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Toestablishamethodforthemicrodeterminationoftheaminoacidcompositionsor

individualproteinsofArtemiasalina40Sribosomalsubunitandtocomparetheaminoacid

compositionswiththoseorcorrespondingratliver40Sproteins〔Kenmochi,TsurugiandOgata

(1981)∫.Biochem.,89,1293-1308],followingexperimentswerecarriedout.

TheproteinsofasmallsubunitofA.salinaribosomeswereseparatedintotwentyseven

basicproteinsbytwo-dimentionalgelelectrophoresisandelutedfrom thegelsbydiffusion

into70% formicacid. Theelutedproteinswerethenpurifiedbyusingsize-exclusionhigh-per-

formanceliquidchromatography(HPLC). Aminoacidanalyseswereperformedbythe

preparationofdimethylaminoazobenzenesulfonyl(DABS)derivativesofaminoacids,followed

byreverse-phaseHPLC.ItwasfoundthattheaminoacidcompositionsofhorseheaLrtCytO-

chromeCandtwoA.salina40Sribosomalproteins(S6andS8)determinedbythepresent

methodsweresimilartothosedeterminedbytheconventionalaminoacidanalyzdr. This

methodallowedtodetermineaminoacidsinpmolerange.

TheaminoacidcompositionsofA salinaandratliverdosribosomalproteinswerecom-

Reprintrequeststo:SumikoOdani,Ikpar一 別刷請求先: 〒951新潟市旭町1番町

tmentofBiochemistry,NiigataUniverslty 新潟大学医学部第一生化学教室 小谷スミ千

SchoolofMedicine,NiigataCity,951,JA-

PAN



小谷: 逆相-高速液体クロマ トグラフィーを用いた微量ア ミノ酸分析による Artemia
salina リボソ-ム小亜粒子蛋白質のア ミノ酸組成-ラットとの比較

653

pairedandthesimilalityofaminoacidcompositionsofthecorresponding proteinsofrat

liverandA.salinaareevaluatedbythemethodofCornish-Bowden〔Cornish-Bowden(1980)

Anal.Biochem.,105,233-238].Tenpairsofproteins(S2,S3,S4,S6,S7,S8,S15a,S16,S17and

S18)arepositiveinthe"strong''test,sixpairsofproteins(S14,S15,S20,S23,S24andS26)

arepositiveinthe"weak"testandsevenpairsorproteins(S9,SID,Sll,S13,S27,S27a and

S28)arenotrelated.

Keywords:Artemiasalina,40Sribosomalprotein,two-dimentionalacrylamidegel

electrophoresIS,high-performanceliquidchromatography,dimethylami-

noazobenzenesulfonylderivativeofaminoacid

アルテミアサリーナ,リポソーム小亜粒子蛋白質,二次元アクリルアミドゲル電気泳

動,高速液体クロマ トグラフィー,ダブシルアミノ酸

略 語 表

SDS:ソジウムドデシルサルフェー ト

HPLC:高速液体クロマ トグラフィー

Tris:トリス (ヒドロキシメチル)アミノメタン

EDTA:エチレンジア ミン四酢酸

2-ME:2-メルカプ トエタノール

CM-セルロース:カルボキシメチルセルロース

DNP:ジニトロフェニル

DABTH:ジメチルア ミノアゾベンゼンチオヒダン

トイン

DABS:ジメチルアミノアゾベンゼンスルホニル

ITH :ジフェニルインデノニルチオヒダントイン

PTH :フェニルチオヒダントイン

MTH:メチルチオヒダントイン

DANS:ジメチルアミノナフタレンスルホニル

OPA:オル トフタルアルデヒド

NBD:ニトロベンゼンオキザジアゾール

A.saliTもα:ArtemiasaLina

TEMED:N,N,N',N′-テ トラメチルエチレン

ジアミン

緒方らは,長年ラット肝 リポソームの構造と機能の研

究を行ってきた.しかしそのラット肝 リポソームは大部

分ポリゾームとして存在し,小胞体に結合しているもの

と遊離のものがある̀.そして蛋白合成因子やアミノアシ

ル tRNA,ペプチジル tRNA が結合しているなど複

雑な構造で,活性ある純粋の 80S モノゾームや60S,

40S亜粒子を調製することは必ず しも容易でない.こ

れに対しArtemLasalina(以下 A.salinaと略す)

の乾燥卵はほとんどポリゾームを含まず大半が純粋の遊

離型モノゾームの状態になっており,ラットの場合より

簡単に活性ある蛋白合成因子等の来社のない純粋のモノ

ゾームを調製できるl)2㌧ そこでそのリボソームの開始,

延長因子の活性をみるのによく使われ3),又これ らの因

子との相互作用を研究するのにも有利と考えられよう.

尚この点で A.saltna開始因子や延長因子なども最近

よく研究されている点も重要であろう4卜7)

A.salinaのリポソームの構造や機能の研究をすす

めるためには,まず個々の リボソ-ム蛋白質を同定し,

その命名法を確立するのが必須と考えられる.この際動

物のリポソームで最も解析の進んだラット肝のそれと同

定できれば最も望ましい.剣持 ら 8)は,一次元目に尿素

(PHS.6)を二次元目に尿素 (pH4.6)を用いる二次元ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動法 と,一次元 目に尿素

(PHS.6)を二次元目に SDSを用いる二次元ポリアク

リルアミドゲル電気泳動法および上述の尿素-尿素ゲル

で分離 したものを更に SDSゲルで泳動する三次元電気

泳動法を併用し,A salina のリポソーム蛋白質を同

定 し.二次元ゲル上での位置比較からラッ ト肝の リポ

ソーム蛋白質との一応の対応づけを試みている.全体の

パタ-ンはよく類似し,一応の対応づけは出来ているが,

重なっているものの他,かなり離れているものもあり,

更に他の方法による同定が望まれる.そこでこの対応づ

けをさらに検討するため個々の蛋白質のア ミノ酸組成を

分析することにした.この場合個々の リポソーム蛋白質

を純粋にすることが必要だが,組成のよく以たリボソー

ム蛋白質をクロマトグラフィで調製するためにはラット

肝の場合でも大量のリボソ-ムから蛋白質を分離 し,二

種類以上の大規模なカラムクロマ トグラフィーを併用す

ることが必要であった9卜 16).そこで著者は二次元上の

スポットを切 り出しそのアミノ較組成を微量ア ミノ酸分

析法により解明することを試みた.又アミノ酸組成につ
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いても従来のア ミノ酸自動分析法は,イオン交換クロマ

トグラフィーにより塩基性ア ミノ酸と中 ･酸性ア ミノ酸

に分けて分離 し.その後ニンヒドリン発色させ可視部で

検出する手段をとっていたため,30-40JLg必要であり

分析時間は4時間を要 した.近年,高速液休クロマ トグ

ラフィー (以下 HPLC と略す)が開発 され多 くの化合

物を高速.高感度,高分解能で分析することが可能 と

なってきた.HPLCによるア ミノ酸分析法も多数開発

されている.その中でプレカラム発色法によるア ミノ酸

分析法が蛋白質のアミノ酸配列を研究する面から報告 さ

れている＼ 可視部で検出する方法として DNP-ア ミノ

酸17㌧DABTH-ア ミノ酸18',DABS-ア ミノ酸19)20)

