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北大水産象報
30(1)， 92-99. 1979. 

エドマン分解とガスクロマトゲラフィーによるペプチドのアミノ酸配列分析

吉田雅彦市・米国 動本

Amino Acid Sequence Analysis of Peptides by Edman Degradation 

and Gas-Liquid Chromatography 

Norihiko YOSHIDA* and Tsutomu YONEDA* 

Abstract 

One of仙emeぬodsof sequence 晶nalysisof peptides was presenもed. A 
gas-liquid chromatography (GLC) w，品目乱，ppliedto the analysis of amino acid composi-
tion of peptides after the Edman degr乱dation. As for the peptide自，bovine oxidized 
insulin A chain (heneiωsa pepもide)and品ngiotensinIII (hepta peptide) were used. 
By that method the sequenc四 offour re日idue自of品mino乱cidfrom N-terminus of 
insulin A chain and all residues of angioten自inIII were determined. In the c品開
of品ngiotensinIII only 0.58 mg was needed for complete analysis. 
The results showed色heusefulne自sof the晶pplicationof品mino晶cidan晶lysis

by GLC to Edman degrad晶tionsequencing. Byもhistechniqueもhesequence 
analysis of longer peptides such as in自ulinA chain were also pωsible. Especially 
for small pepもidesthis method is fa呂志 andmore suitable ∞'mp晶redto the general 
d晶nsylationmethod. 

緒言

ぺプチドのアミノ末端 (N末端)部分のアミノ酸分析法には， Sanger1)によって創案きれた 2，40

ニトロフエニール (DNP)法， Edman によって創案されたフェニールイソチオシアネート(PTC)法ー

すなわちエドマン分解で知られるーの化学的方法と， ロイシンアミノペプチダーゼを用いる酵素的方

法かのがある。 DNP法はインシュリンの一次構造決定に用いられ， N末端アミノ酸の同定と部分加

水分解とを組み合せる ζとによりアミノ酸配列を決定する方法である。しかし DNP化は N末端の

aーアミノ基， イミノ基ばかりでなく内部のリランのe-アミノ基，チロシンの水酸基，ヒスチヲンのイ

ミダゾール基およびシステインのスルフヒドリル基も DNP化され，また得られる DNP-アミノ酸は

光分解を起し易いなどの欠点がある。一方ロイシンアミノペプチダ{ぜを用いる酵素的方法は，酵素

によって遊離するアミノ酸を定量すればよい。しかし酵素の反応速度は N末端アミノ酸ばかりでなく，

次位のアミノ酸によっても影響を受けの， その結果の解析は複雑ではあるが， 一つの方法として確立

している。

現怠ペプチドの N末端からアミノ酸配列を決定する方法としてはエドマン分解が多く用いられて

いる。エドマン分解の原理は図1.1と示したととく，第一段階では微アルカリ性溶液 (pH8-9)中で

フェニールイソチオシアネート (PTC)がペプチドの末端アミノ基と反応して PTC-ぺブチドを作
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る。第二段階でζれを酸性溶液に入れると，脱離と環化がほとんど同時に進行し， N末端アミノ酸が
PTH-アミノ酸として遊離し，第二番目のアミノ酸を N末端とするペプチドか噴る。乙の操作を繰り

返すζとにより N末端部分のアミノ酸を順次脱離する ζとができる叫

1 st Step 
Rl R2 

C6Hs・N=C=S + H2N・CH.CO-NH・CH・Co---------

S R1 1 R2 
C品 -NH.』.NH.dH-co-NH.dH・CO------

2 nd Step 

/ +H20¥ 

+
 
H
 

'
B
i
t
t
-
E
P
1
1
1
1
ψ
 

Rl 

CH .COOH 

NH 
司・・『・・ーーーーーーーー--+

己=S -HiO 

NH. CsHs 

Chemical reacもionofぬeEdman degradation. 

H+ F
S
 
H
 
Q
 

O
|
N
/
 

ー

一

し

c
l
S

R
i
e
l
N

、

H

H

 

Fig. 1. 

