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研究成果の概要（和文）：我々は神経細胞質ゾルのカリウムイオン（K+）レベルを下げることが神経保護的に働
く可能性を探索してきた。本研究ではカリウムクロライド共輸送体（KCC）2促進剤が、細胞質ゾルのK+レベルを
下げることで神経保護効果を示すことを想定したが、実際はKCC2阻害剤にその効果を認めた。同阻害剤は細胞質
ゾルのK+レベルを上げる可能性があったが、実際はミトコンドリアがK+を取り込み、細胞質ゾルK+濃度増加を緩
衝することで、神経細胞を保護する可能性が示唆された。高齢マウス脳内K+チャネル発現量が変化していたが、
脳組織内K+濃度は週齢間に変化は無く、遺伝子発現レベルでもK+レベルを保っている事実が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　We have investigated a possibility that lowering intracellular potassium 
ion (K+) level would perform protective effect on neuronal cell death. The potassium-chloride 
co-transporter (KCC) 2 stimulators were hypothesized to protect neurons by lowering K+, while a KCC2
 inhibitors had such an effect. Although the inhibitor had the potential to increase cytosolic K+ 
levels, it was suggested that mitochondria may actually take up K+ and buffer the increase in 
cytosolic K+ levels, thereby protecting neurons. Although the expression level of K+ channels in the
 brains of aged mice changed, the K+ concentration in brain tissue did not change with age, 
suggesting that the K+ level was maintained even at the gene expression level.

研究分野：神経科学

キーワード： カリウム　ホメオスタシス　神経細胞　脆弱性　保護効果　ミトコンドリア　高齢化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化に伴う認知機能の低下、各種神経精神疾患、運動機能障害は中枢神経系の神経細胞死によるものが大き
い。神経細胞は幹細胞による補充が期待されず、脱落後は必然的に担当機能が不全となる。本研究により、神経
細胞の老化や神経細胞死の進行の一因が神経細胞内K+濃度の変化に起因する可能性が示唆された。摂取した過剰
なK+は尿として排出されるが、それまでの間、血中濃度を上げないように多くの細胞内に取り込まれ、一時的に
保管される。すなわち腎機能が低下すると細胞内での蓄積が多くなる。したがって、本研究の遂行により、食事
等由来K+摂取量の限度を定めることで高齢化社会における神経変性疾患抑制への関与が期待される。

※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 

高齢者において神経変性の発症や進行を予防することは、人生 100 年時代において急務であ
る。アルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化症のような急速に進行する神経変性疾患だけでなく、
歳を重ねるにつれ緩徐に進行する神経変性もまた、予防する時代が来ている。 

我々は、カリウム（K+）チャネル開口薬の全身投与が、細胞膜電位の過分極とは異なる様式
で、培養神経細胞の細胞死及び脳虚血モデル動物での脳虚血負荷後の神経障害を抑制する研究
成果を得てきた。したがって本研究では次の段階として、神経細胞特異的に細胞内 K+濃度を低
下させる薬物が、神経細胞を保護することを解明することを目指せないか検討することで始め
た。 

血中 K+濃度の基準値は 3.5～5.3 (mEq/L)であるが、この濃度は細胞内への一次的な K+の取
り込みで緩衝されており、生体全体の実含量を現さない。したがって腎機能が低下するような条
件や、細胞内への K+輸送を促進させる精神的ストレス条件下では、実は神経細胞内 K+レベル
が慢性的に増加しており、故に神経細胞が脆弱になり、神経変性の原因となっている可能性が示
唆される。本研究ではこの仮説を実証し、細胞内 K+濃度増加という身近で、しかしながら未知
の神経変性メカニズムの解明と、神経変性及び神経変性疾患の予防及び治療標的提案を目指し
た。 

高カリウム血症では、早くに筋力低下や不整脈が顕在化するため、神経障害との関連性はほと
んど着目されて来なかった。しかしながら、少なくとも高カリウム血症は神経障害も起こす。細
胞内 K+レベルが増減してもmEq/L（またはmM）オーダーの変化であり、検出や追跡は困難で
あったと推察される。灯台下暗し、ここに神経変性疾患の一因が潜む可能性があったのを見逃し
てきたのではないか。本研究は血液検査で K+の異常値が出る前の段階で既に高レベル K+が神
経細胞を蝕んでいる可能性を追求することとした。 

 
２．研究の目的 

本研究の大目的は、神経細胞内 K+レベルには「適正値」があり、増加することで神経細胞を
脆弱にしていること、及び、食生活の改善や薬物投与により神経細胞内 K+レベルを「是正」す
ることで、神経細胞の機能を保全、生存期間を延長し、中枢神経系の機能を長期的に保つことに
繋がる可能性を明らかにすることであった。我々は既に、K+チャネル開口薬ミノキシジルが脳
虚血に伴う神経組織障害を抑制することを報告していた（1､2）。しかしながら、全身的に作用す
る薬物では臨床的で無い。一方、本研究では研究対象を神経特異的に発現する K+,Cl-共輸送体
（KCC）2とした。通常この輸送担体は Cl-輸送の重要性の観点で研究対象となるが、この輸送
担体の活性化は細胞外へ K+を放出する。 

KCC2の促進薬 CLP290は経口投与可能である。したがって、KCC2促進薬が細胞内 K+濃度
を低下させることで、神経保護効果が得られるならば、CLP290はそのものが神経変性抑制薬に
なり得る可能性があり、また少なくとも重要なリード化合物となる可能性があった。 

