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1 序　論

1一一1　本研究の饅的並びに意義

　生命活動に必要不可欠な元素を必須元素と呼び，その中でFe，　Zn，　Cu，　Mn，　Coなどの微

量元累は生体内で，金属タンパク質や金属酵素として重要な役割を演じている1）・特に銅は，

鉄，亜鉛などと共に，生体系が広く利用している金属の一つで，銅タンパク質として電子伝

達，酸化還元，酸素添加，そして酸素の運搬などに寄与している．それらの銅タンパク質中

の銅は，分光学的および磁気的性質によって表1－1に示すように，タイプ1，2，3，4に

分類されている2）．

Table　X一一i．　CXassification　oE　Cu（IX＞　in　copper　proteins

Type　1　Cu（II）

Type　2

Type　3

Type　4

Cu（IX）

Cu（II）

Cu（II）

epx一一一detectabie，　reoxidizablet　and　responsible

for　the　blue　color

epr－detectable，　noR　bluei　and　not　reoxidizabie

epr－noRdetectable，　spin一一coupled　pair　of　Cu（Zl）

Cu　ion　wh：渇ch　dQes　籍ot　fit二　any　of　the　o¶ヒhe：じ

three　types

　タイプ1の銅は一般に“ブルー銅aと呼ばれ，可視部に強い吸収をもつのが特徴であり，

電子常磁性共鳴（EPR）で検出される．またタイプ2の銅は“非ブルー銅nと呼ばれ，可視部

に強い吸収はないがEPRでは検出される．それに対してタイプ3の銅は2原子の銅がペア

ーで存在することにより，その間の反強磁性的相互作用によりEPRでは検出されないもの

である．また銅タンパク質は主としてそれらに含まれている銅の種類によって，グループ1，

1］1，III　）IVに分類されている3）．表1－2にそれらの分類と；機能を示した．

一1一



Table　1一2．　Classification　of　copper　proteins

ClassificatSon ProteSn Mol．Wし． Ro｝e ヒype　1　　ヒype　2　　type　j

Gloup　I

GIoup　II

　　　コazuご1n

ρ1asしcyanine

ga｝δCヒose
oxidase

ben2：ylamine
oxidase

superoxide
diSmutase

“［一1－r； 騨　　　　　亀

Gleup　III

a｝oup　IV

●　　　　醸　 o　　　　　　o　　曹　　　　．　　；　　o

　転二yroSinase

　he飢ocyani奪、e

ceruloprasmin

　laccese

　ascorbate
oxidase

　ユ4，000

　1e，seo

　68，000

so，eog－
loo，oeo

　32，000

290，00C

　6｝，OOO

ie5一｝07

134，geo

　64，0eo

14e，eoe

electron　transfer

electren　transfer
subsしr・aヒe　ox玉daヒ三〇n

wiヒ旧1202　f。・maしi・・

subsヒra七e　oxidaヒiOn
with　1｛202　formatSoR

su饗）eごoxide

dismuヒaヒi◎n

monooxygenaヒュon

monooxygenation

oxygen　ヒran8P◎rヒ

terraiRal　oxidation

ヒerrn三r旧1　0xidation

ヒer糖三na1　◎xidaヒ三〇轟

－
■
三

　2

　1

2｛3）

　1

　2

1／1Zn

4－g

2｛｝）

　1

　2

　2

　2
4（3｝

　2

　4

Gloup　X

Gloup　II

（；工◎up　I工工

Gioup工V

：　Contains　a　single　copper　ion　having　4　Mgands　in　a　distorted

　　tetrahedral　geometry．　The　ISgands　are　coordinated　to　the

　　copper　vSa　suifur　and　nitrogen　donor　atoras，　with　two

　　nityogens　and　two　su±fur　atoTns　being　the　raost　common

　　arrangement．　1raportaRt　physical　properties　such　as　the　redox

　potentiai　are　modulated　by　the　detaUs　of　the　coordinatlon

　environment，　particulariy　the　number　and　Rature　of　the

　suifur　ligands．　・
：　Contains　a　singie　copper　ion　at　the　catalytic　center．　The

　ligands　are　coordinated　via　nitrogen　and　oxygeR　donor　atoms

　with　t二he　qeomeヒry　domi漁ated　by　a　square－planar　arrangemenヒ

　around　the　copper．　There　is　at　Xea’st　one　readily　acces＄ibie

　coordinatSon　site，　either　in　the　piane　or　along　the

　tetragonal　axis，　that　binds　substrate　or　other　ligands．

　1n　these　proteins，　the　Lewis　acid　properties　of　copper（Z1）

　are　erapleyed　with，　or　withoutt　concomitant　redox　activ±ty．

：　Contains　one　or　more　blnuciear　copper　centeys　with　a

　coordination　enviroBraent　censisting　raainly　of　nitrogen　donor

　atoms．エnヒhe　copper（エ）f◎rm　ofヒhe　proセein，セweよigand

　atoms　iaay　dominate　the　coerdination　environment　thereby

　allowing　the　protein七〇fuifiエl　iヒS£unctionヒhe

　coordination　oE　dioxygen．

：　CoRtains　t二wo　or　搬ore　of　ヒhe　ce轟七ers　ヒhaヒ　characterize

　qrOUPS　工　t◎　工工王。
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　このように，生体系には様々な銅タンパク質が存在していることがわかる．その中で哺乳

動物の中枢神経伝達物質ノルアドレナリンの生合成に関与し，神経化学的に極めて重要な酵

素でありながら，未だその構造と反応機構が明確でないドーパミン研モノオキシゲナーゼを

取り上げ，その酵素の銅部位の構造や反磨機構をより明白にすることを目的として本研究に

着手した．

　ドーパミンβ一モノオキシゲナーゼ［dopamineβ一monooxygenase；DBM（E　C．1．14．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lilH2

chroraaffln

　ce！l

chromaffin

granule

H
○

　　　　　8
モg2？賢

@　　　　COOH

（tyrOSエne｝

　　　　　■狽凾窒nS■ne hydroxylase

○

　　　　￥弩2H－C闘2　1　　　　COO冠

（DOPA）

猛0

OH

DOPA　decarboxylase

醤R　　2

○

　　　　　舞CH2一α｛2

（dopami賢e）

幽HO

OH

goo9　　　　＾　　‘ 趣　　08　　　　◎　庸　　御　　の

ll＿l12
（轟Oradrenaline）

K
○

2

OH

＼ミ
phenylethanolamine

　　　　　　　　　　（i　H，

　　　　　　　OH　NH
　　　　　　　l　　l

Ho

浴@eH　’一　CH2

N－rnethyltrans£er

blood

stream

ase

（adrenaMRe）

　　　　　　　　　　　　　　eH

Mg．　X－1．　Biosynthetic　pathway　frora　tyrosine　to　adrenaline
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2．　1）　3，　4一　dihydroxyphenylethylamine，　ascorbate　：　oxygen　oxidoreductase（hydroxy－

lating）］は，哺乳動物のノルアドレナリン作動性神経細胞やノルアドレナリン貯蔵穎粒（ク

ロム親和性小胞：クrrマフィン穎粒）に局在する銅含有1原子酸素添加酵素4）であり，可溶

型と膜結合型の2種類の状態で存在している5）．DBMはチロジンからアドレナリンに至る

一連の神経伝達物質の生合成にかかわる酵素群の中のヱつであり，ドーパミンをノルアドレ

ナリンに変換する．（図1－1）DBMの触媒反応はドーパミン（一般にフェニルエチルアミ

ン誘導体）のエチルアミン側鎖のβ一炭素を水酸化するものであり，分子状酸素6＞と電子供

与体としてアスコルビン酸7）を必要とする．（図1－2）

認〕σ覧ギ箔■：σ㌦

　dopamine　ascorbic　acid　noradrenaline

　CH”OH　r－2
疑0�F＋　H2・

　dehydro－
ascorbic　acid

Fig．　1－2．　Catalytic　reaction　of　DBM

　DBMは，エ960年にLevin，　Levenberg，

Kaufman6）によって最初に牛副腎髄質から

部分精製され，ついで，1965年Friedman

とKaufman8）により均一に精製された、

DBMは分子量75，000の等しい4個のサブ

ユニットからなり，分子量290，0009），その

タンパク部分は糖鎖を含んでいるlo）．牛

副腎のDBMは4％の糖組成をもっており，

4個のサブユニットのうち，2個がジスル

フィド結合で結ばれ分子量約150，000の2

量体を構成し，その2量体がさらに非共有

結合（水素結合）により2つが集って4量

体を構成している亘1）．　（図1－3）

M．W．

75，00Q

：
直

＄一s

胚。W。

75，000

｛7
孟
●
蓼
蓄

愁．w．　　　　　　　愁．w。’

75rOOO｝一S－S“”IL75rOOO

Fig　1－3．　Structure　of　DBM
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最近，この2量体と4量体との間には可逆的平衡があり，溶液のpHによりこの平衡が変化

することが報告されている12）．

　DBMの銅の含有量は精製操作の条件によって異なり，　FriedmanとK：aufmanの方法8）で

精製したDBMは3～7原子ノmol（Mr　・　290，000のテトラマー）の銅を含むこと，他の精製

法でも銅含量は必ずしも一定しないことが報告されている13・24＞．一方，Skotlandらは64　Cu

を用いた実験15）と，銅を添加することによる酸化還元電位の変化i6）からDBM　1モル当り

に必須の銅原子は4個であるとしている．それに対してVillafrancaは，核磁気縦緩和速度

（1／Ti）の常磁性変化を測定した結果，8個までそのユ／Tlが直線的に増加することにより，

8個説を主張している17）．

　　次に，これらの銅が活性中心に2原子がペアーで存在しているのか，または1原子のみ

が存在しているのかについても反応機構をからめた見解の対立がある。FriedmanとKauf－

manはDBMの反癒の速度論的解析より得た，　uni－uni－raRdam－bi－uniピンポン機

as　18’　19＞及び触媒反応の定量的解析8）にもとづき2原子関与説を提唱し，　B．lackburnも銅添

加による反応速度の増加の解析20）から，活性中心，銅2原子説に傾いている．これに対し，

SkotlaRd2DやDiliberto22）らは還元段階でアスコルビン酸のラジカルの生成が確認されるこ

と23）から，アスコルビン酸還元による直接の生成物はセミデヒドロアスコルビン酸であると

の結論や，DBMのEPRスペクトルが強固に結合した2個の2価銅と一致しないこど4）な

どから，活性中心，銅1原子説をとっている．

　活性中心の上まわりの構造については，EPRの測定によって得られる軸対称のスペクト

ル25’26）から，銅まわりの配位子の配置が軸対称をもつことが認められるにとどまっていた．

最：近，DBMのEXAFS（Extended　X－ray　Absorption　Fine　Structure）がしらべられ，銅

中心に4つのヒスチジン残基が配位しているとの報告がなされている2ηが，この報告におい

ても第5および第6の配位子としてO原子の可能性を示唆しているにとどまり，未だその構

造についての最終的結論は得られていない．

　一方，DBMの反応機構については先程のべたFriedmanらのピンポン機構（基質が反応

する毎に生成物が生ずる機構）が永らく支配的であったが，最近ではこの機構に疑問が持た

れ，むしろシーケンシャル機構（基質がすべて反応した後に生成物が生ずる機構）を考える

方が妥当であることが指摘28・29）されている．酵素反応の全過程が果してどちらの機構で進

行しているかはしばらくおくとしても，反応の開始過程についても議論が分かれている．こ

の酵素反応がまず，アスコルビン酸によるCu（1］1）の還元によって始まる3。）ことはすべての

研究者の等しく認める所であるが，その還元過程に関して2電子1段階還元説と1電子2段

階還元説が対立している．前者はFriedmanらによって代表されるスキームで，2つの銅が

一5一



ROH

H20

河曳／c・＋
Ncu2＋　Xcu＋

02　ROH

RH
　　　H－0　　　　2
　2H

熟画く／・・ジ匁ダ
ヨ　　　　　　　　　　　　ヨ　　　　　　　　　　　　　　　

　　AH　2　　Ae’

　x

　Cu

x－　x

　　ど
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Fig．　1－4．　Previous　studies　on　reaction　mechanisms　of　DBM

活性中心を形成し，1分子のアスコルビン酸により2電子が一度にDBM中のCu（II　）をCu

（1）に還元し，デヒドmアスコルビン酸を遊離した後，この還元型DBMに分子状酸素およ

び基質が反応して，B一水酸化をうけた生成物と水が遊離してDBMは再び酸化型へ戻るとい

う説6）であり，後者はDilibertoらによって提唱されているもので，　DBMの反応過程でのア

スコルビン酸よりの直接の生成物は先にのべた様に，遊離基のセミデヒドロアスコルビン酸

であることから？2）活性中心には銅が1つだけ存在し，2電子が別々に移動することによって

酵素反応サイクル中2段階の還元を行うという説である．（図1－4）

　以上のべたところがらも明らかなように，DBMの活性中心の構造や反応機構についての

統一的な結論は今のところ得られていない．本研究はまず，酵素の反応座として重要と考え

られる活性中心まわりの配位水に注目し，それらの挙動を知ることによって活性中心の構造

を推定するべく，DBMの阻害剤であるシアンイオン（CN一）とアジドイオン（N5）を用い，

それらと配位水との相互作用を磁気共鳴（NMRおよびEPR）法により検討した（第斑章），

ついで上記磁気共鳴法による検討の有効なプローブとなり得た2種の無機アニオンによる

DBMの阻害反応の平衡論的解析を行い，その結果を磁気共鳴の研究から得られたDBM一

阻害剤（アニオン）複合体の結合パラメーターと比較検討することにより，DBMの反応機

構，特に先にのべたDBM中の銅伍）の還元反応についての相対立する二二を評価すると共

に，DBMの活性部位構造と反応機構の関連について考察をめぐらせた（第IV章及び第V章）

ものである．
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1－2　本研究に至る背景的研究について

　本研究は上記の如く銅酵素であるDBMの構造と反応についての構造化学的手段，すなわ

ち特に磁気共鳴法を用いた研究であるが，本研究を開始した基本的動機は本論文の副題にも

記述した如く，生体系における銅元素の諸種の薬物との間に起こりうる各種の相互作用の究

明である．この基本的命題のもとに著者らはすでに無機銅塩と薬物の間，特に塩化第二銅と

諸種の中枢神経作用薬との間の錯体形成について検討し，一連の中枢神経作用薬が塩化第二

銅との間に錯結晶を生成することを見出して，それらの構造化学的手段，すなわち主として

X線構造解析法による構造究明を行ってきた．その結果，これらの錯結晶にはCu（ll）と薬

物間の共有結合を含むもの31）からCu（III）Cll一と薬物間の静電的結合を含むもの32’33）に至

る多様な結合様式を示すものが存在しうることが明らかになり，生体系における二一薬物相

互作用の複雑さをうかがい知らせるものであった．又，反面これらの研究成果は従来ほとん

ど顧慮されていなかった中枢神経作用薬と生体内銅元素との間の相互作用に関し充分考慮す

べき相互作用のありうることを示唆するものでもあった．この観点から脳内にあって中枢神

経伝達物質の産生及び代謝に関与している諸種の銅酵素と中枢神経作用薬との間の何らかの

相互作用は当然予想されるものであり，著者らはこの線に沿って，ノルアドレナリンの産生

に関与しているDBMと諸種の中枢神経作用薬との相互作用を動力学的手法によって検討

し，一連の中枢神経作用薬がDBMに対し拮抗的阻害作用を示すことを明らかにしたρ4）

この事実は中枢神経作用薬の作用機序の観点から興味ある所であるが，果してこれらの作用

薬がDBMの銅部位に対し，果してどの様な結合又は配位形態を示すのかについては，この

相互作用言に対する各種の分光学的検討にも拘らず，殆んど未解明に終っていた．この原因

はすでに1－1でも述べた如く，DBM自身の銅部位の構造が未解明である点に由来する所が

多く，DBMの銅部位構造の究明が必然的に要請されるに至ったのである．以上本研究の主

題であるDBMの構造と反応の研究に至る経過を記述したが，その経過において中枢神経作

用薬銅錯体の存在の発見とその構造解析の成功が本研究開始のプロモーターであると共に，

本研究を進める上で多くの有用な情報を提供してくれたことを強調しておきたい．
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■　酵素精製法並びに各種定量法

ll－1　酵素精製法

　ドーパミンβ一モノオキシゲナーゼ（DBM）は，　Foldesらの方法35）に準じウシ副腎より次

の手順で精製した．ただしクuマフィン穎粒からDBMを可溶化する際に，可溶性のDBM

だけを遊離させるため，可溶化剤であるTriton　X－IOOを用いなかったρ6）DBMの純度をあ

げるため最終精製段階で，Agarose　A－1．5Mカラムによる処理を行った．

ユ）クロマフィン穎粒の単離

　ウシ副腎を出発原料として用い，最初に副腎の回りについた脂肪をハサミで切り落とし，

次にその副腎をメスで2枚に切り開き，内側にある肌色の部分（副腎髄質）をメスまたはハ

サミで取り出し副腎髄質のみを回収した．さらにこの副腎髄質にその重さの約5倍量の

0．32Mショ糖溶液を入れ，　polytronホモジナイザーで懸濁し，さらにteflonホモジナイザ

ーで均一に懸濁した．次にこの懸濁液を，1，100gで15分間遠心分離し，その上清を10，000g

でさらに30分間遠心分離し，沈殿を0。32Mショ糖溶液で再懸濁した．次にこの懸濁液を3倍

量の1．6　Mショ糖溶液の上にのせ，密度勾配を利用してエ00，000gで1．5時間遠心分離し，遠

沈管の底に沈殿したピンク色の分画を再度α32Mショ糖溶液で懸濁し，20，000gで20分間遠

心分離して沈殿を分取し，クロマフィン穎粒を得た．また，ここで得られたクuマフィン穎

粒は一20℃で保存し，必要量だけ解凍し次の操作に用いた．（Scheme　H－P

2）クロマフィン穎粒からDBMの抽出

　上記の操作で得たクロマフィン穎粒からDBMを溶出させるために，まず1．5倍量の

IOmMリン酸力りウム緩衝液，　pH7．2に懸濁し，穎粒中に溶存しているDBMのみを溶出さ

せた．次にこの懸濁液を超音波処理し，45分間マグネチックスターラーにて撹伴した後，

1，100gで10分間遠心分離を行い上清を回収した．この時沈殿が残った場合は同じ操作をくり

返し行い，最：初の上清と合わせて100．OOOgで60分間遠心分離を行い上清を50倍量の10μM硫

酸銅を含むリン酸カリウム緩衝液，pH：7．2で4回透析を行った．（Scheme　H－2）

3）DEAE一セルロースカラムクロマトグラフィー

　透析の終った試料を，あらかじめ10mMリン酸カリウム緩衝液，　pH　7。2で平衡化した

DEAE一セルロースカラム（Whatman　DE　52）に吸着させ，非吸着タンパクの吸光度（280nm）
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がその最大吸光度の約1／10以下になったところで，0．5MのNaClを含んだ10mMのリン

