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緒論

近年， 医学や分子生物学などの幅広い研究分野において タンパク

質及びペプチドの遺伝子レベルでの研究が行われ， またタンパク質

の機能を調べるためにも ， タンパク質あるい はペプチドのアミノ酸

組成及びそのアミノ酸配列順序の決定は欠くことのできない重要な

分析手法である.

ペプチドのアミノ酸分析及びアミノ酸配列決定を 行うにあたって

まず必要なことは， アミノ酸及びペプチドのN末端アミノ基と選択

的に反応する試薬を見出すことである. また近年の生体成分の分析

において は， 測定対象物質が微量であることが多いので， 高感度な

測定法も要求されている. そこで高選択的かっ高感度測定が期待で

きる手法として蛍光法が挙げられる. 発蛍光性の官能基を蛍光プロ

ーブとしてアミノ基と反応する試薬に導入するか， あるい はそれ自

身は無蛍光性でありながらアミノ基と反応し発蛍光するような試薬

を新たに開発し， アミノ酸及びペプチドを蛍光誘導体に導くことに

より高選択的かっ高感度な測定が可能になる.

アミノ酸分析法の開発は ， 1951年のSteinとMooreのニンヒドリン

反応1 ) の条件確立及びイオン交換クロマトグラフィーの導入2 ) が

最初である. さらに改良が加えられ1958年にはアミノ酸の自動分析

計が考察された3 . 

4 ì その後1970年頃から高速液体クロマトグラフ

ィー(HPLC)が導入され始め， 現在自動分析計のポストカラム反応検

出システムの中にはprnol単位の 微量アミノ酸分析が可能な ものもあ

る引. アミノ酸のHPLCにおけるポストカラム誘導体化反応に用い ら

れる種々の蛍光試薬が開発され ている. 代表的 な試薬として， 第一



級アミンと反応するフルオレ ッサミンf. . 7 )及びo -フタルアルデヒド

(OPA)3-14J， また第一， 二級アミンとも反応する 4-フルオロー7- ニト

ロベンゾオキサジアゾール(NBD-F)15-18iなどがある.

またアミノ酸のプレカラム誘導体化試薬としては上述の試薬のほ

かに， 2， 3-ナフタレンジアルデヒド(N D A) 1 �I - 2 2 )及び1ージアミノナフ

タレン-5-スノレホニルクロライド(ダンシルクロライド)とトと7 )などが

Chart 1 Edman degradation of peptide with PITC 

。
即

R1 f2 fs 

NH2-ーCH-co-NH-CH-CO-NH一ーCH-CO-

Peptide 

挙げられ， 高感度アミノ酸分析にしばしば用いられている.

一方ペプチドのN末端アミノ酸決定法としては， 1945年に Sanger

が開発したトフルオロー2，4-ジニトロベンゼンを用いる 方法(DNP法)

が最初で あると::; ) さらに Sangerはこの方法を用いて1953年に初めて

4ンシュリンの全一次構造を決定したととり. DNP法は低感度で長時聞

を要するという欠点、があったが， Grayらが開発したダンシルクロラ

イドを用いるDNS法主o iは高感度なN末端アミノ酸分析を可能にした.

しかし数種のアミノ酸の同定ができないという問題点、があり一般的

に使用するのが難しい. これに対し1949年にEdmanにより開発された

フェニルイソチオシアネート( P 1 TC)法汁一川Jはエドマン分解法と呼

ばれ， PITCとペプチドを塩基性条件下で反応させ， 生じるチオカル

パモイル誘導体からN末端アミノ酸をチアゾリノン誘導体として遊

離させ， 酸性条件下でチオヒダントイン誘導体に導き分離測定する

(Chart 1). この手法は段階的にペプチドのN末端側からアミノ酸を

1残基ずつPITC 誘導体として遊離させる ことができるので， アミノ酸

配列決定iこ最も効率が良く， 現在でも多くの研究者の間で広く利用

Coupling 陀action

C〉-NH-f-NH-L-co-rlreo-NH-L-coー

Cleavage reaction 

?2 1 fa 

NH2- CH- co-NHーCHーCOー
。ペX

_

R1

Thiazolinone derivative 

| …n reaction 

ひいR1

Thiohydantoin derivative 

Next 問action

されている.

