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研究成果の概要（和文）：WNKキナーゼは遺伝性高血圧症の原因遺伝子であり、我々はそのシグナル系を解明
し、血圧調節に重要な役割を担っていることを示してきた。本研究は、同疾患において新規に原因遺伝子として
発見されたKLHL3とCullin3によるWNKキナーゼ分解系の、塩分感受性高血圧における生理的意義とその制御機構
を明らかにすることにより、高血圧の新たな知見と新規治療ターゲットを得ることを目的とする。さらにWNKシ
グナルの未知の基質や下流分子の同定を目指し、それに基づいた新しい治療戦略と方法を、我々の阻害薬スクリ
ーニングシステムも用いて導き出したい。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the with-no-lysine kinase 1 (WNK1), WNK4, kelch-like 3 (KLHL3),
 and cullin3 (CUL3) genes are known to cause the hereditary disease pseudohypoaldosteronism type II 
(PHAII). In this project, we generated Cul3 knock-in PHAII model mice and KLHL3-/- mice. KLHL3-/- 
mice showed PHAII-like phenotypes, whereas KLHL3+/- mice did not. We further demonstrated that the 
dimerization of KLHL3 can explain this dominant negative effect. We also found that KLHL3 expression
 was decreased in CUL3WT/Δex9 mice. These findings indicate that the decreased abundance of KLHL3 
is a specific phenomenon caused by mutant CUL3 (Δexon9). In this study, we clarified WNK kinase 
degradation system by KLHL3 and Cullin3. We have also investigated the function of WNK kinase in the
 organ other than kidney, and found that WNK4 is an adipogenic factor and its deletion reduces 
diet-Induced obesity in mice.

研究分野：腎臓内科

キーワード： WNKキナーゼ　塩分感受性高血圧　蛋白分解系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、遺伝性高血圧疾患において新規に発見されたKLHL3とCullin3によるWNK分解系を転写からリン酸
化蛋白修飾まで幅広い新規機序を明らかにすることができた。特に、KLHL2/3,Cullin3遺伝子改変マウスの作成
により本制御系の破綻がもたらす病態を明らかにした。さらに研究を発展させ、遺伝子改変マウス等を駆使して
様々な臓器や病態での新たなWNKシグナルの機能探求を明らかにし、WNKキナーゼの新規の基質や下流分子を同定
しており、今後、臨床への発展も目指していきたい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
WNK キナーゼは、その遺伝子
異常が偽性低アルドステロ
ン症 II型 
(pseudo-hypoaldosteronism 
type II: PHAII）という塩分
感受性高血圧症を引き起こ
す。我々は、WNK キナーゼの
基質に OSR1/SPAK キナーゼ、
さ ら に そ の 基 質 と して
SLC12A 輸送体分子の存在を
明らかにし、それらが腎臓の
塩分出納調節および血管の
トーヌス調節に重要な WNK-
OSR1/ SPAK-SLC12A シグナル
伝達系を構成していること
を明らかにした（Cell Metab 
2007 など）。さらにこの系は、
塩分摂取に応じて制御され
ている事や（Kidney Int 2008）インスリン（PLoS One 2011, Hypertension 2012）、アンギオテ
ンシン II （BBRC 2010）、アルドステロン（Kidney Int 2008）などの液性因子によって制御を
