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研究成果の概要（和文）：我々はHTSによりChREBP阻害薬D-532を同定したが、同薬剤は糖尿病性腎症（DN）モデ
ルマウスに対して著明な腎保護作用を示した。CRISPR-Cas9法を用いてChREBP KOマウスを作成しDMを発症させた
ところ、KOマウスではDNの軽減が認められた。免疫沈降等による検討の結果、D-532とChREBPが直接結合するこ
とが明らかとなった。ChIPアッセイの結果、D-532はChREBPの標的遺伝子への結合を抑制することが明らかとな
った。本研究成果から、ChREBPがDNの増悪因子であること、ならびにD-532はChREBPを直接抑制することにより
腎保護効果を示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have identified a novel ChREBP inhibitor D-532 which can ameliorate the 
progression of diabetic nephropathy (DN) in DN model mice. I the present study, we have demonstrated
 the involvement of ChREBP in the progression of DN by generating ChREBP KO mice by CRISPR-Cas9 
system. We have also demonstrated the direct interaction of D-532 and ChREBP. Additionally, D-532 
was shown to inhibit the ChREBP binding to its target gene ny ChIP assay. Therefore, D-532 may be a 
novel therapeutic against DM.

研究分野：内分泌・代謝学

キーワード： 糖尿病性腎症　ChREBP　CRISPR-Cas9システム　ChIPアッセイ　免疫沈降法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題によりChREBPがDNの増悪因子であること、ならびにその阻害薬であるD-532が直接ChREBPを抑制する
ことが明らかとなった。D-532はDNの新規治療薬たり得ると考えられることから、そのDNへの臨床応用・実用化
はDN患者さんにとって大きな福音となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
邦における糖尿病（DM）性腎症（DN）患者数は年々増加傾向にあり、2017年では新規透析導
入患者数の 42.5%（第一位）を占めるに至っている。しかしながら、ヒューマンサイエンス振興
財団の調査結果にては、DN は「治療の満足度」「治療に対する薬剤の貢献度」ともに各種疾患
中で下位にランクされており、透析導入患者数を減少させるためには DN の新規治療薬の開発
が急務である。一方、DNの病態は非常に複雑であることから、創薬の有効な標的分子が未だ同
定されていないのが実情である。従って、DNの病態解明・新規治療薬の開発は、国民の健康福
利・医療経済の両面から喫緊の課題と言える。 
 
２．研究の目的 
近年、高血糖刺激により活性化される糖質応答転写因子である carbohydrate-responsive 
element-binding protein（ChREBP）の DN への関与が示唆されていることから、我々は、
ChREBP 活性の抑制を指標として東北大学化合物ライブラリーのハイスループットスクリーニ
ング（HTS）を行い、強力な ChREBP活性阻害作用を有するヒット化合物 D-532を同定した。
D-532は 1型 DM由来の DNモデルマウス（iNOS-TGマウス：J Biol Chem. 1998; 273: 2493-
2496.）に対して著明な尿タンパク（アルブミン）減少効果、腎機能（血中クレアチニン）改善
効果、腎病理像改善効果を示し、２型 DM由来 DNモデルマウス（db/dbマウス）でも同様の結
果が認められた。以上の結果から ChREBPが DNの創薬標的たり得る可能性が強く示唆された
ことから、本研究課題では１）DNの発症・増悪における ChREBPの関与・作用機構の解明な
らびに２）D532の DN改善効果の機序解明を進める。 
 
３．研究の方法 
１）CRISPR-Cas9システムを用いての ChREBP KOマウスの作成 
２）ビオチン標識 D-532・免疫沈降法を用いての D-532標的因子の同定 
３）ChIPアッセイを用いた ChREBPと標的遺伝子の結合検討 
 
４．研究成果 
１）我々は CRISPR-Cas9システムを用いて ChREBP KOマウスを作成した。同マウスにスト
レプトゾシンを投与することにより DM・DN を発症させたところ、ChREBP KO マウスはコ
ントロールマウスに比して著明な腎保護作用が認められた。以上から、ChREBPが DNの発症・
増悪に関与していることが明らかとなった。 
２）ビオチンで標識した D-532 を使用し、ビオチンに対して高い親和性を持つと知られるアビ
ジンを用いて D-532 結合タンパク質精製を施行したところ、D-532 の標的タンパク質として
ChREBPが同定された。更に、免疫沈降法にても D-532と ChREBPの直接結合が確認された。
ChREBP の truncated mutants を用いた解析から、D-532 が N 末端部位の low-glucose 
inhibitory domain（LID）ならびに C 末端部位の basic helix–loop–helix/leucine zipper
（bHLH/ZIP）に結合することが明らかとなった。 
３）ChREBPの活性化には下図に示すように、ChREBPの核内移行ならびに標的 DNAとの結
合が重要である。我々の検討では、D-532は高血糖誘導性の ChREBP核内移行には影響を与え
なかった。一方、ChIPアッセイを用いた検討では、D-532 は ChREBPの標的 DNA への結合
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が明らかとなった。D-532 は DN の新規治療薬たり得ると考えられることから、その DN
への臨床応用・実用化は DN患者さんにとって大きな福音となることが期待される。 
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