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要   旨 

第1章 はじめに：SIL 基質と質量分析計を用いた XOR 活性測定法開発の背景 

キサンチン酸化還元酵素(Xanthine oxidoreductase; XOR)は、ヒポキサンチン(HX)、キ

サンチン(Xan)を尿酸(UA)へと代謝する酵素である。ヒトにおいては UAがプリン体の最終

代謝産物であり、痛風の原因物質であることから、XOR は痛風治療のターゲットである。

XORには、キサンチンデヒドロゲナーゼ(XDH)とキサンチンオキシダーゼ(XO)という 2つ

の型が存在する 1–4が、反応過程で酸素を消費してスーパーオキシドアニオンや過酸化水素

を発生する XOは、生体内での活性酸素(Reactive oxygen species, ROS)発生源のひとつと

考えられており、XOR は近年、痛風以外にもメタボリックシンドロームや循環器疾患など

さまざまな病態との関連が注目されている。これらの疾患と XOR酵素の関連を研究する上

においては XOR活性を高精度・高感度に測定することは極めて重要であり、これまで多く

の活性測定法が報告されている。主には、比色法、吸光度(UV)法、マノメーター法、蛍光

(fluorometry; FL)法、放射性同位体法に分類され、それぞれに課題も存在する。そこで、

本研究では複雑な混合物である生体由来試料中の XOR活性を高感度・高精度に測定するた

めの新しいアプローチを考案し、XORの内在性基質である Xanと質量数以外の性質が等し

い安定同位体ラベル(Stable isotope labeled; SIL)-Xanを基質として、XORにより生成する

SIL-UAを質量分析計(Mass spectrometry; MS)で測定する新規 XOR測定法を確立した。

第 2章では、実験動物として汎用されるマウスの組織を用いて、高分解能(High resolution; 

HR)MSの特性を生かした XOR活性測定法確立について述べる。第 3章では、SIL-Xanと

三連四重極(Triple quadrupole)MSを用いた XOR活性測定の高感度化、第４章では、ヒト

血漿 XOR活性への応用、第 5章では高感度 XOR 活性測定法に関する考察と今後の展望に

ついて述べる。 

 

