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【 要 約 】

トリーp-クメニルフォスフェートの変異原性の有無について、細菌を用いる復帰突然変

異試験を実施することにより検討した。

検定菌として、 SalmonellatYPhimuγium TAI00， TA1535， TA98， TA1537および

Escheγichia coli WP2 uvγAを用い、直接法および代謝活性化法のいずれも、用量設定試

験は 50"'5000pg/プレート、本試験では 312.5"'5000 p.g/プレートの用量で試験を実施した。

その結果、 2回の本試験とも、用いた 5種類の検定菌について、いずれの用量でも復帰

変異コロニー数の増加が認められなかったことから、トリーp-クメニルフォスフェートは、

用いた試験系において変異原性を有しない(陰性)と判定された。



【緒言】

既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の一環として、難分解性既存化学物質の 1

つである、トリーp-クメニルフォスフェートについて、細菌を用いる復帰突然変異試験を

プレート法により実施した。

この試験は、サルモネラ(ネズミチフス菌)におけるヒスチジン要求性から非要求性へ

の復帰変異、ならびに大腸菌におけるトリプトファン要求性から非要求性への復帰変異を

指標とした変異原の検出系である。

試験は、被験物質をそのまま検定菌に作用させる直接法と、晴乳動物のもつ薬物代謝酵

素 (S9混液)によって産生される被験物質の代謝物の変異原性を試験する代謝活性化法

とからなっている。

本試験は、 「新規化学物質に係る試験の方法についてJ (昭和62年 3月31目、環保業第

237号、薬発第306号、 62基局第303号)およびOECD化学品試験法ガイドライン:471， 472 

に準拠し、化学物質GLP(昭和59年3月31日，環保業第39号，薬発第229号， 59基局第85号，

改訂昭和63年11月18日，環企研第233号，衛生第38号， 63基局第823号)に基づいて実施し

Tこ。
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〔検定菌〕

【材料および試験方法】

SalmoneLla tyがtimuγiumTAIOO 
Salmonella tythimurium TA1535 
Escheγichia coli WP2 uvγA 
Sa!monella typhimuγium TA98 
Sa~mone~ia ty合himuγiumTA1537 

S. typhim1l.γiu.mの 4菌株は1975年10月31日にアメリカ合衆国、

!から分与を受けた。

E. col i WP2ωγA株は1979年 5月9日に

受けた。

検定菌は、 -800C以下で凍結保存した。

から分与を

試験に際して、ニュートリエントプロスNo.2 (OXOID，ロット番号:B-1674/1およ

び B-1674/2)を入れたL字型試験管に種菌を接種し、 370C、約10--12時間往復振とう培

養したものを検定菌液とした。

〔被験物質〕

トリーp-クメニルフォスフェート (CASNo. 26967-76-0、以下TCPと略)は、分子

量 452の黄色の液体である。純度 99%以上のもの(不純物として p-イソプロピルフェノ

ールを 100ppm含む，ロット番号: )を か

ら供与された。被験物質は、使用時まで冷暗所に遮光して保管した。被験物質は、この状

態で 1年以上安定あることが製造者によって確認されている。

TCPは、ジメチルスルホキシド(以下DMSOと略:ロット番号:TWP 5445および APQ

5928、和光純薬工業(槻)を用いて 50mg/mPになるように調製した後、同溶媒で更に公

比 2ないし 3で希釈したものを、速やかに試験に用いた。

秦野研究所においてTCPの DMSO溶液中での安定性試験を行った。本試験および染色

体異常試験における最高濃度 (900mg/mP)および最低濃度 (3.125略 /mi)の2濃度につ

いて、室温遮光条件下で実施した。その結果、調製後 4時間における各 3サンプルの平均

含量は、それぞれ初期値(0時間)の平均に対して、いずれも 100%であった。これらの

値は、当研究所の基準を満たしていたくAppendix1)。
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また、本試験に用いた調製検体について、含量測定試験を行った結果、 50皿g/mi溶液

