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I. 서론

생명 현상을 유지하기 위하여 많은 경우에

전이금속 (transition metal)들이 매우 결정적인

역할을 하고 있음이 관찰된다.1,2 이러한 전이금속들은

생체내의 대사 과정 중에 여러 가지의 산화 상태

(oxidation state)를 보이고 산화 상태에 따라 외톨이

전자 (unpaired electron)를 가지고 있게된다. 이

외톨이 전자는 전자 스핀 (electron spin)에 의하여

자기적 성질, 즉, 자기 모멘트 (magnetic moment)를

가진다. 따라서, 외톨이 전자를 가지고 있는 분자를

자장 (magnetic field) 속에 놓아두면 자기 모멘트와

자장 사이에 상호 인력이 작용하게 되는데 이를

electron Zeeman interaction이라고 한다.3,4 또한

외톨이 전자 근처에 자기 모멘트를 가지고 있는 핵이

존재하면 전자의 자기 모멘트와 핵의 자기 모멘트

사이에도 역시 상호 인력이 작용하게되고 이를

초미세 상호작용 (hyperfine interaction) 이라고

부른다.3,4 전자 상자기성 공명 (electron paramagnetic

resonance, EPR)은 이러한 electron Zeeman

interaction과 초미세 상호작용을 측정하는

분광법으로서 EPR로부터 우리는 외톨이 전자 근처의

구조나 조성 등의 특성을 알아볼 수 있다. 이를

응용하여 EPR의 여러 분광 기술들은 그동안 금속

함유 효소 (metalloenzyme)의 활성 자리 (active

site)의 구조와 작용 등을 연구하는데 있어서 주요한

역할을 담당하여왔다.5-8

EPR 실험으로부터 얻게 되는 정보의

대부분은 초미세 상호작용과 I ≥ 1 인 핵이 전자

스핀 근처에 있을 경우에 핵 사중극자 상호작용

(nuclear quadrupole interaction)의 크기로부터 얻게

된다. 금속 함유 효소의 경우에는 간단한 분석에

의하여 활성 자리의 화학적 조성, 즉 금속 (예를

들어, 51V, 55Mn, 57Fe, 59Co, 61Ni, 63,65Cu, 95,97Mo 등)과

그 리간드 (예를 들어, 1,2H, 13C, 14,15N, 17O, 19F, 31P,
33S 등)의 조성을 알 수 있다. 이들 상호작용의

크기를 좀 더 자세히 분석하면 금속과 주변 환경의

기하학적 구조, 기질 (substrate) 이나 억제제

(inhibitor)의 금속에 대한 결합 등의 구체적 정보를

얻어낼 수 있게된다.

금속 함유 효소와 같은 고분자의 경우에

만일 결정을 기르고 이 시료에 대하여 EPR 실험을

한다면 원칙적으로는 위의 상호작용들의 크기 및

정보를 모두 얻을 수 있다. 그러나 이의 어려움

때문에 많은 경우에 분자를 용액에 녹이고 (이는

특히 생물 분자의 경우 생물 체내에서의 반응을

흉내낼 수 있는 좋은 방법이다.) 이 용액을 저온에서

얼린 상태에서 EPR 실험을 하게 된다. 이럴 경우에는

비균일 선폭 증가 (inhomogeneous line broadening)

때문에 넓게 퍼진 형태의 EPR 스펙트럼이 얻어지게

된다. 이 때 스펙트럼으로부터 electron Zeeman

interaction의 크기는 쉽게 알 수 있으나 초미세

상호작용과 핵 사중극자 상호작용은 그 크기가 클

경우에만 부분적으로 스펙트럼 상에 분리되어 나타날

뿐이고 대부분의 경우에는 분리되지 않는다. EPR에서

분리되지 않는 초미세 상호작용과 핵 사중극자

상호작용을 측정 가능하게 하는 분광법이 바로

전자-핵 이중 공명 (electron nuclear double

resonance, ENDOR)과 전자 스핀 메아리 변조

(electron spin echo envelope modulation, ESEEM)

