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要約

4・ピニルピリ ジンの追伝子突然変異誘発能の有無を検討するため、ネズ ミチフス面

Salmonella typhimurium（以下、S.typhimuriumと略した） TAlOO、TA1535、TA98、TA1537

及び大腸菌 Escherichiacoli （以下、 E.coliと略した）WP2uvrAを用いて復帰突然変異誘

発試験を実施 した。

試験は、1.22~5000μg/plateの範囲の被験物質処理用柏で予備試験を実施し、その結果よ

り本試験用量を設定し、 実施した。なお、試験は代謝活性化する場合及び代謝活性化しない場

合の条件下で、プレインキュペーション法により実施した。また、被験物何の溶媒にはジメチ

Iレスルホキシド（以下、 DMSOと略す）を用いた。

1. 被験物質による沈殿及ぴ着色

本被験物質による沈殿及ぴ着色は、代謝活性化の有無にかかわらず、いずれも認められな

かった。

2. 生育阻害

代謝活性化しない場合のS.typhimurium TAIOO、TA1535、TA1537の 625μg/plate以

上、代謝活性化しない場合のS.typhimurium TA98、E.coli WP2 uvrA及び代謝活性化し

た場合の S.typhimurium TA98、TA1537の 1250μg/plate以上、代謝活性化した場合のs.

typhimurium TAIOO、TA1535、E.coli WP2 uvrAの 2500μg/plate以上において菌の生育

阻害が認められた。

3. 復帰突然変異コロニー数

本試験 l回目の代謝活性化しない場合の S.typhimurium TA1537において、陰性対照と

比較して 2倍以上となる復保変異コロニー数が認められたが、 本試験 2回目では 2倍以上に

は増加しなかったため、確認試験を実施した。その結果、陰性対照の 2倍以上となる増加は

認められなかったため、木試験 l回目の増加は被験物質による増加ではないと判断した。そ

の他の菌株においては、代謝活性化の有無にかかわらず、陰性対照と比較して 2倍以上には

増加せず、用菌反応性も認められなかった。

以上の試験結果より、本試験条件下において、 4・ビニルヒ°リジンは、細菌に対する追伝子

突然変異誘発能を有さない（陰性）と判定した。
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被験物質及び被験液の訛製

1. 被験物質及び溶媒

i)被験物質

名称

CAS番号

ロット番号

構造式

純 度

不純物

分子 欣

安定性

性 状

保存 方法

取扱上の注意

保存 場 所

廃棄方法

2) 溶媒

名 称

製造元

ロット番号

規 格

保存 方 法

保存均所

4・ヒ‘二Jレビリジン

100•43•6 

CHIICH

ょ

□z
96.7% 

水 ：0.1%、hydroquinone: 0.0116% （安定剤）

105.1-1 

試験終了後の被験物質の純度を分析した結果、 96.5％の純度

を示し、試験期問中の安定性に問題がないことが確認された。

clear orange liquid 

冷棟 (・20℃以下）

吸い込んだり、眼、皮陪及び衣類に触れないよう保護具を莉

用 した。

東京研究所 被験物竹調製保存室

試験終了後の残址は焼却後、廃棄した。

DMSO 

和光純薬工業株式会社

LTH4791 

JIS規格試薬特級 99％以上

室温保存

東京研究所 被験物質調製保存室

3) 溶媒の選択理由

溶解性試験を実施した結果、本被験物質は水に 50mg/mL で溶解せず、 DMSOに

50mg/mLで溶解したため、 DMSOを熔媒として試験を実施した。

2. 被験液の調製方法

1) 予備試験川被荻液の調製

蔽苗した調製川試験管に被験物質 0.2mLを分取し、その秤枯値 199Amgに最刹濃度の

50 mg/mLとなるように溶媒駄を計勾し、これに分取した際の液枕 0.2mLを差し引いた

3.788 mLの DMSOを添）lllして溶解し、調製 した。次いで、 50mg/mLの被験液を公比 4

で頗次 6段階希釈し、 12.5、3.13、0.781、0.195、0.0488及び 0.0122mg/mLの計 7濃

度の被験液を魂製した。なお、被験液は、紫外線吸収膜付蛍光灯下で用時調製 した。
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2) 本試験 1回目用被験液の調製

