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厚生労働科学研究費補助金（医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

総括研究報告書 

 

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  国立医薬品食品衛生研究所 所長 

 

4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール（ロドデノール）配合薬用化粧品の使用者に生じた白斑問

題に関して、ロドデノールによる白斑発症機序の解明に係わる調査研究、及び研究結果を踏まえた

事故再発防止に向けた対応策を検討した。 

１． 発症機序の解明に関わる調査研究： 

  皮膚科専門外来を受診したロドデノール配合化粧品により白斑を生じたと考えられる患者の約

半数は、使用開始 1 年以内に脱色素斑を生じ、脱色素斑部では、表皮内のメラノサイトの消失、真

皮上層へのメラニンの滴落に加え、単核球の浸潤が認められた。当該化粧品の使用を中止した患

者の 74％に症状の改善が見られたが、複数種別の当該化粧品を併用していた場合は改善が乏し

い傾向があった。引き続き患者の経過観察を行うとともに、パッチテストによる白斑への免疫系の関

与、および治療法についても検討する。 

ロドデノール類似化合物による白斑症状とその機序に関する文献調査、ロドデノール原薬の純

度、代謝と細胞毒性についての試験、およびカネボウ化粧品から提供された非臨床試験結果の評

価を行った。褐色モルモットへのロドデノール塗布により表皮メラノサイトは著しく減少し、患者の臨

床症状と類似の結果が得られることが、カネボウ化粧品の事故後の追試験で示された。ロドデノー

ル原薬の純度はほぼ 100％で、白斑はロドデノールに由来するものと考えられた。ロドデノールは、

メラノサイトのチロシナーゼにより細胞毒性のより強い水酸化体に代謝され、この代謝がメラノサイト

の細胞死に強く関わることが示唆された。一方で、職業性白斑を起こすことが報告されているフェノ

ール誘導体である 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）は、メラノサイトへの直接作用に加え、免疫系を介する二相性の作用がメラノサイト消失を

もたらすと考えられている。カネボウ化粧品の報告では、ロドデノールは実験動物での感作性試験

はおおむね陰性であったが、免疫系の関与についてはさらなる検討が必要と思われる。 

２．再発防止に向けた対応策の検討： 

既存の承認審査・市販後安全対策の方策について整理し、非臨床、臨床及び製造販売後のそ

れぞれの段階における対応方策を検討した。ロドデノール配合薬用化粧品による白斑問題を教訓

に、新有効成分含有薬用化粧品の承認申請時には、医療用医薬品に準じて、臨床試験として皮

膚科専門医の管理下のもとで長期安全性試験の実施を求めるべきとされた。また白斑事故の拡大

は、製造販売業者による副作用情報の収集体制の不備及び情報入手後の国への報告等の対応

の遅れが要因と考えられ、企業から国への副作用報告制度の強化が必要であり、副作用報告の対

象範囲を広げるべきと提言した。製造販売後調査手法の具体的な工夫、製品の添付文書の充実

の内容についても提言した。 
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A. 研究目的 

4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール（ロ

ドデノール）を配合した薬用化粧品は、医薬部

外品として、平成 18 年 7 月に申請され、薬事・

食品衛生審議会化粧品・医薬部外品部会におけ

る審議を踏まえ、平成 20 年 1 月に「メラニン

の生成を抑え、しみ、そばかすを防ぐ等」の効

能効果で承認されたものである。本化粧品を使

用後に白斑（肌がまだらに白くなった状態）に

なったとの報告が寄せられ、平成 25 年 7 月 4

日から製造販売業者が自主回収を実施した。カ

ネボウ化粧品によると、平成 26 年 3 月末まで

に、1 万 8 千人以上から白斑様症状の申し出が

あり、約 70 万個の製品を回収している。 

ロドデノール配合薬用化粧品による白斑発症

問題については、日本皮膚科学会等でも原因究

明を進めているところであるが、厚生労働省と

して再発防止に向けた検討を進める必要がある

ことから、厚生労働科学研究として本事業を行

うことにした。本研究では製造販売業者及び関

連学会と連携して、ロドデノールによる白斑発

症の原因究明を臨床及び基礎の両面から進める。

本研究ではさらに、現状の医薬部外品の承認申

請に係る試験方法、製造販売後調査方法、副作

用報告制度や適正使用に関する注意喚起の方法

などを調査し、再発防止の観点から、新たな医

薬部外品の承認審査・製造販売後安全対策の方

策を検討することにした。 

 

B．研究方法 

1．原因究明に関する研究（臨床解析） 

ロドデノール含有化粧品による皮膚傷害が報

道されて以降に、白斑を主訴として群馬大学医

学部附属病院皮膚科外来を受診した新規患者、

及びそれ以前に尋常性白斑として通院加療中で

あった患者でロドデノール含有化粧品の使用歴

が確認された患者を解析した。 

（倫理面への配慮） 

 本研究に先立ち、患者には研究内容を説明し、

文書による同意（承諾書）を得ている。 

2．原因究明に関する研究（基礎研究） 

2-1．ロドデノールおよび類似物質による白斑に

関する文献調査 

 化学物質により誘導される白斑、皮膚脱色素

斑形成に関する論文を収集し調査した。また、

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「ロドデノール配合化粧品の使用に

よる白斑様症状の病態形成メカニズムに関する

研究」（参考資料）も検討した。 

2-2．ロドデノールの品質及び代謝試験 

ロドデノールの純度及び製品中含量を定量し

た。さらにロドデノールの合成原料であるラズ

ベリーケトンの混入量を HPLC または LC/MS

で分析した。キラルカラムを用いて、ロドデノ

ールの光学異性体存在比を求めた。これらの化

合物についてチロシナーゼの代謝実験を行い、

生成物を HPLC または LC/MS で分析した。 

3．再発防止に関する研究 

ロドデノール配合薬用化粧品の承認申請時に
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提出された資料、現行の医薬部外品の承認申請

時に求められる非臨床試験、臨床試験の種類及

び方法、製造販売後調査手法、副作用報告制度、

製造販売後の安全管理の基準、適正使用に関す

る注意喚起の方法等を調査し、今後の医薬部外

品の安全性確保のあり方について検討した。 

 

C．研究結果 

1．群馬大学皮膚科におけるロドデノール誘発

性脱色素斑患者の臨床解析 

研究班員所属施設の 54 例（男性 1 名、女性

53 名。年齢分布は 29 歳から 81 歳、平均 55 歳）

について解析した。含有化粧品を１年以上使用

していた方が 85％で、約半数の患者で使用開始

１年以内に脱色素斑が出現していた。掻痒感は

44%の患者に、紅斑は 35%の患者に存在した。

使用中止後 74％の患者に白斑の改善が見られ

ている。顔面、頚部では色素再生が早く、手背

や上肢では色素再生が遅い傾向があった。白斑

の面積に関しては、40%の患者で顔面全体に及

び、頸部と手背では狭くなる傾向にあった。脱

色素斑部の病理所見では、白斑部表皮内のメラ

ノサイトの消失と、真皮上層へのメラニンの滴

落、真皮脈管周囲の単核球浸潤がみられた。 

2．基礎からの分析 

基礎からの原因究明に関して、①ロドデノー

ル類似化合物による白斑症状について文献情報

を調査し、②ロドデノール原薬および製品サン

プルの品質、代謝と毒性、③カネボウ化粧品よ

り提供されたロドデノールの非臨床試験結果に

ついて評価を行った。 

2-1．ロドデノール類似物質による白斑症状に関

する文献調査 

化学物質により皮膚に白斑/脱色素斑が生じ

る現象は古くより知られ、1939 年にヒドロキノ

ンモノベンジルエーテル（MBEH）を扱う工場

労働者での発症が、引き続き 4-tert-ブチルフェ

ノール（4-TBP）などの職業性白斑事例が報告

されている。黒色モルモットへの高濃度塗布に

より皮膚色素脱失が確認され、構造活性の検討

から、白斑/脱色素斑を誘導する化学物質の代表

的なクラスが｢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｣と結論されている。 

2-1-1．メラノサイト選択的な毒性発現 

4-TBP と MBEH は特に顕著な作用を示し、

メラノサイトへの直接作用と免疫系を介する二

相性の作用によって皮膚のメラニンとメラノサ

イトが減少・消失する機序が提唱されている。 

4-TBP と MBEH のメラノサイトへの直接作

用にはメラニン合成系が大きく関わる。4-TBP

と MBEH はメラニン合成を阻害するとともに

チロシナーゼにより代謝され、活性酸素種 ROS

の産生を増加することが確認され、酸化ストレ

スの増加がメラノサイト選択的毒性発現に関わ

ると考えられている。 

2-1-2．免疫の誘導 

4-TBP と MBEH のメラノサイトに対する毒

性は強力ではない（IC50 値は数百M である）

ことから、メラノサイトに対する免疫応答が色

素脱失作用に大きな役割を持つと予想されてい

る。遅延型アレルギー性に関して、モルモット

を使った皮膚感作性試験 GPMT で 4-TBP は陰

性、チロシナーゼ代謝物 4-TBC が陽性であった。

MBEH はヒトでメラノサイトが存在する部位

でパッチテスト陽性を示し、メラノサイトに強

く関わる応答が示唆された。 

4-TBP と MBEH はチロシナーゼによりカテ

コール体、オルトキノン体に代謝され、それぞ

れ SH 基やチロシナーゼへの付加反応性を獲得

することから、ハプテン抗原の形成によりハプ

テン特異的な免疫応答が予想される。また両化

合物の場合、白斑は長期間暴露された人の全て

には発症せず､化合物に接触した部位以外にも

広がることから、メラノサイトに対する自己免

疫誘導の可能性も推定されている。(1)アポトー

シス、ネクローシスの誘導、（2）メラノサイト

抗原の放出、（3）メラノサイト内の小胞体スト

レス応答を介する炎症性サイトカイン IL-6・
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IL-8 の産生など、（自己）免疫誘導につながる

報告がなされている。 

2-2．ロドデノール原薬・製品の品質面での評価

および代謝・毒性 

ロドデノールは 2 位に不斉炭素を持ち、鏡像

異性体（R 体と S 体）が存在しうる。キラルカ

ラムで分離したところピーク面積から R 体と S

体の存在比がほぼ 1：1 であることが判明した。

また合成原料のラズベリーケトンによる白斑事

例が報告されていることから含量を分析したと

ころ、ロドデノールに対しラズベリーケトンの

重量比は 0.04%以下であり、製品に配合される

ロドデノールの純度は非常に高いことがわかっ

た。また、製品へのロドデノール配合量は約 2%

であることを確認した。 

ロドデノールがチロシナーゼおよびメラノサ

イトによって水酸化体に代謝されること、水酸

化体はロドデノールより 10 倍以上強力な細胞

毒性を示すことを確認した。 

2-3．カネボウ化粧品による非臨床試験報告 

ロドデノールを褐色モルモットに高濃度塗布

し、皮膚内色素とメラノサイトの減少が確認さ

れた。4-TBP の報告と同様に、ロドデノールに

よる脱色素斑の回復が観察されている。 

ロドデノールのメラノサイトに対する毒性は

チロシナーゼ活性に大きく依存しており、ヒトメ

ラノサイトはロドデノール高感受性群と低感受性群

に分かれた。しかし ROS は検出されなかった。 

ロドデノールに感受性の高いメラノサイトに

おいても毒性の IC50値は数百M であった。し

かしながらロドデノール処理ケラチノサイトに

おいて炎症性サイトカイン産生は認められなか

った。また皮膚感作性試験 GPMT および LLNA

においてロドデノールは陰性、高感度 GPMT

改変法である CCET で疑わしい皮膚反応が認

められた。光感作性は AS-AA および Haber の

両試験で陰性であった。 

一方、ロドデノール処理メラノサイトでは、

小胞体ストレス応答の誘導が認められた。 

3．再発防止策について 

既存の承認審査・市販後安全対策の方策につ

いて整理し、非臨床、臨床及び製造販売後のそ

れぞれの段階における対応方策を検討した。 

3-1．非臨床試験 

 申請段階で実施された試験項目で本症例を予

期することは困難であった。試験項目の追加の

必要性については、原因究明の結果を踏まえる。 

3-2．臨床試験 

 新有効成分含有薬用化粧品の承認申請時には、

臨床試験として、ヒトパッチ試験及び効能・効

果に関するヒト使用成績試験の実施を求めてい

る。これに加え、長期安全性試験を皮膚科専門

医の管理下で実施するべきで、具体的方法につ

いては今後検討することにした。化粧品を重ね

塗りする可能性を考慮した臨床試験の用量設定

も重要であるとした。 

3-3．製造販売後調査 

 ロドデノール配合薬用化粧品については、承

認後２年間で約 1200 例の製造販売後調査が実

施されたが、調査の中で白斑の症例は確認でき

なかった。対面販売の実態を利用した製造販売

後調査を検討してはどうか、調査に皮膚科専門

医が関与すべきとの意見が出された。これを踏

まえ、医薬部外品の製造販売後調査の実施方法

についてガイドライン等を作成すべきとされた。 

3-4．副作用報告 

 副作用の情報を迅速に把握し必要な安全対策

を取ることにより、健康被害の拡大を防ぐこと

を目的として、副作用等の国への報告が義務付

けられている。医薬部外品・化粧品の場合、学

術論文や学会報告等の研究報告のみが報告対象

とされていた。今回のロドデノールによる白斑

は、製造販売業者による副作用情報の収集体制

の不備及び情報入手後の国への報告等の対応の

遅れも被害拡大の一因と指摘されている。医薬

部外品・化粧品について副作用報告制度の強化

が必要であるとし、個別症例報告を法令上義務

化するとともに、重篤な副作用症例の対象範囲
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を拡大することを求めた。 

3-5．製造販売後の安全管理の基準（GVP） 

GVP 省令において製品の安全性に関する情

報の収集、検討及びその結果に基づく必要な措

置の立案、実施が義務付けられている。医薬部

外品・化粧品の製造販売業者については、「学会

報告、文献報告その他研究報告に関する情報」

及び「その他安全管理情報」のみが収集対象と

されていた。研究班は、収集対象として医療関

係者からの情報や行政機関からの情報等を追加

するべきと意見した。 

3-6．使用上の注意 

化粧品の使用上の注意事項の表示として、赤

味、はれ、かゆみ、刺激の注意はあるが、白斑

を示す皮膚の色の変化については記載がない。

この表現を追加するべきとの意見があった。 

  

D．考察   

1．原因究明に関する検討 

1-1．臨床からの分析 

ロドデノールによる白斑が獲得免疫のアレル

ギー反応を介する場合は掻痒と紅斑を伴うが、

細胞毒性によっても二次的に炎症反応が惹起さ

れ掻痒と紅斑をきたすことがある。ロドデノー

ルで白斑を生じた患者の中にも掻痒と紅斑を伴

う人がおり、鑑別するため 6 例にパッチテスト

を実施したが、いずれも陰性であった。今回の

ロドデノールがどちらの機序を介するかを明ら

かにするためには、多くの症例での検討が必要

と考えられる。 

研究班員所属施設における患者については製

品の使用中止後 74%に改善傾向が認められて

おり、日本皮膚科学会の中間報告とほぼ同じ割

合であった。部位による色素再生の早遅の理由

は不明である。対象とした症例で治療内容によ

る改善程度に差は見られず、この色素再生は自

然経過によるものと推定した。改善が見られな

い症例に対する治療、あるいは改善を促進する

治療を確立することが臨床的には最も重要であ

り、尋常性白斑で行われる皮膚移植も選択肢に

入ると思われる。 

1-2．基礎からの分析 

1-2-1．類似化合物による白斑症状事例とその機

序 

4-TBP や MBEH などのフェノール/カテコー

ル誘導体は、工場労働での暴露などにより職業

性白斑を生じた事例が報告され、黒色モルモッ

トで皮膚色素脱失作用が確認されている。これ

らのフェノール誘導体の場合、皮膚色素脱失の

メカニズムは、メラノサイトへの直接作用と免

疫系を介する二相性の作用と考えられている。

メラノサイトへの直接作用にはメラニン合成系

が大きく関わり、メラニン合成阻害とともに

ROS 産生が確認され、4-TBP や MBEH がチロ

シナーゼで代謝されて酸化ストレスを増大し細

胞を傷害する機序が推定されている。 

4-TBP や MBEH のメラノサイト毒性は強力

ではなく、免疫応答の誘導が色素脱失に大きく

寄与することが予想されている。チロシナーゼ

代謝によるハプテン抗原形成によりハプテン特

異的な免疫応答が予想される。加えてメラノサ

イトへの自己免疫の誘導が、発症の個人差、全

身性の進行､病変部への細胞障害性Ｔ細胞の浸

潤などから予測されており、細胞死誘導やチロ

シナーゼ修飾に伴うメラノソーム抗原の放出な

ど、自己免疫につながる報告がなされている。 

1-2-2．ロドデノールの品質および非臨床試験結

果とその評価 

ロドデノールの合成原料ラズベリーケトンは

白斑の事例が報告されているが、ロドデノール

原薬での含量は 0.04%以下であり、純度に問題

は無いことが確認された。 

カネボウ化粧品によるロドデノールの非臨床

試験においては、褐色モルモットに高濃度塗布

し、皮膚メラノサイトと色素の減少が確認され

た。4-TBP と同様に脱色素斑の回復も観察され、

メラノサイトへの直接効果が可逆的であること

を示唆している。しかしながら、職業性白斑事
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例の代表的原因物質である 4-TBP や MBEH な

どの報告とは動物と塗布溶剤が異なる。ロドデ

ノールの色素脱失メカニズムについてもメラノ

サイトへの直接作用と免疫を介する二相性の作

用と想定される。直接作用については、4-TBP

や MBEH の場合と同様に、毒性発現にはチロ

シナーゼによる代謝が重要であり、このことが

メラノサイト選択的毒性をもたらすと考えられ

る。具体的にはロドデノールの毒性は細胞のチ

ロシナーゼ含量に大きく依存し、メラノサイト

は感受性の異なる 2 群に分かれるとともに、代

謝により生じる水酸化体がより強力な毒性を示

していた。一方ロドデノールでは ROS は検出

されず、メカニズム解明のためには、4-TBP や

MBEH との比較解析が必要と思われる。 

ロドデノールの場合もメラノサイトに対する

毒性は強力ではなく､色素脱失には免疫応答が

大きく寄与することも予想される。感作性・光

感作性試験ではロドデノールはおおむね陰性で

あった。一方、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が誘導され

ており、ロドデノールによる免疫誘導の可能性

について、さらなる検討が必要と思われる。 

2．再発防止に関する検討 

医薬部外品・化粧品の副作用による健康被害

の再発防止のための対応方策を検討した。ロド

デノール配合薬用化粧品については非臨床試験

として種々の試験項目が実施されたが、今回の

白斑を予期することはできなかった。追加の試

験項目を課すことの必要性について引き続き議

論することした。臨床試験として、ヒトパッチ

試験及び使用成績試験の実施を求めているが、

医薬品外用剤に準じた長期安全性試験を皮膚科

専門医の管理下で構築・実施すべきであるとの

意見があり、必要な症例数と試験期間について

引き続き検討することにした。化粧品は化粧水、

乳液、クリームとシリーズアイテムが有り、同

一有効成分を含む複数アイテムを重ね塗りする

可能性がある。ロドデノールについても複数ア

イテムを使用した人で発症率が高かったと報告

されている。こうしたことを考慮した臨床試験

の実施方法を策定することも必要と考えた。 

医薬部外品・化粧品のうち、特にリスクの高

い新有効成分含有医薬部外品については、承認

後一定期間の間に一定症例数の製造販売後調査

を実施し、安全性に関する情報を収集するよう

製造販売業者に求めている。現状、医薬部外品

の製造販売後調査は必ずしも承認条件とされて

いないが、「新一般用医薬品」に準じた調査が行

われている。問題となった白斑は現行の調査で

は見つからず、きめ細かな情報収集への改良が

必要と考えられた。皮膚科専門医の調査への関

与も有効ではないかと議論している。 

製造販売業者による副作用情報の収集体制の

不備及び情報入手後の国への報告等の対応の遅

れが被害拡大の一因であると指摘されている。

平成 23 年に、加水分解コムギ末を含有する薬

用石鹸の使用者で、アナフィラキシーを発現し

た事例が報告されたことを受け、医療関係者か

ら健康被害の情報を入手した場合には、これを

社内においてとりまとめ研究報告するよう通知

されたが、法令上の報告義務はないままであっ

た。研究班は、医薬部外品・化粧品について副

作用報告制度の強化が必要であると考え、個別

症例報告を法令上義務化するとともに、白斑を

想定し「治療に要する期間が 30 日以上の症例」

を重篤な副作用に加え報告対象に含めるべきと

提言した。また製品の安全性に関する情報が、

社内で一元的に扱われていなかったことが指摘

されている。副作用報告の対象範囲の拡大に合

わせて、医療関係者からの情報や行政機関から

の情報等も GVP 上の収集対象として追加する

べきであると考えた。これを受けて、平成 26

年 2 月 26 日付けで「薬事法施行規則及び医薬

品、医薬部外品、化粧品及び医療機器の製造販

売後安全管理の基準に関する省令の一部を改正

する省令（平成 26 年厚生労働省令第 13 号）」

が公布され、同年４月１日から施行されること
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となっている。 

