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論 文 内 容 要 旨
序 論

ペ ワ呼 ド ヒ9ン!匂 質 の構 歓 灘 如 つ ・、て石帆 質 二で・ レ聯 嶢 …獅 位 置

ε働 ・・3・ δα・曾・漸 ・わ てイ ・シ到 ンの ば 擁 隊 匙 軟 以 釆一 次融 の

鯛 邸f・ ぺつ吟 ドとタ ン 匂 働 才約1…1・ 櫨 臼 ・ ・岨Pπ 纏 彬 砺 い 重

伽 穿3も り であ リー現葎 で も冷和 …勧 開発 と改勧 吻 〈硬 収 い等・

通 常、 ペ アチ ドの1求 揮薩:17N不 端 ア ミノ酸 ⑰'ら遂乏豚 定でいれ亀・最 わ㌘ 用こい 乙髭払

臥 巨dm・蒔 ・鰹 レで・フエ ニ,レイソチ わ フネ ー ト(PITの 岬 帽?丁 儲(

団 麟 払)で ・那 ・川 購 は,PITcの フエ ニル獅 強 い戯 筋 つつ1レ才 レツセイ ン

慈1二 がえ.物フ1レ才 レッセ1イン ・イ ソ・千才 シ'ア:ネーあ(下1丁 てン)が∴PTC菰 と伺 じ}友施も

樵循 で'へoフ。今一ドの1フ驚轍frl二 用い う3=ヒ と喫,い出 レf二・(図1>っ ル'オレツセ,ノf

ン チれ9ツ 臼 ン(訂 目)ア ミ1酸 劇xlo-12毛1し で も列 カゲ・レ…韓 虹襯 銅 寵 で・

あ り諌 擢 的1・1耳極微 量ペフoチド創 珈 質 ・ヒの質 碗 邸 猛 徹"あ ・丁・・ し吸

川 囚等 可!分衝ii菰の開発 あ'3びOl纏 的 一蓮 の・1舛尻 じ望篤1ら・琶 い裾 おあ.畷 ヒ しZl言 イ 》シ

ユ リンB鎖 と'300xlO刈 毛ル爾 い.N家1端 が らワ抽」尋'びの7… ノ酸配:列!》神1と赤'すFヒ ど

ま ッ τ二,

本窟 勉 臥flTCと 恥 、3微 量 く～フ吟 ドじ矯 鋤 府協 ・確 蛇 目的 ヒして実鹸 と

竹 ・・、イ ンシ 到 ンIB鎖2× ゆ→ 毛1レでNネ 端 かうi6働 で の7ヨ 雌 ラ1扮祈 前 能

ヒで3裟 朗的fど繍 払(f1TC一 丁》1TC併 用…琢:手TC菰)色 碓 立 しf・・

第1都 つルズ し・ソセ ィ ン・チ才 しダ シトィ ンーア ミ ノ酸 の雛 ・同定

お よび蛍 紛 光営 的符性

ペプ チ ドの1沢 篇≡諺ん・禰「じ:FIて0色 爾u3)ヒ の争',転量叡N罪 端7乞!酸 ε整実菌1レ

微 ・噸 馳 も・呼 てH一 ア 三職 ヒして伽 北 力吻 ・鯛 つ け 獅 ・本御 乳で 口、

FT'ヒ1一 フ 三ノ酸 の!分薩 ・同定.ラ玖毛、不σリ'アミード簿ン毫クロr～トク"ラつイー、閻拷イ司定ラ多、あ・

毎 高蓬 繍 クρ外 ゲラフ ケ 翻 ・・て　麹 し仁 巧 てH一 レ》レlle以7卜 呼 でH

一フ ミーノ酸1τユ次ラしホ。リブ 三 ド簿層 クロ<～トク"ラフ ィー.レ3り/分福匡■司定 マ急 っヒが'で鷹、

検 粥 界副Xlo→2モ1し で あ外 ・(図2)

fT彫 しev頃 しe1の禰 」猫 ぴ 他のフ ミノ酸 の同 擁 観臓 ヒしτ、FTH一 フ 三ノ酸

芭{獅 ロ水・分鯛 気 諺 融 轄 ア こノ醗 フNS弦 で繍 す3間 拷伺匙 灘 閉発 しτ・・

FTH一:ア 三.ノ酸 セ塩 イヒ第lrス'スごo.2.%'・ 含て〉ぢ7N戯 中ぞ1㌻ ◎℃.,12B稠 刀口未辮 し
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防(煮1)齢 断 ミノ蜘 ザ ンラ1レク・ラづド(つNS-Cし)τP.録S化 衡1,.ポリフ

