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pH 　3．5．　 As　the　 result
，
　the　me 血od 　of （4）was 　fbund

to　bc　the 　 most 　suitable ．　 Tlle　results 　of 　the 　comparison

betw  n 　 ion　 chrornatography 　 and 　 other 　methods 　 on

the　 determined　 cencentrations 　 of 　 serum 　 cations 　 were

as 　 follows．　 The 　 ion　 selective 　 electrode 　 method 　 was

inapplicable　because 　 of 　the 　interference　from 　the 　co −

existing 　substances ．　The 　values 　determined　by　the

atomic 　 absorption 　method 　secmed 　to　be　affected 　by 　the

volume 　of　serum 　protein　and 　that。f　sc  1ipid
，　being

eight　to　ten　percent　by　than　that 　 by 　ion　 selec 直ve

electrodc 皿 ethod ．（blori皿 etry 　 resulted 　in　 an 　 almost

equal 　concentration 　as 　that　by　ion　chromatography ・
Ion　chromatography 　was 　fbund　to　be　the 　m ｛rst　sUitable

f（）r 山 edetermination 　of 　the 　free　type 　or 　the　free　p且us

bound 　type　seru 皿 cations ・

　　　　　　　　　　 （Re 【：eived 　January　3且
，　1984＞

　　 Keuu，ord 　phmees

ion　chromatography 　of 　serum 　cations ；pretreatment　of

　s   皿 with 　ult ・afiltrati ・ n ；・・mpa ・iSon・f　m ・th・ds　for

detem血 g　 seru 皿 cadons ；determination　 of 　 sen 皿

　 cations 　 by 　 ion　 selective 　electrode 　method ；　 de・

　 tm 血 ation 　Qf 　serum 　 cations 　 by　 atomic 　 abs （｝rption

　 method ；colorimenic 　determination　of 　serum 　cation5 ．

発がん性メ チ ル 化剤に より生成 した デオ キ シ リボ核酸中の

1一及び 3一メ チ ル ア デ ニ ン と ff一メ チル グア ニ ン の 高速液体

ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に よる定量

由岐 英剛e
， 今 村 　誠 ， 河 崎 秀樹

＊

（1984 年 2 月 20 日 受 理 ）

　陽 イ オ ン 交換樹脂 Zipax　SGX を 用 い た 高 速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLG ）に ょ りデ ォ キ シ リ ボ

核 酸 （DNA ） の メ チ ル 化 に よ り生 成 し た 且一メ チ ル ア デ ニ ン ・ 3一メ チ ル ア デ ニ ン ・
06一メ チ ル グ ア ニ ソ

の 定量を行 っ た ．移 動 相 は リ ン 酸 水 素 カ リ ウ ム 水 溶 液 を 用 い ， そ れ ぞ れ の 塩基 を 試料 中 の 他 の 塩基誘導

体 ， 及 び 多 量 に 存在 す る 主要 塩 基 か ら 分 離 す る 条件 を 検討 し た ．検 出 は 紫 外 吸 収 （254   ）を 用 い た ．

DNA 試料 は Chargaff の ア プ リン 酸 を 生成す る 条件 で 加 水 分 解 し ， 同 時 に 透析 を 行 い
， 加 水 分 解 さ れ

た ブ リ ン 塩基 の み を 含 む 透 析外液 を 回収 ， 濃 縮 し ， こ れ を HPLC の 試料 と し た ．試 料 と し て は 発 が ん

性 メ チ ル 化 剤 で あ る メ チ ル ニ ト ロ ソ ウ レ ア （MNU ）・
N 一

メ チ ル ーN ，一
ニ トロ ソ

ー−N一ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン

（MNNG ）を in　vitro で 作 用 さ せ た 子 牛胸腺 DNA ，又 ラ ッ ト腹 こ う に 同様 の 発 が ん 性 メ チ ル 化 剤 で あ

る ジ メ チ ル ニ ト ロ ソ ア ミ ン （DMN ），
　 MNU を 投与 し ， そ の 肝 臓 よ り抽出 し た DNA （in　vivo ） の 分析

