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学位論文の要旨 

【緒言】酸化ストレスが老化や種々の疾病の原因であると考えられている．酸化ストレ

スは種々の活性酸素種（ROS）によって引き起こされるため，in vivoで発生している

ROSを同定することは，極めて臨床的意義が大きいと考えられる．そこでROSに特異

的な尿酸の反応生成物を同定し，これをマーカーとしてROSを同定することを考えた． 

 尿酸は優れた抗酸化物質であり，酸化生成物は反応するROSに特異的な化合物を与え

る．本研究では，まだ明らかになっていない一重項酸素（1O2）と次亜塩素酸イオン（C

lO－）との特異的反応生成物を同定することを目的とした．これによりin vivoでのRO

Sの同定につながると予想される． 

【実験】尿酸を様々な系で発生させた1O2と，そして次亜塩素酸ナトリウム（NaClO）

由来のClO－と反応させ，反応生成物を飛行時間型質量分析計（TOFMS）で分析してM

Sスペクトルを測定した．そして，そのMSスペクトルから組成を推定した． 

【結果と考察】尿酸を光酸化したところ，尿酸の減少と複数の不明化合物の生成を確認

した．このうちの2つの化合物U1とU2に注目して分析し，U1をパラバン酸（PA），U

2をオキサル尿酸（OUA）と同定した．次に光酸化，1O2の発生剤である3-(1,4-dihydro

-1,4-epidioxy-4-methyl-1-naphthyl)propionic acid（NEPO）の熱分解，およびH2O2

の2電子酸化により発生した1O2で尿酸を酸化し，PAとOUAを定量してそれらの収率

（尿酸の減少量に対するPAとOUAの生成量の割合）を求めたところ，光酸化およびN

EPOを用いた系において100％近い収率となった．このことから，尿酸と1O2との反応

ではPAのみが生成することが示された．またH2O2の2電子酸化反応では酸化剤として，



 

 

ClO－以外にもONOO－を用いたが，いずれの系でも高い収率（37～50％）でPAおよび

OUAの生成が認められた．このことから，炎症時や虚血・再灌流時のようにH2O2とO

NOO－が共存することが予想される場合にも1O2が生成すると考えられる． 

 一方，1O2以外のROSで尿酸を酸化してもPAの生成はほぼ認められなかった．このこ

とから，PAは1O2に対して極めて特異性の高い反応生成物であると推察される．さらに

生体試料としてヒト皮膚分泌物を分析したところ，尿酸とPAが検出され，日光曝露後

に有意にレベルが上昇することが観察された． 

 また，尿酸とClO－との反応では，一次生成物と思われる化合物の生成が認められ，

MS分析からその組成をC5H3N4O4Clと同定した．分子中にCl原子を有していることか

らClO－に特異的な化合物であると推察される．PAとOUAとともに，in vivoでのROS

の同定につながる，新規酸化ストレス・マーカーとしての応用に期待される． 
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第 1 章 序論 

 

 

1-1．酸素 

 酸素はヒトが生きていくために必要不可欠なものである．酸素の不足は生命

活動に悪影響をもたらすが，過剰に取り込むことでも障害が生じることが報告

されている．実際，大気中の酸素濃度は約 20％程度，ヒト生体内酸素濃度は約

2％程度となっており，これは，ヒトが皮膚という殻で臓器を守るよう進化した

結果であると考えられる．  

 通常の酸素は三重項酸素（3O
2
）として存在している．三重項酸素とは，電子

スピンの量子数の和が 1 である酸素のことである．酸素の電子配置は(1s )2，

(1s
*)2，(2s)2，(σ2s

*)2，(2p)2，(2p)2，(2p
*)2である．HOMO の電子配置はフン

トの規則に従い，2 つの反結合性 2p
*に同じ向きのスピンを持つ 2 個の電子が 1

個ずつ配置されている．ゆえに酸素分子は不対電子を 2 個持つ電子配置をして

いる．一方，電子スピンは向きに応じて+1/2 または-1/2 の量子数を持っている

ため，酸素のスピン量子数の和は 1/2+1/2 =1 となる．ゆえに通常の酸素は三重

項酸素（3O
2
）である．不対電子をもつ物質は基本的に不安定である．酸素が 2

個の不対電子を持ったまま存在している理由は，他の物質が一重項基底状態の

ため，逆方向のスピンを持つ電子を同時に平衡状態で引き抜くことが不可能で

あるからである． 

 

 

1-2．活性酸素種（ROS；Reactive oxygen species） 

活性酸素または活性酸素種（ROS；Reactive oxygen species）とは大気を構成

する通常の酸素よりも活性化された酸素およびその関連化合物のことを示す．

体内に取り込まれた酸素は 4 電子還元され水となって排出されるが，その過程

で ROS を産生する．その発生メカニズムは多岐に渡り，ミトコンドリア電子伝

達系や小胞体電子伝達系におけるエネルギー代謝の過程，キサンチン酸化酵素

などの酸化酵素が働いた場合，食細胞が異物を捕食した場合，虚血再灌流障害 1）

2），化学物質が体内に侵入した場合，紫外線や放射線を浴びた場合，喫煙，精神

的ストレスや過度なスポーツによる虚血状態 3）に陥った場合などが挙げられる．  

発生した ROS は，脂質の過酸化 4）やタンパク質のカルボニル化 5），DNA への

ダメージを惹起し 6），がん 7）や糖尿病 8），アルツハイマー病 9)，筋萎縮性側索硬

化症（Amyotrophic lateral sclerosis ; ALS）10)を惹起すると考えられている 11)．

このように疾患を惹起する ROS に対してヒトは ROS と鋭敏に反応し，生体へ

のダメージを防御する抗酸化物質や酵素を有している． 
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ROS は大きく分けてラジカル種と非ラジカル種に大別される．これらの ROS

は酸化様式が異なる．また，フリーラジカル（Free radical）とは分子または原

子の最外殻電子軌道に不対電子をもつ不安定な化合物の総称である． 

 

 

1-3．ラジカル種 

 ラジカルとは不対電子を持つ酸素分子種である． ラジカル種にはスーパーオ

キサイド（O
2
－）やヒドロキシルラジカル（HO·），NO ラジカル（·NO）など

がある． 

 O
2
－は NADPH オキシダーゼ（NOX），キサンチン-キサンチンオキシダーゼ

（Xanthine oxidase; XOD）酸化系やミトコンドリア電子伝達系で発生するラジ

カル種である．NOX は酸素分子を一電子還元して O
2
－を生成する酵素ファミリ

ーである．ヒトにおいて 5 種類の NOX が存在し，いずれの場合も細胞質の

NADPH から細胞外の酸素分子への電子の授受によって O
2
－を生成する．キサ

ンチン-XOD酸化系ではXODがヒポキサンチン及びキサンチンを水と酸素分子

を用いて酸化することで尿酸に代謝している．XOD はその活性中心にモリブド

プテリンを有し，基質から受け取った電子はモリブデン，2 個の鉄硫黄クラス

ターに渡り，最終的に過酸化水素（H
2
O

2
）もしくは O

2
－が生成する（Fig. 1-1）． 

 

 

Fig. 1-1 XOD によるプリン体の代謝 
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ミトコンドリアは真核生物のエネルギー産生を行う．ATP 合成過程において

ComplexⅠからⅣを介して酸素が水になるが，この際に O
2
－が生成する．細胞

内で生成する O
2
－の大部分はミトコンドリア電子伝達系由来であるとの報告も

ある 12)．ROS の中では反応性は低いものの，別の ROS と反応することで酸化

力が高い新たな ROS を生成する原因になる．O
2
－は反応する相手がいない場合，

不均化反応により過酸化水素と酸素に分解する． 

 HO·は Fe2+や Cu+などの遷移金属の存在下で過酸化水素が 1 電子還元される

ことで生じる活性酸素種である．この反応を Fenton 反応と言い 13)，下記の式

で反応する（scheme 1）． 

 

 

Fe2+ + H
2
O

2
 → Fe3+ + ·OH + －OH（scheme 1） 

 

 

活性酸素種の中でも反応性に富み，脂質やタンパク質などの種々の有機化合物

や無機化合物から電子を引き抜いて酸化する．生じると拡散律速で近辺の物質

と反応する． 

 ·NO は生体内において NO 合成酵素（NO synthase; NOS）から生成される

ラジカル種である．·NO は血管内皮由来弛緩因子，神経伝達物質としての生理機

能を有している 14)．一方，·NO は金属タンパク質や酵素の金属に対する親和性

が高く，容易にニトロ化や酵素の阻害や活性化を引き起こす 15, 16)．·NO の大き

な特徴はパーオキシナイトライト（ONOO－）の生成に関与することである．虚

血時ではミトコンドリア電子伝達系内においてスーパーオキサイドが蓄積され，

同時に NOS から血管拡張作用を持つ·NO の産生が促される．そして，再灌流

を開始することで両者が拡散律速で反応し，ONOO－が生成される．後述するが，

ONOO－の反応性と毒性は·NO よりもはるかに高い． 

 過酸化水素はそれ自身はラジカルではないが，他の物質を酸化する基質にな

ったり，複合体を生成したりすることから生体内への影響が懸念されている．

また，白斑患者のカタラーゼ活性が低下していること 17)，白斑部分に過酸化水

素が蓄積することが報告されている 18)． 

 

 

1-4．次亜塩素酸イオン（ClO－） 

 次亜塩素酸イオン（ClO－）は生体防御機能と密接に関連している ROS であ

る．白血球の一種である好中球は，生体内に微生物などの異物に対して活性化

し，遊走性を示し，異物を貪食することで殺菌する．この際に放出されるミエ



5 

 

ロペルオキシダーゼ（Myeloperoxidase; MPO）の作用により発生する殺菌因子

が ClO－である．MPO は好中球の 1 次顆粒内に存在する酵素で，活性部位に鉄

イオンを有するヘムタンパクである．MPO による ClO－の生成は NADPH 

oxidase によって O
2
－が生成する呼吸バーストから開始する (scheme 2)19)．そ

して，生成した O
2
－は SOD によって速やかに過酸化水素へと分解される

(scheme 3)．この反応は不均化反応で行われる 20)． 

 

 

NADPH oxidase 

O
2
 + e－ →O

2
－ (scheme 2) 

 

 

SOD 

2 O
2
－ + 2H+ → O

2
 + H

2
O

2 (scheme 3) 

 

 

そして，MPO の活性中心の鉄イオンが還元状態の Complex Ⅰを形成し，塩化

物イオンを 2 電子還元することで HOCl を生成する(scheme 4)21)． 

 

 

MPO 

H
2
O

2
 + Cl⁻ + H+ → HOCl +  H

2
O (scheme 4) 

 

 

また，HOCl の pKa は 7.59 であるため，生体内では HOCl と ClO－が混在して

いる(scheme 5) 22)． 

 

 

HOCl ⇄ H+ +  ClO－ (scheme 5) 

 

 

 

1-5．一重項酸素（1O
2
） 

 一重項酸素（1O
2
）は全スピン量子数が 0 の励起状態の酸素である（Fig. 1-2）． 

化合物の不飽和結合に対して高い反応性を有するが，ラジカルではない．三重

項酸素の酸素分子に適当なエネルギーが与えられると，HOMO の 1 つの電子ス
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ピンが逆向きになり，スピンの量子数は+1/2-1/2 =0 となる．これが， 1O
2
であ

る．1O
2
はそのスピンの向きから 2 種類存在する．互いの電子スピンが逆向きの

場合は 2 つの電子が同一の軌道に入ることができ，1 つの2p
*軌道に 2 個の電子

が配置された場合を△1 状態，一方で 2 つの2p
*軌道に電子が 1 個ずつ配置され

た場合を∑1状態という．エネルギー的には∑1状態よりも△1状態の方が安定であ

り，生成した∑1状態の 1O
2
も速やかに△1状態の方に遷移する． 

 

 

 

Fig. 1-2 1O
2
の電子配置 

 

 

 1O
2
特有の酸化にエン反応がある．エン反応とは 1O

2
が結合そのものを攻撃

して酸素分子が付加し，σ 結合の形成とアリル水素原子の移動に伴う二重結合の

移動が起こることである．生体内に存在する不飽和脂肪酸の二重結合はその間

に必ずメチレン基（-CH
2
-）を 1 つに挟むように導入される．オレイン酸（18:1）

やパルミトオレイン酸（16:1）などのモノ不飽和脂肪酸（MUFA）は分子内に

二重結合を 1 つ有する化学構造であり，ビスアリル水素はなく，アリル水素を

持っている．このアリル水素のラジカルに対する反応性はビスアリル水素の

1/1000 であるため，モノ不飽和脂肪酸はラジカルの攻撃に対しては比較的安定

な化合物である．しかし，ラジカルに対しては安定なモノ不飽和脂肪酸も，1O
2
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の攻撃を受けると酸化されて脂質過酸化物を生成する．例えば，オレイン酸

