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結晶鯨 Pepsin

第3報 PaperChromatographyによる構成アミノ酸組成の検索

斎藤恒行・石原義雄・伊藤裕三

(北海道大学水産学部水産化学教室〕

佐々木禎一

(札幌医科大学後生物学教室〉

Studies on Crysta1line Whale Pepsin 

m. Analysis of amino acid by paper chromatography 

Tsuneyuki SAITO， Yoshio ISHIHARA， Yasuzδ11 O and Teiichi SASAKI 

Abstract 

The foI1owing amino acids were found as tbe constituents in tbe whale pepsin by means of 
paper chromatography of its acid-and alkali-hydrolysates: cystine， aspartic acid， glutamic acid， 

glycine， serine， threonine， lysine， histidine， arginine， alanine， tyrosine， a-aminobutyric acid， 
proline， valine， methionine， tryptophane， pbenylalanir.e， and leucines. The pepsin∞ntains a-
aminobutyric acid as a s併記ificcomponent. 
Between tbe two wbale and swine pepsin，鈎medifferences could be found in tbe relative 

contents of tbe constituent amino acids. Whale pepsin showed higher contents for basic amino 
acids (arginine， Iysine， and histidine) in tbe c蹴 ofacid hydrolysates and for S-containing amino 
acids tban swine pepsin in tbe case of alkali hydrolysates. 

緒宮

前報112)1こ於て鯨 pepsinが豚pepsinとは若干性質を異にする事を認めたが，特に至適pH・等包点・電気

泳動的挙動の相異する事より構成アミノ駿組成の比較を試みた。 paperchromatography によるアミノ酸組成

の種属特異性検索に関しでは，先にSangerか(1949)が豚・牛・羊の insulinに就てserine，glycine， threonine， 

alanine含量の相異する事を認めた。(これは後に Lensand Evertzen-1952， Harfenist-1953等の完全分析

により確認せられた。〕叉，安藤・石井4ノ(1952)は邦産鯨白子蛋白 clupein中に北欧産のものに存在しない

glycineを特異的に含有する事を示している。更に Tuppyand PalensOl(1955)は cytochromeCに就て牛・

鮭・鶏聞に alanine，serine含量を異にする事を報告している。

ここに鯨・豚両 pe戸inの構成アミノ酸を paperchromatographyにより検索した所，鯨 pepsinには ll-

amino butyric acidを特異成分として含有する他，塩基性アミノ酸・含Sアミノ酸の含量の大なる傾向が見

られ，その元素組成に於てら含量の大なる事，等亀点の相異する事などに合致する結果が示された。

Moore & Stein法によるアミノ酸完全分析に就ては次の機会に報告する。

実験の部

試耕

鯨 pepsin・豚pepsin共に前報2)と同一結晶試料を用いた。

Paper chromatography 

試桝の酸分解・アルカリ分解液に就て二次元法で paperchromatograpbyを行い，これを更に水解液の漉
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紙泳動・一次元展開法により groupse開rationを行い各 fractionの抽出液に就て特異反応・標準アミノ酸と

の対比を行って個々のアミノ酸を同定した。

酸分解ー上記結品 pepsin5伽ngに6N同 HC10.8m1.添加，封管の下 110-1150C泊浴中15-17時間分解，

氷解液を湯浴上濃縮，蒸発乾困，再蒸溜水で溶解， i慮過して bumin質その他不溶性残澄を除去，再び蒸発

乾固. これを繰返して可及的酸を除去後中和・瀦過・濃縮・蒸発乾間後 0.5ml.の蒸溜水に溶解して供試。

以下能う限り定量的に操作した。

アルカリ分解ー結晶 pepsin50mgに10倍量の飽和パリタ水を加え封管の下湯浴内4時間水解後稀 H2S04'

で中和してパリウムを除去，瀦液を湯浴上濃縮，少量の再蒸溜水で溶解，これを3回繰返して最後にO.5ml.

蒸溜水に溶解し供試，以下前同様出来る限り定量的に操作した。

展開一東洋櫨紙 No.50(40cmx4Ocm)を用い一端より 5cmx5cmの所に試糾 O.2mI.を附し 21-230C

の下で上昇法によった。溶媒は一次にかbutanol:酢酸:水(容量比9: 1 : 7の上層)，二次に phenol:

71< (容量比4: 1)を用いそれぞれ約22時間及27時間(約除m)展開後乾燥， O.25%ninhydrin acetone溶液

を噴霧， 1∞。cfこ加熱発色した。

Group separation -一・二次元訟で検出せられた各アミノ酸を更に確認する為に次の様にして group

separationを行い各酬の抽出液に就て標準アミノ酸との対比及特異反応により同定した。即ち，巾15cm

の前記濡紙片を用い前記 phenol 水を溶媒として一次元展開を行い一端を ninhydrin溶液で呈色せしめた

所大体5groupに分離せられたので，予想量色部に対応する個所を切取り各部を細刻，水及徴アルカリ液で

抽出，この丙抽出液に就て上記両溶媒を別々に用いて一次元展開を行い，夫々に就て標準アミノ酸と対比同

定した。この中第2・3groupには酸性・中性・塩基性アミノ酸の混在が見られたので濯紙泳動により更に

各 spotを分別した。即ち，東洋漉紙 No.50 (25cm x 8 cm)を用い citratebuffer (pH 4.5)を溶媒として

45Ovolt 20mA 2時間通電後気乾，一端を切取り ninhydrinで発色， spotの予想存在部位を見究めて更に3

groupに分ち各々を上と同様に溶出誌に再度両種溶媒による一次元展開により同定した。倫 va1ineと

methionine分別は phenol: m-cn聞 1(溶量比 1: 1)を boratebuffer (pH 9.3)で飽和したものを溶媒と

した。叉 leucineと1ωleucineは分隊せぬが達摩形の spotにより両者を識別した。

特異反応一一両溶媒につき一次元法による展開後乾燥し夫々の mapに特異反応試薬の噴霧により発色，

標準アミノ酸と対比同定を行った。即ち， tyrosine， tryptophaneには phenol試薬 proline及。Ixypro1ine

には isatine反応， arginine誌に lysineには坂口反応， histidineには少bromoanilin反応， cystine及

methi∞ineには塩化白金駿試薬， arginineとlysine誌に cystineには更に sod.nitroprusside試薬， serine 
及 thr，ωnineには sod.periodate飽和の N闘 ler試薬により同定した。

