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異常血色素の異常スポットの確認および分離精製法として，従来のフィンガープリント法の

各ステップの吟味を行ない’改良をほどこした。特に懸垂式高圧電気泳動装置，クロマト法の

展開液およびフィンガープリントからのペプチドの溶出装置等の改良を行なった。即ち，電気

泳動装置は炉紙を塩化ビニール製棒に巻きつけてクリップで固定し，それによって炉紙は常に

垂直に定位置に固定出来るように工夫をこらした。新しいクロマト法の展開液（ピリジン：イ

ソアミルアルコール：水＝9：7：6）はBaglioniのそれ（ピリジン：イソアミルアルコール

：水＝7：7：6）にくらべ，ペプチドスポットはさらに上昇し，分離も良好であった。

炉紙小片からペプチドを効率よく抽出するために炉紙の末端を2枚のガラス板の間にはさみ

毛細現象によりペプチドを抽出溶媒(6N-塩酸）とともに滴下させる様に工夫した。これら
の改良によって容易に各スポットの分離の良いフィンガープリントの作製ができ，再現性もよ

く，高収率の回収が出来た。

Abstact

Anewimprovedmethodofnngerprimmgforbetterisolationandidetification

oftheabnormalspotsoftheabnormalhemoglobinwasestablishedaftercareful
examinationofeachstepsbasedonthetraditionalwayofthemethods.

Itincludeanewdesignofpaperhangingtypehighpotential!elechfophoresis,
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introductionofthenewdeveloperforchromatographyandtheelutiondevice

ofthepeptidefromtheiingerprintmaps.

E1ectrqphoresisapparamswasconstructedwithspecialattentiononthepaper

setmtoelectrophoresisvesselwithaidofvinylrodsothatpapercouldbeplaced

verticallyatdesignatedpositionproperly.

Newchromatographicdeveloperforfingerprintingcomposedofthemixtureof

pyridine:isoamylalcohol:water=9:7:6wasservedtoseparatethespotmore

clearlytoascendingdirectionascomparedwiththat(pyridine:isoamylalcohol:

water=7:7:6)oftheBaglioni's.

ExtractiondeviceofthepeptidefromthepapercutisusedfOrdripdown

theeluatefromthepaperbyinterposingthepaperendbetweenthetwoglass
platessothatextractingsolvent(6N-HCI)mightmovedownthroughthepaper
bycapillaryphenomenon.

ThisnewmethodachievedtoseParatethespotsonthefingerprintmapsbeau-

tifullywitheasiermanipulation,highlyefficientpeptideextractionandhigh
reproducibility.

はじめに

異常血色素の一次構造解析法は今日では以下の手順に従う，即ち，(1)血色素を脱ヘムしてグ

ロビンを調製し，(2)クロマト法等によりα鎖とβ鎖に分離する，(3)分離鎖にトリプシンを作用

させて低分子量のペプチドに切断する。(4)次いでフィンガープリント法かイオン交換カラムク

ロマト法によって異常ペプチドの分離精製を行ない，(5)異常ペプチドのアミノ酸分析を行なう

か，あるいはさらに別の酵素により水解して小ペプチドに分離し，アミノ酸分析やアミノ酸配

列を調べ，置換アミノ酸の種類の決定を行なう。これらの操作の中で重要なのはトリプシン等

の蜑白分解酵素による水解ペプチドの分離精製で，いかにしてその収量および純度をあげるか
はその鋒の操作に非常に大切である。これには現在Ingranl')JPBaglioni2)等のフィンガー

プリ』ント法とJones8)のカラムクロマト法が使用されているが，上述の目的に叶った詳細な術
式の報告はない。そこで私共はペプチドの分離精製法について各操作段階を吟味し，ほぼ満足
すべき方法を確立したのでそれをここに報告したい。

試料と方法

本法の吟味に使用したα鎖とβ鎖は8M尿素CMCカラムクロマト法により分取したものを

使用した。フィンガープリントおよびカラムクロマト法に使用した試薬はニンヒドリン陽性物

質を除くためピリジンは’､5％の割合にニンヒドリンを加えて還流後蒸留したものを，酢酸は
過マンガン酸カリウムを加えて蒸留したものを使用した。イソアミルアルコール，ブタノール

およびアセトン等の溶媒は全てクロマト用特級を使用した。ペプチドの検出および同定にはそ

れぞれニンヒドリンの0.5％および0.05%アセトン溶液を使用した。また別のペプチド発色法

４
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であるフルオレスカミン法4)は①10mg/dlフルオレスカミン／アセトン溶液,@10ml/dlト

