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研究要旨 
本研究では、in silico、in vitro そして in vivoと階層的に香料を含む食品添加物の

遺伝毒性並びに発がん性を評価するスキームの開発を通じ、食の安全性確保に資する効率
的且つ信頼性の高い新規な遺伝毒性・発がん性の包括的評価法の構築を目的とする。 

 
QSAR と Ames 試験による香料の遺伝毒性評価に関する研究として、香料等における定

量的構造活性相関（QSAR）の活用スキームの提案に向けて、香料の中でも懸念を有する
物質が多いフラン骨格物質の遺伝毒性評価を行った。また、使用量が多い香料 50 物質に
対して、Ames/QSAR 予測と遺伝毒性情報の既存情報の調査を行った。これまでに得られ
た知見を活かし、得られた結果を部分構造ごとに整理した。TK 遺伝子をレポーターとし
てエピジェネティックな変化を高感度に評価するヒト LmTK6 細胞株を樹立し、エピ遺伝
毒性試験の標準プロトコールを確立した。LmTK6 株を用いて、5-aza-deoxycytidine およ
び GSK-3484862 の DNA 脱メチル化作用とその作用領域を同定した。さらに、
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate がエピ遺伝毒性を有することを明らかにした。Alizarin
類縁体の Emodin を用いてエピジェネティック変異原検出系 FLO assay を行い、Alizarin 同
様の結果が得られた。個別指定香料を除いた 18 類香料について年間使用量に関する情報
を精査し、分類ごとの使用実態を明らかにした。香料化学物質 4-メチル-2-ペンテナール
（4MP）は、Ames 試験が代謝活性化の有無に関わらず明確な陽性であり、Ames/QSAR
予測でも統計・知識ベース共に陽性である。令和３年度に、非代謝活性化条件下の TK6
試験で 4MP が陰性であることを確認した。今年度、グルタチオン（GSH）補充した代謝
活性化条件下で 4MP を TK6 遺伝子変異試験（GSH/GST-TK6 試験）に供した結果、GSH
非補充群の遺伝子変異体頻度は、未処理群のそれよりも統計的有意に増加した（陽性）が、
1 mM GSH 補充群のそれはそうでは無かった（陰性）。GSH は、生体内で高濃度（1 ～ 10 
mM 程度）で存在していることから、その GSH/GST-TK6 試験結果は、Ames/QSAR と
Ames 実試験の陽性香料物質 4MP を、陰性と判定できることが示唆された（今後、確認
試験を実施予定）。In vivo 遺伝毒性試験の特徴と課題に関して、遺伝毒性試験法の専門家
による国際会議に参加して情報収集を行った。骨髄小核試験、肝臓小核試験、コメット試
験、Pig-a 試験、 TGR 試験についてフォローアップ試験としての課題を検討した。In vivo
遺伝毒性試験の用量反応データを用いたベンチマークドーズ（BMD）法による量的解析
の検討を行った。BMD 法の国内ワークショップを実施した。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、本法を用いて
2-isopropyl-N-2,3-trimethylbutyramide（ITB）の評価を実施した。一般毒性評価では、ITB
は既報通り肝臓および腎臓に毒性を有することに加え、神経毒性を有することを明らかに
した。一方、毒性標的臓器である肝臓および腎臓における遺伝毒性評価は陰性であり、懸
念された遺伝毒性は認められなかった。また、肝臓における発がん性も陰性と判断した。
このように、一度の試験で複数の毒性情報を取得可能な本法は、香料の毒性評価スキーム
における in vivo 試験として有用であることが示された。In vivo 評価系としての遺伝毒
性・発がん性中期包括試験の有用性を検討することを目的に、in silico および in vitro で
遺伝毒性が明らかになった香料 6-methoxyquinoline （6-MQ）を対象に本法による評価
を実施した。肝遺伝毒性・発がん性中期包括試験による評価の結果、6-MQ の遺伝毒性お
よび肝発がん性は陰性と判断した。また、OECD テストガイドラインに準拠した 6-MQ の
in vivo 変異原性試験でも、ラット肝臓に突然変異誘発性は見られず、本法における切除肝
を用いた遺伝毒性評価の妥当性を支持する結果であった。これら結果は 6-MQ の安全性評
価に資するとともに、遺伝毒性や発がん性を包括的に評価できる本法が階層的評価におけ
る in vivo 評価系として有用であることを示すものであった。 
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Ａ．研究目的 

