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【要約】

トリプロピレングリコールの変異原性の有無について、細菌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。

検定菌として、 Salmonellatythimuγium TA100， TA1535， TA98， TA1537および

Bscheγichia coli WP2ωγAを用い、直接法および代謝活性化法のいずれも、用量設定試

験では 50-5000p:g/プレート、本試験は 312.5-5000p:g/プレートの用量で試験を実施した。

その結果、 2回実施した本試験において、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再現性のある増加が認められなかったことから、トリプロピ

レングリコールは、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、トリプロピレング

リコールについて、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、時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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〔検定菌〕

【材料および試験方法】

Salmonella ty合himuγiumTA100 
SaLmonella typhimuγium TA1535 
Escheγichia coli WP2 uvr A 
SaimoneLla tyPhimuγiwn TA98 
Saimonella typhimurium TA1537 

S. tYPhimuγium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. col i WP2ωγA株は1979年5月9日に

を受けた。

検定菌は、 -800C以下で凍結保存した。

から分与

試験に際して、ニュートリエントプロスNo.2 (OXOID， Lot番号 8-1674/1および

8-1674/2)を入れたL字型試験管に種菌を接種し、 370C、10--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〕

トリプロピレングリコール (CASNo. 24800-44-0、以下TPGと略)は、分子量 192.26 

の無色透明の液体である。純度98%以上のもの(ロット番号:

)を から供与された。被験物質は、使用時まで冷暗所にて保

管した。

TPGは、蒸留水に 50mg/mi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、純度換算は行わなか

っfこ。

秦野研究所においてTPGの蒸留水中での安定性試験を高濃度 (50mg/mi)および低濃

度 (3mg/m1)の2濃度について、室温遮光条件下で実施した。その結果、調製後4時間

における各 3サンプルの平均含量は、それぞれ初期値(0時間)の平均に対して、 99.6 

および 101%であった。これらの値は、当研究所で規定した許容範囲内にあった

(Appendix 1)。

また、本試験に用いた調製検体について、含量測定試験を行った結果、 50mg/m1溶液の

含量は既定濃度に対し、 102--104%、3.125 mg/m.P溶液は、 106-..107%であった。これら
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の値も当研究所の規定した許容範囲内であった (Appendix2)。

以上の結果から、 TPGは水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。
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〔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 (8)を容量比 10:1の割合で混合した。

(A) /1外.7jj-(Difco) 0.6% (8) レヒスチタン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% ビオチン 0.5 mM 

本: WP2用には、 O.5皿Mレ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(用量設定鼠験においてはロット番

号:DJ030BH， 1992年5月14日製造、本試験においては、ロット番号:DJ040 IH， 

1992年 9月 4日製造、再現性試験においては、ロット番号:DJ050JH， 1992年10

月12日製造)を用いた。なお、培地 1ftあたりの組成は下記のとおりである。

硫酸マグネシウム・7水和物 0.2 g リン酸水素アンモニウムナトリウム・4水和物 3.5g

?エン酸・171<和物

IJン酸水素ニカリウム

2 g グルコース

10 g )~~ト 7ガー (D i f co) 

20g 

15 g 

径 90mmのシャーレ 1枚あたり 30miを流して固めてある。

-4-



3) S9混液(1 mJ?中下記の成分を含む)
唱R・
S9 0.1 mi NADH 4μ 田01

塩化マグネシウム 8μ皿01 NADPH 4μ 田01

塩化カリウム 33μ 皿01 O.2Mリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 0.5 mi 

グルコース・6リン酸 5μmol 

村:7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノパルビタールCPB)および5、
6-べンゾフラボン(BF)の併用投与で酵素誘導して作製した S9(キッコー
マン側、ロット番号 RAA-280、1992年 7月24日製造、 RAA-284，1992年10
月30臼製造および RAA-285，1992年11月初日製造)を用いた。 PBおよびBFの
投与量は 1日目 PB30 mg/kg、 2日目 PB60皿g/kg、3日目 PB60田g/kg
および BF80皿g/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 2mi、被験物質調製液 o.1 mi、リン酸緩衝液 0.5mi (代謝

