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概 要 

With-no-lysine kinase (WNK)，STE20–related proline / alanine-rich kinase (SPAK) キナーゼはリン酸化カスケードを形

成し，腎臓遠位尿細管の Na-Cl 共輸送体（NCC）の活性化を介して塩分出納を正に制御している。このシグナルは

WNK1，WNK4の二つのキナーゼが SPAKをリン酸化，活性化し，活性化した SPAKが NCCをリン酸化して活性化させ

るという正のリン酸化カスケートである。WNK-SPAK-NCC シグナルは塩分摂取過多になると抑制され，NCC を介したナト

リウム再吸収が抑制される。その結果，尿中ナトリウム排泄が増加し，体内総ナトリウム量によって規定される体液量が高

塩食下でも一定に保たれる。一方，このシグナル構成分子の遺伝子変異で発症する偽性低アルドステロン症Ⅱ型

（PHAII）では WNK-SPAK-NCC シグナルが恒常的に活性化しており，高塩食下でも抑制されないため体液量過剰となり

塩分感受性高血圧を呈する。近年，このシグナルの過剰亢進は PHAII だけでなく，メタボリック症候群やカリウム摂取不

足といった一般的な病態における塩分感受性高血圧発症に寄与することが明らかとなってきた。 

一方，慢性腎臓病（CKD）では塩分感受性が亢進しており，そのメカニズムとして糸球体濾過量の減少に加えて尿細管

でのナトリウム再吸収の増加が報告されているが，WNK シグナルの関与については不明である。また，近年骨髄系細胞

や T 細胞，炎症性サイトカインと高血圧発症の関連が報告されているが免疫機構による WNK シグナル制御についても

不明である。 

今回，我々はこの二つの点を明らかにするため，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 WNK シグナルを評価した。その結果アリストロキア酸腎症モデルにおいて

WNK1-SPAK-NCC シグナルが亢進していることを発見した。アリストロキア酸腎症モデルは NCC の阻害薬であるサイア

ザイドによる利尿効果が増強しており，機能的にも NCC が活性化していることを確認した。アリストロキア酸腎症モデルに

4%高塩食を 10 日間投与しても亢進した WNK1-SPAK-NCC シグナルは十分に抑制されず，アリストロキア酸腎症マウス

は塩分感受性高血圧を呈した。さらに，SPAK ノックアウトマウスのアリストロキア酸腎症モデルでは WNK1 蛋白の増加は

見られるものの，NCC の活性化は見られず，塩分感受性高血圧も観察されなかった。以上よりアリストロキア酸腎症では

増加したWNK1蛋白がSPAKを介してNCCを活性化させていること，このシグナルの亢進がアリストロキア酸腎症の塩分

感受性高血圧発症に寄与していることが明らかとなった。興味深いことに，アリストロキア酸腎症ではWNK1蛋白が増加し

ているものの WNK4 蛋白の増加はなかった。WNK1，WNK4 は Kelch-like3（KLHL3），Cullin3（CUL3）からなる E3 リガ

ーゼ複合体によって分解されその量が制御されているが，WNK1，WNK4 が異なる動態を示していることから CKD にお

いては KLHL3-CUL3 E3 リガーゼ複合体とは異なる新たな制御メカニズムの存在が推測された。また，アリストロキア酸腎

症でWNK1の転写の増加は認めなかった。 

WNK1 蛋白単独の増加はアデニン腎症モデルでも観察された一方，5/6 腎摘モデルでは認めなかった。我々はモデ

ル間の違い，特にアリストロキア酸腎症とアデニン腎症が高度な炎症性CKDモデルである一方，C57BL6バックグラウンド



 

