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研究成果の概要（和文）：生体内におけるDNAは、さまざまな化学物質に暴露されており、それらが原因でDNA付
加体が形成する。それら生成したDNA付加体が、がん化の原因となると考えられており、種々のDNA付加体の定量
分析が進められている。本研究課題では、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）を用いた網羅的なDNA付加体の定量分析手法の開発を目指し、前処理系や分離系、
検出系などに関する高性能化について検討を行なった。その結果、前処理系の開発などでは、固相抽出用の新規
な吸着分離剤の開発について研究を進め、その高性能化を達成した。

研究成果の概要（英文）：DNA is exposed to a variety of chemical compounds, which generate various 
DNA adducts in DNA. Because DNA adducts generated in DNA have been thought to relate to the 
mutagenic and carcinogenic effect, a variety of DNA adducts have been quantitated and studied. In 
this research, to develop the quantitative method for the comprehensive DNA adducts analysis by 
using liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS), we have
 studied the improvements of performance of pretreatment, separation and the sensitive in ESI-MS. In
 these studies, for example, new sorbents for solid phase extraction were developed for the 
pretreatment of DNA adducts.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究における前処理系や分離系、検出系などに関する種々の検討で得られた研究成果は、今後の網羅的なDNA
付加体の定量に貢献できる成果であることから、本分野のさらなる発展に寄与できるものである。そのため、今
後のがん研究などにおけるDNA付加体の定量を支援する可能性があり、将来的には医療分野への貢献も期待でき
る。さらに、前処理系に関する検討により得られた成果は、本研究課題のDNA付加体の定量分析だけにとどまら
ず、その他の様々な分野における定量分析の高性能化を可能にする知見を与えるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生体中の DNA は、様々な化学物質に日常的に晒されており、それら化学物質の付加などが
起こり、その結果、損傷を受けている。それらの損傷で生成する DNA 付加体は、がん発症の
ファーストステップであると考えられており、DNA 中における生成量が以前より注目されて
いる。しかし、DNA中における DNA付加体の残存量は、生体中の高度な修復機構の存在によ
り極微量であり、106～109個の正常塩基のうちにわずか数個程度でしか存在しないことが知ら
れている。そのため、定量手法には非常に高い感度が要求される。その定量手法として、以前
は非常に高い感度を有する 32Pを利用した放射標識法が用いられていたが、安全性の問題など
からその代替法の開発が求められていた。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）を用いた定量手
