
最受来冬幸艮笹子雫童宰

ジシクロヘキシルアミンの細菌を用いた復帰突然変異試験

(試験番号: 96-068) 

財団法人 畜産生物科学安全研究所

Study No. 96-068 



目次

要約 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ l頁

試験目的 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 2 

材料および方法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 2 

1 . 被験物質 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 2 

2. 指標菌株 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3 

3. 指標菌株の検査 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3 

4. 指標菌株の保存と前培養 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3 

5. S9 m i x • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 4 

6. 被験物質の供試液の調製 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 5 

7. 陰性対照および陽性対照 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 5 

8. アミノ酸添加軟寒天液の調製 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 6 

1 濃度設定試験 (予備試験) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 6 

10. 本試験 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 6 

1 ) 濃度設定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 6 

2 )実験方法 ・・・・・・・

(1) プレインキュベーション法(直接法〉 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 6 

(2) プレインキュベーション法(代謝活性化法) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 7 

11. 無菌試験 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 7 

12. 試験の有効性 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 7 

13. 結果の判定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 8 

結果 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 8 

1 . 濃度設定試験 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 8 

2. 本試験 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 9 

3. 確認試験 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 9 

結論および参考事項 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 10 

参考文献 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 10 

Vl Study No. 96-068 



表:

表 1-1 89 mix非存在下におけるジシクロヘキシルアミン

の復帰突然変異試験結果〔濃度設定試験一直接法〕 ・・・・・・・・・・・・・・・ 11 

表 1-2 89 mix存在下におけるジシクロヘキシルアミン

の復帰突然変異試験結果〔濃度設定試験一代謝活性化法〕 ・・・・・・・・・ 12 

表 2-1 89 mix非存在下におけるジシクロヘキシルアミン

の復帰突然変異試験結果〔本試験一直接法〕 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 13 

表 2-2 89 IDix存在下におけるジシクロヘキシルアミン

の復帰突然変異試験結果〔本試験一代謝活性化法〕 ・・・・・・・・・・・・・・・ 14 

表 3 89 mix存在下におけるジシクロヘキシルアミン

の復帰突然変異試験結果〔確認試験一代謝活性化法〕 ・・・・・・・・・・・・・ 15 

図:

