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要約

ラウリルリン酸ナトリウムの遺伝子突然変異誘発能の有無を検討するため、ネズミチフス菌

Salmonella typhimurium (以下、 S.typhimuriumと略した)TA100、TA98、TA1535、TA1537

及び大腸菌 Escherichiacoli (以下、 E.coliと略した)WP2 uvrAの5菌株を用いて復帰突然変

異誘発試験を実施した。

試験は濃度設定試験及び本試験を実施し、代謝活性化系非存在下及び代謝活性化系存在下の条

件で、プレインキュベーション法により実施した。また、被験物質の媒体には0.5w/v%カルボキ

シメチルセルロースナトリウム水溶液を用いた。なお、被験液の処理用量は濃度設定試験で0.305

""5000μg/plateの範囲で8用量、本試験で 156""5000μg/plateの範囲で6用量を設定した。

L 沈殿/結晶又は着色

使用した5菌株において、代謝活性化系の有無にかかわらず、濃度設定試験で78.1時/plate

以上の被験物質処理群で、本試験では 156μg/plate以上の被験物質処理群で白色の析出物が

認められた。

2. 生育阻害

使用した 5菌株において、代謝活性化系の有無にかかわらず、全被験物質処理群(濃度設

定試験:0.305""5000問 /plate、本試験:156"" 5000μg/plate)で、菌株に対する生育血害は

認められなかった。

3. 復帰突然変異コロニー数

使用した 5菌株において、代謝活性化系の有無にかかわらず、全被験物質処理群(濃度設

定試験:0.305""5000μg/plate、本試験:156--5000μg/plate)で、陰性対照群と比較して 2

倍以上及び用量依存的な復帰突然変異コロニー数の増加は認められなかった。

以上の結果より、本試験条件下において、ラウリルリン酸ナトリウムの復帰突然変異誘発能

は陰性と判定した。
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緒

厚生労働省医薬食品局審査管理課 化学物質安全対策室の依頼により、ラウリルリン酸ナト

リウムの安全性試験の一環として、細菌を用いる復帰突然変異試験を実施したので、その成績

を報告する。
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試験材料及び方法

1 被験物質及び媒体

1) 被験物質

被験物質は

に供給された。これらの情報は

づくものである。

供給者

製造者

被験物質名

CAS番号

構造式又は示性式

純

性

度

状

分子量

ロット番号

安定性

保存方法

保存場所

取扱い上の注意

返却

2) 媒体

名称

ロット番号

より被験物質情報(添付資料 1、2及び3)ととも

における非GLP下での分析に基

ラウリノレリン酸ナトリウム

Phosphoric acid， dodecyl ester， sodium salt 

50957・96・5

CH3(CH2)llPU30HNa (C12H26Na04P) 

情報提供なしo

白色粉末、わずかに特異な臭いがある。

288.30 

実験終了後に被験物質の残量を製造者 ;に

おいて、安定性を分析した結果、実験期間中の被験物質は安定であ

ったことが確認された(添付資料4)。

室温、密封(保存期間中の実測保存温度:8--2S0C) 

