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研究成果の概要（和文）：極微量の重要イオン性分子の分析を可能にする手法の開発を目的に、ナノリットル体
積への収束を行うCEオンライン濃縮とESI-MS検出を結合した高感度検出法の基礎を確立し、DNA中の飲酒由来損
傷塩基の検出を行った。その方法では、5’-ヌクレオチドとしてDNAから抽出した損傷体を動電過給法で3000倍
濃縮し、ESI効率を高めるためにオンラインでPhostag錯体化して、最後にESI-MSに導入して検出する。直接検出
に比べて、３万倍以上の感度向上を達成した。

研究成果の概要（英文）：We have established a basis for highly sensitive detection of DNA damages 
occurred by drinking, developing capillary electorophoresis-mass spectrometry methods.  The damaged 
bases were extracted from DNA as the corresponding 5’-nucleotides, and were enriched 3000-times by 
electrokinetic supercharging followed by on-line complexation with the Phostag reagent to enhance 
ESI efficiency of the nucleotides and finally were introduced to an ESI-MS system.  The sensitivity 
would be more than 30,000-times higher compared with that with detections as the nucleotides by 
using a simple CE-ESI-MS method.

研究分野： CE・LCおよびMSをプラットフォームとする精密分離分析化学

キーワード： CEオンライン濃縮　オンライン錯体化　発がんリスクマーカー　損傷ヌクレオチド　ESI-MS
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 MS による網羅的解析を特徴とするオミク
ス手法の導入とそれを用いた研究の躍進が、
生命科学研究の大きなブレークスルーを生
みだし、本格的な成果が次々に報告されてい
る。Big Data を AI で扱う情報革命にシンク
ロすることで、予測以上の洞察が見えてきて
いる。すでに、高い感度での同定を可能にす
る質量分析であるが、その実質検出感度を極
限まで高める取り組みは、生命科学研究に重
大なインパクトを与えるはずである。 
MS の感度は、高分解能化や検出効率の向上

などに対する MS 装置＝ハードの技術革新に
よって大幅に引き上げられてきた。また、イ
オン化効率の向上という、ソフト面での大き
な戦略をとれることも MS検出の特徴である。
本計画では、オミクスで最も広く使われる
ESI を用いた MS 分析の高感度化を計画した。
ESI はフローシステムのイオン化法である。
その高感度化の戦略には、さらに導入効率の
向上という第３の戦略がある。通常のシステ
ムではスプレーされたごく一部が MS に導入
されるが、NanoESI で用いられる微細スプレ
ーを利用して、２桁以上の高率での導入効率
向上を可能にする。それは注入した試料の散
逸抑制による。そして、NanoESI はキャピラ
リー電気泳動法（CE）とのジオメトリーマッ
チングが高いことは注目に値する。 
本計画で中心的な役割をもつ CE のオンラ

イン濃縮法は、数倍から数百万倍の濃度感度
向上を可能にする。これは別の側面から見れ
ば試料の収束であり、CEの検出ピーク幅から
換算して、最終的に数十 nL の体積に収束さ
せていることを意味している。濃縮倍率は元
の試料体積の大きさに依る。当然、出来るだ
け大きな体積を nL オーダーに収束できる手
法が求められる。その大量導入を可能にする
方法の一つに、過渡的等速電気泳動条件下で
電 気 的 注 入 を 行 う 動 電 過 給 法
（ElectroKinetic Supercharging, EKS）が
あり、広島大・廣川健のグループによって数
万倍の濃縮性能が示されている。 
本計画で特に注目し対象とした試料は損

傷 DNA 塩基である。発がんリスクマーカーと
して重要視され、特に喫煙、飲酒による発が
んリスクに対して、そのモニタリングの意味
が近年指摘されている。これらの損傷体は共
存し干渉成分となる正常体数億に対して１
つ程度の低頻度で存在し、実試料量は限られ
るため、非常にチャレンジングな対象となる。
我々の試算によれば、健常人と高リスク者の
分析を明確に可能にするためには、1 mL の血
液中の濃度換算で sub pM の濃度感度が必要
となる。この対象の実分析を可能にする手法
の確立を行うためには、酵素反応、高効率固
相抽出等の前処理開発、定量的 MS 分析のた
めの内部標準物質の合成を含めた、総合的手
法開発が必要である。 
 
