
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ３月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：WNK キナーゼファミリーは、多細胞生物間で保存されているセリン／

スレオニンキナーゼファミリーである。WNK1 および WNK4 は、ある遺伝性の高血圧症の原因遺

伝子として見いだされており、また、WNK1遺伝子の欠損した生物は発生途上で死に至る。した

がって、WNK キナーゼの正確な制御機構を明らかにすることは、器官形成や疾患の機構を理解

するのに重要である。本研究において、WNK キナーゼの制御に関与する様々な分子が明らかに

された。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： WNK kinase family that has been recently identified 

serine-threonine protein kinase family conserved among several multicellular organisms.  

There are four human WNK family members, and mutations in two of them, WNK1 and WNK4, 

have been linked to a hereditary form of human hypertension. Moreover, the disruption 

of the WNK1 gene caused death of organisms. Therefore, the elucidation of WNK signaling 

network is important upon clarifying the mechanism of morphogenesis, organogenesis and 

disease.  In this research, new interacting factors of WNK were identified by biochemical, 

molecular biology, and genetic techniques.  
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１．研究開始当初の背景 

WNK キナーゼは、多くのプロテインキナーゼ

で保存されているキナーゼサブドメイン II 

のリジン残基が存在しないことからその名

が付けられた多細胞生物に普遍的に存在す

るセリン／スレオニンキナーゼである。哺乳

類には四つのファミリー分子が存在し、その

うち WNK1と WNK4の二つが、偽性低アルドス

テロン症 II 型と呼ばれる常染色体優性遺伝

性の高血圧症の原因遺伝子として海外のグ

ループにより同定された。我々は、WNK キナ

ーゼの標的分子として SPAK/OSR1というプロ

テインキナーゼを同定し、さらに SPAK/OSR1

は腎臓に発現するイオン共輸送体（NCC, 

NKCC）を標的にすることを見いだした

(Moriguchi et al., JBC 280: 42685-42693, 

2005)。さらに偽性低アルドステロン症 II型

モデルマウスの研究から、WNK→SPAK/OSR1→

共輸送体というシグナル伝達経路の亢進が

おこっており、WNK シグナル経路の制御異常

が発症機構の一因であることを示唆した

(Yang et al., Cell Metab. 5, 331-344)。

しかしながら、WNK キナーゼがどのように

SPAK/OSR1 を活性化するかを含め、制御機構

についてはまだ未解明の部分が多く残され

ていた。 

一方、WNK1 ノックアウトマウスの解析から、

WNK1 ホモ欠損個体では腎臓形成が始まるか

なり以前に致死になることも見いだしてお

り、腎臓以外での重要な機能が予想されてい

た。 

 
２．研究の目的 

生化学的・分子生物学的な解析から WNKシグ

ナル経路の制御に関わる新たな因子を探索

するとともに、モデル生物を用いた遺伝学的

な解析と合わせて、疾患・初期発生の制御機

構を個体レベルでも明らかにすることを目

的とする。 

 
３．研究の方法 

1) WNKシグナル制御因子の同定 

① WNK1〜4 および SPAK, OSR1 各々の分子に

flag-tag を付加して HEK293 細胞で過剰発

現させ、それぞれの flag-tag 免疫沈降物

中に含まれる因子を質量分析法により同

定する。この手法で得られた分子について、

WNKあるいは SPAK/OSR1 の制御に関わる可

能性について培養細胞を用いた実験等に

より調べる。 

② WNK1 ホモ欠損マウスが致死になる時期の

