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研究成果の概要（和文）：WNKの神経系における機能を解明するため、WNKによるWntシグナル制御機構の解析を
進め、WNK/HSN2シグナルにおいてGSK3βや転写因子Lhx8との関係や、HSANII患者で報告されているHSN2変異体を
用いた解析から神経分化における役割を詳細に明らかにし、これらのシグナル系によるHSANII発症機構を明らか
にした。また、XenopusのE3 ligaseであるMaea.Sによるβ-カテニン分解制御について解析を進め、canonical 
Wntシグナル伝達の新たな抑制機構、それに関連する胚発生機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the function of WNK in the nervous system, we have analyzed the
 regulatory mechanism of Wnt signaling by WNK. To clarified in detail the relationship and the role 
between GSK3β and the transcription factor, Lhx8 in neuronal differentiation, we performed the 
analysis using HSN2 mutants reported in HSANII patients. We have elucidated the mechanism of HSANII 
pathogenesis by these signaling molecules. S, We have also revealed a new mechanism of repression by
 Xenopus E3 ligase, Maea. S in canonical Wnt signaling and in embryonic development.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： WNK　Wntシグナル　HSANII　WNK/HSN2　GSK3β

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでHSANII原因遺伝子WNKによる、その発症分子機構は全く知られていなかった。本研究により、HSANII患
者で報告されているHSN2変異体を用いた解析からWNK/HSN2シグナルにおけるGSK3βや転写因子Lhx8の神経分化に
おける役割を明らかにすることができた。この発見は、なぜWNK/HSN2変異がHSANII発症を引き起こすのか、その
分子機構を示すものである。一方で、Xenopusを用いた胚発生機構の研究からWntシグナルに対するWNKとそのE3 
ligaseの関係を明らかした。これら本研究成果はWNK分子の多様な疾患に対する役割を示す非常に有用な知見と
なると考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 

 

１．研究開始当初の背景 

偽性低アルドステロン症（psuedohypoaldosteronism：PHA）は、特定疾患にも指定されてい

る難病で、その患者は高カリウム血、低ナトリウム血、高レニン血、腎臓からの塩類喪失な

どの症状から、アルドステロンの分泌不全が疑われるが、実際には血中のアルドステロン濃

度は低下していないことから名付けられた。PHAⅡ型は常染色体優性の遺伝形式を取ること

が知られており、原因遺伝子としてプロテインキナーゼ WNK1 および WNK4 が同定された

（Wilson et al., Science, 293: 1107-1112, 2001）。我々は WNK1 結合因子として STE20 様

プロテインキナーゼ SPAK/OSR1 を同定し、生体内において WNK1→SPAK/OSR1→共輸送体とい

うシグナル伝達経路が存在することを示した（Moriguchi et al., J. Biol. Chem., 2005）。

また、この経路が線虫でも進化的に保存されていることを示し（Hisamoto et al., EMBO 

Rep., 2008）、PHAⅡ型と同様の変異を持つ WNK4 を強制発現するトランスジェニックマウス

が PHAⅡ型と同様の症状を発症し、腎臓における SPAK/OSR1 による共輸送体の制御が発症に

重要な役割を果たしていることを示したことにより、PHAⅡ型の発症機構における WNK シグ

ナルの重要性を明らかにした（Yang et al., Cell Metabolism, 2007）。 

一方、WNK1 遺伝子は遺伝性感覚性自律神経性ニューロパチー（HSAN）II 型の原因遺伝子で

もあることが示され（Shekarabi et al., J. Clin. Inv., 2008）、WNK の発生および神経分

化に関わる機能を解析することは、HSANⅡ型の発症機構解明の観点でも重要と考えられる。

我々は、新たな WNK シグナルの研究を進めることにおいて、これまでにショウジョウバエ

の WNK 相同遺伝子欠損変異体を樹立し、遺伝学的解析を進め、WNK が Lhx8 遺伝子の発現を

介して神経分化に関わることを明らかにし、また、FGF シグナルの下流で WNK4 が頭部形成

に関与することを世界で初めて明らかにした（Sato and Shibuya, PLos One 2013; Shimizu 

et al., Genes Cells 2013）。さらに、WNK 分子が Wnt シグナル分子であるβ-catenin の分

解制御に関わることを明らかにした（Sato et al., Com. Biol. 2020）。Wnt シグナルは発

生をはじめ、多くの疾患発症に関わり、神経分化にも深く関わっていることは広く知られて

いる。 

 

