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緒緒  言言  

 
一般的に DNA／RNA に含まれる核酸塩基は、アデニン（A）、シトシン（C）、グアニン（G）、チミン（T）、

ウラシル（U）であるが、生体内の核酸には、それらの塩基が修飾や損傷を受けた非標準な構造を有するものが

多数存在する。例えば、最も発生頻度が高い酸化損傷塩基である 8-oxo-G は、G が代謝過程で発生する活性酸素

種（ROS）と反応することで生成する（図 1）。8-oxo-G は複製時に変異を惹起し、細胞死や突然変異を誘発す

るため、生体にはこの損傷を元に戻す修復機構が備わっている。しかし、核やミトコンドリアに 8-oxo-G が蓄積

すると、老化やがん、神経変性などの原因となる。 
 

 
図 1．主要な酸化損傷である 8-oxo-G 

グアニン（G）が ROS と反応することで 8-oxo-G が生成する。 
 
8-oxo-G の疾患との関連や生体内での役割を調べるために、これまでに様々な検出法が開発されている。例え

ば、細胞内の 8-oxo-G の発生量を調べるために、DNA をヌクレオシドレベルまで加水分解した試料を LC/MS で

分析する手法がある［1］。またゲノム DNA 中での 8-oxo-G の発生位置を特定するシーケンシングとして、      
抗 8-oxo-G 抗体［2］や、8-oxo-G 塩基と糖部位間のグリコシル結合を切断する DNA 修復酵素［3］などを利用

する手法が報告されている。しかし、抗体や DNA 修復酵素を利用したシーケンシングでは、8-oxo-G に対する

基質特異性が低いことや、配列や二次構造などの周辺環境の影響を受けるという点に問題がある。これらの問題

の解決策として筆者は、抗体・酵素のような巨大分子による 8-oxo-G の構造認識に頼るのではなく、8-oxo-G が
持つ固有な反応性を目掛けた選択的化学修飾を利用することを考えた。8-oxo-G は他の核酸塩基に類似した官能

基や環構造を持つが、標準的な核酸塩基の中で最も酸化されやすい G よりも、さらに低い酸化電位を持つことが

知られている（G：＋1.29 V、8-oxo-G：＋0.74 V vs NHE）［4］。この酸化されやすい化学的性質を利用するこ

とで、8-oxo-G の選択的な化学修飾が可能と考えた。 
8-oxo-G の化学修飾の先行例として、Burrows らは筆者らと同じく 8-oxo-G の低い酸化電位に着目した反応を

報告している（図 2a）［5］。具体的には、8-oxo-G の二電子酸化で生じる中間体 AA へのアミンの求核攻撃と分

子内アシル転位により、スピロ環へと変換する手法を報告している。ビオチンを有するアミンを反応剤として使

用することで、8-oxo-G をビオチン標識することが可能である。続いてソニケーションによって DNA を 断片化

し、8-oxo-G を有する断片をプルダウンにより濃縮することで、シーケンシングへ応用している。しかし、反応
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剤として求核性の高い脂肪族アミンを使用するため、ホルミル基を有する損傷塩基や、ヘミアミナール構造を有

する無塩基部位とも反応していることが懸念されている［6］。 
 

 
図 2．DNA 中の 8-oxo-G 選択的な化学修飾 

a） Burrows らによる先行研究。二電子酸化を利用している。 
b） 本研究。光レドックス触媒による一電子酸化を利用している。 

 
本研究では、光レドックス触媒による一電子酸化で生じるラジカル中間体 BB をアルケンで捕捉するアプローチ

での修飾法を検討した（図 2b）。一電子酸化によるラジカル中間体 BB の生成は、計算化学的に示唆されている

［7］。種々検討の結果、ラジカルに対して高い反応性を示すアリル TEMPO 誘導体をアルケンとして利用した

際に、目的物を LC/MS で検出することに成功した。 
 

方方  法法  

 
11．．モモデデルル基基質質のの合合成成  

8-oxo-G を有するジヌクレオチドをモデル基質として設定し、既知化合物と市販のホスホロアミダイトを利用

して合成した。 
 

22．．反反応応条条件件のの検検討討  
上記の方法で合成したモデル基質を利用して、光反応の条件検討を行なった。具体的には、光触媒やアルケン、

濃度、反応時間等のスクリーニングを行なった。光源としては、Kessil 社製の LED ランプ（Tuna blue）を使用

した。反応物は LC/MS で分析した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．モモデデルル基基質質のの合合成成  
まず、文献に従って既知化合物 11 を合成した［8］（図 3）。化合物 11 の 5'位ヒドロキシ基を DMT（4,4'-

dimethoxytrityl）基で一時的に保護し、3'位ヒドロキシ基を Lev（levulinoyl）基で保護した後、酢酸水溶液で   
5'位 DMT 基を除去することで 33 を合成した。その後、市販のチミジンホスホロアミダイト 44 とのカップリング

