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第 2 章

ートによるアミノ酸のプレカラム蛍光誘導体化とHPLC
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p-POPICもm-POPICと同様にフェナンスラオキサゾールiこフェニル

m-POPICと同様に塩基性条件下でチオカルパモイル誘導体(p-POPTC-

p-POPICの最適誘導体化反応条

トニ

1000Cで10分間

氷冷して反応を止め，

水層20μ1をHPLCに付し

トリエチルアミ

反応液に

ン酸塩緩衝液

トリル

バイ了

トイ

さらに酸性条件下でチオヒダントイン誘導体

②p-POPTHーアミノ酸生成反応:上記の水層100μ1を10M 塩酸50

μlに加え1000Cで20分間加熱する.

rnMアミノ酸溶液(g0児アセ

ルを約10回強く振り混ぜ遠心分離したのち，

第1章で検討したm-POPICのチオヒダン

また

1. 5mM p-POP 1 C (アセトニ

さらに四塩化炭素300μlを加える.

逆相HPLCにおける分離及び検出感度を検討した.

ージオキサン ，

1-1) . 

トを導入して合成した(実験の部参照) . 

v/v)50μlをパイアル管iことり，

トリノレーピリジンー

(p-PO PTHーアミノ酸)に導かれると予想される(Ch a r t 

mM 反応液iこ20

①p-POPTCーアミノ酸生成反応: O. 05 
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ン誘導体化反応条件の検討と同様に，

v/v)50μ1， 

氷冷して反応を止める.

2-1 ) 

トニアセ

(1)蛍光誘導体化反応(F i g. 

8.5)250μlを加え，

ン混液(90:8.75:1.25， 

トリル水溶液)100μ1， 

p-POPIC についても，

1 : 1. 

アミノ酸)を形成し，

イソチオシア不一

基準操作

加熱する.

件を求め，

2 - 1 
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ドロフラン及び

蛍光励起及び発光極大波長

p-POPTH-アミノ酸のピークを前述のpHの異なる2種の溶離液で分離分

-44-

トニ

トリ

p-POPICと

p-POPTC-アミノ酸及び

このpHの変化によって蛍光励起及び発光

ル溶液をpHの異なる2種の溶液(1-2-(1)を参照)で10倍希釈して蛍光

m-POPICの

メタノール

試薬が可溶な溶媒に溶かしスペク

p-POPICの ジオキサンーアセ

トニ

この時得られた蛍光励起及び発光極大波長を

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

A 1 a， 

またp-POPICのジオ牛サンーアセ

これから，

His及びAsn (1 mM)を基準操作にしたが って，

トラヒ

トニトリル，

この反応液を逆相HPLCに付し，

トルと比較して大きな違いはなかった.

ア

2-2A'こ示す.

1-2-(2)と同じ条件で行った.

トルと安定性

p-POPICもm-POPICと同様にジオキサン，

アセ

いずれの溶媒中でも，

水，

極大波長に大きな違いはなかった.

スペク

クロロホルムには可溶であるが，

及びベンゼンには難溶であ った.

トリル溶液のスペクトルをFi g. 

トノレ

に大きな違いはなかった.

トルを測定したが，

(l)p-POPICの蛍光スペク

蛍光スペク

2-1に示す.

トルを測定した.

Hyp， 

反応させた.

スペク

2 - 2 

Tab 1 e 
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2-2に示す.各分画の蛍光励起及び発光極大波長をTable取した.

m-POPICの場合と同じようにp-POPTC-Ala及びp-POPTH-Alaから得た蛍

検討し

またpHによる違いも認
た他の3種のア

トルの形は類似し てい

められなかった

スペクm-POPICと比較すると，2 -2) . (Table 

m-POPICはm-POPTHーアミノ酸の方が励起波長が長波長域に あるたが，

p-POPICはp-POPTC-アミノ酸の方が励起波長が長波長域にのに対し，

p-POPTH p-POPTCーアミノ酸は約3時間，あるという違いが見られた.
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2-2 トルはいずれも良く似た形を示し(F i g. 

ミノ酸による違いもなかった.
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またm-POPICの場合と問機にアミ
ーアミノ酸は約1時間安定であった.

ノ酸との誘導体の励起波長が試薬のそれ と違いがあるのでHPLC検出

p-POPIC及びその蛍光アミノ酸誘導体はHPLCにおいて

n m及び発光波長400

図から明らかなようにm-2 -3). p-POPTH-アミノ酸を分離した(F i g. 

POPICの場合と同様に一部のアミノ酸で相互分離のできないものがあ
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m-POPTH-ア

に適している.

励起波長340

円。っ“
.

(
凶 .
∞
出向)

切
口
ω
ロ
Oa判
ハギ
の
けVJ明
U
Mn
ω

同州判
。
ロ
ω叶
ω
〉の
3

(
Ed)
 

o
o
q
 

。
山
内

0
0
門

C
U
N
 

。
的
叩

0
0
内

E 
� 

� 
同

E
同

酬wH
41
U
LF
仏
O仏
1
仏(

国)

以下m-POPICの場合と同様に10種類と11種類のアしたがっ て，っTこ.

