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要約
本研究では、システイン水溶液中のMgOに固定化した鉄プロトポルフィリン(Heme/MgO/Cys)の4-ヒドロキシ-2,2,6,6-テトラメ
チルピペリジニル-1-オキシル（TEMPOL）還元反応と系内の酸素濃度との関係について検討した。TEMPOLの3本線の2本目の信
号強度を還元反応プローブ、その超微細構造（hfs）の先鋭化を酸素濃度プローブ、のデュアルプローブとして用いた。その結
果、Heme/MgO/CysによるTEMPOLと酸素の還元反応、酸素濃度変化を同時に検出することができた。TEMPOL還元の経時変化
では、170ｓ付近に変極点がみられた。hfsの先鋭化からTEMPOL還元における変極点付近の酸素濃度は約10μmol dm-3であるこ
とが明らかとなった。Heme/MgO/Cysを肝臓の解毒酵素であるチトクロームP450による還元反応のモデルとして考えた場合、
この濃度は肝細胞内の酸素濃度に近い値であることから、肝細胞内のチトクロームP450によりTEMPOLが還元される反応でも
類似の現象が起こっていると考えられる。
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1.  緒言
　これまでに著者らは、クロロフィルやヘマトポルフィリン
などの光増感剤が不均一系を形成すると、溶液中のような均
一系とは異なり、酸素の多電子還元反応や酵素反応の制御が
できること明らかにしてきた（Noda et al., 1994; 1997; 1999）。
　ヘマチン（Heme）は第五配位子として水酸基をもつ最も単
純な構造の鉄（III）プロトポルフィリンである。鉄プロトポル
フィリンは蛋白質と複合体を形成することにより、赤血球中
のヘモグロビンやカタラーゼ、チトクローム類などになり多
様な機能を発現する。これらの機能発現に重要な役割を果た
しているのは第五、第六配位子と蛋白質複合体形成による反
応場の違いである。もし、人工的にヘマチンの反応場が制御
できれば多様な機能を一つの分子で発現させることができる
ので工学的応用の観点から興味深い。そこで、著者らは、ヘ
マチン（Heme）を酸化物粉末に吸着させて固定化すると、溶
液中のような均一系とは異なる反応性を示すことを明らかに
した（Noda et al., 1999; 2004）。
　また、著者は、システイン水溶液中のMgOに固定化した
ヘマチン（Heme/MgO/Cys）が、亜硝酸還元作用を示し、チ
オールの化学構造により反応性が異なることを明らかにした
（Noda, 2019）。
　本研究では、Heme/MgO/Cysが TEMPOLを還元すること
に着目し、TEMPOLの超微細構造（hfs）の先鋭化を酸素濃度プ
ローブとして用い、反応系内の酸素濃度との関係について検
討した。

2.  実験
　ヘマチン（Heme， 牛血液製）、4-ヒドロキシ -2,2,6,6-テトラ
メチルピペリジニル -1-オキシル（TEMPOL）、特級L-システイ
ン（Cys）塩酸塩－水和物、MgO（99.9 %､ 0.01 µm）は和光純薬
製を用いた。これ以外の試薬は市販特級あるいは一級を用い
た。
　ヘマチンを吸着させたMgO（Heme/MgO）は水に懸濁した
MgOに、1 mmol dm-3ヘマチン水溶液（アルカリに溶解した
ヘマチンをリン酸緩衝溶液でpH調整）を滴下、遠心洗浄して
調製した。酸素濃度は、没食子酸－MgO系 (没食子酸はアル
カリ条件で酸素を消費 )を用い没食子酸の濃度を変えること
により制御した。
　ESR スペクトルは JEOL製 RE-2Xにより、変調幅0.02 mT、
室温で測定した。酸素吸収速度は、セントラル科学製クラー
ク型酸素電極（オキシグラフ8型）を用いて測定した（Noda et 
al., 1999）。

3.  結果と考察
3.1  Heme/MgO/Cys の TEMPOL 還元挙動
　 図 1に、Heme/MgO/Cysお よ び Heme/Cysに お け る
TEMPOLの ESR信号の経時変化を示す。Heme/MgO/Cysの
TEMPOL還元速度は、170 sを境に急速に増大した。これ
は、Heme/MgO/Cysが酸素還元反応も同時に起こすことから
（Noda et al., 1999）、反応系内の酸素濃度低下が影響している
と考えられる。一方、Heme/Cysでは還元速度の変化は観測
されなかった。図1のHeme/MgO/Cysの結果および既報の結
果（Noda et al., 1999）から、初期段階ではHeme/MgO/Cysは
酸素とTEMPOLが同時に反応していると考えられる。以上の
ことから、反応の進行に伴う溶存酸素濃度の低下と共にTEM-
POLの還元反応速度が増大したものと考えられる。
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　図2は、Heme/MgO/Cysの酸素消費速度のTEMPOL濃度依
存性である。TEMPOL濃度0.1 mmol dm-3まで酸素消費速度が
1/2に低下し、これ以上では飽和した。そこで、Heme/MgO/
Cys還元挙動はTEMPOL濃度を0.1 mmol dm-3として検討した。

