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研究成果の概要（和文）：黒色メラニンは真皮と表皮の境界に存在するメラノサイトで形成後，メラノソームに蓄積さ
れ角化細胞に移動し，メラニンキャップとよばれる構造を作る。これによって角化細胞の核はメラノソームに囲まれ紫
外線から保護される。一方，我々は黒色メラニンが活性分子種に直接作用することを報告したが，メラニン形成初期段
階のチロシナーゼ反応でヒドロキシルラジカル（･OH）の生成を見出した。反応性の高い･OHは脂質過酸化，DNA損傷，
炎症の原因で発ガン性リスクを高める。本研究成果報告書ではレドックス反応をとおしてメラニン形成のバランスの重
要性と発ガン性リスクの低減につながる機能性成分の抗酸化能評価法（方法論）を提案する。

研究成果の概要（英文）：Exposure of ultraviolet irradiation to the skin causes detrimental cutaneous 
damages, which may result in photocarcinogenesis. Eumelanin has been found in almost every type of human 
skin, and synthesized in melanocytes located in the basal layer and hair bulbs transfers to 
keratinocytes. Eumelanin in keratinocytes acts as a photoprotector through body coloration and scavenging 
reactive oxygen species.Therefore, redox-related problems include lipid peroxidation, causing aging, DNA 
damage, increased inflammation levels, and finally a risk of carcinogenesis.
Since tyrosinase is an enzyme which contains dinuclear copper ions at the active site, dicopper-peroxide 
intermediates formed during the catalytic process of tyrosine to dopaquinone possibly decay to produce 
･OH through an internal electron transfer from the ligand. In this study, we reported that importance of 
melanin-balance and mechanisms for decrease in risk of photocarcinogenesis by using antioxidative 
regents.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： free radical　酸化ストレス　melanin　hydroxyl radical　tyrosinase　spin trapping　ESR　抗酸化

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
メラニンは，皮膚，眼球，毛髪，脳など，

さまざまな臓器や器官に滞留している。特に
黒色メラニン（eumelanin）は紫外線を吸収す
ることで DNA 損傷を防ぎ，皮膚ガンを抑制
することが知られている。研究代表者らは電
子スピン共鳴（ESR）スピントラップ法によ
って黒色メラニンの新たな抗酸化機構を提
案した（M. Tada, et al., (2010) J. Clin Biochem 
Nutr, 46, 224-228.）。ESR スピントラップ法は
皮膚のような水分を多く含む組織に近い条
件で，活性酸素・フリーラジカルの発生・消
去を捉えることができる唯一の手法である。
一方，メラニン形成の初期反応であるチロシ
ン‐チロシナーゼ反応において，極めて反応
性の高いヒドロキシルラジカル（･OH）の生
成を見出した（M. Tada, et al., (2010) J. Clin 
Biochem Nutr, 47, 162-166.）。 

このような背景から，たとえ黒色メラニン
が抗酸化物質であっても過剰に形成されれ
ば･OH の生成量も増大し，発ガンの原因であ
る脂質過酸化や DNA 損傷の危険性（リスク）
が高まることを想定させる。つまり，メラニ
ンの役割とその形成機構をより深く把握す
ることは生命活動に不可欠だと考えている。
そのためには，活性酸素・フリーラジカルの
生成・消去系が存在する酸化還元（レドック
ス）反応場での検討が必要である。しかしな
がら，死亡率が約 80％の悪性黒色腫（メラノ
ーマ）や様々な皮膚ガンの疫学的・分子生物
学的な研究は進んでいるが，レドックス反応
によるフリーラジカル生成と発ガン性につ
いての検討はなされていない。 

 
２．研究の目的 
メラニン形成機構で生成するフリーラジ

カルを指標とした発ガン性リスク評価の方
法論を提案することが目的である。問題点は，
メラニンのような黒色色素は滞留する臓器
や組織や生物種の違いによって役割が異な
ることから，その形成機構は複雑でありメラ
ニンとフリーラジカル生成との関係には未
解明のことが多い。一方，疫学的な手法のみ
では，発ガン性リスクとフリーラジカルとの
相互関係を把握することが難しい。そこで，
化学的分析手法を取り入れた新たな方法論
が必要である。 

