
(試験番号:6L682) 

厚生省生活衛生局殿

試験報告書

トリメチノレシラノーノレの細菌を用いる復帰突然変異試験

「ヘ

〈試験番号:6L682) 

fヘ

株式会社三菱化学安全科学研究所

1 



(試験番号:6L682) 

目次

要約一…………一一一……一一一……一………一一一一一 7

材料および方法 一一…一一一一一一一一一………一一一一一一一一……・ 8 

1.試験物質

2.テスト菌株

3.培地 一一一一一…………一一……………一一一一一一一一 9

4. S9 mix .a_一一一一一一一一一一一…一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 10 

5.試験方法 一一一………一一………………………一一一一一一 10

結果および結論 一一日一一一一一一一一一一…………一一一一一一一一一一一 12

参考文献一一一……………………………一一一一一一一一一一一… 13

表……一一一……一一一一一一一一一一一一………一一一一一一 14

図一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一…一一一・ 17

F -. . 

⑮ 

。



(試験番号:61682) 

要約

トリメチルシラノールについて，Salmonella typhimurium TA98， TAIOO， TA1535， 

TA1537およひ:Escherichia coli WP2uvrAの5菌株を指標とする復帰変異試験を実施した

予備試験を5000..， 1.22 PgIアレート(公比4)の7温度で実施した結果， 89 mix，の有無によ

らず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加は認められなかった.また，

S9 mix非共存下ではTAIOO，TAI:S35の5000μダrllートで，共存下ではTAIOOの5000pgl 

70レートで抗菌性が認められた. この結果をもとに，S9 mix非共存下の TAI00，TA1535は

5000 N 156賂li'レート(公比2)の6濃度，WP2uvrA， TA98， 1'A1537は5000""313地/7。レート

fヘ (公比2)の5濃度を， S9 mix共評下の TAIOOは5000""156地/アレート(公比2)の6濃度，

TA1535， WP2uvrA， TA98， TA1537は5000'"313胤/アレート(公比2)の5濃度をそれぞれ設

定し，本試験を2回実施した.

fヘ

本試験1，2を実施した結果， S9 mixの有無によらず，いずれの菌株においても陰性

(溶媒)対照値の2倍以上を示す復帰変異コロニー数の増加は認められなかった.

以上の結果から， トリメチルシラノールは細菌を用いる復帰突然変異試験において変異

原性を有さない(陰性)と結論した.
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(試験番号:61..682) 

材料および方法

1. 試験物質

l.1被験物質

(CAS番号:1-066-40・6，ロット番号:

から送付されたトリメチルシラノール

純度99.896 )を冷蔵，暗所に保存し，

使用した.被験物質は下記の構造式，分子量を有する無色透明の液体である.試験に

使用したロットの安定性は，実験開始前および実験終了後に被験物質供給者が分析し，

確認した.

構造式:

@ 

分子量:90.19 

不純物:ヘキサメチルシVロキサン 0.2% 

1.2 対照物質

陰性(溶媒)対照物質および陽性対照物質として，以下のものを用いた.

対照物質名 略称 入手先 ロフト番号 純度(%)

陰性対照
ダメチルスル本キシド DMSO 関東化学側 804S1844 99.7 

陽性対照 ..-... 

2・0・ 7リル )-3-σ- ニトロ -2・ 71)J~) AF-2 和光純薬工業側 PTQ1296 98.8 
アクリルアミド
7グ化ナトりウム NaN3 和光純薬工業側 KWE6685 96.5 
N-エチルーN'-ニトローがニトロソグアニグyENNG .Sigmaα鴎miωlCom伊野 56F-3651 99.0 
9・ 7ミ J1~リグ y 9-AA 和SigI光m純α薬回工国国業i側Cou明ny80F・0186 99 
2-1ミ/了ントヲセン 2-AA TWH2355 98.0 

一一一一

@ 

2. テスト菌株 1)2) 

2.1 テスト菌株

より 1983年 5月27日に入手したSalrnonella

typhimurium TA98， TAIOO， TA1535， TA1537および

り1985年 10月14日に入手した Escherichiaco/i WP2uvrAの5菌株を用いた.. 

よ
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(試験番号:6L682) 

ごれら菌株の遺伝的特性は以下のとおりである.

