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研究成果の概要（和文）：遺伝性高血圧疾患である偽性低アルドステロン症Ⅱ型(PHAⅡ)の原因遺伝子である
KLHL3/Cullin3複合体はWNKキナーゼの分解を担うが、我々はKLHL3ノックアウトマウス作成によって、生体での
KLHL3の組織分布を明らかにし、さらにKLHL3は二量体を形成して、これに変異KLHL3が組み込まれることによ
り、優性遺伝型のPHAIIを発症することを明らかにした。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た。

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).However,  physiological in vivo roles of KLHL3 remain unclear. Therefore, here we generated 
KLHL3-/- mice that expressed β-galactosidase (β-Gal) under the control of the endogenous KLHL3 
promoter. Immunoblots of β-Gal and LacZ staining revealed that KLHL3 was expressed in some organs, 
such as brain. However, the expression levels of WNK kinases were not increased in any of these 
organs other than the kidney. KLHL3-/- mice also showed PHAII-like phenotypes, whereas KLHL3+/- mice
 did not. This clearly demonstrates that the heterozygous deletion of KLHL3 was not sufficient to 
cause PHAII, indicating that autosomal dominant type PHAII is caused by the dominant negative effect
 of mutant KLHL3. We further demonstrated that the dimerization of KLHL3 can explain this dominant 
negative effect. 

研究分野：腎臓内科

キーワード： 電解質　WNKシグナル
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１．研究開始当初の背景 
ER ストレスは、翻訳後修飾の異常、Ca
調節の異常や酸化ストレスなどにより誘導
さ れ る が 、 通 常 は そ の 下 流 の
IRE1/PERK/ATF6 を介して細胞の恒常性は維
持される。しかし、過剰な ER ストレスは、
細胞の機能異常やアポトーシスなどを引き
起こす事で、様々な疾患の原因となる。
AQP11 は、水透過性を有する、ER に局在す
る膜チャネル蛋白である。AQP11ノックアウ
トマウスでは、ER ストレスや酸化ストレス
が腎臓などで亢進しており、ERの機能や ER
ストレスに AQP11 が重要である事が知られ
ている (FASEB J 2008,  Am J physiol Renal 
Physiol 2013)。 

AQP11 ノックアウトマウスが、多発性
嚢胞腎を呈する事は分かっていたが、その
嚢胞腎形成メカニズムは不明であったため、
申請者井上は、まずマウスの AQP11を、生
体内で蛋白として解析する為に、N末端に
3×HA のついた AQP11 を発現するような
AQP11 BAC トランスジェニックマウスを
作成し、AQP11が近位尿細管の ERに局在
する事を示した。(J  Am Soc Nephrol 2014 )。
ER は、蛋白の転写、糖鎖付加、折りたた
み、輸送を制御する重要な細胞内小器官で
ある。申請者井上は、ER ストレスや酸化
ストレスが亢進している AQP11 ノックア
ウトマウス腎臓では、AQP11が存在しない
ために、嚢胞性腎疾患の原因となる膜蛋白
であるポリシスチン 1(PC-1)やポリシスチ
ン 2(PC-2)の、ERにおいての品質管理や輸
送に異常が起きているのではないかと仮説
を立て研究を行なった。結果、PC-1の糖鎖
異常と膜への輸送障害が起きている事を発
見し、これらが腎臓における嚢胞形成の重
要なメカニズムである事を明らかにした（J 
Am Soc Nephrol 2014 (in press)）(下図参照)。 

すなわち、この結果から、ER ストレス
や酸化ストレスなどで、ER の機能異常が
起きると、PC-1のような膜蛋白の異常が起
きる事が示唆された。 
腎臓の尿細管には、Na-K-Cl cotransporter 

(NKCC) 、 Na-Cl cotransporter (NCC) 、
epithelial Na channel (ENaC)などの様々な膜
蛋白が存在する(右下図参照)。申請者井上
も、NCC の研究に従事してきたが(BBRC 
2010)、申請者井上の所属する東京医科歯科
大学腎臓内科では、腎臓尿細管膜蛋白研究

で世界を牽引しており、中でも、その遺伝
子異常が偽性低アルドステロン症 II 型
(pseudo-  hypoaldosteronism typeII:PHAII)
を引き起こすWNK kinaseならびにその下
流 シ グ ナ ル で あ る 、 WNK- 
OSR1/SPAK-NCC シグナル伝達系について
は、その系が遺伝子変異のみならず、塩分
やカリウム、リン摂取等の食事により制御
されている事や（Kidney Int 2008, AJP 
Renal2009）、インスリン（PLoS One 2011, 
Hypertension 2012）、アンギオテンシン
II(AngII)(BBRC 2010)、アルドステロン
（Kidey Int 2008）などの液性因子によって
も制御を受ける事を明らかにしてきた(下
図参照)。 