御殿場研究所被験物質保存室及び変異原室

作業場の換気を十分に行い、保護眼鏡、保護手袋等の適切な保護具

を着用し、直接の接触を防いだ。取扱い後は、手、顔等をよく洗い、

うがいをした。

関連試験終了後、被験物質の残量は全て被験物質製造者に返却したロ

カルボキシメチルセルロースナトリウム

4Y01 
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規 格

製造冗

使用期限

保存方法

保存場所

媒体の選択理由

媒体の調製

2. 被験液の調製

1) 調製方法

日本薬局方

丸石製薬株式会社

2007年 11月 30日

室温

御殿場研究所 第 1研究棟被験物質調製室

M-1147 

供試前の媒体検討の結果、注射用水、エタノール、ジメチルスノレホ

キシド及びアセトンに不溶で、あったため、 0.5w/v%カルボキシメチ

ルセルロースナトリウム水溶液を媒体とし、懸濁することとした。

カノレボキシメチルセルロースナトリウム1.0000gを注射用水 200

mLに溶解し、オートクレープによる滅菌処理 (1210C、20分)を

行い、調製した。調製後は使用時まで冷蔵保存した。

(1) 濃度設定試験

(2) 本試験

2) 調製頻度

被験物質0.5000gを 10mL容量メスフラスコに秤取した。ミキサー

を用いて媒体で懸濁した後に、メスアップして最高濃度の50.0mg/mL 

懸濁液(最少グルコース寒天平板培地に添加した際の最終用量:5000 

μg/plate)の被験液を調製した。次いで、 50.0mg/mL懸濁液を公比4

(各濃度の被験液1.50mL:媒体 4.50mL)で順次7段階希釈し、12.5、

3.13、0.781、0.195、0.0488、0.0122及び0.00305mg/mLの8濃度

を調製した。

濃度設定試験と同様に 50.0mg/mL懸濁液を調製した。次いで、 50.0

mg/mL懸濁液を公比2(各濃度の被験液5.00mL:媒体 5.00mL)で

順次 5段階希釈し、 25.0、12.5、6.25、3.13及び 1.56mg/mLの6濃

度を調製した白

被験液は用時に調製し、保存は行わなかった。

-10-
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3) 安定性

被験物質に O.5w/v%カルボ、キシメチルセルロースナトリウム水溶液を添加した際に、

発泡が認められたが、約 10分で発泡がおさまった。また、発熱、吸熱、色調変化、臭気、

固化、凝集、乳化、層分離、急速な蒸発及び発光は認められなかった。

3. 使用菌株

1) 菌株

次の 5種類の菌株を用いた。

①塩基対置換型

S. typhimurium TAI00 

S. typh，丘l1urium TA1535 

E. coli WP2 uvrA 

②フレームシフト型

s. tJ伊，himurium TA98 
S. typhimurium TA1537 

上記菌株は、国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部より入手 (1997年 10月 9日)

した。

2) 菌株の選択理由

毒性試験法ガイドラインに準じて選択した。なお、当該菌株は変異原性物質に対する

感受性が高く、細菌を用いる変異原性試験に最も一般的に使用されている。

3) 菌株の保存及び解凍

入手した菌株を培養して得られた菌懸濁液 30mLにジメチルスルホキシド(以下、

DMSOと略す、和光純薬工業株式会社、試薬特級、ロット番号CEQ5898)を2.625mL 

添加し、 500μLずつ分注して一70t以下の超低温フリーザ(日本フリーザ株式会社:

CL-312)で保存した(保存実測温度:-83--""-69t)。使用する時は室温で解凍した。

4) 菌株の特性検査

凍結保存した菌株について、アミノ酸要求性、膜変異t白特性、薬物耐性因子R-factor

プラスミド、紫外線感受性、菌増殖率、陰性対照値及び陽性対照値の各特性を 2004

年 9月 29日から 2004年 10月 1日に検査し、それぞれの菌株に特有の性質が保持さ

れていることを確認し、試験に使用した。

唱
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4. 対照物質

1) 陰性対照物質

媒体 (0.5w/v%カノレボ、キシメチノレセルロースナトリウム水溶液)を陰性対照とした。

2) 陽性対照物質

毒性試験法ガイドラインに準じて、以下、 5種類の化学物質を陽性対照とした。

陽性対照物質(略称) ロット番号 純度(%) 保存方法

2-(2・Furyu・3-(5-nitro・2・furyuacry lamide 
WAP0369 99_0 室温、遮光

仏F-2)

80dium azide (8AZ) ELP2778 98.0 室温、遮光

Benzo[a]pyrene (B[a]P) ASH1182 101.0 室温、遮光

2-Aminoanthracene (2AA) A8MI101 97.4 冷蔵、遮光

2-Methoxy-6・chloro-9-[3-倍chlo:脱出~1)-amino
534652 98_0 冷蔵、遮光

propylamino] acridine-2H'α (ICR-191) 

保存場所: 御殿場研究所 変異原室及び変異原室内の冷蔵庫

製造元: AF-2、SAZ、B[a]P及び2AA:和光純薬工業株式会社

ICR-191 : Polysciences， Inc. 

