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【要約】

1ークロロプタンの変異原性の有無について、細園を用いる復帰突然変異試験を実施する

ことにより検討した。本被験物質は揮発性が高いため、プレート法で実施した。

検定菌として、 Salmonellatyphimurium TAlOO, TA1535, TA98, TA1537および

Escherichia coli WP2 uvrAを用い、用量設定試験は直接法および代謝活性化法のいずれ

も、 0.5~5000 μg/1レートの用量で、本試験は用量設定試験で抗菌性が認められたことから、

直接法および代謝活性化法のいずれも 2.441~78.12 μg/111ートの用量で試験を実施した。

その結果、 2回の本試験とも、用いた 5種類の検定菌について、いずれの用量でも復帰

変異コロニー数の増加が認められなかったことから、 1ークロロプタンは、用いた試験系に

おいて変異原性を有しない（陰性）と判定された。
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【緒言】

OECD既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の一環として、 1ークロロブタンに

ついて、細菌を用いる復帰突然変異試験をプレート法により実施した。

この試験は、サルモネラ（ネズミチフス菌）におけるヒスチジン要求性から非要求性へ

の復帰変異、ならびに大腸菌におけるトリプトファン要求性から非要求性への復帰変異を

指標とした変異原の検出系である。

試験は、被験物質をそのまま検定菌に作用させる直接法と、哺乳動物のもつ薬物代謝酵

素 (S9混液）によって産生される被験物質の代謝物の変異原性を試験する代謝活性化

法とからなっている。

本試験は、 「新規化学物質に係る試験の方法について」 （昭和62年3月31日、環保業第

237号、薬発第306号、 62基局第303号）およびOECD化学品試験法ガイドライン： 471,

472に準拠し、化学物質GLP（昭和59年 3月31日，環保業第39号，薬発第229号， 59基

局第85号，改訂昭和63年11月18日，環企研第233号，衛生第38号， 63基局第823号）に基づ

いて実施した。
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【材料および試験方法】

〔検定菌〕
Salmonella typhimurium TAlOO 
Salmonella tyPhimuriu.m TA1535 
Escherichia coli WP2 u.vr A 
Salmonella tyPhimuriu.m TA98 
Salmonella tyPhimu.riu.m TA1537 

S. typhimuri皿の 4菌株は1975年10月31日にアメリカ合衆国、

から分与を受けた。

E. coli WP2 uvrA株は1979年5月9日に

受けた。

検定困は、ー80℃以下で凍結保存した。

試験に際して、ニュートリエントプロスNo.2 (OXOID, B-1674/1)を入れたL字型試験

から分与を

管に種菌を接種し、 37℃、 11~12時間往復振とう培養したものを検定菌液とした。

〔被験物質〕

1ークロロブタン (CAS No. 1 0 9-6 9 -3、以下CBと略）は、分子量 92.57、比重 (25

℃)0. 89の無色透明な液体である。純度 99.7％以上のもの（ロット番号：

不純物： secープチルクロライド 0.3％以下）

を から供与された。被験物質は、使用時まで密栓して冷所に保管した。

CBは、アセトン（ロット番号： DSR3251、和光純薬工業（樹）を用いて 50mg／叫にな

るように調製した後、同溶媒で更に公比2ないし 3で希釈したものを、速やかに試験に用

いた。なお、調製にあたって、純度および比重換算は行わなかった。

CBの本試験に用いた調製検体は秦野研究所に於いて含量測定試験を行った。含量測定

試験は、原則として高濃度溶液および低濃度溶液各3サンプルについて実施するものであ

るが、化学分析条件の検討結果から、低濃度溶液についての測定が不可能となったため最

高濃度 (781.2 μg／叫）および測定可能な中間濃度 (195.3 μg／叫）で行った。その結果、

781. 2 μg／叫溶液の含量は、既定濃度に対し、 85.4~86. 9%、195.3 μg／叫溶液は、 36.3 

~58. 5% (Appendix 1)と高濃度溶液については基準を満たしていたが、中間濃度溶液に

ついては基準を外れていた。また、各濃度の 3サンプル間のばらつきも当研究所の基準を

外れていた。以上の結果が得られた原因は、被験物質が極めて低沸点化合物であり易揮発
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性のため、検体調製操作、サンプル採取あるいは分析操作中における揮発と考えられる。

