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厚生労働科学研究費補助金（食品安全確保推進研究事業） 

総合研究報告書（平成 27年度～29年度） 

 

研究課題名：食品添加物等の遺伝毒性発がんリスク評価のための新戦略法に関する研究 

 

 

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 

遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニング試験であると同時に、その遺伝毒性メカニズム

が、発がん性リスク評価の上で重要な情報となる。本研究では、OECD が提唱する「有害性転帰

事象（AOP）」を取り入れた遺伝毒性評価ストラテジーと、追跡型試験系を開発し、遺伝毒性発が

んリスク評価法の精緻化を目指す。主な研究のテーマは、発がん AOPの分子初期事象である「化

学物質→DNA付加体→突然変異」のプロセスから（A）「化学物質→DNA付加体」と、（B）「DNA

付加体→突然変異」を分離し、独立に定性、定量的に解析する試験系を構築すること。（C）発が

ん AOPからはずれるエピ遺伝毒性物質の検出系の開発することである。 

（A）DNA 付加体に関してはヘテロサイクリックアミンである PhIP の部位特異的修飾オリゴ

ヌクレオチドの合成は完了し、安定的に供給できるルートを確立した。また PhIP 付加体との比

較のために、C8付加体とは異なるN2の付加体の代表であるベンゾピレンの付加体合成を着手し、

ジオールエポキサイドの合成までの条件を検討した。また O6－グリコール酸付加体について検討

を行った。MeIQx 付加体または IQ 付加体の合成ルート短縮を達成するためにキーとなる反応で

ある Buchwald-Hartwig反応におけるリガンド、塩基、溶媒等の反応条件の検討を行った。ジク

ロロメタンおよび 1,2-ジクロロプロパン(DCP)は、職業性胆管がんの原因物質であることが示唆さ

れている。DCPの変異原性誘発には代謝は関与しておらず、デオキシグアノシン由来の付加体で

ある DCP86が同定できた。 

（B）DNA 付加体→突然変異に関する研究：ヒトリンパ芽球細胞株 TK6 のゲノム内に

dG-C8-PhIP付加体を導入し、その部位で起きる突然変異頻度とスペクトラムを調べた結果、164

細胞中に 6つの細胞で dG-C8-PhIPのゲノム導入部位周辺の塩基変異（4.2%）が検出され、2つ

の細胞からは大きな欠失（1.4%）が観察された（合計 5.6%）。同様の実験を XPC、ERCC6の KO

細胞を用いて調べたが、dG-C8-PhIP付加体の正常細胞とほぼ同じであるため、XPC、ERCC6は

dG-C8-PhIP付加体の DNA修復に関与していないか、あるいは TATAM解析がバルキー付加体に

適用できない可能性があることが分かった。 

（C）FLO1プロモーターを用いたエピ変異原応答性レポーターアッセイ系の構築については、凝

集反応促進作用を有するアリザリンと同類縁体プルプリンが、濃度依存的に凝集性と FLO1 レポ

ーター活性を誘導することを明らかにした。この結果は、凝集試験以上にハイスループット性並

びに精度向上が期待できる本レポーターシステムをエピ遺伝毒性物質の評価系に活用できる可能

性を示したもので、成果としては大きいと判断される。 
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Ａ．研究目的 

