
JP WO2012/133306 A1 2012.10.4

(57)【要約】
【課題】水性検体溶液中の８－オキソ ２’ －デオキシ
グアノシンを高感度で定量検出する方法を提供する。
【解決手段】水性検体溶液中の８－オキソ ２’ －デオ
キシグアノシンを定量検出する方法であって、
１）微粒子の表面にスペーサーユニットを介して８－オ
キソ ２’ －デオキシグアノシンに対して特異的な蛍光
応答を示す蛍光プローブ分子を固定し、該微粒子に前記
検体溶液を接触させる工程、及び
２）前記検体溶液との接触の前と後の前記微粒子におけ
る物性変化を測定する工程を含む方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
水性検体溶液中の８－オキソ ２’ －デオキシグアノシンを定量検出する方法であって、
１）微粒子の表面にスペーサーユニットを介して８－オキソ ２’ －デオキシグアノシン
に対して特異的な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子を固定し、該微粒子に前記検体溶液を
接触させる工程、及び
２）前記検体溶液との接触の前と後の前記微粒子における物性変化を測定する工程を含む
方法。
【請求項２】
前記８－オキソ ２’ －デオキシグアノシンに対して特異的な蛍光応答を示す蛍光プロー
ブ分子が、式（１）
【化１】

（式中、Ｒ1は、６－アミノ－２－ピリジル基又は－ＣＯ2（ＣＨ2）lＲ2（式中、Ｒ2は水
素原子又は炭素原子数６ないし１６のアリール基を表し、ｌは、１～３の整数を表す。）
を表し、Ｘ及びＹは、一方が、ヒドロキシ基の保護基を表し、もう一方が、スペーサーユ
ニットを表すものである。）で表される分子である請求項１記載の方法。
【請求項３】
Ｘがスペーサーユニット（該スペーサーユニットは、―（ＣＨ2）m－ＮＨＣＯ－（式中、
ｍは２～１０の整数を表す。）を表す。）を表し、Ｙが－ＳｉＲ3Ｒ4Ｒ5（式中、Ｒ3、Ｒ

4及びＲ5は、それぞれ独立して、メチル基、第三ブチル基又はフェニル基を表す。）を表
す請求項２記載の方法。
【請求項４】
前記微粒子が、無機粒子又はポリマー樹脂粒子であり、前記物性変化の測定が蛍光強度の
測定により行われる請求項１ないし３の何れか１項に記載の方法。
【請求項５】
前記無機粒子が、シリカゲル粒子である請求項４記載の方法。
【請求項６】
前記微粒子をマイクロプレートのウェルに入れて該ウェル内に乾着させ、該ウェル内に前
記水性検体溶液を入れて加温しながら微粒子の蛍光強度を測定することにより前記定量検
出を行う請求項４又は５記載の方法。
【請求項７】
前記微粒子をカラムに充填し、該カラムに前記水性検体溶液を流し、充填された微粒子の
蛍光強度を測定することにより前記定量検出を行う請求項４又は５記載の方法。
【請求項８】
表面にスペーサーユニットを介して式（１）
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【化２】

（式中、Ｒ1は、６－アミノ－２－ピリジル基又は－ＣＯ2（ＣＨ2）lＲ2（式中、Ｒ2は水
素原子又は炭素原子数６ないし１６のアリール基を表し、ｌは、１～３の整数を表す。）
を表し、Ｘ及びＹは、一方が、ヒドロキシ基の保護基を表し、もう一方が、スペーサーユ
ニットを表すものである。）で表される分子を固定したシリカゲル粒子。
【請求項９】
Ｘがスペーサーユニット（該スペーサーユニットは、―（ＣＨ2）m－ＮＨＣＯ－（式中、
ｍは２～１０の整数を表す。）を表す。）を表し、Ｙが－ＳｉＲ3Ｒ4Ｒ5（式中、Ｒ3、Ｒ

4及びＲ5は、それぞれ独立して、メチル基、第三ブチル基又はフェニル基を表す。）を表
す請求項８記載のシリカゲル粒子。
【請求項１０】
８－オキソ ２’ －デオキシグアノシンを分離するための分離カラムであって、請求項８
又は９記載のシリカゲル粒子を充填材として使用する分離カラム。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、水性検体溶液中の８－オキソ ２’ －デオキシグアノシンを高感度で定量検
出する方法に関するものであり、詳細には、水性検体溶液中の８－オキソ ２’ －デオキ
シグアノシンを定量検出する方法であって、
１）微粒子の表面にスペーサーユニットを介して８－オキソ ２’ －デオキシグアノシン
に対して特異的な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子を固定し、該微粒子に前記検体溶液を
接触させる工程、及び
２）前記検体溶液との接触の前と後の前記微粒子における物性変化を測定する工程を含む
方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　８－オキソ ２’ －デオキシグアノシン (以降、8-oxo-dGとも記載する)は、環境因子
や生体内の代謝活動に伴って生成する活性酸素の量を直接反映することから、酸化ストレ
スマーカーとして注目されている。そのため、生体内・尿中の8-oxo-dGの存在量を正確に
計測することは、突然変異や老化、多くの疾患を研究する上で極めて意義がある。これま
でに8-oxo-dGの検出法としてHPLCと電気化学検出器を組み合わせたHPLC-ECD法（例えば、
非特許文献１参照）、ガスクロマトグラフイーと質量分析計を利用したGC-MS法（例えば
、非特許文献２参照）等の機器分析法や、モノクローナル抗体によるELISA法（例えば、
非特許文献３参照）等の検出法が開発されている。
【０００３】
　しかし、上記のような検出法では、生きた細胞内で、“リアルタイム”に8-oxo-dGの存
在を定量的に観察することは困難であった。
　上記を可能とするために、8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示す低分子蛍光プロー
ブが開発されている（例えば、非特許文献４、５参照）。
　この低分子蛍光プローブは有機溶媒中で多点水素結合形成することにより8-oxo-dGを認



(4) JP WO2012/133306 A1 2012.10.4

10

20

30

40

50

識し、特異的に蛍光消光を示すものであるため、蛍光消光の程度を測定することにより、
系中に存在する8-oxo-dGの量を検出できるものである。
　また、これらの低分子蛍光プローブの誘導体展開の中から、２' －デオキシグアノシン
（以降、dGとも記載する）に対して特異的な蛍光応答を示す低分子蛍光プローブも見出さ
れている（例えば、非特許文献６参照）。
　以下に、8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示す低分子蛍光プローブが8-oxo-dGを認
識して多点水素結合を形成する様式（Ａ）及びｄGに対して特異的な蛍光応答を示す低分
子蛍光プローブがdGを認識して多点水素結合を形成する様式（Ｂ）を示す。
　尚、Ａで示される8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示す低分子蛍光プローブの、ク
ロロホルム溶液中における8-oxo-dGとの錯体形成能は、dGとの錯体形成能の１０倍であり
、Ｂで示されるdGに対して特異的な蛍光応答を示す低分子蛍光プローブの、クロロホルム
溶液中におけるdGとの錯体形成能は、8-oxo-dGとの錯体形成能の２５倍であると報告され
ている。
【化１】

　しかし、上記の8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示す低分子蛍光プローブは、多点
水素結合形成によりを精密に認識するものであり、そして、プロトン性極性溶媒である水
中においては、水素結合は殆ど機能しないため、水中では多点水素結合形成により8-oxoG
を認識することはできないことになり、従って、高水溶性の8-oxo-dGを尿等の水溶液中で
直接検出することは困難であった。
　更に、尿中の通常の8-oxo-dGの濃度は非常に低い10-20ng/mL（分子量283とすると35-70
nM）程度と報告されているため、低分子蛍光プローブを尿中の8-oxo-dGの検出のために使
用するためには、これより低い濃度での検出が可能となるよう感度を向上させる必要があ
った。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Hofer, T., Seo, A. Y., Prudencio, M., Leeuwenburgh, C.; Biol. Ch
em., 387, p.103-113 (2006)
【非特許文献２】Dizdaroglu, M., Jaruga, P., Birincioglu, M., Rodriguez, H.; Free
 Radical Biol. Med., 32, p.1102-1105 (2002)
【非特許文献３】Nakae, Y., Stoward, P. J., Bespalov, I. A., Melamede, Wallace, S
. S.; Histochem. Cell Biol., 124, p.335-345 (2005)
【非特許文献４】Nakagawa, O., Ono, S., Li, Z., Tsujimoto, A., Sasaki, S.; Angew.
 Chem. Int. Ed., 46, p.4500-4503 (2007)
【非特許文献５】Nasr, T., Li, Z., Nakagaw, O., Taniguchi, Y., Sasaki, S.; Bioorg
. Med. Chem. Lett., 19, p.727-730 (2009)
【非特許文献６】Li, Z., Nakagawa, O., Koga, Y., Taniguchi, Y., Sasaki, S.; Bioor
g .Med. Chem., 18, p.3992-3998 (2010)
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、水性検体溶液中の８－オキソ ２’ －デオキシグアノシン（8-oxo-dG）を高
感度で定量検出する方法の提供を課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者等は、上記課題を解決するために鋭意検討した結果、8-oxo-dGに対して特異的
な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子を、スペーサーユニットを介して微粒子表面上に固定
すると、該微粒子表面上に微小疎水空間が形成され、それにより、水性検体溶液を用いた
場合でも多点水素結合形成により8-oxo-dGを認識でき、結果として8-oxo-dGの定量検出が
可能となることを見出し、また、その際、検出感度を飛躍的に向上させることができ、例
えば、尿中の8-oxo-dGの定量検出が十分可能となるまで感度を向上させ得ることを見出し
、本発明を完成させた。
　またこれにより、8-oxo-dGの高感度での定量検出に用いるデバイスの提供も可能となる
。
【０００７】
　即ち、本発明は、
［１］水性検体溶液中の８－オキソ ２’ －デオキシグアノシンを定量検出する方法であ
って、
１）微粒子の表面にスペーサーユニットを介して８－オキソ ２’ －デオキシグアノシン
に対して特異的な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子を固定し、該微粒子に前記検体溶液を
接触させる工程、及び
２）前記検体溶液との接触の前と後の前記微粒子における物性変化を測定する工程を含む
方法、
［２］前記８－オキソ ２’ －デオキシグアノシンに対して特異的な蛍光応答を示す蛍光
プローブ分子が、式（１）
【化２】

