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要約

Exp. No. 9889 (115-20&) 
FINAL REPORT 

当該試験条件下において， 2-ナフチルイソプチルエーテルには遺伝子突然変異を誘起

する作用がないものと判断した．

2-ナフチルイソブチルエーテルの遺伝子突然変異誘発性を検討するため，ネズミチフ

ス菌(salmonellatyphimw-i血） TAlOO株， TA98株， TA1535株およびTA1537株ならび

に大腸菌 (Esche1ichiacoli) WP2四 'A株を用いた復帰突然変異試験を行った．

その結果，2-ナフチルイソプチルエーテル処理では， 0.105~5000μg/プレートのい

ずれの用量においても，ラット肝ミクロソーム (S9)添加の有無にかかわらず，陰性対

照の2倍以上の復帰変異コロニー数の増加は慾められなかった．

陽性対照物質は，各試験菌株に対し明確な突然変異誘発作用を示した、

また，用量設定試験，同一追試験および本試験により，試験結果の再現性が確認され

た．
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1. 表題

Exp. No. 9889 (115~208) 
FINAL REPORT 

2・ナフチルイソプチルエーテルの細菌を用いる復帰突然変異試験

2. 試験目的

被験物質の遺伝子突然変異誘発性を検討するため，細菌を用いた復帰突然変異試験を

実施する．

3. 遵守したGLPおよび準拠したガイドライン

GLP 

• 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（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）

• OECD Principles of Good Laboratory Practice (as revised in 1997), ENV/MC/CHEM(98)17 

ガイドライン

• 新規化学物質等に係る試験の方法について（平成 15年 11月21日薬食発第1121002

号，平成15・1]・13製局第2号，環保企発第031121002号）

• OECD Guideline for the Testing of Chemicals 471 (21st July 1997: Bacterial Reverse 

Mutation Test) 

4. 試験番号

9889 (115-208) 

s. 猷息漉股

〒437-1213静岡県磐田市塩新田582-2

財団法人食品農医薬品安全性評価センター （略称安評センター）

Tel: 0538-58-1266 Fax: 0538-58-1393 

6. 試験委託者

〒]00-89]6東京都千代田区霞が関一丁目 2番 2号

厚生労働省配藁食品局審査管理課化学物質安全対策室

Tel: 03-3595-2298 F邸：03-3593-8913

1 試験責任者

〒437-1213静岡県磐田市塩新田582-2

財団法人食品農医薬品安全性評価センター

Tel: 0538・58・3572 F邸,0538-58・1368 
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実験終了日 ：

試終了日：

13. 被験物質

13.L 被験物質名

2・ナフチルイソブチルエーテル

13.2. ロット番号

13.3. 純度

99.1% 

13.4. 製造元

13.5. 購入年月日

平成18年4月24日

13.6. 購入量

500g 

13.7. 保存条件

冷蔵・遮光・除湿

13.8. 保存湯所

平成18年 8月17日

平成19年 8月 16日

安評センター被験物質調製室内冷蔵保管庫

• 7号 2階被験物質調製室B内プレハプ低温咸 ch.72

保存期間： 2006年4月24日～同年7月 10日

実測値：3.0~7.4°C

Exp. No. 9889 (115-208) 
FINAL REPORT 

• 6号館2階被験物質調製室内バイオマルチクーラー ch.41

保存期間： 2006年7月 IO日～同年8月 15日（最終使用日）

実測値： 5.0~6.6°C

13.9. 一般名

2~ ソブ トキシナフタ レン

13.10. 化学名

2-Naphthylisobutyl ether 
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13.11. CAS No. 

2173-57• l 

13.n． 化学構造

〇。：
13.13. 分子式

C1ふ1160

13.14. 分子量

200.28 

13.lS. 物質の状態

白色結晶塊

13.16. 融点

32.4°C（凝固点）

13.17． 弓l火点

68°C 

13.18. 溶解性

水：不溶

DMSO：可溶（50m助mL以上）

13.19. 安定性

通常の取り扱い条件においては安定．

13.20. 取り扱い上の注意

Exp. No. 9889 (115-208) 
FJNAL REPORT 

酸化剤との接触に注意する引火性が強く，燃焼しやすい液体．

取り扱いは換気の良い場所で行い，粉塵が飛散しないように注意する．

適切な保護具を着用し，吸い込んだり，目，皮膚および衣類に触れないようにする．

13.21. 安定性分析

13.21.1. 安定性の確認方法

実験終了後に純度分析を実施した結果，純度が99.6%（判定基準： 98％以上）であっ

たことから，被験物質の実験期間中の安定性力壻認された．

純度分析の詳細をReferencedata Iに示す．
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13.21.2、 安定性分析用被験物質の保存条件

