
1 

 

厚生労働行政推進調査事業費補助金(医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス政策研究事業) 

令和元年度総括研究報告書 

 

医薬部外品成分の白斑誘導能の評価体系に関する研究 

 

研究代表者 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 

 

ロドデノール（RD）配合薬用化粧品（医薬部外品）による白斑の発症に関しては、チロシンと共通

の 4-置換フェノールの構造を持ち、チロシナーゼの阻害活性を期待された RDがチロシナーゼにより

代謝され、オルトキノン体に変換されることが判明しており、この代謝と白斑発症との関連が示唆さ

れている。本研究では、in vitroでのチロシナーゼとの反応性、チロシナーゼを発現させた細胞での代

謝物の解析、医薬部外品に使用される可能性のある物質のチロシナーゼによる代謝物の構造と性質の

解析を行って評価法の確立を目指す。 

25種類の 4-置換フェノールについて SHペプチドを共存させてチロシナーゼによる酸化を行わせた

とき、4位の置換基の構造により反応性及び生成物の構造に明らかな違いが見られた。ヒトチロシナ

ーゼ高発現 293T細胞を用いた代謝物解析において、オルトキノン体グルタチオン・システイン

付加体の産生解析が、白斑誘導性モノベンジルエーテルヒドロキノン（MBEH）および 4-tertブ

チルフェノール（4-TBP）につき可能であることを示した。エクオール（EQ）はチロシナーゼの

良好な基質となり、オルトキノン体を生成した。オルトキノン体は SH化合物と反応して、一付

加体、二付加体を形成した。EQオリゴマーは GSHを GSSGに酸化し、またH2O2を産生する、

プロオキダント活性をもつことが示された。 
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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（平成 25 年 7 月）に関しては、過去三

期の厚生労働科学研究において再発防止策の検

討と臨床・基礎からの原因究明の研究が行われた。

その中で、RDや白斑誘導性の 4-置換フェノール

類はチロシナーゼにより代謝され、オルトキノン

体に変換されることが判明しており、この代謝と

白斑発症との関連が示唆されている。チロシナー

ゼによる代謝の詳細な解析により、RD ユーメラ

ニンやその前駆体など、多くの代謝物の構造と性

質を明らかにした。また、感受性の増強を図った

各種細胞の代謝物による細胞応答を指標とする

方法を検討し、白斑誘導性化合物の代謝は必ずし

も細胞毒性の増強をもたらさないことが判明し

た一方で、ヒトチロシナーゼ強制発現細胞を用い

て代謝物の解析を検討し、細胞レベルにおいてヒ

トチロシナーゼによるRDの代謝とグルタチオン

付加体の産生を追跡することができた。更に、各

種 4-置換フェノール類の代謝物を、生成するオル

トキノンを SH 含有ペプチドを共存させて、in 
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vitro でペプチドと結合したカテコール体として

検出することができた。 

本研究ではこれらの性質を利用した医薬部外

品成分の白斑誘導能の評価法を構築し、更に他の

生物学的あるいは物理化学的性質を指標に加え

た評価体系を検討する。 

本年度は、フェノール類をチロシナーゼで酸化

した後に共存させた SHペプチドと結合させ、ペ

プチド付加物として生成物を検出する方法につ

いて、様々な置換基を持つ 4-置換フェノール類を

基質として用い、LC-MS により反応生成物を検

出して同定することにより、基質の反応性と基質

による反応機構の違いの有無を検討する。 

白斑発症と強く相関する細胞応答に着目し、そ

の評価系を構築する。ロドデノール（RD）や構造

類似の白斑誘導性 4-置換フェノール類に共通し

て認められる「チロシナーゼによる代謝活性化」

を、[1]代謝物解析、[2]細胞毒性増強により評価す

る方法の検討を進める。 

RDと同様に 4-置換フェノール構造を有する物

質で、医薬部外品の有効成分として配合される可

能性のあるものについて、チロシナーゼの基質と

なってオルトキノンを産生するかどうか検討し

ている。サプリメントとして広範に摂取され、皮

膚適用時のシミに対する効果が期待されている

エクオール（EQ）について検討する。 
 

B．研究方法 

1. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築（Ⅰ） 

[秋山] 

25 種類の 4-置換フェノール類をマッシュルー

ム由来チロシナーゼ、及び Direct Peptide Reac-

tivity Assayで用いる SHペプチドと反応させ、

酢酸酸性にして反応を止めた後、LC-MS で分析

を行った。 

 

2. 安全性評価法（細胞系）の構築 [最上] 

代謝物解析による評価は、ヒトチロシナーゼを

一過性に発現させた 293T細胞に、薬物を 2時間

暴露し、細胞・培地の代謝物を解析した。メラノ

ーマ細胞 B16BL のメラニン合成系下流遺伝子

TYRP1を、siRNAを用いてノックダウンし、薬

物の細胞毒性に及ぼす影響を解析した。 

 

3. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築（Ⅱ） 

[伊藤] 

EQ100μM を pH 6.8 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）など SH化

合物を加えた。 

 

C．研究結果 

1. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築（Ⅰ） 

[秋山] 

4 位にメチル基又は第一級アルキル基を持つ基

質の場合、基質量が大きく減少し、SH ペプチド

が 1個付加したカテコールが生成した。4位に酸

素を介してアルキル基が結合した基質、すなわち

アルコキシ基を持つ基質の場合、SH ペプチドが

1 個付加したカテコールの他、2 個付加したカテ

コールが生成した。4 位が第二級アルキル基、第

三級アルキル基又はアリール基の場合、生成物は

非常に少ないか、あるいは基質と SHペプチドの

みが検出された。 

 

2. 安全性評価法（細胞系）の構築 [最上] 

[1]代謝物解析については、ヒトチロシナーゼ高

発現 293T 細胞を用いると、MBEH ならびに 4-

TBP のオルトキノン体のグルタチオンあるいは

システイン付加体の検出が可能であることを示

した。[2]メラノーマ細胞 B16BLのメラニン合成

系下流遺伝子 TYRP1 のノックダウンにより細胞

感受性増強を試みたが、TYRP1 低下は 4-S-シス

テアミニルフェノール（4SCAP）の細胞毒性発現

に全く影響を与えないことが判明した。 
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3. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築（Ⅱ） 

[伊藤] 

EQ はチロシナーゼにより酸化されてオルトキ

ノンになることが、400 nm に吸収極大を持つス

ペクトルが得られたこと及び還元したときに 2種

類のモノカテコールと 1種類のジカテコールが精

製したことから判明した。さらに、N-アセチルシ

ステイン（NAC）あるいはグルタチオン（GSH）

と反応して 5位又は 5’位に SH化合物が付加した

一付加体及び二付加体が生成した。更に、酸化に

より生成させた EQオリゴマーは GSHを GSSG

に酸化させるプロオキシダント活性を持つこと

が判明した。 
 

D．考察   

1. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築（Ⅰ） 

[秋山] 

4 位の置換基の構造により基質の減少と生成物

の有無に明らかな差が見られた。メチル基、第一

級アルキル基又はアルコキシ基が結合した基質

ではチロシナーゼによる酸化が起きてオルトキ

ノンが生成したが、第二級アルキル基、第三級ア

ルキル基又はアリール基では酸化反応が起きに

くいと考えられる。アルコキシ基の場合には SH

ペプチドが 2個付加したカテコールも見られたが、

オルトキノンの生成と SH基の結合というメカニ

ズムは共通している。 

 

2. 安全性評価法（細胞系）の構築 [最上] 

白斑誘導性フェノール類の評価方法として、ヒ

トチロシナーゼ発現 293T細胞を用いた代謝活性

化の解析について有用性が示された。今後さらに

対象を広げ、構造と白斑誘導能との関連を解明す

る。細胞毒性増強の試みについては、メラノーマ

細胞のメラニン合成系下流遺伝子 TYRP1 は

4SCAPの細胞毒性に関与しないことが判明した。

今後は他遺伝子を標的に細胞感受性増強を検討

する。 

 

3. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築（Ⅱ） 

[伊藤] 

EQ はチロシナーゼにより酸化されて極めて反

応性の高いオルトキノンを産生する。EQ の持つ

2個のフェノール性 OH基がいずれも酸化され、

2 種類のモノカテコール体及びジカテコール体が

生成したことは興味深い。モノカテコール体の一

つ 6-hydroxy-EQ が RD の酸化により生成する

RD-環状カテコールと同じクロマン骨格を持つこ

とから、同様に細胞毒性をもたらす可能性が示唆

される。EQ オリゴマーは、先行研究で検討した

RES オリゴマーよりも高いプロオキシダント活

性をもつことも興味深い。 
 

E．結論 

SHペプチドを共存させて 4-置換フェノールの

チロシナーゼによる酸化を行わせたとき、4 位の

置換基の構造により反応性及び生成物の構造に

明らかな違いが見られた。 

白斑誘導性 4-置換フェノール類に共通する

代謝活性化の評価方法として、ヒトチロシナー

ゼ高発現細胞を用いた代謝物解析の有用性を

示した。メラノーマ細胞のチロシナーゼ下流遺

伝子発現を低下させての細胞感受性増強を試

みた。 

EQ のチロシナーゼ酸化は EQ-キノン、次い

で EQ-オリゴマーを産生し、前者は細胞内タン

パクと結合することにより、また後者は細胞内

抗酸化物質を酸化（枯渇）することにより細胞

傷害性を惹起する可能性が示唆された。 
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