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研究成果の概要（和文）：偽性低アルドステロン症II型(PHAII)は、塩分感受性高血圧を呈する遺伝性疾患であり、原
因遺伝子としてWNK1及びWNK4に加えて、KLHL3とCullin3が新たに同定された。我々はPHAII変異を持つKLHL3R528H/+ノ
ックインマウスを作製し、変異KLHL3がWNK1、WNK4と結合できず、WNKキナーゼのユビキチン化が減弱し、WNK1及びWNK4
の蛋白量が増加し、その結果結果としてWNKシグナルが過剰亢進するためPHAIIが発症することを報告した。その他、血
管でのWNKシグナルの働き、KLHL3リン酸化でのWNKシグナル制御、SPAK阻害薬スクリーニングなどの報告を行った。

研究成果の概要（英文）：Pseudohypoaldosteronism type II (PHAII) is a hereditary disease characterized by 
salt-sensitive hypertension, hyperkalemia and metabolic acidosis, and genes encoding with-no-lysine 
kinase 1 (WNK1) and WNK4 kinases are known to be responsible. Recently, Kelch-like 3 (KLHL3) and Cullin3, 
components of KLHL3-Cullin3 E3 ligase, were newly identified as responsible for PHAII. To investigate the 
pathogenesis of PHAII caused by KLHL3 mutation, we generated KLHL3R528H/+ knock-in mice. KLHL3R528H/+ 
knock-in mouse is an ideal mouse model of PHAII. Interestingly, the protein expression of both WNK1 and 
WNK4 was significantly increased in the KLHL3R528H/+ mouse kidney, confirming that increases in these WNK 
kinases activated the WNK-OSR1/SPAK-NCC phosphorylation cascade in KLHL3R528H/+ knock-in mice. Thus, we 
found that increased protein expression levels of WNK1 and WNK4 kinases cause PHAII by KLHL3 R528H 
mutation due to impaired KLHL3-Cullin3-mediated ubiquitination.

研究分野：腎臓内科

キーワード： WNKキナーゼ
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１．研究開始当初の背景 
 我々は塩分感受性高血圧を呈する偽性低
アルドステロン症II型(PHAII)という遺伝性
疾患の病態解明を通して、WNK キナーゼによ
る腎臓での新たな塩分出納・血圧制御機構を
明らかにしてきた。WNK1 と WNK4 は腎臓にお
いて、OSR1 と SPAK という 2つのキナーゼを
リン酸化し、OSR1 と SPAK はさらに NaCl 共輸
送体(NCC)をリン酸化・活性化し、原尿から
塩分を再吸収させる。PHAII では WNK シグナ
ルの亢進により NCC が活性化し、塩分感受性
高血圧となる。最近、新たに KLHL3 と
Cullin3(CUL3)が PHAII の原因遺伝子として
同定された。CUL3とKLHL3は複合体を形成し、
基質蛋白をユビキチン化し分解に導く E3 リ
ガーゼとしての役割を持つと推定されてい
たが、生体内での KLHL3 の基質と、KLHL3 変
異によるPHAII発症メカニズムは不明のまま
であった。 
 また、近年、高齢者の高血圧症に降圧利尿
薬が第一選択薬の一つとして挙げられるな
ど、利尿薬が再び注目されている。利尿薬の
作用機序は腎臓尿細管での塩分輸送体や水
チャネルを阻害することによって、塩分や水
を再吸収せずに尿中に出すという単純なも
のである。サイアザイド系利尿薬、ループ利
尿薬に加えて、最近はバソプレシン V2 受容
体拮抗薬（トルバプタン）も使用される。サ
イアザイドは Na-Cl 共輸送体(NCC)、ループ
利尿薬は Na-K-Cl 共輸送体(NKCC2)、トルバ
プタンはバゾプレシン V2 レセプターを介し
て AQP2 水チャネルの機能を阻害することに
よって利尿剤として機能する。申請者はこれ
らの腎臓の水チャネルや塩分輸送体につい
てこれまで研究を行ってきた。大学院生時代
には AQP2 をはじめとする水チャネルについ
て研究を行い(PNAS 2006, AJP 2005 など)、
近年では、偽性低アルドステロン症 II 型
(PHAII)の原因遺伝子である 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 Na-Cl 共輸送体(NCC)の存在を明らか
にし、それらが腎臓の塩分出納調節に重要な
WNK-OSR1/SPAK-NCC シグナル伝達系を構成し
ていることを明らかにし（Cell Metab 2007
など）、メタボリック症候群では WNK シグナ
ル亢進によって、塩分感受性高血圧が起きる
事を報告した(PLoS One 2011, Hypertension 
2012 など)。今後の研究の方向性の一つとし
て、これらの知見の臨床応用への発展を目指
しており、最近我々は尿中 NCC を ELISA で検
出するシステムを開発した(AJP 2013)。NCC
機能亢進をきたす PHAII 患者では、尿中 NCC
量は家族内健常者の 10 倍もの排泄量が認め
られ、NCC 機能低下によって発症するギッテ
ルマン患者では検出感度以下であった。この
結果は、尿中NCC量は尿細管細胞膜上でのNCC
蛋白の多寡、すなわちサイアザイド感受性を
推定することに役立つ可能性を示した。尿中
NCC とサイアザイド感受性の関連が臨床的に
証明されれば、標的輸送体である尿中 NCC 自

