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研究成果の概要（和文）：　本研究では，パーフルオロアルキルアミン試薬をイオンペア剤として用い，ヌクレオチド
類を対象としたノンコバレントなフルオラス二相系抽出法の開発を行った。本法において，パーフルオロアルキルアミ
ンとヌクレオチドのイオンペアは，フルオラス相互作用によってフルオラス溶媒中に選択的に抽出させることが可能で
あった。フルオラス溶媒中に抽出されたヌクレオチドは，アンモニアを含む水及びアセトニトリルの混合溶液にて容易
に逆抽出され，アルカリ移動相を用いた親水性相互作用クロマトグラフィーにて分析することが可能であった。本法は
，種々の細胞試料中におけるヌクレオチド類の測定へと応用することも可能であった。

研究成果の概要（英文）：　A novel and selective extraction method for nucleotides based on non-covalent 
fluorous biphasic extraction system in the presence of perfluoroalkylamine as an ion-pair reagent. The 
ion-pairs between nucleotides and perfluoroalkylamine were selectively extracted to a fluorous solvent 
via the affinity of perfluoroalkyl-containing compounds with each other, i.e. fluorous interaction. Then, 
the nucleotides in the fluorous solvent could be back-extracted with aqueous ammonia in acetonitrile as 
non-fluorous solvent, and the extracts were directly injected to LC system. A hydrophilic interaction 
chromatography was utilized for separation of the nucleotides by gradient elution with the mixture of 
acetonitrile, water, and ammonium carbonate buffer as mobile phase. This method was successfully applied 
to the determination of nucleotides in some cell samples.

研究分野： 分析化学

キーワード： フルオラスケミストリー　溶媒抽出　ヌクレオチド　細胞試料

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年，クロマトグラフィーを始めとする分
析機器技術の発展によって，測定対象となる
物質の超高感度分析が容易に達成可能とな
った。その反面，従来までは見ることができ
なかった試料夾雑成分などに由来するピー
クがクロマトグラム上に出現し，対象の同
定・定量の妨げとなる場合も少なくはない。
この問題点を改善するためには，機器分析の
前に何らかの前処理を施し，対象のみを精
製・抽出することが極めて重要となる。しか
しながら，既存の前処理法には未だ多くの学
際的研究の余地が残されており，より簡便で，
効果的かつ効率的な方法の開発が強く求め
られている。 
 
２．研究の目的 
 今回我々は，フルオラス（fluorous）かつノ
ンコバレント（non-covalent）な相互作用を利
用した新しい前処理法の構築を試みた。フル
オラスとは，パーフルオロアルキル鎖をもつ
化合物同士が示す極性に依存しない親和性
のことを指し，これまでに目的対象物質にフ
ルオラス基を導入・誘導体化し，得られたフ
ルオラス誘導体のみをフルオラス LC カラム
で選択的に保持・分離させるという手法を開
発してきた。この方法は，測定対象物を極め
て選択的に測定することが可能であり，とく
に LC-MS/MS 測定においてマトリックス干
渉を受けることのない画期的な方法として
注目されている。しかしながら，誘導体化と
いう対象の化学修飾を要すること，あるいは
フルオラス LC カラムにおけるフルオラス誘
導体同士の分離能が必ずしも良いわけでは
ないということ，などといった改善すべき点
があることは否めなかった。そこで本研究で
は，イオンペアといったノンコバレントな相
互作用とフルオラスとを組み合わせた誘導
体化フリーかつ特異性・選択性の高い試料前
処理法の開発を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 フルオラスイオンペア剤として使用した
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafl
uoroundecylamine (HFUA)を Fig. 1 に示す。パ
ーフルオロアルキル基は電子吸引性が極め
て高く，イオンペアの核となる窒素原子との
距離が炭化水素アルキル基をスペーサーと
して，−(CH2)n−（n = 3〜5）程度離れているこ
とが望ましい。そこで本研究では，市販の
HFUA を利用することとし，分子内にリン酸
基を有するヌクレオチド類の選択的抽出へ
と供した。HFUA の存在下，フルオラス溶媒
へ選択的に抽出されたヌクレオチド類は，さ
らに適当な非フルオラス溶媒で逆抽出後，
HPLC（HILIC カラム）にて測定した。 
 先ずは，標準試料を用いた基礎的条件の検
討（抽出条件及び HPLC 分析条件）の確立の
後，本法を種々の細胞試料中ヌクレオチド類
の測定へと供し，本法の実試料に対する有用

