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フ ラビンモ ノヌ クレオチ ドの光退 色 にお よぼ す

プ リン塩基の添加効果

(1988年2月24日 受 理)

円 満 字 公 衛

フ ラ ビンモ ノ ヌ ク レオ チ ド(FMN)の 水 溶 液 の光 退 色 速度 は カ フ ェ イ ンや プ リン塩 基 の添 加 で 抑 制

され るが,ピ リ ミジ ン塩 基 や β-シ ク ロデ キ ス トリン添 加 で は 逆 に 促 進 され る。

安 定 化 はFMNと 複 合体 を 形 成 す る こ とに よる と思 わ れ る。FMNの 蛍 光 強 度 は カ フ ェイ ンや プ リ ン

塩 基 の添 加 之 よ り減 少す るが,ピ リミジ ン塩 基や β-シ ク ロデ キ ス ト リン添 加 では 変 わ らな い。FMN-

カ フ ェイ ン複 合 体 の 吸収 ピー クはFMNの ピラ ジ ン環 に 由来 す る。FMNの キ ノ ン部 分 は カ フ ェイ ン

に よ って おお わ れ て い る と考 え られ るが,β-シ ク ロデ キ ス トリンや ピ リ ミジ ン塩 基 で は お おわ れ てい な

い と思 われ る。

壌 緒 言

フラビンは光合成 電子伝達系の一成分 であ り,そ の役割は フェ

レ ドキ シンか らニコチ ンアデニンニ リン酸への電子伝達をつかさ

どることにある。 フラビンモノヌクレオチ ド(以 下,FMNと 暗

記す る)は 励起 クロ糠フィルか らの電子受容体 として ク縫ロフィ

ル電極に しば しぽ添加され ることがある1)。 しか し,∴FMNは 光

照射に対 して不安定である。 それゆえ 生体 内 でFMNを 安定化

す る配列 を知 り,FMNを 光安定化す ることは光電気化学に とっ

て有用 である◇他方,FMNは 水溶性 ビタ ミンの一種でその作用

か ら成長促進性 ビタ ミソと して知 られ て い る2)Pビ タ ミン投与の

観 点か ら ビタ ミン製剤を光安定化す ることは重要 である。

著者は以前Qス イ ッチ色素一一ビス〔1-(4一ジメチルア ミノフェニ

ル)-2-7エ ニルエタ ンジチオ ン]ニ ッケル(0)を シクロデキス ト

リンに包接する ことによって光安定化 し8),ま た,クPtpeフ ィル

aを デオキ シリボ核酸の塩基対間に挿 入す ることによって光安定

化 した4)。 さ らに著者 らは水溶液中でシ クpaデキス トリンやカフ

ェイ ンの存在下 でメチ レンブル ーを光安定化 す る こ とを確認 し

た5)。 これ らの安定化は色素 の活性部位 を複合体形成に よってお

お うことに よって成 就された と思われ る。

著者は メチ レンブルーの光退色を阻害 したプ リン塩基や シク ロ

デキス トリン,ま たデオキシ リボ核酸 の成分であるピリ ミジン塩

基の添加 によって,FMNの 光安定化 を試みた。 さらに著者 らは

プ リン塩基 の一一種であるアデ ニンを分子内に含む フラビンアデ ニ

ンニ リン酸(以 下,FADと 略記す る)の 光安定性を研究 した。

三菱電機株式会社材料研究所,661尼 崎市塚 口本町

1) F. Takahashi, K. Seki, R. Kaneko, K. Sato, Y. Kusu-
   moto, Bull. Chem. Soc.  j  pn., 54, 387(1981).

