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【要約】

N-メチルアニリンの変異原性の有無について、細菌を用いる復帰突然変異試験を実施す

ることにより検討した。

検定菌として、 Sa!monellatyphimuγium TA100， TA1535， TA98， TA1537および

Escheγichia coli WP2 uvrAを用い、直接法および代謝活性化法のいずれも、用量設定試

験では、 50-5000pg/プレートの用量で試験を実施したところ、直接法の 5000pg/プレート

でのみ抗菌性が認められたので、本試験では直接法が 156.3--5000 pg/プレート、代謝活性化

法が 312.5--5000pg/プレートの用量で試験を実施した。

その結果、 2回の本試験とも、用いた 5種類の検定菌について、いずれの用量でも陰性

対照の 2倍以上となる変異コロニー数の増加が認められなかったことから、 N-メチルアニ

リンは、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。
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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、日本が独自に選択したN-メ

チルアニリンについて、細菌を用いる復帰突然変異試験をプレート法により実施した。

この試験は、サルモネラ(ネズミチフス薗)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、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突

然変異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直接法と、晴乳動物のもつ薬物代謝酵

素 (S9混液)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代謝活性化

法とからなっている。

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日、環保業第

237号、薬発第 306号、 62基局第 303号)およびOECD毒性試験ガイドライン:471， 472に

準拠し、化学物質GLP基準(昭和59年 3月31日，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日，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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〔検定菌〕

【材料および試験方法】

Sa~mone~la typhimuγiwn TAI00 
Salmonella tyPhimuγium TA1535 
Bscherichia coli WP2 uvγA 
Salmonel~a typhimuγium TA98 
Salmonella tYPhimuγium TA1537 

S. typhimuγiumの 4菌株は1975年10月31日にアメリカ合衆国、

から分与を受けた。

E. coli WP2 uvγA株は1979年 5月9日に

を受けた。

から分与

検定菌は、 -800C以下で凍結保存した。各検定菌は、凍結保存菌の調製時に、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 (pKMI01)の有無に

ついての特性確認を行った。

試験に際して、ニュートリエントブロスNn2 (Oxoid)を入れた L字型試験管に種菌

を接種し、 370C、10時間往復振とう培養したものを検定菌液とした。

〔被験物質〕

N-メチルアニリン (CASNo. 100-61-8、以下MAと略)は、分子量 107.16の淡黄色

ないし淡褐色透明液体である。純度 99.5%のもの(ロット番号: 不純物として

N. N-ジメチルアニリン (0.47%)、アニリン (0.014%)および不明 (0.016%)を含む、

)を 7から供与された。被験物質は、使用

時まで室温で密栓して保管した。

MAは、ジメチルスルホキシド(以下 DMSOと略、ロット番号:APJ3434および APQ

5928、和光純薬工業(械〉に 50mg/m1になるように調製した後、同溶媒で更に公比 2ない

し約 3で希釈したものを、速やかに試験に用いた。

秦野研究所において、 MAの DMSO溶液中での安定性試験を、溶媒が共通であるので、

本試験での低濃度(1.563 mg/m1)および当研究所で同時に実施した染色体異常試験

(H-93-261)での高濃度 (220mg/mP)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 4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(0時間)の
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平均に対して、 96.3および 99.0%であった。これらの値は、当研究所で規定した許容

範囲内にあった (Appendix1、2)。

また、本試験 Iに用いた調製検体について、含量測定試験を行った結果、1.563 mg/ 

mi溶液の含量は既定濃度に対し、 101---103%、50田g/mt溶液は、 95.7---97. 6%であった。

これらの値も当研究所の規定した許容範囲内であった (Appendix3)。

以上の結果から、 MAは DMSO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。
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〔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 (8)を容量比 10:1の割合で混合した。

(A) I~~ トアガー (Difco) 0.6% (8) レtスチ?ン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% ビオチン 0.5 mM 

WP2用には、 O.5 mMレトリプトファン水溶液を用いた。

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:

DJ020GI、1993年 7月6日製造および本試験では、ロット番号:DJ030J 1、1993年10月

4日製造)を用いた。なお、培地 1P，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 0.66 g 

?エン駿・171<和物

リン酸水素ニカリウム

2 g グルコース

10 g I~クト 7ガー (Difco) 

20 g 

15 g 
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3) 

r}ン酸ーアンモニウム 1. 92 g 

径 90mmのシャーレ 1枚あたり 30miを流して固めてある。

S9混液(1 mi中下記の成分を含む)
2・ホ

S9 0.1 mi NADH 4μ 田01

塩化マグネシウム 8μ皿01 NADPH 4μ 田01

塩化カリウム 33μ皿01 ナトリウムーリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 100μmol 