酸カリウム緩衝液でNaClの直線濃度勾配によりDBMを溶出させた．溶出各フラクション

ごとにタンパク定量（H－4参照）と酵素活性の測定（ll　一一　2参照）を行い，活性の高いフラク

ションを回収した．尚，DBM分画はNaClの濃度が約1．2～エ．8Mの間で流出する．次に，

この溶出液を集めて80％飽和硫酸アンモニウムで塩析し，IS，OOOgでユ5分間遠心分離した後

沈殿を，0．1MNaC！を含んだ10mMリン酸カリウム緩衝液，　pH　7。2に懸濁させた．

4）アガロースA－1．5Mカラムクmマトグラフィー

　上記の操作で得た懸濁液を，O．IM　NaClを含む10mMリン酸カリウム緩衝液で平衡化し

たアガロースA－1．5・Mカラムにのせ，溶出した各フラクションのタンパク定量と酵素活性の

測定を行い，比活性の高い分画を採取した．（Scheme　ll－4）

　採取したeluteはポりアクリルアミド電気泳動（fi－3参照）で単一バンドを示すことが確

認され，この方法によって精製したDBMの比活性値は，現在までに報告されている最高の

比活性値2のとほぼ同等である．

　酵素反応速度の実験には精製DBM（～0．3mg　of　protein／moDを，小量ずつエッペン

ドルフチ。、・一ブに分配し，一20℃で凍結保存し用時解凍して用いたこの保存状態で少なくと

も3ケ月は精製時の活性を失なわなかった．また，磁気共鳴に用いるためにはこの溶出液を

コurジオンバッグにて濃縮し（M－2参照），同様に一　20　OCで保存した。

　精製の各ステップの流れをScheme　H－1～ll－4に，各ステップに対応したタンパク量と

その比活性値の変化を表ll－1に，　DEAE一セルm一スカラムの流出パターンを図ll－1に，

アガm一スA－L5Mカラムの流出パターンを図ll－2に示す．
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Sche瓶e　II榊］、・　工solation　procedu：re　of　chro膿affin　granules

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　轟●　　　　ρo　ム　σ　　■　●　●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Remove　the　external　fat

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－Dissect　o犠ヒ　ヒhe　medullas

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；■　　　　，●　鴨　．　　　一〇　　　鯛

5vol．　of　O．32　sucrose

　　　　　　　　　　　　　　　　　．　bHoraogenate　with　a　polytron　hoTRogenizer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Homogenate　with　a　tefion　homogenlzer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Centrifuge　at　］．｝OOxg　for　］．5m±n．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Supernatant

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Filter　threugh　2　layer＄　of　cheescloth

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CenヒrifugG　at　lOOOO×g　for　30min。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Precipltate

Suspend　in　O．32M　sucrose

〈］，ml　for　each　2g　of

originai　raedullas）

Lay　on　3vol．　of　］．．6M

sucro＄e
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Centrifuge　at　］．OOOeOxg　for　90rain．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Precipitate

Su＄pend　in　O．32M　sucrose

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Centrifuge　at　20eOOXg　for　20rain．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　wt

Scheme　工工一2．　Extyaction　procedure　of　DBM　：Erom　chrOmaffin　graRules

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　，　　　　　　　　　　■　　　ρ　　　　　　　圃

　　　　　Suspend　in　1．5voL　o£10m～4

　　　　　poしas＄iu田　phosphaヒe　buffey，

　　　　　ρ｝97。2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sonication　30＄ec．，twice

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sヒirring　for　45min．　aヒ　4　C

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Centscifttge　atユユ00Xg　for玉Omi焦

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Supeyna七ant

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　や　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Precipユとate

　　　　　Add　lOmM　pot二assium　pho＄phate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　π

　　　　　bufffer．pfl　7．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　So轟ica仁i◎n　30sec◎，twice

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S七irring　f◎r　45min．　aヒ　40C

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cenセrifuge　at　ユ000◎OXg　for　601fiin．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Supernaヒanヒ

． ．

bialysis

一　●　　　葡　　　　　　　　隠

　　　一10一

（50voi．　potassiura　phosphate

　buffer，pff　7．2，containing

1◎・醗C妓SO4｝

：　four　tiraes　change



Scheme　II－3． DEAE－cel！ulose

　　egEllaem－vAx－ew：

s6．lg　of　（NI’14）2SO4

to　each　leOra1

i

Suspend　in　iOrnM　potas＄ium

phosphate　buffer，pH　7．2

containing　O．ユM・一NaC．1

　　　　　column　chromatography

DEAE－cellulose　coluran　（Whatman　DE－52｝

（equilibrate　with　］OraM　potassium　phosphate

　buffer，pH　7．2）

Coluran　size　was　40cmx2．6cm

Gradient　elution

（linear　salt　concentration　gradient

　e－O．5M　NaCl　in　10ruM　potassium　phosphate
buffer．pk　7．2）

Fraction　slze　was　5ml

Flow　rate　vvas　O．3ml／inin．

　．

〈The　major　protein　peak　between

O．08－O．15M　bufifier）

Sしirring　for　30mi：｝唇　aも　40C

Centrifuge　at　15000xg　for　15nin．

Scheme　II－4．

　　　　　　　　　　　　　，

轟

Agarose　A－1．5M　column　chromatography

　儒　　　　　　　　●　噂　層　　　＾　　　　　　畠

　　　Agarose　A｝．5M　column　（Bio－Lad　Bio一一Gel　A－1．5M，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IOO－20e　mesh）

　　　（equilibrate　with　IOrnM　potassiura　phosphate　buffer

　　　　conヒaining　O．IN　NaCl，pH　7．2）

　　　Column　size　was　10ecrnx2．2cm

　　　Fraction　s±ze　was　5rnl

　　　FIQw　rat二e　was　◎．28m1／min．

o　　　　　　順　　　　　　●

・　0　9　　　●　　　喧　　　●　の
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　phos－phate，　pH　7．2，　coataining　．e．XM－NaCi．　Enzytue　acti’vity　（o）　was　as＄ayed　a＄　desc＝ibed

’　in　the　ExperirnetttaZ　＄e¢tSon．　Pretein　（e）　was　dette：r，rtined　by　absorption　at　280nra．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　doparnine　B－vaono－oxygenaseTable　工工一i．　Puご：Lficati◎n

Purification　step Protein　volume
　　　　　　（醸｝

Total　protein
　　　　　（mg｝

　　　Specific　activity
（登mo工／職in／mg　of　proヒein）

Ho職◎gena艶

11009＄upernaヒanヒ

IOOOOg　precip±tate

Lysed　granuies
100◎◎Oq　supernaヒa轟セ

Dialysis

OEAg－celXulose

（NH4）2SO4　precipitate

Agaと℃＄e　A－1．5温

D±aiysis

1650．O

li60．O

　l35．O

　ile．0

　　98．O

　ios．0

　　70．e

　　　2．2

　　i9．0

　　22．2

38923．7

2136S．9

　8124．0

　3456．2

　2270．7

　2ise．s

　　　16．9

　　　14．1

　　　　3．2

　　　　3．2

　　O．414

　　e．522

　　0．824

　　1．82

　　2．e2

　　2．68

工◎．1

i2．6

21．2

30－40

　　　aMethod　used　in　present　paper．　A　292・eg　（wet　tstt・〉　sampXe　of　bovine　adrenal　rneduMa

was　processed　and　obtained　16．8g　（wet　sArt．〉　oi　chroraa£fin　granules．　Enzyme　activ±ty　was

assayed　as　describedi　in　the　Experirnentai　Proeedure．
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H一一2　酵素活性の測定および酵素反応

1）酵素活性の測定および比活性値の算：出

　DBMの活性測定は，　T．　NagatsuとS．　Udenfriend37）らの方法に準じて，天然の基質で

あるドーパミンの代わりにチラミンを用い，酵素反応により生成するオクトパミンをP一ヒ

ドロキシベンツアルデヒド（pH　BA）として定量することによって行った．（図H－3）

　　　　　　　　　　　（iH20H　．L　91－H．　（iH20H

　Tyramine　Ascoybic　acSd　Octopamine　Dehydro－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ascoybic　acid
　　　　　　（i）H

H。／◎㌦＋一漕署こゴす㌍

　　　　　　　NH2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p－Hydroxybenzaldehyde

Mg．　工工一3．　React：ion　scheme　Of　op　ticaユ　ab＄orption　method

　DBMの活性測定には主要な天然基質であるドーパミンを基質として生成するノルアドレ

ナリンを定量する方法と，チラミンかフェニルエチルアミンを基質として生成するオクトパ

ミンかフェ＝ルエタノールアミンを定量する方法があり，それに付随して多数の測定手段が

考案されている，（pHBA吸光度測定37），放射能測定38），オクトパミンHPLC吸光度測定39！

蛍光測定4。），ノルアドレナリンのHPLC分離検出41），ガスクロマトグラフィー42），ラジオイ

ムノアッセイ43）等）それらの中で，チラミンを基質として生成するオクトパミンを過ヨウ素

酸酸化でpHBAとして吸光度測定する方法欄5）を採用した．これはチラミンがドーパミン

よりも酸化されにくく安定なこと，また他の方法に比べて吸光度法は簡易迅速であることな

どからである．尚，2波長吸光度測定によるこの方法の感度は2nmo1である．

　以下本法による活性測定の手順を示せば次の通りである．

　まず，表1－21）および2）に示した組成のカクテルA及びBに酵素0．3～1．0μgを加えて，

これに基質であるチラミンを入れて全量LOmZとし，反応を開始させ通常大気圧開放系で

37℃で30分間反応させた後，3Mのトリクmル酢酸（TCA）を加えて反応を止め，1，100gで

一14一



10分間遠心分離した後上清を，Dowex　50W一一X4（H：’form）（200～400　mesh）カラム（図ll－

4，反応溶液分準備する）に吸着させ，2倍量の水で2度カラムの非吸着成分を洗い流した

後，3Mのアンモニア水を加え吸着したアミンを溶出させ，2％過ヨウ素酸ナトリウム

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（NalO4）により，生成したオクトパミン
　　　　　　　　　　ユ．2mm

　　　　　　　　　ドー　　　　　　　　　　　　をpHBAに酸化し，過量のNalO4を10％
　　　　　　　　　i　　　　　　　　t

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　亜硫酸ナトリウム（Na2S20s）で中和す

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る．次に，反応管を0℃に冷却し6NH：Cl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で溶液を中和した後室温に戻し，エーテ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ルを加えてVoltex　mixerで1分間振と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　うし，pHBAを抽出する．そのエーテル

　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　層を別々の反応管に移し，再び3Mのア
　　　　　ユ．5mm

　　　　　　　　帥　　　　　　　　　　　　　　　ンモニア水を加え再度振とうした後，上

　　　　　　　　　　冒　　　　　　　　　　　　層のエーテル層を取り除き，エーテルを

　　　　　　　　　　6mm
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　完全に追出したアンモニア水溶液を，

　　Fig．　11一4．　Dowex　SOW－X4　column

Dowex　50W－X4

1 　曝

botton．
菖　　1

Table　U－2．　Standard　xeaction　mixture　of　duai－wavelength

spectrophotometric　assay　foM　DBM　activity

Component COncentrat二Lon

1）Cockt二ail　A

　　　　Bu　ff　er

　　　　　（Sodium　acetate，　pH　5．0）

　　　　　（Potassium　phosphate，　pH　7．0）
　　　　　　　　＊

　（MES　，　pH　5．5，　pH　7．0）

N－ethylmaleimide

cuso
　　　4

2）　CocktaU　B

　　　Ascorbic　acid

　　　　Sodium　furaayate・

　　　Pargyline

　　　　Catalase

200　m麗

30　m泌

JO　uM

10　m悪

IO　ynM

　　l　mb1

500　ug

＊　2（N－Morpholino）ethanesulfonic　acid
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Scheme　U－5．　Dual－wavelength　spectrophotometric　assay

　　　　　　　　　　　　　Reaction　mSxture

　　　　　　　　　　　　　　　　Enzyme　sample　〈O．3－LOug　of　protein）

　　　　　　　　　　　　　　　　CocktaU　A　（see　table　11一2）

　　　　　　　　　　　　　　　　Coc｝ぐヒail　B　（see　七ab：Le　I工一2）

　　　　　　　　　　　　　　　　H20　（or　bosaric　ac．id　for　blank　or　octopamine　fox　standard）

E［＞tc！！g111A，1｝gramme　Start　the　reaction　by　addition　of　tyramine

　　一（F一一一一一一一一一　Zncubation　at　37“C　for　3e　min．

1ISCII＞A　Stop　the　reaction　by　additi・ioR　of　3M　TCA
トCent・if・・e　a・…◎・・・・・…i・・

Supernatant
　　’（i一一im一一一一“一一一一一一一一in“一一Dowex　5eW－X4（H＋　form＞　column　（C．5cai×1．Ocm）

　　〈f一一一一一一一一一一一一一一一一一wash　with　2．Optl　of　H20，　twice

NH．OH　　　　　　　　　　　　　　　　　EI眈・with　LOm1・f　3M　NH40H：：一：i一f〈lk一一一一一一一一．．一一一一．．iei　一i9　，r・gg．“；・，Jw‘，s’1：’g．vg．gx”　：gMl’

！SAtllgA　Oxidation　by　addition　of　2g　Nalo4
Tit＝一一一一一一“一At　yoom．terap．　for　3　min．

Na2S20s　Reduction　of　the　rest　of　NalO4　by　addition　of　］．eg　Na2S20s

緊一一一・臨潔温4　y姻’t’㎝0…C’

Ethylether　Addition　of　ethylether
　　（一一一一”一th一一一一一一一一一一一Shake　for　1　mSn．　with　voltex　mixer

　　一’m’一wwww”一一一　Re；“ove　the　ethey　layer　o£4ml　to　another　tube

NH40H　Addition　of　3M　NH40H
　　〈S一一一一一nv－ww“一一一一Shake　for　1．rnin．　with　voltex　mixer

　　　　　　　　　　　　　　　　Remove　the　ether　layer

　　　　　　　　　　　　　　　　ユ：r監cu圭＝）atLion　at」　370C　for　3◎　搬in．

の　　　● ae

333nmと360nmの2波長で吸光度測定してpHBAを定量し，生成したオクトパミン量に換

算する．Blank及びオクトパミン標準は，あらかじめTCAで反応を停止させた別の反応管

に，それぞれ水及び所定量のオクトパミンを入れ，同様に操作しその吸光度の値を基準とし

て，個々の反応溶液中の生成物クトパミン量を決定する．

　酵素比活性値はこのオクトパミン量にもとづき次式に従って算出した．
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凱た帥~ン量一i響磐叢糠轟誕鹸魔睡。

比　　　　活　　　　性＝
（pamol／mg／min．）

＊
）

　　のである．

生成したオクトパミン量（μmoD

　　　　　　　　　　反応に使用した酵素量（mg）×反応時間（min）

吸光度の値はすべて333nmの吸光度の値から360nmでの吸光度の値：を差し引いたも

2）開放系での酵素反応および反応速度の測定

　酵素反応の阻害実験などを行う場合は，添加する基質が気体でない場合は通常開放系

で行った．1）項の活性測定と同じ反応管を用い，基質濃度，阻害剤濃度を実験条件

に応じて変化させた以外，反応液組成は1）項で述べた所と全く同様である．又，緩衝液と

して2（N一モルホリン）エタンスルホン酸（MES）を用いた．反応も特に断らない限り，1）

項の条件（30分，37℃）で行い，反応速度の決定もD項の活性測定法によって反応停止後の

反応混合液の残存活性を求めることによって行った．

3）密閉系での酵素反応及び反応速度の測定

　基質である酸素濃度の変化を必要とする条件下の酵素反応には，図H－5に示すような酸素

を含む混合気体導入装置を用いた．

Cock Cock
20

，‘IF一一・一一’“一”

