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陳述書

表題:ジベンゾチオフェンの細菌を用いる復帰突然変異試験

試験番号 :SR05341

1. 本試験は GLP基準「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準につ

いてJ(平成 15年 11月 21日薬食発第 1121003号・平成 15・11・17製局第 3号・環保企

発第 031121004号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局長・環境省総合環

境政策局長連名通知)および Wr新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関す

る基準についてJの一部改正についてj](平成 17年 4月 1日薬食発第 0401003号・平成

17・03・04製局第 1号・環保企発第 050401003号厚生労働省医薬食品局長・経済産業

省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)に従い、試験方法は「新規化学物

質等に係る試験の方法についてJ(平成 15年 11月 21日薬食発第 1121002号・平成 15・

11・13製局第 2号・環保企発第 031121002号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製

造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)、 Wr新規化学物質等に係る試験の方法

についてJの一部改正についてj](平成 18年 11月 20日薬食発第 1120001号・平成 18・11・

13製局第 2号・環保企発第 061120001号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産

業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)および OECD試験法ガイドライン (OECD

Guideline for Testing of Chemicals; Bacterial Reverse Mutation Test (471)， 21st 

July 1997)に基づいて実施したものであります。

2. 本試験は、試験計画書に従って実施し、試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われ

る環境要因は認められませんでした。

株式会社化合物安全性研究所

試験責任者

J〆τ;!じ よ月ムヤ己
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信頼性保証書

表題:ジベンゾチオフェンの細菌を用いる復帰突然変異試験

試験番号 :SR05341

本試験は、株式会社化合物安全性研究所 QAUによって、下記のとおり査察された。

査 察 段 階 査 察 日
試験責任者 運営管理者

への報告日 への報告日

試験計画書 2006年 6月 30日 2006年 6月 30日 2006年 6月 30日

試験計画書変更書(No.1) 2006年 7月 7日 2006年 7月 7日 2006年 7月 10日

試験計画書変更書(No.2) 2008年 4月 16日 2008年 4月 16日 2008年 4月 16日

被験物質の受入・表示・保存 2006年 6月 30日 2006年 6月 30日 2006年 6月 30日

被験物質の調製 2006年 7月 26日 2006年 7月 26日 2006年 7月 26日

試験の実施 2006年 7月 26日 2006年 7月 26日 2006年 7月 26日

観察・コロニー計測 2006年 7月 28日 2006年 7月 28日 2附年 7月 28日

生データ 2008年 4月 21日 2008年 4月 21日 2008年 4月 21日

最終報告書(草案):図表 2008年 4月 21日 2008年 4月 21日 2008年 4月 21日

最終報告書(草案):本文 2008年 4月 21日 2008年 4月 21日 2008年 4月 21日

最終報告書 2010年 2月 25日 2010年 2月 25日 2010年 2月 25日

1.本試験は、「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準についてJ(平成 15年 11月

21日薬食発第 1121003号・平成 15・11・17製局第 3号・環保企発第 031121004号厚生労働省医薬食

品局長・経済産業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)、 Wi新規化学物質等に係る試
験を実施する試験施設に関する基準についてJ の一部改正について~ (平成 17年 4月 1日薬食発第
0401003号・平成 17・03・04製局第 l号・環保企発第 050401003号厚生労働省医薬食品局長・経済産

業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)、「新規化学物質等に係る試験の方法につい

てJ(平成 15年 11月 21日薬食発第 1121002号・平成 15・11・13製局第 2号・環保企発第 031121002

号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)、 Wi新規
化学物質等に係る試験の方法についてJ の一部改正について~(平成 18 年 11 月 20 日薬食発第 1120001
号・平成 18・11・13製局第2号・環保企発第 061120001号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造

産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)およびOECD試験法ガイドライン (OECDGuidel ine for 

Testing of Chemicals; Bacterial Reverse Mutation Test (471)，21st July 1997) に従い実施され

た。

2.本試験は、試g験計画書lこ従って実施され、また、本報告書には当該試験に使用した方法および手順が
正確に記載されており、試験成績には当該試験の実施過程において得られた生データが正確に反映し

ていることを石室言忍した。

株式会社化合物安全性研究所

)_o /。
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表題

試験番号

試験目的

SR05341 

:ジベンゾチオフェンの締菌を用いる復帰突然変異試験

SR05341 

: Salmonella typhimuriumおよび Escherichiacoliを用いて、

ジベンゾチオフェンの細菌における遺伝子突然変異誘発性を検

討することを目的とした。

試験実施基準および試験法ガイドライン

試験実施基準(GLP) : i新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準に

ついてJ(平成 15年 11月 21日薬食発第 1121003号・平成 15・11・

17製局第 3号・環保企発第 031121004号厚生労働省医薬食品局

長・経済産業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)

および ~I新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関す

る基準について」の一部改正について~ (平成 17年 4月 1日薬食

発第0401003号・平成 17・03・04製局第 l号・環保企発第 050401003

号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局長・環境省

総合環境政策局長連名通知)

試験法ガイドライン:I新規化学物質等に係る試験の方法についてJ(平成 15年 11月 21

日薬食発第 1121002号・平成 15・11・13製局第 2号・環保企発第

031121002号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局

長・環境省総合環境政策局長連名通知)、 ~r新規化学物質等に係

る試験の方法について j の一部改正について~ (平成 18年日月

20日薬食発第 1120001号・平成 18・11・13製局第 2号・環保企発

第 061120001号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局

長・環境省総合環境政策局長連名通知)および OECD試験法ガイド

試験委託者

名称

所在地

ライン (OECDGuideline for Testing of Chemicals; Bacterial 

Reverse Mutation Test (471)， 21st July 1997) 

:厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室

:東京都千代田区霞が関 1-2-2(〒100-8916)

(TEL 03-3595-2298、FAX03-3593-8913) 
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試験施設

名称

所在地

運営管理者

試験責任者

氏名

所属

:株式会社化合物安全性研究所

:札幌市清田区真栄 363番 24(宇004-0839)

:株式会社化合物安全性研究所 安全性研究部門

試験従事者およびその業務分担

被験物質管理

試験操作

試験期間

試験開始日 : 2006年 6月 30日

実験開始日 : 2006年 7月 26日

用量設定試験

前場養開始 : 2006年 7月 25日

被験物質処理 : 2006年 7月初日

コロニー計数 : 2006年 7月初日

本試験

前培養開始 : 2006年 8月 8日

被験物質処理 : 2006年 8月 9日

コロニ一計数 : 2006年 8月 11I=l 

実験終了日 : 2006年 8月 11日

試験終了日 : 2010年 2月 25日
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要約

ジベンゾチオフェンの細菌における遺伝子突然変異誘発性を検討する目的で、

Salmonella typhimurium TA100、TA1535、TA98、TA1537および Escherichiacoli WP2uvrA 

を用いる復帰突然変異試験を実施した。試験は代謝活性化系 (S9ffiix)の非存在下(直接法)

ならびに存在下(代謝活性化法)において、プレインキュベーション法により実施した。

用量設定試験は、 5000μg/plateを最高用量に、以下公比約 3で低下させた計 7用量の

試験群(5'"'-'5000μg/plate)を設定した。試験の結果、各菌株のいずれの試験系列において

も、被験物質処理群の復帰変異コロニー数の平均値は絵性対照群の値の 2倍未満であり、

用量の増加にともなう復帰変異コロニー数の増加もみられなかった。被験物質処理による

析出が、各菌株の 1500μg/plate以上の用量で観察された。生育限寄は、各菌株とも直接

法では観察されず、また、代謝活性化法では 1500同/plateの用量までは観察されず、 5000

凶 /plateの用量では被験物質の析出により判定出来なかった。

本試験では、 5000 ~g/plate を最高用量に、以下公比 2 で低下させた計 7 用量の試験群

(78. 1 '"'-'5000μg/plate)を設定した。試験の結果、各菌株のいずれの試験系列においても、

被験物質処理群の復帰変異コロニー数の平均値は陰性対照群の値の 2倍未満であり、用量

の増加にともなう復帰変異コロニー数の増加も認められなかった。被験物質処理による析

出が、各菌株とも 1250μg/plate以上の用量で観察された。生育阻害は、各菌株とも直接

法では観察されず、代謝活性化法では一部菌株の 1250μg/plateの用量において観察され、

2500同 /plate以上の用量では被験物質の析出により判定出来なかった。

用量設定試験および本試験のいずれにおいても、各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニ

ー数の平均値は全て試験施設の背景データに基づく管理値の範囲内であった。また、各菌

株の陽性対照群の復帰変異コロニー数の平均値は、それぞれにおける陰性対照群の値の 2

倍以上の明確な増加を示した。これらの結果から、各菌株が変異原物質に対し適切な感受

性を有していたことが確認された。

以上のことから、ジベンゾチオフェンは、当該試験条件下において試験菌株に対する遺

伝子突然変異誘発性を有しないと判断した。

-8 -
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緒日

ジベンゾチオフェンの細菌における遺伝子突然変異誘発性を、 SalmonellatyphimurIum 

TA100、TA1535、TA98、TA1537および Escherichiacoli WP2uvrAを用いる復帰突然変異試

験により検討した。試験は、代謝活性化系 (S9mix)の非存在下(直接法)ならびに存在下(代

謝活性化法)において、プレインキュベーション法により実施した。

1.被験物質

名称

英名

CAS No. 

化学物質番号

示性式(構造式)

分子式

分子量

物理化学的性質

材料および方法

:ジベンゾチオフェン

: Dibenzothiophene 

: 132-65-0 

:化審法 5-3352

: C6H4SC6H4 

: C12H8S 

: 184. 26 (分子式より算出)

:外観 ;特異臭、白色-淡燈色、結晶性粉末

融点 ; 99. 2
0

C 

沸点 ; 332"-'333
0

C、332.50C

蒸気圧;2. 04E-06 mmHg (25
0

C) 

LogPOW ; 4. 38 
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溶解性;水に微溶、エタノールに易溶、ジエチルエーテル、ベ

ンゼンに可溶

試験施設での溶解性確認において、被験物質はジメチ

ルスルホキシドに 250mg/mLの濃度まで溶解すること

が確認された。

ロット番号

純度

: 706W2267 

: 99. 1 % (Appendix 1) 

不純物の名称およびその濃度:不明

製造者 :名称 ;関東化学株式会社

所在地;東京都中央区日本橋本町 3-2-8 (干 103-0023)

