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Abstract

　Cobalt（II）　co 皿plexes　Qf 　jV−methyl 　and 　N−ethylprotoporphyrin 　IX　di皿 ethyl 　ester 　（（ハ
LCH3ProtoDME

）Co （II）OAc

and 　（IVC2H5ProtoDME ）CQ（II）OAc，　OAc，　 acetate ＞have　been　prepared 　and 　characterized 　by 艮H−NMR　measure 皿 ents ．

Reconst　itution　of 　sperm 　whale 　apomyoglobin 　with 　the 　cobalt （ID　　co 皿plexes 　of 　コV−methyl 　 and

／Veethylprotoporphyrin　IX　　（（IV
−CH3Proto）Co（II）　and 　　（N

−C2Hsproto）Co （II））　afforded 　stable 　myoglobins

（（ALCH3Proto）Co （II）−Mb　and 　　（N
−C2H5Proto）Co（ID −Mb）．　The　

iH−NMR　spectrum 　of 　　（ALC2H5Proto）Co （II）−Mb

indicated　that　proton 　signals 　assigned 　to　the　met ｝lyl 　group 　of 　N−ethyl 　group 　showed 　only 　two　sharp 　signals

of 　line　width 　similar 　to　that 　of 　the 　proton 　signals 　of 　peripheral 皿 ethyl 　groups ．　 Thisis 　suggestive 　that

onlytwo 　of 　the 　eight 　isomers　ef 　the　complex 　were 　incorporated 　into　the　apemyoglobin ．　（ハ
LCH3Proto

）Co（Il）−Mb

was 　reduced 　by　dithionite   der　anaerobic 　condition ．　Electronic　absorption 　spectrum 　of 　reduced 　product

showed 　characteristic 　feature　of 　organocobalt （II工）　　porphyrin ．　This　fact　supPorts 　validity 　of

intramolecularity　of 　migration 　 of 　ALsubstituent 　fro 皿 pyrrolic　nitrogen 　tQ　the　central 　metal 　ion　in　the

