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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 3 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ロドデノールがチロシナーゼ

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。 

チロシナーゼによる酸化に続いて SH ペプチドと結合させる試験系を水溶性の低い被験物質

にも適用するために類似の実験系について調査を行い、アセトニトリル、2-プロパノール、ア

セトン、DMSO やその混液、またリン酸溶液が溶媒として使用されていることがわかった。化

学白斑発症の鍵と想定される「チロシナーゼによる代謝活性化」をヒトチロシナーゼ高発現細

胞の代謝物分析により評価する方法を確立した。オルトキノン代謝物産生が細胞内グルタチオ

ン低下をもたらすことが示された。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細

胞での評価法を 4-置換フェノール構造を有するが、白斑誘導の報告がないレスベラトロールな

らびにエクオールに適用したところ、両者から濃度依存的にオルトキノン体のチオール付加体

が産生することが確認された。 

 

 

研究分担者 

最上知子 国立医薬品食品衛生研究所生化学

部客員研究員 

伊藤祥輔 藤田医科大学医療科学部名誉教授 

研究協力者 

五十嵐良明 国立医薬品食品衛生研究所生活衛

生化学部長 

 

A. 研究目的 

ロドデノール（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、過去四

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
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トキノンを SH 含有ペプチドを共存させて、in 

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。 

RD ならびに 4-S-システアミニルフェノール

（4SCAP）のオルトキノン体のグルタチオン・システ

イン付加体を細胞・培地より HPLC を用いて測定

する手法について条件を確立した。引き続き、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、白斑誘導性化合物であるラズベリーケ

トン（RK）、モノベンジルエーテルヒドロキノン

（MBEH）、4-tert-ブチルフェノール（4-TBP）、およ

び 4-tert-ブチルカテコール（4-TBC）についても可

能であること、一方、4SCAP の構造異性体 2-S-シ

ステアミニルフェノール（2SCAP）では検出され

ないことを示した。 

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。 

今年度は、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、水溶性の低い物質に適用できる方法への改

良を検討するため、調査を行う。 

また、1) 白斑関連 p-クレゾール（CRE）および

発症報告の無いルシノール（RUC）についてチロ

シナーゼによる代謝を受けるか、2) これまで調べ

た各種フェノール類について、オルトキノン代謝

物産生が細胞内グルタチオン量の低下をもたらす

か検証した。対象をさらに広げ、白斑誘導性につ

いて報告は無いが、4-置換フェノール類であり、

サプリメントとして広範に使用されているレスベラト

ロール（RES）およびエクオール（EQ）について解

析を進めた。 

 

B．研究方法 

1. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築 [秋山] 

Direct Peptide Reactivity Assay （DPRA）及び

Amino Acid Derivative Reactivity Assay（ADRA）を

用いた近年の研究報告について調査した。続いて、

マッシュルーム由来チロシナーゼについて

BRENDAデータベースにより調査を行った。 

 

2．安全性評価法（細胞系）の構築 [最上][伊藤] 

293T 細胞にヒトチロシナーゼを一過性に発現

させ、24 時間後に薬物処理を開始し、2 時間後の

細胞および培地を回収した。細胞生存率決定には

ATP 含量を、細胞内グルタチオンはグルタチオン

-S-トランスフェラーゼの基質となる含量を測定

した。細胞および培地の代謝産物は既報（Ito et al., 

Pigment Cell Melanoma Res., 28, 295-306, 2015）

に従い、HPLC 電気化学検出法により解析した。 

 

C．研究結果 

1. 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酸化に続いて SH ペプチド

と結合させる試験系を水溶性の低い被験物質に

も適用するため、同様のペプチドを用いる試験法

において用いられる有機溶媒及びチロシナーゼ

の活性に対する有機溶媒の影響について調査を

行った。その結果、DPRA 及び ADRA ではアセト

ニトリル、2-プロパノール、アセトン、5%DMSO 含

有アセトニトリルなどの溶媒が使用されていること

がわかった。また、チロシナーゼを用いた研究に

おいてリン酸溶液が使用されていることがわかっ

た。 

 

2．安全性評価法（細胞系）の構築 [最上][伊藤] 

「フェノール性化合物の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

ーゼ高発現 293T 細胞での代謝物解析により評価

する方法について、今年度は白斑関連 CRE およ

び発症報告の無い RUC を追加して検討した。そ

の結果、白斑誘導の知られる７種のフェノール/カ

テコール誘導体（RD、RK、4SCAP、MBEH、4-

TBP、TBC および CRE）については、オルトキ
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ノン体がグルタチオンおよびシステイン付加体

