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【要約】

3-ヒドロキシー4-[(4-メチルー2-スルフオフェニル)アゾ]-2-ナフタレンカルボン酸のカ

ルシウム塩 (DCRed 7)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

Amesの標準法およびアゾ還元法によって実施することにより検討した。

Ames の標準法では、検定菌として、 Sa~mone~~a t沖 himuγium T A 1 0 0， T A 15 3 5， 

TA98， TA1537および Escherichiaco~i WP2ωγAを用い、直接法および代謝活性化のい

ずれも、用量設定試験は 50，_5000p:g/プレート、本試験では 312.5-5000p.g /プレート

の用量で試験を実施した。

アゾ還元法では、検定菌として、 Salmonellat沖himuγiumTA100および TA98を用

い、直接法および代謝活性化法のいずれも 312.5--5000p.g/プレートの用量で試験を実施

した。

その結果、いずれの試験法においても、用いた検定菌について、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、 3-ヒドロキシー4-[(4-メチルー2-スル

フオフェニル)アゾ]-2-ナフタレンカルボン酸のカルシウム塩 (DCRed 7)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、アゾ色素である

ふヒドロキシー4-[(4ーメチルー2-スルフオフェニル)アゾ]-2-ナフタレンカルボン酸のカル

シウム塩 (DCRed 7)について、細菌を用いる復帰突然変異試験を A皿esの標準法および

アゾ遺元法により実施した。

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OHCD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

fこo
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〔検定薗〕

【材料および試験方法】

Salmonella tyがtimuγium TA100 
SalmonelLa tyPhimuγium TA1535 
Escheγichia coLi WP2 uvγA 
SalmonelLa tyがti1tl1l.γiumTA98 
SaLmoneLla tYPhimuγium TA1537 

s. tythimurium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 WP2ωrA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 (OXOIO，ロット番号:B-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、約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〕

3-ヒドロキシイー[(4-メチルー2-スルフオフェニル)アゾJ-2ーナフタレンカルボン酸のカ

ルシウム塩 (DCRed 7) (CAS No. 5281-04-9、以下PANと略)は、分子量 424.45の赤

色の粒子である。純度約98%のもの(主な不純物として水、塩化ナトリウムおよび塩化カ

ルシウム・ 2水和物を含む、ロット番号: )を

から供与された。

PANは、ジメチルスルホキシド(以下DMSOと略:ロット番号:TWP 5445および APQ

5928、和光純薬工業(掬)を用いて 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

は行わなかった。

秦野研究所においてPAN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田g/mi)および最低濃度 (3略/mL)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、 98.1%および 99.1%であった。これらの値は、当研究所の基

準を満たしていた CAppendix1)。
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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、 50昭/mi溶液

の含量は既定濃度に対し、 96.2-99.0%、3.125皿g/mi溶液は、 100-..102%であった。こ

れらの値も当研究所の基準を満たしていた (Appendix2)。

以上の結果から、 PAN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 1JÑ7ラマイ~ (上野製薬(掬 ロけ番号 46， 純度99.9%)
SA : TJ化ナトリウム (和光純薬工業側 ロけ番号 TWR3330， 純度>90%)
9-AA : 9-7 ミ J7~りわ (S i gma Chem. Co. ロけ番号 96F05641， 純度>98%)
2-AA : 2-7ミJ7ントラセン (和光純薬工業(欄 ロけ番号 DSF2950， 純度>90%)
TB :トリバンプルー (MERCK， ロけ番号 K13595432，純度記載なし)

AF-2， 2-AAは DMSO(和光純薬工業(掬)に溶解したものを、 -20
0Cで凍結保存し、用時

解凍した。 9-AAおよび TB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) バクトヴー (Difco) 0.6% (B) L-tスチタン 0.5 皿M

塩化ナトリウム 0.5% Eオチン 0.5 mM 

本 : WP2用には、 0.5皿MLー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(Amesの標準法の用量設定試験においては