cavity 　of 　protein ．

1 ．　 緒言

　 準 置換金 属ポ ル フ ィ リ ン お よ び 有機金属 ポル フ ィ

リン の化学は 、多くの 化学者 と生 化 学者の 注 目を集 め

て い る。シ トク ロ ム P−450 を始め その 他の ヘ ム 蛋白質

にお い て、ヘ ム とラ ジカル
t）や カル ベ ン

at
の よ うな活性

有機 種 との 反 応 に よ り有機 ヘ ム が 得 られ る。そ の 有機

ヘ ム を酸化す る と 、 有機基 が ピ ロ
ー

ル の 窒 素原子に 分

子 内転移 して、M 置換ヘ ム を与 え る
3）。ヘ ム の 異常代

謝物 と して 発見 され た グ リーン ピ グ メ ン トは、こ の M

置換 ヘ ム で ある こ とが解明 され e 、ミ トコ ン ドリア 内

で 行われ るフ ェ ロ ケ ラ ターゼ に よ る鉄挿入 の 阻害剤 と

して働 き、ヘ ム の 生合 成 を調 節す る
5）
。

　 1974年、生越等は M アル キル ポ ル フ ィ リン の コ バ

ル ト （皿）錯体を NaBH4で還元 する と tLL一アル キル 基の

分子 内転移反 応が起 き、ア ル キル コ バ ル ト （皿 ） ポ ル

フ ィ リン が生成す る こ とを報告 した 6〕
（Scheme　1）。コ

バ ル ト （皿） に共有結合 したア ル キル 基の ピ ロ
ー

ル 窒

素原子への 可逆的転移反応 に つ い て は、Dolphin に よ

っ て 報告 された τ｝。そ して 、こ れ ら酸 化還 元 的転移反

応が 分子内で起 こ る こ との 妥当性を Callot 等が 証 明

した
8）。また、Mansuy と Ortiz　de　Montellanoはポ ル

フ ィ リン 鉄 錯体の 酸化還 元に よ っ て、ア ル キル お よび

ア リール 基 が 窒素原子 か ら鉄 へ 転移す る こ とをそれ ぞ

れ 見 出 した
9）。M ア ル キル ポル フ ィ リン 鉄 （ll）錯体

の 自動 酸化 速度は、鉄 （皿） ポ ル フ ィ リン の そ れ よ り

も遅い が le）、空気の 存在下 有機溶媒中で酸化す る と速

くなる
11）。．4Lア ル キル ポル フ ィ リン 鉄 （皿 ）錯体 は、

求核試薬 との 反応 に よ っ て 容易 に 脱ア ル キル 化が起き、

通常の 鉄 （皿 ）ポル フ ィ リン とな る
10）。ヘム の 鉄をコ

バ ル トに 置換 した もの は、ヘ ム 蛋白質お よびヘ ム 酵素

の 構 造 や反応 を理解す るた め の 有用なモ デル 錯体 とな

る
1at。　M ア ル キル ポル フ ィ リン コ バ ル ト （皿）錯体は、

酸素や求 核試 薬に対 して 高い 安定性を示 す。我 々 は、

iv一ア ル キル オ クタエ チル ポル フ ィ リン コ バ ル ト 〔皿）

錯体（An−AlkylOEP）Co（II）OAc を グ リーン ピ グ メ ン トの

モ デル と して と らえ、それ らの 磁化率、ESR13）、常磁性

IH 一
  〜

ω
お よび共 鳴 Ramani5）

を測 定 し報 告 した。

　今回 は 、
reア ル キル プ ロ トポル フ ィ リン ー・D（、卅 重 水

素化 アル キル プロ トポル フ ィ リン
ーIXの コ バ ル ト （皿）

錯 体 とそ れ らの 再 構成 マ ッ コ ウク ジ ラ ミオ グ ロ ビ ン の

IH −NMR ス ペ ク トル
16＞お よび再構 成 ミオ グロ ビ ン の

一
電

子 還元 に よっ て 蛋 白質内で起 こる M 置換基 の 中心金属

へ の 分 子 内転 移 反応 につ い て報 告す る。

＊　 福島工 業 高等専 門学校 物 質 工 学 科 （い わ き市 平 上 荒川 字 長 尾 30）
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Sch  e 　 1