なお、本試験時での含量測定結果からわかるように、最高濃度以外での濃度では、易揮

発性のため、既定濃度に必ずしも達しないまま試験を実施した。その場合、多少でも CB

と供試菌が接触するために以下の点に注意を払った。すなわち、用時調製後速やかに平板

にまいたあと、各平板は、同一濃度毎に各密閉袋に入れ培養することとした。

なお、 CBのアセトン溶液中での安定性試験については、サンプル間の測定値のばらっ

きが大きく、上記の操作法により安定性を確認することは困難と考え、実施しなかった。

〔陽性対照物質〕

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりである。

AF-2 :フリルフラマイド （上野製薬（樹 nット番号 46, 純度99.9%) 
SA :アジ化ナトリウム （和光純薬工業（樹 0ット番号 TWR3330, 純度＞90%)
9-AA : 9ーアミノアクリジン (Sigma Chem.Co. oット番号 96F05641, 純度＞98%)
2-AA : 2ーアミノアントラセン（和光純薬工業（樹 nット番号 DSF2950, 純度＞90%)

AF-2, 2-AAは DMSO（和光純薬工業（樹）に溶解したものを一20℃で凍結保存し、用時

解凍した。 9-AAは DMSOに、 SAは蒸留水に溶解して速やかに試験に用いた。

〔培地および S9混液の組成〕

1) トップアガー (TA菌株用）

下記の水溶液 (A)および (B)を容量比 10:1の割合で混合した。
＊ 

(A) I19トアガー （Difeo) 0.6% (B) Lーヒスチジン 0. 5 mM 

塩化ナトリウム 0. 5% Eオチン 0. 5 mM （
＼
 

* : WP2用には、 0.5mM L-トリプトファン水溶液を用いた。

2)合成培地

培地は、日清製粉株式会社製の最少寒天培地（用量設定試験においてはロット番

号： DJ030EH, 1992年 5月14日製造および DJ040IH, 1992年 9月4日製造、本試験

においては、ロット番号： DJ040IH, 1992年 9月4日製造および DJ050JH, 1992年

10月12日）を用いた。なお、培地 1¢あたりの組成は下記のとおりである。
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3) 

硫酸マグネシ社•7水和物 0. 2 g リン酸水素7ンモこりムナトリりム・4水和物 3.5 g 

紅ン酸・1水和物 2 g グルコース 20 g 

リン酸水素ニカリりム 10 g ,1り卜7ガー (Di f co) 15 g 

径 90mmのシャーレ 1枚あたり 30叫を流して固めてある。

S9混液 (1叫中下記の成分を含む）
＊ ＊ 

S9 0. 1叫 NADH 4 μmol 

塩化マグネシりム 8 μmol NADPH 4 μmol 

塩化カリウム 33 μ mol 0.2Mリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 0. 5叫

グ）レコース •6リン酸 5 μmol 

** : 7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノバルビタール(PB)および 5、
6—ベンゾフラボン (BF) の併用投与で酵素誘導して作製した S9 （キッコーマ
ン（樹、ロット番号 RAA-280、1992年 7月24日製造およびRAA-285、1992年11
月20日製造）を用いた。 PBおよびBFの投与量は 1日目 PB30 mg/kg、 2日目
PB 60 mg/kg、 3日目 PB60 mg/kgおよび BF80 mg/kg、 4日目 PB60 mg/ 
kgであり、いずれも腹腔内投与したものである。