２．研究の目的 

 CE によるオンライン濃縮は、数 10 nL の微
小体積への収束（Nano Focusing）を行うこ
とを意味する。Nano Focusing による超高倍
率での濃縮及び、極微体積を活用した Nano 
ESI の適用を主戦略に、オンライン錯体化に
よるイオン化効率向上を含む、総合的に MS
分析の実質分析感度を顕著に向上する
CE-ESI-MS 法を可能することを目的とする。
上記戦略に沿って、発がんリスクマーカーと
なる DNA 塩基損傷の分析法を開発し、実分析
法として確立する。手法開発と実分析による
検証を通じて、本手法：Nano Focusing-ESI-MS
法を確立する。 
 
３．研究の方法 
CE-ESI-MS装置をプラットフォームにNano 

Focusing-ESI-MS 法を開発する。飲酒を原因
とする損傷DNA塩基をターゲットにする分析
を「モデルケースかつ、応用の最終的な目的
の一つ」として取り組み、方法論開発へのフ
ィードバックを得て、方法論の一般化を同時
に行っていく。 
まずオンライン濃縮法を、濃縮率の向上、

濃縮干渉イオン（主として正常塩基）の除去
の観点から完成する。次に、収束したターゲ
ットをオンラインで錯体化する等、「ESI 効率
を顕著に増進する方法」を確立する。そして、
数 10 nL 体積の対象に nano ESI 法を適用す
る方法を、非水系 CE の採用とインターフェ
イス開発によって確立する。 
開発した検出の方法論・技術を発がんリス

クマーカーとしての損傷塩基の実分析に活
用する。そのための前処理技術（酵素分解、
抽出用固相）の開発を合わせて行う。 
 
４．研究成果 
(1)オンライン濃縮法の検討 
①EKS によるヌクレオチド濃縮 
 過渡的に等速電気泳動の仕組みを使う EKS
を、5’-dGMP 及び飲酒、喫煙由来の損傷ヌク
レオチド 2 種： 1N2-cyclic propano-5’ 
-dGMP(CPr-5’-dGMP), N2-ethyl -5’-dGMP 
(Et-5’-dGMP)（ともに自家合成品）に対し
て適用し、条件最適化を行って、1 mL の試料
溶液から 3000倍前後の濃縮注入を達成した。
酢酸イオンを泳動液に含有させ、pH調節する
ことで、移動度をヌクレオチドのそれに近づ
けた酢酸イオンをリーディングイオンにす
ることができ、単純に電気的注入することで
高い濃縮効率を得ることができる。本計画で
は最終的に、シースレス CE でダイレクトに
ESI することを目標としているので、イオン
化効率の良いアセトニトリル含量の多い泳
動液でも EKS を検討した。その結果、50％含
量であれば、3200 倍の濃縮を確認できた。 
 キャピラリーの導入効率は試料リザーバ
ーの構造・体積に依存する。直線細管状（内
径 0.5mm, 体積 10μL）のリザーバーでは、
前述の１mL リザーバーの 5－10％に対し、
80％の導入効率を得ることが判明した。10 



μL からの濃縮は 300 倍前後の倍率となった
ので、マイクロ固相抽出で 1 mL→10 μL の
前濃縮を行えば、EKS と合わせて実質的には
3万倍の濃縮が可能であることが示された。 
②動的 pH界面法によるヌクレオシド濃縮 
pH の異なる試料溶液と泳動液の界面で試

料を濃縮する動的 pH 界面法も検討した。後
述のように、イオン化効率という面ではヌク
レオシドはヌクレオチドと比較し、1 ケタ高
い。これは錯体化などのイオン化増強を併用
しなくとも、同様の ESI-MS の濃度感度を期
待できる。また、実績のあるヌクレオシドか
ら塩基へのフラグメンテーションを利用し
た MS/MS による高感度検出も可能となる。 
 解離できるアミドプロトンを持ち、pH によ
ってはイオン化が可能な dG 及び Et-dG につ
いて、泳動液にホウ酸緩衝液（ホウ酸
pKa=9.2）を用いて、試料溶液と泳動液の pH
を試料の pKaを考慮して最適化した結果、100
倍前後の濃縮が行われた。この場合、数100 nL
のゾーン注入であるのでキャピラリーへの
導入効率 100％であり、ピークの半値幅も 10
秒程度と数 nL への収束で極めて濃縮の効率
もよい。従って、マイクロ固相抽出との組み
合わせによって、非常に高い実質感度向上を
期待できる。これを ESI-MS 検出へ適用する
ために、揮発性の炭酸アンモニア系の緩衝液
への転換を図り、30 倍程度の濃縮を達成した。
（濃縮倍率向上は継続事項とした。）加えて、
dGと Et-dG は pKa が 0.5 程度異なるため、設
定 pH によって、二者の混合試料溶液から損
傷体であるEt-dGを選択的に高い倍率で濃縮
することが可能であることを示した。 
 
