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別添 3 
令和元年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

総括研究報告書 
 

研究課題名：香料等の遺伝毒性・発がん性短・中期包括的試験法の開発と、その標準的安全

性評価法の確立に関する研究 
 

研究代表者： 本間正充 国立医薬品食品衛生研究所 副所長 
 

研究要旨 
本研究では、香料化学物質の安全性を in silico、in vitro、in vivo で階層的に評価

する評価系を構築し、食品香料の効率的かつ信頼性の高い安全性評価の推進に資する

ことを目的とする。また、マウスオルガノイド系を用いる遺伝毒性・発がん性短中期

試験法としての条件設定を行い、多施設で実施可能な標準法の確立を目指す。 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究 

QSAR による予測が困難であったフラン類、チオエーテル類、チオール類についてAmes
試験を実施し、新たな Ames 試験結果を加えた新規香料エームス試験データベース（490
化合物）を完成させた。本データベースは香料の変異原性の予測に特化したローカル

QSAR モデルの開発に有用であると考えられる。Ames 試験結果が QSAR 結果と異なる 3

物質について、ヒト培養細胞を用いたチミジンキナーゼ遺伝子（TK）変異試験を実施した。

DNA 初期損傷と遺伝子突然変異の量的相関を明らかにするため、gpt delta マウスを用い

たアクリルアミドの飲水投与実験を実施した結果、投与群の肝臓で gpt 突然変異体頻度は

有意に増加したが用量依存性は明確でなかった。香料の安全性評価における一般毒性・遺

伝毒性・発がん性短期包括試験の有用性を検討するため acetamide の包括的評価を実施し

た．F344 gpt delta ラットに acetamide を 13 週間混餌投与した結果，無毒性量は 0.625%
（394 mg/kg 体重/日に相当）であった．肝臓において gpt および Spi-変異体頻度の変化は

認められず，acetamide の肝発がんに突然変異誘発性の関与は乏しいことが明らかになっ

た．また、3-acetyl-2,5-dimethylfuran を被験物質として遺伝毒性・発がん性短・中期包

括 的 試 験 を 実 施 す る た め の 用 量 設 定 試 験 を 実 施 し た ． F344 ラ ッ ト に

3-acetyl-2,5-dimethylfuran を 28 日間投与した結果，最高用量 540 mg/kg/day 投与群で

は顕著な体重増加抑制が認められたことから，本試験の最高用量を 300 mg/kg/day に設定

した。 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する研究 
オルガノイドは常温輸送が可能なことを確認し、遺伝毒性については、陽性対照物質の

濃度に対応した gpt 遺伝子の変異頻度上昇傾向を認めた。発がん性についてはマウス系統

差を検討し、陽性対照物質への感受性が rasH2 マウス由来オルガノイドに比し Trp53 ヘ
テロノックアウトマウスあるいは LSL-KrasG12Dマウス由来オルガノイドで高いことが示

された。動物モデルで低感受性の胃発がんについては、Pik3ca 活性化変異と Trp53 欠失

の組合せによるオルガノイドの造腫瘍性を確認した。 
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Ａ．研究目的 

