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ビタミンBlとメラニンの結合機構

甘

量
T

佐　藤　雅　子

(1991年10月15日　受理)

Mechanism in Binding of Thiamin to Melanin

Masako

Abstract

The binding of thiamin was investigated in eye melanin of carp and pigeon.　The re-

●

lease of thiamin from eye melanin was not affected by protease such as pronase, trypsin and

chymotrypsin.　Thiamin was strongly released from eye melamin by divalent metal ion to

compare with monovalent metal ion, though there were differences among these metal ions.

The release of thiamin from eye melanin was smallest at pH 4.5.　These results suggest

that the binding of thiamin is electrostatic in property.

ビタミンBlは動物の眼に高濃度に存在しているが眼の脈絡膜や網膜の色素上皮層のメラニン

に結合して存在することを報告した1)｡ビタミンB2も眼メラニンと結合して動物の眼に高濃度

に存在している2)｡一方ストレプトマイシン,カナマイシン,クロロキンなどの薬物もメラニン

との親和力が強く眼,内耳,脳に存在するメラニンに結合し,これらの薬物を長期間服用すると

薬物が蓄積して組織が変性し,失明,難聴,運動障害,パーキンソン病を引き起こすことが報告

されている3-7)｡これらビタミンBlやB2,薬物などメラニンと強い親和力をもつ化合物が相互に

どのような機構でメラニンに結合しているかBlについてメラニンとの結合機構を検討した｡

Blとメラニンとの結合におよぼす蛋白質の影響を眼メラニンにトリプシン,ペプシン,プロ

ナ-ゼ,ナガーゼなどの蛋白質分解酵素を作用させたり,加熱処理して比較検討したが蛋白質の

影響はみられなかった｡金属イオンの影響は大きく金属イオン相互の間で幾分相違がみられ, 2

価の金属イオンは1価の金属イオンに比べ眼メラニンからのBl遊離は大きく,またBlとメラ

ニンとの結合にpHの影響が大きいなど, Blとメラニンとの結合は静電気的なものであること

が明らかにされた｡



84

鹿児島大学教育学部研究紀要　自然科学編　第43巻(1991

実　験　方　法

試料の調整

眼メラニンはBl量が高く,新鮮で多量の眼メラニンの入手が可能なコイの眼を使用した｡コ

イの眼の脈絡膜や網膜の色素上皮層を死後直ちに剥離し凍結して貯蔵し要時乳鉢で充分磨砕後水

に懸濁した｡ 3-4回遠心分離して水洗した眼メラニンに蛋白質分解酵素,各種pHの緩衝液,

金属塩を加え一定時間振塗した後40,000gX15分遠心分離し上清のBlを測定した｡沈連のBlは

0.05N硫酸で加熱抽出した後チオクローム法8)でBlを定量した｡上清のBlは眼メラニンから遊

離したBlであり,沈漆のBlは眼メラニンから遊離せず眼メラニンに結合して残存したBlに相

当する｡ハトの眼のメラニン層も比較のため使用し同様に測定した｡

蛋白質分解酵素

トリプシン,キモトリプシン,ペプシン,プロナ-ゼ,ナガーゼ,サーモライシンはSigma

社の製品を使用した｡眼メラニンを80℃で3分間熱処理を行った後,蛋白質分解酵素を加えそれ

ぞれ酵素の最適条件で作用させ遠心分離して上清をとり遊離されたBlを定量した｡この反応を

3回繰返し同様に上清のBlを定量し,沈達に残存したBlも測定した｡

結果及び考察

Blとメラニン結合に及ぼす加熱の影響

コイの眼メラニンは100℃30分までの加熱で眼メラニンに存在していたBlの約15%は遊離し

たが85%以上は眼メラニンから遊離することなく沈連に結合して残存した｡これに対し筋肉の

Blは10-30分加熱で約85%は上清に遊離し沈連に残存したBlは約15%であり眼メラニンと著し

く異なっていた(Tablel)｡

Table 1 Effect of heating on the release ofthiamin from eye melanin and muscle.

100℃ (min)
10　　　　　　　20　　　　　　　30

Eye Released 0.055

Bound 0. 549

Tota1　　　　　0. 604

Muscle Released 0. 004

Bound 0. 004

Total　　　　　　0. 008

〝mol/g tissue

0.079　　　　　0.085　　　　　0.085　　　　　0.089

0.534　　　　　0.524　　　　　0.505　　　　　0.490

0.613　　　　　0.608　　　　　0.592　　　　　0.580

0.009　　　　　0.009　　　　　0.010　　　　　0.008

0.001　　　　0.001　　　　0.002　　　　　0.001

0.010　　　　　0.010　　　　　0.012　　　　　0.009
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Blとメラニン結合に及ぼす蛋白質の影響