量

性
手

定
入

安

: 25 g 

:通常条件で安定である。

実験終了後に、残余被験物質について製造者が実施した純度に

関する分析成績を入手し (Appendix2)、実験期間中の安定性を

確認した。

:容器は密検して冷暗所(実測範囲:1 '"'-'8
0

C)に保存した。

:手袋およびマスクを着用し、クリーンベンチ内で取り扱った。粉

慶等を吸入しないよう注意し、皮膚との接触も避け、着衣等に

付着しないように注意したD

残余被験物質の処置 :純度分析用に製造者に送付した。分析に使用しない残余被験物

保存条件

取扱上の注意

質は、焼却処分するために、産業廃棄物として回収した。

2.被験物質の調製

被験物質を精秤し、ジメチルスルホキシド(ロット番号 SL045、株式会社同仁化学研

究所)を用いて溶解し、 50mg/mL調製液を調製した。

用量設定試験では、 50mg/mL調製液からジメチルスルホキシドを用いて公比約 3で

段階希釈し、 15、5、1.5、O.5、0.15および O.05 mg/mL調製液を調製した。

本試験では、 50mg/mL調製液からジメチルスノレホキシドを用いて公比 2で段階希釈

し、 25、12.5、6.25、3.13、1.56および O.781 mg/mL調製液を調製した。

調製液の安定性では、用量設定試験および本試験ともに、被験物質調製時の目視確認

において媒体の反応性(変色、発熱、発泡等)はみられなかった。

被験物質調製液は、用量設定試験および本試験いずれにおいても、調製後 2.3時間以

内に試験に使用した。

残余調製液は、焼却処分するために、産業廃棄物として回収した。

-10 -
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3. 絵性対照物質

陰性対照物質として、被験物質の媒体のジメチルスルホキシド(ロット番号 SL045、

株式会社伺仁化学研究所)を使用した。陰性対照、物質は、モレキュラーシーブを用いて

脱水処理を行い原液のまま使用した。

4. 陽性対照物質およびその調製

揚性対照、物質として、次表の既知変異原物質を使用した。これらの陽性対照物質は、

遮光および冷所 (2-----8
0C設定)で保存した。

陽性対照物質は、含量補正をせずにそれぞれ次表の濃度に調製し、分注後一20
0

C以下

で凍結保存したものを解凍後 2.1時間以内に使用した。調製液は、調製日より 6ヵ月以

内(使用期限:調製後 1年)に使用した。

陽性対照物質 調製濃度 調製媒体

2-(2-フリノレ)-3-(5-ニトロ -2-フリル) ジメチルスルホキシド

アクリルアミド(含量 100.2%) O. 1および ロット番号SL045

ロット番号 WAP0369 1μg/mL 株式会社同仁化学研究所

和光純薬工業株式会社

アジ化ナトリウム(純度 99.8%) 日本薬局方注射用水

ロット番号SDH6348 5μg/mL ロット番号5D73

和光純薬工業株式会社 株式会社大塚製薬工場

9-アミノアクリジン塩酸塩水和物 ジメチノレスルホキシド

(含量98.8%) 800μg/mL ロット番号 SL045

ロット番号03024]R 株式会社向仁化学研究所

Sigma-Aldrich Corporation 

2-アミノアントラセン 5、10、20およ ジメチルスルホキシド

(含量97.40/0) び 100μg/mL ロット番号SL045

ロット番号TCG4316 株式会社同仁化学研究所

和光純薬工業株式会社

5. 試験菌株

試験には、SalmonellatyphimuriumTAI00、TA1535、TA98、TA1537ならびに Eschθrichia

col i WP2 uvrAを使用した。これらの菌株は、 1991年 10月 18日に国立衛生試験所(現国

立医薬品食品衛生研究所)より分与された。また、これらの菌株は遺伝毒性を有する化

学物質の検索に適した細菌として広く受け入れられていることから選択した。
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各菌株は、培養液 8mLに対しジメチルスルホキシド(ロット番号 SL045、株式会社同

仁化学研究所)0.7 mLを加え、試験チューブに分注後-80
0

C以下で凍結保存した。各菌

株の培養液の一部を用いて、菌株の特性(アミノ酸要求性、膜変異 rfa特性、紫外線感

受性および薬剤耐性)ならびに陰性対照物質および陽性対照物質に対する感受性の検査

を行い、これらの特性および感受性が正常に保持されていることが確認された菌株を試

験に使用した。

6. 培地

(1)前培養用培地

前培養用のニュートリエントブロス培地として、ニュートリエントブロス (OXOID

NUTRIENT BROTH No. 2、ロット番号 298714、OXOIDLTD.)を日本薬局方注射用水(ロッ

ト番号 5L88、株式会社大塚製薬工場)を用いて 25 g/L に調製した。 Sa1monθ11a

typhimurium TA98および TA100の培地には、使用時にアンピシリンナトリウム(ロッ

ト番号 M3F9025、ナカライテスク株式会社)を 25μg/mLとなるように添加した。

(2)試験用培地(最少グノレコース寒天培地)

試験用培地として使用した最少グルコース寒天培地(バイタルメディア AMT-O培地、

ロット番号 DZL74E01、2006年 4月 14 日製造、極東製薬工業株式会社)1000mL中の

組成は次表の通りである。

試験用培地 1000mL中の組成

硫酸マグネシウム・ 7水塩

クエン酸・ 1水塩

リン酸二カリウム・無水塩

リン酸ーアンモニウム

水酸化ナトリウム

ブドウ糖

寒天末(OXOIDAGAR No. 1、ロット番号819273-2)

0.2 g 

2.0 g 

10.0 g 

1. 92 g 

0.66 g 

20.0 g 

15.0 g 

(3)重層用培地

次頁の表の組成のソフトアガーおよびアミノ酸溶液を蒸留水を用いて調製し、使用

時に (A): (B) = 10 : 1の容量比で混合した。 Sa1mone11atyphimuriumには L-ヒスチジ

ンおよびかビオチンのアミノ酸溶液を、 E.co1iには L-トリプトファンのアミノ酸溶

液を使用した。

。ム
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重層用培地の組成

(A) ソフトアガー

Bacto™ Agar 

(ロット番号5123150、Becton，Dickinson and Company) 

塩化ナトリウム

(ロット番号611F1714、関東化学株式会社)