3) 陽性対照物質の調製方法

AF-2、ICR-191、2AA及びB[a]PはDM80(和光純薬工業株式会社、試薬特

級、ロット番号:CEQ5898)に溶解し、 SAZは注射用水(日本薬局方、株式会社

大塚製薬工場、ロット番号:4J97N)に溶解した。使用した菌株及びそれぞれの

調製濃度を表 1に示した。

表 1 陽性対照物質一覧

非代謝活性化系 (-89mix) 代謝活性化系 (+89m立)

使用菌株 陽性対照物質 調製濃度 陽性対照物質 調製濃度

μg/mL μg/mL 

S. typhimurium TA100 AF-2 0.1 (0.01) B[a]P 50 (5.0) 

S. typhimurium TA98 AF-2 1.0 (0.1) B[a]P 50 (5.0) 

s. tYJフl1imuriumTA1535 SAZ 5.0 (0.5) 2AA 20 (2.0) 

s. typhimurium TA1537 ICR-191 10 (1.ω B[a]P 50 (5.ω 

E. coli WP2 uvrA AF-2 0.1 (0.01) 2AA 100 (10.0) 

( )内の数値は、プレートに処理した時の処理用量(μg/plate)を示すo

5. S9 mix及び培地の調製

1) 89 mix 

89及び補酵素は、オリエンタノレ酵母工業株式会社 (89/コファクターAセット、 ロッ

-12一
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ト番号:A040806051)から購入し、御殿場研究所 変異原室内の-700C以下超低温フ

リーザ(日本フリーザ株式会社:CL-312)に保存されているものを使用した。 89mix 

は用時に 89及び補酵素を混合し、調製した。

(1) 89 

名 称

ロット番号

製造日

保存方法

使用期限

(2) 補酵素

名 称

ロット番号

製造日

保存方法

使用期限

(3) 89 mixの組成

89 1 mL 

補酵素 9mL

89 

04080605 

2004年 8月 6日

冷凍保存(保存期間中の実測温度:-83-..-690C) 

2005年 2月 5日(製造後6箇月以内)

コファクターA

A04080405 

2004年 8月 4日

冷凍保存(保存期間中の実測温度:-83-..-69'C) 

2005年 2月 3日(製造後6箇月以内)

O.4mo阻」塩化マグネシウム水溶液

1.65 mol/L塩化カリウム水溶液

1.0 mol/Lグノレコース-6-リン酸水溶液

0.1 mol/L還元型ニコチンアミドアデ‘ニン

ジヌクレオチドリン酸(NADPH)水溶液 O.4mL 

0.1 mol/L還元型ニコチンアミドアデニン

ジヌクレオチド(NADH)水溶液 O.4mL 

0.2mo阻d リン酸ナトリウム緩衝液(pH7.4) 5.0 mL 

精製水 2.75 mL 

0.2mL 

O.2mL 

0.05 mL 

2) 培地

(1)最少グ、ルコース寒天平板培地

名 称 :テスメディアAN培地

製 造 元 :オリエンタノレ酵母工業株式会社

ロット番号 : ANI780IT 

円。
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製造 日 2004年 9月 9日

使用期限 2005年 3月 8日(製造後6箇月以内)

保存方法 室温保存

保存場所 :御殿場研究所変異原室

(2) ニュートリエントブ、ロス培養液

ニュートリエントプロス 12.50gを精製水 500mLに溶解し、オートクレープによ

る滅菌処理 (121
0C、20分)を行い、調製した。調製後は使用時まで室温で保存し

た。

名 称 :ニュートリエントプロス (NutrientBroth No.2) 

59365 

UNIPATH LTD. 

