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（試験番号： 6L680)

要約

4-アミI-lーナ7クレ`ノスルホン酸ナトリりムについて． Salmonella typhimurium TA98, TAlOO, TA1535, 

TA1537およびEscherichiacoli 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 5000~1.22μg/ 7゚レート（公比 4)の 7濃度で実施した結果， S9 mixの有無によ

らず，いずれの困株においても復帰変異コロニー数の増加および抗函性は認められなかっ

たこの結果をもとに， 5000~313 μg/ 7゚レート（公比 2)の5濃度を設定し，本試験を 2回

実施した

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

（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． 4-1ミI-I-t7タレ双9し切酸ナトリウムは細苗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： 6L680)

材料および方法

1. 試験物質

1.1被験物質

130-13-2. ロット番号：

から送付された 4-7ミI-l--j-7タレソスル切酸ナト1Jりム（CAS番号 ： 

純度 76.1%)を室温に保存し＇使用した被験物質

は下記の示性式．分子量を有する水に可溶の臭気等のない粉末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

示性式：

NH2C1出 S03Na • 4H20 

分子量： 245.22（無水）

不純物： a-ナフチルアミン約 50ppm 

B —ナフチルアミン 10~20 ppm 

トアミノナフタレン＿5-スルホン酸約 0.1% 

2ーアミノナフタレン＿6-スルホン酸約 Ol~0.2% 

（以上，全て概略値）

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 07卜番号 純度（％）

陰性対照
注射用水 DW  條大塚製薬工場 K6C75 

陽性対照
2-(2-7 リル）—3ー（5- ニト n -2-7リル） AF-2 和光純薬工業卸 PTQ1296 98.8 
了クリ,~了ミド
了ゾィヒナトリりム NaN3 和光純薬工業陳 KWE6685 965 
N-エチJv-N~ ニト n -N-ニト[J.Jゲ了ニシ万 ENNG Sigma Chemical Company 56F-365 l 99.0 
9ー了ミ／了クリゾ'•ノ 9-AA 

和Sigma光純C薬he工mical業闊Company 80F-Ol86 99 
2ー了ミ／了ソトうセン 2-AA TWH2355 98.0 

2. テスト菌株l)2) 

2.1 テスト菌株

教授より 1983年 5月27日に入手した Salmonella

typhimurium TA98, TAlOO, TA1535, TA1537および

り 1985年 10月 14日に入手した Escherichiacoli WP2uvrAの 5菌株を用いた

8 

よ

·r~ Jい、＂... _•..... -.  ··--一• 9'一こ一



（試験番号： 6L680)

こ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 pKMlOl フレームシフト
TAIOO hisG uvrB rfa pKMlOl 塩基対置換
TA1535 hisG uvrB ,fa 塩基対置換
TA1537 hisC uvrB rfa フレームシフト
WP2uvrA trpE uvrA ＋ 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

徴を事前に調ぺ，これらの特性を備えた菌株を用いた．

23 保存方法

液体完全培地中に 37℃で 8時間振滋培養した各菌懸濁液4mlに対し， 0.35 mlの

割合でジメチルスルホキシド (DMSOと略す；関東化学闊 n叶番号 804Sl844)を加

えた．これを 200瓜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 -80℃以下に凍結保存したものを使用した．

2.4 菌懸濁液

凍結保存した各雨懸濶液を解凍後各々 20μIを液体完全培地 10mlに接種し，

37℃で 8時間振蓬培養した．函懸濁液は，濶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．

3. 培地

3.1 液体完全培地

精製水 l/に対し，ニュートリエントプロス (OxoidNutrient Broth No.2 ; Unipath 

社， n叶番号 06754134) 25 gの割合で溶解し，オートクレープ滅函 (121℃, 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卸， n叶番号 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 (Bacto-Agar; Difeo社9 []7卜番号 58007AJA)

g
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（試験番号： 6L680)

0.6 g.塩化ナトリウム 0.5gの割合で加え，オートクレープ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ービオチン， L-ヒスチジン， L- トリプ

トファン混合水溶液を 1/10量添加した．使用時まで約 45℃に保温した．

4. S9 mix 

4.1 S9 

フェノバルビタール(l日目 30mg/kg, 2日目以降 60mg/kgを3回腹腔内投与）

と 5,6—ベンゾフラポン (3 日目に 80 mg/kgを 1回腹腔内投与）で酵素誘導した SD系

雄ラット肝由来 S9（キッコーマン卸． n外番号 RAA-355 : 1996年 11月22日製造）

を購入し，使用した使用時まで—80 ℃以下で保存した

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

5. 試験方法”

S9 
塩化マグネシウム六水塩
塩化カリウム
D —グルコース 6 ーリン酸
f1 -NADPH 
f1 -NADH 
ナトリウムーリン酸緩衝液(pH7.4) 
滅函精製水

5.1 被験物質溶液および陽性対照物質溶液の調製

O_l ml 
8 ,inol 

33 血 ol
5 血 ol
4 μnol 
4 岬 ol

100 μmol 
残量

溶媒検討の結果， 50 mg/mlの濃度で水に溶解したため，溶媒には注射用水 (DW)