Exp. No. 9889 (115-208) 
FINAL REPORT 

安評センター被験物質調製室内冷蔵保管庫

• 7号館2階被験物質調製室B内プレハプ低温廊 ch.72 

保存期間： 2006年4月24日～同年9月13日（最終使用日）

実測値 ：3.0~7.7°C

13.22 残余被験物質の処理

実験終了後，1.0gの被験物質を資料保存施設管理責任者の管理下で安評センターに

保存し，残りは専用の容器に廃棄した．

14.試験材料および方法

14.1. 試験菌株

紐菌を用いる復帰突然変異試験のガイドラインで指定されている次の 5種類の菌株

を使用した

ネズミチフス菌

ネズミチフス菌

ネズミチフス苗

ネズミチフス菌

大腸菌

TAlOO 

TA98 

TA1535 

TA1537 

WP2砂 I“A

（ヒスチジン要求性の塩基対置換型）

（ヒスチジン要求性のフレームシフト型）

（ヒスチジン要求性の塩基対置換型）

（ヒスチジン要求性のフレームシフト型）

（トリプトファン要求性の塩基対置換型）

ネズミチフス菌は 1983年9月6日にカリフォルニア大学 から，ま

た，大腸菌については 1983年3月 16日に国立衛生試験所（現国立医薬品食品衛生研

究所）から分与を受けた

2005年 8月30日～同年9月1日に菌株の特性検査を実施し，規定の特性を保持して

いる菌株を試験に使用した．

各菌株の保存は，菌懸濁液にジメチルスルホキシド (DMSO,GC用，純度 99.9%,

Lot No. K.31758278, Merck)を容量比80:7の割合で添加した後，凍結保存用チューブ

に 0.2mLずつ分注したこれを液体窒素を用いて凍結した後超低温フリーザー

(MDF-U71V,三洋電機；設定値：ー80°C,基準値： ー60°C以下）に保存した．

14.2. 培地の調製

14.2.1. 最少グルコース寒天平板培地（プレー ト）

テスメディアAN培地 (2006年4月 1日製造， LotNo. ANI330DV，オリエンタル酵

母工業）を試験に使用した本プレートは， Vogel-Bonner最少培地Eを含む溶液30mL

を無菌的にシャーレに分注したものである．
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14.2.2. 

最少グルコース寒天平板培地の組成を以下に示す．

硫酸マグネシウム七水和物

クエン酸ー水和物

リン酸水素ニカリウム

リン酸二水素アンモニウム

水酸化ナトリウム

D(+)グルコース

寒天 (BA-30A,Lot No. 51115,伊那食品工業）

精製水

トップアガー

Exp. No. 9889 (115-208) 
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0.2 g 

2 g 

10 g 

1.92 g 

0.66 g 

20 g 

10.4 g 

1000 m.L 

0.5 w/v％塩化ナトリウム／0.6w/v％寒天 (Bacto-agar,Lot No. 4246218, BO Diagnostic 

Systems)水溶液をオートクレーブで滅菌したこの寒天溶液 10容量に，ネズミチフス

菌を用いる試験の場合， 0.5mrnol/L Lーヒスチジン (LotNo. 308C2055,関東化学） ／0.5 

mmo四 Dーピオチン (LotNo. 702W2180,関東化学）水溶液を 1容呈加え，大腸菌を用い

る試験の場合， 0.SmmoVLLートリプトファン (LotNo. 2l 1D2047,関東化学）水溶液を l

容蘊加えた．

14.3・ 試験菌株の前培養

14.4. 

内容量 200mLのバッフル付三角フラスコに 2.5w/v％ニュートリエントプロス

(Nutrient Broth No. 2, Lot No. 298714, Oxoid)培養液を25mL分注し，これに融解した

菌懸濁液50μLを接種した．フラスコをクールバスシェーカー(ML-.IOF,タイテック）

に設饂し，培養開始までの間，設定温度4°cに静置したその後， 37°Cの条件で8時

間振盪（100回／分）培養した．試験毎に菌株の培養を実施し，菌懸濁液は培養終了後

速やかに使用した．

ATPフォトメーター（ルミテスターK-100,キッコーマン）を用い，試験菌株の生菌

数が1.0x 109/mL以上であることを確認した．生菌数を次の表に示す

試
TAlOO 

用量設定試験 3.71 

同一迫試験 4.11 

本 4.05 

S9mix 

生菌数 (x109/mL) 

TA1535 

3.05 

4.67 

4.53 

WP2uvrA 

4.37 

4.23 

TA98 

4.18 

TA1537 

1.57 

3.03 2.09 

3.66 1.67 

製造後6ヵ月以内のS9mix (Lot No. FSM-543,キッコーマン）を試験に使用した．

使用時まで超低温フリーザー（設定値：ー80°C,基準値:-60°C以下）に保存した．
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14.4.l. S9の調製方法

14.4.2. 

14.5. 

S9調製の際の動物種性，臓器，誘導物質ならびに誘導方法等を次の表に示す．

ロット番号 RAA-543 

製造年月日 2006年5月 12日（誘導物質投与開始後5日目）

使用動物 ラット： Sprague-Dawley系

性／週齢 雄 7週齢

体重 209~246g 

臓 暉

誘導物質 Phenobarbital (PB)および5,6-Be皿oflavone(BF) 

投与量および
PB: 30m炉 g 1回（1日目）

投与回数
60mg,'kg 3回 (2~4日目）

BF: 80mglkg 1回 (3日目）

投与方法 腹内投与

蛋白含量 25.94mf/mL 

S9mixの組成

S9mix 1 mL中の最を以下に示す．

S9 0.1 mL 

MgCl2 8 μmol 

KCI 33 μmol 

G-6-P 5 μmol 

NADPH 4 μmol 

NADH 4 μmol 

Naーリン廊愛衝液(pH7.4) 100 μmo! 

被験物質液の調製

被験物質は，水に不溶で， DMSOには可溶であることから，被験物質をモレキュラー

シープを用いて脱水処理を行ったDMSO(SeccoSolvR,純度迎9.5%,Lot No. K3299773l 

【用最設定試験同一追試駿l. 純度~99.5%, Lot No. K35364331 （本試験】， •Memk) に

溶解させた

用量設定試験では，使用直前に被験物質350mgを精密に最り，目盛付き試験管に移

した後， DMSO約6mLを加え，菌半しながら溶解させた．さらに， DMSOを加えて7

InLに定容し，調製原液（50.0mg/mL溶液）を準備したこの50.0mg/mL調製原液31nL

をDMS04.5mLに加えることにより， 20.0m'l}mL溶液を調製した．以下同様に希釈を

・］2-
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行い， 8.00,3.20, 1.28, 0.512, 0.205および0.0819m助mL溶液を調製した．