 
３．研究の方法 
(1) ESR による定量・定性分析 
短寿命の活性酸素・フリーラジカルの定

量・定性分析には，ESR スピントラップ法が
有効である。ESR スピントラップ法は水系で
生成する短寿命な酸素ラジカルなどをスピ
ントラップ剤で捕捉し，安定ラジカルのスピ
ンアダクトを検出する方法である。しかしな
がら，チロシナーゼ反応系での ESR 測定はル
ーチンには進められない。そこで，常に安定
で再現性のよい測定を行うために研究分担
者と協力して ESR 測定法の最適化を行った。

酸素ラジカルが検出された場合，酸素消費量
と酸素ラジカル生成量との関係性を検討す
るために，ニトロキシルラジカルの TEMPOL
をレドックスおよびオキシメトリーの指標
として用いた ESR 測定を行った。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ESR，発光計測，質量分析法によるフリー
ラジカルとメラニンとの相互作用の検討 

発ガンの原因である脂質過酸化などの酸
化ストレス条件において，メラニンと生成す
るフリーラジカルの変動を観察した。
PerkinElmer Inc. AxION DSA (Direct Sample 
Analysis) System によって皮膚や細胞膜など
の構成成分である脂質を組成分析し，発ガン
性リスクが高いと想定される分子種（または
原子種）のスクリーニングを試みた。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) In situ でのフリーラジカル生成と光応答 

UVA 照射前後のメラノサイトのフリーラ
ジカル生成を観察した。生成したラジカル種
と in vitro の分析データをもとに発ガン性リ
スク評価の指標となる分子種を検討した。 

 
４．研究成果 
(1) ESR による定量・定性分析 
 メラニン形成に至るまでの化学反応に着
目し，フリーラジカルの生成・消去系が存在
するレドックス反応とメラニン形成機構の
関連性を検証した。特に，分子状酸素を用い
てチロシンからドーパ（DOPA）への水酸化
反応，ドーパキノンへの酸化反応を触媒する
チロシナーゼに着目し，ESR スピントラップ
法によってフリーラジカルの定性・定量分析
を行った。 

チロシナーゼ反応 45 秒以内に DMPO-OH

 
図 1  スピントラップ試薬（DMPO）と
DMPO-OH の構造式  

図 2 質量分析法による定性・定量分析 



（aN=1.49 mT；aH=1.49 mT）が検出され，反
応の基質をチロシンから L-DOPA に変えるこ
とで DMPO-OH の信号は顕著に増大した（図
3）。DMPO-OH はチロシナーゼ反応時間とと
もに減少した。次に ESR オキシメトリーによ
って，チロシンおよび L-DOPA とチロシナー
ゼの反応 1 分以内での溶存酸素濃度は数十
µM まで減少することが示された（図 4）。基
質の違いによる酸素消費の差異は認められ
なかった。DMPO-OH 生成抑制に対するスー
パーオキシドジスムターゼ，カタラーゼの影
響は，それぞれ 15％以下（スピンアダクトの
測定誤差±5%程度）であった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のことから，生理条件下のメラニン形

成の律速反応であるチロシナーゼ反応にお
いて，発ガン性リスクを高める可能性とし
て・OH 生成が想定された（他の活性酸素の
生成は関与していない）。ただし，今回の反
応条件では・OH の生成量は 1 分以内に~2 µM
程度であることから，生体内の活性酸素濃度
（µM オーダー）の範囲に留まっている。し
かしながら，ガンなどの重篤なレドックス疾
病原因の一つである脂質過酸化，DNA 損傷を
引き起こすには・OH とターゲット分子まで
の距離（反応場）も Key になる。生体内には，
抗酸化酵素群や抗酸化物質が存在し生成し
た・OH を速やかに消失することができれば
酸化ストレスを予防できる。また，外因性の
薬剤や機能性物質によって・OH 生成量およ
び生成速度をコントロールできれば，発ガン
性リスクを低減することができる。このよう
な経緯から，チロシナーゼ反応系での・OH

低減効果の薬剤・機能性物質のスクリーニン
グを行った。キレート療法薬剤のデフェロキ
サミン，美白成分のアルブチン，コウジ酸，
抗酸化物質のグルタチオン（GSH）において
チロシナーゼ反応系での・OH 低減効果が認
められ，すべての薬剤・機能性物質において
チロシナーゼ反応系での・OH およびドーパ
クロム生成を抑制した（data not shown）。ま
た，機能性物質のアルブチン，コウジ酸では
生成後の・OH を消失させる効能も認められ
た。この成果を The 16th biennial meeting for 
the Society for Free Radical Research 
International(London,6-9thSeptember2012）にて
発表し SFRR Asia『Young Investigator Award』
を受賞した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) ESR，発光計測，質量分析法によるフリー
ラジカルとメラニンとの相互作用 

