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本試験条件下において，ジチオリン酸0，0'-ジェチルには遺伝子突然変異

を誘起する作用があるものと判断した.

ジチオリン酸0.0ιジェチルの変異原性についてF遺伝子突然変異誘発性

を検討するため，ネズミチフス菌 CSalmonellatyphimurium) TAI00， TA98， 

TA1535およびTA1537株ならびに大腸菌 (Escherichiaco!i) WP2uvrA株を

用いた復帰突然変異試験を行った.

その結果，ジチオリン酸 ()， O乙ジエチル処理で、は代語科f舌性化系非存在下の

TAIOOおよびTA1535ならびに代詩?活性化系存在下のTA1535において用量

に依存した復帰突然変異コロニー数の増加が認められた.用量設定試験，

復帰突然変異試験ならびに間再試験により試験結果の再現性が確認された

ことから陽性反応と判断した.

一方，代謝活性化系非存在下および代謝活性化系存在下での陽性対照物

質は，それぞ、れの試験菌株に対し明確な突然変異誘発作用を示した，

-7国
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12.被験物質

試験に使用する被験物質はi から購入した.試験責

任者は当該被験物質の受領から返却までの間の管理を行った.

12.1. 被験物質名

ジチオリン酸0，0にジエチノレ

12.2‘ ロット番号

12.3. 純度

95.1 wt% 

12.4. 製造元

12.5. 保存条件

冷蔵保存

12.6. 保存場所

安評センター被験物質保管庫 (C・1)

12.7. CAS No. 

298圃 06圃 6

12.8. 化学名

Phosphorodithioic acid， ()，。ιdiethylester 

12.9. 化学構造

5 

11 /r-___ ~ 
HS/...........町三ぺ

11 、- -...... 

12.10. 分子式

C41III02PS2 

12.11. 分子量

186.22 

4
a
a
A
 

4
a
'・A



12.12. 物質の状態

時灰褐色透明の液体

12.13. 残余被験物質の処理

Exp. No. 6873 ( 115-170 ) 
FINAL REPORT 

被験物質の一部を保存した.残りは安定性分析のため

へ返却した.

-12国
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13.試験材料および方法

13.1. 試験菌株
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細菌を用いる復帰突然変異試験において広く使用されていることから，

試験菌株として次の 5種類の菌株を使用した.

ネズミチブス菌 TAI00 (ヒスチジン要求性の塩基対置換型)

ネズミチフス菌 TA98 (ヒスチジン要求性のプレームシフト型)

ネズミチフス菌 TA1535 (ヒスチジン要求性の塩基対置換型)

ネズミチフス菌 TA1537 (ヒスチジン要求性のフレームシフト型)

大腸菌 ¥VP2uvrA (トリプトファン要求性の塩基対置換型)

ネズミチフス菌は昭和党年9月 9日にカリフオノレニア大学

から，また，大腸菌については昭和 58年 3月 16日に国立衛生試験所

(現国立医薬品食品衛生研究所)から分与を受けた.

平成 14年 9月 30日"'-'1 0月 3日に菌株の特性検査を実施し，規定の特性

を保持している菌株を試験に使用した.各菌株の菌懸濁液にジメチノレスノレ

ホキシド (DMSO:GC 用~ Merck KGaA ;純度 99.9%，Lot No. K27073678) 

を容量比 80: 7の割合で添加した後，凍結保存用チューブに O.2mLずつ分

注した.これを液体窒素を用いて凍結した後，超低温フリーザー

(MDF-U71V:三洋電機バイオメディカ株式会社)に保存 (-800りした.

13.2. 培地の調製

13ユ1.最少グ、ルコース寒天平板培地(プレート)

テスメディア AN培地(オリエンタル酵母工業株式会社:平成 14年 9月

18日製造，LotNo. ANI610IR)を試験に使用した.本プレートは，Vogel-Bonner 

最少培地Eを含む組成の溶液 30mLを無菌的にシャーレに分注したもので

ある.

四 13間
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最少グルコース寒天平板培地の組成を以下に示した.

硫酸マグネシウム・ 7水塩

クエン鮫・ 1水塩

リン酸二カリウム・無水塩

リン酸ーアンモニウム

水酸化ナトリウム

グノレ口ース

寒天 (BA-30A:伊那食品工業株式会社;Lot No. 20108) 

精製水

13.2ユ トップDアガー(軟寒天)

0.2 g 

2 g 

10 g 

1.92 g 

0.66 g 

20 g 

11.5 g 

1000 111L 

塩化ナトリウム 0.5wl刊もおよび寒天 (Bacto“ag紅:Difco Laboratories ; Lot 

No. 0340002) 0.6 w/v%を含む水溶液をオートクレーブで滅菌した後，ネズ

ミチフス菌を用いる試験の場合， 0.5 mmol/L L-ヒスチジン(関東化学株式

会社;LotNo. 107D2017)および0.5nunoVLD圃ピオチン(関東化学株式会社;

Lot No. 301 C227S)水溶液を寒天溶液 10容量に対し 1容量加え，大腸菌を

用いる試験の場合， 0.5 n1l11oVL L-トリプトファン(関東化学株式会社;LotNo.

