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研究成果の概要（和文）：研究成果として、ヒポキサンチントランスポーター遺伝子Aをノックアウトマウス単
独では尿中オキシプリン排泄の減弱は認められなかったため、A遺伝子-Xorダブルノックアウトマウスを作出し
た。作出したマウスはHPRT高活性Xor-KOマウスより1週長く生存し、尿中オキシプリン排泄量も半減した。ま
た、SLC23A3がヒトの腎臓におけるヒポキサンチントランスポーターであることを確認した。

研究成果の概要（英文）：As a research result, since the hypoxanthine transporter gene A knockout 
mouse alone did not attenuate the excretion of urinary oxypurine, an A gene-Xor double knockout 
mouse was created. The generated mice survived for one week longer than the HPRT highly active 
Xor-KO mice, and the amount of urinary oxypurine excreted was halved. We also confirmed that SLC23A3
 is a hypoxanthine transporter in the human kidney.

研究分野：医療薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
国内外でHPRT高活性マウスを用いた研究はなく、他にXOR-KOマウスを生存させた報告もないことから、私たちが
プリン代謝関連酵素の活性を変えることで腎障害を回避することに世界で初めて成功したことになる。慢性腎臓
病における腎障害の進行因子としてプリン代謝を検討した研究はなく、腎障害の新規バイオマーカーの発掘と腎
障害進行の新たなメカニズムの解明を目指す点から、本研究は新規性の高い研究という位置づけにある。

※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 
プリン代謝酵素 XOR のノックアウトマウスは生後腎不全死するが、別のプリン代謝酵素 HPRT を

高活性にすると尿中キサンチン排泄量不変で腎不全死を回避して生存したことから、腎毒性あ

るいは腎保護作用を持つキサンチン以外のプリン代謝関連物質が存在する。 本研究では HPRT

高活性と低活性の XOR ノックアウトマウスで含有量に差のある物質を同定し、同定された物質

の腎への作用を検討し、腎毒性あるいは腎保護作用を持つプリン代謝関連物質を明らかにする。

次に、XOR 下流のプリン代謝酵素である UOX のノックアウトマウスおよび遺伝性腎不全のアルポ

ート症候群モデルマウスにおいて、この物質が原因疾患に関わらず腎障害の進行を示す普遍的

なバイオマーカーであること明らかにし、さらに慢性腎臓病患者の尿検体において腎障害の進

行を示すバイオマーカーであることを示す。 

 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、腎不全死する HPRT 低活性 XOR-KO マウスと生存する HPRT 高活性 XOR-KO マウ

スの尿中、血中および臓器中プリン体含量の差を調べることにより、HPRT 低活性 XOR-KO マウス

において蓄積する腎毒性物質および欠乏する腎保護物質を同定し、他の腎不全モデルマウスに

おいて腎障害のバイオマーカーとして機能するかどうか検討することである。 

 本研究の学術的独自性と創造性は、ヒトと症状の異なるプリン代謝疾患モデルマウスにおい

て、マウスのプリン代謝をヒトに近づけることによって、よりヒト患者に近い疾患モデルマウス

の作出を試みている点にある。HPRT 高活性 XOR-KO マウスは我々が世界で初めて作出し、特許出

願（特願 2017-157930）も完了している。 

 
 