2実 、験

2.1物.質

FMN,FAD,カ フェ多 ソは半井化学 の塒 級晶 を 使用 した。

FMN,FAD,カ フェインの構造 を図1,2シ こ示す。 ウ リジ ンー5'一

一 リン酸(以 下
,5LUMPと 略記す る),ダ アノシンー5'一一 リン

酸(以 下,S・-GMPと 略記す る),イ ノシンー5心一 リン酸(以 下,

5qMPと 略記す る),ア デ ノシ ン"5'-wntリン酸(以 下,5'-AMP

と略記す る)はSigma社 の標績 茗精製せずに用いた。各種核酸

の塩基部分の構造 を図3瞠 示す。 αぞβ・鮒 シクロデ考ス トリ1ン(以

下,α,β,γ一CDと 略記す る)は 東京化成 の特級 品を使用 した。

pHは リン酸緩衝液(0.05モ ルノ1)で6・0に 合せた。

水は再蒸留水 を使用 した。 ・ ・`

2.2測 定

可視吸収 スペ ク トルは島津MPS-5000自 記分光光度計 で,蛍

光スペ ク トルは 日本分光FP-550型 蛍光分光計 で測定 した。

2・3実 験 操 作

光量 の測定は文献に したが って行 なったe》。

光退色実験 は所定濃度のFMN水 溶液 に500Wの 超高圧水銀

灯光 を東芝KL-40フ ィル ターを通 しte400nmの 単色光を照射

し,453nmの 吸光度の変化を調べ,下 式か ら反応の 量子収率 を

計算 した。なお本反応は励起一重項経 由であ ることがわ か ってい

る?)。

加FMN
-一 →iFMN

・FMN _竺 →FMN

・FMN2・ →FMN+hv'

(1)

(2)

(3)

2)　 桜 井 芳 人 編,``食 品 事,典",同 文 書 院(1977)P・ 　742・

3)　 円満 宇 公衛L,山 口裕 之,日 化,ig85,12&

4)　 円満 字公 衛,日 化,1985,1776・

5)　 円 満 字公 衛,安 藤 虎彦,日 化,1987,1078・

6)日 本 化 学 会 編,国 分 洪,"実 験 化 学 講 座,光[1]"丸 善

(1976)p241.

7) P. S. Song, D. E.  Metler, Photochem. Photobiol .,  6, 
  691(1967).
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ここで 島 の中 には項 間交差 も含 めて考えている。

d[F器NL -・[・-exp(一 ε[FMN]の]

十ko[iFMN]十kF[iFMN]

(4)

(5)

d〔毒響NL
-・[・-exp(一 ε〔FMN]の コ

ー 。々[iFMN]-kF[iFMN]-kp〔iFMNコ(6)

定 常 状 態 の仮 定(d[iFMN]/dt=o)か ら

dlF謬N]
一一講

+15i;・[レexp(一 ε[FMN]の]
き

=一 φ1〔1-exp(一 ε[FMN]1)](7)

こ こで量 子 収 率 φ はkp/(k。+kF+kp)で あ る。

光 退 色 阻 害 実 験 はFMN溶 液 に所 定濃 度 の 阻害 物質 な ど を添

加 して 行 な っ た 。 退 色 比RをR=(ODft。-ODユ 。t)/(ODfi。o-

ODI。P>と 定 義 す る。 こ こでODi。P,OD伽oは 阻 害 物 質 非 存 在

下 で の10分 間 の照 射 前 後 のOD,ODi・1・OD伽 は 阻害 物 質 存

在 下 で の10分 間 の照 射 前 後 のODで あ る・
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蛍光消光実験はFMN水 溶液に適量 の阻害特質 を 添加 して行

な った◎

2・4計 算

分子軌道計簾 は三菱電機製COSMO900を 使 用 して,PPP

プ ログラムによって行な った。

3結 果 と 考 察

FMN水 溶液(4.1×10-5mol/1,pH6,0)に 好気条件下で400

nmの 単色光を照射す ると図4に 示 す よ うにFMNの453nm

の吸収が減少 した。 このときの量子収率は1・73×10一4で あ った・

文 献8)に よる と好気条件ではFMNの 光退色生成物 は酸性

pHで ル ミクロムである とされている◎その生成 の機構 と して図

8)日 本生 化 学 会 編,八 木 国夫,満 田久 輝,"生 化学 実 験 講 座

3,ビ タ ミソ と補 酵 素",東 京 化 学 同 人(1975)P・127・
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5に 示す よ うに イ ソア ロキ サ ジン環 のN(1)と リボースの

