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陳述書

表題:リン酸トリアリルの細菌を用いる復帰突然変異試験

試験番号 :SR08207

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、最終改正 平成 20年 7月 4日 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、最終改正 平成 18年 11月 20日 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D

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D
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信頼性保証書

表題:リン酸トリアリルの細菌を用いる復帰突然変異試験

試験番号 :SR08207

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 2010年 7月 9日 2010年 7月 9日 2010年 7月 9日

試験計画書変更書(No.1) 2010年 7月 16日 2010年 7月 20日 2010年 7月 20日

試験計画書変更書(No.2) 2010年 8月 6日 2010年 8月 6日 2010年 8月 6日

試験計画書変更書(No.3) 2010年 10月 29日 2010年 10月 29日 2010年 10月 29日

試験計画書変更書(No.4) 2011年 10月 3日 2011年 10月 3日 2011年 10月 3日

被験物質の受入・表示・保存 2010年 7月 9日 2010年 7月 9日 2010年 7月 9日

被験物質の調製 2010年 7月 14日 2010年 7月 14日 2010年 7月 14日

試験の実施 2010年 7月 14日 2010年 7月 14日 2010年 7月 14日

観察・コロニー計測 2010年 7月 16日 2010年 7月 20日 2010年 7月 20日

生データ 2010年 10月 22日 2010年 10月 22日 2010年 10月 22日

最終報告書(草案):図表 2010年 10月 22日 2010年 10月 22日 2010年 10月 22日

最終報告書(草案):本文 2010年 10月 22日 2010年 10月 22日 2010年 10月 22日

最終報告書 2012年 4月 6日 2012年 4月 6日 2012年 4月 6日

l.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、最終改正平成 20

年7月4日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、最終改正平成 18年 11月 20日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) に従い実施された。

2.本試験は、試験計画書に従って実施され、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

ていることを確認した。

株式会社化合物安全性研究所

ζ長。/~ メと月 b 日
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表題

試験番号

試験目的

SR08207 

:リン酸トリアリルの細菌を用いる復帰突然変異試験

SR08207 

Sa1mo刀θ11atyphImurIumおよび Eschθ'rIchIaco1 Iを用いて、リン酸

トリアリルの細菌における遺伝子突然変異誘発性の有無を検討するこ

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、最終改正 平成 20年 7月 4日厚生

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、最終改正平成 18年 11月 20日 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)

試験委託者

名称

所在地

連絡先

試験施設

名称

所在地

運営管理者

OECD試験法ガイドライン(OECDGuideline for Testing of Chemicals; 

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

:厚生労働省医薬食品局

:東京都千代田区霞が関 1-2-2(干100-8916)

:審査管理課化学物質安全対策室

:株式会社化合物安全性研究所

:札幌市清田区真栄 363番 24(干004-0839)
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試験責任者

氏名

所属 :株式会社化合物安全性研究所安全性研究部

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

被験物質受入

実験開始日

用量設定試験

-

: 2010年 7月 9日

: 2010年 5月 6日

: 2010年 7月 14日

前培養開始 : 2010年 7月 13日

被験物質処理 : 2010年 7月 14日

コロニ一計数 : 2010年 7月 16日

用量設定試験(再試験)

前培養開始 : 2010年 7月 27日

被験物質処理 : 2010年 7月 28日

コロニ一計数 : 2010年 7月 30日

本試験

前培養開始 : 2010年 8月 3日

被験物質処理 : 2010年 8月 4日

コロニ一計数 : 2010年 8月 6日

本試験(追加試験)
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実験終了日

試験終了日

: 2010年 8月 9日

: 2010年 8月 10日

: 2010年 8月 12日

: 2010年 8月 12日

: 2012年 4月 6日
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要約

リン酸トリアリルの細菌における遺伝子突然変異誘発性の有無を、 Sa1mo刀θ11atyphImurIum 

TA100、TA1535、TA98、TA1537および EschθrIchIaco1I 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口

用量設定試験および用量設定試験(再試験)は、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 6 段階の計 7 用量 (5~5000μg/plate) の試験

群で実施した。本試験は、用量設定試験および用量設定試験(再試験)の結果から、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 5段階の計 6用量

(156~5000μg/plate) の試験群で実施した。さらに、本試験(追加試験)として、 Sa1mo刀e11a

typhImurIum TA100の直接法につき、最高用量を 5000μg/plateとし以下公比1.25で 9段階の

計 10用量(671~5000μg/plate) の試験群で実施した。

用量設定試験および本試験ならびに本試験(追加試験)の結果、 Sa1mone11atyphImurIum TA100 

の直接法において、被験物質処理群における復帰変異コロニー数の増加傾向が再現性をもって観

察されたが、いずれも陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値の 2倍未満で、あった。

一方、 Sa1mone11atyphImurIum TA100の代謝活性化法、および他の 4菌株 (Sa1mone11a

typhImurIum TA1535、TA98、TA1537および Eschθ'rIchIaco1I WP2uvrA)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

群の平均値の 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、

これらの結果は、用量設定試験および用量設定試験(再試験)ならびに本試験において再現性が確

認された。

生育阻害が、 Sa1monθ11atyphImurIum TA100、TA1535、TA98および TA1537の直接法において

5000μg/plateの用量で各々観察された。被験物質の析出は各菌株のいずれの試験系列において

も観察されなかった。これらの結果は、用量設定試験および用量設定試験(再試験)、ならびに本

試験および本試験(追加試験)において再現性が確認された。

各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験の Sa1mone11a

typhImurIum TA98の直接法を除き、用量設定試験、用量設定試験(再試験)、本試験および本試

験(追加試験)のいずれにおいても、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、陰性対照群の平均値の 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度を有していたこと

が確認された。

以上のことから、リン酸トリアリルは、当該試験条件下において細菌における遺伝子突然変異

誘発性を有しないと判断した。
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緒日

リン酸トリアリルの細菌における遺伝子突然変異誘発性の有無を、 Salmonella

typhimurium TA100、TA1535、TA98、TA1537および Eschθ'richiacoli 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

別名

CAS No. 