図 1-1 ジシクロヘキシルアミン復帰突然変異試験結果ー濃度設定試験 ・・・・ 16 

図 1-2 ジシクロヘキシルアミン復帰突然変異試験結果一濃度設定試験 ・・・・ 17 

図 1-3 ジシクロヘキシルアミン復帰突然変異試験結果一濃度設定試験 ・・・・ 18 

図 2-1 ジシクロヘキシルアミン復帰突然変異試験結果一本試験 ・・・・・・・・・・ 19 

図 2-2 ジシクロヘキシルアミン復帰突然変異試験結果一本試験 ・・・・・・・・・・ 20 

図 2-3 ジシクロヘキシルアミン復帰突然変異試験結果一本試験 ・・・・・・・・・・ 21 

図 3 ジシクロヘキシルアミン復帰突然変異試験結果-確認試験 ・・・・・・・・ 22 

vn Study No. 96-068 



要約

ジシクロヘキシルアミンの突然変異誘発性の有無を検討するため，細菌を用いる復帰突

然変異試験を実施した。

指標菌株として SaLmonellatythimurium TAI00， TA1535， TA98， TA1537および

Esch俳句hiacoLi WP2uvγAを用い， S9 mix非存在(直接法〉および存在(代謝活性化法〉

下でプレインキュベーション法により行った。 156，313， 625. 1250， 2500および 5000

μg/プレート濃度を設定して行った濃度設定試験では，代謝活性化の有無にかかわらず，

いずれの菌株においても 2500および 5000μg/プレート濃度で菌の生育阻害が認めら

れたが，いずれの濃度においても陰性対照(溶媒対照〉と比較して2倍以上の復帰変異コ

ロニー数の増加は認められなかった。したがって，本試験はいずれの指標菌株とも 2500

μgjプレートを最高濃度とし以下公比2で 1250，625， 313. 156および 78μgjプレー

トの計6濃度を用いて行った。その結果，濃度設定試験と同様，いずれの菌株においても

2500μgjプレート濃度で菌の生育阻害が認められ，また，いずれの濃度においても復帰変

異コロニー数は，陰性対照値の2倍を越えなかった。

但し，濃度設定試験および本試験ともに代謝活性化法の TA100で若干の濃度に依存

した復帰変異コロニー数の増加傾向が認められたため， 1250--2500μgjプレート濃度聞に

濃度依存性の復帰変異コロニー数の増加が認められるか否かを調べる目的で確認試験を実

施した。 750，1000. 1250， 1500， 1750， 2000， 2250および 2500μgjプレート濃度を

設定して行った結果，いずれの濃度においても復帰変異コロニー数の明らかな増加は認め

られず，濃度依存性も認められなかった。また， 1500μgjプレート以上の濃度では被験物

質による菌の生育阻害が認められた。

以上の成績から，本実験条件下では， ジシクロヘキシルアミンの細菌に対する突然変異

誘発性は陰性と判定した。
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試験日的

この試験は， ジシクロヘキシルアミンの細菌に対する突然変異誘発性の有無を明らかに

するために実施した。

材料および方法1).2) 

1 .被験物質

名称(略号): ジシクロヘキシルアミン (DCHA)

別名 ドデカヒドロジフェニルアミンI Nーシクロヘキシルシクロヘキ

サミン

CAS番号: 101-83-7 

ロット番号:

純 度: 99.63 % (平成8年9月18日分析)

(不純物 ジシクロヘキシルイミン:0.119%) 

入手先(製造元): 

入手日:

入手量: 10g 

物性等:

化学名 ジシクロヘキシルアミン (Dicyclohexylamine)

構造式 /CH2-CHz "-"'YY 'TYY r.yy/C 比一CH2，，-
C H2く ;CH-NH-CH:_ ;CH2 
'CH2-CH2" 'CH2-CHz F 

分 子式 C12H23N 

分子量 181. 31 

性状(常温) 無色透明の液体

沸 点 255.8 oC 

融 点 -0.1 oc 

蒸気圧 532 Pa (100 OC) 

溶解性 水:徴溶 O.16 g/lOO ml 

アルコ}ル，エーテル，ベンゼン，アセトン:可溶
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安定性: 安定〔実験終了後，残余被験物質を試験委託者において分析(平成

9年 4月9日〉した結果，純度は 99.75%で，実験期間中被験物質は安定

であったことを確認した。〕

保管条件: 冷暗所 C4 OC)，密栓(窒素充填)

2.指標菌株

以下の5種類の菌株を用いた。

(塩基対置換型)

Saimoneiia tyThimuγium TAIOO， TA1535 

Escheγichia coii WP2uvγA 

(フレームシフト型)

SaLmoneila tyThimuγium TA98， TA1537 

指標菌株は，国立公衆衛生院より入手(平成6年12月19日)したものを用いた。

3.指標菌株の検査

次に示す指標菌株の遺伝的特性およびその他の諸性質に関する項目について検査し

本来の特性を有することを確認した。

1 ) S. tyThimuriumにおけるヒスチジンおよびビオチン要求性

E. coL iにおけるトリプトファン要求性

2 )紫外線感受性(ωrA， uvγB ) 

3) S. typhimuriumにおけるクリスタルバイオレット感受性(γfa) 

4) S. tyがtimuriwnTAIOOおよび TA98におけるアンピシリン耐性(pKMIOl ) 

5)自然突然変異体数

6)陽性対照物質に対する反応性

4.指標菌株の保存と前培養

菌液 0.8mlにジメチルスルホキシド (DMSO，株式会社同仁化学研究所，ロッ卜番

号 8805086.>99%)を 0.07mlの割合で加えて-80
0

C以下で保存した。この保存菌株

をニュートリエン卜ブロス C8acto-nu t r i en t broth dehyd ra ted， D i f co 1 abora tor i es， 

3 Study No. 96-068 



ロット番号 44077JK)液体培地に接種し 370Cで 12時間振遁培養した。培養後の菌

懸濁液については，分光光度計で吸光度 (ODS60nm)を測定し，濁度と生菌数の換算

式より 1mlあたり 1X 109以上の生菌数が得られていることを確認した。

生菌数 (x109個1m1) 