を 行 っ た と こ ろ ， すべ て の 試料 で 上 記 3 種類 の メ チ ル 化塩基 が 検 出 さ れ ， 多 く の もの に つ い て 定量 が 可

能 で あ っ た ．こ れ ら の こ と は 発 が ん 性 メ チ ル 化 剤 の DNA へ の 反応様 式 を 示 唆 す る ．

1 緒 言

　デ オ キ シ リボ核酸 （DNA ） は あ る種の 例外を除 い て ，

4 種 の 主要塩基か ら成 り立 っ て い る が ，発が ん性 メ チ ル

化剤 を 作用 させ る と主要塩基 の
一

部 が メ チ ル 化 さ れ，種

種 の 修飾塩 基が生成 し て く る．こ の よ うに 生 成 した 多種

の 微量成分 の 分析に は 当初か ら種 々 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー
が用 い られ て きた が ， 高圧送液 ポ ン プ と陽イ ナ ン 交換

樹脂 に よ る核酸塩基誘導体 の 分離が Uziel らに よ っ て 試

＊ 東邦大学薬学部 ： 274　千 葉県船橋市 三 山 2−2− 1

み られ 1）， 更 に 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）

の 開発に よ り，こ れ を用 い た 核酸塩基類 の 分離が多数報

告された
2）． こ れ らの 分離例の大部分が イ オ ン 交換，あ

る い は 逆相分配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を 用 い ，検出は 紫

タト吸収 に よ っ て い る
3）． 著者 らは 陽イ オ ン 交換樹脂 の

Zipax 　scx を使 っ た 核酸修飾塩 基 の 分離 の 基礎的条件

を 検討し 4）， 更 に 種 々 の 生物試料中の 修飾塩 基 の 定 量例

を 報告 して きた 5｝−7）．こ の 方法 は 定組成溶出を 用 い
， 限

られた 目的塩 基 の み を定量 す る も の で あ る が ，再現性，

定 量性 ともに 良好な結果が 得 られ て い る．本報で は レ
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メ チ ル ア デ ニ ン （m1Ade ），
3一メ チ ル ァ デ ニ ソ （m3Ade ），

