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平成 26 年度 厚生労働科学研究費補助金（食品安全確保推進研究事業） 

総括研究報告書 

 

研究課題名：食品添加物等の遺伝毒性発がんリスク評価法に関する研究 

 

 

研究代表者： 本間正充 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 部長 

 

研究要旨 

遺伝毒性試験データを発がんリスク評価に利用するためには、閾値の存在の評価と、試

験結果の適切な量的評価が不可欠である。本研究では遺伝毒性試験データをヒト発がんリ

スク評価に利用するために、遺伝毒性の量的反応性を考慮した手法の開発を目指す。 

4 種類の代表的な遺伝毒性肝発がん物質について、トランスジェニック動物遺伝子突然

変異（TG）試験を実施し、その定量的反応性を解析した。試験結果から遺伝毒性ベンチ

マークドーズ (TG-BMDL10) を算出し、発がんのベンチマークドーズ(CARC-BMDL10)

と比較したところ、発がん性データが十分でない場合でも、TG 試験結果から発がんリ

スクを評価できる可能が示唆された。DNA 酸化損傷である 8-oxodG は１分子では塩基除

去修復が働くが、複数クラスタリングしている場合はヌクレオチド除去修復が関与するこ

とが XPA 欠損細胞を用いた研究で明らかになった。低用量における閾値に関しては、低

用量臭素酸カリウムを経口投与して、発がん実験を行った。Mutyh 遺伝子が欠損した個体

でも酸化剤の発がん性に関して「閾値」が存在することを示唆する結果を得た。さらに臭

素酸カリウムの突然変異誘発に関しても「閾値」が存在することを示唆された。 

食品添加物のうち指定添加物に関して実施された遺伝毒性試験データ、細菌を用いる復

帰突然変異試験・哺乳類細胞を用いる染色体異常試験・齧歯類を用いる小核試験データベ

ースを作成した。また、全ての化学物質に対する TG 試験データベースを作成し、TG 試

験結果と発がん性の相関について検討した。TG 試験は発がんのリスク評価に有用と判断

された。低用量の遺伝毒性物質の暴露評価のために LC-MS を用いた網羅的タンパクアダ

クトーム解析を試みた。ヒト血清サンプル中のヒトアルブミン (HAS) システイン残基に

おける未知の付加体を、MS/MS スペクトルの類似性から網羅的に解析した。ラットヘモ

グロビンにおける新規のグリシドールアダクトとして、125 番目のシステイン残基のアダ

クトを検出した。これは、アルキル化剤の遺伝毒性の予測因子としての利用に期待が持た

れる。 

 

キーワード：閾値、遺伝毒性、発がん、化学発がん物質、用量反応関係、リスク評価 
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Ａ．研究目的 

