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研究成果の概要（和文）：KLHL2およびKLHL3をターゲットとしたWNKシグナル制御の可能性は、細胞培養系での
評価としては、その可能性は十分あると考えられた。一方、今後生体内でどのような細胞や臓器で上記戦略が有
効かどうかを探るため、KLHL2およびKLHL3のノックアウトマウスを作成し解析することが出来た。結果として、
KLHLによるWNKの制御は、やはり腎臓での役割が大きいことが判明したが、多臓器ではKLHL2とKLHL3の両方にWNK
キナーゼが支配されている細胞もあると思われ、今後のKLHL2/3トランスジェニックマウスおよびダブルノック
アウトマウスの解析が必要と思われた。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the effects of overexpression of KLHL2 and KLHL3 on WNK protein
 abundance in cultured cells. Overexpression of KLHL2 or KLHL3 along with WNK kinases dramatically 
decreased WNK protein abundance. Thus, it would be possible to modulate WNK signaling in vivo by 
overexpressing KLHL2 or KLHL3. Further study using KLHL2/3 transgenic mice would be necessary. We 
also evaluated the in vivo roles of KLHL2 and KLHL3 by generating and analyzing KLHL2 and KLHL3 
knockout mice. We found that KLHL2 knockout induced WNK4 protein level not in cortex but in medulla.
 In KLHL3 knockout mice, the major changes of WNK protein observed in various organs was WNK1 and 
WNK4 in the kidney. Although the abundant expression of KLHL3 in brain was observed, WNK proteins in
 the whole brain was not increased, suggesting the compensation by KLHL2 or the increased in 
specific cell populations. We plan further study using the double knockout of KLHL2 and KLHL3.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 高血圧　水・電荷室　キナーゼ　E3リガーゼ
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１．研究開始当初の背景 
 
我々はヒトの遺伝性塩分感受性高血圧症（偽
性低アルドステロン症 II 型：PHAII）の病態
解明を通して、WNK キナーゼのシグナル伝達
系を明らかにし(Cell Metab 2007)、腎臓で
は生理的な塩分出納調節のみならずカリウ
ムやリンの代謝にも重要な働きをしている
こと、また腎臓のみならず生体内の各臓器で
働いていること（血管平滑筋でのトーヌス調
節、脂肪細胞の分化･産生、腫瘍細胞の遊走
と浸潤など）、またインスリンやアンギオテ
ンシン II やアルドステロンといった種々の
液性因子や電解質異常により制御を受け、生
活習慣病の種々の局面での病態形成に関与
している事を明らかにしてきた(PLoS One 
2011; Hypertension 2012, 2013)。 
最近、この WNK キナーゼ蛋白を分解する E3
ユビキチンリガーゼ（KLHL2/3—Cullin3 複合
体）を我々は同定した(Cell Reports 2013)。
この分解系の重要性は、その破綻がやはりヒ
トで PHAII を引き起こす事からも明らかで、
最近我々が作製した病態モデル（KLHL3R528H/+

ノックインマウス）でもその機序が確認され
た(Hum. Mol. Genet. 2014)。 
 
２．研究の目的 
 
今まで我々は、この WNK シグナル系を制御す
べく、WNK-SPAK 結合阻害薬（Biochemical J 
2013）や SPAK 直接阻害薬（JASN 2015）の開
発を進めてきている。今回は、この WNK キナ
ーゼの分解系であるKLHL2/3-Cullin3複合体
に着目し、この分子を標的として、KLHL2/3
の発現量の制御によりWNKキナーゼの細胞内
での発現量を制御することでWNKシグナル系
を制御可能かどうかを探索する事を目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞系における KLHL2/3 強制発現
による WNK キナーゼ発現制御の検討 
① HEK293 細胞における強制発現系による
解析。 
HEK293 細胞に、KLHL2 ないし KLHL3 と WNK キ
ナーゼの 1から 4までを同時に強制発現させ、
KLHL2/3 の有無により WNK キナーゼの蛋白量
に変化がみられるかを検討した。 
② 内因性にWNKキナーゼを発現している各
種培養細胞を用いた検討。 
次に KLHL2/3 の強制発現により内因性の WNK
キナーゼ蛋白量の変化の有無を検討した。 