用量設定試験（追試験）では，使用直前に被験物質20.0mgを精密に量り，目盛付き

試験管に移した後， DMSO約4mLを加え，撹拌しながら溶解させた．さらに， DMSO

を加えて5mLに定容し，調製原液（4.00m哲mL溶液）を準備した．この4.00m酌mL

調製原液2mLをDMS03mLに加えることにより， 1.60m助mL溶液を調製した．以下

同様に希釈を行い， 0.64,0.256, 0.102, 0.0410, 0.0164, 0.00655, 0.00262および0.00105

mg/mL溶液を調製した．

本試験では，使用直前に被験物質250mgを精卿こ量り，目盛付き試験管に移した後，

DMSO約4mLを加え，撹拌しながら溶解させた．さらに， DMSOを加えて5mLに定

容し，調製原液（50.0m創mL溶液）を準備したこの50.0m邸mL詞製原液3.5mLを

DMS03.5 mLに加えることにより， 25.0mg/mL溶液を調製した．以下同様に希釈を行

い， 12.5,625, 3.13, 1.56, 0.781, 0.391, 0.195, 0.0977, 0.0488, 0.0244, 0.0122, 0.00610 

および0.00305mg/mL溶液を開製した．

いずれの試験においても調製後，被験物質液を速やかに使用した．なお，被験物質

液（調製後3.5時間）に発熱発泡，発煙等の変化は認められなかった．

14.6. 対照群

14.6.1. 陰性（溶媒）対照

被験物質液調製に用いる溶媒であるDMSOを使用した

14.6.2. 陽性対照

下記の醐蛉照物質を試験に使用した． AF-2,9-AAおよび2-AAは， DMSO(Lot No. 

1<30049278, Merck)を用いて調製し， NaN3は注射用水（日本薬局方注射用水， LotNo.

5F77N,大塚製薬工場）を用いて調製した．各調製液を凍結保存用チュープに0.5mLず

つ分注し，凍結（設定値 ：ー80°C,基準値:-60°C以下）保存したものを試験に用いた

（使用期限； 2007年 12月28日）．

AF-2 2-(2-フリル）ー3-(5・ニトロ．2-フリル）アクリルアミド

（含童99.5%,LotNo. PKE1831,和光純薬工業）

NaN3 アジ化ナトリウム

（純度99.5%,Lot No. KLH I 03 3,和光純薬工業）

9・AA 9・アミノアクリジ辺塩酸塩

（純度99.3¾, LotNo. 16323JR, Sigma-Aldtich) 

2・AA 2ーアミノアントラセン

（含量95.0%,LotNo. KLHIOS8,和光純薬工業）
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《代謝活性化系非存在下：—S9処理》

陽性対照 陽性対照
用羹 腸性対照物

菌株
物質 溶液調製日

(μg/ 質溶液濃度

プレート） (μ畝mL)

ネズミチフス菌TAlOO AF-2 2006.5.29 0.01 0.1 

ネズミチフス菌TA98 AF-2 2006.5.29 O.l 1.0 

ネズミチフス菌TA1535 NaN3 2006.5.29 0.5 5.0 

ネズミチフス菌TA1537 9-AA 2006.5.29 80 800 

大腸菌WP2砂 rA AF-2 2006.529 0.01 0.1 

《代謝活性化系存在下：＋S9処理》

陽性対照 陽性対照
用蘊 陽性対照物

菌株
物質 溶液調製日

(μg/ 質溶液濃度

プレート） (μ'lfmL) 

ネズミチフス菌TAlOO 2-AA 2006.5.29 1.0 10 

ネズミチフス菌TA98 2-AA 2006.5.29 0.5 5.0 

ネズミチフス菌TA1535 2-AA 2006.5.29 2.0 20 

ネズミチフス菌TAl537 2-AA 2006.5.29 2.0 20 

大腸菌WP2uvrA 2-AA 2006.5.29 10 100 

なお，これらの用量は 「安衛法における変異原性試験ーテストガイドラインと GLP」

（労働省安全衛生部化学物質調査課編， 1991年）に準じて設定した

無菌試験

被験物質液（調製原液）ならびにS9mixについては無菌試験を実施したすなわち，

調製原液100μLあるいはS9mix 500 μL Iこトップアガー2mLを添加し，プレー ト上に

注いだ．37°cの条件で48時間培蓑した後雑菌汚染の有無を確認した．調製原液およ

びS9面Xのいずれについても2枚のプレートを用いて無菌試験を実施した． ． 

2ーナフチルイソプチルエーテル調製原液ならびにS9m以の無菌試験において，菌の増

殖は認められなかった．

14.7. 用量設定試験（予備試験）

14.7.l. 用旦

用量設定試験における被験物質の用量として，ガイドライン上定められた5000μg/ 

プレートを最高用盤と し，以下， 2000,800, 320, 128, 51.2, 20.Sおよび8.19μg/プ

レードを設定した．

14.72. 使用プレート数および識別方法

1用量当たり 3枚のプレー トを用いた．
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油性インクを用いて，試験菌株， S9mixの有無および用量を明記することにより各プ

レートを識別した．

14.7.3. 被験物質あるいは対照物質の処理および培養条件

試験管に使用溶媒，被験物質液あるいは傷性対照物質溶液を100μL,次いで，代謝活

性化系非存在下 (-S9処理）の場合は， 0.1mo四ナトリウム・リン酸緩衝液(pH7.4)

500 μLを，代謝活性化系存在下 (+S9処理）の場合は， S9mix 500 μLを分注したさ

らに，前培養した試験苗株懸濁液 100μLを加えた後，ウォーターバスシェーカー

(MM-10,クイテック）を用いて37°c, 120回／分の条件で20分間振盪した （プレイ

ンキュベーション）．振盪終了後， トップアガー2mLを添加し，内容物を混合した．そ

の後混合液をプレート上に注ぎ， 一様に広げた恒温器 (SSV-RllDA,池田理化）を

用い，各プレー トを37°Cの条件で48時間培養した．

14.7.4. 析出等の観察

各処理法において，処理閉始時およびコロニー数計測時に被験物質析出等の有無を肉

眼で観察した

14.7.5. コロニー数計測

被験物質の生育阻害作用を確認するため，プレート上の試験菌株（背景菌）の生育状

態について実体顕微鏡 (x40)を用いて蜆察した．次いで，復帰突然変異により生じた

コロニー数を計測した．計測に際しては，コロニーアナライザー (CA-11,システムサ

イエンス）を用い，面積補正ならびに数え落とし補正を実施してコロニー数を算出した．

生育阻吝あるいは析出物によりコロ＝ーアナライザーの使用が不適当な揚合は，目視

で＝ロニー数を計数した．

14.8. 用量設定試験（追試験）

14.8.1. 用嚢

用最設定試験で，—S9処理の WP2uvrA 株以外の菌株ならびに＋S9 処理の TAlOO株，

TAJ535株および TA1537株において，低用量まで生育阻害が認められ，生育阻害を示

さなかった用蘊は4用呈未満あるいは4用醤以下しか得られなかった．したがって，さ

らに低用量を設定し，用量設定試験（追試験）を実施した，用量設定試験（追試験）に

おける被験物質の用葦として，次表に示す7用量を設定した，

• 1 S • 
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《代謝活性化系非存在下： —S9 処理》

