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等速電 気泳動法 に よるペ プチ ドの マ ス クされlt　N 末端の 分析

真 鍋 　 敬 ，　 笹 川　 立 ，　奥山　典生 ＊

（1977 年 4 月 25 日受 理 ）

　 N 末 端 を マ ス ク さ れ た ペ プ チ ドを 加 水 分 解 後，N 末 端 に あ っ た 有 機 酸 の 分 析 を 行 う た め に 等速電気泳

動法 を 適 用 し た ．酸 加 水 分 解 に 用 い た 塩 酸 の 存在 は 有機酸 の 定 性 を 妨 げ な い ．ア ル カ リ加 水 分 解 の 場 合

は 塩酸 で 中和 し た 後電気泳動す れ ば 分析 で き る． 酸 加 水 分 解 の 場合 ア セ チ ル 卩 イ シ ン で は IN 塩 酸 ，

80 °C
，
20 時 間 の 加 水分解 で ，

ピ 卩 グ ル タ ミ ル ア ラ ニ ソ で は IN 塩酸 ，
80 ℃

，
1時 間 で そ れ ぞ れ 酢酸 ，

ピ ロ グ ル タ ミ ソ 酸 の 回 収 率 が 最 も 高 く，79％ ，
18％ で あ っ た ． こ の 方 法 を ウ シ 脳 か ら 分離 し た 酸性 ペ

プ チ ドに 適 用 し ， ア セ チ ル ア ス パ ラ ギ ン 酸 と 同定 し た ．

1　 は じ め に

　 N 末端 を マ ス ク さ れ た ペ プ チ ドや た ん 白質に 対 して

は ，通常の N 末端分析法は使 え な い ．マ ス ク され た N 末

端は ，
ニ ン ヒ ド リ ン や ，ダ ン シ ル ク ロ リ ド， フ ル オ レ ス

カ ミ ン な どの 試 薬 と は 反応 し な い た め で あ る．成 田 は

1958 年 ， タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス の N 末端が ア セ チ ル

基 で マ ス ク さ れ て い る こ とを 示 し た 1）2〕．以 後 の 研究 に

よ り，
N 末端 の マ ス ク され 方 は 以 下 の 3 と お り で あ る こ

と が 明 らか に な っ た．第 1 は ，フ ォ ル ミ ル 基 か ア セ チ ル

基 又 は プ ロ ピ オ ニ ル 基 で ア シ ル 化 さ れ て い る場合，第 2

は ，γ
一グ ロ ブ リ ン の よ うに ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 が N 末端 に