 食品の安全性に対して、多くの国民が関心を寄

せている今日、食品添加物や残留農薬等の食品中

に含まれる微量の化学物質の安全性が問題とな

っている。多くの化学物質の毒性は、健康リスク

を評価する場合、理論的、実証的研究から、これ

以下であれば健康影響が見られないレベル、すな

わち閾値がある用量反応モデルが用いられてき

た。これにより一日摂取許容量(Acceptable Daily 

Intake; ADI)を定めることができる。しかしなが

ら、その化学物質の発がん性が問題となり、さら

に遺伝毒性が認められるとやっかいである。他の

毒性と異なり遺伝毒性には閾値がないとされて

いるため、摂取量をゼロにしない限り、健康リス

クもゼロのならないとの論理から ADI を設定す

ることができない。ここに遺伝毒性発がん物質の

リスク管理の問題点がある。同様の問題は、福島

第一原発事故からの低レベル放射線の発がんリ

スクの議論においても焦点となっている。我々は

日常的に、食物を通して多くの発がん物質を摂取

しており、また、太陽からの紫外線、自然環境か

らの放射線も先史からの発がん因子である。さら

に、現代社会で生活する限り、工業製品等からの

微量の発がん可能性物質の暴露を避けることは

できない。現在必要なのは、食品中に含まれる化

学物質の危険性とそのリスクを国民に対して合

理的、且つ高い透明性もって、説明可能な評価方

法と管理方法を確立することである。このための

重要な研究は、リスクをもたらすハザードのメカ

ニズムの解明と、定量化であると考える(Hazard 

Characterization)。 

 遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニン

グ試験であると同時に、発がん性が認められた場

合には、その遺伝毒性メカニズムが安全性評価の

上で重要な情報となる。また、遺伝毒性発がん物

質のリスク評価おいても、近年では、ある一定レ

ベル以下のリスクであれば許容されるという考

えが浸透しつつあるが、この場合でも、適切な遺

伝毒性メカニズムと、定量評価による透明性の高

い説明が求められている。これまでの一般的な遺

伝毒性試験としてはエームス試験（バクテリア；

遺伝子変異）、染色体異常試験（哺乳類；染色体

構造異常）、小核試験（げっ歯類動物；染色体構

造および数的異常）が利用されてきた。これらの

組み合わせ試験は、異なる生物種、複数のエンド

ポイントを用いることにより、様々なタイプの遺

伝毒性物質を広範に検出するためにデザインさ

れたものである。しかしながら、この結果から発

がんに関連する遺伝毒性メカニズムの情報は得

ることは困難であり、また、試験結果自体も発が

ん性との相関性が低い。本研究では、これまでの

既成概念を破り、最新の情報と分子生物学的技術

に基づく評価系を構築し、遺伝毒性発がんリスク

評価法の精緻化を目指す。 

OECDでは化学物質と生体（組織）の相互作用か

ら個体での毒性発現を関連づけて説明する手法

（Adverse Outcome Pathway; AOP）と、それに

基づく統合的試験法と評価方法（ Integrated 

Approaches to Testing and Assessment; IATA）

を提唱し、化学物質の安全性評価の合理化と、実

験動物削減を目指している。本研究では、発がん

AOPの分子初期事象（Molecular Initial Event; 

MIE）である「化学物質→DNA 付加体→突然変

異」に注目し、この MIE プロセスを追跡し、定
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性、定量的に解析する試験系を構築し、メカニズ