(B)アミノ酸溶液

L-ヒスチジンおよびD-ビオチン溶液

(L-ヒスチジン、ロット番号印刷1024、和光純薬工業株式会社)

(Dーピオチン、ロット番号ASM1069、和光純薬工業株式会社)

または

L-トリプトファン溶液

(L-トリプトファン、ロット番号ASG2385、和光純薬工業株式会社)

0.6 % 

0.5% 

各々 O.5 mmol/L 

O. 5 mmol/L 

7. S9 mix 

S9 mixは、 S9(ロット番号 RAA一541、2006年 4月 7日製造、キッコーマン株式会社)、

S9 mix用 Cofactor(Cofactor-I、ロット番号 999502、オリエンタル酵母工業株式会社)

および日本薬局方注射用水(ロット番号 5D73、株式会社大塚製薬工場)を用いて用時調

製した。

S9は、購入後一80
0

C以下で保存し、製造日より 5カ月以内(使用期限:製造後 6カ月)

に使用した。この S9は、フェノパルビタールおよび 5，6-ベンゾフラボンの腹腔内投与

で酵素誘導した Slc:SD系ラット(雄、 7週齢)の肝ホモジネートより調製された。

S9 mix 1 mL中の組成は次表の通りである。

S9 mix 1 mL中の組成

S9 

塩化マグネシウム

塩化カリウム

グルコース -6-リン酸

還元型ニコチンアミドアデニンγヌクレオチトやリン酸(NADPH)

還元型ニコチンアミドアデニンγヌクレオチト守 (NADH)

リン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.4 

O. 1 mL 

8 ~mol 

33 十!mol

5 μmol 

4 μmol 

4 μmol 

100 μmol 

qu 
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8. 試験群

(1) 用量設定試験

各菌株につき代謝活性化系 (S9mix)の非存在下(直接法)および存在下(代謝活性化

法)で試験を実施した。

直接法および代謝活性化法ともに被験物質の最高用量を 5000μg/plateとし、以下

公比約 3で用量を低下させた計 7用量の試験群(5000、1500、500、150、50、15およ

び 5μg/plate)を設定した。

(2)本試験

各菌株につき直接法および代謝活性化法で試験を実施した。

用量設定試験の結果、被験物質による陽性反応は認められなかったことから、析出

のみられない用量が 4用量以上得られるよう、直接法および代謝活性化法ともに被験

物質の最高用量を 5000μg/plateとし、以下公比 2で用量を低下させた計 7用量の試

験群(5000、2500、1250、625、313、156および 78.1μg/plate)を設定した。

(3) 陰性対照群および陽性対照群

用量設定試験および本試験いずれにおいても、試験系列毎に陰'性対照群(ジメチルス

ルホキシド)および次表の陽性対照群を設定した口

供試菌株

S. typhimurium TA100 

S. typhimUl円iumTA1535 

E. coli WP2uvrA 

(4) プレート数およびプレートの識別

陽性対照物質(用量 :μg/plate)

葺接法 代謝活性化法

AF-2 (0. 01) 

NaN3 (0.5) 

AF-2 (0. 01) 

2-AA 

2-AA 

2-AA 

2-AA 

(1) 

(2) 

(10) 

プレート数は、各試験群ともに 3枚とした。

プレートには、識別のための試験番号および試験群を記載したラベルを貼付した。
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9. 試験方法

(1)試験菌株の前培養

容量約 40mLのL字管に前培養用培地(ニュートリエントブロス培地)12 mLを入れ、

これに解凍した保存菌を 12μL接種し、 37
0
C、振幅 40mm、振塗速度 100回/分に設定

した振議恒温槽(Persona1-11• EX、タイテック株式会社)で 10時間の往復振渥培養を

行った。なお、菌株の接種後、 L字管は振塗培養開始まで冷却(氷冷)を行った。培養

終了時に、得られた菌培養液の OD660nmを比色計(miniphoto 518、タイテック株式会

社)で測定し、各菌株の生菌数-OD660nm相関式より生菌数を算出した。生菌数が lX

109 ce 11 s/mLより多く、十分に菌が生育していることが確認された菌培養液を試験に

使用した。

各培養液の生菌数(計算値)は次表の通りであった。

供試菌株

生菌数(計算値)(XI09ce11s/mL) 

用量設定試験 本試験

S. typhimurium TAI00 

S. typhimurium TA1535 

E. coli WP2uvrA 
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2.64 

3. 10 

3.96 

2.60 

1. 71 

2.64 

3.25 

4. 14 

2.60 

1. 71 

(2)被験物質調製液および対照物質調製液の処理

被験物質調製液および対照物質調製液の処理を、プレインキュベーション法で行っ

た。

蓋付きのポリエチレン製チューブ (5mL容量)を使用して、被験物質あるいは対照物

質調製液 0.1mLに、直接法の場合は O.1 mo1/L Naーリン酸緩衝液(pH7.4) 0.5 mLを、

代謝活性化法の場合は S9mix 0.5 mLを混合し、更に菌培養液 O.1 mLを加えて3rc
で 20分間振塗培養(プレインキュベーション)した。プレインキュベーション終了後、

S. t yph imur i umには 0.05mmol/L L-ヒスチジンおよび O.05 mmol/L D-ピオチンを含む

重層用培地 2mLを、 E.coliには 0.05mmo1/L L-トリプトファンを含む重層用培地 2mL 

を、それぞれ加えて混和し、最少グルコース寒天培地に重層した。平坦な場所で重層

用培地を周化させた後、プレートを 37
0

Cで 48"-'49時間静置培養した (MIR-262:三洋

電機バイオメディカ株式会社)。

用量設定試験および本試験それぞれにおいて、試験に使用した被験物質調製液の最

高濃度および S9mix調製液について雑菌の混入の有無を確認した。
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(3) プレートの観察

