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変約

4-9on-oーク1,,‘Iールについて， SaLm.oneLLatyphimuriwn TA98, TAlOO, TA1535, TA1537 

及び Escherichiacoli WP2 uvrA―の 5菌株を指標とする復帰突然変異試験を実施した．

予備試験を 5000, 2500, 1250, 625, 313, 156, 78. L 39. 1 μ g/1レートの濃度で実施した

ところ， S 9 Mix非共存下についてはすべての菌株の 625μ,g/111ート以上で， S 9 Mix共存

下についてはWP2uvrかの1250μ g/111-~以上及び他の菌株の 62511g/1vート以上でそれぞれ

抗菌性が認められたただし． S9 Mix非共存下におけるWP2uvrAーの 62511g/11;ートでの

抗菌性は他の菌株に比べ弱いものであった．従って，本試験ではS9 Mix非共存下の

WP2 uvrA―について 1250,625, 313. 156, 78. 1. 39. I μ_ g/1日の 6濃度をその他の菌

株については 625.313, 156. 78. 1. 39. 1. 19. 5 μ g/1vートの 6濃度を設定した． S 9 Mix 

共存下についてはすべての菌株について 1250, 625, 313. 156. 78. 1. 39. 1 μ, g/111ートの

6濃度を設定した．本試験を実施した結果被験物質により誘発された復帰変異コロニー

数は，いずれのテスト菌株においても陰性対照値の2倍以上を示さなかった．

以上の結果から， 4-クUU-oークレゾールの変異原性は陰性と結論した
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ホオ料及び方法

1.試験物質

1.1被験物質

より入手したかりno-o-9VIール (LotNo. 純度93.9%)を

使用した被験物質は，融点40℃，沸点 220~225℃の白色結晶塊で，通常の取扱

い条件では安定であるなお本ロットについては実験開始前及び実験終了後に被験物

質製造者が分析したデータを入手し，安定であることの確認を行った．

化学名： 4-クno-oークVゾール
化学式： C7比CIO
構造式：

Cl 
分子量： 142.58
CAS No. : 1570-64-5 

1. 2対照物質

陰性対照物質及び陽性対照物質として下記のものを用いた．

使目的 対照物質名 略称 入手先 0ット番号 純度（％）

陰性対照 ジJfルスル本キシF DMSO 関東化学株式会社 603E2089 99. 7 

陽性対照 2-(2-JIJル）ー3-(5-こト(1-2- AF-2 和光純薬工業株式会社 PTQ1296 98. 0 
フリル）7クリル7ミF
了ジ化和lりL NaN3 和光純薬工業株式会社 KW86685 96. 5 
N—エチルーN, —こ卜n-N—こ HOソ ENNG Sigma Chemical Company 56F-3651 99. 0 • 
グ7ニジン
9-7ミ17クリジン 9-AA Sigma Che直icalCompany BOF-0186 99 
2-7ミ）7ントうセン 2-AA 和光純薬工業株式会社 TWH2355 95.0 

2. テスト菌株

2. 1テスト菌株 l.2) 

より 1983年 5月27日に入手した Salmonella

typhi叩Lrium.TA98, TAIOO, TA1535, TA1537及び

り1985年10月14日に入手した Escherichiacoli WP2 u.vrA-の5菌株を用いた．

これらの菌株の遺伝的特性は次表のとおりである．

よ
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付帯突然変異
菌株 変異遺伝子 突然変異型

修復 膜 R因子

TA98 his D UひrB rfa pKM 101 フレームシフト
TAlOO his G uvrB rfa pKM 101 塩基対置換
TA1535 his G uvrB ァfa 塩基対置換
TA1537 his C uvrB rfa フレームシフト
WP2 uvrA― tゅ E uvrA ＋ 塩基対置換

