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【要約】

フマル酸ジエチ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、 SalrnoπetLa ty帥irnuriurnTA100， TA1535， TA98， TA1537および

Escheγichia coli WP2 uvγA を用~'...用量設定試験では直接法および代謝活性化法の

いずれも、 50--5000pg/プレートの用量で、本試験の直接法では、 TA100は 9.375""300 

pg/プレート、 TA1535，TA98および TA1537は 78.13--2500 pg /プレート、 さらに WP2では

156.3--5000 pg/1レートの用量で、また代謝活性化法ではすべての検定菌で 312.5~5000 I1g 

/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、フマル酸ジエチルは、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。



【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、フマル酸ジエチル

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薗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】

SaLmoneHa tゅhimuγiumTA100 
SaLmoneLla typhimurium TA1535 
Escheγichia coti WP2 uvγA 
SalmoneUa tyがl.Imu.γiumTA98 
Sal即 neUaty世himu.γiumTA1537 

S. tythimu.γiu.m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. coti 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、ニュートリエントブロスNo.2 (OXOID， B-1674/1)を入れたL字型試

験管に種菌を接種し、 370C、約11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〕

フマル酸ジエチル (CASNo. 623-91-6、以下DEFと略〉は、分子量 172の無色透明、

比重 (200C/200C) 1. 055の液体である。純度 93.3%のもの(不純物としてマレイン酸ジ

エチル 4.9%、その他1.8%を含む、ロット番号: :)をl

から供与された。被験物質は、使用時まで密栓して冷所に保管した。

DEFは、アセトン(ロット番号:DSR 3251、和光純薬工業(栂〉を用いて 50mg/mi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、純度および比重換算は行わなかった。

試験の開始に先立って、秦野研究所においてDEFのアセトン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 (50mg/mi)および最低濃度 (90μg/mi)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、 108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 (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/mi 

溶液の含量は既定濃度に対し、 101-109%、93.75pglmi溶液は、 108---109%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、 DEFはアセトン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 :フリルフラマイド (上野製薬側 ロ川番号 46. 純度99.9%)
SA :アジ化ナトリウム (和光純薬工業岡 町ト番号 TWR3330. 純度>90%)
9-AA : 9-アミノアクリジン (Sigma Chem. Co. ロけ番号 961"05641. 純度>98%)
2-AA : 2-アミノアントラセン(和光純薬工業(捕 hト番号 DSF2950. 純度>90%)

AF-2. 2-AAは DMSO(和光純薬工業(欄)に溶解したものを、 -20
0

C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、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。
本

(A) Mト・7#-(Difco) O.6~ (B) L-tAチ?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、 0.5mM L-トリプトファン水諮液を用いた。

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. 1992年9月4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・771<.和物 0.2 g 1)ン酸水素了ンモニウムナトリウム・4水和物 3.5g

?エン酸・171<.和物 2g Hコ-7.

')ン酸水素ニカリウム 10g Mト7ff-(Difco) 

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

•• 
S9 O. 1況f NADH 4μmol 

塩化マグネシウム 8μmol NADP百 4μmol 

塩化方IJウム 33μmol 0.2Mリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 0.5 mi 

'!fl;J-J..・61/ン酸 5μmol 

村:7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノパルピタール(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
マン側、ロット番号 RAA-280、1992年 7月24日製造および RAA-284、1992年
10月30日製造)を用いた。 PBおよびBFの投与量は 1日目 PB30皿g/kg、2日
目 PB60 mg!kg、3日目 PB60 mg!kgおよび BF80 mg!kg、4日目 PB
60 mg/kgであり、いずれも腹腔内投与したものである。ラットの解剖およ
び S9の調製は5日目に行った。

〔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 0.1mf、リン酸緩衝液 0.5mi (代謝

活性化試験においては S9混液 0.5庇n、検定菌液 O.1 miを混合したのち合成培

地平板上に流して囲めた。また、対照群として被験物質調製液の代わりにアセトン、また

は数種の陽性対照物質溶液を用いた。各検定薗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種以上の検定富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護婦変異コロニー数が、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 Tables1、2に示した。 DEFについて、 50"""5000pg/プレートの範囲で、公比約