闇 旨Collll），　Fo【111⊃

2 ．　 実験

開 ＝Co ｛1巳｝，　FgllU

　電 子吸収、IR、　bfass、通 常の
IH−NMR ス ペ ク トル は、

それ ぞ れ、Hitachi　 320　 spectrophotometer 、　 Hitachi

260−le 正R　 spectrometer ある い は JASCO　Fr／IR　7300

FT−IR　spectrometer 、　Hitachi　M−60　mass 　spectrometer

お よび JEOL　J刪 一FX60Q　NMR　 spectrometer を用 い て 測

定 した。／v一ア ル キル プ ロ トポル フ ィ リン
ーPt一コ バ ル ト

（ll）錯 体 が 結 合 し た 再構 成 ミ オ グ ロ ビ ン

（（卅 Alky1Proto）Co（II）−Mb）の 270MHz ［H−NMRス ペ ク

トル 測定の た め に 、（（？V−AlkylProte）Co（II）一噛 ）の 水

溶液を ミ リポ ア フ ィル タ
ー

（lmmersible　CX−10）を用

い て 1−2mmoldm
−3

（tw　lmL） に濃縮 し た。さらに 、残

りの 水 の ほ と ん ど を KOKUSAN　MODEL　H−251 高速遠 心

分離機 に メ ン ブ ラ ン コ
ー

ン （AmiCon，　 CF−25）を取 り

付け、2℃ の 下、遠心ろ過 （3000rpm，15min）で 除去 し

た。pD7 の 重 水 置換 50mmoldmrr3リン 酸緩衝液 を加 え

混合 し、同様 の 方法で ろ過 した。こ れ を 5 回繰 り返

して 、ほ とん どの 水 を 重水 置換した。こ の 溶液 と M

ア ル キル プ U トポル フ ィ リン
ーD【

一ジ メ チル エ ス テル コ

バ ル ト （［）錯体（（ALAlkylProtoDME ）Co （II）OAc）の

NMR ス ペ ク トル は 、25 ℃ で JEOL　 GX　 270　 NMR

spectrometer を用 い て 測定 し た。

2 − 1．M アル キル プロ トポル フィ リン
ー1X一コ バル ト

（1） 錯体（（AV−Alky　1　Proto）Co（11））の 合成

　 プ ロ トポ ル フ ィ リ ン ーIX一ジ メ チ ル エ ス テ ル

（ProtoDME）の M アル キル 化 は、　Jackson等に よ っ て

報 告 され た 方 法 で行 っ た
t7）。　ProtoDME（500mg）を 5％

の 酢酸 を含む 30mL の ク ロ ロ ホ ル ム に 溶解 し、ヨ ウ

化 メ チ ル （5mL）を加 え、その 混合物 を 5 時間還流 した．

反 応 の 進行状況 は 、薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー（TLC）

に よっ て モ ニ ターした。そ の 溶液 を飽 和 NaHCO3水 溶

液、次 い で 水 で 洗浄 した 後 Na2SO4で 乾燥 した 。 溶 媒

を減圧 除 去 し、残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

で

精 製 （溶 出 剤 ： ク ロ ロ ホ ル ム 、充 填 剤 ： ア ル ミナ

（Broc   an ，　 activity 　grade 　I工一工II）） した 。 こ の よ

うに して 得 られ た M メ チル プ ロ トポ ル フ ィ リン
ーm −一

ジメ チル エ ス テ ル （iV−CH3ProtoDME）を 再度 の カ ラ ム ク

ロ マ トグラ フ ィ
ー

で さ らに 精製 （溶出剤 ： ク ロ ロ ホ

ル ム 、充填 剤 ：シ リカ ゲル （Wakogel 　C−200）） し、メ

タ ノ
ー

ル
ーク UU ホル ム か ら再 結晶 して 、濃紫色の 結

晶 98 皿g （収 率 19．1％ ） を 得た
17・18 ）。同様 の 方 法 で 、

ProtoDME （500mg ）と ヨ ウ化 エ チ ル （5mL）か ら M エ チル

プ ロ トポ ル フ ィ リ ン ー凪 一ジ メ チ ル エ ス テ ル

（1V’C2H5ProtoDME） （102皿g，収 率 19，5％）の 合成お よ

び 精 製 を行 っ た。jV’CH
，
ProtoDME（50  ）を ク um ホ ル

ム （50mL）に溶解 し、還流 させ なが ら酢酸 コ バ ル トの

飽 和 メ タ ノ
ー

ル 溶液 （10mL）を加 えた
6）。そ の 溶液 を 2

時 間還 流 し た後、水 洗 し、Na2SO4で 乾燥 した。溶 媒

を減圧除去 し、残渣 を カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で

精製 （溶出剤 ： ク ロ ロ ホ ル ム → メ タ ノ
ー

ル 、充填剤 ：

ア ル ミ ナ） し た。得 られ た 緑 色 の フ ラ ク シ ョ ン を少

量 の 酢酸 を含 ん だ ク ロ ロ ホ ル ム で 処 理 して、酢酸イ

オ ン の 軸配位 を 完全 な もの と し た。そ の 溶液 を水洗

し、Na2SO4で 乾燥 し た後、溶 媒 を 減圧 除 去 した。ヘ

キサ ン
ーク ロ ロ ホ ル ム か ら再結晶 して 、濃緑色 の 結晶、

M メチ ル プ ロ トポ ル フ ィ リン
ーD（

一ジ メ チル エ ス テ ル コ

バ ル ト （［ ）錯体 （（iV
−CH

，
ProtoDME）Co（II）OAc）45 

（収率 75．4％）を得た。Vis （CHCI3＞ λ。e、　n皿 （ε wh）

434（58．6），　549（6．33），　595（8．30）；Anal．　Caled　for

C3gH42N405Co・H20： C，61．82；H，6．12；N，7．40．　Found ：

C，63．32； H，6．00； N，7．58．同様 の 方法 で 、

Ai−C2HsProto− DME（50  ）か ら ALエ チ ル プ ロ トポ ル フ ィ

リ ン
ー
】X 一ジ メ チ ル エ ス テ ル コ バ ル ト （皿 ） 錯 体

（（iV
−C2H5ProtoDME）Co〈II）OAc） （42mg， 収 率 70．6％）

を合成 した。vis （cHcl3） λ
． 、

　nm （ε　
。M）433 （52．9），

549 （6．37），592 （7．27＞；Anal ．　 Calcd 　for 　C40H44N406Co・

H20 ： C，　63．74；H，　6．15；N，　7．44．　Found ： C，　63．21；

H，　6．00；　N，　7．43．

　M メ チ ル
ーd3一プ ロ トポル フ ィ リン

ーIX一ジメ チ ル エ ス

テ ル （iV
−CDsProtoDME）は、　 ProtoDME と ヨ ウ化 メ チル

ーd3 か ら得た。同様 に、　M エ チノLh−ds一プ ロ トポ ル フ ィ

リ ン ーIX一ジ メ チ ル エ ス テ ル （AP−C2D5ProtoDME）は 、

ProtoDME と ヨ ウ化 エ チ ル
ーds か ら合 成 し た 。

AP−CD3ProtoDME と ALC2D5ProtoDMEは、通常の 方法 （上

記 参 照 ） で 、対 応 す る コ バ ル ト （n ） 錯 体

（（hLCDsProtoDME）Co（II）OAc） と （（み
LC2D5ProtoDME

）
−

Co（II）OAc）に変換 した 。 これ らの 操作の 間 に重 水 素

の ロ ス は 起 き なか っ た。

　 こ の よ う に し て 得 ら れ た （ALAIky1ProtoDME ）−

Co（IDOAc を 1％KOH を含む メ タ ノール 中で 1時間還

流 して 、対 応 す る ジ カル ボ ン 酸（（AP−CH3Proto）Co （II），

（N−C2H5Preto ）Co （II），　（ALCD3Proto ）Co （II），　（IV−C2Ds−

Proto）Co（1工〉）に加 水分解 した 。

一30 一
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青柳 ・芳賀 ： ヘ ムの異冒代謝 こおけるグリ
ー

