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論文内容の要旨

ラマン効果は物質による光の非弾性的散乱の結果生ずるものであるが， レーザ一光源の導入以来とり

わけ共鳴ラマン散乱の研究が盛んとなってきている。乙れは励起光の波長がその物質の持つ電子遷移に

由来する吸収帯に接近するにつれその電子遷移に関係した振動のみが共鳴ラマン線としてラマンスペク

トノレ中に強く現れて来ることによる。へムタンパク質は可視部に吸収帯があるへムをその活性中心に持

つことから共鳴ラマン散乱による研究対象として生化学的，生物物理的見地から非常に興味を持たれて

きた。一酸化炭素 (C 0) は酸素 (0 2 ) が結合するへムタンパク質の競合的問害物であるが，へム鉄に

配位結合した COの光解離性が非常に強いため CO結合型へムタンパク質の共鳴ラマン散乱による研究

はこれまであまり行われてこなかった。本研究の目的は乙のCO結合型へムタンパク質(ヘモグロビン，

ミオグロビン， シトクロム P-450) の共鳴ラマン散乱スペクトノレの測定によって，へム鉄に配位した

COをプロープとして活性中心であるへムの電子状態およびその周辺の動的な立体構造を知ろうという

ものである。

本論文は四つの Part より構成されており，まずPartAにおいてはラマン効果および共鳴ラマン効果

の理論的背景について述べたあと，本研究を行うにあたっての実験的基礎となるへムタンパク質および

へムモデル複合体についての共鳴ラマン散乱法による研究結果についてまとめた。 Part B においては，

CO結合型ヘモグロビン， ミオグロビンの共鳴ラマンスペクトルの測定より， COの安定同位体の使用

による ν(Fe-CO) ， ν(C-O) 伸縮振動および ô (Fe-C-O)変角振動の同定と，それらの振動モ

ードのラマン励起機構について記述した。さらに乙れらの振動，特l乙 ν(Fe-CO) 伸縮振動がヘモグ

ロビンの R-Tの四次構造変化に際しても何の変化も見られなかったことは注目される。 Part C にお
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いては， CO結合型シトクロム P-450 scc における ν(Fe-CO) ， ν(C-O) 伸縮振動の同定に

ついて述べたあと，ヘモグロビン， ミオグロビンに比較して極端に低い ν(Fe-CO) 伸縮振動数の原

因としてのシトクロム P-450 scc へムの第五配位子(システイン残基のチオレートイオン)の重要性

について記述した。 Part D にお l、ては，シトクロム P-450sccの ν(Fe-CO) 伸縮振動に対する

基質コレステロールあるいは電子供与体であるアドレノドキシンの添加効果について述べた。特 l乙基質

コレステロールが、活性中心で‘あるへムに配位した COに対して立体化学的な作用を示す乙とが ν( Fe 

-CO) 伸縮振動数の変化より推測された。乙の乙とは，酸化型状態におけるへム鉄のスピン状態に対

するコレステローノレの添加効果とあわせて，シトクロム P-450sccが他のへムタンパク質と比較して

はるかに柔軟なへム周辺の立体構造を持つことを強く示すものである。

CO結合型へムタンパク質は，酸素 (0 2 )結合型へムタンパク質を研究するにあたっての良いモデル

とみなすことができ， しかもはるかに安定性が高い。このため各種CO型へムタンパク質の共鳴ラマン

スペクトノレの測定により，酸素結合型へムタンパク質についての多くの情報を知ることが可能になって

くるものと思われる。

論文の審査結果の要旨

へム蛋白質の・活性中心はへム(フエロポ jレフィリン)にあり，へムは可視部に光吸収帯を持つので，

共鳴ラマン法がへム蛋白質の研究に有力な手段となる。乙の論文は，ヘモグロビン， ミオグロビン，チ

トクローム P -450 の活性中心に一酸化炭素 (CO)を結合させたものについて， COの関与する固有

振動のレーザラマン法による研究と，その結果に関する考察を述べている。

へムに結合した CO は光解離をお乙し易いので，従来レーザラマン法による研究は行われていなかっ

た。乙の研究では，励起レーザーとして吸収帯ピークに近い波長のクリプトン・レーザーを用い， CO 

の光解離を小さくして共鳴ラマン線を観測した。また COの安定同位イポゼ60 ， 13C lt> /2 C180 , lt180 を

用い，ラマンスペクトルの同定を行った。

論文はA ， B , C , D の 4 章からなる。 A章ではラマン効果と共鳴ラマン法の理論的背景とそのへム

蛋白研究への応用を概観している。 B章では CO結合型ヘモグロビンとミオグロビンの共鳴ラマンスペ

クトノレの測定結果を述べている。 COの同位体を用いて，伸縮振動ν(Fe-CO) ， ν(C-O)と変角振

動 o (Fe-Cー0)によるピークが同定された。またヘモグロビンに R-T コンフォーメーション変化を

起させ，その際のこれらの振動モードの振動数を測定したが，変化は見られなかった。乙れは R-T転

移の機構についての知見として重要と思われる。 C章では CO結合型チトクローム， P -45 Oscc の共

鳴ラマンスペクトルについての研究結果を述べている。伸縮振動 ν(Fe-CO) と ν(C ー0) は同定で

きたが変角振動 o (Fe -C-O) にあたるピークは明確には観測できなかった。 ν(Fe-CO) 伸縮振

動の周波数はヘモグロビン， ミオグロビンに比べて極めて低い。乙の原因としてはチトクローム P-

450 scc のへムの第 5 配位子がシステイン残基のチオレートイオンであることが重要であると推測して
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いる。 D章では， C 0結合型チトクローム P-450scc の光解離性と共鳴ラマンスペクトルに対する基

質コレステロールおよび電子供与体であるアドレノドキシン添加の効果についてのべている。 ν( Feｭ

C 0) はコレステロール添加により 477 cm- 1から必3cm-1 へと変化する。乙れはコレステロールのステ

リックな効果によるものとしている。

以上のように，この論文は，今まで測定の困難とされていた CO結合型へム蛋白質の共鳴ラマンスペ

クトルの観測に成功し， COの関与した固有振動について新しい知見を報じており，へム蛋白の構造と

機能についての基本的データを提供している。よって本論文は博士論文に値するものと認める。

司
、U

内
ベU

A

斗A




