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【要約】

ジブチルフォスフェート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、 Salmonellatyphimuγium TAI00， TA1535， TA98， TA1537および

Escheγichia col.i WP2ωγAを用い、用量設定試験は直接法および代謝活性化法のいずれ

も、 0.5--5000p.g/プレートの用量で、本試験は直接法および代謝活性化法のいずれも 4.882 

--156. 2 p.g /プ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

の用量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、ジブチルフォスフェ

ートは、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、ジプチルフォスフ

ェートについて、細菌を用いる復帰突然変異試験をプレート法により実絡した。

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、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目、環保業第

237号、薬発第306号、 62基局第303号)およびOBCD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臼，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 ty州imuγiumTA1535 
Escherichia coli WP2 uvγA 
Salmonella tyがtimuγiumTA98 
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. col i WP2ωγA株は1979年 5月9日に

受けた。

検定菌は、 -800C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 (OXOID， B-1674/1)を入れたL字型試験

管に種菌を接種し、 37
0C、10--12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〕

ジブチルフォスフェート (CASNn 107-66-4、以下DBPと略)は、分子量 210の淡黄

色透明、比重(20 oC /20 oC ) 1. 076の液体である。純度 62.6%のもの(ロット番号:

)を

使用時まで密栓して冷所に保管した。

から供与された。被験物質は、

DBPは、アセトン(ロット番号:DSR 3251、和光純薬工業(栂)を用いて 50mg/mP 

に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DBP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-92-202)における最高濃度 (108mg 1 

mR) および最低濃度 (48.82p.g/mf)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、 102および 109%であった。これらの値は、当研究所の基準を満たし

ていた (Appendix1)。

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、 1562Ilg /mP 

溶液の含量は既定濃度に対し、 107-..108%、また、 48.82 Ilg / m1 溶液は、 95.0--

103%であった。これらの値も当研究所の基準を満たしていた (Appendix2)。
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以上の結果から、 DBP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。
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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) バクトアガー (Di fco) O. 6% (B) Lーはチタン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% ピオチン 0.5 mM 

キ: WP2用には、 O.5皿ML-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:

DJ030BH， 1992年 5月14日製造、本試験においては、ロット番号:DJ040IH， 1992年 9

月 4日製造および DJ050JH，1992年10月12日製造〉を用いた。なお、培地 1g_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. 2 g I}ン酸水素アンモニウムナトリウム・4水和物 3.5g

?エン酸・1水和物

I}ン酸水素ニカリウム

2 g グルコース

10 g Itクトアガー (Difco) 

20g 

15g 

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

S9 o. 1 m.e NADH 4μ 皿01

塩化マグネシウム 8μ 皿01 NADPH 4μ 皿01

塩化カリウム 33μ 皿01 0.2Mリン酸緩衝液
(pH 7.4) o. 5 m.e 

グルコース・61)ン酸 5μ皿01

: 7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノパルビタール(PB)およ
び5、6-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(樹、ロット番号 RAA-280、1992年 7月24日製造、
RAA-284、1992年10月30日製造および RAA-285、1992年11月20日製
造)を用いた。 PBおよびBFの投与量は 1日目 PB30田g/旬、 2日目
PB 60mg/kg、 3日目 PB60皿g/kgおよび BF80 mg/kg、 4日日
PB 60 mg/lぼであり、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 o.1 m1、リン酸緩衝液 O.5 m.e 

(代謝活性化試験においては S9混液 0.5m1)、検定菌液 0.1m1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量は表

中に示した。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‘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。用量設定試験は抗菌性を認めたことから

2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 Tables1、2に示した。 DBPについて、 50-5000J，tg /プレートの範囲で公比3の

5用量で試験を実施したところ、すべての検定菌の直接法および代謝活性化法において、

50 J，tg /プレート以上で抗菌性が認められた。そこで 2回目の用量設定試験を最高 50J，tg / 

プレ斗で実施したところ、すべての用量で抗菌性が認められなかった。

以上の結果から、本試験における最高用量は、 5000pg/プレートから公比 2で希釈し、

抗菌性の認める用量範囲の 156.2pg/プレートとした。なお、本試験では、 4.882-156.2pg 

/プレートの範囲で公比 2とし、直接法、代謝活性化法とも抗菌性を考慮して 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。 DBP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、

用量依存性のある変異コロニー数の増加は認められなかった。直接法および代謝活性化法

の試験において、最高用量の 156.2pg/プレートにおいて、抗菌性が認められた。

DBP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、 DBP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泊 bacterialreverse mutation assay with 

Phosphoric Acid Di-n-butyl Ester 

wi山(+)町

wi血0¥4(.・)

S9Mix 

S9Mix 

心}

S9Mix 

(+) 