３．研究の方法 
（1）HPRT 低活性 XOR-KO マウスに蓄積する腎毒性および欠乏する腎保護の候補物質の同定 

HPRT 活性の高低で生死が決まることから、HPRT 低活性 XOR-KO マウスの腎不全死の原因として

プリン代謝関連物質が関与している可能性が高い。まず HPRT 低活性および高活性それぞれの

XOR-KO マウスの尿サンプルについて、HPLC を用いてプリン体を分離し、複数の UV波長を用いた

クロマトグラムを得る。HPRT 高活性に比べて HPRT 低活性 XOR-KO マウスの方が多く尿中排泄さ

れているクロマトピークを腎毒性候補物質とし、少なく尿中排泄されているクロマトピークを

腎保護候補物質として探索する。 

 次にプリン代謝関連物質の標品を用いて、探索されたクロマトピークの保持時間と複数波長

によるスペクトログラムとの一致を検討することによってクロマトピークに対応する物質を同

定する。さらにどの標品とも一致しなかったクロマトピークについては、LC-MS/MS を用いて得

られる分解ピークのマスデータによって物質を同定するとともに、同定された物質の標品を用

いて保持時間の一致を確認する。また、標品によって同定されたクロマトピークが単一成分由来

であることを LC-MS を用いて確認する。 

 同様の手法にて、80％アセトニトリルで除タンパクした血清および臓器（腎臓および肝臓）の

各サンプルを用いて、HPRT 低活性および高活性それぞれの XOR-KO マウスで含有量に差のある物

質を同定し、腎毒性候補物質および腎保護候補物質について体内動態の情報を取得するととも

に、HPRT 低活性 XOR-KO マウスの週齢と共に増加あるいは減少することを確認する。 



（2）腎毒性候補物質による腎毒性惹起能の検討 

HPRT 低活性である C57BL/６マウスを用いて、上記 1.で同定された腎毒性候補物質を腹腔内投与

し、HPLC で測定した血清クレアチニン濃度の上昇を指標に腎障害を惹起する能力の有無につい

て検討する。ただし、尿酸を分解するウリカーゼを持つ C57BL/６マウスは、HPRT 低活性でも腎

障害を示すことはない。一方、ウリカーゼノックアウトマウス（UOX-KO マウス）は、アロプリノ

ールを用いなければ XOR-KO マウスよりも早く生後 2 週間～1 か月で腎不全死することから、腎

毒性物質に対してより脆弱な可能性のある UOX-KO マウスを用いて、腎毒性候補物質の腎障害を

惹起する能力の有無について検討する。HPRT 低活性 XOR-KO マウスで週齢と共に蓄積して腎不全

死をもたらす腎毒性物質を明らかにする。 

（3）腎保護候補物質による腎障害回避能の検討 

HPRT 低活性 XOR-KO マウスに腎保護候補物質を餌に混入する、または浸透圧微量ポンプ用いて持

続投与することにより、2．と同様に腎障害を回避する能力の有無について検討する。 

 また、ヒポキサンチンは XOR によって尿酸に代謝される過程で NADH を生成するか、HPRT によ

ってイノシン酸を生成することにより、どちらも ATP 産生を促進する。したがって、HPRT 低活

性 XOR-KO マウスでは ATP 産生が障害されている可能性が考えられる。HPRT 高活性および低活性

それぞれの XOR-KO マウスの腎臓内 ATP 含量について、組織用 ATP 含量測定キットを用いて測定

し、HPRT 高活性 XOR-KO マウスと比べて HPRT 低活性 XOR-KO マウスの腎臓で ATP 含量が低下して

いるかどうかを明らかにする。 

（4）同定された腎毒性物質および腎保護物質について他の腎不全モデルマウスでの検討 

①ウリカーゼノックアウトマウス（UOX-KO マウス）を用いた検討 

UOX-KO マウスは母体へのアロプリノール投与によって、産仔が生後 2 週齢以降も生存できるよ

うになる。これはアロプリノールの XOR 阻害によって尿中尿酸排泄量の減少が腎保護に働いた

ためと考えられているものの、XOR の下流の UOX 遺伝子のノックアウトでもあり、HPRT 低活性

XOR-KO マウスと同じメカニズムで腎障害を起こしている可能性がある。逆に、アロプリノール

は XOR 以外のプリン代謝酵素にも作用を持つことから、XOR 活性の無い HPRT 低活性 XOR-KO マウ

スでもアロプリノールの投与が XOR 阻害以外の作用で腎障害を回避する可能性は否定できない。 

 UOX-KO マウスの尿、血液、臓器のサンプルにて、上記 2.および 3.で同定された腎毒性物質お

よび腎保護物質について定量を行うとともに、アロプリノールの投与によって腎毒性物質の減

少あるいは腎保護物質の増加をもたらしていることを確認する。 

②アルポート症候群モデルマウス（Col4a5-KO マウス）を用いた検討 

Col4a5-KO マウスは 18 週齢でタンパク尿を発症し、25週齢で血清クレアチニン上昇が始まり、

30 週齢以降で腎不全によって死亡する遺伝性腎疾患モデルマウスである。腎障害の進行は原因

疾患に関わらず、血清クレアチニン値の逆数が年月とともに直線的に低下することが知られて

おり、腎障害の進行に共通のメカニズムが存在する可能性が考えられる。この共通のメカニズム

が HPRT 低活性 XOR-KO マウスにおける腎障害のメカニズムと同一である可能性は否定できない。

同腹の Col4a5-KO マウスと野生型マウスを用いて、上記 2.および 3.で同定された腎毒性物質お

よび腎保護物質について、尿、血液、臓器のサンプルにて定量を行うことにより、野生型マウス

と比べて、Col4a5-KO マウスで腎毒性物質が増加している、あるいは腎保護物質が減少している

ことを確認することにより、HPRT 低活性 XOR-KO マウスにおいて増加する腎毒性物質あるいは減

少する腎保護物質が、原因疾患に関わらず腎障害の進行を示す普遍的なバイオマーカーである

ことを明らかにする。 



③慢性腎臓病患者の尿検体を用いた検討 

慢性腎臓病における腎障害進行のバイオマーカーとして、プリン代謝産物が注目されたことは

これまでになかった。上記の腎障害モデルマウスを用いて確立した腎障害の進行を示す普遍的

なバイオマーカーについて、慢性腎臓病患者の尿検体を用いて検討する価値がある。慢性腎臓病

患者と健常成人の尿検体を用いて、HPRT 低活性 XOR-KO マウスにおいて増加する腎毒性物質およ

び減少する腎保護物質を定量することにより、マウスだけでなくヒトにおいても腎障害の進行

を示すバイオマーカーであることを示す。 

 
 
４．研究成果 

研究成果として、腎毒性候補物質であるヒポキサンチンが体内のプリン分解で生じるのみなら

ず、体外からの流入が影響している可能性が考えられたため、ヒポキサンチントランスポーター

遺伝子 Aをノックアウトすることにより、体内への流入抑制を試みることにした。A遺伝子ノッ

クアウトマウス単独では尿中オキシプリン排泄の減弱は認められなかった。次に A 遺伝子-Xor

ダブルノックアウトマウスを作出した。作出したマウスは HPRT 高活性 Xor-KO マウスより 1 週

長く生存し、尿中オキシプリン排泄量も半減したが、ヒトと同レベルには至らなかった。 

SLC23A3 がヒトの腎臓におけるヒポキサンチントランスポーターであることを確認した。 
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