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研究成果の概要（和文）：１）ChREBP欠損糖尿病性腎症モデルマウスの作成・病態解析：CRISPR/Cas9システム
にて新規ChREBP欠損マウスを作成した。２）ChoREルシフェラーゼレポータープラスミドのMES13細胞安定発現株
の作成・HTS化：MES13 ChoRE-Luc細胞を作成し、同細胞株の高血糖刺激時のZ値が0.5を超え、HTS化に成功し
た。３）化合物ライブラリーのスクリーニング・構造最適化：上記細胞株を用いて東北大学化合物ライブラリー
のHTSを施行したところ、13個のヒット化合物が得られた。４）リード化合物のIns-iNOS-TGマウスへの投与：現
在、化合物の投与実験を遂行中である。

研究成果の概要（英文）：1) Generation of ChREBP KO mice. We have succeeded in generating ChREBP KO 
mice (C57BL/6J) using CRISPR/Cas9 system. 2) Generation of high throughput screening (HTS) system 
using MES13 ChoRE-Luc cells. We have succeeded in generating HTS system using the cell line by 
obtaining Z score above 0.5. 3) HTS of Tohoku University chemical library: We obtained 13 hit 
chemicals among 5,861 compounds. Among them, we selected 1 compound (X) for the further 
investigation. 4) Administration of chemical compounds to Ins-iNOS-transgenic mice: We are now 
administrating the compound X to the mice.
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１．研究開始当初の背景 
本邦における糖尿病性腎症患者数は著増し
ているが、その有効な治療薬は ARB のみと
言っても過言ではなく、その新規創薬・治療
法の開発は、国民の健康福利・医療経済の両
面から喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では糖尿病性腎症の創薬ターゲット
として糖質応答転写因子ChREBPに着目し、
1）ChREBP欠損糖尿病性腎症モデルマウス
を用いた検討にて ChREBP が糖尿病性腎症
の増悪因子であることを明らかとし、2）メ
サンギウム細胞由来安定発現株から確立し
たHTS系を用いてChREBP抑制薬の化合物
スクリーニングを行い、3）2）で得られたヒ
ット化合物から合成したリード化合物を糖
尿病性腎症モデルマウスに投与してその腎
症改善効果を検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）ChREBP欠損糖尿病性腎症モデルマウス
の作成・病態解析：既報のコンベンショナル
ノックアウトマウス作成論文（Proc Natl 
Acad Sci U S A. 2004; 101: 7281.）の情報を
基に、CRISPR/Cas9 システムにて新規
ChREBP 欠損マウスを作成する。作成した
ChREBP ホモノックアウト（ChREBP-/-）
マウスを徳島大学にて作成した後、東北大学
に輸送し、当分野にて継代中の 1型糖尿病モ
デルマウスである Ins-iNOS-トランスジェニ
ック（TG）マウス（J Biol Chem. 1998; 273: 
2493.）と交配して ChREBP欠損 iNOS TG
マウスを作成する。同マウスを解析すること
により、糖尿病性腎症の発症・増悪における
ChREBPの関与を検討する。２）ChoREル
シフェラーゼレポータープラスミドの
MES13細胞安定発現株の作成・HTS化：ACC 
ChoRE/PK-luc レポータープラスミド（J 
Biol Chem. 2004; 279: 15662.）のインサー
トを pGL4.15 ルシフェラーゼキメラ発現ベ
クターに組み込んだ後に、マウス由来メサン
ギウム培養細胞株であるMES13にトランス
フェクションし、ハイグロマイシンにてセレ
クションを行い、安定発現株（MES13 
ChoRE-Luc 細胞）を得る。得られた安定発
現株を用いて、ハイスループットスクリーニ
ング（HTS）系を確立する。３）化合物ライ
ブラリーのスクリーニング・構造最適化：
MES13 ChoRE-Luc細胞のHTS化が完了し
た後に、高血糖（450 mg/dL）刺激と正常血
糖（100 mg/dL）刺激の間でバリデーション
の検討を行い、アッセイ系の精度の指標とな
る Z 値がスクリーニング開始の目安である
0.5 以上であることを確認する。その確認後
に、東北大学化合物ライブラリー（5,861 化
合物）のスクリーニングを行う。薬剤スクリ
ーニングの指標としては、高血糖刺激にて亢
進したChoRE活性の 50％以上の抑制を目安
とする。必要時は得られたヒット化合物の構

造最適化を行い、より活性が高く毒性の低い
リード化合物を得る。４）リード化合物の
Ins-iNOS-TGマウスへの投与：得られたリー
ド化合物を糸球体病変が出現する 8週齢から
12週齢までの間投与し、投与群と非投与群と
の間で尿中アルブミン（クレアチニン補正
値）量ならびに腎病理組織像の検討を行う。
それにより、新規化合物の尿中アルブミン減
少効果や腎組織病変改善効果を解明する。 
 
４．研究成果 
１）ChREBP欠損糖尿病性腎症モデルマウス
の作成・病態解析：CRISPR/Cas9 システム
にて新規 ChREBP 欠損マウスを作成するこ
とに成功した。交配させる Ins-iNOS-TG マ
ウスとのバックグラウンドが異なる
（ ChREBP 欠 損 マ ウ ス ： C57BL/6J 、
Ins-iNOS-TGマウス：ICR）ことから、現在
戻し交配を行っている。 
２）ChoRE ルシフェラーゼレポータープラ
スミドの MES13 細胞安定発現株の作成・
HTS化：MES13 ChoRE-Luc細胞を作成し
た後に、同細胞株に高血糖刺激を負荷した際
の Z値が 0.5を超えることができ、HTS化に
成功した。 
３）化合物ライブラリーのスクリーニング・
構造最適化：MES13 ChoRE-Luc細胞を用い
て東北大学化合物ライブラリーの HTS を施
行したところ、13個のヒット化合物が得られ
た。東北大学大学院薬学研究科の先生方を協
議した結果、1 化合物（X）が選択された。
化合物 Xは既に改良された化合物であり、更
なる合成展開は不要であった。 
４）リード化合物の Ins-iNOS-TG マウスへ
の投与：現在、化合物 Xの投与実験を遂行中
である。 
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