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喜重き 糸勺

7タル酸ヅヘプチ!しエステjしについて.Sa~mone~~a tythimuγium TA98. TA100， TA1535. TA1537 

及び Escheγichiaco~i WP2ωγA-の5菌株を指標とする復帰突然変異試験を実施した.

予備試験を 5000.2500. 1250. 625， 313， 156， 78. 1. 39. 1μg/アレートの濃度で実施した

ところ， S 9 Mix非共存下及び共存下のいずれにおいても，すべての菌株で抗菌性は認

められなかった.従って，本試験では 5000μgjアレートを最高濃度に 2500，1250， 625， 

313μgjプレートの 5濃度を設定した.本試験を実施した結果，被験物質により誘発された復

帰変異コロニー数は，いずれのテスト菌株においても陰性対照値の 2倍以上を示さなかっ

fこ.

以上の結果から， 7タル酸テヘプ刈工ステ!しの変異原性は陰性と結論した.
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1.試験物質

1.1被験物質

キオラ|さ斗五之びプ-:;1去

より提供された 7タ J~酸ジヘプチル工ステル 〈 Lot No. 

純度 99.56%以上)を使用した.被験物質は，融点-55
0

C，沸点 235---245oC/ 

10則前gの無色透明液体であり，水，熱，光等に安定である.また，水にほとんど溶けず¥

DMSO，了セトン，芳香族炭化水素に易溶である.なお，本ロットについては実験開始前及び

実験終了後に被験物質製造者が分析したデータを入手し安定であることの確認を行っ

fこ.

化学名:7タル酸ジヘプチJvエステJv

化学式:C2 2H3 404 

構造式:

分子量 :362.48 
CAS No. : 3648-21-3 

1.2対照物質

陰性対照物質及び陽性対照物質として下記のものを用いた

使用目的 対照物質名 略称 入手先

陰性対照 ジメチルス}~*キシド DMSO 関東化学株式会社

陽性対照 2-(2-7リル)-3-(5-ニトロ-2- AF-2 和光純薬工業株式会社
7リル)了ク1)Jレ了:ド
7グイヒナトリウム NaN3 和光純薬工業株式会社
N-工tJし-N'ーニトロ-N-ニトロソ ENNG Sigma Chemical Company 
グ了ニヅン
9-7ミj了うI)jン 9-AA Sig光m純a Chemical Company 
2-7ミ/了ントうセン 2-AA 和 薬工業株式会社

L一一一

2.テスト菌株

2.1テスト菌株1.2} 

ロット番号 純度(児)1

603E2089 

PTQ1296 98. 0 

KWE6685 96. 5 
56F-3651 99. 0 

80F-0186 99 
TWH2355 95.0 

より 1983年 5月27日に入手した SalmoneLlβ 

typhimurium TA98， TAIOO， TA1535. TA1537及び よ

り 1985年10月14日に入手した EscheγichiacoLi WP2 uvγAーの 5菌株を用いた.
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これらの菌株の遺伝的特性は下記のとおりである.

付帯突然変異
菌株 変異遺伝子 突然変異型

修復 日英 R因子

TA9g his D uりγB γfa pKM 101 フレームシフト
TA100 his G uvγB γfa pKM 101 塩基対置換
TA1535 his G UVγB γfa 塩基対置換
TA1537 his C uvγB γfa 一 フレームシフト
WP2 liVγA- tγ台E UVγA + 塩基対置換

2. 2特性検査

各テスト菌株についてアミノ酸要求性，紫外線感受性，膜変異，薬剤耐性などの遺伝

的特徴をロット毎に事前に調べ，これらの特性を備えた菌株を用いた.

2.3保存方法

液体完全培地により 37ocで8時間振謹培養した 4mlの各菌懸濁液に 0.35meの割合

で DMSOを加えて， ドライアイス・アセトン中で急速凍結後，超低温槽で-800C以下に

凍結保存した.

3. 培地

3.1液体完全培地

ニュートリエン卜ブロス (OxoidNutrient Broth No.2 ; Unipath社，ロット番号

067 54134) 25 gを 1Qの精製水に溶解し，オートクレーブ (121oC， 15分間〉で滅

菌した.本培地は各テスト菌株の増菌用培地として用いた.