指標菌株 TAI00 TA1535 WP2uvγA TA98 TA1537 

濃度設定試験 1. 58 1. 72 1. 52 1. 48 1. 24 

本試験 1. 54 1. 72 1. 52 1. 44 1. 24 

確認試験 1. 62 

5. 89 mix 

代謝活性化法に用いた S9mixは，ラット肝臓のホモジネートの薬物代謝酵素分画

(S9)にコファクターを加えて凍結された市販品をキッコーマン株式会社から購入

し，使用した(濃度設定試験および本試験:ロット番号 F8M-358，1997年2月6日製造，

1997年2月18日， 3月7日購入，確認試験:ロット番号 FSM-356，1996年12月13日製造，

1997年 1月8日購入)。凍結 89mixは-800C以下で保存し，使用時に冷水中で解凍

して用いた。使用した 89の製造法および 89mixの 1ml当たりの組成は，次のとお

りである。

S9製造法

A.使用動物

a) 種・系統: Sp rague-Daw 1 ey系ラット(日本エスエルシー株式会社〉

b) 性・週齢: 雄・ 7週齢

c) 体重: 186~229g CFSM-358)， 190~226g (FSM-356) 

B.誘導法

a) 誘導物質: phenobarb i ta 1 (PB) ， 5， 6-benzof lavone CBF) 

b) 投与経路: 腹腔内投与

c) 投与法(投与開始日起算)

1日目-PB 30 mg/kg， 2， 3， 4日目-PB 60 mg/kg 

3日目-BF 80 mg/kg 

C.調製法

最終投与の翌日に肝臓ホモジネートを遠心分離 (9，OOQxg)し，その上清を採取
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S9 mi x 1 rnl当たりの組成

MgC12 8 μmol 

KCl 33 μmol 

G-6-P 5 μmol 

NADH 4 μmol 

NADPH 4 μrnol 

ナトリウムーリン酸緩衝液 (pH7.4) 100 μmol 

89 0.1 ml 

6.被験物質の供試液の調製

被験物質は水にほとんど溶けず，予備的検討の結果. DMSOにも不溶で，アセトン

には可溶であったことから，溶媒にはアセトン(和光純薬工業株式会社，ロット番号

ESE3934)を用いた。被験物質の供試液の調製は，実験の直前に行った。溶媒を用い

て最高濃度の供試液(原液〉を調製し，ついで， この原液を溶媒で!順次希釈して所定の

濃度の被験物質供試液を調製した。

7 .陰性対照および陽性対照

陰性対照(溶媒対照〉は，被験物質の溶媒であるアセトンを用いた。陽性対照として

は，以下の既知変異原性物質を用いた。

指標菌株 直接法 代謝活性化法
〈μgjプレート) (μg/プレート)

TAIOO AF-2 (0.01) 2-AA (1) 

TA1535 SA (0.5) 2-1¥1¥ (2) 

WP2uvrA AF-2 (0.04) 2-AA (10) 

TA98 AF-2 (0. 1) 2-AA (1) 

TA1537 9-AA (80) 2-AA (2) 

AF-2: 2-(2-フリル)-3-(5-ニトロ-2-フリル)アクリルアミド(和光純薬工業株式
会社， 98%， ロット番号 PTQ1296)

2-AA: 2-アミノアントラセン(和光純薬工業株式会社， >90%，ロット番号 KCM
2259) 

SA : アジ化ナトリウム(和光純薬工業株式会社， 90%，ロット番号 KCG5232)

9-AA: 9-アミノアクリジン (AldrichChernical Company， 98%，ロット番号 077
21MZ) 
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AF-2および 2-AAはDMSO(株式会社同仁化学研究所. >99%， ロット番号 B805086)

