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要約

þ- 才クチ)~フェノーJ~の変異原性の有無について、細菌を用いる復涛変異試験を実施する

ことにより検討した。

検定薗として、 SaLmoneL La tythi似 γiumTAIOQ， TA1535， TA98， TA1537およ

び EscheγichiacoLi WP2 uvγAを用いた。用量設定試験においては、直接試験およ

び代謝活性化試験のいずれも、 50-"5000 pgグレートの用量で試験を行ったが、すべて

の検定菌において抗菌性が認められた。抗菌性はs.tyPhimuγ!'lDllの4検定菌の直

接試裁において強く認められた。そのため、s.typhimu:riwn.の4検定菌について、

TAI00とTA98では 20-.. 200 /1!l /プレート、 T~1535 および TI\ 1537 では 10-"100 p.g/ 

デレートの用量で直接試験のみについて再試験を実施したが、いずれの検定菌において

も抗菌性は強く認められた。

本試験は、s.ty悦tmuγium.の4検定菌では直接試験を 1.56-..50pgグレート、代謝

活性化試験を 6.25-..200pg/ブレートの用量で、制P2については直接試験および代謝活

性化試験のいずれも 125-..2000 pg Iブトトの用量で実施した。

その結果、 2回の本試験ともに、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、。ーオクチ}~7ェノー}~は、用い

た試験系において変異原性を脅しない(陰性)と判定された。



緒 雪量-
CJ 

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、日本が独自

に選定した既存化学物質の l つである、。ーオクチJtフェノー'J~について、細菌を用いる復海

変異試験をプレート法により実施した。

この試験は、ザルモネラ(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 fる非要求性へ

の復爆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試験と、晴乳動物のもつ薬

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

る代謝活性化試殺とからなっている。

本試験は、 「新規化学物質に係る試験の方法についてJ (昭和62年3月31目、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318，環保業第39号z 薬発第

229号， 59基局第85号，改訂昭和63年11月18B，環企研第233号，衛生第38号J 63基

馬第823号)に基づいて実施した。
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(検定菌〕

材料および試験方法

Salmane t t a ty前imuγium.TA100 
SalmoneL La tj)倣imuγium.TA1535 
EscheァichiacoLi WP2ωγA 
SaL即net La tyPhimuγium TA98 
SaLmoneL la typhimurium. TA1537 

s. tyPhi肌 γiwnの4菌株は1975年10月318~こアメリカ合衆国、

の から分与を受けた。

E. coL i WP2ωγA株は1979年5月9自に

分与を受けた。

検定菌は、 -80.c以下で凍結保存した。

の から

試験に際して、 0.5%塩化ナトリウム添加ニュートリエントプロス (Difco)を入

れたL字型試験管に種曹を接種し、 37.C、10時間往復援とう培養したものを検定菌

液とした。

(被験物質)

。ーオクチ1~フェノーJ~ (CAS No. 3780-50-5、以下OPと略)は、分子量 206.33、融点、79-"

82.c、沸点、175.cの白色結晶状固体である。純度97%以上のもの(ロット番号:

)を から供与された。被験

物質は、使用時まで室温で遮光して保存した。 op ~ま、ジメチルスルホキシド(ロ

ット番号:DSL 5887、和光純薬、 o下DMSOと略)を用いて 50あるいは 2011腎/m1

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。

試験の開始に先立って、秦野研究所においてOPのDMSO溶液中での安定性試験を

行った。本試援における最高濃度 (20Of;/mi)および最低濃度以下の濃度(12.5pg/ 

mi)について、室温遮光条件下で、実施した。その結果、調製後3時間における各
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3サンプルの平均含量は、それぞれ初期値 (0時間)に対して、 101および 102%

であった。これらの健は当研究所の標準操作手蹟書の基準(初回の測定平均値の

90%以上)を濡たしていた (Appendix1)。

また、本試験に用いた調製検体について、含量測定試裁を行った結果、 20J暗/mi

溶液については、 92.6-97.6%、15.6pg/71IP， 溶液については、 103""104%の回収

率が得られた。これらの健は、当研究所の標準操作手積書の基準(平均含量は添加

量の 85%以上)を満たしていた (Appendix2)。

以上の結果から、 OPはDMSO溶液中では安定であり、また調製液中の被験物質の

含量は所定の値の範囲内にあることが確認された。

(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 (上野製薬鱒 ロット番号 46，
SA :アジ化ナトリウム (和光純薬工業側 ロフト番号 TLN5556，
9-AA : 9-アミノアクリジン (東京化成工業鱒 ロット番号 AM01， 
2-AA : 2・アミノアントラセン(和光純薬工業側 ロット番号 EDE7881，