材料および方法

:リン酸トリアリル;Triallyl Phosphate 

: Phosphoric Acid Triallyl Ester 

: 1623-19-4 

化審法官報公示整理番号:(2)-1960 

示性式(構造式)

質性'勺J尚子

式

量

化

子

子

理

分

分

物

ロット番号

純度

D 

C明 H叫トト∞叩酔叫

OCH~ト孝司H2

pi 
A
品
寸
ハυ戸、d

H
H
 

ハツ
ρし

: 218.19 

:外観 ;無色~うすい黄色の透明液体

沸点/沸騰範囲;113
u

C/0. 5kPa 

密度 ; 1. 08 

比重(20/20); 1. 0822 (資料 1)

屈折率(n20/D); 1. 4493 (資料1)

溶解度;水:難溶[蒸留水(日本薬局方注射用水、 50mg/mLの濃度まで

検討)に混合せず、ジメチルスルホキシドに 200mg/mLの濃度

まで溶解する(試験施設における確認)0 ] 

オクタノーノレ/水分配係数;1. 76 

: 3MAPA 

: 99.4% (GC) (資料 1)

実験終了後に、使用した被験物質の安定性に関する分析情報を入手し、

被験物質の安定性について確認した(資料 2)。

不純物の名称およびその濃度:記載なし
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製造者

入手量

安定性

保存条件

保存場所

取扱上の注意

SR08207 

:名称 ;東京化成工業株式会社

所在地;東京都北区豊島 6丁目 15番 9号(干114-0003)

: 500 mLX2本(関連試験と共用)

:空気中の水分により分解する。重合する恐れがある。

:火気注意とした。窒素充填した後、密栓して冷暗所に保管した(実測範

囲 2"'-'9
0

C)。火気や熱源などの着火源から遠ざけた。防湿に留意した。

酸化剤から離して保管した。

:株式会社化合物安全性研究所被験物質保存室(受入日 2010年 5月

6日"'-'7月 12日)および変異原性試験室[2010年 7月 12日~本試験(追

加試験)被験物質処理 2010年 8月 10日]

:取扱いは換気のよい場所で、行った。適切な保護具を着用した。漏れ、

あふれ、飛散しないよう注意し、みだりに蒸気を発生させないように

した。火気や着火源から遠ざけた。取扱い後は手や顔などをよく洗っ

た。取扱う場合は、局所排気内で、取扱った。エアゾールが発生しない

ように取扱った。保護具着用の上、十分な注意のもと開封した。吸湿

分解するため、湿気に充分注意した。皮膚、眼および衣類との接触を

避けた。

残余被験物質の処置:試験操作終了後、安定性分析のため分析者へ送付した口

有害性情報、他

2. 被験物質の調製

:急性毒性データマウス腹腔内 LDLo500 mg/kg 

マウス静脈内 LD5070800μg/kg 

被験物質は水に難溶で、混合せず、ジメチルスルホキシドに溶解することから、当該試験の

媒体としてジメチルスルホキシド(ロット番号 BT159、株式会社同仁化学研究所)を選択した口

用量設定試験および用量設定試験(再試験)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 0.05mg/mL調製液を調製

した。本試験では、 50mg/mL調製液から公比 2で段階希釈し、 25、12.5、6.25、3.13および

1. 56 mg/mL調製液を調製した口本試験(追加試験)では、 50mg/mL調製液から公比1.25で段

階希釈し、 40、32、25.6、20.48、16.38、13.11、10.49、8.39および 6.71 mg/mL調製液を

調製した。

被験物質の調製は用時調製とし、用量設定試験は調製後 2.6時間以内に、用量設定試験(再

試験)は調製後 0.6時間以内に、本試験は調製後 2.4時間以内に、本試験(追加試験)は調製後

0.8時間以内に、各々試験に使用した。

調製はクリーンベンチ内で、行った。調製に際しては、保護眼鏡・保護面等、マスク、手袋

および白衣等を着用し、吸引または眼、皮膚および衣類に触れないようにして取扱った。
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調製時に、媒体の反応性(変色、発熱、発泡等)の有無を目視確認した。用量設定試験、用

量設定試験(再試験)、本試験および本試験(追加試験)ともに、被験物質調製時の目視確認に

おいて媒体との反応性(変色、発熱、発泡等)はみられなかった。

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。

3. 陰性対照物質

陰性対照物質として、被験物質の調製媒体であるジメチルスルホキシド(ロット番号 BT159、

株式会社同仁化学研究所)を、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

陽性対照物質として、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冷暗所

(2'"'-'8
0

C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、 -20
0

C以下で分注凍結

保存したものを解凍後 2.2時間以内に使用した。調製液は、調製日より 11ヵ月以内(使用期

限:調製後 1年)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。

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-フリノレ)ア
ジメチルスルホキシド

クリルアミド(含量 98.3%) 0.1および
ロット番号WF032

ロット番号 SD]4376 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8L88

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
ジメチルスルホキシド

(純度 99.9%)
800μg/mL ロット番号WF032

ロット番号 S32398-347

Sigma-Aldrich Corporation 
株式会社同仁化学研究所

2アミノアントラセン(含量97.2%)
5、10、20および

ジメチルスルホキシド

ロット番号TSP5974 ロット番号WF032

和光純薬工業株式会社
100μg/mL 

株式会社同仁化学研究所

5. 試験系

試験には、 Salmonellatyphimurium (以下ぷ typh imur i umと称する)TA100、TA1535、

TA98および TA1537ならびに Eschθ'richiacoli(以下正 coliと称する)WP2uvrA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

く受入れられていることから選択した。

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 BT159、株式会社同仁化

学研究所)O. 7 mLを加え、 -800C以下で分注凍結保存した。各菌株の培養液の一部を用いて、
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菌株の特性(アミノ酸要求性、膜変異rfa特性、紫外線感受性、薬剤耐性ならびに陰性対照値

および陽性対照値)について検査し、これらの特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. 培士也

(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 464616、OXOIDLTD.)を日本薬局方注射用水(ロット

番号8L88、株式会社大塚製薬工場)を用いて 25g/Lに調製した。 s.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 M8B0619、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(最少グルコース寒天培地:以下プレートと称する)

