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PPSQ™-50イソクラティックシステムを 
用いた修飾アミノ酸を含有するタンパク質・
ペプチドのアミノ酸配列分析 
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はじめに 
現在、タンパク質の分析において、質量分析装置とゲノム

データベースを利用した検索エンジンを用いたタンパク質
の同定を行うプロテオーム解析が主流となっています。この
ゲノムデータベースのタンパク質は前駆体タンパク質とし
て登録されていますが、生体内で発現したタンパク質は、翻
訳後修飾され、様々な機能を有します。しかし、前駆体タン
パク質と翻訳後修飾を受けた成熟タンパク質とでは、理論質
量数が異なることがあるため、MS 分析と検索エンジンによ
る検索結果のスコア、信頼性が低くなる場合があります。 
また、データベースを用いずに行う質量分析装置を用いたア
ミノ酸配列同定は、かなり煩雑かつ困難になります。一方、
従来法であるエドマン分解を用いたプロテインシーケンサ
は、得られたアミノ酸配列結果の信頼性が高く、データベー
スが十分でない場合でも容易にアミノ酸配列を同定するこ
とが可能です。今回、プロテインシーケンサ PPSQ-50 イソ
クラティックシステムを用いた修飾アミノ酸を含有するサ
ンプルのアミノ酸配列分析例をご紹介します。 
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側鎖が修飾されたLysの同定 
生物内で発現しているタンパク質の多くは、その N 末端

にあるαアミノ基が翻訳後修飾によってアセチル化されて
います。ヒトのタンパク質になると約 80 %以上のタンパク
質の N 末端部がアセチル化されています。このアセチル化
は N 末端部のアミノ基だけでなく、側鎖にアミノ基を持つ
Lys 残基にも起こる翻訳後修飾の一つです。アセチル化され
た Lys を含有するタンパク質として染色体を構成するヒス
トンがあります。ヒストンの Lys 残基は、アセチル化または
メチル化されます。ヒストンの Lys 残基のメチル化も転写の
制御に関与していることが知られています。ヒストン配列中
の何番目の Lys 残基がどのように修飾されているのかを確
認することが、様々な細胞の発現、機能について解明するた
めの一つであると考えられています。 
最初に、PTH-アセチル化 Lys および PTH-トリメチル化 Lys

が PPSQ-50A イソクラティックシステムで分析できるかを
検討しました。表 1 に分析条件、図 1 に PTH アミノ酸標準
混合品と PTH-アセチル化 Lys のクロマトグラムおよび図 2
に図 1中の青丸部分の拡大図を示します。 

表 1 分析条件 
Column : WakopakⓇ WakosilⓇ PTH-II 

(250 mm L, 4.6 mm I.D.) 
Mobile phase : PTH-amino Acids Mobile Phase 
   
Flow rate of mobile phase : 1.0 mL/min 
Column temp. : 40 ℃ 
Detection : SPD-M30A (269 nm) with High Sensitivity 

Flow cell 
 

 
図 1 PTH-アミノ酸標準混合品（25 pmol）（黒）と 
PTH-アセチル化 Lys のクロマトグラム（赤） 

 

 
図 2 PTH-アミノ酸標準混合品（25 pmol）（黒）と 
PTH-アセチル化 Lys のクロマトグラム（赤） 

（図１中の青色部分の拡大図） 

 
 
本結果より、PTH-アセチル化 Lys（PTH-Lys(Ac)）は、PTH-

His とのピークトップが分離されているため、PPSQ-50A イ
ソクラティックシステムでは容易に PTH-Lys(Ac)を同定する
ことが可能です。 
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次に、図 3に PTHアミノ酸標準混合品と PTH-トリメチル
化 Lys のクロマトグラム、および図 4に図 3中の青丸部分の
拡大図を示します。 
 

 
図 3 PTH-アミノ酸標準混合品（25 pmol）（黒）と 
PTH-トリメチル化 Lys のクロマトグラム（赤） 

 

 
図 4 PTH-アミノ酸標準混合品（25 pmol）（黒）と 
PTH-トリメチル化 Lys のクロマトグラム（赤） 

（図３中の青色部分の拡大図） 

N末端アミノ酸配列分析 
今回、ヒストンの一つのであるヒストンH4の合成フラグ

メントペプチド誘導体、[Lys(Ac)12/16, Lys(Me3)20]-Histone 
H4 (1-25)-GSGSK(Biotin)（AnaSpec. Inc., CA）をサンプルとし
ました。20 pmol をポリブレン処理後のガラスファイバーデ
ィスクを用いてプロテインシーケンサ PPSQ-50A イソクラ
ティックシステムで分析しました。アミノ酸配列および Lys 
残基のクロマトグラムを図５に示します。各クロマトグラム
は、差クロマトグラムで表示しています。PPSQ-50A イソク
ラティックシステムは各 PTH-アミノ酸の溶出時間の再現性
がよいことから、差クロマトグラムをとることによって、５
サイクル、8サイクル、12サイクル、16サイクルおよび 20
サイクルの非修飾および修飾された Lys 残基がそれぞれの
サイクルにおいて特異的に増加しており、容易に同定するこ
とができました。 
 
 
まとめ 
プロテインシーケンサ PPSQ-50A イソクラティックシス

テムは、N末端部の配列を容易にかつ正確に同定することが
可能であり、さらに修飾されたアミノ酸の同定も行うことが
出来ます。これからのプロテオーム解析における翻訳後修飾
を同定するためのツールとして有効なシステムであるとい
えます。 

 
図 5 ヒストンH4の合成フラグメントペプチド誘導体の部分アミノ酸配列とそのクロマトグラム 
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