06一メ チ ル グ ア ：z ン 　（皿
6Gua

）　の 定量法を 確立 し ，
　 in

vitro 及 び in　 vivo に お い て 発が ん 性 メ チ ル 化剤 の 作用 に

よ り DNA 中に 生成 した こ れ らの 修飾塩 基 の 定量を試

み た の で 報告す る．

2 実 験

　2 。1　装　置

　高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ は 島津 LC −2F を 用 い ， 定 流

量 で 送液 し た ．紫 外吸 収 検 出器 は 島津 UVD −2 を用 い ，

空 気 を 対照 に し て 測定 した ．記 録計 は島津 R −li
， イ ソ

ジ ェク タ ーは セ プ タ ム 式に よ り ， ス ト ッ プ フ ロ
ーイ ン ジ

ェ ク シ ゴ ン と し た ．

　2・ 2 試 　薬

　 ア デ ＝ン ， ア デ ノ シ ン ー5’一モ ノ リ ン 酸 ，　 シ チ ジ ン
ー5L

モ ノ リ ン 酸 は 興 入 ，
5一ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル は 東京

化 成 ，m3Ade は Fluka 社 の 製 晶 を 使 用 した ．　 m6Gua

は Balsigerに よ る 方法
e｝で 合成 し ， 紫外部 吸 収 ス ペ ク

トル
， 元 素分 析 で 確認 し た も の を 用 い た ・そ の 他 の 核

酸塩 基 標 品 は す べ て Sigma 社 の 製品 を 用 い た ，子 牛胸

腺 DNA は Sigma 社 Type 　I を ，
ニ シ ン 精液 DNA は

Sigma 社 Type 　lll を 用 い た ． ジ メ チ ル ニ ト ロ ソ ア ミ

ン （DMN ）は 東京化成 ， メ チ ル ニ ト ロ ソ ウ レ ア （MNU ），
N −・

メ チ ル WL ニ ト ロ
ーN − ＝ ト 巨 ソ グ ァ ニ ジ ン （MNNG ）

は 半 井 化 学 ， N 一ア セ チ ル
ーL 一シ ス テ イ ン は Sigma 社 の

製品 を 使 用 し た ．塩 酸 は 市販特級試薬 を 6M と し て 蒸

留 し て 用 い た ． HPLC の 移 動 相 は 半 井 化 学 製特級試薬

を 水 に 溶 解 し て 調製 した ．透 析 用 セ ル ロ
ー

ス チ ＝一ブ は

Visking社 の サ イ ズ 36／32 を 用 い た ．そ の 他 の 試 薬 は す

べ て 市販特級試薬 を 用 い た ．水 は すべ て 脱塩水 を 蒸留 し

て 用 い た ．

　 2 ・3 　実験操作

　2・3・1 検 量線　 標準液 は そ れ ぞ れ の 塩基 を 5pl 当

た り 2，5，10，30
，
50

，
100　ng 含む 水溶液 を調製 し，5

yl ずつ 注入 した．感度 は 4x10 −3a ・u ．f．s．で 定量 は ピ ー

ク 高さ法 に よ り絶対検量線を作成 し行 っ た ．

　2・3・2DNA の 加水分解　 試料 DNA 　30mg を 30

ml の 水 に 完全 に 溶解 し t　 O．1M 塩酸を 添加 して pH を

1・6 に 合わ せ た ．こ の DNA を含む懸濁液 全量 を 透 析

チ ューブ に 移 し ， pH 　 1．6 の 塩 酸水溶液 400m1 を透 析

タト液 と して ，37ac で 26 時 間加 水分解 と同時に 透析 し

た ．透 析終了後 ，タト液 400　ml を 回 収し，37 °G 以下

で減圧留去 し，全量を 10ml に 調製 した ． こ れ を 直接

HPLG で 分 析 した ．

繝 欄 ，   G に よる DNA の メ チ 1レ化 （in

vitro ） 子牛胸腺 DNA 　60　mg を 0．2M 　ト リ ス 塩酸

緩衝液 （pH 　8，0） 12ml に 溶解 し，　 DNA 中 の ヌ ク レ オ

チ ドに 対 し て t ： 0．1
，
1 ： t

，
1 ： 10

，
1 ： 100 （モ ル 比 ）に

相当す る MNU 量，　 L8 ， 18，180皿 g，1・8g を 含む l

ml エ タ ノ
ール 溶液を 加 え i

　 3 ア゚ C
， 遮光下 で 反応 させ た ・

反応終了後，2．5M 酢酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 12ml を 加 え

た 後，24　ml の エ タ ノ
ー

ル で DNA を析出さ e ，ガ ラ ス

棒で綿状 の DNA を巻 き
F
取 り， エ タ ノ

ー
ル 30ml で 2

回 洗浄後，0 ・25M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 30ml に 溶解 し

た ．更に エ タ ノ
ー

ル で 同様 に 再沈 し，真空 デ シ ケ ーター

（塩化 カ ル シ ウ ム ）中で乾燥 した ．こ の 場合約 40mg の

メ チ ル 化 DNA が 回 収 で きた ．　 MNNG の 場合は 反応液

の pH を 7・5 と し ， ヌ ク レ オ チ ドに 対 して hO ．1
，

1 ： 1，1 ： 10 に 相当す る N 一
ア セ チ ル

ーL 一シ ス テ イ ン量

2．8，28．280mg を 加 え， 更 に MNNG 　 2 ．6，26，260

mg を lm 且 の N
，
N 一ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド溶 液 と し て

加 え，以下 MNU の 場合と 同様 に 処理 し た ．

　 2 ・3 ・4DMN
，
　MNU 投 与による ラ ッ ト肝 St　DNA の

メ チ ル 化 （in　vivo ）　 wistar　albino 　de性 ラ ッ ト （200

g）5 匹 を 1 組 と し DMN を ラ ッ
ト体重 kg 当た りそ れ

ぞれ 20， 50，且00，250mg に相当する量を lml の 生理

食塩 水溶液 と し ， 腹 こ う内に 投与 し た ．投与 5 時間後に

肝臓を摘出 し， ドラ イ ア イ ス 凍結 した後 ， Kirby 法 に ょ

り DNA を 抽出 した ．　 MNU は ク エ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム 生