滅苗した調製用試験管に被験物牲 0.3mLを分取し、その秤祇値 300.4mgに最商禁度の

50 mg/mLとなるように溶媒拡を計鍔し、これに分取した際の液枯 0.3mLを差し引いた

5.708 mLのDMSOを添加して溶解し、調製した。次いで、 50mg/mLの被験液を公比 2

で順次 7段階希釈し、25、12.5、6.25、3.13、1.56、0.781及び 0.391mg/mLの計 8濃

度の被験液を調製した。なお、被験液は、紫外線吸収膜付蛍光灯下で用時調製した。

3) 本試験 2回目用被験液の調製

滅苗した調製用試験管に被験物牲 〇．3mLを分取し、その秤杖値 301.7mgに最麻濃度の

50 mg/mLとなるように溶媒星を計算し、 これに分取した際の液枯 0.3mLを差し引いた

5.734 mLの DMSOを添加して溶解し、調製した。次いで、50mg/mLの被験液を公比 2

で顛次 7段階希釈し、 25、12.5、6.25、3.13、1.56、0.781及び 0.391mg/mLの計 8濃

度の被験液を調製した。なお、被験液は、紫外線吸収膜付蛍光灯下で用時調製した。

4) 確認試験用被験液の調製

滅菌した調製用試験管に被験物質 0.05mLを分取し、その秤杖値 51.6mgに最高濃度の

12.5 mg/mLとなるように溶媒枯を計算し、これに分取した際の液杖 0.05mLを差し引い

た 4.078mLの DMSOを添加 して溶解し、調製した。次いで、12.5mg/mLの被験液を公

比 2で廂次 5段階希釈し、6.25、3.13、1.56、0.781及び 0.391mg/mLの計 6濃度の被

験液を調製した。なお、被験液は、紫外線吸収膜付＇蛍光灯下 で用時調製した。

5) 被験液の保存条件

被験液は用時調製とし、保存はしなかった。

試験材料及び試験方法

l 試験菌株

1) 菌株の種類

汰の 5種類の菌抹を用いた。

塩基対訊換型

S. cyphimuriumTAIOO 

S. cyphimurium TA1535 

E, coli WP2 u vr.A 

フレームシフト型

S. typhimurium TA98 

S. typhimurium TA153'i 

なお、歯株は 1997年 10月 9日に国立衛生試験所（現国立医薬品食品衛生研究所）変

異辿伝部から株式会社ボゾリサーチセンター御殿場研究所に分与され、 2005年 7月 21日

に株式会社ボゾリサーチセンター東京研究所に移管されたものである。

2) 防株の選択理由

試験委託者からの依頼により選択した。また、当該菌株は変巽原性物例に対する感受性が

高く、細苗を用いる変異原性試験に最も一般的に使用され、 茄性試験法ガイドラインで指定

されている。
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3) 菌株の保存及び解凍

入手 した菌株から継代して凍結保存した菌懸濁液を培殺 し、 得られた菌懸濁液 8.0mL 

に対して、DMSO（和光純薬工業株式会社、 JIS規格試薬特級、ロッ ト番号 SDK3621、

SDG7463)を0.7mLの割合で添加して、滅菌チュープに 300µL ずつ分注し、 •70℃以下

の超低温フリーザ（三洋電機バイオメディカ株式会社 ：MDF-192)で保存した（保存期間

中の実測温度： •72~•81℃) 。 なお、使用する際は室温で解凍 し、使用後の残液は廃棄し
た。

S. typl1imurium TA98 

S. typhimurium TAlOO 

S. typhimurium TA1535 

S. typhimurium TA1537 

E. coliWP2 uvrA 

4) 苗株の特性検査

使用した菌株の凍結保存日

2006年 9月 26日

2006年 5月 25日

2006年 5月 25日

2006年 5月 25日

2006年 9月 26日

凍結保存した菌株について、アミノ酸要求性、膜変異 rfa特性、薬剤耐性因子 R・factor

プラスミド、 紫外線感受性、菌増殖率、陰性対照値及び陽性対照値等の特性を検査し、そ

れぞれの菌株に特有の性質が保持されているこ とを確認 して使用した。

S. typhimurium TA98 

S. typhimurium TAlOO 

S. typhimurium TA1535 

S. typhimurium TA1537 

E. coliWP2 uvrA 

2. 対照物質

1) 陰性対照物質

使用した面株の特性検査実施日

2006年 9月 26日～2006年 9月 28日

2006年 5月 25日～2006年 5月 27日

2006年 5月 25日～2006年 5月 27日

2006年 5月 25日～2006年 5月 27日

2006年 9月 26日～2006年 9月 28日

被験物質の調製に用いた注射用水を陰性対照物質とした。

2) 腸性対照物竹

毒性試験法ガイドラインに準じて、以下の変異原物質を腸性対照物質とした。

表 1 陽性対照物質一覧

陽性対照物質（略称） ロット番号 純度（％） i保存方法

2・(2・ Furyl)-3・(5・nitro・2・furyl)acrylamide 
i I PIIB1831 I ！ 

99.5% l l ！室温、遮光(AF-2) 

Sodium azide (SAZ) SDL2565 
I 

99.8% I室温、遮光

2・ Methoxy・6・chloro・9・ [3・(2・chloroethyl)- 1/1室温、遮光
aminopropylamino]acridine • 2HC1 534652 
(ICR・191) 

I KLH1059 I i 
i 
室温、遮光2・Aminoanthracene (2AA) 96.6% 

I i KLG2702 I 
， ； 

Benzo[a]pyrene (B[a]P) 101.0% 冷蔵、遮光
I 
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保存場所 ： 東京研究所 微生物試険室の室混保存瓶

製造元 ： AF・2、SAZ、B[a]P及ぴ 2AA:和光純薬工業株式会社

ICR・ 191 : Polysciences, Inc. 

