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原因究明に関する調査研究 

I. ロドデノールおよび類似化学物質によるメラノサイト傷害に関する調査研究 

 
研究分担者 最上（西巻）知子 国立医薬品食品衛生研究所 生化学部 部長 

 
研究要旨 

ロドデノールの皮膚メラノサイト傷害の機序について、チロシナーゼによる代謝と毒性増強に着目し、文献調

査ならびに検証を行った。ロドデノールは培養メラノサイトに対しチロシナーゼ活性に依存する毒性を発揮する

こと、白斑誘導性の類似化合物と同様に、ロドデノールはチロシナーゼにより反応性の高いオルトキノン体へと

代謝され、グルタチオン等の SH 基と反応するとともにタンパクを修飾することが報告されている。加えて本研究

班では、アスコルビン酸の添加によりオルトキノン体の生成を防ぐと細胞毒性が低減される結果を得ており、オル

トキノン体が細胞毒性に関与することが間接的に示唆された。一方、メラノサイトやメラノーマ細胞のロドデノール

感受性は細胞により大きく異なっており、毒性発現機序の解明と新規美白剤の安全性評価には、適切な細胞試

験系の構築が必要と考えられる。 

 

 
A. 研究目的 

ロドデノールの皮膚メラノサイト傷害の機序につ

いて、チロシナーゼによる代謝と、チロシナーゼ活

性に依存した毒性発現が報告されている。白斑発

症との関連について、白斑誘導性 4-置換フェノー

ル類の文献調査を行った。また、メラノーマ細胞を

用いて毒性発現について検証した。 

 