（式中、Ｒ1は、６－アミノ－２－ピリジル基又は－ＣＯ2（ＣＨ2）lＲ2（式中、Ｒ2は水
素原子又は炭素原子数６ないし１６のアリール基を表し、ｌは、１～３の整数を表す。）
を表し、Ｘ及びＹは、一方が、ヒドロキシ基の保護基を表し、もう一方が、スペーサーユ
ニットを表すものである。）で表される分子である前記［１］記載の方法、
［３］Ｘがスペーサーユニット（該スペーサーユニットは、―（ＣＨ2）m－ＮＨＣＯ－（
式中、ｍは２～１０の整数を表す。）を表す。）を表し、Ｙが－ＳｉＲ3Ｒ4Ｒ5（式中、
Ｒ3、Ｒ4及びＲ5は、それぞれ独立して、メチル基、第三ブチル基又はフェニル基を表す
。）を表す前記［２］記載の方法、
［４］前記微粒子が、無機粒子又はポリマー樹脂粒子であり、前記物性変化の測定が蛍光
強度の測定により行われる前記［１］ないし［３］の何れか１つに記載の方法、
［５］前記無機粒子が、シリカゲル粒子である前記［４］記載の方法、
［６］前記微粒子をマイクロプレートのウェルに入れて該ウェル内に乾着させ、該ウェル
内に前記水性検体溶液を入れて加温しながら微粒子の蛍光強度を測定することにより前記
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定量検出を行う前記［４］又は［５］記載の方法、
［７］前記微粒子をカラムに充填し、該カラムに前記水性検体溶液を流し、充填された微
粒子の蛍光強度を測定することにより前記定量検出を行う前記［４］又は［５］記載の方
法、
［８］表面にスペーサーユニットを介して式（１）
【化３】

（式中、Ｒ1は、６－アミノ－２－ピリジル基又は－ＣＯ2（ＣＨ2）lＲ2（式中、Ｒ2は水
素原子又は炭素原子数６ないし１６のアリール基を表し、ｌは、１～３の整数を表す。）
を表し、Ｘ及びＹは、一方が、ヒドロキシ基の保護基を表し、もう一方が、スペーサーユ
ニットを表すものである。）で表される分子を固定したシリカゲル粒子、
［９］Ｘがスペーサーユニット（該スペーサーユニットは、―（ＣＨ2）m－ＮＨＣＯ－（
式中、ｍは２～１０の整数を表す。）を表す。）を表し、Ｙが－ＳｉＲ3Ｒ4Ｒ5（式中、
Ｒ3、Ｒ4及びＲ5は、それぞれ独立して、メチル基、第三ブチル基又はフェニル基を表す
。）を表す前記［８］記載のシリカゲル粒子、
［１０］８－オキソ ２’ －デオキシグアノシンを分離するための分離カラムであって、
前記［８］又は［９］記載のシリカゲル粒子を充填材として使用する分離カラム、
に関するものである。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明により、水性検体溶液中の8-oxo-dGを高感度で定量検出する方法を提供すること
ができる。
　本発明の方法は、8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子を用いる
ことにより非常に簡便な操作で8-oxo-dGの高感度の定量検出を達成することができるため
非常に優れた方法といえる。
　図１に本発明の概念図を示した。
　図１のように、微粒子表面１にスペーサーユニット３を介して8-oxo-dG４に対して特異
的な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子２が固定されると、表面上に微小疎水空間６が形成
され、水相７に存在するdG５と8-oxo-dG４のうち8-oxo-dG４だけが、微小疎水空間６の中
でプローブ分子２と多点水素結合を形成し、8-oxo-dG４と多点水素結合した蛍光プローブ
分子２だけが蛍光消光することになる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】本発明を説明する概念図である。
【図２】蛍光プローブ分子（8-oxo-dG選択的）を導入した微粒子を充填したカラムを用い
る態様を説明する模式図である。
【図３】シリカゲル粒子（３３）～（３５）の蛍光反応性を示す蛍光顕微鏡写真である。
【図４】シリカゲル粒子（３３）における8-oxo-dG及びdGの濃度に対する蛍光相対強度の
グラフ（左）及びこの際の8-oxo-dG濃度に対する消光率をｈｉｌｌプロットに変換したグ
ラフ（右）である。
【図５】シリカゲル粒子（３４）における8-oxo-dG及びdGの濃度に対する蛍光相対強度の
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グラフ（左）及びこの際の8-oxo-dG濃度に対する消光率をｈｉｌｌプロットに変換したグ
ラフ（右）である。
【図６】シリカゲル粒子（３５）における8-oxo-dG及びdGの濃度に対する蛍光相対強度の
グラフ（左）及びこの際の8-oxo-dG濃度に対する消光率をｈｉｌｌプロットに変換したグ
ラフ（右）である。
【図７】8-oxo-dGによるシリカゲル粒子（３３）～（３５）の蛍光消光に対するdG濃度（
8-oxo-dGに対して0-100倍濃度）の影響を示すグラフである。
【図８】シリカゲル粒子（３３）をウェル表面に乾着させたマイクロプレートに8-oxo-dG
の標準品（濃度：０～５００ｎｇ／ｍＬ）を添加した後、３０分～４時間における、8-ox
o-dG濃度０～５００ｎｇ／ｍＬに対する光学濃度値（ＯＤ値）の減衰率（添加前と比較し
た相対強度％）を示すグラフである。
【図９】シリカゲル粒子（３３）をウェル表面に乾着させたマイクロプレートに8-oxo-dG
の標準品（濃度：０～５００ｎｇ／ｍＬ）を添加した後、３０分～４時間における、8-ox
o-dG濃度０～２０ｎｇ／ｍＬに対する光学濃度値（ＯＤ値）の減衰率（添加前と比較した
相対強度％）を示すグラフである。
【図１０】シリカゲル粒子（３９）をウェル表面に乾着させたマイクロプレートに8-oxo-
dGの標準品（濃度：０～５００ｎｇ／ｍＬ）を添加した後、３０分～４時間における、8-
oxo-dG濃度０～５００ｎｇ／ｍＬに対する光学濃度値（ＯＤ値）の減衰率（添加前と比較
した相対強度％）を示すグラフである。
【図１１】シリカゲル粒子（３９）をウェル表面に乾着させたマイクロプレートに8-oxo-
dGの標準品（濃度：０～５００ｎｇ／ｍＬ）を添加した後、３０分～４時間における、8-
oxo-dG濃度０～２０ｎｇ／ｍＬに対する光学濃度値（ＯＤ値）の減衰率（添加前と比較し
た相対強度％）を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　更に詳細に本発明を説明する。
　本発明の水性検体溶液中の８－オキソ ２’ －デオキシグアノシンを定量検出する方法
は、
１）微粒子の表面にスペーサーユニットを介して8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示
す蛍光プローブ分子を固定し、該微粒子に前記検体溶液を接触させる工程、及び
２）前記検体溶液との接触の前と後の前記微粒子における物性変化を測定する工程を含む
。
【００１１】
　本発明に使用し得る水性検体溶液としては、8-oxo-dGが含まれている可能性のある水性
溶液であれば特に限定されるものではないが、例えば、ヒトを含む動物、植物、細菌又は
真菌から採取した生体細胞由来の水性溶液（例えば、血液、尿、その他の体液、組織破砕
液、細胞破砕液等）が挙げられ、また、生体内に存在する水性溶液、例えば、細胞内液、
細胞外液等も本発明の水性検体溶液の概念に含まれる。
　上記に加えて、本発明に使用し得る水性検体溶液としては、天然及び人工化学物質を含
む食品、化粧品、医薬品、廃棄物を原材料としたリサイクル商品等の水溶液、土壌及び大
気成分の抽出水、環境水等も含まれる。
【００１２】
　本発明に使用し得る定量検出の方法は、蛍光測定を行うことにより達成可能であるが、
吸収スペクトル、特に、紫外線の吸収スペクトルの測定することによっても達成可能であ
る。
　蛍光測定により定量検出を行なう場合、励起光として、波長が３００～４００ｎｍ、好
ましくは、３３０～３８０ｎｍ、より好ましくは３４５～３６５ｎｍの紫外線を照射し、
これにより放出される４１０～５２０ｎｍ、好ましくは、４２０～４７０ｎｍの蛍光の強
度を測定することにより達成される。
【００１３】
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　具体的な蛍光消光による定量検出は、事前に、蛍光プローブ分子を固定した微粒子に、
種々の濃度の標準となる8-oxo-dGを添加し、蛍光強度を測定することで検量線を作成し、
検体溶液を用いた際に測定された蛍光強度を検量線と照らし合わせることにより、8-oxo-
dGの濃度を算出することにより達成される。
　また、吸収スペクトルによる定量検出は、事前に、蛍光プローブ分子を固定した微粒子
に、種々の濃度の8-oxo-dGを添加し、紫外線等の吸収スペクトルを測定し、吸収スペクト
ルが最も変化する波長領域における変化量から検量線を作成しておき、検体溶液を用いた
際に測定された吸収スペクトルにおける前記波長領域における変化量を検量線と照らし合
わせて8-oxo-dGの濃度を算出することにより達成される。
【００１４】
　本発明に使用し得る微粒子としては、無機粒子、ポリマー樹脂粒子の何れでも使用でき
、その平均粒径は、例えば、０．００１ないし１００μｍの範囲が挙げられ。０．１ない
し５０μｍの範囲、また、１ないし２０μｍの範囲が好ましい。
　無機粒子の具体例としては、例えば、シリコン粒子（シリカゲル粒子）、石英ガラス粒
子、アルミナ粒子、グラファイト粒子、カーボンナノチューブ粒子、グラフェン粒子、グ
ラファイト粒子、フラーレン粒子等が挙げられる。
　ポリマー樹脂粒子の具体例としては、ポリ－Ｎ－ドデシルアクリルアミド（ＰＤＤＡ）
、ポリ（フェニルアセチレン）、ポリ（フェニレンブタジイニレン）、ポリピロール、ポ
リメチルメタクリレート（ＰＭＡＡ）、ポリビニルアルコール、ポリスチレン、セルロー
ス等から構成される粒子が挙げられる。
【００１５】
　上記微粒子の表面に、スペーサーユニットを介して固定される8-oxo-dGに対して特異的
な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子としては、式（１）
【化４】