活性化試験においては S9混液 O.5 mi)、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蒸留水、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
0

C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 1回、本試験は同一用量につい

て2回実施し、さらに再現性試験を行い再現性の確認を行った。

(判定基準〕

用いた 5種の検定菌のうち、 l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の平均値が、陰性対照のそれに比

べて2倍以上に増加し、かっ、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、信頼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〕

結果を Table1に示した。 TPGについて、 50-5000p.g/プレートの範囲で公比約3で試

験を実施したところ、すべての検定菌の直接法および代謝活性化法において抗菌性は認め

られなかった。

以上の結果から、本試験における最高用量を直接法、代謝活性化法ともにすべての検定 f 

菌で 5000p.g/プレートとし、公比2で5用量を設定することとした。

(本試験〕

TPGについて、直接法、代謝活性化法ともに 312.5-5000pg/プレートの範囲で2回

の試験を実施した。結果を Table2、3に示した。 1回目の鼠験においては、 TA1535

の直接法の最高用量の 5000pg/プレートおよび TA1537の代謝活性化法の 312.5および

2500 pg/プレートの用量において、陰性対照群の 2倍を超える変異コロニー数が計測され

た。その他の検定菌については、直接法、代謝活性化法のいずれにおいても変異コロニー

数の増加は認められなかった。

2回目の試験においては、 TA1535の直接法の 312.5pg/プレートの用量においてのみ陰性

対照値の 2倍を超える変異コロニーが計測された。その他の検定菌については、直接法、

代謝活性化法のいずれにおいても変異コロニー数の増加は認められなかった。

〔再現性試験〕

2回の本試験で TA1535の直接法および TA1537の代謝活性化法で認められた陰性対照

値の 2倍を超える変異コロニーの出現については、再現性試験を実施した。 TA1535の

直接法においては、異なった用量で陰性対照群の 2倍を超える変異コロニー数が認められ

たことから、 2回の再現性試験を実施した。結果を Table4、5に示す。その結果、

TA1535の直接法および TA1537の代謝活性化法のいずれの用量においても、陰性対照

群の 2倍を超える変異コロニーの増加は認められなかった。
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以上の結果から、本試験における陰性対照値の 2倍を超える変異コロニーの出現には用

量依存性が認められず、また再現性も得られなかったことから、陰性対照値の低いことに

よる偶発的なものであると考えられた。

TPG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、 TPG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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Table 1. Results of preliminary cytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 
tripropylene glycol 

w1白(+)ぽ T邑1副bmoc:e Numbc:t of rev冒祖描(Dtmbc:r0(副 onlcs旬以.M凶 1土 5.0.)

wi由∞t(・) 企民 8uc. palr刷 b凶回虫剤type Framesh 1ft t)伊

S9 Mlx ωglp凶ε) TAl∞ TAlS3S WP2uvrA TA98 TA1537 。 133 114 126 13 9 13 2.0 14 14 21 26 14 9 6 7 

( 124土 9.6) 12土~) 16ま 3.5) ( 20ま 6.0) 7ま 1..5 ) 

50 110 13 7 21 13 

150 lG4 8 7 22 6 

soo 121 11 14 21 2 

S9Mix lヌ均 108 19 s 17 4 

(・) 筑胸 152 17 10 11 3 

， 

。 123 148 141 20 14 18 13 11 9 35 32 24 11 10 6 

( 131土12.9) 17土 3.1) 11ま 2.0) ( 30土 5.7) 9土 2.6) 

50 142 12 28 お 18 

150 119 22 27 29 1.5 

筑泊 147 13 17 30 11 

59恥fu 1S<泊 129 15 26 44 12 

筑間 136 15 20 18 18 

I Posiove 。個ical AF2 SA AF2 AFl 9A入

;∞凶叫 日誌cu!g Iphue) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

] S9M江(ー) Numbc:r of 535 533 SOI 205 181 196 17~ 176 190 
? 