および ITH-ア ミノ酸21)那,紫外部で検出する方法 と

して PTH-ア ミノ敢22トー29)および MTH-ア ミノ酸30)

が,また蛍光分析法として DANS-アミノ酸‖叩37㌧opA-

ア ミノ酸38卜40)および NBD-ア ミノ敢41卜43)が あげ ら

れる.これ らの発色法によるア ミノ酸分析は,従来のニ

ンヒドリン発色法に較べてはるかに感度が高 く分離時

間も短 くてすむが,実際のア ミノ敢組成をみた応用例は

まだわずかしかない.著者はア ミノ酸のダブシ ル誘導体

(DABS-ア ミノ酸)を逆相-HPLCで分析する Chang

らの方法19)20)を一部改変 L,A.salLna リポソーム小

亜粒子蛋白質のア ミノ酸分析に応用 した,

ア ミノ酸の DABS化反応式を図 1に示す.4-ジメチル

ア ミノアゾベ ンゼンー4'-スルホニルクロリド (DABS-

cl)によるア ミノ基のアシル化で生ず る DABS-ア ミ

ノ軌 ま,逆相系のカラムを用いて分離でき,高感度分析

(2-5pmol)が可能である.尚 DABS-Clは α-ア ミ

の基と反応するほか,6-ア ミノ基,イミダ ゾ - ル基,

フェノール性水酸基,チオール基をスルホニル化する.

そこで個々のア ミノ酸について後述するように実験的に

ダブシル化を定量する必要がある.

cc:;=N廿 N=N廿 so2C･十 H2N･?H･COOHR
DABS-Cl

ら,DABS-C1は同仁化学研究所から購入した.DABS-

Clは次のように精製 して用いた.DABS-Cllg を熱

アセ トン 100mlに溶か し,不溶物をガラスフィルター

で渡別,冷印後 -20oCに一夜放置 して析出した結晶を

集めた.他の試薬はすべて特級品を用いた.

2) リポソーム小亜粒子の調製

A.saliTW リポソーム′ト亜粒子の調製は Zaslo庁■と

Ochoaの方法2)を一部改変 した上代 らの方法3)により

行 った.操作はすべて 0-4oCの冷凍室中で行った.す

なわち A salinaの乾燥卵に冷 1%NaCIOIOOmlを

加え5分間撹伴 し卵の殻を柔 らか くした後,冷水 11を

加えて NaCIOを希釈 した.浮いてきた塵 とこわれた

卵をアスピレーターで吸引除去 して卵を洗浄 した.この

洗浄操作を12回繰 り返 した後,最後に緩衝液 A (35mM

Tri告-HCl,pH7.6,70mM KCl,9mM MgCH3CO2,

0.1mM EDTA,10mM 2-ME.0.25M 庶糖)200ml
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図 1 ア ミノ酸の DABS化

実 験 方 法

1) 実験材料および試薬

A sallna乾燥卵は SanFranciscoBayBrand

社より購入 した.馬心筋チクロ-ム Cは Sigma社か

図 2 Artpmiasalina リポソーム大小亜粒子の

庶糖密度勾配遠心プロフィール

160A260単位に相当する 1.5mlの粗 リポソームを 36ml
の 15-30%の庶糖密度勾配に重層 し,SW27ローター

で･ 24,000r.p.m･: 4oCで 13-14時間遠心 した後･
ISCO プラクショ不一ターで A260nm の紫外線吸収の

パターンを記録 した (斜線はブ-ルし用いた亜粒子を示

す.).
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を加え洗浄した.ついで乳鉢で卵を磨砕 し,4層のガー

ゼを通して漁過し殻を取 り除いた.遮蔽を 12,000r.p.m.

(15,000Xg),20分間遠心し (久保田遠心分離機 KH-180

形), ミトコンドリア上清を集めるが,その際再び4

層のガーゼを通し表面に浮いている紅色の卵黄を除去

した.次にグリコーゲン額粒を除 くため漬液を27,000

r.p.m.(105,000Xg),30分間遠心し (目立分離用超遠心

機 30P形),集めた上澄みをさらに 50,000r.p.m.

(250,00OXg),90分間遠心して (日立分離用超遠心機 65

p-7形), 得られた沈殿をリボソームとした,沈殿の表面

を緩衝液Aで軽く洗った後,亜粒子の分離を行った.

リポソームを 160A260単位の濃度となるよう緩衝液

ち(20mM Tri告-HCl,pH7.6,300mM KCl,3mM

MgCH3CO2)1.5mlに懸濁 し,緩衝液Bを含む 15-

30%の庶糖溶液の直線密度勾配により Beckmannの

SW27水平ロータ-を使用して,4cc,24,000r.p.m.で

13-14時間の遠心を行って分離した.波長 260nm にお

けるその吸収パターンを図2に示す.40S画分を集め庶

糖無添加の緩衝液 Aで 2倍 に希釈し,30,00Or.p.m.

(105,000×g),14時間遠心 し得られた沈査を小亜粒子と

した.なお得られた小亜粒子は二次元ゲル電気泳動法で

大亜粒子の爽雑が認められなかった.

3. リポソーム蛋白質の抽出

A.salina小亜粒子からの リボソーム蛋白質の抽出

は酢酸法47)48)によった.0.1M MgC12でホモジナイズ

した小亜粒子に2倍容の氷酢酸を除々に加え一昼夜抽出し

た.抽出液は 27,000r.p.m.(105,000×g),30分間の遠

心で RNA 成分を除き,10倍容のアセトンを加え -20oC

で一晩静置し,3,000r.p.m.(1,500×g),30分間の遠心操

作でリボソーム蛋白質を集め,6M尿素に溶かし -20oC

で貯蔵した.

4. 二次元ゲル電気泳動法によるリポソーム

塩基性蛋白質の分離及びゲルからの抽出

リボソ-ム′ト亜粒子塩基性蛋白質は Kaltshmidtと

Wittmannによる方法44)45)を一部改変 した Lastick

と McConkeyによる尿素 (PHS.6)-尿素 (pH4.6)

二次元アクリルアミド電気泳動法46)により分離 した.

一次元目は 6.5mmX180mm のカラムを使用し,カラ

ム1本あたり 900pgのリボソ-ム小亜粒子蛋白質をの

せ pH8.6の 8% ゲル中 (6M 尿素,0.20M γris,0.01

M EDTA,0.26M ホウ酸,8感 (W/V)アクリルアミ

ド,0.13% (W/v)ビスアクリルアミド,0.2% (Ⅴ/v)

TEMED,1.9mM 過硫敢アンモニウム),100V で20時

間の泳動を行った.二次元目は 4mmx200mmX200mm
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の平板を使用し,pH4.6の15%ゲル中 (6M 尿素,0.44

M 酢酸,0.025M 水酸化カリウム,15% (W/v)アクリ

ルアミド,0.47% (W/v)ビスアクリルアミド,0.50%

(Ⅴ/v)TEMED,0.010M 過硫酸アンモニュウム),100Ⅴ

で24時間の泳動を行った.二次元泳動後のゲルは 0.2%

(W/V)CoomassieBrilliantBlue氏-250溶液中 (節

酸-メタ/-ルー水,1:3:6,V/V/V)15-20分間染色後,

5%酢酸溶液 (酢酸-メタノール-水,5:15:80,V/V/V)

で 2-3時間脱色した..其の後ゲルを5回水洗し,外部

からのアミノ酸の混入を出来るだけ除去した.ゲル中の

24種類の重なっていない蛋白質スポットを切 り取 り,カ

ミソリで 2-3mm 四角に細切れにし,70%蟻酸をゲル

破片 1cm3当たりlml添加し,室温で一晩抽出した49).

