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緒　　　言

　コレクトリンはアンギオテンシン変換酵素２（ACE
２）と相同性を有する１型膜蛋白である．我々は，コ
レクトリンが腎集合管細胞の細胞質と管腔側細胞膜に
局在することを報告した1)．コレクトリンはACEや
ACE２に存在する酵素活性部位を持たないが，ACE２
と遺伝子座が近接している．ACE２はACEの酵素活
性部位とコレクトリンの膜貫通部位を有しており，
ACE２はACEとコレクトリンのキメラ蛋白かもしれ

ない．コレクトリンは膵β細胞2,3)や近位尿細管細胞4,5)

においてHepatocyte nuclear factor (HNF)-1αの転
写制御を受けている．我々は，コレクトリンがHepato-
cyte nuclear factor (HNF)-1βの転写制御を受け，集
合管細胞の管腔側膜上と繊毛に発現することを報告し
た6)．HNF-1αノックアウトマウスは糖尿病とともに，
尿糖，リン酸尿，カルシウム尿，アミノ酸尿を伴うフ
ァンコニ症候群を発症する7)．一方で，腎特異的に
HNF-1βを阻害すると多発性嚢胞腎 polycystic kidney 
disease (PKD) を発症し，嚢胞形成にはコレクトリン
や PKD関連遺伝子（Umod, Pkhd１, Pkd２, Tg737/
Polaris）の欠失が関与している．また，常染色体優性
のMaturity-onset diabetes mellitus of the young, 
type５（MODY５）ではHNF-1β遺伝子の変異を認
め，２型糖尿病や単純嚢胞，多発性嚢胞腎，嚢胞性低
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形成，糸球体性嚢胞性疾患などの腎奇形を呈する．我
々は，コレクトリンが一次繊毛関連膜蛋白の一つであ
り，繊毛形成，腎嚢胞形成に関与していると報告した．
コレクトリンは一次繊毛基部周囲の小胞体にも存在
し，γ-actin-myosin II-Aや SNARE，Polycystin-2-
polaris 複合体と結合し，小胞体や膜蛋白の細胞内や繊
毛への輸送に関与していた6)．
　最近，コレクトリンノックアウトマウスは腎での重
度のアミノ酸再吸収不全を呈すると報告され，コレク
トリンの欠損は多種のアミノ酸輸送体の膜上への発現
低下に関与していた4,5)．コレクトリンノックアウトマ
ウスは糖尿病，高血圧，腎嚢胞を呈さなかったが，ACE
２等の遺伝子がコレクトリンの作用を代償しうると考
えられ，コレクトリンは膵β細胞や集合管細胞におい
て何らかの役割を担っていると推察している．
　我々は，コレクトリンが SNAP-25 (synaptosomal-
associated protein of 25kDa) binding protein の  
Snapin と相互作用し，SNARE複合体を形成し2,6)，膵
β細胞において SNARE複合体形成を制御しインスリ
ンの開口分泌を促進すると報告した2)．ノックアウト
マウスにおける近位尿細管細胞刷子縁でのアミノ酸ト
ランスポーターの減少もコレクトリンと SNARE複合
体の相互作用から証明できるかもしれない．
　これらを踏まえて我々は，コレクトリンが SNARE
複合体との相互作用を介して様々な管腔側膜蛋白の膜
輸送に関与し，ナトリウム，水の調節を行ない，高血
圧の発症に関与していると仮説を立て，Wister-Kyoto
（WKY）ラットと自然発症高血圧ラット(SHR)に高食
塩食を負荷し，コレクトリンの食塩感受性高血圧にお
ける役割を検討した8)．

材料と方法

１. PCRと Stable cell line の作成
　マウス集合管細胞（mIMCD３細胞）を培養し，total 
RNAを精製した．cDNAを合成し，PCRにてmRNA 
の発現を確認した．コレクトリンの Stable cell line を
作成し，さらに siRNAで処理し，二重染色と免疫沈降
を行なった6)．
２. 動物実験
　７週齢のオス SHR（28匹）とWKYラット（28匹）
を９週齢から17週齢まで１％食塩食と８％食塩食に分
けて飼育した8,9,10,11)．17週齢で血圧，尿中アルブミン
排泄量，ナトリウム排泄量などの代謝データを測定し