の含量は既定濃度に対し、 96.4--97. 4%、3.125田g/mi溶液は、 99.8-..99. 9%であった。

これらの値も当研究所の基準を満たしていた (Appendix2)。

以上の結果から、 TCPは DMSO溶液中では安定であり、また調製液中の被験物質の含

量は所定の値の範囲内にあることが確認された。

〔陽性対照物質〕

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりである。

AF-2 : 71JJ/7うマイド (上野製薬(栂 ロ川番号 46， 純度99.9%) 
SA :アク化ナトリウム (和光純薬工業(掬 ロけ番号 TWR3330， 純度>90%)
9-AA: 9-7ミJ7刊の (Sigma Che皿.Co. 日外番号 96F0564L 純度>98%)
2-AA: 2-7ミj了ントうセン (和光純薬工業(捕 口外番号 DSF2950， 純度>90%)

AF-2. 2-AAは DMSO(和光純薬工業(掬)に溶解したものを、 -200Cで凍結保存し、用

時解凍した。 9-AAは DMSOに、 SAは蒸留水に溶解して速やかに試験に用いた。

(培地および S9混液の組成〕

1 ) トップアガー (TA菌株用)

下記の水溶液 (A)および (B)を容量比 10:1の割合で混合した。

(心的トアガー (Dif co) O. 6% (8) L-tAf1ン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% ピオチン 0.5 mM 

本 : WP2用には、 0.5mM L-トリプトファン水溶液を用いた。

2 )合成培地

培地は、日清製粉株式会社製の最少寒天培地(用量設定試験においてはロット番号:

DJ0401 H， 1992年 9月4日製造、本試験においては、ロット番号:DJ060KH， 1992年11月10

日製造)を用いた。なお、培地 1P，あたりの組成は下記のとおりである。

硫酸マグネシウム・7水和物 0.2 g IJン酸水素アンモニウムナトリウム・4水和物 3.5g 

クエン酸・17k和物 2 g グルコース

IJン酸水素ニカリウム 10 g JHト7ti-(Difco) 

径 90mmのシャーレ l枚あたり 30mfを流して固めてある。
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3 ) S9混液(1 mi中下記の成分を含む)
本本

S9 o. 1既2 NADH 4μ 皿01

塩化マグネシウム 8μ皿01 NADPH 4μ 田01

塩化カリウム 33μmol o. 2Mリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 0.5庇2

グルコース・6リン酸 5μ皿01

林:7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノパルビタール(PB)および 5、6-べン
ゾフラボン(BF)の併用投与で酵素誘導して作製した S9(キッコーマン側、ロット番号
RAA-280、1992年 7月24日製造およびRAA-285、1992年11月20日製造)を -800Cで凍結保存
し、用時に解凍した。 PBおよびBFの投与量は 1日目 PB30 mg/kg、2日目 PB60皿g/kg、
3日目 PB60 mg/kgおよび BF80 mg/kg、 4日目 PB60 mg/kgで・あり、いずれも腹腔内
投与したものである。

(試験方法 )

プレート法を用いて、直接法および代謝活性化法によって試験を行った。

小試験管中にトップアガー 2mi、被験物質調製液 0.1m1、リン酸緩衝液 0.5mP(代謝

活性化試験においては S9混液 0.5況i)、検定菌液 0.1m1を混合したのち合成培地平

板上に流して固めた。また、対照群として被験物質調製液の代わりに DMSO、または数種

の陽性対照物質溶液を用いた。各検定菌ごとの陽性対照物質の名称および用量は表中に示

した。培養は37
0

Cで48時間行い、生じた変異コロニー数を算定した。抗菌性の有無につい

ては、肉眼的あるいは実体顕微鏡下で、寒天表面の菌膜の状態から判断した。用いた平板

は用量設定試験においては、陰性および陽性対照群では 3枚ず‘つ、各用量については 1枚

ずっとした。また、本試験においては雨対照群および各用量につき、 3枚ず‘つを用い、そ

れぞれその平均値と標準偏差を求めた。用量設定試験は l回、本試験は同一用量について

2回実施し、再現性の確認を行った。

〔判定基準〕

用いた 5種の検定菌のうち、 l種以上の検定薗の直接法あるいは代謝活性化法において、

被験物質を含有する平板上における復帰変異コロニー数が、陰性対照のそれに比べて 2倍

以上に増加し、かっ、その増加に再現性あるいは用量依存性が認められた場合に、当該被

験物質は本試験系において変異原性を有する(陽性〉と判定することとした。
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【試験結果および考察】