抽出を二度繰り返し,真空濃縮乾固後,極小量の 6M 尿

莱 (100〃1以下)に溶かした.次いで LichrosorbDIOL

カラム (関東化学社製,4mmX250mm)を用いる分子

節-HPLCで リポソーム蛋白質を精製 した.溶離液は

70%蟻酸を用い,流速は 0.5ml/min.であった.蛋白

質はあらかじめ測定していたカラム容量のあたりに溶出

されるが,電気泳動用緩衝液中の溶質,尿素,クーマシー

青など小分子量のものは遅れて溶出する.この場合クー

マシー青の色がよい標識となる.蛋白質を含む溶出液は

濃縮乾固し,その後の分析に用いた.

5. DABS-7ミノ東の調製

標準 DABS-アミノ酸の調製は Changの方法 19)杏

一部改変して行った.通常アミノ酸 100nmolを 0.1M

NaHCO3緩衝液,pH9.0,100JLlに溶かした.アスパ

ラギン酸やグルタミン酸を溶かした時は pH が下がる

ので 0.1M NaOH で pH9.0に調製した.DABS-Cl

のアセ トン溶液 (2nmol/〃1)200〟1を加 え,70oC で

10分間反応させた.ついで反応液を減圧乾固し,70%エ

タノール 1mlに溶かして (DABS-アミノ酸 1nmol/

10JLl)HPLC用の標準液とした.

リジン,チロシン,ヒスチジンの DABS化は上記条

件のうちアミノ酸を 50nmolにL DABS-Cl溶液 (4

nmol/JLl)を 200IL1用い,70%エタノ-を 500plに減

らすほかは同じ条件で行った.

6. DABS-Cl法による蛋白質のアミノ葡分析19)

ゲルより抽出した微量のリポソーム蛋白質のアミノ酸

組成を分析する際一番気をつけることは試料-の外部か

らのア ミノ酸の来雑である.これを防ぐため50%硝酸で

煮沸消毒 したガラス管,再蒸留した6M塩酸,泳動用の

試薬および滅菌した手袋を用いた.尚蛋白質の加水分解

及びアミノ酸の DABS誘導体の合成は同一ガラス管を



656 新潟医学会雑誌 第 100巻 第11号 昭和61年11月

用いた.

A.salina リボソーム小亜粒子塩基性蛋白質 0.l-

l.0/唱 を小型試験管 (4mmXIOOmm)にとり,凍結乾

燥後 6M 塩酸 20IL1を加え,真空下で封管 した後.

110oC で18時間加熱し加水分解 した. その後低速で遠

心 し,試験管底から 5cm のところで開菅 し,減圧乾燥

により完全に塩酸を除去 した. 次いで 0.1M NaHCO.1

緩衝液,pH9.0, 10FLlを加えてア ミノ酸を溶解 し,

DABS-Clのアセ トン溶液 (4nmol/Fll)20FLlを加え

て,70oCで10-15分間,時々振り混ぜながら加温 した.

反応後室温にもどし,70%エタノールで 100-500〃1に

希釈 し,そのうち 10iLlを HPLC分析に供 した.

chang19'は次のように述べている.アミノ酸の大部

分は過剰の DABS-C1が存在すると pH9.0でほぼ定

量的に反応するが,スレオニン,セリン,アスパ ラギン

軌 グルタミン酸は他のア ミノ酸に比べ反応 しにくい.

そのため DABS-Cl法によるア ミノ酸の定量分析には

全 ア ミノ酸 と試薬量 が 1/4-1/80の範囲に入 るよ う

DABS化条件を選ぶ必要がある.この条件では DABS-

clの 3-10%が DABS-ONaに加水分解されるため,

多量の試薬を使用するとDABS-ONaが増加 し,HPLC

分析に好ましくない.そこで大過剰の試薬の使用を避け

る必要がある.蛋白質を 0.1-1.OJ唱 用いると加水分解

後のア ミノ酸は 1-10nmolとなるので上記の DABS-

Clの濃度は適当である.

この場合,アミノ酸標準液 (16種のアミノ酸を0.5nmol

ずつ含む)を蛋白質を加水分解するのと同一条件 (110oC

で18時間加熱)で処理した.これは,ア ミノ穀の うち特

にアスパ ラギン酸,セリン,スレオニン,メチオニン,

チロシン,リジンとヒスチジンは加水分解操作により一

部分解 されるためその補正を行 う必要があるためである.

次いで蛋白質と同一条件で DABS化 し,各ア ミノ酸を

定量するための基準とした.なお DABS-アミノ酸標準

液は暗所 -20oC で保存すると少な くとも一年間は安

定であった.用いた HPLC装置は日立高速液体クロマ

トグ ラフ638-30形であ り,検 出器はオー ヨー分光

UVILOG-3Ⅲ 形 で あ った . カ ラ ムは Cosmoi1

5C18(半井化学社製,4.6mmX150mm)を用いた.展

開は溶媒 A〔2%(Ⅴ/v)ジメチルホル ムア ミドを含 む

17mM リン酸緩衝液,pH6.5〕に溶媒 B〔4%(Ⅴ/v)ジ

メチルホルムアミドを含むアセ トニ トリル〕を15%添加

したものをスターティング溶液とし,これに試料注入と

同時に溶媒Bを順次添加 し25分後に溶媒Bが45%,35分

後に70%になるようプログラムを作成す ることによ り

行った.流速は 1.Oml/min.,カラム温度は 25oC に設

定 した.DABSアミノ穀を 10pmol相当量含む試料を

2-10pl注入し,波長 420nm,Auf.0.01で検出した.

実 験 結 果

1.JITtCmiaSaLhaリポソーム小亜粒子蛋白

質の種類

A.salina リポソーム小亜粒子の主成分である塩基性

蛋白質の分離は, Kaltschmidtと Wittman45)によっ

て開発された二次元ゲル電気泳動法により行った.各蛋

白質のスポットは明確に分離 Lてお り27種類の小亜粒子

蛋白質を検出 しえた.これら塩基性蛋白質の命名は剣持

ち8Jによった.図 3に A.salina とラット肝の リボソ

ーム小亜粒子塩基性蛋白質の二次元ゲル電気泳動パ9/-

ンを示 した.なおラット肝 リボソームの塩基性蛋白質に

ついては,1979年に統一的な命名法 50)が発表 されて

いるのでそれに従った. 図では A salinaの ものを

A,ラット肝のものを Rをつけて区別し,小亜粒子蛋白

質を示す Sは省略 した.二次元ゲル上 S8(A8と R8)

と S9(A9と R9)のスポットは両種間で一致 してい

る.S2,S3,S4,S6,S7,Sll,S13,S15,S16,S25,

蓑 1 透析法と分子筋-HPLCによるチ トクロ

ームCのア ミノ酸組成

a:3回の平均､b:2回の平均 mo1%
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図 3 ArteTnia saltnaおよびラット肝 リボソーム小亜粒子塩基性蛋白質の
二次元ゲル電気泳動パターン

A:A.salinaとラット肝 リポソーム小亜粒子蛋白質の二次元ゲル電気泳動の模式.黒いスポット:A.salina
〔頭文字 A),白いスポット:ラット肝 (頭文字 R),斜線のスポット:A.salina とラット肝で重複するス

ポット,B:A.salinaのリポソーム小亜粒子蛋白質,C:ラット肝のリボソーム小亜粒子蛋白質
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S26の11種類は両種問で部分的にかさなっているかき

わめて近い位置にある.しかし S3且.SIO,S14,S158,

S17,S18,S19.S20,S23,S24,S27,S28はかなり離れ

ている.又ラット肝に認められた S3b,S5,S5a のス

ポットに相当する蛋白質は A.salinaに認められなかっ

た.