ンピグメン トのモデ ル錯俸
一N 一ア iレキルプロ トボルフ ィリンー医一コ バ ル ト“1）錯体を有する再構成 ミオグロ ビン

ー

2 − 2 ．（At−Alky［Proto）Co（11）−Mbの 再構成

　マ ッ コ ウク ジ ラ ア ポ ミオ グ ロ ビ ン は、Teale の 方

lk　19）を改良 し、メ トミオ グ ロ ビ ン を HCレ メ チ ル エ チ

ル ケ トン で 処理 して 得 た
2D）。（iV

’AlkylPro’to）Co（II）

を少 量 の 0．1moldm
−3

　NaOH に 溶解 し、ただちに純水 で

薄め約 1皿 oldm
−3

の 溶 液 に した。こ の 溶液 をア ポ ミオ

グロ ビ ン 10  o 亅．dm
−3

リン 酸緩衝液 （pH7．　e）溶液 に撹

拌 しな が ら滴下 した。過剰 の （AP−AlkylProto）Co （II）

は、前 も っ て 10  oldm
．3

リン 酸緩衝 液 （pH6，0）で 平衡

に した Sephadex　C，−25 の カ ラム を通 して 除 去 した。

再構成 ミオ グ ロ ビ ン （iV
−AlkylProto ）Co （ID −Mb は 、

CM−52 の カ ラ ム を 通 し、50  oldm
−3

リ ン 酸 緩 衝液

（pH7 ．0）で 溶 出 させ て 精製した 。 すべ て の 操作は 低温

室 （0−5℃ ）で 行 っ た。（ALCH3Proto ）Co（工1）−Mb，　 Vis

（50  old 皿

所3
リン 酸緩衝 液 （pH7．0）） λ

田a、
　nm （Ratios）

280（4．15），　　424（10．0＞，　　543（1．0），　　598（1．46）．

（ALC2HsProto）Co（ID ¶ b．　 Vis （5emnol〔 
一3

リン 酸緩

衝 液 （pH7 ．0）） k
。ax

　 nm （Ratios） 280（3，78），

424（8．42），　545（LO ），　598（1．20）．

2 − 3．補 欠 分 子 族の 交 換

　（VV−CH3Proto）Co（ID −Mb とプ ロ トヘ ム の 等モ ル 混

合物 を 5〔  ol （ 
齟3

リ ン 酸緩衝液 （pH7 ．0）中、35℃ で

24時 間 処 理 した。そ の 混合物 を 10  01 （ 
『3

リン 酸緩

衝液（pH6 ．0）で
一

昼夜透析 し、　CM−52 の カ ラ ム で処理

した。（ALCH，
Proto）Co（II）−Mb と メ トミオ グ ロ ビ ン

（（Proto ）Fe（工II）−Mb）を 含 む 蛋 白質 の フ ラ ク シ ョ ン

は、50mmold皿

一3
リン 酸緩衝液 （pH7 ．0）で 溶出 させ た。

そ の 混 合比 は 、（Proto＞Fe（III）−Mb は 酵素系 に お い

て 還 元 で き るが
21）、（iV−CH3Proto ）Co （II）一晒 は で き

ない とい う事実を利用 して 分光 測 定 に よ り決 定 した 。

酵素で 処 理 す る前 と後の 598n皿 にお ける吸光度（Ao）

お よび （A。。）は 、次 の 式 で 示 す よ うに、関係 す る物 質

の 濃度 と関連付ける こ とが 出来 る。ε
。。（m 、 E．F。（IID、

ε F。cll）は、それぞれ （AP−CH，
Proto）Co （II）−k（b、（Proto ）−

Fe（III）−Mb、（Proto）Fe（II）一晩 の 598nm にお け る モ

ル 吸光係数 で、［（ProtG＞Fe（III）−Mb］＝［（Proto）−

Fe（II）−Mb］で ある。

Ao＝ ε co（11）【（”
−CH3Proto）Co（ll）一闇b］　＋

　　　　　　　　　　 ε F臼 （II匚）［（Proto）Fe（liD一闇b］

Ao。＝ ε Co（11）［（nLCH3Proto）Co　O　l）−Mb］　＋

　　　　　　　　　　　 ε Fe〔ID ［（Proto）FeGD −Mb］

2 − 4 ．コ バ ル ト原子 へ の 分子 内 ア ル キル 転移

　（ALCH3Proto）Co（II）−Mb の 50mmoldn
−3

リン酸緩衝

液 （pH　 7．0）溶液（5mL）をア ル ゴ ン ガス で置換 し、酵

素系 で の 還 元 を試 み た が、反応 は 進 行 し なか っ た。

そ こで 我 々 は、ジ チ オ ナ イ トで の 処理 に切 り替えた。

過剰 の ジ チ オ ナ イ トを そ の 溶 液 に 加 え、35℃ で 100

時間加 熱 した。起 こ っ た 反応 は 、電子 吸収分光法に

よ りモ ニ ターした。

3 ．結果と考察

3 − 1 ，（iV−Alky1Proto）Co（凵 ）と （AV−Alky1Proto）−

Co（11）−Mbの 合成

　 ProtoDME の M ア ル キル 化 は、　Jackson等 に よ っ て

報告され た ヨ ウ化 ア ル キ ル を用 い る方 法 で 行 っ た。

そ の コ バ ル ト （H ）錯体は、ALAlkylProtoDME の ク

ロ ロ ホ ル ム 溶液に 酢酸 コ バ ル ト （H ）の メ タ ノ
ー

ル

溶液 を加える こ とに よ り得 た。こ の 条件 下 で は、M

ア ル キ ル 基 に 影響を与 え る こ とは な く、こ れ らの 錯