Vaccum
pump

霧 霧

2

霧
Reaction　rnixture

F±g．　11－5．　Scheraatic　tigure　of　reactioR　tube　of　close　cover　system
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　すなわち，まずあらかじめ1）項の方法で調製した反応混合液と所定量の酵素溶液を反応

管にとり，氷浴で冷しながら真空ポンプにより溶液中の溶存気体を除去し，ついで混合気体

の入っている風船側のコックを開いて所定量の混合気体を反応管内に送り込み，密閉状態を

保ったまま，37℃で反応を進行させた．尚，DBMは凍結解凍の作業で極端に活性が低下す

るため，凍結しての脱気は行なわなかった．反応終了後，コックを開け直ちにTCAで反応

を止め，其の後の定量操作は開放系における場合と同様に行った．

ll－3　電気泳動

　精製したDBMの純度を確認するために，ポリアクリルアミドーディスク電気泳動を，サ

ブユニット構造及びその分子量を確認するために，SDS（Sodium　dodecyl　sulfate）一ポリア

クリルアミドースラブ電気泳動を行った．

ユ）ポリアクリルアミドーディスク電気泳動

　ポリアクリルアミドーディスク電気泳動はOrnstein－Davis46＞らの方法に従った．表H－4

に泳動に用いたゲルの組成を示す．　　　　　　　　　　　　　　　、

　操作はまず内径5mm長さ12cmのガラス管を用意し，その底を薄いセmファンで被った

後，細孔ゲル（Smail－pore　geDとして5％アクリルアミド溶液，　pH　8．9を約10cmの高さ

になるように入れ，室温で静置しゲル化させた．（20℃，約50分）ゲル化後，粗孔ゲル

（Spacer　gel）として2．5％アクリルアミド溶液，　pH　6．7を約し5cm重ね，光重合させた．

（約15分）さらに，2．5％アクリルアミド溶液に試料を入れ，（約IOOXi9／tube）調製した試料

ゲル（Sample　ge1）を随感ゲル上に重ね同様に光重合させた．ゲル化が完了した後，ガラス

管の底のセロファンをはずし，試料ゲルを上にして緩衝液槽に取り付け，上部下部両液槽に

トリスーグリシン緩衝液，pH6．7をみたし，上部液槽にO．OOI％ブwムフェノールブルー

（BPB）水溶液をユmol入れ泳動を開始した．　BPBの青色バンドが粗孔ゲルを通過するまで

2mA／tube（150～200V）で電流を流し，そのバンドが細孔ゲルに入った時から　5mA／tube

（200～500V）に電流を変えてBPBの青色バンドがガラス管の底から約1cmに達したところ

で電流を止めて泳動を終了し，ガラス管からゲルをはずしてクマシーブリリアントブルー

（CBB）で一夜染色した後7％酢酸で脱色し，脱色終了後ゲルを7％酢酸中に貯えた．

　用いた試料は泳動の結果，図H－6に示すように単一バンドを示したので，精製酵素は電気

泳動的に単一組成であることを確認した．
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Table　工工一4．　Comp．oS±．tions　of　po．lyacrylarnide　gel

CQmponent MユX工ng　r．a七■0

i）　Small－pore　gel　｛5，g　acrylamide　solution，　pH　B．9）

　　　　3．0’M　Tris－HCI，　pH　B．9

　　　　Acrylamide－Bis　｛30：0．B）

　　　　TEMED

　　　　H20

　　　　］・Oi　CNH．4）2S20B　fresh

1．000

1．eoo

o．002

］．950

0．050

2・）　Spacer　gel　（2．5t　acrylamide　solution，　pH　6．7］

　　　　O．SM　Tri．s－Hcl，　pH　6．7

　　　　Acrylarnide－Bis　｛10：2’．S｝

　　　　TEMED

　　　　e．04＄　Ribohurabin

　　　　H20

1．ooe

2．oeD

O．005

1．OOO

4．000

．Fig．　工1－6．　Polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　purified

dopamine　P－mono－oxygenase’．　Sample　contained　50　ug　of　protein

and　ヒhe　bands　were　stained　with　Coomassie　b1口e．　Migration　was

ftom　top　to　bottom．

2）SDS一ポリアクリルアミドースラブ電気泳動

　　SDS（Sodium　dodecyl　sulfate）は溶液中でタンパク質と1．411の割合で結合する．負の

電荷をもつSDSがタンパク質より過剰に結合するため，タンパク質が本来持っている荷電

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一19一



より多くの負の電荷を持った複合体に変化する．しかもタンパク質はその種類によらずSDS

と結合し，形状，荷電密度などが一定なタンパク質～SDS複合体となるので，　SDSを含むゲ

ル中でのタンパク質の易動度はタンパク質の大きさのみに依存することになる．それゆえに，

SDS含有ゲルにおけるタンパク質一SDS複合体の移動距離を測定し，標準ペプチド鎖の移

動距離と比較することによって相対易動度を求め分子量を測定することができる．

　そこで今回精製したDBMのサブユニット構造を確認するためにLaemmliの方法47）に準

じて，あらかじめβ一州ルカプトエタノールによってサブユニットに解離したDBMを，　O．1％

SDS濃度で，泳動ゲルとして4％～15％アクリルアミドを用い，濃度勾配を適用してスラブ

電気泳動を行った，

　操作は，スラブ用の泳動キットを用いてまず細孔ゲルを直線グラジェント法によりガラス

板内につめて，室温でゲル化させた後，丁丁ゲルをその上に重ね静置しゲル化させた．次に，

3％SDS一アクリルアミド溶液に試料および標準試料（分子量マーカー）を溶かし，β一丁ル

カプトエタノールを12．5％になるように加え，60℃で10分間加温しサブユニットー　SDS複

合体を形成させた後，粗孔ゲル上に重ねて静置しゲル化させた．次に泳動緩衝液（O．1％SDS

含有トリスーグリシン緩衝液）を上下の液槽に入れ，上筆にO．001％プロムフェノールブルー

を数ml加え，7mA，50Vで1時間，次に12mA，　IOOVで1時間，最後に11．5mA，150V

で1時間泳動させた後，泳動ゲルをゲル板よりはずし，Silver　stainingキット（Bio－Rad社）

を用いて染色し，15％酢酸で脱色した後，脱色に用いた同じ濃度の酢酸中に貯えた．

　表fi－5に各ゲルの成分表を，口触一7にその泳動結果を示す。また図1［1－8に染色した各分

子量マーカータンパクとDBMの泳動距離を，　BPBの泳動距離で割り，それぞれのBPBに

対する相対易動度を横軸に，縦軸にlog（分子量）をとって片対数グラフにプロットしたもの

を示す．分子量マーカーとしては，lysozyme（14，400），　soybean　trypsin　inhibitor（21，500），

carbonic　anhydrase（31，000），　ovalbumiR（45，000），　bovine　serum　albumin（66，200），

ph◎sphoryiase　B（92，000）を用いた．

　その結果，分子量マーカーからの検量線より，DBMのサブユニットの分子量を求めると，

約75，000となり本町製法によって精製されたDBM活性をもつタンパクはDBMそのもので

あることを確認した．
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Table　II－5．　Composiヒiqns　of　SDS－polyacrylamide　gel

Component 　　　　　　　　の凹ixinq　raヒュO

1）　Small－pore　gel

　　　1．5M　Tris－HCI，　pH　B．9

　　　101　SDS

　　　ハcrylamide－Bis　‘3．0＝0．B，

　　　TEMED

　　　C2Hs｛OH｝

　　　101｛NH4）2S20ti　fresh

　　　｝蛋zo

｛41　acrylam±de　sol．）

　　　　　1．S75

　　　　　0．07S

　　　　　1．000

　　　　　0．eos

　　　　　o．os，o

　　　　　q．495

（ISI　acrylemide　sel．｝

　　　　　　1．e7s

　　　　　　o．o乃

　　　　　　1．000

　　　　　　0．005

　　　　　　0．300

　　　　　　0．050

　　　　　　1．44S

3）　Spaeer　gel

　　　O．5M　Tris一卜匠Clr

　　　101　SDS

　　　Acrylamide－Bis

　　　TEMED

　　　IOI　CNH4）2S20a

　　　H20

pll　G．S

CIO：2．S）

C31　acrylamide　sol．）

　　　　　e．625

　　　　　0．025

　　　　　0．2SO

　　　　　O．002

　　　　　e．02s

　　　　　l．57S

6｝　phosphorylase　BCgZ．1．t5，，．．，OO）

！

！ 魂
魍と…ζ

S）　Bovine　serum　albumin（一t6，200）

4）　Ovalbumine（4S，OOq）

3）　Carbonic　anhydraseCgll．tgg9一！t　OOO）

2｝　So　bean　しr　　sin　inhibiヒorC2■，500｝

iL！aE91veEggE2！ggL

Fig．　1工一・7．　SDS－polyacry．1amide　gel

oxygenase．　Sample　contained　O．S　ug

stained　with　Bio－Rad　silver　stain．

electrophoresis

　of

　Migration

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／D。pam■neβ一m。no”

L　／　　。xyqenase
　　一　　一

　　囎

　　一

　　’1爵一’

　　　　　　　　　　　of　dopamine　β一mono－

protein　and　the　bands　were

　　　’　　was　from　top　to　bottom・
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豆一4　タンパク定量法

1）吸光度法48）

　DBMの280nmでの比吸光度値E齢篇1．24を用い，試料溶液の吸光度を比較してタンパ

ク：量を決定した．

2）比色定量法（バイオラッドプロテインアッセイ法49））

　バイオラッドプロテインアッセイ法は染料であるクマシーブリリアントブルー（CBB）一

G250がタンパクと結合することによって，それ自身の最大吸収波長（λmax）が485nmから

595nmに移動することを利用したものである．（図II－9）

　バイオラッドプロテインアッセイ法は他のタンパク定量法（Lowry法5G＞，Kieldahl法）と

比べて，感度は1μgと同じであるが，共存塩の影響が少ないこと，呈色反癒が一段階ですみ
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　　　　　46S　Bm

of　Bio－Rad　protein　assay

Complex

595　nm

Table　ZI－6．　ComparSsoft　of　the

coramonly　used　raethods

Bio－Rad　proteln　assay　with　four

　　　Method
　　　　and

Sensitivity
　　CheraScal
Xnterference

　Protein／

　Protein
VaMia　ti　on

Technique：
　　Speed
Complexity

Bio－Rad
〈Bradford）
1　ug

Lowry
1　itg

Biuret
lOOug

Kj　eldahi
lug
　　　　　　　　　　aAbsorbaRce
lOug

silighし

Great

越oderate

澱oderate

Moderate

Significant

Signi£icant

　　　　ILtow

　　　　Low

Significant

Rapid
Sim叩！e

（one　reagent＞

Moderate
Moderate

醗odeyate
Simple

Slow
Complex

Rapid
Siraple

a．　At二　280nm．

定量操作が簡易迅速であることからこの方法を採用した．他のタンパク定量法との比較を表

ll－6に示す．

　　タンパク定量はScheme　ff－6に示す手順で行った．　CBB－G－250による呈色は5～60分

の間で一定であるため，この時間内で比色定量すればよい．被検試料のタンAeク蚤は，ウシ

血清アルブミンを標準試料として作製された検量線を用いて決定した．
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scherae　H－6．　Bio－Rad　protein　assay　procedure

SS｝奄撃qA．gfOI．BigBk．Oi　S｝andlrdl　．．　9’i

　　　　Dyb　splut．i：　o．．B〈original　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　solution　X　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．8

　　　　　　　　　　IncubatieR　for　5Av60　min．

凹easure驚ent　at　595n組

　　　　　ml

　　　　　ml

at　rOC田　te繍P。

ll一一5　銅の定量

　銅の含量は原子吸光法とバソクプロインスルホン酸による比色定量法5Dにより求めた．

玉）原子吸光法

　原子吸光法による銅の定量は，Japan　Jarell－Ash　atomic　absorption　spectrometerを

用いて，吸収波長λ　max　＝　324．7nmの光を用いてフレームレス法で行った．

　酵素溶液をそのまま試料溶液とし，標準液として塩化第2銅水溶液（1，000ppm　Cu2’）を

Table　I工一IO．　麓easurement　conditions

Copper　lamp．

Flow　gas（argon）

Dry　temP・
　　　　　　　　　　t■瓢e

Ash　temp．

　　　　time

A國ヒomize　temp．

　　　　　　　　tユme

rate

　324．フ　n搬

　　　　　　　　　2
　　　3kg／cm

　2e　eo　c

　　20　sec．

ユ．000。C

　　l5　sec．

300　oO　c

　　10　sec．
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用いて，標準液の濃度が0．1～2．Oppmになるように希釈し，このものの銅濃度を定量して検

量線を作り，試料溶液中の銅濃度はこの検量線を用いて決定した：．表豆一7に測定条件を示

す．

2）比色定量法（バソクプロインスルホン酸による1価銅の定量）

　バソクプBインスルホン酸（図ll－10）は1価の銅と定量的に反応し，キレート化合物を作

って燈黄色に発色する．（λmax＝483～485nm，ε＝1．2×10｝4μmol一三・cm”1）

　定量法はScotlandらの方法47）に準じて行い，アスコルビン酸によってDBM中のすべて

の銅を還元した後，バソクプロインスルホン酸を加え，483nmで比色定量した．表ll－7に

反応溶液：の組成を示し，定量操作の手順をSchemeH－7に示した．

NaO3＄

tu　／／ tu　／／

H3C

xy－pt　K， ￥’“pt一‘／／

cK3

SO3Na

Fig．　II－IO．　Bathocuproine　disulfonic

　　　　　　　　　acid，　2　Na　sait
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Table　11一7．　lncubation　mixture

Component CoRcentration

potassium　phosphate　buffer｝　pH　7．O

Ascoybic　acid

Bathocuproine　sulfonic　acid

140　fRM

1．0　mM

1．0　mM

Scherne　II－7．　Assay　pyocedure

　　　　Enzyme　sample　（O．3一一1．Omg　of　protein）

〔1蓋蹴＿＿＿＿2）

　　一200　mM　Potassium　phosphate　buffer，　pH　7．0

　　←10　魚麗　Ascorbic　aci（ヨ

　　トエncubation　at　250C　for　5　min．

　　〈1一一一10　mM　Bathocuproine　sufonic　acid

　　トlncubat二ion　at　250C　for　10　rain．

Mea＄ureraent　at　483　nm

ll一一一6　シアンイオンの定量

　シアンイオンの定量はピリジン・ピラゾロン法52）を用いて行った．この方法はシアンイオ

ンがクvaラミンTの作用で塩化シアンとなり，つぎに塩化シアンとピリジンが反応すること

によって生成するグルタコンアルデヒドに1一フェニルー3一メチルーひピラゾurンを縮合させ，

生成する青色化合物を620nmで比色定量する方法である．この方法を用いて，調製した

NaCN溶液（希釈原液）中のシアンイオンの量を定量した．

　又，それぞれのpHでの反応溶液中の真のシアンイオンの量を求めるために必要となって

くる，HCNのpKa値を求めるために，酵素溶液の濃度（IOmg／ml）にウシ血清アルブミン

を調製し，これにi3　CでエンリッチしたNai3　CNを添加して（1．4　mg／ml）t3　Cのケミカルシ
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フトを，pH4～13の間で測定した．その結果，13　CのpH滴定曲線よりHCNのpKa値9．12

