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　　　Ph・1。phy匡i・al・pr・perti削f・yt・chrome・3訓d・・553　fmm　the㎜ε5曲Ie’民d蜘g』de醜D古吻伽・・吻・㎡・、　Mi声i．　md

thier　imn・free　ferms　were訓died　over　8　wide　pH　r畠nge　in　comp凪50n　with　cytochrome　c，　hemin　and　TTMAPP，　Although　60鵬

ph蜘phy5ic団。㎞咋出ti口魍U口㎜』tw醐・yt・ch・・鵬c・553剛c3，凹UW働1・曲・剛i・n・speCtru・m・and・fiu・忙s・e・㏄・pm輌．

5eΨ巴ral　very　diffe陀田properties　such邑5　UV　ab輌on　5peロrum　at　pH　L6肌d　pK直wcre白bserved．　Removal　of山e　imnポom「h3m血e　b師m5

0fcytochrotne　c・553　and　c3爬醐th8t　t｝鴫photophysicel　P［Dperties　of　bo山lrorPhyri　n5　b自come　very　simiear，1l　can　be副耐buコed　lo　l輪白ct

血［the　ligandS。f』mh顛d　5眠血声iU晒of伽加n眠面n已民“t　for　boch　cytochro喘．

　　　lt　w畠s　5hown　in　this　worヒthat　the　fiuorescenc¢of　t｝忙porphyrin　or血5　qu6nching　in　cytochromes　c－553　andε3　i3　not　related　lo吐杷

岬to輌．　which　was　the　case血cytechrvme。．　At　very　low　pHs．　the　cytochrvrnes。－553鍋d。35』ow品伽鵬蜘㏄．　e端n輪由蜘㏄

o「denntUiing　solvent　such　as　ur自1　or　9U肌idine．㎞n・fiec　cytechromes　c・S53　and　c3　sbOwed　fluartscence巴ヤ巴n紅配utral　pH，　MOteOVt：，田

pH・hig㎏r輌pK叫the　c・id・・㏄。f輪。・exiSl巴nce・f柵。　c。mp・n巴nU脳・b辿悼d．馳99esti・g・1）ecies　with　differe叩恨・・蹴i・・α