ロット番号:DJ040IH， 1992年9月4日製造、本試験においては、ロット番号:DJ050JH， 

1992年10月12日製造，アゾ還元法においては、ロット番号: DJ060KH， 1992年11月10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 IJン酸水素アンモニウムナトリウム・4水和物 3.5 g 

クエン酸・1水和物

IJン酸水素ニカリウム

2 g グルコ-̂

10 g バクト7ガー (Difco) 
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径 90mmのシャーレ 1枚あたり 30miを流して固めてある。

3) S9混液

lmi中下記の成分を含むものとした。

i) Amesの標準法
キキ

S9 0.1 mi NADH 4μ 田01

塩化マグネシウム 8μ皿01 NADPH 4μmol 

塩化カリウム 33μ皿01 O. 2Mリン酸緩衝液
(pH 7.4) 0.5尻2

グルコース・6リン酸 5μ皿01

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-ベン
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(樹、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/kg、2日目 P860 mg/旬、
3日目 PB60皿g/kgおよび BF80 mg/旬、 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。

託)アゾ還元法

本字本

S9 0.3 mi NADH 4μ 皿01

塩化マグネシウム 8μ皿01 NADPH 4μmol 

塩化カリウム 33μ皿01 O.2Mリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 1000μ 皿01

グルコース・6リン酸 5μmol 

FMN 2μmol 

キキキ : 8週齢の SyrianHamster (Std: Syrian)雄の無誘導肝より作製した S9(キッ
コーマン(樹、ロット番号 930125日、 1993年 1月25日製造)を-800Cで凍結保存し、用時に
解凍した。

〔試験方法〕

( i) Amesの標準法

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 0.1mi、リン酸緩衝液 o.5 mP(代謝

活性化試験においては S9混液i)0.5 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 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
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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 1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。

(註)アゾ還元法

プレインキュベーション法を用いて、直接法および代謝活性化法によって試験を行った。

小試験管中に検定菌液 0.1mi、被験物質調製液 O.1 mi、リン酸緩衝液 0.5mi 

(代謝活性化法においては S9混液託)0.5 mi)を混合し、 370Cで20分間プレインキュベ

ーションを行ったのち 2miのトップアガーを加えて混和し、合成培地平板上に流し固めた。

同時に、被験物質調製液のかわりに溶媒または2種の陽性対照物質溶液を用いて対照試

験を行った。その後の操作は Amesの標準法と同じ方法で行った。ただし、用量設定試験

は実施しなかった。

〔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。

i) A皿esの標準法

〔用量設定試験〕

結果を Table1に示した。 PANについて、 50--50001lK/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あるいは代謝活性化法のいず.れにおいて

も、抗菌性は認められなかった。また被験物質に由来する、寒天平板上の沈殿物は直接法

および代謝活性化法ともに、すべての用量で認められた。

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た。

〔本試験〕

結果を Tables2、3に示した。 PANについて、 312.5--5000 p.g /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、すべて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。

込)アゾ還元法

結果を Tables4、5に示した。 PANについて 312.5--5000 p.g/プレ『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 2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、直接法ではすべての用量で、代謝活性化法においては、 1250p.g/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表面上に認められた。
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PANについて実施したすべての試験において、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、 PAN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 

3・hydroxy.4・[(4・methyl-2・sulfophenyl)azo]・2・naphthalenecarboxy1icacid calcium sa1t 

WI也(+)町

wi也∞t(・)

S9Mlx 

S9Mix 

心)

S9Mlx 

(+) 

P宙 itive

∞ntrol 

S9 Mix (ー)

pos出ve

∞位。l

S9 Mix (+) 

Tcst田b銅 nce Nmnbcr o( rev町国包匂wnbcrof∞蜘jesI plate 1-Mean土S.O.)