た．
３. ノーザンブロットとウエスタンブロット
　17週齢の SHRとWKYラットの腎臓を皮質と髄質
に分け，mRNA，蛋白を抽出した．mRNAをノーザン
ブロットに使用した．また，超遠心法を用いて蛋白を
膜蛋白分画（PM），小胞体蛋白分画（VM）に分離し，
ウエスタンブロットを施行した12)．
４. プロモーターアッセイ
　コレクトリン遺伝子５’側の上流２Kのプロモータ
ー領域を pGL４ホタルルシフェラーゼベクター（pGL
４）に ligation し，トランスフェクションした．効率
補正のために pGL4.73ウミシイタケルシフェラーゼ
ベクターを同時にトランスフェクションした．ホタル
ルシフェラーゼ活性をウミシイタケルシフェラーゼ活
性で除して補正した．
５. 定量 PCR
　mIMCD３細胞をアルドステロン１µM，Flow1Hz，
塩化ナトリウム（175ﾋ，200ﾋ，225ﾋ，275ﾋ）で８
時間培養し，定量 PCRにてmRNAの発現を検討した．
６. ユビキチン化蛋白濃縮とウエスタンブロット
　mIMCD３細胞と腎組織からRIPAバッファーでホ
モジェネートを作成した．ポリユビキチンアフィニテ
ィーレジンを加えインキュベーションした．レジンを
スピンカラムに吸着後，ポリユビキチン化蛋白をサン
プルバッファーで溶出した．最終産物をコレクトリン
抗体とユビキチン抗体でウエスタンブロットした．

結　　　果

１. コレクトリンは SNARE関連蛋白と集合管細胞
内で相互作用する．

　mIMCD３細胞でのコレクトリン，SNARE関連蛋白
のmRNA発現を PCRにて確認した．コレクトリンの
Stable cell line を用い，免疫沈降にてコレクトリン，
Snapin，SNAP-23，Syntaxin-４，VAMP-２が SNARE
複合体を形成することを証明した（図略）．
２. コレクトリンは SNAP-23や管腔側膜蛋白と局在
が一致している．

　mIMCD３細胞や Stable cell line にて管腔側と基底
外側細胞膜でのコレクトリンの発現を確認した（図１
Ａ，１Ｂ）．コレクトリンと SNAP-23の局在は部分的
に一致した（図１Ａ，１Ｂ）．アクアポリン-２，α- 
ENaC，H＋-ATPase，（図１Ｄ，１Ｅ），Na＋/K＋ATPase
α-１（図１Ｇ，１Ｈ）などの膜蛋白とコレクトリンは
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完全には一致しなかった．siRNA処理にて，SNAP-
23，各種膜蛋白の発現が減弱し（図１Ｃ，１Ｆ，１
Ｉ），コレクトリンは膜蛋白の膜輸送に関与していると
考えられた．
３. WKYラットの腎臓におけるコレクトリンの発現
　コレクトリン，Snapin，SNAP-23，Syntaxin-４，
VAMP-２は集合管細胞質と管腔側膜上に発現してい
た．皮質，外側髄質，内側髄質に分け，超遠心法を用
いてさらに形質膜分画（PM）と小胞体分画（VM）に
分離したが，いずれの蛋白も皮質，髄質の PM，VM 
分画に広く分布していた（図省略）．
４. WKYラット，SHRにおける高食塩食の効果
　正常食塩食（１％塩化ナトリウム）では，収縮期，
平均血圧は SHRで高値であった．高食塩食（８％塩化
ナトリウム）ではWKYラット，SHRともに，収縮期
血圧の有意な上昇を認めた（図２Ａ，２Ｂ）．高食塩食
にて一日飲水量と一日尿量が増加したが，SHRの方が
顕著であった（図２Ｃ，２Ｄ）．ナトリウム摂取量とナ
トリウム排泄量も高食塩食で増加したが，SHRのナト

リウム排泄量の増加が顕著であった（図２Ｅ，２Ｆ）．
尿中アルドステロン排泄量は高食塩食にて両ラットと
も著明に抑制された（図２Ｇ）．
５. SHRにおけるコレクトリンとイオン，水チャネル
の発現

　皮質集合管の蛍光染色にて，コレクトリンの発現は，
高食塩食群のWKYラットで著明であった．SHRの高
食塩食群でも，コレクトリンの発現亢進を認めたが，
その反応は軽度であった（図３Ａ）．ノーザンブロット
においても，両ラットの高食塩食群においてコレクト
リンの発現亢進を認めた（図３Ｂ）．蛋白レベルでは，
高食塩食にて，WKYラットの皮質でコレクトリン，
アクアポリン-２，α-ENaC，H＋-ATPase，Na＋/K＋

