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研究成果の概要（和文）：血圧調節における WNK シグナルカスケードの重要性に着目し、新規

高血圧治療薬開発を目的としてシグナル分子間相互作用阻害薬探索を試みた。蛍光相関分光法を

用いたハイスループット・スクリーニング系を確立し、17,000 種類のライブラリーから、2 種類

の有望リード化合物を得た。医薬品としての最適化を図るため化合物修飾による誘導体展開を実

施し、リード化合物よりも優れ、生体内でも阻害活性を示す新規化合物の創出に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：We focused on the With-no-lysine kinases (WNK) signaling 
cascade which has a pivotal role in regulating blood pressure. Agents that inhibit 
this signal cascade could be a new class of antihypertensive drugs. We sought to 
discover inhibitors of WNK-SPAK binding by screening chemical compounds that 
disrupt the binding. For this purpose, we developed a high-throughput screening 
method using fluorescent correlation spectroscopy. As a result of screening 17,000 
compounds, we discovered two novel compounds that reproducibly disrupted the 
binding of WNK to SPAK. We then performed the modification of the seed 
compounds, and obtained novel compounds that exhibit the higher inhibitory 
activity. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

交付決定額 2,800,000 840,000 3,640,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・腎臓内科学 

キーワード：水・電解質代謝学 

 
１．研究開始当初の背景 

(1) 我々は血圧調節における WNK キナーゼ
カスケードの重要性を報告してきた（Cell 
Metab 2007, Hum Mol Genet 2009 など）。
WNK キナ ーゼ -OSR1/SPAK キ ナ ーゼ
-SLC12a 輸送体シグナル伝達系は、主に
NKCC2, NCC を介した腎臓での NaCl 出納
調節や、NKCC1 を介した血管平滑筋のトー
ヌス調節を介して生体内での血圧調節に関
わり、その破綻は高血圧症を引き起こす。 

 

(2) 輸送体分子が単独ではなく他の分子との
複合体として機能し、このことが生体内で各
輸送体蛋白が緻密に制御され機能する上で
なくてはならない非常に重要なメカニズム
であるというエビデンスを得た（Cell Metab 
2007 など）。蛋白相互作用阻害によるこのシ
グナルの遮断は、新規降圧薬開発をめざす第
一歩となることが推測された。 

 

２．研究の目的 

(1) 新規降圧薬開発をめざす第一歩として、
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このリン酸化シグナルカスケードを阻害す
る化合物の同定を目的とする。具体的には蛋
白・蛋白間結合阻害によるシグナル遮断を目
的とする。 

 

(2) 蛍光相関分光法を用いたハイスループッ
ト・スクリーニングは蛋白をチップに固層化
する必要はなく、液相中にてより生理的な状
況での結合阻害薬スクリーニングが実施で
きる可能性があるが、蛋白相互作用の阻害薬
スクリーニング法としてはまだ一般的であ
るとは言い難く、本研究でその有用性を確立
する。 

 

３．研究の方法 

(1) WNK-OSR1/SPAK-NCC のシグナル伝達
系において、OSR1/SPAKのC末端領域（CCT

ドメイン）が WNK キナーゼおよび NCC 内
の RFxV/I モチーフとの結合ドメインとなる。
このCCTドメインをGST融合蛋白として発
現精製し、蛍光ラベルした WNK4 ないし
NCC の RFxV/I モチーフを含むペプチドと
の結合を蛍光相関分光法（Fluoro-PointLight, 

Olympus）にて確認する。 

 

(2) 東京医科歯科大学ケミカルバイオロジス
クリーニングセンター所有の化合物ライブ
ラリーの化合物を、その反応系に添加し、結
合阻害活性を測定する。 

 

(3) スクリーニングで得られた化合物は、さ
らに別の方法（表面プラズモン共鳴法など）
により、その阻害活性を確認する。 

 

(4) さらに培養細胞系や、生体での阻害活性
を検討する。 

 

(5) 医薬品としての最適化を目指し、リード
化合物の誘導体展開を行う。 

 
４．研究成果 
(1) 蛍光相関分光法を用いた結合検出系で、
WNK4 と SPAK の結合反応（Kd = 1.3 µM）、及
び NCC と SPAK の結合反応（Kd = 11.2 µM）
を再現性良く検出することに成功した（図1）。 