ミ瞬 層 フ昭 げ5フ ・ブ 解 し.…(図3)

島郵 聯 ク卯 トグラフ仁 で1繧 兇穫嘲耀 ヒ凱 醗 瞬 カラ唖 用・、諒 ウ醍儲 殖

づ9.片 ル紡 恥f.甜 一糎 才駿 珍 灘 呼,⑱4 、)

杉練 中掃 画 獅 ・レ・一岬 ・三.碑3質 げ一ア ヨ 酸 ・概 分光靹 雛 じつ・

嫁 ・鰍&錦 ・＼レレ…

'rT目 フ.・ ・聯 練 の蛇 須度・r刷 ・
.ヒ菌 ・軸 愚 ・噺 ・緬 ・し・濯 ～

肋1翫 犀 ヒな リ.・卿 塁 工餌 フルカ吻 エン船 ゲが談.存 己 柑 り汗 丁ヒレ

偉 確 磁 焔 鍍 轍 ら つ頗 レツ樹 〉骨僻 ・加 麿 シ曝 ・角琴鋤 ・1物電}

搬 勧 鵜 胡 臼 勾 一1・悔 鹸屡9 .解勘 ・働 粥 搬 馳 転移 咳 が簿 ・晦

」スい臥『ζが丞竣でれ㌻・(図 の.

・f租 一7ミ 鴎 ・・概 強勧 嚇 農ア・レ・一ル鴫 社 に斜 彪 しくヲ成・トしr・∴ 槻 象

垣 ジプ 知 ナンζアセ トンで も観 蒙鰍t.疎 冬的環窺0影 響 力惚.…しウ単t・(図6)

.脚.マ ・レ・一岬 ・町 パ フ 三・蜘.ア ン毛・フ・隣 加 阿!)1靴5嬢 綱 復 し・、

阿H一 マ ミ晦 薇 ・灘 微 陥 、 【・1・'12。・1・/。L-i・1訴 ・・〔・掴 ・卵 岬

関伽 城 立 し†・・

第1工 都 フル才レヅセイン・イソチ:才シ7ネ ート亙用い3ペ フちヂドレ)じズ轍 ～勧箔

ギrTCと ペ アチ ドの疎 煎 葛倹 討 レfぞ種果.F!TC3再) .IJCよ りもペプ手 ドじ対 マ

糎 沁性 ・賜 鵠 ε瑚.弓 ・・1・な 。 郁(表2)・ 欄.フ ・冴 レツセイ ン骨格 酌 エ

ニ ル藩 よ リブにき く
、か ですゴっ.て.い3π あ の立歪本戸章害 と・・骨裕 中 の 戻荷'電 ヒ'ぺ7。手 ド の雷 気白勺

鰯 ・・昌 もの 購 湯 輌 ・・ 秘 賊 ・ 円TC .噸 で魑ペフ際..ド・・..巳d卿鋪 雑 行 う ヒ

N編 ・猷 鮎 婬 アミ稼 卿1」しカ}徽 讐 卿 ≒吻 実.牝 ・雌 噛 ・.で… 欲

畑 .・.寧碑 鰍 ・即1.丁 岬 ・3モ ・幽 鰍 一 下'1丁岬!丁 ・.・

糊 船 ぺつ.チド啄 醗 樋 秀(.紅 儲)瞬 是 レ.靴 融 ・パ プチ 摩 物 禰
・幣 晦 榔 い ・・(図 ワ、最3)ヰ ワ刈 。フモ帰 博 びら、6XlO一守モルのマツ・肋 ジ