 本研究では、香料化学物質の安全性を in silico、
in vitro、in vivo で階層的に評価する評価系を構

築し、食品香料の効率的且つ信頼性の高い安全性

評価の推進に資することを目的とする。QSAR（in 
silico）、Ames 試験、TK6 試験（in vitro）、一般

毒性・遺伝毒性・発がん性短期包括試験法（in 
vivo）を階層的に組み合わせることにより、遺伝

毒性及び発がん性を包括的評価することが可能

なだけでなく、各階層の結果から発がんに対する

遺伝毒性の寄与や、そのメカニズムを解析する。

遺伝毒性が疑われる香料については in vivo 試験

（一般毒性・遺伝毒性・発がん性短期包括試験）

や肝臓または腎臓を標的とする遺伝毒性・発がん

性中期包括試験による評価を行う。また、マウス

オルガノイド系を用いる遺伝毒性・発がん性短中

期試験法としての条件設定を行い、多施設で実施

可能な標準法の確立を目指す。更に、従来の動物

モデルでは腫瘍性病変が発生しづらい胃由来の

オルガノイドに対する化学物質の反応性解析法

の確立を目的とし技術基盤を構築する。 

本研究班は上記の目的を達成するため、以下の

研究に取り組んだ。 

I.標準的安全性評価法の確立に関する研究 

１）QSAR と Ames 試験による香料の遺伝毒性評

価に関する研究（本間）： 
QSAR 予測が困難と考えられるフラン類、チオ

エーテル類、チオール類について Ames 試験を実

施し、予測のためのケミカルスペースの拡大を行

う。また、これまで報告されてきた香料の Ames
試験データベースを精査し、また最近実施された

Ames 試験結果をデータベースに取り込むことに

より、データベースの拡大と堅牢化をおこなうこ

とを目的とする。 
２）QSAR 試験、Ames 試験、哺乳類細胞を用い

る遺伝子変異試験から得られる変異原性の比較

（安井）： 
Derek NexusとCase UltraモデルのQSAR結果が

互いに異なる、或いは実際の Ames 試験結果がそ

れらの QSAR 結果と異なる３物質について、上位

試験であるヒト培養細胞を用いるチミジンキナ

ーゼ遺伝子（TK）変異試験を実施することによっ

て、in silico の QSAR と細菌を用いる Ames 試験

の両結果と比較し、TK 変異試験の有用性を明ら

かにすることを目的とする。 
３）AOP と定量的評価を取り入れた遺伝毒性発が

んリスク評価法の精緻化（増村）： 
OECD が提唱する「化学物質と生体の相互作用

から個体での毒性発現までのメカニズムを関連

づけて説明する手法（AOP）」を取り入れた遺伝

毒性発がんリスク評価法の精緻化を目指す。分子

的初期イベントである DNA 初期損傷（DNA 付加
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体形成）とこれに続くキーイベントである遺伝子

突然変異誘発に関して、in vivo における量的相関

を明らかにする。既存の gpt delta ラット試験系

のコストが高い欠点を改善するため、レポーター

遺伝子の回収効率を高めた新規 gpt delta ラット

の作出と評価を行う。 
４）Acetamide の一般毒性・遺伝毒性・発がん性

短期包括試験法による評価（石井、高須、西川、

小川）： 
本研究では、香料の迅速かつ包括的な安全性評

価のため、これまでに構築したレポーター遺伝子

導入動物 gpt delta ラットを用いた一般毒性・遺

伝毒性・発がん性包括試験の有用性を検討する。 
食品香料として用いられていた acetamide はラ

ット肝発がん性を有するが、その機序は未だ明ら

かになっていない。そこで本研究では、gpt delta
ラットを用いた acetamide の包括的評価を実施

した。平成 30 年度は用量設定試験の後、本試験

として雄性 6 週令の gpt delta ラットに

acetamide を 0.625，1.25 および 2.5%の濃度で

13 週間混餌投与し、血液学的検査および血清生化

学検査を実施した。本年度は，全身諸臓器の病理

組織学的検査と遺伝毒性評価を実施した。 
５）肝又は腎遺伝毒性・発がん性中期包括試験法

による香料等の評価（高須、石井、西川、小川）： 
食品香料化学物質の安全性を in silico，in vitro，

in vivo で階層的に評価する評価系を構築するこ

とを目的に、in silico 解析結果から遺伝毒性が疑

われる化合物を対象として、in vivo での遺伝毒

性・発がん性を検討する。in silico 解析結果から

遺伝毒性が疑われる化合物としてリストアップ

された 10 候補化合物のうち、げっ歯類において

肝発がん性を示すことが知られるフラン環を基

本 骨 格 と す る 香 気 成 分 で あ る

3-acetyl-2,5-dimethylfuran を被験物質として、

今年度は遺伝毒性・発がん性短・中期包括的試験

を実施するための用量設定試験を実施した。 
 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究（今井、落合、戸塚、三好、筆宝、平田） 

