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論 文 内 容 の 要 旨

Recenfly, the photophysical processes of iron-free cytochromes have attracted much interest, because they

can be used as one of promising materials to develop an opto-electronic protein device fornovel optical memory

by means of photochemical hole burning.

Cytochrohos c3 and c-553 are electron carrier proteins extracted from the sulfate-reducing bacterium

Desulfovibrio wlgairs, Miyazaki. Cytochrorne c3 has four hemes and contains 107 amino acid residues, with a

molecular weight of 14,000. Its axial ligands of the iron heme are histidines. Cytochrome c-553 is a monohemic

protein and it has a polypeptide chain of 79 amino acids, with a molecular weight of 9,000. Its axial ligands are

a histidine and a methionine.

Fluorescence and UV/visible absorption properties of the cytochromes ca and c-553, as well as their iron-free

forms were studied over wide pH and temperature ranges in comparison with cytochrome c and microperoxidase-

9@P-9)and their iron-free forms also.

It was found that the axial ligands of the iron heme influence the iron spin state, and therefore it greatly

influence the UV/visible absorption characteristics of the cytochromes in the free base form. Coordination of

the iron heme of the cytochrome c by strong-field ligands as methionine or histidine produces a low-spin com-
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plex having a Soretrnaximunl above 400 nm.The replacement ofthese two ligands such as oxygen or halogens

supplied by the solvent,produces a high‐ spin complex showing a Soretrnaxllnunl between 390 and 395 nm.

The high― spin complex is also characte五 zed by the band at around 620■ m.

All cytochromes in the oxidized follll at neutral pH showed similar wavelengths at maximum absorbance of

the Soret band,406-409 nmo At acidic conditions,the Soret band ofthe cytochromes bluc― shifted.Howeverthe

Soret band ofthe cytochЮ me c3iS mOre similarto the hemin at pHく 2.O than the other cytochromes,with a Soret

band at 370 nm.The large bluc‐ shift ofthe cytochrome c3 iS eXplained by the polaHty ofthe aFninO acid residues

around the iron heme.It was fbund outthatthe rnicroenvironment ofthe iron heme ofthe cytochrome c3 iS InOre

polar●■the Other cytochromes and therefore it has higher tendency to protonate.Cytochrome c‐ 553 and

:窯 Tい
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llThe SOretbandOftheFe― free cytochromes■ neurd pH in the lV/visible absorptiOn spectra showed a bluc―

Shift as compared to the nadve ones at pH 7.2.Since it can■ ot be considered the low― spin complex ofthe iЮ n

hemelat pI1 7.2,this shift is attributed to the unfolding of the protein which was confilllled by their earlier

Olution frolrl the Sephadex G‐ 50 column than native cytochromes.Also all four inlidazoles of the iron― freё

C,tOChrome c3 are eXpected to become prot9nated at pH 2.0,which caused the red¨ shift of the Soret band

compared to the one at neutral pH.

Allthe iЮ n―free cytochromes and iЮ n¨frec MP‐9 showed■uorescence properties in Jl pHs.The pЮ torlated

fo..11(pH 2.0)and the depЮ tollated follll(neutral and basic PH)ofthe irOn― free cytochromes c3 and C-553 showed

distinct fluorescencc emssion spectra.The protonated follli shOWed peaks at 600 and 650 nm in the enlission

spectr,and the depF019nated at 620 and 680■ m.Therefore,the protonation tendency of porphyrins was best

monitOred by the■ uorescence specmm.

The temperature dependence of fluorescence propertles revealed the coexistence oftwo components at neu‐

tral and basic PHs.DuFing cOoling process new bands appeared at 590 and 650 n■l and their intensities in…

creased,while the bands at 620 and 680 n■ l decreased their intensities.This phenomenon suggested that new

bands were due to the protonated follll.This hypothesis was supported by the temperamre dependent fluores―

cence ineasurements of Fe‐ frec MP‐ 9 in an aprotic solvent,a‐ picoline,which did■otshow such new bands

duHng a cooling process.The pH lependences ofttuorescence spectra forthe Fe― frec tytochromes atthe same

excitation wavelength gave the pKa of the Fe‐ free cytochromes.The pKalfor the Fc‐free cytochrome c3 iS

higher than those Ofthe CytochЮmes c and c‐ 553,as the 590 and 650"acidiC"peaks a:ё  formed at higher

pHS(arOund pH 314)than the other two cytochromes traround pH 2.3)。 TakinЁ  intO account that the polarity of

nucroenvironment around the porphyrin ofFe‐ free cytochrome c3 iS higher than the Fe‐ free cytochrome c‐ 553

and MP‐9,itleand to a higher protonation tendency than the other two ones.