リエチルアミン／アセトン溶液を調製し，①②の順に噴霧し,UVランプ(350nm)で蛍光の有

無を調べる方法で使用した。トリプシン水解にはpHスタット（東亜電波製,HS-2A)を使

用し,水解中のpH維持には0.1N-NaOHを用いた。また水解酵素としてはトリプシン(Wor-

thington,×3),ペプシン(Worthington,×3),およびサーモライシン(DAIWAKASEI,

×3）等を用いた。分離鎖のアミノエチル化はJOnes法に準じて行ない,東京化成のエチレン

イミンを用いた。高圧電気泳動用源紙はWhatman3MM(46×57cm)を用い，懸垂式泳動

槽は私共の改良したものを，サンドイッチ式泳動槽は富士理研の冷却板式泳動槽を使用し，両

者とも電源は冨士理研製高圧泳動用電源(10,000V,200mA)を用いた。トリプシン水解ペプ

チドのカラムクロマト法はJOneS3)らの方法に準じて行なった。即ち,Aminex5Aカラム

(0.9×40cm)を用い，ピリジンー酢酸緩衝液(pH3.1→5.0),流速35ml/hr,50｡Cで行なった。

成績

ペプチドの分離精製に影響する各ステップの種々 の要因について吟味した結果，最も推奨し

うる方法として以下の方法を確立したのでそれについてまず詳述する。

1．分離したα鎖およびβ鎖のアミノエチル化:10ml目盛付スピッツ型有栓試験管に精製

した“（またはβ）鎖20mgを秤量し,0.29/dlEDTAO.1mlおよびトリス（ヒドロキシメチ

ル）アミノメタン500mgを順に入れ,8M尿素液で全量を3.0mlとする。濃塩酸でpHを

8.0にあわせ,N2ガスを10～15分通し,2-メルカプトエタノール30"1を加え，密栓して3時

間還元する。エチレンイミン0.1mlを10分間隔で3回（全量0.3ml)加え，密栓し，アミノ

ェチル化反応を進行させる。1時間後透析チューブに移し入れ,0.2N酢酸にむかって一昼夜

透析し，凍結乾燥する。

2．トリプシン水解：分離鎖もしくはアミノエチル化した鎖20mgを加水分解用セル（全容

量:8ml)に入れ，水2.0mlを加えて溶解する。0.01N一塩酸に1mg/mlの割合にとかしたト

リプシン液0.2mlを加え，反応セルにpHガラス電極を挿入し,37｡Cで0.1N-NaOHを用い

てpH8.0に調製する。加水分解反応の進行につれ,pHが下がるので0.1N-NaOHをpHス

タットのピストンより注入し，2時間そのpHを維持する。時間がきたら0.1N-塩酸を加え

pH6.4に下げ，生じた沈殿(core)を遠心(3000rpm,15分)して除き，上清を凍結乾燥する。

ペプシンおよびサーモライシン水解5,6）：本法はトリプシン水解ペプチドをフィンガープリン

トし，それから溶出したペプチドに適用するが，ペプシン水解の場合は溶出ペプチドを入れ

た試験管（直径1.2cm,長さ10cm)に0.05N一塩酸0.9mlと0.2%ペプシン0.1mlを加え，

パラフィルムで密封し,37｡C,5時間水解を行なった後，凍結乾燥する。またサーモライシ

ン水解の場合は0.01MCaC12を含むpH8.0の0.05MTris－塩酸緩衝液0.4mlとサーモラ

イシン0.2mgを加え，パラフィルムで密封し,40｡C,16時間水解を行ない，氷酢酸3滴を加

え，凍結乾燥する。
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3．フィンガープリン・卜：本法では一次元に高圧電気泳動を，二次元側に分配クロマト法を

行ない，ペプチ傭マップを作る。即ち，

a)高圧電気泳動:Whatman3MMを図1aのように裁断し，酢酸一ピリジンー水(4:100

：894）緩衝液(pH6.4)に浸し，あらかじめこの緩衝液に湿らせて用意した浜紙（東洋No.