性と実用性を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）標準試料を用いた基礎的条件の検討 
 ヌクレオチド類標準試料（AMP, ADP, ATP, 
GMP, GDP 及び GTP）を用い，本抽出に関す
る基礎的条件の検討を行った。先ずは抽出に
用いるフルオラス溶媒の種類の検討を行っ
た。一般に，フルオラス溶媒抽出法では，
tetradecafluorohexane（TDFH）などに代表さ
れるパーフルオロアルカン類を「フルオラ
ス溶媒」として利用する。これらフルオラ
ス溶媒は，パーフルオロアルキル（フルオ
ラス）化合物のみを選択的に抽出すること
ができる。一方，対象となるフルオラス化
合物は，そのパーフルオロアルキル鎖長に
よってヘビーフルオラス体（同一分子内に
概ね 39 個以上のフッ素原子を有する）とラ
イトフルオラス（同一分子内に概ね 9〜17
個程度のフッ素原子を有する）体」に分類
されるが，フルオラス溶媒抽出法にて対象
となるのはヘビーフルオラス体の方である。
一方，ヘビーフルオラス体は選択性が高い
反面，非フルオラスな一般の有機溶媒への
溶解性が極めて低く，汎用性に欠けるとい
ったことが問題点としてしばしば挙げられ
る。そのため，一般の有機溶媒にも溶解で
き，汎用性の高い「ライトフルオラス体」
の利用を指向した「solvent tuning」と呼ば
れるフルオラス溶媒抽出法の開発も試みら
れている。これは，フルオラス層として，
パーフルオロアルカン類とともに，極性基
を有するパーフルオロエーテルやパーフル
オロアルコールなどの「親フルオラス
（fluorophilic）溶媒」を使用すると同時に，
非フルオラス層として，水，N,N-ジメチル
ホルムアミド（DMF）やジクロロメタンな
ど「疎フルオラス（fluorophobic）溶媒」を
用い，その組み合わせを調整することで，
ライトフルオラス体のフルオラス溶媒への
抽出効率を向上させるといった手法である。
今回，フルオラスイオンペア剤として用い
ている HFUA も「ライトフルオラス」であ
り，TDFH のみを溶媒として用いた場合，
そのヌクレオチド類とのイオンペアを抽出
させることができなかった。そこで，パー
フ ル オ ロ ア ル コ ー ル で あ る
1H,1H,2H,2H-tridecafluoro-1-n-octanol（TFO）
を，solvent tuning 用の溶媒として利用する
こととした。本法では，TDFH 及び TFO を
3:1（v/v）で混合して用いた場合，HFUA
とヌクレオチド類のイオンペア体を良好に

Fig. 1.  Chemical structure of fluorous ion-pair 
reagent, HFUA. 