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〈日清製粉株式会社，ロバ番号 AN500JJ)を購入し使 用

した.本培地は復帰変異菌の検出に用いた.

3.3 トップアガー

アミノ酸水溶液として，精製水を用いて 0-ビオチン，レヒスチジン及び L-トリプ

トファンの o.5 mM混合水溶液を調製し， これをマイクロフィルター(孔径 o.45μrn) 

でろ過滅菌後，冷蔵庫に保管した.

精製71<1 OOml'こ対して， 粉末寒天 (Bacto-Agar; Difco社， ロット番号 37430AJA)

0.6 g，塩化ナトリウム0.5gの割合で加え，オートクレーブで滅菌し完全に溶解させ

る.その後，上記のアミノ酸水溶液を 1/10量加えて混和し約 45oc，こ保温した.本
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培地は菌懸濁液，被験物質溶液及びS9 Mixと混合後，最少グルコース寒天平板培地に

重層するために用いた.

4. S 9 Mix 

4.1 S 9 

購入した S9 (キッコーマン株式会社; 1994年10月 6日製造，ロッ卜番号 RAA-316)

を使用した. この S9は， 7週齢の雄の SD系ラットにフェノバルビタールを

30mg/kgで;1回， 60mg/kgで;3回， 24時間間隔で腹腔内投与し， 5，6-べンゾフラボン

80mg/kgをフェノバルビタールの第 3回投与時に l回併用投与して作製した肝ホモジ

ネートの9000>くg遠心上清分画である. S 9は-800

C以下で保存した

4.2 S 9 Mix 

S 9 Mix 1 meあたり以下の組成で調製し使用時まで氷中に保存した.

S 9 
塩化マグネシウム六水塩
塩化カリウム
D-グルコース 6-リン酸
s -NADPH 
β-NADH 
ナトリウムーリン酸緩衝液 (pH7.4) 
滅菌精製水

0.1 ml 
8μmol 
33μmol 
5μmol 
4μmol 
4μrnol 

100μmol 
残量

5.試験方法 3) 

5.1被験物質溶液及び陽性対照物質溶液の調製

被験物質を所定濃度で DMSOに溶解し， これを同じ溶媒を用いて希釈し各濃度の被験

物質溶液を調製した

陽性対照物質の NaN3は，注射用水(株式会社大塚製薬工場)に，その他は DMSOに

溶解した.

5.2被験物質濃度

予備試験を 5000，2500， 1250， 625， 313， 156， 78. 1， 39. 1μg/プレー卜の濃度で実施し

たところ， S 9 Mix非共存下及び共存下のいずれにおいても，すべての菌株で抗菌性は

認められなかった.従って，本試験では 5000μg/プレートを最高濃度に 2500，1250， 625， 

313μg/プレートの 5濃度を設定した.

5.3被験物質溶液の濃度確認

本試験 1回目に用いた最高及び最低濃度の被験物質溶液について濃度分析を実施し

ハU
唱
B
Bム
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いずれも所定濃度のlOO=t5 %以内であることを確認した (12頁，補足資料参照) • 

5.4復帰突然変異試験

試験はプレインキュベーション法で実施した.

凍結保存された各種の菌懸濁液20μEを液体完全培地10mfに接種し 37
0

Cで 8時間振

塗培養した.菌懸濁液は菌濃度を測定した後，試験に使用した.滅菌した試験管に被験

物質溶液 0.1mfを分注し， S 9Mix 0.5mfと菌懸濁液 O.lmfを加え， 37
0

Cで 20分間振

還しプレインキュベーションを行った. s 9 Mixを共存させない場合には， S 9 Mi x 

の代わりに O.1Mナトリウムーリン酸緩衝液 (pH7.4) 0.5 mlを加えた.プレインキュ

ベーション後， トップアガ-2m!，を上記の試験管に加えて混和し最少グルコース寒天

平板培地に重層した.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，‘復帰

変異コロニー数を数えた.計調IJは自動コロニーカウンターで、行った.同時に実体顕微鏡

を用いてバックグランドの菌の生育を観察し被験物質の抗菌性の有無を調べた.予備

試験は各濃度あたり 1枚のプレートを使用した.本試験は各濃度あたり 3枚のプレート

を用い， 2回実施した.