として検出された。一方、RUC や 2SCAP につい

ては、相当する代謝物は検出されなかった。さら

に、オルトキノンへの代謝活性化は細胞内グルタ

チオン量への影響をもたらすことが判明した。 

引き続き本法の汎用性を明らかにするために、

白斑誘導性について報告は無いが、4-置換フェノ

ール類であり、サプリメントとして広範に使用さ

れているRESおよび EQについて解析を進めた。

その結果、濃度依存的にオルトキノン体のチオー

ル付加体が産生することが確認された。 

 

D．考察 

1. 安全性評価法（代謝物分析系）の構築 [秋山] 

酸化を受けた被験物質のペプチドとの結合に

関してはアセトニトリル、アセトン、DMSO など水と

混和する溶媒であれば影響は与えないと考えら

れた。また、チロシナーゼの活性については情報

が得られなかったが、今後予備実験により有機溶

媒存在下における活性が低下する場合には、有

機溶媒でなくリン酸溶液を検討することも考慮す

べきと考えられた。 

 

2．安全性評価法（細胞系）の構築 [最上][伊藤] 

RD や類似構造の白斑誘導性 4-置換フェノール

類に共通する「チロシーゼによる代謝活性化」を、

ヒトチロシナーゼを高発現する細胞を用いて代

謝物解析により評価する方法として、オルトキノ

ン体のチオール付加体を HPLC 電気化学検出法

により定量する分析法を確立した。4-置換フェノ

ール類がチロシナーゼにより代謝され生じるオ

ルトキノンは、グルタチオンやシステインなどの

細胞内 SH 基との反応性が高い。タンパクとの反

応はタンパクの機能・抗原性を変化させ白斑誘導

と関わる可能性が提唱されている。そこで代替マ

ーカーとして非タンパク性のシステイン、グルタ

チオン付加体の分析を検討し、白斑誘導の知られ

る７種のフェノール/カテコール誘導体全てにつ

いてオルトキノン代謝物のチオール付加体が検

出可能な条件を確立した。オルトキノン代謝物の

産生は細胞内グルタチオン低下を伴っていた。本

法の適用範囲を広げ、白斑誘導能の報告は無いが、

4-置換フェノール構造を持つ RES ならびに EQ

からもオルトキノン体のチオール付加体の産生

を確認した。 

 

E．結論 

チロシナーゼによる酸化に続いて SH ペプチド

と結合させる試験系を水溶性の低い被験物質に

も適用するため、同様のペプチドを用いる試験法

において用いられる有機溶媒及びチロシナーゼ

の活性に対する有機溶媒の影響について調査を

行ったところ、アセトニトリル、2-プロパノール、アセ

トン、DMSOやその混液、またリン酸溶液が使用さ

れていることがわかった。 

化学白斑発症の鍵と想定される「チロシナーゼ

による代謝活性化」をヒトチロシナーゼ高発現細胞

の代謝物分析により評価する方法を確立した。オ

ルトキノン代謝物産生が細胞内グルタチオン低下

をもたらすことが示された。 

白斑誘導性 4-置換フェノール類に共通する代

謝活性化の細胞での評価法の確立を受け、本法

を同様な 4-置換フェノール構造を有するが、白斑

誘導の報告がない RESならびに EQに適用した。

その結果、両者から濃度依存的にオルトキノン体

のチオール付加体が産生することが確認され、皮

膚への大量塗布の危険性が懸念された。 

 

F．健康危険情報 

なし 

 

G．研究発表 

1．論文発表 

1) Tanaka H, Ito S, Ojika M, Nishimaki-Mogami 

T, Kondo K, Wakamatsu K. The oxidation of 

equol by tyrosinase produces a unique di-
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ortho-quinone: possible implications for mel-

anocyte toxicity. International Journal of Mo-

lecular Sciences. 22, 9145, 2021. 

2) Nishimaki-Mogami T, Ito S, Cui H, Akiyama 

T, Tamehiro N, Adachi R, Wakamatsu K, Ika-

rashi Y, Kondo K. A cell-based evaluation of 

human tyrosinase-mediated metabolic activa-

tion of leukoderma-inducing phenolic com-

pounds. Submitted.  