菌株 用羹(μg/プレート）

TAIOO 0.105 0.262 0.655 1.64 4.10 10.2 25.6 

TA1535 0.105 0.262 0.655 1.64 4.10 10.2 25.6 

TA98 0.655 1.64 4.10 10.2 25.6 64.0 160 

TA1537 0.105 0.262 0.655 1.64 4.10 10.2 25.6 

《代謝活性化系存在下 ：＋S9処理》

菌株 用董(μg/プレート）

TAlOO 0.65S 1.64 4.10 10.2 25.6 64.0 160 

TA1535 0.655 J.64 4.10 10.2 25.6 64.0 160 

TA1537 1.64 4.10 10.2 25.6 64.0 160 400 

14.8.2. 使用プレート数および識別方法

14.7.2に記載した方法に準じた．

14.8.3. 被験物質あるいは対照物質の処理および培養条件

14.7.3．に記載した方法に準じた．

14.8.4. 析出等の観察

14.7.4．に記載した方法に準じた．

14.8.5. コロニー数計測

14.7.5．に記戟した方法に準じた．

14.9. 本

14.9.1. 用量

用量設定試験および用最設定試象（追試験）の結果，ーS9処理および＋S9処理のいず

れの試験菌株においても変異原性は認められなかった．試験菌株に対する生育阻害作用

は，用嚢設定試験でS9処理および＋S9処理の WmuvrA株以外の菌株において，低用

紙または中用量まで認められたまた，用量設定試験（追試験）においては，実施した

全ての試験菌株 (-S9処理のTAIOO株， TA98株， TA1535株， TA1537株＋S9処理の

TAlOO株， TA1535株， TA1537株）の高用量（菌株により 102~400μg/プンート）で

生育阻害が認められた．したがって，本試験における被験物質の用量として， WP2UVI'A

株においては， 5000μg/プレートを最高用最とし，それ以外の菌株においては，生育

阻害作用が認められると考えられる用量を最高用蘊として，次表に示す6または7用量

を設定した．
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《代謝活性化系非存在下： ーS9処理》

菌株 用量(μg/プレート）

TAIOO 0.305 0.610 1.22 2.44 4.88 9.77 19.5 

TA1535 0.610 1.22 2.44 4.88 9.77 19.5 39.1 

WP2uvrA 156 313 625 1250 2500 5000 

TA98 4.88 9.77 19.5 39.l 78.1 156 3 l3 

TA1537 0.305 0.610 1.22 2.44 4.88 9.77 19.5 

《代謝活性化系存在下 ：＋S9処理〉）

菌株 用量(μg,,／プレート）

TA100 4.88 9.77 19.5 39.l 78.) 156 313 

TA1535 4.88 9.77 19.5 39.1 78.1 156 313 

WP2位 A 156 313 625 1250 2500 5000 

TA98 19.5 39.1 78.1 156 313 625 1250 

TA1537 4.88 9.77 19.5 39.1 78.1 156 313 

14.9.2. 使用プレート数および識別方法

14.7.2．に記載した方法に準じた．

14.9.3. 被験物質あるいは対照物質の処理および培養条件

14.73．に記載した方法に準じたただし，プレインキュベーションにはウォーターバ

スシェーカー (M-lOON,タイテック）を用いた

14.9.4. 析出等の観察

14.7.4．に記載した方法に準じた．

14.9.5. コロニー数計測

14.7.5．に記載した方法に準じた．

14.10. 試験成立条件

a 陰性対照および陽性対照の平均復帰変異コロニー数は，背景データから求めた基準

値内であること

b. 陽性対照のコロ＝一数は， 同時に実施する陰性対照値の2倍を超えること

上記の条件を満たした場合に，試駿は成立したと判断した

14.11． 結果の解析

平均復帰変異コロニー数が陰性対照の2倍以上に増加し， かつ，その増加に用最依存

性あるいは再現性が認められた場合に陽性と判定した

統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．
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15. 試験結果