∞b凶ロIpla匂 ( 523土19.1) ( 194土12.1) ( 180ま 8.7) (却5土1&.0)1 (3415= 169.5 ) 
jPos同v'c CkmiaJ 2λA 2AA 2AA 2AA 2人人

∞ロ町d 以渇c(J.1g IpLatc:) 2 10 0..5 2 

151 {117724主j1LI9J4111 
: S9 M江(+) Numbc:r of 481 424 456 277 218 191 421 425 4U 240 泊2 208 

∞，¥ocl包 Ip¥lte ( 454土28.6) ( 232土43.1) ( .(幻土 2.1) ( 217= 20.4) 
一一

人F'l:2-(l-F山yl}-3・(5.凶ロ0・2.furyl)6crylamide. SA: sc刈iu皿 azi也. 9AA:9・Amiooaロidine.1AA:. 7.・人m凶白nthnε.c::ne



Table 2. Results of bacterial reverse mutation assay ( 1 ) with tripropylene glycoI 

wi也(+)町 Tc:st釦bsuo民 Numbc:r of rcvcrtan包(numberof∞i捌C!lJ'凶.M佃 1玄 S.O.)

wl也∞t(・) da;e B魁e• p&lr substi也討∞type Frmlc.shlf¥ tYPC 

S9Mlx (μg Iplate) TAl∞ TA153S WP2uvrA TA98 TAlS37 。 lS1 169 164 12 11 8 25 14 u 16 19 27 11 11 10 
( 161:土 9.3) 10土 2.1) 19ま 5.6) ( 24土 4.4) 11:t 0.6) 

312.5 149 164 149 22 16 16 2S 22 17 26 16 13 14 9 7 

( 154土 8.7) 18ま 3.5) ( 21ま 4.0) 18土 6.8) 10土 3.6) 

位5 159 139 140 17 IS 12 17 28 16 14 31 25 6 11 8 

( 146土11.3) 15土 2.5) ( 24ま 5.9) ( 23土 8.6) 8土 2.5) 

lおO 171 151 H氾 13 26 8 23 18 21 26 21 25 IS 10 8 
( 161土10.0) 16ま 9.3) 21ま 2.5) 24ま 2.6) 11:土 3.6) 

S9Mix 25∞ 161 147 146 11 12 11 19 22 20 2A 29 23 10 g 8 
( 151土 8.4) 11:土 0.6) 20ま1.5) ( 25土 3.2) 9土 1.2) 

(・〉 託制 1幻 142 154 21 20 19 20 19 22 26 25 2S 9 9 11 

( 140: 15.6 ) ( 20ま1.0) ( 20ま1.5) ( 2Sま 0.6) 10土 1.2 ) 

。 151 156 153 20 19 18 20 20 20 27 26 27 s 7 6 
( 155土 2.1) 19土1.0) ( 却ま 0.0) 27ま 0.6) ?土1.0) 

312.5 133 142 131 20 16 11 22 34 20 46 30 3S 19 11 17 

( 135土 5.9) 16土 4.5) ( 25ま 1.6) ( 37土 8.2) 16土 4.2) 

625 174 150 1刀 14 13 20 26 28 21 44 27 43 9 11 9 

( 1“土 13.6) 16ま 3.8) ( 2Sま 3.6) ( 38土 9.5) 10土 1.2 ) 

1250 156 169 159 18 19 11 18 15 17 31 31 34 8 15 12 

( 161:土 6.8) 16:t 4.4) 17:1: 1.S) ( 32ま1.7) 12土 3.5) 

S9恥也x ぉ∞ 145 164 159 16 12 18 21 幻 32 33 40 38 14 17 13 

( 156土 9.8) ISま 3.1) ( 25ま 5.9) ( 37土 3.6) 15土 2.1) 
ー

(+) 5αぬ 144 145 lSS IS 9 IS 19 24 24 29 40 47 10 12 12 

( 148土 6.1) 13土 3.5) ( 22ま 2.9) ( 39土 9.1) 11.:t 1.2 ) 

F凶 itivc Olanical AF1 SA AF2 AF2 9AA 

∞otrol ロぉcωgIpl.ue) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

I S9 Mix (・) Numbcr of ω6 612 613 152 ISS 154 232 251 211 620 647 671 2837 2633 2595 