（18:1）は 1O
2
による酸化を受け，9-OOH 体または 10-OOH 体の 2 種類の過酸

化脂質を生成する．また，この場合，9-10 位間にあった二重結合はそれぞれ異

性体に応じて 9-10 位（10-OOH 体）または 12-13 位（12-OOH 体）に移動し，

両者は 1O
2
に特異的な反応生成物となる．実際に，Ⅱ型糖尿病患者の血液から

リノール酸の 10-OOH 体と 12-OOH 体が検出されたことが報告された 23)． 

 一方，1O
2
は殺菌作用において重要な役割を果たす ROS でもある．中野らは

1O
2
が HUVEC 細胞に対して有害ではないが，大腸菌に対して著しい殺菌作用

を示すことを報告した 24)．その理由として，真核細胞の呼吸鎖はミトコンドリ

アに内包されているのに対し，原核細胞の呼吸鎖は細胞膜付近に存在するため，

細胞表面から侵入した 1O
2
はミトコンドリアに達する前に無害な三重項分子酸

素（3O2）に変わるためと考えられる．したがって，1O
2
は真核生物細胞に対し

て比較的無害な ROS と考えることができる．しかし，過剰量の 1O
2
が生体に損

傷を与え，脂質 25)，タンパク質 26)，DNA27)に酸化的損傷を引き起こし，アポト

ーシスも誘導することが報告されている報告がある 28)． 

 1O
2
の発生方法は大きく分けて 4 種類存在する．まず，適当な増感剤を用いて

光増感反応は発生させたものがある．通常，全スピン量子数の異なる状態間の

光遷移は禁制であり，また酸素分子は三重項状態と一重項状態のエネルギー差

が大きいため項間交差（熱的遷移）も起こらず，酸素分子に対する光照射のみ

では 1O
2
を生成することはできない．一方，ローズベンガルやメチレンブルー

などの色素が共存していると，これらの色素分子は光照射により励起された後，

最低励起状態（S1）から最低励起酸重項状態（T1）への反応が起こり，この色

素の T1エネルギーが基底状態の酸素に移動して 1O
2
が発生する．2 つ目に酸化

チタンに紫外光照射し 29, 30)，発生させる方法である．この方法では 1O
2
の他に

スーパーオキサイドも生じるが，発生効率は酸化チタンの種類によって異なる． 

従来，酸化チタンに紫外光を照射すると主に HO·が発生すると考えられていた．

しかし，HO·は先述したように人体に対して強い酸化ストレスを与える．一方

で酸化チタンは化粧品の原料として使用されており，皮膚に塗布されて常に太

陽光などの光に曝されている．このような条件下では HO·が発生するため，皮

膚に塗布している場合，皮膚は恒常的に HO·の攻撃を受けることになる．この

ような状況は生体にとって極めて好ましくなく，重篤な障害が発生することが

予想されるが，現在までにそのような報告はほとんどない． 

 このことに注目した Yamamoto らは酸化チタンに紫外光を照射して発生する

活性酸素種の検討を行った．Yamamoto らはラジカル捕捉型の抗酸化物質であ

る 2,6-ジ-t-ブチル-4-メチルフェノール（BHT）および尿酸の溶液に酸化チタン

を懸濁し，それに紫外光を照射して BHT 及び尿酸の経時変化を観察した．する
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と BHT の濃度に経時変化が無かったに対して，尿酸は時間の経過に伴い濃度の

減少が認められた．もし，この系で発生する ROS が HO·であれば，ラジカル

捕捉能のある BHT は反応し減少すると考えられる．また，尿酸はラジカル種の

みならず 1O
2
とも高い反応性を示すことが知られている．この実験結果は酸化

チタンに紫外光を照射して発生する ROS は HO·ではなく，1O
2
であることを強

く示唆している．さらに後述するが，本研究において同定した，尿酸と 1O
2
と

の特異的反応生成物がこの系から検出されている．このことからも，酸化チタ

ン-紫外光照射の系では 1O
2
が生成している．3 つ目に ClO－または ONOO－によ

る H
2
O

2
の二電子酸化反応である．この反応では ClO－または ONOO－が 2 電子

酸化剤として作用している．前者 2 つが光照射を必要としたことに対し，この

反応は遮光下でも進行することから，生体内でも生じる可能性がある 31, 32)．例

えば，前述の MPO の作用時には，基質として H
2
O

2
の存在下で ClO－が生成し，

両者は近傍に存在する．そのため，その後に両者の反応により 1O
2
が生成する

と考えられる(scheme 6)．  

 

 

H2O2 +  ClO－  → 1O
2
 + H

2
O + Cl－ (scheme 6) 

 

 

4 つ目はナフタレンエンドパーオキサイドの熱分解反応である．本研究では

3-(4’-methyl-1’-naphthyl)-propionic acid-1’,4’-endperoxide (NEPO)を用いた．

この NEPO とスクアレンと反応させたところ，エン反応由来の酸化物が生成し

たことから，1O
2
の発生が確認された 33)．また，この NEPO を HaCaT 細胞と

HepG2 細胞に作用させたところ細胞死が誘導され，1O
2
が細胞死を惹起してい

ると報告されている 34)． 

 

 

1-6．パーオキシナイトライト（ONOO－） 

 ·NO と O
2
－が拡散律速で反応して生成する（scheme 7）．強力な酸化力を有す

る活性酸素種の一種であり，神経毒性が強い．両者の反応速度定数は 3.4～

6.7×109M-1s-1であり 35, 36), superoxide dismutase（SOD）が O
2
－を消去する反

応速度定数(2×109 M-1s-1)より速く 37)，·NO 生成が病的に増加した場合は O
2
－と

反応する 38).また，pKa が 6.8 であり，プロトン化されると ONOOH となる．

ONOOH にはシス型とトランス型があるが，大部分は NO
3
－となり，ニトロ化

を引き起こす（Fig. 1-3）．また，わずかに·NO
2
ラジカルと HO·も生成すると

されている． 
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 ONOOH は HO·と同様に，細胞膜の脂質を攻撃し脂質過酸化を引き起こすだ

けでなく，DNA のリボースの水素原子を引き抜き，DNA に障害を与える 39, 40)．

このことから，ONOO－が関与している疾患が多数報告されている．神経疾患と

して，ALS 41, 42)，アルツハイマー病 43)，ハンチントン病 44)，脳塞栓症 45)，循

環器疾患として心筋炎 46)，心臓移植 47)，動脈化症 48)，糖尿病性腎症 49)，呼吸器

疾患として ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome )50)，消化器疾患とし

て炎症性腸疾患 51)，急性胃粘膜障害 52)，その他に慢性関節リュウマチ 53)，敗血

症 54)，アレルギー性鼻炎 55)などに ONOO－が関与しているとされている． 

 

 

·NO ＋ O
2
－ → ONOO－（scheme 7） 

 

 

 

Fig. 1-3 ONOO－の化学的性質 

 

 

1-7．抗酸化反応 

 これらのROSからのダメージを防ぐために生体内では抗酸化反応が起こって

いる．抗酸化反応には，スーパオキシドディスムターゼ（Superoxide dismutase ; 

SOD）やグルタチオンペルオキシダーゼ（Glutathione peroxidase）56)，カタ

ラーゼ（Catalase）などの抗酸化酵素やコエンザイム Q10（Coenzyme Q10; 

CoQ10）やグルタチオン，ビタミン C，尿酸，ビタミン E などの抗酸化物質に

よるものがあげられる． 
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1-8．抗酸化酵素 

 O
2
－に対しての防御機構として SOD があげられる．SOD は不均化反応を触媒

し，O
2
－を H

2
O

2
に還元する．SOD には 3 種類存在する．Cu,Zn-SOD (SOD1) は

各組織の細胞質で恒常的に発現している SOD であり 57, 58)，特に血清中に存在

する Cu,Zn-SOD は EC-SOD（extracellular-SOD, SOD3）と呼ばれる．そし

て，Mn-SOD (SOD2) はミトコンドリアに局在し，酸化ストレスに応じて誘導

される SOD である．SOD 活性と寿命には正の相関があることが報告されてい

る 59)．また，H
2
O

2
はカタラーゼにより分解される．カタラーゼはペルオキシソ

ームに局在するヘムタンパク質である．また，グルタチオン存在下で過酸化脂

質や H
2
O

2
をアルコール体への還元と水への分解をグルタチオンペルオキシダ

ーゼ（Glutathione peroxidase; Gpx）は生体体に広く分布している．Gpx は活

性中心にセレノシステインを持ち，SeH 基が過酸化物をアルコールへ還元する

とともに自身は SeOH へと酸化される．SeOH はグルタチオンから電子を受け

取ることで還元型の SeH に再生される．これを繰り返すことで生体内へのダメ

ージを防いでいる． 

 

 

1-9．抗酸化物質 

 CoQ10 やビタミン E は脂溶性抗酸化物質であり，還元型グルタチオンや還元

型ビタミン C であるアスコルビン酸は水溶性抗酸化物質である（Fig. 1-4）．こ

れらはラジカルに対して抗酸化作用を発揮する．ビタミン E は天然に存在する

重要な脂溶性抗酸化物質である．現在までに 10 種類の同族体が発見されている

が，中でも最も生理活性が高い化合物は-Tocopherol（-Toc）である．脂溶性

の-Tocは-Toc と選択的に結合する-Toc 輸送タンパク質（-Tocopherol 

transfer protein; -TTP）によって生体内に取り込まれている 60)．この-TPP

は肝臓の他に脳神経細胞，皮膚に存在し，また妊娠中に生育する胎盤（placenta）

に極めて多く発現していることが知られている． 
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Fig. 1-4 各抗酸化物質の化学構造 

 

 

 ビタミン C であるアスコルビン酸は重要な水溶性の抗酸化物質である．ビタ

ミン C の「C」は柑橘類を表す「Citrus」の頭文字で，ヒトは進化の過程で生合

成経路を失った．これが欠乏すると壊血病という出血性の障害に陥る．ビタミ

ン C の酸化電位はビタミン E よりも低いため，ビタミン E ラジカルの還元が可

能であり，このことから生体中ではビタミン E による抗酸化を補助する役割も

あると考えられている． 

 CoQ10 は生体中においてキノンに酸化された酸化型 CoQ10 とハイドロキノ

ンに還元された還元型 CoQ10（ユビキノール）（Fig. 1-5）として存在し，非常

に重要な抗酸化物質として働いている．CoQ10 はヒト体内でエネルギー産生や

抗酸化的防御に重要な役割を果たしている．還元型 CoQ10 は脂質パーオキシル

ラジカルを補足するだけでなく，ビタミン E ラジカルを補足し，還元する（Fig. 

1-6）．これは-Toc よりも酸化電位が低いことから予想される． 
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Fig. 1-5 酸化型および還元型 CoQ10 の化学構造 

 

 

 

Fig. 1-6 還元型 CoQ10 のラジカル捕捉機構 

 

 

 グルタチオンは水溶性抗酸化物質であるが，CoQ10 などのように 1 種類の

ROS だけを消去するものではない．ラジカル種以外にも ClO－や ONOO－をも

消去する．その理由としてグルタチオンの構造内に存在するスルフィドやチオ

ール基が関係している． 

 治療薬として合成され，使用されている抗酸化物質にエダラボンがある（Fig. 

1-7）61)．エダラボン（3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one）は（株）三菱ウ

ェルファーマ（現：田辺三菱製薬（株））から世界初のフリーラジカルスカベン

ジャー薬として，2001 年 6 月より販売されている．エダラボンはほぼ白色の結
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晶である．エダラボンは互変異性によってアミン型，ケト型，エノール型の構

造を持つ． pKa が 7.0 であるため，生体内ではエノール型とアニオン型がほぼ

等量ずつ存在すると考えられる．リポソーム（生体膜モデル）中において脂溶

性ラジカル，水溶性ラジカルのいずれに対しても内因性抗酸化物質よりもエダ

ラボンの抗酸化活性能が高く，さらに共存系においてはさらに抗酸化能は高く

なるということが明らかになっている 62)．これらの物理化学的性質により，エ

ダラボンは細胞質のような親水性条件および細胞膜のような親油性条件の両方

に分布すると考えられる．エダラボンは水溶性および脂溶性ペルオキシルラジ

カルに加え，ONOO－とも反応する 63-65)．in vivo における ONOO－のスカベン

ジャーは，第一に尿酸が挙げられる．しかし，エダラボンは ONOO－対して，

尿酸よりも 30 倍高い反応性を有していることが明らかになっている 65)．加えて，

エダラボンはニューロンに保護効果を示したり 66)，グリア（小膠細胞，星状細

胞，希突起膠細胞）67-69) および血管内皮細胞を酸化ストレスから保護し，活性

化したグリア細胞の炎症反応を抑制したりすることが報告されている．また，

2016 年，Nagase らによって ALS 患者にエダラボンを投与すると、症状の改善

と，血漿中尿酸レベルが回復傾向あることが報告された 70)．このことは ALS に

ONOO－が強く関与していること，そしてエダラボンが生体中で ONOO－を消去

していることを示唆している．そして，2015 年に日本と韓国にて，2017 年に

アメリカにて ALS の治療薬として認可された． 

 

 

 

Fig. 1-7 エダラボンの化学構造 
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1-10．酸化ストレス・マーカー 

 酸化ストレス（Oxidative stress）とは，生体内の酸化と還元のバランスが崩

れて酸化側に傾き，生体にとって好ましくない状態と定義されている 71)．これ

が種々の疾病や老化の原因と考えられている．酸化ストレス研究は，生体にお

ける酸化のエビデンスとしての酸化物の検出から始まり，その後，酸化ストレ

スの評価法の開発と続いた．そして，今後は抗酸化療法の開発と応用へと進行

していくと推察される．ここでは，最初に酸化物として脂質過酸化物や核酸の

酸化物について議論する．そして，現在，優れた酸化ストレス・マーカーとし

て応用されているコエンザイム Q のレドックスバランス（%CoQ）について紹

介する．  

 

 

1-11．過酸化脂質 

 生体内にて最も酸化されやすいものは分子内に高度不飽和脂肪酸を有する脂

質である．高度不飽和脂肪酸はラジカル種の攻撃を受けると，2 つの二重結合に

挟まれたビスアリル位のメチレンの水素が引き抜かれ，脂質ラジカルを生成す

る．この脂質ラジカルは酸素と反応して脂質ペルオキシルラジカルとなり，さ

らに別の脂質と反応する連鎖反応が進行する．この過酸化連鎖反応はラジカル

分子の重合もしくはラジカルの消去でのみ停止可能である．一方，脂質ペルオ

キシルラジカルは脂質パーオキシドを生成し，イソプロスタンのようなプロス

タグランジン類似物質を生成する 72)．この過酸化脂質を測定することでラジカ

ル種による酸化ストレスを評価する方法に TBA 法がある．Thiobarbituric acid 

（TBA）は酸性条件下で過酸化脂質と加熱すると，過酸化脂質の分解で生じた

マロンジアルデヒドやアルケナール，アルカジエナールなどの TBA 反応性基質

（TBARS）と反応し，2 分子の TBA と 1 分子の TBARS が結合した化合物が生

成する．この化合物は 532nm 付近に極大吸収を持つ赤色色素で，分光光度計を

用いてこの赤色色素の生成量を測定することで TBARS を定量することが出来

る．しかし，リノール酸過酸化物などの TBARS を生成しない過酸化脂質の定

量には不向きであること，また，加熱時に新たに生じる過酸化脂質の影響があ

ることから課題が多く残る手法である． 

 F2イソプロスタン（F2-isoprostane）はアラキドン酸（20:4）のフリーラジカ

ル生成物である 73) 74 ) 75)．アラキドン酸は炭化水素部分に不飽和結合 4 つ有する

脂肪酸であり，極めて酸化を受けやすいことが知られている．通常，シクロオ

キシゲナーゼ（COX）の作用で酵素的に酸化され，プロスタグランジン類，さ

らにロイコトリエン類へと代謝され，これらは重要な生理活性物質となる．し

かし，これらはラジカルにより自動酸化を受けることで F2イソプロスタンとな
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ることが知られ，脂質過酸化のマーカーとして応用されている．  