使用上の注意において、白斑及び周辺組織で

の色素増強を念頭に、製品の使用を中止すべき

症状として、現行の「赤み、はれ、かゆみ、刺

激」に加え「色抜けや黒ずみ」を追記する追加

の注意喚起が必要とした。また、気付かないう

ちに白斑が生じていた症例を踏まえ、肌に異常

が生じていないかよく注意して使用するような

注意喚起が必要とした。 

以上、新有効成分含有医薬部外品の安全性評

価に係る臨床試験の拡充、製造販売後調査手法

の工夫、副作用報告制度及び GVP の強化、製

品の使用上の注意の改訂による適正使用に係る

情報提供などが、医薬部外品の副作用による健

康被害拡大の再発防止に有益な方策ではないか

と考えた。安全性評価に係る非臨床試験、臨床

試験の実施に関する検討や評価手法について、

「安全性評価ガイドライン（仮称）」として取り

まとめることも視野に入れ、さらに検討を進め

る。 

  

E．結論 

ロドデノール配合化粧品により白斑を生じた

と考えられる患者の約半数は、使用開始 1 年以

内に脱色素斑を生じ、脱色素斑部では、表皮内

のメラノサイトの消失、真皮上層へのメラニン

の滴落に加え、単核球の浸潤が認められた。ロ

ドデノール含有化粧品の使用中止後は約 70％

の患者で色素の回復がみられ、その回復度は上

肢や手背に比べて顔面、頚部では早かった。し

かし、ロドデノール含有化粧品を併用していた

場合は改善に乏しいと考えられた。なお現行の

治療の有無で軽快率に著明な差はなく、治療法

については今後も検討が必要であった。患者の

中には掻痒感や紅斑を伴う人が存在し、白斑症

状と免疫系との関係が疑われた。鑑別にはパッ

チテストが有用と考えており、臨床面からの白

斑発症機序の解明に向けた検討を進める。 

基礎からの原因究明として、ロドデノール類

似物質による白斑の文献情報を収集するととも

に、カネボウ化粧品から提供されたロドデノー

ルの非臨床試験結果の評価を行った。ロドデノ

ールは褐色モルモットのメラノサイトを著しく

減少し臨床知見を裏付けるとともに、メラノサ

イトのチロシナーゼにより代謝されてより強力

な細胞毒性を発現した。原薬の純度に問題はな

かった。職業性白斑の原因となる代表的なフェ

ノール誘導体 4-TBP や MBEH の場合には、メ

ラノサイトへの直接効果に加えて免疫系を介す

る二相性の作用がメラノサイト消失をもたらす

機序が提唱され、チロシナーゼで代謝されるこ

とにより、①ROS を産生しメラノサイトを傷害

する、②タンパク付加によりハプテン抗原を形

成するメカニズムがそれぞれ明らかにされてい

る。ロドデノールの感作性試験はおおむね陰性

であったが、小胞体ストレス応答を誘導した。

ロドデノールの免疫誘導については、今後の解

明が必要と思われる。 

医薬部外品の開発から承認審査、製造販売後

までの各段階における安全性確保のための現行

の枠組みについて整理し、各段階における再発

防止のための対策について検討した。副作用報

告制度の強化が必要であり、製品販売後も安全

管理情報の収集を広く行うことが必要と提言し

た。今後、医薬部外品の開発段階における前臨

床試験及び臨床試験のあり方、実施手法につい

て、「安全性評価ガイドライン（仮称）」として

取りまとめる予定である。 

 

F．健康危険情報 

なし 

 

G．研究発表 

1．論文発表 

なし 

2．学会発表 

岸 史子，天野博雄，茂木精一郎，石川 治．

当院におけるロドデノール関連脱色素斑患
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者のまとめ．第 81 回日本皮膚科学会群馬

地方会（2013 年 12 月） 

秋山卓美，清水久美子，藤巻日出夫，内野 正，

五 十 嵐 良 明 ． Rhododendrol お よ び

raspberry ketone の細胞毒性発現機構．日

本薬学会第 134 年会（2014 年 3 月） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況  

1．特許取得 

なし 

2．実用新案登録 

なし 

3．その他 

なし 
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厚生労働科学研究費補助金(医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業) 

「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」 

分 担 研 究 報 告 書（平成 25 年度） 

 
群馬大学皮膚科におけるロドデノール誘発性脱色素斑患者の臨床解析 

 
研究分担者 群馬大学医学部医学系研究科皮膚科学 石川 治 

研究協力者 群馬大学医学部附属病院皮膚科    岸 史子 

 

 

 
A．研究目的 

ロドデノール含有化粧品により白斑を生じ

たと考えられる患者について臨床解析を行い，

その特徴を明らかにする． 

 

B．研究方法（倫理面への配慮） 

 ロドデノール含有化粧品による皮膚傷害が

報道されて以降に，白斑を主訴として群馬大

学医学部附属病院皮膚科外来を受診した新規

患者およびそれ以前に尋常性白斑として通院

加療中であった患者でロドデノール含有化粧

品の使用歴が確認された患者を解析対象とし

た． 

 本研究に先立ち，患者には研究内容を説明

し，文書による同意（承諾書）を得ている． 

C．研究結果 

H25 年７月〜11 月に当科のロドデノール

誘発性脱色素斑専門外来を受診した患者は

54 名で，これらの患者を対象として臨床解析

した．全患者が定期的に通院しており，現在

も経過を観察中である． 

 

・性別：男性 1 名，女性 53 名 

・年齢分布：29 歳〜81 歳，平均値 55 歳，中

央値 52.5 歳 

・ロドデノール含有化粧品使用歴：3 ヶ月以

下；6%，3〜6 ヶ月以下；6%，6〜12 ヶ月

以下；4%，12〜24 ヶ月以下；33%，24〜

研究要旨： 

群馬大学医学部附属病院皮膚科を受診した 54 例を臨床的に解析した．登録患者は 54 例

（男性 1 名、女性 54 名．年齢分布は 29 歳から 81 歳、平均 55 歳），全員が定期通院し経過観

察中である．ロドデノール含有化粧品を１年以上使用していた患者が 85％，約半数の患者は

使用開始１年以内に脱色素斑が出現していた．瘙痒感は 44%の、紅斑は 35%の患者に存在

した．使用中止後 74％の患者で白斑の改善が見られている．色素再生は顔面や頚部では早

く，手背や上肢では遅い傾向がみられている．白斑の面積に関しては，顔面では 40%の患者

で顔面全体に及び，頸部と手背では面積が狭くなる傾向にあった．白斑部を病理組織学的に

検索した症例（2 例）では，いずれも表皮内のメラノサイトの消失と、真皮上層へのメラニンの滴

落、真皮脈管周囲の単核球浸潤がみられた． 



 

36 ヶ月以下；

・使用開始から脱色素斑出現までの期間：

ヶ月以下；

〜12

19%，

上；11%

・臨床経過概要：改善あり

  顔面・頸部は手背等に比べて改善傾向が

高かった（図

は治療の有無による改善率の差はない．

 

 

図 1．臨床経過

左：ロドデノール含有化粧品中止

後（左），

明らかな改善傾向が見られる．

 

・使用部位意外の白斑の有無：あり；

し；91%

・痒みの有無：あり；

・紅斑あり

・使用したロドデノール含有化粧品の種類：

1 種類；

類；13

名（うち改善あり

ち改善あり

あり 1

名） 

・脱色素斑の面積

ヶ月以下；34%

・使用開始から脱色素斑出現までの期間：

ヶ月以下；11%，

12 ヶ月以下；24%

，24〜36 ヶ月以下；

11%，不明；

・臨床経過概要：改善あり

顔面・頸部は手背等に比べて改善傾向が

高かった（図 1）．

は治療の有無による改善率の差はない．

．臨床経過 

左：ロドデノール含有化粧品中止

後（左）， 4 か月後（右）．

明らかな改善傾向が見られる．

・使用部位意外の白斑の有無：あり；

91% 

・痒みの有無：あり；

・紅斑あり 35%：なし

・使用したロドデノール含有化粧品の種類：

種類；18 名（うち改善あり

13 名（うち改善あり

名（うち改善あり

ち改善あり 2 名），

1 名），6 種類；

 

・脱色素斑の面積 

34%，36 ヶ月以上；

・使用開始から脱色素斑出現までの期間：

，3〜6 ヶ月以下；

24%，12〜24

ヶ月以下；15%

，不明；7% 

・臨床経過概要：改善あり 74%

顔面・頸部は手背等に比べて改善傾向が

）．2013 年 12

は治療の有無による改善率の差はない．

左：ロドデノール含有化粧品中止

か月後（右）． 

明らかな改善傾向が見られる．

・使用部位意外の白斑の有無：あり；

・痒みの有無：あり；44%，なし；

：なし 65% 

・使用したロドデノール含有化粧品の種類：

名（うち改善あり

名（うち改善あり 9 名），

名（うち改善あり 3 名），4 種類；

名），5 種類；2

種類；3 名（うち改善あり

 

ヶ月以上；17% 

・使用開始から脱色素斑出現までの期間：

ヶ月以下；13%，

24 ヶ月以下；

15%，36 ヶ月以

74%；なし 26%

顔面・頸部は手背等に比べて改善傾向が

12 月の時点で

は治療の有無による改善率の差はない．

左：ロドデノール含有化粧品中止 1 か月

 

明らかな改善傾向が見られる． 

・使用部位意外の白斑の有無：あり；9%，な

，なし；56% 

・使用したロドデノール含有化粧品の種類：

名（うち改善あり 11 名），2

名），3 種類；

種類；5 名（う

2 名（うち改善

名（うち改善あり
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・使用開始から脱色素斑出現までの期間：3

，6

ヶ月以下；

ヶ月以

26% 

顔面・頸部は手背等に比べて改善傾向が

月の時点で

は治療の有無による改善率の差はない．  

 

か月

，な

・使用したロドデノール含有化粧品の種類：

2 種

種類；7

名（う

名（うち改善

名（うち改善あり 2

 

・ロドデノールパッチテスト

 ロドデノールは日本皮膚科学会のロドデノ

ール含有化粧品の安全性に関する特別委員会

が作成した

例に実施したが前例陰性であった．

・病理所見

メラノサイトの消失，真皮脈管周囲のリンパ

球浸潤，真皮へのメラニンの滴落がみられた．

色素斑部では表皮基底層のメラニン増強，真

皮上層へのメラニンの滴落，真皮脈管周囲へ

のリンパ球浸潤がみられるが，表皮メラノサ

イトの消失はみられなかった．

          

図 2

白斑部では

いる．

 

D．

 最も重要な点は，１．発症機序，２．予後，

３．治療である．

発症機序に関しては，アレルギー機序を介

・ロドデノールパッチテスト

ロドデノールは日本皮膚科学会のロドデノ

ール含有化粧品の安全性に関する特別委員会

が作成した 2%

例に実施したが前例陰性であった．

・病理所見（図

メラノサイトの消失，真皮脈管周囲のリンパ

球浸潤，真皮へのメラニンの滴落がみられた．

色素斑部では表皮基底層のメラニン増強，真

皮上層へのメラニンの滴落，真皮脈管周囲へ

のリンパ球浸潤がみられるが，表皮メラノサ

イトの消失はみられなかった．

          

2．免疫組織（メラン

白斑部では表皮内の

いる． 

．考察 

最も重要な点は，１．発症機序，２．予後，

３．治療である．

発症機序に関しては，アレルギー機序を介

（人） 

ほぼ 

全面 

25-50 % 

0-25 % 

・ロドデノールパッチテスト

ロドデノールは日本皮膚科学会のロドデノ

ール含有化粧品の安全性に関する特別委員会

2%ロドデノール液を使用した．

例に実施したが前例陰性であった．

（図 2）：脱色素斑部では表皮内の

メラノサイトの消失，真皮脈管周囲のリンパ

球浸潤，真皮へのメラニンの滴落がみられた．

色素斑部では表皮基底層のメラニン増強，真

皮上層へのメラニンの滴落，真皮脈管周囲へ

のリンパ球浸潤がみられるが，表皮メラノサ

イトの消失はみられなかった．

          

．免疫組織（メラン A

表皮内のメラノサイトが消失して

最も重要な点は，１．発症機序，２．予後，

３．治療である． 

発症機序に関しては，アレルギー機序を介

顔

面 

頚

部 

9 8 

 14 11 

 1 11 

・ロドデノールパッチテスト 

ロドデノールは日本皮膚科学会のロドデノ

ール含有化粧品の安全性に関する特別委員会

ロドデノール液を使用した．

例に実施したが前例陰性であった． 

：脱色素斑部では表皮内の

メラノサイトの消失，真皮脈管周囲のリンパ

球浸潤，真皮へのメラニンの滴落がみられた．

色素斑部では表皮基底層のメラニン増強，真

皮上層へのメラニンの滴落，真皮脈管周囲へ

のリンパ球浸潤がみられるが，表皮メラノサ

イトの消失はみられなかった． 

A 染色） 

メラノサイトが消失して

最も重要な点は，１．発症機序，２．予後，

発症機序に関しては，アレルギー機序を介

 

手

背 

前

腕 

 4 1 

 5 3 

 11 15

ロドデノールは日本皮膚科学会のロドデノ

ール含有化粧品の安全性に関する特別委員会

ロドデノール液を使用した．6

 

：脱色素斑部では表皮内の

メラノサイトの消失，真皮脈管周囲のリンパ

球浸潤，真皮へのメラニンの滴落がみられた．

色素斑部では表皮基底層のメラニン増強，真

皮上層へのメラニンの滴落，真皮脈管周囲へ

のリンパ球浸潤がみられるが，表皮メラノサ

 

メラノサイトが消失して

最も重要な点は，１．発症機序，２．予後，

発症機序に関しては，アレルギー機序を介

 

上

腕 

 0 

 0 

15 6 
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さないロドデノールないしその代謝産物によ

る細胞毒性，および獲得性免疫機序を介する

アレルギー反応によるものと考えられる．通

常，後者では瘙痒と紅斑を伴うが，細胞毒性

によっても二次的に炎症反応が惹起され瘙痒

や紅斑をきたす可能性もありうる．そこで両

者を鑑別するためにはパッチテストが有用で

ある．今回の検討では 6 例前例がパッチテス

ト陰性であった．どちらの機序を介するかを

明らかにするためには，より多くの症例での

検討が必要である． 

予後に関しては 74%に認められており，日

本皮膚科学会の中間報告とほぼ同じ改善割合

であった．色素再生は顔面・頸部に比べると

手背・上肢では遅い傾向が見られているが，

その理由は不明である． 

今回対象とした症例では治療内容による改

善程度に差は見られず，色素再生は自然経過

によるものと推定した．問題となるのは改善

が見られない症例に対する治療，あるいは改

善を促進する治療を確立することである．こ

れら難治例に対しては，尋常性白斑で行われ

ている皮膚移植（suction blister 法により正

常部から表皮を採取し，同様に表皮を剥離し

た白斑部に移植する）が選択肢となるかもし

れない． 

 

E．結論 

・ロドデノール含有化粧品の使用中止後は約

70％の患者で色素の回復がみられた． 

・多数のロドデノール含有化粧品を併用して

いた場合は改善に乏しいと考えられた． 

・色素回復上肢や手背に比べて顔面，頚部で

は早い． 

・治療の有無で軽快率に差はなく，治療につ

いては今後検討が必要である． 

 

F．健康危険情報（総括研究報告書にまとめ

て記入） 

G．研究発表  

1．論文発表 

 なし 

2．学会発表 

 岸 史子 天野博雄 茂木精一郎 石川 治．

当院におけるロドデノール関連脱色素斑患者の

まとめ．第 81 回日本皮膚科学会群馬地方会 

2013.12．19 前橋 

 

H．知的財産権の出願・登録状況  

1．特許取得 

 なし 

2．実用新案登録 

 なし 

3．その他 

 なし 
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厚生労働科学研究費補助金(医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業) 
「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」 

分 担 研 究 報 告 書（平成 25 年度） 

 
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白斑症状に関する文献調査 

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

 
研究要旨 

ヒトや実験動物に白斑様症状を誘導する化学物質について文献調査を行った。皮膚に白斑/色素脱

失を引き起こす化学物質の代表的なクラスが「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」であることが報告されている。職業的白斑の原因物質として知られる 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）は特に顕著な作用を示し、皮膚のメラノサイトを

選択的に傷害する直接効果に加え、免疫を介する二相性の作用がメラノサイト消失をもたらすと考えら

れている。4-TBP や MBEH については、チロシナーゼで代謝されることにより活性酸素種 ROS を産生

する直接作用に加え、代謝物が自殺基質として SH 基やチロシナーゼに付加する反応性を獲得するこ

と、細胞死の誘導やメラノサイト抗原の放出など、ハプテン抗原形成による免疫応答や自己免疫誘導に

つながる作用が報告されており、個人差の大きい白斑発症との関連が推定されている。 

カネボウ化粧品よりロドデノールの非臨床試験に関する報告書が提供され、褐色モルモットを用いて

ロドデノールの皮膚色素脱失作用が示されるとともに、皮膚感作性や光感作性はおおむね陰性の結果

が示された。メラノサイトに対してロドデノールはチロシナーゼ活性に大きく依存する毒性を発揮し、メラ

ノサイト選択性が示唆されるとともに、ヒトメラノサイトはロドデノール高感受性群と低感受性群に分かれ

た。免疫系の関与については今後の解明が望まれる。 

 
A. 研究目的 

ロドデノール含有化粧品の使用者に生じた白斑

症状の原因究明のために、類似化合物による白

斑の事例およびそのメカニズムについて、文献調

査を行った。また、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「ロドデノール配合化

粧品の使用による白斑様症状の病態形成メカニズ

ムに関する研究」（参考資料）について評価を行っ

た。 

 

B．研究方法 

化学物質により誘導される白斑、皮膚脱色素斑形

成に関する論文を、vitiligo、depigmentation、phenol、

chemical leukoderma 等を検索語として探索した。内

容の検討にあたっては論文の被引用数も参考とした。

また上記カネボウ化粧品より提供された非臨床試験

に関する報告書との比較検討を行った。 

 
C．研究結果 

１．化学物質による白斑・脱色素斑症例 

化学物質に接触したり暴露されたりすることにより

皮膚に白斑/脱色素斑が生じる現象は古くから知られ

ており、最初の報告は 1939 年に遡る。ゴム手袋に含

まれるヒドロキノンモノベンジルエーテル（モノベンゾ

ン，MBEH）に暴露された工場労働者 48 人中 25 人

に白斑が発症し、ヒトおよび黒色モルモットの皮膚に

塗布すると色素脱失が起こったことが紹介されている
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（Cummings and Nordlund, 1995）。1977 年には英国

で4-tert-ブチルフェノール（4-TBP）を扱う工場労働者

198 人のうち 54 人に発症した事例が Lancet に報告さ

れている（James et al, 1977）。このような職業性白斑

は特にフェノール誘導体に大量暴露された工場労働

者に高頻度に発生しており、動物実験を含めた詳細

な文献調査に基づき、皮膚のメラノサイトを選択的に

減少、あるいは消失させて白斑・脱色素斑形成を誘

導する化学物質の代表的なクラスが「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」であ

ることが報告されている（Cummings and Nordlund, 

1995; Boissy and Manga, 2004）（図 1）。置換基の側

鎖が長いノニルフェノールやオクチルフェノールを扱

う工場労働者には白斑は認められないが異論もある

（James et al, 1977）。 

 白斑の原因とされる多くの化合物は主に接触した

場所のみ局所的な色素脱失を起こすが、化合物によ

っては白斑は暴露された場所から離れた場所にも広

がる。4-TBP および MBEH は特に顕著な作用を有し

ており、作用機構の研究が進められている。 

 