008D2026)水溶液を同じく 1容量加えた.

13.3. 試験菌株の前培養

内容量200mLのパップル付三角フラスコに 2.5w/v%ニュートリエント

プ口ス (NutrientBroth No. 2 : Oxoid Limited ; Lot No. 218041)培養液を 25mL

分注し，これに融解した菌懸濁液を 50μL接種した.培養開始までの問冷

却ユニット (EC品1:東京理化器械株式会社)を用いて 40Cに保存し，その

後ウォーターパスシェーカー (MM-10:タイテック株式会社)を用い， 370C 

で 8時間振壷 (100回/分)培養した試験毎に菌株の培養を実施しF 菌懸

濁i夜は培養終了後速やかに使用した，

圃 14幽
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ATPブオトメーター(ノレミテスター K圃 100:キッコーγ ン株式会社)を

用いて計測した生菌数を以下に示した.

試験
試験生菌数 (x109/ mL) 

TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

用量設定試験 4.15 3.86 4.77 2.49 2.00 

復帰突然変異試験 3.34 3.10 4.12 2.51 1.68 

再試験 3.48 3.63 4.74 2.87 2.25 

13.4. 89 mix 

製造後 6ヵ月以内の S9mix (キッコーマン株式会社;Lot No. FSM-475 [用

量設定試験，復帰突然変異試験]， FSM-476 [復帰突然変異試験(再試験)])

を試験に使用した.

13.4.1. S9の調製方法

S9調製の際の動物種，性，臓器，誘導物質ならびに誘導方法を以下に示

した.

用量設定試験および復帰突然変異試験
復帰突然変異試験

(再試験)

口ット番号 RAA圃475 RAA圃 476

製造年月日
平成 14年 12月6日 平成 15年 1月 17日

(誘導物質投与開始後 5日目) (同窓)

使用動物 ラット:Sprague-Dawley系
自一

性/週齢 雄/7週齢

体重 198""223 g 214""245 g 

sffi針号 肝臓

誘導物質 Phenobarbital (PB)および、5，6圃 Benzoflavone(BF) 

投与量 PB: 30 mglkg l回(1日目)， 

および 60mglkg 3回 (2---4日目)

投与回数 BF: 80mglkg 1回 (3日目)

投与方法 腹腔内投与

蛋白含量 25.55 mg!tnL 27.11 mglmL 

噛 15圃



13.4.2. S9mixの組成

S9 mix 1 mL中の量を次に示した.

S9 

MgCh 

KCl 

G阻 6-P

NADPH 

NADH 

Na-リン酸緩衝液 (pH7.4) 

Exp. No. 6873 ( 115 -170 ) 
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0.1 mL 

8 μmol 

33 μmol 

5 μmol 

4 μmol 

4 J-lmol 

100 ~lmol 

13.5. 被験物質液の調製

本被験物質は DMSOに易搭であることからそレキュラーシーブを用い

て脱水処理を行った DMSO(GC用;Merck KGaA ;純度 99.90/0，Lot No. 

K27073678) に溶解させたも

用量設定試験では使用直前に調製原液 (50.0mg/lnL液)を準備した.こ

の50.0mglmL調製原液を使用溶媒で順次希釈し 16.67，5.56， 1.85， 0.617， 

0.206， 0.0686および0.0229mg/mL液を調製した後，速やかに処理を行っ

た.

復婦突然変異試験の場合，用量設定試験の結果を基に 50.0m卵 Lの調製

原械を DMSOでJi閥次希釈し 25.0，12.5， 6.25， 3.13， 1.56， 0.781， 0.391， 

0.195および0.0977mg/mL溶液を調製した後，速やかに処理を行った，復

帰突然変異試験(再試験)においても開様に調製した.

13.6. 対照群

13.6.1. 陰性(溶媒)対照

使用溶媒 (DMSO)で試験した

13.6ユ陽性対照

調製済み陽性対照物質溶液(オリエンタル酵母士業株式会社;Lot Noゐ

MOOO1)を試験に使用した.陽性対照、物質名および用量を以下に示した.

-16回
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AF-2 2-(2醐ブリノレ)-3四 (5-ニトロ之輔ブリノレ)アクリルアミド

NaN3 アジ化ナトリウム

仏AA 仏アミノアクリジン塩酸塙

2-AA 2-アミノアントラセン

《代謝活性化系非存在下:-S9 mix)) 

AF-2 0.01μg/ブQレート

AF-2 0.1 μg/ブ。レート

NaN3 0.5 ト19/ブOレート

仏AA 80 μg/ブCレート

AF-2 0.01 同/ブOレート

《代語f活性化系存在下:+S9 mix)) 

2-AA 

2-AA 

2-AA 

2-AA 

2-AA 

0.5 

2 

2 

10 

同/フ。レート

μg/フOレート

μg/ブ。レート

μg/フ。レート

μg/ブOレート

(ネズミチフス菌:TA100) 

(ネズミチフス菌:TA98) 

(ネズミチフス菌:TA1535) 

(ネズミチフス菌:TA1537) 

(大腸菌:WP2uvrA) 

(ネズミチフス菌:TAI00) 

(ネズミチフス菌:TA98) 

(ネズミチフス菌:TA1535) 

(ネズミチフス菌:TA1537) 

(大腸菌:WP2uvrA) 

なお，これらの試験用量は旧労働省安全衛生部化学物質調査課編「安衛

法における変異原性試験ーテストガイドラインと GLPJに準じて設定した.