N末端アミノ酸を決定するには， DNP法あるいはダンシル (DNS)法を用いない方法として， 1回

のヱドマン分解後，遊離した PTH-アミノ酸を同定する方法，残ったペプチドのアミノ酸残基組成を

求め，間接的11:N末端アミノ酸を分析する方法ηのがある。われわれは，ガスクロマトグラフィー

(GLC)によるアミノ酸分析の高感度・短時間性・経済性等の利点をいかして，後者の方法を採用し

た。 ζの方法でウシ酸化インシュリン A鎖とアンラオテンシン IIIのアミノ酸配列分析を行ったので，

その具体的方法とその成果を報告する。

実験方法

試料・試薬

ウシ酸化インシュリン A鎖は BoehringerMannheim製， アンヲオテンシン IIIは蛋白質研究奨励

会製，酢酸エチル，ピリジン，エタノール，フェニールイソチオシアネート(PTC)，トリフルオロ酢

酸 (TFA)， nーブタノールJ ~クロルメタン， 無水トリフルオロ酢酸 (TFAA)は半井化学薬品 K.K.

製，定沸点塩酸 (5.7N)は和光純薬工業製のものをそれぞれ用いた。エドマン分解には， クロマトグ

ラフ用試薬または特級試薬を用いた。
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エドマン分解の

試料 (0.5mgについて)を試験管(10x110mm)にとり 1∞μの 5096ピリランで溶解し， と
れに 5，.lのPTCを加え試験管1<::窒素ガスを 15秒間吹き込み， 空気を除去後パラフィルムで密閉し

てよく携持した。 ζれを 45.Cで10分ごとに援詳しながら 1時間反応後， デシケーター中で減圧乾

回した。次1<::残存しているピリラン・ PTC除去のため 1oo，.lのエタノールを加えて溶解し，同様に

してデシケーター中で除去した。 ζの操作を再度繰り返した。 ζれに 100，.lの TFAを加えて 15秒

間窒素ガスをゆっくりと吹き込み，パラフィルムで密閉して 45.Cで20分間反応させた。反応終了後

窒素ガスを吹きつけて乾固し，さらにデシケーター中で減圧下15分間乾燥した。次に 150，.lの蒸留

水と 500，.lの酢酸エチルを加え，超音波処理を 10秒間行いよく捜持した後，遠心分離 (20oorpm.5 

min)してニ層1<::分け，有機層を取り除き再ぴ 500，.lの酢酸エチルを加えて同様の操作を行い，有機

層を除去した。乙の操作をもう一度行って完全に PTHーアミノ酸を除いた後，水層の一部分を取って
加水分解に用い，残りはデシケ{ター中で減圧下乾固させて，次のエドマン分解1<::供した。

アミノ酸分析

ぺブチドの加水分解は，内部標準(1.S.. ノルロイシン)O.l，.moleを含む定沸点塩酸 (5.7N) で

1l0.C・20時間分解した。アミノ酸は前報10)と同様に N-trifuluor，田cetyln-butyl esterとして.0.75 

96 EGSS-X・0.2596DEGSと1.596 OV-17の2本のカラムで分析した。

実験結果

酸化インシaリンA鎖のエドマン分解

酸化インシュリンA鎖 1.1mgを用いて， 連続5回エドマン分解を行った結果を表11<::示した。エ

ドマン分解4回目(&)までは順調に反応が進行し.N末端から 4番目までのアミノ酸配列は.H-

Gly-I1e-Val-Glxーと分析できた。しかし 5回目のエドマン分解は進まず 5番目以降のアミノ酸配列

を決定する ζとはできなかった。分析した N末端から 4残基のアミノ酸配列は，既知のウシインシュ

リンA鎖のアミノ酸配列11)と一致した。

.... 

&。

Fig. 2. Chrom晶旬'gram of oxidized 
inaulin A chain hydrolysate on 
EGSS-X.DEGS column (4 mm  
I.D. x 1 m). 
Program temperature， 60ー2100C
wCr凶 n).
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T品，ble1. Aminoωidω仰曾08itionof the Edman d占grada助協 ofox品Uzedi附句linA chain. 

