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化合物の遺伝毒性を明らかにするために様々な変異原性

試験が行われ，多くの化合物に変異原性が見いだされてき

た．一方，ある種の化合物には変異原性を変動させる効果

があることも知られている．すなわち，変異原性を抑制す

る抗変異原や増強する助変異原である．我々を取り巻く環

境中では多くの化合物が混在することから変異原の検出に

加えて変動効果を示す化合物についての情報も重要であ

る．

変異原性を変動させる化合物としては，植物中に含まれ

る様々な成分による変異原性の抑制効果がよく知られてい

る1－3）．一方，魚のこげの中に見いだされたノルハルマン4）

は，変異原性を増強することが報告されている．食品添加

物として利用されている化合物中にもアマランス5），及び

ビタミンＡ6，7）がサルモネラを用いた試験系（エームス試

験）において変異原性の抑制を示し，シンナムアルデヒド8）

及びバニリン9）が大腸菌を用いた試験系において変異原性

の抑制効果を示すことが報告されている．食品添加物は，

合成によるものだけでも300種類以上が許可されており，

これらの中に変異原性の変動効果を示す化合物が他にも含

まれている可能性があることからエームス試験を用い４種

の既知変異原に対する変動効果の有無について検討するこ

とにした．

これまでに108種類の食品添加物について試験を行って

きたが10，11），12化合物に変異原性を変動させる効果が見

られた．今回，58種類の食品添加物について追加試験を行

ったところ６化合物に変動効果が見られたので報告する．

実験材料及び方法

試料 58種類の食品添加物は，表１に記載した．L-アスコ

ルビン酸パルミチン酸エステル，デカナール，デカノール，

デヒドロ酢酸及びプロピオン酸カルシウムは東京化成製，

L-グルタミン酸カリウムはFluka製，その他の化合物は和

光純薬製である．試料は，溶解性により蒸留水（DW）ま

たはジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解した．

変異原物質：4-ニトロキノリン-1-オキシド（4NQO，岩井

化学製），フリルフラマイド（AF-2，上野製薬製），ベン

ツ（a）ピレン（BP，和光純薬製）及びトリプ-P-1（T-P-1，

和光純薬製）をDMSOに溶解し用いた．

菌株 Salmonella typhimurium TA98（hisD－, uvrB－, bio－,

gal －, rfa－, pKM101）12）及び TA100（hisG－, uvrB－, bio－,

gal－, rfa－, pKM101）12）を普通ブイヨン（Nutrient broth

No. 2，OXOID）で一夜培養し用いた．これらの株は，B.

N. Ames 教授（カリフォルニア大）より分与を受けたも

のである．

TA98は，フレームシフト型の変異原に感受性が高いこ

とから，今回の試験ではT-P-1の変異原性の検出に用いた．

また，TA100は，塩基置換型の変異を持ち，比較的多くの

変異原に感受性が高いことから，今回の試験においては，

4NQO，AF-2及びBPの変異原性を検出するのに用いた．

変異原性試験 Ames法の変法であるプレインキュベーシ

ョン法13，14）により行った．代謝活性化には，アロクロー

ル1254（ジーエルサイエンス）により薬物代謝酵素を誘導

した雄性CD系ラット（Crj : CD 日本チャールス・リバー）

の肝臓ホモジネートから調製したS913）を用いた．S9mix13，14）

中のS9量は，10%（50μl/プレート）とした．

変異原溶液0.1 ml及び試料溶液0.05 mlを小試験管に入

れ，変異原がT-P-1及びBPの場合にはS9mix 0 .5 ml，

4NQO及びAF-2の場合にはリン酸緩衝液（pH 7.4）0.5 ml

を加えた．更に4NQO，AF-2及びBPの場合にはTA100，

T-P-1の場合にはTA98の一夜培養菌液を0.1 ml加え，37℃

で20分間の前培養を行った．これに45℃に保温した軟寒天13）

２mlを加え混合後，最少グルコース寒天培地13）に重層し
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表１．食品添加物の既知変異原の変異原性に対する影響