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 hisD uvrB rfa pKMI01 フレームシフト
TAI00 hisG uvrB 1:，拘 pKMIOl 塩基対置換
TAl535 hisG uvrB rfa 一
TA1537 hisC uvrB と合 一 フレームシフ
WP2ωぱ trpE uvrA + 一 塩基対置換

2.2 特性検査

各テスト菌株のアミノ酸要求性，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

液体完全培地中に 37
0

Cで8時間振重培養した各菌懸濁液4mlに対し， 0.35 mlの

割合でDMSQ(関東化学(槻，ロフト番号804S1844)を加えた. これを 200μずつ小分け

してドライアイス・アセトン中で急速凍結し，超低温槽で..800C以下に凍結保存した

ものを使用した.

2.4菌懸濁液

凍結保存した各菌懸濁液を解凍後，各々 20μlを液体完全培地 10mlに接種し，

370Cで8時間振重量培養した.菌懸濁液は，濁度計を用いて菌濃度を測定し，各菌株

共に生菌数が 1x 10 9/ml以上であることを確認した.

~.培地

3.1 液体完全培地

. ， 

精製水 11に対し，ニュートリエントプロス (QxoidNutrient BroぬNo.2;U凶pa也

社，ロヲト番号 067541手4)25 gの割合で溶解し，オートクレープ誠菌 (121oC， 15分間

;以下同様)した.

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(オリエンタル酵母工業側，ロフト番号 AN810JL)を購入し，

使用した.

3.3 トップアガー

精製水 100mlに対して，粉末寒天(Bacω-Ag紅;Difco社，ロット番号58007AJA)



(試験番号:6L682) 

0.6 g. 塩化ナトリウム 0.5gの割合で加え，オートクレーブ滅菌し完全に溶解した.

その後，あらかじめ調製しておいた0.5mM D-ピオチン， L-ヒスチジンt Lートリプ

トファン混合水溶液を 1110量添加した.使用時まで約45'cに保温した，

4. S9 t凶x

4.1 S9 

フェノパルピタール(1日目 30mglkg， 2日目以降 60mg/kgを3回腹腔内投与)

と5，6-ベンゾフラボン (3日目に 80mg/kgをl図腹腔内投与)で酵素誘導したSD系

雄ラット肝由来S9(キッコーマン側，ロヲト番号 RAA・355: 1996年 11月22日製造)

を購入し，使用した.使用時まで-80OC以下で保存した.
φ 

4.2 S9 mix 

S9 mix 1 ml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
壌化カリウム
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

凶
阿
川
創
出

M
8
3
5
4
4
0
量

3

m

残

5. 試験方法幻

5.1 被験物質溶液および陽性対照物質溶液の調製

溶媒検討の結果. 50 mgli凶の蹴で水に不溶t DMSOに溶解したため，溶媒には @ 

DMSOを用いた.被験物質を 50mg/mlの温度でDMSOに溶解し，これを希釈して各

漉度の被験物質溶液を調製した.

陽性対照物質のNaN3は注射用水(鋼大塚製薬工場，ロフト番号K5G85)に，その他

はDMSO(関東化学側，ロヲト番号708S1611)に溶解した.

5.2被験物質漉度

予備試験を5000，1250， 313， 78.1， 19.5， 4.88， 1.22 pgl7
0

レートの 7強度で実施した結果，

S9 mixの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加は認め

られなかった.また， S9 mix非共存下ではTAIOO，TA1535の5000渇Ii
O

レートで，共

存下ではTAIOOの5000地/7
D

レートで抗菌性が認められた. この結果をもとに，本試験

では S9mix非共存下のTAI00，TAlS35は5000N 156地/アレート(公比2)の6濃度，

1 0 
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(試験番号:6L682) 

WP2uvrA ， TA98~ TA1537は5000N 313月/7
0

レート(公比2)の5濃度をI 59 mix共存下

のTAIOOは5000句 156月li。レート(公比2)の6濃度t TA1535， WP2uvrA， TA98， 

TA1537は5000'"313路17。レート(公比2)の5濃度をそれぞれ設定した.

5.3復帰変異試験

試験はプレイ，ンキュベーション法で実施した.

滅菌した試験管に被験物質溶液0.1mL 0.1 Mナトリウムーリン酸緩衝液(pH7.4)

0.5 mlおよび茜懸濁液を 9.1m1加え. 37 'cで 20 分間振盤培養した~ S9 mixを共存

させる場合には， 0.1 Mナトリウムーリン酸緩衝液の代わりに， S9 mixを0.5ml添加

した.プレインキュベーション後， トップアガー 2ml を上記の混合液に加え混和し，

最少グルコース寒天平板培地上に重層した.重層したトップアガーが凝固した後， 37 

℃で48時間培養した.