3とし、試験を実施したところ、すべての検定薗の直接法および代謝活性化法において、

高用量で抗菌性が認められた。抗菌性は TA100の直接法において最も強く認められ、

500 pg/プレートの用量でも認められた。その他の検定薗においては、 TA1535と TA98の

直接法および TA100の代謝活性化法では 1500pgj1レートの用量まで、それ以外は

5000 p.g/プレートの用量で抗菌性が認められた。抗菌性について、追加試験を行ったところ、

TAI00の直接法においては、 625pg/プレートの用量まで抗菌性が認められたが、 WP2の直接

法では 2500pg/プレート、 TAI00の代謝活性化法では 5000pg/プレートの用量でも抗菌性は

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においては、 TAI00では 300p.g 

11レート、 TA1535、TA98および TA1537については 2500pg/1トト、さらに WP2については

5000 p.g /プレートとし、公比 2で 6用量を、代謝活性化法においてはすべての検定菌で

5000 pg/プレー卜とし、公比2で5用量を設定することとした。

〔本試験〕

結果を Tables3、4に示した。 DEFについて上記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。 TA1535および

WP2の代謝活性化法以外の試験においては、最高用量において、抗菌性が認められた。

DEF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。
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以上の結果に基づき、 DEF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 

Diethyl [umarate 

Wjth (+)α Tesl回 bstlnc:e N四n~of 陀vertmU(n四百以:rof∞lor甘口 IplllC . M凶 11::t 5.0.) 

.....ith∞I (・) 直誕 Buε. pair liubstillltion rypc Framc.shlf1 tVDC 

S9 Mix (!J_g1..2!!包) TA1∞ TAIS35 WP2uvrA TA98 TA1S37 。 110 132 127 15 9 13 12 12 14 22 21 20 5 7 7 

( 123土11.5) 12:t 3.1) 13:t 1.2) 21土1.0) 6土 1.2 ) 

50 103 13 14 22 6 

150 1的 s 20 18 6 

ヌぬ 91・ 11 13 23 4 

S9MiX 15∞ 71・ 5・ 9 7・ 4 

、 ヌ蜘 0・ 0・ 1・ 0・ 0・

。 126 107 135 12 1.5 6 22 16 22 21 25 24 12 14 

( 123土14.3) 11土 4.6) ( 20ま 3..5) 23= 2.1) 12= U) 

~O 134 11 20 1& 16 

no 108 15 18 29 15 

ヌxl 133 10 19 22 13 

59ルfu 15∞ 98・ 10 24 33 16 

(+) 5α)() 90・ 11・ 18・ 20・ 5・

po古itivc 。回ical AF2 SA A.F2 AF2 9 . .<¥A 

白句作~ I p1at~) 0.01 0..5 0.01 0.1 80 

59M以(.) Numbcrof S3S 533 501 205 181 196 174 176 I伺 剣山 487lmM30 日771

∞l伽'lIcsI pl・te ( S幻土 19.1) ( 194 i 12.1 ) ( 180:l: 8.7) ( 505土18.0)1 (3415:: 169.5) 

Positi"e 白間協J 2M 2M  2M 2入札 2AA 

∞nuol Dosεf円 Ipllle) 今- 10 0.5 :2 

59附)1 Numbcr of 1 481 似価 277 228 191 I 421 425 4.21加加叶山 1741941

∞10凶csI plat巴(454 = 28.6 )1 (232土43.1)1 (423:l: 2.1)1 (217=20.4( 173:: 21.5) 
一

AF'2:2..(2・F町1}.3・(S-nitro-2・furyl)acrylamlde. SA: 5<刈i山nazide‘ 9AA: 9・Amioo・cridi nc. 2AA: 2・AminoanUlIllcenc:
"; lnhibiti∞w&s o!:淑m“時必応tgrowth of thc凶ロ.eria.



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

Diethyl fumarate 

Wlth(φ)01' 

wl也∞t(・)

S9Mix 

S9M1x 

，、

S9Mix 

¥，) 

Positive 

∞ntrol 

民活悩ve

α沼田l

S9 Mix (+) 

Tcst 1Ubstana: Nmnbcr 0( rever園陸(nwnbcrof∞刷a/肉1I:.M帽 1::1:S.O.) 