実験結果故に考察

鯨 pepsinのHCI:及パリタJ1<解液の二次元展開 paperchromatogramはそれぞれ第1図及第2図に示す如

くである。同様処理して得られた豚 pepsinのpaperchromatogramと比較し:て定性的には a-aminobutyric 

acid以外には差が認められないoa-amino butyric acidに就ては田中等6)(1953)がアコヤ貝成分conchio1in

中に同様 papercbromatographyで存在を認め，これがパ1)31JK解液中に比較的顕著に存在し且つパリタ濃

度を40%以上に上げるとその量が増大する傾向を示す事により氷解による二次的分産物である事の可能性を

見ており，一般にアルカリ水解に際し threonine，glutamic acidよりの二泊性成が認められているもので

はあるが，全く同様に処理した豚 pepsin水解液には存在せず，鯨pepsinでは酸.アルカリ雨水解液に認め

られる事，叉鯨眼房水中7)及海綿の spongine中山にもその存在が認められているので鯨 pe開inの特異成

分として一応首肯される所と考える。

次tこ阿 pepsinの paperchromatogramを比較して， spotの墨色度及墨色範囲より判断して第2表の如き

アミノ酸含量の傾向が見られた。即ち，酸分解液に就ては明かに塩基性アミノ酸含量が鯨 pepsinに多く，
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Fig. 1. Paper chromatogram of amino acids Fig. 2. Paper chromatogram of amino acids 
in acidhydrolysate of whale pepsin in alkali hydroly鈎 teof whale 伊psin

First phase: phenoljwater C4:1). Second phase: n.butanol/acetic acidjwater C9:1:7， up戸rlayer). 
Ninhydrin development 1， cystine; 2， aspartic acid; 3， ghutamic acid; 4， glycine; 5， serine; 6， 
threonine; 7， lysine; 8， histidine; 9， arginine; 10， alanine; 11， tyrosine; 12， a-amino butヤricacid; 13， 
proline; 14， va1ine; 15， methionine; 16， tryptophane; 17， phenylalanine; 18， leucine; 19， isoleucine. 

Table 1. Amino acid constituents of whale and swine pepsin 

Amino acid Whale Swine /-Whale Swine 1 Methods of identification 

時 ini pepsin 伊卵in l Imin 
1 Cystine +1 ++1 :!: I R恥陶恥React伺飢ωa氏制ct川 h均刷榊Eザ肘刊y凶凶d命的伽ro悶耐叫0侃吋d

& reaction of sod. nitroprusside 

2 Aspartic acid ++C+) +++ +++ 1 Fractiona伽 byionophor<ω同出
3 Glutamic acid ++ ++ ++ ++ Rechromatography 
4 Glycine +++ +++ ++c+) ++C+) 

5 Serine ++ ++ ++ ++ j i Frationation by ionophoregis 

6 Threonine ++ ++ +++ +++ Reaction of sod. periodate 

7 Lysine 十+ + +c+) + 

8 Histidine ++ + + 士
Reaction of Sakaguchi & reaction of叡姐.

9 Arginine +c+) + 十 土
nitroprusside for arginine & Iysine 

Reaction ofρ-bromo amilin for lysine 

10 Alanine ++ +c+) +十 ++ Elution & rechromatography 

11 Tyrosine ++ 十+ ++ ++ Folin's reaction 

12 a:-Amino- + + Elution & rechromatography 
butyric acid 

13 Proline ++ ++ ++ ++ Reaction of isatine 

14 Valine ++ ++ 十+(+)|++(+〉 Buffered phenol: m~e!ぬl 鈎lvent

15 Methionine + + +c+) I + Reaction of鉛d.nitroprusside & reaction 
of hydr∞hloroplatinic acid 

16 Tryptophane 叶++I Fol…ction 
17 Phenylalanine ++ ++ 

18 Leucine ++ +++ 寸+|++(+〕 E山
19 lsoleucine ++ +++ ++ I ++C+) 

ワ白勾4q，白
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叉アルカリ分解液に於ては含s-アミノ酸含量の多い傾向を示している。一方，豚pet渇inはasparticacid. 
valine，鉛leucine及 leucine等が多い。 cystineはアルカリ分解に不安定とされているが，この7X解条件下

ではアルカリ分解の方に強い呈色反応を示した。

ここに電気泳動的挙動泣に元素組成と一致する傾向を示す結果を得たが.更に全アミノ酸の完全分析によ

りこれを確認する積りである。

要 約

結晶鯨pepsin及豚肉psinのアミノ酸組成を paperchro:natographyで検索した所，鯨pepsinにはa-amino

butyric acidが存在し.且つ塩覇空アミノ酸及含Sーアミノ酸 (cystine.methionine)含量が豚pepsinに比し

多い事が認められた。

(本論文の要旨は昭和29年10月日本農芸化学会北海道支部例会に於て発表した〕
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