を得た．

R－7　試薬及び材料

　ウシ副腎は大宮食肉センター内，工藤畜産より新鮮なものを譲り受け直ちに用いた．

　酵素精製用試薬：Triton　X－lOO，硫酸アンモニウム（酵素精製用），ショ糖は和光純薬株

式会社から，DEAE一セルロース（DE－52）はWhatman社から，アガロースA－1．5MはBio－

Rad　Laboratories社から購入した．

　酵素活性測定用試薬：N一　xチルマレイミド（NEM），パージリン，塩酸チラミン，塩酸オ

クトパミン，アスコルビン酸，フマル酸ナトリウムはSigma社から，カタラーゼ（250mg／

ユ2．5mご，サスペンジョン〉はBeringer社から，　Dowex　50W－X　4イオン交換樹脂はBio　一

Rad　Laboratories社からそれぞれ購入した．

　電気泳動用試薬ニトリスヒドロキシメチルアミノメタン，グリシン，ブmムフ＝ノールブ

ルー，テトラメチルエチレンジアミン（TEMED），　N，　N！一廓チレンービス（アクリルアミド）

（BIS），過硫酸アンモニウム，β一望ルカプトエタノール（電気泳動用），クマシーブリリア

ントブルー（CBB）は和光純薬株式会社から，リボフラビンは東京化成から，電気泳動用マーカ

ータンパク質キッ1・　，シルバーステイニングキッ｝・はBio－Rad　Laboratories社からそれぞ

れ購入した．

　タンパク定量用試薬：Bio－Radプwテインアッセイ用試薬（クマシーブりリアントブルー

G250＞はBio－Rad　Laboratories社から購入した．

　銅定量用試薬：バソクプロインスルホン酸ナトリウム，塩化銅標準試薬（1，000ppm　Cu2－F）

は和光純薬株式会社から購入した．

　シアンイオン定量用試薬：クロラミンT，1一フェニルー3一メチルー5一ピラゾロンは和光純

薬株式会社から購入した。

　緩衝液：酢酸，酢酸ナトリウム，リン酸i水素カリウム，リン酸2水素カリウム，2（N一

モルホリン）エタンスルホン酸（MES）は和光純薬株式会社から購入した．

　シアン化ナトリウム，アジ化ナトリウムは東京化成から，キレックス玉00はBio－Rad

Laboratories社から，コuジオンバッグはSartorius社から，　c’3　CuOは第1化学薬品株式会

社から，Nat3　CNはMerck社から購入した．

　実験に用いた試薬はすべて特級以上のものを用い，使用した水はイオン交換し蒸留したも

のを用いてその電気抵抗が108£／cm以上のものを用いた．又，磁気共鳴の実験に用いるた
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めに調製した試薬及び緩衝液は，キレックス100カラムを通してその中に含まれる重金属を

取り除いて調製した．
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皿　DBMと無機アニオンとの結合平衡
　　　の磁気共鳴による解析i7）

M－1　緒　言

　序論において述べた如く，DBMの全過程にわたる反癒機構についての統一的な見解は未

だ得られていない．その原因の最大の理由は，DBMのタンパク部分の一次構造が未解明で

あることに加えて，その活性中心の構造に関する情報が不足していることにあると思われる．

　そこで本章では活性中心の直接的な構造の知見を得るべく，酵素の反応座として重要と考

えられる活性中心まわりの水分子の配置と数に注目し，それらを決定することを第一の目的

とした．すなわちDBM中の銅部位が属すると考えられるタイプ∬銅に特異的に作用し，銅

（ll）まわりの配位水置換をひきおこす53～56）シアンイオン（CNつおよびアジドイオン　（N5）

をプw一ブとしてDBMに添加し，活性中心である銅（ll）まわりの配位水交換による水プロ

トンの常磁性核磁気緩和速度変化と電子常磁性共鳴（EPR）スペクトル変化を追跡することによ

って配位水の挙動を詳細に検：討した．その結果，以下本文に述べる様に第一の目的とした活

性中心である銅（II［）まわりの配位水の配置数のみならず，活性中心に対する無機アニオンの

結合平衡パラメーターの決定も可能となり，活性中心の構造を推定する上での興味ある情報

が集積されるに至った．

M・一一一2　実　験

1）試料め調製

　磁気共鳴の測定にDBMを用いるためには，酵素濃度としてIO“4～10一5　M（銅（ll）濃度

10’3～IO－4　M）の濃度を必要とするために，　Scheme　1の方法に従い磁気共鳴用試料を調製し

た．また銅は自然界に2種の同位体（63　Cuと65　Cu）とがその比2対玉の割合で存在し，それ

ぞれ異った磁気回転比を持ち，超微細結合定数（hyperfine　coupling　constant，　A）が異る

ため，電子常磁性共鳴（EPR）スペクトルはその重りとして観測される．そこで本実験では超

微細構造のSIN（シグナルとノイズの比）の向上のため，また無機アニオンを添加した後の

ERRスペクトルの解釈を容易にするため，　DBM中の銅をすべて63　Cuに置換した．

　精製の最終段階での溶出液が希薄（約0．1mg　of　protein／ml）であるため，まず精製酵素を

コロジオンバッグ（図M－1）にて酵素濃度が約1mg　of　protein／mlとなるように濃縮した後，

過量の63CuCI2（あらかじめ63　CuOをユNHC1に溶かして調製した．）溶液を加え，20mM

リン酸カリウム緩衝液，pH：7．0中25℃で5分間インキュベーションし，　DBMの銅をすべて
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Scheme　III－i．　Sample　preparation　of　DBM

DBM　elute　（一〇．3rag　of　prote12i／Rktgl一｝1）

　　　de一一一一一一　concentrate　with　collodion　bag

　　　　　　　　　　63　　　　　　　　　　　CuC12　solution　　　，e一一一一一一　add

　　　trcolumm－chyornatograph　with
　　　　　　　Chelex　IOO
　　　e一一一一一一coRcentrate　with　coliodion　bag
DBM　s　tifnp　i　e　（一；Ppa．tmut　p　r　o　t　e　x　n／nd）

Collodion
　bag

ノAspi「ato「

Enzyrne
SOlutio資

Mg．　III一）．．　Collodion　bag

63Cuで置換した5？～63　Cuで置換されたDBMは遊離の銅イオンを取り除くために，キレッ

クス玉00カラムに通し58），溶出液を再度コロジオンバッグにて酵素濃度が約エOmg　of　protein

／m‘になるように濃縮し，磁気共鳴用試料とした．尚，この方法によって調製したDBM

の酵素活性は，精製時の酵素活性とほとんどかわりなく，バンクプロィン定量法による1価

銅の定量から求めた2三二の割合が90％以上の試料を調製することができた．

2）磁気共鳴の測定

　核磁気緩和時間の測定は100MHz帯，270MHz帯に対しそれぞれEl本電子製PS－PFTIOO，

JNM－GX　270を用い，縦緩和時間（Tl）はInversion－Recovery法59＞，横緩和時間（T2）は

Carr－Purcell－Meiboom－Gill法60）で1則定した．

　電子常磁性共鳴（EPR）スペクトルはH本電子製JES－FX－3XG分光器を用いて，　X一バ

ンド（約9GH：z）でフィールドモジュレーション

IOO　KHz，測定温度一150℃で測定した．また測定は

通常モジューレーションO．5mT，マイクw波パワー

10　mWで行いこの条件の下ではスペクトルのライン

ブU一ドニングは観測されなかった．

　測定試料は，図万一2に示すように，3φの石英製

のチューブに酵素溶液（10mg　of　protein／ml）を

100μ1入れて，それにNaCNまたはNaN3溶液をド

ルーマントのマイクロピペットを用いて，1μ♂ずつ

添加することによって調製し，NMR緩和時間はこ

の3φチューブを5φチューブに入れ，その間をロ

　　acetone一一d一　一一vvvv一一’一一 @W’ U

　　DBM　sample
mC

「
　
鮪

l
l
↓
｛　の　　ぐ　ぽ

　1　日
lIH；1
　356←←・qua：どtz　tube
　　　　じ塾←5回目“．

py：rex　tube

Fig．　ZH－2．　Saraple　tube
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ック溶媒としてアセトンーd6をみたすことによって測定した．また，　EPRの測定にはこの

3φチューブのみを取り出して行った．

｛a）T！〈スピン格子緩和時間，縦緩和時間）の測定

　TlはInversion－Recovery法（IR法，1SOo　一τ一90。パルス系列）を用いて測定した．　IR

法とは磁化のx軸方向からの180。パルスによって反転した磁化がもとの方向へ戻るまで

の時間を測定するもので，180。パルスからτ時間後にx軸からの90。パルスによってy軸

上に転回させた磁化の大きさを，時間τをそれぞれ変化させてサンプリングしTiを求め

る方法である．

｛b）T2（スピンーースピン緩和時間，横緩和時間）の測定

　T2はCarr－Purcell－Meiboom－Glll法（CPMG法，90。（x）一τ一180。（y））のパノレス系列

を用いて測定した．CPMG法とは磁化をx軸方向からの90。パルスによってy軸上に倒し，

2番目の180。パルスをy軸上から与えることによって，y軸上に収束した核スピンのエコ

ーを観測するものであり，180。パルス後の時間を変えて発生するエコーをそれぞれサンプ

リングして，スペクトルの強度と拡散時間をプロットし，その傾きからT2の値を求める

ものである．
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M一一・3　核磁気緩和と緩和速度の平衡論的解析

1）核磁気緩和について

　分子振動などによる磁気双極子の振動の周波数はNMRの測定周波数（1．5～IO．0×107Hz）

に比べて極めて速い（10　i2～ヱび4Hz）のでスピンエネルギーの緩和には大きく寄与することは

ないが，分子全体の回転によって生じる核磁気双極子一双極子相互作用による局所磁場のゆ

らぎや分子間相互作用はその緩和に大きく寄与してくる．分子が見かけ上1ラジアン回転す

る時間を回転相関時間（τ，，correlation　time）と呼ぶが，　NMR測定周波数がτ，の逆数に近

いとき分子は最も速くスピンエネルギーをこの回転のために消費してしまうからである．通

常小さい分子ではτ，＝　10－i3～エO”ii　sec．であるが，酵素のような大きな分子ではτ，＝・　10“9sec。

ほどであり，その回転速度はNMR周波数に近づきこのことから生体高分子のTiは極めて

短くなるラ7）

　このような系に常磁性金属イオンが入ってくるとこのイオンがもつ不正電子の磁気双極子

能率は核のもつそれに比べると103倍ぐらい大きいので，核スピンエネルギーはほとんど常

磁性イオンの電子の作る局所磁場のゆらぎを通して緩和される．

　固体中あるいは液体中にある核スピンが運動できない場合や，不対電子の影響をうけない

程遠くにある場合には，常磁性中心は核スピンにほとんど効果を及ぼさないが，近くにある

ごくわずかな核は強い緩和効果をうけ，そのNMR線は完全にブロードアウトしてしまう．

しかしながらその常磁性イオンに対し速やかに交換している核については，不対電子とひん

ぱんにぶつかりあうことにより，その局所的な環境についての荷重平均としてNMRが観測

され，緩和速度を測定することができる．

　一般に縦緩和速度1／T1および横緩和速度1／T2は常磁性種の濃度Nに正比例する．ここで

常磁性イオンの配位圏にあるプWトンは不対電子によって強い緩和効果を受けるが，溶液中

の他のすべてのプロトンは純水中のプw5ンと同じ通常の緩和現象を示す．したがってT　IM，

T2Mを配位したプvトンの緩和時間とし，　T！w，　T2wを水のプmトンの緩和時間とすると，観

測される緩和速度1／T1，エ／T2は次のようになる．

ll；：＝：に約諾：1｝一一一一一一一（・）

　f：各々のプmトンが配位圏内で費やす時間の割合

ここでnを配位している水プmトンの数NHを水プロトンのモル濃度とすると，　f　＝＝（nN／NH）

となる．糸幅の広がりは大部分常磁性イオンによるものと考えられるから，（1）式の第1項は

無視することができ，次のように書くことができる．
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終：＝：課1：霊1ドー一一一一一（2）

したがって緩和時間の解釈から溶液中の常磁性イオンの水和殻中にいるプmトンの緩和に関

して考察することができる。

2）相関時間（τc）について

　緩和速度を支配するものに次の2つの重要な磁気的相互作用がある．ユつは電子スピンと

核スピンの直接的な双極子一双極子相互作用と，もう1っは核の中心における電子スピン密

度に依存するスカラー相互作用（コンタクト超微細相互作用）であり，これらの相互作用は

固有の相関時間をもつ次のようないくつかの異った時間依存過程による変動を受ける．

　まず，双極子一双極子相互作用に対する有効相関時間τ。は次の式のように表わされる92）

l／Tc　＝　1／Tr＋1／Ts＋1／rM　一一一一一一一一一一一一一一’”一一”一一一一一一一一一一一一一一一一一H一一一’一一一”一一一一一’　（3）

　τ，：イオンと核を結ぶベクトルの回転運動の相関時間

　τ、：電子の緩和速度

　TM：イオンの作る第1配位圏に核が滞在する時間

　通常遷移金属元素の常磁性アコ錯体ではτ，とτ、は10“iisec．程であるが，τMはIO“7s6c．

ぐらいのオーダーにある93）

　次にスカラー相互作用に対する相関時間τ，は，等方的相互作用なので回転運動によって変

化せず，従ってτ，項は寄与しないので次の式のように表わされる92）

1／re　＝　1／Ts＋1／TM　’”“一一一一一一一一ww’”一一一”一一一一一一“一＋””一’一一一“…一一一一一一’一一’一一一’一一一一一一一一一　（4）

この時間はそれぞれ温度に依存し，金属イオンによって異なる．しかし一般にτ。およびτ，

の挙動はそれに影響を与える最も速い分子過程によって，おもに決められてしまう．

　一般に電子スピン量子数Sをもつ常磁性イオンの第1配位圏にある核の緩和速度は，量子

論的に2スピン系の間の遷移確率を計算した，以下に示すSOIomon－Bloembergen64・65）の

式によって与えられている．

　　　　　一il！一g．1一　＝：　一iltT・一S一！（1－S－tiSi；！E－stE！！lS－i－i），ri292i？2（一r．irlillEl；？一E｛｝一F，，r，C2，，2　一i’　imir：tkl，，，　iTg，．2　）

　　　　　　　　　＋一1］一．一S－g（一S」Ili；一｝Al－S＋，1）A2（一i一：tir－i：：．e，，，，）　…一一’“一一一一一一一一一一一一一一一一’一一“一一一一“一　（5）
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l　　　l

T2．　15

S（S十1）ri292B2

　1十　一：一．

　3

　r6

S（S十1）A2

（　　　　　　　3Tc　，　13Tc4τ・＋1＋ω，2τ，2＋1＋ω。2τ、2）

62

（　Te　＋　det　（ele2T，2　）
（6）

　　　　　　rI：磁気回転比，　r：イオンと核間の距離g：電子のg因子，

　　　　　　β：ボーア磁子，ω五，ω、：核と電子のラーモア周波数

　　　　　　A：等方的超微細結合定数

（5），㈲式の第ユ項は双極子相互作用の項で第2項はスカラー相互作用の項である．一般に

τ，〉τ，からω，2τ。2》1となるために，1／TiMにおいてはその第2項は無視できるくらいに小

さいが，1／T2Mにおいてはその効果は無視することはできない．

3）金属イオンと配位子との距離の算出

　ここで（5）式を簡単化するためにτ。の入っている関数をf（τ、）とし，S（S＋1）g2β2＝μ、2

を使えば次のようになる．

　　　　1／TiM嵩2／玉5（μsγYr3）2・f（τc）　…一…………一…一………一………一一一一…一　（7）

　　　　f（Tc）　”3Tc／（1＋toi2Tc2）＋7rc／（1＋to，2r，2）　一一一一一一…一一一一一一一一一一一一一一一一　（8）

　次に（7＞式を変形して金属イオンと配位子との距離rについて解くと次式が得られる。

　　　　r（inA）＝＝c［’ri．f（T，）］g　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一…一一一一一一一一一一一　｛g＞

ここでCは種々の金属イオンと核の相互作用によってきまる定数66）で，Cu2＋……iH：の場合

は540という値をとる．｛9＞式から明らかなように金属イオンと配位芋との間の正確な距離を

出すためにはτ、の決定が重要になってくるのはいうまでもない。τ。の決定にはいくつかの方

法が述べられている67　一？o）が今回の実験においては，先程のBloembergenの（5｝，（6）式から・

1／TIMと1／T2Mとの比をとり導いたτ。についての式GOIを用いて決定した97）

　　　　T，＝：（6F－7／4（Di2）g　一一一・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一＋一一一一一一一一一一一一一一＋一一一一一一一一一一一一一一一一一一　Go）

　　但し，F驚丁脳／T2M　：｛4τ。＋3τ，／（1＋ω～τ。2）｝／｛6τ，／（1＋ω！2τ，2）｝

この方法では同じ周波数帯で測定した1／TIP，1／T2Pの値から（2）式により求めたエ／TIM，

1／T2Mの値を用いてτ。を算出することができる．尚ここで測定周波数を270MH：zとし，τ、
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をIO”gs程とするとω1＝1．67×10gsec”1，ω、＝＝　1．08×1012se♂からω12τ，2《ω、2τ、2となる

ため先程のBleembergenの（5），（6）式中のω、項は無視するほど小さくなる．又，（5｝，（6）式

中の第2項（コンタクト項）はA（等方的超微細結合定数）値がたかだか1Mcであるとし

て，第ユ項（双極子一双極子相互作用項）及び第2項の係数項を算出すると，第エ項》第

2項となるため，第2項の影響も無視するほど小さくなり，これらの近似を用いて⑩式は

ω1項だけを含むものとなる．よって（10）式から干たτ、値とT　1M値を（9）式に代入し，金ec　一

水プロトン間の距離を算出することができる．

　今回の実験では，銅に配位している水プロトンの常磁性核磁気緩和速度の変化を追跡し，

その結果から銅に配位した水分子の数やその距離を見積ったわけであるが，ではなぜ，銅イ

オンに比べて大過剰に水分子が存在しているにもかかわらず，銅イオンに配位した水分子に

ついての情報が得られるのであろうか．それは先ほど示した，Solomon，　Blombergenの式

［（5），（6）式〕で示されているように，TlもT2も常磁性イオンと水分子との距離（r）の間に，

T1・（1／r6という関係があり，常磁性金属の滑川水和圏に存在し，その金属と配位して速やか

にまわりの水分子と交換しているものだけが緩和時間に影響を及ぼすからである．そこで2’