貿 於 才ゲ:曜 ンqぢ3侭 ノ酸 解)で は・伽 ・N繍 ・'うZ3億切 伽 で・ア ミ

ノ灘 列粉 綱 恥 と力艶 町 ・・臼c勿 特知 ・PT儲 姻 等1二ペフoザ ・縣

端が弓零くのアミノ.酸セ遂次分祈で.ミ・レか'も微董ペプチ ドの・分莉つ呵 能 な》ピであ3・

縣 瑠 ミ.畷 評 姻=霧 睦r.・ 瑠 碕 で ・剛7・ し呼 お 時間{醐 ・分隅

り聴 獅 ・フ・・レ醗 初 ミ毎 ・.・'ら遡 伽 つ ・御 憂・.で….
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二炸fてc瓶 微 笈 して齢}ペ フ・チ ド1・か 用 しτ・・(図 別 耕 〉 改擁1・1姻 一褒

舳 徽f移 撫 拠 ㈱ 吻 み ド し丁・謎 掘 胎 ペ フ9チド噸 機 蓄繍 鰯 損 矩 ・殴 く

崩 二と力Ψでで τ・巧 て 目一ア 三ノ画凱 混 入 しr嫡 機 勘 跡'牌 ミ←'・…鰻 ・川 舛 グうブ

イ:劉 潮uて 蒸 留紅'予 縣 廊 恥 と1熔 り豫 く 誌 がで・き偏z畑 梶1レ ・イ ・

・.、,を諸 り、シお,鎖(30一了,:玉ナ1酸;タ㌃港)函 ・£びコρ×io三ヨ毛}レのブr,ブ キ ニン(臼7ミ 渥強多ラ羨=塞)

で'博、危・㌣N峯 端 ガ 弓ゴ6絃 ヒC末 端 昏冥ごゑ}不σ寸3}・ とがで き丁ン∂

第 、1置静7ん オ レヅにイ ン・イソーチ才シアネ苧L・ ラベ ルi看のゲ'ル電気泳動 への施弔

兼 レTCI・で ゲ ンペ7質 と鞍光ラベ ルしでシ後 、・=SPSヤ 憩1ア ク リ1しマ ミ ドゲ ル万㌦ ス7

畿 詠 鰺 じ岬 ・ゆ 謡 ・LTcで ラベ1レし・汐 ン・幻 ∫賀鳳 電 財 勃 幅 概 バ㌧ ドと

し晦 瞭 賞 わ.團 舶 θ)'タ ン・曹 質1の籟 蝦 吟}量 碗 数組 ・殖 緬 働 禾 し、分

喝 縦 沈 町 邪 比 幽 砺 ・・話t・ 臼Tcか 物 嗣 纏 ・で'碗 比 瞬1岬 レ

炉.'ルカ'ら回収 し丁しフ ン八吻}贅 のN末 端 符重 の7ミ!層 酸貿列 分祈 色行 う ニヒバ可 罷 であ っ丁二.

