it is one of the therapeutic drug candidates useful for 
protecting cognitive function during radiotherapy.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線治療は脳腫瘍の治療に有効な手段の一つである一方で正常な神経細胞にも影響を及ぼす恐れがあり、とく
に若い患者ほど影響が顕著になるとされている。本課題では生後3-4週の幼若マウスに対して1.5Gyの線量を3日
間繰り返して照射し、認知行動の低下とK-Cl共輸送タンパク質であるKCC2の発現低下を見出した。照射後にオキ
シトシンを投与したマウスにおいては認知行動の低下とKCC2の発現低下は見られなかった。オキシトシンは家族
やペットとのスキンシップなど日常生活でも増加するとされており、本課題で得られた知見は、より安全な応用
的治療開発に向けて役立てられるのではないかと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  放射線治療はがんに対する有効な治療の一つである一方で、脳機能の低下を伴う恐れがある
（Padovani et al., Nat. Rev. Neurol. 2012）。一回あたりの線量を減らして複数回に分けて
照射するなどの工夫が取られているが、生き残った神経細胞にどのような機能的変化を生じる
か未だ不明な点も多い。 
  カリウム-塩化物イオン共輸送タンパク質である KCC2 は細胞内から細胞外へ塩化物イオン濃
度を排出している。正常な神経細胞では A 型γ-アミノ酪酸受容体(GABAA 受容体)の開口に伴い
細胞外から細胞内に Cl-イオンが流入し、過分極をもたらすのに対して、KCC2 の機能低下した神
経細胞では GABAA 受容体の開口に伴い細胞内から細胞外へ Cl-イオンが流出し、正常に過分極を
起こしづらくなる。KCC2 の機能低下はダウン症などの精神疾患やてんかんとの関連が示唆され
ている(Moore et al., Front. Mol. Neurosci. 2019)。KCC2 は母子分離ストレスなどのストレ
スでも低下することを報告されている(Furukawa et al., BBRC 2017)。放射線照射と KCC2 の関
係についてはこれまで明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
  マウス頭部に対して放射線照射を実施し、KCC2 の
機能低下を惹起するのか明らかにする。また新奇物体
認識行動試験に基づき、認知機能への影響を調べる。
さらに KCC2 の膜移行を促進することが知られるオキ
シトシンを放射線照射後に経鼻投与し、KCC2 の機能
低下あるいは新奇物体認識試験成績の改善が見られ
るのか調べる(Leonzino et al., Cell Rep. 2016)。
さらに初代培養神経細胞に対して放射線照射し、細胞
内 Cl-イオン濃度、GABA 応答性への影響をライブセル
イメージングの手法を用いて明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)KCC2 阻害剤投与マウスの行動解析 
KCC2 の阻害剤である VU0240551 を生後 30 日の

C57BL/6J マウスに脳室内投与し、1週間後に新奇物
体認識試験(図 2)により評価した。 
 
 
(2)頭部放射線照射マウスの解析 
  生後25日のC57BL/6J系マウス頭部にガンマ線を
照射し、照射後の海馬組織における KCC2 の発現に
ついて定量PCRおよび免疫蛍光染色法により解析し
た(図 3)。またマロンジアルデヒド(MDA)アッセイにより酸化ストレスレベルを解析し、DNA 損傷
部位に生じるリン酸化ヒストン H2AX（γ-H2AX）に対する抗体を用いた免疫蛍光染色の結果から
DNA 損傷レベルを解析した。 
 
(3)初代培養細胞での解析 
  マウス新生仔より脳組織(海馬と周辺の皮質)を回収し、初代
培養した。初代培養開始から 11 日後から 1 日 1 回 1.5Gy のＸ
線を 3日間照射した。エックス線照射後に 0.1μM オキシトシ
ンを含む培地にて 30 分培養したものをオキシトシン投与群と
した。各細胞群について抗 KCC2 抗体を用いた免疫蛍光染色を
実施した。Cl-イオン濃度に反比例する蛍光色素である MQAE(N-
Ethoxycarbonylmethyl-6-methoxyquinolinium bromide)を用い
て、細胞内 Cl-イオン濃度を調べた。またカルシウムインジケ
ーターである Fluo-4 を用いて GABA 応答性を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)KCC2 阻害剤投与マウスの認知行動解析 
KCC2 阻害剤である VU0240551 投与マウスでは Vehicle 投与マウスと比べて新奇物体認識試験

の成績が低下しており、KCC2 の機能低下が認知機能の低下をもたらすことが示唆された(図 4)。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2)頭部放射線照射マウスの解析 
頭部放射線照射マウスでは非照射マウスと比べて新奇物体認識試験の成績低下が見られた（図

5A）。照射後にオキシトシンを経鼻投与したマウスでは新奇物体試験の成績低下が見られなかっ
た。次に頭部放射線照射マウス海馬組織において KCC2 発現の低下がみられた（図 5C,D）。また、
照射後にオキシトシンを投与したマウスでは KCC2 発現の上昇が見られた。これらのことからオ
キシトシン投与により照射後の KCC2 発現低下が回復することが示唆された。また照射マウス脳
の海馬組織における MDA 量は非照射群と差はなかったが、照射後にオキシトシンを投与したマ
ウスでは両群と比べて減少していた。DNA 損傷(DNA2 本鎖切断)部位に生じるリン酸化ヒストン
H2AX (γ-H2AX)に対する抗体を用いた免疫蛍光染色の結果から、照射マウス海馬組織切片では
非照射群と比べて染色部位数が増加していた。また、照射後にオキシトシンを投与したマウスで
は減少した。 

 
(3)初代培養細胞を用いた解析 
  抗 KCC2 抗体を用いた免疫蛍光染色の結果、Ｘ線照射した細胞では非照射の細胞と比べて細胞
表面部の蛍光強度が低下していた(図 6B)。一方照射後にオキシトシン添加培地で培養した細胞
では低下は見られなかった。また MQAE 染色による蛍光強度はＸ線照射細胞で低下しており、照
射後にオキシトシン添加培地で培養した細胞ではやや回復が見られた(図 6C)。また GABAA 受容
体作動薬であるムシモールを投与し、Fluo-4 蛍光の経時変化を調べたところ、X線照射細胞では
ムシモール投与後に一時的な輝度の上昇が見られたが、統計的有意性は示されなかった(図 6D)。 

 
 
以上のことから、放射線照射後のマウスでは KCC2 の機能低下しており、物体認識行動の低下

に関与している可能性が示唆された。また照射後のオキシトシン投与は mRNA レベルで KCC2 発
現を促進し、認識行動の低下を防いでいる可能性が示唆された。さらに放射線照射後の神経細胞
ではKCC2の機能低下を生じており細胞内からCl-イオンを十分に排出できない状態にあること、
照射後のオキシトシン投与は mRNA レベルでの発現促進を介して KCC2 の機能不全を解消するこ



とが明らかになり、オキシトシンは放射線治療時の認知機能防護に有用な治療薬候補の一つで
あることが示された。 
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