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研究成果の概要（和文）： KCC2 は Cl くみ出しを行う分子であり、神経細胞に特異的に発現し

ている。KCC2のチロシン脱リン酸化を促進すると、モノマーになり、リピッドラフトへの集積

が消失するとともに,細胞内 Cl濃度の上昇が観察された。塩基配列内のチロシンリン酸化部位

の変異を導入した株細胞では、細胞内 Cl濃度が高く、GABAは脱分極を示した。この結果から、

KCC2は正常ではリピッドラフトにオリゴマーとして集積し、細胞内 Clをくみ出すことにより、

細胞内 Cl濃度を低く保っている。その結果、GABA による Clチャネルの開口により陰イオンの

細胞内流入が起こり、神経細胞は過分極応用（抑制作用）を示すことが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）： The neuronal K(+)-Cl(-) cotransporter (KCC2) is a membrane transport 
protein that extrudes Cl(-) from neurons and helps maintain low intracellular [Cl(-)] and 
hyperpolarizing GABAergic synaptic potentials. Depolarizing gamma-aminobutyric acid (GABA) 
responses in neonatal neurons and following various forms of neuronal injury are associated with 
reduced levels of KCC2 expression. Mutation to the putative tyrosine phosphorylation site within the 
long intracellular carboxyl terminus of KCC2(Y1087D) or application of the tyrosine kinase inhibitor 
genistein shifted the GABA reversal potential (E(GABA)) to more depolarized values, indicating 
reduced KCC2 function. This was associated with a change in the expression pattern of KCC2 from a 
punctate distribution to a more uniform distribution, suggesting that functional 
tyrosine-phosphorylated KCC2 forms clusters in restricted membrane domains. Ａ  tyrosine 
phosphatase inhibitor increased the proportion of KCC2 associated with lipid rafts membrane domains. 
These results indicate that direct tyrosine phosphorylation of KCC2 results in membrane clusters and 
functional transport activity. Oxidative stress resulted in a rapid dephosphorylation of KCC2 that 
preceded the decreases in KCC2 protein or mRNA expression. Dephosphorylation of KCC2 is 
correlated with a reduction of transport activity and a decrease in [Cl-]i, as well as a reduction in 
KCC2 surface expression. Manipulation of KCC2 tyrosine phosphorylation resulted in altered neuronal 
viability in response to in vitro oxidative stress. We propose that neuronal stress induces a rapid loss of 
tyrosine phosphorylation of KCC2 that results in translocation of the protein and functional loss of 
transport activity.  
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１．研究開始当初の背景 

  KCC ファミリーの中で、KCC2 は神経細胞に

特異的に発現し（Payne 1996）、細胞内外の Cl

とK+を感知し、神経細胞内Cl濃度の決定に最も

重要な分子である。近年、Cl チャネルを介する

GABA作動性活動が回路可塑性に深く関わるこ

とが認識され、ダイナミックな KCC2 発現調節に

注目が集まっている。KCC2 蛋白・機能の発達

増加にともなって、GABA は未熟期の細胞興奮

性作用(申請者 J. Neurosci, 1999, 2002)による神

経回路の構築／再編の促進から、成熟／正常

動物における抑制性シグナル伝達物質としての

作用へスイッチする。さらに、成熟脳内において

も KCC2 発現には部位／神経活動に多様性を

示し、KCC2 発現量—GABA 抑制様式に密な連

関が存在する（申請者ら、J Biol Chem 2002）。一

方、発達期におけるKCC2の発現増加はGABA

自体による神経細胞興奮が必要であることが報

告され(Poo, 2001)、Cl イオンセンサーKCC2 の

発現制御と、伝達物質センサーである GABA 受

容体機能の興奮―抑制ダイナミックスは密接に

関連している。 

  さらに、細胞障害後の数時間以内でおこる急

速な KCC2mRNA/蛋白消失によって、細胞内

Cl濃度の上昇が GABA抑制の減弱／消失を引

き起こし、細胞の過剰興奮を引き起こす(申請者

J Neurosci 2002)。その結果、細胞障害をさらに

助長する重要な基盤となっていることが示唆され

る。一方、回路形成／回復様式に関して再生と

発達過程には類似性が存在することから、未熟

期(Ben-Ari 2000)と同様、GABA の興奮性が回

復期における回路再編を推進している可能性も

示唆される。これらのことから、KCC2発現と神経

細胞の生存・成熟応答には GABAの興奮・抑制

作用を介し、密接な関連の存在が示唆される。 

  この KCC2 機能の発現制御に関しては、短

時間での変化するダイナミックな[Cl]i から、局所

的かつ短時間で働く KCC2 の細胞内アクセサリ

ー蛋白の存在や、その配列内に PKC 燐酸化や

チロシン燐酸化部位が存在するため、これらを

介した KCC2 機能の調節機構の存在が期待さ

れる 

２．研究の目的 

  本研究の目的は、１）ほとんど未解決である

KCC2 の機能発現調節にかかわる因子とその細

胞内動態ついて明らかにすることにある。２）障

害後における KCC2 の発現消失にかかわる細

胞内メカニズム、３）KCC2 消失よる GABA の脱

抑制／興奮作用が障害細胞の生存または死に

係わるメカニズムを解明する。   

     

３．研究の方法 

(１)KCC2の制御機構と制御関連分子の探索： 

 神経細胞のダイナミックな[Cl]i 変化から、局

所的かつ短時間で働く KCC2 の細胞内機能制

御因子の存在が示唆される。 

KCC2の構造解析から、細胞膜内タンパクリン酸

化部位を検索し、ＫＣＣ２の機能を制御するリン

酸化の種類のスクリーニングを行う。細胞内アク

セサリー蛋白への結合、およびクラスタリングに

よる機能制御を明らかにする。 

 