（式中、Ｒ1は、６－アミノ－２－ピリジル基又は－ＣＯ2（ＣＨ2）lＲ2（式中、Ｒ2は水
素原子又は炭素原子数６ないし１６のアリール基を表し、ｌは、１～３の整数を表す。）
を表し、Ｘ及びＹは、一方が、ヒドロキシ基の保護基を表し、もう一方が、スペーサーユ
ニットを表すものである。）で表される分子が挙げられる。
【００１６】
　炭素原子数６ないし１６のアリール基としては、フェニル基、ナフチル基、ビフェニリ
ル基、アントラセニル基、フェナンスレニル基、ピレニル基等が挙げられる。
　ヒドロキシ基の保護基としては、トリメチルシリル基、第３ブチルジメチルシリル基、
第３ブチルジエチルシリル基、第３ブチルジフェニルシリル基、メトキシメチル基、エト
キシメチル基、エトキシエチル基、メトキシエトキシメチル基、第３ブトキシカルボニル
基、ベンジルオキシカルボニル基等が挙げられる。
　スペーサーユニットとしては、有機化学に分野で使用されるスペーサーユニットであれ
ば特に限定されないが、具体的には、例えば、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2－、－
（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2ＣＯ－、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＣＨ2ＣＨ2ＳＣＯ－、
－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2ＮＨＣＯ－、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＯ－、－（ＣＨ

2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＳ－、－（ＣＨ2）k－、－（ＣＨ2）k－ＣＯ－、－（ＣＨ2）k－ＯＣＯ
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－、－（ＣＨ2）k－ＳＣＯ－、－（ＣＨ2）k－ＮＨＣＯ－等が挙げられる。
　尚、上記式のｊは、１ないし１０の整数、好ましくは、１ないし４の整数を表し、ｋは
２ないし３０の整数、好ましくは２ないし１２の整数を表す。
　また、スペーサーユニットは、上記微粒子の表面に、炭素原子、硫黄原子、酸素原子、
窒素原子等による物理的吸着や共有結合により固定され得る。
【００１７】
　好ましい8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子は、Ｘがスペーサ
ーユニット（該スペーサーユニットは、―（ＣＨ2）m－ＮＨＣＯ－（式中、ｍは２～１０
の整数を表す。）を表す。）を表し、Ｙが－ＳｉＲ3Ｒ4Ｒ5（式中、Ｒ3、Ｒ4及びＲ5は、
それぞれ独立して、メチル基、第三ブチル基又はフェニル基を表す。）を表す分子である
。
　ｍが３である分子がより好ましい。
【００１８】
　好ましい水性検体溶液中の8-oxo-dGを定量検出する方法は、また、微粒子が、無機粒子
又はポリマー樹脂粒子であり、定量検出が蛍光消光の程度又は蛍光消光の程度と吸収スペ
クトルの変化の程度により行われる前記の方法である。
　上記無機粒子及びポリマー樹脂粒子の具体例及び粒径並びに蛍光消光の程度又は蛍光消
光の程度と吸収スペクトルの変化の程度による定量検出法は、上述の通りである。
　微粒子が無機粒子であり、該無機粒子がシリカゲル粒子である上記の方法が好ましい。
【００１９】
　本発明の好ましい態様としては、前記微粒子をマイクロプレートのウェルに入れて該ウ
ェル内に乾着させ、該ウェル内に前記水性検体溶液を入れて加温しながら微粒子の蛍光強
度を測定することにより前記定量検出を行う前記の方法が挙げられる。
　使用するマイクロプレートは、特に限定されるものではなく、例えば、市販の９６ウェ
ル、３８４ウェル等のマイクロプレートを用いることができる。
　この態様は、例えば、ウェル内に蛍光プローブ分子（8-oxo-dG選択的）が固定された微
粒子の水性懸濁液を入れ、加温して水分を蒸発させて該微粒子をウェルの表面に乾着させ
、次に水性検体溶液を入れて加温する。
　微粒子の使用量は、１ウェル当り、１０ないし５００ｎｇ、好ましくは、２０ないし４
００ｎｇ、４０ないし２００ｎｇであり、前記水性懸濁液は、例えば、１μＬ当り、前記
微粒子１ないし１００ｎｇ、好ましくは５ないし６０ｎｇを懸濁させたものであり、水分
を蒸発させるための加温温度は、４０ないし６０℃の範囲、好ましくは、４５ないし５５
℃、例えば、５０℃であり、加温時間は３０分ないし４時間の範囲、好ましくは、１時間
ないし３時間、例えば、２時間である。
　使用する水性検体溶液の量は、１ウェル当り、２ないし１０μＬ、好ましくは２ないし
４μＬであり、加温温度は、４０ないし６０℃の範囲、好ましくは、４５ないし５５℃、
例えば、５０℃であり、加温時間は３０分ないし４時間の範囲、好ましくは、１時間ない
し２時間、例えば、１時間である。
　加温しながら微粒子の蛍光強度を、例えば、マイクロプレートリーダー等で測定するこ
とにより、微粒子の蛍光消光の程度から微粒子に蓄積された8-oxo-dG量が判り、これから
検体溶液中の8-oxo-dGの初期濃度を逆算することができるため、微量の8-oxo-dGを含む検
体溶液の定量において有利である。
【００２０】
　本発明の好ましい別の態様としては、微粒子は、カラムに充填され、該カラムに前記水
性検体溶液を流し、充填された微粒子の蛍光消光の程度の程度又は蛍光消光の程度と吸収
スペクトルの変化の程度から、8-oxo-dGを定量検出する前記の方法が挙げられる。
　この発明の態様の概略図を図２に示した。
　図２に示されるように、蛍光プローブ分子（8-oxo-dG選択的）が固定された微粒子１６
は、カラム１７に充填されるものであり、カラム１７に検体溶液１１を流した後、微粒子
１６の蛍光消光の程度から検体溶液中の8-oxo-dGを定量検出するものである。
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　この態様は、検体溶液中の8-oxo-dGの量が極めて微量である場合に、一定量の検体溶液
を流して、微粒子１６に8-oxo-dGを蓄積させた後に、微粒子１６における蛍光消光の程度
を測定すれば、微粒子１６に蓄積された8-oxo-dG量が判り、これから検体溶液中の8-oxo-
dGの初期濃度を逆算することができるため、上記のように極めて微量の8-oxo-dGを含む検
体溶液の定量において有利である。
　また、図２で示されるような、蛍光プローブ分子（8-oxo-dG選択的）が固定された微粒
子１６を充填材として使用するカラムは、8-oxo-dGを溶離することができる溶離液を使用
することにより、8-oxo-dGを分離するための分離カラムとして使用することもできる。
【００２１】
　本発明はまた、表面にスペーサーユニットを介して式（１）
【化５】