本研究では、近年開発が進む Ames 変異原性を

予測する定量的構造活性相関 (QSAR)モデル

（Ames/QSAR）、Ames 実試験さらにはその他各種

遺伝毒性試験、また発がん性短期包括試験法を階

層的に組み合わせることにより、ヒト健康影響に

おいて重要なリスクファクターとされる遺伝毒

性及び発がん性を効率的に評価するスキームの

確立に向けた基盤研究を推進する。特に、発がん

性については遺伝毒性の疑いなどから国際的に

も追加の毒性情報が求められている被験物質、も

しくは in silico、in vitro で遺伝毒性が疑われた物

質について包括的毒性試験を実施することで、安

全性評価に資するデータの提供を図る。本研究で

はさらに、近年新たなリスクとしてその毒性評価

方法の確立が望まれているゲノムクロマチン構

造のかく乱を起因とする毒性、いわゆるエピジェ

ネティックな毒性の検出方法の開発にも取り組

む。ゲノム不安定性を惹起し発がん促進に関与す

ることが示唆されるエピジェネティックなかく

乱作用は、香料を含む食品添加物など化学物質に

よる発がん予測の精緻化に寄与すると考えられ、

すでに申請者が構築済みの酵母凝集性を指標と

したアッセイ系（FLO assay）の活用は本研究の独

自性と新規性をさらに高めるものである。最終的

には、OECD が提唱する「化学物質と生体の相互

作用から個体での毒性発現までのメカニズムを

関連づけて説明する手法（Adverse Outcome 

Pathway； AOP）」を取り入れた効率的でかつ標

準化に資する新規な遺伝毒性・発がん性包括試験

法の開発を目指す。 

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。 

１）エピジェネティックな影響を含むファースト

スクリーニング系としての遺伝毒性評価スキー

ム確立に向けた基盤研究（古濱、佐々、本間、杉

山）： 

香料等の遺伝毒性の第一段階（スクリーニン

グ）の評価には、in silico もしくは in vitro 手法

を用いることが適切である。Ames 変異原性を予

測する定量的構造活性相関(QSAR)モデルの活用

が進んでいることから、Ames/QSAR の活用スキ

ームの提案に資する研究を行う。また、新たな遺

伝毒性研究の分野としてゲノムのエピジェネテ

ィックな変化を介し発がんが促進されることも

明らかにされつつあり、香料等の食品添加物によ

るゲノム不安定性からの発がん予測としての新

たな in vitro 試験系の構築も待たれている。そこ

で、in vitro 遺伝子突然変異試験をプラットフォ

ームとして、酵母と哺乳類細胞を活用したエピジ

ェネティックな変化を検出定量する新規試験法

の構築も検討する。 

２）細胞を用いた in vitro 遺伝毒性試験による遺

伝毒性評価の精緻化（安井、本間、杉山）： 

Ames/QSAR 予測は、Ames 試験結果データを基

にトレーニング・開発されており、もともと Ames

試験が持つ問題点を Ames/QSAR にも引き継いで

いる可能性がある。4-メチル-2-ペンテナール

（4MP）は、Ames 試験が非代謝活性化条件下で

強い陽性（比活性 1340）、代謝活性化条件下でも

明確に陽性（比活性 728）であり、さらに

Ames/QSAR 予測でも統計・知識ベース共に陽性

である（Honma et al., Genes and Environ. 42:32 
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(2020)）。我々は、それら 4MP の陽性結果をフォ

