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第1章 緒言

1.1.酸素の発見と酸素障害

酸素は1770年代の初期にシェーレとプリーストリによって発見された｡プリーストリは

HgOやpbOに大型レンズで集光した太陽光を照射するとロウソクが激しく燃え､ネズミが長

い時間窒息しないでいられる気体が発生することすることを見出した｡また､彼は同じ気体

がハッカの小枝を用いても発生し､この中でネズミが長く窒息しないことを明らかにし､地

球上での酸素の循環､すなわち､植物による酸素発生と動物の呼吸による酸素吸収に相当す

る実験もおこなっている｡ lプリーストリのこの発見を元にラボアジェはこの気体が新しい元

素であり､燃焼により酸を生じることから､この気体を｢酸素｣と命名し､燃焼とは酸素と

の結合であるという科学的に正しい説明を与えた｡ラボアジェは同時にネズミの呼吸による

酸素の吸収量とカロリーメーターを用いて測定した発熱量から呼吸が燃焼に等しいことを示

し､呼吸を熱力学の点から正しく把握していたo
2

プリーストリが酸素を発見し､ラボアジェが呼吸の熱力学的な意義を明らかにしてから240

年近い年月が経過したが､その間に生理学､生化学の多くの研究によって､酸素分子が生化

学エネルギー生産効率の高い呼吸の電子受容体になることができ､また､多種類の代謝産物

を供給する酸化酵素､酸素添加酵素反応を可能にすることが明らかにされ､その詳細な反応

機構も明らかにされてきた｡酸素分子を利用する能力を獲得できた生物が生物の進化の上で

有利な位置を占め､酸素が生物進化の大きな原動力になったことは疑う余地が無い｡

このように酸素分子が好機性生物にとって必須であり､それがいかに有利であるかについ

てはよく理解されてきたが､次第に､酸素には生物に対して障害を与えるという一面もある

ことが明らかになってきた｡

1.2.生物の進化と酸素障害防御

現在､地球の大気の21 %を占める酸素であるが､原始の地球では､酸素の発生源は紫外光

によるH20の光分解のみであり､酸素を発生する最古の光合成生物である藍藻(cyanobacteria)

が登場した約30億年前以前は大気中の酸素濃度は0.003 %程度であったことがカンブリア紀

の鉄の酸化状態から予測されている｡ 3このような環境で出現した生物は当然のことながら酸

素を利用できない嫌気性菌であったが､彼らにとってはこの0.003%程度の酸素も有害であり､

彼らはすでに酸素障害に対する防御機構を有していた｡
4

これを考慮すると､酸素を発生する最古の光合成生物であるCyanobacteriaが酸素障害を防

ぐ機構を有していたことは不思議なことではない｡逆に酸素障害に対する防御機構を有して

いたからこそ彼らは､光合成という光エネルギーを用いてH20から電子を取り出す画期的な

能力を取得できたと考えられる｡

Cyanobacteriaおよびそれから進化した真核藻類は大気に酸素を供給し続け､ 6億年前のカ

ンブリア紀には大気中の酸素濃度はl %､ 4億年前のシルル紀には10 %となった｡シルル紀
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にはオゾン層が形成され､これが太陽光の紫外線を吸収するようになったため､陸上にも生

物が進出し､それ以降は陸上植物も大気に酸素を供給し､現在の21 %の酸素を含む地球の大

気をつくり上げてきた｡ 3この間に生物は酸素を電子受容体とする好気呼吸､酸化酵素､酸素

添加酵素による酸素の利用能を獲得したが､これらはH20を利用するCyanobacteria同様､酸

素障害に対する防御機構を有していなければ成し得ないことであった｡

1.3.活性酸素の生成､消去とSOD5

酸素障害は細胞成分の非特異的な酸化によってもたらされる｡基底状態(3重項状態､ 3o2)

の酸素分子の反応性は低く､そのため酸素障害は反応性の高い酸素の還元分子種(o2~, H202, ･

oH)および励起分子種(l重項酸素､ loョ)によって細胞組織が酸化されることによって生じる｡

この反応性の高い酸素の分子種を活性酸素と呼ぶ｡

三重項酸素は反応性が低いため､生物は酵素による制御の下､酸素を活性化して基質の酸

化反応､酸素添加反応に利用している｡植物がH20を4電子酸化して02を発生するH20酸

化酵素でも酵素に特異的な遊離しない活性酸素種が中間体となり､特定の基質の反応だけを

触媒し､酸素､水を安全に利用している｡

酸素障害はおもに活性酸素による生体分子の酸化によって生じるため､生物は酸素障害を

防ぐため､まず活性酸素の生成量を低く保ち､さらに生成した活性酸素を消去することで生

体分子の酸化を防いでいる｡好気性生物は呼吸する02の大部分を安全に利用しているが､酸

化酵素､酸素添加酵素､自動酸化､光増感反応､遷移金属イオンによる触媒能などによって

遊離の活性酸素が生成し､正常な細胞で良好な環境下でも活性酸素の発生をなくすことはで

きない｡

活性酸素のうち､最も反応性が高く､生物障害作用が最も大きいとされる･OHは､生体内

では主に以下に示した式(i)-(iii)に基づいて産生される｡

Fe3'+ o2- ) Fe2++o2

202~+2H+- H202+02

Fe2++H202ーFe3++ ･oH+-OH

つまり､ 02Jとその不均化反応により生じる H202とから､鉄イオンの存在下において生成す

る｡
･OHはほとんどの細胞成分を拡散律速に近い速度で反応してしまうため､生物はこれを

消去する機構を持つことはできない｡そこで生物はむしろ･OHの発生源である02~とH202を

できるだけ完全に消去し､さらに･OHの生成を触媒しない形で遷移金属イオンを存在させる

ことにより､酸素障害を防いでいる｡生体内でこの役割を果たしているのは主にス-ペルオ

キシドジスムタ-ゼ(SOD)とカタラーゼである｡スーパーオキシドジスムタ-ゼは02~をo2

とH202-と不均化することにより消去する反応を､カタラーゼはH202を02とH20-と不均

化することにより消去する反応を触媒している｡
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1.4. SODの種類とその特徴

soDは先述したように02~を02とH202-と不均化することにより消去する反応を触媒する

酵素である｡ SODの活性中心には､遷移金属イオンが含まれており､このイオンの種類によ

りCu,ZnSOD, FeSOD,MnSODに分類されている｡Cu,ZnSODでは両イオンはともに四面体型

構造をとっており､複核の活性中心を形成している｡ Cu, Zn-SODのZnイオン周りにはHis

由来のimidazoleが2座､ Asp残基の0原子がl座､ cuイオン周りにはHis由来のimidazole

が2座配位し､Cu,Znイオン間をimidazolateが架橋した構造をとっている(Figure 1-I)｡6また､

Fe-SOD,Mn-SODの活性中心はともに非常に類似した構造をとっており､中心金属にHisl由

来のimidazoleが3座､ Asp由来のカルポキシレート0原子が1座配位した四面体型構造を

とっていることが明らかとなっている(Figure I-2)｡ 7,8いずれのSODも以下に示した反応(a),

(b)をサイクルすることにより02~の不均化をおこなっていると考えられている｡

Ml-++ o2~- 02 + M(n~1)+ (a)

M(-トl)十+ o2~+2H+ - Ml-+ + H202 (b)

これらのSODはいずれもimidazole richな配位環境を有しており､特にFeSODとMnSOD

の活性中心周りの構造はほぼ同一である｡ Cu,ZnSODについては反応メカニズムについての

検討もなされている｡Cu,ZnSODは銅イオンが基質であるsuperoxideと電子授受をすることで

Cu(I), Cu(ⅠⅠ)状態をサイクルし､ superoxideの不均化を触媒していると考えられている｡この

際､ cu(I)状態では架橋imidazolateがプロトン化し､ Cu(Ⅰ)から脱離した構造をとっていること

が予想されており､これは､銅イオンの電子状態のコントロール､ superoxideの不均化に必要

とされるプロトンの供給などの役割を果たしていると考えられている｡
9

このようにこれらのSODは構造的ミ 生物化学的､および理論的な研究が盛んにおこなわれ､

その反応メカニズムについても知見が得られている｡そんな中､ 1996年に活性中心にNiイ

オンを含むSODがstreptomyces属-0,llぉよびCyanobacteria12から発見された｡

1.5. NiSODの活性中心の構造

NiSODの活性中心の構造はEXAFS測定の結果から､ NiイオンにはS原子が配位している

ことが予想された｡ 】3また､ ESR測定ではg//にhyperfine splittingをともなったNi(III)状態に

特徴的なdz2基底のスペクトルを示すことが知られていた｡これらのことから､ NiSODは

Ni(II)爪i(川)状態をサイクルすることでsuperoxideの不均化を行い､さらにNi(III)状態では中

心金属であるNi(Ill)イオンの軸位にN原子が配位しているということが予想されてきた｡

10-12,14

2004年にはNiSODの結晶構造が明らかになったo NiSODの活性中心の構造は他のSODと

は大きく異なり､中心金属であるNi(ⅠⅠ)イオンは平面4配位構造を有し､ Hisl由来のaminoN

原子が1座､そのcis位にCys2由来のamidatoN原子が1座配位し､残りの2座にはCys2,Cys6

由来のthiolate S原子が配位していることが明らかとなった(Figure 1-3)｡ 15,Ⅰ6また､酸化状態

であるNi(‖)型のNiSODの結晶構造も同時に報告され､ Ni(ⅠⅠⅠ)イオンから約2.5Åの距離に
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Hisl由来のimidazole N原子が存在していたことから､ NiSODのNi(ⅠⅠⅠ)状態のESRスペクト

ルで観測されたhyperfTlne SPlittingはHisl由来のimidazoleN原子の軸配位によるものであると

考えられている｡】4しかしながら､末端=isをGlnに置換したSOD(=-Q-NiSOD)も同様のtriplet

のhyperfTIne
SPlittingを示すⅠ7ことからNiSODの活性中心の構造は結晶構造が明らかになった

現在でもなお､議論の余地を残している｡さらに第2配位圏に目を向けると､配位主鎖ペプ

チド由来のamidatoO原子と2つの水分子､ Cys6由来のthiolatoS原子とペプチド主鎖との水

素結合がみられる｡
14

1.6. NiSODをめぐる研究

結晶構造が明らかになったことで最も進展した分野は理論計算を用いた研究であり､現在

では強いdonor性を有するamino-amidato-dithiolato構造はHOMO軌道におけるthiolato S原子

の寄与が小さく､ metal-baseでredoxを起こすのに適した構造であること､ 18Ni(ⅠⅠⅠ)状態におけ

るimidazoleの軸配位はredox activeな軌道(SOMO)におけるNi(ⅠⅠⅠ)イオンの寄与を大きくし､

1igand-baseのredoxを防ぎ､さらにこのredox activeな軌道に関わるNi(ⅠⅠⅠ)イオンの軌道を

dx2-y2軌道からdz2軌道-と変化させることでNi(III)イオンの軸方向から近づいてくると予想

されるsuperoxideとの電子授受をよりスムーズに進行させる効果があることが予想されてい

る｡ 1''っ20また､
superoxideの還元に必要とされるプロトンの伝達経路に関する検討も行われて

おり､現在のところ､直接中心金属に配位しているCys2あるいはCys6残基由来のthiolatoS

原子､ 21っ22活性中心近傍に存在するTyr9のphenolato O原子22が候補に挙げられている｡

Superoxide不均化の各段階におけるNi(II)およびNi(III)イオンのspin状態に関する検討も行わ

れているが､ 2]っ23この研究はそれぞれの段階で仮定している構造がかなり窓意的なため､

NiSODのメカニズムを考える上での有力な情報にはなりえていない｡

NiSODに関する研究で､理論計算を用いた研究以上に盛んに行われているのがmutantある

いはNiSODのアミノ酸配列を模倣したmetallo-origopeptideを用いた研究である｡しかしなが

ら､この分野の研究にはSOD活性の有無を報告する研究や､ 24mulanlは天然のNiSODに比し

てSOD活性が落ちることから､ ｢NiSODの第l､第2配位圏の構造はSOD活性を発現する上

で最適化された構造である｣という結論に帰結する報告が多く､ 25~27そのメカニズムに言及す

る報告は､現在のところsuperoxideの還元に必要なプロトンの伝達経路に関する提案がわず

かになされているのみである｡
28

モデル研究の分野はこれらの研究よりも立ち遅れており､プロトンの伝達経路に言及した

もの29を除けば､そのほとんどは錯体の結晶構造､分光学的､電気化学的性質を報告するに

とどまっている｡
30~33

1.7.本研究の目的

以上のようにNiSODに関する研究は未だ発展の途上にあり､そのメカニズムはもとより､

その活性中心周りの構造はSOD活性を発現する上でどのような必然性があるのかさえもほ
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とんど明らかになっていない｡また､モデル研究は未だNiSOD-の理解を深めることに貢献

しているとは言い難い｡

本研究ではモデル研究の長所を充分に生かすことができる以下の4点に注目した研究を行

った｡

(I) NiSOD第1配位圏の構造がSOD活性を発現する上で果たす役割

(2) NiSODの活性中心の第2配位圏にみられる水素結合が中心金属の性質に与える影響

(3) HIQINiSODが天然のNiSODの結晶構造と矛盾したEPRスペクトルを示す原因

(4) Ni(ⅠⅠⅠ)状態におけるimidazoleの軸配位がsoD活性発現に果たす役割

第2章ではNiSOD活性中心モデルとしてdiamino-dithioether型､amino-amidato-thioether型､

およびNiSODと同様のamino-amidato-dithiolato型Ni(ⅠⅠ)錯体を合成し､第一配位圏のN原子､

S原子の配位様式が中心金属の性質､特に電気化学的性質に与える影響について検討し､

NiSODの活性中心に見られるamino-amidato-dithiolato型の配位構造がSOD活性を発現する上

で最も理にかなったN2S2型の配位様式であることを明らかにした0

第3章ではNiSODの活性中心の第2配位圏にみられるamidatoO部位､ thiolatoS部位での

水素結合が､ NiSOD の活性中心の酸化還元電位に与える影響を検討するため､

diamino-dithioether型､ amino-amidato-dithioether型､およびamino-amidato-dithiolato型Ni(ⅠⅠ)

錯体を用い､ amidatoO部位､ thiolato S部位での水素結合形成能の検討を行った｡さらにこれ

らの水素結合が中心金属の酸化還元電位に与える影響を検討し､ NiSODの活性中心の第2配

位圏にみられるamidato O部位､ thiolato S部位での水素結合は中心金属の酸化還元電位を調

整する上で重要な働きをしていることを明らかにした｡

第4章では､ Hl()-NiSODが天然のNiSODと異なった配位構造をとるのはNiSOD活性中心

にはこのような大きな構造変化を起こすだけの骨格構造の柔軟性があるためであると考え､

amino-amidato-dithioether型およびamino-amidato-dithiolato型Ni(ⅠⅠⅠ)-の外部配位子の配位に伴

う構造変化の検討を行い､ NiSOD活性中心周りの骨格構造は大きな構造変化を起こすだけの

柔軟性があることを明らかにした｡

第5章ではNiSODのsuperoxideの還元過程に相当する各種Ni(ⅠⅠ)錯体とKO2との反応を検

討し､その結果生じたNi(ⅠⅠⅠ)錯体の構造について考察した｡さらにNi(ⅠⅠⅠ)状態における

imidazoleの軸配位には､ superoxideの還元過程においてside-on型のperoxo種の生成を防ぎ､

SOD活性メカニズムを滞らせない効果があること､さらにこの配位にはNi(ⅠⅠⅠ)状態を安定化

し､この過程の平衡を生成側に偏らせる効果があることを明らかにした｡

第6章では本論文を総括し､ NiSODの活性中心周りの構造の柔軟性､ superoxideとの反応

性とその中間体の構造､および第2配位圏に見られる水素結合とSOD活性との関連について

言及し､結言とした｡
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第2章

N2S2型Ni(II)錯体によるNiSOD活性中心の第1配位圏の環境と酸化還元電位との関連性の検

討

2.1.はじめに

ス-ペルオキシドアニオン(superoxide anion, 02~)は､酸素呼吸を行うことで生命活動に必要

なエネルギーを獲得している生物にとって避けることのできない副生成物であり､それ自体

が様々な生体分子に深刻な損害を与えうる活性酸素種であるのみならず､他の活性酸素種の

発生源ともなる化学種である｡そのため､好気性の生物はこのsuperoxideの脅威から身を守

るため､超酸化物不均化酵素(superoxide dismutase (SOD))を有している｡ SODは生体内で発生

したsuperoxideを過酸化水素(H202)と酸素(o2)-と不均化することでsuperoxideを除去する反

応を触媒する酵素である｡ SODの活性中心には一般的に金属イオンが含まれ､この金属イオ

ンがsuperoxideの不均化の際､電子の移動を媒介している｡

Ni含有型superoxide不均化酵素(Ni-containing superoxide dismutase, NiSOD)は比較的近年に

発見されたSODでその活性中心にはニッケルイオンが含まれ､以下に示したようにNi(ⅠⅠ)お

よびNi(ⅠⅠⅠ)状態をサイクルすることでsuperoxideの不均化を触媒している｡
I

Ni(tI)+ 02~+ 2H+-Ni(ⅠII) +H202 (i)

Ni(ⅠⅠⅠ)+02~
-Ni(ⅠⅠ)