　図3に、対照とTEMPOL濃度0.1 mmol dm-3における酸素
消費速度のLineweaver-Burkプロットを示す。1/[S]がゼロで
2直線が交差していることから、TEMPOL は Heme/MgO/Cys
複合体に対し、酸素と競争的に反応する拮抗阻害剤として働
くことが明らかとなった。

3.2  Heme/MgO/Cys の TEMPOL 還元と酸素濃度との関係
　図 4に、溶存酸素濃度の違いによる TEMPOLの ESRスペ
クトル（三本線の真中）のhfsの変化を示す。この結果から、
TEMPOLのhfsは溶存酸素濃度の低下とともに先鋭化すること
が明らかとなった。

　図5に、TEMPOLの信号強度hと溶存酸素濃度の関係を示す。
この結果から、酸素濃度の増加とともにTEMPOLの信号強度
hは10 %ほど低下した。しかし、反応系内が低酸素状態にな
り信号強度が約10 %程度増大しても、対数表示である図1の
TEMPOL還元パーターンにはほとんど影響を及ぼさないと考
えられる。
　図4に示した (a+b)/hの値から酸素濃度に対する検量線を
求 め（Subczynski et al., 1985; Glockner et al., 1989; Hu et al., 
1992）、得られた検量線を図6に示す。この結果から、(a+b)/
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図1：システイン存在下Hemeにより引き起こされる TEMPOL
のESR信号強度（h）の経時変化
注：黒丸，Heme/Cys；黒四角，Heme/MgO/Cys; TEMPOL濃度 , 
0.1 mmol dm-3；Heme濃度，45 µmol dm-3；システイン濃度，45 
mmol dm-3。

図2：Heme/MgO/Cysの酸素還元反応速度のTEMPOL濃度依
存性
注：Heme濃度，45 µmol dm-3；TEMPOL濃度 , 0.1 mmol dm-3；
システイン濃度，45 mmol dm-3。
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図4： 酸素存在下，非存在下におけるTEMPOL のESRスペク
トル
注：TEMPOL濃度，0.1 mmol dm-3; 変調幅 , 0.02 mT。
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図3： 酸素消費速度の逆数（1/v）とシステイン濃度の逆数（1/
[S]）のLineweaver-Burkプロット
注：黒丸，TEMPOL (0.1 mmol dm-3)；黒四角，対照。
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hの値と溶存酸素濃度の間には直線関係があることが明らか
となった。得られた回帰式（y = –1108.4x + 319.36）を用いて
Heme/MgO/Cysの反応系内の溶存酸素濃度を算出した。図1
と同一反応における酸素濃度変化を図7に示す。反応系内の
酸素濃度は、反応の進行とともに単調に減少した。この結果
から、TEMPOL還元における変極点付近（170s）の酸素濃度は
約10 µmol dm-3であることが明らかとなった。この濃度は、
肝細胞内の酸素濃度（6.4 µmol dm-3）に近い値である (中野他， 
1988)。したがって、Heme/MgO/Cys系をP450による還元反
応のモデルとして考えた場合、肝細胞内のP450によりTEM-
POLが還元される反応でも類似の現象が起こっていると考え
られる。一方、Heme/Cysでは、酸素濃度の変化はみられなかっ
た。したがって、Heme/CysではTEMPOLとのみ反応してい
ると考えられる。この結果は、図1の結果と一致している。

4.  結言
　システイン水溶液中のMgOに固定化した鉄プロトポルフィ

図5： TEMPOL のESR 信号強度 (h)の酸素濃度依存性
注：TEMPOL濃度 , 0.1 mmol dm-3。

0

20

40

60

80

100

120

0 50 100 150 200 250 300

ES
R信

号
強

度
（

任
意

単
位

）
 

酸素濃度（μmoldm-3）

y = -1108.4x + 319.36
R² = 0.9866 

0

50

100

150

200

250

300

0 0.1 0.2 0.3 0.4

酸
素

濃
度

（
μ

m
ol

dm
-3

）

(a+b)h-1（任意単位）

図6： (a+b)/h の値と酸素濃度の関係
注：TEMPOL濃度 , 0.1 mmol dm-3。
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図7：Heme/MgO/CysとTEMPOLの反応における酸素濃度の
経時変化
注：黒丸，Heme/Cys；黒四角，Heme/MgO/Cys; TEMPOL濃度 , 
0.1 mmol dm-3；Heme濃度，45 µmol dm-3；システイン濃度，45 
mmol dm-3。

リン（Heme/MgO/Cys）の4-ヒドロキシ -2,2,6,6-テトラメチル
ピペリジニル -1-オキシル（TEMPOL）還元反応と酸素濃度との
関係について検討した。TEMPOLを還元反応プローブと酸素
濃度プローブのデュアルプローブとして用いた結果、Heme/
MgO/CysのTEMPOLと酸素の還元反応と酸素濃度変化を同時
に検出することができた。TEMPOLの還元では、170 s付近に
変極点がみられた。TEMPOL還元における変極点付近の酸素
濃度は約10 µmol dm-3であることが明らかとなった。この濃
度は、肝細胞内の酸素濃度に近い値であることから、Heme/
MgO/CysをチトクロームP450による還元反応のモデルとし
て考えた場合、肝細胞内のチトクロームP450によりTEMPOL
が還元される反応でも類似の現象が起こっていると考えられ
る。
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