15.1. 用量設定試験

結果をFigure1~5およびTableI, 2に示す．

Exp. No. 9889 (115-208) 
FINAL REPORT 

2ーナフチルイソプチルエーテル処理では，—S9 処理ならびに＋S9 処理のいずれの試験

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処理およ

び＋S9処理の大腸菌WP2uvrA株を除く 4菌株では，低用最あるいは中用且以上の用呈

において試験菌株に対する生脊阻害作用が認められたなお9 -S9処理のTA100株にお

ける 800μg/プレート以上の用量で，強い生育阻害の影響により，コロニーアナライ

ザーでは栄養要求性菌株のコロニーと変異株のコロニーが判別できなかったため，目視

によりコロニー数を計数した

陽性対照物質は，各試験菌株に対して復帰突然変異を顆著に誘発した．

15.2. 被験物質の析出等 oo量設定試験）

処理開始時に，—S9 処理では 51.2µg/プレート以上の用量で反応液に白濁が生じ，さ

らに， 800μg/プレート以上の用最でiお秀明油滴状の析出物が観察された．＋S9処理で

は320μg/プレート以上の用屋で反応液に白濁が生じ，さらに， 800μg/プレート以上

の用羹で白色粉末状の析出物および透明油滴状の析出物が観察された．

コロニー数計測時においては，—S9 および＋S9 処理ともに 2000 μg/プレート以上の

用量で白色粉末状の析出物がみられ，さらに， 5000μg,／プレートでは透明油滴状の析

出物が観察された，

TAIOO株の800μg/プレートにおいて，強い生育阻害の影響により，コロニーアナラ

イザーでは栄養要求性菌株のコロニーと変異株のコロニーとが判別できなかったため，

目視によりコロニー数を計数したまた，析出物の影響により 9 -s9処理の2000μg/ 

プレート以上の用最およびt-S9処理の5000μg/プレートでは，コロニーアナライザー

の使用が不適当と判断し，目視によりコロニー数を計数した．

15.3． 用量設定試験ー追試験

結果をFigure6~9およびTable3,4に示す．

2ーナフチルイソプチルエーテル処理では，復帰変異コロニー数の増加は認められな

かったまた，試験茜株に対する生育阻害作用は，ーS9処理， TA100株およびTA1537

株の I0.2μg/プレート以上の用量，TA.1535株の25.6μ紗クプレート， TA98株の 160μg 

／プレートならびに＋S9処理， TAlOO株およびTA1535株の 160,ug/プレート， TA1537

株の 160μg/プレート以上の用菌で認められた．

陽性対照物質は，試歌菌株に対して復帰突然変異を顕著に誘発した．

• 18 -
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処理開始時，ーS9処理の64.0μg/プレート以上の用霙および＋S9処理の400μg/プ

レートで反応液に白濁が生じたが，コロニー数計測時には，析出等の変化は観察されな

かった

15.S. 本試験

結果をFigure10~14およびTables,6に示す．

2ーナフチルイソプチルエーテル処理では，--S9処理ならびに＋S9処理のいずれの試験

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，試験菌株に対

する生育阻害作用は， —S9 処理， TAJOO 株の 19.S μg/プレート，TA1535株の39.1μg 

／プレート，TA98株の 156μg/プレー ト以上の用量 TA1537株の9.77μg/プレート

以上の用量ならびに＋S9処理， TAIOO株の78.1μg/プレート以上の用悉 TA1535株お

よびTA1537株の 156μ彰／プレート以上の用最 TA98株の1250μg/プレートで認めら

れた

陽性対照物質は，各試験藍株に対して復帰突然変異を顕著に誘発した．

15.6. 被験物質の析出等（本試験）

処理開始時に， ーS9処理では78.lμg/プレート以上の用量で反応液に白濁が生じ，さ

らに， 625μg/プレート以上の用量では透明油滴状の析出物が観察された． ＋S9処理で

は313μg/プレート以上の用祗で反応液に白濁が生じ，さらに， 625μg/プいート以上

の用量で白色粉末状の析出物が， 1250μg/プレート以上の用誠では透明油滴状の析出

物も観察された．

コロニー数計測時において，—S9 処理では 1250 μg／プレート以上の用量で白色粉末

状の析出物が，さらに， 2500μg／プいート以上の用量で透明油滴状の析出物が観察さ

れた．＋S9処理では2500μg/プレート以上の用嚢で白色粉末状の析出物が，さらに，

5000μg/プレードで透明油滴状の析出物が観察された．

析出物の影響により，--S9処理の1250μg/プレート以上の用量および＋S9処理の5000

μg/プレー トではコロニーアナライザーの使用が不適当であったため，目視でコロニー

を計数した．
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2-ナフチルイソプチ）レエーテルの遺伝子突然変異誘発性を検討するため，細菌（ネズ

ミチフス西・大腸茜）を用いたプレインキュベーション法による復帰突然変異試験を実

施した

ガイドライン上定められた最高用量である5000μg,／プレートあるいは試験苗株の生

育を阻害する用緻を設定し，試酸を行った．その結果， 2-ナフチルイソプチルエーテル

処理群では9 -S9処理および＋S9処理の全ての試験菌株において，陰性対照と比較し，

復帰変異コロニー数の増加は蕗められなかった

これら両処理法での試験結果は，用量設定試験，同一追試験および本試験により，再

現性が確認された

陰性対照および陽性対照の平均復帰変異コロニー数は，いずれも当施設の背景データ

(Appendix 1)から求めた基準値内であり，試象成立条件を満たしたことから，当該試験

は適切な条件で実施されたものと判断された

以上の試験結果から，当該試黎条件下において， 2-ナフチルイソプチルエーテルの細

菌に対する遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定された．

なお，これまでに2-ナフチルイソプチルエーテルの遺伝毒性および発がん性に関する

報告はない．類縁体である naphthaleneは，細菌およびヒト細胞株での遺伝子突然変異

試験で陰性， CHO細胞， リンパ球および着床前のマウス胚を用いた染色体異常試験で

陽性との報告があるりさらに， マウス骨髄での染色体異常誘発は認められないが，ショ

ウジョウバエの翅毛スポット試験で陽性反応が認められているり 1-Methylnaphthalene 

および2-methylnaphtbaleneは，ヒトリンパ球において姉妹染色分体交換を誘発しさら

に， 1-methy!naphthaleneは，弱いながらも染色体異常も誘発すると報告されている 2).