E。 E
 

n
一

B

n
一

E伽「
E

一E
 

E6 

Ala 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
Val 1.68 1.49 1.57 1.17 1.18 1.18 
Gly 0.80 0.19 0.34 0.21 
Ile 0.71 0.60 0.13 0.09 
Leu 1.80 i. 61 1.62 1.83 2.23 2.35 
Ser 1. 67 1.56 1.97 2.16 2.25 1.42 
Asp 1. 75 1.71 1.76 1.91 2.27 1.16 
Glu 3.55 3.57 3.13 3.46 2.60 1.52 
野r 2.44 1. 39 1. 76 2.22 2.34 0.97 

S03H S03H S03H 

GlyーIle-Val-Glu-Gln一Cys -Cys -Ala-Ser-ValーCys-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

S03H 

Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr一Cys -Asn 
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

Fig. 4. Amino acid田 quenceof bovine oxidized insulin A chain11l. 

アンジオテンシン 111のヱドマン分解

アンヲオテンシン IIIO.58mgを用いたエドマン分解の各段階のペプチドを GLCで分析した時の

クロマトグラムを図511:示した。エドマン分解の各段階において，順次N末端からアミノ酸が切り

離されていることが，各段階のクロマトグラム(図5)のピークの消失からわかる。各クロマトグラ

ムからの Re1ativeMolar R田ponse(RMR)を求め， フェニールアラニンを 1残基として換算した時

の各アミノ酸の残基数を表2に示した。 ζれらの結果から分析したアミノ酸配列は， H-Arg-Val-Tyr-

Ile-His-Pro-Phe-OHであり， ζれは既知のアンヲオテンシン IIIのアミノ酸配列12)と一致した。

考 案

タンパク賀の一次構造を決定する一般的な方法は， タンパク質分子を適当な大きさのぺブチドにま

で断片化 (fragmentation)し，それぞれのぺブチド断片のアミノ酸配列を決定し1831q そのあともと

のタンパク質分子中でのそれらペプチド断片の配列順序がわかれば， 乙のタンパク質の全一次構造が

決定できる。

化学的に一次構造を決定するためには2つの要素が必要である。 その 1つは末端アミノ酸の同定で

あり，他の 1つは末端から 1つづっアミノ酸を切り離す操作である。したがって末埼から順次アミノ

酸をはずしながら新たに現れる末端アミノ酸を同定してゆけぽアミノ酸配列が決定できる。 1945年

Edman によって倉tl案されたエドマン分解は， N末端から 1つづっ段階的にアミノ酸をはずしてゆく ζ

とができる方法1のであり，分解iとより産生する末端アミノ酸のP百十誘導体の同定を行えば，一次構

造決定のための2つの要素を満足する ζとになる。 P百十アミノ酸の同定には， ζの誘導体をアルカ

リ分解しでもとのアミノ酸にもどす方法16-1のや， 誘導体を直接ペーパークロマトグラフィー叫・薄
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T油le2~ Ami仰 acidω押切08it必偽 ofthe Edma叫 degradation01側 giote削仇 III.

Edman degradation step 

I Es I Ea E， I Es 
V品l 1.01 0.91 
Ile 0.89 0.81 0.72 0.66 
Pro 0.98 0.95 0.96 0.84 0.93 0.84 
Phe 1.00 1.00 1.ω 1.00 1.00 1.00 1.00 
時Argr 

0.96 0.91 0.94 
0.98 

His 0.99 1.15 0.94 0.69 1.15 
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層クロマトグラフィー21)・ GLC幼叫・液体クロマトグラフィ_24)で分析する方法があり， 近年高速

イじされた液体クロマトグラフィーが多く用いられるようになってきている。

また近年のペプチド・タンパク質の精製方法の進歩tとより， 従来不可能であったホルモンなど，生

理活性を有する極微量のペプチドを単離・精製する ζとが可能となり， その構造解析のためにアミノ

酸配列分析の微量化が必要となってきた。 1963年 Grayら叫が DNP法とほぼ同じで， しかもより

微量のアミノ酸を分析できるダンシルクロリド (DNS-CL，;メチルアミノナフタレンスルホニルクロ
リド)を用いたダンシル法と上記エドマン分解とを組み合せるととにより，微量試料 (2X10・8モル)