∞同話回IpJa匂 ( 624土19.3) ( 164土18.5) (おiま却.0) (似6土26.0) (お88::130.1 ) 

I pos抵vc 白anical 2M  2M  I 2M  2M  2M  

Sz9mMu叫江 (+) 
ロ蹴 ~gJpl.atc) 0.5 2 

Numbcrof 615 “7ω2  154 151 165 1 749 773 721 195 181 143 146 179 190 

∞10凶~/pl_l~ ( 628土34.4) ( 157土 7.4)1 (748ま26.0) ( 173:: 26.9 ) ( 172土 22.9) 
人民:2.{2-F凶yl)-3・6・nitro-2・f山yl)acrylamidc. SA: Sωi山nazldc. 9AA: 9・Amioc:滝口1dine.2AA: 2・Am回oanthnιaJC



Table 3. Results of bacterial reverse mutation assay ( 11 ) with tripropylene glycoI 

With (+)町 Tcst副bstana: Numbc:r oC rcv回也市(nWlbc:rof∞lon.lcsI p¥.ue . Mc.an土 5.0.)

wi出∞t(・) 盆鼠 81:民-palr5ub柑凶∞type Frameshlftザ同

S9 Mix U!g Iplate) TAI∞ TAJS3S WP2uvrA TA98 TAIS37 。 139 134 158 11 12 8 16 19 16 28 30 27 9 9 11 

( 144ま12.7) 10土 2.1) 17ま J.7) 28土1.5) 10土 1.2 ) 

312.5 133 154 143 19 23 I8 19 16 25 l4 33 31 5 13 13 

( 143土10..5) 却土 2.6) 20:1 4.6) ( 29土 4.7) 10 :!: 4.6 ) 

625 131 114 l~S 22 15 20 17 23 21 25 28 22 14 16 11 

( 130土15.5) 19土 3.6) 20ま 3.1) 2S土 3.0) 14土 2.5) 

12却 144 135 1釦 24 16 11 27 22 17 31 26 29 24 l2 7 

( 143土 7.S) 19土 4.4) 22ま 5.0) ( 29:: 2.5) 14= 8.7) 

S9Mix 2.s(泊 122 136 13i 13 23 21 21 16 19 30 37 28 12 13 11 

( 132土 8.4) 19土 5.3) 19ま 2.5) 32土 4.7) 11ιー4 1.0 ) 

(・) 氏目。 127 
1“ 134 17 11 20 32 22 2S 29 24 27 4 7 7 
( 136土 9.6) 16土 4.6) 26ま 5.1) 27::t 2.5) 6土 1.7 ) 

。 125 149 152 21 16 10 19 28 19 38 51 34 18 9 15 

( 142:t: 14.8 ) 16土 S.S) ( 22ま 5.2) 41土 8.9) 14土 4.6) 

312.5 1&3 192 134 19 12 21 27 27 26 37 52 39 13 11 13 

( 170土31.2) 17土 4.7) ( 27ま 0.6) 43土 8.1) 12土 1.2 ) 

625 139 1却 146 23 28 22 19 16 19 40 53 50 13 

( 145土 5.6) 24土 3.2) 18ま1.7) 48土 6.8) 13土 2.0) 

1250 152 165 133 16 12 18 27 21 22 41 39 42 12 11 8 

( 1却土 16.1) 15= 3.1) 23ま 3.2) 43ま 4.0) 10= 2.1) 

S9M江 25∞ 151 165 137 18 19 17 21 17 19 36 12 

( 151土14.0) 18土1.0) 19ま 2.0) 42土 6.0)1 ( 12= 
武田ぬ 155 164 156 9 16 20 17 21 22 44 

( 158土 4.9) 15土 5.6) 20ま 2.6) 45 :: 6.6) I (18土 3.5) 

l iP田'os町idv1e cb回 lical AF2 ~ AF2 AF1 9M  

日誌εU1slplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

59 Mix (・) Number o( 5&6 611 614 308 293 274 192 185 179 

∞10凶esI platc (氏)6土 17.1) (お2士17.0) ( 185ま 6.5) ( 618::: 18.3 )1 (3026土201..5) 