あ る場合 3）
， 第 3 は ， グ ラ ミシ ジ ン S の よ うに 環状 ペ プ

チ ドの 場合 で あ る．しか し現在 で も， マ ス ク さ れ た N 末

端 を分 析す る に は 非常 な困難 が あ る．例 え ば ア シ ル 化 さ

れ て い る 場合は ， た ん 白 質分解酵素 で ペ プ チ ドを 分解

し ，
ア シ ル ペ プチ ドを イ オ ン 交換樹脂で 分離 し ， ヒ ドラ

ジ ン と 反応 さ せ ，ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを行 う必

要 が あ る． 著者 らは ， 等速電気 泳動法 で 有機酸 り
， ア ミ

ノ 酸
5）が 簡 単 に 分析 で き る こ と に 注 冖 し ，

ペ プ チ ドの マ

ス ク され た N 末端の 分析に適用する こ と を試み た ．こ の

方法 に よ れば フ ォ ル ミ ル 基 ，
ア セ チ ル 基 ， プ ロ ピ オ ニ ル

基，ピ ロ グル タ ミル 基 の どれ が N 末端 に あ る の か を ，
1

回 の 分析 で 推定 で き る と考 え られ る． こ の 際 ペ プ チ ドの

加水 分解 の 操 作 は 不可欠 で あ る か ら，加水分解条 件 の 検

討 ， 加水分 解後 に 試料 溶液 中 に 存在す る酸 ，
ア ル カ リ ，

塩 な どの 分析 に 及ぼす効果 の 検討 を行 っ た．

＊
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2 試薬及 び装置

　 ギ 酸 ， 酢酸 ，
プ Pt ピ オ ン 酸 ， グ ル タ ミ ソ 酸 ，

ヒ ス チ ジ

ン ，ヒ ス チ ジ ソ 塩酸塩 は 試薬 特級 （和光純薬） を ， 定 沸

点 塩 酸 は 精密分析 用 （和光 純 薬）を 使 用 し た ．ア セ チ ル

ロ イ シ ン ，
ピ 巨 グ ル タ ミ ン 酸 は 東京化成 よ り，

ピ ロ グ ル

タ ミ ル ア ラ ニ ソ は た ん 白質奨 励会 よ り購入 し た も の を そ

の ま ま 用 い た ．先行 イ オ ソ 液 の 調製 に は ，
O．1M ヒ ス チ

ジ ソ 溶 液 50ml に 0 ．工N 塩 酸 25　ml を 加 え ，250 　ml と

し ，O．02　M ヒ ス チ ジ ン ー0．OIN 塩 酸 溶 液 と し た ． 終末

イ ォ ン 液 は 0 ．OIM グ ル タ ミ ン 酸 溶 液 を 用 い た．

　 等 速電 気 泳 動 の 測 定 に は ， 島津細管 式等速電気泳動 分

析 装 置 IP−IB 型 を 使 用 し た ． 泳動 そ う は 0 ．5mm φx

20cm
， 電位 こ う配検 出 器 の 電極 間 距 離 は 0．051nm で

あ る．ア ミ ノ 酸 の 分 析 に は ， 口 立 KLA −5 型 ア ミ ノ 酸 分

析装置 を 用 い た．

3　方 法

　 3・1 源動条件

　先行 イ オ ン 液 と して 0．02M ヒ ス チ ジ ン
ー0 ・01N 塩酸

を終末 イ オ ン 液 と し て O．Ol　M グ ル タ ミン 酸 を 用 い る ・

感 度 を 上 げ る た め に は 先行 イ オ ン （塩素 イ オ ン ）， 終末

イ オ ン の 濃度を O．OOO625　M ま で 下 げ る こ とが で きる・

初期電圧 3000V で ，75　LLA の 定電流 で 電気泳動 す る・

感度を上 げ るた め ， 低濃度 の イ オ ン 液 を使用する場合に

も ， 初 期電 圧 を 3000V とす る，恒 温 そ う温 度 は 15°C

に 設定 した が ，
5° C に設定 し ， 氷水 を循環 させ る こ とに

よ り，
3000V よ り高電圧 で の 泳動の 際 の 気 ほ うの 発生

を抑 え る こ とが で きる．

3・2　加水分解 と試料のサ ン プ リン グ

小試験管 （O．7cm φ× 5cm ） に 試料 O ・5mg 〜 且Olng を
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入 れ ，
2eo　Ptの lN 塩 酸 又 は 1N 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶

液を 加 え シ リ コ ン ゴ ム せ ん をする． こ の 試験管を 80℃

の 水浴 で
一

定時間加熱す る ． 水浴 よ り試 験管を 取 り出

し ， こ れ を
一20 ℃ の 冷凍 庫 に 10 分聞 保つ ．こ の 冷却

操作 は N 末端 ア シ ル 基 か らの 酸 の 回 収 の た め に 重 要 で あ

る・ 試験管を 取 り出し ，
10pl の マ イ ク ロ シ リン ジ の針

を シ リ コ ン ゴ ム せ ん に 刺 し，試料溶液 を 吸 い 取 る． 艮N

塩酸 で 加 水分解 した 場合に は そ の まま （1〜3）pl を等 速

電気泳 動装置の 試料注入 口 に 注入す る・1N 水酸化 ナ ト

リウ ム で 加水 分解 した 場 合は ， 試料溶液 10　pl を IN

塩酸 10　pl で 中和 し，そ の うち （1〜6）pl を注 入 す る。

塩 素 イ オ ン が試料中 に 存在す る と泳 動時間が 長 くな る．

例え ば lN 塩酸 を含む 試料 2・4Fl で は ， 塩 酸 の な い と き

（IJ「 分 ）の 5 倍 の 泳動時間を 要 する．そ こ で 試料容量

は ，実験 の 能率 を 上 げ る た め ，lN 塩酸 を含む 場合 Spl

以下 とした・

　3・3　定性及 び定量法

　 Fig・1 に ギ 酸 ，酢酸 ， プ ロ ピ オ ン 酸 ， ピ ロ グ ル タ ミ ン

酸 の 泳動分析図 を示 した．曲線 A は 電位 こ う配変化 の 記

録で あ り， 曲線 B は そ の 微分曲線 で あ る．Fig」 よ り明

PGa．1．1

PGp 、r

PGI ・「，1

らか な よ うに ，
4 種 の 物質 は 電位 こ う配 の 値が それ ぞ れ

異な り， 分離 さ れ る．ペ プチ ドの マ ス ク され た N 末端 に

は こ れ ら 4 種 の 物質以 外 の もの は存在 し な い か ら，マ ス

ク され た N 末端が何 で あ る か を等速電気泳動法で推定 で

きる ． 先行 イ オ ン （塩素イ オ ン ）， 試料イ オ ン （例 え ば

酢酸 イ オ ン ）， 終末 イ オ ン （グル タ ミ ン 酸 イ オ ン ） の 電

位 こ う配値 を そ れ ぞ れ PGc1
，
　 PGA

。 ，
　 PGGI

。 と す る と ，

酢酸 イ オ ン の 定性 の た め の 電位単位 （PU 値 ） は 宮 崎 ら

に よ り次式で 表 さ れ る e＞．

PuAc ＝（PGAc − PGcl ）／（PGGIu − PGcl ）

　 こ こで PUAe は 酢酸 イ オ ン の PU 値 で あ る．定量 に

は ， 曲線 B の ピーク間の 距離を測 り， 検量線を 用い て計

算す る． こ の 距離 は ， 先行 イ オ ン と 終末 イ オ ン の 濃度に

依存 し ， 又初期電圧 の 値 に も依存 す る・従 っ て 定量の た

め に は こ れ ら の 値 と ， チ ャ
ー ト送 り速度 を 記 録 しな けれ

ば な らな い ．

4 結 果 と考察

4 ・1 酢酸の PU 値 に及ぽす共存物質の効果

　ペ プ チ ドの N 末端 を マ ス ク して い る 物質 の うち最 もひ

ん 度の高 い 酢酸に つ き ，
ペ プ チ ド加水分解時 に 共存 す る

こ と の 予想 され る物質を加 え ， 酢酸 の 定性 に 及 ぼ す 効果

を調 べ た．Table 　I に そ の 結果を 示 す．

Table 　 l　 Effect　 of 　additives 　 on 　PU
　 　 　 　 value 　of 　acetate

GP

FGP

個
5
石
簔 
［
邸

℃

5
ざ
山

IPG軋・亅

　 　 　 　 　 Concn ，
Add 面 vcs
　 　 　 　 　 　 〔M ）

Vol 山 lle 　　　 A 田uun ［　　 PU 　va ！ue

（pl）　 　 （nmo1 ）　 。f　acetate

　 　 一 一→ ←
一一「レ　　 ←

一
→

　 　 　 　 　 　 　 ⇔ 　 　 　 　← 一一夢　 　 　　 ←一一一一一一一一
　 　 　 　 Cl　　 For　 Ac　 Pro 　 T’s’r 　　 Glu

　 　 　 　 　 Arriou 匸】ユ of　 anlons

Isotachopherogram 　of 　a　mixture 　of 　for 　late ，
acetate ，　propionate 　and 　pyroglutamate

A ：Potential　gradient 　curvc ；　 B ： Differential　curve 　ot

POtential　 grudiじnt 　 cu 【ve ；　　PGGIu
，　PGPyr

，　PGPro ，
PG 却 ，　 PGFor

，　PGcl ： PQte皿 tia且 gradient　 values 　 of

glutamyl 罰　 pyroglutam 》1，　 propionyl ，　 acetyl ，　 formy］

and 　 chloride 　 anions ；　 Arrows 　ind五ca に the 　amoun ： of

anions ；　 Lcading　 solutien ：0．02　M 　 histidine−0．0亅N
HGI ；　 Ter ・n 正nating 　 selutlon ： 0．01　M 　 g】utamate 　：
Initial　vo1 【age ： 3000V ；　　 Potcntia 　l　gradient　range ：