13.6.3. 無菌試験

被験物質液(調製原液)ならびに S9lnix について無菌試験を実施した.

すなわち，調製原液 100μLあるいは 59nlIx 500μLにトップアガーをそれ

ぞれ2mL添加しプレート上に注いだ.370Cの条件で48時間培養した後，

雑菌汚染の有無を確認した.

調製原液およびS9111ixのいずれについても 2枚のプレートを用いて無菌

試験を実施した.

用量設定試験，復帰突然変異試験および復帰突然変異試験(再試験)で

のジチオリン酸0 びージェチノレ調製原液ならびに S9mixの無菌試験におい

て，菌の増殖は認められなかった.

圃 17陣



13.7. 用量設定試験(予備試験)

13.7.1. 試験用量
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ガイドライン上定められた最高用量である 5000同/プレートを最高用

量とい以下 1667，556， 185， 61.7， 20.6， 6.86および2.訪問/ブのレート

の8用量を用量設定試験の用量とした.

13フユ 使用プレート数および識別

用量当たり 3枚のプレ}トを用いた.

試験菌株の別， S9 mixの有無および言式験用量を明記することにより各プ

レートを識別した.

13.7.3. 被験物質あるいは対照物質の処理および培養条件

試験管に使用溶媒，被験物質液あるいは陽性対照物質溶液を 100μL，次

いで代謝活性化系非存在下トS9mix)の場合，0.1 nlol/Lナトリウム・リン

酸緩衝液 (pH7.4)を 500JlL，代説十活性化系存在下 (+S9mix)の場合， S9 

mixを500μL分注した.さらに前培養した試験菌株の懸濁液 100μLを加え

た後，ウォーターパスシェーカー (MM-I0:タイテック株式会社)を用い

て 370Cで 20分間振替差 (120四/分;プレインキュベーション)した，振

謹終了後， トップ。アガーを 2mL添加し，内容物を揖合した，その後，混合

液をプレート上に注ぎ一様に広げた.恒温器 (M下62:株式会社池間理化)

を用いて 370Cの条件で48時間各プレートを培養した.

13.7.4. 析出等の観察

各処理法において処理開始および、コロニー数計測時に析出等の有無を肉

眼で観察した.

13.7.5. コ口ニー数計測

被験物質の生育阻害作用を確認するため，プレート上の試験菌株(背景

菌)の生育状態について実体顕微鏡 (x60) を用いて観察した.次いで，

復帰突然変異により生じたコ口ニーを計測した.計測に際しては，コロニー

アナライザー (CA-ll:システムサイエンス株式会社)を用い，面積補IEな

らびに数え落とし補正を実施してコロニー数を算出した.

同 18-



13.8. 復帰突然変異試験

13.8.1. 試験用量
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用量設定試験の結果から変異原性が疑われる TA100(-S9処理)および

TA1535 (-S9および暗号処理)についてはE確な用量反応曲線が得られる

用量を設定した.他の 3菌株については，生育阻害が認められると考えら

れる用量あるいは 5000問/プレートを最高用量として，それぞれ 6，-.，.._7用

量を設定した.

《代説.j1舌性化系非存在下:-S9 n1ix)) 

菌株 試験用量 (μg/ブoレート)
一一 一 一 一一一一一一一咽1・『ー一一一一一

TAI00 39.1 78.1 156 3]3 625 1250 2500 

TA1535 9.77 19.5 39.1 78.1 156 313 625 

WP2uvrA 156 313 625 1250 2500 5000 

TA98 156 313 625 1250 2500 5000 

TA1537 156 313 625 1250 2500 5000 

《代謝活性化系存在下:十S9mix)) 

菌株 試験用量 (μg/ブむレ'ート)
---~一一一一一一一一一 】一一ー一戸一一弘一一一

TA]OO 78.1 156 313 625 1250 2500 5000 

TA1535 78.1 156 313 625 1250 2500 5000 

WP2UV1オ 156 313 625 ]250 2500 5000 

TA98 156 313 625 1250 2500 5000 

TA1537 156 313 625 1250 2500 5000 

TA1535株， -S9処理の陰性対照値の平均値が背景データの範囲から逸脱

していること，一部の試験において用量の設定が適切で、なかったことから

以下に示す6---8用量;を用いた復帰突然変異試験(再試験)を実施した.

