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研究成果の概要（和文）：WNK4 KOマウスは野生型マウスに比べ高脂肪食による肥満を呈しにくいことを発見し
た。未分化な3T3-L1細胞にはWNK4は殆ど発現していないが、脂肪細胞への分化誘導刺激を加えることにより脂肪
細胞分化におけるマスターレギュレータであるPPARγやC/EBPαの発現に先行して、WNK4が増加していた。WNK4
ノックダウンしたところ、脂肪分化は抑制された。さらに、WNK4の発現量の変化は、細胞実験にてWNK4が脂肪細
胞分化に必要な細胞分裂制御に関わっていることを、BrdU染色やCyclinの発現を検出することで明らかにした。
以上の知見をまとめて論文で報告している。

研究成果の概要（英文）：In the WNK4-/- mice, PPARγ and C/EBPα, known as master regulators of 
adipocyte differentiation, expression levels were decreased in adipose tissues, and the mice 
exhibited partial resistance to high-fat diet-induced adiposity. WNK4 is induced in the early phase 
of 3T3-L1 adipocyte differentiation in advance of PPARγ and C/EBPα increase in preadipocytes and 
is expressed in mouse mature adipose tissues. It is known that preadipocytes grow into mature 
adipocytes via cell division called mitotic clonal expansion (MCE). We investigated whether WNK4 is 
important for the MCE using BrdU stain and by the evaluation of cyclin protein abundance. As a 
result, MCE was markedly decreased in WNK4 knock down preadipocytes. This results indicates WNK4 
have an important role for MCE in preadipocytes. We have reported these results on EBioMedicine.

研究分野：腎臓内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
メタボリックシンドローム(metabolic syndrome、MetS)は、高血圧、インスリン抵抗性、脂質代謝異常、内臓脂
肪型肥満からなる症候群である。WNK4はそのキナーゼ機能が活性化することにより、腎での塩分再吸収を促進し
塩分感受性高血圧を引き起こすことが知られている。本研究によりWNK4は脂肪細胞でも発現し、前駆脂肪細胞か
ら成熟脂肪細胞に分化するのに必要な細胞分裂に重要な働きをしていることが明らかになった。この研究結果に
よりメタボリックシンドロームのような病態に対し、WNK4が包括的な治療ターゲットとなりえることが明らかに
なった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
メタボリックシンドローム(metabolic syndrome、MetS)は、高血圧、インスリン抵抗性、脂質代
謝異常、内臓脂肪型肥満からなる症候群である。MetS は心血管危険因子が集積した病態であり、
近年その重要性が指摘されている。脂肪はエネルギー貯蔵器官であると同時に、種々の液性因子
を分泌する内分泌器官でもあり、MetS の病態に深く関わる。このため、脂肪細胞の分子生物学
的な制御機構の解明は MetS 研究における中心課題である。 
また、臨床上最も重要な生活習慣病の一つに高血圧がある。高血圧は MetS の構成因子であり、
肥満が塩分感受性高血圧の原因となることは広く知られているが、最近では逆に塩分摂取が肥
満の原因となるとも考えられている。例えば血圧制御系であるレニン・アンジオテンシン・アル
ドステロン(RAS)系が、インスリン抵抗性および肥満の病態に関わることが知られる。例えばア
ンジオテンシン II 受容体
(ATI、ATII)のノックアウト
(KO)マウスがいずれも抗肥
満の表現型を示すことや(図
１)、慢性腎臓病(CKD)モデル
マウスにアルドステロン拮
抗薬を投与すると CKD に伴
う糖代謝異常・肥満の病態が
改善されることは、塩分と肥
満・糖脂質代謝の間の密な関
わりを示唆する知見といえ
る。しかしながら、その機序
は十分に解明されていない。 
申請者高橋の所属する東京医科歯科大学腎臓内科学教室では、単一遺伝子の異常で起こる遺伝
性高血圧疾患、特に偽性低アルドステロン症 II 型(pseudohypoaldosteronism type II、PHAII)
に着目し研究を行っている。PHAII は高カリウム血症・代謝性アシドーシスを呈する高血圧疾患
であり、セリン・スレオニンキナーゼである with-no-lysine kinase (WNK)ファミリーに属する
WNK1 および WNK4 がその原因遺伝子として同定されている。申請者は以前、WNK4 の腎における機
能解明を目的として WNK4 KO マウスの解析を行い、WNK4 が腎の Na-Cl 共輸送体（NCC）を制御す
る主要な WNK であることを報告している(Biosci Rep. 9;34, 2014)。 また本マウスの解析過程
で、全身における WNK4 の発現プロファイルを検証し、WNK4 が脂肪細胞に発現していることを新
たに発見した。そして WNK4 KO マウスは野生型マウスに比べ高脂肪食による肥満を呈しにくい
ことを見出した。加えて、高脂肪食負荷後の WNK4 KO マウスは、野生型マウスに比べてインスリ
ン感受性に優れていた。 
このため、申請者は脂肪組織に着目し、脂肪細胞への分化能を有するマウス 3T3-L1 培養細胞を
用いて WNK4 の機能を検証した。細胞実験において、未分化な 3T3-L1 線維芽細胞には WNK4 は殆
ど発現していないが、脂肪細胞への分化誘導刺激を加えることによりその mRNA 量は 40 倍以上
に増大し、タンパクレベルでも急速な増加が認められた(図 1)。また WNK4 の発現量の変化は、
脂肪細胞分化におけるマスターレギュレータである PPARγや C/EBPαの発現に先行しており、
WNK4 が脂肪細胞分化シグナルにおいて上流に位置することが示唆された。そこで 3T3-L1 細胞に
WNK4 siRNA を作用させたところ、3T3-L1 細胞における脂肪滴の蓄積が著明に抑制された。さら
に、WNK4 siRNA は、前述の PPARγや C/EBPαの発現を有意に抑制した。一方で WNK4 の強制発
現は脂肪滴蓄積の増加、PPARγの発現量増大など、WNK4 の抑制時と逆の結果を示した。以上の
ように、WNK4 が脂肪細胞分化早期における分化促進因子であることを示唆する知見が得られた。
しかし、脂肪細胞蓄積は OSR1/SPAK や、NKCC1 阻害薬である bumetanide を用いた実験では障害
されなかった。このことから脂肪細胞における WNK4 の働きは既知の WNK-OSR1/SPAK-NKCC1 シグ
ナルのみでは説明できないと考えられるが、その詳細な機序は未だ明らかではない。また、申請
者の検討の結果、WNK4 はインスリン分泌臓器である膵ランゲルハンス島や、主要なインスリン
感受性臓器である肝臓にも発現がみられることも判明しているが、これらの臓器における WNK4
の機能についても不明なままである。 
 
