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研究成果の概要：ヒト中脳黒質中に存在するニューロメラニン（NM）を単離し、その構造研
究を行った。その結果、NMは DAと Cysが約 4：1で酸化重合して生成したフェオメラニン
の構造単位であるベンゾチアジンを持つ部分と DAの酸化重合で得られたユーメラニンの構造
単位からなることがわかった。また、脳内被殻、前運動野皮質、小脳などの非カテコールアミ

ン作動性ニューロンにおいて新しい NM様色素が存在することを発見した。この色素は、黒質
や青斑核に存在する NM と違って、DA 由来でなく DOPA 由来であることが化学分解法と
HPLC分析により確認された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 

 
 
 
 
 
 メラニン色素は、黒色~黒褐色の不溶性な

ユーメラニンと赤褐色~黄色でアルカリ可

溶性なフェオメラニンからなる。メラニンは

動植物界に広く分布し、脊椎動物では大部分

体表に存在している。メラニンの構造は不明

な点が多いが、詳細な化学分解反応により、

ユーメラニン（EM）は5,6-ジヒドロキシイン

ドール（DHI）および5,6-ジヒドロキシイン

ドール-2-カルボン酸（DHICA）が様々な比率

で重合したポリマーであることが明らかに

された。一方、フェオメラニン（PM）はシス

テイニルドーパ   (Cys-DOPA)の酸化的重合

により生成するベンゾチアジン誘導体が複

雑に結合したポリマーであることがわかっ
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た。我々は、今までにヒト、マウス、鳥類、

魚類さらにはバクテリアなどに存在する

様々なメラニン色素を分析してきた。我々の

開発したEM、PM微量分析法（Wakamatsu & Ito, 

1994, 2002）は世界的に評価され、標準法と

して広く用いられている（D’Orazio, 2006）。

EMは皮膚では紫外線から下部組織を防御す

る役割をしていることが明らかになってい

る。さらに金属イオンや芳香族化合物を吸着

する作用も強い。それに対して、PMは紫外線

により発がん性のラジカルを発生すること

が知られており、紫外線がなくても活性酸素

を発生することが最近明らかになった。 

 一方、褐色で不溶性のメラニン様色素（ニ

ューロメラニン、NM）がヒトやほ乳類の中枢

神経系に存在する。NMは中脳のsubstantia 

nigra(黒質)およびlocus coeruleus(青斑核)

のカテコールアミン作動性ニューロンに存

在している。しかしながら、皮膚のメラニン

とは対照的にその構造や機能は単離の困難

さや適切な生化学的モデル化合物がないた

め不明な点が多い。NMは３~５才で生成し始

め、加齢とともに増加するが、パーキンソン

病 (PD) 患者では著明に減少する。したがっ

て、近年この色素がPDの病因に重要な役割を

していると関連づけられているが、詳細は不

明である。しかし、NMが金属イオン、有毒な

有機化合物、またフリーラジカルを補足する

ことにより無毒化するとともに、NMの生成過

程が細胞毒性をもつドーパミンキノン(DAQ)

