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研究成果の概要（和文）：(1) KLHL-Cullin3複合体によるWNKキナーゼ分解障害の病態の検討：KLHL3ノックアウ
トマウスを作製・解析し、PHAII発症の病態生理においては変異型KLHL3によるdominant negative効果が重要で
あることを明らかにした。
(2) KLHL3/Cul3/WNKシグナルの各臓器での働きの解明：WNK4ノックアウトマウスを作製・解析し、WNK4が脂肪細
胞の分化誘導の調節因子であることを発見した。また、NKCC1は筋肉の分化・肥大に重要な役割を果たしている
ことを示し、WNK1-FOXO4シグナルが筋腎連関メカニズムの一端を担うシグナルであることが示した。

研究成果の概要（英文）：(1) Pathogenesis of defective degradation of WNK kinases by KLHL-Cullin3 
complex: By generation and analysis of KLHL3 knockout mice, the dominant-negative effect of mutant 
KLHL3 was found to be important for the pathogenesis of PHAII.
(2) Function of KLHL3/Cul3/WNK signal in extra-renal organs: By generation and analysis of WNK4 
knockout mice, WNK4 was found to be a novel regulating factor of adipocyte differentiation. In 
addition, NKCC1 was shown to play an important role in muscle differentiation and hypertrophy. Thus,
 WNK1-FOXO4 signal was identified as a novel signaling system participating in the physiologic and 
pathogenic association of the muscle and kidney.

研究分野： 腎臓内科
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
KLHL3とKLHL2によるWNKシグナルの制御メカニズム、慢性腎臓病における塩分感受性高血圧の成立メカニズムに
ついて重要な新知見を得ることができた。この成果は、新たな高血圧治療薬の創薬につながるものである。また
腎臓以外の、脂肪組織や筋肉におけるWNKシグナル系の機能についても新規発見を得た。この成果により、WNKシ
グナル系が肥満やサルコペニアの新しい治療標的となる可能性があることが示された。



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
 
１．研究開始当初の背景 
	
 遺伝性の高血圧症、偽性低アルドステロン症 II 型（pseudo	
 -	
 hypoaldosteronism	
 type	
 II:	
 

PHAII）は、WNK キナーゼの遺伝子変異によって引き起こされるが、PHAII の新たな原因遺伝子

として Kelch-like	
 3（	
 KLHL3）と Cullin3	
 (Cul3)	
 が発見された。これらの遺伝子変異による

WNK4 のユビキチン化障害とその結果としての WNK4 分解障害が PHAII 発症の共通の病態である

ことを筆者は明らかにしたが、KLHL/Cul3/WNK 分解系と本態性高血圧・肥満・インスリン抵抗

性・動脈硬化などのより一般的な病態を結びつける報告はこれまでなかった。	
 

 
２．研究の目的 
当研究の目的は以下の通りである。	
 

(1) WNK-OSR1/SPPAK-SLC12A シグナル系と LHL/Cul3/WNK 分解系の制御メカニズムの詳細を

明らかにする。	
 

(2) 本態性高血圧や肥満、インスリン抵抗性、動脈硬化などのより一般的な病態との関係を

明らかにし、WNK シグナル系の破綻による疾患発症機序を解明する。	
 

(3) 以上の知見から新規治療ターゲットを見出し、新たな治療戦略の構築を目指す。	
 
	
 
３．研究の方法	
 

	
 マウス慢性腎臓病(CKD)モデルを用いて、CKD における KLHL	
 /	
 Cul3	
 /	
 WNK システムを介した

塩分感受性亢進のメカニズムを調べた。WNK 分解障害が関わる病態を生体内で明らかにするた

めには、PHAII 起因性の変異を持つ KLHL3 と Cullin3 のノックインマウス、KLHL2 ノックアウト

マウスなどの遺伝子改変マウスの作製と解析を進めた。WNK4 の抗肥満作用については WNK4 ノ

ックアウトマウスを利用して解析を行った。また、Na-K-Cl 共輸送体（NKCC）1 は骨格筋形成を

制御し，その阻害剤ループ利尿薬が筋再生を抑制しサルコペニア発症に関与することが判明し

た。これらの結果を踏まえ、筋肉の分化における WNK キナーゼの関わりについて研究を行った。 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 慢性腎臓病における塩分感受性の発症と進展に関わる WNK シグナルの役割の解明	
 