5. 5試験結果の判定基準

被験物質処理プレートにおける復帰変異コロニー数(平均値〉が陰性対照値の 2倍以

上を示し明確な用量相関性及び再現性が認められる場合に陽性と判定する.

子長吉5畏主乏乙Jご系吉言命

結果を別表 1.-...-3及び図 1---10に示す.

本試験 l回目及び 2回目における被験物質により誘発されたテス卜菌株の復帰変異コ

ロニー数は， S 9 Mix非共存下及び共存下のいずれにおいても，陰性(溶媒〉対照値の

2倍以上を示さなかった.

S 9 Mix非共存下及び共存下の 1250μglプレート以上の濃度で，沈殿物が認められた.

以上の結果から， 7 タ jし酸ジヘプfl~工ステ}~の変異原性は陰性と結論した.
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本試験 1回目に調製した最高及び最低濃度の被験物質溶液を分析した.その結果を下

表に示す.

分析結果

設定濃度

MEAN 

50 

51. 9 
51.3 

51. 6 (103) 

かっこ内は設定濃度に対する割合併)を示す.

1 2 
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3. 13 

3.25 
3. 26 

単位:mg/rnl 

3.26(104) 



別表 1

予備試験結果表

被 験 物質の名称 7 タ lレ酸 γ ヘ 7 。チ}~エステル (No.4L433) 

被濃験物度質 復帰変異数(Jロニー数 /7
0

レート)
S9Mix 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

(~g/7 。レート) TAIOO TA1535 WP2 uvrA TA98 TA1537 

溶媒対照
64 

~! 6 4 ~ 
8 28 

~! 28 j 
22 

~! 2 2 ~ 

39. l 
65 

(! 655 

13 

ふ13
5

22 10 4 
(! 225 (! 105 

92 1 1 1 9 15 4 
7 8. 1 ~! 925 ~! 1 1 5 (! 19

5 (! 155 

156  
75 

~! 7 5 ~ 
12 

~! 12
5 

26 
~! 26) 

18 
~! 185 

8 

313  
85 

~! 855 

14 

(! 
14

5 

24 
れ 24~

14 

(! 
14

5 

10 
~! 10 5 

625  
95 

~! 9 5 ~ 
7 26 

~! 265 

10 
~! 105 

5 

83 C 21 C 
125  0 ~! 835 ~! 2 1 5 

17 C 
~! 175 

5 C 

2 5 0 0 80 C~! 80
5 

10 C 
~! 105 

27 九 27~ 15 C 
~! 155 

10 C 

~! 1051 

67 C 21 C 
18 C~! 18

5 

5 C 
5 000  ~! 675 ~! 2 1 5 

溶媒対照
84 

~! 845 

10 
~! 105 

31 
~! 3 1 5 

28 
~! 285 

13 
~! 1 3 ~ 

3 9_ 1 
72 

~! 72) 
7 23 

~! 235 

24 
~! 24) 

10 
~! 1 0 ) 

7 8. 1 
61 

f! 61 5 
7 44 

~! 445 
18 

f! 185 

15 
~! 155 

74 1 0 27 
156  ~! 745 ~! 105 ~! 275 

35 
~! 355 

10 
~! 1 05 

75 10 20 
~! 205 

1 6 
~! 1 6 ~ 

3 
十 3 13  ~! 755 ~! 105 

77 8 28 27 
(! 275 

5 
625  (! 775 

(! 285 

1 250  
64 C 

(! 645 

7 C 29 C 
~! 295 

21 C 

(! 
21

5 
14 C~! 14) 

2 500  72 C~! 72
5 

10 C~! 10
5 

30 C~! 30
5 

25 C~! 25
5 

15cjf 
15ji 

64 
C(! 64~ 5 C 19 

C(! 19
5 

20 
C(! 20

5 

8 C 
5 0 0 0 

陽性対照

一 ( ~濃g;7 0 昨
bート)

