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要約

ジシクロヘキシルカルボジイミドの変異原性の脊無について、細菌を用いる復帰

変異試験を実施することにより検討した。

検定菌として、 SaLmonellaty帥imuγiumTAIOOt TA1535， TA98， TA1537およ

び Esch.eγichiacoLi WP2ωγAを用い、直接試験および代謝活性化試験のいずれ

も、用量設定試験は 50-"5000pg/プレートの用量で、本試験は TAI0Q，TA1535およ

び TA98では 78.1-..2500pg/ブトト、 WP2では 156.3......，5000pg/ブト~， TA1537では

39.1 ~1250 (1回目の代謝活性化試験のみ 78.1-"2500pg/プレート)の用量で 2回実施

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、ジシクロヘキシノレカル

ボジイミドは、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 ー三宮
t::::r 

OECD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、日本が独自

に選定した既存化学物質の 1つである、ジシクロヘキシルカルポジイミドについて、

細菌を用いる復嬬変異試験をプレート法により実施した。

この試験は、サノレモネラ(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宣接試験と、日南乳動物のもつ薬

物代謝酵素 (S9混波)によって産生される被援物質の代謝物の変異原性を試験す

る代謝活性化試験とからなっている。

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2幻号、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)に基づいて実施した。

。/
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( 検 定 菖)

材料および試験方法

5・'al船 neLLa tyPhinw.γium TAIOO 
SaL阪meLLatythimuγium TA1535 
Escheγichia coLi WP2 uvγA 
SaLmoneLLa tゆhimu:riturlTA98 
SaLmone L La ty帥tmuγiumTl¥1537 

s. tyPhimuγiumの4菌株は1975年10月318tこアメリカ合衆国、

から分与を受けた。

E. cot i WP2ωγA株は1979年5月98 ~こ

分与を受けた。

検定菌は、 -80t以下で凍結保存した。

の から

試験に際して、 0.5%塩化ナトリウム添加ニュートリエントプロス (Difco)を入

れたL字型試駿管に種菌を接種し、 37.C、10時間往復涯とう培養したものを検定菌

液とした。

(被験物質)

ジシクロヘキシルカルボジイミド (CASNo. 538・75-0、以下DCCと略)は、分

子量 206.34、比重 0.946、融点、 3S"""36t、沸点、 154'"156 .. cの性状を有する白色

面体である。純度99.7%のもの(ロット番号:

を から供与された。被験物質は、試験使用時まで室温で遮光し

て保存した。

DCCは、ジメチルスルホキシド(ロット番号:OSL 5887、和光純菜、以下DMSO

と略)に 50(喝/rnl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。

試験の開始に失立って、秦野研究所において DCCのDMSO溶液中での安定

性試験を行った。本試験における最高濃度 (50略/mP.)および景低濃度以下の濃度
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(0.25時1m/，)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

3時間における、各々 3サンプルの平均含量は、それぞれ初期値の平均 (0時間)

に対して、 99.7および 100%であった。これらの値は、当研究所の標準操作手贋

書の基準(初回の測定平均値の 90%以上)を満たしていた (Appendix1)。

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、 50mg/mi 

溶液の含量は既定濃度に対し、 97.4'""101%、o.781 ~/m2 溶液は、 106'""107%、

さらに 0.391mg/ml溶液については、 91.1'""103%であった。これらの健も、当研

究所の標準操作手贋書の基準(平均含量は添加量の 85%以上)を満たしてい

た (Appendixes2， 3)。

以上の結果から、 DCC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。
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(培地および S9混液の組成)

1 ) トップアガー (TA菌株周)

下記の水溶液 (A)および (S)を容量比 10:1の割合で混合した。
耳障

(A) バクト・7ガー (Difco) 0.6% (B) レヒヌチカ 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% ビオチン 0.5 mM 

噂: WP2周には、 0.5mMレトリプトファン水溶液を用いた。
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2)合成培地

3) 

培地は、日清製粉株式会社裂の最少寒天培地(用量設定試験では、ロッ

ト番号:DJ050GG， 1991年 7月98製造，本試験においては、ロット番号:

DJ070JG， 1991年10月21日製造)を用いた。なお、培地 1Aあたりの組成は下

記のとおりである。

硫酸マグネシウA・7水和物 O.2g ナJ酸水素7冗ニウAナトリウA・4水和物 3.5g 

クヱン酸・1水和物

わ酸水素二方リウふ

2 g グJ~コーヌ

10 g }¥クトアガー (Difco) 

20g 

15g 

径 90D のシャーレ l枚あたり 30miを流して固めてある。

S9混液(1 m.e中下記の成分を含む)
粛司瞳

S9 0.1 ml， NADH 4 ，umole 

塩化マグネシウム 8μmole NADPH 4μmole 

塩化的弘 33μmole O.2Mリン酸緩衝液
(pH 7.4) 0.5 m1 

グ!日ーヌ・6ゎ酸 5μmole 

林:7適齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノパルピタールCPB)およ
ぴ5、6-ベンゾフラボン(BF)の併用投与で酵素誘導して作製した S9
(キッコーマン鱒、ロット番号 RAA・258、1991年8月23日製造)を用
いた。 PBおよびBFの投与量は 18百 PB30 mg/kg、2日目 PB60 mg/ 
旬、 38百 PB60 mg/kgおよび BF80 mg/旬、 4日目 PB60 mg/lぼ
であり、いずれも腹腔内投与したものである。

〔試験方法)

プレート法により直接試験および代謝活性化試験を行った。

小試験管中にトップアガー 2m2、被験物質調製液 0.1mR.、リン酸緩衝液 0.5mR. 

