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要約

ピグメントグリーン 7について，Salmonella typhimurium T A98ラ TAIOO，TA1535ヲ TA1537

およびEscherichiaco/i 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 5000，1250， 313， 78.1ラ 19.5，4.88， 1.22 j1g/7
0

レー卜の 7用量で実施した結果，S9 

mlX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ラ TA1535，TA98， TA1537の 313μg/7
0
レート以上で，

共存下では TAI00ヲ TA1535，TA98ラ TA1537の 5000J1g/7
0
レートで菌の生育阻害が認められた.

との結果をもとに本試験では，S9 mix非共存下の TAI00，TA1535， TA98， TA1537は 625'" 

9.77 !-1g/70トト(公比 2)の 7用量，WP2uvrAは 5000'" 313 j1g/7
o

レート(公比 2)の5用量を，共

存下の TAI00，TAl535ヲ TA98，TAl537は 5000'"156μgゲトト(公比 2)の6用量，WP2uvrA 

は 5000'"313μg/7
0
レート(公比 2)の 5用量をそれぞれ設定した.

2回の本試験の結果， 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，ピグメントグリーン 7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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1. 試験物質

1.1被験物質

8L667 

材料および方法

1328-53-6，ロット番号

から提供されたピグメントグリーン 7(CAS番号

純度 99.10/0)は，使用時まで室温に保存した.被

験物質は下記の構造式および分子量を有する水，ジメチルスルホキシドおよびアセト

ンに不溶の緑色粉末である.

構造式: CI CI 
¥ Cl Cl、 I __ 

Ck ./ミ~ "'〆/、、 _CI~可γγ 、:-./~.

Jl À~N~/た斗
CI' ¥¥ 'T 、~ r 、CI

~N Nニニ〈

一 一N 、Cu N 

~N/ "N-4' 
CJ.... j ¥)._ J. ).__ _ CI 

、Tグ¥〆、N......."γ/ 、~

l‘ 11 ¥1 _¥ 
CI/ 守_.......-.......CI Cl/-y-、Cl

CJ Cl 

分子量:1127.15 

不純物:水分 0.1% 

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 ロット番号

陰性対照
γメチルスルホキシト争 DMSO 関東化学側 912S1784 

陽性対照
2-(2・7リル)-3・(5・ニトロー2-791レ) AF-2 和光純薬工業開 PTQ1296 
アクリルアミド
了γ化ナトリウム NaN3 和光純薬工業側 KWE6685 
N-エチル-Nιニトロ由N二ニトロプグアニγン ENNG Sigrna Chemical Company 56F-3651 
9・7ミ/アタリ〆ン塩酸塩 9-AA S和ig光ma純C薬hem工ical Company 80F-0186 
2・7ミノアントラセン 2-AA 業側 TWH2355 

2. テスト菌株 1) 2) 

2.1テスト菌株

純度(%)

99.7 

98.8 

96.5 
99.0 
99 
98.0 

カリフォルニア大学 より 1983年 5月27日に入手した Salmonella

typhimurium TA98， TAIOO， TA1535， TA1537および東京大学医科学研究所 よ

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

困 株 変異遺伝子
DNA修復 膜変異 R因子 突然変異型

TA98 hisD 抑 rB rfa pKMI0l フレームシフト

TAI00 hisG uvrB rfa pKM101 塩基対置換
TA1535 hisG uvrB ザα 塩基対置換

TA1537 hisC uvrB γ1a 一 プレームシフト
WP2uvrA trpE uvrA 十 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
0Cで 8時間振渥培養した各菌懸濁液 4m]に対し， 0.35 mlの

割合で DMSO(関東化学側，ロット番号 912S1784)を加えた. これを 200μl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
0C以下に凍結保存した

ものを使用した.

2.4菌懸濁液

凍結保存した菌懸濁液を解凍後， 20 plを液体完全培地 10mlに接種し， 37
0

Cで

8時間振塗培養した.培養終了後の菌懸濁液は，濁度計を用いて菌濃度を測定し，各

菌株共に生菌数が 1x 1 Q9/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 11に対し，ニュートリエントブロス COxoidNutrient Broth No.2， Unipath社，

ロット番号 02859365) 25 gの割合で溶解し，オートクレープ滅菌(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(オリエンタノレ酵母工業開，ロット番号 ANI00BO)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CBacto-Agar，Difco社，ロット番号 80050AJB)0.6 g， 
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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ーピオチン， 0.5 mM  L-ヒスチジン混合水溶液

(サルモネラ用)または 0.5mM L- トリプトファン水溶液(大腸菌用)をそれぞれ 1110

量添加した.使用時まで約 45OC~こ保温した.

