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食品香料についての遺伝毒性評価予測システムの研究 

 

研究分担者 本間 正充 国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部長 

 

研究要旨  

食品香料化合物3,942物質について、Lhasa Limited (UK)のDEREK Nexus

とMultiCASE Inc. (USA) のCASE Ultraの2つのQSAR用いてAmes変異原性

の予測を行ったところ58化合物で陽性と予測された。この内6化合物について

実際のAmes試験を実施したところ、全てにおいて陽性を示した。また、香料に

特化した新たなQSARモデル（StarDrop）の開発を行った。適正なアルゴリズ

ムと記述子を選択し、また香料の特性（低分子量、限られた元素）を考慮した

ローカルQSARモデル（香料Star Drop QSARモデル）の開発に成功した。さら

に、既存の香料のAmes試験データベースの見直しを行い、データベースの堅牢

化を図った。新規データベースに対して新たに開発した香料Star Drop QSAR

モデルで予測精度を検証したところ、97％の正確性でAmes変異原性を予測で

きた。 
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変異遺伝部 
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A．研究目的 
 食品に香料として用いられる化学物質

は食品の香気成分として存在するもの、

もしくはその類似化学物質を指す。主に、

炭素、水素、酸素、窒素、硫黄を元素成

分とする比較的低分子の化学物質であり、

特定の官能基を有すものが多い。日本で

は食品香料の多くは化学構造分類に従い、

18種類に分類されており、現在、全部で

約3,100種類の食品香料が包括的に指定

されている。また、これとは別に、バニ

リンなどの使用量が多い78品目が分離

指定されている。一方、米国では2,200品
目、欧州では2,700品目の香料が使用され

ているが、世界で共通に使用されている

香料は1,550品目に過ぎない。香料の安全
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性評価に各国の相違があることに原因の

一つがあるが、早期の国際的調和が望ま

れる。 
香料は、一般に数十から数百種類混合

して用いられることが多いが、個々の香

料の食品への添加量は数pptから数ppm
レベルで有り、過剰摂取は考えられない

ことから、一般毒性の懸念は少なく、問

題となる毒性は変異原性である。変異原

性はがんの原因で有り、DNAに損傷を与

え、突然変異を誘発し、その作用には、

閾値がないと考えられている。従って、

変異原性のある化学物質の摂取は、それ

がたとえ微量であっても、発がんリスク

はゼロにはならないため厳しい管理が要

求される。JECFAでは変異原性を含むい

かなる毒性であっても、その曝露レベル

がTTC（毒性学的懸念の閾値）以下であ

れば安全性に問題ないとしているが、暴

露評価が適切に行われていない場合は、

変異原性の有無が問題となることが多い。

そのため、食品香料の安全性評価のため

には適切な変異原性試験の実施が重要で

ある。 
細菌を用いる復帰突然変異試験（Ames

試験）は重要な変異原性試験であるが、

試験の実施には約2 g程度のサンプルが

必要である。一方、工業製品としての香

料の生産量は極めて少なく、試験が不可

能であることも多い。また、香料独特の

香気（臭気）から実験室内での試験が困

難である場合もある。このため、Ames変
異原性をインシリコ手法であるQSARに

より評価する方法が注目されている。 
昨年度の本研究班では食品香料化合物

データベース2015年版掲載物質4,549物

質から、混合物、構造式が記載されてい

ない物質を除き、3,942物質を電子データ

化した。この3,942物質について、Lhasa 
Limited (UK) の DEREK Nexus と

MultiCASE Inc. (USA) のCASE Ultra
を用いてAmes試験結果のQSAR予測計

算を行った。このうち58化合物は両者の

QSARモデルで陽性と判断され、変異原

性が疑われた。本年度はこのうち試験デ

ータのない6化合物に関しては実際に

Ames試験を行い、変異原性の有無を検証

した。また、また、香料に特化した新た

なQSARモデルの開発のため統計ベース

のQSARモデルであるStar Dropに注目

した。また、香料のAmes試験データベー

スは限られているため、その信頼性が

QSARモデル構築に重要である。小野ら

の報告に基づく376の香料のAmes試験

データベースでは、14化合物に関しては

Equivocalと判定されている。このデー

タを再評価し、データベースの堅牢性を

高めると共に、新たに開発したQSARモ

デルの予測性を評価した。 
 
B．研究方法 
B.1. Ames試験対象物質 

2つのQSARモデルで陽性を示した58
化合物のうち、以下の6化合物を今年度

のAmes試験対象物質とした。 
① 4-methyl-2-pentenal 
② 2,5-dimethyl-4-oxo-3(5H)-furyl 

acetate  
③ furfuryl formate 
④ methyl β-phenylglycidate 
⑤ 2-[(methylthio)methyl]-2-butenal 
⑥ 6-methoxyquinoline 
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B.2. Ames試験 
 OECD試験ガイドラインTG471 に準

