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【要約】

ジフェニルクレジルフォスフェートの変異原'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、 SalmonellatゆhimuγiumTA100， TA1535， TA98， TA1537および

Escheγichia coli WP2ωrAを用い、用量設定試験は直接法が 50---5000pg/プレ斗、代謝

活性化法が 10---5000/1K /1レート、本試験では直接法および代謝活性化法のいずれも、 312.5 

---5000 pg /プレ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、ジフェニルクレジルフォスフェート

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。



【緒言】

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、難分解性既存化学物質の 1

つである、ジフェニルクレジルフォスフェートについて、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、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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〔検定菌〕

【材料および試験方法】

Salmonella typhimuγium TA100 
Salmonella tyPhimurium TA1535 
Escheγichia coli WP2 uvγA 
Salmonella typhimuγium TA98 
Salmonella tyがtimurium.TA1537 

s. tyがtimurium.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 WP2ωγA株は1979年 5月9日に

受けた。

検定菌は、 -800C以下で凍結保存した。

から分与を

試験に際して、ニュートリエントプロスNo.2 (OXOID，ロット番号:B-1674/1を入れた

L字型試験管に種菌を接種し、 370C、約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〕

ジフェニルクレジルフォスフェート (CASNu 26444-49-5、以下DCPと略)は、分子

量 340の無色~淡黄色の液体であり、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密栓して保管した。

DCPは、ジメチルスルホキシド(以下DMSOと略，ロット番号:TWP 5445、和光純薬工

業(槻)を用いて 50mg/mP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。

秦野研究所においてDCPの DMSO溶液中での安定性試験を行った。本試験における最

高濃度 (50昭 /mP)および最低濃度(3田g/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、 97.6%および 101%であった。これらの値は、当研究所の基

準を満たしていた (Appendix1)。

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

の含量は既定濃度に対し、 100--101%、3.125 mg/m1溶液は、 103--104%であった。これ

らの値も当研究所の基準を満たしていた CAppendix2)。
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以上の結果から、 DCP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 : 7リル7ラマイド (上野製薬(掬 口け番号 46， 純度99.9%)
SA : T)化ナトリウム (和光純薬工業(掬 ロヲト番号 TWR3330， 純度>90%)
9-AA: 9-7ミ/7"}1ン (Sigma Che凪 Co. ロけ番号 96F05641， 純度>98%)
2-AA: 2-7ミJ7ントうセン (和光純薬工業(掬 ロヲト番号 DSF2950， 純度>90%)

AF-2， 2-AAは DMSO(和光純薬工業(槻)に溶解したものを、 -200C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) I~' げか (Difco) 0.6% (B) L-tスチ7ン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% ピオチン 0.5 mM 

本: WP2用には、 0.5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(用量設定試験においてはロット番号:

DJ030EH， 1992年 5月14日製造、本試験においては、ロット番号:DJ040IHおよび

DJ050JH， 1992年9月4日および10月12日製造)を用いた。なお、培地 1p_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 '}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 2 g グルコース 20 g 

')ン酸水素ニカリウム 10 g バクト7ガー (Di f co) 15 g 

径 90mmのシャーレ 1枚あたり 30miを流して固めてある。
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3 ) S9混液 (1mf中下記の成分を含む)
本木

S9 0.1 m1 NADH 4μ 由01

塩化マグネシウム 8μmol NADPH 4μ 皿01

塩化カリウム 33μmoI O.2Mリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 0.5 m1 

グルコース・6リン酸 5μmol 

件:7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノパルビタール(PB)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(捕、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 -800Cで凍結保存
し、用時に解凍した。 PBおよびBFの投与量は 1日目 PB30 mg/旬、 2日目 PB60 mg/kg、
3日目 PB60皿g/kgおよび BF80皿g/旬、 4日目 PB60皿g/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 2mf、被験物質調製液 0.1mi、リン酸緩衝液 O.5 mi(代謝

活性化試験においては S9混液 0.5mi)、検定菌液 0.1m1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 DMSO、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370C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。用量設定試験は追加試験を含めて 2回、本試験は

同一用量について 2回実施し、再現性の確認を行った。

〔判定基準〕

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 TablesL. 2 に示した。 DCP について、 50~5000 pg/プレートの範囲で公比を約