に. SAおよび9-AAは蒸留水(株式会社大塚製薬工場，ロット番号 K6G94)に溶解した。

8. アミノ酸添加軟寒天培地の調製

0.6%寒天粉末 (Difcolaboratories. ロット番号 42101JG)および 0.5%塩化ナ

トリウムの組成の軟寒天を調製した。溶解した軟寒天に， S. tyThimuγzunt用には O.5 

mM D-ビオチンおよび 0.5mM L-ヒスチジン溶液， E. col i用には 0.5mMレトリプ

トファン溶液を 1/10容加え，アミノ酸添加軟寒天培地とした。

9.濃度設定試験(予備試験〉

本試験における被験物質の適切な濃度を把握するために， 156， 313， 625， 1250， 2500 

および 5000μg/プレートの6濃度を用いて，本試験と同様の実験方法で試験を行った。

10.本試験

1 )濃度設定

濃度設定試験の結果に基づき，最高濃度は 2500μg/プレートとし以下公比2で

計 6段階の濃度を設定した。

2 )実験方法

(1) プレインキュベーション法〈直接法〉

滅菌小試験管に前培養した菌懸濁液 O.1 m 1，被験物質の供試液 0.05mlおよ

び 100mMナトリウム-リン酸緩衝液 (pH7.4) 0.5 mlを分注し. 370Cで20分間

振鍾培養後， 450Cに保温したアミノ酸添加軟寒天培地 2mlを加え，最少グルコース

寒天平板培地上に広げた。最少グルコース寒天平板培地(テスメディアAN培地，オリ

エンタル酵母工業株式会社，濃度設定試験および本試験:ロット番号 AN840KL，1996 

年11月12日製造， 1997年2月18日購入，確認試験;ロット番号 AN860KL1996年11月

27日製造， 1997年3月7日購入)は， Voge l-Bonner E培地 (0.2%クエン酸・ー水塩，

1%リン酸ニカリウム， 0.192%リン酸ーアンモニウム， 0.066%水酸化ナトリウム，

0.02%硫酸マグネシウム・七水塩)に1.5%寒天粉末および2%グルコースを加え，

30m]ずつ分注したものである。 370Cで48時間培養後，復帰変異コロニーを計数し同
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時に指標菌株の生育阻害の有無を実体顕微鏡を用いて観察した。陰性対照群において