2.電気泳動ゲルから抽出したリポソーム輩白質

への外部よりアミノ酸の混入とその除去法

尿素一尿素を用いる二次元電気泳動法により分けたリ

ボソーム蛋白質をゲルから抽出して精製するに際し,あら

かじめアミノ敢組成既知で塩基性蛋白質であるチトクロー

ム Cについて検討した.まずチトクロ-ム C50pgを

尿素一尿素二次元ゲル電気泳動し,染色した蛋白質のス

ポットを細かく切って 0.1%SDSを含む 0.1M リン酸

緩衝液,pH7.0で抽出した後,SDS濃度とリン酸濃度

をそれぞれ 0.05%-0.05M,0.01%-0.01M,0.005%-

0.001M と順次下げながら透析して,得 られたチ トク

ロームCのアミノ酸組成を従来のア ミノ酸 自動分析計

(日本電子 JLC-6A 形)により求めたところ,表 1

に示すように本来含有しないセリンをかなりの量含む他

グリシン,グルタミン酸,アスパラギン酸もかなり多く

ふくまれていた.Goerlら51)はラット肝 リボソ-ム蛋

白質のアミノ酸組成を分析した臥 上述の方法で個々の

蛋白質を 1mgずつ精製したことを報告した.しかし微

量の蛋白質を用いる本法では上述のように抽出,透析に

よる精製法では,操作過程で混入してくる外部アミノ酸

が分析に影響を及はすことが明かとなった.なお Brown

と Howard52)はポリアクリルア ミドゲルから0.02%

SDS溶液で抽出し水で透析したチ トクロ-ム Cのアミ

ノ酸組成を分析し,無添加の場合のアスパラギン酸の対

照値はチ トクローム C200jLg用いた時の値は7.8%であ

り 50J唱 用いた時は26%もあったことを報告 している.

そこで次田 49)による塩基性蛋白質をゲルから抽出し

た後ゲル嬉過を用いて精製する方法を一部改変 し,70%

蟻酸で抽出し,LichrosorbDIOLカラムを用い る分

子筒-HPLCで分取精製した.図 4-A に示 したチ ト

クロームCのピークaを分取し再クロマ トグラフィーを

行ったのが図 4-Bである.この単一ピークを示す蛋白

質のアミノ酸組成はチトクロームCの文献値53)とセ リ

ン,グリシン,グルタミン酸,アスパラギン酸でもよく

一致した (義1).これらの結果からゲルより微量蛋白質

を抽出.精製するには70%蟻酸抽出と分子節-HPLCと

の併用が外部アミノ酸来雑を避けるのに良い方法である

ことがわかり,この方法をリボソ-ム蛋白質に適用した.

図5に A.salinaS6蛋白質の HPLCによる分離例

を示す.なお単離した蛋白質の純度は尿素一一尿素と SDS-

アクリルアミドゲルを併用する三次元ゲル電気泳動法によ

り検討し単一蛋白質であることを確認している8I.

3.単軸蛋白質の収量

A.salinaの乾燥卵 30gからリポソーム小亜粒子蛋

白質は 13mg得られた.調製用二次元ゲル一枚につき

リポソーム小亜粒子蛋白質 900J唱 を泳動 し全部で 10

mg用いた.ゲルより抽出しHPLCで精製して得られ

た個々の塩基性蛋白質の収量は多いもので S6の 199J唱,

少ないもので S27,S28の 3上嶋 であった (表2).収量

の測定は HPLCで分取した蛋白質を再クロマトし得ら

れたピーク面積をチトクローム Cを用いた場合のピー

ク面積から換算することによった.

4. DABS-7ミノ車の逆相IHPLC による分離

蛋白質を加水分解するのと同一条件で処理 して得られ

た DABS-アミノ酸標準液 (各 DABS-アミノ酸を 5

pmol含む)の逆相系カラムによる分離例を図 6に示す.

Changら19)は HPLCで DABS-ア ミノ酸を分離す

るため ZorbaxODSカラム (Dupont社製)を用い,

展開液を 50mM 酢酸緩衝液,pH4.13-アセ トニトリル

系にして良好な分離を得ている.またカラムを Zorbax

表 2 ATtemiasaLzlnaリポソーム′ト亜粒子塩基性

蛋白質の収量

Protein Yield Protein Yield

S2 20 S15a 4

S3 5 S16 110

S4 25 S17 78

S6 175 S18 199

S7 143 S20 43

S8 109 S23 18

S9 119 S24 20

S10 121 S25 32

Sll 140 S26 15

S13 17 S27 3

S-14 14 S27a 9

(JLg)

A.saEfnaリポソーム小亜粒子蛋白質10mgを二次

元ゲル電気泳動で分け､70%蟻酸抽出後､SE･

HPLC(LichrososorbDIOLカラム)で精製し

た｡蛋白質の収量はチトクロームCの検量線 (

波長 280nm)より定量した｡
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図 4 チ トクローム Cの分子節-HPLCに

よる分離

A:二次元ゲルより抽出したチ トクローム Cを70堵蟻

酸で平衡化した LichrosorbDIOLカラムに添加し流

出させた (流速 0.5ml/min.). B:A のピーク aを

分取 し再クロマ トグラフィーした.

ODSよりシラノール含量の少ない LichrosorbRP-18

(Merk社製)に変え,展開液を 4%(Ⅴ/v)ジメチルホ

ルムアミドを含む 12mM リン敢緩衝液,pH6.5-4%

(Ⅴ/v)ジメチルホルムアミドを含むアセ トニ トリル系と

し濃度グラジエントに溶出してさらに良好な分離ができ

たことを報告している.本実験で.はじめ Lichrosorb

RP-18(関東化学社製)を用いたが各 DABS-アミノ

酸の分離が良好でなかったため Lichro80rbRP-18と

同じ炭素数の Cosmosi15C18(半井化学社製)に変え,

展開液をリン酸緩衝液-アセ トニトリル系で有機溶媒の

濃度ゲラディエントで分けたところすべての DABS-

ア ミノ酸は完全に分離L.ピークはシャ-プであり,全

DABS-アミノ酸の分析時間は40分であった (図 6).