生m 81詑-pair町民世白首佃type Fmn偲h1fttype

~g/pl臨) TAlC泊 TA1S3S WP2uvrA TA98 TA1537 。 129 124 123 14 20 14 20 13 17 3!5 3!5 39 10 7 6 

( 12S士 3.2) 16 土 3.~ ) 17ま 3.5) (36士 2.3) B士 2.1) 

50 緯 142 16 20 39 6 

150僻 124 s 初 26 9 

到)Q締 120 14 16 幻 6 

lSOO骨 123 10 11 26 2 

到)00柑 121 9 11 24 6 

。 124 12S 129 19 20 18 13 18 19 43 42 48 8 7 13 

( 126土 2.6) 19:t 1.0) 17土 3.2) ( 44土 3.2) 9土 3.2) 

so持 98 16 14 22 15 

1却特 124 12 7 23 14 

民泊骨 84 9 21 26 14 

IS∞脅 124 26 19 31 14 

ヌぬO骨 1ω 9 15 21 4 

。cmical AF2 SA AF2 AF2 9M  

D四e(町Ipla也) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numberof 桶8 437 479 310 281 316 151 126 125 648 “9 6鈎 1939 1933 2017 
∞lonics I plate ( 461土21.8) ( 302:f: 18.7 ) ( 134土14.7) (“9ま21.0) ( 1963土 46.9) 
白但ical 1AA 2AA 2M  1AA 2AA 

Dose (附 Iplatc) 2 10 0.5 2 

N国nberof 370 377 394 229 2J9 203 到ロ 894 910 305 336 3ω 198 189 226 

∞10叫国 Ipl!~ ( 380::1:12.3) ( 217土13.1) {釦2土 8.0) ( 327::1: 19.2) (鉛4土 19.3) 

AF2:2-(2・F町 1)-3・(5・凶町。-2・fwyl)aロylamidc. SA: sc:姐iumazide， 9AA: 9・Aminoaaidi民 以A:2.・Am恒明n血血印ne

紺:Prccipi凶 twas ot蹴 rvcd∞白山faccofa伊rplat，回.



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

3・hydro勾'-4..[(4・methyI-2・sulfophenyl)azo]・2・naphthalenecarboxylicacid calcium salt 

wl由(+)ぽ

wi血ωt(・)

S9Mlx 

S9Mix 

(-) 

S9M江

(+) 

P明itive

∞ntrol 

S9 Mix (・)

P由 itive

∞Dtro[ 

S9 Mix (+) 

T信tlUbs祖師 Number of rev町国箇旬四回d∞lonlesI pl.ate • Me皿土 5.D.)

do5c 8ase. patr subs泊卸世∞町間 FI'!.ll1eshlft守pe

ωg!p凶:e) TAl∞ TAI535 WP2uvrA TA98 TAlS37 

。 104 97 111 12 13 20 19 17 29 33 28 19 7 11 4 

( 1似ま 7.0 ) 15土 4.4) (22ま 6.4) ( 27土 7.1) 7土 3.5) 

312.5柑 96 111 85 17 17 IS IS 29 13 20 28 26 5 6 3 

( 97ま 13.1) 16土1.2) 19ま 8.7) ( 2S土 4.2) 5土 1.5 ) 

625 t 107 94 90 17 16 13 22 25 31 29 32 32 5 9 g 

( 97土 8.9 ) 15土 2.1) ( 26ま 4.6) ( 31:土 1.7) 7土 2.1) 

1250肴 1似 10S 86 12 9 7 16 19 8 26 JO 30 9 4 9 

( 98土 10.1) 9土 2.5) 14ま S.7) ( 29土 2.3) 7土 2.9) 

2筑泊柑 102 105 91 12 15 16 21 11 幻 21 24 17 3 4 7 

( 101土 4.0) 14土 2.1) 18ま 6.4) ( 21 :t 3.5) 5土 2.1)1 

到ぬoI 101 111 120 18 13 13 14 17 16 30 27 17 7 2 
( 111土 9.S) 15土 2.9) 16ま I.S) ( 25:t 6.8) 3土 3.2)1 

。 140 111 105 18 21 25 27 22 26 

“ 
50 49 17 8 13 

( 119土 18.7) ( 21:士 3.5) ( 25ま 2.6) ( 48土 2.1) 13:t 4.5) 