今日ま で， 多くのPITC類似試薬が開発されている. uv試薬として

4-ジメチルアミノー3. 5-ジニトロフェニルイソチオシアネートさ巳J，



ナフチルイソチオシアネート36j， ペンタフルオロ フェニルイソチオ

シアネート27i， 発色試薬としてジフェニルインドニルイソチオシア

Chart 2 

Synthetic route of 3・ or4・(2・phenanthra[9'，10・-d]oxazolyl)phenylisothiocyanate
(m- or p-POPIC) 

ネート�; 8:'， p_フェニルアゾフェニルイソチオシアネート39〉， 4-N，

:�ネO2
NaBH4・CoCt2N-ジメチルアミノアゾベンゼンー4'ーイソチオシアネート(DABITC)

48-44〉， さらに高感度化を目的として開発された蛍光試薬として4-
Reflux 1 〉Qm

csα2 __ 

(c;HshN し/O )

 

X

 

: m-POPIC 

N，N-ジメチルアミノ-1-ナフチルイソチオシアネート45\ フルオレ

ッセインイソチオシアネート(FITC)4t3.47J， 4-(5-ジメチルアミノー

1ーナフチルスルホニル)フェニルイソチオシアネート(DNSAPITC)

48.49 K 4一(N-t-ブトキシカルボニルアミノメチル)フェニルイソチ

オシアネート(BAMPITC)SØ.Sl)， 7-N，N-ジメチルアミノスルホニルベ

ンズオキサジアゾールイソチオシアネート(DBD-NCS)， 7-アミノスル

ホニルベンズオキサジアゾールイソチオシアネート(ABD-NCS)5.2)な

Compound 1 Compound 11 

x = --O-NCS : p-

どがあげられる. 従来よりN末端アミノ酸を薄層クロマトグラフイ

ー(TLC)で同定する手法 が用いられているが， 最近ではHPLCを組み合

わせることによってより迅速かっ微量化 が進んでいる. これらの試

薬 の中でもDABITC， FITC及びDNSAPITC などの実用化研究が進み多数の

報告がなされている. しかしながら， こ れらのエドマン類似試薬 は

ペプチドとのカップリングが完全でなく， カップリング反応時に未

反応のペプチドをPITCによって反応させるダブルカップリング法を

必要とするら3-�引.

Chart 3 

Synthetic route of 4-(2・cyanoisoindolyl)phenylisothiocyanate (CIPIC) 

αCHO 
K01 in H20 

p-Aminoacetoanilide in MeOH， 20・28"C

�:O-NHCOCH3 

0・Phthal.aldehyde Compound 1[1 

著者は， 分子内にイソチオシアネート基を有し， かつより高感度，

高反応性が期待できるエドマン類似蛍光試薬の開発を目的とし， 3-

Hα』

in EeOH，陀l1ux
�N-{}NH2 

csα2......._ 

(c;HshN 
�:ONCS 

Compound IV CIPIC 

及び 4-(2-phenanthra[g・， 10・-d]oxazolyl)phenylisothiocyanate

(m- 及び p-POPIC)(Chart 2)， 及び4-(2-cyanoisoindolyl)phenyl-

isothiocyanate(CIPIC) (Chart 3)の3種を合成した. これらのエドマ

-4-



ン類似試薬はPITCと同様に塩基性条件下でアミノ酸とカップリング

しチオカルパモイル誘導体を形成し， 酸性条件下でチオヒダントイ

ン誘導体へ変換されるものと考えられる.

第1章では， まずrn-POPIC及び そのアミソ酸誘導体の蛍光スペクト

ルを各種溶媒を用いて測定し蛍光検出HPLCへの適応性を調べた. 次

に逆相HPLCによってアミノ酸の蛍光誘導体化反応条件及び各アミノ

酸誘導体の分離条件を検討した. さらにトリペプチドを例に 用いて

本試薬のエドマン分解への応用の可能性を検討した.

第2章では， rn-POPICと場合と問機にp-POPICとそのアミノ酸誘導

体の蛍光HPLCへの適応性の検討及びアミノ酸の蛍光誘導体化反応条

件の検討を行った.