4. S9 mix 

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ラ6-ベンゾブラボン(3日目に 80mg/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(キッコーマン附，ロット番号 RAA-397: 1999年 2月 5日製造)を購入

し，使用した.使用時まで -80
0

C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 3)

89 
塩化マグネシウム六水塩
塩化カリウム
D-グノレコース 6-リン酸
s -NADPH 。-NADH
ナトリワムーリン酸緩衝液(pH7.4) 
滅菌精製水

5.1被験物質懸濁液および陽性対照物質溶液の調製

0.1 ml 
8μ'mol 

33μmol 
5μmol 
4μmol 
4μmol 

100 pmol 
残量

溶媒検討の結果， 50 mglmlの濃度で水およびDM80に不溶で、あったが， DMSOに

均一に懸濁したため，溶媒には DMSOを用いた.被験物質を所定濃度で DMSOに懸

濁し，これを同じ溶媒を用いて希釈して各用量の被験物質懸濁液を調製した.

陽性対照物質の NaN3は注射用水(岡大塚製薬工場，ロット番号 K8G77)に，その他は

DMSO(関東化学側，ロァト番号912S1784)に溶解した.

5.2被験物質用量

予備試験を 5000，1250， 313， 78.1， 19.5， 4.88ラ 1.22)1g/7"レートの 7用量で実施した結果，

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ヲ TA98，TA1537の 313μg/
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プレート以上で，共存下では TA]OO，TA1535， TA98， TA]537の 5000f.1g/プレートで菌の生育

阻害が認められた.この結果をもとに本試験では， S9 mix非共存下の TAIOO，TA1535， 

TA98， TA1537は 625，3]3ヲ ]56，78.1，39.1，19.5，9.77μg17
0

レートの 7用量，WP2uvrAは

5000ラ 2500，1250， 625，313μg}プレートの 5用量を，立存下の TAI00，TA1535， TA9&ラ

TA1537は 5000，2500ラ 1250，625， 313， 156μglプトトの 6用量，WP2uvrAは 5000ラ 2500，

1250， 625， 313 f.1g/プレートの 5用量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懸濁液を 0.1ml， 0.] M ナトリウムーリン酸緩衝液

(pH 7.4)を 0.5mlおよび菌懸濁液を 0.1ml加え， 37
0

Cで 20分間振壷培養した. S9 

ffilX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 S9mixを

0.5 ml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，最少グノレ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
0

C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，被験物質による菌の生育阻害の有無

を調べた後，目視により被験物質の沈殿の有無を確認した.プレート上の復帰変異コ

ロニー数を自動コロエーカウンターまたは目視で計測した.予備試験は各用量につき

l枚のプレートを使用した.本試験は各用量につき 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.

困 株 S9 mix非共存下 S9 mix共存下
(J.lg/7

0

レート) (μg!7α レート)

TA98 AF-2 0.1 2-AA 0.5 
TAIOO AF-2 0.01 2-AA 
TA1535 NaN3 0.5 2-AA 2 
TA1537 9-AA 80 2-AA 2 

WP2uvrA ENNG 2 2-AA 10 
一一ー

5.4無菌試験

最高用量の被験物質懸濁液または 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.
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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，被験物質用量の増加にともなっ

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.

12 
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結果

予備試験の結果を表 lに，本試験の結果を表 2，3および図 1'" 1 0に示す.

予備試験を 5000，1250，313，78.1，19.5，4.88，1.22j1g/7"レートの 7用量で実施した結果， S9 

mlX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， TA98， TA1537の 313μgJ7
0

レート以上で，

共存下では TAI00，TA1535， TA98， TA1537の 5000μg/7
0

レートで菌の生育阻害が認められた.

この結果をもとに本試験では，S9 mix非共存下の TAIOO，TA1535， TA98， TA1537は 625'" 

9.77μg/プレート(公比 2)の 7用量，WP2uvrAは 5000'" 313 f.Jg/7
0

レート(公比 2)の 5用量を，共

存下の TAI00ラ TA1535ラ TA98ヲ TA1537は 5000'"156μg17
0

レート(公比 2)の 6用量，WP2uvrA 

は 5000""313μ'g17"レート(公比 2)の 5用量をそれぞれ設定した.

2回の本試験の結果， 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.また， S9 mix非共

存下では TAI00，TA1535の 313μg/7
0

レート以上，TA98ラ TA1537の 625μg/7
0

レートで， 共存下

では TA100，TA1535， TA98， TA1537の 5000μg/プレートで菌の生育阻害が認められた.

S9 mix非共存下の 39.1μsワ。レート以上および共存下の 78.1μgワ。レート以上で沈殿物が認め

られた.