（式中、Ｒ1は、６－アミノ－２－ピリジル基又は－ＣＯ2（ＣＨ2）lＲ2（式中、Ｒ2は水
素原子又は炭素原子数６ないし１６のアリール基を表し、ｌは、１～３の整数を表す。）
を表し、Ｘ及びＹは、一方が、ヒドロキシ基の保護基を表し、もう一方が、スペーサーユ
ニットを表すものである。）で表される分子を固定したシリカゲル粒子に関する。
　使用するシリカゲル粒子の平均粒径は、例えば、０．００１ないし１００μｍの範囲が
挙げられ。０．１ないし１０μｍの範囲（高感度測定用）、また、１０ないし１００μｍ
（分離カラム用）の範囲が好ましい。
　炭素原子数６ないし１６のアリール基としては、フェニル基、ナフチル基、ビフェニリ
ル基、アントラセニル基、フェナンスレニル基、ピレニル基等が挙げられる。
　ヒドロキシ基の保護基としては、トリメチルシリル基、第３ブチルジメチルシリル基、
第３ブチルジエチルシリル基、第３ブチルジフェニルシリル基、メトキシメチル基、エト
キシメチル基、エトキシエチル基、メトキシエトキシメチル基、第３ブトキシカルボニル
基、ベンジルオキシカルボニル基等が挙げられる。
　スペーサーユニットとしては、有機化学に分野で使用されるスペーサーユニットであれ
ば特に限定されないが、具体的には、例えば、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2－、－
（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2ＣＯ－、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＣＨ2ＣＨ2ＳＣＯ－、
－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2ＮＨＣＯ－、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＯ－、－（ＣＨ

2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＳ－、－（ＣＨ2）k－、－（ＣＨ2）k－ＣＯ－、－（ＣＨ2）k－ＯＣＯ
－、－（ＣＨ2）k－ＳＣＯ－、－（ＣＨ2）k－ＮＨＣＯ－等が挙げられる。
　尚、上記式のｊは、１ないし１０の整数、好ましくは、１ないし４の整数を表し、ｋは
２ないし３０の整数、好ましくは２ないし１２の整数を表す。
　また、スペーサーユニットは、上記微粒子の表面に、炭素原子、硫黄原子、酸素原子、
窒素原子等による物理的吸着や共有結合により固定され得る。
【００２２】
　好ましくは、Ｘがスペーサーユニット（該スペーサーユニットは、―（ＣＨ2）m－ＮＨ
ＣＯ－（式中、ｍは２～１０の整数を表す。）を表す。）を表し、Ｙが－ＳｉＲ3Ｒ4Ｒ5

（式中、Ｒ3、Ｒ4及びＲ5は、それぞれ独立して、メチル基、第三ブチル基又はフェニル
基を表す。）を表す前記シリカゲル粒子が挙げられる。
【００２３】
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　次に、式（１）で表される分子を固定したシリカゲル粒子の製造方法を説明する。
　以下のスキーム１に、スペーサーユニットが―（ＣＨ2）m－ＮＨＣＯ－である式（１）
で表される分子を固定したシリカゲル粒子（１－Ａ）の製造方法を示した（尚、式中、Ｒ

1、Ｙ及びｍは前記と同じ意味を表す）。
【化６】

　即ち、化合物（３）の一級ヒドロキシ基にカルボニルジイミダゾールを反応させて化合
物（４）とし、これにアルキルアミノ基で修飾されたシリカゲル粒子（６）を反応させる
か又は式（５）で示される試薬を反応させた後、シリカゲルと反応させることにより、シ
リカゲル粒子（１－Ａ）を製造することができる。
　また、上記の方法を利用することにより、種々のスペーサーユニット、例えば、－（Ｃ
Ｈ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2－、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2ＣＯ－、－（ＣＨ2Ｃ
Ｈ2Ｏ）j－ＣＣＨ2ＣＨ2ＳＣＯ－、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＨ2ＣＨ2ＮＨＣＯ－、－（
ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＯ－、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）j－ＣＳ－、－（ＣＨ2）k－、－（ＣＨ2

）k－ＣＯ－、－（ＣＨ2）k－ＯＣＯ－、－（ＣＨ2）k－ＳＣＯ－、－（ＣＨ2）k－ＮＨ
ＣＯ－等（式中、ｊ及びｋは前記と同じ意味を表す。）を介して、式（１）で表される分
子が、例えば、炭素原子、硫黄原子、酸素原子、窒素原子等による物理的吸着や共有結合
により固定された他の無機粒子又はポリマー樹脂粒子を製造することができる。
【００２４】
　上記スキーム１で示される化合物（３）の中で、Ｒ1が－ＣＯ2（ＣＨ2）lＲ2である化
合物（３－Ａ）の製造方法をスキーム２に示した（尚、式中、Ｒ2及びｌは前記と同じ意
味を表し、Ｙ2は、Ｙとは異なる保護基、例えば、４，４´－ジメトキシトリチル基等を
意味し、Ｘ2は、塩素原子、臭素原子等のハロゲン原子やメタンスルホニル基、パラトル
エンスルホニル基等のスルホニル基等の脱離基を意味する。）。
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【化７】

　即ち、化合物（９）にイミダゾール化合物（１０）を反応させて、基、－ＣＯ2（ＣＨ2

）lＲ2を導入して化合物（１１）とし、脱保護によりＹを除去してジオール（１２）とし
、その後、一級ヒドロキシ基をＹ2で保護し、続いて２級ヒドロキシ基をＹで保護して化
合物（１３）とし、Ｙ2のみを選択的に脱保護することにより、化合物（３－Ａ）を製造
することができる。
【００２５】
　スキーム２に示される化合物（９）は、以下のスキーム３で示される方法により製造す
ることができる（尚、式中、Ｙ、Ｙ2及びＸ2は、前記と同じ意味を表し、Ａｃはアセチル
基を表し、Ｂｎはベンジル基を表し、ＤＩＡＤはジイソプロピルアゾジカルボキシラート
を意味する。）。
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【化８】

　即ち、５－ブロモ－２´－デオキシウリジンのジアセテート（１６）と２－アミノレゾ
ルシノールを反応させて化合物（１７）とし、これに、（２－ヒドロキシエチル）カルバ
ミン酸ベンジルエステルを反応させて化合物（１８）とし、これにアンモニアを作用させ
て環化と同時に脱アセチル化を行って、化合物（１９）とし、これに、ＹＸ2を反応させ
てＹを導入して化合物（２０）とし、化合物（２０）を加水素分解条件下ＣＯ2Ｂｎを除
去することにより、化合物（９）を製造することができる。
【００２６】
　尚、上記スキーム１で示される化合物（３）の中で、Ｒ1が６－アミノ－２－ピリジル
基である化合物（３－Ｂ）の製造方法をスキーム４に示した（尚、式中、Ｙ、Ａｃ及びＤ
ＩＡＤは前記と同じ意味を表す。）。
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【化９】

　即ち、スキーム３に示される化合物（１７）を出発物質とし、これに２－ブロモエタノ
ールを反応させて化合物（２２）とし、これに２，６－ジアミノピリジンを反応させて化
合物（２３）とし、これにアンモニアを作用させて環化と同時に脱アセチル化を行って、
化合物（２４）とし、スキーム２で示される方法により、２級ヒドロキシ基のみがＹで保
護された化合物（３－Ｂ）を製造することができる。
【００２７】
　スキーム２に示された化合物（３－Ａ）は、以下のスキーム５に示されるように、スキ
ーム３に記載の化合物（１９）から製造することもできる（尚、式中、Ｙ、Ｒ2、ｌ及び
Ｂｎは、前記と同じ意味を表す。）。
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【化１０】

　即ち、化合物（１９）をスキーム２に記載の方法に従って、化合物（３－ａ）に導き、
続いて加水素分解条件下ＣＯ2Ｂｎを除去することにより、化合物（２５）とし、これに
イミダゾール化合物（１０）を反応させて、基、－ＣＯ2（ＣＨ2）lＲ2を導入することに
より、化合物（３－Ａ）を製造することができる。
【００２８】
　前記で製造される式（１）で表される分子を固定したシリカゲル粒子は、プローブ分子
をシリカゲル粒子表面上に固定することにより、シリカゲル表面上に微小疎水空間を形成
し、それにより、固定されていないプローブ分子では困難であった、水性の検体溶液中の
8-oxo-dGの定量検定を可能とするものである。
　加えて、プローブ分子をシリカゲル粒子表面上に固定することにより、感度が飛躍的に
向上し、例えば、尿中の8-oxo-dGの定量検出が可能となるまで感度を向上させ得ることが
できる。
　そしてこれにより、8-oxo-dGを微量にしか含んでいない検体溶液においても十分な精度
で、定量検定が可能となる。
　従って、式（１）で表される分子を固定したシリカゲル粒子は、それ自体で定量検定用
のデバイスとなり得るものである。
　また、式（１）で表される分子を固定したシリカゲル粒子は、分離カラムの充填材とし
て使用することもできる。
　上記の式（１）で表される分子を固定したシリカゲル粒子を充填した分離カラムは、8-
oxo-dGを溶離することができる溶離液を使用することにより、8-oxo-dGを分離するための
分離カラムとして有利に使用することができる。
　即ち、上記分離カラムは、8-oxo-dGに対して選択的な親和性を有するシリカゲル粒子を
使用するものであるため、検体溶液に含まれる成分の中で8-oxo-dGの保持時間のみを変更
することができ、これにより、検体溶液に、8-oxo-dGと同じ保持時間を有する成分や8-ox
o-dGと極めて近い保持時間を有する成分が含まれ、8-oxo-dGの定量が困難となる場合であ
っても、8-oxo-dGの保持時間のみを変更し、それにより8-oxo-dGの正確な定量を行うこと
ができる。
【実施例】
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【００２９】
製造例１：化合物（１６）の製造
【化１１】