ATPaseα-１いずれも著明な発現亢進を認めたが，髄
質ではコレクトリン，アクアポリン-２のみであった
（図３Ｃ）．SHRでは，高食塩食によるコレクトリン
の発現亢進を認めたが，他の膜蛋白は変化しなかった
（図３Ｃ）．コレクトリンはWKYラット，SHRいず
れの群も小胞体分画に比べ，形質膜分画に多く発現し

　 食塩感受性高血圧とコレクトリン：安原章浩，他７名 　
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Collectrin stable Collectrin siRNA
(Collectrin: Rhodamine)

図１　Double immunostaining of mIMCD3 cell line over-expessing collectrin. Immunostaining of SNAP-23 (A-C), aquaporin-2, 
H＋-ATPase and α-ENaC (epithelial sodium channel)(D-F), Na＋/K＋ATPaseα1 (G-I), using FITC-conjugated secondary 
antinodies (green). Double immunostaining of collectrin was performed with rhodamine-conjugated secondary antibody (red). 
mIMCD3 cells (mIMCD3；left panels), stably collectrin-expressing mIMCD3 cells (Collectrin stable；center panels), and 
mIMCD3 cells treated with collectrin siRNA (Collectrin siRNA；right panels) are shown. Apical and basolateral membranes 
visualized with vertical axis view constructed from individual cells (squares) and are indicated. Collectrin siRNA treatment 
results in the reduction of membrane proteins. Scale bars：20µm.
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ていた．アクアポリン-２，α-ENaC，H＋-ATPase な
どの管腔側膜蛋白も同様に小胞体より形質膜に多く発
現していた（図３Ｄ）．一方，Na＋/K＋ATPaseα-１を
主とする基底外側膜蛋白の発現は，WKYラット，
SHR，小胞体分画，形質膜分画いずれもほとんど変化
はなかった（図３Ｄ）．
６. mIMCD３細胞におけるコレクトリンの発現調節
　125ﾋ塩化ナトリウム濃度のコントロールメディア
に50ﾋ，75ﾋの塩化ナトリウムを添加すると，コレク
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図２　Blood pressure and sodium and water balance in WKY 
rats and spontaneously hypertensive rats (SHR) treated 
with high-salt diet. At 9 weeks of age, SHR and WKY rats 
were fed with MF chow containing １% sodium chloride 
or ８% sodium chloride. At 17 weeks of age, the rats 
were placed in metabolic cages to obtain 24-hour urine 
collections, and their daily albumin and sodium excretion 
levels were measured.
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図３　Expression of collectrin and apical and basolateral 
membrane proteins in renal tissues in WKY rats and 
spontaneously hypertensive rats (SHR) treated with high-
salt diet. A Immunofluorescence staining of collectrin in 
renal tissues of WKY rats and SHR treated with １% 
sodium chloride chow or ８% sodium chloride chow. Scale 
bar； 50µm. B Northern blot analysis of collectrin in 
renal tissues of WKY rats and SHR. mRNA expression of 
collectrin increases by the treatment of high-salt diet both 
in WKY rats and in SHR. C Western blot analysis of 
collectrin, Sgk1 and various membrane proteins. High-salt 
chow prominently up-regulated the protein expression of 
collectrin, aquaporin-2, α-ENaC, H＋-ATPase, and Na＋/
K＋ATPase α1 in renal cortex, while collectrin and 
aquaporin-2 were up-regulated in renal medulla of WKY 
rats. In SHR, treatment of high-salt chow up-regulates 
collectrin and Sgk1 expression, while expression of other 
membrane proteins including aquaporin-2, α-ENaC, H
＋-ATPase, and Na＋/K＋ATPase α1 are not altered in 
renal cortex and medulla. D Western blot analysis of 
vesicular (V) and plasma membrane (PM) fractions. 
Under high-salt chow, the distribution of apical membrane 
proteins, aquaporin-2, α-ENaC, H＋-ATPase, is 
maintained in PM fractions and higher than V fractions 
both in WKY rats and SHR.
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トリン遺伝子のプロモーター活性が約５倍に上昇し
た．高塩化ナトリウム濃度（225ﾋ，275ﾋ）では濃度
依存的に活性低下を示した（図４Ａ）．アルドステロン
やFlowの刺激ではプロモーター活性に変化はなかっ
た．175ﾋ塩化ナトリウム濃度においてmRNA発現は
約２倍増加したが，その他の塩化ナトリウム濃度では
有意差を認めなかった（図４Ｂ）．
７. コレクトリンはユビキチン化によって発現調節を
受けている．

