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【要 約】

7-ヒドロキシー1.3-ナフタレンジスルホン酸カリウムの変異原性の有無を、細菌を用

いる復帰突然変異試験により検討し、陰性の結果を得た。

検定菌として、 Salmonella t:v州imuγi開 TAIOO、TA1535、TA98、TA1537および

Escheγichia coli WP2 uvrAの5菌株を用い、 89mix無添加および添加の条件でプレ

インキュベーション法により用量設定試験および2回の本試験を行った。用量設定試験を

50.0-5000 f.181プレートの用量で行ったところ、いずれの検定菌においても、 -89mix無添加

試験および添加試験とも抗菌性は認められなかった。したがって、本試験では 89皿ix無

添加試験および添加試験を 313-..5000pg/プトトの範囲で5用量を設定して実施した。

また、 TA1535の 89mix無添加試験では、本試験Iの 3131181アレ同トで溶媒対照値の2倍

となる復帰変異コロニー数の増加が認められたため、再現性および用量依存性を確認する

ために、 3131181プレートを含む 100-"500f.181プレ目トの範囲で等差で5用震を設定して再現性

試験を実施した。

その結果、用いた 5種類の検定薗のいずれの用量においても、溶媒対照値の 2倍以上と

なる復帰変異コロニー数の再現性および用量依存性のある増加は認められなかったことか

ら、 7-ヒドロキシーL3-ナフタレンジスルホ'ン酸カリウムは、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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【緒言】

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、 7-ヒドロキシーL3-ナフ

タレンジスルホン酸カリウムについて、細菌を用いる復帰突然変異試験をプレインキュベ

ーション法1)により実施した。

この試験は、サルモネラ菌〈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

への復帰突然変異幻、ならびに大腸菌におげるトリプトファン要求性から非要求性への復

帰突然変異S)を指標とした変異原性の検出系である。

試験は、被験物質をそのまま検定菌に作用させる 89mix無添加試験と、晴乳動物のも

つ薬物代謝酵素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 89mix 

添加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

o 

237号、薬発第 306号、 62基局第 303号〉および rOECD毒性試験ガイドライン:471、

472Jに準拠し、 「化学物質GLP基準J (昭和59年 3月31目、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目、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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【材料および方法】

(検定菌〕
SalmonelLa tyPhimlげ iUlllTAI00 
SaLmonetta tythtlllUγiUIJl TA1535 
Esche川 chiacoli WP2ωγA 
SaLmonetLa tyThimuγiUIIl TA98 
Salmo托eHatyThillluγi弘mTA1537 

S. tyThimuγiUlIl の4菌株は1975年10月31日に

から分与を受けた。

B. col i WP2 uvγA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ものを用い、各菌株の特性確認は、凍結保存菌の調

から分与

製時に、アミノ酸要求性、 uv感受性および膜変異 (rfa) とアンピシリン耐性因子

p問 101(プラスミド〉の有無について調べ、特性が維持されていることを確認した。

試験に際して、ニュートリエントブロスNo.2 (Oxoid)を入れたL字型試験管に解凍

した種菌を一定量接種し、 370Cで約10時間往復振とう培養したものを検定菌液とした。試

験に用いた各検定菌液の濁度を Appendix1に示した。

(被験物質〕

7-ヒドロキシー1， 3-ナフタレンジスルホン酸カリウム〈略称 :PHNS、CASNo. 

842-18-2)は、分子量 380.47の淡灰白色粉末である。構造式等は Appendix2に示した。

用いた被験物質は、ロット番号 純度 89.2wt出〈不純物;水:約5%、無機塩:約

2%および微量の異性体〉であり、 から供与された。被験物質は、使用

時まで室温で保管した。

PHNSは、局方注射用水〈ロット番号:K6194、綱大塚製薬工場)に溶解して最高

濃度の調製液を調製した後、同溶媒で所定の濃度に希釈して速やかに試験に用いた。

円。
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〔培地および 89IDixの組成〕

1 )トップアガー (TA菌株用〉

下記の水溶液 (A)および CB)を容量比 10:1の割合で混合した。

CA) バクトヴー (Difco) 0.696 CB)* L-eスチタン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% か白チン 0.5 mM 