3) 調製方法

AF-2、ICR-191、2AA及ぴB[a]PはDMSO（和光純薬工業株式会社、 JIS規格試薬特

級、ロッ ト番号 LTP5665及び LTH4791)に溶解し、 SAZは注射用水（株式会社大塚製

薬工場、日本薬局方、ロッ ト番号 K5D75)に溶解し、1.0mLずつ小分け分注して・20℃以

下で凍結保存した。なお、試験実施時に解凍 して使用した。それぞれの調製濃度を表 2に

示した。

表 2 陽性対照物質調製濃度一覧

代謝活性化しない場合 代謝活性化する場合

使用菌株 調製濃度 調製濃度
陽性対照物賞

(μg/mL) 
陽性対照物質

(μg/mL) 

S. typhimurium TAlOO I AF・2 〇.1(0.01) I B[a]P 50 (5.0) 

S. typhimurium TA1535I SAZ 5 (0.5) 2AA 20 (2.0) 

E. coliWP2 uvrA I AF-2 0.1 (0.01) I 2AA 100(10.0) 

S. typhimurium TA98 I AF・2 1 (O. 1) I B[a]P 50 (5.0) 

S. typhimurium TA1537 ICR・ 191 10 (1.0) I B[a]P 50 (5.0) 

）内の数値は、プレートに処理したと きの処理用堡 (μg/plate)を示す。

3. 試薬

1) S9Mixの調製方法

Cofactor-Iの 1バイアルに滅面精製水を 9.0mL加え、 完全に溶解した後フィルター

(Nalge Nunc Int. 0.45μM: Lot No.579748及ぴ vVhatman0.45μM: Lot No.L559)滅菌

し、Cofactor・!の 1バイアルに対して 1.0mLの S9を加えて S9Mixとした。調製後、使

用時まで冷蔵下で保存し、使用後の残液は廃棄した。

(1) S9 

名 称

製造 冗

ロット番号

製造日

購 入 日

種 ・系綻

週 齢・ 性

体重

誘 導物質

投 与 方法

投与期間及び投与籠

保存 場 所

保存温度

89 

オリエンタル酵母工業株式会社

06080405 

2006年 8月 4日

2006年 9月 20日

ラット •SD 系

7週齢 ・雄

214.8士11.3g

フェノバルビタール(PB)&5,6・ベンゾフラボン(BF)

腹腔内投与

PB 4日間連続投与： 30+60+60+60(mg/kg体重）

PB投与 3日目 BF投与 ：80(mg/kg体重）

束京研究所 被験物贋調製保存室内超低温フリ ーザ （三洋

電機バイオメディカ株式会社 ：MDF-192)

保存期間中の実測温度： •75~•81℃ 
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(2) コファクター

名称

製造元

Cofactor・! 

オリエンタル酵母工業株式会社

999603 

2006年 6月 7日

2006年 11月 8日

T・0020 

ロッ ト番号

製造日

購入日

保存届所 東京研究所 微生物試験室内冷蔵即（冷凍 ．冷蔵庫 MPR

・211F:三洋電機パイオメディカ株式会社）

保存温度 保存期間中の実測温度： 1～9℃ 

(3) S9Mixの組成 (lmL中）

水

S9 

MgCl2 

KCI 
グルコース ·6 • リン酸

還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリ ン酸(NADPH)

還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド(NADH)

リン酸ナトリウム緩衝液(pH7.4)

2) 最少グルコース寒天平板培地

(1) 名 称 パイタルメディア AMT・O培地

胆 造 元 極東製薬工業株式会社

ロット番号

製造日

購入日

保存方法

保存届所

(2) 使用寒天

名称

製造元

ロット番号

DZL79F01 

2006年 9月 15日

2006年 9月 27日

常温保存

東京研究所 変異原性試験室

OXOID AGAR No.l 

OXOID LTD. 

911885・02 

3) ニュートリエントプロス No.2培養液

0.9 mL 

0.1 mL 

8.0 μmol/mL 

33.0 μmol/m L 

5.0 μmol/mL 

4.0 μmol/mL 

4.0 μmol/mL 

100.0 μmoVmL 

ニュー トリエントプロス No.2を 2.5wt％となるよう籾製水で溶解し、オートクレープに

より滅函処理（121℃、 20分）を行い、調製した。調製後は使用時まで冷蔵で保存した。

名 称 ニュートリエントプロス No.2(Nutrient Broth No.2) 

ロット番号 349915 

製造元 OXOID LTD. 

保存方法 室温保存

保存椒所 東京研究所微生物試験室

4) 0.1 moI/Lリン酸緩衝液(pH7.4) 

O.lmol/L リン酸水素ニナトリウム水溶液に、 O.lmol/L リン酸二水索ナ トリウムニ水和

物水溶液を加えながら pH 7.4に調製し、 O.lmol/Lリ ン酸緩衝液とした。 これをオートク

レープにより滅菌処理(121℃、 20分）を行った。調製後は使用時まで冷蔵で保存した。
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T-0020 

(1)名 称 リン酸二水素ナトリウムニ水和物 (NaH2P04・2比 0)

煕造元 和光純薬工業株式会社

ロット番号 SDM1133 

保存方法 室温保存

保存場所 東京研究所微生物試験室

(2)名 称 リン酸水素ニナト リウム（Na2HP0.1)

製 造元 和光純薬工業株式会社

ロット番号 E¥VM2400 

保存方法 室温保存

保存場所 東京研究所微生物試験室

5) トップアガー

以下に示す寒天を用いて、調製した軟寒天液 (0.6% Agar, 0.6 % NaCl)をオー トクレ

ープにより蔽菌 (121℃、 20分処理）した後、S.typhimurium TA抹では 0.5mmol/L D-

ピオチン一0.5mmol/L L• ヒ スチジン溶液、 E.coli 株では 0.5 mmol/L L・ トリプ トフ ァン

溶液をそれぞれ 1/10容屈となるように加え、調製した。調製後は室温で保存し、使用時は

電子レンジで溶解後、固化を防ぐため 45℃の恒温槽で保温した。

(1)名称 Bacto Agar 

製 造元

ロット番号

保存方法

保存場所

(2)名称

製 造元

ロット番号

保存方法

保存 場 所

(3)名称

製 造 元

ロット番号

保存方法

保存場所

(4)名称

製造冗

ロット番号

保存方法

保存 場所

(5)名称

製 造 元

ロット番号

保 存 方 法

保存 場 所

Becton, Dickinson and Company 
5118380 

室温保存

東京研究所微生物試験室

NaCl 

和光純薬工業株式会社

8423 

室温保存

東京研究所微生物試験室

D ピオチン ((+)・Biotin、VitaminH) 

ICN Biomedicals, Inc. 

