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研究成果の概要（和文）：ニューロメラニン（NM）は中脳黒質および青斑核に存在する黒褐色のメラニンである。この
メラニン構造はまだ不明な点が多いが、天然のNMの化学反応から、黒質NMはDA、DOPAC、DOPE 由来、一方、青斑核NM 
は、NE、DOMAおよびDOPEGに加えて、DA、DOPAC、DOPEにも由来していることがわかった。一方、チオグリコール酸とフ
ェノールの共存下、青斑核NMの塩酸水解を行うと、NEまたはCys-NEのベンジル位のヒドロキシ基がチオグリコール酸と
置換反応して生成した化合物が得られた。この実験結果は、NEおよびCys-NEが青斑核NMに取り込まれていることを証明
する初めての化学的証拠である。

研究成果の概要（英文）：Neuromelanin (NM) occurs in dopaminergic neurons of the substantia nigra (SN) and 
in noradrenergic neurons of the locus coeruleus (LC). HPLC analysis after HI hydrolysis of natural NM 
detected AHPEA, AHPAA and AHEB, which confirmed that SN-NM and LC-NM contain melanin derived not only 
from DA and NE, but also from several other catecholic metabolites, such as DOPA, DOPAC, DOMA, DOPE and 
DOPEG, in addition to the corresponding Cys-derivatives in varying degrees. However, HI hydrolysis showed 
that LC-NM produced the same degradation products as were detected in SN-NM. Thus, we needed to develop a 
new chemical detection method to validate the existence of NE in LC-NM. HCl hydrolysis of LC-NM in the 
presence of thioglycolic acid yields new products arising from substitution of the hydroxyl group by 
thioglycolic acid at the benzyl position of NE and cysteinyl-NE. This is the first chemical evidence 
showing that NE and cysteinyl-NE are incorporated into LC-NM.

研究分野：有機化学
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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
がなくても骨格の構造変換により活性酸素
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)。
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、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
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が（図
１）、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。 
 
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 
ヒトまたはほ乳動物の中脳黒質に存在する
褐色のメラニンである NM の生成過程におい
ては、DA または NE とともに、DA と NE から
の代謝物の酸化的重合の関与も重要視され
ている。DAとNEからの代謝物としては、DOPAC、
DOPE、DOPEGおよび DOMAが知られている。こ
れらの代謝物が NM に含有されているかどう
かを調べるには、HI法が最も有用である。NM
の HI還元により DOPAC、DOPE、DOPEGおよび
DOMA由来の構造単位は、アミノヒドロキシフ
ェニル酢酸（AHPAA）とアミノヒドロキシエ
チルベンゼン（AHEB）を与えると予想される。
これらの化合物は、市販品がないため新たに
合成する必要があった。今回、まず、AHPAA
は、m-または p-ヒドロキシフェニル酢酸の
o-ニトロ体を得るために 60%硝酸と反応させ
た後、57%HI によりニトロ基を還元して望ま
しい AHPAAを合成した。AHEBは m-または p-
ヒドロキシエチルベンゼンに同様に硝酸を
反応させた後、HIにより還元し、目的の AHEB
を合成した。以前合成していた AHPEAも今回
新たに、m-または p-ヒドロキシエチルアミン
のニトロ化、還元により合成した。一方、NM
の化学分解反応は、アルカリ性過酸化水素酸
化法および HI 水解法を用いた。 
 
４．研究成果 
天然の黒質由来と青斑核由来の NM 由来のカ
テコール体を調べる目的で、DA、NE、DOPAC、
DOMA、DOPEGおよび DOPEと Cysを 1:1でチロ
シナーゼ酸化して得られる DA+Cys-DAメラニ
ン、NE+Cys-NE メラニン、DOPAC+Cys-DOPAC
メラニン、 DOMA+Cys-DOMA メラニン、
DOPEG+Cys-DOPEG メラニンと DOPE+Cys-DOPE
メラニンを合成した。これらのメラニンの HI
水解により得られる、4-AHPEA、4-AHPAA、
4-AHEBを新規に合成した。つぎに、天然の黒
質由来と青斑核由来の NMを HI水解したとこ
ろ、黒質由来の NM (SN-NM)からは初めて AHEB
を確認することができた。また、青斑核由来
の NM (LC-NM)からは、AHPEA、AHPAA、AHEB、
AHP を初めて検出することができた。このこ
とは、黒質由来、青斑核由来の NM は、DA お
よび NE由来のみならず、DOPA、DOPAC、DOMA、
DOPEおよびDOPEGに由来することがわかった。
しかしながら、従来用いられてきた化学分解

反応（HI水解法、アルカリ性過酸化水素酸化
法）を用いた SN-NM と LC-NM の結果からは、
ともに、上記の分解産物が得られたため、
SN-NM と LC-NM の明確な違いを判別すること
ができず、LC-NMが NE由来かどうかがわから
なかった。そこで、従来からタンパク質の水
解法として知られている、５％チオグリコー
ル酸および１％フェノール共存下で６M-HCl
で 110℃、６時間加水分解反応を LC-NM と
SN-NMに行ったところ、天然のSN-NMからは、
DA、DOPA、DOPAC、Cys-DA、Cys-DOPACおよび
Cys-DOPAが得られた。一方、天然の LC-NMか
らは、DA、DOPA、DOPAC、Cys-DOPA が得られ
たが、主生成物として構造未知の化合物が得
られ、NEを得ることができなかった。そこで、
この主生成物を単離・生成し、1H-NMR、13C-NMR、
LC-MS、HR-MS の詳細な各種機器分析を行って、
この未知化合物がβ-カルボキシメチルチオ
-DA(CMT-DA)であることが同定された。この
他 に 、 β - カ ル ボ キ シ メ チ ル チ オ
-Cys-DA(5-S-Cys-CMT-DA)も得られた。この
実験結果は、NE と Cys-NE のベンジル位のヒ
ドロキシ基がチオグリコール酸と置換反応
した結果、得られたことを示している。以上
の実験結果は、LC-NMが NEと Cys-NEを含ん
でいることを初めて化学的に証明した結果
である。 
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