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要約

nーペンタデカンの変異原性の有無について、細菌を用いる復帰変異試験を実施

することにより検討した。

検定菌として、 SaLmoneLLatyphilnl.tγium TAIOQ， TA1535， TA98， TA1537および

Esch.eγichiaco!i WP2ωγAを用い、直接試験および代謝活性化試験のいずれも、

用量設定試験は 50"'5000pg/プレートの用量で、本試験は 312.5-"5000pg/ブトトの

用量で試験を行った。

その結果、 2固の本試験とも、用いた5種類の検定菌について、いずれの用量で

も復矯変異コロニー数の増加が認められなかったことから、 n-ぺンタデカンは、

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 雪
国

OECD既存化学物質安全性点検に係わる毒性調査事業の一環として、 B本が独

自に選定した既存化学物質の 1つである、 nーペンタデカンについて、細菌を用い

る復矯変異試験をプレート法により実施した。

この試験は、ザルモネラ(ネズミチフス菌)におけるヒスチジン要求怪から非要

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試験と、 E講乳動物のもつ薬

物代謝酵泰 (S9混波)によって産生される被駿物質の代謝物の変異原性を試験す

る代謝活性化試験とからなっている。

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:471J 472に準拠し、化学物質GLP(昭和59年3月31日，環保柔第39号，薬発

第229号， 59墓局第85号，改訂昭和63年11月188，環企研第 233号，衛生第38号.63 

基馬第 823号)に基づいて実施した。
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(検定菌〕

材料および試裁方法

Sa.Lm.onetLa tyがtintlLyiW7tTAIOO 
SaLmone~La ty帥tmuγiumTA1535 
Escheγichia col i WP2ωr~ 
SaLmoneLLa ty帥!l1CU.'γiwn.TA98 
SaLmoneLLa typhimuγiIim TA1537 

s. tyPhimu行um.の4菌株は1975年10月31日にアメリカ合衆雷、

から分与を受けた。

E. coLi WP2ωγA株は1979年5月9自に

分与を受けた。

検定菌は、 -80.c以下で凍結保存した。

から

試験に際して、 0.5%塩化ナトリウム添加ニュートリエントブロス (Difco)を入

れたL字型試験管に種菌を接種し、 37.c、10時間往復援とう培養したものを検定菌

液とした。

(被験物質)

nーベンタデカン (CASNo. 629・62・9、以下n-PDと略)は、分子量 212.42、

比重 0.77、融点、 9.9.c、沸点 270.c、無色透明の液体である。純度99%以上のも

の(ロット番号: :)を から

供与された。被験物質は、使用時まで室温で遮光して保存した。

n -P D~玄、アセトン(ロット番号: ECP 7706、和光純薬)を用いて 50f昭1m2

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

に試教に用いた。

試験の開始に先立って、秦野研究所においてn-PDのアセトン溶液中での安定

性試験を行った。安定性試験における溶媒が当研究所で実施される、培養細胞を用

いる染色体異常試験と共遇であることから、両試験における霊高濃度 (300時/m!l.)
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および最低濃度 (3~/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3時間における各3サンプルの平均含量は、それぞれ初期値の平均

(0時間)に対して、 101および 98.2%であった。これらの値は当研究所の標準操

作手蹟書の基準(初回の測定平均値の 90%以上)を満たしていた (Appendi x 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、 50時/m1

溶液については、 97.2-.，103%、3.125mg/11Ii溶液については、 95.0-.，96.8%の回収

率が得られた。これらの値も当研究所の標準操作手煩害の基準(平均含量は添加量の

85%以上)を満たしていた (Appendi x 2)。

以上の結果から、 n-PD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 (上野製薬倒 的ト番号 46，
SA :アジ化ナトリウム (和光純薬工業側 ロヴト番号 TLN5556，
9-AA : 9-アミノアクリジン (東京化成工業側 ロヴト番号 AM01， 
2-AA : 2-アミノアントラセン(和光純薬工業鱒 B外番号 EDE7881，

純度99.9%)
純度>90%)
純度>98%)
純度>90%)

AF-2， 9-AA， 2-AAは Dl1S0(和光純薬工業倒的ト DSL5887および ECJ7001)に、

SAは蒸留水に溶解して試裁に用いた。

(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) )¥クト・7ガー (Difco) 0.6% (B) レヒヌチジン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% E才チン 0.5 mM 