受ける事を報告し、一般的な塩分感受性高血圧発症に関わることを示してきた。例えば、塩分過
剰なら WNK シグナルは抑制されて、塩分再吸収を抑える事によって体内から塩を捨てようと調
節をする。しかし、肥満患者では高インスリン血症による WNK シグナル亢進によって、塩分の体
外への適切な排出ができずに塩分感受性高血圧が起きる事を我々は報告し、大規模臨床研究で
示された NCC 阻害薬のサイアザイド剤が肥満患者でより有効である機序を明らかにした
(Hypertension 2012)。このような WNK シグナルの発見や塩分感受性高血圧における重要性を明
らかにした事などで、申請者 蘇原は日本腎臓学会大島賞(2013)、Young Investigator Award of 
Asian Nephrologist(APCN)(2014)を受賞した。2012 年、PHAII の新たな原因遺伝子として Kelch-
like 3（KLHL3）と Cullin3(Cul3)が明らかになり、KLHL3 が Cul3 と複合体を形成し、WNK キナ
ーゼの E3ユビキチンリガーゼとして機能する事を我々は示した（Cell Reports 2013, Hum Mol 
Genet 2014）。KLHL3 は WNK キナーゼをユビキチン化し、WNK 蛋白量の減少をもたらし、それに対
して PHAII を引き起こす変異 KLHL3 は WNK ユビキチン化を阻害して WNK の量を増加させること
を示した。この WNK 分解障害による WNK 蛋白増加が下流の WNK-OSR1/SPAK-NaCl 共輸送体（NCC）
シグナル系の過剰亢進を起こし、PHAII における高血圧の原因となること、すなわち、WNK のユ
ビキチン化障害そしてその結果としての WNK 分解障害が PHAII 発症の共通の病態であることを
報告した。これは難病である PHAII の病態解明だけでなく、塩分摂取が高血圧につながる蛋白分
解機構を明らかにしたという点で、非常に重要であった。また、WNK3 / KLHL2 も血管平滑筋に
存在して WNK キナーゼのユビキチン化と蛋白分解を制御し、血管トーヌスを調整することも報
告した(Hypertension 2013, JASN 2015)。これらの研究は新規原因遺伝子 KLHL3 の PHAII とい
う難病での働きは明らかにしたが、KLHL/Cul3 複合体の生理的な制御は細胞レベルでその一端が
明らかになりはじめたところであり、不明なところが未だ多い。KLHL/Cul3 複合体による WNK 分
解シグナル系の生理的制御の解明は、塩分感受性高血圧に新しい知見と治療ターゲットを生み
出すと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、まず PHAII 患者で新規に発見された KLHL/Cul3 複合体による WNK 分解系の詳細な
メカニズムを探求し、塩分感受性高血圧における生理的な役割と機能を明らかにしたい。これは
高血圧患者に対する新規治療ターゲットの開発にもつながる。さらに、我々は WNK シグナルの重
要な構成分子について多くの遺伝子改変マウスを保有し、血圧以外の興味深い表現系も既に得
ており、他臓器での WNK シグナルの重要性も明らかにしていく。塩分摂取で調節をうける WNK シ
グナルが肥満や免疫などの領域まで関連づけられれば高インパクトの全く新しい知見になる。
また、新たな WNK シグナルの基質などを明らかにし、創薬へ繋げていく。研究期間内に以下の事
項を明らかにしたい。 
(1)KLHL/Cul3 複合体による WNK 分解系の制御メカニズムの解明：新規 KLHL/Cul3 複合体による
WNK 分解機構について転写の調節といった基本的事項から蛋白修飾に至るまで幅広く探求する。
特に最近我々は p62 と KLHL の結合を介した WNK 分解を証明しており、遺伝子改変マウスを用い
た選択的オートファジーによる WNK シグナル制御、さらに発展させて水電解質出納機構や血管
トーヌス調節機構における選択的オートファジーの働きを解明したい。 
(2)KLHL2/3,Cul3 遺伝子改変マウスの作成と解析：病態モデルノックインマウスやノックアウト
マウス作成によって生体内での KLHL-Cul3 複合体による WNK 分解異常が起こす真の病態を明ら



かにするとともに、難病指定されている PHAII の新規治療法検討モデルとしても活用する。 
(3)KLHL/Cul3/WNK シグナルの各臓器での働きの解明：「塩分感受性の亢進」は、血圧実測値とは
独立した、多種な疾患や病態の危険因子である事が臨床研究で証明されている (Felder et al. 