グルコースー6-rJン酸 5μ皿01

: 7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノバルビタールCPB)およ
び 5、6-べンゾフラボン (BF)の併用投与で酵素誘導して作製した
S9 (キッコーマン側、ロット番号 RAA-297、1993年 8月27日製造)
を用いた。 PBおよび BFの投与量は 1日目 PB30 mg/kg、 2日目
PB 60 mg/kg、 3日目 PB60 mg/kgおよび BF80皿g/kg、 4日目
PB 60 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〕

プレート法を用いて、直接法および代謝活性化法によって試験を行った。

小試験管中にトップアガー 2mf、被験物質調製液 0.1mf、リン酸緩衝液 0.5mi (代謝

活性化試験においては S9混液 0.5mi)、検定菌液 0.1mi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 DMSO、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

Table 1，....， 3に示した。培養は370

Cで48時間行い、生じた変異コロニー数を算定した。抗

菌性の有無については、肉眼的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、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、本試験においては両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 1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〕

用いた 5種の検定菌のうち、 1種以上の検定菌の直接法あるいは代謝活性化法において、

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、陰性対照のそれに比べて

2倍以上に増加し、かっ、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
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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 Table1 に示した。 MAについて、 50--5000 pg /プレートの範囲で公比を約 3とし、

試験を実施したところ、すべての検定菌において直接法の 5000pg/プレートの用量で抗菌性

が認められた。

したがって、本試験における最高用量を、すべての検定菌において、直接法、代謝活性

化法ともに 5000pg/プレートとし、直接法では 6用量、代謝活性化法では 5用量を設定する

こととした。

〔本試験〕

結果を Table2、 3に示した。 MAについて、すべての検定菌について、直接法で

は 156.3--5000 pg /プレート、代謝活性化法では 312.5--5000 pg /プレートの範囲で、公比

を2とし、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法、代謝

活性化法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、すべての検定菌において、 5000pg/プレートにおいて、抗菌性が認められた。

MAについて実施した試験において、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。

以上の結果に基づき、 MA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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Table 1. Results of preliminary cytotoxicity test in reverse mutation test of 

N 

Wi由(+)or 

without (・)

S9 Mix 

S9Mix 

(.) 

S9Mix 

(+) 

Positive 

∞n位。l

S9 Mix (.) 

Positive 

∞n位。l

S9 Mix (+) 

Test substance Nwnber of revertants (n町l!berof colonies I p18te ， Mean 土 S.D.)

也記 Base • palr substitution type ; Frameshift旬開

Ulg /plate) TAl∞ TAI535 WP2uvrA TA98 TA1537 。 99 99 127 9 5 13 20 13 20 18 21 19 12 5 12 

( 108土 16.2) 9土 4.0) 18土 4.0) 19:t 1.5) 10土 4.0) 

so 85 11 17 14 6 

150 108 10 12 16 9 

5∞ 105 10 23 31 5 

15ω l∞ 6 15 28 4 

50(泊 73・ 0・ 9・ 8・ 0・

。 101 115 105 14 10 9 27 21 14 31 23 28 15 10 9 

( 107土 7.2) 11:士 2.6) 21:t 6.5) ( 27土 4.0) 11 :士 3.2) 

50 145 10 12 25 6 

150 134 9 23 33 8 

5∞ 137 11 23 40 10 

15ω 102 7 12 54 8 

5似泊 118 6 18 48 8 

αlemlcal AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose U1g /plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Nwnber of 590 536 564 167 154 163 189 153 166 673 682 742 1214 1231 1482 

∞lon1es I plate ( 563:t: 27.0 ) ( 161:t 6.7) ( 169土 18.2) ( 699土37.5) ( 1309:t 150.1 ) 

。leml回 1 2AA 2AA 2M 2M 2AA 

Dose U!g /plate) 2 10 0.5 2 

Number of 375 377 386 215 226 201 979 852 1087 156 141 149 212 230 210 

∞lon1es I plate ( 379土 5.9) ( 214土 12.5) ( 973:t 117.6 ) ( 149士 7.5) ( 217:t: 11.0) 

AF2:2-(2・Furyl}-3・0・nitro・2・furyl)acrylamide. SA: Sodium azide， 9AA: 9・Aminoacridine. 2AA: 2・Aminoan出r8ωne

・:lnhibitlon w魁 observcd&gainst growth of the bacteria. 