は上記の被験物質の供試液 0.05mlにかわり，被験物質用溶媒 0.05mlを，また，

陽性対照群においては，陽性対照物質溶液 0.1mlを用いて同様に実施した。試験は

各濃度3枚のプレートで行った。

(2) プレインキュベーション法(代謝活性化法〉

滅菌小試験管に前培養した菌懸濁液 0.1mL被験物質の供試液 0.05mlおよ

び S9mix 0.5 mlを分注し 370Cで20分間振遁培養後， 450Cに保温したアミノ酸

添加軟寒天培地 2mlを加え，最少グルコース寒天平板培地上に広げた。 370Cで48時

間培養後，復帰変異コロニーを計数し同時に指標菌株の生育阻害の有無を実体顕微

鏡を用いて観察した。陰性対照群においては，上記の被験物質の供試液 O.05 ml 

にかわり，被験物質用溶媒 0.05mlを，また，陽性対照群においては， r湯性対照

物質溶液 0.1mlを用いて同様に実施した。試験は各濃度3枚のプレートで行った。

11.無菌試験

濃度設定試験，本試験および確認試験において，用いた溶媒， S9 mixおよび最高

濃度の被験物質の供試液について，それぞれ 0.1mlに 0.6%軟寒天 2mlを加え，最

少グルコース寒天平板培地に重層後， 370Cで48時間培養し，菌の生育の有無を調べた。

最少グルコース寒天平板培地は，それぞれ3枚ずつ使用した。

12.試験の有効性

以下の3基準をすべて満たす場合に，試験は適切な条件下で実施され，試験は有効と

判定した。

1 )試験に用いた菌液，溶媒，被験物質の供試液および S9mix に雑菌の混入がない。

2)各指標菌株の陰性対照における復帰変異コロニー数が，当研究所における背景デー

タの範囲内の値を示す(自然復帰変異体数)。

3)各指標菌株の陽性対照における復帰変異コロニー数が，当研究所における背景デー

タの範囲あるいはその近くの値を示す。
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13.結果の判定

結果の判定は，各濃度におけるプレートでの復帰変異コロニー数の平均値を基に，以

下の3基準をすべて満たす場合を陽性とした。

1 )被験物質処理群において陰性対照値の2倍以上の数の復帰変異コロニーが出現する。

2 )被験物質濃度の増加とともに復帰変異コロニー数が増加する(濃度依存性)。

3 )濃度設定試験および本試験の結果から，復帰変異コロニー数の増加に再現性が認め

られる。

結果

1 .濃度設定試験

結果は，表 1-L 1-2および図 1-L 1-2， 1なに示した。直接法ならびに代謝活

性化法ともに，全ての指標菌株において 2500μg/プレート以上の濃度で被験物質に

よる生育阻害が認められたが，いずれの濃度においても陰性対照と比較して2倍以上の

復帰変異コロニー数の増加は認められなかった。ただし代謝活性化法の TA100に

おいてはI 313--1250μg/プレート濃度で濃度に依存した若干の復帰変異コロニー数

の増加傾向が認められた。なお， 2500および 5000μg/プレート濃度では，被験物質の

供試液，菌液およびナトリウム-リン酸緩衝液または 89mixの混合液をアミノ酸添加

軟寒天培地とともに最少グルコース寒天平板培地に重層した際，油滴様の被験物質の析

出が認められたが， 370Cで48時間培養後の復帰変異コロニー計数時には認められなかっ

fこ。

陰性対照では背景データ〈添付資料〉の範囲内の復帰変異コロニー数が認められ，陽

性対照として用いた AF-2，8A， 9-AAでは 89mix非存在下で， 2-AAでは 89mix 

存在下でそれぞれ背景データ(添付資料〉の範囲内の陽性を示す復帰変異コロニー数の

増加が認められた。また，試験に用いた菌液，溶媒，被験物質の供試液および S9mix 

などには雑菌の混入は認められなかった。

したがって，本試験における被験物質の処理濃度は，最高濃度を抗菌性の認められる

2500μg/プレートとし，以下公比2で 1250，625， 313， 156および 78μgjプレートと

しfこ。
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2.本試験

結果は，表 2-L 2-2および図 2-L 2-2， 2-3 に示した。濃度設定試験と同様，

直接法および代謝活性化法のいずれの場合も，供試したすべての菌株における復帰変異

コロニー数は，陰性対照値の2倍を越えるものではなかった。ただし代謝活性化法の

TAIOOではI 156~ 1250μg/プレート濃度で濃度に依存した若干の復帰変異コロニー

数の増加傾向が認められた。また，いずれの菌株においても 2500μgjプレート濃度

で被験物質による生育阻害が認められた。なお， 2500μgjプレート濃度では，濃度設定

試験と同様，i由滴様の被験物質の析出が最少ク、、ルコース寒天平板培地への重層時に認め

られたが，培養終了時においては認められなかった。

陰性対照では背景データ(添付資料)の範囲内の復帰変異コロニー数が認められ陽

性対照においてはそれぞれ背景データ(添付資料)の範囲内の陽性を示す復帰変異コロ

ニー数の増加が認められた。また，試験に用いた菌液，溶媒，被験物質の供試液および

89 mixなどには雑菌の混入は認められなかった。

3.確認試験

濃度設定試験および本試験において，代謝活性化法の TAIOOで若干の濃度に依存した

復帰変異コロニー数の増加傾向が認められたため， 1250μgjプレート濃度から抗菌性が

認められた 2500μgjプレート濃度聞でさらに濃度依存性の復帰変異コロニー数の増

加が認められるか否かを調べる目的で， 750， 1000， 1250， 1500， 1750， 2000， 2250お

よび 2500μg/プレート濃度を設定し TAIOOの代謝活性化法による確認試験を行った。

その結果，いずれの濃度においても復帰変異コロニー数の明らかな増加は認められず，

濃度依存性も認められなかった。また， 1500μg/プレート以上の濃度では被験物質によ

る菌の生育阻害が認められた。なお， 2000μg/プレート以上の濃度では，油滴様の被験

物質が最少グルコース寒天平板培地への重層時に認められたが，培養終了時においては

認められなかった。

なお，陰性対照では背景データ(添付資料)の範囲内の復帰変異コロニー数が認めら

れ，陽性対照においては，それぞれ背景データ(添付資料)の範囲内の陽性を示す復帰

変異コロニー数の増加が認められた。また，試験に用いた菌液，溶媒，被験物質の供試

液および 89ffiixなどには雑菌の混入は認められなかった。
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結論および参考事項