2，60×60cm)6枚の真中にはさみ上から圧迫し，余分の緩衝液を除く。さらに試料塗布点

Sを1×1crnの乾燥した炉紙で圧迫し，この部分の緩衝液を充分に吸い取る。棒を炉紙の下

に敷き塗布点Sを少しうかせ，トリプシン消化ペプチド5mgを緩衝液50"1に溶解したものを

少しづつ塗布する。源紙A側から塩化ビニール製（塩ビ製）円筒（直径4cnl,高さ51cm)に

BD線上まで巻きつける。次いでこの円筒の中に補助棒（塩ビ製，直径3cln,高さ57cm)を

挿入し，巻きつけた炉紙がゆるまないように塩ビ製クリップを用いて円筒に固定する。これら

の操作は巻きつけた源紙全体が電極槽に垂直に取り付けた時落ちないように保持するためであ

る（図1b)｡BCを上にして泳動槽の冷却溶剤（主成分イソパラフィン）内に入れ，補助棒

を槽の上部にある陽極電極槽に固定し，炉紙のB'C'を折りまげて電極槽につけ，ステンレス

製の氷槽を泳動槽の上部に乗せて冷却を行なう（図1c)｡最初1000V(20～30mA)で10分

間予備通電し，3400（150～180mA)で70分間本通電を行なう。炉紙を取り出し，ひろげて

電極槽に浸っていた部分を切りとりドラフト内で通気しながら乾燥する。

b)クロマトグラフィー：乾燥した炉紙のB'C'とD'E'から1cm幅の部分を切りとる（図

1d)。泳動と直角方向に円筒形をつくり,A部分に補助炉紙をあててステンレスクリップで

とめる。円筒上部に補助金具をつけ，それを糸で吊り展開中に円筒がくずれないよう'に装置す

る（図1e)。ガラスシリンダー（直径18cm,高さ62cm)にクロマト用展開液（ピリジンーイ

ソアミルアルコールー水=6:7:6)400mlを入れ，炉紙を浸し，密閉し1時間飽和後室温で

3日間農開を行なう（図1f)。円筒炉紙を取り出し，ひろげてドラフト内で通気しながら充分
に乾燥する61
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0.05ないし0.5％ニンヒドリン／アセトン溶液を炉紙に噴霧（60～70ml)し,100｡C,15分加

温発色させフィンガープリントをうる（図19)。

前述の事項(a)のいわゆる懸垂式電気泳動の代りに下記のガラス板サンドイッチ式泳動法も使

用しうるのでこれについても以下に詳述することにする。ガラス板サンドイッチ式高圧電気泳

動は図2aのように裁断したWhatman3MMを緩衝液(pH6.4)に浸し，懸垂式と同様に

試料を塗布する。それをきれいなガラス板（44×50cm)2枚の間にはさみ，ガラス板から

露出した炉紙部分は泳動中緩衝液の蒸発があり，それを防ぐためサランラップでおおいをかけ

る。-20｡Cの冷却板にのせ冷却とプレスを兼ねた鉛製重りを乗せる。1000V(10～25mA)で

10分間予備通電,2600V(100mA)で110分本通電を行なう。泳動中電流が100mA以上にあ

がらぬように電圧を調整する。炉紙の乾燥，二次元側クロマト法などは前述の方法に従って行

なう。
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ガラス板サンドイッチ式電気泳動法
フィンガープリントマップから特定ペプチドの抽出液流下法による溶出

図2a.

b.

4）フィンガープリントマツプからのペプチドの分取：ニンヒドリンはペプチドのN末端ア

ミノ基と反応して発色するため，反応したN末端はその後の分析に使用出来なくなる。そこで

出来るだけN末端アミノ基をつぶさずにペプチドを分取するには薄いニンヒドリン溶液を噴霧

して加温し，ペプチドスポットが確認出来るたけの発色をさせたらすぐに鉛筆でその位置をし

るし，塩酸-アセトン(0.1N-塩酸：アセトン=1;9)を噴霧してペプチドの発色を消し，ス

ポットを切り出し，アセトンで洗浄して過剰の末反応ニンヒドリンを除去し抽出液流下法によ

0
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りぺプチドを分取する。即ち，フィンガープリントマップを図2bのように装置を組み立て，