 
 図１ 蛍光相関分光法による WNK4 と SPAK, 

NCC と SPAK の結合反応検出 

 
(2) この系に、約 17,000 種類のスクリーニ
ング化合物を添加することで、阻害薬スクリ
ーニングを実施した。再現性良く阻害効果を
示す10種類のHit化合物が得られた（図2）。
本法の利点は、表面プラズモン共鳴法に比し
て、液相中アッセイというより生理的状況に
近い条件下で、384 well マイクロタイター
プレート上でのハイスループット・スクリー
ニングが可能という大きな特徴がある。 
 

 図２ WNK-SPAK 結合阻害薬ハイスループ
ット・スクリーニングの一例（有望
化合物は白で図示） 

 
(3) さらに阻害効果の高い化合物 2 種類（化
合物 A, B）に限定し、蛍光相関分光法による
結合阻害アッセイを実施したところ、化合物
A , B の 50%結合阻害濃度（IC 50値）はそれ
ぞれ37 μM, 16 μMと比較的良好な結果で
あった（図３）。 

 

 

 図３ 蛍光相関分光法による、2 種の有望
化合物の結合阻害アッセイ 

 

 

(4) これら 2 種の有望化合物について、WNK

もしくは SPAK のどちらのタンパクに結合
しているかをプラズモン共鳴法（BiacoreTM）
で解析した。以下図４に示すように、いずれ
の化合物も SPAK と結合することが判明し
た。また、化合物 A に関しては解離速度が緩
やかであり、医薬品としての適性に優れてい
ると考えられた。 
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 図４ BiacoreTM による化合物・SPAK 間
結合反応検出 

 

(5) 以下図５，６に示すように化合物 A はマ
ウス遠位尿細管細胞（mpkDCT 細胞）及び
マウス血管平滑筋細胞（MOVAS 細胞）にお
いて化合物濃度依存性に SPAK, NCC, 

NKCC1 のリン酸化が抑制された（WNK シ
グナル阻害活性を示した）。このことは、化
合物が細胞内でも機能することに加え、
WNK シグナルにおける蛋白相互作用を阻害
することでこのシグナルが制御できる可能
性を示唆した。なお、化合物 B もほぼ同等の
阻害活性を示した。 

 

 

 図５ マウス遠位尿細管細胞における、化
合物 A の WNK シグナル阻害効果 

 

 

 図６ マウス血管平滑筋細胞における、化
合物 A の WNK シグナル阻害効果 

 

(6) マウスへ投与可能なレベルまでの毒性改
善、及び医薬品としての最適化を図る目的で
本学薬化学研究室との共同研究から、化合物
B をシード化合物とし約 30 種類の誘導体展
開を行った。この中から得られた化合物 B-1

は、蛍光相関分光法で IC50 : 6.9 µM と阻害活
性の改善を認めた（リード化合物 IC50 : 16 

µM）。マウスに腹腔内投与すると、短期的に
腎臓での SPAK, OSR1, NCC, NKCC1 のリ
ン酸化阻害効果を認めた（図７）。また図８
に示すように、マウス大動脈に発現する
NKCC1 のリン酸化阻害効果も認めた。これ
らの結果から、有望な新規降圧薬シーズとし
ての期待が得られた。 

 

 
 図７ 誘導化合物B-1のマウス腹腔内投与

によるWNKシグナル阻害効果（腎臓） 
 

 
図８ 誘導化合物 B-1 のマウス大動脈にお

ける WNK シグナル阻害効果 
 
結語 
 
蛍光相関分光法を用いた WNK-SPAK 結合阻害
薬探索のためのハイスループット・スクリー
ニング系を確立し、その誘導体展開も行うこ
とで生体レベルで阻害効果を示す創薬シー
ズを得ることができた。これは新しいタイプ
の降圧薬シーズとして極めて有望である。 
また今回我々が確立した蛍光相関分光法を
用いたスクリーニング手法は，他の２分子間
の結合を阻害する化合物の同定にも応用可
能と考えられる。 
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