同向けV
切
口
ω」【
ω
〉伺
3

o
o
q
 

� 
同

。
山
内

ミノ酸のグループに分けてそれらの混液を反応させ分離検出した

各アミノ酸についてそれぞれ単一のピークこれから，(F i g. 

F叫

N 

切
・叶
弘

UH
仏
O仏l
a(
〈)

O
U
N
 

p-POPICはp-POPTC-アミノ酸からp-POPTH-アミ

G 1 u， 
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A sn， 早く溶出する数種(Asp，
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しか し ，

ノ酸への変換が円滑に進行せず，

るp-POPTC-アミノ酸が認められ，

が得られた.
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p-POPTH-amino and p-POPTC-of f1 uorescence the of emission maxima and 

2-2 

Excitation 

Tab1e 

8.5 and 5.0 pHs with so1 utions in acids 

8.5) So1 ution b) (pH 5.0) So1 ution ・) (pH acid 

derivative 

Amino 

(run) Emダmax(nm) Ex/max (nm) Em/max (run) Ex/max 

395 344 395 344 p-POPTC-Ala 

402 335 402 335 p-POPTH-Ala 

l
hH
∞
l

 
395 344 395 344 p-POPTC-Hyp 

403 

394 

335 

343 

402 

395 

335 

344 

p-POPTH-Hyp 

p-POPTC-His 

p-POPTH-His 403 335 402 335 

395 344 395 344 p-POPTC-Asn 
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またp-POPTH-ProのLys)のアミノ酸のピークと重なった.Cys， G 1 n， 
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 ピークが試薬由来のプランクピークと重なった.
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誘導体化反応条件2 - 4 
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1 1 e)にLys， Trp， Met， モデル化合物として5種のアミノ酸(G 1 y， 

ついて誘導体化反応条件を検討した.

(1)試薬濃度
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mMのp-POPICを用いてp-POPTHーアミノ酸の生成ピークを調0.5-1. 5 

m-POPICの場合と同様に濃この結果上記の濃度範囲において，べた.

度を高くするにしたがってp-POPTlトアミノ酸の生成量が多くなった

のp-POPICを用いることにした.mM よって1.5 (F i g. 
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ピリジン及びトリエチルアミンの濃度( 2) 

ピリジンの2種について反応ン，塩基性触媒としてトリエチルアミ

トリル50μl中の1.25%トリエチルアミントニアセ条件を検討した.

及び8.75%ピリジンを用いたとき大部分のアミノ酸において，

この反応条p-POPTCーアミノ酸の生成量が巌大であった(F i g. 

件はm-POPICのそれと同じだった.
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500Cでは同じピーク高さを2-7A)， の反応時聞を必要としたが(F i g. 

したがって基準
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未反応のアミノ酸を定量した結果を

r「UEd
 

rn-POPICの場合と同様に四塩化炭素を使用することにした.
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nmolであり，反応に用いたアミノ酸は反応液中S2-3に示す.Table 
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POPICの方が m-POPICに比べ1. 5-3倍高いという利点があった.
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いずれの検量線も原点を通る直線を示した

しかし検出限界においては，

また基準操作に従ってアミノ酸をp-POPTH-アミノ酸とし，

。-POPICもm-POPICと同様にp-POPTH-アミノ酸へ導くと，

反応収率は少なくとも95-100%であることが分かった.

p-POPTH-アミノ酸への変換には長時間を要した.

2-4) . 

のアミノ酸に対し単一の蛍光ピークを示したが，

nmolであるので，

各n=2プロ ッ

pmo l/HPLCl注入量であった(Table

試薬由来のブランクピークも高い.

未反応のアミノ酸は0-0. 25 

(相関係数r=O. 992-0. 998， 

を作成した(F i g. 

小括2 - 6 
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ンドリル)フェニルイソチオシアネート4-(2ーシアノイソイ第3章

によるアミノ酸及びジペプチドのプレカラム蛍光誘導体化

とHPLC

ペフ。

アセ

本章ではCIPICとアミノ酸及びジペプチドの蛍光誘導体化条件の

1 

ト基に変換させたCIPIC を合成し

Leu-Ala) (アセ

アミノ酸との蛍

分子内にイソチオシアネート基を有

3に示すようにシ

またシアン

ペプチド)生成反応

第一アミンと反応し強い蛍光性のシアノイソ

塩基触媒としてアセ

トリエチルアミン

1. 25 

円4U
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8. 75 
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化物イオ ンの存在下，

アミノ酸 溶液あるいはジペフチド(Ala-Gly，
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OPA はMCEのような還元剤の存在下で第一アミン，
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して反応をとめ，

閣で20ト80児まで変化させる直線グラジエントで行った.

nmで行った.260 nm及び発光波長410起波長

3 - 2 

各分画の蛍光励起及び発光極大波長をTable

CIPTH-Ala の蛍光スペクまTこCIPTC-Ala，
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液で分離分取した.

1に示す.