２．研究の目的 
塩分感受性高血圧関連遺伝子 WNK4 による脂肪細胞分化制御の分子生物学的機序を解明するとと
もに、全身の WNK4 を介した塩分感受性高血圧と MetS のクロストークの解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
マウス由来の培養細胞である 3T3-L1 線維芽細胞は、インスリン等の刺激により脂肪細胞への分
化を誘導できることから、脂肪細胞のモデルとして広く用いられている。これを用いて、WNK4
が脂肪細胞蓄積を制御する仕組みの解明を試みる。WNK シグナルの各種関連分子のノックダウ
ン実験や、当研究室が保有する各種 WNK 関連遺伝子改変モデルマウスを用いて、脂肪蓄積への
影響が WNK4 特異的なものであることを示す。 



また、WNK4 をドメイン毎にフラグメント化し、
今回みられる脂肪蓄積制御機構がどのドメイ
ン依存に起こっているのかを検討する。WNK4
の機能ドメインの同定と、データべース検索
を用いて、シグナル探索のための手掛かりと
する。候補となったドメインについては、質量
分析や yeast two hybrid 法を用いて結合タン
パクを同定する。脂肪細胞における脂肪蓄積
には様々なシグナルが関与するため、WNK4 に
よる脂肪蓄積が何らかの既知のシグナルを制
御するのか、あるいは全く新規のシグナルを
有するのかをインタラクトームを用いて検証
していく。（図 2）新たなシグナル関連分子の
候補が同定されたら、各種ベクターのクロー
ニングを行い、免疫沈降による結合確認等を
行っていく。 
 
