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    学位論文題名
Superoxide Dismutaseの銅一亜鉛モデル錯体

の溶液内構造と反応機構の研究

学位論文内容の要旨

  生体には．翁1織をスーパーオキシドアニオン02．から保護する金属酵索として趨酸化物不均化

酵素(superoxide dismutase： SOD）が存在している．銅と亜鉛がイミダゾラトによって架橋された

活性巾心を持つCu-Zn SODにおいては，銅イオンが基質02‐との電子移勁に｜蚶与し，.I！鉛イオン

は活性中心の構造維持の機能を果たしていると考えられている．

  本研究では，提唱されているCu-Zn SODの反応機榊の妥当世Iこをaiv6することを1！1fI'とし，活性

部位の構造を再現するモデル錯体に関して溶液化学の立場から分光学的性質，酸化還元挙動，

SOD活性能などの言者性質を測定した．特に，これまでSODモデル錯体において注I．：．Iされること

の少なかった亜鉛の効果に注目し，銅‐亜鉛イミダゾラト架橋に重点をおいた活rl：部他の構築を

行った．

  溶液中で二核活性中心を柵築するSODモデル錨体を得るため．二核化配位子である火環状ヘキ

サミンLをJTJいて鋼(II)二核錨体【Cu 2L(im)]3十1，【Cu2L(OH2)2]4+2を合成した．さらに，溶液

中における銅‐亜鉛二核錯体生成の可能性を検討するために，亜錨(iD二二核錯体【2n2L(im)]n3．

【2n2L(OHめ2]4+4を合成し，溶液内挙動について銅CJl)錯体との比較を行った．Lは大環状骨格

内にニつのm-キシリル基を有する6座配位子であり．このキシリル氷によって配他部位がそれ

ぞれ3座と3座に隔てられた構造を持つ，分子力学法（MM2）を用いてモデル2＆体の最適構造を

検討した結果，Lの二核錯体[M2L]4゙ は，二つの金属イオンがCu-Zn SODにおける金綴間距離（

6.3A）に近い距離で固定され．架橋配位子の有mIIによって形嚮を受けないことが氷された．ま

た，錯形成によってL内のキシリル基は約6Aの距離で対面型の配置をとり．架橋イミダゾラト

を約3A間隔で挟み込む．Lは芳香環同士の兀‐兀相互作用によって二核活性巾心近傍に架橋配位

子を配向させる配位子として機能する．よって，1はCu-Zn SODの，2は活性I二l］心からイミダゾ

ラト架橋を除去した変異性の構造モデルと見なすことが可能である．

    iH-NMRスペクトルより，【M2L]4+は，イミダゾールの存在下．，溶液中で金属間イミダゾラト



架橋構造を形成することが確認された．4のiH-NMRは亜鉛の交換のためにシグナルがプロード

化しているが，3は架橋によ‘って機造が固定されるためにカップリングがti(ti認できる．缶他懲滴

定を用いて得られた2．4．および鋼（lI）単核錯体[CuL(OH2)]2+，亜鉛(Il）！li核錯体lZnL(OH2)]2+

の錯形成定数より，溶液巾で銅(Il)二核錯体か極めて安定であることが示された．［M 2L］4＋の配位

水のpKaは7．3－8．4である．配位水による金属イオン間の架橋構造を否定する値であり，溶液中