	
 マウスCKDモデルとしてアリストロキア酸腎症（AAN）を用いて、高塩食摂取による血圧変化と	
 

WNKシグナル系分子の発現量を評価した。その結果、AANマウスは塩分感受性亢進を示し、腎臓に

おけるWNK1の蛋白発現亢進とSPAK/NCCのリン酸化亢進が認められた。高塩食負荷によっても

WNK1-SPAK-NCCシグナルカスケードは抑制されず、塩分感受性亢進の原因と考えられた。SPAKノ

ックアウトマウスではAANによるWNK1増加はあるもののリン酸化NCCの増加は認めなかった。これ

らの結果からWNK1-SPAK-NCCシグナルの過剰な亢進がCKDの塩分感受性亢進に関与すると考えら

れた（学会発表No.2）。	
 

	
 (2)	
 KLHL-Cullin3複合体によるWNKキナーゼ分解障害による病態の生体内での検討	
 

	
 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）において、原因遺伝子である

KLHL3とCullin3はユビキチンE3リガーゼを形成し、腎臓遠位尿細管でWNK1,	
 WNK4を捉えて分解す

ることでNCCを制御する。KLHL3-/-マウスを作成、解析し、KLHL3の局在と生体内での機能につき

検討した。内因性のKLHL3プロモーターの制御下にβgalを発現するKLHL3-/-マウスを作成、解析

したところ、βgalのWestern	
 blottingにおいて、KLHL3は腎臓、脳、眼、精巣、心臓で発現して

いることが明らかになった。特に脳と腎臓において強い発現が認められた。脳では海馬に強く

LacZ染色を認めた。また、KLHL3-/-マウスの腎臓では、WNK1とWNK4の分解不良による発現増加を

認め、PHAIIの形質を呈したが、KLHL3+/-マウスではWNKシグナル系の過剰亢進は認めなかった。

細胞実験においては、野生型KLHL3は互いに結合して二量体を形成するが、野生型KLHL3と疾患変



異型KLHL3は結合せず、二量体形成が阻害された。この結果から、KLHL3は生体において多臓器に

わたり発現していることが判明した。今回作成したKLHL3-/-マウスは、腎臓以外の臓器における

KLHL3の機能を探るのに有用であると考えられる。また、PHAII発症の病態生理において、KLHL3

の変異によるWNKシグナルの制御の異常のメカニズムとしてはKLHL3の発現量ではなく、疾患変異

型KLHL3の質的変化によるdominant	
 negative効果が重要であることが明らかになった。KLHL3の

二量体形成は、KLHL3の機能における重要なメカニズムの一端である可能性があると考えられた

（雑誌論文No.12）。また、KLHL2ノックアウトマウスの作成、解析も行った。KLHL2-/-マウスは

PHAII様phenotypeを示さなかった。KLHL2の発現部位は腎臓髄質に限局しており、KLHL2-/-マウ

スでは腎臓髄質においてWNK4の発現が増加していた。このことから、KLHL2は腎臓髄質特異的な

WNKシグナル制御因子であることが示された（雑誌論文No.10）。	
 

(3) WNK シグナルの各臓器での働きの解明	
 

①	
 脂肪組織と肥満	
 

	
 WNK4 ノックアウトマウスを作製、解析した。WNK4-/-マウスが肥満症に対して抵抗性を

有することを見出し、WNK4 が脂肪細胞の分化誘導の調節因子であることを発見した。（雑

誌論文 No.11）。	
 

②	
 筋肉とサルコペニア	
 

	
 骨格筋細胞の分化の過程で NKCC1 が誘導されること、そしてこの過程はループ利尿薬に

より阻害されること、さらにはループ利尿薬が運動による筋線維の肥大化を抑制すること

も示した。このことから、NKCC1 は筋肉の分化、運動誘発性肥大に重要な役割を果たして

いることが示された（雑誌論文 No.9）。さらに、WNK1 が SPAK，OSR1 非依存性に長寿遺伝

子 forkhead	
 box	
 O	
 (FOXO)	
 4 を介し筋肥大を正に制御することを示した。まず、マウス骨

格筋細胞 C2C12，マウス骨格筋組織の WNK1 は、それぞれ分化誘導、長期運動刺激によりタ

ンパク発現量が増加した。C2C12 細胞で siRNA による WNK1 ノックダウンを行うと、筋管細

胞径の萎縮ならびに筋萎縮関連遺伝子（atrogene）の転写増加を認めた．Atrogene の主た

る転写因子 FOXO1/3a/4 の核内局在を評価すると，siWNK1 により FOXO4 の核内発現が増加

しており，siFOXO4を同時に行うと筋管細胞萎縮とatrogene転写増加がキャンセルされた。

WNK1-FOXO4 シグナルは生理的に筋肥大を制御し，筋腎連関メカニズムの一端を担うシグナ

ルとして新しい治療標的となる可能性があることが示唆された（雑誌論文 9）。	
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