(2) KLHL2/3 トランスジェニックマウスの作
成 
細胞培養系での検討と並行して、生体内での
効果を探るため、トランスジェニックマウス
の作成のためのコンストラクトをBACから各
遺伝子を単離して行う。 
(3) KLHL2,KLHL3 ノックアウトマウス解析に
よる生体内での KLHL2/3 標的の同定 
KLHL3 による WNK4 の制御は、ヒトの病態にお
いても明らかであるが、それ以外の KLHL2/3
による全ての WNK キナーゼに対する制御が、
生体内のどの臓器どの細胞で起きているか
は明らかでない。今後の KLHL2/3 による制御
戦略の策定においても、この情報は重要であ
る。 
 
４．研究成果 
(1) 
① HEK293 細胞において、KLHL2,KLHL3 いず
れの強制発現も、同時に強制発現させた
WNK1,WNK3,WNK4 の蛋白発現量を減少させた。
WNKの下流に位置するOSR1およびNKCC1蛋白
のリン酸化も低下させ、KLHL2 および KLHL3
は WNK キナーゼの E3 リガーゼとして、その
細胞内蛋白量を制御できる事が示された。 
② 一方、内因性に WNK4 を発現している腎
臓遠位尿細管由来のmpkDCT細胞、その他WNK1
及 び WNK3 を 内 因 性 に 発 現 し て い る
glioblastoma 由来の脳腫瘍細胞において、
KLHL2 および KLHL3 の強制発現での WNK 蛋白
への影響を検討した。その結果、①のように
同時に強制発現した場合と異なり、内因性の
WNK キナーゼ蛋白量には大きな変化がみられ
なかった。そのため、KLHL2/3 とともに E3 リ
ガーゼを構成するCullin3も同時に強制発現
させたが、効果の増強は得られなかった。こ
のことから、WNK キナーゼと KLHL2/3 との結
合の場は、同時の強制発現であればその機会
は十分にありえるが、一旦細胞内での特定の
部位に WNK キナーゼが運ばれたあとは、その
機会が減少し、分解の効率が低下すると思わ
れた。KLHL2 および KLHL3 を恒常的に長期間
発現増強できれば、この問題は解決できると
思われ、安定発現株の確立を現在目指してい
る。 
(2) 
トランスジェニックマウス作製は実績のあ
るBACトランスジェニックの作成を行ってい
る。プロモーターとして内因性のプロモータ
ーを使うか、薬剤で制御可能な形に持ってい
くか，両面から作成を試みている。さらに
KLHL2 と KLHL3 はともに生体内でその蛋白を