분광법이다.5-8

ENDOR는 외톨이 전자의 전자 스핀과

근처에 있는 핵의 핵 스핀이 상호작용하고 있을 때

핵 스핀 전이 (nuclear magnetic resonance, NMR)를

EPR로 측정하는 방법이다. 따라서 이 실험에서는 핵

스핀 전이와 전자 스핀 전이가 동시에 일어나게

되므로 전자-핵 이중 공명 (electron nuclear double

resonance)이라고 한다. NMR에서와 마찬가지로 핵

스핀의 전이를 위해 radiofrequency (RF)를 시료에

주사하면서 EPR의 세기를 측정하면 핵 스핀 전이가

일어날 때 EPR의 세기가 변화하는 것을 관찰할 수

있다. ENDOR에서는 RF의 주파수에 따라 선택적으로

핵 스핀 전이를 일으킬 수 있기 때문에 EPR에서

보이지 않는 약한 초미세 상호작용과 핵 사중극자

상호작용의 크기를 관측할 수 있다.5,6,8

ESEEM에서는 핵 스핀 전이를 위해 RF를

사용하지 않고 대신에 EPR 실험에서 사용하는



microwave를 펄스의 형태로 시료에 주사하여 전자

스핀 메아리 (electron spin echo)를 유도하고 이

메아리의 세기의 변화를 시간 축에서 관찰한다. 얻은

데이터를 퓨리어 변환 (Fourier transform)하면

ENDOR 스펙트럼과 비슷한 스펙트럼을 얻을 수 있고

ENDOR와 마찬가지로 약한 초미세 및 핵 사중극자

상호작용의 크기를 관측할 수 있다.5,7,8 ENDOR와

ESEEM은 민감하게 관측할 수 있는 초미세

상호작용과 핵 사중극자 상호작용의 크기가 다르기

때문에 두 방법은 서로 보완적으로 사용되고 있다.

이 글에서는 EPR, ENDOR 및 ESEEM의

원리에 대하여 설명하고 ENDOR와 ESEEM을 응용한

금속 함유 효소의 연구의 몇 가지 흥미로운 결과들의

예를 들겠다.

II. 전자 상자기성 공명 (EPR, Electron

Paramagnetic Resonance)

위에서 언급한 바와 같이 EPR은 외톨이

전자의 전자 스핀에 의한 자기 모멘트와 자장과의

상호작용을 측정하는 분광법이다.1,2 전자 스핀 (S =

1/2)을 외부 자장 속에 놓아두면 전자 스핀의 up

(|α> 또는 ms = +1/2) 상태와 down (|β> 또는 ms
= -1/2) 상태는 각각 자장과 상호작용 (electron

Zeeman interaction) 하게 되는데 이 때 그 크기가

다르므로 그림 1의 실선으로 나타나는 바와 같이

에너지 준위가 갈라지게 된다. 이 때 자장의 세기에

따른 두 상태의 에너지 차이는

ΔE = gβBo [1]

로 주어지고 g 는 전자의 g-factor, β는 Bohr

magneton, Bo는 자장의 세기이다. ΔE는 대략

microwave가 가지고 있는 에너지 정도이다. 현재

EPR 실험에서 가장 많이 사용되고 있는

microwave의 주파수 영역은 대략 9 GHz이고 이를

흔히 X-band 라고 한다. 그밖에 표 1에서 보는 바와

같이 여러 영역의 주파수들이 사용되고 있다. 각각은

g-factor 혹은 초미세 상호작용의 상대적인 크기와

관찰하고자 하는 목적에 따라 활용도를 달리한다. (g

값을 정확히 얻기위하여는 고 주파수 영역으로,

초미세 상호작용의 크기를 정확히 얻기위하여는 저

주파수 영역으로.)

전자 스핀 전이 (resonance)는 시료에 주사한

microwave의 에너지 (hν) 와 ΔE가 같을 때

일어나고 이 때 EPR 흡수선을 관찰할 수 있다.

일반적으로 EPR 실험은 microwave의 주파수를

고정하고 자장의 세기를 변화 시키면서 흡수선를

관찰하므로 Bo = hν/gβ를 만족하는 자장의

세기에서 EPR 신호를 볼 수 있다. (그림 1(A)) Bo와

ν는 실험에서 얻어낼 수 있는 수치이고 β는

상수이므로 결국 EPR은 g (= hν/βBo = 714.4775 x

ν(GHz)/Bo(G)) 값을 구하고자 하는 실험이다. g

값의 의미에 대하여는 뒤에서 설명하겠다.