C(2')Hと の水素移 動反応が端緒 となるとい う。

色素の光退色を防止す る方法 として,シ クロデキス トリンや プ

リン塩基 との複合体を形成す る方法 が考え られ ている。FMNに

対 して もこれ らの方法が有効か否 か を 確かめるためFMN水 溶

液の系に プリン塩基を もつ5'-AMPをO.1～O.2mol・dm-3添

加す ると添加 した5'-AMP濃 度に したが って 図6の 白丸 で示す

ように退色比が減少 した。

FMNの 光退色 にお よぼす5'-AMPの 作用が メチ レンブル ー

に対 するカフェイ ンの作用 と同 じか否かを調べるための1ス テ ヅ

プとしてFMNと5'一 ・AMPの 平衡定数を求めた。図7にFMN

と5'-AMPの 混合水溶液 とFMNの みの水溶液の差スペ ク トル

を示す。添加 したS'-AMP濃 度CAと493nmの 差 スペ ク トル

の高 さOD。 とから次式 によってBenesi-Hildebrandプ 羅ッ ト

ス!,'OLO

ぎ
～
3
≧。・5α5

8

量

a

O.oO.O

O.OO,1/O。2'

CA!畦1・/澱◎1・dmも3

Fig6E鉦ectofaditi◎ 難of5'"AMPo喚F瓢Nphotodegm-

dati◎ 織

[FMN]=0、1m血01・dm榊 §,pH=6.0,柔 』2163Ms'wwl

Bistheratio◎fthec◎mple琴concentジa¢iontototaI

AMPconcentr ,ation・

を行 な っfg9,。'

d&一 σAibK+ま(8)

ここでCsはFMNの 全濃度,εbは 複合律 めモル吸収光係数,

κ は平衡定数 である。 この プロヅ トの結果を図8に 示す。図8に

おいて直線が得 られ ることか ら・ 罵MN;と5←A翼Pは ・・r1,ptf1の

複合体を形成 していることが確認 され,Kは76,8邸 澱olで あ る

ことがわか ったo

得 られた平衡定数 とFNM濃 魔(4.67×1Q飛M)お よび 添加

された5'-AMP濃 度か ら(9)式 を用いて複合体 め形成 した割合

Cb/Cs(B=(Cb/Ct)×100%,Cb≦ 形成 き浪た疲蒼体の濃 度う を求
ま 　ま 　 き ほ

め て図6に プロッ トした。 図か らわかる ように1潭翼NQ退 色比

は複合体の形成 した割合に したが って減少 している◎

へ

K-('CbC

t-Cb)(CA-・Cb)'・ 一(9)

ゆえにFMNは 複合体を形成す ることに よって光 退色速 度を減

少す るもの と思われ る。た だ し,こ の とき複合体が95%以 上存

在 している と思われ るS'一・AMP濃 度O・267mel!1の ときも退色

比は0.12で あ り,ゼ ロになっていないので形成 された複合体 も

光に よって分解 してい るもの と考 え られ る。 す なわ ち,く10),

(11)式 が成 り立つ。

酌FMN
-→*FMN-・ →product

κ 加
FMN十5しAMPptc◎ 瀟plex-一 →*complex

→product

(10)

(11)

FMNの 三重 項 エ ネ ル ギ ー は2.07eVio》,5LAMPの そ れ は

2・65eVω で フ ラ ぜ ンの方 が エ ネル ギ ー準 位 が 低 く三 重 項 一一三 重

9) H. A. Benesi, J. H. Hildebrand, J. Am. Chem. Soc., 

 71, 2703(1949). 
10) P. F. Heelis,  Chenz. Soc. Rev.,  11,  15(1982). 
11) H.  Fujita, H. Imamura, C. Nagata, Bull. Chem. Soc. 