3とし、試験を実施したところ、直接法においては、すべての検定菌で抗菌性は認められ

なかったが、代謝活性化法においては、すべての検定菌で強い抗菌性が認められた。しか

し、 10~5000 pg/プレートの広い範囲で代謝活性化法による用量設定試験を追加して行っ

たところ、すべての検定菌において最高用量の 5000pg/プレートでも抗菌性は認められなか

った。そのため、 l回目の代謝活性化試験には、何らかの技術的なエラーがあったものと

し、データから削除した。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、すべての検定菌において、 5000pg/プレートとし、公比 2で 5用量を設定する

こととし7こ。

(本試験〕

結果を Tables3， 4に示した。 DCPについて 312.5--5000 Ilg/プレートの用量範囲で試

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、陰性対照の 2倍以上となる変異コロニー数の増加は認められなかった。

なお、直接法および代謝活性化法ともに、 1250pg/プレート以上の用量で被験物質に由来す

る沈殿物が寒天平板上に認められた。

DCP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、 DCP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 pre1iminary cytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 

diphenylcresyl phosphate 

IWI出(+)or Tcst釦bs回目 Numbc:r of revertanlS (n山北町oC∞lonlcslJ>late， Mean土 S.O.)

I wlth∞t (・} dosc Bue • ~lr ~J!s世旬tlon typc FrIJTleshlf¥ ty戸

S9 Mlx (polplate) TAl∞ TAlS35 WP2U宵A TA98 TAl~37 。 122 112 110 10 14 12 17 16 29 16 1.5 17 11 9 3 

( lISま 6.4) 12ま 2.0) ( 21企 7.2) 16土1.0) 8企 3.1) 

50 16 3 15 17 6 

l却 84 10 14 IS 7 

筑同 101 13 21 13 9 

S9Mlx 1筑陥 97 4 20 21 11 

(・) 筑削 107 7 12 11 5 

S9Mlx 

P田 Itlve 。lc:ml句 l AFl SA AF2 AF2 9AA 

∞ntrol 政mω8/plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

S9 Ml.x (・〉 NumbctoC 432 427 440 156 1ω 185 1.s8 176 171 583 563 592 国533 3η9 3659 

∞，1OnJ田/p]ate ( 433土 6.6) ( J67土1.5.7) ( 168ま 9.3) ( .579:t:: 14.1) {お40士 99.3) 

P鴎 Itlvc CJanlcal 

∞n位。l Dose (Jllr /pllte) 

S9 Mlx ( ... ) N田uber0( 

∞h語句Ip_J邸

AF2: 2-α，.Puryl). 3-{s.凶位。2・伽yl)aayJam1de. SA=制 JumaZI也. 9M:9必曲個:atdJnc



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

diphenylcresyl phosphate 

Wl也(+)町

wi也∞t(-) 

S9Mlx 

S9Mix 

(.) 

S9Mix 

r 

Positive 

∞ntrol 

S9 Mix (ー)

Posltive 

∞ntrol 

|山←)

T箇tJUbst盤おS Numbc:r of reY'町細血(numbc:rof∞lmues I p1atc • M咽土 S.D.)

生m B田e-pair subs世卸値ontype 

ωR tpla旬) TAl∞ 

。 116 112 124 

( 117土 6.1) 

10 131 

20 126 

40 126 

1∞ 123 

2∞ ND 

4∞ ND 

2虫泊 126 

到悶陥 130 

ClJer凶cal

Dose u!g /plate) 

Numberof 

∞加1iesIpla'句

Oaemlcal 2M 

町出u!g/plate) 

Nmnbc:rof 614 ωs 632 

∞，1onJes I plate ( 631土17.0) 

2AA:. 2-An:由岡田也racene

ND:Notdooe 

TAIS3S 

15 15 14 28 

15土 0.6) 

11 

IS 

19 

11 

ND 

ND 

19 

15 

2AA 

2 

189 191 2似 612 

( 195土 8.1) 

Frm1eshlft type 

WP2uvrA TA98 TAI537 

21 22 30 29 33 20 12 11 

( 24ま 3.8) ( 31:t 2.1) 14:t 4.9) 

ND ND 16 

ND ND 9 

19 43 11 

31 18 10 

2S 幻 ND 

26 19 ND 

21 21 11 

16 26 8 

2M 2M 2AA 

10 O.S 2 

ω2 創旧 213 177 195 169 179 193 

( 618:t 21.6 ) ( 195:t 18.0 ) ( 180土 12.1) 



Table 3. Results of bacteriaJ reverse mutation assay ( 1 ) with diphenylcresyl phosphate 

WIUl (サ or

wilhωI (・)

S9MI.% 

S9Mix 

(.) 

