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研究成果の概要（和文）：発症機序を明らかにするために、培養色素細胞を用いて検討した。色素細胞に美白材
の一つロドデノール（RD）を処理後、紫外線(UV)を照射したところ、各単独処理では細胞障害を引き起こさない
量で、有意に細胞障害性が増強した。この細胞死の発生機序として、RD+UVの両者が作用することにより酸化ス
トレスが増強し、ERストレスが誘導された結果、アポトーシスが増強されたためと示唆された。
ERストレスが原因となって生じるアポトーシスに起因する色素細胞の細胞障害性はN-アセチルシステインの投与
により改善したことから、同剤の白斑治療薬としての有用性を示すものと考えた。

研究成果の概要（英文）：Pathemechanisms of chemicalleukoderma was investigated using a skin 
whitening agent, 4-(4-Hydroxyphenyl)-2-butanol (rhododendrol, RD). We examined the effect of UV 
radiation (UVR) on RD-induced melanocyte cytotoxicity as an additional aggravating factor. UVR 
enhanced RD-induced cytotoxicity in normal human melanocytes via the induction of endoplasmic 
reticulum (ER) stress. Increased generation of intracellular reactive oxygen species (ROS) was 
detected. Pre-treatment with N-acetyl cysteine significantly attenuated ER stress-induced 
cytotoxicity in melanocytes treated with RD and UVR. Increase in cysteinyl-RD-catechol and 
RD-pheomelanin in melanovytes treated with RD and UVR suggested that, after UVR excitation, RD or RD
 metabolites are potent ROS-generating substances and that the tendency to produce RD-pheomelanin 
during melanogenesis amplifies ROS generation in melanocytes. Our results imply a possible 
usefulness of N-acetyl cytsteine as a treatment drug for leukoderma.

研究分野：皮膚科

キーワード： メラノサイト　紫外線　美白剤　ERストレス　白斑　N-アセチルシステイン　酸化ストレス　アポトー
シス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
美白剤を含む化学物により白斑が引き起こされることがあり、化学白斑とか職業性白斑と呼ばれるが、その化学
物質に曝露された全員が発症するわけではなく、一旦引き起こされると治療が難しい例もある。今回の結果か
ら、化学物質単独では色素細胞の障害を起こさないような常用量であっても、紫外線炎症をはじめとする炎症が
惹起されている条件下であれば、酸化ストレス誘導により白斑が引き起こされやすくなる可能能性があること、
また、そのような炎症を抑える薬物は白斑の治療薬と成り得ることを示唆しており、一般の日用品のユーザーに
も有益な情報となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 白斑はしばしば治療に難渋する皮膚疾患の１つで、患者の QOL を著しく低下させる。2013 年
本邦で美白剤として開発されたロドデノール（RD）含有化粧品の使用者の一部に白斑が生じた
ことが報告され、社会問題にもなった。日本皮膚科学会が設立した当該化粧品の安全使用に関
する特別委員会が中心になって、本疾患の特徴・経過などについて検討してきたが、その病態
については未解明の部分も多い。RD誘発性脱色素斑は当該化粧品の使用者の 1-2%にしか発症し
ていないという事実は本製品が単独では細胞障害性を及ぼさないものの、使用環境や宿主の素
因など、いくつかの要因が積み重なって発症することを窺わせると考えられ、そういう観点か
らの研究が必要だと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 美白化粧品に含有されるロドデノール（RD）の培養ヒト表皮色素細胞における細胞障害性が
紫外線照射により有意に増強され、アポトーシス誘導を引き起こすことを見出したので、その
アポトーシスがいかなる機序で起こっているかを分子レベルで明らかにすることを目的とした。
普遍的な化学白斑の発症機序を明らかにし、尋常性白斑の病態との類似性と相違性を明らかに
し、両者の病態解明をめざした。 
 
３．研究の方法 
(1) 患者色素細胞と健常色素細胞でのチロシナーゼ活性抑制物質の色素細胞障害性の比較およ
び酸化的ストレスの検証 
RD をヒト表皮色素細胞に処理してアポトーシス、小胞体ストレス、細胞内活性酸素の評価を
行う。ルシフェラーゼ活性を用いた Caspase3/7 活性の測定、リアルタイム PCR 法を用いた
CHOPmRNA の測定、さらに H2DCFDA 法を用い細胞内活性酸素の定量化、HPLC にて細胞内 GSH と
CySH の定量化を行う。また、酸化ストレスを誘導する因子として、紫外線照射あるいは過酸化
水素添加がこれらの障害性に影響を与えるかどうかを検討した。 
 
(2) 遺伝子発現解析のデータに基づいた多角的な検討 
色素細胞に RD単独処理、UVR 処理、RD=UVR 処理の条件で、それぞれ経時的に遺伝子発現解析
を行い、そのデータを基に多角的な検討を行う。特に酸化ストレス応答に関する分子として
Kelch-like ECH-associated protein1 (Keap1)や NF-E2 related factor2 (Nrf2)、小胞体スト
レスやオートファジー関連分子などに着目して検討を進める。さらに尋常性白斑の疾患感受性
遺伝子である NLRP1 などに着目し、尋常性白斑と RD誘発性白斑の類似性と相違性を比較検討し
た。 
 