 遺伝毒性物質の作用には一般に閾値がないと

されており、どのように微量であってもヒトに対

してリスクを示すと考えられている。このため遺

伝毒性を示す発がん物質には ADI が設定されず、

行政上の規制が困難となる。本研究では、遺伝毒

性陽性と判定された化学物質の発がんリスクを

適切に評価することを目的とし、陽性反応を定量

的に評価するための手法の開発と、陽性反応にお

ける閾値の発生機序の解明を目指す。 

本年度は、1 名の研究代表者と、5 名の分担研

究者が以下の研究を行った。1）齧歯類発がん性

試験結果と相関性が高いとされるトランスジェ

ニック動物遺伝子突然変異試験（TG 試験）の結

果から、遺伝毒性リスク評価のためのPOD (Point 

of Departure) を導き、TG 試験結果から発がん

のリスク評価を行うための手法の開発を行う(本

間)。2）本研究で開発した TATAM (Tracing DNA 

Adduct Targeted Mutagenesis)を用いて、野生型

およびXPA欠損細胞の同じDNA鎖に近接させた

２分子の 8-oxodG を導入して調べ、１分子および

DNA 両鎖の２分子（前年度に実施）と比較した

（安井）。3）Mutyh 遺伝子欠損マウスでは自然発

がんと、臭素酸カリウム（0.2%溶液経口投与）誘

発発がん頻度が劇的に上昇することが示されて

いる。この実験系を用いて遺伝毒性に対する閾値

形成機構についてさらに検討するために、比較的

低用量域（0.05-0.15％）の臭素酸カリウムを経口

投与して発がん実験を行うと共に、rpsL-トラン

スジェニック（Tg）マウスを用いて突然変異解析

を実施した（續）。4）細菌を用いる復帰突然変異

試験（Ames 試験）と発がん性データの量的相関

性を精査し、発がんリスク評価に利用するための

手法の開発を目指す。量的相関性が低い化学物質

に対しては、化学構造による分類、微生物に特異

的なメカニズムの解析を行い、例外をフォローア

ップするためのストラテジーを開発する。本年度

は IARC（国際がん研究機構）で発がんのクラス

が Group 1（ヒトに対する発がん性が認められる）

とされている物質について、その発がん性と変異

原性との相関を調査した。本最終年度は、食品添

加物の in vitro、in vivo 遺伝毒性試験既存データ

を合わせて一覧表にした（山田）。5）TG 試験の

データベースを基に定量的解析法の開発、および

発がんリスク評価への利用を目的とし、前年に引

き続いてデータベースの充実化をはかり、TG 試

験データと発がん性との相関を検討した。また、

作成したデータベースを用いて肝臓における TG

試験結果の発がん予測性について検討を行った

（増村）。6）遺伝毒性の定量的評価には暴露状況

の適切な評価が重要である。低用量の暴露影響の

評価のためには、実際の用量においても検出が可

能となるようなバイオマーカーの利用が必要で

ある。各種変異原に対する鋭敏な暴露マーカーと

して、血中タンパクに対する各種アダクトの解析

が行われている。このアプローチを一般化する目

的で、近年進歩の著しい LC-MS によるプロテオ

ーム解析技術を利用した網羅的解析によるアダ

クトームによるアプローチを行った（鈴木）。 

 

Ｂ．研究方法 

１）2-アセチルアミノフルオレン (2-AAF)、2，

4-ジアミノトルエン (2,4-DAT)、ジメチルニトロ

サミン (DMN)、ジエチルニトロサミン (DEN)

についてトランスジェニックマウス（Muta™
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Mouse）を用いて肝臓における TG 試験を実施し

た。肝臓における突然変異の無遺伝毒性影響濃度 

(NOGEL)、ベンチマーク用量 (BMDL10) を算出

し、POD とした。CPDB から得られた発がん試

験データから同様に POD を算出し、両者を比較

した（本間）。 

 

２）XPA 遺伝子を破壊するための Zinc Finger 

Nuclease (ZFN) は、シグマアルドリッチから購

入した。ZFN の設計およびバリデーションについ

てもシグマアルドリッチによって行われた。シー

ケンス解析することにより、ZFN ターゲットサイ

ト周辺の欠損配列を調べた。8-oxodG 付加体を含

むターゲティングベクターは、荒川らの方法に従

って作製した。４分子の 8-oxodG は，TK のイン

トロン４に位置するBssSI認識配列（5’-CTCGTG

／CACGAG-3’;下線部が導入部位）の dG 部位の

両鎖に導入した (pvINT4xOxodG)。8-oxodG の

代わりに正常塩基 dG のコントロールターゲティ

ングベクター (pvINTdG) も同様の方法で作製

した。Lonza 社製 Cell Line Nucleofector を用い

て、TSCER122 細胞 (TK-/-) にターゲティング

ベクターをトランスフェクションし、相同組み換

えにより、DNA 付加体がゲノム内に入った細胞

クローンを回収した。その後，各クローンのゲノ

ム DNA を抽出し、8-oxodG 部位だった周辺のシ

ーケンスを行い、その突然変異誘発スペクトルお

よび頻度を決定した(安井)。 

 

