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図 1 ROS, RNOSの作用機序

バイオチップによる酸化ストレスマーカーの迅速アッセイ

永 井 秀 典， 脇 田 慎 一

1 は じ め に

近年，生体内の抗酸化システムを越えて生成した強い酸化作

用を有する活性酸素種（ROS）や活性酸化窒素種（RNOS）に

よる生体傷害，いわゆる酸化ストレスが老化や種々の生活習慣

病と関連していることが報告され，大きな関心を集めている。

また，最近，ROSのシグナル伝達調節因子としての挙動に関

する研究に注目が集まっている。

一般に ROSは1)，殺菌作用や炎症作用を有するマクロファ

ージ等生体防御系の細胞で多く産生され，その多くは酸素分子

由来のスーパーオキシドである（図 1)。スーパーオキシド自

身は，その反応性は弱いものの，一酸化窒素（NO）が近傍に

存在すると極めて速い速度で反応し，強力な酸化能を有するペ

ルオキシナイトライト（OONO－）となる。また，スーパーオ

キシドの一部は，さらに強力なヒドロキシルラジカルとなり，

DNA，タンパク質，生体膜等と反応し，酸化損傷させる。

特に，DNAに対する酸化損傷は遺伝子変異をもたらし，発

癌や老化を誘発することが知られている2)。したがって，酸化

ストレスの計測は，老化，糖尿病，動脈硬化，その他多くの疾

患に対する予防医学の観点から重要であると考えられる3)。

そこで筆者らが，マイクロチップ電気泳動法により，酸化ス

トレスマーカーのハイスループットアッセイを検討して得られ

た結果を紹介する。

2 酸化ストレスマーカー

ROSは高い反応性を持つことから，様々な生体分子へ作用

し酸化物を形成する。DNAの酸化に由来する 8hydroxy-

guanosine (8OHGuo）は，生体内の酸化ストレスの評価に適

当なマーカーであることが知られている4)。さらに最近，

RNOSである OONO－ により，DNAのニトロ化合物である

8nitroguanosine (8NO2Guo）や，ウイルス感染により 8

chloroguanosine (8ClGuo）を生じることが報告され，新た

な酸化ストレスマーカーとして注目されている5)6)。

3 マイクロチップ電気泳動法

現在，これら DNA酸化損傷マーカーを分析する場合，

HPLCによる分離後，UVや電気化学検出器（ECD）により

検出する方法が用いられている。8OHGuoの場合，抗原抗体

反応による特異的結合能を利用した ELISA (enzyme linked

immunosorbent assay）法も開発されている。NOの分析には，

Griess法7)による比色法がよく用いられている。しかし，これ

らの手法は，煩雑な前処理や長い測定時間が必要である。

一般にストレスに対する生体の応答は，個人差や日内変動が

あり，マーカー濃度の経時的な変動を観測することが重要であ

る。そのためには，各種ストレスマーカーの迅速アッセイ法が

不可欠であるが，そのような分析法は確立されていないのが現

状である。

一方，半導体微細加工技術を用いて分析装置の微小化，分析

の迅速化を目指す研究が盛んに進められている8)。一般に，分

離部や反応器の微小化により，比表面積が増大するため界面反

応が迅速となる。さらに，容器の微小化により熱容量が小さく

なるため，伝熱も短時間で済むうえ，試料・試薬の節約や廃液

の削減等，分析コストの大幅な削減が可能である。これらの長

所を利用して，従来のキャピラリー電気泳動（CE）をチップ

化したマイクロチップ電気泳動法が開発され，分離分析の高性

能化が達成されている。

4 DNA酸化ストレスマーカーの迅速アッセイ

マイクロチップ電気泳動装置（島津製作所製MCE2010）

を用いて，ミセル動電クロマトグラフィー（MEKC）の分離

モードにより，8OHGuo, 8NO2Guo, 8ClGuoと未修飾の 4

種類のヌクレオシドを混合した標準試料の迅速分離をまず検討
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図 2 DNA酸化ストレスマーカーの多成分同時検出