法が用いられるようになってきている。LC-ESI-MS/MSは、非常に高感度であることに加えて、
MS を駆使することにより化合物の構造情報を得ることも可能であることから、未知・既知の
DNA付加体の検出が可能となる。そのため、LC-ESI-MS/MSを利用した DNA付加体の定量
結果が数多く報告されている。またそれらに加えて、網羅的に DNA 付加体を解析・評価する
DNA adductomicsの概念が注目されていることから、LC-ESI-MS/MSを用いた定量手法の高
性能化も求められている。 
 DNA付加体の定量分析では、上述のとおり大過剰に共存する未損傷体中の DNA付加体の定
量が求められることから、LC-ESI-MS/MSなどの分析に供する前段階における試料の適切な前
処理が必要不可欠となる。その前処理手法としては、固相抽出法などが用いられており、我々
も DNA 付加体の定量に最適化された固相抽出法について報告している。また DNA 付加体の
分析では、分析対象となる DNAに対して酵素処理を施し、モノマーである 2’-deoxynucleoside
へと変換し、定量を行うのが一般的な手法として利用されている。その一方で、酵素が未損傷
体と DNA 付加体を区別（差別化）することが可能であることが知られている。さらに、微量
成分である DNA 付加体の定量では、測定に必要な試料量の低減や汎用機器での定量を可能に
するために、LC-ESI-MS/MSを用いた定量法のさらなる高感度化が求められているのが現状と
なっている。これらに加えて近年では、DNA 付加体の定量に限らず、一般的に血液などの侵
襲的試料中の成分をマーカーとして利用するアプローチから低・非侵襲的試料の利用が望まれ
ている。そのため、これまでの血液や臓器などに由来する DNA を利用した DNA 付加体の定
量分析に加え、非侵襲的試料を利用した DNA付加体の定量手法の確立も求められている。 
以上のような理由より、LC-ESI-MS/MS を用いた DNA 付加体の高精度定量分析において、
固相抽出などを用いた前処理、LCなどの分離系、MSの高感度化などのさらなる高性能化が求
められていた。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景のもとに本研究では、酵素を利用した DNA 付加体の選択的な抽出法の確
立や、固相抽出法を用いた前処理手法の高性能化について検討を進めた。さらに親水性相互作
用クロマトグラフィー(HILIC)-ESI-MS/MS を用いた DNA 付加体の定量分析手法のための分離
系の改善や感度改善などについても同様に検討を進めた。本成果報告では、これらの中でも、
前処理手法の改善を目的として進めた固相抽出用の吸着分離剤の開発に関して重点をおいて報
告する。 
 一般的に固相抽出法では、様々なメーカーから市販されている吸着分離剤を利用した固相抽
出法が開発され、定量分析に利用されている。我々も DNA 付加体の定量分析における前処理
手法として、市販の固相抽出用吸着分離剤を利用し、前処理を施し、定量分析を進めてきてい
る。市販の吸着分離剤でも高精度な前処理が可能となる。その一方で、固相抽出に供するのみ
で、分析対象物のみを選択的に抽出・濃縮することは、非常に困難である試料を対象とするこ
とが多く、洗浄溶媒などを種々選択し、夾雑成分を除去するのが一般的である。そのため、前
処理手法としてはある程度の妥協をしたものとなっているのが現状となっている。そのため、
固相抽出用の吸着分離剤の高性能化が必要不可欠であるが、固相抽出用の吸着分離剤の開発は、
これまで企業が進めてきている部分が多く、基礎研究に関する報告がそれほど多くないのが現
状である。そこで、DNA付加体において我々が利用している逆相型の吸着分離剤の高性能化に
ついて検討を進めた。さらに逆相型の吸着分離剤の開発と並行し、DNA付加体などの核酸関連
化合物が高極性であることから、それらの化合物に対しても高い捕捉特性を有する吸着分離剤
の開発を目指し、HILIC型の固相抽出用の吸着分離剤の開発についても検討を進めた。 
 