전자 스핀 근처에 만일 I = 1/2인 핵이 존재

한다면 전자 스핀과 핵 스핀

사이의 초미세 상호작용 때문에

전자 스핀의 에너지 준위가 그림

1의 점선으로 표시되어 있는

것처럼 좀 더 갈라지게 된다.

전자 스핀 전이의 선택 규칙

(selection rule)은 ΔmS = ±1 과

ΔmI = 0 이므로 자기장의 세기를

변화 시키면서 EPR 신호를

관측하면 Bo을 중심으로 그림

1(B)처럼 A 만큼 서로 떨어진 두

개의 EPR 흡수 신호를 볼 수

있다. A가 바로 초미세

상호작용의 크기이다.
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그림 1. S = 1/2 인 전자와 I = 1/2 인 핵을 가지고 있는 계가

외부 자장 속에 놓여있을 때의 전자 스핀의 에너지 준위도와

EPR 스펙트럼. 실선과 (A)는 전자 (S = 1/2) 만이 있을 경우

의 에너지 준위도와 EPR 스펙트럼이고 점선과 (B)는 핵 (I =

1/2)을 포함할 경우의 에너지 준위도와 스펙트럼이다. 화살표는

각 경우에서 전자 스핀 전이를 나타낸다.

Band
주파수

(GHz)

L 1

S 3

X 9

P 15

K 18

Q 35

W 94

표 1. EPR 실험에서

사용되는 주파수 영역



따라서 EPR로부터 g와 A 값, 즉 electron

Zeeman interaction과 초미세 상호작용의 크기를 알

수 있다.

그런데 우리가 관심을 가지고 있는 금속

함유 효소에 있는 전이 금속들에 있어서 electron

Zeeman interaction의 크기는 외부 자장과 분자의

상대적인 방향에 따라 그 크기가 다르고 이 크기의

다름은 g-텐서에 의하여 표시된다. 따라서

공간적으로 무질서하게 분포되어 있는 고체

시료로부터 EPR 스펙트럼을 얻으면 그림

2(A)에서와 같이 비균일 선폭 증가에 의하여 넓게

퍼진 형태의 스펙트럼이 보인다. 이를 그림 2(B)에

보이는 바와 같이 자장에 대하여 1차 미분하면

g-텐서의 세 주요 값 (g1, g2, g3)을 얻을 수 있다.

(실제로 대부분의 EPR 실험에서는 EPR 신호를

증가시키기 위하여 그림 2(B)와 같이 미분 형태의

스펙트럼을 얻는다.) 전이 금속에 있어서 g-텐서의

값들은 금속의 d-오비탈들 사이의 에너지 차이에

의하여 영향을 받는다. 따라서 g-텐서의 값들로부터

금속의 산화수, 리간드의 종류 및 배위 구조 등의

금속 및 그 주변 환경에 대하여 대략적으로 알 수

있다.

III. 전자-핵 이중 공명 (ENDOR,

Electron-Nuclear Double Resonance)

외톨이 전자 근처에 자기적 성질을 가지고

있는 핵이 존재하면 전자 스핀과 핵 스핀 사이의

초미세 상호작용 때문에 그림 1(B)에 나타나는 바와

같이 EPR의 흡수 신호가 두 개로 갈라지게 된다.

(하나의 EPR 흡수선이 갈라지는 수 2I+1 로

주어진다). 그런데 EPR 신호가 그림 2에서와 같이

비균일 선폭 증가된 형태로 나타났을 때는 초미세

상호작용에 의한 EPR 선의 갈라짐이 넓게 퍼진 EPR

흡수선에 파묻혀서 (그림 2(A)) 초미세 상호작용의

크기를 측정할 수 없게 된다. 이러한 EPR로 분리되지

않는 초미세 상호작용을 측정하는 분광법이

ENDOR이다.5,6,8,9

그림 3(A)는 S = 1/2 인 전자와 I = 1/2 인

핵을 가지고 있는 계가 일정한 세기의 자장 속에

놓일 때의 스핀 양자 수에 따른 에너지 준위를

나타낸 것이다. ENDOR 전이는 그림에서 실선의

화살표로 표시되어 있다. (선택 규칙; ΔmS = 0 과

ΔmI = ±1). ENDOR

신호를 관측하기

위하여서는 그림

3(A)에서 보이는 바와

같이 핵 스핀 전이

(ENDOR 또는 NMR

전이)를 일으켜야 하므로

radiofrequency (RF)를

시료에 주사하여야 한다.