で作成した 5/6 腎摘モデルが炎症に乏しいモデルであることに注目した。WNK1 蛋白増加に関わる因子の探索のため 3

種類の CKD モデル腎臓の mRNA発現を炎症性サイトカインに注目して比較したところ，TNFα と IFNγの転写がアリスト

ロキア酸腎症とアデニン腎症モデルで共通して増加していた。この結果を受けて，腎臓遠位尿細管上皮培養細胞

（mpkDCT細胞）にTNFα，IFNγを負荷したところTNFαを負荷した群でのみWNK１蛋白発現の増加が確認された。我々

は生体内でもTNFαがWNK1蛋白発現の増加に寄与しているかどうかを明らかにするため，TNFα阻害薬エタネルセプト

をアリストロキア酸腎症モデルマウスに投与した。その結果，エタネルセプトは遠位尿細管において WNK1-SPAK-NCC

シグナルの亢進を抑制し，塩分感受性を是正することが明らかになった。 

以上より，TNFα は WNK1-SPAK-NCC シグナルを亢進させ，CKD の塩分感受性高血圧に関与することがわかった。

本研究によって WNK シグナルが腎臓内の炎症/免疫シグナルと塩分感受性をつないでいることが明らかとなった。また，

CKDではサイアザイド系利尿薬の効果に個人差があることが知られている。本研究の結果は，サイアザイド系利尿薬の有

効な CKD患者において TNFα-WNK1-SPAK-NCCシグナルの亢進している可能性を示唆していると考えられる。腎内で

のTNFα産生を反映する尿中TNFαの測定がWNK1-SPAK-NCCシグナルの活性，サイアザイド系利尿薬の有効性を事

前に判断するバイオマーカーとなる可能性があり今後の研究を進めていきたい。 

 

 

１．研究目的 

本邦における高血圧に起因する死亡者数は年間約 10

万人と推定され，高血圧は心血管病の最大の危険因子で

ある。塩分摂取は直接的な血圧増悪因子の一つであり，

日本人において塩分摂取過多は高血圧治療における大

きな課題である。特に，塩分摂取過多によって血圧が上

昇し，逆に塩分制限によって血圧が低下する反応を塩分

感受性と呼び，同一個体で再現性をもって観察されること

から一つの病態と考えられている。一般に高血圧患者の

30-50%が塩分感受性であるが，同程度の血圧であっても

塩分感受性の場合，抵抗性に比べて心血管系疾患発症

や死亡のリスクが高いことが知られており，治療法という点

でも塩分制限がその他の降圧療法に優先されることから

塩分感受性の適切な評価は臨床上重要である 1)。しかし

ながら，塩分感受性高血圧のメカニズムについては不明

な点が多い。 

我々は，本研究財団助成などにより，塩分感受性高血

圧を呈する遺伝性疾患である偽性低アルドステロン症 II

型の分子病態を遺伝子改変マウス作成と解析により明ら

かにしてきた。近年，塩分感受性調節機構として腎臓尿

細管での塩分再吸収を担う輸送体を制御する WNK

（With no lysine kinase）シグナルに注目が集まっている。

腎臓遠位尿細管では，WNK1，WNK4の二つのWNKア

イソフォームが oxidative stress-responsive kinase 1 （OSR1） 

と STE20/ SPS1-related proline/alanine-rich kinase（SPAK）

をリン酸化することによって活性化し，リン酸化された

OSR1，SPAKはさらに Na–Cl cotransporter （NCC）をリン

酸化・活性化するというWNK-OSR1/SPAK-NCC リン酸化

カスケードを構成している事を我々は報告した（図参照）

2)。 

このカスケードについては我々を含めて，これまでに複

数のモデルマウスを用いた検討がなされており，このカス

ケードが亢進すると腎臓の遠位尿細管におけるナトリウム

再吸収が亢進し，塩分感受性高血圧を呈することが確認

されている。興味深いことに，臨床的に塩分感受性を呈す

ることが明らかとなっているメタボリック症候群 3)やカリウム

摂取不足 4)といった病態においてもこのWNKシグナルが

亢進しており偽性低アルドステロン症 II 型という限られた

病態だけでなく，種々の塩分感受性高血圧を呈する病態

に関わることを明らかにしてきた。 

図：WNK-OSR1/SPAK-NCCシグナルによるNa再吸収調

節機構 

 



 

一方で慢性腎臓病（CKD）では塩分感受性が亢進して

いることが知られている。CKD には高血圧が高率に合併

し，心血管疾患発症のリスクになるとともにさらなる腎障害

進行につながる。しかしながら多くの場合 CKD における

血圧コントロールは難しく，塩分感受性の亢進が一因と考

えられている。CKDにおける塩分感受性亢進には糸球体

濾過量の減少が原因と考えられてきたが，近年尿細管で

のナトリウム再吸収増加が関わることが報告されている 5)。

しかしながらその詳細なメカニズム，特に WNK シグナル

の関与については不明である。また，免疫機構による塩

分感受性の制御が近年報告され，骨髄系細胞，T 細胞，

そして炎症性サイトカイン（TNFα，IFNγ，IL-1β，IL-6，

IL-17A）が高血圧発症に関わることが知られている 6)がそ

の詳細なメカニズムや，免疫機構とWNKシグナルの関わ

りについても不明である。本研究ではこれらを明らかにす

るためアリストロキア酸腎症モデル，アデニン腎症モデル，

5/6 腎摘モデルの 3 種類の CKD マウスモデルを用いて

検討した。 

 