3) Matsunaga K, Suzuki K, Ito A, Tanemura A, Abe Y, 

Suzuki T, Yoshikawa M, Sumikawa Y, Yagami A, 

Masui Y, Inoue S, Ito S, Katayama I. Rhododendrol-

induced leukoderma update I: clinical findings and 

treatment. Journal of Dermatology. 48, 961-968, 

2021. 

4) Inoue S, Katayama I, Suzuki T, Tanemura A, Ito S, 

Abe Y, Sumikawa Y, Yoshikawa Y, Suzuki K, 

Yagami A, Masui Y, Ito A, Matsunaga K. Rhodo-

dendrol-induced leukoderma update II: pathophysi-

ology, mechanisms, risk evaluation, and possible 

mechanism-based treatments in comparison with vit-

iligo. Journal of Dermatology 48, 969-978, 2021. 

5) Ito S, Tanaka H, Ojika M, Wakamatsu K, 

Sugumaran M. Unique oxidative transformations of 

3,4-dihydroxyphenylacetaldehyde generates poten-

tially reactive intermediates as causative agents for 

its neurotoxicity. International Journal of Molecular 

Sciences. 22, 11751, 2021. 

6) Bjerke DL, Wu S, Wakamatsu K, Ito S, Wang, J, 

Laughlin T, Hakozaki T. A framework to mitigate 

the risk of chemical leukoderma: consumer products. 

Regulatory Toxicology and Pharmacology. 131, 

105157, 2022. 

 

２．学会発表 

１）田中ひとみ，伊藤祥輔，小鹿一，近藤一成，

最上知子，若松一雅。エクオールのチロシナ

ーゼ酸化はメラノサイトに細胞毒性を示す

新奇なジオルトキノンを生成する。第 30 回

日本色素細胞学会学術大会，2021年 10月 23

日仙台。 

 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況  

１．特許取得、２．実用新案登録、３．その他 

なし
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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) 

「医薬部外品成分の白斑誘導能の評価体系に関する研究」 

分 担 研 究 報 告 書（令和 3年度） 

 

安全性評価法（代謝物分析系）の構築 

 

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 

 

 

 

A. 研究目的 

カ ネ ボ ウ 化 粧 品 等 が 製 造 販 売 し た

rhododendrol（ロドデノール，RD）を配合した薬用

化粧品は，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「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．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 9

千人以上の被害者が確認されている． 

RD は，メラノサイトにおいて tyrosine の酸化を

触媒するチロシナーゼを競合的に阻害してメラニ

ン生合成を抑制するとされているが，tyrosine と同

様の 4-置換フェノールの構造を持つRD自身もチ

ロシナーゼによる酸化的代謝を受けることを，平

成 25 年から開始した厚生労働科学研究費補助

金「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」の分担研究

「原因究明に関する調査研究」で明らかにした．

RD はマッシュルーム由来チロシナーゼに酸化さ

れてオルトキノンになり，さらに還元反応により生じ

た 4-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-butanol（RD catechol）

など複数の化合物として検出された． 

白斑誘導が知られる 4-置換フェノールは共通し

てチロシナーゼで酸化され，白斑発症との関連が

強く示唆される．薬用化粧品の安全性確保のため，

試験方法の開発が望まれることから，厚生労働行

政推進調査事業費補助金「美白成分の安全性評

価法の策定に関する研究」の分担研究「安全性

評価法（代謝物分析系）の構築（I）」において，チ

ロシナーゼによる酸化を検出する試験法の検討を

研究要旨： 

薬用化粧品に配合され，使用者の皮膚に白斑が生じる事例が多数発生した rhododendrol をはじ

めとする白斑誘導性 4-置換フェノールは，共通してチロシナーゼにより酸化されてオルトキノンを生じ

ることが報告されており，またシステインなど SH 基を持つ化合物と結合することが報告されている．こ

の反応を捉える試験法として，チロシナーゼによる酸化後にペプチドへの結合を利用して検出する

試験法の開発を行っている． 

酵素反応を利用するため，有機溶媒の少ない系で検討していたが，有機溶媒を添加することによ

り水溶性の低い被験物質にも適用できる方法への改良を行う計画である．その方法を検討するにあ

たり，同様のペプチドを用いる試験法において用いられる有機溶媒及びチロシナーゼの活性に対す

る有機溶媒の影響について調査を行った．その結果，Direct Peptide Reactivity Assay 及び Amino 

Acid Derivative Reactivity Assay ではアセトニトリル，水，2-プロパノール，アセトン，5%DMSO 含有

アセトニトリルなどの溶媒が使用されていることがわかった．また，チロシナーゼを用いた研究におい

てリン酸溶液が使用されていることがわかった． 
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行った．Direct Peptide Reactivity Assay（DPRA）