..: Purlty w邸 99.5% and~，仕dimethylanillne (0.47 %) and anHine (0.014 %) were∞ntained魁 imp凶 ty.



Table 2. Results of reverse mutation test ( I ) of N-Methylaniline** on bacteria 

lwi血(+)or 

wI出∞t(・)

I S9 Mlx 

S9Mix 

(-) 

S9Mix 

(+) 

Positive 

control 

59 Mix (-) 

Positive 

∞ntrol 

S9 Mix (+) 

Test substance Nurnber of陀ve加 lts(nurnber of colo凶esI Ql_at~ ， Mell!!土 S.O.)

d伺 e Base -pa1r substitution t)'pe Frameshift type 

ωg Iplate) TAl∞ TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 
。 90 104 80 12 6 7 29 22 22 19 20 21 10 8 6 

91土 12.1) 8土 3.2) ( 24ま 4.0) 20:t 1.0) 8土 2.0) 

156.3 78 89 106 11 9 15 22 18 19 25 15 28 5 9 14 

( 91土 14.1) 12土 3.1) ( 20ま 2.1) ( 23土 6.8) 9:t 4.5) 

312.5 101 103 73 9 5 15 21 24 30 17 21 20 6 5 9 

( 92土 16.8) 10:t 5.0) ( 25 i 4.6) 19土 2.1) 7土 2.1) 

625 88 89 72 8 7 7 29 16 25 2S 13 24 7 7 7 

83土 9.5) 7土 0.6) ( 23 i 6.7) ( 21土 6.7) 7土 0.0) 

1250 89 89 84 5 13 10 15 11 10 21 39 18 2 8 5 

( 87 i 2.9) 9土 4.0) 12ま 2.6) ( 26土11.4) 5土 3.0) 

25∞ 106 83 104 18 7 8 22 9 14 20 29 23 8 4 

( 98:t 12.7 ) 11:t 6.1) 15土 6.6) ( 24土 4.6) 4土 3.5) 

5似泊 O. 0・0・0・0・0・O. 。噌
0・0・0・0・0・0・0・

O:i: 0.0) 0土 0.0) 0土 0.0) O:i: 0.0) 0土 0.0) 

。 104 117 114 5 14 10 22 31 24 42 31 17 8 8 15 

( 112土 6.8) 10土 4.5) ( 26ま 4.7) ( 30土 12.5) 10i 4.0) 

312.5 120 119 104 16 12 14 29 32 25 32 28 35 12 15 14 

( 114土 9.0) 14士 2.0) ( 29土 3.5) 32土 3.5) 14 :t 1.5 ) 

625 149 123 138 15 10 6 25 23 23 38 ω 44 17 14 10 

( 137土 13.1) 10土 4.5) ( 24土1.2) 41土 :U) 14土 3.5) 

1250 112 141 126 11 6 9 21 19 16 43 38 50 8 7 15 

( 126土 14.5) 9:t 2.5) 19土 2.5) 44土 6.0) 10:t 4.4) 

25∞ 110 122 128 5 9 11 15 12 19 49 55 54 10 16 10 

( 120土 9.2) 8土 3.1) 15土 3.5) 53:t 3.2) 12土 3.5) 

5似泊 134 117 141 5・8・6・14・15・14・50 48 61 10 • 4 • 6・
( 131:t 12.3 ) 6土1.5) 14土 0.6) 53士 7.0) 7土 3.1) 

αlerni伺 l AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose Ulg Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Nurnber of 470 502 470 250 251 231 130 155 139 748 765 762 1171 1192 1169 

∞1001回 Iplate ( 481:士18.5) ( 244:t: 11.3 ) ( 141士 12.7) ( 758土 9.1) ( 1177全 12.7) 

αlcmical 2AA 2M 2M 2M 2AA 

Dose U!g Iplate) 2 10 0.5 2 

N四nb町 of 890 857 881 2ω 198 230 925 1427 1285 347 321 315 224 261 238 

∞lonfes I pJate ( 876土 17.1) ( 211 i 17.0 ) ( 1212:t 258.8 ) ( 328土17.0) ( 241:士 18.7) 

AF2: 2..(2・Furyl)-3・(S-nltro・2・fu庁l)acrylornlde，SA: Sodlum azide， 9AA: 9・Arnin倒 cricline，2AA: 2・Aminoanthracene

・:uthibition w脳出回rvedagainst growth of the bacteria. 

..: Purfty w回 99.S% and~， ~.dfmethylaniline (0.47 %) and制 line(0.014 %) were∞nωM凶回 impurity.



