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研究成果の概要（和文）： 
近年、WNK-OSR1/SPAK-NCC リン酸化カスケードの存在が明らかになるにつれ、PHAII と
いう特定の疾患だけでなく、この新しいカスケードが腎臓での塩分再吸収をどのように生理的
に制御しているかに注目が集まってきている。本研究では、アルドステロンやアンギオテンシ
ン II により OSR1/SPAK と NCC のリン酸化が制御されることから、生理的な生体内の塩分出
納制御に重要であることを報告した（J Cell Sci. 2011, BBRC 2010）。2011 年には培養細胞と
マウス腎臓において、１：インスリンの急性負荷が NCC を活性化する Thr 53/58 と Ser 71 の
リン酸化を亢進すること、２：この急性インスリン負荷によるNCCリン酸化にWNK4とSPAK
が関与している事をノックダウン細胞とノックアウトマウスを用いて明らかにした(Sohara E 
et al. PLoS ONE 2011)。元来、インスリン投与により腎臓での塩分再吸収が亢進する事はよく
知られており、メタボリックシンドロームの塩分感受性高血圧の一因とされているが、その詳
細なメカニズムは不明であった。申請者 蘇原の発見は高インスリン状態における腎臓尿細管で
の塩分再吸収亢進のメカニズムの一つを明らかにし、WNK キナーゼが高インスリン血症と塩
分感受性高血圧をつなぐ重要な鍵であることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The NaCl cotransporter (NCC) is essential for sodium reabsorption at the distal convoluted 
tubules (DCT), and its phosphorylation increases its transport activity and apical 
membrane localization. Although insulin has been reported to increase sodium reabsorption 
in the kidney, the linkage between insulin and NCC phosphorylation has not yet been 
investigated. This study examined whether insulin regulates NCC phosphorylation. In 
cultured mpkDCT cells, insulin increased phosphorylation of STE20/SPS1-related 
proline-alanine-rich kinase (SPAK) and NCC in a dose-dependent manner. This 
insulin-induced phosphorylation of NCC was suppressed in WNK4 and SPAK knockdown cells. 
In addition, Ly294002, a PI3K inhibitor, decreased the insulin effect on SPAK and NCC 
phosphorylation, indicating that insulin induces phosphorylation of SPAK and NCC through 
PI3K and WNK4 in mpkDCT cells. Moreover, acute insulin administration to mice increased 
phosphorylation of oxidative stress-responsive kinase-1 (OSR1), SPAK and NCC in the 
kidney. Time-course experiments in mpkDCT cells and mice suggested that SPAK is upstream 
of NCC in this insulin-induced NCC phosphorylation mechanism, which was confirmed by the 
lack of insulin-induced NCC phosphorylation in SPAK knockout mice. Moreover, insulin 
administration to WNK4 hypomorphic mice did not increase phosphorylation of OSR1, SPAK 
and NCC in the kidney, suggesting that WNK4 is also involved in the insulin-induced OSR1, 
SPAK and NCC phosphorylation mechanism in vivo. The present results demonstrated that 
insulin is a potent regulator of NCC phosphorylation in the kidney, and that WNK4 and 
SPAK are involved in this mechanism of NCC phosphorylation by insulin. 
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１．研究開始当初の背景 
従来、腎臓領域における遺伝性高血圧疾患は
腎臓尿細管の Na チャネルやトランスポータ
ー蛋白自身の変異により Na の再吸収が異常
に増加するというメカニズムで報告されて
きていたが、2001 年に遺伝性高血圧疾患であ
る偽性低アルドステロン症II型（以下PHAII）
患者には WNK キナーゼに変異があることが
linkage analysis によって報告された
(Science 2001)。この事実は、トランスポー
ター蛋白単独の異常ではなく、WNK キナーゼ
を介して血圧をコントロールするネットワ
ークが腎臓に存在することを示唆するとい
う点で非常に興味深く、申請者 蘇原映誠の
所属する東京医科歯科大学腎臓内科では近
年 WNKキナーゼについての研究が盛んに行わ
れている。 
最近、東京医科歯科大学腎臓内科では PHAII
モデルマウスを作成し解析を行った(Cell 
Metab, 2007) 。このモデルマウスの作成と
解析により、Na-Cl 共輸送体（以下 NCC）が
OSR1/SPAK というキナーゼとともに病態モデ
ルマウスでは過度にリン酸化され、リン酸化
された NCC は細胞膜上に集積し、NaCl を過度
に再吸収し高血圧症を引きおこしているこ
とが明らかになった。OSR1/SPAK は in vitro
で WNK4 の基質として同定されており、
WNK4-OSR1/SPAK-NCC というリン酸化カスケ
ードが腎臓での新たな体液調節系として重
要な役割を持っていることが明らかとなり、
塩分感受性高血圧の一因を担っていること
が示唆されている。さらに、WNK4 hypomorphic 
mouse の 作 成 も 行 い 、 WNK4 が 下 流 の
OSR1/SPAK-NCC のリン酸化に対して正のシグ
ナルを送っていることを証明した (Hum Mol 
Genet. 2009)。すなわち、PHAII は WNK4 の過
剰な機能亢進により WNK-OSR1/SPAK-NCC リン
酸化カスケードが亢進するために、塩分再吸
収が過度に起きるために発症することを当
研究室は明らかにしてきた。 

