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概要

15 

CPase-A—ペプチド反応モデルを利用したC＿末端アミノ酸配列解析法の Ijfl発をした 。 反応モデルはバーソナル

コンピュータ上でBASIC言語を用い，Michaelis-i¥llenten式の[S]にペプチド涙度(μmo!/ £), Carboxypep-
tidase-A (CPase-A)のKmには0.8lmmol/［を， Vmaxには反応時間と CPase-A活性値の1具1係式を代入し，
分析値と予測値が近似するようにアミノ酸加水分解係数(Kl-3)を設定し，配列するアミノ酸に1心じて CPase-A
活性値に力l]水分解係数を乗じたモテルを構築した。CPase-A＿ペプチド反応よるC＿末端領域にアミノ酸置換を
もつ異常ヘモグロヒンのアミノ酸配列決定は，アミノ酸分析値と予想されるアミノ酸配列からの予測値を比較す

ることで可能であった。このモデルは種々のペプチドやタンパク牧のアミノ酸配列解析に応用可能と考えられ，

日‘常解析にも適用されると思われる。

はじめに

ペプチドのアミノ酸配列決定法は，N-末端ア

ミノ酸から順次配列を決める Edman法か一般

的であるが多くのアミノ酸残基からなるポリ

ペプチドでは，C-末端アミノ酸からの配列解析

がN —末端からの解析と併せて行われると有利で

ある。近年，ヒドラジン分解法や Mass

Spectrometryを応用する方法の報告1-3)がある

か，簡単な操作で， 日常解析に応用可能な方法

の開発が望まれると ころである。

ペプチドの C—末端からアミノ酸を加水分解す

る酵素類Carboxypeptidase-A(CPase-A)や

Carboxypeptidase-B (CPase-B)を用いたc-
末端からのアミノ酸配列解析法4)の開発を試みた。

正常なa鎖やJ3鎖グロビンの分析値を参考にして

CPase- A—ペプチド反応モデルを構築し ， a鎖や

J3鎖グロビンのCー末端領域にアミノ酸樅換をも
つ異常グロビンの配列解析に応用した5,6)。この

方法は従来からの C —末端部のアミノ酸配列によ

りアミノ酸遊離速度か一定ではな〈 ，このため

と〈に C —末端付近に同一のアミノ酸残巷が複数

個存在したり ，遊離されにくいアミノ酸かある

場合，解析が困難である という欠点を有してい

たが2,7-9)，反応モデルを作成し，配列解析に応用

することで精度よ〈解析することができた。c-



16 土井和子 ・原野昭雄

末端領域のアミノ酸配列解析法となりうるもの

と考え，モデル作成と異常グロビンの解析結果

を示し，本方法の特徴を述べる。

材料と方法

1．グロビン試料の精製と単離 ．

1) a鎖異常ヘモグロビン(Hb)の前処理： 通常

の方法で作成した溶血液を Kilmartin10)らの方

法を応用して des-(Argl41)a Hb溶液を作成し

た。溶血液に CPase-Bを添加［基質 （S):酵

素(E)= 1500 : 1,パルビタール緩衝液： pHS.2,

37℃,60分反応］し， O.Olmol/Rリン酸ナトリ

ウム緩衝液 (pH6.9)で平衡化した DEAEーセル

ロースカラム(DE-52: Whatman International 

Ltd.；カラムサイズ，約12X 200mm)を通し，CPase-

Bを除去し， des-(Argl41)a Hb溶液を得た。

2)グロビンの単離： Hb溶液を冷アセトン＿HCl

で処理して得たグロビンを CM—セルロース (CM-

52 ; Whatman International Ltd.）カラムクロ

マト法叫こよってa鎖と¢鎖グロビンに分けた。

溶出液は Smol/［尿素ーリン酸ナトリウム緩衝液

(pH6.8; Na十勾配 ：7.5mmol/ R→32.5 

mmol/ R）を用いた。分離されたグロビン鎖は

脱塩後 SephadexG-25 (Fine)を充摂したカラ

ムを通した後，凍結乾燥した。

2.グロビンの CPase-Aによる消化反応： l ・ 

で調製したグロビン1.5mgをO.Olmol/R NaOH 

と0.06% SDS (Sodium dodecylsulfate)-0. 2 

mol/［モルフォリン緩衝液 (pHS.5)の等屈混合

溶液 l叫に溶かし ((J鎖グロビン ：94.5μmol/R 

溶液となる），CPase-A(Carboxypeptidase-A 

DFP ; C 6510, Sigma Chem. Co.)をS:E=

100: 1の割合に添加して37℃に加温した。設定

した時間 (10, 20, …240分など）に一定最、(100

μR)を取り出し，15％スルホサリチル酸(50μ R) 