２．化学物質による実験動物での皮膚色素脱失 

職業性白斑がはじめて報告された MBEH が皮膚

色素脱失を起こすことは、黒色モルモットを使って確

認されている（Peck and Sobotka, 1941）。MBEH を 5

ヶ月間混餌投与しても外皮に影響は認められなかっ

たが、皮膚に 50%軟膏あるいはエーテル溶液を塗布

すると数週間から数ヶ月で色素が消失した。 

4-TBP およびそのチロシナーゼによる代謝産物

4-tert-ブチルカテコール（4-TBC）についても黒色モ

ルモットを用いて検討され、4-TBP および 4-TBC の

10%DMSO あるいはプロピレングリコール溶液を 3 週

間毎日皮膚に塗布すると強力な色素脱失が生じた。

色素低下は 3 ヶ月までに回復したことが報告されてい

る（Gellin et al, 1970）。 

アルキル置換カテコール類の脱色素作用につい

ても、黒色モルモットを用いて構造活性相関が検討さ

れている。1～10%含有のクリームを皮膚に 1 ヶ月間

塗布すると、4-イソプロピルカテコールに最も強力な

色素脱失効果が認められ、適用部位の皮膚からはメ

ラノサイトや色素顆粒が消失した。この報告では脱色

素化合物に分類されるメルカプトアミン類も評価し、

N-(2-メルカプトエチル)-ジメチルアミンに弱い効果を

認めている（Bleehen et al, 1968）。 

 

３．メラノサイト選択的な毒性発現－チロシナーゼに

よる代謝と酸化ストレス仮説 

4-TBP および MBEH はチロシナーゼを阻害しメラ

ニン合成を低下するとともに、メラノサイトを選択的に

傷害することにより皮膚色素脱失が誘導される機序

が考えられている。これらの化合物は in vitro で皮膚

角化細胞（ケラノチサイト）よりメラノサイトに高い毒性

を示す（Yang et al, 2000; Hariharan et al, 2010）。 

皮膚色素であるメラニンはチロシナーゼを初発酵

素とする複数の過程を経て合成される（図 2）。4-TBP

および MBEH はメラニン前駆体であるチロシンに似

た構造を持ち、チロシナーゼを阻害するが（Yang et 

al, 1999; van den Boorn et al, 2011）、チロシナーゼに

より代謝されてメラノサイト選択的な毒性を発現する

機序が提唱されている。 

チロシンがチロシナーゼによりドーパを経てドーパ

キノンに転換されると同様に（図 2）、4-TBP もチロシ

ナーゼにより 4-tert-ブチルカテコール（4-TBC）、続い

てオルトキノン体である tert-ブチル-o-ベンゾキノンに

代謝される（図 3 左）。これに伴い、セミキノンフリーラ

ジカルやパーオキサイド、活性酸素種 ROS 産生が促

進され細胞を傷害する機序が提唱され（Boissy and 

Manga, 2004）、実際に 4-TBP 処理メラノサイトでは

ROS 産生が促進することが示されている（Manga et al, 

2006）。同様にオルトキノン体に代謝される MBEH

（図 3 右）も、メラノサイトでは ROS 産生を増加する

（van den Boorn et al, 2011）。 

 4-TBP の代謝により生じる酸化ストレスにより、遺伝

的に弱いメラノサイト、例えば細胞内のラジカルスカ

ベンジ系に欠陥を持つような細胞が傷害される可能

性が想定されている。白斑症（vitiligo）の患者では表
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皮メラノサイトにおける過酸化水素レベルが高いこと

が知られており（Dell'anna and Picardo, 2006）、また

白斑患者由来のメラノサイトは培地にカタラーゼを添

加すると 4-TBP による細胞毒性が低減することから

（Manga et al, 2006）、白斑発症には酸化ストレスに対

するメラノサイトの耐性/感受性が大きく関わっており、

4-TBP による酸化ストレスの増加が発症の引き金にな

る可能性が推定されている（Manga et al, 2006; 

Boissy and Manga, 2004）。 

4-TBP や MBEH の細胞毒性は細胞のチロシナー

ゼレベルとは一致しないが、メラニン合成系とは密接

に関わることが報告されている。チロシナーゼを欠損

するメラノサイトにおいても 4-TBP の細胞毒性は認め

られ、チロシナーゼを過剰発現しても変わらない

（Yang et al, 2000）。4-TBP の細胞毒性は、むしろチ

ロシナーゼ関連タンパク質 1（TYRP1）を過剰発現す

ると増強されることから、TYRP1 の関与が示唆されて

いる（Boissy and Manga, 2004; Manga et al, 2006）。

TYRP1 はメラニン合成の下流においてインドールキ

ノン産生に関わる酵素である。 

MBEH の細胞毒性もチロシナーゼ活性とは相関

せず、細胞にチロシナーゼを過剰発現させても

MBEH 感受性は変わらなかった（van den Boorn, 

2011）。細胞内のメラニン量と MBEH 感受性は逆相

関する報告もなされ、MBEH はメラニン合成系発現を

促進し、メラニン合成が酸化ストレスに対して保護的

に働くことが感受性に影響する可能性が推定されて

いる（Hariharan et al, 2010）。 

 

４．皮膚感作性 

  4-TBP の白斑形成に遅延型アレルギーが関わる

可能性について、モルモットを使った感作性試験

GPMT（Guinea Pig Maximization Test）が行われた。

4-TBP の感作性は認められなかったが、4-TBP のチ

ロシナーゼ代謝で生じる 4-TBC は強力な感作性と

4-TBP との交差反応性を示した（Zimerson et al, 

1999）。 

MBEH については、ヒト（健常人）でパッチテストを

行うと陽性は 1.2%であったが、皮膚色素過剰症患者

に 2～6 ヶ月塗布すると 13%の人に感作性を示し、皮

膚炎を発症した（Lerner and Fitzpatrick, 1953）。白斑

症の患者に塗布すると有色部に皮膚炎を発症し、パ

ッチテストでメラノサイトが存在する部位にのみ炎症を

起こすことが報告されている（Nordlund et al，1985）。 

 

５．免疫系の関与 

 MBEH や 4-TBP の毒性はそれほど強くなく、いず

れも IC50 は数百M のレベルである。また白斑発症

には個人差が大きいことから、発症には免疫系が関

与することが推定されている。まず、(1)4-TBP がメラノ

サイトにアポトーシスを誘導する感受性が、樹状細胞

とのコミュニケーションにより増大することが報告され

ている（Kroll et al, 2005）。また、(2)MEBH および

4-TBP はメラノサイト生存率に大きく影響しない濃度 

(250 および 300 M)で小胞体ストレス応答（unfolded 

protein response: UPR）を誘導し、免疫応答増強につ

ながるサイトカイン IL-6・IL-8 産生を誘導することが報

告されている（Toosi et al, 2012）。 

また、(3)MBEH や 4-TBP はチロシナーゼで活性

代謝物に代謝され、ハプテン抗原となり得るタンパク

付加体を形成することが明らかにされている。メラニ

ン生合成経路において、チロシンがチロシナーゼに

よりドーパを経て産生されるドーパキノンは、分子内

のアミノ基が付加してインドールに環化し、あるいは

システインの SH 基と Michael 付加反応し、それぞれ

ユウメラニン、フェオメラニンへと合成される（図 2）。

4-TBP もチロシナーゼにより 4-tert-ブチルカテコール、

続いてオルトキノン体である tert-ブチル-o-ベンゾキノ

ンに代謝され、グルタチオンやタンパクの SH 基に

Michael 付 加 す る 反 応 性 を 獲 得 す る

（Thornerby-Andersson et al, 2000）（図 3 左）。MBEH

も同様にオルトキノン体 4-ベンゾキシ-1,2-ベンゾキノ

ンに代謝され、SH 基と付加反応する（Manini et al, 

2009）（図3）、あるいはチロシナーゼのSH基とも反応

し、酵素を不可逆的に阻害してメラニン合成を低下

する（van den Boorn et al, 2011a）。このようなタンパク
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修飾体がハプテン抗原として提示され、ハプテン特

異的な免疫応答が誘導される機序が提唱されている

（Becker and Schrama, 2011）。 

 

６．化学物質による自己免疫の誘導 

 白斑には様々な病因の疾患が含まれるが、頻度の

高い尋常性白斑については、自己免疫性の疾患と

考えられている。環境要因や生理的要因が引き金と

なって局所的なメラノサイトの死をもたらし、メラノサイ

ト抗原が提示され、自己免疫応答を引き起こす。その

結果、メラノサイトの破壊は全身に、離れた場所にも

起こるとする説が広く受け入れられている（Manga and 

Orlow, 2012; Passeron and Ortonne, 2012）。実際に

白斑患者の皮膚脱色部位には T 細胞が浸潤してい

ることが知られている（Le Poole et al, 2004）。 

職業性白斑の事例においても、白斑は 4-TBP や

MBEH に長期間暴露された人全てには発症せず、ま

た化合物に接触した部位以外にも広がることから、化

学物質が引き金となって自己免疫が誘導され、メラノ

サイトが破壊される機序が推定されている（Boissy 

and Manga, 2004）。 

MBEH は尋常性白斑の患者において、脱色素斑

を目立たなくする目的で正常な皮膚を脱色素する薬

として FDA に認可されている。MBEH を塗布した直

後の脱色は局所に起こるが、数ヶ月後には予期せぬ

場所に起こる場合が知られている。脱色素部位の皮

膚には CD8 陽性の細胞障害性 T 細胞が浸潤してい

たことから、メラノサ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（ Becker and Schrama,  

2011; van den Boorn et al, 2011b）。MBEH を皮膚に

塗布するとメラノサイトへの自己免疫応答を誘導する

ことは、メラノーマを移植したマウスで確認されている。

（van den Boorn et al, 2010）。 

MBEH などの化学物質が自己免疫応答を誘導す

るメカニズムとして、(1)MBEH によるメラノサイトの死

が抗原提示を促進する可能性が提唱されている

（Hariharan et al, 2011）。また、 (2) 上述した MBEH

代謝物のチロシナーゼ修飾に伴い、メラノサイト抗原

を含むエクソソームがメラノサイトから放出されること

が報告されている（van den Boorn et al, 2011a）。 

 

７．カネボウ化粧品による非臨床試験報告書の概要 

 ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノー

ル）の皮膚色素脱失作用については、褐色モルモッ

トの皮膚に 30%（50%エタノール）溶液を 1 日 3 回塗

布し、確認されている。開始 17～21 日で皮膚の高度

白色化、31～98 日の時点で皮膚基底部のメラノサイ

トや表皮全体のメラニン顆粒の減少が認められた。ま

た塗布休止 31～52 日での回復が報告されている（カ

ネボウ化粧品報告書 2-1-1）。 

 ロドデノールのメラノサイト生存率に及ぼす影響に

ついては、チロシナーゼ活性に大きく依存する結果

が得られている。メラノサイトのロドデノール感受性は

細胞のラインにより大きく異なっており、13 ラインの

IC50 値は 0.14～0.54mM と 5.54～6.8mM の二群に分

かれ、前者はチロシナーゼ活性が高く、後者は低い

傾向が認められた。同一ラインのメラノサイトにおいて

チロシナーゼを siRNA ノックダウンで 50%低下させた

場合には IC50 値は 0.052mM から 5.9mM に増加した。

チロシナーゼ阻害剤（フェニルチオウレア）によっても

毒性が低減された。またチロシナーゼ代謝産物と想

定されるロドデノールの水酸化体 4-(3,4-ジヒドロキシ

フェニル)-2-ブタノールの2 種のメラノサイトラインに対

する IC50 値はそれぞれ、0.19mM、<0.1mM とロドデノ

ールの 6.6mM、7.3mM に比較して低いことから、ロド

デノールの細胞毒性の発現にはチロシナーゼが大き

く関わることが示されている。ロドデノール（～1mM）

による ROS の産生は認められていない。一方、表皮

角化細胞に対する細胞毒性は 1mM 以下では認めら

れなかった（カネボウ化粧品報告書 2-2，2-3-1，

2-3-2）。  

免疫応答の関与について、ロドデノール処理ケラ

チノサイトにおいて炎症性サイトカイン産生は認めら

れなかった。またロドデノールの皮膚感作性について

は GPMT および LLNA（Local Lymph Node Assay）

試験では認められなかった（カネボウ化粧品報告書
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2-2-1）。CCET （Cumulative Contact Enhancement 

Test）では高濃度群で疑わしい皮膚反応が認められ、

連続した閉鎖貼付の影響が示唆されている。光感作

性評価については AS-AA（Adjuvant-Strip-AA） お

よび Harber の両試験で陰性であった。なおマウスを

使用する LLNA 以外の試験では褐色モルモットが使

用されている。（カネボウ化粧品報告書 2-1-2）。 

 ロドデノールはメラノサイトの小胞体ストレス応答を

誘導し、eIF2αのリン酸化と炎症性サイトカイン IL-8

の遺伝子発現を誘導した。またこれらの応答はチロ

シナーゼ阻害により抑制されることが示されている（カ

ネボウ化粧品報告書 2-3-3）。 

 

８．本研究班におけるロドデノール代謝・毒性試験 

本研究班において協力研究者秋山は、ロドデノー

ルの水酸化体 4-(3,4-ジヒドロキシフェニル)-2-ブタノ

ールがチロシナーゼ（マッシュルーム）およびヒトメラノ

サイトにより産生されること（図 2）、ロドデノールに比

較し水酸化体はより強い細胞毒性を示すことを明ら

かにしている（分担研究報告書 II）。 

 
D．考察 

１．類似化学物質による白斑/脱色素斑形成の機序   

化学物質による白斑については毒性学の教科書

において、チロシンに似た構造を持つフェノール化

合物が皮膚の色素低下・脱失を起こす事例が紹介さ

れている（Casarett & Doull’s, Toxicology: The Basic 

Science of Poisons 8th Edition, pp851-852）。また皮

膚科専門誌の総説においても、ヒトや実験動物で皮

膚脱色素作用を示す代表的な化学物質が「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」

に分類され（Cummings and Nordlund, 1995; Boissy 

and Manga, 2004）、研究の対象は米国では臨床で用

いられる MBEH と、強力な職業性白斑の事例が知ら

れる 4-TBP についてのメカニズムの解明にある。 

4-TBP と MBEH による皮膚色素脱失の場合は、メ

ラノサイトへの直接作用と免疫系を介する作用との二

相性であると考えられている（Becker and Schrama, 

2011）。直接の色素脱失にはメラニン合成系が毒性

発現に大きく関わる。4-TBP と MBEH はメラニン合成

を阻害するとともにチロシナーゼにより代謝されて

ROS を増加することが確認され、酸化ストレス増加が

メラノサイト選択的な毒性発現をもたらすと考えられて

いる。 

しかしながら 4-TBP と MBEH の毒性は強力ではな

く 、 ま た 細 胞 選 択 性 も 高 く は な い （ Becker and 

Schrama, 2011）。そこで、免疫応答やメラノサイトに対

する自己免疫誘導が色素脱失作用に大きな役割を

持つことが推定されている（Passeron and Ortonne, 

2012; Toosi et al, 2012）。MBEH の事例では全身性

の進行、病変部に細胞障害性 T 細胞が浸潤、発症

の個人差など、（尋常性）白斑患者と同様の症状から、

メラノサイトに対する自己免疫の誘導が推定されてい

る（Manga and Orlow, 2012）。 

フェノール誘導体により化合物への免疫/自己免疫

が誘導/増強される機序として、(1) 4-TBP・MBEH 修

飾 に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ ハ プ テ ン 抗 原 形 成

（Thornerby-Andersson et al,2000; van den Boorn et 

al, 2011a）とメラノサイト抗原の放出（van den Boorn et 

al, 2011b; Becker and Schrama, 2011）、(2)ネクローシ

ス/アポトーシスによるメラノサイトの死と樹状細胞によ

る増強（Kroll et al, 2005）、(3)小胞体ストレス応答を

介する炎症性サイトカイン産生促進が提唱されてい

るが（Passeron and Ortonne, 2012）、完全な証明には

まだ不十分であり、今後の展開が期待される。 

職業性白斑の事例において、遺伝的な要因が感

受性の違い /個人差をもたらすと考えられている

（Boissy and Manga, 2004）。白斑疾患は自己免疫の

引き金を引くことにより発症するとする説が受け入れ

られており、化学物資は引き金となる環境要因のひと

つ と 解 釈 さ れ て い る （ Manga and Orlow, 2012; 

Passeron and Ortonne, 2012）。尋常性白斑に関連が

見いだされた遺伝子の多型、また MHC（HLA）クラス

I の解析が、化学物質による白斑発症の原因究明の

手がかりになる可能性も大きいと考えている。 
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２．カネボウ化粧品による非臨床試験「ロドデノール

による白斑様病態形成のメカニズム」について 

カネボウ化粧品による非臨床試験において（参考

資料）、ロドデノールが褐色モルモットの皮膚基底層

のメラノサイトやメラニン顆粒を減少させて色素脱失

を形成すること、作用は可逆的であることが確認され、

臨床での知見が実験的に裏付けられた。可逆的な皮

膚色素脱失は、ロドデノールと構造が類似する

4-TBP でも報告されているが、MBEH を含め過去の

報告は黒色モルモットが使われており、また塗布溶

剤も異なることから、ロドデノールと強度の比較は難し

い。 

In vitro においてロドデノールはメラノサイトにチロ

シナーゼ活性に応じた毒性を示し、メラノサイト選択

的な傷害が皮膚脱色素斑形成に直接寄与する可能

性が示唆された。ロドデノールのメラノサイト毒性発現

はチロシナーゼ活性に大きく依存する。また分担研

究報告書 II に後述するように、本研究班においても、

メラノサイトやチロシナーゼにより水酸化体に代謝さ

れ、より強い毒性を発揮することを確認している。

4-TBP や MBEH とは異なり、ロドデノール処理メラノ

サイトに ROS は検出されないが、両化合物と同様に

小胞体ストレス応答を誘導した。このような異同に基

づきメカニズムを解明するためには、同一実験内で

の比較検討が必要と思われる。ロドデノールのメラノ

サイト生存率への影響は、高感受性群でも IC50 が数

百M と 4-TBP や MBEH と同程度であることから、色

素脱失には免疫系が大きく寄与することも予想される。

今回の報告では遅延型アレルギーを評価する感作

性や光感作性試験が行われている。5 種類中 4 種類

の試験において、皮膚色素脱失を確認した褐色モル

モットが用いられ、４種類の試験で陰性であった。感

作性試験 CCET では疑わしい皮膚反応が認められ

た。連続貼付の影響が考察されており、臨床におけ

るアレルギー反応の検討結果が期待される。一方、

4-TBP や MBEH と同様に免疫増強につながる小胞

体ストレス応答が誘導されている。今後、4-TBP や

MBEH で報告されているように、ロドデノールが細胞

死を誘導するか否か、チロシナーゼ代謝により生じ得

るオルトキノン体（図 2）が付加体－ハプテン抗原を形

成するかについて明らかにされれば、（自己）免疫誘

導の予測につながる可能性があり、引き続き検討が

必要と思われる。 

ヒト由来メラノサイトはチロシナーゼ活性の高いロド

デノール高感受性群と低い低感受性群の２群に分か

れ、感受性の個人差が示唆される。チロシナーゼの

みが感受性の違いをもたらすのか、さらなる解明が必

要と思われる。 

 
E．結論 

ヒトや実験動物で白斑様症状を誘導する化学物質

の代表的なクラスが「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」であることが報告され

ている。特に効果が強力な 4-TBP と MBEH について、

皮膚メラノサイトへの直接作用と免疫系を介する二相

性の機序がメラノサイト消失をもたらすと想定されて

おり、メカニズムが研究されている。4-TBP と MBEH

については、チロシナーゼ代謝による細胞内の酸化

ストレス増加、代謝物の SH 基やチロシナーゼへの付

加、細胞死や小胞体ストレス応答の誘導など、ハプテ

ン抗原やメラノサイト抗原の形成・提示から免疫誘導

につながる報告がなされている。 

ロドデノールについては、褐色モルモットを用いて

皮膚色素脱失作用が示され、皮膚感作性や光感作

性はほぼ陰性であることが示された。メラノサイトに対

してチロシナーゼ活性に大きく依存する毒性を示し、

メラノサイト選択性が示唆された。また小胞体ストレス

応答の誘導が示された。免疫誘導の可能性につい

ては今後の検討が必要と思われる。 
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図3 4-TBPとMBEHのオルトキノン体への代謝とSH基との反応
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1. 目的 
 