４．研究成果 
(1)  脂肪分化において C/EBPαと PPARγ発
現に対する WNK4 の影響 
3T3-L1 培養細胞を用いた実験において WNK4
は C/EBPαによるPPARγに先んじて蛋白量が
増加することがわかった。siRNA を用いた実験
により、WNK4 は PPARγや C/EBPα発現を促進
する方向に関与していることを明らかにし
た。一方で C/EBPβは WNK4 を KD しても発現
量に変化は認められなかった（図 3）。C/EBPβ
は脂肪分化において PPARγの発現を促進する
転写因子として知られている。我々は WNK4 は
C/EBPβに影響することで、その下流の遺伝子
発現を抑制しているのではないかと考えた。
この仮説を検証するため、C/EBPβ抗体を用い
て ChiP を行い、PPARγ2 のプロモーター領域
の PCR をおこなった。その結果、WNK4 を KD し
た細胞での PPARγ2 のプロモーター領域の
PCR 産物の量は著明に減少していた。このこと
は WNK4 KD により C/EBPβが転写領域に結合
するのが阻害されたことを示している。（図
４） 
脂肪細胞は分化刺激を受けたのち Mitotic 
clonal expansion (MCE)という 1-2 回の細胞分裂
を起こしたのちに、成熟脂肪細胞へ分化する。こ
の過程で C/EBPβはプロモーター領域への結合能
力を獲得するため、成熟脂肪細胞への分化には必
須の過程であると考えられている。同じ WNK ファ
ミリーである WNK1や WNK3は細胞周期を制御する
ことが報告されており、WNK4 も脂肪細胞分化への
細胞分裂制御に関わっていることが考えられた。
WNK4 は 脂 肪 分 化刺激である MDI （ IBMX, 
Dexamethasone, Insulin）刺激を行う前は核内に
は存在していないが、MDI 刺激後は細胞内に局在
が移動していることが分かった。過去の報告で
WNK は細胞周期を制御する因子であることが報告
されており、脂肪細胞分化に必須な MCE の制御に
も関わっていることが考えられた。そこで、細胞
増殖刺激により発現する Cyclin を調べたところ
WNK4 KD では発現が抑制されていた。また、BrdU
染色を用いた免疫蛍光染色でも WNK4 KD では細胞
増殖が抑制されていることがわかった（図 3）。 
以上これまでの明らかにした知見をまとめて論
文で報告している（EBioMedicine 18:118-127, 
2017）。 
 



(2) WNK4 ドメイン毎の脂肪分化への影響の
検討 
申請書にも記載したと通り、しかし、脂肪細
胞蓄積は OSR1/SPAK や、NKCC1 阻害薬である
bumetanide を用いた実験では障害されなか
った。このことから脂肪細胞における WNK4
の働きは既知の WNK-OSR1/SPAK-NKCC1 シグ
ナルのみでは説明できないと考えられた。
WNK4 の脂肪分化を制御するのに重要なドメ
インを探るため、WNK4 の各ドメイン毎のフ
ラグメントを発現する発現ベクターを用い
て検証した。作成した発現蛋白は Kinase ド
メイン、Acidic motif を含んだ WNK4 フラグ
メント、WNK4 の C-terminal、Kinase dead 
WNK4, wild-type WNK4 を作成した。作成し
た各ドメインを発現するベクターを 3T3-L1
細胞に強制発現させて、PPARγ や C/EBPα
の遺伝子発現を調べた。しかし wild-type 
WNK4 の強制発現でも脂肪分化誘導効果は安
定せず、現在条件検討を行っている。 
 
(3) 今後の方針 
本研究により、WNK4 が、脂肪組織において
脂肪細胞の分化を制御することを発見し
た。WNK4 は腎において塩分感受性高血圧発
症に関与していることがわかっており、今
回の研究結果と合わせて、WNK4 はメタボリ
ックシンドロームの治療ターゲ
ットとなりえることが明らかと
なった。（図 6）今後 WNK4 のイン
タラクトームを行い、WNK4と関連
する蛋白を同定する。同定された
蛋白を過去の文献と脂肪分化誘
導 を し て い な い Negative 
Controlとなる結果との比較など
で検討し、3T3-L1培養細胞系で検
証を進めていく予定である。また
Kinase dependent なシグナル系
も同時に検討するため、CRISPR-
Cas9 ゲノム編集法を用いて WNK4
ノックアウト 3T3-L1 培養細胞の
作成にも成功しており、今後
SILACラベル下で定量プロテオミ
クスを行い WNK4 シグナル伝達系の解析も進めていく予定である。 
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