RF의 주파수를

변화시키면서 EPR 신호

(νEPR1 이나 νEPR2)의

세기를 관측하면 RF가

να 이거나 νβ일 때

그림 3(B)에서 처럼

EPR 신호의 세기가

변화하는 ENDOR

스펙트럼을 얻을 수

있다. 이 때, 핵 스핀

전이의 에너지, 즉

주파수, να와 νβ, 는

다음과 같이 주어진다.

να(β) = |νn ± A/2| [2]

(A)

(B)

g1
g3g2

그림 2. 공간적으로 무질서하게 분포되어 있는 고체

시료로부터 얻은 비균일 선폭 증가된 EPR 스펙트럼

의 모양. 그림은 rhombic EPR 스펙트럼 (g1 ≠ g2
≠ g3)의 모양이다. (A) 흡수 형태 (B) 자장에 대하

여 1차 미분한 형태. (A)에서 확대된 모형은 개개의

상자기성 센터의 전자 스핀 packet이 전자-핵 사이

의 초미세 상호작용에 의해 갈라짐을 나타낸다. 그러

나 이 갈라짐은 비균일 선폭 증가된 EPR 흡수선 아

래에서 분리되지 않는다.6,9

ms

+ 1/2

- 1/2

mI

+ 1/2

+ 1/2

- 1/2

- 1/2
na

nb

nEPR1 nEPR2

nbna nn

A

Radiofrequency

(A)

(B)

DEPR

그림 3. (A) S = 1/2 인 전자

와 I = 1/2 인 핵을 가지고 있

는 계가 일정한 세기의 자장 속

에 놓일 때의 스핀 양자 수에

따른 에너지 준위. EPR전이는

점선, ENDOR 전이는 실선의

화살표로 표시되어 있다. EPR

전이의 에너지 차이는 실제로

ENDOR 전이의 에너지 차이보

다 약 1000 배 정도 크다. (B)

ENDOR 스펙트럼의 예.



여기서, νn은 핵의 Larmor 주파수이고 A는 초미세

상호작용의 크기이다. 따라서, ENDOR 신호의

위치로부터 우리는 초미세 상호작용의 크기를 알 수

있다.

ENDOR 실험은 EPR 측정을 위한

microwave와 핵 스핀 전이를 위한 RF를 시료에

주사하는 방법에 따라 여러 가지 방법이 쓰이고

있는데 그림 4는 그 중에서 가장 많이 쓰이고 있는

CW-ENDOR와 Davies ENDOR11 및 Mims

ENDOR를12 그림으로 나타낸 것이다.

CW-ENDOR에서는 microwave와 RF를 연속하여

시료에 주사하면서 RF의 주파수에 따른 EPR 신호의

세기를 측정한다. Davies와 Mims ENDOR에서는

microwave를 펄스의 형태로 주사하여 전자 스핀

메아리를 유도하고 RF도 역시 펄스의 형태로

주사하면서 RF의 주파수에 따른 메아리의 세기를

측정한다. 그림 4(D)는 각각의 ENDOR가 민감하게

측정할 수 있는 초미세 상호작용의 크기의 영역

표시한 것이다.

EPR에서와 마찬가지로 공간적으로

무질서하게 분포되어 있는 고체 시료로부터 ENDOR

스펙트럼을 얻으면 그림 3(B)에서와 같은 단순한

스펙트럼이 얻어지는 것이 아니라 넓게 퍼진 형태의

스펙트럼을 얻게 된다. 이는 초미세 상호작용도

자장과의 상대적 방향에 따라 그 크기가 달라지게

때문이고 이는 초미세 상호작용 텐서로 정확히

표현할 수 있다. 이를 구하기 위하여 그림 5에서와

같이 EPR 흡수가 일어나는 여러 자장의 위치에서

ENDOR 스펙트럼을 얻어보면 어떠한 형태를 보이게

된다. 이를 분석함으로써 초미세 상호작용 텐서의 세

주요값 (A1, A2, A3)과 초미세 상호작용 텐서와

g-텐서의 상대적인 방향에 대하여 알 수 있다. 또한 I

≥ 1 인 핵이 외톨이 전자 근처에 있을 때는

ENDOR로부터 핵 사중극자 상호작용의 크기도

관측할 수 있다.