純度99.9%)
純度>90%)
純度>98%)
純度>90%)

AF-2， 9-AA， 2-AAは DMSO(和光純薬工業掛ロヲト番号 DSL5887およびECJ7001)に、

SAは蒸留水に溶解して試験に用いた。

(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) }¥'Jト・7ガー (D i f co) o. 6 % (B) L -ヒヌチジン 0.5 mM 
塩化ナトリウム 0.5% Eオチン 0.5 m~1 

* : WP2用には、 0.5mM Lートリプトファン水溶液を用いた。
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2)合成培地

培地は、日清製粉株式会社裂の最少寒天培地(用量設定試験では、ロッ

ト番号:DJ050GG，および DJ060IG1 1991年7月9日および 9月38製造，本

試験においては、ロット番号:DJ070JG， 1991年10月21日製造)を用いた。な

お、培地1!lあたりの組成は下記のとおりである。

3) 

硫酸マグネシウム・7水和物 0.2 g 

クヱン酸・1永和物 2 g 

リン酸水素わモニウムナトリウム・4水和物 3.5g 

グJlコーヌ 20 g 

1Jン酸水素二方リウム 10 g }¥.クトアガー (Difco) 15 g 

径 90..のシャーレ l枚あたり 30泌を流して固めてある。

59混液 (1mi申下記の成分を含む)
病時e

S9 0.1 mI， NADH 4 ，umole 

塩化マグネシウム 8μmole NADPH 4μmole 

塩化カリウム 33μmole 0.2Mリン酸緩衝液
(pH 7.4) 0.5 mP， 

グ!日ーヌ・6リン酸 5μmole 

林:7適齢の Sprague-Da判ley系雄ラットをフェノパルピタール(PB)およ
ぴ5、6-ペンゾフラポン(BF)の併用投与で酵妻誘導して作製した S9
(キッコーマン側、ロット番号 RAA-258、1991年8月23日製造)を用
いた。 PBおよびBFの投与量はl回目 PB30 mg/kg、2日目 PB60 mg/ 
旬、 3日目 PB60 mg/kgおよび BF80 mg/旬、 48百 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)

プレート法により直接試験および代謝活性化試験を行った。

小試験管中にトップアガー 2mi、被験物質調製液 0.1mR.、リン酸緩衝液 0.5mi!. 

(代謝活性化試験においては S9混液 0.5mi)、検定菌液 0.1mi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
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D門旬、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37tで48時間行い、生じた復濁変異コロニー

数を算定した。用いた平板は用量設定試駿においては、陰性および陽性対照群では

3枚ずつ、冬用量については1枚ずっとした。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、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l面、本試験は間一用量について2回実施し、再現性の確認を行った。

(判定基準)

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

試験の全過程を通して、{言穏性に悪影響を及ぼすおそれのある予期し得なかった

事態および試験計画書からの逸脱はなかった。

(用量設定試験)

50~5000 pg/ブトトの範囲で試験を実施したところ、すべての検定曹の直接試験

および代謝活性化試験において、抗菌性が強く認められた。抗菌性は、

S. typhimu.γium.の検定菌で WP2より強く認められ、また直接試験において著しか

った(表1)。そのため、 S.tゆhimu.γl.Untの4検定菌について、 TAIOOとTA98で

は 20~200 Ilg/ブトト、 TA1535とTA1537は 10-.，100pg/プレートの用量で直接試験の

みについて追加試験を実施した。抗菌性はいずれの検定菌においても高用量の2'"

3用量群で認められた(表2)。

以上の結果から、本試験における最高用量をs.typhimuriumの4検定菌の直接

試験では 50pg/デトト、代謝活性化試験では、 200pg/ブレート、 WP2については、直接

試験、代謝活性化試験ともに 2000p:g/ブトトとし、s.tyがttmu.rtum.の4検定菌にお
いては6用量、 WP2については5用量を公比2で設けた。

(本試験〕

本試験の結果を表3~ 6 ~こ示した。 OP について、上記の用量範囲で試験を実施

した。その結果、すべての検定菌において、直接試験および代謝活性化試験のいず

れにおいても、高用量の 1~2 用量群において抗菌性が認められたものの、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。

OP について実施した試験において、陽性対照物質では、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、陰性対照群とも計測された変異コロニー数
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はヒストリカルコントロール健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住が確認された。