3559H 

冷蔵保存、遮光

東京研究所 微生物試験室

L・ヒスチジン塩酸塩ー水和物

(L・Histidine Hydrochloride Monohydrate) 
和光純薬工業株式会社

EWQ6361 

室温保存、遮光

東京研究所微生物試験室

L・ トリプトファン(L・Tryptophan)
和光純薬工業株式会社

EWP0422 

室温保存、遮光

東京研究所 微生物試験室
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4 試験方法

l) 識別方法

(1) 歯株の識別

以下に示す色のマーカーで識別した。

S. typhimurium TAlOO 青

S. typhimurium TA1535 桃

E. coliWP2 uvrA 茶

S. typhimurium TA98 赤

S. typhimurium TA1537 緑

(2) 濃度の識別

T・0020 

代謝活性化しない場合は「一」、代謝活性化する場合は「＋」とし、これに続け

て防性対照（SolventControl)を 「SC」、陽性対照（PositiveControl)を 「PCJ、被

験物質処理群を濃度の低い方から 「1」、 「2」、 「3」・・・の番号を各菌の色のマー

カーで記載し、識別した。

2) 前培殺

(1) ニュートリエントプロス No.2培蓑液 lOmLを入れた滅菌済み L字型試験管に

凍結保存菌株を解凍した面懸濁液を S.typhimurium TA株は各 20μL、E.coli株

は 10μL植菌した。なお、使用後の函懸濁液は廃棄した。

(2) これを振槌恒温栖（COOLBATH SHAIIBR ML・lO PU-6接続型、タイテック株式

会社）にセットし、プログラム制御により 前培投開始まで 4℃水浴中で放骰(6時間

30分）した後、 37℃に上昇後 9時間前培獲した。

(3) 前培投終了時に面懸濁液の吸光度をデジタル比色計・ (Mini photo 518R、タイテッ

ク株式会社）で測定した。なお、面懸濁液は使用まで奎温下に維持した。それぞれ

の計i株の換罫生面数を表 3に示した。

表 3 菌株の換箕生菌数一覧

荏i 数(cells/mL)
菌 株

予備試験 本試験 1回目 本試験2回目 確認試験

S. typhimurium TAlOO 5.33X 109 6.08X 109 5.70 X 109 -------
S. typhimurium TA1535 4.75X 109 4.86 x l09 4.85 X 109 ------E. coli WP2 u vrA 7.03X 109 6.99X 109 7.01 X 109 ------S. typhimurium TA98 4.98X 109 5.25 X 109 5.l2 X l09 -----S. typhimun・um TA1537 4.16X 109 4.24 X 109 4.24 X 109 4.21 X 109 

3) 本試験｝Tli如の設定

本試験の試験用秘を設定するため、 50mg/mLの被験液を公比 4で6段階希釈した 7用

址(1.22,4.88, 19.5, 78.1, 313, 1250, 5000 μg/plate)を用い、予備試験を実施した。

なお、予備試験の結果を別表 1に示した。

予餅i試験の結果、本被験物質処理による生育阻害は、代謝活性化しない塩合のすべての

泊株及び代謝活性化した場合の S.typhimurium TA98、TA1537の 1250μg/plate以上、

代謝活性化した椒合のS. typhimurium TAlOO、TA1535、E.coli WP2 u vrAの

5000 ~1g/p lateにおいて認められた。また、本被験物例による沈殿及ぴ府色は代謝活性化の

有無にかかわらず認められなかった。
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このため本試験の試験用拭は、代謝活性化しない場合のすべての菌株及ぴ代謝活性化し

