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タンパク質配列分析をご依頼の方へ
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• タンパク質配列分析とは
• タンパク質配列分析で分かること
• 提出試料について
• 返却データ
• 判読不能を可能にするためのヒント
• 申込書作成上の注意点
• 分析スケジュール
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分析項目 通常分析

測定感度 2～300 pmol
※試料により解読のしやすさには大きな差があります

試料量目安
(例 5残基) 10 pmol

測定機種 PPSQ-53A (Shimadzu)

測定時間/1測定
(例 5残基)

6 hr

タンパク質配列分析とは
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当部門のタンパク質配列分析
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タンパク質配列分析とは

　

　

PTHカ ラ ム

エド マン試薬

リ アク ショ ン

カ ート リ ッ ジ

コ ンバージョ ン

フ ラ スコ

イ ンジェ ク タ ー

フ ローセル

廃液
廃液

データ

サンプル

固定化

カ ッ プリ ング

環化・ 切断

抽出 転換 データ 解析分離・ 検出ｲﾝｼﾞ ｪｸｼｮﾝ

HPLCで

PTH-アミ ノ 酸を

分離・ 検出

10%  アセト ニト リ ル (S4B)で

溶解し たPTH-アミ ノ 酸を

イ ンジェ ク タ でHPLCへ注入

25% TFA溶液 (R4) で

ATZ-アミ ノ 酸を

安定なPTH-アミ ノ 酸へ転換

【 固定化】

　 ポリ ブレンにペプチド （ あるいはタ ンパク 質） を固定

　 （ またはペプチド が固定化さ れたPVDF膜をセッ ト ）

【 カ ッ プリ ング】

　 ペプチド 末端アミ ノ 基にPITC (R1) を反応さ せ、

　 PTCペプチド を生成

　 （ 酢酸エチル (S2) で過剰試薬・ 副生成物を洗浄）

【 環化・ 切断】

　 ト リ フ ルオロ酢酸 (TFA) で環化・ 切断

【 抽出】

　 遊離し たATZ-アミ ノ 酸を塩化n-ブチル（ S3)で抽出

　 （ 残っ たペプチド はさ ら に反応を繰り 返す）

PITC

ペプチド

カ ッ プリ ング

環化・ 切断

転換

PTC- ペプチド

ATZ- アミ ノ 酸

PTH- アミ ノ 酸

TFA

(H+ )

TFA/H2O

加熱

エド マン分解反応

リアクション
カートリッジ

コンバージョン
フラスコ

PTHカラム
（カラムオーブン内）

PPSQ-53A（島津製作所）

ペプチドシーケンサー(PSQ)の概要

HPLCシステム
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PTHアミノ酸クロマトグラム

R P P G F S

COOH )-Ser -Phe -Gly -Pro -Pro -Arg  -N 2H( 

Standard

1 サイ ク ル目

2 サイ ク ル目

3 サイ ク ル目

4 サイ ク ル目

5 サイ ク ル目

6 サイ ク ル目

R G

S

F

P

P

D N  S QTE G        H     A            R   Y                 C    P    M V       dptu    W  dpu F I K  L D N  S QTE G        H     A            R   Y                 C    P    M V       dptu    W  dpu F I K  L

Arg Pro Pro Gly Phe SerN末端 C末端

N末端から切り離されたアミノ酸が１サイ
クルずつ順に出てくるので，前のサイクル
と比較して増加しているピーク（アミノ
酸）を読んでいくと，配列決定ができる。
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溶液サンプル
塩類を除いて下さい⇒逆相系HPLCで分取，精製など

除かれていないとラインが汚染したり，
カラムが詰り測定不能になります。

PVDF膜サンプル
膜孔0.2μmのものをご使用ください。
（商品名：Immobilon-PSQ、フルオロトランス、シーケブロット）

ブロッティング後、バンドがみえる程度に脱色してくだ
さい。脱色後、超純水でよくボルテックスし脱塩・洗浄
を行ってください。その後、ろ紙等の上で自然乾燥させ
てご提出ください。