一日前のマウス胚から mRNA を調整し、マ

イクロアレイ解析により発現に差のみら

れる遺伝子を同定する。 

③ 遺伝学を駆使できる線虫には、WNKホモロ

グが一つ、SAPK/OSR1のホモログが一つ存

在する。線虫の WNK-1 の機能を欠失した

wnk-1変異体は発生途中で停止することを

見いだしている。この wnk-1 変異体のサプ

レッサー変異体の取得ならびに原因遺伝

子の同定を行う。 

2) マウスを用いた疾患・初期発生制御機構の

解析 

 WNK キナーゼによるリン酸化部位である

OSR1の 325番目のセリン残基をアスパラギン

酸に置換した OSR1(S325D)を過剰発現するト

ランスジェニックマウスを作製し、このマウ

スが偽性低アルドステロン症 II 型の症状を

示すか調べる。また、この OSR1 トランスジ

ェニックマウスと WNK1 ノックアウトマウス

を掛け合わせ、その表現型を調べることで初

期発生過程における WNK1と OSR1の関係につ

いても検討する。 

 
４．研究成果 

1) WNK ファミリー、SPAK/OSR1 結合因子の同



定 

 質量分析を用いた解析から、WNK1の結合因

子として SPAK, OSR1 以外に他のファミリー

分子である WNK3, WNK4 が結合候補因子とし

て同定された。培養細胞中において、WNK1は

他の三つのファミリー分子である WNK2, WNK3, 

WNK4と結合すること、この結合は C 末側に存

在する coiled-coil領域を介して行われてい

ることを明らかにした。 

 また、SPAK, OSR1 の結合因子として、既に

結合が明らかになっている WNKファミリーお

よび基質であることが既に明らかになって

いる共輸送体以外にカゼインキナーゼ

CK2alpha が同定された。培養細胞を用いた実

験から、SPAK/OSR1と CK2alphaは細胞内で確

かに結合が見られること、さらに CK2alpha

は SPAK/OSR1の C末領域を基質とし、それは

ラット SPAK の 394 番目のセリン残基である

ことが明らかになった。また、CK2alphaによ

るリン酸化は線虫の系においても認められ

ることから、このメカニズムは種を超えて保

存されている可能性が示唆された。 

 他にもいくつかの因子が得られており、今

後の解析により新たなメカニズムが見いだ

されることが期待される。また、flag-tag免

疫沈降物中に含まれる分子の質量分析によ

る解析という手法により、結合因子ならびに

プロテインキナーゼの基質の同定が高い精

度で可能であることも明らかになった。 

 

2) マイクロアレイ解析 

 胎生期 9.5 日の WNK1 ホモ欠損マウス胚と

野生型のマウス胚から mRNA を調整し、マイ

クロアレイ解析（GeneChip, affymetrix社）

を行った。発現量が二倍以上、あるいは半分

以下になる遺伝子がそれぞれ 20 以上見いだ

された。致死の原因と明らかに思われるもの

は見いだせなかったが、いくつかの候補遺伝

子については解析を継続中である。 

3) 線虫 wnk-1 変異体のサプレッサー変異取

得 

 線虫 wnk-1変異体を EMS処理し、L1〜L2期

発生停止が回復することを指標にスクリー

ニングしたところ、六つのサプレッサー変異

体を得た。詳細な遺伝子マッピングについて

は名古屋大学大学院理学研究科の松本邦弘

教授、久本直毅准教授のもとで引き続き行わ

れる予定である。 

 

4) OSR1トランスジェニックマウスの解析 

 OSR1(S325D)を恒常的に過剰発現するトラ

ンスジェニックマウスを作製し、その表現型

を調べたが、高血圧症の優位な症状は見られ

なかった。マウス B6 系統にバッククロスし

た WNK1 へテロノックアウトにも明らかな血

圧の変化は見られなかったことから、系統の

違いによって表現型が異なる可能性も考え

られる。一方、WNK1 ノックアウトマウスと

OSR1過剰発現マウスを交配させ、マウス発生

過程について解析した。WNK1 のホモ欠損個体

は通常胎生 9.5〜11.5日目で発生が停止し吸

収されてしまうが、OSR1 過剰発現により、

12.5〜13.5 日まで発生が進行することが認

められた（図）。このことから、OSR1 キナー

ゼは、腎臓におけるイオン調節のみならずマ

ウス発生過程においても WNKキナーゼの重要

なエフェクターとして機能することが示さ

れた。 

 

 

 

 

 

 
 

 
図 11.5 日胚の比較 



WNK1ホモ欠損個体は 9.5日胚から発生が停止
し、既に吸収されてしまうものが多いが、
OSR1 の過剰発現により発生の進行が認めら
れる。 
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