P帽 itive

∞nttol 

S9Mix (・)

P倍以ive

∞ntrol 

S9Mix (+) 

T回tsubsUnce Numbcr of revt:rU1'也 (nl，lmbc:rof∞10両信Iplate • Mcan :t S.O.) 

do鈍 Base -pair刷出titutiontype Framcshift type 

(jJ.g/plalC) TAl∞ TA153S WP2uvrA TA98 TA1537 

。 103 104 115 13 s 12 26 14 13 29 26 29 s 9 8 

( 107ま 6.7) ( 11ま2.6) ( 18土 7.2) ( 28土 1.7) 8:t 0.6 ) 

50 1ω・ 11・ 8・ 19・ 8 • 

150 94・ 7・ 4・ 17・ 4・

5∞ 94・ 7・ 14・ 20・ 0・

15∞ 78・ 7・ 7・ 22・ 0・

5似到。 0・ 0・ 9・ 2 • 0・

。 116 107 94 16 16 12 17 16 13 34 35 25 9 10 10 

( 106:t 11.1 ) ( IS土2.3) ( IS土2.1) ( 31土 5.s) ( 10:t 0.6) 

50 57・ 12・ 5・ 14・ 13・

150 96・ 12・ 5・ 23・ 7・

5∞ 80・ 7. 17・ 37・ 10・

15∞ 98・ 4・ 12・ 33・ 5・

5以x> 30・ 3・ 6・ 0・ 0・

。lemica1 AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dosc (JJ.g IplalC) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbcr of 492 438 468 211 214 221 186 156 186 628 52.8 582 2857 2973 2s舗

∞同叫esI pl&1e ( 466会 27.1) ( 215土 5.1) ( 176土17.3) ( 579ま50.1) (2805土198.6) 

Chemic:.aJ 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Dosc O1g IplAte) 2 10 0.5 2 

1':umbc:rof 549 562 555 19E 159 194 320 368 280 208 138 208 210 186 181 

colonics I pl&1e ( 555土 6.5) ( 184企21.5) ( 323土44.1) ( 185土40.4) ( 192企 15.5) 

AF2: 2-(2・Furyl日・(5-nitro-2・furyl)aαγlamide. SA: Sodium az.idι9AA:9・Aminωz祖泊久2AA:2.・Aminoantl官邸ene

.: Inhibition was obscrved against growth of the baαaia. 柑:PrecipitAnl was obsaved on the surface of agar pla健三.

，;'‘ 



Table 2. Resul岱 ofprelimおlarycytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 

Phosphoric Acid Di-n-butyl Ester 

With (+) or 

without (-) 

S9Mix 

S9Mix 

!lix 

(+) 

P団 itive

∞ntrol 

S9 Mix (-) 

P笛 iuve

con官。l

S9 Mix (+) 

Tωtsu回tance Number of revc:rtar也 (nu皿bc:rofcol。凶csI pLate， M叩 1 土S.D.)

do舘 B略 e-pair釦 bstitutionザpe Fram白凶丘 type

住gIpla包) TAlω TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

。 126 94 108 14 14 16 20 25 2s 泊 24 27 7 s 7 

( 109土16.0) ( 15土1.2) ( 23企2.9) (26土2.1) 7土 0.6) 

0.5 120 12 22 26 5 

1.5 103 9 14 .w 2 

5 102 8 16 30 g 

15 112 16 24 29 4 

50 97 13 15 26 6 

。 117 130 112 9 21 16 29 20 23 37 38 45 6 15 18 

( 120土 9.3) ( 15土 6.0) ( 24会 4.6) (4Q土 4.4) ( 13土 6.2) 

0.5 1∞ 20 17 35 13 

1.5 111 16 23 36 9 

5 119 9 幻 33 9 

15 96 13 28 37 10 

50 106 14 28 34 11 

Chemica.J. AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Oose (}，.t.g IplA包) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbcr of 526 S39 S77 262 7AS '137 18S 187 161 571 623 645 3552 3559 3851 

colonics I plate ( 547土26.5) ( 248土12.8) ( 178土 14.5) ( 613土38.0) (3654士170.6) 

Chemi但 1 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

00;白 色gIpla也) 2 10 0.5 Z 

Numbc:r of 699 746 781 176 171 181 343 463 421 Z匁 273 280 122 114 115 

colonisI platc ( 742土41.1) ( 176:t 5.0) ( 4的ま 60.9) L (282土 9.6) ( 117土 4.4) 

AP2: 2・(2-Furyl)-3-(5-凶tro・2・h可1)4αylamide. SA: Sodium azi仇 9AA:. 9-Aminoaa泌民 2AA: 2・Aminoanthracene

#:Pr民ipitantw国 obsavc:don血esurface of agar pla也s.