各菌株の陰性対照群、被験物質処理群および陽性対照群のプレートについて、生育

阻害の有無を実体顕微鏡(SZ6045TR、オリンパス光学工業株式会社)で確認するととも

に、被験物質処理群について、被験物質の析出の有無を目視確認した。次に、各菌株

の陰性対照群、被験物質処理群および陽性対照群の各プレートについて、コロニーア

ナライザー (CA-I1D システムサイエンス株式会社)を用いて復帰変異コロニー数の計

測を行った。

なお、被験物質の析出が復帰変異コロニーのアナライザー計数に影響すると考えら

れた用量設定試験の 5000μg/plateおよび本試験の 2500、5000μg/plateのプレート

については、実体顕微鏡によりコロニー数を目視計測した。

菌株の生育阻害の有無の判定は標準操作手!願書に基づき以下の基準 (0"-'4)で行い、

基準 l以上を生育阻害有りとした。

0:生育阻害が認められない。

微細なパックグラウンドコロニー (50倍程度の倍率で観察可能)が培地一

面に観察され、対照群のバックグラウンドコロニーとの差が認められない。

いわずかな生育阻害が認められる口

対照、群に比べ、パックグラウンドコロニーが減少して個々のコロニーの

大きさが大きくなっている。

2 :中程度の生育阻害が認められる。

隆起した大きな復帰変異コロニーと、平坦で、小さなパックグラウンドコ

ロニーが並存している。

3 :強い生育阻害が認められる。

バックグラウンドコロニーが復帰変異コロニーと同程度の大きさまで成

長し、両者の判別が困難である。

4:生存菌が全く認められない口

(4)観察結果の集計方法

各試験群の復帰変異コロニー数の平均値±標準偏差を求めた。

10. 試験結果の評価

(1)試験系の感度確認

各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値が、それぞれ試験施設の背景デ

ータに基づく管理値の範囲内であり、かつ、各蕗株の陽性対照群の復帰変異コロニー

F
O
 

'
a
i
 



SR05341 

数の平均値が陰性対照群の値の 2倍以上である場合に、試験系が適切な感度を有して

いるものと判断した。

(2)試験結果の判定基準

被験物質処理群の復帰変異コロニー数の平均値が陰性対照群の値の 2倍以上とな

り、かっ用量の増加にともなう復帰変異コロニー数の増加が、用量設定試験と本試験

で再現性を持って認められた場合に、被験物質の遺伝子突然変異誘発性は陽性である

とした。試験結果の判定にあたって、統計学的手法は用いなかった。
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成績

