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研究成果の概要（和文）：WNKの神経系における機能を解明するため、WNKによるWntシグナル制御機構の解析を
進め、WNKがE3 ligaseであるMAEAと結合することが示され、WNKがMAEAとβ-cateninの結合を阻害することで分
解複合体GIDによる分解を抑制することを明らかにした。さらにWntシグナルに対するWNK阻害剤の効果を調べた
ところ、β-cateninのユビキチン化と分解を誘導し、Wnt標的遺伝子の発現を抑制すること、WNK阻害剤は毒性が
低く、β-cateninの分解を介して効率的に大腸がんの形成を抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the function of WNK in the nervous system, we 
proceeded with the analysis of the Wnt signaling mechanism by WNK, and it was shown that WNK binds 
to MAEA, which is an E3 ligase, and WNK inhibits the binding between MAEA and β-catenin. It was 
clarified that the decomposition by the decomposition complex GID was suppressed. Furthermore, when 
the effect of the WNK inhibitor on the Wnt signal was investigated, it induced ubiquitination and 
degradation of β-catenin, suppressed the expression of the Wnt target gene, and the WNK inhibitor 
was less toxic and degraded β-catenin. It was clarified that it efficiently suppresses the 
formation of colorectal cancer. 

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでWNKによるWntシグナル分子β-cateninの分解制御機構は全く知られていなかった。本研究によりβ
-cateninの新規結合分子を発見し、WNKがβ-cateninのユビキチン化を阻害することでβ-cateninの分解を抑制
し、Wntシグナルを制御することを見出した。またWNK阻害剤の投与によりWntシグナルの抑制を介して大腸がん
形成を抑えることができたことから、WNKが新たな抗がん剤の標的分子となると期待された。さらに、Wntシグナ
ルの異常な活性化ががん以外の疾患においても観察される現象であることからも、本研究成果は多様な疾患に対
する非常に有用な知見となると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
偽性低アルドステロン症（psuedohypoaldosteronism：PHA）Ⅱ型は主に 10 から 20 歳代で発症

し、主要な所見は低レニン性高血圧症である。PHAⅡ型は常染色体優性の遺伝形式を取ることが

知られており、原因遺伝子としてプロテインキナーゼ WNK1 および WNK4 が同定された（Wilson 

et al., Science, 293: 1107-1112, 2001）。我々は WNK1 結合因子として STE20 様プロテインキ

ナーゼ SPAK/OSR1 を同定し、生体内において WNK1→SPAK/OSR1→共輸送体というシグナル伝達経

路が存在することを示した（Moriguchi et al., J. Biol. Chem., 2005）。また、この経路は、

線虫でも進化的に保存されていることを示し（Hisamoto et al., EMBO Rep., 2008）、PHAⅡ型と

同様の変異を持つ WNK4 を強制発現するトランスジェニックマウスが PHAⅡ型と同様の症状を発

症し、腎臓における SPAK/OSR1 による共輸送体の制御が発症に重要な役割を果たしていること

を示したことにより、PHAⅡ型の発症機構における WNK シグナルの重要性を明らかにした（Yang 

et al., Cell Metabolism, 2007）。 

一方、WNK1 遺伝子は遺伝性感覚性自律神経性ニューロパチー（HSAN）II 型の原因遺伝子でもあ

ることが示され（Shekarabi et al., J. Clin. Inv., 2008）、WNK の発生・分化に関わる機能を

解析することは、HSANⅡ型の発症機構解明の観点でも重要と考えられる。しかしながら、世界的

に WNK の機能解析は腎臓における WNK に関する研究が数多く報告されるばかりで発生・分化に

関する報告はほとんどなされていないことに加え、シグナル伝達機構という観点では我々が発

表した WNK1→SPAK/OSR1→共輸送体からなる展開、及び WNK シグナルにより Lhx8 遺伝子の発現

が誘導され、神経分化に関与すること（Sato and Shibuya, 2013）以外の報告は皆無であった。 

 

２．研究の目的 

これまでの解析から WNK や結合因子 GSK3 が Wnt シグナルに関与すること、そしてβ-catenin の

分解に関わる初期データとして掴んでいた。これらの因子について、アフリカツメガエル胚を用

い、異所発現系や特定遺伝子のノックダウンなどを駆使し、Wnt シグナルに焦点をあてた機能解

析を進める。一方で主に培養細胞系を用いた生化学的解析を進め、分子レベルでの関係を詳細に

明らかにする。これらの実験を通して、発生・組織形成、特に神経組織における WNK シグナルの

新たな機能を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 
（１）アフリカツメガエルWNK、GSK3およびMAPK遺伝子の機能解析および生化学的解析 アフリ