以上の結果に基づき、 OPは、用いた試験系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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表 l
担割助贋:p-:オクチノレフェノ司 Jレ

用量設定試験結果表-1
M-9 1-1 87 

検 体 S剥ix 復 燭 変 異 コロニー数/7Ir-ト
物 質 濃 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

抑r/1，r卜} 有無 TAl伺 TA15笛 M'aMA TA98 TAl日7

溶 媒¥ 130 143 1472 .a 14(ロ1±3 乙10i} 2(111土5 a17 l) お(26~ 2乙16) 7 ( 8 l ー
110 .7) 対 照 ( 138 j: 

日 ー 107 O' 18 2 0・

150 ー お' 15 15 0・

刻 ー O' 0・ 10 0・ O. 

検 体 l~ ー 9 0・

制加 ー 0・ 。' O' 0・ 0・

溶 媒

ト¥ 138 l崎
l7沼'.0) 11 1+ 8 a17 8) 

16 
(151土7 a13 l) 

沼
(却 3土6 + 4a2 i) 10 ( 11土9 Z 13 l) 対 照 ( 1淘土 ( 15 

日 + 140 19 13 34 17 

150 + 106 9・ 18 お 6・

蜘 + 0・ 13 10・

検 体 1500 + 0・ 0・ 5・ O' 

5000 + 0・ 0・ 0・

名 称
S.tNiXを

TP2 0.01 SA 0.5 A陀 0.01 AF2 0.1 凱A朗
掲 必要と 温度(/11/ブv-ト)
しないも

コ之性 の 倒(飴S閣± 飽却.0) 総 (31931土3 ま16.抱8) 131 (i泊U土8 1l田5.9) 556(缶l臼±8 日158.9 1945(2329却3土2 加5叩09.8) 

名 称、
対 S剃ixを

強̂ 1 2M2 2M. 10 2AA 0.5 
必要と 温度 (1lW/1¥rト)

2M2 

照 するもの

コ立 TS{潤E±? 押5a1a M8(2452± 8 m al) 519(制m±5 Uu.l 7) l笛(189加±l 11回7.2) 171(182m± 3 11872 .2) 

仁横笛院注調麗



表 2
組験蝿買:pーオクチルプ孟ノール

用量設定試験結果表-2
M-91ー187

検 体 S制U 復 帰 変 異 コロニ戸数/フ'V-ト

物 賀 漫 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

加if}.rト}有無 TAlOO TAl535 姫宮MA ?湖 TA153'7 
溶 媒人 l25(12712± 4 lS 49} 15(15± 17 1L4 B 初

(211士9 笥12) 
5 
( 9士10 111 2) 

ー
対 照

10 ー 13 8 

却 ー 128 14 19 O' 

回 ー 109' 8・ 17 0・
検 体 l∞ ー 14・ 26・ 0・

加 ー 0' 16・

溶 媒

¥ + 対 照

+ 

+ 

+ 

検 体 + 

+ 

S9tiixを
名 称

閣 必要と 温度 (111/丸刈)
AF2 0.01 SA 0.5 A陀 0.01 AF2 0.1 制却

しなLも

コ立ト 62615 .B 制(6越舵土 198(郷m土7 2713 .B 関3
(78174± 8 百29.21) 3215 お1+8 泊1689.74) 性 の 。l泊

対 S割以を
名 称、

必要と 温度 (OI/1lrト)
'lMl 2M2 加 10 24A 0.5 2M2 

昭 するもの

Jf之
本:樹首叡珪調理事



表 3
智勝間質:p-オクチル'7~ノール

復帰変異試験結果表 1-1 
M-9 1-1 87 

検 体 sg，jix 復 帰 変 異 コロニー数〆フ'1.--ト

物 質 調 度 の 塩 基 対 置 憤 型 フレームシフト型

加川rト)有無 1Alω TAl535 腕 mA TA98 TA1日7

溶 媒尺 ー 123 1包 1117 9 13 (151士4 之げ1) 192  + 215 0) 8 ( 9土9 
10 

対 照 (124土 (包 1. 0) 

1.56 ー 1日 144 1145 3) 15 (Ml± 5 1L3 23 22(22訂± 516 .5) 
9 
( 8:t ( 141 :t 

3.13 ー 1泊(13313±2 14a8 i) 19 (151± 0 416 6) 羽(お 1土5 275 .a 141+ 4 11 ( 13 1. 7) 

6.25 ー 1必(1613土0 1151.2 心 14(15m ± 411 6) 28(お2土6 n 46) 15 〔12±12 3~O) I 
検 体 1乙5 ー l岱

