
薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会  

新開発食品調査部会  

平成20年5月8日（木）14：00～  
厚生労働省共用第8 会議室（6階）  

壬生  
自我  事   次   

議 事  

1．食品安全委員会に食品健康影響評価を依頼したアガリクス含有食品  
の取扱いについて   

2． その他  

資 料  

1  食品安全委員会への食品健康影響評価の経緯   

2－1 食品健康影響評価について  

（平成18年2月13日付けの食品安全委員会への評価依頼）   

2－2 アガリクス（カワリハラタケ）を含む粉末剤型の加工食品に係るリスクプロ  
ファイルについて   

3－1 食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の提出について  

（平成18年5月9日付けの食品安全委員会事務局からの依頼）   

3－2 食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の提出について  

（平成18年12月20日付けの食品安全委員会事務局への回答）   

3－3 食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の提出について  

（平成20年2月28日付けの食品安全委員会事務局への回答）  

4  食品健康影響評価に係る指摘事項について（平成20年3月28日付け）  

5  議論のポイント  

参考資料  

1－1 関係法令   

1－2 新開発食品等の販売禁止について  

2  アガリクス（カワリハラタケ）を含む製品に関するQ＆A（平成18年2月13日）   



アガリクスを含む製品の食品健康影響評価について  

1．アガリクスとは  

アガリクス属キノコの一種（和名：カワリハラタケ、学名：月g∂／元〟ぶ  

ム血ze／Murrill）。免疫活性作用があるなどとして、これを原料とした健康   

食品が広く販売されている。  

2．これまでの経緯  

（1）アガリクス属のキノコには、アガリチンという成分が含まれてお  

り、以前よりその毒性が懸念されていた。※1  

※1：国立医薬品食品衛生研究所においては、以下の調査研究を実施  

平成12年度：アガリクス属のキノコの毒性情報に関する文献検索を実施  

（アガリクスに関する毒性報告はなし）  

平成14年度：アガリクスを含む製品のアガリテン含有量の実態調査  

平成15年度：キノコ中のアガリテン及びその誘導体の分析法の開発に関する研究を  

実施。（アガリクス含有製品の一部にアガリテンを比較的高く含有する  

ものがあることを確認）  

このため、厚生労働省（国立医薬品食品衛生研究所）において  

調査研究を実施したところ、平成17年度に実施した遺伝毒性試  

験及び中期多臓器発がん性試験において、アガリクスを含む3製  

品※2のうち、1製品に発がん促進作用が認められた※3。  

※2：当時国内に広く流通していた製法の異なる代表的な3種を選択。  

※3：復帰突然変異及び染色体異常試験については陽性、小核試験は陰性（他の2製品  

については、試験結果はいずれも陰性）。  

この試験結果を受けて、平成18年2月13日付けで食品安全委  

員会へ食品健康影響評価を依頼→．資材2－7，2－2  

製品名   販売者   諮問した食品健康影響評価の内容   

クス顆粒   （株）   製品の販売禁止（食品安全基本法第24  

条第1項に基づく）   

仙生露顆粒ゴ「ルド   （株）サンドリー   当該製品の安全性について（食品安全基  

アガリクスK2ABPC顆粒  （株）サンヘルス  
キリン細胞壁破砕アガリ  キリンウエルフーズ  食品衛生法第7条第2項の規定による本              本法第24条第3項に基づく）  



上記評価依頼と同時に、B製品については、販売者による自主  

回収が行われ、現在は流通していない。  

（2）食品安全委員会においては、評価のためのワーキンググループ   

を設置し、実験系において陽性反応が確認された突然変異及び   

染色体異常が動物実験においても同様に発現するか否かを確認   

するため、B製品について次の試験を追加的に実施すべきことを   

指摘（平成18年5月9日）した。→．資材β－7   

①トランスジェニックラットを用いた標的臓器における突然変異試験   

②ポストラベリング法によるDNA付加体試験  

（3）指摘を受けて、国立医薬品食品衛生研究所において試験を実   

施し、本年2月末にイニシエーション作用を支持する結果はないと   

の追加試験が取りまとめられた→．資村β一之β－β  

（4）食品安全委員会においては、3月12日にワーキンググループを   

開催し、食品健康影響評価の内容について検討し、3月28日食   

品安全委員会より指摘事項が提示された。眉対→4   



直垂至三可  

厚生労働省発食安第0213001号  

平成18 年 2 月13 日  

食品安全委員会   

委員長 寺田 雅昭 殿  
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食品健康影響評価について   

食品安全基本法（平成15年法律第48号）第24条第1項第1号の規定に基づき、  

下記事項に係る同法第11条第1項に規定する食品健康影響評価について、貴委員会  

の意見を求めます。  

記   

食品衛生法（昭和22年法律第233号）第7条第2項の規定に基づき、次に掲げ  

るアガリクス（月卵rJ■c〟∫∂ノ∂ZeJMurrill、別名カワリハラタケ）を含む製品について  

食品として販売することを禁止すること。  

製品名：キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒  

販売者：キリンウエルフーズ株式会社   



厚生労働省発食安第0213002号  

平成18 年 2 月13 日  

食品安全委員会   

委員長 寺田 雅昭 殿  
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食品健康影響評価について   

食品安全基本法（平成15年法律第48号）第24条第3項の規定に基づき、下記  

事項に係る同法第11条第1項に規定する食品健康影響評価について、貴委員会の意  

見を求めます。  

次に掲げるアガリクス（月gブイc〟∫ムノ∂ZeノMurrill、別名カワリハラタケ）  

を含む製品の安全性について  

1．製品名：仙生露顆粒ゴールド   

販売者：株式会社サンドリー  

2．製品名：アガリクスK2ABPC顆粒   

販売者：株式会社サンヘルス   



草桓≠一軍＿、  

アガリクス（カワリハラタケ）を含む粉末剤型の加工食品  

に係るリスクプロファイル  

1．食品健康影響評価の対象となるアガリクスを含む加工食品の特徴   

今回、健康影響評価を依頼したアガリクス（和名：カワリハラタケ、学名：月g肌血∫  

ムノ∂ZeノMtlrrill）を含む顆粒状の加工食品3製品である。アガリクスは、キノコの  

一種であり、この乾燥物を粉末、顆粒及び錠剤にした食品、また乾燥物に栄養補助  

成分を添加後に粉末、顆粒、錠剤、カプセル状等の形状にした食品、及び菌糸体培  

養物を粉末、顆粒、錠剤、カプセル状等の形状にした食品が広く販売されている。   

3製品のうち、今回、ラットによる中期多臓器発がん性試験の結果、発がんプロ  

モーション作用が認められたキリンウエルフーズ（株）の製品「キリン細胞壁破砕  

アガリクス顆粒」に関する製品の製造方法、分析試験成績等は提出資料のとおり。   

（キノコは子実体と菌糸体に分けられる。子実体とは傘と軸の部分の名称で、菌  

糸体とは根の部分の細い糸のような形状をいう）割出。  

2．経緯   

アガリクス属のキノコに含まれるアガリチンについて、その毒性がかねてより指摘  

されていたことから、平成12年度厚生科学研究においてアガリクス属のキノコの毒  

性情報に関する文献検索を実施していたが、アガリクスに関して毒性報告はなかった。   

その後、平成14年度にはアガリクスを含む製品のアガリチン含有量の実態調査に  

着手し、さらに平成15年度からキノコ中のアガリチン及びその誘導体の分析法の開  

発に関する研究を行い、アガリクス含有製品の一部にアガリチンが比較的高く含有す  

るものがあることが初めて確認された。   

一方、アガリクスを含む製品による健康被害が明らかとなった事例は報告されてい  

ないが、①アガリクスを含む製品による肝障害の疑い等の複数の事例が、学術雑誌等  

に掲載されていること ②アガリクスを含む製品が広域流通していることから、厚生  

労働省では平成15年度より、国立医薬品食品衛生研究所において、アガリクスを含  

む3製品の毒性試験を実施している。   

この結果、国立医薬食品衛生研究所の研究において、中期多臓器発がん試験を実施  

している3製品のうち、1製品（キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒）に発がんプロモ  

ーション作用が認められたとの中間報告があったため、今般、アガリクスを含む製品  

について、食品安全委員会に対し、食品健康影響調査を依頼した。   

なお、その他の2製品（仙生露顆粒ゴールド、アガリクスK2．逓PC細粒）については、  

遺伝毒性試験の結果は陰性であり、中期多臓器発がん試験については、現在試験を実  

施中であるが、2製品とも、現時点（平成18年2月15日）においては、ラットに  

おける腫瘍性病変の変化は認められていない。今後、国立医薬品食品衛生研究所から  

試験の結果について報告があり次第、その結果を食品安全委員会に提出することとし  

ている。   



3．遺伝毒性試験及び中期多臓器発がん性試験の概要  

（1）遺伝毒性試験及び中期多臓器発がん性試験に供試した製品  

・仙生露顆粒ゴールド 販売者：（株）サンドリー（※）（以下「製品A」という）  

・キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒 販売者：キリンウエルフーズ（株）   

（以下「製品B」という）  

・アガリクスK2ABPC細粒 販売者：（株）サンヘルス（以下「製品C」という）  

（※）試験対象とされた「仙生露顆粒ゴールド」は、（株）サンドリーが販売したものである  

が、現在、（株）S．S．Ⅰに経営譲渡されている。  

（2）遺伝毒性試験  

ネズミチフス菌4株（TAlOO，TA1535，TA98，TA1537）及び大腸菌1株（WP2   
uvrA／pI伽101株）を用いてプレインキュベーション法による復帰突然変異試験を   

実施し、チャイニーズハムスター肺由来のC札／IU細胞株を用いて培養細胞に対す   

る染色体異常誘発性を検索した。  

また、雄の7週齢のICR系（Crj：CD－1）マウスを用い、骨髄細胞における小核   

試験を実施した。  

（3）中期多臓器発がん性試験  

本試験における試験法、投与量、検体は以下の考えに基づき選定した。  

● 中期多臓器発がん性試験は、スクリーニング的意味合いが強いものの、  

ICH（日・米・EU医薬品規制調和国際会議）においても発がん性評価にお  

けるin vivo追加試験のひとつとして推奨されており、国際的にも認め  

られた方法であること、比較的短期間で発がん性に関する情報が得られ  

ることから、本試験を選択した。  

● 投与用量は、本検体の人における摂取様態を勘案し、混餌投与とし、そ  

の場合の一般的に毒性が低いと思われる検体について設定する最高用量  

5％（＊）を本試験での最高用量とした。  

● 低毒性であることが事前に明らかであることから、用量設定試験は行っ  

ていない。5％混餌群が正常に摂取されるか否かのみを短期間（1週間  

程度）確認した。  

● 検体の選定は、市販製品の中から、広域かつ一定期間継続的に市場に流  

通している製品のうち、製造法を大きく 3種類に大別し、それぞれ、1  

製品ずつ、合計3製品を選択した。  

（＊）5％最高用量は、混餌により（飼料が希釈されることなどから）栄養障害を  

生じることが無いようにするために、経験的に設定された上限である。栄養価の低  

下した飼料を摂取させると、動物は総摂取量を増やして自動的に摂餌バランスを保  

とうとするが、5％を超えると飼料の希釈のみの影響で体重増加に差を生じること   



が経験的にわかっている。  

（食品添加物の指定及び使用基準改正に関する指針：厚生省生活衛生局食品化学課  

監修）   

その結果、中期多臓器発がん性試験において、 1製品（製品B）に、1．5％以上の  

用量で前胃、腎及び甲状腺において発がんプロモーション作用が示された。この用  

量はヒト推定暴露量の5～10倍程度であり、また、当該製品は遺伝毒性試験のうち、  

小核試験は陰性であったが、細菌を用いた復帰突然変異試験及びほ乳類培養細胞を  

用いた染色体異常試験が陽性であった。そのため、当該製品の安全性について、食  

品安全委員会に、食品健康影響評価を依頼したものである。   

なお、その他2製品については、遺伝毒性試験は全て陰性であり、現在、中期多  

臓器発がん性試験を実施中である。今後、国立医薬品食品衛生研究所から試験の結  

果について報告があり次第、その結果を食品安全委員会に提出することとしている。   

（4）試験結果  

（D遺伝毒性試験  

遺伝毒性試験  

復帰突然変異試験  染色体異常試験   小核試験   

鞍粒ゴールド  

細胞壁破砕アガリクス顆粒   ＋   ＋  

クスK2ABPC細粒  

②中期多臓器発がん性試験  

i）試験方法概略：   



F344 系 雄 ラ ッ ト に、 DEN （N－nitrosodiethylamine）MNU  

餌・methyl・N－nitrosourea），BBN伽・n－butyl－N－（4－hydroxybutyl）mitrosamine），  

DMH（1，2’－dimethymydrazine dhydrocloride（sym，N，N，－））および DHPN  

（血sopropan01nitrosam血e）による多臓器イニシエーション処置（DMBDD処置）を  

行った後、被験物質を24週間、0．5％、1．5％、及び5．0％混餌投与した。対照群には  

イニシエーション処置のみの群を置いた。また、参照群としてイニシエーション処置  

を施さない2群を用意し、その1群に5．0％混餌投与を行った。   

DMBDD処置期間および被験物質投与期間を通じて一般状態の観察，体重，摂餌量  

および摂水量の測定を行い、被験物質投与期間終了時に臨床検査、病理学検査および  

肝臓の免疫組織学的検査を行った。   

腫瘍発生等有害事象に関する有意差検定は、対照群との間のフィッシャー直接確率  

検定（片側）によった。  

並）キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒（製品B）の試験結果   

被験物質の平均摂取量はDMBDD－q．5％被験物質投与群で231，0（184～384）  

m掴day，DMBDD＋1・5％被験物質投与群で685．7（559～1，147）mgn’gklay，  
DMBDD＋5．0％被験物質投与群で2323．2（1，818～3，715）mgn（g／day，無処置＋5．0％被験  

物質投与群で1979．5（1，721～2，833）mgAqydayであった。   

被験物質投与では，DMBDDイニシエーション処置に起因すると考えられる死亡例  

が、DMBDD十0％被験物質投与群で4例、DMBDD＋5．0％被験物質投与群で1例認めら  

れた。   

用量相関性を示し有意に増加した増殖性・腫瘍性病変は，肉眼的に前胃の白色斑と  

腎嚢胞であり、病理組織学的には前胃の扁平上皮過形成、腎細胞月醐重及び悪性腎間菓  

性腫瘍／腎芽腫，甲状腺濾胞細胞腺臆及び濾胞細胞腺癌であった。腎細胞腺腫，甲状  

腺濾胞細胞腺腫及び濾胞細胞腺癌は、DMBDD＋l．5％被験物質投与群および  
DMBDD＋5．0％被験物質投与群の両群で有意な増加が認められた。  

表1ⅥleincreasingincidenceofgrossfindingsinthegmupstreatedwithDMBDDandTbstsubstanCe  

Group  I  II  III  IV  V  Ⅵ  

No，Ofanimalsexamied  20  20  20  20  8  8  

0rgan  鮎1dings  

StDmaCh whitcpatch／2X）ne  4  11☆   13☆☆   15☆★  0  0  

Ⅰ缶dney cyst  o  2  6☆  7★☆  0  0  

Significant・diE旨rencefromGroupI；☆：p≦0．05，＊＊：p≦0．01   
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Ⅰ   ⅠⅠ ⅠⅠⅠ   ⅠⅤ  Ⅴ   ⅤⅠ   
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董室   

本試験は、5種類の発がん物質を実験開始初期に発がんイニシエーターとして投与  

し、複数の臓器について、発がんプロモーター活性を同時に検出するものである。プ  

ロモーター活性を示す物質の多くは、標的臓器に細胞増殖などの変化を誘発すること  

が多いため、その作用を確認するための参照群として、イニシエーションを行わない  

サテライト群を設けている。 尚、ほとんどの遺伝毒性発がん物質及び非遺伝毒性発が  

ん物質は、ともにプロモーション作用も同時に持っていると考えられている。従って、  

本実験では、この様な発がん物質とプロモーター作用のみをもつ非遺伝毒性発がん物  

質を明確に区別することは困難である。他方、プロモーター化学物質は、標的臓器に  

プロモーション作用に関連する変化を背景変化として誘発することがある。そうした  

背景変化としては、例えば、甲状腺については、血中TSHの上昇による禰漫性濾胞過  

形成（diffusefollicularhyperplasia）、肝については、アポトーシス、核分裂像や  

変異細胞巣などがある。   

本検体は、イニシエーター処置群において腫瘍性病変として、甲状腺濾胞上皮、前  

胃扁平上皮、及び腎の腫瘍を用量相関性を持って有意に誘発したことから、これら3   



臓器に対して発がんプロモーション作用を示すと判定された。  

甲状腺濾胞上皮由来の腫瘍の発生機序としては，化学物質が直接濾胞上皮細胞に作用  

する場合と甲状腺ホルモンの合成を阻害もしくは代謝を促進することにより  

negative－feedback機構が持続的に働き，濾胞上皮の過形成を経て腫瘍性病変へと発展す  

る間接作用による場合がある。  

今回の試験では、参照サテライト群に於ける背景像として、被検物質による増殖促進  

作用を示唆する所見が乏しいことが指摘される。  

甲状腺においては、濾胞上皮細胞の明瞭な過形成性反応は見られず、ごく軽微な濾胞  

上皮細胞の細胞の丈の増加（おそらく、画像解析による定量を行って、検出されるか  

どうかぎりぎりの程度）が観測される。即ち、下垂体を解した刺激による発がんプロ  

モーション作用以外の作用が働いた可能性がある。  

腎尿細管に於ける変性病変（α2ur－グロブリンと腎腫瘍発生の関連性の有無の確認  

の意味を含む）についても、被検物質による（慢性腎症の）増悪所見は明らかでない。  

このことから、腎発がんプロモーション作用がラット特有のα2wグロブリン関連の  

ものではない可能性が指摘される。  

非腫瘍性病変には、心臓の単核球浸潤、胸骨の軟骨基質粘液変性、及び肝細胞の脂肪  

化を認められている。  

揖）他の2製品について   

今後、国立医薬品食品衛生研究所から試験の結果について報告があり次第、その結  

果を食品安全委員会に提出することとしている。  

4．対象となる危害要因の科学的特性と分析法  

（1）概要   

アガリクスは、地面から生え、柄が長くて太く、香りが強いキノコの一種である。  

現在では「アガリクス」という名称が一般的であるが、日本ではカワリハラタケ（学  

名：4狩n■c比ダムノ∂Zeノ Murrill）として知られている。 1965年にブラジルで日本人が  

初めて栽培に成功したキノコで、ブラジル産、中国産のものが多いが、国内でも人工  

栽培されるようになった。  

（2）成分   

他のキノコに比べて粗タンパク質が43％と多い。多糖類、ビタミンB2、ビタミンD、  

マグネシウム、カリウムなどを多く含む。また、アガリクス属キノコには、アガリチ  

ンというフェニルヒドラジン誘導体が含まれている資料1 

（3）分析方法   

アガリクスは他のキノコ製品・酵母製品と同様にβ－D－グルカンを含有している。  

β－トグルカンの構造特性や分子量分布はキノコの種類により大きく異なり、その構  
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造と活性の関連については一致した見解が得られていない。特異検出キットによるキ  

ノコ中β－グルカン総量が測定されている。アガリクス特有のβ－D一グルカンに関し  

ては構造決定に関する報告がある。   

ビタミンD前駆物質であるエルゴステロールについてはガスクロマトグラフ質量分  

析装置（（℃－Ⅰ班S）を用いた分析法の報告がある。   

アガリチン分析法は、LC／MS／MSを用いた方法により分析した。  

（平成15年度厚生労働科学研究の「担子菌類中の有害物質の評価に関する研究」報告  

書）  

（4）毒性関連情報  

① 構造及び物性  

・アガリクス属キノコに含まれるアガリチンそのものには毒性が報告されていな   

いが、アガリチンが生体内の†－glutamyltransPePtidasにより分解され、   

4一但ydroxymethyl）phenylhydrazine（HMPIi）を産生し、さらにHMpHが酸化されて   

4－（Hydroxymethyl）benzenediazoniumion（HMBD）が生成されると考えられている資   
料1眉料2 

。アガリチンの前駆物質として4－Hydrazinobenzoicacid（CPIi）、   

β－N－［g・－し（＋）glutamyl］4（carboxy）－Phenylhydrazine（GCPIi）が考えられている。  

・マッシュルーム中のアガリチン量については、加熱加工（煮る、揚げる、電子レ   

ンジによる加熱）により減衰されるという報告がある。またアガリチンは開放系   

の水溶液中では、2日間で完全に分解されることが明らかになっている資料4。  

・マッシュルーム中のアガリチン量については、種々報告されている酎斗5。平成15   

年度厚生労働科学研究の調査ではマッシュルーム中のアガリチン量は湿重量で  

198い釘gと測定された。  

② 体内動態  

・マウスやラット等の動物実験で経口投与された放射同位元素標識アガリチンの   

代謝は速やかに行われ、消失する。数時間で血中放射活性レベルはピークに達し、   

3時間後消化管内には検出されなくなる。アガリチンの代謝体で考えられる毒性   

が強い第一候補としてHMBDがあるが、動態研究では血液からは検出されてい   

ない。  

・アガリクス経口投与マウスでは、アガリチンは20分で血中濃度が最大となり、   

その後急速に消失、90分以降は検出されなかった。アガリチン標準品を用いた実   

験においても同様の傾向が見られた。（平成16年度厚生労働科学研究）  

・経口投与された放射同位元素標識アガリチンを用いた代謝実験では、投与後数日   

たっても、肝臓、腎臓、胃などで共有結合された放射活性が残存する。最も高い   

放射活性が残存するのは胃である。γ－glutamyltranspeptidaseはアガリチンを2化   

合物に分解する。そのうち主要のものがHMPHであり、次に強い変異原性のあ   

るHMBDに代議けると考えられている。資料21   



③ DNA結合性と変異原性  

・アガリチンの代謝体で考えられるHMBDは強い変異原性及び発がん性が示唆さ  

れている。  

・HMBDはaryldiazenylラジカルとarylラジカルの2種のラジカルを産生し、  

DNAのdeoxyribose単位のCや、プリン環のNに反応し、Im損傷を起こすと   
考えられている資舶‾2 

。   

■ Amesテストでマッシュルームの水抽出・エタノール抽出に弱い活性があること  

が示されている。また精製されたアガリチンにおいても弱い変異原性があるこ  

とが示されている。そのためマッシュルーム抽出物の遺伝毒性はアガリチンや  

その代謝誘導体によるものと示唆されている資料6，資料7。なお、アガ リチンの変異  

原性は、†－glutamyltranSpePtidaseの高い 腎ホモジネー トを代謝活性化系として用  

いた場合の方が肝ミクロソームを用いた場合より強く現れることが確認されて  

いる。  

また、トランスジェニックマウス（LacIgeneを挿入した細換えマウス）を用い  

た粗抽出アガリチン経口投与実験において、粗抽出アガリチンは前胃、腎臓に  

変異を誘発したとの報告がある。またHMBDが末梢のリンパ球に小核を誘発す  

るとの報告がある。  

④ 毒性試験  

・発がん性の観点としてアガリクスの慢性毒性実験は行われていないが、マッシ   

ュルームとそのフェニルヒドラジンのマウスを用いた長期発がん性試験研究が   

以下の論文で行われており、発がん性を示すことが示されている資料8‾1，2・3。   

肺、前胃、肝臓、卵巣、腺胃等で腫瘍発生が高い。   

TbthB，andEricson，CancerResearCh46，4007－4011（1986），TbthB．etal．OncologyRep．   

4，931－936（1997a），TbthB．etal．invivo．11，227－232（1997b），TbthB．etal．invivo．   

12，239－244（1998），McMam1Setal．，LavoratoryIIⅣeSt．，57，78－85（1987），TbthB．etal．   

AnticanCerResearch．6，917－920（1986a），TbthB．etal．Bt．J．Cancer．46，417－422（1982）  

・マッシュルームの長期発がん性動物実験の4つの研究のうち、信頼性のあると   

思われる3つの研究で発がん性があることが示されている資料9‾1，2・3 。残りの   

1つの研究では加工したマッシュルームを用いたもので、腫瘍発生の増加は有   

意ではないと結論している。  

・一方、ラットの長期毒性試験では、月動嘉が発生しなかったと報告されている。   

しかし試験動物数が少なく、月動募発生の頻度が低いケースは検出できなかった   

とされている。 またこれらの研究では、マッシュルームを加工した飼料をもち   

いており、そのような加工過程で顕著に活性フェニルヒドラジン誘導体は分解   

されると考えられている。  

・アガリチンの水溶液での溶解したものを長期投与した実験では、発がん性が見   

られていない。しかし近年、水溶液中で比較的酸化分解することがわかり、こ   

の実験の信頼性が疑問視されている資料9‾1。  
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関連代謝物CPH，GCPH，HMBDは高い投与量で発がん性があることが示されて  
いる資料9‾2・3、4 

。  

信頼性のあるマッシュルーム及び関連毒性物質の慢性毒性研究をまとめたもの  

を資料10に示す。また北欧のマッシュルーム及び関連毒性物質のリスク評価を  

資料11に示す。  

（5）その他アガリクスに関する毒性情報  

Agaricusの熱水抽出物をマウスに経口投与した場合、牌臓細胞中のThyl．2（panT   

Cells）、L3T4（CD4，helperTcells）およびLyt2（CD8，CytOtOXicTcells）陽性の細胞集団   

の割合が有意に増加した。   

マウスにおいて、double－graftedtumorsystemを用い、アガリクス子実体の酸処理   

画分（ATF）で原発性腫瘍（primarytumor）を処理したところ、抗腫瘍活性の著しく上   

昇したNK細胞が、月動亮部位へ浸潤した。また、ATFは、試験管内においてア   

ポトーーシス誘導によって月動嘉細胞の増殖を直接抑制した。   

一部のアガリクス製品には、カドミウムの含有量が高いものが見られたが、自   

主的な基準等を持って対応が図られている。  

食品添加物であるヒメマツタケ（アガリクス）の水抽出物（AgaricusblazeiMumi11   

の菌糸体および子実体より水で抽出して得られたもの）をラットに投与し、90   

日間反復投与毒性試験を行った報告では、ヒメマツタケ水抽出物のNOAEL（無   

毒性量）は食餌中に5％、すなわち2654m曲目（雄）、2965mgル釘日（雌）で   

あった。また、遺伝毒性試験は陰性であった。  

5．対象と  なる危害要因の海外及び国内にお  ける含有実態調査等  

（1）これまでの国内外の試験結果   

アガリクス属のキノコには、アガリチン（匹N－［γ－L－（t）Glutamyl】4hydroxy－methyl  

phe町恥心血ne，Ag加血e）紬2というフェニルヒドラジン誘導体が含まれており、その毒  

性についてかねてから指摘されていた。   

平成12年度厚生科学研究費補助金生活総合安全研究事業「食品中の有害物質等の  

評価に関する研究（主任研究者 国立医薬品食品衛生研究所 合田幸広）」において、  

アガリクス属キノコ27種のヒドラジン誘導体の存在及びその毒性情幸剛こ関する文献  

調査が行われ、アガリクス 日脚′血∫∂血zeブMu汀i11）に関しては、アガリチンを含め  

たヒドラジン誘導体の存在、及びその毒性情報に関する報告は見受けられていなかっ  
た糾12。また、マッシュルーム日脚血∫∂ブギ形Jり！J∫）にはアガリチンが含まれており、  