第2章 LC-HRMS を用いた動物由来試料 XOR 活性測定法開発 

XOR酵素は生体内であらゆる組織に遍在していることが知られている 5。動物実験では、

ヒトでは採取困難な臓器の XOR 活性を測定できることから、XOR と病態の関連を研究す

る上で極めて重要であるが、多種多様な臓器・組織由来の試料を測定するため、試料中に

含まれる夾雑物も多岐にわたることが想定される。そこで著者は、動物の XOR活性を測定

する際に使用する質量分析計の種類を検討し、HRMSの特性に注目した。HRMSは質量分

解能が数万以上、質量精度が数 ppm 以内と、高分解能、高質量精度での測定が可能な MS

である。HRMSは、設定した質量範囲のイオンすべてを Full Scanモードで測定した後、

精密質量を元にピーク抽出することで、測定対象それぞれに対するメソッドを組むことな

く多成分分析が可能となる。XOR活性測定では内在性の HX、Xan、UA などが酵素反応に



影響を与える可能性があり、また、測定対象物質である SIL-UA が検出される分子量 200

以下の領域には未知の夾雑物が数多く検出され、測定対象物質の検出を妨害することが想

定されることから、HX 等のモニターと、低分子夾雑物との分離を目的として、HRMS と

液体クロマトグラフィー(Liquid chromatography; LC)を組み合わせた LC-HRMS を用い

ることとした。 

基質として使用する SIL-Xan は、市販で容易に入手可能な[15N2]Xan を選択し、測定対

象物質は[15N2]UA とした。条件検討のモデル試料として、マウスの肝臓、腎臓サイトゾル

および血漿の 3 種類を用いて、酵素量、基質量、反応時間を検討し、最適な条件を設定し

た。確立した方法を用いて、従来法として最も一般的な LC-UV 法(基質：Xan)と、高感度

測定法として近年多くの報告がある LC-蛍光検出(FL)法(基質：プテリン)と比較した。

LC-HRMS法で測定した結果、XOR活性は肝が最も高く、次いで腎、血漿であった。その

比率は、血漿：腎：肝 = 1：4.1：24.4であった。同一の肝・腎・血漿試料を 5本ずつ調製

し測定を行ったときのばらつきを示す変動係数(Coefficient of Variation, CV)はそれぞれ

2.7%、3.1%、1.8%であり、再現性は良好であった。同じ検体を LC-UV法で測定した結果、

活性値および肝・腎・血漿の活性値比率は LC-HRMS 法とほぼ同等の値であった。一方、

LC-FL法で測定した結果、活性値は LC-HRMS法、LC-UV法よりも低くなった。肝・腎・

血漿の活性値比率はほぼ同等であった。次に、マウス 10個体の肝・腎・血漿を LC-HRMS

法と LC-FL 法で測定し、相関係数を求めた。LC-FL 法で測定した活性値は LC-HRMS 法

に比べて低いものの、10 個体の結果の相関係数(r)は肝・腎・血漿それぞれ 0.9 以上と良好

な相関関係を示した。 

高感度な XOR活性測定法として開発された LC-FL 法(基質：プテリン)であるが、基質と

して用いるプテリンはキサンチンに比べてXORに対する反応性が低いことが報告されてい

る 6。一方、[
15

N2]キサンチンは分子量以外の化学的性質はキサンチンと同じであるため、

XOR 酵素に対する反応性も同等と推定される。実際、本研究において LC-HRMS 法で測定

した肝・腎・血漿中の XOR 活性値と LC-UV 法で測定した値はほぼ同等であった。このこ

とは、[
15

N2]Xan の酸化反応速度と、Xan の酸化反応速度が同程度であったことを示唆して

いる。一方、LC-FL 法で測定した XOR 活性は 1/8程度の低い値であり、プテリンの酸化反

応速度が低いことを示唆していた。 

本方法の最大の利点として挙げられるのは、生体試料中にはもともと含まれる UAの BG

値の差し引きを必要としないことである。BG値差し引きは反応前後の試料をそれぞれ測定

する必要があり、また BG差し引きは測定精度に悪影響を与える可能性があった。[
15

N2]Xan

を基質とする方法では、測定対象は生体試料にはほとんど含まれていない [
15

N2]UA である

ため、BG値の差し引きを必要とせず、従来法よりも精度よく測定することが可能となる。



また、反応前のコントロールサンプルを測定する必要がないため、前処理や測定も半分で

済み効率が良い。以上のように、測定感度、測定精度、スループット性、いずれの点にお

いても LC-HRMS 法のほうが LC-UV 法よりも優れていることが示された。 

LC-MS 法と従来法である LC-UV 法および LC-FL法の特徴を以下の表にまとめた。 

表 三種の XOR 活性測定法の比較 

 LC-HRMS 法 LC-UV 法 LC-FL 法 

基質 [
15

N2]Xan Xan プテリン 

測定対象 [
15

N2]UA UA IXP 

検出 精密質量 

m/z 171.02969 

UV 

290 nm 
蛍光 

(ex 345/em 410 nm) 

夾雑物の影響 影響なし 影響あり 影響なし 

BG 値差引 必要なし 必要あり 必要なし 

検出感度 〇 △ ◎ 

酵素との親和性 キサンチンと同等 - キサンチンより低い 

多成分分析 ◎ △ × 

(第 2章：主論文 1で公表) 

 

第3章 LC-TQMS と[13C2,
15N2]キサンチンを用いた XOR 活性測定高感度化 

第 2章にてマウスの XOR活性測定法を確立したが、ヒト血漿 XOR活性はげっ歯類に比

べて数百倍以上低い 7。また、動物においても、神経や腎臓の糸球体など 1個体から極少量

しか採取できない組織もあり、これらの検体を測定する上では、第 2 章で確立した

LC-HRMS／[15N2]Xan法は、感度不足であることが課題であった。そこで第 3章では、XOR

活性測定法の高感度化検討を実施した。検出感度を向上させるために、質量分析計を HRMS

から定量に特化した TQMSに変更することとしたが、低分解能の TQMSと[15N2]Xanを用

いた方法では、測定対象である[15N2]UAが内在性UAに含まれる SIL-UAと重なり、検出

を妨害することが明らかとなった。そこで、SIL 基質の種類も [15N2]Xan からさらに同位

体ラベルを 2つ増やした[13C2,15N2]Xanに変更することとなり、基質である[13C2,15N2]Xan、

測定対象である[13C2,15N2]UAおよび内部標準物質である[13C3,15N3]UAの合成を行った。反

応工程の最適化により、高収率で目的の SIL化合物を得た。これらの化合物を用いて XOR

活性測定の条件を設定し、低活性検体のモデル試料としてマウス血漿を段階希釈したもの

を用いて XOR 活性を行い、マウス血漿を約 1000 倍希釈した試料で XOR 活性を検出する

ことに成功した。 

(第 3章：主論文 2で公表) 