(2) KCC2の細胞内動態の観察 

KCC2 は、発達期において蛋白発現と機能が

一致していない報告が多く、KCC2 蛋白自体

の発現調節以外に、膜表面に存在する KCC2

の量／機能の短時間での変化が予測される。

この機能変化として、１）KCC2 自体の細胞膜

への短時間での挿入／内在化の存在、２）

KCC2アミノ酸配列にはチロシン燐酸化と PKC

燐酸化部位が存在するため、その燐酸化／脱

燐酸化によるものが考えられる。 

①KCC2 の細胞膜分布—細胞質移動の存在

の検証。 

GFP-KCC2 cDNA を用いて、培養神経細胞

に EGFP-KCC2 を強制発現させ、障害

/BDNF/ILG 負荷により、GFP-KCC2 の細胞

膜—細胞質内への動態を検討する。 

②KCC2の燐酸化・脱燐酸化によるKCC2機

能の real time観察。 

 従来の電気生理学的機能評価法では細胞

内 Cl濃度動態を intactに保つことが不可能

であったため、KCC2 の燐酸化／脱燐酸化と

KCC2 機能的連関の報告はない。これを解



決するために、グラミシジン穿孔パッチ法を

適用し、薬理学的に PKC およびチロシンキ

ナーゼを活性化し、KCC2 と細胞内 Cl 濃度

変化および GABA 受容体機能連関のリアル

タイム記録を行なう。 

(3) KCC2発現制御によるGABA応答のダイナ

ミックスと細胞生存応答 

①傷害シグナルによる KCC２発現制御：傷害

による KCC2 発現抑制のメカニズムを、各種

神経障害モデルを用いて、検討する。 

②細胞生存／回復応答： KCC2 発現を過剰

発現させた細胞群に各種障害を負荷し、対

照群と比較し、急性期細胞障害（細胞生存）

と KCC2の関連を検討する。 

 

４．研究成果 

(１)KCC2の制御機構と制御関連分子の探索： 

KCC2 のチロ

シン脱リン酸

化を促進する

と、モノマー

になり、リピッ

ドラフトへの

集積が消失

するとともに ,

細胞内 Cl 濃

度の上昇が

観察された。塩基配列内のチロシンリン酸化部

位の変異（Y1087D）を導入した株細胞では、細

胞内Cl濃度が高く、GABAは脱分極を示した。

この結果から、KCC2 は正常ではリピッドラフト

にオリゴマーとして集積し、細胞内 Cl をくみ出

すことにより、細胞内Cl濃度を低く保っている。

その結果、GABAによるClチャネルの開口によ

り陰イオンの細胞内流入が起こり、神経細胞は

過分極応用（抑制作用）を示すことが判明し

た。 

(2) KCC2の細胞内動態の観察 

①KCC2の細胞膜移動の存在の検証。 

ＫＣＣ２のリン酸化―脱リン酸化による細胞膜

上の分布の変化は、海馬培養細胞およびＫＣ

Ｃ２を強制発現させた株細胞において、リン酸

化により、細胞膜上のドット状の分布の増加、

脱リン酸化により、ドット状分布の消失と均一な

分布になることが判明した。このことは、前述の

脱リン酸化によるラフト分画からの消失の観察

と一致すると考えられる。 

 

 

 

 

 

②KCC2 の燐酸化・脱燐酸化による KCC2 機能

の real time観察 

ＫＣＣ２の脱リン酸化によるＫＣＣ２の機能消失に

より、細胞内Ｃｌ濃度の変化、その結果としてＧＡ

ＢＡの過分極から脱分極へのモーダルシフトを

検討するために、グラミシジン穿孔パッチクラン

プ法を用いて検討を行った。海馬神経細胞にお

いて、チロシンリン酸化酵素阻害薬を投与すると、

ＧＡＢＡの逆転電位が-70mV程度から=40ｍＶ程

度まで、急速にシフトし、脱リン酸化阻害薬の投

与中止とともに、速やかに過分極シフトした。 

この結果から、ＫＣＣ２の細胞内Ｃｌ濃度くみ出し

機構は、ＫＣＣ２のリン酸化によって短時間でダ

イナミックに変化することが判明した。 

 

(3) KCC2発現制御によるGABA応答のダイナ

ミックスと細胞生存応答 

傷害による KCC2 発現抑制メカニズムを、障害

部位からのシグナルについて、薬理学／分子生

物学的方法で検討した結果、酸化ストレス後に

は KCC2 の急速な脱燐酸化が起こり、細胞膜に

おける均一分布を経て、KCC2 の細胞内への内

在化が起こることを確認した。また、それによる

細胞内Ｃｌくみ出しの低下と細胞内Ｃｌイオンの濃



度の上昇がおこり、GABA の脱分作用が惹起さ

れた。その後、KCC2 自体の蛋白発現低下が起

こり、細胞内のＣｌ濃度の更なる上昇が起こること

により GABA は興奮性を獲得することが判明し

た。その結果、障害細胞においてGABAは細胞

死を促進することが示唆された。 

また、長時間の過剰入力刺激により NMDA受容

体の活性化、細胞内カルシウムの上昇により、

KCC2 の機能低下を引き起こし、GABA 脱分極

が引き起こされる。この結果が、 posttetanic 

GABA excitationのメカニズムと考えられる。 
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