拠し、細菌を用いる復帰突然変異試験

（Ames Test）を実施した。本試験はア

ミノ酸要求性のサルモネラ菌と大腸菌の

株を用いて点変異を検出し、被験物質が

DNAに影響を与えるか否かの判定する

試験である。試験は、「食品添加物の指

定及び使用基準改正に関する指針」(平成

8年3月22日付、衛化第29号生活衛生局長

通知) に準拠し、医薬品医療機器法施行

規則第43条「申請資料の信頼性の基準」

に基づいて実施した。 
 
B.3. Star Drop QSARモデルの開発 

英国オプティブリアム（日本代理店は

ヒューリンクス）が開発する統計ベース

のQSARモデルである。ヒューリンクス

社との共同研 究に より、 Star Drop 
AmesQSARモデルの開発を行った。我々

が保持するAmes試験データベースを活

用し、適切なアルゴリズムと記述子の選

択を行い、予測率の高いQSARモデルを

選択した。 
 
B.4．香料のAmes試験データベース 
 小野らの報告 (Food and Chemical 
Toxicology, 50, 1538-1546, 2012)の香料

化合物のAmes試験データの内、以下の

14化合物についてはEquivocalと評価さ

れている。 
① allyl isothiocyanate 
② furfuryl alcohol 
③ furfural 
④ butyl isothiocyanate 

⑤ phenethyl isothiocyanate 
⑥ 3-propylidenephthalide 
⑦ 4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-

furanone 
⑧ Isobutanal 
⑨ phenol 
⑩ 2-hydroxy-1,2-diphenylethanone 
⑪ 6-methylcoumarin 
⑫ δ-3-carene 
⑬ ethyl maltol 
⑭ ethyl 2-[(5-methyl-2-propan-2-

ylcyclohexanecarbonyl)amino]acetate 
これら14化合物のAmes試験結果を専門

家判断により見直しを行った。 
（倫理面への配慮） 
 in silicoの研究であるので、該当しな

い。 
 
C．研究結果及び考察 
C.1.  Ames試験結果 

Ames試験実施6化合物のQSAR予測結

果と、Ames試験結果を表1に示す。QSAR
予測結果では2,5-dimethyl-4-oxo-3(5H)-
furyl acetateと、furfuryl formateはCase 
Ultraの旧バージョンのPHARM_SALM
と、GT1_AT_ECOLIのモジュールで陽

性とされたが、今回の新バージョン（ver. 
1.7.0.5 ） の 統 合 型 モ ジ ュ ー ル

（GT1_BMUT）ではそれぞれ陰性、

inconclisiveと判定された。評価するアラ

ート構造が変化したことによる計算結果

の違いと考えるが、後述するように実際

のAmes試験では陽性だったことを考え

ると、この改良は有効ではなかったと考

える。 
Ames試験結果に関しては6化合物全て
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において陽性と判定された。特に、4- 
methyl-2-pentenalと、6-methoxyquinoline
は比活性値が1000以上を示す強い陽性

反応を示した。 
脂肪族高級アルデヒド類の4-methyl-

2-pentenalと 2-[(methylthio)methyl]-2-
butenalはα,β-不飽和カルボニル構造を

持つ。α,β-不飽和カルボニル化合物は

DNAとの種々の相互作用を受け、異なる

遺伝毒性や変異原性反応に至る可能性が

ある。環状付加体の形成、フレームシフ

ト変異、鎖切断、及び交差結合などの遺

伝毒性メカニズムが考えられる。直接的

な相互作用に加えて、代謝的エポキシ化

やラジカルの生成などその他の代謝活性

化経路が可能である。α,β-不飽和カルボ

ニル化合物とDNA構成成分との主な相

互作用は、環状1,N2-デオキシグアノシ

ン付加体の形成である。この反応はデオ

キシグアノシンの環外窒素に対する初期

マイケル型付加を通じて発生し、その後

閉環して8-ヒドロキシプロパノ付加体が

形成される。 
2,5-dimethyl-4-oxo-3(5H)-furyl acetate

とfurfuryl formateはエステル類に分類

されるが、変異原活性は二重結合のエポ

キシ化が関与していることが予想される。

同様に、エステル類であるmethyl β -
phenylglycidateはエポキシ構造を有し

変異原性が予測される。以上の変異原性

は代謝活性化を必要とせず発揮される。 
一方、6-methoxyquinoline は代謝活性

化による3,4位が主な代謝経路と考えら

れている。結果として開環代謝物がDNA
と共有結合することにより変異原性を発

揮する。6--methoxyquinolineはキノリ

ンより変異原性が強いことが予測される。

これは6位のメトキシ基が変異原性増強

アラートであることを示している。 
以上のことからQSARにより変異原性

が予測された香料の全てが実際のAmes
試験で陽性と判定され、陽性予測率は

100％であった。また、その陽性結果は化

学構造から説明可能であった。このこと

はQSARが変異原性予測に有効で有り、

且つその変異原性メカニズムを提示して

くれることを示している。 
これらの試験結果をトレーニングデー

タとしてQSARに組みこむことによりさ

らに精度の高いモデルの構築が期待でき

る。 
 
C.2. 香料用Star Drop QSARモデルの開

発 
ヒューリンクス社との共同研究により

米国オプテティブリウム社が提供する

QSARモデルであるStar Drop による

Ames試験予測モデルの開発を行った。

安衛法データベース(ANEI)とハンセン

データベース（HANSEN）を基に、プロ

トタイプモデルの開発と検証を繰り返し

た。予測アルゴリズムとしてはGuassian 
Process、Dicision Tree、Random Forest
の3種類を検討したが、ANEI、HANSEN
とも、Random Forestが最も高い予測精