&田 B固定-DU'創b叫包Z泊国tnlC Fr-a誕-U¥1f¥tYt)C 

ωg Iplatc} TAI∞ TAIS3S wP2uvrA TA98 TA1S37 

。 136 127 105 lS 13 14 2 II 21 15 16 13 15 13 10 

( 1おま 15.9) 14i 1.0) ( 13:l ~.O) ]5士 U) 13~ 2.S) 

312.5 95 

625 18. 

ロ50 61・ 11・ 5 14 

2筑)() 0・ 5 0・ 0・

。 127 128 124 

( 126士2.1) 

1250 134 

2.SOO 135 

ヌX陥 128 

C!cmiQ.[ AF2 ~ AF2 AF2 9AA 

以謁ε(1:8~latc) 0.01 0..5 0.01 0.1 80 

Numbcrof 476 496 持。 2s8 230 2.s4 1+4 168 137 気6 618 584 2654 2431 2299 
∞i∞ja /pll也 ( 484士10.6) ( 247士15.1) ( 150ま16.3) ( 589:1: 26.4 ) (2461:1:179.4) 

。回世al 2M 'JM 'JM 2M. 2M  

政調埠 ωgIplaIC) 2 10 0.5 2 

Nほnbe.rof 614 “s 632 
∞同世cs/ pllte ( 631:1: 17.0) 

AF2:. 1-(2・Furyl}3・(5・曲0・2・furyl)acrylamlde. SA:制 iumazide， 9AA: 9・Aminoeaidine.2AA:. 2舟山畑師ccne
・:lnhibitim was observcd亘書Z出¥grow1h of the bacteria. 



Table 3・1. Results of bacteriaI reverse mutation assay ( 1 ) with Diethyl fumarate 

Wl也(+)or 

wlth∞t (・)
S9Mi.x 

S9Mi.x 

，、

S9Mi.x 

ぃ.)

Positive 

∞n回 l
59 Mix (・)

Posi口ve

∞ntrol 
S9 Mi.x (+) 

Test substance NumbcroC陀venan也 (nl.l司bc:rof∞lonics I t泊Ie、 Man.t 5.0.) 
cbsc: Bue • palr substi加首伺typc: Frameshlft句官

ωg Iplatc:) TAIOO TAJ535 、伊2uvrA TA98 TAJ537 。 9 17 10 13 13 20 1<4 21 11 6 7 

12:: 4.4) 1~ ま 4.0 ) 15i ~.J) 7土

78.13 14 16 11 20 15 12 8 5 B 

14土 2.5) 16士 4.0) 7士 1.7 ) 

156.3 16 13 14 27 19 12 12 2~ 19 5 7 6 

14:1: l.S) { 19 i 7.5) 19士 6.5) 6:: 1.0 ) 

312.5 9 25 12 2<4 16 30 19 s z 3 
15::t 8.5) 23i 7.0) 18:t 6.6) 7:1: l. 7 ) 

625 s 14 9 20 s 12 19 18 14 5 4 5 
10::t 3.2) 13i 6，)) 17士 2，6) 5土 0.6 ) 

1250 7 7 s 13 2(1 16 18 19 10 g 3 7 
7士 0.6) 16ま 3.5) 16:1: 4.9) 6:1: 3.1 ) 

2500 1・0・1・2・2・3・ 3・14・3・ 1・
1::t 0.6) 2:i 0.6) 7ま 6.4) 5土 3.2

気)()() 0・0・0・
Qi 0.0) 

。 162 135 166 20 8 7 25 13 20 41 23 31 14 10 5 

( 154士16.9) 12土 7.2) 19ま 6.0) 32士 9.0) 10土 4.5 ) 

312.5 130 
l“ 159 21 12 16 21 19 25 34 3') 36 12 
( 145士14.5) 16士'I_S) 22ま 3.1) 36::t 1.5) l!:!: 4.6) 

625 159 166 134 23 18 15 23 25 20 46 29ωi17  16 12 

( 153土16.8) 19:!: 4.0) 23:!: 2.5) 38:: 8.6)1 ( 15土 2.6 ) 

1250 143 Il8 142 17 17 12 13 23 16 32 7 11 14 

( 134土14.2) 15:: 2.9) 17:t 5.1) 36:!: 5.1) 11= 3.5) 

25∞ 118 111 139 13 14 6 26 14 14 29 14 

( 123土14.6) 11土 4.4) 18ま 6.9) 27:: 6.7)1 ( 10 :!: 

