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研究成果の概要（和文）：DAのチロシナーゼ酸化により得られたドーパミンキノン(DAQ)とDPRA(Cys),BSA,β-ラ
クトグロブリン(β-LG)を反応させた。DAとDPRAとの反応後，6M-HClで水解すると，5-S-システイニルドーパミ
ンが得られた。チロシナーゼ以外の酸化剤としてFeイオン，Cuイオンを用いたところ，Cuイオンの方が二倍程反
応速度が速かった。DA-β-LG結合体の反応スペクトルは，DA-BSAよりも早く進行した。この結果，タンパク結合
型DAの酸化反応は，タンパク質によって異なることがわかった。また，これらのDA-システイニル誘導体は
pro-oxidant活性を有することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Neuromelanin (NM), a dark brown pigment, is found in the Substantia Nigra 
(SN) in dopaminergic neurons and in the Locus coeruleus (LC) in norepinephrinergic neurons. This 
study shows that protein-bound dopamine (DA) conjugates formed during the production of NM have 
pro-oxidant activities that generate reactive oxygen species (ROS) and deplete reduced glutathione 
(GSH), the most important cellular antioxidant. Further, the results demonstrate that the DAquinone 
produced is bound to proteins via their SH groups and that the binding yield depends on the 
structural features of the protein. Binding via cysteine residues in proteins is formed by oxidation
 using redox-active metal ions as well as tyrosinase. These results suggest that protein-bound DA 
conjugates produced in the brain possess pro-oxidant activities, which may cause neurodegeneration 
due to the generation of ROS and the depletion of antioxidants.

研究分野： 有機化学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト中脳黒質に存在するニューロメラニ

ン(NM)の構造とその生化学を調べることは，
パーキンソン病(PD)の発症とその病因の解
明に於いて重要な問題である。この不溶性の
色素の起源や性質を解明する目的で，NM に
似た合成化合物を調製することは有用と考
えられる。NM はドーパミン(DA)が酸化され
た DA キノンに脳内の SH タンパクが結合し，
引き続く酸化反応によってタンパク結合型
メラニンができることが予想される。しかし
ながら，そのタンパクタンパク結合型 DA の
生化学上の性質はわかっていなかった。我々
は,以前 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
合して生成したフェオメラニン(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ユーメラニ
ン(EM)の構造部分からなることを報告した
が（図），最近，加齢過程の研究により DA:Cys 
=2:1 から合成された合成 NM を 100℃で 8
時間加熱した構造に近いことを証明した。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(Ito & Wakamatsu, Photochem. 
Photobiol., 2008)。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 からなり，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
に比べて有機化合物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常者の脳より減少
していると報告されている。従って，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ものと期待される。 

青斑核(LC)が，ノルエピネフリン(NE)由来の
NM 様色素を含んでいるかどうかは，知られ
ていなかった。今回，LC-NM を塩酸水解す
ることにより，β-カルボキシメチルチオ-DA
であることが同定された。NM の前駆体であ
るドーペ(DOPE)，ドペッグ(DOPEG)，ドパ
ック(DOPAC)およびドーマ(DOMA)が酸化
を受けて生成する o-キノン体の代謝経路を
化学的に調べた結果，これらのカテコール代
謝物は，プロトン脱離，脱炭酸を経由して，
共通の中間体であるキノンメチド互変異性
体に変換された後，この不安定なキノンメチ
ドが安定なアルコール体またはカルボニル
化合物に変換されることがわかった（Ito, S. 
et al., Int. J. Mol. Sci., 17, 164, 2016）。 
 
２．研究の目的 

申請者らは 30 年来メラニン生成の化学的
研究に従事しており，本研究の遂行に必要な
メラニンの化学的分析方法の確立やメラニ
ン生成の制御機構の化学的研究に携わって
きた。この豊富な経験を NM の化学的研究に
活かす。 
 NM の化学組成と生成機序、PD 発症との
関係などは解明されていないことが多い。し
たがって，NM の化学構造とその生成機序の
解明は，神経化学の進歩に貢献するのみなら
ず、臨床医学的にも PD 発症機序の解明，さ
らにはその予防への足掛かりになると期待
される。 
 
３．研究の方法 

DA のチロシナーゼ酸化により生成した
ドーパミンキノン(DAQ)にシステイン(Cys)，
グルタチオン(GSH)，DPRA (Cys)，DPRA 
(Lys)，ウシ血清アルブミン(BSA)，β-ラクト
グロブリン(β-LG)を反応させて，0, 1, 3, 5, 10, 
30, 60 分後のスペクトル変化を追跡して，こ
れらのチオール体の反応性を比較する。続い
て，これらのDA-システイン体がpro-oxidant
活性(酸化促進作用)を有するかどうかを調べ
た。 

 
４．研究成果 
 黒質は 10%程度のタンパク成分を含み，カ
テコールアミンがタンパクとシステイン残
基を経由して共有結合することは既に知ら
れている。しかしながら，DA とタンパクとの
結合体がその後の酸化反応によってどのよ
うに進行するかは知られていなかった。そこ
でまず，モデル化合物として，ヘプタペプチ
ドである DPRA (Ac-RFAACAA-COOH)，タンパク
のモデル化合物として，ウシ血清アルブミン



(BSA),β-ラクトグロブリン(β-LG)を使用
した。DA と DPRA をチロシナーゼ酸化し，得
られた酸化反応混合物を分取 HPLC で分離精
製したところ，主生成物として DPRA-5-S-DA 
(40%)が得られた。これを 1%フェノール，5%
チオグリコール酸存在下，6M-HCl で水解する
と，5-S-システイニルドーパミン(5-S-CDA)
が得られた。同様に，BSA,β-LG をチロシナ
ーゼ酸化し，続いて HCL 水解すると，11-35%
の収率で 5-S-CDA が得られた。チロシナーゼ
以外に，酸化剤として Fe イオン，Cu イオン
を DA と BSA 酸化に用いたところ，Cu イオン
の方が二倍程反応速度が速かった。DA-BSA，
DA-β-LG 結合体の反応スペクトルを経時的
に調べたところ，1 時間後にゆっくりと 580 
nm 付近のピークが上昇した。これは，分子内
環化反応などの二次反応が起きていること
推察された。DA とβ-LG とのチロシナーゼ酸
化は BSA よりも早く進行し，30 分以降のスペ
クトルはお互いに異なっていることがわか
ったことから，DA-BSA 結合体が DA-β-JG 結
合体よりもより安定であることが予想され
た。このことから，タンパク結合型 DA の酸
化的構造は，タンパク質によって異なること
がわかった。次に，これらの DA-システイニ
ル誘導体がpro-oxidant活性を有するかどう
か調べた。その結果，DA-タンパク結合体が
グルタチオン(GSH)添加後，GSSG生成量とGSH
減少量および過酸化水素発生量を測定した。
その結果，時間経過後，GSH の減少と GSSG の
増加が見られ，過酸化水素の発生を確認した。
以上の結果から，いずれのタンパク-DA 結合
体はpro-oxidant活性があることを初めて証
明した。 
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