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タンパク質の化学的な一次構造解析は，おもに，アミ
ノ酸組成とアミノ酸配列の分析，そして質量分析から
なる．

アミノ酸分析

アミノ酸分析法（ ）は，タンパク
質やペプチドのアミノ酸組成とアミノ酸含量，または遊
離アミノ酸を定量する手法である．アミノ酸分析法は，
原理的にはほぼ完全なタンパク質定量法であり，実際，
タンパク質の種類によらずかなり正確に定量できる．こ
の方法は，タンパク質やペプチドの定量，同定，構造解
析に利用できる．
アミノ酸分析法の歴史は，1948年にさかのぼる．米
国ロックフェラー医学研究所（

）において， 博士
とStanford Moore博士は，デンプンを用いた分配クロマ
トグラフィー（ ）やイオン交換
クロマトグラフィー（ ）に
よるアミノ酸の分離と，ニンヒドリン（ ）に
よる比色定量法（ニンヒドリン法）を開発した 1)．ニン
ヒドリン法においては，アミノ酸のアミノ基がニンヒド
リンのカルボニル基に求核攻撃してシッフ塩基（Schiff 
base）を形成し，脱炭酸する．その後，シッフ塩基の解
離によりルーヘマン紫（ ’ ）を生じる．

Stein博士とMoore博士は，クロマトグラフィーにお
ける画分収集を自動化するために，自らフラクションコ
レクター（fraction collector）を発明した．その設計は，
現在において研究室で一般に使用されているそれとほぼ
同じである．Stein博士とMoore博士は，その後，

博士と共同で自動アミノ酸分析機（
）を開発した ．Stein博士とMoore

博士は自ら開発したこれらの方法を用いて，世界で初め
て酵素（ ）の一次構造を
解明し，その化学構造と触媒活性の連関の解明における
功績により，1972年にノーベル化学賞を受賞した．それ
は，アミノ酸配列と生化学的に活性なコンフォメーショ
ンとの連関について研究した （
Health; アメリカ国立衛生研究所）の

博士との共同受賞であった．
ニンヒドリン法は，アミノ酸をクロマトグラフィーで
分離した後に選択的に誘導体化して検出する方法であ
る．この方法はポストカラム誘導体化法（

）と呼ばれる方法であり，分析を自動化で
きることと夾雑物の影響を受けにくいという利点がある．
この原理と基本設計は，現在市販されている多くのアミ
ノ酸分析機に受け継がれている．市販のアミノ酸分析機
にはプレカラム誘導体化法（ ）
によるものがあり，高感度で迅速である．当初は何週
間もかかっていたアミノ酸の分離操作は，1970年代に
高速液体クロマトグラフィー（

）が登場したことにより大幅に
時間短縮された．検出感度については，蛍光試薬による
プレカラム誘導体化法により，高感度化された．アミノ
酸分析法は，分析化学や医療などの分野で広範に利用さ
れている．

アミノ酸配列分析

タンパク質のアミノ酸配列はアミノ末端（ 末端）に
ついて分析されることが多く， 末端分析法には，
（ ）法などの 末端アミノ酸のみを分析す
る方法と， 法のように 末端から順次アミノ酸
を同定する方法とがある．

DNP法　　 法は，英国ケンブリッジ大学の
博士により開発された 末端 -アミノ

基遊離アミノ酸の決定法である． 法では，タンパ
ク質やペプチドをSanger試薬（

）で処理すると， 末端アミノ基と
との間で求核置換反応が起こる．その後の酸加水分解に
より， 末端残基を 化アミノ酸として同定する 4)．
Sanger博士はこの業績により，1958年にノーベル化学
賞を受賞した．Sanger博士はこの方法とタンパク質の
部分加水分解とを組み合わせることにより，インスリン
（ ）の全アミノ酸配列を決定することに成功した 5)．
これは，タンパク質の一次構造が決定された最初の成果
である．
末端アミノ酸残基の決定法には，より感度の高いダ

タンパク質の一次構造解析
村井　稔幸

著者紹介　大阪大学大学院医学系研究科



209生物工学　第96巻　第4号（2018）

ンシル（ ）法などがある．
Edman法　　代表的な 末端アミノ酸配列解析法と
して， 法がある．本方法は， 分解法（
degradation）ともいわれる．これは，スウェーデン・
ルンド大学（ ）の 博士
により開発された逐次分解法である 6)． 法は3つ
の反応からなる．第一段階の反応は， 試薬（PTC; 

）によるカップリング反応（
reaction）である．タンパク質またはペプチドのアミノ
基がPTCに求核攻撃し， 誘導体が
生成する．これを第二段階において無水の酸で処理する
と， -アミノ基の誘導体だけが環化してペプチド結合
が切断される（ ）．第三段階で，環化誘
導体を酸性条件下でPTH（ ）誘導
体に変換する（ ）．以上の反応を繰り
返し，PTH化アミノ酸を検出することにより， 末端
から順次アミノ酸を同定する．この方法は，タンパク質
の部分ペプチドまたはタンパク質全体のアミノ酸配列の
決定を可能にした．

法には次の利点がある．
・長鎖の確実なアミノ酸配列決定が可能である．
・予想のたやすくない翻訳後修飾部位が決定できる．
・同じ質量数を有するアミノ酸（ロイシンとイソロイシ
ン）を判別できる．

