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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 

406 物質からなる香料 Ames 試験データベースを完成させるとともに、香料に特化して

開発したローカル QSAR モデル（Star Drop）について、学習データの追加等を行い、バ

ージョンアップさせた。他の商業 QSAR モデル（Derek Nexus 及び CASE Ultra）より

も優れたパフォーマンスを示した当該ローカル QSAR モデルは、香料の変異原性の予測

に有効である可能性が示された。突然変異試験で相反する結果（Ames 試験で陽性、げっ

歯類発がん性試験で陰性の結果）を持つ 10 種類の化学物質をヒトリンパ芽球 TK6 細胞に

よるチミジンキナーゼ遺伝子突然変異試験で調べた結果、2 物質が総合判定で陰性であっ

た。トキシコプロテオミクスと組み合わせる TK6 アッセイは、24 時間処理の in vitro 特異

的反応によって引き起こされた偽陽性の結果を解釈するのに役立つ可能性があり、Ames

試験の偽陽性の減少をもたらすと考えられた。アクリルアミド（AA）をモデル化合物と

して gpt delta マウスを用いたトランスジェニック遺伝子突然変異試験（TGR 試験）を行

った。DNA 付加体形成と遺伝子突然変異誘発が定性的に相関しつつも用量反応性は異な

る特徴を示した。AA 発がんのメカニズムは特定の DNA 付加体による遺伝毒性 MoA のみ

では十分説明できない可能性が示唆された。レポーター遺伝子の回収効率が高い新規 gpt 
delta ラットは in vivo 遺伝子突然変異試験に有用であることが示唆された。香料の安全性

評価における gpt delta ラットを用いた一般毒性・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 の評価を実施した。GST-P 陽性細胞巣の数及び面積の増

加は発がん用量と一致し、本法が発がん性評価に有用であることが確認された。また、肝

臓小核試験では発がん用量から小核の形成が認められ、acetamide の発がん性に染色体異

常が寄与することを明らかにした。これらの結果は標準プロトコールである 4 週間投与と

一致したことから、肝臓小核試験は包括試験への組み込みが可能な有用な手法と考えられ

た。In silico 解析結果から遺伝毒性が疑われる化合物として 3-acetyl-2,5-dimethylfuran
の in vivo 遺伝毒性・発がん性を検討した。F344 gpt delta ラットに本剤を 0，30 または

300 mg/kg/day の用量で 13 週間強制経口投与し、一般毒性ならびに肝臓の遺伝毒性・発

がん性を検索した。その結果、一般毒性に関しては体重、鼻腔、肝臓及び脂質代謝に影響
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を与える可能性が示唆された。遺伝毒性に関して、肝臓の gpt 変異体頻度は有意な高値を

示したことから、ラット肝臓において変異原性を示すことが明らかとなった。発がん性に

関しては、肝前がん病変である GST-P 陽性細胞巣の有意な増加が認められたことから、

ラット肝発がん性を有する可能性が示された。また、本試験法は in silico 解析結果から遺

伝毒性が疑われる化合物について、in vivo での遺伝毒性や発がん性を検証するための有益

なモデルであると考えられた。 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する研究 
オルガノイドの施設間輸送については、凍結輸送が安定的であることを確認した。遺伝

毒性については、陽性対照物質による変異スペクトルが in vivo 試験の結果と矛盾しない

ことを確認した。発がん性についてはマウス系統差を検討し、肝臓（胆管）オルガノイド

では、陽性対照物質への感受性が Trp53 ヘテロノックアウトまたは野生型マウスで高か

った。動物モデルで低感受性の胃発がんについては、がん関連遺伝子変異と陽性対照物質

の組合せによるオルガノイドの発がん促進を確認した。 
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変異遺伝部 室長 
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客員共同研究員 
戸塚ゆ加里 国立がん研究センター・研究所 

がんモデル開発部門ユニット長 
三好規之 静岡県立大学 

食品栄養科学部 准教授 
筆宝義隆 千葉県がんセンター・研究所 

発がん制御研究部長 
平田暁大 岐阜大学 
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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、杉山）： 
今年度は新たに追加実施した分も加え、国衛研

変異遺伝部が実施した香料のAmes試験結果をま

とめ、データを再評価して、小野らの香料 Ames
試験データベースの更新と堅牢化を図ることと

した。また、国衛研変異遺伝部にて取得した香料

のAmes試験結果を追加学習データとして取り入

れ、StarDrop QSAR モデルをバージョンアップ

すると同時に、更新した上記の香料 Ames 試験デ

ータベースに対する予測性能を代表的な商業

QSAR モデルと比較することも目的とした。 
２）Ames 試験陽性のフォローアップのためのヒ

ト TK6 細胞を用いた TK 遺伝子突然変異アッセ

イを使用した証拠の重みアプローチ（安井）： 
細菌を用いる復帰突然変異試験（Ames 試験）

と哺乳類の発がん性試験の間で矛盾する結果は、

代謝、ゲノム構造、および DNA 修復システムに

よる種の違いが原因である可能性がある。本研究

では、OECD ガイドライン TG490 で確立された

ヒトリンパ芽球 TK6 細胞を用いるチミジンキナ

ーゼ遺伝子突然変異試験（TK6 アッセイ）を使用

して、突然変異試験で相反する結果（Ames 試験

で陽性、げっ歯類発がん性試験で陰性の結果）を

持つ 10 種類の化学物質を調べ、フォローアップ

試験としての TK6 アッセイの有用性を明らかに
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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

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

性を調べる。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）： 
レポーター遺伝子導入動物を用いた一般毒

性・遺伝毒性・発がん性短期包括試験による

acetamide の評価を行うことで、本法の有用性を

検討した。また、新たに in vivo での染色体異常

を検出する肝臓小核試験を実施し、その有用性を

検討した。 
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・発がん性包括的試験を実施し

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、杉山）： 
Ames 試験を実施するとともに、香料の Ames

試験データベースの拡充と堅牢化を進めた。また、

QSAR の統合ソフトであり、構成するモジュール

の一つである Auto-Modeller™を用いて、機械学習

による独自の統計ベース QSAR モデルを開発し

た。 
２）Ames 試験陽性のフォローアップのためのヒ

ト TK6 細胞を用いた TK 遺伝子突然変異アッセ

イを使用した証拠の重みアプローチ（安井）： 
日本の 10 研究所との共同研究で、Ames 試験

陽性である10個の非発がん性化学物質を用いて、

TK6 アッセイを実施した。アッセイは、短時間処

理（ラット肝臓 S9 の存在下および非存在下で 4
時間）および連続処理（S9 の非存在下で 24 時間）

の処理方法で実施された。さらに、トキシコプロ

テオミクス分析と TK6 アッセイの統合を検討し

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）： 
雄 gpt delta マウスに AA を 28 日間飲水投与し

て最終投与 3 日後に組織を採取した。肝臓、肺、
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精巣の DNA 付加体量と gpt 遺伝子突然変異体頻

度を測定して用量反応データを取得し、ベンチマ

ークドーズ法により PoD を算出した。λEG10 を

ホモに持った新規 gpt delta ラット（Wistar 
Hannover）に BaP, ENU を投与し、突然変異頻

度の測定と変異スペクトルの解析を行った。 
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 0.6、1.25 及び 2.5%の濃度で 13

週間混餌投与した F344 系 gpt delta ラットにつ

いて、免疫組織化学染色法による GST-P 陽性細

胞巣の検索により肝発がん性評価を実施した。ま

た、遺伝毒性評価として発がん標的臓器である肝

臓について小核試験を実施した。さらに、肝臓小

核試験の標準プロトコールに従い、acetamide を

F344 ラットに 0.6、1.25 及び 2.5%の濃度で 4 週

間混餌投与し肝臓及び骨髄小核試験を実施した。

検出された大型の小核について FISH法による染

色体の検索を実施した。 
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 gpt delta ラットに

3-acetyl-2,5-dimethylfuran を 0、30 または 300 
mg/kgの用量で 1日 1 回 13 週間強制経口投与し、

一般毒性評価ならびに肝臓を対象とした遺伝毒

性・発がん性の検索を実施した。遺伝毒性評価で

は肝臓について gpt assay による検索を、発がん

性評価では肝前がん病変マーカーである GST-P
陽性細胞巣の免疫組織化学染色法による検索を

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） 

 オルガノイドは、基幹機関で調製したものを各

分担研究者に送付した。遺伝毒性については gpt 
delta マウス由来の肺オルガノイドを用いて、ア

クリルアミド（AA）による変異頻度の上昇に対

する変異スペクトルの解析を行った。発がん性に

ついては C57BL 背景の Trp53 ホモ／ヘテロ欠失

と野生型マウスの肺および肝臓（胆管）からオル

ガノイドを調製し、メチルニトロソ尿素（MNU）

とアセトアミドの低・高濃度で処置し、ヌードマ

ウス皮下に移植して病理組織学的に評価した。胃

については、Trp53 欠失、Trp53/Apc 二重欠失オ

ルガノイドに対する 7,12-ジメチルメンズ[a]アン

トラセン（DMBA）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、杉山）： 
香料の Ames 試験データベースに関しては、各

種データベースについて内容を精査した上でキ

ュレーションを行なった。香料に特化した

StarDrop QSAR モデルのバージョンアップ及び

他の商業 QSAR モデルとの予測性能の比較に関

しては、開発したローカル QSAR モデル（Star 
Drop）は他の商業 QSAR モデル（Derek Nexus
及び CASE Ultra）よりも感度・特異度・正確度

のいずれにおいても優れたパフォーマンスを示

すことを明らかにした。 
２）Ames 試験陽性のフォローアップのためのヒ

ト TK6 細胞を用いた TK 遺伝子突然変異アッセ

イを使用した証拠の重みアプローチ（安井）： 
10 物質中 2 物質が総合判定で陰性であった（フ

ォローアップ試験として 20％有効）。8 つの陽性

物質のうち 3 つは、S9 無しの同一の処理条件に

もかかわらず、興味深いことに短時間処理後に陰

性、24 時間処理後に陽性であった。そこで、その



- 6 - 

うちの１物質である 4-ニトロアントラニル酸で

処理された TK6 細胞のトキシコプロテオミクス

を行い、試験結果の解釈を考察した。24 時間処理

後に発現差のあるタンパク質群（DEP）を使用し

た生物情報分析は、in vitro 特異的酸化ストレス

が TK6 アッセイにおける偽陽性応答に関与して

いることを示した。 
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）： 
DNA 付加体量は用量依存的に直線的な増加を

示した。変異頻度は陰性対照群と比較して有意に

増加したが、100, 300 ppm 投与群では頭打ちの

傾向を示した。BMD 信頼区間（BMDL-BMDU）

は付加体量、変異頻度、発がんで概ね重なってい

たが、変異頻度については BMDL 値が極端に低

く PoD の妥当性には疑問がある。新規 gpt delta 
rat (homo)に BaP と ENU を投与し、gpt 突然変

異体頻度の有意な増加と、特徴的な塩基置換変異

の誘発を確認した。トランスジーンλEG10 がラ

ット 1番染色体にマルチコピーで導入されている

ことを示した。 
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）： 
肝臓における GST-P 陽性細胞巣の数及び面積

は発がん用量の 1.25%から有意に増加した。肝臓

小核試験の結果、主核の 1/4 以下の通常の小核に

加え、1/2～1/4 程の大型の小核が検出され、どち

らも 1.25%から有意に増加した。肝臓小核試験の

標準プロトコールである 4週間投与における肝臓

小核試験でも同様の傾向が認められ、骨髄小核試

験は陰性だった。なお、小核の頻度は 13 週間投

与に比して 4 週間投与のラットで高値を示した。

FISH 法による検索の結果、大型の小核に染色体

が含まれることを確認した。 
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）： 
300 mg/kg/day 投与群において投与 1 週目から 2
週目に鼻出血がみられ、全試験期間を通じて統計

学的に有意な体重増加抑制が認められた。血清生

化学検査の結果、30 mg/kg/day 以上の投与群にお

いて総蛋白、トリグリセリド、総コレステロール、

リン脂質の有意な低値が認められた。300 
mg/kg/day投与群の肝臓の絶対および相対重量は

いずれも有意な高値を示し、病理組織学的には小

葉中心性肝細胞肥大、鼻腔嗅上皮の変性／壊死お

よび呼吸上皮化生が認められた。300 mg/kg/day
投与群の gpt 変異体頻度は対照群に比して有意な

高値を示した。また、300 mg/kg/day 投与群の

GST-P 陽性細胞巣の数および面積において有意

な増加が認められた。 
 

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） 

 オルガノイドの凍結輸送が安定的であること

を確認した。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誘発された AA の変異

スペクトルが in vivo 試験の結果と矛盾しないこ

とを示した。発がん性に対する高感受性を期待し

た Trp53 ホモ欠失マウス由来のオルガノイドで

は、MNU、アセトアミドともに影響を示さず、

野生型と Trp53 ヘテロ欠失マウス由来の特に肝

臓（胆管）オルガノイドを用いることで、ヌード

マウス皮下にて発がん性を示す上皮細胞の重層

化／浸潤性／異型性（一部微小がん）が誘発され

た。胃オルガノイドでは、Trp53/Apc 二重欠失オ

ルガノイドに DMBA を組合せることで発がんを

促進した。 
 
D． 考 察 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究（本間、

杉山、安井、増村、石井、高須、西川、小川） 

今後、開発したモデルが示す偽陰性予測物質と

偽陽性予測物質に関するデータを取り込むこと

で、StarDrop QSAR モデルの特異性が向上する

可能性がある。このような予測性能向上への取り

組みを継続することによって、実試験実施と遜色

ない結果予測が可能になると考えられる。 
酸化ストレスは、in vitro での特異的な遺伝

毒性メカニズムのひとつと考えられる。一般的



- 7 - 

に、in vivo での哺乳動物組織は、培養中の細胞

よりも優れた抗酸化防御を示す可能性が高い。

このような場合、活性酸素種の生成を介して遺

伝毒性を誘発する化学物質は、DNA に直接損

傷を与えるが、閾値があると予想される

（Kirkland et al., Mutagenesis 22, 161-75 
(2007)）。本研究で見出された酸化ストレスに関

与する DEP は、同様に矛盾する試験結果を持

つ他の化学物質で、DEP が観察されるかどうか

を確認するために、さらなる研究解析が必要で

ある。同じ特徴が観察された場合、これらのタ

ンパク質（または遺伝子）または活性酸素種の

定量化は、作用機序（MOA）の観点から in vitro
での特異的陽性結果を識別するための有望な

解決策を提供できると考えられる。 

遺伝毒性発がん AOP において、DNA 付加体

形成と遺伝子突然変異誘発が定性的に相関す

る一方で、用量反応性が異なる特徴を示す場合

があることが示唆された。一方で、発がん標的

組織において用量依存的な発がんがみられる

ことから、AA 発がんのメカニズムは特定の

DNA付加体による遺伝毒性MoAのみでは十分

説明できない可能性が示唆された。λEG10 が

ホモに導入された新規 gpt deltaラット（homo）
は変異原が誘発する点突然変異の検出が可能

であり in vivo 遺伝子突然変異試験に有用であ

ることが示唆された。 
一般毒性・遺伝毒性・発がん性短期包括試験

による acetamide の評価において、GST-P 陽

性細胞巣の数及び面積の増加は発がん用量と

一致したことから、本法が包括試験における肝

発がん性評価に有効であることを確認した。肝

臓小核試験の結果から、acetamide は肝臓にお

いて選択的に染色体異常を引き起こす異数性

誘発物質と考えられ、その染色体異常が肝発が

んに寄与していると考えられた。一方、投与期

間の延長によりわずかに検出感度の低下が認

められたものの、肝臓小核試験の包括試験への

組み込みは可能と考えられた。 
3-acetyl-2,5-dimethylfuran については、一般

毒性検索の結果、300 mg/kg/day 投与群におい

て鼻出血、鼻腔嗅上皮の変性、呼吸上皮化成が

認められたことから、高用量において鼻腔嗅上

皮を毒性標的とすることが明らかとなった。ま

た、肝重量増加および小葉中心性肝細胞肥大が

認められ、血清中のトリグリセリド、総コレス

テロール、リン脂質は用量依存的に低下したこ

とから、肝臓および脂質代謝に影響を与える可

能性が考えられた。遺伝毒性に関して、肝臓に

おける gpt 変異体頻度は有意な高値を示した

ことから、ラット肝臓において変異原性を示す

ことが明らかとなった。さらに、GST-P 陽性細

胞巣の有意な増加が認められたことから、肝発

がん性を有する可能性が示された。また、本試

験法は遺伝毒性が疑われる化合物について in 
vivo で検証するための有益なモデルであると

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） 

オルガノイド系を用いる試験系は、基幹施設

でのバンク化と多施設への安定的輸送により

普及可能であると考えられた。gpt delta マウス

由来のオルガノイドは、既存の in vitro 試験法

を補完する発がん性予測試験に適用可能であ

ることが示唆された。発がん性試験法としての

条件設定に関して、肝臓（胆管）オルガノイド

は、Trp53 ヘテロノックアウトまたは野生型マ

ウスで高感受性であったが、肺オルガノイドに

ついてはマウスの背景系統についての課題が

残った。動物モデルで低感受性の胃発がんにつ

いては、がん関連遺伝子変異と陽性対照物質の

組合せによるオルガノイドの発がん促進を確

認し、その有用性が示された。 
 
E．結 論 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究  
香料 Ames 試験データベースを構築しつつ、商業

モデルよりも優れた予測性を示す可能性のある

ローカル QSAR モデルを開発した。プロテオミク
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ス技術と TK6 アッセイの統合は、24 時間処理特

異的な陽性における結果の解釈に寄与する可能

性があり、Ames 試験のフォローアップにおいて

偽陽性をさらに減少させることにつながると考

えられた。AA 投与 gpt delta マウスの肝臓におけ

る gpt 突然変異体頻度は有意に増加したが、DNA
付加体量および発がんとの用量相関性は異なり、

AA 発がんメカニズムは特定の DNA 付加体によ

る遺伝毒性 MoA のみでは十分説明できない可能

性が示唆された。TGR 試験の効率化のため、従来

の系統と比べてレポーター遺伝子回収効率が高

い新規 gpt delta ラット（homo）を作出し、in vivo
遺伝毒性試験に有用であることを示した。

Acetamide の肝発がん性には、肝臓選択的に生じ

る染色体異常が寄与すると考えられた。また、包

括試験により化学物質の発がん性評価も可能で

あることを確認した。さらに、肝臓小核試験の包

括試験への組み込みは、in vivo における変異原性

に加え染色体異常の評価を可能にする有用な手

段と考えられた。3-acetyl-2,5-dimethylfuran の

in vivo 遺伝毒性・発がん性を検討した結果、一般

毒性に関しては体重、鼻腔、肝臓及び脂質代謝に

影響を与える可能性が示唆された。遺伝毒性に関

して、ラット肝臓において変異原性を示すことが

明らかとなった。肝前がん病変である GST-P 陽

性細胞巣の有意な増加が認められたことから、ラ

ット肝発がん性を有する可能性が示された。 
II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究 
オルガノイドの施設間輸送については、凍結輸

送が安定的であることを確認した。遺伝毒性につ

いては、陽性対照物質による変異スペクトルが in 
vivo 試験の結果と矛盾しないことを確認した。発

がん性についてはマウス系統差を検討し、肝臓

（胆管）オルガノイドでは、陽性対照物質への感

受性が Trp53 ヘテロノックアウトまたは野生型

マウスで高かった。動物モデルで低感受性の胃発

がんについては、がん関連遺伝子変異と陽性対照

物質の組合せによるオルガノイドの発がん促進

を確認した。 
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若林敬二、渡辺賢二、川西優喜：日本人大腸

がん患者から単離したコリバクチン産生大

腸菌による小核誘導と遺伝毒性機構の解析、

日本環境変異原学会 第 49 回大会（沼津・

オンライン）、2020 年 11/26-27 
22. 川西優喜、小田美光、久冨優太、植嶋亜衣、

恒松雄太、佐藤道大、平山裕一郎、三好規之、

岩下雄二、吉川悠子、椙村春彦、戸塚ゆ加里、
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学的変化. 第 37 回日本毒性病理学会（2021
年 1 月） 

 
H．知的財産権の出願・登録状況 

特になし 
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令和２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） 

分担研究報告書 

 
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 

 

分担研究課題名：QSARとAmes試験による香料の遺伝毒性評価に関する研究 

 

研究分担者 本間 正充 国立医薬品食品衛生研究所 副所長 

研究分担者 杉山 圭一 国立医薬品食品衛生研究所・変異遺伝部 部長 

研究協力者 笠松 俊夫 国立医薬品食品衛生研究所・変異遺伝部 

 
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

研究要旨 

本分担研究の最終年度として、香料の Ames 試験データについて、国衛研変異遺伝部

にて新たに実施した試験も含め、データの追加、再評価を行い、406 物質からなる香料

Ames 試験データベースを完成させた。 

また香料に特化して開発したローカル QSARモデル（Star Drop）について、学習デー

タの追加等を行い、バージョンアップさせた。この QSARモデル（StarDrop NIHS 834_67）

の予測精度を、上記の香料 Ames試験データベースに対して検証したところ、感度 79.5%、

特異度 96.4%、正確度 94.6%と、他の商業 QSARモデル（Derek Nexus 及び CASE Ultra）

よりも優れたパフォーマンスを示した。このことは学習アプローチの工夫や対象ケミカ

ルスペースの絞り込みが有効であったと考えられる。偽陽性や偽陰性結果の分析等を通

じてさらなる改善を行うことにより、実試験に依らない評価を実現できる可能性が示さ

れた。 
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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

（毒性学的閾値の懸念の閾値）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2g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。 

これまで本研究班では、日本香料工業会

の食品香料化合物データベース2015年版か

ら電子データ化した3,943物質について、代

表的な商業QSARモデルを用いてAmes試験結

果の予測を行い、変異原性が疑われた物質

について実試験を行うことで、QSAR予測の

妥当性を検証すると同時に香料のAmes試験

データの蓄積を図ってきた。同時に、2012年

に小野らが報告した369香料から成るAmes

試験データベースの内、未確定（Equivocal）

とされた14物質の関連文献の再評価を行い、

専門家的考察により、14物質の再分類を行

い、最終的に未確定のままであった4物質を

除き、365物質から成るデータベースとして

確立した。今年度は新たに追加実施した分

も加え、国衛研変異遺伝部が実施した香料

のAmes試験結果をまとめ、データを再評価

して、小野らの香料Ames試験データベース

の更新と堅牢化を図ることとした。 

また本研究班では、上記に述べた香料の

化学構造的な特徴に着目し、香料に特化し

たローカルQASRモデル（StarDrop QSARモデ

ル）を開発し、当時の小野データベースの

Ames試験結果に対して高い予測性を示した

ことを報告している。今回、国衛研変異遺伝

部にて取得した香料のAmes試験結果を追加

学習データとして取り入れ、StarDrop QSAR

モデルをバージョンアップすると同時に、

更新した上記の香料Ames試験データベース

に対する予測性能を代表的な商業QSARモデ

ルと比較し、考察することとした。 

 

B. 研究方法 

B.1. Ames試験 

 Ames試験は全て外部委託より CROが実施

した。OECD試験ガイドライ 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。 
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B.2 香料 Ames試験データベース 

 既に述べたように、2012年に小野らが報

告（Food and Chemical Toxicology 50, 

1538-1546, 2012）した 369 香料から成る

Ames 試験データベースの内、未確定

（Equivocal）とされた 14 物質の関連文献

の再評価を行い、専門家的考察により、14

物質の再分類を行い、最終的に未確定のま

まであった 4 物質を除き、365 物質から成

るデータベースとして確立している。 

 今年度は、これとは別に国衛研変異遺伝

部が実試験を行った 45 香料の Ames 試験結

果（今年度実施分を含む）を取りまとめ、小

野データベースに未収載の物質を追加、重

複する物質は妥当性を吟味し、データを更

新することで、データベースの拡充と堅牢

化を図った。 

 

B.3 StarDrop QSARモデル 

 英国オプティリアム（日本代理店はヒュ

ーリンクス）が開発する QSARの統合ソフト

であり、構成するモジュールの一つである

Auto-Modeller™を用いて、機械学習による

独自の統計ベース QSAR モデルを開発する

ことができる。 

H30年度に本研究班では、ヒューリンクス

社との共同研究により、安衛法データベー

ス（ANEI）や HANSENなどの外部公開データ

ベースから抽出した香料あるいは香料類似

物質の Ames 試験データを学習データとし

て、各種予測アルゴリズムと記述子を選択

し、プロトタイプの開発と検証を繰り返し

た結果、小野らが報告している香料 Ames試

験データ（見直し後）349物質に対する感度

は 84.6%、特異度は 97.5%、正確度は 96.6%

と高い予測性能を示したことを報告した。 

 今回、国衛研変異遺伝部にて新たに実施

した Ames 試験結果を学習データとして取

り入れて StarDrop QSAR モデルをバージョ

ンアップすると同時に、B.2.で示したよう

に新たに構築した 406香料の Ames試験デー

タベースに対する予測性能の評価を行い、

代表的な商業 QSAR モデル、知識ベースの

Lhasa Limited 社（UK）の DEREK Nexus (ver. 