312.5持 123 lSO 114 17 11 17 2S 22 35 39 34 30 15 17 8 

( 129土 18.7) ISま 3.5) ( 27ま 6.8) ( 34土 4.5) 13土 4.7) 

625 神 122 106 117 16 s 7 34 24 18 41 38 39 13 13 16 
( 115土 8.2 ) 10土 4.9) ( 25ま 8.1) ( 39土 1.5 ) 14土 1.7 ) 

12却脅 121 117 124 4 5 7 24 17 22 45 44 28 7 13 12 

( 121:t 3.5 ) 5土1..5) ( 21ま 3.6) ( 39土 9.5) 11土 3.2) 

25∞材 112 134 120 10 12 11 23 1.5 28 31 39 41 6 5 6 

( 122土 11.1) 11土1.0) ( 22ま 6.6) ( 37土 5.3 ) 6土 0.6) 

質向。緯 111 91 105 17 lS 12 27 29 3S 30 27 24 9 8 9 

( 102::t: 10.3) 15土 2.5) ( 30ま 4.2) 27土 3.0) 9土 0.6) 

αcmical AF2 SA AF2 AF2 9AA 

以ぉe~g Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Nmnber of 394 415 387 184 141 171 116 164 1到 ω7 707 641 1388 1735 2440 

∞10凶csI pl.匂 ( 399土 14.6) ( 1儲土 18.2) ( 143士24.7) (“5土 36.5) ( 2521土1&7.1) 

Cllemica1 2AA 2AA 2M. 2M  2AA 

日謁e(μg Iplate) 2 10 0.5 2 

Numbaof ω5 483 730 234 211 196 690 話。 6]2 294 225 424 176 227 201 

∞，1oni~/pl此 〈縦士 1包 5) ( 1.14土19.1) ( 621ま65.4) L __l型空土101.0) ( 201土 25.5) 
AF2:2.(2・Furyl}3・(S.n1位。ふfwyl)acryhunidc.-SA: sc油国n位idc.9AA.: 9-A皿in閣回世田. 2AA: 2・Arninoan血mαne
1:町民ipitantW笛obse:ved∞出eswface of崎町plates.



Table 3. Results of bacterial陀versemutation assay ( 11 ) with 

3・hydroxy-4・[(4・methyl-2・sulfophenyl)azo]・2・naphthalenecarbo勾licacid calcium臼1t

IWJ命令)ぽ

lwi削 t(・)

S9Mix 

S9Mix 

(・)

S9~也x

(+) 

Positive 

∞n凶 1
S9 Mix (・)

Positive 

∞ロ位。l
S9 Mix. (+) 

Test副民組nc:e N四nberof陀V回1an包(n1.Dlberof∞b副es{plat.e ， ~ean 土5.0.)

cbic Base・pairsubs首位出ntype Frameshlft type 

(J.1g Iplate) TAl∞ TA153S WP2uvrA TA98 TAlS37 。 117 123 117 18 初 18 9 21 17 29 28 40 10 7 6 

( 119土 3.5) 19ま1.2) 16ま 6.1) ( 32土 6.7) 8:t 2.1) 

312.5 4t 131 112 136 16 13 16 27 29 19 28 30 43 7 11 7 

( 126土12.7) IS土1.7) 25ま S.3) ( 34土 8.1) 8土 2.3) 

625 脅 129 101 135 12 14 17 26 沼 27 39 26 3S 8 9 7 

( 122土18.1) 14土 2.5) ( 27ま 1.0) ( 33土 6.7) B土 1.0 ) 

1250僻 138 120 114 11 16 12 16 24 19 31 34 36 7 5 5 

( 124:t 12.5 ) 13土 2.6) ( 20ま 4.0) ( 34土 2.5) 6土1.2) 

2sω 縛 133 107 1ω 19 22 16 IS 16 20 21 28 35 7 10 6 

( 116土14.5) 19:t 3.0) 17ま2.6) ( 28土 7.0) 8土 2.1) 

