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研究成果の概要（和文）：DNA付加体はガンへの関連が疑われ、バイオマーカーとしての重要性が指摘されている．そ
の一方で生体中の高度な修復機構により，百万から十億個の未損傷体中にわずか数個程度と極微量であるため，分析手
法には非常に高い感度が要求される．本研究ではLC/MSおよびCE/MSでの定量法の確立を目的とし，汎用機でも定量可能
な高感度分析システムの構築を目指し，検討を行った．その結果，従来法と比較して一桁以上の感度上昇に成功した

研究成果の概要（英文）：Quantitation and identification of DNA adducts, which was induced by genotoxic 
compounds and their reactive metabolites, can be important for understanding the carcinogenic process and 
risk assessment. Sensitive methods have been used for the quantitation of DNA adducts because almost all 
of DNA adducts will be removed by inherent DNA repairing system, typically corresponding to a few adducts 
in million - billion normal 2’-deoxynucleosides. In this research, a more highly sensitive method than 
general one in liquid chromatography-mass spectrometry and capillary electrophoresis-mass spectrometry 
was studied. By optimizing each condition, we achieved an improvement in sensitivity by one order of 
magnitude in each system.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 厚生労働省の報告によると，3 人に 1 人が
ガンによって命を落としている．このガン化
について，各種化学物質に由来して生成する
DNA 付加体の塩基配列中での発生が，そのフ
ァーストステップであると考えられており，
これまで多くの研究がなされてきている．し
かし恒常的に生成する多くの DNA 付加体は，
生体に存在する高度な修復機構により，除
去・修復されるのが一般的である．そのため，
生体内において存在するDNA付加体の残存量
は，DNA 付加体の種類にもよるが，106～109

個あたりにわずか数個程度でしかないこと
が知られている．またそれに加えて DNA 付加
体研究の研究対象は，生体由来の血液や臓器
であり，分析に供することが可能試料量は非
常に限定的となるため，採取可能な DNA 量は
限られてしまう．一般的な DNA を対象とする
研究であれば，PCR などを用いて微量の DNA
を増幅し，測定可能量にすることは可能であ
る．しかし本研究の測定対象である DNA 付加
体の分析を行う場合，PCR などを用いて DNA
付加体を増幅することは不可能であり，採取
可能なDNA中に存在するものしか分析系に供
することができない．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
としては，放射性物質である 32P を用いた放
射標識法が，非常に高い感度を有しているた
め，以前より用いられてきている．しかし放
射標識法では，その著しく高い感度が放射性
物質である 32P を用いることで得られている
ため，安全性およびハンドリングの面から測
定者を限定する手法であることから，代替法
の開発が求められてきている． 
 その代替法として近年，液体クロマトグラ
フィー―エレクトスプレーイオン化―質量
分析装置(LC-ESI-MS)を用いた定量手法が注
目されている．LC-ESI-MS は，近年の各種オ
ミクス分析へ適用されることによって高感
度化の需要が非常に高まり，劇的な感度上昇
が起こっている機器である．しかし現状では，
上述の通り DNA中における DNA付加体の存在
確率の低さに加え，入手可能な DNA の絶対量
の少なさを考慮すると，現在多くのラボなど
で使用されている汎用機での測定は困難な
状況である．そのため現状では，最新鋭の装
置を利用したものや，エレクトスプレーイオ
ン化時に生成する液滴を微細化することに
よって，イオン化効率を改善し，汎用のエレ
クトスプレーイオン化装置よりも高感度化
が可能なナノエレクトロスプレーイオン化
を用いた高感度化などを利用した手法が利
用されている．これらの手法は，DNA 付加体
生成とガンとの関連性を明らかにする上で
非常に重要な手法であり，いくつかの結果も
見えてきている．しかし多検体試料中の DNA
付加体の定量を考慮すると，より多くの施設
での使用が可能な汎用性のあるLC-ESI-MSを
用いた定量手法の開発が求められている． 
 さらにこの LC-ESI-MS を用いた DNA付加体

分析に関しては，DNA adductomics と呼ばれ
るアプローチへの利用が注目を集めており，
多くの review も報告されている．この DNA 
adductomics とは，これまでの DNA 付加体研
究において進められてきた，発ガン性物質と
それに由来して生成するDNA付加体の生成量
などの関連性を評価する手法ではなく，様々
な DNA 付加体を網羅的に定量し，発がんリス
クのインフォマテックス評価が可能との考
えのもと発案された手法である．この戦略は，
バイオマーカー探索などを考慮しても非常
に重要な戦略であるが，上述の通り，DNA 付
加体量の絶対量の少なさが原因で，超高感度
定量分析手法の開発が求められている． 
  