用に用いられる SH ペプチドをマッシュルーム由

来チロシナーゼ及び RDなどの 4-置換フェノール

と混合して反応させたところ，RD を含む多くの基

質からカテコールが結合したペプチドが生成した

ことが HPLC による分析で示された．不安定なオ

ルトキノンが SH ペプチドと結合して安定化したと

考えらえた． 

酵素反応を利用するため，有機溶媒の少ない

系で検討していたが，有機溶媒を添加することに

より水溶性の低い被験物質にも適用できると考え，

本研究では方法の改良を行う計画である．その方

法を検討するにあたり，同様のペプチドを用いる

試験法において用いられる有機溶媒及びチロシ

ナーゼの活性に対する有機溶媒の影響について

調査を行った． 

 

B．研究方法 

DPRA 及び Amino Acid Derivative Reactivity 

Assay（ADRA）を用いた近年の研究報告について

調査した．続いて，マッシュルーム由来チロシナー

ゼについて BRENDA データベースにより調査を

行った． 

 

C．研究結果 

1. DPRA及び ADRA 

(1) Yamamoto et al., J Appl Toxicol. 

2015;35(11):1348-60.: A novel in chemico 

method to detect skin sensitizers in highly di-

luted reaction conditions. 

DPRA で用いるペプチドではなく N-(2-(1-

naphthyl)acetyl)-L-cysteine（NAC）と α-N-(2-(1-

naphthyl)acetyl)-L-lysine（NAL）に対する結合を

利用して感作性試験を行う ADRAの報告である．

82 種の被験物質を用いている．水溶性の高い

物質には溶媒として水を用いているが，分子量

の大きい物質，疎水性部分の大きい物質などに

はアセトニトリル，2-プロパノール，アセトン，又は

5%DMSO 含有アセトニトリルを用いている．1 

mmol/L になるように溶解し，反応液ではこれを

バッファーなどで 4 倍希釈（0.25mmol/L）してい

る． 

 

(2) Yamamoto et al., J Toxicol Sci. 

2019;44(9):585-600.: Applicability of amino 

acid derivative reactivity assay for prediction of 

skin sensitization by combining multiple alter-

native methods to evaluate key events. 

ADRA の報告である．90 種の被験物質を用

いている．水溶性が高い物質は水に，水溶性が

低いと考えられる物質はアセトニトリル，アセトン，

又は 5%DMSO 含有アセトニトリルに溶解してい

る．0.5mg/mLになるよう溶解し，反応液ではこれ

をバッファーなどで 4 倍希釈（0.125mg/mL）して

いる． 

 

(3) Wanibuchi et al., J Toxicol Sci. 

2019;44(12):821-832.: The amino acid deriva-

tive reactivity assay with fluorescence detection 

and its application to multi-constituent sub-

stances. 

ADRA の改良法の報告である．被験物質及

び溶媒，条件は(1)と同様． 

 

(4) Patel et al., ALTEX. 2019;36(3):373-387.: 

Comparison of in chemico skin sensitization 

methods and development of an in chemico skin 

photosensitization assay. 

開発中の試験法と比較するために DPRA と

ADRAを行っている．36種の被験物質を用いて

いる．水溶性が低い被験物質の溶媒はアセトニ

トリル，アセトニトリル－水混液，DMSO であり，4

倍希釈して反応を行っている． 

 

(5) Omeragic et al., Sci Rep. 2022;12(1):7470.: 

Application of direct peptide reactivity assay 

for assessing the skin sensitization potential of 

essential oils. 
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DPRA を水溶性が極めて低い精油に応用し

た報告である．モノテルペンを中心とした組成を

持つ 6 種の精油をそれらの成分ベースで 100 

mmol/L になるようアセトニトリルに溶解し，反応

液での溶媒は 20%アセトニトリルである． 

 

2. mushroom tyrosinase 

チロシナーゼは EC 1.14.18.1 の酵素である．

本酵素は多くの生物に由来するものが知られて

いる．BRENDA データベースの項目「Molecular 

Properties」内の細項目「Organic Solvent Stabil-

ity」を調査すると，Streptomyces に由来するもの

は有機溶媒中での活性に関する情報がある．し

かし，マッシュルーム（Agaricus bisporus）由来の

酵素については情報がない． 

項目「Enzyme-Ligand Interactions」内の細項

目「Substrates/Products」にある化合物について

Log KOW を調べ，値が大きく脂溶性が高い物質

に関する in vitro酵素反応の報告を調査した． 

・ Ortiz-Rioz et al., Bioorg Med Chem. 