P民国vc o.cnia! 2入入 v...入 V...A 1AA 立λA

∞ロtrol 日高c(JJ~ Ipl且tc) 2 10 0.5 2 

S9 Mix (+) Number o( 889 769 794 283 139 280 676 518 615 321 361 :>“ 
∞10凶~pla~ ( &17土63.3) ( 267土24.6) (ω3ま79.1) ( 349土24.7) ( 199土 10.5) 

AF2:2-(2・F山yl)-3・0・nitro・2・furyl)9crylunioc:.SA: Sodium azide. 9AA:. 9・Aminoaロidine. エι~2・入m凶但nthπεαle



Table 4. Results of bacterial reverse mutation as鈎 y( confirmation test 1 ) with tripropylene 

glycoI 

Wl也(+)町 Tcsl回bm.DCε Nwnbc:r o( rcvc:r1an1S (Dwnbcr of∞加畑Iplate ， MeanまS.O.)

wt曲ωtι) do5e Bue・pmsu福山瓜.011type Fnmeshl!¥ type 

S9Mlx {μI Jplatc) TAl∞ TA153S WP2uvrA TA98 TAI537 

。 17 19 16 

17:t 1.5) 

312.5 17 20 13 

17ま 3.5) 

625 17 9 12 

13ま 4.0) 

1250 14 10 14 

13ま 2.3) 

59Mb: 25∞ 15 14 15 

15土 0.6) 

t・3 ヌ泊。 14 11 16 

1..ま 2.5) 

。 10 13 8 

10土2.5)

312.5 9 16 7 

11土 4.7) 

625 9 14 12 

12ま 2.5) 

12.50 13 14 16 

14土 1.5 ) 

59Mb: 2∞ 19 13 14 

IS土 3.2) j 

(+) 京X泊 13 11 20 

15土 4.7) 

F国 ltivc 白血ial AF2 SA AF2 AF2 9AA 

民旭む'01 D謁e(μg /platc) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

59 Mixω Numberof 161 178 163 

∞加首e:sI plate ( 161土 9.3) 

Posltivc αcmk:a.l 2AA 2M  2M  2M  2M  

∞位。i D情 c(μg tplatc) 2 10 0.5 2 

59 Mix (+) Numbc:r of 316 ヌ)6 2.83 

∞)0凶e:sI plate 
一一

(却2土 16.9) 

AF2: 2-(2~F山yl)-3-(S・凶∞・2・furyl)acryllll凶de. SA: Sodium azide， 9AA= 9~A瓜DOIcidinc:.. 2AA: 2・.Ar!山oan血racenc

ー



Table 5. Results of bacterial reverse mutation assay ( confinnation test II ) with tripropylene 

glycol 

Wi出(+)町 T信t副bltmcc N田 lbcro(πva1回u(nwnbc:r o(∞b叫巴Iplate • Mc.a:n土 S.O') 

wi血∞t(・) dosc Ba:田・pa1r'U~峰山崎叩 ty院 Frunロhlft庁pc

S9 MI.x 6JS/JJb陀) TAl∞ TAI53S WP2uvrA TA98 TAI537 。 20 11 9 

13土 5.9) 

312.5 15 14 20 

16:t 3.2) 

日5 13 17 13 

14土 2.3) 

1250 12 9 9 

( 10ま1.7) 

S9Mlx Z到泊 10 15 17 

14土 3.6) 

(-) 虫X泊 15 9 12 

12土 3.0) 

S9Mlx 

Positive 。回世c:al AF2 SA AF2 AF2 9M  

∞ntrol 日渇εωgIplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

59 M江(-) N回~of lSS 141 166 

∞IonJcs I plltc ( 154= 12.5) 

P誌面ve 。但IcaJ 2AA 2A入 2AA エ九九 2人人

ロ;，atrOI ロぉεU!gIplate) 2 10 0.5 2 

S9M江(+) Numbcr o( 

∞10凶esI platc 
AF2:2-{2・Fwyl)-3-(5・nitro-2・fwyl)aayiamide. SA: Sodi山nazi也. 9Ak 9・Aminoeaidi民2AA.:2・Amin白n出nccnc
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