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A. 研究目的 

カネボウ化粧品等が製造販売するロドデノール

（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール，HPBol，図 1）

を配合した薬用化粧品は，医薬部外品として，平成

18 年 7 月に申請され，薬事・食品衛生審議会化粧

品・医薬部外品部会における審議を踏まえ，平成 20

年 1 月に「メラニンの生成を抑え，しみ，そばかすを

防ぐ等」の効能効果で承認されたものである．4-(4-ヒ

ドロキシフェニル )-2-ブタノン（ラズベリーケトン，

HPBone，図 1）から合成されて製品に配合される．

使用後に白斑（肌がまだらに白くなった状態）になっ

たとの報告が寄せられ，平成 25 年 7 月 4 日から製

造販売業者が自主回収を実施した．その後 1 万 7

千人以上の被害者が確認されていることから，原因

究明が急務となっている． 

本研究では，ロドデノールが皮膚のメラノサイトや

ケラチノサイトを傷害している可能性があると考え，ロ

ドデノールおよび合成原料であり白斑の原因となる

との報告（Fukuda et al., J. Occup. Health, 40, 118 

(1998)）のあるラズベリーケトンが各種細胞に与える

影響を調べる．また，これら化合物の細胞内酵素に

よる化学変化についても検討する． 

 

B．研究方法 

１．試料および試薬 

ロドデノール，4-(3,4-ジヒドロキシフェニル)-2-ブタノ

ール（DHPBol），4-(3,4-ジヒドロキシフェニル)-2-ブタ

ノン（DHPBone）はカネボウより提供頂いた．ラズベリ

ーケトンは和光純薬工業より購入した．HPLC および

LC/MS 分析では，メタノールに溶解して使用した．細

胞への曝露実験では，  500 mg/ml となるように

DMSO で溶解したものを，使用時まで 4℃で保存し

研究要旨： 

4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール（ロドデノール）を配合した美白化粧品の使用者に白斑が生じる

事例が多数発生し，大きな問題になった．我々はロドデノールが皮膚のメラノサイトやケラチノサイトを傷害

している可能性があると考え，ロドデノールおよび製造原料である 4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノン（ラ

ズベリーケトン）が各種細胞に与える影響を調べた．また，これら化合物の細胞内酵素による化学変化に

ついても検討した．キラルカラムおよび ODS カラムを装着した HPLC により，製品に配合されていたロドデ

ノールは光学異性体混合物であり，R：S存在比はほぼ 1：1 であること，ロドデノール中のラズベリーケトン，

製品へのラズベリーケトンの混入はごくわずかであることがわかった．ロドデノールの水酸化体はヒトメラノ

サイトおよびヒトケラチノサイト（HaCaT 細胞）のいずれに対してもロドデノールおよびラズベリーケトンに比

べて強い細胞毒性が認められた．ロドデノールおよびラズベリーケトンを添加した細胞の培養上清中には

それぞれの水酸化体が検出された．またこれらの化合物はチロシナーゼを直接処理すると水酸化体に代

謝されることを確認した．以上の結果より，ロドデノールはチロシナーゼ等により水酸化体に代謝され，こ

れらがメラノサイトの細胞死に強く関わることが示唆された． 
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た． 

ロドデノールを配合した医薬部外品はカネボウより

提供いただいた． 

マッシュルーム由来チロシナーゼは Sigma-Aldrich

社 よ り 購 入 し た ． 50 mmol/L KPB (pH6.5) で

10,000U/mL になるよう希釈して使用した． 

 

２．細胞および培地 

ヒトケラチノサイト細胞株（HaCaT）は，東北大学農

学研究科仲川清隆准教授よりご提供頂いた．培地は

DMEM（Sigma-Aldrich 社）に 10% FBS（Gibco），抗

菌剤（Gibco, Cat. No. ;15240-062）を添加した培地を

用いた．1×106 cells/75 cm2 Flask の細胞密度で 播

種し，約 3~4 日毎に継代した．  

ヒト正常メラノサイトは，クラボウより購入した African 

American の新生児包皮表皮由来（Cat No. KM-4009, 

No.01392）を用いた．細胞は抗菌剤ゲンタマイシン・

アンフォテリシン B（クラボウ）を添加した推奨培地

（DermaLife M, クラボウ）に培地で培養した． 

 