２．研究の目的 
偽性低アルドステロン症 II 型（PHA II）は、
遺 伝 性 高 血 圧 疾 患 で あ り 、 WNK4 
(With-no-lysine kinase 4) の変異によって
発症する。 申請者 蘇原映誠は PHA II 変異
の一つである変異 WNK4 R1185C の解析を行っ
たところ、WNK4 の 1190S リン酸化の過剰亢進
が原因であることを解明し、このリン酸化は
インスリンによって亢進することを発見し
た。本研究では、肥満などの高インスリン血
症における塩分感受性性高血圧の機序に、
WNK4 1190Sのリン酸化が関わっているという
仮説を、細胞・マウス・ヒトレベルにおいて
証明し、WNK シグナルのアウトプットとなる
Na-Cl 共輸送体の過剰なリン酸化亢進が高イ
ンスリン血症における治療ターゲットとな
ることを検証する。 
３．研究の方法 
本研究は PHAII/WNK 研究から得られた知見を
もとに、メタボリックシンドロームや肥満な
ど高インスリン状態における塩分感受性高
血圧のメカニズムを探求するものである。全
体としては、以下の３つに大きく分けられる。 
A：細胞レベルでの新規 Insulin-WNK-NCC リ
ン酸化カスケードの研究：Insulin から WNK
リン酸化亢進に至るまでの詳細なメカニズ
ムは不明である。Insulin によって WNK4 
1190S をリン酸化できるキナーゼ候補として
は SGK1, Akt, S6K などがあり、Insulin と
WNK4 をつなぐシグナル伝達を検証する。具体
的には PI3K の関与は阻害薬実験、SGK1, Akt, 
S6K の関与は dominant active form の強制発
現実験/阻害薬実験で検証する。 
B：マウスにおける Insulin-WNK-NCC リン酸
化カスケードの研究：インスリン投与マウス、
肥満/糖尿病モデルマウス、OSR1, SPAK 遺伝
子改変モデルマウス、WNK4 R1185C トランス
ジェニックマウス各々における
WNK-OSR1/SPAK-NCC 系の検討を行う。 
C：メタボリックシンドローム/肥満患者にお



ける尿中 NCCの研究: メタボリックシンドロ
ームや肥満の患者でも Insulin-WNK-NCC リン
酸化カスケードの異常によって塩分感受性
高血圧が起きていることを示したい。患者の
腎臓自体を手に入れることは困難なので、
WNK のカスケードの最終段階としてのリン酸
化 NCCを検出する方法として ELISA を立ち上
げた。 
 
４．研究成果 
マウス腎臓と培養細胞におけるインスリン
による WNK4 を介した OSR1/SPAK-NCC リン酸
化を明らかにし、first かつ corresponding 
author として PLoS One 誌に報告した（Sohara 
E, et al. PLoS One. 2011）。本論文は早速
Carolyn Ecelbarger 博士にトップ 2%に値す
る”Must Read”として F1000 に取り上げら
れた。続けて、高インスリン血症を来す肥満
モデル db/db マウスにおいて OSR1/SPAK-NCC
のリン酸化が亢進している事、不活化
SPAK/OSR1 ノックインマウスを db/db に交配
したダブルノックインマウスを解析する事
によって WNK からの OSR1/SPAK リン酸化が
db/db マウスでの NCC リン酸化亢進に必須で
ある事、さらにはインスリンが PI3K-Akt シ
グナル系を介してOSR1/SPAK-NCC リン酸化を
亢進させる事を明らかにした。すなわち
PI3K-Akt-WNK-OSR1/SPAK-NCC 系が亢進する
事がメタボリック症候群や肥満等の高イン
スリン状態における塩分感受性高血圧の一
因である事を論文にして corresponding 
author として Hypertension 誌に投稿し、現
在 revise 実験を行っている。さらに、WNK3
ノックアウトマウス作成と腎臓/血圧におけ
る解析を corresponding author として報告
した(Oi K, et al. Biology Open 2012)。そ
の他、OSR1 ノックアウトマウスの作成/解析
(Lin SH, et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2011)、WNK4/SPAK/OSR1 トリプルノックイン
マウスによる真のPHAII発症メカニズムの解
明(Chiga M, et al. J Cell Sci. 2011)、細
胞外カリウムによる WNK1活性化(Naito S, et 
al. Clin Exp Nephrol. 2011)、WNK1 ノック
アウトマウスでの腎血管系の解析(Susa K, 
et al. Clin Exp Nephrol. 2012)などを共著
者として報告し、2011 年 4 月から 2012 年 3
月までの助成期間中に 9報の論文を報告させ
て 頂 き 、 2 報 の 論 文 (second author, 
corresponding author)の revise 実験を行っ
ている。 
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