ムと定量性に基づいた新たな遺伝毒性 IATAを開

発することを目的とする。本研究では、1．DNA

付加体検出、2．付加体合成、3．遺伝子ターゲッ

トによるゲノム中への付加体の導入、が技術の核

心である。特に、3 の技術に関しては、わずか 1

分子の DNA 付加体をゲノム中に導入し、その結

果生じる突然変異の定性・定量的に解析すること

ができる。1 分子の DNA 損傷は究極的な低用量

モデルであり、本試験系で DNA 付加体が突然変

異をもたらさなければ、その DNA付加体（損傷）

は閾値を持つか、閾値が無くとも突然変異を引き

起こさないことを理論的に証明したことになる。 

また、本研究班では DNA 付加体形成が認められ

ず、発がん AOP のスキームに載らない非遺伝毒

性発がん物質の評価法にも取り組んでいる。これ

ら化学物質は DNA の一次構造に変化を与えず、

がんや他の疾患を引き起こすエピ遺伝毒性物質

と考えられる。エピ遺伝毒性物質に反応する新た

なトランスジェニック生物を作成し、エピ遺伝毒

性物質の評価系の開発も行った。 

本研究班は上記の目的を達成するため、６名の分

担研究者が以下の研究に取り組んだ。 

１）バルキーDNA 付加体に関わるヌクレオチド

除去修復遺伝子の破壊細胞の構築（安井）： 

これまで 1分子の DNA付加体をゲノム中に導入

し、その運命を定性・定量的に解析できる TATAM

法の開発に成功した。この TATAMの系を用いて

ヘテロサイクリックアミン類（HCA）である PhIP、

MeIQ、Trp-P-1等の変異原性の解析を今後進める。

HCA は、DNA と反応し、バルキーDNA 付加体

を形成させ、発がんに至らせる遺伝毒性発がん物

質である。バルキーDNA 付加体は、ヌクレオチ

ド除去修復機構（NER）によって DNAから除去

されることがよく知られている。NER は、大き

く分けてグローバルゲノム NER と転写共役型

NERの 2種類がある。しかし、バルキーDNA付

加体のほとんどは、そのグローバルゲノム NER

か転写共役型 NER のどちらに進むかは全く不明

であり、HCA の発がん作用機序を理解するうえ

で大きな障害となっている。本研究では、グロー

バルゲノム NER の XPC遺伝子（XPC タンパク

質）、転写共役型 NER の ERCC6 遺伝子（CSB

タンパク質）が、その修復経路の必須遺伝子であ

ることから、CRISPR/Cas9 技術を用いることに

よってそれらの遺伝子のノックアウト（KO）、あ

るいはノックイン（KI）細胞を構築し、バルキー

DNA付加体の NER機構を解明する。 

２）エピ遺伝毒性物質の評価系の開発（杉山）： 

発がんメカニズムとして、近年エピジェネティッ

クな変異の関与も指摘されている。エピ遺伝毒性

物質のスクリーニング試験については、短期・長

期に関わらず現時点では確立されていない。これ

までエピ遺伝毒性の一つである DNA メチル化阻

害剤検出系を構築することを目的としてヒト

DNA methyltrasferase （DNMT）遺伝子形質転

換酵母（ヒト DNMT 酵母）を作出に成功し、

DNMT 阻害剤に対する応答性を検討してきた。

本年度は、DNMT 阻害剤以外の主要なエピ変異

原となるヒストンに作用点を有する化学物質が

凝集性に及ぼす影響を検討した。 

３）DNA アダクトの定性・定量評価とアダクト

のカタログ化に関する研究（戸塚）： 

ジクロロメタン（DCM）やジクロロエタン（DCE）

等のハロゲン系炭化水素は主に工業溶剤として

幅広く使用されている。また、DCM および 1,2-

ジクロロプロパン(DCP)は、最近、職業性胆管が

んの原因物質であることが示唆されているが、こ

れらハロゲン系炭化水素と印刷業従事者で多発

するヒト胆道がんとの関係は未だ良くわかって

いない。これらハロゲン系炭化水素は代謝活性化

を受け、がんの原因となる DNA 付加体を形成す

ることが予想される。本年度はこの DNA 付加体

の同定と、変異原性を解析する。 

４）DNA アダクトの合成と、ターゲットベクタ

ーへの導入に関する研究（高村）： 

ヒトが暴露する可能性のある変異・発がん性物質

は様々である。焼肉などの加熱食品中に含まれる

が ん 原 性 HCA の 一 つ で あ る

2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b] 
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pyridine (PhIP)は、エームス試験などバクテリア