2.2特性検査

各テスト菌株についてアミノ酸要求性．紫外線感受性，膜変異，薬剤耐性などの遺伝

的特徴をロット毎に事前に調べ，これらの特性を備えた菌株を用いた．

2.3保存方法

液体完全培地により 37℃で8時間振盪培養した 4叫の各菌懸濁液に 0.35叫の割合

で DMSOを加えて， ドライアイス・アセトン中で急速凍結後，超低温槽で一80℃以下に

凍結保存した

3.培地

3. 1液体完全培地

ニュートリエントプロス (OxoidNutrient Broth No. 2; Unipath社， 0ット番号

067 54134) 25 gを 1£の精製水に溶解し．オートクレープ (121℃,15分間）で滅

菌した本培地は各テスト菌株の増菌用培地として用いた

3.2最少グ）t,:J-ス寒天平板培地

クリメディアAM-N培地（日清製粉株式会社， nット番号 ANSOOJJ)を購入し，使用

した．本培地は復帰変異菌の検出に用いた．

3.3 トップアガー

アミノ酸水溶液として，精製水を用いて D—ビオチン， L- ヒスチジン及び Lートリプ

トファンの 0.5mM混合水溶液を調製し， これをマイクロフィルター（孔径〇．45μ, m) 

でろ過滅菌後冷蔵庫に保管した．

精製水 100dに対して，粉末寒天 (Bacto-Agar; Difeo社， 09卜番号 37430AJA)

0. 6 g.塩化ナトリウム0.5 gの割合で加えオートクレープで滅菌し完全に溶解させ

る．その後上記のアミノ酸水溶液を 1/10量加えて混和し，約 45℃に保温した．本

培地は菌懸濁液被験物質溶液及びS9Mixと混合後，最少グルコース寒天平板培地に

，
 



重層するために用いた．

4. S 9Mix 

4. 1 S 9 

購入したS9（キッコーマン株式会社； 1994年10月 6日製造的卜番号 RAA-316)

を使用したこの S9は， 7週齢の雄の SD系ラットにフェノバルビタールを

30mg/kgで 1回， 60mg/kgで 3回， 24時間間隔で腹腔内投与し， 5,6-ベンゾフラボン

80mg/kgをフェノバルビタールの第 3回投与時に 1回併用投与して作製した肝ホモジ

ネートの9000Xg遠心上清分画である． S 9は一80℃以下で保存した．

4. 2 S 9 Mix 

S 9 Mix 1叫あたり以下の組成で調製し．使用時まで氷中に保存した．

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
{3-NADPH 
{3-NADH 
ナトリウムーリン酸緩衝液(pH7.4) 
滅菌精製水
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5.試験方法 3)