ロドデノール配合化粧品の使用による白斑様症状について、動物モデルおよび培養色素細胞を用いた非臨床試

験を実施することにより病態形成メカニズムについて検討を行う。 
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2.検討内容 
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2-1 in vivo での病態形成能の再確認 
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2-1 in vivo での病態形成能の再確認 

2-1-1 有色動物を用いたロドデノールによる色素脱失形成の検討 

 

○材料および方法 

[被験物質] 

ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール、略称：K166）は医薬部外品原料として流通されて

いるものを用いた。 

化学構造

分子式：C10H14O2、分子量：166.22
Lot.002002
純度：100%

 

[被験動物] 

褐色モルモット（Kwl:A-1、東京実験株式会社）、雌、5匹 

 

[試験方法] 

・累積塗布 

背部被毛を毛刈り、剃毛し、2cm×2cm の区画を背骨を挟んで対になるように 6箇所確保した。このうち 2対、

4箇所（ a）、a’)、c)、c') ）には塗布開始 5日前に UV-B 照射を 0.75 Joule/cm2行った。このうち 1対（ a）、

a’) ）を試料塗布部とした（図 1参照）。塗布は、K166 30%液（溶媒：50%エタノール液）、20 μLを 1日に 3

回（9:00、13:00、17:00）塗布した。 

塗布期間中に肉眼判定において色素脱失（++ ：高度な白色化を認める、下記皮膚色の判定方法参照）が確認

された場合は、色素脱失反応の可逆性を観察するため、個体毎に塗布 30 日（個体 No.1）、40 日（個体 No.2）、50

日（個体 No.5）、60 日（個体 No.4）または 97 日（個体 No.3）で継時的に塗布を休止することとした。また、塗

布休止期間は、肉眼判定を継続し、色素脱失が認められなくなり（－ ：皮膚に変化を認めない）、且つ同動物の

UV-B 非照射部皮膚と肉眼判定において差が認められなくなるまでとした。 

 

・皮膚色の判定方法 

1日1回（毎朝）、塗布前に以下の判定基準に従って皮膚白色化と皮膚刺激反応について皮膚判定を行った。塗

布開始翌日（Day 2）より、皮膚の白色化および刺激性反応の有無を以下の基準に基づいて肉眼判定を行った。 

 

＜皮膚の白色化1)＞ 

－ ：皮膚に変化を認めない 

± ：軽度の白色化を認める 

＋ ：中程度な白色化を認める 

++ ：高度な白色化を認める 

 

＜皮膚刺激＞ 

－ ：反応は認められない 

± ：かすかな紅斑 
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＋ ：明瞭な紅斑 

++ ：浮腫を伴った明瞭な紅斑 

+++ ：痂皮、壊死 

 

 

・皮膚色の測定：L*値 

試験開始前（Day 0）から回復までの週1 回以上、試料塗布部位、UV-B 照射無処置部位、UV-B非照射部位につ

いて、色彩色差計（CR-300、MINOLTA、測定条件：C 光源、2°視野）を用いて皮膚色L*a*b*表色系（CIE 1976）

のL*値（明-暗）を測定した。色彩色差計の測定項目の条件設定は、L*a*b*測定値を3 回測定した値の平均値が

表示されるように設定した。 

 

・皮膚標本の作製および観察方法 

① 褐色モルモットの皮膚採取は、試験前（UV-B 照射部）、色素脱失形成時（試料塗布部位、UV-B 照射無処置部

位及び UVB 非照射部位）、回復時（試料塗布部位、UVB 照射無処置部位及び UVB 非照射部位）に吸入麻酔剤（フォ

ーレン吸入麻酔液、アボットジャパン㈱）にて麻酔後、直径 5 mm の皮膚トレパン（デルマパンチ、ニプロ医工

㈱）で行った。DOPA 陽性メラノサイト数の計測用として表皮剥離標本を、組織学的検査用としてパラフィン包埋

標本を作製した。 

 

② 表皮剥離標本 

採取した皮膚は、2N-Na Br で 37℃、2 時間処理後に表皮を剥離し、DOPA 染色（0.1% L-DOPA / PBS、37℃、2

時間）を行った。その後 10%中性リン酸緩衝ホルマリン液で固定、脱水、封入して表皮剥離標本を作製した。標

本は光学顕微鏡を用いて観察し、全視野の DOPA 陽性メラノサイト数を計測後、1 mm2当たりのメラノサイト数を

算出した。 

 

③ パラフィン包埋標本 

10%中性リン酸緩衝ホルマリン液にて固定後、定法に従ってパラフィン包埋し、組織切片を作製した。組織学

的観察用としてヘマトキシリン・エオジン染色（HE 染色）を、メラノサイト観察用として S-100 免疫染色を、メ

ラニン顆粒観察用としてフォンタナ・マッソン染色（FM 染色、核染：ケルンエヒトロート）を施し、光学顕微鏡

を用いて観察した。 

 

○結果 

[皮膚色の肉眼判定] 

褐色モルモットのK166 塗布部位において、Day 9 よりごく軽度の皮膚の白色化が4 例にみられ、Day 21 には

高度な白色化が全例となった。塗布終了後も白色化が続いたが、徐々に回復し、Day 75～141 に変化なしとなっ

た（表1参照）。刺激性反応はみられなかった。代表例として動物番号2番の写真を示した（写真1（Day0）、写真

2（Day41）、写真3（Day78））。 

 

[皮膚色のL*値] 

褐色モルモット皮膚色の皮膚明度（L値）については、塗布14日頃よりUV照射無処置部に比べ有意にL値が上昇

した。塗布28日目には、UV照射無処置部、UV非照射無処置部（地肌部）に比べて有意にL値が高くなった。塗布

部のL値は、28日目以降、試験試料の塗布を休止するまで高値のまま推移した（図2参照）。 
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[DOPA 陽性メラノサイト数] 

褐色モルモットのDOPA 陽性メラノサイト数を表2 に示した。 

メラノサイト数の平均値は、試験前は84.1 個/mm2 個であったが、K166 30%塗布部位において色素脱失形成期

で1.3 個/mm2 に減少したが、回復期では22.5 個/mm2 となった。無処置部位では色素脱失形成期、回復期の順に

33.0、25.9 個/mm2、非照射部位では同様に12.8、14.9 個/mm2 であった。 

 

[HE 染色] 

褐色モルモットのK166 30%塗布部位の色素脱失形成期において軽度の表皮の肥厚が全例、ごく軽度～軽度の表

皮および毛包上皮の変性が各1 例にみられた。表皮基底層のメラニン顆粒は色素脱失形成期でごく軽度が2 例、

変化なしが3 例であったが、回復期では軽度が全例となった。無処置および非照射部位においても、軽度の表皮

の肥厚が色素脱失形成期の無処置部位に1 例、ごく軽度の表皮および毛包上皮の変性が色素脱失形成期の無処置

部位に3 例、回復期の非照射部位に1 例みられた。表皮基底層のメラニン顆粒は色素脱失形成期、回復期ともに

ごく軽度～軽度が全例にみられた（写真4参照）。 

 

[Fontana-Masson 染色] 

褐色モルモットのK166 30%塗布部位の色素脱失形成期において、メラニン顆粒は表皮基底層でごく軽度～中等

度、有棘層および角層でごく軽度～軽度、毛包部では変化なし～軽度であった。回復期において、表皮基底層で

中等度、有棘層、角層および毛包部では軽度であった。無処置および非照射部位では色素脱失形成期、回復期と

もに、表皮基底層で軽度～中等度、有棘層、角層および毛包部で変化なし～中等度であった（写真5参照）。 

 

 

[S-100 免疫染色] 

褐色モルモットのK166 30%塗布部位において、基底層のメラノサイト数は、色素脱失形成期で0～9、回復期で

4～18であった。毛包部のメラノサイトは色素脱失形成期、回復期ともに軽度であった。無処置部位において、

基底層のメラノサイト数は色素脱失形成期で4～10、回復期で7～16、毛包部のメラノサイトは色素脱失形成期、

回復期ともに軽度であった。非照射部位において、基底層のメラノサイト数は色素脱失形成期で3～5、回復期で

3～17、毛包部のメラノサイトは色素脱失形成期、回復期ともに軽度であった（写真6参照）。 

 

○考察 

本試験では、メラニン色素を有する褐色モルモットを用いて、K166を累積塗布した場合の色素脱失形成及び塗布

を休止した場合の回復過程について評価検討を行った。K166 30%溶液の累積塗布を1日3回、20日以上にわたっ

て継続して行った。試料濃度としては30%液を塗布し続けたが、紅斑や浮腫などの皮膚刺激性は発現せず、皮膚

色が抜けていくような白色化が徐々に進行し、肉眼観察においても容易に区別出来る色素脱失が形成された。 

この色素脱失形成部の皮膚組織では、色素細胞である表皮基底部のメラノサイト、Dopa陽性メラノサイト及び

表皮全体のメラニン顆粒の減少が認められた。K166の塗布を休止すると、肉眼観察及び機器測定においても白色

化の度合いが弱まり、個体差はあるものの1～2か月ほどかけて、試験開始時の測定値を示すまでに回復した。組

織学的には、色素脱失形成時に減少あるいは消失していた色素細胞が回復時には非塗布部とほぼ同等数確認出来

た。この色素細胞の再生には、周囲の毛包バルジに存在する色素幹細胞が大きく関与していると考えられ2）、3）、

色素幹細胞からメラノサイト前駆体であるメラノブラストに分化成長し、皮膚基底層に移動しながらさらに分化

しメラノサイトになり補完されるのではと考えられた。 
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表1. 褐色モルモットのK166塗布部の白色化スコアの推移

動物番号
軽度の白色化（±）を

示すまでの日数1)
高度白色化（＋＋）を

示すまでの日数2)
白色化症状が
消失した日数3)

No.1 9日 21日 82日

No.2 9日 17日 75日

No.3 9日 17日 141日

No.4 11日 21日 91日

No.5 9日 21日 91日

2) 塗布を開始してから高度白色化（＋＋）を示すまでの日数

3) 試験開始から、地肌色に回復するまでの日数

1) 塗布を開始してから軽度白色化（±）を示すまでの日数
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表 2　K166  30%群におけるDOPA陽性メラノサイト数

stage stage

1 Day31 Day91

2 Day41 Day78

3 Day98 Day141

4 Day61 Day98

5 Day51 Day98

mean±S.D. 84.1 ± 26.4 1.3 ± 1.4 33.0 ± 15.9 12.8 ± 7.4 - 22.5 ± 16.0 25.9 ± 18.0 14.9 ± 6.2

85.2 3.2 18.4 17.4 ND 17.9 16.713.4

45.2 57.6 7.1

4.2 18.1 11.545.7 2.5 27.0 22.0 ND

115.5 0.1 19.6

31.2 13.2

7.4 16.1

23.8

74.8 0.3 50.5 3.5 ND 18.3 22.7 15.2

99.4 0.7 49.4 13.6 ND

ND:no data

動物
番号

DOPA陽性メラノサイト数 / mm2

試験開始前 白斑形成期 回復期

（Day 0） 塗布部位 無処置 非照射
非照射
（尾部）

塗布部位 無処置 非照射



- 32 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 1 K166（30%）群 動物番号2  Day 0（’13.07.10） 

(A) 塗布部位L： 白色化(－)、皮膚刺激(－) 

(B) 塗布部位R： 白色化(－)、皮膚刺激(－) 

(C) 無処置部位L 

(D) 無処置部位R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 2  K166（30%）群 動物番号2  Day 41（’13.08.20） 

(A) 塗布部位L： 白色化(++)、皮膚刺激(－) 

(B) 塗布部位R： 白色化(++)、皮膚刺激(－) 

(C) 無処置部位L 

(D) 無処置部位R 

 

 

  

 

 

 



- 33 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 3  K166（30%）群 動物番号2  Day 78（’13.09.26） 

(A) 塗布部位L： 白色化(ND)、 皮膚刺激(ND) 

(B) 塗布部位R： 白色化(－)、 皮膚刺激(－) 

(C) 無処置部位L 

(D) 無処置部位R 
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写真 4-2 動物番号 2 K166 30% 
回復期 Day 78 

HE 染色 ×40 

写真 4-4 動物番号 2 無処置部位 
回復期 Day 78 

HE 染色 ×40 

写真 4-6 動物番号 2 非照射部位 
回復期 Day 78 

HE 染色 ×40 

写真 4-1 動物番号 2 K166 30% 
白斑形成期 Day 41 

HE 染色 ×40 

写真 4-3 動物番号 2 無処置部位 
白斑形成期 Day 41 

HE 染色 ×40 

写真 4-5 動物番号 2 非照射部位 
白斑形成期 Day 41 

HE 染色 ×40 
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写真 5-2 動物番号 2 K166 30% 
回復期 Day 78 

Fontana-Masson 染色 ×40 

写真 5-4 動物番号 2 無処置部位 
回復期 Day 78 

Fontana-Masson 染色 ×40 

写真 5-6 動物番号 2 非照射部位 
回復期 Day 78 

Fontana-Masson 染色 ×40 

写真 5-1 動物番号 2 K166 30% 
白斑形成期 Day 41 

Fontana-Masson 染色 ×40 

写真 5-3 動物番号 2 無処置部位 
白斑形成期 Day 41 

Fontana-Masson 染色 ×40 

写真 5-5 動物番号 2 非照射部位 
白斑形成期 Day 41 

Fontana-Masson 染色 ×40 
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写真 6-2 動物番号 2 K166 30% 
回復期 Day 78 

S-100 免疫染色 ×40 

写真 6-4 動物番号 2 無処置部位 
回復期 Day 78 

S-100 免疫染色 ×40 

写真 6-6 動物番号 2 非照射部位 
回復期 Day 78 

S-100 免疫染色 ×40 

写真 6-1 動物番号 2 K166 30% 
白斑形成期 Day 41 

S-100 免疫染色 ×40 

写真 6-3 動物番号 2 無処置部位 
白斑形成期 Day 41 

S-100 免疫染色 ×40 

写真 6-5 動物番号 2 非照射部位 
白斑形成期 Day 41 

S-100 免疫染色 ×40 
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2-1-2 有色動物を用いた感作性・光感作性試験再評価 

 

○材料及び方法 

[被験物質] 

ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール、略称：K166）は医薬部外品原料として流通されて

いるものを用いた。 

化学構造

分子式：C10H14O2、分子量：166.22
Lot.002002
純度：100%

 

[皮膚感作性評価] 

・GPMT (Guinea pig Maximization Test) 4)  

1) 動物種および群構成 

褐色モルモット（Kwl:A-1、雌、東京実験株式会社、感作群 10 匹、対照群 5 匹） 

 

2) 試料および調製方法 

下記の濃度に用時調製した。 

① 感作試料 

a：FCA と生理食塩液の等量 v/v 乳化物 

b：K166 の 0.8 w/w%液（溶媒：生理食塩液） 

c：K166 の 1.6 w/w%液（溶媒：生理食塩液）と FCA の等量（v/v）乳化物 

d：生理食塩液 

e：K166 の 50 w/w%液（溶媒：50%エタノール水） 

f：50%エタノール水 

② 惹起試料 

g： K166 の 50、30、10、5、3、1 w/w%液（溶媒：50%エタノール水） 

 

3) 感作方法 

① 皮内感作 

投与部位は除毛した頚部背側皮膚（約 4×6 cm）とした。0 日目（感作開始日）に、感作群は投与試料 a、b、

c の順に、対照群には投与試料 a、d、a の順に左右 2 ヵ所（但し、投与試料 a と b、a と d の投与間隔を縮め

る）にそれぞれ 0.1 mL 皮内投与した。 

② 接触感作 

投与部位は、除毛した皮内投与部位とした。なお、除毛は電気バリカンを用いて感作前日までに行い、感作日

にシェーバーにて剃毛した。8 日目に感作群は投与試料 e、対照群は投与試料 f を 2×4 cm のリント布（西尾衛

生材料㈱）に 0.2 mL 含浸させ、無浸透性絆創膏（ブレンダーム：3M 社）及び粘着性伸縮包帯（シルキーテック

ス 3 号：アルケア㈱）を用いて 48 時間閉塞貼付を行った。なお、閉塞貼付 24 時間前に 10%ドデシル硫酸ナト

リウムのワセリン混合物約 0.5 g を皮内投与部位に開放塗布し、8 日目にエタノールを用いて除去後に閉塞貼付

を行った。 
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4) 惹起方法 

投与部位は、除毛した側腹部皮膚とした。除毛は電気バリカンを用いて行い、惹起日にシェーバーにて剃毛し

た。感作開始 21 日目に投与試料 g を 1.5×1.5 cm のリント布に 0.1 mL ずつ含浸させ、無浸透性絆創膏を用い

て 24 時間閉塞貼付を行った。密着性を良くするために無浸透性絆創膏の外側を更に粘着性スポンジ絆創膏（マ

イクロフォーム：3M 社）と粘着性伸縮包帯（シルキーテックス 5 号）で固定した。なお、反応の差を平均化さ

せるために、投与部位は動物ごとにローテーションさせた。 

 

5) 判定方法 

惹起貼付除去 3、24 及び 48 時間後に下記の Draize 法の基準で判定した。 

＜紅斑・痂皮形成＞ 

0：紅斑なし 

1：ごく軽度の紅斑（かすかに認められる程度） 

2：明らかな紅斑 

3：中等度から強い紅斑 

4：深紅色の強い紅斑に軽い痂皮形成（傷害は深部に及ぶ） 

 

＜浮腫形成＞ 

0：浮腫なし 

1：ごく軽度の浮腫（かすかに認められる程度） 

2：軽度の浮腫（周囲と明らかに区分可能） 

3：中等度の浮腫（ 1 mm 程盛り上がっている） 

4：強い浮腫（ 1 mm 以上盛り上がり、周囲にも広がる） 

 

 

・CCET (Cumulative contact enhancement Test)5) 

1) 試験群および動物数 

褐色モルモット（Kwl:A-1、雌、東京実験株式会社、感作群 10 匹、対照群 5 匹） 

 

2) 試料および調製方法 

下記の濃度に用時調製した。 

① 感作試料 

感作群： K166 の 50 w/w%液（溶媒：50%エタノール水） 

対照群： 50%エタノール水 

② 21 日目惹起試料 

K166 の 50、30、10、5、3、1、0.5 及び 0.3 w/w%液（溶媒：50%エタノール水） 

 

3) 感作方法 

① 投与部位 

除毛した後背部皮膚とした。なお、除毛は電気バリカンを用いて感作前日までに行い、感作日にシェーバーに

て剃毛した。 
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② 投与方法 

< 感作開始日（0 日目）及び感作 2 日目> 

各感作試料を 2×4 cm のリント布に 0.2 mL ずつ含浸させ、無浸透性絆創膏及び粘着性伸縮絆創膏を用いて下

図 の CP の位置に 24 時間の閉塞貼付を行った。 

< 感作 7 日目> 

下図の X の位置に FCA を 0.1 mL ずつ皮内投与し、感作開始日と同様の処置を行った。 

< 感作 9 日目> 

感作開始日と同様の処置を行った。  

投与部位 CP X 

感作群 K166 の 50% w/w 液 FCA 

対照群 50%エタノール水 FCA 

CCET 感作方法 

4) 惹起方法 

投与部位は除毛した側腹部皮膚とした。除毛は電気バリカンを用いて行い、惹起日にシェーバーにて剃毛した。

初回惹起は感作開始 21 日目に開放塗布で行った。感作群及び対照群に惹起試料をそれぞれ 2 cm2 当たり 0.01 mL 

ずつ開放塗布した。なお、反応の差を平均化させるために、投与部位は動物ごとにローテーションさせた。 

 

5) 判定方法 

惹起時の皮膚反応の判定は、塗布 24、48 及び 72 時間後に下記の基準で行った。 

＜惹起（開放塗布）の判定基準＞ 

－ （評点 0）：反応は認められない 

± （評点 1）：かすかな紅斑 

＋ （評点 2）：明瞭な紅斑 

++ （評点 3）：浮腫を伴った明瞭な紅斑 

+++ （評点 4）：痂皮、壊死 

 

