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■前言
目前，在蛋白质的分析中，使用质谱仪及利用基因组数据

库搜索引擎进行蛋白质鉴定的蛋白质组分析是主流的分析技
术。体内表达的蛋白质经过翻译后修饰而具有各种功能，并且
前体和成熟蛋白质之间可能具有不同的理论质量数。在不使用
数据库的情况下，使用质谱仪鉴定氨基酸序列非常复杂和困难。
另一方面，作为常规方法，使用埃德曼降解法的蛋白质测序仪
所得到的氨基酸序列结果的可靠性高，即使在数据库不充分的
情况下，也可以轻松地鉴定氨基酸序列。本次为您介绍使用蛋
白质测序仪 PPSQ™-50A系统（等度系统和梯度系统）对含有
半胱氨酸和胱氨酸的样本进行氨基酸序列分析的实例。

Kuriki

■半胱氨酸和胱氨酸的检测
蛋白质构建了其固有的三维结构。蛋白质由氨基酸通过肽

键脱水和缩合形成的多条肽链组成，肽链中的氨基酸序列称为
蛋白质的一级结构。体内表达的成熟蛋白质通过所组成的氨基
酸侧链之间的相互作用，形成具有热力学稳定性的特定三维结
构而发挥作用。这种蛋白质的高维结构称为高级结构，与一级
结构区别开来，分为二级结构、三级结构和四级结构。在保持
二级结构的同时，通过氨基酸侧链之间相互作用而形成的三维
结构称为三级结构。通过形成具有热力学稳定性的特定三级结
构而使该蛋白质具有功能活性。二硫键（S-S键）就是侧链之
间相互作用的形式之一。确定构成二硫键的半胱氨酸的位置，
在蛋白质的结构分析中是必要且不可或缺的。通过蛋白质测序
仪进行分析的条件如表 1和表 2所示。

样品分析时使用的是经过聚凝胺处理的玻璃纤维膜。标准
氨基酸半胱氨酸及胱氨酸的分析结果如图 1至 4所示。
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プロテインシーケンサ 
 
 

プロテインシーケンサを用いた 
システイン・シスチンの検出 

 

 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。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
有しており、前駆体タンパク質と成熟タンパク質とでは、理
論質量数が異なることがあります。データベースを利用せず
に行う質量分析装置を用いたアミノ酸配列同定は、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™-50A システム（イソクラティックシステムおよび
グラジエントシステム）を用いたシステインおよびシスチン
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。 

Kuriki 
 
 システインおよびシスチンの検出 

タンパク質は、そのタンパク質固有の立体構造を構築して
います。タンパク質は、アミノ酸がペプチド結合で脱水縮合
された複数のポリペプチド鎖からなり、ポリペプチド鎖のア
ミノ酸の配列をタンパク質の一次構造といいます。生体内で
発現した成熟タンパク質は、構成しているアミノ酸側鎖同士
が相互作用によって、熱力学的に安定した特定の立体構造を
とることで機能しています。このようなタンパク質の高度な
立体構造を高次構造といい、一次構造と区別して二次構造、
三次構造、四次構造と段階的に構築されています。二次構造
を保ちながら、アミノ酸の側鎖同士が相互作用することで形
成される立体構造を三次構造といいます。熱力学的に安定し
た特定の三次構造を形成することでそのタンパク質が機能
的に活性を有します。側鎖同士の相互作用の一つにジスルフ
ィド結合（S-S 結合）があります。ジスルフィド結合を構成
するアミノ酸、システインの位置を決定することは、タンパ
ク質の構造解析において必要不可欠なことです。プロテイン
シーケンサによる分析条件を表 1 および表 2 に示します。 
 

表 1 分析条件（イソクラティックシステム） 
Column : Wakopak® Wakosil® PTH-II 

(250 mmL, 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 
 

表 2 分析条件（グラジエントシステム） 
Column : Wakopak® Wakosil® PTH-GR (S-PSQ) 

(250 mm L, 2.0 mm I.D.) 
Mobile phase : A: PTH-amino Acids Mobile Phase A  

(for Gradient Elution) 
  B: PTH-amino Acids Mobile Phase B  

(for Gradient Elution) 
Flow rate of mobile phase : 0.3 mL/min 
Column temp. : 35 ℃ 
Detection : SPD-M30A (269 nm) with High Sensitivity 