身がサイアザイド有効性予測のバイオマー
カーになると考えられる。我々は他の利尿剤
の標的輸送体である AQP2 の尿中 ELISA を過
去に報告し(Clin Exp Nephrol 2012)、さら
に NKCC2 の ELISA もペプチドを検体として検
出できるレベルまで完成していた。 
 
２．研究の目的 
 塩分感受性を制御するWNKキナーゼの分解
系として新しく発見された KLHL3/Cul3 ユビ
キチンライゲースのさらなるメカニズムを
明らかにしていくことを目的の一つとした。 
 また、近年、降圧利尿薬が再び注目されて
いるが、その作用機序はサイアザイド、ルー
プ利尿薬、トルバプタンと各々違う塩分/水
輸送体を阻害する事によって機能しており、
症例によってどの薬剤が最も有効であるか
を予見する指標はまだない。本研究は、現在
使用されている利尿薬の標的輸送体である
NCC、NKCC2、AQP2 を尿から直接、定量的測定
をする事により、最適降圧利尿薬選択のため
のバイオマーカーを誕生させることを目的
とした 
 
３．研究の方法 
 尿中 NCCを制御するメカニズムとして明ら
かになった、WNK 分解系である KLHL/Cul3 を
検討し、塩分感受性高血圧と塩分出納機構の
詳細を明らかにし、新しい知見からさらなる
臨床応用を目指していく。 
 また、我々の開発した尿中輸送体定量測定
系を発展させ、最適降圧利尿薬選択のための
バイオマーカーを誕生させるために、現在使
用されている利尿薬の標的輸送体である NCC、
NKCC2、AQP2 の尿中での定量測定が可能な
各々の ELISA の立ち上げを試みた。 
 
４．研究成果 
 尿中 NCC と尿中 AQP2 はヒト検体で検出可
能なレベルまでELISAシステムを構築して報
告したが、NKCC2 の ELISA は抗体を４種類も
検討したが、非特異的な反応が多かったため、
ヒト検体を正確に測定できるレベルの尿中
NKCC2 検出用 ELISA は残念ながら完成に至ら
なかった。 
 しかし、もう一つのプロジェクトである
WNK シグナルのさらなる解明には大きな発展
があった。 
 まず我々は塩分感受性高血圧を呈する偽
性低アルドステロン症II型(PHAII)という遺
伝性疾患の病態解明を通して、WNK キナーゼ
による腎臓での新たな塩分出納・血圧制御機
構を明らかにした(Hum Mol Genet, 2014)。
我々はヒト PHAII 患者家系と同じ KLHL3 変異
を持つ遺伝子改変マウスを作製し, 
WNK との KLHL3 の結合能が変異によって低下
することで、腎臓遠位尿細管で WNK1 と WNK4
の蛋白分解が障害され、蛋白量が増加し、下
流のOSR1/SPAK-NCCリン酸化シグナル亢進に
つながり、塩分再吸収が過剰になり、塩分感



受性高血圧を呈することを明らかにした。本
研究は、WNK キナーゼが CUL3/KLHL3 複合体に
よる蛋白分解系で発現調節されるという、全
く新しい塩分感受性制御機構を初めて生体
内で明らかにしたものであった。 
 次に質量分析を用いて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(Biochem Biophys Res 
Commun. 2015)。質量分析によって KLHL3 の
S433 がリン酸化サイトであると同定され、
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。PKA と Akt、さらには forskolin
と insulin の刺激で KLHL3 S433 リン酸化が
各々亢進し、PKA と Akt による KLHL3 リン酸
化がWNK4との結合を制御することがわかり、
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つを解き
明かした。 
 次にマウス血管平滑筋細胞において、
angiotensinII 投与による WNK3-SPAK-NKCC1
シグナル活性化を確認し、その際の KLHL2 の
関与を検討した(J Am Soc Nephrol. 2015)。
大動脈血管平滑筋細胞にはKLHL2が発現して
おり、angiotensinII の投与で KLHL2 蛋白量
の減少し、さらに大動脈血管平滑筋において
も angiotensinII や塩分摂取により KLHL2 の
は制御されることを確認し、最終的にマウス
の血管平滑筋において、angiotensinII は選
択的オートファジーというタンパク分 解 機
構を介してKLHL2を減少させ、KLHL2が減少す
ることで WNK3 の分解が抑えられ、結果 
WNK3-SPAK-NKCC1 シグナルが活性化するとい
う、新しい血管収縮の機序を発見した。 
 また、SPAK キナーゼ阻害薬の新しいスクリ
ーニング系を確立した(J Am Soc Nephrol. 
2015)。約 20,000 個の低分子化合物と約 
900 個の既存薬をスクリーニングした結果、
クロサンテルが SPAK キナーゼの阻害効果を
有することを発見した。細胞実験やマウス
実験でも、これらの薬剤によりSPAKキナーゼ
の作用ターゲットである NCCや NKCC1 のリン
酸化が抑制されることが確認された。 
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