３．研究の方法 
（１）逆相型吸着分離剤では、以前よりスチレン―ジビニルベンゼン共重合体を用いたものが
利用されてきている。一方、近年では hydrophilic-lipophilic balance (HLB)型の逆相型吸着分離剤
が汎用的に利用されるようになっている。HLB型の逆相型吸着分離剤は、逆相モードを発現さ
せるための疎水性モノマー（ジビニルベンゼン(DVB)など）に加え、親水性モノマーを配合す
ることによって合成されたものである。親水性モノマーは、疎水性モノマーだけでは困難であ
る濡れ性などを吸着分離剤に付与することを可能にし、極性化合物の捕捉を可能にする。本研
究では、DVBを母骨格とし、様々な親水性モノマーを選択し、細孔物性等を最適化することに
よって、極性化合物の捕捉特性の改善を行った。 



 
（２）HILIC では、固定相表面に形成される水和層との分配により分離が達成されると言われ
ている。さらに HILICでは、固定相における水和層形成を可能にしている極性官能基に由来す
る二次効果相互作用が発現し、それらの相互作用も化合物の分離に影響を与えることが知られ
ている。そこで本研究では、DNA付加体との親和性の発現を期待し、合成した親水性基材樹脂
に対して、アデニンを修飾した HILIC型固相抽出用樹脂を合成し、その捕捉特性について検討
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）逆相型吸着分離剤の開発では、
DVBをベースに、3種類の親水性モノマ
ー (ethylene glycol dimethacrylate 
(EGDMA)、 glycerol dimethacrylate 
(GDMA) 、 trimethylolpropane 
trimethacrylate (TMPTMA)、Fig. 1）を採
用し、各条件で合成を行い、その捕捉特
性について詳細に検討を進めた。まず親
水性モノマーによる影響を調べるため
に、DVB/親水性モノマーの量比を 8/2と
し、それらの吸着分離剤の極性化合物の捕捉特性について評価を行った。なお、極性化合物と
しては、uracil や uridine、adenine などの核酸関連化合物を用いて評価を行った。その結果、3
種類の親水性モノマーの中で、GDMAと TMPTMAを配合した樹脂において、比較的高い捕捉
特性を確認した。そこでこれら 2種類の親水性モノマーに注目し、HLBの最適化について検討
を進めたところ、親水性モノマー比の増加に伴い、極性化合物の捕捉特性が相対的に減少する
ことが明らかとなった。また、親水性モノマーの増加により，極性相互作用の増強も期待され
たが、捕捉選択性に関しては大きな変化は観察されなかった。以上の結果から、DVB/親水性モ
ノマー=8/2の量比に固定し、細孔物性を変化させることによる捕捉特性の変化について検討し
た。 
 次に、細孔の形成に重要な役割を担う、細孔調節剤の影響について検討を進めた。細孔調節
剤としては、上述までの合成においては、butyl acetate（BuOAc）と 3-methyl-1-butanol
（isoamylalcohol、 IAA）を、BuOAc/IAA=4/1 のものを利用していたが、溶解度パラメーター
等を考慮し、toluene（TOL）に変更し、モノマーに対して等倍量および 2 倍量を加え、それぞ
れ吸着分離剤の合成を行い、それらの捕捉特性について評価を行った。まず、TMPTMA を親
水性モノマーとして含有した吸着分離剤では、細孔調節剤を BuOAc/IAAから TOLへと変更す
ることによって、極性化合物の捕捉特性の改善が確認された。またモノマーに対して TOLを 2
倍量にすることによって、さらに捕捉特性の改善を確認することができた。その一方で、GDMA
含有の吸着分離剤では、細孔調節剤の種類の変更や量の変更による捕捉特性の大きな改善は確
認することができなかった。そこでそれぞれの樹脂に関して、比表面積の測定を行ったところ、
DVB/GDMA では細孔調節剤の種類や量の変化に伴う比表面積の変化がそれほど大きくなかっ
た。その一方で、DVB/TMPTMA では種類の変更および量の変更によるそれぞれの樹脂におけ
る比表面積の拡大を確認することができた。そこで、さらなる比表面積の拡大を検討するため
に、55%純度の DVBを利用した合成から 80%純度の DVBへと変更することによる影響につい
て検討を行った。その結果、比表面積の拡大を DVB/GDMAおよび DVB/TMPTMAの吸着分離
剤のそれぞれで確認することができた。さらに比表面積の拡大に伴い、極性化合物の捕捉特性
の改善も確認することができた。 
 これら最適化された吸着分離剤について、様々な極性化合物に対する捕捉特性を市販品の逆
相型の吸着分離剤と比較したところ、我々が開発した吸着分離剤が市販品と比較して、極性化
合物への高い捕捉特性を有していることが明らかとなった。 
 
（２）HILIC モードでの分離では、固定相における水和層
形成が非常に重要な役割を担う。そこで、基材樹脂として
親水性を付与することが期待できる glycidyl methacrylate 
(GMA)とEGDMAおよびGMAとGDMAの共重合体をそれ
ぞれ合成し、GMAに存在するエポキシ基を介してアデニン
を修飾した HILIC型の吸着分離剤の合成を行った（Fig. 2）。
その結果、合成したアデニン修飾樹脂に関して、元素分析
を行った結果、アデニンが修飾されていることが明らかと
なった。 
そこで合成した樹脂について、HILIC条件下における核酸関連化合物の捕捉特性について評
価を行った。まず基材樹脂の捕捉特性を評価するために、基材樹脂中のエポキシ基を開環した
ジオール型樹脂（アデニンは未修飾）の合成を行い、核酸関連化合物の捕捉について検討した。
その結果、ジオール型の樹脂では、核酸関連化合物を明確に捕捉することはできなかった。そ
の一方で、アデニンを修飾した吸着分離剤においては、架橋剤の種類に限ることなく、極性化
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Fig. 2 アデニン修飾型樹脂 



合物の捕捉を確認することができた。これらは、修飾されたアデニンに由来する水和層の形成
に加えて、アデニンに由来する水素結合等の二次効果相互作用が発現し、核酸関連化合物の捕
捉が起こった可能性が考えられる。またその捕捉特性は、基材樹脂の架橋剤として用いた
EGDMAと GDMAの違いにより、捕捉特性も異なることが明らかとなった。 
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