5. 1被験物質溶液及び陽性対照物質溶液の調製

被験物質を所定濃度で DMSOに溶解し． これを同じ溶媒を用いて希釈し，各濃度の被

験物質溶液を調製した．調製に際して，純度換算 (93.9%)を実施した．

陽性対照物質の NaN3は，注射用水（株式会社大塚製薬工場）にその他は DMSOに

溶解した

5.2被験物質濃度

予備試験を 5000.2500,. 1250, 625. 313. 156, 78. 1. 39. 1 μ g/111-~の濃度で実施し

たところ， S 9Mix非共存下についてはすべての菌株の 625μ_ g/1vート以上で． S 9 Mix 

共存下については WP2u.vrA―の12soμ_ g/1vート以上及び他の菌株の 625fl. g/1レート以上で

それぞれ抗菌性が認められたただし． S9 Mix非共存下におけるWP2uvrかの

625 μ g/1レートでの抗菌性は他の菌株に比べ弱いものであった従って，本試験では

S 9 Mix非共存下の WP2uvrA―について 1250.625. 313. 156, 78. 1. 39. 1 μ g/1レート

の6濃度を，その他の菌株については 625, 313. 156. 78. 1. 39. 1. 19. 5 μ_ g/1レートの

1 0 



6濃度を設定した S 9 Mix共存下についてはすべての菌株について 1250.625, 313, 

156. 78. L 39. 1 μ g/111-}の6濃度を設定した

5. 3被験物質溶液の濃度確認

本試験1回目に用いた最高及び最低濃度の被験物質溶液について濃度分析を実施し，

いずれも所定濃度の100士5％以内であることを確認した (12頁補足資料参照）．

5. 4復帰突然変異試験

試験はプレインキュベーション法で実施した．

凍結保存された各種の菌懸濁液20μ £を液体完全培地10叫に接種し． 37℃で8時間振

盪培養した菌懸濁液は菌濃度を測定した後，試験に使用した．滅菌した試験管に被験

物質溶液 0.lTriを分注し． S9Mix0.5戒と菌懸濁液 0.1叫を加え， 37℃で 20分間振

盪し，プレインキュベーションを行った S 9 Mixを共存させない場合には， S 9 Mix 

の代わりに 0.lMナトリウムーリン酸緩衝液(pH7.4) 0.5叫を加えた．プレインキュ

ベーション後， トップアガー2mlを上記の試験管に加えて混和し，最少グルコース寒天

平板培地に重層した．重層したトップアガーが凝固した後， 37℃で48時間培養し．復帰

変異コロニー数を数えた．計測は自動コロニーカウンターで行った．同時に実体顕微鏡

を用いてバックグランドの菌の生育を観察し，被験物質の抗菌性の有無を調べた予備

試験は各濃度あたり 1枚のプレートを使用した．本試験は各濃度あたり 3枚のプレート

を用い， 2回実施した

5.5試験結果の判定基準

被験物質処理プレートにおける復帰変異コロニー数（平均値）が陰性対照値の2倍以

上を示し，明確な用量相関性及び再現性が認められる湯合に陽性と判定する．

結果灰こ疇吉言命

結果を別表1~3及び図 l~10に示す．

本試験 1回目及び2回目における被験物質により誘発されたテスト菌株の復帰変異コ

ロニー数は． S 9 Mix非共存下及び共存下のいずれにおいても，陰性（溶媒）対照値の

2倍以上を示さなかった

すべてのテスト菌株のS9 Mix非共存下及び共存下において抗菌性が認められた．

以上の結果から. 4-ク00-o-WI-)しの変異原性は陰性と結論した．
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呻早査＊斗

本試験 1回目に調製した最高及び最低濃度の被験物質溶液を分析したその結果を下

表に示す．

単位： mg/ml

濃度設定 12.5 0. 195 

分析結果 12.4 0. 192 
12.4 0. 195 

MEAN 12. 4(99) 0. 194(99) 

かっこ内は設定濃度に対する割合（％）を示す．
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別表 l
予備試験結果表

被駐門勿質＿の］名称 4 -9 口 a-o-?v 'J"'—ル (No. 4L425) 

被濃験物度質 復帰変異数(J n.:. —数／ 7 ゜レート）
S 9 Ii i X 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

(μ g / 7° vート） TAlOO TA1535 JP2 uvrA TA98 TAl537 

溶媒対照
69 

~ ! 6 9 ~ 
4 44 14 

~ ! l 4 5 
5 

{ t 4 } ~! 445 ~ t 5 ~ 
74 5 

{ ± 

38 l 5 
{ ±l 5) 