* : WP2用には、 0.5mMレトリプトファン水溶液を用いた。
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官V

2)合成培地

培地は、日清製粉株式会社製の最少寒天培地(用量設定試験ではロット番号

: DJ050GG、1991年7月98製造、本試験ではロット番号:DJ060IG、1991年

9月38製造)を用いた。なお、培地1R， あたりの組成は下記のとおりである。

3) 

硫酸マグネシウム・7水和物 0.2 g 

'T!:J酸・1水和物 2 g 

リン霊長水素わモニウムナトリウム・4水和物 3.5g 

グ)~コーヌ 20g 

IJ)酸水素ニ方リウム 10 g J¥'クトアガー (Difco) 15 g 

径 90D のシャーレ l枚あたり 30miを流して固めである。

S9混液(1 m.e中下記の成分を含む)
同陣訓"

59 0.1 1111， NADH 4μmole 

塩化マグネシウム 8μmole NADPH 4μmole 

塩化方リ弘 33μmole O.2Mリン酸緩衝液
(pH 7.4) 0.5 m2. 

グJ~コース・ 6リ〉酸 5μmole 

柿:7週齢の 5prague-Dawley系雄ラットをフェノパルピタール(PB)およ
ぴ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
〈キッコーマン錦、用量設定試験ではロット番号 RAA-254、1991年5
月23日製造、本試験ではロット番号 RAA-258、1991年8月23日製造)
を用いた。 PBおよびBFの投与量は 18百 PB30 mg/辺、 2白目 PB
60 mg/kg、38百 PB60 mg!kgおよび BF80 mg/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〕

プレート法により直接試験および代謝活性化試験を行った。

小試験管中にトップアガー2m.e、被験物質調製液 0.1減、リン酸緩衝液 0.5mi 

(代謝活性化試験においては 59混液 0.5mi)、検定菌液 0.1m9， 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ア
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セトン、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-Cで48時間行い、生じた復帰変異コロニ

ー数を算定した。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、本試験においては爾対照群

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l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)

被援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、かつ、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)

結果を表lに示した。 50-...5000pgグレートの範囲で試験を実施したところ、 WP2の

代謝活性化試験の 5000pglプトトで弱い抗菌性が認められたほかは、すべての検定

菌の直接試験および代謝活性化試験において抗菌性は認められなかった。なお、直

接試験、代謝活性化試験のいずれにおいても、 1500/1!lグレート以上の用量で、寒天

表面に被験物質由来の沈澱が認められた。

したがって、本試験における最高用量を、すべての菌種で、直接試験および代謝

活性化試験ともに 5000/1!l/ブトトとし、以下公比2で5用量を設定することとした。

(本試験)

結果を表2、3に示した。 n-PDについて 312.5-...5000p.g/ブトトの範囲で試

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試験、代謝活性

化試験のいずれにおいても、用量依存性のある変異コロニー数の増加は認められな

かった。また、すべての菌種において抗菌性は認められなかった。なお、直接試致、

代謝活性化試験のいずれにおいても、 2500pglプレート以上の用量で、寒天表面に被

験物質由来の沈澱が認められた。

n-PDについて実施した試援において、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、陰性対照群とも、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、 n-PD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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表 l
智融脚質:n-ベンタテうりン

用量設定試験結果表
M-9 1-1 7 a 

検 体 s9ux 復 帰 変 異 コロユ一致〆フLート

物 寅 温 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型 一

加川Fト}有無 TA1ω TAl邸 8MA TA98 TAlS37 

溶 媒

~ 162 11343 9 9 16 a14 a 16( 出土げ 111 2} 加( 19土19 1L7 S ー 146 16 
(111土0 47 6) 対 照 ( 147土 ( 13 j: 