+ 02 (ii)

x線結晶構造解析によりNiSODの構造が明らかにされ､ Ni(ⅠⅠ)状態では､末端His由来の

aminoN原子､peptide backbone由来の脱プロトン化したamidatoN原子およびCys2およびCys6

由来のthiolato S原子が中心金属であるNi(ⅠⅠ)イオンに配位した平面4配位構造をとっている

ことが知られている(Figure211)｡
2,3

soD活性を発現する上で最も重要とされる条件の一つとして中心金属の酸化還元電位があ

げられる｡その範囲は-0.16-+0.89V(vs.NHE)とされており4､ NiSODはこの条件をよく満た

したNi(ⅠⅠ)/(ⅠⅠⅠ)の酸化還元電位(o.29V)5を示すことが知られている｡

本章ではNiSOD活性中心モデルとしてdiamino-dithioether型､ amino-amidato-thioether型､

およびNiSODと同様のamino-amidato-dithiolato型Ni(ⅠⅠ)錯体[Ni(Ll)](C104)2､ Pi(L2)](CIO4)お

よびNa[Ni(L3)] (Figure 2-2)を合成し､第一配位圏のN原子､ S原子の配位様式が中心金属の

性質､特に電気化学的性質に与える影響について検討し､ NiSODの活性中心に見られる

amino-amidato-dithiolato型の配位構造がsoD活性を発現する上で最も理にかなったN2S2型の

配位様式であることを明らかにした｡
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2.2.実験

2-Benzylmercapto-2-methylpropanoic acid6ぉよび2-chloro-I -methylpyridinium iodide7は既報の

方法に従い合成した｡ Benzylmercaptaneおよびmethyliodideはナカライテスク社より､

Ni(CIO4)2･6H20および[Ce(NH4)2(NO3)6]はSigma-Aldrich社より購入した特級試薬をそのまま用

いたo (n-Bu)4NBF4は東京化成工業株式会社より購入した特級試薬を再結晶したものを用いたo

その他の試薬は和光純薬工業株式会社より購入した特級試薬をそのまま用いた｡

2.2.I.配位子合成

配位子Llの合成スキームをScheme2-1に､L2, L3の合成スキームをそれぞれScheme2-2,に

示したo

2･2･l
･1

･ 〃Ⅳ'-Bis(2-benzylmercapto-2-methylpropanoyl)-l,2-diaminoethaneの合成

2-Benzyll¶erCaPtO-2-methylpropanoic acidを2･O g (9･5 mmol)､ 2-chloro-トmethylpyridinium

iodide20を2.4g(9.5mmol)､ Et3Nをl.Og(9.5mmol)､ MeCN200mlに溶解させた｡ 1時間撹拝

した後､ ethylenediamine 0.3 g (4.7mmol)及びEt,N 1.0 g (9.5 mmol)を溶解させたMeCN 50 ml

を加え､ 3時間撹拝したo反応終了後減圧濃縮によりMoCNを除去し､析出した固体をH20

及び少量のEt20で洗浄することにより目的物を得た｡ (収量1.67g,収率80%)

1=-NMR 8(CDCl,, 300M=z); 1152 (s, 12=),3･19(t,4=), 3･73 (s,4=), 7.27(m, 10H).

2･2･ 1
･2･

NN'-Bis(2-benzylmercapto12-methylpropyl)ll
,21diaminoethaneの合成

NN'-Bis(2-benzylmercapto-21methylpropanoyl)-1,21diaminoethane 1.8 g (4 mmol)を蒸留THF

IOOmlに溶解させ､窒素置換した｡これを氷冷下､蒸留したTHF50ml中においてNaBH4 I.14

g(30mmol)とBF3･Et208.5 g(60mmol)を混合して調製したB2H6を加え､ 16時間還流した｡

放冷後､少量のMeOHで残存のB2H6を分解した後､ H20 100mlを加え､減圧濃縮によりTHF

を除去した｡その後Na2CO3を加えてpH9とし､ Et20によって抽出をおこなった｡ Et20層を

飽和食塩水で洗浄し､ Na2SO4で乾燥させた後､ Et20を減圧濃縮によって取り除き､透明の油

状物を得た｡ (収量1.ユog,収率72%)

t=-NMR 8(CDCl3, 300M=z); 1･33 (s, 12=),2･54(s,4=), 2･58(s,4=), 3･70(s,4H)7.27(m, 10H).

2･2･1
･3･

NN'-Bis(2-mercapto-2-methylpropyl)-1,21diaminoethaneの合成

窒素気流下､ -78 oCにおいて〃Ⅳ'-bis(2-benzylmercapto-2-methylpropyl)-i
,2-diaminoethane

I.0

g(2･4mmol)を溶解させた蒸留THF2.4gを含む液体NH3200mlにNa 1.Ogを加えて30分撹拝

した｡ NH4Clを添加することで反応を停止し､窒素気流下､常温で放置することによりNH3

を気化させた後､ H2050mlを加え､ pH 12においてEt20で抽出することで不純物をEt20相

に抽出した後､水相を12NHClによりpH9としてEt20で抽出をおこなった｡ Et20層を飽和
]6



NaCl水で洗浄し､ Na2SO4で乾燥させた後､減圧濃縮することでEt20を除去し､透明の油状

物を得た｡ (収量o.43g,収率76%)

lH-NMR
8(CDCl3, 300MHz); 1.38(s,12H), 2.62(s,4H), 2.79(s, 4H).

2.2. 1.4. N,N'-Bis(2-methylmercapto-2-methylpropyl)-1
,21diaminoethane

(H2Ll )の合成

〃Ⅳ'-Bis(2-mercapto-2-methylpropyl)-1,2-diaminoethane0.7 g (3 mmol)のEtOH溶液50 mlに

NaO.2g(6.5 mmol)を溶解させ､ CH3IO.9g(6.5 mmol)を添加し､ 40oCで2時間撹拝したo反応

終了後､減圧濃縮によりEtOHを除去し､得られた油状物をシリカゲルカラムにより精製(港

離液;cHCl,)した｡溶離液を減圧濃縮によって除去し､透明の油状物を得たo (収量0.56 g,収

率70%)

1H-NMR
8(CDCl,, 300MHz); 1.30(s, 12H), 1.99(s,6H), 2.60(s,4H), 2.82(s,4H).

2.2. 1.5. N-(2-Benzylmercapto-21methylpropanoyl)-1
,21diaminoethaneの合成

MeCN 100 mlに 2-benzylmercapto-2-metylpropanoic acid
4.0 g (19 mmol), 2-chloro-

llmethyl-pridinium iodide4.8g(19mmol), Et3N 2.Og(19mmol)を加え1時間撹拝したo Et3N2.0

g(19mmol)を加えたl,2-diaminoethane20mlにこの溶液を滴下し､一晩撹拝した｡反応後､減

圧濃縮によりMeCNを除去し､さらに真空ラインにて未反応の1,2-diaminoethaneを除去し､

橿色油状物を得た.この油状物にH20100mlを加え､ NaOHにてpH 12にした後AcOEtで抽

出を行うことにより透明な油状物を得た｡ (収量3.1g,収率63%)

.H-NMR 8(CDC],, 300 MHz); 1.56(i,6H),2.78(t,2H), 3.20(q,2H), 3.76(s,2H), 7.29(m, 5+1H).

2.2. 1.6. N-(21Benzylmercapto-2-methylpropyl)-i
,2-diaminoethaneの合成

蒸留したTHF 150
mlにN-(21benzylmercapto-2-methylpropanoyl)-I,2-diaminoethane 3.1 g (12.0

mmol)を加え､窒素置換を行った｡蒸留したTHF50ml中でNaBH4 1.7g(45 mmol),
BF3･Et20

12.8 g (90 mmol)を混合することにより調製したB2H6
0.76

g(45 mmol)をこの溶液に加え､
20

時間還流したo反応終了後､放冷した後に過剰のB2H6を少量のMeOHを添加することで分解

し､さらにH2050mlを加え､減圧濃縮によりTHFおよびMeOHを除去した｡得られた溶液

をNaOHにてpH 12にし､ AcOEtで抽出することで透明の油状物を得た｡さらにこれをシリ

カゲルカラム(溶離液; cH3Cl:MeOH-20:1)で精製し､透明の油状物を得た｡ (収量2.Og,収率

70%)

1H-NMR 8 (CDCl3, 300 MHz); 1.34 (s,6H), 1.86 (br,2H), 2.51 (s,2H), 2.54 (q,2H), 2.73 (t,2H),

3.70 (s,2H), 7.32 (m, 5H).

2.2. 1.7. N-(21Benzylmercapto-2-methylpropanoyl)-N'-(2-benzylmercapto-2-methylpropyl)-1,2-

diaminoethaneの合成
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MeCN 100
mlに 2-benzylmercapto-2-metylpropanoic acid 1.77 g (8.35 mmol),

21Chloro1

1-methyIIPyridinium iodide2.1 g(8.35 mmol),
Et3N 0.88

g(8.35 mmol)を加え1時間撹拝したoこ

の溶液をEt3N 0.88 g (8.35 mmol), N-(2-ben芦ylmercapto-21methylpropyl)-1,21diaminoethane2.0 g

(8.35 mmol)を溶解させたMeCN50mlと混合し､一晩撹拝した｡反応後､減圧濃縮によりMeCN

を除去し､褐色油状物を得た｡この油状物にH20100mlを加え､ NaOHにてpH12にした後

AcOEtで抽出を行い､褐色油状物を得たo さらにこれをシリカゲルカラム(溶離液;

CH3Cl:MeOH-20:1)で精製し､透明の油状物を得た｡ (収量2.6g,収率69%)

1H-NMR 8(CDCl,, 300 MHz); 1.32 (s,6H), 1.53 (s,6H), 2.47 (s, 2H), 2.54 (t,2H), 3.17 (q,2H),

3.67(s,2H), 3.73 (s,2H), 7.21-7.35 (m, 10H), 7.37(br,lH).

2･2･ 1
･8･ N-(2-mercapto-2-methylpropanoyl)-N'-(2-mercapto-2-methylpropyl)-1

,2-diaminoethane
(L3)

の合成

蒸留したTHF 10
mlにN-(21benzylmercapto-2-methylpropanoyl)-N'-(21benzylmercapto12-

methylpropyl)-1,2-diaminoethane
2.6 g (5.8mmol)を溶解させ､この溶液に液体NH3 100 mlを加

えた｡この溶液に金属Na 1.Og(43 mmol)を添加し､窒素気流下にてl時間撹拝した｡ NH4Cl

を加えることで反応を停止させ､窒素気流下で充分に液体NH3を蒸発させた後､ H20 50 ml

を加え､ pH 12においてEt20で抽出することで不純物をEt20相に抽出した｡得られた水相

に12N塩酸を加えてpH8-9とし､ AcOEtで抽出を行い､透明油状物を得た｡ (収量l.25g,収

率83%)

1=-NMR
8(CDC1,, 300 M=z); 1･38 (s,6=), 1･60 (s,6=), 2･62 (s,2=), 2･85 (t,2H), 3.35 (q,2H),

7.46 (br,1H).

2･2･ 1
･9･ N-(2-methylmercapto121methylpropanoy1)-N'-(2-methylmercapto121methylpropyl)-1

,2-

diaminoethane (L2)の合成

N-(2-mercapto-2-methylpropanoyl)-N'-(21merCaPtO-2-methylpropyl)I1
,2-diaminoethane

1.3 g (5.2

mmol)を溶解させたEtOH IOOmlにCH,I 1.47g(10.4mmol)を添加し､40oCで3時間撹拝した｡

溶媒であるEtOHを減圧濃縮により除去し､透明の油状物を得た｡この油状物をH20 一oo ml

に溶解させ､pH 12においてEt20で3回抽出した｡Et20相を飽和食塩水で洗浄し､無水Na2SO4

で乾燥させた後Et20を減圧濃縮により除去することで透明の油状物を得た｡ (収量1.25g,収

率86%)

1H-NMR
8(CDCl3, 300 MHz); 1.29 (s,6H), 1.50 (s,6H), 1.98 (s,3H), 2.05 (s,3H), 2.56 (s,2H),

2･80(t,2H),3.36(q, 2H), 7.45 (br,1H).
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2.2.2.錯体合成

2.2.2.I. [Ni(Ll)](CIO4)2の合成

配位子Ll (NN'-Bis(21methylmercapto-2-methylpropyl)-1,2-diaminoethane)0.26 g (1 mmol)を

MeOH 10
mlに溶解させ､

MeOH IOmlに溶解させたNi(C104)2･6H200.37g(1 mmol)をこの溶

液に添加したところ樫色の粉末が沈殿した｡この粉末のacetone溶液にEt20を蒸気拡散させ

ることで赤色板状結晶が得られた｡ (収量o.41g,収率78%)

元素分析

計算値(c12H,8C12N2NiO8S2) : C, 27.61; H, 5.41;N, 5.37 %.

実測値 : c,27.72; H, 5.66;N, 5.50%.

UV-visスペクトル(MeOH)

九m｡x(EM)221 (7600), 278 (8300),474 (210).

2.2.2.2. [Ni(L2)](CIO4)の合成

配 位 子 HL2 (N-(21methylmercapto-2-methylpropanoyl)-N'-(2-methylmercapto1

2-methylpropyl)-I,2-diaminoethane)0.53 g (I.90mmol)をMeOH
10

mlに溶解させた溶液にMeOH

10Ⅰ¶1に溶解させたNaOMeO.ll g(2.02mmol)を添加し15分撹拝した｡この溶液にMeOH5ml

に溶解させたNi(CIO4)2･6H20 0.50 g (1.88 mmol)を滴下したところ､溶液の色が暗赤色-と変

化した｡一晩撹拝した後MeOHを減圧濃縮により除去したところ暗赤色の固体が得られた｡

この固体をMeCNに溶解させ､溶け残った白色粉末を嬢去した溶液を濃縮し､ Et20を添加し

たところ桂色粉末が沈殿した｡この粉末をMeCN I
mlに溶解させ､これにEt20を蒸気拡散す

ることで栓色の結晶を得た｡ (収量o.55g,収率67%).

元素分析

計算値(cI2H25CIN2NiO5S2) : C, 33.09; H, 5.78; N, 6.43 %.

実測値 :c,33.00;H,5.53;N,6.35%.

UV-visスペクトル(MeOH)

九m｡x(EM) 251 (7500), 292 (3600),438 (290).535 (sh56).

2.2.2.3. Na[Ni(HL3)]の合成

グ ロ
ー ブボ

ック_ス 内 に て DMF IO
mlに溶解 さ せた配位子 H4L3

(N-(2-mercapto-2-methylpropanoyl)-N'-(2-mercapto-21methylpropyl)-1
,2-diaminoethane)

1.25 g (4.98

mmol)にNaHO.72g(29.9mmol)を添加し､ 15分撹拝した｡この溶液に5mlのDMFに溶解させた

NiC12･6H200.71
g(3.Ommol)を滴下したところ､溶液の色が暗赤色-と変化したo一晩撹拝した後､

白色の不溶物叩aCl)を漬去し､この溶液をシュレンク管に移し､真空ラインでDMFを除去したと

ころ､樺色の固体を得た｡この固体を10 mlのMeCNに溶解させ､白色の不溶物pacl)を再度液
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去した｡この溶液を濃縮し､AcOEtを添加したところ樫色の粉末が得られたのでこれを寝取した｡

この粉末をMeCNに溶解させ､ Et20を蒸気拡散させることで赤色結晶を得た｡ (収量o.41 g,収率

42%)

ESl-MS (ESJ)

計算値(clOH19N2S20Ni) : m/z
- 305.0.

実測値 : m/z-305.I.

UV-visスペクトル(MeOH)

んnax(EM) 256 (12000), 442 (180),560 (sh 33).