理 食塩 水 溶液 と し て 体重 kg 当た り 100　mg を 投与 し

て ，DMN と 同様 に 処 理 した ．

3 結果及 び考察

　3・1 移動相の検討

　核酸 塩 基 類 の 陽 イ オ ン 交換 樹脂 へ の 保持 は 核酸 塩 基 の

ア ミ ノ 基が プ ロ トネ ーシ ョ ン を 受 け陽 イ オ ン とな る こ と

に よ っ て い る． グ ア ニ ン （Gua ），ア デ ニ ン （Ade ），シ

トシ ン （Cyt） の pKa は それぞれ 3．3， 4．1， 4．4 で あ

り， こ の 順に 溶出 され る ．又 分子 内 へ の メ チ ル 基 の 導入

に よ る pKa や 樹脂 に対する親和性 の 変化な どが保持時

間 に 影響を与え る．一
方 ，移動相 の pH と保持時間 との

関係は 著者 らに よ っ て 示 され た よ うに 4）， pH が 上昇す

る と プ P トネ
ー

シ ョ γ の 度合 い が 減少 し，保持時間 は 短

か くな る．又 移動 相 の 塩濃度 と保持時間 の 関係は ，塩濃

度すな わ ち塩基以タトの 陽 イ オ ン 濃度 の 上 昇に 伴 っ て 塩基

の 保持時間 は 短 か くな る．核酸中の 塩 基 を 定量 し よ うと

する場合，多量 に 存在す る主要塩 基 に よ り妨害 され る可

能性 が 高く，従 っ て こ れ らの 修飾塩 基を
一
斉分析す る よ

りも個別 の 塩基 に 最適f 条件を 検討す る こ とが 好ま し

い ．meGua の 場合，移動相 0．06　M リ ン 酸水素 カ リ ウ

ム ， pH 　 4．85 で Fig ．1 （a ）に 示 し た よ うに十分な分

離が 得 られた・こ の 条件 で は Tab 且e　l に 示 した よ うに

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報　文 　　由岐 ， 今村 ， 河崎 ： メ チ ル 化 DNA 中の ml 及 び msAde と meGua の HPLC に よ る 定 量 　　353

0．01

喜

囂
葱
量
§
韋

0．Ol

？

耋
　§
哩

，

Retention　 time ／min

20

Fig．　 l　Separation　of　methylated 　bases　by　high　perfbrmance 且iquid　 chromatography

　　　　C 。 nditi ・ n ・
− C ・ rum ・ IZip ・・SCX （1　m × 2．lmm 　l・D ・），　 F1・ w ・at ・ ・0・4ml ！皿 i・，・Press・ ・。 ・ 35　kgノ・ m2 ・T ・ mp ・・a・

　　　　 ture ： Ambic 鵬 ，　Sensit；vity ： 0．01　a ．・u ．　f．　s．，　 Mobilc　phase ： （a ） O．06　M 　KH2PO4
−K2HPO4 （pH 　4．85），（b）

　　　　0 ，tM 　 KH2PO4 −K2HPO4 （pH 　5．釦 ），　 Detector ： UV 　2甜   ，　 Sample 　size ：5pl （IO・・100　ng 　 eacb 嘸 ）i

　　　　 P ，。k、
− 1 、 G ． 。 ．i。 。，2 ・ 1−M ・ thy且9U ・ ・ ine，3 ・ 7−M ・ thy   … i・ ・，4 ・ Ad ・nin ・，5 ・ 06 −M ・thylgu ・ ni … 　5 ・ Ns −

　　　　 Mcthyladenine ，
7 ： 2−Methy 且adenin 。，8 ； 1−Methyladcninc ， 9 ：3−Mcdlyladcnine

Tablc 　l　 Retention　times 　of 　nucleic 　acid 　bases

Base

Rctentientimc

／min

　