の［M2L亅4＋は金属間距離が約6．5Aとなるコンホーメーションを保持することが示された．

  亜鉛の共存下，水溶液系で測定した1および2のサイクリックボルタモグラムは，Cu（n）2／

Cu（1）2の還元に伴い錯体中のCu（1）イオンと溶液中の亜鉛アコ錨体Zn（aqpが交換してCu（1）‐

Zn（lI）二核錯体が生成することを示した．但し．銅イオンが二価の状態では鋼（11）‐亜鉛（lI）二核

錯体は形成されない．金属イオンの交換はOゴの添加によっても迎行し褂る．1．2およびこれ

らに亜鉛を添加した系のいずれの場合においても．錯体中の銅イオンはCu（Il）／Cu（1）に対する酸化

還元電位らだがO。／011くら胞くOゴ／Oっ21の電位領域に存在しており，1，2はSODとして02．

の不均化反応に寄与する．その過程で，錯体中の銅イオンは酸化・還元を行い，Cu（1）‐Zn（ll）二核

錯体が形成される．1および2はSOD活性発現に対する金属間イミダゾラ卜架橋および亜鉛の寄

与を評価する上で有用なモデル系であるといえる・

  生化学的測定条件における1，2のSOD活性能をNBT法を用いて決定した．02・によるNBT

の還元を50％阻害する為に必要となるモデル錯体の濃度；IC50値は，1が0．27．2が0．39いM

であり．1が高活性であった．同様に，1または2に亜鉛を添加した銅・－【f鉛二核錨体を与える

系においても1の方が活性が高く（1十Zn（n）；O．18，2十Zn（ll冫；O．27いM），二核活性中心におけ

るイミダゾラト架橋榊造が触媒活性発現に寄与することが示された．一般に，鋼（Il）イオン，．ヒの

配位子交換はcquatorial位よりもaxial位に結合した軸配位子の方が容易である．1は架橋イミダ

ゾラトによってCuN4配位平面のequatoriaJ位が塞がれるため，Oゴが銅イオンのaxial方向から接

近し．生成した02やH202もequatorial位に転移することなくaxial位に慴まる．これに対して架

橋イミダゾラトを持たない2では銅イオンのequatorial位にもOゴや02．HっOっの配位が可能で

ある．1は相対的に2よりも基質と反応生成物の配位子交換に有利であり．丙そ他部位の規定とぃ

う立体的要因によって代謝回転が加速されているのであろう．一方，SOD活性能に対する亜鉛の

効果も現れており，銅・亜鉛二核錯体は，イミダゾラト架橋の有珊睡に関わらず，銅ニニ核錯体より

も高活性を示している．亜鉛（ll）｜よ02．によって酸化・還元を受けないため，SOD反応を通じて

十2の電荷を常に金属巾心に捉ロtし絖け，アニオン性の基質であるOゴのりIき込みと，電気的に中

性な反応生成物である02，H202の放出に寄与して活性能を向上さ世ていると考えられる．

  本研究によって得られた知見は，SODにおける銅‐亜鉛イミダゾラト架橋という特興的な活性

中心の構造がOfの配位・脱離に寄与し，触媒反応を促進していることを支f蔀するものである，
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Superoxide Dismutaseの銅―亜鉛モデル錯体