S9Mix 

(+) 

P凶 ilivc

∞ntrol 

59 Mix (・)

Posltivc 

∞ntrol 

S9M以(+)

Tロl副出回日 N凶nbcrof陀vcrWlls(nwn民rof∞IoIUCS I plalC ， Mc羽左 5.0.)

也謁ε Basc . pajr 5ubslltutaon typc Framcshiftηpc 

ωslplale) TAl∞ TAI5J.s WJ'2uvrA TA9B TAJ~J7 。 135 
l“ 161 16 16 9 2J 17 24 20 22 27 12 14 8 

( 147土 13.1) 14ま 4.0) 23 玄 ~.6 ) おま 3.6) l1l 3.1) 

312.5柑 143 149 165 13 16 13 18 25 16 25 24 20 8 7 8 

( 152:1: 11.4) 14ま1.7) 23:t 4.4) 23ま 2.6) 8ま 0.6) 

位S 犠 1S4 152 148 1~ 8 20 23 26 26 28 28 32 11 10 13 

( lS1ま 3.1) 14企 6.0) 25ま1.7) ( 29玄 2.3) 11 :士 1.S ) 

1250 • 155 146 132 11 14 1& 25 2J 23 IS お 23 9 16 5 

( 144ま 11.6) 14::.t: 3.5) (' 25ま 2.5) (20ま 4.6) 10ま 5.6) 

Z誕地価 179 119 167 20 18 13 27 21 20 25 33 35 12 18 10 

( 15S::.t: 31.7) 17ま 3.6) 23i 3.8) ( 31:土 5.3) 13主 4.2) 

京ぬO骨 140 145 l到 15 16 14 18 28 24 23 25 22 10 13 14 

( 145土 5.0) 15ま1.0) 23 i 5.0) ( 23玄1.5) 12土 2.1) 

。 156 159 163 17 19 17 25 25 l8 43 37 42 14 22 27 

( 159土 3.5_) 18:i: 1.2) ( 26ま1.7) ( 41ま 3.2) ( 21:i: 6.6) 

312.5 175 136 145 19 9 16 31 34 25 38 21 21 17 18 11 

( 152土20.4) 1 S::.t: S.I) 30ま 4.6) ( 27土 9.8) IS土 3.8) 

6お 163 166 146 20 12 12 31 20 19 39 29 39 12 12 16 

( 1却ま 10.8) 15土 4.6) ( 23主 6.7) ( 36 ま ~.8 ) 13土 2.3) 

1250骨 119 167 153 14 20 22 23 19 29 24 34 27 10 13 13 

( J46ま24.7) 19土 4.2) 24 i S.O) 2J土 5.1) 12土 1.7 ) 

2S∞" 179 147 178 22 13 10 羽 22 27 33 34 26 10 10 11 

( 168ま 18.2) u玄 6.2) 261 3.2) 31 :主 4.4) 10ま 0.6) 

京X崎信 164 154 1.58 17 10 1~ 29 26 22 35 30 30 11 17 15 

( IS9土 S.O) 14土 3.6) 26l 3.5) ( 32土 2.9) 14土 3.1) 

α】emJcaJ AF2 SA AF2 AF2 9M  

政出(Jl&Iplatc) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Nwnbcr o( ~7J 521 498 4却 420 402 125 141 136 706 653 ω4 3272 3474 3159 

∞10凶esI plate ( 530土37.3) ( 417土 14.2) ( 134ま 8.2) (“8ま33.5) ( 3302::.t: 159.6 ) 

。lcmlcal 以A 2M 以A 以A 2AA 

Dose (pg Iplatc} 2 10 O.S 2 

NumbuoC 874 則3 887 z∞ 186 幻7 臼6 %。 637 271 288 287 234 257 2ω 

∞19凶es_lj)I.~ ( 888土 14.S) (湖ま 26.4) ( ~74 ま S4.4 ) ( 282土 9.S)」ー(250ま 14.2) 

AF2:2-(2・Furyl)-3-(S-nltro-2・furyl)acrylamldc，SA: sc刈ium凶 dc. 9AA: 9・Amlnoacrldl院 . 2AA: 2・Arnln叫 n血raccnc

省:町民lpltantwas obsc:cvcd∞the 5urfacc of喝arpla凶.