〔試験方法〕

プレート法を用いて、直接法および代謝活性化法によって試験を行った。

小試験管中にトップアガー 2叫、被験物質調製液 0.1叫、リン酸緩衝液 0.5叫（代謝

活性化試験においては S9混液 0.5叫）、検定菌液 0.1叫を混合したのち合成培地平

板上に流して固めた。また、対照群として被験物質調製液の代わりにアセトン、または数

種の陽性対照物質溶液を用いた。各検定菌ごとの陽性対照物質の名称および用量は表中に

示した。培養は37℃で48時間行い、生じた変異コロニー数を算定した。抗菌性の有無につ

いては、肉眼的あるいは実体顕微鏡下で、寒天表面上の菌膜の状態から判断した。用いた

平板は、用量設定試験においては、陰性および陽性対照群では 3枚ずつ、各用量について

は 1枚ずつとした。また、本試験においては両対照群および各用量につき、 3枚ずつを用

いて行い、コロニー数を算定した。コロニー数については、各用量群ごとに、それぞれそ

の平均値と標準偏差を求めた。用量設定試験は追加試験を含め 2回、本試験は同ー用量に

ついて 2回実施し、再現性の確認を行った。

なお、用量設定試験および本試験とも、被験物質の揮発性を考慮し、用時調製後速やか

に平板上に処理したのち、各平板は、同一濃度ごとにそれぞれ密閉袋に入れ培養した。
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〔判定基準〕

用いた 5種の検定菌のうち、 1種以上の検定菌の直接法あるいは代謝活性化法において、

被験物質を含有する平板上における復帰変異コロニー数が、陰性対照のそれに比べて 2倍

以上に増加し、かつ、その増加に再現性あるいは用量依存性が認められた場合に、当該被

験物質は本試験系において変異原性を有する（陽性）と判定することとした。
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【試験結果および考察】

「材料および試験方法」の項において記載したが、調製検体についての含量試験の結果、

低用量群については規定濃度から逸脱した。また、安定性試験は実施しなかった。

〔用量設定試験〕

結果を Tables1、2に示した。 CBについて、 50~5000μg/1[;ートの範囲で試験を公比

約 3で実施したところ、すべての検定菌の直接法および代謝活性化法において、いず

れの処理濃度でも抗菌性が認められた。そこで、 2回目の用量設定試験を 0.5~50 μg 

/1[;ートで実施したところ、直接法、代謝活性化法とも最高用量の 50μg/1[;ートで抗菌性を

示さなかった。

以上の結果から、本試験における最高用量は、抗菌性の認められる 78.12 μg/1vートと

した。なお、本試験では、直接法、代謝活性化法とも抗菌性を考慮して公比 2で6用量を

設定することした。

〔本試験〕

結果を Tables3、4に示した。 CBについて上記の用皇範囲で試験を実施した。 2

回の試験を通して、用いた 5種類の検定菌の直接法、代謝活性化法のいずれにおいても、

用量依存性のある変異コロニー数の増加は認められなかった。抗菌性は、最高用量の 78.12 

μg /111ートにおいてのみ認められた。

CBについて実施した試験において、陽性対照群では、いずれの検定菌においても変異

コロニー数の増加が認められ、陰性対照群とともに計測された変異コロニー数はヒストリ

カルコントロール値の範囲内であったことから、本試験に用いた各検定菌の感受性および

各陽性対照物質の変異原活性についての安定性が確認された。

以上の結果に基づき、 CBは、本試験の条件下において、変異原性を有しないもの（陰

性）と判定した。
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Table 1. Results of preliminary cytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 
1-Chlorobutane 

With(+) or Test subsl4llcc Number of rcvcrtAnts (num比rof colonies / plate. M~ :t S.D.) 

wi出out(-) 

S9 Mix 

S9MiJt 

(-) 

島 ぶ

（＋） 

Positive 

conrrol 

S9 Mix(-) 

Positive 

control 

S9 Mix(+) 

dose B応e-pair subst.irution type Fr血 cshifttype 

(JJ.g /plate) TAIOO TAl535 WP2uvrA TA98 TA1537 

゜
103 104 115 13 8 12 26 14 13 29 26 29 8 ， 8 

(107土 6.7) （ 11:t2.6) （ 18士 7.2) (28士1.7) （ 8 ±0.6) 

50 90・ ，拿 12 * 15 • 6軍

l50 89・ 5 * 15・ 22. 6. 

500 78・ 4拿 10 • 9 * 0 * 

1500 64寧 0. 4・ 5 * 0. 

5000 56寧 0. 8・ ，． 0. 