化合物 最高濃度a） 4NQO AF-2 BP T-P-1 化合物 最高濃度a） 4NQO AF-2 BP T-P-1

亜硝酸ナトリウム 10 － － － － パラヒドロキシ安息香酸イソブチル 1 － － － －

L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル 10 － － － － パラヒドロキシ安息香酸イソプロピル 1 － － － －

アスパラギン酸ナトリウム 10 － － － － パラヒドロキシ安息香酸エチル 0.1 － － － Ｄ

アスパルテーム 10 － － － － パラヒドロキシ安息香酸プロピル 1 － － － －

DL-アラニン 10 － － － － パラメチルアセトフェノン 1 － － － Ｄ

5'-イノシン酸二ナトリウム 10 － － － － ピペロナール 1 － － － Ｄ

5'-ウリジル酸二ナトリウム 10 － － － － フェニル酢酸イソアミル 0.1 － － － －

塩化アンモニウム 10 － － － － フェニル酢酸エチル 0.1 － － － －

塩化カリウム 10 － － － － フマル酸 1 － － － －

塩酸 1 － － － － プロピオン酸 1 － － － －

過酸化水素 0.1 Ｉ － － － プロピオン酸イソアミル 0.1 － － － －

ギ酸イソアミル 1 － － － － プロピオン酸エチル 1 － － － －

クエン酸一カリウム 10 － － － － プロピオン酸カルシウム 10 － － － －

5'-グアニル酸二ナトリウム 10 － － － － プロピオン酸ベンジル 0.1 － － － －

クエン酸三カリウム 10 － － － － ヘキサン 1 － － － －

クエン酸三ナトリウム 10 － － － － ヘキサン酸アリル 0.1 － － － －

L-グルタミン酸カリウム 10 － － － － ヘキサン酸エチル 0.1 － － － －

ケイ皮アルコール 1 － － － － ベンジルアルコール 1 － － － －

酢酸 10 － － － － ベンズアルデヒド 1 － － － －

酢酸エチル 1 － － － － d-ボルネオール 0.1 － － － －

5'-シチジル酸二ナトリウム 10 － － － － N-メチルアントラニル酸メチル 0.1 － － － －

ソルビン酸 1 － － － － ｌ-メントール 0.1 － － － Ｉ

デカナール 0.01 － － － － 酪酸イソアミル 0.1 － － － －

デカノール 0.1 － － － － 酪酸エチル 1 － － － －

デカン酸エチル 10 － － － － 酪酸シクロヘキシル 0.1 － － － －

デヒドロ酢酸 1 － － － － 酪酸ブチル 0.1 － － － －

テルピネオール 0.1 － － － － リナロオール 0.1 － － － －

γ-ノナラクトン 1 － － － － 硫酸 10 － － － －

バニリン 10 Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ DL-リンゴ酸 10 － － － －

a)：mg／プレート．Ｄ：変異原性の抑制効果が見られた．Ｉ：変異原性の増強効果が見られた． 4NQO：0.1μg／プレート，TA100．AF-2：0.02μg／プレート，TA100． BP：5μg／プレー

ト，TA100． T-P-1：0.1μg／プレート，TA98．
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た．37℃で２日間培養後，プレートに生じた復帰コロニー