Curr Opin Nephrol Hypertens. 2013)。これは、塩分感受性亢進を起こす WNK シグナルが血圧だ
けでなく、種々の臓器や病態に影響を与えていることを強く示唆する。実は WNK 関連の遺伝子改
変マウスで抗肥満作用など、すでに我々は血圧以外の表現系を発見しており、WNK シグナルと各
病態との全く新しい知見を得ると同時に、それに基づいた新しい治療ターゲットを明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
 
(1)WNK-KLHL-Cullin3 複合体発現の生理的な制御：本研究では塩分と血圧の調節機構である新規
KLHL-Cullin3 複合体の生理的な制御機構を明らかにする。まずは培養細胞実験で WNK シグナル
制御因子によって KLHL3 の転写や蛋白量がどのように変化するかを調べる。さらに KLHL2 の発
現機構も検証する。特に、血管平滑筋細胞での細胞外カリウムによる KLHL2 を介した WNK 発現の
調節を発見しており、この知見からカリウム摂取によりアルドステロン亢進にもかかわらず血
圧が下がるという“アルドステロンパラドックス”の機序を明らかにしたい。 
(2)WNK/KLHL/Cullin3 の翻訳後修飾を介した WNK シグナル制御：質量分析より同定された KLHL3
リン酸化部位がリン酸化すると WNK が捉えられなくなる事と、PKA/Akt で同部位がリン酸化され
る事を細胞レベルで報告した(BBRC 2015)。これは高インスリン血症(Akt)や脱水時(PKA)などに
おける WNK シグナル亢進に関わると考えられ、完成したリン酸化抗体を用いて生体で検証する。
また、KLHL2 には同じモチーフがあり、その上流因子とともに検討する。 
(3)KLHL2/3,Cullin3 遺伝子改変マウスの作成：WNK 分解障害が関わる病態の解明のためには、遺
伝子改変マウスの作成と解析が不可欠である。KLHL3 プロモーター下に LacZ を組み込んだノッ
クインマウスは完成しており、KLHL3 の発現臓器/細胞を明らかにして、その細胞の WNK シグナ
ルを検討する。さらに KLHL3 ノックアウトマウスが完成しており、解析を開始している。また、
我々は CRISPR によるゲノム編集技術を習得しており(Hypertension 2015)、CRISPR による KLHL2
ノックアウトマウス作成を行っている。生体での KLHL2 の機能解析とともに、多くの臓器/細胞
では KLHL2/3 が協調して WNK 分解を制御していると考えられ、KLHL2/3 のダブルノックアウトマ
ウスには多くの表現系が期待される。さらに我々はPHAII変異によって起きるexon9の skipping
を Cre 発現によって誘導できる Cullin3 ノックインマウスの作成に成功しており、PHAII の機序
と特徴を明らかにしていきたい。 
(4)KLHL/Cullin3/WNK シグナルの各臓器での働きの解明：近年、血圧調節以外の病態における WNK
シグナルの重要性が明らかになりつつある。WNK キナーゼは腎臓や血管平滑筋以外にも脂肪細胞、
脳/神経、免疫細胞、消化管上皮、心筋などの各臓器に発現している。我々は、この系の構成分
子の遺伝子改変マウスを多数保有または作成中であり、各臓器でこの系を制御できる。特に、以
下の臓器や病態において WNK シグナルとの関連性が浮かび上がっており、世界に先駆けて明ら
かにしていきたい。最近我々は WNK4 ノックアウトマウスが肥満抵抗性であり、インスリン抵抗
性を起こしにくいことを発見した。また 3T3-L1 細胞において WNK4 が脂肪細胞分化に伴い強力
に誘導され、WNK4 抑制は培養細胞における脂肪滴蓄積を障害することを見出した。塩分で制御
される WNK シグナルと肥満の関連はメタボリック症候群病態解明のための高インパクトな知見
となり、WNK4 と糖脂質代謝との関わりを解明することを目標とする。 
 
４．研究成果 
 
(1)Akt による KLHL3 と WNK4 間の生理的な結合制御機構解明： WNK シグナルの生理的な調節因
子は明らかになってきたものの、KLHL3-Cullin 複合体による WNK キナーゼ分解の生理的な制御
についてはよくわかっていないため、質量分析を用いて KLHL3 のリン酸化サイトを同定し、その
部位に対するリン酸化抗体を作成し検討した。結果として、KLHL3 の kelch-repeat 内の S433 が
リン酸化サイトであると同定された。WNK4 によって免疫沈降された KLHL3 は S433 リン酸化が減
