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研究成果の概要（和文）：GABA/グリシンは抑制性神経伝達物質である。一方、幼若期には興奮性応答を示すた
め、形態形成への関与が示唆されているが、以前不明である。まず、新たに坐骨神経結紮モデルを作製し、下肢
運動機能、坐骨神経組織、マーカー分子発現変化の時間的関係を解析した。その結果、ミクログリア活性化⇒
KCC2発現低下⇒神経再生というカスケードが明らかになった。続いて、KCC2が半減したノックアウトヘテロ接合
体を用いて、脛骨神経の切断・縫合モデルを作製し、再生過程を野生型と比較した。その結果、KCC2の低下
（GABA/グリシンの興奮性応答）は、神経の再生を加速し、運動機能障害を軽度に抑える作用があることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：GABA and Glycine are inhibitory neurotransmitters in the mature CNS. On the 
other hand, since they show an excitatory response during the immature stage, their involvement in 
morphogenesis has been suggested. However, it is still unclear. First, we prepared a new sciatic 
nerve ligation model mice and analyzed the temporal relationship between changes in lower limb motor
 function, sciatic nerve histology and marker molecule expressions. The results revealed a cascade 
of microglial activation, decreasing of KCC2 expression, and axonal regeneration. Next, a tibial 
nerve cut and suture model was prepared using a KCC2 knockout heterozygote mice in which KCC2 was 
halved, and the regeneration processes were compared with that of the wild type mice. The results 
revealed that a decrease in KCC2 (GABA/glycine excitatory response) may accerelate the nerve 
regeneration and prevent severe motor dysfuntion. 

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は２つの大きな学術的意義を持つ。１つめは、GABAとグリシンの興奮性応答の機能について、その1端を
明らかにしたことである。これまで、GABA/グリシンの興奮性機能について様々な可能性が示唆されてきたが、
エビデンスのある結果は得られていない。今回世界で初めて、「神経軸索の再生を加速する」という機能を明ら
かにすることが出来た。2つ目は、神経再生を加速する因子を特定できたことである。血管障害、外傷などで神
経変性に陥った場合、軸索の再生を促す方法は、「運動療法」程度であった。今回は、分子の動き（KCC2の抑
制）として捉えることに成功し、今後、上記の疾患における治療法に道を開くことになる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
γ-アミノ酪酸(GABA)とグリシンは、成熟動物の主要な抑制性神経伝達物質である。一方、幼

若期には興奮性応答を示す。この違いは、神経細胞の細胞内 Cl-濃度依存する。細胞内 Cl-濃度は、
中枢神経系においては、2 種類の輸送体によって制御されているが、成熟に伴って顕著に変化し、
興奮性/抑制性の決定に関与するのは、K+, Cl- 共輸送体(KCC2)であると考えられている。成熟動
物では KCC2 の発現量が多く、細胞内 Cl-濃度が低く抑えられるため、GABA/グリシンは抑制性
に作用するが、幼若期には、KCC2 の発現量が極めて少なく、細胞内 Cl-濃度が高いために、興
奮性に作用する。GABA/グリシンによる興奮性応答はグルタミン酸による興奮性応答に先立っ
て出現し、かつ、この興奮性応答が電位依存性カルシウムチャネルと活性化し、細胞内カルシウ
ム濃度の上昇を招くことから、何らかの形態形成に関与すると考えられている。しかしながら、
GABA 合成酵素 (glutamic acid decarboxylase; GAD)、GABA 放出に関与する分子（vesicular GABA 
transporter; VGAT）の完全ノックアウトマウスにおいて、GABA の合成、GABA/グリシンの放出
がないにもかかわらず、形態異常が全く見つからないことから、興奮性作用の形態形成への関与
について、懐疑的な意見が多数を占めるようになった。 
とは言うものの、生命活動において無駄な生理現象は無いとの観点に立てば、何らかの機能は

有していると考えることが自然である。我々は、神経損傷後の再生期にも GABA/グリシンが興
奮性応答を示し、再生が完了すると元通り抑制性になることから、軸索の伸長、神経の再生に関
与するのではないかとの仮説を立てるに至った。 
２．研究の目的 
 本研究の主な目的は３つある。①各種神経損傷モデル（切断・縫合以外の損傷）においても同
じようは GABA/グリシン応答に変化が生じるか、②ＫＣＣ２の発現量を減少させ、GABA/グリ
シンの興奮性応答を長くすると神経損傷後の回復が促進されるか、そして③神経損傷後の再生
を起こす分子のカスケードを明らかにすることである。 
３．研究の方法 
(1) 神経結紮モデルにおける運動機能、神経組織、GABA/グリシン伝達機構、マーカー分子発現
の経時的変化に関する研究     
以下の方法で実験を行った。 
① C57Bl/6マウスの坐骨神経を、径が半分程度になるように結紮し、坐骨神経結紮モデルマウ