 

 

 



第4章 高感度 XOR 活性測定法の臨床検体への応用 

第 3章にて確立した高感度 XOR活性測定法を用いて、臨床検体のヒト血漿 XOR活性測

定法を検討した。健常人から得たプール血漿を用いた検討により、基質量、血漿量、およ

び反応時間について最適な条件を得た。この方法を用いて、プール血漿の XOR活性を測定

し、日内及び日間の再現性を評価したところ、日内及び日間の精度を表す CV値はそれぞれ 

6.5% (n = 6) と 9.1% (n = 6, 3日間)と良好な再現性を示した。確立した LC-TQMS法と、

従来法である LC-FL 法を用いて 8 名の個別血漿の XOR 活性を測定し結果を比較したとこ

ろ、良好な相関関係を示した( r = 0.991)。ただし、プテリンと SIL-Xanとの XORに対す

る反応性の違いにより、IXP生成量は[13C2,15N2]UA生成量よりも 1/3～1/6程度低かった。

この結果から、著者が開発した LC-TQMS法も従来の高感度測定法である LC-FL法と同等

の検出感度を有しながら、より生理的条件を反映した、ヒト血漿 XOR活性測定に適切な方

法であることが示された。最後に、20名の健常人の血漿 XOR活性を測定した。全被験者(20

名)、女性(6名)、男性(14名)の XOR活性はそれぞれ 89.1 ± 55.1, 63.9 ± 34.8, 99.9 ± 59.6 

(pmol/h/mL, 平均 ± 標準偏差)であり、低いとされる健常人の血漿 XOR 活性をすべての検

体で検出することができた。XOR活性は ALTと強い相関 (r = 0.8269) を示し、ASTとも

中程度の相関 (r = 0.4879)を示した。この結果から、特に疾患を持たない健常人においては、

血漿 XORは主に肝臓に由来することが示唆された。 

(第 4章：主論文 3で公表) 

 

第5章 高感度 XOR 活性測定法に関する考察と今後の展望 

本論文では、XOR 活性測定法に関するこれまでの課題を明らかにし、SIL 基質と LC-MS

を用いた新しい XOR 活性測定法の考案と、反応条件や基質の種類、検出等さまざまな項目

について最適な条件を明らかにした。その結果、マウスの組織および血漿 XOR活性測定法

と、高感度ヒト血漿 XOR 活性測定法を確立した。そして、低いとされる健常人 20 名の血

漿 XOR 活性の全例検出に成功した。本 XOR 活性測定法は、SIL基質と LC-MS を組み合わ

せた世界で最初の研究である。 

本測定法の特徴は、 

① BG 値差し引き不要で、高精度・高感度かつスループット性の良い測定法 

② 活性に影響する内在性 HX、Xan、UA 等をモニターすることが可能 

③ 内在性基質 Xanと性質が同じ SIL-Xanの利用により、生理的条件を反映した測定法 

④ SIL-Xan は安全性が高く、取り扱いが容易 

などが挙げられる。 

従来法の課題を克服した本測定法は、今後ますます盛んになることが予想される XOR



研究に大いに寄与するものと期待している。すでに現在本測定法は多くの研究で採用され、

動物試験及び臨床試験において年間 5000検体のペースで測定が行われており、さまざまな

疾患と XOR 活性との関連が明らかになりつつある 8–14。しかし、XOR による酸化ストレス

の亢進と XOR活性上昇の関連は未だはっきりと明らかにはなっていない。これは、ひとつ

には生体試料を用いた酸化ストレス評価が難しいことが要因として挙げられる。また、本

方法で測定しているのは XOR つまり XO と XDH を合わせたトータルの活性であるが、酸

化ストレスには XO が関与しており、XO と XDH の厳密な測り分けにはいつくかの技術的

な課題が残されている。さらに、生検や外科手術で得られたヒト組織の XOR 活性測定や、

動物においてごく微量にしか得られない神経や腎糸球体などの組織XOR活性を測定するた

めには、本測定法よりも高い検出感度が求められると予想される。測定のスループットを

落とすことなくさらなる高感度化を達成すること、XO/XDH の分別活性評価、酸化ストレ

ス評価との組み合わせによる病態の解明などが今後の重要な研究課題である。 
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