を加えて反応を停止した。遠心して上清を集め

自動アミノ酸分析機 (IRIKA; Model 5500)で

アミノ酸組成を分析した。

3. CPase-Aーペプチ ド反応モデルの作成 ．

1) CPase-A活性値 [mU(mili unit) X sec→ 

XμmolCPA-1]の測定：CBZ-Gly-Pheを0.01

mo]/£ NaOHと0.06%SDS加-0.2Mモルフォ

リン緩衝液(pHS.5)の等量混合溶液に溶解して

40mmol/［基質溶液を作成した。その溶液の

5 meを37℃に加温して，上記 CPase-A市販品

（基質溶解液を使用して2000倍に希釈した溶液

を40μ R加え反応を行った。一定時間後溶液の一

部 (100μ[)にスルホサリチル酸 (50μ R）を加

えて反応を停止し，遊離アミノ酸 (Phe)の分析

を行った。Pheの遊離鎚(Pheを1分間に lμmol

遊離したとき 1U (unit) = 1000m U : 1秒間に

1 nmol遊離したとき 1mU Xsec―1とした）から

酵素 lμmo]当たりの CPase-A活性値 (rnUX 

sec~1 Xμrnol CPA-1)を0-240分まで求めた。

グラフツール ・CA-Cricket Graph III (CG) 

(Macintosh使用， Model: Power Macintosh 

8500)を使用して CPase-A活性値テ‘‘ータを入力

してグラフを作成し，近似式を求め，CPase-A

活性値 (rnUXsec―1xμmo!CPA-1)を反応時間

に対して対数一次方程式で示した。

2) Michaelis-Menten式を基にしたCPase-A

ーペプチド反応モデルの作成 ．CPase-Aの Km

は文献値を参考にしてKm= 0. 8111111101/［を採

用した国調整したグロビン濃度(94.5μ11101/R) 

を基質i農度 ([s])に代入し，上記3-1)で求

めた CPase-A活性値(mUXsec―1xμ111ol

CPA-I)と基質酵素比率 (S:E = 100 : 1)を最

大反応速度 (Vma入．） に対応させた。グロビンの

Cー末端領域アミノ酸配列から想定した各アミノ

酸加水分解係数(Kl-K3)を配列に応じて

CPase-A活性値 (mUx sec~1 Xμ111ol CPA-1) 

に乗じ，反応速度 （V ;式 1)を各測定時のア

ミノ酸遊離景とした。アミノ酸遊離醤で，反応

により新生する C —末端基質濃度 (µmo]/ R)を

求め，次に配列するアミノ酸の遊離アミノ酸量

を算出して反応モデルを組み立てた4）。コンピュ

ータは ToshibaModel J 3100 SGT 101を用い，

プログラムは BASIC(MS-DOS Ver.3.1)で構

築した。

v(μ111ol/min) 

[CPA活性値xExs-1xアミノ酸係数 (KI)]x[S] 
= .• （式I)

([S]+Km) 

3)アミノ酸加水分解係数の決定 ：CPase-A-

ペプチド反応による Cー末端位アミノ酸の遊離は

C ー末端に位置するアミノ酸の種類や C —末端よ

り2番目に位罹するアミノ酸の種類によって遊

離速度か異なることか知られている←9)。正常¢

鎖グロビンの分析結果を参考にして作成したモ
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Alpha globin chain 

119 120 121 Ill 123 124 125 126 127 128 129 130 Ill 132 Ill 134 135 136 137 138 139 140 141 

-Pro Ala Val His Ala Ser Leu Asp Lys Phe Leu Ala Ser Val Ser Thr Val Leu Thr Ser Lys Tyr Arg 