　アルゴン気流下、5-ブロモ-2'-デオキシウリジン (2 g, 6.512 mmol) を無水ピリジン 
5 mLに溶解、攪拌。そこに無水酢酸 (1.54 mL, 16.28 mmol) を滴下し、室温にて攪拌。1
8時間後、反応液を酢酸エチル15 mLにて希釈。これを飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、水
、飽和食塩水で清浄。有機層を硫酸ナトリウムにて乾燥後、減圧下溶媒留去。残渣にトル
エン 5 mLを加え減圧下溶媒留去。得られた粗精製物を酢酸エチル/ヘキサンにて再結晶。
化合物（１６）を2.37 g、収率93%で得た。
1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  δppm: 8.46 (1H, s), 7.87 (1H, s), 6.27 (1H, dd,J = 3.6
 Hz, 5.9 Hz), 5.22-5.21 (1H, m), 4.41-4.10 (3H, m), 2.56-2.50 (1H, m), 2.18-2.13
 (1H,m), 2.16 (3H, s), 2.10 (3H, s).
ESI-MS (m/z): 413.02 (M+Na)+

IR (cm-1): 3013, 2824, 1744, 1710, 1687
m.p.℃: 151.8 - 152.8 ℃
【００３０】
製造例２：化合物（１７）の製造

【化１２】

　アルゴン気流下、化合物（１６）(3.0 g, 7.69 mmol)、トリフェニルホスフィン (3.05
 g, 11.6 mmol) を無水アセトニトリルー無水ジクロロメタン (20 mL-5 mL) にて3 回、
無水ジクロロメタン (20 mL) で1回共沸。そこに無水四塩化炭素-ジクロロメタン (15 mL
-15 mL) を加え加熱還流。2.5 時間後、反応液を室温に戻し、ジアザビシクロウンデセン
 (2.53 mL, 16.9 mmol)、２－アミノレゾルシノール(1.92 g, 15.4 mmol) を加えて攪拌
。反応液を減圧下溶媒留去。残渣にジクロロメタン-ヘキサン (16 mL-16 mL) を加えて室
温にて激しく攪拌。そこに5%クエン酸水溶液85 mLを加え、析出物を吸引濾過。ろ取物を
水、ジクロロメタン、アセトニトリルにて清浄。化合物（１７）を3.1 g、収率81%で得た
。
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δppm: 8.01 (1H, s), 6.90 (1H, t, J = 8.1 Hz), 6.35 (2
H, d, J = 8.1 Hz), 6.12 (1H, t, J = 6.7 Hz), 5.18-5.17 (1H, m), 4.27-4.20 (1H, t
, J = 5.8 Hz), 5.19 (1H, m), 4.37 (3H, m), 2.43-2.32 (2H, m), 2.08 (3H, s), 2.05
 (3H, s).
ESI-MS (m/z) : 4.98.04 (M+H)+

IR (cm-1): 3390, 3301
m.p.℃: 249.6 - 250.0 ℃
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【００３１】
製造例３：化合物（１８）の製造
【化１３】

　アルゴン気流下、化合物（１７）(2.60 g, 5.21 mmol)、2-ヒドロキシエチルカルバミ
ン酸ベンジルエステル (1.33 g, 6.8 mmol)、トリフェニルホスフィン (2.23 g, 8.5 mmo
l) を無水アセトニトリル (40 mL) にて3回、無水ジクロロメタン (32 mL) にて共沸。残
渣に無水ジクロロメタン (36 mL) を加え氷冷上で攪拌。そこにジイソプロピルアゾジカ
ルボキシレート (4.47 mL, 8.5 mmol) を滴下し、室温に戻し攪拌。21時間後、反応液を
水、飽和食塩水で清浄。有機層を無水硫酸ナトリウムにて乾燥後、減圧下溶媒留去。残渣
をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (関東化学60N; 酢酸エチル：クロロホルム＝1:2
→酢酸エチル) にて精製。化合物（１８）を1.39 g、収率39%で得た。
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δppm: 7.92 (1H, s), 7.33 (5H, m), 7.05 (1H, t, J = 8.2 
Hz), 6.71 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.42 (1H, t, J = 8.2 Hz), 6.24 (1H, t, J = 7.1 Hz
), 5.20 (1H,m), 5.10 (2H, s), 4.36 (2H, m), 4.31 (1H, m), 4.13 (2H, m), 3.66 (2H
, m), 2.69 (1H, m) 2.12 (3H, s), 2.09 (4H, m).
ESI-MS (m/z) : 675.68 (M+H)+

IR (cm-1): 3339, 1741, 1671, 1230, 1093
【００３２】
製造例４：化合物（１９）の製造

【化１４】

　アルゴン気流下、化合物（１８）(1.55 g, 2.29 mmol) に7Mアンモニア-メタノール (8
0 mL, 3.66 mmol) を加え室温にて攪拌。72時間後、反応液を減圧下溶媒留去。残渣をシ
リカゲルカラムクロマトグガフィー (関東化学60N; クロロホルム：メタノール＝15:1→9
:1) にて精製。化合物（１９）を650 mg、収率55%で得た。
1H-NMR (400MHz, CD3OD) δppm:7.70 (1H, s), 7.29 (5H, m), 6.81 (1H, t, J = 8.2 Hz
), 6.58 (1H, t, J = 7.9 Hz), 6.41 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.41 (1H, d, J = 8.2 Hz),
 5.11 (2H, s), 4.37 (1H, m), 4.05 (2H,m), 3.92 (1H, m), 3.81 (1H, dd, J = 3.1 Hz
, 12.0 Hz), 3.73 (1H, dd, J = 3.7 Hz, 12.0 Hz), 3.53 (2H, m), 2.33 (1H, m), 2.12
 (1H, m).
ESI-MS: 511.29 [M+H]+

IR (cm-1): 3408, 3199, 1722, 1681, 776
m.p. ℃: 131.2 - 132.0 ℃
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【００３３】
製造例５：化合物（２６）の製造
【化１５】

（式中、ＴＢＳは第３ブチルジメチルシリル基を意味する。）
　無水ピリジンにて共沸した化合物（１９）(655 mg, 1.28 mmol) の無水ピリジン (11.5
 mL) の溶液に、アルゴン気流下、ジメトキシトリチルクロライド (652 mg, 1.92 mmol) 
を加え、室温にて攪拌した。1.5時間後、反応液をCHCl3 (30 mL) にて希釈し、飽和重曹
水で清浄、有機層を硫酸ナトリウムにて乾燥した後、減圧下溶媒を留去、得られた粗精製
物をシリカゲルカラムクロマトグラフイー（関東化学60N；クロロホルム→クロロホルム
：メタノール＝50:1→メタノール）にて精製した。得られた褐色固体の無水N,N-ジメチル
ホルムアミド (3.7 mL) 溶液に、イミダゾール (206 mg, 3.023 mmol)、第３（tert-）ブ
チルジメチルシランクロライド (373 mg, 2.015 mmol)を加え、室温にて攪拌した。3時間
後、反応液をクロロホルム (20 mL) にて希釈し、飽和重曹水で清浄、有機層を硫酸ナト
リウムにて乾燥した後、減圧下溶媒を留去、得られた粗精製物に3%トリクロロ酢酸 (30 m
L) を加え、室温にて攪拌した。1時間後、反応液に飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (15 m
L) にて希釈し、酢酸エチルにて抽出、有機層を硫酸ナトリウムにて乾燥した。減圧下溶
媒留去した後、得られた残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフイー（関東化学60N；ク
ロロホルム/メタノール＝50/１）にて精製し、化合物（２６）を540 mg、収率73%で得た
。
1H-NMR (400MHz, CDCl3) δppm:7.42 (1H, s), 7.27 (5H, m), 6.77 (1H, t, J = 8 Hz),
 6.36 (2H, m), 6.12 (1H,t, J = 6 Hz), 5.08 (2H, m),4.45 (1H, m), 3.97 (2H, m), 3
.91 (2H,m), 3.73 (1H, m), 3.56 (1H, Br), 2.30 (2H, m), 0.86 (9H, s), 0.06 (3H, s
), 0.05 (3H, s).
ESI-MS:625.3524 [M+H]+