DABS-アミノ酸を逆相-HPLCで分離する際,分離

条件として次のことがあげられる.(1)ChangらN 'は

カラム温度を高くLた方がよりシャープなど-クが得ら

れカラム圧は低 くなると報告 し,実際 50oCで分析 して

いる.しかし著者は 25oCでも 50oCでも同様なピー

クが得られたので,本実験では 25oCで分析 した.尚カ
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図 5 ArteTntaSalina リポソーム小亜粒子

86蛋白質の分子蔀-HPLCによる分離

A:二次元ゲルより抽出した A salinaS6蛋白質を

図4と同一条件で流出させた.(流速 1.Oml/min.)lj:
A のピーク aを分取し再クロマ トグラフィーした.

ラム圧は 80-100kg/cm2であった.(2)展開液のアセ

トニ トリル濃度が高くなるとリン酸塩が沈殿 しカラムを

劣化させるため,リン酸塩濃度はあまり高 くできなかっ

た.(3)ジメチルホルムアミドは必ずしも添加 しなくて

よいが,添加 した方が分離は良好であった.(4)DABS-

アルギニンはリン酸塩濃度で著しく溶出時間が変動した.

5mM では24.0分 (バ リンとメチオニンの中間)に,10

mM では23,2分 (バ リンと重なる)に,15mMでは22.5

分 (プロリンと重なる)に,17mM では22.2分 (アラニ

ンとプロリンの中間)に,20mM では21.6分(アラニン

と重なる)に,そして 34mM では21.0分 (スレオニン

とグリシンの中間)に溶出され リン酸塩の濃度が高い程

溶出時間が早まった.この実験では 17mM で行った.

(5)軟性 DABS-アミノ酸は リン敢緩衝液の pH に依

存 して溶出時間が変わった.例えば pH6.5から pH6.3

に変わると DABS-アスパラギン鼓の溶出時間は25秒

ほど遅れた.(6)新しいカラムを使用する時は前述の変

動を考慮して.全 DABS-ア ミノ鼓が重ならない条件

を設定した.
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5. JlrtcmiasaLhaリポソーム小亜粒子蛋白質

のアミノ硬組成

リボソーム小亜粒子蛋白質のアミノ酸組成を DABS-Cl

法で分析するに先立ち,DABS-アミノ酸による分析値が従

来のアミノ酸自動分析計による値と一致するかどうかを確

かめた.即ちア ミノ酸組成既知のチトクローム C53'と,

未知の A.salLnaリボソ-ム小亜粒子の S6および S8寅

白質について検討した.DABS一アミノ酸の定量は,既知濃

度の DABS-アミノ酸標準液 (図 6)を対照にしてピー

クの高さまたはピーク面積から試料中の DABS アミノ

酸の量を求めることが出来る.ピークの高さから定量す

る方法は簡単で迅速に計算できるがシャープなど-クが

得られなければならない.ここで用いた分離条件では再

現性よくシャープなど-クが得られたためピ-クの高さ

から計算した.なおチ トクロームCの4回の分析を通 し

表 3 DABS-Cl法とアミノ酸自動分析計による

チ トクロームCとArtemL'osaZt'naS6､S8

蛋白質のアミノ酸組成

aDABS-C1 i.Sta血 ° aDABS-Cl bSta血 ° aDABS-Cl

(mol%)

a:DABS-C1法による分析はCosn)si15C-8カ

ラムで図6に記した条件でおこな1=｡蛋白質

量はlygであったob･･アミノ酸自転析計は日

本電子JLC-6ASを用い蛋白質量は3-40J<gで

あった｡
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た定量値の誤差は,含量の少ないアルギニン,メチオニ

ン,チロシンはやや大きいが,それらのアミノ酸以外で

は10%以内で耽 釦直と合致した.図7にA.salinaリボソ

ーム小亜粒子 S6蛋白質のアミノ酸組成を逆相-HPLC で

分析したクロマトグラムを示す.両方法による分析値を蓑3

に示すが,3種の蛋白質ともチロシンを除いてきわめて

近 く,DABS-Cl法による微量ア ミノ酸分析法は信頼

できる方法と言えよう.

蓑4に二次元ゲルから抽出し精製 した A.salina リポ

ソーム小亜粒子を構成する塩基性蛋白質のアミノ敢組成を

DABS-C1法により分析した結果を示した.個々の蛋白質

の組成を後述の CornishBowdenら54)による指数値から

判断し比較すると (S3とS7),(S6と S8),(S7と S

17),(S7と S15),(S8と S9),(S16と S18),(S23

と S24)については弱い相似性が認められたが,他の大

部分の蛋白質はお互いに相似性は認められなかった.

6. r̂te仇iasaLina リポソーム小亜粒子塩基性

蛋白質の7ミノ酸組成とラットとの比較

得られた A salLna リボソ-ム小亜粒子の塩基性蛋

白質のアミノ酸組成をラット肝の組成と比較 したのが蓑

4である. ラット肝のアミノ酸組成値は CollatEら12)

15Iが従来のア ミノ酸自動分析計により得た値を用いた.

両蛋白質の相似性を検討するため Cornish-Bowden

らによる指数54)を用いた.すなわち 2種U)蛋白質をA

(A.salLna),B(ラット肝)とL,それぞれの残基数

を NA,NBとする.個々のア ミノ酸残基数を N.A,NLB

(i-1-16)とするとアミノ酸組成値 Ⅹ,A,ⅩiBはそれぞ

れ N.A/NA,Ni｡/NBで表せる.これらの記号を使って

"diHerenceindex''DI55い̀composition difference"

D56)および "Mar chlonisと Weltrrnnindex"SAQ57)

を表すと次の式となる.DI-1/2∑100EX.A-XlBl,D-

〔∑(Ⅹ14-Ⅹ18)〕1/2-0･01yS△Ql′2,S△Q-104∑(X.A-

X..i)2

これらの指数はアミノ酸残基数でなくモル分率で計算

するので,大きさのかなり異なった蛋白質についても比

較できる特徴がある.これらの計算例を S6蛋白質につ

いて示したのが蓑 5である.表 5のbより D1-7.70,C

よりS△Q-26･8,D-0･0518と計算できる･S6蛋白

質の NAは269,NBは287である(表 6).残基数の多

い値を N-287として Cornish-Bowden の作成 した

衰 S4)から指数の臨界値を求めると強い相似性の認めら

れる値として D1-8.52,S△Q-29.5,D-0.0542が与

えられる.計算により求めた指数はすべてこの臨界値よ

り小さい値となり両蛋白質は強い相似性があると判断で
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表 4-1 ATEemiasaZinaおよびラット肝 リポソーム′ト亜粒子塩基性蛋白質のア ミノ酸組成

Aminoacid S2 S3 S4 S6 S7 S8

Asp 5.3(6.1) 6.2(4.7) 10.7(10.1) 6.5(7.0) 7.1(7.8) 7.6(8.0)

Glu 8.1(7.3) 12.1(ll.3) 6.7(5.6) 10.I(ll.4) ll.8(12.6) ll.1(10.7)

Ser 5.0(4.9) 5.0(3.1) 3.0(2.3) 6.0(5.0) 3.0(4.9) 6.9(5.7)

Thr 6.2(6.5) 4.3(4.6) 6.5(6.7) 6.6(4.4) 5.1(4.0) 6.0(4.2)

Gly 14.2(16.4) 8.7(10.4) 7.7(9.7) 6.9(8.6) 6.6(7.1) 9.1(10.9)