マウスを用いた動物実験において発がん性が確認されているとの文献報告があった。   

平成14年度厚生労働省により、アガリクスを含む食品について簡易分析によるア  

ガリチン含有量の実態調査が行われ、市販の粉末、顆粒及び錠剤等の形状のアガリク  

スを含む食品の一部にアガリチンが比較的高く含有されていることが認められた。   

平成15年度から平成17年度の厚生労働科学研究費補助金食品の安全性高度化推  

進研究事業「担子菌類中の有害物質の評価に関する研究（主任研究者 国立医薬品食  

9   



品衛生研究所 穐山浩）」において開発した、LC／MS／MSを用いた高選択的高感度分析  

法により、種々のキノコ及びアガリクスを含む食品中のアガリチン含有量を調査した  

ところ、一部のアガリクスを含む製品にアガリチンがN．D．～最大2，017ト廉dⅣの範  

囲でアガリチンが含まれているものがあることが確認された資料3。また、マッシュル  

ーム城野加最ゆ肌那）中には198トIg庖wet，のアガリチンが検出された。シイタ  

ケ仏e〃〟撒∫eゐあ），マイタケ（Gゆ由メ珊わ∬），ブナシメジ伽由卸措〝JαⅥプαぞ‡J∫），  

エリンギ伊ゐ〟和才〃∫e画才）中にはアガリチンは検出されなかった。   

（2）評価依頼した当該製品中のアガリチン含量資料3  

（LLg／g dry）  

H17年度調査   

製品A 仙生露顆粒ゴールド   408   

製品B キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒   1348   

製品C アガリクスK2ABPC細粒   N．D．   

N．D．：検出限界以下  

（3）アガリチン摂取状況  

① 北欧のマッシュルームからのアガリチン暴露評価  

デンマーク、アイスランド、ノルウェー、スエーデンの北欧の国々では、マッシュルーム を  

食用習慣として摂取している。  

アガリチンの1日摂取量は2．ト36u州kbo血w濾水t（北欧人の平均体重60kgで換算）  

年間4針788mめe甜の摂取量  

マウスの慢性投与毒性実験のデータからリスク評価が平均して200Ⅹ10づと計算されている。  

これは生やフリーズドライのマッシュルームを1日に0．1g此gtx）dyweiht（1日摂取量6g）  

を一生涯食べ続けると〟5000の確率でがんが発生する危険性があると評価されている資料12。  

（がん発生リスクはIJinearextrapolation法によって計算された。マウスの平均体重を25g、  

ヒトの平均体重を60kgで、マウスの平均寿命を70weeksとし、加工による影響などは考慮  

していない。）  

② 我が国のマッシュルームからのアガリチン暴露評価  

国民栄養摂取の調査のキノコ類内訳から1日に摂取する平均マッシュルーム量は下記と  

なっている。マッシュルーム0．㈹2g、マッシュ炉ム（ゆで）0．019g、マンュル1水煮缶詰0．罰3g  

調査したマッシュルーム及び缶詰の測定データから、缶詰中のマッシュルームは乾燥重量で  

6．7いg／gでマッシュルームは湿重量で198膵／gとなる。缶詰のマッシュルームは乾燥重量  

の値なので若干多く見積もることになるが、この測定値を用いてアガリチン摂取量を計算す  

ると、合計で14．3握／gになる。これを日本人の平均体重50kgとして、kgbodyweightに  

計算するとP．29山肌boれ1Vd血tになる∩  

10   



・北欧のマッシュルーム中アガリチンの摂取量 2．1－36鵬bdyweighなので、1日  

に約5－6gマッシュルームを摂取する北欧人に比べて、約1／10以下の摂取量になる。   

③ アガリクス乾燥物食品からのアガリチン摂取試算  

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒の推奨される1日摂取量（5g）とアガリチンの定量値  

（1・35mg／g）から1日摂取量を計算すると、1，35mg／g（最大値）x5g＝6．75mgになり、  

日本人の平均体重を50kgとして1kgあたりで計算すると6．75mg／50kg＝135血沈空  

地となる。  

仙生露顆粒ゴールドの推奨される1日摂取量（1ふ5．4g）とアガリチンの定量値（0．41m由）  

から1日摂取量を計算すると、0．4lm釘gxl．8－5．4g＝0．74－2．2lmgになり、日本人の平均  

体重を50kgとして1kgあたりで計算すると0．74－2．21mg／50kg＝14．紺．3血血胞  

幽となる。  

6．対象と  なる危害要因の既知の食品からの低減方準  

過剰摂取しないこと（バランスのよい食事に気をつけること。）。  

7．対象となる危害要因のリスクに対する消費者の認識  

リスクに対する認識はおそらくないと思われる。  

8．対象と  なる危害要因に対する国際的及び各国の取り組み状況  

アガリクスに関する規制はないと考えられる。  

9．その他の参考事項（アガリチンについて）  

（1）対象となる危害要因の既知の食品からの低減方法   

マッシュルーム中のアガリチン量については、加熱加工（煮る、揚げる、電子レン  

ジによる加熱）により減衰されるという報告がある。   

（2）対象となる危害要因のリスクに対する消費者の認識  

一般に認識されていないと考えられる。  

（3）対象となる危害要因に対する国際的及び各国の取り組み状況  

（∋ 国際がん研究機関（Ⅰ服C）   

アガリチン（β－N－［Y－L－（＋）Glutanvl］ヰhydroxy－methylphenylhydrazine）について、グループ   

3（人に対する発がん性について分類できないもの）とされている。  

② FAO／WHO合同食品添加物専門家会合（JECFA）   

これまでに評価は行われていない。Phenylhydrazines（Agaritineを含む）について、   

PRIORITY LISTに掲載されている。  

11   



（4）その他  

→岬叩   

「 ‾■■Ⅶ刑…‾‾‾‾■…   

jCASNo・  
■▼【肝■¶「‾■け′‾ノー  

ト  
2757－90－6  

岳  
Pgaritine  

アガリテン  

、        l           ‾  

C12日－7N。04   

和名  

‾       ，■■■  ▲  ‾  

分子量  

仙
2
8
 
【
 
7
‥
 
 

血
 
6
 
‥
セ
 
 

‾    l    ▲  ‾▼   l      、 ▲▲▲▲        l        ▲ ■  ▲                 ‾  

i別名（英名）  －lT－しぃ仙．叫廿叫d．・叫－．、，叫Iph叩1ll、d．・こレi－、。  
“【〟 n－－－ 

l  

【【【Ⅶ 

別名（和名）  シーメチルフェニルヒドラジン   

10．現時点で不足しているデータ   

被験物質Bの遺伝毒性におけるアガリチンの関与を検証するため、細菌を用いた復  

帰突然変異試験を実施する必要がある。   

アガリチン、被験物質Bについて滅菌水に懸濁直後のものと、調製液を数日間放置  

しアガリチン含量の低下したものを検体とし、大腸菌（WP2uvrA／pKMlOl株）を用い  

てプレインキュべ－ション法による復帰突然変異試験を実施する予定，  

12   



四■  

府食第 360号  

平成18年5月9一日  

厚生労働省医薬食品局  

食品安全部基準審査課長 殿  

内閣府食品安全委員会事務局評価課長  

食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の繰出について（依蘇）   

「食品庫康影響評価について」（平成18年2月13日厚生労働省発食安第02118001号）  

払より貴省から意見を求められていることについて、平成18年4月19日に開催された  

食品安全垂貴会新開発食品専門調査会ワーキンググループ（第1回）において審査を実  

施したところ「キリン細胞壁破砕アガリクス顆軌について、別紙の 

実施及び資料の連出をお願いします。  

l  

■く連絡先＞   

内閣府食品安全重点会事務扁  

評価課 中山、浦野  

TEL：03－525卜913軋 9169●  

ヂAX：03－3591r2236   



て別紙）   

アダジクスを含む製品について、平成18年4月王9引こ開催された食品琴全葬具会新  

開発食品専門閏査会ワーキンググループ（第1回）で審査を行い、以下の卑おり持摘撃  

がありましたので、追加資料の操出をよろしくお願いします。  

＜播摘事項＞  

1今回嘩出きれたrキリン細胞壁破砕アガリクネ顆粒」（以下「重機晶」という）の中期 

多臓終発がん性試験を再度検証する蔦点から、関係者で協議の上、・単一碑帯（腎臓）を  
標的とした二段階発がん試験を実施することが必要であること。また、併せて甲状腺刺  

激ホルモン（TS甘）、甲状腺ホルモン′（T3やT4）毎を測定すること。   

なお、試験を実施する際には、飼料中に配合されているアガリチンの安達他に配慮す   

るとともに、含有量の確藩が必要であること。  

2 払製品を用いた遺伝毒性試験の中で血血骨髄小核試験において陰性となっている  

が、血叩頭拍の復帰突然変異試験は陽性となっている。ついては、B製品について、血血  

の突然変異娩出用TGラットを用いて、梼的勝画こ串ける突然変異試験を実施すること  

が必要であること。草た、併せて、32Pポストラベリング方法の実施についても検討する  

こと。  

3 主i製品の発がん促進作用の頗囲物質の究明に引き続き努めること。  

l  

＜騰落事項＞  

1今回提出された腋製品の中期多臓器発がん性蘇故において、ラットに給与された飼料  

の給餌頻度にづいて権藤の上、回答すること。  

2 丑製品に含まれているアガリチン含有量のロット間のバラツキについても確認の上、  

回答すること。  

以  上   



資料3－2  

食安基発第12◆20■0■01号  

平‘成18年1去月 20・日  

内閣府  

食品安全委員会事務局評価課長 殿  

厚生労働省   

医薬食品局食品安全部基準審査課  
撃確療病  
吊悔金蔀  

食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の提出について（由答）   

ト食品健康影響評価について」（平成18年5月9日付け府食第36q号）－・により貴委員会か  

ら依頼があった、食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の提出について、・別添  

のとおり回答を提出します。   



（別添）  

指摘事項1．   

今臥提出された「キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒」（以下「B製品」という。）ヰ期  

多臓器発がん性試験を再度検証する観点から、関係者で協議の上、単一臓器（腎臓）を標  

的とした、二段階発がん試験を実施することが必要であること。また、併せて甲状腺刺激  

ホルモン（TSH）、甲状腺ホルモン（T3やT4）等を測定すること。   

なお、試験を実施する際には、飼料中に配合されているアガリチンの安定性に配慮する  

とともに、含有量の確認が必要であること。  

回答1）   

B製品については、製造・・販売企業により自主的な版売中止と製品の回収が行われてお  

り、今後、B製品による健康影響が生じる危険性はないことから、厚生労働省としては、  

B製品の二段階発がん試験を実施することは予定していないが、B製品によって発がん促  

進作用が詠められた原因の究明を行うため、回答2、3のとおり血血遺伝毒性試験を  

優先して実施することとしたい。   

なお、B製品の製造・販売企業に当該試験実施の有無を確認したところ、企業において  

も、細菌を用いる復帰突然変異試験、ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験及びマウス  

を用いる／」、核試験を実施するなど自ら原因究明に努めているが、土段階発がん試験につい  

ては実施する予定はないとのことである。併せて当該製品に？いては、今後再度販売する  

ことはないと聞いている。  

指摘事項2．   

B製品を用いた遺伝毒性試験の中で血血骨髄小核試験において陰性結果となっている  

が、血成りの復帰突然変異試験は陽性となっている。ついては、B製品について、血血  

の突然変異検出用TGラットを用いて、標的臓器における突然変異試験を実施することが、  

必要であること。また、併せて、32Pポストラベリング方法の実施についても検討する  

こと。  

回答2）   

ラットの標的臓器における遺伝毒性（DNA損傷性）の有無を明確にするため、アガリチ  

ン及びB製品を検体とし、トランスジェニックラット（BigBlueRat）を用いて前胃、腎  

臓、甲状腺等に対する遺伝毒性試艶を実施する予定である。   

また、腎臓等の標的臓器のDNAが検体別こよって曝零されたかどうかを検証するため、  

トランスジェニックラットを用いた試験の実施に合わせて、ポストラベリイグ抵による  

DNA付加体試験を実施する予定である。（別添1参照）   



指摘事項3．   

B製品の発がん促進作用の原因物質の究明に努めること。   

回答3）   

B製品の遺伝毒性試験におけるアガリチンの関与を検証するため、アガリチン及びB製  

品について滅菌水に懸濁直後のものと、調整液を数日間放置しアガ 

ものを検体とし、大腸菌（抑2Ⅳ叫KMlOl棟）を用いた復帰突然変異試験を実施した。   

その結束、全ての検体で遺伝毒性陽性となったが、・S9m奴条件下ではB製品がアガリ  

チンよりも10倍以上低い用量で遺伝毒性を示した。   

また、アガリチン及びB製品を加熱分解処理した標晶について、同様の試験を実施した  

ところ、・・S9m奴条件下で変異原性を示し、最高用量においてアガリチン分解物は、陰性  

対照の10倍、丑製品分解物は2～3倍の復帰株数を示したが、＋S9皿奴条件下では全て  

の検体で陰性対照の2倍を超えなかった。この結果から、アガリチンを分解することによ  

り、アガリチン及びB製品の変異原性が減弱することが示唆された。   

今回の追加試験の結果、アガリチンが主要な変異原性物質であることが確認されたが、  

一方B製品等の変異原性については、アガリチンのみによっては醜明しがたいことも示唆  

された。（別添2参照）   

このため、B製品によりラットに対する発がん促進作用がみられた原因については、回  

答2のとおり、さらに追加試験を実施し究明することとする。   



確認事項1．   

一今回、浸出されたB製品の中期多臓器発がん性試験において、ラットに給与された飼料  

の給餌頻度について確認の上、回答すること。  

回答1）給餌頻度は過1回である。   

また、動物舎に－ケ月間放置した飼料中のアガリチン濃度を測定し、アガリチン濃度  
に、ほとんど変化がないとの結果を得たので提出する（別添3参照）。   

なお、飼料の保管条件、給餌器の形態等についても、試験実施施設に確認したので、  

提出する（別添4参照）。  

確誰事項2．   

B製品に含まれているアガリチン含有量のロット間のバラツキについても確認の上、回  

答すること。  

回答2）   

ロット間のバラツキについては、1割程度認められるものの、現在までに測定した値は  

全て、100恥如を超えている。今臥新たにアガリチン含量（3ロット）を計測したの  

でその結果を提出する。（別添5参照）   



別添1  

軸．肋．」ヱ‘β「¢7夕・j♂βノ  

用0アロCα  

坤・肋d2∂β「β7ターjβ∂ノ  
ア尺OmCα   

1．表題  

アガリチンのトランスジェニックラットを用いる遺伝子突然変異試験   

2，試験目的  

被験物質の血vルクにおける標的器官での遺伝子突然変異誘発性（レポ一夕ー遺伝子▼  

cの を検討する．  

3．参考とするガイドライン  

ガイドライン  

EnvironmentalHealth Criteria233（u－iLed Nations WHO2006；Trartsgpnic Animai  

Mul聯血吋A5盟yS）  

「財団法人食品展医薬品安全性評価センター 組換えDNA実験実施安全管理規定」  

に則り届出を提出し．さらに「遺伝子紐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J（平成15年6月旭日，法律第97号）に従って実施する．   

4．試験番号  

A2（；0（079－388）  

5．試験施設  

〒437・12】3静岡県磐田市塩新田582－2  

財団法人食品展医薬品安全性評価センター（略称 安評センター）  

Tヒ】：0538－5写－12（詭 Fax：0538－5g・1393  

‘．試験番托者  

〒158－8501  

東京都世田谷区上用賀一丁日18番】号  

国立医薬品食品衛生研究所  

安全性生物試験研究センター 毒性部  

課験モニター   菅 野  純  

丁封：03－j700－9619 Fax：03－37叩－9647  

7，試験費佳肴  

中 嶋  圃（第四試験室）  

Tbl：053ぎー58－3572 Fax：05二）8－58－】3（；8   

8．練物質専管理責任者  

水 橋 福太郎  
2／19   

試験 計 画 書  

アガリテンのトランスジェニックラットを用いる遺伝子突然変異槻  

10L】）非適用試験】  

試験番号：A2餌（07，岬388）  

2006年12月19日  

1／ユ9  



血p〟0．J2‘∂「〃7クー服り  
用Om  

13．5． 保存場所  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性郎   

13．‘． 物質の状態  

判明後記載   

13．1  安定性  

飼料中：1カ月聞安定であることが確認されている．   

14．被験物贋配合飼料   

14．1． 配合飼料1   

】4．l．l．名称  

3m少kg，・20m帥＆1201¶鵬群用アガリチン配合飼料   

14．l．2． 製造元  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部   

14．1j．保存条件  

冷蔵   

14．1．4． 保存場所  

安評センター6、号館l階冷蔵庫   

14．1．5． 取り扱い上の注意  

取り扱いに際しては，マスクおよぴグローブを着用する．   

14．1ふ 残余被験物質含有飼料の処理  

焼却処分する．   

14」乙  配合飼料ユ   

14．2．1， 名称  

5％回収製品（キリン細胞壁破砕アガリクス頗粒．LdNo．500l）配合飼料   

14．2ユ，製造元  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部   

14．2．3．保存条件  

冷蔵   

14．2．4．保存場所  

安評センター6号館1階冷蔵庫  

4／19   
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，．分担責任者  

検疫：  

病理学検査：  

統計解析：   

10．主担当者  

遺伝毒性実験：  

器官摘出：   

11．資料保存施設管理責任者  

柴 田 典 昭  

u．試験日程  

！純験開始日：  

動物入荷予定日：  

投与開始日：  

投与日（陽性対照詳）：  

器官摘出日（陽性対照群）：  

投与終了日：  

器官摘出日：  

アッセイ終了日：  

速報予定日：  

最終報告書草義隆出予定日：  

最終報告春作成予定日：  

13．被験物質   

13．1． 被放物質名  

アガリチン   

13．乙  ロット番号  

DPEOO13   

133． 純度／／含量  

判明後記載   

13．4． 保存条件  

室温・遮光  

太 田 泰 史  

志 賀 敦 史  

鈴 木 雅 也  

渥 美  務  

萩 原  孝  

2006年12月t9日  

2007年1月18日  

2007年1月か日  

2007年1月23日～1月27日  

2007年1月30日  

2（氾7年4月23日  

2（抑7年4月2（i日  

2007年7月5日  

各器官のアツセイ終了後2週間以内  

2007年8月15日  

2007年＆月31日  

3／19  
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】5．2．5．保存条件  

冷凍   

15．2ふ 有効期限  

2011年9月】4日   

15ユ7．保存場所  

安評センター6号鋒2階被験物質銅製圭   

1良 榔料   

1（；．1． 試離散物   

1＆1．1．種  

ラット（BigBIue＠トランスジェニックラット）   

16．l．2． 系統  

Fischer344［spF］   

l（5．1．3． 生産場  

1加山c（米国〉   

16．Ⅰ．4．購入先  

ストヲタジーン・ジャパン株式会社   

16．l．5，適齢および体重  

購入時：6適齢  

群分け時こ7適齢（体重％～190g）  

16．Ⅰ．6， 購入動物政  

雄60匹   

16，1．7、使用動物数  

雄34匹   

16．1．8．穂■系統選択理由  

遺伝子導入ラットとして広く利用されており，入手のし易さ等を考慮して本系統のト  

ランスジェニックラットを使用する．   

16．1．9． 動物の適正ヰ吏用について  

動物の飼育および動物の取り扱いについては，「動物の愛護及び管矧こ関する法律」，  

「実聯動物の飼養及び廃管並びに苦痛の軽減に関する基準」および「財団法人食品展医  

薬品安全性評価センター  動物実験に関する指創－」に従い，動物を適正に使用する．  

6／19   
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理0二托）Cα  

14ユ5．取り扱い上の注意  

取り扱いに際しては，マスクおよびグローブを着用する．   

14」2息 残余被験物質含有飼料の処理  

焼却処分する．  

15．対照物質   

1ま】． 陰性相席   

15．Ⅰ，l． 物質名  

CRF－1粉末飼料（基礎飼料）   

15，1．2． ロット番号  

06I108   

15．l．3． 製造元  

オリエンタル酵母工業   

15．1．4． 保存条件  

室温   

15．1．5．有効期限  

2007年I1月4日   

15．1且 保存場所  

安評センター6号館1階飼料保管庫   

15．2． 陽性対照物質  

TG試験において肝臓等で十分な陽性反応が認められており，TⅧS評血A血d  

Mut喝e山cjけAs鎚ySに例示されていることから，下記の化合物を陽性対韓物質に選択し  

た．   

15．2．l、物質名  

N－ニトロソーN－エチル尿素（ENU）   

15．2エ ロツト番号  

5－GNM－39－1   

15．2．3． 純度  

58．2％   

15．2．4． 製造元  

1もⅣntORes∝耶hChemicd51nc．ぐrRq  

5／I9  
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境に馴化させる．検疫・馴化期間中の観察において，体重および健康状態により不適切  

と判断された動物は直ちに除外し一試執に使用しない．   

1‘．A  個体識別および群分け  

検疫・馴化期間中は．ケージに付した仮動物番号を記入したラベルと∴動物の毛刈に  

より個体の級別をする．  

投与開始当日に動物を体重により層別化し，無作為抽出絵を用いて各試験群を構成す  

るように分ける．各動物は，油性インクで尾部に識別マークを記入し識別する．押分け  

時にケージおよび床敷きを新しいものに交換し，群分け彼のケージには∴試験番号1動  

物番号等を記入したラベルを装着する．  

なお．余剰動物については仁器官摘出日に炭酸ガスを用いて安楽死させる．  

血p肋・rJフ古β「ロ7タープgβノ  

♪尺OmCα  

1‘．2． 飼育管理   

Ⅰ6．乙】．飼育環境  

ラット飼育室［802号室：組替えDNA実験指針；昭和54年8月27日内閣総理大臣決  

定，平成3年9月24日改訂による物理的封じ込めに係わる施設】（W3．5xD5，5xH2．5  

吼4g．lm3）で動物を飼育し，環境調節の基準値は次の通りとする．  

浪度  24．5±2．50C  

湿度  55士20％  

換気回数  富国以上／b  

空気差庄  外気－lmmH20以下  

照明  12時間（午前7時点灯，午後7時消灯）  

自動給水装置を取り付けたMicro－1甜Ⅰ雨OJVsys也m（LabProdu¢b）ラックを使用し，  

Zy蝕IeⅢ製飼育ケージ（W2‘．‘×D4さ．2×H20．3cm，2‘，027．0亡mユ）に床敷き  

（ÅLPHA㌦，SわephedS押通鴫・ね阿由を入れる，検疫・馴化期間中は，動物をⅠ～3  

匹ずつ収容し．投与期間中および発現期間中は，動物をl匹ずつ収容する．   

16．2．2．飼料  

検疫・馴化期間中は，基礎飼料（CRトl，L朗No．鵬1】08．国立医薬品食品衛生研究所  

提供）を動物に自由摂取させる．投与期間中㊥1日間）は配合飼料1ある■いl：蛸己合飼  

料2（国車医薬品食品衛生研究所提供）を自由に摂取させる．発現期間中（3日間）は，  

基礎飼料を自由に摂取させる．陰性対照群および陽性対照群は∴試験期間中（器官摘乱  

日まで）を通じて基礎飼料を自由に摂取させる．  

配合飼料は，毎週調製し，調製濃度は各用量群とも次式により算出する．  

1石．5． 培地および培養液等の調製   

】占．5．l． LB培養液  

［調製例】  

l（漱）■mLの超純水に下記の試薬を溶解させる．  

8actobyptone（BDDiagTXdc）  

Bacbye戚ex旭C【（BDDi砂OS血）  

NaC】  

オートクレープで20分間滅菌した後，40Cで保存する．   

1‘．5．2，LB寒天培地  

［調製例］  

1000mLの超純水に下記の試薬を溶解させる．  

B此b町ptOne  

Bacbye料e血CI  

NaCl  

パクトアガー（BDDi8伊0血）  

10  g  

5  g  

5  g  

15  g  

体重㈲x設定用丘（m帥∂×7  
X係数書  調製濃度わpm）＝   

摂餌量㈲  

■：投与1凰投与2週に与える飼料：係数は使用しない．  

投与3週に与える飼料  ：（投与8日の体重÷群分け時体重）－j  

投与4週以降に与える飼料  ：i（最新の体重÷最新の摂餌長）÷（最新の  

lつ前の体重÷最新の1つ前の摂餌量））t・5   

18．2．3．給水  

水道水を自動給水ノズルより自由に摂取させる．   

163． 検疫および馴化  

各動物について．異常の有無を1日l【乱最低5日観察するとともに，動物を飼育環  

7／19  

オートクレープで20分間滅菌した後，シャーレ（l150m）に20mLずつ分注する．  

8／19   
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】6．6．3．組織破砕用纏衝肢  

】02mLを調製する場合の組成を以下に示す．  

ダウンス緩衝液  

0．5mol几ショ糖溶液  

0．5mo軋Em［pH8．0］  

RNa5e溶液［10mか11L］  

用時調製とする．  

l（i．5．3． トップアガー  

［調製例］  

1000mLの超純水に下記の循を溶解させる一  

B批iobyp加e  

Bactoyea5te加t  

NaCl  

パクトアガー  

仙
 
山
 
仙
 
仙
 
 
 

5
 
 
5
 
 
∩
）
 
 
2
 
 

4
 
 
4
 
 
－
1
 
 

10  g  

5  g  

5  g  

7  g   
オートクレープで20分間滅菌する．使用時までウォーターパスを用いて50。Cの条件  

で保温する．  

16，丘4．10w／v％SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）溶†夜  

100mLを調製する場合，l00mLの遺伝子工学用滅菌水（ニッポンジーン）にSDS（和  

光純薬工業）10gを溶解する．フィルター（孔径0．2ドm）ろ過除菌後，室温で保存する．  
16．5．4． SM緩衝液  

［調製例］  

100OmLの超純水に下記の試薬を溶解させる  

NaCI  

MgSO4－7Hヱ0  

16．6．5． プロテナーゼK溶液  

下言己の通り調製する．  

プロテナーゼK（和光純薬工業）  

遺伝子工学用滅菌水（ニッポンジーン）  

10w／v％SDS溶液  

0．5mo几EDTÅ［pH7．5］温  

又84 g  

乙03 g  

2∝I mg  

60  mL   

20  mL  

20  mL  

1mo几ms－HCl［pH7．5］（ニッポンジーン）  50 mL  

ゼラチン末（関東化学）  

オートクレーブで20分間滅菌した後，室温で保存する．   

16．6． ゲノムDNA抽出試薬の調製   

16，‘．1． ダウンス緩衝液  

［調製例］  

】00OlnLの超純水に下記の試薬を溶解させる．  

Na2H恥  

KH2PO4  

NaCI  

KCl  

O．5mol几EDm［pH8．0］  

100  mg  

注）pH8・0のEDm溶液（ニッポンジーン）を0・5～2mo軋の塩酸でpH7．5に調整し   

たものを用いる．  

用時調製とする．  

16．6．6， フェノール／クロロホルム（P〟Cl）混液  

200mLを調製する瘍合の組成を以下に示す．  

クロロホルム  

TE飽和フェノール（ニッポンジーン）  

l．75 g  

O・25 g  

写  g  

O．2 g  

20 111L  

l00  mL   

l（旧 InL   

調製後，直ぐに用いない場合は∫ 冷凍（基準値：－50C以下）で保存する．   

陽性対照物質液の調製   

ENUl00mgを精動こ量り，日盛り付試験管に移した後，生理食塩液（日本案局方生  

理食塩瓶大塚製薬工場）を加えて20mLに定容し調製原液（5．Omg／mL溶液）を準備  

する．陽性対照物傑液は．調製後速やかに使用する．  

1‘．7．  

lmol瓜水酸化ナトリウム溶液を用いてpHを8．0に調整後，オートクレーブで20分  

間滅菌し，室温で保存する．   

16．6．2．RNa光含有ダウンス緩衝液  

ダウンス綾衝液50容に対しト釘庵治溶傾（10mか－1L，ニッポンジーン）1容を添加  

する，用時調製とする．  

9／19  10／19   
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17．試験方法   

17．1． 対照群   

1ナニ】．】．陰性対照  

基礎飼料を与える∴   

17．1ユ．陽性対照  

RNUを1日1臥5日間連続して腹睦内（i．p，）投与する．用量は，50m‘咋gとする．   

17エ  トランスジェニック（TG）試験  

試験日の起算軋投与開始日を投与1日とし，投与1から投与7日を投与l過とする．   

17．2．l． 用量  

3，20およぴ120mき沖gの計3用量を被験物質処理群として設定した．  

最高用卦もBigBlu♂マウスを用いたアガリチン経口投与試験において，先般実施し  

たキリン細胞壁破砕アガリクス顆粒を用いた中期多鹿終発がん試彗削こおいて腫瘍の増  

加が認められた勝誇と同様の臓器（前胃．腎臓）に変異を誘発したとの報告があること  

から，この報告と同様の用量とした．  

最低用量の3m帥g札キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒を用いた中期多臓器発がん  

性試験における高用量群（5％湖耳）より算出したアガリチン用量を用いた．中用量は  

公比約‘を用い20mが（gとした。  

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒の用量は，先般実施したキリン細胞壁破砕アガリク  

ス顆粒を用いた中期多臓器発がん試験の最高用量と同量とした．  

軸・入b・」2‘〃「β7タープ∂βノ  

裡OmCO乙  

摘出し，凍結保存する．ただし．ゲノムDNAの抽出は行わない．   

17．2．3．投与方法および投与期間（回数）  

被験物質および回収製品の投与経路は．経口投与とし，混餌法を使用する．通常の飼  

育用基礎飼料（CRト1）に被験物質あるいは回収製品を一定浪度となるように添加させ  

た配合飼料（試験委託者から入手）を自由に摂取させる∴投与期間は91日間（13週間）．  

とする．  

陽性対照物質の場合は，トランスジェニックマウスを用いた遺伝子突然変異性試験に  

通常用いられている投与経路である腹腔内投与とし，ディスポーザブルシリンジと23G  

注射針を用いて，1日1軌5日間連続投与する．投与容量は，体重l00g当たりl．OmL  

とし，群分け時の体重を基に投与液量を決定する．   

17．2．4． 発現期間  

最終投与後3日間の発現期間の後（投与開始舛日）．17．2ユに記載する器官を摘出す  

る．陽性対照料こついては最終投与後3引こ器官を掃出する．   

17．2．5． 体重測定およぴ一般状態観察  

動物搬入暗検疫・馴化期間終了時（群分け晩投与】日）．投与8．15．22．29．  

3‘，仏丸57．朗．71．78，85．91日および辞官摘出直前に電子天秤（pG2002ある  

いはpGg佗－S，メトラー・トレド）を用いて体重を測定する．また，死亡動物について  

は死亡発見時に体重を測定する．陽性対照群について札動物搬入時検疫・馴化期間  

終了時（群分け略綬与1日）および器官摘出直前に電子天秤（PG2002あるいはPG802－S，  

メトラー・トレド）を用いて体重を測定する．また．死亡動物については死亡発見時に  

体重を測定する．  

器官摘出まで，最低1日l軌動物の一般状懐を親察する．   

17．2．6． 摂銀星  

全動物について，投与1日（投与開始日）以降別日（配合飼料除去時）まで．体重  

測定日に餌重量を電子天秤（PG2002あるいはPO8佗－S．メトラー・トレド）を用いて  

測定し，測定日間の平均】日摂飯豊（掬）を算出する．なお，給餌は．原則として毎  

週l回とするが，残量が不足しそうな場合には適宜給餌を実施する．なあ陽性対照群  

の摂餌皇は測定しない．  

被験物質摂取量（m釘k掬）は，体重および摂餌貴から算出する．   

】7．2．7． 摘出器官臓器）および保存  

動物をエーテル麻酔下で開腹し，腹大動脈からの放血により安楽死させた動物より，  

肝臓腎臓．肺仁心級 甲状腺，胃，精巣，大腸大腿骨を摘出する．各器官の摘出お  

よび保存方法を以下に示す（添付資料1参照）．  

12／19   

用量  投与   動物数  
試験群   ′ ．‥、 期間  

（m帥g他y） 7－”－一     （日） 投与数 評価数  

陰性対照＊  0  卯  6  5  1∝〉l～l006  

3  90  6  5  110l～11（施   

アガリチン  20  90  （；  5  120l・～1206  

120  90  6  5  1301～130（i  

回収製品＊＊  5●＊  90  （i  5   1401～14鮎  

陽性対照＊綿  50榊＊   5  4  3  150l～1504  

■：基礎飼料 綿：キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒（畑 …：ENU（叩噛   

17．2．2．投与動物数  

試験群では評価数5匹を確保するため，6匹に投与する．死亡例等が認められない場  

合動物番号の小さい順に5匹を評価に使用する．陽性対貝紳削こついては4匹に投与し，  

3匹を評価に使用する．評価に使用しない動物については．17．2．7．に記載する各器官を  
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肝臓  左実の外周近くを生検トレパン（BP・50F，貝印）を用いて4カ所く  
り抜く（添付資料1の病理組織標本に配慮してくりぬく）．くり抜い  

