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研究成果の概要（和文）： マルトールはカラメル臭のある香料で食品添加物として使用されて

いる。マルトール自体には変異原性はないが、紫外光を照射すると細菌細胞に対し変異原性を

示すようになる。そのメカニズムを解析し、変異原物質の分離を行った結果、ホルムアルデヒ

ドの生成が検出された。しかしながら、ホルムアルデヒドで説明できる変異原活性は全体の活

性の 10%以下であると推定され、未同定の新規変異原が関与していると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： Maltol are used as a flavor enhancer in breads and cakes. It 
became mutagenic to bacteria, when the solution was irradiated with UV. Formaldehyde was 
detected in a crude fraction containing mutagenic photoproduct from UVC-irradiated maltol. 
However, formaldehyde contributed less than 10% of mutagenicity of the mutagenic 
fraction.  
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１．研究開始当初の背景 

最近、輸入農産物における農薬の残留

量や、国内産農産物における未登録ある

いは登録が失効した農薬の使用などが問

題となっている。農薬のなかでも収穫後

の輸送期間中の防腐効果を目的として用

いられているポストハーベスト農薬は、輸

入かんきつ類に高濃度で散布されるため、

その残留量は一般の農薬に比べてはるかに

高い。わが国においては、ポストハーベス

トは農薬の使用区分の対象となっていない

ため、ポストハーベスト農薬類は農薬とし
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てではなく食品添加物としての規制を受

けていることも問題を複雑にしている。

農薬および食品添加物については、変異

原性を含む各種毒性試験が適切な手法で

行われ評価を受けているが、これらは原

体の有効成分単独についてのものである。

また、光分解や安定性については化学的

な分析に基づく評価が行われているが、

光分解物などの生物影響に関しては全く

調べられていないのが現状である。近年

オゾン層破壊による紫外線(UVB, UVA) の

増大が懸念されており、光照射による遺

伝毒性の発現の簡易試験法の開発やメカ

ニズム解明は、益々重要になってきてい

る。 

これまでにフルオロキノリン類などの

特殊な用途の医薬品や、化粧品に使用す

る紫外線吸収剤、ニトロソピロリジンな

どの発がん物質についての研究報告はあ

るが、食品に関連した化学物質を対象に

した研究は国内外でも我々の TBZ の報告

を除いてはまったく行われていない。研

究が進んでいない理由としては、光活性

化の要因としてラジカルや活性酸素など

短寿命の中間体が関与しているものがほ

とんどと考えられていたことが大きい。

我々が見いだした香料マルトールの UVA

活性化体は水溶液中で数時間も変異原性

の活性を失わないことから、かなり安定

した物質と考えられる。このように、従

来考えられていたものとは異なった性質

の光活性化体ができることは興味深いが、

同時にそのメカニズムを明らかにして、

必要な対策を考える必要もあると考えら

れる。 
 
２．研究の目的 

ポストハーベスト農薬であるチアベン

ダゾール(TBZ) が、それ自体には変異原

性はないが、近紫外光 (波長320 nm 以上) 

の照射で強力な変異原性を示すようにな

ることを見いだし、そのメカニズムの研

究を続けている。最近、香料として用い

られている食品添加物のマルトールにも

近紫外光照射による変異原性の出現を見

いだしている。このマルトールの光活性

化体は安定性が高く、その作用メカニズ

ムは TBZ の場合とはまったく異なるもの

であることが示唆された。研究ではマル

トールを中心に申請期間中に以下の項目

について明らかにすることを目的とした。 

(1) UVA活性化機構の解明と活性体の分離

同定  

(2) 微生物細胞における誘発突然変異の特

異性の解析  

(3) ヌクレオチドや DNA との作用特性の in 
vitro 解析と DNA 付加体の検出 

 マルトールとTBZの作用機構の異なるUVA

活性化体の解明からは、遺伝子の損傷（付

加体形成、DNA 鎖切断など）の実態がわかり、

細胞における遺伝子突然変異の誘発機構が

明らかになると考えられる。これは、同様

な作用を持ちうる物質の検索のための試験

手法の標準化に寄与できるものと期待され

る。さらに、作用機構の解明をもとに、UVA

活性化のプロセスを効果的に抑制する因子、

また、いったん生成された UVA 活性化体を

効果的に失活させるような因子の検索がで

きると考えられる。特に食品成分、天然成

分による抑制は実際面からも有用である。  
 
３．研究の方法 
(1) UVA 活性化機構の解明と活性体の分離同

定 

 UVA 照射時の溶媒として、トリス緩衝液な

どカチオン性とリン酸緩衝液などアニオン

性の場合の違い、リン酸緩衝液の濃度、pH

の影響、さらに、生理食塩水、純水などの

場合での変化を調べた。UVA 照射マルトール

の HPLC による分画について変異原性の原因

物質をバイオアッセイで調べた。ODS カラム

を用いた HPLC 分析により、UVC 照射マルト

ール水溶液から変異原物質を含む分画を見

出した。LC-TOF/MS 分析を行った。さらにア

ルデヒド類に注目して、変異原分画を 2,4-

ジニトロフェニルヒドラジン(DNPH)-シリ

カカートリッジを用いて誘導体を作り HPLC

で分析した。 

(2) 微生物細胞における誘発突然変異の特

異性の解析 

 誘発される突然変異の種類について微生

物を用いて網羅的に解析した。微生物では

種々の DNA 修復欠損株が利用できるため、

得られたデータから UVA 照射マルトールで

生じる DNA 損傷の概要を推定した。また、

UVA照射TBZの場合との相違点を明らかにす

るため、塩基対置換型変異に加え、フレー

ムシフト型の突然変異の誘発についても解

析を進めた。さらに、塩基付加体などの DNA

損傷を乗り越えて複製を行う TLS 型の DNA

ポリメラーゼ R1をコードする mucAB 遺伝子

をもつプラスミド導入菌株で、変異が増強

されるかどうかを調べた。誘発された塩基

対置換型の変異はどのようなタイプのもの

であるか解析を行った。これは 6 種の大腸

菌株 WP3101～WP3106 を用いて、マルトール



 

