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価法の確立に関する研究 
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られる変異原性の比較 
 
 分担研究者： 安井 学 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 室長 
  

研究要旨 
昨年度，本班の厚生労働科学研究課題において、2 つの QSAR モデル（Derek Nex

us (DN), Case Ultra (CU)）を用いて Ames 変異原性が強く疑われた 10 種類の食品香

料について、実際のウェットな Ames 試験を実施したところ、9 化合物で陽性を示し、

QSAR による変異原性香料物質の陽性予測率は 90％（9/10）と評価された。一方、そ

の DN と CU モデルの予測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 結果と異なるものが３物質あった。そこで本研究では、これらの３物質

（3-Acetyl-2,5-dimethylfuran、4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone、2,5-Dimethyl-4-
methoxy-3(2H)-furanone）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 モデル

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考察すること

を目的とする。TK 変異試験を実施した結果、3-Acetyl-2,5-dimethylfuran（DN; equivo
cal、CU; 陽性、Ames; 陽性）は陽性、2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone（DN; 
陽性、CU; 陰性、Ames; 陰性）は陰性であり、QSAR 解析や Ames 試験と結果判定

が一致した。一方、4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone（DN; 陽性、CU; 陰性、A
mes; 陽性）は、TK 変異試験では陰性と判定した。以上のことから、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 CU モデルの結果と

最も一致することが分かった。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。 
 

キーワード：ヒト細胞、チミジンキナーゼ遺伝子変異試験、Ames 試験、QSAR 
Ａ．研究目的 

昨年度，本班の厚生労働科学研究課題におい

て、2 つの QSAR モデル（Derek Nexus, Case 
Ultra）を用いて Ames 変異原性が強く疑われた

10 種類の食品香料について、実際のウェットな

Ames 試験を実施したところ、9 化合物で陽性を

示し、QSAR による変異原性香料物質の陽性予

測率は 90％（9/10）と評価された。この結果は

香料の変異原性評価にQSAR手法が十分に利用

できることを示した。 
一方、その Derek Nexus と Case Ultra モデル

の予測結果が互いに異なる、或いは実際の Ame
s 試験結果がそれらの QSAR 結果と異なるもの

が３物質あった（表１、図１）。4-Acetoxy-2, 5-
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dimethyl-3(2H)-furanone と 2,5-Dimethyl-4-metho
xy-3(2H)-furanone は、酷似した構造を持ってい

るが、Ames 試験結果は前者が陽性、後者が陰

性である。一般的に、メトキシ基の方が変異原

性増強アラートを有していると考えられるた

め、この結果は矛盾している。すなわち、フラ

ン類の変異原性の予測と評価には高度の専門

家判断が必要と考えられる。 
そこで本研究では、これらの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 モデルと細菌を

用いる Ames 試験の両結果と比較し、TK 変異試

験の有用性を考察することを目的とする。それ

らの得られたデータは、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。 

 
3-Acetyl-2,5-dimethylfuran 

(Cas; 10599-70-9) 
 

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

(Cas; 4166-20-5) 
 

 

2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone 
(Cas; 4077-47-8) 

図１．被験物質の化学構造式 
 

Ｂ．研究方法 
１．細胞と培養 

ヒトリンパ芽球細胞 TK6 株は，10% 馬血清

（JRH Bioscience），200 μg/mL ピルビン酸ナト

リウム（和光純薬工業㈱），100 U/mL ペニシリ

ン，100 μg/mL ストレプトマイシン（ナカライ

テスク㈱）を含む RPMI 培地（ナカライテスク

㈱）で培養した。培養は、37 度、5% CO2濃度

存在下で行った。 
 
２．被験物質 
 3-Acetyl-2,5-dimethylfuran (Cas; 10599-70-9)
と 2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone (Cas; 
4077-47-8)は東京化成工業株式会社、4-Acetoxy-
2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (Cas; 4166-20-5) は
富士フィルム和光純薬工業株式会社から購入

