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研究成果の概要（和文）：2013年に美白化粧品の有効成分、ロドデノール(RD)が白斑症の原因物質として問題視
されたが、その毒性を検出するin vitro実験系が未だ確率されておらず、白斑症の発症メカニズムもその詳細は
明らかでない。
我々は、RDに対する感受性が高いメラノサイトの細胞死が皮膚下層の樹状細胞を活性化し自己免疫を誘導する事
で発症すると仮説を立て、h-CLATにメラノーマ細胞層を追加した新しい実験系を確立した。これにより下層の
THP-1細胞から感作の指標であるCD86分子の発現上昇という形でRDの免疫毒性の評価が可能となった。また、こ
の系を用いて樹状細胞の活性化に活性酸素種と細胞外ATPが関与する事を見出した。

研究成果の概要（英文）：In 2013, the active ingredient of whitening cosmetics, rhododenol (RD), was 
regarded as a causative agent of vitiligo, but an in vitro experiment to detect its toxicity has not
 yet been established, and the mechanism of vitiligo is also not elusive.
We hypothesized that cell death of melanocytes, which are highly sensitive to RD, is caused by 
activating dendritic cells in the subskin layer and inducing autoimmunity, and established a new 
experimental system in which a melanoma cell layer was added to h-CLAT. This made it possible to 
evaluate the immunotoxicity of RD in the form of increased expression of the CD86 molecule, which is
 an index of sensitization, from the THP-1 cells in the lower layer. We also found that reactive 
oxygen species and extracellular ATP are involved in the activation of dendritic cells using this 
system.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したin vitro実験系によって、事前の安全性試験でその毒性を知る事ができなかった化粧品成分の
リスクを評価できた。ヒトの皮下の反応を模したこの実験系を用いる事で、ロドデノールによる白斑症発症まで
の詳細なメカニズムを解明できることが期待される。
また、h-CLATに追加する細胞層を別種の細胞に変えることで、特定の体組織の細胞との反応を介して間接的に免
疫細胞を感作するような薬物毒性のスクリーニングも可能となる。
本成果は、これまで検知できなかった薬品の毒性評価を可能にした事で、化粧品、製薬業界において有用な新規
成分の研究開発を促す事が期待されるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)これまで、いくつもの薬用美白化粧品の有効成分が開発されてきたが、その中のロドデノー
ル(RD)と呼ばれる成分が、2013 年に白斑症の発症者が増加しその原因物質として社会問題とな
った。RD はメラニンの生成に重要なチロシナーゼ活性を抑制するタイプの成分の一つで、開発
の段階で人体へのリスクは発見されず実用化に至っている。本研究開始当時においても、動物を
用いない動物実験代替法による研究が推奨されている中、RDの毒性を評価できる in vitro 実験
系は開発されておらず、政府による新規美白成分の承認にも影響が出ており、新しいリスク評価
系の開発が化粧品会社をはじめ関連業界からも渇望されていた。この毒性を検出できる実験系
が構築されれば、発症機序の詳細な研究に応用できる事が期待され、疾患の詳細が明らかになれ
ば効果的な治療法・予防法の開発が可能となるため、RD の毒性評価ができる実験系の開発は喫
緊の課題となっていた。 
(2)RD による白斑症の発症機序として、 RD はチロシナーゼによる代謝を受けて RD キノンとな
る過程で ROS を発生させ、細胞死を誘導すると考えられている。白斑症患者からはメラノサイト
特異的な CTL の誘導が報告されていることから、RD を介したメラノサイトの細胞死が自己免疫
を誘導すると予想されるが、その詳細は明らかでない。この予想される免疫毒性を検知できる実
験系を構築できれば、RD により白斑発症に至る免疫細胞の反応機序の詳細を解明する事ができ
ると期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、白斑症を予測する新しい in vitro 評価系の開発を目指し、その系を用いて RD が
自己免疫性白斑症を誘発する作用機序の全貌を分子レベルで解明する事を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)評価法(h-CLATw/M)の構築 
感作性評価法として、ヒト単球細胞株 THP-1 上の接着分子 CD54 と共刺激分子 CD86 発現増強を
FACS で測定する h-CLAT 法（Ashikaga et al. AATEX 2008）などの方法などが報告されている。
ところが、この方法で RDを調べても陰性であった（図１中央）。そこで、メラノサイトでの代謝
も考慮するため、当研究室で以前に開発した 3次元 DC 共培養系（図２A）を改良し、メラノサイ
トの代替細胞としてメラノーマ細胞(SK-MEL-37)を Scaffold で 3 次元共培養し、その下に 2 次
元培養の未成熟 DC の代替細胞である THP-1 からなる共培養系を構築した（図２B：h-CLATw/M）。
メラノサイトを介さない時と比べて THP-1 上の共刺激分子の発現上昇が検出できるかフローサ
イトメトリーによって解析して評価を行った。白斑誘発成分のポジコンとして RD とラズベリー
ケトン、ネガコンの美白成分としてアスコルビン酸やトラネキサム酸を用いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
(2)樹状細胞を活性化する分子機構の解析 
メラノーマを介して RD処理した溶液中の何が THP-1 上の共刺激分子の発現を増加させるのか調
べるために、感作性物質として知られている DAMPS と活性酸素種の効果を解析した。 
① 活性酸素種の効果を解析するために、RD 処理済 h-CLATw/M の培養上清中の活性酸素種の

定量を市販のキットを用いて行い、N-acetyl-L-cysteine (NAC)にて活性酸素種をブロ
ックした際の CD86 の発現を評価した。 

②  RD による白斑発症に報告のある HMGB-1 が CD86 の発現を上昇させるのか調べるために、



h-CLATw/M の系を用いて RD処理した培養液を回収して抗 HMGB-1 抗体処理した後に THP-1
を培養して、フローサイトメトリーで CD86 の発現が抑えられているか評価した。 

