
　腎尿細管におけるナトリウム（Na）の再吸収は，Na/K/Cl 

cotransporter 2（NKCC2），Na-Cl共輸送体（NCC），ENaCと
いったトランスポーターにより厳密にコントロールされて
いる。遺伝性尿細管疾患の一つである偽性低アルドステロ
ン症Ⅱ型（PHAⅡ）は常染色体優性遺伝形式をとり，高血
圧，高カリウム血症，高クロライド性代謝性アシドーシス
を特徴とするが，以前より NCCの特異的阻害薬であるサ
イアザイド系利尿薬にて症状が改善することから，長らく
NCCの機能亢進がその病態と考えられていた。そのなか
で，2001年にWNK1とWNK4キナーゼが PHAⅡの原因遺
伝子として初めて同定された1）。しかし，当時はWNKキ
ナーゼの遺伝子異常がどのようにして PHAⅡの病態に結
びつくのかは不明であった。その後，WNKキナーゼの標
的分子として，新たに STE20/SPS1-related proline–alanine-

rich protein kinase（SPAK）および oxidative stress-responsive 1

（OSR1）という相同性の高いキナーゼが同定され，以降
WNK-SPAK/OSR1-NCCシグナルカスケードと呼ばれる一
連のカスケードの存在が明らかとなった。さらに SPAK，
OSR1の両キナーゼは NCCのみならず，NKCC1，2などほ
かの SLC12A トランスポーターも活性化し，特に血管平滑
筋に存在する NKCC1の活性化は血管トーヌス調整に重要
な役割を果たしていることが明らかとなった（図 1）2～ 6）。
すなわち，この一連のカスケードの亢進は，尿細管での塩
分再吸収増加と血管トーヌスの亢進を介して血圧上昇に働
いており，このカスケードを阻害する薬剤は，一連のシグ
ナルの下流に存在する NCC，NKCC1といった複数のトラ
ンスポーターを阻害することで効率的に降圧効果を発揮す

ることが期待できるものと考えられた。最近ではインスリ
ンによりこのカスケードが賦活化されることもわかってお
り，メタボリックシンドロームや肥満など，インスリン抵
抗性から恒常的に高インスリン状態にある患者における塩
分感受性高血圧の発症に，このカスケードの亢進が関与し
ていることが示唆される。このシグナルの阻害薬は，これら
の患者においてより高い降圧効果を発揮すると考えられる。
　さらに，2009年の GWASで本態性高血圧関連遺伝子多
型として初めて報告されたのが，SPAKキナーゼの SNPで
あり，その後のメタアナリシスにおいても SPAKキナーゼ
の SNPと高血圧には強い相関が認められた7,8）。これらの
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図 1　WNK-SPAK/OSR1-SLC12Aシグナルカスケードの概要
（文献 2〜 6より引用）
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SNPは日本人の約 20%に認められる高頻度の SNPであり，
SPAKキナーゼは PHAⅡの病態のみならず，広く一般的な
高血圧の発症にも関与している可能性がある。SPAKノッ
クアウトマウスが実際に低血圧を呈することからも，われ
われは薬剤ターゲットとして，このシグナルの中枢に位置
するSPAK キナーゼに着目し，その阻害薬の検索を行った。
　われわれは，始めに ELISA （Enzyme-Linked ImmunoSor-

bent Assay）を用いたハイ・スループットのスクリーニング
系を確立し，約 20,000 種類の化合物ライブラリーおよび既
存薬ライブラリーを用いてスクリーニングを実施した（図
2）。リン酸化基質には SPAKによるリン酸化効率が最も高
い NKCC2を用い，すでに SPAKキナーゼ活性を in vitroで
増強することが知られていたMO25α蛋白をアッセイ系に
加えることで，SPAKキナーゼ活性の定量化に成功した。
スクリーニングの結果，複数個の化合物が一次候補薬とし
てあがり，細胞実験による二次スクリーニングへと進んだ
結果，1つの化合物（Stock1S-14279）と既存薬のクロサンテ
ルがマウス尿細管，血管平滑筋細胞においても高い SPAK