B．研究方法 

ロドデノールや白斑誘導性の類似化合物によるメ

ラノサイト選択的毒性とその機序について、文献調査

を行った。マウスやヒトのメラノーマ細胞、正常ヒトメラ

ノサイト等を用い、毒性発現とチロシナーゼの関与を

検討した。 

ヒトメラノーマ細胞 HMV-II、マウス B16 melanoma, 

B16melanoma 4A5 細胞は、理化学研究所 BRC セル

バンクより入手した。細胞は播種 24 時間後に薬物処

理を行い、48 時間後に ATP 含量を測定し、細胞生

存率を決定した。細胞内 ATP 含量は CellTiter-Glo 

Luminescent Cell Viability Assay kit (Promega)を用

い、化学発光の増加により測定した。 

チロシナーゼの阻害には、フェニルチオウレア

(PTU)を 100μM 添加した。あるいはチロシナーゼを

特異的 siRNA（StealthTM Select RNAi, Invitrogen，

#1～#3）を用いてノックダウンした。ノックダウン効率

は、細胞より総 RNA を抽出し、チロシナーゼ mRNA

をリアルタイム PCR で測定し、判定した。 

 
C．研究結果 

１．ロドデノールならびに白斑誘導性 4-置換フェノ

ール類のチロシナーゼによる代謝活性化 

パラ位に脂肪族/芳香族側鎖を持つフェノール/カ

テコール類は、ヒトや実験動物で白斑を誘導する代

表的な化学物質として分類され（Cummings and 

Nordlund, 1995; Boissy and Manga, 2004）、職業的

白斑を起こす 4-tert ブチルフェノール（4-TBP）やヒド

ロキノンモノベンジルエーテル（MBEH）、抗メラノー

マ薬候補 4S-システアミニルフェノール（4S-CAP）や



- 20 - 
 

その誘導体 NAc-4SCAP や NPr-4-SCAP は、メラノー

マ細胞や皮膚のメラノサイトに選択的毒性を発揮す

ることが報告されている（表 1）。これらは抗メラノーマ

薬候 補と して 研究が 進め ら れ、黒 色 マ ウ ス に、

4-SCAP は 3 週、NPr-4-SCAP は 10 日皮下注射する

と、毛包メラノサイトの消失と毛色の脱色が生じること

が報告されている（Ito & Jimbow 1987; Tandon et al, 

1998）。また、黒色モルモットに 5%4-SCAP エマルジ

ョンを4週間塗布すると皮膚メラノサイトの減少が観察

されている（Ito et al, 1987）。 

ロドデノールの代謝に関しては、昨年度カネボウ化

粧品より提供された非臨床試験に関する報告書に引

き続き、同グループより（Sasaki et al, 2014）、ならびに

別グループより（Ito et al, 2014）、それぞれ論文が刊

行された。ロドデノールはこれらの白斑誘導性 4-置換

フェノール類と同様に、チロシナーゼにより代謝され

てオルトキノン体に活性化され、システインやグルタ

チオンなどの SH 化合物に付加反応すること（図 1）

（Ito et al, 2014a）、オルトキノンへの代謝活性化はヒト

チロシナーゼを用いても効率的に進行し（Ito et al, 

2014b）、タンパクを修飾することが報告されている

（Ito et al, 2015）。4SCAP やその誘導体 NAc-4SCAP

や NPr-4SCAP もオルトキノン体に代謝されて SH 基

に付加する（Hasegawa et al, 1997; Ito S et al, 2012）。

生成するオルトキノン体は活性酸素種 ROS 産生を介

して毒性発現に関わる可能性が推定されている（Ito 

et al, 2014a）。 

オルトキノン体は極めて不安定であるが、本研究

班において協力研究者秋山は、アスコルビン酸共存

下でチロシナーゼ反応を行うとロドデノールカテコー

ル体まで還元されること、アスコルビン酸添加でオル

トキノン体への酸化を防ぐと、細胞毒性が減弱するこ

とを見いだした（分担研究報告書 II）。 
２．ロドデノールならびに白斑誘導性 4-置換フェノ

ール類によるメラノサイト傷害－チロシナーゼによ

る代謝の役割 

ロドデノールは、メラノサイトやメラノーマ細胞に対

してチロシナーゼ活性に依存する毒性を示すことが

報告され（表 1）、「チロシナーゼによる細胞毒性の増

強」がメラノサイト選択的傷害性を介して白斑発症と

強く関わる可能性が推定される。抗メラノーマ作用を

示 す 4-SCAP や そ の 誘 導 体 NAc-4-SCAP や

NPr-4-SCAP は、メラニン生合成の活発なメラノーマ

細胞に、より強い毒性を示す（Prezioso et al, 1992; 

Yamada et al, 1991; Ishii-Osai et al, 2012）。最も強力

な毒性を示す 4-SCAP ではチロシナーゼ依存性が認

められず、毒性発現には monoamine oxidase による

代謝や選択的取り込みが重要と考えられていた（Ito 

S et al, 1990）。一方、前述したように 4-SCAP の皮下

注射で C57BL マウスの毛包メラノサイトは減少するが、

チロシナーゼ活性を欠くアルビノマウスのメラノサイト

やケラチノサイトは影響されず、in vivo ではメラノサイ

ト毒性の発現にチロシナーゼが必要であることが示

唆されている（Ito & Jimbow, 1987）。4-SCAP の殺傷

作用は catalase 添加で抑制され（Yamada et al, 1989）、

NPr-4-SCAP の毒性は ROS 産生を伴うことから

（Ishii-Osai et al, 2012）、酸化ストレスを介する機序が

示唆される。 

一方、4-TBP や MBEH については、チロシナーゼ

依存性は認められていない（表 1）。ヒトメラノサイトは

細胞ロットによりロドデノール感受性に大きな差がある

ことが報告されている（Kasamatsu et al, 2014）。 

本研究班で検証を試みたが、高感受性メラノサイト

は入手できなかった。そこでメラノーマ細胞の利用を

検討したが、ヒトHMV-II、マウスB16 メラノーマ、B16 

4A5 細胞の感受性は高くは無く（図 2）、HMV-II では

チロシナーゼ依存性は阻害剤・siRNA ノックダウンの

どちらによっても認められなかった（図 3）。したがって、

適切な細胞系を用いての化合物間の比較検討が必

要と考えられる。 

 4-TBP や MBEH では、メラノサイトへの直接作

用に加えて、免疫応答の誘導も白斑形成に寄与する

と考えられている。MBEH 塗布部では細胞傷害性 T

細胞の浸潤（Becher and Sharama, 2011）、ランゲルハ

ンス細胞の浸潤（Hariharan et al, 2011）、MBEH 暴露

メラノーマ細胞による T 細胞応答の活性化が in vitro

で示されており（van den Boorn et al, 2011）、メラノサ
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イトが特異的に攻撃される自己免疫応答が示唆され