３）C57BL6/J の遺伝的背景を持つ Mutyh 遺伝

子欠損マウスのへテロ接合体同士の掛け合わせ

により Mutyh 遺伝子欠損マウスと対照群の野生

型マウスを得た。臭素酸カリウムを純水に溶解し、

0.05〜0.15％溶液を調製後に濾過滅菌し、マウス

の飲料水とした。6〜8 週齢の野生型および

Mutyh 遺伝子欠損マウスに飲水投与法し、発がん

解析は 16 週間、突然変異の解析は 4 週間後に行

った。消費量については週一回モニターした。発

がん性は 16 週間投与後、安楽死させたマウスか

ら腸管を摘出して 4%パラフォルムアルデヒドを

用いて固定した。その後、固定液を 70%エタノー

ルに置換えて、腸粘膜を実体顕微鏡下で観察し、

腫瘍の形成を確認した。突然変異解析は、４週間

投与後、通常の飲み水に切り替えてさらに２週間

飼養した後、安楽死させたマウスから摘出した腸

管から DNA を抽出し、rpsL 遺伝子突然変異解析

法に従い、誘発突然変異の解析を行った（續）。 

 

４）平成 25 年 8 月 6 日現在の指定添加物につい

て、これまで実施された細菌を用いる復帰突然変

異試験（Ames 試験）、哺乳類培養細胞を用いる染

色体異常試験、齧歯類を用いる小核試験、及び、

一部実施されているコメット試験、TG 試験の結

果（陽性、陰性の別）を一覧表にした（山田）。 

 

５）TG 試験データが存在する物質については、

TG 試験の解析臓器の情報、さらに発がん性の情

報をデータベースに追加した。作成したデータベ

ースを基に、TG 試験データと発がん性との相関

を検討した。陽性を陽性と評価する Sensitivity、

陰性を陰性と評価する Specificity、および全体の

一致率 Concordance を計算した。さらに、肝臓に

おける TG 試験結果と発がん性の相関を調べた

（増村）。 

 

６）ヒト血清サンプルとして、Promedix 社より

入手した白人男性の前立腺癌患者由来の血清検

体を用いた。Progenesis LC-MS によって同定さ

れたペプチドのうち、システイン 34 を含むペプ

チド (ALVLIAFAQYLQQ CPFEDHVK) に着

目し、このペプチドが溶出されたリテンションタ

イム付近前後 10 分間に検出された未同定ペプチ

ドの中から、このペプチドフラグメントと類似し

た MS/MS スペクトルを示すペプチドピークを目

視により検索した（鈴木）。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は多くは文献調査、培養細胞による in vitro

試験に基づくものであり、倫理上の問題はない。本

間、續の動物実験に関してはそれぞれ、国立衛
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研、九州大学の動物実験委員会、研究倫理委員会

の規定に準拠して行った。 

 