2015;23(13):3738-46.: Identification of p-hy-

droxybenzyl alcohol, tyrosol, phloretin and its 

derivate phloridzin as tyrosinase substrates 

phloletin（water solubility: 0.13g/L, Log KOW = 

2.23），phloridzin（water solubility: 1.678g/L, Log 

KOW = 0.452）を含む 4種の物質がマッシュルー

ムチロシナーゼの基質になることを報告している．

被験物質のストック液は 0.15 mmol/L リン酸で調

製している． 

 

D．考察 

酸化を受けた被験物質のペプチドとの結合に

関してはアセトニトリル，アセトン，DMSO など水と

混和する溶媒であれば影響は与えないと考えら

れた．また，チロシナーゼの活性については情報

が得られなかったが，今後予備実験により有機溶

媒存在下における活性が低下する場合には，有

機溶媒でなくリン酸溶液を検討することも考慮す

べきと考えられた． 

 

E．結論 

チロシナーゼによる酸化に続いて SH ペプチド

と結合させる試験系を水溶性の低い被験物質に

も適用するため，同様のペプチドを用いる試験法

において用いられる有機溶媒及びチロシナーゼ

の活性に対する有機溶媒の影響について調査を

行った．その結果，Direct Peptide Reactivity Assay

及び Amino Acid Derivative Reactivity Assayでは

アセトニトリル， 2-プロパノール，アセトン，

5%DMSO 含有アセトニトリルなどの溶媒が使用さ

れていることがわかった．また，チロシナーゼを用

いた研究においてリン酸溶液が使用されているこ

とがわかった． 

 

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 

なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況  

１．特許取得 ２．実用新案登録 ３．その他 なし 
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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) 

「医薬部外品成分の白斑誘導能の評価体系に関する研究」 

分 担 研 究 報 告 書（令和 3年度） 

 

安全性評価法(細胞系)の構築 [I] 

 

研究分担者 最上知子 国立医薬品食品衛生研究所 生化学部 客員研究員 

研究協力者 伊藤祥輔 藤田医科大学 医療科学部 名誉教授 

 

研究要旨： 

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

によるオルトキノン体への代謝活性化」は、白斑発症の鍵となる段階と考えられている。ヒトチロシナーゼを

用いる評価法として、293T細胞に高発現してオルトキノン代謝物のグルタチオン・システイン付加体の産生

を解析する方法の有用性を示した。さらにオルトキノン代謝物の産生が細胞内グルタチオン低下をもたら

すことを確認した。 

 