ロット番号

製造元

保存方法

保存場所

:室温保存

:御殿場研究所変異原室

(3) 0.1 mol/Lリン酸緩衝液 (pH7.4) 

リン酸二水素ナトリウムニ水和物 3.90gを精製水250mLに溶解し、調製した。次

に、リン酸水素二ナトリウム 14.20gを精製水 1000mLに溶解し、調製した。以

上、二つの水溶液を混合し、 0.1mol/Lリン酸緩衝液 (pH7.4)とし、オートクレ

ープによる滅菌処理 (121
0

C、20分)を行い、調製した。調製後は使用時まで室温

で保存した。

①名 称: リン酸二水素ナトリウム二水和物 (NaH2P04・2H20)

ロット番号 SEG2423 

製造元 和光純薬工業株式会社

保存方法 室温保存

保存場所 御殿場研究所変異原室

②名 称 リン酸水素二ナトリウム (Na2HPOJ

ロット番号 MOR2526 

製造元 ナカライテスク株式会社

保存方法 室温保存

保存場所 御殿場研究所変異原室

(4) 0.5 mmol/L D-ピオチン-0.5 mmol/L L.ヒスチジン溶液

Dピオチン 0.0305gを1mol/L水酸化ナトリウム(和光純薬工業株式会社、ロツ
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ト番号:WAL7492) 0.3 mLに溶解し、 L-ヒスチジン塩酸塩一水和物 0.0262gを

加え、精製水 250mLに溶解し、フィルター (IWAKI、0.2μm、ロット番号:

06502003)滅菌を行い、調製した。調製後は使用時まで冷蔵保存した。

①名 称: .D-ピオチン ((+)-Biotin、VitaminH) 

ロット番号 : ASQ7637 

製造元: 和光純薬工業株式会社

保存方法: 冷蔵保存、遮光

保存場所

②名称

ロット番号

製造元

保存方法

保存場所

御殿場研究所変異原室

L-ヒスチジン塩酸塩ー水和物

(L-Histidine Hydrochloride Monohydrate) 

TCN4471 

和光純薬工業株式会社

冷蔵保存、遮光

御殿場研究所変異原室

(5) 0.5 mmol/L L-トリプトファン溶液

L-トリプトファン 0.0252gを精製水 250mLに溶解し、フィルター (IWA阻、 0.2

μ血、ロット番号:06502003)滅菌を行い、調製した。調製後は使用時まで冷蔵保

存した。

名称:L-Tryptophan 

ロット番号

製造元

保存方法

保存場所

TCL2695 

和光純薬工業株式会社

冷蔵保存、遮光

御殿場研究所変異原室

(6) トップアガー

以下に示す寒天を用いて、調製した軟寒天液ω.6% Agar， 0.6 % NaCl :試薬特級、

ロット番号:V2F7063、ナカライテスク株式会社)をオートクレープによる滅菌

(12fC、20分処理)した後、 S.typhimurium TA株は0.5mmol/L .D-ピオチン-

0.5 mmol/L L-ヒスチジン溶液、 E.coli株では0.5mmol/L L-トリプトファン溶液を

それぞれ 1110容量加え、調製した。調製後は使用時まで固化を防ぐため 450Cの恒

温槽で保温した。

名称:Bacto Agar 

に
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ロット番号

製造元

保存方法

保存場所

3323561 

DIFCO LABORATORIES 

室温保存

御殿場研究所変異原室

6. 試験方法 1-5)

1) 識別方法

(1) 菌株の識別

(2) 

菌株の種類ごとに、以下に示す色のラベルを貼り識別した。

S. typhimurium TAI00 青

S. typhimurium TA98 緑

S. typhimurium TA1535 朝包

S. typhimurium TA1537 赤

E. coli WP2 uvrA 黄

濃度の識別

非代謝活性化系を「一」、代謝活性化系を r+ Jとし、これに続けて陰性対照

(Negative Control)を rNCJ、陽性対照 (PositiveControuを rpcJ、被験物質

処理を濃度の低い方から rlJ、 r2J、 r3J・・・の番号を明記したラベルで識別

した。

2) 前培養

(1) ニュートリエントプロス培養液 30mLを入れた培養用三角フラスコに、 s.
。rphimuriumTA株は各60凶J、E.coli株は30μLの菌懸濁液を植菌した。

