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要約

N,N'ー（1,2-エクンゾイル）t閲スオクタデカンアミドについて， Salmonella typhimurium TA98, TAIOO, 

TA1535, TAI537およびEscherichiacoli WP2uvrAの5菌株を指標とする復帰変異試験を実

施した．

予備試験を 5000,1250, 313, 78.1, 19.5, 4.88, 1.22 μg／プレートの 7用量で実施した結果， S9

mixの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加および菌の生育

阻害は認められなかった。この結果をもとに本試験では， 5000~313μg/7゚レート（公比 2)の

5用董を設定した．

2回の本試験の結果， S9mixの有無によらず，いずれの菌株においても陰性（溶媒）対照

値の2倍以上を示す復帰変異コロニー数の増加は認められなかった．

以上の結果から， N,N'—(1, 2-エタンヅイル）ビスオクタデカンアミドは細菌を用いる復帰突然変異試

験において変異原性を有さない（陰性）と結論した．
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材料および方法

1. 試験物質

1.1被験物質

から提供された N,N'ー（1,2-エタンシ`イル）ビスオクタデカンアミド (CAS番号

110-30-5, ロット番号 純度 99.7%)は，使用時まで室温に保存した．被験物

質は下記の構造式および分子量を有する水，アセトンに溶解しない白色または淡褐色

固体である．窒素雰囲気で 250℃以上で分解を開始する．

構造式：
0 0 
II II 

H35C17-C-NH-CH2-CHr NH-C-C17H35 

分子量： 593.03

不純物：末反応脂肪酸 0.1 % 

未反応アミン分 0.1% 

揮発分（水分） 0.1 % 

1.2対照物質

陰性（溶媒）対照物質および陽性対照物質として，以下のものを用いた．

対照物質名 略称 入 手 先 ロット番号 純度（％）

陰性対照
ゾ｝チルス）はキシト‘‘ DMSO 関東化学闘 912Sl784 99.7 

陽性対照
2-(2-7リIV)-3ー（5-ニトn-2-7リル） AF-2 和光純薬工業咋 PTQ1296 98.8 
アクリル了ミド
アゾ化ナトり松 NaN3 和光純薬工業昧 KWE6685 96.5 
Nーエチ!レ -N'—ニト n -N—ニトロゾク‘、アニ：／ン ENNG Sigma Chemical Company 56F-3651 99.0 
9ー了ミ）アクリシツ塩酸塩 9-AA Sigma Chemical Company SOF-0186 99 
2-了ミ）アントうセン 2-AA 和光純薬工業課 T咋 2355 98.0 

2. テスト菌株 1) 2) 

2.1テスト菌株

カリフォルニア大学 より 1983年 5月27日に入手したSalmonella

typhimurium TA98, TAIOO, TA1535, TA1537および東京大学医科学研究所 よ

り1985年 10月 14日に入手した Escherichiacoli WP2uvrAの5菌株を用いた．
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これら菌株の遺伝的特性は以下のとおりである．

付帯突然変異
検出可能な

菌 株 変異遺伝子
DNA修復 膜変異 R因子 突然変異型

TA98 hisD uvrB rfa pKMlOI フレームシフト
TA100 hisG m)rB tfa pKMlOI 塩基対置換
TA1535 hisG uvrB rfa 塩基対置換
TA1537 hisC uvrB l如 フレームシフト