2.2.3.測定機器

2.2.3.i. 1H_NMRスペクトル

測定装置は配位子の測定についてはVarian Gemini-300型300 MHzフーリエ変換(FT)核磁気

共鳴装置を使用した.溶媒は内部基準物質としてテトラメチルシラン(TMS)を含むCDC13を

使用し､内径5 mmのサンプルチューブ内に濃度5-10 mMに調製した試料溶液について測

定した｡錯体溶液をサンプルとした測定にはBRUKER･BIOSPINAVANCE600型600MHzフ

ーリエ変換(FT)核磁気共鳴装置を使用した｡溶媒にはTMSを含む各種重溶媒を使用し､内径

5mmのサンプルチューブ内に濃度20mM に調製した試料溶液について測定した｡

2.2.3.2. UV-visスペクトル

測定装置は日本分光製ubest V-550型紫外可視吸収分光光度計を使用し､最大波長領域

900-200
nmについて測定を行った｡セルは光路長が1 cmの石英セルを使用し､サンプルの

濃度は0.I-1 mMに調製した溶液を使用した｡

2.2.3.3.サイクリックボルタンメトリー

測定装置はALS/CH Instruments Electrochemical Analyzer Model 600Aを使用した｡サンプル

は､各種錯体を1 mMになるようにacetoneに溶解させ､支持電解質として(n-Bu)4NBF4を0.1

Mになるように溶解させた溶液を用いた｡測定は作用極にはグラッシーカーボン､対極には

白金線､参照極にはAg/Ag十電極を用い､掃引速度o.1 V/sでおこなった｡観測された電位は

Fc/Fc+基準の電位に換算した後､次の式を用いてNHE基準の電位-と換算した(NHE
- Fc/Fc+

+ 0.40)｡

2.2.3.4. X線結晶構造解析

回折データの測定には一辺が0.2 mmの大きさの単結晶をグラスファイバーの先端に固定

したものを使用した｡格子定数は15o<20<25oの範囲内の適当な強度の回折点を用い､最小
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二乗法により精密化を行った｡

強度測定にはRigaku/MSCMercuryCCDを用い､グラファイトで単色化したMoKa線をx

線源として､50kV,200mAにおいて測定を行った｡測定条件は､カメラ長45mm､20は20o ､

露光時間10秒で測定を行った｡反射イメージは1200枚測定し､全反射データに対しLorentz

因子および偏光因子の補正を加えた後､全反射を用いて解析を行った0

構造は直接法9により解析し､差フーリエ合成で得られなかった水素原子の座標は､計算に

よって求めた｡非水素原子には異方性温度因子を適用し､異常分散による補正および吸収補

正を実行し､完全マトリックス最小二乗法で精密化した｡最小にした関数は∑w(IFo卜IFcl)2､

w-.
-

o1 2(Fo)である｡原子散乱因子はInternational Tables for X-ray Crystallography Vol.Ⅳ10に記

載の値を用いた｡構造解析､精密化等の計算はCrystalStructure構造解析プログラム11により

行った｡
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2.3.結果

2.3.I.各種錯体の結晶構造

2.3.1.I. [Ni(Ll)](CIO4)2の結晶構造

[Ni(Ll)](CIO4)2の結晶学的パラメーターをTable 2-1に､ ORTEP図をFigure 2-3に､主な結

合長､結合角をTable2-2に示した｡ [Ni(Ll)](C10.)2は2つのaminoN原子と2つのthioetherS

原子がequatorial位にそれぞれcis一型に配位したC2対称の平面4配位構造を有していた｡Ni-N

間距離(1.931(4)A)､およびNi-S間距離(2.197(I)A)は3つの5員環chelateを有するdiamineあ

るいはdithioether型Ni(ⅠⅠ)錯体のそれとほぼ同様の値であった｡
】2-15

2.3.I.2. [Ni(L2)](CIO4)の結晶構造

Pi(L2)](CIO4)の結晶学的パラメーターをTable2-3に､ ORTEP図をFigure2-4に､主な結合

長､結合角をTable2-4に示した｡ [Ni(L2)](CIO4)は2つのN原子､および2つのS原子が配位

した平面4配位構造をとっていた｡ Ni-Nl (amidato)間距離(1.844(4)A)は､ Ni-N2 (amine)間距離

(1.915(3)A)よりも短い値であった｡これはamidatoN原子の強いdonor性に由来するものと考

えられる｡ Ni-Sl間距離(2.174(I) A)はNi-S2間距離(2.167 (1) A)よりもわずかに長かった｡こ

れはamidato側のC-C-N結合角とamino側のC-C-N結合角の違いに由来するものと考えられ

る｡これらの結合長は3つの5員chelate環を有するN2S2型平面4配位構造のNi(ⅠⅠ)錯体とほ

ぼ同等の値であった｡
Ⅰ2-15

2.3.I.3. Na[Ni(L3)]の結晶構造

Na[Ni(L3)]の結晶学的パラメーターをTable2-5に､ ORTEP図をFigure2-5に､主な結合長､

結合角をTable 2-6に示した｡ Na[Ni(HL3)]は還元状態(Ni(II)状態)のNiSODと同様の1つの

aminoN原子､ lつのamidatoN原子､および2つのthiolatoS原子がNi(ⅠⅠ)イオンに配位した

平面4配位構造をとっていた｡ Ni-Nl間距離(I.867(9)A)は3つの5員chelate環を有するN2S2

型Ni(Il)錯体のNi-N｡midat｡間距離と同程度の値であり､ 12115Ni-N2間距離(I.913(9)A)よりも小さ

い値であったoこれはamidatoN原子のdonor性がaminoN原子のそれよりも強いことに由来

していると考えられる｡ Ni-S2間距離(2.171(3)A)はNi-Sl間距離(2.146(3)A)よりも長く､これ

はamidatoN原子の強いdonor性によるトランス効果によるものと考えられる｡

2.3.2.各種Ni(ⅠⅠ)錯体の吸収スペクトル

Pi(Ll)](CIO4)2, [Ni(L2)](CIO4),Na[Ni(L3)]はMeOH
I
*で配位s(7t)-Ni(dx21y2)イオン-の

LMCTに帰属される吸収極大16をそれぞれ474nm(c/M~】 cm-]
-210),438nm (c/M~- cm~1

-

290),442nm(c/M~. cm~1
-

180)および472nm(c/M-1 cm-I
-250)に示した｡この吸収は平面4

配位】2115y-]''を有するNi(II)錯体に特徴的なものである｡このことから､これらのNi(II)錯体は

いずれも溶液中においても結晶構造解析によって得られた構造を維持していると考えられる｡
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これらのNi(ⅠⅠ)錯体および関連するN2S2型平面4配位Ni(ⅠⅠ)錯体およびNiSODの極大吸収の

比較をTable217にまとめた｡

2.3.3.各種Ni(ⅠⅠ)錯体の電気化学的性質

pi(Ll)](CIO.)2はacetone中でNi(I)/(II)に対応する準可逆な酸化還元を-o.68 V (vs.NHE, AE -

65 mV)に､ CH2C12中でNi(ⅠⅠ)爪i(III)に対応する擬可逆な酸化還元過程を1.71 V(AE-226mV)

に示した｡ Ni(II)錯体pi(L2)](CIO4)はacetone中でNi(I)/(II)に対応する準可逆な酸化還元対を

ll.13
V(AE-67 mV)に､ Ni(II)/(Ill)に対応する可逆な酸化還元対を1.26V(AE- 78 mV)に観測

した｡ Ni(II)錯体Na[Ni(L3)]はDMF中において-0.16V(AE- 74
mV)にNi(II)/(III)に対応する可

逆な酸化還元波を示した｡ Ni(Ⅰ)/(ⅠⅠ)に対応する酸化還元波は観測されなかった｡

これらの錯体のNi(I)/(ⅠⅠ)およびNi(ⅠⅠ)/(ⅠⅠⅠ)に対応する酸化還元過程はいずれも可逆性が高い

ことから､この錯体は酸化還元に伴った溶媒の配位､あるいは配位構造の再構成といった構

造変化を生じないと考えられる｡
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2.4.考察

各種N,S,型平面4配位Ni(II)錯体およびNiSODの配位s原子からNi(II)イオンへのLMCT

に帰属される極大吸収の比較をTable 2-7に示す｡これらのNi(II)錯体の極大吸収波長は､

amidat｡N原子の配位を多く有する錯体ほど､また､ thioetherS原子よりもthiolatoS原子の配

位を有する錯体ほど短波長に現れる｡これはdonor性の強いamidatoN原子の配位が多いほど､

Ni(ⅠⅠ)イオンのd軌道のエネルギーが上昇し､また､配位s原子がthiolatoからthioetherへと

変化するとS原子の3p軌道のエネルギーが低下することに起因すると考えられる｡また､

NiSOD と同様の amino-amidato-dithiolato 型の配位環境を有する Na[Ni(L3)】および

(Et,N)[Ni(beaam)]12は一連のN2S,型平面4配位構造を有するNi(ⅠⅠ)錯体の中で最もNiSOD (450

nm)17に近い極大吸収波長を示すことから､ NiSOD活性中心における中心金属イオンの電子状態

には､その第一配位圏のN原子､ S原子の配位様式が大きく影響を与えていることがわかる｡

2.1.項にも示したように､ SOD活性を発現するためにはその中心金属の酸化還元電位が非

常に重要である｡ SOD活性を発現する上で求められる電位の幅は-0.16-+0.89V(vs.NHE)4で

あるといわれており､実際にNiSODは0.29Vと､この条件をよく満たした酸化還元電位を示

す｡5

一連のN,S,型Ni(II)平面4配位錯体､およびNi(II)/(IJI)に対応するNiSODの酸化還元電位

をTable2-8にまとめた｡

各種錯体の電気化学的性質を比較すると､中心金属の酸化還元電位は､ amidato N原子､

thi｡1at｡ S原子といったdonor性が高い配位原子が多いほど負側に現れ､また､錯体の全電荷

が正であるか負であるかによって大きく異なることがわかる｡全電荷が正または中性である

Ni(ⅠⅠ)錯体の酸化還元電位はいずれもI V以上であり､ SOD活性を発現するには高すぎる｡一

方､全電荷が負であるNi(lI)錯体のNi(ⅠⅠ)/(ⅠⅠⅠ)に対応する酸化還元電位はいずれもO V以下と

全電荷が正または中性であるNi(ⅠⅠ)錯体の場合に比べるとかなり低い｡しかしながら､全電荷

が2価の負に帯電した[Ni(emi)]2~の酸化還元電位は-0.50 VとSOD活性を発現するには低すぎ

る｡ところが､全電荷がl価の負に帯電したamino-amidato-dithiolato型Ni(ⅠⅠ)錯体Na[Ni(HL3)]

および(Et,N)[Ni(beaam)]12の酸化還元電位はそれぞれ､ -0.16
Vおよび-0.04 Vであり､一連の

N,S2型平面4配位構造を有するNi(II)錯体の中で最もSOD活性を発現する上で適切な酸化還

元電位を示す｡従って､ NiSOD活性中心amidato-amino-dithiolato型の構造は中心金属の酸化

還元電位をSOD活性の発現に必要とされる電位幅に収めるために必要な原子の組み合わせ

であるといえる｡
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2.5.結論

本章ではNiSOD活性中心モデルとしてdiamino-dithioether型､ amino-amidato-dithioether型､

およびNiSOD と同様の amino-amidato-dithiolato型Ni(II)錯体としてPi(Ll)](CIO4)2､

[Ni(L2)](CIO4)およびNa[Ni(L3)]を合成し､その結晶構造､分光学的､電気化学的性質を明ら

かにした｡

一連のN2S2型Ni(ⅠⅠ)錯体の分光学的､電気化学的性質をNiSODと比較したところ､ NiSOD

活性中心における中心金属の性質は､第l配位圏におけるN原子､ S原子の配位様式に強く

依存している｡吸収スペクトルにおいてはamidato N原子が多いほど､また､ thiolato S原子

の配位をthioetherに置き換えるとより短波長に観測されることが明らかになった｡

さらに､一連のN2S2型Ni(ⅠⅠ)錯体の酸化還元電位の比較により､ Ni(ⅠⅠ)/(ⅠⅠⅠ)に対応する酸化

還元電位は第l配位圏の構造のみで2 V以上も異なり､中心金属の酸化還元電位は同じN2S2

型の配位構造であっても､ N原子､ S原子の配位様式の影響を非常に強く受けることが明ら

かになった｡中でもamino-amidato-dithiolato型の配位構造を有するNaPi(L3)]は一連の錯体の

中で天然のNiSODに最も近い酸化還元電位を示した｡このことからNiSOD活性中心に見ら

れるalllillO-amidato-dithiolato型の配位構造は､中心金属の酸化還元電位を与えるSOD活性を

発現する上で最も適切なN2S2型の配位様式であることが明らかになった｡
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Table 2-1. Cl.)･StaEIographic data
or[Ni(L) )](CLO1)二

EI叩]rica=もn--ula Cl:トIコ只ClコN二NiORS二

rorlllula ＼～･ei望ht
522,09

Cr＼′stalsystem 1110nOClinic

Space group

(/ (A)

h(A)
L･ (A)

P (Ll).

ト′(Å~､)
Z

βcalcd

('2/c

1 7.864(4)

8.569(2)
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Table 2-2. Selected bond lengths and anglesof[Ni(Ll)](CIO4)2

Bond Lengths (A)
Ni-N 1.924(3) Ni-S 2.1981(10)

Bond Angles (o)

Nl-Ni-Nl* 87.26(13) Nl-Ni-Sl* 173.97(8)
Nl-Ni-S1 88.60(9) SトNi-Sl *

95.85(4)

The atoms with and without an asterisk are related by the crystallographic
two fold axis

Table 213. Crystallographic data of [Ni(L2)](CIO4)

EmplrlCal fわrmula

Formula mass

Crystal system

Space group

`f(A)

b (A)
c (A)

β(o)

v (A3)
Z

β calcd

Unique Tens. (R int)

R /Rw

GOF

C12H25CIN2NiO5S2

435.6l

monoclinic

P21/c

10.9799(8)

8.0567(5)

2l.4381(16)

98.494(4)

1875.6(2)
4

1.542

4028 (0.048)
0.0414/0.0770

0.885
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1TigLH'e 2-J･ ORTEP dl-iJl旨Of I)le Cation n-oiety or LNi(Lコ)l(C10ィ)､＼ノilhthel･nla】 e川psoids

(lz.a､､･.-at 50?,'･',l,rObabiLitさI The hydrogeElこItCHllS and coしmter anion (percEIEorate) aL･e Onlitted noII

Ll)al･it＼･.

Till-k 2-J･ SLILectcd b(lnd LellgtLISa】ldallgles ot､【Ni(L2)](Cl(_)_1)

Bond Lellgths (A)
Ni-Nl 1.8ヰ5(3) Ni-S1 2.1772(9)

Ni-N2 1.9O9(2) Ni-S2 2,169コ( 10)

Bond Angles (L')

Nl-Ni-N2 85.91(1 1) N2-Ni-S1 173.83(9)

NトNi-S1 87.96(8) Nl-Ni-S2 172.46(9)

SトNi-S2 96,63(3). N2-Ni-S2 89.40(8)

3O



Table 2-5. Cl.)ノStal】ogr叩hicdata ofNa【Ni(L3)]

EnlPll･ical formula ClコHユ｣NコNaNiOl
i''Sコ

Fol･111ula welght 366･ 14

Cl･VStal systelTl lユーOnOClinic

Space group

(∫ (A)
h(A)

L･ (A)

β (D)

Tr (A-i)

Z

βcalcd

C 2/e

20.823(8)

1 I.363(4)

15.760(6)

1 14.602(6)

3390(2)

8

1.614

unique refls. (Riot) 38')1 (O1102)

JURll･ 0.()359/0.0707

GO｢ 0.985

Figure 2-5. ()RTEP dra"･i‖g oranion mL,己et)･orTWI[) con.Flex Na｢Ni(L3)] with thernlaL

eLlipsし-ids
dra､v'ml the 5O% p,･obabi[it)･･ The 1-ydrogel- atoms and coし=1ter 仁ation (Na ) are

川11itted rlor
cl<1rih ,
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Table 2-6･ Selected bond lengths and anglesofNa[Ni(L3)].

Bond Lengths (A)
Ni-Nl 1

･867(9)
Ni-S 1 2. 146(3)

Ni-N2 1.913(9) Ni-S2 2.171(3)
Bond Angles (o)

N 1
-Ni-N2 86･4(4) N2-Ni-S l 173.9(2)

NトNi-S1 88･0(3) NトNi-S2 176.1(3)
Sl-Ni-S2 95.89(13) N2-Ni-S2 89.7(2)

Table 217･ Comparison of absorption maxima of the related Ni(II)complexes.

Complex amidato thiolato 九max / nm Ref･

Ni[(emi)]2- 2

[N i(beaam)]~ 1

[Ni(HL3)]~ 1

NiSOD i

[Ni(bmmp-dmed)] 0

【Ni(ema)･(Me)2】 2

[Ni(HL2)]十 l

[Ni(H2Ll)]2+ o

Table 2-8･ Comparison of redox potentials for Ni(II)/(III)process of the related Ni(ll)

complexes.

Complex amidato thiolato E / V (vs.NHE) Ref.

Nil(emi)]2-

[Ni(beaam)]~

[Ni(HL3)T

NiSOD

2

1

1

I

[Ni(bmmp-dmed)]~ 0

[Ni(ema)･(Me)2] 2

[Ni(HL2)]' 1

[Ni(H2u )]2+ o

-0.
16 This work

0.29 5

1
･04

(Epa)

1.24

1.26 This work

1.71 This work

32



2.6.参考論文

1. Youn, H. D.; Kin, E.J.; Roe,J. H.; Hah,Y. C.; Kang, S. 0.Biochem. J. 1996,318, 889-896.

2. Barondeau, D･ P･; Kassmann, C. J.; Bruns, C. K.; Tainer, J･ A･; Getzoff, E. D. Biochemistry 2004,

43, 803818047.

3. Wuerges, J.; Lee, J. W.; Yim, Y. I.; Yim, H. S.; Kang, S. 0.; Carugo, K. D. Proc. Nail. Acad. Sci.

U.S.A. 2004, 101, 8569-8574.

4. Holm, R. H.; KennepohI, P.; Solomon, E. I. Chem. Rev. 1996, 223912314.

5. Herbst, R. W.; Guce, A.; Bryngelson, P. A.; HigglnS, K. A.; Ryan, K. C.; Cabelli, D. E.; Garman, S. C.;

Maroney, MJ. Biochemistry, 2009, 48, 335413369.

6. Mach, R. H.; Kung, H. F.; OrganicMass Spectromeりノ, 1991, 26, 528-530.

7. Saigo, K.; Usui, M.; Kikuchi, K.; Shimada, E.; Mukaiyama, T. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1977, 50,

1863-1866.

8. Gange, R. R.; Coval, C.A.; Lisensky, G. C. Inorg. Chem., 1980, 19, 2854-2855.

9. Altomare, A.; Cascarano, G.; Giacovazzo, C.; Guagliardi, A.; Burla, M.; Polidori, G.; Camalli, M.

J. Appl. C7ySt. 1994, 27, 4351436.

10. International Tables for X-ray Crystallography, Ibers, J. A.; Hami1ton, W. C.
eds., Kynoch Press,

Birmingham, U. K., 1974, Vol. IV.

1 1. Rigaku Corporation, Tokyo, Japan 2007.

12. Shearer, J.; Zhao, N. Inorg. Chem. 2006, 45, 963719639.

13. Ciurli, S.; Holm, R. H.; Inorg. Chem., 1991, 30, 743-750.

14. Grapperhaus, C. A.; Mullins, C. S.; Kozlowski, P. M.; Mashuta, M. S. Inorg. Chem., 2004, 43,

2859-2866.

15. Hatlevik, 0.; Blanksma, M. C.; Mathrubootham, V.; Arif, A. M.; Hegg, E. L. J. Biol. Inorg. Chem.,

2004,夕, 238-246.