ジシクロヘキシルアミンの細菌を用いた復帰突然変異試験を実施した結果，濃度設定試

験，本試験および確認試験のいずれにおいても代謝活性化の有無にかかわらず，すべての

指標菌株で明らかな復帰変異コロニー数の増加は認められなかった。

試験の有効性については，濃度設定試験，本試験および確認試験のいずれも有効である

ことが確認された。

したがって，本実験条件下では， ジシクロへキシルアミンの突然変異誘発性は陰性と判

定した。なお， ジシクロヘキシルアミンの変異原性については，すでに S.typhirnuγium 

TAIOO， TA1535， TA98， TA1537を用いた復帰突然変異試験3)およびシリアンハムスター由

来の BHK21cP13細胞を用いたトランスフォーメーション試験4)で陰性と報告されてお

り，一方， ヒトリンパ球を用いた染色体異常試験では陽性5)と報告されている。

参考文献

1) Maron， D. M. and Ames， B. N. (1983). Rev i sed methods for the Sa~mone lL a 

mutagenicity test， Mutation Reseαrch， 113， 113-215. 

2) Green， M. H. (984). “Handbook of Mutagenicity Test Procedures "， L 

vo1.3， eds. by Kilbey， B.J.， Legator， M.， Nichols， W. and Ramel. C.， 

Elsevier Science Publ isher， Amsterdam， New York， Oxford， PP.161-187. 

3) Mortelmans， K.， Haworth， S.， Lowlor， T.， Speck， W.， Tainer， B. and 

Zeiger， E. (1986). SaLmoneLLa mutagenicity tests : n. Results from the 

testing of 270 chemicals， B九viγonment aL Mu t agene s i s， 8 (s u p p 1. 7)， 1 -119. 

4) 賀田恒夫，石館基監修，“環境変異原データ集J'サイエンテイス卜社，

東京， 1980， p. 141. 

5) 1 n t e rna ti ona 1 Agency fo r Research on Cancer CIARC). (987). “lARC 

Monographs on Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals to 

Humans，" Supp 1. 6， Wo r 1 d Hea 1 th Organ i za t i 00， Lyon， pp. 240-241. 

10 Study No. 96-068 



表 1-1 S9 mix非存在下におけるジシクロへキシルアミン
の復帰突然変異試験結果〔濃度設定試験ー直接法〕

役時変異コロニー数/プレート
濃 度
〔μgjプレート〕 塩基対置換型 フレームシフト型

TAI00 TA1535 WP2U7JγA TA98 TA1537 

陰性対照 121 12 19 19 6 
(アセトン〕 139 11 12 18 6 

133 13 16 14 5 
(131土9) Cl2:t1) (16 :t4) (17 :t3) ( 6:t 1) 

121 12 26 26 8 
156 107 9 16 20 7 

133 12 10 18 7 
(120土13) (11 :t2) (17土8) (21 :t4) ( 7土1)

120 7 15 15 7 
313 134 10 17 19 6 

141 14 16 22 4 
C132:t 11) (10:t4) (16土1) (19:t4) ( 6:t2) 

110 10 18 19 8 
625 119 11 10 15 10 

112 12 16 21 7 
(114土5) 01:t1) (15土4) C18:t3) ( 8+2) 

125 10 12 12 5 
1250 121 11 16 11 3 

118 11 15 13 4 
(121土4) (11 :tl) 04土2) (12土1) C4:t1) 

。事 0・ 。事 。事 G事

2500 
。寧 。事 。事 。事 。申
。事 。事 。車 。事 0・
( 0土0) ( O:tu) ( O:tO) ( 0 :tO) ( O:tO) 

。噂 。事 。事 。事 。事

5000 
。噂 。申 。車 O. 。事
。事 。事 0・ 0・ 。事

0:t0) ( O:tO) C 0:t0) ( 0:1:0) ( 0土0)

陽性対照 AP-2 SA AP-2 AF-2 9-AA 

μg/プレート 0.01 0.5 0.04 0.1 80 

復帰変異 829 287 888 385 731 
コロニー数 964 332 934 355 819 
/プレート 904 360 948 381 739 

C899:t68) (326:t37) (923:t3D (374:t16) (763:t49) 