他のアミノ酸及びペプ3-2'こ示す.トルをFig. Ala-Glyの蛍光スペクEm Ex 

またpH変化トルも互いに類似していた.チドの誘導体の蛍光スペク

室温でCIPTCーアミノ

ノ酸はそれぞれの反応液中で約

よってCIPIC及びその誘導体はHPLC検出に適し

CIPICとのカップリング反

3 )が，

'
 

•
 唱aA

それぞれのアミノ酸で遅

3' )は各アミノ酸に

したがって基準操作では反応溶液中の妨害物質を取り除く

たCI PTCーアミノ酸 はアンモニア及び試薬由来のブランクより早く溶

上記のアミノ酸に対しそれぞれ

CIPTH-アミノ酸に変換

CIPICとアミノ酸とのカップリング反応によって生成し

その

保持時聞が14-30分であるそのフランクピーク

20種のア

ングリング反応後iこ四泊化炭素で抽出した(Fi g. 

3-3A 

トグラムをFi g. 

3-3B 及び C). 

CIPTH-アミノ酸の蛍光ピークの検出 を困難にした(Fi g. 

副反応物は酸変換反応後も分解しな いで反応液中に残り，

ミノ酸からそれぞれ検出された.
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応及びそれに続く酸変換反応後の反応液のクロマ

及び

によるスペクトルの違いも認められなかった.

由来する副反応物であることが分かった(Fi g. 

B) • 

をモデル化合物として，

及び

及び

CIPTC-ペプチド及びCIPTH-アミ

アミノ酸誘導体のHPLC分離

早く検出されるピーク(peak

CIPICとのカップリング反応では

3-3A 2本のピークを与えた(Fig. 

く検出されるピーク(peak

ていることが分かった.

1時間安定であった.

3-3A). 

カップリ

Leu A 1 a， 

出した(Fi g. 

に示す .

C). 

3-3B). 

ために，

G ly， 
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され ，

and 

酸，

は，

nベU

500 

Fig. 

Fluorescence excitation and emission spectra of 
HPLC fractions of (A) CIPTC-Ala， (B) CIPTH-Ala 

(C) CIPTC-Ala-Gly. 
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応条件を検討した.

( 1)試薬濃度

アミノ酸にトニトリルに 約15 rnMまで可溶であった.CIPICはアセ

ペプチド に対しては7. 5 rnMの濃度を用いたとき対しては5 mMで，

また過剰j試薬による反応阻

害は観察されなかったのでCIPICの基準操作では10 rnMに設定した.

、‘，，，nJu
 
r'E‘、

CIPICとアミノ酸の反応もPOPIC同様にトリエチルアミン及びピリ

。
基準操それらの塩基が存在しないときは，ジン存在下で進行した.

10 

そこでトリエチルアミン及びピリジンの濃生成は約1/20であった.

。2.5 

V/V) (毛，

5 

pyridine 
7.5 10 CIPTCーアミノ酸の蛍光ピークはアミノ酸の場度について検討した.

the 

6= 

Fig. 3-6 

Effect of triethylamine and pyridine 

concentrations on the coupling reaction of 

amino acids and dipeptides (5 nmol each per 

reaction tube). 

Curves: l=Gly; 2=Ala; 

Glu; 7=Trp; 8=Ala-Gly; 

8. 75 アセトニトリルー ピリジンートリエチルアミン(90A 
仁J ， 

ジペプチドしかし，v/v)50μlを用いたときで最大であった.1. 25 

塩基触媒としてトリエチルアミンとピリジンの混液を用いの場合，

トリエチルアミンのみを用いたときの方がより高いピたときより，

5=Leu; 3=Arg; 4= Val; 

9=Leu-Ala. 

そこでアセトニトリル50μl中トリエーク高さを得ることができた.

チルアミンの濃度を0-20先まで変化させカップリング条件を検討し

v /v) 10 アセトニトリルートリエチルアミン(90

50μlを用いたとき最も高い ピーク高さが得られた.

反応温度と反応時間、‘，，，n《けV，，‘、、

円4U円ff

一ι-

CIPTC蛍光体の生成がほぼ最大に達した.

3- 6) 塩基濃度(F i g. 

7.5 
(も， vjv) 

2.5 5 
Triethylamine 

。

作で反応した場合に比べCIPTCーアミノ酸 ・ ペプチドの蛍光ピークの

その結果，た.

nJ白円，f
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カップリング反応及び酸変換反応において 50-1000Cの範囲で反応

温度が高いほど反応が早く進むことが分か時間を検討したところ，

酸変換反応では2-3分間の各カップリング反応では2-4分間，っ7こ.

ほぼ最大のピーク高さが得反応時間で反応温度を1000C'こしたとき，

また500Cでは最大のピーク高さを得るのに60分以上の反応られた.

800Cでは両反応とも。C5分間で最大のピーク高さ時間を必要とした.

アミノ酸とジペ

いずれも800C5分に設

よって基準操作では，

プチドのカップリング反応 及び酸変換反応は，

定した.
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Water (毛， v/v) 

Fig. 3-8 

Effect of amounts of water on the coupling 

reaction mi玄ture of amino acids (5 nmol each per 

reaction tube) with CIPIC. 