た肝臓臥それぞれマイクロチューブに入れ．液体窒素（LN2）中  
で凍結させる（遺伝子突然変異解析用），  

迅速に左菓の肝門部を含む組織片（厚さ約3m）を切り出し．十  
分な羞の10vol％中性緩衝ホルマリン′液で固定し．保存する（病理  

組織学検査用）．  

残った辺縁部軋保存袋に入れLNユを入れた底面が平らな金属性  
容器を用いて上から押し潰し，凍結させる．  

他の薬は，保存袋に入れそのままLN2中で凍結させ，複軌国立が  
んセンター研究所に送付する（mA付加体測定用）．陽性対照群の  
場合は，保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平らな金属性容器を用  
いて上から押し潰し，凍結させる．  

腎臓  左側の腎臓の皮膜を取り，メスで厚さ約1～2mmにスライス（水平  
断で4枚程度）する．各スライスをそれぞれ別のマイクロチューブ  
に入れ，液体窒素（LN2）中で凍結させる（遺伝子突然変異解析用  
－スライスを全量使用する）．その他の部位は保存袋に入れ，LN2を  

入れた底面が平らな金属性容器を用いて上から押し潰し．凍結させ  

る．  

右側の腎臓は，腎門部を含む組織片（厚さ約5mm）を切り出し，  
十分な畳の10vol％中性緩衝ホルマリン液で固定し，保存する（病  
理組織学検査）．  

残りの右側の腎臓は，保存袋に入れそのままLN2中で凍結させ．後  
日，国立がんセンター研究所に送付する（DNA付加体測定用）．陽  
性対照群の場合は．保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平らな金属  
性容器を用いて上から押し潰し，凍結させる．  

肺  左肺，右肺を摘出した後，保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平ら  
な金属性容器を用いて上から押し潰し．凍結させる．  

心臓  保存袋に入れ，Ⅰ劇之を入れた底面が平らな金属性容器を用い上から  

押し潰し，凍結させる．  

甲状腺 気管から両側にある甲状腺を剥離し，マイクロチューブに入れ，液  
体窒素（L鴨）中で凍結させる．  

胃   胃を摘出し，切開した後，内容物を生理食塩液で洗い出す．保存袋  
に入れ，液体窒素（LN2）中で凍結させる．  

精巣  左右の精巣を摘出した後ノ保存塞割こ入れLNlを入れた底面が平ら  
な金属性容器を用いて上から押し潰し，凍結させる．  

大腸  結腸を摘出し，切開した後，内容物を生理食塩液で洗い出す．マイ   
（結腸） クロチューブに入れ，液体窒素（LNz）中で凍結させる．  

大腿骨 左右の大腿骨を摘出した徽 チューブに入れ，LN2で凍結させる．  

凍結後の暑き指◆は，超低温フリーザー（MDF493ÅT，三洋電楓設定値：－800C，基準  

値：一名00C以下）に保存する．  
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17．2．8． ゲノムDNAの抽出  

ダウンス型ホモジナイザ一に組織破砕用緩衝液（RNaseを含む）3mLを分注し，氷  

中で冷却しておく一次いで，凍結組織片を入れ．ペッスルを用いてホモジナイズする．  

あらかじめ0・5mo几ショ糖溶液ユー止を入れて氷冷しておいた15mL容の遠心管に上  

記の組織破砕液を静かに重層し，遠一亡磯（LC・122）を用いて300帥hi。（17】OG）で10  

分間遠心する・上清をスポイト等で除去し．冷却してあるRN睨含有ダウンス緩衝液3  

mLを加え．よく懸濁させる（核／細胞懸濁液L骨髄の場合は，適量のRN揖e含有ダ  

ウンス緩衝液を用いて大腿骨から骨髄を洗い出し．ペッスルを用いてホモジナイズする  

（核／細胞懸濁液）．  

この核／細胞懸濁液にnoぉ山睨K溶液3mLを加えて静かに混和転倒し，卜5時間  

程度（懸濁液が透明になるまで）50。Cの条件で保温し消化させる．等量（約6mL）の  

Ph忙l浪液を加え，数回混和転倒し，さらに，10分間ローチーターを用いて回転混和後】  

遠心機（LC－122）を用いて2500〟m山（l190G）でIO分間遠心する．上層（水相）をト  

ランスファーピペットで静かに回収し．新たな】5mL容の遠心管に移す，本操作を2  

固練り返す・ただし，加えるph忙】混液の童は回収した水相と等量とする．回収した水  

相と等量のクロロホルム／イソアミルアルコール混液（容量比24二l）を加え，数回混  

和転倒し，さらに，10分間ロトーテ一夕ーを用いて回転混和乱2500血Ih（l190G）で  

10分間遠心する・水相を呵収し，新たな5pmL容の遠心管に移す．遠心管にエタノー  

ルを徐々に加え，ゲノムDNA・を析出させる．析出したゲノムDNAを70％エタノール  

の入ったマイクロチューブに移し，およそ10分間浸す．次いで，遠心機（MX－160）を  

用いて13000血血（13240G）で10分間遠心する．上清をマイクロピペットで可能な限  

り除いた後，チニ1・一一ブを室温に放置することにより残ったエタノールを蒸散させる．適  

量（20～50いL程度）のTE緩衝液（ニッポンジーン）を加え．一晩室温に放置し．残  

埴のmAを溶解させる．調製後は冷蔵にて保存する．  

突然変異頻度算出は腎臓を優先し，ついで肝臓骨髄の解析を実施する．残りの¢器  

官については試験委託者と協議の上実施の有無を決定する．  

全てのDNA溶液は．最終報告書作成後3カ月以内に処分する．  

17．2．9． 試験薗株の準備  

容量200mLのバッフル付三角フラス コにLB培養液30m⊥，マルトース水溶液（200  

mghTd・）300pLおよび1mouL硫酸マグネシウム水溶液300LILを添加する．これに凍結  

保存（設定値＝－gOOC）しておいた大腸菌出「株（G1250）懸濁液を融解した後5叫Lを  

接種する．300C，120回／分の振漁条件で一晩培養し，前暗養液とする．  

容量500mLのバップル付三角フラスコに．新鮮なLB培養液100mL，マルトース水  

溶液（200m釘一皿）1mLおよび1mo軋硫酸マグネシウム水溶液1mLを添加し，次い  
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17．3．3．突然変異頻度算出  

dr遺伝子をレポーターとして用いる．  

出現した変異プラーク数を総プラーク疲で除したものが．当弦組織での突然変異頻度  

となる．  

屁甲・肋・J2即「♂7クーJ∂βノ  

P月mα  
で先の前培養液1mLを殖菌した徽同様に4～6時間培衰を続ける．培養終了後，菌懸  

濁液を10分間遠心分離（l000血in）する．上浦を捨て．10mmo軋硫酸マグネシウム  

を含むLB培養液を用いて再懸濁する．   

17．2．】0．ゲノムDNAのパッケージング  

Tr耶p証k（S噸n¢）のチコし－一ブ（RED）を解凍する．3∝卜600p釘mL程度の洩度  

に調製したゲノムDNA溶液およそ10叫Lをチューブ（RED）に加え，ビペッティング  

により混合し．300Cの条件で90分間インキエペー卜する．次いで′チューブ（BLUE）  

を解凍し，その10pLをチューブ（Ⅲ三切に加え，同様に浪合する．さらに，300Cの  

条件で90分間インキュべ－トを続ける．各チューブにSM緩衝肢700ドLを加え．十分  

に挽拝する．   

17．2．1l．パッケージングmAのプレーティング  

大腸菌懸濁液を∴総プラーク算出用（タイター用）にImL．突然変異算出用（セレ  

クション用）に2mL，それぞれのチューブに分注しておく．パッケージング溶液の全  

量（およそ700ドL）をセレクション用チューブに加えた後（およそ2700叶いこなる）撹  

拝し．室温で20～30分放置してファージを大腸菌に感染させる．本溶液30llLを10  

mo几硫酸マグネシウムを含むLB培養液㌘OpLに加えて10倍希釈する．本希釈液  

30叫をタイター用チューブに加え揖拝する．タイター用チューブに．トップアガー17  

mLを加え混和し，LB寒天培地に全量を重層する．セレクション用チューブには，トッ  

プアガー16mLを加え．タイクー用と同様にL8寒天培地に重層する．タイクー用プレー  

ト軋 37DCの条件で柑～24時間．セレクション用プレートは，24～250Cの条件で朝  

一4S時間培養する，  

総プラーク数が30万に達するまで上記のパッケージング換略また婁もゲノムmÅ  

抽出からパッケージング操作までを繰り返す．   

17．3． プラークの計数・   

17．3．1．総プラーク数算出  

タイター用プレートに出現したプラーク数如）を計数し，下記の式を用いて総プラー  

ク数を求める．  

捻ブラー婚□  
Nx）凪）  

30仙L）×30（pL）  

＝   900丈N   

17．3．2．変異プラーク数算出  

セレクション用プレートに出現したプラーク数を計数する．セレクション用プレート  

に出現したプラーク数が．変異プラーク数となる．  

15／柑  

変異プラーク数  
突然変異頻度ミ  

総プラーク数  

結果の解析   

各試験奥の突然変異親齢も条桝寸き二項検定晦te山肌md8。W。狛の推計学的  

方法’：有意水準上側0．05）を用いて有者差を判定する．   

陰性対照群と比較し，被験物質処理群の突然変異頻度において統計学的な有意差が認  

められた場合は．陽性と判定する．ただし∴最終的な判定は∴試験条件下での生物学的  

な妥当性も考慮して行う．  

17．4．  

1鼠 病理組織学検査およぴmAシークエンス解析  

試験委託者と協議の上必要に応じて病理組織学検査用干臓および腎臓），DNAシー  

クエンス解析を実施する．   

1，．DNA付加体測定用試料の送付  

採取した肝臓および腎臓は，ドライアイス存在下で宅配業者の冷凍車（－200C以下）  

により下記に送付する．DNA付加体測定は，国立がんセンター研究所において実施す  

．る（添付資料2参照）．  

試料送付先： 〒104－∝叫5東京都中央区築地5丁目1番1号  

国立がんセンター研究所  

がん予防基礎研究プロジェクト 戸 塚 ゆ加里  

Tヒ1：03⊥3542」5】l Fax：03－3543づ305  

ユ0．報告  

最終報告書は．要約および表から構成される．  

21．試験関係資料の保存  

当該試験の資料は，安評センター資料保存施設にて最終報告書作成後5年間保存され  

る．その後の保存については．試験委託者と安評センターで協法の上 別途定める．  
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22．試験計画番の作成  

試験責任者  静岡県磐田市塩新田5払2  

財団法人食品農医薬品安全性評価センター  

ヰ痺〕凰  

中 嶋  遡  

触ら年一之月l？日   

ヱ3．試験計画書の承訝  

運営管無音  静岡県磐田市塩新田S82々  

財団法人食品農僅薬品安全性評価センター  

」終  

牧栄二  

）毎年／j月′節  

図1i用地のサンプリンプ  

し封2 や欄餌川㌧ ノリンウ   
17／1夕   
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別添2  

追加遺伝毒性試験の腐異について  坤．肋．ノブ仰「β7クーJββノ  
P尺OTりCO上  

添付資料2  

アガリチンのDNÅ付加体解析  

試料：アガリチンを投与したBig以l把R如より，月刊乱腎臓等の組織を摘出後．ゲノムmAを抽  

出し．試料とする．ロNÅ付加体の解析は肝臓及び腎臓を優先し，その他の臓器に関しては  

関係者と協議の上 実施の有無を決定する．  

試験群：コントロト「ル（辞弓）  

アガリチン高用量群（120m幽（n弓一5）  

キリン製品投与群（n弓－5）  

mA付加体の解析方法  

】）まずはアガリチンの代謝産物と考えられる4－¢ydm坤m叫yl）pbe叩鵬ydl野山e（m偲qから生成   

される既知のmA付加体である，8一匹伽血町me叫1）押印y】】dG此（＆HW－dGuo）およぴ   

8一匹偶西畑卿Ie仇yl）phe叩】】dAdo（8・HMMdo）の形成の有無について，H孔C．LαMS朋Sまた   

は刀トポストラベル法（注l）等を用いて解析する．  

2）試料中から8－HMP－dGuoおよび月－HMトdA血が検出されない場合は，その他のアガリチン由来   

のDNA付加体の生成についてさらにLαM即ⅦSおよび32トポストラベル法等を用いて検討を   

行う予定である．  

①アガリチン及びアガリクス製品を用いた遺伝毒性試験（別紙1～4）  

アガリクス抽出液については、キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒、（以下「B製品J  
という。）に関して、ラットニ段階発がん試験において腎臓と前胃に発がん促進作用  
が観療されている。   

また、B製品に関しては、大腸菌WP2〟W勅）KMlOl株を用い－S9mk、＋S9mix両  
条件下において遺伝毒性が調べられ、同株に対する遺伝毒性陽性の結果が報告されて  
いる。  

そこで、追加試験として、同菌株を用い検体A（アガリチンの標準品）、検体B（B  
製品ロット1）、検体C（B製品ロット2）、検体D（B製品ロット3）の遺伝毒性を検  
索した。本試験では、S9（臓器ホモジェネートの叩00Ⅹg上清）は、通常用いられ  
る薬物誘導したラットの肝臓のS9の代わりにラットの腎臓のS9を用いた。   
その結果、検体臥C、Dともに陽性の結果が得られた。検体B，C、Dは－S9mix、  

＋S9血x両条件下において同株に対し遺伝毒性を示したが、十S9血Ⅹの条件でその遺  
伝毒性はやや減弱した。検体Aは－S9mix、＋S9miⅩ両条件下において遺伝毒性陽性と  
なり、＋S9血xの条件下でその遺伝毒性は若干上昇した。検体B、C、Dの遺伝毒性を、  
その中に含まれる検体Aで説明できるかを検討すると、＋S9mix条件下ではほぼ説明  
できる結果となったが、－S9mix条件下では検体B、C、Dが検体Aよりも 
低い用量で遺伝毒性を示し、検体Åのみによっては説明しがたいことが示唆された。  
（別紙1、2）  

また、同菌棟及び薬物誘導したラットの肝臓のS9を用い、検体A（アガリチンの  
標準品）、B（B製品ロット1）、C（B製品ロット2）、D（B製品ロット3）の遺伝毒  
性物質を検索し、類似の結果を得た。－S9mix条件下での結果を前述の試験結果と比  
較すると、検体Aについては本試験の方が3－4倍高い復帰株数を示したが、検体Cに  

ついては、むしろ前に行われた試験の方が高い復帰株数を示した。検体BおよびD  

について、両試験の結果は良い一致を示した。両試験の復帰株数の差の原因は不明で  

あるが、本試簡の結果も、－S9mix条件下では、検体B、C、Dの方が検体Aよりも低  
い用量で遺伝毒性を示し、その遺伝毒性を検体Aのみによって説明することは難しい  
ことを示唆した。一方、＋S9mixの条件下では、4検体ともに同一用量域においてほ  
ぼ同一の復帰株数を示し、検体B、．C、Dの遺伝毒性は検体Aによってほぼ説明でき  

る結呆となった。肝臓のS9を用いた場合には、S9mkの添加により4検体ともに遺  

伝毒性が減弱した。  

（別紙3、4）  

アガリチンについては、哺乳類のγグルタミルトランスペプチダーゼ（γ－GTp）によ  

って代謝を受けてDNA損傷性を示す可能性が示唆されている。γ－GTPの大腸菌にお  

ける相同遺伝子である館J遺伝子を破壊したW？2王〝山車KMlOl株を作製し、野生型   

LH．N秘峰OH  ＋  DNA  

8一打MT＿dGu（l  

鼓料HI0日  
8－nMⅣ－dAdo  

C日量OH  

HHBll  

（法り）2p－ポストラベル法  

32トポストラベル法とはDNA付加体を好感度に検出する方法で，具休的には，DNAを分  

解酵素で2・・d叩血≡鮎id¢3，－mOnOphosph如に分解した後，5，一末端をh－ユ2p】ÅⅣで標織  

し一2次元薄層クロマトグラフィー等で正常ヌクレオチドとDNA付加体を分離し，解析  

する．  
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株との間で検体Aに対する変異感受性を比致した。だが、両者の間には差が見られず、  
少なくとも大腸菌のGgtはアガリチンの遺伝毒性発現には関与しないことが示唆され  

た。  

検体A（アガリチン標準品）は、大腸菌WP2〟γ山車KM川1株に対して明確な遺伝  
毒性を示し、DNAに対する損傷性を有する物質（遺伝毒性物質）と考えることがで  
きる。アガリチンを高濃度の含んだマッシュルーム抽出液についてはBigBluemouse  
を用いて、腎臓と前胃に変異作用を示すことが報告されており、アガリチンの含量を  
基にしてアガリクス製品に対する（安全性に関する）規制！指導を行うことには一定  

の根拠があると考える。ただし検体臥C、Dの－S9mk条件下での大腸菌に対する遺  
伝毒性は、アガリチンの標準品だけでは説明できないため、他の遺伝毒性物質が混在  
している可能性を否定はできない。この点を明確にするために、検体B、C、Dのア  

ガ‘リチンを分解させた検体を用いて、大腸菌株に対する遺伝毒性を調べた。  

いて、大腸菌WP2仰山舟KMlOl株を用いて遺伝毒性を検索した。この際に用いたS9  

はラットの腎臓から調製したものである。検体Aの分解物は、－S9mjxの条件下で、  

用量依存的に復帰変異株数を増加させた。＋S9mixの条件下でも復帰株数の増大が観  

察されたが、陰性対照値の2倍には達しなかった。アガリチン分解物の遺伝毒性を分  

解前のアガリチンと－S9血xの条件下において比較すると、アガリチンの牒準品に比  

べて分解物の遺伝毒性は1／3以下であった（242YerSu5803）。この結果は、前述の、検  

体を加熱分解処理（100℃で2日間）した検体を用いた試験結果と傾向の一致を示し  

ており、アガリチンの分解物は－S9mixの条件で大腸菌株に遺伝毒性を示すが、その  

遺伝毒性は減弱することが示唆された。   
検体B、C、Dの分解物は、・S9血xの条件下で遺伝毒性を示し、最高用量において  

陰性対照値の2倍以上の復帰株数を示した。＋S9mixの条件下では、復帰株数の増大  

は観察されたが陰性対照値の2倍を超えなかった。検体臥 C、Dの分解物の遺伝毒  

性を分解処理前の検体臥C、Dと比較すると、検体B（247versus596）、検体C（295versus  

720）、検体D（236ヤerSuS420）で約1／2となり、アガリチンを分解することによりその  

遺伝毒性が減少した。この結果から、検体B、C、Dの分解物は－S9mixの条件で大腸  

菌株に遺伝毒性を示すが、分解処理前の検体に比べて遺伝毒性が減弱することが示さ  
れた。  
（別紙6）  

以上の結果から、アガリチンの分解物にも遺伝毒性があること、検体臥C、Dの  

分解物にも遺伝毒性があることが示された。検体臥C、Dの遺伝毒性が熱処理によ  

り減弱したことから、検体B、C、Dの遺伝毒性にはアガリチンの寄与が大きいこと  

が示唆された。   

②アガリチン分解物、アガリクス製品分解物を用いた遺伝毒性試験（別紙5、6）  

検体A（アガリチンの標準品）、検体B（B製品ロット1）、検休C（B製品ロット  

2）、検体DてB製品ロット3）を加熱分解処理（100℃で2日間）した検体（国立医  

薬品食品衛生研究所食品部にて調製）について、大腸菌WP2〟V山車MlOl株を用い  

て遺伝毒性を検索した。アガリチンの残存量はいずれも検出限界以下（0．01ppm）であ  

る。遺伝毒性は－S9mix，＋S9血Ⅹ一の条件で行い、S9は薬物誘導したラットの肝臓から  

調製したものを用いた。   

検体Aの分解物は、－S9mixの条件下で、用量依存的に復帰変異株数を増加させ、  

最高用量においては陰性対照の約10倍復帰株数を増大させた（256reve出血bperplate  

versus27revertantsperplate）。＋S9mixの条件下でも復帰株数の増大が観察されたが、  

陰性対照値の2倍には達しなかった。アガリチン分解物の遺伝毒性を分解前のアガリ  

チンと－S9mkの条件下において比較すると、分解物の遺伝毒性は1／10以下であった  

（256versus3，696）。この結果から、アガリチンの分解物は・由血xの条件で大腸菌株に  

遺伝毒性を示すが、その遺伝毒性は弱いことが示唆された。   
検体B、C、Dの分解物は、－S9mixの条件下で遺伝毒性を示し、最高用量において  

陰性対照値の2－3倍の復帰株数を示した。十S9mixの条件下では、復帰株数の増大は  

観察されたが陰性対照値の2倍を超えなかった。検体B、C、Dの分解物の遺伝毒性  

を分解前の検体B、C、Dと比較すると、検体Bでl／8（75versus608）、検体Cで1／3（125  

versus392）、検体Dで1／4（119versu5424）となり、アガ．リチンを分解することにより  

その遺伝毒性が減少することが明らかになった。この結果から、検体B、C、Dの分  

解物は－S9mixの条件で大腸菌株に遺伝毒性を示すが、分解処理前の検体に比べて遺  

伝毒性が減弱しており、検体B、C、Dの遺伝毒性にはアガリチンの寄与が大きいこ  

とが示唆された。  
（別紙5）  

また、 検体A（アガリチンの標準品）、検体B（8製品ロット1）、機体C（8製  
品ロット2）、検体D（B製品ロット3）を加熱分解処理（100℃で5－6時間）した検  

体（国立医薬品食品衛生研究所食品部にて調製、アガリチンの残存は3％以下）につ  

ラットニ段階発がん試験で陽性となったB製品については、Big81ueRatを使い腎  

臓に対する遺伝毒性を調べることが重要であろう。ラットの標的臓器において遺伝毒  
†生が明確になれば、その遺伝毒性（DNA損傷性）が発がんにおいて重要な役割をは  

たしていることが示唆される。また、トランスジェニック試験の際に、ポストラベル  
掛こてDNAに付加体が生じているかを調べれば、トランスジェニック試験が陰性結  

果となった場合にも、標的臓器（腎臓）のDNAがB製品によって曝露された証拠と  

なろう。   
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Am¢SteSt  

被験物質：検体A（分解物）、検体白（分解物）、検体C（分解物）、検体D（分解物）  

（100℃、5～6時間）  
鉾験番号：gさ73佃79－382）  

中∽ 
コ 
○ 

復帰変員数（コロニー数／プレート）－  

僻性化系  
の有無  t幻  

朗   陰性劇個  102．   耶  
H柑 （】Oa）  128 （‖」〉  】23 （】け）  】10 （104）  

0．7tl】   l17   】0丁   ‖1   97  

い0 （‖月）  120 （11小  ’123 （117）  1鳩 （10ユ）  
1．56．   l¢5   11丁   l19   l】2  

101（1D3）  129 く128）  188 （1別）  】20 （118）  
3．13   127   15イ   147   128  
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動物舎にⅦケ月間放置する前後の調製飼料中アガリチン濃度の変化の検討  （カアガリク・ス製品入り飼料舟、動物舎内の環境下（湿贋．温度一定）に一週間   

あか′、は一ウ月†削隈くことによるアガリチン墳度の変化について  

Ⅰ．目的  

食品安全委員会の新開発食品専門調査会ワ一キンググループの指摘に回答する  

ため、調製飼料中アガリチンの分析の検討及び－ケ月間の安定性の検討につい  

て行った。  

①飼料（C肝一1）中に添加したアガリクス製品のアガリチン濃度測定を行なうに  

あたり前処理を検討する。  

②アガリクス添加した飼料中のアガリチン波度が、動物舎内の環境下（湿度、  

温度一定）に一週間及び－ケ月間置くことにより変化するかどうか確認する。   

Ⅱ．方法  

サンプル  

キリンアガリクス製品を0．5％あるいは5％添加した飼料（CRF－1）  

（国立医薬品食品衛生研究所毒性部調製。）   

飼料1gを秤量し、メタノール30mlで20分抽出し、1，000rpmで5分間遠心後、  

ろ紙でろ過を行なう。この操作を2回線り返す。抽出液をエバボレークーで乾  

固させ、0．01％酢酸：メタノール＝9：1液を3ml加えて軽く超音波処理し、溶解さ  

せたものを、0．45〟mフィルター付のシリンジでろ過する。そのうち1mlをC18  

にアプライし、前出の9：1硬2mlで溶出し、計3mlをアガリチン画分とする。   

Ⅲ．結果  

①アガリクス製品入り飼料（CRF－1）におけるアガリチン濾度測定について  

（各浪度、ni3ずつで行ない、平均回収率を算出した）  

飼料中アガリクス  

製品濃度   
芽軸当日  1ケ月後 l  

l水（－）   水卜）  水卜）   

0．50l  】5・03（Hg／′g）   5・20（いがg）  4月8（囲／′g〉   

鯛翼当日】80とした比牟   100   103．ヰ   97＿1   

44・6（い〆g）  45．3（岬′／g）   5＼  46．9（〃巳／g）      鋼製当巳川0とした比促  】00   95，2   96¢   

⇒・通常の動物舎の環境下状態では、ケ月間動物舎に放胆する前撞で、  

瑚臼1・itlnビの分解圧ほぼないと考えられる。  

Ⅳ、結論   

尿や水分が入らない状態では、調製飼料中のアガリナン†．卜・ケ月間、安定で  

あると考えられる、試験実施者等に確認したところ、B製品び）毒性試験は、動  

物が入れず、水も混入することがない特殊なゲ・－ジを用いており、尿や懲放ひ  

紙料水が混入・す一ることく上ないとのことであった（別添：う）．、ニれ〔Jノ）ことから、  

・ケ月間動物舎に政局する前後で．アガリチンぴ〕分解打ほぼ芳し、と考え工、れ虻．、   

0．5％  飼料申アガリクス製品濃度        5％  平均回収率（％）  83．8   78．全   
⇒以前の検討では、飼料中のアガリチン礁度の分析は不可能であったが、前処  

理を改良することにより、飼料中アガリチン濃度を良好に定量分析することが  

可能となった。  



別添4  

給餌頻度及び粉末飼料の尿、糞及び飲水による汚染について   

丑被放物質添加飼料（添付ファイル波除枕験物質月痴料保管条件参照）  

1）給政界は床置きのものではなく、ケージの最から吊るすタイプのものを使用しています．   

2〉飼料交換は退1臥また、飼料の保管は給餌串にあるとき以外は冷蔵保存されています．   
3）鎗鉦静内の朗臥多少糞が混じることはあづても庚力苧飼料こ振じることはほとんどなく、  