WP2uvrA trpE uvrA 十 塩基対置換

2.2 特性検査

各テスト菌株のアミノ酸要求性，紫外線感受「生，膜変異，薬剤耐性などの遺伝的特

徴を事前に調べ，これらの特性を備えた菌株を用いた．

2.3保存方法

液体完全培地中に 37℃で 8時間振盪培養した各菌懸濁液4mlに対し， 0.35mlの

割合でDMSO（関東化学闊，ロット番号 912Sl784)を加えた。 これを 200μIずつ小分け

してドライアイス・アセトン中で急速凍結し，超低温槽で-80℃以下に凍結保存した

ものを使用した．

2.4菌懸濁液

凍結保存した菌懸濁液を解凍後， 20μIを液体完全培地 IOmlに接種し， 37℃で

8時間振盪培養した．培養終了後の菌懸濁液は，濁度計を用いて菌濃度を測定し，各

菌株共に生菌数が 1x109/ml以上であることを確認した．

3. 培地

3.1液体完全培地

精製水 llに対し，ニュートリエントブロス (OxoidNutrient Broth No.2, Unipath社，

ロット番号02859365) 25 gの割合で溶解し，オートクレーブ滅菌（121℃,15分間，以

下同様）した．

3.2最少グルコース寒天平板培地

クリメディア AM-N培地（オリニンタ）レ酵母工業昧，ロソト番号 ANlOOBO)を購入し，

使用した．

3.3 トップアガー

精製水 100mlに対して，粉末寒天(Bacto-Agar, Difeo社， ロット番号 80050AJB)0.6 g, 

，
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塩化ナトリウム 0.5gの割合で加え，オートクレーブ滅菌し完全に溶解した．その後，

あらかじめ調製しておいた 0.5mM  Dービオチン， 0.5mM  Lーヒスチジン混合水溶液

（サルモネラ用）または 0.5mM  L-トリプトファン水溶液（大腸菌用）をそれぞれ1/10

量添加した．使用時まで約45℃に保温した．

4. S9 mix 

4.1 S9 

フェノバルビタール(I日目 30mg/kg, 2日目以降60mg/kgを 3回腹腔内投与）と

5,6—ベンゾフラボン (3 日目に 80 mg/kgを 1回腹腔内投与）で酵素話導した SD系雄ラ

ット肝由来S9（キッコーマン閥，ロット番号 RAA-395: 1998年 12月 11日製造）を購入

し，使用した．使用時まで-80℃以下で保存した．

4.2 S9 mix 

S9 mix 1 m]あたり以下の組成で調製し，使用時まで氷中に保存した．

5. 試験方法 3)

S9 
塩化マグネシウム六水塩
塩化カリウム
D —グルコース 6 ーリン酸
f1 -NADPH 
f1 -NADH 
ナトリウムーリン酸緩衝液(pH7.4) 
滅菌精製水

5.1被験物質懸濁液および陽性対照物質溶液の調製

0.1 ml 
8 μmo] 
33 μmol 
5 μmol 
4 μmol 
4 μmo1 
100 μmol 
残最

溶媒検討の結果， 50mg/mlの濃度で水， DMSOに不溶であったが， DMSOに均一

に懸濁したため，溶媒にはDMSOを用いた．被験物質を所定濃度でDMSOに懸濁し，

これを同じ溶媒を用いて希釈して各用量の被験物質懸濁液を調製した．

陽性対照物質のNaN叶ま注射用水（（探大塚製薬工場，ロット番号K8G77)に，その他は

DMSO（関東化学昨， nット番号912S1784)に溶解した．

5.2被験物質用量

予備試験を 5000,1250, 313, 78.1, 19.5, 4.88, 1.22 μg/7゚レートの 7用量で実施した結果，

S9 mixの有無によらず，いずれの蔚株においても復帰変異コロニー数の増加および

菌の生育阻害は認められなかった．この結果をもとに本試験では 5000,2500, 1250, 

625, 313 μg/7° レートの 5用量を設定した．
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5.3 復帰変異試験