３．医薬部外品製品中からの抽出 

試料 0.4 g に 15 mL のメタノールを加え，5 分間の

超音波処理を 2 回施し，20 mL に定容した．これを

0.2 μm のフィルターでろ過して HPLC または LC/MS

に供した． 

 
４．キラルカラムを用いた HPLC 

装置は 1100 システム（Agilent 社）を用いた． 

HPLC 条件は以下のとおり． 

カラム：Chiral CD-Ph (2.0 mm i.d. × 250 mm; parti-

cle size, 5 μm; Shiseido)，カラム温度： 40 ℃ ， 移 動

相：25% acetonitrile，流量：0.2 mL/min，検出：280 

nm． 
 

５．逆相カラムを用いた HPLC および LC/MS 

装置は ACQUITY UPLC H-Class/TQD system

（Waters 社）を用いた．HPLC および MS 条件は以下

のとおり． 

カラム：ACQUITY UPLC CSH C18 (2.1 mm i.d. × 

100 mm; particle size, 1.7 μm; Waters 社)，カラム温

度：40℃，移動相：40%メタノール，0.02% TFA，流

量：0.2 mL/min，イオン化：ESI positive，キャピラリー

電圧：3.0 kV，コーン電圧： 30 V，ソース温度：120℃，

脱溶媒温度：350℃，脱溶媒ガス流量：600 L/hr，コー

ン ガ ス 流 量 ： 50 L/hr ， 検 出 ： SCAN mode (m/z 

50–600)． 
 

６．試験物質の細胞への曝露 

HaCaT細胞は1.0×1005 cells/ml，ヒトメラノサイトは

1.2×105 cells/mlとなるように細胞懸濁液を調製し，

96 穴プレートに100 μl/well播種して約24時間前培

養した．試験物質のDMSO溶液を培地で100倍に希

釈して検液を調製した．各wellから上清を取り除き，

検液100 μl/wellを加え（DMSO最終濃度は1.0%），

CO2インキュベータ内でさらに約24時間培養した． 

ヒトメラノサイトに対するDHPBolおよびDHPBoneの

曝露実験では，2.4×105 cells/mlの細胞懸濁液50 

μl/wellを24時間前培養し，培養上清を取り除かずに

50 μl/wellの検液を加えた．検液は，最終曝露濃度の

500倍濃度の試験物質のDMSO溶液を培地で250倍

に希釈して調製した（DMSO最終濃度は，0.2%）． 

細胞に同濃度のDMSOを曝露したwellをポジティ

ブコントロール，無細胞のDMSOを曝露したwellをネ

ガティブコントロールとした．  

 

７．細胞毒性試験 

細胞毒性は，ATP量を測定するCellTiter-Glo 

Luminescent Cell Viability Assay kit (Promega)を用

いて測定した． 各wellの細胞培養液に等量（100 μl）

のキット付属のReagentを加え，120秒間振盪後，10

分間室温で静置した．各wellの1秒間の蛍光強度

（ RLU, relative light units ） を プ レ ー ト リ ー ダ ー

（SpectraMax M5, Molecular Devices社）で測定した．

ポジティブコントロールの蛍光強度の平均を100 ％と

して，各サンプルの生存率を換算した．また，ネガテ

ィブコントロールの蛍光強度の平均をバックグラウンド

とした．  

 

８．培養上清の LC/MS 分析 
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 細胞培養後 3well 分の培養上清をまとめ，遠心分

離を行って上清を得た．適宜培地で希釈して LC/MS

分析に供した． 

 