を自動コロニーカウンターで計数した．同時に試験菌株の

生存状況を知るためにローン（lawn）の観察を行った．

最初に３濃度段階，１枚のプレートでスクリーニング試

験を行い，変動効果を持つ可能性がありそうな化合物を選

定した．その後確認実験を各濃度にプレート２枚を用い，

５濃度段階で行った．統計解析は，Mooreら15）のプログ

ラムによる回帰分析を行い，用量相関が有意な場合，試料

化合物に変異原性を変動させる効果があると判断した．

結　　　果

58種の食品添加物による４種の既知変異原（4NQO，

AF-2，BP及びT-P-1）に対する影響について定性的に検討

した試験結果を表１に示した．変異原単独の時の復帰コロ

ニー数が食品添加物を加えることにより増加または減少し

た化合物は６化合物であった．過酸化水素は，4NQOにお

いて復帰コロニー数が増加した．バニリンは，4NQO，

AF-2，BP及びT-P-1において復帰コロニー数が減少した．

パラヒドロキシ安息香酸エチル，パラメチルアセトフェノ

ン及びピペロナールはT-P-1において復帰コロニー数が減

少した．l-メントールはT-P-1において復帰コロニー数が

増加した．なお，復帰コロニー数が減少した化合物は，さ

らに数種類見られたが，ローンの観察によっていずれも試

験菌株に対する抗菌性が見られたことから変異原性の抑制

ではないものと判断した．

次に変異原性に影響を与えた化合物について定量的にそ

の効果を検討した結果を図１に示した．過酸化水素は，５μg

／プレート以上で4NQOの変異原性が1.3倍に増加した．バ

ニリンは，4NQO，AF-2，BP及びT-P-1の４変異原に対し

て明らかな抑制効果を示した．ただし，バニリンの量は１

mg／プレート以上の高用量が必要であった．パラヒドロ

キシ安息香酸エチル，パラメチルアセトフェノン及びピペ

図１．変異原性に対する影響．

A：過酸化水素，B：バニリン，C：パラヒドロキシ安息香酸エチル，D：パラメチルアセトフェノン，E：ピペロナール，

F：l-メントール．○：4NQO，0.1μg／プレート，TA100．△：AF-2 0.02μg／プレート，TA100．●：BP 5μg／プレー

ト，TA100． ▲：T-P-1 0.1μg／プレート，TA98．



270 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H., 52, 2001

ロナールはT-P-1において変異原性が減少した．減少率は

何れも50%程度であった．l-メントールはT-P-1において復

帰コロニー数が増加し，T-P-1の変異原性が1.4倍に増加し

た．

考　　　察

58種の食品添加物について試験を行った結果，６化合物

に変動効果が見られた．T-P-1の変異原性は，５化合物に

よって影響を受けたことから変異原性が影響を受けやすい

変異原なのかもしれない．パラヒドロキシ安息香酸エチル

は，T-P-1の変異原性を抑制した．エチルエステル以外に

３種のエステルについても試験を行ったが，復帰コロニー

数がエチルエステル同様減少した．しかし，３種のエステ

ルでは抗菌性の方が強く変異原性の抑制効果としては検出

できなかった．

今回用いた４種の変異原は，変異原としては大変よく知

られた化合物であり，エームス試験など微生物を用いた試

験系における変異原性を変動させる化合物についての報告

も多い．例えば，4NQOの変異原性を抑制する化合物とし

てはTA100でスルフィドリル化合物16），大腸菌でシンナム

アルデヒド8），バニリン9）が報告されている．AF-2につい

ては，大腸菌を用いた試験系でシンナムアルデヒド17）や

ショウガ抽出物による抑制18）の報告があり，BPについて

はTA98でリボフラビン19）やBHT20）による抑制の報告が

見られる．T-P-1については，増強する化合物にはTA98に

おいてノルハルマン4）が，抑制する化合物にはTA98にお

いてメイラード反応生成物21），ビタミンＡ22）などの報告

が見られる．これらの増強及び抑制の作用機構については，

化合物相互の直接的反応21），S9中の薬物代謝酵素の阻害19）

及び菌株のDNA損傷を修復する酵素の阻害17）などが考え

られてはいるが未解明な点が多い．

今回の試験でバニリンは４種の変異原の変異原性を抑制

し，強い抗変異原であることが明らかとなった．バニリン

についての変異原性の変動に関する報告は多く，大腸菌

WP2株において4NQO，AF-2の突然変異の抑制9）．チャイ