た場合の S.typhimurium TA98、TA1537については 1250μg/plate、代謝活性化する場

合のS.typhimurium TAIOO、TA1535、E.coli WP2 uvrAについては 5000μg/plateを

それぞれ最高用抗として、以下公比 2で5段階希釈 した計 6用絨を設定した。

4) プレート数

被験物質処理群、陰性対照及び腸性対照処理群について予備試験ではそれぞれ 2枚、本

試験及び確認試験ではそれぞれ 3枚のプレートを用いた。

5) 試験操作

(1) 滅菌 した小試験管に調製した被験液、溶媒又は陽性対照溶液を O.lmL入れ、これに

代謝活性化しない場合は 0.1mol/Lリン酸緩衝液(pH7.4) 0.5 mLを、 代謝活性化

する場合は S9Mix 0.5 mLを加えた後、それぞれの小試験管に各菌懸濁液 0.1mL 

を加えた。

(2) 小試験管を攪拌後すぐに 37℃で 20分間振磁しながらプレインキュベーションし、

これに 45℃に維持されているトップアガーを 2.0mL加え攪拌後、最少グルコース

寒天平板培地に均ーに重翔した。

無菌試験として、調製した最高用址の被験液 O.lmL及ぴ調製した S9Mix0.5mLを

それぞれ小試験管に取り、これにトップアガーを 2.0mL加えた後に最少グルコース

寒天平板培地に均ーに璽胴した。なお、これらの一連の操作は、紫外線吸収膜付蛍

光灯下で実施した。

(3) 最少グルコース寒天平板培地に直陪した トップアガーが固化 したことを確認し、最

少グルコース寒天平板培地を逆さにしてインキュペータに入れ、 37℃で約 50時問

（予備試験： 49.9時間、本試験 1回目 ：49.9時間、本試験 2回目 ：48時間、確認

試験 ：50.7時間）培蓑した。

(4) 培義後、寒天培地上の被験物質による沈殿及び着色を確認した結果、代謝活性化の

有無にかかわらず、いずれの用祉においても沈殿及ぴ着色は認められなかったため、

自動コロニーカウンタ（コロニーアナライザーCA・l lD Systems、システムサイエ

ンス株式会社）を用いて計数（面栢補正、補正値 ：1.21)した。また、実体額微鏡

を用いて生育阻害の有無を観察した。

5. 判定基準

被験物質処理群の復帰変異コロニー数が自然復廂変異コロニー数（陰性対照値）に対して

2倍以上となる増加を示し、用旦反応性及び再現性が認められた場合あるいは明確な用址反

応性を示さない場合であっても自然復帰変異コロニー数の 2倍以上に増加し、 2回の本試験

で再現性が認められた場合に陽性と判定した。なお、測定結果については、平均値士標準偏

差も併せて記載した。
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試験結果及び考察

l. 試験結果

試験の結果を別表 1~4及び図 1~4に示した。なお、図 1~3は別表 2、固 4は別表 4よ

り作成した。

l) 培養終了後の観察結果

本被験物質による沈殿は、代謝活性化の有無にかかわらず、いずれの用祉においても認

められなかった。また、被験物質による着色も認められなかった。なお、生育阻害の有無

について実体顕微鏡を用いて観察した結果、代謝活性化しない場合の S.typhimurium 

TAlOO、TA1535、TA1537の 625μg/plate以上、代謝活性化しない揉合の S.typhimurium 

TA98、E.coli WP2 u v1:A及び代謝活性化した届合の S.typhimurium TA98、TA1537の

1250 μg/plate以上、代謝活性化した場合のS.typhimurium TAlOO、TA1535、E.coliWP2 

uvrAの 2500μg/plate以上において苗の生育阻害が認められた。

2) 復帰突然変異コロニー数

本試験．1回目の代謝活性化しない場合の S.typhimurium TA1537の625μg/plateにお

いて、陰性対照と比較して 2倍以上となる復船変巽コ ロニー数が認められたが、本試験 2

回目では 2倍以上には増加しなかったため、同ー用拭で確認試験を実施した。その結果、

陰性対照の 2倍以上となる増加は認められなかったため、本試験 1回目の増加は被験物質

による増加ではないと判断した。その他の菌株においては、代謝活性化の有無にかかわら

ず、陰性対照値と比較して 2倍以上には増加せず、用凪反応性も認められなかった。

3) 試験系の成立条件

陽性対照値がそれぞれの菌株の陰性対照値に比較して 2倍以上となる復帰変異コロニー

数を示し、本試験 1回目及び 2回目の代謝活性化しない場合の S.t)'Phimurium TA1537 

の陽性対照値を除いて、陰性対照値及び陽性対照値の復帰変異コロニー数が背景データの

管理限界（平均値士3SD)内であり 、無菌試験及び試験操作において雑菌の混入などの異

常も認められなかったため、試験が適切に実施されたものと判断した。なお、 本試験 1回

目及び 2回目の代謝活性化しない場合の S.typhimurium TA1537の陽性対照値について

は、使用している調製 LotNo．の背禄データでは管理用背景データよりも若干高値傾向に

あるため、試験結果には影孵しないと判断した。

2. 考察

2回の本試験及び確認試験ともに、代謝活性化の有無にかかわらず、いずれの苗株におい

ても、本被験物質処理による復帰変異コロニー数は、いずれの試験用抗においても陰性対照

値と比較して 2倍以上となる再現性のある増加は認められず、用批反応性も認められなかっ

たc

一方、 陽性対照群では険性対照群と比較して 2倍以上となる復保変異コロニー数の増加を

示したことから、使用菌株の復励突然変異誘発物質に対する反応は適切であったことが確認

され、試験は適切に実施されたものと考えられた。

以上の試験結果より、本試験条件下において代謝活性化の有無にかかわらず、4・ビニルピ

リジンは、細菌に対する迪伝子突然変異誘発能を有さない（陰性）と判定した。
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（別表1)

試験 結 果 表 （ 予 備 試 験 ）

祐験物行の名称：4-ピニルビリジ No. T-0020 

試験実施期間 平成18年 11月14日より平成18年 11月17日

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コロニー数にfレート）

化系の の用呈 塩基対醤換型 フレームシフト型

有無 (μg/7・レート） TAIOO TAl535 WP2uvr.4 TA98 TAl537 

陰性対照 95 10 17 18 8 

(OMSO) 106 ( 10 I) 10 ( 10) 31 （ 24) 22 （ 20) 4 （ 6) 

86 8 22 16 ， 
1.22 87 （ 87) 8 ( 8) 31 （ 27) 19 （ 18) 5 （ 7) 

78 3 22 17 10 

-1.88 76 （ 77) 15 （ 9) 18 （ 20) 16 （ 17) ， （ 10) 

94 13 30 18 8 

S9Mix 19.5 63 （ 79) 5 （ 9) 37 （ 34) 15 （ 17) 7 （ 8) 

(-) 88 5 25 25 12 

78.1 83 （ 86) 10 ( 8) 31 ( 28) 21 （ 23) 8 （ 10) 

78 14 21 10 7 

313 54 （ 66) 8 ( 11) 23 （ 22) 27 （ 19) 7 （ 7) 

0 * 0. 11・ o拿 0,. 