価銅に配位する水分子の圏内を第1水和圏とし，その場合銅一水プロトン間の距離は一般的

　　　　　　　　　　　　　　　　　むな銅一アコ錯体の値を用いて，約2．6Aと仮定することができる．又，銅に直接配位してい

ない第2水和圏以後の水プロトンとの距離は，第2水和圏の水分子が第ユ水和圏の水分子と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む水素結合によって結びついているとした場合，4．5A以上離れていることになる．これらの

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む値を用いてその距離の違いが1／TIM，1／T2Mに与える効果を検討すると，　r＝2．6Aの場合

　　　　　　　むに比べてr　・4．5Aの場合には約1．6％となり，その効果はほぼ無視することができる．すな

わち，配位していない第2水和圏以後の水分子については，測定の誤差範囲にはいる．した

がって常磁性イオン中の水分子のプロトンの緩和を測定することは，そのイオンに配位した

水プロトンのみを観測していることにほかならない．実際に，アニオンを添加することによ

ってみられる1／T，の減少は，2価の銅イオンが還元などによって，その常磁性効果を失なわ

ない限り，配位した水分子にそれら無機アニオンが置換したことに対応している．

4）緩和時間の平衡論的解析

　常磁性中心に配位した水分子は回りの溶媒水分子と速やかに交換することによって水プロ

トンの核磁気縦緩和速度1／T1に常磁性効果1／T　lpをもたらすが，この効果は配位水と交換

し得る他の分子が配位するとき三三する．アニオン非存在下での常磁性縦緩和速度を1／T｛P，

アニオン存在下での常磁性縦緩和速度を2／Tlpとすると，常磁性縦緩和速度の減少分Rpは

次のように定義することができる．
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　　　　　　　　　　l／TIp’　一　i／Tip
　　　　　　　　　　　　　　　　　×100　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一　（1＞　　　　　Rp（O／o）　＝＝
　　　　　　　　　　　1／T　lp

ここで常磁性縦緩和速度1／T｛P，ユ／TユPは実際に測定して求められる縦緩和速度1／T｛，ユ／Tユ

から，アスコルビン酸で還元して得られる反磁性の縦緩和速度1／T，dを引いたものである．◎

　　　　　1／T｛p　：IIT｛　nd　1／Tid

　　　　　1／Tip　：1／Ti　一““　1／Tid

　この効果を利用してDBMと無機アニオンとの相互作用を以下のような平衡式を用いて解

析した．

　　　　　H一雨じ醗轍定数K・　一［腎茅］一一（2）

　　　　　L一＋M．＝．LM　　第エ錯体生成定数　　Kト　［LM］　＿．一一．．．．一（3）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［じ］［M］

　　　　　L一＋LM　E；＝こし2M　第2錯体生成定数　　K言＝：　［L2M］　　＿＿＿　（4）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［L一］［LM］

　あるpHにおいてDBMと相互作用する物質として弱酸強塩基物質を用いる場合には，

その物質の酸解離平衡を考慮する必要がある．今②式の平衡にあるアニオン種の全濃度を

［L］o（［L］。・・［HL］＋〔L“］），酸Hしの解離度をαとすると，酸解離定数K、およびαはそれ

ぞれ⑤および㈲式で与えられる．

　　　　　脇一〔H置措］oL［号蓼差α一一一…一一（5｝

　　　　　　　　　Ka　10－PKa　lopH－pKa　　　　　C｝f＝：li（llrrtiilfiiliiFT一“H＋」　an　twt－pKaV＋10－pH　＝：一ii：tii＃“6’iiff：i」iillnyVlopH－pKa　一’一一一一’一一’M一一”一一一’‘一　（6）

従って⑤，⑥式よりそれぞれのpH：における無機アニオン濃度を算出して解析に用いた．

（a）DBMとアニオン（L”）の1：1平衡

　DBMと無機アニオンとの1：1平衡を考えると，観測される常磁性効果の減少分Rpは

1：1錯体の固有の常磁性効、果の減少分RJと1：エ錯体濃度［LM］の全金属濃度［M］oに
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対するモル分率を用いて次の式で表わされる．

　　　　R，　＝R“×〈eetMi）　一一一一一一一一一…一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一　（7）

ここで［LM］は｛2＞式並びに（3）式と全アニオン濃度〔：L］o（［L］。篇［HL］＋［L］f＋［LM］）

と全金属濃度［M］e（〔M］o＝：［M］f＋⊂LM］）とから

［LM］一＝　1｝一く［L］e＋［M］o＋（uaKg）

　　　　　　　　　　一VT｛iif5－1［　］　＋TiNtii－6TF（i7El－i（g5－i；iTZi：Ti；：i5一；一i－lgZiiint5］，÷（1／aKg）｝2－4・［L］，・［M　，）　一一一一一一　（s）

となり，Rpは

　　　　恥一2［嶺］。［［L］・　＋　［M］・＋（ユ／α・KS）

　　　　　　　　　　昭［L］o＋［M］c＋（1／ct’KS）｝・一4・〔L］・〔M］・］……一一一（9｝

で表わされる．

　又　この⑨式はアニオン濃度（［L］o）が金属濃度（［M］o）に比べて大過剰の条件（［：し］o》

⊂M］o）の下では次のように簡単化できる。

　　　　1　　　　1　1　　　1　　　　τ㌔Kも・Rド［Lコ。＋可一一一““一………一一’“一………一αO）

この式は1／Rpに対して1／［L］。をプuットすると直線となり，切片から1：1錯体固有の

常磁性緩和速度の減少分RPと，傾きから1；1錯体生成定数K占とを算出することができ

ることを示している．

（b｝DBMとアニオン（L一）との玉：1及び1：2平衡

　さらに反応が進んで（4＞式の錯体の生成をも含めると，その錯体固有の常磁性効果の減

少分をR9としてRpは次の式で表わされる．

　　　　R・　＝＝　R5×喘1）＋R3×（［L，M］［M］o）一一・・一一r一一一一一一一一…（1ユ〉

ここで［L〕oが［Mjoに比べて大過剰の条件の下では，

　　　　［L］e　＝＝　［EIL］　＋［L］f　＋［LM］　＋［L2　IVI］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一37一



　　　　［M］o＝〔Mコf＋［．LM］＋［L2Mj

の関係と12＞式～（4｝式とを用いて次のように表わされる．

　　　　［LM］＝＝一ir！．FEgiaftliiStli？iSil｛il－izgi（if－ii－issi－ct　LK］i［＋L］ctOkl，S．］£Kg：（　L］，）2一一一一一一’一一一一一一一一一”一’一一一”一一一一一一一一一一一一’　（i2）

　　　　［L・M］「慕四二兜蟹1缶。）・　　　（13）

ここでこの働，（13）を（11）に代入すると次式が得られる．

　　　　磯貝αK志（　　　　1R昏＋　R言・αK言［L］o）・［凸。＋R無瑠IL］。…（14）

よってユ／Rpに対して1／［L］oの値をプロットするならば，この式にもとづいてR6，　R9

そして鴎，：鴎の4つのパラメーターを決定することができる．

（c）競合系における解析

　2種のアニオン（LA一とLBつがMと競合的に結合する系を考える．今LAMがMに比

して低い濃度で存在している所へ過剰のLB　ntが添加される場合を考える．この場合L含M

は殆んど生成しないし，LALBMの濃度もLAM，　LBMおよび珍Mの濃度に比べれば無視

しうる程度になる．したがって観測される常磁性緩和速度の減少分Rpは次式であらわさ

れる．

　　　　Rp＝＝R“A（一il｛tiilliliiilili－1　i）＋RBB（一iLltizz！iiili　LM，］）＋RgB（！ltes！iL“’1）i12）　一一一一一一一一一一一一　as）

ここで郎A，碍BおよびR言BはそれぞれLAM，　LBMおよび碍Mに対する固有の常磁性緩

和速度減少分である．tw　HLAおよびHLBの解離度をそれぞれαAおよびαBとし，［LB］o

》［M］oの条件の下に（b》項におけると同様に処理すると，おのおのの錯体の濃度は次のよ

うに表わされる．

　　　　［LAM］＝afAK6A［：しA］o［M］／（1＋αAKムA［M］）一一…一……………一一一一一・一（16）

　　　　［L？M］　＝ctB　KgB［LB］，［M］　一一一一一一一一一一一一一一一…一一一一一一一一……一一一一一一一一一一一…一一　（17）

　　　　［LgM］　＝　afBI〈gB　afB　KgB（［LB］，）2［M］　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一…一一一一一一一一一一一一一一　（18）

ここで，K占A，　KムBおよび鴎8はLAM，　LBMおよび蜷M錯体それぞれの錯体生成定数で

一38一



ある．尚，［LBM］を求めるに当っては：LAM＋L8＝LBM＋LAの交換反応によって生成

するLBMの濃度はLALBMの濃度が無視しうるという理由と同じ理由によって無視され

ている．⑱～（17）式は未知濃度［M］を含み，このままではRpの数値的な評価には利用で

きない．それをするためには⑯～〈17）式を，金属の全濃度［M］oを定義する式に代入して

［M］に関する次の二次方程式を解いてやらねばならない．

　　　　a［M］2＋b［M］＋c＝O　一一’m一’一一tu一一一一一一一一一一…一一一一一一…一一一一”“一一一”一一hF一一一v一　（19）

　　　　　a　＝　afAKSA　一t一　ctAKgA．ctBKgB［LB］，＋　ctAKLA・．fBKgB．ctBKgB（［LS］，）2

　　　　　b＝1＋afAKもA［LAコ。　＋　afBKもB　［L8コ。＋αBKIB・αBK落B（〔LB］o）2一♂KIA〔M］。

　　　　　c＝：一［Mコ。

すなわち働式よりそれぞれの［LB］oにおいて遊離の金属濃度〔Mコを求め，（16）～（18＞式より

各錯体の濃度［LAM］，［LBMコおよび［蜷M］を算出して，（15）式に代入することにより，

それぞれの［LB］oに対する常磁性緩和速度の減少分Rpを求めることができる、

　尚，本項の解析法全体を通じてMはDBMのCu（III）に，じはCN一又はN5に，　LA”お

よびLB　一vはそれぞれCN『およびN5に対応させることによって次項以下の解析に利用され

る．．
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皿一4　結果ならびにその解釈

D常磁性iH核磁気縦緩和速度のアニオン濃度依存性

　前節（M－3）において銅（II）まわりの配位水交換による水プロトンの常磁性緩和速度変

化の平衡論的解析が，無機アニオンーDBM錯体の生成定数（K：も，　KDならびにその錯体固有

の常磁性効果の減少分（R5，R蓄）をパラメーターとして含むことを明らかにした．したがっ

て，シアンイオン（CNつやアジドイオン（N5）の濃度変化に対する水プaトンの常磁性縦緩

和速度変化を追跡するならば，これらのパラメーターを決定することが可能である。実際，

DBMにシアン化ナトリウム（NaCN）及びアジ化ナトリウム（NaN3）を添加すると，常磁性

縦緩和速度（1／Tip）の減少（Rp）が観測された．この減少は常磁性金属に配位している水分

子にこれら無機アニオンが置換することによって生じることはすでに述べたが，この効果の

他に，これら無機アニオンによるDBMの2価銅の1価銅への還元効果によっても起こりう

る．事実，DBMの2価銅はシアンイオンによって還元されることがBlackbum72）によって

報告されている．従って無機アニオンの置換効果のみにもとつくRp値を得るkめには，こ

の還元効果がRp値に及ぼす影響を定量化するか，あるいはこの還元効果が殆んどRp値に

影響を及ぼさないような無機アニオンの濃度域を選ばねばならない。CN”およびN5に対す

るDBMの2価銅の1価銅への還元効果を，バンクプロイン定量法によって幾つかのアニオ

ン濃度（［L］o）において検討した．CN”では1価銅の割合が添加したNaCN濃度（［NaCN］e）

に対する全常磁性銅濃度（［Cu〕。）との比（［NaCN］。／［　Cu］。）：2では5％以下であったが，

比が増大するにつれて1価銅の割合が増加し，17．5では87％と；シアン高濃度域で顕著に還

元が進行した．しかしN5については［NaN3］／［Cu］o　＝＝　75eに至る高濃度域までN5によ

るCu偲）の還元は認められなかった．そこでCN“に対しては，その還元効果を無視し得る

［NaCN］ノ［　Cu］〇三2の領域について，その観測値Rpを無機アニオンの低濃度域における

1：1錯体平衡のみを考えた⑨式により，カーブフィティング法で解析した．（皿一3－4参

照）pH　5．5におけるRp値の解析結果を図皿一3に示す．図中黒まるが観測値であり，実線

が⑨式にもとつく理論曲線である．図中枠内はシアン高濃度にわたるRpの観測値（黒まる

及び点線）と理論曲線（実線）であり，［NaCN］／［Cu］o＝2以上では2二二の1三二への

還元による常磁性緩和速度の減少が大きいことを示しているが，2以下では理論曲線と観測

値の一致は良好である．決定されたシアンーDBM　1二1錯体生成定数（Kも）と錯体固有の常

磁性緩和速度の減少分（Rl）を表皿一1に示す．又，　pH　7．0でも同様な結果が得られ，同様に

解析し各パラメーターを決定して表M－1に収載した．

　一方，N5では先に述べた様に高濃度域まで2価銅の還元はおこらなかったので

10　：s［NaN3　］0／〔Cu］o≦750の濃度域での観測値を解析に用いた．図孤一4にpH　5．5〈白ま
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る）とPH　7．0（黒まる）における結果を，縦軸に1／Rp，横軸にエ／［NaN3］eをとってプロッ

トしたものを示した．このプmットにみられるようにアジド高濃域（［NaN3］D／［Cu⊃o≧100）

で直線からはずれだし，DBM一無；機アニオン1：1錯体（［L］o》［M］o）の生成のみを考え

た90＞式（1狂一3－4参照）で予想される傾向とは異っている．これはアジド高濃度域では

DBM一無機アニオンエ：2錯体の生成も考慮にいれねばならないことを意味していると考え，

〈14｝式を用いてカーブフィティング法により観測値を解析した．（IH－3－4参照）図画の実線が

（14＞式にもとづいた理論曲線であり，DBM一アジド1：1および1二2錯体生成定数（Kも，K茗）

とそれぞれの錯体の固有常磁性緩和速度減少分（Rも，R各）が表還一1に示すごとく決定された．

ここで錯体生成定数Kも，鵡について一言しておぐと，これらはpHに依存しない真の生成

定数であり，生成定数の真のpH：効果を見積もる上で欠かせないものである．各pH領域で

の実験結果から一次的に求め得るものは，第皿章の解析式からも明らかな如く常にpHに依

存する見掛けの生成定数，すなわちαKも，α蝿等であり，真の生成定数はこれらを酸解離

度αで除して得られる．CN“およびN9錯体についてそれぞれpKa（：HCN）＝＝　9．12　および

pKa（HN3）＝4．6569）がそれぞれのpHでのαの算出に利用された．

　1：1錯体固有の常磁性緩和速度の減少分（Rb）の値は，シアン錯体の場合，　pH　5．5で

53％，pH　7．0で52％とほぼ同じ値を示し，全常磁性効果（エ／T｛P）の約半分が消失した．一方

アジド錯体では，pH　5．5で37％，　pH　7．0で31％とこの場合も両pHでほぼ同じ値を示し，

全常磁性効果の約ユ／3が消失した．さらにアジド錯体において残りの常磁性効果は，1二2

錯体固有の常磁性緩和速度の減少分（R各，pH　5．5で98％，　pH　7．0で96％）が示すように，

1：2錯体の生成によってほぼ消失することが示された．このことはDBMの2価銅には無

機アニオンと交換可能な2分子の水が配位していることを示すものである．

　次に1：玉錯体生成定数（Kも）の値を両アニオン錯体で比較すると，シアン錯体の方がア

ジド錯体に比べて，103～104倍大きくなっておりCN一の方がN5よりもDBMの銅くII）に

対する親和性が高いことを示している．

　さらに1：1錯体生成定数（Kも）の値を両pHで比較すると，シアン錯体もアジド錯体も

pH　5．5の値がpH　7。0の値よりもシアン錯体で約11倍，アジド錯体で約3倍大きくなってお

りpH　5．5の方が両アニオンともDBMに対する親和性が高くなっていることを示している．

1：2錯体を作るアジドの場合，K忌についても同じ傾向があり，しかもその比が玉：1錯

体の場合と同じ3倍を示すことは興味のある所である．
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Fig．　III－3．　Correlation　between　the　pararaagnetic　reduction　Rth　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p

