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要芸糸勺

クロロペンタプロモシク日ヘキサン について，SaLmoneLLa tythimuγium TA98， TAI0Q， TA1535， TA1537， 

及び EscheγichiacoLi WP2ωγAーの 5菌株を指標とする復帰突然変異試験を実施した

予備試験を 5000，2500， 1250， 625， 313， 156. 78. 1. 39. 1μg/プレートの濃度で実施し

たところ， S 9 Mix非共存下及び共存下のいずれにおいても，すべての菌株で抗菌性

は認められなかった従って，本試験では 5000μg/プレートを最高濃度に 2500，1250， 625， 

313μg/プレートの 5濃度を設定した.本試験を実施した結果，被験物質により誘発された復

帰変異コロニー数は，いずれのテスト菌株においても陰性対照値の 2倍以上を示さなかっ

fこ.

以上の結果から， ク日ロベンタプロモシクロヘキサンの変異原性は陰性と結論した.
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1.試験物質

1.1被験物質

本オラド斗五之びヌョ-r1-.去

より提供された知ロベンタプロモシクロヘキサン〈 Lot No. 

純度95%以上)を使用した.被験物質は，融点、 185
0C以上の白色粉末であり，

通常の取扱い条件では安定である.また，オクタノール/水分配係数 4.72，水への溶解

度10mg/p，以下 C20
0

C)である.なお，本ロットについては実験開始前及び実験終了

後に被験物質製造者が分析したデータを入手し安定であることの確認を行った.

化学名:L 2，3，4，5-ペンタプロモー6-クロロシクロヘキサン
化学式:C6HsBr5Cl 
構造式:

分子量:513.09 
CAS No. : 87-84-3 

1.2対照物質

Cl 
Br 人 Br

I H' I 
/............~ 

Br _Y Br 
Br 

陰性対照物質及び陽性対照物質として下記のものを用いた.

使用目的 対照物質名 略称 入手先

陰性対照 クメチJ~スルホキシド DMSO 関東化学株式会社

陽性対照 2-C2-71Jル)-3-(5司ニトロー2- AF-2 和光純薬工業株式会社
71)ル〉アクリル7ミF
7グイヒナトリウム NaN3 和光純薬工業株式会社
N-工チJ~-N' ーニトロ-N-ニトロソ ENNG Sigma Chemical Company 
グ7ニジン
9-7~J7クリクン 9-AA Sigma Chemical C会om社pany 
2-7ミJ7ントラセン 2-AA 和光純薬工業株式

2.テスト菌株

2. 1テスト菌株l.2) 

ロット番号 純度(見)1

603E2089 99. 7 

PTQ1296 98. 0 

KWE6685 96.5 
56F-3651 99.0 

80F-0186 99 
TWH2355 95.0 

より 1983年 5月27日に入手したおlmonella

tyμtimuγium TA98， TAI00， TA1535， TA1537及び

り 1985年10月14日に入手した Escheγichiaco~i WP2 uvγA-の5菌株を用いた.

これらの菌株の遺伝的特性は次表のとおりである.
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付帯突然変異
菌株 変異遺伝子 突然変異型

修復 膜 R因子

TA98 his D uvγB γfa pKM 101 フレームシフト
TA100 his G UVγB γfa pKM 101 塩基対置換
TA1535 his G uvγB γfa 塩基対置換
TA1537 his C uvγB γfa 一 フレームシフト
WP2 uvγA- tゅ E 江UγA + 一 塩基対置換

2.2特性検査

各テスト菌株についてアミノ酸要求性，紫外線感受性，膜変異，薬剤耐性などの遺伝

的特徴をロット毎に事前に調べ，これらの特性を備えた菌株を用いた.

2. 3保存方法

液体完全培地により 37ocで8時間振壷培養した 4mlの各菌懸濁液に 0.35mlの割合

で DMSOを加えて， ドライアイス・アセトン中で急速凍結後，超低温槽で-80
0C以下に

凍結保存した

3.培地

3. 1液体完全培地

ニュートリエントブロス (OxoidNulrient Broth NO.2 ; Unipath社，ロット番号

067 54134) 25 gを 1R， の精製水に溶解し，オートクレーブ (121oC， 15分間〉で滅

菌した.本培地は各テスト菌株の増菌用培地として用いた.

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(日清製粉株式会社，ロット番号 AN500JJ)を購入し使用

した.本培地は復帰変異菌の検出に用いた.

