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ウマ骨格筋クレアチンキナーゼのアミノ酸分析

高沢俊英 塩川洋之

北海道大学結核研究所生化学部

l 昭和 48年9月25日受f、J'，

クレアチンキナーゼのアミノ酸分析については，最初，

Kubyらによりウサギ骨俗筋から結品として単離1)され

て以来，古く i主Friedberg2)最近では Kaplanらめによ

り部分分析の結果が報告されているが，完全分析は，

Kubyら4)による結果が報告されているのみである。

今回， クレアチンキナーゼをウマ骨格筋から結品とし

て単離し，そのアミノ酸分析を行なったのでその結果を

報告する。

加水分解方法としては，従来古くから用いられてきた

定沸点6NHClによる酸加水分解方法が一般的でかつ信

頼性が高いが，この加水分解方法では， tryptophane， 

total halfcystineの定量性に問題点がある。

トリプトファン残基についてはそのインドーノレ核のも

つ特殊性のために他の残基とは異なった性格を一有し，そ

れが酸化的状態で最も不安定な残基で‘あるために，普通，

アミノ酸分析に用いる 6NHC1， 11000，6)としみ加水分

解条件では，多くの場合加水分解中にほぼ完全に破壊さ

れてしまうので定量は困難である。そのような理由から

トリプトファンの定量法がし、ろいろ開発検討されてきた

がい18)，これまで広く用いられてきた個別定量方法には

かなりの誤差がある場合が少なくなく信頼性の点で問題

があった。

しかし近年開発された Matsubaraら19)のチオグリ

コール酸を用いる 6NHCl加水分解方法並びに T.Y. 