第 ∬葬 刀婦漸 ッセィン硬 ソチ才シ了寿一トじ昌 ペフ吟ポ明 次構造鋤 舜ミ

の,む 爾

じ 備 遣 蒜 ・のペ フ吟 ドL・町c艇 鯛 して、 実薦9・ 訪 添論 ・殺 討'飾 っ一仙 用 ・・

丁ンマフ・チ ド陪 蜘 修的 垢 禽 撰3-L薦u厩 αn。eエA]([2マ ミ1蜘 握 ・) ,ナ が ス,ザ ィ

『お
・F'び'マ・ソユウ クラ'ラ副{腎 鐸 質剰 ラ敏亦・ル毛 ン[(・CTHユ(3『 フ ミハ聯 晃渥ぎ),ナ が ス ク

ブ ラづP口5ク'チ ーン(円 『'ア ミ.ノ酸 残牽.)、 一サ ケメ ラ ニン舞田月乞弔」激 、不 ル毛 ン[あ 一 ト4S目,

β 一 図SHコ([3一 ワ7ミ!酸 残 藩)ぞ あ3・ 二岨 うのペ プ チ ドホ}しモ ソ7蝿 で しが生

鋒5リ 得 る:ン とがトで'さτ8t、ボ 、アTC菰1し3リ ナガ'ス ク ジ ラフ9ロ ラ クチ 〉宮除 いて,ノ 至1

求楡 爺 宗 定 レ㍍ ンの 崎 一般 白9じ 用 ・ ら蝦 いηNS一 困 隠n添 も併せ て 用 い、7

てC菰 ヒ硯 敢 も行 フ丁…7'rC落13・ 硯 払 マ ニ 好1レ 弦 ヒ して景 ち微 量 ・分祈 萌 能 τ

あ3ヲNS-Edmα 砿 厩 べ ・⊃欠の薫・で 異・'リ ・祖 箱 性 があ 防 猷 β自弓の・F・～つf・ ・

所Tc菰 で 甑 ぎ ・プ縄'む'泉 鎖 ペ プチ ド ・咽 雰.噺 湯 クタく の フ 匂 鯵 酪 輪 荊'萌 骸 ・'

あ3が'、 つ トユS一 をdmα11第 【瓢じべ 、短 鎧 ペ プ今 ド(ア …ヨ 酸 残 〕;墾10以下)の ・分和りで 匿幾/分

坊 フτ・・

.拷(諺 で ・言つNs一 巳d…α砿 で で 趣 唾P
・a〔 ・・As・1の1能 ・蛎 寵 で あ3が ・

5eゼ の1鍵[ゆNS泥d鮒 滋 狩膿 ゼ ぴ 、t。
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紛 循

本研!先で'1守、蛍 光試 聚 フ,レォ レ・ソセィ ン・イ ソ今一才 ラ7ネ ート(ア1丁C)を 用 ・IZ微

量 ペ ア千 ドD知 構造ノ分莉曜払 を碓 立 し托・

1.蛍 光試 垂 っル:オレッセイ ン ・イソ'チ才 シァ ネ ートと用 い刃微 量ペ ヂ・手 ドi;π構;章}分

彬(FTC払)毛 、 つエニ1レイソ十 才 シ'アネ ー トの'1SCAVENerε9"ヒ して の疎用蕊・,ド・び

フル才 レツセイ ン ・ろ一'才じ7ししントイ ン7ミ.ノ 酸.の1司是ラ云の参〔宴1二ぶ1ノ碓 立 し㌻ ・

① 伺払 函 ンツ山1)ゾB硝2.n汀}oleで 麻 端 ジ 月61撫 で のア ミ/酸 配列繍 を葛 寵.ヒ

し、狽五 穿でじ報 告こ"て い31次 鯖 分莉「添 の中で笹.最 高水 撃 の微 量冷篇 であ3.

② 同%1さ{}1勤 広 ヒ して・最も微 量分衝 が巧寵 であ3PNS-Edmαn弧 と租 補惟 ボあ}。

③ 同玖 博 戸ナイ クル の飾 孕時間O輝 貿α分て"あ リ、迅 遼分祈"瞠'可寵 であ3。

2・FT儲 別 次徽 骸 ・ペ フチ ド1痴 用 しで・猛 論 の禰 悔 斥 し….爾 いたべ

っ・チ ドは、脚 ↑鋤 齢 因引3勧 ジラ副 鞭 聯 廠 軌 毛 ン1ブ か、ス クジラフ・肪 ク

チ ン欝 がガケメ うニ ン細 膨聯 躰 ル毛『ンびあ3・

:3.フ ル才 レ ツ'¢づ ン ・イ リ∠卜才 シア ネ ー ト晩タ ンバ ク質 め蛍%ラ ベ ルじ朗 い・SDS

一 ゲ1レ電気ラネ]動F湘 用 マ3}ヒ1し 冷 リ、タ ンパ・ツ質 のノ分子量測 是 ヒN零 端F‡逝レのア ミ1酸

配列!鋤 綱 師 ・行 妨 菰 歪示 レf・・
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・・一 ・・蘭 み…b…r。e,ace-c・d….・ …v鯛

(II}Waヒer:pyridine零acetfcac士d〔10臨8.含1,v〆.v/v}
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Abbreviations:AAIa,QGIn,LLeu,SSer,RArg,EGIu,KLys,TThr,NAsn,

GGIy,MMet,WTrp,DAsp,HHis,FPhe,YTyr,CCys,IZIe,

PPro,VVal,XFITCanditsby-products
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表3、
THEE%TF.NTTOWHICH,THESEQUENCECOULDBEDETERMINED

OYTHEPROCEDUREAANUB

Procedure Amountofpeptide
(nmoles)