第3章ではJ CIPICとそのアミノ酸及びジペプチド誘導体の蛍光

HPLCへの適応性を検討し， 蛍光誘導体化反応条件の検討を行った.

またジペプチドのN末端アミノ酸分析を行った.

第4章では塩基触媒としてピリジンを用いて新たにカ ップリング反

応条件の検討を行った. またそれらの条件に基づき， トリペフチド

(Ala-Leu-Gly)をモデルペプチドとして含水溶液中におけるエドマン

分解について検討した.

-6-

第1章 3-(2-フェナンスラオキサゾリル)フェニルイソチオシアネ

ートによるアミノ酸のプレカラム蛍光誘導体化とHPLC

フェナンスラキノンにニトロベンゼンを縮合させて合成される

56)フェナンスラオキサゾールは強い 蛍光を発することが知られてい

る. 著者らはこのフェナンスラオキサゾール基にフェニルイソチオ

シアネートを導入した蛍光試薬rn-POPICを合成した(実験の部参照). 

m-POPICは分子内にイソチオシアネート基を有することより， アミノ

酸と塩基性条件下で反応しカップリング体であるチオカルパモイル

誘導体(m-POPTC-アミノ酸)を形成し， 酸性条件下でチオヒダントイ

ン誘導体(m-POPTH-アミノ酸)へ変換すると考えられる(Char t 1-1). 

本章ではm-POPICによるアミノ酸誘導体の蛍光検出HPLCによる分析

条件 の検討を行った. 更に， その条件を用いて， トリペプ チドのエ

ドマン分解を試みた.

1 - 1 基準操作

(1) 蛍光誘導体化反応(Fig. 1-1) 

①m-POPTCーアミノ酸生成反応: o. 05 mM アミノ酸溶液(90%アセト

ニトリル水溶液)100μ1J アセトニトリルーピリジンートリエチルア

ミン混液(90 : 8.75 : 1. 25， v/v)50μ1及び1. 5 mM m-POPIC(アセト

ニトリルージオヰサンJ 1:1， v/v中)50μ1をノマイアル管にとり，

1000Cで10分間加熱する. 氷冷して反応を止める. 反応液に20 rnMリ

ン酸塩緩衝液(pH 8. 5) 250μlを加え， さらに四塩化炭素300μlを加

える. パイアルを約10回強く振り混ぜ， 遠心分離し， 水層20μlを

-7-
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00 

acid (in 90も acetonitri1e) 100μl Amino 

l 50μ vjv) 

1 μ 

(90:8.75:1.25， 

vjv)50 1:1， acetonitri1e:dioxane， 

Acetonitri1e-pyridine-triethy1amine 
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HPLC'こ付した.

②m-POPTH-アミノ酸生成反応:上記の水層100μlを10M 塩酸50

μlに加え， 100 ocで10分間加熱す る. 氷冷して反応を止め， 反応液

に4M 水酸化ナトリウム 水溶液50μlを加える. その20μlを HPLCに付

しずこ.

(2) H P L C 

逆相分配型のTSKgel ODS-120T カラム(150 x 4. 6 mm i. d. ， 粒径

5μm， 東ソー)を使用した. 溶離液にはアセトニトリル， テトラヒ

ドロフラン， O. 1 M トリエチルアミンー0.1M酢酸混液(pH 8.5)及び

水の容量比が， 45 : 5 : 10 : 40 (v /v)及び85 : 5 : 10 : 0 

(v/v)の2種類を用いた. 流速は1.0 ml/min で， アセトニトリル濃度

を30分間で45-85%まで変化させる直線グラジエントで行った. 検出

は 励起波長330 nm及び発光波長400 nmで行った. 操作は室温(2 2士

4 OC)で行った.

1 - 2 蛍光スペクトルと安定性

(l)m-POPICの蛍光スペクトル

m-POPICはジオキサン， テトラヒドロフラン及びクロロホルム に可

溶であるが， 水， アセトニトリル， メタノール及びベンゼンには難

溶であった. 試薬が可溶な溶媒に溶かしスペクトルを測定した. 得

られた蛍光励起及び発光極大波長を Table 1-1に示す.