Liu， Y. H. Changら20，21)により開発検討された0.2%

3・(2・aminoethylトindoleを用いる 3NPートノレエンスノレホ

ン酸加水分解方法は信頼度の点で、の進歩と合わせて，そ

の他すべてのアミノ酸残基がほぼ正確に定量できるとい

う利点がある。此の報告ではトリプトファンの回収事の

点から T.Y. Liu， Y. H. Changらの 3Np-トノレエンス

ノレホン酸加水分解方法を行なった。更に Goodwinらの

紫外部吸収測定法による定量も行なった。

次に， total halfcystine分析についても，やはり不安

定で加水分解中にかなり破壊されるとL、う事実が報告さ

れておりへ普通には，酸加水分解に先だってs-カノレボ
キシメチル化22)するか，あるいは過ギ酸酸化によりシス

ティン酸に変換し23，24)，その後加水分解により定量する

方法が用いられてきたが，此の報告では，近年やはり

T. Y目 Liu，A. S. Ing1isら25，26)により報告された，テ

トラシオン酸ナトリウムを用いる 6NHCl加水分解法を

行ない， その後還元 S-スノレホ化しSースノレホシスティ

ンとして定量した。この方法の利点は加水分解前に化学

修飾を行なう必要がなく，加水分解物を用いて定量出来

る}，'，(Vこある。

此の報告では，この 3通りの方法によって加水分解を

行ないアミノ酸全分析を行なった。叉同時に各々の方法

の比較検討も行なった。そして最後にウサギ骨格筋クレ

アチンキナーゼのアミノ酸組成4)との比較検討をした。

実験材料および方法

ウ7骨格筋クレアチンキナーゼはカラムクロ 7 トグラ

フィーにより最終的に精製し，結晶化により単離したも

のを2回蒸留水に対して低温室で約4日間透析を続け，

透析外液は約8時間毎に交換した。透析した酵素液は，

凍結乾燥し更にエタノーノレ:エーテノレ， エーテノレの順で

洗い，真空デシケーター中で乾燥しエーテJレを除いた後，

1100C， 減圧下で乾燥したものをそれぞれ加水分解に用

L 、fこ。

6NHCl加水分解法

蛋白質約6mgをパイレックス製肉厚試験管に正確に

秤り取り， 3回再蒸留定沸:2，6N HCl 3 meを加える。減
圧 f(80-100μ)で， ドライアイスエタノーノレにより，

冷却凍結・溶解を繰り返し塩酸中の溶存酸素を除いた状

態で，減圧下において封管し加熱炉で 1100Cで22時間，

48時間， 72時間，加水分解を行なった。加水分解物は，

ロータリーエパポレーターにより蒸発乾固し，塩酸を除

いた後0.2Nクエン酸緩衝液 pH2.2に溶かし，不溶性物

質が生じた場合はこれを除いた後， O.6mg蛋白質相当

量をカラムにかけけアミノ酷分析を行なった。

テトラシオン酸ナトリウムを用いる6NHCl加水分解法

乾燥蛋白質約 13mgを正確に秤り取り，それに蛋白質

に含まれるトリプトファンのモJレ数の約2倍過剰l量に相

当する 1mgのテトラシオン酸ナトリウムを加え，定沸

点 6NHC16meを加え， 6NHCl加水分解方法の場合と
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同じように加水分解を行なった。加水分解物をロータリ

ーエパポレーターにより蒸発乾図し塩酸を除き，4.5me 

蒸留水に溶かし， 一部分は Sースノレホシスティン化反応

に先だってアミノ酸分析を行ない， S…スノレホ化システィ

ン化反応は 1meを使い， A. S. lnglisらの方法によっ

て，ジチオスレイトールでシスティンに還元し，ひき続い

てテトラシオン酸を加え， Sスノレホ化反応を行なった。

O.2~も 3ベ2・aminoethyl)・indole を用いた 3Np- トルエ

ンスルホン酸加水分解法

乾燥蛋白質約5mgを加え， 最後に 3Np-トノレエンス

ノレホン酸2meを加え，減圧下 (30μ)1100Cで， 22時間，

48時間， 72時間，加水分解した。加水分解後， 等容の

2NNaOHを加えそのまま蛋白質0.6mg相当の量を直

接アミノ酸分析器で分析した。

アミノ酸分析法

アミノ酸分析は， 日立アミノ酸自動分析器 (Model

KLA-3B)を使用，塩基性アミノ酸分析はり9x70mmカ

ラム(目立球状樹脂非2611)を用L、， 0おNクエン酸緩衝

液pH5.28による一段階溶出で，中酸性アミノ酸分析は，

c59 x 500 mmカラム(日立球状樹脂非2612)を用L、， 0.2N 

クエン酸緩衝液pH3.25および pH4.25の2段切り換え

温度55
0

Cで溶出を行なった。

トリプトファンの個別定量法

乾燥蚕自質5mgをN/1ONaOH 10 meに溶かし，室

温で 1日放置後， Goodwinらの紫外部吸収測定法によ

り定量した9，11-13)。

ケルダール二ンヒドリン法によるアミド態窒素の定量

法27，28)

容量25meのナシ型フラスコに乾燥蚕白質8-10mg 

を正確に秤量し， 2N HCl 2.0 meおよびオクタ/-ノレ数

滴を加え，還流冷却器をつけて 3時間ゆるやかに沸騰さ

せた後ぬ)，氷水で冷却しメチノレレッド指示薬1-2滴を

加え， メチノレレッドの変色点直前まで 5Nおよび 1N

NaOHで、中和した。 この溶液をケノレダーノレの蒸留装置

に定量的に流し込み，ホウ酸緩衝液5meおよびオクタ

ノーJレ数滴を加えて 1分半蒸留し，蒸留後受器内の溶液

を0.2Nクエン酸緩衝液pH5.0でメスフラスコを用いて

25meにうすめ， その 1meをとってニンヒドリン呈色

を行なった。アンモニアのニンヒドリン呈色用標準曲線

は，硫酸アンモニウムを用いて試料と同時に皇色反応を

行なった。ニンヒドリン呈色反応は， Yem， Cockingら

の方法30)を用いて行なった。

実験結果

酸加水分解は， 22時間， 48時間， 72時間の 3点の加
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料

水分解時間で行なった。

表 111，6NHCl加水分解物から回収されたアミノ酸

分析値をそれぞれの加水分解時間について示した。(最

後の欄は平均値叉は補外値を示した)

