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ロドデノール配合薬用化粧品による白斑発症に関しては、白斑病変部での表皮メラノサイトの消失やロド

デノールのチロシナーゼ代謝による毒性増強が報告され、代謝を介するメラノサイト傷害機序が提唱されて

いる。本研究では、基礎・臨床からの発症機序の解明を進め、白斑発症や個体差に重大な因子を明らか

にし、試験方法を検討することにより、新規美白成分の安全性評価法策定への貢献をめざす。 

ロドデノール誘発性白斑の病態・発症機序は未だ明らかでは無い。症例の多くは改善したが、拡大・難

治性白斑が見いだされている。本研究において、患者および正常人皮膚の解析により、難治性白斑病変

部でグルタチオン合成酵素の発現が有意に低下することが判明した。また、ロドデノールがメラノサイトのオ

ートファジー経路に影響を及ぼすこと、患者皮膚組織の解析より形態的に尋常性白斑と異なるメラノサイト

異常、患者末梢血中のリンパ球の異常を明らかにしており、これらは発症機序やロドデノールの個体による

影響の違いを説明する一助となると考えられる。また、日本人モデルマウスを用いてロドデノール誘発性脱

色素斑を再現し、紫外線の色素再生効果や発症機序解析への有用性を示した。 

安全性評価については、ロドデノールのチロシナーゼによる代謝活性化を、システイン含有ペプチドとの

結合により測定評価する方法、ならびにチロシナーゼ依存の細胞毒性として評価する方法について検討を

行った。引き続き条件の至適化や、発症機序解明の成果を取り入れて試験系の改良を進め、化粧品成

分・医薬部外品による新たな健康被害防止につなげる予定である。 
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A. 研究目的 

ロドデノール配合薬用化粧品による白斑発症

の原因に関しては、平成 25-26 年度の厚生労働

科学研究「ロドデノール配合薬用化粧品による白

斑症状の原因究明・再発防止に係る研究」（研究

代表者：川西 徹）のほか、複数の研究組織から、

白斑病変部での表皮色素細胞メラノサイトの消失

が報告され、ロドデノールのチロシナーゼ代謝に

よる毒性の増強やそれに由来するメラノサイト傷

害の機序が提唱されている。しかし、白斑は使用
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者の一部にのみ発生し、患者の多くは使用中止

により症状の改善がみられるものの、使用中止後

も白斑の拡大や新生がみられる難治性白斑を呈

することがあり、病態形成機序は未だ不明である。

免疫学的な発症機構も想定されている。 

本研究では、基礎・臨床からの原因究明をさら

に進める。患者から採取された病変部検体、難治

性白斑を呈する患者の検体、尋常性白斑検体、

正常人検体を用い、免疫組織学・細胞生物学的、

分子機構について解析し、白斑症状の進行の個

体差や病態、発症原因を明らかにすることを目的

とする。また日本人皮膚モデルマウスによるロドデ

ノール誘発性脱色素斑モデルを用い、発症機序

の解明と有効な治療法の確立を行う。 

白斑の発症にはロドデノールのチロシナーゼに

よる代謝活性化とメラノサイトの傷害/応答の関与

が強く示唆される。しかしながら、様々な由来のメ

ラノサイトはロドデノールに対する感受性に大きな

差異があることが報告されている。本研究ではメラ

ノサイト代替の細胞モデルを調製し、チロシナー

ゼ依存細胞毒性評価の方法を検討する。またチ

ロシナーゼ代謝により生じるオルトキノンは反応性

が高く、細胞内のチオール基と結合し、毒性や抗

原性の発現に関わることが予想される。そこで代

謝活性化とチオール基の修飾を、感作代替試験

Direct Peptide Reactivity Assay（DPRA）用システ

イン含有ペプチドとの結合により測定する方法を

検討する。ロドデノール類似化合物の白斑誘導能

との関係を明らかにし、新規美白成分の安全性評

価法策定への貢献をめざす。  

 

B．研究方法 

1．患者由来組織/細胞を用いた原因究明[石川] 

ロドデノール配合薬用化粧品による白斑症例な

らびに尋常性白斑患者の病変部皮膚、健常人の

正常皮膚を組織学的に比較解析した。また皮膚片

より培養色素細胞と表皮角化細胞を調製・培養し、

細胞生物学・分子生物学的に解析した。（倫理面

への配慮）本研究は「世界医師会ヘルシンキ宣

言」、「臨床研究に関する倫理指針」を遵守する。

収集データに個人情報は含めず、試料と共に各

研究実施機関で連結可能匿名化を行う。外部分

析協力機関へは検体と被験者コード番号（検体認

識番号）のみ送付され、個人情報は送られない。 

 

2．機能性化粧品成分の個体差による影響因子

の分子解析[片山] 