ローアップするために、上位試験であるヒトリン

パ芽球細胞 TK6 株を用いるチミジンキナーゼ遺

伝子変異試験（TK6 試験）、さらに、ラット肝 S9

に含有するグルタチオン S-トランスフェラーゼ

（GST）の解毒機序によって 4MP の陽性反応を抑

制できるかを、その補因子であるグルタチオン

（GSH）で補充する GSH/GST-TK6 試験で調べた。 

３）遺伝毒性発がんリスク評価のための in vivo 

フォローアップ試験スキーム（増村）： 

遺伝毒性発がんリスク評価において、in vitro

遺伝毒性試験の陽性結果のフォローアップとし

て実施される in vivo 遺伝毒性試験には複数の

選択肢があるが、試験デザインやエンドポイント

が異なるため試験の統合に課題がある。遺伝毒性

試験の専門家による国際会議に参加して情報収

集を行い、各試験の特性と標的組織を考慮したフ

ォローアップ試験の選択法を検討する。また、ゲ

ノム解析を用いた突然変異検出法の技術的予備

検討を行う。 

４ ） 2-Isopropyl-N-2,3-trimethylbutyramide

（ITB）の一般毒性・遺伝毒性・発がん性包括試

験（石井、高須、小川）： 

香料の安全性評価におけるレポーター遺伝子

導入動物を用いた一般毒性・遺伝毒性・発がん性

包括試験の有用性を検討するため、食品香料であ

る ITB 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）： 

In vivo 評価系としての遺伝毒性・発がん性中

期包括試験（GPG モデル）の有用性を検討す

ることを目的に，in silico および in vitro で遺

伝 毒 性 が 明 ら か に な っ た 香 料

6-methoxyquinoline （6-MQ）を対象に，本法

による遺伝毒性および肝発がん性評価を実施

した。また，本法における遺伝毒性評価の妥当

性を確認した。 

 

Ｂ．研究方法 

１）エピジェネティックな影響を含むファースト

スクリーニング系としての遺伝毒性評価スキー

ム確立に向けた基盤研究（古濱、佐々、本間、杉

山）： 

香料等における Ames/QSAR 活用スキームの

提案につなげるため、これまでの国立医薬品食品

衛生研究所変異遺伝部の香料のAmes試験結果で

懸念を有する物質が多いフラン骨格やその類似

骨格を持つ 21 物質の Ames 試験結果と

Ames/QSAR 結果の解析を行った。令和 3, 4 年度

に Ames試験を実施した 9 物質は香料類似物質で

あった。あわせて、2020 年 1～12 月に日本で使

用された香料化合物（個別指定のものを除く）の

うち使用量の多い順番に 50 番目までの物質につ

いて、Ames/QSAR による解析並びに既存毒性情

報の収集を実施した。 

香料等が有するエピジェネティックな影響を

定量評価するスキーム提案に向けて、遺伝毒性試

験株であるヒト TK6 細胞をもとに TK 遺伝子を

レポーターとしたエピ遺伝毒性試験の確立を行

った。令和 3 年度は、エピジェネティックな変化

を高感度に検出可能な改良型細胞株LmTK6を作

製した。令和 4~5 年度には当該試験細胞株を用い

て 5-Aza-deoxycytidine（5-azadC）、RG-108、

GSK-3484862、Trichostatin A、Vorinostat、

dimethyl sulfoxide （ DMSO ） 、

12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate（TPA）

について評価を行うと共に、バイサルファイトシ

ーケンス解析、クロマチン免疫沈降法によって化

合物の作用機序を解析した。 

ヒト DNMT 酵母には、DNA 維持メチル化酵

素DNMT1 と新規メチル化酵素 DNMT3B 遺伝

子発現プラスミドを同時形質転換した株を使用

した。凝集性の確認は定常期初期の培養液で行な

った。 

令和 2年において国内で実際に使用された個別

指定香料および 18 類香料の約 1,800 種類の香料

ごとの使用量データ（出典：令和 3 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）「食品添加物の安全性確保に資する研究」分
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担研究「食品添加物の摂取量推計及び香料規格に