Ala 8.9(9.2) 7.3(7.5) 6.3(5.7) 9.2(7.0) 8.8(6.2) 7.8(6.1)

Arg 6.5(4.4) 7.4(7.1) 8.0(7.9) ll.9(12.3) 8.3(6.7) 9.5(10.5)

Pro 5.9(5.9) 5.1(6.9) 5.9(5.3) 4.8(3.9) 7.2(4.4) 3.0(3.3)

Vat 6.2(7.6) 10.5(12.0) 6.2(7.5) 7.6(8.1) 9.8(9.4) 6.0(5.4)

Met 0.0(1.6) 0.0(2.2) 0.0(1.8) 1.1(1.3) 0.0(1.2) 0.0(0.3)

Ⅰle 6.1(5.9) 5.7(6.3) 8.5(9.5) 3.7(4.1) 8.4(6.8) 5.4(5.3)

Leu 7.2(7.7) 9.4(8.8) 7.8(7.8) 8.9(8.7) ll.8(9.2) 9.6(7.8)

Phe 3.5(4.2) 3.2(3.1) 4.0(4.8) 2.2(2.0) 5.2(5.4) 2.3(1.9)

Lys 9.6(8.3) 9.8(8.0) 12.3(10.1) 9.5(12.6) 12.5(ll.5) ll.2(13.3)

His 3.9(､1.6) 2.9(1.1) 5.0(2.6) 1.8(1.5) 2.6(2.0) 3.2(2.3)

Tyr 3.7(2.2) 2.5(2.8) 3.5(2.3) 2.0(1.7) 0.4(0.9) 1.3(4.2)

Aminoacid S9 S10 Sll S13 S14 S15

Asp 6.5(7.3) J1_7(7.1) 4.6(7一5) 6.0(7.4) 7.0(7.4) 6.0(5.5)

Glu 7.2(10.5) 8.0(ll.4) 9.6(9.7) 7.5(7.7) 9.4(10.0) 6.7(ll.1)

Ser 5.4(3.7) 10.4(4.3) 4.5(3.4) 4.2(7.4) 3.8(5.1) 4.6(4.3)

Tわr 5.2(6.5) 7.5(5.0) 2.7(7.3) 9.6(3.3) 7.0(5.4) 3.8(3.9)

GIデ 6.5(8.8) 16.3(9.6) 8.5(7.7) 6.3(10.3) 6.5(ll.7) 10.2(7.4)

Ala 8.2(4.1) 7.9(8.1) 8.9(3.6) 6.9(8.3) 5.J (10.1) 6.1(4.4)

Arg ll.0(8.8) 7.9(10.1) 14.7(9.3) ll.6(7.8) 15.0(10.7) 10.4(10.6)

Pro 5.5(3.8) 4.9(8.6) 5.4(4.0) 3.6(4.7) 3.5(5.7) 4.5(5.5)

Val 7.3(10.3) 7.1(5.8) 7.5(7.5) 7.2〔9.g 7.6(6.4) 7.8(6.3)

Met 1.4(1.8) 2.8(2.0) 0.8(1.9) 0.0(0.¢ 0.0(1.〟) 0.0(4.3)

Ⅰle 5.0(6.9) 4.0(3.1) 8.0(7.6) 3.6(5.,I) 6.3(∫.4) 4.7(4.8)

Leu ll.4(6.4) 6.4(7.3) 8.9(6.3) 5.5(一山) 7.7(7.3) 8.7(9.7)

P九e 3.0(4.9) 2.5(3.5) 2.9(5.3) 5.9(2.4) 2.7(2.7) 3.7(3.6)

Lys 12.7(10.6) 5.6(8.1) ll.2(12.4) ]3.2(9.51 10.6(7.8) 10.6(ll.4)

His 3.8(2.1) 3.9(2.8) 0.6(2.1) 5.0(2,8) 5.4(2.7) 7.6(3.6)

Tyr 0.0(3.6) 0.0(3.0) 1.2 ( 4 .E ) 1.8(1 . 7 ) 2-0 (I.7) 4.6(3.9)

( )内の数字は､Collatzら12,15'によるラット肝40S蛋白官のアミノ酸組成を示すO
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蓑 4-2 ATtCI71L'asatL-naおよびラット肝 リポソーム小亜粒子塩基性蛋白質のア ミノ酸組成

Aminoacid S15a S16 S17 S18 S20 523

Asp 12.2(9.4) 6.4(5.9) 7.3(9.8) 4.4(8.6) 4.4(8.1) 6.8(8.5)

Glu ll.1(9.4) 9.1(10.3) 12.8(12.1) 9.5(8.7) 12.4(10.0) 8.7(8.2)

Ser 5.4(4.4) 5.9(4.5) 6.0(3.8) 4.1(2.4) 6.2(5.5) 5.1(2.4)

Thr 4.5(4.6) 3.7(3.1) 3.2(6.2) 5.4(5.9) 6.2(8.8) 8.9(3.2)

Gly 7.2(9.7) 12.9(10.0) 8.1(7.1) 9.0(9.0) 6.7(6.9) 6.9(12.1)

Ala 8.0(6.4) 9.0(8.8) 9.0(5.9) 5.3(6.0) 5.4(5.8) 5.3(8.5)

Arg 10.3(8.8) 10.0(9.2) 7.0(10.0) 14.2(13.9) 8.0(8.8) 10.3(8.9)

Pro 5.1(4.2) 6.3(5.2) 8.1(5.3) 3.6(2.5) 5.7(5.2) 3.1(3.4)

Val 6.9(7.1) 7.1(8.4) 8.2(8.0) 8.4(7.7) 8.1(8.2) 5.9(8.9)

Met 0.0(1.9) 0.0(0.8) 2.4(1.8) 0.0(0.8) 0.0(1.1) 0.0(1.3)

Ⅰle 4.7(6.2) 7.1(5.5) 4.0(6.3) 6.8(6.9) 9.2(8.7) 2.9(4.3)

Lew 6.5(9.0) ll.6(8.9) 8.1(7.8) 10.8(9.8) 5.0(7.0) 6.2(7.0)

P九e 2.8(4.2) 2.7(2.1) 2.5(2.6) 2.0(2.6) 3.0(2.4) 4.9(3.9)

Lys 10.1(9.4) 12.1(ll.2) 10.6(9.2) 10.2(9.3) 16.0(10.1) 16.8(14.4)

His 3.6(3.2) 1.3(1.6) 2.5(2.0) 1.5(3.6) 3.4(2.7) 4.0(3.3)

Tyr 1.7(1.6) 1.0(4.5) 0.0(2.9) 0.4(2.2) 4.3(0.6) 4.1(1.6)

AminoaCid S24 S25 S26 S27 S27a S28

Asp 5.2(8.5) 4.5 5.2(8.3) 4.0(9.2) 6.8(4.6) 5.0(7.0)

Glu 6.3(8.2) 6.7 5.7(4.2) 9.5(8.5) 7.8(10.4) 6.3(16.9)

Ser 4.6(2.4) 8.0 6.0(4.3) 7.7(6.4) 3.9(7.4) 6.5(15.7)

Thr 7.7(3.2) 4.9 2.9(2.0) 7.7(4.0) 4.0(6.2) 5.4(4.2)

Gly 7.6(12.1) 6.4 5.0(4.7) 6.3(12.2) 14.2(7.8) 31.8(22.0)