用量設定試験の復帰変異コロニー数の計測結果を Table1および 2に、本試験の復帰変

異コロニー数の計測結果を Table3および 4にそれぞれ示す また 用量設定試験および

本試験における被験物質用量と復帰変異コロニ)数の用量一反応曲線を Figure1-1'"'-' 5-2 

に示す。

用量設定試験(5'"'-'5000μg/p1ate)の結果、各菌株の被験物質処理群の復帰変異コロニー

数の平均値は陰性対照群の 2倍未満であり、用量の増加にともなう復帰変異コロニー数の

増加もみられなかった。被験物質処理による析出が、各菌株の直銭法および代謝活性化法

とも 1500μg/p1ate以上の用量で観察された。生育阻害は、各菌株の直接法では観察され

ず、また、代謝活性化法では 1500問 /plateの用量までは観察されず、 5000問 /p1ateの

用量では被験物質の析出により判定が困難であった。

本試験(78.1'"'-' 5000 llg/P 1a te)の結果、各菌株の被験物質処理群の復帰変異コロニー数の

平均値は陰性対照群の 2倍未満であり、用量の増加にともなう復帰変異コロニー数の増加

もみられなかった。被験物質処理による析出が、各議株の直接法および代謝活性化法とも

1250 llg/p1ate以上の用量で観察された。生育阻害は、各菌株の直接法では観察されず、

代謝活性化法では~ typhimurium TA1535および TA1537の 1250μg/p1ateの用量で観察さ

れ、 2500μg/p1ate以上の用量の生育阻害の有無は被験物質の析出により各菌株とも判定

が困難であった口

用量設定試験および本試験いずれにおいても、各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニー

数の平均値は、全て試験施設の背景データに基づく管理値(Appendix3)の範閤内であり、

また、陽性対照群の復帰変異コロニー数の平均値は、全て陰性対照群の値の 2倍以上であ

った。

用量設定試験および本試験いずれの無菌試験においても、被験物質調製液の最高濃度お

よび S9mixに雑菌の混入はみられなかった。
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察考

ジベンゾチオフェンの細菌における遺伝子突然変異誘発性を、 S.typhimurIum TAI00、

TA1535、TA98、TA1537および E.col i WP2 uvrAを用いる復帰突然変異試験により検討した。

用量設定試験は、被験物質の最高用量を 5000μg/plateとし、以下公比約 3で用量を低

下させた計 7用量の試験群で実施した。本試験は、用量設定試験の結果に基づき、被験物

質の最高用量を 5000μg/plateとし、以下公比 2で用量を低下させた計 7用量の試験群で

実施した。

試験の結果、用量設定試験および本試験ともに、各菌株の直接法および代謝活性化法の

いずれの試験系列においても、被験物質処理群の復帰変異コロニー数の平均値は陰性対照

群の値の 2倍未満であり、用量の増加にともなう復帰変異コロニー数の増加も認められず、

結果は陰性であった。被験物質処理による析出が各蕗株とも高用量で観察され、用量設定

試験および本試験で再現性が確認された。生育阻害は、用量設定試験および本試験ともに

直接法では観察されず、代謝活性化法では本試験の一部菌株において 1250Ilg/plateの用

量で観察され、 2500μg/plate以上の用量では被験物質の析出により各菌株ともその判定

が困難で、あった。しかし、用量設定試験および本試験のいずれにおいても、各菌株は生育

阻害のみられない用量を 4用量以上含み、また、ガイドライン上限用量の 5000Ilg/plate 

までの検討を行っていることから、判定困難による評価への影響はないと判断した。

用量設定試験および本試験のいずれにおいても、各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニ

ー数の平均値は、全て試験施設の背景データに基づく管理値の範囲内であった。各菌株の

陽性対照群の復帰変異コロニー数の平均値には、それぞれの陰性対照群の値と比較して 2

倍以上の明確な増加が認、められた。これらの結果から、各菌株が変異原物質に対し適切な

感受性を有していたことが確認された。

以上のことから、ジベンゾチオフェンは、当該試験条件下において試験菌株に対する遺

伝子突然変異誘発性を有しないと判断した。
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試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因

試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因はなかった。

資料の保存

1.資料保存施設および保存資料

以下の資料を、株式会社化合物安全性研究所の資料保存室に保存する。

(1)試験計画書、試験計画書変更書

(2) 生データその他の記録文書

(3)最終報告書

2. 保存期間

SR05341 

試験終了後 10年間保存し、その後の保存については試験委託者との協議により決定す

る。

試験責任者の記名なつ印

ム月，)，)
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Table 1 Reverse mutation test ofdibenzothiophene in Salmonella typhimurium TAIOO， TA1535， TA98， 

TA1537 and Escherichia coli WP2uvr A without metabolic activation (dose-finding test) 

Compound Concentration 

(μg!plate) 

Revertants per plate 

(Mean土S.D.)

S9 (ー)

TAI00 TA1537 TA1535 WP2uvrA TA98 

Control a 136 ， 113 
122 

(124士12)

Dibenzothiophene 5 128 ， 112 
128 

(123土9)

11 ， 6 17 ，16 9 ， 12 15 ， 7 
13 19 19 14 

(10士4) (17土2) (13土5) (12士4)

5 ， 5 19 ，12 21 ，12 16 ，10 
8 13 15 6 

(6土2) (15士4) (16士5) (11士5)

15 126 ， 13 0 10 ， 7 9 ， 16 19 ，19 6 ， 13 
142 6 13 13 11 

(133土8) (8土2) (13土4) (17士3) (10土4)

50 118 ，113 
113 

(115:f:3) 

150 82 ，94 
89 

(88士6)

500 92 ，71 
71 

(78土12)

1500 73 # ，103 # 
74 # 

(83土17)

5000 71 # ， 76 # 
92 # 

(80土11)

8 . 5 

6 

(6土2)

16 ，16 
12 

(15土2)

15 ，17 
10 

(14土4)

3 ， 5 10 ，10 10 ， 5 
3 13 8 
(4士1) (11土2) (8士3)

2 ， 2 12 ，12 1 ， 7 
5 15 7 

(3土2) (13土2) (5士3)

3 # ， 2 # 
4# 

(3土1)

4 # ， 6 # 
6韓

(5土1)

16 # ， 7 # 
10 # 

(11土5)

10 # ， 16 # 
11# 

(12土3)

8 # ， 7 # 
8 # 

(8土1)

必
仔0
0
 

、・s
f

，

唱
I土

#

岸

勺

r

司

f
『

f

〆
E
1

9 ， 8 
10 
(9土1)

7 . 7 

8 

(7土1)

7 ， 8 
8 
(8土1)

6轟， 5韓
5 # 

(5土1)

12再， 9岸

8 # 

(10土2)

AF・2 9-AA NaN3 AF-2 AF同2

Positive 

control 

Concentration 
(μg!plate) 0.01 80 

Rev.Jplate 830 ，844 

927 

(867土52)(Mean土S.D.)

0.5 

351 ，322 

314 

(329土19)

0.01 

112 ， 112 

106 

(110土3)

0.1 

396 ，419 

443 

(419土24)

240 ，179 

245 

(221士37)

a : Dimethyl sulfoxide 

AF-2: 2・(2・F町yl)・3・(5・niむ0-2綱furyl)acrylamide 
NaN3 : Sodium azide 

9・AA:9・Aminoacridinehydrochloride hydrate 

Rev. : Revertants 

者:Precipitation at the end of treatment 
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Table 2 Reverse mutation test ofdibenzothiophene in Salmonella typhimurium TAIOO， TA1535， TA98， 

TA1537 and Escherichia coli WP2uvr A wIth metabolic activatIon (dose-finding test) 

Compound Concentration 

(μg!plate) 

Revertants per plate 

(Mean土S.D.)

S9 C+) 

TAI00 TA1537 TA1535 WP2uvrA TA98 

Control a 

Dibenzothiophene 5 

15 

50 

150 

500 

1500 

5000 

109 ，113 
121 
(114士6)

147 ，113 
142 

(134土18)

152 ，113 
122 

(129土20)

120 ，129 11 
139 
(129土10)

7 ， 7 16 ，21 26 ，20 16 ，15 
9 18 18 18 

(8士1) (18士3)ο1ま4) (16士2)

7 ，11 
6 

(8土3)

15 ，13 28 ，29 13 ，17 
16 

(15土2)
31 

(29土2)

10 ， 5 20 ，19 28 ，21 
9 12 35 
(8ま3) (17土4) (28土7)

(6土4)

110 ，119 11 ， 7 
114 6 
(114土5) (8土3)

