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研究成果の概要（和文）： 
本課題により、XOR スーパーオキシド超産生型ノックアウトマウス、脱水素酵素型に活性がロ

ックし、酸化酵素型への変換がおこらない変異酵素の設計、作成、繁殖が完了した。スーパー

オキシド超産生型ノックアウトマウスについては肝臓より変異酵素を精製し、スーパーオキシド

超産生が起こっていることを確認した。現在はそれぞれの遺伝子改変マウスのフェノタイプを

観察している。また臓器の病理組織の異常を検索している。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We designed and constructed O2- hyperproduction XOR mutant knoched-in mouse which 
and dehydrogenase-type locked mutant knoched-in mouse. We propagated the starins. We 
purified mutant XOR from the knocked-in mutant mouse liver and confirmed the hyper 
production of superoxide anion. We are observing the phenotypes of the mutans and 
surveying pathological findings of organs. 
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１．研究開始当初の背景 

 

キサンチン脱水素酵素は様々な病態で、酸素

を基質とし、スーパーオキサイドアニオンを

産生するキサンチン酸化酵素に変換すること

がわかっている。しかし、その病的意義は諸

説あるものの不明である。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は常に酸化酵素活性を持ち、ス

ーパーオキサイドアニオンを特異的に産生

する XOR 変異酵素を設計、作成し、ノックイ

ンマウスを作製し、解析することで、様々な

病態、疾患における XOR の寄与を明らかにす

ることである。 

 

３．研究の方法 

 

キサンチン脱水素酵素は,通常の生理的条件

下ではNAD+を電子受容体とする脱水素酵素

型(XDH型)として存在する。しかし哺乳類酵

素ではCys535/Cys992, Cys1316/Cys1324のカ

ップルがS-S結合を作る事で可逆的に酸素を

電子受容体とする酸化酵素型(XO型)に変換し

,活性酸素を生成する。変換機構上のスイッ

チ部分のアミノ酸Trp335,酸化還元電位を

決定しているPhe336の2つのアミノ酸に変

異 を か け た 常 時 酸 化 酵 素 型 酵 素

(W335A/F336L)作成し、本変異酵素を置換し

たトランスジェニックマウス(XO-01)を作成

する。 

 

４．研究成果 

 

当初作成したトランスジェニックマウスは

,Neo(+)-(XO-01) で あ っ た た め 、

Cre-recombinaseマウスとmatingさせ、更に野

生型マウスとmatingさせCrericombinaseを除

去 し ,Neo(-) マ ウ ス を 得 え た 。 現 在

Neo(-)XO-01(+/-)を得ている.来年度はホモを

作成する. またS-S結合を作らないように変

異をかけたC535A/C992R/C1324S変異酵素は

,XDH型として発現し,精製過程を経てもXDH

型のままとどまる.このトランスジェニック

マウス(xdh-02(+/+)マウス)も対象実験用,お

よび乳汁分泌機能検索用に今年度完成に向け

実験を企画したが,ES細胞導入に困難を来た

し,来年度に持ち越している,今年度は動物の

準備に終始したが,今後はスーパーオキシド

超産生トランスジェニックマウスを使って,

寿命観察,発現酵素のスーパーオキシドの産

生量の測定,各臓器由来の病理組織標本を作

成し,蛍光抗体法等を駆使し発現部位を追跡

する 
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