我々はこれまでに、レポーター遺伝子導入マウ

スから 3次元培養法により調製したオルガノイド

系を用いることで既知の遺伝毒性物質の検出が

可能で、がん関連遺伝子改変マウスの正常組織か

ら調製したオルガノイド系につき、既知の発がん

物質が造腫瘍性あるいは上皮細胞の重層化／異

型性／浸潤性を指標とする腫瘍化を示す変化を

誘導することを見出した。本研究では、マウスオ

ルガノイド系を用いる遺伝毒性・発がん性短中期

試験法としての条件設定を行い、多施設で実施可

能な標準法の確立を目指す。更に、従来の動物モ

デルでは腫瘍性病変が発生しづらい胃由来のオ

ルガノイドに対する化学物質の反応性解析法の

確立を目的とし技術基盤を構築する。 
 

Ｂ．研究方法 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究 

１）QSAR と Ames 試験による香料の遺伝毒性評

価に関する研究（本間）： 
以下のフラン化合物①、チオエーテル②、チオー

ル化合物③の Ames 試験を実施した。 
① 4,5-Dihydro-2,5-dimethyl-4-oxofuran-3-yl 

butyrate (Cas# 114099-96-6) 
② 2,4,4-trimethyl-1,3-oxathiane (Cas# 

72472-02-7) 
③  2-methyl-2-butanethiol (Cas# 1679-09-0) 

２）QSAR 試験、Ames 試験、哺乳類細胞を用い

る遺伝子変異試験から得られる変異原性の比較

（安井）： 
以下の 3 種のフラン化合物の TK 変異試験を実施

した。TK 変異試験は，OECD ガイドライン

（TG490）に従って行った。使用する被験物質は、

非代謝活性化条件下において Ames 試験陽性にな

るため、代謝活性化条件下の試験は行わなかった。 

① 3-Acetyl-2,5-dimethylfuran (Cas; 10599-70-9) 

② 4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (Cas; 

4166-20-5) 

③ 2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone (Cas; 

4077-47-8) 

３）AOP と定量的評価を取り入れた遺伝毒性発が
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んリスク評価法の精緻化（増村）： 
雄 gpt delta マウスに AA を 300, 100, 30 ppm

の用量で 28 日間飲水投与し、最終投与 3 日後と

100 日後に組織を採取した。肝臓の gpt 遺伝子突

然変異体頻度を測定し用量反応データを得た。λ

EG10 DNA をゲノムに導入したトランスジェニ

ックラットを作出し、λEG10 をホモに持った新

規 gpt delta ラット（Wistar Hannover 系）の候

補ラインについて、肝臓 DNA を抽出してレポー

ター遺伝子の回収効率を測定した。 
４）Acetamide の一般毒性・遺伝毒性・発がん性

短期包括試験法による評価（石井、高須、西川、

小川）： 
Acetamide を 0.625，1.25 および 2.5%の濃度

で 13 週間混餌投与した 6 週齢の雄性 F344 系 gpt 
delta ラットについて、全身諸臓器の病理組織学

的検索と発がん標的臓器である肝臓について gpt 
assay および Spi- assay による変異原性評価を実

施した。 
５）肝又は腎遺伝毒性・発がん性中期包括試験法

による香料等の評価（高須、石井、西川、小川）： 
6 週 齢 の 雄 性 F344 ラ ッ ト に

3-acetyl-2,5-dimethylfuran を 60，180 又は 540 
mg/kg の濃度で 1 日 1 回 28 日間強制経口投与し

た。投与終了後、イソフルラン麻酔下で採血後、

血清生化学的検査を実施した。剖検時に肝臓、腎

臓、脾臓、肺、消化管および鼻腔を摘出し、肝臓、

腎臓、脾臓及び肺に関しては、重量の測定を行っ

た。さらに、摘出した臓器・組織について病理組

織学的検査を実施した。 
 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究（今井、落合、戸塚、三好、筆宝、平田） 