Curves: l=Gly; 1・=by-product for Gly; 2=Ala; 2'= 

by-product for Ala; 3=Arg; 3・=by-product for Arg 

4=Val; 4'=by-product for Val; 5=Leu; 5'=by­

product for Leu; 6=Glu; 6'=by-product for Glu; 

7=Trp; 7'=by product for Trp. 
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Effect of amounts of water on the coupling 

reaction mixture of dipeptides (5 nmol each per 

reaction tube) with CIPIC. 

Curves: l=Leu-Ala; 1・=by-product for Leu-Ala; 2= 

Ala-Gly; 2'=by-product for Ala-Gly. 
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その副反応物の構造については未確認であ物は減少した(第4章). 
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CIPICとのカップリング反応によるアミノ酸及び2種のジペプチド

のCIPTC-Ala-Gly及びCIPTC-Leu-Ala(各5nmol反応液中)の生成 収率は

POPICと同様にOPA-MCE試液を用いるプレカラム誘導体化法で測定し

その結果反応液中に未反応のアミノ酸及びペプチた(1-5-(1)参照). 

アミノ酸及びペプチドはほぼそれゆえ，ドは検出されなかった.
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少なくともO. 025-れるアミノ酸及び2種のジペプチドの検量線は，

nmol(HPLC注入量)までは原点を通る直線を示した(相関係数r=2. 5 

N
1
門

pmol/HPLC注入量であ

結果未掲載). 

O. 7 O. 3 -

ト，

アミノ酸の検出限界(S/N=3)は，

3 - 7 

各n=2プロ ッ0.994-0.999 

小括

っTこ(Ta b 1 e. 

ωH
A
ω
LF 

ドマン試薬であるP 1 TCと同様な反応条件新規に合成したCIPICはエ

それらの蛍光誘導体化に適していた.アミノ酸と反応し，下で，
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uv検出HPLCでのPITC試薬を用いたときょ

m-POPICより高くp-POPICとは同等であった.

円ハv円，z

HPLCでの蛍光検出感度は，

少なくとも2桁高く，り，



またCIPICのアミノ酸及びペプチドとの反応性は極めて高く， CIPIC 

を用いたこの反応条件によって， ジペプチドのN末端アミノ酸

の決定が可能であった. よって蛍光エドマン分解への応用が期待で

きる.

- 8 0 -

第4章 4-(2ーシアノ イソ インドリル)フェニルイソチオシアネート

を用いたトリペプチドの蛍光エドマン分解

エドマン分解を行うにあたって， 試薬がペプチドあるいはタンパ

ク質と完全に カップリンクーすること がまず重要な条件となる. しか

し， これまで報告されている大部分のエドマン類似試薬はペプチド

とのカップリング反応における収率が十分ではない. また合水条件

下では， 通常エドマン分解時にペプチドの解裂を引き起こすので，

無水有機溶媒中でチ アゾリノン誘導体を形成させエドマン分解させ

ている. この場合煩雑な脱水操作を必要 とする.

CIPICは第3章で述べたようにペプチドとほぼ完全に 反応するので，

カップリング反応においてPITCによるダブルカップリング法を必要

としないこと が予期される. また第3章でCIPICとペプチドとの反応

条件を検討した際， 塩基触媒として ピリジンを用いるとトリ エチル

アミンを用いたときに比較して， C 1 PTC-ペプチドの生成量は少ない

が副反応物が 極端に減少するという知見が得られた.

そこで本章では， カップリング反応においてピリジンを塩基触媒

として用いた反応条件につ いて検討し， またエドマン分解における

操作を従来の方法より簡便にする目的で ， 含水条件下にN末端アミ

ノ酸を切断すると同時にCIPTH-アミノ酸に変換するという新しいエ

ドマン分解操作について検討した(Chart 4-1). 

4 - 1 基準操作

( 1 )エドマン分解操作(Fig. 4-1) 

-81-



CIPIC Peptide 

ペプチド(アセトニトリルー水 ， 1:4， v/vの溶液)50μ1， アセト

ニトリルーピリジン混液(3:2， v/v)50μ1， 10rnM CIPIC 溶液 100

μlをノてイアル管にとり， 800Cで10分間加熱する. 氷冷して反応を

止める. 反応 溶液に水 200μlを加え， さらに四塩化炭素200μ1 ;を加

え激しく振り混ぜ遠心分離 し， 水層20μiをHPLCに付した. 水層

300μ1 ;を凍結乾燥する. これに250μlの水及び5M塩酸50μlを加え，

800Cで5分間加熱する. 氷冷して反応を止め， 反応液20μiをHPLCに

付した. 残りの反応液lこ酢酸エチル200μlを加え撹枠し遠心分離す

る. 分取した水層を凍結乾燥し， 残澄を水ーアセトニトリル混液

(4: 1， v/v)に溶かし， 次の反応 に用いた.

Chart �1 Edman degradation of peptide with CIPIC 

。

c
ぴ

? 1 ?2 73 
+ NH2ーCHーCO-NH一CHーCO一州一CH- co-

Coupling 陀action

03NO叶-J;-∞-NH一:;-coーNH-2-coー

Cleavage， Conversion reaction 

(2) H P L C 

3-1-(2)と同じ条件で行った.

otNOJC17 
Thiohydantοin derivative (CIPTH-amino acid) 

?2 1 fa 
NH2-CHーCO-NH一CH-CO-

4 - 2 カップリング反応条件

Next reaction 

モデル化合物としてAla-Leu-Gly， Ala-G1y及びLeu-Alaの3種のペ

プチドを用いてカップリング条件を検討した.