(2)ESI-MS 検出に関する検討 
①ヌクレオチド、ヌクレオシド、塩基形態間
でのイオン化効率の比較 
 CE 濃縮の容易さはイオン性の高いヌクレ
オチドにアドバンテージがある一方で、
ESI-MS 検出の感度を支配するイオン化効率
の相対比を、各モノマーフォームについて、
インフュージョンモードを利用して定量的
に調査した。その結果、ヌクレオシド＝塩基
＞ヌクレオチドとなり、10倍前後の差がみら
れた。また、5’-ヌクレオチドから後述の
Phostag 錯体にすると、15倍イオン化効率が
上がることが分かった。 
②溶媒組成、添加剤によるイオン化促進－自
作 nanoESI プローブを用いた検討－ 
 ESI 効率は、脱溶媒のプロセスが重要なプ
ロセスであり、一般に有機溶媒の含量が多い
ほうが脱溶媒の容易さからイオン化しやす
い。また、適切な塩の添加がイオン化を促進
することが知られている。CE 濃縮-シースレ
ス ESI-MS を実現することを目標としている
ので、Nano ESI インターフェイスを自作し、
nano スプレーの状況下で、有機溶媒の含量に
依存するイオン化効率の変化を検出信号強
度を指標に確認した。試料としては 5’-dGMP
を用いた。その結果、10→50％までの含量増

加により、強度は 5倍程度上昇するが、それ
以降は横ばいとなった。濃縮の際に、試料の
解離状態が安定している方がよいので、含量
は 50％程度が最適と結論した。  
一方、含有塩として、酢酸アンモニウムを

用いて、その濃度とイオン化効率の関係を検
討したところ、1－10 mM 程度の含有量で、0 mM
に比較して数倍の強度上昇がみられるが、そ
れ以上で減少し、25 mM では 10 mM の 5 分の
1 以下の強度となった。これは、nanoESI 条
件下でもマトリックスイオンによる深刻な
サプレッション現象が生じることを示して
いる。一方で、25 mM という濃度は EKS 濃縮
を十分に行う上での下限濃度である。25 mM、
10 mM、5 mM の塩濃度での、EKS 倍率比（5’-
ｄGMP）は 100：70：15 となった。EKS 倍率と
ESI 効率のバランスからは、10 mM を選択す
ることも正解である。 
この状況で、当初予定していた、シースレ

ス方式のチップ型EKS濃縮注入システムの開
発を次の段階にシフトし、シース液を用いて
安定した ESI 環境を導入できる状況で、分析
系を確立することを優先することに決定し、
期間内の検討を進めることとした。 
 

(3)Phostag 錯体化の導入 
①Phostag 錯体の電気泳動及び ESI-MS 
Phostag は、酵素機能中心をモデルとして

開発した 2中心の亜鉛錯体化試薬であり、リ
ン酸基に高い選択性を示して、多元錯体を形
成する。MS分野への活用では、MALDI－MS へ
の利用を想定して単一原子量の Zn2+を含むも
のが開発され、イオン化促進の目的で利用で
きる。この錯体化は、環境内に遊離 Phostag
が存在する状況下で、錯体解離平衡によって
生成が保証される。今回、5’-ヌクレオチド
-Phostag 錯体が、周辺環境に依っては速度論
的に比較的安定で、CEでの泳動時間中に周り
に Phostag が存在しない場合でも、ほとんど
解離が起こらないことを見出した。遊離型
Phostag、5’-ヌクレオチド、多元錯体は電
荷が異なるため容易に分離され、CE-MS シス
テムによって錯体のみの形で MS への導入が
可能になった。一方、3‘-ヌクレオチドは 5’-
体に比較し、錯体の解離が早く、本法に適さ
ないことが分かった。 
Phostag の ESI での利用はほとんどなく、

