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要約

p-ト/レエンスルホン酸ナトリウムについて，SalmonellaかphimuriumT A98ラ TAIOO，

TA1535， TA1537およびEscherichiacoli WP2uvrAの 5菌株を指標とする復帰変異試験を実

施した.

予備試験を 5000，1250，313，78.1， 19.5，4.88ヲ 1.22f.1g/7
0

レートの 7用量で実施した結果，S9 

mlXの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加および菌の生育

阻害は認められなかった.この結果をもとに本試験では， 5000"v 313μg/7
0

レート(公比 2)の

5用量を設定した.

2回の本試験の結果， S9 mixの有無によらず，いずれの菌株においても陰性(溶媒)対照

値の 2倍以上を示す復帰変異コロ二一数の増加は認められなかった.

以上の結果から，p-トノレエンスルホン酸ナトリウムは細菌を用いる復帰突然変異試験に

おいて変異原性を有さなし、(陰性)と結論した.
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l 試験物質

1.1被験物質

8L668 

材料および方法

から提供されたp-トルエンスルホン酸ナトリウム (CAS番号

657-84-1，ロット番号 純度 92.7%)は，使用時まで室温に保存した.被験物

質は下記の構造式および分子量を有する水に 30%溶解の白色粉末である.

構造式:

CH3 

分子量 :194.18 

不純物:硫酸ナトリウム 5.5% 

1.2対照物質

S03Na 

陰性(溶媒)対照物質および陽性対照物質として，以下のものを用いた.

対照物質名 略称 入手先 ロyト番号

陰性対照
注射用水 DW  附大塚製薬工場 K8G77 

陽性対照
2-(2-7りlレ)-3-(5-ニトロー2-フリル) AF-2 和光純薬工業(樹 PTQ1296 
アク 9Jレ7~ ド
ァγ化ナト1ウム NaN3 和光純薬工業(槻 KWE6685 
N-エチルーN'-ニトローN-ニトロソr了二γン ENNG Sigma Chemical Company 56F-3651 
9-了ミノアタリシツ塩酸塩 9-AA S和ig光ma純C薬hem工ic業all Compmy 80F-0186 
2-7ミノアントラセン 2-AA 光薬業側 TWH2355 

2. テスト菌株 1) 2) 

2.1テスト菌株

純度(%)

一

98.8 

96.5 
99.0 
99 
98.0 

カリフォルニア大学 より 1983年 5月 27日に入手した SalmoneUα

σphimurium TA98， TAI00， TA1535， TA1537および東京大学医科学研究所 よ

り1985年 10月 14日に入手した Escherichiaco/i WP2uvrAの 5菌株を用いた.
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これら菌株の遺伝的特性は以下のとおりである.

付帯突然変異
菌 キ朱 変異遺伝子

検出可能な

DNA修復 膜変異 R因子 突然変異型

TA98 hisD uvrB r.fiα pKMIOl フレームシフト
TAIOO hisG uvrB rfiα pKMIOl 塩基対置換
TA1535 hisG uvrB rfa 一 塩基対置換
TA1537 hisC uvrB rfiα 一 プレームシフト
WP2uvrA trpE uvrA 十 一 塩基対置換

2.2 特性検査

各テスト菌株のアミノ酸要求性，紫外線感受性，膜変異，薬剤耐性などの遺伝的特

徴を事前に調べ，これらの特性を備えた菌株を用いた.

2.3保存方法

液体完全培地中に 37
0

Cで 8時間振塗培養した各菌懸濁液 4mlに対し， 0.35 mlの

割合でジメチノレスルホキシド(DMSuと略す;関東化学(槻，ロット番号 912S1784)を加え

た.これを 200μlずつ小分けしてドライアイス・アセトン中で急速凍結し，超低温

槽で -80
0C以下に凍結保存したものを使用した.

2.4菌懸濁液

凍結保存した菌懸濁液を解凍後， 20μlを液体完全培地 10mlに接種し， 37
0Cで

8時間振渥培養した.培養終了後の菌懸濁液は，濁度計を用いて菌濃度を測定し，各

菌株共に生菌数が lxl0
9
/ml以上であることを確認した.

3. 培地

3.1 液体完全培地

精製水 11に対し，ニュートリエントプロス (UxoidNutrient Broth No.2， Unipath社，

ロット番号 02859365) 25 gの割合で溶解し，オートクレーブ滅菌(121
0

C，15分間，以

下同様)した.

3.2最少グルコース寒天平板培地

クリメディア AM-N培地(オリエンタル酵母工業(槻 ロット番号 AN770KN)を購入し，

使用した.