) : 平均値±標準偏差

* 菌の生育阻害が認められたAP-2: 2-(会フリル )-3-(5-ニトロ-2-フリル)アクリルアミド
SA アジ化ナトリウム
9-AA: 9-アミノアクリジン
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表 1-2 Sの9復mi帰x突存然在変下異に試お験け結る果ジシクロヘキシルアミン
〔濃度設定試験一代謝潤生イヒ法〕

俊帰変異コロニー数/プレート
濃 度
〔μgjプレート〕 塩基対置換型 フレームシフト型

TA100 TA1535 WP2uvγA TA98 TA1537 

陰性対照 108 10 19 31 12 
〔アセトン〕 116 9 21 27 11 

128 13 14 33 10 
(117土10) Clli=2) (18i=4) (30:t3) C11:tD 

120 10 23 33 14 
156 121 13 23 28 11 

125 15 24 30 12 
(122士3) (13土3) (23=1:1) (30=1:3) (12 :t2) 

126 8 15 33 11 
313 122 11 14 30 9 

115 10 14 41 14 
021 :!:6) (10:t2) (14土1) (35:1:6) (11 :1:3) 

134 17 17 37 15 
625 147 10 17 42 9 

135 8 14 45 14 
(139土7) C12::t5) 06土2) (41 :1:4) Cl3:t3) 

165 10 15 37 15 
1250 143 10 21 33 17 

168 11 20 40 15 
059i=14) (10士1) C19:t3) (37土4) C16:t1) 

。事 。事 21事 。事 。申

2500 。事 0・ 13事 0* O. 
。事 16申 。事 。事

( 0:t0)) ( O:tO) 07+4) ( 0:1:0) ( 0土0)

0・ 。事 。事 。寧 。事

5000 。申 。事 。寧 。事 。事
。$ 。事 0・ 。事 。事

( 0士0)) ( O:tO) ( 0士0) ( 0 :tO) ( 0:t0) 

|場性対照 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

μgjプレート 2 10 2 

復帰変異 536 196 896 210 86 
コロニー数 638 193 934 222 80 
/プレート 543 211 1001 235 76 

(572土57) (200i=10) (944i=53) (222:t13) (811:5) 

( ): 平均値±標準偏差

* 菌の生育阻害が認められた2-AA: 2-アミノアントラセン
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表 2-1 S9 mix非存在下におけるジシクロヘキシルアミン
の復帰突然変異試験結果〔本試験一直接法〕

復帰変異コロニー数/プレート
j農 度
〔μgjプレート〕 塩基対置換型 フレームシフト型

TA100 TA1535 WP2uvγA TA98 TA1537 

陰性対照 127 11 20 27 7 
〔アセトン〕 119 13 14 27 8 

110 15 22 26 
Cl19土9) (13:t2) Cl9:t4) C27:t1) C7:tl) 

122 8 20 31 5 
78 117 12 13 32 4 

131 8 21 25 6 
(123土7) ( 9土2) (18:t4) C29::!::4) ( 5土1)

107 8 16 21 7 
156 108 11 19 20 7 

107 15 15 15 8 
(107土1) (11 :¥:4) (17:t2) (19:¥:3) ( 7 :tO) 

112 12 15 25 8 
313 124 10 13 21 7 

126 15 13 30 5 
(121土8) C12::!::3) Cl4::!::1) (25土5) ( 7::!::2) 

103 8 11 25 10 
625 125 10 10 21 7 

115 10 14 22 7 
C114:tlD C9:t1) CI2:t2) C23::!::2) ( 8::!::2) 

106 10 15 21 5 
1250 116 9 15 18 6 

107 11 11 19 4 
(110+6) CI0:t1) (14:t2) (19:t2) (5:t1) 

。車 。車 。事 0・
2500 0・ 。噂 9. 。事 0・

。事 0・ 12・ 0・ 。寧

0:1:0) ( O::!::O) ( 7 :t6) C 0:1:0) ( O::!::O) 

陽性対照 AF-2 SA AF-2 AF-2 9-AA 

μgjプレート 0.01 0.5 0.04 0.1 80 

復帰変異 1014 426 943 420 856 
コロニー数 964 421 925 391 868 
/プレート 917 394 1011 392 994 

(965:1:49) (414:t 17) (960土45) (401:t 16) C906:t76) 