しかし、これらの上流因子と下流の電解
質輸送膜蛋白をつなげる詳細なメカニズム
は不明である。 

PHAIIモデルマウスは、塩分を貯留する
マウスであるが (Kidney Int 2008)、塩分感
受性高血圧を呈する Dahl rat も ER ストレ
スが亢進する事が報告されている (PLos 
One 2010)。又、AngIIの投与によっても ER
ストレスは亢進する (J Cell Mol Med 2009)。
電解質輸送体は体内環境により制御されて
いる事が良く知られており、その制御に ER
が関わっている可能性が以前より考えられ
ていた。しかし、その詳細なメカニズムは
不明であった。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、｢塩分やカリウムなどの過剰な
負荷・欠乏などが、ER ストレスや酸化スト
レスを介して、腎臓尿細管の電解質輸送膜蛋
白の蛋白修飾/輸送/機能などを制御する｣、と
いう仮説を検証/証明することを目標とする。
また、WNK シグナルを制御する、PHAII モ
デルとなる KLHL3 ノックアウトマウスの解
析を通じ、体液調節系などにおける KLHL3
の機能を明らかにしていく。 
 
 
 
 



３．研究の方法  
KLHL3ノックアウトマウスの作成と解析 
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1)は
通常を Cullin3(CUL3)と複合体を形成して転
写因子である nuclear factor erythroid 2-related 
factor 2 (Nrf2)をプロテアゾームを介した分解
に誘導している。しかし、酸化ストレス下で
は、Keap1はリン酸化 p62と結合してオート
ファジーを分解される。結果、細胞内に増加
した Nrf2 が抗酸化作用をもつ蛋白発現を誘
導し酸化ストレスに対応している。この酸化
ストレスに対応する中心的役割を果たして
いるKeap1蛋白はKLHL familyに属している。
同じ KLHL family の Isoform である KLHL3
が近年腎遠位尿細管で NCC が亢進する遺伝
病であるPHAIIの原因遺伝子として報告され
た。そこで我々は KLHL3 のノックアウトマ
ウスを作成し、その詳細な機能の解明を行っ
た。 
 
４．研究成果 
⑴ KLHL3ノックアウトマウスの作成 
内因性のKLHL3プロモーター下流にLacZが
あり、Cre-loxP システムが発動して KLHL3
がノックアウトされると、LacZ遺伝子が作動
し βgalを発現する KLHL3ノックアウトマウ
スを作製することに成功した。 
⑵ KLHL3の組織ならびに細胞局在 
KLHL3 がどの臓器に発現しているかを確認
するために、野生型と KLHL3 ホモノックア
ウトマウスの各臓器を採取し、β-gal抗体を用
いてWestern blottingを行った。β-galの発現を
認めた臓器に関しては、LacZ染色を試みた。 
β-galのWestern blottingでは，腎臓，脳，眼，
精巣，心臓，肺，胃に染色を確認し、とくに
腎臓と脳に強く発現を認めた。腎臓の LacZ
染色では腎皮質に、脳では皮質ならびに海馬
に染色が認められた。 
⑶  KLHL3 ノックアウトマウスの組織の
WNKキナーゼの発現量 
KLHL3が確認できた臓器に関してWNKの評
価を行ったところ、腎臓では予想通り WNK
の増加を認めたが、腎臓以外では、脳も含め
てWNKの変化は認めなかった。 
⑷ KLHL3ノックアウトマウスのフェノタイ
プ 
このノックアウトマウスは KLHL3R538H/+
ノックインマウスと同様に PHAⅡの症状を有
することが期待され、血圧と電解質異常の検
討を行った。予想通り、KLHL3-/-ノックアウ
トマウスでは塩分感受性高血圧、高 K 血症、
代謝性アシドーシスを呈し、PHAⅡのモデル
マウスと同様であることを確認した。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 PHAⅡ様の症状を認めなかった。以上
より、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。 
⑸  KLHL3 ノックアウトマウスでの
WNK4-SPAK/OSR1-NCCシグナル化スケート 

腎臓のWestern blottingでは、PHAIIの原因と
なる WNK1と WNK4の両方の WNKキナー
ゼのタンパク発現が亢進していた。さらに、
下流のOSR1/SPAK-NCCリン酸化カスケード
はすべて亢進していた。しかしながら、
KLHL3+/-では WNK カスケードの亢進を認
めなかった。 
⑹ 二量体形成によるKLHL3R528Hのドミナ
ントネガティブ効果 
HEK293T を用いて、KLHL3 の野生型同士な
らびに、野生型と変異型 KLHL3R528H で二
量体を形成することを確認した。また、野生
型 KLHL3単独よりも、野生型 KLHL3に変異
型 KLHL3R528H が加わった方が明らかに
WNK4 の 増 加 を 認 め た こ と か ら 、
KLHL3R528Hが野生型 KLHL3と二量体を形
成しかつドミナントネガティブ効果を示す
ことを in vitroで明らかにした。 
 
ER ストレスの研究に関しては、電解質負荷
による ER ストレスマーカーの反応が十分で
なく、今後も検討を続けていくことになった。 
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