試験はプレインキュベーシゴン法で実胞し

滅佑した試験管に被験物質懸濁夜を 0.1ml, 0.1 IV1ナトリウムーリン酸緩衝液

(pH 7.4)を 0.5mlおよび菌懸澗液を 0.1ml加え， 37℃で20分間振燥培巽した． S9

mixを共存させる場合には， 0.1Mナトリウムーリン酸紋衝液の代わりに S9mixを

0.5 ml添加した．プレインキュベーション後， トッブアガー 2m]をし記の混合液に

加え混和し，最少グルコしース寒―大平板培地卜に重屈した．重屈したトップアガーが凝

固した後， 37℃で48時間培養しtこ

実体顕微鎧を用いて菌叢の生育状態左観察し，被験物質による伯の生育阻害のh無

を調べた後， H視により被験物質(;')沈殿(j)有無を確認した．ブレート上の復帰疫異コ

ロニーー数を自動コロニーカウンター主た（，1日悦で計測した．］う備試験は各用贔につき

1枚のプレートを使用した．木試験（土各用呈につき 3枚のプレートを使用し，再現性

を確認するため 2回実施した．

陰性（溶媒）対照物質およひ以下(f)開性対照物汀についても同様に実施した．

•凹圧 株 S9 mix非共存下 S9 mix共存下
(μg/7じ卜） (μg/7 レート）

『IA98 AF-2 0.1 2-AA 0.5 
TAIOO AF-2 0.01 2-AA I 
TA 1535 NaN3 0.5 2-AA 2 
TAJ537 9-AA 80 2-AA 2 
WP2uvrA ENNG 2 2AA 10 

5.4無伯試験

最高川贔0)被験物質應濁液またけ S9mixを 1、ソプアカーと混和し，最少グルコー

入寒大平板垢地上に出層し，雑函0バ昆人かないことを確認した．

5.5試験結果の判定

いずれかの試験菌株で， S9mixの有無によらず，被験物質用量の増加にともなっ

て復帰変異コロニー数（平均値）が陰性（溶媒）対照値の2倍以上に増加し，さらにその

増加に再現性が認められる場合に，当該被験物質は変異原性を有する（陽性）と判定し

た．その他の場合は陰性と判定した．試験結果の判定には統計学的手法は用いなかっ

た．
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結果

予備試験の結果を表 lに，本試験の結果を表2,3および図 l~10に示す．

予備試験を 5000,1250, 313, 78.1, 19.5, 4.88, 1.22 μg/7゚レートの 7用量で実施した結果， S9

mixの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加および菌の生育

阻害は認められなかった．この結果をもとに本試験では， 5000~313μg／プレート（公比 2)の

5用量を設定した．

2回の本試験の結果， S9mixの有無によらず，いずれの菌株においても陰性（溶媒）対照

値の2倍以上を示す復帰変異コロニー数の増加および菌の生育阻害は認められなかった．

S9 mix非共存下および共存下の 78.1μg/7°レート以上で沈殿物が認められた．

考察および結論

S9 mix非共存下および共存下において陽性対照が各菌株に誘発した復帰変異コロニー

数は，各菌株の陰性対照の復帰変異コロニー数と比較して，明らかに2倍を超えて増加し，

陽性の結果を示したまた，最高用量の被験物質溶液およびS9mixについて行った無菌

試験の結果，試験の成立に影響を及ぼすような菌，カビ等の発育は認められなかった．

以上の結果から， N,N／-(1,2-エクンシ` イル）じスオクタデカンアミドは細菌を用いる復帰突然変異試

験において変異原性を有さない（陰性）と結論した．

なお，類似化合物の細菌を用いる復帰突然変異試験に関する情報を添付資料にまとめた．
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表 1
試験結果表（予備試験）

被験物質の名称 NJj'_:__LL-2-:r.タンヅイル）ヒマスオククテ`カンアミト` (No.8L665) 