時 19軸



Exp. No. 6873 ( 115 -170 ) 

FINAL REPORT 

《代議t活性化系非存伝下:-S9 mix)) 

菌株 試験用量(問/ブ。レート)
一-一一一回…一一

TA100 19.5 39.1 78.1 156 313 625 1250 

TA1535 9.77 19.5 39.1 78.1 156 313 625 

WP2uvrA 156 313 625 1250 2500 5000 

TA98 39.1 78.1 156 313 625 1250 2500 5000 

TA1537 19.5 39.1 78.1 156 313 625 1250 

《代謝活性化系存在下:+S9 mix)) 

菌株 試験用量 (μg/プレート)
一一一一一一一一一一 一一一一一一一一ーー…町田町一『

TAIOO 39.1 78.1 156 313 625 1250 2500 5000 

TA1535 78.1 156 313 625 1250 2500 5000 

WP2uvι4 156 313 625 1250 2500 5000 

TA98 156 313 625 1250 2500 5000 

TA1537 78.1 156 313 625 1250 2500 

13.8ユ 使用プレート数および官哉81J

13.7.2.に記載の方法に準じた.

13.8.3. 被験物質あるいは対照物質の処理および培養条件

13.7.3.に記載の方法に準じた.ただし，復婦突然変異試験においては

ウオータ…パスシエーカー (M圃 100N:タイテック株式会社)および恒温器

(SSV圃 RI1DA:株式会社池田理化)を用いた.

13.8.4. 析出等の観察

13.7.4.に記載の方法に準じた.

13.8.5. 立ロニー数計測

13.7.5.に記載の方法に準じた.

ただしF 復帰突然変異試験の代謝活性化系非存在下 (-S9処理)， TA100 

およびTA1537の2500同/ブ。レート以上，WP2uvι4およびTA98，代謝活

性化系存在下(十回処理)， TA1537の5000同/プレートさらに復帰突然変

異試験 (再試験)における-S9処理， TA98の5000凶/ブoレヤ恥--剛申-一.咽担-一一-圃目-幽.幽.

物の影響によりコロニ}アナライザ一の使用が不適切と判断断‘しし， 目視でで、コ

岬 20由
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ロニーを計数した‘また，復帰突然変異試験の-S9処理， TA1537の5000同

/プレートでは背景菌が目視できるほどのコロニーを形成していたことか

ら目視でコロニーを計数した.

13.9. 結果の解析

復帰突然変異コロニー数が陰性対照の 2倍以上に増加し，かっその増加

に用量依存性あるいは再現性が認められた場合に陽性と判定した.なお，

陽性と判定した場合には，変異原性の強さの相対的比較値である比活性を

下式で求めた.コロニー数の平均値は四捨五入する以前の値を用いた.

統計学的手法を用いた検定は実抱しなかった.

(当該濃度での平均コロニー数)一(陰性対照での平均コロニー数)

当該濃度値 (mg)

圃 21・



14.試聯吉果

14.1. 用量設定試験

14.1.1. 試験結果

Exp. No. 6873 ( 115 -170 ) 
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試験結果を Fi忠且~e 1 '""5およびTable1， 2に示した.

ジチオリン酸0，0'-ジエチノレ処理の場合9 代謝活性化系非存在下 (-S9処

理)の TAI00，TA1535ならびに代謝活性化系存在下(十S9処理)の TA1535

で用量に依存した復帰突然変異コロニー数の増加が認、められ，陰性対照値

の 2倍を超えていた.試験菌株に対する生育阻害作用は，-S9処理の場合，

TAI00の556問/ブ。レート以上， TA1537の1667開/7()レート以上，他の

3簡株の 5000開/ブむレートで観察された.また， +S9処理の場合はTAI00

の1667μg/ブロレート以上， TA1537の5000開/ブGレートで観察された.

一方，陽性対照物質はそれぞれの菌株において，陰性対照の 2倍以上の

復帰突然変異コロニーを誘発した.

14.1.2. 被験物質の析出等

被験物質処理時， -S9処理， +S9処理とも 556問/フPV'-ート以上の用量で

反応液が白濁し，さらに 1667開/フoレート以上の用量で白色粉末状の析出

物が認められた.コロニー計数時，両試験法の 5000同/ブOレートで白色粉

末状の析出物が観察された.

14.2. 復帰突然変異試験

14ユ1. 試験結果

試験結果を Figure6'"" 10およびTable3， 4に示した.

被験物質処理群の場合， -S9処理 TAI00，TA1535ならびに+S9処理の

TA1535で、用量に依存した復帰突然変異コロニー数の増加が認められ，陰

性対照値の 2f吾を超えていた.試験菌株に対する生育阻害作用は-S9処理

の場合， TAIOO， TA1537の313陪/ブOレート以上， TA98の 1250時/ブD レー

ト以上， WP2Ul叫の 5000問/ブ。レートで観察された.また， +S9処理の場

合はTAI00の625同/ブ。レート以上， TA1537の2500同/ブoレート以上の

用量;で観察された.