車 : WP2 uvγA用には、 0.5mM L-トリプトファン水溶液を用いた。

2)合成培地

培地は、極東製薬工業(欄製の最少グルコース寒天培地〈ロット番号:HY1604、1996

年10月25日製造、および HY2001、1997年 2月7日製造〉を用いた。なお、培地

1 i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 O.2g 水酸化ナトリウム

ク工ン酸・1水和物

リン酸水素ニカリウム

2g グルヨ』ス

10 g バクト7iJ同〈清水食品〉

0.66g 

20g 

15g 

リン酸ーアンモニウム 1. 92g 

径 90mmのシャーレ 1枚あたり 30mOを流して固めたもので、ある。
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3) 89 mix (1 mt中下記の成分を含む〉

•• 

89・e O. 1 ml NADH 4μmol 

塩化マグネシウム 8μmol NADPH 4μmol 

塩化刺ウム 33μmol ナトリウムーリン酸緩衝液
(pH 7.4) 100μmol 

5μ皿01グル3回スー6-リン酸

: 7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットにフェノパルピタール(PB)およ
び 5.6-ベンゾフラボン(BP)の併用投与を行い、酵素誘導して作
製された 89(キッコーマン側、ロット番号:RAA-355、1996年
11月22日製造)を購入し、骨800Cで凍結保存し、用時に解凍して
用いた。 PBおよび BFの投与量は 1日目 PB30 mg/旬、 2日目
PB 60 mg/旬、 38目 PB60 mg/kgおよび BF80-mg7kg、 4日
目 PB60 mg/kgであり、いずれも腹腔内投与したもので、肝臓
の摘出および S9の調製は5日目。

〔試験方法〕

プレインキュベーション法により、 89mix無添加試験および 89mix添加試験を行

った。

小試験管中に、被験物質調製液 0.1ml、リン酸緩衝液 0.5ml (89 mix添加試験

においては 89mix 0.5 J，)、検定磁波 0.1mtを混合し、 37"Cで20分間プレインキュベ

一ションしたのち、 トップアガー 2mlを加えて混和し、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使用溶媒、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各Table中に示した。溶媒お

よぴ陽性対照群は同時に実施した他の試験と共通とした。培養は370Cで48時間行い、生じ

た変異コロニー数を目視またはコロニーカウンターを用いて算定した。抗菌性の有無につ

いては、肉眼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、溶媒および陽性対照群では3枚ずつ、各用量については l

枚ずっとした。また、本試験および再現性試験においては、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、結果の再現性の確認を行った。また、 TA1535の

89 mix無添加試験については、本試験 Iと本試験Eの結果が異なったため、再現性

試験を行った。

-5-
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〔判定基準〕

結果の判定に統計学的手法は用いないこととした。

用いた 5種の検定菌のうち、 1種以上の検定菌の 89mix無添加試験あるいは 89

mix添加試験において、被験物質を含有する平板上における変異コロニー数の平均値が、

溶媒対照値の 2倍以上に増加し、その増加に再現性および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もの〈陽性〉と判定することとし

fこ。
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【結果および考察】

〔用量殺定試験〕

PHNSについて 50.0.....，5000w，/プレートの範囲で公比を約 3として、試験を実施し

たCTable1)。その結果、すべての検定菌の S9mix無添加試験および添加試験のい

ずれにおいても抗菌性は認められなかった。

したがって、本試験における最高用量は、 S9mix無添加試験および添加試験とも

5000月/プレートとしfこ。

〔本試験〕

S9 mix無添加試験および添加試験のいずれにおいても、 313---5000j.tg/九四トの範

囲で公比を 2として 2回の本試験を実施した (Table2、 3)。その結果、 TA1535の

S9 mix無添加試験においては、本試験Iの 313p:g/プレートで、溶媒対照値の 2倍となる変

異コロニー数の増加を示した。その他の検定菌においては、 2回の試験とも溶媒対照値の

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。

〔再現性試験〕

TA1535の 89mix無添加試験では、本試験Iの 313118/プレートで溶媒対照値の 2倍とな

る変異コロニー数の増加が認められたため、再現性および用量依存性を確認するために、

313 pg/プレ斗を含む 100-..500fJgjか回トの範囲で等差で5用量を設定して再現性試験を実

施した (Table4)。その結果、溶媒対照値の 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。

PHNSについて実施したすべての試験において、用いた試験の調製液および 89

mixへの雑菌の混入は認められなかった。また、陽性対照試験ではいずれの検定薗におい

ても陽性対照物質の変異原性が検出され、溶媒対照値とともに、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、本試験系の有効性が確認さ