`
 

試験実施期間 1999年 3月 15日 より 1999年 3月 18日

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コn：：ー数／7゚レート）

化系の 用 量 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

有 無 (μg/7゚レート） TAIOO TA1535 WP2切 rA TA98 TA1537 

121 10 28 24 8 
陰性対照

108 ， 20 19 6 
1. 2 2 

116 8 25 26 ， 
4. 8 8 

106 13 24 20 10 
S 9 mix 1 9. 5 

(-) 111 10 32 13 11 
7 8. 1 t 

92 6 19 13 4 
3 1 3 t 

101 ， 23 19 6 
1 2 5 0 t 

100 5 21 15 4 
5 0 0 0 t 

93 10 39 31 13 
陰性対照

84 7 29 28 12 
1. 2 2 

92 7 27 20 11 
4. 8 8 

90 14 19 29 13 
S 9 mix 1 9. 5 

（＋） 82 6 34 37 11 
7 8. 1 t 

89 11 23 31 8 
3 1 3 t 

94 10 25 27 ， 
1 2 5 0 t 

79 11 34 35 10 
5 0 0 0 t 

S9 mix 
名 称 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9-AA 

陽 を必要 用 量

としな
(μg/7゚レート） 0. 01 0. 5 2 0. 1 80 

::rI IIニー1数• vート 475 407 542 388 354 
性 いもの

対 S9mix 
名 称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要 用 量

"詔ヽヽ とする
(μg/7゚レート） 1 2 10 0. 5 2 

コI0ニー7数゚レート 1035 169 1478 505 169 
も の

（備考）t :沈殿物が認められた．

AF-2 : 2ー（2-プリJv)-3ー（5-ニト P-2-7リル）了クリ）レ了ミト,,, NaN3:アシ，，ィヒナトリりム

ENNG: N—エチにN'ーニト n-N—ニトロヅク、了ニシ‘‘ン， 9-AA: 9コミ］了ク］シ` 、ン塩酸塩， 2-AA: 2-7ミ）アントラセン
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表 2
試験結果表（本試験 1)

被験物質の名称 N，炉（1,2-エクンシ` イル）t'スオクタデカンアミトミ (No.8L665) 

＼＇ 

試験実施期間 1999年 3月 23日 より 1999年 3月 26日

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コnニー数／7゚レート）

化系の 用 量 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

有 無 (μg/7゚レート） TAJOO TAI535 WP2uvrA TA98 TAl537 
91 ， 30 22 

・̀ 

6 
陰性対照 96 (90 ｝ 11 （ 靡 20 （ 23) 26 (25 ｝ 10 { ± り83 (± 7 7 （士 19 （士 6) 28 い 3 8 

98 ， 28 20 8 
3 I 3 t 96 （ 95) 5 

{ ± g 19 (い 266)) 22 { ± 22) 8 { ± i } 91 (± 4) 4 31 24 2) 10 
105 6 20 29 3 

S 9 mix 6 2 5 t 102 ((±9163) ) 8 { ± { } 24 (（士 222)) 18 ((±271) ) 8 { ± ］ ｝ 82 6 21 17 4 
82 7 38 28 8 

(-) 1 2 5 0 t 87 (（士 9124)) 6 { ± ぼ｝ 32 ((±381) ) 16 (（士 207)) 6 { ± § } 108 11 23 16 3 
87 8 28 17 4 

2 5 0 0 t 85 (（士 991)) 5 { ± g 28 (（士 247)) 15 ((±184) ) 3 { ± 1 } 101 6 16 22 4 

97 ， 21 20 3 
5 0 0 0 t 84 (93 ｝ 5 

{ ± g 18 (（士 183)) 15 (（土 137) ) 4 {± り99 （士 8 5 15 16 5 
92 10 34 38 13 

陰性対照 103 ((±957) ) 6 { ± り｝ 34 ((±323) ) 41 ((±375) ) 
， 
((±123) ) 

90 8 28 32 14 

90 ， 30 28 17 
3 1 3 t 95 

{ ± 
89) 11 （ g 24 ((±273) ) 30 (（士 302)) 21 ((±174) ) 82 7) 6 (± 28 32 14 

84 10 23 24 16 
S 9 mix 6 2 5 t 84 (（士 840)) 6 { ± § } 25 {± 27) 26 に(233)) 20 (（士 182)) 84 ， 33 5) 20 18 