㎎9民9誕lon．

i㎞trodllction

　　Monoheme　prOlein51ike　cylochrom已ch畠陀b巴開studied

extensively　by　using　tho　photophysic日1　technique55uch亀5

fluo爬5民n㏄・r　uv　ab5岬tion　mea5u口men晦II°利．　H。wev8r．㎜st。r

the　author5　were　in爬τ巴5ted　in　lheir　51ロctur巴or　conIbrmational

transiユion．　Systematic　studies　of　pH　ef〔ごct50n　photophysic息I

pmp舗口ofc］rtochsvrnes　h息ve　nOt　been　clasified　so　rnuch．　The　prtsent

paper　deals　with　the　ph｛Xophysicat　behaVier　of　novel　cytcttrorrbes　s“由

as・c－553　and　c3　at　roロs　pH　values　and　tcmp¢r田山es，

　　The　hemoproteins　c　ytochrome　c3　and　c－S53　from・Des凹tfovibrio

り“18ロr輌エMiyau止i　8爬祀ported　to　b巴c・type　cytochrem巴5舳act　a5

elec的n　c息nier　protcins．　CytocEuvme　c・553　has　only　one　heme，　bo凹nd

to　a　polypeptide　chai　n　of　a　molecurar　weight　of　8．500．　and　it∬t抽血rd

redox　POtential　is＋0．026　VぷpH　7．01gl．　The　hemc　iren　ofcytochrome

c・553is　c◎ordinated　with　rn巴hionine　and　hiStidine　（iqi‘1．　Cyt㏄㎞me

c3　has　four　hemes、　and　it　contains　107　amino　acld　residucs　and　itS

melecular　weight　is　1　4．OX）o　t　t　21．　The　di5tances　betw民n　the　heme　itons

a民o「the　order　of　1　nm　［t）1　and　the　fi阯冊nd　sixth　coordinale　ligandS　of

t』imn田om　o抽e　heme魍histidines．　Th巴s伽血1由edex四t朝tiaI

art・different・f・r　lh巴｛bur｝泌m巴5（・226．・278．・298．息nd・339　mV）．ll‘i

　　Recently，th¢photophysical　ps■ocesses　of　iron・缶ee　cytochromes　had

日伽cted・our・interest　beca凹sc　tbey脚be　used　as　a　promiSing　mate亘al

Io　develop　an　oPlo－e1εctronic　protein　d巴Ψic●such　as　novcl　optical

memory　by　means　of　phetoch6micel　hele　buming（PH8）」n　Order　to

凹se¢ytochrom巴c3　and・c・553　as・a　c。mp。nent　of　opt。。lectronic

d6vi¢es，　it　is　essential　to　lmOW　the　s陣rvscepic　properties　ef　them　and

alse・ef　their・iron－free・foTvns　at　vari剛cond耐ons．　The　hernoprOteins

cyt㏄hrome　c3　and　c・553　do　not　show　fluortscence齪neutral　pH・

Howevor，　by　removing　thc　iron　of　the　hemcs“510r巳cidifying　ttre

m・di・m　l1・2・6’81．　th・y・。m引・・h・w・fiu・・esccnce．・Th叩。・巴献

experim巴nI　i5　designed　to風udy　the　fl凹o爬scenc●■nd　lb50叩tioo

behaviOUT　of　be　iron－f　ee　and　ecidified　cytochrotnCS　C3　醐d　Ci553　by

comp巳vative　6tudie5　with　ether　iron．free　po叩hyrin5■s：iron－fr¢e

cytochrome　c，5」OJ　5ユ0・tetrakis｛4・N・trimethy』mino・

phenyi｝porphine｛TTMAPP）抽d　a5　wd　l　a5　with　iron　pol書hyrins田

cyto由romes　c．　c3　and　c・553．and　hemin．

ExperimenUl

轟1副口b』

　The〔脚幽1齪n蜘lts　of吐t　hemes　in　he　cytochrol情5紅e・sbO細面

F18・L

Desutftハ・輌bri●、，凹tgarts　Miyazaldi，　w酷¢u11u肥d邑5　d巴5口ibed　befoTc　l　t61，

W創㏄1150『D’∫凹trov輌brio　v凹」8ロ由we民d誌integ耐d皿d　5u事lrended

in　5・6　volum已霊of　H10　with仙ultrasonic　diSin把gmtor（UR－200P，

Tomy　Seike　Co．、　Tokyo｝at　20　k輪　180　W，「br　12　n血producing　a

baCterial　sonicate　which　wa5　tr巴ated　w“h｛NH己｝2SO4．　Cytochrorrre　c亡

553wa5　con㏄田剋●d丘om　the　tteated　baCleria150nic別εUsing巳
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Mv1：
　　A：

　　B：

Stn岬u爬50f㎞．
Genettl血lctu爬fbr印rtochromes　and　he：nin．

Stroetme　o「5，10．15．20」tetralcis【4－N一自rimeR』y』mi皿OP㎞y1｝

poヰ止1ioe（TTh4経P）・
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DE旭覗11u1酬W㎞『c㎞曲grnphic　cOtUtnn．　Sc　phadex　G・50