試験の全過程を通して、信頼性に悪影響を及ぼすおそれのある予期し得なかった事態お

よび試験計画書からの逸脱はなかった。

〔用量設定試験〕

結果を Table1に示した。 TCPについて、 50--5000pg/プレートの範囲で公比を約 3と

し、試験を実施したところ、すべての検定菌の直接法あるいは代謝活性化法のいずれにお

いても、抗菌性は認められなかった。また被験物質に由来する、寒天平板上の沈殿物は直

接法および代謝活性化法ともに、 500pg/プレート以上の用量で認められた。

以上の結果から、本試験における最高用量を直接法、代謝活性化法ともに、すべての検

定菌において、 5000pglプレートとし、公比 2で 5用量を設定することとした。

〔本試験〕

結果を Tables2、3に示した。 TCPについて 312.5--5000pglプレートの用量範囲で試

験を実施した。 2回の試験を通して、用いた 5種類の検定菌の直接法、代謝活性化法のい

ずれにおいても、陰性対照の 2倍以上となる変異コロニー数の増加は認められなかった。

なお、直接法では 312.5 p.glプレート以上、代謝活性化法では、 625pg/プレート以上の用量

で被験物質に由来する沈殿物が寒天平板上に認められた。

TCPについて実施した試験において、陽性対照群では、いずれの検定菌においても変

異コロニー数の増加が認められ、陰性対照群とともに計測された変異コロニー数はヒスト

リカルコントロール値の範囲内であったことから、本試験に用いた各検定菌の感受性およ

び各陽性対照物質の変異原活性についての安定性が確認された。

以上の結果に基づき、 TCPは、用いた試験系において変異原性を有しないもの

(陰性)と判定した。
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Table 1. Results of preliminary cytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 

tri -p-cumenyl phosphate 

削也(+)町

吋也ωt(ー)

i9MiX 

S9Mix 

(.) 

S9Mix 

Positivc 

∞ntrol 

S9 Mix (・)

Positive 

∞凶'01
59 Mix (+) 

Tes¥血出回nce Numbcc of rever国ts 伽.mbcrof∞I~es/p協， M回目土 5.0.)

世田 Bue • J)air sub甜旬酋OIllype Frm白坦Rηpe

ωg I plate) TAl∞ TA1S3S WP2uYrA TA98 TAI537 

。 129 124 123 14 20 14 20 13 17 3S 3S 39 10 7 6 

( 125土 3.2) 16土 3.5) 17ま 3.5) ( :36土 2.3) 8土 2.1) 

50 143 21 22 26 。

1却 124 14 11 26 9 

貨同脅 119 17 10 26 8 

1筑陥待 140 18 9 34 12 

虫別得 129 12 13 32 9 

。 124 125 129 19 20 18 13 18 19 43 42 48 8 7 13 

( 126土 2.6) 19土1.0) 17土 3.2) ( 44土 3.2) 9土 3.2) 

SO 133 20 16 37 13 

150 132 18 15 28 6 

笠岡持 130 IS 20 42 9 

IS∞脅 125 IS 16 49 9 

socぬ棒 106 12 lO 39 7 

α回 jcaJ AF2 SA AF2 AF2 9AA 

D田e(時 Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Num~o( 468 437 479 310 281 316 151 126 125 ω8 “9 
6卯 1939 1933 2017 

∞l。凶esIplate ( 461士21.8) (初公 18.7) ( 134:t 14.7 ) (“9土21.0) ( 1963土 46.9) 

。lCl副団l 7.AA 以 A 2AA 1AA 2AA 

D明e(い" plate) 2 10 0.5 2 

N四 bcrof 370 377 394 229 219 203 鈎2 894 910 初5 336 封。 198 189 226 

∞lonics I plate ( 380:t 12.3 ) ( 217土13.1) (鈎2ま 8.0) ( 327土19.2) ( 204土 19.3) 

AF2:2-(1・Furyl}3・(S-nitro・2・furyl)acrylamide. SA:制 iumazide， 9AA:. 9・AmiI剛ロidi民2AA:.2.・Aminoan由racene

tt:町田ipitantWIS observed∞血es町faceof a伊rplat回.