体の 電子 吸収ス ペ ク トル は すで に 報告され て い る

（？VLAIkylOEP）Co（II）OAc の それ に類 似 して い た
6）。それ

ぞ れ の ピ ロ ール の 窒素 へ の アル キル 化 に よ っ て、4 つ

の 位置異性体とそ れ らの エ ナ ンチ オマ
ー合わせ て 8 つ

の 異性体混 合物 （Fig．1、2＞ が得 られ るが、これ ら異

性体の 分離は で きな か っ た 。
こ の よ うに して 得 られた

（AP’AlkylProtoDl（E）Co（II）OAc を 1％KOH を含 む メタ

ノ
ー

ル 中で 加 水 分 解 して 、対 応 す る ジカ ル ボ ン 酸

（（iV −AlkylProto ＞Co （II））に した。再 構成は マ ッ コ ウ

倒一CH3Proto ｝Co ｛lll　　　 ；R ＝CH3．　Rl 謁H

｛閥
rC2凹5Proto ｝Co〔匚1，　　　　 ；R ＝C2H5，　R1 ＝H

｛N−CH3ProtOD閇E｝Co（1りOA6 ；R ＝CHs　Rt 鬻 CH3

（N−C2HsProboD 閣E）Co｛醐ンDAc；R ＝C2H5，　R
肇＝CH3

Fig．　董．　Four　regiois α鴨 rs　of　（〃−CH3Proto）Go（lD，
（駕 2H5Proto ）Co（ID ，　（桝 H3Proto匸凋E）Co（IDOAc，　a目d
（ノトC2H5Proto芝）ME）Co（冂）0Ac．
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ク ジ ラ ア ポ ミオ グ ロ ビ ン と （Ac・AlkylProto）Co（II）を

緩衝液中ゆっ く り撹拌す る こ とに よ り行い 、通常の

方法で 精製 した。こ れらの 蛋 白質は、天然
鼠6ω お よ

びet　16hk・n・O〕、コ バ ル ト再構成蛋 白質
16a−e）

の 場合 よ り

も高い 安定性を示 した。

ノ 『鱠
B

◎ こ　 cl

COIHCO2H

Fig．　2．　τ騨 o　enanti   鳴 rs　of 　（層
一
義lkylProto）CoGD ．　閥A

denotes　　the　　alkyIated 　　口itrogen　　of 　　A−r　ing　　of

protoporphyr 　in　IX．

3 − 2 ．（〃
LAIkylProtoDME

）Co（｝DOAcと （Ai−Alkyl−

Proto）Co（lI）−Mbの
1H→撒 研究

　す で ｛L我 々 は 、ス ピン 状態 が高 ス ピ ン （s ＝3／2）

で ある M メチ ル オ ク タヱ チ ル ポ ル フ ィ リン コ バ ル ト

（ll）錯体 （（IV｛H30EP）Co（11＞OAc）の 常磁 性
1H −MR ス

ペ ク トル に つ い て 報告 して い る 既 県 メ チル 、メ ソ位、

周辺 置換基エ チ ル の メ チ レン 、軸配位子イ ミダゾー
ル

の プ ロ トン の シ グナル は、位置選択的な 重水 素化 に よ

っ て 明確 に 帰属 された。

　Fig．3 と 4 に （iV
−CH3ProtoDME）Co（IDOAc と （yV

−C
，
H5−

ProtoDME＞Co（II）OAc の CDCI3中お よび イ ミダゾー
ル

を含む CDCI3中に お け るそれ ぞれ の
iH−−mx ス ペ ク ト

ル を示 した。（ALCH ，
ProtoDME）Co（II）OAc の CDCI

， 中

の ス ペ ク トル にお い て、4 つ の ブ ロ
ー

ドな 肝 C繊 シ グ

ナ ル が一55ppm に 現れ た。（A：−CH
，
ProtoDME）Co（II）OAc

への イ ミダゾー
ル の 軸配位 に よ り、UCH3 シ グナル は

低磁場 に シ フ トし、−28ppm に 2 つ の ブ u 一
ドなシ グ

ナル と し て現 れ た。（ALCH3ProtoDME）Co（II）OAc よ り

も対 象性 の 高 い （？VP−CH30EP）Co（II）OAc にお い て も、同

様 の 傾向が 見 られた。高磁場 にお ける （VtLCH3Proto−

DME）Co （II）OAc の 4 つ の ブ ロ ードな シ グナ ル は、ポ

ル フ ィ リン の 異な る窒素 に結合 した 4 っ の M メ チ ル

基 の 存在に よ るも の で あ る。軸配 位 子 の イ ミダゾ
ー

ル に よ る 4 つ の ブ ロ ードな シ グ ナ ル は、低 磁 場 の 48

か ら 83ppm の 領域に 現れ た 。 （A“ C2H5ProtoDME）一

　
一G』

宀

｛A⊃ 闢・o 晦o鰻譁

翻 一
司 冒 1岡　 司咀　 司喝

髄・c強 c

湘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ハ
篇 　 的 　の　 tO 　 釦　 w 　 o 　 ．1“　 mo一

●卩　　　●卩　　　10　　　3鹽　　　 o　　　舶 　　　4 　　　弔o 　　 ｛o　　 ・1鴫

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
− 　r−m
go　 釦 　 袙 　 ●b　 50　 岨 　 30　 20　 10 　 6