とヨウ素酸化により、55 を合成した。得られた 55 を酢酸水溶液で処理することで DMT 基を除去し、最後にアン

モニア水を用いて残りの保護基を全て除去することで、モデル基質 66 を得た。 
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図 3．モデル基質の合成 

既知化合物 11 を利用して合成した。 
  

22．．反反応応条条件件のの検検討討  
まず、光触媒を利用した 8-oxo-G の化学修飾の作業仮説を示す（図 4）。光触媒（PC）への可視光照射により、

励起状態の光触媒（PC*）を生成する。PC*による 8-oxo-G の一電子酸化により、光触媒のラジカルアニオン種

（PC・－）と 8-oxo-G のラジカルカチオンが生じる。8-oxo-G のラジカルカチオンの 7 位イミノプロトンは高い 
酸性度（pKa＝0.23）を示すため、速やかに脱プロトン化が進行し、窒素ラジカル BB が生成することが計算化学

的に示唆されている［7］。このラジカル BB がアルケンへ付加することで、炭素ラジカル CC が生じる。ラジカル

CC はチオールからの水素原子移動（HAT）を受けて、生成物へと変換される。同時に、副生するチイルラジカル

は PC・－との一電子移動により、PC が再生する。また使用するアルケンによっては、チオールを添加しなくと

も、ラジカル CC は PC・－による一電子還元とプロトン化により、生成物へ変換され得る。アルケンの末端にビオ

チンを導入しておくことで、8-oxo-G を有する DNA 鎖の濃縮・シーケンシングへ応用できると期待した。 
   

 
図 4．光レドックス触媒を利用した 8-oxo-G の化学修飾の作業仮説 

ラジカル CC から生成物への変換は、PC・－からの一電子還元とプロトン化というチオール

からの HAT を必要としない経路も考えられる。 
  
上記の作業仮説のもと、モデル化合物 66 に対して、光触媒やアルケン、チオール、バッファー、濃度、反応時

間等の条件検討を行なった（図 5）。しかしながら、目的物であるアルケン付加体 77 の生成は、ほとんど確認さ
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れなかった。主要な生成物としては、スピロ環 88 やヒダントイン 99 と想定される化合物が観測された。これらの

生成については、Burrows らの先行研究に基づき、以下のような反応機構が考えられる［5，9］。想定中間体で

あるラジカル BB がさらなる一電子酸化と脱プロトン化を受けることで、DD が生成する。この中間体 DD が水の    
付加を受けることで生成する中間体 EE は不安定な化学種であり、アシル転位によりスピロ環 88 へ、あるいは加水

分解と脱炭酸によりヒダントイン 99 へと変換される。すなわち、想定中間体 BB は生成しているものの、BB のアル

ケンへの付加が遅いため、過剰な酸化を経由した副反応が進行していることが示唆された。 

 
図 5．モデル化合物を用いた 8-oxo-G の化学修飾の条件検討 

チオールの存在下・非存在下の両条件にて、光触媒やアルケンを種々検討した。 
 
ラジカル中間体 BB のアルケンへの付加が遅いことが示唆されたので、次にラジカルに対して高い反応性を示す

ことが知られているアリル TEMPO をアルケンとして検討した（図 6）［10］。アリル TEMPO はラジカルに 
対して SH2'型の反応性を示すが、安定ラジカルである TEMPO の放出を駆動力とするその置換反応は極めて   
速いと考えられる。モデル化合物として既知化合物であるシクロヘキシル基を有するアリル TEMPO 1100 を合成

し、光反応の反応条件を種々検討した。その結果、光触媒として[Ir[dF（Me）ppy]２（dtbpy）]PF６を用いた際に、  
付加体 1111 の生成を LC/MS で観測することができた（収率＜26％）。ただし、目的物に相当する MS ピークが

いくつか検出されていることから、化合物 1111 に加えて、二重結合の位置異性体や O-アリル化体などが副生して

いる可能性がある。 

図 6．アリル TEMPO を用いた 8-oxo-G の化学修飾 
安定ラジカルであるTEMPO の放出を駆動力とするラジカル置換反応を利用した。 
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