　mIMCD３細胞において，175ﾋ，200ﾋ，225ﾋ塩化
ナトリウム濃度でコレクトリン蛋白の発現が亢進し
た．アルドステロン，Flow 刺激，275ﾋ塩化ナトリウ
ム濃度では変化がなかった（図５Ａ）．コレクトリンの
ユビキチン化は175ﾋ，200ﾋ，225ﾋ塩化ナトリウム
濃度にて減少した．WKYラットでは，高食塩食にて
コレクトリンのユビキチン化は減少したが，SHRでは
ユビキチン化は減少しなかった（図５Ｂ，５Ｃ）．塩化
ナトリウム負荷によるコレクトリンの発現亢進は，コ
レクトリン蛋白のユビキチン化の減少が関与していた．

考　　　察

　我々は，コレクトリンが Snapin と相互作用し，集合
管細胞で Snapin，SNAP-23，Syntaxin-４，VAMP-
２と SNARE複合体を形成すると報告した．アクアポ
リン-２，H＋-ATPase，α-ENaC 等の管腔側膜蛋白は
SNARE複合体によって誘導される12,13)．Stable cell line
や siRNAの結果から，アクアポリン-２，α-ENaC，
H＋-ATPase，Na＋/K＋ATPaseα-１の形質膜への選択
的な膜輸送はコレクトリンによって誘導されると考え
た．コレクトリンは集合管細胞の管腔側で，SNARE 
複合体を介して，様々な管腔側膜蛋白の輸送に関与し
ており，コレクトリンが高血圧においてナトリウム，
水を制御していることが示唆された．
　今回我々は，ラットの腎組織でコレクトリンmRNA
と蛋白の発現が高食塩食にて亢進することを示した．
WKYラットでは，高食塩食にて尿中アルドステロン
レベルは著明に抑制されるが，コレクトリン，アクア
ポリン-２，α-ENaC，H＋-ATPase は形質膜上に保持
されている．SHRでは，食塩摂取量が有意に増加し，
コレクトリンの発現上昇がWKYラットに比べて軽
度であるにもかかわらず，管腔側膜蛋白は形質膜上に
維持されていた．
　ENaCの発現はMineralocorticoid receptor（MR）

や Sgk１の活性化によって一部は維持されているかも
しれないが14)，形質膜でのENaCの保持には SNARE
複合体を介したコレクトリンの発現亢進が関与してい
ると結論づけた．
　次に，高食塩状態でのコレクトリンの発現亢進メカ
ニズムについて検討した．コレクトリンの転写活性は
アルドステロンやFlowで変化がなく，175ﾋから225
ﾋの塩化ナトリウム濃度によって上昇を認めた．しか
し，mRNAの発現亢進は著明ではなく，我々はコレク
トリンのユビキチン化について検討を行なった．
mIMCD３細胞にて，175ﾋから225ﾋの塩化ナトリウ
ム濃度でコレクトリン蛋白のユビキチン化が減少し
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B mRNA expression is up-regulated by the treatment of 
175mM sodium chloride.
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た．同様に，高食塩食を負荷したラットの腎皮質と髄
質においてもユビキチン化が減少した．
　以上の結果より，食塩感受性高血圧におけるナトリ
ウムと水の再吸収の一部は，コレクトリンの発現亢進
によって調節されている．コレクトリンの発現亢進は，
高食塩状態による転写活性の上昇と，ユビキチン化の
減少によって説明可能である．高食塩食にてアルドス
テロンは著明に抑制されるが，管腔側膜上でENaCは
増加する．このことは，腎局所でのパラドキシカルな
Sgk１とMRの発現亢進で部分的には説明可能であ
る．しかし，コレクトリンが高食塩状態で発現亢進し，
SNARE複合体を介してENaCをはじめとする管腔側
膜蛋白の膜輸送を促進しており，食塩感受性高血圧の
ナトリウムと水の再吸収にはコレクトリンが関与して

いる．我々は，腎でイオンと水の制御を行なうコレク
トリンをRAS系の新たなACE遺伝子の一員として
加えたい．

結　　　論

　高食塩状態でのコレクトリンの発現亢進は，アルド
ステロンとは独立して，SNARE複合体を介して管腔
側膜蛋白の膜輸送を促進しており，コレクトリンが食
塩感受性高血圧のナトリウムの再吸収に関与している．
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