chr回m畠togr竃phic　column　w■エu5巴d　to　separate　high　tTK）lecular　weighl

cyt㏄㎞me加d　cytochrOtne¢・553．

　　lro皿・fi陣e　cヅlod㎞｝m巴c3劃刑ホc－553　we爬Ptep亀爬d　by　cooling　fi　fieen

milligrems　ef　etch　in　an　open　Teflen　beakct　s　usl罵nd¢d　in且Dewar

儒臼kcon皿nin81iguid　ni曲08e乱An』ydmu5　HF｛P爬ssu・re　ofO・2　kgノ

¢m1p鴫P鰯垣in1・山e・bealcer・fo：　3　minutes・nd　t輪叩・¢hp・1情5

1umed　purple　lls・lll．　A血er　the胤ti。n。cc皿爬d．　HF　wa5爬mov巴d

unde口5‘爬■m　ef　nitrogen　tt　room　lompemturε．　The　iron　一　free

P昨ochrome喘d配d…kmdu㏄d　p忙55u爬面r　24　h㎜．　Then　a　w貼

dis■olved　io　5　ml　o「Tri5－HC110　mM　md　w臼puriIied　through日

Sep㎞d己瓦G－SO　chternatog叫阯c　col凹mn．　Tri皐・H口b凹ffer　was　us已｛h5

el凹副．咋P岨f』d㎞・正爬e　cyt㏄㎞㎜・tuted　a　litt1¢earli田㎞

由e酋om趾cyt｛）Clirornes．　which　indicates　that　d）e　tmolecu』r　5i皓oflh¢

〔b㎜眠』ig梱y　11㎎訂曲蘭廿副自n幽．　The』ons・ef・ti嘘加n’free

cytochrOtnes　were　1肋led、　dialyzod　agai脚随istilled・w飢er・and・WCte

加z即dried．

　The　ireit・加e耐姉t　of　cytochiorne　c（type　lV㎞m　hors巴㎞）

w鱈P爬P皐鵬dby　thc埴me　mnethod部described息bove．　Hemin　wa5

pu輌d　fiorn　W皐ko　md　ITMAPP加m　D〔）jindo　L島bOrasories．　The

組mpl●50加ion5　we民畠cidified　with　l　or　6　M　HCl　or　3　M　H2SO4

■q凹oou8　selutions　and畠lkalized　wilh　l　or　l2　M　NaOH明凹eou5

801砲ol旙．

Me■凹輌口匂

　The・U、V．由sorp1ion　m幽魍lncnts　of　cytechrofne　c・553自nd。th巴r

boローperphyrins　in虹i5・HC1501uUon　wcre　cartied　out　on胞Shimad：u

UV・2200・　The　　fiuo爬scence　 ■P●ctm　亀nd　 flueresecnce　excit■tion

spect白w・■脱蜘爬d㎝胞Hitrchi　F4500叩幽伽omm凱巴rポロ・

25°C、HUO口seenee　decay　mei口U爬㎜的Wロ：　carried　out　on　a　Horib畠

NAES550細gle－pbOton　counting　machinc，　Thc　emission　of　iron・free

cytechreme　c－553　in　dega85ed　tri豊・HCI　801ution（pH　7．2）w“

罰n創liUted猷c8．25°C　d　r回ugh亀n　i　nterfCTencc　fi1忙r｛630，652息nd　682

nm）．　’！1，e　 6瓦cit昌tion　 tight　50u鵬　 i皐　轟　n加osecond　 1轟mp　 （N凡一l　l　l　A）

痂d1誌岬綱d㎞8h。E・3co・fitter・wi血lt・transmi伽㏄声k威

390nm．　Tbe　dec畠y　c…口w¢爬叫yzed　by　the　deconvelution　method

■ft●r　O’Conoo【旦nd　Phillip511則．　To凹5e55　the　vdidity　of　the　trial

fitting　f凹nctien，　DUTbin－Wが50n　f■ctor｛DW）was　u5巴d［10t．　It

叩Ptoached　the　val鵬of　2．0㎞此l　best　fit．　Wh巴n　it酬5階㏄『伽

sampte　selutions　fer　de　fiuoresctnce…町㎝㎝巳we爬deg品記d　by

『爬ε注・pump・thaw　cycles　undet　high　vecuum．　Th巴conc巴ntmlion　o「廿巴

samplc　soloti。酷we民linearlyロ叩o“ion山o輪ab50rbance。阯泌

Sor田lredk，　w阯ch　w削confin口』in白唱1剛ge　of　1ess　than　2、08ivi　ng息

concen幽on　of　1ess　th皐n　90μM．

R凱日幅

UW▼垣ble曲●o叩110n　5P枷

丁■bk　150mm輌es　the　wavelength紅㎜imum　ab5。r㎞㏄of　tl爬

Sor田band　and　th已q－band　lbund　fbr　q虻h　of　ir㎝・1「己e　polphyri皿5　and

iron　po祓声鵬．

　　The加t　f皿r“mple5　have　iron山mg。f・a・ferri－form　in　the

po叩hyrin　ring　while　the　tast　fo凹r“mple5　do　nol　have　iron且bm5・

Acidifkcttion　occu爬d　by　addition　of6　M　HCI｛20　ml）or　3　M　H：SO4．

酬1a』㎞1禰刷i晒wo5肺de　by島ddilion　o『10　M　NaOH（05・1．O　m1｝．

T畠b1●1：UV　max　irnum島b50ibano巴5　w畠v¢length5　fbr　porphyri　ms　and

　　　　　　imn　po甲hyrin5．　Conditions　for　the　mncasu爬ments：samples

　　　　　　in　Tris－HCI　lOmM田25℃，　Aeidificatio“pon　addi1ion　of

　　　　　　20μ　1　of　HCI　6　M　and　slow　alkalinnttion　was叩on　NaOH　l

　　　　　　Mand　lOM｛0，7－LO　m1）．Th¢暇velenglh玉in　thc　s1凹a祀a爬

　　　　　　the　yalues　fer　the　Se祀t　band　waveleng【h　ofcach　PO叩hyrin，

，H　7．10　　　　　　　■H喝3．00　　　　　　P踊，‘2．oo

準■コ■■巳‘　　　　　　　5⊃O　　　　　　　　　　　　　I49喝．配憤　　　　　　．530

司目b6」西詞■■●553　　　　　　5工5　　　　　　　　　　　　　　　　　．499．配匡O　　　　　　　　．5：｝7

司舶』■●d　　　　　　．5コゆ　　　　　　　　　　　　　．497．臼，　　　　　．5，7

一　　　　　　　　．61，　　　　　　　　　　．646 ．5田

F●晶円曙q吐o　　　　　　．503」司ゆ，5臼．臼o　　　　　．551　　　　　　　　．5口．53，，565，4ロ1

『｝巾■印【‘a53　　　　．504．53，，56●，Ωo　　　　　，550 ，畑，519．565．61，

『繍■口凡喧3　　　　　．500．5鱒．5カ，Ω喝　　　　　、4陣，545 ．4”、5削、568．削7

…　　　　　　　　　　500．5‘3，549．57亀．醐　　　．5紗．口9 ．46ま、513．三50．5？鳥．倒1

All　th巴iron　petphyria58howed邑blue皐hift　of　the　So民t　band副acidic

pH田（T白ble　1）．　The　degree　of　Sor古ba励d　shi　dS　fbr　cyt㏄hrロπ記c皐nd　c－

553were　almost　the　sarne．　Specially　fbr　the　cytochrome　c3　tho

observed　5hift　w直s　fmm　408　lo　370　nm，　St　wa5日爬markable　5hi血

compartd　w“h　other　hemoprvteins．　The　absorpt　ion剖around　530　nm

