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ロドデノール（RD）配合薬用化粧品による白斑発症に関しては、症例の多くは改善したが、一部患者に

使用中止後も難治性白斑が見いだされ、病態や発症機序には未だ不明の点が残されている。本研究では、

患者由来組織やモデル動物を用いさらなる解明を進める。また白斑誘導性類似化合物に共通するチロシ

ナーゼによる代謝活性化に注目して測定方法を検討し、美白成分の安全性評価法策定に貢献する。 

患者および健常人検体の解析を行い、①皮膚の免疫組織学的検討では、肥満細胞の脱顆粒率は難治

例病変部において有意に上昇することが判明した。②尋常性白斑患者で認められる抗甲状腺抗体や抗メ

ラノサイト抗体が RD 白斑患者では有意に認めないことが判明し、異なる発症機構が示唆された。③RD 白

斑部での色素再生を促進する活性型ビタミン D3 の分子機序に関わる候補遺伝子を見出した。 

美白成分の安全性評価法の確立に向け、白斑誘導性 4-置換フェノール類の代謝活性化を、in vitro あ

るいは細胞で評価する方法を検討した。In vitro では①23 種の 4 置換フェノールのチロシナーゼ依存的な

SH ペプチドとの結合を解析し、化学構造と反応性との関係を明らかにし、②4-置換フェノール構造を有す

るレスベラトロール（RES）チロシナーゼによる代謝、SH との反応性、代謝産物のプロオキシダント活性を明

らかにした。③グルタチオン・システイン付加体産生のヒトチロシナーゼ高発現細胞を用いた評価手法を構

築し、代謝活性化の評価には、細胞毒性ではなく、付加体測定が有用であることを示した。 
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A. 研究目的 

ロドデノール（RD）配合薬用化粧品による白斑

発症問題に関しては、平成 25 年度より二期にわ

たる厚生労働科学研究において、再発防止策の

検討と原因究明研究が行われた。班内外の研究

により、RD 白斑病変部でのメラノサイト異常、リン

パ球の異常、メラノサイトのオートファジーへの影

響、RD のチロシナーゼによる代謝、代謝物の強

い酸化促進作用など、病態形成の手がかりとなる

知見が得られている。しかし一部患者では、塗布

部以外にも白斑が波及する難治性白斑も報告さ

れ、未だ不明な点が多い。 

本研究では、上記の厚生労働科学研究の結果

を踏まえ、患者由来組織やモデルマウスを用いた

病態解明を継続し、白斑発症や病態形成の機序、

進行に関わる因子等を明らかにする。 

また美白成分の安全性評価法の確立に向けた
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検討を行う。RD および類似構造の白斑誘導性 4-

置換フェノール類は共通してチロシナーゼにより

代謝活性化される。今年度は、in vitro および細

胞を用いた評価方法を検討した。 

 

B．研究方法 

1．患者由来組織を用いた原因究明[石川] 

本研究では RD 誘発性脱色素斑における肥満

細胞の役割を明らかにするために、RD 含有化粧

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、肥満細胞の局在、脱顆粒の有無に

ついて免疫組織学的に比較解析した。 

（倫理面への配慮） 

本研究は、「世界医師会ヘルシンキ宣言（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] 

RD 白斑患者、尋常性白斑患者、コントロール群

の血清検体で抗甲状腺抗体、抗メラノサイト抗体

の発現を比較した。 

（倫理面への配慮） 

RD 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 承認済み）に基づき患者より同意書を

取得の上研究を進めている。 

 

3. ロドデノール誘発性脱色素斑における色素

再生を促す活性型ビタミン D3 の作用機序の解

析[鈴木] 

日本人皮膚モデルマウスに RD を塗布して RD

白斑モデルマウス作成した。そして、その白斑に

VitD3 軟膏を塗布した。その後に VitD3 を塗布し

たマウス皮膚から RNA を採取し、マウス・マイクロ

アレーを用いて発現遺伝子を網羅的に解析した。 

（倫理面への配慮）  

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. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築 [秋