 

・LLNA (Local Lymph Node Assay) 6) 

1) 動物種および群構成 

 CBA/J マウス、雌、日本チャールス・リバー株式会社、各溶媒 16 匹 

 内訳：1群（濃度）4匹 x 3 濃度＝12 匹、溶媒対照群 4 匹 

 

2) 試料の調整 

① 溶媒 

AOO (Acetone：Olive oil＝4：1)、MEK (Methyl ethyl ketone)、PG (Propylene glycol)、DMSO (Dimethyl sulfoxide)、

70%エタノール水溶液 

② 3H-methyl thymidine 
3H-methyl thymidine （Moravek 社製、1mCi/ml）を分取し、PBS を加えて 80 μCi/mL に希釈調製した。 

 

3) 感作方法 

毎日一定の時刻、1 日 1 回、3 日間連続、計 3 回、動物の両耳介に、マイクロピペッターを用いて、それぞれ
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25L ずつ塗布した。 

 

4) 3H-methyl thymidine の投与、測定 

①投与及び回収方法 

最終感作の 3 日後に注射針と注射筒(テルモ株式会社)を用いて 0.25 mL/匹を尾静脈内投与した。3H-methyl 

thymidine 投与の 5 時間後に頚椎脱臼により安楽死させた後、耳介リンパ節 (Auricular lymph node) を採取し

た。周囲組織を丁寧に取り除き、個体ごとに PBS に浸した。 

②3H-methyl thymidine 取り込み量の測定 

リンパ節はステンレスメッシュ（#200）を用いて物理的に破砕し、PBS 内で懸濁した後、PBS で 2 度洗浄。続

いて 5% Trichloroacetic acid (TCA)を 1mL 加えて 4℃で 18 時間沈殿させた。ペレットを 1 mL の TCA に再懸濁

させ、10 mL のシンチレーションカクテル(EcolumeTM, MP Biomedicals) に加えて液体シンチレーションカウン

ター（Tri-Carb 3110TR、PerkinElmer 社製）を用いて取り込み量（DPM / mouse）の測定を行った。 

 

5) 結果の評価 

溶媒対照群について各個体の 3H-methyl thymidine 取り込み量（DPM / mouse）の平均値を算出する。次いで、

実験に供した各個体の取り込み量（DPM / mouse）を溶媒対照群の平均値で除した数値 (Stimulation Index、SI) 

を算出した後、被験物質群及び陽性対照群の平均値及び標準誤差を算出し、SI 値が 3以上を示した場合、陽性と

判断した。 

 

SI 値= 
各個体の取り込み量（DPM / mouse） 

溶媒対照群の取り込み量の平均値（DPM / mouse） 

 

 

[光感作性評価] 

・AS-AA (Adjuvant-Strip-AA) 7)  

1) 試験群および動物数 

褐色モルモット（Kwl:A-1、雌、東京実験株式会社、感作群 8 匹、対照群 4 匹） 

 

2)試料および調製方法 

下記の濃度に用事調製した。 

① 感作試料 

感作群：被験物質の50%液（溶媒：50%エタノール水） 

対照群：50%エタノール水 

② 21日目惹起試料 

K166 の 50、30、10、5 w/w%液（溶媒：50%エタノール水） 

 

3) 光源 

主波長UVA（波長310～400 nm：ピーク350 nm、東芝蛍光ランプFL20S BLB） 

 

4) 感作方法 
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投与部位は頚部背側2×4cm の区画とした。なお、除毛は電気バリカンを用いて感作前日までに行い、感作日

にシェーバーにて剃毛した。 

①  0 日目（感作開始日） 

フロイントの完全アジュバントと注射用水を1：1 の割合で乳化させたものを投与部位の4隅に0.1 mL ずつ皮内

投与した後、セロハン粘着テープでStripping を3 回行い、感作試料をそれぞれ0.1 mL ずつ開放塗布した。乾

燥後に、動物をアクリル樹脂製の固定器に固定し、6 本の光源を並列に装着し、さらに、その1 cm 下に厚さ3 mm 

のガラス板を据え付けて、投与部位の10 cm 上の高さから照射エネルギー量が10.2 J/cm2 となるように照射した。 

② 1～4 日目 

0 日目の皮内投与を除く操作を行った。 

 

5) 惹起方法 

投与部位は背部全体とし、正中線を軸にして左側に照射部、右側に非照射部を設けた。投与部位は除毛した側

腹部皮膚とし、除毛は電気バリカンを用いて行い、惹起日にシェーバーにて剃毛した。21 日目に惹起試料をそ

れぞれ0.02 mL ずつ投与部位に滴下し、テフロン棒で背部左側と背部右側が対称になるように15 mm×15 mm 大

に塗り広げ、乾燥後に動物の背部右側を粘着性弾力包帯および伸縮ネット包帯を用いてアルミホイルで被覆し、

動物をアクリル樹脂製の固定器に固定した。6 本の光源を並列に装着し、さらに、その1 cm 下に厚さ3 mm のガ

ラス板を据え付けて、投与部位の10 cm 上の高さから照射エネルギー量が10.2 J/cm2 となるように照射した。な

お、試料の投与部位による反応を平均化させるために、投与部位は動物ごとにローテーションさせた。 

 

6) 判定方法 

皮膚反応の判定は、塗布24、48 および72 時間後に下記の基準で行った。 

－：0：反応は認められない 

±：1：かすかな紅斑 

＋：2：明瞭な紅斑 

++：3：浮腫を伴った明瞭な紅斑 

+++：4：痂皮、壊死 

 

 

・光感作性試験（Harber）8) 

1) 試験群および動物数 

褐色モルモット（Kwl:A-1、雌、東京実験株式会社、感作群 10 匹、対照群 5 匹） 

 

2)試料および調製方法 

下記の濃度に用事調製した。 

① 感作試料 

感作群：被験物質の50%液（溶媒：50%エタノール水） 

対照群：50%エタノール水 

② 27日目惹起試料 

K166 の 50、30、10、5 w/w%液（溶媒：50%エタノール水） 

 

3) 光源 
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A：主波長UV-B（波長275～380 nm ピーク315 nm、東芝蛍光ランプFL20S・E） 

B：主波長UV-A（波長310～400 nm ピーク350 nm、東芝蛍光ランプFL20S BLB） 

 

4) 感作方法 

投与部位は頚部背側2×4cm の区画とした。なお、除毛は電気バリカンを用いて感作前日までに行い、感作日に

シェーバーにて剃毛した。 

0 日目（感作開始日）および3、6 日目に行った。感作試料をそれぞれ0.1 mL ずつ開放塗布した。乾燥後に、動

物をアクリル樹脂製の固定器に固定し、光源A を6 本並列に装着し、投与部位の25 cm 上の高さから照射エネル

ギー量が1J/cm2 となるように照射後、光源B を6 本並列に装着し、さらに、その1 cm 下に厚さ3 mm のガラス板

を据え付けて、投与部位の10 cm 上の高さから照射エネルギー量が30 J/cm2 となるように照射した。 

 

5) 惹起方法 

投与部位は背部全体とし、正中線を軸にして左側に照射部、右側に非照射部を設けた。投与部位は除毛した側

腹部皮膚とし、除毛は電気バリカンを用いて行い、惹起日にシェーバーにて剃毛した。27 日目に惹起試料をそ

れぞれ0.05 mL ずつ投与部位に滴下し、テフロン棒で背部左側と背部右側が対称になるように15 mm×15 mm 大

に塗り広げ、乾燥後に動物の背部右側を粘着性弾力包帯および伸縮ネット包帯を用いてアルミホイルで被覆し、

動物をアクリル樹脂製の固定器に固定した。光源 B を6 本の光源を並列に装着し、さらに、その1 cm 下に厚さ

3 mm のガラス板を据え付けて、投与部位の10 cm上の高さから照射エネルギー量が9 J/cm2 となるように照射し

た。なお、試料の投与部位による反応を平均化させるために、投与部位は動物ごとにローテーションさせた。 

 

6) 判定方法 

皮膚反応の判定は、塗布24、48 および72 時間後に下記の基準で行った。 

－：0：反応は認められない 

±：1：かすかな紅斑 

＋：2：明瞭な紅斑 

++：3：浮腫を伴った明瞭な紅斑 

+++：4：痂皮、壊死 

 

○結果 

[皮膚感作性試験] 

・GPMT の結果 

 皮膚反応の総括表を表 1に、写真を写真 1、2、3、4に示した。 

感作群および対照群ともに、いずれの試料においても皮膚反応はみられず、皮膚感作性は陰性と判断した。 

 

・ CCET の結果 

皮膚反応の総括表を表 2に、写真を写真 5、6、7、8に示した。 

1) K166：50%液 

感作群において、塗布48 時間後から±が2 例にみられ、塗布72 時間後には±が3 例となった。平均評点は塗

布24、48、72 時間後の順に0、0.2、0.3 であった。対照群においては、いずれの判定時においても皮膚反応は

みられず、平均評点は0 であった。 

2) K166：30%液 
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感作群において、塗布48 時間後から±が2 例にみられ、塗布72 時間後には±が3 例となった。平均評点は塗

布24、48、72 時間後の順に0、0.2、0.3 であった。対照群においては、いずれの判定時においても皮膚反応は

みられず、平均評点は0 であった。 

3) K166：10%液 

感作群において、塗布48 時間後から±が2 例にみられ、塗布72 時間後には±が3 例となった。平均評点は塗

布24、48、72 時間後の順に0、0.2、0.3 であった。対照群においては、いずれの判定時においても皮膚反応は

みられず、平均評点は0 であった。 

4) K166：5%液 

感作群において、塗布48 時間後から±が1 例にみられ、塗布72 時間後においても皮膚反応は残存した。平均

評点は塗布24、48、72 時間後の順に0、0.1、0.1 であった。対照群においては、いずれの判定時においても皮

膚反応はみられず、平均評点は0 であった。 

5) K166：3%液、1%液、0.5%液、0.3%液では、感作群および対照群ともに、いずれの判定時においても皮膚反応

はみられず、平均評点は0であった。 

 

以上のように、対照群において皮膚反応は全く認められなかったが、感作群にのみ疑わしい皮膚反応が認めら

れた。 

 

・ LLNA の結果 

AOO、MEK 溶媒においては最高適用濃度の 50%で「25%を超える耳介厚の増加」、「5%を超える体重の減少」は認

められなかったことから 50%、25%、10%の濃度で試験を実施した。また PG においては最高適用濃度の 50%で「5%

を超える体重の減少」が認められたことから何かしらの全身性影響が懸念されたため 25%、10%、5%で試験を実施

した。一方 70%エタノール水溶媒においても最高適用濃度の 50%で「5%を超える体重の減少」が認められたが、

既に終了していたその他の試験結果から 50%での実施で問題ないと考え、50%、25%、10%の濃度で試験を実施した。

その結果、いずれの溶媒においても濃度と相関した SI 値の上昇傾向は認められず、SI 値は 3 以上にならないの

で陰性と判断した (図 1参照)。 

 

[光感作性試験] 

・AS-AA の結果 

皮膚反応の総括表を表 3に、写真を写真 9、10 に示した。 

感作群および対照群ともに、照射および非照射に関わらず、いずれの投与試料においても皮膚反応はみられず、

光感作性は認められなかった。 

 

・Harber の結果 

皮膚反応の総括表を表 4に、写真を写真 11、12 に示した。 

1) K166：50%液 

(1) 照射部 

感作群で惹起48hr後にのみに±が1 例にみられ、対照群では皮膚反応はみられなかった。 

(2) 非照射部 

感作群で惹起48hr後にのみに±が1 例にみられ、対照群では皮膚反応はみられなかった。 

2) K166：30%液 

(1) 照射部 
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感作群で±が1 例にみられ、対照群では皮膚反応はみられなかった。 

(2) 非照射部 

感作群で±が1 例にみられ、対照群では皮膚反応はみられなかった。 

3) K166：10%液 

(1) 照射部 

感作群および対照群ともに皮膚反応はみられなかった。 

(2) 非照射部 

感作群および対照群ともに皮膚反応はみられなかった。 

4) K166：5%液 

(1) 照射部 

感作群および対照群ともに皮膚反応はみられなかった。 

(2) 非照射部 

感作群および対照群ともに皮膚反応はみられなかった 

 

以上のように、光照射に特異的な反応はみられず、光感作性は陰性と判断した。 

 

○考察 

[皮膚感作性評価] 

GPMT では以前の薬事申請時の報告通り、今回も陰性の結果となり再現性が得られた。また今回行った CCET に

おいては、感作群にのみ疑わしい皮膚反応が認められた。CCET は、24 時間閉鎖貼付を繰り返す（4回）感作方法

であり、連続して貼付することが検出感度を上げた可能性が考えられた。 

 

 [光感作性評価] 

感作時に UV-A 照射を行う AS-AA では、感作群、対照群ともに皮膚反応は全く見られなかった。一方、感作時

に UV-A、UV-B を併用照射を行う Harber では、感作群において 50%液、30%液でそれぞれ 1例のみの皮膚反応が見

られた。しかしながら、この反応は照射、非照射に関わらず反応を示し、また、惹起 48 時間後のみの反応であ

り、反応の増強や継続がみられなかったことから光感作性は陰性と判断した。また、UV-A、UV-B 波長の違いによ

って光感作性に対する影響は大きくないと考えられた。 
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表1　GPMTにおける試験結果（総括表）

有効分： 100.0%

評価方法： GPMT（褐色ﾓﾙﾓｯﾄ）

皮内感作： 0.8% （溶媒：生理食塩水）　
経皮感作：　 50% （溶媒：50%EtOH水）　 SDS処理あり

反応例数：≧2（≧1） 紅斑/浮腫
（貼付）除去3hr後　 （貼付）除去24hr後　 （貼付）除去48hr後　

惹起試料 感作群 対照群 感作群 対照群 感作群 対照群
n=10 n=5 n=10 n=5 n=10 n=5

初回惹起 感作試料 ① 50% （50%EtOH水） 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0)
Day 21 ② 30% （50%EtOH水） 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0)

（閉鎖貼付） ③ 10% （50%EtOH水） 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0)
④ 5% （50%EtOH水） 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0)
⑤ 3% （50%EtOH水） 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0)
⑥ 1% （50%EtOH水） 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0) 0 (0) / 0 (0)

①～⑥：溶液

有効分濃度（溶媒）
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表2　CCETにおける皮膚感作性試験結果（総括表）
感作試料：K166

Lot.002002  

有効分： 100%

評価方法：CCET（褐色モルモット）

経皮感作：50% （対照群：50%エタノール）
反応例数：≧＋（≧±）

初回惹起 感作試料 ① K166 50% ( 50%エタ ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 2 ) 0 ( 0 ) 0 ( 3 ) 0 ( 0 )

Day 21 ② Lot.002002  30% ( 50%エタ ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 2 ) 0 ( 0 ) 0 ( 3 ) 0 ( 0 )

(塗布) ③ 10% ( 50%エタ ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 2 ) 0 ( 0 ) 0 ( 3 ) 0 ( 0 )

④ 5% ( 50%エタ ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 1 ) 0 ( 0 ) 0 ( 1 ) 0 ( 0 )

⑤ 3% ( 50%エタ ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

⑥ 1% ( 50%エタ ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

⑦ 0.5% ( 50%エタ ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

⑧ 0.3% ( 50%エタ ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

初回惹起試料：全て溶解

感作群 対照群 感作群 対照群

n=10 n=5 n=10 n=5 n=10 n=5

番
号

惹　起　試　料 有効分濃度（溶媒）
塗布24時間後 塗布48時間後 塗布72時間後

感作群 対照群
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表3　AS-AAにおける光感作性試験結果（総括表）
感作試料： K166

Lot.002002

有効分： 有姿100%
評価方法： AS-AA法
群構成と経皮感作濃度： 感作群：　50%適用、感作時光照射　

対照群：　50%エタノール溶液適用、
感作時光照射

＜光感作性試験＞ 反応例数：＋（≧±）

初回惹起 ① K166 50% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

Day 21 ② Lot.002002 30% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

(塗布) ③ 10% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

④ 5% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

初回惹起 ① K166 50% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

Day 21 ② Lot.002002 30% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

(塗布) ③ 10% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

④ 5% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

②③④溶液

照射エネルギー量＝10.2 J/cm2

対照群 感作群 対照群
n=8 n=4 n=8 n=4 n=8 n=4

番
号 惹　起　試　料 濃度（溶媒）

非照射部
塗布24hr後 塗布48hr後 塗布72hr後

感作群 対照群 感作群

感作群 対照群 感作群 対照群
n=8 n=4 n=8 n=4 n=8 n=4

番
号 惹　起　試　料 濃度（溶媒）

照射部
塗布24hr後 塗布48hr後 塗布72hr後

感作群 対照群
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表4　Harberにおける光感作性試験結果（総括表）
感作試料： K166

Lot.002002
有効分： 有姿100%
評価方法： Harber法
群構成と経皮感作濃度： 感作群：　50%適用、感作時光照射　

対照群：　50%エタノール溶液適用、
感作時光照射　

＜光感作性試験＞ 反応例数：＋（≧±）

初回惹起 ① K166 50% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 1 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

Day 27 ② Lot.002002 30% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 1 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

(塗布) ③ 10% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

④ 5% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

初回惹起 ① K166 50% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 1 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

Day 27 ② Lot.002002 30% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 1 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

(塗布) ③ 10% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

④ 5% (50%エタ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 0 ( 0 )

感作時の照射エネルギー量：UV-A＝30 J/cm2、UV-B＝1 J/cm2 ②③④溶液

惹起時の照射エネルギー量：UV-A＝9 J/cm2

対照群 感作群 対照群
n=10 n=5 n=10 n=5 n=10 n=5

番
号 惹　起　試　料 濃度（溶媒）

非照射部
塗布24hr後 塗布48hr後 塗布72hr後

感作群 対照群 感作群

感作群 対照群 感作群 対照群
n=10 n=5 n=10 n=5 n=10 n=5

番
号 惹　起　試　料 濃度（溶媒）

照射部
塗布24hr後 塗布48hr後 塗布72hr後

感作群 対照群
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写真 1 （ 50 %：0/0 ）  （ 30 %：0/0 ）  （ 10 %：0/0 ） 

感作群（21 日目） 動物番号 1  除去 24hr. 左側腹部（’13.09.26） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 2 （  1 %：0/0 ）  （  3 %：0/0 ）  （  5 %：0/0 ） 

感作群（21 日目） 動物番号 1  除去 24hr. 右側腹部（’13.09.26） 
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写真 3 （ 50 %：0/0 ）  （ 30 %：0/0 ）  （ 10 %：0/0 ） 

対照群（21 日目） 動物番号 11 除去 24hr. 左側腹部（’13.09.26） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 4 （  1 %：0/0 ）  （  3 %：0/0 ）  （  5 %：0/0 ） 

対照群（21 日目） 動物番号 11 除去 24hr. 右側腹部（’13.09.26） 
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写真 5 （K166 0.3%：－）（      ）（      ） 

      （      ）（      ）（K166 50 %：±） 

 感作群（21 日目） 動物番号 6 塗布 48hr. 左側腹部（’13.08.08） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 6   （K166 5%：±）（K166 10%：±）（K166 30%：±） 

    （K166 0.5%：－）（K166 1%：－）（K166 3 %：－） 

 感作群（21 日目） 動物番号 6  塗布 48hr. 右側腹部（’13.08.08） 
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写真 7 （K166 50%：－）（K166 30%：－）（K166 10%：－） 

      （K166 5%：－）（K166 3%：－）（K166 1%：－） 

対照群（21 日目） 動物番号 11 塗布 48hr. 左側腹部（’13.08.08） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 8     （     ）（K166 0.3%：－）（K166 0.5%：－） 

    （      ）（      ）（      ） 

対照群（21 日目） 動物番号 11 塗布 48hr. 右側腹部（’13.08.08） 
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写真 9 非照射（ 50%：－ ）（ 30%：－ ）（ 10%：－ ）（ 5 %：－ ） 

      照 射（ 50%：－ ）（ 30%：－ ）（ 10%：－ ）（ 5 %：－ ） 

感作群 動物番号 1  塗布 48 時間後（’13.08.14）     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 10 非照射（ 50%：－ ）（ 30%：－ ）（ 10%：－ ）（ 5 %：－ ） 

