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【要約】

Nーエ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~mone~~a ty州imuγiumTA100， TA1535， TA98， TA1537および

Escheγichia co~i WP2ωrA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""'"5000 Jlg Iプレートで実施したところ、最高用量の 5000Ilg1プレートの用量で抗

菌性が認められたので、本試験では直接法、代謝活性化法ともに 78.13......， 2500 Jlg I 

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-エチルアニ

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、 Nーエ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、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】

Salmonella typhimuγium TA100 
Salmonella typhimuγium TA1535 
Escheγichia coli WP2 uvγA 
Salmonella 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 WP2ωrA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 (pKM101)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No.2 (Oxo id)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ーエチルアニリン (CASNo. 103-69-5、以下EAと略)は、分子量 121.18の淡黄色

ないし淡褐色透明液体である。純度 99.6%のもの(ロット番号: 不純物として、 N，

N-ジエチルアニリン (0.37%)およびアニリン (0.02%)を含む、 ) 

を から供与された。被験物質は、使用時まで室温で保管した。

EAは、ジメチルスルホキシド(以下 DMSOと略、ロット番号:APQ5928および

APJ3434、和光純薬工業(槻)に 50あるいは 25mg/mt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、 EA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 (0.7813 mg/mf)および当研究所で同時に実施した染色体異常試験

(H-93-263)での高濃度 (220mg / mt)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

平均に対して、 95.3および 102%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)。
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また、本試験Eに用いた調製検体について、含量測定試験を行った結果、 O.7813 mg/ 

d 溶液の含量は既定濃度に対し 103%、25.00mg/mf溶液は、 100--102%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、 EA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 (B)を容量比 10:1の割合で混合した。

(A)バクげか (Difco) 0.6% (B) L-tAf1ン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% Eオチン 0.5 mM 

WP2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、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:DJ030JI、1993年10月

4日製造)を用いた。なお、培地 112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 0.2 g 水酸化ナトリウム 0.66 g 

クエン酸・1水和物

リン酸水素二カリウム

2 g グルコース

10 g バクトアガー (Difco) 

20g 

15 g 

リン酸ーアンモニウム 1. 92 g 

径 90mmのシャーレ 1枚あたり 30mfを流して固めてある。
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S9混液(1 mJ!中下記の成分を含む)

** S9 o. 1 mJ! NADH 4μmol 

塩化マグネシウム 8μmol NADPH 4μmol 

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

グルコースー6-1}ン酸 5μmol 

村 : 7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノバルビタール(PB)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(樹、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 mg/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 2mJ!、被験物質調製液 O.1 mJ!、リン酸緩衝液 O.5 mJ! (代謝

活性化試験においては S9混液 O.5 mJ!) 、検定菌液 O.1 mJ! 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370C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

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。 EAについて、 50--5000pg/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、代謝活性化法ともに 5000

μ~g/プレートの用量で、強い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 2500pg/プレートとすることとした。

〔本試験〕

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

代謝活性化法ともに 78.13--2500 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、高用量の 1250--2500pg/プレート群において、抗菌性が認められた。

EA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、 EA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 mu包tiontest of 

N -Ethylaniline ** on bacteria 

wl也(+)町

wt也ωt(・)

S9Mix 

S9Mix 

ι) 

S9Mix 

(+) 

Positive 

∞臨む1

S9 Mix (-) 

P国 i凶.ve

∞n往叫

S9 Mix (+) 

T偶t副lba邸調E Nlmbtc of l"CV1町凶包(numbtcof∞蜘』僧101胞 .MI曲目まs.o.)

也m B踊e・palrsub姐加世∞type R・meshlft町te

(J1g /plate) TAl∞ TAIS35 WP2uvrA TA98 TA1537 

。 " 99 127 9 5 13 初 13 20 11 21 19 12 5 12 
， 

( 1侃土 16.2) 9土 4.0) 18:t 4.0) 19土1.5) 10::t: 4.0) 

卸 86 9 18 16 6 

1却 1ω 9 10 20 4 

京ぬ 89 9 12 11 4 

1筑泊 87 11 22 初 5 

筑泊。 0・ 0・ 0・ O. 0・

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

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

鈎 145 8 21 32 10 

150 159 17 幻 41 9 

筑陥 128 10 20 37 9 

15∞ 135 9 22 36 11 

筑ゆO O. O. O. O. 0・

Cl1emJ偲1 AF2 SA AF2 AF2 9AA 

政ぉe(J1g lp1ate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbtcof 590 536 話4 167 154 163 189 153 
l“ 6η 682 742 1214 1231 1482 

∞lonl~_lpI~ ( 563土27.0) ( 161::t: 6.7) ( 169:t 18.2) (ω9土37.5) ( 1湖土150.1) 
。悶nical 2M 2M 2M 以 A 2M  

Dose (J1g /plate) 2 10 0.5 2 

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

∞，lonl国 11血飽 ( 379土 5.9) ( 214土12.5) ( 973:t 117.6 ) ( 149::t: 7.5) ( 217土 11.0) 

AF2:2-(2・Furyl)-3・(5-nitro-2・furyl)acrylamide，SA:制 iumazide， 9AA: 9・Aminoacridine，以A:2-Am泊畑出raceoe

・:lnhibi曾佃 W酪 d斌 rved昭ainstgrow曲ofthebac町 ia.