２．研究の目的 
 本研究では，様々な原因によって生成する
DNA 付加体に関して，網羅的な定量分析を可
能にする手法の確立を目的とし，研究を行っ
た．研究の方向性としては，前処理から検出
までの一連の流れをもう一度見直し，検出器
としては ESI-MS を，分離系には LC に加え，
キャピラリー電気泳動(CE)などを駆使し，超
高感度定量分析手法の確立を目指した． 
  
３．研究の方法 
（1）選択的 DNA 付加体捕捉用前処理デバイ
スの開発 
 DNA 付加体のオミクス分析を考慮した場合，
多検体試料の同時前処理が必要不可欠とな
る．その簡便かつ高選択的な前処理手法の開
発を目指し，検討を行った．方法としては，
マイクロピペット用チップに選択性を出す
ことが可能な固定相担体を充填し，固定相の
種類および洗浄溶液などに関して最適化を
行い，DNA 付加体分析用に最適化された前処
理手法の確立を行った． 
（2）分析システムとしての高感度化に関す
る検討 
 DNA 付加体分析手法には，非常に高い感度
が要求される．本研究では，分析システムの
高感度化を目指し，ESI 時のイオン化効率の
改善を目的とし，用いる溶離液の組成に関し
て検討を行った．具体的には，有機溶媒組成
とそれに加える添加剤などがDNA付加体の感
度に与える影響などに関して検討を行った． 
（3）CE/MS 分析に向けた高感度手法の開発 
 さまざまな分析プラットフォームの開発
は，LC/MS のみでは不可能な DNA 付加体の定
量を可能にする．本研究では，LC/MS 以外の
測定手法として，DNA 付加体の nucleotide 体
を測定対象物質とした CE/MS による高感度
DNA 付加体の定量分析手法の確立を検討した．
具体的には，主に二点のことを検討し，①CE
分析において欠点となっている試料注入量
の増量を目指し，オンライン濃縮などを駆使
した試料注入量の増加，と②ESI 高感度を目
指した nucleotide 体の陽イオン化，の二点
に関して検討を行った． 
 



４．研究成果 
(1)選択的 DNA 付加体捕捉用前処理デバイス
の開発 
 まず，DNA の酵素処理時に大過剰に生成す
る未損傷体を除去し，選択的に DNA 付加体を
捕捉することが可能な前処理チップの作製
および条件の最適化を行った．前処理チップ
としては，我々はこれまでの検討で，DNA 付
加体を選択的に捕捉可能な前処理デバイス
に関して報告しており（Anal. Sci., 2011, 27, 
217），それらの知見をベースにし，遠心機に
よる多検体試料の同時前処理を可能とする
チップの作製の検討を行った．まずはじめに
チップに充填する固定相に関して検討を行
ったところ，従来用いていた ODS を，
poly(styrene-divinylbenzene)(SDB)に変更
することによって，DNA 付加体の保持能およ
び未損傷体の除去率が改善できることが明
らかとなった． 
 次に前処理時に選択性を出すための手段
として，未損傷体を除去するための洗浄溶媒
に関して検討を行った．なお DNA 付加体のモ
デル化合物としては，acetaldehyde 由来の
DNA 付加体として知られている N2-ethyl-2′
-deoxygunaosine (EtdG) お よ び cyclic 
1,N2-propano-2′ -deoxyguanosine (CPrdG)
を用いて検討を行った．一般的に逆相型の固
相抽出法において洗浄溶媒として利用され
る 水 で の 処 理 で は ， 十 分 な
2’-deoxyadenosine(dA)の除去を達成する
ことができなかった．それを改善するために，
未損傷体および DNA 付加体に関して HPLC の
分離挙動を検討していると，Figure 1 に示す
ようにギ酸を添加することで酸性条件にし
た溶離液を使用すると，dAなどの保持時間が 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

