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論文内容の要旨

西洋ワ、サピペルオキシダーゼ (HRP) は過酸化水素を第 1 基質とし，現在知られているだけで約200

種の第 2 基質を酸化するへム蛋白質である口活性中心としてミオグロビン等と同じく鉄プロトポルフ

ィリンを有すとえが，生理機能の面で大きな差がある。この問題を明らかにすることは，種々のヘム蛋

白質において， “鉄原子上で外部配位子はどのようにして活性化されるか? "という問に対する 1 つ

の解答になりうる。

そこで本研究では HRP 及び種々のモデル化合物の共鳴ラマンスペクトルを測定し， HRP の特徴を

明らかにしようと試みた。

まず還元型 HRP の特徴は， a)モデル化合物との比較から 5 配位高スピンである。 ~2)54Fe で再構成

した HRP の同位体シフトの観測により帰属した鉄と第 5 配位子 (His) の伸縮振動が高い， :3)この

振動は軸配位してないヘム近傍の His の解離を反映すること，である。~2)の原因については，還元型

5 配位高スピン化合物である Fe2 +( OEP)( 2 -Melm) と第 5 配位子の 2 -Melm の H十を化学的に引き

抜いた Fe 2+(OEP)( 2 -Melm一)の鉄一軸配位子伸縮振動を，重水素置換により決定し比較することに

より， HRP ではHisの NðH がイオン化しているか，あるいはかなり強く蛋白質残基と水素結合して

いるためであると結論した。これらの特徴は他のペルオキシダーゼ，すなわち Japanese-radish- ，

turnip ペルオキシダーゼについても確認し，これらの性質が， plant tissue ペルオキシダーゼーの

一般的特徴であることを明らかにした。

次いで HRP の酵素反応系中で最も特徴的な高酸化状態 (compound 1) を，液体窒素温度で安定

化することにより，その共鳴ラマンスペクトルを初めて測定することに成功した。この実験は H 20 と
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D 20 中で行ない，鉄と第 6 配位子の振動と思われるラマン線がシフトしなかったことにより，配位子

はOHーより 02ーの可能性が高いと結論した。

これらのヘム蛋白質の共鳴ラマンスペクトル解釈上での基礎データとして ， Fe(I), Fe( II) 中間ス

ピン， Fe( 皿)中間スピンポルフィン，及び軸配位子として S の配位したポルフィリンを化学的に合

成し，その共鳴ラマンスベクトルの測定にも成功した。

論文の審査結果の要旨

近年着色錯体の構造研究に共鳴ラマン散乱が用いられている。しかしこの手法は単に単離した金属

錯体のみでなく，複雑な構造を持つ蛋白質中に存在する錯体部分への利用の方が蛋白質部分のラマン

散乱が現われないため一層有効で、ある。この利点のため，へム蛋白質の研究に共鳴ラマン散乱は度々

利用され，鉄の 2 価， 3 価，および高低スピン状態の区別，第 5 ， 6 座配位子の同定に成果を上げて

きた。寺岡君の論文ではこれら通常の状態の鉄のみでなく， 1 価および 4 価，中間スピンの状態にあ

るといわれているポルフィリン鉄錯体の共鳴ラマン散乱を測定することに成功し，これらの錯体に提

唱されている鉄の状態を支持する結果を得た。

次に過酸化水素を還元する作用を触媒するヘム蛋白質の Aつである西洋ワサビペルオキシダーゼの

へム近傍の構造を研究した。この酵素は第 5 配位子がヒスチジンと同定されているが56Fe を 54Fe に置

きかえたヘム鉄で再構成したペルオキシダーゼの共鳴ラマン散乱線の波数シフトから Fe-N 伸縮振動

に由来するラマン線を同定した。その位置から第 5 配位子のヒスチジン残基はイオン化しているか蛋

白質と強く水素結合した状態にあり，このラマン線がpH によってシフトするのはこのヒスチジンの

解離によるのでなく第 6 配位子側の近傍にある，いわゆる distal なヒスチジンの解離を反映してい

ることを明らかにした。次にこのペルオキシダーゼの反応段階の中で最も高酸化状態にあるコンパウ

ンド I という種についてそのラマンスペクトルは先のモデル化合物の結果から推定して 4 価の状態に

あるとするのが妥当で、あり，また Fe=O に相当するラマン線の存在から第 6 配位子として 02ーが配位

していることが「明らかとなった。

以上寺岡君の研究では複雑な蛋白質の中のヘム近傍の構造を共鳴ラマン散乱というたくみな方法に

よって解析し，モデル化合物との対比から考えられる最も確かな構造を支持しており，理学博士の学

位論文として十分価値あるものと認める口
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