(1)反応液中の水の量

カップリング反応液(200μ1)中の水の量について検討した(F i g. 

4-2) . 反応液中10誌の水を用いたときが最もCIPTC-ペプチドの生成量

が多かった. 一方副反応物 は反応液中の水の量を増加させるに従っ

て減少する傾向がみられ， 20%以上では 副反応物がほぼ一定の生成量

になった. そこで副反応物の生成量が比較的少ない結果を与える水

-82- -83-



Fig. 4-2 

Effect of amounts of water on the coupling 

reaction mixture of peptides (5 nmol each per 

reaction tube) with CIPIC. 

Curves: l=Ala-Gly; 1・=by-product for Ala-Gly; 2= 

Leu-Ala; 2・=by-product for Leu-Ala; 3=Ala-Leu­

Gly; 3'=by-product for Ala-Leu-Gly. 

Fig. 4-1 

Edman degradation cycle of peptide with CIPIC using 

pyridine in the coupling reaction 
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この 水 の量はペプチド試料溶液で調20完を用いて諸条件を検討した.

1 

2 
3 

100 

(

以
叶
ロ
ロ

h内
判
伺
判
けが
刊
ハ山
判
何

)

整した.

(2)ピリジンの濃度

アセトニトリルーピリジン混液中のピリジンの濃度を検討した

30-40完(v/v)のピリジンを用いたときピーク高さはほぼ4-3) . (F i g. 

しかし副反応物のピークはピリジンの濃度にかかわ最大になった.

、，
c，，_ よってピリジンの濃度は40犯に設定した.らずほぼ一定であった.

反応液中10%(v/v)のピリジン濃度に相当する.れは，

HV
戸向
。

刊

ω
戸内

( 3)反応時間

V{
伺
ω
ハ凶

反応温4 -4) . カップリング反応の反応時間の検討を行った(F i g. 

..，， 2 

3と;:‘ • 
• 

1= 
._ 

基準操作では反応度800Cの時10分間でピークはほぼ最大iこ達した.

以上設定した反応条件は第3章で設定し時間は10分間に設定した.

20 15 10 5 

。たトリエチルアミンを用いる反応条件により得られたCIPTCーペプチ

ドの生成量とほぼ同じ生成量を得ることができた.

Fig. 4-3 

Effect of pyridine concentration on the the 

coupling reaction mixture of peptides (5 nmol 

each per reaction tube) with CIPIC. 

Curves: l=Ala-Gly; l'=by-product for Ala-Gly; 

Leu-Ala; 2・=by-product for Leu-Ala; 3=Ala-Leu­

Gly; 3・=by-product for Ala-Leu-Gly. 

v/v) (も，pyridine 

反応収率と 検量線4 - 3 

ピリジン存在下におけるCIPICと3穏のペプチドのカップリング反

2= 

-87-

反応液中に未反応

塩基

CIPICとペプチドの反応収率

OPA-MCE試液を用いるプレカラム誘導体化法で測定した

したがって，

nmolのペプチドを用いたとき，

のペプチドは検出されなかった(O.Olnmol以下). 

触媒としてピリジンを用いる条件でも，

ほぼ100完であると推測できた.

-86-

(1-5-(1)参照). 

応収率を，

は，



基準操作lこしたがって 得られる3種のCIPTCーペプチドの検量線は，

少なくとも0.04-4nmol/HPLC注入量までは原点を通る直線を示した

結果未掲載). 各n=2プ ロット，

トリペプチドの エドマン分解

(相関係数r=O. 997-0. 998， 

4 - 4 

3 

2 

1 
ドマン分解(1)ピリジン塩基触媒を用いたエ

Ala-Leu-Gly(10 nmol/反応液中 )を基準操作に従ってピリジン存在

G 1 y)をN末端から逐

4-5のクロマ

塩酸のかわりに5 Mトリフルオロ

第1サイ

カップリング反応を阻害した.

クルにおける エドマン分解反応では N末端アミノ酸のみが切断され

第2サイク ルのカップリング反応

酢酸エチルで抽出操

ジンの 塩が凍結乾燥後にもパイアル中に残り次のカップリング反応

酸変換反応の前にピリジンを含むカップリング反

CIPT H-アミノ酸及びその他の

よって酢酸エチルでの

クロマトグラムの

酸変換反応で用いた塩酸とピリ

抽出操作により蛍光物質は完全に除去されたもの と考えられる.

液中にはC 1 PTC-G 1 y及びCIPTC-Leuの蛍光ピークは検出されず，

したがって，

F i g. ドマン分解操作を行った.

ペプチドと 同濃 度のアミノ酸を同様に処理し，

Leu， 

酸反応後，

CIPTC-Leu-Glyの蛍光ピークのみ検出された.

副反応物の蛍光ピークは検出できなかった.