m-POPICをジオキサン， テトラヒドロフラン， クロロホルム及びジ

オキサンーアセトニトリル混液に溶かしたときは， その蛍光励起及

-10-
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び発光極大波長ともに大差はなかった. m-POPICをジオ牛サンーアセ

トニトリル(1: 1. v/v)溶液に溶かしたときのスペクトルをFig. 1-

2Aに示す. またm-POPICの酸性あるいは塩基性 における蛍光励起及び

発光極大波長の変化を調べ るために， m-POPICのジオキサンーアセト

ニトリル溶液のpHの異なる2種の溶液(pH 8. 5 及び pH 5. 0 の0.1M

トリエチルアミンーO. 1M酢酸混液)で10倍希釈して蛍光スペクトル

を測定した. し かし， pH による著しいスペクトル の変化は認められ

なかった. ジオキサンーアセトニトリル溶液中でm-POPICは4 ocの冷

所保存したとき少なくとも2カ月は安定で， 一定の蛍光強度を示した.

(2) m-POPTC-アミノ酸及びm-POPTH-アミノ酸の蛍光スペクトル

A la， Hyp， His及びAsn(1 mM)を基準操作にしたが って反応させ

た. この反応液をHPLCに付し， rn-POPTC-アミノ酸及び、m-POPTH-アミ

ノ酸の蛍光ピーク を前述のpHの異なる2種の溶離液で分離分取した.

各分間の蛍光励起及び発光極大波長をTable 1-2 に示す. rn-POPTC­

Ala及び、rn-POPTH-Ala から得られた蛍光スペクトルは， 互いに 類似

した形を示し(Fig. 1-2 B， C)， 他の3種のアミノ酸蛍光体のスペク

トルも互いに類似していた. また， pH 変化による スペクトルの違い

も認められなかった. m-POPTCーアミノ酸は約3時間， m-POPTHーアミノ

酸は約1時間安定であった. アミノ酸誘導体の励起波長はm-POPICの

それ に比べ約30nm短波長域にあるので， HPLC検出では未反応の試薬

が検出されにくいと考えられる. よってrn-POPIC及びその蛍光アミノ

酸誘導体はHPLCにおいて励起波長340 nm， 発光波長400 nmで検出し

た.

-11-
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Table 1-1 

Excitation and emission ma玄ima of the fluorescence of m-POPIC in various 

solvents 

Solvent Excitation maximum 

(nm) 

Emission maximum 

(nm) 

Dioxane 365 

Tetrahydrofuran 365 

Chloroform 365 

Dioxane-acetonitrile(l:l，v/v) 360 

Dioxane-acetonitrile-0.1M triethy1arnine 359 

-O.lM acetic acid mixture(pH 5.0)(1:1:18，v/v) 

Dioxane-acetonitrile-0.1M triethylamine 359 

-O.lM acetic acid mixture(pH 8.5)(l:1:18，v/v) 

(A)m-POPIC (B)m-�OPTC-Ala 

Ex Em Ex Em 

395 

395 

395 

400 

401 

401 

(C)m-POPTH-Ala 

Ex Em 

260 300 350 400 450 2i0 3h0 35

1

0 4d0 450 260 300 350 400 450 

wavelength (nm) 
wavelength (n皿) wavelength (nm) 

Fig.1-2 Fluorescence excitation and emission spectra of (A)1.5 mM m-POPIC in 
dioxane-acetonitrile(l:l，v/v)，(B)m-POPTC-Ala and (C)m-POPTH-Ala in 

aqueous aCetonitrile containing 0.1Mtriethylamine-0.1M acetic acid 
mixture (pH 8.5). 



ミノ酸及び、m-POPTH-アミノ酸のHPLC分離条件
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1-3 Bに示すように11種のアミノ酸

しfこ

1-2-(2)で述べたようにm-POPTHーアミノ酸の蛍光強度及びスペクト

ルはpHに影響されないので，
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それぞれピークをHPLCで分取し酸性反応

m-POPTHーアミノ酸へ変換するのは各アミノ酸につ

光ピークとして検出されるm-POPTH-アミノ酸に変換して分離を検討

すべてが検出できた.
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それぞれ単一ピークになった.
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Thr， 

のm-POPTCーアミノ酸のクロマ

Ser， 

の蛍光体はそれぞれ単一のピークとして検出された.