…．10　 届　 co 　 弱　 馴

F…9．3．270閣Hz 蔔
  spectra 　of 　（A）　（jV−CH“rotoDiE ）

−

Co（lDOムc　and 　（B）　（丿V−CH3ProtoDME）Co（四）（Im）　（Im　＝

imidazete，　Im／（Ap−CH3ProtoOWE）Co（tDOAc 　＝　15／1）　in

CDCI3　at 　25　  冫．

t

＝ ＝ e：
H −

；F＝ S
一

Fig．4．270酬 z　
IH一閥麟R　spectra　of　（へ）　（ノW−C2HsprotoOnE）−

Co（lI）0Ac　and 　（B）　（んしC2B5ProtoD閇E）Co（1り （Im）　（1m／（湘
」

C2H5ProtoD閣［）Co（［DOAc ＝ 15／1）　i豚 CDCl3　at　25 °
C ．

Co（IDOAc の
tH −−NMR ス ペ ク トル にお い て は、卅 C2H5

基 の CH3お よび CH2の プ ロ トン と帰属 され る
一44ppm

の 4 つ の シ ャ
ープ な シ グナ ル と一120ppm の ブ ロ ード

な シ グナ ル が それぞ れ 現れ た。こ れ ら （AP−CH3Proto−−

DME＞Co（II）OAc と （AP’C2HsProtoDME）Co（II）OAc の M ア

ル キル 基 の 帰 属 は、M メ チ ル お よび M エ チ ル 基 の 重
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青柳 ’芳賀 ： ヘ ムの 異常代謝におけるグリJ一ン ヒヴ メン トのモデ
「
レ錯俸