れた。
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【結論】

以上の結果に基づき、 7-ヒドロキシーL3-ナフタレンジスルホン酸カリウムは、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。

【特記事項】

試験の全過程を通して、試験の信頼性に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。
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Table 1. Cytotoxicity of potassium 7・hydroxy-l，3-napb出a1enedis叫fonal飽 onbac飴ria

Wi血(+)or

without(・)

S9mix 

S9凶 x

(・)

S9mix 

(+) 

Positive 

∞Introl 

S9mix (・)

Positive 

con官。1

S9 mix(+) 

Tcstsubs包nce Nu皿bcrof revertan包 (numbcrof coloni儲 Iplate.m伺a 土SD.)

do田 Ba腸・凹irsubsti佃tion旬pe 町 四 副.hift旬pe

ωε/pJatc) TAl∞ TA1535 WP2uvrA TA98 TAlS37 

。 1凶 129 129 13 10 11 26 知 28 15 22 2s 8 3 4 

( 121土13.3、 ( 11土1.5 28土2.0) ( 21土 5.1) 5土2.6) 

50.0 139 11 19 19 9 

150 102 12 21 26 8 

5∞ 91 13 29 22 6 

15∞ 104 19 22 11 10 

so∞ 110 9 19 27 8 

。 92 128 125 11 13 13 34 21 34 32 31 39 9 16 11 

( l1S土20.0) ( 12土1.2 ( 30:f: 7.5) (34土 4.4) 12土 3.6) 

50.0 125 16 20 30 15 

150 1σ7 12 27 33 10 

5∞ 111 20 28 32 10 

15∞ 139 18 19 30 4 

5創泊 123 11 32 36 11 

Chemi侃 l AF2 SA AF2 AF2 9AA 

恥鈍伽gIp1ate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numb町 of 543 583 559 533 543 568 166 194 244 643 587 654 1907 1616 1554 

coloni髄 Iplate ( 562ま20.1 ( S48士18.0 ( 201土39.5、 ( 628士35.9) ( 1692:i: 188.5 ) 

Che.凶伺l 2AA 2AA 2M 2AA 2AA 

Doseωglplate) 2 10 0.5 2 

Nur曲erof 798 631 683 160 228 211 290 2S5 315 562 判。 447 223 186 加9

coloni国 Iplate ( 704土85.5、 ( 2∞::t:3S.4、 ( 287土30.1) ( 48!_:t:: 68.5 ) ( 206:f: 18.7) 

AF2:2・0・Furyl)-3-(S・国回-2-furyl)acrylamide，SA: S吋iumazi也. 9AA: 9-AII福田町idine， 2AA: 2・Amino田町制服

Purityw腿 89.2wt%and曲out5%wa伽， 8加 ut2%inor伊nicsalts and sligbt amounts of ison闘'Swere∞n凶ned回国伊国6旬.
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Table 2. Mutagenicity of potassium 7 -hydroxy-l ，3-naphthalenedisulfonate on bacteria ( 1 ) 

(' 

Wi血(+)0 Test substance Number of r_evertants (number of coJonies I plate， rnean 土S.D.)

without (-) dose Base -pllIr s_ubstitution type Fr釘n田 hift旬pe

S9mix (μg Iplate) TAI00 TAlS35 WP2uvrA TA98 TA1537 。 106 92 107 8 7 10 24 33 28 39 26 24 7 

( 102土 8.4) 8土1.5) ( 28土 4.5) ( 30土 8.1) 7土 0.6

313 103 108 105 18 14 16 28 16 13 27 27 21 4 2 5 

( 105土 2.5) ( 16土 2.0) 19土 7.9) ( 25土 3.5) 4土1.5) 

625 97 89 103 10 6 11 21 20 16 30 22 20 7 2 6 

( 96土 7.0) 9土 2.6) 19土 2.6) (24士 5.3) 5土 2.6) 