がってm-POPICとアミノ酸とのカップリング反応 は，

トリエチルアミ

Met， 

て複数の蛍光ピークを生成する場合があるので，
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(
ロ

ヨ旬)

ON 

いずれの場合もpHを低くすると塩基性アミノ酸は速やかに溶出し，

これらの3種の溶離液の中で

CysのピークはAsnおよびAspのピークと重なるもののピ

1-4で示すように

またPheが試薬由来のブランク

AspとAsnそ してGluとGlnのrn-POPTHーアミノ

Glu 

rn-

21種のアミノ酸を完全に分離できる条件は得られ

メタノールを用いてそれぞれ単独ある

いずれ

酢酸混液(pH 8.5)を用いたもの

この ブランクピークをアミノ酸と分離するこ

ArgやHisなどは比較的ブロー

HPLCの溶離液 に用いる有機溶媒としてアセトニト

おそらくチオヒ

ド基及びGlnのδーアミ

ド基が加水分解によってカルボキシル基になり，

保持時間の近いアミノ酸のピークと重なった.

rn-POPTC-アミノ酸の場合には保持時聞が異なるにもかかわらず，

それぞれAsp，

Table 

Glnのピークが，

しかし，

POPTH-アミノ酸になると 保持時間が同じになった.

pHを高くすると酸性アミノ酸が速やかに溶出した.

Asn及びG 1 u， 

Asnのγーアミ

グラジエント溶離を行った.

(F i g. 

分離状態やピークの鋭さから考えると，

と同じ挙動を示すものと考えられる.

また保持時間は違っても，

円，Z4EE--

が他のものより良い分離が得られた

トリエチルアミンとO.1M 

しかしAsp.

ン誘導体形成の際に，

ドロフラン，

Leuと1 1 e， 

ピークと重なるので，

ドなピークを与え，

ークは確認できた.

とも必要である.
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C phase Mobile B phase Mobi1e A phase Mobi1e 

8.5 pH 3.0 pH 8.5 pH 3.0 pH 8.5 pH 4.0 pH 

4.0 

5.0 

4.0 

7.7 

5.0 

6.2 

6.2 

5.5 

6.4 

6.7 

7.3 

7.3 

7.7 

8.3 

8.3 

5.9 

5.7 

7.0 

6.2 

10 20 

Retent10n time /min 

acids m-POPTH-amino 

nm; 

phase，linear gradient(0-30min) 

acetonitrile(45-85も)，tetrahydrofuran(5も)， 

O.lM triethy1amine-0.1M acetic 

mixture(pH 8.5)(10も)

ODS-120T 

rate，1ml/min; 

mobi1e 

。

of 

co1umn，TSKge1 

i.d.，5μm); f10w 

330 nm Em 400 

conditions: 

mm 

detection，Ex 

Chromatogram 

(150x4.6 

HPLC 

Fig.1-4 

7.7 

9.3 

9.1 

10.7 

10.6 

10.5 

13.4 

7.7 

9.1 

9.1 

14.0 

14.6 

15.7 

15.7 

7.7 

8.2 

10.0 

9.9 

11.6 

11.5 

11.5 

15.0 

15.6 

16.3 

18.1 

18.1 

6.4 

7.6 

7.6 

8.3 

6.6 

6.0 

6.0 

6.6 

6.6 

5.3 

3.3 

6.5 

3.9 

7.2 

10.4 

10.3 

10.6 

12.9 

13.3 

13.9 

15.5 

15.5 

7.8 

9.7 

9.7 

11.3 

11.3 

3.8 

4.2 

4.2 

4.8 

4.8 

5.3 

7.3 

7.0 

8.2 

8.2 

8.0 

8.3 

5.4 

3.3 

6.6 

3.7 

7.2 

11.4 

14.9 

15.5 

16.1 

18.0 

18.0 

9.6 

9.4 

10.6 

10.8 

10.8 

13.7 

14.2 

14.7 

16.1 

16.1 

4.0 

4.9 

4.9 

6.6 

6.6 

5.4 

5.7 

6.6 

6.8 

7.3 

8.0 

9.9 

9.8 

Cys 

Asp 

Asn 

Arg_ 

G1u 

Gln 

Lys 

His 

Met 

Ser 

Thr 

Hyp 

G1y 

11.1 

11.3 

11.3 

14.7 

15.4 

16.1 

18.0 

18.0 

Tyr 

A1a 

Trp 

Pro 

Va1 

Phe 

Leu 
of 

Ile 

「通園E・E・・E・ ・E・ .，E・E・・E・・E・・E・-

acid 

water(40-0も)

tube): l=Asp， 

4=Met; 

