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［要約】

1, 4ージエチルベンゼ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、 SalmonellatyPhimurium TAlOO, TA1535, TA98, TA1537および

Escherichia coli WP2 uvrAを用い、用呈設定試験は直接法および代謝活性化法のいずれ

も、 0.5~5000μg/1vートの用量で、本試験は直接法および代謝活性化法のいずれも 2.441 

~78. 12殴／1レートの用量で試験を実施した。

その結果、それぞれ2回実施した本試験において、用いた 5種類の検定菌とも、いずれ

の用呈でも復帰変異コロニー数の増加が認められなかったことから、1.4ージエチルベンゼ

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】

OECD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、1,4ージエチルベン

ゼンについて、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変異を

指標とした変異原の検出系である。

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、哺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」 （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化学品試験法ガイドライン：

471, 472に準拠し、化学物質GLP（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 typhimurium TAlOO 
Salmonella typhimu.rium TA1535 
Escherichia coli WP2 uvrA 
Salmonella typhimuriu贋 TA98
Salmonella tyPhirnurium TA1537 

S. typhimurium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 u.vrA株は1979年5月9日に

受けた。

検定菌は、ー80℃以下で凍結保存した。

から分与を

試験に際して、ニュートリエントプロスNo.2 (OXDID. B-167 4/1)を入れたL字型試験

管に種菌を接種し、 37℃、 10~12時間往復振とう培養したものを検定茜液とした。

〔被験物質）

1, 4ージエチルベンゼン (CASNa. 105-05-5、以下DEBと略）は、分子量 134.22、比重

0.862の無色透明の液体である。純度 97.0％のもの（ロット番号：

）を

管した。

から供与された。被験物質は、使用時まで密栓して冷所に保

DEBは、アセトン（ロット番号： DSR3251、和光純薬工業（掬）を用いて 50mg／叫

となるように調製した後、同溶媒で更に公比2ないし 3で希釈したものを、速やかに試験

に用いた。なお、調製にあたって、純度および比重換算は行わなかった。

試験の開始に先立って、秦野研究所においてDEBのアセトン溶液中での安定性試験を

行った。すなわち、本試験および染色体異常試験 (H-92-200)における最高濃度 (260mg/ 

叫）および最低濃度 (24.41 μg/mi)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、 100および 95.0％であった。これらの値は、当研究所の基準を満たして

しヽた (Appendixes 1、2) 。

また、本試験に用いた調製検体について、含量測定試験を行った結果、 781.2 μg／叫

溶液の含呈は既定濃度に対し、 102~104%、また、 24.41 μg／叫溶液は、 99.9~ 
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112％であった。これらの値も当研究所の基準を満たしていた (Appendix3)。

以上の結果から、 DEBはアセトン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。

〔陽性対照物質〕

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりである。

AF-2:フリルフラマイド （上野製薬（樹 n，卜番号 46, 純度99.9%) 
SA :アジ化ナトリウム （和光純薬工業（掛 n，卜番号 TWR3330, 純度）90%)
9-AA: 9ーアミノアクリジン (Sigma Chem. Co. u，卜番号 96F05641. 純度〉98%)
2-AA: 2ーアミノアントラセン（和光純薬工業陳 o,卜番号 DSF2950, 純度）90%)

AF-2, 2-AAは DMSO（和光純薬工業（掛）に溶解したものを一20℃で凍結保存し、用時

解凍した。 9-AAは DMSOに、 SAは蒸留水に溶解し速やかに試験に用いた。

〔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) /{クト了ガー （Di f co) 0. 6% (B) L-tスチグ1 0. 5 mM 

塩化ナトリりム 0.5% 財fン 0.5 mM 

* : WP2用には、 0.5 mM Lー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（用量設定試験においてはロット番号：

DJ030EH, 1992年 5月14日製造、および DJ040IH、1992年 9月 4日製造、本試験に

おいては、ロット番号： DJ040IH, 1992年 9月 4日製造）を用いた。なお、培地

1 £あたりの組成は下記のとおりである。

硫酸マグネクり1・7水和物 0. 2 g リン酸水素7ンモニりムナトリ社・4水和物 3.5g 

紅ン酸・1水和物 2 g グルコース

リン酸水素ニカリりム 10 g /（クト7ガー (Difeo) 