16. Neupane, K. P.; Shearer, J. Inorg. Chem., 2006, 45, 10552-10566.

17. Green, K. N.; Brothers, S. M.; Jenkins, R. M.; Carson, C. E.; Grapperhaus, C. A.; Darensbourg, M.

Y. Inorg. Chem.2007, 46, 7536-7544.

18. Fiedl.er,A. T.; Bryngelson, P. A.; Maroney, M. J.; Brunold, T. C. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127,

5449-5462.

33





第3章

N2S2型Ni(II)錯体によるNiSOD活性中心第2配位圏に見られるアミダト部位､チオラト部位

での水素結合とSOD活性との相関性

3.1.はじめに

NiSODの活性中心における第1配位圏の構造は､Ni(lI)状態ではHisl由来のaminoN原子､

主鎖ペプチド由来の脱プロトン化したamidato N原子､およびCys2およびCys6側鎖由来の

thiolato S原子が2つ配位した平面4配位構造を､ Ni(ⅠII)状態ではさらに末端His側鎖由来の

imidazoleが配位した構造であることは知られている｡
I,2

一般的に､ SOD活性を発現する上で重要なファクターとして中心金属の酸化還元電位があ

げられ､その範囲は-0.16-+0.89V(vs.NHE)とされている3｡第2章では､第l配位圏に見ら

れるamino-amidato-dithiolato型の配位構造が､一連のN2S2型の配位様式の中でSOD活性を発

現する上で最も理にかなった酸化還元電位を与える配位様式であることを明らかにした｡し

かしながら､ Na[Ni(HL3)]は､天然のNiSODと同様のamino-amidato-dithiolato型の配位構造を

有しているにもかかわらず､ DMF中において-0.16 Vと､ NiSODの酸化還元電位(o.29 V (vs.

NHE))4と比べて0.5 V近くも低い値を示した｡このことから､第1配位圏の構造は､中心金

属の酸化還元電位をおおまかに調節する効果があるものの､それのみではSOD活性を発現す

る中心金属の酸化還元電位を与えるには不充分であると考えられる｡

そこで､ NiSOD活性中心の第2配位圏に着目すると､還元型､酸化型両状態において､主

鎖ペプチド由来のamidatoO原子は､2つの水分子と､Cys6残基由来のthiolato S原子は主鎖ペ

プチド由来の3つのNHプロトンと水素結合距離にあることが見出される(Figure3-I)2｡

本章ではNiSODの活性中心の第2配位圏にみられるamidatoO部位､ thiolato S部位での水

素結合が､ NiSODの活性中心の酸化還元電位に与える影響を検討するため､第2章でも用い

たdiamino-dithioether型Ni(II)錯体として[Ni(Ll)](CIO4)2､ amino-amidato-dithioether型Ni(Il)錯

体として[Ni(L2)](CIO4)､ amino-amidato-dithiolato型Ni(ⅠⅠ)錯体としてNa[Ni(L3)](Figure3-2)に

ついて､ amidatoO部位､ thiolatoS部位での水素結合形成能の検討を行った｡さらにこれらの

水素結合が中心金属の酸化還元電位に与える影響を検討し､ NiSODの活性中心の第2配位圏

にみられるamidato O部位､ thiolato S部位での水素結合が中心金属の酸化還元電位を調整す

る上で重要な働きをしていることを明らかにした｡
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3.2.実験

(〟-Bu)4NBF｡は東京化成工業株式会社より購入した特級試薬を再結晶したものを用いた｡そ

の他の試薬は和光純薬工業株式会社より購入した特級試薬をそのまま用いた｡

3.2.I.配位子､錯体合成

Ni(II)錯体[Ni(Ll)](CIO.)2､Pi(L2)](CIO.)およびNa[Ni(L3)]は第2章で報告した方法に従い合

成した｡

3.2.2.測定機器

3.2.2.I. tH_NMRスペクトル

測定装置はBRUKER･BIOSPINAVANCE 600型600 MHzフーリエ変換(FT)核磁気共鳴装置

を使用した｡溶媒にはMeCN-d6､ DMSO-d6､ MeOH-d4およびD20を使用し､内径5mmのサ

ンプルチューブ内に濃度20- 100mMに調製した試料溶液について測定を行った｡

3.2.2.2. 13c-NMRスペクトル

測定装置はBRUKER･BIOSPINAVANCE 600型600 MHzフーリエ変換(FT)核磁気共鳴装置

を使用した｡溶媒にはMeCN-d6､ MeOH-d4およびD20を使用し､内径5mmのサンプルチュ

ーブ内に濃度20- 100mMに調製した試料溶液について測定を行ったo

3.2.2.3. UV-visスペクトル

測定装置は日本分光製ubest V-550型紫外可視吸収分光光度計を使用し､最大波長領域

900-200 nmについて測定を行った｡セルは光路長がI cmの石英セルを使用し､サンプルの

濃度は1.OmMに調製した溶液を使用した｡

3.2.2.4.赤外吸収スペクトル

測定は日本分光社のFT/IR-4200を使用し､測定領域400-4000cm~1について測定した｡サ

ンプルは10- 100mMに調製した錯体溶液をCaF2のセルに注入したものを用いた.

3.2.2.5.サイクリックボルタンメトリー

測定装置はALS/CH Instruments Electrochemical Analyzer Model 600Aを使用した｡サンプル

は､各種錯体を1 mMになるように溶解させ､支持電解質として､有機溶媒中での測定には

(∩-Bu)｡NBF｡を､水溶液中での測定にはNaCIO｡を0.1 Mになるように溶解させた溶液を用い

たo 測定は､作用極にグラッシーカーボン､対極に白金線､参照極には､有機溶媒中での測

定にはAg/Ag+電極を､水溶液中での測定にはAg/AgCl電極を用い､掃引速度o.I V/sでおこ
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なったo観測された電位はFc/Fc+基準の電位に換算した後､次の式を用いてNHE基準の電位

-と換算した(NHE-Fc/Fc++0.40)｡
5

3.2.2.6.磁化率測定

測定装置はSherwood Scientific社のMSBIMKIを使用した｡測定溶媒にはacetone, DMF, PC,

MeCN, DMSO, EtOH, MeOH, H20を使用し､内径3.2mmのサンプルチューブ内に100mMあ

るいは飽和濃度に調製した試料溶液について測定を行った｡
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3.3.結果

3.3.I.各種Ni(ⅠⅠ)錯体の溶液中における磁気的性質

[Ni(Ll)](CIO4)2､[Ni(L2)](CIO4)およびNa[Ni(L3)]の各種溶媒中における磁性､および吸収ス

ペクトルにおける極大吸収の値をTable3-1にまとめた｡

3.3.I.I. [Ni(Ll)](CIO.),の各種溶媒中における磁気的性質

Evans法による磁化率測定の結果､ diamino型Ni(II)錯体であるPi(L2)](CIO4)2はMeCN､

DMSO､ DMF中で常磁性を示し､ acetone､ PC､ EtOH､ MeOH中で反磁性を示した｡この結

果はUV-visスペクトルによっても支持され､ [Ni(L2)](CIO4)2はMeCN､ DMSO､ DMF中にお

いてNi(ⅠⅠ)higll-SPin種に特徴的な吸収スペクトルを示し､ acetone､ PC､ EtOH､ MeOHにおい

てNi(Il) low-spin種に特徴的な吸収スペクトルを示した｡このPi(L2)](CIO4)2の溶媒の違いに

よる磁性の変化は､ MeCN､ DMSO､ DMFのNi(ⅠⅠ)中心-の配位により､平面4配位から6

配位8面体構造に変化したことに由来すると考えられる｡

3.3.1.2. [Ni(L2)](Clod)2の各種溶媒中における磁気的性質

Evans法による磁化率測定の結果､amino-amidato型Ni(IJ)錯体であるPi(L2)](CIO4)はMeCN､

DMSO､ DMF､ PC､ EtOHおよびMeOH中において反磁性を示し､ UV-visスペクトルにおい

ても上記のいずれの溶媒中においてもNi(ⅠⅠ) low-spin種に特徴的なスペクトルを示し､

[Ni(HL2)](Clod)はいずれの溶媒中においても平面4配位構造を保っていることが示された｡

3.3.I.3. Na[Ni(L3)]の各種溶媒中における磁気的性質

Na[Ni(L3)]はMeCN-d6､ DMSO-d6､ MeOH-d.およびD,0溶液のIH-NMRスペクトル測定に

おいて常磁性領域にシグナルが観測されなかった｡ Evans法による磁化率測定においては

MeCN､ DMF､ DMSO､ MeOH中で反磁性を示した｡ DMA､ DMF､ MeCN､ DMSO､ MeOH､

EtOH､ H20中でNi(ⅠⅠ)平面4配位錯体に特徴的な吸収スペクトルを示した｡以上のことから

これらのいずれの溶媒中においてもNi(ⅠⅠ) low-spin状態､すなわち平面4配位構造を保ってお

り､ Ni(ⅠⅠ)中心-の溶媒の配位は起こらないことが示された｡

[Ni(Ll)](CIO.),とPi(L2)](CIO.)､ Na[Ni(L3)]との間にこのような溶媒分子の配位挙動の違い

が見られたのは､ [Ni(Ll)](CIO4)2の配位N原子がいずれも2級アミンおよびthioetherである

のに対し､ [Ni(L2)](CIO4)およびNa[Ni(L3)]はdonor性の強い脱プロトン化したamidatoN原子

およびthiolatoS原子の配位を有していることに由来していると考えられる｡
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3.3.2.
amidatoO原子と溶媒分子との間の相互作用

3.3.2.1. [Ni(L2)](CIO4)のamidato O原子と溶媒分子との間の水素結合の検討

[Ni(L2)](CIO4)の各種溶媒中におけるamidato部位のC-0伸縮振動数と溶媒の求電子的性質

の指標であるacceptor number (AN)6との相関をTable 3-2およびFigure 3-3に示す｡

[Ni(L2)](CIO4)のC-0伸縮振動と溶媒のANはほぼ直線関係にあり､よりANの大きい溶媒中

でより低いC-0伸縮振動の値を観測した｡このことからPi(L2)](C104)はamidatoO部位で溶

媒分子と求核的な相互作用をしていることが示唆された｡このことは同錯体の】5c-NMRスペ

クトルにおける[Ni(L2)](CIO4)のカルポニル炭素のchemical shi氏値と測定に用いた溶媒の

acceptornumberとの間に直線関係が見られたことからも支持される(Table3-3､ Figure314)｡な

お､ANとPi(L2)](CIO4)のS原子からNi(tI)イオン-のLMCTと帰属される極大吸収波長には

相関は見られなかった｡

3.3.2.2. Na[Ni(L3)]のamidatoO原子と溶媒分子との間の相互作用

Na[Ni(L3)]の各種溶媒中で観測されたC-0伸縮振動に対応する波数(cm~.)の溶媒のAN依存

性をTable3-4､ Figure3-5に示す｡

Na[Ni(L3)]は､よりANの大きい溶媒中でより低いC-0伸縮振動の値を示し､両者はほぼ直

線関係にあった｡このことからNa[Ni(L3)]はamidatoO部位で溶媒分子と求核的な相互作用を

することが示された｡

3.3.2.3.
amidatoO部位と溶媒分子との間の相互作用が電気化学的性質に与える影響

amidato O原子と溶媒分子との間の水素結合が中心金属であるNi(ⅠⅠ)イオンの酸化還元電位

に与える影響を検討するため､ diamino型Ni(ⅠⅠ)錯体である[Ni(Ll)](CIO4)2とamino-amidato型

錯体であるPi(L2)](CIO4)の各種溶媒中における酸化還元電位を比較した｡なお､ spin状態の

違いが酸化還元電位に与える影響を排除するため､ Pi(Ll)](CIO4)2の電気化学的測定はすべて

反磁性を示した溶媒(acetone､ pc､ MeOH､ EtOH)中で得られた値のみを比較に用いた｡

各種溶媒中におけるPi(Ll)](CIO.)2およびPi(L2)](CIO4)の酸化還元電位と測定に用いた溶

媒のacceptor numberとの相関をTable 3-5およびFigure 3-6に示す｡ pi(Ll)](CIO4)2および

[Ni(L2)](CIO｡)はいずれの溶媒中においても可逆な酸化還元波を示した｡ [Ni(L2)](C104)は全体

的に[Ni(Ll)](CIO4)2よりも低い酸化還元電位を示した｡これはPi(L2)](C104)が脱プロトン化し

た負電荷を有するamidatoN原子の配位を有しているためであると考えられる｡

Ni(II)錯体[Ni(Ll)](C104)2とPi(L2)](CIO4)の酸化還元電位の測定に用いた溶媒のANに対す

る依存性を比較したところ､ amidato部位を有するPi(L2)](CIO4)はamidato部位を有さない

(clO4)2よりも強く依存すること明らかになった｡これはPi(L2)](CIO4)のamidato O原子と溶

媒分子との間に働く求核的な相互作用により､ amidato N原子からNi(ⅠⅠ)中心-のdonor性が

39



低下するためであると考えられる｡このことはPi(L2)](CIO.)の酸化還元電位が各種溶媒中で

観測されたC-0伸縮振動とよい相関にあることからも支持される(Table3-6,Figure317)｡

3.3.3. ThiolatoS原子と溶媒分子との間の求核的相互作用

3.3.3.I. Na[Ni(L3)]の吸収スペクトルのAN依存性

Na[Ni(L3)]の各種溶媒中における吸収スペクトルにおけるS原子からNi(II)イオンへの

LMCTに帰属される極大吸収波長およびそのモル吸光係数をTable317に､極大吸収波長と溶

媒のANとの関係をFigure3-8､ Figure3-9にまとめた｡ Na[Ni(L3)]の各種溶媒中における極大

吸収波長およびそのモル吸光係数と溶媒のANとはほぼ直線関係にあり､よりANの大きい

溶媒中で極大吸収波長はより短波長側に観測され､モル吸光係数は小さくなることが見出さ

れた｡一方､ Na[Ni(L3)]のDMF溶液に1000等量の(〟-Bu)｡BF｡を添加した際､その吸収スペク

トルに変化は見られなかったが､ NH4BF4を添加した場合には溶媒のAN依存性と類似した極

大吸収波長の短波長シフト､およびモル吸光係数の減少がみられた(Figure3-10)｡このような

短波長シフトはN2S2型Ni(ⅠⅠ)錯体のthiolato S原子の配位をthioetherに置き換えた場合とよく

似た現象である｡ 7~11これは､配位s原子のp冗軌道のエネルギーが溶媒分子との相互作用によ

り低下したためであると考えられる｡これはS原子がthi()1atoではなく､ thioetherとして配位

している[Ni(Ll)](Clod)2､ [Ni(L2)](Clod)にはこのような溶媒依存性は見られなかったことから

も推測される｡

以上の結果より､溶媒のANの増大に伴う極大吸収波長の短波長シフトは､ Na[Ni(L3)]と溶

媒分子との間の求核的な相互作用の存在を示唆するものであり､その相互作用により配位子

L3のNi(ⅠⅠ)中心-のdonor性が低下していると考えられる｡

3.3.3.2. Na[Ni(L3)]のthiolato S部位の酸化電位とANとの相関

Na[Ni(L3)]の各種溶媒中におけるthiolato S原子の酸化に由来するE｡aの値と溶媒のANとの

関係をTable3-8､ Figure3-11に示した｡

Na[Ni(L3)]のthiolatoS原子の酸化に対応するEp｡は､よりANの大きい溶媒中でより高い値

を示し､両者はほぼ直線関係にあったo これはthiolatoS原子も溶媒分子と求核的な相互作用

を生じており､E｡｡の高電位シフトはS原子上の電子密度が低下したためであると考えられる｡

3.3.3.3. Na[Ni(L3)]のamidato O部位およびthiolato S部位における溶媒分子との求核的相互作

用が中心金属の酸化還元電位に与える影響

3.3.2.2., 3.3.3.I.および3.3.3.2.項からNa[Ni(L3)】はNiSOD活性中心周辺における水素結合様

式と同様､ amidato O部位およびthiolato S部位の双方において溶媒分子と求核的相互作用を

生じることが示された｡本項ではこの水素結合がsOD活性を発現する上で重要であると考え､

40



中心金属の酸化還元電位に与える影響について検討した｡

Na[Ni(L3)]の各種溶媒中におけるNi(ⅠⅠ)/(III)に対応するE｡｡の値をTable 3-9に､ E,aと溶媒の

ANとの関係をFigure 3112にまとめた｡ Na[Ni(L3)]は､ ANの大きい溶媒中でより高いE,｡の

値を示し､両者は直線関係にあった｡また､特に水溶液中で観測されたE,｡は0.30V(vs.NHE)

と天然のNiSODで観測されている中心金属の酸化還元電位(o.29 V, El/2)4とほぼ同程度の値を

示した｡また､ Na[Ni(L3)]のDMF中におけるNi(II)/(Il一)に対応する酸化還元電位(El/2)は､電

解質を(〟-Bu)4NBF4からNH4BF4に変更した際､
-o.16

Vから-0.05 V-と0.ll V正側にシフト

した(Figure 3-13)｡このことからNi(II)錯体Na[Ni(L3)】の酸化還元電位の溶媒依存性はNi(ⅠⅠ)錯

体Na[Ni(L3)]のamidato O部位､およびthiolato S部位での求核的な相互作用に起因している

と考えられる｡
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3.4.考察

NiSODの活性中心の配位構造はamino-amidato-dithiolato型の平面4配位構造であるⅠ,2｡第

2章ではNiSODと同様のamino-amidato-dithiola‡o型の平面4配位錯体Na[Ni(L3)]は関連する

一連のN2S2型Ni(ⅠⅠ)錯体のいずれよりもSOD活性を発現する上で必要な電位の範囲(-0.16
-

o.89 V (vs.NHE))3に近い酸化還元電位を示し､ SOD活性を発現する上で必要不可欠な構造で

あることを示した｡しかしながら､Na[Ni(L3)]がDMF中において示した酸化還元電位(-o.16V)