トグラムで示すように組成アミノ酸(A 1 a， 

作を行い水層をHPLCに付したところ，

酢酸を用いた場合も同様の結果を得，

-89-

また，

このアミノ酸配列決定操作では，

応液を凍結乾燥する必要があった.

に示すように，

ていることが明かとな った.

次検出することができた.

エ下CIPICと反応させ，

4-6 A 

を阻害したの で，

またF i g. 

づえ:

2= 

Fig. 4-4 

Effect of reaction time for the coupling 

reaction mixture of peptides (5 nmol each per 

reaction tube) with CIPIC. 

Curves: l=Ala-Gly; l'=by-product for Ala-Gly; 
Leu-Ala: 2'=by-product for Leu-Ala: 3=Ala-Leu­

Gly; 3'=by-product for Ala-Leu-Gly. 
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総括 prnol/HPLC注入量， S/N=3)， アミノ酸との反応収率も95-100犯と

rn-POPICと同等であった(第2章). 

CIPICによるアミノ酸及びジペプチドの蛍光誘導体化条件をHPLCを

用いて検討した. カップリング反応ではすべてのアミノ酸またはペ

プチドにおいて副反応物が認められ， HPLCによる 分離を困難なもの

にした. しかし それらをCIPTHーアミノ酸へ導くと， 副反応物の蛍

光ピークと分離するこ とができた. 最適反応条件により測定した

CIPTHーアミノ酸の検出感度(S/N=3)は， 0.3-0.7 prnol/HPLC注入量で

あり， これは他の蛍光エドマン類似試薬と同様であった. またアミ

ノ酸及びペプチドに対するCIPICのカップリング反応の収率はほぼ

100完であった. よってエドマン分解に期待ができた(第3章). 

塩基触媒としてピリジンを用いると副反応物の生成 が少ないとい

う結果を得た. ピリジン存在下における ペプチドとのカップリング

反応条件を検討し， 最適条件を設定した. また第3章でのトリエチ

ルアミンを用いた反応条件及び新たに設定したピリジンを用いた反

応条件を基に， 従来にない 含水溶液中での簡便なエドマン分解を試

みた. その結果， モデル ペプチドとして用いたトリペプチド(A 1 a­

Leu-Gly)の組成アミノ酸をN末端から逐次決定することができた

(第4章). 

以上検討したPOPIC及びCIPIC蛍光 試薬は， 他の蛍光 エドマン類似

試薬とほぼ同じ検出感度を有し， 反応収率は他の試薬より高反応収

率を示すものとなった. 特にCIPICを用いた含水溶液中 でのエドマン

分解法は， 従来になく簡便であり， 今後の他のペプチドのアミノ酸

配列決定法への応用が期待できる.

本研究では， アミノ酸及びペプチドの蛍光誘導体化試薬として分

子内にイソチオシアネート基を有するrn- or p-POPIC及びCIPICの3種

を合成 し， アミノ酸及びペプチドとの反応条件の 検討， HPLCへの応

用， さらにペプチドのエドマン分解への適応性について研究した.

rn-POPIC及びその誘導体であるrn-POPTCーアミノ酸， rn-POPTH-アミノ

酸のそれぞれの蛍光スペクトル及び蛍光強度は溶液の液性(酸性 ・ 塩

基性)による変化はなかった. 次にHPLCを用いてこれらの誘導体化ア

ミノ酸の分離を検討した. m-POPTC-アミノ酸の中には蛍光ピークが

複数検出され るものがあったが， rn-POP TH-アミノ酸に導くとそれぞ

れ単一の蛍光ピークとして検出できた. そこでrn-POPTH-アミノ酸の

HPLC分離条件を検討した. しかし21種全てのアミノ酸を完全に分離

するには至らなかった. そこでアミノ酸を分離可能ないくつかのグ

ループに分けて誘導体化条件を検討した. 設定した最適基準操作に

従い誘導体化したアミノ酸の検出限界は， 0.6- 3.8 prnol (HPLC注入量，

S/N=3)で， アミノ酸との反応収率は95-100%と他のエドマン類似試薬

に比べ高いものであった. また， 設定した反応条件に基づきトリペ

プチド(Gly-Leu-A 1 a)の エドマン分解を試行したが， 組成アミノ酸を

N末端から逐次検出するこ とはできなかった. (第1章). 

p-POPICについてもrn-POPICと同様にHPLC用蛍光誘導体化試薬とし

て， 蛍光特性， 誘導体化条件及び分離条件について 検討した. 諸条

件においてrn-POPICと同様の結果が得られたが， p-POPICはrn-POPICに

比べp-POPTH-アミノ酸への酸変換反応に長時間を要するなどの問題

点があった. しかしrn-POPICに比べ検出感度が1. 5-3倍高く(0.2-2.4

Fhv
 
nHAW
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実験の部

各章に共通な事項

(1)水(蒸留水)

脱イオン水を蒸留したものを使用.

(2)ガラス器具

中性洗剤jで洗浄後， 市販硝酸を水で2倍希釈した液に一昼夜以上浸

し， 水及び 蒸留水で洗浄し乾燥後使用.

(3)試薬及び緩衝液

特記しない限り市販の特級品あるいは得られる最上級品を使用.