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

S9 0. 1叫 NADH 4 μ mol 

塩化マグネクりム 8 μmol NADPH 4 μmol 

塩化が）ウk 33 μ mol 0.2Mリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 0. 5叫

グルコース •6リン酸 5 μ mol 

•• : 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ーベンゾフラボン(BF)の併用投与で酵素誘導して作製した S9
（キッコーマン僻、ロット番号 RAA-280、1992年 7月24日製造、
RAA-284、1992年10月30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 PB60mg/kg、 3日目 PB60 mg/kgおよ
び BF80 mg/kg、 4日目 PB60 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 2ml、被験物質調製液 0.1叫、リン酸緩衝液 0.5叫

（代謝活性化試験においては S9混液 0.5叫）、検定菌液 0.1叫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アセトン、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呈は表

中に示した。培養は37℃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、寒天表面上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枚ずつとした。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。用量設定試験は抗茜性を認めたことから

2回、本試験は同ー用量について 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復帰変異コロニー数が、陰性対照のそれに比べて 2倍

以上に増加し、かつ、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。

〔用董設定試験〕

結果を Tables1、2に示した。 DEBについて、 0.5~5000殴／111ートの範囲で試

験を実施したところ、直接法では、 50瞑／1Vート以上で抗菌性を認めた。一方、代謝活

性化法では、 1回目の用量設定試験においてすべての検定菌で、 50殴／1レート以上で抗

菌性が認められたが、 2回目の用量設定試験では最高 50殴／1Vートで抗菌性は認められな
ー

かった。

そこで、本試験における最高用量は、直接法、代謝活性化法とも抗菌性の認められる用

量範囲の 78.12成／111ートとし、 6用量を設定することとした。

〔本試験〕

結果を Tables3、4に示した。 DEBについて上記の用量範囲で試験を実施した。

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、

用量依存性のある陰性対照の 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。

抗菌性は、 2回の直接法、代謝活性化法による本試験において、いずれも最高用量の

78. 12殴／1vートあるいは 39.06μg/1レートで認められた。

DEB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、本試験に用いた各検定菌の感受性およ

び各陽性対照物質の変異原活性についての安定性が確認された。

以上の結果に基づき、 DEB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 bacterial reverse mutation assay with 

1,4-Diethylbenzene 

With(+)or Test substance Number of revert皿s(number of colonies/ p血．Mean 土S.D.)

without(-) dose Base -pair substitutionりpe Framcshift type 

S9Mi.x 四/plau:) TAlOO TA1S3S WP2uvrA TA98 TA1537 

゜
10:3 104 llS 13 8 12 26 14 13 z 26 四 8 ， 8 
(107士 6.7) (II:t2.6) (18士 7ユ） (28士 1.7) （ 8士 0.6)

50 61・ 4拿 15 • 20・ 0・

1S0 4・ 6• 14・ 18・ 0・

500 13・ 2• s拿 o• o• 

S9Mix 15OO o拿 2 * 3・ 0・ 0. 

(-) S000 o拿 0* 1• 0・ 0. 

゜
116 107 ， 16 16 12 17 16 13 34 35 25 ， 10 10 
(106士11.1) (IS士2.3) (15士2.1) (31土 5.S) (10士 0.6)

50 78 .. 8* 1• 31・ 3・

150 60. 7. S・ 19・ 7. 