を用いた．被験物質を 50mg/mlの濃度で DWに溶解し．メンプランフィルターで濾

過滅苗した後これを希釈して各濃度の被験物質溶液を調製した被験物質の秤呈に

際しては純度換算 (76.1%)を実施した

陽性対照物質のNaN叶ま DW（卸大塚製薬工場．ロサ番号 K5G85)にその他は

DMSO(関東化学隊 n叶番号 708S1611)に溶解した

5.2 被験物質濃度

予備試験を 5000,1250, 313, 78.1, 19.5, 4.88, 1.22 μg/ 7゚レートの 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および

抗菌性は認められなかったこの結果をもとに本試験では 5000~313μg/ 7゚レート（公

比 2)の 5濃度を設定した．
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（試験番号： 6L680)

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および菌懸濁液を 8.1ml加え， 37℃で20分間振逸培養した． 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

実体顕微銭を用いて菌叢の生育状態を観察し，被験物質による抗函性の有無を調ペ

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 1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＿

函 株 S9 mix非共存下 S9 mix共存下
(μg/ 7゚レート） (μg/ 7゚レート）

TA98 AF-2 0.1 2-AA 0.5 
TAlOO AF-2 0.01 2-AA l 
TA1535 NaN3 0.5 2-AA 2 
TA1537 9-AA 80 2-AA 2 
WP2uvrA ENNG 2 2-AA 10 

5.4 無菌試験

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．
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（試験番号： 6L680)

結果および結論

結果を表 1~3および図 l~IOに示す．

予備試験を 5000,1250, 313, 78. l, 19.5, 4.88, 1.22処17°vートの各濃度で実施した結果．

S9 mixの有無によらず，いずれの函株においても復帰変異コロニー数の増加および抗菌

性は認められなかった この結果をもとに， 5000~313 μg/ 7゚レート（公比2)の5濃度を設

定し，本試験を 2回実施した．

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．

なお． S9mix非共存下および共存下において隣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困，カピ等の発育は認められなかった

以上の結果から， 4-了ミI-l-t7クレソスル切酸ナトリりム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．同物質および類似化合物の細菌を用いる復帰突然変異試験に関する情報は添付資

料 1にまとめた

参考文献

l) Maron, D.M. and Ames, B.N.(1983): Revised methods for the Salmonella mutagenicity test, 

Mutat. Res., 113, 173-215 

2) Green, M.H.L., Muriel, WJ.(1976): Mutagen resting using trp + reversion in 

Escherichia coli, Mutat. Res., 38, 3-32 

3) 労働省安全衛生部化学物質調査課編 (1991）：安衛法における変異原性試験會中央労働

災害防止協会，東京
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表 l
予備試験結果表

被験物質の名称 4-Jミ_I-_lーナフタレンスル＊yB皇土トリりム (No.6L680) 

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コnニー数／7° vート）
化系の 濃 度 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

有 無 (μg/7° Ltート） TAlOO TA1535 WP2u,,rA TA98 TAI537 

159 ， 23 19 I 0 
溶媒対照

166 11 20 19 17 
1. 2 2 

167 12 28 12 7 
4 - 8 8 

134 13 23 29 13 
s 9 uix 1 9. 5 

(-) 171 14 18 13 12 
7 8. 1 

165 1 I 23 20 8 
3 1 3 

156 6 24 15 17 
1 2 5 0 

158 13 28 18 ， 
5 0 0 0 

176 16 24 29 1 1 
溶媒対照

169 11 24 22 19 
1. 2 2 

165 1 1 24 24 16 
4. 8 8 

177 1 1 29 34 17 
S 9 llix I 9. 5 

（＋） 190 12 23 28 18 
7 8. l 

163 12 26 29 16 
3 1 3 

176 10 28 34 13 
1 2 5 0 

193 17 29 27 19 
5 0 0 0 

（備考）
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表 2
試験結果表（本試験 1)

被験物質の名称 ： 4-了ミ I-lーナ7クレソスルむソ酸ナトリりム (No. 6L680) 

代謝活性 被 験物 質 復帰変異数(JD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 （山／ 7゚レート） TAJOO TA1535 WP2 utrA TA98 

溶媒対照 l i i f :!14~5 219 0 { ±IB i 5！ 2 ｛士 4~~ H 13 f± 1B 

3 1 3 闊{f l "} i 1i 7 { i l i } “46 { i 4 f } n 16 ~± 2B 

6 2 5 I ii {t l ii i I ！ ｛士）B }| f+ 1扮 l ! { ± I ; } S 9)Iix 
(-) 

1 2 5 0 m ~±Im l l { ± l i } i! { ± 1t } li {i li } 
2 5 0 0 lii {± 1 4t } I 1 ~±B i! {±4B 1l i 5 {±11) 

5 0 0 0 lii {±13!5 1I2 'も 'B i! {i 4お l 1 94 も1i5
溶媒 対照 l i! ｛土15i } l } {:!IB 札47 ~! 4B ii f± 2t} 