( ): 平均値±標準偏差

* 菌の生育阻害が認められたAF-2: 2-( 2-フリル )-3-(5-ニトロー2-フリル)アクリルアミド
SA : アジ化ナトリウム
9-AA: 9-アミノアタリジン

13 Study No. 96-068 



表 2-2 Sの9俊mi帰x突存然在変下具に弐お験け結る果ジシクロヘキシルアミン
〔本試験一代謝活性化法〕

復帰変異コロニー数/プレート
濃 度
〔μgjプレート〕 塩基対置換型 フレームシフト型

TAI00 TA1535 WP2uvγA TA98 TA1537 

陰性対照 113 13 20 34 10 
〔アセトン〕 106 12 21 38 17 

117 12 17 33 14 
ClI2:t6) C12i::1) C19:t2) C35:t3) C14::!:::4) 

117 13 18 30 10 
78 112 10 22 43 19 

119 13 17 38 12 
(116i::4) Cl2::!:::2) 09土3) (37:t7) C14i::5) 

113 16 14 30 14 
156 114 14 12 34 15 

123 8 19 37 16 
ClI7:t6) (13:t4) CI5:t4) (34:t4) (15::t 1) 

124 11 23 39 10 
313 125 12 14 41 13 

141 12 16 46 17 
C130 i:: 10) C12i::1) Cl8:t5) C42:t4) C13:t4) 

136 8 17 36 15 
625 128 15 19 36 17 

136 14 12 42 13 
(133 :t5) C12:t4) C16:t4) (38:1:3) C15:t2) 

125 12 21 30 12 
1250 144 11 19 33 9 

149 4 12 28 13 
C139:t 13) ( 9i::4) (17土5) (30 i:3) (11 :t2) 

。事 5事 0* 。事 。事

2500 。事 3取 。事 3噛
。事 ? 

。場 。車 。場

( O:tO) ( 4士1) ( 0土0) ( 0土0) ( 1士2)

陽性対照 2-AA 2-AA 2-AA 2-M 2-AA 

μgjプレート 2 10 2 

復帰変異 590 237 907 272 85 
コロニー数 514 276 965 278 83 
/プレート 502 242 901 294 79 

(535:t48) (252i::2D (924:t35) (281 :1=11) C82 i:: 3) 

( ): 平均値±標準偏差

* 菌の生育阻害が認められた2-M: 2-アミノアントラセン
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表 3 S9 IDix存在下におけるジシクロヘキシルアミン
の復帰突然変異試験結果〔確認試験一代謝活性化法〕

{是j帯変異コロニー数/プレート
濃 度
〔μg/プレート〕 塩基対置換型

TAIOO 

陰性対照 134 135 128 
〔アセトン〕 C132:t4) 

750 155 166 170 
064士8)

1000 176 170 139 
(162土20)

1250 129 146 147 
(141 :t10) 

1500 127噛 130. 127噂
(128:t2) 

1750 137・ 149・ 138事
(1411:7) 

2000 144* 189・ 137由
(1571:28) 

2250 115申 135車 136・
029土12)

2500 12啄 8場 17・
C12:t5) 

陽性対照 2-AA 

μg/プレート

俊帰変異コロニー数 609 693 593 
/プレート (632=1=54) 

( ): 平均値土標準偏差

* 菌の生育阻害が認められた
2-AA: 2-アミノアントラセン
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図 ジシクロヘキシルアミンの復帰突然変異試験結果ー濃度設定試験1-1 
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ジシクロヘキシルアミンの復帰突然変異試験結果一濃度設定試験1-2 図

(WP2ωγ'A) 

一:59 mix手時在下
一:S9 mix存在下
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図 ジシクロヘキシルアミンの復!帰突然変異試験結果一濃度設定試験1-3 

(TA1537) 

一:S9 mix非存在下
一:89 mix存在下
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ジシクロヘキシルアミンの俊帰突然変異試験結果一本試験2-1 図

(TAIOO) 

一:89 mix非存在下
一:S9 mix存在下
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ジシクロヘキシルアミンの復帰突然変異試験結果一本試験2-2 図

(WP2uvγA) 
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ジシクロヘキシルアミンの復帰突然変異試験結果一本試験2-3 図

(TAI537) 
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図 ジシクロヘキシルアミンの俊帰突然変異試験結果-確認試験3 
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