3.3 トップアガー

精製水 100mlに対して，粉末寒天 (Bacto-Agar，Difco社， ロット番号 80050AJB)0.6 g， 
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塩化ナトリウム 0.5gの割合で加え，オートクレーブ滅菌し完全に溶解した.その後，

あらかじめ調製しておいた 0.5rnM Dービオチン， 0.5 mM  Lーヒスチジン混合水溶液

(サルモネラ用)または 0.5mM  L- トリプトファン水溶液(大腸菌用)をそれぞれ 1/10

量添加した.使用時まで約 45
0

Cに保温した.

4. S9 mix 

4.1 S9 

ブエノパルピタール(1日目 30mg/kg， 2日目以降 60mg/kgを 3回腹腔内投与)と

5，6-ベンゾフラボン(3日目に 80mglkgを 1回腹腔内投与)で酵素誘導した SD系雄ラ

ット肝由来 S9(キッコーマン(槻，ロット番号 RAA-395: 1998年 12月 11日製造)を購入

し，使用した.使用時まで -80
0

C以下で保存した.

4.2 S9 mix 

S9 mix 1 mlあたり以下の組成で調製し，使用時まで氷中に保存した.

S9 
塩化マグネシウム六水塩
塩化カリウム
D-グノレコース 6-リン酸
s -NADPH 
日-NADH
ナトリウムーリン酸緩衝液CpH7.4) 
滅菌精製水

0.1 ml 
8μmol 

33μmol 
5μmol 
4 ，umol 
4μmol 

100μmol 
残量

5. 試験方法 3) 

5.1被験物質溶液および陽性対照物質溶液の調製

溶媒検討の結果， 50 mg/mlの濃度で水に溶解したため，溶媒には注射用水(DW)を

用いた.被験物質を所定濃度で DWに溶解し，メンプランフィルターで漏過滅菌し

た後，これを同じ溶媒を用いて希釈して各用量の被験物質溶液を調製した.被験物質

の秤量に際しては，純度換算(92.7%)を実施した.

陽性対照物質の NaN3は DW((槻大塚製薬工場，ロット番号 K7C82)，こ，その他は

DMSO(関東化学(槻，ロット番号 912S1784)に溶解した.

5.2被験物質用量

予備試験を 5000，1250， 313， 78.1， 19.5， 4.88， l.22μg/7
0

レートの 7用量で実施した結果，

S9 mixの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加および

ハU
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菌の生育阻害は認められなかった.この結果をもとに本試験では， 5000， 2500， 1250ラ

625， 313μg/プレートの 5用量を設定した.

5.3復帰変異試験

試験はプレインキュベーション法で実施した.

滅菌した試験管に被験物質溶液を 0.1ml， 0.1 Mナトリウム リン酸緩衝液(pH7.4) 

を0.5mlおよび菌懸濁液を 0.1ml加え， 370

Cで 20分間振壷培養した. S9 mixを共

存させる場合には， 0.1 M ナトリウムーリン酸緩衝液の代わりに S9mixを 0.5ml添

加した.プレインキュベーション後， トップアガー 2mlを上記の混合液に加え混和

し，最少グルコース寒天平板培地上に重層した.重層したトップアガーが凝固した後，

370

Cで48時間培養した.

実体顕微鏡を用いて菌叢の生育状態を観察し，被験物質による菌の生育阻害の有無

を調べた後，目視により被験物質の沈殿の有無を確認した.プレート上の復帰変異コ

ロニー数を自動コロニーカウンターで計測した.予備試験は各用量につき l枚のプレ

ートを使用した.本試験は各用量につき 3枚のプレートを使用し，再現性を確認する

ため 2回実施した.

陰性(溶媒)対照物質および以下の陽性対照物質についても同様に実施した.

困 株 S9 mix非共存下 S9 mix共存下
(μg/7

0

レート) (μg/7
0

レート)

TA98 AF-2 0.1 2-AA 0.5 
TAIOO AF-2 0.01 2-AA 
TA1535 NaN3 0.5 2-AA 2 
TAl537 9-AA 80 2-AA 2 
WP2uvrA ENNG 2 2-AA 10 

5.4無菌試験

最高用量の被験物質溶液または S9mixをトップアガーと混和し，最少グルコース

寒天平板培地上に重層し，雑菌の混入がないことを確認した.

