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研究要旨 
平成 28年度に引き続き gpt deltaラットを用いた短期遺伝毒性・発がん性包括的試験に
より，香気成分 elemicin及び食品香料 furfuryl acetateの一般毒性，遺伝毒性及び発がん
性について包括的評価を実施した．Elemicinの遺伝毒性評価では，LC-MS/MSによる網
羅的 DNA損傷解析により，elemicin 400 mg/kg群の肝 DNAにおいて対照群に存在しな
い 5つのスポットを検出した．MSスペクトラム解析の結果，それらは elemicinと dG，
dA又は dCとの付加体であることが示された．in vivo変異原性の検索では，gpt変異体頻
度（MFs）は 100 mg/kg群から上昇傾向が認められ，400 mg/kg群において有意な高値を
示した．以上から，elemicinはラット肝臓において特異的 DNA付加体形成を起点とした
突然変異誘発性を有することが明らかになった．Furfuryl acetateの評価では，6週齢の
雄性 F344系 gpt deltaラットに furfuryl acetateを 0，60又は 180 mg/kgの濃度で 13週
間強制経口投与した．血清生化学検査及び病理組織学的検索の結果，肝毒性性を示唆する
変化は認められなかった．gpt assay及び Spi- assayの結果，furfuryl acetate投与群にお
けるMFsの変化は何れの用量においても認められなかった．また，肝前がん病変マーカ
ーである GST-P陽性細胞巣の定量的解析の結果，その数及び面積に統計学的に有意な変化
は見られなかったことから，furfuryl acetateのラット肝臓における毒性，遺伝毒性及び発
がん性はないものと考えられた．以上より化学物質の一般毒性，遺伝毒性，発がん性の包
括的評価が可能な本験法は，香料を含む食品添加物の迅速な安全性評価に有用な試験法と
考えられた． 
A. 研究目的 
香料は合成香料と天然香料に大別され，
合成香料には個別指定品目の他に，化学構
造から使用が認められているいわゆる「18
類」と呼ばれる 3000を超える品目が例示
されている．しかし，その「18 類」の中
の一つ 3－アセチル 2，5－ジメチルチオフ
ェンは，明確な in vivo 遺伝毒性を示すこ

とが明らかとなり，欧米および我が国にお
いても使用禁止処置がとられた．また，天
然香料においてもエストラゴールをはじめ
とする複数のアルコキシベンゼン類が，ラ
ット肝発がん性を有し，その機序に遺伝毒
性が関与していることを我々は明らかにし
てきている１-4）．このように，指定対象に
もかかわらず，香料の安全性は十分に担保



されているとは言えない．国際的な食品添
加物の安全性評価委員会である JECFA で
は，香料の評価において，毒性学的懸念の
閾値（TTC）と暴露マージン（MOE）を駆使
した独特な手法により，多くの場合実際の
試験データを用いずに数多くの香料を評価
している．一方，我が国における国際汎用
香料の評価には，当該物質の 90 日間試験
と遺伝毒性試験が必須とされてきた．この
ような背景の違いから，EU 等におけるポ
ジティブリスト制度導入の動きともあいま
って，我が国で現在使用されている香料の
安全性を可及的速やかに確認する必要があ
る． 
一方，我々は任意の臓器における in vivo
変異原性の検索が可能なレポーター遺伝子
導入動物である gpt deltaラットを用いる
ことで，同一個体において一般毒性，遺伝
毒性及び発がん性に関する情報を短期間で
得ることが出来る肝短期遺伝毒性・発がん
性包括的試験法を開発し，アルコキシベン
ゼン化合物である香気成分サフロールおよ
びメチルオイゲノールがラット肝臓におい
て突然変異誘発性及び発がん性を有するこ
とをこれまでに明らかにしている 3, 4)．そ
こで本研究では JECFAで登録されている
食品香料の中から，ヒト健康影響が懸念さ
れる物質について短期遺伝毒性・発がん性
包括的試験による評価を実施し，ヒトリス
ク評価に資するデータを提供するととも
に，食品添加物の安全性評価における本試
験法の有用性を確認することを目的とし
た．  

Elemicinはナツメグ（Myristica 
fragrans houttuyn）および薬用植物細辛
の主成分として天然に存在するアルコキシ
ベンゼン化合物の一つであり，漢方薬，精
油，香辛料の香気成分として知られている
5, 6）．本物質は，ラット肝臓における不定
期 DNA合成（UDS）試験において陽性で
あるが 7)，その他の遺伝毒性試験に関する
報告はない．また，ラットにおける発がん
性は陰性と報告されているものの，その代