山] 

4-アルキル/アリル置換フェノール類 23 種につい

て、マッシュルームチロシナーゼ酸化により生成す

るオルトキノンを、Direct Peptide Reactivity Assay

用システインペプチド（DPRA(Cys)）と結合させ、

HPLC で分析した。 

 

5. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築(II) 

[伊藤] 

レスベラトロール（RES）100μM を pH 6.8 あるい

は 5.3 でチロシナーゼにより酸化し、反応を

UV-Vis スペクトルあるいは HPLC で追跡した。必

要に応じてアスコルビン酸(AA)あるいは N-アセチ

ルシステイン（NAC）を加えた。 

 

6. 安全性評価法（細胞系）の構築 [最上] 

ヒトチロシナーゼを 293T 細胞に一過性に発現さ

せ、24 時間後に薬物処理を開始し、細胞および培

地を回収し、代謝産物を HPLC で解析した。細胞

生存率および細胞内グルタチオン量を測定した。 

 

C．研究結果 

1．患者由来組織を用いた原因究明 [石川・安

田] 

RDによる白斑を生じた症例のうち、改善29例、

難治 15 例の白斑病変と正常皮膚 58 例に対し、

抗トリプターゼ抗体で染色し、200 倍視野での真

皮内肥満細胞数を計測、そのうち形態的に脱顆

粒している肥満細胞数を計測した。その結果、

総肥満細胞数は改善例病変部 7.74、難治例病

変部 7.77 に対し、正常皮膚 8.59 と差はみられな
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かった。しかし、脱顆粒率は改善例病変部

65.6%、正常部 61.0%に対し、難治例病変部で

73.4% (P=0.021)と、難治例病変部において有

意に脱顆粒が増えていた。 

 

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] 

RD 誘発白斑と尋常性白斑は臨床的な類似

性を有する。尋常性白斑患者で認められる自己

抗体が RD 白斑患者血清中では有意に認めら

れないことが判明した。 

        

3. ロドデノール誘発性脱色素斑における色素

再生を促す活性型ビタミン D3 の作用機序の解

析 [鈴木] 

RD 白斑に色素再生を促進する効果が確認さ

れた活性型ビタミン D3 について、その作用機序

を解析した。VitD3 を塗布したモデルマウスの皮

膚 RNA の発現遺伝子を、マイクロアレイを用い

て網羅的に解析した結果、いくつかの遺伝子の

発現が亢進していることが明らかになった。我々

はその中である遺伝子（遺伝子 A）に着目した。

培養色素細胞を使った実験では、  確かに

VitD3 添加条件下で、遺伝子 A の発現が亢進し

ていることを確認した。さらに、その遺伝子をノッ

クダウンするとメラニン合成が亢進しなくなること

が明らかとなった。 

 

4. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築 [秋

山] 

RD や白斑誘導性 4-置換フェノール類は共通

してチロシナーゼにより代謝活性化を受ける。4-

アルキル/アリル置換フェノール類 23 種について、

in vitro でチロシナーゼ酸化し DPRA(Cys)ペプ

チドと 反応 さ せ、 検液 を HPLC で 分 析 し、

DPRA(Cys)単独で分析した結果と比較した。基

質の保持時間は基質溶液を単独で分析すること

により求めた。 

そ の 結 果 、 4-methylphenol (p-cresol) 、

4-ethylphenol、4-propylphenol、4-butylphenol、

4-amylphenol、4-hexylphenol、4-heptylphenol、

4-benzylphenol 、 rhododendrol 、 raspberry ke-

tone 、 4-propoxyphenol 、 4-butoxyphenol 、

4-amyloxyphenol 、 4-hexyloxyphenol 、 お よ び

4-benzyloxyphenol (monobenzone) で は

DPRA(Cys)及び基質のピークが減少または消

失し、結合ペプチドと考えられるピークが生成し

た。一方、4-isopropylphenol、4-sec-butylphenol、 

4-cyclohexylphenol 、 4-tert-amylphenol 、

4-phenylphenol 、  4-methylthiophenol 、

4-methoxyphenol 、 及 び 4-ethoxyphenol で は

DPRA(Cys)及び基質のピークの減少が見られな

かった。 

 

5. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築（II）

[伊藤] 

レスベラトロール（RES）は RD と同様に 4-置換

フェノール構造を有する。In vitro で代謝を調べ

たところ、RES はチロシナーゼの良好な基質とな

ることが分かった。生成物は pH 6.8 では極めて

不安定であるが、pH 5.3 においては 485 nm に

吸収極大をもつオルトキノン体の生成が確認さ

れた。オルトキノン体は反応性が高く、NAC と二

付加体および三付加体を生成した。システイン、

グルタチオン（GSH）も二付加体を生成した。ま

た RES キノンは、牛血清アルブミン(BSA)および

SH 基を保護した NEM-BSA に付加体を形成し

た。BSA ではチオール基が NEM-BSA ではアミ

ノ基が反応に寄与したものと推測される。 

RES のチロシナーゼによる酸化体がプロオキ

シダント活性をもつかどうかを調べた。RES オリ

ゴマーは、GSH を 60 分で 50%減少し、GSSG に

酸化させた。RDオリゴマーはGSHを 90%減少さ

せた。 

 

6. 安全性評価法（細胞系）の構築 [最上] 

RD や白斑誘導性 4-置換フェノール類に共通

するチロシナーゼによる代謝活性化を、細胞で
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の代謝物解析により評価する方法を検討した。ヒ

トチロシナーゼを一過性に発現した 283T 細胞を

用いると、RD および 4SCAP どちらの場合にも 2

時間曝露により、グルタチオン・システイン付加

体の濃度依存的な産生と培地への放出が観察

された。 

一方、チロシナーゼ発現により、内因性のチロ

シンも効率良くドーパキノンに転換され、タンパ

ク・非タンパク性 SH 付加体・メラニンが大量に産

生されることが判明した。48 時間後にはグルタチ

オン・細胞生存率が低下していた。4SCAP では

2 時間で細胞生存率低下が認められるのに対し、

RD は内因性チロシン由来代謝物の産生を抑制

しており、細胞生存率低下・グルタチオン低下を

抑制することが判明した。 

 

D．考察   

1．患者由来組織を用いた原因究明[石川] 

RD 誘発性脱色素斑難治例において、肥満細

胞の脱顆粒が増えていることを明らかにした。肥満

細胞から脱顆粒により分泌されるヒスタミンは通常

メラノサイトにおけるメラニン合成を促進することが

報告されている。脱顆粒率の高さが RD 誘発性脱

色素斑の難治化における原因なのか、結果なのか

はさらなる検討が必要である。 

 

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] 

RD 誘発白斑患者では尋常性白斑患者に認め

られる自己免疫性甲状腺炎などの背景因子は薄

いことが考えられた。また白斑発症に自己抗体が

関与する可能性が尋常性白斑より低い可能性が

考えられた。 

 

3. ロドデノール誘発性脱色素斑における色素

再生を促す活性型ビタミン D3 の作用機序の解

析 [鈴木] 

VitD3 が RD 白斑部における色素再生を更新さ

せることを明らかにし、さらにその分子機序を解析

した。その結果、VitD3 によって誘導される遺伝子

A は、メラニン合成を更新しているキー遺伝子の 1

つであることが示唆された。今後はさらにその詳細

な機序を明らかにしていく。 

 

4. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築 [秋

山] 