関する研究」資料 4「香料化合物使用量調査結果」）

を活用し、類ごと、および 18 類香料に属する香

料品目ごとの使用量の傾向について調べた。 

２）細胞を用いた in vitro 遺伝毒性試験による遺

伝毒性評価の精緻化（安井、本間、杉山）： 

TK6 試験で使用される処理液中の TK6 細胞内

および細胞外の GSH 濃度を GSSG/GSH 

Quantificatioin kit (同仁化学研究所)の説明書に従

って測定した。TK6 試験および GSH/GST-TK6 試

験は、原則として OECD ガイドライン（TG490）

に従って行った。被験物質として、4MP は関東化

学株式会社（ACROS organics 製）から購入した。

処理細胞数は 107細胞，処理時間は 4 時間で実施

した。ラット肝 S9 とコファクターは、家田貿易

株式会社から購入した。GSH は富士フィルム和光

純薬工業から購入した。本試験の陰性対照群は２

系列，処理群は１系列で実施した。形質発現期間

は３日間とした。未処理群に対する 4MP の遺伝

子変異誘発性に関する有意差検定は、大森法

（Omori et al., Mutat. Res. 517,199-208 (2002)）の

Dunnett 検定を用いた。 

３）遺伝毒性発がんリスク評価のための in vivo 

フォローアップ試験スキーム（増村）： 

Health and Environmental Sciences Institute 

(HESI) の Genetic Toxicology Technical 

Committee (GTTC) の 年 次 会 議 お よ び

International Workshops on Genotoxicity 

Testing (IWGT)に向けた in vivo genotoxicity 

test strategies WG の専門家会議に参加し、in 

vivo 遺伝毒性試験の課題について議論した。

BMD法を用いた in vivo遺伝毒性の量的評価手法

について検討するため、日本環境変異原ゲノム学

会 MMS 研究会定例会にてワークショップを実施

した。ゲノム解析を用いた突然変異検出法に関し

て技術的検討を行った。 

４）ITB の一般毒性・遺伝毒性・発がん性包括試

験法による評価（石井、高須、小川）： 

4 週間の用量設定試験の後、F344 系 gpt delta

ラットに ITB を 0、5、50 及び 500 mg/kg 体重/

日の用量で 13 週間強制経口投与し、一般毒性評

価（一般状態観察、体重、摂餌量、臓器重量、血

液学的検査、血清生化学的検査及び病理組織学的

検索）、遺伝毒性評価（gpt assay、Spi- assay 及

び肝臓小核試験）及び発がん性評価（免疫組織化

学染色法による GST-P 陽性細胞巣の検索）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）： 

被験物質の 6-MQ に加え、陽性対照として用いた

quinoline お よ び 陰 性 対 照 と し て 用 い た

8-hydroxyquinoline（8-HQ）について、GPG モ

デルによる遺伝毒性評価（gpt および Spi-アッセ

イ）ならびに肝発がん性評価（GST-P 陽性巣の免

疫組織化学染色的評価）を実施した。  

 また、本法で得られた遺伝毒性評価の結果につ

いて、その妥当性を確認するため、gpt delta ラッ

トを用いた in vivo 変異原性試験を実施した。用

量および検索臓器設定試験では、雌雄 F344 ラッ

トに 6-MQ を 0、50、150 または 500 mg/kg の用

量で 28 日間強制経口投与し、一般毒性を評価し

た。本試験では、F344 系 gpt delta ラットに同様

の用量で 28 日間強制経口投与し、投与終了 3 日

後の肝臓について gpt assay および Spi-assay を

実施した。 

 

（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た。

実験においては、適切な人道的エンドポイントを

見極め、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、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 
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１）エピジェネティックな影響を含むファースト