飲料水により湿ることもなかった．したがって、湿り気はなかったと考えております。   

A披放物贋廟加飼料（添付ファイル披験被放物質A飼料保管条件参照）  

1〉給餌器は廊層きのものを使用。   

カ飼料交換は選1固の変乱また、飼料の保管は給餌審にあるとき以外は冷蔵保存。   

め尿および業は多少給餌港内に入ります。飲料水が給餌器の中に入ることはありません。  

被験物質B  

①餌の保管条件（衛研が提供しました帯製飼料）  

ご提供いただきました開架飼料札2004年Il月ヱ別こ入荷し，2005年5月10引こ返却して  

おります（返却分：コントロール餓私検体取0％添加34短）．入荷した全ての顔料は，一  

旦，研究棟1噺転科保管庫（保管条件；冷蔵）で保管し，使用の都島必要iを飼育室のあ  

る棟（遺伝毒性試験棟）に移し，そこの冷凍冷蔵庫（サンヨー冷凍冷蔵庫SM汎利用期間  

中の実測値：1・2から10．3℃）で保管しておりました．さらにそこから給餌掛こ充填しており  
ました．  

◎動物愛への搬入壌の保管条件  
給餌器に充填し，動物に与えてからは飼育童の環境下になります．飼育室伽ヰ骨壷）の環姥  

・調節の基準値は温度礼5迫．50C．湿度55超0％であわ，没与期間（ヱOD4年11月8日～2005年   

4月24日）串の鼻測値札翠度21．l～25．1℃，線度32～71％の範囲内でした1垂謂機の点検  

やフィルター交換により，湿度で救国下限からの逸脱がありますが，いずれも軽微で鐘時間  

の逸脱であり，問潜としておりません．   

⑧給餌ボの形態（写真）  

写真を添付いたします。  

◎餌の交換頻度  

摂飯豊の測定‡引こ交換しており，適に1回交換しておりました．   

⑤交換時の餌の状態（尿、糞等に汚染等、特に飲料水による餌の準り気状態）  

飼育従事者に確詔しましたが．多少賞が混じることはあっても尿が飼料に混じることはほと  

んどなかったとのことでし鞋．飲料水により湿ることもなかったとのことです．したがって、  

湿り気はなかったと考えております．   

◎ ケージの種類   

ポリカーポネート製飼育ケージ（W2l．5×D37．4x・H20．Ocm，1ち082d）を使用しました．   

⑦ケージ内の飼育匹数   

原則2匹飼いけ－ジでした．  

⑧その他、餌に関する情報  

特になし．   

C披験物質添加飼料（添付ファイル複数枚験物質C飼料保管条件参照）   

カ給僻は床置きタイプを任免  
力餌は適2回の変乱動物愛へ搬入轡ま動物畠内環境   

め ラットの場合，尿、糞等による汚染はほとんどありません．また飲料水により飯が湿る  

こともほぼなく，残余飼料は乾擁した状態ですご  



破談物質A  

】．朗の保管条件（衛研が提供しました押製飼料）   

弊社へ搬入復、冷蔵飼料保管庫腰定温虔2一拍℃：実測値：小5℃）にて保有数しました。  

2．動物尭への搬入後の保管条件   

動物室内では使用するまで閤製飼料保管室内冷蔵庫（設定温度か10℃：実測値：2一亀℃   

2005年2月1日11度まで一時的に上昇）にて保存致しました．   

飼育室内へほ給餌分のみを搬入し、給餌いたしました。残余飼料は廃棄しております。   

動物室内はヱユ土3℃の設建になっております。  

3．給餌辞の形態（写実）   

写真を添付いたします。  

4．餌の交換頻度   

週にl固追給餌、過に1回給餌串ごと交換をしています．追給餌の際は、食べ残してあ  

る餌は廃棄しでいます。  

5．交換時の餌の状態（屍、糞尊に汚染等、掛こ飲料水による朗の湿り気状態）   

尿および楽は多少給餌辞内に入ります。飲料水が給餌辟の中に入ることはありません。  

6、ケージの種類   

常圧蒸気滅菌したプラスチック製ケージ（トキワ科学者軸㈱：W260×u12XH195m血）、  

ステンレス製ケージ羞は高圧蒸気滅菌しで使用しています。  

7．ケージ内の飼育匹数   

3匹／ケージで飼育いたしました。  

臥 その他、餌に関する情   

特記事項なし。   

被験物質ち給餌♯  



被験物質C   

①餌の俵管条件（勒；孝供しました諏詳顔料）  

冷蔵臆所保管   

⑳動物量〈の搬入食の保管条件   

室温保管   

③港舟券の形態（顎勒   

ステンレス錦製粉末絵画器（外ふた；外餐11皿，内債6馳）  

披験物質A給餌器  

◎餌の交換頻度   
遡2回交換（火．金曜潤）   

⑤交換時の餌の状態（尿、業等に汚染等、特に飲料水による餌の鱒り気状態）   

ラットのせ合．尿、尭琴による汚染は偲とんどありません。また飲料水により餌が湿ることもほぼ  

なく．残余飼料は乾燥した状態です。   

⑥ ケージの種類   

ステンレス銅製金網ケージは10WX44DD〉く280H遭un）   

⑳ケージ内の飼育匹数   

4匹   

⑧その他、餌に関する情報   
特鑑なし   



別添5  

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒（製品B）中のアガリチン含量  

検体  キリン細胞壁破砕製品  agaritin含量   

A   消費期限2007／5／30   1025ppm   

B   消費期限2007／7／30   1227ppm   

C   消費期限2007／9／16   1287ppm  

AVG  1180ppm  

CV   11．60％  

D  毒性実験検休 2004年購ネ  1348ppm  



資料3一旦＿  

食安基発第0228001号  

平成 20年 2月 28日  

内 閣 府   

食品安全委員会事務局評価課長 殿  

夢望開場惜  厚生労働省   

医薬食品局食品安全部基準審査課   
言葉会崗愚  

崗蘭全部  
毒針軍属諏蓋  

食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の提出について（回答）  

「食品健康影響評価について」（平成18年5月9日付け府食第360号）により貴委員会  

から依頼のあった、食品健康影響評価に係る追加試験について、別添のとおりとりまとめた  

ので提出します。   
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要  約  

アガリチンの変異原性について，トランスジェニックラット（BjgBlue⑧）を用い，そ  

の標的器官（臓器）における遺伝子突然変異誘発性を検討した．   

最高用具は．先に実施されたキリン細胞壁破砕アガリクス顆粒を用いた中期多臓器発  

がん試験において腫瘍の増加が認められた臓器と同じ臓器（前胃，腎臓）にBigBiue⑧マ  

ウスを用いたアガリチン経口投与試験において変異を誘発したとの報告があることか  

ら，この報告に基づき120－¶2ルgとした．最低用量の3mg在gは，キリン細胞壁破砕アガ  

リクス顆粒を用いた中期多臓器発がん性試験における高用量群（5％混餌）より算出さ  

れた被験物質の摂取量相当量を用いた．中用量は公比約6となるよう20mg此gとし，い  

ずれも混餌投与とした，   

投与l遇の体重および摂餌量の測定結果から，アガリチン投与により予想を上回る体  

重増加抑制および摂餌量低下が認められた．この時点で試験開始時の設定用量では試験  

が成立しないと判断し，投与2週以降の用量を随時変更した（17．2．】．投与用量一覧表参  

照）．   

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒の用量は，既に実施された中期多臓器発がん試験の  

最高用量である5％混餌とした．   

被験物頴を91日間混餌投与し，最終投与後3日の腎且嵐肝臓，骨髄，甲状月見肺お  

よび前胃における遺伝子突然変異頻度を計測した．   

アガリチン投与群およびキリン製品投与群における遺伝子突然変異頻度は，腎臓，肝  

臓．骨髄，甲状腺，肺および前胃のいずれにおいても，陰性対照群と比較し，統計学的  

に有意な増加は認められなかった．   

陽性対照のN・＝トロノーN－エチル尿素（ENU）腹腔内投与投与群（投与量50mgkg，  

1日1回，5日間連続投与）においては，検討した6器官（臓器）とも遺伝子突然変異  

頻度が上昇しており，陰性対照と比較し，統計学的に有意（いずれもpg．05）な増加を  

示した．  

以上の結果から，当該試験条件下において，アガリチンは遺伝子突然変異を誘起しな  

いもの（陰性）と判断された．  

添付資料  

添付資料1肝臓．腎臓の切り出し方法  

添付資料2 アガリチンのmA付加休解析（試験計画春）  

添付資料3 アガリチンのDNA付加体解析（試験報告書）  

ー5－  
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l．表題  

アガリチンのトランスジェニックラットを用いる遺伝子突然変異試験  

2．試験目的  

被験物質の加v血における標的器官（臓器）での遺伝子突然変異誘発性（レポーター遺  

伝子：C〟）を検討する．  

3．遵守した動物実験関連規則および参考としたガイドライン  

動物実験関連規則  

動物の飼育および動物の取り扱いについては，「動物の愛護及び管理に関する法律」，  

「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」およぴ「財団法人食品農  

医薬品安全性評価センター 動物実験に関する指針」を遵守し，動物を適正に使用し  

た．  

ガイドライン  

EnviroruTIentalHealth Criteria233（United Na（ions WHO2006；Transgenic An血al  

MutagenicityAss町S）  

「財団法人食品農医薬品安全性評価センター 組換えmA実験実施安全管理規定」  

に則り届出を提出し．さらに「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6月18日，法律第卯号）に従って実施した．   

4．稚番号  

A260（079－388）  

5．試験施設  

財団法人食品農医薬品安全性評価センター（略称 安評センター）  

〒437－1213静岡県磐田市塩新田582－2  

Tヒl：0538－58－1266 Fax：0538－58－1293  

6．袖委託者  

国立医薬品食品衛生研究所  

安全性生物試験研究センター 毒性部  

試験モニター  菅 野  純  

〒15g－8501東京都世田谷区上用賀一丁目18番1号  

Tヒ1：0ユー3700－9619 Fax：03－3700－9647  

且甲．〟0．」2占0「07クーjββノ  
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7．試験責任者  

財団法人食品農医薬品安全性評価センター  

中 嶋  圃（環境毒性試験室）  

〒437－1213静岡県磐田市塩新田582－2  

Tヒ1：0538－58－3572 Fax：0538－58－1368  

mai1：n画in1a＠anpyo・Orjp   

8．被験物質等管理責任者  

水 橋 福太郎  

，．分担責任者  

検疫：  

病理学検査：  

統計解析：  

史
 
史
 
也
 
 

泰
 
敦
 
雅
 
 

田
 
賀
 
木
 
 

太
 
志
 
鈴
 
 

10．試験従事者  

遺伝毒性実験：  渥 美  務【主担当者】  

夏 目 匡 克岩 倉 佳奈子，大 野 久 美，  

鈴 木 ゆみ子，杉  麻 衣，国 枝 正 幹，  

名 波 加 奈，山 本 裕里子，太 田 泰 史，  

大久保 陽 子  

太 田 泰 史【分担責任者】  

松 本  覚，渥 美  務，岩 倉 佳奈子  

検疫：  
k，欄   

器官（臓器）摘出： 萩 原  孝【主担当者】  

渥 美  務，岩 倉 佳奈子，  

牧 田 真 輝，鈴 木 ゆみ子，  

希
 
美
 
 

真
 
久
 
 

田
 
野
 
 

芝
 
大
 
 志 賀 敦 史，中 嶋  囲  

病理学検査：  志 賀 敦 史【分担責任者】  

宇 野 冬 美，加 藤 睦 美，萩  

統計解析：  鈴 木 雅 也【分担責任者】  

渥 美  務  

11．資料保存施設管理責任者  

柴 田 典 昭  

ー7－  
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2006年12月19日  

2007年1月18日  

2007年1月23日  

2007年1月23日～1月27日  

2007年1月3n日  

2007年4月23日  

2007年4月2（；日  

2007年5月24日  

2007年6月8日  

2007年6月8日  

2007年8月16日  

2007年9月14日  

2007年9月21日  

2008年2月1日  

且甲．入b．A細り「07クーjββノ  
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14．被験物質配合飼料   

14．1． 配合飼料1   

14．l．l． 名称  

3mg耽g，20mg此g，120mg耽g群用アガリチン配合飼料（投与1遇）  

3mが（g，20mg此g，80m跡g群用アガリチン配合飼料（投与2過）  

3m釘kg群用アガリチン配合飼軋250ppm，1000ppmアガリチン配合飼料（投与3週）  

62．5pplTl，250ppm，1000ppmアガリチン配合飼料（投与4～8週）  

62．5pp】¶，250ppI¶，750ppmアガリチン配合飼料（投与9～13週）   

14．1．2． 製造元  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部  

ただし，投与2通用の80mg此g群用アガリチン配合飼札 投与3通用の250ppI¶ア  

ガリチン配合飼料および投与9通用の750ppmアガリチン配合飼料は，国立医薬品食品  

衛生研究所提供のアガリチン配合飼料を，安評センターで，基礎飼料と混合し，調製し  

た．   

14．l．3． 保存条件  

冷蔵   

14．l．4． 保存場所  

安評センター6号館l階冷蔵庫  

保存期間：2007年1月18日～同年4月23日  

実測値：3．8～8．50C   

14，l．5． 取り扱い上の注意  

取り扱いに際しては，マスクおよびグローブを着用する．   

14．l．6． 残余被験物質含有飼料の処理  

焼却処分した．   

14．2． 配合飼料2   

14．2．1． 名称  

5％キリン製品（キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒，中期多臓器発がん性試験使用製品）  

配合飼料   

14．2．2． 製造元  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部  

12．試験日程  

試験開始日：  

動物入荷日：  

投与開始日二  

投与日（陽性対照群）：  

器官（臓器）摘出日（陽性対照群）：  

投与終了日：  

器官（臓器）摘出日：  

アッセイ終了日（腎臓）：  

アッセイ終了日（肝臓）：  

アッセイ終了日（骨髄）：  

アッセイ終了日（甲状腺）：  

アッセイ終了日（肺）：  

アッセイ終了日（前胃）：  

試験終了日：  

13．被験物質   

13．1． 被験物質名  

アガリチン   

13．ヱ． ロット番号  

DPEOOl〕   

13．3． 純度／含畳  

97．0％（HPLC法）   

13．4． 保存条件  

室温・遮光   

13．5． 保存場所  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部  

物質の状態  

白色粉末   

安定性  

飼料中：1カ月間安定であることが確認されている．  

15．6．  

15．7．  

－9－  
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14．2．3．保存条件  

冷蔵   

14．2．4． 保存場所  

安評センター6号館1階冷蔵庫  

保存期間：2007年1月18日～同年4月23日  

実測値：3．8～8．50C   

14．2．5． 取り扱い上の注意  

取り扱いに際しては，マスクおよびグローブを着用する．   

14．2．6．残余被験物質含有飼料の処理  

焼却処分した．  

15．対照物質   

15．1． 陰性対照（媒体）   

15．l．1． 物質名  

CRf－1粉末飼料（基礎飼料）   

15．l．2． ロット番号  

061108   

15．1ユ 製造元  

オリエンタル酵母工業   

15．1．4． 保存条件  

室温   

王5，1．5． 有効期限  

2007年11月4日   

】5．】．6． 保存場所  

安評センター6号館1階飼料保管庫   

15．2． 陽性対照物質  

トランスジェニック（TG）試験において肝臓等で十分な陽性反応が認められており，  

rTranSgenicAnimdMutagenicityAssays」に例示されていることから，下記の化合物を陽  

性対照物質に選択した．   

15．2．l， 物質名  

NニトロソーN－エチル尿素（ENU）  

－11＿  
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15．2．2． ロット番号  

5－GNM－39－1   

15．2．3． 純度  

58．2％   

15ユ4，製造元  

TbrontoResearchChemicaJs工nc．（TRC）   

15．2．5． 保存条件  

冷凍   

15．2．6．有効期限  

2011年9月14日   

15．2．7．保存場所  

安評センター6号館2階被験物質調製室内バイオマルチクーラー（冷凍庫）   

16．試験材料   

1‘．1． 試験掛物   

16．1．1． 種  

ラット（BigB】ue＠トランスジェニックラット）   

16．1．2． 系統  

Fischer344［spF］   

16．l．3．生産場  

恥conic（米国）   

16．1．4． 購入先  

ストラタジーン・ジャパン株式会社   

16．l．5． 週齢および体重  

購入時：6週齢  

群分け時：7週齢（体重134～156由  

16．l．6．購入動物数  

雄59匹   

16，l．7，使用動物数  

雄34匹  

－12－   



申p・八b・」プ∂0「07クーjββノ  

爪M上尺且PO尺r  

16．1．8． 種・系統選択理由  

遺伝子導入動物として広く利用されており，入手のし易さ等を考慮して本系統のトラ  

ンスジェニックラットを使用した．   

16．ユ． 飼育管理   

16．2．l，飼育環境  

ラット飼育室［802号室：組替えDNA実験指針；昭和54年8月27日内閣総理大臣決  

定，平成3年9月24日改訂による物理的封じ込めに係わる施設］（W3，5×D5．5×H2．5  

m）で動物を飼育した．試験期間中の温度は23．4～24．80C，相対湿度は41～64％であっ  

た・換気回数は1時間当たり8回以上空気差圧は外頁トl－m山20以下，照明】2時間（午  

前7時点灯，午後7時消灯）に設定した．  

自動給水装置を取り付けたMjcro－IsolatoPsysternラックを使用し，ZyfbneTM製飼育  

ケージ（W26．6×D48．2×H20．3cm）に床敷き（ALPHA－ddlT＾）を入れ，動物を1～2  

匹ずつ収容した．床敷きの分析値が日本実験動物飼料協会／コンタミナント分析基準案  

の許容基準値内であることを確認し，その分析報告書（Samp］eNo．LO619101－1，  

LO624960－1）を安評センターで保存した．  

なお，動物の検疫・馴化期間を含めた飼育期間中，データの信頼性に影響を及ぼした  

と思われる環境要因の変化はなかった．   

16．2．2． 飼料  

検疫・馴化期間中は，基礎飼料（CRF－l，LotNo．061108）を動物に自由摂取させた，  

投与期間中（91日間）は，配合飼料lあるいは配合飼料2を自由に摂取させた．発現  

期間中（3日間）は．基礎飼料を自由に摂取させた．陰性対照群および巨財生対照群は，  

試験期間（器官（臓器）摘出日まで）を通じて基礎飼料を自由に摂取させた．飼料中の  

汚染物質の分析を．ロット毎に財団法人日本食品分析センターで行った．分析値が日  

本実験動物飼料協会実の許容基準内であることを確認し，その分析結果（第  

106112214－001号）を安評センターで保存した．   

16．2．3．被験物質配合飼料の調製  

各用量群の投与1～2週の調製濃度を下式により算出した．予想を上回る体重増加抑  

制および摂餌量低下により，投与2，3，4および9週に投与用量を変更した．投与3過  

については，アガリチン低用量群の調製濃度を下式により算出し，中用量群，高用量群  

では式の使用を中止し，】7．2．1頂に記載する《投与用量一覧表）に従い，アガリチン配  

合飼料を調製した．投与4週以降は，各用量群ともに，け2．1頂に記載する《投与用量  

一覧表》に従い，アガリチン配合飼料を調製した．  
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（投与1～3週の調製濃度算出に用いた式》  

体重（d x設定用量（m釘k∂×7  
調製濃度（ppm）＝  ×係数＊  

摂餌塁（g）  

＊：投与】，2週に与える飼料：係数は使用しない．  

投与3週に与える飼料：（投与8日の体重÷群分け時体重）】5  

配合飼料は，毎週，国立医薬品食品衛生研究所にて調製された．ただし，投与2適用  

の80m釘kg群用アガリチン配合飼札 投与3適用の250ppInアガリチン配合飼料およ  

び投与9週用の750ppmアガリチン配合飼料は，国立医薬品食品衛生研究所より提供さ  

れた配合飼料を，安評センターで基礎資料と混合し，調製した．安評センターにて調製  

した配合飼料の調製方法を以下に記載する．  

《安評センターで調製したアガリチン配合飼料の調製方法）  

投与2週用の80mg此g群アガリチン配合飼料：  

高用量群に姦舗耳されていた1201一喝耽g群用アガリチン配合飼料（1545ppm）を回収し，  

回収した配合飼料800．2gと基礎飼料400．2gをそれぞれ秤量した．両飼料をビニール袋  

に入れ，そのまま30分間混合し，80mが（g群用アガリチン配合飼料（1030pplll）を調  

製した．  

投与3通用の250ppmアガリチン配合飼料：  

中用量群に給餌されていた20mが（g群用アガリチン配合飼料（342ppln）を回収し，  

回収した配合飼料を877．2gと基礎飼料322．8gをそれぞれ秤量した．両飼料をビニール  

袋に入れ，そのまま30分間混合し，250ppmアガリチン配合飼料を調製した．  

投与9適用の750ppmアガリチン配合飼料：  

国立医薬品食品衛生研究所より提供された1000ppmアガリチン配合飼料900gと基  

礎飼料300gをそれぞれ秤量した．両飼料をビニール袋に入れ，そのまま30分間混合  

し，750ppmアガリチン配合飼料を調製した．   

16．2．4． 給水  

動物には自動給水ノズルより水道水を自由に摂取させた．水道法に基づく水質検査を  

2007年4月に仁株式会社エコプロ・リサーチで行い，2006年12月，2007年】，2．3  

および5月に細菌検査（一般細菌および大腸菌検査）を安評センターで実施した．検査  

結果については，SOPに記載されている上水道水質基準（平成15年5月30日厚生労働  

省令第10Ⅰ号）の基準値内であることおよび細菌が検出されていないことを確認し．そ  

の検査結果（水質検査：第071770－5号，細菌検査：GTO6－12％，GTO7－01号，GTO7－02  

号，GTO7－03号．GTO7－05号）を安評センターで保存した．  
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検疫および馴化   

各動物について，異常の有無を，1日1回，6日観察するとともに，動物を飼育環境  

に馴化させた．動物搬入時および検疫・馴化期間終了時（群分け時）に，電子天秤を用  

いて，体重を測定した．体重増加量に異常を示した動物は認められなかった．検疫・馴  

化期間中の観察において，仮動物番号241の動物に上顎歯欠損が認められたが，その他  

の動物では体重の増加量あるいは健康状態に異常を示した動物は認められなかった．し  

たがって，上顎歯欠損が認められた1匹は，群分け用動物から除外された．  
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16．3．  

16．5．3．トップアガー  

［調製例］  

1000111Lの超純水に以下の試薬を溶解させた，  

Bacto町ptone  

Bactoyeaste血t  

NaCI  

Bacto喝∬  

10 g  

5 g  

5 g  

7 g   
16．4． 個体識別および群分け  

検疫・馴化期間中は，ケージに付した仮動物番号を記入したラベルと，動物の毛刈に  

より個体の識別をした．  

投与開始当日に動物を体重により層別化し，無作為抽出法を用いて各試験群を構成す  

るように分けた．各動物は，油性インクで尾部に識別マークを記入し，識別した．群分  

け時にケージおよび床敷きを新しいものに交換し，群分け後のケージには∴試験番号，  

動物番号等を記入したラベルを装着した．  

なお，余剰動物については炭酸ガスを用いて安楽死させた（2007年2月21日），  

オートクレープで20分間滅菌した．使用時までウオーターバスを用いて500Cの条件  

で保温した．  

16．5．4． SM緩衝液  

［調製例］  

1000mLの超純水に以下の試薬を溶解させた．  

NaCI  

MgSO4・7HzO  

5．84 g  

2．03 g   

1moL4JTHs－HCl［pH7．5］（ニッポンジーン）  50．O mL   

ゼラチン未（関東化学）  100 mg  

オートクレープで20分間滅菌した後，室温で保存した．  

1‘．5． 培地および培養液等の調製   

16．5．1． LB培養液  

［調製例］  

1000mLの超純水に以下の試薬を溶解させた．  

Bacto町ptOne（BDDiaglOStic）  

Bactoyeastexb・aCt（BDDiagnostic）  

NaCl  

オートクレープで20分間滅菌した後，40Cで保存した．   

16．5．2． LB寒天培地  

［調製例］  

1000mLの超純水に以下の試薬を溶解させた．  

Bacto町ptOne  

Bactoyeastextract  

NaCI  

Bactoag訂（BDDiagnostic）  

1“． ゲノムDNA抽出試薬の調製   

16．6．l． ダウンス緩衝液  

［調製例］  

1000mLの超純水に以下の試薬を溶解させた．  

NazHPO4  

ⅢヱPO4  

NaCI  

KCl  

1．75 g  

O．25 g  

8  g  

O．2 g  

0．5moULEDTÅ［pH8．0］（ニッポンジーン）  20 mL  

lmol几水酸化ナトリウム溶液を用いてpHを8．0に調整後，オートクレープで20分  

間滅菌した，室温で保存した．   

16．6．2．RNase含有ダウンス緩衝液  

ダウンス緩衝液50容に対し，RNa5e溶液（10mか止，ニッポンジーン）1容を添加  

し，用時調製した．  

10 g  

5 g  

5 g  

15 g  

オートクレープで20分間滅菌した後，シャーレ（l150m）に20mLずつ分注した．  

ー15－  
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17．試験方法   

17．1． 対照群   

17．l．1． 陰性（媒体）対照  

基礎飼料を与えた．   

汀1．2． 陽性対照  

ENUを．1日l軌5日間連続して腹腔内（i・p・）に投与した，用量は，50mgn（gとし  

た．   

17．2． トランスジェニック（TG）試験  

試験日の起算は，投与開始日を投与1日とし．投与lから投与7日を投与1過とした．   

17．2．】． 用量  

投与l週の用量は3，20および120m釘kgの計3用量を被験物質処理群として設定し  

た．  

最高用量は，先に実施されたキリン細胞壁破砕アガリクス顆粒を用いた中期多臓器発  

がん試験において腫瘍の増加が認められた臓器と同じ臓器（前胃，腎臓）にBigBlue⑧マ  

ウスを用いたアガリチン経口投与試験において変異を誘発したとの報告があることか  

ら，この報告に基づき120mg此gとした．  

最低用量の3mg此gは，キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒を用いた中期多臓器発がん  

性試験における高用量群（5％混餌）より算出された被験物質摂取量相当量を用いた．  

中用量は公比約6となるよう20mg耽gとした．  

投与1週の体重および摂餌量の測定結果から．アガリチン投与により予想を上回る体  

重増加抑制および摂餌最低下が認められた．この時点で試験開始時の設定用曇では試験  

が成立しないと判断し，投与2週以降の用量を随時変更した．（投与用量一覧表参照）  

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒の用量は，先に実施したキリン細胞壁破砕アガリク  

ス顆粒を用いた中期多臓器発がん試験の最高用量と同量とした．  

16．6．3． 組織破砕用緩衝液  

102mLを調製する場合の組成を以下に示す．  

ダウンス緩衝液  

0．5mol几ショ糖溶液  

0．5moLnJEDTA［pH8．0］  

RNa5e溶硬［10m釘mり  

用時調製した．  

45 】11L   

45 mL   

】O 111L   

2 ！11L  

16ふ4．10w／v％SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）溶液  

［調製例］  

100mLの遺伝子工学用滅菌水（ニッポンジーン）にSDS（和光純薬工業）10gを溶  

解した．フィルター（孔径0．2トm）ろ過除菌後，室温で保存した．  

16．6．5． プロテナーゼK溶液  

下記の通り調製した，  

プロテナーゼK（和光純薬工業）  

遺伝子工学用滅菌水  

10wル％SDS  

O．5mo肌ノEDm［pH7．5〕封  

200 lllg 

60111L   

20 mL  

20 mL   

注）pH8・0のEDTÅ溶液をImoULの塩酸で，PI17．5に調整したものを用いた．  

用時調製した．  

16．6．6． フェノール／クロロホルム（PIVCl）混液  

200mLを調製する場合の組成を以下に示す．  

クロロホルム  

TE飽和フェノール（ニッポンジーン）  

用時調製した．  

100 111L   

lOO mL  

陽性対照物質液の調製   

ENU】00mgを精密に量り，目盛り付試験管に移した後，生理食塩液（日本薬局方生  

理食塩液，大塚製薬工場）を加えて溶解後20－止に定容し，調製原液（5．Om釘mL溶液）  

とした．陽性対照物質㈲も 調製後速やかに使用した．  

1‘．7．  
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鮪出し，凍結保存した．ただし，ゲノムmの抽出は行わなかった．   

17．2．3．投与方法および投与期間（回数）  

牌物質およびキリン製品の投与経路は，混餌による経口投与とした．通常の飼育用  

基礎飼料（CRF－1）に被験物質あるいはキリン製品を一定濃度添加した配合飼料を自由  

に摂取させた，投与期間は91日間（13週間）とした．  

陽性対照物質の投与経路は，トランスジェニック動物を用いた遺伝子突然変異性試験  

に通常用いられている腹腔内投与とし，ディスポーザブルシリンジと23G注射針を用  

いて，1日1匝L5日間連続投与した．投与容量は，体重100g当たり1．OmLとし，群  

分け時の体重を基に投与液量を決定した．   

17．2．4．発現期間  

最終投与後3日間の発現期間の後（投与開始94日目），17．2．7．に記載する器官（臓器）  

を持出した．陽性対照群については，最終投与後3日に器官（臓器）を摘出した．   

17．2．5．体重測定および一般状態観察  

動物搬入時，検疫・馴化期間終了時（群分け晦投与1日），投与8，15，22．29，  

36，吼50，57．糾．7l，78，85，91日および器官（臓器）摘出直前に電子天秤（PG2002  

あるいはPG802－S，メトラー・トレド）を用いて体重を測定した．陽性対照群について  

は，動物搬入晩検疫・馴化期間終了時（群分け時，投与1日）および器官（臓器）掃  

出直前に電子天秤伊G2002あるいはPG802－S）を用いて体重を測定した．  

器官（陪器）摘出の日まで，1日1回，一般状態を観察した．   

17．2．6． 摂餌量  

全動物について，投与1日（投与開始日）以降91日（配合飼料除去時）まで，体重  

測定日に残餌およぴ／あるいは給餌重量を電子天秤（PG802－S）を用いて測定し，測定  

日間の平均1日按餌量（釘d町）を算出した．なお，陽性対照群の摂餌量は測定しなかっ  

た．  

被験物質摂取量（m掴day）は，体重および摂餌量から算出した．   

17．2．7．摘出器官（臓器）および保存  

動物をエーテル麻酔下で開腹し，腹大動脈からの放血により安楽死させた動物より，  

肝軌腎軌肺，心隠甲状晩 胃，精巣，大隠大腿骨を摘出した．摘出乱速やか  

に肝晩腎臓，放心臓，精巣の重量を測定した．各器官（臓繹）の摘出および保存方  

法は以下の方法に従った（添付資料1参照）．  

用量   投与   動物数  
試験群  ′ 、   期間  

（ppm）（目）投与数 評価数  

陰性対照＊  0  90  6  5  1001～1006  

62．5＃   90  6  5   110トー】106  

アガリチン  250＃  90  6  5   1201～1206  

750＃  90  6  5   1301～1306  

キリン製品…  5事＊  90  6  5  1401～1406  

陽性対掛冊  50＊…  5  4  3  150l～1504   

♯：基礎飼料 ＊＊：キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒（％） ＊■●：ENU（mg耽g）   