4 
3 9. I { ±74~ 55 ~± 38) { ± 4 j 

69 7 
7~ 
53 

~+ 53~ 
， 
{ ± ，｝ 

4 
7 8. 1 { +6 9} { ± ｛ ＋ 45 

68 
｛十 685
， 45 l 4 

{ ±14 ~ 
5 

1 5 6 
{ ± 9~ { ±45~ ~ ± 5 5 

44 10 
~ ± l O 5 

50 
~! 50~ 

1 l 
f ± 1 1 ~ 

7 
3 1 3 { ±44~ { ± 7 } 

6 2 5 
O* 
{ :!: 0 ~ 

O* 
{ :!: 05 

9* 
{ i 9~ 

O* 
｛ ！ 0 ~ 

O* 

f ± 0 ~ 
0* O* O* O* 

0~ 
O* 

1 2 5 0 
{ ± o l { ± 05 { ± -05 { ± ｛ ！ oj 
O* O* O* O* O* 

2 5 0 0 ~ + 0~ ｛ ＋ 0~ ~ t 05 { ± 0~ { t 0~ 

o* ~ + O* 
0~ 
O* 

05 
O* 

0~ 
O* 

5 0 0 0 0 ~ f ± ｛ ＋ ~ ± ~ ± 05 
溶媒対照

69 
~+ 69~ 

14 
{ ±14~ 

52 27 
~± 27~ 

13 
{ ±52~ { ±I 3 5 

3 9. 1 
108 f±108~ 

， 
{ t 9~ 

43 
{ t 43} 

24 
~ ± 24 ~ 

7 
{ ± 75 

7 8. 1 
92 

~t 92) 
13 
{ t l3} 

. 5 3 
{ t5 3} 

22 
{ t 22} 

6 
{ i 6~ 

91 
l 6 • { t l6} 

58 1 2 
~± 12) 

5 
1 5 6 

~! 91~ { ±585 { t 5 ~ 
81 3 43 20 

{ ±20~ 
l l 

＋ 3 1 3 ~ + 8 l ~ ｛ ！ 3 } ~± 43~ f ±11 5 
6 2 5 24* ~+ 24l 

2* 
{ + 2~ 

24 
f+ 24~ 

I 9 
{ ±l9l 

3* 

f t 3~ 
O* O* O* O* 

0~ 
O* 

1 2 5 0 ｛ ＋ 0 ~ { ± 0~ { ± 05 ~ ± ｛ ！ 05 
2 5 0 0 

O* 
{ ± 0 ~ 

O* 
｛ ！ 0~ 

O* 
{ t 0~ O* { ± ol 

O* 
{ ± 05 

5 0 0 0 
O*C 

~ + 0~ 
O*C 
{ t 0~ O*C~± 05 

O*C 
{ ! 0~ O*C?± 0~ 

陽性対照

(u 濃g/ 7 ．度"―卜）

コ｝ ―一数レ7 -卜 ｛ ｝ t ｝ ｛ ｝ f ｝ ｛ ｝ 
陽性対照

＋ (μ g 濃/7゚ 度レート）

J ｝ ―一数J., 
7 ート ｛ ｝ ｛ ｝ f ｝ t ｝ ｛ ｝ 

（備考 ） ＊ ：抗菌性が認められた． （ 平均値）
C:沈殿物が認められた．
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別表 2
試験結果表（本試験 1)

被験物質の名称 4-9 nn-0ークVJ'ール (No. 4L425) 

被験物質 復帰変異数(JOニー数／7"vート）
S9Mix 濃度 塩基対置換型 フレームシフト型

(/J.g/7゚レート） TAlOO TA1535 胃P2uvrA TA98 TA1537 

8796 5 0 ((t 848) ) 
1 I 

3240 7 2 ((! 338) ) 2112 2 5 ((± 165) ) 手溶媒対照 7 8 ((± 92) ) 8 ((± 63) ) 

i i { t 7 { } 1I h B 14 
} 3 { t f } 1 9. 5 ｛ 5 l I ~±1~5 

3 9. l 78 84 1 I ((! 797) ) 
l{ 
l o { t>} i 28 f { t 3 } } I 118 8 I ((± I 64) ) 5 2 9 ((! 45) ) 

8795 9 2 ((! 857) ) 8 3 7 ((! 63) ) B 33 ~t 3B 
24 

4 7 6 ((! 26) ) 7 8. 1 112 2 ((± 176) ) 

1 5 6 i 7f 5 { t 8 i } 1i 6 { i l ! } 2i 5 i { t 2 i i H ， ~t 1B | { t g } 
3 1 3 甘{t 6 i } :1 ~! 1B ii f士 3i } 1J ~± ! } 4 6 6 ((± 51) ) 

じ{t ! } ! : { i ! } 12* !: { i g } OOO* * * ((! 00) ) 6 2 5 47* * ((! 84) ) 

1 2 5 0 ｛ ｝ ｛ ｝ OO0* * * ((t oO) ) ｛ ｝ ｛ ｝ 
溶媒対照 !i { + ff } I， ~ f ! 1B 422 28 8 { ±3 38) ) 22 14 8 5 ((± 2 2 7 } 13 I L 1R~ 