6.1.0)、及び統計ベースの MultiCASE 社

（USA）の CASE Ultra（GT1_BMUTモジュー

ル、ver. 1.8.0.2）とそれぞれ比較した。 

 

Ｃ．研究結果、および考察 

C.1. 香料Ames試験データベース構築 

 表１は国衛研変異遺伝部が実試験を行っ

た45香料とそのAmes試験結果をまとめたも

のである。評価した45物質の内、15物質が陽

性、残り30物質が陰性結果であった。既存の

小野データベースとの重複分は7物質あっ

たが、内、2,3-pentanedioneは小野データベ

ースでは陰性との評価であったが、実試験

により陽性と判定され、データを修正した。

またallyl isothiocyanateは当初の小野デ

ータベースでは未確定（Equivocal）とされ

ていたもので、H30年の報告書にて、関連文

献の専門家的考察を行い、陽性と再分類し

た。しかし実試験では用量相関性かつ再現

性のある反応が確認されたものの、明確な

陽性基準に達しなかったため、試験報告書

としては陰性との記載であった。今回、生デ

ータの再評価と関連文献及び代表的なQSAR

モデルがいずれも陽性と判断していること

を踏まえ、弱いながらも陽性と判定してデ

ータベースを更新した（表１）。当初の小野

データベースにリストされている香料の

Ames試験結果は、生データが確認できない
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文献情報によるものが多く、QSAR予測結果

と一致しないデータについては優先的に現

行基準での実試験を行い、データの堅牢性

を高めていくことが重要と考える。更新し

た本データベースは論文化して対外公表し

た (Kasamatsu T et al. Genes and 

Environment.2021, accepted)。次項に述べ

るように、本データベースは、QSARツールの

予測性の評価のための標準物質データベー

ス、及び新規QSARモデル開発のための学習

データとしても利用可能である。なお、今年

度新たに実施したAmes試験結果は表２とし

てまとめた。 

 

C.2. 香料に特化したStarDrop QSARモデル

のバージョンアップ及び他の商業QSARモデ

ルとの予測性能の比較 

 新たな学習データを基にバージョンアッ

プしたStarDrop QSARモデル（NIHS 834_67）

について、更新した406香料のAmes試験デー

タベースに対する予測性能の評価を行い、

商業QSARモデル、DEREK Nexus (ver. 6.1.0)

及びCASE Ultra（GT1_BMUTモジュール、ver. 

1.8.0.2）と比較した結果を、表３及び表４

に示す。StarDrop QSARモデル（NIHS 834_67）

の予測性能は感度79.5%、特異度96.4%、正確

度94.6%と、Derek Nexus（感度70.5%、特異

度96.1%、正確度93.3%）及びCASE Ultra（感

度70.5%、特異度90.3%、正確度88.2%）より

も優れていた。このことは香料の構造的な

特徴に着目し、評価するケミカルスペース

を絞り込んだアプローチが有効であったと

考えられる。ただ比較した商業QSARモデル

の予測性能についても、2012年に小野らが

当初の367香料のAmes試験データベースに

対して、それぞれの前身のQSARモデル

（Derek for Windows、MultiCASE）を用いて

評価した際の予測性能は、 Derek for 

Windowsが、感度38.9%、特異度93.3%、正確

度88.0%、であり、MultiCASEが感度25.0%、

特異度94.3%、正確度87.5%、であったことを

考えると、QSARモデルの予測性能（特に感度）

はこの10年ほどの間に飛躍的に向上してき

たといえる。実際のAmes試験におけるラボ

間の再現性が85%程度であると報告されて

いることからも今回示した予測性能は上限

値にかなり近づいていると考えられるが、

偽陰性及び偽陽性結果の解析により、現行

モデルの更なる予測性能の向上を見込むこ

とができる。 

表５はStarDrop QSARモデル（NIHS 834_67）

が陽性を誤って陰性と判定した香料（偽陰

性物質）のリスト、表６は陰性を誤って陽性

と判定した香料（偽陽性物質）のリストを示

す。偽陰性 9物質の内、 4つ（ trans-

cinnamaldehyde、4-phenyl-3-buten-2-one、

4-methyl-2-pentenal 、 2-Furyl methyl 

ketone）はα、β-不飽和カルボニル構造を

有しており、比較した商業QSARモデルのど

ちらかは陽性予測結果を示していることか

ら、「α、β-不飽和カルボニル基」をアラ

ート構造として学習データに取り込むこと

で、StarDrop QSARモデルの感度が更に向上

する可能性がある。また偽陽性14物質の内、

11は比較した商業QSARモデルの両方とも正

しく陰性と評価していること、また7つがエ

ステル類として区分される香料であり、こ

れらの学習データへの取り込みにより

StarDrop QSARモデルの特異性が向上する可

能性がある。このような予測性能向上への

取り組みを継続することによって、実試験
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実施と遜色ない結果予測が可能になると考

えられる。 

 

D. 結論 

香料のAmes試験データについて、国衛研

変異遺伝部にて新たに実施した試験も含め、

データの追加、再評価を行い、406物質から

なる香料Ames試験データベースを完成させ

た。また香料に特化して開発したローカル

QSARモデル（Star Drop）について、学習デ

ータの追加、工夫を行い、バージョンアップ

させた。このQSARモデル（StarDrop NIHS 

834_67）の予測精度を、上記の香料Ames試験

データベースに対して検証したところ、感

度79.5%、特異度96.4%、精度94.6%と、他の

商業QSARモデル（Derek Nexus及びCASE 

Ultra）よりも優れた性能を示した。このこ

とは学習アプローチの工夫や対象ケミカル

スペースの絞り込みが有効であったと考え

られ、偽陽性や偽陰性の分析等を通じてさ

らなる改善を行うことにより、実試験に依

らない評価を実現できる可能性が示された。 

 

E. 研究発表 

1． 論文発表 
1) Honma M, Kitazawa A, Kasamatsu T, S

ugiyama KI. Screening for Ames muta
genicity of food flavor chemicals b

y (quantitative) structure-activity
 relationship. Genes and Environmen
t 2020 42:32 

2) Kasamatsu T, Kitazawa A, Tajima S, 
Kaneko M, Sugiyama KI, Yamada M, Ya
sui M, Masumura K, Horibata K, Honm
a M. Development of a new quantitat
ive structure–activity relationship
 model for predicting Ames mutageni
city of food flavor chemicals using
 StarDrop™ Auto-Modeller™. Genes an
d Environment 2021 43:16 

 
2．学会発表 
1) 本間正充：生活環境で極低レベルで摂

取する遺伝毒性発がん物質の安全性評

価と管理、日本環境変異原学会第 49 回

大会プログラム・要旨集（沼津）（2020.11） 

 

F. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許取得 

なし 

2．実用新案登録 

  なし 

3．その他 

  なし 
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表 1 国衛研変異遺伝部にて実施した香料の Ames試験結果（まとめ） 
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表２ R2 年度試験化合物 QSAR 予測 Ames 試験結果 
 

  

CAS# 物質名 構造 Derek　Nexus
CASE ULTRA
GT1_BMUT

Probability (%)
Ames結果 結果詳細

14073-97-3 (-)-Menthone INACTIVE Known Positive
13.6

Negative

本被験物質は、代謝活性化の有無に関わらずいずれの菌株、いずれの用量段階においても復帰変異コロニー数を用量反応的に増加
させず、それぞれの陰性対照と比較して2倍以上の増加も示さなかった。被験物質処理の用量あたりの復帰変異コロニー数は、全
ての用量において、背景データから算出したそれぞれの陰性対照の変動範囲の上限を超えなかった。また、用量設定試験及び本試
験において、試験結果の再現性が確認された。
陽性対照群は、代謝活性化の有無に関わらず、全ての菌株に対して復帰変異コロニー数をそれぞれの陰性対照の2倍以上に増加さ
せた。陰性対照及び陽性対照の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験及び本試験のいずれにおいても、背景データから算
出した変動範囲の範囲内であった。また、無菌試験の結果、雑菌の混入がないことが確認された。これらの結果から、試験が適切
に実施されたと判断した。
以上の結果より、本試験条件下において本被験物質は遺伝子突然変異誘発性を有さないと判定した。

121-39-1 Ethyl 3-phenylglycidate PLAUSIBLE Known Positive
87.1 Positive

本被験物質は、代謝活性化の有無に関わらずSalmonella typhimurium  TA100に対して、背景データから算出した陰性対照の変
動範囲の上限を超える、用量反応的な復帰変異コロニー数の増加を示した。また、代謝活性化非存在下では、用量設定試験及び確
認試験において陰性対照の2倍を超える増加が認められ、試験結果に再現性が確認された。最大比活性値は、確認試験の5000μ
g/plateにおいて36.2を示した。その他の菌株では、代謝活性化の有無に関わらず復帰変異コロニー数の用量反応的な増加、及び
陰性対照の2倍以上の増加は認められず、被験物質処理の用量あたりの復帰変異コロニー数は、すべて背景データから算出した陰
性対照の変動範囲の上限を超えなかった。
陽性対照群は、代謝活性化の有無に関わらず、全ての菌株に対して復帰変異コロニー数をそれぞれの陰性対照の2倍以上に増加さ
せた。陰性対照及び陽性対照の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験、本試験及び確認試験のいずれにおいても、背景
データから算出した変動範囲の範囲内であった。また、無菌試験の結果、雑菌の混入がないことが確認された。これらの結果か
ら、試験が適切に実施されたと判断した。

 99-87-6 P-Cymene INACTIVE Negative
21.4 Negative

本被験物質は、代謝活性化の有無に関わらずいずれの菌株、いずれの用量段階においても復帰変異コロニー数を用量反応的に増加
させず、それぞれの陰性対照と比較して2倍以上の増加も示さなかった。被験物質処理の用量あたりの復帰変異コロニー数は、全
ての用量において、背景データから算出したそれぞれの陰性対照の変動範囲の上限を超えなかった。また、用量設定試験及び本試
験において、試験結果の再現性が確認された。
陽性対照群は、代謝活性化の有無に関わらず、全ての菌株に対して復帰変異コロニー数をそれぞれの陰性対照の2倍以上に増加さ
せた。陰性対照及び陽性対照の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験及び本試験のいずれにおいても、背景データから算
出した変動範囲の範囲内であった。また、無菌試験の結果、雑菌の混入がないことが確認された。これらの結果から、試験が適切
に実施されたと判断した。
以上の結果より、本試験条件下において本被験物質は遺伝子突然変異誘発性を有さないと判定した。

27538-09-6 5-ethyl-4-hydroxy-2-methylfuran-3(2H)-one PLAUSIBLE Negative
35.5 Positive

本被験物質は、代謝活性化の有無に関わらずSalmonella typhimurium  TA100に対して、背景データから算出した陰性対照の変
動範囲の上限を超える、用量反応的な復帰変異コロニー数の増加を示した。また、代謝活性化非存在下では、陰性対照の2倍を超
える増加が認められ、試験結果に再現性が確認された。最大比活性値は、本試験の5000μg/plateにおいて34.6を示した。また、
代謝活性化非存在下のSalmonella typhimurium  TA98では、用量設定試験において最高用量の5000μg/plateで変動範囲の上限
（34）を超える復帰変異コロニー数の増加が認められた。この増加は、本試験においても変動範囲の上限を超えなかったが、上
限に近い増加を示した。しかし、これが本被験物質の復帰突然変異の誘発に基づく増加であるかは、明確ではなかった。その他の
菌株では、代謝活性化の有無に関わらず復帰変異コロニー数の用量反応的な増加、及び陰性対照の2倍以上の増加は認められず、
被験物質処理の用量あたりの復帰変異コロニー数は、すべて背景データから算出した陰性対照の変動範囲の上限を超えなかった。
陽性対照は、代謝活性化の有無に関わらず、全ての菌株に対して復帰変異コロニー数をそれぞれの陰性対照の2倍以上に増加させ
た。陰性対照及び陽性対照の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験及び本試験のいずれにおいても、背景データから算出
した変動範囲の範囲内であった。また、無菌試験の結果、雑菌の混入がないことが確認された。これらの結果から、試験が適切に
実施されたと判断した。
以上の結果より、本被験物質は遺伝子突然変異誘発性を有すると判定した。

4466-24-4 2-butylfuran EQUIVOCAL Inconclusive
55.1 Negative

本被験物質は、代謝活性化の有無に関わらずいずれの菌株、いずれの用量段階においても復帰変異コロニー数を用量反応的に増加
させず、それぞれの陰性対照と比較して2倍以上の増加も示さなかった。被験物質処理の用量あたりの復帰変異コロニー数は、全
ての用量において、背景データから算出したそれぞれの陰性対照の変動範囲の上限を超えなかった。また、用量設定試験及び本試
験において試験結果の再現性が確認された。
陽性対照群は、代謝活性化の有無に関わらず、全ての菌株に対して復帰変異コロニー数をそれぞれの陰性対照の2倍以上に増加さ
せた。陰性対照及び陽性対照の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験及び本試験のいずれにおいても、背景データから算
出した変動範囲の範囲内であった。また、無菌試験の結果、雑菌の混入がないことが確認された。これらの結果から、試験が適切
に実施されたと判断した。
以上の結果より、本試験条件下において本被験物質は遺伝子突然変異誘発性を有さないと判定した。

4208-57-5 2-butyrylfuran EQUIVOCAL Inconclusive
50.5 Negative

本被験物質は、代謝活性化の有無に関わらずいずれの菌株、いずれの用量段階においても復帰変異コロニー数を用量反応的に増加
させず、それぞれの陰性対照と比較して2倍以上の増加も示さなかった。被験物質処理の用量あたりの復帰変異コロニー数は、全
ての用量において、背景データから算出したそれぞれの陰性対照の変動範囲の上限を超えなかった。また、用量設定試験及び本試
験において、試験結果の再現性が確認された。
陽性対照群は、代謝活性化の有無に関わらず、全ての菌株に対して復帰変異コロニー数をそれぞれの陰性対照の2倍以上に増加さ
せた。陰性対照及び陽性対照の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験及び本試験のいずれにおいても、背景データから算
出した変動範囲の範囲内であった。また、無菌試験の結果、雑菌の混入がないことが確認された。これらの結果から、試験が適切
に実施されたと判断した。
以上の結果より、本試験条件下において本被験物質は遺伝子突然変異誘発性を有さないと判定した。
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表３ QSARモデル予測結果 
 

 
QSARモデル 

StarDrop 
NIHS 834_67 

Derek Nexus  
6.1.0 

CASE Ultra 1.8.0.2 
GT1_BMUT 

P N P N P N OOD 

 
Ames試験 
結果 

P 35 9 31 13 31 12 1 

N 13 349 14 348 28 327 7 

P: 陽性、N: 陰性、OOD: 適用外 
  

 

 

 

表４ QSAR モデル予測性能の指標による比較 

 

QSARモデル 感度 (%) 特異度(%) 正確度(%) 適用度 (%) 

StarDrop 

NIHS 834_67 

79.5 96.4 94.6 100.0 

Derek Nexus 

6.1.0 

70.5 96.1 93.3 100.0 

CASE Ultra 1.8.0.2 

GT1_BMUT 

70.5 90.3 88.2 98.0 
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表５ StarDrop QSAR モデルの偽陰性予測物質 
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表６ StarDrop QSAR モデルの偽陽性予測物質 
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令和 2 年度 厚生労働科学研究費（食品の安全確保推進研究事業） 
分担研究報告書 

 
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 
 

分担研究課題名：Ames試験陽性のフォローアップのためのヒトTK6細胞を用いたTK遺伝子突然変異

アッセイを使用した証拠の重みアプローチ 
 
 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 
細菌を用いる復帰突然変異試験（Ames 試験）と哺乳類の発がん性試験の間で矛盾

する結果は、代謝、ゲノム構造、および DNA 修復システムによる種の違いが原因で

ある可能性がある。ヒト細胞を用いた突然変異試験は、Ames 試験で陽性判定となっ

た時のフォローアップ試験として有利であると考えられている。本研究では、突然

変異試験で相反する結果（Ames 試験で陽性、げっ歯類発がん性試験で陰性）を持つ

10 種類の化学物質をヒトリンパ芽球 TK6 細胞によるチミジンキナーゼ遺伝子突然変

異試験（OECD ガイドライン TG490）で調べた。その結果、10 物質中 2 物質が総合

判定で陰性であった（フォローアップ試験として 20％有効）。これらの 8 つの陽性物

質のうち 3 つは、S9 無しの同一の非代謝活性化条件にもかかわらず、短時間処理後

に陰性、24 時間処理後に陽性であった。その 3 つのうちの 1 物質である 4-ニトロア

ントラニル酸で処理された TK6 細胞のトキシコプロテオミクスを行い、その試験結

果の解釈を考察した。24 時間処理後に発現差のあるタンパク質を使用した分析は、

in vitro 特異的酸化ストレスが TK6 アッセイにおける偽陽性応答に関与していること

が分かった。プロテオミクスなどの新しい技術と組み合わせられていない方法によ

る TK6 アッセイの有用性は、フォローアップ試験として限定的であるとわかったが、

それでも Ames 試験での偽陽性結果を減少（20％）させる可能性があった。したがっ

て、トキシコプロテオミクスと組み合わせる TK6 アッセイは、24 時間の特異的反応

によって引き起こされた偽陽性の結果を解釈するのに役立つ可能性があり、Ames 試
験の偽陽性の減少（20％以上）をもたらすと考えられた。 

 
キーワード:チミジンキナーゼ遺伝子変異試験、Ames 試験、フォローアップ試験 
 

Ａ．研究目的 
Ames 試験陽性の結果は、医薬品等の開発に

大きな影響を与え、適切なフォローアップが必

要となるが、in vivo トランスジェニック試験は

負担が大きいと考えられる。少なくともその陽

性反応がバクテリア特異的反応である場合、ヒ

トへの外挿性が低いことを証明し、無駄な in 

vivo 試験を避けることができる可能性がある。

一 方 、 Ames 試 験 と 発 が ん 性 の 特 異 性

（Specificity; Ames 試験陰性で発がん性陰性）は

80％程度で有り（Kirkland et al., Mutat Res 584, 
1-256 (2005)）、これは Ames 試験陽性で発がん

性陰性であるものは比較的少ないことを示し

ている。それでも、バクテリア特異的な陽性反
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応であり、ヒトの発がんと無関係なものは存在

する。バクテリア特異的な陽性反応として、

AMP397 で報告されるようなバクテリア特異的

ニトロリダクターゼ反応がある（Suter et al., 
Mutat Res 518, 181-194 (2002)）。この酵素が

Ames 試験の変異原性に強く関与する場合、他

の遺伝毒性試験では陰性を示すことが多く、発

がん性のリスクは低い。 
実際に、Ames 試験陽性で発がん性陰性の物

質にはニトロ芳香族や芳香族アミン類が多い

ことが知られている。しかしながら、ニトロ芳

香族、芳香属アミン類の中には発がん性を示す

ものも多く存在している。このように、同じ

Ames 試験陽性でありながら、何故発がん性の

有無に違いがあるのかは不明である。つまり、

Ames 試験陽性の非発がん性物質を、ほ乳類細

胞を用いた遺伝毒性試験（チミジンキナーゼ遺

伝子変異試験(TK6 アッセイ)）でフォローアッ

プし、ほ乳類細胞でも同様に変異原性を示すか

どうかを検証すべきと考えられる。 
作用機序を考慮することは、化学物質の安全

性評価のための非動物試験系を確立するうえ

で重要である。経済協力開発機構（OECD）は、

AOPに基づく in silicoおよび in vitro情報を組み

合わせたAOPおよび IATAを精力的に開発して

きた（Guidance Document for the Use of Adverse 
Outcome Pathways in Developing Integrated 
Approaches to Testing and Assessment (IATA). 
OECD Guidel Test Chem. (2016)）。AOP と IATA
は、遺伝毒性および規制上の結論の導出を含む

証拠の重み（WoE）を基礎とする正確な毒物学

的評価に貢献している。化粧品原料の安全性評

価のために in vivo 試験が禁止されているため、

化粧品業界では in vitro 試験に基づく WoE アプ

ローチの使用が比較的進んでいる（SCCS Notes 
of Guidance for the Testing of Cosmetic Ingredients 
and their Safety Evaluation 10th revision. Sccs. 
(2018)）。さらに、トランスクリプトームやプロ

テオームなどのオミクス技術は、WoE アプロー

チの実装において重要な役割を果たす。Ates ら

の研究チーム （Mutagenesis. 31:453-61 (2016)）
は、in vitro トランスクリプトミクスアプローチ

を使用して、in silico 分析では陰性であったが

Ames 試験では陽性であった化粧品成分の遺伝

子毒性予測を評価した。トランスクリプトミク

スデータは、遺伝子発現および代謝経路レベル

での毒性評価に必要な機構情報を提供するこ

とが報告された。さらに、Kirkland ら（Mutat Res. 
775-776:55-68 (2014）、 Mutat Res. 775-776:69-80 
(2014)）は、遺伝子発現プロファイリングなど