 JPn.,  41, 2017(1968).
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(a):[FMN]=4.67×10欄5moI・dm-3,[5なAMP】=

0も0115mQ1●dm鳥3

(b):[FMN]=4.67×10鵜5鵬ol・dm鞠3,〔5'-UMPユ=

g讐0239mo1。dm鴨$

(c):[FMN]=4.67×10幅5mo1。dm-8,[5しCMP]=

0。0138mo1◎dm鵯8

(d)=[FMN]=4.67×10需5mol・dm葡3,〔5しIMP]ニ

が0.0163鵬 ◎1・dm輔3鍵

(e):[FMN}諮0、1mmol・dm口3,[Caffein]=0.0495

短ol。dm鳳3

(f):[FMNユ=4.67×10qδ 瓢01・dm鱗3,〔5'-GMP]=

&91×10轍8mo1櫛dm齢3

(9):[FMN]=0.1m翼 轟◎1・dm-3,〔 β一CD]=0、0125

mol奪dm幽3

pH謡6。0

項エネルギ ー移動は起 こ りえない。

また,ク ロロフィル 縦をデオキシ リボ核酸の塩基対間 に挿入 し

た場合 も色素の退色速度 が低下す るとい う同様 の現象が認め られ

てい る%ク ロpaフ ィルaを デオキシ リボ核酸に包接 した と ぎは

ブ リン塩 基 とともに ピ リミジ ン塩基が光安定化に寄与 してい ると

思われ る。 そ こでFMNに 対す る ピリミジ ン塩基 の 添加効果 に

つ いて検討 した。FMN水 溶液 に ピリ ミジ ン塩基 の一種 を もつ

5しUMPを 添加 して退色速度を測定 した。 その結果,図9に 示す

よ うに5LUMPの 濃度 とともに光退 色比 は増 大 した。

図7と10にFMNと 各種核酸 モノマーの混合液 とFMNの

みの水溶液 との差 スペ ク トル を 示す9図 か ら一般に プリソ塩塘
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FMNphotodegradation

[FMN〕=o。1mmol/dm3,pH=6.o,1=2,63Msww"i

-○ 一:IMP
,一 △ 一:GMP,一 ● 一:DNA,

一一 ⑭ 一:UMP
,一 ▽ 一:CMP,一 ▲ 一一:polyU,

一 ▼ 一:RNA

(5LIMPを 除 く)で は453nmの ス ペ ク トル が493nmに 移 動

し て い る の に 対 し て,ピ リ ミジ ン塩 基(5LIMPを 含 む)で は

453nmの スペ ク トル 変 化 は 少 な く,む しろ378nmの ス ペ ク ト

ル が 膏 シ フ トして い る こ とがわ か った◎ これ に対 して 図7と 衷1

にFMNの 光 退 色 比 に お よぼ す 各 種 核酸 の添 加 効 果 を示 す ◎ 図 か

ら5'・一・GMPの 方 が5しAMPよ りも添 加 効 果 が 大 き いが,こ れ は

FMNと5LGMPの 平 衡定 数 がFMNとS'-AMPの そ れ よ り

も大 ぎいか ら と考 え られ る。 しか し,表1か ら100%複 合体 を 形

成 す る と5LGMPも5'-AMPも 同 じ効 果 で あ る こ とか ら榎 合 体
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[FMN}=0,1mmo1/dm8,pH=6.0,1鶏2.63M8噸a

-○ 一:α 一CD
,:凶梱}一 、:A-CD,一 △ 一:γ 一CD

none1。00

GMPO.21

AMPO.22

1MPO.81

UMP2.16

CMP1.60

polyU1.33

caffeineO.30

FADO.25

a)Addinglmo1・dm-3.