(12412 ± 310.1 防
18 
(151± 4 Z14 3} ZI( 忽泊土 418 η 11 ( 10:t 1L1 7) 

笥 ー 138(12513土1 11705 .6 15・(li±9・ 210.2・) 18(222± 4 258 .3) 10・+4・ 310.5・) ( 8 

50 ー los-(11711土5・12a72・) 9・(10±9・ 1L1a ・ 16・2+5・Z179・) 9・+2・
主5){お ( 6 

ー

溶 媒¥ 187 (15714± 2 a141 3) 15 a14 a + (白 1土0 却
(394± 2 釘乙5) 

11 (141土3 419 2) 対 照

&お + 148(14915± 4 1445 6) 15(161土9 乙14@ 切(48~ 4Z5 5) ( 12 ~ 417 7) 
12.5 + 178(16416± 2 11513 7} 14 (181土9 2a1 s} 泊

( 48 印士 1釘1.1) 
13 
(9± 6 18 6) 

25 + 16(14214± 5 1319 1) ll i+ 6 215 1) お
( 話お土 却3.0) 

12 
(111± 3 2. 6) (口

検 体 却 + iE56l“ 土 lm t l) 14 ( 1 ( 15 ~ 015 .6) 却(38謁± 却之1) 
14 
(10± 7 310 .5) 

l制} + 1絹(14413土1 lug.i 6} 11 (16± 9 幻乱9) 38 
(釘 3±1 41 7 ( 7土5 z10 a 5.1) 

m + 94'(泊9土1・918・9 16・(辺2土4 480' ) 24寧(幻 3±1・n3.9 - 4-+  8・a43' ) ( 5 

名 称
S割以を

A陀 0.01瓜型 0.01 SA 0.5 AF2 0.1 組関
樋 必要と 温度 (TII/1¥rト)

しt.L~¥も

コオト ω( 6お6I±8 Uia4 a 6a11 a 2M (2おm± 5?2 印7
羽5410) お国(おお制土5 鈎1505.9) 性 の (別±

名 称
対 S制ixを

泊A1 ぬ 2 泊A10 泊A0.5 泊A2 
必要と 温度 (Oll/ブトト}

国 するもの

コな 窃 ('m7崎± 2413 助Ta1 l) 21612B± 1 2邸 幻3
322 46) 171 17+ 0 11502 .7) ( 2 (お4:t ( 164 

*:櫛撞拡産両E書



表 4
担験闘賞:p・オクチルフιノール

復帰変異試験結果表 1-2 
M-9 1-1 87 

検 体 s9ttix 復 帰 変 異 コロ-=---IV7t--ト

物 質 遭 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

加I/itrf-)有無 TA1∞ TA1Sお 腕 wrA T刷 TAl537 

溶 煤

I~ 11 土5 a17 o) ー
対 照 ( 11 

125 ー ロ
(ロ泊± a14 i) 

m ー 7 
(7± 6 1.5) 

別 ー 8(8士8 07 .a 

検 体 l脚 ー 2 
( 3:t as l) 

aoo ー 8・(101±1- iLOB ' 

溶 媒¥ 15 
( 17ロ± 

+ 2a4 2} 
対 照

125 + 14(16± 伍 am o 
m + 16(151土5 1L3 日

抑 + 12 
( 10'; a8 l) 

検 体 10∞ + 7 
(4± 3 Z2 6) 

制湖 + 7 
(8± 7 1.2) 

名 称
s9tixを

~ 0.01 般 0.01SA 0.5 A陀 0.1 剖A80
陽 必要と 温度(1'1/究pト)

しないも

ヨト

19) 
(19519土1 却13a 性 の

対
名 称

SSMiXを
ぬ l 泊A2 制 10 制 0.5 制 2

必要と 温度(周/ブトト)

国 するもの

ヨト
初(Zl3術± 忽247刻

*:榔臨注調聾



表 5
醤験捌賀:p-オクチJレフ~ノール

復帰変異試験結果表 rr-1 
M-9 1-1 87 

検 体 s9ttix 復 帰 変 異 コロニー数/フエート

物 賀 温 度 の 塩 基 対 置 検 型 フレームシフト型

加川Fト)有鯖 1A1∞ 1Al邸 腕 NrA TA98 TAl臼7
溶 媒

I~ 168 ( 1珂14土1 l5a .3} 18 ( 16 ~ 14 泊
( 21 ~ 21.1 0) 9 ( B士 17 .0) 