のフォローアップ in vitro 試験が、in vivo 遺伝毒

性または発がん性に対する in vitro 遺伝毒性結

果のヒトへの関連性の解釈に大いに役立つ可

能性があることを報告した。したがって、WoE
アプローチは、陽性の Ames 試験のフォローア

ップ戦略にも役立ち、動物実験への依存を減ら

しながら、ヒトリスクの新しい評価戦略に着実

に移行すると考えられる。 
ヒト TK6 細胞は、Ames 試験で陽性の結果を

精査するための WoE アプローチに役立つ可能

性がある。しかし、この目的のための TK6 アッ

セイの有用性についてはほとんど知られてい

ない。したがって、本研究では、日本の 10 研

究所との共同研究で、Ames 試験陽性である 10
個の非発がん性化学物質を用いて、TK6 アッセ

イを実施した。アッセイは、短時間処理（ラッ

ト肝臓 S9 の存在下および非存在下で 4 時間）

および連続処理（S9 の非存在下で 24 時間）の

処理方法で実施された。さらに、トキシコプロ

テオミクス分析と TK6 アッセイの統合を検討

し、試験結果の解釈と WoE の有用性の向上を

見出した。 
 
 
Ｂ．研究方法 
１．共同研究組織の構築 
 Ames 試験陽性の非発がん性物質（10 物質；

Table 1 参照）が多数におよぶため、日本環境変

異原学会の分科会である MMS 研究会で共同研

究を提案した。共同研究組織を立ち上げ、TK6



-28- 

アッセイを分担するために各施設で担当する

物質を決定した。 
 
２．TK6 アッセイプロトコールの評価と共有化 
 共同研究で使用する TK6 アッセイの実験プ

ロトコールは、OECD ガイドライン TG-490（チ

ミジンキナーゼ遺伝子を用いた哺乳類細胞の in 
vitro 遺伝子突然変異試験）に基づくが、より実

験施設間のデータばらつきを最小にするため

に、実験条件や操作方法をさらに確認・評価し、

共同研究組織内で現実的に利用できる実験プ

ロトコールを共有化した。 
 
３．細胞と培養 
 TK6 細胞を購入する際は、JCRB 細胞バンク、

あるいは the American Type Culture Collection よ

り購入する。細胞は、10% 馬血清（JRH 
Bioscience; ロット#16J196）、200 μg/mL ピルビ

ン酸ナトリウム、100 U/mL ペニシリン、100 
μg/mL ストレプトマイシン（メーカー問わず）

を含む RPMI 培地（ナカライテスク、あるいは

サーモフィッシャー製）で培養した（37 度、5% 
CO2）。 
 
４．被験物質の処理方法 
 被験物質の処理は、Table 2 に示した方法を参

考に実施した。細胞液の濃度や容量は適宜変更

して構わないが、処理する細胞数は 2 x 107 cells
とした。被験物質を DMSO、あるいはエタノー

ル（メーカー問わず）で溶解後、S9mix（オリ

エンタル酵母工業(株)）の存在下、あるいは非

存在下（150 mM KCl）において、対数増殖期に

あるTK6細胞に暴露し、短時間処理では 4時間、

長時間処理では 24 時間培養した。処理中の振

とう・非振とうは、結果への影響が少ないため

共同研究施設の自由とした。 
用量設定試験は、陰性対照と被験物質は１系

列で行い、陽性対照は実施しない。本試験は、

陰性対照は２系列、被験物質は１系列で行った。

陽性対照物質は、Table 3 に示したように、代謝

活性化条件ではシクロホスファミド（CP）、非

代謝活性化条件ではメタンスルホン酸メチル

（MMS）の製品と製造ロットを使用した。 
被験物質の処理後、遠心分離し、上清を除去

後、無血清培地で細胞を洗浄した。遠心分離の

条件は、約 1000 rpm、5 分間で実施した。再度、

その細胞懸濁液を遠心分離し、上清を除去後、

10%血清を含む培地 50 ml で細胞を分散させ細

胞濃度を測定した。その 50 ml（濃度約 4×105 
cells/ml）の処理細胞は、37 度、5% CO2で培養

を開始し、TK6 アッセイに用いた。それとは別

に、平板効率 Cloning Efficiency (CE)を計算する

ため（式１）、約 1.6 cell/ウェルの濃度で 96 ウ
ェルマイクロプレートで 2 週間培養した。 
 
５．細胞相対生存率の測定 
 細胞のコロニー形成率である CE は、ポアソ

ン分布の式に従い、式１を用いて算出した。EW
は、コロニーを含まないウェル数であり、TW
は総ウェル数である。N は、１ウェル当たりの

平均細胞数（N = 1.6 で実施）である。 
 
CE ＝ －ln（EW／TW）／N  ・・・（式１） 
 

また、暴露処理中の細胞毒性が強い場合など、

細胞数消失があるため、次の計算式（式２）で

CE を補正した。“処理終了時の細胞数”は、前

述の「４．被験物質の処理方法」において処理

終了時の遠心分離後に得られた細胞数である。

“処理開始時の細胞数”は、2 x 107 cells（Table 
2）である。 
 
補正 CE ＝ CE×処理終了時の細胞数／処理開

始時の細胞数         ・・・（式２） 
 

細胞生存率を調べるために、処理直後に細胞

を播く CE0 播種、および処理してから 3 日後に

細胞を播く CE3 播種を実施した。被験物質で処

理された直後の細胞相対生存率 RS0（%）は、

CE0 から算出され、次の式３で計算した。陰性
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対照（DMSO およびエタノール）の生存率を

100 %と定義した。なお、細胞毒性がある場合、

RS0 ＝ 20～10%の用量を最高用量として設定

した。 
もし、RS0 ＝ 20～10%で細胞毒性が強い、

あるいは再現性が低い等で試験続行が困難な

場合は、後述する RTG ＝ 20～10%となる用量

を最高用量として TK6 アッセイを実施しても

よいこととした。 
 
RS0 (%) ＝ 処理培養の補正 CE0／溶媒対照の

補正 CE0×100         ・・・（式３） 
 
６．TK6 アッセイの本試験、および細胞毒性指

標（RSG と RTG）の測定 
前述の細胞相対生存率 RS0 の他に、被験物質

処理による細胞毒性の指標として、式４に示す

Relative Suspension Growth（RSG）と Relative 
Total Growth（RTG）も同時に算出した。被験物

質を処理後、細胞を 3 日間培養する。その際に、

浮遊細胞増殖比 1（SG1）は、0 日目から 1 日目

の増殖比（1 日目の細胞濃度／0 日目の細胞濃

度）で、浮遊細胞増殖比 2（SG2）は 1 日目か

ら 2 日目の増殖比（2 日目の細胞濃度／1 日目

の細胞濃度）とした。RSG は無処理／溶媒対照

に対する処理培養の総 SG（SG1×SG2×SG3）
とした（式４）。 

RTG は、式５で示したように、RSG と RS3
（式３と類似）の積で算出した。 
 
RSG ＝ [SG1(処理)×SG2(処理)×SG3(処理)]
／[SG1(対照)×SG2(対照)×SG3(対照)] 
               ・・・（式４） 
 
RTG（%）＝ RSG×%RS3   ・・・（式５） 
RS3（%）＝ 処理培養の CE3／溶媒対照の CE3
×100            ・・・（式６） 
 

培養 3 日目では、平板効率を求めるための

CE3 プレート（CE0 と同様に細胞の CE3 播種を

行った）と突然変異体検出用の Mutant 
Frequency（MF）プレートを作成した。MF プレ

ートは、TFT 試薬 3 µg/ml の存在下で、１ウェ

ルあたり 40,000 細胞になるように 96 ウェルマ

イクロプレートに播種した。 
生育したコロニーを含むウェルは、培地のフ

ェノールレッドの色が赤色から黄色に明らか

に変わるため、その色調変化でコロニーの有無

（EW）をカウントした。CE0 と CE3 プレート、

およびTFTを含むMFプレートは細胞播種して

から 14 日後にコロニーを観察した。培地に色

調変化のあったウェルのコロニーを NG 変異コ

ロニー（Normally Growing Mutant Colonies）と

してカウントした。また、その MF プレートの

各ウェルに 30 μg/mL TFT試薬を 25 μLずつ再添

加し、さらに 14 日間培養した。細胞播種して

から計 28 日後、先と同様に培地の色調変化に

よって生育コロニーを観察し、それを SG 変異

コロニー（Slowly Growing Mutant Colonies）と

してカウントした。 
MF プレートの突然変異コロニーは、ポアソ

ン分布に従い、式７を用いて算出した。EW は、

コロニーを含まないウェル数であり、TW は総

ウェル数である。N は、１ウェル当たりの平均

細胞数であり、本実験では N = 40,000 を使用し

た。 
MF は、下記のように総遺伝子突然変異頻度

（T-MF）、NG コロニーの遺伝子突然変異頻度

（N-MF）、SG コロニーの遺伝子突然変異頻度

（S-MF）の 3 つを算出した。 
 
MF ＝ [－ln（EW／TW）／N]／処理培養の

CE3             ・・・（式７） 
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N-MF；EWN＝192－A 
TWN＝192 

S-MF；EWS＝（192－A）－B 
TWS＝192－A 

T-MF；EWT＝192－（A＋B） 
TWT＝192 

（192 個のウェルのうち 14 日後の観察で

NG コロニーを含むウェルが A 個、28 日後

の観察時に SG コロニーのみを含むウェル

が B 個出現したとする） 
 
統計解析方法に関して、TK6 アッセイの本試験

は、陰性対照を２系列、被験物質を１系列で行

い、修飾されたダネット検定、ダウンターンデ

ータを検出するシンプソン・マーゴリン検定、

および、トレンド検定による大森法（Omori et al., 
Mutat Res 517, 199-208 (2002); Simpson et al., 
Biometrika. 73, 589–96 (1986)）を用いて統計解析

を実施した。 
 
７．プロテオミクス分析 

各凍結細胞ペレットを PTS（相間移動界面活

性剤）バッファーと混合し、95°C で 5 分間煮

沸した（Masuda et al., J Proteome Res. 7, 731–40 
(2008)）。細胞ライセートを Bioruptor ソニケー

ター（Cosmo Bio）でさらに 3 回超音波処理し

た（1 サイクルあたり 15 分）。次に、サンプル

を 10 mM TCEP（トリス（2-カルボキシエチル）

ホスフィン）で還元し、20 mM ヨードアセトア

ミドでアルキル化し、続いてトリプシン（タン

パク質重量：1/50）および Lys-C（タンパク質

重量：1/50）で 37°C で 16 時間反応した。ペ

プチドは、20,000 g で 10 分間遠心分離し、

C18-SCX StageTips で脱塩した（Adachi et al., 
Anal Chem. 88, 7899–903 (2016)）。 
 LC-MS / MS は、UltiMate 3000 Nano LC シス

テム（Thermo Scientific）と HTC-PAL オートサ

ンプラー（CTC Analytics）を Q Exactive ハイブ

リッド四重極-Orbitrap 質量分析計（Thermo 
Scientific）に接続することによって実施した。

ペプチドを分析カラム（75μm×30 cm、

ReproSil-Pur C18-AQ、樹脂 1.9μm）にロードし、

280 nL / min の流速で分離した。溶媒 B の 5％か

ら 35％までの 45 分の勾配（溶媒 A、0.1％FA
および 2％アセトニトリル、溶媒 B、0.1％FA お

よび 90％アセトニトリル）。 Q Exactiveは、DDA
モードで操作した。サーベイフルスキャン MS
スペクトル（350〜1800 m / z）は、イオンが 3×106

のターゲット値に蓄積された後、70,000 の分解

能で Orbitrap によって取得した。Dynamic 
exclusion は 10 秒に設定した。最も強力な 12 個

の乗算された荷電イオン（z ≥ 2）は、1×105の

ターゲット値まで順次蓄積され、最大注入時間

120 ms、分解能 35,000 の高エネルギー衝突解離

（HCD）によってコリジョンセル内でフラグメ

ント化した。典型的な質量分析条件は、スプレ

ー電圧は 2 kV、加熱されたキャピラリー温度は

250°C、正規化された HCD 衝突エネルギーは

25％で実施した。MS / MS イオン選択 threshold
は 2.5×104カウントに設定された。2.0 Da の分

離幅が選択した。 
 Raw MS データは、ピークの検出と定量化の

ために MaxQuant（バージョン 1.6.3.3）によっ

て処理した。MS/MS スペクトルは、検索パラメ

ーターとして、完全なトリプシン特異性は、最

大 2 つの切断部位の欠落、固定修飾としてシス

テイン残基のカルバミドメチル化を設定した、

また、可変修飾として N 末端タンパク質アセチ

ル化とメチオニン酸化を設定した。UniProt ヒト

データベースに対して検索した。検索結果は、

タンパク質および PSM レベルで 0.01 の最大

FDR（誤検出率）にフィルタリングした。 
 
８．発現変動解析 
 Log 2 LFQ強度のすべてのNaN値は-7に変換

した（本研究で観察された LFQ 強度の最小値と

ほぼ同等の値）。次に、LFQ 強度（log2 LFQ 強

度の真数）をサンプル処理グループに、それぞ
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れ未処理（コントロール）グループ（4 時間お

よび 24 時間処理グループ）の強度で割ること

により、倍率変化値を計算した。次に、log 2 倍

の変化を計算した。最後に、各サンプル処理グ

ループで顕著に発現変動したタンパク質（DEP）
が、log 2 倍以上の変化したものを同定した。次

に、最高用量での連続処理における特異的影響

を分析するために、24 時間 800 µg/mL グループ

の DEP を、24 時間 800 µg/mL グループと他の

グループが１以上の間の log 2 倍変化したもの

についてさらにスクリーニングした。これによ

り、24 時間 800 µg/mL グループの特異的 DEP
を特定した。LFQ 強度の log 2 倍の変化を使用

して、R パッケージ（heatmap3）を使用するヒ

ートマップを生成した。エンリッチメント解析

は、DEP の生物学的プロセスと分子機能を解釈

するために使用した。DAVID bioinformatics v6.8
（https://david.ncifcrf.gov/）は、DEP に相関する

GO（Gene Ontology）用語と経路に注釈を付け

るために使用された。 
 
９．8-oxoguanine DNA glycosylase 1 欠損細胞を

用いる TK6 アッセイ 
 4-ニトロアントラニル酸の 24 時間処理にお

ける酸化ストレスの遺伝毒性を調べるために、

すでに構築済みの OGG1（8-oxoguanine DNA 
glycosylase 1）欠損 TK6 細胞を用いて TK6 アッ

セイを実施した。過酸化水素などの陽性対照物

質を 4 時間処理しても OGG1 欠損細胞のフェノ

タイプを確認できなかったため、本研究では、

前述と同様の方法で、過酸化水素と 4-ニトロア

ントラニル酸の 24 時間処理を実施した。 
 
Ｃ．結果と考察 
１．陰性対照および陽性対照コントロールデー

タ 
陰性対照コントロールの MF は、S9mix 非存

在下の短時間処理では 2.5〜16.9 x 10-6（平均 6.
36 x 10-6）、S9mix 存在下の短時間処理では 1.7
〜16.8 x 10-6（平均 6.78 x 10-6）あった。S9mi

x 非存在下の 24 時間処理の場合は 2.3〜15.5 x 
10-6（平均 9.09 x 10-6）だった。国立医薬品食

品衛生研究所 変異遺伝部のヒストリカルデー

タにおいて、自発的変異頻度は 4〜10 x 10-6で

あり、これらの平均値は OECD TG490 による

基準をほぼ満たしていると考えられた。 
さらに、同時陽性対照の MF は、S9mix 非存

在下の短時間処理の MMS で 9.4〜71.7 x 10-6

（平均 30.1 x 10-6）、S9mix 存在下の短時間処理

の CP で 10.4〜57.8 x 10-6（平均 28.6 x 10-6）

だった。S9mix 非存在下の 24 時間処理中の M
MS では、18.2〜120 x 10-6（平均 61.6 x 10-6）

だった。したがって、同時陽性対照は、同時陰

性対照と比較して統計的に有意な増加を示し

た。 
 
２．Ames 試験陽性の物質をフォローアップす

るための TK6 アッセイの有用性 
Figure 1 および Table 4 に示したとおり、10

物質中 2 物質が総合判定で陰性であった（フォ

ローアップ試験として 20％有効）。この共同研

究で使用された 10 試験物質は、ほとんどがア

ミノ基またはニトロ基を含む多環式芳香族化

合物だった。化学構造の特性（被験物質の官能

基の有無、Ames 試験陽性となる濃度や比活性

値など）を調べて、規則性または TK6 アッセイ

の結果との相関関係を調べた。残念ながら、そ

れらの特性と本研究で得られた変異原性の結

果との間に規則性は見つけることができなか

った。 
 TK6 アッセイでは、2,5-ジアミノトルエンと

ヨードホルムの 2 つの物質が陰性であり（フォ

ローアップ試験として 20％有効）、残りの 8 つ

の物質が陽性であった（Figure 1、および Table 
4）。これらの物質のうち 7 つは L5178Y 細胞を

使用したマウスリンフォーマ試験（MLA）によ

って報告され、消費者安全科学委員会（SCCS）
および National Toxicology Program（NTP）デー

タベースによって陰性および陽性と報告され

た 2,5-ジアミノトルエンの「inconclusive」判断
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を含む 7 つすべてが陽性の結果を示した（Table 
4）。p53 を有する TK6 細胞と比較して、p53 欠

損の L5178Y 細胞は、紡錘体チェックポイント

の破壊とアポトーシスのために紡錘体阻害剤

に対してより感受性が高いと考えられる

（Honma M et al., Environ Mol Mutagen. 52, 
373-84(2011)）。さらに、Whitwell らは、ヒト TK6
細胞の使用は、in vitro アッセイでの偽陽性結果

を減らすのに役立ち、げっ歯類の L5178Y 細胞

よりも好ましいと報告している（Whitwell et al., 
Mutat Res 789-790, 7-27 (2015)）。この研究では

2,5-ジアミノトルエンが陰性であるため、TK6
アッセイは、Ames 試験の偽陽性結果のフォロ

ーアップに役立つ可能性を示していると考え

られる。 
 
３．トキシコプロテオミクス 
 本研究の 8 つの陽性物質のうち 3 つ（2,6-ジ
アミノトルエン、HC ブルーNo. 2、および 4-ニ
トロアントラニル酸）は、興味深いことに、短

時間処理後に陰性、24 時間処理後に陽性だった

（Table 4）。両処理法ともに、S9 の非存在下で

の同一の処理条件であるにも関わらず、結果が

異なった。つまり、わずか 20 時間の延長され

た処理時間で、これらの物質の判定は陰性から

陽性に変化した（Table 4）。その原因を明らか

にするために、4-ニトロアントラニル酸（0, 400, 
800 µg / mL）を用いてトキシコプロテオミクス

を実施した。その結果、合計 1078 の DEP（4
時間 400 µg / mL 群：359 タンパク質、4 時間 800 
µg / mL 群：506 タンパク質、24 時間 400 µg / mL
群：358 タンパク質、24 時間 800 µg / mL 群：

420 タンパク質）は、log 2 の 2 倍以上の変化に

基づいて同定され。さらに、24 時間 800 µg / mL
群と他の群 ≥ 1 の間の log 2 倍以上の変化に基

づいて、24 時間 800 µg / mL 群の 420 DEP から

168 個の特異的 DEP が抽出された。 
Figure 2 に示したとおり、群間の特定の GO

用語のターゲット分析では、GO：0006974（DNA
損傷刺激に対する細胞応答）、GO：0006979（酸

化ストレスに対する応答）、および GO：0006281
（DNA 修復）の P 値は 0.05 未満であり、有意

差が無かった。一方、GO：0008631 酸化ストレ

スに応答したアポトーシスシグナル伝達経路

のスコアは、24 時間 800 µg / mL 群の DEP およ

び 24 時間 800µg / mL 群の特異的 DEP で劇的に

増加した。つまり、その結果は、24 時間処理の

みで 4-ニトロアントラニル酸による酸化スト

レスの関与を示していた。 
24 時間 800 µg / mL 群の DEP では、酸化スト

レスに応答した GO：0008631（アポトーシスシ

グナル伝達経路）の中の 3 つのタンパク質（[ピ
ルビン酸デヒドロゲナーゼ（アセチル転移）]
キナーゼイソザイム 1、ミトコンドリアホスホ

イノシチド依存性キナーゼ 1：PDK1、スーパー

オキシドジスムターゼ 2（ミトコンドリア）：

SOD2、低 PI における直接 IAP 結合タンパク

質：DIABLO）が含まれていた（Figure 3）。こ

れらのタンパク質の発現レベルは、24 時間処理

後にのみ上昇した。さらに、SOD2 の発現レベ

ルは用量依存的に上昇し、PDK1 と DIABLO は

800 µg / mL でのみ上昇した（Figure 3）。これら

のタンパク質は、すべて酸化ストレスへの応答

に関与した。主要な抗酸化酵素（カタラーゼお

よび GSR）の用量および時間依存性の増加傾向

についても、プロテオミクス分析で確認された。

おそらく、短時間処理後、TK6 細胞のグルタチ

オンや関連酵素などの抗酸化防御は ROS 損傷

を抑制することができたが、長時間処理では、

抗酸化酵素の枯渇による酸化ストレスの増加

が予想された。 
酸化ストレスは、in vitro での特異的な遺伝毒

性の一般的なメカニズムと考えられている。一

般的に、in vivo での哺乳動物組織は、培養中の

細胞よりも優れた抗酸化防御を示す可能性が

高い。このような場合、ROS の生成を介して遺

伝毒性を誘発する化学物質は、DNA に直接損傷

を与えるが、閾値があると予想される（Kirkland 
et al., Mutagenesis 22:161-75 (2007)）。本研究で見

出された酸化ストレスに関与する DEP は、同様
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に矛盾する試験結果を持つ他の化学物質で、

DEP が観察されるかどうかを確認するために、

さらなる研究解析が必要である。同じ特徴が観

察された場合、これらのタンパク質（または遺

伝子）または ROS の定量化は、作用機序（MOA）

の観点から in vitro での特異的陽性結果を識別

するための有望な解決策を提供できる。 
また、予備実験として、4-ニトロアントラニ

ル酸の 24 時間処理における酸化ストレスの遺

伝毒性を調べるために、すでに構築済みの

OGG1欠損細胞を用いてTK6アッセイを実施し

た（Figure 4）。コントロール実験として、過酸

化水素を 24 時間処理した時、OGG1 欠損細胞お

よび TK6 細胞ともに最適用量（RS=10～20%）

が 70～80 µM 付近であり、有意差が無いと考え

られた（一度の実験のため、再実験が必要とな

る）。本試験を 80 µM 最高用量で実施した結果、

OGG1 欠損細胞の MF は、TK6 細胞のそれより

も明らかに上昇し、有意差があると考えられた

（一度の実験のため、再実験が必要となる）。

データを示さないが過酸化水素 4 時間処理では、

OGG1欠損とTK6細胞の間には有意な差が無か

った。 
一方、4-ニトロアントラニル酸を 24 時間処理

した結果、OGG1 欠損と TK6 細胞の MF は、未

処理群のそれよりも 2 倍以上に上昇し、どちら

も陽性判定であるが、OGG1 欠損と TK6 細胞の

間には有意な差が無かった（Figure 4）。前述の

トキシコプロテオミクスでは、800 µg/mL の 4-
ニトロアントラニル酸を使用し、DEP 分析で酸

化ストレス応答を確認したが、それよりも高い

濃度（1138.4 µg/mL）で TK6 アッセイを実施し

たため、OGG1 欠損細胞は MF を有意に上昇さ

せると予想していたが、そうではなかった。そ

の原因として、OGG1 タンパク質の主な役割は、

DNA 付加体 8-オキソグアニンを DNA から除去

修復することであり、4-ニトロアントラニル酸

は、8-オキソグアニンだけでなく、他の DNA
付加体も形成させたかもしれない（8-オキソグ

アニンは、OGG1 欠損した細胞であっても、ミ

スマッチ修復経路などのバックアップ機構で

修復される）。また、プロテオミクス手法は、

TK6 アッセイの MF が変動しなくても、酸化ス

トレス応答など高感度に細胞内生体防御機構

を検出できるのかもしれない。 
 
Ｄ．結 論 

プロテオミクスなど新しい技術と組み合わ

せない方法の TK6 アッセイの有用性は、フォロ

ーアップ試験として限定的であるとわかった

が、それでも Ames 試験での偽陽性結果を減ら

す（20％）のに役立つ可能性があった。 
さらに、in vitro 特異的遺伝毒性は長時間処理

で顕著に示されたが、偽陽性化合物のプロテオ

ミクスにより、長時間処理中の酸化ストレスに

よって引き起こされる遺伝毒性の作用機序が明

らかになった。 
したがって、オミクス技術と TK6 アッセイの

統合は、24 時間処理特異的な陽性における不規

則な結果の解釈に寄与する可能性があり、Ames
試験のフォローアップで偽陽性をさらに減少

（20％以上）させることにつながると考えられ

た。 
 
Ｅ．健康危機情報 
 なし  
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Table 1. Participantes and test substances in the collaborative study

No. Participating Laboratories Investigators Test Substances CAS No. Manufacturer, Lot# Solvent

1 Ina Research Inc. Tadashi Imamura 4-(Chloroacetyl)acetanilide 140-49-8 FUJIFILM Wako Pure Chemical
Corporation, Lot#KPJ1678 DMSO

2 Japan Tobacco Inc. Tsuneo Hashizume, Haruna
Yamamoto, Kaori Shibuya

2-(Chloromethyl)pyridine HCl 6959-47-3 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#7BOQI-IC DMSO

3 Yakult Central Institute Kazunori Narumi, Yohei Fujiishi,
Emiko Okada

2,6-Diaminotoluene 823-40-5 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#IUL6B DMSO

4 Chemicals Evaluation and
Research Institute, Japan

Saori Fujishima 2,5-Diaminotoluene 95-70-5 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#QFIJE DMSO

5 Astellas Pharma Inc. Mika Yamamoto, Naoko Otani HC Blue No.2 33229-34-4 SIGMA-ALDRICH, Lot#STBF9635V DMSO

6 BoZo Research Center Inc. Takayuki Fukuda, Maki
Nakamura, Ryoichi Nishimura

8-Hydroxyquinoline 148-24-3 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#5PDSI-RB DMSO

7 BioSafety Research Center
Inc.

Maya Ueda Iodoform 75-47-8 FUJIFILM Wako Pure Chemical
Corporation, Lot#PDH1055 DMSO