２．研究の目的 

Wnt シグナルにおける destruction complex は主に APC、Axin、Dvl、GSK3 に加え、E3 ligese

であるβ-Trcp 等の因子群で形成されることが知られている。我々は GSK3 が WNK の結合分

子であること、WNK タンパクの消失によりβ-catenin が GID complex により分解促進され

ることを明らかにしているが、Wnt シグナルにおける destruction complex と WNK-GID 

complex との関係は不明となっている。これらの関係をより詳細に明らかにし、特に神経細

胞分化に焦点をあて、WNK シグナルと Wnt シグナルとの相互作用を解明する。一方、アフリ

カツメガエルの系を利用して、神経系組織発生時期での機能解析を進めることにより、Wnt

シグナルと WNK シグナル系による神経発生での役割を in vivo で明らかにする。また、こ

れらシグナル研究を進めることにより詳細な HSANⅡの発症機構解明に結びつけ、新たな疾

患モデルの作成へも通じる研究とすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 



１）β-catenin タンパク分解機構の解析 

 β-catenin タンパクの分解には GSK3 によるリン酸化制御が知られている。我々は WNK 分

子がβ-catenin タンパクの分解に関与することから、destruction complex と WNK 分子、

GID complex との関係を生化学的手法を駆使して、これらの関係を解析した。 

２）アフリカツメガエル WNK、GSK3 および他の destruction complex 遺伝子の機能解析 

アフリカツメガエル初期発生において Wnt シグナルは頭部形成に関与することが知られて

いる。WNK、GSK3、他の Wnt シグナル因子の遺伝子に対する Morpholino antisense 

oligonucleotides (MO)により、これら遺伝子を特異的にノックダウンし、表現系の観察（特

に頭部形成）、神経マーカー遺伝子の挙動を調べ、これら遺伝子の上下関係を検討した。 

３）WNK1/HSN2 遺伝子の神経系における機能解明 

 WNK1 遺伝子には神経特異的に発現するアイソフォーム WNK1/HSN2 が存在し、

WNK1/HSN2の変異は遺伝性感覚自律ニューロパチーⅡ型(HSANⅡ)と呼ばれる神経障害を

引き起こす。これまで本疾患の患者において多くの変異体が報告されているが、その機

能および発症機構は全く分かっていない。そこで、実際の患者で報告されている

WNK1/HSN2 変異体の生化学的機能および神経分化に対する影響を解析した。 

 

 

４．研究成果 

（１）HSN2変異体がHSN2および/またはWNK1経路のGSK3βを介して神経分化の調節不全を

引き起こす（Sci. Rep., 2022） 

WNK1/HSN2遺伝子は神経特異的スプライスバリアントであり、その変異により遺伝性知覚

ニューロパチー（HSANII）の原因遺伝子となる。しかしながら、その発症機構は不明とな

っていることから、WNK1/HSN2遺伝子の神経系における機能を解明するため、解析を進め

た。 

HSN2がoxidative stress responsive kinase 1 (OSR1)の活性化とglycogen synthase 

kinase 3β (GSK3β)を介して神経分化を調節していることを見出した。また、HSN2-OSR1

およびHSN2-GSK3βシグナル伝達は、コリン作動性神経機能の重要な調節因子であるLIM 

homeobox 8 (Lhx8)遺伝子の発現を誘導した。これらのことはWNK1と同様にHSN2-

OSR1/GSK3β-LHX8経路が神経分化にとって重要であることを示している。さらに、HSANII

患者で報告されているHSN2変異体を用いた解析により、STE20/SPS1-related proline-

alanine-rich protein kinase (SPAK) およびOSR1の活性化とLHX8遺伝子の発現誘導が抑

制されることを見出した。興味深いことに、HSN2変異体は、野生型HSN2とGSK3βの間の相

互作用を防ぐことによって神経分化を抑制していることがわかった。これらの結果は、

HSN2変異体がHSN2および/またはWNK1経路のGSK3βを介して神経分化の調節不全を引き起

こすことを示している。 

 

（２）Xenopus胚発生におけるGID complexの機能解明（Dev. Growth Dif., 2023） 

アフリカツメガエル（Xenopus）のE3 ligaseであるMaea.Sによるβ-カテニン分解制御に

ついて解析を進めた。その結果、Maea.Sによるβ-カテニンのタンパク質量の減少が転写

レベルではなく、翻訳後の分解によって起こること、Maea.Sは初期発生において、β-カ

テニンタンパク質の分解を介して過剰なWnt活性を抑制する遺伝子として機能し、主に頭

部形成に関与していること、Maea.Sが初期発生において頭部形成に必須な遺伝子であるこ



と、Maea.Sによるβ-カテニンの分解が既知の4つのリジン残基以外のリジン残基のユビキ

チン化を介して起こっている可能性を明らかにした。このmaeaによるβ-カテニン分解機

構のさらなる研究は、canonical Wntシグナル伝達の新たな抑制機構、それに関連する胚

発生機構や癌の抑制機構の解明に貢献すると考えられた。 

 

（３）WntシグナルにおけるE3 ligasesの役割解明 

WNKによるβ-catenin分子の分解機構を既知のWntシグナルと比較するため、E3 ligase分

子に焦点をあて、研究を進めた。WNKの制御下で働くE3 ligase（MAEA）とWntシグナル制

御に関与するとされるE3 ligase（β-Trcp）、それぞれのノックダウン実験を行い、Wnt

刺激下におけるMAEAの重要性を明らかにできた。一方でWntシグナルではGSK3β分子との

関係性についても検討した。その結果、Wnt刺激に呼応したGSK3βによるMAEAに対する制

御を確認できた。今後、E3ligaseノックアウト細胞を樹立し、より詳細な分子機構に関す

る研究を重点的に進め、WNK遺伝子の神経分化における役割を明らかにする。 
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