 遺伝毒性については gpt delta マウス由来の肺

オルガノイドに対し、低濃度・高濃度のアクリル

アミド（AA）で処置した。発がん性については

rasH2 と non-Tg マウス由来の肺および肝臓（胆

管）からオルガノイドを調製し、メタンスルホン

酸エチル（EMS）、アクリルアミド（AA）およ

びジエチルニトロソアミン（DEN）、陰性対照と

して安息香酸ナトリウム（SB）の低・高濃度で処

置し、ヌードマウス皮下に移植して評価した。オ

ルガノイドは、基幹機関で調製したものを常温で

各分担機関に送付した。胃については、Pik3ca
活性化変異/Trp53 欠失、Apc 欠失/Trp53 欠失な

どの影響を解析した。 

 
（倫理面への配慮） 
動物実験の実施に際しては、各研究施設の規定に従

って動物実験倫理委員会の承認を得た後に実施し、実

験動物に対する動物愛護に関して十分配慮して行っ

た。また、遺伝子組換え実験については、遺伝子組換

え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保

に関する法律等、遺伝子組換え生物等の第二種使用等

に当たって執るべき拡散防止措置等を定める法令に

則り、機関承認を得た後に実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究 
１）QSAR と Ames 試験による香料の遺伝毒性評

価に関する研究（本間）： 
フラン化合物①は陽性、チオエーテル化合物②、

チオール化合物③は陰性を示した。既存の香料デ

ータベース（367 化合物）を再評価し、試験結果

に疑義がある 7 化合物の Ames 変異原性結果を確

定した。また、新規の Ames 試験結果を取り込ん

だ 490 化合物からなる香料Ames試験データベー

スを作成した。 
２）QSAR 試験、Ames 試験、哺乳類細胞を用い

る遺伝子変異試験から得られる変異原性の比較

（安井）： 
TK 変異試験は、Ames 試験と QSAR 試験の陽性

物質（3-Acetyl-2,5-dimethylfuran）に対して陽性と

判定した。また、TK 変異試験は、Ames 試験と

QSAR 試 験 （ Case Ultra ） の 陰 性 物 質

（2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone）に対し

て 陰 性 と 判 定 し た 。

4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone の結果は、

統計解析では陽性だが、TK 変異頻度データを詳

細にみると未処理群の変異頻度が背景データよ
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りも低いことと用量依存性が無かったことから