Spermwhaleapomyoglobin(153aminoacidresidues)

V紬レLeuα 一Scrα一Glu-Gly-Gl【 トTrp.,GIn-Leuα 一.Val-Leuα 一His-VaレTrp-Ala-

15]015

Lys-Val-Glu-Ala-Asp-Val-Ala-Gly-His-Gly-

2025

A

B

23

A

B

10

Soybeantrypsininhibitor(131aminoacidresidues)

Asp-Phe-Val-Leuｰ一Asp-Asn-Glu-Gly-Asn-Pro-Leuｰ一Glu-Asn-Giy-Gly-

151015

Thr^一Tyr-Tyr-ileA-Lcuｰ一Scr"一Asp一 一lle"一Thrｰ一Ala-Phe-Gly-

zozs

zs

9

0xidizedinsulinBchain(30aminoacidresidues)

Phe-Val-Asn-Gln-His-Leuｰ一CySO,H-Gly-Serｰ一His-Leuｰ一Val-Glu-Ala-Leuｰ一

5]0]5

Tyr-Leu"一Val-CySOaH-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-

2025

6

5

5

4

B

B

za

5

0
/
5

4

一一一3 0

研

5

Theextentor電hesequenccdeterrllinaliollusillgF丁Gmcthodisindica[edbebweachpeptide,

Aminoacidsequencesofthesepeptidesarecitedin"Alasv(proteinsequenceandstructure

1972"cd.byM.O.Dayhots.

TheamountsorFITCandP[TCandlhevolumeofco叩liIlgbu「 驚ra口dsolverltusedateach

procedurewereasbelow.

ProcedureFITCCo叩lingbu価rPiTCExtractingsolvent .Washingsolvent(
/rmoq(pq(/miollQr40d)

へ

B

1

o.z3

loo

50

40

3

Benzene/ethylacetate.

(1=1,v/v)i50×3

SO%Aceticacid20

Ethylacetate100:!3

Benzene,/ethylacetate

(1:Lv/v)50x3～5

Benzene/ethylacetate

(旧,v/v)100

1-Chlorobutane

50

LcuandIlecouldnotbedistinguishedonTLC.

TdentificationofSerandThrwereuncertainonTLCbecauseoftheweakspot.
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審 査 結 果 の 要 旨

同君の研究 は,螢 光試薬 フルオルエ ッセインイ ソチオ シアネー ト(FITC)及 び フエニルイ ソチ

オ シアネー ト(PTG)を 用 いる新 しい超微量ペ プチ ドの一次構造解析法及び,FITC-PITO併

用法を開発 した点 にある。 同法は現行の分析法と比 して,最 も感 度が良 く,き わめてす ぐれた方法で

あ る。更に,こ の方法を用い,酵 母の接合因子,各 種 の脳下 垂体ホルモソの一 次構造解 析を用い,同

法の有用性 を明らかに した。

FITGは,本 研究室 の川内等に よって開発 され,ペ プチ ドと反応 し,PTGと 同様に逐次切断反

応が可能であった。 しか しPTCに 比 して,FITOは 大 分子であ り,反 応収率が悪 く,結 果的にペ

プチ ドの切断反応 は数残基に とど まった。村本は,FITO反 応 後,未 反応のN端 にPTcを 反 応 さ

せ,ひ き続 く切断反応を完全 に行 う併用法を完成 したQ同 法はきわめて効率 良 く,ペ プチ ドの切断を

行 うことが可能であ った。尚,混 合物 として得 られるPTC化 ア ミノ酸は螢光を もたないため,検 出

の妨害にならない。 これ らの切断 されたFTCア ミノ酸の分析法 と して,薄 層 クロマ トグラフィー及

び高速液体 クロマ トグラフィー等 により分離法を開発し,螢 光を用いた超 高感度の分析を可能とした。

更に,同 君 は,ペ プチ ドにFITOを 結合 させ,こ れ より,ペ プチ ドを螢光 ラベルし,ゲ ル電気泳

動を行 う超微量での分子量の決定法 も完成 させた。

これ らは,ペ プチ ドの一 次構造 解析に寄与する ことが大 きく ,農 学博士 の学位 にふ さわ しい ものと

思われる。
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