lbr　lbe　cytochromes　at　neutral　pH　disaplrea肥d・at・vely　1。w　pHs．　A酷w

㎞dw鹿s　fo而ted田創民）u皿d　620　n　m－for　cytochrome　c加d　c・5530r　637

nm　in　the　case　ofcytochtorne　c3．　while　hemin　did　not　show　such　a　new

band．　AU血1inization　ef吐肥imn－po叩hyri　ns　showed　absorp血on　spectra

very　5ilmil町to　Ihose　at　neut白l　pH．　basieally　without　any　shヨft　of　th巴

Solet　b創nd　fbr　lh己cytochromes，　bilt　85rn息11　r巴d　shi　ft「or　b巴min．

Thc・iron・free四teins　shOwed　different　prDpenies　frv・m・those・of・iron

porphyriltS．　Tho　So陀t　band　al　n四㎞i　pH　has　the　tendency　of　red　shift

by口cidification　of　the　protein（丁畠ble　1）．　The　o吐」er　Q　bands　which蜘爬

ch卿n“：tcristic　lo　the加n・lh5君cyt㏄hrom巴c，　i．o．503，540、568　and　620

皿m　t2tl　disappe町ed　at　very　low　pH　and　a　single　band　with　a　I）eak・at

蜘und　550　nm　was　ob5erΨed．1ron’free　cyl㏄｝1rome　c．5535howed

idcnti｛冶1　behavior　a5　ir回n－frt　e　cytoehrome　c：1he　shi　ft　of　tl）e　Soret　band

and　the－forrnali。n。fa　new　band　agreed　wiSh　the　case　of　the　iron－filtt

cytoctirOtne　c　reported　by　Van［terkooi　and　Etecinsk白【151．　Howe　vcr，山e

wavelengths　of　the　shiflcd　spectr凹m　of　iron－free　cytochrorne　c3

5howed　to　be　diffe「ent　f「om　the　other　cy10ch「omes．　at　longer

w皐verengh臼｛T■ble　1｝．　The　dk白linization　of　the　irロn－ftte　protein　docs

not　give　any　great　infi　uence　on　th巴So田b加d．　Most　of　the　So爬I　band5

b畠5i口Uy　we爬not　5h揃巴d，　although出e畠bsorbance　values　wer巴

slightly　incre息5ed　or　d㏄爬ased　depending　on　th¢prot巴in．

　FI8・2　shews　the　acidillc副ion　of　each　iron　porphyrin　resu1民d　in

different　abserb劃n㏄values　for也e　Seret　b町1d．

　Th巴Soret　band　abserbanee　ef　both　cyto¢hrome　c3　and　h¢min

dec口ased　and　broadened，　wh三1e　the　absorbanc¢of　the　Soret　b副nd　of

cyt㏄㎞me　c　and　c－553　inc…d　ifcomp』鵬d　wi血their・Soret・b仙d

畠b80rb畠nce　at　n巴utml　pH．　The　alkdiniz置lion　result巴d　in畠decreasc　ef

the　absorbance　or　the　Soret　band　of　both　cytochiome　c3　and　hemin，

whUε和r伽飢b¢r吉出巴ebSOtbance　wese　slightiy　inC元ased．巴ven・with

di　l皿ion　of輪　 pmlein　by　addition　of　10M　5ωium　hydmxide　501utien．

Fot　thc　ironイ已e　porP1、yrin5，　the　acidi而c飢ion　showed　enhanaetnenl　o　r

the　absorbance　of　th6　So忙1㎞d，　wh目巴砿high　pH　th已absorbancc　of

the　SoTet　b鍋d　w臼山ぴ牢耐㎞閣牢吋疏in．　One　interes加g㎞tu口of

the叩ectrurn・of・the　i蜘・free　cytochreme　c3畠t　low　pH　i●the

畠Pl㎜㏄of　a　clear　shoulder　gt　around　390　nm　on　Ihe　So爬t　b旦nd．

everiaping　the　Seret　band　at　neutral　pH（FI8ユ）．
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日g」伽w・the・effcct・fpH・・洗p耐…ti。n・f　the・porphyri・・ti・g

ofironイtee　cytochrOine　c3，　c田1d　c・553，　monito爬d　at由e　Sor℃t　band，

忙spectively．The　absorban‘e　vatues　at　So祀l　b訓d　we爬plOCIed　against

pH抽d　Iho　valu巴o「the　middle　o「the£u四e　between　neutral　pH　and

pr。1・na忙d・form　was　tak問邸畠pK且．　T厨e”i・f・rm加d　ir・n－f爬e・fomls

of　lhe‘）情㏄hmm£55howεd吐時頴me　pKa；25　fbr¢囲d　c・553罰d　3』fbr

cytocl’trome　c3．

T皐bk　115um面鴎5　the陣k　wav¢1朝呂血5・f・the　fluores迦民佃剖l

th6　samples¢mployed　in　this　work　when　eKCIted創40X）　nm．

　丁he　fi　uorescenc¢spectra　o「the　ecidic　fbrπ10fporphyri口s蝋quite

different　fro　rn　those　of　lhe　basic　ferm、　The　maximum　intensity

w島velcngths　for　the　acidic　fbrm　are　the　same　for　irott・ftce　po叩hyri　ns

are　shown拍Fl8・4・and　iron　po叩hyrins　and　the　maximum　int翻sity

wavelengths　for　the　ba皇ic　fbrm　show　tbe　sarne　charecteristic　fbr　both

罰加resctnct　results

　The　iron　porphyrin5　showed　no　fluolescence　upon　excit創ion　at　400

nm　a璽n剖tral　pH・輪gmdu掴．k曲i副。n。価e　ir・n岬yrins　wi【h　l

MN日OH　501ulion　frロm　neut【a110　pHs　higher　than　l2．0自150　did　not

show　any　ch加ges　of　the　fiuo陀scence　behavier．　However．　upon

acidific皿ion　to　pH　lower　than　2　wi山Hαor　H2SO4，！he　iron　porphyrins

　　，■
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘1

1

1

　　押o　●T■　（”　 a怜

習■1已t“《■吋

Fig2

玉5

Is

1，

OJ

　　¶，口

1　　●■

　　亀●

　　也喝

：；

1

　　1珊　 ■1●　1知　●56

皆一Lt輪｝
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Soret　ab玉o叩t　ion　spect白of由e　mative　CYtoctUOITIes　and　hemjn．