61　mV ；　 Differential ： T．ow ；　75
ト
A 　 constant 　current

NoneHGI

NaOH

LcucincNaCl

NaOH 十 HCI

0，05　　 　　 　 2

0．05　　 　　 　 8
0．8　　　　　 2

1．0　 　　 　　 2．4
0．05 　　　　　　2

0．OJ「　　 　　 　 8

U．07S　　　　　 8

0．2　　　　 　　2

G ．5　 　　　　　 2

0凾5each 　　　1．2

一　　 　　 　 〇．52
100　　　　　0．52
400　　 　　 　 0、51
1硼 　　 　　 　 0．5B
240 〔〕　　　　　 0．51
100　　　　　0，50
400　　　　　〔）．53
矼 頁）　　　　　O．5D
400　　　　　0．52
1000　　　　　0．51
60  eacll　　　O．52

Fig．1 　Table 　l よ り， 酢酸 の PU 値は 相対 誤差 3％ の 範囲

に あ り，共存物質 の 影 響を受 け な い と考 え ら れ る．共存

物質 の な い 状態 で の ギ酸 ， 酢酸 ， プ ロ ピ オ ン 酸 ，
ビ ロ

グ ル タ ミ ン 酸 の PU 値 は そ れ ぞ れ 020
，

0．52，0．67
，

0 ．86 で あ るか ら，
PU 値よ り 4 種の 酸 を 区別す る こ と

が で き る．又 ， 内部標 準 と し て こ れ らの 物質 を 試料 中 に

加 える こ とに よ り， 定性 を よ り確 実 に す る こ と も可 能で

あ る．
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　4 ・2　酢酸の定量

　F三9．2 に 酢酸量 と ピーク 間 距離 の 相関 を示す ．先行 イ

オ ン ，終末 イ オ ン の 濃度 が 0．01M の 場合が A ，0 ．00125

M の場合が B の 直線で あ る．直線B の 傾き は 直 線 A の

8 倍 で あ り， 先 行 イ オ ン と 終末イ オ ン の 濃度を 1／8 に す

る こ とに よ り， 8 倍 の 感度 を得 る こ とが分 か る．イ オ ン

濃度 を下 げ た 場合 も，初期電 圧 が 3DOO　V と 同 じに な る

よ うに 電流 を減 らす こ と が 重要 で あ る．

8、o

06

04

02

戸
自り
．
8
自

靈
モ

盖り
缶

　 　 　 o
　 　 　 　   　　　　　16　　　　　32　　　　　・墨呂　　　　　64　　　　　菖O

　 　 　 　 　 　 　 Amount 　 of 　 a 匸eLi しe，　nLnuL

F三g．　2　Standard　curve 　of 　acdatc

　 　 　 　 A 二 Lcadin呂 sol 山 ion　 O．02　M 　 histidine．0．OLNIIC ］，
　 　 　 　 terminating 　solution 　O．DI　M 　 glut 跚 ate ；　 B ： Leading

　 　 　 　 solution 　O，0025　M 　 h；stid ；nc −0 ．OO125　N 　HC ：1，　 termi −

　 　 　 　 nati ロ g　 solut ［on 　D．00125 、｛　ghltamate；　1nit【aL 　 vol 【agc ；

　 　 　 　 30DOV ； Cha 【
1t

　 speed ： 20　mm ／lnin ； SumPEe 　 vulurne ：

　 　 　 　 （〔，．2− B．D）F1

　酢酸量を tro 　nmol に
一

定 に し ， 共 存する 塩酸の 濃度

を 変化さ せ ，
ピーク間距離 との 相 関 を 求 め た の が Fig・3

で あ る．Fig．2 及 び Fig．3 よ り，一
定量 の 塩酸 の 共存

下 で の 試料溶 液中 の 酢酸 の 量を求 め る こ とが で き る．

口
H
り

9
口

εn
モ

巷
出

3，

2．

L

　 　 　 　

