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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、ロドデノールの代謝とメラノサイト傷害の可能

性が示唆されているが、一部の患者では塗布部以外にも白斑が波及する難治性白斑が見いだされ、病態

や発症機序は未だ明らかでは無い。本研究では、患者由来組織やモデル動物を用いて発症機序の解明

を進め、白斑発症に重大な因子を明らかにし、測定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。 

ロドデノール白斑患者および健常人皮膚検体の解析により、改善例、難治例に関わらず病変辺縁部に

おいてグルタチオン合成酵素の有意な発現低下が認められた。また、ロドデノールのメラノサイトのオートフ

ァジー経路への影響、尋常性白斑と異なるメラノサイト形態異常ならびに自己抗体、患者末梢血中のリンパ

球の異常、HLA-DA とチロシナーゼの直接会合によるメラニン産生抑制とロドデノールによる増強、皮膚炎

や紫外線の影響など、ロドデノール脱色素斑モデルマウスにおいては紫外線の色素再生効果や細胞接着

分子の病態への関連の可能性などの知見を得た。これらは発症機序の複数の要因や個体による影響の

違いに関与することが考えられる。 

安全性評価に関しては、ロドデノールならびに白斑誘導性類似化合物は共通してチロシナーゼによる代

謝活性化を受けることに着目し、化合物の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する

方法の検討を進めた。またロドデノール代謝物重合体（メラニン）を合成し、強い酸化促進作用を示した。

代謝活性化による細胞傷害の可能性について、個体差の大きなメラノサイトの代替としたチロシナーゼ高

発現細胞では、化合物によって毒性増強あるいは内因性毒性抑制の異なる結果が得られた。引き続き条

件の至適化や測定系の改良を進め、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。 
 

研究分担者 

石川 治  群馬大学大学院医学系研究科皮

膚科学教授 

片山一朗  大阪大学大学院医学系研究科皮

膚科学教授 

鈴木民夫  山形大学大学院医学系研究科皮

膚科学教授 

秋山卓美  国立医薬品食品衛生研究所生活

衛生化学部室長 

伊藤祥輔  藤田保健衛生大学医療化学部名

誉教授 

 

研究協力者  

安田正人  群馬大学大学院医学系研究科皮

膚科学助教 

岩月啓氏  岡山大学大学院医歯薬学総合研究

科皮膚科学教授 

五十嵐良明 国立医薬品食品衛生研究所生活

衛生化学部長 

 

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



2 
 

問題に関しては、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。白斑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、塗布部以

外にも白斑が波及する難治性白斑も報告されて

おり、病態形成機序は未だ不明である。 

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、また独自開発したロド

デノール白斑モデルマウスを使用して白斑症状

の進行の個体差や病態、発症原因を明らかにす

る。 

安全性評価に関しては、ロドデノールをはじめ

とする白斑誘導性類似化合物は共通してチロシ

ナーゼによる代謝活性化を受けることが知られる。

代謝産物オルトキノンは不安定であることから、本

研究では[I]SH 基を持つ化合物とと反応させて測

定する方法の確立を試みた。毒性や抗原性の発

現への関わりが予想される代謝活性化によるチオ

ール基の修飾反応を、感作代替試験 Direct Pep-

tide 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。 

またチロシナーゼによる代謝活性化はメラノサ

イトの傷害をもたらすことが予想される。 [II]ロドデ

ノールの代謝物重合体（メラニン）を合成し、細胞

内外での酸化促進作用につき解析を行う。また

[III]個体差の大きいメラノサイト代替の細胞モデ

ルを調製し、代謝活性化とメラノサイトの傷害との

関わりについて解明を進める。 

 

B．研究方法 

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。そこで本研究では、ロドデ

ノール配合薬用化粧品による白斑病変辺縁部皮

膚と健常人の正常皮膚について、グルタチオン合

成酵素(GCLC)の発現を免疫組織学的に比較解

析する。（倫理面への配慮）本研究は、「世界医師

会ヘルシンキ宣言（2013 年 10 月改訂）」、「臨床研

究に関する倫理指針（平成 20 年 7 月 31 日全部改

正）」を遵守して行う。収集するデータに個人情報

は含めず、試料とともに各研究実施機関で適切に

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、個人情報が送られることはない。 

 