Table 2. Results of bacterial reverse mutation assay ( 1 ) with tri~p-cumenyl phosphate 

Vl也(+)or 

({也∞t(・)

~9 Ml.x 

S9Mlx 

(-) 

S9M江

Positive 

∞n回 l

S9 Mix (-) 

Posltive 

∞凶01

S9 Mix (+) 

TcstIUb卵形望 N喧nberof棺'Yer1ants(mmbcr of∞101泊白 Ipbtε.M凶 1:t S.O.) 

也m Bue.. pa1r剖凶凶∞type Frameshlft庁間

U!g!p加d TAl∞ TAIS35 WP'bJvrA TA98 TA1537 

。 113 130 136 11 19 11 26 20 29 16 22 24 11 7 9 

( 126土11.9) 14土 4.6) ( 25:t 4.6) ( 21ま 4.2) 9ま 2.0) 

312.5 4t 134 124 133 IS 12 18 21 29 32 lS 27 12 10 7 9 

( 130ま 5.S) 15土 3.0) ( 17:t 5.7) 18土 7.9) 9土 1.5) 

位5 持 124 124 97 12 11 11 21 18 33 25 23 27 14 6 12 

( 115土15.6) 11土 0.6) ( 24土 7.8) ( 25土 2.0) 11土 4.2) 

12鈎暴 134 130 137 14 22 IS 18 14 23 16 26 16 6 10 5 

( 134土 3.5) 17土 4.4) 13 土 ~J) 19士 5.8) 7ま 2.6) 

Z筑防省 122 118 120 16 11 15 26 20 24 17 21 勾 4 5 7 

( 120土 2.0) 14土 2.6) ( 泊土 3.1) ( 20士 3.1) 5土1.5) 

虫泊。‘ 115 116 124 IS 11 19 29 25 22 15 21 22 5 14 

( 118土 4.9) 15土 4.0) 25土 3.5) 19土 3.8) 7土 6.7) 

。 121 128 119 10 15 12 32 28 26 31 30 32 14 23 11 

( 123土 4.7) 12土 2.5) ( 29土 3.1) ( 31土1.0) 16士 6.2) 

312.5 IS5 
1“ 139 20 17 10 20 34 32 36 20 31 24 17 19 

( 153念 13.6) 16土 5.1) 29土 7.6) ( 29:t 8.2) 20土 3.6) 

625 脅 159 131 145 20 14 21 33 31 25 42 30 30 18 18 11 

( 145土14.0) 18土 3.8) 30ま 4.2) ( 34土 6.9) 16土 4.0) 

1250緑 179 165 138 10 18 18 22 28 25 25 32 29 12 10 13 

( 161土20.8) 15土 4.6) ( 25ま 3.0) ( 29土 3..5) 12土1.5)

Z虫却特 128 144 148 11 11 13 17 23 勾 26 33 34 18 11 14 

( 140土10.6) 12土1.2) 21ま 3.5) ( 31土 4.4) 14土 3.5) 

到X泊持 122 130 128 17 11 8 21 27 幻 33 37 41 11 10 13 

( 127士 4.2) 12土 4.6) 24土 3.1) ( 37土 4.0) 11土 1.5 ) 

白 血lcal AF2 SA AF2 AF2 9AA 

D田eU!S Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numbc:rof 4&4 S3S 536 173 170 169 123 122 149 “拘 551 524 2683 2770 2&61 

∞10凶csI plate ( 518土29.7) ( 171:士 2.1) ( 131:土IS.3) ( 558ま38.S) ( 2772土 89.5) 

仁志田叫ca1 払 A 2AA 1AA 2AA 1ムA

Dose (μg 1p1a匂) 2 10 0.5 2 

N田bc:rof 736 812 827 219 20S 212 953 1∞2 101& 313 305 341 316 2&8 2.8& 

∞10凶恒生late ( 792土48.8) ( 212土 7.0) ( 99は 33.9) ( 320土18.9) ( 297土 16.2) 

AF2: 2.{2~Furyl}3-(S・凶紅白4・furyl)a1巧lamide ， SA: sc:対iumazi仇 9AA:9・畑山湖cridine.2M:. 2・Aminoan出racene