8 Chugai Pharmaceutical
Co., Ltd

Masayuki Mishima, Kaori
Matsuzaki, Akira Takeiri, Kenji

4-Nitroanthranilic acid 619-17-0 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#AGM01-AGMQ DMSO

9 TEIJIN PHARMA LIMITED Yuki Okada, Takafumi Kimoto 1-Nitronaphthalene 86-57-7 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#BGF8A-MD Ethanol

10 LSI Medience Corporation Munehiro Nakagawa, Shuichi
Hamada, Akihiko Kajiwara

4-Nitro-o-phenylenediamine 99-56-9 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#NMEDH DMSO

 
 
 
Table 2．被験物質の処理例 

細胞液(約 4×106 cells/mL) 5 mL 

RPMI-0（無血清培地） 3.3 mL 

S9 mix あるいは 150 mM KCl 1.5 mL 

被験液 0.2 mL 

処理容量 10 mL 
 
 
Table 3．陽性対照物質の情報 
非代謝活性化 名称：メタンスルホン酸メチル(MMS) 

ロット番号：M0369 
製造元：東京化成工業株式会社 
製品コード：M0369 

代謝活性化 名称：シクロホスファミド一水和物(CP) 
ロット番号：PTR2478 
製造元：和光純薬工業株式会社 
販売コード：030-12953 

 
 
Table 4. Summary of Results of TK  gene mutation assay for the 10 chemicals

No. Chemical Name CAS No. Without S9 With S9 Long term Without S9 With S9 Without S9 With S9
1 4-(Chloroacetyl)-acetanilide 140-49-8 Pos Neg Pos Neg Pos
2 2-(Chloromethyl)pyridine HCl 6959-47-3 Pos Pos NP Pos Pos Pos Pos
3 2,6-Diaminotoluene 823-40-5 Neg Pos Pos Neg Pos Pos No data
4 2,5-Diaminotoluene 95-70-5 Neg Neg Neg Neg Pos
5 HC Blue No.2 33229-34-4 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos
6 8-Hydroxyquinoline 148-24-3 Neg Pos NP Neg Pos Pos No data
7 Iodoform 75-47-8 Neg Neg Neg Pos Pos
8 4-Nitroanthranilic acid 619-17-0 Neg Neg Pos Pos Pos Equivocal*3 Pos
9 1-Nitronaphthalene 86-57-7 Pos Pos NP Pos Pos
10 4-Nitro-o-phenylenediamine 99-56-9 Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos
*1 performed in this study. NP; Not applicated.
*2 examined as toluene-2,5-diamine sulfate. The required toxicity (10-20% survival compared to the concurrent negative controls) was not reached in the experiments with S9mix
*3 Significant difference only at the highest dose of 1200 µg/mL

TK  mutation assay*1 Bacterial reverse mutation assay

No data

No data

No data

 Inconclusive*2

MLA (TK  gene locus)
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Figure 1. 各研究施設が実施した 10 種類の各化学物質の TK6 アッセイにおける相対生存率と変異頻度 
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Figure 2. 4-ニトロアントラニル酸に 24 時間曝露された TK6 細胞の標的遺伝子オントロジー分析 
 

 
Figure 3. 4-ニトロアントラニル酸の 24時間処理による酸化ストレスに応答した内因性アポトーシスシグナル伝達経路の

タンパク質発現レベル 
 

 
Figure 4. OGG1 欠損細胞を用いる TK6 アッセイ（24 時間処理） 

 
 



-38- 

 
令和 2 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） 

分担研究報告書 
 

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 
 

分担研究課題名：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 
 

研究分担者：増村健一 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部第三室 室長 
協力研究者：安東朋子 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 

 
研究要旨 
遺伝毒性発がん物質であるアクリルアミド（AA）をモデル化合物として、DNA 初期損傷

（DNA 付加体形成）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

用いたトランスジェニック遺伝子突然変異試験（TGR 試験）を行った。AA を 28 日間飲水

投与したマウス肝臓において DNA 付加体量が用量依存的に直線的に増加したのに対して、

遺伝子突然変異頻度は低用量群（30 ppm）で有意に増加するが頭打ちの用量反応性を示し

た。ベンチマークドーズの信頼区間（BMDL-BMDU）は DNA 付加体量、変異頻度、発が

んにおいてほぼ重なっていた。遺伝毒性発がん AOP 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が、用量反

応性が異なる特徴を示したことから、AA 発がんのメカニズムは特定の DNA 付加体による

遺伝毒性 MoA のみでは十分説明できない可能性が示唆された。遺伝毒性と発がん AOP の

研究において発がん試験データが豊富なラットを用いた試験系は重要であり、従来の gpt 
delta ラットよりλEG10 ベクターの回収効率が大幅に高い新規 gpt delta ラットの作出と

評価を行った。EG10 をホモに持つ新規 gpt delta ラット（Wistar Hannover 系統）は、従

来の F344 gpt delta ラット（EG10 ヘテロ）と比較して 5 倍高い回収効率を示した。BaP
および ENU 投与により、肝臓と骨髄の gpt 点突然変異頻度は有意に増加した。λEG10 は

ラットゲノム 1 番染色体に多コピー挿入されていた。新規 gpt delta ラットは in vivo 遺伝

子突然変異試験に有用であることが示唆された。 
 

キーワード: 遺伝子突然変異，アクリルアミド，BMD，gpt delta マウス，gpt delta ラット 
 

Ａ．研究目的 
本研究では、香料等化学物質の安全性を階層

的に評価する評価系を構築し、食品香料等の効率

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。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評価系を開発し、遺伝毒性発

がんリスク評価法の精緻化を目指す。化学発がん

の分子的初期イベントである DNA 初期損傷

（DNA 付加体形成）および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、これら



-39- 

の in vivo における量的相関を明らかにするため、

トランスジェニック動物遺伝子突然変異試験

（TGR 試験）を行う。食品に含まれる遺伝毒性発

がん物質であるアクリルアミド（AA）をモデル化

合物として、gpt delta マウスを用いた飲水投与実

験を実施した。今年度は DNA 付加体量および遺

伝子突然変異頻度の用量反応関係を比較する。ま

た、AOP を考慮した TGR 試験の実施においては、

発がん試験データが豊富なラットを用いた試験

も重要だが、従来の gpt delta ラットはマウスと

比べてゲノム中のトランスジーンのコピー数が

少ない上、トランスジーンをヘテロに持つため、

実験コストが高い欠点があった。この問題を克服

するため、導入コピー数を増やしてレポーター遺

伝子の回収効率を高めた新規 gpt delta ラットの

評価を行う。今年度は新規ラットの変異頻度測定

を行う。 
 
Ｂ．研究方法 
１．AA 投与 gpt delta マウスの遺伝毒性と用量

相関の解析 
 雄 9 週齢の gpt delta マウス(C57BL/6J)に AA
（300, 100, 30 ppm）を 28 日間飲水投与した。

（AA 100 ppm は 1.4 mM に相当。）投与終了後

3 日目に組織を採取し、-80℃で凍結保存した。

各群 5 匹を DNA 付加体測定および遺伝子突然

変異試験に使用した。肝臓、肺、精巣からゲノ

ム DNA を調製し、LC-MSMS による DNA 付加

体（N7-GA-Gua）量および gpt 遺伝子突然変異

体頻度の測定を行い用量反応データを取得し

た。得られた用量反応データから PROASTweb 
(https://proastweb.rivm.nl/)を用いてベンチマー

クドーズを算出した。用量反応曲線において有

意な影響があるとされる反応レベル（BMR: 今
回は 10％、50％の 2 通りで計算）をもたらす用

量をベンチマークドーズ（BMD）という。BMD
は 95％信頼区間 (BMDL-BMDU)の範囲として

示した。計算にあたり、model averaging は有効

とした。また DNA 付加体量の陰性対照値がゼロ

の場合は対数変換できず計算ができないため、

LC-MSMS の検出限界値 170/10^8 base を陰性

対照値として用いた。AA の発がん性のベンチマ

ークとして、食品安全委員会評価書（2016）で

採用している 2 年間マウス発がん試験

（NTP2012）で最も感受性が高かった雄

harderian gland tumor のデータを用いた。 
 
２．新規 gpt delta ラットを用いた遺伝毒性試験

の評価 
現行の gpt delta マウス・ラットで用いられて

いるλEG10 シャトルベクターをゲノムに導入し

た新規 gpt delta ラット（Wistar Hannover 系

統）を作出した（SLC 社が実施）。新系統がλ

EG10 をホモに持つことを PCR で確認した。従

来の gpt delta ラット（ヘテロ系統）の 5 倍高い

パッケージング効率を示した新系統（homo）を

用いて変異原物質投与実験を行った。雌雄各 5
匹の gpt delta rat (homo)にベンツピレン

（BaP）（0, 62.5,125 mg/kg）を 28 日間強制経

口投与し、最終投与の 3 日後に組織を採取して

凍結保存（−70℃以下）した。陽性対照として

ENU（50mg/kg）を 5 日間連続で腹腔内投与

し、最終投与から 26 日後に組織採取して凍結保

存した。動物数が限られていたため、実験は

ENU 投与群、BaP 投与群の雄、BaP 投与群の

雌の 3 回に分けて実施された。肝臓と骨髄から

ゲノム DNA を調製し、gpt アッセイを行い点突

然変異頻度を測定するとともに、得られた変異

体のシークエンス解析を実施して変異スペクト

ルの解析を行った。また、次世代シークエンサ

ーを用いてラットゲノム中のλEG10 挿入部位を

決定し、導入コピー数を推定した。 
（倫理面への配慮） 
マウスの実験は国立医薬品食品衛生研究所の動

物実験の適正な実施に関する規程を遵守し、動

物実験委員会の審査と承認を受けて実施した。

ラットの実験は実施機関（SLC）の規程を遵守

し、動物実験委員会の審査と承認を受けて実施

した。 
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Ｃ．研究結果 
１．AA 投与 gpt delta マウスの遺伝毒性と用量

相関の解析 
 雄 gpt delta マウスに AA を 28 日間飲水投与

した。最高用量 300 ppm 群において有意な体重

増加抑制が認められた。AA 30, 100, 300 ppm 投

与群の肝臓、肺、精巣における DNA 付加体形成

量と gpt 突然変異体頻度を、AA 飲水量から換算

した AA 投与量に対してプロットした結果を図 1
に示した。DNA 付加体量はいずれの組織におい

ても用量依存的に直線的な増加を示した。肝臓

の変異頻度は陰性対照群と比較して 2～3 倍有意

に増加したが、100, 300 ppm 群では 30 ppm 群

とほぼ同様の値を示し、頭打ちの用量反応曲線

を示し、用量依存性は明らかでなかった。AA 投

与群の肺における変異頻度は肝臓と同等であっ

たが、陰性対照群の標準偏差が大きく統計学的

に有意な増加は確認できなかった。精巣の変異

頻度は 3 ppm 投与群で約 2 倍、300 ppm 群で約

3 倍の有意な増加が見られた。 
得られた用量反応データを用いてベンチマー

クドーズを算出した結果を図 2 に示した。BMD
信頼区間（BMDL-BMDU）は付加体量、変異頻

度、発がんで概ね重なっていた。肝臓と精巣の

変異頻度については BMDL 値が極端に低く、

PoD の妥当性に疑問がある。肺では用量依存的

な変異頻度の増加が確認できず BMD は算出で

きなかった。 
 
２．新規 gpt delta ラットを用いた遺伝毒性試験

の評価 
λEG10 をホモに持つ新規 gpt delta ラットの

レポーター遺伝子回収効率は現行ラット（ヘテ

ロ）と比較して約 5 倍高かった。新規 gpt delta 
rat (homo)に BaP を 28 日間経口投与した。陽性

対照として ENU（50mg/kg）を 5 日間腹腔内投

与した。肝臓と骨髄からゲノム DNA を調製し、

gpt 点突然変異頻度を測定した。突然変異頻度の

結果を図 3 に示した。BaP 投与群の肝臓と骨髄

において、gpt 突然変異体頻度は用量依存的に有

意に増加した。また、ENU 投与群でも有意に増

加した。BaP 投与群の肝臓では雌の変異頻度が

やや高い傾向があったが、骨髄および ENU 投与

群では雌雄差はみられなかった。肝臓由来の gpt
変異体のシークエンス解析を行い、変異スペク

トル解析を実施した。無処理群では G:C to A:T, 
G:C to T:A および 100 bps 以下の欠失が主であ

った。BaP 投与群では G:C to T:A 変異の有意な

増加がみられた。ENU 投与群では A:T 塩基対の

塩基置換変異の有意な増加がみられた。 
また、次世代シークエンサーを用いてラット

ゲノム中のλEG10 挿入部位を決定し、導入コピ

ー数を推定した。λEG10 はラット 1 番染色体の

B3gnt6 遺伝子のイントロン部分にマルチコピー

で導入されていた。挿入部位には短い欠失、挿

入、逆位がみられた。挿入されたλEG10 のコピ

ー数は 30~44/haploid と推定された。 
 
Ｄ．考 察 

AA は肝臓のチトクローム P450（CYP2E1）
によってグリシドアミドに代謝され、DNA 付加

体（N7-dG-GA 等）を形成する。AA の発がん

AOP は、分子的初期イベント（MIE）として

DNA 付加体の形成、キーイベント(KE)として遺

伝子突然変異の誘発、有害事象（AO)として発が

んを設定する。gpt delta マウスを用いた AA 飲

水投与実験の結果、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の約 3 倍に増加

したが、3 用量群で同程度の変異体頻度を示し、

用量依存性は明確でなかった。AA の付加体量が

投与量に依存して増加するのに対して、遺伝子

突然変異頻度は有意に増加するが 30 ppm 以上で

は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 において、MIE であ

る DNA 付加体形成と下流の KE である遺伝子突

然変異誘発が定性的に相関する一方で、用量反

応性が異なる特徴を示す場合があることが示唆

された。一方で、発がん性標的組織において用

量依存的な発がんがみられることから、AA 発が

んのメカニズムは特定の DNA 付加体による遺伝
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毒性 MoA のみでは十分説明できない可能性が示

唆された。他の要因としては、マイナーな付加

体、非遺伝毒性 MoA、系統差の影響などが考え

られる。BMD 信頼区間は DNA 付加体量、変異

頻度、発がんについて概ね重なっていたが、変

異頻度については BMDL 値が極端に低かった。

これは動物実験の用量設定に対して想定される

PoD がより低用量であること、および各用量群

の標準偏差が大きいことを示唆している。この

問題は BMR に大きな値を設定することでやや改

善された。（例えば BMD10 より BMD50 の方が

信頼区間が狭い。）変異頻度の増加幅が小さく、

用量依存性が明瞭でない場合、BMD 算出の妥当

性には注意する必要がある。AA の発がん標的の

一つは肺だが、今回、変異頻度の有意な用量反

応データが得られず BMD が算出できなかっ

た。今後は他の発がん標的における PoD との比

較を検討予定である。 
遺伝毒性と発がんの量的相関の研究において

は発がん試験データが豊富なラットを用いた

TGR 試験が重要だが、従来の gpt delta ラット

はレポーター遺伝子の回収効率が低い欠点があ

った。そこで、レポーター遺伝子の導入コピー

数が多く、かつレポーター遺伝子をホモに持つ

新規 gpt delta ラットの作出と評価を行った。

Wistar Hannover 系統のλEG10 ホモ化 gpt 
delta ラットは従来の F344 gpt delta ラット（ヘ

テロ）系統と比較して 5 倍高い回収効率を示し

た。この結果は TGR 試験の効率化をもたらすも

のと期待される。BaP および ENU を投与し、

突然変異頻度を測定した結果、肝臓と骨髄の gpt
点突然変異頻度は有意に増加し、従来の gpt 
delta ラットと同等の感受性を示した。BaP に特

徴的な G:C to T:A 変異および ENU に特徴的な

A:T 塩基対の塩基置換変異の有意な増加がそれぞ

れ確認された。λEG10 トランスジーンはラット

ゲノムの 1 番染色体に 30~44 コピー挿入されて

おり、新規 gpt delta ラット（homo）は in vivo
遺伝子突然変異試験に有用であることが示唆さ

れた。今後は、欠失変異を検出する Spi-アッセ

イの検討を行う予定である。 
 
Ｅ．結 論 

AA投与 gpt deltaマウスの肝臓における gpt突
然変異体頻度は投与群で有意に増加したが、DNA
付加体量および発がんとの用量相関性は低かっ

た。AA 発がんメカニズムは特定の DNA 付加体

による遺伝毒性 MoA のみでは十分説明できない

可能性が示唆された。TGR 試験の効率化のため、

従来の系統と比べてレポーター遺伝子回収効率

が高い新規 gpt delta ラット（homo）を作出し、

in vivo 遺伝毒性試験に有用であることを示した。 
 
F．健康危機情報 
 なし  
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図１．AA 投与マウス組織における DNA 付加体量と gpt 突然変異体頻度 

 

 
図 2．ベンチマークドーズ法による PoD 算出（BMD10 および BMD50） 
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図３．新規 gpt delta ラット（homo）の BaP, ENU 誘発 gpt 突然変異体頻度 
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令和 2 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） 
分担研究報告書 

 
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 
 

分担研究課題： 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 
 

研究分担者： 石井雄二    国立医薬品食品衛生研究所 病理部 
高須伸二  国立医薬品食品衛生研究所 病理部 
西川秋佳   国立医薬品食品衛生研究所 病理部 
小川久美子 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 

     
研究要旨 
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． FAO/WHO 合同

食品添加物専門家会議（JECFA）は，その機序に遺伝毒性機序の関与が否定できないという

理由から添加物としての使用は不適切としたものの，種々の遺伝毒性試験は陰性であるこ

とから，その関与は未だ明らかになっていない．本研究では，gpt delta ラットを用いた一般

毒性・遺伝毒性・発がん性包括試験を用いて，acetamide の包括的評価を実施した．本年度

は acetamide を 0.625，1.25 および 2.5%の濃度で 13 週間混餌投与した F344 系 gpt delta ラッ

トの肝臓における発がん性評価と小核試験を実施した．さらに，肝臓小核試験の結果の有

効性を確認するため標準プロトコールに従い F344 ラットに acetamide を 4 週間混餌投与し，

肝臓および骨髄小核試験を実施した．肝前がん病変マーカーである GST-P 陽性細胞巣の数

および面積は発がん用量である 1.25%から有意に上昇した．肝臓小核試験では通常の小核に

加え大型の小核を有する肝細胞が検出され，どちらも 1.25%から有意に増加した．標準プロ

トコールの肝臓小核試験でも同様の変化が認められたが，骨髄小核試験は陰性であった．

さらに，セントロメア FISH 法により大型の小核に染色体が含まれることを確認した．以上

より，acetamide は肝臓特異的に染色体異常を誘発し，その機序には肝臓における代謝活性

化が寄与すると考えられた．また，本研究により GST-P 陽性細胞巣を用いた発がん性評価

の有効性に加え，肝臓小核試験が in vivo における染色体異常の検出に有用であること，包

括試験への組み込みが可能であることが確認された． 
A. 研究目的 
合成香料には個別指定品目に加えて，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-acetyl-2,5-dimethylthiophene は，

明確な in vivo 遺伝毒性を示すことが明らか

となり，2013 年に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，

estragole，methyleugenol，safrole 及び elemicin
といったフェノールエーテル類の天然香気

成分は，ラット肝発がん性を有し，その機

序に直接的な DNA 損傷を介した突然変異

誘発性が関与することを我々は明らかにし

てきている 1-4）．このように，指定対象の香

料についてもその安全性が十分に担保され

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 FAO/WHO 合同

食品添加物専門家会議（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，

多くの場合は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．しかしそれ

は，本来，遺伝毒性がないことが前提とさ
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れている．一方，我が国では，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． 
そこで我々は，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

ることが出来る包括的試験法を開発し，

alkoxybenzene 化合物や furan 誘導体の評価

を行ってきた 3-5)．本研究では JECFA で登録

されている食品香料または過去に登録され

ていた香料の中から，ヒト健康影響が懸念

される物質について一般毒性・遺伝毒性・

発がん性包括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． 
Acetamide は過去に食品香料として用い

られてきたが，ラット肝臓において強い発

がん性を有する．その発生頻度の高さから，

JECFA は本剤の発がん性に遺伝毒性メカニ

ズムの関与が疑われるとし，食品添加物と

しての使用は不適切と判断した 6)．一方，

遺伝毒性試験では，コメットアッセイにお

いて陽性の結果があるものの，Ames 試験及

び in vivo 小核試験を含む多数の試験におい

ていずれも陰性であることから，その発が

ん過程における遺伝毒性機序の関与の有無

は明らかになっていない．また，acetamide
はタバコ煙中や，牛乳，コーヒーといった

食品中に含まれることから 7, 8)，食品を介し

て非意図的に暴露されており，ヒト健康へ

の影響が懸念されるが，毒性情報は乏しく，

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．  
昨年度までに，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，一般毒性評価

及び遺伝毒性評価を実施した．その結果，

一般毒性評価では acetamide が 1.25%から肝

臓及び造血器系組織に毒性影響を示し，無

毒性量は 0.625%（394 mg/kg 体重/日に相当）

であることを明らかにした．遺伝毒性評価

では acetamide が発がん標的臓器において

も変異原性を示さないことを明らかにした．

本年度は発がん性評価としてラット肝前が

ん病変マーカーである GST-P 陽性細胞巣の

検索と，新たに遺伝毒性評価として染色体

異常を検出する肝臓小核試験を実施した．

さらに，包括試験の 13 週間投与における小

核試験で得られたデータの有効性を確認す

る目的で，標準プロトコールである 4 週間

投与における acetamide の肝臓および骨髄

小核試験を実施し，結果を比較した． 
 
B. 研究方法 

B-1. 材料及び試薬 
Acetamide は東京化成工業株式会社（東

京）から購入した． 
 
B-2. Acetamide の一般毒性・遺伝毒性・発

がん性包括試験 
 
B-2-1 動物実験 
動物は 5 週齢の雄性 F344 系 gpt delta ラ

ット 40 匹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．40
匹の F344系 gpt delta ラットを各群 10匹に

配し，対照群と低用量，中間用量及び高用

量群の計 4 群を設けた．Acetamide の投与

は用量設定試験の結果に基づいて，高用量
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を 2.5%，中間用量，低用量群は公比 2 で

除した 1.25%，0.625%とし，粉末飼料に混

じ，13 週間自由摂取させた．試験期間中，

飲水及び飼料の交換は週 1 回，一般状態観

察を連日実施し，体重及び摂餌量測定は週

1 回実施した．剖検の 16 時間前より絶食

させ，イソフルラン麻酔下で腹部大動脈か

ら採血後，屠殺・剖検した． 
 
B-2-2. 発がん性評価 

GST-P 陽性細胞巣の免疫組織化学染色

には，10%中性緩衝ホルマリン液で固定後，

パラフィン包埋された肝組織標本を用い

て作成した切片を用いた．キシレン，無水

エタノールにて脱パラフィンの後，

3%H2O2にて内因性ペルオキシダーゼ活性

を阻害し，1 次抗体として MBL ライフサ

イエンス社製抗 GST-P ラビットポリクロ

ーナル抗体を用い，室温で 1 時間インキュ

ベートした．Phosphate-buffered saline にて

洗浄後，2 次抗体としてニチレイバイオサ

イエン社製ヒストファイン シンブルステ

イン（ウサギ第一抗体用）にて 30 分間イ

ンキュベートした．発色には

diaminobenzidine を用いた． 
 

B-2-3. 遺伝毒性評価（肝臓小核試験） 
肝臓小核試験には 10%中性緩衝ホルマ

リン液で固定した肝組織を用いた 9)．2~3 

mm 大にカットした肝組織 10 個を 12N 水

酸化カリウム溶液に入れ，室温で 16 時間

インキュベーションし，洗浄後，水でホモ

ジナイズした．遠心分離後，10%中性緩衝

ホルマリンで洗浄し，固定した．細胞懸濁

液を SYBR Gold で染色し，蛍光顕微鏡で

観察した．2000 個の肝細胞（HEPs）をカ

ウントし，そのうち小核を有する肝細胞

（MNHEPs）の割合を算出した．主核の直

径の 1/4 以下の物を通常の小核（MN），1/2

～1/4 の物を大型の小核（LMN）としてカ

ウントした． 

 
B-3. Acetamide の in vivo 染色体異常試験 
 
B-3-1 動物実験 
動物は 5週齢の雄性F344ラット 30匹を

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 ラ

ットを各群 5 匹に配し，対照群と 0.625%
群，1.25%群及び 2.5%群，陽性対照として

mitomycin C 及び colchicine 投与群の計 6
群を設けた．Acetamide は粉末飼料に混じ，

4 週間自由摂取させた．Mitomycin C 及び

colchicine は 0.25及び 0.6 mg/kg/dayの用量

で 2 週間腹腔内投与した．試験期間中，飲

水及び飼料の交換は週 1 回，一般状態観察

を連日実施し，体重及び摂餌量測定は週 1
回実施した．剖検の 16 時間前より絶食さ

せ，イソフルラン麻酔下で腹部大動脈から

採血後，屠殺・剖検した． 
 
B-3-2. 遺伝毒性評価（骨髄及び肝臓小核

試験） 
 剖検時に採取した左大腿骨の両端を切

断後，非働化ウシ胎児血清（FBS）で洗い

出し，骨髄細胞を採取した．採取した細胞

は遠心分離し，細胞濃度を調整した後，細

胞懸濁液を用いてスライドガラス状に塗

抹し，風乾後メタノール固定した．観察時

にはアクリジン・オレンジで染色し蛍光顕

微鏡で観察した．4000 個の多染性赤血球

をカウントし，そのうち MN を有する多

染性赤血球の割合を算出した． 
肝臓小核試験については B-2-3 を参照． 
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B-3-3. セントロメアFISHによる小核にお