（旬pH＜2．0，（b）n四tml　pH　and（c｝pH＞12．0．　Conditions　of　the

measurement：iron　perphyrins　in　Tris・HCI　mM息t　25℃．

Acidification　was　upon　addition　of　20μ10f　Hα6M日nd

alkalinization　w品upon　N息OH　I　M加d　10M（0．7・1．0　ml）．

Cencentrations　of　thc　iron－porphyrins　were　less　th町190μM．

Fig．：1

， 1s 1 臼

十　脚¢

丁畠ble　II：Wavelengths　of　rnaximum伽or¢5cence　inten5ily　for

　　　　　　叩rph畑5巳nd　ir・n　p・叩hyr加．（’）ir。n・frc¢cytechr・me皐．

　　　　　　SolΨ6m　uscd　w島5　Tris－HCi　IO　mM．　Condilion5　for　1he

　　　　　　mcasurcments：samples　in　Tris・H口al　25℃．　Aeid而c旦Uom巡

　　　　　　叩on　addiiion　of　20　lt　i　of　HCI　6　M　and　aLkaliniz副ion　was　upon

　　　　　　N巳OH　I　M旦冗d　10M（0．7・LO　mり！而e伽o陀seenCt　inteasi町oI

　　　　　　the　iron　porphyrins　at　pH＞12　weTe　obisined畠f16r　gr息dual

　　　　　　alkaliniuation　 from　the　畠cid▲C　助lutiom　orthe　pmtein．

］ 35

商口ml　pH pH己2 P｝‥11

軸臨ee 帥n一画哨 596，65ユ 620，675

印u丈』喘■e・553 ■』脚■聾 5郭．694 613，674

｛¢凸 ■n一
591．65ユ 611，673

』 ■o血閥田⊇ 595、臼1 615，674

’｛■c 584、位o，6臼 596，616，653 61●，660

’｛■cぷ53 580、619，6田 596，617，653 5駅i，611．6●o

’司｛●“ 5抱，615，675 594，614，651 5ロ，616．6η

㎜
642，700 砲 642．和0

4 u
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Effccl　ofpH　on　the　porphyrin　d口g　of　cytochromes．白t　So爬t

ban乱Cond血ions　efthe　measurcments：㎞n・血ec　PO叩hyrins面

Tri　s・HαmM副25℃．　ACidification　upOn　eddition　ef20　pt　t　of

HCI　6　M　and　alkalinization　was　upon　NaOH　I　M皐nd　10M

｛0．7－1．0　ml）．　Tlte　abso由鍋ceΨ副ues副So爬t㎞d　of　tbe　imn－

』四叩hyrims　wcre　i困the㎜8e　o臼．0・L5，

cxcept　r。r　h』min民糟息muor巴5。eme，　although　with畠very　IOW

intensity、　Once　this　nuo鵬5c朝㏄叩pe眠d，　it　n。鴨r　di5ap⌒eΨen

when　lhe　pH　of　the　solution　w旦5日djusted　8gain　to　be　1！eut【8L　In

contrast　to　lhe　 iron　po叩hyrins．　thε　 imn－f鵬　 po中hy面酪　showed

nuo鵬scence　i　1　the　wbOle　pH伽9巴．

iron・and・ironイ爬叩orphy輪．　lt　is　Shown　in　figS　that　th已fluoresaence

●3〔dユ日tion　spectra　for　Ihe　ironイ「㏄porphyrin5　is　identic自l　with　the

abso叩tion　5pectm　f白r　th己basic　pH、　although　these『or　the　iroo

PO甲hyri　ns are　 not　50　Clear　e瓦㏄Pt　 for tbe　pealCS　corrc5叩nding　IO　ne

Soret　bandS，

　The巳cid▲o　and　ba5ic　forrn50f　all　th6　iron－fre己porphytins　w巴re

reversibl巴even　by　d田nging　the　pH　of　lhe　501ution民p巴atedly．　The

伽。爬記巴nce　spectra　of　both　iron　a口d　i剛イ爬e　porphy加5凱cited田

400nm，　showed　two　5trong　bendS副around　600　and　650　nm　fbt　1he

acidic右コrm　and副around　620畠nd　6SO　nm『or　the　ba5ic　t「orm．

TTMAPP　5howed　only　one　band　at　664　nm　in　acid　solution血nd　lwo

b飢ds　at　640　and　700　nm　in　basic　solution．　Tbe　appe副㎜ce　of　only　o民

band　for　the島didic　fbrm　ef　the　mMAPP　i5　mo駄probably　attrib凹ted　to

four　phenylene　rings（Fig』｝attached　to‘he四叩hyrin：iI　will　modify

thc・eleCtronic・stat。　of・th巴叩1phy由由g　e5P6ci亀lly畠1抽pmt。o副cd

fbrm．

i≡
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Fluo口託巴nce　emi55ion　5P巴ct口of　iron・f爬・巴porphyrins．

E瓦dt創ion刷40e　nrn，　SI　it　width5：5nm．　S畠rnples　in　Tris・HCI

mM田25℃，　pH＜2．Ol亀dditien　o田06M，　pH》12．o：addition

ofN8《）HlOM．
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F㎏17　　　　Euo㎜㏄　e巾田ion　 5声　 ofi㎜・’隅　cyt輌㎜　c3　顛d