6N一塩酸もしくは20%酢酸を用いて溶出を行なう。溶出液量は少なくとも2.0mlになるまで

続ける。溶出中は液の蒸発を防ぐため密閉容器中で行ない内壁は湿った源紙をはっておく。

以上の如き方法を確立ずるためのいくつかの吟味成績は以下の如くであった。懸垂式，サン

ドイッチ式のいずれの泳動を用いても上述の条件ではそれぞれのペプチドスポットはお互いに

よく分離され，泳動およびクロマトの条件を一定にすれば，いつでも再現性のよいフィンガー

プリントをうることが出来た。懸垂式泳動法によるフィンガープリントは図3に示すごとくで

あった。またニンヒドリンによる背景の汚れもなかった。ペプシンおよびサーモライシン水解

ペプチドの泳動条件はaTp-9について，それぞれ,2300V(70min),3400V(60min)で行

ない，いずれのフィンガープリントも予想通りの数のペプチドスポットが分離して認められ

た。即ち，プラス荷電を有するペプチドは陰極側に，マイナス荷電を有するペプチドは陽極側

にそれぞれその荷電の割合に対応して移動し，中性ペプチドはそれらの間に移動していた。

クロマト法の展開液としてIngram')およびBaglioni2)の組成のものがあるが,Ingramの

展開液（ブタノール：酢酸：水＝3：1．．1）ではスポットのいわゆるtailingが著しく好まし

くなかったので，私共はBaglioniのそれ（ピリジンーイソアミルアルコール：水=7:7:6)

を採用し，その組成をさらにピリジン5イソアミルアルコール：水＝9：7：6に改変し，前者

にくらべ’､2倍の高さに全ペプチドが上昇し，しかもそれぞれのペプチドの分離も改善され

た。サンドイッチ式泳動法のフィンガープリントマツプは懸垂式のそれと分離に於て差はなか

ったが，泳動終了後ガラス板から炉紙をはなす際，ガラス板へのペプチドの付着による損失が

懸念された。イオン交換カラムクロマト法で得られたペプチドの溶出パターンはJOneS3)の

それと一致していたが，分離ペプチド主分画からペーパークロマト法7)により主ペプチドの他

に数個の微量ペプチドが検出された。従ってこのカラムクロマト法により得られたペプチドは

再クロマト法を衝なって精製する必要があった。
フィンガープリントからのペプチド溶出は抽出液流下法8,9)により分取した力X,溶出後の沢

紙に感度の高いう‘ルォレスカミンを噴霧し炉紙の蛍光の有無を調べると完全に陰性で残存ペプ

チドは存在しなかった。

アミノエチル化α鎖およびβ鎖のトリプシン水解ペプチドのフィンガープリントを図3に示

したが，通常のαおよびβ鎖のフィンガープリントスポット以外に新スポットが矢印で示した

様に数個出現した。α鎖はアミノエチル化の処理をしても完全に可溶化せず，依然不溶性core

が残っていた。そしてアミノエチル化α鎖の理論ペプチド数がフィンガープリントに出現せ

ず，ここにアミノエチル化法にも限界があることを知った。しかしアミノェチル化β鎖では不

溶性coreが殆んどなく，予想されるペプチド数がフィンガープリントスポットとしてマップ

上に出現した。
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図3アミノエチル化α鎖およびβ鎖のフィンガープリント

矢印はアミノエチル化水解ペプチド中に新しく出現した

スポットを示す．

一

一 ＝ 山 一

図4ペプチド水解に於けるトリプシン作用時間の影響，

矢印はaTpl,2(a)および"Tp8,91b)のスポッ

トが作用時間の経過によりそれぞれの単ペプチドa

TplとaTp2およびaTp8とaTp9に変化して

ゆく有様を示す

トリフ。シン加水分解時間について吟味するため,40分,2時間4時間および10時間作用さ

－＝－－ユーーー
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せたα鎖のフィンガープリントは図4の如くであった。矢印で示したaTpl,2とαTp8,9

のペプチドは水解時間の経過とともに減少し，それぞれの単ペプチドに変化していく様子がう

かがえたが，他のスポットでは明らかに40分でほとんど水解は完了していることがわかった。

考案

懸垂式8,10)とサンドイッチ8,9)の両泳動法をくらべたが，いずれもきれいなフィンガープリ

ントパターンが得られ，特に優劣はなかった。しかしサンドイッチ式では次の様な注意点を必

要とした。即ち，1）冷却板の温度は-20｡C位が適当で下げすぎると泳動中ガラス板が破損す

ることがある。2)電圧をあげすぎると浜紙に電気火花を生じ，炉紙が焼き切れ泳動が出来な

くなる。3)ガラス板にプレスをかける場合，泳動面全体に均等に圧力をかけないと泳動に乱

れを生じる原因となる｡4)泳動中次第に電流があがってくるので電圧をさげる必要がある，
その結果より長い泳動時間を必要とする。これらの点を考慮に入れて泳動を行なえばきれいな
フィンガープリントパターンが得られるが，避けられない問題として浜紙を直接ガラス板には
さむため泳動後炉紙をガラス板からはなす時，ガラス板にペプチドが一部付着してペプチドの