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 DZLB2Q01、2010年 2月 26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。

(3)重層用培地

培地 1000mL中の組成

硫酸マグネシウム・ 77k塩

クエン酸・ 17k塩

リン酸二カリウム・無水塩

リン酸一アンモニウム

水酸化ナトリウム

ブドウ糖

寒天末[OXOIDAGAR No. 1、ロット番号 1073337-02J

0.2 g 

2.0 g 

10.0 g 

1. 92 g 

0.66 g 

20.0 g 

15.0 g 

次表の組成のソフトアガーおよびアミノ酸溶液を蒸留水(日本薬局方注射用水)を用い

て調製し、使用時に(A): (B) = 10 : 1の容量比で混合した。 ぷ typh Imur I umには L-ヒスチ

ジンおよび Dーピオチンのアミノ酸溶液を、 E.colIには L-トリプトファンのアミノ酸溶

液を使用した。これらの重層用培地は使用時まで47
0

Cに保温した。

重層用培地の組成

(A) ソフトアガー

Bacto™ Agar 0.6% 

(ロット番号9131109、Becton，Dickinson and Company) 

塩化ナトリウム 0.5% 

(ロット番号 106P5602、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 各々 O.5 mmol/L 

(L-ヒスチジン、ロット番号WKK2889、 和光純薬工業株式会社)

(D-ビオチン、ロット番号CD]4769、和光純薬工業株式会社)

または

L トリプトファン溶液 0.5 mmol/L 

(L トリプトファン、ロット番号PEP6208、和光純薬工業株式会社)
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7. S9 mix 

S9 mixは、 S9(ロット番号 RAA-609、2010年 2月 5日製造、キッコーマン株式会社)、 S9

mix用 Cofactor(Cofactor-I、ロット番号 999903、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9K88、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 -80
0C以下で保存し、製造日より 6ヵ月以内(使用期限:製造後 6ヵ月)に使

用した。この S9は、フェノバルビタールおよび 5，6べ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口

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トマアデニンシやヌクレオチトマリン酸(NADPH)

還元型ニコチンアミトゃアデニン〆ヌクレオチトや (NADH)

リン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.4 

o. 1 mL 
8μmol 

33μmol 

5μmol 

4μmol 

4μmol 

100μmol 

8. 試験群

(1)用量設定試験

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

系 S9mixの存在下)で試験を実施した。

各菌株の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6段階の計 7用量の試験群(5000、1500、500、150、50、15および 5μg/plate)

を設定した口これらの試験群を次表に示す口

試験系列 試験群 用量(μg/plate) プレート数

5 3 

15 3 

50 3 

直接法 被験物質処理群 150 3 

500 3 

1500 3 

5000 3 

5 3 

15 3 

50 3 

代謝活性化法 被験物質処理群 150 3 

500 3 

1500 3 

5000 3 

(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。
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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。生育阻害が、

s. typhImurIum TA100、TA1535、TA98および TA1537の直接法において 5000μg/plateの用量

で観察された。被験物質の析出は、いずれの菌株においても観察されなかった。

以上の結果から、本試験の用量は、各菌株の直接法および代謝活性化法につき、被験物質

の最高用量を 5000μg/plateとし、以下公比 2で 5段階の計 6用量(5000、2500、1250、625、

313および 156μg/plate)を設定した。これらの試験群を次表に示す。

試験系列 試験群 用量(μg/plate) プレート数

156 3 

313 3 

直接法 被験物質処理群
625 3 

1250 3 

2500 3 

5000 3 

156 3 

313 3 

代謝活性化法 被験物質処理群
625 3 

1250 3 

2500 3 

5000 3 

(3)本試験(追加試験)

本試験の結果、 s.typhImurIum TA100の直接法において 1250および 2500μg/plateの用量

で、復帰変異コロニー数の増加傾向が観察された。

このことから、本試験(追加試験)では、 s.typhImurIum TA100の直接法につき、被験物質の

最高用量を 5000μg/plateとし、以下公比1.25で 9段階の計 10用量(5000、4000、3200、

2560、2048、1638、1311、1049、839および 671μg/plate)を設定した。試験群を次表に示す。

試験系列 試験群 用量(μg/plate) プレート数

671 3 

839 3 

1049 3 

1311 3 

直接法 被験物質処理群
1638 3 

2048 3 

2560 3 

3200 3 

4000 3 

5000 3 

(4)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)および次頁の表の陽性対照群を設定した。
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試験菌株
陽性対照物質(用量 :μg/plate)

直接法 代謝活性化法

Sa1mo刀θ11atyphImurIum TA100 AF-2 (0.01) 2-AA (1) 

Sa1monθ11a typhImurIum TA1535 NaN3 (0.5) 2-AA (2) 

EschθrIchIa co1I WP2uvrA AF-2 (0.01) 2-AA (10) 

Sa1mo刀θ11atyphImurIum TA98 AF-2 (0. 1) 2-AA (0.5) 
Sa1monθ11a typhImurIum TA1537 9-AA (80) 2-AA (2) 

(5)プレート数およびプレートの識別

プレート数は、各試験群ともに 3枚とした。

プレートには、試験番号および試験群を特定できるようにラベルを貼付した。

9. 試験方法

(1)試験菌株の前培養

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

凍した保存菌を 12μL接種し、 370C、振幅 40mm、振とう速度 100回/分に設定した振塗恒

温槽(Personal-11• EX、タイテック株式会社)で 10時間の往復振とう培養を行った。なお、

菌株の接種後、 L宇管は振とう培養開始まで冷却(氷冷)を行った[用量設定試験:7.4時間、

用量設定試験(再試験): 6.8時間、本試験:7.4時間、本試験(追加試験): 7.5時間]。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 1X 109 cells/mL 

より多いことが確認された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、あった口

生菌数(計算値)(X 109 cells/mL) 

供試菌株
用量設定試験

用量設定試験
本試験

本試験

(再試験) (追加試験)

S. typhImurIum TA100 2. 52 2.52 2.60 
S. typhImurIum TA1535 3.02 3.20 
E. co1 I WP2 uvrA 4.17 4.17 
S. typhImurIum TA98 2. 73 3.00 2. 73 
S. typhImurIum TA1537 1. 30 1. 30 

(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は、プレインキュベーション法で、行った。す

なわち、蓋付きのポリエチレン製チューブ(5mL容量)を使用して、被験物質調製液あるい

は対照物質調製液 O.1 mLを、直接法の場合は O.1 mol/L Naリン酸緩衝液(pH7. 4) O. 5 mL 

を、代謝活性化法の場合は S9mix O. 5 mLを、それぞれ加えて混合し、さらに菌培養液 0.1

mLを加え、 370C、振幅 40mm、振とう速度 100回/分に設定した振渥恒温槽(Personal-11. 