2-Naphthylamineは，マウス骨髄小輿這食で明確な陽性即芯がみられている 3),Glycidil 

1-naphthyl etherは，細菌を用いた復帰変異試験で陽性丸マウスリンパ球での染色体異

常試験で陽性，マウス骨髄での染色｛本異常試験で腸性との報告もある”
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19. 試験関係資料の保存

Exp. No. 9889 (11全208)
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当該試験の下記資料は，安評センター資料保存施設にて最終報告書作成後 10年間保

存される，その後の保存については，試験委託者と安評センターで協誤の上，別途定め

る．

•試験計画警（正本）

• 被験物質（1.。g)I 被験物質に関する資料（使用記録，調製記録，その他）

• 生データ (Ames試験実施記録， Ames試験菌株前培養記録，背最藍観察結果， Ames

試験結果，その他）

• 最終報告書（正本），化学物質審査規制法届出様式（写し）

• その他の試験関係資料

20. 予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある事態および試験計両

書に従わなかったこと

1.【内容】

試験計画書の変更書（I)のp.3/4の (5)14.8.1用量の項目に「用量設定試験で代謝

活性化系非存在下のWP2匹滋株以外の菌株，代謝活性化系存在下のTAIOO,TA1535お

よびTA1537株において低用量まで生育阻害が認められ，生育阻害を示さない用長が 4

用量得られなかった」と記戟されているしかし，代謝活性化系存在下の TA1535株

においては生育阻害を示さない用品は4用量あり，評価は可能であったが，当該菌株に

ついても用黛設定試験侮試験）を実施した．

［判定］

遺伝毒性試象ガイドラインでは，用量設定試験および本試験の2回の試験で再現性を

得ることとしているが，3回繰り返した試験でも結果の再現性が得られていることから，

本逸脱が試験の信頼性に及ぼす影響はないと判断した．
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Figure 1. Dose-finding study of 2-naphthylisobutyl ether in strain TAlOO 
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Table 1. Summary data on dose-finding study of 2-naphthylisobutyl ether 
(Non-activation呻thod: -S9] 

Revertant colonies per plate (Mean士S.D.] 
Compound Dose 

(μg/plate) TAlOO TA1535 WP2uvrA TA98 

DMSO a) 

゜
103 100 84 ， 7 ， 22 20 22 16 22 
96 士 10 JI 8 士 1 ][ 21 士 1)[ 17 土

2-naphthylisobutyl 8.19 89 89 92 11 11 12 20 24 l? 12 12 
ether 90 士 2 JI 11 士 1 J[ 20 ± 4 ][ 13 ± 

20.5 79~ 89* BO* 7* 12" 7* 23 21 32 13 23 
83 土 6 JI ， ± 3 ][ 25 土 6)[ 18 士

51. 2 67* 83* 72* 6* 8* 11* 18 26 15 23 15 
74 土 8 }( 8 土 3 ]( 20 ± 6 I[ 18 ± 

128 53* 54* 52* 9* 14* 10* 21 25 24 12* 19* 
53 ± 1 ]( 11 士 3 ][ 23 士 2)( 17 士

320 48* 47* 42* 8* 6* 9* 18 14 13 14* 18* 
46 ± 3 J[ 8 士 2 ][ 15 ± 3 I[ 15 ± 

800 4* 4* 3* 6* 10* 13* 19 21 22 22* 21* 
4 ± 1 ]( 10 ± 4 ][ 21 ± 2 J[ 22 士

2000 + 1* 2* O* 6* 6* 5* 19 16 16 11* llJ* 

1 士 1 J( 6 ± 1 ][ 17 士 2 ]( 14 ± 

5000 + 3* 0* O* 10* 2* 2* 17 12 7 15* 14* 
1 ± 2 J[ 5 土 5 ][ 12 ± 5)[ 13 士

Positive contェolcompound AF-2 NaN3 AF-2 AF-2 
oose(μg/plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 
Revertant colonies 677 694 724 616 616 644 105 105 99 631 717 

per plate ( 698 ± 24 l[ 625 ± 16 ][ 103 ± 3 JI 673 ± 

Exp. No. 9899 (115-208) 

TA1537 

14 10 13 ， 
4 ][ 11 士 2 ] 

15 1 7 ， 
2 ][ 8 土 1 ] 

17 6* 8* 4* 
5 ]( 6 士 2 J 

16 B* S* 3* 
4 ][ 5 士 3) 

19* 6* 3* 3* 
4 ][ 4 士 2 ] 

14* 3* 7* S* 
2 ]( 5 ± 2 ] 

24* 6* 6* ?* 
2 ]( 6 ± 1 ] 

17* 3* 1ヤ 3* 
3)[ 2 ± 1] 

9* 2* l* l* 
3)[ 1 ± 1 J 

9-AA 
80 

672 311 465 342 
4 3 ][ 373 ± 81 J 

AF-2: 2-(2→氾ェyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide N叫 3`: Sodium azide 9—邸： 9-和noacridine hydrocbloェide
al: Negative control (Dimethyl sulfoxide, 100 μL/pla,:e) 
＊ Growth inhibition was observed. 
+ : Visible precipitation was observed at the end of exposure period. 
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Table 2. Summary data on dose-finding study of 2-naphthylisobutyl etheェ
l Activation method : +S9] 

Revertant colonies per plate [ Mean士S.D.)
Compound Dose 

(μg/plate) '1'AlOO TA1535 WP2uvごA TA98 

DMSO al 

゜
104 92 116 12 ， 12 31 20 27 28 27 
104 士 12)[ 11 士 2)( 26 ± 6 11 28 士

2-naphthyl土sobutyl. 8.l.9 114 133 119 15 20 10 23 25 19 23 30 
ether 122 土 10 ][ 15 ..L .,_ 5 ][ 22 ± 3 JI 26 土

20_5 119 112 110 12 17 13 19 17 20 31 24 
114 士 5 ][ 14 ± 3 J( 19 ± 2 ]{ 28 ± 

51. 2 98 112 116 13 8 15 16 21 21 25 24 
109 士 9 ][ 12 士 4 1( 19 ± 3 ][ 24 士

128 86* 75* 91* 15 6 8 18 24 19 20 25 
84 士 8)[ 10 ± 5)[ 20 ± 3)[ 21 ± 

320 63* 68* 77* 6* 6* 7* 21 15 15 22 28 
69 :I: ?)[ 6 ± 1 ][ 17 士 3)[ 26 ± 

800 59* 56* 59* 6* 5* 4* 20 14 19 29* 20* 
58 士 2 ][ 5 ± 1 j( 18 士 3 ]t 22 ± 

2000 + 49* 58* 64* 12* 5* 13* 16 19 27 24* 31* 
57 ± 8 ][ 10 ± 4 ]( 21 士 6)[ 25 ± 

5000 + 29* 39* 35" 11* 8* 5* 8 16 12 9* 11* 
34 ± 5 ][ 8 ± 3 ]( 12 ± 4 ]i 11 ± 

Positive control compound 2-M 2-M 2-紐 2-AA 
Dose(μg/plate) l 2 10 0.5 
Revertant colonies 1149 1062 1013 355 381 330 561 614 623 343 357 

per place ( 1075 士 69 ]( 355 ± 26)[ 599 士 34)[ 363 ± 

2—砕： 2-Aminoanthracene

a): Negative control (Dimethyl sulfoxide, 100 μL/plate) 
＊ Growth inhibition \~as observed. 
+ : Visible precipitation was observed at the end of exposure period. 