80 6 25 24 12 
（＋） 1 2 5 0 t 80 い(895)) 8 { ± ｛｝ 35 に(295)) 49 ((±3143) ) 17 (（土 143)) 96 8 27 30 12 

98 10 22 20 10 
2 5 0 0 t 114 ｛ 105) ， ((±113) ) 28 （(士 246)) 27 （(士 243)) 12 （(土 111)) 104 士 8) 14 29 23 12 

121 7 24 23 11 
5 0 0 0 t 92 ｛ 105 ｝ 10 ｛十 ｛ ｝ 31 ((+ 360) ) 22 ((+ 289) ) 15 ((+ 123) ) 102 + 15 5 36 38 14 

S9mix 名 称
AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9→AA 

陽 を必要
(μg用/7°量vート）

としな
0.01 0. 5 2 0. 1 80 

コIn：：ー7数・11ート 402 375 836 353 433 
性 いもの 424 ｛ 414 ｝ 355 ｛ 369 ｝ 780 ｛ 809 ｝ 380 ｛ 369 ｝ 337 ｛ 395 ｝ 417 ±11 377 土12 812 ±28 374 士 14 415 士51

対 S9 mix 
名 称 2-AA 2oAA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要
(μ用g/7・量レート）

照 とする
1 2 10 0. 5 2 

コIロニー7数レート 978 171 1340 397 168 
もの 876 ｛ 922 ＼ 216 (188) 1482 ｛ 1444 ］ 412 ： 409 ｝ 147 (153 ｝ 911 ご 52 176 （：： 2 5) 1511 こ 92 417 士 10 144 (:':13 

（備考） t ：沈殿物が認められた． （平均値）

（土標準偏差）

AF-2 : 2ー(2-7リIV)-3ー（5-ニトn-2・フリル）アク［ルアミト‘‘, NaN3:アシ` ィヒナトリウム

ENNG: N-エチル-N'ーニにN-ニトロリグ、7ニシ`ン， 9-AA : 9-了ミ）了グリゾン塩酸塩， 2-AA: 2-アミ）アントうセン
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表 3
試験結果表（本試験 2)

被験物質の名称 N凡 (1,.2-エタンシ` イル）ビスオクタデカンアミド (No.8L665) 

試験実施期間 1999年 4月 12日 より 1999年 4月 15 H 

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コnニー数／7゚レート）

化系の 用 量 塩 基 対 置 換 型

有 無 (ug/7° Vート） TA100 TA1535 WP2uvrA 

93 8 21 
陰性対照 101 （(士 948)) 12 （(士 121)) 19 （(士 295)) 

99 12 36 

106 7 24 
3 1 3 t 91 (（士 987)) 6 { ± 1} 21 (（士 231)) 93 8 18 

83 5 17 
S 9 mix 6 2 5 t 87 (（士 852)) 7 { ± f} 25 (（士 241)) 85 6 20 

100 4 24 
(-) 1 2 5 0 t 84 (（士 995)) 5 { ± ； ｝ 18 (（士 242)) 100 7 25 

83 4 21 
2 5 0 0 t 86 (（士 9100)) 13 { ± ； ｝ 20 （(土 234)) 102 5 27 

78 4 23 
5 0 0 0 t 95 （(土 8109)) 8 { ± g 21 ((±221) ) 94 6 20 

87 10 34 
陰性対照 96 (（士 905)) 6 { ± 闊 19 (（土 286)) 88 10 24 

80 7 25 
3 1 3 t 88 ((±825) ) 8 { ± g } 25 (（土 262)) 78 10 29 

88 8 26 
S 9 mix 6 2 5 t 88 （(士 863)) 8 { ± 問 26 ((±272) ) 83 ， 29 

89 8 28 
（＋） 1 2 5 0 t 87 (（士 856)) 8 { ± g 31 （(士 302)) 78 5 30 

87 10 26 
2 5 0 0 t 86 (（士 861)) 

