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北大水産業報
28(3)， 165-173. 1977. 

タンパク質構成アミノ酸のガスクロマトグラフィー

吉田雅彦*米国 勤*.石原義雄*

Gas-Liquid Chromatography of N・I・riftuoroacetyl
n-Butly Esters of Protein Amino Acids 

Norihiko YOSHIDA*， Tsutomu YONEDA* and 
Yoshio ISHIHARA* 

Abstract 

In the previous paper， we repor総d晶 gas-liquidchrom品togr品phic乱nalysisof 
N-trifluoroac唱も，yln-butyl esters of protein amino acids， however histidine and 
cystine were not detected and arginine w品目 noも印鑑cientqu晶ntit的ivelyon single 
column of EGSS-X.DEGS. For resolution of these problems the second column 
ofOV・17was employed and a good result wωobtained. Quantitative r回ponses
were obtained from 0.1μmole of alI protein amino acidl日excepthistidine using 
double column system (EGSS・X.DEGS 晶nd OV・17). Only histidine w制
necessary 0.4μmole自 forquanもitativeanalysis. UsualIy 0.4μmoles of histidine 
W納品.dded色osample as carrier priorもo deri刊 tization. On es七im晶tingthe 
chrom晶，togram，be悦erresults were obωined企ompeak length than p回 k乱，reaand 
made sure by the standard devi抗ionof relative r，制ponseto that of internal 
8旬nd品，rd. By this procedure all proもeinamino acids could be e副 ily∞nve'同edもO
N-trifluoro晶cetyln司butylesters within 1 hour and only 0.2 mg of protein was 
required for quantitative analysis. We attemped to analyze amino acid of five 
different proteins respectively by the described method and r明ultswere compared 
to that of amino制 idauto-analyzer (with ion-exchange resin) already repo凶ed
by other authors. 

諸 言

タンパク質構成アミノ酸の分析は，生化学の分野ばかりでなく， 生理学・栄養学においても重要で

あり，その分析手段について種々検討されてきた。近年イオン交換樹脂を用いた自動分析計の改良tと

よりその分析は比較的街便になったが，測定時間・費用・必要検体量伝どに若干問題を残している。

一方，微量成分の分析に大きな役割を果してきたガスクロマトグラフィー (GLC)を用いてアミノ酸

分析は， 1956年 Hunterら1)が試みて以来数多くの報告がある。しかしアミノ酸はそのまま GLCで

分析する ζとはほとんど不可能であり，ニンヒドリンによる酸化1)2)・脱炭酸・エステル化3)')・アシ

ル化などによって揮努性物質への変換が行われり伐 アミノ酸の N-acetyln-butyl ester7)・N-acety!

amyl esterB) . N-trifluoroacetyl n-amyl ester9) • N-trifluoroacetyl n-methyl ester10ト 11)・N-trimethylsilyl

trimethyl回ter1り・ N-acetylethyl ester16)など報告ぎれているが，定量的な誘導体化やピ{クのレス

*北海道大学水産学部水産高分子化学講座
(Laboratory 01 Polymer Ohemistry 01 Mar・ineProd1Mts， Faculty 01 Fisher加 ，Hokkaido 
Uni1ロersity，Hakodate) 

-165-



北大水産業報 28(3). 1977. 