は天然のNiSODの酸化還元電位(o.29V)4よりも0.5V近くも低いものであったo この傾向は

他のamino-amidato-dithiolato型Ni(ⅠⅠ)錯体にも見られる7｡以上のことからNiSOD活性中心は

配位骨格構造に加えて､付加的な外的要因により最適な電位を与えられていることが予想さ

れる｡

NiSODの活性中心の第2次配位圏に目を向けると､主鎖ペプチド由来のamidatoO原子が2

つの水分子と水素結合を形成していることがわかる2｡

本章では[Ni(Ll)](CIO4)2､ [Ni(L2)](C104)､およびNa[Ni(L3)]の分光学的､電気化学的性質と

溶媒のANとの相関性から､これらの錯体はNiSODと同様､ amidatoO部位､ thiolato S部位

の双方で溶媒分子と相互作用を形成し得ることを明らかにした｡また､この相互作用は中心

金属-のdonor性を低下させるのみでなく､ thiolato S原子の電子密度を低下させる効果があ

ることが明らかになった｡ NiSODは基質であるsuperoxideと中心金属であるNi(ⅠⅠ)､ Ni(ⅠⅠⅠ)イ

オンとの間で電子の授受を行うことでsuperoxideの不均化を触媒している｡一方で､ thiolatoS

原子はsuperoxideやperoxi･deなどの活性酸素種やo2分子によって容易に酸化される｡このよ

うなthiolatoS原子の酸化は触媒活性を失活の原因となりうる｡そのため､ NiSOD活性中心に

みられるCys6残基由来のthioalto S原子と主鎖ペプチド由来のNHプロトンとの水素結合に

は､ tlliolatoS原子の電子密度を低下させ､その酸化を防止する効果があると考えられる｡

Na[Ni(L3)]のamidato O部位およびthiolato S部位にみられた溶媒分子との求核的な相互作用

が中心金属の酸化還元電位に影響を与え､その結果､特に水溶液中で天然のNiSODとほぼ同

様な酸化還元電位を示したことは興味深い｡このことはNiSODの活性中心の酸化還元電位は､

第l配位圏の配位構造と､第2配位圏の水素結合によって触媒反応により最適な電位に調整

されていることを示唆している｡
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3.5.結論

本章ではNiSODの第2配位圏にみられるamidato O原子と水分子との水素結合､および

thiolato S原子と主鎖ペプチドのNHプロトンとの水素結合相互作用の影響を検討するため､

diamino-dithioether型Ni(II)錯体であるPi(Ll)](CIO4)2､ amino-amidato-dithioether型Ni(II)錯体

である[Ni(L2)](CIO4)､ amino-amidato-dithiolato型Ni(II)錯体であるNaPi(L3)]を用いて分光学

的､電気化学的性質の溶媒依存性を検討した｡

各種Ni(ⅠⅠ)錯体の溶媒中における分光学的､電気化学的性質の溶媒のAN依存性から､

amidato O部位およびthiolato S部位は双方とも溶媒分子と水素結合が形成可能であることが

示された｡また､ thiolato S部位における相互作用にはthiolato S原子の電子密度を低下させ､

その酸化を防ぐはたらきがあることが示唆された｡

さらにこの相互作用には配位原子から中心金属-のdonor性を低下させ､ Ni(ⅠⅠ)イオンの酸

化還元電位を高め､水中においてはNiSODとほぼ同程度の酸化還元電位を示すことが明らか

になった｡このことからNiSODが示す酸化還元電位は第1配位圏の配位環境に加え､第2配

位圏のamidato O部位およびthiolato S部位との水素結合によって調整されていることが示唆

された｡
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Figlll.e 311. 1l＼.dl-0どe】lbonds obser＼ノCd aroLIIld the active site o{NiSOD in the reduced (leflt)

;111d爪iLli/_亡d (1.1ght) slate.uhe Ill.dl10gellbonds al.e Shown with a dotted li】le,

HN

7E
～

i,f7s"i
[Ni(Ll)A-

～

{f::fo
LNi(.L2)]

､~

LNi(lJ3)]

FiguJ'e 3-2･ Ni(II) compleゝes prepal.ed as a model conlPOLlllCE orNiSOD active site･
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Table 311. Electronic absorption spectral data and magnetic properties of Ni(ⅠⅠ)complexes,

[Ni(Ll)](CIO4)2,[Ni(L2)](CIO4)and Na[Ni(L3)], in several solvents

complex DMA DMF MeCN DMSO acetone PC EtOH MeOH H20

[Ni(Ll )](CIO4)2

379(30) 352(50) 394(16)

614(13) 535(20) 642(7) 478(260)476(290)476(200)475(210)

-900(24)
826(30)

-900(15)
paramagnetism diamagnetism

[Ni(L2)](CIO4)
435 (290)436 (330)435 (250)436 (390) 435 (310)436 (300)439(310)

diamagnetism

Na[Ni(L3)]
448 (360) 449 (340) 445 (330) 446 (340) 441 (280) 441 (260) 438 (230)

diamagnetism

Table 3-2. Relationships between acceptor numbers of solvents and v(C-0) values of

[Ni(L2)](CIO4)in several solvents

solvent acetone DMF MeCN DMSO MeOH H20

acceptor number 12.5 16.0 18.9 19.3 4l.3 54.8

v(c-o)/ cm~- 1624 1619 1618 1613 1586 1576

1 0 20 30 40 50 60

AN

Figure 3-3. Relationships between acceptor numbers of solvents and v(C-0) values of

[Ni(L2)](CIO4).
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Table 313･ Relationships between acceptor numbers of solvents and
13c-NMR

chemical shifts of

the carbonyl carbon of [Ni(L2)](CIO4)in several solvents

solvent
CD3CN CD30D D20

acceptor number 18･9 41
･3

54･8

chemical shift / ppm 180.0 181.8 182.3

182.5

≡
1

辛

蛋

.⊂
u)

一元
U

■∈
q)

.⊂
U

182

81.5

181

80.5

10 20 30 40 50 60

AN

Figure 3-4･ Relationships between acceptor numbers'ofsolvents and
13c-NMR

chemical shifts of

the carbonyl carbon ofNi(ⅠⅠ)complex of [Ni(L2)](CIO4)in several solvents･
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Table 314. Relationships betwee)l aCCePtOr Jlumbers of solvents and v(C-0) values of

Na[Ni(L3)] in severa) solvents

Solvent DMA DMF MeCN DMSO EtOH MeOH H20

acceptor number 13.6 1 6.0 18.9 19.3 37.1 41
,3

54.8

v(c-o) / cm-' 1573 1572 1573 1569 1562 1560 1554

1575
DMA

H20

1 0 20 30 40 50 60

Acceptor number

1550

Figure 3-5. Relatio】1S】1ipsbetween acceptor tlumbers of solvents and v(C-0) values of

Na[Ni(L3)] in several solvents.
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Table 3-5. Redox potentials of Ni(II) complexes, [Ni(L2)](CIO4)2and [Ni(L3)](CIO4),in

several solvents

solvent acetone DM F pc MeCN DMSO EtOH MeOH H20 H20

12.5 1(～.0 18.3 18.9 19.3 37.1 4l.3 54.8 54.8
acceptor number

E,a/V
101611 10･811

E,c/V
-O･676 10･912

AE /mV 65 101

_o.557 -0.631 -0.807 -0.547 -0.539

_o.657 -0.726 -0.948 10.620 -0.607

100 95 141 73 68

El/2/V
-0.6435

(-0.862)* -O1607 (-o.679)辛 (-0.878)* -0.584 -0･573

Epa/V
-1･093 1l･095

Epc/V
-l･160 -l･169

AE /mV 67 74

El/2/V
11.127 -1.132

_1.064 1l.070 -0.951 10.935 -0.849 10.849

_1.132 -I.144 -I.045 -1.013 -0.925 -0.925

68 74 94 78 76 76

_I.098 -1.107 -0.998 -0.974 -0.887 -0.887

*Ni(II)complex [Ni(Ll)](CIO4)2Showed a paramagnetic propeny in these solvents･

ーコ!

lJ｣

喜一o.8
u)

>
ヽー

>
-o.9､･ー

Tl

10 20 30 40 50 60

AN

Figure 3-6･ Relationships between acceptor numbers of solvents and redox potentials

corresponding
to Ni(I)/(II)process of Pi(Ll)](CIO4)2 (▲) and [Ni(L2)](CIO4)(I) in various

solvents.
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Table 3-6. Re)ationships between v(C-0) values and redox potentiaLs of [Ni(L2)](Clod)in

several soJvents

solvent acetone DMF MeCN DMSO MeOH H20

v(c-o)/cm-1 1624 1619 1618 1613 1586 1576

El/2/V
-I.127 -】.132 -I.098 -1.107 -0.974 -0.887

LU
工

Z

め

ヱ -1.0
>

LU~

1.1

-1.2

DMF

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630

v(C=○) / cm~1

Figure 3-7. Relationships between v(C-0) va)ues and redox potentials of [Ni(L2)](C]04) in

several so)vent.
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Table 3-71 RelationsI叩S between acceptor llLllTlbersofsolvents and absorptlO)l maXi)Tla Of

Na[Ni(L3)] illSe＼′eralso一vents

Solvent DMA DMF MeCN DM SO Eton MeOH H,0

acceptor Tlumber 13.6 16.0 18.9 19.3 37.] 41.3 54.8

九max / llm 448 449 445 446 441 441 438

g/ M-【 cm-† 357 343 333 339 284 258 227

450

44【)

446

∈ 444
(=

<E
442

440

438

436

0 1 0 20 30 40 50 60

Accepto[ number

Figure 3-8･ Relatiol-SJlips between acceptor nu･..hers ofsolvelltS and九maコ/nm ofNa[Ni(L3)]
in

several solvents.
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400

350

rE

O

主300

250

200

1 0 20 30 40 50 60

Acceptor number

Figure SID. Relationships between acceptor numbers of solvents and E/MJ.cm-. ofNa[Ni(L3)] in

several solve]1tS.

300 40(〕 500 60(〕 700 800 9 00

Wevelength / nm

Figure 3-10. Absorption spectra ofNa[Ni(L3)] in DMF in the absence of salts (black line),

and in additio]1 0f 1000 eq. of(n-Bu)4NBF4 (blue Li[1e).and 1000 eq･ ofNHJNBF4 (red line)･
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Table 3-8･ Re)ationships between acceptor numbers of solvents and tJleOXidation potentials

(Ep.i(S))ofthiolatc･ S atoms for Na[Ni(L3)] i)lSeveral solvents

Solvent DMA DM F MeCN DMSO EtOH MeOH

acceptor number 13.6 16.0 ]8.9 19.3 37.1 41.3

E[,乙.(S)/V (vs･NHE) o.29 0.30 036 0.36 0.44 0.5l

GI 0.45
■■

=

呈 o.4

>

u'=D.35

LLJJ･

0.3

0.25

0.2

1 0 1 5 20 25 30 35 40 45

Accepto｢ number

Figure 3-ll. ReLationsJllPS between acceptor numbers of solvelltS and the oxidation

potentials (Spa (S)) ofthiolato S atom for Na[Ni(L3)] illSeveral solvents,
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Table 3-9･ Relationships between acceptor numbers of solvents and Epa values of Ni(II)/(III)

process ofLNa｢Ni(L3)]
in several solvents

So)vellt DMA DMF MeCN DMSO EtOH MeOH H,0

acceptor number t3,6 16.0 18.9 19.3 37.1 41.3 54.8

Ep｡ (Ni) / V
-o.】

8
-0.16 -0.23 -0.18

0,04 0,13 0.30

LU

コ:

Z

a)

:I

>

Z

l㌔

0.2

0.1

-0.2

-0.3

1 0 20 30 40 50 80

Accepto｢ number

Figt]re 3-12･ Relationships between acceptor numbers of so)vents a】ldEpa va)ues ofNi(II)/(Ill)

process of'Na｢Ni(L3)]
in several solvents,
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0･5
-0･4 -0.3 -∩ク ーn 1 0 0.1 D.2

E/V (vs.NHE)

Figure 3-13･ Cyclic
voltammograms of Na｢Ni(L3)] in DMF with lOOOeq.

of (F71Bu).BF4

(blue line) alld will- 1000 eq･ ofNHヰBF4 (red Line),
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第4章

N2S2､ N3S2型Ni(II), Ni(III)錯体を用いたNiSOD活性中心周りの構造柔軟性の検討

4.1.はじめに

NiSODはNi(II)およびNi(III)状態をサイクルすることでsuperoxideの不均化を触媒する酵素

である｡ 1NiSOD活性中心の構造はNi(ⅠⅠ)状態では､末端His由来のamino N原子､ peptide

backbone由来の脱プロトン化した.amidatoN原子およびCys2およびCys6由来のthiolatoS原

子がそれぞれcis一型でNi(II)イオンに配位した平面4配位構造である｡一方､ Ni(III)状態では

この平面構造にさらに末端His由来のimidazole由来のN原子が弱く(-2.5Å)相互作用した歪

んだ四角錘型構造-と変化することが知られている(Scheme4-I)2~3｡この構造はNiSODのEPR

スペクトルがdz2基底に特徴的なシグナルを示し､さらにg//領域にtripletのhyperfine splitting

を示すことからも支持されている｡

しかしながら､ N末端HisをGlnに置換したNiSOD (HIQ-NiSOD)はimidazole基が欠如し

ているにもかかわらず､そのNi(ⅠⅠⅠ)状態のEPRスペクトルも天然のNiSODと同様､ tripletの

hyperflne
splittingを示すことが知られている4｡これはNi(III)状態のHIQ-NiSODでは末端の

aminoN原子あるいはamidatoN原子がNi(ⅠⅠⅠ)中心の軸位から配位していることを示唆する結

果であり､天然のNiSODで得られているNi(ⅠⅠⅠ)状態の結晶構造と矛盾する｡このことから

Hl(〕-NiSODは天然のNiSODとは大きく異なる配位構造をとっていることが予想されるが､

現在のところこの件に関して考察された報告はない｡

本章ではHl()-NiSODが天然のNiSODと異なった配位構造をとる要因としてNiSOD活性

中心にはこのような大きな構造変化を起こす可能性があると考え､ amino-amidato-dithioether

型Ni(ⅠII)錯体として[Ni(L2)]2'(Figure4-1)およびamino-amidato-dithiolato型Ni(III)錯体として

[Ni(L3)](Figure4-1)-の外部配位子の配位に伴う構造変化の検討を行った｡また､外部配位千

が配位したこれらのNi(III)錯体の構造はN3S2型Ni(II)錯体であるPi(L4)]BPh. (Figure4-1)の結

晶構造を参考に考察した｡その結果､ NiSOD活性中心構造には大きな構造変化を起こすだけ

の空間的余裕､骨格構造の柔軟性があることを明らかにした｡さらにNiSOD活性中心に見ら

れるthiolato S原子の配位にはこのような大きな構造変化を抑制し､中心金属と基質である

superoxideとの素早い電子授受を可能にする環境を提供する効果があることが明らかになっ

た｡
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4.2.実験

CH3Ⅰはナカライテスク社より､ Ni(CIO4)216H20､ [Ce(NH4)2(NO3)6]､ FcPF6はSigma-Aldrich

社より購入した特級試薬をそのまま用いた｡その他の試薬は和光純薬工業株式会社より購入

した特級試薬をそのまま用いた｡

4.2.1.配位子､錯体合成

配位子L4の合成スキームをScheme4-2に示した｡

[Ni(L2)](CIO4)およびNa[Ni(L3)]は第2章で報告した方法に従い合成した｡

4.2. I. 1. N-(2-Benzylmercapto-2-methylpropanoyl)-1
,2-diaminoethaneの合成

MeCN 100
mlに 2-benzylmercapto-2-metylpropanoic acid

4.0 g (19 mmol),
2-chloro-

ト111ethyl-pridillium iodide4.8 g (19 mmol),
Et3N 2.0

g(19 mmol)を加え1時間撹拝した｡
Et3N 2.0

g(19mmol)を加えた1,21diaminoethane20mlにこの溶液を滴下し､一晩撹拝した｡反応後､減

圧濃縮によりMeCNを除去し､さらに真空ラインにて未反応のl,2-diaminoethaneを除去し､

樫色油状物を得た｡この油状物にH20100mlを加え､ NaOHにてpH 12にした後AcOEtで抽

出を行うことにより透明な油状物を得た｡ (収量3.1g,収率63%)

.H-NMR 8(CDCl,, 300 MHz); 1.56(s, 6H),2.78(t,2H), 3.20(q,2H), 3.76(s,2H), 7.29(m, 5+1H).

4.2. 1.2. N-(2-Benzylmercapto12-methylpropyl)-1
,2-diaminoethaneの合成

蒸留したTHF 150 mlにN-(2-benzylmercapto-2-methylpropanoyl)-1,2-diaminoethane
3.1 g (12.0

mmol)を加え､窒素置換を行った｡蒸留したTHF
50

ml中でNaBH4 I.7g(45 mmol),
BF3･Et20

12.8g(90 mmol)を混合することにより調製したB2H60.76g(45 mmol)をこの溶液に加え､
20

時間還流した｡反応終了後､放冷した後に過剰のB2H6を少量のMeOHを添加することで分解

し､さらにH2050mlを加え､減圧濃縮によりTHFおよびMeOHを除去した｡得られた溶液

をNaOHにてpH 12にし､ AcOEtで抽出することで透明の油状物を得た｡さらにこれをシリ

カゲルカラム(溶離液; cH3Cl:MeOH-20:1)で精製し､透明の油状物を得た｡ (収量2.Og,収率

70%)

1H-NMR 8 (CDCl3, 300 MHz); 1.34 (s,6日),1.86 (br,2H), 2.51 (s,2H), 2.54 (q,2H), 2.73 (t,2H),

3.70(s,2H), 7.32(m, 5H).