 

の UVA 照射で生じる突然変異のスペクト

ルを解析することで行った。各々の菌株

でLac+ 復帰突然変異を指標に6種類の塩

基対置換変異（G→A、G→C、G→T、A→G、

A→C、A→T）の誘発を特異的に別々に測

定できるため、標的遺伝子のシークエン

スを行わなくても、誘発された突然変異

の種類を知ることができる。 

(3) ヌクレオチドや DNA との作用特性の

in vitro 解析 

 活性化体はかなり安定なものと考えら

れ、短寿命の活性酸素種が変異原性の主

要な要因とは思われない。しかし、活性

化体が 1 種類とは限らず、照射時には活

性酸素種も関与している可能性はある。

そこで、DNA に生じた 8-ヒドロキシデオ

キシグアノシン（8-OHdG）の生成量を定

量した。Salmon sperm DNA 溶液を用いて

マルトールを添加し UVA 照射を行った。

透析してマルトールを除いた後、ヌクレ

アーゼ P1 処理、アルカリホスファターゼ

処理を行ってヌクレオシドに分解した。

限外濾過で除タンパクを行って測定用サ

ンプルとした。HPLC-ECD 分析により

8-OHdG の検出・定量を行った。  
 
４．研究成果 

 (1) UVA 活性化機構の解明と活性体の分

離同定 

  マルトール水溶液そのものは変異原性

を示さないが、UVA（ブラックライト）や

UVC（殺菌灯）を照射した後にサルモネラ

菌 TA100 株及び TA97 株に作用させると変

異原性を示す。UVA 照射時の溶媒として、

トリス緩衝液などカチオン性とリン酸緩

衝液などアニオン性の場合の違い、リン

酸緩衝液の濃度、pH の影響、さらに、生

理食塩水、純水などの場合での変化を調

べた結果、リン酸緩衝液（pH6.0〜8.0）

や炭酸水素ナトリウム溶液（pH9.0）中で

の生成が多く、生理食塩水、純水中では

ほとんど生成しないことが判明した。ま

た、UVA 照射したマルトール溶液の変異原

性は室温でも 1 時間は安定であることか

ら、不安定な活性酸素種の関与は少ない

と考えられた。 

 ODS カラムを用いた HPLC 分析により、

UVC 照射マルトール水溶液から変異原物

質を含む分画を見出し、LC-TOF/MS 分析を

行った結果、変異原物質は分子量 162（水

が 2 分子付加した量）であると推測され

た。加水分解によるアルデヒドの存在が

示唆されたため、変異原分画を 2,4-ジニ

トロフェニルヒドラジン(DNPH)-シリカカ

ートリッジを用いて誘導体を作り HPLC で分

析した。多種類のアルデヒド類が生成して

いることが判明したが、用いた 27 種の標準

品と一致したものはホルムアルデヒドとア

セトアルデヒドのみであった。ホルムアル

デヒドには TA100 株に対する変異原性が知

られているが、UVC 照射マルトールの変異原

活性の 10%程度に相当する検出量（5〜9 

μg/mL) であった。したがって、ホルムア

ルデヒド以外の物質が主要な変異原物質と

考えられ、今後、未同定のアルデヒド化合

物の構造について調べていく必要がある。 

図 1. UV 照射マルトール溶液中に検出され

たホルムアルデヒド 

(2) 微生物細胞における誘発突然変異の特

異性の解析 

 マルトール溶液を紫外線（UVA または UVC）

照射することで変異原物質が生じた。サル

モネラ菌 TA100 株と TA97 株に対する変異原

性が強いことから、塩基対置換変異とフレ

ームシフト変異が誘発されていると考えら

れた。一方、ヌクレオチド除去修復活性に

関して野生株である TA92 株、TA102 株、

TA1975/pKM101 株では変異原性が検出され

なかったことから、塩基付加体形成が予想

された。サルモネラ菌 TA7001～7006 株を用

いて突然変異スペクトルの解析を実施した

結果、UVA 照射マルトールは G:C T:A およ

び G:C A:T 変異を強く誘発し、GC C:G 変

異 をわ ずか に誘 発す るが 、 A:T G:C, 

A:T T:AおよびA:T C:G変異は誘発しなか

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

図 2. UVA 照射マルトールで誘発される突

然変異の種類 

(3) ヌクレオチドや DNA との作用特性の

in vitro 解析と DNA 付加体の検出 

 活性酸素の作用で生じる 8-ヒドロキシ

デオキシグアノシン（8-OHdG）の生成量

を定量した結果、生成量にわずかな増加

が認められたが、変異原性の強さを説明

できる生成量ではなかった。 
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