Table 3. Results of bacterial陀 versemutation assay ( 1 ) with 

Phosphoric Acid Di-n-butyl Ester 

Wilh (+)or 

wi由ωtt(・)

S9Mix 

S9Mix 

(・}

S9Mix 

(+) 

P慣 itive

oon宮古1

S9Mix (.・)

P舗 itive

αm位。l

S9 Mix (+) 

T回Z四 bstanc国巴 Num恥rof rcvauntl (nu田bc:rofωぬnlc:sI p1ale . Mc.an :t S.O.) 

do民 B蹴 -pair側同itutiontypc Fram信hitttypc 

似，Iplate) TAl∞ TA1535 WP2uvrA TA98 TA1S37 

。 159 141 149 13 9 14 19 18 21 16 21 21 6 3 7 

( 150土 9.0) ( 12:t: 2.6) 19ま 1.5) ( 19土2.9) 5企2.1)

4.882 139 127 131 16 17 14 19 却 12 26 21 25 5 4 5 

( 132企 6.1) ( 16企 1.5) 17企 4.4) ( 24企2.6) 5ま 0.6) 

9.765 1何 147 112 15 13 16 9 16 15 27 20 21 s 7 s 

( 122土22.1) 15土 1.5) ( 13企 3.8) ( 23土 3.8) 8土 0.6) 

19.53 122 125 150 17 11 14 7 18 11 30 19 24 3 3 5 

( 132企15.4) ( 14ま 3.0) 12ま 5.6) ( 24土 5.5) 4ま 1.2) 

39.ω 147 145 139 16 17 12 7 11 15 26 24 19 s 2 10 

( 144:t: 4.2) 15土2.6) 11会 4.0) ( 沼会 3.6) 7土 4.2) 

78.12 134 125 130 11 17 15 11 14 12 20 22 19 s 9 7 

( 130土 4.5) 14企 3.1) 12ま 1.5) ( 20土 1.5) 8:t 1.0 ) 

156.2 146・135・155・14・13・14・17・11・13・25・n・2・6・6・ 4・
( 145土10.0) 14:t 0.6) 14ま 3.1) ( 卸会1.2) 5土 1.2) 

。 189 152 165 14 12 20 18 15 32 29 31 48 16 13 15 

( 169土18.8) ( 15土 4.2) {怨念 9.1) ( 36土10.4) ( 15念 1.5) 

4.882 148 159 165 7 15 IS 加 17 12 2B 37 41 7 s s 

( 157土 8.6) ( 12土 4.6) 16ま 4.0) ( 35企 6.7) S念 0.6) 

9.765 
1“ 164 154 10 12 7 18 18 17 36 35 29 11 10 10 

( 161土 6.4) 10土2.5) ( 18ま 0.6) ( 33土 3.8) ( 10土 0.6) 

19.53 1ω 146 163 21 16 12 16 15 2s 26 39 28 10 12 10 

( 156士 9.1) ( 16土 4.5) 19ま 5.5) ( 31念 7.0) ( 11土 1.2) 

39.06 165 
1“ 176 12 12 16 12 19 16 26 34 泊 7 12 8 

( 169土 6.1) ( 13ま2.3) 16ま 3.5) ( 29企 4.2) 9土2.6)

78.12 134 157 178 11 19 21 18 23 24 31 31 29 12 10 9 

( 156士22.0) 17土 5.3) (22ま 3.2) ( 30土 1.2) ( 10土 1.5) 

156.2 105・135・144・16・13・15・24・20・21・30・32・36・15・9・ 5・
( 128企20.4) 15土 1.5) (22ま2.1) ( 33土 3.1) ( 10土 5.0) 

。lemiωl AF2 SA AF2 AF2 9M  

D開(J.&.gIp凶) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbc:r of 768 756 765 273 2s4 261 111 129 119 634 622 579 ロ169 2032 2112 

∞Icnics I platc ( 763:t 6.2) ( 263土 9.6) ( 120会 9.0) ( 612土28.9) (2104会 68.8) 

。1CmIc.a.l 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Dose ~g Iplatc) 2 10 0.5 2 

Numbc:r o! 735 928 833 231 231 242 zω 373 282 257 334 281 246 161 1卯

ωloo.ics I plate ( 832土96.5) ( 235企 6.4) ( 308土56.7) ( 291土39.4) ( 199土 43.2) 

AF2: 2・0・Fu:yl)-3・(S・nilrO回2-furyl)aαylamidc.SA: Sωium azid~ 9AA: 9・Amino&Q"姐in~ 2AA: 2・Aminoanthr蹴 ne

a; Inhibition was obsc:rvcd against growth of出ebAαeriL吹 町田ipit.antw国 obscrvedon the surface of agar pla包&

一一



Table 4. Results of bacterial reverse mutation assay ( 11 ) with 

Phosphoric Acid Di-n-butyl Ester 

Wit.h (+) or 

wi山0111(・)

S9Mix 

~"Mix 

(-) 

S9Mix 

(+) 

P偶 itivc

∞ntrOl 

S9 Mix (・)

P信 itive

con位。l

S9 Mi.x (+) 

Test副凶tanGe Numbcrof 即時tunts 何回n民~of∞lonics I pl.a1c. . Man 土 S.D.)

