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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が開発したウラシル特異的蛍光反応を、ハイスループットな尿中ウ
ラシル濃度の定量に応用し、簡便かつ迅速なDPD欠損症の診断法の開発研究を行った。その結果、希釈した尿検体に試
薬を添加し加熱するのみで、多検体の尿中ウラシル濃度を数分以内に検査できる手法を確立した。この結果は、本手法
が臨床現場におけるDPD欠損症の簡易検査に適用可能であることを示唆するものである。また、本研究で用いたウラシ
ル蛍光反応の反応条件を変更することで、シトシンおよびオロト酸に特異的な蛍光反応をそれぞれ発見した。

研究成果の概要（英文）：In this research, a uracil-specific fluorogenic reaction developed by our 
research group was applied to the quantification of urinary uracil concentration for the development of a 
facile and rapid diagnostic method of DPD deficiency. As a result, we have succeeded in a simultaneous 
analysis of urinary uracil level using multiple samples, which requires a simple addition of aqueous 
reagent solutions and heating for a few minutes. The result suggested that the present method would be 
applicable to the screening test of DPD deficiency at a clinical site. In addition, by changing the 
reaction conditions of the uracil-specific fluorogenic reaction, we also have discovered novel 
fluorescence derivatization methods specific to cytosine and orotic acid, respectively.

研究分野：有機化学、分析化学
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１．研究開始当初の背景 
5-フルオロウラシル（5-FU）を始めとす
るフッ化ピリミジン系抗癌剤は、DNA 合成
阻害や RNA 機能阻害を誘発して抗癌活性を
示す一方、核酸成分であるウラシルを分解す
るジヒドロピリミジンデヒドロゲナーゼ
（DPD）によって不活化される。従って、
DPD 活性が欠損している患者にフッ化ピリ
ミジンを投与した場合、フッ化ピリミジンの
血中濃度が異常に上昇し、重篤な副作用を引
き起こす。先天的に DPD の活性が通常の
30％以下である患者は、人口比で 5%程度存
在すると考えられているため、患者の DPD
活性には注意を払う必要がある。しかし、既
存の DPD 活性検査法は煩雑であること、高
額な検査費用を必要とすることから、フッ化
ピリミジンの投与後に嘔気などの副作用や
血液検査での異常が認められた場合に限り、
その患者の DPD 活性が測定されている。そ
のため、DPD 欠損が判明して投与を中断し
たにも関わらず、副作用が重篤化して死に至
った例が、日本を含め世界中で報告されてい
る。このような事故を回避するためには、全
てのフッ化ピリミジン投与対象者に対して
投与前に DPD 活性を検査する必要があり、
簡便・低コストかつ多検体を同時に検査でき
る、新しい DPD 欠損症の診断法の開発が強
く望まれている。 

 
２．研究の目的 
研究代表者らは最近、ウラシル特異的な、
新しい蛍光誘導体化反応を開発した。この反
応は、ベンズアミドオキシム（BAO）を発蛍
光試薬として用い、フェリシアン化カリウム
の存在下、強塩基性水溶液中で 2分間加熱す
るだけで、約 50 種類の生体成分のうちウラ
シルのみに強い蛍光を与えるものである。
DPD 欠損患者では、尿中のウラシル濃度が
増加することが知られているため、尿を用い
て本反応に付しウラシル濃度を定量できれ
ば、DPD 欠損症の診断に応用できると考え
られる。本研究では、簡便・迅速かつ多検体
を同時に測定できる、DPD 欠損症のスクリ
ーニング検査法の創製を最終目標として、反
応液の蛍光強度を測定するのみで尿中ウラ
シル濃度を定量できる手法の確立を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)平成 23 年度は、尿に含まれるウラシルを
蛍光法によって定量できる条件を探索した。
具体的には、まず尿に含まれる蛍光性夾雑物
質が蛍光を発しない励起波長でウラシルの
みを蛍光検出できるBAO誘導体の探索研究を
行った。様々な置換基を持つ BAO 誘導体を用
いて、励起波長或いは蛍光波長のレッドシフ
トが観察できるか確認した。また、反応条件
の最適化を行い、ウラシル以外の物質に由来
する蛍光強度を反応前後で変化させない条
件を探索した。 
 