　　　　　c・553　in　glyc　er・1－w副。r｛3：1Ψ’v）・at・diffe剛tempe剛r巴5，

　　　　　E瓦ci価on　w・velength　is　400　nm．

580㎜ LO 2．2

年同U。reSC。nce・excit副i・n・spectra・f　ir。n－f民e　p・rphyrins．

　　　　　Emi55io目w■velengths劇r竜畠hown　in　lh●Figu民．　S邑mple5　in

　　　　　T由・HCI　mM高25℃．　pH＜2．仕蜘60n　o「HC16M，　pH＞12．0：

　　　　　坤蝋㎝of1唱■OH　lOM．

　　On巴i田舗別ing距亀to民of　lhe　nuor郎㏄配e　5pe“口of　ilロn・free

c】戊㏄㎞me　c3　md　c・553輌31」鷺■PPロ㎜㏄of■血i㎡㎞d蝋m山d

580nm　lnd皐‘㎞1der副㎜d　650　nm品r情凹t　u齪翼l　dl口』ibe　pHs．

臼声dly　in輪α鵬of　iron・ftee　cytechsvme　c3皿d　c．553、　this・thitd

伽・㎜・・ba・tdS　a・e　ctearty　depende・t・・戟dtポi・・糊vde・幽

w舳B伽wn栖1臨6．■rd・n忙叩㎝鵬whiCh・is・sh…in晦7．

These　re・・tts．tr叫ty　S・8ge■t　the　presence　of　m。re識n・ne

fi－t　5』i皿』i㎜一fnt¢yt・ch・・喘P・・bably・due・t・1be

di・ffiC爬籠t酬ent　of　aggrt釧i㎝，

　　11）e醐㎝㏄・fmote　thNi・轟e輪問酬t・pecies．shewn　i皿ms．s，

w臼obI輌ed　from　the　titne　profite　of　flu魍8㏄耐of　irロn．fr㏄

中㏄㎞階。・553」t・h㎝剛b声㎝㏄1。f恥fl・帽㏄n㏄由口y

oomp㎝団笛田630創rd　6SO　rmi　up。n・exc減o剛the・Soset・band．T』

吐me　dep㎝den㏄of　nuore5㏄n㏄加已酷i呼鴫well駈ned　t。　the・next

　　　　　
eq岬oo：

1ω＝Ale瓦頁・ぴτ1）＋A震蝋・ti司 ［A1＋A：　＝　1）

’1’he鞠㎝閣。「㎞緬c撫㎞…・553，皿川．20⊇－
HC15011脆i㎝，9■鴨fotlowing爬訓1ts．

ficoma＝et

630　nm

6SO　nm

■

■
†

Al　　r　1　（as）

0，93　　3．3

0．93　1Z6

一■町陣師」脳■a

㎎

　Az

O．e7

0．07

鞠

τ2（酪）

14．6

3．2

h嗣冷CPt冥■■■■■4叩

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　†■　●■　脚　用　，■

■一口Pt《一，　　　　　　　　　　百鯖向唱M剛

Dependence　 on　巴瓦citation　 w且vele“餌h　 of　the　fiuO燗㏄nce
e耐ssion　o「　iron■fぽ　cytochromes　 3　and　 cエ553．　thcit白tion

waΨe1巴口gths訂e　shown　in　the　Pigur●．　Cond“iom　of　the

鵬岨雌㎜胞：cytechfomes　in　Tris・H口10mM、T』pH㎞

㎞也申㏄㎞㎜口7．10．

　　T』・輪㎜㏄d口声580nm　5how巴d　only・ne　c。mp。綱with

田i鷹con幽＝t・ef　22　as．　The・S80・nm・fiいorescenoc・is畠charrcteristic

b亀nd　fbr由e鹿cidic　form．　The　time　dec呂y副630　nm，　which　i6

c㎞d酷吋ct。　the㎞id。醜富㎞wed肋。・叫蜘恥．　The・sh。“er

噛鵬。。叩脚t剛輌1口此輪咋㎝㏄s輌mby血di。n
of　75％（AI　r　l／（AI　r　I十Aユτ2，）．　The　fluore5cence　dec畠y剛650　nm，

wich　込　一就ic　to　此　息Cidic　向凪　5hOW垣　alSO　抽o　componcnts．

The　longer　li抽me　c。mp。n白t　contributes・to　the　fiu。rcsccnce

宮一■』

ε一璽

自一亘
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自 fi
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（B，

十

o
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o　　」岬

晦8E■一㏄e噸i刷声白・ririm・ftee　cytochrom臼c3画
　　　　　c－5S3　in　9iycero1・w副er（A）fiuerescencc・st・630蝋0．2　nゴ

　　　　　ch皐nn●り；｛B）nuor已8cenc巴剛650　nm【0．4』i8tct鳩ロneり．The

　　　　　condi面on。f　the・xl商ment　i皐鞠趾i舳e撤t．
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5pectr凹m　by白佃Ction　of　98％．