検出する良い抗体がないために、タグを着け
ることも検討しており、このためいくつかの
ステップに渡るBACへの改変を必要としてお
り、この時点ではまだマウスを得るにはいた
らなかった。 
(3) 
一方、KLHL2 および KLHL3 ノックアウトマウ
スも作成は順調にすすみ、その解析を行うこ
とが出来た。 
① KLHL2 ノックアウトマウスの作成と解析 
最新のCRISPR/Cas9システムによるゲノム編
集技術により、エクソン 2及び 3をターゲッ
トとしたKLHL2ノックアウトマウスの短期間
での作成に成功した。ノックアウトマウスは
致死でなく、外見上異常はなく、成長も野生
型と差は無く、成獣で解析が可能であった。 
まず全身臓器での発現を RT-PCR と抗体で検
討し、発言量の多い脳、肺、腎臓、等で WNK
キナーゼの蛋白発現量のノックアウトマウ
スでの増加の有無を検討した。その結果、各
臓器全体をホモジナイズした試料における
ウェスタンブロットでは、わずかに腎臓での
WNK4 の増加を認めるだけであった。そこで、
腎臓での更なる検討のため、腎臓を皮質、髄
質外層、髄質内層に分けて検討した結果、
KLHL2 自体の発現は皮質より髄質に多いこと
が判明し、それに伴って KLHL2 ノックアウト
マウスにおいて WNK4 の増加は髄質に多いこ
とが判明した（BBRC，2017）。今までは WNK4
の役割は NaCl 共輸送体の存在する皮質の遠
位曲尿細管での役割が主であったが、髄質で
の WNK4 の役割を今後明らかにする必要があ
る。今後は臓器全体の解析で無く、WNK の免
疫染色において、各臓器の特異的な細胞での
WNK キナーゼ蛋白の増加がみられないかを検
討することで、KLHL2 の生体内での WNK キナ
ーゼに対する役割を明らかにし、KLHL2 を介
したWNKの制御が生体内でどの細胞において
有効かを明らかにする。 
② KLHL3 ノックアウトマウスの作成と解析 
KLHL3 ノックアウトマウスはインフレームの
エクソンに LacZ 遺伝子を組み込んだマウス
と、それらも CRE マウスとの交配で取り除い
た 2種類を解析した(MCB 2017)。結果として
両マウスの系統とも形質はかわらなかった
が、KLHL3 の内因性の発現部位を LacZ 蛋白の
発現パターンから知ることが出来た。すでに
腎臓の遠位曲尿細管には存在が推定されて
いたが、やはり尿細管の中でも遠位曲尿細管
でに発現が際だって多かった。その他では脳
の海馬などの神経細胞での発現が多くみら
れた。その他、眼球、肺、心臓、肝臓、胃、

大腸、精巣に発現が確認された。その各々の
臓器でのWNK蛋白の発現量を検討すると腎臓
での WNK1 と WNK4 の増加は明らかであったが、
その他の臓器では明らかでなかった。これら
の KLHL3 が発現している臓器で、WNK の蛋白
量に変化が無い理由としては、臓器の中でも
特定の細胞に KLHL3 が発現しており、臓器全
体の評価ではわからない可能性と、KLHL3 だ
けでなく KLHL2 もその分解に関与しており、
各々単独のノックアウトでは形質が現れな
い可能性が考えられた。今後ダブルノックア
ウトの解析をすすめる予定である。 
 その他得られた興味深いデータをしては、
KLHL3 ノックアウトマウスのヘテロノックア
ウトマウスでは腎臓におけるWNK1,WNK4の増
加がみられなかった事である。以前、ヒトで
PHAII を引き起こす R523H という変異をノッ
クインした KLHL3 ノックインマウスでは、ヘ
テロノックインマウスでも著明な WNK1 と
WNK4 の増加が観察された。つまり、その場合
の変異の持つ意味は、単なる機能喪失型変異
ではなく、ドミナントネガティブ型の変異で
ある事が明らかとなった。単なるヘテロでの
機能喪失ではPHAIIは発症しないことが明ら
かとなった。 
 
まとめ 
KLHL2 および KLHL3 をターゲットとした WNK
シグナル制御の可能性は、トランスジェニッ
クマウスが作成中で、生体内での検証は本研
究期間内には終了出来なかったが、細胞培養
系での評価としては、その可能性は十分ある
と考えられた。一方、今後生体内でどのよう
な細胞や臓器で上記戦略が有効かどうかを
探るため、KLHL2 および KLHL3 のノックアウ
トマウスを作成し解析することが出来た。こ
の成果は、世界に先駆けた報告であり、この
分野をリードしている研究室としての優位
性を発揮できた。結果として、KLHL による
WNK の制御は、やはり腎臓での役割が大きい
ことが判明したが、他臓器ではKLHL2とKLHL3
の両方にWNKキナーゼが支配されている細胞
もあると思われ、今後のダブルノックアウト
の解析で明らかになってくると思われた。 
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