考察および結論

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，最高用量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，カビ等の発育は認められなかった.

以上の結果から，ピグメントグリーン 7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.

なお，同物質の細菌を用いる復帰突然変異試験に関する情報を添付資料にまとめた.
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表 1
試験結果表(予備試験)

被験物質の名称 ピグメントグリーン 7 (No.8L667 ) 

試験実施期間 1999年 3月 16日 より 1999年 3月 19日

代謝活性 被 験 物 質 復帰変異数(コロニー数 /7
0

レート)

化系の 用 量 塩 基 士f 置 換 型 フレームシフト型

有 鉦 (μg/7"レート) TAlOO TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

90 10 21 26 11 
陰性 対 照

85 10 18 19 12 
1 . 2 2 

80 10 29 30 10 
4 . 8 8 

84 8 27 20 11 
S 9 mix 1 9. 5 

( - ) 91 5 18 17 18 
7 8 . 1 t 

91* 7本 26 18ホ 9本
3 1 3 t 

81本 9ヰ 23 17本 3本
1 2 5 0 t 

68* 17* 18 14本 14* 
5 0 0 0 t 

91 12 40 27 15 
陰性対照

83 8 34 25 16 
1 . 2 2 

84 11 24 28 12 
4 . 8 8 

83 12 23 34 18 
S 9 mix 1 9. 5 

( + ) 91 8 23 29 23 
7 8 . 1 t 

93 8 33 22 22 
3 1 3 t 

97 9 22 30 19 
1 250  t 

88* 5本 19 21* 16* 
500  0 t 

S9 mix 
名 称 AF・2 NaN3 ENNG AF・2 9-AA 

陽 を必要
(μg用/70 レ量ート)

としな
0.01 o. 5 2 O. 1 80 

コ/ロニー7数0 レ]ト 472 389 720 516 387 
性 いもの

対 S9 mix 
名 称、 2-AA 2-AA 2・AA 2・AA 2・AA

を必要
(μg用/70

量
レート)

日召 とする
l 2 10 o. 5 2 

コ/ロニー7数0 レート 933 232 1566 428 170 
もの

(備考)本:菌の生育阻害が認められた.

十:沈殿物が認められた

AF-2 : 2・(2・7リル)-3・(5-ニトロ・2-7リル)了グリルアミド， NaN3:了シ守化ナトりウム

ENNG: NーエチトN'ーニトローN-ニトロブク、 Tニγン， 9・AA:9・7ミ)7クリシ、ン塩酸塩， 2-AA: 2-了ミノアント7Yン
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表 2
試験結果表(本試験 1) 

被験物質の名称 ピグメントグリーン 7 ( No.8L667) 
試験実施期間 1999年 3月 29日より 1999年 4月 1日

代謝活性

(μ被用g/験7"物レも質量ト)

書J畳護異数(コロオ/7'J;-~) 
化有系無の 塩基対 型 フレームシフト型

TAJOO TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 
陰性対照 101j 士 9~~ 8L1j iii±2ij iii±11j ijj±?j 
9 . 7 7 ijiL10fj {士 lB / iij士 29~ iii±ij 
1 9. 5 liii±?ij I;{士 1~~ jji±22j i士 lB
3 9 . 1 t iii±91j i ~士 B ijj 士 Ig~ 11i 士 Ig~
7 8 . 1 t 85jf81j liiI;j iij士 1~~ lij士 B

S 9 mix 
117い?ij jj±;j i?{±15j 9 fi B (ー)

156 t 

3 1 3 t 1!?i{ 士 9~~ 1?ii±ij ! ~士 2g~ I?{±lg 7j士 Ý~
6 2 5 t i1iIB Mi本:Lloij 

iiiう 2?{ 士 2~~ jjii±1?j liij±11j 
1 2 5 0 t / ~:t 2 ~ ~ / 
2 500 t ヤど / ~ ~士 24~ヤど5 000 t レ/ 26{±2ij 
陰性対照 93i±9Jj lii±1jj ??j士3â~ iiiI25} jj j± 引
1 5 6 t 13jj士 9~~ ~ ~士 B~ 30j±32j 18j±15j 
3 1 3 t !??L103j 8i±?j ~ ~士 2~~ 3?{ 士 2~~ 1i i士 1~~

S 9 mix 
(十)

625 t ljji±?ij i{±?} ??{士 2B 31i±33j 20{士 2g~

1 2 5 0 t iii±82j 10{ 士 Ï~ iii士3B {士 2~l ?ii士 2~~ 
2 500 t lii{ 士 9~~ lii 士 11~ jjj±21j jj i±23j 18j±2jj: 
5 0 0 0 t 111A2Y:* {+9;j ?:{±ij 3ij+31j jjjj±2ij ijjj士 1rf 

