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授与番号 甲第 1724号 

論文内容の要旨 

 

NAD(P)H dehydrogenase, quinone1(NQO1)protects melanin-producing cells from 

cytotoxicity of rhododendrol 

（Rhododendrol のメラニン産生細胞毒性はNQO1発現により軽減される） 

(大久保絢香，安平進士，柴崎晶彦，高橋和宏，赤坂俊英，増田友之，前沢千早) 

（Pigment Cell & Melanoma Research 29巻，3号 平成 28年 5月掲載） 

 

 

Ⅰ．研究目的 

Rhododendrol[4-(4-hydroxyphenyl)-2-butanol(RD)]は，ツツジ属植物由来のフェノー

ル化合物である．チロシナーゼ拮抗阻害による高いメラニン生成抑制効果を持つため化

粧品として開発販売されたが，細胞毒性による誘発性白斑が問題となり2013年にリコー

ルされた．近年，その細胞毒性の原因としてRD代謝物，あるいはその誘導体によるキノ

ンラジカル生成の関与が示唆されており，我々は解毒因子としてNAD(P)H 

dehydrogenase, quinone1(NQO1)に注目した．NQO1は KEAP1/NRF2 経路の制御下にあり植

物化学物質のカルノシン酸[Carnosic acid(CA)]より発現が誘導される． 

本研究はメラニン産生細胞に対するRDの細胞毒性機構を解明するとともに，CAによる

NQO1の発現誘導が，この細胞毒性を軽減できるかをin vitro および皮膚3次元モデルを

用いて検証した． 

 

 

Ⅱ．研究対象ならび方法 

 ヒト正常メラノサイト細胞1種類(NHEM)，ヒト不死化メラノサイト細胞1種類(HEMn-

LP/hTERT1)，マウスメラノーマ細胞1種類(B16BL6)，皮膚3次元モデル(Kurabo 

Industries Ltd,Osaka, Japan)を使用した．RDの細胞毒性およびCAによる細胞毒性軽減

効果をWSTアッセイ法で測定し，培養細胞におけるNRF2，NQO-1の発現量をWestern 

blotting法で解析した．NQO1阻害剤 (ES936)，またはB16BL6 を親株として樹立した

NQO1条件発現株(pAO1)を用いてRDの細胞毒性に対するNQO1の関与を解析した．B16Bl6

細胞の抽出物および皮膚3次元モデルを用いて，RDのメラニン定量，肉眼的観察，顕微

鏡的観察を行い，メラニン合成阻害効果を解析した． 
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Ⅲ．研究結果 

1. マウスメラノーマ細胞，ヒト正常メラノサイト，ヒト不死化メラノサイトのいずれ

においても，RD単剤で半数の細胞が約100μMで死滅したが，CAを添加するとその

細胞毒性は10倍程度軽減された． 

2. Western blottingにより CA投与時のNRF2安定化とNQO1発現の上昇を認めた． 

3. NQO1 阻害剤(ES936)と CAを同時投与すると，CAによるRD細胞毒性軽減効果はほぼ

完全に抑制された． 

4. NQO1 条件発現細胞株は CA を添加しない場合でも，親株に比べて 10 倍以上 RD に耐

性であったが，NQO1発現を人為的に抑制した条件では，その細胞毒性軽減効果は消

失し，親株と同程度の感受性に戻った． 

5. CA 添加したB16BL6の肉眼的観察および，分光学的メラニン定量を行ったが，RD単

剤と比べ顕著なメラニン量の差を認めなかった． 

6. CA 添加した皮膚 3 次元モデルの肉眼的観察で，RD 単剤と比べ顕著な黒化度の差を

認めなかった． 

7. 皮膚3次元モデルの顕微鏡的観察で，RD単剤でほぼ全てのメラノサイトが死滅して

いたが，CAを添加するとメラノサイトの生存率の上昇が認められた． 

 

 

Ⅳ．結  語 

CA添加によりRDの細胞毒性は軽減された．この効果はNQO1の発現上昇によることが阻

害剤および遺伝子工学的な手法を用いた実験で確認された．CA は RD のメラニン合成阻害

を抑制しないことがわかった．以上から，今後CAと RD組み合わせによる美白化粧品への

応用有用性が示唆される． 

 



論文審査の結果の要旨 

 

論文審査担当者 
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 Rhododendrol(以下 RD)はチロシナーゼ拮抗阻害によるメラニン生成抑制作用を有す

るが，化粧品として使用された際には白斑を誘発したことから，細胞毒性も有する事が

明らかになった．本研究論文では，RD の細胞毒性の発現機序を明らかにし，更にはメラ

ニン抑制作用を減ずる事無く細胞毒性を軽減する薬剤の同定を試みた．以前より RD の

代謝物あるいはその誘導体であるキノンラジカルが細胞毒性の原因となる可能性が指

摘されていたが，申請者はキノンラジカルを分解する機能を持つ NAD(P)H 

dehydrogenase， quinone 1 (NQO1)に着目し，内因性 NQO1 の誘導物質であるカルノシ

ン酸(CA)が RD の細胞毒性を軽減する事や，NQO1 の過剰発現が RD の細胞毒性を軽減す

る事を明らかにした．更には皮膚 3次元モデルを用いて，RDに CAを添加する事により，

細胞毒性を減らしながらメラニン生成を抑制できる事を明らかにした． 

 本論文は，CA が内因性 NQO1 の発現誘導を介して RD のメラニン産生抑制効果を維持

したまま細胞毒性を減弱させうる事を初めて示したものであり，学位に値する論文であ

る． 

 

試験・試問の結果の要旨 

 CA による NQO1 の発現誘導機序，白斑の発生しやすい部位，悪性黒色腫の治療薬とな

る可能性，日本人に白斑の発生が多い理由， などについて試問を行ない，いずれも適

切な解答を得た．学位に値する学識を有していると考える．また，学位論文の作成にあ

たって，剽窃・盗作等の研究不正は無い事を確認した． 
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