금속 함유 효소의 경우에 초미세 상호작용은

금속에 위치한 외톨이 전자와 금속의 핵, 리간드의

핵, 기질 분자의 핵, 또는 억제제 분자의 핵 사이에

존재하므로 ENDOR 실험으로부터 얻은 정보는 우선

금속, 리간드, 기질 또는 억제제의 존재와 종류를

확인할 수 있다. 또한 좀 더 복잡한 분석에 의해

리간드, 기질 또는 억제제의 금속 센터에 대한

상대적인 위치와 화학 결합의 성격 등을 알아낼 수

(A) CW-ENDOR

(B) Davies ENDOR

(C) Mims ENDOR
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그림 4. ENDOR 실험의 종류 와 민감하게 측정할 수 있는

초미세 상호작용의 크기. (A) CW-ENDOR (Continuous

wave ENDOR). (B) Davies ENDOR. (C) Mims ENDOR.

(D)민감하게 측정할 수 있는 초미세 상호작용의 크기의 영

역. Davies와 Mims ENDOR에서 microwave 펄스의 시간

두께는 대략 10-40 ns 이고 RF 펄스는 대략 5-60 μs이다.

펄스 사이의 시간 간격 τ는 100-300 ns 이다.8,10
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그림 5. EPR 흡수가 일어나는 자장의 여러 위치에

서 얻은 ENDOR 스펙트럼.6



있다.

IV. 전자 스핀 메아리 변조 (ESEEM, Electron

Spin Echo Envelope Modulation)

그림 3(A)에서 να와 νβ의 값을

얻기위하여 ENDOR 실험에서는 RF를 시료에

주사하고 EPR 신호의 세기를 관측하였다. ESEEM

실험에서는 RF를 주사하는 대신에 microwave를

펄스의 형태로 주사하여 να와 νβ의 정보를

얻는다.5,7,8 ESEEM 실험에서는 여러개의 microwave

펄스를 시료에 주사하여 전자 스핀 메아리를

유도한다. 그림 6은 2-pulse ESEEM, 3-pulse

ESEEM 및 HYSCORE (hyperfine sublevel

correlation spectroscopy)의 실험 방법을 개략적으로

그린 것이다. 그림에서와 같이 펄스 사이의 시간

간격을 변화시키면서 스핀 메아리의 세기를 관측하면

그 세기가 변화하는 것을 볼 수 있다. 세기의 값을

시간 축에서 보면 파 (wave)의 모양이 되는데 이 때

파의 주파수가 바로 να와 νβ이다. 따라서 이

데이터를 퓨리어 변환 (Fourier transform)하면

ENDOR 스펙트럼과 비슷한 스펙트럼을 얻을 수

있다.

각각의 펄스 순서는 그 유용성 약간 다른데

2-pulse ESEEM은 초미세 상호작용이 매우 비등방성

(anisotropic)일 때 유용하게 쓰이고 3-pulse

ESEEM은 해상도를 높이고 스펙트럼을 단순화하여

분석을 용이하게 할 수 있다. HYSCORE는

2-dimensional ESEEM으로서 여러개의 신호가

복잡하게 겹쳐있을 때 그것을 분리하는데 쓰인다.

ESEEM은 초미세 상호작용의 크기와 핵의 Larmor

주파수 그리고 핵 사중극자 상호작용의 크기가 서로

비슷할 때 매우 민감하게 그 크기들을 찾아낼 수

있다. ENDOR와 ESEEM은 원칙적으로는 같은

정보를 얻는 실험 방법이지만 서로 민감하게

반응하는 초미세 상호작용과 핵 사중극자 상호작용의

성격과 크기가 다르므로 상보적으로 사용되고 있다.

V. 금속 함유 효소의 연구에서 ENDOR와

ESEEM의 응용

Cu2+, Mn2+, Mo5+, Mo3+, Ni3+, Fe3+, Co2+,

VO2+, Fe-S cluster 및 그 밖의 많은 금속 함유

효소는 EPR 신호를 보이고 이들 효소의 활성 자리에

대한 연구에 ENDOR와 ESEEM가 매우 유용하게

쓰이고 있다. 본 란에서는 금속 함유 효소의 연구에

위의 분광법들이 어떻게 응용되고 있는가를 응용의

유형별로 간략히 정리한다.