(代謝活性化試験においては 59混液 0.5m.e)、検定菌液 0.1mQ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
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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-Cで48時間行い、生じた復帰変異コロニー

数を算定した。用いた平板は用量設定試裁においては、陰性および陽性対照群では

3枚ずつ、各用量については l枚ずっとした。また、本試験においては両対照群お

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 (TA1537の代謝活性化試験のみは異なった

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)

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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試験結果および考案

試験の全過程を通して、{蓄積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。

(用量設定試駿)

結果を表lに示した。 50-"5000pg/1レートの範囲で試験を実施したところ、 WP2

を除く s.tゆhimu.γiumのすべての検定菌の直接試験、代謝活性化試験において、

高用量の 1-"2用量群で抗菌性が認められた。

したがって、 1回目の本試験における最高用量を直接試験および代謝活性化試

殺ともに TA1537を除く s.ty帥tmuγiwrt の 3 菌株では、 2500μzノプレート、 ~~P2 では

5000 pg/デトトとし、以下公比2でそれぞれ6用量を設定することとした。 TA1537

については、直接試験では 1250pg/プレート、代謝活性化試験では 2500/.lg/プレートを

最高用量とし、同様に 6用量を設定した。

(本試験)

l回目の本試験の結果を表2に示した。 DCCについて、上記の用量範囲で試験

を実施した。その結果、すべての検定菌において、直接試験および代謝活性化試験

のいずれにおいても、高用量の 1'""2用量群において抗菌性が認められたものの、

用量依存性のある変異コロニー数の増加は認められなかった。

2回目の試験においては、 TA1537の代謝活性化試験の最高用量を直接試験と同

様に 1250pg/デトトとしたほかは、それぞれの検定菌について l回目の試験と同じ

用量で試験を実施した。結果を表3~こ示した。

その結果、すべての検定菌において高用量の 1，..._， 2用量群で、抗菌性が認められ

たものの、用量依存性のある変異コロニー数の増加は認められなかった。
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DCCについて実施した試験において、陽性対照物質では、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才L、陰性対照群の変異コロニー数とも、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

定住が確認された。

以上の結果に基づき、 DCC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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表 l
祖齢被質:ジ‘シクロへキシノゆ)v;f.ジ.イミド

用量設定試験結果表
M-9 1-1 86 

検 体 s9fu 復 婦 変 異 コロニ一散/フUート

物 質 温 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

加1/1trト) 有無 TAl∞ TAl535 ~rA T必8 TAl537 

溶 媒

I~ 130 143 1412 2) 14 (121± 3 21L 0 l) 2(111± 5 a17 l) お(話 2之8 幻乙6) 
7 
(8± 7 

ー

110 .7) 対 照 ( 138 1: 

却 ー 布 9 8 21 8 

150 ー 位 5 14 13 

別 ー 位 11 10 10 7 

検 体 1500 ー 日・ 5・ 9 7 0・

制調 ー 2・ 0・ 9 0・

溶 媒¥ 1372 .0) 11 
(151± 8 117 助 16 

{151± 7 Z 13 i) 
泊
(淘 3±8 + 138 146 

142 1) 10 
( 11土9 乙131) 対 照 ( 139 :t 

日 + 115 15 17 21 7 

1日} + 138 13 包 辺 12 

制 + 鎚 8 24 泊 6 

検 体 1500 + 弱・ 8 13 8 5・

制調 + 2・ 2・ 8 3・ 0・

名 称
SfHiXを

般 0.01A陀 0.01 SA 0.5 AF2 0.1 鮎A80
閣 必要と 温度 (tl/升Fト)

しないも

JZ 問{飴9問土 閑却.0) 羽6(3193l±3 主l丘治町 131 12+ 8 11a57 g) お6(561臼±8 日1185) 1945ω2羽93土2 羽5叩0.98) 性 の ( 1泊

名 称
対 S!Hixを

必要と 温度(.ol刈Fト)
2Ml 2M2 組A10 制 0.5 制 2

照 するもの

コ之ト
7臼 留l

汁2.7a 248 238 249 519(側臼土5 4U7.1 ?} lai(l伺m±l 169 171 白却土3 1l7&2 2) (加± ( 245 :t 6.1) 17.2) 

* :検定歯桂南撞



表 2
観桜闘賞:ジシクロへキシ')143)吋fジイミド

復帰変異試験結果表 l
M-9 (-1 86 

検 体 S9-tix 復 燭 変 異 コロニー数〆フ'1--卜

物 質 漉 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

加川Fト) 有 無 TAlω TAl日5 DNrA TA98 TAl日7

溶 媒¥ 1z3 lお 117 13 14 a17 l} 15 
3i6 .8) 19 z2 笥 10 (101之1 

ー

010 .6} 対 aa ( 124土 7.5) ( 15土 ( 13土 (22土 3.0) 