1250 112 89 100 14 10 5 11 18 16 29 30 21 9 9 10 

( 100士11.5) ( 10土 4.5) 15土 3.6) ( 27士 4.9) 9土 0.6) 

S9mix 2500 111 102 8S s 11 11 13 21 12 35 26 38 5 3 4 

( 99土13.2) ( 10土1.7) 15土 4.9) ( 33土 6.2) 4:f: 1.0) 

(ー) 5000 81 100 92 4 7 4 19 18 18 33 26 22 6 10 3 

( 91土 9.5) 5土1.7) 18土 0.6) ( 27土 5.6) 6士 3.5) 

。 135 140 122 14 20 14 30 27 25 38 42 45 5 10 9 

( 132土 9.3) ( 16土 3.5) 27土 2.5) ( 42土 3.5) 8土 2.6) 

313 141 117 100 8 13 11 19 37 32 30 31 30 6 6 8 

( 119土20.6) ( 11土 2.5) ( 29土 9.3) ( 30土 0.6) 7士 1.2) 

625 105 114 115 15 14 18 37 27 35 30 34 32 5 6 7 

( 111土 5.5) ( 16士 2.1) ( 33土 5.3) ( 32士 2.0) 6土 1.0 ) 

1250 119 124 88 7 11 12 32 28 19 34 38 29 4 3 5 

( 110:k 19.5 ) ( 10土 2.6) (_ 26土 6.7) ( 34土 4.5) 4土1.0) 

S9mix 2500 110 115 102 9 13 14 24 34 30 21 42 27 6 3 7 

( 109士 6.6) ( 12土 2.6) ( 29士 5.0) ( 30土 10.8) 5土 2.1) 

(+) 5000 98 113 94 17 9 10 34 28 25 33 36 45 8 9 5 

( 102土10.0) ( 12土 4.4) ( 29土 4.6) ( 38土 6.2) 7土 2.1) 

Positive Chemical AF2 SA A毘 AF2 9AA 

con位。l Dose (~g Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

S9mix ω Numberof 519 507 546 202 240 211 123 107 115 662 379 350 1161 1115 1192 

colonies I plate ( 524土20.0) ( 220土19.1) ( 115土 8.0) ( 464土172.4) ( 1156士 38.7) 

Positive Chemical 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

control Dose (J.lg Iplate) 1 2 10 0.5 2 

S9mix(+) Numberof 563 479 568 261 186 155 370 340 361 312 322 319 251 229 277 

colonies I plate ( 537:f: 50.0 ) ( 201土54.5) ( 357士15.4) ( 318企 5.1) ( 2匁土;~.~ >1 

(一

AF2: 2~(2・FuryI)~3・(5-nitro・2・furyl)acry lar叫det SA: Sodium azide， 9AA: 9~Aminoacridine， 2AA: 2・Arninoanthracene

Purityw田 89.2wl% and about 5% water， about 2% inorganic salts and s1ight amounts of isomers were containedぉ impurities.



Table 3. Mutage凶cityof potassium 7・hy世oxy-l，3・naphthalenωisulfonateon bacteria ( n ) 

Wil血(+)0

wid回lut(ー)

S9mix 

S9mix 

←) 

S9mix 

(+) 

Positive 

∞n回 1

S9mix (・}

Positive 

。on位。1

S9凶x(+)

Testsubs旬nce Numbcrof問V町伽包(IlU皿berof∞loni闘 Iplate， mcan 土S.D.)

d伺 e Basc -pair substi凪.tiontype E即時ぬift旬pe

ω仰 latc) TAl∞ TA1535 WPl""，A TA98 TA1S37 

。 85 75 ω 15 9 9 17 20 20 2s 19 23 6 9 6 

80土 5.0) ( 11土 3.5) 19土 1_.7J (22士 3.1) 7土1.7) 

313 

“ 
1∞ 80 18 8 17 19 28 30 3S 24 19 5 7 10 

83土16.2、 ( 14土 5.5) ( 26::1:: 5.9) ( 26::1:: 8.2) 7土 2.5) 

625 94 93 92 7 7 6 20 19 26 34 24 16 5 6 7 

( 93士1.0、 7土 0.6) 22土 3.8} (2S土 9.0、 6土1.0) 