ヌ)()() 83・94・88 11 5 4 22 24 17 4 9 

88:: 5.S) 7:: 3.8) 21 i 3.6) ( 20:!: 5.5) &:!: 4.0 ) 

Olemical AF2 SA AF2 AF1 9AA 

Dose u!g Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.¥ 80 

Numbcr of 152 185 154 幻2 お1 211 ωω7672ln37%332ml 

∞10凶esI plate ( 16-4:!: 18.5 ) ( 231.:! 20.0 ) {似品主 26.0)1 (お88:!:130.1 ) 

OlemicaJ L札A 2AA 2AA 2AA 2AA 

以lSe(μ!..l2late) 2 10 0.5 2 

N田 lbcrof 615 “7 同2 154 151 165 749 773 721 195 181 J43 146 179 l拍
∞lonies I plate ( 628:!: 34.4 ) ( 157:!: 7.4) ( 748::t 26.0) ( J7j:: 26.9 ) ( 172:: 22.9) 

AF2:2.(2・Furyl).3.(5.nitroふf町 l)acrylamide，SA:制iumazidc， 9AA: 9・Aminoacridine，:l.AA; 2・Amin聞出I1lccne

.: lnhibiti∞W魁 observcd略且国tgrowth of the bacteria. 



Table 3・2. Results of bacteriaI reverse mutationぉsay( 1 ) with Diethyl fumarate 

Wj治(+)or 

w!th∞I (・}
59 Mlx 

S9Mix 

，、

S9~必z

ぃj

Positive 

∞ntrol 
59 Mix (ー)

Positive 

∞otrol 
S9 Mix (+) 

Tcst創出unce Nl.lTlbcr 0{ n:v抽出{目I.ITIbcrof ∞Ionlcs I凶 le.M由土 5.D.)
也寓 B笛ε.oa1r s.ub5tl匂tlontype Fmnes.hlft ty関

Ulg!p注tc) TAI∞ TAl535 WP2lJvrA す入911 TAIS37 。 113 119 133 

( 122土10.3) 

9.375 135 132 156 

( 141士13.1) 

18.75 136 133 146 

( 13II::!: 6.8) 

37.5 121 150 130 

( 134土14.8) 

75 137 121 130 

( 129::!: 11.0) 

150 114 1-49 165 

( 143::!: 16.1 ) 

300 113・129・119・
( 120土 8.1) 

。lemiClI AF2 SA AF2 AF2 9AA 

ゐ記 ωgIpLRtC) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbcr of ω6 612 613 

∞lonics I pl.也 ( 624士19.3) 

OJemiCll 乙U 2AA 2AA 2AA 2AA 

Dose UlR /Plate) 2 10 0.5 2 

Numberof 

∞同首csI plat.c 
AF1: 2-(2-Fwγ1}3・(5-nitro-2・fwyl)&αyLarnide. SA: sc池田位i弘 9AA:9・Aminc.cridine. 比九二2・Amin叩lthnc.ene
・:lnhibiti∞wascX間rved喝且凶tgrowth of the凶ロcriA.
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Table 4・1. Results of bacterial reverse mutation assay ( 11 ) with Diethyl fumarate 

Wi白(+)or 

wlthout (・)

$9 Mix 

S9Mix 

S9M江

t 

Positive 

∞ntrol 
59 Mix (・)

pt:厄itive

∞ロtrol
~ S9 Mix (+) 

Test回bstanα Numbc:r of revcnanu (nlrObc:r of ∞1則包 Ip~\.e ，_M四 1土5.D.)

伝鼠 Buc: . pair subs加。ontypc Framcshlft守院

ωS /plate) TA)(幻 TAJ53S WP2uvrA TA98 TA1537 

。 16 21 J6 19 17 24 28 21 37 10 6 11 

18土 2.9) (却~ 3.6) 29土 8.0) 9土 2.6 ) 

78.13 9 13 17 30 17 18 9 4 9 

13ま 4.0) 22土 7.2) 7土 2.9) 

156.3 16 11 18 19 27 18 2s 28 35 6 7 6 

1.5土 3.6) 21 ~ 4.9) 30士 4.0) 6 = 0.6) 

312.5 9 21 1:2 9 ]0 20 15 28 29 8 10 5 

14ま 6.2) 13:t 6.1) 24会 7.8) 8土 2.5) 