　 　 　 　 　 　 　 　 　 HGI 　 concn ．．　 N

Fig．3　Effect　of 　HGI 　 c 〔〕ncentration 　orl 　peak
　 　 　 　 distance　 of 　40　 nmoles 　 acetate

　 　 　 　 Leading 　solution ： 0．02　M 　histidine．0．01NHCI ； Ter−

　 　 　 　 minating 　 solutien ：0．01　M 　glutamatc ； Initial　 voltage ：

　 　 　 　 303DV ；75pA 　con5taut 　current ； 〔】har 【 specd ： 20 　mm ／

　 　 　 　 minl 　Samp 亂e　volume ；2pl

　 4・3　ア セ チ ル ロ イ シ ン の 加水分解条件

　 N 末端 を マ ス クされた ペ プ チ ドの モ デ ル 物質 と し て ，

ア セ チ ル ロ イ シ ン を用 い ， 加水 分解条件を 検討 し た・ま

ず lN 塩酸 ，
　 ll5° G

，
24 時間 ， 試料を ガ ラ ス 管内に 封

入 した 状態で 酸加水分解 し た と こ ろ ， 等速泳動法 で 98％

の 酢酸 が ，
ア ミノ 酸分析 で 90％ の ロ イ シ ン が 回収 され

た ．そ こ で 塩酸濃度を 1N に 固定 し ， 封 管を 必要 と しな

い 80°C の 条件 で ， 分解時聞を変化 させ 酢酸 の 回収率 を

求 め た． Fig・4 に そ の 結果を示す．20 時 間 の 加水 分解

で 79％ の 酢酸 が 回収 され ， そ の 後加水分解時間を長 く

して も酢酸 の 回収率は 上昇 しな い ．諸条件を同じ に して

塩 酸 の 代 わ りに 水 酸化 ナ ト リ ウ ム を 用 い た ア ル カ リ加 水

分解で は ，
18時間で 83％ の 酢酸 が 回収 され た． しか

し 酸分解 に 比 べ 反応速度は 小さ く ， 酸分解で は 6時間で

70％ の 酢酸 が 回 収さ れ る が ，
ア ル カ リ分解で は 5 時間

で 21％ の 回収 に と どま っ て い る．叉 ， 酸分解後 の 試料

は そ の まま サ ン プ リン グ で き る の に 対 し，ア ル カ リ分解

後 の 試料は IN 塩酸 で 中和す る操 作 を必要 とす る．そ こ

で ， ア ル カ リ分解 も有効 で は あ る が ， 酸分解 の ほ うが よ

り有利 で あ る と考 え られ る．
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Fig．4

　 　 　 　 20　　　 　　　　　 40 　　　　　　　 　 60

　 　 　 　 　 Rcac 亡ion 　 time ，　 h

Recovcry 　of 　 acetate 　 after 　hydrolysis　 of ムr−

acetyllcucine

Leading 　 solution ： D，02　M 　 hislldine−D，01NH α ； Ter−
minating 　solution 二 〇．01Mglutamatc ； Ini亡［al 　voltage

300 〔〕V ；　 75pA 　con 就 ant 　 currcnt ； ● 1NHCI ，80
°
（】；

OlNNaOH ，800G

　4・4　ピ ロ グ ル タ ミル ア ラ ニ ン の 加水分解条 件

　ペ プ チ ドの N 末端を マ ス ク して い る 物質 が ア シ ル 基，

すな わ ちギ酸，酢 酸 ， プ ロ ピ オ ン 酸 の 場合 ， 前節で 得 ら

れた加水分解条件 （80 ℃
，
1N 塩酸 ，

20 時間）は 一般的

に 使用で き る と考え られ る．しか し ，
N 末端が ピ ロ グ ル

タ ミン 酸 の 場合，こ の条件で は ピ ロ グ ル タ ミン 酸 が 開環

反応 に よ りグ ル タ ミン 酸 と な り，ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 と し