/a 耗r !;-ト

陽性対照

十 (R57。戻卜〉

コナ-耗7 -v-卜

(備考 C: 沈殿物が認められた. 平均値)
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別表 2

試験結果表(本試験 1) 

被験物質の名称 フタル盤 γ へ )0 チルエステ J~ (No.4L433) 

被験物質 復帰変異数(]ロニー数 /7
0

レート)

S9Mix 濃 度 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

(llg/7。レート) TAIOO TA1535 WP2 uvrA TA98 TA1537 

89 35 1 6 1 0 
溶媒対照 70 78) 10 9 ) 27 31) 14 17) 6 

76 (! 10) 10 1 ) 32 4 ) 22 4 ) 6 2) 

69 9 34 20 9 
313  77 74) 6) 1 9 29) 1 4 16 ) 5 7) 

76 4) 4 3) 35 9) 1 5 3 ) 6 2) 

69 1 1 25 1 8 4 
625  75 73) 8 8) 36 32) 1 9 15 ) 4 5 ) 

76 4) 6 3) 34 6) 8 6) 6 1 ) 

74 C 6 C 35 C 10 C 12 C 
125  0 72 C( 69) 4 C( 5 ) 29 C( 30) 14 C( 13) 4 C( 7) 

61 C (士 7) 4 C(1 1 ) 25 C(1 5 ) 14 C(1 2) 4 C(1 5 ) 

60 C 9 C 28 C 14 C 4 C 
2 5 0 0 67 C( 62) 7 C( 8) 34 C( 32) 15 C( 17) 5 C( 4 ) 

60 C(1 4 ) 8 C(1 1 ) 33 C(1 3) 22 C(士 4) 3 C(士 1 ) 

73 C 7 C 27 C 14 C 5 C 
5 0 0 0 63 C( 70) 9 C( 8) 21 C ( 27) 14 C( 12 ) 6 C( 6) 

73 C(士 6) 8 C(士 1 ) 33 C(! 6) 9 C(1 3) 6 C(士 1 ) 

90 9 37 24 8 
溶媒対照 79 86) 8 8) 37 39) 26 22) 9 8) 

89 6) 7 1 ) 42 3) 1 6 5) 8 1 ) 

74 4 20 31 8 
313  77 72) 1 1 8) 27 30) 1 9 22) 8 9) 

65 6) 4 ) 42 (1: 11) 1 5 8 ) 1 1 2) 

9 1 3 34 27 4 
625  78 84) 8 9) 29 30) 25 23) 6 7) 

84 7) 
十

16 7) 28 3) 1 6 6 ) 10 3) 

70 C 11 C 42 C 19 C 10 C 
1 2 5 0  70 C( 70) 7 C( 8) 39 C( 35) 29 C( 2 1 ) 6 C( 7) 

70 C(1 0) 5 C(1 3 ) 25 C(士 9) 15 C (士 7) 5 C(1 3) 

69 C 9 C 34 C 24 C 9 C 
2 5 0 0 78 C( 80) 7 C( 7) 34 C ( 31 ) 30 C( 25) 5 C( 6 ) 

94 C(1 13) 5 C(士 2) 25 C(1 5 ) 21 C(1 5 ) 4 C(1 3) 

63 C 8 C 44 C 15 C 8 C 
5 0 0 0 71 C( 69) 6 C( 8 ) 41 C ( 41) 21 C ( 20) 10 C( 8) 

73 C(1 5 ) 10 C ( ! 2 ) 37 C(! 4 ) 25 C(1 5 ) 5 C(士 3) 

陽性対照 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9-AA 

濃 度
(p.g/7。レート) O. 0 1 Q. 5 2 O. 1 80 
3ロニー数 430 349 399 368 776 
/ 7。レート 462 ( 444) 392 ( 368) 449 ( 427) 412 ( 391) 7 16 ( 762) 

44 1 (1: 16) 362 (! 22) 434 (士 26) 392 (! 22) 794 (! 4 1 ) 