（1）　　 （Ii）

7−Mcthy 琶luanin¢
Guanoslne −5厂一

rnonophesphate

Ad   i皿 c1

−Mcthyladcnine
2，Meth ぎladcnine

3−Methvladeninc

Guani ロ e 　 　 　 　 　 　 O．77
1−Methy 】guanine 　 1．IS
O6 −Methylguaninc 且2．33
　 　 　 　 　 　 　 1．9703

，2823
．3822
，r855
．釦

0．271
．272
，230
．500

N6 −Methy 且2dcninc 　21．IB

  葛譲
’methy ト

1・・

Thymine 　．　　　　 O

T
惚 9髄轟、，

・　 ・

0 ．7513
．605
．8826
，5B4
，2D23

．480

Base

Retentiontime
ノ血 ln

　

（1）　　 （11）

Urac 囗　　　　　　　 0

5一
黜 Fxymcthy1

’
・

Uridin ¢
−5’−

　 　 　 　 　 　 　 O
monophosphate

Cytosinc　　　　　　 6．47
3−Methylcytosine　 25 ．03
5−Methylcytosine　 22．45
5
報謙

ymethyh ・8・

Cytidine−5’−
monophosphate

Xan 山 ineHypoxan

出 ine

1−Mcthy ！−
　 hypoxan 山 ine

e0oI

．6720
．556
，250

．57

O　　　 O0

　　　 00

　　　 0o

　　　 〔〕

Retcntioロ tilne　 i呂 expressed 邯 　adjuSte ［且 retcntlen 吐ime （t丑

t

）・
Mobi 監c 　phase ： （1） 0．06　M 　 KH2PO ‘

−K2HPO ‘ （pH 　4 ．85），（II）

0」OMKH ：PO4 −K2HPO ‘ （pH 　5．5D）

m6Gua に 重な る ピ ーク は無か っ た ．又 こ の pH で 陽 イ

オ ン とな らない ウ ラ シ ル
， チ ミ ン

， キ サ ソ チ ン な ど，又

負に 荷電 し て い る ヌ ク レ オ チ ド類 は 保持されな か っ た ．

又 こ の 条件 で は 皿
eGua は それ に 対し て 100倍 モ ル 量 の

主要塩 基を含 む試料 に お い て も十分な 分離 が得 られた ．

次 に m1Adc 及 び mSAde の 分離条件 の 検討を 行 っ た ．

m ・Ade の pKa は 7．2 で ある た め pH 　5・0 以下 の 範 囲

は 条件 と して 適さ な か っ た ．そ こ で pH 　5，0 以上 に つ い

て 検討し た と こ ろ ，0．lM ，　pH 　5 ・50 に お い て miAde ，

m3Ade が Fig ．1 （b ）に 示 した よ うに 40 分 以 内 に よ く

分離 され た ． 又 Ade ： Gua ： miAde ： msAde ・　 100 ；

100　 ： 1 ； 1 （モ ル 比）の 試料も完全 に 分離 さ れ た ．HPLC

の 条件 は Fig．1 に 示 した．こ の 条件 に おける m1Ade
，

rnSAde ，　 m6Gua の 検量 線 は それ ぞれ 2〜50　ng ，5〜100

ng ，2〜IOOng の 範 囲 で 良好な 直線性を示 した （それ

ぞれ r・＝O 。994
，

0 ．999
，

0 ．999）．又 ク ロ マ ト グ ラ ム の

再現性は 相対標準偏差 で 示す と，保持時間 は それぞれ

0 ．78， 0．75 ，
0．66％ ，ピ ー

ク 高 さ は そ れ ぞ れ O・77 ，
L79

，

O ・95％ とな り定量 に十分な再 現性 が得 られた ，

　3・2DNA の 加水分解 と試料調製

　DNA の 加水分解は 塩 酸，過 塩素酸 ．ギ 酸な どの 酸加

水分解が用い られる が ，
meGua は 他 の プ リ ン 塩基 に 比

べ ，酸 に 不 安定 で あ るた め ，強酸に よ る 加水分解 は で き

な い ．本実験で は 既 に 著者 らに よ っ て 核酸中の N6 −me −