Ｃ．研究結果および考察 

１）遺伝毒性の定量的評価とリスク評価への適用

（本間） 

TG 試験で得られた各肝発がん物質の TG 試験

結果から NOGEL と TG-BMDL10を算出した。ま

た、CPDB データから得られたそれら発がん性試

験の結果から TD10、および CARC-BMDL10を計

算した。CPDB に複数の試験結果が存在した場合

は、データの信頼性が高く、より保守的な値を示

すデータセットを用いた。DEN に関してはマウ

スのデータが無かったためラットのデータを用

いた。これらのリスク評価のための POD とし、

比較検討した。今回試験した 4 つの遺伝毒性発が

ん物質のそれぞれの BMDL10をプロットしてグ

ラフ化した結果、発がん性と TG 変異原性は量的

相関性が高く、TG 試験の BMDL10から発がん性

の BMDL10を推測できる。データにばらつきがあ

ることを考慮し、10～100 倍の安全ファクターを

とることが必要かもしれない。この手法は発がん

データが無い場合でも、TG 試験データから発が

んリスク評価ができる可能性を示している。発が

ん性の発現が遺伝毒性に質的・量的に依存してい

ることが明らかな場合には有効な方法と考えら

れるが、実現化のためにはさらなるデータの蓄積

が必要と考える。遺伝毒性化合物のリスク評価は、

がん原性データがないことが多い。この場合、遺

伝毒性発がん物質に対するヒトの許容暴露量を

評価するには、別の戦略を練る必要がある。現在、

in vivo 遺伝毒性試験から得られた用量反応デー

タを用いたハザード特性付けのための量的アプ

ローチまたは半定量アプローチは存在しない。リ

スク評価のために、遺伝毒性試験の予測強度にも

とづき、どの化合物をがんに関する試験にかける

べきで、どれを省略すべきか決定する際、遺伝毒

性試験は有用である。本研究で行ったように、遺

伝毒性とがん原性の相関をプロットすることは、

そうした決定を行う上で有用である。ただし、相

関プロットのばらつきと強度予測の不確実性を

十分に考慮する必要がある。この場合、10～100

倍の不確実性の考慮が適切かもしれない。TG 試

験から観察された BMDL10を 100 で割ると、対

応する腫瘍BMD10の控えめな予測値が得られる。

がん原性データがない化学物質の発がんリスク

の評価にはこのような控えめな BMD10の適用が

現実的かもしれない。 

 

２）近接させた４分子の DNA 付加体が引き起こ

す突然変異誘発能の解析（安井） 

 前年度までに１，２，４分子の 8-oxodG によっ

て誘発される突然変異誘発頻度を解析（複数分子

は DNA 両鎖に配置）し、付加体の分子数と変異

頻度の関係性について調べた。１分子と２分子の

変異頻度の間には、比例関係があったが、２分子

と４分子の間にはそれが無かった。その２分子は、

各 DNA 鎖に１分子ずつ、つまり DNA 両鎖に２

分子を近接（5’-CTCGTG／CACGAG-3’;下線部が

導入部位）させて変異頻度を解析しており、本報

告書の２分子とは配置が異なる。DNA 両鎖の２

分子による変異スペクトラムは、２つの付加体が

両鎖の近傍に導入されないと発生しないような

特徴的なもので、両鎖の付加体導入部位の間に一

塩基欠失と一塩基挿入が非常に高頻度で検出さ

れた（5’-CTCNGTG／CACNGAG-3’;N が欠失あ

るいは挿入の部位）。その２分子の全変異頻度は

20%以上にも達した。それに対し、本年度に実施

した同じ DNA 鎖内の２分子による変異頻度は、

わずか 7.4%にとどまり、それは１分子の頻度

(8.3%) とほぼ同じであった。つまり、前年度で考

察したとおり、同じ DNA 鎖に複数の DNA 損傷

がある場合、ヌクレオチド除去修復あるいはロン

グパッチ除去修復等によって効率良く除去され

るため、付加体の分子数が多くなっても変異頻度

の上昇が抑えられるためであると推測できる。こ

れを証明するために，ヌクレオチド除去修復に関

与する XPA 欠損細胞 XPA KO を構築し、同じ

DNA 鎖内の 8-oxodG２分子で起きる突然変異誘

発頻度を調べた。その結果、XPA KO 細胞を用い
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たときの方が、野生型 TSCER122 細胞のときよ

りも有意に突然変異誘発頻度を上昇させた。これ

らのデータから、やはり同じ DNA 鎖にある複数

の付加体は同時に除去修復されるため、付加体の

分子数と突然変異誘発頻度には、比例関係がない

ことを実験的に明らかとなった。バルキーDNA

付加体に対して働くとされてきたヌクレオチド

除去修復は、クラスターDNA 損傷など DNA の片

側鎖に広範な損傷が形成した場合に働く機構で

あると考えられる。 

 