実体顕微鏡を用'いて菌叢の生育状態を観察し，被験物質による抗菌性の有無を調べ

た後，プレート上の復帰変異コロニー数を自動コロニーカウンターで計測した.予備

試験は各濃度につき l枚のプレートを使用した.本試験は各濃度につき 3枚のプレー

トを使用し，再現性を確認するため2回実施した.

陰性(溶媒)対照物質および以下の陽性対照物質についても同様に実施した.

菌株 S9 mix非共存下
(月/アレート)

TA98 AF~2 .0.1 
TAI00 AF~2 0.01 
TA1535 NaN3 0.5 
TA1537 9-AA 80 
WP2uvrA ENNG 2 

5.4無菌試験

S9 mix共存不
(/1&/アレート)

2-AA 0.5 
2-AA 
2・AA 2 
2・AA 2 
2-AA 10 

， ， 

最高濃度の被験物質溶液または S9mixをトップアガーと混和し.最少グルコース

寒天平板培地上に重層し，雑菌の混入がないことを確認した.

5.5試験結果の判定

いずれかの試験菌株で， S9 mixの有無によらず，被験物質濃度の増加にともなっ

て復帰変異コロニー数(平均値)が陰性(溶媒)対照値の2倍以上に増加し，さらに

その増加に再現性が認められる場合に，当該被験物質は変異原性を有する(陽性)と

判定した.その他の場合は陰性と判定した.試験結果の判定には統計学的手法は用い

なかった.

1 1 
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結果および結論

結果を表い3および図い 10に示す.

予備試験を5000""1.22 PgI 7
0

レート(公比4)の7濃度で実施した結果， S9 mixの有無によ

らず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加は認められなかったまた，

S9mix非共存下ではTAIOO，TA1535の5000pg/ アレートで，共存下ではTAIOOの5000地/

アレートで抗菌性が認められた. この結果をもとに， S9 mix非共存下の TAlOO，TA1535は

5000 'y  156 pg/ 7
0

トト(公比2)の6漉度，WP2uvrA， TA98， TA1537は5000'" 3 13 pgl7
0

レート

〈公比2)の5漉度を， S9 mix共存下のTAIOOは5000，.， 156縄/アトト(公比2)の6漉度.

TA153S， WP2uvrAf TA98， TA1537は5000..，313 PgI'・レ→(公比2)の5温度をそれぞれ設

定し，本試験を2回実施した.

本試験 11'2を実施した結果， S9 mixの有無によらず，いずれの菌株においても陰性

(溶媒)対照信の2倍以上を示す復帰変異コロニー数の増加は認められなかった.

S9mix非共存下および共存下のTAIOO，TA1535で抗菌性が認められた.

なお1 S9 mix非共存下および共存下において陽性対照が各菌株に誘発した復帰変異コ

ロニー数は.各菌株の陰性対照の復帰変異コロニー数と比較して，明らかに2倍を超えて

増加し，陽性の結果を示した.また，最高濃度の被験物質溶液およびS9mixについて

行った無菌試験の結果，試験の成立に影響を及ぼすような菌，カピ等の発育は認められな

かった.

③ 

以上の結果から， トリメチルシラノールは本試験条件下では変異原性を有さない(陰性).

と結論した.

なお，同物質あるいは類似化合物における細菌を用いる復帰突然変異試験に関する他の

情報は得られなかった.
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表 l
予備試験結果表

被験物質の名紘 トリメチルシラノーjレ (No. 6L682) 
代謝活性 被験物質 復帰変異数〈コロニF 数/アトリ

化系の a隆 度 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

有 無 〈凶170トト〉 TAIOO TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

121 13 20 27 g 

溶媒対照

128 15 28 24 9 
1 . 2 2 

144 11 27 23 11 
4 . 8 8 

136 8 23 12 11 
S 9 )Hx 1 9. 5 

〈一〉 147 12 26 16 11 
7 8. 1 

161 9 22 12 8 
313 

123 5 23 16 II 
1 250 

@ 

114本 7* 28 19 
5 0 0 0 

150 12 27 28 14 
溶媒対照

158 8 30 25 17 
1 . 2 2 

137 17 23 37 15 
4 _ 8 8 

151 1 ] 27 34 16 
S 91ix 1 9. 5 

(+) 138 8 29 21 11 
7 8. 1 

129 9 23 22 13 
S 1 3 .' 