を用いる変異原性試験では、比較的低い変異原性

を示すが、ラットに対し大腸がんや乳がんを誘発

することが知られている。また APC 遺伝子に変

異を誘発することが明らかとなっている。PhIP

の突然変異誘発能を TATAM試験系で解析し、そ

の変異原性を明らかにする目的で、PhIP 修飾オ

リゴヌクレオチドの合成を試みた。 

５）重要な DNAアダクトの合成に関する研究（正

田、出水）： 

生物は常に多種多様な化学物質にさらされてお

り、それら化学物質が生体分子と結合することで、

その生体分子の正常な機能は破壊される。DNA

アダクトの生成機構をはじめ、その除去機構、除

去後の修復機構などの詳細を明らかにすること

は極めて重要である。安井らが開発した TATAM

法は、DNA 損傷と発がん性を定量的に解析でき

る 手 法 で あ る 。 こ れ ま で 、 HCA の

2-aminofluorene（9H-fluoren-2-amin）やMeIQx

（ 3,8-dimethyl-3H-imidazo[4,5-f]quinoxalin-2-

amine）に注目し、Buchwald-Hartwig反応条件

に THFを溶媒として、さらにmicrowaveを用い

ることにより dG位に対して導入することが可能

であることを示した。その結果、既存の合成スキ

ームにくらべて 2ステップ分の短縮が可能となっ

た。本年度は本手法の有効性を確認するため、IQ

（ 3-methyl-3H-imidazo[4,5-f]quinolin-2-amine

）の付加体合成（dG-C8-IQ）への検討を行った．

そこで本研究では、TATAM 法に必要な DNA ア

遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニング

試験であると同時に、その遺伝毒性メカニズムが、

発がん性リスク評価の上で重要な情報となる。本

研究では、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

れた新たな遺伝毒性評価ストラテジーと、階層か

らなる追跡型試験系を開発し、遺伝毒性発がんリ

スク評価法の精緻化を目指す。主たる研究テーマ

は、発がんの AOP の分子初期事象である「化学

物質→DNA 付加体→突然変異」のプロセスを定

性、定量的に解析する試験系の構築である。第 2

の研究テーマは初期の発がん AOP からはずれる

とされるエピ遺伝毒性物質の検出と評価系の開

発である。 

 

Ｂ．研究方法 

A）化学物質→DNA付加体に関する研究：①ヒ

ト GSTT1を導入した Salmonella typhimurium 

TA100(TA100-GST)に 1,2-ジクロロプロパン

（DCP）を 6000、15000ppmの濃度で気層曝露

した後にゲノム DNAの抽出し、生成することが

推測される DNA付加体（N2-GSH-Pro-dG）を質

量分析機器を用いて解析した。更に、DCPによる

変異導入メカニズム探索のため、アダクトーム解

析を行った。③本研究ではMeIQx付加体または

IQ付加体の無保護合成を達成するために 6位無

保護及び 2,6位無保護の化合物を用いて

Buchwald-Hartwig反応におけるリガンド、塩基、

溶媒等の反応条件の検討を行った。条件としては

溶媒（THF、DMSO，DMF，toluene等），リガ

ンド（JohnPhos，SPhos，XPhos，DavePhos等），

塩基（t-BuOK，NaPO4等），触媒，反応時間，

量比等を検討した。 

（B）DNA付加体→突然変異に関する研究：ヘ

テロサイクリックアミンや紫外線照射などで形

成するバルキーDNA付加体は、一般的にヌクレ

オチド除去 DNA修復機構（NER）のグローバル

ゲノム修復（GG-NER）、あるいは転写共役型修

復（TC-NER）のどちらか（あるいは両方）の経

路で修復されると考えられている。紫外線照射で

形成する cis-syn TTシクロブタン ダイマー(TT

ダイマー)付加体は、GG-NERによって DNA修

復されることが分かっている。一方、ヘテロサイ

クリックアミンの付加体である dG-C8-PhIPは

NERで修復されることが分かっているが、

GG-NERか TC-NERのどちらの経路で修復され

るかは分かっていない。そこで、dG-C8-PhIP付

加体の修復機構を明らかにするために、GG-NER

に関与する XPC遺伝子、TC-NERに関与する

ERCC6遺伝子をそれぞれノックアウト（KO）し
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た細胞を用いて TATAM解析を実施した。 