Bela globin chain 

125 126 127 128 129 130 Ill 132 Ill 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 

-Pro Val Gln Ala Ala Tyr Gin Lys Val Val Ala Gly Val Ala Asn Ala Leu Ala His Lys Tyr His 

図 1 a鎖9/3鎖グロピンのCー末端付近のアミノ酸配列

表 1 CPase-Aペプチド反応モデルに用いた CPase-Aの相対的アミノ酸加水分解係数

Kl K2 | K3 

Ammo Acid A&BI C I st I D A&BI C I st I D 

A.Aromatic A A Phe 100 3 2 

(very fast) Tyr 50 3 2 

B AllphatlCAA Leu 20 I 5 I 

(fast) Val 20 I 5 I 

Thr 20 I 5 I 

Gin 20 I 5 I 

Ala 8 I 5 (AlaAla O 2) I 

C.Bas1cA A His IO I 0.2 03 I 

(slow) Ser 8 I 2 02 03 I 

Asn 5 I 2 02 03 I 

Lys 3 I 02 03 I 

ST Standard Gly 3 I I 

D Ac1d1cAA Asp 08 04 

゜
0 03 I 

(veryslow) Glu 0.8 04 

゜
0 03 I 

E Nonreact A A. Pro 

゜
0 02 04 

Arg 

゜
0 02 04 

125 

100--tt'y = -50.876 log (x) + 213.651 ・ ・式2

値性活A
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図2 CPase-Aの経時変化
CBZ-Gly-Phe(40 mmol/ 2, SOS加モルホリ ン緩衡液，
pHS.5)溶液を基質として37℃中で測定

デルから予測値を求め， シミュレーションして

芳香族，脂肪族，塩基性，酸性，非反応性アミ

ノ酸(Pro,Arg)に大別し，相対的なアミノ酸加

水分解係数(K1)を決定した。a鎖やg鎖グロビ

ンの C —末端領域 ( al40 - 11 9, (3146-125;図 1)

に存在しないアミノ酸 （例えば Glu)について

は異常グロビン鎖の分析結果を参考にして決定

した。

4. CPase-Aーペプチド反応モデルによるアミノ

酸置換の予測： CPase-A—異常鎖グロビン反応に

よるアミノ酸分析値から置換アミノ酸を推測し，

3 -2)で作成したモデルに予想される薗換配列

を代入し， シミュレーションを繰り返すことに

よってアミノ酸罹換位置と種類を決定した。こ

の際， C-末端アミノ酸の値を基準として求めた

モル比率を Macintosh上で CGを用いてグラ

フ化する ことは，配列の推定とアミノ酸置換の

決定に有効であった。

結 果

CBZ-Gly-Phe-CPase-A反応の 0から240分
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間までの Pheの遊離量から求めた CPase-A活

性値 (mUx sec-1 Xμmol CPA-1) は測定開始

後より対数曲線状の低下を示し，その近似式

は対数一次方程式 [y=-50.876log(x) + 
213.651] で示された （図 2.式2)。反応が進

むと C —末端アミノ酸種が変化し 4) ， その濃度の

総計のグロビン浪度 (94.Sμrnol/Q)を[SJに，

さらに S: E =100: 1と式 2をモデル（式 1)

に代入して正常a鎖およびj3鎖グロビンの分析値

と遊離予測値とのシミュレーションで各アミノ

酸の相対的加水分解係数を Phe を100として決

定した（表 1.K 1 ) 。 C —末端より 2,3 位に位

罹するアミノ酸の種類によっても CPase-A反応

によるアミノ酸遊離速度は異なる←9)ことからモ

テルで予測する際に C —末端より 2,3 番目に位

置するアミノ酸も反応速度への関与か考えられ，

K 2, K 3を定める必要があ った。この影特は

芳香族および脂肪族では反応速度を増加させ，

塩基性 (C)，酸性 (D)および CPase-Aに対

して非反応性のアミノ酸 (E : Arg, Pro)では

反応速度を減少させることが特徴的で，アミノ

酸分析値と予測値のシミュレーションにより決

定した （表 1:K 2, K 3）。これらK1, K 2, 
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A: Hb Camden 

