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研究成果の概要（和文）：メタボリックシンドロームdb/dbマウスにおけるWNK-OSR1/SPAK-NCCカスケードの研究におい
ては、高インスリン血症がWNKシグナルを亢進してしまうために、下流のNCCによる塩分再吸収が塩分過多の状態でも抑
制されないことで、塩分摂取に反応して血圧が上昇してしまう塩分感受性高血圧を呈することを証明した。また、最近
明らかになった、PHAIIの新たな原因遺伝子KLHL3とCul3が複合体を形成し、WNKキナーゼのE3ユビキチンリガーゼとし
て機能する事を我々は示した。腎臓内でのWNK分解障害によるWNKキナーゼ蛋白増加がWNKシグナルの過剰亢進を起こし
てPHAIIとなることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found renal WNK-OSR1/SPAK-NCC cascade activation in the db/db mouse model of hy
perinsulinemic metabolic syndrome. In SPAK/OSR1 knock-in db/db mice, increased phosphorylation of NCC and 
elevated blood pressure were completely corrected, indicating that phosphorylation of SPAK and OSR1 by WNK
 kinases is required for the increased activation and phosphorylation of NCC. Moreover, we found that Incr
eased NCC phosphorylation is regulated by the PI3K/Akt signaling cascade in the kidney in response to hype
rinsulinemia. This mechanism may play a role in the pathogenesis of salt-sensitive hypertension in human h
yperinsulinemic conditions such as the metabolic syndrome. We also found that increased protein expression
 levels of WNK1 and WNK4 kinases cause PHAII by KLHL3 mutation, due to impaired KLHL3-Cullin3 mediated ubi
quitination.
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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っ
てきており、2007 年には PHAII モデルマウス
を作成し解析を行った(Cell Metab. 2007) 。
結果、Na-Cl 共輸送体（以下 NCC）が WNK4 の
基質として同定されていたOSR1/SPAKという
キナーゼとともにPHAII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。さらに最近、OSR1, SPAK の kinase 
dead knock-in mouse を 用 い て 、
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を当研究室は明
らかにした(Hum Mol Genet. 2009, J Cell Sci. 
2011)。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
度に起きて発症することを当研究室は明ら
かにした。 
 
２．研究の目的 
申請者蘇原はインスリン急性負荷が遺伝性
高血圧疾患である偽性低アルドステロン症
II 型の原因となる WNK4 を介して、腎臓で塩
分再吸収を担うNa-Cl共輸送体のリン酸化を
亢進する事を報告した。本研究では、肥満な
どの高インスリン血症での塩分感受性高血
圧において、腎臓と血管平滑筋細胞で血圧を
制御する WNK-OSR1/SPAK-NCC/ NKCC1 リン酸
化カスケードに対するインスリン制御の重
要性を、in vitro(Akt と WNK4 リン酸化の解
析)と in vivo（各種遺伝子改変マウスでの検
討とヒト尿中の Na-Cl 共輸送体解析）の実験
によって証明し、高インスリン血症における
塩分感受性高血圧の病態解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究は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腎臓と血管平滑筋に
存在するWNK-OSR1/SPAK-NCC/NKCC1カスケー
ドの観点から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。 
(１)インスリンによる WNK4-SPAK/OSR1-NCC

リン酸化カスケード制御の蛋白レベルでの
研究: 
我々は WNK4 の 1190 Serine (1190S)リン酸化
の過剰亢進が、PHAII の発症メカニズムとな
り、さらに同部位のリン酸化がインスリンに
よって亢進することを確認しているが、イン
スリンから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motif検索によればSGK1、Akt、
S6K などがあり、平成 24 年度は Insulin と
WNK4 をつなぐこのシグナル伝達を各々の
kinase に特異的な阻害薬実験で検証する。平
成 25年度は有望な kinase の阻害薬を高イン
スリンモデルマウスに使用し、その kinase
による NCCリン酸化制御を生体内で明らかに
し、新しい治療ターゲットとして検討する。 
(2) 遺 伝 子 改 変 マ ウ ス を 用 い た
Insulin-WNK-NCC リン酸化カスケードの研
究：慢性的な高インスリン血症モデルマウス
でも同様に WNK4-OSR1/SPAK-NCC リン酸化カ
スケードが亢進しているかを検討するため
に、肥満/糖尿病モデルであり高インスリン
血 症 を 示 す db/db マ ウ ス に お け る
WNK4-OSR1/SPAK-NCC リン酸化カスケードを
検証する。さらに、OSR1/SPAK kinase dead
ノックインマウスにdb/dbマウスを交配して、
db と WNK4 または OSR1/SPAK のダブル遺伝子
改変マウスを作成し、db/db マウスで WNK4 ま
たは OSR1/SPAK が失活すると下流の NCCリン
酸化が起きなくなることを証明して、慢性の
高 イ ン ス リ ン 血 症 モ デ ル で も
WNK4-OSR1/SPAK-NCC リン酸化カスケードが
関与していることを証明する。 
(３)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過剰な亢進によって塩
分感受性高血圧が起きることを示したい。患
者の腎臓を検討するのは困難なので、WNK カ
スケードの最終段階であるリン酸化NCCを検
出する方法を検討する。リン酸化 NCC は尿細
管上皮側に集積して尿中に排泄されること
が予想されるので、尿中 NCC の検出量と尿中
リン酸化NCCを患者と健常人または本態性高
血圧患者の間で比較することにより、NCC の
リン酸化が高インスリン状態で亢進してい
ることを示したい。 
 