ける染色体の検出 
ラットのサテライト DNA配列のプロー

ブを用いてラット染色体のセントロメア

の染色を行った 10)．プライマーには

5’-TCCCGCTTGGAACGAAGAGA-3’ 及
び 5’-TTCTATATCCCGAACAGTCC-3’を用

いた．肝細胞懸濁液をスライドガラスに塗

抹後メタノール固定し，-20oC で保存した．

プロテアーゼ処理後，2xSSC/70%ホルムア

ミドで変性させ，エタノールで脱水した．

digoxigenin 標識したDNA プローブを含む

ハイブリダイゼーションバッファーを滴

下し，80oC で 10 分間加熱した後，37oC で

16 時間インキュベートした．洗浄後，抗

digoxigenin マウスモノクローナル抗体を

室温で 2 時間処理し，Red-X 標識抗 mouse
抗体で 10 分間処理した後，

VECTASHIELD社製mounting medium with 
DAPI で封入し，蛍光顕微鏡で観察した． 

 

（倫理面への配慮） 
動物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. Acetamide の一般毒性・遺伝毒性・発

がん性包括試験 
 
C-1-1. 発がん性評価 

GST-P 陽性細胞巣の一部は病理組織学

的検索において認められた変異肝細胞巣

と一致して発現し，その数及び面積は発が

ん用量である 1.25%から有意に増加した

（Fig.1）． 
 

C-1-2. 遺伝毒性評価（肝臓小核試験） 
MNHEPs 及び LMNHEPs は１.25%から

有意に上昇した．なお，LMNHEPs の頻度

は MNHEPs よりも高値を示した（Fig.2）． 
 

C-2. Acetamide の in vivo 染色体異常試験 
 骨髄小核試験では陽性対照である

mitomycin C 及び colchicine を投与したラ

ットにおいて，小核を有する多染性赤血球

の増加が認められたのに対し，acetamide
投与群において変化は認められなかった

（Fig.3）．肝臓小核試験では陽性対照であ

るmitomycin Cを投与したラットにおいて

MNHEPs が，colchicine を投与したラット

において LMNHEPs の増加が認められ，

acetamide 投与群では 1.25%から MNHEPs
及び LMNHEPs の有意な増加が認められ

た（Fig.4）．なお，4 週投与における

MNHEPs 及び LMNHEPs の割合は，13 週

投与に比して高値を示した． 
 FISH 法による解析の結果，acetamide 及

び colchicine に誘発された LMNs において

染色体の存在が確認された（Fig.5）． 
  
D. 考察 

肝臓の GST-P 陽性細胞巣の数及び面積

の有意な増加は 1.25%から認められ，

acetamide の肝発がん性と一致した．この

ことから，本法が包括的毒性試験における

発がん性評価に有効であることを確認し

た．また，GST-P 陽性細胞巣が検出される

条件下においても，in vivo 変異原性試験が

陰性だった事実は，acetamide の肝発がん

性に突然変異誘発性が寄与しないことを

支持するものと考えられた． 
肝臓小核試験で認められた LMNHEPs

は，前年度実施した病理組織学的検索にお
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いて肝臓で高頻度に認められた細胞質内

封入体と同一と考えられた．FISH 分析の

結果，acetamide により誘発された LMNs
には，異数性誘発物質である colchicine に

よって誘発された LMNs と同様に染色体

が含まれることが確認され，acetamide は

異数性誘発物質であることが示唆された．

肝臓小核試験の結果，MNHEPs 及び

LMNHEPs はいずれも発がん用量である

1.25%から有意に増加し，同様の結果は標

準プロトコール（4 週間投与）で実施した

肝臓小核試験においても認められたこと

から，染色体異常が acetamide の肝発がん

性に寄与することが示唆された．一方，骨

髄小核試験は陰性であったことから，

acetamide は肝臓に選択的に染色体異常を

誘発し，その機序には肝臓における代謝活

性化が寄与すると考えられた．一方，肝臓

小核試験の標準プロトコールとして推奨

されている 4 週間投与に比べ，13 週間投

与では MNHEPs 及び LMNHEPs の割合が

わずかに減少したものの，本法が 13 週間

投与した肝臓でも染色体異常誘発性を評

価できる十分な検出感度を有することを

確認した． 
 
E. 結論 

Acetamide が肝臓特異的に小核を形成す

る異数性誘発物質であることを明らかにし，

その染色体異常が肝発がん性に寄与するこ

とが示唆された．一方，gpt delta ラットを用

いた包括的毒性試験における発がん性評価

では，GST-P 陽性細胞巣の検索が有効であ

ることを確認した．さらに，肝臓小核試験

は in vivo における染色体異常誘発性を検出

する有用な手法であり，包括試験への組み

込みも可能であることを確認した． 
 

F. 健康危険情報 
特になし 
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Figure 1. Number (A) and area (B) of GST-P-positive foci in the livers of F344 gpt delta rats given 
a diet containing acetamide for 13 weeks. Data represent the means ± SDs. *, **: Significantly 
different from the control group at p < 0.05 and 0.01, respectively. 
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Figure 2. in vivo micronucleus assay in the livers of F344 gpt delta rats given a diet containing 
acetamide for 13 weeks. Representative photos of micronucleated hepatocytes (MNHEPs) (A) and 
large micronucleated hepatocytes (LMNHEPs) (B) in in vivo liver micronucleus assay (yellow 
arrow; micronucleus). Dashed line indicates cell border. (B) The quantification of ratio 
MNHEP/HEP (C) and LMNHEP/HEP (D). **: Significantly different from the respective control 
groups at p < 0.01, respectively.  
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Figure 3. in vivo micronucleus assay in the erythroblasts of F344 gpt delta rats given a diet 
containing acetamide for 4 weeks. The quantification of ratio micronucleated 
erythroblast/erythroblast. ##: Significantly different from the respective control groups at p < 0.01, 
respectively.  
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Figure 4. in vivo micronucleus assay in the livers of F344 gpt delta rats given a diet containing 
acetamide for 4 weeks. (A) The quantification of ratio MNHEP/HEP (C) and LMNHEP/HEP (B). 
**: Significantly different from the respective control groups at p < 0.01, respectively.  
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Figure 5. Fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis with a centromere probe. 
Representative photos of LMNHEPs induced by acetamide (A) and colchicine (B).  
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令和 2 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） 
分担研究報告書 

 
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 
 

分担研究課題：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 
 
研究分担者： 高須 伸二  所属 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 

石井 雄二  所属 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 
西川 秋佳  所属 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 
小川久美子  所属 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 
 

研究要旨 
本研究では，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．本分担研究課題では，遺伝毒性が疑われる

化合物としてリストアップされた化合物のうち 3-acetyl-2,5-dimethylfuran を被験物質として

遺伝毒性・発がん性包括的試験法による in vivo での評価を実施した．6 週齢の雄性 F344 gpt 
delta ラットに 3-acetyl-2,5-dimethylfuran を 0，30 または 300 mg/kg の用量で 1 日 1 回 13 週間

強制経口投与し，一般毒性ならびに肝臓を対象とした遺伝毒性・発がん性の検索を実施し

た．一般毒性検索の結果，3-acetyl-2,5-dimethylfuran は体重，鼻腔，肝臓及び脂質代謝に影

響を与える可能性が示唆された．遺伝毒性に関しては，肝臓のgpt assayの結果，300 mg/kg/day
投与群における gpt 変異体頻度は有意な高値を示したことから，3-acetyl-2,5-dimethylfuran
はラット肝臓において変異原性を示すことが明らかとなった．発がん性に関しては，300 
mg/kg/day投与群において肝前がん病変であるGST-P陽性細胞巣の数および面積の有意な増

加が認められたことから，3-acetyl-2,5-dimethylfuran はラット肝発がん性を有する可能性が

示された．本試験法は変異原性が疑われる化合物について in vivo における変異原性を検証

するための有益なモデルであることが示された．

 
A．研究目的 
 
現在，食品香料として様々な化学物質が使

用されているが，それらの生体影響につい

ては不明な点も多く，全ての香料の安全性

が十分に担保されているとは言えない現状

がある．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．本分担研究課題では in 
silico，in vitro 試験において遺伝毒性が疑わ

れる香料について in vivo 試験系を用いて評

価を行うことで，提唱する階層型試験系の

開発に寄与することを目指す． 
我々はこれまでに，レポーター遺伝子導

入動物である gpt delta ラットを用いて，個

体レベルで遺伝毒性や発がん性を包括的に

評価できるモデルを開発してきた．本分担

研究課題では，本間，安井らの 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，遺伝毒性・発がん性包括的試験

法による in vivo での遺伝毒性・発がん性を
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明らかにすることを目的とする．今年度は，

昨年度までの用量設定試験をもとに，遺伝

毒性・発がん性包括的試験法による評価を

実施した． 
 
B. 研究方法 
B-1. 試薬及び動物 
 
3-Acetyl-2,5-dimethylfuranは東京化成工業株

式会社から購入した．コーン油は富士フイ

ルム和光純薬株式会社から購入した．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±1℃，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

ラボサービス社のソフトチップを用い，週

2 回交換を行った．また，試験期間中は飲

料水として水道水を自由摂取させた． 
 
B-2. 試験計画 
 
6週齢の雄性 F344 gpt delta ラット各群 10匹
に コ ー ン 油 に 混 じ た

3-acetyl-2,5-dimethylfuran を 30 または 300 
mg/kg の濃度で 1 日 1 回 13 週間強制経口投

与した．対照群にはコーン油を与えた．試

験期間中は体重および摂餌量を週 1 回測定

し，一般状態の観察を毎日行った．投与終

了後，剖検日前日より一晩絶食させ，イソ

フルラン麻酔下で腹部大動脈から採血後，

血液学的検査および血清生化学的検査を実

施した．剖検時に全身諸器官・組織を摘出

し，脳，肺，心臓，胸腺，肝臓，腎臓，脾

臓，副腎，精巣については重量の測定を行

った．前立腺，精嚢，唾液腺（顎下腺およ

び舌下腺），下垂体，甲状腺（上皮小体を含

む）に関してはホルマリン固定後に重量の

測定を行った．摘出した全身諸器官・組織

については定法に従い病理組織学的検査を

実施した． 
遺伝毒性評価では肝臓について gpt assay

による in vivo 変異原性の検索を，発がん性

評価では肝前がん病変マーカーである

GST-P 陽性細胞巣の免疫組織化学染色法に

よる検索を実施した．検索対象臓器に関し

ては，3-acetyl-2,5-dimethylfuran がラット肝

発がん性を示すことが知られるフラン環を

基本骨格として有していること，および用

量 設 定 試 験 に お い て

3-acetyl-2,5-dimethylfuran の投与群において

肝細胞増殖活性の亢進が認められたことか

ら肝臓を検索対象とした． 
いずれの項目についても統計学的解析は

Bartlett 検定により分散の均一性を確認し，

均一である場合はOne-way ANOVA により，

均一でない場合は Kruskal-Wallis 検定によ

り群間差を解析した．群間差が認められた

項目については，Dunnett の多重比較検定に

より各群の有意差を解析した．有意水準は

p < 0.05 とした． 
 
（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 
 
投与期間中，何れの群においても死亡動物

は認めらなかった．一般状態の観察におい

て，300 mg/kg/day 投与群の全例で投与 1 週
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目から鼻出血が認められたが，症状は投与

3 週目以降には観察されなかった． 
各群の体重および摂餌量の推移を Figure 

1 に示す．300 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．摂餌量

は被験物質投与群において低下する傾向が

認められた． 
血液学的検査の結果を Table 1 に示す．30 

mg/kg/day 以上の投与群の赤血球数，300 
mg/kg/day 投与群のヘモグロビン濃度およ

び好酸球比の有意な低値が認められた．ま

た，300 mg/kg/day 投与群の血小板数，好

中球比，30 mg/kg/day 投与群の平均赤血球

容積および平均赤血球血色素量は有意な高

値を示した． 
血清生化学的検査の結果をTable 2に示す． 

30 mg/kg/day 以上の投与群において，総蛋

白，トリグリセリド，総コレステロール，

リン脂質，尿素窒素，クレアチニンおよび

アラニンアミノトランスフェラーゼの有意

な低値，A/G 比の有意な高値が認められた．

また，300 mg/kg/day 投与群の総ビリルビン

およびアスパラギン酸アミノトランスフェ

ラーゼは有意な低値を示した． 
投与終了後の臓器重量の結果をTable 3に

示す．300 mg/kg/day 投与群の肝臓および腎

臓の絶対および相対重量はいずれも有意な

高値を示した．300 mg/kg/day 投与群の脳，

心臓，胸腺，甲状腺および 30 mg/kg/day 以

上の投与群の脾臓および唾液腺の絶対重量

は有意な低値を示した．一方，300 mg/kg/day
投与群の脳，肺，心臓，副腎，下垂体，精

巣，精嚢，前立腺の相対重量は有意な高値

を示した．また，30 mg/kg/day 投与群にお

いて脾臓および唾液腺の相対重量は有意に

低下した． 
病理組織学的検査の結果をTable 4に示す．

300 mg/kg/day投与群の肝臓における軽度の

小葉中心性肝細胞肥大，鼻腔における嗅上

皮の変性／壊死，呼吸上皮化生および鉱質

沈着が認められた． 
gpt assay および gpt 変異体スペクトラム

解析の結果をそれぞれTable 5および 6に示

す．300 mg/kg/day 投与群における gpt 変異

体頻度は対照群に比して有意な高値を示し

た．一方，gpt 変異体スペクトラム解析では

いずれの変異パターンにおいても統計学的

に有意な変化は認められなかった． 
肝前がん病変マーカーGST-P 陽性細胞巣

の定量解析の結果を Figure 2 に示す．300 
mg/kg/day 投与群における GST-P 陽性細胞

巣の数および面積において有意な増加が認

められた． 
 
D．考察 
一般毒性検索の結果，300 mg/kg/day 投与群

において鼻出血（投与 2 週目まで），鼻腔嗅

上皮の変性，呼吸上皮化成が認められた．

昨年度までの用量設定試験の結果，540 
mg/kg/dayの用量で 4週間反復投与したラッ

トにおいても鼻腔嗅上皮の壊死が認められ

ており，3-acetyl-2,5-dimethylfuran は高用量

において鼻腔嗅上皮を毒性標的とすること

が明らかとなった． 
血液学的検査の結果，赤血球数，ヘモグ

ロビン濃度および好酸球比の低値，血小板

数，好中球比の高値が認められた．しかし，

病理組織学的検査の結果，骨髄や脾臓など

の造血器に変化は認められず，出血もみら

れなかったことから，毒性学的に意義の乏

しい変化であると考えた． 
血清生化学的検査の結果，血清中のトリ

グリセリド，総コレステロール，リン脂質

は用量依存的に低下したことから，

3-acetyl-2,5-dimethylfuran は生体の脂質代謝

に影響を与える可能性が考えられた．一方，

その他の項目において統計学的に有意な変

化が認められたものの，変化の程度は小さ

く，関連する病理祖組織学的な変化も見ら

れないことから，毒性学的な意義は乏しい

と考えられた． 
臓器重量においては肝臓および腎臓の絶

対および相対重量の有意な高値が認められ

た．肝臓では病理組織学的に小葉中心性肝

細胞肥大が認められていることから，この
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変化の反映した投与に起因した変化である

と考えられた．一方，腎臓については関連

する病理組織学変化がないことから毒性学

的意義の乏しい変化であると考えた．その

他，脳，肺，心臓，副腎，下垂体，精巣，

精嚢，前立腺の相対重量の増加が認められ

たが，これら変化は絶対重量の増加を伴っ

ていないことから，体重の低値に起因した

変化であると考えた． 
遺伝毒性に関して，既知類似化合物に関

する情報に加え，用量設定試験の結果から

化合物の影響が見られる臓器として選別し

た肝臓について gpt assay を行った．その結

果，300 mg/kg/day 投与群における gpt 変異

体頻度は有意な高値を示したことから，

3-acetyl-2,5-dimethylfuran はラット肝臓にお

いて変異原性を示すことが明らかとなった．

さらに，300 mg/kg/day 投与群では GST-P 陽

性細胞巣の有意な増加が認められたことか

ら，3-acetyl-2,5-dimethylfuran は肝発がん性

を有する可能性も示された． 
被験物質の 3-acetyl-2,5-dimethylfuran は，

先行する本間，安井らの in silico および in 
vitro 解析結果から変異原性が疑われた化合

物の一つである．今回，gpt delta ラット用い

た遺伝毒性・発がん性包括的試験法を用い

ることで本剤の in vivo における変異原性お

よび発がん性を検証することができた．本

試験法は変異原性が疑われる化合物につい

て in vivo における変異原性を検証するため

の有益なモデルであることが示された． 
 
E．結論 
 
In silico 解析結果から遺伝毒性が疑われた

3-acetyl-2,5-dimethylfuran について in vivo で

の検討を行った． 3-acetyl-2,5-dimethylfuran 
を 13 週間反復投与した結果，肝臓における

gpt 変異体頻度は有意な高値を示したこと

から，3-acetyl-2,5-dimethylfuran はラット肝

臓において変異原性を示すことが明らかと

なった．さらに，GST-P 陽性細胞巣の有意

な 増 加 が 認 め ら れ た こ と か ら ，

3-acetyl-2,5-dimethylfuran は肝発がん性を有

する可能性が示された．本試験法は変異原

性が疑われる化合物について in vivo におけ

る変異原性を検証するための有益なモデル

であることが示された． 
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別添４                                                                                          
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） 

分担研究報告書 
 

                                                                                                
オルガノイドの調製、オルガノイドを用いる発がん性試験の技術整備 

 
 

研究分担者 今井俊夫 国立がん研究センター・研究所・動物実験部門長 
 
 

研究要旨 

本分担研究課題においては、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

試験法として多施設で実施可能な標準法の確立を目的として、バリデーション試験におい

て使用する陽性および陰性対照物質の選択と発がん感受性に対するオルガノイド樹立に使

用するマウス系統差を明らかにするための解析を行っている。今年度は、C57BL（B6）背

景の野生型、Trp53 ヘテロノックアウト（Trp53 +/－）およびTrp53 ホモノックアウト

（Trp53－/－）マウスを用いて肺および肝臓（胆管）由来のオルガノイドを調製し、陽性

対照物質の遺伝毒性発がん物質としてはメチルニトロソ尿素（MNU）、被験物質として遺

伝毒性発がん物質とされるアセトアミドの発がん作用を検討した。結果として、高感受性

を期待したTrp53－/－マウス由来オルガノイドではMNU、アセトアミドともに明らかな影

響示さなかったが、野生型およびTrp53 +/－マウス由来の特に肝臓（胆管）オルガノイド

をヌードマウス皮下に移植した結果、発がん性を示す上皮細胞の重層化／浸潤性／異型性

（一部微小がんを含む）が、各処置群の1用量あるいは2用量において3/4～4/4の頻度でみ

られた。以上より、B6背景の野生型およびTrp53 +/－マウスの肝臓（胆管）由来オルガノ

イドは遺伝毒性・非遺伝毒性発がん物質のMNUとアセトアミドのin vitro 処置に対して発

がん感受性を示し、香料等の発がん性評価に有用であることが示された。 
 
 

Ａ．研究目的 

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

究において、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を検出し、野生型マウス、がん

関連遺伝子改変マウスあるいはshRNAにより発がん

関連遺伝子の発現を変化させたオルガノイド系を用

いることで既知の発がん物質による造腫瘍性あるい

は上皮細胞の重層化・浸潤性・異型性の誘発を指標と

する発がん性を検出する方法を確立する。本分担研究

においては、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多施設で実施可能な

標準法の確立を目的としている。平成30年度は、gpt 
deltaマウス、BALB/c背景およびC57BL（B6）背景

のTrp53ヘテロノックアウト（Trp53 +/－）および野

生 型 マ ウ ス 、 令 和 元 年 度 は 、 CByB6F1- 
Tg(HRAS)2Jic（rasH2）およびnonTgマウスの正常

組織として肺と肝臓（胆管）からオルガノイドを調製

して研究に供した。今年度は、マウス系統差を明らか

にする一環として、B6背景の野生型、Trp53 +/－お

よびTrp53 ホモノックアウト（Trp53－/－）のオル

ガノイドを用いる解析を行った。 

 
具体的には、平成30年度にBALB/c背景およB6背景

のTrp53 +/－および野生型マウス由来の肺および肝

臓（胆管）由来オルガノイドを用いて3つの遺伝毒性

発がん物質を用いる解析を行った結果、顕著な系統差

がみられなかったことから、マウス背景系統としては

B6マウスとし、マウス個体でのin vivo 発がん実験で

は遺伝毒性発がん物質に高感受性を示すが短期間で

リンパ腫が発生し他臓器における発がん性が検出し

づらいTrp53 －/－マウスを加えることとした。また、

遺伝毒性発がん物質としてはin vivo 発がん実験では

肺を含む多臓器で発がん性を示すメチルニトロソ尿

素（MNU）を、被験物質としては食品中に含まれラ

ットの長期発がん性試験で肝臓に発がん性を示すア

セトアミドをin vitroで処置した。各化学物質の発が

ん性評価は、オルガノイドをヌードマウス皮下に接種

後8週間経過後に採取した組織の病理組織学的解析に

より行った。 
 

Ｂ．研究方法 

（１）マウス正常組織からのオルガノイドを樹立お

よび樹立したオルガノイドに対する化学物質のin 
vitro 暴露 
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１）オルガノイドの調製 
 国立がん研究センター研究所にて繁殖・維持して

いるB6背景のTrp53 －/－、Trp53 +/－および野生型

の雄マウス（5週齢）の肺および肝臓からオルガノイ

ドを調製した。調製手順の概略は次の通りである。 
[1日目] 
ⅰ）肺・肝臓を摘出、細切、酵素処理 
ⅱ）12ウェルプレートにマトリゲルを滴下、37℃で

固まらせた上に単離細胞を播種し液体培地にて

1日間培養 
[2日目] 
ⅰ）液体培地を除きマトリゲルを重層 
ⅱ）マトリゲル上に液体培地を加え培養 
[1週間目（オルガノイドの増殖程度で時期を判断）] 
ⅰ）マトリゲルを除きオルガノイドを軽く破砕して