チロシナーゼによるオルトキノンへの代謝活性

化は RD や白斑誘導性 4-置換フェノール類に共通

する応答である。23 種の 4 置換フェノールを基質と

してチロシナーゼ依存的にシステインペプチドと結

合するか in vitro での検討を行った。水酸基のパラ

位に結合する炭素が 1 級または 2 級の化合物は全

て結合ペプチドを生成した。ベンゼン環に結合す

る炭素が 3 級、4 級またはベンゼン環である化合物

は、検討した条件ではチロシナーゼによる酸化が

起こらなかった。水酸基のパラ位に結合する元素

が酸素又はイオウの場合、その元素に結合する炭

素鎖の長さが 1 又は 2 の化合物は酸化が起きず、

3 以上の化合物は結合ペプチドを生成した。以上

の結果から、置換基全体の大きさとベンゼン環に

結合した原子に属する電子の状態がチロシナーゼ

の活性部位と複雑に相互作用していることが示唆

された。 

 

5. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築（II）

[伊藤] 

RES は 4-置換フェノール構造を有しており、チロ

シナーゼにより酸化されてオルトキノンを産生した。

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、

付加体を形成した。RES がメラニン産生細胞に対

して細胞障害性をもつか否かは明確には示されて

いないが、我々の先行研究（Okura ら、J Dermatol 

Sci, 2015）では、B16 メラノーマ細胞およびヒトメラノ

サイトに対して IC50 値が 30μM 程度の強い増殖

抑制を示している。また、RES オリゴマーは RD オリ

ゴマーほどではないが、プロオキシダント活性をも
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つことも興味深い。 

 

6. 安全性評価法（細胞系）の構築 [最上] 

チロシナーゼによるオルトキノンへの代謝活性

化を、ヒトチロシナーゼを高発現させた 293T 細胞

で評価する方法を検討した。オルトキノン、システ

イン・グルタチオン付加体の検出は、RD や 4SCAP

の 2 時間曝露により可能であった。 

オルトキノン体は細胞内 SH プールの枯渇、自

身や代謝物の ROS 産生による毒性発現が予想さ

れてきた。実際、4SCAP や内因性チロシンのオル

トキノン体生成はグルタチオン・細胞生存率を低下

させた。しかしながら、RDは自身のSH付加体を産

生する一方で、内因性チロシン代謝を阻害し、グ

ルタチオン・細胞生存率低下をむしろ抑制した。し

たがって、RD がチロシナーゼに依存した毒性を発

現しない原因が明らかになり、毒性評価ではなく、

付加体測定の有用性が示された。最近、各種フェ

ノール類の白斑誘導能は細胞毒性ではなく、SH

枯渇能および免疫原性と関連することが報告され

ている。 

細胞を用いた代謝解析法では、in vitro で評価

可能な化合物のチロシナーゼへの親和性に加え、

内因性基質（チロシン）との競合、化合物の細胞へ

の取り込み速度の差を示唆する結果が得られた。

今後、多様な 4-置換フェノール類につき白斑誘導

能との相関を検討予定である。 

 

E．結論 

RD 白斑において、RD 誘発性脱色素斑の難治

化に、肥満細胞の脱顆粒が関わる可能性が示さ

れた。RD 誘発白斑では患者の自己免疫的背景は

尋常性白斑より少なく、白斑発症にも自己免疫の

関与がやや薄い可能性が示された。また活性型ビ

タミン D3 による白斑部色素再生機序に関わる候

補遺伝子を見出した。 

美白成分の安全性評価法の確立に向け、 in 

vitro で各種 4 置換フェノール類の側鎖構造とチロ

シナーゼによる代謝活性化との関係を解析すると

ともに、同じく 4-置換フェノール構造を有するレス

ベラトロール（RES）の代謝活性化と酸化促進作用

を明らかにした。またヒトチロシナーゼ高発現細胞

を用いた SH 付加体産生評価手法を構築し、代謝

活性化の評価には、細胞毒性ではなく、付加体産

生の評価が有用であることを示した。さらなる解析

を進め、新たな健康被害防止につなげる予定であ

る。 
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