 また Yamamoto らは，過酸化脂質の微量分析法として，HPLC とイソルミノ

ールを用いた化学発光法を組み合わせた手法を開発している．この手法により

健常人血漿を分析したところ，コレステロールエステルの過酸化物が約 3nM 程

度存在することが明らかになっている 76)． 

 

 

1-12．核酸酸化物 

 DNA 損傷の酸化ストレス・マーカーに 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine

（8OHdG）がある 77)．8-OHdG は DNA を構成する塩基の一種である

deoxyguanosine（dG）の 8 位がヒドロキシ化された化合物である．dG は DNA

の中で最も酸化電位が低いため，酸化されやすい．このことから dG の酸化生成

物である 8-OHdG が酸化ストレスを反映していると考えられること，8-OHdG

が比較的安定な物質であること，そして，代謝などを受けずに尿中に排出され

ることから簡便に採取可能な DNA の酸化ストレス・マーカーとして使用されて

いる．発がんリスクの評価に用いられる．DNA 上に生成した 8-OHdG は DNA

複製時にグアニン⇒チロシン変異を惹起することから，8-OHdG の増加と発が

んリスクの上昇に正の相関があると報告されている 78)．また，アルツハイマー

と認知症の合併症患者と認知症の両者の脳脊髄液中の 8OHdG を比較すると，

認知症患者の方が優位に高かったことから，酸化ストレスによる DNA 障害が惹

起されたとの報告がある 79)．  

 

 

1-13．コエンザイム Q（CoQ）のレドックス・バランス 

 前述したように，F2-isoprostane や cholesteryllinoleate 酸化物などの過酸化

脂質，8-OH-dG などの核酸の酸化物，そしてカルボニル化タンパク質などの酸

化生成物が生体試料中から検出されたことから，生体内で好ましからざる酸化

反応が起きていることが推察される．しかし，生体内にはビタミン C（VC）や

ビタミン E（VE），そしてコエンザイム Q（CoQ）の還元型といった抗酸化物

質が豊富に存在し，これらの共存下では過酸化脂質などは生成しない．したが

って，初期の酸化ストレスを評価するためには，酸化ストレスに対して鋭敏に

反応する抗酸化物質の変化を追跡することが重要である．このことに着目した

山本らは，血漿中のコエンザイム Q（CoQ）のレドックス・バランスが優れた

酸化ストレス・マーカーになり得ると考え，電気化学検出器付き HPLC

（HPLC-ECD）と白金触媒カラムを用いた酸化型および還元型 CoQ の同時分

析システムを開発した 80, 81)．生体内の酸化還元物質の酸化型と還元型の比率が
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酸化ストレスの度合いを反映していることに注目し，生体内の CoQ10 の酸化型

（ユビキノン）と還元型（ユビキノール）の比率を用いることで新規酸化スト

レスのマーカーになると報告した．健常成人の血漿中のユビキノール／ユビキ

ノン比が 96/ 4 であり，かなりの還元状態である．しかし，ヒトが肝炎，肝硬変

を経て肝がんに至るまでにこの比率が崩れ，ユビキノールが増加することから，

かなりの酸化ストレスがかかると報告されている．また，新生児は全身の虚血/

再灌流のもとに誕生すると考えられているが，血漿中のユビキノンの割合は

25%程度であり，健常成人よりも有意に大きかったとも報告されている．加え

て，パーキンソン病 82)，ALS83)，慢性閉塞性肺疾患 84), 慢性肝障害 85), におい

ても同様にユビキノンの割合が上昇していると報告している．これらの報告の

ように CoQ10 のレドックス・バランスの評価は幅広く利用されている． 

 

 

1-14．3-ニトロチロシン 

 チロシンのニトロ化体である 3⁻ニトロチロシン（3⁻NT）はチロシンの 3 位が

ニトロ化された化合物であり，炎症性疾患のマーカーとして応用されている．

3⁻NT の生成には複数の経路が存在し，ONOO－ 86)，二酸化窒素（NO2）87, 88)，

塩化ニトリル（NO
2
Cl）89)がチロシン残基の芳香環への攻撃によりニトロ基の

修飾がなされると報告されている．いずれかの場合も NOS の存在下での報告だ

が，二酸化炭素と ONOO－との反応で生じる中間体としてニトロソペルオキシ

カルボキシレート（ONOOCO
2
－）を介して最終的に CO

3
・－と NO

2
によって非

酵素的ニトロ化される経路も報告されている 90-92)．一方，このニトロ化に MPO

が関与しているとの報告がある．NO
2
Cl が MPO から産生された HOCl による

亜硝酸イオンの酸化により生成し，チロシンをニトロ化する 93)． 

 

 

1-15．新規酸化ストレス・マーカーの意義 

 前述したように酸化ストレスは種々の活性酸素種（ROS）によって引き起こ

される．ROS はヒドロキシルラジカル（HO·）などのラジカル種と，過酸化水

素（H
2
O

2
）やパーオキシナイトライト（ONOO－）などの非ラジカル種に大別

される．さらに，非ラジカル種にはこの他にも次亜塩素酸イオン（ClO－）や一

重項酸素（1O
2
）などがある．これらの ROS は反応機序や生成機序が異なるた

め，一概に酸化ストレスとして一括りにはできない．したがって in vivo で発生

する ROS を同定することは，臨床的にも極めて意義が大きい．しかし，これら

の ROS はその反応性の高さゆえに不安定であり，直接検出することは非常に困

難である．そこで ROS に対して特異的な反応生成物を同定し，これをマーカー
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として生体試料から検出することができれば，間接的にではあるが in vivo で発

生する ROS の同定が可能になる．その目的に適切な基質としての条件は，ROS

に対して感受性が高いこと，そして生体内にユビキタスに，かつ高濃度に存在

することが必須であると考えられる．この条件を満たす化合物に尿酸がある． 

 

 

1-16．尿酸 

 尿酸は分子式 C
5
H

4
N

4
O

3
，分子量 168.11 の有機化合物であり，常温において

無臭の白色個体である．極大吸収波長は 290nm 付近に存在し，有機溶媒や中性

領域以下の水溶液では難溶である．尿酸は水溶液中において互変異性により，

ケト型とエノール型の構造を持つ．pKa は 5.8 であるため，血液中では 8 位の

エノール性ヒドロキシ基が解離した一塩基アニオンとして存在する（Fig. 1-8）
94)．尿酸はヒト生体内ではプリン体の最終代謝物であり，ヒト血液中では

120-450 M と高濃度で存在している 95)．腎臓の糸球体でろ過された尿酸はその

9 割が再吸収されている． 

 

 

 

Fig. 1-8 尿酸の化学構造 

 

 

 

 尿酸は重要な水溶性抗酸化物質の一種である．ラジカル 96)や 1O
2
，ONOO－97)

やClO－98)などの様々なROSと鋭敏に反応することが報告されている．そして，

ROS の種類に応じた反応生成物を与えることも判明している．ラジカルとの反

応ではアラントインが 99)，ONOO－との反応ではトリウレットが 100)，·NO との

反応では 6⁻アミノウラシルが 101)生成すると報告されている（Fig. 1-9）．しかし，

現在までに 1O
2
と ClO－との特異的反応生成物は報告されていない． 
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Fig.1-9 報告されている尿酸酸化生成物 

 

 

 酸化ストレスと神経変性疾患は密接に関係していることが示唆されている．

その中でも尿酸との関連を示唆している論文が複数報告されている．痛風患者

はパーキンソン病や ALS，多発性硬化症などの神経変性疾患を発症するリスク

が低いとの報告がある 102)．痛風は高濃度の尿酸が体液に溶解できなくなり，関

節などに尿酸が析出し定着することで炎症を生じる疾患である 103)．これは過剰

量の尿酸が生体中の ROS を消去し，酸化ストレスから保護していると考えられ

る．一方，パーキンソン病 104, 105)，ALS106, 107)，アルツハイマー病 108)，ハンチ

ントン病 109)，変異型クロイツフェルト・ヤコブ病患者 110)の血清中尿酸値は健

常人と比べると有意に低いことが報告されている． 
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1-17．本研究の目的 

 

 現在までに開発された酸化ストレス・マーカーの問題点は ROS の種類を評価

出来ないことである．そこで，生体内に高濃度に存在し，かつ ROS と鋭敏に反

応し，ROS の種類に応じた反応生成物を与える尿酸に注目した．ROS に特異的

な尿酸の反応生成物を同定し，これをマーカーとして ROS を同定することを考

えた．本研究では，まだ明らかになっていない 1O
2
と ClO－との特異的反応生成

物を同定することを目的とした．これにより in vivo での ROS の同定につなが

ると予想される．  
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第 2 章 尿酸と一重項酸素の特異的反応生成物としてのパラバン酸とオキサル

尿酸 

 

 

1．概要 

 尿酸（UA）は ROS と鋭敏に反応し，ROS に応じた酸化生成物を与えること

が報告されているが，1O
2
との特異的反応生成物については報告されていない．

そこで UA と光増感反応で発生させた 1O
2
を反応させ，反応生成物の検索を行

った．その結果，反応生成物としてパラバン酸（PA, Fig. 2-1A）を同定した．

PA は酸性領域では非常に安定であったが，中性および塩基性領域で加水分解を

受け，オキサル尿酸（OUA, Fig 2-1B）となった．一方 OUA はすべての pH 領

域で安定に存在した． 

 次に，酸化チタンを用いた光増感反応，ナフタレンエンドパーオキサイド

（NEPO）の熱分解，過酸化水素の二電子酸化反応で生成させた 1O
2
により UA

を酸化させたが，いずれも PA の生成を認めたことから，PA は 1O
2
由来の UA

酸化生成物であることが示された．また NEPO を用いた反応で，UA から PA

への変換効率はほぼ 100％であること，1O
2
との反応効率は 1％未満であること

が分かった． 

 また 1O
2
以外の ROS（パーオキシルラジカル，ClO－または ONOO－）と UA

を反応させても PA の生成はほとんど認められなかったことから，PA は 1O
2
特

異的な UA の反応生成物であることが明らかになった． 

 皮膚に日光を暴露すると皮膚上の尿酸量が増加することが分かっている 111)．

また，ポルフィリンなどの色素増感反応により 1O
2
が発生することも予想され

る．そこで，日光を暴露した皮膚から PA の検出を試みたところ，曝露後に有意

にそのレベルが増加することが確かめられた． 

 最後に，尿酸と 1O
2
との反応経路を推定した．尿酸の光酸化を行ったところ，

PA と OUA に加えて 3 つの不明化合物 U3，U4，および U5 が検出された．そ

れぞれを単離し，その構造を解析したところ，U3，U4 および U5 をそれぞれ，

4-N-carboxyaminocarbonylimino-hydantoin （ 4-CH ）， Dehydroallantoin

（DHAL），および 4-Hydroxyallantoin（4-HAL）と推定した．これらのうち，

4-CH と 4-HAL は PA の直接の前駆体であることが分かった．そこで，18O
2
大

気下および H
2
18O 溶媒中で UA の光酸化を行い，これらの生成メカニズムを推

定した． 
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Fig.2-1 PA（A）と OUA（B）の化学構造 

 

 

2．実験方法 

2-1．標準溶液および反応溶液の調製 

 UA は 100 mM リン酸緩衝液（pH 7.4），パラバン酸（PA）は MeOH に溶解

し，使用前まで 4℃に保存した．オキサル尿酸（OUA）は PA 溶液にアンモニ

ア水を加えて加水分解し，全ての PA が加水分解したのちに 1M HCl で中和し

た．この溶液を飛行時間型質量分析計付き HPLC（LC/ time-of-flight mass 

spectrometry (TOFMS)）を用いて分析し，親イオン（m/z = －131）とそのフ

ラグメントイオン（m/z = －59）の推定組成から，OUA の生成を確認した． 

3-(1,4-dihydro-1,4-epidioxy-4-methyl-1-naphthyl)propionic acid（NEPO）は

使用直前に MeOH に溶解し，後述の方法でその濃度を決定した．Rose Bengal

（RB）は MeOH に溶解した（10 mM）．また ONOO －発生剤である

3-(4-morpholinyl)sydnonimine hydrochloride（SIN-1）はやはり MEOH に溶

解（100 mM）して，直前まで－25℃で保存した．ラジカル開始剤である

2',2-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride（AAPH）はリン酸緩衝液

（pH7.4）に溶解して（10 mM），使用まで 4℃で保存した． 

 ONOO－は Kato ら 112）の方法を用いて合成した．0.6M HCl と 0.7M H
2
O

2
の

混合溶液を調製し（10mL），氷浴上で十分に冷却した．この溶液を冷却下で撹

拌しながら 0.6M NaNO
2
溶液（10mL）と 1.5M NaOH（20 mL）を同時に加え，

ONOO－を合成した．その後，MnO
2
を加えて撹拌し未反応の H

2
O

2
を除去する

ことで ONOO－の分解を防いだ．この水溶液を使用まで－25℃で保存した．使

用時には凍結により得られた黄色い層を回収して，302nm（ε= 1670 M-1・cm-1）

での吸光度から濃度を測定して（330 mM）から用いた． 

 酸化チタン（TiO
2
）は三好化成の TTO-S1 および TTO-55 を用いた．18O

2
は

太陽日酸，H
2
18O は Sigma-Aldrich を用いた． 
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2-2．UA の光酸化反応 