(2) 試験には、37tで 8時間前培養(プログラム設定器付き振壷恒温水槽:阻~-10F、

タイテック株式会社)した後の菌懸濁液を用いた。前培養終了時に菌懸濁液の吸

光度を測定(分光光度計:UVIDEC-66、協和医科器械株式会社)し、生菌数が 1

XI09個/mL以上であることを確認した(表 2)。なお、菌懸濁液は、使用まで室

温下で維持した。
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表 2 菌株の生菌数

菌株 濃度設定試験 本試験

S. typhimurium TAI00 1.78X 109/mL 1.81 x 109/mL 

S. typhimurium TA98 1.96X 109/mL 2.00 x 109/mL 

s. tJヨフJJimuriumTA1535 1.92 x 109/mL 1.94 x 109/mL 

S. typhimurium TA1537 1.58 x 109/mL 1.61 x 109/mL 

E. coli WP2 uvrA 3.58X 1091血L 3.63 x 109/mL 

3) 用量の設定

(1) 濃度設定試験

被験物質の最高用量を 5000μg/plateとし、以下公比4で除した 1250、313、

78.1、19.5、4.88、1.22及び0.305開lplateの計8用量を設定した。

(2) 本試験

濃度設定試験の結果、最少グルコース寒天平板培地上の観察において、使用菌

株の種類及び代謝活性化系の有無にかかわらず、全被験物質処理群 (0.305.......5000

開lplate)で使用菌株に対する生育阻害は認められなかった。また、 78.1μg/pla旬

以上の被験物質処理群で白色の析出物が認められたが、復帰突然変異コロニー数

の計数は可能であった。一方、全ての菌株で代謝活性化系の有無にかかわらず、

被験物質による用量依存的な復帰突然変異コロニー数の増加は認められなかった白

よって、本試験は、 5000阿/plateを最高用量とし、これを公比2で5段階除した

2500、1250、625、313及び 156開:lplateの計6用量を設定した。

4) プレート数

濃度設定試験及び本試験とも、各処理群当たり 3枚のプレートを用いた。

5) 濃度設定試験

(1) 非代謝活性化系では0.1moIJLリン酸緩衝液 (pH7.4) 0.5 mLを、代謝活性化

系では89mix 0.5 mLを加えた後、被験液、陰性対照物質又は陽性対照物質を 0.1

mL添加し、それぞれに各菌懸濁液O.lmLを加えた。

(2) 37'tで 20分間振壷(プレインキュベーション)し、これにあらかじめ 45tに

維持されているトップアガーを 2.0mL加えて慣枠後、最少グルコース寒天平板

培地に重層した。

(3) 37tで 48時間培養した後、寒天平板培地上を実体顕微鏡を用いて、使用菌株

の生育阻害、沈殿及び結晶物の析出の有無及び着色の有無を観察した。この結果、

円
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78.1μg/plate以上の被験物質処理群で白色の析出物が認められた。よって、出現