＃：投与用量一覧表参照  

《投与用量一覧表》  

投与週   
アガリチン   アガリチン   アガリチン  

低用量群   中用量群   高用量群   

120m釘kg  
3m釘kg（35ppm）  20m帥各色31ppm）  

（13g9ppm）   

2   
80m跡g  

3m釘kg（39pplll）  20m釘kg（257ppm）  
（1030ppm）   

3   3mき耽g（52ppm）   

4   

5   

1000ppm  
6   

7   

8   250ppm  
62．5ppm  

9  

10   

750ppm  

12   

13   

17．2．2．投与動物数  

評価数5匹を確保するため，6匹に投与した．死亡が認められなかったことから．動  

物番号の／トさい順に5匹を評価に使用した．陽性対照群については4匹に投与し，3匹  

を評価に使用した．評価に使用しなかった動物は，17ユ7．に記載する各器官（臓器）を  
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肝臓  左菓の外周近くを生検トレパン（Bト50F，貝印）を用いて4カ所く  
り抜いた（添付資料1の病理組織標本に配慮してくりぬいた）．くり  
抜いた肝臓は，それぞれマイクロチューブに入れ，液体窒素（LN2）  
中で凍結させた（遺伝子突然変異解析用）．  
迅速に左菓の肝門部を含む組織片（厚さ約3】m）を切り出し，十  
分な量の10vol％中性緩衝ホルマリン液で固定し，保存した（病理  
組織学検査用）．  

残った辺縁部は，保存袋に入れ，LNユを入れた底面が平らな金属性  
容器を用いて上から押し潰し，凍結させた．  

他の葉は，保存袋に入れそのままLNヱ中で凍結させ，後日，国立が  
んセンター研究所に送付した（mA付加体測定用）．陽性対照群の  
場合は．保存袋に入れ，LNコを入れた底面が平らな金属性容器を用  
いて上から押し潰し，凍結させた．  

腎臓  左側の腎臓の皮膜を取り，メスで厚さ約1～2mmにスライス（水平  
断で4枚程度）した．各スライスをそれぞれ別のマイクロチューブ  

に入れ，LN2中で凍結させた（遺伝子突然変異解析用スライスを全  
量使用した）．その他の部位は保存袋に入れLN2を入れた底面が平  
らな金属性容器を用いて上から押し潰し，凍結させた．  
右側の腎臓は，腎門部を含む組織片（厚さ約5m¶）を切り出し，  
十分な量の10vol％中性緩衝ホルマリン液で固定し，保存した（病  
理組織学検査）．  

残りの右側の腎臓は，保存袋に入れそのままLN2中で凍結させ，後  
日，国立がんセンター研究所に送付した（DNA付加体測定用）．陽  
性対照群の場合は，保存袋に入れ，LNヱを入れた底面が平らな金属  
性容器を用いて上から押し潰し，凍結させた．  

肺  左肺，右肺を摘出した乱保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平ら  
な金属性容器を用いて上から押し潰し，凍結させた．  

心臓  保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平らな金罷性容器を用い上から  
押し潰し，凍結させた．  

甲状腺 気管から両側にある甲状腺を剥離し，マイクロチューブに入れ，LN三  
中で凍結させた．  

胃  胃を摘出し，切開した後，内容物を生理食塩液で洗い出した．保存  
袋に入れ，LN2中で凍結させた．  

精巣  左右の精巣を摘出した後，保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平ら  
な金属性容器を用いて上から押し潰し，凍結させた．  

大腸  結腸を摘出し，切開した徽内容物を生理食塩液で洗い出した．マ   
（結腸） イクロチューブに入れ，LNユ中で凍結させた．  

大腿骨 左右の大腿骨を摘出した後チューブに入れ，LN2で凍結させた．   

凍結後は超低温フリーザー（MDF－493AT，設定値：－800C，基準値‥－60DC以下）に  

保存した．   

突然変異頻度の算出は，腎月嵐月干臓，骨隠 甲状腺，肺，前胃の順に実施した．  

－2l－  
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17．2．8． ゲノムDNAの抽出  

ダウンス型ホモジナイザ一に，組織破砕用緩衝液（RNaseを含む）3mLを分注し，  

氷中で冷却した．次いで，凍結組織片を入れ，ペッスルを用いてホモジナイズした．  

あらかじめ，0．51nO几ショ糖溶液3mLを入れて氷冷しておいた151nL容の遠心管に．  

上記の組織破砕液を静かに重層し，遠心機（LC－122）を用いて3000r／min（1710G）で  

iO分間遠心した．上清をスポイト等で除去し，冷却したRN豪妃含有ダウンス緩衝液を3  

mLを加え，よく懸濁させた（核／細胞懸濁液）．骨髄の場合は，適量のRN鮎e含有ダ  

ウンス緩衝液を用いて大腿骨から骨髄を洗い出し，ペッスルを用いてホモジナイズした  

（核／細胞懸濁液）．甲状腺の場合は，ダウンス型ホモジナイザ一にRNase含有ダウンス  

緩衝液1．5mLを分注し，水中で冷却した．次いで，凍結組織片を入れペッスルを用  

いてホモジナイズした（核／細胞懸濁液）．  

この核／細胞懸濁液にプロテナーゼK溶液311止（甲状腺の場合はl．5mL）を加えて  

静かに混和転倒し，1～5時間程度（懸濁液が透明になるまで）500Cに保温し，消化さ  

せた．等量（約6mL）のPh／Cl混液を加え数回混和転倒し，さらに．10分間ローテ一  

夕ーを用いて回転混和後，遠心機（LC－122）を用いて2500r／1Tlin（1190G）で10分間遠  

心した．上層（水相）をトランスファーピペットで静かに回収し，新たな15mL容の遠  

心管に移した．本換作を2回繰り返した．甲状腺の場合は，本操作を1回のみとした．  

また．加えるPIVCl浪液の量は，回収した水相と等量とした．回収した水相と等量のク  

ロロホルム／イソアミルアルコール（和光純薬工業）混液（容量比24：1）を加え，数  

回混和転倒し，さらに，10分間ローテ一夕ーを用いて回転混和後，2500r／min（】190G）  

で10分間遠心した．水相を回収し，新たな50mL容の遠心管に移した．この遠心管に  

エタノールを徐々に加え，ゲノムDNAを析出させた．析出したゲノムDNAを70％エ  

タノールを入れたマイクロチューブに移し，約10分間放置した．次いで，遠心機  

（MX－160）を用いて13000r／min（13240G）で10分間遠心した．上清をマイクロピペッ  

トで可能な限り除いた後，チューブを室温に放置することにより残ったエタノールを蒸  

散させた．適量（20～50ドL程度）のTE緩衝液を加え．一晩室温に放置し．mA残漆  

を溶解させた．DNA溶液は，調製後冷蔵にて保存された．  

全てのDNA溶液は，最終報告書提出後3カ月以内に処分する．   

17．2，9． 試験菌株の準備  

容量200mLのバッフル付三角フラス コに．LB培養液30mL，マルトース水溶液（200  

mg血L）30叫Lおよび11¶01几硫酸マグネシウム水溶液30叫Lを添加した．これに，凍  

結保存（設定値：一80DC）後溶解した大腸菌M「株（G】250）懸濁液50ドLを接種した．  

300C，120回／分の振造条件で一晩培養し．前培養液とした．  

容量500mLのバップル付三角フラスコに， 新鮮なLB培養液100mLマルトース水  

－22－   
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溶液（200mg／mL）11止およびImo几硫酸マグネシウム水溶液1mLを添加し，次い  

で先の前培養液1mLを殖菌した後，同様に4～6時間培養を続けた．培養終了後，菌懸  

濁液を遠心機（LC－122）を用いてl00Or血血（1卯G）で10分間遠心した．上清を捨て，  

10汀甘nO几硫酸マグネシウムを含むLB培養液を加えて再懸濁した．   

17．2．10．ゲノムmAのパッケージング  

TranspaCk（S鵬tagene）のチューブ（RED）を解凍した．300～600LLghiL程度の濃度  

に調製したゲノムDNA溶液10LILをチューブ（RED）に加え，ビペッティングにより  

混合した後，300Cの条件で卯分間インキエペ－トした．次いで．チューブ由LUE）  

を解凍し，その10pLをチューブ（RED）に加えて．同様に混合した・さらに，300C  

で90分間インキュべ－トを続けた．各チューブにSM緩衝液700トLを加え，十分に横  

枠した，   

17．2．11．パッケージングmAのプレーティング  

大腸菌懸濁液を．総プラーク算出用（タイター用）にImL，変異プラーク算出用（セ  

レクション用）に2mL，それぞれのチューブに分注した．パッケージング溶液の全量  

（およそ700叶）をセレクション用チューブに加えた後（およそ2700叫）撹絆し，室  

温で20～30分放置してファージを大腸菌に感染させた．本溶液30ドLを10mol几硫  

酸マグネシウムを含むLB培養液270いLに加えて10倍希釈した．本希釈液3叫Lをタ  

イター用チューブに加え，撹拝した．タイター用チューブに，トップアガー17mLを加  

えて混和し，LB寒天培地に全量を重層した．セレクション用チューブには，トップア  

ガー16mLを加え，タイター用と同様にLB寒天培地に重層した．タイクー用プレート  

は，37。Cで16－24嘲乱セレクション用プレートは，24～250Cで朝～4g時間培養し  

た．  

総プラーク数が30万に達するまで上記のパッケージング換作を繰り返した．ただし，  

甲状腺のアッセイでは，総プラーク数が30万に達しなかったが，DNA溶液を全て使い  

切ったため，パッケージング操作を終了した．   

17．3． プラークの計数   

17．3．l．総プラーク算出用（タイター用）  

タイター用プレートに出現したプラーク数（N）を計数し，下記の式を用いて総プラー  

ク数を求めた．  
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17．3ユ 変異プラーク算出用（セレクション用）  

セレクション用プレートに出現したプラーク数を計数し，変異プラーク数とした．   

17．3．3． 突然変異頻度算出  

c〟遺伝子をレポーターとして用いた．  

出現した変異プラーク数を総プラーク数で除して，当該組織における突然変異頻度と  

した．  

変異プラーク数  
突然変異頻度＝   

総プラーク数  

結果の解析   

各試験群の突然変異頻度は，条件付き二項検定（KastenbaumandBoⅥⅦ弧の推計学的  

方法：有意水準上側0．05）を用いて有意差を判定した．   

陰性対照群と比較し，被放物質処理群の突然変異頻度において統計学的な有意差が認  

められた場合は，陽性と判定した．ただし，最終的な判定は，試験条件下での生物学的  

な妥当性も考慮して行った．  

17．4．  

18．病理組織学検査およびDNAシークエンス解析  

病理組織学検査（肝臓および腎臓）およびmAシークエンス解析は実施しなかった．  

19．DNA付加体測定用試料の送付  

採取した肝臓および腎臓は，ドライアイス存在下で宅配業者の冷凍車（－200C以下）  

により下記に送付した．mA付加体測定は，国立がんセンター研究所において実施さ  

れた（添付資料2および3参照）．  

試料送付先： 国立がんセンター研究所  

がん予防基礎研究プロジェクト 戸 塚 ゆ加里  

〒104－0045東京都中央区築地5丁目l番1号  

Tヒ1：03－3542－2511 Fax：0ヨーヨ543－9305  

20．稚結果   

ZO．1． トランスジェニック試験   

20．1．l． 腎臓  

試験結果をThb】elおよびAppendixlに示す．  

陰性対照群では，総プラーク数2，253，600の内，プラークが43出現し，その突然変異  

頻度は19．lxlO‾■，各個体の平均値は19．3×10Jであった．  

－24－   
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アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で21．3×10‾■（変異体数／総プ  

ラーク数：47佗，207，700）．中用量群で20．9×10▼葛（同：61ノ2，922，300），高用量群で19．9×10‾■  

（同：37／l，860，300），キリン製品投与群で1臥8×10‾■（同：朋仏340，000）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量敵 中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ21．4×10▲j，21．4xlO‾6，20．3×10jぉよび18．7×灯■であっ  

た，  

陽性対照群の突然変異頻度は，172．1×10‾七（同：19肌，150，200）と顕著な増加を示し，  

陰性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  

177．2×10‾jであった．   

20．l．2． 肝臓  

試験結果をThble2およびAppendix2に示す．  

陰性対照群では，総プラーク数1，943，100の内，プラークが49出現し，その突然変異  

頻度は25．2×】0▼七，各個体の平均値で25．6×10‾■であった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で25．0×10‾七（変異体数／総プ  

ラーク数：42／l，681，200），中用量群で23．8×10▼J（同：4日，719，900），高用量群で19．5×10‾七  

（同：37／l，900，800），キリン製品投与群で22．6×10【■（同：42／1，854，900）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量群，中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ25．∩×10■，23＿9×10‾■，19，2×10イぉよび22．4×川Jであっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，156．7×10▼竜（同：144／918，900）と顕著な増加を示し，  

陰性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  

156．9×】0▼jであった．   

20．l．3． 骨髄  

試験焉果をnb】e3およぴAppendix3に示す．  

陰性対照群では，総プラーク数2，412，900の軋 プラークが37出現し，その突然変異  

頻度は15．コ×】0j．各個体の平均値で14．8×10‾■であった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で】8．0×10▼j（変異体数／総プ  

ラーク数：47／2，617，200），中用量群で14．9×】0‾6（同：39佗，614，500），高用量群で14．0×10j  

（同：34／2，423，700），キリン製品投与群で14．0×10‾■（同：28仏003，400）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量群，中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ16．0×10【七，】5．0×10‾■，13．8×10」〉および14．1×10■であっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，431．0×10‾j（同：493／‖43，900）と顕著な増加を示し，  

陰性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  
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445．1×】0▼七であった．   

20．l．4． 甲状腺  

試験結果を恥ble4およびAppendix4に示す．  

陰性対照群では∴総プラーク数】，624，500の内，プラークが34出現し，その突然変異  

頻度は20．9×10j，各個体の平均値で21．lx10‾るであった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で2l．5×104（変異体数／総プ  

ラーク数：31／l，叫2，700），中用量群で19．3×10j（同：27／l，395，900），高用量群で19．7×10■  

（同：25／1，267，200），キリン製品投与群で23．4×10‾‘（同＝29／l，237，500）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量艶 中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ2l．5×10■■，19．1xlO▲‘．20．0×10jぉよび23．7×10‾■であっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，75．8×10▲‘（同：54／712，800）と顕著な増加を示し，陰  

性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は75．8  

×10Jであった．   

20．1．5． 肺  

試験結果をTbb】e5およびAppendix5に示す．  

陰性対照群では，総プラーク数1，971，000の内，プラークが41出現し，その突然変異  

頻度は20．8×10一名，各個体の平均値は20．9×10‾■であった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で21．8×10‾4（変異体数／総プ  

ラーク数：36几650，600），中用量群で22．3×10【6（同：37／】，659，600），高用量群で20．4×10‾■  

（同ニ38几864，800），キリン製品投与群で18，5×10j（同：34／l，840，500）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量群，中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ2l．8×10▼■，22．1×10‾‘，20．8×10‾■ぉよびl臥3xlO‾竜であっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，96．lx10▼■（同＝124／l，289，700）と顕著な増加を示し．  

陰性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  

102．2×10▼占であった．   

20．1．6． 前胃  

試験結果を職bIe6およびAppendix6に示す．  

陰性対照群では，総プラーク数1，6鴫800の軋プラークが34出現し，その突然変異  

頻度は20．6×10‾‘，各個体の平均値は20．8×10‾‘であった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で23．1×10‾■（変異体数／総プ  

ラーク数：4川，771，200），中用量群で19．9×10j（同ニ34／l，705，500）．高用量群で2l．3×け竜  
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（同：36／1，687，500），キリン製品投与群で17．4×10J（同＝30／l，724，400）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量群，中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ23．4×10一‘，19．9×10‾■，21．0×10【■ぉよびけ6×10‾■であっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，160．0×10‾■（同：147／918，900）と顕著な増加を示し．  

媒体対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  

160．1×10‾■であった．   

ヱ0．2． 観廃および測定   

20．2．1． 体重および一般状態観察  

試験結果をAppendix7および10に示す・  

アガリチン高用量群に一般状態の変化として，よろめき歩行またはひきずり歩行，鼻  

端の汚れ．削痩および被毛の汚れが観察された．  

よろめき歩行は．投与8週頃から散見され．投与10週頃からは全例（6／6例）に観察  

された．また，投与12週頃からガ6例によろめき歩行が悪化し．ひきずり歩行が観察さ  

れた．鼻端の汚れは，投与S週頃から散見され，投与13週頃から全例（6伯例）に観察  

された．削痩は，投与9週頃から3／6例に観察され，投与12週頃から5／6例に認められ  

た．被毛の汚れは，投与12週頃からl／6例に観察された．  

アガリチン高用量群では，投与2週頃から有意な体重減少が観察され，器官（臓器）  

摘出直前の体重は平均で202g減少（およそ54％の減少）した．また，中用量群では，  

一般状態の顕著な変化は観察されなかったが，器官（臓器）摘出直前の体重は平均で85  

g減少（およそ23％の減少）した．  

他の投与群および陽性対照群では，毒性徴侯を示す一般状態の変化および有意な体重  

減少は観廃されなかった．   

20．2ユ 摂餌量  

試験結果をAppendix8に示す・  

アガリチン高用量群では，摂餌量が投与1週から陰性対照群と比較して，有意な低値  

を示し，投与期間中の総摂餌量は陰性対照群に対して，朋％減少した．また，中用量群  

では，投与3週から陰性対照群と比較して，15％減少した．  

他の投与群では，有意な摂餌量の減少lま示さなかった．   

20エコ． 被験物質摂取量  

試験結果をAppend玩9に示す．  

アガリチン低用量群，中用量艶高用量群およびキリン製品投与群の投与期間中の平  

均被験物質摂取量は，3．0，13．3，47．1および2711．2m釘k釘dayであった．  
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20．3． 病理学検査   

20．3．1，器官（臓器）重量測定  

試験結果をAppendixllおよび12に示す．  

アガリチン高用量群では，肝臓，腎晩肺，心臓および精巣の絶対重量が陰性対照群  

と比較して明らかな低値を示した．中用量群の肝級肺および心臓においても僅かな減  

少が観察された．  

その他の投与群では，いずれの測定器官（臓器）にも陰性対照群と間に明らかな差違  

は認められなかった．  

アガリチン投与群では，腎晩肺，心臓および精巣の相対重量が用量に依存して増加  

した．   

20．3．2． 肉眼所見  

試験結果をAppendix13に示す．  

アガリチン投与群では，被験物質投与の影響と考えられる変化として，胸骨の変形が  

中用量群の5／6例および高用量群の全例に観察された．なお，胸骨の変形は，キリン製  

品投与群の2用例においても観察された．更に，高用量群では，胸腺の萎縮が全例に，  

右肺の赤色斑が1／6例に観察された．   

ユ0．4． DNA付加体解析  

試験結果を添付資料3に示す．  

アガリチン投与群（低用量群，中用量艶 高用量群）およびキリン製品投与群の肝臓  

および腎臓のDNA 中には，アガリチン由来の既知のDNA付加休である  

8－【4－Olydroxymethyl）phenyl】dGuo（8－rn4P－dGuo）および8－［4－Olydroxymethyl）phenyl］dAdo  

（8－HMP－dAdo）の生成は確認されなかった．  

21．考察および結論  

アガリチンの標的器官臓器）における遺伝子突然変異誘発性を検討するため，トラ  

ンスジェニックラット（BigBlue⑧）を用いて遺伝子突然変異試験を実施した．  

その結果，アガリチン投与群およびキリン製品投与群において，腎臓，肝臓，骨髄，  

甲状腺，肺および前胃における突然変異頻度は，陰性対照群と比較していずれも統計  

学的に有意な増加を示さなかった．  

アガリチンの代謝産物と考えられる4＜hydroxymethy））phenyulydTaZine（HMBD）から生  

成される既知のDNA付加体である，8－［4－（hydroxymethy））pheny】］dGuo（8－HMP－dGuo）およ  

び8－【4－（hydroxymethyl）phenyl】dAdo（8－HMP－dAdo）の生成は確認されなかった．  

陽性対照のNニトロソーNエチル尿素は，検討した6器官臓器）とも陰性対照群と  

比べて統計学的に有意（いずれもpg．05）な遺伝子突然変異を誘発したことから，当該  

－28－   
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試験が適切な条件下でなされたと判断された．  

以上の結果から，当該試験条件下において，アガリチンのトランスジェニックラット  

（BigB】ue⑧）の剛嵐肝臓，骨酪．甲状晩肺および前胃に対する遺伝子突然変異誘発  

性は陰性と判定された．  

アガリチンは，細菌を用いた復帰突然変異試験（Ames試験）で陽性を示しているが，  

トランスジェニックラットを用いた血vfv（フの試験では、遺伝子突然変真の誘発を確認す  

ることはできなかった．  

2乙 参考とした資料  

・Gossen，）．A．，etal．：E餌cientrescueofintegratedshuttlevectors倉omtransgenlCmice：a  

modelforstudyingmutationsf71Vivo．Proc．Natl．Acad．Sci．，86，7971～7975，1989．  

・Gossen，J．A．，andVtig，J．：Ase】ectivesystemforlacZ－PhageuslngagalaGtOSe－SenSitiveE  

COおhost．Biotechniques，14，326～3犯lり9〕。  

・Gossen，，．A．，e（a［：Applicationofgalactose－SeI血tiveEcolistrain5aSSe】ectivehostsfbr  

JロCZ－plasmids．NucleicAcidsRes．，20，3245～，1992．  

・Kastenbaum，M．Å．andBowman，K．0．：7bbJesfbrdefem正面gthestatlStLcalsi如ticanceof  

mutation丘equencies，Mutat．Res、，9：527－549，1970，  

・1もkayoshiSu別ki，Satorultoh，MadokaNakq］ima，NoriyuklHachiyaand ThkumiHara＿  

Tbrgetorganandtime－COurSeintheMutagenipltyOffivecarcinogensinMuta77dMouse：a  

SummaryrepOrtOfthesecondcollaborativestudyofthetraJISgenicmousemutationassayby  

JEMS／MMS．Mutat，Res．1999；444：259－268．  

・UlricllW山msha恥JanetKielhom，AmetteBitschandIngeMange］sdorf・ニrrraJISgeruCardmal  

MutagenicityaSSayS．TnternationalprDgramrne On Chemicalsafety（lCPS）environmental  

healthcriteria（EHC），PostThskGroupWHO，Jan．2005．  

・組換えDNA実験指針研究会編：組換えmA実験指針一解説・q＆A一，科学技術庁  

ライフサイエンス課監修，第一法頼，】99】．  

・改訂組換えDNA実験指針研究会編＝組換えDNA実験手雛十一解説・Q＆A－，科学  

技術庁ライフサイエンス課監修，第一法規，1997．  

・SAS／STATUser’sGuide，Vtrsion8．SASTnstitutelnc．，Cary，NC；2000．   

23．試験関係資料の保存  

当該試験の資料は．安評センター資料保存施設にて最終報告書作成後5年間保存され  

る．その後の保存については，試験委託者と安評センターで協議の上別途定める．  
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24．予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある事態および試験計画  

書に従わなかったこと  

1．［内容］  

試験計画書において，購入動物数は60匹と記載しているが，実際は59匹しか入荷し  

なかった．  

［判定］  

使用動物は34匹であることから，群分けの際に十分な動物が確保されていた．した  

がって，本逸脱が試験の信頼性に影響を及ぼすことはないと判断した．  

2．［内容］  

投与l週において，アガリチン高用量群の摂餌量が減少し，体重増加抑制がみられた．  

用量を】20mが（gから80mg耽gに変更した．  

したがって，高用量群に給餌されていた120m釘kg群用アガリチン配合飼料を回収し，  

回収した配合飼料800．2gと基礎飼料400．2gを混合し，用量約mg耽gの配合飼料を製  

造した．製造した用量gom占沖gの配合飼料を高用量群に給餌した．  

［判定］  

投与1週における摂餌量の減少および体重増加抑制から，用量を変更することは，遺  

伝子突然変異データを得るために必要な措置であると判断した、その結果，投与終了日  

まで全例が生存し，評価動物数を得ることができたため本逸脱が試験の信頼性に及ぼす  

影響をはないものと推測された．  

3．［内容］  

アガリチン投与群における投与lおよび2週の摂餌量の減少および体重増加抑制を考慮  

し，アガリチン中用量群の用量を20mg此gから250ppmに，高用量群の用量を80m釘kgか  

ら1000ppmに変更した．  

したがって，中用量群に給餌されていた20m帥g群用アガリチン配合飼料を回収し，  

回収した配合飼料877．2gと基礎飼料322．8gを混合し，基礎飼料を混合してアガリチン250  

ppm配合飼料を調製した．調製した飼料をアガリチン中用量群に給餌した．また，高用  

量群には，アガリチン1000ppm配合飼料を給餌した．  

［判定］  

アガリテン配合飼料に対する忌避がみられ，明確な体重減少がみられたことから，用  

量の変更は，遺伝子突然変異データを採取するため必要な措置であると判断した．また，  

単位の表記をm釘kgからppmに変更しても，最終的に被験物質摂取量が確認されてい  

るため問題ないと考えた．  
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4．［内容］   

投与糾日日において，動物番号1301の「よろめき歩行Jが悪化し「ひきずり歩行J  

になり，自動給水ノズルからの飲水が困難になった．水の摂取を可能にするため，寒天  

（商品名：トランスポートアガー，オリエンタル酵母工業）を与えた．  

［判定］   

飲水が困難となった84日目以降，他の動物と比べ1301の摂餌量および体重の低下が  

著しくなったため，遺伝子突然変異データを得ることを最優先させる上で必要な措置で  

あると判断した．  
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Table2． Mutant frequency（MF）of crr geneinliver of transgenic rats treated with agarltine  
＝厄1e rat5（Dletary admln15亡ratlon for 91day5．eXpreSSlon pe工10d；3 days）】  

Number  Number ot  Nu∫tlber of  

Dose  of  plaque  mu亡an亡  

（ppm）  anlmals formlng unlts  plaques   

Mut己nt  

f工equenCy  P－Value  

（×10‾6）  

Compound  

25．2  

25．0  0．5585  

23．8  0．6440  

19．5  0．9034  

22．6  0．7312  

156．7 ★    ＜0．DDOl  

1．943．100  49  

1，681．2DO  42  

し719，900  41   

1．900．800  37   

1．854．900  42  

91〔∋，900  144  

CoImerClaldlet a）  0  

62．5 b）  5  

250  c）  5  

750  d）  5  

5（篭）  5   

50（m9／kg）  3  

A冒ar土tlne  

Produ⊂t B  

ENU e）  

★ ＝ P≦0・05，Signifi⊂ant differen⊂e from contr01（Kastenbaum and Bowman method′ uPPer－tailed）  
a）：Negative contr01（CRFvIpowder，OrientalYeast）  

b）：Weekl；35 ppm，Week 2；39 ppm，Week 3；52 ppm，Week 4－13；62・5 ppm  

Cい Week 二い 231ppm．Week 2；257 ppm．Week 3－13；250 ppm  

d）：Weekl；1389 ppm′ Week 2；1030 ppm′ Week 3－8Jl000 ppm．Week 9－13；750 ppm  
e）：P05itive contr01（N－nitroso－N－ethylurea，i．p．0nCe a day for 5 days，10 mI」／kg，eXPreSSion time：3 days）  

Exp．N0．A260（079－388：   

Table 3． Mutant frequency（MF）of cZZ genein bone marrow of transgenic rats treated with agariti⊂しe  

【Male rats（Dietary administration for 91days．expres5ion period；3 days）】  

Number  Number of  Nu∬心er of  

D05e  Of  plaque  mu亡ant  

（PPm）  anlmals  formln9 unit5  plaques   

Mutant  

frequency  P一Value   

い10‾6）  

Compound  

2．412，900  37  

2．617．200  47  

2．614′500  39  

2．423′700  34  

2．003バロ0  2〔！   

1．143，900  493  

15．3  

1〔∋．0  0．2713  

14．9  0．5934  

14．0  0．6891  

14．0  0．6885  

431．0 1    く0．0001  

Commerclal dlet a）  0  

Agarltlne  62．5 b）  5  

250  c）  5  

750  d）  5  

5（宅）  5   

50（mg／kg）  3  

Prcdu⊂亡 B  

EtヾU e）  

★：P≦0・05，Signlficant dlfference from control（Kastenbaum and BovTman method，uPPer－tailed）  

a）：Negative contr01（CRF－1powder．OrientalYeast）  
b）：Weekl；35 ppm，Week 2；39 ppm．Week 3；52 ppm，Week 4－13；62．5 ppm  
C）：Weekl；231ppm′ Week 2ノ 257 ppm．Week 3－137 250 ppm  

d）：WeeklJ1389 ppm．Week 2JlO30 ppm．Week 3－8；1000 ppm′ Week 9－13J750 ppm  

e）：Pos土t土ve corltr01（N－nltroso－N－ethylurea．1．p．once a day for 5 day5．10mL／kg，eXpreSSlon 亡1me：3 days）   



Exp．No・A260（079－38日）   

Table 4． Mutant frequency（MF）of crJgenein thyroid gland of tran5genic rats treated with agaritine  