DiScuss　lon

　　　A・忙声・d・・m・wh口・ts・1碗｝．・叩・add舳ti。・・f申㏄hm耐

c・tbe・t…gli8ands　5uch鮎耐hi・・in緬d・histidi・・a陀噛㏄d　by

　w¢ak　ligand　such　as　oxygen　or　halogcns　supPlied　by　the　501v巴nl，which

　is　accompanied　by　confo叩alional　transition．　Three　conform飢ion旦1

・血1・・w・民pm隅d口’1・the・田i…t・1・㈹．　th・・u・folded・臨（U）．

and　lhe　mollon　globule　5t副e（M）．　The　r叩lacem巴nt　or　lhe　m創hioni㏄

1igation　with　the　heme　iron　is　responsible　for　the　N　to　M　transition，　and

pluton副ion　of　the臨tidine陀sidtre　is　involvcd　in　the　M　to　U　trensition．

Fur1hermore．田pH　2．0，　when　both　methionin¢and　hyStidine息re

　民pl白㏄d・　the　 imn　aユom　 becomes　 8　high・茜pin　 complex．　wh　ich　口雌口　自

爬dshift　ef　th巴So元1　band｛T■ble　I）㎜d舶appearencre　of臼b加d　at

　around　620　nm、vit』t｝泌unfolding　of此pro忙in．　How巴ver　cyt㏄㎞m己

c3　has　tw・hiShdi鵬li胆d・at・d・its・UVI・isibl鋤…国・n　s岬nlm田

pH　I．60　i5　more　sim“且r　te出e　hemin　t㎞the　otl1巴r　cytochromes．

Hemin　docs　net　have　amino　eci由℃sid此5，加d也e　fi血h　and　5b【th　l　igand

　pOsitions　of　the　iro皿art¢htoride　io田，⊇ing　th己w巴ak　l　ig白nd5．　This

eS’垂撃≠奄獅刀@tho　oppear畠nce　of　a　Soret　band　at　383　nm，　which　is　blue

shifted　1誌comp輌d　with　ot｝悼r　cy1㏄㎞omes副oeu㎞』pH．　The爬5ult

l㎞maximum　abso叩ion　of　hemin威613　nm　at　ncut頂l　pH　i5　clo5e　Io

山ev息1u6｛620　nm）。f　the　cytochr・me¢副pH　2．O　al5・5uppo“51h巴

m。chanism　menti。1泌d吻Ψe．　lr山巴鵠e。f　cytochrome　c3，　at　neutral

pH．　the　ab50rption　peaks　at　4080nd　530　nm　agree　with　lho5e　of

cyt㏄㎞me　c．畠howing　a　Iow－5pin　co岬1凱of廿犀由ron　alem．　However，

upon　acidifieation　the　ebsorbance　of　Ih巴Sorel　band　o「bolh

cytochrome　c3　and　herrtin　decreased　and　broadened．　which吋v巴aled呂

’di6。rdcred’刷form自tion・lt　5u舘弊t』t・the岨fotding　process。f

cylochrome　c3　is■disordered■due　to　the　lack　of　rnethiopine．　and

con記qu巴爪ly　the　lack　ofM　s血砧．

　　A刷her　point　l。　be・considcred　is【㎞は1、rery　low　pHs　such　as　1．6．口

very　Stnal　t　fteetien　o「imn田oms　we民鵬mo鴨d　I、om　lhe　hemes．　T｝ris

fraction　is　smal1　enough　so　th就oould　not　be　d斑巴cI●d　by　UWvi5ible

曲50叩1i。0叩己c畑m，　bu口t　w“・b5e【ved　by伽or巴5C巴騰

measurements．　Once・thi皐fluorescent　lbrm　is　produced．　ttie　ir皿

POtphyrin5　seerned　to　sbOw　fiuoresocnce　e噺邑ftet　inCTuasing　the　pHs

。f　the　solution　ag蜘to　n四tral．

　　The　pK且values　for加n－f　配出po中hyrin58nd　imn　porphyd厄（F183）

werc・de蜘己伽曲91㎞t｝杷声㎝民。f血e　im　in　l｝記P。中hy由or

lh叩olyr泌p屹ch訓do　not　oon垣bute刷he　pK．

　　AII吐鵬爬fcrences由out・fiue忙記enec・P｝蜘om巴n。n。f。y1㏄㎞π皆c

耐ln・w・lt3’5・tSl　propesed　that　the　excitati。n。f蜘t・P㎞．田280

㎜，1㏄創α1砿』5弛p剛on㎝胞po1肝画白c』i曲r面b祐
lbr　the伽o臨醐民b巴h酬ior　of　cyt㏄㎞m巴c・Mo爬o鴨r，　Fb5ter－type

印e曙y血聞■fer　betwecn　tryptoph紐59師d　the　iron　h。　me　i副・o

鵬輌to　be　respensibl‘for　the　q鵬nching　o聞記　flu眠㏄㎝民of　the

po叩hyri口．　Accordin8　to　Vonderkooi加d　Erecinsk畠ll51，　the

fluO■scenee　●miS5ion　 of　the　 imn■frec　 PO叩hyrin　¢ytec㎞tnc　c　 ig

■bOwn　oniy　畠t　b聾ic　and　畠ci面O　solutien富．　However．　in　o田　 WOtlt　im“一

団n記porphy由cytod㎞｝me　c　8howed　fiuo爬巽巴no巴even垣凸eutrdl　pH，

It　i5　in腔忙蜘9　also　to　note　that　the：t　is　ne　trypt。P㎞恒idu訓品

poハypeρtide　ch8in　o「beCh　cyt㏄㎞1ne　c．553　and　c3・T㎞蔚匪re，“c邑n

be　conctuded　th畠1　tryPtophan　is任ot　reSPOftsible　fbτ由e　guienehin80f

n・咋・■c・輌h　cy輌。龍・・、・・553・・d・3冊・忙，P。，、ibl，　f。，

nuo雨cen㏄。fthe　P岬hyrins．

Al噛ir・n・frce　porphyrins　used　in　this　work　sh。wcd　fiuoresecnec

田剛pH・whi1杜』螂・・im岬甲h声55h・耐伽・爬潮㏄。・ly
自血己r白cidification．

The　pH　depe”den¢e・m凹。・e5ce騰s岬ra・f・r・the・ironイ陀e

叩甲h町n5　at　the　 sat”re　 exci楓ion　wavel㎝帥　 shewn　in　fig・9　i　ndicetes　胞

higher　lendency。f　p・。t。nali・n。f　cyt・chr・m巴C3　th自n。1he，

cytechromes（c　and　c・553），　This　cauld　be　related　lo　lhe　8bsencc　of

耐hion　it咤residue　in　cytochr’o1ne　c3，　and　conscquentl】r　the　dbsence　of

Ihe　M　St　atc，　1●魯ding　to加凹n『olding　process　muoh　fat罰時r．

　’rhe　i㎜・frec　porphyrins　showed　lwo　bands　wi1h　high　intensity顧

pH　bdow　2．0（M匹4）．　At　higher　pHs，　a　third　band　at　SSO　nrn　with　jew

ロ　　　　　　　　　　　　■

1n‘enslty　and　e　sm日Il　sheuider■t　650　nm　were　observer」in■ddition　lo

eOO
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7so

r㎏漫nuetesoenCC舗i㎞加5声of㎞n一田爬e　cytechrornes　c．　C3
　　　　　■do－553　in　Tri5・HCI　IO　mMが己i「1ヒ民nt　pH5　below　7．0．