Ala 5.9(8.5) 7.1 8.1(ll.1) 4.6(4.9) 6.0(4.8) 6.8(8.5)

Arg 12.0(8.9) 9.8 18.1(14.6) 10.8(6.8) 6.4(6.9) 5.2(1.8)

Pro 4.1(3.4) 4.9 7.1(10.4) 5.8(3.7) 2.7(7.1) 4.1(3.0)

Val 7.3(8.9) 4.7 6.8(9.7) 6.1(6.8) 5.3(9.7) 5.0(3.9)

Met 0.0(1.3) 0.0 0.0(0.9) 0.0( 1.1) 0.0(1.2) 0.0(0.7)

Ⅰle 3.2(4.3) 4.2 3.5(5.2) 2.2(2.7) 1.7(2.5) 3.3(2.7)

Leu 6.9(7.0) 8.1 2.7(3.2) 7.1(6.2) 3.9(9.7) 4.9(4.1)

P九e 5.0(3.9) 1.7 2.5(2.9) 4.0(3.6) 2.9(3.6) 2.6(2.7)

Lys 15.1(14.4) 19.2 ll.4(ll.9) 9.3(18.0) 20.5(ll.8) 5.9(2.3)

His 4.7(3.3) 3.4 7.7(3.1) 10.8(3.2) 7.9(4.6) 2_.3(2.9)

( )内の数字は､Collatzら12･15)によるラット肝40S蛋白質のア ミノ酸組成を示すO
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表 5 ATtemE'asalt.naとラット肝))ポソーム′ト亜粒子蛋

白質S6のアミノ酸組成の比較

AminoaCid a100XiA a100XiB 100IXiA-Xi8l104(XiA-XiB)2

Asp 6.5 7.0 0.5 0.25

GltJ 10.1 ll.4 1.3 1.69

Se√ 6.0 5.0 1.0 1.00

Thr 6.6 4.4 2.2 4.84

Gly 6.9 8.6 1.7 2.89

Al血 9.2 7.0 2.2 4.84

Arg ll.9 12.3 0.4 0.16

Pro 4.8 3.9 0.9 0.81

Val 7.6 8.1 0.5 0.25

Met 1.1 1.3 0.2 0.04

Ⅰle 3.7 4.1 0.4 0.16

Leu 8.9 8.7 0.2 0.04

p九e 2.2 2.0 0.2 0.04

Lys 9.5 12.6 3.1 9.61

His 1.8 1.5 0.3 0.09

Tyr 2.0 1.7 0.3 0.09

a:A･saZ,'rta S6蛋白質をAとし､Collatzら12)による

ラット肝S6蛋白質をBとした｡b:この値からDI-

1/2∑1001XiA-Ⅹ.E3 [-7.70が求まるo c:この値は直

積SAQをしめす｡すなわちSAQ-26.8､

p-0.01･SAQ12-0.0518

きる.

NA と NB がまったく同じか,差が18残基以内の蛋白

質の場合."Cornish-Bowdenindex"S△n54)を用い

ると便利である.S△nほ S△Qを変形した指数でS△n-

0･5N2∑(X.｢ⅩiB)2-0.00005N2XsAQと表される.

アミノ酸配列未知の2種蛋白質について相似性を検討す

る最も簡単な方法は S△nを計算し,それを 0.42N値あ

るいは0.93N値と比較することである.すなわちS△n

<0.42N であれば強い相似性を示 し,0.42N<S△n<

0･93N であれば弱いが相似性を持つことを示 し.

S△n>0.93N の場合は相似性がない ものとみなす.

この方式で S6蛋白質について計算するとS△n-109と

なり0.42N-121より値が小さく,強い相似性を示すこ

とがわかる.

これらの指数および上述の相似性を示す基準を用いて,

A.ISalinaとラット肝の小亜粒子塩基性蛋白質23種に

ついて検討すると表 6のようになる.S2,Sll,S15 の

3種についてはアミノ敢残基数の差が両種間でそれぞれ

19,28,23であったため指数 S△nによる判定はできず,

指数 DI,S△Q,Dのみにより相似性を判定した.S25

はラット肝で･S3aとS19は A salinaで単離 され

なかったため比較できなかった.すなわち10種の蛋白質

(82,S3,S4,S6,S7,Sa,S15a,S16,S17,S18)は

は強い相似性があり･6種の蛋白質 (sl4,S15,S20,S

23,S24,S26)は弱いが相似性が認められた､しかし7種

の蛋白質 (S9,SIO,Sll,S13,S27,S27a,S28)につい

ては相似性が認められなかった.

考 察

リポソームの構造と機能を研究する上で,リボソーム

亜粒子蛋白質を精製L同定することは最良の方法であろ

う.しかしながら動物細胞のリポソームを材料とした場

令,他の蛋白質の精製に使われるカラムクロマ トグラ

フィーを用い純粋な蛋白質を調製するのはかなり困難で

ある.これについては今までに Westermannら9日0)と

CollatEら12)15)はラット肝 リポソーム小亜粒子蛋白質

を 3.8gと大量に用いて,CM-セルロースクロマ トグ

ラフィーとセファデックス G-75によるゲル療過クロ

マトグラフィーを併用し,単離精製 した.また則ら14】

16)も同様の方法で 2.3gの大亜粒子蛋白質を精製 した.

これに代わるものとして,本研究では尿素 (pH8.6)

-尿素 (pH4.6)を用いる二次元ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動法で A salina リボソーム小亜粒子塩基性蛋白

質を分画し,ゲルから70%蟻酸で抽出し,Lichrosorb

DIOL カラムを用いる分子鮪-HPLC で分取すること

により個々の蛋白質を単離精製した.本法によれば小量

のリポソーム蛋白質を比較的短時間に精製することがで

きた.単離した蛋白質の純度は SDS-アクリルア ミド

を併用する三次元電気泳動法8)および HPLCにより確

認した.本法により調製した蛋白質はアミノ酸組成分析

の試料として適当であることを組成既知のチトクローム

Cを用いて明らかにしえた.さらにゲルから抽出し精製

して得られた少量の蛋白質のアミノ酸組成を分析するに

あたり,従来のアミノ穀自動分析計による分析では蛋白質

を多く必要とするため.微量のアミノ酸分析法を検討した.

そして近年開発された HPLC で,可視部に吸収帯を持

つ DABS一アミノ酸をピコモル単位で分析する方法を

チトクロ-ムCや A.salinaI)ポソーム蛋白質のアミ

ノ酸分析に応用 してほぼ満足する結果をとることが出来

たことは重要であろう.