1250 0. ( 0) 0. ( 0) 17 • ( 14) 0. ( 0) 0. ( 0) 

0 * 0. 0. 0. 0. 

5000 0. ( 0) 0. ( 0) 0 * ( 0) 0. ( 0) 0. ( 0) 

陰性対照 89 16 25 47 14 

(DMSO) 97 （ 93) II （ 1-l) 36 （ 31) 40 （ 44) II （ 13) 

90 7 31 36 II 

1.22 85 （ 88) II （ 9) 31 （ 31) 42 （ 39) 9 ( 10) 

99 7 35 26 7 

4.88 95 （ 97) 13 （ 10) 30 （ 33) 38 （ 32) 10 （ 9) 

I 19 8 27 34 3 

S9Mix 19.5 96 ( 108) II （ 10) 22 （ 25) 34 （ 3-1) 8 （ 6) 

（＋） 98 8 23 42 5 

78.1 108 ( 103) 14 （ 11) 25 （ 24) 37 （ 40) 5 （ 5) 

82 ， 30 19 3 

313 52 （ 67) 7 （ 8) 21 （ 26) 25 （ 22) 3 （ 3) 

75 I 18 拿゚ 4・
12S0 61 （ 68) 7 （ 4) 13 （ 16) ゜拿（ 0) 7. ( 6) 

0 * 0. 0 * 0. 0. 

5000 0 * ( 0) 0. ( 0) 0. ( 0) 0. ( 0) 0. ( 0) 

S9Mix 名称 AF-2 SAZ AF・2 AF-2 ICR-191 

を必要 用歪(μgfプ1r-ト） 0.01 0.5 0.01 0.1 1.0 

陽 としな
コエー影uプしート

578 305 90 549 1 ➔83 

性 いもの 648 ( 613) 302 (304) 102 （ 96) 533 (5-11) 1323 (1403) 

対 S9M1x 名称 B[a)P 2AA 2AA B[a]P BIn lP 
照

を必要 用歪(μg/7・レート） 5.0 2.0 10 5,〇 5.0 

とする
コ庄ー数ヴレート

119.J 425 851 367 103 
もの 1103 (1149) 372 (399) 927 (889) 387 (377) 110 ( 107) 

（偏考）

AF-2 : 2-{2-フリル)-3・(5・:Ha・23リル）7クリル7ミド

SAZ : 7ゾ化ナトリりK

ICR-191 : 2-J トキシ-6-クaa-9-13 •(2-9aaIテル）7ミ／プ nt・ ル7ミ／］7クリゾン・2HCl

四 ：2-7ミJ7ントうセン

B(aJP :ペン‘「[a]t・レン

＊ ：被験物臼による生育阻害が認められたことを示す。

（ ）内は、 2枚のプレートの平均値を示す。



（別表2)

試験 結 果 表 （ 本 試 験 1回目）

被験切百の名称：4-ピニ1しビリジン No. T--0020 

試験実施期間 平成18年II月28日より平成18年12月1日

代謝活性 被験物質 復帰変累数（コロニー数〇レート）

化系の の用量 塩碁対霊換型 フレームシフト型

有無

S9Mi.ゞ
(-) 

S9Mi.ゞ

（＋） 

S9Mix 

を必要
としな

隅 いもの
性
対
照 S9¥,Iix 

を必要
とする
もの

（惰考）

(μ匂’レート） TAIOO TAJ53S 

陰性対照
132 I 3 

l l 3 ， 
(D¥<ISO) 

125 (Iお ±96) 4 （ 9±45) 

103 7 

39.1 136 7 

125 (121士 168 J 8 （ 7±06 l 

105 ， 

78 I 115 7 
109 ( 110士5.0) 6 （ 7土1.5)

119 7 

156 140 8 

l20 (126土 118)  8 （ 8士06)  

123 ， 

313 103 4 

l0-l (110土 113)  7 （ 7 ± 2 5)  

91・ II・

625 98・ ，． 

116 • ( 102士 12.9) 4. ( 8士36)  

65 • 7. 

1250 ~6 . 5. 

65 • (72士 12I) 2. ( 5土2.5)

陰性対照
123 14 

IOI 13 
(DMSO) 

125 (116土 13,3) 21 ( 16 "'-l -l) 

39.l 

NT NT 

78 I 

NT NT 

136 11 

156 103 10 

142 ( 127ェ21.0) 10 （ 10 :c 0,6)  

I 10 5 

313 96 7 

I 40 ( 115土22.5) 8 （ 1 co I 5)  

¥08 ， 

625 109 s 
I 18 (112士55 )  7 （ 7 ±2 0)  

102 7 

1250 106 10 

99 (102 "'3 5 )  5 （ 7 "'2 5)  
〇 ♦ 0. 

2500 0. 0. 

