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研究成果の概要（和文）：塩出納や血圧制御に重要な役割を果たすWNKキナーゼ・シグナル伝達系の脂肪細胞に
おける役割に着目し、WNK4の基質探索を試みたが有望候補は得られなかった。続いてメタボリック症候群
（MetS）や慢性腎臓病（CKD）でみられる炎症性サイトカイン増加と塩分感受性高血圧症を結びつける因子とし
てのWNKキナーゼという視点で研究を展開し、３種類のCKDモデルマウスを検討した。結果、これらの腎臓では
WNKシグナルの亢進を認め、それはTNFαにより活性化を受け、塩分感受性亢進のメカニズムの一旦を担っている
ことを示し、Kidney International 誌（IF: 8.4）で報告した。

研究成果の概要（英文）：We focused on the role of WNK kinase signaling, which plays an important 
role in sodium handling and blood pressure control, and tried to seek the substrate of WNK4 in 
adipocytes, but no promising candidate was so far obtained unfortunately. Subsequently, we 
hypothesized that WNK kinase is a factor that links increased inflammatory cytokines and 
salt-sensitive hypertension in metabolic syndrome (MetS) or chronic kidney disease (CKD), and 
examined three types of CKD model mice. As a result, the WNK signal was observed to be enhanced in 
these kidneys and to be activated by TNFα. This was considered to be responsible for part of the 
mechanism of salt sensitive hypertension in MetS or CKD. The result was reported in Kidney 
International (IF: 8.4).

研究分野：腎臓病・高血圧症

キーワード： WNKシグナル　生活習慣病　塩分感受性高血圧　メタボリック症候群　創薬　炎症性サイトカイン　TNF
α

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの我々の研究成果から、WNKシグナル伝達系の制御は塩分感受性高血圧症にとどまらず肥満、耐糖能異
常といったメタボリック症候群（MetS）に対する包括的治療標的となり得る可能性が期待される。今回明らかに
した炎症性サイトカインとWNKシグナル伝達系との相関関係は、創薬ターゲットとしてのWNKシグナル制御の妥当
性をさらに支持するものであり、有用な知見と考えられる。

※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 
 
我々はこれまでの研究成果のなかで、腎臓や血管において生理的にも血圧制御に重要な役割を
果たすWNKキナーゼ・シグナル伝達系を発見した。このシグナル構成分子のうちWNK4キナ
ーゼは特に腎臓で活性を有する。WNK4ノックアウト（KO）マウスの解析を通じて、WNK4の
活性は血圧制御にとどまらず、高脂肪食への肥満耐性やインスリン感受性の維持にも影響して
いることを見出し、これは PPARγの転写抑制を伴った脂肪細胞分化抑制によるものであるこ
とを報告した（EBioMedicine 2017）。この経緯から、WNK4の機能を制御することが出来れば、
肥満を抑制しながら耐糖能異常を予防し、さらに余剰塩分を排泄することで高血圧を予防する
というメタボリック症候群（MetS）に対する包括的治療策となり得る可能性に注目した。しか
しながらこれまでの研究成果から、脂肪細胞におけるWNK4の基質は、腎臓や血管での制御活
性主体を担う WNK基質である SPAKとは異なること、つまり脂肪細胞ではキナーゼ活性とは
独立したシグナル伝達が起こることを推察している。 
 
２．研究の目的 
 
 (1) 脂肪細胞におけるWNK4の基質を同定すること 
 
脂肪細胞におけるWNK4の制御標的（基質）を明らかにすべく、まずは脂肪細胞に分化誘導で
きる 3T3-L1 培養細胞に対して CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて WNK4 ノックアウト
（KO）株を作成し、内在性WNK4の影響を排除した条件下にWNK4のフラグメント別強制発
現を行い、脂肪細胞分化制御因子の発現に影響を与える特定のドメインを選定し、相互作用する
分子探索の手がかりにすることを目指した。 
 
なお当初申請書では有望な WNK4 基質が同定された場合には続いて WNK4 及びその基質との
結合阻害薬を探索することを目指す内容で記載していたが、研究過程において WNK シグナル
が炎症/免疫系サイトカインに影響を及ぼす可能性に着目し、次年度以降は下記に記載する目的
を達成すべく一部研究目的を拡大して検討を行なっている。 
 
(2)炎症性サイトカインとWNKシグナルの関連性を明らかにすること 
 
近年 TNFα、IFNγ、IL-1β、IL-6といった炎症性サイトカインの塩分感受性高血圧への影響
（Annu Rev Physiol. 2018）が注目される一方、腎臓での塩出納制御を担うWNKシグナルが
これらにどのように関わっているかの知見は得られていない。MetSと高サイトカイン血症の関
連性については既に複数の報告があり（Rep Biochem Mol Biol. 2017; Int J Clin Exp Med. 
2015）、またMetSや慢性腎臓病（CKD）では塩分感受性が増加し、高血圧を呈することも知ら
れている（J Clin Invest. 2013）。炎症性/免疫性サイトカインとWNKの関連を明らかにすると
いう研究目的は本研究計画の主旨である WNK シグナルを軸とした生活習慣病治療法の探索と
いう観点に合致したものであり、本目的についても研究展開する方針とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 脂肪細胞に分化誘導できる 3T3-L1 細胞に対して CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を用いて