謝物である 1’-水酸化体については発がん
性を否定できないと結論付けられており
8)，elemicinの発がん性に関して明瞭な結
論は出ていない．また，他のアルコキシベ
ンゼン化合物がげっ歯類において肝発がん
性を有することを考慮すると，elemicinの
ヒト健康への影響が懸念され，ヒトリスク
評価に資する情報の取得が喫緊の課題であ
る． 

Furfuryl acetateは JECFAにおいて
furfuryl alcoholとその関連物質としてグ
ループ評価されている香料であり，これま
でにグループ ADIとして 0–0.5 mg/kg/day
と評価されている 9)．近年 JECFAでは，
このグループに属する 4種の香料化合物を
追加することに伴い，新たな in vitroおよ
び in vivo遺伝毒性試験が検討された結
果，furfuryl alcohol及びその誘導体につ
いて未解決の遺伝毒性の懸念があることか
ら，香料の安全性評価手順を用いた評価に
は適さず，グループ ADIを将来的に再考
する必要があるとしている．また，
Furfuryl acetateは，S. typhimurium 
TA100を用いたエームス試験において陽
性を示すことが報告されているが 10)，その
他の詳細な報告はほとんどない． 

Elemicinについては平成 28年度まで
に，本試験として雄性 6週齢の F344系
gpt deltaラットに elemicinを 25，100又
は 400 mg/kg体重の用量で 13週間強制経
口投与し，一般毒性評価及び肝前がん病変
マーカーによる発がん性評価を実施した．
その結果，本剤が肝毒性を有することに加
え，肝発がん性を有する可能性を明らかに
した．本年度は遺伝毒性評価として肝臓に
おける網羅的 DNA損傷解析と in vivo変
異原性の検索を実施した．Furfuryl 
alcoholについては平成 28年度までに用量
設定試験を実施し，本試験における最高用
量を 180 mg/kg体重に設定した．本年度
は本試験を実施し，肝臓における毒性，遺
伝毒性及び発がん性評価を行った． 

 



B. 研究方法 
B-1. 材料及び試薬 

Elemicinは Combi-Blocks社（米国）
から，furfuryl alcoholは東京化成工業株
式会社（東京）から購入した． 
 
B-2. Elemicinの肝短期遺伝毒性・発がん
性包括的試験 
B-2-1 網羅的 DNA損傷解析 

本試験で採取し凍結保存した肝臓の外
側左葉の一部を解析に供した．和光純薬
社製 DNAエキストラクターWBキット
を使用して抽出した DNAを 100 g/150 
l に調整し，Acetic acid buffer及び
Nuclease P1を加えてインキュベーショ
ン（37oC, 3 hr）した．さらに Tris 
buffer及び Alkaline phosphataseを加え
てインキュベーション（37oC, 3 hr）
し，得られた試料から 100 lずつを各群
（n=5）でまとめ，450 lをエバポレー
ターで乾固後，メタノールで再溶解し，
メタノール層をエバポレーターで再度乾
固した後，30％DMSO溶液 150 lで再
溶解し，試料とした．   

LC-MS/MSは Agilent社製 LC 1100
シリーズ及び Quattro Ultima mass 
spectrometry system（Waters社製）を
用いた．カラムは関東化学社製
Mightysil RP-18GP（2.0 x 150 mm, 5 
m）を用いた．移動相は溶液 A: 蒸留水
（0.001%ギ酸添加）と溶液 B: アセトニ
トリル（0.001%ギ酸添加）の混液を流速
0.2 ml/minで送液した．カラムを溶液
A/B=95/5で安定させ，グラジエント機能
を用いて測定開始 30分後に溶液
A/B=10/90とした．MS/MSのイオン化
にはエレクトロンスプレイイオン化
（ESI）法のポジティブイオンモードを
用い，Cone voltage及び Collision 
energyはそれぞれ 35 V及び 15 eVとし
た．検索質量の範囲は DNAを構成する
デオキシグアノシン（dG），デオキシア
デノシン（dA），デオキシシチジン