回収率をさげる。これに対し，懸垂式では非水系冷却剤を用いるためペプチドが溶け出す心配
がなく目的ペプチド全量を回収しうる。従来の懸垂式では涜紙を陽極電極槽にクリップで止め
つけるだけで1戸紙の安定が悪く方向も定まりにくかったが，私共は補助棒を用い炉紙を常に垂
直に，しかも定位置に取り付けられるように工夫し，より容易に再現性のよいフィンガープリ
ントを得るのに成功した。またサンドイッチ式にくらべ，ジュール熱の心配もなく充分な高電
圧がかけられるため短時間にきれいなペプチドマップが得られるようになった。

現在，トリプシン水解ペプチドの分離精製法として前述のフィンガープリント法ユ,2,10,ﾕﾕ）

と.Jonesらのイオン交換カラムクロマト法3,15)の2つの大きな流れがあるが，クロマト法は
む，

Jonesや私共の成績にも示した如く分離されたペプチド分画には主成分以外に複数の微量ペ
プチドが含まれてしくりる。そこでこれを純化するために何らかの再クロマトを行なって，微量混
入ペプチドを除去する必要があり，収量も必ずしも高くない。従って私共が取り扱う試料量に
限度がある異常血色素研究領域では必ずしも推奨しえず，むしろフィンガープリント法を推奨
する。フィンガープリントからのペプチドの分取法には抽出液流下法と抽出液の遠心分離法が
ある。私共はこの抽出後の炉紙のペプチド残存通を知るためフルオレスカミン(蛍光反応)を用
いた。本法ではペプチドの発色感度がニンヒドリンより高いから，そのままペプチドの発色試
薬としても使用出来た。抽出液流下法ではペプチドは完全に溶出されたが，遠心分離法ではペ
プチド含有炉紙部分を小さくきざみ抽出液に1時間以上演し，ピンホールのあるポリ遠心チュ
ーブに入れて遠心して演紙から抽出液を可能な限り分取し，この操作を3回繰り返しても依然
炉紙にペプチド残存をしめした。この事から分取法としては，抽出液流下法が推奨される。
α鎖およびβ鎖をトリプシン水解した場合，それぞれ93-139番と83-120番のペプチドは

不溶性ペプチドとして残る。これはジスルフィド結合とLys残基の前のAsp残基がトリプシ

一 ゴー－
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ン作用を阻害するためと考えられている。そこでJOneS3)はこのジスルフィド結合を還元し，

Cys残基をS一(βアミノエチル)Cys残基にかえトリプシン水解基として可溶化を行なった。

実際にアミノエチルβ鎖は完全にトリプシン水解を受け，フィンガープリントに全ペプチドが

現われるが，アミノエチルα鎖では完全に水解されず，特に105-139ペプチドは大部分core

で残り，フィンガープリントでも該当ペプチドは確認出来なかった。従ってアミノ酸置換がα

鎖のcore分画にある異常血色素の場合,Carrell'2)らのように別の酵素，例えば，キモトリ

プシンユ2)，サーモライシン6,13)およびペプシン5,ﾕ4)等のproteaseで水解し解析を進める必

要があろう。

正常α鎖のトリプシン水解を行なうと，図4のように1時間以内でほとんど水解は完了して

いたが，異常血色素のアミ酸置換の位置によっては水解時間も考慮する必要がある。例えば，

"Tp-9に異常アミノ酸置換があり，フィンガープリントマップ上で異常αTp-8,9スポッ"卜

は他の正常スポットと重なり単一ペプチドとして分取困難な場合，水解時間を長くして完全に

異常αTp-8,9を分離し，異常αTp-9のペプチド量を増加させこれを完全に分取出来るよう

にする。

"Tp-1,2の場合も同様である。通常は2時間以内ではキモトリプシン効果も殆んどなく適

当な水解時間と思われる。

ニンヒドリン発色を行なったフィンガープリントマップは室温では2，3日中に退色してし

まうが冷凍室中では退色することなく長期保存が可能である。
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