3.3 トップアガー

アミノ酸水溶液として，精製水を用いて D-ビオチン， L-ヒスチジン及び L-トリプ

トファンの 0.5mM 混合水溶液を調製しこれをマイクロフィルター(孔径 0.45μm)

でろ過滅菌後，冷蔵庫に保管した.

精製水 100mlに対して，粉末寒天(8acto-Agar ; Difco社， ロット番号 26979，

37430AJA) 0.6 g. 塩化ナトリウム0.5gの割合で加え，オートクレーブで滅菌し完全

に溶解させる.その後，上記のアミノ酸水溶液を 1/10量加えて混和し約 45ocに保

温した.本培地は菌懸濁液，被験物質懸濁液及びS9 Mixと混合後，最少グルコース寒
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天平板培地に重層するために用いた.

4. S 9Mix 

4.1 S 9 

購入したS9 (キッコーマン株式会社;1994年10月 6日製造，日付番号 RAA-316)

を使用した.この S9は， 7週齢の雄の SD系ラットにフェノパルビタールを

30mg/kgで、 l回， 60mg/kgで 3回， 24時間間隔で腹腔内投与し f 5.6-ベンゾフラボン

80mgjkgをフェノパルビタールの第 3回投与時に 1回併用投与して作製した肝ホモジ

ネートの9000Xg遠心上清分画である. S 9は-80ClC以下で保存した.

4.2 S 9 Mix 

S 9Mix 1 mf，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-グルコース 6-リン酸
β-NADPH 
β-NADH 
ナトリウムーリン酸緩衝液 (pH7.4) 
滅菌精製水

5.試験方法 3)

5. 1被験物質懸濁液及び陽性対照物質溶液の調製

O. 1 mf， 
8μmol 
33μmol 
5μmol 
4μmol 
4μmol 

100μmol 
残量

被験物質を所定濃度で DMSOに懸濁しこれを同じ溶媒を用いて希釈し各濃度の被験

物質懸濁液を調製した.

陽性対照物質の NaN3は，注射用水(株式会社大塚製薬工場〉に，その他は DMSOに

溶解した.

5.2被験物質濃度

予備試験を 5000，2500. 1250， 625， 313. 156. 78. 1， 39. 1μg/プレートの濃度で実施し

たところ. S 9 Mix非共存下及び共存下のいずれにおいても，すべての菌株で抗菌性

は認められなかった.従って，本試験では 5000μgjプレートを最高濃度に 2500. 1250. 

625， 313μgjプレートの 5濃度を設定した.

5.3被験物質懸濁液の濃度確認

本試験 l回目に用いた最高及び最低濃度の被験物質懸濁液について濃度分析を実施し

いずれも所定濃度lOO:t5 9'O以内であることを確認した (12頁，補足資料参.照}.
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5.4復帰突然変異試験

試験はプレインキュベーション法で実施した.

凍結保存された各種の菌懸濁液20μtを液体完全培地10ml'こ接種し 37
0

Cで8時間振

塗培養した.菌懸濁液は菌濃度を測定した後，試験に使用した.滅菌した試験管に被験

物質懸濁液 O.lmiを分注し， S 9 Mi x o. 5miと菌懸濁液 O.lmiを加え， 37
0

Cで 20分

間振還しプレインキュベーションを行った. S 9 Mixを共存させない場合には，

S 9 Mixの代わりに O.1Mナトリウム-リン酸緩衝液 (pH7.4) 0.5 mlを加えた.プレ

インキュベーション後， トップアガー 2mlを上記の試験管に加えて混和し最少グルコ

ース寒天平板培地に重層した.重層したトップアガーが凝固した後， 37
0

Cで48時間培養

し復帰変異コロニー数を数えた.計測は陰性対照及び被験物質は目視，陽性対照は自

動コロニーカウンターで行った.同時に実体顕微鏡を用いてパックグランドの菌の生育

を観察し被験物質の抗菌性の有無を調べた.予備試験は各濃度あたり 1枚のプレート

を使用した.本試験は各濃度あたり 3枚のプレートを用い， 2回実施した.

5.5試験結果の判定基準

被験物質処理プレートにおける復帰変異コロニー数(平均値〉が陰性対照値の 2倍以

上を示し明確な用量相関性及び再現性が認められる場合に陽性と判定する.

子長吉主畏芝之とJご系吉言命

結果を別表 1...._， 3及び図 1...._， 1 0に示す.

本試験 l回目及び2回目における被験物質により誘発されたテスト菌株の復帰変異コ

ロニー数は， S 9Mix非共存下及び共存下のいずれにおいても，陰性〈溶媒〉対照値の

2倍以上を示さなかった.