３）臭素酸カリウム誘発消化管発がん（續） 

これまで 0.2%臭素酸カリウム溶液を 16 週間連

続飲水投与した誘発消化管発がん実験では、

Mutyh 遺伝子欠損マウスの十二指腸・空腸で多数

の上皮性腫瘍の発生を認めたが、低用量の 0.05%

臭素酸カリウムの投与では上皮性腫瘍を発生さ

せなかった。本年度は、マウスを追加して 0.05〜

0.15%臭素酸カリウムを経口投与して発がん実験

を行った。これまでと同様に、0.10〜0.20%臭素

酸カリウム溶液の用量では、Mutyh 遺伝子欠損マ

ウスの十二指腸・空腸でそれぞれ、用量依存的に

上皮性腫瘍の発生を認めが、0.05%投与群では発

がんは認められなかった。遺伝毒性に対する閾値

形成機構についてさらに検討するために、「閾値」

周辺の低用量臭素酸カリウムによる誘発突然変

異の解析を行った。0.10%および 0.15%投与群を

用いた突然変異解析の結果では、野生型マウスに

比べて Mutyh 遺伝子欠損マウスでは全体の突然

変異頻度がそれぞれ約 1.5 倍および 1.8 倍上昇し

ていた。一方、0.05%投与群の Mutyh 遺伝子欠損

マウスの突然変異は、野生型マウスの突然変異頻

度とほぼ同程度（0.94 倍）であった。8-oxoG に

起因すると考えられる G:C→T:A 型の変異頻度を

Mutyh 遺伝子欠損マウスと野生型マウスで比較

すると、0.10%投与群では約 5.2 倍、0.15％投与

群では約 9.1 倍上昇していたが、0.05%投与群で

は非投与群における比率（約 3.3 倍）と同程度の

約 3.7 倍しか上昇していなかった。これらの結果

は、臭素酸カリウムによる消化管発がんには閾値

が存在し、その形成に Mutyh 遺伝子が関与して

いることを示している。また、Mutyh 遺伝子が欠

損した個体においても臭素酸カリウムの発がん

性に関して「閾値」が存在することを示している。 

 

４）微生物試験を用いた発がんリスクの定量的評

価手法の構築（山田） 

食品添加物のうち、指定添加物 436 品目（一部

混合物等を含む）について実施されていた遺伝毒

性試験結果をまとめた。293 品目については、

Ames 試験と染色体異常試験が実施され、91 品目

について in vivo の小核試験が実施されていた。3

つの試験がいずれも実施されているのは、55 品目

だった。12 品目については肝臓と消化器（胃もし

くは大腸）を対象に TG 試験が実施されていた。

結果はいずれも陰性となっている。Ames 試験で

陽性になる食品添加物の数は限られ、最終的には

TG 試験で確認することから Ames 試験に細かい

定量性を求める必要はなく、従来どおり比活性値

を目安に次の評価ステップに進むことが妥当で

あると考える。 

 

５）トランスジェニック動物を用いた定量的遺伝

毒性評価に関する研究（増村） 

昨年度までに計280件をデータベースに追加し

た。今年度は、その内容を精査し各物質について

個々の解析臓器の TG 試験結果の情報をコメント

欄に追加した。また、重複データを削除、統合す

るとともに、一部の物質の判定ならびに発がん性

カテゴリの修正・変更を行った。その結果、デー

タ件数は計 273 件となった。内訳は、発がん物質

123、非発がん物質 23、発がん性未知物質 65、複

合暴露 49、溶媒 13 物質であった。TG 試験デー

タがある 123 の発がん性物質と 23 の非発がん性

物質を用いて、TG 試験の判定と発がん性の有無

との相関について検討した。陽性を陽性と評価す

る Sensitivity は 91/123 = 74.0％であった。陰性

を陰性と評価する Specificity は 15/23 = 65.2％で

あった。全体の一致率 Concordance は

(91+15)/146 = 72.6％であった。さらに、肝臓に
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おける TG 試験結果と発がん性の相関を調べた。

発がん性物質 123 のうち、肝臓の TG 試験データ

があるものが 92 あり、このうち 肝臓 TG 陽性が

62、肝臓 TG 陰性が 30 であった。肝臓 TG 陰性

30のうち 9物質は肝臓以外の組織でTG陽性結果

が得られていた。非発がん性物質 23 のうち肝臓

の TG 試験データがあるものが 15 あり、このう

ち TG 陽性が 4、TG 陰性が 11 であった。このこ

とから、発がん物質が肝臓で TG 陽性となる

Sensitivity は 62/92 = 67.4%、非発がん物質が肝

臓で TG 陰性となる Specificity は 11/15 = 73.3%

と算出された。データベースの偏りに留意する必

要はあるが、TG 試験の Sensitivity と Specificity

は比較的高いと考えられた。また、発がん標的に

おいて TG 陰性の発がん物質に関しては、mode of 

action の観点からいわゆる非遺伝毒性発がん物

質とされるものが含まれており、その場合 TG 陰

性は妥当な結果と考えられる。この点をふまえる

と、遺伝毒性発がん物質に限れば TG 試験の

Sensitivity はさらに高いと予想される。一方で、

TG 試験は投与の方法、期間および用量が発がん

試験と異なり、一般的には発がん試験より短期間

のため総投与量が低いことには注意する必要が

ある。 

 