 UA をリン酸緩衝液（pH7.4）に溶解し，濃度を 50，100，150，200 M に

調製した．そこに光増感剤として Rose Bengal（10 M）を加えて反応溶液とし

た．UVA（1.12 mW/cm2）を照射し，その反応溶液を LC/TOFMS で 1 時間お

きに 3 時間分析した． 

 その後，RB または，その代わりに酸化チタン TTO-S1 もしくは TTO-55 を加

え（100 mg/mL），同様に UVA を照射し UA およびその酸化生成物の経時変化

を，紫外吸光検出器付き HPLC で分析した．分析には 210 nm の吸光を追跡し

た． 

 

2-3．PA の安定性の確認 

 リン酸緩衝液を 1M NaOH または 1M H
3
PO

4
を用いて pH4.0- 8.5 の溶液を調

製した．異なった pH 溶媒で 500 M PA 溶液を調製し，6 時間，室温，好気的

条件下で静置し，その後 HPLC を用いて分析した．調製したサンプルは 1，2，

4，5，6，7 日後に再度分析した． 

 

 

2-4．UA と NEPO の熱分解により発生した 1O
2
との反応 

 使用前に NEPO の純度を確認した．NEPO は熱分解により，1O
2
を生成する．

熱分解後のナフタレン誘導体は 288 nm に極大吸収を有する．そこで NEPO の 

MeOH 溶液を熱分解させ，その前後での 288 nm の吸光度を比較し，その値か

ら NEPO の純度を算出したところ，78％であることが分かり，以降の実験には

その値を用いた．また，35◦C では，NEPO は 3 時間でほぼすべてが熱分解した． 

 次に UA を 50％MeOH で溶解し，50 または 100 M の溶液を調製した．そ

こに NEPO の MeOH 溶液を添加し（8.0 mM），35℃で 3 または 12 時間加温し

た．1 時間おきに反応溶液を LC/MS/MS を用いて分析し，UA およびその反応

生成物の経時変化を追跡した．また，この系に 1O
2
のクエンチャーであるアジ

化ナトリウム（NaN
3
）を加えて（1 mM），その効果を確認した．  

 

 

2-5．H
2
O

2
の二電子酸化により発生した 1O

2
による UA の酸化 

 H
2
O

2
は ClO－などにより二電子酸化を受けると 1O

2
を生成する．本実験では

二電子酸化剤として，ClO－以外に ONOO－も検討した．その実験方法は， 2.5 

mM H
2
O

2
とキレーターとして 100 M diethylenetriamine-N, N, N’, N’’, N’’ 

-pentaacetic acid（DTPA）を加えた 130 M UA/リン酸緩衝水溶液（pH 7.4）

を調製した．そしてそこに，182 mM NaClO 水溶液を 33 L 加えて反応させた．
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NaClO 水溶液はシリンジポンプ（Harvard Apparatus, USA）を用いて一定速

度（2 M NaClO/ min）で注入し，2.5 時間反応させ，その経時変化を分析した． 

 次に 2.5 mM H
2
O

2
と 100 M DTPAを加えた 150 M UA/ リン酸緩衝水溶液

（pH 7.4）に，ONOO－発生剤である SIN-1 の MeOH 溶液を加えた場合（1.0 mM）

または 330 mM ONOO－溶液を ClO－の場合と同様にシリンジポンプで加え（2 

M / min），室温で 3 時間反応させ，その経時変化を分析した． 

 H
2
O

2
を加えない条件でも同様な実験を行った．経時変化は HPLC を用いて分

析した． 

 

 

2-6．UA とパーオキシルラジカルとの反応 

 150 M UA/ リン酸緩衝水溶液（pH 7.4，+100 M DTPA）に AAPH 溶液を

加え（1.0 mM），37℃で 3 時間加温して反応させた．その反応溶液を HPLC に

より経時的に分析した． 

 

 

2-7．ヒト皮膚上の PA および OUA の検出 

 インフォームドコンセント後，5 人の健常者がボランティアとしてこの研究に

参加した．日光暴露前と 2 時間暴露後に前腕皮膚表面から採取した．MeOH 1.0 

mL を 5 本のガラス管に入れた．ガラス管の開放端（20 mm）を前腕の異なる

位置で皮膚に対してしっかりと押しつけ，MeOH が皮膚に 1 分間接触するよう

に注意深くガラス管を回した．その後，抽出液を窒素ガスで乾固し，MeOH で

再溶解した後，LC/MS/MS を用いて分析した． 

 

 

2-8．18O2大気下および H2
18O 中での光酸化  

 250 M UA を純水に溶解し，そこに光増感剤として Rose Bengal（10 M）

を加えて反応溶液とした．UVA（1.12 mW/cm2）を照射し，その反応溶液を

LC/TOFMS で 30 分おきに 3 時間分析した． 

 1O
2
由来の酸素と水由来の酸素を区別するために，溶存酸素を 18O

2
に置換し

て UA を光酸化した．UA 水溶液を調製した．気密性を保つため，真空コックを

作製し，まず，UA 水溶液の溶存酸素を窒素するため，窒素ガスで 3 時間バブリ

ングして置換した．その後，18O
2
を加え，そこに光増感剤として Rose Bengal

（10 M）を加えて反応溶液とした．UVA（1.12 mW/cm2）を照射し，その反

応溶液を LC/TOFMS で 30 分おきに 2 時間分析した． 

一方，反応溶液の溶媒である純水を H
2
18O に変えて UA を溶解し，そこに光増
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感剤としてRose Bengal（10 M）を加えて反応溶液とした．UVA（1.12 mW/cm2）

を照射し，その反応溶液を LC/TOFMS で 30 分おきに 2 時間分析した． 

 

 

2-9．HPLC-UV 分析 

 UA とその酸化生成物である PA，OUA および AL の定量は HPLC⁻UV を用

いて行った．210 nm での吸収を観察した．移動相は 40 mM 酢酸アンモニウム

水溶液（pH 4.5），流速は 1.0 mL/min であった．分離カラムには ODS カラム

（東ソー，5m, 4.6mm×150mm）を用いた．このカラムを使用すると，UA，

PA,  OUA，AL の保持時時間は 7.8，3.2，11.0，2.5 分であった． 

 

 

2-10．LC/ TOFMS 分析 

 UA 酸化生成物の正確な質量電化比（m/z）を測定するために，TOFMS

（JMS-T100LC，JEOL）と組みわせた HPLC を用いた．ネガティブイオン化

（ESI-）で測定し，イオン化ポテンシャルは-2000V，リングレンズ，外部オリ

フィス，内部オリフィス，そしてイオンガイドの電位はそれぞれ－5V，－10V，

－5V，－500V に設定した．また，精密質量電荷比を得るために，トリフルオロ

酢酸（TFA）を内部標準物質として使用した． 

 

 

2-11．LC/MS/MS 分析 

 pmol レベルでの微量分析を行うために LC/MS/MS（LCMS-8040，島津）を

用いた．移動相はギ酸水溶液（pH 3.5），分離カラムは C-30（野村化学株式会

社，5 m，250 mm×2.0 mm），流速は 0.2 mL/min で行った．ネガティブイオ

ン化で測定し，エレクトロスプレープローブを用いて-3.2kV で行った．各酸化

生成物の同定および定量には多重反応モニタリングで測定した．PA，OUA につ

いての親イオン及びフラグメントイオンの最適化された組み合わせは，それぞ

れ－42/－113 および－59/－131 となった．また，PA および OUA の保持時間

は 6.0 分と 10.5 分であった． 
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3．結果 

 

3-1．UA と 1O
2
の特異的反応生成物の同定 

 200 M UA を Rose Bengal を増感剤として UVA 照射によって発生させた
1O

2
と反応させたところ，経時的に UA の減少が確認された．この反応溶液をネ

ガティブ ESI モードに設定した TOFMS を用いてフローインジェクションによ

り分析した．UVA 照射前には UA のイオンのみが観察されたが（Fig. 2-2A），

UVA 照射 60 分後には UA に加え，3 つの不明化合物，U1，U2，U3 のイオン

が観察された（Fig2-2B）．この時，UA 濃度は 35%に低下した．3 つの不明化

合物は UA がない条件下では生成しなかった．このことからこの 3 つの不明ピ

ークは UA の酸化生成物であることが推察された．そこで，TFA を内部標準物

質として，これらの精密質量電荷比を求め，化学組成を検討した．U1 の精密質

量電荷比は－112.99870 となり，化合物の組成は C
3
H

2
N

2
O

3
と推定された．こ

の化学式はパラバン酸（PA）と同一のものであることから，別途，PA の標準品

を分析したところ，－112.99868 となった．このことから，U1 が PA であると

予想した．また，反応溶液と PA の標準物質を同一の LC/MS で分析したところ，

反応溶液のクロマトグラム上に PA と思われるピークを確認した．この検出時間

および MS スペクトルが標準物質と一致したことからも，U1 は PA であると強

く考えられる． 

 同様に U2 の化学式は質量電荷比から C
3
H

4
N

2
O

4
となった．この化学式は PA

の加水分解生成物である OUA と同一であることから，U2 は OUA であると推

定した．U3 の化学式は C
5
H

4
N

4
O

5
であり，UA に酸素分子が 1 つ付加した化合

物であると考えられる．PA にはその開裂部位から 2 種類の化合物 A と B が予

想された（Fig. 2-3 中の化合物 A と B）．そこで，OUA の MS スペクトルを測

定し，そのフラグメントイオンを測定したところ，m/z= －59 のイオンが観察

された（Fig. 2-3）．これは尿素のフラグメントイオンであり，このことから，

分子内に尿素の構造を有する OUA（化合物 A）が PA の加水分解化合物である

と同定した． 
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Fig. 2-2 200 M UA を RB-UVA 照射（1.12mW/ cm2）の系で発生させた 1O
2

と反応させた．反応開始 0 分（A）と 60 分後（B）の MS スペクトル，および，

各イオンの精密質量電荷比とそれらの推定組成（挿入表） 
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Fig. 2-3 PA の加水分解生成物である OUA の MS スペクトル 

 

3-2．PA 安定性の pH 依存性と加水分解によって生じる OUA 

 PA の pH 安定性の検討を行った．PA は pH の上昇に伴い加水分解され，化

学量論的に OUA が生成した（Fig2-3A, B）．一方，OUA は全ての pH（4⁻8.5）

に溶解しても少なくとも 1 週間は安定に溶液中に存在した（Fig2-3B）．ここま

での結果から，UA の 1O
2
酸化生成物は PA およびその加水分解生成物である

OUA であると考えられる． 

 

Fig. 2-3 各 pH（4.0- 8.5）における経時的な PA の加水分解（A）とそれによ

って生じる OUA（B） 
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3-3．一重項酸素による UA の酸化で生成する PA 

 

3-3-1 光酸化反応  

 光増感剤にローズ・ベンガルを用いて紫外光を照射したところ，UA の酸化に

伴い PA の生成が観察された（Fig. 2-5）．一方，酸化チタンに UVA 照射した場

合には，O
2
－に加えて 1O

2
が生成すると考えられている．そこで，RB の代わり

に 2 種類の酸化チタン TTO-S1 もしくは TTO-55 を UA 溶液に懸濁し

（100mg/mL），UVA を照射した．両方の系で UA の減少と PA の生成が認めら

れたが（Fig. 2-6），その生成率に差が生じた．以前の検討で，紫外光を照射時

の TTO-S1 と TTO-55 における 1O
2
と O

2
－の生成率（1O

2
/ O

2
－(mol/mol)）がそ

れぞれ 72.8 (mol/mol) と 8.9 (mol/mol)であることが分かっている．今回，UA

の減少量に対する PA の生成量の比は TTO-S1 が 61.8％であったのに対し，

TTO-55 が 21.6%となった．1O
2
を多く発生させる TTO-S1 の方が PA の収率が

高かったことからも PA は 1O
2
との反応生成物であると推察される． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-5 ローズベンガルを増感剤に用いた UA の光酸化反応で減少する UA

（■）と生成する PA（〇）．  
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Fig. 2-6 酸化チタンを増感剤に用いた UA の光酸化反応で減少する UA（■）

と生成する PA（〇）．酸化チタンには TTO-S1（A）と TTO-55（B）を用いた．  

 

3-3-2 過酸化水素の 2 電子酸化反応 

 H
2
O

2
を ClO－または ONOO－により二電子酸化させると 1O

2
とが生成するこ

とが知られている．そこでこの系で発生した 1O
2
と UA との反応を検討した．

H
2
O

2
共存下で UAと ClO－を反応させると UA の減少と PA及び OUA の生成を

確認した．130 M UA に 2.5 mM H
2
O

2
を共存させ，ClO－を一定速度で加えた

ところ，UA の減少と PA の生成を認めた（Fig. 2-7A）．PA 及び OUA の収率は

56.1％となった（Table 2-1）．一方で H
2
O

2
を共存させずに ClO－のみと反応さ

せると，UA 減少速度は速くなり，PA および OUA の収率は 1.3%程度となった

（Table 2-1 および Fig. 2-7B）．これらの結果から，H
2
O

2
と ClO－の反応で 1O

2

が生成し，それにより UA から PA と OUA が生成したと考えられる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-7 過酸化水素とClO－の反応で生成した 1O
2
とUAの反応におけるUA（■）

及び PA（〇）と OUA（△）の経時変化．  
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 また，ClO－の代わりに ONOO－発生剤である SIN-1 を用いた場合にも PA お

よび OUA の生成が認められた（Fig. 2-8A）．また SIN-1 の代わりにシリンジポ

ンプで ONOO－を一定速度で導入した場合でも同様の結果となった．このこと

から H
2
O

2
＋ONOO－の系でも 1O

2
が生成することを示している．また ClO－の場

合と同様に，H
2
O

2
が共存しない場合には PA の生成は認められなかった（Fig. 