松町民ipitantw田崎倒vedon t.be surface of a伊rpIates. 
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Table 3. Results of bacterial reverse mutation assay ( 11 ) with tri-p-cumenyl phosphate 

wl也(+)町

wi也C旭川・)

S9MIx 

(-) 

S9Mix 

'+) 

P凶悩ve

∞ntrol 

S9M江ω

Positive 

∞曲。1

S9 Mix (+) 

T届 t同b翻 nce Nurnber of rev匂祖nts(numbc:r of∞加泊目Iplate，M阻 1土s.n.)

dose B蹴-pa1r釦民泊凶∞typc Frameshlft typc 

ωglp凶e) TAl∞ TAlS3S WP2uvrA TA98 TAlS37 。 122 117 1伺 11 11 14 21 2s 31 22 19 25 8 9 9 

( 116土 7.1) 14土 3.5) 26ま 5.0) ( 22土 3.0) 9土 0.6) 

312.~ 121 115 99 14 14 13 15 24 33 18 お 17 9 7 8 

( 112土11.4) 14土 0.6) ( 24ま 9.0) 19土 3.2) 8土 1.0 ) 

625 棺 112 113 116 18 13 15 25 22 19 20 25 16 4 6 7 

( 114士 2.1) IS土 2.5) ( 22ま 3.0) (20土 4.5) 6土 1.5 ) 

1250 • 111 98 96 12 15 16 28 24 13 17 27 21 8 14 6 

( 102土 8.1) 14土2.1) ( 22ま 7.8) ( 22土 5.0) 9土 4.2) 

2筑泊脅 118 121 122 18 15 17 9 24 23 16 22 26 10 8 7 

( 120土 2.1) 17土1.5) 19ま 8.4) ( 21土 5.0) 8土 I.S) 

到X崎将 lIS 113 124 11 19 26 11 18 21 21 20 20 4 6 8 

( 117土 5.9) 19土 7.S) 19ま2.1) ( 20.f 0.6) 6:t 2.0) 

。 141 133 121 12 18 12 31 30 34 35 21 33 7 12 12 

( 132土10.1) 14士 3.5) ( 32ま 2.1) ( 32土 4.2) 10土 2.9) 

312.5 119 1似 120 14 13 s 2l 21 初 31 28 17 15 12 15 

( 114土 9.0) 12土 3.2) ( 21土1.0) ( 25土 7.4) 14土 1.7 ) 

62S 柑 127 110 128 14 12 12 16 24 21 30 29 26 14 13 11 

( 122土10.1) 13土1.2) (20ま 4.0) ( 28土 2.1) 13 :t I.S ) 

1250柑 133 125 124 12 18 16 19 22 25 25 21 20 9 7 7 

( 127土 4.9) 15土 3.1) ( 22ま 3.0) ( 24土 3.6) 8土 1.2 ) 

2筑)()帯 113 l∞ 146 12 13 13 15 25 15 21 23 22 17 9 6 

( 120土幻.7) 13土 0.6) 18ま 5.8) ( 22土1.0) 11:土 5.7) 

筑削体 117 121 113 15 17 13 21 19 22 19 29 18 10 8 6 

( 117土 4.0) IS:i: 2.0) ( 21ま1.5) ( 22土 6.1) S土 2.0) 

αCU1ical AFl SA AF2 AF2 9AA 

Dose 618/P凶e) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

NlDDbaof 523 4鈎 卸5 93 101 126 149 134 132 “副6 638 606 2499 2225 2310 

∞lonies I pla也 ( S06:t 16.5 ) ( 107:t 17.2 ) ( 138土 9.3) ( 637土30.0) ( 2345士140.3) 

。lemical 2M 2M 2M 払 A 2M  

Dose U1O!P加e) 2 10 0.5 2 

NlDDbaof 713 829 840 188 190 189 “s 
701 627 340 381 355 241 240 2ω 

∞10副es/~也 ( 794土70.4) ( 189土1.0) ( 659ま38.1) ( 359土20.7) ( 247土 11.3) 

AF2: 2-{2-Furyl).3・(S-nitro-2・fwyl)acrylamide. SA;制iumazide， 9AA: 9-AI凶削ロi山.以A:2・M 泊畑出racene

得:酌民ipitantw魁 dぉervedon the S'田faceof喝arplates. 
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