のアミノ酸配列を N末端より 6番目まで決定した。 ζのダンシルーエドマン法は現在多く用いられて

いる優れた方法であるが，なお DNS-アミノ酸の安定性などに若干の問題を残している。

われわれが用いた方法は， いわゆるエドマン消去法η9であり， エドマン分解によってはずした N

末端アミノ酸を，残ったペプチドのアミノ酸残基を定量することにより決定する方法であり， ダンシ

ルーエドマン法と比較しでも， ダンシル化の過程を必要しない点，操作が簡単である。今回われわれ

が用いたエドマン分解は， 木村9)の方法を， PTH-アミノ酸を酢酸エチJレで抽出するなど， 多少モデ

ィファイして行った。 ζの方法では 1回のエドマン分解が約3時間で終了する。

インシュリンA鎖のエドマン分解は7回試みた

が， いづれも 4段階までは成功するものの， それ

以上は進まなかった。知られているウシインシュ

リンA鎖(酸化型)の一次構造11)は図4で示したよ

うに， H-Gly-l1e-Val-Glu-Gln-CyS03H-・・・ であ

り，末端から 5番目のグルタミンのと ζろで進行

しなくなった。 この理由として図61ζ示すように，

グルタミン (またはグルタミン酸)が N末端に出

てくると，容易に閉環し， ピロリドンカルポキシ

ペブチドとなり， エドマン分解がそれ以上進行し

ないととが考えられる932R

ζれとは別1<:，ヱドマン分解が進行しない理由

の1っとして考えられるものに，図7に示した現象

がある。つまり，ペプチド中にアスパラギン酸(あ

るいはアスパラギン)残基が存在すると， そのペ

H2C-CH2 R 

H2NOt tH.∞-NH.dlCO--… 
H2N 

j-NH 

H2C-CH2 R 
I I 
O=C CH・CO-NH・CH・CO-------
¥/ 
N 
H 

Fig. 6. Occurrence of pyroglutamic 
peptide at 品mino 句rminalof 
pepもide・人

プチド結合がa--カルポキシル基から， βーカルポキシル基に転位するととがある。乙の転位は Asp-

Glyの配列で起りやすく， βー型の結合をもっアスパラギン酸残基がN末端に現れた時，エドマン分解

を行うと r アミノ基は PTC化されるが， TFA処理しても β型結合のためペプチド結合が切断され

ず，エドマン分解は進まない9)。ζれは a位のカルポキシル基が立体障害を起して， ペブチド結合切

断を妨害するためと考えられる。 ζのカルポキシJレ基による立体障害は，グルタチオン('Y-Glu-Cys-

R1 CH2COOH R2 

一一一NH・お .CO-NH・ゐ.∞-NH.4H・CO--------

R2 

Rl CH2CO -NH・CH.CO------一

一一一一NH.CH・co-NH.dH COOH 
Fig. 7. (11， {J-re晶.rrangemenもon晶sparaticacid residue in pepもide・同町.
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Gly)のN末端部位にも見られ，実際fLグルタチオンのエドマン分解も試みたが， 全く進行しなかっ

Tこ。

アンヲオテンシン IIIの実験結果は，理論値とよく一致した。 ζのペプチド選択の理由は，われわ

れの設定した条件下でエドマン分解が塩基性アミノ酸のアルギニン・ヒスチジンや， イミノ基をもっ

プロリン残基に対して十分進行するかどうかの確認のためであった。図5や表21と見られるように，

各残基は各ステップで確実に切り離されて消失しており， 乙の方法によってアンヲオテンシン IIIの

ペプチドのアミノ酸配列の決定が十分行える ζとを示している。

実験結果の示すとおり，エドマン分解と GLCによるアミノ酸定量を組み合わせたアミノ酸配列分

析は，オリゴペプチドについては確実かつ簡単で極めて有効な方法であり， またインシュリンA鎖の

ようt巳およそ 20残基程度までの比較的長いペプチドのアミノ酸配列分析も行う ζとができる。

最後に，本報告の御校閲の労を賜った，北海道大学水産学部辻野勇助教授に深謝いたします。
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