□ 9-N“mュl

11;, r,・, L,•, Al, L,u Aa, v,1 Gly GI, Glu 

図3 CPase-A-/3ーCamden鎖反応 4時間後のアミノ酸
分析値

グロピン涙度94.5μmol/e, S :E =100 :1, pH8.5, 
37℃で測定
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図4 Hb Camdenの配列解析 ：CPase-Aーペプチド反応によるアミノ酸分析値と作成モデルに

よる予測値の比較

グロビン濃炭94.5μ11101/R, S :E =100 :1, pl-18.5, 37℃て／又比
一量ー Bn鎖分析値 •田• Bn予測値 ——.__ {3Camden鎖分析値
ー ·-X—•- {3 l 32Lys'-+Glu置換予測値 —● ..＂ {3131Gln→ Glu置換予測値 ー一•-- f3130Tyr→Glu置換予測値
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K3を舜入する ことによって正常aおよびf3鎖グ

ロビン —CPase- A 反応によって C —末端領域のア

ミノ酸配列の予想がよりよいものとなった （図

4,9 図中の白黒四角）。 この正常グロビン鎖

からのデータを基にして異常鎖(3-Camden[(3131

Gln→Glu],(3-Hiroshima [(3146 His→Asp], 

(3-Yamagata[(3132 Lys→Asn]およびa-Hana-

maki [al39 Lys→Glu]の解析を試みた。

(3-Camden-CPase-A反応の分析結果 (4時

間値 ：図 3)では， C-末端領域 ((3146-125)

に位置するアミノ酸のうち Tyr,Lys, Ala, Gln 

の分析値に著しい低下かみられ，なかでも Gln

か C —末端領域では内部に位置する ((313 1および

(3127位 ：C-末端より 16およひ20位）とはいえ特

に著しい低値を示した。他のアミノ酸は正常鎖

の分析値とほとんど同じであ った。また，正常

(3鎖 C —末端領域には存在しない Glu かわずかに

出現していた （図 3 ) 。 CPase- A —ペプチド反応

モデルを用いて(3132Lys-(3130 TyrのI閉のアミ
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図5 CPse-A-/3ーYamagata鎖反応4時間後のアミノ
酸

グロヒン濃度94.5μmol/R,S :£=100 :1,pH8.5, 
37℃で測定
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B: Hb Yamagata 

□ 9-N“mal 
回 9→Ab心m、al

ノ酸を Gluで置換した配列からのアミノ酸遊離

鼠の予測値を求め，分析値との比較から(J-Cam-

denは(J131Gln→Gluのアミノ酸置換に相当す

ることを示した （図 4)。

(]-Yamagataの CPase-A反応では， Asnの

増加と Lysの低下が特徴的で（図 5),Lysの

Asnへの置換と考えられた。(J144と(J132Lysを

Asnに置換した配列の予測値との比較から(J-

Yamagataは(J132Lys→Asnが最も適した構

造であることを示した （図 6)。(J-Hiroshimaは

C —末端アミノ酸である His の減少と C —末端領

域には存在しない Aspが見出され，短時間 (10

min ) の CPase-A —ペプチド反応でも Asp の存

在は明瞭であ った （表 2)。(J146His-(J143His 

の間のアミノ酸を Aspに置換して同様に検討し

(Jl46 His→Asp 置換を決定した。 本例は C —末

端付近に相対的アミノ酸加水分解係数の小さい

Aspが存在するため，酵素添加量を増饂 (S

E =75 : 1)した CPase-A反応によるアミノ酸

分析をも行った。その結果も分析値と予測値は

(Jl46 His→Asp置換を明瞭に示した （図7)。

a鎖異常の HbHanamakiでもg鎖の分析と

同様に解析した。CPase-A反応 (4時間）の分

析値は基紙となる Tyr以外のすべてのアミノ酸

の低下がみられ，特に Lysの低下は顕著であ っ

た 。 また a鎖 C —末端領域には存在しないアミノ

酸 Glu が検出された （図 8 ) 。 CPase-A —ペプチ

ド反応モデルにより al39-al37間のアミノ酸を

Gluに置換して検討したところ， al39Lys→Glu 

置換か予想されa-Hanamaki[al39Lys→Glu] 