なお、研究遂行中において、KCC2活性化剤 CLP257（CLP290の活性化体）よりも KCC2阻
害剤 VU0463271の方が神経保護効果を示すことが示唆されたため、計画を変更し、KCC2阻害
剤による神経保護効果の探索を中心に、細胞内 K+濃度の恒常性を保つ仕組みや、神経細胞死へ
の影響を探索するとともに、既存のシグナル伝達経路や食品によるこの仕組みへの影響の探索
を行った。 
 
３．研究の方法 

蛍光指示薬を用いた検討：培養細胞のミトコンドリアの脱分極、細胞内 K+濃度、細胞内 Ca2+
濃度増加、細胞膜の K+チャネル開口、細胞膜の脱分極は、各種蛍光指示薬により測定した。 

細胞または組織内 K+濃度の測定：簡易 K+イオンメータを用いて、細胞内および組織内 K+濃
度を測定する系を樹立し、測定を試みた。 

免疫化学法を用いた検討：培養細胞内または脳組織内の K+チャネル構成タンパク質の発現を
免疫細胞化学法、組織化学法またはイムノブロット法を用いて解析した。 

細胞の生存能の検討：細胞の増殖または生存能の検討はMTTアッセイにて測定した。 
 



４．研究成果 

培養神経細胞には KCC2 の mRNA 及びタンパク質発現が確認された。また、KCC2 促進剤
（CLP257以下 CLP）曝露に伴い、GABAA受容体作動がもたらす電位依存性 Ca2+チャネル開
口に伴う細胞内 Ca2+濃度増加を促進した。すなわち GABAA受容体作動により細胞膜の脱分極
が起こった。したがって、培養神経細胞に発現した KCC2は機能していることが示唆された。 

培養神経細胞に CLPまたは KCC2阻害剤（VU0463271以下 VU）の単独曝露は、神経細胞
の生存能を変化させなかった。次に神経細胞にNMDAを曝露することで神経細胞のMTT還元
能が低下したが、この低下は CLP を事前曝露しても変化せず、VU の事前曝露で抑制された。
したがって、当初の KCC2 促進剤による神経保護効果を検討する予定を変更し、KCC2 阻害剤
による神経保護効果の探索を開始した。 

バリノマイシンやNMDA曝露は培養神経細胞のミトコンドリアを脱分極させた。この脱分極
は VUを事前曝露することで抑制された。VU単独曝露もミトコンドリアを脱分極させミトコン
ドリアが細胞質で増加した K+を取り込む可能性が示唆された。CLP はミトコンドリアを脱分
極させなかった。事実、VU単独曝露に伴うミトコンドリアの脱分極はミトコンドリアの KATP
チャネル阻害剤 5-ヒドロキシデカン酸（HD）により阻害された。したがって、ミトコンドリア
は細胞質ゾルの K+濃度増加に伴いこれを取り込み、緩衝し、細胞質ゾルとミトコンドリア間の
K+濃度差を小さくする作用がある可能性が示唆された。 

細胞破砕液中の K+濃度を簡易 K+イオンメータで測定した。細胞膜に穴をあけるジギトニン
処理は細胞内 K+濃度を下げたが、バリノマイシン処理は細胞内 K+濃度を下げなかった。従っ
て、バリノマイシンはミトコンドリアの K+透過性を亢進するが、細胞膜に対してその作用が無
い可能性及び細胞膜の K+透過性を増加させても他の輸送担体が K+濃度を回復させる細胞膜の
緩衝能の存在が示唆された。細胞内の K+濃度は細胞外の緩衝液の K+濃度が変化にあわせて変
化した。この変化は、細胞内 K+濃度の蛍光指示薬による測定よりも感度良く測定できた。 

組織破壊液中のK+濃度を簡易K+イオンメータで測定した。脳 8部位に分けて組織を破砕し、
K+濃度を測定したところ、まず、雌雄でその差はなかった。次に、高齢（25 または 50 週齢程
度）と若齢（6週齢）のマウス間で差は無かった。一方、高齢マウスと若齢マウス海馬の KATP
チャネル構成タンパク質 SUR1 の発現を検討したところ、週齢の違いで発現量が異なる可能性
が示唆された。免疫染色法でも海馬 CA3のシグナルが週齢によって異なった。しかしながら、
海馬組織内の K+濃度は週齢に伴う変化が認められなかった。したがって、神経組織の細胞は周
囲の環境変化に合わせ、あるいは各細胞のチャネル等の発現量の変化に合わせて、細胞内 K+濃
度が変化しないよう、細胞のダイナミックであるいは別の遺伝子発現量の変化で調節している
可能性が示唆された。 

我々はこれまで GABAB 受容体作動が共役する K+チャネル開口に伴い、NMDA誘発性で、
ミトコンドリア脱分極を介した神経細胞死を抑制する可能性を探究してきた(1)。現在、別の G
タンパク質活性型 K+チャネル開口のモデル系として、ドパミン D2受容体、アペリン APJ受容
体の in vitro発現系を樹立した。現在はこれら受容体の作動がミトコンドリア脱分極を抑制する
ことでNMDA誘発性の神経細胞死を抑制するのか検討している。 

グルタミン酸や GABAに類似でヒトには通常存在しないアミノ酸、テアニンは、チャノキで
合成され、緑茶に含まれるアミノ酸である。我々はこのアミノ酸の測定系を樹立し(3)、この作
用が細胞内 K+濃度変化に関与するのか検討した。現在のところ、テアニンを培養神経細胞に曝
露すると、K+蛍光指示薬は細胞内 K+濃度増加を示したが、簡易 K+イオンメータは変化を否定
した。また、テアニンはミトコンドリアの脱分極を起こさなかったため、次にNMDA誘発性の
脱分極を抑制するデータを収集している。 
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