の溶液内構造と反応機構の研究

  スーパーオキシド02・から生体組織を保護する超酸化物不均化酵素くsupcroxidc disiiiuia.sc：

S()D）は，銅と亜鉛がイミダゾラトによって架橋された活性中心を持っている．銅イオンは基

質02，との電子移動に関与し，亜鉛イオンは活性中心の構造維持の機能を果たしていると考え

られている，

  本研究は，iii vitroでCu-Zn SOD反応を再現することを目的として，活性部位の枇造を摸倣

したモデル錯体を川いて溶液化学の立場から検討したものである．持に，これまでSOI)モデ

ル錯 体 にお い て 考慮 さ れる こ と がほ と ん どなか った亜鉛 の効果に 注目した ．

  ホ論文は-Ll:;tjjヽ らなり，第一章では，生休rhこ存在するCu-Zn SODの1打゛Ht竹について吾及レ

た，  第二章では，第一章及びCu-Zn SODモデル錯体についての過去の研究の成ヨ！をもとに溶

液IfIで銅・亜鉛イミダゾラト架橋枇造を形成するモデル錯体の分子設計と合成を行ワた．ニ核

化陀位子である大環状ヘキサミンLを用いることにより銅(II)ニ核錯体[C:u2L(im)]3十1，

[Cu 2L(OH 2)214十2，亜鉛(II)二核錯体[2n2L(im)]3十3，[2n2L(OH、，）2］4十4を合成し，過塩素

酸塩として！p離した．Lは大環状骨格内にニつのn】．キシリル基を有する6J！El弛他子であり，

このキシリル態によって配位部位がそれぞれ3座と3座に隔てられた柑造を持つ，分子力学法

（MM2）を用いてモデル錯イ本の最適柵造を検討した結果’Lの二核錯体は，二つの金属イオン

がCu．ZnSODにおける金属間距離（6．3A）に近い距窩往で固定されることが示された，さらに，

1と3においてはLのニつのキシリル基が錯形成に伴って対面型の配戡をとり，架橋イミダゾ

ラトを挟み込んでいる．芳香環同士の兀‐兀相互作用によって二核活性中心の架橋榊造が安定

化されてL、るといえる．よって，1はnativcCu－ZnSODの，2は活性中心から架橋イミダゾラ

トを1仗り除しヽたCu，ZnSODの構造モデルと見なすことが可能である．  第三章では’溶；夜1十Iに

おける亜鉛二核錯イ本の錯形成反応をlH．NMRスペクトルを用いて検討した．その結果’二核錯
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休はイミダゾールの存在下，溶液中で金属1削イミダゾラト架橋構造を形成することが離；忍され

た，4の1H―NMRは－n鉛の交換のためにシグナルがブロード化しているが，3は架橋によって

榊造が固定されるためにカップリングが碓認できる，  第凶章では，｛E位差淌定を川いて！lu鉛

(II)jLlj体の錯形成定数を算出し，sr(ijcI[)錯体との比較を行った．  二核錨体2，4，および£同（II）

lIj-核錯休[CuL(OH2)12十，亜鉛(II)L1i核錯体[ZnL(OH2)]2十の錯形成定数より，(1)溶液「・IJで亜鉛

(II)のq！核・ニ核錯体がともに安定に存在し得ること，(2）銅(II)二核錯体は銅(ii)口i核錯体や

亜鉛(II)錯体よりさらに安定であることが示された，また，両者の二核錯体におけるニつの配

位水のp脇より配位水は金属イオン岡を架橋せずに各金属イオンに配位してし、ることが判Iリj

した，溶液中の二核錯体は金属間距離が約6．sAとなるコンホーメーションを保持し，活性中

心のf俯造を襾現していることが示された，  第五章では｜銅（II）二核錯休に関して電気化学測定

を行い，モデル錯体の酸化還元に対する亜鉛の効果を解明した，亜鉛の共存下，水溶液系で測

定した1および2のサイクリックボルタモグラムは，Cu(II)2／Cu(I)2の還元に伴い錯体中の

Cu(l)イオンと溶液中の亜鉛アコ錯体211くaq)2+が交換してCu(I)-Zn(II)二核錯体が生成すること

を示した．02，の添加によって銅(II）が還元される時も金属イオンの交換は避行し，  Cu(I)-

Zii(II)ニ核錯体が生成すると考えられる，1，2およびこれらに亜鉛を添加した系のいずれの

場合においても，錯体中の銅イオンはCu(II)/Cu(I)に対する酸化還元電位E1/2が02／02・く

El/2く02‐／0221の電位領域に存在するので，1｜2はSODの02‐不均化反応を爾現すること

ができる．  第六章では’1’2のSOD活性能を生化学的測定条件によるNBT法を月］いて決

定した．02－によるNBTの還元を50％阻1害する為に必要となるモデル錯休の濃度；IC50値

は，1がO．27，2が0．39pMであり，1が高活性であった．同様に，1または2にll！餅tを添カ‖

した銅・亜鉛ニ核錯体を与える系においても1の方が活性が高く（1十Zn（II）；0．18，2＋Zn（II）；

0．27いM），銅・亜鉛イミダゾラト架橋構造が触媒活性を向上させていることが示された．1は

相対的に2よりも基質と反応生成物の配位子交換が起こり易いため，活性が向上したのであろ

う．また’亜鉛（II）は02．によって酸化・還元を受けないため，正の電荷を金属中心に供給

し，アニオン性の基質である02．の引き込みに寄与し，さらに活性中心の榊造を維持して活性

を向上させていると考えられる．よって，1および2はSOD活性発現に対する金属間イミダ

ゾラト架橋および亜鉛の寄与を評価する上で有用なモデル系であるといえる．  第七章では以

上の成果を踏まえ，llaliveCu．ZnSODにおける特異的な活性中心の柵造が02．の配位・脱離に

寄与し，触媒反応を促進する役割を果たしていると結諭した．

  審査委員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における取得単位なども併せてヰI

請者が 博士（地 球環境 科学）の 学位を受 けるに 充分な資 格を有 するものと判定した．
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