　　　　　Acidifi口tion叩on　HC16M■nd　gm血d皐1k亀tini齪ion　upon

　　　　　N■OHlM．欧ci画onw■Ψd㎝即hw鮎400nm．
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the　rtd　shift　e阯鵬mdn　1WO㎞d5．幅爬釦115爬V白山he　exist加㏄

of畠nother　fiilorescent　species．　which　i5　considet巴d‡o　be　Ihe　acidi¢

form　or　agg爬8剖ed・fotm．　This　speetrum　is　dep巴ndent　on由e煤i国ion

wa鴨1朝gth．　MO忙over●血is　phenomenon　i5　v訂ry　evidcnl　in　the　case　of

iron－frec　cylochrome　c3加d　c・553．　Th引empera拍爬dcpendence　of

山e伽眠㎜5岬of　cytochrome　c3　and。・5535howed　a　strong

ten｛iCncy　of　such　species　to　be　for鷹d　atΨery　low砧mpe凪1町es｛Flg・

7，d鵬m醐P幽bly　IO由ピfl民zing°of　thc叩箕cin．　Thc　con　fir噛ion

or白巴e罵i5伽C・e・of・tWO叩ecie50r　co叩ロne喧副neutral　pHs　for

cylo¢hromc　c・SS3　w酪d。rjved　from　the爬甜1150muo爬sc6ncε

1ifeti鵬　d巴cey，　The　 ti脱　pro而』　 for　the　 cyt㏄hron）e　 c．553，　at　pH　 7．20，

5hOW也“xistcnce　of　oniy　on己componcnt　with　sbort　tifeti嬬｛2ユn5）

at　einissien　wavelcngth　of　580　nm，　characleristic・b飢d・for　the　acidic

fb了m．　A“h¢crnission　wavel■gtbS　of　630　and　650　nm．　tbe　iesults　show

two　distinct　compon加ts，　onc　wiih　long　lifetime（12．6　and　14．6　r岱）．加d

anolher　w“h　8hort　lifetin罵（3．3　and　3．2　n5｝，　lt　i5　con5ide民d　that　lhe

acidic　form　is　p爬sent　with日5ma11加ction　8口eutral　pH．　The　minor

componet　at　650　nm　wi【h　5horledilヒ1im巴i5　thus　attribuicd　to　the

配idic　for’m．　The画or　component飢650　nm　and　a　minor　componet田

630㎜　輔th　long　li白ユifne　can　be　 血ributed　te　t』　neu囮　forrn＿　At　630

nm　which　i5　ch8胆c忙ristic　band　for　the　ba510　form，　the　main

com戸ner：t　sbOwed　again　short　tMetirr記，3．3　n5．

ConclustOn

　　Pho｛ophy5ic副pmperti●50f　cyt㏄㎞me　o3鍋d　c・S53　from出e　sam¢

8ul加e－ivducing　bacteli己　Des凹tto、・砧加vutgaris，　M　iyan止i，　and　lhier

iron・血民fbm5　w牢5tudied恥r凪wid巴pH㎜ge　in　oomp紅i蜘wi¶h

cytochrome　c．　hernin　and　TTMAPP．　Ntho凹εh　some　photephysical

c㎞蹴tic5劇』㎜』w…t㏄㎞r罵c－5S3　and　c3．　as　VVt

yisible畠bsorption　specImm白nd伽o忙scence　5peClrum．5eveml　very

different　properti巴s甜ch　a5　U　V　absorption　spcc1rum　at　pH　l．6却d　pK凪

were　observed．　Removal　of　the　iron訓om　from　lhe　hemes　of

cytoc　h［fiコme　c－553　and　c3　r巴vea1巴d　Ih1日thεphotophysical　P「epe「ti巴s　o　r

bOth　porphyri　ns　become　very　slmi1旦r」‘£皿be　8山bUI。d　lo　the輪

that　the　 lig研d5　 0「　Ihe　fifth　叩d　5i毘th　PO5itionS　of　 the　加n　llre　different

fbr　both　cy1㏄㎞m曜5．

　　nw邸h・wn・in・this・work・that血e伽o正5㏄nce。f　the　p叩hyrin　er

its　qu巴nching　in　cytochromes　c－553　and　c3　is　not　related　to　the

廿iptophan．　which　w且s　the　case　in　cylochrorne　c．　AtΨε「y　low　pHs，　the

cyt㏄㎞〕rncs　c・553　and　c3　showcd　nuo爬scence，巴ven　in　the　absenec　of

denaturing　solv巴nt　such　a5　urea　or　guanidine．1lvn・缶ec　cytochrom¢5　c－

553　and　c3　showed　fluoresccmce　e、，en　at　neutrat　pH．　Mo爬over，副pHs

higher　t」an　pKa，　th己evidence　of　Ihe　c㏄瓦iS忙nce　of　two　components

wa50blai爬d，　suggesting叩eci¢5　wi¶h　diff¢re耐protonacion　or

　　　　　　り自99民9齪10比
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