゜
116 107 94 16 16 12 17 16 13 34 3S 25 ， 10 10 

(106土11.1) (15士 2.3) （ 1S土2.1) (31土 5.5) （ 10土 0.6)

so 9.3. 12 • 16・ 17 • 10 • 

150 90・ 13・ 13・ 20・ 2. 

500 52 • 5 • 10・ 18 • 6. 

1500 112 * 2,. 14・ 0. 3・

sooo 30 * 0 .. s. 0. 4拿

Chemical AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose(μ.g /p比te) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Number of 492 438 468 211 214 221 186 156 186 628 528 582 認57 2973 2586 

colonies/ plate (466土27.1) (215士 5.1) (176士17.3) (579士50.1) (2805士198.6)

Chemic.a.I 2AA 2AA 2AA 2AA 叫

Dose (μg/p血） 1 2 10 0.5 2 

Number of 549 562 555 198 159 194 320 368 280 208 138 208 210 186 181 

colonies / plntc (555士 6.5) (184士21.5) (3四士44.l) (185士40.4) (192土 15.5)

AF2: 2-(2-Furyl)-3-(5-nirro-2-furyl)aayl血idc,SA: Sodium audc. 9AA: 9-Aminoacridinc. 2AA: 2-Amino.anthr.icene 

*: Inhibition w邸 observedagainst growth of the bacteria. 佑 Precipitantwas observed on the surface of 11.g江plates.



Table 2. Results of preliminary cytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 
1-Chlorobutane 

With(+) or Test substance Number of rcvcrtAnIS (number of colonies /plate, MWl 士S.D.)

without(・) dose B邸 C・匹irsul:ll'ititution type Fr血 cshift而

S9M江 (μg /plate) TAlOO TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

゜
126 94 108 14 14 16 20 25 25 認 24 27 7 8 7 

(109士16.0) (15士1.2) (23土2.9) (26土2.1) （ 7士 0.6)

0.5 113 8 15 26 2 

1.5 79 11 12 27 5 

5 79 17 11 四 4 

S9Mix 15 100 15 11 30 8 

(~) 50 81 12 8 24 13 

゜
117 130 112 ， 21 16 29 20 四 37 38 45 6 15 18 

(120士 9.3) （ 15士 6.0) (24士 4.6) (40土 4.4) (13土 6.2)

o.s IOI 14 13 28 11 

1.5 113 ， JO 22 11 

5 98 12 ， 23 10 

S9Mix 15 103 7 19 30 10 

（＋） 50 104 15 10 27 7 

P06itivc Chcmi叫 AF2 SA AF2 AF2 9AA 

control Do此().lg/p血） 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

S9Mix（・） Numb口 of 526 539 577 262 245 237 185 187 161 571 6お 645 3 552 3559 3851 

colonies / plate (547土26.5) (248土12.8) (178土14.5) (613土38.0) (3654士170.6)

Positive Chcmi凶 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

control Dose (μg /plate) 1 2 10 0.5 2 

S9 Mix(+) Number of 699 746 781 176 171 181 343 463 421 292 273 認〇 122 114 115 

colonies I plate (742土41.l) (176士 5.0) (409士60.9) （認2土 9.6) (117士 4.4)

AF2: 2-(2-Fuが）-3-(5-nitro-2-furyl)aaylamidc,SA: Sodium AZide. 9AA: 9-Aminoacridinc, 2AA:. 2-Aminoanthr比cnc

寧：Inhibitionw邸 observedAg血tgrowth of the bacteria．佑 PrccipilMltw応 obsa:vcdon the sud.ace of agllI plAtcs. 

マアつ―--

＼ 

（、



， 

Table 3. Results of bacterial reverse mutation assay (I) with 1-Chlorobutane 

With(+) or 

without(-) 

S9Mix 

S9Mix 

(-) 

江

（＋） 

P05itivc 

control 

S9 Mix(・) 

P06itivc 

control 

S9 Mix(+) 

Test su bstAnce Number of revert.ants (number of colonies / pl.ate. Mean 士S.D.)

dose B応c-pair substitution type mmcshift type 
四/pl.aに） TA100 TA1535 w四 vrA TA98 TA1537 