【００３４】
製造例６：化合物（２７）の製造
【化１６】

　化合物（２６）(100 mg,0.16 mmol) のメタノール溶液 (2 mL) に水酸化パラジウムー
炭素 (100 mg), シクロヘキセン (1 mL) を加えて、加熱還流。1.5時間後、反応溶液をろ
過して、ろ液を減圧留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフイー（関東化学60N
；クロロホルム、メタノール：クロロホルム：トリエチルアミン＝5：95：1）にて精製。
化合物（２７）を黄色固体として53 mg、收率68%で得た。
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1H-NMR (400MHz, CD3OD) δppm: 7.67 (1H, s), 6.83 (1H, t, J = 8 Hz), 6.61 (1H, d,
 J = 8 Hz), 6.43 (1H, d J = 8 Hz, ), 6.20 (1H, t, J = 6 Hz), 4.49 (1H, m), 4.07 
(2H, t, J = 5 Hz ), 3.90 (1H, m), 3.79 (1H, dd, J = 3 Hz, 12 Hz), 3.70 (1H, dd, 
J = 3 Hz, 12 Hz), 3.09 (2H, t, J = 5 Hz), 2.28 (1H, m), 2.13 (1H, m), 0.92 (9H, 
s), 0.12 (6H, s).
IR vmax (film): 3275, 1672, 1563, 1261.
ESI-MS (m/z): 491.2 (M+H)+ .
Yellow carame
【００３５】
製造例７：化合物（２８）の製造
【化１７】

　化合物（２７）(50 mg, 0.10 mmol) の無水ピリジン (2 mL) 溶液に、氷浴下にてクロ
ロトリメチルシラン（33 μL, 0.26 mmol）を滴下し、室温にて攪拌した。30分後、１Ｈ
－イミダゾール－１－カルボン酸２－（２－ナフチル）エチルエステル(100 mg) を加え
、引き続き室温にて攪拌した。21時間後、28%アンモニア水を加え、反応を止め、クロロ
ホルムにて抽出、有機層を硫酸ナトリウムにて乾燥し、溶媒を減圧下留去した。得られた
粗精製物をシリカゲルクロマトグラフイー（関東化学60N；クロロホルム：メタノール＝5
0:1）にて精製し、化合物（２８）を29 mg、収率43%で得た。
1H-NMR (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 8.07 (1H, d, J = 8 Hz, ), 7.89 (1H, s), 7.79 (1H
, d, J = 8 Hz), 7.67 (1H, m ), 7.45 (2H, m), 7.33 (2H,m ), 7.15 (1H, Br ), 6.89 
(1H, t, J = 8 Hz), 6.46 (1H, d J = 9 Hz), 6.33 (1H, d, J = 8 Hz), 6.17 (1H, t, J
 = 6 Hz), 4.50 (1H, m), 4.38 (2H, t ,J = 7 Hz), 3.96 (4H, m), 3.79 (1H,m), 3.61 
(2H, m), 3.41 (2H, t, J = 8 Hz), 2.35 (1H, m), 2.18 (1H,m), 0.88 (9H, s), 0.07 (
6H, s)
IR vmax (film): 3275, 1709, 1473, 1087.
ESI-MS (m/z): 689.3 (M+H)+ .
【００３６】
製造例８：化合物（２９）の製造

【化１８】

　化合物（２７）(50 mg, 0.10 mmol) の無水ピリジン (2 mL) 溶液に、氷浴下にてクロ
ロトリメチルシラン（33 μL, 0.26 mmol）を滴下し、室温にて攪拌した。30分後、１Ｈ
－イミダゾール－１－カルボン酸２－（１－ピレニル）エチルエステル(100 mg) を加え
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、引き続き室温にて攪拌した。21時間後、28%アンモニア水を加え、反応を止め、クロロ
ホルムにて抽出、有機層を硫酸ナトリウムにて乾燥し、溶媒を減圧下留去した。得られた
粗精製物をシリカゲルクロマトグラフイー（関東化学60N；クロロホルム：メタノール＝5
0:1）にて精製し、化合物（２９）を18 mg、収率24%で得た。
1H-NMR (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 824 (1H, d J = 9 Hz, ), 7.96 (8H, m), 7.54 (1H,s
), 6.77 (1H, Br ), 6.61 (1H, m), 6.20 (1H, d J = 8 Hz, ), 6.13 (1H, d, J = 9 Hz 
), 6.07 (1H, m), 4.50 (3H, m), 3.92 (2H, m), 3.79 (3H, m), 3.63 (2H, m), 3.53 (2
H, m), 2.24 (1H, m), 2.17 (1H, m), 0.87 (9H, s), 0.07 (6H, s).
IR vmax (film): 3230, 1710, 1473, 1088.
ESI-MS (m/z): 763.4 (M+H)+ .
【００３７】
製造例９：化合物（３０）の製造
【化１９】

　アルゴン気流下、化合物（２６）(35 mg, 0.06 mmol) の無水ジクロロメタン (1 mL) 
溶液に、室温にて、N,N'-カルボニルジイミダゾール (18 mg, 0.11 mmol) を加え、攪拌
した。2.5時間後、反応液を減圧下溶媒留去。化合物（３０）を39 mg、収率98%で得た。
1H-NMR (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 8.19 (1H, s), 7.44 (1H, s), 7.28 (1H, s), 7.08 (
1H, s), 6.78 (1H, t, J = 7.9 Hz ), 6.44 (1H,d, J = 7.9 Hz), 6.40 (1H, d, J = 7.9
 Hz), 6.14 (1H, t, J = 6.1Hz), 5.92 (1H, Br), 5.08 (2H, s), 4.67 (1H,dd, J = 3.1
 Hz, 12.5 Hz ), 4.57 (1H, dd, J = 11.6 Hz), 4.33 (1H, m), 4.11 (1H, m), 4.04 (2H
,m), 3.58 (2H, m), 2.42 (1H, m), 2.23 (1H, m), 0.87 (9H, s), 0.06 (6H,s).
ESI-MS (m/z): 719.40 (M+H)+ .
【００３８】
製造例１０：化合物（３１）の製造
【化２０】

　アルゴン気流下、化合物（２８）(29 mg, 0.04 mmol) の無水ジクロロメタン (3 mL) 
溶液に、室温にて、N,N'-カルボニルジイミダゾール (14 mg, 0.08 mmol) を加え、攪拌
した。2.5時間後、反応液を減圧下溶媒留去。化合物（３１）を32 mg、収率91%で得た。
1H-NMR (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 9.21 (1H, Br), 8.19 (1H, s),  8.00 (1H, d, J = 8
 Hz, ), 7.79 (1H, m), 7.67 (1H, m ), 7.41 (7H, m), 6.78 (1H, t, J = 8 Hz), 6.40 
(1H, t, J = 9 Hz), 6.29 (1H, ｍ), 6.15 (1H,m), 4.66 (1H, dd, J = 12 Hz), 4.57 (1
H, m), 4.39 (1H, m), 4.31 (2H, m), 4.12 (1H,m), 3.97 (1H, m), 3.53 (2H, m), 3.37
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 (1H, m), 3.31 (2H, t, J = 7 Hz),2.42 (1H,m), 2.22 (1H,m), 0.86 (9H, s), 0.05 (6
H, s).
ESI-MS (m/z): 783.40 (M+H)+ .
【００３９】
製造例１１：化合物（３２）の製造
【化２１】

　アルゴン気流下、化合物（２９）(25 mg, 0.03 mmol) の無水ジクロロメタン (3 mL) 
溶液に、室温にて、N,N'-カルボニルジイミダゾール (11 mg, 0.06 mmol) を加え、攪拌
した。2.5時間後、反応液を減圧下溶媒留去。化合物（３２）を28 mg、収率96%で得た。
【００４０】
実施例１：シリカゲル粒子（３３）（平均粒径１０μｍ）の製造
【化２２】

　化合物（３０）(0.04 mmol)の無水ジクロロメタン (1 mL) 溶液にアミノ処理シリカゲ
ル　ＮＨ　ＳＭＢ　１００－１０(冨士シリシア化学株式会社製：平均粒子径：9.2 μm, 
細孔容積：0.57 mL/g, 炭素含有量：4.0 wt.%) (100 mg)、イミダゾール (11 mg, 0.16 m
mol) を加え、室温にて振盪 (300 rpm) した。3日後、濾過によって分離し、クロロホル
ム、メタノールにて十分に洗浄することにより、表題のシリカゲル粒子（３３）を得た。
【００４１】
実施例２：シリカゲル粒子（３４）（平均粒径１０μｍ）の製造
【化２３】

　化合物（３１）(0.04 mmol)の無水ジクロロメタン (1 mL) 溶液にアミノ処理シリカゲ
ル　ＮＨ　ＳＭＢ　１００－１０(冨士シリシア化学株式会社製：平均粒子径：9.2 μm, 
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細孔容積：0.57 mL/g, 炭素含有量：4.0 wt.%) (100 mg)、イミダゾール (11 mg, 0.16 m
mol) を加え、室温にて振盪 (300 rpm) した。3日後、濾過によって分離し、クロロホル
ム、メタノールにて十分に洗浄することにより、表題のシリカゲル粒子（３４）を得た。
【００４２】
実施例３：シリカゲル粒子（３５）（平均粒径１０μｍ）の製造
【化２４】

　化合物（３２）(0.04 mmol)の無水ジクロロメタン (1 mL) 溶液にアミノ処理シリカゲ
ル　ＮＨ　ＳＭＢ　１００－１０(冨士シリシア化学株式会社製：平均粒子径：9.2 μm, 
細孔容積：0.57 mL/g, 炭素含有量：4.0 wt.%) (100 mg)、イミダゾール (11 mg, 0.16 m
mol) を加え、室温にて振盪 (300 rpm) した。3日後、濾過によって分離し、クロロホル
ム、メタノールにて十分に洗浄することにより、表題のシリカゲル粒子（３５）を得た。
【００４３】
製造例１２：化合物（３６）の製造
【化２５】

