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カルモジュリソとトルイジソブルーとの相互作用
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トルイジソブルーは， 負電荷を持つ高分子電解質と結合する
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トルィジソブルーの化学構造

と， 青から赤へと変色する塩基性色素である（図１）， これは従
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来， 応用化学の分野で正コロイド又は負コロイドを滴定する際 　　　　
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の指示薬として用いられてきたが， これと両性電解質である蛋
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１〉
白質との相互作用について調べられた例は少ない， そこで本研

究では，酸性 Ｃａ２十結合蛋白質の一つであるカルモジュリソとト

ルイジソブルーとの相互作用を可視部吸収スペクトルの測定から調べた． その結果，．トルイジソブ

ルーはカルモジュリソと少なくとも４種以上の錆体を作ることがわかった， またそれはＥＦハンド

構造 （力ルポキシル基の密集部） 以外にも結合することが示唆された．

（１９）
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カルモジュリソは牛脳より矢沢らの方法により調製した， トルイジソブルー， その他の試薬は市

販品をそのまま用いた，緩衝液にはＮ一モルフォリノプロバンスルフォソ酸（略して ＭＯＰＳ）－ＫＯＨ

（ｐＨ＝６．８０） を用いた． トルイジソブルーの吸収スペクトルの測定には島津 ＵＶ‐２１０Ａ 型自記分光

光度計，ＰＨの測定には東亜電波のＨＭ－１５Ａ型ｐＨメーターを用いた， 測定は２０℃で行なった，

結果と考察
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図２

　

トルイジソブルーの可視部吸収スペクトルに及ぼすカルモジュリソの効果，

　　　

２０〆Ｍ トルイジソブルー，１ｏｍＭ ＭＯＰＳ－ＫＯＨ（ＰＨ６．８０）， カルモジュリソ濃度は１：０〆Ｍ，２
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Ｃａ２十一カ ルモジュリソ存在下のトルイ ジソ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

ブルーの吸収スペク トル．１は遊 離の２０”Ｍ
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６３２ｎｍの吸光度のカルモジュリソ濃度依存

　　　　　

のトルイジソブルーのみ，２－４はさらに

　　　

性，トルイジソブルーは，ＴＢ，カルモジュ

　　　　　

２９“Ｍ のカルモジュリソを含むときの吸収

　　　　

リンはＣａＭ と略記する， 条件は図２と同

　　　　　

曲線，２－４のＣａ２十濃度は各 ，々１，ｏｍＭ，

　　　　

じである，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

０．５ｍＭ，ｏｍＭ である，

　

２０“Ｍ のトルイジソブルーの溶液にカルモジュリソを加え，可視部吸収スペクトルの変化を測定し

た（図２）， 吸収曲線はカルモジュリソ濃度の増加とともにまず短波長側に移動し（曲線（２－５）），
さらにカルモジュリソ濃度を増加させると逆に長波長側へと移動する（曲線（６，７）），またカルモジュ

リソ濃度を色素の約２０倍以上にすると吸収曲線 （７） の形は， 遊離のトルイジソブルーの吸収曲線

（１） にかなり近いものになった， しかも等吸収点は全く認められなかった． 溶液の色は， 青から

青紫， 再び青へと変化する， 用いたカルモジュリソ濃度の範囲内では， 沈殿物は全く認められず，
吸光係数の大幅なる減少が起きなかったことから，変化はメタクロマジーによるものといえる．６３３

ｎｍ の吸光度の減少をカルモジュリソのトルイジソブルーに対するモル比に対しプロットしたのが図

３である．６３３ｎｍ の吸光度は， モル比０，８迄急激に減少した後， モル比１，５まで増加した後再び減少

し，モル比２．１に小さな極小値を示し，以後は徐々に増加する，この事実から少なくとも４種のトル

イジソブル－－カルモジュリソ錯体の生成が示唆される．

　

次にトルイジソブルーの結合位置を調べるためにＣａ２十をカルモジュリソに結合させておいてから、

トルイジソブルーを加えた， その結果を図４に示す， 試料溶液のイオン強度は０，０ＩＭ 以下であるか

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

３）
ら，カルモジュリソの４個の Ｃａ２十結合定数は，約１０６Ｍ‐１と推定される，従って全 Ｃａ２十濃度が０，５ｍＭ

又は１，ｏｍＭ という条件下では， ２９”Ｍ のカルモジュリソはＣａ２十で飽和している， ｌｍＭＣａ２十存在

下の吸収曲線 （２） は， Ｃａ２十フリーの吸収曲線 （４） と異なるが， 遊離状態のトルイジソブルーの

吸収曲線 （１） とも明らかに異なる， これは， トルイジンブルーがＥＦハンド構造部以外にも結合

することを示唆する．

　

ＣａｄａｙとＳｔｅｉｎｅｒは， 塩基性色素ステイソズ・オールとカルモジョリソとの相互作用を可視部吸

収スペクトルとＣＤスペクトルの測定から調べているが， 非常に複雑なスペクトル変化がみられる

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　
ことから， 数種類のステイソズｏ オールーカルモジョリソ錯体の生成を報告している， トルイジソ

ブルー， ステイソズ・オール等の塩基性色素は両性電解質であるカルモジュリソとメタクロマジー

反応を起こすが， その過程は複雑である．

（２１）
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