少しており、S433リン酸化によって KLHL3は WNK4との結合が減少することがわかった。In vitro 
kinase assay では PKA と Akt による KLHL3 S433 のリン酸化が確認され、さらに培養細胞では
forskolin と insulin の刺激で KLHL3 S433 リン酸化が各々亢進した。これにより、我々は PKA
と Akt による KLHL3 リン酸化が WNK4 との結合を制御することを明らかにした。これはインスリ
ンやバゾプレッシンによる WNK シグナル制御の生理的メカニズムの１つであると考えられた。 
(2)KLHL3 変異による PHAII モデルマウスの作成と解析：我々は KLHL3 ノックアウトマウスの作
成に成功し、KLHL3 の組織分布と機能を検討した。我々は KLHL3 の exon3 に LacZ を組み込み，
内因性の KLHL3 プロモーター下にβ-gal を発現するノックアウトマウスを作成した。Western 
blotting では腎臓，脳，眼，精巣，心臓，肺，膵臓，胃にβ-gal 発現を確認し、特に脳と腎臓
に発現が強く確認され、LacZ 染色では，脳の海馬、腎臓の遠位尿細管に強く染色が認められた。
しかし、腎臓を除く臓器において、WNK キナーゼの発現増加は認めず、他の代償機構や我々の検
討していない臓器へのさらなる検討が必要と考えられた。また、腎臓において、KLHL3 ノックア
ウトマウスは WNK1 と WNK4 の分解不良による発現増加を認め、その下流の SPAK と NCC のリン酸



化が増加することで PHAⅡ様の症状を呈してい
た。しかし、しかしながら、KLHL3+/-ヘテロノ
ックアウトマウスでは、KLHL3R528H/+ノックイ
ンマウスとは異なりWNKシグナルの亢進を認め
ず、KLHL3 R528H はドミナントネガティブ効果
を持つことが示唆された。そのメカニズム解明
のために共免疫沈降法を行い、KLHL3 は二量体
を形成することを発見し、KLHL3R528H が野生型
KLHL3 と二量体を形成し、この二量体のどちら
かに変異 KLHL3 が組み込まれることにより、
KLHL3 による WNK 分解システムが破綻し、ドミ
ナントネガティブ効果を示すことでPHAIIを発
症することを in vitro で明らかにした。本研
究によって、KLHL3 による WNK シグナル制御機構は、量だけでなく、我々が過去に報告した、リ
ン酸化などを介した質的な制御も重要であると考えられた。(Mol Cell Biol. 2017) 
(3)CUL3 変異による PHAII モデルマウスの解析：PHAII を引き起こす CUL3 変異は、exon9 の
skipping を起こし、57 アミノ酸を欠失した変異 CUL3（CUL3Δ403-459）を発現する。しかしな
がら、この変異 CUL3 に起因する PHAII において、CUL3 と WNK を連結するアダプタータンパクで
ある KLHL3 の病的挙動は依然として不明であった。今回我々は、CUL3 変異 PHAII 患者でみられ
る CUL3（Δexon9）を発現する KIマウス（CUL3WT/Δex9）を作製し解析した。この KIマウスが
ヒト PHAII の表現形を呈し、適切な病態モデルマウスであることを確認した後、KI マウスにお
いて KLHL3 の発現量が著しく低下していることを確認した。しかしながら、KLHL2 のような KLHL3
と相同性の高い他の KLHL ファミリータンパク質の発現量に差はみられなかった。変異 CUL3（Δ
exon9）が KLHL3 タンパク特異的に影響を及ぼしていると推察され、この in vivo の知見は CUL3
変異に起因する PHAII の病因解明に役立つものと考えられた。(Clin Exp Nephrol. 2018) 
(4)KLHL2 ノックアウトマウスの作成と解析：KLHL3 と同じく WNK を蛋白分解系に導く KLHL2 の
ノックアウトマウスの作製と解析を行った。KLHL2 ノックアウトマウス腎臓における KLHL2 が
WNK-SPAK/OSR1 カスケードに与える影響を検証した。腎臓での WNK4 蛋白の発現量をウェスタン
ブロットにより評価したところ、KLHL2 を発現している control マウスと比較して KLHL2 ノック
アウトマウスで有意に増加していることが確認できたが、WNK4 の下流にある SPAK、OSR1、NCC の
リン酸化の亢進は認めなかった。PHAII の表現型も示さず、これは KLHL2 の発現部位が腎髄質優
位であり、NCC の発現部位である遠位尿細管での発現が少ないためであると考えられた 