2.0 

25 j Asn 」
1 5 

-X  -•- --六-•--
20 
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::;~ , 0 
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図6 Hb Yamagataの配列解析： CPase-Aーペプチ ド反応によるアミノ酸分析値と作成モデルによる予測値の比較
グロピン濃度94.5μ11101/ £, S :E = 100ふ pHS.5,37℃て1又応

-9- Bn鎖分析値 ———田—-- Bn鎖予測

-+----- 13 Yamagata鎖分析値 —-x--- 144Lys→Asn置換予測 •--e--- 132Lys→Asn置換予測
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表2 /3 n鎖と(3-Hiroshima鎖 (/3Abn)の CPase-Aーペプチド反応による
アミノ酸遊離値の比較

10mm 

/3Abn 

* ] 2 
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グロピン涙度94.5μmo!/R,S: E=lQQ: 1, または S: E = 75 : 1, pHS. 5, 37℃で反応

240 - -—•--- 143His→Asp置換予測(75:1)

考 察

CPase-A—ペプチド反応モデルは，実験したグ

ロビン濃度(μ11101/ R), CPase-Aの Km,CPase 

-A活性値と S:E比，およびアミノ酸の相対的

加水分解係数とで Michaelis-Menten式を基に

作成した。

CPase-A—ペフ゜チド反応の活性値は37℃では

240minの間，対数曲線状に低下し，CG上の統

計処理で対数一次方程式（図 2:式 1)の関係

式が得られた。この関係式を考慮に入れた CPase

- A —ペプチド反応モデルでの予測値と分析値の

結果は初期に構築したモデル4,13)にくらべよい一~

致をみた（図2,4 ,6,7,9 ) 。 CPase- A —ペプチ ド反

応のC冴ミ端アミノ酸による反応速度には差異か

みられ，実験テ‘‘ータを参考に Gly以外を5グル

ープに分け相対的アミノ酸加水分解係数を決定



ペプチドC—末端領域の構造解析 21 

0

8

6

4

2

 

ー

（で
』
l,0
、P
E
U
),l!/1

D: Hb Hanamaki 

□8-NM四

Ty, L).s Su 乃 , L,u Val Ala Ph< Asp H;, G/u 

図 8 CPase-A-a-Hanamaki鎖反応 4時間後のアミ ノ

酸分析値

グロピン浪度100.2μmol/e, S: E=lOO: 1. 
pH8.5, 37℃で測定

した。特に，芳香性ア ミノ酸(A)では反応性が

非常に速〈 ，塩基性，酸性，CPase-A非反応性

(C-E)のアミノ酸は低い反応性のものから非

反応のものがあり ，これらのアミノ酸が連鎖す
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K2またはK3を定める必要があった （表 l)。
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値とによい一致がみられるようになった（図 4,

9四角）。 このように CPase-Aの活性値，アミ

ノ酸加水分解係数 (Kl,K2,K3)を考慮し

た反応モデルを応用して 異常グロビンの(3-

Camden1'>, (3-Hiroshima15)および(3-Yamagata

のアミノ酸置換を決定することことが可能であ

ることを示した。また，一定の反応時間(10-240

min)でのアミノ酸分析結果を図式化してみるこ

とにより置換を明瞭にさせる利点かあった。

同様の方式により a鎖グロビン (a-Hana-

maki)についてもその構造解析かされたことは，

他のペプチドヘの応用が可能であることを示した。

CPase- A —ペプチド反応による C —末端からの

配列解析は ， パソコンによる CPase- A —ペプチド

反応モデルを作製し，反応によるアミノ酸遊離

量予測を可能にした。 従来からの CPase- A —ペ

プチド反応による配列の決定は単純に遊離する

アミノ酸のモル比率を比較する方法で，解析は

経験によって判断していた。アミノ酸の配列や

種類による反応速度を考慮していないため， C

—末端より数個か限度であり ， 反応速度の非常に

遅い配列の場合は解析は困難であ った。本方法

はアミノ酸の種類や配列を考｝慰にいれて反応モ

デルを作成し，そのモデルで予測した値を用い

て配列決定を行い，その解析も C —末端より 20 ア

ミノ酸残基可能であった。
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