ポンス・分離などに問題を残していた。 1962年Zomzelyち17)が報告し，その後Gehrkeと彼の共同

研究者18)ー叫によって研究されているアミノ酸の N-trifluoroacetyln-butyl ester (TAB)誘導体は，

分離と定量K非常に優れた誘導体であり，その実際の応用例など33)-35) も他の誘導体K比べて多いが，

エステJレ化・アシル化の誘導体合成のむづかしきから，報告どおりの十分なアミノ酸ピークを得ると

とは困難であった。

当研究室においても， 1968年以来 TAB誘導体を EGSS-X・DEGSカラムで分析し 36)，タンパク質

構成アミノ酸中，ヒスチヲン・シスチン・アルギニンに問題を残したが， サケ血清の遊離アミノ酸の

定量などに応用した37)38)。その後， OV-17カラムを用いる ζとによってシスチン・アルギニンの分

離定量が可能となり，また R岨 chand Gehrke2i) fとよりエステル化の時間短縮が行われた。アミノ酸の

試料は当初 1pmoleで分析を行っていたが，その後ヒスチヲンを除くすべてのアミノ酸は， 0.lpmole

で分析可能とする技術を確立するに至った。ヒスチヲンのみは最小限 0.3pmoleを要するが， あらか

じめ試料fl:添加する乙とにより分析が可能となった。一方，クロマトグラムからの定量は， ピ{クの

面積よりも高きを基準とする方が，より定量値の精度が高く再現性も良いととを磯めた。 ζれらの方

法により 5種類のタンパク貰のアミノ酸分肝を行い，既穣のアミノ酸自動分析計を用いた分析値と

の比較を試みたので，併せて報告する。

実験方法

試料・試薬・使用機器

標準アミノ酸は味の素K.K.と和光純薬工業K.K.製，インシュリンは SigmaChemical Co.製，

血清アルブミン .aーキモトリプシン・オバルブミンは BoehringerMannheim製， カゼインおよび定

沸点塩酸 (5.介。は和光純薬工業K.K.製 n-ブタノーJレ・:;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.製のものをそれぞれ使用した。

無水塩酸ブタノールは特級n-ブタノールに金属マグネシウムを投入して一昼夜放置後，総ガラス製

蒸留装置に乾燥管を付けて蒸留し， ζれに 99.9%塩化水素ガスを吹き込み，その濃度を 3土0.1規定

fl:調製しアルカリ滴定で確認した。無水ヲクロルメタンも n-ブタノールと同様に蒸留し， ζれらの試

薬はデシケーター中に貯蔵した。

ガスクロマトグラフは島津製作所製GC-4APTF型および自動平衡記録計 250AOll型を用いた。

カラム用充てん剤は日本クロマト工業K.K.製のEGSS-X.DEGS(0.25% ethylene glycol succinate. 

0.75% diethylene glycol succinate poly ester， chrom情。'rbW 60-80 mesh) と OV-17 (1. 596 silicon 

OV-17， chromosorb W 80-100 mesh)を用いた。充てん剤はそれぞれ 1mx4mmIDと 1.5mX4mm

JDのガラスカラムに振動させながら隙のないように充てんし， 6O-210oCまで 20C/minで昇温させた

後， 210
0

Cでクロマトグラムのペースラインが安定するまでエイジングした。

アミノ酸誘導体調製法

i) n-ブチルエステル化 アミノ酸(標準溶液は各 O.ll'mole濃度)を重クロム酸混液で洗浄した

試験管 (10x 110 mm) fl:取り，水分を 40
0

Cで減圧除去した。乙れに無水塩酸ブタノール 300，.1を加

えて約 60秒間超音波処理で試料を完全に溶解させた後， 100
0
Cのグリセリンパス中で 15分間ブチル

化を行い，終了後塩酸ブタノールを 400Cで減圧除去した。

ii) トリプルオロアセチル化上記のアミノ酸のn-ブチルエステルfl:無水ラクロルメタン 30，.1と

TFAA 101'1 を加えて封管後 15秒間超音波処理で溶解し， 1500Cで10分間反応させた。得られたア

ミノ酸の TAB誘導体を室温まで冷却後，そのシ51'1;を供試した。以上の概略は図 UI:示した。
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Protein hydroly駒飴
品，dd0.4ml of 1 mM H泊 (inO.IN HCl) 
evapor晶句
品dd300μ1 of 3N HCl n-BuOH 
es飴，rizefor 15 min at 1∞。C
ev，晶，por晶te

Butyl esもerof乱mino削減

I :剖 30μlof佃 2叫 andlO川宵'AA
acylaぬ for10 min at 1500C 

N-trifluoro倒的.yln-butyl ester of amino acid 

Fig. 1. Procedure of品mino制 idderivaもization.

タンパク貨の加水分解と精製

試料タンパク質IC内部標準溶液 (IS，1.0 I'moleノルロイシン/1.0ml定沸点塩酸)O.lmlと定沸点

塩酸0.5mlを加えて常法どおり， 110.C， 24・72時間加水分解を行い塩酸を 40.Cで減圧除去した。

ζの加水分解物中に糖などの物質が含まれる場合には，イオン交換樹脂 (DOWEX50 X-8)にアミノ

酸を吸着きせ，蒸留水で洗浄， 1Nアンモニア水で溶出した後， アンモニア水を 40.Cで減圧除去し

てアミノ酸の精製を行った。

ガスクロマトゲラフィー

GLCは表U1:.示した条件で行った。

Table 1. 00叫ditio制 forg，ω・u，伊idchromatog明叩hy.