0. ( 〇士 00 l 0. ( 0:00) 
0. 0. 

5000 0. 0. 

0. ( 0 ce 0.0 )  0. ( 〇±00)

名 称 AF•2 SAZ 

用量(μg/プレート） 0.01 0.5 

647 251 
コ〇：：—召Uプレート 693 239 

627 (656ェ338) 282 (257 ± 22.2) 

名称 B[a]P 2AA 

用量(μgヴレート） 50 20 

1021 358 

コ0こー数ガレート 1090 368 

1111 (107.J "'.J7.I) 3~8 (358 ± 10.0 l 

AF・2 : 2-(2・フリk}-3-(5-こ卜0.2.フリ,1.)7クリル7ミr
s.-¥Z : 7ヅ化tトリりL
JCR-191 : 2-) トキシ4900-9-r3•(2·900Ifk)7ミ／J. at・ル7ミ117クリゾン・2HCI
2 . .¥..¥ : 2-7ミ17ントうセン
BfalP :ヘ・ン‘「IaIt・レン

＊ ：被験物貧による生育阻宙が認められたことを示す．
Nr：試験せず。
（ ）内は、 3枚のプレートの平均佳及び標準燿差を示す。

WP2m刃 TA98 TA!537 

15 33 8 

20 42 6 

22 （ ¥9士3.6 l 20 ( 32士11.1) 6 （ 7士1.2)

16 24 4 

31 17 6 

13 (20土9.6) 30 ( 2-1士 6.5) 5 （ 5士1.0)

21 23 6 

27 32 4 
17 (22土5.0) 23 ( 26土52)  6 （ 5士 1.2)

22 26 7 

19 ヱ 5 

20 (20士1.5) 27 ( 25土2.6) ， （ 7士2.0)

18 17 4 

18 12 2 

， （ l5士5.2 ) 27 ( 19 "'7.6)  3 （ 3士1.0)

16 26 13 • 
13 

＂ 
19・

24 （ 18土5.7 ) 21 ( 21士4.5) 14 • ( 15 ± 3.2) 

I 8 • 0. 0. 

8・ 0. 0. 

11・（ 12土5.1 ) 0. ( 〇士 0.0) 0. ( 〇士 0.0)

30 32 7 

18 48 12 

21 (23士62 ) 38 ( 39土8.1) 10 （ 10士2.5)

41 10 

27 IO 

NT 41 ( 36 ± 8.1 )  18 （ 13±-16)  

31 5 

32 10 

NT 32 ( 32士0.6) 10 （ 8;つ9)

21 30 5 

19 33 8 

25 (22土3.1) 28 ( 30" 2ふ） 6 （ 6土1.5)

19 19 2 

19 33 6 

24 (21土2.9 ) 27 (26士7.0) 4 （ 4土ユ0 ) 

28 21 5 

16 34 5 

16 (20士6.9) 22 ( 26士7.2) 5 （ 5士0.0)

II 3. I・

II つ ● 5. 

25 （ 16土8I ) 1・（ 2士1.0) 2・（ 3 ± 21 ) 
0. 

0. 

0. ( 〇士 0.0) NT N丁

0. 

0. 

0. ( 〇士 0.0) NT NT 

AF-2 AF・2 ICR-191 

0.01 0.1 1.0 

86 558 1810 

111 590 l&2 

90 (96土13.4) 580 (576士16.-i ) 1888 (l 8-17士39.2} 

2AA B[a]P B[a)P 

10 5.0 5.0 

788 325 125 

765 333 106 

794 (782 ± 15.3) 312 (323士 10.6) 109 ( 113ェ10.2)
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試験結果表（本試験 2回目）

裕験切行の名称•4ーピニルビリジン l¥o. T-0020 

試験実陀期間 平成18年12月7日より 平成18年12月11日

代床活性 被 物貿の 復幅変異数（コロ—一数ゎfレート）

化系の 用羹 塩基対震換型 フレームシフト旦

有無

S9、Iix
(-) 

S9¥fix 

（＋） 

S9Mlix 

を必要
としな

閑 いもの
性
対
照 S9~lix 

を必婆
とする
もの

（偏考）

(μgヴ1,-ト） TA!OO TA!535 

店性対照
107 10 

108 13 
(DMSO) 

l l 3 (109土3.2 ) 8 （ 10士2.5)

94 10 

39.1 98 15 

IOI （ 98 : 3.5 ) 11 （ 12土2.6)

102 7 
78.I 103 7 

117 (107土84 ) 11 （ 8士2.3 )

108 1 3 

156 II S 5 

87 (103± 146) 5 （ 8± ~6) 
8~ 3 

313 83 II 

109 （ 92 ± 14.7) 13 （ 9±5 3 l 

75 • 5. 

625 88・ 10・

93・（ 85 = 9 3 ) 7. ( 7:25) 

73・ 4・

1250 99・ 6. 

65 • ( 79 : 17.8 J 7・（ 6士 I5)  

陰性対照
115 12 

(D．ヽISO)
120 8 

123 (119 ~ 40 )  10 （ 10ェ2.0 J 

39.I 

NT NT 

78.1 

NT NT 

111 13 

156 139 10 

92 (114 = 23 6)  7 （ 10ェ3.0)

106 6 

313 l l 3 13 
134 (118 ± 14 6) II （ 10± 3.6) 

100 5 

625 88 6 

103 （ 91 = 1.9) 5 （ 5:06) 

77 5 

1250 108 2 
77 （ 87 ± 17.9 } 11 （ 6 士 ~.6)

0. 0. 