S9 mix 名称 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9-AA 
陽 を必要

(μE用17"レ量ート) 0.01 O. 5 2 O. 1 80 
としな

/ー考 ii!j士4;?jjj;{士411j?iij士633jiiii±切 ;;iL3iij 性 いもの 7-t;-ト

対 S9mix 名称 2・AA 2・AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要
(μg用17。レ量ート) 2 10 O. 5 2 

日召 とする
/-7竜一ト iii!日IMj;!?imj {!4iij iiiL535j iojL12j もの

{ 1;1土 エ担与、 .1. • ;::盟主庁、 よト =rr口 ζ韮? -À~・=刃 』λ 1"'. 争、 +~ 『 守ア +kI ];志 、
t :沈殿物が認められた. (:t標準偏差)

AF-2 : 2・(2回フリル)-3・0・ニトロ-2-フリル)了グリルアミド， NaN3:了シ1七ナトリウム
ENNG: N-ヱチルーN'ーニトロ-N-ニトロブク、了ニシ、ン， 9-AA: 9・7ミノアタリシ、ン塩酸塩， 2-AA: 2-了ミ/了ント7セン
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q
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表
試験結果表(本試験 2) 

被験物質の名称 ピグメントグリーン 7 (No.8L667 ) 

試験実 施期間 1999年 4月 5日より 1999年 4月 8日

代謝活性 被 験 物 質 復帰変異数(コロー一数/70

トト)

化有系無
の

(u用g/7"レー量ト)
塩基対置顎 型 フレームシフト型

TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 
陰性対照 91L111j ~i B ~ i 2 ~ ~ {士 1~~ {十 1~~
9 . 7 7 iojj+10? ~ f士 B / iij十 2B ~ i ~ ~ 
1 9. 5 ;!?L103j ljj±ij / {土 2~i f i 1 ~ ~ 
3 9 . 1 t iiii+liij 1i j 十~~ / iij 十 1~~ ~ i r ~ 
7 8 . 1 t ijj{ 士 9~~ 10{±?j / 11j 士 2g~ ~ i 1 ~ ~ 

S 9 mix 112V??j 8j±?j ゾ ト lß~ ~! 1 ~ ~ (ー)
156十

3 1 3 t iHiYi本:iJ?ij iij±ij 22{土 2~ ~ jjj±21j {士 1~~
625 t !?EL1iij ilijI1jj ~! 2 ~ ~ ii:i 士 21~ ii:{土 ln

1 250 t / / 19j±2jj / / 
2 500 t / / {士 2~)ヤど / 
5 000 t / ~ 2?{ 士 2~~ レ/
陰性対照 Ij1 j士引 I ~土~~ iij士3lj jj L35j j士 1B
156 t 95j+93j :ii 士 ~i ~ 23 j+25j ~ i l? ~ 
3 1 3 t 109j+93j 10i+ij oi十 iij ji i 士 2~~ f:t 1 B 

S 9 mix 625 t 103j±93j 1lj±ljj 30j±3jj 2jjf25j {士 lB( + ) 

1 250十 iii±91j ?{±;j ijjI25j 21{士 2~~ ij j 士 1~~
2 500 t 107L10ij 1ij+ij 2j ト21) {士 2s ~ {士 B
5 0 0 0 t iii j 十 94~ ljiL 13j 6j+2fi jjij+2?i ;;jIE 

S9 mix 名称 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9・AA
陽 を必要

(J，.lg用17白量レート) o. 5 2 O. 1 80 
としな

o. 01 
性 いもの / 7晃一卜 総 {±611j ii!jt4iij 937jI8ifj iiiiAij {士ijij 
対 S9 mix 名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を 必 要
(μE用17。レ量ート) 2 10 o. 5 2 

日召 とする
l 

もの
コ/ロニ一7事vqu-ト 145?j1411j iiiL21ij 115i i!?iij {±5iij iiiL211j 

， ._... ............... - .1 一一~ hh  ---+-・ B司、 」主唱 " 、，_ /で1， J...L-.ト←、

t :沈殿物が認められた. (士標準偏差)

AF-2 : 2・(2-7リル)-3-(5・ニトロ・2-7リル)了クリル了ミド， NaN3:了シ守化ナトリウム
ENNG : N-エチル-N'・ニトロ-N-ニトロソf了ニシ守ン， 9-AA: 9・7ミJ77リシ v ン塩酸塩， 2-AA: 2-7ミ/了ント7セン
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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 ) 
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凶り (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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