スクリーニング系としての遺伝毒性評価スキー

ム確立に向けた基盤研究（古濱、佐々、本間、杉

山）： 

Ames 試験結果は、8 物質で陽性(Inconclusive

含む)、12 物質で陰性であった。6 物質が[試験結

果と 2 つの QSAR 予測結果が一致]し、[試験結果

といずれかの QSAR 予測結果が一致]が 10 物質、

[試験結果と 2 つの QSAR 予測結果が不一致]が 5

物質であった。 

使用量が多い 50 物質の Ames/QSAR 結果と遺

伝毒性情報について酸素を含む部分構造着目し

て行うと、アルコール・カルボン酸かエステル、

カルボニル基（アルデヒドとジケトンを除く）を

有する物質と分類した 39 物質は懸念が低く。ジ

ケトン・アルデヒド（いずれも炭素が６の直鎖）・

ラズベリーケトンとして分類した 9物質について

は、懸念が否定できなかった。2 物質は酸素を含

む官能基の分類はできないが、QSAR 陰性また

Out of Domain であり、遺伝毒性陽性の情報は得

られなかった。 

エピ遺伝毒性試験株として樹立したLmTK6株

は、改良前の mTK6 株に比べて TK 復帰頻度の背

景値が低減された。またバイサルファイトシーケ

ンス解析によって、LmTK6 株の TK 遺伝子座エ

キソン 1 上流 150 bp において CpG 配列の高度な

メチル化が観察された。TK 遺伝子の DNA 脱メ

チル化による自然復帰頻度を基準として各化合

物のエピジェネティック作用を解析した結果、

5-azadC および GSK-3484862 については処理濃

度依存的に TK 復帰頻度の有意な上昇が認められ

た。また DMSO および TPA については、24 時

間処理後に TK 復帰頻度の有意な低下が観察され

た。以上の結果から、LmTK6 株を用いて計 4 化

合物のエピジェネティック作用を同定した。 

FLO assay を行なった結果、Emodin の用量依

存的に酵母凝集性が促進される傾向を確認した。 

流通実態調査結果に基づき、類ごとの品目数を

比較したところ、エステル類が最も多かった。類

ごとの国内使用量の割合においては、エステル類、

次いでケトン類が多いことが分かった。使用量の

最も多い香料はエチルマルトール、次いでδ-ドデ

カラクトンであった。 

２）細胞を用いた in vitro 遺伝毒性試験による遺

伝毒性評価の精緻化（安井、本間、杉山）： 

4MP に対する TK6 試験の結果、非代謝活性化

条件下で陰性（令和３年度）、代謝活性化条件下

で弱い陽性（令和４年度）であることを確認した。

4MP が、代謝活性化条件下で弱い陽性を示したた

め、令和５年度では、その弱い陽性反応が、ラッ

ト肝 S9 に含有する GST の解毒機序によって抑制

されるか、GSH を補充する GSH/GST-TK6 試験を

実施した。その結果、わずか 1 mM の GSH 補充に

であっても、4MP の弱い陽性反応は抑制され、

GSH/GST-TK6 試験では陰性と判定された。さら

に、一般的に GSH は生体内で高濃度（1 ～ 10 mM

程度）で存在することから、陰性が妥当であると

考えられた（今後、確認試験を予定）。 

３）遺伝毒性発がんリスク評価のための in vivo 

フォローアップ試験スキーム（増村）： 

GTTC において、コメット試験のガイダンスを

作成する方針が示された。Pig-a 遺伝子突然変異

試験はOECDテストガイドラインが2022年に公

開された（TG470）。トランスジェニック動物遺

伝子突然変異試験（TGR 試験）など既存の in vivo

試験とのハーモナイズが検討された。BMD 法に

関しては、遺伝毒性試験に適した critical effect 

size (CES)の設定が課題であることが示された。

IWGT の in vivo WG において、肝小核試験の有

用性と投与時週齢の影響が議論された。日本環境

変異原ゲノム学会 MMS 研究会において BMD 法

ワークショップを実施した。ゲノム解析を用いた

突然変異検出法に関して予備検討を行った。 

４）ITB の一般毒性・遺伝毒性・発がん性包括試

験法による評価（石井、高須、小川）： 

一般毒性評価では、病理組織学的検索において

肝細胞の空胞化を 50 mg/kg 群から認めた．腎臓

に病理組織学的変化は認められなかったものの，

血中 Cl の低値ならびに腎重量の増加は低用量群

から認められ，本試験において NOAEL は求まら



- 6 - 

なかった．毒性標的臓器である肝臓および腎臓に