A. 研究目的 

ロドデノール（RD）配合薬用化粧品による白斑

発症事象に関し、再発防止のためには医薬部外

品成分などの化合物の白斑誘導能の評価が必要

とされる。RD ならびに類似構造（4-アルキル/アリ

ル置換フェノール構造）を有する白斑誘導性化合

物の多くに、チロシナーゼによるオルトキノン体へ

の代謝が報告されている。オルトキノン体は SH基

との反応性が高く、細胞内 SHプールの枯渇・タン

パク修飾により、色素細胞特異的な毒性発現・免

疫応答の誘導により白斑発症に強く関わることが

示唆されている。そこで本研究においては、「チロ

シナーゼによる代謝活性化」に着目し、その評価

系を構築することを目的とした。 

従来、ほとんどの研究では市販のマッシュルー

ムチロシナーゼが使用されてきたが、ヒトチロシナ

ーゼとはタンパク構造ならびに有効な阻害剤の化

学構造に大きな違いが報告され、ヒトチロシナー

ゼを用いた安全性評価が必要となる。そこで前研

究班において、ヒトチロシナーゼを 293T細胞に高

発現させ、白斑誘導性フェノール類のオルトキノ

ンへの代謝活性化を代謝物分析し評価する手法

の検討を進めた（平成 30年度厚生労働行政推進

調査事業費補助金「美白成分の安全性評価法の

策定に関する研究」、令和元-2 年厚生労働行政

推進調査事業費補助金「医薬部外品成分の白斑

誘導能の評価体系に関する研究」）。RDならびに

4-S-システアミニルフェノール（4SCAP）のオルトキ

ノン体のグルタチオン・システイン付加体を細胞・

培地より測定する手法について条件を確立した。

引き続き、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、白斑誘導性化合物である

ラズベリーケトン（RK）、モノベンジルエーテルヒド

ロキノン（MBEH）、4-tert-ブチルフェノール（4-

TBP）、および 4-tert-ブチルカテコール（4-TBC）

についても可能であること、一方、4SCAP の構造

異性体 2SCAPでは検出されないことを示した。 

今年度は、1) 白斑関連 p-クレゾール(CRE)お

よび発症報告の無いルシノール（RUC）について

チロシナーゼによる代謝を受けるか、2) これまで

調べた各種フェノール類について、オルトキノン

代謝物産生が細胞内グルタチオン量の低下をも

たらすか検証した。 

 

B．研究方法 

293T 細胞にヒトチロシナーゼを一過性に発現さ
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せ、24 時間後に薬物処理を開始し、2 時間後に細

胞および培地を回収した。オルトキノン代謝産物の

HPLC 解析は協力研究者伊藤が担当した。細胞

生存率はATP含量の測定により決定し、細胞内グ

ルタチオンはグルタチオン-S-トランスフェラーゼの

基質となる含量を測定した。 

 

C．研究結果 

１．ヒトチロシナーゼ発現 293T細胞を用いたフェ

ノール類の代謝活性化の評価  

ヒトチロシナーゼを 293T細胞にヒトチロシナー

ゼを一過性に高発現させた細胞に、CRE（0.1，

0.3，0.6 mM）を 2 時間暴露すると、オルトキノン

代謝物のグルタチオンおよびシステイン付加体

の濃度依存的な産生が培地および細胞で確認

された。一方、RUC（0.1，0.3，0.6 mM）を暴露し

た場合においては、同様の代謝物は検出されな

かった。 

 

2．フェノール類の代謝活性化による細胞内グル

タチオン量への影響 

 チロシナーゼによるオルトキノンへの代謝活性

化が細胞内グルタチオンの低下をもたらすかど

うか、ヒトチロシナーゼ発現 293T細胞にフェノー

ル類を 2時間暴露し、空ベクター導入（mock）細

胞の場合とグルタチオン量を比較して調べた。

各種フェノール類は、代謝活性化の検討と同じ

3 段階の濃度を用いた。4SCAP や 4-TBC を暴

露すると、グルタチオン量はチロシナーゼ発現

細胞のみ著しく低下し、中・高濃度ではほぼ消

失した。RK 処理の場合は濃度依存的に、CRE

も中・高濃度で顕著なチロシナーゼ依存の低下

を示した。RD, および TBP と MBEH では一部

の濃度において、チロシナーゼ発現細胞のグル

タチオンは mock 細胞に比較し有意に低下した。

一方、2SCAP ならびに RUC の場合には、どの

濃度においても、チロシナーゼ発現とmock細胞

間での差異は認められなかった。 

 

 

D．考察   

RDや類似構造の白斑誘導性 4-置換フェノール

類に共通する「チロシーゼによる代謝活性化」は、

白斑発症に決定的な段階と考えられている。この

代謝活性化を、ヒトチロシナーゼ高発現細胞を用

いて代謝物解析により評価する方法を確立した。

今年度までに、白斑誘導の知られる７種のフェノー

ル/カテコール誘導体についてオルトキノン体への

代謝活性化が検出可能であること、一方、白斑誘

導の報告の無い RUC や 2SCAP については、相

当する代謝物は検出されないことが判明し、本法

が有用な評価法であることが示された。 

オルトキノン代謝物は SH基との反応性が高い。

タンパクへの付加体は機能・抗原性を変化させ白

斑誘導をもたらす機序が提唱されている。システイ

ンあるいはグルタチオン付加体は、タンパク付加体

より分析が容易であり、タンパク修飾のサロゲート

マーカーとなることが期待される。 

オルトキノン体産生はまた、細胞内グルタチオン

量の低下を引き起きし、メラノサイト選択的毒性を

発揮して白斑発症に関わる可能性も提唱されてい

る。今年度は各種フェノール類のチロシナーゼ代

謝とグルタチオン低下の関わりを解析し、オルトキ

ノンへと代謝された 7化合物について、チロシナー

ゼに依存した細胞内グルタチオン低下が検出され

ること、一方オルトキノン代謝物が検出されない 2

化合物については、グルタチオン量低下は認めら

れないことを明らかにした。グルタチオン低下も白

斑誘導能の指標となる可能性が示された。 

 