2500 0. 0. 

0. ( 〇土 0.0 ) 0. ( 0士00)
0. 0. 

5000 0. 0. 

0. ( 〇土 00) 0. ( 0±00) 

名 称 AF•2 SAZ 

用呈(μg/プしート） 0 01 0.5 

650 396 
叩ニー数n・レート 629 368 

614 ( 631 ± 18.1) 377 ( 380± 14.3) 

名 称 B(a)P 込へ

用孟(μg/7レート） 5.0 2.0 

I !08 411 
コ0こー数n•レート 1148 410 

1171 (I l 43 ± 31.3) 37 ( 398: 222) 

AF-2 : 2-(2•フリ,l,)-3-(5 •こ 卜0•2•フリり7クリ訂ミ ト・
S . .¥Z : 7グ化ナトリウI,.

ICR-191 : 2•}トキシ•6-ク00-9-(3-(2・クOOIテり7ミ／プ ot."ミ/)7クリジン・2HCI
2AA : 2-7ミJ7ントうセン
B[a]P :ヘ・ガ[alt • I,:, 

＊ ：控験物貸による生育阻菩が認められたことを示す。
NT:試験せず。
（ ）内は．3枚のブレートの平均値及び摺準偏差を示す。

¥VP211vrA T . .¥98 T.-¥1537 

18 42 7 

22 34 8 

32 （ 24;, 7 2)  -1() （ 39 = 4,2 ) II （ 9 = 2.1 ） 

26 27 12 

21 48 8 

25 （ 24: 2.6 ) 36 （ 37:105) 11 （ 10: 2.1 ） 

24 37 8 

26 39 2 
25 （ 25土1.0) 25 （ 34: 76)  s （ 6 "'3 5 ） 

16 38 10 

18 “ 8 

24 （ 19ェ42 ) 30 （ 36±53 l 7 （ 8 c: I 5 ） 

20 Xi 6 

27 21 7 

30 （ 26士5.1 ) 32 （ 26 "'5 5 ) 10 （ 8 "'2.1 ） 

26 39 16・

34 28 1 2・

18 （ 26士8.0) 39 （ 35土6,4 ) 16・（ 15 = 2.3 ） 

18・ 0. 0. 

21・ 0. 0. 

15 • ( 18 ± 30)  0. ( 〇 士0.0) 0. ( 〇士 00 ） 

20 52 II 

27 58 8 

18 （ 22士4.7 ) 45 （ 52 "'6.5 ) l6 （ 12士4.0 ） 

52 10 

．̀ .. ． 12 

NT 55 （ 50 ± 5 7 ) 13 （ 12"'1.5 ） 

49 8 
42 8 

NT 53 （ 48 = 5 6)  8 （ S ± 0.0 ） 

23 31 10 

18 48 4 

33 （ 25ェ7.6 ) 47 （ 42 =9.5) 6 （ 7 "'3 I ） 

28 45 2 

26 58 5 
16 （ 23,,6.4) 4→ （ 49 ± 7.8) 7 （ 5 ± 2.5 ） 

17 32 2 

27 28 5 

27 （ 24 ± 5.8 ) 24 （ 28 "' ~ 0)  7 （ 5土 25 ） 

26 7. 5. 

23 7・ ，． 
20 （ 23士3.0) 4・（ 6"'1.7 ) 6・（ 4 ± 2.1 ） 
7. 

10・

2・（ 6士4.0) ドT KT 
0. 

0. 

0. ( 〇士 0.0) NT NT 

AF・2 AF・2 ICR-191 

0.01 0.1 1.0 

70 488 1774 

65 481 1972 

71 （ 69 = 3.2 ) 508 (492 ± 14.0) 2127 (1958士 176.9)

2AA B[a)P B[a)P 

JO 5.0 5.0 

817 353 96 

R90 377 ” 856 (854土36.5) 324 (351 =c26.5} Ill ( 102土7.9 ） 
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試験結果表（確認試験）

被験物質の名称；4-ピニルピリジン No.T-0020 

試験実施期間 平成18年12月15日より平成18年12月18日

代謝活性 被験物阿の 復帰変異数（コロニー数rJレート）

化系の 用丑 フレームシフト型

有無 (μgn'レート） TA1537 

陰性対照
14 

(DMSO) 
18 

17 （ 16士 2.1 ） ， 
39.1 12 

15 （ 12士 3.0 ） 

7 

78.1 I I 

15 （ 11 土 4.0 ） 

12 
S9Mi.x 
(-) 

156 5 

3 （ 7士 4.7 ） 

8 

313 7 

7 （ 7士 0.6 ） 

9. 

625 7. 

11・（ 9士 2.0 ） 

0. 

1250 0. 

0. （ 〇士 0.0 ） 

名 称 ICR-191 

陽 S9Mi.x 用丑(μcyプレート） 1.0 
性 を必要
対 としな

1686 

照 いもの コロニー数げレート 1635 

1613 （ 1645士 37.4 ） 

（偏考）

ICR-19 : 2-Jトキシ-6-?□□-9-[3-{2-りOOlチル）7ミ／プot・ル7ミ/]7クリゾン・2HCI

＊ ：被験物質による生育阻害が認められたことを示す。

（ ）内は、 3枚のプレートの平均値及び標準偏差を示す。
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