己xp.No. 9889(115-208) 

TA1537 

29 25 15 20 
1 J[ 20 土 5 J 

26 13 17 13 
4 ][ 14 ± 2 J 

30 10 11 19 
4)[ 13 ± s J 

23 20 14 1 3 
l ][ 16 士 4 J 

17 13* 10* 11* 
4)[ 11 士 2 1 

29 11* 6* 13* 
4 I[ 10 ::1: 4 l 

17* 4* 4* 6* 
6 I[ 5 士 1 l 

21* 12* 11* 16* 
5 I[ 13 ± 3 l 

12* 2* 1* 3* 
2 I[ 2 ± 11 

2—紐

2 
388 146 127 161 
23 JI 145 ± 17 J 
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Table 3. Summary data on dose-finding study of 2-naphthylisobutyl ether 

(Addiじionalstudy)[ Non-activation method ; -S9] 

P.evertant colonies per plate l Mean:l:S. D.) 
Compound Dose 

(μg/pJ.ateJ 'l'J¥.100 TJ:¥1535 TA98 

DMSO a) 

゜
88 93 104 12 13 15 18 26 30 
95 ± 8 ]( 13 土 2・1[ 25 ± 6 JI 

2-naphthylisobutyl 0.105 107 117 105 ， 13 ， 
etheヱ ［ 110 ± 6 ]( 10 ± 2) 

0.262 99 114 109 5 ， 6 
［ 107 士 8 ][ 7 士 2 ] 

0.655 118 105 108 8 16 11 20 21 20 
［ 110 ± 7 ]( 12 ± 4 ][ 20 ± 1 ]( 

1. 64 96 105 107 15 11 13 29 30 31 
103 土 6 ]( 13 士 2 ][ 30 土 1 J( 

4.10 77 93 103 5 ， 8 27 24 20 
91 ± 13 ]( 7 ± 2 ]I 24 土 4 ]( 

10.2 70* 88* 75* 7 ， 8 20 25 24 
78 士 9)[ 8 士 1 ]( 23 士 3 ]( 

25.6 71* 77* 76* 3* 5* 9 .. 26 21 22 
75 ± 3 ]( 6 ± 3)[ 23 ± 3 ][ 

64.0 16 21 14 
17 ± 4) 

160 21* 22* 16* 
20 士 3 ] 

Posit土vecontrol compound AF-2 Na迅 AF-2 
Dose(μg/plate) 0.01 0.5 0.1 
Revertant colonies 606 513 583 573 535 554 590 589 575 

per plate I 587 ± 17 JI 554 ± 19 I( 585 t 8)( 

E叩•No. 9889 (115-208) 

TA1537 

5 ， 8 
7 士 2 l ， 11 12 

ll 土 2 ] 

， 5 6 
7 :t 2 ] 

13 8 12 
11 ± 3 l 

io 13 11 
11 ± 2 J 

11 10 8 
10 :.!: 2 l 

8* 5* 4* 
6 士 2 l 

5* 2* 7* 
5 士 3 I 

9-込
80 

321 373 346 
347 士 26 l 

入F-2: 2ー（2-応 ryl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide NaN3: Sodium azide 9—AA : 9-心ninoacridinehydrochloride 
a): Negative conヒrol (Dimethyl sulfoKide, 100 μL/plate) 
* : Growth inhib辻tionwas obsei:ved. 
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Table 4. Sur血 arydata on dose-finding study of 2-naphthylisobutyl etheェ
(Additional study)[ Activation method : +S9) 

Revertant colonies per plate [Mean土S.D,) 
Compound Dose 

(μg/plate) TA100 TA1535 TA1537 

DMSO a) 

゜
106 96 103 7 ， ， 15 16 

｛ 102 士 5)[ 8 ± l)[ 14 ± 

2-naphthylisobutyl 0.655 100 106 87 8 6 8 
ether ［ 98 士 10)( 7 士 l J 

1. 64 114 123 109 ， 7 10 21 23 
115 土 7 ][ ， ± 2)[ 21 ± 

4.10 115 128 139 15 11 12 22 20 
127 士 12)[ 13 士 2)[ 22 士

10.2 124 117 127 10 8 12 23 21 
123 士 5 ]{ 10 ± 2 11 23 土

25.6 97 103 116 8 5 6 17 21 
105 ± 10 1( 6 ± 2)[ 20 士

64. 0 98 90 104 11 7 6 16 23 
97 ± 7 ][ 8 土 3 ][ 18 ± 

160 75* 68* 75* 7* 8* 6* 16* 15* 
73 ± 4 J( 7 土 1 I[ 15 ± 

400 5* 12* 
11 士

Positive control compound 2-AA 2-A 2-AA 
Dose(μg/plate) 1 2 2 
Revertant colonies 1007 973 905 356 323 349 126 122 

per plate [ 962 ± 52 ]( 343 ± 17 JI 122 ± 

2-AA: 2—細inoanthracene
a): Negative control (Dimethyl sulfoxide, 100 μL/plate) 
·• : Growth inhibition was observed. 