4.2. I.3. 〃-(2-Benzylmercapto-2-methylpropanoyl)-Ⅳ'-(2-benzylmercapto-2-methylpropyl)-I
,2-

diaminoethaneの合成

MeCN 100 mlに 2-benzylmercapto-2-metylpropanoic acid I.77 g (8.35 mmol), 2-chloro-

1-methyl-pyridinium iodide2.1 g(8.35 mmol),
Et3N 0.88g(8.35 mmol)を加え1時間撹拝した｡こ
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の溶液をEt3N O･88 g (8.35 mmol), N-(2-benzylmercapto-2-methylpropyl)-1,21diaminoethane2.0 g

(8.35 mmol)を溶解させたMeCN50mlと混合し､一晩撹拝した｡反応後､減圧濃縮によりMeCN

を除去し､褐色油状物を得た｡この油状物にH20100mlを加え､ NaOHにてpH 12にした後

AcOEtで抽出を行い､褐色油状物を得た｡さらにこれをシリカゲルカラム(溶離液;

CH3Cl:MeOH-20:1)で精製し､透明の油状物を得た｡ (収量2.6g,収率69%)

.HINMR 8(CDCI,, 300 MHz); 1.32 (s, 6H), 1,53 (s,6H), 2.47 (s,2H), 2.54 (t,2H), 3.17 (q, 2H),

3･67(s,2H), 3.73 (s,2H), 7.21-7.35 (m, 10H), 7.37(br,1H).

4･2･ 1
･4･ N-(2-mercapto-21methylpropanoyl)-N'-(21merCaPtO-21methylpropyl)I1

,21diaminoethane
0)

合成

蒸留したTHF 10
mlにN-(2-benzylmercapto-21methylpropanoyl)-Ⅳ'-(2-benzylmercapto-2-

methylpropyl)-1,2-diaminoethane
2.6 g (5.8mmol)を溶解させ､この溶掛こ液体NH3 loo mlを加

えた｡この溶液に金属Na 1.Og(43 mmol)を添加し､窒素気流下にて1時間撹拝した. NH4Cl

を加えることで反応を停止させ､窒素気流下で充分に液体NH3を蒸発させた後､ H20 50 ml

を加え､ pH 12においてEt20で抽出することで不純物をEt20相に抽出した｡得られた水相

に12N塩酸を加えてpH8-9とし､AcOEtで抽出を行い､透明油状物を得た｡ (収量1.25g,収

率83%)

1H-NMR 8(CDCl,, 300 MHz); 1.38 (s,6H), 1.60 (s, 6H), 2.62 (s, 2H), 2.85 (t,2H), 3.35 (q,2H),

7.46 (br, 1H).

4･2･ 1
･5

･ N-(21methylmercapto-2-methylpropanoyl)-N'-(21methylmercapto121methylpropyl)-1
,2-

diaminoethaneの合成

〃-(2-mercapto-2-methylpropanoyl)-Ⅳ'-(2-mercapto-2-methylpropyl)-I
,2-diaminoethane

1.3 g (5.2

mmol)を溶解させたEtOH 100 mlにCH3I i.47g(10.4 mmol)を添加し､40oCで3時間撹拝した｡

溶媒であるEtOHを減圧濃縮により除去し､透明の油状物を得たo この油状物をH20 100
ml

に溶解させ､pH 12においてEt20で3回抽出した｡Et20相を飽和食塩水で洗浄し､無水Na2SO4

で乾燥させた後Et20を減圧濃縮により除去することで透明の油状物を得た｡ (収量l.25g,収

率86%)

1H-NMR
8(CDCl,, 300 MHz); 1.29 (s,6H), 1.50 (s, 6H), 1.98 (s,3H), 2.05 (s,3H), 2.56 (s,2H),

2.80 (t,2H), 3.36 (q, 2H), 7.45 (br,1H).

4･2･ 1
･6･

N-(ethlypyridyl)-N-(2-methylmercapto12-methylpropanoyl)-N'-(21methylmercapto-

2-methylpropyl)- I
,2-diaminoethane

(L4)の合成

2-Vinylpyridine 0.38 g (3.6 mmol)および N-(2-methylmercapto-21methylpropanoyl)-N'-
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(2-methylmercapto-2-methylpropyl)-1,2-diaminoethane 0.50 g (1.8 mmol)を溶解させたEtOH
loo

mlに､触媒量のCH3COOHを添加し､ 8日間還流した｡減圧濃縮によりEtOHを除去し､得

られた油状物をpH 12においてCH2C12で抽出した｡ CH2Cl2相を飽和食塩水で洗浄し､無水

Na2SO4で乾燥させた後cH2C12を減圧濃縮により除去することで淡黄色の油状物を得た｡さら

にこれをシリカゲルカラム(溶離液;cH3Cl)で精製し､透明の油状物を得た｡ (収量50mg,収率

6.8%)

】H-NMR
8(CDC],, 300 MHz); 1.27 (s, 6H), 1.51 (s, 6H), 2.02 (s,3H), 2.04 (s,3H), 2.61 (s,2H),

2･82(t, 2H),2･96(m,2H), 3･35 (q,2H), 7.12 (t,lH),7.16(d, lH), 7.60(t,lH), 8.53 (d, 1H).

4.2.i.7 [Ni(L4)]BPh4の合成

配位子HL 1 (N-(ethlypyridyl)-N-(2-methylmercapto-2-methylpropanoyl)-N'-(21methylmercapto-

2-methylpropyl)-1,2-diaminoethane) 50 mg (0.12 mmol)を溶解させたMeOH
5 mlにMeONa 7.07

mg(0･13 mmol)を添加し､ 15分撹拝したo この溶液にNi(C10.)216H2031.I mg(0.13 mmol)を溶

解させたMeOH5mlを滴下し､ 3時間撹拝した｡減圧濃縮により溶媒を取り除いた後､得ら

れた固体を2mlのMeCNに溶解させ､溶け残った白色粉末を櫨去した｡この溶液にH205ml

に溶解させたsodiumtetraphenylborateを添加したところヾ淡褐色の沈殿が生じた｡この沈殿を

acetoneに溶解させ､ Et20を蒸気拡散させることで再結晶を行い､褐色板状晶を得た｡

4.2.2.測定機器

4.2.2.1. 】H_NMRスペクトル

測定装置は配位子の測定についてはⅥrian Gemini-300型300 MHzフーリエ変換(FT)核磁気

共鳴装置を使用した｡溶媒は内部基準物質としてTMSを含むCDCl3を使用し､内径5mmの

サンプルチューブ内に濃度5-10mMに調製した試料溶液について測定した｡錯体溶液をサン

プルとした測定にはBRUKER･BIOSPINAVANCE 600型600 MHzフーリエ変換(FT)核磁気共

鳴装置を使用した｡溶媒にはTMSを含むacetone-d6を使用し､内径5mmのサンプルチュー

ブ内に濃度20mMに調製した試料溶液について測定した｡

4.2.2.2. UVIVisスペクトル

測定装置は日本分光製ubest V-550型紫外可視吸収分光光度計を使用し､最大波長領域

900-200
nmについて測定を行った｡セルは光路長が1 cmの石英セルを使用し､サンプルの

濃度は0.1-I mMに調製した溶液を使用した｡

4.2.2.3.サイクリックボルタンメトリー

測定装置はALS/CH Instruments Electrochemical Analyzer Model 600Aを使用した｡サンプル
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は､各種錯体を1 mMになるようにacetoneに溶解させ､支持電解質として(n-Bu)｡NBF｡をo.I

Mになるように溶解させた溶液を用いた｡測定は作用極にはグラッシーカーボン､対極には

白金線､参照極にはAg/Ag+電極を用い､掃引速度o.1 V/sでおこなった｡観測された電位は

Fc/Fc+基準の電位に換算した後､ NHE基準の電位-と換算した(NHE- Fc/Fc++ 0.40)｡
5

4.2.2.4. EPRスペクトル

測定装置はJEOL社製JES-RE IX ESRspectrometerを使用した｡サンプル濃度は10 mMに

調製し､
-78oCにおいて10mMの錯体溶液50Ltlと10mMの[Ce(NH.)2(NO3)6]あるいはFcPF6

の溶液50Ltlを混合し､直ちに液体窒素中(77K)に浸してサンプルを凍結し､デュワ-ごと共

振機に取り付けて測定を行った｡

4.2.3.5. X線結晶構造解析

回折データの測定には一辺がo.3 mmの大きさの単結晶をグラスファイバーの先端に固定

したものを使用した｡格子定数は15o<20<25oの範囲内の適当な強度の回折点を用い､最小

二乗法により精密化を行った｡

強度測定にはRigaku/MSCMercuryCCDを用い､グラファイトで単色化したMoKa線をx

線源として､50kV,200mAにおいて測定を行った｡測定条件は､カメラ長45mm､20は20o
､

露光時間5 -

10秒で測定を行った｡反射イメージは1200枚測定し､全反射データに対し

Lorentz因子および偏光因子の補正を加えた後､全反射を用いて解析を行った｡

構造は直接法6により解析し､差フーリエ合成で得られなかった水素原子の座標は､計算に

よって求めたo 非水素原子には異方性温度因子を適用し､異常分散による補正および吸収補

正を実行し､完全マトリックス最小二乗法で精密化した｡最小にした関数は∑w(lFo卜fFcl)2､

w~t
-

o1 2(Fo)である｡原子散乱因子はInternational Tables for X-ray Crystallography Vol.Ⅳ7に記

載の値を用いた｡構造解析､精密化等の計算はCrystalStructure構造解析プログラム8により

行った｡
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4.3.結果

4.3.I. N,S,型Ni(II)錯体[Ni‖(L4)]+､およびそのPiIH(L4)]2+の構造と性質

4.3.1.I. [Ni(L4)]BPh4の結晶構造

[Ni(L4)]BPh.の結晶学的パラメーターをTable 411に､ ORTEP図をFigure 4-2に､主な結合

長､結合角をTable4-2に示した｡ [Ni(L4)]BPh4は1つの脱プロトン化したamidatoN原子､ I

つのaminoN原子､ lつのpyridineN原子およびamidato基側のthioetherS原子がNi(ⅠⅠ)イオン

のequatorial位を､ amino基側のthioether S原子がNi(ⅠⅠ)イオンのaxial位に弱く(2.787(2) A)

相互作用した四角錘型構造をとっていた(て-0.06)｡
9

4.3.I.2. [Ni(L4)]BPh4の分光学的､磁気的性質

[Ni(L4)]BPh.はacetone溶液中で472 nm(E/M~.
cm~1

-250)に極大吸収を示した｡この吸収は

平面4配位-o-15､または四角錘型構造16を有するNi(Il)錯体に特徴的なものである｡また､こ

の錯体のacetone-d6溶液の.HINMRスペクトルを測定したところ､常磁性領域(ll.3 -21.0 ppm)

にシグナルが観測されたことから､この錯体は溶液中においてhigh-spin型の電子配置を有す

る四角錘型構造を有していることが示唆された｡これらの結果は前述のX線結晶構造解析で

得られた構造が溶液中においても保たれていることを示唆している｡

4.3.I.3. [Ni(L4)]BPh4の電気化学的性質

[Ni(L4)]BPh4はacetone溶液中においてNi(II)/(III)に対応する酸化還元対をo.99 V (vs.NHE)

に示した.
peakseparation(AE)が94 mVであり可逆性が高いことから､この錯体は酸化還元に

伴った溶媒の配位､あるいは配位構造の再構成といった構造変化を示さないと考えられる｡

4.3.1.4. Ni(=)錯体[Ni(L4)]2+のEPRスペクトル

Pi(L4)]+を酸化剤ammonium cerium nitrate ([Ce(NH4)2(NO3)6])と反応させEPRスペクトルを

測定したところ､ dz2基底のNi(ⅠⅠⅠ)錯体に特徴的なrhombicなシグナルが観測された(g- 2.20,

2.13, 2.01, Figure 4-3)｡このことからPi(L4)]'はtCe(NH4)2(NO3)6]により､非対称な配位環境を

有するlow-spinNi(ⅠⅠⅠ)錯体に酸化されたことがわかる｡ gz領域に観測されたシグナルがtriplet

ではなくsingletであったことから､配位子L4の3つのN原子は全てNi(ⅠⅠⅠ)イオンのequatorial

位に配位していると考えられる｡すなわち､ Ni(ⅠⅠ)中心のNi(ⅠⅠⅠ)状態-の酸化に伴った構造変

化は生じていないことが考えられる｡また､ EPRスペクトルにおけるg値はNi(ⅠⅠⅠ)イオンま

わりの構造が平面四角形から四角錘構造-と変化することで､より′トさなg値を与えるとい

うことが理論的に知られているが16､この錯体のg値も他の平面4配位型Ni(ⅠⅠⅠ)錯体のg値

(2,20-2.44)よりも小さく10フ.4,17-18､この錯体は酸化後も四角錘型構造を保っていると考えられ

る｡
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4.3.2. Ni(III)錯体pi(L2)]2+の構造とimidazole添加に伴う構造変化

4.3.2.I. Ni(ⅠⅠⅠ)錯体[Ni(L2)]2+のEPRスペクトル

[Ni(L2)](C104)を等量の[Ce(NH4)2(NO3)6]とMeOH中で反応させたところ､ dz2基底に特徴的

なスペクトルが観測された(gl-2･21,g"- 2･02, Figure 4-4 (A))｡このことから､ [Ni‖I(L2)]2+は

Ni(ⅠⅠ)状態の場合と同様､平面4配位構造を維持していると考えられる｡これはNi(ⅠII)イオン

の電子状態はd7であり､ Jahn-Teller効果がはたらくことによって軸配位できなかったために

生じたと考えられる｡

4.3.2.2. imidazoleの添加に伴うNi(Ill)錯体pi(L2)]2+のEPR挙動

[NiIH(L2)]2+に7･5等量のimidazoleを添加したところ､gl領域､gN領域ともにtripletのhyperfhe

splittingを示すdz2基底に特徴的なEPRスペクトルが観測された(gl
-

2.20, lA｣
- 1.7 mT, g"

-

2･02, lA//.-2･3 mT, Figure4-4(B))｡これらのhyperfhesplittingの由来となるN原子を特定する

ため､ 15N(∫- 1/2)でラベリングしたimidazoleを7.5等量外部配位子として用いたところ､先

の測定で観測されたtripletのhyperfine splittngがdoubletとして観測された(gl-2.20, lA⊥l-2.5

mT, g//
- 2･02, FA//I

- 3.5 mT, Figure 4-4 (C))｡このことは明らかに外部配位子として添加した

imidazoleが本錯体のNi(ⅠⅠⅠ)中心のaxial位およびequatorial位に配位していることを示してい

る(Scheme 4-3)｡

4.3.3. [Ni(L3)]~への1-methylimidazoleの配位挙動

[Ni(L3)]~は1000等量のl-methyliniidazoleの添加にもかかわらずその吸収スペクトルに変化

を示さなかった(Figure4-5)ことから､本錯体はNi(ⅠⅠ)状態ではトmethylimidazoleは配位しない

と考えられる｡この性質は天然のNiSODにおける挙動と類似している｡

4･3･4･ Ni(ⅠⅠⅠ)錯体[Ni(L3)]の構造とimidazole,pyridine添加に伴う構造変化

4.3.4.1. Ni(ⅠⅠⅠ)錯体[Ni(L3)]のEPRスペクトル

Na[Ni(L3)]をFcPF6と反応させたところ､ gx-2.28,gy-2.20,gz-2.01にdz2基底に特徴的な

rhombicなスペクトルが観測された(Figure 4-6 (A))｡このことから本錯体はFcPF6によって

Ni(ⅠⅠⅠ)状態-と酸化されたことが示唆された｡

4.3.4.2. imidazole,
pyridineの添加に伴うPiI‖(L3)]2+のEPR挙動

Ni(Ill)錯体[Ni(L3)]2+に-000等量のpyridineを添加したところ､ gx-2･34,gy-2･27,gz-2･Ol,

lA//I
- 2･4

mTにdz2基底に特徴的なrhombicなスペクトルが観測された(Figure 4-6 (B))｡ gz領

域にtripletのhyperfine
splittingが見られたことからこのNi(III)種は軸位にN原子(I- I)が配位

した構造をとっていることがうかがえる｡この軸位のN原子を特定するために外部配位子に
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15N-pyridineを用いて同様の測定をしたところ､&領域にdoubletの分裂が観測された(gx-2.34,

gy-2.27,gz-2.00, lA//l-3.2 mT, Figure4-6(C))｡このことからこのNi(ⅠⅠⅠ)種は軸位からpyridine

が配位した四角錐型構造をとっていると予測される｡外部配位子としてimidazoleを用いた際

も同様なtripletのhyperrlne SPlittingが観測され(gx
-

2･31, gy
- 2.26, gz

- 2.01, lA′′‡
- 2.4 mT,

Figure4-6(D))､ 15Nラベリング実験によりgz領域のtripletはdoublet-と変化した(gx-2.30,gy

-2.26,gz-2.Ol,lA//】-3.5 mT,Figure4-6(E))｡以上のことから､ FcPF6による酸化により生じた

Ni(Ill)錯体pi(L3)]は外部配位子pyridine､あるいはimidazoleの配位により平面4配位構造か

らこれらの外部配位子がNi(ⅠⅠⅠ)中心の軸位に配位した四角錐構造-と変化することが示され

た｡
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4.4.考察

[Ni(L4)]+およびそのNi(ⅠⅠⅠ)錯体[Ni(L4)]2+は､1つの脱プロトン化したamidato N原子､ lつ

のaminoN原子､ 1つのpyridineN原子およびamidato基側のthioetherS原子がNi(II)イオンの

equatorial位を占め､ amino基側のthioether S原子がNi(ⅠⅠ)イオンのaxial位に弱く(2.787(2) A)