9=Hyp; 

3=Lys; 

8=Gly; 

14=Val; 

Gln; 

7=Arg; 

13=Pro; 

工le.

and 

reaction 

and 

6=Thr; 

nuU

 

414

 

12=Trp; 

per 

2=G1u 

and 

each 

11=A1a; 

16=Leu 

Cys; 

Ser; 

nmol 

and 

lO=Tyr; 

15=Phe; 

Peaks(5 

and 

5=His 

Asn 

phase: A， O.lM triethy1amine-0. 1M acetic acid( pH4. 0 or 

8.5):water:tetrahydrofuran:acetonitrile(10も : 30-0も : 5毛 : 55-85 

も) for 0-20min ; B，O.lM tetrabuthylammonium-O.lM formic acid(pH 

3.0 or 8.5):water:tetrahydrofuran:acetonitrile(10も: 30-0も : 5毛

55-85も) for 0-20min ; C， 0.1M ammonium hydroxide-O .1M formic 

acid:water:tetrahydrofuran:acetonitrile(lOも : 30-0も : 5も : 55-85 

も) for 0-20min. HPLC conditions: co1umn， TSKgel ODS-120T (150玄

4.6 nuu i.d.， 5μm); flow rate，1.0 ml/min; detection， Ex 330 

Em 400 
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アセトニトリルのみを使用したとき分離できなかったProとValを，

テトラヒドロフランを添加することによって分離することができた.

またメタノールを用いると一般的に溶出速度が低くなった. これに

テトラヒドロフランを添加することによって， アセトニトリルでは

完全に分離することができなかったAlaとTrpが分離された. しかし

メタノール及びテトラヒドロフラン混液を用いると， カラム内の圧

力が上昇し(約2倍)， カラムが劣化する恐れがあった.

次に， アセトニトリルーテトラヒドロフランーメタノールのグラ

ジエントプログラムを設定して分離を検討した. これは， アセトニ

トリルで早く溶出するアミノ酸蛍光体をさらに早く， またメタノー

ルで遅く溶出するアミノ酸蛍光体をさらに遅くして， アミノ酸蛍光

体の分離に好結果をもたらすためである. そこで初めにアセトニト

リル濃度(35-5%. 6 0  min)の比率を高くし， 後半にメタノール濃度

(0-80%， 6 0  min)の比率を高めるグラジエント溶離とした. しかしや

はりArgとHisがMet， SerまたはThrと重なるので， 2つの塩基性アミ

ノ酸を早く溶出させるためにO. 1Mテトラブチルアンモニウムー

0.1Mギ酸混液(pH 3.0)を用いて分離を試みた. そのクロマトグラム

をFi g. 1-5に示す. AspとAsn， GluとGln， IleとLeuは分離できなか

ったが， 比較的良好な分離状態が得られた. しかし， 長い溶離時間

( 1時間)が必要であり， ピークがブロードになった.

(2)固定相

上述の分離条件の検討には， シリガゲル表面にオクタデシル基を

結合させた TSKgel ODS-120T (150 x 4.6 mm i. d.. 粒径5μm， 東

ソー)カラム及び TS K g e 1 0 D S -8 0 T 1'， ( 1 5 0 x 4. 6 m m i. d. . 粒径5μm.