て は検出さ れ な い ，そ こ で ビ ロ グ ル タ ミ ン 酸及 び ピ ロ ゲ

ル タ ミル ア ラ ニ ン を酸加 水分解 した 際 の ピ ロ グル タ ミ ン
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Fig．5R ・c ・ very ・ f　 py・・91ut・ mat ・ aft ・ ・ acid

　　　　hydroLysis　 of 　pyroglutamate 　 or 　pyrogluta．

　　　　mylalanine

　　　　 Leading 　 solution ：0．02　M 　 histidinc−0．01　N 　 HCL 　 tcr−

　　　　 mi ロ ating 　selution ：0．OI　M 　glutamate ： IniLial　voltage ；

　 　 　 　 3  V ；　 75　pA 　constant 　current ；　 ● Hydrolysate　of

　　　　 py ・・ 9且utam ・t・；　 GHyd ・ ・ Iy・ate 。f　py・・91ut・ myl ・ 1・−

　 　 　 　 nine ； 丘NHGL 　80
°C

酸の 回収 の 時間経 過 を 調 べ た．F三g．5 に 示 した よ うに ，

ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸は IN 塩酸 ，
80°C ，

6 時間 で も と の

14％ に ま で 減少す る・ ピ ロ グ ル タ ミ ル ア ラ ニ ン か らの

ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 の 回収率が 1時間の 加水分解 で 且8％

と な り， 以後滅少す る の は ， tf
’
　Pt グ ル タ ミン 酸 とア ラ ニ

ン へ の 加 水分解 と ，
ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 の 開環反 応 と が競

合 し て い る た め で あ ろ うと考え られ る． し か し Fig．5

の 結果か ら，
N 末端 が ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 で マ ス ク された

ペ プ チ ドの 場合 で も ，
ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 の 検出が可能で

あ る こ とが 分 か る．た だ し ，
ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 含む ペ プ