９．チロシナーゼ反応 

ロドデノール，ラズベリーケトン，DHPBol または

DHPBone を試験物質とし，以下の条件で行った． 

50 mmol/L KPB (pH6.5)に終濃度 0.33 mmol/L と

なるよう試験物質を加え，酸素ガスを 1 分間バブリン

グした．終濃度 30 U/mL となるようマッシュルームチロ

シナーゼを加え，25℃で一定時間インキュベートし

た． 

 

C．研究結果 

１．ロドデノールの光学異性体存在比 

ロドデノールは 2 位に不斉炭素を持ち，鏡像異

性体（R体とS体）が存在しうる（図2）．そこで，両異

性体の原料中および製品中の存在比を検討した．

キラルカラムを装着した HPLC により分離したところ，

図 3 に示すように分離した．ピーク面積から R 体と

S 体の存在比がほぼ１：１であることが判明した（表

1）． 

 

２．ロドデノールの純度 

 ロドデノールの合成原料であるラズベリーケトン

の残留が考えられるため，原料のメタノール溶液と

製品のメタノール抽出液を逆相 HPLC で分析した．

図 4 に示すように，ラズベリーケトンのピークはロド

デノールと比較してごく小さく，絶対検量線法によ

り定量したところ，表 2 に示すように，ロドデノール

に対する重量比は 0.04%以下であった．製品に配

合されるロドデノールの純度は非常に高いことが示

された．また，製品へのロドデノール配合量は約

2%であることが確認された． 

 

３．ロドデノールおよび水酸化体の細胞毒性およ

び化学変化 

ロドデノールはチロシンを酸化して DOPA に変

換するチロシナーゼの阻害剤として開発されたも

のであるが，図5 に示したように，自らがチロシナー

ゼの作用により水酸化体 DHPBol に変換される可

能性が考えられた．ラズベリーケトンも同様に

DHPBone に酸化される可能性がある．そして，こ

の水酸化体が表皮中のメラノサイトやケラチノサイ

トの細胞死を引き起こした可能性がある． 

そこで，ロドデノール，ラズベリーケトンおよび両

者の水酸化体をヒトケラチノサイト細胞株（HaCaT）

と正常ヒトメラノサイトに適用し，細胞の生存率およ

び培養上清中の化合物の分析を行った． 

図 6 に示すようにいずれの化合物も HaCaT 細胞

に対し濃度依存的な毒性を示した．LC50 はロドデ

ノ ー ル ： 12.7 mmol/L ， ラ ズ ベ リ ー ケ ト ン ： 10.5 

mmol/L，DHPBol：0.52 mmol/L，DHPBone：0.39 

mmol/L であり，水酸化体においてより強い細胞毒

性が見られた．一方，2 位の官能基の違いは細胞

毒性に大きな影響は与えていないが，ケトンの方

がわずかに毒性が強い傾向にあった． 

メラノサイトとしてはチロシナーゼ活性が高いと

考えられる African American の新生児包皮表皮由

来のものを用いた．図 7 に示すようにいずれの化

合物も濃度依存的な毒性を示した．LC50 はロドデ

ノ ー ル ： 16.5 mmol/L ， ラ ズ ベ リ ー ケ ト ン ： 15.5 

mmol/L ， DHPBol ： 0.072 mmol/L ， DHPBone ：

0.049 mmol/Lであった．水酸化体はHaCaTに対し

てよりも低い濃度で毒性を示した．また，HaCaT の

場合と同様に水酸化体においてより強い細胞毒性

が見られた． 

ロ ド デ ノ ール また は ラ ズ ベ リ ー ケト ン を 2.5 

mmol/L の濃度で 24 時間適用したメラノサイトの培

養上清を LC/MS により分析した．クロマトグラム上

のピークの同定は PDA で得られた波長スペクトル

と MS で得られたマススペクトルにより行った．図 8

に示した PDA クロマトグラムで，ロドデノールを適

用した培養上清中に DHPBol が検出され，ラズベ

リーケトンを適用した培養上清中に DHPBone が検

出された．これらは培地のみの場合は検出されず，

ロドデノールとラズベリーケトンが細胞内に取り込ま

れてチロシナーゼなどの酵素により水酸化体に代

謝されることが示唆された．また，ロドデノールを適

用した培養上清中にラズベリーケトンが，ラズベリ
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ーケトンを適用した培養上清中にロドデノールが，