Table 3. Resu1ts of reverse mutation test ( 11 ) of N・Methylaniline紳 onbacteria 

Wl也(+)町

wi也∞t(・)

S9Mix 

S9Mix 

(-) 

S9Mix 

(+) 

pos凶ve

∞n回 l

S9 Mlxω 

Positive 

α四位。l

S9 Mix (+) 

T笛 t副凶祖nce Numba of avertants (number of∞畑泊信Iplatc，M坦 nf S.O.) 

生島 B魁e-palr substl旬泊ontype Frameshlft type 

(J1g Ip~e) TAl∞ TAlS3S WP2uvrA TA98 TAIS37 

。 112 83 88 14 14 6 22 24 27 30 18 2ユ 6 6 11 

( 94土15.5) 11:士 4.6) 24ま 2.5) { お士 6.1) 8土 2.9) 

156.3 115 86 115 7 14 15 19 15 25 22 28 21 13 5 7 

( 105土16.7) 12f 4.4) (20ま 5.0) ( 24f 3.8) 8:t 4.2) 

312.5 105 95 88 7 11 16 16 21 19 21 21 12 10 3 10 

96土 8.5) 11土 4.5) 19ま2.5) 18f 5.2) 8土 4.0) 

625 104 85 l倒 6 10 12 18 21 15 17 25 19 7 8 6 

98 f 11.0 ) 9土 3.1) 18ま 3.0) ( 20土 4.2) 7士 1.0 ) 

1250 " 102 94 10 9 14 17 14 11 21 30 14 14 11 4 

( 98土 4.0) 11 f 2.6) 14ま 3.0) ( 22土 8.0) 10士 5.1) 

2虫泊 97 101 101 10 9 11 11 16 18 25 17 25 7 8 7 

( 1∞f 2.3) 10f 1.0) 15ま 3.6) ( 22土 4.6) 7土 0.6) 

筑削 “・ 79・89・3・3・0・6・0・9・10・14・12・0・1・0・
78 f 11.5 ) 2f 1.7) ヨま 4.6 ) 12土 2.0) 0土 0.6) 

。 108 94 118 15 15 17 25 21 23 33 25 33 11 9 16 

( 107土12.1) 16i 1.2) ( 幻ま 2.0) ( 30土 4.6) 12f 3.6) 

312.5 91 126 116 16 9 12 33 22 24 55 46 48 20 19 13 

( 111 f 18.0 ) 12士 3.5) ( 26ま 5.9) 50ま 4.7) 17土 3.8) 

625 137 132 125 9 11 14 24 14 22 41 33 36 20 18 11 

( 131ま: 6.0) 11 f 2.5) ( おま1.2) ( 37土 4.0) 16土 4.7) 

12却 134 148 1040 10 11 16 22 19 12 51 33 43 8 16 16 

(141f 7.0) 12土 3.2) 18ま 5.1) ( 42土 9.0) 13土 4.6) 

Z筑泊 127 129 137 13 14 13 25 15 18 45 41 46 10 16 15 

( 131土 5.3) 13土 0.6) 19 ~ 5.1) ( 44士 2.6) 14 f 3.2) 

筑削 125・117・114・8・11・7・15 14 13 51・47・36・10・14・22・
( 119土 5.7) 9 f 2.1) 14ま1.0) ( 45 f 7.8) 15土 6.1) 

Oemlca1 AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose U!g Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

N皿 lbcr0{ 359 365 3-47 209 215 208 141 107 98 695 711 756 1328 1216 1274 

∞10凶esI plate ( 357土 9.2) ( 211土 3.8) ( 115ま22.7) ( 721:土31.6) ( 1273土 56.0) 

。四国伺l 2AA 2AA 2AA 2AA 1AA 

取蹴 ωiIplate) 2 10 0.5 2 

Nmnbcr 0( 718 721 “7 
194 188 199 11∞1225 1ωl 3脳 371 409 271 272 258 

∞10凶信Iplate ( 695土41.9) ( 194土 5.5) ( 1I39:i 74.9 ) ( 389土19.1) ( 267 i 7.8) 

AF2:2-(2・F山yl}.3・(S-ni冊 2・f町 l肱rylunide. SA: sc:泊iumazi民 9AA:仏Aminoacri盛田、 2AA: 2・Am恒個n血racene

・:lnhlbiti∞W魁 d沼町vcd昭ainstgrowth of也ebaacria. 

..: Purtty w魁 99.5" and N. N-dime曲y加 ilineω.47") and副泊施 (0.014") were倒 naJned箇泊朝国ty.
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