した各被験物質処理群の復帰突然変異コロニー数は肉眼で手動コロニーカウンタ

(コロニーカウンタベン Lite、アズワン株式会社)を用いて計数し、陽性対照群

及び陰性対照群における復帰突然変異コロニー数は自動コロニーカウンタ(バイ

オマルチスキャナー BMS-400、東洋測器株式会社)を用いて計数した。なお、

陰性対照群の復帰突然変異コロニー数の計数値は手動及び自動コロニーカウンタ

値に差がないことを確認し、手動による計数値を採用し、自動コロニーカウンタ

による計数値を参考データとした。

6) 本試験

操作は濃度設定試験と閉じ手順で行った。

7) 追加確認試験

必要性が認められなかったため実施しなかった。

7. 判定基準

陰性対照群、陽性対照群及び被験物質処理群各 3枚のプレートの復帰突然変異コロニー数

の平均値と標準偏差値を算出した。結果の判定は、被験物質処理における復帰突然変異コロ

ニー数が自然復帰突然変異コロニー数に対して顕著に増加(陰性対照群の 2倍以上を目安と

した)し、この増加に用量反応性が認められ、また濃度設定試験及び本試験の各成績に再現

性が認められた場合に陽性と判定することとした。なお、判定に際しては統計学的手法は用

いなかった。
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諒験結果

1 濃度設定試験

濃度設定試験の結果を Table1，2及びFi伊 re1.......5 (上段)に示した。

1) 培養終了後の寒天平板培地観察

培養終了後の実体顕微鏡を用いた観察から、使用した 5菌株において、代謝活性化

系の有無にかかわらず、全被験物質処理群 (0.305.......5000開lplate)で、生育限害は認

められなかった。一方、使用した 5菌株において、代謝活性化系の有無にかかわらず、

78.1問/plate以上の被験物質処理群で白色の析出物が認められた。

2) 復帰突然変異コロニー数

使用した 5菌株において、代謝活性化系の有無にかかわらず、全被験物質処理群(0.305

.......5000問lplate)で、陰性対照群と比較して 2倍以上及び用量依存的な復帰突然変異コ

ロニー数の増加は認められなかった。

3) 試験系の成立条件

(1) 陽性対照群においては、各菌株の陰性対照群に比較して 2倍以上となる復帰突然

変異コロニー数の増加が認められた。

(2) すべての被験物質処理群について、 3枚のプレートにおける個々の復帰突然変異

コロニー数に顕著な差は認められなかった。

(3) 各菌株の代謝活性化系の有無による陰性対照群及び陽性対照群の復帰突然変異コ

ロニー数は試験実施施設における背景データ管理値(添付資料 5)の範囲内であ

った。

以上より、試験系は成立したものと判断した。
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2. 本試験

本試験の結果を Table3， 4及びFigure1"""'5 (下段)に示した。

1) 培養終了後の寒天平板培地観察

培養終了後の実体顕微鏡を用いた観察から、使用した 5菌株において、代謝活性化

系の有無にかかわらず、全被験物質処理群 (156"""'5000μg/plate)で、生育阻害は認め

られなかった。一方、使用した 5菌株において、代謝活性化系の有無にかかわらず、

156阿lplate以上の被験物質処理群で白色の析出物が認められた。

2) 復帰突然変異コロニー数

使用した 5菌株において、代謝活性化系の有無にかかわらず、全被験物質処理群 (156

"""'5000μg/plate)で、陰性対照群と比較して2倍以上及び用量依存的な復帰突然変異コ

ロニー数の増加は認められなかった。

3) 試験系の成立条件

(1)陽性対照群においては、各菌株の陰性対照群に比較して 2倍以上となる復帰突然

変異コロニー数の増加が認められた。

(2) すべての被験物質処理群について、 3枚のプレートにおける個々の復帰突然変異

コロニー数に顕著な差は認められなかった。

(3) 各菌株の代謝活性化系の有無による陰性対照群及び陽性対照群の復帰突然変異コ

ロニー数は試験実施施設における背景データ管理値(添付資料 5)の範囲内であ

った。

以上より、試験系は成立したものと判断した。
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考察及び結論

濃度設定試験及び本試験のいずれにおいても、使用菌株に対して、被験物質の濃度及び代謝

活性化系の有無にかかわらず、陰性対照群と比較して 2倍以上及び用量依存的な復帰突然変異

コロニー数の増加は認められなかった。

一方、陽性対照群では各菌株の陰性対照群と比較して 2倍以上となる復帰突然変異コロニー

数の増加を示したことから、使用菌株の復帰突然変異誘発物質に対する反応は適切であったこ

とが確認された。更に、各菌株の代謝活性化系の有無による陰性対照群及び陽性対照群の復帰

突然変異コロニー数は試験実施施設における背景データと比較して異常と考えられる数値を示

さず、試験は適切に実施されたものと考えられた。

ラウリルリン酸ナトリウムの類縁体である sulfuricacid， monododecyl ester， sodium salt 

(CAS No.: 151・21・3)はマウスリンフォーマ試験で非代謝活性化系において陰性であることが

報告されている 6)。

以上の試験結果より、ラウリノレリン酸ナトリウムは本試験条件下において細菌に対する遺伝

子突然変異誘発能を有さない(陰性)と判定した。

'
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Table 1 Results of the Dose~ Range Finding Test on Phosphoric acid， dodecyl ester， sodium salt without Metabolic Activation 
in the Bacterial Reverse Mutation Test 

Number of revertant colonies/plate (Mean:!:: 8tandard Deviation) 