筑)()()骨 103 111 112 13 14 11 12 15 21 20 28 26 5 11 7 

( 109:t 4.9) 13土1.5) 16ま 4.6) ( 25土 4.2) S土 3.1) 

。 120 125 136 17 15 11 17 23 18 37 43 57 8 11 11 

( 127土 8.2) 14土 3.1) 19ま 3.2) ( 46土10.3) 10土 1.7 ) 

312.5待 151 168 128 15 12 14 29 却 お 48 S3 35 20 17 18 

( 149:t 20.1 ) 14土1.5) ( 24ま 4.6) ( 4S土 9.3) 18土 1.5 ) 

625 併 136 147 123 18 11 14 勾 22 28 43 60 45 22 16 12 

( 135土12.0) 14土 3.5) 24 ~ 3.2) ( 49土 9.3) ( 17土 5.0) 

1250脅 142 126 154 12 11 11 27 26 23 42 39 40 17 7 18 

( 141:士14.0) 11:士 0.6) ( 25ま 2.1) (4{)土1..5) 14土 6.1) 

2到旧体 139 157 117 8 14 11 28 29 16 39 50 44 14 13 10 

( 138土20.0) 11土 3.0) ( 24.:t 7.2) ( 44土 5.S) 12土 2.1) 

ヌ同O持 117 154 129 10 13 12 25 16 19 41 38 36 18 14 15 

( 133土18.9) 12土 1.S) ( 20ま 4.6) ( 38土 2.5) 16土 2.1) 

αa凶cal AF2 SA AF2 AF2 9AA 

ロ謁eωglplate) 0.01 O.S 0.01 0.1 80 

Numbcr of 503 ~ 知l 158 174 149 150 139 146 587 573 692 3169 2割)9 2930 

∞lonies I plate ( 491土19.7) ( 1ω:t 12.7 ) ( 145ま 5.6) ( 617ま65.0) (3∞3土144.4) 
。emical 2AA 2AA. 2AA 2AA 2AA 

Dose (P_B Ip国~ 2 10 0.5 2 

Numbcr of 686 711 “4 326 327 332 532 521 569 331 321 お9 191 幻8 232 
∞10凶岱Iplatc (鎚7土お.5) ( 328土 3.2) ( 541:i 2S.l ) ( 297ま50.S) ( 220土 2S.6) 

AF2:2..(2・Fwyl}3・0・nitro-2・furyl匙rylamidc. SA: ~凶iumazide， 9AA: 9・Amin樋口idine.2AA:. 2・Am国凶n血mεene
付:Prccipitant w回 d泥erved∞血esurf配eof略arplates. 



Table 4. Results of bacterial reverse mutation assay ( azo-reduction method 1 ) with 

3・hydroxy-4・[(4・methyl-2・sulfophenyI)azo ]-2・naphthalenecarboxylicacid calcium salt 

WI也(+)ぽ

wl也∞t(・)

59 Mix 

S9MiJ: 

(・)

59Mix 

(+) 

Positive 

∞出。l

S9 Mix (・)

Positive 

∞ouol 

59 Mix (+) 

Testsubstancコ巴 Numbc:rof陪vertan包(n田nbc:rof∞10出回/pl.ate ， Mem 主5.0.)
伝鼠 B蹴 .JU釦刷卸肱mty開 Frameshlft type 

(μglp凶c) TAl∞ TAJS3S WP2uvrA TA98 TAI537 

。 116 l1l IS 14 ~ 14 

111土 2S.5) 17土 5.2) 

312.5倖 94 91 89 16 s 19 
91:t 2.5) 14:t 5.7) 

位5 樗 94 93 91 21 18 20 

93土 I.S) 20土 1.5 ) 

1250待 77 96 98 17 15 10 

関士 11.6) 14土 3.6) 

Z筑旧樟 l∞ 77 91 12 16 14 

89土 11.6) 14土 2.0) 

気剛〉脅 88 93 l(ゆ 21 13 13 

97土 11.0) 16土 4.6) 