IE倒日 DEωI OV-17 

Column temperature: 
Ini色ial(OC) 
Fin乱1(OC) 
Temper品tureprogramming rate (OCjmin) 
Detector oven色emperature(OC) 
Injecもionporももemperature(OC) 
Sensitivity (M.Q) 
Range (V) 
G品目 flowr品名e
Hydrogen (Kgjcm2) 
A廿(Kgjcm2)
C晶，rriergas: N2 (mljmin) 
Char色speed(mmjmin) 
Sample volume (μ1) 
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0.6 
0.9 
ω 
5 
1-10 

定量処理

クロマトグラムからの各アミノ酸TAB誘導体のピークの同定はおとの保持時聞の比で行い，定量

はISとのピークの高きの比R.R. (Relative Response)で行った。

実験結果および考察

標準アミノ酸の TAB誘導体を EGSS-X・DEGS，OV-17で分析した時のクロマトグラムをそれぞれ

図2・31C示した。 EGSS-X.DEGSにおける各アミノ酸誘導体は分離が良く，多くは明瞭な単独のピー

クを与える。しかしプロリンとスレオニンはピ{クが重り， またアルギニン・ヒスチジン・シスチン
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Fig. 2. Chrom乱，togramof N・甘ifluoroacetyln-hutyl朗旬問。famino acid on EGSS-X. 
DEGS. 
18: norleucine， Cys/2: c，戸総ine，Hyp: hydroxyproline， Orn: ornithine， Cys: cy百tine.

30 20 10 o 

Ty'r 

Phe 

U 

Asp' 

Hyp 
Pro 

Orn Met Ala 凶
の

Zoaω
凶
広

min 
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はピークを示さない。他方， OV-17においても各誘導体は分離が良く， EGSS-X・DEGSでは分析で

きなかったスレオニン・プロリン・アルギニン・ヒスチヲン・シスチンの分析が可能であり， 乙の2

種類の充てん剤を用いれば，タンパク質構成アミノ酸20種類の分析が可能と認められた。 OV-17に

おいてヒスチヲンとシスチンのピークは他のピークに比べると多少テーリングするが分析には何ら問

題はない。オルニチンはノルロイシンが ISとして使用できない時，第二のおとして用いるととがで

きる。

Table 2. Retentio叫 time01 the N-trijluoroacetyl叫・butyl
倒的 ofami加 acids.

EGS8-X.DEGS OV-17 

Amino Reもention Amino Reもention
ωid time (min) acid もime(min) 

Ala 11.02 Ala 5.24 
Val 12.92 Thr 5.86 
Gly 13.88 GSely r 6.42 
Ile 14.86 6.58 
Leu 16.20 Val 7.02 
18 16.80 Leu 8.56 
Pro 18.02 Ile 8.64 
Thr 18.02 18 9.50 
Ser 20.24 Cy百/2 9.ω 
Cy日/2 22.81 PHryo p 12.42 
Met 23.18 13.12 
Hyp 24.16 Met 14.62 
Phe 25.00 A8p 16.18 
Asp 26.36 Phe 16.52 
Glu 29.68 Orn 17.ω 
Tyr 32.00 Tyr 17.62 
Orn 33.36 Glu 18.60 
Ly8 35.28 Lys 19.06 
Trp 36.04 Arg 20.08 