真核生物 リポソームの研究は原核生物についてほどは

進んでいないが,真核生物のリポソームは特に動物細胞



小谷: 逆相一高速液体クロマトグラフィーを用いた微量アミノ酸分析による Artemia

表 6 ATtemEasalL-TZaとラット肝リポソーム′ト亜粒子塩基性蛋白質間のアミノ酸組成指数
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A.saZE'rzaリポソーム小亜粒子蛋白質をAとし､Collatzら12･151によるラット肝リポソーム小亜粒子蛋白質をBとした｡

それぞれの分子量8)をMWA､MWB､アミノ酸残基数をNA､NBとした｡なおアミノ酸残基数はMW=108N より算出

した0両蛋白質間の相似性は "differenceindex"DI55)､"Marchalonisと Weltmann指数"SAQ57)と "composi-

tiondifference"D56Iを計算L Cornish-Bowdenの作成した表54)により判定した.また INA-NBl≦18については

SAn54)を用いて判定した｡

間では,大きさ,リボソーム RNA の大きさ.構成蛋

白質の種類などの基本構成は同じである.個々の リボ

ソ-ム蛋白質について Delaunayら58)は,尿素 (pH

9.6)一尿素 (pH4.6)の二次元電気泳動法のパターン

で植物から人間まで13種の80Sリポソーム蛋白質を分析

し,よく保存されていることを報告 した.特に確虫類

と鳥類は輔乳類によく似たパターンを示すが両生類 と

魚掛 ま一部異なっているという.Kuterと Rodgers59'

は HeLa細胞,ニワトリ腫細胞と Noviko打肝細胞の

80Sリボソーム蛋白質を二次元ゲルで詳細に比較し,ニ

ワトリに特異なスポットを示す蛋白質が約10種類あると

報告 している.しかしその他の リボソーム蛋白質は二次

元パターンでみるかぎり進化の過程でよく保存されてい

ると述べている.また Ramjou昌 と Gordon60'はニ

ワトリ肝とラット肝の大小亜粒子について二次元ゲル電

気泳動法で精査 し,小亜粒子では 7種,大亜粒子では17

種の蛋白質が異なっているが全体の二次元ゲルパターン

はよく似ていることを述べている.

免疫化学的には,下等動物一植物-動物のリボソーム

蛋白質間にかなりの相違があるが,動物または植物の間

でそれぞれ比較するとかなりの類似性がみられた61㌧ ま

た Chooiと Otaka62)は,酵母のS25とショウジョウ

バエのS14とうさぎ肝の酸性蛋白質であるS12との間に

免疫的に相同性をみとめている.

堀ら63)は分子進化の速度を表すのに 1つのア ミノ酸

置換が109年に 1回の割合で 1ア ミノ酸座位に起 こる率

に相当するポーリング64)という尺度を用いて蛋白質の

置換率を表 した.真核生物のリボソーム大亜粒子蛋白質
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L7/L12の N 末端75残基のポーリング値は0.2-0.3

であり,成長ホルモン3.7,免疫グロブリン3.2,-モグ

ロビン1.4,ミオグロビン1.3に較べて置換率が低 く,負

核生物のリポソーム蛋白質は他の蛋白質にくらべ進化の

過程でよく保存されていることを報告した.

リポソーム蛋白質のアミノ酸配列の比較は主として原

核生物では.大腸菌,枯草菌,好熱性 Bucillus菌の30

S亜粒子蛋白質 (大腸菌のS4,S5,S6,S7,S8,SIO,

S12,S13.S15,S16,S17,S19,S20に相当する13種)

について Higoと Ohsawaら64川5)により行われてお

り,これら3種の菌の相同蛋白質には共通のアミノ酸配

列を示す部分が多 く,N末端ア ミノ酸配列40-50残基

の比較より,分類学的,遺伝的に近縁な種間である枯草

菌-好熱菌での相似率は70-80%であり,枯草菌一大腸

菌のようにかけ離れた種間では40-50%の相似率を示し

たとのことである.

真核生物間の リポソーム蛋白質の一次構造を比較する

にはデータがまだ少ないが,現在までに最も研究が進ん

でいるのは機能的に細菌の L7/L12に相当する酸性蛋

白質である.酵母66Lェビ(A salina)67｣ 植物 (小

麦腫 )68】-動物 (ラット肝)69)にわたる広い範囲の生物

からこの酸性蛋白質が分離されその全構造またはN末端

アミノ酸配列が決定され,相互の問には少なくとも50%

の高い相同性があることが示された65㌧伊藤ら70)は酵母

とラット肝のリボソーム蛋白質の一次構造を比較し,醍

母の YP55とラット肝の L37の N末端付近のア ミ

ノ酸配列は57%の相同性を示 し,また酵母の YS25と

SP28がラット肝 リポソーム′ト亜粒子酸性蛋白質 S21

と N 末端40残基については54-57%もの相同性を示す

ことを報告した.

最近ラット肝 リボソーム蛋白質に特異的な cDNA の

クローニング化が進められ,その塩基配列からリポソー

ム蛋白質の一次構造が明らかとなってきた.中西ら71)は

ラット肝の S17蛋白質が酵母の YS51蛋白質とN末端

91残基について76.9%の強い相同性を認めた.日中ら72)

731はラット肝の Sll蛋白質と酵母 (HalobacteriuTn

cutirubruTn)の S16蛋白質は,ラット肝のN末端か

ら38番目から72番目までと酵母の N 末端側の31残基中

17残基が保存されており,ラット肝の tRNA結合蛋白

質である L35aの C末端側 3分の2ほカエルのL32蛋

白質ときわめて相同性が高いことを報告 した.今までに

報告されているリポソーム蛋白質のアミノ酸配列のデー

タバンクをマイクロコンピューターで検討 し,酵母の

rp59蛋白質と朝鮮ねずみの S14蛋白質間に強い相同

性が見出されている74)

上述のように真核生物間の リポソーム蛋白質について

の一次構造を比較すると調べられた限りでは高い相似性

が認められよく保存されていると考えられる.しかし研

究例が少ないことから今後の研究に待つ部分が大である.

ことにクローニングによるリボソーム蛋白質に特異的な

cDNA の塩基配列からリボソーム蛋白質のアミノ酸配

列を求める研究が多くなされればさらに明かになるであ

ろう.本研究で比較しえた小亜粒子蛋白質23種のうち7

種を除いてラットと甲殻類との リボソーム小亜粒子蛋白

質のアミノ酸組成がよくあっていたことは,種がはなれ

ていてもリポソーム蛋白質はよく保存されていると言え

よう.またこの16種の蛋白質はラット肝と A.salina

との間で前述の二次元アクリルアミドゲルのスポットの

位置比較から推定された対応が確かと言える.このこと

から二次元ゲJL,上での近いスポットから A.salina と

ラットの リボソーム蛋白質の対応を推定したことはかな

りよい方法と考えられよう.しかし相似性が認められな

い7種についての対応には今後アミノ酸配列の分析が必

要であろう.

総 括

二次元アクリルアミドゲル電気泳動法で分画した A

salinaリポソーム小亜粒子蛋白質のアミノ酸組成をダ

ブシル化して逆相-HPLCを用いる微量化 した方法で

分析することができその方法を述べた.また23種の小亜

粒子蛋白質を二次元ゲル上で接近 しているラット肝のそ

れとア ミノ酸組成から比較 し,Cornish-Bowdenによ

る方法54)で相似性を検討した.比較 した23種のうち10種

(S2,S3,S4,S6,S7,S8,S15a,S16,S17と S18)

が強い相似性を6種 (S14,S15,S20,S23,S24と S

26)が弱い相似性を示したが,7種 (S9,SIO,Sll,S

13,S27,S27aと S28)は相似性が認められなかった.

二次元アクリルアミドゲル電気泳動法で分画 した少量の

リポソーム蛋白質のアミノ酸組成を測定することができ

たことは重要であろう.

稿を終わるに臨み,御指導,御校閲を賜った緒方
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