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研究成果の概要 

 生体内における DNA は、様々な化学物質に日常的に晒されており、損傷を受けている。それらの損傷により生成す

る DNA 付加体は、がん化のファーストステップとなると考えられており、それらに関する定量が報告されている。

DNA 付加体は、高性能な修復機構が生体内では存在していることから、その残存量は極微量であり、数億の配列中に

わずかに数個程度でしか残存しない。そのため、それら DNA 付加体を定量するには非常に高感度な定量分析手法の利

用が必要不可欠である。その定量手法としては、近年では液体クロマトグラフィー−エレクトロスプレーイオン化−質

量分析法(LC-ESI-MS/MS)が用いられている。 

LC-ESI-MS/MS を用いた DNA 付加体の定量分析では、上述の通り大過剰の未損傷体中に存在する DNA 付加体の定

量が必要不可欠であるため適切な前処理が必要不可欠となる。その前処理手法としては、固相抽出法が用いられてい

る。本研究では、DNA 付加体の高度な前処理を達成するために、固相抽出用の吸着分離剤の開発を行なった。その吸

着分離剤としては、分離モードとして極性化合物の分離において近年用いられている親水性相互作用クロマトグラフ

ィー(HILIC)が利用可能なものの開発を行なった。HILIC での分離では、固定相表面に形成される水和層を利用した

分配モードに加え、それら水和層を形成する極性官能基も二次効果相互作用として分離に影響を与えることが知られ

ている。本研究では、DNA 付加体との相互作用も期待し、親水性基剤樹脂に対してアデニンを修飾した樹脂を合成し、

核酸関連化合物を用いてその捕捉特性について評価を行なった。その結果、基剤樹脂のエポキシ基をジオール型とし

た樹脂（アデニン未修飾）では大きな捕捉特性が確認出来なかったその一方で、アデニンを修飾することによって、

核酸関連化合物の捕捉特性の発現を確認した。 
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1．研究開始当初の背景 

 生体内における DNA は、様々な化学物質により日常

的に損傷を受けている。それらの損傷では、化学物質が

付加した様々な DNA 付加体が生成している。そのよう

な DNA 付加体の生成は恒常的に発生しているが、生体

中ではそれら損傷に対する高度な修復機構が存在して

おり、多くのものは修復される。しかしその一部が修復

されずに残存し，その DNA 付加体ががん化などの原因

になると考えられている。そのため、DNA 付加体は以

前より注目されている。 

これまでに DNA 付加体の定量分析に関して数多くの

研究報告がある。DNA 付加体の定量分析では、上述の

通り、高度な修復機構が存在することから、その存在量

は微量であり、DNA 付加体の種類にもよるが、数億の

塩基配列中にわずか数個程度でしか残存していない。そ

のため、DNA 付加体の定量分析手法は非常に高い感度

が要求される。その手法としては、以前は 32P を用いた

放射標識法が用いられていたが、放射性物質を利用する

ことから、代替法の確立が求められていた。その代替法

として、近年では、液体クロマトグラフィー−エレクト

ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 − タ ン デ ム 型 質 量 分 析 法

(LC-ESI-MS/MS)が、その感度面の劇的な向上により、

用いられるようになっている。 

 LC-ESI-MS/MS を用いた DNA 付加体の定量分析では、

上述の通り、大過剰に存在する未損傷体の中から極微量

に共存する DNA 付加体を抽出する必要がある。その手
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法としては、固相抽出法が用いられており、我々も DNA

付加体の前処理に最適化された固相抽出法を開発し、報

告している。しかし、DNA 付加体の固相抽出を用いた

前処理のさらなる高性能化が求められていた。 

 

2．研究の目的 

 かかる背景のもと本研究では、DNA 付加体の定量分

析において用いられている逆相とは異なる分離モード

の吸着分離剤の開発を目指し研究を行うことにした。親

水性相互作用クロマトグラフィー(hydrophilic interaction 

chromatography, HILIC)は、近年高極性化合物の分離に用

いられている分離モードの一つである。HILIC での分離

は、固定相表面に形成される水和層と移動相との間での

順相分配により達成すると言われている。さらに固定相

表面における水和層形成に寄与する極性官能基などに

由来する二次効果相互作用も分離に影響する。本研究で

は、DNA 付加体などの捕捉にも有効であると考えられ

るHILIC型の固相抽出用吸着分離剤の開発を目的とし、

研究を行なった。 

 

3．研究の方法 

(1) HILIC 樹脂の合成 

基剤樹脂として、エポキシ基を有する glycidyl 

methacrylate (GMA)を用い、架橋剤として ethylene glycol 

dimethacrylate (EGDM)もしくは，glycerol dimethacrylate 

(GDMA)を用いた親水性の基剤樹脂をそれぞれ合成し

た。得られた基剤樹脂に対して、極性官能基を付加する

ためにエポキシ基を介してアデニンを修飾した樹脂を

それぞれの基剤樹脂に関して合成した(Adenine-EGDM, 

Adenine-GDMA)。また比較として、アデニンを未修飾

でジオール型とした基剤樹脂も合成し、捕捉特性の評価

を行なった。 

(2) 合成した樹脂の固相抽出を用いた捕捉特性評価 

合成を行なった樹脂に関して、核酸関連化合物等を標

品として、固相抽出法を用いてそれらの化合物の捕捉特

性について評価を行なった。固相抽出としては、コンデ

ィショニングとしては、アセトニトリル及び水を通液後、

HILIC モードでの検討であるため、95%アセトニトリル

水溶液を通液した。その後 95%アセトニトリル水溶液

にて調製した試料を通液し、その捕捉特性について検討

した。 

 

4．研究成果 

(1) 合成したアデニン修飾樹脂の物性評価 

基剤樹脂にアデニンを反応させた樹脂に関して元素分

析 を 行 な っ た 結 果 、 Adenine-EGDM お よ び

Adenine-GDMA それぞれの樹脂で窒素が含有されてい

ることが明らかとなり、アデニンが修飾されたことが明

らかとなった。 

(2) それぞれの樹脂の捕捉特性評価 

 まず基剤樹脂自身の捕捉特性評価を行うために、ジオ

ール型としたそれぞれの基剤樹脂について捕捉特性の

評価を行なった。その結果、核酸関連化合物に関しては

それほど明確な捕捉を確認することはできなかった。 

 そ こ で 、 ア デ ニ ン を 修 飾 し た 樹 脂 で あ る

Adenine-EGDM および Adenine-GDMA についてその捕

捉特性について評価を行なった。その結果、ジオール型

である基剤樹脂の時とは異なり、核酸関連化合物への捕

捉特性を確認することができた。これらはアデニンの修

飾により水和層が形成されたことに加えて、アデニンに

よる水素結合なども効果的に働いているものであると

推測される。さらにそれらの捕捉特性は架橋剤である

EGDMおよびGDMAにより異なることも明らかとなっ

た。 
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