5 16 ，21 23 ，18 

(18土3)
28 

(23土5)

11 
(14土3)

8 ，20 
16 

(15士6)

13 ，16 
13 
(14土2)

12 ，11 

7 
(10土3)

7 ，12 
8 
(9土3)

5 11 ， 8 # 
6 # 

(6土2)

3d f， 
9 # t 

(7土3)

8 11 t 15再↑， 16岸十 15#t，15世t31岸t，19 # t 
20 # t 16 11 t 15 # t 

(17土3) (15土1) (22土8)

2・AA

2 

220 ，245 

267 

(244土24)

ワム
円

4

15 ，23 18 ，24 
11 22 
(16土6) (21土3)

16 ，16 15 ，13 
17 13 

(16士1) (14土1)

14 # ， 8 # 
10 # 

(11土3)

25岸， 14 # 

23 # 

(21土6)

85 ， 69 7 ， 8 
79 3 
(78土8) (6土3)

85 # ， 73 11 
90岸

(83土9)

93 #↑， 95 #↑ 
76 #十

(88土10)

611 ， 6 # 
8岸

(7土1)

ユAA 2-AA 2-AA 2・AA

Positive 

control 

Concentration 
(μg!plate) 

Rev.lplate 1112 ， 1201 

1440 

(1251土170)

10 0.5 

715 ，645 

646 

(669土40)

178 ，214 

184 

(192土19)(Mean士S.D.)

a: Dimethyl sulfoxide 

2・AA:2・Aminoanthracene
Rev. : Revertants 

# : Precipitation at the end of treatment 

十:Growth inhibition was not determined because of dense precipit剖ionat the end of treatment. 

2 

153 ， 166 

171 

(163土9)



Table 3 Reverse mutation test of dibenzothiophene in SalmoneUαかphimuriumTAI00， TA1535， TA98， 

TA1537 and Escherichia coli WP2uvr A without metabolic activation (main test) 

Compound Concentration 

(μglplate) 

Revertants per plate 

(Mean土S.D.)

S9 (-) 

TAI00 TA1537 TA1535 WP2uvrA TA98 

Control a 132 ，135 

142 

(136土5)

Dibenzothiophene 78.1 92 ， 94 
96 

(94土2)

156 98 ， 76 
85 

(86土11)

313 

7 ，10 19 ，11 
6 12 

(8土2) (14土4)

5 ， 7 9 ， 15 
7 16 

(6土1) (13土4)

13 ， 9 12 ，18 
15 16 

(12土3) (15土3)

8 ，13 14 ，19 
11 16 

(11土3) (16土3)

8 ， 6 12 ，10 10 ， 10 22 ，23 
3 9 12 18 

(6土3) (10土2) (11土1) (2l:!:3) 

73 ， 75 10 ， 6 13 ， 8 
72 6 5 
(73土2) (7土2) (9土4)

625 91 ， 85 
65 

(80土14)

1250 114 # ， 84 # 
93岸

(97土15)

2500 84 # ) 105 # 

109再

(99土13)

5000 91 # ， 98 # 
100非

(96土5)

3 ， 5 10 ，10 
5 6 
(4土1) (9土2)

5 # ， 8 # 
5 # 

(6土2)

4岸， 6 # 

(4土3)

必
作.，EA

 

、‘，ノ

，

4. 
土

高

岸

4r・1

ウ
h

O

J

8 # ， 8 # 
8 # 

(8土0)

7 # ， 16 # 
15 # 

(13土5)

14 # ， 11 # 
14再

(13土2)

8 ，9 10 ， 9 
6 13 

(8土2) (11土2)

7 ， 6 8 ， 11 
8 16 

(7土1) (12土4)

5 # ， 8岸
8 # 

(7土2)

5 # ， 6 # 
11 # 

(7土3)

10# ， 7# 
11 # 

(9土2)

7# ，11# 
13 # 

(10土3)

8 # ， 12 # 
15 # 

(12士4)

6 #， 7 # 

13 # 

(9土4)

AF・2 手AANaN3 AF・2 AF・2

Positive 

control 

Concentration 
(μglplate) 

Rev./plate 

0.01 

1024 ，982 247 ，287 125 ，112 494 ，461 137 ，250 

80 

1006 

(Mean土S.D.) (1004土21)

0.5 

236 

(257土27)

0.01 

107 

(115土9)

-za 
Aυ 

499 

(485土21)

282 

(223土76)

a : Dimethyl sulfoxide 

AF・2:2・(2・Furyl)-3・(5-ni仕0-2-白ryl)acrylamide
NaN3 : Sodium azide 

9・AA:9・Aminoacridinehydrochloride hydrate 
Rev. : Revertants 

# : Precipitation at the end of treatment 

円
台
U

円
ノ
“



Table 4 Reverse mutation test of dibenzothiophene in Salmonella typhimurium TAI00， TA1535， TA98， 

TA1537 and Escherichia coli WP2uvr A with metabolic activation (main test) 

Compound Concentration 

(μg1plate) 

Aし
VM
 
d
A
j
一

汀

D
一

:
・
-

P
S
で
け

S

土
一
一

ι~

制

閣

一

m
M

倒

M
一

v
i
-
-

戸

u'R
 

TAI00 TA1537 TA1535 WP2uvrA TA98 

Control a 

Dihenzothiophene 78.1 

156 

313 

625 

1250 

2500 

5000 

154 ，166 
142 

(154土12)

143 ，146 

129 

(139土9)

97 ，101 

105 

(101土4)

94 ， 71 
80 
(82土12)

79 ， 71 
69 

(73土5)

61 # ， 86岸
85 # 

(77土14)

64 # t) 72岸f

92非T

(76土14)

104 # t， 112 # t 
100 # t 

(105土6)

6 ， 5 
7 

(6土1)

15 ，14 31 ，31 15 ) 14 
19 25 23 

(16土3) (29土3) (17土5)

(5土1)

4 19 ) 15 32 ，26 13 ，15 
16 

(17土2)

22 

(27土5) (15土2)

16 ，16 
15 

(16土1)

16 ，16 
20 

(17土2)

12 ， 5 
11 

(9土4)

11 #手， 6 # * 
11非*

(9土3)

3tf， 
5 # t 

(3土3)

。再↑ 19#t， 25#t 18#t， 17#t 11 #t， 9#t 

19 #↑ 16再t 10岸?