2-8B） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-8 過酸化水素と ONOO－の反応で生成した 1O
2
と UA の反応における

UA（■）及び PA（〇）と OUA（△）の経時変化． 

 

 

3-3-3．NEPO の熱分解で生成した 1O
2
による UA の酸化反応 

 3-(1,4-dihydro-1,4-epidioxy-4-methyl-1-naphthyl)propionic acid（NEPO）

は熱分解により 1 分子の NEPO から 1O2を 1 分子放出する．1O2以外の活性種

が出来ないことや，化学量論数が 1 であることから，動力学的な解析に応用さ

れる．50，または 100 M UA 水溶液に 8 mM NEPO/MeOH 溶液を 1：1 で混

合し，35℃で 3 時間加温して反応させた．100 M UA の時の UA，PA，OUA

の経時変化を示す（Fig. 2-9A）．主な酸化生成物は PA であり，微量に OUA の

生成を確認した．また，UA の減少量に対する PA 及び OUA の生成量の比であ

る収率は 66.6%となった．この系に 1O2のクエンチャーである NaN3を添加し，

同様の実験を行うと，UA の減少と PA および OUA の生成速度が減少し，PA

と OUA の収率は 13.2%となった（Fig. 2-9B）．このことから，NaN3が 1O2を

クエンチングし，PA の生成が抑制されたと推察される． 

 また，この場合の UA の減少量に伴う PA の最終生成量は 97%以上であり，

UA と 1O
2
との反応ではそのほとんどが PA に変化することが示唆された． 
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Fig. 2-9 NEPO の熱分解で生成する 1O
2
による UA（■）の酸化と，それに伴

う PA（〇）および OUA（△）の生成（A）．および 1.0 mM NaN
3
の添加効果

（B）．反応溶液は MeOH/ H
2
O =50/50 (v/v)，37℃でインキュベートした． 

 

3-4．UA とラジカル種との反応 

 AAPH 由来のアルコキシルラジカルとの反応を検討した．AAPH は熱分解に

より窒素が脱離し，2 つのアルキルラジカル（R）が生成する．生成したアルキ

ルラジカルは直ちに酸素と反応してパーオキシルラジカル（ROO·）に変換され

る（Scheme 2-1）．UA とパーオキシルラジカルを反応させると UA が減少し，

主にアラントイン（AL）が生成することが観察された（Fig. 2-10）． 

 

R-N=N-R → 2R· + N
2
 

R·+ O
2
 → ROO· 

Scheme 2-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-10 AAPH によるパーオキシルラジカルとの反応による UA（■）の減

少と PA およびアラントイン（◆）の生成． 
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 一方，この反応で PA 及び OUA もわずかに生成した．これは ROO·同士のカ

ップリング反応で生成した ROOOOR が分解するときにアルコキシルラジカル

（RO·）と酸素分子 O
2
が生成するが，その一部が 1O

2
となることが知られてお

り（Scheme 2-1）113)，これが UA と反応して PA と OUA が生成したと推察さ

れる． 

 

2 ROO· → ROOOOR 

ROOOOR → 2RO· + 1O
2
 

Scheme 2-2 

 

 また，この RO·は開裂により 1 級のアルキルラジカル（R'H
2
C·）が生成す

る．これが O
2
と反応して 1 級のパーオキシルラジカル（R'H

2
COO·）になると，

Russell 反応より 1O
2
を生成する（Scheme 2-3）．これらのようにパーオキシル

ラジカルからも若干の 1O
2
が生成することが予想され，この系で生成した PA は

この 1O
2
と UA が反応して生成したと推察される． 

 

R'CH
2
R''R'''CO· → R''R'''C=O + R'CH

2
· 

R'CH
2
·+ O

2
 → R'CH

2
OO· 

2R'CH
2
OO· → R'CH=O + R'CH

2
OH + 1O

2
 

Scheme 2-3 

 

 

 ここまでの結果から，UA は 1O2と反応することにより，特異的及び選択的に

PA が生成することが示された（Table 2-1）．
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Table 2-1. Formation of PA and OUA and their yields during UA oxidation induced by different types of ROS (μM, mean ± SD (n = 3)) 

ROS [UA]0 Time (h) -Δ[UA] [PA] [OUA] [PA] + [OUA] Yield (%) 

1O2 from 8.0 mM NEPO 50 12 21.3 ± 1.3 20.4 ± 1.3 0.29 ± 0.07 20.7 ± 1.4 97.0 ± 2.0 

1O2 from 8.0 mM NEPO 100 3 40.0 ± 2.2 26.4 ± 0.9 0.18 ± 0.01 26.6 ± 0.9 66.6 ± 1.3 

1O2 from 8.0 mM NEPO + 1.0 mM NaN3 100 3 26.4 ± 0.4 3.21 ± 0.04 0.25 ± 0.01 3.5 ± 0.04 13.2 ± 0.2 

1O2 from 8.0 mM NEPO 100 12 44.6 ± 1.1 42.4 ± 0.8 0.57 ± 0.13 44.2 ± 1.2 99.1 ± 0.3 

1O2 from UVA-irradiated Rose Bengal 50 12 50 7.2 ± 0.2 41.6 ± 0.4 48.8 ± 0.4 97.6 ± 0.8 

1O2 from UVA-irradiated Rose Bengal 100 12 100 18.3 ± 0.4 78.6 ± 0.5 96.9 ± 0.2 96.9 ± 0.2 

1O2 from UVA-irradiated Rose Bengal 150 12 150 33.1 ± 0.2 109.4 ± 0.1 142.5 ± 0.3 95.0 ± 0.2 

1O2 from UVA-irradiated Rose Bengal 200 2 157 ± 3.4 89.7 ± 3.6 1.9 ± 1.4 91.7 ± 5.0 58.4 ± 4.3 

1O2 from UVA-irradiated Rose Bengal 200 12 200 55.7 ± 0.7 129.8 ± 0.1 185.4 ± 0.7 92.7 ± 0.4 

1O2 from 2.5 mM H2O2 + 300 µM ClO– 130 2.5 127 ± 0.5 70.9 ± 3.8 0.12 ± 0.003 71.0 ± 3.8 56.1 ± 3.3 

1O2 from 2.5 mM H2O2 + ONOO– (1.0 mM SIN-1) 150 3 150 0.04 ± 0.01 56.2 ± 0.3 56.3 ± 0.3 37.0 ± 0.2 

        

Peroxyl radicals from 10 mM AAPH 150 3 85.9 ± 4.2 1.2 ± 0.1 0.5 ± 0.1 1.7 ± 0.1 1.9 ± 0.1 

ClO– (360 µM) 260 3 243 ± 9.9 1.6 ± 0.2 1.5 ± 0.2 3.1 ± 0.2 1.3 ± 0.1 

ONOO– (1.0 mM SIN-1) 200 3 132 ± 15 ND ND ND 0 

ROS, reactive oxygen species; UA, uric acid; PA, parabanic acid; OUA, oxaluric acid; NEPO, 3-(1,4-dihydro-1,4-epidioxy-4-methyl-1-naphthyl)propionic acid; 

SIN-1, 3-(4-morpholinyl)sydnonimine, hydrochloride; ND, not detected. 
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3-5 ヒト皮膚上で生成する PA 

 ヒト皮膚 MeOH 抽出物を LC/MS/MS を用いて分析したところ，UA に加え

て PA が観察された（Fig. 2-11）．一方で OUA は検出されなかった（Table 2-2）．

また，日光暴露前後で UA 及び PA レベルが増加した．これは，光酸化に対する

ヒト皮膚表面の保護反応であると考えられる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-11 LC/MS/MS を用いて分析したヒト皮膚のメタノール抽出液（A）と

PA の標準物質（B）． 

 

 

 

 

Table 2-2. PA formation and UA secretion on human forearm skin surface exposed to sunlight for 2 h 

PA (pmol/cm2) 
 

UA (pmol/cm2) 

Before exposure After exposure After/Before   Before exposure After exposure After/Before 

0.020 ± 0.010 0.065 ± 0.040 * 3.1 ± 1.2   13.9 ± 15.1 46.2 ± 30.8 4.8 ± 4.2 

PA, parabanic acid; UA, uric acid; Each value represents mean ± SD (n = 5); * p < 0.05 

0 5 10 20 15 25 

Retention time (min) 

A 

PA B 

PA 
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3-8．UA と 1O
2
の反応経路の検討 

 250 M UA を Rose Bengal を増感剤として UVA 照射によって発生させた
1O

2
と反応させたところ，経時的に UA の減少が確認された．この反応溶液をネ

ガティブ ESI モードに設定した LC/ TOFMS を用いて分析した．UA，PA，OUA，

U3 に加えて，新たに 2 つの不明化合物である U4，U5 が観察された（Fig. 2-12 

A, B）．U3 は前述したとおり，精密質量電荷比は－199.01072，その化学式は

C
5
H

4
N

4
O

5
であり，UA に酸素分子が 1 つ付加した化合物であると考えられる．

同様に，U4 の精密質量電荷比は－155.01855，化学式は C
4
H

4
N

4
O

3
であり，

Dehydroallantoin（DHAL）であると考えられる（Fig. 2-13）．U5 の精密質量

電荷比は－173.03023，化学式は C
4
H

6
N

4
O

4
であり，4-Hydroxyallantoin（4-HAL）

と推定した（Fig. 2-14）． 
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Fig. 2-12 250 M UA を RB-UVA 照射（1.12 mW/ cm2）の系で発生させた 1O
2

と反応させ，反応開始 60 分後の UV210nm のクロマトグラム（A）とトータル

イオンクロマトグラム（B） 



38 

 

 

 

Fig. 2-13 U4 の MS スペクトル，および精密質量電荷比と推定組成（挿入表） 

 

 

Fig. 2-14 U5 の MS スペクトル，および精密質量電荷比と推定組成（挿入表） 
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 次に，U3，DHAL，4-HAL をそれぞれ単離した．その後，常温で静置または

NaOH で pH を変化させた後，同様に放置し，HPLC-UV を用いて分析した．

U3 は中性以上の pH 条件下では不安定であり，分解して PA 及び OUA に変化

した（Fig. 2-15 A，B，Fig. 2-16A, B）．しかしながら，PA 及び OUA 以外にピ

ークは検出されなかった． U3 を全て PA 及び OUA に変化させ，そのマス・バ

ランスをまとめたところ，一定値をとった（Fig. 2-16 C）．このことから，U3

は PA の直接の前駆体であると推察される．次に，4-HAL を分取したところ，

pH が酸性条件下では安定に存在した．しかし，NaOH を添加したところ，4-HAL

は分解し，PA 及び OUA が検出された（Fig. 2-17 A，B, Fig. 2-18 A）．4-HAL

を全て PA 及び OUA に変化させ，そのマス・バランスをまとめたところ，一定

値をとった（Fig. 2-18 B）．このことから，4-HAL もまた，PA の直接の前駆体

であると推察される．最後に，DHAL のピーク部分を単離すると，DHAL が検

出されず，4-HAL と PA が検出された（Fig. 2-19）．DHAL は非常に不安定で

あり，分取した途端に分解していることが示唆された． 

 
Fig. 2-15 U3 分取後（A）と NaOH 添加後（B）のクロマトグラム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-16 U3 （◇），PA（〇）及び OUA（△）の経時変化（A, B）と 

各マス・バランス（C） 
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Fig. 2-17 U5 分取後（A）と NaOH 添加後（B）のクロマトグラム 

 

 

Fig. 2-18 U5（□）と PA 及び OUA（●），尿素（▲） の経時変化（A）と 

U5 と PA 及び OUA の MS バランス（B） 

 

 

Fig. 2-19 U4 分取後のクロマトグラム 
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 次に U3 の構造を推定するために 16O2の安定同位体である 18O2中での光酸化

を行い，これらの反応生成物の組成を求めた．溶存酸素を 18O2 に完全に置換し

光酸化したところ，通常酸素中での光酸化と同様に U3 と PA，DHAL，および

4-HAL の生成を認めた（Fig. 20，21）．そして，U3（Fig. 22A），PA（Fig. 22B），

DHAL，および 4-HAL（Fig. 22C）いずれも 18O の一置換体のみが生成してい

ることが明らかになった．一方で，通常の大気下で水の安定同位体 H2
18O 中で

同様の光酸化を行った場合も U3 と PA，DHAL，および 4-HAL の生成を認め

たが（Fig. 23，24），PA（Fig. 25），U3（Fig. 26），と 4-HAL（Fig. 28），は
18O 一置換体が検出され，DHA には 18O が導入されなかった（Fig. 27）．これ

らのことから，U3 に導入された 2 つの O 原子のうち，1 つは 1O2から，もう 1

つは溶媒の H2O から導入されていることが推察された．  

 

 

Fig. 2-20 18O
2
条件下における UA と光酸化反応の UV クロマトグラム 

 

 

Fig. 2-21 18O
2
条件下における UA と光酸化反応のトータルイオンクロマトグ

ラム 
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Fig．2-22 18O
2
条件下における UA と光酸化反応によって生成した U3（A），

PA（B），U5（C）と推定組成（挿入表） 

 

 



43 

 

 

Fig．2-23 H
2
18O 条件下における UA と光酸化反応の UV クロマトグラム 

 

Fig．2-24 H
2
18O 条件下における UA と光酸化反応のトータルイオンクロマト

グラム 
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Fig．2-25 H
2
18O 溶媒中における UA 光酸化 60 分後の PA の MS スペクトル 

 

 

 

Fig．2-26 H
2
18O 溶媒中における UA 光酸化 60 分後の U3 の MS スペクトル 
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Fig．2-27 H
2
18O 溶媒中における UA 光酸化 60 分後の DHAL の MS スペクト

ル 

 

 
Fig．2-28 H

2
18O 溶媒中における UA 光酸化 60 分後の 4-HAL の MS スペクト

ル 

 

 

 

 

 

 



46 

 

 これらのことから，1O2と UA の反応メカニズムを以下のように推察した（Fig. 