EX、タイテック株式会社)で 20分間振とう培養(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、 Sa1mone11atyphImurIumには 0.05mmol/L L-ヒスチジンおよび 0.05
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mmol/L Dビオチンを含む重層用培地 2mLを、 Eschθ'rIchIacol Iには 0.05mmol/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、プレートに重層した。平坦

な場所で重層用培地を固化させた後、 37
0

Cに設定したインキュベーター(MIR-262、三洋電機

株式会社)にプレートを入れ、 49時間の静置培養を行った。

また、試験実施の都度、試験に使用する被験物質の最高濃度調製液および S9mixについ

て、無菌試験を実施し、雑菌の混入の有無を確認した。

(3)観察

各試験系の陰性対照群、被験物質処理群および陽性対照群について、プレートにおける菌

株の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、プレートでの被験物質の析出の有無を目視確認した。次に、

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

ナライザー(CA-IID、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。

生育阻害の有無の判定は以下の基準で行い、 1以上を生育阻害有とした。

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、陰性対照群のパックグラウンドコロニーとの差が認められない場合。

1 :わずかな生育阻害が認められる。

陰性対照群に比べ、バ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場合。

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、平坦で小さなバックグラウンドコロ

ニーが並存している場合。

3:強し1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場合。

4:生存菌が全く認められない。

(4)観察結果の集計方法

各試験系の陰性対照群、被験物質処理群(用量毎)および陽性対照群について、復帰変異コ

ロニー数の平均値±標準偏差をもとめた。
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10. 試験結果の評価

(1)試験系の感度確認

各試験系の陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値が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、各試験系の陽性対照群の復帰変異コロニー数の平均値が陰性対

照群の平均値の 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

少なくとも 1つの試験系において、被験物質処理群の復帰変異コロニー数の平均値が陰性

対照群の平均値の 2倍以上となり、かっ被験物質用量の増加にともなう復帰変異コロニー数

の増加が再現性を持って認められた場合に陽性と判定した。試験結果に再現性が認められな

い場合には、確認試験、追加試験等を実施して再現牲を確認した。なお、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。

(3)変異原比活性の算出

本実験において陽性結果は得られなかったため、変異原比活性の算出は実施しなかった。
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績成

用量設定試験および用量設定試験(再試験)の結果を表 1に、本試験の結果を表 2に、本試験

(追加試験)の結果を表 3に示す。また、用量設定試験、用量設定試験(再試験)、本試験および本

試験(追加試験)における被験物質用量と復帰変異コロニー数の用量反応曲線を、図 1-1"'-'5-2に

示す。

用量設定試験は 5"'-'5000μg/plateの用量で実施した。なお、五:typhImurIum TA98の直接法に

ついては、陰性対照群の平均値が当施設における背景データに基づく管理値(資料 3)から逸脱し

たため、試験系としての適切な感度を有さないと判断して、用量設定試験(再試験)を実施した。

これらの結果、 S.typhImurIum TA100の直接法において 1500μg/plateの用量で復帰変異コロ

ニー数の増加傾向が観察されたものの、陰性対照群の平均値の 2倍以上の増加で、はなかった。一

方、 S.typhImurIum TA100の代謝活性化法、および他の 4菌株(ぶ typhImurIumTA98、TA1537お

よび E.colI WP2uvrA)では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平均値の 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。生育阻害が、 S.typhImurIum TA100、

TA1535、TA98および TA1537の直接法において 5000μg/plateの用量で観察された。被験物質の

析出は、各菌株のいずれの試験系列においても観察されなかった。

本試験は、用量設定試験の結果を勘案して 156"'-'5000μg/plateの用量で実施した。その結果、

S. typhImurIum TA100の直接法において 1250および 2500μg/plateの用量で復帰変異コロニー

数の増加傾向が観察された。一方、 S.typhImurIum TA100の代謝活性化法、および他の 4菌株

(ぷ typhImurIumTA98、TA1537および E.colI WP2uvrA)では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平均値の

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。生育阻

害が、 S.typhImurIum TA100、TA1535、TA98および TA1537の直接法において 5000μg/plateの

用量で観察された口被験物質の析出は、各菌株のいずれの試験系列においても観察されなかった。

S. typhImurIum TA100の直接法につき実施した本試験(追加試験)(671 "'-'5000μg/plate)の結果、

1311 "'-'2048μg/plateの用量で復帰変異コロニー数の増加傾向が観察されたものの、陰性対照群

の平均値の 2倍以上の増加で、はなかった。生育阻害が 5000μg/plateの用量で観察された。被験

物質の析出は観察されなかった口

各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験の S.typhImurIum TA98 

の直接法を除き、用量設定試験、用量設定試験(再試験)、本試験および本試験(追加試験)のいず

れにおいても、試験施設の背景データに基づく管理値(資料 3)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、陰性対照群の平均値の 2倍以上の明確な増加を

示した。
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用量設定試験、用量設定試験(再試験)、本試験および本試験(追加試験)の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に雑菌の混入は認められなかった。
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SR08207 

考察

リン酸トリアリルの細菌における遺伝子突然変異誘発性の有無を、 5. typhImurIum TA100、

TA1535、TA98、TA1537およびE.colI WP2uvrAを用いる復帰突然変異試験により検討した。

用量設定試験および用量設定試験(再試験)は、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6段階の計 7用量の試験群で実施した。本試験