 

 

 

２．研究方法・結果 

目的に記したように，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解析を行った。 

２．１ アリストロキア酸腎症モデルの作製 

我々はまずアリストロキア酸腎症モデル（AAN）腎臓に

おいて WNK1 蛋白発現が増加し，それに伴い下流の

SPAK，NCC のリン酸化が亢進していることをウェスタンブ

ロッティング法で確認した（Figure １）。一方でもう一つの

アイソフォームであるWNK4の蛋白発現は低下していた。 

２．２ アリストロキア酸腎症モデルはWNK1-SPAK-NCC

シグナルの亢進を介して塩分感受性高血圧を呈す

る 

次にアリストロキア酸腎症モデルに4%高塩食を10日間

負荷したが，WNK1-SPAK-NCC シグナルの亢進は抑制

されず，アリストロキア酸腎症マウスは塩分感受性高血圧

を呈した（Figure 2）。一方で SPAK ノックアウトマウス 7)を

用いてアリストロキア酸腎症モデルを作成した所，WNK1

蛋白発現は増加していたものの NCCのリン酸化 

は亢進せず，塩分感受性高血圧も呈さなかった（Figure 

3）。このことからアリストロキア酸腎症マウスにおける NCC

活性化，塩分感受性高血圧は WNK1-SPAK シグナルの

亢進によるものであると考えられた。 

 

 

Figure 1: アリストロキア酸腎症モデル（AAN）の腎ではWNK1-SPAK-NCCシグナルが亢進している 



 

 

Figure 2: アリストロキア酸腎症モデル（AAN）では高塩食負荷下（HS）でもWNK1-SPAK-NCCシグナルが亢進している 

 

Figure 3: SPAKノックアウトマウスのアリストロキア酸腎症モデル（AAN）ではNCCのリン酸化亢進と塩分感受性高血圧が

見られない 

 



 

２．３ アリストロキア酸腎症モデルの WNK1 蛋白発現は

転写や既知の分解系とは異なるメカニズムで制御

を受けている 

これまでの研究から，WNK1 ，WNK4 はともに

Kelch-like 3（KLHL3），Cullin（CUL3）からなる E3 リガー

ゼ複合体によって分解されることが知られている 8)。

KLHL3，CUL3 の機能低下は WNK1，WNK4 の分解不

全による蛋白発現増加につながるが，アリストロキア酸腎

症モデル腎臓における KLHL3，CUL3 の蛋白発現の減

少は認めなかった（Figure 4）。この結果およびWNK1 が

増加，WNK4 が減少という異なる制御を受けていることか

らCUL3-KLHL3 E3リガーゼ複合体はWNK1蛋白発現の

主原因ではないと考えられた。また，WNK1 の mRNA 発

現の増加はなかった（Figure 5）。 

２．４ アデニン腎症においても WNK1 蛋白発現が増加し

ている 

WNK1 蛋白発現増加のメカニズムを明らかにするため，

WNKシグナルを他の CKDモデルでも評価したところ，ア

デニン腎症モデル腎臓においてアリストロキア酸腎症と同

様にWNK1蛋白発現の増加を認めた一方，5/6腎摘モデ

ル（5/6Nx）ではそのような変化はなかった（Figure 6）。 

２．５ 腎内炎症性サイトカインのモデル間での比較 

我々は WNK1 の蛋白発現増加がモデルによって異な

ることに注目した。近年，骨髄系細胞や T細胞，炎症性サ

イトカインが高血圧発症に関わることが報告されており，ア

リストロキア酸腎症，アデニン腎症が炎症性CKDであるの

に対してC57BL6/Jマウスの 5/6腎摘モデルは炎症に乏し

いことが知られている。これを踏まえ，WNK1 蛋白発現増

加に関わる因子の探索のため 3種類の CKDモデル腎臓

のmRNA発現を炎症性サイトカインに注目して比較したと

ころ，TNFα，IFNγ がアリストロキア酸腎症，アデニン腎症

でのみ増加していた（Figure 7）。 

２．６ TNFα は転写非依存的に WNK1 蛋白の発現を増

加させる 

これらのサイトカインが遠位尿細管上皮細胞に与える影

響を評価するため，フィルター上で培養した mpkDCT 細

胞（遠位尿細管上皮培養細胞）にTNFα，IFNγを5日間負

荷したところ，TNFα 負荷でのみ WNK１蛋白発現の増加

が観察された（Figure 8）。 

 