培地のみの場合よりも多く検出され，水酸化体の

生成以外の代謝も起きていることが示唆された． 

 

４．チロシナーゼによる酸化 

ロドデノールがチロシナーゼの基質となるかどう

か試験管内反応によって検討した．ロドデノールま

たはラズベリーケトンをマッシュルーム由来チロシ

ナーゼと 25℃でインキュベートし，0，5，10，15，20

分後の反応液を LC/MS で分析した．0 分と 10 分

の比較を図 9 に示す．ロドデノールを用いた反応

液には DHPBol が検出され，チロシナーゼによっ

てチロシンと同様の酸化反応の基質となることが確

認された．ラズベリーケトンからも同様の酸化反応

を経てDHPBoneが生成した．また，ロドデノールの

反応液にはピーク A，B および E が，ラズベリーケト

ンの反応液にはピーク C および D が検出された． 

DHPBol と DHPBone についても同様にチロシナ

ーゼとともにインキュベートし，生成物を分析した．

DHPBol からはピーク A，B および E が，DHPBone

からはピーク C および D が検出され（図 10），これ

らの未同定化合物はロドデノールおよびラズベリー

ケトンの反応液においてもそれぞれ DHPBol と

DHPBone を経て生成していることが示された． 

 

D．考察   

被害が確認されている患者の症状は，白斑のみ

のケース，周辺に黒ずみが出たケース，紅斑を生じ

たケース，メラノサイトの減少が確認されたケースと

そうでないケース，使用後に改善したケースと変化

が見られないケースなど様々で，原因は一様でない

可能性が高い．しかしながら，メラノサイトが減少する

ケースが特に重篤と考えられるため，表皮を形成す

る細胞に対する傷害性に着目し，細胞死のきっかけ

となる事象や細胞死に至るまでのメカニズム解明を

目的に研究を行った． 

また，申請時に動物における白斑非形成の確認

および高濃度配合製剤をヒトが長期使用した時の白

斑や色素脱失非形成の確認が行われていたが，市

販製品による白斑形成を予測できなかった．発症率

が低いためである．発症した人と発症しない人の差

がどこにあったのか，という点も興味が持たれる． 

カネボウより供与された製造原料のロドデノール，

異なる 5 製品中のロドデノールとも，鏡像異性体の

存在比はすべて約１：１であった．R 体と S 体が細胞

に与える各種の影響に差があるかどうかの情報はま

だないが，発症の有無が使用製品中のロット間で鏡

像異性体存在比の差があることにより生じた可能性

は低いと思われる． 

主に香料として用いられるラズベリーケトンは，製

造従事者に白斑が生じたケースの原因と考えられて

いる．ロドデノールの合成原料であり，その混入が疑

われたが，製造原料のロドデノール，製品中のロド

デノールとも，ラズベリーケトンの残留はごくわずか

であり，白斑を生じるほどの曝露があったとは考えに

くい． 

HaCaT 細胞およびメラノサイトにおいても，ロドデ

ノールやラズベリーケトンに比べ，それぞれの水酸

化体ははるかに低い LC50 値を示した．ロドデノール

およびラズベリーケトンはいったん水酸化体に変換

されてから毒性を示すと推測できる．ただし，チロシ

ナーゼ活性を有するメラノサイトとメラニン合成を行

わない HaCaT 細胞の間でロドデノールやラズベリー

ケトンの細胞毒性に差がなかったことは，この推測と

矛盾するように思われる．一方で水酸化体の毒性は

HaCaT 細胞よりもメラノサイトで強く表れたため，細

胞毒性の本体は水酸化体がさらにチロシナーゼに

よる化学変化を受けた化合物であると推測することも

できるが，さらなる検討が必要である． 

入手が容易でチロシナーゼ阻害剤の探索研究で

もよく使用されるマッシュルーム由来チロシナーゼを

用いて，ロドデノール，ラズベリーケトンおよびそれ

ぞれの水酸化体が本酵素の基質として働くかどうか

検討した．その結果，ロドデノールおよびラズベリー

ケトンからそれぞれの水酸化体 DHPBol および

DHPBone が生成し，本来の基質とは側鎖部分の構

造が異なるこれらの化合物も基質として認識され，