ついて gpt assay 及び Spi- assay による遺伝毒性

評価を行った結果，いずれも ITB 投与群において

gpt 及び Spi- MFs の有意な変化は認められなか

った．また，gpt 遺伝子の変異スペクトラム解析

において，ITB に投与に起因した変異パターンの

変化は認められなかった。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

数及び面積に変化は見られなかった。 

５）肝又は腎遺伝毒性・発がん性中期包括試験法

による香料等の評価（高須、石井、西川、小川）： 

GPG モデルにおける遺伝毒性評価では、

qunoline投与群においてgpt変異体頻度の有意な

上昇が見られたのに対し、8-HQ 及び 6-MQ 群に

おいて有意な変化は見られなかった。発がん性評

価では、qunoline 投与群において GST-P 陽性巣

の数及び面積に有意な変化が見られたのに対し、

8-HQ 及び 6-MQ 群において有意な変化は見られ

なかった。 

6-MQ をラットに 28 日間反復投与した結果、

病理組織学的検査において、雄 150 mg/kg 以上お

よび雌 500 mg/kg 群で小葉中心性肝細胞肥大、雄

500 mg/kg 群で小葉中心性肝細胞空胞化、雌雄

500 mg/kg群で前胃のびらん／潰瘍が認められた。 

gpt delta ラットを用いた in vivo 変異原性試験

では、6-MQ 投与群において gpt および Spi-変異

体頻度に有意な変化は認められなかった。 

 

D． 考 察 

エピジェネティックな影響を含むファーストス

クリーニング系としての遺伝毒性評価スキーム

確立に向けた基盤研究（古濱、佐々、本間、杉山）： 

フラン骨格の香料等について、これまでの試験

結果のうち、加水分解や互変異性により

3,4-Dihydroxyfuran 構造を有する 4 物質では、

Ames 試験陽性であり 4 物質は Ames 試験結果と

知識 QSAR ベースの予測が一致した。一方、加水

分解や互変異性により 3,4-Dihydroxyfuran 構造

を有しない 2 物質では、Ames 試験陰性であり、

QSAR 結果との不整合がみられた。香料の QSAR

評価にも専門家による判断が重要であることが

示唆された。 

使用量の多い 50物質のうち 48物質が酸素を含

む物質であり、大半は懸念が低いが、ジケトンや

特徴的な構造を有するアルデヒドなど構造が似

通った 9 物質で QSAR または実試験で陽性の懸念

が高かった。懸念が高い構造を基準として判断で

きる QSAR を併用しながら評価をすすめると効率

的だと考えられる。 

LmTK6 株を利用したエピ遺伝毒性試験におい

ては、2~3×10-4 の TK 自然復帰頻度を基準とし

て、復帰頻度の上昇および低下の双方向にエピジ

ェネティック作用を評価できることが示唆され

た。5-AzadC および GSK-3484865 で認められた

TK 復帰頻度の上昇は、DNA メチル化酵素

DNMTs の阻害による DNA 脱メチル化に起因す

ると考えられる。5-azadC は DNA に取り込まれ

るために遺伝毒性を有するが、GSK-3484865 は

非共有結合的に酵素と DNA の結合を阻害するた

め直接的な遺伝毒性を持たない。以上から化合物

の遺伝毒性の有無に関わらず、TK 遺伝子をレポ

ーターとしてエピジェネティック作用の定量が

可能であることが示された。 

エピジェネティック作用が疑われる Alizarin

の構造類縁体であるEmodinからも酵母凝集性に

対して Alizarin 同様の作用が検出された。今後、

Emodin のエピジェネティック作用機序解析が必

要と考えられる。 

18 類香料の年間使用量に基づきその傾向につ

いて調査したところ、本邦における当該香料の使

用実態の概要を把握できた。これら傾向を踏まえ

遺伝毒性評価試験の対象となる香料を検討して

いく必要があると考える。 

DMSO による TK 復帰頻度の低下は、DMSO

が細胞内でメチル基供与に関与するによって生

じた可能性がある。TPA は炎症誘発物質であるこ

とが知られており、本研究で同定されたエピジェ

ネティック作用は炎症応答に関連した効果であ

ると考えられる。以上の結果から本試験法は、作

用機序の異なる様々な化合物において潜在的な
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エピジェネティック作用のスクリーニングに有