劇的に短くなることが明らかとなった．この
現象は，溶離液を酸性条件下にすることで dA
にプロトンが付加してイオン化し，その結果，
保持時間が早くなったものであると思われ
る．この結果は、ギ酸水溶液を洗浄溶液とし
て用いることで，dA の除去効率を上げられる
可能性を示唆するものであった．そこでギ酸
を洗浄溶液として利用した時の未損傷体お
よび DNA 付加体の回収率の比較を行った．そ
の結果を Table に示す．ギ酸を添加すること
によって，水を洗浄溶媒として用いていた時
と比較して dA の回収率が減少，つまり除去
が効率的に進行することが明らかとなった．
以上の結果より，0.1%ギ酸水溶液を洗浄溶液
として用いることにした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの洗浄溶液の選択に加え，溶液の添
加方法などの最適化を行うことによって，高
回収率・高除去率での前処理が可能であるこ
とを見出した．その最適化を行った条件・手
法を用いて前処理した時の結果を Figure 2
に示す．約 6桁程度高濃度で存在していた未
損傷体を 10-9 M まで除去可能な条件の最適化
に成功した．このときDNA付加体の回収率は，
CPrdG (S,S)：92.4 ± 3.4%, CPrdG (R,R)：
96.4 ± 3.1%, EtdG ：89.9 ± 3.1%と高い
回収率を維持した． 
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Fig. 1 溶離液にギ酸を添加した時の HPLC クロマ
トグラムの変化．上がギ酸無添加，下がギ酸添加時
の測定結果 

Table 洗浄溶液の種類による回収率の変化 

miliQ 0.1 % FA 1 % FA

dC 0.1 ± 0.1 0 0

dG 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.2 0.1 ± 0.1

T 0.4 ± 0.4 0.3 ± 0.3 0.2 ± 0.1

dA 12.9 ± 2.2 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.2

CPrdG(S,S) 100.0 ± 1.3 99.1 ± 0.4 99.1 ± 0.6

CPrdG(R,R) 99.5 ± 1.5 99.4 ± 0.8 102.8 ± 0.7

EtdG 95.8 ± 1.9 99.2 ± 0.5 97.1 ± 0.1  
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Fig. 2 前処理チップ処理時における未損傷体の除去

の効果．左図が前処理チップ処理後，右図が 10-9 M
の標準試料測定時のピーク強度 



2)分析システムとしての高感度化に関する
検討 
 DNA 付加体は，極性が比較的高いため，低
有機溶媒組成の溶離液を用いた逆相カラム
による分離が主に用いられている．低有機溶
媒組成を用いた逆相カラムでの分離は，良好
な分離が達成可能であるが，検出器として用
いる ESI-MS におけるイオン化時の脱溶媒プ
ロセスなどを考慮すると，用いる溶離液は高
有機溶媒組成であることが理想的である．そ
こでまず，一般的な逆相に用いられる低有機
溶媒組成下と高有機組成下におけるDNA付加
体の ESI-MS での検出感度がどれくらい異な
るのか，検討を行った．なお低有機溶媒組成
における分離では逆相モードを，高有機溶媒
組成下における測定では，極性の高い化合物
でも分離可能な hydrophilic interaction 
chromatography (HILIC)を用い，また DNA 付
加体のモデル化合物として，EtdG を用いて検
討を行った．Figure 3 には，それぞれの分離
モードにおいて EtdG を測定したときの
multiple reaction monitoring(MRM)でのク
ロマトグラムの結果を示す．なお測定に用い
た試料は，逆相モードでは，10-7 M の DNA 付
加体試料を，HILIC モードでは，10-8 M の DNA
付加体試料をそれぞれ注入した結果である．
MRM でのクロマトグラムを比較したところ，
濃度の違いと保持時間が異なるためピーク
強度としては小さくなっているが，ピーク面
積値では約 13 倍程度高感度化が可能である
ことが現在までの検討で明らかとなってい
る．また 2種類(CPrdG と EtdG)の DNA 付加体
であるが，分離することが可能であり，また
未損傷体との分離も可能であることが明ら
かとなった（データ非掲載）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらなる高感度化を目指し，溶離液に加え
る添加剤に関して検討を進めた．その結果，
一般的に用いられている酢酸アンモニウム
と比較すると，重炭酸アンモニウムを添加剤

として選択することにより，EtdG および
CPrdG のピーク強度が数倍増加することが明
らかとなった． 
 
(3) CE/MS 分析に向けた高感度手法の開発 
 まず，CE 分析において欠点となっている注
入量の改善を目指し，電気的注入を含めたオ
ンライン濃縮を用いた高感度化の検討を行
った．その結果，現在までに約 2000 倍の感
度上昇を達成しており，今後さらなる注入系
の最適化などの検討を行っていく予定であ
る． 
 また CE/MS の高感度化に関しては，
nucleotide の陽イオン化を用いた感度改善
の検討を行った．陽イオン化に関しては，無
機金属を用いることによって，nucleotide 体
と錯体を形成させ，陽イオン化させることを
検討した．その結果，電気泳動過程において
nucleotide に金属錯体を形成させることで，
陽イオン化が可能である手法を現在までに
見出している．またさらに本手法を用いるこ
とで，検出感度も negative mode での測定と
比較して positive mode にて一桁以上の高感
度化が達成可能であることを明らかにした． 
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