(Biochem Biophys Res Commun. 2017)。 
(5)脂肪細胞における WNK シグナルの機能解析を行った。マウス脂肪組織、特に成熟脂肪細胞に 
WNK4 が強く発現していることが新たに分かり、脂肪組織から 未分化な脂肪由来幹細胞を含む
間質血管細胞を単離し、脂肪細胞への分化誘導刺激を加えると、WNK4 の発現が早期から増大す
ることを示した。また、これが脂肪分化のモデル細胞である 3T3-L1 細胞においてもみられ、細
胞分化のマスターレギュレーターである PPARγ や C/EBPαに先行して起こり、WNK4 のノック
ダウン が PPARγや C/EBPαの発現を抑制し、脂肪細胞への分化と脂肪滴の蓄積を抑制するこ
とを明らかにした。これらはヒト由来の間葉系胚細胞を用いた実験でも同様の結果を示し、ヒト
においても同様の制御機構が存在すると考えられた。また、WNK4 による脂肪細胞分化を制御す
るメカニズムとして、WNK4 が細胞周期を脂肪細胞分化の早期から制御し、その結果として 
PPARγ の転写を阻害している可能性を示した。さらに、WNK4 ノックアウトマウスを解析した結
果、WNK4 ノックアウトマウスは高脂肪食で誘発される肥満になりにくく、脂肪細胞サイズは野
生型マウスに比して小さく、インスリン感受性も良いことを示した。これは、これまで主に腎臓
における塩分感受性高血圧の制御因子として知られていた WNK4 が、脂肪組織では脂肪細胞の分
化を制御し、高脂肪食による肥満の病態にも寄与することを示すという、高血圧と肥満の病態を
繋ぐ全く新しい知見で、メタボリックシンドロームの病態解明に役立つと考えられた。また本研
究の結果から、 メタボリックシンドロームなど高血圧と肥満を合併した病態の新規治療戦略と
して、WNK4 の抑制が有用であると期待された。(EBioMedicine. 2017) 
(6)メトホルミンによる NCC 脱リン酸化作用の発見。近年、古くより使用されてきた糖尿病治療
薬であるメトホルミンが、血糖降下作用効果の他にも抗老化や抗癌作用など様々な効果がある
ことが明らかにされ、その糖尿病以外の疾患への有用性が新たに注目されている。興味深いこと
に最近のメタアナリシス研究でメトホルミンが糖尿病でない患者さんに対して血圧を低下させ
る効果があると報告されたが、腎臓におけるメトホルミンの血圧調節作用やその機序は不明で
あった。我々はメトホルミンの投与によって、マウスの尿中への塩分排泄量が増加することを明
らかにした。腎臓の塩分輸送体について検討を行うと、腎臓の NCC のリン酸化が低下しており、
NCC の活性化が低下するために尿中への塩分排泄が増加していた。さらに、メトホルミンによる 
NCC のリン酸化の低下が、単離した腎臓においても認められ、メトホルミンが NCC のリン酸化
を直接的に抑制することが証明された。今後、過食によって増加する、高血圧を有したメタボリ
ック症候群症例などへのメトホルミンのさらなる活用が期待される。(Metabolism. 2018) 
(7)WNK シグナルの研究の中で、CKD における塩分感受性亢進のメカニズムを検討する中で、CKD
研究も進めることができた。CKD における腎臓内のエネルギー状態や尿毒素などの代謝物の蓄



積を評価するため、 CKD モデルマウスの腎臓組織のメタボローム解析を行い、代謝物の種類や
濃度を網羅的に分析した。ATP は生物のエネルギー源となる物質であり、エネルギーを放出して 
AMP になりますが、CKD の腎臓ではこの AMP/ATP の比率が上昇し、エネルギー状態が通常の腎
臓と比較して悪化していることが確認された。次に我々は、エネルギーセンサーとして重要な役
割を果たしている AMP 活性化プロテインキナーゼ (AMPK)に着目した。AMPK は細胞内のエネル
ギーのセンサーとして重要な役割を担っており、細胞内のエネルギーが低下、つまり AMP/ATP 
比が上昇していれば AMPK は活性化して ATP 産生などを促し、エネルギー状態を改善する。し
かし、CKD の腎臓ではエネルギー状態が悪化しているにも関わらず、CKD による尿毒素の蓄積や
体内環境の酸性化などによって AMPK が活性化されない「エネルギー不全感知障害」をきたし
ていることが明らかにした。本研究により、CKD 腎臓でのエネルギー代謝障害によって、腎機能
障害が進行するメカニズムが明らかになり、低タンパク食も AMP 非依存性に AMPK を活性化す
ることから、食事制限が不要な CKD 治療法につながる可能性が示唆された。(Kidney Int. 2019) 
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