5OO 49 * 6 * 5 • 21・ 1 * 

S9Mix 1500 32 • o• 6* 27 • o拿

（＋） 5000 7* 0・ 4・ 10・ o• 

P心itive Chemical AF2 SA AF2 AF2 9AA 

control Dose (μg /plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

S9 Mix(・) Number of 492 438 468 211 214 221 186 156 186 628 5認 582 ~57 2973 2586 

colonies / pl心 (466土27.l) (215士 5.1) (176土17.3) (579土50.1) （認05士198.6)

Positive Chcmi叫 2AA 公 A 2AA 四 2AA 

onLCDI Dose(μg /pl.ate} 1 2 10 0,5 2 

S9 Mix(+) Num如 of 549 562 555 198 159 194 320 368 認〇 208 138 208 210 186 181 

colon.it:$/ pl~ (555士 6.5) (184土21.5) (323土“..l) (185土4-0.4) (192土 15.5)

＇ 
／
、

AF2:2・(2-F町 1)-3-(5-nitro-2ふ可l)aaylAlllide.SA: Sodium u.ide, 9AA: 9-Aminoacridine, 2AA: 2-Aminoanthr11eene 

•: Inhibition w心0函ごvcdaga.inst笞OW出ofthe bacteria．佑 Precipitantw心observedon the surface of agar plat.es. 



Table 2. Results of preliminary cytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 
1,4-Diethylbenzene 

With(+) or 

without(・) 

S9Mix 

~‘MK 

（ー）

S9Mix 

（＋） 

Posiuvc 

control 

S9M区（-)

Poo;itive 

control 

S9Mtx（→ 

T“tS¥1は Number of rev~ (number of colonies/ plate, Mean 土S.D.)

dose B“e-Pir皿血皿iontype Fmmeshifttype 

四/plate) TA100 TA1535 wmu叫 TA98 TA1S37 

゜
145 137 118 22 11 13 28 30 15 17 公） 27 7 6 8 

(133士13.9) (lS:t S.9) （ 公土 8.1) (2.1:t S.1) （ 7士 1.0)

0.5 100 14 z: 
＂ 

8 

1.5 ” 12 22 18 5 

s 92 17 32 17 B 

15 110 16 11 15 4 

刃 S1. 13 * 15 • 1S・ 3・

゜
123 1S7 121 17 11 10 24 17 24 19 21 26 10 12 12 

( 1”・士 20.2) (13士 3.8) (22士 4.0) (22士 3.6) (11士1.2)

0.5 119 11 17 24 12 

1.5 117 10 19 22 13 

5 118 10 20 28 8 

15 117 16 16 34 12 

50 107 ， 18 28 6 

Chemi叫 AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose (Ilg Ip込te) 0.01 0.5 0 01 0.1 80 

Number of 585 615 586 269 244 267 125 130 138 724 702 674 3390 3420 3453 

colorues / plo.Le (595土17.0) (260土13.9) (131士 6.6) (700 :!: 25.1) （岳21：：： 3し5)

Chcrnici 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Dose(μ& /p!.&t.c) 1 2 10 05 2 

Nu[D芯 of 983 983 973 281 邸 245 267 393 373 429 371 386 251 238 !S2、

colonies / plAte (98()土 5.8) (264士18.l) （田士 677) (395土301) (224士 36.7)

AF2: 2-(2-Furyl)-3-(5-rutro-2-furyl}Acry!1.ID1de. SA: S沢lium口ぷ北、 9,v¥: 9-1¥mino江ゴ山nc, 2AA 2-Amino.mthr=ne 

｀瓦bitionwo.s observed "g四t笞0吋 ofthcbactma．け脳lpl凶 1t心so応ご心:lon the四rfa⇔ ofュg,:pぶこ



Table 3. Results of'bacterial reverse mutation assay (I) with 1,4-Diethylbenzene 

With(+) or 

wi山out(-)

S9Mix 

S9Mix 

(-) 

S9Mix 

（＋） 

Positive 

control 

S9Mix (-) 

P心itivc

control 

S9Mix (+) 

Test substance Number of rcvc:ruints (numbc:c of colonies / plate, Mean 土S.D.l

dose B匹・四irsubstitution c, t>C Fmmeshi.ftwっc

（四／plate) TAI()() TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

゜
117 123 115 16 18 24 11 14 l2 22 25 17 6 5 6 

(118士 4.2) (19士 4.2) (12土1.5) (2]士 4.0 （ 6士 0.6̀  
2.441 89 116 107 20 20 18 19 17 16 24 15 19 ， 5 4 