3 9. 1 1iSl 9 ((! 929) ) l 7 t { ± B ! ! { i f ! } ii fi 2B 3 { { i ; } 
7 8 _ 1 :n h1m i h B ii { i fi } l i { t l f } l~ ， ~! !~ 

1 5 6 !! { + 9 B I13 5 O ((t 94) ) n 47 (< ! 3l63) ) i i { i 2 i i 1¥ 7 [!忍｝
＋ 

ii { t ff } 114 9 0 C (i 131) ) i 39 6 { t 3 ! } 2l i 7 { t 2! S lj 3 1 3 4 ((± 46) ) 

6 2 5 屈{t f B ! 6 f ± ! } ii { t m l i : { t l i } i : {, f } 
I 2 5 0 !: { ± ! } じ{t ! } OOh * * ((± 00) ) 〇OO事* * ((! 00) ) OOO* * * ((! DD) ) 
陽性対照 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9-AA 

(pg濃/7・度レート） 0. 0 l o. 5 2 0. l 80 

コロIニーJ数• "ート
4m 46 ((± m49) ) m f±2m H53I 6 c (! 49391) ) 42 ！ 447 4 ((±44293) ) ! ! ! { t 7 i i } 

陽性対照 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

＋ (pg濃/7・ 度"ート） l 2 l 0 o. 5 2 

JnI ..:—7 数• vート 眉?i8mi i ! { t 3 ! i l l 64 i i { ! 7 i { } 捐?t3m l i i { t l i ! } 
（備考） ＊：抗菌性が認められた． （ 平均値）

（土標準偏差）

AF-2 : 2-(2-7リJl,)ー3-(5-ニト[J-2-711/11)7クリル7ミト『． NaNJ : 7~.. ィヒナトリり K.

ENNG : Nーエ ”-N' —ニト n-Nーニト 0‘／ク ~7ニッ令ソ． 9-AA : 9-7ミ17りリシ°ン， 2-AA : 2-7ミ／1 y卜うセン
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別表 3
試験結果表（本試験 2)

被験物質の{5称 4ークnn -0-9 V 1 0 ール (No.4L425) 

被験物質 復帰変異数(Jaニー数／7° vート）
S9.Mix 浪度 塩基対置換型 フレームシフト型

(μg/7゚レート） T A l o o TA1535 JP2 uvrA TA98 TA1537 

7877 7 6 ((! 806) ) 113 9 2 (C! I 2I) ) i息 ｛ 26 ｝ l i ｛ l l ｝ 3 溶媒対照 4 7 ((± 25) ) 25 ! 6 I 4 ± 3 

8773 0 3 ((! 754) ) 
1 

1116 2 4 ((t )4) 2) 4 3 5 ((! 4l) ) l 9. 5 9 8 ((± 81) ) ｛ ｝ 
3 9. 1 8~~ 0 ((l 792) ) ll 3 8 l ((l l 3l) ) 2319 7 6 ({ ! 2I7O ) l 1115 5 3 ((! 10 I) i 2 ((! 3l) ) 
7 8. 1 <6t9 ((; 1 88) ) I 9 8 0 ((; 9l ) l 2I 18 6 9 ((! 241) ) 2 1↓3 ?! IB ! { j i } 
1 5 6 74 786 5 ((! 786) ) 19 6 0 (Cl 82) ) 2 228 5 l (C i 245) ) 1113 5 1 ((! 13 2l ) 2 5 4 (f (42) ) 

-6779 8 2 ((! 763) ) 
i o 22 

18 0 9 ((! 9I) ) 4 7 4 (i (25) ) 3 l 3 8 9 ((± 91) ) 219 3 ((±221) ) 

6 2 5 0 OO* * * ((! 00) ) O00* * * ((i 0o) ) 
l ！ ＊ 
* * ((± 63) ) OOO* * * (Ct OO) ) OOO* * * ((! 0O) ) 

1 2 5 0 ｛ ｝ ｛ ｝ i : { ! ! } ｛ ｝ ｛ ｝ 
溶媒対照 計86 (! (85I) ) l 19 5 1 (! C 132) ) 2225 3 6 (± (252) ) 2116 7 7 (t (205) ) } 8 { ± ; } 