       照 射（ 50%：－ ）（ 30%：－ ）（ 10%：－ ）（ 5 %：－ ） 

対照群 動物番号 9  塗布 48 時間後（’13.08.14） 
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写真 11 非照射（ 10%：－ ）（ 5%：－ ）（ 50%：± ）（ 30 %：± ） 

        照 射（ 10%：－ ）（ 5%：－ ）（ 50%：± ）（ 30 %：± ） 

感作群 動物番号 3  塗布 48 時間後（’13.10.09）     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 12 非照射（ 50%：－ ）（ 30%：－ ）（ 10%：－ ）（ 5 %：－ ） 

       照 射（ 50%：－ ）（ 30%：－ ）（ 10%：－ ）（ 5 %：－ ） 

対照群 動物番号 11  塗布 48 時間後（’13.10.09） 
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図 1.  LLNA における各種溶媒での K166 濃度と SI 値の関係 

横軸を K166 の濃度、縦軸を SI 値で示した。感作性陽性判断基準である SI=3 をバーで示した。溶媒は A：AOO、B：

MEK、C:PG、D：DMSO、E：70%エタノール水。 
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2-2 細胞を用いた病態形成メカニズムの検討 
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2-2 細胞を用いた病態形成メカニズムの検討 

2-2-1 表皮細胞への障害性及び炎症性サイトカイン等の分泌誘導能の検討 

 

○材料及び方法 

[試薬] 

新生児由来正常ヒト表皮角化細胞（KK-4009：lot.927477、クラボウ）を評価に用いた。表皮角化細胞は EpiLife® 

Medium with 60μM Calcium（M-EPI-500-CA、Thermo Fisher Scientific）に Human Keratinocyte Growth Supplement

（S-001-5、Thermo Fisher Scientific）を添加した培地で培養した。 

被験物質として医薬部外品原料として流通されているロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノー

ル、略称：K166）を用いた。また、比較対照として Monobenzyl ether of hydroquinone（MBEH、Sigma）、ハイド

ロキノン（HQ、Sigma）、L-アスコルビン酸 2-グルコシド（AAG2、Sigma）を用いた。 

培養上清中のサイトカイン量の定量は、Human IL-1 alpha/IL-1F1 Quantikine ELISA Kit（DLA50、R&D Systems）、

Human IL-1ra/IL-1F3 Quantikine ELISA Kit（DRA00B、R&D Systems）、Human IL-6 Quantikine ELISA Kit（D6050、

R&D Systems）、Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit（DTA00C、R&D Systems）を用いておこなった。また、

細胞障害性の評価には Cell Counting Kit-8（同仁化学）を用いた。 

 

[K166 の炎症性サイトカイン分泌誘導能の評価] 

1×104 個の表皮角化細胞を 24 穴プレートに播種し、添加剤入り EpiLife®培地で 24 時間培養（37℃、5％CO2）

した。その後、培地を添加剤不含の EpiLife®培地に交換し、被験物質を種々の終濃度になるように添加して 24

時間培養した。コントロールは被験物質の溶媒である 50％EtOH とした。、培養終了後、培地を回収し、各種 ELISA 

Kit を用いて培養上清中のサイトカイン量をマニュアルにしたがい測定した。 

 

[K166 の細胞障害性の評価] 

 上記の培地回収後の細胞に添加剤不含の EpiLife®培地を添加し、さらに Cell Counting Kit-8 溶液を添加して

CO2インキュベーター内で 1 時間反応をおこなった。その後、マイクロプレートリーダーを用いて 450nm の吸光

度を測定した。細胞障害性は、溶媒コントロール添加時の吸光度に対する被験物質添加時の吸光度の割合（Cell 

Viavility、％）として算出した。 

 

○結果及び考察 

[細胞障害性] 

 表皮角化細胞に対する K166 の細胞障害性評価の結果を図 1に示した。K166 は、終濃度 50μM 以下では 1.3 倍

程度の細胞増殖促進効果が認められたが、それ以上の濃度（～1mM）では特に影響は認められなかった。この結

果から、K166 の表皮角化細胞に対する細胞障害性は、終濃度 1mM 以下の範囲では認められないものと推察された。 

 

[炎症性サイトカイン分泌誘導能] 

 表皮角化細胞に対する K166 の炎症性サイトカイン分泌誘導能評価の結果を図 2～5に示した。K166 は IL-6 の

産生・分泌を終濃度 1mM で約 10 倍誘導した（図 2）。IL-1αについては、いずれの濃度でもやや増加傾向が認め

られたが有意なものではなかった（図 3）。IL-1RA は終濃度 500μM以上で分泌が抑制される結果であった（図 4）。

TNF-αに関しては、いずれの被験物質においてもキットの検出限界以下の値となった（図 5）。これらの結果から、

K166 は高濃度（終濃度 500μM以上）で表皮角化細胞に対して炎症性サイトカイン分泌誘導をもたらす可能性が

示唆された。しかし、これらの誘導作用は比較対照として用いたその他の物質に比して小さいものであり、実質
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的には影響の少ないものと考えられた。 
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図 1. K166 の細胞障害性の評価 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. K166 の表皮角化細胞に対する IL-6 分泌誘導能の評価 
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図 3. K166 の表皮角化細胞に対する IL-1α分泌誘導能の評価 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. K166 の表皮角化細胞に対する IL-1RA 分泌誘導能の評価 
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図 5. K166 の表皮角化細胞に対する TNF-α分泌誘導能の評価 
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2-2-2 色素細胞チロシナーゼ依存的に生じる細胞障害性評価 

2-2-2-1 チロシナーゼ活性と細胞障害性との関連性 

 

○材料及び方法 

[試薬] 

ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール、略称：K166）は医薬部外品原料として流通されて

いるものを用いた。Phenylthiourea (PTU)は、Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)製を用いた。 

Stealth RNAiTM siRNA、およびトランスフェクション試薬 Lipofectamine RNAiMAX は、Life Technologies (USA)

製を用いた。 

 

[細胞培養] 

①PTU を用いたチロシナーゼ依存的細胞障害性の確認 

培養プレートに正常ヒト表皮メラノサイト播種し 1 % human melanocyte growth supplement（Invitrogen 製）

を加えた MCDB153 培地中、37 ℃、5 ％ CO2雰囲気下にて培養した。翌日に PTU による前処理を開始し、1 日後、

K166 を培地に添加した。K166 添加の 1 日培養後の生細胞数、タンパク量、および細胞内チロシナーゼ活性を測

定した。 

②RNA 干渉を用いたチロシナーゼ依存的細胞障害性の確認 

 培養プレートに正常ヒト表皮メラノサイトを播種し 1 % human melanocyte growth supplement（Invitrogen

製）を加えた MCDB153 培地中、37 ℃、5 ％ CO2雰囲気下にて培養した。翌日から１日間 siRNA による前処理を

し、3 日後 K166 を培地に添加した。K166 添加の 1 日培養後の生細胞数および細胞内チロシナーゼ活性を測定し

た。 

[細胞障害性測定] 

細胞障害性は細胞増殖測定用試薬アラマーブルー（Alamar Bioscience,Inc 製）を用いて測定した。アラマー

ブルーを培地の 10 分の 1量加え、37 ℃にて 1時間反応させた。反応後の溶液を蛍光プレートリーダーにて測定

した。 

 

[タンパク量測定] 

細胞を HEPES 緩衝液で洗い、10 ％トリクロロ酢酸（TCA）、エタノール・エーテル 1:1（体積比）で処理後、1 N 

NaOH/10%ジメチルスルホキシド中で 60 ℃、15 分溶解させた。細胞溶解物のタンパク量を Coomassie Plus Protein 

Assay Kit（Thermo Fisher Scientific Inc. 製）にて測定した。 

[細胞内チロシナーゼ活性測定] 

 培養メラノサイトにおけるチロシナーゼ(Tyrosine hydroxylase)活性は Oikawa の方法によって測定した 9）。

培養終了 24 時間前に培地に 1 μCi [3H]-チロシンを加えた。培地 500 μl に活性炭溶液を等量加えボルテック

ス後、遠心分離した。上清 750 μlを 500 μlの活性炭溶液に加えボルテックス後、遠心分離した。上清の放射

活性を液体シンチレーションカウンターにて測定した。 

 

○結果及び考察 

[PTU を用いたチロシナーゼ依存的細胞障害性の確認] 

 チロシナーゼ活性を阻害する PTU を添加することにより、K166 による細胞障害に与える影響をみた。PTU 10 μM, 

30 μM, 100 μM の処理により、濃度依存的に K166 による細胞障害を低減させた（図 1）。また PTU 10 μM, 30 μM, 

100 μM の単独処理において細胞数への影響は与えない一方、濃度依存的にチロシナーゼ活性は阻害した（図 2）。
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PTU 処理による K166 の細胞障害の低減はチロシナーゼ活性の阻害に伴う可能性が示された。 

 

[RNA 干渉を用いたチロシナーゼ依存的細胞障害性の確認] 

 K166 による細胞障害がチロシナーゼ活性に依存的であることを明らかにするため、RNA 干渉によりチロシナー

ゼ遺伝子発現を抑制する実験により確かめた。Negative control siRNA 処理でみられた K166 の濃度依存的な細

胞障害がチロシナーゼ siRNA 処理によりチロシナーゼ活性を抑制させることにより（図 3）K166 による細胞障害

が低減された(図 4)。RNA 干渉を用いた実験において K166 による細胞障害がチロシナーゼ活性依存的であること

が確認できた。 
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図 1 K166 の細胞障害に対する PTU の影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 PTU のチロシナーゼ活性と細胞数への影響 
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図 3 RNA 干渉によるチロシナーゼ活性低下の確認 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 RNA 干渉によるチロシナーゼ活性低下の K166 チロシナーゼの細胞障害への影響 

2-2-2-2 チロシナーゼ活性の個体差と細胞障害性の関連性 
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○材料及び方法 

[試薬] 

ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール、略称：K166）は医薬部外品原料として流通されて

いるものを用いた。 

 

[細胞培養] 

 包皮由来正常ヒト表皮色素細胞（メラノサイト）は、クラボウより購入、あるいは、花王株式会社グループ内

の研究所にて、定法に従って包皮より分離後、培養したものを用いた。細胞は Medium 254 (Life Technologies)

に Human Melanocyte Growth Supplement （HMGS) (クラボウ)を添加した培地中で 37℃、5% CO2の環境下で定法

に従って培養した。 

 

[チロシナーゼ（DOPA oxidase）活性の計測] 

メラノサイトを定法に従ってトリプシンを添加して剥がした後、顕微鏡下で細胞数をカウントし、2×104個の

細胞を 1.5mL チューブに回収した。遠心し、上清を除いた後、Phosphate Buffers Saline (PBS)で 2 度洗浄して

から、再び遠心により上清を除いた細胞を準備した。あるいは、96-well plate に 1.2×104個/well のメラノサ

イトを播種し、siRNA を添加して 2 日後の細胞について培地を除いた後、PBS で 2 度洗浄してから、再び上清を

除いた細胞を準備した。それらに抽出 Buffer（0.1 M Tris-HCL（pH:7.2）、1% NP-40、0.01% SDS）を 20μL、Assay 

Buffer（4%ジメチルホルムアミド、100 mM Sodium phosphate-buffered（pH:7.1））を 20 μL添加し、4℃にて 2

時間かけて細胞を可溶化し、DOPA oxidase 活性の測定を行った。その DOPA oxidase 活性測定は、3-メチル-2-

ベンゾチアゾリノン ヒドラゾン（MBTH）法を基本とした次に示す方法で行った。すなわち、可溶化した細胞溶

液の各 well に、上記 Assay Buffer を 80μL、20.7 mM MBTH 溶液を 60μL、基質として 5 mM L-ジヒドロキシフ

ェニルアラニン（L-DOPA）溶液を 40 μL加え、37℃にて 30～60 分間反応させた後に、505 nm の測定波長で吸光

度を測定した。 

 

[K166 の添加] 

 96-well plate にメラノサイトを 1×104個/well の密度で、上述の培地から Phorbol 12-Myristate 13-acetate

（PMA）を除いた培地（PMA（-)培地）を用いて播種し、翌日に PMA（-）培地に希釈して K166 を添加した。4 日

後、alamar blue 活性を計測した。 

 

[Alamar blue 活性の計測] 

 K166 を添加して 4日後のプレートから培地を除いた後、PMA(-)培地で希釈した 10% alamar blue 溶液（Bio-Rad）

を 100L/well 添加し、CO2インキュベーターにて 37℃でインキュベートした。90 分後に蛍光プレートリーダー

にて励起波長 560 nm 、検出波長 590 nm の蛍光を検出した。 

 

[チロシナーゼの発現抑制] 

 96-well plate にメラノサイト（D6C0595）を 1.2×104個/well の密度で、PMA（-）培地を用いて播種し、翌日

に siRNA 導入試薬である TransIT-TKO（Mirus Bio）を用いて添付のプロトコールに従って、25nM の Tyrosinase

特異的 siRNA（Life Technologies）、あるいは非特異的（Control）siRNA（Life Technologies）を添加した。2

日後に DOPA oxidase 活性を計測、あるいは新たな PMA（-）培地に希釈した K166 を添加し、その翌日に alamar blue

活性を計測した。 
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○結果及び考察 

今回の実験で用いた 13 ラインのメラノサイトについて、チロシナーゼ活性の多様性を確認するため、それぞ

れ 1.5mL チューブに同じ細胞数のメラノサイトを準備し、DOPA oxidase 活性の計測を行った。その結果、メラノ

サイトのラインによってチロシナーゼ活性はさまざまであることが示された(図 1)。そこで、多様なチロシナー

ゼ活性を有するメラノサイトにおいて、K166 に対する細胞毒性が異なるかを明らかにするため、これら 13 ライ

ンのメラノサイトにさまざまな濃度で K166 を添加した後、4日後に alamar blue 活性を計測し、細胞毒性を評価

した。K166 無添加の Control と比較して、alamar blue 活性の値が 50%低下する K166 の濃度(IC50値)を算出し、

その結果を表 1 に示した。この結果を基に、図 1 で示した各メラノサイトの DOPA oxidase 活性（チロシナーゼ

活性）と K166 添加による alamar blue 活性の IC50値の相関性を示したグラフを図 2に示した。このグラフより、

K166 によるメラノサイトへの細胞毒性とチロシナーゼ活性との関連性が示唆されると共に、K166 に対する毒性

感受性が 2群に分かれる可能性もまた示唆された。 

 次に、メラノサイトにおける K166 に対する細胞毒性がチロシナーゼ活性に依存している可能性を明確にする

ため、チロシナーゼ活性が高く、また K166 に対する細胞毒性が高い D6C0595 細胞を用いて、RNA 干渉によりチロ

シナーゼの遺伝子発現を抑制した際の K166 に対する細胞毒性の変化を検討した。細胞を播種した翌日に siRNA

を添加し、さらに 2日後に DOPA oxidase 活性を計測したところ、Control siRNA を添加した細胞と比較して、チ

ロシナーゼ siRNA を添加した細胞で同活性が約 50%程度に低下していることを確認した(図 3)。また、これらの

細胞にさまざまな濃度で K166 を添加し、その翌日 alamar blue 活性を計測した結果を図 4 に示した。チロシナ

ーゼの発現抑制により、K166 に対する細胞毒性は顕著に低下し、K166 添加による alamar blue 活性の IC50値は、

Control siRNA 及びチロシナーゼ siRNA 添加細胞においてそれぞれ 0.052mM 及び 5.9mM であった。すなわち添加

濃度で 100 倍以上の顕著な差が認められた。 

 これらの結果より、メラノサイトにおける K166 に対する細胞毒性はチロシナーゼ活性に強く依存することが

明らかとなった。 
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図 1 使用した 13 ラインのメラノサイトにおける DOPA oxidase 活性 

  細胞ライン名の前に記載の D、M、L はそれぞれ由来皮膚色(D: Darkly、

M: Moderately、L: Lightly)を示している。 
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2-3 ロドデノールによる細胞障害性発現メカニズムの解析 
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2-3 ロドデノールによる細胞障害性発現メカニズムの解析 

2-3-1 ロドデノール代謝物の細胞障害性の確認 

 

○材料及び方法 

[試薬] 

ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール、略称：K166）は医薬部外品原料として流通されてい

るものを用いた。 

 

[細胞培養] 

 包皮由来正常ヒト表皮色素細胞（メラノサイト）はクラボウより購入したものを用いた。細胞は Medium 254 

(Life Technologies)に Human Melanocyte Growth Supplement （HMGS）(クラボウ)を添加した培地中で 37℃、

5% CO2の環境下で定法に従って培養した。 

 

[K166 及び K166-OH の添加] 

 96-well plate にメラノサイトを 1×104個/well の密度で、上述の培地から Phorbol 12-Myristate 13-acetate

（PMA）を除いた培地（(PMA（-）培地）を用いて播種し、翌日に PMA（-）培地に希釈して K166 または K166-OH

を添加した。4日後、alamar blue 活性を計測した。 

 

[Alamar blue 活性の計測] 

 化合物を添加して 4 日後のプレートから培地を除いた後、PMA（-）培地で希釈した 10% alamar blue 溶液

（Bio-Rad）を 100μL/well 添加し、CO2インキュベーターにて 37℃でインキュベートした。90 分後、蛍光プレ

ートリーダーにて、励起波長 560 nm 、検出波長 590 nm の蛍光を検出した。 

 

○結果及び考察  

K166 とチロシナーゼによる K166 の代謝物であると想定される K166-OH についてメラノサイトにおける細胞毒

性を比較した。チロシナーゼ活性が比較的低く、K166 に対する細胞毒性が低い 2ライン(L LC1C1022、M 4C0760)

のメラノサイトを用い、さまざまな濃度でK166及び K166-OHを添加した後、4日後にalamar blue活性を計測し、

それぞれの IC50値を算出した(表 1)。いずれの細胞においても、K166 と比較して K166-OH を添加した場合に顕著

な IC50値の低下が認められた。このことから、K166 がチロシナーゼによって代謝され K166-OH が産生されること

で、顕著にメラノサイトに対する細胞毒性が上昇することが示唆された。 
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2-3-2 活性酸素の関与の検討 

 

[試薬] 

ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール、略称：K166）は医薬部外品原料として流通されて

いるものを用いた。 

 

[材料及び方法] 

ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール、略称：K166）は医薬部外品原料として流通されてい

るものを用いた。ヒト由来メラノサイトで生じる活性酸素種 (ROS) の検出には、Total ROS/Superoxide 

Detection kit (ENZ-51010: Enzo) を使用した。メラノサイトは 3.6 x 10(4) 個ずつ 1％HMGS および 

ROS/Superoxide Detection Mix B  (ENZ-51010: Enzo) を混合した modified-MCDB153HAA 培地中に播種した。

培養には 15mL チューブを使用した。各チューブに K166 (30, 100, 300, 1000 μM) を添加し、5% CO2 下、37℃

下で 3時間培養した。無添加の陰性対照群、ピオシアニン (100, 500μM) 添加の陽性対照群も準備した。 

0.1% BSA-PBS で 2 回洗浄した細胞を、フローサイトメトリー (BD FACSCalibur(TM): Becton, Dickinson and 

Company, CA) を用いた蛍光の測定に供した (Ex=488nm, Em=520nm)。 

 

[結果及び考察] 

ヒト由来メラノサイトをK166処理することで生じるROSについて、フローサイトメトリーによる検出を試みた。

結果を図 1に示す。ROS 誘導試薬であるピオシアニンを添加した条件 (陽性対照) では、メラノサイトからは濃

度依存的な ROS の発生が検出された。薬剤を添加しない条件 (陰性対照) では、ROS は検出されなかった。これ

らの結果から本実験系が成立していると判断した。K166 を添加した条件では、メラノサイトからは ROS の発生

は検出されなかった。 

本実験の K166 の添加濃度域において、細胞障害性の誘導を確認していることから、K166 によって誘導される

細胞障害性には、ROS の関与が小さいと考えられたが、検出感度以下のＲＯＳ寄与の可能性は除外できない。。 
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2-3-3 小胞体ストレス応答の関与の検討 

 

○材料及び方法 

[試薬] 

ロドデノール（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール、略称：K166）は医薬部外品原料として流通されて

いるものを用いた。Phenylthiourea (PTU)は、Sigma-Aldrich (USA)から購入した。 

  