【Male rats（DietarY administration for 91days，eXpreSSion period；3 days）1  

NuエIlber  Nl】∫【lber of  NlユItlber of  

Dose  of  plaque  mu亡ant  

（Ppm）  anlma15  formlng unlts  plaque5   

Mutant  

frequency P－Value  

（×10‾6）  

Compound  

20．9  

21．5  0．5063  

19．3  0．6669  

19．7  0．6370  

23．4  0．3726  

75．8 ★    ＜0．0001  

Commerc⊥aldlet a）  0  1．624．500  34   

1′442．700  31   

1．395，900  27  

1．267．200  25   

1．237′500  29  

712．800  54  

A9arltlne  62．5 b）  5  

250  c）  5  

750  d）  5  

5（篭）  5   

50（mg／k9）  3  

Product B  

ENU e）  

P≦＿O．05，Significant difference from contr（〕1（Ka5tenbal皿and Bowman method．upper－tailed）  
Negative control（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Weekl；35 ppm，Week 2；39 pprEl，Week 3；52 ppm，Week 4－13；62．5ppm  
Weekl；231ppm．Week 2；257 ppm．Week 3－13J250ppm  
Weekl；1389 ppm．Week 2；1030 ppm．Week 3－8；1000 ppm，Week 9－13；750 ppm  
Positive contr01（N－nitr050－N－ethylurea，i．p・OnCe a day for 5 days，1D mL／kg，eXPre5Sion time：3 days）  

a）  

b）  

C）  
d）  

e）  

Exp．No・A260（079－388）  

Table 5． Mutant frequency（MF）of crZ geneinlung of transgenic rats treated with agaritine  

【Male rats（Dietary admini5tration for 91days，eXPre5Sion period；3 days）】  

NlユIT止）er  Numbeご Of  Nultlber of  

Do5e  Of  plaque  mutan亡  

（ppm）  animals formln9unlt5  plaques   

Mutant  

frequency P－Value  

（XlO‾6）  

Compound  

Commer⊂ialdiet a）  0  1．971．000  41   

1．650，600  36   

1．659．600  37   

1．864．800  38   

1′840．500  34   

1，289．700  124  

20．8  

21．8  0．4617  

22．3  0．4227  

20．4  0．5804  

18．5  0．7345  

96．1 ★    ＜0．0001  

A9arltine  62．5 b）  5  

250  c）  5  

750  d）  5  

5（篭）  5   

50（mg／kg）  3  

Product B  

ENU e）  

piO・05，Significant difference from contrQl（Kastenbal皿and Bowman method．upper－tailed）  
Negative contr01（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Weekl；35ppm．Week2；39ppm．Week3；52 ppm′ Week ト13；62．5ppm  
Weekl；231ppm′ Week 2；257 pp爪，Week 3－13；250 ppm  
Weekl；1389ppm，Week2；1030ppm，Week3－8；1000ppm，Week 9－13；750ppm  
Positive control（N－nitro50－N－ethylurea，i・P・OnCe a day for5day5，10mL／kg，eXPreS3ion tizne：3days）   

a）  

b）  
C）  

d）  

e）  



Exp．N0．A260（079－388）   

Table 6． Mutant frequency（MF）of cZr genein forestomach of transgenic rats treated with agari亡ine  

［Male rat5（D⊥e亡a工y admlm⊥5tratlon for 91day5．eXpreS5lon per⊥OdJ3 days）】  

Nu∫nber  Nu∬Lber of  Nurnber of  Hutant  

Dose  of  plaque  mutant  frequency  P－Value  

（pp爪）  anlma15   fo工mln9un土亡5  plaque5  （XlO‾6）  

Comp⊂）und  

34  20．6  

41  23．1  

34  19．9  

36  21．3  

30  17．4  

147  1bO．0 ★  

Commer⊂1al dlet a）  0  1．648，800  

1．771，200  

1′705，500  

1′687，500  

1，724′400  

918．900  

0．3514  

0．6030  

0．4912  

0．7894  

＜U．0001  

A9ar土tlne  62．5 b）  5  

250  ⊂）  5  

750  d）  5  

5（篭）  5   

う0（mg／k冒）  3  

PごOduct B  

ENU e）  

★：P≦．O．05，Significant difference from contr01（Ka5tenbaum and BowTnan method，uPper－tailed）  

a）：Negatlve control（CRF－1powder′ OrlentalYea5t）  

b）：Weekl；35 ppm．Week 2；39 ppm，Week 3；52 ppm，Week 4－13；62．5 ppm  
⊂）：Weekl；231ppm′ Week 2；257 ppm．Week 3－13；250 ppm  

d）；Weekl；1389 ppm．Week 2；1030 ppm，Week 3－8；1000 ppm，Week 9－13；750 ppm  

e）＝ Positive contr01（N－nitroso－N－ethylurea，i．p．0nCe a day for 5 days，10mL／kg，eXPreSSlOn time：3 days）  

Exp．N0．A260（079－3日8）  

AppendlXl・ InductlOn Of mutationin kidney of transgenic rats treat：ed with agaritine  
［Hale rats（Dle亡∂ry admlnlStごatlon for 91days′ eXpreSSlon perlod；3 day5）］  

Number of  Number  Iづutant  

Dose  Animal  plaque  of  frequency  

（pp皿）  ID No・ form⊥叫un⊥t5  mutant5   （xlO【6）  

Compound  
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177．2  ± 76．7  

a）：NegatユVe ⊂On亡r01（CRF－1powder′ OrlentalYea5t）  

b）：Weekい 35ppm′ Week2′ 39ppm′ Week3′ 52ppm′ Week4－137 62・5ppm  
C）：Weekl∫ 231ppm′ Week 2′ 257 ppm′ Week 3－13；250 ppm  
d）こ 叩eek い1389ppm′ Week 2′1030 ppm／Week 3－B′1000 pp皿／Week 9－13J750 ppm  

e）こ Positive contr01（N－nitrDSC－N－ethylureaIi・P・OnCe a day for5days，10mL／kg，eXPreSSion time：3days）   



Exp．No・A260（079－388）  

Appendix 2・Induction of mutationinliver of transgenic rats treated with agaritlne  
【Male rats（DietarY ad皿ini5tration for91day5，eXpre5Sion period；3days）1  

Number of  Iqumber  hutant  

Dose  Animal  plaque  of  frequency  Compound  

ID No． formln9unlt5  mutantS   （×10‾‘）  （Ppm）  

l
 
つ
L
、
J
 
▲
q
一
5
 
 

（
U
 
O
 
O
 
ハ
リ
 
O
 
 

O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
 

l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
 

306，000  
377．100  

504，900  

450．90（〕  

304．200  

0
 
0
ノ
 
0
 
つ
」
 
7
 
 

1
 
 
 
 
1
 
1
 
 

「
－
q
ノ
 
n
O
R
 
n
）
 
 
 

つ
ん
 
つ
」
 
Q
ノ
 
n
O
 
3
 
 

3
 
2
 
1
 
つ
ム
 
2
 
 

Commerclaldlet a）  0  

25．6  ±  5．1  
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Product B  

22．4  ±  3．4  

50（m9／kg）  304．200  
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156．9  土 28．0  

a）：Ne9atlve contr01（CRF－1pqlヾder．OrlentalYe∂5亡）  

b）：Week い 35 ppm．Week 2；39ppm．Week 3；52 ppm′ Week 4－137 62．5 ppm  

C）：Weekl；231ppm′ Week2；257 ppm，Week 3－13；25O ppm  

d）：Week：＝1389 ppm．Week 2；1030 ppm．Week 3－8JlOOO pp町 Week 9－13；750 ppm  
e）：PD5itive contr01（N－nitroso－N－ethylurea，i・P．0nCe a day for 5 days，10mL／kg，eXPreS5ion ti皿e：3 days）  

Exp．No・A260（079－388）  

Appendix3・Induction of mutationin bone TnarrOW Of transgenic rats treated with agaritine  
【Male rats（DietarY administ工ation for 91days，e】くPreSSion period；3day5）】  

Nur【1ber of  Number  Mutant  

Anlmal  plaque  of  frequency  

ID No． form⊥ng un土t5  mutant5   （XlO‾‘）  

Compound  D05e  

（pp爪）  
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50（m9／k9）  
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Negative contr01（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Weekl；35ppm，Week2；39ppm，Week3；52ppIn．Week4－13；62・5ppm  
Weekl；231ppm，Week2；257 ppm′ Week 3－137 250 ppm  
Weekl；1389ppm，Week2；1030ppm．Week3－8∫1000ppm′ Week 9－13；750ppm  
Positive contr01（Nrnitroso－N－ethylurea．i．p．0nCe a day for 5days，10mL／kg，eXPreSSion time：3days）   
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Appendix4，Induction of mutationin thyroid gland of transgenic rats treated with agaritine  
【Male rats（Dietary adminlStration for 91days．expresslOn period；3 days））  

Number of  Numbe工  Mutant  

D05e  Anlmal  plaque  of  frequency  

（PPm）  IDNo・ fomlng unl亡5  mutantS   （×10－6）  
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250  ⊂）  1201  

12D2  

1203   

1204  

12D5  

1206  

Hean土S，D   

289   

270   

273   

281   

298   

270  

2日0±11  

136   

189   

185   

199   

176   

148  

172±25  

1301   

1302  

1303  

1304   

1〕05   

1306  

Mean土S．D  

7！〉O d）  7
 
8
 
q
′
 
2
 
2
 
′
b
 
±
 
 

′
 
q
ノ
 
2
 
h
U
 
R
）
 
d
．
つ
 
一
4
 
4
 
6
 
3
 
1
 
」
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2
 
9
 
5
 
8
 
1
 
4
 
土
 
【
′
 
5
 
（
8
 
7
 
7
 
7
 
つ
J
 
l
⊥
 
1
 
1
⊥
 
l
 
1
 
1
⊥
 
7
 
 

306   

302   

320   

330   

319   

310  

315±10  

5（宅）  14Dl   

1402  

140〕  

1月O4  

14D5   

1406  

Mean土S．D   

293   

295   

312   

319   

311   

297  

〕05士11  

50（m9／k9〉  154  

155   

144  

144  

1J19±6  

2
 
1
 
6
 
1
 
2
 
 

・‡   

1501  

1502  

15D〕   

1504  

Mean土S．D  

a）：Ne9atlVe COntユ：01（CRF－1po＞der．0工1entalYeas亡）  
b）：Weekl；35ppm．Week 2J39ppm′ Week 3；52 ppm．Week 4－13；62▲5 ppm  

⊂）：Weekl；231ppTn．Week 2；257ppm．Ⅵeek 3－13；250 ppm  
d）：W巳ekl；13日9 ppm．Week 2；10コロ ppm，Week 3－8JlOOO ppm．Week 9－13；750 ppm  
e）・Pos⊥tlve contエロユ（N－n⊥t工OSO－Nlethylu工ea，⊥・P、ロn⊂e a ddy fo工 5 day5．1D 一丁山／k9．e〉rP工eS5⊥On tlme：3 days）  
f】こ G己1nコ＝SdCr⊥flced－D己yl（Allocated）  

－：Not me且Sufed  
♯：The posl亡1Ve COntr01group was sac工1flCed ⊂〉n Day 8．  



Exp．No．A260（079一っ88）  
Food consumption in the gene mutation assay using tranIgenic rats treated with agaritine 
［Male rats（Dietary administration for 91days，eXPreSSion period；3days）】  

AppendlX 8．  

Food con5u皿pt⊥on（g／week）  
Co爪pOund  Do8e  Ar止mal  

（ppm】  ID No，  Week l  Week 2  Week 3  Week 4  Week 5  

95   

104   

102  

95  

90   

118  

101土10   

94  

10S  

lO5   

94   

95  

11【I  

lO2士9  

101  

99  

106   

97   

96  

120  

103士9  

108  

103  

106  

104  

102  

120  

107土7  

1001   

1002   

100〕   

1004   

1005   

1006  

Mean±S．D．   

99   

95   

96   

96   

90  

101  

96土4  

CoITlme工Cial dlet a）  0  

A9a工1tlne  62．5 b）  1101   

1102   

1103  

1104   

11（）5   

1106  

Mean土S．D．  

9
0
9
6
0
0
9
3
9
1
9
2
封
 
 
 
 
 
l
 
d
．
 
 

9  

9
8
銅
 1

 

9
8
 

1
。
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2
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つ
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亡
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∩
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ノ
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∩
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つ
J
 
d
．
⊂
U
 
「
′
 
3
 
4
 
6
 
土
 
∩
）
 
O
 
q
一
〇
 
∩
）
 
0
 
3
 
1
 
1
 
 
 
1
 
1
 
⊥
 
（
U
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 

250  c）  1201  

1：ZO2   

1203   

1204   

1205   

1206  

Mean±S．D，  

8
5
8
7
9
1
8
5
㌍
摘
 
 

8  

8
6
9
3
8
9
9
2
9
5
9
4
M
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一
u
ノ
 
 

8
8
9
。
8
6
ぷ
9
。
据
 
 

8
4
8
8
8
9
9
。
9
6
蕊
 
 

9  

9
1
崇
ハ
9
。
9
0
9
3
掴
 
 

（H】  

1301   

1302  

1303   

1304   

1305  

1ヨ06  

Mean土S．D．  

750  d）  5
6
4
7
崇
中
震
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5
 
 

∬
5
8
5
8
6
7
6
7
5
9
M
 
 

′b  

6
3
6
。
7
1
粥
崇
損
 
 

′b  

6
6
6
5
芸
諾
凹
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
′
h
－
 
 

6
4
6
0
6
6
6
1
6
0
6
3
日
 
 

62  

1401   

1402   

1403  

11104  

1405   

1406  

Hean士S．D．  

Pr（⊃duct B  5（篭）  9
0
8
9
8
6
9
1
9
。
8
1
…
 
 

9
6
9
7
9
3
9
6
8
7
9
2
封
 
 

q′  

9
。
9
5
ぷ
9
5
 
 

閃
9
4
9
0
9
9
9
3
9
0
“
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4
 
 

9  

9
2
8
9
9
6
0
2
9
4
9
1
出
 
 

1
 
 
9
4
 
 

a）：Negative control（CRF－1powder，OrientalYeast）  
b）：Waek こL 35 ppm．Week 2J39 pprn′ Week 3；52 ppm′ Week 4－13；62．5 ppm  
C）：Week 二L 231ppm′ Week 2J257 ppm，Week〕一1コア 250 ppm  
d）；Weekl；1389ppm．Week2；1030 ppm，Week 3，8JlOOO ppm，Week 9－13；750ppm  

Exp．No．Å260（079一っ88）  
Appendix 8．  Continued  

F00d con5umptlon（9／week）  
Compound  Do5e  Anlmal  

（ppm）  ID No．  Week 6  Week 7  week 8  Week 9  Week lO   

Co爪merCialdiet a）  0  1001  

1002   

1003  

1（〕04  

1005   

1006  

Mean士S．D．  

7
 
ュ
 
0
 
7
 
2
 
7
 
3
 
士
 
1
 
0
 
q
－
O
 
q
′
 
1
 
3
 
1
 
1
 
 
1
 
 
1
8
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 

111  

110  

104  

102   

99  

113  

107±6  

4
 
4
一
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「
⊃
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0
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⊥
⊥
 
0
 
∩
）
 
O
 
q
ノ
 
▲
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Aqar⊥tlne  62．5 b）   1101   
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⊥
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250  c）  1201   

1202   

120：！   

1204   

1205  

1206  

Mean±S．D．  

8
5
8
7
8
5
8
9
9
1
8
7
最
 
 

7                 0U  

6
 8

8
 

7                 8  

9
2
8
8
9
2
9
1
9
5
8
6
幻
 
 

1                 9  

9
。
8
9
8
5
8
6
9
5
8
6
…
 
 

8  

9
4
8
6
7
8
8
8
9
7
8
6
が
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8
 
 

8  

1〕01   

1302   

1303   

1304  

1コ05  

1306  

Me且n±S．D．  

750  d）  5
9
5
9
6
7
6
0
5
5
6
3
封
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6  

8
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5
 

8                【J  

5
4
5
1
5
6
6
1
5
6
6
3
“
 
 

7                 ⊂J  

5
7
5
9
6
3
6
6
5
7
5
8
封
 
 

∩）                 6  

6
2
5
6
5
。
6
2
5
7
6
0
餌
 
 

5  

Product 8  1401   

1402   

1403   

1404   

1405   

1406  

Hean土S．D．   

5（竜）  
6
 8

8
9
9
1
9
4
9
0
8
9
 
 

9  

6
 9

9
3
門
9
2
9
0
9
0
最
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2
 
 

9  

89   

92   

90   

97   

94   

87  

92±4  

9
4
8
9
9
4
9
5
9
9
9
5
日
 
 

9
 
 

3
 9

9
2
9
5
9
1
9
6
9
5
霊
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
d
】
 
 

q一  

a）：Ne9atlve control（CRF－1powde工′ OrlentalYea5t）  
b）：WeeklJ35 ppm′ Week 2；39 ppm′ Week 3；52 ppIn．Week 4－1〕J62．5 ppm  
C）：恥eklノ 231ppm．Week 2；257 ppm．Week 3－13；250 ppm  
d）：Week：L1389ppm′ Week 2；103□ ppm．Week 3－8；1000ppm．Week 9－13；750ppm   



Exp・No†A260（079－3日8）  

Appendlx 8．   Cont⊥nued  

Focd consump亡10n（9／week）  
Dose  Anlmal  

（PPm）  ID No・  

Compound  

Week ll  Week12  Ⅵeek13  Total  

Commerclaldlet a）  0  10Dl  

lOO2  
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A9arltlne  62．5 b）  1101   
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250  c）  1201  

1202  

1203  
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1206  

Mean±S．D．  

9
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8
7
閃
8
3
9
0
8
7
日
 
 

87 

”
銅
8
6
∬
9
。
銅
は
 
 

7
2
7
1
7
3
7
4
7
9
7
7
日
 
 

750  d）  1301   

1302  

130〕  

1304  

1305  

1306  

Mean士S．D．  

5
6
5
6
6
1
5
9
5
7
5
4
日
 
 

「／                 5  

3
4
5
1
4
6
5
1
掴
3
6
朗
 
 

5（引   1401  

1402  

1403  

1404  

1405  

1406  

Hean±S．D．   

9
1
8
9
9
4
9
7
9
2
9
1
日
 
 

2                 nコ  

8
9
銅
9
3
9
6
9
3
9
0
日
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
q
ノ
 
 

7
8
7
2
7
6
8
2
7
7
7
7
日
 
 

a）：Ne9atlVe COntr01（CRF－1powde工′ Orlen亡alYea5t）  
b）：Weekl；35 ppm，Week 2；39 ppm，Week 3；52 pprrL，Week 4－13；62．5ppm  
Cい Week い 231ppm．阿eek 2J257 ppm．Ⅵeek 3－13J25D ppm  
d）：WeeklJ1389ppm，Week2；1030ppm，Week 3－8；1000ppm，Week 9－13；750ppm  

Exp・No・A260（C79－388）   

Test substancelntakein the gene mutation assay u51ng tranSgenlC ratS treated wl亡h agaLritine  
［Male rats（Dle亡ary admin⊥st工a亡10r）for 91ddyS，eXp工eSSlOn Pe工10dJ3 days）】  

Appendlx 9．  

Test subs亡an⊂elntake at each per⊥Od（m9／kg／day）  
Compound  Dose  Anlm己1  

（ppm）  ID No．  阿eek l  阿eek 2  囲eek 3  阿eek 4  Week 5  

Agarltlne  62．5 d）  1101  

11D2  

1103  

1104   

1105   

1106  

Hean±S．D．  

2．8  

3．1  

3．0  

2．8  

2．7  

∴さ  
2．9土0．2  

2．8  

2．9  

2．8  

2．8  

3．0  

2．9  

2．9±0．1  

〕．3  

3．3  

3．4  

コ．3  

3．2  

3．4  

3．3土0．1  

3，9  

3．6  

3．9  

］．9  

さ．ブ  

ヨ．7  

〕．8±0．1  

3．6  

3．6  

3．4  

3．（l  

〕．6  

3．1  

3．6±0．1  

250  b）   1201  

1202   

1203  

1204   

1205  

12D6  

Mean±S．D．  

17．7  

17．9  

18．7  

17．2  

17．7  

19．6  

18．1±0．9  

17．0  

18．4  

18．1  

17．8  

18．2  

1【王．6  

1【i．0±0．6  

15．9  

16．0  

14．6  

15．5  

15．8  

17．3  

15．9±0．9  

13．4  

14．8  

14．9  

14．4  

14．6  

15．0  
14．5±0．6  

13．6  

12．〔  

14．2  

13．7  

13．1  

14．ユ  

13．5±0．8  

750  c）  1301  

1302  

130〕  

1304  

1305  

13D6  

77．2  

68．5  

67．5  

69．9  

71．0  

72．0  

62＿6  

56．4  

55．7  

71．5  

7〕．D  

57．6  

62．B±7．7  

57．3  

59．6  

62．1  

52．3  

60．4  

51．9  

57．3±4．3  

54．2  

57．3  

62．9  

55．6  

51．9  

55．2  

56．2土コ．7  

52．〔  

54．9  

49．2  

52．9  

57．C  

52．〔  

53．1±2．7  Mean±S．D，  71．0±3．4  

Product B  5（宅）   1401  

1一；02   

140〕  

1404  

1405   

1406  

Mean±S．ロ．  

4ココ3．3  

4113．9  

〕921．6  

3963．q  

4088．1  

4000．D  

4D70．1±148．2  

391〔）．6  

〕74〕．3  

〕532．6  

3645．8  

3278．7  

3651．7  

3627．1±212．2  

3233．8  

3317．5  

3365．4  

3196．3  

3398．1  

3658．5  

3〕61，6±164．4  

3181．8  

2863．4  

28う0．9  

2916．7  

2888．9  

2888．9  

2931．8土】，24．6  

Z766．0  

2731．1  

2892．6  

2918．〕  

2719．7  

Z7〕1．1  

2793．1土88．8   

a）：Weekl′ 35ppmr Week2′ 39ppm′ Week 3；52 ppm′ Week 4－13；62・5pp爪  
bl：Weekl∫ 231ppm・Week27 257 ppm／Week 3－137 250ppm  
CいWeekl；1389ppm・Week2′10ヨO ppm′ Week3－勘1000pp】n′ 囲eek9－137 750ppm  



Exp，No．A2（；0（079－388）  

Append⊥x 9．  Contlnued  

Te5t 5ubstanceintake at each pe山od（m9／kq／day）  
Compound  Dose  Anlmal  

（ppm）  ェD No．  Week 6  Week 7  Week 8  Week 9  Weeb 10 

3．3  

3．4  

3．2  

3．2  

3．1  

3．5  

〕．3±0．1  

Aga工1tlne  62．5 a）   1101  

1102   

1103   

1104   

1105   

1106  

Mean±S．D．  

3．0  

3．2  

3．1  

2．9  

3．0  

3．3  

ヨ．1±0．1  

3．1  

3．1  

3．1  

3．0  

3．1  

〕．1  

3．1±0．0  

2．9  

2．9  

2．8  

2．9  

2．8  

〕．0  

2．9±0．1  

2．8  

2．6  

2．9  

2，8  

2．9  

2．9  

2．8±0．1  

250  b）  1201  

1202  

1203  

1204   

1205   

1206  

Mean±S．D．  

12．0  

12．6  

12．5  

13．1  

12．6  

12．6  

12．6土0．4  

11．6  

12．2  

12．1  

12．6  

12．1  

13．1  

12．3土0．5  

12．3  

12．8  

12．6  

12．2  

12．7  

11．8  

12．4土0．4  

11．9  

12．4  

11．2  

10．9  

12．3  

11．5  

11．7土0．6  

11．5  

11．2  

10．2  

11．7  

11．9  

11．〕  

11．3士0．6  

750  c）  1∋01  

1302  

130ヨ  

1304  

1305  

1306  

45．2  

47．1  

52．6  

51．4  

49．4  

51．4  

44．7  

46．5  

42．6  

50．0  

49．1  

50．8  

47．3士3．2  

45．2  

40．7  

43．7  

49．2  

48．8  

50．〕  

46．3土3．7  

34．5  

34．7  

36．7  

35．9  

35．9  

33．1  

35．1土1．3  

3t】．4  

3〕．7  

32．6  

35．2  

3S．1  

37．5  

35．4土2．2  Mean土S．D．  49．5士2．9  

Produ（：t B  5（篭）  1401   

1402  

1403  

1404   

1405   

1406  

Mean±S．D．  

2642．3  

2600．0  

2549．0  

2592．6  

2569，2  

2419．4  

2562．1土76．7  

2343．8  

2490，4  

2407．4  

2313．2  

2443．6  

25Z9，2  

2421．3土83．4  

2641．5  

2416．4  

2313．2  

2233．7  

2363．6  

2434．5  

2400．5±138．8  

2355．1  

2338．1  

2233．7  

2ココ3．3  

2447．6  

2509．0  

2369．5±96．4  

2280．7  

2272．7  

2ココ3．3  

2110．4  

2341．1  

2422．1  

2293，4士104．4  

aI：Weekl；35ppm，Week 2；39 ppm．附eek 3；52 ppm．Week 4－13；62．5ppm  
b）：Week い 2〕1ppm，Week 2；257 ppm′ Week 3－13；250ppm  
⊂）：叩eek い1389 ppm．Week 2；1030ppm，叩eek 3－8；1000ppm．Week 9－13；750 ppm  

Exp．No．A260（079－38モ‡）  

Appendix 9．  Continued   

でest 8ub5ヒance ⊥ntake at each perlod（m9／k9／day）  
Compound  Dose  

（pp叫  裾eekll  Week12  Week13  Mean（1－13）  

Agaご土亡⊥ne  62．5 a）  1101   
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2．7  
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2．7  

2．8  

3．0  

2．8±0．1  

2．5  

2．5  

2．7  

2．6  

2．7  

2．7  
2．6土0．1  

2．6  

2．8  

2．6  

2．4  

2．6  

2．8  

2．6土0．2  

3．0  

3．1  

3．0  

3．0  

3．0  

コ．1  

3．0土0．1  

250  b）  1201  

1202  

1203  

1204  

1205   

1206  

Mean士5．D．  

11．3  

11．1  

11．1  

10．7  

10．9  

11．2  

11．1±0．2  

11．2  

10．9  

10．9  

10．6  

10．9  

10．9  

10．9±0．2  

13．0  

13．3  

13．2  

13．1  

13．4  

13．8  

13．3土0．3  

10．2  

10．7  

10．8  

10．3  

10．8  

11．7  

10，8土0．5  

750  c）  1301  

1302  

1303  

1304  

1305   

1306  

Nean土S．D、  

33．7  

33．5  

36．5  

31．1  

34．9  

33．7  

33．9土1．8  

18，4  

ココ．3  

31．7  

35．0  

35．1  

】ヨ．9  

31．2土6．4  

30．8  

〕7．1  

ココ．0  

34．6  

35．1  

26．6  

32．9土3．7  

45．7  

46．4  

46．7  

48，0  

49．0  

46．7  

q7．1±1．2  

2241．4  

2218．4  

2110．4  

2215．2  

2110．4  

2203．4  

2183．2士57．7  

Produ⊂t B  5（毛）   1401   

1402   

1403  

1404  

1405   

1406  

Meさn士S．D．  

21モ）8．6  

2195．9  

2070．1  

21t）0，7  

2063．5  

2159．5  

2143．1土60，3  

2152．3  

2006．7  

2050．5  

2147．2  

2050．5  

2124．2  

2088．6土60．6  

2790．1  

2716．0  

2663，9  

2674．4  

2674．1  

2748．6  

2711．2士50．2  

a）＝ WeeklJ35ppm．Week 2；39 ppm．Week 3J52 ppm，Week 4－13；62．5ppm  
b）：Week い 231ppm′ Week2；257 ppm．Week ト13；250ppm  
C）：Week い1コ89 ppm．Week 2；1030 ppm．Week】－8JlOOO ppm．Week 9－13；750ppm   



EKp．N0．A260（079－3〔柑）  
ClinlCalobservationsln the gene mutation assay with agaritine  

rMale ra亡5（D土etary a血1nlStratlon for 91days．exp工e5Slon peご10d；：】⊂bys＝  
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a）：Negat：ive contrcl（CRF－1powder，OrientalYeast）  
b）：Weekl；35 ppm，Week 2；39 ppm，Week 3；52 ppm，Week 4－13；62．5 ppm  
C）：Week －＝ 231ppm′ Week 2；257 ppm，Ⅳeek 3－13；250 ppm  
d）：Weekl；1389 ppm．珂eek 2；1030 ppm′ Week 3－871000 ppm．week 9－13J75D ppm  
e）：PositlVe ⊂OntrOl（N－nltrOSO－N－ethylurea，i・P・OnCe a day for 5days，10mL／kg，eXPreSSlOn tlme：3 ⊂1ays）  
N：Normal  

Ex】⊃，No．A260（D79－∃B8）  
AppendlXlO．  Cont⊥nued  

Day of experlment  
Compound  Dose  Anlmal  
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a）：NegatiVe COntr01〔CRFpIpowder′ OrlentalYeast）  
b）＝ 叩eek17］5ppm・Week Z；39ppm・Week3′ 52ppm′ Week4－13′ 62・5ppm  
C）・Week17 231ppm．押eek 2J257 ppm′ Week 3－13；250ppm  
d）：Weekl；13B9ppm，Week2；1030pprn，Week3－8；1000ppm，Week9－13；750ppm  
e）：Positive contr01（NLnltrOSO－N－ethylurea・1・P・OnCe a day for5days′10TrLL／kg′ eXPreS510n time‥3days）  
一：Not observed  