チ ドの 場合 ，
ピ ロ グル タ ミン 酸 と ア ス パ ラ ギ ン 酸 と は 易

動度 が 似 て い る た め ， こ こ に 用 い た分離条件 で は ほ と ん

ど重 な っ て検出 さ れ る．従 っ て こ の 両 者 を 分別 定量す る

に は ，加 水分解時間 を変化 させ ， 数点 で 定量する な どの

方法を適 用する 必要 が あ る ．

　4・ 5　ウ シ 脳から分離 した酸性ペ プチ ドへ の適用

　以 上 の 結果を，ウシ 脳か ら分離 した ニ ン ヒ ド リン 発色

しな い ペ プ チ ドに 適用 し た ．こ の ペ プチ ドの 精製法を以

下 に 述 べ る・

9．1   の ウ シ 脳 に 4 容 の O ・IM リ ン 酸 カ リウ ム 緩衝

液 （pH 　7．1）−1　mM 　EDTA −55％ 飽和硫酸 ア ン モ ニ ゥ ム

溶液 を加え ， ホ モ ジ ナ イ ズ す る ・2 時間放置後 ，
10000X

g で 30 分間遠心 す る．上 清に硫酸 ア ン モ ニ ウ ム を 85％

飽和に な る よ うに 加 え ，リ ン 酸 で pH を 4．7 に す る． 2

時間放置後 ，再度 同条件 で 遠心 し ， 上清を採 る．上清 2．2

1 に O．88　1 の イ ソ プ ロ パ ノ ール を 加 え分液漏 斗 で 1分

間振 と う し た後 ，
ア ル コ ール 層を分取す る．0 ．981 の ア

ル コ ール 層 を ロ ータ リーエ バ ボ レ ータ ーで 乾固 し ，
13ml

の te
°
　t）ジ ン

ー酢酸緩衝液 （ピ リジ ン ： 酢酸 ： 水 ＝1 ： 10 ：

300，pH 　3．5）に 溶解 させ る ．不溶物 を遠心 し て 除い た後 ，

ロ ータ リーエ バ ボ レ ータ
ーで 4ml に 濃縮す る．こ れ を

セ フ ァ デ ヅ ク ス G −10 カ ラ ム （3．3c皿 φX28 　cm ）に か け ，

ピ 1丿ジ ン
ー
酢酸緩 衝液 で 溶出さ せ る ．試料を か け た 後 ll6

ml か ら 140　 ml の 間で 溶出 され た 画分を乾固 し ， 少量の

ピ リ ジ ン
ー酢酸緩衝液に 溶解 させ る． こ の 試料 を ワ ッ ト

マ ン 3MM ろ紙 上 で ， 同 じ ピ リ ジ ン
ー酢酸緩衝液を用 い

て 高 圧 ろ紙 電気泳動 を行 う．電圧 こ う配は 52V ／cm
，

79C で 1 時 間泳動 す る． ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 移動距離 を

1 と し ， グル タ ミン 酸の 移動距離を 0 と した とき移動度

2A の 位置に あ る ニ ン ヒ ド リン 発色 し な い が ヨ ウ素で ん

粉 で 発色す る ス ポ ッ トを蒸留水 で 抽 出する．これ を更 に

ダ ゥェ ッ ク ス 50 カ ラ ム に か け ，
0．lM ピ リ ジ ン

ー
ギ酸

（pH 　3．1）で 溶 出させ た もの を 1回凍結乾燥 し ， ア ミ ノ

酸分 析及 び等速電気泳動 に よ る 分析 に 用い た ．

　6N 塩酸で llO° C ，
20 時間加 水分解 し た後 ア ミ ノ 酸

分析 する と，ア ス パ ラ ギ ン 酸 が 92％ 含ま れ て い た ．lN

塩酸，80℃ ，
18 時間加水分解 した 後等 速泳動 で 分析 し

た結果を Fig・6A に 示 す． ア ミ ノ 酸分析 か ら 93　nmot

の ア ス パ ラギ ン 酸を 含む こ との分 か っ て い る 試料ペ プチ

ドか ら，
8 ・Onmol の酢酸 が検出された．酢酸 の 回収率

A

窟

B

一一一一
→ ←→ 　 ←

一
　　　一一一→　 ← →

　 　 　 H 　　《一→ 　　　　　　　　　　　　　　　　　千
一
う　　 噂

一一一一
　 C【ForA 匸 Asp　GI凵 　　　　　　C且　 AcAsp 　Glu

Fig．6　1sotachopherogram 　 of 　 acid 　hydrolysate　 of

　　　　apeptide 　purified　from　bovine　brain

　　　　 A ：Lyophilized　once 　af ［er 　purification ； B ：Lyophilized

　 　 　 　 3 しlmes 　 af 【cr 　 purifica 匸ion；　 Leading 　 soluLion ：   、02　M

　 　 　 　 histidine−0，01　N 　HC1
；　 Terminating 　 solution ：0．OI　M

　 　 　 　 glutamate ； Ini【ial　vo1 【age ： 3〔mOV ； ？otcntia19 【adient

　 　 　 　 rang じ ： 64　mV
ヨ　　 Differential ： Low ；　 75　FA 　 cDnstant

　　　　 currem ；　 Char 亡 speed ：20　mm ！min
；　 Cl，　 For ，　 Ac

，

　　　　 Asp ，　 Glu ：Chloric，　 formic，　 acetic ，　 aspartic ，　glutamic
　 　 　 　 ani ・ nS ；

Arr ・ ws 　 indicate 　 the 　 amOunt 　 O 』 nlOns ； Hy −

　　　　drolysis　was 　pc【formed　 a し 監NHCL ，80°C ，　 for　l8h
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を 80％ とす る と，
10nmol の N 末端 ア セ チ ル 基 が 存在

し た こ と に な る ．従 っ て ，ア ．ス パ ラ ギ ン 酸 と ア セ チ ル 某

の 比 は ほ ぼ 1 ： 1 で あ り ， こ の ペ プ チ ドは N ア セ チ ル ア

ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る と 推定 さ れ る．な お ，
Fig．6A で は

