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研究成果の概要（和文）：本研究では、新規血圧調節系であるWNK4-NCC刺激伝達系の詳細を明らかにし、これらの知見
をもとに、高血圧の新しい治療戦略を立ち上げることを目的とした。野生型WNK4がNCCの正の制御因子である事を確認
した。WNK4はKLHL3とCullin3と結合してユビキチン化されることで発現量を制御され、疾患起因性変異によるWNK4のユ
ビキチン化障害がPHAII発症の共通の病態であることを明らかにした。WNK キナーゼとOSR1/SPAK との間の結合の阻害
活性を持つ化合物のスクリーニングを行い、新規降圧薬開発へ向けて有望な化合物を得ることに成功した.

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to further characterize the WNK-NCC signal transduct
ion system and to propose a novel strategy for treatment of hypertension.
 Transgenic mice overexpressing WNK4 showed PHAII phenotypes, indicating that wild-type WNK4 protein was a
 positive regulator of NCC. KLHL3 interacted with Cullin3 and WNK4, induced WNK4 ubiquitination, and reduc
ed the WNK4 protein level. PHAII-causing mutations in either protein reduced the ubiquitination of WNK4, r
esulting in an increased level of WNK4 protein. Thus, we found that WNK4 was a target for KLHL3-mediated u
biquitination, and impaired ubiquitination of WNK4 was the common mechanism of human hereditary hypertensi
on. 
 As a result of screening chemical compounds that disrupted WNK/SPAK binding, we discovered three novel co
mpounds that could be promising seeds of new types of antihypertensive drugs.
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１．研究開始当初の背景 

近年、腎臓内科学領域において、慢性腎臓病 

(CKD) という概念が提唱され、その対策は緊

急の課題となっている。CKD において、高

血圧は腎障害の結果として発症するのみな

らず、腎症の進行を促進させる最大の危険因

子となっている。高血圧の発症には腎臓が深

く関わっており、腎臓における水、電解質の

再吸収調節機構の破綻による体液貯留こそ

が高血圧発症のキーステップとなっている。 

申請者 頼建光はすでに腎臓での水・電解

質輸送に重要な役割を果たしている分子に

ついて、疾患患者解析により明らかになった

変異に焦点をあて、分子変異がもたらす病態

メカニズムを解明してきた。そして 2007 年

に偽性低アルドステロン血症 II 型 (PHAII) 

という、遺伝性の高血圧性疾患について、原

因遺伝子 WNK4 キナーゼの疾患起因性変異

をもつノックインマウスを作製し、高血圧発

症が、変異 WNK4 による尿細管 Na-Cl 共

輸送体 (NCC) の活性の亢進による塩分再吸

収に起因することを見出した。すなわち、新

規の血圧調節系（WNK4-NCC 刺激伝達系）

の存在を、世界に先駆けて明らかにした。 

 

２．研究の目的 

本 研 究では 、 新規血 圧 調節系 で あ る

WNK4-NCC 刺激伝達系の詳細を明らかにし、

これらの知見をもとに、高血圧の新しい治療

戦略を立ち上げることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 野生型 WNK4 の生理的意義： 

WNK4 BAC トランスジェニックマウスを作

成し，解析した。 

(2) 細胞内ユビキチン化によるWNK-NCCシ

グナル系の制御： 

PHAII の原因遺伝子として新たに同定され

た KLHL3 と Cullin 3 について、WNK との

関係を細胞での強制発現系において検討し、

PHAII の発症機序の解明を試みた。 

(3) 血管平滑筋における WNK - SPAK - 

NKCC1 シグナル系の制御： 

血管平滑筋でのSPAK-NKCC1リン酸化の制

御因子について検討するため、マウスに塩分

負荷，angiotensin II投与を行い、解析した。 

(4) WNK/SPAK結合阻害による新規高血圧治

療薬の開発： 

WNK-OSR1/SPAK-SLC12A輸送体リン酸化

系の阻害剤は，降圧作用と血管拡張作用の

dual effectを持つ新規降圧薬となり得る。こ

の可能性を実現すべく、WNK キナーゼと

OSR1/SPAK との間の結合モチーフを阻害す

るというアプローチを行った。 

 
４．研究成果 

(1) 野生型 WNK4 の生理的意義： 

WNK4 BAC トランスジェニックマウスを

WNK4 発現量に応じて解析したところ、

WNK4 発現量増加に応じて血圧上昇、代謝性

アシドーシス，腎における OSR1/SPAK, 

NCC のリン酸化の亢進を認め、PHAⅡ様の

表現型を呈した。これより野生型 WNK4 が

NCCの正の制御因子である事が確認された。

（雑誌論文 9） 

(2) 細胞内ユビキチン化によるWNK-NCCシ

グナル系の制御： 

細胞での強制発現系においてKLHL3は

WNK4およびCullin3と結合し、WNK4ユビ

キチン化の増強とWNK4蛋白量の減少をもた

らした。変異WNK4/KLHL3/Cullin3はこれら

の結合を阻害し、WNK4蛋白量が増加した。

以上より、WNK4はKLHL3によるユビキチン

化の基質であり、WNK4のユビキチン化障害

がPHAII発症の共通の病態であることが明ら

かとなった。（雑誌論文1,2,3,7,8,9） 

 (3) 血管平滑筋における WNK - SPAK - 

NKCC1 シグナル系の制御： 

マウスに塩分負荷，angiotensin II 投与を行

ったところ、血管平滑筋でSPAKとNKCC1 



リン酸化の亢進を認めた。WNK3ノックアウ

トマウスでは，これらの効果はみられなかっ

た。これより、塩分摂取は血管平滑筋におい

てangiotensin IIとWNK3 – SPAK / NKCC1

シグナル伝達系を介して、トーヌスを制御し

ていることが示された。（雑誌論文5） 

 (4) WNK/SPAK結合阻害による新規高血圧

治療薬の開発： 

WNK由来のRFxV/I モチーフを蛍光TAMRA 

で標識し、SPAK由来のCCT ドメインをGST 

融合蛋白として精製し、蛍光相関分光法(FCS)

を用いて、高親和性の結合反応の検出に成功

した。この系を利用して、ケミカルライブラ

リーの化合物で結合阻害活性を持つ物質のス

クリーニングを行ったところ、3種類の有望化

合物を同定した。これらの化合物は培養細胞

でシグナル阻害活性を認め、マウス投与でも

腎と大動脈でのSLC12A輸送体のリン酸化低

下を認めた。こうして、新規降圧薬開発へ向

けて有望な化合物を得ることに成功した。（雑

誌論文6） 
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