ニーズハムスターV79細胞においてUV，X線による突然変

異の抑制23），in vivoではマウスのスポットテストでエチル

ニトロソウレアによる突然変異の抑制23）などがある．一

方，増強の報告も見られ，大腸菌CC102などにおいてニト

ロソグアニジンの変異原性の増強24），チャイニーズハムス

ターCHO細胞においてマイトマイシン C，エチルニトロ

ソウレア，メチルニトロソウレアなどのアルキル化剤によ

る姉妹染色分体交換（SCE）誘発の増強25），ヒト肝ガン由

来細胞HEP-G2におけるアミノメチルイミダゾキノリン

（IQ），T-P-1などのヘテロサイクリックアミンによる小核

誘発の増強26）が報告されおり，バニリンの変異原性に対

する影響は抑制と増強の両面が見られ非常に複雑である．

この変動の作用機構については，大腸菌ではDNA損傷を

修復する酵素の誘導阻害により変異原性が増強27）された

り，突然変異を起こしやすいSOS修復系の誘導により変異

原性が増強28）されることが示されているが，変異原性の

抑制については突然変異を起こさないrecA遺伝子依存の

修復系が活性化されることが報告29）されている．今回の

サルモネラの実験では抑制効果が明らかであったが，これ

はrecA遺伝子依存の修復系が関与しているのではないか

と考えられる．

過酸化水素を4NQOに加えたときに突然変異が増強され

た．4NQOは4-ハイドロキシ-1-アミノキノリンに代謝され

て変異原性を示すといわれているが，この時発生する過酸

化水素も突然変異の発現に影響していると報告30）されて

いる．今回の実験で，4NQOに過酸化水素を加えることに

より変異原が増加したことは，4NQOの変異原性に過酸化

水素が関与していることを支持するものであると考えられ

る．ただし，過酸化水素にも弱い変異原性があることが報

告31）されていることから，過酸化水素による4NQOの突

然変異性の増強というよりも4NQOと過酸化水素による突

然変異が相乗的に増加したとするのが正しいのかもしれな

い．

ｌ-メントールは，サルモネラにおいてAF-2によるDNA

損傷を修復する時に突然変異を起こしやすいSOS修復系の

発現を阻害すると報告32）されている．このことはAF-2に

よる突然変異をl-メントールが抑制することが期待される

が，今回の試験ではl-メントールによるAF-2の変異原性に

対する影響は検出できなかった．T-P-1の変異原性が増強

されたのは全く反対の効果であり，l-メントールがたばこ

や食品中にも多用されている化合物であることからも突然

変異を変動させる機構について十分検討する必要があると

考えられる．

パラヒドロキシ安息香酸エチル，パラメチルアセトフェ

ノン及びピペロナールについては変異原性の変動効果に関

する報告は見られず，今後多くの試験系での検討が効果の

確認に必要であろう．

58種の食品添加物による変異原性の変動効果について検

討したところ，変動効果の報告が多いバニリンに加え何ら

かの効果を示す５化合物が見いだされた．前報10，11）まで

に検討した108化合物中12化合物に変動効果が見いだされ

ており，今回の６化合物を加えると18化合物（10%）とな

り，変異原性と関りがある化合物が食品添加物中にかなり

存在することが明らかとなった．ただし，これらの変動効

果は，エームス試験における反応であって，食品中や生体

中での反応については明らかではなく，更にこれらの化合

物による変異原性を変動させる作用機構についても今のと

ころ明らかではない．変動の作用機構には，化合物相互反

応，薬物代謝酵素阻害及びDNA修復酵素阻害または活性

化などが考えられ，今後これらの点についても検討してい

きたい．
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ま　と　め

58種の食品添加物の4NQO，AF-2，BP及び T-P-1 の変

異原性に対する影響についてエームス試験を用い検討し

た．食品添加物を加えることにより変異原性が増加または

減少した化合物は６化合物であった．過酸化水素は，

4NQOの変異原性を増強した．バニリンは，4NQO，AF-2，

BP及びT-P-1の変異原性を抑制した．パラヒドロキシ安息

香酸エチル，パラメチルアセトフェノン及びピペロナール

はT-P-1の変異原性を抑制した，l-メントールはT-P-1の変

異原性を増強した．
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