珂 ー l印 n 17 16 立

l~ ー 134 16 16 2s 4 

制 ー 122 出 ロ 怨 7 

検 体 L500 ー 130 10 β 17 s 

制加 ー 112 10 18 18 s 

溶 媒

I~ !K 
払138。 0叩1.6) 目( 16 土白 124 6 

'll + 
( 110 弱土

g m 
t323土5 344 0 8 (131土9 513 .D 対 照 ( 10土

珂 + 129 u 12 19 ロ

150 + 112 14 14 24 8 

知 + 1笛 s 自 自 3 

検 体 1~ + 128 11 ロ お 4 

制加 + 119 s 6・ ロ 4 

名 称
泊fuを

渇 必要と 温度{皿/1V-ト)
A陀 0.01 se¥ 0.5 AF2 0.01 A胞 0.1 創ABD

しti.~ も

コなト 回a5.3 iU(2凶泌土 am η l伺{16817±9 性 の 問(邸舗土 l鎚9.5) 745(76278土4 古m7.0) 釘笥G邸翻S主8 却臼3.3) 

名 称
対 S割以を

必要と 温度 (111/升pト)
泊A1 制 2 '})A 10 制 0.5 泊A2 

照 するもの

コ之 UlS.7 心 邸(飽鎚± 制(舗27m土 8は12心 17315+ 1 邸主S l錨 i舗+ 217L3 7) 111 1M 161 ( 160 ( 169 ( 174 ::t 11.8) 

本:欄窟般道調E書



表 2
智齢制貫:n-ベンタテそカン

復帰変異試験結果表 I
M-9 1-1 78 

検 体 S副U 復 帰 変 異 コロニー数/フUート

物 質 温 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

加/丸刈} 有無 TM叩 TM邸 即9.NrA TA98 TAl日7

溶 媒

~ 119 98 113a4 o 立 19 au a 
笥
(却 2土 お4. 4) 

お
( 31 指土 131 0) 

10 
( 9土9 

ー
0.9 6) 対 照 ( 111 ~ ( 15土

312.5 - 133(12411主0 112a3 a ロ(U1土2 au ω 23{a1± 7 an s 28 1251土8 &羽心 3 (52 L5 a 
盟5 ー 139 133 

(139土 14a5 o) 24(2U 土 424 的 2S{お2土 m ao 
2 
〔252主1 お乙。8 (8i土l L5 O) 

1250 ー 116 144 114a0 o U (141土4 之16助(133土 お(222土4 za i) 
24 ( 22 却土 乙お1) 

7 
( 5土5 L4 B 

検 体 怨加 ー
13'1れ36l泊土 13z3 a 16{181土8 2之0助 23{却a土 118 6} 

泣
( 21 泊土 初L2) 12 ( 7 1: 52 .0) 

制加 ー i泊
{14112土9 11a5 o 10(10土9 U LS 

15 (n1土7 1L8 S 21 ( 18 お土 110 0) 
8 
( 7土8 L5 句

溶 媒¥ 出1 1却 Ta 笥(国 1土5 丘16町 調( 29 お主 4お.0) 47 (必4土4 36.4 8) 14 + 
(121土3 Zg 6) 対 照 (~土

312.5 + 114(U114主2 
Ea 

国
( 由民主 a18 s 

19 
( 'zl お土 7お.1) 

4o (444土7 ι羽心 7 (7J zg B 

包S + 129 (13414土7 1EL1 O} ロ(出土10 a a@ g(却 g± 2 10 34(354土2 1却O) 13 ( 10 ~ 16 6) 
1250 + 13j 156 m177 .B m 国 019 .@ ( 156 :t ( 19土

6 
(お忽± 3a2 s 

必
(3S3土8 L39 B 10 (91主0 ZS 3) 

検 体 2500 + 158 ( 1551伺土 1417 0} 16 18 ( 16土 zu ω 34( おお土 g za 38 (泊4土5 35.5 1) 6 ( 9土9 313 .B 

担問 + 144 i昆 15a4 心 14 18 au o a 包 2z7 o 3s 却 混乱2) 
11 
{ 7土7 a4 a ( 151主 (白土 (お土 (お土

名 称
S剖以を

渇 必要と 温度(周/1V-ト)
俄 0.01 s¥ o.s A陀 0.01 AF2 0.1 舗A80

しなLも

ヨト
ω(6Zl0Ctf:. 邸2LO) 278 270 宮ι抱a 134(ilS12 土 ll∞ 7.2) 自立 鈎

6175.4 a 初7(幻6釘0宮±7 お133&75} 性 の ( 273 ::t (臼8土

名 称
対 S9tiixを

必要と 温度 (OI/1V-ト)
泊A1 飴A2 2M 10 制 0.5 制 2

昭 するもの

Jf芝 花1( ち27回主 π4 180 1m lU3.3 9 宮1 522 玄5邸1.4) 
205 206 206 175 加5 加4

宮7.邸 ( 182 :!: (缶l土 ( 206 j: 0.6) ( 195土 17.0) 