した。 
 
３．ヒト細胞 TK6 株を用いる TK 変異試験 

TK 変異試験は，原則として OECD ガイドラ

イン（TG490）に従って行った。用量設定試験

から始め，本試験の順に実施した。処理細胞数

は 107細胞，処理時間は 4 時間，陽性対照物質

は、メチルメタンスルフォネート（東京化成工

業株式会社）を使用した。使用する被験物質は、

非代謝活性化条件下で Ames 試験陽性になるた

め、本研究では代謝活性化条件下の試験は行わ

なかった。TK 変異試験の本試験の陰性対照群

は２系列，処理群は１系列で実施した。形質発

現期間は３日間とした。結果判定のための統計

解析は、大森法（Omori et al., Mutat. Res. 
517,199-208 (2002)）を用いた。 
 
Ｃ．研究結果、および考察 
１．TK 変異試験 
１－１）3-Acetyl-2,5-dimethylfuran 

3-Acetyl-2,5-dimethylfuran の試験結果を図２

に示した。1 回目の試験では、最大濃度を 2000
 μg/mL として公比３で相対的細胞生存率（Rel
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ative Survival；RS）を明らかにした。用量 666.
7 μg/mL のときに RS が 13.8 %であった。OEC
D ガイドラインの規定通り RS = 10～20 %の

ときの用量を得ることができたため、引き続き

TK 変異試験を実施した。その結果、用量 2000 
μg/mL では細胞毒性が強く試験続行が不可能

であったが、用量 666.7 μg/mL では TK 変異頻

度が 8.3 x 10-6であることが分かった。その値

は、未処理群のそれと比較して、明らかに増加

しているが、666.7 μg/mL の用量群だけ増加し

ており明確な陽性と言えないため再試験を実

施した。 
2 回目の試験は、981.7 μg/mL を最大濃度とし

て公差 200 で実施したところ、581.7 μg/mL の

ときに、RS が 19.1 %であった。TK 変異頻度を

測定した結果、181.7、381.7、581.7 μg/mL の用

量依存的に変異頻度が増加した。統計解析をし

た結果、本試験は陽性であった。 
表１に示した通り、3-Acetyl-2,5-dimethylfuran

は、Ames 試験で陽性である。前年度の本間研

究代表者の平成 30 年度厚労科研費報告書によ

ると TA100 の+/－S9、WP2uvrA の－S9、TA98
の－S9 で陽性であり、TA100 の－S9 条件下の

時に最大比活性値を示し 1281 revertants/mg（強

い陽性）である。QSAR 試験においても明らか

に陽性判定となっている。本研究で行った TK
変異試験においても明らかな陽性を示したよ

うに、既報の Ames 試験と QSAR 試験の陽性結

果と一致した。3-Acetyl-2,5-dimethylfuran は、A
mes 試験において比活性値 1000 revertants/mg
を超える強い変異原性を有するため、３つ全て

の試験系で陽性を示したものと考えられる。 
Ames 試験において塩基置換型の TA100、WP

2uvrA 株、およびフレームシフト型の TA98 株

を使用したときに陽性になっていることから、

DNA 付加体の形成が疑われる。しかしながら、

PubMed 等で 3-Acetyl-2,5-dimethylfuran の DNA
付加体に関する情報は無かった。 

 

１－２）4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone 
4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone の結果

を図３に示した。1 回目の試験では、最大濃度

を1701.6 μg/mLとして公比３でRSを測定した。

用量567.2 μg/mLではRSが62.8 %であったが、

用量 1701.6 μg/mL のときは、急に細胞毒性がす

すみ、RS が 7.4 %に低下した。RS = 10～20 %
付近の至適濃度を決めるために、その用量間で

再試験を実施することにした。なお、最高濃度

1701.6 μg/mL の RS 値が 10 %以下（7.4 %）だっ

たため、正確な TK 変異頻度データとして採用

しなかった。 
2 回目の再試験のため、1701.6 μg/mL を最大

濃度として公差 200 で試験を行った。その結果、

用量 1301.6、1501.6 μg/mL の群で、RS が約 20 %
であることが分かった。次に、その 1501.6 μg/mL 
を最大濃度として TK 変異頻度を明らかにした。

その結果、701.6 μg/mL からの各処理群の TK 変

異頻度は、未処理群のそれよりも上昇し、統計

解析では陽性判定であった。しかしながら、未

処理群の TK 変異頻度が 1.4 x 10-6であり、今回

の試験はこれまでの TK 変異頻度背景データの

中でも非常に低かった。また、701.6～1501.6 
μg/mL の５用量において、2.7～4.7 x 10-6の TK
変異頻度を推移し、この幅広い用量域において