　化合物（３０）(28 mg, 0.04 mmol) の無水THF (2 mL) 溶液に、3-アミノプロピルトリ
エトキシシラン (50μL, 0.24 mmol) を加え、室温にて攪拌した。18時間後、減圧下溶媒
留去、残渣をシリカゲルクロマトグラフイー（FL-60D；ジクロロメタン）にて精製し、化
合物（３６）を15 mg、収率43%で得た。
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ(ppm): 7.29 (6H, m), 6.76 (1H, t, J = 7.9, 8.2 Hz), 6.
44 (1H, d, J = 7.9 Hz), 6.39 (1H, d, J = 8.5 Hz), 6.19 (1H, m) 5.79 (1H, Br), 5.
19 (1H, Br), 5.10 (2H, s), 4.25 (3H, m), 3.78 (6H, q, J = 7.0 Hz), 3.58 (2H, m),
 3.20 (2H, m), 2.39 (1H, m), 2.12 (1H, m), 1.19 (9H, t, J = 7.0 Hz), 0.95 (2H, m
), 0.86 (9H, s), 0.62 (2H, m), 0.04 (6H, s).
ESI-MS(m/z):827.7957(M+H)+

IR(cm-1): 3326, 2930, 1698, 1474, 1102
【００４４】
製造例１３：化合物（３７）の製造
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【化２６】

　化合物（３１）(30 mg, 0.04 mmol) の無水THF (1 mL) 溶液に、3-アミノプロピルトリ
エトキシシラン (30μL, 0.14 mmol) を加え、室温にて攪拌した。18時間後、減圧下溶媒
留去、残渣をシリカゲルクロマトグラフイー（FL-60D；ジクロロメタン）にて精製し、化
合物（３７）を14 mg、収率38%で得た。
1H-NMR (400MHz, CDCl3) δppm: 9.28 (1H, s), 8.00 (1H, d, J = 8 Hz, ), 7.80 (1H, 
m), 7.69 (1H, m ),7.39 (5H, m), 6.78 (1H, m), 6.40 (2H,ｍ), 6.16 (1H, ｍ), 4.45 
(1H,m), 4.26 (4H, m), 4.01 (2H, m), 3.79 (6H, m), 3.58 (1H, m), 3.43 (2H,m), 3.3
4 (2H, m), 3.21 (2H, m), 2.41 (1H, m), 1.97 (1H, m),1.63 (2H,m), 1.18 (9H,m), 0.
87 (9H, s), 0.62 (2H, s), 0.06 (3H, s).
IR vmax (film): 3320, 1704, 1473, 1102.
ESI-MS (m/z): 937.34 (M+H)+ .
【００４５】
製造例１４：化合物（３８）の製造

【化２７】

　化合物（３２）(40 mg, 0.05 mmol) の無水THF (1.5 mL) 溶液に、3-アミノプロピルト
リエトキシシラン (40μL, 0.19 mmol) を加え、室温にて攪拌した。24時間後、減圧下溶
媒留去、残渣をシリカゲルクロマトグラフイー（FL-60D；ジクロロメタン）にて精製し、
化合物（３８）を18 mg、収率36%で得た。
1H-NMR (400MHz, CDCl3) δppm: 8.10 (9H, m), 7.50 (1H,s ), 6.73 (1H, m), 6.32 (2H
, m ), 6.14 (1H, t, J = 5.8 Hz), 4.43 (1H, m), 4.30 (2H,ｍ), 4.25 (2H, ｍ), 4.03
 (1H,m), 4.30 (2H, m), 4.25 (2H, m), 4.03 (1H, m), 3.92 (2H, m), 3.78 (6H,m), 3.
57 (2H, m), 3.49 (2H, m), 3.21 (2H, m), 2.34 (1H, m), 2.00 (1H,m), 1.64 (2H,m), 
1.21 (9H,m), 0.87 (9H, s), 0.61 (2H, s), 0.05 (6H, s).
IR vmax (film): 3132, 1704, 1473, 1063.
ESI-MS (m/z): 1011.53 (M+H)+ .
【００４６】
実施例４：シリカゲル粒子（３９）（平均粒径１００ｎｍ）の製造
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【化２８】

　マイクロシリカ (Hydro 2000G, 平均粒子径：0.1μm, Elkem Materials社製) 100 mgの
精製水 (5 mL), エタノール (5 mL), 酢酸 (5 mL) の懸濁液に化合物（３６）(0.01 mmol
) を加え、80℃にて還流した。36時間後、減圧下エタノールを留去、酢酸溶液を飽和炭酸
水素ナトリウムにて中和した。濾過によって分離し、精製水、アセトンにて十分に洗浄す
ることにより、表題のシリカゲル粒子（３９）を得た。
【００４７】
実施例５：シリカゲル粒子（４０）（平均粒径１００ｎｍ）の製造
【化２９】

　マイクロシリカ (Hydro 2000G, 平均粒子径：0.1μm, Elkem Materials社製) 100 mgの
精製水 (5 mL), エタノール (5 mL), 酢酸 (5 mL) の懸濁液に化合物（３７）(0.01 mmol
) を加え、80℃にて還流した。36時間後、減圧下エタノールを留去、酢酸溶液を飽和炭酸
水素ナトリウムにて中和した。濾過によって分離し、精製水、アセトンにて十分に洗浄す
ることにより、表題のシリカゲル粒子（４０）を得た。
【００４８】
実施例６：シリカゲル粒子（４１）（平均粒径１００ｎｍ）の製造
【化３０】

　マイクロシリカ (Hydro 2000G, 平均粒子径：0.1μm, Elkem Materials社製) 100 mgの
精製水 (5 mL), エタノール (5 mL), 酢酸 (5 mL) の懸濁液に化合物（３８）(0.01 mmol
) を加え、80℃にて還流した。36時間後、減圧下エタノールを留去、酢酸溶液を飽和炭酸
水素ナトリウムにて中和した。濾過によって分離し、精製水、アセトンにて十分に洗浄す
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ることにより、表題のシリカゲル粒子（４１）を得た。
【００４９】
試験例１：元素分析
　シリカゲル粒子（３３）～（３５）及び（３９）～（４１）を元素分析に付し、得られ
た窒素含有％から、各粒子に含まれるプローブ分子の含有量を算出し、表１に纏めた。
【表１】