４．研究成果 
ヒト表皮色素細胞を用いた実験系において、RD+UVR 群で
は RD 単独群と比較し,細胞障害性が増強することが示され
た。その効果の機序として、UVB 照射(以下、UVR と略)は細
胞内酸化的ストレスの増大を引き金にして、小胞体ストレ
スを介したアポトーシス誘導の機序により、ロドデノール
（以下、RDと略）の色素細胞障害性増強効果をもたらすこ
とを示し、この効果の機序をさらに解明するべく研究を進
めた（図１a,b）。 
アポトーシスの誘導を flow cytometry にて評価した。
RD+UVR 群では、アポトーシスを生じている細胞群およびネ
クローシスを生じている細胞群の割合がRD単独群と比較し
増加していた。また、Caspase 経路の活性化が生じているこ
とを確認した(図１c)。RD+UVR 群では RD 単独群と比較しウ
エスタンブロッティング法にて cleaved caspase3, 8 のタ
ンパク発現レベルが増加し、caspase 経路の活性化が生じて
いた(図２)。 
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続いて Caspase8 の活性化がどのデスレセプターを介
しているかを評価した。RD+UVR 群ではデスレセプターで
ある Fas、tumor necrosis factor receptor-1 (TNFR-1)、
TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor-1/ 
death receptor 4 (TRAIL-R1/DR4)、TRAIL-R2/DR5 の mRNA
発現レベルがRD単独群およびUVR単独群と比較し増加し
ていた。ERストレス誘導時に Fas、TNFR-1、TRAIL-R1/DR4、
TRAIL-R2/DR5 の活性化が生じ、adaptor protein FADD の
発現増加を介し caspase8 の活性化がみられる報告
（Iurlaro R et al. FEBS J. 2016 ）もあり、本研究に
おいても ER ストレス誘導によるこれらのデスレセプタ
ーの活性化が生じている可能性があると考え、ER ストレ
ス関連タンパクについて検討を進めたところ CHOP mRNA, 
ATF4, sXBP1 などの ERs トレス関連遺伝子の発現が、
RD+UVR 群において有意に上昇していた（図 3）。また、
TRAIL-R1/DR4 および TRAIL-R2/DR5 のリガンドである
TRAIL の mRNA 発現は、色素細胞において無処理で発現が
乏しく RD+UVR 処理にても発現増加は認めなかった。
RD+UVR処理はリガンドを介さずに直接デスレセプターを
刺激し、caspase8を活性化している可能性が示唆された。 
 Caspaseの活性化がどの程度細胞死に寄与しているか評
価 す る こ と を 試 み た 。 Z-VAD-fmk (pan caspase 
inhibitor)投与下で、RD+UVR 処理による細胞死に与える
影響を評価した。十分に caspase3/7 活性を阻害する濃度
下でZ-VAD-fmkはRD+UVR群の細胞死を抑制することがで
きなかった。過去に同様の現象の報告例があり、Liu ら
（J. invest. Dermatol. 2006）はヒト色素細胞に UVB 照
射あるいは美白剤である 4-TBP を作用させた際に
caspase経路の活性化を認めるが、pan caspase inhibitor
投与下で細胞死を抑制できず、caspase 依存性アポトー
シス単独ではなく、apoptosis-inducing factor (AIF)
などのミトコンドリアの系等の caspase 非依存性アポト
ーシスを含むさまざまな系が複合的に細胞死に関与して
いるとした。RD+UVR のアポトーシスにおいても caspase
依存性アポトーシスや caspase 非依存性アポトーシスあ
るいはネクローシス等複数の経路の活性化が複合的に細
胞死に寄与している可能性が示唆された。 
RD の代謝産物が組織障害性を引き起こすという指摘もなされていたので、RDならびにその紫
外線曝露時の代謝産物の検討も並行して進めた。RD+UVR 群では RD単独群と比較し RD 代謝物で
あ り RD フ ェ オ メ ラ ニ ン 及 び そ の 生 成 過 程 に お け る 前 駆 物 質 で あ る
non-protein-Cys-RD-catechol (以下、sxCys-RDC と略)の産生量の増加がみられることを明ら
かにした（図４）。近年、フェオメラニンは UVA 照射等の刺激により free radical を産生した
り（Wenczl et al. J Invest Dermatol 1998）、自家酸化の機序により(Napolitano et al. Pigment 
Cell Melanoma Res 2014)、細胞障害性を持つことが明らかとなってきており、RD フェオメラ
ニンもまたその benzothiazine 構造から酸化的ストレス産生を促進することが示唆されている
（Ito et al. Pigment Cell Melanoma Res. 2015、Panzella et al. Photochemistry and 
Photobiology 2010））。本研究においても RDフェオメラニンが酸化的ストレス産生を促進し、
細胞障害に寄与していることが示唆された。 
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実際、RD+UVR 処理時に抗酸化剤である
N-acetylcysteine (以下、NAC と略)前投与によ
る細胞内活性酸、アポトーシスへの影響につい
て検討したところ、NAC 投与により、細胞内活
性酸素が有意に減少し、アポーシスが有意に抑
制された（図５） 
 以上より、UVR は細胞内酸化的ストレスの増
大を引き金とし、小胞体ストレス誘導を介し RD
の色素細胞障害性を増強することが示され、こ
の細胞障害性は caspase 依存性アポトーシス単
独ではなく、caspase 非依存性アポトーシスを
含むさまざまな系が複合的に関与していること、
それらの現象は抗酸化剤である NAC により軽減
し、本剤の白斑への治療への適応の可能性も示
唆されると考えた。 
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