総合的判断として陰性と判定した。 
３）AOP と定量的評価を取り入れた遺伝毒性発が

んリスク評価法の精緻化（増村）： 
AA 投与群の肝臓における gpt 突然変異体頻度

は陰性対照群と比較して有意に増加した。変異体

頻度は 30 ppm 群で有意に増加したが高用量では

頭打ちとなる用量反応曲線を示した。新規 gpt 
delta ラット候補ラインのレポーター遺伝子回収

効率を測定した。λEG10 遺伝子のゲノムへの導

入が PCR で確認された個体から交配によって導

入遺伝子をホモに持つ系統を作出し、候補 2 系統

について、肝臓 DNA を用いて in vitro パッケー

ジングを行った。既存の gpt delta ラットと比較

して、ライン 1 では約 3 倍、ライン 2 では約 5 倍

高い回収効率が得られた。 
４）Acetamide の一般毒性・遺伝毒性・発がん性

短期包括試験法による評価（石井、高須、西川、

小川）： 
全身諸臓器の病理組織学的検査の結果、肝臓で

は1.25%から肝細胞の空胞化、有糸分裂像の増加、

単細胞壊死、好塩基性の細胞質内封入体、核の大

小不同、オーバルセル過形成及び変異肝細胞巣が

認められた。脾臓では、2.5%において赤芽球の減

少が認められた。また、種々の臓器で病理所見が

散見されたが、いずれも統計学的に有意ではなく、

自然発生性の変化と考えられた。遺伝毒性評価の

結果、いずれの投与群においても gpt 及び Spi-変

異体頻度の有意な変化は認められなかった。また、

gpt 遺伝子の変異スペクトラム解析においても、

acetamide に投与による変異パターンの変化は認

められなかった。 
５）肝又は腎遺伝毒性・発がん性中期包括試験法

による香料等の評価（高須、石井、西川、小川）： 
540 mg/kg/day 投与群の全例で投与 1 週目から

鼻出血及び紅涙が認められたが、症状は投与 3 週

目以降には観察されなかった。540 mg/kg/day 投

与群において、投与 1 週目から投与終了時まで統

計学的に有意な体重増加抑制が認められた。臓器

重量測定の結果、540 mg/kg/day 投与群の肝臓、

腎臓、肺及び脾臓の相対重量は統計学的に有意な

高値を示した。血清生化学的検査の結果、60 
mg/kg/day 以上の投与群において、アルブミン/
グロブリン比の上昇、グルコース、トリグリセリ

ド、BUN 及びクレアチニンの低下が認められた。

病理組織学的検査の結果、540 mg/kg/day 投与群

の全例において鼻腔嗅上皮の壊死が認められた。 
 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究（今井、落合、戸塚、三好、筆宝、平田） 

 遺伝毒性については、AA の濃度に対応して gpt
遺伝子の変異頻度が上昇する傾向がみられた。発

がん性については、rasH2 マウス由来肺および肝

臓（胆管）オルガノイドの EMS 高濃度処置群、

肺オルガノイドの AA 高濃度処置群で発がん性を

示す上皮細胞の重層化／浸潤性が 1/4～2/4 の頻

度でみられたが有意差はなかった。肺オルガノイ

ドに対する AA の影響として、ヌードマウスに移

植する前のオルガノイドに形態変化が確認でき

る可能性が示された。以上、オルガノイドは常温

輸送が可能なことを確認し、各研究分担者にて実

験を進めた。胃オルガノイドでは Pik3ca 活性化

変異と Trp53 欠失の組合せで強い造腫瘍性が、

Apc欠失と Trp53 欠失の組合せで弱いながら発が

ん作用がみられた。 

 
D． 考 察 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究（本間、

安井、増村、石井、高須、西川、小川） 

香料 Ames 試験データベースを作成した。本デ

ータベースは信頼性が高く、香料の変異原性の予

測に特化したローカル QSAR モデルの開発に有

用であると考えられる。 
TK 変異試験は、精度が良く信頼性の高い試験

であること、そして QSAR 試験の Case Ultra モデ

ルの結果と最も一致することが分かった。 

AA 投与マウスの肝臓において DNA 付加体量

が投与量に依存して増加するのに対して、遺伝子

突然変異の頻度は高用量域で頭打ちの用量反応

性を示すことが示唆された。遺伝毒性発がん AOP
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において、分子的初期イベント（DNA 付加体形