ダ ゥ ェ ッ ク ス 50 カ ラ ム か らの 溶出の 際 に 用 い た ギ酸が

ト分除か れ て い な い が ，更 に 2 同凍結乾燥を繰 り返 した

もの の分析例 を Fig・6B に 示す．明 らか に ギ酸が 完全

に 除 か れ ・Fig・6A で 検出 され た ギ 酸 が ベ プ チ ド由来の

も の で な い こ と が 分か る．又 ， 同様 に 高圧 ろ紙電気泳動

で 移動度 1．7の 位 置 に あ る ニ ン ヒ ド リ ン 発 色 し な い が ヨ

ウ 素 で ん粉で 発色す る ス ポ ッ トを 同 じ処 理 を して 分析

し た 結 果， N 一
ア セ チ ル ア ス パ ル チ ル グル タ ミ ン 酸 で あ

る こ とが 明 らか に な っ た．

5　結 論

　等速電気泳動法 を用 い る とペ プ チ ドの マ ス ク さ れ た N

末端を 分析す る こ と が で き る．1N 塩酸 で 加 水分解後 の

試料 は ， 全 く脱 塩な ど の 前処理な くそ の ま ま電気泳動 に

か け る こ と が で き る．従 っ て ， 従来 の マ ス ク され た N 末

端の 分柝法に 比べ 極 め て 簡便 で 有効な方法 で あ る こ とが

明 らか と な っ た．今後 こ の 方法は 生物界 に 広 く存在す る

N 末端を マ ．ス ク され た た ん 白質へ も適用可能 で あ ろ う．

　終 わ りに ， 等速 電 気 泳動装置 の 使用 に 際 し 御 尽 力 く だ

さ っ た 島津製作 所 秋 山 純
一

氏 に 深 謝 し ま す ．

　　　　　　　　（
1976年 io 月 29 日，電 気 泳 動 学

会 第 27 回 総 会 に お い て
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　 Detemhatien 　of 　masked 　ハ1Ltemh 皿 5　0f 　pe −
ptides 　 by 　isotachophoresis．　 Takashi　 MANABE ，
Tatsuru 　SAsAGAwA 　and 　Tsuneo 　OKuYAMA （Department
of 　Ghemistry，　Faculty　 of 　Sciencc

，
　Tokyo 　Metropolitan

University
， 2−1−1，　 Fukazawa

，
　 Sctagaya −ku

，
　 Tokyo ）

　Asimple 　 method 　for しhe　determination 　 of 　musked

ハr・−terminus 　of 　pepticlcs　was 　investigated　by 　iSotachopho −
resis ．　 Throughout　the 　experiment

，
　isotachophoresis　was

pcrfbrmed 　at 　 75　p．A　constant 　 current
，
　 leading　and

term ｛nal 　electrolytes 　were 　O．02　M 　histidinc−0．OI　M 　HCl
and 　 O．0且 Mglutamate

，　 respectively ，　 Presencc　 of 　2．4
pmol 　HCI 　in　a 　sample 　solution 　of 　l．2μ did　not 　affcct

the 　qualitativc　index　（potentia1 し皿 it　 value ）of 　acetatc
，

which 　 is　 the　 most 　 popular 　 mask 五ng 　 substance 　 of 　 the

N −terminal 　of 　peptidcs．　The 　quantity　of 　acetate 　in　a

HCI −containhng 　 saInple 　 solution 　 was 　 calculated 　 using

acalibration 　curve 　made 　by　authentic 　acetic 　acid 　and

then 　 corrected 　for　HGI 　amou 皿 t．　The 　recevery 　of 　acctate

after 　acid 　hydrolysis　of 　NLacetylleucine 　was 　dctermined
to　be　79％　（lNHCI ，

80℃
， 20h ）．　 As　 fbr　 pyro −

glu〔amylalanine
，
　 recovery 　of 　pyroglutamate　was 　deter−

mined 正o 　be　l　8％ after 　acid 　hydrolysis（l　N 　HCI ，80℃ ，
lh ）．　 By 　applying 　this　method 　on 　ninhydrin −nega ．
Iive　peptidespurifieCl　from　bovine 　brain，　the 　peptides
were 　identi丘ed 　as ハ厂一acetylasparLate 　alld ハ仁 acetylaspar −
tyIglutamate ．

　　　　　　　　　　　　 （Rece 三ved 　Apr ．25，1977）
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