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研究成果の概要（和文）：本態性高血圧やメタボリック症候群（MetS）といった生活習慣病は、本邦疫学調査に
よれば男性の約25％、女性の10％程度が罹患するとされ、心腎血管障害の危険因子として知られている。MetSは
臨床的に極めて重要な治療ターゲットである事に疑いはない。生理的にも血圧制御に重要な役割を果たすWith 
no lysin kinase (WNK)は、白色脂肪細胞において脂肪分化を制御していることを発見した。本研究ではWNK4 KO
細胞を作成し、その形質を解析すること、また質量分析を行うことでWNK4シグナルのより詳細なシグナル解析を
行うことを目標したもので、新たなシグナルを発見することに成功した。

研究成果の概要（英文）：According to Japan epidemiological investigation, 25% of adult male and 15% 
of adult female have life-style related disease, such as essential hypertension and obesity. The 
life-style related diseases are one of the major risk factor of coronary and kidney vascular 
disorders. WNK kinases, which physiologically plays an important role to control blood pressure 
levels, regulate white adipose cell differentiation.　WNK kinase signaling remains unclear except 
SPAK/OSR11 kinase. We report that the effect of WNK kinase to adipose cell differentiantion is 
independent of SPAK/OSR1 kinases. Therefore, in this investigation, we focus on WNK4 signaling in 
renal distal convoluted tubule cell and adipose cell. We analyzed WNK4 signal transduction using 
WNK4 knock out cell lines. We succeeded to find out novel WNK4 signaling. 
 

研究分野：腎臓内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
メタボリック症候群（MetS）は高血圧・肥満・耐糖能異常を三徴とする国民病であり、重大な心血管合併症との
強い因果関係をもつ。塩分感受性高血圧発症に重要な働きを示すことが明らかになっているWNKキナーゼシグナ
ルは、これまでの研究と本研究から脂肪細胞分化に関しても重要な働きをしていることが明らかになっている。
このWNKキナーゼの細胞内シグナルを詳細に分析することにより新たな治療薬開発へとつながることが期待され
る。そしてMetSを未然に防ぐことは、健康寿命延長とともに医療費の抑制に大きく貢献することになる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本態性高血圧やメタボリック症候群（MetS）といった生活習慣病は、本邦疫学調査によれば男
性の約 25％、女性の 10％程度が罹患するとされ、まさに国民病と言える。その上MetSは心筋
梗塞、脳卒中、慢性腎不全などの重大な心腎血管障害の危険因子として知られている。MetSの
主要徴候である高血圧症、肥満、耐糖能異常に対する治療は、健康寿命の延長、予防医学的見地
からの医療費の抑制という視点で、臨床的に極めて重要な治療ターゲットである事に疑いはな
い。これまでに申請者らは遺伝性高血圧症の解析を通じて、生理的にも血圧制御に重要な役割を
果たすWith no lysin kinase (WNK)は、白色脂肪細胞において脂肪分化を制御していることを
発見した。 
申請者の所属する東京医科歯科大学腎臓内科学研究室では、遺伝性塩分感受性高血圧症である
偽性程アルドステロン症 II型（PHAII）の原因遺伝子であるWNKキナーゼの解析を通じて、
WNKは腎において OSR1及び SPAKキナーゼという基質を介して、SLC12Aファミリーに属
する各種輸送体を正に制御する WNK-OSR1/SPAK-SLC12A 輸送体シグナルという重要な血圧
制御系を発見し報告した（Cell Metab. 2017）。またWNKはインスリンやアルドステロンなど
の液性因子によって制御されている事を確認した（J Cell Sci 2011; PNAS 2011; Hypertension 
2012, 2013, 2015）。その後、E3 ユビキチンリガーゼである Kelch-like protein 3 (KLHL3)、
Cullin 3が新たにPHAIIの原因遺伝子として同定され、それらがWNKキナーゼを分解制御し、
シグナル制御に重要な役割を果たしている事を、申請者磯部を含む我々のグループが解明して
いる (Cell Rep. 2013)。また血管では、WNKは同様に SPAKのリン酸化を経て、SLC12A family
に属する Na-K-2Cl共輸送体（NKCC）1の活性化にも関与し、血管トーヌスを制御している事
を報告している (J Am Soc Nephrol. 2015)。このように、WNKシグナル伝達系は、腎と血管に
おいて生理的な血圧制御に重要な役割を果たしている。 
また我々が作成したWNK4ノックアウトマウスの解析では、高脂肪食に対する肥満耐性、脂肪
細胞分化抑制、耐糖能の維持という表現系が観察され、これは脂肪細胞分化のマスターレギュレ
ーターとして知られる PPARγの抑制を伴った現象であることを、世界で初めて明らかにした
(EBioMedicine. 2017)。すなわちWNK4の機能を制御することが出来れば、塩分感受性高血圧
の改善のみならず、肥満抑制及び対糖能改善が期待され、MetSの革新的治療策が見いだせる可
能性が高い。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景から、WNK4 をターゲットとした治療戦略が想起される一方で、脂肪細胞で
は腎や血管における血圧制御系の維持に重要な SPAK のリン酸化活性に変化がなく、ノックダ
ウン実験でも下流への影響を認めなかった。また 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の基質は SPAKと異なる
と推測されるが、その詳細な機序は未だ明らかではない（図１）。脂肪細胞および腎遠位尿細管
におけるWNKシグナル機序を明らかにすることで、WNK4シグナル阻害薬創薬への基盤を形
成することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１） WNK4 ノックアウト培養細胞の作成 
CRISPR-Cas9 ゲノム編集法を用いて WNK4 ノックアウト細胞株の確立を目指す。白色脂肪細
胞に分化する 3T3-L1 細胞、腎遠位尿細管培養細胞(mpkDCT)を用いて、Cas9 ヌクレアーゼ、
guide RNA、GFP を一塊にコードしたプラスミドベクターを一過性にトランスフェクション
する。FACS を用いてシングル GFP 発現培養細胞を単離しクローン化、培養増殖させたのち、
ウエスタンブロッティングにより個別のクローンについて WNK4 発現を確認する。続いて
Sanger Sequence で配列検証を行う。 