の解毒化をもたらし、結果として、NMの生成

は高い酸化ストレスに対する細胞の防御機

構の結果であると仮定されている。その一方

で、色素沈着した神経細胞の分解にともない、

NMがフリーラジカルや細胞毒性を有する化

合物の供給源になり、酸化ストレスや神経細

胞損失のサイクルを永続化させているとい

う報告もある。このようにNMの生理学的機能

には複雑な二面性があると考えられている。 

 NM の構造については、我々を含む数グルー

プの NM の構造研究の結果から、EM および PM

からなるメラニン色素と、さらに脂肪族化合

物、ペプチド化合物が複雑に会合した構造を

していると推測されている。我々は、NM のメ

ラニン色素はドーパミン(DA)とシステイン 

(Cys)が約４：１で酸化重合して生成した PM

の構造単位であるベンゾチアジンユニット

を持つ部分と、DA の酸化重合で得られた EM

の構造部分からなることを報告した。このよ

うに NMの構造単位として DAとシステイニル

ドーパミン (Cys-DA)が同定されたことは NM

生成による DAQの無毒化の役割を支持する実

験結果である。EM および PM を含む NM の三次

元構造として PMを核としてその外側を EMが

取り囲む casing model が提唱されている

(Simon, Ito, 2006)。すなわち、in vitro に

おけるメラノジェネシスの速度論実験から

PM生成はCysが存在している限り進行し、Cys

が涸渇すると EM の生成が始まるという仮説

である。NM の 20~25%が PM であるならば、

NM の核は PM を含み、表面は EM が優先的に沈

着していると推測される。先に述べたように

NM は有毒な有機化合物や鉄などの金属イオ

ンと結合して神経細胞を保護する役割を演

じていると考えられている。したがって、こ

の Casing model は PM が EM に比べて試薬や

金属イオンとの結合能力に劣っているとい

う点からも妥当と考えられる。もし、PM が

NM の表面に沈着していれば、NM の神経細胞

の保護は期待できないと推測される。さらに

PD 患者の脳では NM の鉄イオン結合力が健全

な人の脳より減少していると報告されてい

る。このことは、NM 表面上の EM が活性酸素

により分解され、鉄イオンの結合力の低い PM

が露出し、prooxidant となると考えられる。

Casing modelは今まで研究者に注目を浴びな

かったが、我々の in vitro の実験結果とま

た海外共同研究者のアメリカDuke大学Simon

教 授 ら に よ る free-electron laser 

(FEL)-photoelectron emission microscopy 

(PEEM)を用いる最近の表面酸化電位測定の

実験結果から casing model の妥当性が改め

て注目を浴びている。このように NM の化学

的組成および三次元構造を知ることは、黒質

におけるその役割を知り、PD 発症の機序を解

明することに寄与すると期待される。 

 
２．研究の目的 
 褐色で不溶性のメラニン様色素（ニューロ
メラニン、NM）がヒトやほ乳類の中枢神経系
に存在する。 NM は 中脳の substantia 
nigra(黒質)およびlocus coeruleus(青斑核)
のカテコールアミン作動性ニューロンに存
在している。しかしながら、皮膚のメラニン
とは対照的にその構造や機能は単離の困難
さや適切な生化学的モデル化合物がないた
め不明な点が多い。NM は３~５才で生成し始
め、加齢とともに増加するが、パーキンソン
病 (PD) 患者では著明に減少する。したがっ
て、近年この色素が PD の病因に重要な役割
をしていると関連づけられているが、詳細は
不明である。我々は、NM のメラニン色素はド
ーパミン(DA)とシステイン (Cys)が約４：１
で酸化重合して生成した PM の構造単位であ
るベンゾチアジンユニットを持つ部分と、DA
の酸化重合で得られた EM の構造部分からな
ることを報告した。NM の構造単位として DA
とシステイニルドーパミン (Cys-DA)が同定



 

 

されたことは NM 生成による DAQ の無毒化の
役割を支持する実験結果である。EM および
PMを含むNMの三次元構造としてPMを核とし
てその外側を EM が取り囲む casing model が
提唱されている。Casing model は今まで研究
者に注目を浴びなかったが、我々の in vitro
の実験結果とまた海外共同研究者のアメリ
カ Duke 大 学 Simon 教 授 ら に よ る
free-electron laser (FEL)-photoelectron 
emission microscopy (PEEM)を用いる最近の
表面酸化電位測定の実験結果から casing 
model の妥当性が改めて注目を浴びている。
このように NM の化学的組成および三次元構
造を知ることは、黒質におけるその役割を知
り、PD 発症の機序を解明することに寄与する
と期待される。 
 
３．研究の方法 
１）NMの生成過程の解析： 
 DAとCysおよびDOPACとCysの種々の
比率の混合物をチロシナーゼ酸化し、経時的
に反応を停止して、DA、Cys-DA、DOPAC、
Cys-DOPAC を分析するとともに、生成した
メラニンの組成を分析することにより、
casing modelを化学的に証明する。メラニン
の 分 析 で は Cys-DA と DA お よ び
Cys-DOPACと DOPAC由来の構造単位の比
率を調べる。なお、合成 NM の生成過程で
Cys-DA が優先的に取り込まれることが、元
素組成から推測されている。これらの化学分
析には、アルカリ性過酸化水素酸化法とヨウ
化水素酸水解法を用いる。得られた分解生成
物を HPLCにより解析し、NMの構造を推定
する。 
２）合成 NMの三次元構造の解析： 
 Simonグループにより開発されたメラニン
表面の酸化電位測定法を、上記の合成 NMに
適用する。測定結果は、DAメラニン、Cys-DA
メラニン、DOPAC メラニン、Cys-DOPAC
メラニンと比較することにより casing model
を証明する。 
３）天然 NMの構造解析と加齢の影響： 
 Zeccaグループから恵与される天然 NM検
体に、我々の開発した化学分析法を適用する。