Flow cell 
 
分析にはポリブレン処理を行ったガラスファイバーディ

スクをサンプル保持体として使用しました。標準のアミノ酸
のシステインおよびシスチンの分析結果を図 1 から 4 に示
します。 

 
図 1 PTH-アミノ酸標準混合品（25 pmol）（グレー）と 

システイン 100 pmol のエドマン分解のクロマトグラム（ピンク）、 
図 1 中の青色部分の拡大図（イソクラティックシステム） 

 

 
図 2 PTH-アミノ酸標準混合品（25 pmol）（グレー）と 

シスチン 100 pmol のエドマン分解のクロマトグラム（ピンク）、 
図 2 中の青色部分の拡大図（イソクラティックシステム） 

 

表 1 分析条件（等度系统）

表 2 分析条件（梯度系统）
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図 2 PTH-アミノ酸標準混合品（25 pmol）（グレー）と 

シスチン 100 pmol のエドマン分解のクロマトグラム（ピンク）、 
図 2 中の青色部分の拡大図（イソクラティックシステム） 

 

图 1 PTH-氨基酸混合标准品（25 pmol）（灰色）和
半胱氨酸（100 pmol）的埃德曼降解色谱图（粉色）
以及图 1中的蓝色部分的放大图（等度系统）

图 2 PTH-氨基酸混合标准品（25 pmol）（灰色）和
胱氨酸（100 pmol）的埃德曼降解色谱图（粉色）
以及图 2中的蓝色部分的放大图（等度系统）
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図 3 PTH-アミノ酸標準混合品（10 pmol）（グレー）と 

システイン 50 pmol のエドマン分解のクロマトグラム（ピンク）、 
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と推測されます。また、イソクラティックシステムの場合、
PTH-シスチンの溶出位置は PTH-アルギニンの近傍になるた
め（図 2）、ソフトウェア上での自動推定は困難ですが、目
視で同定することが可能です。 

 
 N 末端アミノ酸配列分析 

今回、分子内ジスルフィド結合を 1 つ含有する合成オキシ
トシン（ペプチド研 4084-v）100 pmol をサンプルとし、
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图 3 PTH-氨基酸混合标准品（10 pmol）（灰色）和
半胱氨酸（50 pmol）的埃德曼降解色谱图（粉色）
以及图 3中的蓝色部分的放大图（梯度系统）

图 4 PTH-氨基酸混合标准品（10 pmol）（灰色）和
胱氨酸（50 pmol）的埃德曼降解色谱图（粉色）
以及图 4中的蓝色部分的放大图（梯度系统）

图 5 人工合成催产素的氨基酸序列及其色谱图

根据图 1至 4，可以确认 PTH-半胱氨酸和 PTH-胱氨酸在
各系统中的洗脱位置。从图 1和图 3来看，在进行半胱氨酸的
序列分析时，也可以检测到 PTH-胱氨酸，推测这是因为半胱
氨酸在埃德曼降解过程中形成了二硫键。

另外，在等度系统中，PTH-胱氨酸的洗脱位置位于 PTH-

精氨酸附近（图 2），难以使用软件进行自动推测，但可以通
过目视鉴定。

■ N 端氨基酸序列分析
本次实验以包含一个分子内二硫键的 100 pmol人工合成

催产素（肽研 4084-v）为样品，使用经过聚凝胺处理的玻璃纤
维膜，通过蛋白质测序仪 PPSQ-50A系统进行了分析。催产素
的氨基酸序列、第 1个循环的原始色谱图及第 6个循环的差减
色谱图如图 5所示。第 1个循环的半胱氨酸通过二硫键与 C端
的第 6个循环的半胱氨酸连接，因此，在该循环中未检测到特
异性增加的 PTH-氨基酸。第 6个循环检测到 PTH-胱氨酸。在
PPSQ-50A系统中，各 PTH-氨基酸的洗脱时间的重现性良好，
因此，通过获得差减色谱图，可以轻松地鉴定第 6 个循环为
PTH-胱氨酸。

■总结
蛋白质测序仪 PPSQ-50A系统可以轻松、准确地鉴定蛋白

质的 N端序列，同时，还可以鉴定半胱氨酸和胱氨酸。与其他
氨基酸相比，半胱氨酸和胱氨酸在埃德曼降解过程中被降解，
因此，在使用蛋白质测序仪确定洗脱位置时，需要一定程度的
样品量。但是，在对蛋白质组分析中的结构分析以及通过肽合
成生成二硫键之前的合成中间体进行评估时，蛋白质测序仪是
一种非常有效的评估工具。

图 3 MultiNA的电泳结果（凝胶图像）
(a) PCR 结束后的凝胶图像、(b) 经过 T7 Endonuclease I处理的 PCR产物的凝胶图像
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