(2)平成 24 年度は、反応液の蛍光強度を測定
するのみで尿中ウラシルを定量するための、
適切なブランク測定法について検討した。次
に、尿検体に試薬を添加して蛍光反応に付し、
反応液の蛍光強度を測定するのみで尿中ウ
ラシルを定量できる、ハイスループットな尿
中ウラシルの定量法の開発を試みた。 
 
(3)平成 25・26 年度は、数人の健常人ボラン
ティアから提供された尿試料を用いて、本手
法の信頼性を評価した。すなわち、HPLC 法に
よる尿中ウラシル／ジヒドロウラシル比の
測定を試みると同時に、HPLC によるウラシル
定量値と本手法によるウラシル定量値の誤
差を評価した。また、マイクロプレートリー
ダーによる多検体の同時検査を試みた。加え
て、反応条件を変化させることで、ウラシル
以外の核酸塩基に対して特異的蛍光検出が
可能になるかスクリーニングを行った。 
 
４．研究成果 
(1)BAO の芳香環にメチル基、アミノ基、ニト
ロ基など、種々の置換基を有する 15 種類の
BAO 誘導体を用いて、ウラシル由来の蛍光強
度を測定した。その結果、どの BAO 誘導体を
用いた場合でも、励起／蛍光波長のレッドシ
フトは観測されなかったが、BAO の 3 位にメ
チル基を導入した3-メチル BAO（3-MBAO）は、
BAO と比較して約 1.2 倍強い蛍光をウラシル
に対して与えた。そこで、BAO と 3-MBAO を用
いて、尿中ウラシルの蛍光誘導体化反応を高
速液体クロマトグラフィーで評価したとこ
ろ、尿中夾雑物質由来の蛍光強度に違いは見
られなかった。これらの結果より、尿中ウラ
シル定量を行う場合、3-MBAO の方が尿中の蛍
光性夾雑物質の影響を受けにくいことが明
らかになった。 
 
(2)まず、高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）を用いて、試薬の種類・反応時間・
反応温度等を変化させて、尿中蛍光物質の反
応前後における蛍光強度を網羅的に調査し
た。その結果、尿検体にフェリシアン化カリ
ウムを添加せずに加熱した場合の尿中蛍光
物質の総和が、全ての試薬を添加し加熱して
得られた蛍光の総和からウラシル由来の蛍
光を差し引いた値とほぼ等しくなることを
見出した。この結果を踏まえ、標準添加法に
よる尿中ウラシル定量を行った。すなわち、
濃度既知のウラシル標準液を尿に添加し蛍
光反応に付した後、得られた蛍光強度を上述
のブランクで差し引き得られた直線の切片
から、尿に含まれるウラシルの絶対量を算出
した。この手法により、1 検体に対して 4 種
の反応液を作成し、これらの反応液の蛍光強
度を測定するのみで尿中ウラシル濃度を定
量できる可能性を明らかにした。 
 
(3)健常人の尿中ウラシルの定量を行ったと
ころ、サンプル間で反応阻害率や夾雑物質の



量に大きな差があり、尿を直接用いてウラシ
ルを蛍光体に変換させるための標準プロト
コールの作成が困難であることが分かった。
そこで、反応阻害物質や蛍光性夾雑物質に関
して物性を評価したところ、ウラシル定量を
特に妨げる物質は、ウラシルと比較して非常
に低極性であることが明らかになった。そこ
で、希釈尿を蛍光反応に付した後、生じたウ
ラシル蛍光体を有機溶媒で抽出することに
よって、全ての尿検体においてウラシル蛍光
体のみが検出できることが分かった。また、
氷冷した反応液を 96 穴マイクロプレートに
移し、マイクロプレートリーダーで蛍光強度
を測定することで、10 検体の同時尿中ウラシ
ル定量が可能であることを見出した。 
更に、3-MBAO の類縁体である 4-トリフル
オロメチル BAO を用い、反応液にジメチルホ
ルムアミドを添加することで、本反応がシト
シン特異的に蛍光を与えることを発見した。
この反応は、ウラシルをはじめ、他の類似構
造を有する化合物や生体物質を含む約 70 種
の物質に対して全く蛍光を与えないという
特異性を示した。また、強塩基として用いる
水酸化カリウムの代わりに炭酸ナトリウム
を使用することで、本反応がオロト酸特異的
に蛍光を与えることを見出した。現在、本反
応を尿中オロト酸の定量に応用し、オロト酸
尿症のスクリーニング検査法の開発研究へ
展開中である。 
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