由 民 Bue -pair刷出福岡山nザpc Frameshitt守pe

叫gIplatc) TAl∞ TA1535 WP2U町A TA98 TA1S37 

。 152 112 122 13 17 10 18 17 21 21 13 18 10 17 15 

( 129土20.8) 13ま 3.5) 19土2..1) ( 17ま 4.0) ( 14ま 3.6) 

4.882 116 127 129 16 11 17 27 29 33 14 16 20 18 19 17 

( 124土 7.0) ( 15土 3.2) ( 30土 3.1) ( 17:t 3.1) 18土1.0) 

9.765 118 124 111 21 15 19 21 23 33 却 17 20 15 16 12 

( 118土 6.5) 18::t 3.1) (26土 6.4) ( 19土1.7) 14土2..1) 

19.53 121 133 121 18 16 11 23 23 30 17 2s 2s 14 14 18 

( 125土 6.9) 15土 3.6) ( 2sま 4.0) ( 22土 4.6) 15土2..3) 

39.06 101 128 142 22 14 21 29 31 23 14 18 9 15 17 15 

( 124土20.8) 19土 4.4) ( 28ま 4.2) 14全 4.5) 16::t 1.2) 

78.12 136 111 1的 19 20 11 29 22 35 2 15 18 12 IS 21 

( 119土 15.0) 17土 4.9) { 却土 6.5) 19土 4.0) 16土 4.6) 

156.2 123・ 126・ 124・ 15・ 21・ 23・ 21・ 26・ 22・ 26・ 13・ 20・

( 124企1.5) (20土 4.2) ( 23ま2..6) (20主 6.5) ( 15土 7.2

。 129 136 137 22 18 13 27 14 20 29 27 24 2 23 13 

( 134土 4.4) 18土 4.5) ( 20土 6.5) ( 27土2..5) 19:t 5.5) 

4.882 153 118 121 11 19 19 32 21 19 25 35 24 17 20 12 

( 131土 19.4) ( 16土 4.6) ( 24:t 7.0 ) (28主 6.1) 16:t 4.0) 

9.765 154 137 143 15 21 17 28 22 25 却 21 27 11 21 17 

( 145土 8.6) 18主 3.1) (25土 3.0) ( 28土 1.7) 16土 5.0) 

19.53 151 135 135 11 16 17 26 30 26 29 22 31 14 17 21 

( 140土 9.2) 15土 3.2) ( 27土2.3) ( 27土 4.7) 17土 3.5) 

39.06 134 1ω 139 17 20 17 32 23 33 38 30 24 23 21 18 

( 126ま 17.8) 18土1.7) ( 29主 5.5) ( 31土 7.0) ( 21士2.5)

78.12 126 124 123 15 14 23 25 20 28 33 32 30 18 19 16 

( 124土1.5) 17土 4.9) ( 24ま 4.0) ( 32ま 1.5) 18土 1.5) 

156.2 134・ 147・ 139・ 15・ 10・ 12・ 29・2s・ 2s・ .20・ 33・ 24・ 22・ 23・ 22・

( 140土 6.6) 12土2.5) 26ま2..3) ( 26土 6.7) (22士 0.6) 

Chcmic.al AF2 SA AF2 AF2 9AA 

D限切ゆte) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbcr of 625 614 554 169 150 153 127 148 121 673 制4 631 2010 1990 2020 

coJc則自 IplA1e ( 598土38.2) ( 157土 10.2) ( 132土 14.2) ( 649玄21.5) (2∞7主 15.3) 

。lcmical 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

Dose位gIplate) z 10 0.5 z 
Numbcr of 486 485 487 194 236 219 664 651 912 171 147 166 22A 187 163 

∞lαlics I pl瓜C ( 486土1.0) ( 216土 21.1) ( 742土147.1) ( 161土 12.7 ) ( 191土 30.7) 

AF2 2-ローFuryl}-3-(5-nitro・2・furyl)aαyla.m.ide. SA: Sodium AZidc.、 9A.A; 9・Aminoaa凶ine.2AA:. 2・Aminoan!Ilr a.cene 

.: Inhibition was obsc:rved against growth of出ebaα，a1a. 付:丹江ipitAntwas 0出.c::rvedon山esurfa臼 ofAgU plA也s.
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