The present study clanfled that spectroscopic Properties of cytochromes c3 and C-553 together with their Fc―

free follllS Were controlled by several factors such as the spin state,polarity of the micЮ environment,confor―

mation,and protonation lnainly through ligands.

-105-



論 文 審 査 結 果 の 要 旨

高度な波長多重記録ができるフォトケミカルホールバーニング(PHB)は、超高密度光記録の有力候

補の一つである。ポルフィリンは環内の二つの水素原子の互変異性により極低温でPHBを示す。本論

文では鉄ポルフィリンをもつ生体系の電子伝達ヘム蛋白質を、新しい超高密度記録材料として応用す

るために、天然およびそれから中心金属の鉄イオンを除去したいくつかのシトクロムなどについて、

種々の条件で分光学的検討を行っている。

第1章では、シトクロムc3ヽ C‐553に 関するこれまでの研究およびHBについてまとめ、さらに参照

化合物として用いたシトクロムc、 ミクロパーオキシダーゼ_9(MP‐9)、 ヘミン、ポルフィリンの構造

と特長について述べ、本研究の背景と目的を示している。

第2章では、硫酸還元菌DesulfovibHoⅦ lgarisか らのシトクロムc3ヽ C‐553の抽出 0精製、鉄イオンの

除去法及び分光学的測定法を述べている。

第3章では、天然のシトクロム類について、紫外可視吸収及び蛍光スペクトルにより、水素イオン

濃度(pH)や配位子などの効果を調べた。吸収スペクトルのpH依存性から、シトクロムc3ヽ C…553の酸

解離定数をそれぞれ2.8、 2.2と 評価した。また、配位子としてヒスチジン1個 を含む9個のアミノ酸の

みからなるMP‐9を用いて、配位子の効果を明かにした。中性条件では、天然のシトクロム類、ヘミ

ンおよびMP_9は蛍光を示さない。シトクロムで一度pH2以下にすると以後どのpHで も蛍光を示すこ

とを明かにした。ヘミン及帥 9̈で は、pH2以下でも蛍光は観測されなかった。

第4章では、鉄イオンを除去した(Fe‐frec)シ トクロム類について、吸収・蛍光スペクトルのPH依存

性、蛍光スペクトルの温度依存性、過渡吸収および蛍光寿命測定の結果を述べている。フェムト秒

レーザー励起による過渡吸収はFe‐frecシ トクロム類でのみ観測された。鉄イオンの除去により勾 H

領域でかなり強い蛍光が観測され、蛍光スペクトルは、シトクロム類の構造、PH、 温度、溶媒の特

性に依存して中性型及び酸性型を示した。

第5章では、測定結果を分子レベルで議論している。シトクロム類のヘムのまわりのアミノ酸配列

から、微視的環境の極性を評価した。シトクロムc、 c_553、 MP-9で は極性が低く、シトクロムc3では

4個のヘムの内1個 を除いて極性が高いことを明かにした。これ力、H依存性に大きく影響し、蛍光挙

動には蛋自のコンフオーメーション変化も寄与していると結論した。最後に本研究で得られた成果の

意義と展望について述べている。

このように、本論文は電子伝達蛋白質及びそれから鉄イオンを除去したものについて、広範な条件

下で分光学的特性を検討し、分子構造やミクロ環境との関係を明かにしている。これは次世代の超高

密度光記録材料の開発などに関し、工学上の寄与が大きい。よって、本論文は博士(工学)を授与する

に充分値すると結論された。
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