゜
117 123 115 16 18 2 11 14 12 22 お 17 6 5 6 

{ 118土 4.2) （ 19士 4.2) （ 12土1.5) (21土 4.0) （ 6土 0.6)

2.441 112 88 ％ 16 14 14 16 13 15 27 20 18 7 5 6 

(98士12.S) (15土1.2) （ 15士1.5) (22土 4.7) （ 6土1.0)

4.882 95 95 99 14 16 21 13 17 17 20 19 21 11 6 7 

（％土四） （ 17土 3.6) （ 16土2.3) （ 20土1.0) （ 8士2.6)

9.765 89 89 86 18 14 13 14 22 17 18 22 19 5 7 7 

(88士1.7) （ 15士2.6) （ 18士 4.0) (20士 21) （ 6土 1.2) 

19.53 91 93 83 13 15 ， 17 16 23 22 17 18 10 5 12 
(89土 5.3) （ 12士 3.1) （ 19士 3.8) （ 19土2.6) （ 9士 3.6)

39.06 102 89 88 14 15 14 14 8 16 23 19 20 6 6 7 

(93士 7.8) （ 14土〇．6) （ 13士 4.2) （ 21士2.1) （ 6土 0.6)

78.12 66 • 71 • 59・18 • 15 • 16・Il・9 • 12 • 14・18• 21・6・6・11・
(65土 6.0) （ 16土1.5) （ 11士1.5) （ 18土 3.5) （ 8士2.9)

゜
1エ3 113 125 17 12 18 12 18 12 27 公； 29 13 13 11 
(120士 6.4) (16士 3.2) （ 14:J: 3.5) (28土1.0) （ 12士1.2)

2.441 96 99 98 18 11 21 18 ， 15 23 29 30 19 18 19 
(98士 1.5) （ 17士 5.1) （ 14土 4.6) (29士1.0) （ 19土 0.6)

4.882 102 99‘ ” 21 16 16 14 17 13 38 公i 26 23 15 16 (100土1.7) (18土2.9) （ 15士2.1) （ 31士 6.4) （ 18土 4.4)

9.765 lOS 111 104 16 21 13 13 11 14 27 32 26 11 20 18 

(107士 3.8) （ 17土 4.0) （ 13土 1.5) （ 28士 3.2) （ 16土 4.7)

19.53 96 102 ％ 17 ， 13 13 14 11 28 30 32 12 12 a) 
(98士 3.5) （ 13士 4.0) （ 13士1.5) （ 30士2.0) （ 15士 4.6)

39.06 108 112 96 20 10 21 12 6 14 25 27 21 11 21 15 

(105士 8.3) (17士 6.1) （ 11土 4.2) （ 公士 3.1) （ 16土 s.o)

78.12 67 * 64 • 64・22 • 9 • 14 • 9 • 13 • 11亀 18・18・17• 13 • 11 • 10・
(65士1.7) （ 15士 6.6) （ 1]士2.0) （ 18士 0.6) （ 11土］．5)

Chemical AF2 SA AF2 AF2 9AA 

D匹四/pl.ate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Number of 609 641 675 264 260 279 124 115 130 227 2“ 205 お61 2298 25お

colonies / plate (642土33.0) (268土10.0) (123土 7.5) (229土％．5) (246l:t:142.6) 

Chemical 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Dose四/plat.e) 1 2 10 0.5 2 

Number of 694 648 666 215 187 173 536 615 645 162 129 114 公7 205 227 

col<nics / plate (669土おユ） (192::t21.4) (599± 56.3) (135士公．6) (226士 21.0)

AF2.: 2-(2-Furyl)-3-(5-nitro-2-向 l)ac:r;I血ide,SA: Sodium azi屯 9AA:9-Aminoacridinc., 2AA: 2-Aminoanl.hr心nc

•: Inhibition was observcrl against growth of the bacteria.#:Precipitant was oはcrvedon the surface of agar plAt.es. 



Table 4. Results of bacterial reverse mutation assay (II) with 1-Chlorobutane 

With(+) or 

without(.) 