培養メラノサイトへのロドデノールの分子学的な

影響を測定すると同時に患者皮膚生検サンプル

や血液を用いてメラノサイトやリンパ球サブセット、

自己抗体を解析した。（倫理面への配慮）ロドデノ

ール誘発性脱色素斑または尋常性白斑患者に於

ける HLA・末梢血リンパ球・皮膚局所の免疫解析

（大阪大学医学部附属病院・研究倫理審査委員

会 13421-2 承認済み）に基づき患者より同意書を

収得の上研究を進めた。 

 

3. 日本人モデルマウスを使用したロドデノール

誘発性脱色素斑に関する研究[鈴木] 

日本人モデルマウスは、國貞隆弘博士（岐阜大

教授）との共同研究により作成した hk14-SCF Tgマ

ウスで、体幹の色素沈着が日本人に近い系統を選

択しヘアレス化した。皮膚色は日本人に近く、表皮

基底層メラノサイト数はヒト表皮にとほぼ同様である。

本マウスを使用してロドデノール誘発性脱色素斑

の再現実験を行い、効率的に脱色素斑を発症す

る条件を確立し、続いて発症機序解明と治療法の

開発を行った。（倫理面への配慮）本研究は山形

大学医学部動物実験委員会により承認された。 

 

4. 安全性評価：細胞評価法の構築[最上] 

ロドデノールおよび類似物質のチロシナーゼ代

謝による毒性増強と白斑誘導との関係検討のため

B16 メラノーマ細胞のチロシナーゼを diBucAMP

処理で誘導、siRNA ノックダウン、阻害剤フェニル

チオウレア処理により変え、あるいはHEK293細胞

にヒトチロシナーゼを強制発現し、ロドデノール類

似化合物の細胞毒性に及ぼす影響を検討した。 

 

5. 安全性評価：代謝活性化評価法の構築[秋
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山] 

ロドデノールはマッシュルームチロシナーゼと共

に、ロドデノールおよび raspberry ketone のカテコ

ール体は単独で、システイン含有ペプチドとインキ

ュベーションし、生成する付加体を HPLC および

LC/MS で分析した。ペプチドは OECD 感作性試

験代替法 Direct Peptide Reactivity Assay（DPRA）

で使用されるヘプタペプチド DPRA(Cys)を用いた。

別途、チロシナーゼ共存下でのロドデノールのペ

プチド付加反応を大スケールで行い、生成物を

HPLCで生成し、標準品を作成した。 

 

C．研究結果 

1．患者由来組織/細胞を用いた原因究明[石川] 

これまでの研究で、ロドデノールによるメラノサ

イト傷害性にグルタチオンによる抗酸化作用が

関与することが示唆されている。そこでグルタチ

オン合成酵素(GCLC)について免疫組織学的に

解析した。難治性白斑病変部 5 例と正常皮膚 8

例に対し、抗GCLC抗体、抗MART-1抗体で染

色し、MART-1あたりのGCLCシグナルを定量し

た。その結果、病変部 0.623 、正常皮膚

1.17(P=0.018)で、病変部において有意にGCLC

の発現が低下していた。 

 

2．機能性化粧品成分の個体差による影響因子

の分子解析[片山] 

本研究ではロドデノールによりメラノサイトのオ

ートファジー経路が活性化すること、逆にオート

ファジーが抑制された状態で細胞死を誘導しや

すい事を明らかにした。さらに患者皮膚組織の

解析より形態的なメラノサイト異常・メラニンの滴

落を見いだした。また患者末梢血中のリンパ球

の異常を見出した。 

 

3. 日本人モデルマウスを使用したロドデノール

誘発性脱色素斑に関する研究[鈴木] 

日本人皮膚モデルマウス背部にロドデノール

溶液を外用すると、2 週間後には脱色素斑が生

じた。脱色素斑はまだら様で、メラニンの消失、

表皮基底層のメラノサイトの減少・消失が認めら

れ、患者所見とほぼ同様であった。メラノサイトの

減少・消失はロドデノール塗布 7 日目には認め

られた。本モデルでチロシナーゼ活性がないア

ルビノマウスでは、表皮メラノサイトの減少は認

められず、チロシナーゼ依存性の作用が in vivo

の系で明らかにされた。治療法を検証し、タクロ

リムス軟膏をロドデノール脱色素斑部に外用した

が、7週間で対照のワセリン外用部位にも順調な

色素再生が認められ、効果は確認できなかった。

紫外線UVB照射により色素再生がより増強され

ていることが確認できた。 

 

4. 安全性評価：細胞評価法の構築[最上] 

白斑誘導性フェノール類（ロドデノールやモノ

ベンジルエーテルヒドロキノン、4-ter-ブチルフェ

ノールなど）は共通してチロシナーゼにより代謝

活性化される。メラノサイト/メラノーマ細胞特異

的傷害による白斑誘導が推定され、その解明の

ため、チロシナーゼ依存的細胞毒性の評価方

法を検討した。個体差の大きいヒトメラノサイトの

代替として用いた B16 メラノーマ細胞では、チロ

シナーゼ発現量を cAMPで発現誘導、フェニル

チオウレア阻害、siRNA ノックダウンし変化させ

たが、白斑誘導性フェノール類による細胞毒性

にチロシナーゼ依存性は観察されなかった。そ

こで HEK293T細胞にヒトチロシナーゼを高発現

したが、内在性のチロシンが代謝され顕著な毒

性を発現し、評価の支障となることが判明した。 

 