コイの眼メラニンに蛋白質分解酵素をTable2のように作用させ眼メラニンからのBl遊離を

検討した｡ 80℃で3分の熱処理で約5%のBlが遊離した｡トリプシン,キモトリプシンなどの

蛋白質分解酵素では酵素添加群は酵素無添加の対象群と同じようにBlの遊離は小さかった

(Fig.1)｡これに対しペプシン,プロナ-ゼ,ナガーゼ,サーモライシンなどは酵素添加群で高

い値を示したが,これらの値は酵素を加熱処理した対象群と比較するとほとんど同じ値であり異

なった減少であった｡ハトの眼メラニンについても同様の実験を試みたがコイの眼メラニンの結

果と同様の結果であり蛋白質分離酵素添加群は対象群と同じような値を示した(Fig.2)｡いずれ

の蛋白質分解酵素を眼メラニンに作用させても蛋白質分解酵素の影響は見られなかった｡

プロナ-ゼをコイの筋肉や肝謄臓などBl含量の高い組織に作用させ眼メラニンと比較した

(Table3)｡筋肉や肝豚臓などのBlは80℃で3分の熱処理で約90%のBlは遊離し眼メラニンに

見られた現象とは異なっていた｡眼メラニンに蛋白質分解酵素を作用させてもBl遊離は酵素添

加群は対象群とほとんど同じ値であること,眼メラニンを加熱処理してもBlはほとんど遊離し

ないことなどからBlとメラニンの結合には蛋白質の影響は余りないものと考えられる｡松井2)

らは, B2と眼メラニンの結合に蛋白質の影響は余りないと報告しているがBlとメラニンの結合

についても同じ結果であった｡岩島9,10)はコメヌカにビタミンBl結合蛋白質が存在することを報

Table 2　Release of thiamin from eye melanin of carp by protease.

Release from carp eye tissue
Protease

Pretreatment
Incubation

1st　　　　　2nd　　　　　3rd

Remaining

in residue

Total

Trypsin

Control (none)

0.024

0.026

α -Chymotrypsin 0.012

Control (none)

Pepsin

Control (boiled)

Pronase

Control (boiled)

Nagase

Control (boiled)

0.011

0.035

0.034

0.032

0.032

0.020

0.018

Thermolysin 0. 026

Control (boiled)　　　0.026

thiamin ^mol/g tissue

0.056　　　0.044　　　0.039　　　　0.676　　　0.840

0.048　　　　0.042

0.042　　　　0.026

0.034　　　　0.028

0.3.00　　　　0.171

0.277　　　　0.140

0.199　　　　0.094

0.195　　　　0.110

0.180　　　　0.109

0.168　　　　0.123

0.232　　　　0.140

0.021　　　0.668　　　　0.804

0.021　　　0.596　　　　0.697

0.020　　　　0.571　　　0.663

0.091　　　0.166　　　　0.763

0.090　　　　0.182　　　　0.721

0.076　　　　0.254　　　　0.653

0.090　　　　0.229　　　　0.656

0.073　　　　0.332　　　　0.714

0.089　　　　0.315　　　　0.713

0.102　　　　0.118　　　　0.614

0.224　　　0.152　　　0.102　　　　0.091　　　0.595
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+ ｢　+　-　　+｢*
Trypsin　α-Chymo-　Pepsin

trypsm

+　-*　　　+　一�"　　　+　-*

Pronase Nagase Therm0-
lysin

Released thiamin ; Pretreatment :  i ; Incubation : EZ2 ;

Remaining thiamin: ⊂コ. -*:boiled enzyme.

Fig. 1　Release ofthiamin from eye melanin of carp by protease.

+　　　　　　　　　　+　　-　　　　　　　-l-　-*

Trypsin　　　　α -Chymotrypsin Pronase

Released thiamin ; pretreatment : I ; incubation :田;
Remaining thiamin : fコ　　ー* : boiled enzyme.

Fig. 2　Release of thiamin from eye melanin of pigeon by protease.
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Table 3　Release of thiamin from eye melanin, muscle and hepato-pancreas by pronase.

Release from carp tissue

Pretreatment

Tissue Enzyme Incubation

1st　　　　　2nd　　　　　3rd

Remaining

in residue

Total

Eye Pronase 0. 047

Control*　　0.049

Muscle Pronase 0. 033

Control*　　0.032

Hepato-　　Pronase 0. 010

pancreas control *　　0. 009

thiamin 〝mol/g tissue

O.226　　　　0.086

0.219　　　　0.090

0.003　　　　0.001

0.003　　　　0.001

0.001　　　0.000

0.001　　　0.000

0.057　　　　0.280

0.061　　　0.270

0.000　　　　0.001

0.001　　　0.001

0.000　　　　0.000

0.000　　　　0.001

0.695

0.689

0.037

0.038

0.011

0.011

Control* was treated at loo℃ for 10 min.