各アミノ酸残基についての加水分解時間に対する変化

は， 1)セリン，スレオニンの破壊は誤差内で時間ととも

にほぼ一次反応速度論的に直線的に起っていると考えら

れる(図 1)。加水分解72時間後には， セリンは約25%

が，スレオニンは約12%程度破壊されてしまっている。

Hirsらは31)，1100Cではセリン，スレオニンを含むア

ミノ酸混合液中では，その破壊が一次反応速度論的に

起っている事を見い出し， リボヌクレアーゼのアミノ酸

組成分析に際し，セリン，スレオニンについて片対数裕

外法を採用したが，此の報告て、も片対数補外法を両アミ

ノ酸残基に対して行なってO時補外値を求めたが，先に

求めたO時補外値と誤差内でほとんど一致した結果が得

られた。

一方， Kasselらは32)，キモトリプシノーゲンについて

の実験結果で，セリン，スレオニンの破壊は二次反応速

度論的に起っているとして計算しているが，この場合に

もやはり一次反応速度論的に破壊が起っているという可
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6NHCl (十Na2S406)加水分解物
アミノ酸組成*
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ケノレダーノレニンヒドリン法27，28)によりアミド態アン

モニアを個別定量した場合には，蛋白質 1mg当り 0，63

μmoleのアミド態アンモニアが定量され，カラムクロマ

トグラフィーから求められたものと誤差内で良く合致し

ている。

表2は， total halfcystineを定量するために，テトラ

シオン酸ナトリウムを用いて 6NHCl加水分解25，26)を

行なった結果をまとめたものである。クレアチンキナー

ゼにはトリプトファン残基が含まれており，これが加水

分解により新たに生じたスノレフヒドリノレ基と相互作用

し，その結果としてシステインの破壊が起るとし、う事か

ら，加水分解中，スルフヒドル基を保護するために試料

に含まれるトリプトファンの約2倍モノレ過剰量のテトラ

シオン酸ナトリウムを添加して加水分解を行なった。

加水分解時間に対する回収されたアミノ酸残基量の主

なものは，図2に示されるように， 6NHCl加水分解法の

結果と同様な傾向を示している。表2に於て， 6NHCl 

加水分解法(表 1)と比較すると，塩基性アミノ酸である

リジン，アJレギニンは回収率が低く，逆に中酸性アミノ

酸であるセリン，グリシンについては回収率が高いとい

Trp 

Lys 

His 

NH3 

Arg 

Asp 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

Gly 

Ala 

Cys** I 
Val 

Met 

Ileu 

Leu 

Tyr 

Phe 

* 数値は蛋白質 1mg当りの μmole数で示して
ある。

Sスノレホシスティンとして定量。

表2

ι2 

。。

てvr

1，0 

ど少
mg 0.4 

蛋
自
質

回
収
ア
三
ノ
酸
残
基
数

80 60 20 40 

却水分解時間 (hrs)

加水分解時間とアミノ酸残基回収率の関係

(6N塩酸加水分解法)

図1

能性は除外できないと思われる。

クレアチンキナーゼの場合，実験結果ではセリン，ス

レオニンの破壊は，加水分解時間とともに直線的に起り，

回収率が減少しているものと考えた方が良いと思われる

(図的。

2) パリン，イソロイシンについては，そのペプチド

結合は加水分解に対する抵抗性が強く 33)。その回収率が

加水分解時間とともに双曲線的に増加するといわれてい

るが，結果からは，加水分解時間による回収率の変化は

余り顕著でなく， 22時間加水分解て、もほとんど加水分解

されている様である。此の報告で、は回収率が最大のもの

を補外値とした。

3) その他のアミノ酸残基については， 72時間加水分

解後に於ても安定で破壊はほとんど起っていないと思わ

れる。

加水分解中に酸素が存在すると不安定であると忠われ

るチロシンについてもほとんど時間に対して安定で，破

壊は起っていないようである(図的。

叉この酸加水分解結果からアミド態アンモニアをO時

補外法により求めると，その補外値は蚕白質1mg当り

0，64μmoleのアミド態アンモニアとなる(図 1)。
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Asp 
1，0 

因。B
収
ア

t型
mg 0，4 

5 
質
、』回J

02 

S-SulfoCJ(s 

。。
図2 加水分解時間とアミノ酸残基回収率の関係
(Na2S406を用いる 6N塩酸加水分解法)