E．結論 

化学白斑発症の鍵と想定される「チロシナーゼ

による代謝活性化」をヒトチロシナーゼ高発現細胞

の代謝物分析により評価する方法を確立した。オ

ルトキノン代謝物産生が細胞内グルタチオン低下

をもたらすことが示された。 
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F．健康危険情報 

なし 

 

G．研究発表 

1．論文発表 

1) Tanaka H, Ito S, Ojika M, Nishimaki-

Mogami T, Kondo K, Wakamatsu K. The 

oxidation of equol by tyrosinase produces a 

unique di-ortho-quinone: possible implica-

tions for melanocyte toxicity. International 

Journal of Molecular Sciences. 22, 9145, 

2021. 

2) Nishimaki-Mogami T, Ito S, Cui H, Aki-

yama T, Tamehiro N, Adachi R, Wakamatsu 

K, Ikarashi Y, Kondo K. A cell-based eval-

uation of human tyrosinase-mediated meta-

bolic activation of leukoderma-inducing 

phenolic compounds. Submitted 

 

 

２．学会発表 

なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況  

１．特許取得 ２．実用新案登録 ３．その他  

なし 
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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) 

「医薬部外品成分の白斑誘導能の評価体系に関する研究」 

分 担 研 究 報 告 書（令和 3年度） 

 

安全性評価法(細胞系)の構築（Ⅱ） 

 

研究分担者 伊藤祥輔 藤田医科大学 医療科学部 名誉教授 

研究協力者 最上知子 国立医薬品食品衛生研究所 生化学部 客員研究員 

 

研究要旨 

 白斑発症と強く相関する細胞応答の評価系確立を目指し，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オルトキノン体への

代謝活性化」を，細胞・培地での代謝物解析により評価する方法を確立した。ヒトチロシナーゼ

高発現 293T細胞を用い，オルトキノン体グルタチン・システイン付加体の産生を HPLC電気化

学検出法により解析した。本法は，感度，特異性ともに優れた方法と言える。 

 

A. 研究目的 

ロドデノール（RD）配合薬用化粧品による白斑

発症事象に関し，本分担研究においては，白斑

発症と強く相関する細胞応答を探索し，その評価

系を確立することを目的とした。 

RD ならびに類似の 4-置換フェノール構造を有

する白斑誘導性化合物は，共通してチロシナー

ゼによりオルトキノン体に代謝されることが報告さ

れており，白斑発症において化合物のチロシナー

ゼによる代謝活性化の関与が強く示唆されてきた。

そこで前期研究班において，白斑誘導性フェノー

ル類の代謝活性化を代謝物産生により評価する

手法について検討を開始した。293T 細胞にヒトチ

ロシナーゼを高発現させ，RDならびに 4-S-システ

アミニルフェノール（4SCAP）の代謝を調べた。そ

の結果，細胞・培地中のオルトキノン体をグルタチ

オン・システイン付加体としてHPLCを用いて測定

する手法について条件を確立した。引き続き，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，白斑誘導性ラスベリーケトン（RK），モ

ノベンジルエーテルヒドロキノン（MBEH）， 4-tert-

ブチルフェノール（4-TBP），4-tert-ブチルカテコー

ル（4-TBC），および p-クレゾール(CRE)について

も可能であることを示した。一方，4-置換フェノー

ル構造を持たない，ルシノール（RUC）および 2-S-

システアミニルフェノールは代謝を受けなかったこ

とから，本法がチロシナーゼ依存性であることが証

明された。 

今年度は，本法を用いての代謝活性化解析の

汎用性を明らかにするために，対象をさらに広げ，

白斑誘導性について報告は無いが，4-置換フェノ

ール類であり，サプリメントとして広範に使用され

ているレスベラトロール（RES）およびエクオール

(EQ)について解析を進めた。なお，EQ の代謝活

性化については，論文として発表済みである

（Tanaka et al., 2021）。 

 

B．研究方法 

293T 細胞にヒトチロシナーゼを一過性に発現さ

せ，24 時間後に薬物処理を開始し，2 時間後の細

胞および培地を回収した（研究協力者最上知子実

施）。細胞および培地の代謝産物は既報（Ito et al., 

Pigment Cell Melanoma Res., 28, 295-306, 2015）に

従い，HPLC電気化学検出法により解析した。 

 