0.0303

0.0311
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の構造 は同一であろ うと想像 され る。

図 と表か らプ リン塩基は退色 を防止するが ピリミジン塩基は退

色を促進す ることがわか った。 この理由は後 で述べ る。

同様 にFMNの 光退色 に対する α,β,γ一CDの 添加効果 を 研

究 した。FMNに α,β,γ一CDを 添加す ると図11に 示す よ うに

a,β,γ℃D濃 度に したがって光退色比 は少 し増大す る。α,β、γ一

CDの 添加効果 の原因を調べるために差スペ クトルを測定 した◎

図7にFMNと β一CDの 混合溶液 とFMNの み の溶液 との 差

スベ ク トルを示す。図か ら378mmの ピー クが β一CDと の相互

作用に よってシフ トしていることが わ か った。 これは5LAMP

との差 スペ ク トルでは453Rmの 吸収が変化 しているの と異なる

点である0

378nmの ピー クはHOMOと 第二励起軌道 の エネルギー差

に対応 しているのでこの シフ トの原因 を 調 べ るた め,Pariser-

Parr-Pople法 による π電子近似半経験的分子軌道計算を行な っ

た・H・M・ の波 蠣 鮪=C茎 翼嚢+・te+臼6X題6とPtmp
.Pt,m道徽

ψ2=CI'Xコ6'+1"+Cig'Xs/elと の 重 な り噸 くS=1¥ICtCii)

を とる とFMNの キ シ レン環 めS賦0・51,ピ1ラ ジ ン環 のSLは

O.25,キ ノ ン環 のSは …O、14と な り:、'第二 励起 軌道 とHOMOの
ゑ

重 な り積分はキ宮 レン環が大 き く・378Ptmの ビLク は挙 も挙 キ シ

レン環に由来 しytい ることがわゆ つ泥。、また同様 に し・ヒkOMO

とLUMOの 重ぬ り積分を調設る と453nmの ピーtクは ピラジ

ン環に由来しているこ為噸塵やる。

FMNと β一CDの 混合溶液 とFMNの みの溶液 との差 スベ ク

トル では45鞠 鱒 の吸収 ピー クは変化 しない ことか ら β一CDに
　　　ゆ

よってFMNは キシ レン環 のみ を包接 されている と考え られ る。

FMNが メチ レンブル ーの ように β一CDへ の包接 に よって 安定

化 しないのはキノン環 が包接 され ていないか らだ と思われ ぢ。 そ

してFMNの 退色速度が増す のはイ ソアロキサ ジン環 のN(1)

と リボースブ 資 トンの相五作用が リボ ース部分 の運動が制限 され

るので増大 され ることによる と思われ る。FMNの β一CDへ の

包接の強 さをみ るため図12に β一CDとFMNのHildebrand

プロヅ トを示す。 図からFMNと β一CDの 平衡定数 は12.61!

mo1と 計算された。

プリン塩基ではた とえば5'-AMPは 図13に 示す ような構 造

でイ ソア ロキサ ジン環 のキ ノン環 を プ ロヅクしてFMNと 相 互

作用 していると考え られ るu)。 しか しピリ ミジ ン塩基は図14に

示す よ うな構造でイ ソア 纏キサ ジン環 のキシ レン環 と相互作用 し

ていると考え られる12)。す なわちイ ソア ロキサジ ン環のN(1)を

おおって リボ ースプ 纏 トンとの相互作用を妨げ てい るか否 かに よ

り・退色速度への効果 に差がみ られ るもの と考 えられ る。 ピリミ

ジ ン塩基 で退色速度 が増 えるのは ピ リミジンのNの 幾何学的条絆

12) P. S.  Song,  "Flavins and Flavoproteins" Ed. by E.  S, 
    Slater, Elsevier, Amsterdam (1965)  p.37.
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瀞適合 して ピリミジンとイ ソア ロキサ ジソ環 との付加体 を形成す

