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研究成果の概要（和文）： 
	 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
（中脳の黒質および青斑核のカテコール作動性ニューロン）に存在している。さらに最近、我々
は脳内被殻、前運動野皮質、小脳などに NM様色素が存在することを発見した。しかしながら、
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。ま
た、この色素がパーキンソン病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の生合成過程ならびに加齢現象を調べる目的で、ドーパミン（DA）
とシステイン(Cys)をさまざまな比率でチロシナーゼ酸化し、得られた合成 NM 色素を経時的
に化学的分解法を使って分析し、分解生成物を定量解析した。その結果、神経毒性を示す物質
が NMの生成過程で NMに捕捉されることがわかった。また、加齢過程を模倣した実験から、
天然の NMは、DAと Cysを 2：1で酸化して得られた合成 NMを 37℃で 40日間加熱したも
のに近いことがわかった。この研究から天然 NM の構造を模倣した合成 NM の調製法を確立
することができ、NMの生理学的役割を解明する研究に利用できることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The biosynthesis and structure of neuromelanin (NM) still remains poorly understood. Using model 
compounds of the melanic component of NM prepared by tyrosinase oxidation at various ratios of 
dopamine (DA) and cysteine (Cys) under physiological conditions, we performed a biosynthetic and 
biodegradative (aging) study by following the time course of oxidation to NM and the subsequent 
biodegradation of NM under various heating conditions. By following the time course of the 
biosynthetic pathway of synthetic NM we found that the neurotoxic molecules are trapped in NM. By 
comparing the ratios of the degradation markers, natural NM was found to be similar to aged (heated) 
NM prepared from a 2:1 molar ratio of DA and Cys, which can be used as a model of natural NM. A 
method to prepare synthetic NM that mimics the melanic component of human NM structurally was 
now established, i.e., tyrosinase oxidation of DA+Cys in a ratio of 2:1 followed by heating at 37˚C for 
40 days. This preparation of model NM should facilitate studies elucidating the physiological roles of 
NM during the aging process and its roles in the etiology pathogenesis of PD.  
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研究分野：総合領域 
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ニルドーパミンメラニン、黒質、青斑核、カテコールアミン作動性ニューロン 
 
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,	 Pigment	 Cell	 
Res.,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,	 
Nature,	 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、さらに紫外線
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。さらに最近、我々は脳内
putamen(被殼)、premotor	 cortex(前運動野
皮質)、cerebellum（小脳）などにニューロ
メラニン様色素が存在することを発見した	 
(L.	 Zeccaら、Proc.	 Natl.	 Acad.	 Sci.,	 2008、
印刷中)。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 (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（図 1）。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
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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。	 
 
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 
１）NM の化学的微量分析法	 
	 NM の構造を分析するために、当研究室で開
発した化学的微量分析法を行った。NM を
H2O2/K2CO3 酸化を行い、得られた分解産物
（TTCA,	 TDCA,	 PTCA,	 PDCA）を定量した。す
なわち、PDCA および PTCA は DA から得られる
5,6-dihydroxyindole	 (DHI)由来の分解産物
である。TDCA と TTCA はシステイニルドーパ
ミン(Cys-DA)由来のベンゾチアゾール構造
単位である。一方、HI 水解を行うことにより
得られる分解産物（4-AHPEA,	 3-AHPEA）は
Cys-DA 由来のベンゾチアジン構造単位であ
る（図 2）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

２）NM の生成過程の解析	 
	 生理的条件下、DA と Cys の種々の比率の混
合物をチロシナーゼ酸化した後、経時的に反
応を停止し、反応混合物中に生成するメラニ
ン前駆体 CysDA、DHBT-1、ODHBT-1、Bz-1 を
HPLC より分析する。さらに、反応液を
H2O2/K2CO3 酸化、HI 水解することで得られる
TDCA、TTCA、PDCA、PTCA、4-AHPEA、Bz-1 の
経時変化を観察する。 TDCA/PDCA 比 、
4-AHPEA/PDCA 比の比較より、casing	 model
を化学的に証明する。	 
３）黒質、青斑核以外の脳内部位の NM 色素
の分析	 
	 ヒト脳の異なった部位（小脳、脳梁、尾状
核、前運動皮質、淡蒼球、青斑核、黒質）か
ら得られた 9個の NM の分析を行うため、ア
ミノ酸分析、質量分析、赤外線スペクトル、
二次元 1H-1H-NMR、二次元 1H-13C-	 NMR、固体
13C-NMR および HR-MAS	 (High	 Resolution	 
Magic	 Angle	 Spinning)実験を行う。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 	 ニューロメラニン（NM）の生合成および構
造については、まだ未知の部分が多い。今回、
DAとCysをさまざまな比率で生理的条件下チ
ロシナーゼ酸化して得られた合成品を用い
て、NM 生成への酸化の時間経過、およびさま
ざまな加熱条件下での NM の生分解を検討し
た。その結果、NM のベンゾチアジン骨格から
ベンゾチアゾール骨格への骨格変化が加齢
過程（aging	 process）の条件下で生じるこ
とを化学分解反応で生成する4-AHPEAとTTCA
を HPLC 分析することにより証明した。
4-AHPEA/PDCA 比と TTCA/PDCA 比から天然の
NM は、DA と Cys を２：１比で合成した NM の
100℃、8 時間加熱したものに近いことがわか
った。この研究から得られたメラニン含量は、
比色法から 11.9％、化学分解法からは
3.1-3.5％であり、これらの結果からまだ矛
盾することが判明した。比色法の結果は、天
然の NM 中に加齢を反映するメラニン構造以
外にまだ未知の色素が存在することを示唆
していた。つづいて、ヒト脳の異なった部位
（小脳、脳梁、尾状核、前運動皮質、淡蒼球、
青斑核、黒質）から得られた 9 個の NM を分
析したところ、今回初めて NM 色素が不溶部
分に加えて、1.4-52	 kDa の分子量で DMSO に
可溶な色素が含まれていることを発見した。
色素のアミノ酸分析を行ったところ、単離さ
れた色素中 118.7±36.5	 µg/mg のアミノ酸を
含んでいた。Mass スペクトルからこの色素は
オリゴマー前駆体からなり、ポリマーの不溶
部分に似た組成を有していた。元素分析は
色々な脳領域において、異なった組成の比率
であるという新しい知見が得られ、NM に３種
の別個のタイプがあることがわかった。赤外
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線スペクトルでは、黒質および青斑核以外の
全ての脳領域の NM の間では構造的に著しい
相同性が見られた。比較のために、鉄または
タンパク（牛血清アルブミン）を含む合成メ
ラニンを調製し、同じ実験を行った。二次元
1H-1H-NMR、二次元 1H-13C-NMR、固体 13C-NMR
および HR-MAS	 (High	 Resolution	 Magic	 Angle	 
Spinning)実験を行ったところ、NM 色素の可
溶性、不溶性部分の脂質構成成分の有益な情
報を得ることができた。光散乱実験では DMSO
可溶部分の tentative な分子量を測定するこ
とができた。	 
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