一方，陽性対照物質は各試験菌株に対し，復帰突然変異を顕著に誘発し

た.

開 22岨
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14.2.2. 被験物質の析出等

被験物質処理時， -S9処理の 313凶/ブOレート以上および十S9処理の 156

問/フO レート以上の用量で反応液が白濁し， -S9処理の2500同/7
0

レート

以上ならびに+S9処理の 625陪/フ。レート以上の用量で白色粉末状の析出

物が認められた.コロニー計数時， -S9処理の2500同/ブQ レート以上， +S9 

処理の 1250開/ブ。レート以上の用量で白色粉末状の析出物が観察された.

14.3. 復帰突然変異試験(再試験)

14.3.1. 試験結果

試験結果を Figure11 ~15 および Table 5， 6に示した.

被験物質処理群の場合， -S9処理TAI00，TA1535， WP2uvrAならびに+S9

処理のす:AI00，TA1535で用量に依存した復婦突然変異コロニー数の増加

が認められ， I室性対照値の 2倍を超えていた.試験菌株に対する生育阻害

作用は-S9処理の場合， TAI00， TA1537の 313問/ブ。レート以上， TA98 

の2500同/ブpレート以上，WP2uvrAの5000同/ブGレートで観察された.

また，十S9処理の場合はTA100の 1250陥/ブoレート以上， TA1537の2500

μg/ブ。レートで観察された.

一方F 陽性対照物質は各試験菌株に対し，復帰突然変異を顕著に誘発し

た.

14.3ユ被験物質の析出等

被験物質処理時， -S9処理の 156同/ブロレート以上および+S9処理の 313

μg/プレート以上の用量で反応液が白濁し， -S9処理の 2500μg/プレート

以上ならびに+S9処理の 1250同/ア。レート以上の用量で白色粉末状の析出

物が認められた.コロニ一言十数時， -S9処理の2500μg/ブ。レート以上， +S9 

処理の 1250問/ブ。レート以上の用量で白色粉末状の析出物が観察された.
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14.4. 比活d性

前述の結果から求めた変異原性の強さに関する相対的比較値である比活

性 (mg当たり)は，以下の通りで、あった.

試験 S9 菌株 試験用量 比活'1主

TA100 556 μg/7
0

レート 186 

用量設定試験 TA1535 61.7 問/ブOレート 1032 

十 TA1535 1667 μg/ブ。レート 125 

TA100 625 μg/ブ。レート 381 

復帰突然変異試験 TA1535 39.1 μg/ブ。レート 1441 

十 TA1535 1250 μg/フ。レート 79 

TA100 625 トtg/ブ。レート 364 

TA1535 625 μg/プレート 1691 
復帰突然変異試験

WP2uvrA 1250 Jlg/ブ。レート 23 
(再試験)

+ TA100 2500 μg/ブ。レート 75 

十 TA1535 1250 μg/ブ。レート 180 

抽 24闇



15.考察および結論
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ジチオリン酸0.0にジエチノレの変異原性，すなわち遺信子突然変異誘発性

の有無を検討するため，微生物(ネズミチフス菌・大腸菌)を用いたブレイ

ンキュベーシJ ョン法による復帰突然変異試験を実施した.

最高用量として 5000問/ブQレートあるいは正確な用量反応曲線が求め

られるような用量範関を検討した.その結果，ジチオリン酸0，0午ジエチル

処理群では代謝活性化系非存在下 (-S9処理)の TAI00，TA1535および代

議t活性化系存在下(十S9処理)の TA1535で試験用量に依存した復帰突然変

異コロニー数の明確な増加が認められた.本結果から変異原性の強さに関

する相対的比較値である比活性の最高植は 1691トS9処理， TA1535， 625時

/ブ.01/ート)と算出された.

また，本被験物質ジチオリン酸 0，0'-ジエチル (Phosphorodithioicacid号α
oιdiethyl ester) の遺伝毒性ならびに発がん性に関する報告はなかった.

類縁体である 0，0抽 diethylS聞 [2-(ethyltl吐o)ethyl] esterについてCHL細胞を用

いた的 vitro小核ならびにマウスを用いた小核試験で陽性りとの報告があっ

た.O，O-diethyl S-[(ethy1thio )methyl] esterについては CHO細胞を用いた染色

体異常試験で陰性 2)，ラット小核試験でi場性 3)との報告があった.また，

Diethyl dithiophosphate ammonium saltおよびDiethyldithiophosphate potassium 

saltの遺伝毒性に関する報告はなかった.

なお3 陰性対賄群あるいは陽性対照群でのコロニー数は，いずれも当擁

設での背景デ}タ (Appendix1)の概ね範囲内であり，本試験は適切な条件

でなされたと判断された.

以上の試験結果から，本試験条件下においてジチオリン酸αoにジエチノレ

の微生物に対する遺伝子突然変異誘発性は陽性と判定した.