Exp. No. 9889 (115-209) 
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16 
4 ] 

14* 
1 J 

15* 
5] 

119 
4 ] 
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Table 5. Swnma:,;:y data on bacteriol reverse mutation test of 2-nl!¥phthylisobutyl ethe:r 
{ Non-activation method : -S91 

Revertant colonies per plate [Mean土S.D.] 
compound Dose 

(μg/plate) TAlOO TA1535 WP2uvrA TA98 

DMSO a) 

゜
94 101 96 ， 14 20 20 22 19 21 20 
97 ± 4)[ 14 ± 6)I 20 士 2 ]( 19 ± 

2-naphthylisobutyl 0.305 92 100 105 
ether ［ 99 士 7 J 

0.610 89 98 96 12 8 19 

i 94 士 5 ]( 13 ± 6] 

1. 2 2 96 107 93 16 14 24 
［ 99 ± 7 I[ 18 ± 5 1 

2. 44 102 92 93 13 10 27 
［ 96 ± 6 I[ 17 ± 9 1 

4. 88 89 89 109 13 18 14 20 24 
［ 96 ± 12 ][ 15 士 3) 23 士

9.77 82 84 80 ， 12 1/J 19 14 
［ 82 ± 2 J( 12 ± 3 J 19 ± 

19.5 84* 91* 7 9* 11 5 13 25 15 
B5 ± 6 ][ 10 士 4) ・［ 19 ± 

39.1 5* 10* 15* 24 20 
10 士 5 J 22 士

78.l 16 12 
15 ± 

156 17 17 16 16* 13* 
17 ± 1)[ 17 ± 

313 20 12 14 16* 16* 
15 ± 4)( 15 ± 

625 21 19 1.8 
19 ± 2] 

a); Negative control (Dimethyl sulfox土de,100 μL/plate) 
* • Growth inhibition was observed. 

Exp. No. 9889(115-208) 

'fA1537 

16 12 12 15 
3 JI 13 士 2 I 

13 16 8 
12 士 4 l 

12 8 11 
10 士 2 J 

15 17 19 
17 土 2) 

15 11 13 
13 士 2 J 

24 21 15 18 
2)[ 18 士 3 J 

24 1 9* 16* 11* 
5 ][ 15 士 4 ] 

18 9* 5* 17* 
5)[ 10 ± 6 l 

21 
2 ] 

18 
3) 

23* 
5 ] 

14* 
1 ] 
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Table 5. -Continued 

Revertant colonies per plate [Mean士S.D.J 
Compound Dose 

(μg/plate) TAlOO TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

2-naphthylisobutyl 1250 + 16 13 24 
ether 18 ± 6] 

2500 + 12 18 22 
17 土 5 I 

5000 + 10 13 16 
13 ± 3 l 

Positive control compound 紅 -2 NaN3 AF-2 AF-2 9-AA 
Dose(pg/plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

' 
Revertant colonies 531 602 550 585 603 627 110 92 107 806 143 805 334 390 317 

ぉ per plaじe[ 561 ± 37 11 605 ± 21 J( 103 ± 10)( 785 士 36 ][ 347 ± 38 J 

AF-2: 2-(2-Fur.ylJ-3-(5-nitro-2-fuェyl)acrylamide NaN3: Sodium azide 9-AA; 9-和ninoac_ridinehydrochloride 
+ : visible precipitation was observed at the end of exposure period. 
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Table 6. Swnmary data on bacterial reverse mutation te:.t of 2-naphthylisobutyl ether 

[ Activation mQthod : +S9] 

Revertant colonies per plate [ Mean±S.O.] 
Compound Dose 

(pg/plate) TAlDD TA1535 WP2uvi:A TA90 TA1537 

DMSO a) 

゜
99 112 96 16 12 13 15 22 1B 28 23 32 21 22 19 

102 土 9)[ 14 ± 2)[ 18 土 d l[ 28 士 5 ][ 21 ± 2 ] 

2-naphthylisobutyl 4.88 136 128 131 7 15 • 13 22 18 19 
ether 132 土 4 JI 12 ± 4 J 20 士 2 ] 

9.77 11B 116 112 16 13 16 25 22 23 
115 ± 3 ]( 15 ± 2 J 23 士 2) 

19.5 93 108 110 13 13 15 22 28 26 21 15 18 
104 ± 9 ]{ 14 ± 1 ] 25 士 3 ]( 18 士 3 1 

39.1 105 118 104 ， 7 16 25 18 25 16 1 4 11 
109 士 8 J[ 11 士 5) 23 士 4 ][ 14 :I: 3 ] 

78.l 81* 86* 86* 8 10 12 23 25 23 22 12 21 
84 ± 3 ]l 10 ± 2 1 24 ± 1)[ 18 士 6) 

I 156 70* 67* 87* 6* 11* 8* 22 25 23 20 22 28 12" 13* 13" 

s 75 ± 11)[ 8 土 3 ]( 23 士 2)[ 23 ± 4 ][ 13 ± 1 ] 

313 54* 58* 53* 14* 13* 9* 23 20 20 19 21 24 16* 13* 12* 
55 ± 3 ][ 12 ± 3 ][ 21 ± 2)[ 21 ± 3)[ 14 :!: 2 ] 

625 22 16 14 23 26 32 
17 ± 4 ][ 27 ± 5 J 

1250 21 25 22 27* 19* 22* 
（ 23 ± 2 l[ 23 ± 4 l 

2500 + 17 10 20 
16 ± 5 ] 

5000 + 17 19 20 
19 士 2) 

Positive control compound 2—駆 2-AA 2～邸 2-AA 2-江
Dose(μg/plate) l 2 10 0.5 2 
Revertanヒcolonies 934 924- 980 361 387 372 507 530 509 398 408 349 162 149 175 

per plate [ 946 ±: 30 ][ 373 ± 13)[ 515 土 13 ][ 365 ± 32 ][ 162 ± 13 l 

2-AA.: 2-Aminoanthracene 
a): Negative control (Dimethyl sulfoxide, 100 μL/plate) 
* : Growth inhibition wa;s ob.served. 
+ : Visible precipitation was observed at the end of exposure peェiod.
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