[細胞培養] 

培養プレートに正常ヒト表皮メラノサイト(Kurabo, Japan)播種し、翌日にPTUによる前処理を開始し、1日後、

K166、および対照試薬を培地に添加した。K166 の添加の 3、および 6時間後に回収した細胞溶解液を、それぞれ

タンパク質発現解析、および遺伝子発現解析に供した。 

 

[タンパク質発現解析] 

ウェスタンブロットにより、常法に従い行った。用いた抗体は、抗 p- eukaryotic Initiation Factor 2α(eIF2

α)抗体、抗 eIF2α抗体（いずれも Cell Signaling Technology, USA）とし、いずれも 5000 倍に希釈して使用

した。 

 

[遺伝子発現解析] 

 Real-time PCR により、常法に従い行った。TaqManⓇ Gene Expression Assays (GAPDH, Hs99999905_m1; IL-8, 

Hs00174103_m1; Life Technologies, USA)をプローブとして用いた。 

 

○結果及び考察 

色素脱失を誘導する MBEH、4-tert-ブチルフェノール（4-TBP）が、酸化ストレスを介して、メラノサイトにお

いて小胞体ストレスを誘導し、その下流で Interleukin-6、および 8の発現が促進される 14)。今回、K166 が同様

のメカニズムで色素脱失を生じる可能性があることを確認できた。 

 

[eIF2αタンパク質のリン酸化の K166 による誘導、およびそのチロシナーゼ活性依存性] 

 図 1にウェスタンブロットにより検出した、リン酸化 eIF2αの発現を示す。eIF2αのリン酸化は、0.3 mM、お

よび 1 mM の K166 処理により、濃度依存的に増加した。この結果から、K166 が培養メラノサイトにおいて小胞体

ストレスを誘導していることが示された。小胞体内カルシウムを流出させることにより小胞体ストレスを誘導す

る Thapsigargin (TG)、および Toosi らの報告 13)において小胞体ストレスを誘導することが示された

Monobenzylether of hydroquinone (MBEH)によっても eIF2αのリン酸化は誘導された。また、この eIF2αのリ

ン酸化誘導に与えるチロシナーゼ活性依存性を確認した。MBEH、および 0.3 mM、1 mM の K166 による eIF2αのリ

ン酸化は、PTU の前処理により抑制された。このことから、K166 による小胞体ストレスの誘導は、チロシナーゼ

活性に依存していることが示された。チロシナーゼ非依存的に TG によって誘導された eIF2αのリン酸化は、PTU

処理により抑制されなかった。 

小胞体ストレス応答において、eIF2αのリン酸化は、翻訳の停止により、小胞体のフォールディング機能負荷

を軽減する他、転写因子 ATF4 の発現を介して、細胞の生死を左右する遺伝子発現を誘導することが知られてい

る 14)。従って、K166 によって誘導される小胞体ストレス応答と、メラノサイト細胞障害性との間に密接な関連

があることが推察される。 
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[IL-8 mRNA 発現の K166 による誘導、およびそのチロシナーゼ活性依存性] 

 図 2にリアルタイム PCR による IL-8 遺伝子発現解析の結果を示す。K166 は、3 mM 添加時に無添加対照と比較

して 35 倍となるのを最大として、処理濃度依存的に IL-8 mRNA 発現を亢進した。10 mM の K166 による発現の亢

進が、3 mM と比べて小さかったのは、強い細胞毒性のためであると考えられる。Toosi らの報告において、IL-8

の遺伝子発現は、小胞体ストレス応答の主なエフェクターの一つである転写因子 XBP1 により制御され、MBEH に

より誘導されることが示されている 13)。この結果は、上記の eIF2αのリン酸化に関する結果と合わせ、K166 が

小胞体ストレスを誘導していることを強く示している。上記の発現誘導に与えるチロシナーゼ活性依存性を確認

した。0.1 mM から 1 mM の K166 による発現誘導は、0.1 mM の PTU 前処理により抑制された。このことから、K166

により誘導される小胞体ストレス下流の応答もチロシナーゼ活性に依存していることが示された。3 mM 以上の

K166 による発現は、PTU により抑制されなかったことから、チロシナーゼ活性に依存せずに誘導されたものであ

ると考えられる。 

以上は、in vivo において、K166 が局所的な免疫環境を変化させ、病態発現に関与する可能性を示す結果であ

ると考えられる。 

 

上記の結果から、K166 は、チロシナーゼに代謝されることにより小胞体ストレスを誘導し、メラノサイト特異

的な細胞障害性に関与していることが示された。 
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3.まとめ 
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 動物モデルおよび培養色素細胞を用いた非臨床試験の結果、ロドデノールによる白斑様症状の形成に関して

以下のことが示された。 

 

・モルモットに対するロドデノール 30%液の継続塗布により、皮膚明度が上昇、色素脱失部では表皮基底層のメ

ラノサイト、メラニン顆粒ともに減少の傾向を示したが、塗布を休止するとこれらは回復し、地肌の色素が戻っ

た。したがって K166 の累積塗布により生じた色素脱失は、可逆的な反応であると考えられた。 

 

・ロドデノールの皮膚感作性については GPMT および LLNA において認められなかったものの、CCET において疑わ

しい皮膚反応が認められた。光感作性については AS-AA および Harber においていずれも認められなかった。 

 

・ロドデノールの表皮角化細胞に対する細胞障害性は 1mM 以下の範囲では認められず、500M 以上で炎症性サイ

トカイン分泌誘導をもたらす可能性が示唆されたが、その作用は小さいものであった。 

 

・メラノサイトを用いた添加試験において、チロシナーゼの活性または発現を低下させることでロドデノールの

細胞障害性は緩和されることから、ロドデノールはチロシナーゼの活性依存的に細胞障害性を誘導することが示

された。 

 

・さまざまなチロシナーゼ活性を有するメラノサイトを用いた検討において、チロシナーゼ活性に依存してロド

デノールに対する細胞障害性は 2群に分かれ、同一ラインのメラノサイトにおいても、ロドデノールに対する細

胞毒性はチロシナーゼ活性に大きく依存した。これらの結果はロドデノールによる障害の耐性にチロシナーゼ活

性の個人差が係る可能性がある。 

 

・チロシナーゼによるロドデノールの代謝物は構造上 ROS を発生すると考えられるが、障害を与える濃度のロド

デノールをメラノサイトに添加しても細胞内で ROS の発生は検出されず、ロドデノールは ROS を介さずに細胞障

害性を発揮する可能性が示唆された。 

 

・ロドデノールは、メラノサイトにおいて小胞体ストレスを誘導し、さらにはその誘導がチロシナーゼ活性依存

的であることを見出した。 

 

以上より、ロドデノールはチロシナーゼにより代謝され水酸化ロドデノールとなその過程もしくはそれ以降の

代謝プロセスにおいて誘導される小胞体ストレスを介してメラノサイトに障害を与えることでその消失を促し、

限られた個体に可逆的な白斑様の症状を誘導する可能性がある。 
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原因究明に関する調査研究 

Ⅱ．ロドデノールの細胞毒性に関する研究 

 

研究協力者 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 

 

 

 

A. 研究目的 

カネボウ化粧品等が製造販売するロドデノール

（4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール，HPBol，図 1）

を配合した薬用化粧品は，医薬部外品として，平成

18 年 7 月に申請され，薬事・食品衛生審議会化粧

品・医薬部外品部会における審議を踏まえ，平成 20

年 1 月に「メラニンの生成を抑え，しみ，そばかすを

防ぐ等」の効能効果で承認されたものである．4-(4-ヒ

ドロキシフェニル )-2-ブタノン（ラズベリーケトン，

HPBone，図 1）から合成されて製品に配合される．

使用後に白斑（肌がまだらに白くなった状態）になっ

たとの報告が寄せられ，平成 25 年 7 月 4 日から製

造販売業者が自主回収を実施した．その後 1 万 7

千人以上の被害者が確認されていることから，原因

究明が急務となっている． 

本研究では，ロドデノールが皮膚のメラノサイトや

ケラチノサイトを傷害している可能性があると考え，ロ

ドデノールおよび合成原料であり白斑の原因となる

との報告（Fukuda et al., J. Occup. Health, 40, 118 

(1998)）のあるラズベリーケトンが各種細胞に与える

影響を調べる．また，これら化合物の細胞内酵素に

よる化学変化についても検討する． 

 

B．研究方法 

１．試料および試薬 

ロドデノール，4-(3,4-ジヒドロキシフェニル)-2-ブタノ

ール（DHPBol），4-(3,4-ジヒドロキシフェニル)-2-ブタ

ノン（DHPBone）はカネボウより提供頂いた．ラズベリ

ーケトンは和光純薬工業より購入した．HPLC および

LC/MS 分析では，メタノールに溶解して使用した．細

胞への曝露実験では，  500 mg/ml となるように

DMSO で溶解したものを，使用時まで 4℃で保存し

研究要旨： 

4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール（ロドデノール）を配合した美白化粧品の使用者に白斑が生じる

事例が多数発生し，大きな問題になった．我々はロドデノールが皮膚のメラノサイトやケラチノサイトを傷害

している可能性があると考え，ロドデノールおよび製造原料である 4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノン（ラ

ズベリーケトン）が各種細胞に与える影響を調べた．また，これら化合物の細胞内酵素による化学変化に

ついても検討した．キラルカラムおよび ODS カラムを装着した HPLC により，製品に配合されていたロドデ

ノールは光学異性体混合物であり，R：S存在比はほぼ 1：1 であること，ロドデノール中のラズベリーケトン，

製品へのラズベリーケトンの混入はごくわずかであることがわかった．ロドデノールの水酸化体はヒトメラノ

サイトおよびヒトケラチノサイト（HaCaT 細胞）のいずれに対してもロドデノールおよびラズベリーケトンに比

べて強い細胞毒性が認められた．ロドデノールおよびラズベリーケトンを添加した細胞の培養上清中には

それぞれの水酸化体が検出された．またこれらの化合物はチロシナーゼを直接処理すると水酸化体に代

謝されることを確認した．以上の結果より，ロドデノールはチロシナーゼ等により水酸化体に代謝され，こ

れらがメラノサイトの細胞死に強く関わることが示唆された． 
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た． 

ロドデノールを配合した医薬部外品はカネボウより

提供いただいた． 

マッシュルーム由来チロシナーゼは Sigma-Aldrich

社 よ り 購 入 し た ． 50 mmol/L KPB (pH6.5) で

10,000U/mL になるよう希釈して使用した． 

 

２．細胞および培地 

ヒトケラチノサイト細胞株（HaCaT）は，東北大学農

学研究科仲川清隆准教授よりご提供頂いた．培地は

DMEM（Sigma-Aldrich 社）に 10% FBS（Gibco），抗

菌剤（Gibco, Cat. No. ;15240-062）を添加した培地を

用いた．1×106 cells/75 cm2 Flask の細胞密度で 播

種し，約 3~4 日毎に継代した．  

ヒト正常メラノサイトは，クラボウより購入した African 

American の新生児包皮表皮由来（Cat No. KM-4009, 

No.01392）を用いた．細胞は抗菌剤ゲンタマイシン・

アンフォテリシン B（クラボウ）を添加した推奨培地

（DermaLife M, クラボウ）に培地で培養した． 

 

３．医薬部外品製品中からの抽出 

試料 0.4 g に 15 mL のメタノールを加え，5 分間の

超音波処理を 2 回施し，20 mL に定容した．これを

0.2 μm のフィルターでろ過して HPLC または LC/MS

に供した． 

 
４．キラルカラムを用いた HPLC 

装置は 1100 システム（Agilent 社）を用いた． 

HPLC 条件は以下のとおり． 

カラム：Chiral CD-Ph (2.0 mm i.d. × 250 mm; parti-

cle size, 5 μm; Shiseido)，カラム温度： 40 ℃ ， 移 動

相：25% acetonitrile，流量：0.2 mL/min，検出：280 

nm． 
 

５．逆相カラムを用いた HPLC および LC/MS 

装置は ACQUITY UPLC H-Class/TQD system

（Waters 社）を用いた．HPLC および MS 条件は以下

のとおり． 

カラム：ACQUITY UPLC CSH C18 (2.1 mm i.d. × 

100 mm; particle size, 1.7 μm; Waters 社)，カラム温

度：40℃，移動相：40%メタノール，0.02% TFA，流

量：0.2 mL/min，イオン化：ESI positive，キャピラリー

電圧：3.0 kV，コーン電圧： 30 V，ソース温度：120℃，

脱溶媒温度：350℃，脱溶媒ガス流量：600 L/hr，コー

ン ガ ス 流 量 ： 50 L/hr ， 検 出 ： SCAN mode (m/z 

50–600)． 
 

６．試験物質の細胞への曝露 

HaCaT細胞は1.0×1005 cells/ml，ヒトメラノサイトは

1.2×105 cells/mlとなるように細胞懸濁液を調製し，

96 穴プレートに100 μl/well播種して約24時間前培

養した．試験物質のDMSO溶液を培地で100倍に希

釈して検液を調製した．各wellから上清を取り除き，

検液100 μl/wellを加え（DMSO最終濃度は1.0%），

CO2インキュベータ内でさらに約24時間培養した． 

ヒトメラノサイトに対するDHPBolおよびDHPBoneの

曝露実験では，2.4×105 cells/mlの細胞懸濁液50 

μl/wellを24時間前培養し，培養上清を取り除かずに

50 μl/wellの検液を加えた．検液は，最終曝露濃度の

500倍濃度の試験物質のDMSO溶液を培地で250倍

に希釈して調製した（DMSO最終濃度は，0.2%）． 

細胞に同濃度のDMSOを曝露したwellをポジティ

ブコントロール，無細胞のDMSOを曝露したwellをネ

ガティブコントロールとした．  

 

７．細胞毒性試験 

細胞毒性は，ATP量を測定するCellTiter-Glo 

Luminescent Cell Viability Assay kit (Promega)を用

いて測定した． 各wellの細胞培養液に等量（100 μl）

のキット付属のReagentを加え，120秒間振盪後，10

分間室温で静置した．各wellの1秒間の蛍光強度

（ RLU, relative light units ） を プ レ ー ト リ ー ダ ー

（SpectraMax M5, Molecular Devices社）で測定した．

ポジティブコントロールの蛍光強度の平均を100 ％と

して，各サンプルの生存率を換算した．また，ネガテ

ィブコントロールの蛍光強度の平均をバックグラウンド

とした．  

 

８．培養上清の LC/MS 分析 
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 細胞培養後 3well 分の培養上清をまとめ，遠心分

離を行って上清を得た．適宜培地で希釈して LC/MS

分析に供した． 

 

９．チロシナーゼ反応 

ロドデノール，ラズベリーケトン，DHPBol または

DHPBone を試験物質とし，以下の条件で行った． 

50 mmol/L KPB (pH6.5)に終濃度 0.33 mmol/L と

なるよう試験物質を加え，酸素ガスを 1 分間バブリン

グした．終濃度 30 U/mL となるようマッシュルームチロ

シナーゼを加え，25℃で一定時間インキュベートし

た． 

 

C．研究結果 

１．ロドデノールの光学異性体存在比 

ロドデノールは 2 位に不斉炭素を持ち，鏡像異

性体（R体とS体）が存在しうる（図2）．そこで，両異

性体の原料中および製品中の存在比を検討した．

キラルカラムを装着した HPLC により分離したところ，

図 3 に示すように分離した．ピーク面積から R 体と

S 体の存在比がほぼ１：１であることが判明した（表

1）． 

 

２．ロドデノールの純度 

 ロドデノールの合成原料であるラズベリーケトン

の残留が考えられるため，原料のメタノール溶液と

製品のメタノール抽出液を逆相 HPLC で分析した．

図 4 に示すように，ラズベリーケトンのピークはロド

デノールと比較してごく小さく，絶対検量線法によ

り定量したところ，表 2 に示すように，ロドデノール

に対する重量比は 0.04%以下であった．製品に配

合されるロドデノールの純度は非常に高いことが示

された．また，製品へのロドデノール配合量は約

2%であることが確認された． 

 

３．ロドデノールおよび水酸化体の細胞毒性およ

び化学変化 

ロドデノールはチロシンを酸化して DOPA に変

換するチロシナーゼの阻害剤として開発されたも

のであるが，図5 に示したように，自らがチロシナー

ゼの作用により水酸化体 DHPBol に変換される可

能性が考えられた．ラズベリーケトンも同様に

DHPBone に酸化される可能性がある．そして，こ

の水酸化体が表皮中のメラノサイトやケラチノサイ

トの細胞死を引き起こした可能性がある． 

そこで，ロドデノール，ラズベリーケトンおよび両

者の水酸化体をヒトケラチノサイト細胞株（HaCaT）

と正常ヒトメラノサイトに適用し，細胞の生存率およ

び培養上清中の化合物の分析を行った． 

図 6 に示すようにいずれの化合物も HaCaT 細胞

に対し濃度依存的な毒性を示した．LC50 はロドデ

ノ ー ル ： 12.7 mmol/L ， ラ ズ ベ リ ー ケ ト ン ： 10.5 

mmol/L，DHPBol：0.52 mmol/L，DHPBone：0.39 

mmol/L であり，水酸化体においてより強い細胞毒

性が見られた．一方，2 位の官能基の違いは細胞

毒性に大きな影響は与えていないが，ケトンの方

がわずかに毒性が強い傾向にあった． 

メラノサイトとしてはチロシナーゼ活性が高いと

考えられる African American の新生児包皮表皮由

来のものを用いた．図 7 に示すようにいずれの化

合物も濃度依存的な毒性を示した．LC50 はロドデ

ノ ー ル ： 16.5 mmol/L ， ラ ズ ベ リ ー ケ ト ン ： 15.5 

mmol/L ， DHPBol ： 0.072 mmol/L ， DHPBone ：

0.049 mmol/Lであった．水酸化体はHaCaTに対し

てよりも低い濃度で毒性を示した．また，HaCaT の

場合と同様に水酸化体においてより強い細胞毒性

が見られた． 

ロ ド デ ノ ール また は ラ ズ ベ リ ー ケト ン を 2.5 

mmol/L の濃度で 24 時間適用したメラノサイトの培

養上清を LC/MS により分析した．クロマトグラム上

のピークの同定は PDA で得られた波長スペクトル

と MS で得られたマススペクトルにより行った．図 8

に示した PDA クロマトグラムで，ロドデノールを適

用した培養上清中に DHPBol が検出され，ラズベ

リーケトンを適用した培養上清中に DHPBone が検

出された．これらは培地のみの場合は検出されず，

ロドデノールとラズベリーケトンが細胞内に取り込ま

れてチロシナーゼなどの酵素により水酸化体に代

謝されることが示唆された．また，ロドデノールを適

用した培養上清中にラズベリーケトンが，ラズベリ
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ーケトンを適用した培養上清中にロドデノールが，

培地のみの場合よりも多く検出され，水酸化体の

生成以外の代謝も起きていることが示唆された． 

 

４．チロシナーゼによる酸化 

ロドデノールがチロシナーゼの基質となるかどう

か試験管内反応によって検討した．ロドデノールま

たはラズベリーケトンをマッシュルーム由来チロシ

ナーゼと 25℃でインキュベートし，0，5，10，15，20

分後の反応液を LC/MS で分析した．0 分と 10 分

の比較を図 9 に示す．ロドデノールを用いた反応

液には DHPBol が検出され，チロシナーゼによっ

てチロシンと同様の酸化反応の基質となることが確

認された．ラズベリーケトンからも同様の酸化反応

を経てDHPBoneが生成した．また，ロドデノールの

反応液にはピーク A，B および E が，ラズベリーケト

ンの反応液にはピーク C および D が検出された． 

DHPBol と DHPBone についても同様にチロシナ

ーゼとともにインキュベートし，生成物を分析した．

DHPBol からはピーク A，B および E が，DHPBone

からはピーク C および D が検出され（図 10），これ

らの未同定化合物はロドデノールおよびラズベリー

ケトンの反応液においてもそれぞれ DHPBol と

DHPBone を経て生成していることが示された． 

 