1250 89 82 78 10 19 9 30 24 20 26 21 16 7 3 7 

( 83土 5.6) ( 13土 5.S) ( 2S::I:: 5.0) ( 21土 5.0、 6土 2.3) 

25∞ 58 89 84 12 18 11 19 18 18 25 14 24 7 7 7 

( 77企16.6) ( 14土 3.8) 18土 0.6) ( 21土 6.1) 7土 0.0) 

5田沼 88 87 92 6 6 1S 21 31 お お 15 26 5 7 7 

( 89企 2.6) 9土 5.2} ( お土 5.3} ( 21企 5.7) 6士1.2) 

。 117 127 107 19 9 IS 29 23 32 43 30 30 9 7 13 

( 117::1::10.0) ( 14土 5.0) (28土 4.6、 ( 34土 7.5、 10::1:: 3.1) 

313 118 111 89 IS 12 13 27 24 25 30 28 30 7 8 11 

( 106土15.1) ( 13土1.5) 2S::I: I.S) ( 29土1.2、 9土 2.1) 

625 123 116 128 13 8 13 20 20 22 28 25 39 7 7 12 

( 122土 6.0、 ( 11土 2.9) ( 21土1.2) ( 31土 7.4、 9土 2.9) 

1250 113 98 85 10 9 8 17 26 10 3S 30 32 7 10 5 

(99土14.0) 9士1.0) 18土 8.0) ( 32::1: 2.5) 7土 2.S)

2s∞ 114 99 97 15 13 12 25 26 23 15 24 33 7 11 9 

( 103土 9.3) ( 13土 I.S) ( 25土1.5、 ( 24::1: 9.0) 9:1: 2.0) 

5創)0 119 94 82 12 11 21 19 泊 19 幻 22 33 13 11 6 

( 98::1:18.9) ( IS土 5.S) 19土 0.6、 ( 26企 6.1) 10土 3.6) 

Chemica1 AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dosc 伽.gIplare) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numberof 476 432 40S 38.5 366 416 75 78 82 391 352 375 1139 1101 938 

∞lonie8 I pla1e ( 438土35.8) ( 389土25.2) ( 78土 3.5) ( 373土19.6) ( 1059::1:: 106.8 ) 

Cher凶.cal 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Do健仙.g/plate) 1 2 10 0.5 2 

Nurnb町 of 349 450 420 221 224 232 238 210 296 195 267 幻7 181 201 140 

ω10国eslp1.旬 ( 406土51.9) ( 226土 5.7) ( 248土43.9) ( 246土44.7) ( 174士 31.1)

AF2:2・0・，Furyl)・3-{5・凶住o-2-furyl).開 y1a凶det SA: Sodiam azide， 9AA: 9-Amino悶 idine， 2M: 2・Am面倒nthra僧 ne

Purityw幽 89.2w偽 創 叫 めout5，.， water，曲out2%ino唱曲icsal'飽創叫slightamoun旬。.fisomcrs were∞n凶ned幽 imp田副首.

.a:::"JJ. 

唱，

@ 



Table 4. Confirmation of mutagenicity of potassium 7・・hydroxy-l，3・naphtha1enedisulfonateon bacteria 

(

f
、、

Wi血(+)or Test substan偲 Number of_ revertants (number of colonies I pllte. m開 n:t S.D.) 

without (M) dose Base -p砥rsubstitution ty~ 

S9mix. (μg/plate) TA153S 。 16 22 18 

( 19土 3.1) 

100 19 19 13 

( 17土 3.5) 

200 15 8 14 

( 12土 3.8) 

300 20 15 19 

( 18土 2.6) 

S9mix 400 18 12 9 

( 1~ 土 4.6 ) 

(・) 500 16 10 23 

( 16土 6.5) 

Positi.ve Chemical SA 

control Dose (Ilg Iplate) 0.5 

S9 rnix (-) Numberof 499 491 505 

colonies I platc ( 498土 7.0) 

L一一ーム

( 

SA: Sodium azide 

Purity was 89.2 wt% and about 5% water， about 2% inorganic saIts and slight ~ounts of isomers were contained BS impurities. 
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