1. 활성 자리에 있는 금속의 확인

금속 함유 효소에 있어서 가장 첫 번째

질문은 활성 자리에 있는 금속이 과연 어떤 것일까

하는 것이다. Clostridium thermoaceticum로부터
추출한 carbon monoxide dehydrogenase (CODH)의

경우에 61Ni (I = 3/2)와 57Fe (I = 1/2) ENDOR를

이용하여 금속 센터에 Fe의 cluster와 Ni이 있음을

밝혀내었다. 이는 후에 결정 구조를 밝히는데 중요한

역할을 하였다.13,14 또한 nitrogenase의 MoFe

protein의 M-center에 Mo가 있음을 95Mo

ENDOR로부터 밝혀내기도 하였다.15 자연 존재비에

따르면 Ni, Fe, Mo 는 I = 0 인 핵의 형태로 가장

많이 존재한다. 이들 금속을 위의 I 값이 0 이 아닌

금속으로 치환하여 EPR 실험을 하면 외톨이 전자와

금속 핵 사이의 초미세 상호작용에 의해 EPR

흡수선이 넓어져서 그 존재를 확인할 수가 있으나

많은 경우에 상호작용의 크기가 크지 않아서 EPR로

확인할 수 없게 된다. ENDOR를 사용하면 이러한

경우에 ENDOR 신호의 관측으로부터 그 존재를 쉽게

확인할 수 있다.

금속 함유 효소에서 효소 작용중에 외톨이

전자의 위치가 금속이 아닌 다른 아미노산에 자유

라디칼의 형태로 있는 경우도 있다. 이때 라디칼

t T1 T2 t

t T t

t t
p/2 p

p/2

p

p/2 p/2

p/2 p/2 p/2

(A) 2-pulse ESEEM

(B) 3-pulse ESEEM

(C) HYSCORE

Spin Echo

그림 6. (A) 2-pulse ESEEM, (B) 3-pulse ESEEM, (C)

HYSCORE의 펄스 순서와 스핀 메아리 세기의 변화.

2-pulse ESEEM에서는 τ, 2-pulse ESEEM에서는 T,

HYSCORE에서는 T1과 T2를 변화시키면서 메아리의 세기를

측정한다.5,6,8



센터를 확인하는데 14N, 1H ENDOR가 매우 유용하게

활용되며 cytochrom c peroxidase에서 자유 라디칼의

Trp를 찾아내었고 photosystem II에서 Tyr 라디칼을

확인하기도 하였다.16-17

2. 리간드의 확인

활성 자리의 금속을 알고난 후에 다음

질문은 금속의 리간드이다. 금속 함유 효소의

리간드는 거의 대부분의 경우에 14N (I = 1), 1H (I =

1/2) ENDOR나 ESEEM로부터 확인할 수 있다. 예를

들어, heme protein에서 heme 주변의 환경을 14N, 1H

ENDOR로부터 연구한 결과들이 보고되어 있다.18-20

필요한 경우에는 15N (I = 1/2), 2H (I = 1), 17O (I =

5/2), 33S (I = 3/2)로 치환하고 ENDOR나 ESEEM

실험을 통하여 그 존재와 상대적인 구조를 밝힐 수

있다.

Cu2+ 등을 포함한 금속 함유 효소에 있어서

histidine이 금속의 리간드로 있는 경우가 많이 관찰

된다. 이때 14N ESEEM은 특히 유용하다. 이는

histidine이 imidazole 의 질소 원자를 통하여 금속에

결합하여 있을 때 직접 붙어있지 않은 imidazole의

질소 원자의 14N 초미세 상호작용의 크기와

X-band에서의 14N Larmor 주파수가 비슷하여 핵

사중극자 상호작용이 매우 잘 분리되어 관측되기

때문이다.7 이를 이용하여 superoxide dismutase,21

phenylalanine hydroxylase22 등의 Cu2+를 포함하는

효소와 Rieske [2Fe-2S] cluster를 가지고 있는

cytochrome bc1 complexe23 등에 있어서 histidine

리간드의 존재와 위치 및 갯수를 알아내기도 하였다.