165 12 41 34 11 
1 250 

118本 6 32 30 14 
500 0 

@ 
'-一ー 一一一一ー一一一ーー ーーーー

〈備考〉本:抗菌性が認められた.
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表 2
試験結果表(本試験 1) 

被験物質の名祢 トリメチルシラノ-ール CNo.6L682) 
代謝活性 被 d験物質 復帰変異数〈コロニー数/7.レート〉
化系の 濃度 塩基対置換型 フレームシフト型
有無 (J).g/7D レート) TAIOO TA1535 WP2uvrA TA98 

溶媒対照 iji b1111 1~ ~士 195 ii i主 2~~ ;{士 1~~
156 ijj iJiij 11 i士115 i士!
313 iii bIiij il iま 1!~ ii i士 3~~ ~ ~士 1~~

S 9 JHx 
li;{±1?ij ;j iI111 ii i士 2~S ii j士 1~5625 

〈ー〉

1， 2 5 0 111L10ij ij i±lij ii f士 2~5 ii i±lij 
2 5 0 0 iii b102j lj i±lij iii主 2~5 ii i士 2~~
5 0 0 0 iiiiiJ?11 i3iま -Y531 i±sij i;iま 1~5
溶媒対照 iii iAij ij i土la5ii i 士 3ï~ ji i主 3i~
156 iii L14ij iま j i士 j
313 i1i iAi i!i±1ij i!{士 3~~ iii±2ij 

s 9 llix 
iii LIaii ii i土 lj~ iii土315ii i±211 625 

〈十〉

1 250 iiib11ij ljj士115ii i士2Y5ii i士?11
2 5 0 0 lj;j111j 11 i±lij ii b3jj !?i±zij 111 士 7
5 0 0 0 1ii* 1:ふ111jii:i+11i ii i圭 3~5 iJi±Eii 

S91{ix 名称 AF-2 NaNa ENNG AF-2 
陽
を必要

〈凶設17-度レート〉
としな

o. 01 o. 5 2 o. 1 
性

コ?ニ;時ート iii i却 i1i iA11 ifi i土51iijjj i品jいもの

対 S9Mix 名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 
照
を必要

〈μg漉17・度レート〉 2 10 o. 5 
とする

もの コ?ニ;宅ート 1101114 1 iioiij ii1i+31ii !l?附ii日lliijj!i土4ifi
く備著)* :抗菌性が一認められた.

AF-2 : 2 岨 (2 ・ 7 リ J~)':3-(5 ・ニトロー 2 ・ 7 リル)7' リル7 ミド， NaN 3 : 7γィヒナト0ウA，

TA1537 

i ~士 ~5
~! ~ 

~ ~圭~~

~ ~:!: r 5 

~ ~士~~

i i±;j 

j f 士 å~

ii i士lr5
i士 j

:i i士11~ 
iii士 1~5
iii±1ij 
iif±11j 
iij士 l~~
9-AA 
80 
ji!i士411j
2-AA 
2 
iii i士l!ij
〈平均値〉
(:t標準偏差〉

ENNG : N-エチJトN'ーニトローNーニトロソクー7ニy"':，.-， 9-AA: 9-1ミ/了クリy+i'. 2-AA: 2-7ミ/7:"-ト?をY

15 



表 3
試験結果表(本試験 2) 

被験物質の名稔 : トリメチ'_)_レシラ 1ール (No. 6L682) 

化代謝系活の性 被調色般物度質
復帰変異数〈コロニー数17

0ト十〉
塩基対置換型 フレームシフト型

有無 (uz./，.レート〉 TAI00 TA1535 WP2UVJ泊 TA98 TA1537 
溶媒対照 iii iAi ?j j主115jj j±21j 1iiflij j j士 ~5
156 ii!iJiii iji±lij iま j i主 j ~:t S 
313 ijj iJ?ij ijj士 1~~ ~~ ~士 3j~ ij i±1ij a f士~~S 91ix 
iii i±11ij ij if llj jii士 3~~ ii i ま 1~5 lj i士 15625 

〈一〉

125 0 ;jj j主1111 l~ ~ま 115 jj jtsij iii±11j 1i i士 as
2 5 0 0 :iiL111j iii主115i!iま31jij iflij li ~士 ~5
5 000 ii;;iJiij !?;i±lij jj i圭31j iii主 1~5 lji±?j 

@ 

溶媒対照 iii L111j il ifIij ii it41j ii i±21j ii i士18l
156 iii L111j i主 j i土 j i士 j i 士 ~I
313 iiiiAij i!i±lij jj i士315ji i士 2a~ lji±11j 
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図 3 (本試験 1) 
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図 5 (本試験 1 ) 
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図 7 (本試験 2) 
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図 10 (本試験 2) 
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