一N 一ア 「
レ知 ／ブ ロ トボルフ ィリン

ー
眠
一

コ バ ル トUI：旨錯体を看する爵 誠 ミx グコ ビン
ー

水 素化に よっ て 確かめられた 。
M ア ル キ ル 基 の 大 き

な シ フ トやブ ロ
ー

ドな シ グナ ル は、高 ス ピ ン 状態の

コ バ ル ト （H ）イ オ ン の ス ピ ン 占有率 を反映す る も

の で ある。窒素に 直接結合 して い る炭素の α
一プ ロ ト

ン の 共鳴は、明 らか に ス ピ ン 密 度 の 影響 を受け て い

る。β
一
プ ロ トン の 化 学 シ フ トは 、蛋 白質の 数多 くの

プ U トン が 現 れ る反磁 性領域か ら遠い 磁場領域に あ

るた め、（？V−CPt5Proto）Co（II）の 結合 した 再構 成 ミオ

グロ ビ ン の 場 合、こ れ らの シ グナ ル を 見 る こ と が 出

来 る 。

　 ヘ ム や ヘ ム 蛋白質の 常磁性
iH−Ne（R ス ペ ク トル は、

蛋 白質構造 を明 らか に す るた め の 核プ ロ ーブ と して

確立 されて い る
16f’9’k）。

　非対称なプ ロ トポル フ ィ リン
ー
双 の 4 つ の 異 な る ピ

ロ
ー

ル の 窒素 （Fig．1の NA、　NB、　Nc、　ND）への ア ル キル

化 に よっ て、M ア ル キル プ ロ トポル フ ィ リン
ーIXの 4

つ の 位置 異性 体 とそ れ らの エ ナ ン チ オ マ
ー合 わせ て 8

つ の 異性体が 得 られ た 。
Fig、3A に 示す よ うに （AF

−CH3−

ProtoDME）Co（II）OAc は、4つ の 位置異性 体 の シ グナ

ル が 現 れ る。非 対 称 な 蛋 白質 空 間 にお い て は 、蛋白

質 と位置 異性 体錯体との ジ ア ス テ レ オ メ リッ ク な相

互作用 に よ り、4 っ の 位置異性体とそ れ らの エ ナ ンチ

オマ
ー

合 わ せ た最 大 8 つ の シ グナル が 得 られ る は ずで

あ る 。 例 えば、有機溶媒中、A 環の 窒 素（NA）に ポル フ ィ

リン 面 の 上 と下か らア ル キル 化 した揚合、Fig　2 に 示

す よ うに 1 ：1の 割合で 2 つ の エ ナ ン チ オ マ
ー

が 生成す

ると考え られる。

　 ヘ ム の 配 向性 は、蛋 白質 とヘ ム の 周辺 置換基 問の 特

異 的 な相 互 作用 に よっ て コ ン トロ
ー

ル され て い る。プ

ロ トヘ ム は、α
一、γ

一軸 を通 る C2軸 が 無 い た め に、正

常型 と反転型の 2 っ の 配向が存在する。正 常型 は蛋 白

質中に お け る 主 な配 向で 、ヘ ム 蛋 白質の 結晶構 造 解析

za）や 常磁性 ヒH一  23）
に よ っ て 決定され た。反転型の 配

向は、ヘ ム を α
一と γ

一
炭素を通る軸を中心に 180° 回

転 させ た も の で あ る。した が っ て、M ア ル キ ル 化 に よ

る エ ナ ン チ オマ
ー

は、蛋 白質空間に お い て 2 つ の 配 向

を とる こ とがで きる。プ ロ トヘ ム 平面の 上と下 の 空間

は それ ぞ れ遠位お よび近位 とよ ばれ、酸素は遠位空間

で ヘ ム に結 合 し、ヒ ス チジ ン の イ ミ ダゾー
ル 基は、軸

配位 子 と して 近位 か らヘ ム に 配位 して い る。（ILLC2H5−

Proto ）Co （II）へ の イ ミ ダ ゾー
ル の 軸配位 は、D20緩衝

液 中 の （ALCpt5Proto ＞C 。 （II）一  に H20を加 え た とき

に 70ppm に現 れ る ヒ ス チ ジ ン の イ ミダ ゾー
ル 基 プ ロ

トン の 新 しい シ グナ ル に よっ て 確 か め られ た。近位

に ／V−ee換基 が あ る と、大 きな 立 体障害の た め ヘ ム へ

の イ ミダゾール 基 の 配位 を掬制す る。したが っ て 、

ミオ グロ ビ ンや シ トク ロ ム P−450 等 の 蛋 白質空 間に

おける正 常型配向の ヘ ム 鉄 へ の ア ル キル 化 お よび 4

つ の ポ ル フ ィ リン 窒 素 の 1 つ へ の ア ル キル 基 の 酸化

的転移 は、遠位 で 進行する。

　（IVLCzH5ProtoDME）Co（II）lm の
1H −NMR ス ペ ク トル は、

−41．8、−42．1、−42．8、−43．lppmに M エ チル の CH3の

シ グナ ル を示 した （Fig．4B）。低磁 場側の 2 っ の シ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 剛

開 　 　 　帥 　　 馳 　 　　恤 　 　　加 　 　　ヨ0　 　10 　 　　0 　　 ．go 　　  　 　OP 　　噸　 　釦　 　舶　 　，”　 　 

Fig．5．270槲 z　
lH−NhM　speGtr 凵旧 of 　（〃

−CH3Proto）Co（lI）一
闇b　in　50   oIdm

−3　potassium　phosphate　buffer　（pD　7．0）
at 　25 ℃．

（A ）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 剛

殉　　go　 即 　　の 　　39　 跚 　　田 　　o　 一拗　　¢ o　 櫛 　　岬o　　　　 釦 　　．70　 ｛P

（B，

觸

冊 　　　●e　　聞 　　　○◎　　 30　　黔　　　，0　　　　　　・1　　 曙◎　　q

Fig．　6．　2フ0　吼Hz　
IH一塾腸剛R　spectra 　of 　（A）（〃LC2H5Proto ）

−

Co （凵 ）一隈b　and 　（B）（〃−Cメ）5Proto ）Co （ID −Mb　in50 　ffmoldm
−3

potassiu 田 phosphate 　buffer　（pD　7．0）　at 　25　
°C．

グ ナ ル お よ び 高磁 場 側 の 2 つ の シ グ ナ ル は そ れ ぞ れ、

遠位 に お ける A 環 か B 環お よび C 環か D 環の tV
一
エ チ

ル の メ チ ル プ ロ トン に 帰属され る。Fig．6A の
一4L 　5

と一45．5pp皿 の 2 つ の シ グナ ル は、蛋 白質中に お け る
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こ れ らの メチ ル プ ロ トン に帰属 され る。遠位空 間で