（２） WNK4 KO 細胞の形質の評価 
得られた WNK4 ノックアウト細胞の形質の評価を行う前に、single cell sorting による
artifact effect を確認した。Single cell 化すること自体で形質に変化が出ることが知ら
れているためである。WNK4 を活性化する刺激（低浸透圧刺激・アンギオテンシン II、アル
ドステロン、Forskolin など）を行い、WNK4 シグナルに変化が生じていることを確認する。 

（３） WNK4 ノックアウト細胞のリン酸化プロテオミクスの解析 
質量分析結果を WNK4 ノックアウト細胞と Control 細胞を比較するため SILAC 法を用いる
（図２）。SILAC によりラベリングされた両者の細胞を同様の条件で培養する。細胞を融解
し同質量で混合し、一部をタンパク質総量の解析に使用し、残りをリン酸化ペプチドのみを
吸着するカラムを用いてリン酸化ペプチドの抽出を行う。これらの前処理が終了した後、検
体を LC-MS/MS 解析を行う。 

 
４．研究成果 
 
WNK4 の脂肪分化への関与また、WNK4 の下流シグナルは SPAK/OSR1 以外にはほとんど知られてい
ないことから、WNK4 自体の機能も不明な点が多い。WNK4 は腎遠位尿細管で塩分出納に関与する
Na-Cl 共輸送体（NCC）の主要な調節因子であり、腎と脂肪での WNK4 シグナルを同時に解析する



ことは、肥満や高血圧といった治療法につながるものと思われる。 
 
（１） WNK4 ノックアウト培養細胞の作成 
脂肪分化能を有する3T3-L1細胞とマウス腎遠位
尿細管細胞であるmpkDCT細胞を使用し、CRISPR-
Cas9 ゲノム編集法を利用し WNK4 KO 細胞を複数
クローン作製することに成功した。（図１；
mpkCCD 細胞を使用した WNK4 KO 細胞のウエスタ
ンブロッティング）WNK4 キナーゼの下流に SPAK
があることが知られており、WNK4 が活性化する
低浸透圧刺激で下流のSPAKのリン酸化も増加す
る。WNK4 KO マウスでは SPAK のリン酸化は著明
に減少していた。mpkDCT での WNK4 KO 細胞では、
下流のSPAKのリン酸化は低浸透圧刺激に反応し
てリン酸化の増加が認められた（図
２）。培養細胞はマウスとは異なる形
質を示していた。SPAK の上流には
WNK4 と同じ WNK ファミリーの WNK1
も発現しており培養細胞では WNK1
によりリン酸化の刺激を受けている
ことが予想される。さらに WNK4 を活
性化することが知られているさまざ
まな刺激因子で刺激し、SPAK リン酸
化の変化を検討した。WNK1と WNK4の
両方の刺激因子があり WNK4 依存的
な刺激因子が何かを調べるためであ
る。用いた刺激因子は浸透圧刺激・
アンギオテンシン II、アルドステロ
ン、Insulin、Forskolin、IBMX であ
る。このうち、Forskolin と IBMX で
は Control では SPAK のリン酸化の
亢進は既報と同じように観察するこ
とができたが、WNK4 KO では観察さ
れなかった。PKA を介した WNK4 の活
性化に関しては、WNK1 を介さず、
WNK4 依存的である可能性が示された。WNK1
と WNK4 の役割の違いに関しては、CKD モデ
ルマウスを用いた研究も行っており、TNFα
が NEDD4-2 の減少させ、その結果 WNK1 の細
胞内発現量が増加し、CKD での塩分感受性高
血圧発症を誘導していることを明らかにし
ている。 
また同時に 3T3-L1 培養細胞を用いても WNK4 
KO 細胞を作成している。3T3-L1 培養細胞は
文化刺激を行うため、培養細胞操作は慎重に
行う必要があり、手技による影響を受けやす
い。また繊細な細胞であるため KO の培養細
胞作製に必要な Single cell sorting を行う
と形質に影響を与えてしまうことが確認さ
れた。そのため、複数の Control 細胞と WNK4 
KO細胞を作成する必要があった。作成したそ
れぞれの培養細胞を用いて PPARγおよび
C/EBPαの発現が WNK４KO で減少し脂肪分化
率に関しても低下していることを確認した。 
 
また WNK4 のインタラクトームの実験系も確
立することができ、現在解析を進めている。 
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