N：Normal   



Exp．No．A260（079－388）  
AppendlxlO・   Contlnued  
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Product B  

Negative contr01（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Week：＝ 35 ppm．Week 2；39 ppm．Week 3；52 pp爪．Week 4－13J62．S ppm  
Week：L 231ppm′ Week 2；Z57 ppm′ 阿eek 3－13；Z50 ppm  
Weekl；1389 ppm，Week 2；1030 ppm，Week 3－8；1000 ppm，Week 9－13；75O ppm  
Normal  

Exp．No．A260（079－388）  
AppendlxID．  Cont土nued  

Day of experlment  
Compound  Dose  
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Negative control（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Weekl；35 ppm，Week2J39 pp叫 Week 3；52 ppm．Week 4－13；62．5ppm  
Ⅳeekl；231ppm．Week 2J257 ppm′ Week 3－13；250 ppm  
Weekl；1389 ppm．Week 2；103O ppm，Week 3－8；1000 ppm，Week 9－13；750 ppm  
Normal   

a）  

b）  

C）  

d）  
N  



Exp．N0．A260（079【388）  

Apperldl．XlO．  Contlnued  
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Compound  
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 a）：NegatlVe COntrOl（CRF－1powder，OrientalYeast）  

b）：Weekl；35 ppm，囲eek 2；39 ppm．Week 3J52 ppm．Week 4－1コ7 62．5 ppm  
C巨：Ⅵeek い 231ppm′ Week 2；257 ppm．Week 3－13；250 pprn  
d）：Weekl；1389 ppm，Week 2；1030 ppm，Week 3－8JlOOO pprn，Week 9L13；750 ppm  
N：Normal  

Exp．N〔）．A260（079－388）  
AppendlX lO．  Cont⊥nued  

Day of experlment  
CロmPOund  Dose  Anlmal  

（PPm）  工D N0．  
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a）：Ne9atlve cDntr01（CRFJIpo、ヾder．0rlentalYeast）  
b）：Weekl′ 35ppm′ Week2′ 39ppm′ Week3；52ppm′ Week4－13；62・5ppm  
C）：Weekl′ 231ppm′ Week2′ 257ppm′ 押eek3－13ノ 250ppm  
d）：Weekい13日9ppm・Week2′1030ppm・Week3－8′1D00ppm′ Week9－13；750ppm  
N：Normal   



E）くp．N0．A260（079－388）  

AppendlxlO・   Contlnued  

Day of exper⊥ment  

Compound  
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Product B  

Negative control（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Weekl；35ppm，Week2；39ppm，Week 3；52ppm，Week4－13；62・5ppm  
Week い 231ppm′ Ⅳeek2′ 257ppm′ Week3－13；250ppm  
Week：い1389ppm．Week2；1030ppm．珂eek3－8JlOOO ppm′ Week 9－13；750ppm  
Normal  

Exp．No．A260（079－388）  
AppendlxlO．  COntinlled 

Day of experlment  
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（ppm）  

Commerclal  

dlet a）  

1
 
2
 
3
 
d
’
■
】
J
 
6
 
 

0
 
∩
）
 
n
V
 
（
U
 
O
 
O
 
 

l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
1
 
 

1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
 

A9arlt⊥ne  

1
 
2
 
つ
J
 
4
 
5
 
′
b
 
 

O
 
O
 
O
 
n
）
 
0
 
0
 
 

2
 
つ
‘
2
 
2
 
Z
 
2
 
 

1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
1
 
 

罷
N
A
G
N
N
貼
 
 

A
G
N
貼
N
N
A
G
 
 

A
G
N
A
G
N
N
A
G
 
 

A
G
N
A
G
N
N
A
G
 
 

Product B  1401  
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Negative control（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Week い 35 ppm．Week 2J39 ppm′ Week 3；52 ppm．Week 4－13；62．5 ppm  
Week L；二31ppm′ Week 2；2S7 ppm，Week3－13；250 ppm  
Week い1389ppm．Week2；1030ppm．Week3－8′1000ppm．Week9－13；750ppm  
Normal．AG：A亡axIc 9alt．SP：S爪ud9e Of perinasalarea   



E：xp．No・A260（079－388）  
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 a）：Negatlve ⊂Ontr01（CRF－1p01Jder，OrlentdlYeast）  

b）：Weekl；35 ppm，Week 2；39 ppm，Week 3；52 ppm，Week 4r13；62，5 ppm  
C）：WeeklJ231ppm′ Week 2J257 ppm′ Week 3－13J250 ppm  
d）：Weekl；1389 ppm．Week 2；1030 ppm，Week 3－8J1000 ppm，Week 9L13；750 ppm  
N：Normal．AG：Ataxic gal亡．SP：Smudge of perinaSaL area，W：Wastlng  
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a）：Ne9at土ve contr01（CRF－1powder′ OrlentalYea5t）  
b）：Weeklノ 35 ppm′ Week 2；39 ppm．week 二㍉ 52 ppm′ Week 4－1∃J62．5 ppm  
C）：Weekl；231ppm′ Week 27 257 ppm，叩eek 3－13；250 ppm  
d）：仲eek171389ppm′ Week 2；1030 ppm，Week 3－8；ユ000 ppm′ 珂eek 9－13J75D ppm  
N：Normal．AG：AtaxIC ga⊥亡．SP：Smudge of peご1rlaSalarea ′ W：Wastlng  
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Product B  

Negative control（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Weekl；35 ppm．Week 2J39 ppm′ Week 3；52 ppm．Week 4－13；62．5 ppm  
Week い 2ヨ1ppm，Week 2；257 ppm．week 3－13；250ppm  
阿eek い1389ppm．Week 2JlO30 ppm．Week 3－8；1000 ppm，Week 9－13；750 ppm  
Normal，AG：Ataxic gait，SP：Smudge of perinasalarea，W：Wasting  

Exp．N0．A2601079－388）  
AppendixlO．  Continued   

Day of experlment  
Compound  Dose  
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Negative contr01（CRF－1powder，OrientalYea5t）  
WeeklJ35ppm．Week2J39pp叫 Week 3；52ppm．Week 4－13；62．5ppm  
甘eek17 231ppm′ Week2；257ppm′ Week3－13；250ppm  
Weekl；1389ppm，Week2；1030ppm，Week3－8；1000ppm，Week 9－13；750ppm  
Normal，AG：Ataxic gait ′ SP：Smudge of perinasalarea，W：Wasting，DH：Dragglng Of hindlimbs  

■lT   



王こXp．N0．A26（＝079－388）  
AppendlxlO．  Contlnued  

Day of experlment  
⊂ompound  Dose  
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a）：Negatlve ⊂Ontr01（CRF－1powder．0rlent己1Yea5t）  
b）：Weekl；35ppm，Week2；39ppm，Week3；52ppm′ Week4－13；62・5ppm  
C）：Week い 231ppm′ Week 2′ 257 ppm′ Week 3－13J250ppm  
d）：Weekl；13日9ppm，Week2；1030ppm′ Week3－8′1000ppm′ Week9r13；750ppm  
N：Normal′ AG：A亡axIc9al亡 ′ SP：Smudge of perlna5alarea ′ W：Wa5亡1叩  
DH：Dr己9如ng of h土ndllmbs ′ SF：S011ed fu】一（且a⊂k）  

El；P．N0．A260（079－3〔柑）  
AppendlxlO．  contlnued  

Day of exper土ment   
Compound  Dose  

（ppm）  
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a）：Negative control（CRF－1powder．OrientalYeast）  
b）こWeekl′ 35ppm′ Week2；39ppm・Week3；52ppm′ Week4－13J62・5ppm  
C〉：Week17 231ppm・Week2；257ppm′ Heek3－13；250ppm  
d）：回eekl∫1〕89ppm′恥ek271030ppm・押eek3－871000ppm′Week9－137 750ppm  
N：Norma⊥・AG：AtaxIC9alt′ SP：Smud9e Of perlnasala工ea′W‥阿astln9  
DH：Dragging of hindllmbs，SF：Soiled fur（Back）   



Exp．No・A260（079－388）  ○叩an Welqhtin the9ene mutatlon as5ay山th a9aritlne  
【Male rat5（Dleta工y admln15tfatlon for 91day5．eXpre5さ⊥on per⊥odJ3day5）】   

Appendixll・  

CompQund  Do5e  ATLimal  I・iver  KidrleyS  Lungs  Heart  Teste5  

（g）  （9）  拍）  （9）  （PPm）  工D No・  （9〉  

1．261   

1，167   

1．118   

1，16（；   

1．109   

1．149  

1．162土0，054   

0．923   

0．977   

0．890   

8．898   

0．883   

0．983  
0．926土0．044  

2．800   

2．808   

2．702   

2．630  

2．849   

3．033  

2．804±0，138   

2．077   

2．000   

1．954   

1．95日   

l．893   

2．213  
2．016士0．114  

1001   

1002   

1003  

1004   

1005   

1006  
Mean土S．D．   

12．322   

12．480   

11．460   

12．358   

11．109   

13．524  
12．209土0．850  

Co！ⅣnerClal  O  

dlet a）  

0．922   

0．9〕S   

O．914  
0．930   

0．913   

0．988  

0．920±0．011   

2．900   

2．761  

2．860   

2．912   

2．8∈！3  

2．65〕  

2．828土0．101  

1．141   

1．271   

1．157   
1．157   

1．155   

1．211  

1．182土0．050  

2．131  

2．014  

Z．121  
1．964  

2．104  

2．152  

12．455  

12．158  

12．368  
11．3－iO  

12．100  

12．184  

A9arlt⊥ne  62・5 b）   1101   

1102  

1103   

1104  

1105   

1106  

Mean士S．D．  12．101土0，396   2．0〔il士0．075  

2．842   

2．714   

Z．549   

2．862   

2，728   

2．479  

2．696土0．154  

1．004   

0．898   

0．891   

0．946   

0．958   

0．932  

0．938士0．042   

0．927   

0．859   

0．774   

0．794   

0．842   

0．793  

0．815土0．033  

1，910   

2．015   

1．973   

1．990   

2．046   

1．874  

1．96〔〉士0．065  

1201  

1202  

1203  

1204  

12D5  

1206   

9．261   

9．705   

9．490   

9．378  

10．088   

8．90〔‡  

250  c】  

Hean土S．D．  9．47Z土0．401  

0．587   

0．672   

0．709   

0．714   

0．613   

0．572  
0．645士0．062   

0．580   

0．589   

0．599   

0．722   

0．573   

0．579  
0．607士0．057   

1．244   

2．167   

2．Z82   

2．336   

2．146   

1．8【〉6  

2．010士0．406  

1．370   

1．476   

1．507   

1．466   

1．447   

1．378  

1．441±0．055  

1301  

1302  

1ヨ0〕  

130J1  

1305  
1ヨ06  

3．885  

6．312  

6．045  

6．841  

5．∋95  
4．530  

750  d）  

Hean士S．D．  5．501±1．124  

0．844   

0．836   

0．826   

0．874   

0．822   

0．855  

0．843iO．019   

2．479  
2．48S   

2．679   

2．612   

2．544   

2．752  

2．592土0．110  

2．002   

1．968   

2．049   

2．013   

1．839   

1．9ヨ5  

1．968土0．074   

0．9【〉7   

1．018   

1．046   

1．065   

1，047   

1．074  

1．040土0．032  

9．822  

9．971   

10．240   

11．136  

9．711  

9．837  

10，120土0．5〕0  

Product B  5（亀）  1401  

1402   

148コ   

1404   

1405  

1406  

Mean土S．D．  

0．710  
0．735  

0，726  

0．684  

0．548  

0．554  

0．484  

0．497  

2．150  
2．170  

1．58〕  

1，908  

6．805  
6．752  

6．140  

S．819  

1．210  

1．144  

1．089  
1．082  

1501  

1502  

150ヨ  

1504  

Hean土S．D．  6．〕79土0．480   1．131士0．059   0．714土0．022   0．521±0．035   1．953土0．274  

a）：Ne9ative contr01（CRFTIpowder，OrientalYeastl  
b）：Week い っ5 ppm′ Week2；〕9ppm．Week 3；52ppm′ Week 4－1ヨJ62・5 ppm  
cI：Weekl；231ppm．Week 2J257 ppm．Week］－1コア 250 ppm  
d】：Weekl；13e9 ppm，Week2；1030ppm′ Week3－B；1000ppm．Week 9－13；750ppm  
e）：Positive control（N－nitroso－N－et：hYlurea，i．p．once a daY for5 days，10mL／kg，eXPreS5ion time＝3daysl  

Or9an Wei9h仁per body we⊥9bt⊥n the 9ene mu亡atlon a55ay Wlth a9arlt⊥ne  
＝血1e ratsID⊥etary admlnlst工at⊥on foご 91days′ eXpreSSlon perloむ 3 days‖  

E｝【p．N0．A260（079一っ88）  Append⊥x12・  

Compound  Dose  Ånimal BodY Weight  Liver  Kidneys  Lungs  Heart  Testes  

（ppml  工D No．  （9）  （宅）  （篭1  （亀）  （篭l  （篭）  

0．326  

0．304  

0．311  

0．319  

0．320  

0．289  

0．312±0．013  

0．239  

0．254  

0．247  

0．245  

0．254  

0．248  

0．248±0．006  

Comercj．al  

dlet a）  

1001  

1002  

1003  

1004   

1005  

1006  

Hean±S．D．   

ヨ87   

〕84   

360   

366   

347   

397  

374士19  

3．184  

3．250  

3．183  

3．377  
3．201  

3．407  

3，267土0．100  

0．537  

0．521  

0．54〕  

0．535  

0．546  

0．557  
0．540±0．012  

0．724  

0．731  

0．751  

0．719  
0．821  

0．764  

0．752土0．03〔l  

1101  

1102   

1103  

1104  

1105   

1106  

Mean土S．D．  

375  

370  

⊃72  

352  

369  
368  

3．321  

3．286  

3．325  

3．222  

3．279  
3．311  

0．568  

0．544  

0．570  

0．558  

0．570  

0．585  
0．566士0．014  

0．304  

0．344  

0．311  

0．329  

0．313  

0，329  
0．322土0．015  

0．246  

0．253  

0．246  

0．264  

0．247  

0．247  
0．2Sl士0．007  

0．773  

0．746  

0．769  

0．827  

0．781  

0．721  
0．770±0．036   コ68土8  3．291±0．038  

1201   

1202   

1203  

1204  

1205   

1206  

日ean±S．D．  

3．150  

3．417  

3．401  
3．223  

3．318  

3，17（）  

3．280±0．116  

0．650  

0．710  

0．707  

0．684  

0．673  

0．667  

0．682土8．023  

0．341  

0．316  

0．319  
0．325  

0．315  

0．332  

0．325±0．010  

0．281  

0．302  

0．277  

0．273  
0．277  

8．282  
0．282土0．010  

0．967  

0．956  
0．914  

0．984  
0．897  

0．882  
0．9ココ土0．041   

136   

1〔i9   

185   

199   

176   

148  

172土25  

0．432  

0．356  

0．383  

0．359  

0．ヨ4【‡  

0．38（；  

8．377土0．031  

1301  

1302  

1303  

1304   

1305   

1コ0（5  

Hean±S．D  

2．857  

3∴〕40  

3．268  

コ．438  

3．065  

コ．061  
3．172±0．215   

1．007  

0．7〔Il  

O，815  

0．737  

0，822  

0．931  

0．849土0．101  

0．426  

0．312  

0．324  

0．363  

0．326  

0．391  
0．357±0．045  

Product B  5（も）   1401  

1402  
1403   

1404   

1405   

1406  

Mean±S．D．   

〕06   

コ02   

320   

330   

コ19   

310  

315士10  

0．654  

0．652  

0．640  

0．610  

0．576  

0．624  
0．626土0．030  

0．323  

0．337  
0．ヨ27  

0．323  

0．328  

0．346  
0．331土0．009  

0．276  

0．277  

0．258  

0．265  

0．258  

0．276  
0．268土0．009  

3．210  

3．302  

〕．200  

3．375  

コ．044  

3．173  
3．217土0．113  

ENU e）  50（m9／k9） 1501  
1502  

1503  

1504  

154  

155  

144  
144  

4．419  

4．〕56  

4．2（；4  

4．041  

0．786  

0．738  

0．756  
0．751  

0．461  

0．474  

0．504  

0．475  

0．356  

0．357  

0．336  
0．345  

Hean土S．D．  149±6  

a）；Negative control（CRFTIpowder，OrientalYeast）  
b）：Week い 35ppm．Week2；ヨ9ppm．Week3J52ppm．Week 4－13；62．5ppm  
C〉：Week い 231ppm．Week2；257 ppm．week 3－13；250 ppm  
d）：Week171389 ppm．Week 271030 ppln．Week 3－8JlOOO pp爪′ Week 9－13；750 ppm  
eI；Po5土tlve contr01（N－nltrO50一Ⅳ－ethylu工e8．土・p・On⊂e さday for5 day5．10m⊥／k9′ eXpre5510n time：3 day5l   
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添付資料2  

アガリチンのmA付加体解析（試験計画書）  

試料：アガリチンを投与したBigBlueRatより，肝晩腎臓等の組織を摘出後，ゲノムmAを抽  

出し，試料とする．DNA付加体の解析は肝臓および腎臓を優先し，その他の臓器に関して  

は関係者と協議の上，実施の有無を決定する．  

試験群：コントロール（n＝3）  

アガリチン高用量群（120m釘kg）（『3－5）  

キリン製品投与群（n＝3－5）  

DNA付加体の解析方法  

l）まずはアガリチンの代謝産物と考えられる4－（hydroxymethyl）phenylhydrazine（HMBO）から生成   

される既知のDNA付加体である，8－［4－Olydroxymethyl）phenyl】dGuo（8Tfn4P－dGuo）および   

呵4－Olydroxymethyl）phenyl］dAdo（8－HMP－dAdo）の形成の有無について，HPLC，LCJMS／MSまた   

は12p－ポストラベル法（注1）等を用いて解析する．  

2）試料中から8－HMP－dGuoおよび8THMP－dAdoが検出されない場合は，その他のアガリチン由来   

のDNA付加体の生成についてさらにLC／MS／MSおよび32p－ポストラベル法等を用いて検討を   

行う予定である．   

額曹HユOH  苺L日                                   8．HMP－dGuo  
CHzOH  

且甲．肋．」2‘0「∂7クーj＆り  

添付資料コ  

アガリチンのmA付加体解析（試験報告書）  

国立がんセンター研究所  

がん予防基礎研究プロジェクト  

戸塚ゆ加里  

［試料］アガリチンを投与したBigBlueRatの肝晩腎臓からゲノム跡Aを抽出し，試料とした．  

試験群：コントロール（n＝3）  

アガリチン低用量群（n＝3）  

アガリチン中用量群（n弓）  

アガリチン高用量群（n＝3）  

キリン製品投与群（n＝3）  

［方法］  

アガリチンの代謝産物と考えられる4－Olydroxymethyl）phenyulydrazhe（HMBD）から生  

成される既知のDNA付加体である，＆L［4一伽′droxymethyl）phenyl］dGuo（8－HⅣ『－dGuo）および  

8－［4－Olydroxymethyl）phenyl】dAdo（8－IM－dAdo）の解析を，蛍光検出器を用いたHPLCにより行っ  

た．  

通滑H20日  

苺」日                               ＄－ItMP－dGl10  

CHヱOH  

H爪IBD  

llト18D  

8－Hntr－dAdo  

（注l）32p－ポストラベル法  

32p－ポストラベル法とはDNA付加体を好感度に検出する方法で，具体的には，DNAを分  

解酵素で2，JeoxymC】eoside3，－mOnOPhosphateに分解した後，5，一末端を【Y｝2p］ATPで標識  

し，2次元薄層クロマトグラフィー等で正常ヌクレオチドとDNA付加体を分離し，解析  

する．  

8－HMアーdAdo  

－71－  ー72－   
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HPLC分析条件  

検出波長：励起波長；300nm，蛍光波長；400nm  

カラム：TSK－gelODS801t（5pM，4．6x250rnm）  

流速二0．5mL／min  

溶離液：30％メタノーノレ20mMギ酸アンモニウム  

高分子DNAサンプ′レ（ウシ胸腺DNAおよびラット組織のゲノムDNA）は，iOOドg  

相当をDNA分解酵素（ミクロコツカルヌクレアーゼおよびホスホジエステラーゼⅠⅠ）で分解し  

た後，更にアルカリホスファクーゼで脱リン酸化を行ない，モノヌクレオシドに分解してHPLC  

で解析した．  

［結果］  

まず始めに，既知濃度の標準品（8－rnq－dGuoおよび8－HMPrdAdo）をHPLCで分析し．  

検量線の作成を行った（図1）．その結見この条件下におけるこれら付加体の検出限界は，絶対  

量で25pg，付加体レベルに換算すると，約2adducts／107nuc】eotideであることが分かった．次に，  

HMBDをウシ胸腺DNAと反応させて生成したHMP－DNAの解析を行った．その結見8－HMP－dGuo  

および8－HMP－dAdoと同じ保持時間に溶出されるピークが観察された（図2）．これらのピークは  

HMBDと反応させていないウシ胸腺DNAを解析した場合には観察されないこと，また，付加体標  

準品（8－HM㌣dGuo，8－tn4P－dAdo）とのco－Chromatographyでピークが一致したことから，ln4BD  

と反応させたウシ胸腺DNAサンプル中に8－HMP－dGuoおよび8－HMP－dAdoが生成していることが  

わかった．この時の付加体レベルは，8－rn4P－dGuoが1adduct／104nucleotidesであり，8rHMP＿dAd。  

が0，6adduct／104nucleotidesであった，  

一方，アガリチンおよぴキリン製品を投与したBigB】ueRatの月刊嵐 腎臓からゲノム  

DNAを抽出し．同様に解析を行ったところ，8－HMP－dGuoおよび8－rn4P，dAdoに相当するピーク  

は観察されなかった（図3）．  

［考察］  

今回解析したアガリチン（低中，高用量）およびキリン製品を投与したBigBIueRatの肝臓お  

よび腎臓DNA中には，アガリチン由来の既知のDNA付加休である8－Ⅰ≠伸一dGuo，8－HMP－dAd。  

の生成は観察されなかった．その理由として，以下の事が考えられる．  

1）これら実験動物の生体内で生成するDNA付加体のレベルが低く，検出限界以下であった．  

2）サンプリングのタイミングが，アガリチンおよびキリン製品投与3 日後であることから，  

8－H九伸一dGuo，8－HMP－dAdoが速やかに生体内から排除された．  

3）8－H九伊－dGuo，8－7W－dAdoは試験管内では生成するが，生体内においてはこれら既知の付加  

体は生成せず，アガリチン由来の未知の付加体が生成している．  

－73－  
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生体内におけるアガリチン由来のDNA付加体の解析は，検出方法の高感度化や試料採取のタイ  