継代 
ⅱ）1日目、2日目と同様の操作により培養継続 
ⅲ）継代・培養を3回程度繰返し 

２）オルガノイドへの化学物質暴露 
ⅰ）被験物質濃度： 

メチルニトロソ尿素（MNU）；１）で調製し 96
ウェルプレートに播種した B6 背景の Trp53－/－；

Trp53 +/－；野生型マウス由来の肺および肝臓（胆

管）オルガノイドに対して 0、0.125～4.0 mM（+S9 
mix 添加なし；発がんに代謝活性化を要さないため）

濃度にて MNU を 24 時間暴露した後、RealTime- 
Glo™ MT Cell Viability Assay（プロメガ）により

生細胞数を測定した。MNU 処置直後と 72 時間後ま

での生細胞数から、本実験では、肺オルガノイドに

ついては各系統とも 0、0.125、0.5 mM、肝臓（胆管）

オルガノイドについては Trp53－/－；Trp53 +/－；

野生型マウスについて各々0、0.125、0.5 mM；0、
0.25、1.0 mM；0、0.5、2.0 mM（+S9 mix 添加な

し）濃度で行うこととした。 
アセトアミド；MNU と同様に予備検討を行い、2.0、

4.0 mM 濃度においても生細胞数に影響がみられな

かったことから、本実験は 0、0.5、2.0 mM（+S9 mix 
添加あり）濃度で行うこととした。 
ii）被験物質処置： 
 肺および肝臓（胆管）オルガノイドは12ウェルプ

レートで培養し、約1週間毎の継代の際、1日目の播

種後に培地に被験物質を添加、24時間暴露後の2日目

にPBSで洗浄後マトリゲルを重層し培養を継続した。

被験物質処置は連続3回の継代時に行った。 

４）オルガノイドのヌードマウス皮下への接種 
[オルガノイドの継代・培養を３回程度繰返し後] 
ⅰ）オルガノイドをマトリゲルとともに回収し、等

量のマトリゲルを混和した。 
ⅱ）イソフルランによる麻酔下にて１ウェル分のオ

ルガノイドを背部皮下1カ所に、1匹あたり左右

２カ所に接種した。 

（２）ヌードマウス皮下に接種したオルガノイドか

ら形成された組織に対する病理組織学的評価 

１）パラフィン包埋切片の作製と病理組織学的評価 
 接種8週後に熟練した技術者によりヌードマウス

を頸椎脱臼により安楽死させた後、皮下から結節/腫
瘤あるいはオルガノイド接種部位を摘出し、10％中

性緩衝ホルマリン液にて1日固定した。常法に従い、

パラフィン包埋した後、4 μmの切片を作製し、ヘマ

トキシリン・エオジン染色を行い、光学顕微鏡にて

観察した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究で行う動物実験の実施にあたり「動物の愛護

及び管理に関する法律（昭和48年法律第105号、令和

元年最終改正法律第51号）」「実験動物の飼養及び

保管並びに苦痛の軽減に関する基準（平成18年環境

省告示第88号、平成25年最終改正環境省告示第84
号）」及び「厚生労働省の所管する実施機関における

動物実験等の実施に関する基本指針（平成18年6月1
日厚生労働省通知、平成27年2月20日一部改正）」を

遵守した。また、「国立研究開発法人国立がん研究セ

ンターにおける動物実験に関する指針」に従い、事前

に動物実験倫理委員会に計画書を提出し、理事長の実

施承認を得た。実際の実験においては、適切な人道的

エンドポイントを見極め、屠殺は頸椎脱臼やイソフル

ラン麻酔下にて腹部大動・静脈からの脱血により行う

など動物の苦痛を軽減するよう細心の注意を払うと

ともに、使用する動物数を最小限に留めるなど、動物

の愛護に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（平成15年法

律第97号、平成29年最終改正法律第41号）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 
（１）メチルニトロソ尿素（MNU） 
１）肉眼所見 
ヌードマウス皮下におけるTrp53 －/－、Trp53 +/

－および野生型マウス由来の肺オルガノイドについ

て、MNU処置群と非処置群ともに長径2.7～9.0 mm
程度の白色～乳白色透明の結節としてみられ、MNU
処置による明らかな違いは認められなかった。肝臓

（胆管）オルガノイドについても、MNU処置群と非

処置群ともに長径2.9～9.8 mm程度の白色～乳白色

透明の結節（一部赤褐色出血痕または透明嚢胞を含

む）としてみられ、MNU処置による明らかな違いは

認められなかった。 
２）病理組織学的所見 

Trp53 +/－および野生型マウス由来の肝臓（胆管）
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オルガノイドのMNU低濃度および高濃度処置群各

3/4あるいは4/4部位において、発がん性を示す上皮細

胞の重層化／浸潤性／異形成（高濃度群1/4部位では

微小がん）がみられた（写真１）。Trp53 －/－マウ

ス由来の肝臓（胆管）オルガノイドでは、MNU低濃

度および高濃度処置群各1/4部位に同様の所見（低濃

度処置群1/4部位では微小がん）がみられたが有意で

はなかった。肺オルガノイドについては、各系統由

来ともにMNU処置による影響はみられなかった。

（表１） 
（２）アセトアミド 
１）肉眼所見 
ヌードマウス皮下におけるTrp53 －/－、Trp53 +/

－および野生型マウス由来の肺オルガノイドについ

て、アセトアミド処置群と非処置群ともに長径2.7～
9.0 mm程度の無色透明～白色～乳白色透明の結節

としてみられた。肝臓（胆管）オルガノイドについ

ても、アセトアミド処置群と非処置群ともに長径2.5
～16.3 mm程度の結節がみられたが、明らかなアセ

トアミドの影響は認められなかった。 
２）病理組織学的所見 

Trp53 －/－マウス由来の肺オルガノイドには、ア

セトアミド高濃度処置群の2/4部位に浸潤性増殖が

みられたが、有意ではなかった（写真２）。Trp53 +/
－マウスと野生型マウス由来の肺オルガノイドには

アセトアミド処置による影響はみられなかった。野

生型マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイドのアセ

トアミド低濃度および高濃度処置群各3/4部位およ

び4/4部位において、上皮細胞の重層化と浸潤性増殖

がみられ、発がん性を示唆する所見と考えられた。

Trp53 +/－マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイド

のアセトアミド高濃度処置群においても2/4部位の

微小がん、2/4部位には浸潤性がみられた（写真３）。

Trp53 －/－マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイド

には、明らかなアセトアミド処置による影響はなか

った。（表１） 
 以上、B6背景のTrp53 +/－マウスと野生型マウス

由来の肝臓（胆管）オルガノイドは遺伝毒性発がん物

質のMNUあるいは非遺伝毒性発がん物質とされるア

セトアミドのin vitro 処置に対して発がん感受性を

示した。一方、Trp53 －/－マウス由来の肝臓（胆管）

オルガノイドはMNUに対し軽微な感受性を示したも

のの有意ではなく、アセトアミドには非感受性であっ

た。また、B6背景のTrp53 －/－マウス由来の肺オル

ガノイドはアセトアミドに対して軽微な感受性を示

したものの有意ではなく、Trp53 +/－マウスと野生型

マウス由来の肺オルガノイドは非感受性であった。更

に、何れの系統マウス由来の肺オルガノイドにおいて

もMNUには非感受性であった。 
 肺における化学発がんに関し、B6マウスは感受性

であることが示されているが（Kakehashi A et al., 
Int J Mol Sci 18, 2017）、一方でB6背景のTrp53 －

/－およびTrp53 +/－マウスに対するMNUの発がん

性はリンパ腫および皮下などの肉腫などとする報告

もあり（Ohgagi H et al., Mol Carcinog 28, 2000）、

広範囲の化学物質に感受性を示すマウス系統につい

ては引続き検討を要すると考えられた。 
 
Ｄ．健康危険情報 
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（表１） 

 

マウス肺/肝由来オルガノイドに対する化学物質処置によるヌードマウス皮下での病理組織学的変化（上皮浸潤性/重層化）

対照 低濃度 高濃度 対照 低濃度 高濃度

野生型 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Trp53 +/- 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 : p=0.0025

Trp53 -/- 0/4 0/4 2/4 0/4 0/4 0/4 : p=0.012

野生型 0/4 3/4 4/4 1/4 3/4 4/4 : p=0.018

Trp53 +/- 1/4 0/4    4/4** 0/4 4/4  4/4* : p=0.072

Trp53 -/- 0/4 0/4 0/4 0/4   1/4* 1/4 : p=0.091 （mxn分割表）

　　* 1/4造腫瘍性を含む ** 2/4造腫瘍性を含む

肝
（肝内胆管）

R2

肺

遺伝子型 臓器マウス系統

B6

年度 アセトアミド N -メチル-N -ニトロソ尿素

被験物質
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（写真１）MNU処置したTrp53 ＋/－マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイドのヌードマウス皮下接種後の病理
組織像。 

対照群（左）では単層の上皮細胞に裏打ちされたオルガノイドと線維細胞、膠原繊維、残存するマトリゲル
などで構成される。MNU高濃度群（右）では写真下方に微小がんが、左上方には浸潤性を示す腺管が認められ
る。 

 

 
 

 

（写真２）アセトアミド処置したTrp53 －/－マウス由来の肺オルガノイドのヌードマウス皮下接種後の病理
組織像。対照群（左）では単層の上皮細胞に裏打ちされたオルガノイドと線維細胞、膠原繊維、残存するマ
トリゲルなどで構成される。アセトアミド高濃度群（右）では上皮細胞が立方上皮化し、さらに周囲組織に
浸潤し炎症細胞が反応している像がみられる。 
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（写真３）アセトアミド処置したTrp53 ＋/－マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイドのヌードマウス皮下接
種後の病理組織像。対照群（左）では単層の上皮細胞に裏打ちされたオルガノイドと線維細胞、膠原繊維、
残存するマトリゲルなどで構成される。アセトアミド高濃度群（右）では写真上方に隆起性の微小がんがみ
られる。 
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研究分担者 落合 雅子 静岡県立大学 食品栄養環境科学研究院 客員共同研究員 

 

 

研究要旨 

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

確立に関する研究において、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を検出し、野生型マウス、がん関連

遺伝子改変マウスあるいはshRNAにより発がん関連遺伝子の発現を変化させたオルガノ

イド系を用いることで腫瘍様組織あるいは増殖活性・異型性・浸潤性を指標として既知の

発がん性物質を検出する方法を確立する。本分担研究においては、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多施設で実施可能な標準法の確立を目的

としている。令和２年度は、B6背景Trp53 ヘテロノックアウトおよび野生型マウスにつ

いては肺および肝臓（胆管）オルガノイドを新たに調製し、分担研究者へ調整済みオルガ

ノイドを送付した。調整済みオルガノイドの送付は、12ウェルプレートでの常温輸送もし

くは凍結保存したチューブの冷凍状態（-80℃）での輸送で行った。また、肺や肝臓（胆

管）オルガノイドを中心に進めてきた化学物質の評価について、更に大腸を標的としたケ

ースに対応するために、B6マウスの大腸由来オルガノイドの調製を検討した。 

                                     

 

Ａ．研究目的 

 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

究において、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を検出し、野生型マウス、がん

関連遺伝子改変マウスあるいはshRNAにより発がん

関連遺伝子の発現を変化させたオルガノイド系を用

いることで既知の発がん物質が腫瘍様組織あるいは

増殖活性・異型性・浸潤性を指標とする発がん性物質

を検出する方法を確立する。本分担研究においては、

マウスオルガノイド系を用いる遺伝毒性・発がん性短

中期試験法として多施設で実施可能な標準法の確立

を目的としている。今年度は、C57BL/6(B6)背景

Trp53 ヘテロノックアウトおよび野生型マウスの肺

および肝臓（胆管）オルガノイドの調製を行い、分担

研究者に供給した。また、肺や肝臓（胆管）オルガノ

イドを中心に進めてきた化学物質の評価について、更

に大腸を標的としたケースに対応するために、大腸由

来オルガノイドの調製の検討を行った。 

 
 

Ｂ．研究方法 

 B6背景Trp53 ヘテロノックアウトおよび野生型マ

ウスは、自家繁殖した雄各2匹を5週齢時に使用した。

安楽死後に、肺と肝臓を摘出し、以下の手順に従って

オルガノイドを調製した。 

肺の肺門部、肝臓の肝門部を除いて細切し、PBS(-)
中で強く撹拌した後に遠心した。DispaseII（Roche）、
Collagenase P（Roche）を含む酵素液で37℃、30分
間処置した後、ピペッティングにて細胞を分散させ、

Cell strainerを通して、12ウェルプレートを用いて

Matrigel（Corning）上に播種し、BSAのほか、EGF
（Peprotech）、Noggin （Peprotech）、Y27632（和光

純薬）、Jagged-1 （AnaSpec）など増殖因子を含む培

地で37℃、5％CO2下にて1日間培養、Matrigelを重層

化して更に培養した。1週間に1回程度継代しつつオ

ルガノイドを増やした。継代方法については「マウス

正常組織由来オルガノイドの培養手順書」として平成

30年度に纏めたSOPの記載に従って進めた。増やし

たオルガノイドの一部は、保存液（ラボバンカー2－
無血清タイプ、十慈フィールド）を用いて凍結保存し

た。 
増やしたオルガノイドを他の分担研究者へ送付す

る際には、12ウェルプレートとして常温輸送、または

凍結保存したチューブの冷凍状態（-80℃）での輸送と

して、宅配便で送付した。 
大腸オルガノイドの調製は、B6マウス（雄、4週齢）

各2匹を日本チャールス・リバー社より購入した。1週
間の順化期間後に安楽死させ、大腸を摘出し、肺、肝

臓（胆管）と同様の手順に従い、Matrigel上に播種し
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た。培地の組成は、Wang Fらの論文(Gastroenterol
ogy, 145:383-95, 2013)の方法を改変し、最終的には、

EGF, A 83-01(FCS), BSAを含む培地で培養した。

継代方法は、上記のSOPの記載(Accumaxの代わりに

Accutaseを使用)に従って進めた。 
 

 

Ｃ．研究結果と考察 

 B6背景Trp53 ホモノックアウト、ヘテロノックア

ウトおよび野生型マウス各2匹から肺および肝臓（胆

管）オルガノイドは何れも3～5回程度継代すると12
ウェル程度に増やすことができたが（写真１）、他の

分担研究者へ送付する目的で、更に継代を続けてオル

ガノイドを増やした。増やしたオルガノイドの一部は、

保存液を用いて凍結保存した。 
増やしたオルガノイドの他施設への輸送に際して

は、12ウェルプレートで培養中の状態から培地のみ

を除き、重層したマトリゲル中で維持したままた宅

配便により送付する、常温条件での輸送と、オルガノ

イドを凍結保存したチューブを-80℃（ドライアイス）

の冷凍状態で宅配便により送付する方法を採用した。

季節を問わず施設間の輸送を可能にするためには、

庫内を37℃程度に維持できる輸送箱による方法も検

討する必要があると考えられた。 
B6マウス由来大腸オルガノイドの調製においては、

2匹中１匹の検体で、10回の継代時に、12ウェル程度

に増やすことができている（写真2、実験継続中）。

しかし、安定的に供給するには、更に効率的にオルガ

ノイドを増やす必要があり、培地条件等の検討が必要

であると考えられる。 
 

（倫理面への配慮） 
動物実験の実施に際しては、各研究施設の動物実験倫

理委員会の承認を得た後に行い、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。遺伝子組換え生

物等を用いる実験については、実施機関の承認を得た。 
 
 
Ｄ．研究発表 

1.  論文発表 

（１）Matsuura, T., Maru, Y., Izumiya, M., 
Hoshi, D., Kato, S., Ochiai, M., Hori, M., 
Yamamoto, S., Tasuno, K., Imai, T., Aburatani, 
H., Nakajima, A., Hippo, Y.: Organoid-based ex 
vivo reconstitution of Kras-driven pancreatic 
ductal carcinogenesis. Carcinogenesis 41(4), 
490-501 (2020) 

（２）Naruse, M., Masui, R., Ochiai, M., Maru, 
Y., Hippo, Y., Imai, T. An organoid-based 
carcinogenesis model induced by in vitro 
chemical treatment. Carcinogenesis 41(10), 
1444-1453 (2020) 

（３）Naruse, M., Ochiai, M., Sekine, S., 
Taniguchi, H., Yoshida, T., Ichikawa, H., 
Sakamoto, H., Kubo, T., Matsumoto, K., 
Ochiai, A., Imai, T. Re-expression of REG 
family and DUOXs genes in CRC organoids by 
co-culturing with CAFs. Sci Rep 11(1), 2077 
(2021) 

2.  学会発表 

（１）小宮雅美、落合雅子、今井俊夫、戸塚ゆ加

里：マウス正常組織由来オルガノイドを用いた遺

伝毒性解析法の構築．第 79回日本癌学会学術総

会（2020年 10月、広島） 
（２）成瀬美衣、落合雅子、落合淳志、今井俊夫：

大腸がんオルガノイドと CAF の共培養により

REG family や dual oxidase genes の遺伝子発現

が誘導される．第 79 回日本癌学会学術総会

（2020 年 10 月、広島） 
 

 

Ｅ．知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む。）￥ 

1．特許取得 

なし 

 

2．実用新案登録 

なし 
 

3．その他 

なし 
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（写真1）B6背景Trp53 ホモノックアウトマウス由来の肺（左）および肝臓（胆管）（右）オルガノイド 
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分担研究報告書 
                                                                                                

オルガノイド遺伝毒性解析実験に関する研究 
 

研究分担者 戸塚ゆ加里 国立がん研究センター研究所 がんモデル開発部門 ユニット長 
 
 

研究要旨 
短・中期の発がん性が予測可能な簡便なin vitro試験法の確立を目的として、トランスジェ
ニックマウスであるgpt deltaマウスより各種臓器のオルガノイドを作成し、食品添加物の遺
伝毒性評価に応用可能かどうかについて検討を行っている。昨年度は、作成した肺オルガ
ノイドに、加熱食品中に含まれるアクリルアミド(AA)を0, 0.28, 1.4  mMの濃度、S9mix存
在下で曝露したところ、高用量曝露群において形態変化が観察されたことから、AAに曝露
した肺オルガノイドのDNAを常法に則って回収し、gpt遺伝子を標的とした変異原性試験を
行った。その結果、AAの濃度依存的に変異頻度が上昇する傾向が見られた。今年度は、肺
オルガノイドのAAに対する変異スペクトルを解析し、in vivo試験結果との比較を行うこと
により、本試験系の妥当性の検討を行った。 
 

                                      
Ａ．研究目的 

既存の食品添加物に対するin vivo遺伝毒性試験とし
ては、小核試験（染色体異常試験）やレポーター遺伝
子を標的とした遺伝子突然変異試験などが簡便な試
験法として汎用されている。しかしながら、これらの
試験のみでは食品添加物の発がん性の予測は難しい。
通常、発がん性試験は大量の実験動物を用い、かつ長
期間を要することから、短・中期の発がん性が予測可
能な簡便なin vitro試験法が必要であると考える。本研
究は、実験動物より作成した各臓器のオルガノイドを
食品添加物の遺伝毒性及び発がん性の予測に用いる
ことの妥当性について検討することを目的としてい
る。昨年度までに遺伝毒性試験に汎用されているトラ
ンスジェニックマウスであるgpt deltaマウスより大腸、
肝臓を摘出し、オルガノイドの安定した作成手法を確
立し、それらオルガノイドを食品添加物の遺伝毒性試
験に利用することの妥当性について検討してきた。今
年度は、同様に作成した肺オルガノイドを用いて、加
熱食品中に含まれるAAを曝露し、変異原性試験を行
い、当試験の妥当性についてさらなる検討を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
① gpt 遺伝子を指標とした変異原性試験 
コントロールおよびAAを曝露したからオルガノイド
からDNAを抽出し、in vitroパッケージングによってト
ランスジーンλEG10をファージ粒子として回収した。
回収したファージをCre組替え酵素発現している大腸
菌YG6020株に感染させると、λEG10上にある一組の
loxP配列に挟まれた領域がCre組替え酵素によって切
り出され、プラスミドに転換する。感染後のYG6020
菌液を6-thioguanin (6-TG) とchloramphenicol (Cm) を
含むM9寒天培地に播いて37℃で培養すると、プラス
ミド上のgpt遺伝子が不活化している変異体のみが、
6-TGを含む寒天培地上でコロニーを形成する。また、
Cmを含むM9寒天培地に播いて生じたコロニー数か
ら、感染ファージ由来のプラスミドによる形質転換効
率を求め、変異コロニー数を形質転換コロニー数で除
去して突然変異頻度を算出した。 
 
② 上記試験における変異スペクトルの解析および既
報のin vivo試験結果との比較 

①で得られた変異コロニーのシーケンス解析を行い、
変異スペクトルを算出した。 
これらのデータとすでに報告のあるin vivo実験の結
果を照合し、当試験の妥当性の検討を行った。 
 
Ｃ．研究結果 
① gpt 遺伝子を指標とした変異原性試験 
肺オルガノイドから抽出したゲノムDNAを用い、イ
ンビトロパッケージング法により標的遺伝子をプラ
スミドとして回収し、gpt変異解析用の試験菌株に感
染させて変異頻度の解析を行った。その結果、AA曝
露によって変異頻度は0 mMと比べて0.28 mM (n=3)で
は差がなかったが、1.4 mM (n=3)で約4倍と増加傾向
が見られた（図1）。 
 
② 上記試験における変異スペクトルの解析および既
報のin vivo試験結果との比較 
① の変異原性試験で得られた変異コロニーの変異

スペクトルの解析を行ったところ、変異頻度と同
様にコントロールと0.28 mM曝露群に差は見られ
なかったが、1.4 mM曝露群においては、AT > TA、
AT > CG、Insertion及びDeletionの有意な増加が認
められた（図2）。 

これらの変異スペクトルデータと既報（Y. Ishii et al. 
Mutagenesis, 2015,30,227-235）のin vivo試験結果と比較
したところ、一部で同様の傾向を示した。 
 
図1 肺オルガノイドを用いたAAの遺伝子変異原性
試験 
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図2 肺オルガノイドを用いたAAの遺伝子変異原性
試験の変異スペクトル 

* Y. Ishii et al. Mutagenesis, 2015,30,227-235 
 
（倫理面への配慮） 
本研究で行う動物実験にあたっては、国立がん研究セ
ンターを含む各施設における動物実験に関する指針
に則って実施し、3Rの原則に則り、可能な限り実験
動物の苦痛軽減処置を行う。 
 
Ｄ．考察 
初めてマウスにおけるアクリルアミドのがん原性が
報告されて久しいが、最も汎用されている遺伝毒性試
験であるAmes試験ではS9 mixの存在の有無にかかわ
らず陰性の結果となっている。しかし今回、オルガノ
イドを用いた実験では高濃度群において約4倍の変異
頻度の上昇が観察された。この矛盾の理由として、代
謝酵素であるCYP2E1の影響が考えられる。アクリル
アミドは体内でCYP2E1により代謝を受け、グリシド
アミドへと変化し、これがDNA付加体を形成しゲノ
ム変異を誘発すると考えられている。事実、グリシド
アミドはS9 mixの存在の有無にかかわらずAmes試験
陽性と報告されている。Ames試験で汎用されている
S9 にはCYP2E1が殆ど含まれておらず、アクリルア
ミドの遺伝毒性の本態と考えられるグリシドアミド
への変換が起こらないため、結果が陰性となるのでは
ないかと考えられている。本研究では、Ames試験で
使用しているS9 と同じS9を用いているが、アクリル
アミド高用量群で優位に変異頻度の上昇が観察され
た。このことから、使用したマウス由来の肺オルガノ
イドがCYP2E1を有していることが推測され、現在、
この代謝酵素の発現について調べているところであ
る。 
 
Ｅ．健康危険情報 
特になし。 
 
Ｆ．研究発表 
1. 論文発表 
1. Lu KT, Yamamoto T, McDonald D, Li W, 

Tan M, Moi ML, Park EC,Yoshimatsu K, 
Ricciardone M, Hildesheim A, Totsuka Y, 
Nanbo A, Putcharoen O, Suwanpimolkul G, 

Jantarabenjakul W, Paitoonpong L, 
Handley G, K. Bernabe G, Noda M, Sonoda 
M, Brennan P, Griffin DE,, Kurane I. 
(2021) U.S.-Japan cooperative medical 
sciences program: 22nd International 
Conference on Emerging Infectious 
Diseases in the Pacific Rim, Virology, 555, 
71-77. 

2. Totsuka Y, Watanabe M, Lin Y. (2021) New 
horizons of DNA adductome for exploring 
environmental causes of cancer. Cancer 
Sci., 112, 7-15. 