（C）エピ遺伝毒性物質の検出と評価に関する

研究：ヒト DNAメチルトランスフェラーゼ

（DNMT1）、および 3B発現プラスミドを出芽酵

母に形質転換し得られた形質転換体（ヒトDNMT

酵母）および同ベクターコントロール株を用いて、

凝集反応におよぼす発がんプロモーターの影響

を新規に開発したレポーターアッセイ系も活用

し検討した。 

 

Ｃ．研究成果 

（A）化学物質→DNA付加体に関する研究：①

TA100-GSTに1,2-DCPを暴露させ、ゲノムDNA

に生成することが推測される1,2-DCP由来の付加

体（N2-GSH-Pro-dG）の分析を行ったが、

N2-GSH-Pro-dGに相当するピークは観察されな

かった。この結果は、TA100-GSTで1,2-DCPの変

異原性が上昇しなかった結果を支持するもので

あり、1.2-DCPはGSTT1ではなく別の代謝経路に

て活性化することが示唆された。一方、アダクト

ーム解析の結果から、グアニン及びアデニン骨格

を持つ付加体を含む複数のDCP暴露に相関する

付加体が検出された。先行研究の結果から、DCP

はG:C塩基に変異を導入することから、おそらく

、本研究で抽出されたグアニン付加体がDCPの変

異導入に寄与している可能性が示唆された。②ヘ

テロサイクリックアミンであるPhIPの部位特異

的修飾オリゴヌクレオチドの合成は完了し、安定

的に供給できるルートを確立した。物理化学的測

定に向けてのオリゴ量は不足しているため、現在

更なるアミダイト合成を行っている。またPhIP

付加体との比較のために、C8付加体とは異なる

N2の付加体の代表であるベンゾピレンの付加体

合成を着手し、ジオールエポキサイドの合成まで

の条件を検討した。またO6－グリコール酸付加体

について検討を行ったが、精製が困難であったた

め，他の条件を検討する必要があることがわかっ

た。③MeIQx付加体またはIQ付加体の合成ルート

短縮を達成するためにキーとなる反応である

Buchwald-Hartwig反応におけるリガンド、塩基

、溶媒等の反応条件の検討を行った。これまでの

ところ、6位無保護の場合はいずれの化合物にお

いても十分に窒素置換したTHF，microwave照射

下，2等量のアミン，20-30mol%のPd2(dba)3，塩

基として2等量のCs2CO3，リガンドとして1等量

のXantphos を用いることで目的化合物が生成す

ること確認できた。その結果、MeIQx付加体の合

成中間体を約60mg程度得ることができた。また

、IQ付加体に関しては3’位、5‘位が無保護の合

成中間体を約30mg程度得ることができた。しか

しながら、2位を無保護とすると、溶媒（THF、

DMSO，DMF，toluene等），リガンド（JohnPhos

，SPhos，XPhos，DavePhos等），塩基（t-BuOK

，NaPO4等），触媒，反応時間，量比等を検討し

たが、十分な量の目的化合物が得られない、ある

いは不純物を取り除くことができず、収率は低下

することがわかった。Xantphosのような二座配位

が可能なリガンドが有効であることが示唆され

た。また、いずれの反応もmicrowaveを利用する

ことで収率は向上したことから、microwaveを用

いることが有用であることが示唆された。 

（B）DNA付加体→突然変異に関する研究ヒトリ

ンパ芽球細胞株TK6のゲノム内にdG-C8-PhIP付

加体を導入し、その部位で起きる突然変異頻度と

スペクトラムを調べた結果、164細胞中に6つの細

胞でdG-C8-PhIPのゲノム導入部位周辺の塩基変

異（4.2%）が検出され，また，2つの細胞からは

大きな欠失（1.4%）が観察された（合計5.6%）。

。一方、dG-C8-PhIP付加体を導入しないコント

ロール実験（dG-C8-PhIP部位に正常塩基dGを導

入）で得られる自然突然変異頻度は1.7%であった

。つまり、ゲノム導入されたdG-C8-PhIP付加体

はその自然突然変異頻度よりも約3倍高く、塩基