(104土13.7) (19士1.2) （ 17土l.S) （ 19士 4.5) （ 6士2.6)

4.882 102 103 89 18 お 18 公 15 27 26 23 19 6 8 8 

(98士 7.8) (20土2.9) (22土 6.2) (23土 3.5) （ 7士1.2)

9.765 127 134 121 16 12 18 14 14 14 22 19 16 2 7 7 

(127土 6.s (15士 3.1) (14土 0.0) { 19士 3.0) （ 5士2.9)

19.53 101 88 92 10 15 11 21 14 21 14 22 11 ， 8 2 

（％土 6.7) (12土2.6' (19士 4.0) (16土 5.7) （ 6士 3.8)

39.06 27拿 78* 69' 5・9 * 10・12 • 18・15• 10拿 11・13・4・6・ 4・
(58土27.2) （ 8土 26) (15士 3.0) (11土 1.5、 （ 5土1.2)

78.12 59拿 99拿 60. 1 * 2 • 11・3・o• 7. 15 • 18拿 17• 0 * o• 0. 

(73士228̀  （ 5士 5.5) （ 3土 3.S) （ ＂土1.5) （ 0士 0.0)

゜
123 113 125 17 12 18 12 18 12 28 21 29 13 13 17 

(120士 6.4) (16土 3.2) (14士 3.5) (26土 4.4) (]4土2.3)

2.441 90 98 105 13 15 23 2I 14 13 26 26 16 四 16 14 

(98士 7.5) (17士 5.3) (16士 4.4) (23士 5.8) (18士 4.7)

4.882 116 104 99 22 17 13 18 12 14 27 公5 31 12 15 10 

(106土 8.7) (17士 4.5̀  （ 15士'.3.1) (28士 26) （ 12土2.5)

9.765 109 119 100 17 17 12 14 17 16 42 41 36 23 21 19 

(109士 9.S) （ 15士2.9) （ 16士l.S) (40士 3.2) (21士2.0)

19.53 100 97 124 19 14 5 22 24 19 41 45 37 25 21 25 

(107士14.8) (13士 7.1) { 22士2.5) (41土 4.0) (24土2.3)

39.06 113 106 119 16 14 11 ，拿 9• 6・35 * 27 • 40 • 3・，拿 10 • 
(113土 6.5) (14土2.5) （ 8士1.7) (34土 6.6) （ 7士 3.8)

78.12 120 * 102 * 106・8 * 11 * 14' 3拿 5. 8. 27拿 27拿 26• 9 * 0 * 4・
(109土 95) （ 11土 3.0 （ 5士2.5) (27士 0.6) （ 4土 4.5)

ChcmicaJ AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose (llsz /plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Number of 609 641 675 264 260 279 124 115 130 227 254 205 12561 2298 2525 

colonies / plate (642士33.0) (268士10.0) (123土 7.5) (229土24.5) （邸1士142.6)

Chcmica」 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Dose (11e. /p1Atc) 1 2 10 0.5 2 

Number of 694 648 666 215 187 173 536 615 645 l62 129 114 247 205 Z27 

colocics / plate (669士23.2) (192士21.4) (599士56.3) (135士24.6} (226土 21.0)

AF2:2・(2-Furyl}-3-(5-nitro-2-furyl)aaylamidc. SA: Sodium azidc, 9AA: 9-Amino“:rid.inc, 2AA:. 2-Am inoanlhr~ne 

拿：Inhibitionwas obsavcd against growth of the bactaia.#:Pre.cipi血Iwas observed on the surface of ag江plates..

(9‘ 



Table 4. Results of bacterial reverse mutation assay (II)with 1.4-Diethylbenzene 

With(+) or 

without(・) 

S9M~ 

S9Mix 

(-) 

Mix 

（＋） 

Positive 

control 

S9 Mix(-) 

P06itive 

c;ontrol 

S9 Mix(+) 

Test subs心mエ Number of revatants (number of colonies/ olate, Mean 土S.O.)