5.5試験結果の判定

いずれかの試験菌株で， S9 mixの有無によらず，被験物質用量の増加にともなっ

て復帰変異コロニー数(平均値)が陰性(溶媒)対照値の 2倍以上に増加し，さらにその

増加に再現性が認められる場合に，当該被験物質は変異原性を有する(陽性)と判定し

た.その他の場合は陰性と判定した.試験結果の判定には統計学的手法は用いなかっ

た.
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結果

予備試験の結果を表 1に，本試験の結果を表 2，3および図 1'" 10に示す.

予備試験を 5000，1250， 313， 78.1， 19.5， 4.88， 1.22 Jlg/7
0

レートの 7用量で実施した結果，59 

mlXの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加および菌の生育

阻害は認められなかった.との結果をもとに本試験ではヲ 5000'"313μg/7
0

レート(公比 2)の

5用量を設定した.

2回の本試験の結果， 89 mixの有無によらず，いずれの菌株においても陰性(溶媒)対照

値の 2倍以上を示す復帰変異コロニー数の増加および菌の生育阻害は認められなかった.

考察および結論

89 mix非共存下および共存下において陽性対照が各菌株に誘発した復帰変異コロニー

数は，各菌株の陰性対照の復帰変異コロニー数と比較して，明らかに 2倍を超えて増加し，

陽性の結果を示した.また，最高用量の被験物質溶液および S9mixについて行った無菌

試験の結果，試験の成立に影響を及ぼすような菌，カピ等の発育は認められなかった.

以上の結果から，p-トノレエンスルホン酸ナトリウムは細菌を用いる復帰突然変異試験に

おいて変異原性を有さなし、(陰性)と結論した.

なお，類似化合物の細菌を用いる復帰突然変異試験に関する情報を添付資料にま止めた.

12 
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表 1

試験結 果 表 ( 予 備 試 験 )

被験物質の名称 /)-トルエンスルホン酸ナトリウム (No.8L668 ) 

試験実施期間 1999年 2月 23日 より 1999年 2月 26日

代謝活性 被験物質 復帰変異数(コロニ}数 /7"レート)

化系の 用 量 塩 基 対 置 換 型 プ レ ー ム シ フ ト型

有 生涯 (μg/7
0

レート) TA100 TAI535 WP2uvrA TA98 TA1537 

166 9 25 33 7 
陰 性 対 照

165 12 31 27 4 
1 . 2 2 

184 9 19 32 10 
4.8 8 

160 12 19 37 4 
S 9 mix 1 9. 5 

( - ) 178 12 22 37 5 
7 8 . 1 

174 11 28 37 6 
313  

150 14 31 37 11 
1 250  

138 12 27 22 8 
5 0 0  0 

143 12 31 42 12 
陰性対照

140 9 39 47 10 
1 . 2 2 

156 9 28 40 10 
4 .8 8 

139 22 24 36 13 
S 9 mix 1 9. 5 

( + ) 152 9 21 36 11 
7 8 . 1 

150 13 30 33 16 
313  

133 12 16 51 21 
1 250  

158 10 25 51 15 
5 0 0 0 

/ 

、、

S9 mix 
名 称 AFM2 NaN3 ENNG AF・2 9-AA 

陽 を必要 用 量

としな
(μg/7

0

レート) 0.01 O. 5 2 O. 1 80 

コ/ロニー7数E レート 569 385 566 573 415 
性 いもの

対 S9 mix 
名 称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要 用 量

照 とする
(μg/7

0

レート) 2 10 O. 5 2 

コ/ロニー7数0 レート 736 209 1348 413 118 
も の

(備考)

AF-2 : 2-(2-7リル)-3-(5-ニトロー2・7リル)7クリlげミド， NaN3: 7γ 化ナトリウム

ENNG: N・エチ J~-N ' ・ニトローN-ニトロソ~" 7ニγ ン， 9・AA: 9-7ミ/了クリ γ ン塩酸塩， 2-AA: 2・7ミ/了ント7セン

14 
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表 2

被験物質の名称

試験実 施期間

代謝活性 被験物質

化系の 用 豆Eヨ

有 錨正 {μg/7
0

レート)

陰 性 対 照

313  

S 9 mix 625  

( - ) 1 250  

2 500  

5 0 0 0 

陰性対照

313  

S 9 mix 6 2 5  

(十) 1 2 5 0 

2 5 0 0 

5 0 0 0 

S9 mix 名 称

陽 を必要
(μg用/70

量
レート)

としな
コ/ロニー7'数レート

性 いもの

対 S9 mix 名 材、

を必要 用 量

日召 とする
(μg/7'レート)

コ/ロニー7数0 レート
も の

(備考)