625 17 16 1S 33 33 18 9 4 10 

12i 4.6)1 ( 16まl.S) 28土 8.7) 8土 3.2) 

1250 13 16 16 13 14 5 12 5 2 

15ま1.7) 11ま 4.9) 21土1.2) 4土

25∞ 2・2・ 9 7 11 11・8・10・今:2・ 2・ 2・
2ま 0.6) 9:t 2.0) 10ま1..5) 2土 0.0) 

5α)() 0・0・3・
1ま1.7) 

。 135 14; 171 16 22 13 17 13 21 48 47 52 7 13 18 

( 153:!: 21.6 ) 17土 4.6) 17三 4.0) 49土 2.6) 13土 5.S) 

312.5 178 176 172 23 48 36 判 |1722171

( 175:!: 3.1) 22土 2.3)1 (28ま 4.0) 43土 6.1)1 (19= 2.9) 

625 174 174 159 19 34 

( 169土 8.1) 14= 5.0)1 (27ま 3.5) 4{)土 6.0)! (12土 5.0 ) 

1250 138 165 137 14 18 18 26 24 23 44 9 

( 147: 15.9) 17 == 2.3) ( 24まl.5) 40土 4.0) 13:: 3.2) 

25∞ 143 130 131 20 13 21 22 )6 21 29 32 31 17 9 
( 135:: 7.2) 18土 4.4) ( 20ま 3.2) 31 :土1.5) 15土 4.9 ) 

5収)Q 103・102・115・7 11 8 24 15 21 23・25・20・
( 107土 7.2) 9= 2.1) ( 20ま 4.6) 23土 2.5) ( 12土 2.1

。e:mical AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dosc Ulg IplalC) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Number of 印刷仙 128柑抑23Ml

∞10凶esI plate ( 292ま17.0)1 (18Sま 6.S) ( 618土1&.3 )1 ( 3026土201.5) 。lcmical 2AA 2AA 2AA 2AA 'LA.A 

民民 ÚJ~Iplatc) 2 10 0..5 2 

Numbcr o( 889 769 794 283 239 280 676 518 615 321 361 366 2ω 1&8 19ヲ

∞10凶e5__ lJ，late ( 817:= 63.3 ) ( 2fj7:: 24.6 ) (ω3 i 79.7 ) ( 349:: 24.7 ) ( 199土 10.5) 

AF2:2-(2・F町 1)-3・(5-nitro・2.f'町，1見rylamide. SA: sc刈iumui仇. 9AA:9・Aminoacridine. 1A人:2.・Aminoanthra臼ne
.: lnh.ibiti∞WBS obsc円何時JlInstgrowth of thc baαcria. 



Table 4・2. Results of bacterial reverse mutation assay ( 11 ) with Diethyl fumarate 

With (+)町

wllh∞I (・)

S9 Mix 

S9Mix 

(;、

S9M江

¥. I 

Positivc: 

∞ntro] 

S9 Mix (・)

Positive 

∞ロ位。l

S9 Mix (+) 

T田1副 baancc Number of rev町凶指印刷出・ofcol∞畑位以.Meanま5.0.)

&田 Base -palr subct1凶tionrype Frameshlft庁pe

OJg IpLlte) TAl∞ TAJS3S WP2U町A TA98 TAlS37 。 135 138 123 
( 132:!: 7.9) 

9.37.5 156 161 139 

( 152土11..5) 

18.7S 183 lS1 136 

( 1:57土24.0) 

3703 142 130 156 

( 1"'3ま13.0) 

75 131 147 148 

( 142ま 9.S)

150 1"，5 162 123 

( 1-43土19.6) 

筑同 106・120・11S・
( 114ま 7.1) 

。lcmical AFl SA AF2 AF2 9AA 

以)sc:(ug Iplate2 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbcr of S86 617 614 

∞10凶esI pl.tc (配)6土 17.1) 

。cmical 乙九A 2M 2AA 払A 以A

ロぉεωgIplale) 2 10 0.5 2 

Nmnbcr of 

∞loni白 Ipl・tc
AF2:2-(2・F山yl)..3-(S-nitro-2・f町 l)acrylamidc:. SA: sc刈iumazidc. 9AA: 9・Amio伺aidine. 払k2・Aminoan白血尻町
・:lnhibiti∞waso凶crvcd&gainsl growth of the bactc:ria. 
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