（dC）及びデオキシチミジン（dT）の各
分子量（267.2，251.2，227.2及び
242.2）の平均値 247.0に被験物質の分子
量を加え，その±50の範囲であるm/z 
405から 505とした． 

 
B-2-2 in vivo変異原性の検索 

in vivo変異原性の検索では，本試験で
採取し凍結保存した肝臓の外側左葉の一
部を解析に供した．gpt assayでは回収
したファージ粒子を大腸菌 YG6020に感
染させ 6-チオグアニン（6-TG）とクロラ
ムフェニコール（Cm）を含む培地上で
生育するコロニーを単離した．単離した
コロニーについては，再度，6-TGと Cm
を含むプレートにストリークして生育す
ることを確認した．また，ファージ粒子
の懸濁液を適宣希釈した後に YG6020株
に感染させ，Cmのみを含む培地上で生
育したコロニー数を計測した．Cmプレ
ートで生育したコロニー数に希釈倍率を
掛けて回収した総ファージ数（あるいは
回収した総トランスジーン数）を求め
た．6-TGと Cmに耐性となったコロニ
ー数を総ファージ数で除して gpt遺伝子
変異体頻度（MFs）を算出した．  
 
B-3. Furfuryl acetateの肝短期遺伝毒
性・発がん性包括的試験 
B-3-1 動物実験 
動物は 5週齢の雄性 F344 gpt deltaラ
ットを日本エスエルシー株式会社（静
岡）から購入し，一週間の馴化後，実験
に供した．動物の飼育はバリヤーシステ
ムの動物室にて行った．室内の環境は温
度 24±1oC，湿度 55±5%，換気回数 18
回/時（オールフレッシュ），12時間蛍光
灯照明/12時間消灯で，飼育を行った．
動物は透明なポリカーボネート製箱型ケ
ージに 2または 3匹ずつ収容し，床敷は
三共ラボサービス社（東京）のソフトチ
ップを用い，週 2回交換を行った．ま
た，飲料水として水道水を試験期間中自



由に摂取させた．30匹の F344系 gpt 
delaラットを各群 10匹に配し，対照群
と低及び高用量群の計 3群を設けた．
Furfuryl acetateの用量は平成 28年度に
実施した用量設定試験の結果から，それ
ぞれ 0，60及び 180 mg/kg体重に設定
し，13週間（7日/週）強制経口投与し
た．投与終了後，剖検日前日より一晩絶
食させ，イソフルラン麻酔下で屠殺・剖
検し，イソフルラン麻酔下で腹部大動脈
から採血後，肝臓を摘出した．血清生化
学的検査は，分離した血清を凍結保存
し，総タンパク（TP），アルブミン・グ
ロブリン比（A/G），アルブミン（Alb），
総ビリルビン（T. Bil），トリグリセリド
（TG），総コレステロール（T. Cho），ア
スパラギン酸トランスアミナーゼ
（AST），アラニントランスアミナーゼ
（ALT），アルカリフォスタファーゼ
（ALP），γ-グルタミルトランスぺプチ
ターゼ（γ- GTP）について測定した．
摘出した肝臓は 10%中性緩衝ホルマリン
液にて固定し，常法に従いパラフィン切
片を作製し，病理組織学的検索並びに
glutathione-S-transferase placental 
form （GST-P）陽性肝細胞巣の定量的
解析に供した．また，肝臓の外側左葉の
一部は液体窒素により急速凍結して保存
し，in vivo変異原性試験に供した． 

 
B-3-2 in vivo変異原性の検索 

In vivo変異原性の検索には，本試験で
採取し凍結保存した肝臓の外側左葉の一
部を用いた．gpt assayの方法は「B-2-2 in 
vivo変異原性の検索」に記す．Spi-欠失変
異の検出では，ファージは P2 lysogen（大
腸菌 XL-1 Blue MRA(P2)株）に感染させ，
Spi-プラークの候補については，さらに他
の P2溶原菌（大腸菌WL95株）に感染さ
せ，red/gam遺伝子機能が不活化した真の
Spi-プラークを検出した．また，パッケー
ジング反応後の懸濁液を希釈した後に P2
ファージが溶原化していない大腸菌 XL-1 

Blue MRA株に感染させて，総プラーク数
を算出した．真の Spi-プラーク数を回収し
た総プラーク数で除して Spi- MF を算出
した． 
また，各アッセイの陽性対照として，
既知の遺伝毒性発がん物質である 2-
Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-
f]quinoxaline（MeIQx）を 5 mg/kg体重
の用量で 4週間投与した F344 gpt delta
ラットの肝臓を用いた． 