또한 14N ESEEM은 [Fe-S] cluster의 수소 결합을

관측 가능하게 함으써 단백질의 매우 미세한 구조적

변화를 관찰할 수 있게 한다.24

3. 기질 및 억제제의 금속 활성 자리에 대한 결합

다음의 질문은 기질이나 억제제가 과연

어떻게 활성 자리에 결합하는가 일 것이다. 때때로

이러한 분자가 금속에 결합하면 EPR 신호의 모양이

변화하기도 하지만 이 변화로부터는 위의 분자들이

어떻게 금속에 결합하여 있는가는 알기 어렵다.

이러한 경우에 결합에 대한 좀 더 자세한 정보를

ENDOR나 ESEEM을 통하여 얻을 수 있다.

예를 들어, resting state에 있는

nitrogenase의 MoFe protein으로부터는 활성 자리인

FeMo-cofactor에서 S = 2/3인 EPR 스펙트럼이

얻어지는데 억제제인 CO를 넣어주면 S = 1/2인

새로운 스펙트럼이 얻어진다. (그림 7) 그러나, CO와

활성자리의 관계에 대한 자세한 정보를 EPR

신호로는 알 수가 없다. 이럴 때 13CO (13C; I =

1/2)를 사용하여 시료를 준비하고 여러 자장에서

ENDOR 실험 (그림 8)을하면 13C의 초미세

상호작용의 텐서와 이 텐서의 g-factor에 대한

상대적인 방향을 알 수 있다. 이로부터 그림 9에서

처럼 FeMo-cofactor에 CO가 결합하는 모양을 예측할

수 있었다.25

비슷한 예로서 aconitase의 기질로 작용하는

citrate의 산소 원자를 17O (I = 5/2)으로 치환하고

(B) hi-CO(A) lo-CO

그림 8. Nitrogenase MoFe protein의 (A) lo-CO 상태와 (B)

hi-CO 상태에서 얻은 13C ENDOR 스펙트럼. lo-CO에서의 13C

의 초미세 상호작용 텐서는 [-2.0, 3.5, 2.0] MHz이다. hi-CO에

서는 두 종류의 13CO가 관측되고 각각의 초미세 상호작용 텐

서는 [5.8, 5.8, 4.5] MHz 와 [0.6, 0.6, 0.9] MHz.25

그림 7. Nitrogenase MoFe protein으로부터 얻은

EPR 스펙트럼.25



이의 ENDOR로부터 aconitase에

효소 작용에 의해 citrate가

isocitrate로 변하는 전 과정을

성공적으로 규명한 바가 있다.26,27

또한 rebonucletide reductase의

중간체 X 상태에서의 물분자의

2Fe 센터에 대한 결합 구조등이

ENDOR에 의하여 밝혀졌다.10 Mn

catalase에서 ESEEM을 사용하여

활성 자리인 Mn(III)/Mn(IV)

센터에 대하여 억제제인 azide의

상대적인 위치를 예측한 보고도

있다.28

VI. 결론

이상에서 몇가지 경우의

금속 함유 효소에서 활성 자리의

구조와 반응 기작등을 ENDOR와

ESEEM으로부터 알 수 있음을 보여주었다,

ENDOR와 ESEEM의 큰 장점은 물에서 효소 작용이

일어나고 있는 어느 순간에 대하여 별다른 조치없이

바로 그 상태를 분광학적으로 볼 수 있다는 것이다.

(반응 용액을 바로 얼려서 저온에서 실험을 한다,)

따라서 다른 방법으로 얻을 수 없는 중요한 정보를

많이 얻을 수 있다. 그리고 펄스를 사용한 새로운

ENDOR와 ESEEM의 방법들이 계속해서 개발되고

있고 이는 생물 분야에서 시료의 처리법의 발전과

더불어 앞으로도 이 분야의 연구에서 주요한 역할을

담당하리라고 예상된다. 끝으로, 참고 문헌 29에는

ESEEM을 사용하여 이제까지 연구된 많은 금속 함유

효소들의 예가 잘 정리되어 있다. 이 분광법에 대하여

익숙하지 않은 분들도 목차를 보면 대강은 어디에

응용을 하는지 알 수 있으리라 예상된다. 문헌 29에

언급된 효소들은 또한 거의 대부분의 경우에

ENDOR를 사용하여 연구되어오고 있다.
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