3 1 3 Iii ~±15,5 nぃIB 且f± 5射 , t 2i} 
6 2 5 I ! ! f ±1m It ~± li } 札も情｝ 月32 {±2g5 S 9)(ix 

（＋） 
1 2 5 0 I n { ±11 i~ l | { ± l ! } 翡54 ｛ ± i g } 竹27 { ± 2t } 
2 5 0 0 l i i ｛士 1 t ~s II ~± l i } ii { ±415 甘{± 2§} 

5 0 0 0 眉~!)月｝ 113 9 f± l i } 翡｛士 4i~ i! { ± 2i} 
S9llix 名称 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 

隣
を必要

（山濃／7゚ 度レート）
としな

o. 01 o. 5 2 o _ 1 

性
いもの JD/ .:.—7 数Vート 帽｛土7~~~ 捐{± 4 t i } 罰｛士5if} り！ ｛士7!i} 

対 S9llix 名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要 （山濃／ 7• 度~.:.ト） 0. 5 照
とする

l 2 10 

コ｝ --汽
11l fi 72 i f l l ! ! } 札i{ ±4m l 117i 17 i { l 7 §l } 履 ｛士叩もの 7 ート

（備考）

AF-2 : 2-(2-71)1~)-3 ー（ 5- こ卜 D-2-7 リル）了クリJレ了ミト.., NaNa : 7シ・ィヒナトリウム，

TAI537 

17 1 も1g5
]9 ] f± ! } 

l { 5 { ± ] ! } 

11 ~± 1g~ 
1 6 § {t ! S 

7 i fi f 3 
1II f ~! 1B 

1! 8 ~±I g ~ 
I'8 ~±B 

l ! { ±115 

l 1i 1 { ±1 ~ 5 

11 ~± ! } 

9-AA 

80 

i打~±41B 

2-AA 

2 

l il { ±1m 
（平均値）
（土標準偏差）

ENNG : NーエチルーN・ーニトn-NーニトD1ク＊了ニッ疇ソ， 9-AA : 9ー了ミ／了クリッ＊、ノ， 2-AA : 2ー了ミ／了‘ノトうセ` I

14 
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表 3

試験結 果 表 （ 本 試 験 2)

被勉の名杭;____:__ 4_＿一了ミJ-LーナフクレンスJVぶソ酸iH虹 (No. 6L6 8 0) 

代 謝 活 性 被 験 物 質 復帰変異数（コロニー数／ 7゚いート）
化系の 濃度 塩~基対置換型 フレームシフト型
有無 （匹／7゚レート） TAlOO TA1535 WP2uvrA TA98 

溶 媒対 照 l i{ { ±1m a 15 ~± 1B 4翡2 { t 3 ! } 2l i2 も）射
3 1 3 l i i { ±1m i 1i 2 { t l i } 翡30 ~± 3g5 u l 9 ~± I射
6 2 5 | ! ! { t l f i } 杵{±I i~ H25 も碍｝ り{±l l ~ S 9 lix 

(-) 

l i! { ±11~5 ll り1 { ±115 蒻33 { i 3 t } i1i 7 { ±22~ I 2 5 0 

2 5 0 0 廿i{± 14B 1甘6 もIB il { ± 3 i } 杜12 も1! } 

5 0 0 0 眉f±13訪 l! {± IB 
翡27 も3B 紆10 {± 2!} 

溶媒対照 l i i i:t16B l i { ± ] ! } ii ~i 3f 5 i! { ±2j5 

3 1 3 | !iも1m りも 1!~ !i {±3B 廿23 f ± 2i~ 
6 2 5 l札｛i l " } i! { ± 2 1 } i! {±3B 札h3t5 S 9"Mix 

（＋） 

i月{±1m l iも IB i! { ± 2i } !Y {±2B 
l 2 5 0 

2 5 0 0 i H { ± l " } ii { ± 2l } !>{i 3! } 2評1 { ±玲｝
5 0 0 0 l t i { ±2Y15 l i { ±1i5 iI { ±18~ i! { ± 3l } 

S9Jlix 名称 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 
隣

を必要
（山濃／プ 度レート）

としな
o. 01 o. 5 2 0. 1 

性
いもの JDI .:.—7 数レート 崖ぃ牙｛｝ i i i { t 43t } 閾{i 5 f ! } 爾~±6翡｝

対 S9llix 名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

』昭•ヽヽ
を必要

（匹濃／ 7゚度レート）
とする

1 2 10 o. 5 
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図 1 （本試験 1) 
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図 2 （本試験 1) 
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図 3 （本試験 1) 
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図 4 （本試験 1) 

被験物質名： 4-アミ/-1ーナ7クレンス鰈ン酸ナトリウム
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図 5 （本試験 1) 
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図 6 （本試験 2) 
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図 7 （本試験 2) 
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図 8 （本試験 2) 
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図 9 （本試験 2) 
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図 1 0 （本試験 2) 
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