首 25圃
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Figure 13. Bacterial reversion assay of Phosphorodithioic acid，αO'-diethyl ester in strain開P2uvrA(restudy) 
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Table 1. Summary data of dose-finding study wi th Phosphorodi thioic acid~ 0， 0' -diethyl ester 
[non-activation method : -S9J 

Revertant colonies per plate [Mean土 S.D. ] 
Compound Dose 

(μg/plate) TA100 T/¥1535 WP2uvナA TA臼8 TA1537 

D~fSO 。 89 87 75 11 9 12 29 18 22 27 21 17 9 7 8 
84 十 8 J + 2 ] 23 十 6 J 22 十 8 十

Test substance 2.2ヲ 66 64 77 13 10 14 25 20 20 17 20 23 13 9 b 

69 十 12 十 2 ] 22 十 20 一← 3 ] 9 十 4 ] 

6.86 78 80 92 20 18 19 21 18 14 11 21 29 7 12 8 
83 →ー 19 + 18 十 4 ] 20 + 9 ] 9 + 3 J 

20.6 107 104 94 30 1ヲ 27 33 20 28 22 19 20 10 10 6 
[ 102 + 25 十 6 ] 27 十 20 十 2 ] 9 十 2 ] 

-t 
61. 7 122 117 112 67 93 63 27 24 32 20 20 20 ら b 10 

四品

[ 117 十 74 十 16 ] 28 十 4 ] 20 十 o J 7 十

185 164 163 133 155 145 142 29 30 31 17 18 12 3 3 3 
[ 153 十 18 ] [ 147 十 30 十 16 + 3 + 

556 199 * 186 * 176本 4ヲ5 475 541 41 50 40 16 18 22 2 3 3 
[ 187 十 12 J [ 504 十 34 ] 44 + 6 ] 19 + 3 + 

1667 168キ161* 137 * 425 587 480 55 35 ~-)2 19 18 23 2 * :3 * 4* 
L 155 十 16 ] [ 497 十 82 J 41 + 13 J [ 20 十 3 ー十 1 1 

5000 + 。ネ 。* 。* 66 * 77 * 57 * 40 * 36 * 30 * 8キ16* 14キ 。* 。* 。キ
。 十 + 35 十 13 →司 。 + 

Positivc control 372 308 342川 560 565 526 h) 109 96 94川 562 672 603 ，.) ~no 318 305 d) 

[ 341 十 32 ] [ 550 十 [ 100 十 [ 612 十 56 ] [ 331 十 34 ] 

a): AF-2; 2-(2-Furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide， 0.01μ 広/p1ate b): NaN3; Sodium azide， 0.5μ 日/plate
c): AF-2， O. 1μg/plate d): 9-AA; 9-Aminoacridine hydrochloride， 80t1g/plate 
十 Visible precipitation was shown at the end of exposure period 
キ Growthinhibition was observed 
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Table 2. Summary data of dose-finding study with Phosphorodithioic acid， a O'-diethyl ester 
[activation method :十S9J

Revertant colonies per plate [Mean士 S.D. ] 
Compound Dose 

(μg/plate) TA100 T/¥1535 事P2uvrA TAヲ8 TA1537 

D間so 。 101 99 108 8 14 19 24 22 30 32 28 23 20 24 
[ 103 十 5 J 10 十 4 J 22 + 30 十 ムりd 1 J 22 十 2 J 

Test substance 2. 29 105 101 93 11 7 4 31 32 17 36 38 34 18 28 21 
[ 100 ート 6 ] + 27 十 36 + 22 十 5 ] 

6. 86 85 94 92 3 10 7 23 24 20 51 34 25 17 24 18 
[ 90 十 8 十 2 J 22 + 2 ] 37 十 13 ] 20 + 

20. 6 100 128 105 9 8 14 24 27 17 42 32 31 21 21 26 
十 10 + 3 J 23 十 35 十 6 ] [ 23 + 

-t 
61. 7 93 116 ヲ8 l自 10 7 27 18 30 36 26 39 12 24 22 

N [ 102 + 12 + 25 + 6 ] 34 + [ 19 十

185 102 89 95 13 9 13 26 20 19 37 29 30 26 19 17 
[ 95 + 12 + 22 ート 4 ] 32 →- 生] 21 十

556 90 88 81 58 46 55 25 30 20 35 39 37 19 19 19 
86 十 53 + 6 ] 25 + 37 十 19 十 。]

1667 166 * 133 * 143 * 212 212 232 27 38 27 28 32 30 12 14 10 
十 [ 219 十 12 ] 31 十 6 J 30 十 12 十

5000 + 192本 181* 171キ 198 177 141 30 25 26 32 25 37 11 * 15ホ 16* 
十 11J [ 172 十 29 ] 27 十 十 6 ] 14 十 3 ] 

Positive control 790 795 859 "j 275 310 323 1，) 924 1099 994り 355 320 316 d) 155 139 143 b.l 

