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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、塩基配列を保存した高分子の核酸分子を直接定量する手法として、分光学
的手法や酵素的増幅法を用いない、質量分析手法を開発することを目的として行った。
具体的には、高速液体クロマトグラフィ（HPLC）やキャピラリー電気泳動などの分離手法と誘導結合プラズマ質量分析
法（ICP-MS）を組み合わせて、核酸分子内リン元素を直接的に定量することで高分子核酸の直接的な定量を実現した。
特にサイズ排除クロマトグラフィ（SEC）を用いたSEC-ICP-MS法では、500～1000塩基のRNA分子を定量することができ
、本手法の有効性と実用性を示す結果となった。

研究成果の概要（英文）：A mass spectrometry technique for the direct quantification of a nucleic acid 
molecule of the polymer had saved the nucleotide sequence was performed in this research subject.
We realized the direct quantification of a high-molecular nucleic acid using combining techniques of 
separation such as high-performance liquid chromatography (HPLC) or capillary electrophoresis and 
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). The phosphorus in the molecule of nucleic acid was 
measured by these analytical methods. Especially, in the method using size exclusion chromatography (SEC) 
hyphenated with ICP-MS, it was possible to quantify the RNA molecules of 500 to 1000 bases. These results 
showed the effectiveness and practicality of this approach.
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１．研究開始当初の背景 
デオキシリボ核酸（DNA）やリボ核酸（RNA）
などの生体高分子である核酸を対象とした
定量分析には、主に核酸塩基部位の紫外波長
域の吸光特性を利用した吸光度測定法や蛍
光性分子の分子間挿入法や相補的塩基配列
鎖への蛍光修飾を用いた蛍光測定法などの
分光学的手法や、特定の核酸塩基配列を対象
とした酵素的増幅法（PCR） 法などを利用し
た相対比較法が用いられているが、対象とな
る核酸の塩基配列の差異や測定条件によっ
て測定値が異なるため、得られる測定値が絶
対的な位置づけとはならないという問題点
を有している。現在、高分子核酸の絶対定量
法として用いられている分析手法は、高分子
核酸を塩基鎖切断などの酵素処理を行うこ
とによってモノマー分子であるヌクレオチ
ドに分解し、安定同位体標識したヌクレオチ
ド分子を内標準として用いて定量を行う同
位体希釈質量分析法や、高分子核酸試料の酸
分解によって得られた分子内リンを誘導結
合プラズマ（ICP）-発光分光法（OES） や ICP-
質量分析法（MS） を用いて定量し、それぞ
れ高分子核酸濃度に変換する手法である。し
かしながら、両手法は塩基鎖を切断して測定
するため、試料に含まれる高分子核酸の総量
としての定量値のみしかを得ることができ
ない。こうした現状を改善するポイントとし
て、塩基配列情報を維持したままの高分子核
酸を高精度に直接定量することが挙げられ
るが、現状ではそうした定量を精度良く行え
る測定技術は存在しない。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、前述のような核酸分子を対
象として、背景で示した分光学的手法や PCR 
法といった相対比較法ではなく、塩基配列情
報を維持した高分子の核酸を直接定量する
絶対的な定量手法の開発を目的とする。その
一つとして、対象とする核酸分子と比較して
塩基配列はそのままで、挿入したシトシン塩
基にメチル基を修飾した核酸を内標準とし
て、目的塩基配列を定量する手法と 1 塩基脱
離核酸（DNA や RNA を対象として）など、目
的塩基配列と相補鎖を形成可能な機能性核
酸を内標準として用いた DNA や RNA 分子 の
高精度定量技術を開発することとした。また、
初期に開発を行うこれらの手法よりも簡便
な高分子核酸の直接定量手法として、高速液
体クロマトグラフィ（HPLC）などの分離手法
と誘導結合プラズマ質量分析法（ICP-MS）を
用いた核酸分子内リン元素の定量による高
分子核酸の直接定量法を着想出来たためこ
れについても新たに開発することとした。こ
れらの分離分析手法の開発によって、高分子
の核酸情報を含んだままの状態でそれらの
核酸分子を直接的に定量可能な手法を確立
し、高精度な分析手法として利用することを
目的とする。 
 