酸化反応を受けることが示された．さらに，水酸化体

もチロシナーゼにより化学変化を受けることも示され

た．メラニン生合成において，チロシナーゼは
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DOPA を dopaquinone に酸化する反応を触媒し，さ

らに後の段階にも関与していることが知られている．

今後，生成物の構造決定もしくは推定を行う予定で

ある． 

 

E．結論 

キラルカラムを装着した HPLC により，製品に配合

されたロドデノールは光学異性体混合物であり，R：S

存在比はほぼ 1：1 であることが示された． 

ODS カラムを装着した HPLC により，製品に使用さ

れていた，ロドデノール中のラズベリーケトン，製品へ

のラズベリーケトンの混入はごくわずかであることがわ

かった． 

ロドデノールおよびラズベリーケトンの水酸化体は

メラノサイトおよび HaCaT 細胞のいずれに対してもロ

ドデノールおよびラズベリーケトンに比べて強い細胞

毒性が認められた．ロドデノールおよびラズベリーケト

ンを添加した細胞の培養上清中にはそれぞれの水

酸化体が検出された． 

ロドデノールおよびラズベリーケトンはマッシュルー

ム由来チロシナーゼを直接処理すると水酸化体に代

謝されることを確認した．また，水酸化体がチロシナ

ーゼによりさらに化学変化を受けることが示された． 

以上の結果より，ロドデノールはチロシナーゼ等に

より水酸化体に代謝され，これらがメラノサイトの細胞

死に強く関わることが示唆された． 
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図 1．ロドデノールおよびラズベリーケトンの構造． 

 

 

図 2．ロドデノールの光学異性体． 

 
図 3．原料および製品に含まれるロドデノールのキラルカラムによる分析．上段：原料．下段：製品． 
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表 1．原料および製品に含まれるロドデノール 

試料 R 体 S 体 

原料 49.8% 50.2% 
製品 1 50.0% 50.0% 
製品 2 50.0% 50.0% 
製品 3 50.2% 49.8% 

製品 4 50.0% 50.0% 

製品 5 50.0% 50.0% 

 

 

図 4．原料および製品に含まれるロドデノールとラズベリーケトン． 
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表 2．製品中ロドデノール含量とロドデノールに対するラズベリーケトンの重量比． 

試料 製品中 
HPBol 含量 

HPBol 中 
HPBone 含量 

原料 － 0.008% 

製品 1 1.9% 0.018% 

製品 2 2.1% 0.011% 

製品 3 2.2% 0.027% 

製品 4 2.1% 0.027% 

製品 5 1.9% 0.031% 

 

 

 

図 5．ロドデノールとラズベリーケトンの細胞毒性発現メカニズムの仮説． 
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図 6．ロドデノール，ラズベリーケトンおよび水酸化体を適用した HaCaT 細胞の生存率． 
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図 7．ロドデノール，ラズベリーケトンおよび水酸化体を適用したメラノサイトの生存率． 
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図 8．ロドデノールおよびラズベリーケトンを適用したメラノサイトの培養上清中の化学変化体． 
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図 9．ロドデノールおよびラズベリーケトンのマッシュルームチロシナーゼとの反応産物． 

 

 

図 10．DHPBol および DHPBone のマッシュルームチロシナーゼとの反応産物． 

 

 

 