[ 815 + + 25 ] [1006 十 88 ] [ 330 + 21 1 [ 146 十

a) : 2-AA; 2-Ami noanthracene， 1μ 耳/plate b) : 2~AA， 2μ 耳/plate c) : 2-AA， 10μg/plate d) : 2-AA. O. 5μ 宮/plate
十 Visibleprecipitation was shown at the end of exposure period 
* Growth inhibition was observed 
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Table 3. Results of the bacterial reversion assay of Phosphorodithioic aci~ a O'~diethyl ester 
[non-activation method ~S9J 

Revertant colonies per plate [Mean土 S.D. ] 
Compound Dose 

( J1 g/plate) TAIOO TA1535 官P2uvrA TA98 TA1537 

日計SO 。 126 97 107 25 16 25 34 30 33 30 25 16 5 5 4 

110 十 15 ] 22 + 5 ] 32 十 2 ] 24 十 7 ] b 十

Te5t substance 9. 77 27 31 :39 
32 + 6 ] 

]9.5 53 長3 2古
45 + ] 4 ] 

39.1 143 146 121 74 81 80 
137 十 78 + 4 ] 

78.1 183 162 154 114 122 110 

-. 166 十 [ 115 + 

156 188 176 164 H5 152 139 33 36 38 25 38 29 8 5 
lN 

]76 + [ H5 十町 36 + 3 ] 31 + + 2 

313 222ネ 234本 145* 310 429 223 ，11 40 35 19 29 31 4 ネ 2 キ 3 キ

[ 200 寸ー 48 ] [ ::;21 + 103 ] 39 + 26 + 6 ] 3 十

625 340キ339キ 366* 741 680 751 50 58 "19 20 26 4 本 G 本吉*

[ 348 + 15 ] [ 724 + 52 + 21 + 6 十

1250 294 * 37]キ 362* 44 53 52 12本 14* 11ネ 2 ネ 3 *吉本

[ 342 十 42 ] 50 + 12 一← 2 ] 。 十

2500十 。キ O キ 。* 35 32 32 11 * 9 キ 11本 。本 。* 。*

。 ー十 o ] 33 十 2 ] 10 十 1 「 。 十 。

5000十 3~) * 2，1本 27 * 6 本 7 * 6* 。本 o* 0 * 
28 →一 6 + 1 1 。 十 。

Positive control 560 596 584"} 619 6]ヲ 588 "I 130 121 117川 645 677 651 ，) 31台 354 298 11) 

[ 580 一ト [ 609 十 十 [ 658 ←「 17 J [ 321 十 29 ] 

a): AF← 2; 2-(2-Furyl)-3-(5-nitro-2-fury])acrylamide， 0.01μ 宮/platぞ b): NaN3; Sodium azide， 0.5μg/plate 
c): AF~2 ラ O. 1 μg/plate d): 9-AA; 9-Aminoacridine hydl、ochloride， 80μ 宮/plate
十 Visibleprecipitation was shown 8t the end of exposure period 
* Growth inhibition was observed 
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Table 4. Results of the bacteriaJ reversion assay of Phosphorodithioic aci~ a O'-diethyl ester 

[activation method : +S引

Revertant colonies per plate D与lean:i:: S. D. ] 
Compound Dose 

( p. g/pla t e) TAIOO TA1535 野P2uvril TA98 TA1537 

DMSO 9 121 8，.:1: 92 24 26 25 24 33 33 19 22 21 

99 十 1告] 16 + 2 ] 25 十 30 + 21 + 2 ] 

Test substance 78. 1 96 12'宮 118 20 23 18 

114 + 17 ] 20 十

156 115 102 101 12 20 20 14 38 24 33 34 42 20 ι日 門t 27 

lO6 + 十 。] 25 + 36 + 5 J 25 十

313 92 102 106 19 25 16 21 18 26 lH 36 34 25 21 16 

100 十 20 + 22 + 4 ] [ 29 十 10 ] 21 十

625 83 * 103キ 98本 41 30 26 18 17 34 42 32 31 8 14 17 

95 十 10 ] :j.2 + 8 ] 23 + 10 ] 35 →田 6 ] 13 + 5 ] 

-f 1250十 99キ 10-1ネ 118ネ 117 105 121 28 33 30 25 38 18 8 。 6 

.c-.. 107 十 10 ] 十 30 十 27 十 10 ] 6 十 2 } 

2500 + 65ヰ 115* 81ネ 161 150 141 23 38 39 41 24 33 5本 6キ 6ネ

87 十 [ 151 + 33 十 9 ] 33 斗一 9 ] 6 十

5000 + 111本 94 * 127キ 15吉 169 148 :35 32 27 34 3H 37 。 ネ 2キ 4キ

111 + 17 ] [ 15告 十 3] + 4 ] 36 十 2 J 2 + 

Positive control 858 764 7告6it) 314 343 3221d ヲ75 728 788 cl 355 :370 347 il 239 247 194 h.' 