う結果になっている。その他のアミノ酸残基について

は，ほぼ実験誤差内で6NHCl加水分解法の結果と合致

している。

total halfcys tineの定量は，酸加水分解物を Sスノレ

ホシスティン化反応した後， Sスノレホシスティンとして

定量し，内部標準としてアスパラギン酸残基の数値を用

いて換算した。内部標準としてアスパラギン酸を用い，

シスチンとシスティンの混合物で Sスノレホ化により S

スノレホシスティンとして定量した予備実験に於ては，そ

の回収率は1∞%であった。

Sスノレホシステインとして定量される totalhalfcys-

tmeは図2に示した様に，この条件では加水分解時間に

対してほほ安定と見なされるが，ごくわずかながら時間

とともに回収率の減少傾向を示している。

SスノレホシステインのO時補外法による補外値は，蛋

白質 1mg当り 0.103pmoleと求まる。

表3は0.29も3ベ2・aminoethyl)-indoleを用いた3NP 

トノレエンスノレホン酸加水分解20，21)の結果を示しである。

加水分解時間に対するアミノ酸残基の回収率は 6N

HCl加水分解法の場合と同様な傾向を示している(図31。

トリプトファン残基については，図3から明きらかな
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図3 加水分解時間とアミノ酸残基回収率の関係
(3N p-トノレエンスルホ γ酸加水分解法)
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表4 3つの酸加水分解方法から得られたアミノ酸組成および

ウサギ骨格筋クレアチンキナーゼのアミノ酸組成4)*

ア / 酸 16NHCl 加水分解法I~~ N~Cl ~N~S40，s)I~N，?ト日ンス川ウサギ骨格筋
|加 水 分 解 法|ホン酸加水分解法I?レアチンキナーゼ

Trp 

Lys 

His 

Arg 

Asp 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

Gly 

Ala 

Val 

乱1et

Ileu 

Leu 

Tyr 

Phe 

Amide ammonia: 