４．研究成果 
メタボリックシンドロームdb/dbマウスにお
ける WNK-OSR1/SPAK-NCC カスケードの研究 
db/db マウスは高インスリン血症を呈するメ
タボリックシンドロームのモデルと考えら
れている。肥満やメタボリックシンドローム
においてはインスリン抵抗性のために高イ
ンスリン血症を呈することが知られており、
インスリンは腎臓尿細管での塩分再吸収を
亢進することが報告されていた。我々はイン
スリンの急性負荷によりOSR1/SPAK-NCCのリ



ン酸化が亢進することを発見したが、これら
がメタボリックシンドロームのような慢性
的な高インスリン状態においても認めるか
を高インスリン血症モデルであるdb/dbマウ
ス腎臓を用いて検討した。 
db/db マウスはコントロールと比較して、高
血圧を呈するとともに、NCC 阻害薬であるサ
イアザイド負荷で db/db マウスの Na 排泄は
亢進し、これは NCC の機能亢進を示唆した。
事実、db/db マウス腎臓では OSR1/SPAK と NCC
のリン酸化が亢進していた。db/db マウスは
高塩食でコントロールマウスと比較してア
ルドステロン低値を示しており、通常、低ア
ルドステロン状態においてNCCリン酸化は抑
制されることが知られているにも関わらず、
db/db マウス腎臓では逆に OSR1/SPAK と NCC
リン酸化が亢進していた。db/dbマウスのNCC
リン酸化亢進にはインスリンが寄与してい
ると推定され、PI3K阻害剤であるNVP-BEZ235
の投与によりNCCのリン酸化が抑制された事
から、インスリン/PI3K シグナルの下流にあ
ると考えられた。また、高塩食とは逆に高ア
ルドステロン状態となる低塩食においても、
NCC のリン酸化がアルドステロンによってす
でに亢進しているコントロールと比較して、
db/db マウスは OSR1/SPAK-NCC リン酸化のさ
らなる亢進を認め、インスリンによる制御機
構はアルドステロンと一部独立していると
考えられた。さらに、このメカニズムが
WNK-OSR1/SPAK のカスケードに依存している
かを検討するために、我々は WNK によるリン
酸化を受けない OSR1 T185A/+、SPAK T243A/+
ノックインマウスをdb/dbマウスと交配した。
結果、OSR1 と SPAK 各々が WNK によってリン
酸化されなくなった事で、SPAK/OSR1 の不活
化ノックイン db/db マウス腎臓での NCCリン
酸化は抑制された。実際、コントロールと比
較し db/db マウスで認めた高血圧は OSR1 及
び SPAK の不活化により消失した。結果とし
て、db/db マウス腎臓における NCC リン酸化
亢進は WNKによる OSR1/SPAK のリン酸化を介
しており、その亢進にインスリン/PI3K シグ
ナルの亢進が寄与していると考えられた。こ
れらは肥満やメタボリックシンドローム等
に見られる塩分感受性高血圧の機序の一因
となっている可能性があり、今後の生活習慣
病における高血圧治療に対する新しい治療
方針を示すものと考える。 
 また尿中 NCCを定量する ELISA の系を立ち
上げた。臨床研究が継続中である。 
 
新規PHAII原因遺伝子KLHL3/Cul3によるWNK
シグナル制御の研究 
 最近、PHAII の新たな原因遺伝子として
Kelch-like 3（KLHL3）と Cullin3(Cul3)が明
らかになり、KLHL3 が Cul3 と複合体を形成
し、WNK4 の E3 ユビキチンリガーゼとして機
能する事を我々は示した（Cell Reports 
2013）。細胞の強制発現系で、KLHL3 と Cul3
の発現は WNK4 ユビキチン化の増強による

WNK4 蛋白量の減少をもたらし、PHAII を引き
起こす変異WNK4/KLHL3/Cul3はこれらを阻害
して細胞内WNK4量を増加させることを示し、
腎臓内での WNK4 分解障害による WNK4 蛋白増
加が下流の WNK-OSR1/SPAK-NaCl 共輸送体
（NCC）シグナル系の過剰亢進を起こし、
PHAII における高血圧の原因となること、す
なわち、WNK4 のユビキチン化障害そしてその
結果としての WNK4 分解障害が PHAII 発症の
共通の病態であることを明らかにした。 
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