C．研究結果 
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１．ヒトチロシナーゼ発現 293T 細胞を用いた

RESの代謝活性化の評価  

昨年度までの研究において，ヒトチロシナー

ゼを 293T 細胞に一過性に高発現させた細胞に

RDを 2時間暴露すると，RDキノンのグルタチオ

ンおよびシステイン付加体の濃度依存的な産生

が培地および細胞で確認された。ついで，

4SCAP, RK, MBEH, TBP, TBCおよび CREに

ついても同様のオルトキノン体チオール付加体

の産生を認めた。 

今年度は, 白斑誘導の報告はないが，RD 同

様に 4-置換フェノール構造を持つ RES につい

て検討を加えた。その結果，RES (0.03, 0.06, 0.1 

mM)を本細胞に曝露すると２時間後にRESオル

トキノンのシステイン付加体ならびにグルタチオ

ン付加体が濃度依存的に培地・細胞で検出され

た。 

 

2．ヒトチロシナーゼ発現 293T 細胞を用いた EQ

の代謝活性化の評価  

 RES同様にサプリメントとして汎用されている

EQについて，チロシナーゼによる代謝を多面的

に検討した。EQ は 4-置換フェノール構造を２つ

有し，その反応性に興味が持たれた。最初に，

マッシュルームチロシナーゼを用いて代謝を調

べ，２種類のモノオルトキノン体，１種類のジオル

トキノン体，合わせて３種類の可能なオルトキノ

ン体の産生を確認した。次に，N-アセチルシス

テイン，システイン，およびグルタチオン付加体

についても，上記のオルトキノン体に対応する付

加体の産生を認めた。オルトキノン体はタンパク

であるウシ血清アルブミンとも結合できることを証

明した。最後に，293T 細胞を用いた代謝を検討

した。EQ (0.05, 0.1, 0.2 mM)を本細胞に曝露す

ると２時間後に EQジオルトキノンのシステイン付

加体ならびにグルタチオン付加体が濃度依存的

に培地・細胞で検出された。ジオルトキノン付加

体のみが検出されたことは，EQがヒトチロシナー

ゼの良好な基質として作用していることを示唆し

ていると言える。 

 

D．考察   

RDや類似の白斑誘導性 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

で評価する方法の確立に向け，これまで，ヒトチロ

シナーゼを高発現した細胞を用いて代謝物解析を

行う方法について検討を行ってきた。その結果，オ

ルトキノン体のチオール付加体を HPLC 電気化学

検出法により定量する分析法を確立した。本法は

感度および特異性において優れている。今年度は

化合物に暴露した細胞中の残存グルタチオン量と

の相関を調べた（最上分担）。 

白斑誘導性 4-置換フェノール類がチロシナーゼ

により代謝され生じるオルトキノンは，グルタチオン

やシステインなどの細胞内 SH 基との反応性が高

い。タンパク中の SH 基と反応すると，機能変化あ

るいは変成・修飾による抗原性の獲得が白斑誘導

と関連する可能性が推定されるが，修飾タンパクの

分析は困難である。そこで代替マーカーとして非タ

ンパク性のシステイン、グルタチオン付加体の分析

を検討してきた。これまでの研究において、ヒトチロ

シナーゼを高発現する 293T 細胞を用いる方法に

ついて条件検討を進め，RD ならびに白斑誘導性

フェノール類 4SCAP, RK, MBEH, 4-TBP, 4SCAP, 

CREの暴露により、オルトキノン代謝物のチオール

付加体が検出可能であることを確認した。 

今年度は，本法の適用対象を広げ，白斑誘導

能の報告は無いが，RD 同様に 4-置換フェノール

構造を持つRESならびにEQについて検討を行っ

た。その結果，いずれの化合物からもオルトキノン

体のチオール付加体の産生を確認することができ

た。 

 

E．結論 

白斑誘導性 4-置換フェノール類に共通する代

謝活性化の細胞での評価法の確立を受け，本法

を同様な 4-置換フェノール構造を有するが，白斑

誘導の報告がない RES ならびに EQに適用した。
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その結果，両者から濃度依存的にオルトキノン体

のチオール付加体が産生することが確認され，皮

膚への大量塗布の危険性が懸念された。 

 

F．健康危険情報 

なし 
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