By chromatography 

By Kjeldahl-Ninhydrin 

Total half-cystine 

1.79 1.64 

10.31 9.35 10.32 

5目12

6.53 

12.17 

:3.99 

4.44 

13.24 

4.56 

4.60 

2.62 

6.98 

3.06 

3.82 

9.55 

3.82 

5.89 

1.03 

1.01 

4.74 

5.93 

12.48 

4.12 

4.90 

13.43 

4.75 

4.80 

2.75 

6.93 

2.86 

3.81 

9.75 

4.23 

5.99 

0.93 

1.05 

5.12 

6.70 

12.22 

4.08 

4.53 

12.94 

4.41 

4.66 

2.63 

6.63 

3.54 

3.68 

9.46 

3.82 

5.90 

1.05 

* 数値は蛋白質 100g当りのアミノ酸残基数 (g)で示しである。

1.60 

10.28 

5.65 

6.63 

11.80 

4.23 

4.43 

11.87 

4.38 

4.39 

2目22

6目49

3.08 

3.54 

9.77 

3.79 

5目44

1.08 

1.01 

様に 3NPートノレエンスノレホン酸中では安定で72時間加 6NHCl加水分解法と同様に信頼度が高いと思われる。

水分解後でもほとんど破壊されず安定に存在している。 しかしテトラシオン酸ナトリウムを用いた6NHCl加

トリプトファン残某のO時補外値を求めると，蛋白質 水分解法からの結果は， 3N P トノレエンスノレホン酸加水

1 mg当り 0.088μmoleと求まる。 分解法から得られた結果にくらべてかなり違いがあり，

Goodwinらの紫外部吸収測定法9.11，12)により求まる total halfcystine以外のアミノ酸残基については信頼度

トリプトファン含量は，蛋白質 1mg当り 0.096μmole が低いと言える。しかし totalhalfcystine分析の点で

と求まる。これら二つの方法によって得られるトリプト は，酸加水分解した後定量で、きるという点は操作が簡単

ファン含量は誤差内で良く合致した結果が得られた。 で大きな利点であり，個別定量法としては有用であろう

他のアミノ酸残基の回収率については，メチオシン残 と思われる。

基の回収率が高くなっていることを除いて 6NHCl加水 次にウサギ骨格筋クレアチンキナーゼのアミノ酸組成

分解から得られる結果とほぼ完全に合致していることが と比較してみると，両者には余り明きらかな違いはなく，

わかる。 グルタミン酸含量の違いが他にくらべて幾分大きい程度

表4は 3つの加水分解方法によって得られた結果と である。

Kubyらによるウサギ骨格筋クレアチンキナ{ゼの結果 表5は， 6NHCl加水分解法の結果をもとにして偏比

をまとめたもので，蛋白質 100g当りのアミノ酸残基数 容を計算したものである34)。これから求まる偏比容は，

(g):重量%で示したものである。 0.734msjgと求まる。蛋白質の偏比容としては普通の数

これら 3つの方法を比較検討してみると， 6NHCl加 値である。

水分解法と 3NP トノレエンスJレホン酸加水分解法の結果 total Nについては，窒素自動分析 (Dumas)により

は良く合致しており， トリプトファン分析と同時に他の 16.8% (3回平均値)と求まり，アミノ酸分析から totalN 

アミノ酸残基数が正確に定量出来ることが明らかで， が 16.6%で，窒素量にして，アミノ酸分析によって 99%
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表5 アミノ酸組成から偏比容の計算

蛋由貿lmg蛋白質
アミノ酸残基当 り の100g当 ii** 伝×重量%

Ftmole 数(り重の量g%数) 

Trp 0酬1.79I 0.74 I 1.326 
L戸 0.804 削 082184臼

His 0.373 5.20 I 0.67 i :3.430 

Arg 0.418 I 6.53 I 0.70 I 4.574 

Asp I 0.737 I 8.48 I 0.60 I 5.090 

Asnネ 0.320 I 3.65 I 0.62 I 2.264 

Thr 0.395 3.99 I 0.70 I 2.796 

Ser 0.510 I 4.44 I 0.63 I 2.798 

Glu 0.715 I 9.33 I 0.66 I 6.156 

Gln* 0.310 3.97 I 0.67 I 2.662 

Pro 0.470 4.56 I 0.76 I 3.466 

Gly I 0.805 I 4.60 I 0.64 I 2.941 

Ala 0.368 I 2.62 I 0.74 I 1.937 

Total half-Cys I 0.103 I 1.05 I 0.61 I 0.639 

Val 0.704 I 6.98 I 0.86 I 6.003 

恥1:et 0.234 3.06 I 0.75 I 2.298 

Ileu 0.337 3.82 I 0.90 I 3.436 

Leu 0.844 9.55 I 0.90 I 8.591 

Tyr 0.234 I 3.82 I 0.71 I 2.715 

Phe 0.4∞ 5.89 I 0.77 I 4.534 

Total10364  I I 76.11 

ホ Asn， Glnの数値はアミド態アンモニアを Asp，

Gluのモノレ比に配分したものである。

料 アミノ酸残基の偏比容は Cohn，Edsallらの

データーを引用した34)。

偏比容は次の様に計算される。

76.110jl03.64 = 0.734 me/g 

が回収された事を示している。

考 察

此の報告では 3つの酸加水分解法を用いてウマ骨格筋

クレアチンキナーゼのアミノ酸全分析を行ない，アミノ

酸組成を決定したが，結果からも明らかな様に3Np-ト

ノレエンスノレホン酸加水分解方法はトリプトファン定量分

析と同時に他のアミノ酸残基の定量が可能で， 6NHCl 

加水分解方法と同様に信頼度が高く， 6NHCl加水分解

方法に代わる方法として有用な方法である。しかしなが

らこの方法の操作上の大切な点は，加水分解時に於ける

真空度に回収率が敏感なので， 6NHCl加水分解方法の

場合より以上に真空度に注意、を払わなければならない点

である。とくにメチオニン残基については，到達真空度

が低L、と酸化され， メチオニンスノレホキシドに変換する

傾向がみられた。

テトラシオン酸ナトリウムを用いた 6NHCl加水分焦

方法は， total halfcystine分析のためには有用で、あるが，

全分析に応用するには難点がある様である。簡便には，

22時間加水分解物についてのみでも，大体誤差内で許さ

れる回収率であると思われる。

結論

3つの異なる酸加水分解方法によって，ウマ骨格筋か

ら結晶として単離したクレアチンキナーゼのアミノ酸全

分析を行ない，アミノ酸組成を決定した。ウサギ骨格筋

クレアチンキナーゼのアミノ酸組成との比較では，両者

に余り明きらかな相違はなくグノレタミン酸含量の違いが

他のアミノ酸残基にくらべて幾分大きい程度であった。
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