は、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

5段階の計 6用量の試験群で実施した。さらに、本試験(追加試験)として、ぶ typh Imur I um 

TA100の直接法につき、最高用量を 5000μg/plateとし以下公比1.25で 9段階の計 10用量の試

験群で実施した。

5. typhImurIum TA100の直接法において、被験物質処理群における復帰変異コロニー数の増加

傾向が、用量設定試験および本試験ならびに本試験(追加試験)で再現性をもって観察されたが、

いずれも陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値の 2倍未満で、あったことから、陰性結果と判

断した口

一方、 5.typhImurIum TA100の代謝活性化法、および他の 4菌株(5.typhImurIum TA1535、

TA98、TA1537および E.colI WP2uvrA)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平均値の 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、これらの結果は、用量設定試験お

よび用量設定試験(再試験)ならびに本試験において再現性が確認された。

生育阻害が、 5.typhImurIum TA100、TA1535、TA98および TA1537の直接法において 5000

μg/plateの用量で各々観察された。被験物質の析出は各菌株のいずれの試験系列においても観

察されなかった。これらの結果は、用量設定試験および用量設定試験(再試験)、ならびに本試験

および本試験(追加試験)において再現牲が確認された。

各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値は、用量設定試験の 5.typhImurIum TA98 

の直接法を除き、用量設定試験、用量設定試験(再試験)、本試験および本試験(追加試験)のいず

れにおいても、試験施設の背景データに基づく管理値の範囲内で、あった口また、各菌株の陽性対

照群の復帰変異コロニー数の平均値は、陰性対照群の平均値の 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度を有していたことが確認された。

以上のことから、リン酸トリアリルは、当該試験条件下において細菌における遺伝子突然変異

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D

(1)試験計画書および試験計画書変更書

(2)生データその他の記録文書

(3)最終報告書

2. 保存期間

SR08207 

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白

試験責任者の記名なつ印

ム.[)I .ム
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表 1

試験結果表(用量設定試験)

被験物質の名称: リン酸トリアリル

SR08207 

試験実施期間 2010年 7月 14 日'"'-'2010年 7月 16 日、 2010年 7月 28 日'"'-'2010年 7月初日

代謝活性化系 被験物質 復帰変異数(コロニー数/ブρレート)

陽

'性

対

日召

の有無 の用量 塩基対置換型

(μg/フ。レート) TAI00 TA1535 

陰性対照 158 144 11 14 

109 (137:t25) 19 (15 :t4) 

5 110 142 12 16 

138 (130土17) 15 (14土2)

15 123 144 21 16 

137 (135:t 11) 14 (17:t4) 

50 154 ， 143 22 11 

S9 mix 
118 (138:t18) 19 (17:t6) 

150 130 119 10 15 

151 (133土16) 27 (17土9)

500 156 ， 126 17 20 

162 (148:t 19) 11 (16:t5) 

1500 197 ， 204 16 17 

178 (193:t 13) 15 (16:t1) 

5000 35 * 55本 2 * 。*
26 * (39土15) 2 * (1土1)

陰性対照 128 ， 166 12 15 

141 (145士19) 17 (15士3)

5 141 ， 144 24 25 

188 (158:t26) 18 (22:t4) 

15 158 166 23 21 

157 (160土5) 20 (21土2)

50 155 ， 155 17 22 

+S9 mix 
158 (156:t2) 18 (19:t3) 

150 132 ， 135 11 12 

151 (139:t10) 26 (16:t8) 

500 138 192 19 20 

179 (170土28) 10 (16土6)

1500 143 ， 144 11 10 

145 (144:t 1) 11 (11:t1) 

5000 99 ， 106 4 l 

97 (101:t5) 2 (2土2)

S9 mixを 名 称 AF-2 NaN3 
必要とし 用量(μg/プレート) 0.01 o. 5 
ないもの コロニー数 636 ， 620 249 ， 279 

/プレート 648 (635士14) 303 (277:t27) 

S9 mixを 名 称、 2-AA 2-AA 

必要とす 用量(μg/7
0

レート) 2 

るもの コロニー数 1445 ， 1311 581 ， 583 

/プレート 1545 (1434:t 117) 569 (578:t8) 

( )各プレートのコロニー数の平均値および標準偏差

*:菌株の生育阻害

陰性対照:ジメチルスルホキシド

AF・2:2・(2・フリノレ)-3-(5・ニトロー2-フリル)アクリノレアミド、

9-AA: 9-アミノアクリジン塩酸塩水和物
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WP2uvrA TA98 

29 28 46 30 

17 (25:t7) 32 (36土9)

17 17 38 46 

27 (20土6) 22 (35土12)

21 31 24 24 

25 (26:t5) 27 (25土2)

27 26 26 30 

27 (27:t 1) 29 (28土2)

23 27 32 33 

22 (24土3) 30 (32土2)

21 21 32 36 

24 (22:t2) 24 (31土6)

27 23 24 15 

32 (27:t5) 21 (20土5)

18 23 。* 。*
18 (20土3) 。* (0土0)
41 12 28 35 

30 (28士15) 31 (31士4)

35 22 23 31 

29 (29:t 7) 19 (24土6)

19 23 38 28 

37 (26土9) 23 (30土8)

27 22 40 23 

39 (29:t9) 14 (26土13)

21 26 23 35 

32 (26:t6) 30 (29土6)

34 24 25 17 

33 (30土6) 30 (24土7)

37 26 14 17 

30 (31:t6) 17 (16土2)

22 19 。 。
20 (20:t 2) 。 (o:to) 
AF-2 AF-2 

0.01 0.1 

83 73 297 ， 355 

63 (73:t 10) 362 (338:t 36) 

2-AA 2-AA 

10 O. 5 

1120 ， 979 145 ， 159 

1124 (1074:t83) 137 (147:t 11) 

NaN3 :アジ化ナトリウム

2-AA : 2-アミノアントラセン

フレームシフト型

TA98 (再試験) TA1537 

28 35 22 17 

19 (27:t8) 18 (19:t3) 

21 23 13 14 

29 (24土4) 6 (11土4)

34 21 8 16 

25 (27:t7) 12 (12:t4) 

17 28 13 16 

18 (21:t6) 18 (16:t3) 