thyladenine ，　mTGua の 趨 1こ 恥 られた 6）7）
，　 Ta  

らに よ る 9）， pHL6 塩酸，37°C ，26 時間 の ア プ リ ン

酸を生成 す る条件 に よ る 酸加水分解を 試みた． こ の 条

件下 で は プ リ ン 塩 基 は 定量的 に DNA 鎖か ら脱離 し，

同時に 透析 を行 うこ とに よ り DNA 鎖 か らプ リン 塩 基

の み の 脱離 した 高分子量 の ア プ リ ソ 酸は 透 析内液 に 残

り，プ リ ン 塩基 は 透析外液 に 回収さ れ る．こ の 透析 を 含

む DNA の 加水分解に よ る 試料調製 操作 の 全行程 の 回

収率 を 測定 し た とこ ろ， miAde ．　m3Ade ・ m6Gua は そ

れ ぞれ 96 ．4
，
96，6，95．8％ （n ＝5） と． 3 種の 塩 基の 間

に 大差は な く，meGua は 透 析加水分解，濃縮 の 段階 で

も安定で ある こ とが分 か っ た．以 上 よ り決定 した DNA

試 料 の 分析操作 は 2・3 ・2 に 示 した ．

　3。3 発が ん性 メ チ ル 化剤を in　vitro で 作用 させた

DNA 中の 修飾塩 基の定t

　発が ん性 メ チ ル 化剤 として MNU
，　MNNG を用 い た ．

本 実験 は ，Lawley ら
1●）に よ る 14C を用 い た条件を参

考 に し， 2・3・2 に 示 した よ うに 市販子牛胸腺 DNA を

メ チ ル 化剤 で 処理 し，そ の 前後で の DNA 試料 の 分析
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Fig．2Chromatqgrams 　of　methyl 飢 ed 　purine　ba盻 s　from　 methylnitrosourea （MNU ）

　　　　treated 　deoxyribonudeic　 ac 晝d （DNA ）

　　　　 MebiLc 　phase　： （a ）0 ．06　M 　KHzPO ‘
−K 匿HPO ‘ （pH 　4．85）， （b）0」 MKH2PO4 −K2HPO4 （ρH 　5．釦 ）

を 行 っ た ．試料 の ク ロ w ト グ ラ ム は Fig ．2 に 示 した よ

うに miAde
，
　 m3Ade

，
　 mfGua の 位置に ピ ーク が 確認

され ， 更 に 標品との 混合検体 に お い て も単一の ピーク

を 与 え た ．又 処 理 前 の DNA ひごは こ の 3 種 の メ チ ル

化塩基 の 位置 に は ピーク は 出現 し なか っ た ． Table 　 2

に 示 し た それぞれ の モ ル 比 で メ チ ル 化処理 を 各 3 回

行 い ， 各試料 の 3 種 の メ チ ル 化塩 基 の 定量 を 行 っ た ．

MNNG も同様に Lawleyn ） の 方法に従 っ て メ チ ル 化

処 理 を 行 い ， 分析を 行 っ た と こ ろ MNU と同様 に 3種

の メ チ ル 化塩 基 は 定 量 された ．結果 は Table 　2 に 示 し

た ．こ れ らの 数値 は 同時 に 既報
7）の 条件で Ade

，
　Gua を

HPLC で 定量 し，それぞれ の 主要塩 基 に 対す る百分率

で 示 した ．こ の 結 果 よ り m ；Ade は m7Gua に 次 い で多

く生成す るとい う従来 か らの ラ ジ オ ア イ ソ トープ を 用 い

Tab 且e　2　Determinatien　 of 　 methylated 　 bases　 in

　　　　 DNA 　prQduced 　by　 reaction 　with 　various

　　　　 concentrations 　 o 『 MNU ，　N −methyl −1VL

　　　　 nitro −N −nitroguanidine （MNNG ）in　oitro

　 　 　 　 A 皿 ount ，　 mol ％
−
06 −Methyl −　 1−M 紬 yl・　 3−Methy ・
guanmc 　 　 adenine 　 　 adcninc
（皿