相互作用した四角錘型構造であった｡この構造はthioether S原子のdonor性がpyridineN原子

のそれよりも弱いことに由来していると考えられ､実際にいくつかのNi(ⅠⅠ)およびCu(ⅠⅠ)錯体

で同様の原因によりthioetherS原子が軸位から配位した構造が見られる19~20｡また､ Ni(ⅠⅠⅠ)錯

体[Ni(L2)]十の平面位に配位したamine側のthioethers原子は､より強いdonor性を有する外部

配位子(ここではimidazole)の平面位-の配位に伴い､平面位から軸位-と'kick up'することが

明らかになった｡これらの構造はNiSODの活性中心に同様の構造変化を起こしうる柔軟性

(nexibility)があることを示唆しており､非常に興味深い｡ NiSODの活性中心の構造に目を向

けてみると､末端His由来のaminoN原子､ peptidebackbone由来の脱プロトン化したamidato

N原子およびCys2由来のthiolatoS原子は2つの5員環を形成して中心金属であるNi(ⅠⅠ)イオ

ンに配位しているが､残ったequatorial位を占めるCys6由来のthiolato S原子はchelate環を

形成せずに配位しているl,2.このことからNiSODの活性中心の2つのCys残基由来のthiolato

S原子のうち､ cys6由来のS原子はchelate環を形成せずに配位し､ amidato基により強固に

平面構造を強制されることのない｡またNiSOD活性中心のimidazoleのtrans一位には充分な空

間があり､少なくとも構造的には､ Pi(L4)]BPh4と同様にNi(ⅠⅠ)中心に軸位から配位すること

が可能であることが示唆される｡

一方､ Na[Ni(L3)]およびその酸化により得られたNi(III)錯体pi(L3)]ではS原子の'kick up'

は見られなかった｡これはNa[Ni(L3)]~および､ Pi(L3)]のS原子はdonor性の強いthiolato型

の配位をしているためであると考えられる｡ Superoxideはプロトンの存在下において金属イ

オンの存在なしに不均化してしまうため､soDは拡散律速でこの反応を触媒する必要があり､

そのため､ SODの活性中心はsuperoxideと素早く電子授受を行う必要がある｡中心金属の酸

化還元に伴う構造変化はこの素早い電子授受を妨げることが予想されるため､一般的には

thiolato S原子の'kickup'のような極端な構造変化はSOD活性を発現する上で望ましくないと

考えられる｡しかしながら､前述の通り､ NiSODの活性中心にはthiolatoS原子の'kickup'が

起こり得るに充分な自由度があることが予想される｡ NiSOD活性中心に見られるdonor性の

強いthiolato S原子の配位にはこのような'kick up'を抑制し､中心金属とsuperoxideの間の電

子授受を素早く行えるようにする効果があると考えられる｡

以上のことから､末端HisをGlnに置換したSOD (HIP-NiSOD)が､ Hisl由来のimidazole

が欠如しているにもかかわらず､EPRスペクトルにおいてgN領域にtripletのhyperflne SPlitting

を示す4｡このことは次のように説明できる｡

HIQINiSODの活性中心にみられる2つのN原子と2つのS原子のうち､キレート環を形
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成せずに配位しているCys6側鎖由来のthiolato S原子が､より強いdonor性を有する配位子

が平面位および軸位から配位した場合､金属中心のaxial位に'kick up'し､さらにこのNi(ⅠⅠⅠ)

中心の軸変換が起こった結果､ 2つのN原子のうち1つが錯体の軸位に変化した構造をして

いるものと推測される｡

4.5.結論

本章ではHl()-NiSODが天然のNiSODと異なった構造を示す原因を突き止めるため､ N2S2

型のNi(lII)錯体として[Ni(L2)]2'およびPi(L3)]､ -の外部配位子(imidazole､ pyridine)の配位に

伴う構造変化について､ EPRスペクトルを用いて検討した｡ここで得られた情報に基づき､

N3S2型Ni(II)錯体であるPi(L4)]'の結晶構造を参照することによって構造を推定した｡

N,S,型Ni(II)錯体であるPi(L4)]+の結晶構造およびNi(III)錯体であるPi(L2)]2'-の

imidazoleの配位挙動の検討から､ NiSOOD活性中心には､強いdonor性を有する外部配位子

が与えられた場合､ cys6由来のthiolato S原子の配位が軸位-と'kickup'することが可能な骨

格構造の柔軟性を有していることが示唆された｡ HIP-NiSODが天然のNiSODの結晶構造か

ら予測されるものとは異なったEPRスペクトルを示すことは､この'kick up'に加えNi(ⅠⅠⅠ)中

心の軸変換が起こることによって説明された｡

一方､ thiolato S部位を有するNi(ⅠⅠⅠ)錯体[Ni(L3)]に添加したimidazoleおよびpyridineは

[Ni(L3)]のNi(=)中心の軸位に配位することが示され､強いdonor性を有するthiolato S原子は

thioetherS原子ほどにばkickup'を起こしにくいことが明らかになった｡このことから､NiSOD

活性中心に見られるthiolato S原子の役割の一つにS原子の'kick up'を抑制し､中心金属と

superoxideの間の素早い電子授受を可能にする効果があると考えられる｡
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Scheme 41l. Schematic structures ofNiSOD active site in the reduced (left)and oxidized

(right)states.
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Figure 4-1･ Ni(II)and Ni(III)complexes prepared as a model compound ofNiSOD active site.
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Figure 4-2･ ORTEP drawing of a cation part of [Ni(L4)]BPh4 With thermal ellipsoids drawn at the

30 % probability･ The hydrogen atoms and counter anion are omitted f♭rclarity.

Table 4-2. Selected bond lengths and angles of[Ni(L4)]BPh4

Bond Lengths (A)
Ni-Nl 1.870(10) Ni-S 1 2.192(4)
Ni-N2 1.969(8) Ni-S2 2.787(3)
Ni-N3 1.929(9)

Bond Angles (o)
Nl

-Ni-N2

N2-Ni-N3

Nl-Ni-SI

N3-Ni-SI

N 1
-Ni-N3

86.2(4)

94.9(3)

87.8(3)

90.2(3)

169.5(4)

N2-Ni-S 1

Nl-Ni-S2

N2-Ni-S2

N31Ni-S2

173.0(2)

99.2(3)

84.3(2)

91.2(3)
SトNi-S2 100.47(14)
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2.4 2.3 2.2 2.1

g value

2 1.9 1.8

Figure 4-3･ Frozen solution EPR spectrum of the oxidized form of complex [Ni(L4)]'. The

sample was prepared in acetone solution (5 mM)
by using 1 eq. of [Ce(NH.),(NO,)6] as an

oxidizing agent at 195 K.

2･3 2･25 2･2 2･15 2.1 2.05 2 1.95 1.9

gva山e

Figure 4-4･ EPR spectra observed (A) alter oxidation of [Ni(L2)](CIO.) using

[Ce(NH4)2(NO3)6] (in MeOH), (B) by addition of
7･5

eq･ of imidazole to the resulting product

oxidized by [Ce(NH4)2(NO3)6] (ina 4‥1 mixture ofacetone and DMF), and (C) by addition of7.5

eq･ of
I5N-labeled imidazole to the resulting product oxidized by [Ce(N=4)2(NO3)6] (in a 4:1

mixture ofacetone and DMF).
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gvalue

Figure 416. EPR spectra of oxidized products of [Ni(HL4)]Nawith (A) no additional

ligand, (B) 1000 eq. of pyridine, (C) 1000 eq. of )5N-labeledpyridine, (D) 10 eq･ of

imidazole, (E) 10 eq. of
15N-labeled imidazole.
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第5章

各種Ni(ⅠⅠ)錯体とス-ペルオキシドアニオンとの反応

5.1.はじめに

Ni含有型ス-ペルオキシドアニオン不均化酵素(Ni-containing superoxide dismutase, NiSOD)

は比較的近年に発見されたSODである｡その活性中心にはニッケルイオンが含まれ､以下に

示したようにNi(ⅠⅠ)およびNi(ⅠⅠⅠ)状態をサイクルすることでsuperoxideの不均化を触媒してい

ると考えられている｡
I

Ni(ⅠⅠ)+02~+2H+-Ni(ⅠⅠⅠ)+H202 (i)

Ni(ⅠⅠⅠ)+ 02~ - Ni(ⅠⅠ)十02 (ii)

NiSODのNi(ⅠⅠ)およびNi(III)状態での構造はX線結晶構造解析によって明らかにされてお

り､ Ni(ⅠⅠ)状態では､末端His由来のaminoN原子､ peptidebackbone由来の脱プロトン化した

amidatoN原子およびCys2およびCys6由来のthiolato S原子がそれぞれcis-型に中心金属であ

るNi(II)イオンに配位した平面4配位構造を形成している｡また､ Ni(ⅠⅠⅠ)状態ではこの平面構

造にさらに末端His由来のimidazole由来のN原子が弱く(-2.5Å)相互作用した歪んだ四角錘

型構造-と変化することが明らかになっている(Scheme5-I)｡
2~3

以上のようにNiSODの構造についてはある程度のことが明らかになってきているが､

Ni(ⅠⅠⅠ)状態におけるimidazoleの配位の効果など未解決な部分も多く､その反応メカニズムに

ついては理論計算を用いた検討が数例報告されるのみである4~‖｡また､モデル錯体研究の分

野においても､
superoxideとの反応を直接試みた研究は未だ報告されていない｡

本章ではNiSODのsuperoxideの還元過程に相当する各種Ni(II)錯体(Figure 511)とKO2との

反応を検討し､その結果生じたNi(ⅠⅠⅠ)錯体の構造について考察した｡これを通じてNi(ⅠⅠⅠ)状

態におけるimidazoleの軸配位がsuperoxideの還元過程に果たす役割には､ NiSOD活性中心ま

わりの構造がsuperoxideの還元過程において大きく変化し得ることを防ぎ､さらにNi(ⅠⅠⅠ)状

態を安定化し､superoxideの還元過程の平衡を生成側に偏らせる効果があることを明らかにし

た｡
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5.2.実験

KO2､ FcPF6はSigma-Aldrich社より購入した特級試薬をそのまま用いた｡その他の試薬は和

光純薬工業株式会社より購入した特級試薬をそのまま用いた｡

5.2.I.配位子､錯体合成

[Ni(Ll)](CIO4)2､ [Ni(L2)](CIO4)およびNa[Ni(L3)]は第2章で報告した方法に従い合成した｡

5.2.2.測定機器

5.2.2.1. UV-visスペクトル

測定装置は日本分光製ubest V-550型紫外可視吸収分光光度計を使用し､最大波長領域

900-200
nmについて測定を行った｡セルは光路長が1 cmの石英セルを使用し､サンプルの

濃度は0.I-I mMに調製した溶液を使用した｡ Ni(I)錯体と02との反応､およびNi(ⅠⅠ)錯体と

KO,との反応の追跡はサンプル濃度o.2mM､測定温度は-78oCにて行った｡

5.2.2.2.サイクリックボルタンメトリー

測定装置はALS/CH Instruments Electrochemical Analyzer Model 600Aを使用した｡サンプル

は､各種錯体をI mMになるように溶解させ､支持電解質として(∩-Bu)4NBF｡を0.I
Mになる

ように溶解させた溶液を用いた｡測定は､作用極にグラッシーカーボン､対極に白金線､参

照極にAg/Ag+電極を用い､掃引速度o.1 V/sでおこなった｡測定溶媒にはDMFあるいはMeOH

を用いた｡観測された電位はFc/Fc+基準の電位に換算した後､次の式を用いてNHE基準の電

位-と換算した(NHE-Fc/Fc++0.40)｡
12

5.2.2.3. EPRスペクトル

測定装置はJEOL社製JES-RE IX ESRspectrometerを使用した｡サンプル濃度は1･OmMに

調製し､ Ni(I)錯体と0,との反応は､ 178oC
､ Ar雰囲気下において1･OmMのPi(Ll)](CIO4)2

のMeOH溶液に等量のNaBH4を添加することでNi(I)状態に還元し､さらにこの溶液を-78oC

において大気曝露した後､液体窒素中に浸してサンプルを凍結し､デュワ-ごと共振機に取

り付けて測定を行った｡ KO2との反応は､ 178oCにおいて1.OmMのPi(Ll)](CIO4)2のMeOH

溶液50卜1と10mMのKO,のMeOH溶液50LLlを混合し､直ちに液体窒素中に浸してサンプ

ルを凍結し､デュワ-ごと共振機に取り付けて測定を行った｡

[Ni(L2)](CIO.)とKO,との反応は､- 78 oCにおいて10mMの錯体のMeOH溶液50 L11と10mM

のKO2のacetone溶液50LLlを混合し､直ちに液体窒素中に浸してサンプルを凍結し､デュワ

-ごと共振機に取り付けて測定を行った｡

Na[Ni(L3)]とKO2との反応は､ -78oCにおいて10mMの錯体のacetone:
DMF-4: l溶液
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50 L11と181CrOWn161etherを用いて可溶化したKO2のacetone
: DMF-4 : 1溶液(10mM)50 LLlを

混合し､その後､プロトンソースと して100 mM の 2,6-dimethylpyridinium

trinuoromethanesulfonateのacetone : DMF -4 : 1溶液50 L11を添加し､直ちに液体窒素中に浸し

てサンプルを凍結し､デュワ-ごと共振機に取り付けて測定を行った｡

5.2.2.4.共鳴ラマンスペクトル

測定装置はRitsu Oyo Kogaku Model MC-100DGを用いた｡サンプル溶液の調製は- 78 oCに

おいて10mMに調製した錯体のMeOH/MeCN I:1溶液1 mlに､ KO2 I.Omgを添加すること

で行った｡スペクトルの測定は-80oCにおいて行い､サンプルの励起には364nmのKr+レー

ザーを用いた｡
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5.3.結果

5.3.I. Ni(Ⅰ)錯体[Ni(Ll)]+と02との反応

-78 ｡Cにおいて[Ni(Ll)](C10.),のMeO=溶液に等量のNaBH4を反応させたところ､g//=
2･25,

gl-2･07にdx2-y2基底に特徴的なEPRシグナルが観測された(Figure
5-2 (A))｡このことはNi(II)

錯体pi(Ll)](CIO.)2がNaB=.により平面構造を維持しつつ､ Ni(I)状態に還元されたことを示

唆している｡この溶液を大気曝露した後､再度EPR測定をしたところ､gl-2･19,g//=2･05,1A′′I

= I.5
mTにdz2基底に特徴的なシグナルが観測された(Figure5-2(B))｡このEPRスペクトルの

変化は､ Ni(I)状態に還元されたPi(Ll)]'が空気中の02分子と反応し､ Ni(III)状態に酸化され

たことを示唆している｡この反応はNiSODのsuperoxide還元過程すなわち､ Ni(ⅠⅠ)中心の酸化

過程と等価の反応であるl｡さらに､この系にはN原子(I-1)を有する外部配位子を添加して

いないにもかかわらず､ g//領域にtripletのhyperr.neが観測されたことは非常に興味深い｡な

ぜなら､これは0,との反応前には平面位であった支持配位子由来のN原子の1つの配位が､

反応後axial位に変化したことを強く支持する結果であるためである｡この反応の際の構造変

化については後で考察する｡

5.3.2. [Ni(Ll)](CIO.),とKO2との反応

-78｡Cにおいて[Ni(Ll)](CIO.),のMeOH溶液に等量のKO2を添加したところ､
gl=2･19,g//

-2.05, lA//lニー･5mTにシグナルを示すEPRスペクトルが観測された(Figure5-2(C))｡このスペ

クトルは先述のNi(I)錯体pi(Ll)]+と02との反応で得られたEPRスペクトルと全く同一であ

った｡この結果はNiSODのsuperoxide還元過程､すなわち､ Ni(ⅠⅠ沖心の酸化過程に対応する

反応が本錯体で進行したことを示すと同時に､ 5･3･l項で示したNi(I)錯体[Ni(Ll)]+と02との

反応と同一の生成物を与えることも示唆している｡このことはNi(I)錯体pi(Ll)]+と02との反

応と本反応の生成物が同様の吸収スペクトルを示すことからも支持される(Figure 5-3, Figure

5-4)｡さらにこの錯体の共鳴ラマンスペクトルを測定したところ､
923

cm~lにside-on型の

Ni-dioxygen種に特徴的なシグナル13が観測された(Figure 5-5)｡

5.3.3. [Ni(L2)](CIO4)とKO2との反応

-78 ｡Cにおいて[Ni(L2)](CIO4)と等量のKO2をMeO=中において反応させたところ､ g′′領域

にtripletのhyper月ne splittingを有するdz2基底に特徴的なスペクトルが観測された(gl
= 2･17,g//

-2.05, IA//I
- 1･5 mT, Figure 5-6)｡このことから､Ni(II)錯体pi(L2)](CIO4)はKO2によってNi(ⅠⅠⅠ)

状態に酸化されたことがわかった｡この反応はNiSODの不均化メカニズムにおける

superoxideの還元過程に相当する反応であるl｡ N原子(∫
-

I)を配位原子として有する外部配

位子を添加していないにも関わらずtripletのhyperrlne SPlittingが観測されたことは非常に興

味深い｡これは支持配位であるL2のamidatoあるいはaminoN原子のどちらかがNi(ⅠⅠⅠ)中心
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の軸位を占めていることを意味する｡