アミノ酸標準液: 10 mM水溶液を調製. 0-40C暗所保存下， 少なく

とも1カ月間使用可能. 使用時に適時水あるいはアセトニトリルで希

釈する.

ペプチド標準液:各ペプチド10 mMの水ーメチルセロソルブ(1 : 

1， v/v)溶液を調製. -20oC暗所保存下， 少なくとも2週間使用可能.

使用時に適宣水あるいはアセトニトリルで希釈する.

OPA-MCE試液: OPA50mgをメタノール1.25m 1に溶かし， MCE50μl及

び0.4Mホウ酸塩緩衝液(pH 9.5) 11. 2mlに加えて調製する.

0.1 Mトリエチルアミン- 0.1 M 酢酸混液:トリエチルアミン

6.95 mlを水iこ溶かし全量を500 m 1に調製. これに酢酸2.88 mlを水

に溶かし全量を500 mlに調製したものを適量加えて， 所要pHに調整.

O. 1 Mリン酸塩緩衝液(pH 8.5) :リン酸二ナトリウム〈無水)
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3. 55 gを水に溶かし全量を500 mlに調製. これにリン酸二水素ナト

リウムー水和物1.38 gを水に溶かし200 mlに調製したものを適量加

えてpH 8. 5に調整.

O. 1 M テトラブチルアンモニウム塩一0.-1 M ギ酸混液:市販の

0.5 M水酸化テロラプチルアンモニウム溶液50 mlを水で希釈して

250 mlに調製. これにギ酸1.90 mlを水で希釈して500 mlに調製した

ものを適量加えて所要pHに調整.

O. 1 M アンモニアーO.1 M ギ酸混液:市販の28児アンモニア水

3 mlを水で希釈して500 m 1に調製. これにギ酸1.9 m 1を水で希釈し

て500 m Uこしたものを適量加えて所要pHに調整.

O. 4 M ホウ酸塩緩衝液(pH 9. 5) :四ホウ酸ナトリウム3.81 gを水に

溶かし全量を100ml に調製. これにホウ 酸2.47 gを水に溶かし全量

を100mlに調製したものを適量加えてpH 9. 5に調整.

O. 1 M 酢酸塩緩衝液(pH 7.2):酢酸ナトリウム6.80 gを水に 溶か

し全量を500mlに調製. これに酢酸2.88mlを水に溶かし全量を500ml

に調製したものを適量加えてpH 7. 2に調整.

(4 )機器

分光蛍光光度計:日立MPF-4型(第1，2章)及びF-2000 型(第3章)

分光光度計を使用. スリット幅は励起側， 発光側ともに10nm'こ設定.

測定には角型石英セル(1 x 1 cm)を使用.

高速液体クロマトグラフ:移動相溶媒プログラムを内蔵した目立

655 型及び655-A12型クロマトグラフを使用.

蛍光検出器:東ソー FS-8010 及び目立F-1000型蛍光検出器を使

用.

-100-

記録計:東京理化電機卓上R -22及びR -02レコーダーを使用.

pHメーター: 堀場試験管用複合電極6028-10Tを接続した目立堀場

M-7型pHメーターを使用.

整温器:Pierce Reacti-Therm を使用.

凍結乾燥機:東京理化電機 COOL EC-50を使用.

1 H-NMRスペクトル:JEOL JNM-PS-110型 270NMz核磁気共鳴装置を

使用. 内標準物質にテトラメチルシ ランを用いて測定.

1 Rスペクトル:日本分光 DS-710G型赤外分光光度計を使用し，

KBr錠剤法で測定.

Mas sスペクトル:JEOL JNM-3500データシステムを装備したJEOL

lMS-DX300型質量分析計を使用.

融点 :Yanaco融点測定 装置で測定， 未補正値を記載した.

第1， 2章に関する実験

(1) m- 及び p-POPICの合成(Char t 2) 

2-(3 or 4-ニトロフェニル)フェナンスラオ牛サゾール(compound

1 ) は3- or 4ーニトロベンズアルデヒドとフェナンスラキノンから

クライゼンオ牛サゾール法により合成した56). compound 1 0.4g を

ジオキサン100mlに溶かし， エタノール4mlを加えた. これに塩化コ

バルト(6水塩)O. 4g及び水素化ホウ素ナトリウムO.5gを加え， 1時間

還流しニトロ基の還元を行った. 反応液を濃縮し， 残澄を水3mlに懸

濁した. 懸濁液中の不溶物質を漉取し， エタノールー水(1 : 1， 

v/v)で再結品し， それぞれのアミノフェニルフェナンスラオキサゾ

ール(compound 11)を無色の針状結晶として得た(収量， 約O.2 g). 
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つぎにcompound 11 0.2gをテトラヒドロフランとベンゼンの混液

(1 :1， v/v)80mlに 溶かし， トリエチルアミンO.13 g及びチオホスゲ

ン0.08gを加えて1時間還流した. 濃縮した反応液をシリカゲル

(40g)クロマトグラフィーに付し， 溶離液として酢酸エチルとベンゼ

ン(1 : 1， v/v)を用いて精製 を行い， POP 1 Cを無色の針状結品として

得た. POPICの構造は元素分析及び質量， 1 R及びlH-NMRの各スペクト

ルにより確認した.