七h・rati・〔・副。／囮。　i・・h・1・・ucよear　sp姻・・七ice　re・axa・i・・

of　the　enzyme　solution　containing　NaCN．

The　inset　shows　the　correiation　extended　to　higher　range　of

［NaCN］o／［Cu］o　（abscissa）．　C1o＄ed　circles：　experlmental　points．　Soild

line：　theoretical　¢urve　based　on　Ecl．〈’9）．　Enzyvae　solution：　protein

・・nce…at・・n　4・55・・◎一2購〔・・3◎2・・7…一1・・’螂b・・f・・2◎・mM’

pH　5．5．　Titrations　wSth　NaCN　were　performed　as　described　under

Experimental　Procedure．
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Fig．　U1一4．　Correlation　between　the　recipsocal　of　paramagnetic

reduction　1／Rp　aRd　t’he　recipMocai　of　［NaN3］e　in　the　IH　nucleair

＄pin－lattice　xelaxation　of　the　enzyme　s61ution　containing　NaN3・

　Closed　circles：　experinental　points　at　pli　7．e　〈200raevi　potassium

phosphate　buffer＞．　OpeR　circles：　experimental　points　at　pH　5．5

（200　raM　MES　buffer）．　Solid　lj．nes：　simulated　curves　based　on　Eq．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一2
〈14）．　Enzyrae　solution：　protein　concentration　4．14XIO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　剛，

［Cu］o　1．64XIO一｝　mM．　Titrations　with　NaN3　were　performed　as

described　under　Expeymental　Procedure．
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Table　111－i．　1rhe　binding　constants　（Ki：　andi　Kg＞　and　the　intyinsic　reductioll

of　the　paramagnetic　relaxation　rates　（RB　and　R＄｝　in　the’binding　of　cN’一　or

l．．3．．Yo　the　Cu〈11〉　site　of　dopf！mine　B－mono－oxygenase

pH　S．5 pH　7．0

C醤　一一Cu（工1）

N3蝉Cu（工工）

ユ
　
　
　
ヤ
↓
　
㌔
⊥

一
　
　
　
一
　
一

X
暑
迅
超
暑
語

／
／
／
／
／
／

ユ
b
l
P
l
b
2
b
l
P
2
P

K
　
R
　
K
KR　
R

　　　　6
8．67xlO

　53

　　　　2
5．55xlO

　8．i

　38

　98

　　　　57．49xiO

　52

　　　　21．78xlO

　3．1

　32

　96

　一方アジド錯体において，Kもと鵡との値を比較すると，　K色の値がKもの値に比べて約

ユ00倍小さくなっていることより，2番目の配位水の置換は極めて因難な過程であると考え

られる．

2）噴核磁気縦緩和および横緩和速度の測定によるCu（m－H20間距離の見積もり

　前節においてCN『及びN5とDBMとの相互作用を，　pH　5．5とpH：7．0で水プロトンの常

磁性縦緩和速度の変化からみつもったが，それらのpH効果を考えるうえで，両pHにおけ

るDBMの2価銅と配位した水分子間の距離がどうなっているかを調べることは重要である．

　そこで，同じ繹衝液（200mM　2一（N一モルホリン）エタンスルホン酸（MES））を用いて，pH：

5．5とpH　7．0に調整したDBM溶液を調製し，同じ周波数帯（270MHz）でそれぞれの縦緩和

時間（Ti）と横緩和時聞（T2）を測定した．銅（H）に配位した水プロトンの距離は，皿一3－3

で説明したようにSoiomon，　Bloembergen64・65）らの式を用い，1／TiMと1／T2Mとの比から

相関時聞（τ，）を求めた．表皿一2に両pH：で得られた各種パラメーターを示した．ここで

Rε闘は配位していると考えられる2分子の水プロトンと銅との平均距離を表わしている。

又，R8と一〇はR8X－Hの値を用いて鋼（u）に配位している水分子はその0原子をCu（ll）に可

能な限り最近接させているとし，その原子価角（H－O－H）を106．，酸素一水素間の距離

　　　　　　　む（O－H）を1．09Aとして算出したものである．

　表よりわかる通り，相関時間（rc）の値は両pHでほとんど変わらず，算出した銅（ll）と水

分子との距離もほとんど同じである．このことは，シアンイオンやアジドイオンのDBMの
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　　　　　　　ふTable　XI工一2・E・ti憩・ti◎・・f　Cu（II団a・d　C“（H）｝O　di・tances　in　th・慧20

cQ－ordination　to　the　Cu（エ1）　site　of　dopa田ine　β一羅ono－oxyqenase

pH　5．5 pH　7．0

　　　　一1X／TIM（S

　　　　一）
1／T2M（S

Zc（se¢．）

Rきご二H（＆）

R認二〇（＆）

　　　　43．82xiO

　　　　52．24×10

　　　　－9
1．55xlO

　2．69

　2．PO

　　　　44．36×10

　　　　52。◎3x工◎

　　　　一9
1．35xlO

　2．68

　｝．98

　　　aThe　terras　1／Tmi　YT2Mr　Z’lc，　RcaVuiH　and　RcaVu：o　are　defined

under　Theory　in　the　text

銅（ll）への付加によるR　1，値や瑞値がpHによって殆んど変らないことも考え合わせて，

DBMの銅（lll）の基本構造は両pHにおいて変化していないことを示すものと考えられる．

したがってKもやK急がpHによって変化する原因は少くとも銅（ll）一H20間距離の変化と

は無関係であるといえよう「．

3）EPRスペクトル変化のアニオン濃度依存性

　水プmトンの常磁性核磁気緩和速度の変化からDBMに対する無機アニオンの結合平衡パ

ラメーターや銅（ll）まわりの水分子の配置数を知ることができたが，この事実をEPRを用

いて確めるために無機アニオンの濃度変化に対するDBMの2価銅のEPRスペクトルの変

化を観測した．

　シアン添加濃度の変化に対するEPRスペクi・ル変化をpH　7．0の場合につき，図M－5に

示す．EPRスペクトルは，シアン化ナトリウム添加量（［NaCN］o）と鋼（III）濃度（［Cu］o）

との比（〔：NaCN］0／〔Cu］o）＝　O・5付近から9よ（9・・，　gyy成分）領域の高磁場側に新しいシグナ

ルがみえはじめ，それと同時にg“（g，、成分）領域の山が2つに分かれ始める．特に9しの

新シグナルはCN一濃度の増加と共に強くなり，　Blackburnら72）がpH　5．5で観測した結果と

よく一致する．したがってこの新シグナルをもとのシグナルすなわちNative－DBM（Com－

penent　I）に対し，　Blackbumらと同じくシアン錯体（Component　H）と帰属することがで

きる．両者は共に軸対称のスペクトルとして表皿一3に示したような異方性9およびAテン

ソルによってシミュレートできる．〔NaCN］。／［Cu］oが1．25において観測されたEPRス

ペクトルはComponeRt　I：C◎mpouent　II　＝　1：1を仮定したシミュレーションスペクトル
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ー
H

馨
豊

1

o

O．5

1．　25

2．　0

IO．　O

Rp（90）

　o

9．7

23．2

28．3

58．　9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　63
FSg．　XI1一S．　Change　of　EPR　spectra　of　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cu一一dopamine　B－mono－oxygenase

solution　wSth　in¢rease　of　the　［NaCN］o／［Cu］o　ratio．

…y・・…u・・…P・・・…c・一・・a・・。・・・・…◎帥2認’〔63c・3。L5・・

lo－Hl　raM，　potasslum　phosphate　buffer　20e　mMt　p｝一1　7．0・　Titrations　with

NaCN　were　perEormed　as　described　uBder　Expergiental　Procedure．　［Vhe

dashed　工ine　is　ヒhe　specヒごu恥　simuluted　on　ヒhe　basis　t｝laヒ　the　s◎iuヒioR

cQnsis七ed　of　equal　prop◎rヒion＄　of　component　工　and　compo撤enヒ　工工　by

usSng　the　paraineters　in　Tabie　1H－3．　EPR　spectra　were　rrecerded　at

・一 奄rO”C　as　described　under　Experimental　Procedure　and　the　parailei

nucler　reiaxation　rate　ineasure：“eRts　were　also　¢axrSed　out　according

to　the　same　procedure　as　in　Fig．　IH－3　to　give　the　R 吹@vaiues　shown

i・ヒh・Eig・・e’・1。・g・ith　th・〔N・CN　］0／〔C・〕ゲaヒま・・
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（図郭点線）とよく一致し，このときNative一銅サイトとシアン錯体とが等量つつ混合して

いることを表わしている。さらにCN　濃度を高めていくと，⊂NaCN］0／［Cu］e　＝：　1．25にお

ける両シグナル強度比はほぼ保れたまま，シグナル強度が減少する．この減少は，先の核磁

気緩和速度の測定で見られたCN一によるDBMの2桜之の還元に対応しており，この傾向

も先のBlackburnらの結果とほぼ一致した．

　EPR滴定の各ステップにおいて測定された核磁気緩和速度の減少分（Rp）が図皿一5の右

記に記載されている．ほぼ1：1の強度比を与える［NaCN］。／［Cu］。：1．25におけるRp

値は23．2％であり，この状態ははじめDBMの銅に2分子の水が配位しているとすると全体

で4個の水のうち1個の水がCN｝に置き換った，図熈一6（、）の模式図のように考えることが

できる．ところで2分子の水のうちのエ分子の水が完全にCN”に置き換ったとき（図皿一

6（b））にそのRp値は約50％（1：1シアン錯体固有の常磁性緩和速度の減少分，すなわち

琳より）になる筈でありEPR滴定の結果もまたDBMの2価銅には2分子の水が配位して

いることを支持している．

a＞

￥20 CN

　2＋　　　　　　　2＋　　／し4／レ　Cucu

b）

CN CN

Cu2÷・Z／i／レC。2＋

H20

　　　　Native

NMR　（R．｝　R
　　　p’　p

　　　HAO　　　　2

　Native－NaCN

簾　23．2　9

Fig．　III－6

H20　H2e
　Native－NaCN

　RI＝52　毫

　p

　次に，アジドを添加したときのEPRスペクトル変化を，　pH　7．0の場合につき図南一7に

に示す．アジド濃度変化にともなうEPRスペクトル変化は，シアン添加によって観測され

たシグナル分離は認められなかった．このことはアジド錯体のEPRパラメーターがシアン

錯体のそのパラメーターとは異り，Native－DBMのパラメーターとあまり大きな違いをもっ

ていないためと考えられる．尚，このアジド錯体のEPRスペクトルは，　pH　5．0（酢酸ナトリ

ウム緩衡液中）でBlackbumらも観測しており，同様にシグナル分離は観測されていない．

しかし，アジドの添加によってDBMのCu（9）は還元されないため，高濃度までそのスペ

クトル変化を観測することができる．それらの軸対称スペクトルにおける各パラメーター
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（9よ，9〃，A〃（超微細結合定数のZ軸成分））を，アジ化ナトリウム添加量に対してプロットす

ると，図皿一8のようになる．［NaN3］o／［Cu］oが100以下の領域では各パラメーターは比較

的大きく変化しているのに対し，それ以上ではその変化がゆるやかになっている．ところで，

先に行った緩和速度の実験で求めたアジド錯体の各パラメーター（K：も，K：言，　R5，　R言）を用いて，

それぞれのアジド濃度における各成分（Native－DBM（Free－Cu2“），ユ：1アジド錯体，エ：2

アジド錯体）のモル分率を計算すると，図M－9になる．この図からアジド添加にともない，

Native－DBMのモル分率が減少すると共に，1：1アジド錯体の生成が速やかに起こった後

〔NaN3］b／［Cu］eが100～200付近で1：1アジド錯体濃度が最大（約75％）となり，その

後ゆるやかに減少していくことがわかる．この傾向は図M－8にみられるようなEPRパラメ

ーターの変化とほぼ対応しており，1：1アジド錯体並びに1二2アジド錯体の固有のEPR

パラメーターを推定することができる．つまりユ：1アジド錯体固有のEPRパラメーター

は，［NaN3］0／［Cu］ド100～200の領域で得られたパラメーターに近いものと推定される．

又，1：2アジド錯体については，その濃度が約30％占める点（［NaN3］0／［Cu］e　・750）

までのデータしかなくさらに不確定性は残るが，アジド高濃度域における各パラメーターの

変化が1：2アジド錯体の生成と対応して変化する傾向はなく，ほぼ一定値を示したことか

ら1：2アジド錯体固有のEPRパラメーターは，1：ユアジド錯体のそのパラメーターと

それほど大きく違うものではないと考えられる．表M－3にはアジド錯体として3種のアジド

濃度におけるEPRパラメーターを収載した．

　表狙一3よりシアン錯体とアジド錯体のEPRパラメーターを比較すると，両アニオンとも

DBMの2価銅と配位することによって，それぞれのg．，g↓の値を減少させる傾向にある．

しかしながら，A／、の値はシアン錯体では増加する傾向にある。表皿一3はpR　7．0での結果

であるが，両アニオンともpH：5．5においても同様な傾向がみられた．したがってシアン錯

体とアジド錯体の間には何らかの構造上の違いがあるものと考えられる．
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Fig．　III－7．　Change　ef　EPR　spectra　of　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cu一一dopamine　B－raono－oxygeRase

・・1・ti・・wi七h　i・c・e・・e・fヒh・〔N・叩◎／〔C・〕O　rati・・

…y・・s・エ・・i・n：P・…i・c・一…ti…．86…一2購〔63C・3。　L5・・

le’一1　mM，　pGtassiura　phesphate　buffer　200　raM．　pH　7．0．　Titration　with

NaN3　were　performed　as　described　under　Exlperimental　Procedure．　EPR

＄pectra　were　recorded　at　一ISeeC　as　described　under　Experimental

Procedure　and　the　parailel　nuclear　reiaxation　rate　raeasuyemeBts　were

also　carried　out　according　to　the　same　procedure　as　in　Fig．　1II－4

　　　　　　　　　　　　　　values　shown　in　the　figure，　aiong　with　theto　gSve　the　R
　　　　　　　　　　　　p

［NaN3］o／［Cu］o　ratio．
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T・・…胴・EPR・aF、aEi・・…a◎・63C・一d・卿neβ一獄◎辞…xyg・・・…。…i・・

aエQne（Native）・・d・。就・蝋・g　N・CN（N・tive顧NaCN》Qr　N・N3（N・tive－N・N3｝

乳
A／／／mT

Native

Native－NaCN（〔L］0／〔Cuコ0＝1・25｝

　　Coraponent　I

　　Componenヒ　工工

Native－NaN3　（［L］e／［Cu］o＝　10｝

　　　　　　　（　　　　〃　　　罵iool

　　　　　　　〈　tt　＝750＞

2．273

2．273

2．218

2．249

2．242

2．241

2．e62

2．g60

2．02S

2．056

2．056

2．053

工6．6

工6．エ

エ7．0

ユ5。4

iS．8

15．2

　a　　The　parELrneters　were　dietercrTiined　based　on　the　spectra　shown　in

Fiq●　工工工一5　a織d　工工工一7．

4）シアンイオン及びアジドイオンのDBMに対する競合結合の解析

　EPRスペクトルの測定から，シアン錯体とアジド錯体の間に何らかの構造上の差異が予想

された。この差異が両アニオンのDBMの2価銅との作用部位の差異に起因するものか否か

を検討するために，まず1：ユシアン錯体50％を含むDBM溶液（［NaCN］0／［Cu］o　・e　1．25）

を調製し，これにアジドイオンを添加した場合のEPRスペクトルの変化を追跡した．結果

を図慧一9に示す．図よりN5濃度の増加に伴いNative－DBM（成分1）およびシアン錯体

（成分R）のシグナル強度が減少し，アジド錯体（成分皿）のシグナル強度が増加していくこ

とがわかる．このことはDBMの2価銅との配位部位を占有していたCN隔を，　N5が追い出

して配位することを示唆しており，両アニオンともDBMの2価銅の同じ部位の水分子と置

換しているものと考えられる．

　このCN一とN9の同一部位への競合的付加の過程をより定量的に解釈するためにEPR滴

定を行った各ステップにおいて水プロトンの常磁性緩和速度の減少分Rpを前節の方法にな

らって求めた．その結果をアジ化ナトリウム添加量の逆数（1／［NaN3コg）に対して，常磁性

縦緩和速度の減少分の逆数（エ／Rp）でプロットして図皿一10に示す．図からみられるように，

競合系においてもアジド単独で加えたときのプwットと同じように，アジド高濃度域で1／Rp

の変化が激しい．前節（M－3－4＞で導いた緩和速度の平衡論的解析の競合系での（15）式にも

とづき，式中の各パラメーターの値には先におのおのの系で解析して得られた値（KもAおよ

びR吉Aには1：1シアン錯体の生成定数およびその固有の常磁性緩和速度の減少分，K㌍，

踊3およびRbB，　R2肇には1：1および1：2アジド錯体のそれぞれの生成定数とその固有の
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常磁性緩和速度の減少分）を代入して1／Rpを求めると，その曲線は図中実線のようになり，

