
　Na-K-Cl cotransporter isoform1（NKCC1）は，血管平滑筋細
胞の収縮において重要な役割を担っていることが知られて
いる。血管平滑筋細胞の収縮にはカルシウム感受性クロラ
イドチャネルからのクロライド流出が関与しているが，
NKCC1により細胞内クロライド濃度が増加している状況
では，このチャネルからのクロライド流出が増加し，脱分
極が起こりやすくなる。その結果，電位依存性カルシウム
チャネルからカルシウムが流入し，血管収縮が起こる。つ
まり，NKCC1が活性化していると血管収縮をきたす。
　偽性低アルドステロン症 II型の原因遺伝子として同定さ
れたWith No-Lysine Kinase （WNK）は，OSR1/SPAKをリン
酸化し，さらにそれが Na-Cl cotransporter （NCC）や NKCC1

などをリン酸化し活性化する。血管トーヌスへのWNK 

ファミリーの関与については，まずWNK1が血管トーヌス
の維持に関与することが報告された1）。また以前の研究で，
低塩食によりWNK3-SPAK-NKCC1カスケードが亢進し血
管収縮を起こすことを発見しており，低塩とWNK3シグナ
ルをつなぐものがアンジオテンシン IIであることも解明し
た2）。
　アンジオテンシン IIを通常のマウスとWNK3ノックア
ウトマウスに投与すると，wild-typeマウスでは低塩食下と
同じように SPAK-NKCC1の亢進が起こるが，WNK3ノッ
クアウトマウスでは亢進しない。アルドステロン投与や，
AT1Rブロッカーの投与実験も行った結果，アンジオテン
シン IIはAT1Rを介して直接WNK3カスケードを制御して
いることが明らかになった。in vivoの実験においても，ア
ンジオテンシン II投与によりwild-typeマウスの血圧は上昇

するが，WNK3ノックアウトマウスの血圧は上昇しない。
また，腸間膜動脈を用いたトーヌスの測定においても，
WNK3のノックアウトマウスは wild-typeに比べアンジオ
テンシン IIによる血管収縮は軽度であり，また NKCC1ブ
ロッカーであるブメタニドによる動脈の弛緩の程度も軽度
であった。
　以上より，低塩食およびアンジオテンシン II刺激によ
り，WNK3-SPAK-NKCC1シグナルが亢進し，クロライド
の流入が起こって血管収縮をきたす機序が明らかになっ
た。しかし，アンジオテンシン IIがどのようにWNK3を
制御しているのかは依然未解明であった。
　近年，PHAIIの原因として新たに Kelch-like protein 3 

（KLHL3）とCullin3（CUL3）が同定された3）。KLHL3はCUL3

と複合体を形成し E3リガーゼとして働くことで，WNK4

のユビキチン化を増加させ，WNK4の発現量を減少させ
る4）。腎臓遠位尿細管では，WNK4-SPAK-NCCカスケード
が塩分再吸収を制御しているが，このWNK4は KLHL3-

CUL3複合体によりユビキチン化され分解される。また，
WNK1～ 3も KLHL3-CUL3 E3リガーゼによって分解され
ることが報告されている。さらにKLHL2はKLHL3と相同
性が高く，特にWNKとの結合部位はほぼ同じだが，この
KLHL2もWNKカスケードを分解することが明らかになっ
ている5）。
　以上を踏まえ，マウスの血管におけるアンジオテンシン
II刺激によるWNK3の制御機構を，KLHL蛋白の関与を考
えて解明することを目的とし研究を行った。実験には
C57BL/6Jマウスの大動脈と，マウス血管平滑筋細胞株
（MOVAS）を使用した。
　マウス大動脈と血管平滑筋細胞の KLHLの発現を RT-
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PCRとWestern blottingで確認したところ，どちらにおいて
も KLHL3の発現はなく，KLHL2のみ発現が確認できた。
また，マウスに塩分調整食およびアンジオテンシン IIを投
与したときの KLHL2とWNK3の変化をみると，低塩刺激
およびアンジオテンシン II投与により KLHL2が減少し
WNK3が増加した（図 1）。血管平滑筋細胞にアンジオテン
シン IIを投与しても大動脈と同様の現象がみられ，しかも
投与後 1分，10分という非常に短い時間経過での変化を認
めた。
　これらWNK3の蛋白量増加時のWNK3 mRNA量を定量
すると，mRNAの増加はなく，WNK3の蛋白量の増加は分
解の抑制によることが示唆された。そこで KLHL2が
WNK3を制御しているかどうかについて調べるために，
KLHL2のノックダウン実験と強制発現実験を行った。
KLHL2をノックダウンするとWNK3が増加し，さらに下
流のシグナルの亢進を認めた。逆に KLHL2の強制発現で

は，WNK3の減少と下流シグナルの減弱を認めた。以上よ
り，KLHL2がWNK3の蛋白量を制御しているということ
が示された。
　次に，アンジオテンシン IIによりどのような機序で
KLHL2が減少するのかを調べた。蛋白の発現量減少には，
合成の減少もしくは分解の促進という機序が考えられる。
また，分解には大きくプロテアソーム系とオートファジー
系が知られている。これらについて，それぞれmRNAの定
量や，各阻害薬を使用した実験を行った。アンジオテンシ
ン II投与により KLHL2が減少しているときの RT-PCRを
施行すると，KLHL2の mRNA量は減少しておらず，KLHL2

についても分解の亢進によって蛋白量が減少していること
が示唆された。分解系の各阻害薬を用いた実験では，オー
トファジー阻害薬であるクロロキンの投与によりアンジオ
テンシン II投与下の KLHL2の減少は阻害されたが，プロ
テアソーム阻害薬の投与では KLHL2の減少は阻害されな

図 1　マウス大動脈の塩分およびアンジオテンシン II（AngII）投与による KLHL2-WNK3の変化
（文献 6より引用）
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かった。このことから，アンジオテンシン II投与時の
KLHL2の減少はオートファジーを介した分解によるもの
と考えられた。
　KLHLの分解に関しては，ほかの KLHLファミリー蛋白
であるKeap1を p62/SQSTM1が選択的オートファジーによ
り分解するという報告がある。したがって，KLHL2も p62

により分解される可能性を考え，その関与を確認するため
p62のノックダウン実験を行った。すると，p62のノックダ
ウン下ではアンジオテンシン IIによる KLHL2の分解が阻
害されたことから，アンジオテンシン II投与によるKLHL2

の減少は p62による選択的オートファジーが関与している
ことが示された。
　今回の研究は，1）アンジオテンシン IIによる血管収縮に
KLHL2-WNK3-SPAK-NKCC1シグナルが関与している，2）
KLHL蛋白が腎外臓器で生理的にWNKシグナルを制御し
ている，3）アンジオテンシン IIによって選択的オートファ
ジーが誘導される，という点において新規の発見である。
　また，血管平滑筋細胞内の機序をまとめると，WNK3は
KLHL2による分解を受けているが，アンジオテンシン IIの
シグナルが入ると p62を介した選択的オートファジーによ
り KLHL2が分解され，その蛋白量が減少することによっ
てWNK3が増加し，SPAK-NKCC1シグナルを活性化し，
血管収縮につながると考えられる（図 2）。
　本研究により，アンジオテンシン IIによる血管収縮に
は，オートファジーによる KLHL2- WNK3-NKCC1シグナ

ル伝達系の制御が重要な役割を果たしているということが
明らかになった。
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