Trp 23.08 
His 25.06 
Cys 31.82 

前報3りでは定量操作はピークの面積値を求めて行ったが， 今回は定量操作の検討を行い， ピーク

の高さを測定して分析する場合との比較を試みた。表3K内部標準 ISK対するアミノ酸の R.R.の

比較を示した。R.R.の平均値は各アミノ酸O.Ip.moleのTAB誘導体を 9-10回個別に調製し，それ

ぞれのクロマトグラムの測定値の平均であり，平均値の標準偏差 (S.D.)はR.R.の定量値の精度を

みるために求めた。その結果，ピークの面積値を測定するよりも， 高さを測定した場合に小さな標準

偏差，すなわち高い精度が得られる ζ とがわかる。また図2・3のクロマトグラムに見られるシステイ

ンとメチオニン・ヒドロキシプロリンとフェニールアラニン， アスパラギン酸とフェニールアラニン

・グルタミン酸とリヲンなどのように，ピ{クが接近している場合には， 特にその高きを測定するほ

うが定量処理を行うにも簡便であり，実用性に富んでいると考えられる。 ζの場合，タンバク質構成

アミノ酸のうちヒスチヲンを欠いているが，ヒスチヲンは他のアミノ酸と同濃度では OV-17を用い

てもピークを与えないが， 0.3p.mole以上の濃度になるとピークが現われる乙とを認めたので， ヒス

チランの濃度とその IS(0. 1 p.mole)に対するR.R.を測定したω 結果を図41乙示した。検量線は直線

を示し，他のアミノ酸と同程度のR.R.を示すヒスチヲン濃度は， 0.4p.mole程度である ζ とがわか
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T乱ble3. 0仰 tparI80n01 the peak 1帥 gthω帥 thePωk area 
αS伊ω叫titativeanalY8I8 01 ami仰 acids.

Amino R.R. from Peak Length R.R. from Pe乱kAre晶

acid 
Aver晶ge S.D. Aver品ge S.D. 

Ala 0.69 0.025 0.67 0.032 
Val 0.79 O.似3 0.72 0.042 
Gly 0.56 0.017 0.54 0.029 
Ile 0.65 0.020 0.60 0.049 
Leu 1.25 0.030 0.97 0.041 
Ser 0.55 0.014 0.48 0.034 
CysJ2 0.48 0.015 O.駒 0.032 
Meも 0.84 0.021 0.81 0.035 
Hyp 0.83 0.020 0.82 0.053 
Phe 1.19 0.022 1.14 0.062 
Asp 0.84 0.025 0.89 0.037 
Glu 0.86 0.041 0.78 0.069 
orn 0.95 0.018 0.94 0.026 

TLyha $ 0.76 0.014 0.79 0.016 
0.75 0.023 0.73 0.036 

Pro* 0.82 0.012 0.83 0.029 
Tyr* 1.21 0.022 1. 28 0.052 
Arg* 0.44 0.062 0.55 0.055 
Trp事 0.73 0.036 0.82 0.054 
Cys* 0.17 0.017 0.55 0.055 

Average; of 9 or 10もimesexperiments. 

/
 ノ/

 /
 /
 /
 /
 /
 /
 

* OV-17 column. 

@ωcoaω@α 

@〉一割。-。
g

0.5 1.0 
Histidineμmole) 

Calibration curve of histidine. 

。
Fig. 4. 

る。従ってヒスチヲンの定量のためには，誘導体調製の直前にあらかじめ一定濃度 (0.4l'IDole)のヒ

スチジンを試料検体に加える方法 (CarrierMethod)を用いて， OV-17でヒスチヂンのR.R.を測定

したω その値から検量線を用いてヒスチヲン濃度を求め，加えておいたヒスチヲン量 (0.4l'IDole)を

差し引いた値をその試料のヒスチジン濃度として算出した。 ヒスチヲンの定量のために Liイオンを

添加してアセチル化し誘導体調製を行う方法を試みたが十分仕分析値が得ちれなかった。また Carrier

Methodを用いて分析した時， EGSS-X.DEGS においてもヒスチヲンと考えられる巾の広い小さなピ

{クのレスポンスを認めたが，定量分析できるほどのものではなかった。
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以上の操作を行い， EGSS-X.DEGSと OV-17の2本のカラムを用いる ζとにより，タンパク質構