6Gua
）　 　 （m1Ade ）　 （m3Ade ）

た 報告 12）
と
一致 した結果 が得 られ ， 全体的に メ チ ル 化剤

の 量が増す と生成量が 増加 し ， 3種 の メ チ ル 化塩基 で は

生成量 は m3Ade ＞ m6Gua ＞ m 】Ade の 順 とな っ た ．

Mcthylating 　agentS

MNU 　 　 O．1 ； ］

　 　 　 　 1　 ： 且

　 　 　 10　 ； 1

　 　 　 100　 ： 1

MNNG 　 O，1 ： 1

　 　 　 　 且　 ： 1
　 　 　 正0　 ：1

0．050
，54L72

，30

．040
．500
．34

detec匙cd

　 O．030
．060
．40detcetedO

．020
，36

0．110
．632
．76
．60

．060
，320
．66

Thc 　amount 　 i8　 expresscd 　in　mol ％ 　of 　parent 　major 　baεe．
Detocted −

m1Ade ：Under 　 O．005 ％ o 『 ade ロ inc，　 m3Adc ：Unde 【

0．01 ％ of 　adenine ．　 m6Gua ：Undcr 　O．O】g60f 　guan 三ne ；　 D α  
一

重ion　limit− m 監Ad 巴 ： 2．5xlO −3
％ of 　 adcninc

，
　 m3Ade ：5x10 −3

％ ・f　ad ¢ n 」叫 m6Gua ：5xlO −S
　S 。f　guanin¢

　 3 ・ 4 発がん 性 メ チ ル 化剤を in　 vive で作 用させた

DNA 中の修飾塩基の定量

　 発が ん性 メ チ ル 化剤は DMN と MNU を用 い た ． こ

れ らが腹 こ う内 に 投与され た場合，DMN は 酵素的 に ，

MNU は 化学的に分解 し ，
メ チ ル 化作用 を表す ．こ れ ら

の ラ ッ トへ の 投与例 は 多数報告され て い る が DMN は

Pegg ら ls）の 方法 ，　 MNU は Margison ら14）の 方法を参

考 と し て 投与を行 っ た ．　 投与後，肝臓を摘出 し， Kir−

byiti） の PAS 一
フ ＝ ノ ー

ル 法 に よ り DNA の 抽出を 行

い ，
S ・3 と 同様に分析 した ．メ チ ル 化塩 基 の 生成 量が in

vitre の 場合 に 比 べ て 少な い た め ， 透析外液 か らの 濃縮率

を増 した が ，Fig ．2 と同様な ク ロ v トグ ラ ム が 得られ ，

3 種 の メ チ ル 化塩基 の 生成 が 確認 され た ．又 DNA 試

料 の Ade
，　 Gua の 量比 は 1・34 （Gua ／Ade ）と ラ ッ ト

肝臓 DNA に つ い て の 報告値 と
一

致 した ． 投与量 は

Table 　3 に 示 し た それぞれ の 量に つ い て 各 2 回ず つ メ チ

ル 化を行い分析 した ．DMN の 場合 in　 vitro の 場合と 同

様 に 投与量 の 増加 と と もに メ チ ル 化塩基生成 量 が増加す

る 傾 向を示 した ．MNU は 各塩基 は 検出さ れた が 微 量 で

定量 で きな い も の もあ り，DMN の ほ うが メ チ ル 化塩基

の 生成 量が多 い とい う従来 か らの ラ ジ オ ア イ ソ トープ を

用 い た実験 に よ る 報告 と
一致 した結果 が 得 られ た ．又

m1Ade の 生成 量 は少なか っ た が m3Ade と m6Gua 量 に

は ， さ ほ どの 差は 無か っ た．又 そ の 外，ア ゾ 色素系 の 発が

ん 物質 の 3’一メ チ ル ーN
，
　rv一ジ メ チ ル ア ミ ノ ア ゾペ ソ ゼ ン

を含む 飼料の 摂取 に よ りが ん 化 した ラ ッ ト肝臓の DNA
，
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Tablc 　3　 Methy 且ated 　base　 content 　in　DNA