Tab1e 1-4 

Effect of solvents 1n the mobile phase on retention time of 

m-POPTH-amino acids 

Retention time (min) 

Amino acid 

derivative Mobi1e phase A Mobile phase B 

CH3CN CHlICN-THF MeOH MeOH-THF 

Cys 3.7 3.7 15.0 11.6 

Asp 4.7 4.1 14.9 11.1 

Asn 4.7 4.1 14.9 11.1 

G1u 5.5 4.7 15.9 12.0 

Gln 5.5 4.7 15.9 12.0 

Lys 7.2 5.3 18.7 14.5 

His 7.7 6.5 20.2 18.7 

Met 7.7 6.7 20.2 16.7 

Arg 8.1 7.2 21.6 18.5 

Ser 8.1 7.3 19.4 16.4 

Thr 8.6 7.8 19.8 16.8 

Hyp 10.6 9.4 21.0 19.0 

Gly 10.5 9.4 21.0 18.5 

Tyr 11.3 10.8 23.1 20.1 

Ala 11.3 10.8 23.0 20.0 

Trp 11.0 10.6 23.6 20.8 

Pro 15.8 13.6 25.6 21.7 

Val 15.8 14.1 25.6 22、6

Phe 16.5 14.7 25.6 22.6 

Leu 18.0 18.1 27.0 24.0 

Ile 18.0 18.1 27.0 24.0 

Mobile phase: A， acetonitrile(60-90も):O.lM triethylamine-0.1M 

acetic acid(pH8.5)(10も):water( 30-0も) for 0-20min or acetonitrile 

(55-85も):tetrahydrofuran(5毛): O. 1M triethyla皿ine-O.lM acetic acid 

(pH8.5){10も) :water( 25-0も) for 0-20min; B， methanol(60-90毛): 0 .1M 

triethylamine-O.lM acetic acid(pH8.5)(10毛): water( 30-0も) for 0-20 

min or methanol(55-85毛):tetrahydrofuran(5も):O.lM triethylamine-

O.lM acetic acid(pH8.5)(10も):water( 25-0毛) for 0-20min. 

HPLC conditions: column，TSKgel ODS-120T(150x4.6 mm i.d.，5 μ m) ; 

f10w rate， 1.0 mljmin; detection， Ex 330 nm Em 400 nm .  



東ソー)並びに親水性ポリマーにオクタデシル基を結合させたTSK

これらのカOctadecyl-4PWカラムを用いて分離条件を検討した.gel 

1-5に示す(ODS-ラムを用いて分離したアミノ酸の保持時間を Table
80 {も)

Octadecyl-4PWはODS-120Tに比べて分離が不良で1-3} . 120T はTable

ODS-80TMはODS-120Tと同様に鋭いピークと分離能を示した

ODS-120T以上の好分離は得られなかった.

21種類すべてのアミノ酸を分離することは分離を検討した結果，

あった.

が，

10種類と11種類の分離可能な2グルーフのm-POPTH-アミ

1-6に示す.トグラムをF i g. 

誘導体化反応条件

50 

35 

できないが，

ノ酸のクロマ

1 - 4 

Acetonitrile(35-5も)
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H
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Trp， 

であ ると きピーク高さ

m-POPICとアミノ酸のカップリング反応は塩基性条件下で進行する

ピリジンの2種について

その結果1. 25%(v/v}のトリエチルアミン及び

塩基性触媒としてトリエチルアミン，

反応条件を検討した.

8. 75完(v /v )のピリジンを含むアセトニトリル溶液50μlを用いたとき

丹、vnf白

m-POPICは1. 5 mM以上になるとアセト

Met， 

v/v)溶液に溶け難くなった.
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m-POPTH-アミノ酸の生成量が最大であった(Fig. 1-8). 
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m-POPTC-Gly及び�m-POPTH-Glyのピークは確認できなかっさせたが，

これはトリフルオロ酢酸によってrn-POPTC-Glyが分解したものとfこ.

ドマン分解を行なうに あたってN末端アエこれより，考えられる.
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ノ酸m-POPTC-アミ数種のアミノ酸では，アミノ酸で検出された が，

ノ酸しかしrn-POPTC-アミノ酸からrn-POPTHーアミが複数形成された.

21種のアミノ酸はそれぞれ各単一のピークとして検出でへ導くと，

したがってm-POPICはアミノ酸分析には有用な試薬と考えられきた.

21種すべてのアミノ酸蛍光誘導体の分離条件の確立はしかし，る.

またm-POPICとアミノ酸の反応収率は高いものと考えできなかった.

ドマン分解 に用いたrn-POPICをペプチド(Gly-Leu-Ala)のエられる.

N末端アミノ酸m-POPTC-Gly-Leu-Alaは検出できたが，ところ，
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