3. Totsuka Y, Maesako Y, Ono H, Nagai M, 
Kato M, Gi M, Wanibuchi H, Fukushima S, 
Shiizaki S, Nakagama H. (2020) 
Comprehensive analysis of DNA adducts 
(DNA adductome analysis) in the liver of 
rats treated with 1,4-dioxane. Proc Jpn 
Acad Ser B Phys Biol Sci. 96, 180-187. 

4. Tajima Y, Toyoda T, Hirayama Y, 
Matsushita K, Yamada T, Ogawa K, 
Watanabe K, Takamura-Enya T, Totsuka Y, 
Wakabayashi K, Miyoshi N. (2020) Novel 
o-Toluidine Metabolite in Rat Urine 
Associated with Urinary Bladder 
Carcinogenesis. Chem Res Toxicol. 33, 
1907-1914. 

5. Kawanishi M, Yoneda R, Totsuka Y, Yagi T. 
(2020) Genotoxicity of micro- and 
nano-particles of kaolin in human primary 
dermal keratinocytes and fibroblasts. 
Genes Environ. 42, 16. 

6. Mimaki S, Watanabe M, Kinoshita M, 
Yamashita R, Haeno H, Takemura S, 
Tanaka S, Marubashi S, Totsuka Y, 
Shibata T, Nakagama H, Ochiai A, 
Nakamori S, Kubo S, Tsuchihara K. (2020) 
Multifocal origin of occupational 
cholangiocarcinoma revealed by 
comparison of multilesion mutational 
profiles. Carcinogenesis. 41, 368-376. 

 
 2. 学会発表 
1. 戸塚ゆ加里 NGS によるノンバイアスな変異

解析の現状と将来展望 第 47 回日本毒性学会

学術年会シンポジウム（2020 年 6 月 Web 開催） 
2. 戸塚ゆ加里 集学的アプローチによるがんの要

因解明と予防研究への展望  がん予防学術大会

（2020 年 9 月 Web 開催） 
3. 戸塚ゆ加里 Prospects for elucidating the 

cancer etiology and prevention by 
multidisciplinary approach  第 79 回癌学会

（2020 年 10 月、広島） 
4. 戸塚ゆ加里 集学的アプローチによりがんの要
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因を解明する 第 2 回 三陸包括的緩和医療研

究会（2020 年 10 月 Web 開催） 
5. 戸塚ゆ加里 集学的アプローチによるがんの要

因解明と予防研究への展望  第 49 回 環境変

異原学会（2020 年 9 月、静岡） 
6. 戸塚ゆ加里 発がん性評価法としての DNA ア

ダクトーム解析の展望  第 37 回 日本毒性病

理学会（2021 年１月、Web 開催） 
7. 戸塚ゆ加里 発がん性評価法としての DNA ア

ダクトーム解析の展望  第 12 回 JBF シンポ

ジウム（2021 年 3 月、Web 開催） 
 

 

（発表誌名巻号・頁・発行年等も記入） 
 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
（予定を含む。） 

1．特許取得 
該当なし 

2．実用新案登録 
該当なし 

3．その他 
該当なし 
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オルガノイドを用いる遺伝毒性試験の技術整備 

 
 

研究分担者 三好規之 静岡県立大学・食品栄養科学部・准教授 
 
 

研究要旨 
本分担班では、腫瘍性病変をエンドポイントとする発がん性試験法に関連し、オルガノ

イドをヌードマウス皮下に移植した際の造腫瘍性とともに、病理組織学的に発がん性の有
無を判定する際の形態学的特徴を明らかにするための解析を進めている。一方、本分担課
題における検討では、国立がん研究センターにて調製されたgpt deltaマウス肺オルガノ
イドを静岡県立大学へ輸送し、継代培養後に披験物質（アクリルアミド）を曝露した試料
を用い遺伝子突然変異試験を実施することで、オルガノイドを用いた試験結果における施
設間でのばらつきについて基礎的なでデータを蓄積する目的とした。 

 
 

Ａ．研究目的 

食品添加物等の生体における遺伝毒性評価法とし

て、レポーター遺伝子をマウス・ラットに導入した

遺伝子突然変異検出系の開発により評価精度が向上

したが、発がん性については長期試験の時間・使用

動物削減・経費面の課題と短・中期試験からの予測

による不確実性を克服する評価法の開発を要する。

我々はマウスの大腸・肺等の正常組織から3次元培養

法によりオルガノイドを調製し、臓器毎の発がん機

序に基づく遺伝子改変操作を加えてヌードマウスに

皮下移植すると腫瘍様組織を形成し、既知の発がん

物質処置により当該組織の増殖活性・異型性・浸潤

性を指標とする悪性化が誘導できることを見出した。

本研究班では、遺伝毒性・発がん性短期包括的試験

法の開発を目指しているが、最終的にその妥当性が

検証されるとともに、多施設で実施可能な方法とし

て確立できることが重要である。現在マウス正常組

織から3次元培養法によりオルガノイドを調製する

技術は幅広く行われてはおらず、必要な試薬類にも

高価なものが含まれる。しかし、経費面では長期発

がん性試験に対比し十分な費用対効果が見込まれ、

普及面では哺乳類培養細胞を用いる小核試験等のよ

うに、実施機関や技術者の基盤整備・技術訓練によ

り普及した系も存在することから、本研究での成果

は広く食品添加物等の安全性評価に活用可能と考え

られる。一方、オルガノイドの調製条件の違いによ

り施設間で得られる試験結果のばらつきが生じない

ような対策が必要である。分担課題においては、オ

ルガノイドを用いた試験結果における施設間でのば

らつきについて基礎的なでデータを蓄積することが

目的である。昨年度までに、国立がん研究センター

にて調製されたgpt deltaマウス肺オルガノイドを静

岡県立大学へ輸送し、披験物質（アクリルアミド）

の曝露後、細胞を凍結保存した。また、凍結した細

胞からDNAを抽出し、パッケージング操作およびコ

ロニー数のカウントを行った。本年度は、これまで

に取得したコロニーのシークエンス解析を行い、ア

クリルアミド処理による変異パターンを検討した。 
 

Ｂ．研究方法 

爪楊枝で採取したコロニーをPCR溶液に添加・懸濁

した。PCRプライマーは、gptP1 forward; TAC CAC 
TTT ATC CCG CGT CAG GおよびgptP2 reverse; A
CA GGG TTT GGC TCA GGT TTG Cを用いて、94
ºC 4.5分ののち、94ºC 30秒、58ºC 30秒、72ºC 2分を

30サイクル後、72ºC 5分で、740 bpを増幅させた。ア

ガロースゲル電気泳動にてシングルバンドであるこ

とを確認したPCR後の溶液1 µLと、シークエンスプラ

イマー（9.6 pmol）混合し、シークエンス解析を行っ

た（ユーロフィンジェノミクス株式会社）。シークエ

ンスプライマー配列は以下である。gptA2 forward; T
CT CGC GCA ACC TAT TTT CCC。シークエンス

後のDNA配列を解析し、変異パターンを検討した。 

 

Ｃ．研究結果 

以下に計3回行ったアッセイで得られたコロニー

数をまとめた表を示す。 
Assay Date Assay sample Average Total Titer Confirmation MF
2020.02.14 Control_1 1 2 1.5 6 3 2 6 5 22 4,500 0 0
2020.02.14 Control_2 1 0 0.5 2 3 5 7 4 21 1,500 0 0
2020.02.14 Control_3 1 3 2 4 3 1 5 3 16 6,000 0 0
2020.02.14 0.28 mM AA_1 4 2 3 4 4 5 3 3 19 9,000 0 0
2020.02.14 0.28 mM AA_2 3 5 4 5 2 2 1 3 13 12,000 0 0
2020.02.14 0.28 mM AA_3 2 7 4.5 5 3 1 2 2 13 13,500 0 0
2020.02.14 1.4 mM AA_1 2 3 2.5 7 6 6 2 2 23 7,500 0 0
2020.02.14 1.4 mM AA_2 1 1 1 8 4 3 3 4 22 3,000 0 0
2020.02.14 1.4 mM AA_3 2 1 1.5 7 11 7 5 3 33 4,500 0 0

6-TG(-) 6-TG(+)
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Assay Date Assay sample Average Total Titer Confirmation MF
2019.11.12 Control_1 26 14 20 5 0 3 0 0 8 60000 0 0
2019.11.12 Control_2 13 18 15.5 0 1 0 0 3 4 46500 0 0
2019.11.30 Control_3 4 6 5 0 0 0 0 0 0 15000 0 0
2019.11.12 0.28 mM AA_1 7 1 4 3 5 5 2 4 19 12000 0 0
2019.11.12 0.28 mM AA_2 3 4 3.5 0 0 0 0 0 0 10500 0 0
2019.11.30 0.28 mM AA_3 15 25 20 0 0 0 0 0 0 60000 0 0
2019.11.12 1.4 mM AA_1 19 21 20 1 0 0 1 5 7 60000 0 0
2019.11.30 1.4 mM AA_2 5 6 5.5 5 4 1 2 0 12 16500 6 0.000364
2019.11.30 1.4 mM AA_3 9 11 10 1 0 0 1 5 7 30000 2 6.67E-05

6-TG(-) 6-TG(+)

 

 
Assay Date Assay sample Average Total Titer Confirmation MF
2019.10.11 Control_1 50 36 43 1 0 1 2 0 4 129000 0 0
2019.10.11 Control_2 25 20 22.5 0 1 0 0 0 1 67500 0 0
2019.10.11 Control_3 14 13 13.5 0 1 0 0 5 6 40500 0 0
2019.10.11 0.28 mM AA_1 9 4 6.5 1 0 1 4 2 8 19500 0 0
2019.10.11 0.28 mM AA_2 24 40 32 0 0 0 3 5 8 96000 0 0
2019.10.11 0.28 mM AA_3 84 338 211 2 3 0 0 0 5 633000 0 0
2019.10.11 1.4 mM AA_1 16 19 17.5 3 1 7 6 5 22 52500 0 0
2019.10.11 1.4 mM AA_2 9 11 10 18 21 22 28 19 108 30000 60 0.002
2019.10.11 1.4 mM AA_3 20 27 23.5 0 0 2 1 0 3 70500 0 0

6-TG(-) 6-TG(+)

 

 

 コントロール、0.28 mMおよび1.4 mM アクリルア

ミド（AA）曝露を各n=3で行うアッセイを3回繰り返

した。いずれにおいてもコントロール（Control）お

よび0.28 mM AA群におけるmutation frequency（MF）
は0であった。1.4 mM AA群では計68のコロニーを確

認したが、アッセイ試行毎の結果にばらつきが大き

かった。これら68のコロニーのうち、釣菌可能な35
コロニーについてPCR後シークエンス解析に供した。

35シークエンスのうち5配列についての変異パター

ンを以下に示す。本解析で得られた主要な変異の一

つG->Tが既存のデータとしておおむね一致している。

今後、突然変異の検出に十分な数の変異コロニーを

取得し、オルガノイドを用いた遺伝毒性試験につい

て、基礎的なデータ蓄積を継続する。 
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研究要旨 
 
遺伝子変異の蓄積はがんの大きな特徴であり、がんゲノム解析の急速な進展に伴い多数の

遺伝子異常が報告されている。しかし、遺伝子改変マウスの作製などにより実際に発がん

への関与が証明されたものはごく一部であり、検証の迅速化・簡便化が求められていた。

3 次元オルガノイド培養法の確立により様々な組織の正常細胞の長期培養が可能になった

ことを受けて、我々はマウスオルガノイドへのレンチウイルス感染により複数遺伝子異常

を再構成した上で、ヌードマウス皮下で短期間に腫瘍形成を誘導する実験系を様々な臓器

に対して確立してきた。胃がんに関しては、がん関連遺伝子の改変マウスがもともと少な

い上に動物化学発がんモデルでも発がん抵抗性を示すことが多いから、新規モデルの確立

が長年の課題となっていた。そこで、我々はマウス正常胃オルガノイドに単独または複数

の遺伝子異常を再現することで、ヌードマウス皮下において多様な悪性度を示す腫瘍を昨

年度までに作成した。今年度は本モデルに発がん性物質 MNU および DMBA 投与を組み合わ

せることで新たにオルガノイド培養に基づく胃化学発がんモデルの確立を試みた。 
 

 

Ａ．研究目的 

食品添加物等の生体における発がん性は従来動

物への長期投与による評価が標準的だったが、時間

と労力を要することや世界的な3Rの推進の潮流も

あり、代替法開発が喫緊の課題となっていた。我々

は消化器系および女性生殖器系のマウスオルガノ

イドを用いて、遺伝子変異の組み合わせにより協調

的に発がんを誘導するモデルをこれまでに複数確

立してきた。胃は化学物質に対する発がん性が低い

こと、遺伝子改変マウスが少ないことが知られてい

たため、昨年度までに胃オルガノイド発がんモデル

を確立し、弱い発がん性を示す遺伝子異常の組み合

わせを同定していた。本年度は弱い発がん性を示す

オルガノイドに発がん性物質を追加投与すること

で、癌化誘導が可能か検証を行うこととした。 

 

Ｂ．研究方法 

（１）マウス胃オルガノイドの培養 

マウスにおいては胃の口側半分は扁平上皮であり、

ヒトの胃に相当するのは肛門側の腺胃にあたる。十

分なマージンをもって腺胃を単離し、物理的な剪断

と酵素処理によって上皮腺管を単離し、固化したマ

トリゲル上に散布した。メディウムは腸管同様、

Advanced DMEM/F12 に EGF, R-spondin1, Noggin, 

Y27632 (ROCK阻害剤)、CHIR99021(GSK3阻害剤)を添

加したものを用いた。p53のコンディショナルアレ

ルのホモマウス（以下p53f/f と表記する）、および

Apcのコンディショナルtruncationホモ変異マウス

(Apc580Sf/f)との二重変異マウスを用いた。 

 

（２）レンチウイルス感染 

ベクターとしてはpLKO.1の骨格にCreおよび shRNA

を組み込んだものを使用した。HEK293FT細胞を用い

てレンチウイルスを作成し、濃縮・凍結を行い使用

時に解凍した。オルガノイドの感染は単一細胞にま

で分散させた上で、マトリゲル上で一晩共培養する

ことで行った。当該遺伝子の組み替えはゲノムPCR

で確認し、標的遺伝子のノックダウンはpuromycin

による薬剤選択後にWestern blot解析で確認した。 

 

（３）化学物質投与 

発がん性物質として動物モデルで汎用されるMNUお

よびDMBAを遺伝子改変後の胃オルガノイドに投与し

た。最初に投与後72時間後の用量反応曲線を作成し、

IC50を参照しながらコントロール、低濃度、高濃度

の３ポイントを両化学物質に対して設定した。次に、

これらの濃度で3回にわたり間欠的投与を行った後

にヌードマウス皮下に接種して造腫瘍性を検証した。 

 

（４）造腫瘍性の検証 

1x105個の細胞をオルガノイドのままマトリゲルと

混和してヌードマウス皮下に移植し、8週間程度観

察したのちに解剖を行い皮下腫瘍を単離した。半分

を組織評価に用い、残りの半分は再びオルガノイド 
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培養を行った。組織評価としては通常のH&E染色を

中心に一部免疫組織化学による評価を加えた。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究で行う動物実験の実施にあたり「動物の愛

護及び管理に関する法律（昭和48年法律第105号、平

成24年最終改正法律第50号）」「実験動物の飼養及

び保管並びに苦痛の軽減に関する基準（平成18年環

境省告示第88号、平成25年最終改正環境省告示第84

号）」及び「厚生労働省の所管する実施機関におけ

る動物実験等の実施に関する基本指針（平成18年6

月1日厚生労働省通知、平成27年2月20日一部改正）」

を遵守した。また、千葉県がんセンター動物実験委

員会の承認を得て実験を行った。実際の実験におい

ては、適切な人道的エンドポイントを見極め、屠殺

は頸椎脱臼やイソフルラン麻酔下にて腹部大動・静

脈からの脱血により行うなど動物の苦痛を軽減する

よう細心の注意を払うとともに、使用する動物数を

最小限に留めるなど、動物の愛護に十分配慮して行

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（平成15年法律第97号）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 

（１）胃オルガノイド発がんモデルの確立 

 マウス胃オルガノイドへの遺伝子導入により、

Cdh1に対するshRNAを用いたノックダウン、Creによ

るKrasG12D誘導、Pic3caH1047R誘導、p53欠失、Apc欠失、

Tgfbr2欠失などを単独または組み合わせて導入した

後にヌードマウス皮下へ移植したところ、基本的に

単一の遺伝子変異で腫瘍形成を認めることはなく、

あくまで異型性の低い腺管を少数含む小腫瘤の形成

を認めるのみだった。p53欠失にCdh1ノックダウン、

KrasG12D誘導、Pic3caH1047R誘導を組み合わせると腺癌

が誘導された（論文投稿中）。 

 このように、基本的に腺癌またはその前癌状態が

認められたが、KrasG12DとTgfbr2欠失の組み合わせに

より胃では稀な扁平上皮癌が誘導された。また、他

の臓器には見られない胃オルガノイドの特徴として、

陰性対照のオルガノイドでもヌードマウス皮下に小

腫瘤が認められることが挙げられる。ただし、異型

性は全くないため、発がん性の評価には組織像と腫

瘍の大きさの両面からの評価が必要と考えられた。 

 

（２）遺伝子変異オルガノイドへの化学物質投与に

よる発がん誘導 

 胃がんにおける変異頻度ではp53が約半数で首位

だが、Apc変異やCTNNB1変異によるWnt経路の活性化

も高頻度で見られる。そこで、p53欠失とWnt経路の

活性化の発がん協調作用をオルガノイドを用いて

検討した。まず、皮下腫瘤の大きさはわずかに増大

した程度に留まり、組織像についても軽度の異形に

とどまっていると考えられた。ただし、Wnt経路の

活性化の指標であるβカテニンの細胞膜から細胞質

内及び核内への移行・蓄積自体は観察されたことか

らWnt経路の活性化とp53欠失の発がん協調作用は、

あるとしても強いものとは考えにくかった。 

 遺伝子変異の再構成のみでは発がんに十分では

ないp53欠失およびp53/Apc二重欠失胃オルガノイ

ドに対し、マトリゲル培養環境でMNUおよびDMBAをコ

ントロール、低濃度、高濃度で間欠的に３回暴露し

た上でヌードマウス皮下に移植した。MNU投与では変

化は生じなかったが、DMBAを投与した際にp53/Apc

二重欠失でのみ明らかな発がん促進効果を認めた

（図１）。 

 

D．考 察 
香料などの食事由来物質は胃における発がん性の

評価法の確立が急務だが、従来の動物モデルでは検

出が困難だった。今回胃オルガノイド遺伝学的発が

ん再構成モデルと組み合わせることで初めて発が

ん性が評価可能な例を見出したことから、本手法の

可能性を検討していくことは意義が大きいと考え

られる。現在再現性の確認および症例数の追加を行

っている。また、すでに毒性の分野の専門家に呼び

かけて Frontiers in genetics誌の特集号を企画し、

こうした手法の宣伝を開始している。今後陽性例を

多く蓄積することで政策提言の根拠としていきた

いと考えている。 

図１ Apc/p53 二重欠損胃オルガノイドに対する

DMBA化学発がん誘導 
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オルガノイドを用いる発がん性試験の技術整備 

 
 

研究分担者 平田暁大 岐阜大学・応用生物科学部・助教 
 
 

研究要旨 
本分担研究課題の目的は、マウス正常組織由来オルガノイドを用いるin vitro発がん性

短中期試験を多施設で実施可能な方法として確立することである。本年度は、①施設間で
のオルガノイドの最適な輸送方法を確立するため、他施設にて樹立後に-80度で保存され
たオルガノイドを凍結した状態で輸送し、輸送先でin vitro発がん性試験に用いることが
できるか検討した。さらに、②発がん物質処理後にオルガノイドに生じた形態変化を定量
的に解析し、発がん性評価に有用であるか検討した。①については、６系統の肺由来オル
ガノイドを冷凍した状態で輸送し、輸送先において培養の可否を検討した。２系統につい
ては解凍後に培養が可能であり、１系統では発がん性試験の実施が可能であった。一方、
４系統では培養が不可能であった。②については、野生型マウスの肺由来オルガノイドに
アクリルアミド（0、0.28、1.4mM）を３回処置し、病理組織学的にオルガノイドの形態変
化を解析したところ、アクリルアミド処置後、オルガノイドのサイズが濃度依存的に有意
に増加し、高濃度のアクリルアミドに暴露したオルガノイドでは壁の重層化が観察された。
一方、増殖細胞マーカーであるKi-67陽性細胞の比率に有意な差は認められなかった。 
以上より、①オルガノイドの凍結、保存、培養の工程に改善の余地があるものの、凍結

保存されたオルガノイドを輸送して、in vitro発がん性短中期試験に用いることが可能で
あることが明らかとなった。また、②化学物質投与後に生じるオルガノイドの形態変化の
定量的な解析は被検物資の発がん性の評価に有用であると考えられた。 
 

 

Ａ．研究目的 

食品添加物等の生体における遺伝毒性評価法とし

て、レポーター遺伝子をマウス・ラットに導入した

遺伝子突然変異検出系の開発されたことにより評価

精度が向上したが、発がん性については長期試験の

時間・使用動物削減・経費面の課題と短・中期試験

からの予測による不確実性を克服する評価法の開発

が必要である。我々はマウスの大腸・肺等の正常組

織から3次元培養法によりオルガノイドを調製し、臓

器毎の発がん機序に基づく遺伝子改変操作を加えて

ヌードマウスに皮下移植すると腫瘍様組織を形成し、

既知の発がん物質処置により当該組織の増殖活性・

異型性・浸潤性を指標とする悪性化が誘導できるこ

とを見出した。本研究では、野生型マウス、がん関

連遺伝子改変マウス、レポーター遺伝子導入マウス

等から調製したオルガノイド系あるいはそれらに

shRNAを用いて発がん関連遺伝子の発現を変化させ

たオルガノイド系につき、遺伝毒性試験法としての

適用性と腫瘍性病変をエンドポイントとする発がん

性試験法としての妥当性を検証し、遺伝毒性・発がん

性短期包括的試験法の開発を目指す。また、最終的

に妥当性が検証されるとともに、多施設で実施可能

な方法として確立できることが重要である。現在マ

ウス正常組織から3次元培養法によりオルガノイド

を調製する技術は幅広く行われてはおらず、必要な

試薬類にも高価なものが含まれる。しかし、経費面

では長期発がん性試験に対比し十分な費用対効果が

見込まれ、普及面では哺乳類培養細胞を用いる小核

試験等のように、実施機関や技術者の基盤整備・技

術訓練により普及した系も存在することから、本研

究での成果は広く食品添加物等の安全性評価に活用

可能と考えられる。一方、オルガノイドの調製条件

の違いにより施設間で得られる試験結果のばらつき

が生じないような対策が必要である。 

 昨年度までに、本分担研究課題において、基幹施

設（国立がん研究センター）で調整されたオルガノイ

ドを研究分担者の所属施設（岐阜大学）に常温で輸

送し、培養・継代できることを明らかにした。一方で、

国内の気温の変動を考えると、季節を問わない安定し

た輸送方法が求められる。そのため、昨年度は、安定

したオルガノイドの輸送方法を確立することを目的

として、冷蔵での輸送を試みたが、輸送の2日後には

ほぼすべてのオルガノイドが崩壊し、継代は不可能で

あった。そこで、本年度は、樹立後に-80度で保存さ

れたオルガノイドを凍結した状態で輸送し、in vitro

発がん性試験に用いることができるか検討した。 

さらに、昨年度、肺発がん性物質であるアクリル

アミドの処置により肺由来オルガノイドに形態変化

が生じることを見出した。今年度は、細胞増殖活性

の評価を加えるとともに、その形態変化を定量的に

解析し、発がん性評価に有用であるか検討した。 
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Ｂ．研究方法 