一重項酸素（1O2）由来の燐光計測，および
TPC のラジカル化を指標とした ESR 法（K. 
Ishiyama et al., PLoS One. 2012;7(5):e37871, 
TPC;2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrroline-3-carboxam
ide) ではメラニン形成初期反応での 1O2 生成
は認められなかった。一方，形成後の黒色メ
ラニンが自動酸化された脂質と反応するこ
とで発光値の増加現象を捉えた（data not 
shown）。なお，正常値の発光レベルと比較の
ためメラニン色素正常細胞（メラノサイト）
の自家発光を観察した。その結果，図 6 のよ
うに微弱発光レベルであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
次に，自動酸化リノール酸を酸化ストレス

モデルとして用い，AxION DSA System によ
る黒色メラニンの脂質過酸化反応に及ぼす
影響を定性・定量分析した結果，未酸化のリ
ノール酸由来のマススペクトル（ Posi, 
281m/z）に対する数十 ppm のメラニン添加の

図 5 アルブチンおよびコウジ酸の・OH 生
成抑制機構（推定） 

The center signal of TEMPOL shown by red 
line was 1 min after  enzyme reaction. The 
black line is before the  reaction.

The red and black lines indicate that 
approxymatrey 53 µM and 250 µM of 
oxygen dissolved in EPR samples.  

h

a

b

Calibration curve
y= -1108.4x + 319.36
R=0.9933
x; (a+b)/h (a.u.); oxygen 
sensitive EPR parameters
y; Oxygen concentration(µM)

 
図 4  TEMPOL による ESR オキシメトリー 

  

 
図 6 メラノサイトの自家発光計測データ 

図 3  DMPO-OH の ESR 信号の時間変化 



変動は認められた（data not shown）。一般的
な酸化ストレスマーカーであるマロンジア
ルデヒドやノネナール，および発光種に関与
するジオキセタン構造由来の m/z 値は確認で
きなかった。 

ESR 法・発光計測・質量分析法の統合的な
検討によって，メラニンと酸化された脂質の
距離が近づくことで直ちに発光種（活性分子
種）が生成することがわかったが，AxION 
DSA System で酸化ストレスマーカー候補分
子を絞り込むことはできなかった。質量分析
の成績がわるかった要因には酸化ストレス
マーカー候補とした発光種は寿命が極めて
短い（ピコ~ナノ sec オーダー）ことを推定し
ている。 

 
(3) In situ でのフリーラジカル生成と光応答 

メラノサイト懸濁液（約 3×105cells/ml）に
UVA（365nm, 300mW/cm2 以下）を照射する
ことで・OH 生成を確認した。・OH 生成量は
UVA の照射時間（1 分~5 分間）に従って増大
した。ただし，緩衝液に UVA を 1 分照射す
ると UVA 照射前（図 7. UVA 0min）のメラノ
サイトから生成するDMPO-OHレベルまで増
加することから，図 7 の DMPO-OH はメラノ
サイトと水が起因した・OH の DMPO スピン
アダクトである。次に，接着細胞のメラノサ
イトを伸展させたまま B 励起光を約 2 分照射
すると照射直後の細胞の形態変化はなかっ
たが，30 分以内にメラノサイトの一部は剥離
した。機序は不明だが，メラノサイトは青色
光に応答していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
  

(1)~(3)の結果から，紫外線による発ガン性
リスクを低減させるための指標として①メ
ラニン形成に関与する・OH，②形成後のメラ
ニンと脂質との反応中間体（発光種）を提案
したい。その理由は，角質細胞間脂質の主成
分セラミドの構成成分のリノール酸とメラ
ノサイトで合成されて角質細胞などの表皮
を構成する細胞層に移動した黒色メラニン
との相互作用を知ることは生体防御機構を
理解するために重要である。レドックス反応
をとおしてメラニン形成速度と形成量を相
補的に制御することで過剰な・OH 生成を抑
制し皮膚の正常化に繋がると考えている。最
後に，成果の一部はメラニン初期反応で生成
する・OH を指標とした抗酸化能評価の方法
論に関する研究論文として発表した（M. 
Tada,et al., BMC Biochem. 2014; 15:23）。 
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