山xe B“C1匹ir切畑rutionlYI記 Framcshift函

(u.,r /p血） TAtOO TA1535 WP'l匹A TA98 TA1537 

゜
146 I42 138 19 16 14 19 21 21 12 25 18 ， 10 7 

(142士 4.0) { 16士 15) (20士 1.2) (18土 6..5) （ 9士 1.S)

2.441 135 135 158 8 l3 8 19 14 12 18 18 19 7 8 s 
(143士 13.3) (10:t2.9) (15士 3.6) (18士 0.6) （ 1土 1.Sl

4.882 130 125 133 15 11 12 “) 16 25 18 20 16 s 3 11 
(129士 4.0} (13士2.1l （公H:45) (18士 20) （ 6土 4.21

9.765 Il8 127 102 ， 16 11 23 16 15 14 ， 16 5 3 4 

(116士 12.7J (12士 3.6) (18土 4.4) (13 :t 3.6) ｛ 4士1.0)

19.53 101 90 98 ， 1 11 I4 11 24 19 14 18 5 s 6 
（％士 5.7) （ 9士2.0) (16士 6.8) (17土 26) （ 5土 0.6)

39.06 5拿 8拿 36・4・6拿 0・o • 1S・5・10 • ，．  6. 2. ，拿 6. 

(16土 17.1) （ 3土 3.1) （ 7土 7.6ヽ （ 8:t 21) （ 6士 3.5)

78.12 o• o• 0. o• 0・0. o• o• o、 o• S • 11 • 7. 3. 7. 
（ 〇± 0.0) （ 0士 0.0) （ 〇士 0.0) （ 5士 5.5) （ 6土口）

゜
158 157 163 16 14 16 22 19 16 32 31 24 19 14 16 

(159土 3.2) (15士 1.21 (19士 3.0) (29士 4.4) (16:t2.5) 

2.441 121 119 119 ， 11 ， 8 19 11 20 19 20 6 6 7 

(120士 I.2) (10士 1.2l { 13士 5.7) '20士 0.6J （ 6土 0.6

4.882 117 116 109 16 12 13 18 2B 

” 
27 21 24 12 6 4 

(114士 4.4) (14:t2.1) (27:t: 8.l ` (24士 3.0) （ 7士 4.2)

9.765 

” 
110 105 14 12 18 四 23 16 お 26 19 4 5 8 

(105士 5.5) (15士 3.11 (au:3.5] (25士 5.1) （ 6:I: 2l) 

19.53 102 116 112 14 13 11 32 27 公 27 24 28 s 6 12 
(110土 7.2) C 13:t l.5’ (28:t4.0) (26土2.1) （ 8士 3.8̀  

39.06 108 ％ 

” 
10 11 1S 19 17 21 18 33 27 6 8 5 

(~ぽ 7.6) (12士2.61 (19士2.0) (26士 7.5) （ 6士 l.5̀  
78.12 91 • 98 • 93 • 13・11* 10・12 • 16 • 14 • 12 • 19拿 17• 7寧 7 .. 7. 

（％士 3.6) (U土 1.5) (14士2.0) (16土 3.6) （ 7 :t: 0.0) 

ChemiaJ AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Do止 (ug/phに） 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbaof 711 655 704 '191 265 314 149 152 114 710 692 732 2980 2544 2じ3

eolonles / pl以 (690士 30.5) (290土24.5) (138土21.1) (71 l士20.0) (255!:::42.5.5) 

Chemica.l i 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Dose (u又／pla~) l 2 10 0.5 2 

Number of “5 840 869 291 253 255 404 355 446 336 3i0 380 291 312 301 

col面 cs/pl以c (785士121.8) （臨±21.4) (4-02土45,5) (362土四．l) (301.: 10.5) 

A四 2(2-Furyt}-3ー(5-nitro-2-furyl)accyt血idc.SA: Sodium u.idc, 9AA: 9-Aminoacri血c, 2AA: 2-Ammoan出とな1C

•: Inhibition was o蕊avcdagainst gro吹hof出Cb4ct叩． 佑忘ipi四 W心 0ぷcrvcdon出“江faceofag工pl立ヰ
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