S9Mix 

S9Mix 

(・) 

S9Mix 

（＋） 

Positive 

control 

S9Mix (・) 

Positive 

control 

S9 Mix(+) 

Test substance Number of rcvcrtants (numba of colonies / plate, Mean 土S.D.)

doぬ Bue. pair substirution ty芦 西 0血如

(μg /plate) TAlOO TA1535 Wゆ vrA TA98 TA1S37 

゜
1ね 1公 128 13 10 10 21 19 2 23 22 公 10 12 ， 
(125士 3.1) （ 11土1.7) (21土2.5) (23土1.0) (10土1.5)

2.441 110 129 119 8 ， 12 14 30 29 お 31 お 5 10 11 

(119土 95) (10土2.1) (24土 9.0) (27士 3.5) （ 9士 3.2)

4.882 110 151 110 6 7 7 23 26 18 17 謡 21 8 7 13 

(124土23.7) （ 7士 0.6) (22土 4.0) （ 22土 5.6) （ 9土 3.2)

9.76S 109 108 117 ， ， 7 19 12 20 27 25 27 13 12 11 
(111士 4.9) （ 8土1.2) （ 17士 4.4) （ 26土】．2) （ 12士1.0)

19.53 131 1お ” 7 
， ， 21 30 27 32 26 29 12 2 10 

(118:t17.0) （ 8士1.2) (26士 4.6) (29土 3.0) （ 8土 S.3)

39.06 146 127 126 5 ， 10 19 18 17 公 31 34 6 8 8 
(133土113) （ 8士2.6) （ 18士1.0) (30土 4.6) （ 7土1.2)

78.12 116・114・127" 8・7 • 10 • 12 • 13・15• 29 • 33 • 26・6・5・7. 
(119 ± 7.0) （ 8土 1.5) （ 13土 1.5) （ 29士 3.S) （ 6士1.0)

゜
118 124 112 ， 11 11 18 16 23 29 27 30 ， ， 19 
(118土 6.0) (10士1.2) （ 19士 3.6) (29士1.5) (12土 5.8)

2.441 98 110 111 ， 6 6 28 22 16 27 30 23 12 10 11 
(106士 7ユ） （ 7土 1.7) (22士 6.0) (27士 3.5) （ 11:t1.0) 

4.882 98 1公i 116 ， ， 3 22 21 Z3 30 31 27 7 4 8 
(114土lS.1) （ 7士 3.S) (22土1.0) （ 29::t2.1) （ 6士2.1)

9.765 122 107 107 11 5 6 20 18 18 21 25 28 12 13 s 
(112土 8.7) （ 7土 3.2) （ 19土1.2) （ お土 3.S) (10::t: 4.4) 

19.53 II2 106 98 5 10 ， 巧 19 18 36 30 34 11 ， 5 
(105士 7.0) （ 8土2..6) (21土 3.8) (33土 3.1) （ 8 :t 3.1) 

39.06 113 115 118 8 8 10 ， 20 20 29 四 22 16 8 8 
(115士2.S) （ 9 :t:1.2) （ 16士 6.4) （ お土 3.8) (11士 4.6)

78.12 93 * 108・101・7. 8 * 7 • 16 • 25 • 21・23・42• 29・7. 7. 8・
(101土 7.S) （ 7士 0.6) (21士 4.5) (31士 9.7) （ 7土 0.6)

Chcmi叫 AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose (μg/p血） 0.01 o.s 0.01 0.1 80 

Num匹 of 702 691 723 127 138 140 加 231 2“ 256 313 264 2740 お052846

colmies / pl瓜e (105土16.3) (13S土 7.0) （ね7士18.8) (278士30.9) (2697士174.S)

Chemical 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Do此佃凶9匹） l 2 10 0.5 2 

Number of 1004 1059 978 194 172 184 481 550 597 501 517 492 347 326 361 

colooics / pl血 (1014士41.4) (183土11.0) (543土58.3) (503土12.7) (345土 17.6)

AF2: 2-(2-Fwyl)-3-(5-nitro-2ふ町1)aaylami出， SA:Sodium azi也 9AA;9-Aminoaa込血、 2AA:2..-Aminoanthraccnc 

•: Inhibition was observed against growth of the bacteria．佑 Prccipi血twas obsavcd on the surfaと of碍arplates. 
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