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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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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  
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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 

 

 

 