成）と下流のキーイベント（遺伝子突然変異誘発）

が定性的に相関する一方で、異なる用量反応性を

示す場合があることが示唆された。新規のλ

EG10 ホモ化 gpt delta ラットは既存のヘテロ

F344 系統と比較してレポーター遺伝子回収効率

が高く TGR 試験の効率化が期待できる。 
acetamide の包括的評価においては、血清生化

学検査の肝毒性パラメーターとともに、肝臓では

1.25%から肝傷害性の変化が観察され、2.5%では

それらの程度及び頻度が増加した。核成分に由来

する細胞質内封入体も 1.25%から認められ、同群

では有糸分裂像の増加および核の大小不同が認

められたことから、有糸分裂異常に関連した変化

と考えられた。脾臓で認められた赤芽球の減少は、

血液学的検査における赤血球系パラメーターの

変動に関連した変化と考えられた。なお、0.625%
においてこれらの変化は認められなかったこと

から、本試験における無毒性量は 0.625%（394 
mg/kg 体重/日に相当）と考えられた。また、遺伝

毒性評価の結果、acetamide のラット肝発がんに

おける突然変異誘発性の関与は乏しいと考えら

れた。 
3-acetyl-2,5-dimethylfuran については、540 

mg/kg/day投与群では有意な体重増加抑制が認め

られ、投与終了時では対照群に比して約 30%減少

したことから、この用量では投与を継続できない

と判断し、本試験の最高用量は 300 mg/kg/day に

設定した。また、540 mg/kg/day 投与群の全例で

鼻出血が認められ、病理組織学的検査で鼻腔嗅上

皮 の 壊 死 が 認 め ら れ た こ と か ら 、

3-acetyl-2,5-dimethylfuran は、高用量では鼻腔

粘膜を毒性標的とする可能性が示唆された。一方、

血清生化学的検査の結果、複数の検査項目で統計

学的に有意な変化が認められたが、鼻腔粘膜以外

の臓器で毒性影響を示す病理組織学的変化がみ

られなかったことから、より長期間の試験での毒

性影響を検討する必要があると考えられた。 
 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究（今井、落合、戸塚、三好、筆宝、平田） 

gpt delta マウス由来のオルガノイドを用いる

遺伝毒性試験法については、臓器毎、更に変異パ

ターンについてもマウスを用いた既報との比較

解析を継続する。マウスオルガノイド系を用いる

発がん性試験法としての条件設定に関して、平成

30 年度の結果との統合評価により被験物質によ

るマウス系統差があることが示され、幅広い被験

物質に感受性を示すマウス系統の選択を継続す

る必要がある。また、ヌードマウスに移植する前

のオルガノイドの形態変化をエンドポイントと

した発がん性評価の可能性を示した。来年度は引

続き、従来の動物モデルでは検出が難しいとされ

る胃発がんなどを含めて遺伝毒性・発がん性が検

出可能な短中期試験法としての検討を継続する。 
 
E．結 論 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究  

QSAR による予測が困難であったフラン類、チ

オエーテル類、チオール類について Ames 試験を

実施し、新たな Ames 試験結果を加えた新規香料

エームス試験データベース（490 化合物）を完成

させた。本データベースは香料の変異原性の予測

に特化したローカル QSAR モデルの開発に有用

であると考えられる。Ames 試験結果が QSAR 結

果と異なる 3 物質について、ヒト培養細胞を用い

たチミジンキナーゼ遺伝子（TK）変異試験を実施

した。得られたデータは、QSAR 予測性の向上、

および専門家判断のための重要な遺伝毒性評価

データとして資すると考えられる。DNA 初期損

傷と遺伝子突然変異の量的相関を明らかにする

ため、gpt delta マウスを用いたアクリルアミドの

飲水投与実験を実施した結果、投与群の肝臓で

gpt 突然変異体頻度は有意に増加したが用量依存

性は明確でなかった。レポーター遺伝子の回収効

率が高い新規gpt deltaラット系統はTGR試験の

効率化に寄与すると考えられた。F344 gpt delta
ラットにacetamideを13週間混餌投与した結果、

無毒性量は 0.625%（394 mg/kg 体重/日に相当）

であった。肝臓において gpt および Spi-変異体頻
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度の変化は認められず、acetamide の肝発がんに

突然変異誘発性の関与は乏しいことが明らかに

なった。また、3-acetyl-2,5-dimethylfuran を被

験物質として遺伝毒性・発がん性短・中期包括的

試験を実施するための用量設定試験を実施し、本

試験の最高用量を 300 mg/kg/day に設定した。 
II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究 
オルガノイドは常温輸送が可能なことを確認

し、遺伝毒性については、陽性対照物質の濃度に

対応した gpt 遺伝子の変異頻度上昇傾向を認めた。

発がん性についてはマウス系統差を検討し、陽性

対照物質への感受性が rasH2 マウス由来オルガ

ノイドに比し Trp53 ヘテロノックアウトマウス

あるいは LSL-KrasG12D マウス由来オルガノイ

ドで高いことが示された。動物モデルで低感受性

の胃発がんについては、Pik3ca 活性化変異と

Trp53 欠失の組合せによるオルガノイドの造腫瘍

性を確認した。 
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 なし  
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