5.3.4. Na[Ni(L3)]とKO2との反応

5.3.4.I.ト111ethylimidazole共存下におけるNa[Ni(L3)]とKO2との反応

トmethylimidazole共存下､ -78 oCでNa[Ni(L3)]とKO2のacetone : DMF-4 : 1溶液を混合し

たところ､superoxideに特徴的なEPRシグナルが観測された(g//-2.12,gl-2.00, Figure 5-7 (A))

.4｡この溶液にプロトンソースとして2,61dimethylpyridinium trinuoromethanesulfonateを添加し

たところ､
g//領域にtripletのhyperrlneSPlittingを示すdz2基底に特徴的なスペクトルが得られ

た(gx - 2.3l, gy
- 2.26, gz

- 2.Ol, IA//I
- 2.4 mT, Figure517 (B))｡このスペクトルは

1-methylimidazole共存下において､ Na[Ni(L3)]をFcPF6によって酸化した際に観測されたスペ

クトルとまったく同一のものであった(gx-2.31,gy-2.26,gz-2.01, lA//l-2.4 mT, Figure517

(C))｡これは本錯体によってNiSODによるsuperoxideの還元過程と等価な反応が進行したこ

とを意味する｡

5.3.4.2. 11methylimidazole非共存下におけるNaPi(L3)]とKO2との反応

l-methylimidazoleを共存させない系において同様の反応を試みたところ､ Na[Ni(L3)]とKO2

の両溶液を混合した時点ではsuperoxideに特徴的なEPRシグナルが観測されたものの(g"
-

2.12,gl-2.00, Figure518(A))､プロトンの添加によって先のようなNi(III)種に特徴的なスペク

トルは観測されず､EPRsilentとなった(Figure5-8 (B))｡これはプロトンの添加によりsuperoxide

がNi(ⅠⅠ)中心との電子授受を経由せずに不均化してしたためであると考えられる｡

以上のことから､酸化状態におけ､るNiSODの軸位-のimidazoleの配位には金属中心との

電子授受を経由したsuperoxideの不均化を促進する効果があることが分かった｡詳細につい

ては考察で述べる｡

5.3.4.5. imidazoleの添加に伴う錯体Na[Ni(L3)]のボルタモグラムの変化

Na[Ni(L3)]はMeOH中ではDMF中とは異なり､不可逆なボルタモグラムを示した(Figure519

(blue line))｡これは溶媒であるMeOHが酸化された錯体のNi(ⅠⅠⅠ)中心に配位し､構造変化が生

じたためであると予想される｡この溶液にl等量のimidazoleを添加したところ､還元波の

negative shi氏が観測された(Figure 519 (pink line))｡これは添加したimidazoleがNi(Ill)中心に配

位にしたためと考えられる｡酸化電位に変化が見られなかったのは､ Ni(ⅠⅠ)錯体Na[Ni(L3)]に

はimidazoleが配位しないためであると考えられる｡
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5.4.考察

5.4.1. Ni(I)錯体と02との反応およびNi(ⅠⅠ)錯体とKO2との反応に伴う構造変化

Ni(I)錯体[Ni(Ll)]'と0,との反応､および[Ni(Ll)]2+とKO2との反応の検討の結果､両反応の

生成物は同一のNi(ⅠⅠⅠ)種であり､反応前には平面位であった支持配位子由来のN原子のlつ

の配位が､反応後axial位に変化したことがわかった｡またPi(Ll)]2+とKO2との反応で得ら

れたラマンスペクトルから､これらの反応の生成物がside-on型のNi-dioxygen種であること

が示唆された｡以上の結果より推定される錯体の構造変化をScheme 5-2に示す｡すなわち､

これらの反応で生じたNi(ⅠⅠⅠ)種は､まず､電子移動によって生じたperoxoイオンがside-on

型でNi(III)中心に配位する｡その結果､ 2つのthioehterS原子のうち1つが第4章で紹介した

pi(L4)]BPh..5のように'kick-up'し､ Scheme 5-2に示すようにNi(III)錯体上で軸変換が起こる

ことで､2つのamineN原子のうちlつが錯体の軸位に配置した構造をとっているものと考え

られる｡ Ni(ⅠⅠ)錯体[Ni(L2)]+とKO2の反応によっても同様のEPRスペクトルが得られ､また第

4章においてNi(‖)錯体[Ni(L2)]2+のthioetherS原子が'kickup'していたことから､この反応の

生成物も同様の構造をとっているものと考えられる｡

一般的な､ dz2基底のEPRスペクトルを示すNi(III)錯体に14N原子(I- 1)を含む外部配位子

を添加すると､その外部配位子は本錯体とは異なり､ Ni(IIII)中心の軸位から配位することが知

られている】6~20｡しかし､これらの錯体はいずれも配位子に強固に平面配位を強制するamidato

部位やimino部位を有しており､配位子の柔軟性(flexibliy)は非常に乏しいと考えられるo こ

れに対してNi(ⅠⅠ)錯体[Ni(Ll)]2+および[Ni(L2)]+は､配位子骨格に柔軟なamino部位を有してお

り､これらの錯体に比べて構造変化を起こすのに充分な骨格構造の柔軟性を有していると考

えられる｡実際にこのような'kick-up'構造は配位子骨格に柔軟なamino部位を有するCu(ⅠⅠ)

またはNi(ⅠⅠ)錯体で幾つか報告されており､これらの錯体は平面位に配位したthioetherS原子

が､より強いdonor性を示す配位子が配位した際にこのような'kick-up'構造をとることが知ら

れているⅠ5っ21123｡

これと､第4章での結果から､ NiSODの活性中心にはCys6由来のthiolatoS原子の'kickup'

が引き起こされるだけの空間的余裕､骨格構造の柔軟性があることが予想される｡このこと

から､ NiSOD活性中心においてもsuperoxideの還元過程の中間体としてこのような構造変化

を起こしている可能性がある｡ただし､本系はいずれもNi(ⅠⅠⅠ)中心-の外部配位子の軸配位

を形成しない系である｡このため､ NiSODの活性中心で同様の構造変化が起こる可能性を検

討するにはNi(ⅠⅠり中心の軸位に外部配位子が配位した系での検討が必要になる｡そこで､次

項ではNi(ⅠⅠⅠ)状態において外部配位子が軸位から配位するNi(ⅠⅠ)錯体Na[Ni(L3)]を用いた検討

を行ったo
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5.4.2. [Ni(L3)]~とKO2との反応におけるimidazoleの軸配位の効果

第4章においてalllino-amidato-dithiolato型の配位構造を有する[Ni(L3)]~およびNi(ⅠⅠⅠ)錯体

[Ni(L3)]は､他のthioether型の錯体とは異なり､ NiSODと同様のimidazoleの軸配位挙動を示

すことを明らかにした｡そこで､本錯体のNi(ⅠⅠⅠ)状態におけるimidazoleの軸配位がsuperoxide

還元過程に与える影響を検討したところ､ KO2との反応はl-methylimidazole共存下において

のみ進行した｡これはimidazoleの軸配位により Ni(ⅠIl)状態が安定化し､この反応の平衡が

Ni(III)状態の生成側に偏ったためであると考えられる｡このことはNa[Ni(L3)]の電気化学測定

により､ imidazoleの添加に伴い､還元波がnegative shiRしたことによって確かめられた｡よ

って､ NiSODのNi(ⅠⅠⅠ)状態におけるimidazoleの配位にはsuperoxideの還元過程の平衡を

peroxideの生成側に偏らせる効果があると考えられる｡また､この反応の際imidazoleを添加

していない系とは異なり､ side-on型のNi(ⅠⅠⅠ)-peroxo種の形成に由来すると考えられるEPR

スペクトルは観測されず､軸位からimidazoleが配位したNi(IIl)錯体pi(L3)]と同一のスペク

トルが観測された｡このことから､ Ni(ⅠⅠⅠ)状態におけるimidazoleの配位にはNi(ⅠII)中心の空

配位座を一つふさぐことにより､ Ni(ⅠⅠ)中心とsuperoxideとの電子授受により､ side-on型の

Ni(ⅠⅠⅠ)-peroxo種の形成を妨げ､soDの触媒サイクルをよりスムーズに進行させる効果がある

ことが示唆された｡

5.5.結論

Ni(I)状態に還元した本錯体とo2との反応､およびNi(II)状態の本錯体とKO2との反応はと

もに同じNi(ⅠⅠⅠ)錯体を与えた｡EPR､スペクトル測定､共鳴ラマンスペクトル測定により､こ

れらの反応の生成物の構造はニッケル中心との電子の授受による還元により生じたperoxoイ

オンがside-on型の配位でNi(ⅠⅠⅠ)中心に配位し､その結果2つのthioether S原子のうちlつ

が'kickup'したものであることが予想された｡また､Ni(II)錯体pi(L2)]'もKO2との反応の際､

同様の構造変化を伴っていることが示唆された｡しかしながら､この反応はいずれもNi(ⅠⅠⅠ)

中心-の外部配位子の軸配位を含まない系であった｡そこで､ Ni(ⅠⅠⅠ)状態においてNiSODと

同様のimidazoleの軸配位挙動を示すNi(II)錯体pi(L3)]Iと KO2との反応を検討した結果､

Ni(III)状態におけるimidazoleの配位には､ Ni(III)状態を安定化し､ superoxideの還元過程の平

衡を生成側に偏らせる効果があることが示唆された｡この推測はNi(1Ⅰ)錯体Na[Ni(L3)]の

Ni(ⅠⅠ)/(III)に対応する還元電位がimidazole共存下でnegative shift したこと､および

トmethylimidazole共存下においてのみ､ Na[Ni(L3)]とKO2との反応によってNi(ⅠⅠⅠ)錯体の生成

が確認されたことによっても支持された｡さらにこの反応で得られたEPRスペクトルから､

Ni(lII)中心-のimidazoleの配位にはNi(ⅠⅠⅠ)中心の空配位座を一つふさぐことにより､ Ni(ⅠⅠ)中

心とsuperoxideとの電子授受により､ side-on型のNi(ⅠⅠⅠ)-peroxo種の形成を妨げ､soDの触媒

サイクルをよりスムーズに進行させる効果があることが示唆された｡
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節6串 結71-[

NiSODはstreptmyces属やcyanobacteria中で発見されたニッケルイオン含有酵素であり､

生体内で発生したsuperoxideを､ Ni(ⅠⅠ)およびNi(ⅠII)状態をサイクルすることで酸素分子と過

酸化水素-と不均化する反応を触媒している｡

NiSODのNi(ⅠⅠ)およびNi(ⅠⅠⅠ)状態における活性中心の構造はX線結晶構造解析により明ら

かにされており､その第1配位圏の構造は､ Ni(ⅠⅠ)状態では末端His由来のamino基､主鎖ペ

プチド由来の脱プロトン化したamidato基､およびCys残基由来のthiolato基が配位した4配

位平面構造､ Ni(ⅠⅠⅠ)状態ではこれらの配位に加えて末端His残基由来のimidazoleが中心金属

の軸位から弱く相互作用した歪んだ四角錐構造をしていることが明らかにされている｡この

構造はNi(III)状態のNiSODのEPRスペクトルがtripletのhyperfine splittingを示すことによっ

ても支持されている｡しかしながら､末端HisをGlnに置換したSOD(Hl(〕-NiSOD)も同様の

tripletのhyper爪ne splittingを示すことからNiSODの活性中心の構造は結晶構造が明らかにな

った現在でもなお､議論の余地を残している｡

一方､ NiSOD活性中心の第2配位圏に目を向けると､主鎖ペプチド由来のamidato O原子

が2つの水分子と､Cys6残基由来のthiolatoS原子が主鎖ペプチドのNHプロトンとそれぞれ

水素結合を形成していることが見出される｡

以上のHIQ-NiSODが天然のNiSODの結晶構造と矛盾したEPRスペクトルを示すこと､お

よびNiSOD活性中心の第2配位圏にみられる水素結合が中心金属の性質に与える影響に注目

した研究は未だ報告されておらず､､また､ NiSODのsuperoxide不均化メカニズムにおける

superoxideの還元過程､および酸化過程に対応するNi(ⅠⅠ)およびNi(ⅠⅠⅠ)錯体とsuperoxideとの

反応の中間体を分光学的にとらえた例も存在しない｡

本研究では､以上の3点を研究の軸とし､ NiSODの活性中心が有する柔軟性､ amidatoO部

位､thiolatoS部位にみられる水素結合が中心金属の性質に与える影響､Ni(ⅠⅠ)錯体とsuperoxide

との反応中間体の構造を､モデル錯体を用いた検討を行うことで明らかにすることを目的と

した｡

第l章では､酸素呼吸を行う上で避けることのできない活性酸素種の発生とそれによる障

害､活性酸素の除去機構の一端としてのSODの役割､ NiSODの構造の特異性､およびNiSOD

に関する研究を紹介し､ NiSODについて明らかにされている点､未だ検討がなされていない

点を示し､本研究の意義､目的を明確にした｡

第2章では一連のN2S2型Ni(II)錯体の分光学的､電気化学的性質をNiSODと比較したとこ

ろ､ NiSOD活性中心における中心金属の性質は､第l配位圏におけるN原子､ S原子の配位

様式に強く依存していることを明らかにした｡さらに､一連のN2S2型Ni(ⅠⅠ)錯体の酸化還元

電位の比較により､ NiSOD活性中心に見られるamino-amidato-dithiolato型の配位構造は､中
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心金属の酸化還元電位を与えるSOD活性を発現する上で最も適切なN2S2型の配位様式であ

ることが明らかにした｡

第3章ではNiSODの第2配位圏にみられるamidatoO原子と水分子との水素結合､および

thiolato S 原子と主鎖ペプチドの NH プロトンとの水素結合相互作用の影響を

diamino-dithioether型､ amino-amidato-dithioether型およびamino-amidato-dithiolato型Ni(ⅠⅠ)錯体

を用いて検討した｡その結果､ thiola‡o S部位における水素結合にはthiolato S原子の電子密度

を低下させ､その酸化を防ぐはたらきがあること､さらにNiSODが示す酸化還元電位は第l

配位圏の配位構造と､第2配位圏のamidato O部位およびthiolato S部位との水素結合によっ

て調整されていることが推測された｡

第4章ではHl()-NiSODが天然のNiSODで見られる結晶構造と矛盾したEPRスペクトルを

示す原因を突き止めるため､ thioether S原子の配位を有するN2S2型のNi(ⅠⅠⅠ)錯体-の外部配

位子(imidazole､ pyridine)の配位に伴う構造変化を検討し､ NiSOD活性中心には､強いdonor

性を有する外部配位子が与えられた場合､cys6由来のthiolato S原子の配位が軸位-と'kick up'

することが可能な骨格構造の柔軟性を有していることが示唆された｡一方､ thiolato S部位を

有するNi(ⅠⅠⅠ)錯体はthioetherS原子の配位を有するNi(ⅠⅠⅠ)錯体ほどにばkickup'を起こしにく

いことが明らかになった｡このことから､ NiSOD活性中心に見られるthiolatoS原子の役割の

一つにS原子の'kickup'を抑制し､中心金属とsuperoxideの間の素早い電子授受を可能にする

効果があると考えられた｡

第5章ではNiSODのsuperoxideの還元過程に相当する各種Ni(II)錯体とKO2との反応を検

討し､その結果生じたNi(ⅠⅠⅠ)錯体の構造について考察した｡その結果NiSOD活性中心まわり

の骨格構造にはside-on型のNi(ⅠⅠⅠ)-peroxo種が生成することが可能な柔軟性を有していること

が示唆された｡さらに､ Ni(ⅠⅠⅠ)状態におけるimidazoleの軸配位にはこの過程の平衡を生成側

に偏らせる効果があることを明らかにした｡さらにこの軸配位にはNi(ⅠⅠⅠ)中心の空配位座を

一つふさぐことにより､Ni(ⅠⅠ)中心とsuperoxideとの電子授受により､side-on型のNi(ⅠⅠⅠ)-peroxo

種の形成を妨げ､ soDの触媒サイクルをよりスムーズに進行させる効果があることが示唆さ

れた｡

以上､本研究においてNiSODの活性中心に存在するニッケルイオンの酸化還元電位は､第

1配位圏のamino-amidato-dithiolato型の配位構造に加え､第2配位圏にみられる水素結合によ

って初めてSOD活性を発現するにふさわしい値に調整されていることが推測された｡また､

NiSODの活性中心には､少なくとも構造的には､ Cys6由来のthiolato S原子が､よりdonor

性が強い外部配位子の配位によりequatorial位からaxial位-と'kick up'するに充分な骨格構造

の柔軟性があることが示唆された｡一方でthiolatoS原子の配位を有するNi(II)､ Ni(Ill)錯体で

はこのような'kick up'を抑制する効果があることが示され､ thiolato S原子が平面位から配位

した平面4配位構造を有するNiSOD活性中心周りの構造は容易にはこのような'kick up'は起
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こさず､ superoxideと中心金属との素早い電子移動が可能な環境であることが示唆された.さ

らにNi(ⅠⅠⅠ)状態におけるHis側鎖由来のimidazoleの配位にはNi(ⅠⅠⅠ)状態を安定化することで

superoxideの還元過程を促進する効果があること､さらに､この過程で生じたNi(ⅠⅠⅠ)中心の空

配位座を一つふさぐことにより､ side-on型のNi(ⅠⅠⅠ)-peroxo種の形成を妨げ､soDの触媒サイ

クルをよりスムーズに進行させる効果があることが示唆された｡

本研究で得られた知見がNiSODの反応メカニズムを解明する上で､さらに錯体化学､生物

無機化学の発展にわずかながらでも貢献できることを期待し､結言とする｡
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