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、

自己抗体を解析する。また紫外線がメラノサイトの

機能、メラニン産生へ与える影響を検討した。（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てい

る。 

 

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] 

脱色素斑を発症した患者、および健常人より皮

膚片を採取し、その皮膚片からメラノサイトとケラチ

ノサイトをそれぞれ培養し、この培養細胞を使用し

て感受性や免疫応答に関わる分子の発現等を解

析する。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
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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、病態解明を行

った。（倫理面への配慮） 患者の試料を集めるた

めに倫理委員会に研究計画を申請して、承認を得

ている。また、動物実験に関しては本学の動物実

験委員会により、承認されている。 

 

4. 安全性評価[III]：代謝活性化評価法 [秋山] 

4-置換フェノール類のチロシナーゼによる代謝と

システイン含有ペプチドとの反応について、測定

条件を検討した。4 置換フェノールに対応するカテ

コ ー ル を DPRA 用 シ ス テ イ ン含 有 ペ プ チ ド

（DPRA(Cys)）と 25℃でインキュベートし、ODS カラ

ムを用いてトリフルオロ酢酸含有アセトニトリル溶液

を移動相とした LC/MS によって分析した。また、4

置換フェノールを DPRA(Cys)およびマッシュルー

ム由来チロシナーゼと混合して、25℃でインキュベ

ートした。反応液を酢酸酸性にして反応を止め、同

様に LC/MS によって分析した。 

 

5. 安全性評価[II]：代謝物の解析 [伊藤] 

ロドデノール（RD）に由来するメラニンによる細

胞内抗酸化剤の酸化的枯渇を通常のメラニンと比

較検討した。RD-ユーメラニン (RD-EM)および 

Dopa-ユーメラニン(Dopa-EM)は RD あるいは Dopa

をチロシナーゼで 4 時間酸化し、RD-フェオメラニ

ン(RD-PM)および Dopa-フェオメラニン(Dopa-PM)

の場合はシステイン共存下で反応し調製した。引

き続きグルタチオン、システイン、アスコルビン酸、

あるいは NADH と反応させ、抗酸化物質の残存量

は HPLC 法にて定量した。また、酸化により生成し

た酸化型グルタチオンおよびシスチンも合わせて

定量した。 

 

6. 安全性評価[I]：細胞評価法 [最上] 

ロドデノールおよび白斑誘導性類似化合物の細

胞毒性発現におけるチロシナーゼ代謝の役割を、

①B16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、②293T 細胞にヒトチロ

シナーゼを強制発現し解析した。ヒトチロシナーゼ

を用いた代謝試験に利用するために、膜貫通領域

を欠く可溶性ヒトチロシナーゼの発現・精製法を検

討した。 

 

C．研究結果 

1．患者由来組織/細胞を用いた原因究明[石

川・安田] 

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。ロド

デノールによる白斑を生じた症例のうち、改善

23 例、難治 17 例の白斑病変辺縁部と尋常性白

斑 2 例、正常皮膚 10 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、改善例

病変辺縁部 0.602、難治例 0.646 に対し正常皮

膚 1.16 (P<0.01)で、改善例、難治例に関わらず

病変辺縁部において有意に 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。さらに、尋常性白斑で甲状

腺抗体、MCHR-1、TYRP2 対する自己抗体を認

めた。ロドデノール白斑では上記自己抗体は認

めなかった。HLA-DR とチロシナーゼの直接会

合がメラニン産生を抑制する機序を見出した。ロ

ドデノールはさらにその効果を増強した。皮膚炎
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や紫外線の影響でロドデノールがメラノサイト毒

性以下の濃度でメラノサイトに負の影響を及ぼ

す可能性が考えられた。これらの影響にはロド

デノールの NF-κB 抑制経路が関与する可能性

が考えられた。 

 

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] 