(21土3) (17土1) (10土1)

2・AA 2・AA 2・AA

7 
(5土3)

2 18 ，10 21 ，28 

3Hf， 
6 # t 

(5土2)

7岸t19 #↑， 17 # t 23 # t， 15 # t 20 # t， 22 #↑ 

22 # t 19岸t 22 # t 

(19土3) (19土4) (21土1)

2 10 0.5 

(14土4)

16 

ο2土6)

2-AA 

6 

(4土3)

5 18 ，20 10 ，21 
13 

(17土4)
19 

(17土6)

2-AA 

Positive 

control 

Concentration 

(μg1plate) 

3 ， 3 15 ， 18 22 ， 15 

5 13 15 

(4土1) (15土3) (17土4)

3#*， 2#本 11# ， 11# 
5 #ホ 8# 

(3土2) (10土2)

15# ， 17# 
15再

(16土1)

Rev./plate 

2 

(Mean土S.D.)

1119 ，1110 

1048 

(1092士39)

227 ，216 

250 

(231土17)

768 ， 759 

785 

(771土13)

弓
r
h『，ι

、.E
/

つA
4

3

-且

，

士

守

fnu
 

n
y
A
U
内，

L

n
y
n
u
〆
'
1

1
1

司，
h

141 ， 138 

156 

(145土10)

a : Dimethyl sulfoxide 

2-AA : 2-Aminoanthracene 
Rev. : Revertants 

# : Precipitation at the end of treatment 

* : Growth inhibition 
↑: Growth inhibition was not determined because of dense precipitation at the end of treatment. 
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Appendix 1 SR05341 

試験成績 重主
a 

平成 18年 4 月 11 日

鍾虫

@関東化学稼式会社

苧103-0023東京都中央区日本橋本町3-ト8

電話~.o 3)3279-17

ジベンゾチオフェン

前一

x
。L-
n
L
一
側一

z

nu
一
F
D

ワ
s
一
つ
白

試験の結果は下記の通りであります。

項

純度 (GC'! 98.0~ 上 99. 1 

融点 ℃ 98.......101 99.2 

赤外吸収スベクトル ム格

」一一

a . 

. . 
~ ・ー・.~-..~ー.-. -~ -

.. 
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L盤考

「
同

u
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Appendix 2 SR05341 

試験成績 主目

平成 19年 4 月 9 日

宅島関東化学株式会社

3・0023東京都中央区日本橋本町3-2-8
盤皇 電話 (03)3279-1751

ジペンゾチオフヱン

塵

706W2267 

25g x 

試験の結果は下記の通りであります。

工雪 呂 主ilL___ ま晃 格 値 成 *与頃量ヨE

純度 (GC) % 98.0以上 98.9 

----，.--

----

一ーー

-ー

『ー

備考 リターン分析 ー---1

L一一一一一ーー
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Appendix 3 SR05341 

HistoricaI control data for reverse mutation test 

Control data (Date: 2003.4'"'-'2006.6) 

Strain TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

Metabolic 
S9(寸 S9(+) S9(ー) S9(+) S9(ー) S9(+) S9(ー) S9(+) S9(一) S9(+) 

activation 

NO.ofdata n = 164 n = 165 n = 148 n = 148 n = 148 n = 148 n = 170 n = 169 n = 149 n = 149 

Mean土 S.D. 115土 14 135土 14 9士2 10土 2 17 x 3 20土3 16土 4 29士5 12土3 16土 5

Maximum 147 177 17 21 27 31 27 42 20 26 

Minimum 94 111 5 6 11 15 10 20 5 2 

X-R-Rs a 88 ---142 106"'-164 4'"'-14 5 '"'-15 9 '"'-25 12，.，.，.28 8 '"'-24 18 "-40 4'"'-20 5 "'-27 

Positive control data (Date: 2003.4"-'2006.6) 

Strain TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

Metabolic 
S9(ー〉 S9 (+) S9(一) S9(+) S9(ー) 89(+) S9(一) S9(+) S9(ー) S9(+) 

activation 

Compound AF-2 2-AA NaN3 2-AA AF-2 2・AA AF-2 2-AA 9・AA 2-AA 

Concentration 
0.01 0.5 2 0.01 10 0.1 0.5 80 2 

(μglplate) 

NO.ofdata n = 164 n = 165 n = 148 n = 148 n = 148 n = 148 n = 170 n = 169 n = 149 n = 149 

Mean土 S.D. 751土 140 1222土 220 239 :1: 46 251土 48 110土 13 811士 119 325土 79 265土 54 257士50 230士53

Maximum 1258 1934 345 390 143 1130 524 416 466 426 

Minimum 509 773 156 167 88 474 214 171 175 140 

X-R-Rs a 488'"'-1014 733"'-1711 141'"'-337 179'"'-323 86---134 558.....1064 184---466 167'"'-363 132'"'-382 137"-323 

a X-R-Rs=X士2.66Rs

X=M伺 n

Rs=Me釦 of(Xi -Xi・1)
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