m- POPIC:収量， O. 14g;融点(未補正)， 2140C;質量スペクトル

(m/z)， 352 (M+);元素分析: C22H12N20Sに対する計算値: C 74.98， 

H 3.43， N 7.95%;実験値: C 74.95， H 3.44， N 7.95 %; IR スペ

タトル(νm a )・ cm-1)， 2190 及び1057(N = C = S)， 14 7 5 ( C -0 -C) ; 

1 H NMR スペクトル(δ， ppm)，7.31-7.51 (2H. 多重線， フェニルプ

ロトン). 7.66-7.70 (2H， 多重線， フェナンスレンプロトン) ， 

7.70-7.75 (2H， 多重線. フェナンスレンプロトン). 8.15 (lH， 一

重線， フェニルプロトン)， 8.18-8.23(lH， 二重線， フェニルプロ

トン). 8.27-8.31 (1H. 多重線， フェナンスレンフロトン)， 8.54-

8.59 (1H. 二重線， フェナンスレンプロトン)， 8.67-8.74(2H， 多

重線. フェナンスレンプロトン). 

p- POPIC:収量， O. 12g;融点(未補正)， 244 oc ;質量スペクトル

(m/z). 352 (M+);元素分析: C22H12N20S'こ対する計算値: C 74.98， 

H 3.43. N 7.95先;実験値: C 74.78， H 3.47， N 7.95%; IR スペク

トル(νm3x， cm-1). 2180 及び1055(N=C=S)， 1485 (C-O-C); 1H 

NMR スペクトル(δ， ppm). 7.29-7.32 (2H， 多重線， フェニルプ

ロトン)， 7.64-7.77(4H， 多重線， フェナンスレンプロトン)， 

8.25-8.28 (3H. 二重線. 2H フェニルプロトン及び1H フェナンス
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レンプロトン)， 8.54-8.57(lH. 二重線， フェナンスレンプロト

ン)， 8.68-8.73(2H， 多重線， フェナンスレンプロトン). 

(2)POPIC溶液

POPICをアセトニトリルージオキサン(1 : 1， v/v)にがかし， 1. 5 

mMに調製. 40C暗所保存下で少なくとも2カ月使用可能.

第3章に関する 実験

(l)CIPICの合成(Chart 3) 

o -フタルアルデヒド536mg， p-アミノアセトアニリド600mg及び水

1mlに溶かしたシアン化カリウム260mgをメタノール15mlに溶かし，

室温(20-2 80C )で90分間撹祥する. 不溶物質(compound皿)を漉過し

5mlの冷メタノールで洗う. compound皿をメタノール60m 1に懸濁し，

この溶液に1M塩酸30mlを加え10時間還流する. 反応液を濃縮し無色

の粉末を得た(compound IV， 約100mg). compound IV O.84mg をベン

ゼンーテトラヒドロフラン(1 : 1， v/v/)40mlに懸濁し， トリエチル

アミン65mg及びチオホスゲン40mgの存在下1時間還流した. 反応液を

濃縮した後， アセトニトリルで再結晶しCIPICの無色の針状晶を得た.

C 1 P 1 Cの構造は元素分析， 質量スペクトル， t H-NMRスペクトルにより

確認した.

CIPIC:収量， 37mg (3.3完， OPAを出発物質 として);融点(未補

正)， 172 oC ;質量スペクトル(m/z)， 275 (M+);元素分析;

Ct6H9N3Sに 対する計算値: C 69. 82， H 3. 27. N 15. 27 %， 実験値:

C 69.67， H 3.29. N 15.22完;1 H NMR スペクトル(δ. ppm). 
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7.14-7.75 (9H， 多重線. 芳香族プロトン). 参考文献

(2)CIPIC溶液

CIPICをアセトニトリルに溶かし10 rnMに調製する. 40C暗所保存下

で少なくとも2週間使用可能.

1) P. B. Harnilton， Anal. Chern.， 35 (1963) 2055. 

2) S. Moore and W. H. Stein， 1. Biol. Chern.， 192 (1951) 

663. 

3) S. Moore， D. H. Spakrnan and W. H. Stein， Anal. Chem.， 

30 (1985) 11 85. 

4) D. H. Sparkrnan and W. H. Stein， Anal. Chern.， 30 (1985) 

1190. 

5)雁野重威， 若林清史， 八木芳子， 崎山文夫， “タンパク質 ・ ペ

プチドの高速液体クロマトグラフィー(11)" ， 化学増刊117，

池中徳治， 崎山文夫， 化学同人， 1990， pp. 3-12. 

6) S. Udenfriend， S. Stein， P. Bohlen， W. Dairrnan， W. 

Leirngruber and M. Weigele， Science， 178 (1972) 871. 

7 ) N . S e i 1 e r ， J. C h r orn a t 0 g r.， 1 4 3 ( 1 9 7 7) 2 2 1. 

8) P. Lindro th and K. Mopper， Anal. Chern.. 51 (1979) 1667. 

9) B .  R. Larsen and F. G. West， 1. Chrornatogr. Sci.. 19 
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