D．考察   

被害が確認されている患者の症状は，白斑のみ

のケース，周辺に黒ずみが出たケース，紅斑を生じ

たケース，メラノサイトの減少が確認されたケースと

そうでないケース，使用後に改善したケースと変化

が見られないケースなど様々で，原因は一様でない

可能性が高い．しかしながら，メラノサイトが減少する

ケースが特に重篤と考えられるため，表皮を形成す

る細胞に対する傷害性に着目し，細胞死のきっかけ

となる事象や細胞死に至るまでのメカニズム解明を

目的に研究を行った． 

また，申請時に動物における白斑非形成の確認

および高濃度配合製剤をヒトが長期使用した時の白

斑や色素脱失非形成の確認が行われていたが，市

販製品による白斑形成を予測できなかった．発症率

が低いためである．発症した人と発症しない人の差

がどこにあったのか，という点も興味が持たれる． 

カネボウより供与された製造原料のロドデノール，

異なる 5 製品中のロドデノールとも，鏡像異性体の

存在比はすべて約１：１であった．R 体と S 体が細胞

に与える各種の影響に差があるかどうかの情報はま

だないが，発症の有無が使用製品中のロット間で鏡

像異性体存在比の差があることにより生じた可能性

は低いと思われる． 

主に香料として用いられるラズベリーケトンは，製

造従事者に白斑が生じたケースの原因と考えられて

いる．ロドデノールの合成原料であり，その混入が疑

われたが，製造原料のロドデノール，製品中のロド

デノールとも，ラズベリーケトンの残留はごくわずか

であり，白斑を生じるほどの曝露があったとは考えに

くい． 

HaCaT 細胞およびメラノサイトにおいても，ロドデ

ノールやラズベリーケトンに比べ，それぞれの水酸

化体ははるかに低い LC50 値を示した．ロドデノール

およびラズベリーケトンはいったん水酸化体に変換

されてから毒性を示すと推測できる．ただし，チロシ

ナーゼ活性を有するメラノサイトとメラニン合成を行

わない HaCaT 細胞の間でロドデノールやラズベリー

ケトンの細胞毒性に差がなかったことは，この推測と

矛盾するように思われる．一方で水酸化体の毒性は

HaCaT 細胞よりもメラノサイトで強く表れたため，細

胞毒性の本体は水酸化体がさらにチロシナーゼに

よる化学変化を受けた化合物であると推測することも

できるが，さらなる検討が必要である． 

入手が容易でチロシナーゼ阻害剤の探索研究で

もよく使用されるマッシュルーム由来チロシナーゼを

用いて，ロドデノール，ラズベリーケトンおよびそれ

ぞれの水酸化体が本酵素の基質として働くかどうか

検討した．その結果，ロドデノールおよびラズベリー

ケトンからそれぞれの水酸化体 DHPBol および

DHPBone が生成し，本来の基質とは側鎖部分の構

造が異なるこれらの化合物も基質として認識され，

酸化反応を受けることが示された．さらに，水酸化体

もチロシナーゼにより化学変化を受けることも示され

た．メラニン生合成において，チロシナーゼは
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DOPA を dopaquinone に酸化する反応を触媒し，さ

らに後の段階にも関与していることが知られている．

今後，生成物の構造決定もしくは推定を行う予定で

ある． 

 

E．結論 

キラルカラムを装着した HPLC により，製品に配合

されたロドデノールは光学異性体混合物であり，R：S

存在比はほぼ 1：1 であることが示された． 

ODS カラムを装着した HPLC により，製品に使用さ

れていた，ロドデノール中のラズベリーケトン，製品へ

のラズベリーケトンの混入はごくわずかであることがわ

かった． 

ロドデノールおよびラズベリーケトンの水酸化体は

メラノサイトおよび HaCaT 細胞のいずれに対してもロ

ドデノールおよびラズベリーケトンに比べて強い細胞

毒性が認められた．ロドデノールおよびラズベリーケト

ンを添加した細胞の培養上清中にはそれぞれの水

酸化体が検出された． 

ロドデノールおよびラズベリーケトンはマッシュルー

ム由来チロシナーゼを直接処理すると水酸化体に代

謝されることを確認した．また，水酸化体がチロシナ

ーゼによりさらに化学変化を受けることが示された． 

以上の結果より，ロドデノールはチロシナーゼ等に

より水酸化体に代謝され，これらがメラノサイトの細胞

死に強く関わることが示唆された． 

 

F．健康危険情報 

なし 

 

G．研究発表 

1．論文発表 

なし 

２．学会発表 

秋山卓美，清水久美子，藤巻日出夫，内野正，五

十嵐良明：Rhododendrol および raspberry ketone

の細胞毒性発現機構．日本薬学会第 134 年会

（2014 年 3 月） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況  

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 
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図 1．ロドデノールおよびラズベリーケトンの構造． 

 

 

図 2．ロドデノールの光学異性体． 

 
図 3．原料および製品に含まれるロドデノールのキラルカラムによる分析．上段：原料．下段：製品． 
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表 1．原料および製品に含まれるロドデノール 

試料 R 体 S 体 

原料 49.8% 50.2% 
製品 1 50.0% 50.0% 
製品 2 50.0% 50.0% 
製品 3 50.2% 49.8% 

製品 4 50.0% 50.0% 

製品 5 50.0% 50.0% 

 

 

図 4．原料および製品に含まれるロドデノールとラズベリーケトン． 
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表 2．製品中ロドデノール含量とロドデノールに対するラズベリーケトンの重量比． 

試料 製品中 
HPBol 含量 

HPBol 中 
HPBone 含量 

原料 － 0.008% 

製品 1 1.9% 0.018% 

製品 2 2.1% 0.011% 

製品 3 2.2% 0.027% 

製品 4 2.1% 0.027% 

製品 5 1.9% 0.031% 

 

 

 

図 5．ロドデノールとラズベリーケトンの細胞毒性発現メカニズムの仮説． 
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図 6．ロドデノール，ラズベリーケトンおよび水酸化体を適用した HaCaT 細胞の生存率． 
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図 7．ロドデノール，ラズベリーケトンおよび水酸化体を適用したメラノサイトの生存率． 
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図 8．ロドデノールおよびラズベリーケトンを適用したメラノサイトの培養上清中の化学変化体． 
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図 9．ロドデノールおよびラズベリーケトンのマッシュルームチロシナーゼとの反応産物． 

 

 

図 10．DHPBol および DHPBone のマッシュルームチロシナーゼとの反応産物． 
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厚生労働科学研究費補助金（医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

「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」 

分担研究報告書（平成 25 年度） 

 

再発防止に関する研究 

 

研究分担者 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 

協力研究者 飯島正文 昭和大学 名誉教授    

 川島 眞 東京女子医科大学皮膚科 教授 

杉林堅次 城西大学薬学部薬粧品動態制御学教室 教授    

小島 肇 国立医薬品食品衛生研究所薬理部室長   

小野 敦 国立医薬品食品衛生研究所 総合評価研究室主任研究官 

                

カネボウ化粧品等が製造販売した 4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール（ロドデノー

ル）を配合した薬用化粧品の使用者において、製品との関連性が疑われる白斑（肌がまだ

らに白くなった状態）の症例が確認され、製品の自主回収が行われた。本研究では、薬用

化粧品による白斑等の健康被害の再発防止の観点から、医薬部外品の承認審査、製造販売

後安全対策における今後の対処方針について検討を行い、新有効成分含有医薬部外品の安

全性評価に係る臨床試験の拡充、製造販売後調査手法の工夫、副作用報告制度及び GVP の

強化、製品の使用上の注意の改訂による適正使用に係る情報提供などは、医薬部外品の副

作用による健康被害拡大の再発防止に有益な方策であるとの結論を得た。 

 

 

Ａ．研究目的 

カネボウ化粧品等が製造販売した 4-(4-

ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール（ロド

デノール）を配合した薬用化粧品の使用者

において、製品との関連性が疑われる白斑

症例の報告があり、カネボウ化粧品は、昨

年７月４日から製品の自主回収を行ってい

る。カネボウ化粧品によると、本年 3 月末

までに、1 万 8 千人以上から白斑様症状の

申し出があり、約 70 万個の製品を回収した

としている。本品は、薬事・食品衛生審議

会化粧品・医薬部外品部会における審議を

踏まえ、平成 20 年 1月に医薬部外品として

「メラニンの生成を抑え、しみ、そばかす

を防ぐ」等の効能効果で承認されたもので

る。 

ロドデノール配合薬用化粧品による白斑

問題については、日本皮膚科学会において、

診断方法、治療方法の確立を目的として、

病態解明が進められており、本研究の原因

究明に関する分担研究班においても、ロド

デノールによる白斑の発症機序の解明に向

けた検討が行われている。 

本研究班では、これらの結果等も踏まえ、

再発防止の観点から、医薬部外品の承認審

査及び製造販売後における安全性に関する



- 98 - 
 

データの収集・解析手法のあり方について

調査、検討することを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

ロドデノール配合薬用化粧品の承認申請

時にカネボウ化粧品から提出された資料や、

医薬部外品の開発から承認審査、製造販売

後までの各段階における安全性確保のため

の現行の枠組み、具体的には、承認申請時

に求められる非臨床試験、臨床試験の種類

及び方法（症例数、期間等含む）、製造販売

後調査の方法、副作用報告制度、製造販売

後の安全管理の基準、適正使用に関する注

意喚起の方法等を調査し、今後の医薬部外

品の安全性等に関する情報収集及び解析の

手法、企業から国への副作用報告制度及び

使用上の注意表示のあり方について検討し

た。 

 

Ｃ．研究結果及びＤ．考察 

ロドデノールによる白斑の発症原因の究

明に向けた分担研究は現在進行中であるこ

とから、本年度は現行の承認審査・製造販

売後における安全性確保の方策について整

理し、医薬部外品・化粧品の副作用による

健康被害の再発防止のために非臨床、臨床

及び製造販売後のそれぞれの段階における

対応方策を検討した。 

１．非臨床試験 

 新有効成分含有薬用化粧品の承認申請時

に求めている非臨床試験と、実際にロドデ

ノール配合薬用化粧品の申請パッケージに

含まれていた非臨床試験及びその内容につ

いて調査した。現在、承認申請時に求めて

いる非臨床試験項目に追加の試験を要求し

ても、ロドデノールによる白斑の発症を予

期できたかどうか結論は出ていない。非臨

床試験項目の追加の必要性について引き続

き議論することした。 

２．臨床試験 

 新有効成分含有薬用化粧品の承認申請時

には、臨床試験として、ヒトパッチ試験及

び効能・効果に関するヒト使用成績試験の

実施を求めている。これに加え、ヒトにお

ける長期使用時の安全性を確認することを

目的に、医療用医薬品の外用剤に準じた長

期安全性試験を実施してはどうかとの意見

があった。長期安全性試験は、皮膚科専門

医の管理下で臨床試験を構築・実施すべき

であるとの意見があった。必要な症例数と

試験期間については、引き続き検討するこ

ととした。 

また、ロドデノール配合薬用化粧品をシ

リーズアイテムとして、すなわち化粧水、

乳液、クリームと複数重ねて使用した場合

に、白斑の発症率が高い傾向があるとの報

告がある。同一有効成分を含む複数アイテ

ムを重ね塗りする可能性を考慮し、新規有

効成分配合薬用化粧品の開発段階における

臨床試験の用量設定も重要なポイントにな

るのではないかとの意見があった。 

３．製造販売後調査 

 医薬部外品・化粧品のうち、特にリスク

の高い新有効成分含有医薬部外品について

は、開発段階で把握できなかった副作用の

把握等を目的として、承認後一定期間の間

に一定症例数の製造販売後調査を実施し、

安全性に関する情報を収集するよう製造販

売業者に求めている。 

現状、医薬部外品の製造販売後調査は、

必ずしも承認条件とされておらず、調査の

実施方法も通知等で明確にされているわけ
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ではないが、一般用医薬品の製造販売後調

査の実施要領として示されている「新一般

用医薬品の市販後調査の実施について（昭

和63年 12月 26日付け薬安第154号厚生省

薬務局安全課長通知）」に準じて、調査が実

施されている。 

当該通知では、販売店を対象にモニター

店を設定し一定の例数を目標に使用者アン

ケートを実施して副作用の発現頻度を調査

する特別調査と、販売店からのいわゆる自

発報告により副作用の情報を収集する一般

調査を実施することとされている。ロドデ

ノール配合薬用化粧品については、承認後

２年間で約 1200 例の製造販売後調査が実

施されたが、調査の中で白斑の症例は確認

できなかった。 

研究班の議論の中では、対面販売が行わ

れている販売店等のルートを利用した、き

め細かな情報収集を行うべきである、製造

販売後調査にも皮膚科専門医が関与すべき

である等の意見が出された。これらの意見

を踏まえ、医薬部外品の製造販売後調査の

実施方法についてガイドライン等を作成す

べきとされた。 

４．副作用報告 

 今回のロドデノールによる白斑は、承認

審査及び製造販売後調査の段階では把握さ

れていなかった副作用であり、その後の製

造販売業者による副作用情報の収集体制の

不備及び情報入手後の国への報告等の対応

の遅れが被害拡大の一因であると指摘され

ている。 

 薬事法では、医薬品等の副作用の情報を

迅速に把握し必要な安全対策を取ることに

より、健康被害の拡大を防ぐことを目的と

して、医薬品等の製造販売業者に、自社製

品による副作用等の国への報告を義務付け

ている。 

 医薬品、医療機器等の場合、死亡、障害

等入院相当以上の重篤な副作用症例の情報

を把握した場合、個別に国に報告すること

が義務付けられているが、医薬部外品・化

粧品の場合、学術論文や学会報告等の研究

報告のみが報告対象とされていた。 

 平成 23 年には、加水分解コムギ末を含有

する薬用石鹸の使用者で、アナフィラキシ

ーを発現した事例が報告されたことを受け、

医療関係者から医薬部外品又は化粧品によ

る健康被害の情報を入手した場合には、報

告書類を社内においてとりまとめ、研究報

告として報告するよう通知されたが、法令

上は、依然、個別症例の報告義務はないま

まであった。 

 研究班は、医薬部外品・化粧品について

副作用報告制度の強化が必要であると考え、

医薬品等と同様に個別症例の報告を求める

とともに、その範囲については、医薬品等

の報告対象である重篤な副作用症例に加え、

白斑のような副作用を想定し「治療に要す

る期間が 30 日以上の症例」についても報告

対象に含めるべきであると考える。 

５．製造販売後の安全管理の基準（GVP） 

今回のロドデノール配合薬用化粧品によ

る副作用の把握が遅れ健康被害が拡大した

一因として、製品の安全性に関する情報が、

カネボウ化粧品の社内で一元的に扱われて

いなかったことが指摘されている。 

「医薬品、医薬部外品、化粧品及び医療

機器の製造販売後安全管理の基準に関する

省令（GVP 省令）」において、こうした製品

の安全性に関する情報の収集、検討及びそ

の結果に基づく必要な措置の立案、実施が
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義務付けられており、製造販売業の許可要

件とされているが、医薬部外品・化粧品の

製造販売業者については、国への副作用報

告の対象と整合を取る形で、「学会報告、文

献報告その他研究報告に関する情報」及び

「その他安全管理情報」のみが収集対象と

されていた。 

研究班は、副作用報告の対象範囲の拡大

に合わせて、GVP 省令も改正し、医療関係

者からの情報や行政機関からの情報等も収

集対象として追加するべきであると考える。 

なお、本研究班の意見を踏まえ、平成 26

年２月 26 日付けで「薬事法施行規則及び医

薬品、医薬部外品、化粧品及び医療機器の

製造販売後安全管理の基準に関する省令の

一部を改正する省令（平成 26 年厚生労働省

令第 13 号）」が公布され、同年４月１日か

ら施行されることとなっている。現在、施

行に向けて、厚生労働省において、具体的

な報告の方法を定めた通知等を準備してい

る。 

６．使用上の注意 

 ロドデノール配合薬用化粧品による白斑

の事例を受けて、厚生労働省は、平成 25 年

８月８日付けで、すべての医薬部外品及び

化粧品の製造販売業者に対し、自社製品に

よると疑われる白斑症例の情報がないか自

主点検を行い、必要に応じて国に報告する

よう通知した。その結果、平成 26 年１月

23 日までに、167 件の白斑の症例が報告さ

れ、因果関係の評価が終了した 83 件のうち、

製品との因果関係が否定できないとされた

症例は 19 例であった。化粧品のみを使用し

ていた症例は１例、薬用化粧品（医薬部外

品）を使用していた症例（複数の薬用化粧

品又は化粧品を併用していた症例を含む）

は 18 例であった。本件は、平成 26 年２月

12 日に開催された薬事・食品衛生審議会医

薬品等安全部会に報告され、因果関係が否

定できないとされた症例は、特定の製品・

成分に集中しているわけではなく、現時点

で回収等の措置が必要な状況とは言えない

とされたが、使用上の注意において、追加

の注意喚起が必要かどうか本研究班で検討

することとされた。これを受け、本研究班

で化粧品等の使用上の注意の記載について

検討した。 

化粧品の容器、外箱、添付文書等の使用

上の注意については、「化粧品の使用上の注

意事項の表示自主基準について（昭和 53 年

１月５日付け薬発第２号厚生省薬務局長通

知）」により、日本化粧品工業連合会の自主

基準が示されており、薬用化粧品（医薬部

外品）についても準用することとされてい

る。具体的には、皮膚に適用する化粧品及

び薬用化粧品については、その容器又は外

箱及び添付文書等に、原則として以下のと

おり表示することとされている。 

○ 容器又は外箱に表示する注意事項 

お肌に合わないときは、ご使用をおやめ

ください。 

○ 添付文書等に表示する注意事項 

１ 化粧品がお肌に合わないとき、即ち次

のような場合には、使用を中止してくだ

さい。そのまま化粧品類の使用を続けま

すと、症状を悪化させることがあります

ので、皮膚科専門医等にご相談されるこ

とをおすすめします。 

（１） 使用中、赤み、はれ、かゆみ、刺激

等の異常があらわれた場合 

（２） 使用したお肌に、直射日光があたっ
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て上記のような異常が現れた場合 

２ 傷やはれもの、しっしん等、異常のあ

る部位にはお使いにならないでください。 

研究班は、白斑及び周辺組織での色素増

強を念頭に、製品の使用を中止すべき症状

として、現行の「赤み、はれ、かゆみ、刺

激」に加え「色抜け（白斑等）や黒ずみ」

を追記すべきであると考える。また、気付

かないうちに白斑が生じていた症例が見ら

れることを踏まえ、肌に異常が生じていな

いかよく注意して使用するよう注意喚起す

る必要があると考える。対象製品の範囲に

ついては、製品との因果関係が否定できな

い白斑の症例が、特定の成分に偏らず様々

な成分・製品の使用者に見られること、化

粧品のみを使用していたケースでも因果関

係が否定できない症例が認められることか

ら、皮膚に適用する薬用化粧品及び化粧品

を広く対象とすることが望ましいと考える

が、対象製品が広範囲にわたることから、

製品の適用部位及び使用方法等を踏まえ、

対象範囲を決定すべきである。 

以上、研究班は、新有効成分含有医薬部

外品の安全性評価に係る臨床試験の拡充、

製造販売後調査手法の工夫（情報収集体制

の充実、皮膚科専門医の関与等）、副作用報

告制度及び GVP の強化、製品の使用上の注

意の改訂による適正使用に係る情報提供な

どが、医薬部外品の副作用による健康被害

拡大の再発防止に有益な方策ではないかと

考える。 

医薬部外品の開発段階における安全性等

に係る非臨床試験、臨床試験の実施に関す

る検討や評価手法については、「安全性評価

ガイドライン（仮称）」として取りまとめる

ことも視野に入れ、来年度も引き続き検討

する予定である。 

 

Ｅ．結論 

医薬部外品の開発から承認審査、製造販

売後までの各段階における安全性確保のた

めの現行の枠組みについて整理し、各段階

における再発防止のための対策について検

討した。来年度は、医薬部外品の開発段階

における安全性等に係る非臨床試験、臨床

試験の実施に関する検討や評価手法につい

て、「安全性評価ガイドライン（仮称）」と

して取りまとめることも視野に入れ、さら

に検討を進める。 

 

Ｆ．健康危険情報 

総括研究報告書にまとめて記入 

 

Ｇ．研究発表 

なし 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

なし 

 

 



 

 
研究成果の刊行に関する一覧表 

書籍 

発表者名 論文タイトル名 発表誌名 巻

号 

ページ 出版年 

      

 

 

雑誌 

発表者名 論文タイトル名 発表誌名 巻

号 

ページ 出版年 

      

 