20 18 8 12 

21 (20土2) 8 (9土2)

16 22 12 7 

23 (20:t4) 11 (10:t3) 

23 25 12 12 

18 (22:t4) 11 (12:t 1) 

。* 。呼 3持， 。*
。* (0土0) 。* (1土2)

13 13 

6 (11 :t4) 

6 7 

4 (6:t2) 

13 8 

7 (9土3)

10 3 

8 (7:t4) 

13 9 

11 (11:t2) 

6 6 

15 (9土5)

7 11 

6 (8:t3) 

2 7 

6 (5:t3) 

AF-2 9-AA 

0.1 80 

324 ， 291 420 ， 302 

289 (301 :t20) 400 (374土63)

2-AA 2-AA 

O. 5 2 

~ 
477 ， 454 

558 (496土55)



表 2

試験結果表(本試験)

被験物質の名称: リン酸トリアリル

試験実施期間 2010年 8月 4 日"-'2010年 8月 6 日

代謝活性化系 被験物質 復帰変異数(コロニー数/フ。レート)

陽

d性

対

日召

の有無 の用量 塩基対置換型

(μg/ブロレート) TA100 TA1535 

陰性対照 118 111 7 8 

135 (121土12) 9 (8土1)

156 174 121 10 5 

149 (148::t27) 6 (7土3)

313 147 147 6 9 

126 (140::t 12) 8 (8土2)

S9 mix 625 113 147 11 8 

132 (131土17) 12 (10土2)

1250 169 181 7 11 

159 (170::t 11) 5 (8土3)

2500 156 159 12 8 

193 (169::t21) 7 (9土3)

5000 35 * 22本 3 * 1 * 
45 * (34土12) 2 * (2土1)

陰性対照 151 150 7 9 

160 (154::t6) 9 (8土1)

156 142 155 11 20 

138 (145士9) 11 (14士5)

313 125 141 11 7 

121 (129土11) 7 (8土2)

+S9 mix 625 134 126 8 10 

142 (134::t8) 7 (8土2)

1250 112 140 15 7 

119 (124士15) 7 (10士5)

2500 132 114 3 3 

133 (126土11) 9 (5土3)

5000 98 96 2 。
118 (104::t 12) 3 (2土2)

S9 mixを 名 称 AF-2 NaN3 

必要とし 用量(μg/7。レート) 0.01 O. 5 

ないもの コロニー数 647 624 244 265 

/プレート 669 (647::t23) 301 (270::t29) 

S9 mixを 名 称 2-AA 2-AA 

必要とす 用量(μg/7
0

レート) l 2 

るもの コロニー数 1361 ， 1307 509 516 

/プレート 1223 (1297::t70) 580 (535::t39) 

( )各プレートのコロニー数の平均値および標準偏差

十菌株の生育阻害

陰性対照:ジメチルスルホキシド

AF-2 : 2-(2-フリル)-3-(5-ニトロ-2-フリル)アクリルアミド

9-AA: 9・アミノアクリジン塩酸塩水和物
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WP2uvrA 

11 18 12 

15 (15土4) 22 

16 5 9 

17 (13士7) 12 

17 15 17 

18 (17::t2) 14 

13 21 16 

12 (15土5) 8 

11 17 9 

12 (13 ::t3) 16 

17 12 11 

12 (14::t3) 7 

12 8 。*
8 (9土2) 。*
13 8 38 

18 (13 ::t5) 20 

19 12 32 

18 (16士4) 22 

16 16 22 

14 (15土1) 33 

14 21 21 

23 (19::t5) 18 

12 17 14 

22 (17士5) 13 

12 25 23 

22 (20土7) 6 

24 24 7 

11 (20::t8) 1 

AF-2 

0.01 

69 70 345 

56 (65::t8) 316 

2-AA 

10 

1167 ， 1128 172 

1135 (1143::t 21) 151 

NaN3 :アジ化ナトリウム

2・AA:2-アミノアントラセン

SR08207 

フレームシフト型

TA98 TA1537 

21 8 13 
(18土6) 13 (11土3)

13 14 8 
(11士2) 8 (10士3)

23 10 8 
(18土5) 2 (7土4)

7 6 5 
(10土5) 6 (6土1)

12 2 8 
(12土4) l (4土4)

3 4 8 
(7::t4) 1 (4土4)

。* 1 * 3 * 
(0土0) 3 * (2土1)

18 11 12 
(25土11) 7 (10::t3) 

29 11 6 
(28士5) 8 (8士3)

31 12 14 
(29土6) 4 (10土5)

24 11 11 
(21土3) 8 (10::t2) 

14 3 6 
(14士1) 5 (5士2)

9 7 3 
(13土9) 10 (7土4)

3 1 8 
(4::t3) 3 (4土4)

AF-2 9-AA 

0.1 80 

363 335 281 

(341 ::t24) 293 (303::t28) 

2-AA 2-AA 

O. 5 2 

185 278 364 

(169::t 17) 408 (350::t66) 



表 3

試験結果表(本試験(追加試験)) 

被験物質の名称: リン酸トリアリル

試験実施期間 2010年 8月 10日"-'2010年 8月 12日

代謝活性化系 被験物質 復帰変異数(コロニー数/フOレート)

陽

'性
対
日召

の有無 の用量 塩基対置換型

(/-1 g/フ。レート) TAI00 

陰性対照 102 99 
104 (102士3)

671 116 ， 103 
105 (108士7)

839 107 ， 119 
155 (127士25)

1049 123 ， 140 
108 (124士16)

1311 141 ， 130 
124 (132士9)

-S9 mix 1638 158 ， 128 
124 (137士19)

2048 142 ， 149 
147 (146士4)

2560 139 ， 126 
120 (128士10)

3200 116 ， 119 
132 (122士9)

4000 101 ， 107 
80 (96:::t14) 

5000 。持， 28 * 
17 * (15:::t 14) 

S9 mixを 名称 AF-2 

必要とし 用量(μg/7
0

レート) 0.01 

ないもの コロニー数 529 ， 513 
/プレート 505 (516:::t 12) 