カツメガエルWNK、GSK3、MAPKおよびWntシグナル因子の遺伝子を特異的にノックダウンし、表

現系の観察、マーカー遺伝子の挙動を調べ、これら遺伝子の上下関係を検討した。また、アフ

リカツメガエル胚もしくは培養細胞を用い、細胞内局在の検出、免疫沈降法による結合実験、

in vitro kinase assayによるリン酸化能の検出、標的遺伝子の発現検討等を行った。また、リ

ン酸化部位を特定することによる機能解析との相関関係を明らかにするべく、アフリカツメガ

エル胚を用いた系により解析を進めた。 

 

（２）β-cateninタンパク分解機構の解析 様々なβ-cateninタンパクの欠失変異体や点変異

体を作製し、WNKシグナルとβ-cateninタンパク分解に関与する領域または部位を特定した。こ

れらの部位のリン酸化部位またはユビキチン化部位から候補分子を選択し、相互作用を明らか



にした。候補分子としては、これまでにWNKやSPAK/OSR1結合因子をMASS解析から得られたキナ

ーゼに絞り、進め、WNKシグナルとWntシグナルとの関係に絞った解析、検討を進め、Wnt-WNKシ

グナルの確立を目指した。_ 

 
４．研究成果 

（１） WNK は Wnt シグナルを正に制御する。 

Wnt シグナルにおける WNK の機能を調べるため、HEK293T 細胞の WNK1 及び WNK4 (WNK1/4)を

siRNA によりノックダウンしたところ、Wnt 標的遺伝子の発現減少が確認され、WNK が Wnt シグ

ナルを正に制御することが示された。そこでβ-catenin のタンパク質量を解析すると、WNK1/4

のノックダウンによりβ-catenin の分解がみられた。Wnt シグナルにおいてβ-catenin を分解

する E3 リガーゼとしてβ-TrCP が広く知られている。そこで WNK1/4 のノックダウンによるβ-

catenin の分解がβ-TrCP を介しているか調べたところ、興味深いことにそうではないことが示

された。したがって、β-TrCP ではない別の E3 リガーゼによる制御が推測される。そこで、こ

れまでに報告されているβ-catenin分解に関与するE3リガーゼSIAH1や SHPRHとの関連を調べ

たが、これらの E3 リガーゼも WNK によるβ-catenin 制御には関与しないことが明らかとなっ

た。 

 

（２） WNK は GID 複合体を介してβ-catenin のタンパク質量を制御する。 

以前、当研究室では GID と呼ばれる E3 リガーゼ複合体の構成因子である WDR26 がβ-catenin

の分解に重要なことを報告した。そこで GID を構成する E3リガーゼ MAEA 及び RMND5A をノック

ダウンしたところ、WNK1/4 のノックダウンによるβ-catenin の分解が抑制された。また、解析

を進めると、WNK が MAEA と結合することが示され、WNK が MAEA とβ-catenin の結合を阻害する

ことで GID による分解を抑制することが明らかとなった。 

 

（３） WNK 阻害剤は Wnt シグナルを阻害することで、大腸がんの発生を抑制する。 

近年、WNK 阻害剤として STOCKS2S-26016 (26016)が報告された。そこで、Wnt シグナルに対す

るこの阻害剤の効果を調べたところ、β-catenin のユビキチン化と分解を誘導し、Wnt 標的遺伝

子の発現を抑制することがわかった。さらに 26016 の誘導体である#13 の効果も検証したとこ

ろ、26016 と同様の結果が得られた。したがって、これらの WNK 阻害剤は Wnt シグナルの阻害剤

としても機能することが明らかとなった。 

β-catenin の分解を誘導する化合物は大腸がん形成を抑制する効果が期待できることから、

大腸がんに対する 26016 と#13 の効果を解析した。大腸がん細胞をそれぞれの阻害剤で処理した

ところ、26016 は細胞死を誘導し、#13 は細胞増殖を抑制することがわかった。そこで大腸がん

細胞を皮下移植したヌードマウスにそれぞれの阻害剤を投与し抗腫瘍効果を検証したところ、

驚いたことに 26016 を投与したマウスでは抗腫瘍効果が確認されず、ほとんどのマウスが死ん

でしまった。おそらく 26016 は抗腫瘍効果よりも毒性が勝ってしまったと考えられる。一方、

#13 を投与したマウスでは投与量依存的に腫瘍の大きさが縮小し、致命的な毒性も示さなかった。

また、#13 を投与したマウスから腫瘍を回収しβ-catenin の発現量を調べると、#13 の投与量依

存的に発現が減少していることが明らかとなった。以上の結果から、WNK 阻害剤#13 は毒性が低

く、β-catenin の分解を介して効率的に大腸がんの形成を抑制すると示唆された。 

本研究により、WNK が GID 複合体とβ-catenin の結合を阻害することでβ-catenin の安定化

を誘導し、Wnt シグナルを正に制御することが明らかとなった。また WNK 阻害剤が Wnt シグナル



の阻害剤としても機能し、大腸がん形成を効率的に抑制することを示した。したがって、β-

catenin の新規制御因子として、WNK ががん治療の新たな標的となることが期待された。 
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