2-29）．1O2は UA の C4-C5 間の二重結合を攻撃し 4,5-エンドパーオキサイドを

生成する．これは速やかに5-OOH体となり，両者は平衡状態となる．この5-OOH

体の 6 位のカルボニル炭素を水分子のローンペアが求核的に攻撃して結合し，

同時に C5-C6 間の開裂とハイドロパーオキサイドからの脱水が起こる．これに

よって 4-N-carboxyaminocarbonylimino-hydantoin（4-CH）が生成する．これ

が U3 と推察される．4-CH はその後，水が付加すると 4-OH 体となるがこれは

不安定で速やかに PA へと分解される．また，4-CH が脱炭酸されると DHAL

となり，これに水が付加すると 4-HAL となり，これもまた PA の前駆体となる．   

 このように 1O2由来の O 原子はイミダゾリン環に付加して hydantoin を形成

し，一方，水由来の O 原子はカルボキシル基を形成する． 

 

 

 

Fig. 2-29 推定される UA と 1O
2
との反応による PA の生成メカニズム 
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 そこで，この反応メカニズムを確認するために，4-CH の構造を確定すべく，

U3 のフラグメントパターンを確認した．カルボキシル基を有する化合物は脱カ

ルボキシル基のフラグメントを与えることが知られている．まず，通常の大気

下で生成した 4-CH のフラグメント・パターンを確認したところ，質量電荷比

－199 の親イオンに加えて，－155 のフラグメントイオンを観察した（Fig. 30A）．

この質量差が－44 と脱炭酸したフラグメントであることや，精密質量からその

組成が確かに 4-CH－CO2であったことから，この 4-CH は分子内にカルボキシ

ル基を有しており，推定した構造であることが強く推察された． 

 次に 18O2下で光酸化を行って生成した 4-CH のフラグメント・パターンを確

認した．質量電荷比－201 の親イオンに加えて，－157 のフラグメントイオンを

観察した（Fig. 30B）．このことは反応した 1O2由来の O 原子は hydantoin 環に

あり，カルボキシル基にはないことを示している．また，hydantoin 環は脱イ

ソシアン酸（分子量：41）のフラグメントを起こすことも知られているが，こ

の場合，イソシアン酸に 18O が入っていれば質量電荷比が 43 小さいフラグメン

トが観察される．MS スペクトル上にこれに相当する－112 のイオンを観察した

ことから，18O は hydantoin 環にあることが強く示唆された． 

 また，H2
18O 中で光酸化を行って得られる 4-CH のフラグメント・パターンも

同様に観察した（Fig. 30C）．予想通り－201 の親イオンと，－155 のフラグメ

ントイオンを観察し，このことから，H2
18O 由来の 18O は 4-CH のカルボキシ

ル基中にあることが示唆された．  

 以上のことから，4-CH の化学構造および，その生成メカニズムは推定したも

のであると強く示唆された． 
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Fig. 2-30 UA の光酸化で得られた 4-CH のフラグメント・パターン．水溶媒（A），
18O

2
大気下（B），H

2
18O 溶媒中（C） 
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4．考察 

 尿酸（UA）と一重項酸素（1O
2
）との特異的反応生成物としてパラバン酸（PA）

を同定した．今回は 1O
2
の生成系として RB または酸化チタンを増感剤として用

いた光酸化，ナフタレンエンドパーオキサイド（NEPO）の熱分解，そして過

酸化水素 H
2
O

2
の二電子酸化反応を用いた．いずれの系でも共通して PA の生成

を認めたことから，PA は UA と 1O
2
の反応で生成する化合物であるとことが明

らかになった．一方で，AAPH 由来のパーオキシルラジカル，ClO－または ONOO
－単独の系では PA の生成はほとんど認められなかった．以上のことから，PA

は 1O
2
に特異的な UA の酸化生成物であることが強く示唆される． 

 光酸化，および NEPO を用いた実験で，UA の減少に対する PA の生成効率

を求めたところ，12 時間反応させるとほぼ 100%となったことから（Table 1），

UA を 1O
2
により酸化させると PA のみが生成することが分かった．しかし，PA

の生成は，尿酸が消失した後も，また 1O
2
の生成を停止した後も停止せずに続

いたことから，比較的安定な中間体が存在する可能性が示唆された．  

 UA は 1O
2
のスカベンジャーであると同時に，クエンチャーでもある．NEPO

を用いた実験では発生する 1O
2
の量は NEPO の量と同じである．一方で 1O

2
と

反応した UA はすべて PA に変換されるとすると，PA の生成量は UA と化学反

応した 1O
2
量と同じであると考えられる．このことから，1O

2
の生成量に対する

UA と反応した 1O
2
量の割合を算出すると，1/180～1/370（0.27～0.56％）程度

であることが分かった．UA と 1O
2
との反応速度定数 krは Sueishi らにより，

2.3×106M-1s-1 と見積もられている 114)．また，UA によるクエンチングの速度

定数 kqは 3.6×108M-1s-1と求められており 115)，今回の結果は，これらの値と矛

盾しないと考えられる． 

 H
2
O

2
の二電子酸化反応は光照射を必要とせずに 1O

2
を生成する．H

2
O

2
の酸

化には ClO－があるが，この反応系はミエロパーオキシダーゼ（MPO）を模倣

した系とみなせる．MPO は炎症時に好中球から放出される，ヘムを有する酵素

であり，塩化物イオン（Cl－）と H
2
O

2
から ClO－を生成する反応を触媒する．

よって MPO が作用する際には基質である H
2
O

2
と生成物である ClO－が近傍に

共存しており，二次反応として，両者の反応が起きた場合には 1O
2
が生成する

と考えられる．したがって，炎症時には 1O
2
による酸化反応も十分に起こって

いることが予想される．また，本研究では酸化剤として ClO－に加えて ONOO－

も検討した．ONOO－は·NO と O
2
－が拡散律速で反応して生成する活性種であ

る．O
2
－は SOD により消去されると H

2
O

2
が生成する．よって，虚血・再灌流

時のように，·NOとO
2
－が共存している場合にも 1O

2
が生成してもおかしくない

と考えられ，今まで考えられている以上に in vivo での 1O
2
の生成は重要かもし

れない． 

 1O
2
は不飽和脂肪酸に対してエン反応による特徴的な過酸化脂質を生成する．

リノール酸（18:2）が 1O
2
により酸化されると，10-(Z,E)-OOH と 12-(Z,E)-OOH

が生成する．これらは，ラジカル酸化生成物の 9-(Z,E)-OOH，9-(E,E)-OOH，

13-(Z,E)-OOH，そして 13-(E,E)-OOH とは明らかに異なる過酸化脂質である．



50 

 

Umeno らは，ヒト血漿中から 10-(Z,E)-OOH および 12-(Z,E)-OOH の還元体の

10-(Z,E)-hydroxyoctadecadienoic acid（10-(Z,E)-HODE）と 12-(Z,E)-HODE

を検出し，これらの総リノール酸に対する割合が糖尿病のバイオマーカーであ

る HbA1c や血漿中グルコース濃度，インスリン分泌量やインスリン抵抗性と正

の相関があることを見出した．よって，10-(Z,E)-HODE と 12-(Z,E)-HODE が

Ⅱ型糖尿病の新たなバイオマーカーになり得ることを報告している．このこと

から，生体内でも 1O
2
由来の過酸化反応が起きていることが推察される． 

 1995年にHilleredらは重篤なクモ膜下出血の患者 3名の脳からマイクロダイ

アリーシスを用いて潅流液を採取し分析したところ，AL にくわえて PA を検出

し，そのレベルが上昇することを見出した 116)．本章で示してきたように，PA

は 1O
2
に非常に特異性の高い酸化生成物である．したがってこのクモ膜下出血

の場合にも頭蓋内で 1O
2
が生成したことを示しており，極めて興味深い結果で

ある． 

尿酸と1O2との反応経路を推定した．尿酸を光酸化した反応溶液を分析条件を

変えて分析したところ，U3に加えて，U4，U5が検出された．同様に組成を推定

したところ，U3はC5H4N4O5，U4はC4H4N4O3，U5はC4H6N4O4であった．U3とU5

を単離したところ，PAに変化した．このことから，U3とU5はPAの前駆体であ

ると考えられた．また，U3，U5ともにPAのみ検出されたことから，別々の反応

経路の存在が示唆された．一方，U4を単離し，分析したところ，U4は検出され

ず，PA及びU5が検出された．U4は非常に不安定であること，また，U5及びPA

に変化したことは，別個の経路の分岐点である化合物であると考えられた．U4

の加水分解が先行すると，PAに変化し，また，脱炭酸が先行すると，U3，U5

を経て加水分解されてPAに変化すると予想された．これらの反応はpHが高いと

進行が速くなると考えられる． 

光酸化反応では水溶液中の溶存酸素が1O2となる．そこで，溶存酸素を窒素ガ

スで除き，18O2に置換して同様の実験を行った．18Oが置換したU3，U5が観察さ

れた．使用した18O2ボンベの中に16O2は混入していないこと，また，サンプリン

グ時の空気漏れがないことを事前に確認して実験を行ったため，交換された16O

は水由来であると考えられる．よって，1O2が尿酸に付加すると水の酸素原子と

交換し，その後の反応が進行していることが示唆された．しかしながら，18Oは

尿酸の5位または6位のどちらに付加したのか不明であった．そこで，尿酸に酸

素分子が付加した組成を持つU3のフラグメントイオンを測定したところ，18Oを

含むフラグメントイオンが観察された．一方，反応液の溶媒をH2
18O中を用いて

同様の光酸化反応を行うと，U3のフラグメントイオンに18Oは含まれていなかっ

た．これらの結果，及びU3のフラグメンテーションから，U3は4-N-carboxya

minocarboxyimino-hydantoin（4CH）であると推察され，PAは4CHのH2O付

加後の分解，もしくは4-CHからDHALを経て生成される4-HALから生成される

と推察される． 
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第 3 章 尿酸と次亜塩素酸イオンとの特異的反応生成物としての CCPD 

 

 

1．概要 

 尿酸（UA）と次亜塩素酸イオン（ClO－）との反応生成物については，アラ

ントイン（AL）が主生成物であると Kaur らが報告している 99)．しかし，AL

はラジカルとの反応でも生成することから特異的反応生成物とは言えない．AL

が生成する原因は UA と ClO－との反応は非常に速く，また生成した一次反応物

も ClO－と反応してしまうことと予想した．そこで，次亜塩素酸ナトリウム

（NaOCl）溶液を良く撹拌している UA 溶液にシリンジポンプを用いて一定速

度で導入し，UA と ClO－との一次反応生成物を検索した．その結果，不明化合

物 U6 の生成を認めた．この化合物は UA の減少と同時に生成したことから，

UA と ClO－との一次反応生成物であると推察された．そこでこの U6 をネガテ

ィブ ESI モードの TOFMS を用いて MS スペクトルを測定したところ，精密質

量電荷比は m/z＝－216.97421，化合物の推定組成は C
5
H

3
N

4
O

4
Cl となり，

5-N-carboxyimino-6-N-chloroaminopyrimidine-2,4(3H)-dione（CCPD）である

と推察した．また，CCPD は中性領域では安定に存在することが判明した． 

 

 

2．実験方法 

2-1．反応溶液の調製 

 UA は 100 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）に溶解した．AL は純水で溶解した．

1.82M 次亜塩素酸ナトリウム水溶液（NaOCl 水溶液）は使用前まで 4℃に保存

し，使用時に純水を用いて 10 倍希釈または 500 倍希釈して溶液を調製した． 

 

 

2-2．UA と ClO－の反応 

 230 M の UA/リン酸緩衝液（pH 7.4）に NaOCl 水溶液を 42M 加えて反応

させた．NaOCl 水溶液はシリンジポンプを用いて一定速度（Ri = 0.35M /min）

で導入し，その経時変化を HPLC を用いて分析した．また反応溶液を

LC/TOFMS で分析した． 

 

 

2-3．化合物の分離・精製 

 過剰量の UA を 100 mM リン酸緩衝液（pH7.4）に溶解し飽和溶液を 50 mL

調製した．これに 200 mM の NaOCl 水溶液をシリンジポンプで Ri = 0.2 M 
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/min の一定速度で導入した．反応溶液中に生成した U6 を，移動相に 40 mM ギ

酸アンモニウム水溶液，流速が 3.0 mL/min，分離カラムとして C-18（20.0 mm

×250 mm，Supelco）を用いた HPLC で分取し，一次精製を行った．検出は紫

外吸光検出器を用い，210 nm の吸光度で行った． 

 回収した U6 を含む画分を，窒素ガスの吹付で濃縮した．濃縮サンプル 100 L

に対してギ酸を 2 L 加え，移動相にメタノール/水＝15/85 (v/v)，流速が 1.0 

mL/min，分離カラムとして C-30（4.6 mm×250 mm，野村化学）を用いた HPLC

で分取し，二次精製を行った．検出は紫外吸光検出器を用い，210 nm の吸光度

で行った．二次精製後の試料を窒素ガスの吹付で溶媒を除去した．単離の確認

はこの試料を純水に再溶解して HPLC 分析して行った． 

 

 

2-4．UA と ClO－との反応における ClO－濃度変化に対する U6 生成への影響の

検討 

 250 M もしくは 1 mM の UA/リン酸緩衝液（pH 7.4）に NaOCl 水溶液を

42 M，252 M，420 M，2.52 mM それぞれ加えて反応させた．NaOCl 水溶

液はシリンジポンプを用いて一定速度（Ri = 0.175 M /min，1.05 M /min，

1.75 M /min，10.5 M /min）で導入し，その経時変化を HPLC を用いて分析

した．また，マイクロピペットを用いて同濃度の NaOCl 溶液を加え，同様に分

析した． 

 

 

2-5．U6 の安定性の検討 

 リン酸緩衝液を 1M NaOH または 1M H
3
PO

4
を用いて pH 6.0，7.0，7.4，8.0

の溶液を調製した．異なった pH 溶媒で 500 M U6 溶液を調製し，6 時間，室

温または 37℃でインキュベート，好気的条件下で静置し，その後 HPLC を用い

て分析した．室温で静置したサンプルは１，2，3，4，5 日後に再度分析した． 

 また，U6 溶液に NaOCl 水溶液を加えて酸化させ，その安定性を HPLC を用

いて分析した．  

 