少なくとも分離された多元錯体単体での MS
導入は初めての成果である。この ESI におい
ては15倍程度のイオン化の促進が確認され、
ヌクレオチドのイオン化効率の低さの問題
の解決を得た。3‘-ヌクレオチド体の Phostag
錯体は、イオン化においてヌクレオチドの開
裂分解が生じ、ESI においても問題があるこ
とが分かった。従って、損傷体は 5’体での
採取が必要であり、後述の酵素処理の検討を
実施した。 
②EKS 濃縮－オンライン Phostag 錯体化―
ESI-MS 法による検出 
EKS 濃縮との結合は、以下のように達成さ



れた。まず、電気浸透流をジメチルポリアク
リルアミドコーティングキャピラリーの使
用によって抑制した条件下で、EKS を行った
のち、上流から Phostag を導入し、電気泳動
移動度の差を利用して、ヌクレオチドを追い
抜かせ、ダイナミックに錯体化を行い、その
後錯体を分離して、ESI-MS システムへ導入す
る。溶媒組成、塩濃度などのイオン化環境は
シース液を用いて、コントロールした。EKS
から錯体化までのプロセスを自動化したプ
ログラムも構築した。 
 

(4)DNA からの損傷体抽出法の検討 
①酵素の検索 
 LC/ESI-MS/MS を用いた先行研究で、我々は
micrococcal nuclease  （ MN）と Spleen 
phosphodiesterase （SP） を混合併用して、
DNA をヌクレオチドに分解してきた。
Nucleases は本来の機能として正常塩基部
位を認識し、これを定量的に切り出すことを
求められているので、塩基部の損傷により基
質として認識されない部分が発生すると考
えられる。MN・SP ミックスは、CPr-Gua と
Et-Gua 部位を基質として認識し、該当の 3’
体に定量的に分解できる。一方、前述のよう
に Phostag との錯体の安定性、ESI 時の安定
性を考慮すれば 3‘体の形での本法の適用は
不適である。従って、CPr-Gua と Et-Gua の部
位を定量的に基質として、該当 5’体を与え
る a 型 nuclease が必要となる。市販の入手
可能なものから検索し、モデル損傷 DNA 分解
反応解析を行い、Nuclease Bal 31 が 2 種の
損傷体を定量的に与えることを見出した。 
②正常体からの分離法の検討 
 EKS を実行する際に、試料溶液にマトリッ
クス成分、特にイオン成分が泳動液内のそれ
に比して濃く存在すると、濃縮が行われなく
なる。本件では、正常ヌクレオチドが最大数
億倍の濃度で共存するため、これを除去する
必要がある。逆相 HPLC の条件検討により、
良好な分取が可能であることを示した。これ
を もとに 、マイ クロ固 相抽出 カ ラ ム
（StageTip）の作成を進めた。 
動的 pH 界面法では、対象がヌクレオシド

になる。ヌクレオシド用の StageTip は完成
し、処理プロトコールの作成に至った。 
 

(5)損傷体定量分析のための重水素化体の調
製 
 ESI-MS 分析用の内部標準物質として、d4-
アセトアルデヒドと dG を原料に、溶媒に重
水を用いて、ヌクレオシド体：CPr-dG 及び
Et-dG の D化体（それぞれ M+7、M+5）の調製
に成功した。LC/ESI-MS/MS システムで評価を
行い、十分な純度を持ち、高い直線性を有す
る内標準法検量線の作成に成功した。同様の
合成法で、5’-dGMPをdGの代わりに用いて、
ヌクレオチド体の調製が可能である。 
 
(6)DNA からの損傷ヌクレオチドの検出 

ウシ胸腺 DNAをアセトアルデヒドに暴露さ
せ、内部に CPr-Gua を発現させた DNAに対し、
本計画で整備した、前処理及び EKS 濃縮-オ
ンライン錯体化-ESI-MS 法を適用し、CPr-5’ 
-dGMP としての検出に成功した（下図）。 

(7) 本計画の成果の位置づけと今後の展望 
 今回の成果は、前例のない、CE による nL
体積への収束と nono ESI-MS の組み合わせと
いう、原理的に最高の感度が期待できる一つ
の分析システムの基本形を実現したもので
ある。今後、この基本知見をもとに、改良・
整備を行うことで、性能を向上し、実用性を
付与した真に有用な手法の完成を行ってい
く。また、本法を用いて、実分析に近い形で
検出を行った DNA損傷塩基の対象としての重
要性は論を待たず、重要なターゲットとして
その分析法を前処理を含め総合的に整備し
ていく。 
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