Table 4. Results of bacterial reveぉemutation assay ( 11 ) with diphenylcresyl phosphate 

Wl白(+)or 

wl1bω1 (・)

59 Mlx 

S9Mlx 

S9M1認

(+) 

Posltlve 

∞n回 l

59 Mix (・)

Posltlvc 

∞nlr叫

S9 Mlx (+) 

T邑 UU民lInCC Nwnbcrof同町也市 (numbcco(∞IoIUCSI p1ate I M側主 S.O.)

αm B広島.palr subst.Uution type 里町叫1ftηm

{μl/Plate) TAl∞ TAIS3S WP2U宵A TA98 TAI537 。 14.5 139 136 1.5 16 B 9 12 16 19 16 19 4 8 s 
( 140ま 4.6) 13ま 4.4) 12孟 3.5) 11ま1.7) 7 f. 2.3} 

312.5 157 1却 136 II 13 15 2.5 9 14 21 24 2i 11 9 13 

( lSOま12.4) ( 17ま 4.7) 16ま 1.2) ( 24ま 3.S) L_jl:1: 2.0) 

ほ5 131 lω 1泊 12 15 s 14 16 21 2 21 17 7 8 

( 124ま14.8) ( 11:1: 3..$) 17:i 3.6) { 初土 2.6) 9土 2.1) 

1150・120 146 117 7 12 11 14 s 13 15 初 17 10 9 5 

( 128土lS.9) 10ま 2.6) 12:1 3.2) 17ま 2.5) 8土 2.6、
Z筑泊信 149 139 151 羽 17 13 13 14 11 24 17 14 7 4 4 

( 147土 6.8) 17土 3..5) 13ま1..5) 11ま 5.1) 5土 1.7 ) 

京国自‘ 128 137 118 20 15 13 17 20 16 15 n 17 5 a 11 

( 128ま 9.S) 16土 3.6) 11ま 2.1) 11土 3.6) 8:1: 3.0) 

。 145 144 l却 13 15 12 15 13 20 33 24 33 14 7 9 

( 146企 3.2) ( 11玄1.5) 16:i 3.6) ( 30ま.5.2) 10土 3.6) 

312..5 lS7 l匁 143 1.5 21 18 21 17 27 39 21 27 11 s 9 

( 1.53土 8.4) 18ま 3.0) ( 22ま S.O) ( 31:1: 6.7) 9土 1.5 ) 

625・140 151 147 17 1.5 13 25 21 22 30 25 お 8 8 a 
( 146土 5.6) 15:1: 2.0) {幻i 2.1) ( 26ま 3.6) S土 0.0) 

1ぉo• 146 lS1 
1“ 11 14 s 19 14 17 32 30 26 6 8 8 

( 154土10.4) 13ま.5.0) 17ま2.5) ( 29土 3.1) 7:1: 1.2 ) 

2s∞ a 117 104 16S 21 1.5 19 11 16 18 21 33 30 6 8 10 

( 132ま30.8) 19玄 3..5) 17:t 1.2) ( 28ま 6.2) Sま 2.0) 

氏ゆoIt 152 159 140 10 11 12 14 13 19 26 28 19 3 s 9 

( lSO土 9.6) 11:土1.0) ISま 3.2) ( 24土 4.7) 7ま 3.2) 

α叩 ucaJ AF2 SA AF2 AF2 9AA 

政局U1a/platc) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

N四，beroc .521 538 s46 154 
1“ 167 2∞ 193 186 626 670 616 凶77 2184 2021 

∞lon1cs I plate ( S3S土12.8) ( 162土 7.2) ( 193ま 7.0) ( 637土28.7) (2ω4f. 82.8) 

。lcmlca1 2AA 2AA 2AA 払A 払A

民話c(pg IpJale) 2 10 0.5 2 

N阻 bcroC 732 727 749 167 173 174 514 643 7∞ 172 176 183 205 192 198 

∞lon1es I pllte ( 736玄11.5) ( 171:1: 3.8) ( 621ま96.0) ( 177土 5.6) ( 198土 6.5) 

AFl: 2..(2・F町 1}3・6・nluo-2・f町 1)llay1amidc，SA: Sodiwn azldc， 9AA: 9・M叫Z胤 crld1ne，払A:2・Amin畑山raccne

I:Pl民lpUanrwas 0民uvcd∞血eswfacヨ~OC 制&M pb陥.
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