３．研究の方法 
分析対象試料として、比較的入手のしやすい
オリゴ DNA を開発初期のモデル試料とし、対
象としたモデル核酸に挿入したシトシン塩
基に対するメチル化比率の異なるオリゴ DNA
の合成などを行い、試料の準備を行った。こ
れらを対象として、HPLC やキャピラリー電気
泳動（CE）を用いた分離分析手法を適用し、
分析における至適条件の検討段階において
高分子核酸の分析への展開も検討した。最終
的には、オリゴ DNA よりも数十倍高分子量で
ある 600塩基対の DNA分子と 500～1000 塩基
鎖のRNA分子を対象としたサイズ排除クロマ
トグラフィ（SEC）法を検討した。従来の研
究においてSEC法を用いた核酸などの生体高
分子分析事例が報告されているが、これらの
情報を再現した分析結果においても、カラム
担体などへの核酸の吸着現象が確認された
ため、核酸分析に特化した至適条件を確立し
て、本研究開発において対象とする DNA、RNA
分子についても安定して分析可能な条件を
検討した。核酸検出には当初予定していた質
量分析技術を適用し、加えて、より定量性を
担保するために ICP-MS 法を利用した核酸分
子内リン元素の定量を検討した。前段で開発
した SEC による分離手法と ICP-MS 法による
リン定量技術を組み合わせ、SEC-ICP-MS 法を
確立し、高分子核酸のリン元素による定量分
析を行った。開発した分析手法の妥当性を評
価するために、定量値が認証値として付与さ
れている RNA 認証標準物質（NMIJ CRM6204-a）
を用いて、定量結果の妥当性確認を行った。 
 
４．研究成果 
オリゴ DNA を対象とした分析については、
HPLC や CE 分離法によって安定した分析結果
が得られ、メチル化比率の異なるオリゴ DNA
についても定量的に分析することを可能と
した。これらの結果が安定に得られたことと
して、分析対象がオリゴ DNA という比較的低
分子であったことが考えられるため、分析適
用範囲の拡張と実用性の検証のために更に
高分子の DNA や RNA 分子への適用を試みた。
具体的には、600 塩基対 DNA や 500～1000 塩
基長の RNA分子といったオリゴ DNAよりも数
十倍の分子量を有する試料を対象として
HPLC 分析を行った。特に、これら高分子量の
核酸を精度良く分析するために、SEC 法を適
用したが、SCE 法を用いた既往の報告に基づ
いた分離条件を検討しても安定した分析結
果は得られず、カラム担体への核酸分子の吸
着を示す結果が得られた。特に、分離分析に
用いる緩衝溶液を酸性側に調整することで、
核酸の吸着が顕著に確認された。この核酸分
子の吸着を抑えるために、分離に用いるカラ
ム担体の選択と緩衝溶液を弱アルカリ性に
調整することで、塩化ナトリウムなどを添加
しなくても核酸の吸着を抑える分離技術を
見出すことができ、より安定した分析技術と
して確立することが出来た。また、本手法は



塩を添加しないことから、当初目的の質量分
析に適した分離方法であるため、ICP-MS 法を
用いたリン元素分析を容易にするものであ
った（図 1）。開発した核酸の分離分析手法は、
繰り返し精度として溶出する核酸の面積値
に関する相対標準偏差が 1%程度と、一般的に
核酸の分離分析に用いられる電気泳動法の
20%程度と比較して精度の良いものであり、
核酸分子の高精度な定量分析や吸着状況の
評価において少量の吸着でも評価可能な手
法として有効なものであった。最終的に、認
証標準物質を用いて開発した分析手法の妥
当性評価を行ったが、本手法で得られる分析
結果は認証値と同等の値が得られ、有効かつ
実用性の高い手法であることが示された。 
 

 
図 1. SEC-ICP-MS による RNA 分析の結果（直
列で行った SEC-UV の結果（下段）と、
SEC-ICP-MS によるリン測定結果（上段）） 
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