告しており,西野は11)ラットの脳や肝臓にBlリン酸エステルと特異的に結合する蛋白質が存在

することを報告している｡この実験ではBlは蛋白質の存在に直接影響をうけずメラニンに結合

することが明らかにされた｡

Blとメラニン結合に及ぼす金属イオンの影響

眼メラニンをTable4のように各種溶液に懸濁し60分振豊後遠心分離し上清と沈直のBlを測

定した｡蒸留水, 0.22Mショ糖液, 0.05M酢酸緩衝液(pH4.5)では約10%のBlが上清に遊離

され大部分は沈漆にメラニンと結合して残存したがリンゲルでは半分以上のBlが上清に遊離さ

Table 4　Effect of suspending media on release of thiamin from eye melanin.

Suspending Distilled　　　　　　0. 22M Ringer's 0. 05M acetate

medium water sucrose solution buffer, pH 4. 5

jumol/g

Releasedthiamin｡.062(6.7)0.106(ll.8issue

(%)
0.748(63.8)　　0.095( 8.3

Bound-thiamin 0.861 (93.3)　　0.858(89.0　　　0.424(36.2　　　1.053(91.9)

Total thiamin 0.923( 100)　　0.964( 100)　　1.172( 100)　　1.145( 100

Table 5　Effect of suspending media on release of thiamin from eye melanin.

Suspending media 0.22 M sucrose Ringer's solution

thiamin nmo¥/g tissue

Release from eye melanin

Suspending lst

Suspending 2nd

Suspending 3rd

Remaining in rediue

0.119 (9.7%)

0.077 ( 6.3%)

0.042 ( 3.4%)

0.982 (80.5%)

0.619 (52.1%

0.201 (16.9%

0.117 (9.9%

0.252 (21.2%

Total　　　　　　　　　　　　　　1.219 (100%)　　　　　　　1.188 (100%)
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れた｡

0.22Mショ糖液とリンゲルについて更に懸濁を繰返して比較するとTable5のように0.22M

ショ糖液では3回の懸濁でも上清に遊離されるBlは20%であるが,リンゲルでは1回の懸濁で

約半分のBlが上清に遊離され2回, 3回の懸濁でBlは更に遊離され沈連にメラニンと結合し

て残存するBlは20%に過ぎなかった｡

緩衝液の影響

Table6に示すようなpHの緩衝液を終濃度0.05Mになるように眼メラニンに添加し同様に

Bl遊離現象を検討した｡ pH4.5では眼メラニンからのBl遊離は10%であるがこれより酸性側

でもアルカリ性側でもBl遊離は高くなりpH7.0では約70%のBlが遊離した｡

pH4.5の酢酸緩衝液の終濃度をTable7に示すように眼メラニンに添加し眼メラニンからの

Bl遊離現象をみた｡緩衝液の濃度が低いとBl遊離は10%以下で小さいが濃度が高いとBl遊離

は大きくなり1Mの濃度ではおよそ半分のBlが遊離し,イオン強度の影響が顕著に見られた｡

Table 6 Relationship between pH and release of thiamin from eye melanin.

pH 1.0　　　　　3.0　　　　　4.5　　　　　6.0　　　　　7.0

Released thiamin

(%)

Bound-thiamin

(%)

〃mol/g tissue

0.662　　　　　0.245　　　　　0.072　　　　　0.267　　　　　0.395

(91.3)　　(34.4)　　(10.3)　　(38.1)　　(57.2)

0.063　　　　　0.466　　　　　0.629　　　　　0.433　　　　　0.297

5.7)　　(65.5)　　(89.7)　　(61.8)　　(43.0

Total thiamin 0.725　　　　　0.711　　　　　0.701　　　　　0.700　　　　　0.691

Table 7　Effect of buffer concentration on release of thiamin from eye melanin.

Buffer concentration

(M)
1.00　　　　0.50　　　　0.10　　　　0.05　　　　0.01　　　0.005　　　0.001

Released thiamin

(%)

Bound-thiamin

(%)

〝mol/g tissue

0.259　　　0.101　　0.048　　　0.027　　　0.019　　　0.013　　　0.014

(58.6)　(24.4)　(ll.5)　　6.6)　　4.7)　( 3.2)　( 3.4)

0.182　　　0.313　　　0.371　　0.379　　　0.384　　　0.395　　　0.395

(41.2　　(75.6)　1.7)　(93.4)　(94.6)　(97.1)　(96.6)