806 + [ 326 十 [ 830 十 129 ] L 357 -+- [ 227 十

a) : 2-AA; 2-Aminoanthracene， 1 j.I g/plate b) : 2:_AA， 2μ 耳/plate c) : 2-AA， 10μg/plate d) : 2-AA， O. 5μg!p]ote 

+ Visible precipitotion was shown at the end of cxposure period 

* : Growth inhibition was observed 



Exp. i¥o. 6873 (115← 170) 
Table 5犠 主esuItsof thεbacterial reversion assay of Phosphorodithioic acid， a O'-diethyl ester (restudy) 

[non-activation method : -S9J 

Revertant colonies per plate [Mean =t: S. D. J 
Compound Dose 

(t1 g/plate) TAIOO TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

DMSO 。 88 99 103 11 10 9 33 22 27 ワ25 ] 3 22 11 9 11 
97 + 10 →一 27 十 20 + 6 ] 10 + 

Test substance 9. 77 9 13 9 
10 →一

19.5 105 104 113 20 26 18 8 。
[ 107 ート 21 十 ち 十

:39. 1 121 133 103 44 54 65 21 21 20 4 8 '7 

[ 119 + 15 J 54 →- 21 十 6 + 2 ] 

78. 1 153 181 144 131 119 118 19 22 20 12 11 6 

ー-f [ 159 十 19 ] + [ 20 ート 2 J 10 十

156 172 170 173 235 216 207 31 28 27 18 23 12 11 9 5 v同

[ 172 + [ 21告 十 29 品'- 2 ] 18 十 6 ] 8 + 

313 167 * 181本 182* 496 486 434 32 31 32 14 25 15 9本 6本 5 * 
ー← [ 472 + 33 1 32 十 18 十 7 十 2 ] 

625 313本 315* 344本 1066 1089 1045 50 54 47 19 23 18 6 * bキ 6本

→一 [ to67 + 22 l 5む 十 20 十 6 + 

1250 435 * 454 * 473ネ 59 65 46 22 29 25 5 * 5 * 2 * 
[ 454 + 19 ] 57 十 10 1 25 + 4 ] 「 十 2 ] 

2500 + 42 51 35 13 * 9キ 10 * 
43 十 8 ] 11 十

5000ナ 47 * 39 * 29 * 4キ 7 * 6本

38 + 百] 6 + 

Positive control 387 435 449 ，，) 659 615 635 h.¥ 154 127 114 dJ 652 587 642 <' 350 243 32011
) 

[ 424 十 33 J + 22 ] + 20 ] [ 627 .，ι 35 ] [ 304 十 55 ] 

a): AF-2; 2-(2-Furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide， 0.01μι/plate b): NaN3; Sodium azide， 0.5μg/plate 
c): AF-2， O. 1μg/plate d): 9-.-AA; g-Aminoacridine hydrochloride， 80μg/plate 
十 Visibleprecipitation was shown at the εnd of exposure period 
* Growth inhibitjon was observed 
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TabLe 6. Results of the bacterial reversion assay of Phosphorodithioic acid， a O'-diethyl ester (restudy) 

factivation method 十s9l

Revertant colonies per plate [Mean士 S.D. ] 
Compound Dose 

(μg/plate) TAI00 1'A1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

DMSO 。 102 92 96 11 7 11 30 23 26 31 30 28 11 21 ]5 

告7 十 I戸I1J 10 十 26 十 4: ] 30 →守 2 ] 16 + 

Test substance 39. 1 108 75 100 

94 十 17 ] 

78. 1 121 95 94 11 12 12 17 

103 十 15 ] 13 十 11 十

156 107 96 90 リ 11 9 24 25 28 25 30 17 13 14 4 

98 斗ー 9 ] 10 十 26 十 2 ] 24 十 10 十 6 J 

313 101 百2 89 13 19 20 40 27 23 23 25 27 9 8 5 

94 十 6 ] + 4 ] 30 + 25 + 2 ] 7 + 

625 95 86 96 47 46 48 20 24 24 32 25 25 2 6 
四→ 92 + 6 J 47 ート 1 ] 23 →一 2 ] 27 + 4 ] 4 + 2 ] 

。‘ 1250 + 91キ 122キ 94本 235 232 237 30 23 33 25 26 32 i 9 6 

102 一?一 [ 235 一十 29 十 5 ] 28 + 生] 7 + 2 ] 

2500 + 278 * 277 * 297キ 357 319 320 38 40 28 23 31 25 11 * 9 * 8ネ

284 十 [ 332 十 35 + 6 ] 26 十 9 十

5000 + 212キ 182 * 203本 226 226 240 32 29 24 36 22 30 
19宮 十 15 ] + 8 ] 28 斗ー 生] 29 + 

Positive control 847 981 955ω 329 295 301 b) 899 853 888，) 3JO 312 292 o) 141 ]62 184い

官28 十 71 ] [ 308 今十 18 ] [ 880 →ー 24 ] [ 305 斗 [ 162 + 22 ] 

a) : 2-AA; 2-Aminoanthracene， ]μg/plate b) : 2~AA ， 2μg/plate c) : 2-AA， 10μg/plate d) : 2-AA， 0.5μg/plate 
十 Visible precipitation was shown at the end of exposure period 

* Growth inhibition was observed 
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