 

2-6．MPO を用いて発生させた ClO－と UA の反応 

 300 M UAリン酸緩衝液（pH 7.4）に対して50 mM H2O2を加えて調製した．

MPO をリン酸緩衝液（pH 7.4）で溶解し，25 nM になるように添加した．そ

の後，37℃で加温し，経時変化を LC/MS/MS を用いて分析した． 
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2-7．HPLC 分析 

 UA とその酸化生成物である U6 および AL の定量は HPLC⁻UV を用いて行

った．210nm での吸収を観察した．移動相は 40mM ギ酸アンモニウム水溶液

（pH 4.5），流速は 1.0mL/min であった．分離カラムには ODS カラム（東ソー，

5m, 4.6mm×150mm）を用いた．このカラムを使用すると，UA，U6，AL の

保持時時間は各々7.8，6.2，2.5 分であった． 

 

 

2-8．LC/ TOFMS 分析 

 UA 酸化生成物の正確な質量電荷比（m/z）を測定するために，TOFMS

（JMS-T100LC，JEOL）と組みわせた HPLC を用いた．ネガティブ ESI モー

ドでイオン化し，イオン化ポテンシャルは－2000V とした．また，リングレン

ズ，外部オリフィス，内部オリフィスおよびイオンガイドの印加電圧はそれぞ

れ－10V，－30V，－10V そして－500V に設定した．さらに，正確な m/z 値を

得るために，トリフルオロ酢酸（TFA）を内部標準物質として使用した． 

 

 

2-9． LC/MS/MS 分析 

 ピコモルレベルでの微量分析を行うために LC/MS/MS（LCMS-8040，島津）

を用いた．移動相はギ酸水溶液（pH 3.5），分離カラムは C-30（野村化学株式

会社，5m，250mm×2.0mm），流速は 0.2mL/min で行った．ネガティブイオ

ン化で測定し，エレクトロスプレープローブを用いて－3.2kV で行った．各酸

化生成物の同定および定量には多重反応モニタリングで測定した．AL と U6 に

ついての親イオン及びフラグメントイオンの最適化された組み合わせは，それ

ぞれ-97/ -157 および-110/ -217 となった．このカラムを用いると AL および U6

の保持時間は 4.0 分と 35 分であった． 
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3．結果 

3-1．UA と ClO－の反応 

 NaOCl を 230 M の UA 溶液に Ri = 0.35 M/min で導入すると，UA の減少

とともに不明化合物（U6）が確認された（Fig. 3-1A, B）．そこで，ネガティブ

ESI モードに設定した LC/TOFMS を用いて分析し，U6 の MS スペクトルを測

定した（Fig. 3-2）．TFA を用いて精密質量電荷比を求めたところ，m/z = －

216.97421 となり，この値からイオンの推定組成式は C
5
H

2
Cl

1
N

4
O

4
であること

が分かった．また，その近傍に m/z = －218.97160 のイオンが観察され，その

強度比から 35Cl の安定同位体である 37Cl 由来のイオンであることが推察された．

このイオンについても組成を推定したところ，C
5
H

2
Cl

1
N

4
O

4
となり，両者は一

致した．このことからもU6の分子式はC
5
H

2
Cl

1
N

4
O

4
であると強く推定される．

U6 の吸光スペクトルも測定したが，UA とは異なり 290 nm 付近に吸収を持っ

ていないことが分かった（Fig. 3-3）．
  

この U6 は，NaOCl の導入による UA の減少にともない直線的に増加するこ

とが認められたが（Fig. 3-4 A, B），その後 NaOCl をさらに導入し続けることで

減少した．このことから U6 はさらに ClO－によって酸化を受け，他の化合物へ

変化することが示唆された． 

 

 

 

Fig. 3-1 250 M の UA 溶液に Ri = 0.35 M/min で NaOCl を導入した場合の

分析クロマトグラム（0 分（A），20 分（B）） 
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Fig. 3-2 UA と ClO－を反応させてから 20 分後の U6 の MS スペクトルと 

それらの推定組成（挿入表） 

 

Fig. 3-3 U6 の吸光スペクトル 
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Fig. 3-4 UA と ClO－の反応による UA の減少（A）と U6 の生成（B） 

 

 

3-2．U6 の分離・精製 

 U6 の分離・精製を試みた．UA の飽和溶液に NaOCl 溶液をシリンジポンプ

で導入し，反応させた．反応後の溶液を HPLC-UV で分取し，一次精製を行っ

た（Fig. 3-5 A）．その後，二次精製を行ってギ酸アンモニウムを除去した（Fig. 

3-5 B）．溶媒を窒素ガスにより除いて乾固させた． 

 

 

A                              B 

  

Fig. 3-5 分取時のクロマトグラム（A）と精製した U6（B）． 
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3-3．UA と ClO－との反応における ClO－濃度変化に対する U6 の生成への影響 

 

 230 M もしくは 1 mM の UA/リン酸緩衝液（pH 7.4）に NaOCl 水溶液を

42 M，252 M，420 M，2.52 mM それぞれ加えて反応させたところ，シリ

ンジポンプ及びマイクロピペットの両者を用いたいずれの場合でも尿酸は減少

し，U6 の生成を確認した（Fig. 3-6）．また，精製した U6 を用いて U6 の定量

を試みた．UAの減少量に対するU6の生成量はNaOCl濃度に依存せず，40-70%

となった．加えて，AL は NaOCl を 420 M，2.52 mM 添加した際に検出され

たが，OU は検出されなかった．また，AL の収率は 20%以下となった．一方，

UA は加えた NaOCl 濃度の半分の濃度が減少した（Table．3-2）． 

 また，MS条件を変えてU6のフラグメントイオンを観察したところ，m/z = －

110，－113，－138，－173 のイオンが観察された（Fig. 3-7）．また，これらの

フラグメントイオンの組成は，C
3
H

1
N

3
O

2
，C

3
H

1
N

2
O

3
，C

4
H

1
N

3
O

3
，C

4
H

2
Cl

1
N

4
O

2

となった．  

 

 

 

Fig. 3-6 UA と ClO－の反応による UA（■）の減少と U6 の生成（△） 
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Fig. 3-7 U6 の MS スペクトル 

 

Table．3-1  U6 のフラグメントイオンの推定組成表 

m/z value Postulated 

formula measured calculated difference 

110 109.99637 0.00040 C4N2
16O2 

113 112.99065 0.00031 C3H1N2
16O2 

138 137.9859 0.00032 C4N4
16O2 

173 172.98346 0.00010 C4H2Cl1N4
16O2 
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Table．3-2  UA と各 ClO－濃度との反応における CCPD，AL，OU の生成量 

 

 

[UA]0 time (min) -Δ[UA] Rd (M/min) Ri/Rd [CCPD] CCPD Yield (%) [AL] AL Yield (%)

0.16 220 120 9.8 ±0.2 0.081±0.001 1.99±0.03 5.32±0.17 54.4 ND 0.0

0.65 230 120 39.0 ±1.3 0.33±0.02 1.95±0.10 16.8±0.1 45.3 ND 0.0

1.35 230 120 79.1 ±1.2 0.66±0.01 2.05±0.03 28.5±0.3 36.1 ND 0.0

6.5 230 80 197 ±5.8 2.47±0.07 2.64±0.08 76.4±4.5 38.8 3.7±1.9 1.9

13.5 1075 120 587 ±22 4.89±0.18 2.66±0.10 244±11 41.6 1.7±0.2 0.3

110 250 120 36.3 ±4.3 - 3.14±0.55 23.4±2.0 66.2 1.4±0.0 3.9

240 240 120 81.3 ±1.5 - 2.95±0.04 52.0±0.9 64 11.2±2.1 13.8

480 250 120 154 ±1.5 - 3.09±0.02 106±9.3 69 30.5±1.2 19.8

Addtion of NaClO

Continuous addtion Ri (M/min)

Instantaneous mixing [NaClO] (M)



61 

 

3-4．U6 の安定性の検討 

 pH 6.0，7.0，7.4，8.0 の溶液に U6 を溶解して調製し，その安定性を検討し

た．常温で 5 日放置した場合のそれぞれの U6 残存率は，79.9%，77.8%，78.7%，

79.1%となった（Fig. 3-8 A）．また，37℃でインキュベートしてから 6 時間後の

U6 残存率は，86.5%，90.2%，89.6%，84.0%となった（Fig. 3-8 B）．このこと

から，U6 の安定性は pH 及び温度に依存しないことは示唆された． 

 

 

A                                     B 

 

 

Fig. 3-8 pH 6.0（○），7.0（◇），7.4（■），8.0（△）に溶解した 500M CCPD

の常温（A）と 37℃（B）での経時変化 

 

 

 

3-5．MPO を用いて発生させた ClO－と UA の反応 

 過酸化水素共存下において UA と MPO を反応させると，OUA が観察された

（Fig．3-9）．一方，UA と過酸化水素を共存させても UA は減少せず，MPO を

添加した直後に UA の減少が認められたことから，OUA は生成した 1O
2
と尿酸

の反応によって生成したものと推測される．しかしながら，CCPD の生成は確

認できなかった． 
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Fig. 3-9 過酸化水素共存下における UA と MPO の反応 

尿酸（■，A）と OUA（〇）及び CCPD（△）（B）の経時変化 
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Fig. 3-10 CCPD の推定生成メカニズム 

 

Fig. 3-11 CCPD のフラグメント・パターン 
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4．考察 

 本章では UA と ClO－との反応生成物の検索と同定を検討した．シリンジポン

プを用いてNaOCl溶液を一定速度で反応溶液に導入することで，開始速度（Ri）

を一定にする手法を検討した．これにより低い Ri（= 0.33 M/min）で NaOCl

を導入したところ，AL の生成は 20%以下となり，新たな不明化合物 U6 の生成

が認められた．この化合物の化学組成が C
5
H

2
Cl

1
N

4
O

4
と推定されたことから，

UA に ClO が付加した化合物もしくはその一次代謝物であると予想された．こ

の化合物は分子内にClを有しておりClO－に特異的な化合物であること，また，

UA の減少にパラレルに増加し，かつ化学構造も大きく分解が進行した化合物で

はないと推察されたことから，プライマリーな ClO－特異的反応生成物であると

考えられた．化学構造の推定に先立ち，尿酸と次亜塩素酸イオンとの反応にお

ける化学量論数を求めた．シリンジポンプを用いて一定速度で導入した次亜塩

素酸の導入速度を Ri，尿酸の減少速度を Rd として両者の比を算出したところ，

導入速度が遅く，U6 以外の反応生成物が無い状態ではこの値は約 2 となり，一

方，導入速度を上げた場合や一気に次亜塩素酸を加えた場合にはバイプロダク

トとしてアラントインが生成し，その値は 2 以上になった（Table. 3-2）．これ

らのことから，U6 が生成する反応の化学量論数は 2 であると推察され，このこ

とは一分子の尿酸と二分子の次亜塩素酸イオンが反応して U6 が生成している

ことが示唆された．これを踏まえて尿酸と次亜塩素酸イオンとの反応メカニズ

ム推察した（Fig. 3-10）．まず，尿酸の 8 位のカルボニルがエノール型となり，

これに次亜塩素酸イオンが作用してご覧の電子移動が起こり，1 番の 7-クロロ-

イソ尿酸が生成するが，この化合物は不安定であると予想され，速やかに 2 を

経て 3 の化合物になる（Fig. 3-10）．そして，2 分子目の次亜塩素酸イオンが 8

位のカルボニルに求核攻撃をし，4-5-6 の電子移動を経て，7 の最終化合物へと

変換されると推察した（Fig. 3-10）．この 7 の化合物が U6 であり，これを

5-N-carboxyimino-6-N-chloroaminopyrimidine-2,4(3H)-dione (CCPD)と命名

した．次に，CCPD のフラグメントイオンからその化学構造を同定した．217

のイオンは CCPD 由来の親イオンであり，これ以外に 173 と 175，138，113，

そして 110 のフラグメントが観察された（Fig. 3-11）．CCPD には，互変異性の

異性体 8 番と，同じく 9 番が存在すると推定した（Fig. 3-11）．そして，－173

のフラグメントは脱炭酸したものであり，分子内に塩素原子を有していること

から 37Cl 由来の同位体-175 が観察されている．さらに，－138，－113，そして

－110 のフラグメントイオンから，U6 は CCPD であると強く示唆された． 

CCPD を単離し，標準溶液を調製し，UA の減少量に対する不明化合物の生成

量を検討したところ，40-70％となった．これは ClO―の濃度を変化させても変

わらず一定値をとったこと，また，化学量論数（Ri/Rd）が 2 であったことから
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UA 1 分子に対して ClO－が 2 分子反応していると推察された．このことから，

UA と ClO－の反応では ClO―の 1 分子は求核反応を行うが，もう 1 分子は電子

の受け取り手として作用していることが推察された．ClO－の濃度が高いと化学

量論数は 2-3 であった．これは，CCPD が ClO－と反応すると推察された．しか

しながら，UA と CCPD の ClO－に対する反応性は抗酸化物質である UA の方が

速いことが予想される．加えて，中性領域において CCPD は安定に存在するこ

とから，CCPD が酸化ストレス・マーカーとして応用可能であると考えらえる． 

一方，生体内で ClO－の発生源であるとされる MPO との反応では CCPD が生

成せず，OUA が生成したことは UA と ClO－との反応よりも ClO－と過酸化水素

の反応が進行し，生成した 1O
2
が UA と反応したことが推察される．しかしな

がら，今回の反応はスクリュー管内という極めて狭い空間の反応であった．ゆ

えに，実際の生体内では血流によって ClO－は拡散することが予想され，動物モ

デル等を用いて再検討する必要がある． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 4 章 

尿酸酸化生成物の微量分析系の確立と

病態試料の分析 
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第 4 章 尿酸酸化生成物の微量分析系の確立と病態試料の分析 

 

 