WNK4ノックアウト株を作成し、内在性WNK4の影響を排除した上で、キナーゼドメイン
を含む・含まない、ないし他の周辺分子と相互作用する可能性のある coiled-coil ドメイン
（CCD）を含む・含まない形で断片化した FLAGタグ付きWNK4フラグメントベクターの
強制発現を行い、WNK4のどのセグメントが PPARγ/CEBPaに影響を与え、脂肪細胞分化
シグナル伝達に必要かを判定した。続いてその FLAG タグ付き断片化タンパクで免疫沈降
を行い、LC-MS/MSによる質量分析を行ってWNK4に結合する基質候補タンパク群の網羅
的解析を実施した。 

 
(2) ３種類のマウス CKD モデル（アリストロキア酸腎症モデル、アデニン腎症モデル、5/6 腎
摘モデル）を作成し、腎臓におけるWNKシグナルの挙動、TNFα、IFNγといった炎症性
サイトカインの定量、ならびに血圧変化の塩分感受性を検討した。またWNKの主要な基質
である SPAK の KO マウスを用いて同様に CKD モデルを作成し、塩分感受性高血圧症が
WNK シグナルの亢進に依存するものか検討を行った。また培養 mpkDCT細胞（遠位尿細
管上皮培養細胞）へのサイトカイン・阻害剤負荷実験を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 3T3-L1細胞に対して、GFPタグ付き CRISPR-Cas9・ガイド RNA発現ベクターを導入後、

FACS ソーティングによる GFP 陽性細胞の選定とシングルセル化を行い、WNK4 の完全



KOが確認された 3T3-L1 クローンを 6ライン得る事に成功した。続いて WNK4 のフラグ
メント別強制発現実験では全長ないし C 末端フラグメントで PPARγ の発現誘導が起こり、
従来の想定通り WNK4 脂肪細胞代謝活性はキナーゼ非依存的かつ CCD 非依存的なメカニ
ズムが想起された（図１）。 
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沈降物に対して質量分析を行った。対照群として GFP強制発現サンプルを同様に FLAG免
疫沈降し、subtractionにより候補を選定した。トップヒットとしてWNK4が検出されたこ
とから検出系は妥当と考えられたが、他にいくつか検出された候補分子で有望なものは含ま
れず、今後の展開方法については引き続き検討を要す状況である。 
 

(2) アリストロキア酸腎症（AAN）モデルの腎臓においてWNK1蛋白発現の増加を認め、さら
にWNKシグナルの下流分子である SPAKや NCCの活性増加も確認された。本マウスモデ
ルでは高塩食負荷でも WNK シグナルは抑制されず、塩分感受性高血圧症を呈した。また
SPAK-KO マウスモデルでも同様に AAN を作成したところ WNK1 の発現増加を認めたも
ののNCCの活性に変化はなく、塩分感受性高血圧という表現系もみられなかった。ANNで
は塩分感受性高血圧を呈し、これはWNKシグナル活性に依存していることを確認した。 
 
(3) 他の CKDモデルであるアデニン腎症（AIN）でも検討を行い、WNK1蛋白の増加が確認さ
れた一方で、5/6腎摘モデルではこの変化がみられなかった。AANと AINでは炎症性 CKD
という特徴を有することから、これらのモデルで炎症性サイトカインの定量評価を行なった
ところ両モデルとも TNFα、IFNγの上昇を認めた。mpkDCT細胞（遠位尿細管上皮培養
細胞）に TNFα、IFNγを負荷したところ TNFαのみで WNK1 蛋白発現増加を認めた。
また TNFα阻害薬であるエタネルセプトを前述の AAN モデルマウスに投与したところ、
活性化されたWNKシグナルを抑制するとともに塩分感受性血圧を改善させた。このことか
ら炎症性サイトカインのひとつである TNFαが CKD腎臓においてWNK1蛋白発現増加を
介してWNKシグナル活性化を招き、塩分感受性高血圧を呈することを明らかにした。冒頭
で述べたような炎症に伴う塩分感受性血圧制御の一端を、このWNKシグナルが担っている
と推察される（図２）。本研究の結果を、Kidney International 誌（IF: 8.4）で報告した。
本研究結果は創薬ターゲットとしての WNK シグナル制御の妥当性を支持するものであり
有用な知見と考えられる。 

図１ 

図2  (Furusho T, et al., Kidney Int. 2020より引用改変) 
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