用量依存的に TK 変異頻度の上昇がなかった。

以上の 2 点を根拠として、本試験は陰性と判定

した。 
表１に示した通り、4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2

H)-furanone は、Ames 試験で陽性である。前年

度の本間研究代表者の平成 30 年度厚労科研費

報告書によると、TA100の+/－S9で陽性であり、

最大比活性値は 77（TA100 の+S9）である。つ

まり、前述の 3-Acetyl-2,5-dimethylfuran よりも 4
-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone は、弱い陽

性であり、さらに本研究で実施する非代謝活性

化条件下（－S9）では、さらに弱い陽性である

と考えられる。QSAR 解析でも Derek Nexus で
陽性であるが、Case Ultra で陰性と判定されて
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いる（表１）。本研究で行った TK 変異試験にお

いても、高用量域は、未処理群の TK 変異頻度

よりごくわずかに増加している傾向が見受け

られるため、明らかに陽性ではない。前述の通

り、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それが非常に低

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。本物質は、TK
変異試験結果と Ames 試験結果が異なる結果と

なったが、バクテリア特異的な代謝反応等によ

って陽性になることが原因として考えられる

が、現段階では分からない。4-Acetoxy-2,5-dime
thyl-3(2H)-furanoneのAmes試験陽性が比較的弱

いこと、そして TK 変異試験もわずかであるが

陽性の傾向があることから、陰性と陽性の境界

にあると考えられる。TK 変異試験の 24 時間処

理を実施すると陽性になるかもしれない。 
 
１－３）2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone 

2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone の結果

を図４に示した。最大濃度を 1421.5 μg/mL と

して公比３で RS を測定した。用量 17.5～1421.
5 μg/mLの各用量ではRSがおよそ 80 %を推移

し、それ以上の細胞毒性は観察されなかった。

したがって、TK 変異試験は最大濃度を 1421.5 
μg/mL として引き続き実施した。その結果、最

大濃度 1421.5 μg/mL であっても、 TK 変異頻度

は、未処理群のそれよりも上昇せず、陰性と判

定された。 
表１に示した通り、2,5-Dimethyl-4-methoxy-3

(2H)-furanone は、Ames 試験で陰性である。QS
AR 試験においては Derek Nexus で陽性である

が、Case Ultra で陰性と判定されている（表１）。

本研究で行った TK 変異試験においても明らか

な陰性を示したように、既報の Ames 試験と Q
SAR 試験（Case Ultra）の結果と一致した。 
 
Ｄ．結 論 
 本研究によって得られた 3-Acetyl-2,5-dimethy

lfuran、4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone、
そして 2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanoneの
 3 種のフラン類について、上位試験であるヒト

培養細胞を用いる TK 変異試験を実施し、その

結果を表２に示した。TK 変異試験は、Ames 試
験とQSAR試験の陽性物質に対して陽性と判定

した。また、TK 変異試験は、Ames 試験と QS
AR 試験（Case Ultra）の陰性物質に対して陰性

と判定した。以上のことから、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。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。 
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１回目 ２回目 

図２．3-Acetyl-2,5-dimethylfuran の TK 変異試験結果 

図３．4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone の TK 変異試験結果 

１回目 ２回目 
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図４．2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone の TK 変異試験結果 
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表１．QSAR 試験と Ames 試験の結果* 
 

QSAR 

 

  Derek 

Nexus 

Case 

Ultra 
Ames 試験 

3-Acetyl-2,5-dimethylfuran 
Equivocal Positive Positive 

(Cas; 10599-70-9) 

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

(Positive) 
Negative Positive 

(Cas; 4166-20-5) 

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

(Positive) 
Negative Negative 

(Cas; 4077-47-8) 

*前年度の本間研究代表者の平成 30 年度厚労科研費報告書から引用 

 
 
 
 

表２．ヒト培養細胞を用いる TK 変異試験との比較 
 

QSAR* 

 

ヒト培養細胞

を用いる TK

変異試験 

  Derek 

Nexus 

Case 

Ultra 
Ames 試験* 

3-Acetyl-2,5-dimethylfuran 
Equivocal Positive Positive Positive 

(Cas; 10599-70-9) 

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

(Positive) 
Negative Positive Negative 

(Cas; 4166-20-5) 

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

(Positive) 
Negative Negative Negative 

(Cas; 4077-47-8) 

*前年度の本間研究代表者の平成 30 年度厚労科研費報告書から引用  
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