用であると考えられる。ラット肝 S9 mix を含む

in vitro 被験物質処理中の TK6 細胞内の GSH 濃

度は 0.005 mM（1000 pmol/106 cells）、細胞外は

0.002 mM であった。一方、生体内の GSH 濃度

が、1 ～ 10 mM 程度であることから、in vitro

処理中は生体ではあり得ない低濃度、特殊な in 

vitro 条件下であり、in vivo と in vitro 間の遺伝

毒性試験結果の予測精度低下の原因と考えら

れた。4MP の Ames 試験結果は代謝活性化の有

無に関わらず陽性、一方、トランスジェニック

マウス（MutaMouse）を用いる肝臓および腺胃

における遺伝子突然変異誘発性は両臓器とも

に陰性である（国立医薬品食品衛生研究所；令

和４年度指定添加物の安全性の見直しに関す

る調査研究（令和５年３月））。すなわち、この

in vivo 試験の陰性結果は、Ames 試験の陽性を

否定し、本研究でフォローアップされた 4MP

に対する TK6 試験で陰性（非代謝活性化条件

下；令和３年度）、および GSH/GST-TK6 試験（代

謝活性化条件下；令和５年度）で陰性の結果と

一致した。 

遺伝毒性発がんリスク評価のための in vivo 

フォローアップに関して、骨髄小核試験におい

ては曝露量と in vitro 試験陽性の用量との間に

明らかな相関性はないことが示唆された。肝臓

小核試験では、週齢の影響および用量設定根拠

となる細胞毒性指標の検討が課題に挙げられ

た。コメット試験では、適切な毒性指標や試験

結果の解釈手法の改善が課題である。Pig-a 試

験（新規）と TGR 試験（改定）の OECD テス

トガイドラインが 2022 年に公開された。BMD

法による定量解析では、適切な CES の設定が

必要である。ゲノム解析を用いた突然変異検出

技術は新規の変異原性試験として有望であり、

変異検出時のエラー率の低減が課題である。 

病理組織学的検査では肝細胞の空胞化が認め

られ、所見の程度は増強した。腎臓では重量の高

値、BUN の高値ならびに各電解質パラメータの

変動など腎毒性を示唆する変化が認められたが、

腎臓に病理組織学的検査において投与に起因す

る変化は認められなかった。しかしながら、血中

Cl の低値ならびに腎重量の増加は 5 mg/kg 群か

ら認められたことから本試験において NOAEL

は求まらなかった。遺伝毒性評価では、肝臓およ

び腎臓について、主に点突然変異を検出する gpt 

assay 及び主に欠失変異を検出する Spi- assay を

実施したものの、いずれも ITB 投与による変化は

認められず、ITB に in vivo において問題となる

遺伝毒性はないと判断した。発がん性評価では、

ITB の毒性標的臓器の一つである肝臓において、

GST-P 陽性細胞巣の数および面積に変化が見ら

れなかったことから、肝臓における発がん性評価

は陰性と判断した。 

GPG モデルにおいて、遺伝毒性肝発がん物質

である quinoline 投与群では、レポーター遺伝子

突然変異頻度および GST-P 陽性巣の数／面積の

有意な上昇が認められたのに対し、8-HQ 投与群

でこれらの変化はみられなかった。本結果は、

8-HQ が Ames 試験でのみ陽性を示し、肝発がん

性がないとする過去の報告を支持するものであ

った。これらの結果から、GPGモデルはquinoline

化合物の遺伝毒性及び発がん性を正確に評価で

きる系であることが確認された。 

6-MQ 投与群では、gpt および Spi-突然変異頻

度に有意な変化は認められず、GST-P 陽性巣の数

／面積にも有意な変化は見られなかったことか

ら、6-MQ は遺伝毒性および肝発がん性は陰性と

判断した。OECD TG488 に準拠した in vivo 変異

原性試験では、6-MQ の毒性標的である肝臓にお

いて突然変異誘発性はみられなかった。本結果は、

GPG モデルにおける遺伝毒性評価の結果を支持

するものであった。以上より、一度の試験で発が

ん性と遺伝毒性を評価可能な GPG モデルは階層

的評価の in vivo評価系として有用と考えられた。 

 