1．概要 

 シアヌル酸（CA）は UA と ONOO－との特異的反応生成物として当研究室に

て見出された化合物である（Fig. 4-1）．CA を加えた 7 つの UA 酸化生成物（PA，

OUA，AL，トリウレット: TU，CA，CCPD，6-アミノウラシル: AU）を酸化

ストレス・マーカーとして応用するにあたり，これらの生体中の濃度は低いこ

とが予想される．よって，高感度な分析系が必要である．そこで，LC/MS/MS

を用いて微量分析系の確立とヒト血漿からの抽出法の検討を行った．そして，

確立した分析方法を用いて，健常人，筋萎縮性側索硬化症（ALS）及び敗血症

患者の血漿を分析した．健常人からは尿酸のみが検出されたが，ALS 患者の血

漿からは TU と PA が検出された．一方，敗血症患者の血漿からは TU と CA が

検出された．これらのことから，ALS 患者では 1O
2
と ONOO－が，敗血症患者

では ONOO－の関与が示唆された． 

 

 

2．実験方法 

2-1．溶液調製 

 PA，OUA，AL，CCPD は MeOH に溶解した．TU，CA，AU は純水で溶解

後に MeOH で調製し，使用前までは－20℃で保存した． 

 

 

2-2．検量線の作成 

 調製した溶液を MeOH で希釈し，LC/MS/MS を用いて分析した． 

 

 

2-3．ヒト血漿中における尿酸酸化生成物の安定性の検討 

 採血したヒト血漿を擬似試料として用いた．インフォームドコンセント後，2

人の健常人のヒト血漿を用いた．ヒト血漿に 4 倍量の MeOH を加えて除タンパ

クし，その上清を回収し，窒素ガスで溶媒を除去した．その後，ギ酸水溶液（pH 

3.5）で溶解してサンプルを調製し，分析した．ヒト血漿に尿酸酸化生成物が存

在しないことを確認後，各尿酸酸化生成物（PA，OUA，AL，CCPD，TU，CA，

AU）を添加した．添加直後に血漿を分注し，MeOH を加えて除タンパクを行っ

た．その後，上清を回収し，窒素ガスで溶媒を除去し，ギ酸水溶液（pH 3.5）

で溶解してサンプルを調製した．分注したヒト血漿は 37℃でインキュベートし，
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24 時間後に同様に除タンパクして分析した． 

 

 

2-4．健常人，筋萎縮性側索硬化症（ALS）及び敗血症患者の血漿分析 

 インフォームドコンセント後，10 人の健常人と 3 人の ALS 患者（A，B，C）

と 2 人の敗血症患者（D，E）がボランティアとしてこの研究に参加した．ALS

患者には対処薬としてエダラボンが投与されていた．初回投与時から 1週間後，

1 か月後，3 か月後，および 6 か月後のタイミングで，エダラボン投与の前後で

採血した．敗血症患者は発症時を 0 時間とし，患者 D は 6，24，48 時間後，E

は 6，18，24 時間後にそれぞれ採血した．これらの貴重な生体試料は，ALS 患

者血漿は吉野神経内科の吉野先生より，敗血症患者血漿は日本大学医学部木下

先生よりご提供いただいた．ヒト血漿は分析前に 4 倍量の MeOH を加えて除タ

ンパクし，その上清を回収し，窒素ガスで溶媒を除去した．その後，ギ酸水溶

液（pH 3.5）で溶解してサンプルを調製した． 

 

 

2-5．LC/MS/MS の分析条件 

 ピコモルレベルでの微量分析を行うために LC/MS/MS（LCMS-8040，島津）

を用いた．移動相はギ酸水溶液（pH 3.5），分離カラムは C-30（野村化学株式

会社，5m，250mm×2.0mm），流速は 0.2mL/min で行った．ネガティブイオ

ン化で測定し，エレクトロスプレープローブ（ESI）を用いて-3.2kV で行った．

各酸化生成物の同定および定量には多重反応モニタリングで測定した．各酸化

生成物（PA，OUA，AL，TU，CA，CCPD，AU）についての親イオン及びフ

ラグメントイオンの最適化された組み合わせは，それぞれ－42/ －113，－59/ －

131，－97/ －157，－42/ －145，－42/ －128，－110/ －217，－42/－126 と

なった．このカラムを用いると各酸化生成物（PA，OUA，AL，TU，CA，CCPD，

AU）の保持時間は 6.0 分，10.5 分，4.0 分，18.0 分，5.5 分，35.0 分，8.0 分

であった． 
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3．結果 

3-1．各酸化生成物の微量分析 

 各標準溶液を LC/MS/MS を用いて分析した（Fig. 4-1）．そして，検量線を作

成した（Fig. 4-2）．いずれの酸化生成物においても良好な直線性を得られた．

また，それぞれの定量限界は PA が 0.025 pmol，OUA が 0.010 pmol，AL が

0.05 pmol，TU が 0.300 pmol，CA が 0.02 pmol，CCPD が 0.025 pmol，AU

が 0.1 pmol となった． 

 

 
Fig. 4-1 PA（A），OUA（B），AL（C），TU（D），CA（E），CCPD（F），AU

（G）の MS クロマトグラム 
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Fig. 4-2 PA（A），OUA（B），AL（C），TU（D），CA（E），CCPD（F），AU

（G）の LC/MS/MS を用いて分析し，作成した検量線 
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3-2．ヒト血漿中における尿酸酸化生成物の安定性の検討 

 ヒト血漿に尿酸酸化生成物を添加すると，添加直後では CCPD と AU 以外は

95%以上，AU は 90%以上の回収率を得た（Table 4-1）．しかしながら，CCPD

は検出されなかった（Table 4-1）．24 時間後では CCPD と AU 以外は 90%以上，

AU は 80%以上の回収率を得た（Table 4-1）．CCPD は中性領域での pH では安

定に存在することから，血漿中のタンパク質に吸着していることが予想された． 

 

Table 4-1 健常人血漿中の各 UA 酸化生成物の回収率（%） 

  UA PA OUA (PA) OUA 
  

Time (hour) 0 24 0 24 0 24 0 24 
  

回収率（％） 98.7 98.2 0 0 98.8 97.0 103 94.8 
  

SD 0.439 0.485 0 0 0.319 0.113 0.402 0.443 
  

CV 4.74 3.46 0 0 3.37 4.69 3.92 2.80 
  

  AL TU CA CCPD AU 

Time (hour) 0 24 0 24 0 24 0 24 0 24 

回収率（％） 106 101 99.6 99.2 95.2 102 ND ND 93.0 87.0 

SD 0.321 0.0711 0.340 0.0711 0.395 0.240 ND ND 0.305 0.221 

CV 3.02 3.91 3.71 3.91 4.15 1.71 ND ND 2.92 1.00 

n = 9 
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3-3．健常人，筋萎縮性側索硬化症（ALS）及び敗血症患者の血漿分析 

 健常人の血漿では UA のみが観察され，UA 酸化生成物は一切検出されなかっ

た（Fig. 4-3 C, D）．しかし，ALS 患者の血漿からは UA に加えて，TU と PA

が検出された（Fig. 4-3 E, F）．これは各標準溶液の検出時間とも一致しており，

TU 及び PA であると推察された（Fig. 4-3 A, B, E, F）．加えて，いずれの患者

からも TU と PA が検出された（Fig. 4-4, 4-5, 4-6）． 

一方，敗血症の血漿からは TU と CA が検出された（Fig. 4-7 E, F）．これは

各標準溶液の検出時間とも一致しており，TU 及び CA であると推察された（Fig. 

4-3）．加えて，いずれの患者からも TU と CA が検出された（Fig. 4-8, 4-9）．患

者 D からは AL は検出されなかったが，患者 E からは検出された． 

 

 

 

 

 

Fig. 4-3 ALS 患者血漿を分析した MS クロマトグラム 

PA 標準溶液（A），TU 標準溶液（B），健常人血漿の PA MS クロマトグラム（C），

健常人血漿の TU MS クロマトグラム（D），ALS 血漿の PA MS クロマトグラ

ム（E），ALS 血漿の PA MS クロマトグラム（F） 
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Fig. 4-4 ALS 患者 A の血漿を分析した MS クロマトグラム 

UA（A），PA（B），TU（C）の経時変化 

 

Fig. 4-5 ALS 患者 B の血漿を分析した MS クロマトグラム 

UA（A），PA（B），TU（C）の経時変化 
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Fig. 4-6 ALS 患者 C の血漿を分析した MS クロマトグラム 

UA（A），PA（B），TU（C）の経時変化 

 

Fig. 4-7 敗血症患者血漿を分析した MS クロマトグラム 

PA 標準溶液（A），TU 標準溶液（B），健常人血漿の PA MS クロマトグラム（C），

健常人血漿の TU MS クロマトグラム（D），敗血症血漿の PA MS クロマトグラ

ム（E），敗血症血漿の PA MS クロマトグラム（F） 
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Fig. 4-8 ALS 患者 D の血漿を分析した MS クロマトグラム 

UA（A）AL（B），CA（C），TU（D）の経時変化 

 

Fig. 4-9 ALS 患者 D の血漿を分析した MS クロマトグラム 

UA（A）AL（B），CA（C），TU（D）の経時変化 
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4．考察 

 健常人の血漿中の UA 濃度は 250M- 350M 程度であり，ALS 患者の UA

濃度は健常人に加えて極めて低いことが判明した．これは，ALS 患者の生体内

において酸化ストレスが亢進していることを示唆している．加えて，ALS 患者

の血漿から TU と PA が検出された．TU が生体内から検出されたとの報告はあ

るが，喫煙による血漿のみからの検出であった 118)．このことから，酸化ストレ

スの原因である ROS は少なくとも 1O
2
と ONOO－のであると推察された．ALS

において ONOO－が関与しているとの報告は 3-ニトロチロシンによって証明し

ているものがほとんどである 43）．3-ニトロチロシンに加えて ALS 患者の血漿か

ら TU が検出されたことは ALS において ONOO－が関与していることを強く示

唆している．一方，PA も検出されたことから，生体内にて 1O
2
が発生している

が示唆された．現在までに光が当たらない生体内で 1O
2
が発生していることは

少数派であったが，生体内で 1O
2
が発生し，酸化ストレスの亢進の一因になっ

ていることが予想される．しかしながら，OUA が検出されなかったことは，OUA

の検出限界以下であることが予想されるため，更なる好感度分析手法が必要で

あると考えらえる． 

 敗血症患者の血漿中の尿酸は経時的に減少傾向であった．敗血症患者の生体

内において酸化ストレスが亢進していることを示唆している．また，入院初期

には CA と TU は認められなかったが，時間経過とともに生成を認め，24 時間

以降には減少した．このことから，敗血症には ONOO－が関与していることを

強く示唆している． 

 今後，ALS 以外の神経疾患や炎症疾患における酸化ストレス・マーカーへの

応用が期待される． 
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第 5 章 結語 

 

 

 尿酸を 1O2 と反応させ，反応生成物の同定を行った．光酸化にともない尿酸

の減少と複数の不明化合物の生成を認めた．そのうちの 2 つの未知化合物 U1

と U2 の精密 MS スペクトルを測定してそれらの推定組成を求めたところ，U1

がC3H2N2O3，U2がC3H4N2O4となった．この結果からU1をパラバン酸（PA），

U2 をその加水分解生成物であるオキサル尿酸（OUA）と推定した．加えて， PA

および OUA の標準物質を用い，U1 と U2 の HPLC クロマトグラム上での検出

時間および LC/TOFMS を用いて MS スペクトルを各々比較したところ，検出時

間および MS スペクトルが一致し，このことから両者を PAと OUA と同定した．

また，NEPO の熱分解，および H2O2の 2 電子酸化により発生した 1O2との反

応においても同様に PA および OUA の生成を確認した．PA と OUA を定量し

てそれらの収率（尿酸の減少量に対する PA と OUA の生成量の割合）を求めた

ところ，光酸化および NEPO を用いた系において 100％近い収率となった．こ

のことから，尿酸と 1O2との反応では PA のみが生成することが示された．また

興味深いことにH2O2の 2電子酸化反応では酸化剤としてClO－以外にもONOO
－を用いたが，いずれの系でも高い収率（37～50％）で PA および OUA の生成

が認められた．このことから，炎症時や虚血・再灌流時のように H2O2と ONOO
－が共存することが予想される場合にも 1O2が生成すると考えられる． 

 次に尿酸と ClO－との反応を検討した．良く撹拌している尿酸溶液中に希釈し

た NaClO 溶液を一定速度でゆっくりと導入すると，AL の生成は観察されず，

HPLC クロマトグラム上に不明ピークが出現した．これは尿酸の経時的減少に

ともない生成したことから，プライマリーな反応生成物であると推察され， 

LC/TOFMS で分析したところ，その推定組成は C5H3N4O4Cl となり，

5-N-carboxyimino-6-N-chloroaminopyrimidine-2,4(3H)-dione（CCPD）である

と推察した．また，UA の減少量に対する CCPD の生成量は 40～70%となり，

UA と ClO－との反応における主反応生成物であると考えられる．加えて，CCPD

は中性領域では安定に存在することが判明した．  

 実際に健常人と筋萎縮性側索硬化症（ALS）及び敗血症患者の血漿を分析し

たところ，健常人の血漿からは尿酸酸化生成物が一切検出されなかった．一方，

ALS 患者の血漿中の尿酸濃度が健常人に比べて低いことから酸化ストレスが亢

進していることが示唆された．加えて，PA 及び TU を検出したことから，生体

内で 1O2が発生していること，そして，病態に 1O2と ONOO－が関与していると

考えられる．敗血症の血漿中からは CA と TU が検出されたことから，生体内で

ONOO―が発生し，病態に関与していると考えられる． 
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 尿酸と 1O2との特異的反応生成物を同定した．また，ClO－との特異的反応生

成物を見出した．現在までに報告された尿酸と ROS との反応生成物を網羅的に

解析する手法を開発し，血漿からの検出が可能となった．今後，ALS 以外の神

経疾患や炎症疾患などの in vivo で発生する ROS の同定が可能になると期待さ

れる． 
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