Total thiamin 0.442　　　0.414　　　0.418　　　0.406　　　0.403　　　0.407　　　0.409

金属イオンの影響

金属イオンの濃度を変え眼メラニンのBl遊離現象を検討した｡金属塩は硫酸塩,リン酸塩な

ども比較したがほとんど相違は見られなかったので金属イオンは塩化物を使用した｡ Fig.3に示す

ようにいずれの金属イオンでも金属イオン濃度を高くするとBl遊離は大きくなった｡ Bl遊離の



..J

L
F
h
一
　
　
　
一
=
=
-
　
　
L
W
.
一
し
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
十
日
　
　
　
　
　
　
~
　
　
　
=
･
.
J
ハ
.
′
　
　
　
　
　
　
　
･
一
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
　
　
　
　
　
　
ト
.
=
･
㌧
　
　
　
　
　
　
　
　
ヽ
'
-
　
.
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
嘗
　
　
　
　
　
一
1

a
n
s
s
i
;
S
/
¥
o
E
n
u
i
u
i
h
i
u
;

a
n
s
s
p
S
/
¥
o
u
i
r
f
u
i
u
i
h
i
u
;

≡

≡

≡

≡

:

2

1CaC

佐藤:ビタミンBlとメラニンの結合機構

童
≡
≡
≡
≡

｢

‥

≡

≡

≡

≡

:

｣

≡

≡

≡

≡

≡

一

｢
日
日
‖
≡
≡
:

｢
　
　
童
≡
≡
≡

:
:
:
:
:
蝣
≡
≡
≡

｢

｣

≡

≡

≡

≡

一

｢
｣
≡
≡
≡
≡
:

〓
≡
≡
≡
≡
≡
:

｣
≡
≡
≡
!

10　　30　　60　　90　　　　　10　　30　　60　　90

metal cone. (mM)　　　　　　metal cone. (mM)

Releas占d thiamin : ;,　　　Bound-thiamin書.

t

　

　

　

≡

≡

:

一

　

｣

≡

≡

一

丁

　

…

≡

≡

≡

一

　

≡

≡

≡

≡

l
　
　
　
　
｣
≡
≡

一

　

　

　

｣

≡

≡

｢
日
日
｣
≡
≡
≡

10　　30　　60　　90

metal cone. (mM)

Fig. 3　Release of thiamin from eye melanin at various metal ions.
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大きさは金属イオンの種類によって異なり, 2価の金属イオンは1価の金属イオンよりBl遊離

は大きく,同じ2価の金属イオンの中ではZn十　Ni+2は大体同じでCa4　より幾分大きく　Mg+2

は2価の金属イオンの中ではBl遊離は小さかった｡ 1価の金属イオンについてはNa+1の方が

K+1より幾分小さいなど同じ電価の金属イオン相互の間で幾分相違が見られた｡金属イオンもま

たメラニンと親和力が強いことが報告されており12.13)サ　生体内ではメラニンとの親和力が強い物

質とメラニンとの間に複雑な要因が関係していることが予想される｡

ビタミンBlやB2,金属イオン,薬物などメラニンとの親和力が強い物質が多いことからこれ

らの物質が相互に括抗的に作用していることが考えられるのでメラニンと親和力が強いビタミン

Blについてメラニン結合の機構を検討した｡眼メラニンのBlは100℃30分の熱処理ではほとん

ど遊離することなくメラニンに結合して存在し,またトリプシン,プロナ-ゼなどの蛋白質分解

酵素を作用させても対象群と同じような結果を示すなどBlとメラニンとの結合に蛋白質の直接

の影響はみられなかった｡
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これに対しpHの影響は顕著でありpH4.5でBl遊離は最も小さいがこれより酸性側でアルカ

リ側でもBl遊離は大きく,イオン強度が高いほどBl遊離は大きく,金属イオン添加では2価

の金属イオンは1価の金属イオンよりBl遊離は大きかった｡ペプシン,プロナ-ゼ,ナガーゼ,

サーモライシンなどの蛋白質分解酵素を作用させるとBl遊離がかなり高い値を示したのはこれ

らの酵素標品に酵素安定化のため金属イオンが添加されていたためと思われる｡またリンゲル懸

濁でBl遊離がかなり高い値を示したのはpHや金属イオンの影響であると思われる｡以上の結

果からBlとメラニンの結合は静電気的なものであることが明らかにされた｡同じ2価の金属イ

オン相互の間でBl遊離に幾分相違が見られたことからBlとメラニンの結合には静電結合以外

の結合も幾分関係していることが考えられた｡生体内ではコイにBlを過剰投与すると眼にBl

が高濃度に蓄積することがチオクローム法によるBl定量から明らかであり14) 35C-Blおよびそ

の誘導体をサルに投与したオートラジオグラフィは眼にBlが蓄積することを示している15)｡一

方ビタミンB2やストレプトマイシン,カナマイシン,クロロキンなどの薬物も眼メラニンに蓄

積し,金属イオンもメラニンとの親和力が強いことが報告されていること12,13)などから生体内で

のビタミンBlとメラニンの結合にはかなり複雑な要因が関係していることが考えられる｡
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