Negative 

control 

Test article 

Positive 
control 

Dose (μg/plate) 189 mixl Base substitution type 

。
0.305 

1.22 

4.88 

19.5 

壬イ{ー)
1250 

5000 

Name 

Dose (μg/plate) 
Number of 
revertant 
colonies/ola te 

S仰 'himuri・umTA100 l8.typhimurium TA1535 
116 I 16 
106 I 12 

Negative control: O.5%(w/v) sodium carboxymethyl cellulose solution 
#1: 2'(2・Furyl)・3・(5'nitro・2'furyl)acrylamide， #2: Sodium azide 
#3:2・Methoxy-6-chloro-9-[3-(2・chloroethyl)-aminopropylaminolacridine・2HCl
t: White-deposition was observed on the surface of agar pla胞.
No growth inhibition of tester strains was observed. 

E:coli WP2 uvrA 
31 
29 

Frameshift type 

広仰'himuriumTA98 I 8.仰'hi'muriumTA1537 
22 I 14 
21 I 17 
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Table 2 Results ofthe Dose-Range Finding Test on Phosphoric acid， dodecyl ester， sodium salt with Metabolic Activation 
in the Bacterial Reverse Mutation Test 

Number of revertant colonies/plate (Mean:!::8tandard Deviation) 

Base substitution type I Frameshi丘type

M-1147 

Dose (μg/plate) 189皿江

8.typhimurium TAI00 ぷtyphimuriumTA15351 E.coli WP2 uvrA I 8.typhimurium TA98 I 8.typhimurium TA15~1 
Negative 
control 
。 120 

0.305 

1.22 

4.88 

19.5 

Test artic 

78汁 ω
31 

1250 

5000 

Name 

Positive|Do叫的協}
c~;;~rol 1 Number of 

revertant 
colonies/ulate 

Negative control: O.5%{w/v} sodium carboxymethyl cellulose solution 
#4: Benzo[a )pyrene、#5:2. Aminoanthracene 
t: White.deposition was observed on the surface of agar pla旬.
No growth inhibition of tester strains was observed. 

14 I 36 I 25 I 17 
12 I 27 I 22 I 13 



Table 3 Results of the Main Test on Phosphoric acid， dodecyl ester， sodium salt without Metabolic Activation 
in the Bacterial Reverse Mutation Test 

Number of revertant colonies/plate (Mean土8tandardDeviation) 

Dose (μg/plate) 189血ixl _ __ Base substitution type 1 Frameshift type 

M-1147 

S~typhimurium TAI00 I S.typhimurium TA15351 E.coli WP2 uvrA I 8.typhimurium TA98 I 8.仰>himuriumTA1537 
Negative 

control 

Test article 

Positive 
control 

01  1 11311;|iilijlii  

156 

313 

625 

1250 

2500 

5000 

Name 

Dose (j..lg/plate) 
Numberof 

Negative controI: O.5%(w/v} 80副umcarboxymethyl celluloae aolution 
#1: 2・(2-FuryO・3-(5-nitro・2-furyOacrylamide• #2: Sodium azide 
#3: 2-Methoxyサchloro-g.[3-(2・chloroethyl).aminopropylamin01acridine'2HCl 
t: White-deposition was observed on the aurface of agar pla胞.
No growth inhibition of tester strains was observed. 



Table 4 Results of the Main Test on Phosphoric acid， dodecyl ester， sodium salt with Metabolic Activation 
in the Bacterial Reverse Mutation Test 

Number of colonies/plate (Mean:t8tandard Deviation) 
Dose (μg/plate) 189 mixl Base substitution type Frameshi丘type

Negative 

control 

Test article| 

S.typhi泊mu削lr.
104 I 13 

o I 1115 I 15 

156 

313 

625 

号4
(+) 

5000 

Name 

Positive |Do 
~~~-;;~i I Number of 

Negative control: O.5%(w/v) sodium carboxymethyl cellulose solution 
#4: Benzo[a ]pyrene、#5:2-Aminoanthracene 
t: White.deposition was observed on the surface of agar plate. 
No growth inhibition of旬sterstrains was observed. 

E.coli WP2 uvrA 
35 
31 

E仰 'himuriumTA98 I s.仰 ，himuriumTA1537 
21 I 16 
23 I 15 

M-1147 
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