表 3
揖齢制貫:nーベンタデカン

復帰変異試験結果表 E
M-9 1-1 78 

検 体 S9lIiX 復 婦 変 異 コロニー故/7'¥...ート

物 質 直 度 の 塩 基 対 置 倹 型 フレームシフト型

加川pト) 有無 TAl伺 TAlS35 Fa1vrA TA舗 TAl官7

溶 媒

ド¥ 146 (16116± 1 i1官4.5) 
出
(却ロ± 214 a 

u 
t12u 土 0U .0} 

21 
(お 3土3 25 11 ー

(91土0 7 対 国 6.1) 2.1) 

312.5 ー 12}(12112 土 i1国0.6) 
出
(M1± 0 ιβ @ 

10 
(g± 8 L9 O) 

認
( 23・2土1 1&6 2) 7 (81± 0 

1.5) 

邸 ー Z7(12U± 5 12a4 η 辺(岱土国 乙11日
12 
(g± 8 Z8 3) 

お
〔231士8 428 6) (7± 7 

8 
1.5) 

1250 骨 l釘
(12512 土 11016 .句

白
( 11土8 310 .8} 

羽
(12l± l a14 o 17 (191± 8 2乙1i) 立( 8 1 16 2) 

検 体 怨却 - 146 
( 135
1回
± l1
錨
.4，0) 
8 
(iO± 
g 
au o 
u 
{g± 
8 Z7 6) 

泊
(22
沼
± 
忽
l5) 
8 
(72 La D 

忠則 ー 51 
( 1381
却
土 r心 ロ{141土8 au s 5 (8m 主 乙凶9) 却( 却包土 主汀O} 

7 
( 6土
7 
之
3
3} 

溶 媒¥ l飽( 178l鎚主 E6} U (口土16 12S 0 17 L17 η 
48 
(62 

415 
S 

+ 
(161± 
4 g 

( B ~ Z9 3) 対 照

312.5 + 121(1341B 
土 ~丘4S 9 (11± 9 416 0) 17 (国a土 zm o 却(41~ 土 4L2 O) ( 8土8 

邸 + 136(12912
土
3 12a3 
a 
15 
(161± 
4 之四助 15(171± 

5 却
2.9) 
話
(404土
4 4 
40) 
5 
( 6土
6 06 .6) 

J.2jl + l盟
(158口±
1 
広
144
田
M 
(14M ± 

014 
.0) 
14 
(凶 1±
4 1L6 
2 
51 
(必3±
5 41 8 

( 7土
7 
1.
6
0) 
I 

8.1) 

検 体 留孤 + 145 
( 1盟
15
主
4 l2 
4η 
ロ
(β
立
± 
白
Lη 2JJ(回

a
± a
出
a 
44 
(姐
3
土
8 話
15) 
7 
( 8土 {2)

1 

制凋 + l国
{15215±
8 1嶋
6.0) 
11 
( 12 土
自
L
ロ
0) 
10 
( 14
出
± 
418 0) 
羽
(4i3土
4 4a1 5) 

4 
( 6土
7 7 
Lη 

名 称
泊似を

AP2 0.01 AF2 0.1 SA 0.5 A毘0.01 組A80
閣 必要と 温度(-刈pト)

しないも

ヨト
住 の

745{
泊
471
土
4 71
位

7.1) 
M4(
郡
m
± 
おaio} ia(18218± 

4 18L1 
S 
ぢ
4(819回±
3 8
部
89
.8) 
郡3。817m1主22l6必76.6) 

名 称
対 g剥ixを

必要と 温度(1J1j"升pト)
?N.l 泊A2 泊A10 制 0.5 2M 2 

国 するもの

方 翻(盟包主
4 gm 
.1) 
お8 la 

羽
15.l
6} m(留7S土

5 臼5 Z2(
立
7%
土
8 31&12 6) 

2話お4 22412 .8) (186 :t 51.1) ( 241 i: 


	表紙
	目次
	要約
	緒言
	試験材料及び方法
	試験結果
	考察及び結論
	参考文献
	表

		2024-03-08T15:34:10+0900
	National Institute of Health Sciences