5. 安全性評価：代謝活性化評価法の構築[秋

山] 

ロドデノールがチロシナーゼにより代謝され、

生じたオルトキノンが細胞内のチオール基と結

合する反応と白斑誘導との関連が想定されてい

る。ロドデノールの代謝活性化とチオールの修

飾を、感作試験 Direct Peptide Reactivity Assay

用システイン含有ペプチドとの結合により測定す

る方法を検討した。ロドデノールおよび raspberry 

ketone の代謝物カテコール体は混合により、ロド
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デノールはマッシュルームチロシナーゼとの反

応によりペプチドのシステイン基と反応すること

をマススペクトルで確認し、HPLCで定量した。 

 

D．考察   

1．患者由来組織/細胞を用いた原因究明[石川] 

GCLC の発現低下は、グルタチオン合成能の低

下を意味する。これがロドデノールによって生じた

結果なのか、難治性白斑を生じる原因なのか現時

点では不明である。今後さらに症例を蓄積し、その

詳細を明らかにしていきたい。また、その他の因子

についても検討を続ける予定である。 

 

2．機能性化粧品成分の個体差による影響因子

の分子解析[片山] 

ロドデノール誘発白斑では今まで知られている

細胞毒性以外にメラノサイトのオートファジーの状

態が関与する事が考えられた。また、通常の尋常

性白斑と異なるメラノサイト異常や免疫学的な機構

の関与が疑われた。 

 

3. 日本人モデルマウスを使用したロドデノール

誘発性脱色素斑に関する研究[鈴木] 

 ロドデノール誘発性脱色素斑のモデルマウスを

作製した。ロドデノール外用により、表皮のメラノサ

イトが減少・消失しており、患者の皮膚で認められ

た変化と同様な所見を得ることができた。有効な治

療法の開発については、今回はタクロリムス軟膏の

外用と紫外線照射による色素再生効果を調べた。

前者の効果は確認できなかったが、紫外線（UVB）

の効果については確認できた。今後も、他の治療

法の効果について検証することが可能である。 

 

4. 安全性評価：細胞評価法の構築[最上] 

白斑誘導性フェノール類に共通するメラノサイト

傷害の機構として、チロシナーゼによるオルトキノ

ン体への代謝活性化と毒性発現が想定されている。

新規美白剤の安全性評価には、個体差の大きいヒ

トメラノサイトに代替する細胞モデルが必要とされる。

活性代謝物オルトキノン体の毒性発現には ROS

産生や SH プールの減少・タンパク修飾などが、毒

性防御には細胞内のレドックス系やグルタチオン

プール等が関わることが予測され、両システムのバ

ランスが細胞による応答の違いをもたらすと推定さ

れる。引き続き、ヒトチロシナーゼ強制発現細胞に、

防御系遺伝子を共発現するなど改良を試み、高感

受性メラノサイトの代替となる細胞モデルの調製、

細胞毒性以外のエンドポイントの選定を行う。 

 

5. 安全性評価：代謝活性化評価法の構築[秋

山] 

ロドデノールがチロシナーゼ代謝され生じるオル

トキノン体は反応性が高く、SH 基との結合は Ito ら

により実証された。グルタチオンとの結合は保護的

に働く一方、システインと RD フェオメラニンを生成

し、またタンパク質システイン残基との結合はタン

パク機能障害や抗原性発現の可能性がある。白

斑誘導能との関係解明のため、チロシナーゼ、SH

基供与体、被検物質の 3者による試験管内反応を

検討した。SH 基供与体として OECD 感作性試験

代替法 TG442C Direct Peptide Reactivity Assay

（DPRA）において使用されるヘプタペプチド

DPRA(Cys)を用いた。物性・分析法が明確で供給

体制が十分であるためである。引き続き試験条件

を至適化し、ロドデノール類似化合物の白斑誘導

能との関係を明らかにする。 

 

E．結論 

ロドデノール白斑の発症機序解明と美白成分の

安全性評価法構築を目指し、実際の症例における

グルタチオン合成酵素の低下、ロドデノールの個

体による影響の違いに関与すると考えられる分子

機構・免疫異常を明らかにし、治療法や発症機序

解明に有用なロドデノール脱色素斑モデルマウス

を作成した。また、白斑発症と関連が強く示唆され

るロドデノールのチロシナーゼによる代謝活性化を、

システイン含有ペプチドとの結合により測定、なら

びにチロシナーゼ依存の細胞毒性として評価する

方法を検討した。発症機序解明の成果を取り入れ

改良を進め、新たな健康被害防止につなげる予定
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である。 
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