陽 性 対照 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

濃 度
+ (p.g/7

0

レート〉 2 10 O. 5 2 

コロニー数 757 318 899 235 240 
/ 7

0

レート 790 ( 757) 322 ( 320) 921 ( 908) 223 ( 239) 209 ( 230) 
724 (! 33) 319 2 ) 903 (! 12) 258 (! 18) 241 (! 1 8 ) 

(備考) C :沈殿物が認められた(平均値)
( :!::様事偏差)

A F' -2 : 2 -( 2 -7 1) Iレ)-3-(5-ニトロー2-7リル)7Pリlレ7ミト" NaN3: 1シ'化ナトリウム，

ENNG : N-工fル-N I ←ニトロー N- ニトロソ l' 了ニシ ~ï ， 9-AA: 9-7ミ/71リシ e ン， 2-AA: 2-7ミ/7ント7セン
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別表 3

試験結果表(本試験 2) 

被験物質の名称 7~ ル醒 γ へ 7 。チルエステル CNo.4L433) 

被験物質 復帰変異数(コロニー数 /7"レ『ト)

S9Mix 濃 度 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

(/f.g!7"レー卜) TA100 TA1535 WP2 uvrA TA98 TA1537 

88 13 35 23 
溶媒対照 80 79) 1 1 10) 32 32) 20 19) 5 5 ) 

70 9) 7 3 ) 30 3) 1 5 4) 1 ) 

89 13 20 1 1 3 
313  68 82) 14 12 ) 24 23) 9 12) 4 3 ) 

89 (:!: 12) 9 3 ) 25 3 ) 15 3) 3 1 ) 

88 8 25 11 
625  73 79) 7 8) 33 28) 15 15) 4 4 ) 

75 8) 8 1 ) 25 5 ) 18 4) 4 o ) 
68 C 7 C 36 C 13 C 2 C 

1 250  72 C( 73) 7 C( 7) 23 C( 28) 12 C( 15) 3 C( 4 ) 
80 C(! 6) 8 C(! 1 ) 24 C(士 7) 19 C(士 4) 6 C(! 2 ) 

71 C 9 C 23 C 17 C 4 C 
2 5 0 0 73 C( 69) 8 C( 9) 22 C( 25) 13 C( 16 ) 5 C( 4 ) 

63 C(i 5 ) 9 C(! 1 ) 29 C(:t 4) 1 9 C ( ! 3) 4 C(! 1 ) 

67 C 10 C 21 C 16 C 6 C 
5 0 0 0 73 C( 70) 8 C( 10) 22 C( 21) 10 C ( 13) 9 C( 6 ) 

71 C(:t 3) 13 C(士 3) 20 C(:t 1 ) 13 C(! 3) 4 C(! 3) 

75 7 47 1 9 6 
溶媒対照 87 83) 12 11 ) 33 40) 22 22) 7 7) 

86 7) 14 4) 4 1 7) 26 4) 7 1 ) 

78 12 28 1 9 7 
313  76 74) 1 1 1 1 ) 31 29) 2 1 21) 1 0 8) 

68 5 ) 10 1 ) 27 2) 22 2) 6 2 ) 

9 1 13 31 1 8 5 
625  81 81 ) 13 13 ) 31 29) 16 18) 5 4 ) 

72 (! 10) 12 1 ) 26 3) 2 1 3) 3 1 ) 
+ 

68 C 1 1 C 31 C 22 C 10 C 
1 2 5 0 73 C( 72) 13 C( 12 ) 22 C( 29) 23 C( 22) 4 C( 6 ) 

76 C(! 4 ) 1 1 C ( ! 1 ) 33 C(1 6) 20 C(1 2) 4 C(1 3 ) 

65 C 10 C 26 C 26 C 9 C 
2 5 00  68 C( 65) 10 C( 9) 21 C ( 26) 19 C( 20) 7 C( 8) 

62 C(! 3) 8 C(:!: 1 ) 30 C(士 5 ) 15 C(1 6) 8 C(士 1 ) 

63 C 15 C 29 C 20 C 6 C 
5 0 0 0 66 C( 70) 7 C( 1 1 ) 26 C( 27) 23 C( 23) 8 C( 6) 

80 C(士 9 ) 10 C(士 4 ) 26 C(士 2) 25 C(士 3) 4 C(! 2) 

陽性対 照 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9-AA 

濃 度
(/f.g!7・レート) O. 0 1 0.5 2 O. 1 80 

コロニー数 4 14 372 5 1 2 528 590 
I 7"レート 339 ( 4 18 ) 344 ( 369) 520 ( 509) 468 ( 489) 684 ( 660) 