度を示したためRandom Forestを採用し

た（図１）。 
記述子として、HOMO-LUMOエネル

ギーギャップ、電荷情報（ESP Charge；
最大値）、電荷情報（ESP Charge；最小

値）、ESPダイポールモーメント等の体

積電子密度に注目し、予測率向上に関連
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する記述子の精査を行った。概して量子

化学計算結果(MO)を記述子に採用して

も大きな予測精度の向上が見られなかっ

たため、これら記述子を含めないQSAR 
モデル（Perfume_case10_noMO.aim）を

開発した。本QSARモデルでAmes試験結

果を有する香料Ames試験データベース

（ 367化合物； Ono et al., Food and 
Chemical Toxicology 50, 1538–1546, 
2012)のAmes試験結果を予測した（表

２）。感度：68％、特異度：99.3％を示

し、この精度は従来のDEREK NX、Case 
Ultraよりも高かった。また、香料は一般

の化学物質と比較して、低分子量であり、

構成元素が限られていることからケミカ

ルスペースの解析を行った（図２）。香

料のケミカルスペースは限られ、またそ

の中でも陰性、陽性を示すスペースは同

じ領域に存在することがわかったため、

香料（低分子化合物に限定したローカル

QSAR モ デ ル を 開 発 し た

（ Perfume_ABC_ANEI_noMO.aim）。

さらに、低分子でも香料の大部分はハロ

ゲンを含まないこと、また、ハロゲン化

合物のなかでもS、Oと結合した分子構造

を持つものはAmes変異原性の予測が困

難であることから、S/Oと結合したハロ

ゲン化合物をデータセットから削除した

第 2 のモデル（ Perfume_ABC_ANEI_ 
mod_noMO.aim）を開発した。 
 
C.2. 香料Ames試験データの見直しと、

Star Drop QSARモデルへの反映 
 対象とする香料化合物化合物（14）の

再評価結果を表３に示す。これらは小野

らの報告ではEquivlcalと判定され、２つ

のQSARモデル(旧バージョンのDEREK
とMCASE)では陰性、もしくは陽性と予

測されている。新バージョンのDEREK 
NexusとCASE Ultraの結果は以前陰性

と予測されたものが、いくつかは陽性予

測に変更された。これはデータベースの

蓄積により陽性のケミカルスペースが改

題した結果と考えられる。報告試験デー

タに関しては原著論文を精査し、ガイド

ラインの適合性、データの信頼性、科学

的根拠等を考慮し、慎重にレビューを行

った。その結果、4物質を陽性、6物質を

陰性と判定した。残り4物質に関しては

情報が十分とは言えないため判定困難と

した。これら14化合物についても新たに

開発した2つの香料用Star Drop QSAR
モデルで変異原性を予測した。その結果、

全ての陽性、陰性化合物は正しく予測さ

れ、4つの判定困難物質は2つが両者で陰

性、1つが両者で陽性、1つ（2-hydroxy-
1,2-diphenylethanone）が陽性、判定の

結果に分かれた。本物質はハロゲンを含

まないことからモデル2の陰性が妥当と

考えられる。 
本試験結果を小野らのAmes香料デー

タベースに反映させ、その後、全データ

ベースに対して予測精度の検証を行った。

その結果を表４に示す。両モデルとも非

常に高い予測精度を示した。特に、モデ

ル2（S/Oと結合したハロゲン化合物をデ

ータセットから削除）では感度84.6%、特

異度97.5%、正確度96.6％とほぼ完璧に

Ames変異原性を予測できた。この予測

結果は一つの到達点に近いとも考えられ

た。香料に限定したローカルモデルでは

あるが、香料用Star DropQSARモデルは
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特定のケミカルカテゴリーに関して強力

な予測性能を発揮できることが示された。 
 
E．結論 

食品香料化合物3,942物質について、

Lhasa Limited (UK)のDEREK Nexusと
MultiCASE Inc. (USA) のCASE Ultra
の2つのQSARを用いてAmes変異原性の

予測を行ったところ58化合物で陽性と

予測された。このうち6化合物について

実際のAmes試験を実施したところ、全

てにおいて陽性を示した。また、香料に

特化した新たなQSARモデル（StarDrop）
の開発を行った。適正なアルゴリズムと

記述子を選択し、また香料の特性（低分

子量、限られた元素）を考慮したローカ

ルQSARモデル（香料Star Drop QSARモ

デル）の開発に成功した。さらに、既存

の香料のAmes試験データベースの見直

しを行い、データベースの堅牢化を図っ

た。新規データベースに対して新たに開

発した香料Star Drop QSARモデルで予

測精度を検証したところ、97％との正確

性でAmes変異原性を予測できた。この

結果は香料Star Drop QSARモデルは実

用性に耐えうることを示すものである。 
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