患者およびボランティアからの生検標本を使

用して免疫組織化学的な解析を行い、ストレス

応答に関する分子の発現を解析した。その結果、

患者群では、グルタチオン合成系の遺伝子発現

誘導が健常人に比べ、低下している結果が得ら

れた。 

日本人皮膚モデルマウス背部に 2 週間ロドデ

ノール溶液を外用し、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

所見とほぼ同様のまだら様脱色素斑を作成した。

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。タクロリムス軟膏の治療効果は確

認できなかったが、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。 

引き続きモデルマウスの解析を行い、白斑形

成、ならびに色素再生に細胞接着分子がかか

わっていること、また、紫外線と VitD3 軟膏は色

素再生増強作用があること、色素再生が認めら

れた部位にも認められない白斑部もメラノサイト

の遊走は認められた。 

 

4. 安全性評価：代謝活性化評価法 [秋山] 

ロドデノールを含め白斑誘導性類似化合物は

チロシナーゼによる代謝活性化が知られている。

Rhododendrol（RD）及び raspberry ketone（RK）

のカテコールは DPRA(Cys)と結合した。また、

RD をチロシナーゼ共存下 DPRA(Cys)と反応さ

せると RD および DPRA(Cys)のピークが減少し、

ペプチドのシステイン基が付加したカテコールが

生成した。RK，hydroquinone monobenzyl ether

及び 4-tert-butylphenol は、チロシナーゼ共存下

に RD と同様にペプチドが結合したカテコールを

生成することが示唆された。設定した反応条件

において RD 及び RK はいずれも経時的に減少

した。 

 

5. 安全性評価：代謝物の解析[伊藤] 

チロシナーゼ代謝物の重合により生じるロドデ

ノール（RD）-EM は Dopa-PM とほぼ同速度でグ

ルタチオンおよびシステインを酸化した。生成物

の大半は酸化型グルタチオンおよびシスチンで

あった。また、同時に H2O2 の産生が確認された。

RD-PM お よ び Dopa-EM の 酸 化 活 性 は 、

RD-EM、Dopa-PM の 2 分の 1 程度であった（図

1）。RD-EM は、アスコルビン酸および NADH に

ついても効率よく酸化した。 

 

6. 安全性評価：細胞評価法 [最上] 

白斑誘導性 4-置換フェノール類（ロドデノール

やモノベンジルエーテルヒドロキノン（MBEH）、

4-ter-ブチルフェノール（4-TBP）、4-SCAP など）

はチロシナーゼにより代謝活性化される。代謝

産物によるメラノサイト傷害仮説を検証するため

に、個体差の大きなメラノサイトの代替細胞調製

を検討した。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。一方、

293T 細胞にヒトチロシナーゼを高発現すると、

4-SCAP の細胞毒性が顕著に増強された。しか

しながら、チロシナーゼ阻害剤であるロドデノー

ルや 4-TBP、MBEH は内在性チロシン代謝によ

る毒性発現をむしろ抑制する効果を示すことが

判明した。 

代謝活性化試験において、マッシュルームチ

ロシナーゼに替えてヒトチロシナーゼを用いるた

めに、可溶性酵素の調製を検討した。ヒトチロシ
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ナーゼの膜貫通領域を欠きシグナルペプチドを

含むアミノ酸残基 1-456 を GS リンカーで His タ

グと結合し、293T 細胞に発現させた。分泌され

る活性を維持した可溶性ヒトチロシナーゼを簡

易に精製する方法を確立した。 

 

D．考察   

1．患者由来組織/細胞を用いた原因究明[石川] 

グルタチオン合成酵素（GCLC）の発現低下は、

グルタチオン合成能の低下を意味する。ロドデノー

ルによる白斑を生じた症例では改善例、難治例に

限らず、GCLC 発現が低下しており、また、発症後

1 年以上経った検体でも低下していることから、患

者は元々GCLC の発現が低いために、抗酸化作

用が弱く、ロドデノールによるメラノサイト傷害を受

けやすい個体であったことが推測される。今後さら

に検体数を増やし、解析を進める予定である。 

 

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。さらにメラノサイトに対するロド

デノールの毒性が紫外線で増強する可能性が明

らかとなり、紫外線ストレスへの反応性の個人差が、

発症率に影響している可能性が考えられた。 

 

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] 