( )各プレートのコロニー数の平均値および標準偏差

*・菌株の生育阻害

陰性対照:ジメチルスルホキシド

AF-2 : 2-(2-フリル)-3-(5-ニトロー2-フリノレ)アクリルアミド

-24 -
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[ TAI00ラS9(-)，本試験〕

200 

* 

ハ
υ

ハり

156 313 625 1250 2500 

被験物質の用量 (μg/フ。レート)

5000 

[TAI00， S9 (-)，本試験(追加試験)] 

200 

* 。
o 671 839 1049 1311 1638 2048 2560 3200 4000 5000 

被験物質の用量 (μg/ブOレート)

被験物質の名称 リン酸トリアリル

図 1-1 Salmonella かphimuriumT A 100の用量一反応曲線(直接法)

*・菌株の生育阻害

「ひっ山



(
ポ
)

ハ
υ

ハ

リ

ハ

リ

ハ

U

戸、J

ハ

リ

ベ

U

ム

l¥JOKい
¥
総

l
川
口
口
国
側
壁
剥

(
ポ
)
，..L 

J 150 
ム
l¥ 
~ 

ヂ100
ロ
円

E同( 50 
側
監
禁事

[ TAI00ラS9(+)ラ用量設定試験〕

200 

。 15 50 150 500 

被験物質の用量 (μg/フ。レート)

1500 5000 5 

[ TAI00ラS9(+)，本試験〕

200 
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被験物質の名称 リン酸トリアリル

図 1-2 Salmonella かphimuriumT A 100の用量一反応曲線
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[ TA1535ラS9(-)，用量設定試験〕

200 

* 

ハ
リ

ハυ
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5.2.6 投与液中リン酸トリアリルの安定性誌験

1.2項の模擬投与J夜を冷蔵保存し、 10日後に冷蔵庫より取り出し、室温で4時開放置した。その後、新たに

調製した樹疑投与J夜と共に5.2.5項と同様に分析し、濃度を確認し:むなお、樹疑投与J夜量は 10mLのため、

全量を分析に使用した。

分析は各分析試料について 2連で実施し、得られた各投与j夜濃度をリン酸トリアリルの秤取量で、補正した。

その後平均濃度を求め、残存率を下式により算出し7主残存率が 100.0:t10.0%の場合安定とした。

残存率(%)=
保存後(冷蔵 10日+室温4時間の模擬投与被平均濃度

保存前の模擬投与液平均濃度
x 100 

6. 計算およひ激値の取り扱い

すべての計算は、MicrosoftExce12003 (8P3)で、行ったc

個々の定量値は有ヲカ数字4桁とした。定量値の平土矧直は有効数字3桁とし、標準偏差は平均{直の最/J併7数と

同様とした。変動係数およひ咳存率は小数第1位まで求め、真度はノI数第2位まで求めた。

、』圃

結果、考察および結論

1. リン酸トリアリルの同一性誌験

実験開安部寺の標準物質の赤外線吸収スベクトル〈図 2参府は、試験委託者より提供されたリン酸トリアリノレ

の赤外線吸収スベクトル〈図 1参照)と一致し、同一性が石霞忍された也

ノ、句.... 

2. 投与J夜中リン酸トリアリルの均一性誌験

機器使用前点検結果を表 1に示す。検量線最高濃度の標準j容液(88-1)を3回測定して求めたピーク面積の変

動係数は1.3%で、あったので、異常なしと判断し濃度測定を実施した。

検量線試料の測定結果を表 2'こ、検量線および検量線制ヰの代表的なGCクロマトグラムを図 3'"'-'図 5示す。

相関係数は0.9999となり、真度はすべての検量線試料で-1.39'"'-'1.32%の範囲内で、あった。従って、判定基準

を満たした。

均一性用投与j夜の濃度測定結果を表 3に、代表的な GCクロマトグラムを図 7'"'-'図 12に示すc 0.1 mg/mL 

均一性用投与j夜において、 2連で測定した各層(上層、中層、下層)のリン酸トリアリル濃度の平均濃度およ

びその変動係数は、順に上層で0.0883mg/mLおよび2.0%、中層で0.0904mg/mLおよび2.4%、下層で0.0826

mg/mLおよび3.9%で、あった。各層の平均濃度の全平均値は0.0871mg/mLとなり、その変動係数は4.6%で

あった。各層の平均濃度の全平均値から求めた変動係数が均一性の判定基準(変動係数が 10%以内)を満たし

たので、 0.1mg/mL投与j夜中でリン酸トリアリルは均一で、ある事が砺忍されたc 同様に、 100mg/mL均一性

用投与J夜において、 2連で測定した各層(上層、中層、下層)のリン酸トリアリル濃度の平均濃度および、その

変動係数は、 )1慎に上層で 101mg/mLおよび0.9%、中層で 105mg/mLおよび1.6%、下層で103mg/mLおよ

び3.9%で、あった各層の平均濃度の全平均値は 103mg/mLとなり、その変動系数は1.9%で、あった。各層の

平均濃度の全平均値から求めた変動係数が均一性の判定基準(変動係数が 10%以内)を満たしたので、 100

mg/mL投与J夜中でリン酸トリアリルは均ーである事カ滞在認された。

1% MC水溶液を分析した結果(図 6参照)、リン酸トリアリルの検出時間付近に定量を妨害するようなピ

ークが郎、ことを隔忍したq
庁

iqd
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1.2. 2回目受領投与J夜の測定結果

機器使用前点樹吉果(測定日:2010年 10月4日)を表 4に示す。最高濃度の検量線制剤88-5)を3回測

定して求めたピーク面積の変動係数は0.4%で、あったので、異常なしと判断し濃度測定を実施した。

検量偽弐料の測定結果(測定日:2010年 10月4日)を表 5に示す。検量線の相関係数は0.9449、真度は

最低濃度の検量線訴料で 12.77%、その他の検量偽弐料で-18.56'"'"'17.28%の範囲内であり、最低濃度以外の

検量線試料で真度の判定基準を満たさなかった。同時に測定した投与J夜においても一部の試料で変動係数が判

定基準を超えたため(表 6参照)、機器の動作不良が原因であると判断し、注入口のライナーやセプタムを交

換して再分析を行った。

再分析時(測定日:2010年 10月5日)の機器使用前点榔操を表 4に示す。最高濃度の検量線制物8-5)