成アミノ酸20種類の GLCによる分析が可能となった。乙の方法は前報36)K比べて，誘導体は 40分

以内に調製でき，分析時間も短縮されている。またヒスチジンを除けば，他のアミノ酸は 0.1JLmole， 

タンパク質試料では0.2mgで分析可能である。

標準アミノ酸で検討された ζの方法を実用的なものとするために， 5種類のタンパク質について，そ

のアミノ酸分析を行い，既に報告されているイオン交換樹脂を用いた自動分析計の値と比較した。 5

種類のタンパク質試料中，加水分解後カゼインについてのみアミノ酸の精製を行った。 GLC分析によ

る各タンパク質のクロマトグラムは，標準アミノ酸のクロマトグラムと同様に分離が良く明瞭なピー

クを与え，分析に何ら問題はなかった。表41乙5種類のタンパク質，カゼイン・インシュリン・配キ

モトリプシン・オパルプミン・血清アルブミンの分析結果を示した。分析値はすべて各タンパク質の

全アミノ酸基数を 100とした時の各アミノ酸の残基数として示した。イソロイシンとパリンは 72時

間加水分解の値，セリン・スレオニン・チロシンは 24・72時間加水分解の値から 0時聞に外掃した値

を，その他のアミノ酸は 24時間加水分解の値を用いた。

Table 4. Amirw acidωmposi抑制 01k仰側 prote仇8.

。品目e泊 Insulin α・Cymotrypsin Ovalbumin Serum Albumin 
Amino 
acid 

GLC lï~;";、， GLC lï~;叫o GLC 1-;;-，7) GLC I ï~;-.-;) Litera-
GIρture") 

AGIly a， 3.4 3.4 8.3 8.3 9.6 9.4 7.2 5.1 
3.2 2.8 

4.5 4.9 6.1 6.3 10.1 9.0 10.2 9.5 9.0 8.2 
Val 7.4 6.0 9.0 10.4 9.4 9.4 8.3 7.6 6.2 5.8 
Leu 10.3 7.6 10.0 12.5 7.9 7.8 8.6 8.8 10.3 10.9 
Ile 6.4 6.1 3.1 2.1 6.0 4.1 6.4 6.7 1.8 2.4 
Pro 10.1 9.0 2.1 2.1 3.6 3_7 3.3 3.9 4.4 4.8 
Phe 4.0 3.5 7.3 6.3 3.4 2.5 6.0 5.8 5.9 4.6 
Tyr 3.2 5.0 6.9 8.3 1.6 1.6 2.4 2.6 3.0 3.4 
Ser 8.7 7.6 5.8 6.3 7.0 11.9 8.9 4.3 5.0 4.7 
Thr 4.1 4.4 2.1 2.1 7.3 9.4 4.1 4.3 5.5 5.7 
Met 0.6 2.2 0.9 0.8 2.4 4.4 0.3 0.6 
Arg 2.1 2.8 1.0 2.1 2.4 1.6 3.6 4.1 4.1 4.0 
His 2.9 2.4 3.1 4.2 0.9 0.8 1.1 1.9 2.0 3.0 

LAysp s 7.0 8.0 2.7 2.1 6.4 5.7 5.4 5.4 10.4 10.7 
8.4 7.6 6.6 6.3 8.6 9.4 8.9 8.8 8.8 9.5 

Glu 16.2 17.9 12.2 14.6 6.5 61 12.3 14.1 12.5 13.1 
Cys/2 6.6 6.3 2.0 4.1 2.8 2.0 6.1 6.3 

一一

件mino制 idResidues/l00 Re咽id醐)

カゼインではロイシンの値に差が見られ，パリン・チロシン・メチオニン・グルタミン酸にも多少

の差が見られる。乙れは両試料の差異によるものと判断きれる。インシュリンではロイソンとグルタ

ミン酸の値に差が認められる。インシュリンのように残基数の少ないタンパク質は， 差が拡大きれる

のでその点を考慮K入れれば，さほど大きな差とは考えられない。(1<-キモトリプシンではセリン・ス

レオニン・システインに，オバルブミンではグリシン・セリン・グルタミン酸に多少の差が見られる。

しかし血清アルブミンではほとんど差は見られない。 5種類のタンパク質のアミノ酸については，

GLC による分析ではヂロシン・スレオン・メチオニン・ク‘ルタミン酸は低い値を，フェニ-)レアラニ

ンは高い値を示す傾向が認められた。チロシン・スレオニンは加水分解の条件の差によるとも考えら

れ，乙れらの問題を解決するには同ーのタンパク質加水分解試料を自動分析計と GLCで分析し比較
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する必要があると考える。この方法でシスチン・アルギニンはもちろんヒスチヲンの分析も十分行え

るζとが確認きれた。 ζの方法を用いる ζ とによって，簡便にかつ迅速にアミノ酸の分析ができ， 多

種類試料の一連の分析などに応用が期待される。
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