Figure 4：アリストロキア酸腎症（AAN）において KLHL3、CUL3の蛋白発現低下は認めない 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5：アリストロキア酸腎症（AAN）のWNK1蛋白発現

増加は転写によるものではない 

 



 

 

Figure 6：アデニン腎症においてもWNK１蛋白発現が増加している 

（5/6Nx：5/6腎摘モデル） 

 

 

 

Figure 7：アリストロキア酸腎症（AAN）、アデニン腎症で TNFα、IFNγの転写発現増加を認める 

（5/6Nx：5/6腎摘モデル） 

 



 

 

 

Figure 8：TNFαはmpkDCT細胞において転写非依存的にWNK1蛋白発現を増加させる 

 

 

さらに，TNFα による WNK1 蛋白発現の増加は転写の

増加によるものではなかった。この結果を踏まえて，TNFα

の CKD 腎組織での役割を評価するためアリストロキア酸

腎症モデルに対して TNFα 阻害薬エタネルセプトを投与

した所，エタネルセプトは亢進した WNK1-SPAK-NCC シ

グナルを抑制し，高塩食負荷による血圧上昇を抑制した

（Figure 9）。以上より，CKD 腎臓において TNFα が

WNK1 蛋白発現を増加させ，下流の SPAK-NCC シグナ

ルが亢進し塩分感受性高血圧を惹起することが明らかと

なった。 

 

Figure 9：TNFα 阻害薬エタネルセプト（ETN）はアリストロキア酸腎症（AAN）で亢進した WNK1-SPAK-NCC シグナルを

抑制し、塩分感受性高血圧を是正する 

 



 

３．考察・今後の課題 

本研究により TNFαが CKD腎臓においてWNK1蛋白

発現を増加させ，下流の SPAK-NCCシグナルを活性化し

塩分感受性高血圧を惹起することが明らかになった

（Figure 10）。炎症，免疫による塩分感受性の制御の一端

を WNK シグナルが担っていると考えられる。一方で非炎

症性の CKD である 5/6 腎摘モデルでは TNFαの増加が

なく，WNKシグナルの亢進を認めなかった。ヒトCKDでも

サイアザイド系利尿薬の反応性に個人差があることが知ら

れ て お り 9) ， こ の 反 応 性 に 腎 臓 で の 炎 症 ，

TNFα-WNK1-SPAK-NCC シグナルの活性の違いが影響

している可能性がある。今後は TNFαがWNK1蛋白発現

を増加させるメカニズムの解明や実臨床における TNFα と

サイアザイド利尿薬の反応性の関連を検討したい。 

 

 

 

Figure 10：TNFα発現の増加したCKDにおける塩分感受

性亢進メカニズム 
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Summary 

The inappropriate over-activation of with-no-lysine kinase(WNK) –STE20/SPS1-related proline/alanine-rich 

kinase(SPAK) –NaCl cotransporter(NCC) phosphorylation cascade increases sodium reabsorption in distal kidney 

nephrons, resulting in salt-sensitive hypertension.  The discovery of the WNK phosphorylation cascade has 

implications not only for rare inherited diseases but also for salt-sensitive hypertension associated with several 

(patho-) physiological conditions such as low-potassium diet and metabolic syndrome.   

Hypertension is a common comorbidity associated with chronic kidney disease (CKD) and is also an 

important modifiable risk factor of CKD progression and cardiovascular disease.  However, appropriate blood 

pressure control is often difficult to achieve due to increased salt-sensitivity in CKD. Recently, several studies 

suggest that not only reduced glomerular filtration but also increased renal tubular sodium reabsorption contributes 

to hypertension in CKD.  However, involvement of WNK phosphorylation cascade in salt-sensitive hypertension 

in CKD is unknown.  Moreover, the effect of immune systems on WNK kinases has not been investigated despite 

the fact that immune systems are important for salt sensitivity.  To answer these questions, we investigated WNK 

phosphorylation cascade in three mouse CKD models (aristolochic acid nephropathy, adenine nephropathy, 

subtotal nephrectomy). 

First, we created aristolochic acid nephropathy model.  Protein abundance of WNK1, but not of WNK4, 

was increased at the distal convoluted tubules (DCT) in aristolochic acid nephropathy model.  Accordingly, the 

phosphorylation of SPAK and phosphorylation of NCC was also increased.  Moreover, a high-salt diet did not 

adequately suppress the activation of WNK1–SPAK–NCC phosphorylation cascade in aristolochic acid 

nephropathy model, leading to salt-sensitive hypertension.  WNK1 protein abundance also was increased in 

adenine nephropathy, but not in subtotal nephrectomy, models.  