..: Purity W8S似6% and ~，~-di仙yIaniline (0.37 %) and凶国(0.ω%)werecoo凶 d魁加凹rlty.
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Table 2. Results of reverse mutation test ( 1 ) of N -Ethylaniline料 onbacteria 

Wi也(+)or 

wi血∞t(・)

S9Mix 

S9Mix 

ι) 

一

S9Mix 

(+) 

Posi値判

m 回 l

S9 Mlx (・)

Positive 

∞n凶 l

S9 Mix (+) 

T偲 t釦bstance Nmnber of reve削鱈(nmnberof∞loni儲 Ip協 ， MI棚土 S.D.)

do&e Base -pair subs世卸tiontype Frameshift type 

(μg/pla胞) TAlω TA1535 WP2uvrA TA98 TAI537 。 90 1ω 80 12 6 7 29 22 22 19 20 21 10 8 6 

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

78.13 1ω 97 91 8 15 11 20 19 17 8 17 13 8 9 4 

( 97土 .'.5) 11土 3.5) 19土 1.5 ) 13土 4.5) 7土 2.6) 

156.3 114 " 106 12 10 9 お 24 18 19 25 22 8 11 7 

( 106土 7.5) 10土1.5) ( 22土 3.2) ( 22土 3.0) 9土 2.1) 

312.5 74 122 1ω 9 14 10 18 22 25 22 10 24 4 8 4 

( 1∞土 24.2) 11土 2.6) ( 22土 3.5) 19土 7.6) 5土 2.3) 

62s 88 89 87 8 11 8 14 24 16 28 20 12 4 2 3 

( 88土1.0) 9土1.7) 18:f:: 5.3) ( 20土 8.0) 3土1.0) 

12S0 99 l位 92 9 13 9 15 17 22 11 19 15 2 6 8 

( 98土 5.1) 10:f:: 2.3) 18土 3.6) 15土 4.0) 5土 3.1) 

2筑陥 O. O. O. 0・0・O. 12・6・0・O. 12. 6・0・0・O. 

O:f:: 0.0) 0土 0.0) 6:f:: 6.0) 6土 6.0) 0土 0.0) 

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

( 112:f:: 6.8) 10土 4.5) ( 26土 4.7) ( 30士12.5) 10土 4.0) 

78.13 151 142 122 17 lS 9 21 21 29 37 32 32 17 11 7 

( 138土14.8) 14土 4.2) ( 24土 4.6) ( 34土 2.9) 12土 5.0) 

156.3 123 119 127 12 18 9 26 33 26 29 46 42 18 10 16 

( 123:f:: 4.0) 13土 4.6) ( 28土 4.0) ( 39土 8.9) 15土 4.2) 

312.5 155 122 1却 14 12 15 お 25 27 29 37 39 15 16 14 

( 136土17.2) 14土1.5) ( 25土 2.0) ( 35土 5.3) IS:f:: 1.0) 

625 133 151 119 17 16 16 22 12 18 48 36 31 23 7 17 

( 134土16.0) 16土 0.6) 17土 5.0) ( 38土 8.7) 16土 8.1) 

12S0 127 125 131 12 15 6 23 29 17 41 49 39 13 10 13 

( 128土 3.1) 11土 4.6) ( 幻土 6.0 ) ( 43土 5.3) 12土1.7) 

2封)() 107・116.1∞・ 8・11申 10・16・10• 13・11. 20. 29・4・0・0・
( 1侃土 8.0) 10土1.5) 13土 3.0) (20土 9.0) 1土 2.3) 

αlemil叫 AF2 SA AF2 AF2 9M 

防鶴(i1l1P~胞) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Nmnber of 470 S02 470 2SO お1 231 1却 15S 139 748 765 762 1171 1192 1169 

∞10凶esIplate ( 481土18.5) ( 244:f:: 11.3 ) ( 141:f:: 12.7) ( 758土 9.1) (1177土 12.7) 

Otemlca1 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

政指eωg/pla飽) 2 10 0.5 2 

Nmnbtl'oC 890 857 881 混同 198 230 925 1427 1285 347 321 315 224 261 238 

∞b凶.es/plate ( 876:f:: 17.1 ) ( 211土17.0J ( 1212土258.8) (_ 328土17.0) ( 241土 18.7) 

AF2: 2-{2-Fl町1}-3・(5-nitro-2-furyl)laytamkte，SA:制 lumaz地， 9AA: 9・.AlninaKridiDe. 2AA: 2戸A副m 凶lI'ICCDe

・:Jnhibl也JIlWU  ObICrVC姐a伊国t8J"OW也oftheb臨削&

..: Purityw園 99.6，‘皿dN，N-di伯y凶幽m飢37，，) and ID出ne(0.02 ") were個凶nedu回開均.