。 114 1鈎 lS1 47 44 39 

138土 11.1) 43土 4.0) 

312.5 119 119 130 37 24 22 

1おま 6.4 ) 28土 8.1) 

625 136 121 122 21 24 35 

126土 8.4 ) 27土 7.4) 

lおO神 125 143 132 幻 30 24 

133土 9.1) 26土 3.8) 

25∞骨 123 127 127 28 27 26 

126ま 2.3) 27 :t 1.0 ) 

筑泊O持 120 143 153 n 26 25 
139土 16.9) 24土 2.1) 

。lemical AF2 SA AF2 AF2 9AA 

目指eωglplatc} 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numba" of 442 458 467 4η 472 435 

∞同首csI plate ( 456土 12.7) (栃O土 21.7) 

。lemlcal TB 2AA 2AA TB コムム

政指εU1gIplate) 9ω.8 2 10 9ω.8 2 

Numbcr of 598 7∞ 746 497 553 4∞ 
∞10凶副p_l些 681土 75.7) 483土 77.4) 

一
AF2:2-(2・Fwyl}3-(S・nitro-2・furyl)acrylamide. SA: sc詞iumazide. 9AA: 9・.AminOIロidi~ 以A: 2・Aminoanthrat:ene

τ"B:TrypI田blue
4t: Preclpltant w魁 d芯ervedon血es町f配εof崎町plates.



Table 5. Results of bacterial reverse mutationぉsay( azo..reduction method 11 ) with 

3・hydroxy-4-[(4・methyI-2・sulfopheny1)包0]・2・naphthalenecarboxylicacid calcium sa1t 

Wl也(+)or 

wi1hout (・)

S9MI.J: 

S9Mix 

(・)

S9Mix 

(+) 

Posl泊ve

∞凶01
S9 Mix (・)

P由国ve

αm位。l

S9 Mix (+) 

Test副b白血コE Number of rever凶 .ts白田bcrof∞刷邑a凶，M阻まs.o.)
dc&e BIt民・pa1rsub副tUtIOntype Framcshlft type 

ωIlplate) TAl∞ TAlS3S WP2uvrA TA98 TA1537 。 104 120 113 16 17 泊

112土 8.0) 20土 6.7) 

312.5締 " 108 1ω 13 13 19 

10S土 5.S) lSf 3..5) 

位5 脅 126 84 104 19 19 21 

105土21.0) 20 f 1.2) 

12.S0 I 95 117 122 19 20 15 

111 :土 14.4) 18土 2.6) 

2筑崎将 99 86 95 19 19 19 

93土 6.7) 19土 0.0) 

到泊O持 101 90 1似 19 14 8 

98土 7.4) 14土 5.S)

。 134 152 112 40 51 35 

133土20.0) 42土 8.2) 

312.5 146 140 138 32 3~ 3~ 

141:土 4.2) 34土1.7) 

625 166 174 154 32 40 35 

165土10.1) 36j: 4.0) 

1250栂 184 165 177 34 36 36 

175土 9.6) 35土1.2) 

2s∞持 137 132 142 27 29 31 

137土 5.0) 29土 2.0) 

到ぬO持 163 167 137 32 30 28 

156土16.3) 30土 2.0) 

α但 lca1 AF2 s.. AF2 AF2 9AA 

Doseωg Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numberof 422 428 381 498 481 476 

∞10叫信Ipllte ( 410土25.6) ( 485土11.5) 

Cllemlc叫 τ3 2AA 2AA τB 2AA 

町出 (μg !p凶~ 例泊.8 2 10 960.8 2 

Numberof 592 763 ω5 374 271 却S

∞10叫.esI plltc ( 653土95.2) 314土53.4) 

AF2:2-{2・Furyl)-3..(S-ni冊 2・furyl)ocrylamidc，SA:おdiumazide， 9AA.; 9・細.inoIaidiDc.2AA:. 2・Arnin畑出raccne

TB : Teypan blue 

神~ Pmcipitant w箇 d活erved∞血es町f民eof崎町plat白.
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