の 蛋白質残基 と M エ チ ル 基 の 相 互 作用に よ り、（1F

C2HsProto）Co（II）−Mb の 2 つ の シ グ ナ ル は 、（IV
−C2Hs−

ProtoDME）Co（II）lm の それらと比 べ て 大きく分かれ

る。（ALCH3Proto）co（1工）
一
噛 の Mc4 プ ロ トン の 化学

シ フ トは、弱 くて ブ ロ
ー

ドなシ グ ナ ル の た め に 確認

で き な か っ た （Fig．5）。M メ チル ポル フ ィ リン 鉄

（P ＞錯体 （高ス ピ ン 、s＝2）の
iH−NMR ス ペ ク トル は、

きわ め て低 磁場 （130ppm）に AP−CH3の ブ u 一
ドな シ グナ

ル を示 す
2e。空気 の 存在 下、有機溶媒中の 鉄 （ll）

錯体 の 酸化 反 応 は、非常に速 い こ とが報告 されて い

る
11）。一方、M ア ル キル ポ ル フ ィ リン コ バ ル ト （fi）

錯体は、空気 中で 十 分に 安 定 で あ る。

3 − 3 ．（／bLA　Iky1Proto）Co（H ）とア ポ ミオ グ ロ ピン

との 結合親和力

　ヘ ム 蛋 白質の 補欠分子 族は 、い くっ か の 非天 然 ヘ

ム と置き換 え る こ とが 出来 る。同様に 、再 構 成 ヘ ム

蛋 白質中の ヘ ム もまた違 う種類の ヘム と置き換 え ら

れ る。平衡 状 態 にお け る 2 つ の 異なる ヘ ム の 割合 は、

ヘ ム ポ ケ ッ ト内 で 結合 して い る ヘ ム の 相対的 な安 定

性を示 して い る。再構成 ミオ グ ロ ビ ン 内の メ ソ ヘ ム

とプ ロ トヘ ム の 交換反 応 は既 に 知 られて い て 、天然

の プ ロ トヘ ム が 最 も安定な ミオ グ ロ ビ ン を構成す る

とい わ れて い る
251
。（IV

−CH
，
Proto）Co（II）−Mb と等 モ

ル 量 の プ ロ トヘ ム （プ ロ トポ ル フ ィ リン ーIX−et （皿 ）

錯体）を混合 し、35℃ で 24時 間イ ン キ ュ ベ ートした と

こ ろ、その ミオ グ ロ ビン の 58％は （iV
−CH3Proto）Co（ID

を、42％は プ ロ トヘ ム を含む こ とが分 か っ た。（M

CH3Proto）Co（H ） は 安 定 で 、最 も安 定 とい わ れ るプ

u トヘ ム に 42％ しか 交換され な か っ た。これ は、（M

CH3Proto）Co（II）の ALC4 は、遠位 に お ける Co（II）へ

の 水 の 軸 配 位 を阻 害す るが、正 に 荷電 し て い る （M

CH3Proto）Co（II）が、近位 か らの Co（II）への イ ミダゾ

ー
ル 基の 結合を強 め るた め と考 え られ る。我 々 は、

有機 金 属 ポ ル フ ィ リン （メチ ル ロ ジ ウム （皿 ） メ ソ

ポル フ ィ リン
ー
医 ）の 再構成 にっ い て 最初 に 報告 して

い る
26）。メ トミオ グ 卩 ビ ン の メ チル ロ ジ ウム 錯体に

よ る 交換実験で は 15°

／o の プ ロ トヘ ム が置 き換 わ っ た

だけで あっ た。Rh（III）に結合 し た遠位 の 疎水 性 の メ

チル 基 が、極性配位子 で ある水 の 配位 を ブ ロ ッ クす

る。有機金 属 ポ ル フ ィ リン を有す る再 構 成 ミオ グV

ビ ン は、そ の 低 い 安定性 の た め に 徐々 に変性 した 。

こ の 結果 は、有機ヘム の 生成 に よ り酵素や 蛋 白質が

変性 し、有機基 の ポ ル フ ィ リン 窒素 へ の 酸化的転移

が 起き る こ とを示 して い る。

3 − 4 ．コ バ ル ト原子へ の分子 内 ア ル キ ル 基 転 移

　生越等は 、 （iV−CH
，
OEP＞Co（II）OAcを NaBH4で還元する

とメ チル コ バ ル ト （皿 ）ポル フ ィ リン が生成す る こ と

を報告 し、メ チル 基が 窒素か らコ バ ル トに分子内転移

して 有機金 属ポル フ ィ リン を与 える機構を提案 した 6）。

Dolphin等は アル キ ル コ バ ル ト （IH）ポル フ ィ リン か

らM ア ル キ ル ポル フ ィ リン コ バ ル ト 〔H ）錯体 へ の
一

電子酸化 に よる可逆的転移反応 を行 っ た η。その 可逆

的酸化還元 転移反応 の 様子 を Sche皿e　1 に示 した。彼 ら

は、こ の タイプの 転移が分子間反応機構で 進行す る可

能性を排除で きなか っ た。しか し、Callot等は、重 水

素化 ポル フ ィ リン と質量分析を使用す る こ とに よ っ て

分子 内転移反応の 妥当性を証明 した
8｝。

　蛋 白質内に お ける Nか らCoへの ア ル キル 基の 分子内

転移 を証明 す る ため に、（IVLCH3Proto＞Co（II）−Mb を

50  Qld 皿

一3
リン 酸緩衝液（pH7 ．0）中、嫌気性条件 下、

35℃ で ジチ オ ナ イ トに よ っ て 還元 した。反 応の 進行

状 況 は、電 子 吸 収 ス ペ ク トル でモ ニ ターした。こ の

条件 に お け る還 元反応 は 、 有機溶媒中の NaBH4に よ

る （AE’CH
，
ProtoDME）Co （II＞OAc の そ れ と比 較 し て 非常

に ゆ っ く り進 行 した。100 時間後 の 電 子 吸 収 は、402、

520、553nmに最大 吸 収が ある有機 コ バ ル ト （皿 ）ポ

ル フ ィ リン の 吸収を示 した。還元 生成物 の 吸収は、

メ チ ル コ バ ル ト （皿 ） オ クタ エ チル ポ ル フ ィ リン の

そ れ に 類似 して い る。こ の 結果 は、蛋白質空間内 に

お け る M メ チ ル 基の コ バ ル トへの 分子 内 転移 の 証 拠

とな る。我々 が 示 し た よ うに 、メ チル ロ ジ ウム （皿 ）

メ ソポル フ ィ リ ン
ーIXを有す る 再構成 ミオ グ ロ ビ ン

は、変性 しやすく不 安定で あ る
ze〕。同 じよ うな 再構

E899

遷
｛

w 醐 th（nm ｝

Flg．7，　EIectronicabsorptio眄sPectra 　of　（ノV−CH3Proto）
−

Co（ID一蘭b　in50   ok 知r3　potassiu 皿 phosphate 　buffer　（pH
7．0＞（一）　and 　the　Go 岡plex　reduced 　by　閥a2S204（一）　at

35 °C ．

一34 一
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甫柳 ・芳賀　ヘムの 異常代謝におけるグy一ン ビゲメン トの モデル錯ll．c−N 一アル キル プ「コ トホル フ ィ リン 医
．コ バ ル ト（m 錯体を有する再構成ミオグロ ビン

ー．

成 ミオ グロ ビ ン の 変 性 が、蛋白質内 に お い て 有機 コ

バ ル ト （皿 ） ポル フ ィ リン が 生 成 し た還元 反 応に よ

っ て も起 きた。そ れ とは逆に、（iV
・CH

，
Proto）Co（II）一

幽 は還 元 剤 が な けれ ば変性 し なか っ た 。
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