キナーゼ阻害効果を有することを発見した。クロサンテル
はサリチルアニリド誘導体の一種で，抗寄生虫薬として用
いられている歴史の古い薬剤であったが，これまでヒトで
のキナーゼ阻害作用については知られていなかった。さら
に驚いたことに，これら 2つの化合物は高い構造類似性を
有していた。ヒット化合物は，nM オーダー以下で濃度依
存性に安定した効果を有することが求められ，標的分子で
ある SPAKキナーゼに直接結合して作用すること，および

選択性の高い薬剤であることの確認が必須である。これら
2つの化合物はいずれも in vitroにおいて濃度依存性の阻害
効果を有し IC50は nMオーダーであった。さらに Biacore

を用いた分子間相互解析では，いずれも濃度依存性に
SPAKキナーゼに直接結合することも確認された。また，
ELISA上で ATP濃度を大きく振った場合の IC50 の変化を
調べることで，ATP競合性についても検討を行った。キ
ナーゼ阻害薬は，創薬の世界で最も注目されている分野の
一つであるが，既存のキナーゼ阻害薬の多くが ATP競合性
であり，ATP結合部位がキナーゼ間で高度に保存されてい
ることから，薬剤副作用や薬剤耐性の面で問題となりやす
い。一方，ATP非競合型阻害薬は，特異性の高さが魅力で
あるが，アロステリック部位の同定が難しく，数が少ない。
検討の結果，コントロールとして用いた ATP競合型キナー
ゼ阻害薬であるスタウロスポリンが ATP濃度により IC50 

が大きく変化する一方で，今回見つかった 2つの薬剤は，
IC50がほとんど変化せず，SPAKキナーゼに対して ATPと
競合することなくキナーゼ阻害効果を発揮できることが示
された。並行して行ったキナーゼ・プロファイリングの結
果も，ほかの主要キナーゼに対する阻害作用は低く，SPAK

キナーゼ選択性の高さを支持するものであった。ATPと競
合せずに阻害効果を発揮するがゆえにマルチターゲット効
果を示さない点は，これらのヒット化合物を，実際の創薬
に結びつくリード化合物へと発展させるにあたり大きなア
ドバンテージである。
　さらにマウスを用いた動物実験を行い，マウス腹腔内に

図 2　SPAKキナーゼ阻害薬スクリーニング概要
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これらの化合物を投与したところ，生体内の標的臓器にお
いても NCC，NKCC1のリン酸化が抑制されることを明ら
かにした。しかしながら急速投与による薬効持続時間は約
1時間と短く，その効果は一過性であった。テレメトリー
を挿入したマウスへの急速投与を行うと，速やかに血圧は
低下したが，降圧効果は約 1時間程度しか持続せず，先の
実験での薬効持続時間とほぼ一致していた（図 3）。また，
降圧効果の出現の速さから，主に血管拡張作用による効果
と推察された。次にわれわれは，クロサンテルを混餌投与
することで慢性投与による効果についての検証を行った。
そこでも標的臓器での SPAKキナーゼ阻害作用を確認する
ことができた。これらの結果を受けて，最近では実際の塩
分感受性高血圧モデルラットを用いた実験にも着手してい
る。その結果，高塩食により高血圧を呈するモデルラット
において，クロサンテルを同時投与することで高血圧の発
症を抑えることができることもわかった。
　高血圧患者は年々増加しており，降圧薬の需要が高まっ
ている。WNK-SPAKシグナル系にかかわる創薬の研究は，
生活習慣病における塩分感受性高血圧の治療に新しい知見
をもたらすとともに，今後，発展が期待されるものと考え
られる。更なる構造解析や構造活性相関の評価が必要では

あるが，SPAKキナーゼを in vitroのみならず in vivoにおい
ても効果的かつ特異的に阻害する化合物を発見でき，かつ
異なるソースからみつかった化合物が類似構造を有してい
たことは，今後，化合物の最適化を行ううえで非常に有用
な情報であり，重要な研究成果であると考える。
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