ロドデノール感受性は、グルタチオン合成系の

遺伝子発現が関わっていることが示唆された。 

ロドデノール脱色素斑モデルマウスを使用した

本研究により紫外線やVitD3軟膏は、ロドデノール

白斑に対して有効な治療法になりうることが示され

た。 

 

4. 安全性評価：代謝活性化評価法[秋山] 

ロドデノール様の白斑症例が知られる 4-置換フ

ェノール類はチロシナーゼによりオルトキノン体に

代謝されることが報告されていることから、化合物

のチロシナーゼによる代謝活性化と白斑発症との

関わりが強く示唆される。反応性が高く極めて不安

定で直接の測定が困難なオルトキノン体が SH 基と

反応する性質を利用し、オルトキノン体への代謝

活性化を評価する方法を検討することとした。さら

に SH 基として 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)を用いるこ

とにより、感作試験との共役も可能となる。白斑症

例の原因物質として報告がある 4-置換フェノール

はいずれもチロシナーゼ共存下でオルトキノン体

に酸化され、ペプチドの SH 基が付加したカテコー

ルを生成したと考えられ，検出法としての一部の条

件の一部が満たされた。 

 

5. 安全性評価：代謝物の解析 [伊藤] 

ロドデノール（RD）はチロシナーゼにより酸化さ

れて、細胞傷害性の高いオルトキノンを産生する。

オルトキノンは極めて高い反応性を持ち、グルタチ

オン、システインなどの非タンパク性 SH 化合物の

みならず、タンパク中のシステイン残基とも反応し、

付加体を形成する。これが RD によるメラノサイト傷

害性の主要な機序と考えられる。しかし、B16 メラノ

ーマを用いた実験では、上記の代謝に加え、RD

由来のメラニンが産生することが確認されている。  

一方、天然のフェオメラニンは強い酸化促進作用

を持つことが近年明らかにされた。そこで今回、

RD-EM および RD-PM を調製し、その酸化促進作

用を調べた。その結果、RD-EM の酸化促進作用

は、フェオメラニンに匹敵することが分かった。 

 

6. 安全性評価：細胞評価 [最上] 

白斑誘導性フェノール類は共通してチロシナー

ゼによりオルトキノン体に代謝されることから、この

代謝活性化がメラノサイト傷害をもたらす機構が想

定されている。この仮説を検証するために、個体差
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の大きいヒトメラノサイトに代替する細胞モデルとし

て①メラノーマ細胞のチロシナーゼ発現量の改変、

②ヒトチロシナーゼ強制発現 293T 細胞を検討した。

しかしながら、①では全くチロシナーゼ依存の毒性

増強は認められなかった。予想通りチロシナーゼ

による細胞毒性増強が観察されたのは②293T 細

胞において 4-SCAP のみであった。同細胞におい

て、ロドデノール、4-TBP、MBEH ではむしろ内因

性チロシン代謝による毒性を抑制する「チロシナー

ゼ阻害作用」が観察された。各化合物のチロシナ

ーゼの基質になりやすさ/阻害作用のバランスの違

いが異なる結果をもたらしたと推定している。293T

細胞と異なりメラノサイトでは、チロシナーゼは下流

のメラニン合成酵素とともにメラノソームに局在する。

白斑誘導性化合物の毒性発現にはメラノソームや

下流経路が役割を有する可能性、あるいは細胞毒

性以外のエンドポイントが白斑と相関する可能性

など、今後検討の必要があると考えている。 

 

E．結論 

ロドデノール白斑の発症機序解明のため、患者

検体とロドデノール脱色素斑モデルマウスの試料

を使い、多面的に病態解明を行った。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・免疫異常が明らかになった。白斑発症機

構は単一の要因では説明がつかないことから、各

研究のさらなる展開が望まれる。 

安全性評価法の確立に向け、白斑誘導性化合

物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反応により測定する方法を

検討した。また代謝物の酸化促進作用を解析し、

モデル細胞を構築し、代謝活性化による細胞傷害

仮説の検証を試みた。今後さらに改良を進め、新

たな健康被害防止につなげる予定である。 

 

F．健康危険情報 

なし 
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