DNA 　 origin

　 　 　 　 Content，％

−

m6Gua 　 　 mlAdc 　 　 m3Ade

）

）

20
」

11

14）

DMN 　 treated
　 　 　 　 　 　250   1k8
　 ra星　liver100

  ！kg50

　mg ！kg20

噌 kg

M
矗Y且驃

鴕 dm
噌 k・

3’−DAB 　tr己 a肥 d　 r瓢
　 1iΨ ¢ r　 tu皿 or

Ehrlich　solid 　 tumo 「

N 。  Imt 　li▼ er

Calf 　tby 【nus

Salmon 　 t¢ 3te5

0，D90
．130
．120
．070
．070
．05dctecteddetectedO

。Olde
に cted

　（
一

）

　 （
一
）

　（一）

　（一）

　（一）

0，020
．020
，020
，020
．01detectedO

．007detccteddctec

忙ddetected

　（
一
）

　（
一

）

　（
一
）

　（一）

　（
一

）

0．050
．090
．040
．030
．070
．050
．Otde
匚ec 祀 dO

、02det
  匚εd

　（一）

　（
一

）

　（一）

　（一）

　（一）
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methylguaJ 血 e 　h 　deexyribO 皿 ucldc 　acid 　fermed
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YuKI

，
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Miyama ，　Funabashi−shi ，
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，
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　A 　high　perfi・ m ・ance 　liquid　chr ・ mat ・9・aphic 　d ・termi −

nation 　of 　1−and 　3−mc 山yladenine3　andO6 −methylguanine
in　 nucleic 　 acid 　 was 　devdoped ．　 Thirty 皿 皿igrams　 of

methylated 　DNA 　was 　dissolved　in　30　ml 　of 　water 　and

pH 　 of 　thc 　 solution 　 was 　 adjusted 　 tQ　 l．6　 with 　 O．1　M
hydr  hloric　acid ．　 The 　 so 且ution 　 was 　dialyzed　 against

400ml 　of　p正I　L6 　hydrochloric　acid 　at　370C 　fbr　26　h。
The 　 solution 　 was 　 evaporated 　 under 　 reduced 　 pressure
t・ 10m 置

，
　and 　5 μ ・f　the ・・ ncent ・at ・ w 鷁 珂   t・d ・ nt 。

ahigh 　performance 　liquid　chromatograph ．　 The　meth −

od 　was 　applied 　for　the 　determinatien　of 　the 　DNA 　bases

pmduced 　by　methylation 　with 　methylnitrosourea （MNU ）
・・ N −・me 血 yl−N

’−nitr ・
−N −nit ・… guanidin ・ （in 廝 の

and 　of　methylated 　bases　in　liver　DNA 　of 　rats 　treated

with 　 dirnethylnitrosamine　 or 　 MNU 　（in　 vive）．　Each

methylated 　base　was 　succcssfully 　detected　and 　deter−

mined 　in　 alhhese 　samples ．　 The 　lower　limits　 of 　d臣

tection 　of 山 e 止 rec 　methy 且ated 　bases　 werc 　2．5　x　10
−s

，

5 × 10司

，　and 　5　x 　10−3 ％　of 　the 　parent　major 　bascs，
adenine 　 or 　 guanine ，

　 respectively ．　The 　 recoveries 　of

the　three　methylated 　bascs　were 　96．4，96。6，　and 　95．8 ％ ，

rcspcctively ．　 Thcse 　resUlts 　suggest 　the　mOde 　of 　reaction

of　carcinogenic 　 methyladng 　agents 　on 　DNA ．

　　　　　　　　　　　 （Reccivcd 　February　20，
1984）
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high 　perforTnance　liquid　chromatography ；detcrminadon

　of　 me 由 ylat｛rd　 bases　 in　 nucleic 　 acid ；c 訂 cm ・gen ・c

　 methylat   g　agent ；1−
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