 
(3) 樹状細胞を活性化する分子機構の解析 2 
RD 処理した h-CLATw/M から回収した上清中のどのような分子が THP-1 を活性化させるのか調べ
るために、95℃15分で加熱して冷ました上清、10kDa以上のタンパク質の分画を含む上清と10kDa
以下の分子を含む分画に分けた上清、凍結融解によって傷害したメラノーマ上清を用いて h-
CLAT を行った。また、上清の銀染色によって含有分子を解析した。 
 
(4)Th1 型免疫の誘導機構の解析 
活性化した樹状細胞が CTL を活性化するためには、Th1 型免疫を誘導するメカニズムが考えられ
る。メラノーマを介した RD 処理が Th1 型の免疫を誘導するのか調べるために、IL-12 の発現を
検討した。 
① h-CLATw/M の上清を回収して ELISA 法によって IL-12p35 および IL-12p40 の検出評価を

試みた。 
② THP-1 の CD86 の発現上昇に関与すると考えられる物質が IL-12 の発現を誘導するか検

討するために、リアルタイム q-PCR 法による解析を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1)構築した評価法(h-CLATw/M)の試験結果 
h-CLATw/M を用いて、THP-1 上の CD86 と CD54 の発現をフローサイトメトリーによって解析した
ところ、メラノーマを介して RD刺激した時に THP-1 の CD86 と CD54 の発現量が有意に上昇する
事がわかった（図３ABC）。この結果は RDだけでなく、RDと同様に白斑症状が報告されているラ
ズベリーケトン（RK）を用いて刺激しても同様の感作を誘発する事を示す結果が得られた（図３
DE）。一方、非白斑物質として知られるアスコルビン酸（AA）とトラネキサム酸（TXA）について
解析したところ、h-CLAT と有意な違いは検出されず（図４AB、図４CD）、構築した h-CLATw/M が
白斑物質と非白斑物質を見分けられる事が実験的に示された。 

 
 

 
(2) 樹状細胞を活性化する分子機構の解析経過 
①活性酸素種の評価 
メラノサイトは RD に対して高い感受性を持つことが知られており、その代替として使っている
メラノーマ細胞(SK-MEL-37)も高い感受性を持つ(図５A)。この感受性がチロシナーゼを介して
発生する活性酸素種によるものと考えられ、RD によって発生した活性酸素種が THP-1 の刺激に
関与するのか評価を行った。メラノーマを介して RD 処理を行った培養上清中には、高い濃度の
活性酸素種が検出され（図５B）、N-acetyl-cystein(NAC)により活性酸素種を抑制すると THP-1
の CD86 発現上昇が NAC の濃度依存的に抑制された（図５CD）。この結果から、RD によって傷害
を受けたメラノサイトから発生した活性酸素種は下層の樹状細胞を活性化する事が示唆された。 
 
②これまで、DAMPS、特に HMGB-1 が白斑症の発症に関与する報告があるため、その関連も評価し
た。RD 処理した h-CLATw/M 培養上清を HMGB-1 抗体で処理して THP-1 を培養後に CD86 の発現を
解析したところ、コントロール抗体処理した上清と同等の高い CD86 発現結果が示された（図５
－２）。RD 処理によって発生する DAMPS のうち、少なくとも HMGB-1 は下層の樹状細胞の活性化



に大きな影響を与えていないとする結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3) 樹状細胞を活性化する分子機構の解析経過 2 
熱処理した上清を用いて h-CLAT を行ったところ、THP-1 の CD86 の発現が抑制されなかったこと
から、タンパクは不活化していると考えられるため、低分子が関与する事が示唆された（図６A）。
これは、10kDa 以下の分子のみを含むフィルター分画上清の h-CLAT で CD86 の発現上昇が見られ
た事からも考えられた。上清の銀染色からは、低分子タンパクの分画に明確なバンドが見られな
い事から（図６B）、タンパク以外の低分子が関与することが考えられた。これまで、RD によっ
てメラノサイトの小胞体ストレス(ER ストレス)が誘発される事が報告されている。そこで ER ス
トレス由来の細胞外 ATP が THP-1 の活性化に関与するのではないかと考え、ATP 受容体の拮抗分
子 Brilliant Blue G(BBG)で THP-1 上の ATP 受容体をブロックしたところ、CD86 の発現が抑制
され（図６C）、遊離した ATP が下層の樹状細胞の活性化に関与する事が示唆された。 
 

 
 
(4) Th1 型免疫の誘導機構の解析経過 
①ELISA 解析の結果、IL-12 の発現は認められなかった。 
②ELISA では IL-12 が検出されなかったが、リアルタイム q-PCR 法にて解析すると発現の変化を
検出できた。本解析では樹状細胞の代替細胞を用いているため、IL-12 の発現が弱く検出に不向
きであることが考えられた。 
活性酸素種と ATP による刺激によって THP-1 が IL-12 の発現を増加するか調べたところ、両因



子を添加した h-CLAT によって THP-1 内の IL-12 の発現が上昇している事がわかった(図７AB)。
この活性酸素種と ATP を NAC と BBG でそれぞれ抑制すると、IL-12 の発現も有意に抑制された
（図７CD）ことから、RDによって傷害をうけたメラノサイトが放出した活性酸素種と細胞外 ATP
が少なくとも下層の樹状細胞を活性化させ、IL-12 の産生を促す事で Th1 型免疫を誘導してメラ
ノサイト特異的な CTL が誘導され、メラノサイトを傷害する自己免疫性白斑症の発症につなが
るのではないかと考えられる（図８AB）。 
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