 
B-3-3 肝発がん性の検索 
肝発がん性の検索では，肝臓パラフィ
ン切片について，抗 GST-P抗体を用いた
免疫組織化学的染色を実施し，GST-P陽
性肝細胞巣の定量的解析を実施した． 
 
（倫理面への配慮） 
投与実験は熟練者が実施し，動物の苦
痛を最小限に留めた．また，動物はすべ
てイソフルラン麻酔下で大動脈からの脱
血により屠殺し，動物に与える苦痛は最
小限に留めた．実験動物に関しては，「国
立医薬品食品衛生研究所動物実験の適正
な実施に関する規定」に基づき，動物実
験計画書を作成し，国立医薬品食品衛生
研究所動物実験委員会による審査を受け
た後，実施した．また，DNA組換え動
物の使用についても，「国立医薬品食品衛
生研究所遺伝子組換え実験安全管理規
則」に従い，遺伝子組み換え実験計画書
を作成し，審査を受けた． 
 

C. 研究結果 
C-1. Elemicinの肝短期遺伝毒性・発がん
性包括的試験 
C-1-1. 網羅的 DNA損傷解析 
 対照群及び elemicin 400 mg/kg投与群
の肝臓の DNA アダクトームマップを
Figure 1 に，MRM クロマトグラムを
Figure 2に示す．m/z 496，474及び 434
にそれぞれ 1つ（Peak I, II及び V），m/z 
458に 2つ（Peak III及び IV），計 5つの



DNA付加体と考えられるスポットが検出
された．これらのうち， Peak Iの保持時
間（14.82 min）は Peak IIと一致し，質
量差が 22であったことから， Peak Iと
IIは同一物質のNa+付加体及びH+付加体
と判断した．Peak I，II，III及び VのMS
スペクトラムを Figure 3に示す．すべて
のピークの MS スペクトラムにおいてデ
オキシリボースの開裂に由来するフラグ
メントイオン（[M+H+-116]又は[M+Na+-
116]）と，elemicinに由来するフラグメン
トイオン（m/z207）が認められた．さらに，
[M+H+-116]又は[M+Na+-116]と m/z207
の差から Peak I及び IIは dG，Peak III
は dA，Peak Vは dCと elemicinの付加
体であることが示唆された．なお，Peak 
IVでは Peak IIIとの分離が不十分であっ
たことから MS スペクトラムの検出が困
難であったが，同じ質量数をもつ Peak III
（dAの付加体）の異性体と考えられた． 
 
C-1-2. in vivo変異原性の検索 
肝臓における gpt assayの結果を

Figure 4に示す．gpt MFsは 25 mg/kg
投与群で変化は認められず，100 mg/kg
投与群（2.27±1.05）で上昇傾向が認め
られ，400 mg/kg投与群（5.97±1.43, 
p<0.05）で対照群（0.84±0.44）に比し
て有意な上昇が認められた． 

 
C-2. Furfuryl acetateの肝短期遺伝毒
性・発がん性包括的試験 
C-2-1. 動物実験及び肝毒性の検索 
実験期間中の体重及び摂餌量推移を

Figure 5に，肝重量を Figure 6に示
す．Furfuryl acetate投与群の体重推移
並びに絶対及び相対肝重量は，何れの用
量においても対照群に対し顕著な変化は
認められなかった．また摂餌量推移に関
しても，各群間において顕著な差異は認
められなかった．血清生化学検査の結果
を Table 1に示す．60 mg/kg以上投与群
において，A/G，Alb及び ALPの有意な

上昇，T. choの有意な低下が認められ
た．また，180 mg/kg投与群において，
Glu，TG及び ASTの有意な低下が認め
られた．肝臓の病理組織学的検査の結
果，ごく軽度の小肉芽腫の発生が，対照
群で 3例，60 mg/kg投与群で 1例，180 
mg/kg投与群で 1例認められたが，統計
学的に有意な変化は認められなかった． 