1880 3 6 I (! (9100) ) 
10 

3226 8 5 ((! 306) ) 21I 6 9 0 ((± l82) ) l i ｛ 6 ｝ 3 9. l 8 9 (C ±91) ) 3 土 4

7 8. 1 19905 2 3 (! (976) ) 7 ， 9 (! (8Ll ) 3234 7 2 ((! 371) ) 2230 3 4 ((±267) ) 4 t { t g s 
＋ l 5 6 9997 2 1 ((±933) ) 18 8 5 ((! I4O) ) 3222 5 1 ((±266) ) 2i 6 i f ± I t } :i ~! 1g 

3 1 3 l l i 19 0 ((! 1069) ) ， 9 { f f i 3228 5 8 ((±304) ) 2竹7 ((! 225) ) 10 6 8 ((±82) ) 
6 2 5 1 13* 93* * ((f 12 2} 22l* * * (! (2I) ) 2117 2 7 (! (198) ) 442* * * ((t 3l) ) OOO* * * ((± 0O) ) 

! : { i | } O0O* * * (f (00) ) O!: * f i | } 0OO* * * ((! OO) ) O* 1 2 5 0 OO* * ((± 00) ) 

陽性対照 AF-2 N a N :, ENNG AF-2 9-AA ， ．度
(JL J t,-卜） 0. 0 l 0. 5 2 0. l 80 

]~/ ニー7数Q J.,-ト HI ~t 5m m ~i 3W i 
39 

} ! { ±5l~s i 4i 0! 2 { (! 4J1 77) ) !389I 9 c (! 45562) ) 
陽性対照 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

＋ (μ g濃/7 ° 度V-t) l 2 10 o. 5 2 

Ja/ .:.—7 数Vート
110095898 8 9 (1(! 04788) ) i i i {, 4 i i } 印753 ((± 70543) ) i ! } ｛ 3 l 4 ｝ i 1! 4} 0 ((! 1 5 121) ) 401 ± 6 

（偏考） ＊：抗菌性が認められた． （ 平均値）

(±標準偏差）

AF-2 : 2~(2- JリAt)ー 3-(5- ニト □ -2-7 リ,Li)了クリル了ミト~. NaN3 : 了：1..ィヒナトリりム，
ENNG : N-1 fJ\, ~N' —二ト n -N—ニトロ‘),. 7こ：）ヤ．）， 9 -A A : 9 → 1ミ/1クリッ・ 1, 2 -A A : 2ー了ミ／1ントうセソ
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図 1 （本試験 l)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール No. 4L425 

量ー反応曲線 (TAlOO)  

（コロニー数／プレート）
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図 2 （本試験 1)

被験物質名： 4 -クロロー。ークレゾール No. 4L425 

量ー反応曲線 (TA1535)  

（コロニー数／プレート）
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図 3 （本試験 1)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール

量ー反応曲線 (WP2  uvrA)  
（コロニー数／プレート）
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図 4 （本試験 1)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール No. 4L425 

量ー反応曲線 (T A 9 8) 

（コロニー数／プレート）
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• S9-
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19.5 39.1 78.l 156 313 625 1250 (μ g／プレート）
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図 5 （本試験 l)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール No. 4L425 

量ー反応曲線 (TA1537)  

（コロニ＿数／プレート）
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図 6 （本試験 2)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール No. 4L425 

量ー反応曲線 (TAlOO)  

（コロニー数／プレート）
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図 7 （本試験 2)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール No. 4L425 

量ー反応曲線 (TAI  535)  
（コロニ～数／プレート）
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図 8 （本試験 2)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール

量ー反応曲線 (WP  2 

No. 4L425 

u v r A)  

（コロニー数／プレート）
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図 9 （本試験 2)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール

量ー反応曲線

No. 4L425 

(T A 9 8) 

（コロニー数／プレート）
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図 10 （本試験 2)

被験物質名： 4 -クロロー 0 ークレゾール No. 4L425 

量ー反応曲線 (TA1537)  

（コロニー数／プレート）
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