るか らと考え られる13)◎

メチ レンブル ーの光退色速度が β一CD添 加 に よって減少 した

のは メチ レンブルーの一重項酸素 の活性点が β℃Dに よって 包

接 され,一 重項酸素 に対 してブロ ックされ たか らと考え られ る。

また,ク ロロフィルaが ピリミジン塩基を含むデオキシ リボ核酸
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ibose

N

N

O

※
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への包接 によって光安定化 したのは,ピ リミジン塩基が プ リソ塩

基 と水素結合 によって分子集合体を形成 して一重項酸素 の活性点

を ブロックす るか らと考 えられ る。

FMNの 蛍光強度は5LAMP添 加 に よ り減少 す るbこ れは

FMNと5LAMPの 複合体 が低 い量子収率の蛍光強度を もつか

らである。1mole/Jの 核酸添加時の蛍光強度 と無添加時 の蛍光強
ギぶ

度の比 を表1に 示す。表 に示す ように退色速度を減少 させ る物質

は蛍光強度 をいち じるしく減少 させ,退 色速度を減少 させない物

質は蛍 光強度 に大 きな変化を与えない ことがわ か った◎ これ は
も

468nm励 起 による蛍光であることか ら,453nmの ピークすな

わち ピラジ ン環の吸収に影響を与える物質 のみ蛍光 スペ ク トルに

変化を与 えたか らと考 えられ る。

FADは 水中ではイ ソアPキ サジ ン環 と プ リン塩基 であるアデ

ニン環が相互作用 して存在す るx>15)。この ことか らFADの フラ

ビン部分 も同様に安定 であろ うと推定 され る。 フラビン部分 とア

デ ニンがスタ ックしたFADの 蛍光寿命はFMNの 約半分にな

ることが知 られ てい る16)。表1に 示す ように光退色比 は0.25で

ある。ゆえにFADは イ ソアpaキ サジ ン環が アデ ニン環 と相互作

用 して光安定化 している と考え られ る。

4結 論

13)  "Photochemistry of Heterocyclic Compounds" Ed. 0. 
   Buchardt, Wiley Inter Science New York (1976).

(1)5'-AMP添 加 によってイ ソアpaキ サ ジン環 のN(1)が

ブPッ クされ ることによ りFMNの 光退色比は減少す る。

(2)5LUMP添 加 によって ピ リミジン環がFMNに 付加す

るこ とによ りFMNの 退色比は増大す る。

(3)β 一一CD添 加 によってイ ソアPtキ サ ジン環 のN(1)と リ

ボースのプロ トンの相互作用が強 められ,FMNの 光退色速度 は

少 し増大す る。

(4)FADは アデ ニン部分 との分子内錯体形成 によ りFMN

よ りも光退色比が小 さい◎

14)  M. Kainosho, Y. Kyogoku, Biochemistry,  11, 741 

   (1972).
15)円 満 字 公衛,日 化,1986,79.

16) H. J. W. G. Visser, Photochem. Photobiol.,  40, 703 

 (1984).



Inhibition of Photofading Reaction of Flavin Mononucleotide with Purine Bases

Koe ENMANJI

Materials and Electronic Device Laboratory, Mitsubishi Electric  Corp.; 
 T  sukaguchi-Honmachi, Amagasaki-shi 661 Japan

 An aqueous solution of flavin mononucleotide (FMN) was photostabilized by addition of 
caffeine and purine bases. However it was destabilized by the addition of pyrimidine bases or 

 p-cyclodextrin, which are generally known to stabilize dyes. Caffeine and purine bases supress 
the decoloration of FMN by the formation of a complex with FMN. The fluorescence in-
tensity of FMN decreased by addition of caffeine and purine bases but did not change by ad-
dition of pyrimidine bases of  p-cyclodextrin. The difference UV spectra of FMN-caffeine 
complex had a peak at 493 nm and this absorption peak was due to the pyrazine ring  of  FAIN: 
The quinone moiety of FMN molecule is considered to be covered by caffeine but not to be 
covered by pyrimidine bases or  p-cyclodextrin.