S 9Mix非共存下及び共存下のすべての濃度で，沈殿物が認められた.

以上の結果から， ク日ロペンタプロモシクロヘキサンの変異原性は陰性と結論した.
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本試験 1回目に調製した最高及び最低濃度の被験物質懸濁液を分析した.その結果を

下表に示す.

分析結果

設定濃度

MEAN 

50 

49.5 
50.0 
5o. 7 

50.1(100) 

かっこ内は設定濃度に対する割合(めを示す.

1 2 
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3. 13 

3. 13 
3.20 
3. 14 

単位:mg/ml 

3.16(101) 
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別表 i
予備試験結果表

被験物質の名称 クロロヘ。ン ~7~ ロモシクロヘキサ y (No.4L423) 

S9Mix 
被濃験物度質

塩 基
復宣2換E異数(コロニー数/戸レート)

対置 型 フレームシフト型
( JI. 'i!. / 7.レ『ト) TA100 TAL535 WP2 uvrA TA98 TA1537 

溶媒対照
67 

~! 67~ 
9 23 

~! 2 3 ~ 
12 

~! 1 2 ~ 
4 

3 9. 1 
85 

j士855

13 
~! 135 

26_~! 26~ 24 
~! 24) 

6 

7 8 1 67 C~! 67j 24 C(! 24~ 13 C~! L3~ 3 C 

156 85 九 85~ 18 C
ft 

18) 24 C~i 24~ 5 C 

313  84 C~! 84~ 16 c~! 16~ 21 C 
~! 21) 11 C (士 11 5 

7 C 

625  67 C~t_ 67
5 

8 C 19 C 
~! 195 

11 C 
~! 11 5 

6 C 

1 250 82 C~! 82
5 

9 C 20 C 
{士 205

22 C 
(t 225 

4 C 

2 5 0 0 76 C~t 76
5 

7 C t 9 C 

LL~5 
18 C 

~ i 185 

7 C 

5 0 0 0 84 C ~士 84 5 2
3 
_C ~! 23

5 
17 C~t 17

5 

5 C 

溶媒対照
75 

ふ 75~
20 

~! 205 

21 

~! 21
5 

10 
~! 1 0 ~ 

78 14 
3 g. 1 ~! 785 ~! 14

5 

22 25 
~! 255 

8 
~! 22) 

7 8. l 88 C~! 88
5 

13 C~! 13
5 

27 C 
~! 275 

15 C~! 15
5 

8 C 

78 C~! 78
5 

2 C 22 C 20 C 11 C 
156  ~! 22) ~! 205 ~! 1 1 5 

63 C~! 63
5 

13九13
5

16 C 
32 C~! 32

5 

9 C 
+ 3 1 3 (! 165 

625  80 C~t 80
5 

11九11 5 24 C~! 245 29 C~! 29
5 

11 C~! 11) 

125 0 78 C~! 7Sj 15 C(! 15
5 

4 C~! 24) 23 C~! 23) 
6 C 

2 5 0 0 98 C~! 98
5 

12 C~! 125 
27 C 

(! 2 7 ~ 
30 C 

(! 305 

13 C 
~ t 135 

500 0 89 C~!_ 8~ 10 C~! 10
5 

陽性対 照

(57・戻ト)

3B/・ー著r 官p 
7 ート

陽性対照

十 (37・Rト)

37・ー耗r )1-ト
/ 忌E つE 、 ，、 _--.-..J.回九五u.. J...!号事T、ム .‘ .l-.. .J.ー / 
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別表 2

試験給果表(本試験 1) 

被験物質の 名称 クロロヘ。 /97~ ロモシクロヘキサン (No.4L423) 

被験物 質 復 帰 変 異 数 (Jロニー数 /7
0

レート)

S9Mix 濃 度 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

(p.g/7
0

レート) TAIOO TA1535 WP2 uvrA TA98 TA1537 

93 4 30 10 6 
溶媒 対 照 79 85) 4 7) 22 25) 21 17) 2 4 ) 

84 7) 12 5) 22 5) 19 6) 3 2) 