を3回測定して求めたピーク面積の変動係数は1.1%で、あったので、異常なしと判断し濃度測定を実施した。

検量線誤料の測定結果(測定日:2010年10月5日)を表 5に/予す。検量線の相関係数は0.9994、真度は

-6.05'"'"'4.53%の範囲内であり、判定基準を満たした。

2回目野頁投与j夜を測定した結果(測定日:2010年10月5日)を表 6に、各濃度投与液の代表的な測定溶

液のクロマトグラムを図 11"-'図 13に示す。各投与液の2連で測定した測定協夜濃度の変動係数は0.2---2.9%

の範囲内であり、測定結果は有効で、あった。最糊句な投与J夜濃度は以下の通りとなり、 1および10mg/mLの

投与液は設定濃度に対して士15%以内であることから、設定濃度にー調整されたと判断した。 0.1mg/mL投与

液は設定濃度に対して+27%となった。再々分析を実施するには試料量が不足していたため、再々分析は実施

しなかった。誤験委託者に連絡し、これらを報告書に記章ける事とした。

試~名
設定濃度 測定結果

(mg/mL) (mg!mυ 

リン酸トリアリル 0.1 mg/mL調製液 0.1 0.127 

リ;骨Iト9791レ 1 mg/mL調生省夜 1 0.974 

リン酸トリアリル 10 mg/mL調製液 10 9.21 

2. リン酸トリアリルの安定性

案験終了時の標準物質のIRスベクトノレ(図 15)と誤験番号 NCAS10・159i投与J夜中のリン酸トリアリルの

安定性・均ー性試験」で測定したRスベクトノv(図 14を比較したところ、主な吸収波数が一致したため、実

験期間中の測定対象物質は安定であると判断した。

-40 -
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資料3 SR08207 

(2010.7) Historical control data for reverse mutation test 

Control data (Date : 2010.4"-'2010.6) 

Strain TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

Metabolic 

actlvatlOn 
S9 (-) S9 (+) S9(-) S9 (十) S9(-) S9(十) S9(-) S9 (十) S9(-) S9 (十)

No.ofdata n = 13 n = 13 n = 13 n = 13 n = 13 n = 14 n = 14 n = 13 n = 13 n = 13 

Mean土S.D. 121士 14 141士 12 10士2 12士2 15士 2 18士 3 17士 3 32士4 14士 5 14士 3

Maximum 147 156 12 18 19 24 22 38 25 21 

Minimum 1
1
 

A
U
 
-- 120 7 ハ

υ
1
1
 

12 14 11 25 9 A
V
 
--

X-R-Rs
a 89"-' 153 109"-' 173 5 "-' 15 4 "-'20 4 "-'26 7 "-'29 6 "-'28 19"-' 45 1 "-' 27 3 "-' 25 

Reference: Control data (Date : 2004.1 "-'2010.6) 

No. of data n = 386 n = 434 n = 361 n = 362 n = 356 n = 359 n = 389 n = 384 n = 363 n = 364 

Mean土 S.D. 117土 14 135土 13 10土 2 10土 2 18土 4 20土 4 16土 3 29土 4 13土 4 16土 5

Maximum 147 169 24 22 30 32 27 42 29 33 

Minimum 75 100 5 6 9 12 10 18 4 2 

X-R-Rsa 85"-'149 100"-'170 5"-'15 5"-'15 7"-'29 9"-'31 8"-'24 18"-'40 2"-'24 5"-'27 

Positive control data (Date: 2010.4"-'2010.6) 

Strain TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

Metabolic 

actlvatlOn 
S9 (-) S9 (+) S9(-) S9 (十) S9(-) S9(十) S9(-) S9 (十) S9(-) S9 (十)

Compound 

Concentration 

(μg/plate) 

AF-2 2-AA NaN3 2-AA AF-2 2-AA AF-2 2-AA 9-AA 2-AA 

'
E
i
 

A
V
 
Aυ 0.5 2 1

1
 

A
V
 

A
V
 

A
U
 
--

1
1
 

A
V
 

0.5 80 2 

No. of data n = 12 n = 12 n = 12 n = 12 n = 12 n = 13 n = 13 n = 12 n = 12 n = 12 

Mean土 S.D. 614:!: 51 1323土 121 278土 48 567土 54 64 :!: 6 1231土 77 287土 26 146 :!: 13 226土 65 368土 59

Maximum 702 1464 392 646 79 1348 335 172 378 443 

Minimum 528 1156 217 437 55 1086 241 127 144 275 

X-R-Rs a 470"-' 758 868"-' 1778 166"-' 390 410 "-' 724 48"-' 80 1034"-' 1428 199"-' 375 117"-' 175 48"-' 404 187"-' 549 

Reference : Positive control data(Date: 2004.1 "-'2010.6) 

No. of data n = 385 n = 433 n = 360 n = 361 n = 355 n = 358 n = 388 n = 383 n = 362 n = 363 

Mean土 S.D. 735:!: 118 1377:!: 294 270:!: 50 333土 117 102:!: 17 955:!: 195 340土 76 267 :!: 59 256 :!: 66 273土 119

Maximum 1158 2291 482 686 158 1456 594 433 640 791 

Minimum 505 851 156 167 53 474 184 122 89 124 

X-R-Rs a 541 "-' 929 914"-' 1840 177 "-' 363 224"-' 442 78"-' 126 713 "-' 1197 207"-' 473 179"-' 355 99"-' 413 140"-' 406 

a X-R-Rs =X土2.66Rs ; X =Mean， Rs =Mean of (Xi -Xi-l) 

Culture medium : OXOID Nutrient Broth No.2 

Subculture Tester strain suspension (12μL) was inoculated into an L-shaped tube (capacity of approximately 40 mL) 

containing 12 mL ofthe culture medium for subcul同re.Then， the mixture was incubated for 10 hr. 

Mimimum glucose agar medium: Vitalmedia AMT -0， Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co.， Ltd. 

つU4i 
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