ている。また、メラノーマ細胞を移植したマウスを

NPr-4-SCAP で治療すると、メラノーマを再移植しても

増殖が抑制された。増殖抑制は細胞傷害性 T 細胞

を介しており、また同時に尋常性白斑様の脱色素が

生じたことから、メラノーマ/メラノサイトへの自己免疫

誘導が支持されている（Ishii-Osai et al, 2012）。 

 ロドデノールの場合も 4-TBP や MBEH と同様にチ

ロシナーゼ代謝によりタンパク結合能を獲得しており、

ハプテン抗原形成の可能性が示された（Ito et al, 

2015）。また、4-TBP や MBEH と同様に免疫増強に

つながる小胞体ストレス応答誘導が報告されている

（Sasaki et al, 2014）（表 1）。 

 
D．考察 

１．チロシナーゼによる代謝活性化の役割 

ロドデノール、ならびに職業的白斑を起こす

4-TBP や MBEH、抗メラノーマ薬候補 4-SCAP 誘

導体などの 4-（アルキル/アリル）置換フェノー

ル類は、チロシンに類似した構造を有し、チロシ

ンと同様にチロシナーゼにより代謝されてオル

トキノン体を生じることが報告されている（表

1）。生成するオルトキノン体は、活性酸素種 ROS

の産生に関わり、グルタチオンとの反応等による

細胞内レドックスバランスの変化、タンパク修飾

により、直接または間接的に毒性発現に関わる可

能性が示唆されている。本研究班では実際に、ア

スコルビン酸の共存下ではロドデノールカテコ

ール体の毒性が減弱する知見を得ている（分担研

究報告書 II）。アスコルビン酸はオルトキノン体

をカテコール体に還元していることから、細胞毒

性はオルトキノン体が引き起こしていることが

間接的に示唆された。またアスコルビン酸添加法

は、オルトキノン体のように化学的に不安定な代

謝酸化物の細胞活性への寄与を調べるためには

有用な方法と考えられた。 

２．メラノサイト傷害と免疫誘導の可能性 

活性代謝物オルトキノン体の生成は、細胞毒性の

直接の増強、あるいは免疫応答を介して、白斑発症

に強く関わることが推定される。そのメカニズムの

解明には、感受性が高く、入手の容易な細胞系が

必要となる。ヒトメラノサイトはロット間の差

（個人差）が大きいことから、その代替かつ安定

に供給される細胞として、メラノーマ細胞が注目

される。今後、ロドデノールや 4-置換フェノー

ル類に対する感受性、チロシナーゼによる代謝活

性化等の能力を比較検討し、適切な細胞系を選択

する必要がある。白斑発症に強く関連する因子を

明らかにし、その評価系が確立できれば、チロシ

ナーゼによる代謝活性化測定法の確立とともに、

美白剤の安全性評価法の策定に貢献できると考

えられる。 

4-TBP や MBEH、NPr-4SCAP はメラノサイト

への直接作用に加えて、免疫応答の誘導も白斑形

成に寄与することが知られている。ロドデノール

は動物の皮膚感作性試験では概ね陰性と報告さ

れたが、チロシナーゼ代謝によりタンパクとの結

合能を獲得することが報告され（Ito et al, 2015）、

ハプテン抗原形成の可能性が示された。傷害メラ

ノサイトに対する自己免疫を含め、ロドデノール

による免疫誘導について、今後の解明が必要と考

えられる。 

 
E．結論 

ロドデノールのメラノサイトへの毒性はチロシナー

ゼ活性に依存し、白斑誘導性の 4-置換フェノール類

と同様に、チロシナーゼにより代謝されて SH 付加反

応性のオルトキノン体に転換されることが毒性の要因

と推定されていた。本研究班では、アスコルビン酸の

添加によりオルトキノン体の生成を防ぐと細胞毒性が

低減される知見を得た。一方、メラノサイトの感受性

には細胞間で大きな差が見られた。 
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RD MBEH 4-TBP 4-SCAP NAc-4-SCAP NPr-4-SCAP

細胞毒性

メラノサイト/メラノーマ
選択性

○ Ref 1.2 ○ Ref 8,9 ○ Ref 8,9 ○ Ref 15,-17 ○ Ref 20

メラニン合成系と関連 × Ref 9 ○ Ref 9,13 ○ Ref 16 ○ Ref 15 ○ Ref 20

チロシナーゼ依存性 ○ Ref 3,4 × Ref 11 × Ref 8 × Ref 18,

チロシナーゼによる代謝 ○ Ref 4-6 ○ Ref 10,11 ○ Ref14 ○ Ref 19 ○ Ref 21

SH付加体形成 ○ Ref 5-7 ○ Ref 10,11 ○ Ref14 ○ Ref 19 ○ Ref 21

ROS産生 × Ref 3 ○ Ref 11 ○ Ref13 ○ Ref 20

メラノサイト抗原放出 ○ Ref 11

小胞体ストレス ○ Ref 3 ○ Ref 12 ○ Ref 12

IL6産生 ○ Ref 12 ○ Ref 12

IL8産生 ○ Ref 3 ○ Ref 12 ○ Ref 12

NH2

表１．白斑誘導性4-置換フェノール類の細胞毒性・代謝・細胞応答 (文献情報)
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図1．ロドデノールのチロシナーゼによる代謝活性化
ロドデノールはチロシナーゼにより、オルトキノン体に代謝される。オルトキノン体は反応性が高く、環

化、H2O付加するほか、システイン・グルタチオンやタンパクのSH基に付加反応する。システインが付加す
ると、フェオメラニン様の色素が生成することになる。これらの代謝物は活性酸素種の生成を介して、毒性
を発揮すると推定される。 （Ito et al, Pigment cell Mel Res, 2014a; Ito et al, ibid 2014b; Ito et al, ibid 2015 )
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図2．各種メラノーマ細胞の生存率に及ぼすロドデノールの影響
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図３．メラノーマHMV-II細胞におけるロドデノールおよびMBEH細胞毒性に及ぼす
チロシナーゼ阻害剤・siRNAノックダウンの影響
A.ロドデノール・MBEH 48時間処理の細胞生存率、チロシナーゼ阻害剤PTU（100μM）, B. siRNAによるチロシナーゼのノッ
クダウン効果｡ C. ロドデノール・MBEH48時間処理の細胞生存率 24時間前にチロシナーゼsiRNA#3処理
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