， 
{ ± >} 22 (（士 242)) 85 6 23 

87 7 29 
5 0 0 0 t 99 (（士 908)) 5 { ± f } 28 (（士 273)) 83 7 24 

S9mix 名 称 AF-2 NaN3 ENNG 

陽 を必要
(u用g/7゚レ量ート）

としな
0.01 0. 5 2 

コ/n：：ー7数レート 379 415 761 
性 いもの 433 ｛ 408 ｝ 379 ｛ 403 ｝ 890 ｛ 858 ｝ 413 ±27 416 ±21 923 ±86 

対 S9mix 名 称 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要
(μg用/7゚レ量ート）

照 とする
1 2 10 

コIロニ—7数レート 1014 170 1319 
もの 892 (923) 195 (183) 1342 ｛ 1345 ］ 862 (: 81) 184 （こ 13) 1375 : 28 
（備考）t :沈殿物が認められた．

AF-2 : 2-(2-7 リル）—3-(5- ニト P-2-7 リル）アグリルアミト‘, NaN3:アシ`ィヒナトリウム

フレームシフト型

TA98 
28 
27 （(士 281)) 
29 
27 
41 （(士 382)) 
29 
33 
23 (（士 266)) 
21 
35 
26 (（士 362)) 
36 
22 
21 （(士 244)) 28 
29 
32 （(士 267)) 21 
35 
27 (（士 340)) 
28 
32 
36 (（士 342)) 
29 
37 
47 (（士 406)) 35 
35 
36 ((±351) ) 
35 
36 
38 （(士 345)) 
28 
29 
36 (（土 341)) 28 

AF-2 

0. 1 
454 
469 ｛ 451 ｝ 431 士 19

2-AA 

0. 5 
441 
377 ｛ 418 ］ 436 ご 36

TA1537 
4 ， 
{± 
7) ， 3) 

8 
8 
{ ± 
7) 

5 2) ， 
12 （(士 102)) 
10 
4 
4 
{ ± g ， ， 
6 
{ ± g } 8 
3 
7 じ昇4 
13 
11 (（士 121)) 11 ， 
13 ((±123) ) 
15 
14 
10 (（土 122)) 13 
10 ， 
{ ± i} ， 
8 
11 ((±120) ) 
10 
13 
12 ((+ 11) 2) 
11 

9-AA 

80 
505 
427 ｛ 425 ｝ 342 士82

2-AA 

2 
172 
149 (163 ］ 
167 （土 12

（平均値）

（土標準偏差）

ENNG: N—エチル -N' ーニトロ＿N- ニトロゾク、アニシ‘ン， 9・AA :9・アミ）アクリシ令ン塩酸塩， 2-AA: 2-7ミ）アントラセン
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図 1 （本試験 1) 
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図 2 （本試験 1) 

被験物質名： N，N'ー（I,2-エタンシ＇イル）ビスオクタデカンアミド
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図 3 （本試験 1) 

被験物質名： N，N'ー（1,2-エタンジイル）ビスオクタデカンアミド
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図 4 （本試験 1) 

被験物質名： N，N'-(1, 2ユクンシ＇ィル）ビスオククデカンアミド
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図 5 （本試験 1) 

被験物質名： N,N'ー（1,2-エタンシ＇イル）ビスオクタデカンアミド
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図 6 （本試験 2) 
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図 7 （本試験 2) 

被験物質名： N,N'-(1, 2ーエタンシ’イル）ビスオクタデカンアミド
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図 8 （本試験 2) 

被験物質名： N,N'一（1,2-エタンジイル）ビスオクタデカンアミド
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図 9 （本試験 2) 

被験物質名： N,N'一（I,2-エタンジイル）ビスオクタデカンアミド
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図 1 0 （本試験 2) 

被験物質名： N，N'ー（I,2-エタンジイル）ビスオクタデカンアミド
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