提出試料について
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試料形態



北海道大学 技術連携統括本部 総合研究基盤連携センター（ITeCH GFC）

Protein Sequencing

【重要】PSQにかける試料の mol 量で，判読できる残基数や判読の可否が変わります。

溶液サンプル

提出した溶液中のmol量を算出，申込書にご記入下さい。

PVDF膜サンプル
ブロッティングに供したmol量の最大10%がブロッティング
されたと考えて下さい。
染色後のPVDF膜を分子量マーカーとの比較を目安にブロッ
ティングされたmol量を推定，申込書にご記入下さい。

提出試料について
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試料量の見積もり方
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判読可能なデータ ⇒ 前のサイクルと比較して，増加しているピークがある

Residue1 Residue2 Residue3

Residue4 Residue5

ⅡⅠ
Ⅲ

Ⅳ
Ⅴ

返却データ ①
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判読不能なデータ ⇒ 前のサイクルと比較して，増加しているピークがない

Residue1 Residue2 Residue3

Residue4 Residue5

?,?,?
? ?

? ? ・N末が修飾されている
⇒デブロッキングが必要

・ブロットされていない
・サンプル量の不足

返却データ ②
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BSAの10残基分の配列結果の例です。
ご返却データの最終ページにあります。

オペレーターが判読した結果
DTHKSEIAHR

※「Ｘ」があった場合，判読できなかった
ときの表記です

赤字が解析ソフトが判読した結果です。
正しくない場合があります。
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返却データ

配列結果の見方

２ページ目：分析条件の一覧
３ページ目：標準品（PTHアミノ酸）のクロマトグラム
４ページ目～：各サイクルのクロマトグラム、差クロマトグラム
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ブロッティング(PVDF膜)

ブロック

デブロッキング

ブロック

デブロッキング

ブロック

デブロッキング

ブロック

デブロッキング

シークエンス

シークエンス

シークエンス

シークエンス

デブロッキングⅠ アセチル基（AcSer, AcThr）

デブロッキングⅡ ホルミル基

デブロッキングⅢ ピログルタミン酸

ブロック シークエンス

デブロッキングデブロッキングⅣ アセチルアミノ酸

【出典】「プロテオーム解析－理論と方法－」 平野 久著
(東京化学同人) p173より

ブロッティングPVDF膜を用いてデブロッキングを行うことで，判読可能になる場合があります。
方法が簡単なデブロッキングⅠから順に試してみて下さい。方法の詳細は参考文献をご確認下さい。

【参考文献】 「プロテオーム解析－理論と方法－」 平野 久著
5･2ブロックされたタンパク質のアミノ酸配列分析

判読不能を可能にするためのヒント –Ｎ末修飾の場合-
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申込書作成上の注意点

• 試料名 英数字10文字以内

①

②

• 分析を希望する残基数をドロップダウンから選択
• 試料状態を必ず選択
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申込書作成上の注意点

④ 試料量はバンド太さ
などからの大まかな
見積もりで（ブロッ
ト収率は10％以下に
なることも）

⑥ これらの不純物は分
析に大きく影響する
可能性あり

⑤ 特殊なアミノ酸の同
定を希望される場合
に記載

④

⑤

⑥
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申込書作成上の注意点

⑦ 配列情報が分かっている場合は
お知らせください

⑧ 分析中止をご希望
の場合、担当者の
スケジュール調整
のため通常より時
間がかかる場合が
あります。

⑦

⑧
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タンパク質配列分析は，測定前に装置の状態確認が必要な分析です。そのためには，
管理試料でデモ測定を行うため，コストパフォーマンスとスタッフ体制を考慮し，
予約制に変更することにしました。予約はお電話にて承り，ご依頼内容を確認の上，
分析予定日をご案内させていただきます。

2017年5月から
予約制になりました

本測定に必
要分を試薬

補充

装置状態
簡易確認

調整(必要
に応じて)

管理試料で
装置状態

確認

調整(必要
に応じて)

調整完了，
測定開始

装置状態確認手順
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【タンパク質配列分析】
https://www.gfc.hokudai.ac.jp/system/ias/doc/psq_top

参考資料がありますので，下記ホームページもご覧下さい。
ご不明な点はお気軽にお問い合わせ下さい。
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