Table 3. Results of reverse mutation test ( 11 ) of N・Ethyl釦 iline糾 onbacteria 

Wi也(+)ぽ T錨 t釦 bs回白 Numbez' of Ievertants (numbez' of∞，10凶儲Iplate，M棚土 S.D.)

lwi也ωt(・) dose Base -pair substi個目。ntypc Frameshlft typc 

S9Mix ω8/plate) TAl∞ TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 。 112 " 83 88 14 14 6 22 24 27 30 18 22 6 6 11 

( 94土15.5) 11土 4.6) ( 24土 2.5) ( 23土 6.1) 8土 2.9) 

78.13 137 " 81 13 15 11 21 18 7 27 24 18 10 4 9 

( 1ω土30.1) 13土 2.0) 15土 7.4) ( 23土 4.6) 8土 3.2) 

156.3 79 122 83 17 9 n 19 19 17 16 20 16 14 8 8 

( 95土お.8) 16土 6.6) 18土1.2) 17土 2.3) 10土 3.5) 

312.5 86 86 91 11 11 12 12 18 11 19 11 20 6 5 4 

( 88土 2.9) 11土 0.6) 14土 3.8) 17::1: 4.9) 5土1.0) 

S9Mix 625 115 97 1ω 11 9 9 16 11 13 26 22 25 10 6 3 

( 105土 9.1) 10土 1.2) 13土 2.5) ( 24土 2.1) 6土 3.5) 

(-) 1おO 104・106. 81・6. 4・11. 17 12 16 33 29 24 9 8 6 

( 97土13.9) 7土 3.6) 15土 2.6) ( 29土 4.5) 8土1.5) 

2到)() 7. 99申 98.. 0・5・0・11. 12. 14・9・15. 16噛 6・0・0・
( 68土52.8) 2土 2.9) 12土1.5) 13士 3.8) 2土 3.5) 

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

( 107土12.1) 16土1.2) ( 泊土 2.0} ( 30土 4.6) 12土 3.6} 

78.13 122 118 1舗 17 9 16 26 27 21 26 35 28 9 12 14 

( 116土 7.2) 14土 4.4) ( 25土 3.2) ( 30土 4.7) 12土 2.5) 

156.3 122 144 139 17 10 12 20 31 26 36 35 47 10 10 11 

( 135土11.5) 13::1: 3.6) ( 26土 5.5) ( 39土 6.7) 10土 0.6} 

312.5 120 125 114 16 14 8 24 21 19 43 35 45 13 15 10 

( 120:t: 5.5) 13士 4.2) ( 21土 2.5) ( 41土 5.3) 13土 2.5) 

S9Mix 625 130 145 104 6 14 11 22 24 17 45 39 49 10 却 25 

( 126土20.7) 10土 4.0) ( 21:t: 3.6) (44土 5.0) 18土 7.6) 

(+) 12S0 105・122.157・10 18 16 26 22 17 42 38 39 14申 11. 15噌

( 128土26.5) 15土 4.2) ( 22:t: 4.5) ( 40土 2.1) 13土 2.1) 

2到泊 27・89申 110. 6. 6・6・13. 18・13.. 36・39串 34・8・6. 8・
75土43.2) 6土 0.0) 15ま 2.9) ( 36土 2.5) 7土1.2) 

Posi世ve αlemica1 AF2 SA AF2 AF2 9AA 

∞a回 l Dose • U1S /plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

S9 Mix (・) Numb<<of 359 365 :W7 209 2U 担渇 141 107 98 69S 711 756 1328 1216 1274 

∞lonies Ipla飽 ( 357土 9.2) ( 211土 3.8) ( llS土22.7) ( 721土31.6) ( 1273土 56.0) 

Positive αlemica1 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

∞n回』 政)5c U1S /plate) 2 10 0.5 2 

S9 M1x (+) Numb<<of 718 721 “7 
194 188 199 11ω1225 1ω1 386 371 409 271 2η お8

∞lonies I plate ( 695土41.9) ( 194土 5.S) ( 1139土74.9) ( 389土19.1) ( 267土 7.8) 

AF2:2・0・Furyl)-3・(5-nl旬。-2・furyl)laylam1也. SA: sc凶lumaz胤. 9AA: 9-AminoIαidlne. 2M: 2-Amln伺 nthrlceue

事:Inhibi曲:mwu oboerved a伊凶.tgrow也d由ebKtl剖 &

..: purity w田 99.6"副N，N-di抽y凶liDe(0.37紛・DdID出ne(0.02 ") wae cmtal刷 u加.purity.
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