73 C 6 c 26 C 16 C 3 C 
313  99 C( 91) 9 C( 8) 23 C( 25) 16 C( 18 ) 5 C( 5 ) 

101 C(! 16) 10 C(i 2) 27 C(! 2) 21 C(i 3) 8 C(士 3) 

71 C 12 C 22 C 13 C 7 C 
625  85 C( 81) 12 C( 12) 21 C( 21) 13 C( 12) 4 C( 4) 

86 C(士 8) 13 C(:t 1 ) 19 C(士 2) 10 C(士 2) 2 C(士 3) 
一

98 C 9 C 23 C 8 C 8 C 
1 250  98 C( 94) 9 C( 8) 24 C( 24 ) 18 C( 13 ) 3 C( 5) 

85 C(士 8) 6 C(i 2) 26 C(士 2) 14 C(i 5) 4 C(i 3 ) 

87 C 8 C 14 C 1-0 C 4 C 
250  0 94 C( 88) 9 C( 8) 25 C( 20) 11 C( 11 ) 6 C( 6 ) 

84 C(i 5) 7 C(i 1 ) 22 C(士 6) 13 C(! 2) 7 C(:t 2 ) 

90 C 8 C 16 C 16 C 2 C 
5 0 0 0 98 C( 100) 6 C( 7) 22 C( 20) 14 C( 14) 7 C( 6) 

112 C(士 11) 6 C(i 1 ) 22 C(士 3) 13 C(i 2) 8 C(士 3) 

74 17 24 25 10 
溶媒対 照 73 70) 6 10) 29 26) 22 25) 10 11 ) 

63 6) 7 6) 24 3) 28 3) 12 1 ) 

68 C 9 C 26 C 32 C 10 C 
313  67 C( 78) 14 C( 11 ) 24 C( 27) 25 C( 26) 3 C( 8) 

98 C(:t 18) 9 C(士 3) 31 C( i 4) 20 C(士 6) 12 C(士 5) 

80 C 7 C 23 C 21 C 9 C 
625  88 C( 83) 5 C( 8) 33 C( 30) 30 C( 25) 14 C( 13) 

81 C (士 4) 11 C(士 3) 35 C(士 6) 24 C(i 5) 15 C(士 3) 
+ 

99 C 9 C 26 C 27 C 10 C 
125  0 113 C( 107) 15 C( 14) 21 C( 24) 23 C( 26) 7 C( 9 ) 

110 C(i 7) 18 C(士 5) 25 C(士 3) 27 C(士 2) 11 C (士 2) 

115 C 10 C 14 C 20 C 13 C 
2 5 0 0 128 C( 114) 15 C( 11 ) 21 C( 19) 22 C( 22) 12 C( 13 ) 

100 C(1 14) 8 C(! 4) 21 C (! 4) 24 C(1 2) 15 C(士 2 ) 

130 C 22 C 26 C 24 C 5 c 
5 0 0 0 150 C( 133) 16 C( 17) 36 C( 28) 20 C( 24) 6 C( 6 ) 

119 C(士 16) 13 C(士 5) 21 C (士 8) 27 C(i 4) 7 C(i 1 ) 

陽性 対照 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9-AA 

濃 度
一 (p.g/7

0

レート) O. 01 O. 5 2 O. 1 80 
ヨロニー数 467 259 364 448 926 
/ 7

0

レート 465 ( 471) 348 ( 314) 302 ( 357) 469 ( 469) 880 ( 946) 
480 8) 335 〈士 48) 404 (i 51) 489 (i 21) 103 1 (士 77)

陽性 対照 2-AA 2-AA 2-AA 2・AA 2-AA 

濃 度
十 (p.g/7

0

レート) 2 10 0.5 2 

コロニー数 910 370 899 246 146 
/ 7

0

レート 737 ( 808) 382 ( 371) 994 ( 949) 278 ( 255) 163 ( 152) 
778 (! 90) 362 (:t 10) 955 (! 48) 24 1 (! 20) 146 (1: 10) 

(備 考) c :沈殿物が認められた. ( 平均値)

(:t標準偏差)

A F -2 : 2 -( 2 -7 IJル)-3-(5ーニトロー2-7 IJ Jtt ) 1 クリル 7 ミト~. NaN3: 了ジ e化ナトリウム，

ENNG : N-工fルー N'守ニトロ -N-ニトロソク+1ニシ + i， 9-AA: 9-1ミJ1クリシ+:;. 2-AA: 2-1ミJ1ント7tン
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別表 3
試験結果表(本試験 2) 

被験物質の名 称 クロロヘ。ンタ 7~ ロモシクロヘキサン (No.4L423) 

被験物質 復帰変異数 (Jロニー数 /7"レート)

S9Mix 濃 度 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

(pg/70

レート) TA100 TA1535 IP2 uvrA TA98 TA1537 

113 6 40 18 8 
溶媒対 照 122 ( 117) 8 7) 30 34) 1 1 15 ) 12 1 1 ) 

115 5) 6 1 ) 32 5) 16 4) 12 2 ) 