NM は黒質および青斑核から単離したものを

用い、両者の構造の違いを解明する。また、

NM 色素は加齢に伴いその色調が濃くなるこ

とが知られているので、若年層から老年層に

かけての脳から単離した NMを用いて、加齢
がNMの組成にいかなる影響を及ぼすかを調
べる。 
４）天然 NMおよび合成 NMの化学分解生成
物のマススペクトルによる同定 
 NM の化学分解で得られた生成物のうち、

上 記 分 解 生 成 物 以 外 の 微 量 物 質 を

HPLC-MS/MS スペクトルにより同定する。
これにより、NM のより詳細な化学構造を推

定する。 
 
４．研究成果 
 皮膚のメラニンとは対照的にその構造や
機能は単離の困難さや適切な生化学的モデ
ル化合物がないため不明な点が多い。NM の構
造については、先に我々はドーパミン(DA)と
システイン (Cys)が約４：１で酸化重合して
生成した PM の構造単位であるベンゾチアジ
ンユニットを持つ部分と DA の酸化重合で得
られた EM の構造部分からなることを報告し
た (J. Neurochem., 86, 1015-1023, 2003) 。
今回の実験で、黒質から単離された NM は
PDCA/PTCA 比および 4-AHPEA/4-AHP 比が大き
いことから、部分的に（約 25％）Cys-DA が
含まれた DA メラニンであることを再確認し
た。一方、脳内 putamen(被殼)、premotor 
cortex(前運動野皮質)、cerebellum（小脳）
などに非カテコールアミン作動性ニューロ
ンにおいて新しい NM 様色素が存在すること
を発見したが、上記の分解生成物の収率は低
かった(L. Zecca ら、Proc. Natl. Acad. Sci., 
105, 17567-17572, 2008)。非カテコールア
ミン作動性ニューロンに存在するこの色素
は脳内に低濃度ではあるが普遍的に存在し
て い た 。 す な わ ち 、 PTCA/PDCA 比 と
4-AHP/4-AHPEA 比が高いことがわかり、これ
らの色素が Cys-DOPA 由来であり、Cys-DA 由
来でないことを化学分解法と HPLC 分析によ
り確認された。また、TTCA、TDCA、4-AHPEA
または 4-AHP の分解産物が得られたことは、
これらの脳領域で Cys̶カテコール体が存在
することを暗示していた。Cys-カテコール体
は反応性のあるキノン体と Cysとの反応によ
り生成するので、細胞毒性のあるキノン体を
除去するためシステイニルカテコール体に
変換し、神経系を保護していると推測される。
実際、遊離の Cys-DOPA と Cys-DA がこれらの
脳領域から得られ、また塩酸水解後、タンパ
ク結合型の Cys-DOPA および Cys-DA が大量に
得られた。このことは、DOPA または Cys がタ
ンパク質の Cys残基により捕捉されることを
意味している。また脳内の毒性金属（鉄、亜
鉛、アルミニウム、クロムなど）をキレート
し、除去することも確認された。これは、NM
をはじめ被殼、前運動野皮質、小脳などに存
在する色素が、aging 中に有毒なキノン体や
毒性金属を排除する一助になっているもの
と推測される。アミノ酸分析の結果は、比較
的少ない量のペプチド（約 15％）を含んでい
ることを示した。さらにまた、我々は、NM の
塩酸水解後の HPLC 分析により、パーキンソ
ン病に関連する神経内毒素として知られて
いるジヒドロベンゾチアジン（DHBT-1）を初
めて見出した。このことは、NM が毒性物質で



 

 

ある DHBT-1 を捕捉し、神経系を保護してい
る可能性を示唆していた。 
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