６）In vivo 遺伝毒性試験の低用量リスク評価法

に関する研究（鈴木） 

前立腺がん患者由来血清より得られたタンパ

ク質をトリプシン消化後に、LC-MS によりショ

ットガンプロテオミクス解析 ProgenesisLC-MS

にて解析を行った。同時に得られた MS/MS スペ

クトルデータを利用して MASCOT によるデータ

ベース検索によるタンパク同定を行った結果、ヒ

ト血清アルブミン (HAS) の各種フラグメントが

検出されたが、このうち C34 を含むフラグメント

は、ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK からなる 21

アミノ酸残基の比較的長いペプチドとして同定

された。このスペクトルの類似性を手がかりに、

C34 含有ペプチドと溶出時間が近いペプチドの

中で、MS/MS スペクトルの類似したペプチドを、

未修飾体の主要なピークを手掛かりとして検索

し、アダクトの候補として同定した。この中で最

も注目されるのは、有機ヒ素化合物である

dimethylarsinous (AsIII) acid 由来の付加体であ

り、ヒトは低濃度のヒ素に暴露されている事実か

ら、その付加体が検出できたとすれば、その意義

は大きい。今回の検討により、いくつかの付加体

の候補が得られたが、ジメチルヒ素を除き、既知

の何らかの変異原物質による付加体は検出され

なかった。これまでの報告では、ヒトヘモグロビ

ンを用いて、アクリルアミドやグリシドールとい

った食品中の変異原物質による付加体が検出さ

れているため、HSA のシステインに対するこれ

らの付加体が検出されることも期待されたが、残

念ながら今回は検出できなかった。検出感度がそ

れほど高くないためであるとも考えられるが、こ

れまでの検討から、これら化合物はシステイン以

外にも、リジンやアルギニンなどの塩基性アミノ

酸のアミノ基に対しても反応性を示すことがわ

かってきており、今後はシステイン残基に限定せ

ず、他のアミノ酸へのアダクトも含めてより網羅

的に解析を行う予定である。 

 

D．結 論 

 本研究では遺伝毒性試験データをヒト発がん

リスク評価に利用するために、遺伝毒性の量的反

応性を考慮した手法の開発を目指す。4 種類の代

表的な遺伝毒性肝発がん物質について、TG 試験

は実施し、その定量的反応性を解析した。試験結

果 か ら 遺 伝 毒 性 ベ ン チ マ ー ク ド ー ズ

(TG-BMDL10) を算出し、発がんのベンチマーク

ドーズ (CARC-BMDL10) と比較したところ、発

がん性データが十分でない場合でも、TG 試験結

果から発がんリスクを評価できる可能が示唆さ

れた。DNA 酸化損傷である 8-oxodG は１分子で

は塩基除去修復が働くが、複数クラスタリングし

ている場合はヌクレオチド除去修復が関与する

ことが XPA 欠損細胞を用いた研究で明らかにな

った。低用量における閾値に関しては、低用量臭

素酸カリウムを経口投与して、発がん実験を行っ
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た。Mutyh 遺伝子が欠損した個体でも酸化剤の発

がん性に関して「閾値」が存在することを示唆す

る結果を得た。さらに臭素酸カリウムの突然変異

誘発に関しても「閾値」が存在することを示唆さ

れた。食品添加物のうち指定添加物に関して実施

された遺伝毒性試験データ、細菌を用いる復帰突

然変異試験・哺乳類細胞を用いる染色体異常試

験・齧歯類を用いる小核試験データベースを作成

した。また、全ての化学物質に対する TG 試験デ

ータベースを作成し、TG 試験結果と発がん性の

相関について検討した。TG 試験は発がんのリス

ク評価に有用と判断された。 
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