置換や大きな欠失（約5.6%）を誘発させることが

分かった。これと同様の実験をXPC、ERCC6の

KO細胞を用いて調べたが、dG-C8-PhIP付加体の

突然変異頻度はそれぞれ2.4%，0.6%であった。

これらの変異頻度は自然突然変異頻度とほぼ同

じであるため、XPC、ERCC6はdG-C8-PhIP付加

体のDNA修復に関与していないか、あるいは
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TATAM解析がバルキー付加体に適用できない可

能性があることが分かった。 

（C）FLO1プロモーターを用いたエピ変異原応答

性レポーターアッセイ系の構築については、凝集

反応促進作用を有するアリザリンと同類縁体プ

ルプリンが、濃度依存的に凝集性とFLO1レポー

ター活性を誘導することを明らかにした。この結

果は、凝集試験以上にハイスループット性並びに

精度向上が期待できる本レポーターシステムを

エピ遺伝毒性物質の評価系に活用できる可能性

を示したもので、成果としては大きいと判断され

る。 

 

D．考 察 

 本研究では、新たな遺伝毒性発がん物質の評価

法として、化学物質と生体分子の相互作用から、

個体・集団レベルでの毒性発現（AOP）までの一

連の生物学的な反応を関連づけ、それに基づく統

合的試験法と評価方法（IATA）を開発し、化学物

質の安全性評価の科学的合理化と、実験動物削減

を目指す。化学物質による発がんの AOPの分子

初期事象（MIE）は、遺伝毒性・変異原性で有り、

このプロセスは「化学物質→DNA付加体（損傷）

→突然変異」に集約される（図１）。  

 

 
  

図１ 

 

一方、この仮定されたMIEが定性・定量的に正

当であるかを検証する必要があると考えられる。

そのためには「化学物質→突然変異を」のデータ

を取得、解析する必要がある（図１）。今後、実

際の in vitro試験、もしくは文献情報により対象

とする化学物質の遺伝子突然変異誘発能に関す

る情報を収集する。最終的にはこれら研究結果と、

化学物質構造から、in silicoで化学物質の変異原

性を予測するモデルを開発し、試験の迅速化、３

Rに貢献する。 

また、このMIEを化学物質の遺伝毒性評価の

新たなスキームにする（図 3）。 

 

 

図３ 

 

DNA付加体解析により、特定な付加体が検出

されなければ、非遺伝毒性物質とすることができ

る。この場合、エピ遺伝毒性の可能性が残されて

いるので、本研究班で開発中のエピ遺伝毒性解析

を行い、非遺伝毒性発がん物質の可能性を検討す

る。一方、DNA付加体が検出されたからといっ

ても、変異原性があるわけでは無い。修復や、損

傷乗り越え DNA合成がおきれば突然変異は起こ

さない。おそらく、大部分の DNA付加体は修復

されるが、その一部は修復されず、突然変異を引

き起こすものと考えられる。TATAM法はこれら

性質を定性・定量的に解析できる。十分で特徴的

な突然変異がみとめられた場合、本化学物質は遺

伝毒性物質（遺伝毒性変異原物質）と判断され、

次の発がん AOPのスキームに載る。また、

TATAM法で明らかな突然変異誘発が認められな

い場合、本化学物質は遺伝毒性非変異原物質（非

遺伝毒性物質）とし、発がんの懸念は無いと判断

することができる。 

このような分子レベルで可視化された変異メ
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カニズムの情報の蓄積が、最終的に in silicoで化

学物質の変異原性・発がん性の定量的予測を実現

させるものと考える。変異原性は化学物質にある

のではなく、化学物質によって引き起こされる

DNA付加体（損傷）にある。この当たり前の考

え方は、遺伝毒性（変異原性）の評価の合理化に

も繋がると考える。 
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