試験結果 表 ( 本 試 験 1) 

p-トノレエンスルホン酸ナトリウム (No.8L668 ) 

1999年 3月 2日 より 1999年 3月 5 S 

塩

TAI00 

160 
152 ((149) ) 
136 士 12

121 
116 ((134) ) 
165 土 27

118 
156 ((135) ) 
132 士 19

134 
143 ((131) ) 
115 土 14

136 
135 ((土 1351)) 
134 

140 
148 ((137) ) 
123 士 13

124 
121 ((士 1289)) 
138 

124 
131 ((±1306) ) 
136 

128 
111 ((122) ) 
128 :!: 10 

144 
115 ((128) ) 
124 :!: 15 

124 
130 ((土 1254)) 
122 

146 
114 ((128) ) 
125 :!: 16 

AF-2 

o. 01 

516 
632 ((588) ) 
616 士 63

2-AA 

916 
884 ((890) ) 
870 士 24

復帰変異数(コロニー数 /7.レート)

基 対 置 換 型
TA1535 WP2uvrA 

8 28 
10 9) 29 ((±237) ) 
9 23 

8 30 
12 ((士 102)) 30 ((±301) ) 
10 31 

11 24 
14 

((士 143)) 28 
((士 245)) 

16 19 

7 23 
12 ((±141) ) 25 ((±235) ) 
14 28 

9 25 
13 ((士 121)) 30 ((士 264)) 12 22 

11 33 
11 

((士 1O1)) 27 ((±303) ) 
11 31 

13 33 
10 ((土 122)) 31 ((士 321)) 14 33 

12 35 
8 ((士 102)) 22 ((±297) ) 
9 30 

11 27 
11 ((±133) ) 31 ((±283) ) 17 26 

12 23 
10 ((±102) ) 25 ((士 252)) 9 27 

13 27 
9 ((士 121)) 24 ((土 252)) 10 24 

14 30 
14 ((土 123)) 32 ((±320) ) 
9 28 

NaN3 ENNG 

o. 5 2 

341 533 
359 ((369) ) 564 ((547) ) 
406 土 34 543 :!: 16 

2-AA 2-AA 

2 10 

178 1451 
193 ((191) ) 1442 ((1462) ) 
201 士 12 1492 :!: 27 

プレームシフト型

TA98 

24 
21 ((±231) ) 
18 

22 
26 ((±264) ) 
30 

22 
21 ((±202) ) 
18 

21 
23 ((±243) ) 
27 

19 
24 ((土 231)) 
21 

23 
26 ((±264) ) 
30 

35 
29 ((±332) ) 
31 

27 
34 ((±363) ) 
38 

33 
27 ((±293) ) 
28 

26 
29 

((土 294)) 
33 

34 
37 ((士 362)) 
37 

37 
37 ((±382) ) 
40 

AF・2

O. 1 

535 
534 ((±5380) ) 
521 

2-AA 

o. 5 

436 
434 ((士435l)) 
435 

TA1537 

9 
4 
7 

4 
7 

10 

4 
5 52) ) 
7 

8 
4 

10 3) 

8 
9 日)
6 

8 
4 52) ) 
4 

11 
8 92)) | 
7 

10 
15 ((士 134)) 
16 

7 
6 27) ) 
9 
7 
8 62) ) 
4 

9 
10 ((±121) ) 
13 

日
9 27) 〉
8 

9-AA 

80 

329 
321 ((±3262) ) 
317 

2-AA 

2 

163 
130 ((143) ) 
135 :!: 18 

(平均値)

(j:標準偏差)

AF -2 : 2-(2-7リル)-3・0・ニトロー2-アリル)アクリルアミド， NaN3:アシ守化ナトリウム

ENNG: N-エチlv-Nペニトロ -N~ ニトロソ'!" 1ニシ‘ン， 9-AA: 仏7~) アクり γ ン塩酸塩， 2・AA: 2-7ミ/了ントラセン
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表 3

被験物質の名称

試験実施期間

代謝活性 被験物質

化系の 用 量

有 盤 (μg/7ロレート)

陰性対照

313  

S 9 mix 625  

( - ) 1 250  

2 500  

5 000  

陰性対照

313  

S 9 mix 625  

(+ ) 1 250  

2 500  

500  0 

S9 mix 
名 称

陽 を必要
(μg用/70

量
レート)

としな
コ/ロニー7数0 レート

性 いもの

対 S9 mix 
名 称

を 必 要
(μg用/70

量
レート)

日召 とする
コ/ロニー7数0 レート

も の

(備考)