113 C 9 C 31 C 9 C 14 C 
3 1 3 106 C( 113) 11 C ( 10) 27 C( 29) 16 C( 14) 3 C( 9 ) 

119 C(:t 7) 10 C(! 1 ) 30 C ( ! 2) 18 C(士 5) 11 C ( ! 6) 

125 C 7 C 29 C 16 C 7 C 
625  104 C( 119) 6 C( 7) 47 C( 34) 15 C( 15 ) 13 C( 11 ) 

128 C(:t 13) 9 C(! 2) 25 C(! 12) 13 C(士 2) 13 C(! 3) 

132 C 10 C 24 C 14 C 9 C 
1 250  118 C( 120) 5 C( 7) 24 C( 29) 16 C( 16) 9 C( 8) 

111 C(! 11) 6 C(士 3) 40 C(! 9) 18 C(1: 2) 7 C(i 1 ) 

107 C 5 C 37 C 23 C 11 C 
2 50 0  135 C( 126) 13 C( 9) 35 C( 38) 1 1 C ( 11) 13 C( 12) 

137 C(士 17) 10 C(1 4) 41 C(1: 3) 16 C(:!: 6) 12 C(i 1) 

122 C 5 C 38 C 22 C 10 C 
500  0 114 C( 118) 5 C( 5) 31 C ( 34) 12 C( 16) 17 C( 1 1 ) 

117 C(1 4) 4 C (! 1 ) 33 C(士 4 ) 15 C(:t 5) 5 C(:t 6) 

125 12 28 23 11 
溶媒対照 122 ( 125) 7 11 ) 29 30) 28 26) 20 ( 15) ， 

128 3) 14 4) 33 3) 28 3) 14 ( ! 5) 

116 C 12 C 27 C 19 C 12 C 
313  108 C( 112) 7 C( 9) 32 C( 35) 31 C ( 26) 23 C( 18) I 

111 C(! 4) 7 C(! 3) 46 C(! 10) 28 C(! 6) 19 C(! 6) I 

113 C 10 C 38 C 23 C 11 C 
625  127 C( 124) 13 C( 11 ) 49 C( 40) 23 C( 21) 13 C( 15) 

131 C(! 9) 9 C(:t 2) 34 C (:t 8) 18 C(! 3) 21 C (士 5) 
十

120 C 12 C 36 C 12 C 11 C 
1 250  128 C( 122) 8 C( 10) 49 C( 38) 34 C( 23) 11 C( 13 ) 

119 C(! 5) 10 C(:t 2) 29 C(士 10) 24 C(t 11) 18 C(t 4) 

133 C 15 C 33 C 28 C 13 C 
2 500  140 C( 139) 16 C( t6) 29 C( 34) 36 C( 27) t2 C( 13) 

145 C(! 6) 17 C(! 1 ) 40 C(t 6) 18 C(士 9 ) 15 C(t 2) 

147 C 22 C 33 C 25 C 15 C 
5 0 0 0 132 C( 140) 16 C( 17) 37 C( 35) 24 C( 23) 13 C( 15) 

142 C(士 8) 12 C(士 5 ) 34 C(t 2) 19 C(t 3) 16 C(:t 2) 

陽性対照 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9-AA 

濃 度
(/lg/7・レート) O. 0 1 O. 5 2 O. 1 80 

JOニー数 580 351 626 572 616 
/ 7

0

レート 568 ( 594) 423 ( 379) 634 ( 617) 561 ( 558) 652 ( 6 15) 
635 (:t 36) 356 (:t 38) 590 (t 23) 540 (! 16) 518 (! 37) 

陽性対照 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

濃 度
( #g/7

0

レート) 2 lO 0.5 2 

3ロニー数 939 458 1255 306 140 
/ 7"レート 858 ( 906) 438 ( 473) 1402 (1316) 277 ( 302) 128 ( 129) 

L一一一一
921 (! 43) 524 (! 45) 1292 (! 76) 323 (1 23) L20 (i 1 0 ) 

(備考) c ; 沈殿物が認められた(平均値)

〈土標準偏差)

AF-2 : 2-(2-1リル )-3-(5-ニトロ-2 -11Jル)了クIJル了iト" NaN3: 1シ'化ナトリウム，
ENNG : N-工fル-N'ーニトロ -N-ニトロソ?'7ニシ'ン， 9-AA: 9-7ミ17クIJシ'ン， 2-AA: 2-1ミ17ント jtン

1 5 



図 1 (本試験 1) 
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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)
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図 9 (本 試験 2)
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図 1 0 (本試験 2)
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