スを作製 
② SFI（Sciatic functional index）を用いた下肢運動検査 
③ 走査型電子顕微鏡を用いた坐骨神経組織の経時的変化の解析 
④ GABA/グリシン伝達に関与する 3 つの分子、GAD, VGAT, KCC2 の発現変化の解析 
⑤ そのほかのマーカー分子の発現変化の解析 
  ミクログリア、アセチルコリン合成酵素、神経ペプチドガラニン 
(2) KCC2 の発現量が半減している KCC2 ノックアウトマウスのヘテロ接合体を用いた脛骨神経
損傷後の回復に関する研究 
以下の項目を野生型とヘテロマウスで比較した。 
① 下肢運動機能検査（SFI） 
② 再生神経軸索の染色（ニューロフィラメントの免疫染色） 
③ 走査型電子顕微鏡を用いて、坐骨神経組織の経時的変化の解析 
④ マーカー分子の発現変化の解析 
  ミクログリア、アセチルコリン合成酵素、神経ペプチドガラニン 
(3) 神経損傷後、神経再生過程で発現を大きく変化させる分子の探索 
① KCC2ノックアウトマウスのヘテロ接合体並びに野生型マウスの坐骨神経を一側切断 
② KCC2の発現が最も低下し、再生が開始する7日後に脊髄を摘出 
③ 野生型とヘテロ、非手術側、手術側のサンプルから mRNA を抽出し、塩基配列を解析 
④ KCC2 の発現低下と連動する分子を探索 （下左図、下右図の空欄分子を探索） 

 

４．研究成果 



(1) 神経結紮モデルにおける運動機能、神経組織、GABA/グリシン伝達機構、マーカー分子発現
の経時的変化に関する研究 （右図がまとめ） 
① 結紮モデルでは切断モデルと比較して神経
の変性・再生が緩やかに進行していた。 
② 最終的には脛骨神経全体が変性することか
ら、運動障害は大きく、術後 7 日目から 90 日
目の間で有意な機能回復が認められたものの、
90 日後においても大きな障害が残った。 
③ 神経組織の形態変化、マーカー分子の発現
に関する時間的空間的解析を行った結果、「ミ
クログリアの活性化⇒KCC2 発現の減少⇒軸
索 再生のシグナル経路」が本結紮モデルにお
いても認められた。 
従って、この経路は神経損傷後に共通する現

象であることが明らかになった。 
④ ガラニン、コリンアセチルトランスフェラーゼ（ChAT）2 つの分子の動きが、それぞれ、神
経軸索の変性と再生を示す客観的指標となることが明らかになった。 
以上の研究結果は、Neuroscience Research 誌に掲載された（Yafuso et al. 2022）。  

 
(2) KCC2 の発現量が半減している KCC2 ノックアウトマウスのヘテロ接合体を用いた脛骨神経
損傷後の回復に関する研究 

KCC2の発現が半減しているヘテロマウス
（HT）では、野生型（WT）に比べて、以下
の点がすぐれていた。 
① 術後のすべての経過において、運動機能

障害程度が有意に軽度であった。 
② 軸索の変性は早く進行した。 
③ 術後7日目で、遠位部内に軸索が長く再生

していた。（右図：蛍光写真HT>WT） 
④ 術後21日目以降、有意に再生有髄軸索が

高密度であった。 
⑤ 変性ニューロンのマーカーであるガラニ

ン陽性神経細胞（運動ニューロン）が有
意に少なかった。 

⑥ 運動ニューロンの機能マーカーであるア
セチルコリン合成酵素（ChAT）の発現量
が有意に高く、早期に通常レベルに回復
していた。 

⑦ 加えて、ミクログリアは両方で同程度に
活性化されていた。 

これらのことから、以下の結論が導かれた。 
 ヘテロマウスと野生型マウスにおいて、同等にミクログリアが活性化されることからヘテ

ロマウスの方が、常にKCC2の発現量が少ないと予想される。したがって、KCC2の発現低
下が軸索の変性・再生・有髄化を促進させ、その結果として運動機能の回復に有効である
ことが証明された。（上図、イラスト） 

 ヘテロマウスでは、もともとKCC2の発現量が半減していることから、GABA/グリシンの
応答性が興奮性に変化することも早く、かつ長く興奮性作用が持続していると考えられ
る。したがって、GABA/グリシンの興奮性作用は、軸索の再生を加速し、運動機能の回復
を早めることが明らかになった。 

この結果は、Neuroscience誌に受理され、7月号に掲載予定である。（Ando et al. 2024） 
 
(3) 神経損傷後、神経再生過程で発現を大きく変化させる分子の探索 
 脊髄の摘出、mRNA の Sequence は行ったが、解析は行う事が出来なかった。 
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