E．結 論 

エピジェネティックな影響を含むファーストス

クリーニング系としての遺伝毒性評価スキーム

確立に向けた基盤研究（古濱、佐々、本間、杉山）： 
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フラン骨格を有する香料やその類似物質や使

用量の多い 50 香料に着目して、予測・実測の

Ames 試験等の情報と構造の特徴を整理した。

QSAR における留意事項や使用量の多い群につ

いて、遺伝毒性の懸念が低い物質の香料分類と比

較的高い香料分類が可能となった。今後は調査範

囲を拡大し、本研究でえられた提案の検証や類似

構造による類推なども組み合わせて遺伝毒性評

価の優先付けスキームの提案を目指す。 

LmTK6 株を用いたエピ遺伝毒性試験によって、

4 化合物における潜在的エピジェネティック作用

を同定した。これらの結果から、本試験法はエピ

ジェネティックな影響のファーストスクリーニ

ング系として作用機序の異なる幅広い化合物に

対して効果を発揮することが期待される。今後さ

らに化合物の評価対象を広げると共に、遺伝子発

現動態・クロマチン構造を可視化するための RNA 

seq 解析ならびに ATAC seq 解析を併用し、スク

リーニングから作用機序の同定までの統合的ス

キームを提案する。 

Alizarin類縁体のEmodinを用いてFLO assay

を行い、Alizarin 同様の結果が得られたことから 

FLO assay の妥当性が高まった。また、国内に流

通している食品用香料の使用量を整理すること

で、その使用実態を確認することができた。今回

得られた結果は、今後遺伝毒性評価試験の対象と

する香料の選定に向けた基盤データになると考

える。 

 Ames/QSAR と Ames 実試験の陽性香料物質

4MP は、ヒト TK6 細胞を用いる GSH/GST-TK6

試験でフォローアップ可能であることが示唆さ

れた。今後、確認試験を実施予定である。

GSH/GST-TK6 試験は、現段階で 4MP の１物質

しか実績がないが、今後、Ames 試験陽性物質に

対して、in vivo 試験を利用することなく、in vitro

試験のみでフォローアップできる潜在的な有効

性を有していると考えられる。 

遺伝毒性発がんリスク評価のための  in vivo 

フォローアップに関して、遺伝毒性試験法の専門

家による国際会議に参加して情報収集を行い、in 

vivo フォローアップ試験の特徴と課題を検討し

た。In vivo 遺伝毒性試験の用量反応データを用

いた量的解析の検討を行い、BMD 法に関する国

内ワークショップを実施した。ゲノム解析を用い

た突然変異検出法の技術的予備検討を行った。 

一般毒性・遺伝毒性・発がん性包括試験から ITB

は既報通り肝臓および腎臓に毒性を有すること

に加え、神経毒性を有することを明らかにした。

一方、毒性標的臓器である肝臓および腎臓におけ

る遺伝毒性評価は陰性であり、懸念された遺伝毒

性は認められなかった。また、肝臓における発が

ん性もないと考えられた。このように、一度の試

験で複数の毒性情報を取得可能な本法は、香料

の毒性評価スキームにおける in vivo 試験とし

て有用であると考えられた。また、本研究で得

られた ITB の毒性情報は評価保留とされている

本剤のリスク評価への利用が期待される。6-MQ

について、GPG モデルによる評価を実施した結

果、遺伝毒性および肝発がん性評価はいずれも陰

性であった。また、OECD TG488 に準拠した

6-MQ の in vivo 変異原性試験の結果は、GPG モ

デルの切除肝を用いた遺伝毒性評価の妥当性を

示すものであった。これらの結果は 6-MQ の安全

性評価に資するとともに、本法が階層的評価にお

ける in vivo 評価系として有用であることを示す

ものであった。 
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