実測値（黒まる）とよい一致を示した。このことは同じサイトを取り合う2つのアニオンを

仮定した解析式を基礎とし，しかも個々の錯体の各パラメーターを用いて発生させた理論曲

線が，競合系でめ実験をうまく説明することを示している．又，この計算式を用いてNative－

DBM（Free－Cu2＋），1：エシアン錯体，1：1及び1：2アジド錯体のモル分率をおのお

の算出し，［NaN3］e／［Cu］oに対してプロットすると，図猟一エ2に示すような各成分のモル

分率曲線を描くことができる．この図からもわかる通り，アジド添加にともないNative－

DBM及び1：1シアン錯体のモル分率が減少し，それに対して1：1並びに1：2アジド

錯体のモル分率が上昇していくことがわかる．この傾向は図M－10で示したEPRスペクトル

の変化ともよく対応している．例えば［NaN3］o／［Cu］o＝＝　50の点で各成分のモル分率を算

出すると，Native－DBM及び1：1シアン錯体がそれぞれ約25％，1：1アジド錯体が約

40％となり，この系でのEPRスペクトル（図m一エ0）をみると，その3成分が混合したピー

クを示している．さらにその比300～750ではNative－DBMと1：1シアン錯体はほとんど

消失し，1：1及び1：2アジド錯体が大部分を占めるが，その比でのEPRスペクトルも

そのことを示し，先のアジド単独で添加した系で観測したアジド錯体のEPRスペクトル（図

7）に一致した．
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Fig．　iu一］．o．　EpR　titratien　of　63cu－doparuiRe　e－moRo－oxygenase－cN一 （王：1｝

complex　veith　NaN3・

…y通es・…i・mP・…i・c◎・ce…a・i。・4・・7…轍2鵬〔63C・3。・・83・

10“lmM，　P。t。ssi。搬ph。。ph。t。　b。ff。。20◎購P田．0．　Tit。。ti。。　wiセh

NaN3　was　perforfned　a＄　described　under　Experimental　Procedure　except

　£or　the　use　oE　enzyme　solution　contalRing　NaCN　in　the　ratio　of　1．25

for　CNaCN］o／［Cu］o．　EPR　spectra　were　recerded　at　一15eOC　a＄　described

under　Experimental　Procedure．
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Fig．　XU一一1］．．　Correiation　between　the　reciprocal　of　paramagnetic　reduction
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KieRo－oxygenase　soiution　contaiBing　NaCN　w±th　NaN　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3

　Ciosed　circles：　experimentai　points．　Solld　iine：　theoretical　cuyve

based　on　Eq．R5）．　EnzyiRe　solutioR：　protein　concentration　4．86xlO－2　mM，

〔63C・］。2・29…一’購〔・測。／［・・〕。・・い・・assi脚h・・ph…b・ff・・

200　raMi　pH　7．0．　［ritration　with　NaN3　were　performed　as　described　under

Experimental　Procedure　except　for　the　use　of　eRzyme　solution　containing

NacN　in　the　above　ratio　to　（63cu］e．
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〔N・N3］0／〔C・］。　i・cha・g・d　whil・〔N・C朗。／〔C・コO　fixed・ロ・25・

このように，CN一もNiもDBMの2価銅の同じ部位の水分子と置き換るとしたEPRの結

果を支持するものであると共に，前2節で得られた緩和速度から求められた各種パラメータ

ーが信頼しうるものであることも示していると考えられる．
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Pt　一一5　DBMの活性部位の構造に関する考察

　今回，シアンイオンとアジドイオンを添加することによるNMR及びEPRの実験から，

DBMの2価銅部位にはこれら無機アニオンと交換可能な2分子の水の存在が明らかとなっ

た．この結果を最近報告されたEXAFS（Extended　X－ray　Absorption　Fine　Structure）の

研究2？）から出されたDBMの2価銅部位に，4個のヒスチジン残基の窒素原子が平面上に配

位しているとされる構造と結びつけると，この2分子の水はアクシャル位に配位しているこ

とになる．しかしながら，我々の知るかぎりにおいて現在までにこのような6配位構造をも

つ銅酵素は報告されていない．そのEPRスペクトルがDBMと同様なアクシャル対称をも

っている銅酵素では，むしろ5配位構造をしているものが多く報告されているのである．例

えばガラクトースオキシダーゼの銅部位は，テトラゴナルピラミダル構造をしており2分子

の水は，アピカル位と面内にそれぞれ配位しているとされている70）又，ブタ血清アミンオ

キシダーゼも2分子の水を含む5配位構造をしているという報告がある71）さらに，スーパ

ーオキサイドディスミュターゼにおいても銅部位の回りには4つのヒスチジン残基があり，

ユ分子の水を含む5配位構造が報告されている721それではDBMの活性中心は本当に

EXAFSのデータと2分子の水の存在から導かれる様な6配位構造をとっているのであろう

か．この点について今回DBMについて得られた緩和速度実験及びEPRデータの結果をも

とに考察を加えてみたい．

　まずEPRパラメーターであるg“の値は，無機アニオンがアクシャル位に配位する場合と，

面内に配位する場合とでどのように変化するかを考えると，もしアクシャル位にその置換が

起こるとすればg“の値は増加し，面内にその置換が起こるとすれば逆にg“の値は減少す

るとされている27・78）又，四面体型錯体においてはその面の歪みが減少し，よわ面内が安定

化されることによってもg“の値が減少するということが報告されているエ5）よって今回の実

験でみられたシアン錯体及びアジド錯体でのg“の減少は，アクシャル位の水とそれら無機

アニオンが置き換ったことによって生じたものではなく，むしろ面内の水と置換が起こるこ

とにより，よりその面内が安定化されることによって生じたものと考えた方が妥当であると

思われる．実際に，ブタ血清アミンオキシダーゼにおいては2価銅部位の面内の水と，シア

ンイオンやアジドイオンが置き換ることによるg“の減少が観測されており1。・82＞そしてそ

れは，面内に配位した水分子とそれら無機アニオンが置き換ることによって面内配位の強さ

が増し，アクシャル位の配位能が低下するために生じると説明されている．表Pt－4には，

他の5配位構造をとる銅酵素のシアン及びアジドイオンを添加することによって生じるEPR

パラメーターの変化を，今回のDBMのデータと対比させて掲載した．
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Table　UI－4．　Comparison　of　EPR　parameters　for　CN　and　N3　complexes

o£　copper　proteins

g／／ 為ク　（mτ）

Native CN 3N Native CN N3

Superoxide　dismutase

Benzylamine　oxidase

Galactose　oxldiase

DQpa孤工ne　β一mono－

　　　　　　oxygenase

2．265

2．286

2．276

2．273

2．2！0　一一一一

2．218　2．250

2．229　2．253

2．218　2．242

13．0

15．5

iフ．7

16．6

18．6

15．8

×5．8

1フ．0

7
鱒

61

6
，

71
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　以上今回の実験データからはDBMの活性部位の構造として，水2分子がアクシャル位に

配位した構造よりもむしろ，水分子の一方がアクシャル位にもう一方が面内に配位した構造

をとるとした方が考えやすく，無機アニオンは面内の水分子と優先的に置き換ることによっ

て個々のパラメーターの変化を生じたものと思われる．しかしながら，この結論は無機アニ

オンが配位してできた錯体の構造から考えられるものであり，スーバ一二キサイドディスミ

ュターゼにおいていわれているtrance　rearrangmentのような，無機アニオンが一度アクシ

ャル位に配位した後，面内に移るという可能性は残されている79）

　無機アニオンの配位した銅錯体の固有の常磁性緩和速度の減少分瑞，R言の値は，　pH　5．5

と7．0でほとんど変化しないことから，そのpH：間ではDBMの銅（II　）部位の基本的な構造

は変化しないと考えられる．このことは両pHで，銅（ll）一配位水間の距離がほとんど変化し

ないことからも支持される．しかしながら，錯体生成定数Kb値が常にpH　7．0よりpH　5．5

において大きい事実はどのように説明されるであろうか．従来からDBMのコンボメーショ

ン変化の引き金として考えられているヒスチジン残基のpKa値は6．2であり，今回の実験の

pH：5．5とpH　7。0の中間にあることからこの両pH：間で生じるK：b値の変化は，活性部位の

基本構造を変えることなしに，その回りのタンパク部分の構造変化によって誘発されたもの

と考えざるを得ないが，この点については尚検討を重ねるべきものと思われる．
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皿一6　まとめ

　DBMの阻害剤であるシアンイオン（CN一）とアジドイオン（N5）を用い，それらと配位水

との相互作用を磁気共鳴法により検討した結果，核磁気緩和の観測からはアニオンの添加に

ともない活性中心であるCu（III）のまわりの配位子交換による溶媒水プロトンの常磁性核磁

気緩和速度が変化しその効果を平衡論的に解析することによって，ア＝オンーDBM　1：1及

び2：1錯体の固有の常磁性緩和速度の減少分Rl，曝とそれらの錯体生成定数：Kも，醜を

決定することができた．Rl値はCN一で53（pH　5．5），52（pH　7．0），　N5で38（pH：5．5），

32（pH　7．0）を示し，　R言値はN5において98（pH：5．5），96（pH：7．0）を示した．このRもと

R言との値を検討することによって，DBMのCu（II［）部位にはこれら無機アニオンと交換可

能な2分子の水の存在が明らかとなった．r方，　EPRスペクトルのアニオン添加による変化

の追跡からCN一一DBM　G：1）錯体とNative－DBMとが等量つつ存在する系が同定され，

そのRp値が23％を示したことからCNM－DBM（1：1）錯体のRl値：を考慮して，やはり2

分子の配位水の存在が妥当化されることを確認した．

　次にKも，蝿の値はpH　5．5において常にpH　7．0よりも小さは値を示し，　CNM，　N5とも

DBMに対する親和性がpH　5．5の方が高くなっていることがわかった．一方，　N5において

決定したKも値はK忌値に比べて約100倍小さくなっており，2番目の配位水の置換は極め

て因難な過程であることが明らかとなった．

　さらに，CN一とN5による競合実験のEPRスペクトル変化の解析と水プロトンの常磁性

核磁気緩和速度変化の競合系での平衡論的解析より，CN一もN5もDBMの同じCu（9）サ

イトの配位水と置換していることも確認された．

　以上の錯体結合定数の値，アニオン結合サイトの情報と共に，EPR測定によって得られる

錯体構造に関する各種パラメーターの値をもとにDBMのCu（II）まわりの可能な構造につ

いて推定を加えた．
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IV　DBMの無機アニオンによる阻害反応
　　　の平衡論的解析

Iv　一1　緒　　言

　第狙章においてシアンイオン及びアジドイオンをプローブとする核磁気緩和及びEPRの

測定を通じて，DBMに対する無機アニオンの結合平衡パラメーターが決定されるばかりで

なく，DBMの活性部位の構造についても興味あるいくつかの知見が得られることを明らか

にした．これらの結合パラメーターや推定された活性部位構造が，実際にDBMの効果的な

阻害剤であるシアンイオン及びアジドイオンの阻害反応とどのように関連しているかをしら

べることは酵素活性部位の構造と反応機構の関係を知る上に於いて極めて重要である．

　本章では上述の観点からシアンイオン及びアジドイオンによるDBMの阻害反応を

Lineweaver－Burkプロット（L．　Bプmット）を用いて解析し，阻害反応型，阻害反応パラメ

ーターを決定し，これらの結果を第皿章で得られた知見と比較考察した．

IV－2　酵素阻害反応の平衡論的解析

　一般に阻害剤共存下での酵素反応は，1基質1阻害剤の場合次のように簡単に表わすこと

ができる那85

　　　　　　　　　　　　　Ks
　　　　　　　　　＋　s

E
十
1

EI

Ki

船
＋
1

ESI

Kiノ

E　＋　P

E：酵　素

S：基　質

1：阻害剤

P：生成物

　　Ks＝［E］〔S］／［ES］　　酵素一基質解離定数

　　Ki＝［E〕［1］／［EI］　　　酵素一阻害剤解離定数

　　Ki1篇［ES］［1］／［ESI］　　酵素・基質一阻害剤解離定数

　上のスキームにおける平衡系とすべてに迅速平衡を仮定すると，生成物Pの生成速度すな

わち酵素反応の反応速度vはVmaxを最大反応速度として次式で表わされる．

txvi．｛kir．．　（i’」1（’kl’il）“millll’tt．．（i“一ll／giiLi］）一ii一｛，lfi一］　’一一一”一一一一一一一一一一一一一　（i＞
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1）拮抗型阻害（Ki《Ki1）

Ki’罵・。の場合で（1＞式は②式のように簡単化される．

÷一v煮÷v監（エ＋［美］　　　Ki）古
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一H一一一一．一一一一一一一一 @（2）

この場合，1はEとのみ結合しES錯体とは結合できない．　L．　Bプロットは，種々の［1］に

対応する直線群が1／v軸上の一点で交わる．

1／η

1／〔s〕

2）反拮抗型阻害反応（Ki》Kiノ）

Ki＝＝・◎の場合で（i）式は③式に簡単化される．

t＝一K7：R．irx　（i＋E／iklrril　）＋iktS．．　fit］
一一一一一一一一一一一’一一一一一一一一’”’一一““’一一一一一’ @（3）

この場合，1はESとのみ結合しEそのものには結合できない．　L．　Bプmットは種々の1に

対応する直線群がすべて平行になる．
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3）混合型阻害反応（Ki＞Ki’，　Ki＝Kit，　KiくKi！）

　拮抗型阻害（Ki《Kii　）と反拮抗型阻害（Ki》Klノ）の中間を示す阻害はすべて混合型阻

害と呼ぶことができる。Ki＝＝Kiノとなるときは特に，非拮抗型阻害とよばれている。この場

合の反応速度vは（1）式そのもので表わされ，Kiと：Ki’の大小関係に従いL。　Bプロットは次

の3つのパターンをとる．

l／v

KiくKi！

7 1／［s］

Ki・＝Kiノ Ki＞K三！

　以上いずれの阻害型反応についても阻害定数KiおよびKi’は次の手順で容易に求めるこ

とができる．すなわち（1）式より明らかな如く，阻害剤濃度［1〕に対してL．Bプrvットの傾

き［｛（1＋［1］）／　Ki｝Ks／Vmax］をプwットして得られる直線の横軸切片より一Kiがまた

同様にL．Bプvットの縦軸切片こ｛（1＋［1］）／Kit｝／Vmax］をプロットして得られる直線の

横軸切片より一　Kitが求められる．この方法はLBプロットの2次プmット法と呼ばれてい

る．

W一一3　結　果

1）無機アニオンの阻害濃度（NaCNとNaN3のDBMに対するIC50値の検討）

　磁気共鳴による研究に用いた2種のアニオン（シアンイオン（CNつとアジドイオン（N5））

のアスコルビン酸，チラミン，および酸素の3基質に対するDBM阻害反応の平衡論的解析

を行うために，まずpH　5．5とpH：7．0の両点でそれぞれの阻害剤の阻害濃度域（IC5。）をみ

つもった。阻害反応は9－2項に記載した反応条件に従い，阻害剤濃度すなわちCNaCN］oお

よび［NaN3］oを種々かえて行い，反応停止後∬一2項記載の方法で残存活性の測定を行った．

結果は図W－1に示す通りである．
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Fig．　IV－3．　Residual　DBM　activity　as　function　ofi　inhibitor－anions　concentration

at　pN　S．5　and　pH　7．0．

　図より明らかな通りNaCNのICso値は溶液のpHによって大きく異り，　pH　5．5で2．5×

エ〇一6M，　pH　7．0で5．4×10”7　MとpH：7．0でその阻害効果が大きくなっているようにみえる．

一方NaN3のICso値は，　pR　5，5で6．4×10｝3M，　pH　7．0で4．3×10『3Mとほぼ同じ値を示

した．しかしながらこれら阻害剤のアニオン濃度はpHに依存して大きく変化する（第通章

3節参照）ので，これら阻害剤とDBMとの真の阻害定数を求める場合には，それぞれの

pHにおける阻害剤の解離平衡を考慮する必要がある．

2）無機アニオンによる阻害型の検討

　NaCN及びNaN3の両pH：での阻害効果の値を参考にして，　CN一及びN5のDBMに対

する阻害型を検討するために，アスコルビン酸，チラミン，及び酸素の3基質のそれぞれに

対する無機アニオンの阻害反応を，Lineweaver－Burk（L．　B）プmットによって解析した．

反応はpH　5．5とpH：7．0のM£S緩衝液中で行い，その際［1］の選択には前節で求めたICso

値を参考にした．阻害定数（Ki，　Ki’）の決定には前述の2次プvットを利用したが，阻害剤

濃度すなわち［NaCN］o及び［NaN3］oに対して得られたこれらの値は，阻害剤の解離平衡

を考慮して実効アニオン濃度に対する値に較正した。
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（a）アスコルビン酸に対する無機アニオンの阻害反応

　チラミン濃度（10mM）を一定に保ち，アスコルビン酸濃度を0．33～IOmMまで変化さ

せさ大気圧開放系に所定量のNaCNまたはNaN3を加えて阻害反応のL．　Bプロットを求

めた．その他の反応溶液組成及び反応条件はfi－2項に記載した通りである．　NaCNの場合

を図W－2（pH　5．5）および図IV－3（pH　7．0）に，　NaN3の場合を図W－4（pH：5．5）および

図W－5（pH：7。0）に示す．
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concentration　at　pH　7．0．