抽出することが可能であった。フオラス溶
媒に抽出されたヌクレオチド類は，重炭酸
アンモニウムを含む水，アセトニトリルの
混合液を用いることで，容易に逆抽出する
ことが可能であった。次に，イオンペア剤
として用いる HFUA の濃度（0〜80 mM）
の検討を行った。今回対象としたヌクレオ
チドのうち，AMP や GMP のようなモノリ
ン酸化体は，HFUA の濃度の上昇に伴って，
抽出効率が向上した。一方，ジリン酸化体
及びトリリン酸化体は，高濃度の HFUA の
存在下において，抽出効率が減少した。こ
れは，リン酸基の数に応じて強固なイオン
ペアを形成しているものと考えられる。従
って，本法では，HFUA の濃度は 40 mM に
設定することとした。その他，抽出の際に
用いる緩衝液の pH 値などを最適化した後，
本法の特異性についての検証を行った。本抽
出法を，ヌクレオチドの類縁体であるアデノ
シンやサイクリックAMPに適用したところ，
それらの抽出を行うことができなかった。す
なわち，本法のヌクレオチド類（リン酸基含
有物質）への特異性を証明することができた。 
 一方，本研究にて対象としているヌクレオ
チド類は，高極性化合物であるため，一般に
利用される逆相 HPLC による分析は困難であ
る。そこで，本法では親水性相互作用クロマ
トグラフィー（HILIC）を利用した分析を行
うこととした。Fig. 2 に示すとおり，アミド
型の HILIC カラムを用いることで，対象とし
たヌクレオチド類の良好な分析を行うこと
が可能であった。なお，本法におけるヌクレ
オチド類の回収率は，70.4〜96.8%，検量線の
直線性は，相関係数として 0.9998 以上，検出
限界は，9.7〜24 nM と，十分な結果を得るこ
とができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）ヒト乳がん由来細胞中ヌクレオチド類
の測定 
 本抽出法の実試料分析への有用性を確認
すべく，ヒト乳がん由来細胞である MCF-7
及びそのコントロール細胞である MCF-10A
を用い，それらの細胞内ヌクレオチド濃度の
測定を試みた。細胞試料は，その一定量（1
×106 cell）をとり，PBS にて洗浄後，冷メタ
ノール及び冷水を用いて処理し，本フルオラ
スイオンペア抽出を施した。MCF-7 細胞試料
の測定結果（クロマトグラム）を Fig. 3b に示
す。本抽出法及び HILIC 分析法を利用するこ
とで，細胞試料中におけるヌクレオチド類の
測定が可能であった。本法の有用性及びヌク
レオチド類への選択性を確認すべく，フルオ
ラスイオンペア抽出を行うことなく，細胞試
料を直接測定した結果（クロマトグラム）も
Fig. 3a に示す。その結果，抽出の有無によっ
て，クロマトグラム上のピークプロファイル
に変化が見られた。抽出を行なわなかった場
合，保持時間約 9 分付近に， 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞試料由来のものと考えられる夾雑ピー
クが出現しているのに対し，本抽出法を適用
した場合，そのピークが除去されていること
が確認できる。すなわち，細胞試料中におけ
る何らかの非リン酸系化合物とヌクレオチ
ド類を本抽出法によって容易に分別可能で
あることが示された。これらの結果より，本
法が，実試料を対象にした場合においても，
測定対象物質（ヌクレオチド類）への選択性
を損なうことなく，良好な分析を行うことが
可能であることが示された。 
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Fig. 2.  Chromatograms of (a) non-extracted, (b) 
extracted standard solution, and (c) blank solution with 
this method. Peaks: 1; 6-Cl-PuDP (IS), 2; AMP, 3; 
ADP, 4; GMP, 5; ATP, 6; GDP, 7; GTP (each 10 µM). 
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Fig. 3.  Chromatograms obtained from MCF-7 cell 
samples. (a) Non-extracted cell sample; (b) cell sample 
extracted with the present fluorous ion-pair extraction 
method. Peaks: 1; 6-Cl-PuDP (IS), 2; AMP, 3; ADP, 4; 
GMP, 5; ATP, 6; GDP, 7; GTP. 



（３）急性白血病細胞試料中ヌクレオチド類
の測定 
 さらに，本フルオラスイオンペア抽出によ
るヌクレオチド類の分析法を応用させるべ
く，急性白血病細胞試料（MT-2，HL60 及び
Jurkat 細胞）を用いた検討を行った。また，
ヌクレオチド類の種類を，糖化ヌクレオチド
を含む 18 種類（AMP, ADP, ATP, GMP, GDP, 
GTP, UMP, UDP, UTP, CMP, CDP, CTP, IMP, 
ITP, UDP-GluNAc, UDP-GalNAc, UDP-Glu 及
び UDP-Gal）まで拡張した。細胞試料の処理
については，前述のものと同様に行った。ヒ
ト乳がん細胞試料のときと同様，急性白血病
細胞試料についても，それらの細胞内ヌクレ
オチド濃度を良好に測定することが可能で
あり，細胞試料を用いたバリデーションの結
果も満足できるものであった。さらに，本法
を用いて，細胞試料を培養時間ごとに測定し，
それぞれのヌクレオチド濃度の定量結果に，
主成分分析による多変量解析を施したとこ
ろ，Fig. 4 のような結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本結果より，培養時間ごとの差は確認でき
なかったが，「HL60 及び Jurkat 細胞試料の群」
と「MT-2 細胞試料の群」に大別することが
可能であった。これらは，前者がヒト T 細胞
白血病ウィルス（HTLV-1）感染株であり，後
者が非感染株であることから，その差がヌク
レオチドの定量結果から得られた主成分分
析により可視化できているものと考えられ
る。すなわち，今後，本法を用いることで，
ヌクレオチドに焦点を当てたターゲットメ
タボロミクスを行うことが可能となること

が示唆さる結果であった。 
 以上のように，本研究では，フルオラスの
選択性をノンコバレントな相互作用を用い
て利用する方法の構築に成功した。本法は，
実試料に対しても有用であることから拡張
性が高く，今後，本法の更なる検討・検証を
行っていくことで，さらに発展させていくこ
とができるものと思われる。 
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