500 (! 81) 392 (i 24) 495 (! 13) 471 (i 34) 707 (i 62) 

陽性対照 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

濃 度
十 (Jlg!7"レート) 2 10 O. 5 2 

3ロニー数 867 402 592 336 136 
( 158)1 I 7。レート 923 ( 9 12 ) 352 ( 373) 658 ( 677) 327 ( 328) 1 63 

l__J)ji (:t 40) 364 (i 26) 782 (:t 96) 320 8 ) 176 (i 20)1 
_L_ 

( 備考) c :沈殿物 が認められた(平 均値〉
( :t療事偏差〉

AF-2 : 2-(2-]リル)-3-(5-ニトロー2-]リル)7 ~ IJル7ミト" NaN3 : 7ジe イヒナトリウム.

ENNG : N-工fルー N'ーニトロ -N-ニトロゾク e 了ニシ'ン， 9-AA: 9-7ミ/71リシ'i， 2-AA: 2-7ミ/了ント 7セン

1 5 

守P



図 1 (本試 験 1) 

被験 物質名:フタル酸ジへプチルエ ステル
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。
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図 2 (本試験 1) 

被験 物質名:フタル酸ジヘプチルエステル
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40 

30 

20 

10 

。
。 313 625 1250 
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図 3 (本試験 1) 

被験物質名:フタル酸ジヘプチルエ ス テ ル

量一反応曲線

(コロニー数/プレート)
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図 4 (本試験 1) 

被験物質名:フタル酸ジへプチルエステル

量一反応曲線

(コロニー数/プレート)

40 

30 

20 

10 

。
。 313 625 1250 

1 7 

No. 4L433 

( W P 2 u v r A ) 

2500 

( T A 9 8 ) 

2500 

? 

• S9-
ロS9+

5000(μgjフ・レート)

臼
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図 5 (本試験 1) 

被 験 物質名:フタル酸ジへプチルエステル

量一反応曲線

(コロニー数/プレート)

40 

30 

20 

10 

。。 313 625 1250 

1 8 

(TA1537)  
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? 

No. 4L433 

• S9-
ロS9+

5000(μgjプレート)



図 6 (本試験 2)

被験物質名:フタル酸ジへプチルエステル

量一反応曲線

(コロニー数/プレート)

120 

90 

60 

30 

。。 313 625 1250 

図 7 (本試験 2)

被 験 物質名:フタル酸ジへプチルエステル

量一反応曲 線

(コロニー数/プレート)

40 

30 

20 

10 

。
。 313 625 1250 

1 9 

(TAl 00)  

2500 

(TA1535) 

2500 

? 

No. 4L433 

• S9-
ロS9+

5000(μgjプレート)

No. 4L433 

• S9-
ロ59+

5000(μg/7・レート)



図 8 (本試験 2)

被験 物質名:フタル酸ジへプチルエステル

量一反応曲線

(コロニー数/プレート)

80 

60 

40 

20 

。
。 313 625 1250 

図 9 (本試験 2)

被験物質名:フタル酸ジへプチルエ ステル

量一反応曲線

(コロニー数/プレート)

40 

30 

20 

10 

。
。 313 625 1250 

2 0 

No. 4L433 

( W P 2 u v r A ) 

2500 

( T A 9 8 ) 

2500 

守

• S9一
口 S9+

5000(μg/プレート)

No. 4L433 

• S9-
ロS9+

5000(μg/プレート)



図 1 0 (本試験 2) 

被 験 物質名:フタル酸ジへプチルエステル

量一反応曲線

(コロニー数/プレート)

40 

30 

20 
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。
。 313 625 工250
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(TA1537)  

2500 

? 

No. 4L433 

• S9-
ロS9+

5000(μg/プレート)
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