　これらの図より明らかな通り，アスコルビン酸基質に対してはNaCN，　NaN3いずれの場

合も両pHにおいて，　L．　Bプuットの直線群が第2象限で交わる拮抗性の強い混合型を示し

た．2次プロットから解離平衡補正をして求めた阻害定数KiとKiノを一中に示した。

（b｝チラミンに対する無機アニオンの阻害作用

　アスコルビン酸濃度（10mM）を一定に保ち，大気圧開放系でチラミン濃度を0．5～10mM

まで変化させた系に，所定量のNaCNまたはNaN3を加えて阻害反応のL．・Bプロットを

求めた．その他の反応溶液組成及び反応条件はll－2項に記載した通りである．　NaCNの場

合を図W－6（pH　5．5）および図W－7に，　NaN3の場合を図IV－8（pH：5．5）および図W－9

（pH　7．0）に示す．
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　これらの図より明らかな通り，チラミン基質に対してはNaCN，　NaN3いずれの場合も

典型的な反拮抗型阻害を示した．両pHにおいて阻害型が共通している点は，アスコルビ

ン酸基質の場合と同様である．補正された反拮抗阻害定数Ki’はそれぞれ図中に示した通

りである．

（c）酸素に対する無機アニオンの阻害作用

　アスコルビン酸濃度（10mM）チラミン濃度（10mM）を一定に保ち，密閉条件（ll　一2

参照）で酸素濃度を0．0422mM～0．3175mMまで変化させた系に所定量のNaCNまたは

NaN3を加えて阻害反応のL．　Bプロットを求めた．その他の反応溶液組成及び仮応条件は

fi－2項に記載した通りである．　NaCNの場合を図IV　一　10（pH　5．5）および図IV－U（pH

7．0）に，NaN3の場合を図IV－12（pH：5．5）および図IV－13（pH　7．0）に示す．
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　　これらの図より明らかな通り，酸素基質に対しても両阻害剤は反拮抗型阻害を示し，し

かも阻害型は両pH：において変化していない．2次プロットによる補正Kii値がそれぞれ

図中に示されている．
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IV－4　無機ア＝オンによるDBMの阻害機作についての考察

　以上，無機アニオンによるDBMの阻害反応の解析より得られた結果を表W－1にまとめ

て示す、

　まず阻害型式についてみると，pHの変化にかかわりなくCN一，　N5ともアスコルビン酸

に対しては拮抗性の強い混合型阻害を，チラミンに対しては反拮抗阻害を，そして酸素に対

しても反拮抗阻害を示した．この両アニオンによるDBMの阻害反応についてはblackbum72）

らが酢酸緩衝液，pH5．0でのアスコルビン酸およびチラミンに対する結果を報告している

が，その結果ともよく一致している．このpHによる阻害形式の不変性は，磁気緩和

速度の研究から結論されたように，pH：の変化によってDBMの活性中心鋼の基本構造が変

化しないという事実に対応していると考えられる．さらに両アニオンの阻害形式が同じであ

ったことは，NMRやEPRによる両アニオンの競合実験から確められた様に，　CN“とNぎ

がDBMの同じ銅サイトに配位した水分子と置き換るという結論によく対応しており，

Cu伍）に対するアニオンの置換反応がDBMの阻害反応に大きな役割をもつことをうかがわ

せるものである。

　次に両pHにおけるKs値及び阻害定数（Ki，　K：iノ）値を比較すると，まずKs値はいずれの

Table　XV－1．　IRhibitien　types　and　constaRts　（M）　from　L－B　plots

AscorbSc　acid　Tyrandne　Oxygen
CN

N3

5．5

7．0

5．S

7．0

Ki

Ki’

Kl

Kii

Ki

Ki響

　　　Ki

　　　Klt

S．5　K＄

7．e　Ks

Mixed
　　　　一一一IO
2．4×10
　　　　－9
工．6xl◎

Mixed
　　　　一一　9
1．7xlO
　　　　－9
4．9xlO

Mixed
　　　　－4
9．3xlO
　　　　－3
3．5Xle

Mixed
　　　　－3
2．3XiO
　　　　一一　3

4．7xle

　　　　－4
4．5xlO
　　　　－4
5．4XXO

　Un

　　　　－9
i．8xle

　Un

　　　　一9
7．9xiO

　Un

　　　　－3
s．7xle

　Un

　　　　一3
5．1xlO

　　　　－3
2．OXIO
　　　　－3
2．9XIO

　Un

　　　　－9
1．4xle

　Un

　　　　一9
5．5xlO

　Un

　　　　一3
2．3xlO

　Un

　　　　－3
7．6Xle

　　　　－5
3．7XIO
　　　　－5
6．7xle

Mixed：　Mixed－type　inhibition

Un：　UB－competitive　inhibition
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基質についてもpH　7．0よりpH　5．5において小さくなっており，　pH　5．5で基質とDBMとの

親和性が増加していることを示している．さらに両アニオンめ阻害定数（Ki，　Kiノ）値も同様

な傾向を示し，阻害剤アニオンのDBMに対する競和性もpH　5・5において高くなっている

ことを示している．この傾向は先の水プmトンの常磁性緩和速度の平衡論的解析から得られ

た各無機アニオンーDBM錯体の生成定数（Kb）値が，　pH　5．5における方がpH　7．0よりも

大であることに対応しており，これら両アニオンのDBM　2価銅に対する親和性のPHによ

る差異が，over　allの反応においても認められることを示したもので興味深い結果と考えら

れる．

　尚，CN一とN5の阻害能の強さにはそれらのKi，　Kγ値からも容易に認められるように大

きな差異があり，この点に関しては阻害反応機構との関連において次章で検討する．

IV－5　ま　と　め

　DBMのCN』およびN5によるpH　5．5および7．0における阻害反応の平衡論的解析を行

った結果CN一，　N5共アスコルビン酸基質に対しては拮抗性の強い混合型阻害を，酸素お

よびチラミン基質に対してはいずれも反拮抗阻害を示し，しかも阻害型式は両pHを通じて

同じであった．これらの事実はDBMのCu（■）部位におけるCNmおよびNEの付加サイト

が同一であり，pHの変化によってCu（∬）部位の基本構造は変わらないという先の磁気共鳴

からの結論とよく一致した。磁気共鳴からは酸性pH域において無機アニオンのDBMへの

結合定数が増大することを認めたが，阻害反応におけるKi，　Kitの値はやはり同様の傾向を

示し，Ctl（U）部位の構造が阻害反応全過程を大きく支配することが明らかになった．
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V　DBMの活性部位構造と反応機構

V－1　緒　言

　第立動においては主として核磁気緩和法を用いてDBMの活性部位構造の推定を行い，第

IV章においてはその活性部位構造推定のために利用したシアンイオン及びアジドイオンの

DBM阻害反応の解析を行った．その結果推定した活性部位構造と阻害反応の間には密接な

関連のあることが明らかになった．このことは推定活性部位構造により実在性を与えるもの

であると共に，第撮章の方法によって得られた各種の結合パラメーターがDBMの反応機構

の解釈に充分利用しうるものであることを示唆しているものと考えられる．

　本章ではこの観点から，未だ統一的見解の与えられていないDBMの反応機構に関し，第

皿章で得られた結合パラメーターや推定構造を軸としてまず，DBMの酵素反応開始の最初

のステップであるとされているアスコルビン酸によるDBM中の2価銅の還元反応について

の相対立する2説，すなわち2電子1段階還元説と，1電子2段階還元説についてそのいず

れが妥当であるかを考察する．一方，本研究で得られた推定活性部位構造がDBMの阻害反

応型式に対しどの様な解釈を与えるかについても言及し，阻害反応機構ひいてはDBMの

反応機構についての統一的解釈への道を探りたい．

V－2　DBMの酵素反応開始機構

　　　　一一2電子1段階還元か1電子2段階還元か一一

　W－2に示した酵素反応スキームから明らかな様に，阻害定数：Kiは酵素阻害剤複合体の

解離定数である．これは迅速平衡を仮定した酵素の反応速度解析（Rate　Analysis，　RA）から

導かれたものであり，これを今，KD（RA）としよう、一方，この酵素阻害剤複合体の解離定

数はすでに盟章で示した如く，核磁気緩和（Nuclear　Magnetic　Relaxation，　NMR）の測定

からその逆数であるKもとして求められており，’今これを：K：g（NMR）と表わし，　pH　5．5　と

pH　7．0におけるKD（NMR）とKD（RA＞の値をCN一およびN5につき対比して示すと表V－1

のようになる．

　まずN6についてみると，いずれのpH：においてもKD（NMR）とKD（RA＞はよく一致し

ており，両者の測定法が間違いなく酵素一阻害剤の解離平衡過程をみていることを示してい

る．ところが，CN｝の場合はKD（RA）はK：D（NMR）よりいずれのpHにおいても約3桁

も小さくなっている．これはN5における一致のよさから判断しても決して両方法の実験誤
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Tabie　V－1．　Coraparison　of　vaiues　of　the　dissociation　constant

for　inhibitoy－enzyrae　complexes

Inhibitor pH KD　（NMR）　（M） KD　（RA）（lvl）

　一一　一　．　．　v　”一7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－IO
　　　　　　　　　　　　l．ユ5xlO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．4xlOCN　5．5　　　　　　　　　　　　　　　　　－6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－9
　　　　　　7．0　！．34xlO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i．7XiO

N5　1：：　1：li＝19二：　：：：ll：二1

差によるものとは考え難く，むしろ両方法の測定対象に起因する本質的なものを含んでいる

と考えざるを得ない．すなわちNMRでみている測定対象はあくまで2価銅との配位平衡に

あるアニオンであるのに対し，RAでみているものはその価数に依存しない銅部位でのアニ

オンの配位平衡であるということを考慮すると，この小さなK◎（RA）値はCN“が2価銅へ

の配位によってひきおこす阻害過程とは別に，この過程以上に効率的な第2の阻害過程の存

在を意味するものと考えてよい．この第2の阻害過程とは何か，以下この事実をDBMの酵

素反応開始過程に関する2つの相対立する機構に照らし合わせて考察しよう．

　pa　V－1に示したのはこの相対立する2説すなわち，　Friedmanらによって代表される銅

活性部位のアスコルビン酸（AH2）による2電子1段階還元機構と，　Dilibertoらによって提

唱されているセミデヒドaアスコルビン酸（AH．）の生成をともなう1電子2段階還元機構

である．Cu2“のCul“への還元が1段階で終るとするFriedmanモデルは全く第2の阻害過

程を必要としない所から先の事実を説明し得ないのに反し，2段階の還元過程の存在を要求

ROH

H20

　　　　　　2e

Nc．2“
E
Xcu＋

02　ROH

RH
　　　　HkO　　　　2
　　十　2H

　　　　ど　　　　　　　　　　　　　　　を

ア鍔の溌ヌ

　　　　　　　E＼ズ

／cu＋

E＼ズ

02

RH

　2H

Friedma轟　職ode＝L Dlliberto　Tnodel

Fig．　V一］．．　Pxevious　studies　oR　reaction　rnechanisras　of　DBM
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するDilibertoモデルは先の事実とよく符合する．すなわちNMRでみられるCN“のCu2＋

への配位過程はDilibertoモデルの最初の還元過程でおこりうるものであり，　RAでみられ

た効率の高い第2の阻害過程はD11ibertoモデルの2段目の還元過程に対応するものと考え

ることができる．CN｝が2価銅よりはエ価銅と極めて安定な錯体を形成する82）という一般

的傾向を考慮：すれば，Dilibertoモデルにおける第2の還元過程が効率の高い阻害過程を形成

することもよく説明できるのである．

　以上の考察から明らかな通り，ごN…一DBM複合体について得られた2種の解離定数KD

（NMR）とKD（RA）の差異は，　DBMの酵素反応開始過程の2段階還元説を妥当とするもの

であることが明らかになった．Ni～DBM錯体については2種の解離定数は同一であり，こ

れは2段階還元過程における生成錯体の安定性が同程度あるいは第1段階の方が高いことに

よるものと思われる．

V－3　推定活性部位構造による阻害反応の解釈

　前節において緩和時間の測定より得たDBM－CNrm複合体の解離定数KD（NMR）と阻害

反応の平衡論的解析より得た同じ複合体のKD（RA）とを比較することによって，　DBM中の

2価銅のアスコルビン酸による還元過程は1電子による2段階反応で進行していることを明

らかにした．

　一方前章においてCN“およびN5の阻害反応型式がやはり磁気共鳴の研究（如実章）よ

り推定される活性部位の基本的構造と矛盾しないことを指摘した．本節ではより具体的に2

分子の配位水をもつ銅（ll）中心構造を考え，このモデルが阻害反応の平衡論的解析より得た

阻害反応型式をどのように説明しうるかを考察し，DBMの活性部位構造と反応機構の関連

をより明らかにすることをこころみたい．

1）阻害型式

以上の考察を行うに当り，まず各種阻害剤による阻害型式を次表に再録した．

Table　V－2・　工nhibition　types

工nhibitO：じ Substrate Xnhibition　type

CN　（N3） A＄cerbic　ac±d　（AH）

Tyramine　（Ty）

oxygen　（02）

Mixed（KiくKゴ）

Un－competitive

Un一一competitive
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2）活性部位構造モデル

　活性部位のCu（II）まわりは軸対称をもち阻害剤と交換しうる配位水2分子のうち一方はエ

カトリアル（eq）位に他方はアキシャル（ax）位にあり，阻害剤分子又はアニオンは優勢にeq

位に水分子と交換するものとする（第皿章考察参照）．

3）各阻害型の解釈

　同一阻害型を示すのでCN・rmで代表させて考える．　CN｝がAH：に対しK：i〈Kiiの混合型を

示すということは，拮抗阻害過程（Ki）と反拮抗阻害過程（Ki！）を持つことであり，それぞれ

について次のスキームを対応させることができる。

　　　　Competltive　inhibition　process

貿ご）　CN一極　一
iU“一H20（eq）　“一一一一一‘　i）u“一：一ww－cN　（eq）

x　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x

　　　　Un－compet±tive　inhibit±on　pyocess

㍗1ご）　AHじ）　CN一じ）
iu““H20（eq）　一　i）u“一iww一一H20（eq）　一一一一）　iu　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CN　（eq）

x　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x

すなわち拮抗阻害過程ではCN一がまずeq位に入った結果ax位の変化がおこりAHが入

れなくなるものと解釈できる．勿論AH：がCNmと同じaq位を取り合う可能性もないわ吋

ではないが，AH：はax位指向性をもっとした方が後に述べるすべての阻害型を統一的に理

解できる．反拮抗阻害過程では，ES錯体に1が結合する故，スキームに示した通り，　AH：が

まずそのax位指向性によってax位に入り，この場合eq位の構造変化は顕著でなく，　CN一

がeq位に入り得て三元錯体が完成する．

　次にCN『はTy及び02に対し共に反拮抗であるが，これは次のスキームによって説明可

能である．

一76一



￥20（ax）　Ty　？r　02
eui：一一H20（．q）［P　：．101z．一i＞7　e．i±

x x

（ax）　Ty　gx　02（ax）
H26（eq）　一9！t！：一一一一〉　eu］一　t一一一cN一（eq）

x

すなわちTy又は02がax位指向性をもってax位に入るならば，　AH：における反拮抗阻害

過程と同様CN『はeq位に入り得て三元錯体が生成して反拮抗阻害が成立する．

　以上述べたごとく，今後検討すべきいささか仮定的な部分もあるが，推定活性部位構造は

CNHやN5の阻害形式を一応合理的に説明してくれることがわかる．このことは活性部位に

おける2分子の配位水の存在が，今後DBMの反応機構をより詳細に統一一的に理解する上で

極めて重要なカギになるものと思われる．

V－4　ま　と　め

　DBM一阻害剤アニオン複合体における核磁気緩和より求めた解離定数KD（NMR）と阻害

反応の速度論的解析より求めた解離定数K：D（RA）を比較することによって，　DBMの酵素反

応のアスコルビン酸による還元過程が1電子の移動による2段階反応であることを明らかに

した．更に磁気共鳴より推定されたDBMのCu（H）まわりの構造が無機アニオンによる阻害

反応の阻害形式を無理なく説明できることを示した．
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要　旨

　DBMに無機アニオンを添加した系における水プmトンの常磁性核磁気緩和速度の平衡論

的解析とEPRスペクトルの解析から，　DBMの活性中心の銅（II）のまわりには外から来る配

位子と置換しうる2分子の配位水が存在し，この配位水の配置は銅（9）中心の軸対称場にお

いて　一方はエカトリアル位に他方はアキシャル位に存在すると考えることが妥当であるこ
　　’

とを明らかにした．

　一方同じ無機アニオンを添加した系におけるDBMの阻害反応の平衡論的解析から，これ

らアニオンによる阻害反応型と阻害定数が決定され，これらを磁気緩和速度から決定された

DBM一阻害剤複合体の解離定数と比較検討することによって，　DBMの酵素反応における最

初のステップである銅（II）の還元反応が，従来多くの研究者によって支持されていた2電子

の1段階の移動によってではなく，最近2，3の研究者によって提出されているような1電子

の2段階移動によって行なわれていることを明らかにした．

　さらに2分子の配位水をもつとする活性中心の推定構造は，上記無機アニオンによる阻害

反応の全過程を無理なく説明しうることなどから，酵素反応機構と活性部位構造との密接な

関連を明らかにした．
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