ー

対 照 2.1) 

1.56 ー i包(15517±2 212L} 9) 笥( 21 ~ 415 9) 25(泊3±2 31 6 
( 9:t a12 o) 3.8) 

3.13 ー 156(15214± 1 l1印0.0) 
19 
( 16 ロ土 主18的 15 

( 21 泊土 お5.3) 
5 (ロ 1±4 51.6 9) 

6.25 戸

151 (14313± 8 14a1 ω 13 ( 14ロ± a18 a 21 
(2S3土2 256 3 16 (131土3 Z11 B 

検 体 i之5 ー 14S (148lm ± 14a5 a 17+  8 49 9) 
話
( おお土 活6. B) 

7 
( 8土 19 .a ( 11 

笥 ー lお l位 1447 0} 19 (出2土 415 0) 17(242± 3 311 8) 6・(71±0・ ZT 6) (1431: 

50 ー
123・(1141白土・1095.m ・ IT(18U± ・4na ・ 23・(253±1・2429・) 2・(5±5・ 180・) 

ー

溶 媒

~ 1回(la}14土1 1l叩6.5) n (161± 6 21 田
{印 4±6 418 3) 

+ 11 
(辺 1土5 Z10 8) 対 照 ι9 

6.25 + 148 (15015土3 lm ai} 13( 却お土 2a1 a 41 持+ 之羽5) 11 (131土1 418 0) ( 41 

lえ5 + ig7(17316± 1 2i伺Ll) 14{18m ± 113 8) 6 
( 49 百土 474 .2) 11 (13± 15 之14l) 

25 + 1町( 1昆l詑土 2174 .3 口(161土7 L15 2) 38(475± 2 7日.6) 
11 10 

之15助( 12土

検 体 m + lS(158lm 土 l 白色η 24 (212± 4 114 8) 58 
(姐4土1 414 1) 12 (141± 3 Z17 6) 

l∞ + 151 5615土1 
( 1 1回9.2> 

ロ{141± 6 a 13 l) 38(泊4±8 37.1 9 17・(141土4・31.10-) 
捌 + l.a・(116u±r 1a148-} 7・(131±3- a19o・} 34・(担3土2・ 31・ 7・(71±1・430・) 1.5) 

S剃以を
名 称

陽 必要と 温度 (JJIノルト)
A陀 0.01 &¥ 0.5 A毘 0.01 AF2 0.1 組曲

しないも

コ之 河g(fmm±8 71914 .S l7B ( l百l邸土性 の i16L3 D ち3(7国74'
土
7 71576 .3) 

品47(4864421±6 お
478
お
.1) 

対 S割以を
名 称

必要と 温度(1J1/11rト)
割A1 ~2 ?M1O 制 0.5 2M2 

回 するもの

コ之 919(im釦±4 地19.1) 
241{m21± 3 m 

140) 
泊4(
却4m土
g 2
お
m
.3) 196(203泊土

8 部4
6.1) 

*:榔百般活調盟書



表 8
詔験贈賞:pーオクチJレフ.%.ノール

復帰変異試験結果表 IT-2 
M-9 1-1 87 

検 体 S剥U 復 帰 変 異 コロユー敏/7"Vート

物 賀 温 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

加rtI.rト)有無 TAlω TAl535 幡宮mA TA98 TAlS37 

溶 煤

I~ 15 
( 15 ~ 11 

ー

対 照 4.0) 

125 ー 21 
(14± 9 u t23 

m ー
7(10U ± 之11助

日陥 ー 6 ( 7l L8 2) 
検 体 l側 『 6 

(4± 2 Z4 O) 

2000 ー 10・1+1・1a6a ・( 12 

溶 媒

~ + 16 
( 17口± a17 a 対 照

lお + 21 
( 18 ~ a16 9) 

m + η 
( 13 f 413 ω 

別 + 7 
( 71 L6 O} 

検 体 l側 + 7 
( 6 ~ 1.5) 

加珂 + 
?(3土? 14.0-) 

s.<Mixを
名 称

閣 必要と 温度 (/lV/丸刈)
A陀 0.01 SA 0.5 仰 0.01 AF2 0.1 制却

しなLも

Jf芝ト性 の ロ4(l包1罰± 1105.4 8) 

対
名 称

~を

必要と 温度 (11'刈斗)
泊A1 ?M2 ?J.A 10 泊A0.5 2M2 

照 するもの

Jf玄 761 
( 711邸土 7511.5 0 

*=榔包殴注調理害
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