図 3 CEによる NO代謝物の分離と CTAC添加による迅速化

(上)石英製電気泳動用マイクロチップ，（下)エレクトロフェログラム

図 4 マイクロチップ電気泳動による NO代謝物の迅速分離

した。酸化ストレスマーカーである DNA酸化損傷代謝産物の

生成は，DNA中の直接的な酸化によって生じた損傷塩基が

DNA修復機構により切り出されて細胞外へ排出される経路と

ともに，DNA合成の原料庫であるヌクレオチドプールにおけ

る DNA前駆体自身の酸化による生成経路が重要と考えられて

いる。したがって，DNA酸化損傷マーカーの測定には，正常

なヌクレオチドやヌクレオシドと完全に分離して定量すること

が必要である。

分析条件には，MEKCモードで微小流体制御を行うことに

より，わずか 12秒の分離時間で，3種類の DNA酸化損傷マ

ーカー及び正常なヌクレオシド標準溶液の分離に関して，8

NO2Guoのニトロ基の酸化/還元体を含む 4本のピークの完全

分離を達成した（図 2）。

これにより，各 DNAの酸化ストレスマーカーの同時検出が

技術的に可能であることを見いだしたが，検出に UV吸収を

使用したために，検出限界は 250 nMである。代表的な DNA

の酸化ストレスマーカーであるグアノシンの酸化体濃度は，尿

中の水分摂取量による尿濃度変化を補正したクレアチン補正値

は健常者では 5.5～80 nMであり9)，試料濃縮などによる大幅

な感度向上が不可欠である。一般的な HPLC法では，ECDに

より高感度かつ選択的に分離分析を行っており，現在，マイク

ロチップ電気泳動ECD法による高感度化を進めている10)。

5 NO代謝産物の迅速アッセイ

NOは多彩な生理・病理作用への関与のみならず，図 1に示

したように，ROSと結合して細胞への傷害を引き起こす典型

的な RNOSであることから，高い注目を集めている。一般に

NO発生量は，その半減期が極めて短いことから，亜硝酸，硝

酸イオンの測定により推定される。しかし，現状の NO代謝

物アッセイキットは酵素による還元と比色測定を組み合わせた

手法（1～2時間）を用いているため，迅速アッセイにはほど

遠い。

今回，筆者らは NO代謝物の迅速アッセイを実現するため

に CEを用いた。一般的な CE泳動液を用いた場合，生体試料

中の塩化物イオンの除去を行わないと，分析は困難である。ま

た，CE分離分析法では，試料と泳動液の両方に含まれる成分

は相殺されて，ピークの出現を抑制することが可能である。筆

者らはこの特徴に着目し，◯ 高塩濃度の泳動液を用いること

で，生体試料中の塩化物イオンを除去する前処理プロセスを必

要としないメソッド開発を検討した。そして，◯ 陽イオン界

面活性剤である cetyltrimethylammonium chloride (CTAC）

を泳動液に添加することにより，電気浸透流を制御した迅速分

離を検討した。

その結果，図 3に示すように比較的迅速な測定を可能にし

た。さらに，泳動液組成の改良により，ヒト血清及びヒト唾
だ

液
えき

中の亜硝酸，硝酸イオンについて 7分以内の定量を達成した。

さらに，微細加工技術により流路を形成した石英チップ（図

4上）を用いるマイクロチップ電気泳動により，飛躍的な迅速

化を目指した。先に述べた泳動液を用い，試料導入や分離分析

時の条件検討を行ったところ，標準溶液中の亜硝酸，硝酸イオ

ンをわずか 16秒で分離検出することができた（図 4下）。実

試料としてヒト唾液を対象に，本法を適応したところ，亜硝

酸，硝酸イオンの迅速分離を達成した11)。
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液クロを上手につかうコツ

―誰も教えてくれないノウハウ―

中村 洋 監修

液体クロマトグラフィー研究懇談会の中村 洋委員長が，

2003年の東京コンファレンス（幕張）で企画した本書と同名

の講習会の内容を監修して刊行したものである。この本に先行

して「液クロ虎の巻」から始まる液クロに関する Q & Aタイ

プの 3部作があるが，そこでは質問が系統だってまとめられ

ていたわけではない。散らばってしまった Q & Aのうち重要

なものをカテゴリーごとにまとめたのが本書であるとも言えよ

う。日本中の至るところで液クロが使用されるようになって，

液クロがブラックボックスとなった。液クロの原理や装置にな

じみの少ない人には，装置が本当に良い状態なのか どのよ

うに最適な溶離液組成を決めてゆくのか といった疑問がで

て当然である。HPLCのポンプのヘッドや検出器のセルを分

解掃除したり，チューブの接続やカラムの充を実際に行うこ

とができるユーザーでないと，メンテナンスは年に 1回，時

に，数年に 1回，ということになる。装置やカラムの選定の

コツや，溶離液の選択や調製のコツ，検出器の問題点など実務

的な問題に答える内容となっている。副題に，「誰も教えてく

れないノウハウ」とある。液クロを多少は知っていると自負す

る人にも参考となる記述があると思う。

（ISBN 4621074539・B 5判・210ページ・2,850円＋税・

2004年刊・丸善）

これらの研究成果を基に，今後，生体中の酸化ストレスマー

カーを前処理なしでオンサイト計測が可能な迅速アッセイシス

テムの構築が期待できる。

6 お わ り に

マイクロチップ電気泳動法の迅速分離技術を利用することに

より，代表的な酸化ストレス関連マーカーのハイスループット

アッセイが可能であった。マイクロチップ電気泳動法では，検

出部の微小化が原因となる光学的な濃度感度の低下は免れない

が，今後，オンチップ前処理技術や，CE法において大きな成

果が得られているオンライン濃縮法のマイクロチップへの適用

が進むことにより，実試料への適応が可能になるものと期待さ

れる。

最後に，多成分の同時分析技術の確立は，単に酸化ストレス

について定量的な評価を可能にするだけではなく，各ストレス

マーカーの発生メカニズム解明とともに，酸化ストレス要因の

特定を可能にし，より具体的に生活習慣の改善のための指針を

提供できるものと期待される。
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