　表１から明らかなように、シリカゲル粒子（３５）～（３７）及び（３９）～（４１）
には、何れもプローブ分子が含有されていることが判った。
【００５０】
試験例２：蛍光顕微鏡による観察
　２５μＭの8-oxo-dG水溶液２μＬをシリカゲル粒子（３３）～（３５）に添加し、室温
にて水を蒸発させた試料及び２５μＭのdG水溶液２μＬをシリカゲル粒子（３３）～（３
５）に添加し、室温にて水を蒸発させた試料において蛍光反応性がどのように変化するか
を、蛍光顕微鏡を用いて観察した。
　尚、励起波長３４５ｎｍ、蛍光波長４５５ｎｍで測定した。
　観察の結果得られた写真を図３に示した。
　写真から明らかなように、8-oxo-dG水溶液を添加した試料は、何れも、対照（水）と比
較して明らかな蛍光消光が観察されたのに対して、dG水溶液を添加した試料では、このよ
うな蛍光消光は観察されなかった。
【００５１】
試験例３：8-oxo-dG認識能の評価
　上記で製造したシリカゲル粒子（３３）～（３５）における8-oxo-dGの認識能の評価を
以下の操作で行った。
　測定プレートはボリスチレン製のブラックプレートを用いた。近紫外落射光源 (365 nm
)、Y515フィルタ (Y515-Di) を用いて評価した。測定に用いた核酸塩基（8-oxoG、G）の1
0 mMの精製水溶液を調整し、これを希釈して5 mMのストック溶液を準備し、各シリカゲル
粒子上にμL単位で添加していった。自然乾燥後、冨士フィルム株式会社製の冷却ＣＣＤ
カメラシステム　ＬＡＳ４０００を用いてシリカゲル粒子の蛍光強度を測定した。
検出手法…Fluorescence DAPI、光源…UV (365 nm EPI)、フィルタ…Y515-Di、感度…Sta
ndard、露出タイプ…Precision、露光時間…AUTO、トレイ位置…NO.1
　シリカゲル粒子（３３）における8-oxo-dG及びdGの濃度に対する蛍光相対強度のグラフ
を図４の左に示し、この際の8-oxo-dG濃度に対する消光率をｈｉｌｌプロットに変換した
グラフを図４の右に示し、シリカゲル粒子（３４）における8-oxo-dG及びdGの濃度に対す
る蛍光相対強度のグラフを図５の左に示し、この際の8-oxo-dG濃度に対する消光率をｈｉ
ｌｌプロットに変換したグラフを図５の右に示し、シリカゲル粒子（３５）における8-ox
o-dG及びdGの濃度に対する蛍光相対強度のグラフを図６の左に示し、この際の8-oxo-dG濃
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度に対する消光率をｈｉｌｌプロットに変換したグラフを図６の右に示した。
　図１０～１２の左図から、シリカゲル粒子（３３）～（３５）は、何れも8-oxo-dGの濃
度が高くなるに従って、蛍光強度が減少し、一方、dGの濃度は、蛍光強度に殆ど影響しな
いことが判った。
　また、シリカゲル粒子（３３）～（３５）における8-oxo-dG濃度対蛍光消光率のｈｉｌ
ｌプロットを示す図４～６の右図は、何れも良好な直線性を示しており、8-oxo-dGに対し
て濃度依存的に蛍光消光することが実証された。
　また、このことからグラフにおける8-oxo-dGの最低濃度である２５ｎＭ以上であれば定
量検定できることが判り、そのため、シリカゲル粒子（３３）～（３５）は、一般に、8-
oxo-dGの濃度が１０－２０ｎｇ／ｍＬ（３５－７０ｎＭ）程度と報告されている尿の定量
検定においても十分に使用可能であることが判った。
【００５２】
試験例４：8-oxo-dGとdGの競合試験
　上記で製造したシリカゲル粒子（３３）～（３５）に、２．５ｐｍｏｌの8-oxo-dGと種
々の異なる濃度（０、２．５、５、１２、５、２５、５０、１２５、２５０ｐｍｏｌ）の
dGの両方を添加して、その際の蛍光強度を測定し、8-oxo-dGによる蛍光消光に対するdGの
影響を評価した。
　結果として得られたグラフを図７に示した。
　図７から明らかなように、シリカゲル粒子（３３）～（３５）における、8-oxo-dGによ
る蛍光消光は、dGの影響を殆ど受けないことが判った。
　このことから、シリカゲル粒子（３３）～（３５）は、8-oxo-dGとdGの両方を含む水性
の検体溶液から、dGの濃度に殆ど影響されることなく、8-oxo-dGを高感度で定量検定し得
ることが明らかとなった。
【００５３】
試験例５：マルチプレートリーダーを使った濃度依存的な輝度減衰率の確認試験
１）実験操作
　平均粒径１０μｍであるシリカゲル粒子（３３）４０ｎｇの水性懸濁液４μＬを、３８
４ウェルタイプのマイクロプレート（コーニング社製）の各ウェルに添加した。
　その後、５０℃の乾熱オーブン（EYELA NDO-601SD）内に２時間静置し、水分を蒸散さ
せることでシリカゲル粒子をウェル表面に乾着させた。
　次に、水性の検体溶液（8-oxo-dGの標準品（和光純薬）の水溶液）２μＬ（8-oxo-dG濃
度：０ｎｇ／ｍＬ、１ｎｇ／ｍＬ、２ｎｇ／ｍＬ、４ｎｇ／ｍＬ、２０ｎｇ／ｍＬ、１０
０ｎｇ／ｍＬ、５００ｎｇ／ｍＬ、各濃度４ウェル）を添加し、５０℃の乾熱オーブン内
に静置した。
　検体溶液添加前の光学濃度（ＯＤ）の平均値（Ｎ＝４）を基準として、添加後３０分、
１時間、２時間、３時間、４時間におけるＯＤの平均値（Ｎ＝４）から各時間の輝度の減
衰率を導きだした。
２）測定条件
　　装置：　マイクロプレートリーダー　MTP-880 Lab  （コロナ電気株式会社）
　　励起波長：365nm
　　測定波長：450nm
　　フラッシュ回数：100
　　測定感度： x1
　　ミキシング： 5秒、直線
　8-oxo-dG濃度０～５００ｎｇ／ｍＬでの各時間における測定結果のグラフを図８に示し
、8-oxo-dG濃度０～２０ｎｇ／ｍＬでの各時間における測定結果のグラフを図９に示した
。
　また、平均粒径１０μｍであるシリカゲル粒子（３３）４０ｎｇの水性懸濁液４μＬに
代えて平均粒径１００ｎｍであるシリカゲル粒子（３９）１６０ｎｇの水性懸濁液４μＬ
を用いた以外は上記と同様の操作を行い、その際の、8-oxo-dG濃度０～５００ｎｇ／ｍＬ



(27) JP WO2012/133306 A1 2012.10.4

10

20

30

40

50

での各時間における測定結果のグラフを図１０に示し、8-oxo-dG濃度０～２０ｎｇ／ｍＬ
での各時間における測定結果のグラフを図１１に示した。
３）結果
　平均粒径１０μｍであるシリカゲル粒子（３３）を用いた場合、検体溶液添加後１時間
で、8-oxo-dG濃度０～５００ｎｇ／ｍＬにおいて、また、8-oxo-dG濃度０～２０ｎｇ／ｍ
Ｌにおいても、輝度の減衰率と相関する（8-oxo-dG濃度が高くなるほどＯＤ値が減少する
）ことが判った（図８及び図９参照）。
　このように、検体溶液添加後１時間でのＯＤ値を測定することにより、例えば、8-oxo-
dG濃度０～２０ｎｇ／ｍＬという非常に低濃度の検体溶液においても、正確に8-oxo-dGを
定量検出できることが判った。
　平均粒径１００ｎｍであるシリカゲル粒子（３９）を用いた場合、8-oxo-dG濃度１００
～５００ｎｇ／ｍＬにおいては、輝度の減衰率と相関する（8-oxo-dG濃度が高くなるほど
ＯＤ値が減少する）ことが判った（検体溶液添加後３０分～４時間）ものの、8-oxo-dG濃
度２０～５００ｎｇ／ｍＬにおいては、輝度の減衰率と相関するというデータは得られな
かった（図１０及び図１１参照）。
　しかし、8-oxo-dG濃度０～２０ｎｇ／ｍＬにおけるＯＤ値の変化を示す図１１から、１
～４ｎｇ／ｍＬという低濃度においてそれぞれ異なる時間に発光する（ＯＤ値が１００％
を超える）という現象が観察され、即ち、１ｎｇ／ｍＬでは１時間後に発光し、２ｎｇ／
ｍＬでは２時間後に発光し、４ｎｇ／ｍＬでは、３時間後に発光するという現象が観察さ
れた。
　従って、例えば、１～４ｎｇ／ｍＬという非常に低い濃度の検体溶液においても、発光
時間を測定することにより、非常に高い感度で8-oxo-dGを定量検出できる可能性が示唆さ
れた。
４）まとめ
　8-oxo-dGの認識分子を担持したシリカゲル粒子の輝度減衰は、標準8-oxo-dGの濃度と乾
燥時間に依存して合理的に変化した。また、平均粒径が１０μｍであるシリカゲル粒子よ
りも平均粒径が１００ｎｍであるシリカゲル粒子の方が、高感度の測定に適する可能性が
示唆された。
【００５４】
試験例６：ＨＰＬＣ用分離カラムとしての実用性（8-oxo-dGの保持能の検討）
１）実験操作
　ＨＰＬＣのプレカラムに平均粒径１０μｍであるシリカゲル粒子（３３）１０ｍｇを装
填し、ＨＰＬＣにて8-oxo-dGの分離同定をした。
２）測定条件
　　　機器：　HTEC-500（エイコム社）（8-oxo-dGは電気化学的に検出）
　　　ODSカラム：　CA-5ODS,  2.1φ x 150mm
　　　プレカラム：　分離用の ODS粒子（５μｍ）１００ｍｇに加え、シリカゲル粒子（
３３）１０ｍｇを充填
　　　移動相：　リン酸緩衝液（pH6.5-6.8）、メタノール 2％、SDS 90mg/L
　　　試薬：　8-oxo-dG（和光純薬）、500ng/mLの10μLを注入
３）結果
　8-oxo-dGの保持時間は、プレカラムにシリカゲル粒子（３３）を使用しない場合には２
８．０９分であったものが、プレカラムにシリカゲル粒子（３３）を充填した場合には２
９．００分となり、３．２％遅延される（遅延率：３．２％）ことが判った。
　また、8-oxo-dGのピーク値は、プレカラムにシリカゲル粒子（３３）を使用しない場合
には４３．９６ｍＶであり、プレカラムにシリカゲル粒子（３３）を使用した場合にも４
４．２２ｍＶであり、ピーク減衰は観察されなかった。
４）まとめ
　8-oxo-dGの認識分子を化学的に担持させたシリカゲル粒子（３３）をＨＰＬＣの流路中
に配置することで、8-oxo-dGのピーク出現は遅延するが、ピーク値の減衰はなかった。Ｈ
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ＰＬＣ＋ＥＣＤ（電気化学検出）で8-oxo-dGを検出する場合、移動相として今回使用した
ようなメタノール添加のリン酸緩衝液が一般的であるが、シリカゲル粒子（３３）は、同
緩衝液中の8-oxo-dGに対しても一定の親和性を示し、分離カラム用の充填剤としての有用
性が示された。
【符号の説明】
【００５５】
１：微粒子表面
２：8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子
３：スペーサーユニット
４：8-oxo-dG
５：dG
６：微小疎水空間
７：水相
１１：水性の検体溶液
１６：8-oxo-dGに対して特異的な蛍光応答を示す蛍光プローブ分子が固定された微粒子
１７：カラム

【図１】

【図２】

【図４】

【図５】

【図６】
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【図１０】

【図１１】
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