・データベースに登録されていないタンパク質の同定や
アミノ酸配列が決定できる．
1967年に 博士らは自動化装置を開発し 7)，こ

の原理はプロテインシーケンサー（ ）
として広く用いられている．

質量分析

質量分析法（ ）では，質量分析計に
より得られるm/zからタンパク質の一次構造を決定し，
またはタンパク質の同定をおこなう．m/zは，イオンの
質量を統一原子質量単位（ ）で
割り，さらにイオンの電荷数で割った無次元量の値で
ある．
質量分析法には次の利点がある．

・タンパク質の全体の質量がわかる．
・微量サンプルの解析が可能である．
・スループットが高い（ ）．
質量分析装置は，イオン源，質量分析計，イオン検出

器から成る．
イオン源におけるイオン化にはいくつかの方法がある

（表1）．プロテオーム（ ）解析では，優れたソ

フトイオン化法であるマトリックス支援レーザー脱離イ
オン化（MALDI）法とエレクトロスプレーイオン化
（ESI）法がおもに用いられる．タンパク質のMALDI法
はドイツ・ミュンスター大学（ ）
のMichael Karas博士と 博士により
1988年に報告されたイオン化法で 8)，サンプルを有機マ
トリックス剤（芳香族有機酸）と混合し，これにレーザー
を照射することによりサンプルをイオン化する方法であ
る．生体高分子のESI法は米国エール大学の
Fenn博士により1989年に報告されたイオン化法であり9)，
この方法では，サンプル溶液のネブライザーガスとのス
プレーにより帯電液滴が形成され，高電場下でのクーロ
ン爆発（ ）によるとされる過程を経て，
正電荷にイオン化されたペプチドが得られる．
イオンの分離には，イオン化の方法に合った質量分析
計が用いられる．つまり，MALDI法には飛行時間型
（TOF）質量分析計が，ESI法には四重極型（Q）質量
分析計がよく用いられる．タンパク質の一次構造解析に
は，これらの分析法を複数組み合わせたタンデム質量分
析法がよく用いられる．

Edman法と質量分析

すでに述べたように， 法には，ポリペプチド
鎖中のロイシン残基とイソロイシン残基を判別できる
という利点がある．これらのアミノ酸はモノアイソト
ピック質量（ ）に差がないため，単
純な質量分析法では判別できない．質量分析法による
de novo において，これがしばしば問題とな
る．質量分析法においては，おもに高エネルギーCID
（ ）法を適用することに
より，この問題を解決することができる．つまり，
MALDI-TOF-TOF質量分析計などの高エネルギーCID

表1．タンパク質の解析に用いる質量分析装置のおもな型

試料導入法
直接導入法
液体クロマトグラフィー（ ）
イオン化法
マトリックス支援レーザー脱離イオン化（

）
エレクトロスプレーイオン化（

）
質量分析計
飛行時間型（ ）
四重極型（ ）
フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型（

）
四重極イオントラップ型（ ）
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により，ポリペプチド鎖の主鎖だけでなく側鎖の開裂を
誘起することで，ロイシンとイソロイシンを判別できる．
ただ，高エネルギーCIDと高精度なフラグメントの質
量データとの両立には難しい点がある．また，Q-TOF
質量分析計などによる低エネルギーCIDにより，モノ
アイソトピック質量にわずかな差しかないリジンとグル
タミンを判別できる．
タンパク質の一次構造解析は，おもに 法によ

りおこなわれる．これは，その結果の信頼性の高さと，
ポリペプチド鎖の鎖長に依存せず比較的長い配列を解読
できることによる．質量分析法はこれを補う手法として
用いられ，そのデータ解釈の信頼性は向上している．

質量分析とプロテオミクス

タンパク質の同定には，近年のプロテオミクス
（ ）の発展もあって，質量分析による解析手
法が一般的に用いられるようになっている．
質量分析法を用いて，PMF（ ）

法によるタンパク質の同定がおこなえる．また，タンパ
ク質の同定には，タンデム質量分析法である
ion search法がよく用いられる．

PMF法　　タンパク質の同定におけるPMF（
）法は，タンパク質の酵素消化で生じ

るペプチド断片を質量分析の測定対象とする．これによ
り得られたデータ，つまりペプチドマスリスト（

）をもとにデータベース検索をおこない，タン
パク質を同定する．この方法は，1993年に複数の研究
者により同時に発表された 10–14)．この方法は簡便で，解
析が迅速におこなえるため，大規模な解析に適する．

MS/MS ion search法　　 法では，
タンパク質の酵素消化で生じるペプチド断片の
測定により取得したデータをもとにデータベース検索を
おこなう． 法は，混合物であっても

タンパク質の同定が可能である．この方法でデータベー
ス検索に供されるのは，プロダクトイオン群の質量の組
み合わせ，つまり，プロダクトイオンスペクトル（

）である．米国ワシントン大学の
Yates博士らが開発したSEQUEST15)などが解析に適用
されてきた．

には他に，EMBL（
欧州分子生物学研究所）のMatthias Mann博

士らが開発したPST（ ）法 16)などが
ある．

のほかに，MSnやフーリエ変換イオンサイク
ロトロン共鳴型（ ）型などの質量分析計を用い
たタンパク質の同定法もある．
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