① 凍結保存オルガノイドを用いた発がん性短中期試

験の検討 

①-１. 冷凍輸送後のオルガノイドの培養 

国立がん研究センターにて樹立後に-80 度で保存

されたオルガノイドを岐阜大学に冷凍輸送し、培養

の可否を検討した。 

オルガノイドは６系統の異なるマウス（野生型お

よび p53（+/-）型 C57BL/6J マウス、野生型および

p53（+/-）型 BALB/cマウス、野生型および rasH2ト

ランスジェニック CB6F1マウス）の肺から樹立した。

オルガノイドの凍結保存には培養細胞用の凍結保存

液（ラボバンカー２、倉敷紡績株式会社）を用いた。

輸送時はドライアイスを同梱して、オルガノイドを

凍結した状態で輸送した。岐阜大学に到着したオル

ガノイドは、-80 度で短期間保存されたのち、解凍し

て、マトリゲル内に包埋して培養し、その後の増殖

および継代の可否について検討した。 

①-２. 凍結輸送後のオルガノイドを用いた発がん性

短中期試験 

 輸送後に培養・継代が可能であった野生型および

p53（+/-）型C57BL/6Jマウス肺由来オルガノイドにア

クリルアミド（0、0.28、1.4mM）を３回処置し、オル

ガノイドを増殖させた後、ヌードマウス（各濃度２匹）

の両側の腹側部皮下に、マトリゲルと混和したオルガ

ノイドを接種した。接種後、８週間飼育し、接種部位

の組織を病理組織学的に解析した。 

 

②アクリルアミド処置後の肺オルガノイドの形態評

価 

野生型CB6F1マウスの肺由来オルガノイドにアク

リルアミド（0、0.28、1.4mM）を３回処置したのち、

２度継代し、その形態変化を解析した。iPGell（ジェ

ノスタッフ社）を用いてオルガノイドを集め、ホルマ

リン固定後、定法に従い、パラフィン包埋切片を作製

し、H&E染色を施し観察した。パラフィン切片はKi-67

に対する免疫染色にも用いた。一次抗体に、抗Ki-67

モノクローナル抗体（希釈倍率：×100、Clone：SP6、

Abcam、イギリス）を用いて、定法に従って免疫染色

を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験の実施に際しては、本学の動物実験委員会

の承認を得た後に実施し、飼育、実験に際し、実験動

物に対する動物愛護について十分に配慮した。 

 

Ｃ．研究結果 

① 凍結保存オルガノイドを用いた発がん性短中期試

験の検討 

①-1. 冷凍輸送後のオルガノイドの培養 

 ２系統（野生型およびp53（+/-）型C57BL/6Jマウス）

については、輸送先である岐阜大学において培養・継

代が可能であった（図１）。一方、４系統（野生型お

よびp53（+/-）型BALB/cマウス、野生型およびrasH2

トランスジェニックCB6F1マウスで）は培養が不可能

であった（図２）。したがって、オルガノイドの凍結、

保存、解凍後の培養の工程に改善の余地があるものの、

凍結保存されたオルガノイドを輸送して培養するこ

とは可能であることが示された。 

①-2. 凍結輸送後のオルガノイドを用いた発がん性

短中期試験 

培養が可能であった野生型およびp53（+/-）型

C57BL/6Jマウス肺由来オルガノイドを用いて、SOPに

従って発がん性短中期試験を実施したが、野生型オル

ガノイドについては、アクリルアミド処置後の増殖

過程で崩壊するオルガノイドが多かったため、マウ

スへの投与は中止した。p53（+/-）型オルガノイド

は皮下接種８週後には、肉眼的に明らかな腫瘤形成は

認められず、従来の結果と一致していた（図３）。 

以上より、凍結保存されたオルガノイドを輸送して、

in vitro発がん性短中期試験に用いることが可能で

あることが明らかとなった。凍結保存されたオルガノ

イドを用いることができれば、必要に応じて随時試

験を開始することができ、また、各施設でオルガノ

イドを調整する必要がなくなるため、試験の普及、

安定化の面からメリットは大きい。 

 

②アクリルアミド処置後の肺オルガノイドの形態評

価 

②-１．病理組織学的解析（ 

アクリルアミド処置後、オルガノイドの壁の重層化

が観察された（図４）。HE標本上で、各群20個のオル

ガノイドについて、多層化の頻度および程度を評価し

た。壁が最も肥厚した部分の層数を計数したところ、

3回暴露終了後2度目の継代時点で対照群と比較して

1.4 mM AA暴露群で多層化の程度が有意に上昇してい

た（表１）。また、有意差は認められなかったものの、

AA濃度依存的に多層化したオルガノイドの出現頻度

が高くなる傾向が認められた（表１）。Ki-67免疫染

色による細胞増殖活性の評価では、予想に反して、多

層化したオルガノイドで必ずしも陽性細胞が増加し

てはおらず、また多層化していないオルガノイドにお

いて高い陽性率を示すものも認められた（図５）。対

照群と比較してAA暴露群でKi-67陽性率は高かったが、

有意差は認められなかった（図６）。 
以上より、化学物質投与後のオルガノイドの形態変

化の観察及びその定量的な評価が発がん性の評価に

有用である可能性が示唆された。今回、アクリルアミ

ド３回暴露＋２回継代後の形態変化を観察したが、ど

のタイミングで評価するのが最適か検討していく必

要がある。また、今後、他の発がん性物質でも同様の
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変化が誘導されるか検討していく必要がある。マウス

オルガノイドを用いたin vitro発がん性短中期試験

の標準プロトコールでは、化学物質処置後のオルガノ

イドをヌードマウスに皮下移植して評価しているが、

オルガノイド自体の評価で被検物質の発癌性を評価

できるようになれば、動物数の削減につながり、動

物福祉の面からメリットは大きい。 
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2.  学会発表 
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1．特許取得 
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2．実用新案登録 

 該当なし。 
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該当なし。
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図１. 解凍後6日目の野生型（WT）およびp53 (+/-)型（p53）C57BL/6マウス由来オルガノイド 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図２. 解凍後8日目の野生型（non-Tg）およびrasH2トランスジェニック（Tg）マウス由来オルガノイド 
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図３. アクリルアミド処置後のオルガノイドのヌードマウスにおける造腫瘍性の検討 
 
 
 

 
図４．アクリルアミド 3 回暴露後 2 回継代時点の野生型 CB6F1 マウス由来オルガノイド組織像（HE 染色） 
（A) 0 mM アクリルアミド（AA）暴露オルガノイド。多くは単層から2層の壁を有するシスト様構造を示す。

（B) 0 mM AA暴露オルガノイド。 壁の一部が多層性に肥厚したものが散見される。（C) 0.28 mM AA暴露オ

ルガノイド。多くは単層から2層の壁を有するシスト様構造を示す。（D) 0.28 mM AA暴露オルガノイド。壁の

一部が多層性に肥厚したものが散見される。（E) 1.4 ｍM AA暴露オルガノイド。単層から2層の壁を有するオ

ルガノイドが認められる。（F) 1.4 ｍM AA暴露オルガノイド。壁の一部が高度に肥厚したものがしばしば認

められる。スケールバー：50 µm 
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図５. アクリルアミド 3 回暴露後 2 回継代時点の野生型 CB6F1 マウス由来オルガノイドの Ki-67 免疫染色

（1.4ｍM 暴露群） 
（A)多層化した壁において多くの細胞が核陽性を示す。（B) 多層化した壁において多くの細胞が陰性を示す。

（C) 多層化を示さないオルガノイドでも陽性率の高いものが観察される。 
スケールバー：50 µm 

 
 

 
図６. アクリルアミド 3 回暴露後 2 回継代時点の野生型 CB6F1 マウス由来オルガノイドの Ki-67 陽性率（平

均±標準誤差） 
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表 1. アクリルアミド 3 回暴露後 2 回継代時点の野生型 CB6F1 マウス由来

オルガノイドの多層化の頻度と程度 
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厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
口 • 口 口

等の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称:
口 • 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチエツ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「未審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針Jや「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、 当該項目に記入すること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

| 研究倫理教育の受講状況 | 受講回 未受講口

6. 利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定 有巴 無口(無の場合はその理由:

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無 有田 無口(無の場合は委託先機関:

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無 有田 無口(無の場合はその理由:

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無 有口 無図(有の場合はその内容:



厚生労働大臣 殿

令和3年 3 月 29 日

機関名

所属研究機関長 職 名 所長

氏 名

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及

ては以下のとおりです。

1. 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

しユ

2. 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

3. 研究者名 (所属部局・職名)

(塁名・ フリガナ)

4. 倫理審査の状況

安全性生物試験研究センタ一 変異遺伝部 部長

杉山 圭一 (スギヤマ ケイイチ)

該当性の有無 左記で該当がある場合のみ記入(※1)

有 無 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 巴 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 図 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 回 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
口 巴 口 口

等の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称:
口 巴 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチエツ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「未審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

f※2)未審査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、 当該項目に記入すること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

| 研究倫理教育の受講状況 | 受講図 未受講口

6. 利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(留意事項) ・該当する口にチェックを入れること。

有国 無口(無の場合はその理由・

有田 無口(無の場合は委託先機関:

有田 無口(無の場合はその理由:

有口 無図(有の場合はその内容:



厚生労働大臣 • 殿

機関名

所属研究機関長 職 名

氏 名

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利話相).ヘ等の管理につい

ては以下のとおりです。

1 . 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

2. 研究課題名 香料等の遺伝憲性・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

3. 研究者名 (所属部局・l職名)

(氏名 ・ フリガナ)

4. 倫:1411審査の状況

安全性生物試験研究センター 病理部

西川 秋佳 (ニシカワ アキヨシ)

笠星型(!.l�員

該当性の有無 左記で該当がある場合のみ記入(※1)

有 d限 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・ 遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 回 口 口

遺伝子治療等l臨床研究に関する指針 口 日 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 日 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
日 口 日 国立医薬品食品術生iíJi冗所 口

も}:の実施，に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(j旨針の名;FJ; : 
口 臼 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済みjにチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「未審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)米辞査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針Jや「臨床研究に関する倫理指針Jに準拠する場合は、 当該項目に記入!ーること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

研究倫理教育の受講状況

6. 手Ij話相

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無

当初I究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(l留意�IO買) ・該当する口にチェックを入れること。

受講巴 未受講口

有国 無口(無の場合はその理由:

有田 無口(無の場合は委託先機関

有臼 無口U!!liの場合はその理由・

有口 無 回 (有の場合はその 内 容

-分担研究者の所属する機関の長も作成すること。



令和3年 3 月 29 日

機関名

所属研究機関長 職 名 所長

氏 名

し、

厚生労働大臣 殿

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利

ては以下のとおりです。

1 . 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

2. 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、 その様w的安全性評価法

の確立に関する研究

3. 研究者名 (所属部局・!除名) 安全性生物試験研究センター病理部・部長

(氏名・ フリガナ)

4. 倫理審査の状況

小川 久美子 オガワ クミコ

該当性の有無 左記で該当がある場合の}記入(※1)

有 1m: 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 回 口 口

遺伝子・治療等臨床研究に関する指針 口 回 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 回 口 口

厚生労働省の所管する実地機関における動物実験
日 口 日 国立医薬品食品術生引先所 口

等の実施に関する基本指針

その他、該当する倫理指針があれば記入すること

(j旨を|の名称:
口 日 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すパき倫理指針にfWlする倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済みjにチェッ
クし一部若しくは全音11の審査が完了していない場合は、 「未審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針jやf臨床研究に関する倫理指針jに準拠する場合は、 当該項目に記入十ること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について
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受講図 未受講口

当研究機関におけるcorの管理に関する規定の策定 有田 無口(無の場合はその理由:

当研究機関におけるcor委員会設置の有無 有田 無口(無の場合は委託先機関:

当研究に係るcorについての報告・審査の有無 有 図 ;lH�口(無の場合はそのJ!ll由。

、

当研究に係るcorについての指導・管理の有無 有口 剤、巴(有の場合はその内容 ー

(留意事ri'f) ・該当する口にチェシクを入れること。

- 分栂研究者の所属する機関の長も作成すること。



f 
， 

厚生労働大臣 殿

令和3年 3 月 29 日

機関名

所属研究機関長 職 名 所長

氏 名

次の職員の令和 2 年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及

ては以下のとおりです。

1. :fiJI究エl工業名 食品の安全確保推進研究事業

2 . 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j(l1的安全性評価法

の確立に関する研究

3. 研究者名 (所属部局・職名)

(氏名・ フリガナ)

4. 倫明審査の状況

安全性生物試験研究センター病理部・室長

石井 雄二 イシイ ユウジ

該当性の有無 左記で該当がある場合の�>.記入(※J)

有 1UT: 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 回 口 口

遺伝子治療等|臨床研究に関する指針 口 回 口 口

入を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 回 ロ 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
回 口 日 国立医薬品食品衛生石Ji究所 口

奇?の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名林守
口 回 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、 審査済みJにチェッ
クレー苦1I若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「米審査jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)宋若手主主に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針jや「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、 当該項目に記入Jること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

研究倫理教育の受訴状況

6. 手Ij�，l:相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCO 1;委員会設置の有無

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(\�意�i羽) ・該当する口にチェックを入れること。

受講巴 未受講口

有国 無口(!Wiの場合はその理由

有巴 無口(無の場合は委託先機関

有 回 無口(!�Jの場合はその理由!

有口 11在日(有の場合はその内容 。

-分担研究者の所属する機関の長も作成すること。



厚生労働大臣 殿

令和3年 3 月 29 日

機関名

所属研究機関長 職 名 所長

氏 名

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及

ては以下のとおりです。

1. 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

し、

2. 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.i:{i 的安全性評価法

の確立に関する研究

3. 研究者名 (所属部局・職名)

(氏名・ フリガナ)

4 倫明審査の状況

安全性生物試験研究センター病理部・ 主任研究官

高須 伸二 タカス シンジ

該当性の有無 左記で該当がある場合の乍iri己入(※1)

有 4l1é 審査済み 審査した機関 米審査(※2) I 

ヒトゲノぷ ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 巴 口 口

遺伝子治療等|臨床研究に関する指針 ロ 巴 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) ロ 回 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
日 口 日 国立医薬品食品術生新先所 口

等の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称:
口 日 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済みJにチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指主I'Jやf臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、 当該項目に記入いること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

研究倫理教育の受講状況

6. 利抗相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無

当研究に係るcorについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(留意事ri�) ・該当する口にチェックを入れること。

受講巴 未受講口

有田 無口(無の場合はその理由.

有田 無口C!�の場合は委託先機関:

有田 無口(無の場合はその理由:

有口 無図(有の場合はその内容

-分担研究者の所属する機関の長も作成すること。



令和3年 3 月 29 日

機関名

所属研究機関長 職 名

氏 名

厚生労働大臣 殿

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相);ι

ては以下のとおりです。
、、

1. 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

2. 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Y(l1的安全性評価法

の確立に関する研究

3. 研究者名 (所属部局・職名) 安全性生物試験研究センタ一 変異遺伝部 霊Jj是

(氏名・ フリガナ)

4. 倫理審査の状況

増村- 健一 (マスムラ ケンイチ)

該当性の有無 左記で該当がある場合の乍記入(※1)

有 111T: 審査済み 審査した機関 米審査(※2)

ヒトゲノム・遺{云子向引)1-研究に関寸ーる{命flli十旨針- 口 日 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 回 口 ロ

人を会l象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 日 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
回 ロ 回 国立医薬品食品術生liJ!究所 口

等の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称
口 回 口 口

」

(※J)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は。「審査済みJにチエツ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「米審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)来審査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前のf疫学研究に関する倫理指針j や「臨床研究に関する倫理指針jに準拠する場合は、 当該項目に記入寸ーること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について
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受講巴 未受講 口

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定 有田 無 口 (無の場合はその理由:

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無 有田 無 口 (無の場合は委託先機関

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無 有田 無 口 (!!1Iiの場合はその理由.

当研究に係るCOlについての指導・管理の有無 有 口 1!\1、図(有の場合はその内容



令和3年 3 月 29 日

4幾関名

所属研究機関長 ]職 名

氏 名

厚生労働大臣 殿

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及

ては以下のとおりです。

1 . 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

2. 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、 その標市的安全性評価法

の確立に関する研究

3. 研究者名 (所属部局・職名) 安全性生物試験研究センタ一 変異遺伝部
宮
古H5

 

(氏名・フリガナ)

4 倫国審査の状況

安井 学 (ヤスイ マナフ、、)

，
� 該当性の有無 左記で該当がある場合の よ記入(※1)

有 4nf: 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム・ 遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 巴 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 日 口 口

人を刻象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 日 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
口 日 口 口

等の笑jjむに関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称:
口 回 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は 「審査済みjにチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「来審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)来審査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針jやrl臨床研究に関する倫理指針Jに準拠する場合は、 当該項目に記入 。こと。

5 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

況
一

E

状
一

司

拙山円
一
世田

町
一

貯

の
一

反

省円
一

羽μ

教
一

制

理
一
一
日

倫
一

手

究
一

・

1引
一

6

受講日 未受講口

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定 有田 無口(無の場合はその理由

当研究機関におけるC 01;委員会設置の有無 有田 無口(無の場合は委託先機関:

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無 有田 無口(ffiliの場合はその理由

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無 有口 無回(有の場合はその内容



厚生労働大臣
(目立匡莱品食品衛生研究所長) 殿
(国立保健医療ヂ!苧院長)

機関名 国立研究開発法人国

所属研究機関長 職 名 理事長

氏 名

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、 倫理審査状況及び利

ついては以下のとおりです。

1. 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

令和3年4月1日

2. 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

3. 研究者名 (所属部局・職名) 研究所・動物実験部門長

(氏名・ フリガナ)今井俊夫・イマイトシオ

4. 倫理審査の状況

該当性の有無 左記で該当がある場合のみ記入(※1)

有 主E 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 ロ • 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 • 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 • 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
• 口 • 

国立研究開発法人国立がん研
口

等の実施に関する基本指針 究センター

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること
国立研究開発法人国立がん研

(指針の名称:遺伝子組換え生物等の使用等の規制 • 口 • 
究センター

口

による生物の多様性の確保に関する法律等)
(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチエツ

クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「未審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、 その理由を記載すること。

(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、 当該項目に記入すること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

| 研究倫理教育の受講状況 | 受講・ 未受講口

6. 利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(留意事項) ・該当する口にチェックを入れること。

有・

有・

有・

有口

・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。

無口(無の場合はその理由.

無 口 (無の場合は委託先機関:

無 口 (無の場合はその理由:

無・(有の場合はその内容:



厚生労働大臣
(巴立匡支i全�生研究所長) 殿
(国立保性医療ヂ!苧!史長)

令和3年4月1日

機関名 国立研究開発法人国立がん研究センター

所属研究機関長 職 名 理事長

氏 名 中釜 斉

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、 倫理審査状況及び利益相反等の管理に

ついては以下のとおりです。

1. 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

2. 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

3. 研究者名 (所属部局・職名) 研究所 発がん・予防研究分野・ユニット長

(氏名・ フリガナ)戸塚 ゆ加里・ トツカユカリ

4. 倫理審査の状況

該当性の有無 左記で該当がある場合のみ記入(※1)

有 無 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 • 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 • 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 • 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
• 口 • 

国立研究開発法人国立がん研
口

等の実施に関する基本指針 究センター

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称:遺伝子組換え生物等の使用等の規制 口 • 口 ロ

による生物の多様性の確保に関する法律等)

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済みJにチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「未審査」にチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針Jや「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、 当該項目に記入すること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

| 研究倫理教育の受講状況 | 受講・ 未受講 口

6. 利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(留意事項) ・該当する口にチェックを入れること。

有・ 無口(無の場合はその理由:

有・ 無口(無の場合は委託先機関:

有・ 無口(無の場合はその理由

有口 無・(有の場合はその内容:

・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。



厚生労働大臣 殿

機関名

所属研究機関長 職 名 学長

氏 名

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及

ては以下のとおりです。

1. 研究事業名 食品の安全性確保推進研究事業

し、

2. 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

3. 研究者名 (所属部局・職名)食品栄養環境科学研究院・客員共同研究員

(氏名・ フリガナ)落合 雅子・オチアイ マサコ

4. 倫理審査の状況

該当性の有無 左記で該当がある場合のみ記入(※1)

有 無 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 ロ • 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 • 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 • 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
• 口 • 静岡県立大学 口

等の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称
口 • 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチエツ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「未審査jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、 その理由を記載すること。

(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針jや「臨床研究に関する倫理指針Jに準拠する場合は、 当該項目に記入すること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

| 研究倫理教育の受講状況 | 受講・ 未受講口

6. 利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(留意事項) ・該当する口にチェックを入れること。

有圃

有・

有・

有口

-分担研究者の所属する機関の長も作成すること。

無口(無の場合はその理由:

無口(無の場合は委託先機関:

無口(無の場合はその理由

無・(有の場合はその内容



厚生労働大臣 殿

十幾関名

所属研究機関長 職 名 学長

氏 名

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利

ては以下のとおりです。

1. 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

2. 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

3. 研究者名 (所属部局・職名)

(氏名・ フリガナ)

4. 倫理審査の状況

静岡県立大学食品栄養学部 准教授

三好 規之(ミヨシ ノリユキ)

該当性の有無 左記で該当がある場合のみ記入(※l)

有 無 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 • 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 ロ • 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 • 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
口 • 口 口

等の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称:
口 • 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチエツ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「未審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、 その理由を記裁すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針Jや「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、 当該項目に記入すること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

| 研究倫理教育の受講状況 | 受講・ 未受講口

6. 利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(留意事項) ・該当する口にチェックを入れること。

有・

有 ・

有 ・

有口

-分担研究者の所属する機関の長も作成すること。

無口(無の場合はその理由:

無口(無の場合は委託先機関・

無口(無の場合はその理由。

無・(有の場合はその内容ー



厚生労働大臣 殿
202 1年4月1日

機関名 千葉県がんセンタ一

所属研究機関長 職 名 病院長

氏 名 飯 笹 俊 彦

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。

食品の安全性確保推進研究事業1. 研究事業名

2. 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 (H30一食品一一般一003

3. 研究者名 (所属部署・職名)

(氏名・ フリガナ)

4. 倫理審査の状況

研究所 発がん制御研究部 ・ 部長

筆宝 義隆(ヒッポウ ヨシタカ)

該当性の有無 メ正記で該当がある場合のみ記入(※1)

4当 査E 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 回 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 図 口 ロ

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 図 口 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
口 図 口 口

等の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針ーがあれば記入すること
千葉県がんセンター動物実験

(指針の名称文部科学省 研究機関等における動 回 口 図
管理委員会

口

物実験等の実施に関する基本指針 ) 

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完fしていない場合は、「未審査」にチェックすること。

その他(特記事項)
(※2)未務査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針jや「臨床研究に関する倫理指針Jに準拠する場合は、 当該項目に記入すること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

| 研究倫理教育の受講状況 | 受講図 未受講口

6. 利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCO J;委員会設置の有無

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るcorについての指導・管理の有無

(間意事項) ・該当する口にチェックを入れること。

有回 無口(無の場合はその理由ー

有 回 無口 (無の場合は委託先機関

有図 無口(無の場合はその理由

ィー- 口 �図(有の場合はその内容

・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。



厚生労働大臣 殿

機関名

所属研究機関長 職 名

氏 名

次の職員の令和2年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査

ては以下のとおりです。

1. 研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

令和3年5月1 7日

2. 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

3. 研究者名 (所属部局・職名)応用生物科学部・助教

(氏名・ フリガナ)平田 暁大・ヒラタ アキヒロ

4. 倫理審査の状況 該当性の有無が有の場合は、 審査を受けた研究課題番号を記載 : H30ー食品一一般003

該当性の有無 左記で該当がある場合のみ記入(※1)

有 無 審査済み 審査した機関 未審査(※2)

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 • 口 口

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 圃 口 口

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※3) 口 圃 ロ 口

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
• 口 • 岐阜大学 口

等の実施に関する基本指針

その他、 該当する倫理指針があれば記入すること

(指針の名称:
口 • 口 口

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済みJにチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、 「未審査Jにチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、 その理由を記載すること。
(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針jに準拠する場合は、 当該項目に記入すること。

5. 厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

| 研究倫理教育の受講状況 | 受講・ 未受講口

6. 利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無

当研究に係るCOIについての指導・管理の有無

(留意事項) ・該当する口にチェックを入れること。

有・ 無口(無の場合はその理由・

有・ 無口(無の場合は委託先機関

有・ 無口(無の場合はその理由・

有口 無・(有の場合はその内容

-分担研究者の所属する機関の長も作成すること。