試験結果表(本試験 2) 

fJ-トルエン スルホン酸ナトリウム (No.8L668 ) 

1999年 3月 9日 より 1999年 3月 12日

塩

TAIOO 

155 
151 

((土 1497)) 
142 

146 
143 ((士 1486)) 
154 

152 
145 ((士 1561)) 
156 

146 
153 ((155) ) 
165 :!: 10 

147 
119 ((133) ) 
132 土 14

120 
154 ((146) ) 
165 士 23

139 
127 ((121) ) 
96 :!: 22 

142 
145 ((138) ) 
126 土 10

133 
152 ((139) ) 
133 士 11

126 
103 ((115) ) 
117 士 12

119 
135 ((121) ) 
110 士 13

120 
131 ((120) ) 
110 :!: 11 

AF・2

0.01 

619 
633 ((635) ) 
654 士 18

2・AA

1 

921 
894 ((891) ) 
858 士 32

復帰変異数(コロニー数 /7"レート)

基 対 置 換 型

TA1535 WP2uvrA 

9 30 
13 ((I121) ) 22 ((±245) ) 
10 21 

8 18 
14 ((±131) ) 19 ((士 192)) 
12 21 

11 28 
16 ((±133) ) 18 ((士 225)) 
12 21 

11 19 
12 ((士 121)) 31 ((±246) ) 
9 22 

12 26 
12 ((士 123)) 16 ((士 251)) 
15 20 

10 27 
12 ((±111) ) 32 ((±257) ) 
11 22 

17 29 
14 ((士 144)) 25 ((±262) ) 
10 25 

18 21 
11 ((士 144)) 18 ((±202) ) 
13 20 

17 27 
10 ((±144) ) 21 ((±253) ) 
16 27 

12 22 
10 ((±145) ) 23 ((±222) ) 
19 20 

11 27 
13 ((±132) ) 18 ((士 252)) 
14 21 

14 29 
10 ((±122) ) 29 ((士 237)) 
11 23 

NaN3 ENNG 

0.5 2 

325 580 
356 ((336) ) 618 ((614) ) 
328 士 17 645 士 33

2-AA 2-AA 

2 10 

205 1338 
206 ((195) ) 1352 ((1314) ) 
175 士 18 1252 士 54

プレームシフト型

TA98 

27 
23 ((士 252)) 
26 

17 
22 ((±193) ) 
18 

27 
23 ((士 234)) 
20 

20 
21 ((士 192)) 
17 

18 
21 ((士 202)) 
21 

23 
20 ((士 244)) 
28 

28 
21 ((士 264)) 
29 

30 
27 ((±304) ) 
34 

27 
20 ((士 265)) 
30 

27 
36 ((士 335)) 
35 

31 
37 ((士 334)) 
30 

29 
25 ((士 282)) 
29 

AF-2 

O. 1 

469 
496 ((476) ) 
463 :t 18 

2・AA

O. 5 

405 
376 ((403) ) 
428 士 26

TA1537 

5 
5 62) ) 
9 

9 
6 27) ) 
6 

10 
8 83) ) 
5 

7 
4 26) ) 
7 

9 
9 90) ) 
9 

10 
7 7) 
5 

17 
10 ((士 144)) 
16 

11 
15 ((士 123)) 
9 

11 
15 ((±132) ) 
13 

10 
12 ((士 122)) 
14 

9 
13 ((士 121)) 
12 

14 
11 ((±123) ) 
13 

9-AA 

80 

319 
322 ((±3195) ) 
305 

2・AA

2 

164 
179 ((士 1783)) 
175 

(平均値)

(士標準偏差)

AF・2 : 2・0・7リル)-3-(5-ニトロー2-7リル)アクリルTミド， NaN3:アシーイ七ナトリウム
ENNG : N-エチトN'-ニトローN-ニトロブ夕、 7ニシ、ン， 9-AA: 9-7ミノアタリシ v ン塩酸塩， 2・AA:2-了ミノアント71:ン

T 

且

16 

" 



図 1 (本試験
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図 2 (本試験 1 ) 
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図 3 (本試験 1 ) 
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図 4 (本試験 1 ) 
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図 5 (本試験 1 ) 
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図 6 (本試験 2) 
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図 7 (本試験 2) 
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図 8 (本試験 2) 

被験物質名: p-トノレエンスルホン酸ナトリウム
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図 9 (本試験 2) 

被験物質名: p-トノレエンスルホン酸ナトリウム
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図 1 0 (本試験 2) 

被験物質名: p-トノレエンスノレホン酸ナトリウム
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