 
C-2-2. in vivo変異原性の検索 
肝臓における gpt assay及び Spi- 

assayの結果を Figure 7に示す．gpt 
assayの結果，陽性対照のMFは 4.46 x 
10-5で，対照群に比して顕著な高値を示
した．しかしながら，furfuryl acetate投
与群における gpt MFsの有意な変化は何
れの用量においても認められなかった．
Spi- assayの結果，陽性対照のMFは
1.45 x 10-5で，対照群に比して顕著な高
値を示した．しかしながら，furfuryl 
acetate投与群において有意な変化は認
められなかった． 
 
C-2-3. 肝発がん性の検索 

GST-P陽性肝細胞巣の定量的解析結果
を Figure 8に示す．180 mg/kg投与群に
おける GST-P陽性細胞巣の数及び面積は
対照群に比して増加する傾向が認められ
たものの，統計学的に有意な変化は認め
られなかった． 

 
D. 考察 

D-1. Elemicinの肝短期遺伝毒性・発が
ん性包括的試験 

LC-MS/MSによる網羅的 DNA損傷解
析の結果，elemicinを 13週間投与した
F344系 gpt deltaラットの肝臓では
elemicinと dG，dA又は dCが共有結合
した特異的 DNA付加体が検出された．
さらに，400 mg/kg体重投与群では gpt 
MFsの有意な上昇が認められた．以上か
ら，elemicinは特異的 DNA付加体形成
を起点とした突然変異誘発性を有するこ



とが明らかになった．また，平成 28年
度の研究で認められた肝前がん病変の誘
発にはこの突然変異誘発性が関与するこ
とが考えられた． 

 
D-2. Furfuryl acetateの肝短期遺伝毒
性・発がん性包括的試験 

Furfuryl acetate投与群の体重推移及
び肝重量に顕著な変化は認められなかっ
た．血清生化学的検査の結果，60 mg/kg
投与群から A/G及び Albの有意な上昇が
みられたが，何れも軽度な変化であり，
TPに変化がみられないことから，肝臓
のタンパク合成能の変化を示すものでは
なく，毒性学的意義は低いと考えた．ま
た，T. choは 60 mg/kg投与群から，Glu
及び TGは 180 mg/kg投与群において有
意に低下し，ALPは 60 mg/kg投与群か
ら有意に上昇した．しかし，肝臓におい
て投与に起因する病理組織学的変化は認
められず，血清生化学的検査においても
肝・胆道系障害を示唆する AST，ALT，
ɤ-GTP及び T. Bilに変化はみられなかっ
た．従って，これらパラメーターの毒性
学的意義を明らかにするためには ALPア
イソザイムの検討や骨，消化管，代謝に
係る関連臓器の病理組織学的検査が必要
であるものの，肝毒性を示唆する変化で
はないと考えられた．  

In vivo変異原性の検索の結果，
furfuryl acetate投与群における gpt及び
Spi- MFsの変化は何れの用量においても
認められなかったことから，furfuryl 
acetateのラット肝臓における遺伝毒性
はないものと考えられた． 
肝臓における GST-P陽性細胞巣の定量
的解析の結果，180 mg/kg投与群におけ
るその数及び面積に増加傾向が認められ
たものの，統計学的な有意差は認められ
なかった．また，その程度はこれまでに
報告した furanの遺伝毒性・発がん性包
括的検索 11)における GST-P陽性細胞巣
の数及び面積と比べても，ごく僅かな変

化であったことから， furfuryl acetate
のラット肝臓における発がん性はないも
のと考えられた． 

 
E. 結論 
肝短期遺伝毒性・発がん性包括的試験の
結果，elemicin は一部のアルコキシベンゼ
ン類と同様にラットにおける遺伝毒性肝発
がん物質であることが示唆された．また，ラ
ット肝臓において furfuryl acetateの毒性，
遺伝毒性及び発がん性は認められなかった．
また，gpt deltaラットを用いた肝短期遺伝
毒性・発がん性包括的試験は香料を含む食
品添加物の迅速な安全性評価に有用な試験
法と考えられた． 
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Figure 2. Representative MRM chromatograms of the elemicin-
induced putative DNA adducts observed in the livers of F344 gpt delta 
rats treated with 400 mg/kg elemicin for 13 weeks.
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Figure 3. Product ion spectra of putative Peak I (A) , Peak II (B)., Peak III (C)., and Peak V 
(D) detected in the livers of elemicin-treated gpt delta rats.  The cone voltages and 
collision energies were set at 15 V and 5-30 eV in the positive ion mode, respectively. 



 

 



 

  



 

 

 



 

   



  



 

 

 
 

 


