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A. 研究目的  
WNK キナーゼシグナル伝達系の亢進は、

塩分感受性高血圧症を引き起こす。

我々はすでに偽性低アルドステロン

症 II 型（PHAII）を引き起こす WNK4

の変異と同じ変異をもつモデルマウ

ス（WNK4 変異ノックインマウス）を作

成しPHAIIの病態を明らかにしてきた。

最近 WNK キナーゼ以外に新たに KLHL3

と Cullin3の遺伝子異常がPHAIIを引

き起こす事が示された。 

本研究では、WNK4 ノックインマウスに

おいて塩分負荷が全身臓器に及ぼす

影響を種々の網羅的解析により明ら

かにすることを目的とする。さらに、

KLHL3 変異ノックインマウスを作成し、

WNK4 ノックインマウスとの類似点と

相違点を明らかにすることで、真の新

たな塩分ストレス応答因子を明らか

にする。 

B. 研究方法 

塩分感受性の亢進している WNK4 変異

ノックインマウスに、急性ないし慢性

の高塩食負荷をかけ、各臓器(主とし

て腎組織、血管系、尿、血液など)に

おける mRNA および蛋白の網羅的解析

を行い、塩分負荷で著明に反応する分

子の候補を得る。また、そのスクリー

ニングの特異度をあげるため、WNK4

変異以外でPHAIIを引き起こす病態モ

デルマウスを作成し、同様の解析を行

い、両方のモデルで共通してみられる

現象を高塩ストレスに応答する因子

の有力な候補と判断する。実際には

KLHL3 において、ヒト PHAII で発見さ

れた変異を導入したノックインマウ

スを作成する。25 年度はその作成に成

功し、解析を行った。 
C. 研究結果 
網羅的解析による、塩分負荷に応答す

るマーカーの探索は、腎臓での網羅的

なリン酸化プロテオームを共同研究
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にて行ったが、実質臓器からのリン酸

化蛋白の精製、特に可溶性の問題から

検出される蛋白の数に限りが見られ

た。そこで、方針を変更し、まずは最

近その精度と再現性が向上したDNAマ

イクロアレイにてｍRNA レベルで変

動する遺伝子の同定を行い、現在候遺

伝子の選別と再現性の有無を検証中

である。また、エピジェネティックな

変化は、最近の次世代シークエンサー

の発達とともに、網羅的解析を行える

ようになってきている。今回我々は、

まだ実質臓器では難しかった網羅的

なチップシークエンス解析を腎臓で

行う事に成功した。上記のマイクロア

レイ解析の結果やRNAシークエンスの

結果とあわせて、次年度に取り組むべ

きターゲットを明らかにする。 

一方、ヒトで PHAII を引き起こす

KLHL3 の R528H 変異をもつモデルマウ

スの作成に成功し、解析を行った。そ

の結果、腎臓での WNK1,WNK4 の蛋白量

が著増しており、当初の仮説通り、

KLHL3 の変異が WNK の分解を阻害し、

細胞内で増加したWNKが下流のシグナ

ル系を活性化してPHAIIを引き起こし

ていると思われた。 

D. 考察 
KLHL3 変異ノックインマウス作成によ

り、PHAII の病態の本質、すなわちユ

ビキチン化障害によるWNK蛋白量の増

加、が明らかとなった。今後は、この

系の破綻が PHAII のみならず、他の

WNK キナーゼの制御においても関わり

がないかを探るとともに、KLHL を外的

に制御してWNKキナーゼシグナル系を

制御する方策を探索する。 

塩分負荷や血圧のバイオマーカー探

索は、蛋白レベルでは難しいことも判

明し、DNA レベルでの検討を行いデー

タは既に得られた。解析をすすめて、

次年度以降に更なる検討を加える。  
E. 結論 
KLHL3 変異ノックインマウス作成と解

析を終了し、WNK キナーゼの新たな分

解による制御系を明らかにすること

ができた。 
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