ミング等，更に検討する事が望ましいと思われる．  

図l  
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府食 第 319 号  

平成20年3月28日  

厚生労働省医薬食品局   

食品安全部基準審査課長 殿  

内閣府食品安全委員会事務局評価課長  

食品健康影響評価に係る指摘事項について（依頼）   

「食品健康影響評価について」（平成18年2月13日付け厚生労働省発食安第0213001  

号及び同日付け厚生労働省発食安第0213002号）により貴省から意見を求められている品  

目について、平成20年3月12日に開催した食品安全委員会新開発食畠専門調査会ワーキ  

ンググループ（第2回）において審査を実施したところ、別紙のとおり追加試験の実施等  

に係る指摘事項が出されましたので、対応方お願いします。  

＜連絡先＞  

内閣府食品安全委員会事務局   

評価課 鶴身、舟渡  

TEL：03・5251－9168、9172  

M：03・3591・2236   



食品健康影響評価に係る指摘事項について（依頼）   

アガリクスを含む製品について、食品安全委員会第2回新開発食品専門調査会ワー  

キンググループ（平成20年3月12日）で審査を行ったところ、以下のとおり追加試  

験の実施等に係る指摘事項が出されましたので、対応方お願いします。  

1．B製品について  

（1）二段階発がん試験の実施について  

食品安全委員会新開発食品専門調査会ワーキンググループでは、平成20年2   

月 28 日付食安基発第0228001号の回答に基づき、アガリチン及び「キリ   

ン細胞壁破砕アガリクス顛粒」（以下、B製品という。）を検体としたトランスジ   

ェニックラットを用いた標的臓器に対する遺伝毒性試験の結果を検討した結果、   

アガリチン及びB製品は生体内において遺伝毒性を有さないと考えられた。  

しかし、前回指摘のとおり、ラットを用いた中期多臓器発がん性試験の結果認   

められた発がん促進作用について再度検証する観点及び発がん促進作用における   

開催の検討の観点から、関係者で協議の上、標的臓器における二段階発がん試験   

を実施すること。  

また、試験を実施する際には、以下の点に留意すること。  

①飼料中に配合されているアガリチンの安定性に配慮するとともに、含有量の  

確認を行うこと。  

②用量相関性及び閥値を十分確認できるような用量設定（特に発がん促進作用  

が認められた中期多臓器発がん試験における低用量～中用量域）を行うこと。   

③雌特有の臓器、特に乳腺についても標的臓器として実施すること。  

（2）B製品の発がん促進作用の原因物質の究明に引き続き努めること。  

2．A及びC製品について   

仙生露顆粒ゴールド（以下、A製品という。）及びアガリクスK2ABPC顆粒（以   

下、C製品という。）については、中期多臓器発がん性試験において発がん促進作  

用を示さないという結果が得られている。一方、B製品については、発がん促進作  

用が認められるとの結果が示されている。   

また、B製品で認められた発がん促進作用については、現在、発がん促進作用に  

おける間借の検討及び原因物質の特定に努めて頂いているところである。   

このような状況の下、A及びC製品の安全性については、上記のB製品におけ  

る発がん促進作用の原因物質の究明結果等を参考に、健康影響評価を行うこととす  

る。   

なお、A及びC製品の健康影響評価においても、二段階発がん試験等のデータの  

鍵出を依頼する場合もあるので申し添える。   



議論のポイント  

Ⅰ．B製品について  

B製品について、食品衛生法第7条第2項の適用に係る食品健康影響  

評価のため、食品安全委員会より指摘した試験を実施すべきか、実施す   

る場合には具体的にどのように行うのか  

1．再追加試験を実施すべきと判断する場合  

○ 試験実施主体は誰か。公費によって試験を実施する必要があるのか。ま  

た、販売者に実施主体を求めた場合、検査を強要することができるのか。  

その際の根拠は何か。  

○ 食品安全委員会からはアガリテンの安定性について留意することが求め  

られているが、B製品については既に販売流通が自粛されており、検体は  

賞味期限の切れたものしか入手できないが試験の実施に問題はないか。  

○食品安全委員会WGの中では単一臓器（腎臓）を標的として二段階発が  

ん試験を実施することとされていたが、今回の指摘事項においては乳腺以  

外明確にされていない。標的臓器は乳腺、腎臓でよいか。  

2．再追加試験を実施すべきと判断できない場合  

○ 試験を実施しないこととする理由は何か。  

「 

○ 食品衛生法第7条第2項の適用に係る食品健康影響評価であれば、限  

られた知見であっても速やかに評価結果が取りまとめられることが重要で  

はないか  

Ⅱ．A，C製品について  

C製品については、B製品の評価結果に応じて食品健康影響評価価   

りまとめられる見込み。   



参考資料1－1  

食品衛生法（抄）  

（昭和22年法律第233号）  

（新開発食品の販売禁止）  

第7条 厚生労働大臣は、一般に飲食に供されることがなかった物であって人の健康を損なう   

おそれがない旨の確証がないもの又はこれを含む物が新たに食品として販売され、又は販売   

されることとなった場合において、食品衛生上の危害の発生を防止するため必要があると認   

めるときは、薬事・食品衛生審議会の意見を聴いて、それらの物を食品として販売すること   

を禁止することができる。  

2 厚生労働大臣は、一般に食品として飲食に供されている物であって当該物の通常の方法と   

著しく異なる方法により飲食に供されているものについて、人の健康を損なうおそれがない   

旨の確証がなく、食品衛生上の危害の発生を防止するため必要があると認めるときは、薬事・   

食品衛生審議会の意見を聴いて、その物を食品として販売することを禁止することができる。  

3 厚生労働大臣は、食品によるものと疑われる人の健康に係る重大な被害が生じた場合にお   

いて、当該被害の態様からみて当該食品に当該被害を生ずるおそれのある一般に飲食に供さ   

れることがなかった物が含まれていることが疑われる場合において、食品衛生上の危害の発   

生を防止するため必要があると認めるときは、薬事・食品衛生審議会の意見を聴いて、その   

食品を販売することを禁止することができる。  

4 厚生労働大臣は、前三項の規定による販売の禁止をした場合において、厚生労働省令で定   

めるところにより、当該禁止に関し利害関係を有する者の申請に基づき、又は必要に応じ、   

当該禁止に係る物又は食品に起因する食品衛生上の危害が発生するおそれがないと認めると   

きは、薬事・食品衛生審議会の意見を聴いて、当該禁止の全部又は一部を解除するものとす   

る。  

5 厚生労働大臣は、第一項から第三項までの規定による販売の禁止をしたとき、又は前項の   

規定による禁止の全部若しくは一部の解除をしたときは、官報で告示するものとする。   



食品安全基本法（抄）  

（平成15年法律第48号）  

（食品健康影響評価の実施）  

第11条 食品の安全性の確保に関する施策の策定に当たっては、人の健康に悪影響を及ぼ   

すおそれがある生物学的、化学的若しくは物理的な要因又は状態であって、食品に含まれ、   

又は食品が置かれるおそれがあるものが当該食品が摂取されることにより人の健康に及ぼす   

影響についての評価（以下「食品健康影響評価」という。）が施策ごとに行われなければなら   

ない。ただし、次に掲げる場合は、この限りでない。  

一 当該施策の内容からみて食品健康影響評価を行うことが明らかに必要でないとき。  

二 人の健康に及ぼす悪影響の内容及び程度が明らかであるとき。   

三 人の健康に悪影響が及ぶことを防止し、又は抑制するため緊急を要する場合で、あらか  

じめ食品健康影響評価を行ういとまがないとき。  

2・3（略）  

（委員会の意見の聴取）  

第24条 関係各大臣は、次に掲げる場合には、委員会の意見を聴かなければならない。ただ   

し、委員会が第11条第1項第1号に該当すると認める場合又は関係各大臣が同項第3号に   

該当すると認める場合は、この限りでない。   

一 食品衛生法第6条第2号ただし書（同法第62条第2項において準用する場合を含む。）  

に規定する人の健康を害う虞がない場合を定めようとするとき、同法第7条第1噴から第3  

項までの規定による販売の禁止をしようとし、若しくは同条第4項の規定による禁止の全部  

若しくは一部の解除をしようとするとき、同法第9条第1項の厚生労働省令を制定し、若しく  

は改廃しようとするとき、同法第10条に規定する人の健康を損なうおそれのない場合を定  

めようとするとき、同法第11条第1項（同法第62条第2項において準用する場合を含む。）  

若しくは同法第18条第1項（同法第62条第3項において準用する場合を含む。）の規定に  

より基準若しくは規格を定めようとするとき、又は同法第50条第1項の規定により基準を定  

めようとするとき。   

二～十四（略）  

2（略）  

3 第1項に定めるもののほか、関係各大臣は、食品の安全性の確保に関する施策を策定す   

るため必要があると認めるときは、委員会の意見を聴くことができる。   



新開発食品等の販売禁止（食品衛生法第7条）  

平成15年8月29日施行  
［第2項］   

［第1項］  

［第3項】  

坤  診  

食品衛生上の危害の発生を防止するため必要  

救・缶詰端ヰ一－NⅣ   



薬食発第0829006号  

平成15年8月29日  

厚生労働省医薬食品局長  

食品衛生法第4条の2の規定による食品又は物の販売禁止処分の  

運用指針（ガイドライン）について   

食品衛生法等の一部を改正する法律（平成15年法律第55弓）は、本年5  

月30日に公布され、特殊な方法により摂取する食品等の暫定流通禁止措置に  

ついては、本日施行されたところである。   

当該暫定流通禁止措置については、食品衛生上の危害を防止する観点から講  

じられるものであるが、食品と健康被害の間の高度の因果関係が認められない  

段階において当該食品の流通を暫定的ながら禁止するものであることから、そ  

の運用に係る指針をあらかじめ定めることとしたものである。   

今般改正された食品衛生法（昭和22年法律第233弓）においては、国、  

都道府県、保健所を設置する市及び特別区は、食品衛生に関する施策が総合的  

かつ迅速に実施されるよう、相互に連携を図らなければならない、とされたと  

ころであり、貴職におかれても別添の運用指針（ガイドライン）について十分  

御了知願いたい。   



（別添）  

食品衛生法第4条の2の規定による食品又は物の販売禁止処分の運用指針（ガイドラ  

イン）  

第1 規定の趣旨  

1食品衛生法の一部改正  

食品衛生法等の一部を改正する法律（平成15年法律第55号）による食品衛   

生法（以下「法」という。）第4条の2の改正は、食品の製造技術の高度化の進  

展やいわゆるダイエット用健康食品による健康被害の発生等を踏まえ、必ずしも   

食品と健康被害との問の高度の因果関係が認められず、結果、法第4条各号のい   

ずれにも該当しない場合であっても、危害発生の未然防止や拡大防止のため、法   

第4条の2第1項の規定と同様に、流通禁止措置を行えるようにしたものであり、   

・一般に食品として飲食に供されている物であって当該物の通常の方法と著しく  

異なる方法により飲食に供されているもの   

・食品によるものと疑われる人の健康に係る重大な被害が生じた場合において、  

当該被害の態様からみて当該食品に当該被害を生ずるおそれのある1－一般に飲  

食に供されることがなかった物が含まれていることが疑われるもの   

について、食品衛生上の危害の発生の防止の観点から、食品安全委員会及び薬事・  

食品衛生審議会の意見を聴いて、当該食品又は物の販売を暫定的に禁止できるこ  

ととしたものである。  

2 第1項、第2項及び第3項の趣旨・相互関係   

（1）昭和47年食品衛生法改正による第1項の導入趣旨  

昭和4（〕年代以降、科学技術の発展により従来利用されなかった資源の活用   

や新しい物質の開発が行われ、石油から分離したノルマルパラフィン等を基に   

たんばく質を作ろうとする等（いわゆる「石油たんばく」）従来の自然界の動   

植物の採取等による食品の調達方法とは違った新しい方法で食品を開発しよ   

うという試みが実際に行われるに至っていた。これら食経験のない「一般に飲   

食に供されることがなかった物」については、物自体の安全性そのものが未知   

数であり、法第4条各号に該当するものであるか等、従来の食品衛生法の規定   

のみでは、必ずしも十分にこれらの新しい問題に対処することが難しい面があ   

った。．このため、昭和47年改正により追加されたものである。   



ア 食品又は食品に含まれる特定の成分を大量に摂取させる食品  

これは、食品又は食品に含まれる特定の成分を抽出・濃縮して、当該食品   

又は特定成分をこれまで摂取した経験のない量で摂取させること（短期的で   

あるか長期的であるかを問わない。）を意図する食品である。こうした食品   

の場合、当該食品又は成分について食経験があっても、こうした量の摂取に   

ついては食経験がないことから、本項の対象となり得る。なお、抽出・濃縮   

技術自体は、加工方法として従来より一般化しているものであるが、その結   

果、食経験のない水準で大量に特定成分を摂取させることとなる限りにおい   

て、当該技術により加工された食品は本項の規制対象となり得ることとなる。  

また、抽出や濃縮の程度が低い場合であっても、当該特定成分を大量に摂   

取させることを意図するものは、本項の対象となる場合があり得る。  

イ 通常の方法とは真なる方法により消化吸収される食品  

通常、食品は、胃、小腸、大腸等における消化を経て吸収されることとな   

るが、例えば、通常胃における消化を経て小腸で吸収される成分を摂取する   

際に、胃における消化吸収を受けないカプセル等を用いることによって、小   

腸で食品の成分が直接消化吸収されることを意図する食品については、こう   

した形で摂取することに関する食経験がないため、本項の対象となり得る。  

（3）「人の健康を損なうおそれがない旨の確証がないもの」の意義   

「人の健康を損なうおそれがない旨の確証がないもの」とは、法第4条の2第  

1項と同様に、人の健康を損なうおそれがあるもののみでなく、いずれとも判  

断できない場合も含むものである。すなわち、当該食品を原因とした健康被害  

発生の疑いを払拭できないという趣旨をいうものである。具体的には、食品に  

含まれる特定の成分について、①研究機関における試験研究結果、②諸外国  

からの情報提供、（参保健所等からの報告等を通じ健康上の懸念が強く指摘（示  

唆）された場合、「人の健康を損なうおそれがない旨の確証がないもの」に該当  

することとなる。なお、国が安全性及び効果を審査して許可した特定保健用食  

品等十分な科学的評価を受けているものは、基本的に「確証がある」ものと考  

えられる。   

こうした「確証のない」に該当する食品がすべて販売を禁止されるものでは  

なく、第4の手続を経て、暫定流通禁止措置が実際に適用された上で、その販  

売が禁止されることとなる。   



2 本項による暫定流通禁止措置の適用   

（1）本項の適用基準  

本項に基づく暫定流通禁止措置を適用すべきか否かについては、「食品衛生   

上の危害の発生を防止するための必要性があると認める」ときに、食品安全委   

員会及び薬事・食品衛生審議会の意見を聴いた上で判断されるが、食品衛生上   

の危害の発生を防止するため必要か否かは、  

ア 当該物の摂取により人の健康を損なうおそれの程度  

イ 当該物による食品衛生上の危害の発生の防止について、本項の規定によ  

る処分以外の方法により期待できる効果   

の2つの観点から判断されることとなる。  

このうち、ア「当該物の摂取により人の健康を損なうおそれの程度¶」につい   

ては、．原則として食品安全委員会による食品健康影響評価（リスク評価）を踏   

まえ、．その物の摂取により国民の健康の保護の観点から問題となる程度の健康   

被害が発生するおそれがあるかどうかを判断する。  

また、イl‾当該物による食品衛生上の危害の発生の防止について、本項の規   

定による処分以外の方法により期待できる効果」とは、本項に基づく措置が他   

の手段によっては危害発生を防止し得ない場合の手段として制限的に運用す   

べきものであることを踏まえ、食品衛生法に基づく他の措置やその他の方法に   

より食品衛生上の危害の発生を防止できるか否かの効果を薬事・食品衛生審議   

会において考慮すべきことを明らかにしたものである。例えば、「情報提供等   

を通じた注意喚起により国民において適切に対処することが可能な場合」、「新   

たな規格基準の設定を通じて危害の発生のおそれのある製造加工方法を禁止   

することができる場合」や「適切な表示により過剰摂取を回避できる場合」等   

により、時間的にも人の健康を保護するのに十分な措置であると認められる場   

合には、あえて本項を適用する必要はないこととなる。  

なお、実際には、上記ア及びイの必要性の判断も、第3項の適用事例のよう   

に特定の食品について危害の程度や他の方法の可能性を個別に判断するので   

はなく、第2の1の（3）のせノ～⑨に掲げる場合に、毒性試験結果等から判断  

して、当該成分を含む食品のうち通常とは著しく異なる方法により摂取される   

もの一般のうちから、本措置以外の方法では危害が回避できないようなものを   

絞り込んでいく形で行われることとなる。  

（2）適用の効果   

本項の規定に基づき販売を禁止する場合は、本条の規定の内容を踏まえ、販  
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売の禁止の対象となる物及び摂取方法を併せて指定することとなる。   

このため、当該物を、指定を受けていない方法により摂取する場合は、本項  

の規定による禁止の対象とはならない。また、本項では、食品として販売が禁  

止されるのみであるため、安全性に問題がないことが確認されるまでの間、販  

売せずに保管すること等は禁止の対象とはならない。  

第3 本条第3項による暫定禁止措置  

1 適用対象となる食品   

（1）「食品によるものと疑われる人の健康に係る重大な被害が生じた場合」の  

意義  

「食品によるものと疑われる」とは、人の健康に係る重大な被害が生じた場  

合において、公衆衛生学的に健康被害の原因を確定することはできないが、  

ア 当該健康被害について、 医師より、当該患者の症状の経過等が明らかに  

されており、当該製品を摂取したことが原因であると疑われる旨の情報が  

得られた場合  

イ アには該当しないが、同種の食品を摂取したことにより、同種の健康被  

害が複数発生している場合  

り 当該食品の製造業者等の証言、行政庁による立入検査などから判断して、  

人の健康に係る被害を生ずるおそれのある物質が、当該食品に含有されて  

いる蓋然性が高い場合  

など、当該食品により当該健康被害が発生したことについて一定の蓋然性が認  

められる場合に本項の措置の適用を検討することとする。なお、ここでは「食  

品」という用語を用いているため、法第2条第1項の規定により、原因となっ  

た飲食物が医薬品である場合は、本条の適用の対象とはならない。  

また、「人の健康に係る重大な被害」とは、死亡事例や、劇症肝炎等の重篤  

な疾患が少数の人にでも発生した場合などが対象となり、重篤でない疾患が少  

数の人に生じているのみの場合に対する当該措置の適用を排除する趣旨であ  

る。なお、比較的軽症な健康被害の場合であっても、健康被害の発生件数や広  

がり具合等によっては、この文言に該当する場合もある。  

（2）「当該被害の態様からみて当該食品に当該被害を生ずるおそれのある一般   

に飲食に供されることがなかった物が含まれていることが疑われる場合」の   

意義   

被害の態様からみて、当該食品に一般に食品として利用されることがなかっ  
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た物が含まれており、その物により健康被害が発生したおそれがある場合には、  

適用対象になることを明らかにしている。   

なお、一般に飲食に供されることがなかった物の内容及びその毒性が特定で  

きる場合など、当該食品と健康被害との間の因果関係が明確となった場合には  

適用されず、この場合には法第4条の規定の適用を受けることとなる。また、  

健康被害の態様等から原因が明らかな場合も同様に法第4条の規定の適用を  

受ける。  

2 本項による暫定流通禁止措置の適用  

（1）本項の適用基準  

基本的に第2の2の（1）と同様の基準で判断されることとなるが、実際に   

は「いわゆる健康食品」を対象に行っている健康被害の公表の取組（平成14   

年1（〕月4目付医薬発第1004001弓医薬局長通知。以F同じ。）により、公表   

が行われたような事案のうち、特に重大な健康被害が生じた場合について、本   

項の適用の是非を判断することが想定される。  

（2）適用の効果   

第2の2の（2）と同様である。  

第4 本措置適用の手続（第2項及び第3項共通）  

1原則として、以下の手続によることとする。   

（1）まず、食品安全基本法（平成15年法律第48弓）第24条第1項第1弓  

に基づき、食品安全委員会に対し諮問を行い、人の健康に及ぼす影響につい  

ての食品健康影響評価（リスク評価）を受ける。  

（2）その後、食品安全委員会において人の健康を損なうおそれがないとされた   

ものを除き、薬事・食品衛生審議会に諮問する。  

ただし、死亡事例等の重篤な健康被害が生じている場合で、速やかに本項   

の暫定流通禁止措置を適用する必要があると認められるときは、可及的速や   

かに薬事・食品衛生審議会に諮問するとともに、事後に食品安全委員会の意   

見を聴くこととする（食品安全基本法第24条第1項ただし普及び同条第2   

項）。   



2 対象の公表等   

（1）健康被害が既に発生してしまった場合  

都道府県等から報告された健康被害については、現行の公表の取組により製   

品名が公表されているところであるが、本措置の適用がなされた場合、別途そ   

の旨を公表することとする。  

（2）健康被害が未だ生じていない場合   

薬事・食品衛生審議会の開催に併せ、本措置の適用を検討している対象を公  

表することとする。   

なお、食品安全委員会は食品健康影響評価（リスク評価）を行ったときに評  

価結果を公表することとされている。  

第5 暫定禁止措置の解除手続  

法第4条の2第4項では、当該禁止に閲し利害関係を有する者の申請等を踏まえ、   

同条第1項から第3項までの規定による販売禁止処分の解除手続について規定し   

ている。  

同条第4項で規定する、「厚生労働省令」の内容としては、以下のものが規定さ   

れている。  

・申請者の住所及び氏名（法人にあっては、その名称、主たる事務所の所在地及び  

代表者の氏名）  

・解除を申請する食品又は物の範囲  

・当該禁止に係る食品又は物に起因する食品衛生上の危害が発生するおそれのない  

理由その他の厚生労働大臣が必要と認める事項  

また、同項の「必要に応じ」とは、当該食品に関して、人の健康を損なうおそれ   

がない旨の確証について知見が得られたことや、他のより効果的な手段によって食   

品衛生上の危害の発生の防止が可能となった場合を想定している。  

同項の規定による解除については、利害関係者が申請してきた事項や、当該食品   

について新たに得られた知見等を踏まえ、当該食品について第2の2の（1）と同   

様に、食品安全委員会及び薬事・食品衛生審議会の意見を聴いて、当該物が人の健   

康を損なうおそれの程度及び当該食品による食品衛生上の危害の発生の防止につ   

いて、同条の規定による販売禁止処分以外の方法により期待できる効果を踏まえ、   

食品衛生上の危害が発生するおそれがないと認めるときは、当該禁止の全部又は一   

部を解除することとなる。   

メ   
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【語句説明】  

1．中期多臓器発がん性試験   
生体に悪性腫瘍を発生させる能力である発がんを促進する作用（発がんプロモーション作  

用）を確認する試験のひとつ。げっ歯類（ネズミ等）を用いた二段階発がん試験のひとつで、最  

大5種類のイニシエーターを投与して発がんの感受性を高め、次いで被験物質を数カ月間投  
与する試験です。   



2，発がんプE）モーション（作用）PromotionAction   

それ自身が発がんを引き起こすものではなく、他の発がん物質による発がん作用を促進す  
る作用をいいます。プロモーション作用がある物質をプロモーターといいます。′   

3．イニシ工－ター（Initiator）   

発がんの過程にはいくつかのステップが存在し、多段階的に進行していると考えられており、  
その最初のステップのことをイニシエーション（．nitiation）といいます。化学物質や放射線など  

によって引き起こされたDNA損傷が修復されず、突然変異として遺伝子に固定され、腫癌発生  
に関与する遺伝子に機能異常をもたらす過程をさします。イニシエーションを起こす物質をイニ   
シエーターと呼びます。   

4，遺伝毒性試験   
遺伝毒性とは、遺伝子またはDNAに変化を与え、細胞または個体に悪影響をもたらす性質  

をいいます。この遺伝毒性を検索するための試験として、細菌を用いた復帰突然変異試験、  
ほ乳類培養細胞を用いた染色体異常試験及びラットを用いた小核試験等があります。  

【一般的な事項について知りたい方へ】  

間1：アガリクス（カワリハラタケ）とは何ですか。  

アガリクスという名称が一般的に知られていますが、日本名をカワリハラタケ（学名‥月卵血〟∫  
bbze／Murri（f）といい、ハラタケ科に属するブラジル原産のキノコです。また、ヒメマツタケと呼  

ばれることもあります。  
このキノコを原料としたいわゆる「健康食晶」が広く販売され、アガリクスの名称が使用されて  

います。  

詳細は、独立行政法人国立健康・栄養研究所の「「健康食晶」の素材情報データベース」  
http：／／h軸 をご覧ください。  

間2：今回何が問題となったのですか。  

アガリクスを含む3製品について、ラット（ネズミの一種）を用いた発がんを促進する作用を確  
認する試験を行ったところ、「キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒（販売者：キリンウエルフーズ  
（株））」について、製品の摂取目安量の約5倍から10倍程度の量を与えられたラットで、発がん  
を促進する作用が認められました。  

間3：今回ラット（ネズミ  

るのですか。  
の一種）で発がんを促進する作用が認め  られた製品は今後も販売され  

厚生労働省は、平成18年2月13日に、この製品（キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒）を販売し  
ているキリンウエルフーズ（株）に対し、製品の自主的な販売停止と回収を要請しました。  

同日、同社は、製品の自主的な販売停止と回収を行うことを決定しましたので、今後、問題と  
なった製品の販売は行われないことになります。  

問4：アガ  リクスを含む製品を摂取するとがんになるので  すか。そもそもがんに効くのではなか   
ったのですか。  



ラット（ネズミの一種）を用いた動物の試験で、製品の摂取目安量の約5倍から10倍程度の量  
を与えたところ、発がんを促進する作用が認められたものであり、ヒトに対してただちにがんを引  
き起こすという結果ではありません。  
今回、ヒトヘの健康被害を未然に防ぐため、製品名を公表して注意喚起しているところですの  

で、食品安全委員会による評価に基づき、改めて取扱いを検討するまでの間、念のため、「キリ  
ン細胞壁破砕アガリクス顆粒」を摂取するのはお控えください。  

また、アガリクスは、「抗がん効果がある」、「免疫力を高める」などといわれていますが、一般  

の食品として販売されており、医薬品等とは異なり効能効果を標模することはできず、また、国  
が事前に審査を行う仕組みではないことから、厚生労働省では、ヒトに対する有効性について  

確認しておりません。  

間5：アガリクスを含む製品にはどのようなものがありますか。  

アガリクスの乾燥物を粉末、顆粒、錠剤等の形状にした製品や、菌糸の状態で培養したものを  
粉末、顆粒、錠剤等の形状にした製品が広く販売されていますが、厚生労働省では個々の製品  
名は把握していません。  

問6：今回試験を行った3製品のうち、問題とされた1製品以外の2製品は大丈夫ですか。  

今回の2製品（r仙生露顆粒ゴールド」（販売者：（株）サンドリー（注））及び「アガリクスK2ABPC  

細粒」（販売者：（株）サンヘルス））については、厚生労働省が実施した試験のうち遺伝毒性試  
験は陰性で、中期多臓器発がん性試験においても、発がんを促進する作用は認められておりま  
せん。  

厚生労働省では、今回の報告された試験結果について、食品安全委員会に報告することとし  
ています。   

（注）：試験対象となった「仙生露顆粒ゴールド」は（株）サンドリーが販売したものですが、現在、  
（株）S・S・Ⅰに営業譲渡されています。  

問7：今回試験を行った3製品以外のアガリクス製品は大丈夫ですか。  

現在、アガリクスを含む製品の中で、発がんを促進する作用が疑われる製品は、「キリン細胞  
壁破砕アガリクス顆粒」のみです。  
今回試験を行った3製品のうち、問題とされた1製品以外の2製品については、遺伝毒性試験  

は陰性であり、発がんを促進する作用を確認する試験においても発がんを促進する作用は認め  
られていません。，   
このように、今回報告された試験結果は、アガリクスを含む製品全体に発がんを促進する作用  

が疑われるというものではありませんが、1製品でこのような作用が疑われたことから、試験を  
行った3製品以外の関連する製品の摂取に当たってはご注意ください。  
（＊）安全性の確認状況をその製品の製造者■販売者に問い合わせるなどしていただき、慎重  

に判断してください。また、医療機関を受診されている方は、主治医にご相談ください。な  

お、食品関係事業者は、自らの責任において、販売する食品の安全性を確保する必要が  
あります。  

問8：アガリクスを含む製品による健康被害はどれくらい出ているのですか。   



厚生労働省にアガリクスを含む製品による健康被害が明らかとなった事例が報告されたこと  

はありませんが、肝障害の疑い等の事例が報道されたことや、肺炎や肝障害等の複数の事例  
が学術雑誌等に掲載されています。  
本件は、今回試験を行った3製品のうち1製品において、ラット（ネズミの一種）を用いた動物の  

試験で、製品の摂取目安量の約5倍から10倍程度の量を与えたところ、発がんを促進する作  
用が認められたものであり、ヒトに対してただちにがんを引き起こすという結果ではありません。   
ヒトヘの健康被害を未然に防ぐため、製品名を公表して注意喚起しているものです。  

間9：もし、アガリクスを含む製品を摂取し、健康被害があった場合にはどうしたら良いですか。  

体調に問題がある場合には、その製品の摂取を中止し、医療機関にご相談ください。また、健  

康食品等による健康被害に関する情報は、最寄りの保健所で受け付けておりますので、ご相談  
ください。  
（全国保健所一覧：htt  ／hcl／index．html）  ：／／idsc．nih．   

問10：どうして食品安全委員会に評価を依頼することになったのですか。   

製造方法が異なる3つのアガリクスを含む製品について、ラット（ネズミの一種）を用いた発が  
んを促進する作用を確認する試験を行ったところ、そのうちの1製品について発がんを促進する  
作用が認められています。   
このため、当該製品について、食品衛生法※に基づき、食品として販売することを暫定的に禁  

止するかどうか判断するため、食品安全委員会に評価を依頼することとしました。   
また、その他の2製品については発がんを促進する作用を確認する試験では、発がんを促進  

する作用は、認められていませんが、問題となった1製品と併せて念のため食品安全委員会に  
評価を依頼しているところです。   

※食品衛生法第7条第2項   
厚生労働大臣は、一般に食品として飲食に供されている物であって当該物の通常の方法と   

著しく異なる方法により飲食に供されているものについて、人の健康を損なうおそれがない旨   
の確証がなく、食品衛生上の危害の発生を防止するため必要があると認めるときは、薬事・   
食品衛生審議会の意見を聴いて、その物を食品として販売することを禁止することができる。  

間11：今回評価依頼をした3製品はどのようなものですか。  

今回、3製品のうちの1製品（（1））については、食品としての販売を暫定的に禁止することにつ  
いて、他の2製品（（2）、（3））については、念のため製品の安全性について食品安全委員会に評  
価を依頼しています。   

（1）キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒（販売者：キリンウエルフーズ（株））   

キノコ全体を乾燥させて粉末化し、顆粒状にしたもの  
（2）仙生露顆粒ゴールド（販売者：（株）サンドリー（注））   

栄養補助成分を添加した形態  
（3）アガリクスK2ABPC果巨粒（販売者：（株）サンヘルス）   

菌糸体培養物を顆粒にしたもの   

（注）：試験対象となった「仙生露顆粒ゴールド」は（株）サンドリーが販売したものですが、現在、   



（株）S－S・＝こ営業譲渡されています。  

間12：厚生労働省では、どのような対応を図ったのですか。  

今回の試験結果は、ラット（ネズミの一種）を用いた動物の試験で、発がんを促進する作用が  
認められたというものであり、ヒトに対してただちにがんを引き起こすという結果ではありません  
が、ヒトへの健康被害を未然に防ぐため、厚生労働省では、次のような対応を図りました。  
（1）ラットに発がんを促進する作用が認められた製品（キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒）の販   

売者に対し、自主的な販売停止と回収を要請  
（2）消費者に対し当該製品の摂取を控えるよう、注意喚起することとし、アガリクスを含む製品   

に関するQ＆Aを厚生労働省のホームページに掲載し、適切な情報を提供  

（3）各都道府県、関係団体等に対し、周知の協力を要請するための通知を発出  
（4）厚生労働省にアガリクスを含む製品に関する相談専用電話を設置   

（連絡先 厚生労働省代表 03－5253－1111内線2479、4271、4272）  

【さらに詳細に知りたい方へ】  

間13：特定の3製品を試験の対象に選定した理由は何ですか。  

アガリクスを含む各種製品の中で、  
（1）広域流通しているもので、  
（2）一定期間継続的に市場に流通しているもののうち、製造方法が異なるものを選定しまし  

た。   

※健康被害報告等を基準としてこれらの製品を選択したものではありません。  

間14：今回行った発がん性試験の結果はどのようなものですか。  

今回行った試験は、5週齢の雄ラットに、発がんイニシエーターを投与した後、被験物質（「キリ  

ン細胞壁破砕アガl）クス顆粒」、「仙生露顆粒ゴールド」及び「アガリクスK2ABPC細粒」）を0、  
0．5、1．5及び5．0％濃度で24週間餌に混ぜて投与した群と、イニシエーターを投与せず、当該製  

品を0及び0．5％濃度で餌に混ぜて投与した群を用いて発がんプロモーション作用の有無を確認  
しました。  

その結果、「キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒」を投与したイニシエーション処置群では、腎臓、  
甲状腺などに腫癌性の病変の増加が認められ、当該製品にラット（ネズミの一種）に発がんプロ  
モーション作用が認められました。  

なお、「仙生露顆粒ゴールド」及び「アガリクスK2ABPC細粒」では、発がんプロモーション作  
用は認められていません。  

間15：問題とされた製品の試験で、使用されたラットが当該製品を摂取した量は、ヒトの摂取    目安量に比較して体重あたり何倍くらいですか。  
今回の発がんプロモーション試験において、当該製品（キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒）を投  

与されたラット（ネズミの一種）のうち、発がんプロモーション作用が認められたのは、飼料に当  
該製品が1．5％濃度以上を含まれたものを摂取した群でず。これをヒトが摂取する場合に換算す  
ると、1．5％濃度で約5．6～11．5倍（平均6．9倍）、5．0％濃度で約18．2倍～37．2倍（平均23．2倍）になり  
ます。   



なお、ヒトが摂取する場合において安全性を評価する場合には、ヒトとラットという動物種の違  
いによる感度の違い、あるいは、ヒトにおいても人種、性別等の個体要因による違い等を考慮し  
て評価する必要があります。  

間16：今後、アガリクスを含むすべての製品について、同様の試験を行う予定はありますか。   

食品安全基本法第8条や食品衛生法第3条により、食品関係事業者（製造業者、販売業者  
等）は、自ら販売する食品の安全性を確保する必要があることが規定されており、各事業者に  
おいては、自らの責任において、製品の安全性について確認していただく必要があります。  
そのため、例えば錠剤、カプセル状等の成分が濃縮された形状の食品について一定の安全  

性を確保するため、厚生労働省では、「錠剤、カプセル状等食品の適正な製造に係る基本的考  
え方について」及び「錠剤、カプセル状等食品の原材料の安全性に関する自主点検ガイドライ  
ン」（平成17年2月1日）（E墜）を通知し、安全確保について事業者の自主的な取組みを促してい  
るところです。   
厚生労働省としては、アガリクスを含む製品の安全性等について、国民に対し適切な情報を広  

く提供していくこととしています。   
消費者におかれましても、多種多様な食品の中から自らのライフスタイルや健康状態に合わ  

せて製品を慎重に選んでいただくことが重要です。  

間17：キリンの製品で発がん促進作用が疑われましたが、原因はわかったのですか。  

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒で、発がん促進作用が認められた原因については、まだわ  

かっていません。厚生労働省で本年2月13日付けで食品安全委員会に対し、健康影響評価を  
依頼したところであり、食品安全委員会の評価結果を踏まえてさらに必要な対応を図るととも  
に、今後原因究明のための追加調査等を実施することとしています。  

＜Q＆A作成経緯＞  
平成18年2月13日  
平成18年2月16日  
平成18年2月24日  
平成18年3月20日   

トップヘ   

戻る  

成
斬
新
新
 
 

作
更
更
更
 
 
 