泊1.1 ー 7 10 
18 .5) ( 8主

78..1 ー 112 (11811± 8 12a5 5) 15 (U1± 0 19 2 26 
(191士6 15 

( 7土9 Z8 6) 6. 1) 

156.3 ー 107 
(108g土1 120 9 

(8± 4 111 a 14 
( 13 ~ a13 s) 15 

(202土4 却 9 11 
11.0 0) 11.5) 4.5) ( 10 Z 

検 体 312.5 ー 103 
( 103笛± 1a11 o} 8 11 11.1 η 12 

(151± 2 
却 18 

(201± 8 4お.0) 
8 
(7± 7 1.5 5) ( 10:t 4帥

邸 ー 鎚
(10510土9 108 13 

(il± 8 Z13 9) 10 
(131± 6 1 14 1) 16 

(182土1 Z18 5) 5 
( 6主6 1.7 0) 6.1) 

1250 ー 100(鎚10土5 i回1.5) 8・(91±0・ L10B ・ 14 
(111土2 1L 8 i) 

21 
( 16 ~ 51.1 0) 5・+0・ z0g・) ( 2 

2500 ー 86・(邸布土・ 望arl) デ(6±5・ L7a ・ U(U土6 413 4) 10・ 1+3・ Zg-l) 

罰則 ー
V(6± 2・ aT a 

溶 媒

ド¥ 1回 142 a14l 3) 15 10 z14 a 15 
( 17!; 2a4 a 38 

( 41 羽土 435 .8) 
+ 11 

{141土3 419 2) 対 照 (157 :t ( 13:t 

78.1 + 140 122 1120.1 η 24 
(171土0 116 0) 36 35 34 15 

ι10 5) ( 128 :t (お± 1.0) ( 10:t 
l弘 3 + 111 (125i3土5 11121 T} 14(131± 3 0回1.6) 

12 
(121± 4 a10 o) 28 

(幻 2±9 2Z5 l) 8 
(8± 9 L6 B 

312. 5 + 123 129 1119 0) 13 
( 8:t 4.5) 

13 
( 13 ~ 01.3 0} 

認
(泊却± 

泊
( 8 f 1.5) ( 124 1: l. 5) 

検 体 6お + 111 1713土6 1l0a4 8) 5 (ll~ 113 η ロ(M1土7 zu a 
泊
(414主3 4Z2 i) 5 

( 6土6 1.7 0) ( 1 

12日 + 箆・ 115. 也・ 6{7土6 1.2) 
9 
(111士0 a15 a 31 お 包 3・(3土3・ 3・96:t 16. 9) (幼土 11) 0.0) 

2500 + 102・(101lm±- z98a ・ 7・(8±9・ L7a ・ 16・(151±5・ 114.0・) 18・(却羽土・ 81.37・) 1・+0・ Z 4l・) ( 2 

制加 + 9・(91±0・ 0T .@ 

S割以を
名 称

A陀 0.01
閣 必要と 温度(同/プトト)

SA 0.5 舵 0.01 AF2 0.1 S¥4.80 

しないも

ヨ ト

ω(邸 61±8 却61.12) 214(28m ± M114 2 145(1包16±2 14a9 a 572(560印土7 性 の 5印4.10) 泊06(23552回土5 都5&40) 

名 称、
対 S制ixを

制 2 lJ)A 10 泊A1 払A0.5 ?M2 必要と 温度(阿川pト)

昭 するものコ之 ?お(7m74±8 7おn.1) 216(212m土7 2413 的 m(znm± 5 224Z7 9) 215(2おn土4 218 η 171 170 152 
( 164土 10.7) 

*:櫛動注宵蕗



表 3
祖齢制貰:ジ.シクロへキシ;V/JJL-#ジイミド

復帰変異試験結果表 E
M-9 1-1 88 

検 体 湖 ix 復 婦 変 異 コロニー数/フUート

物 賀 週 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

加v':i1rt) 有無 TAl∞ TAl臼5 櫨宮NTA TA98 TAl官1

溶 媒

¥ 168 141 11452 .3) 18 17 14 15 (151± 9 11 加
( 21包± 

21 9 ー

( 8 ~ 1.7 0)l 対 照 ( 150土 ( 16:t 2.1) 4.0) 1. 0) 

調1.1 ー 8 
(101± 6 47 9) 

市.1 ー 1日
(123l∞ ± 幻116.2) 11 

(ll1± 7 5.5) 
泣 お

515 .a 9 
{6± 4 ( 21 :t 

156.3 ー 118 ( 1お12±5 1312 0) 10(U± 9 a 13 l) 11 お+ &11 7) お
( 21 ~ 262 .1) 

2 5 
3.5) ( 16 ( 5土

検 体 312. 5 ー 144(12210± 9 11113 2 10 
(9± 8 L8 a 11 1+ 9 412 心 24 

( お沼土 215 .0) 4 4 
a5 6) ( 14 ( 4主

包S ー
102(115ia ± 11a15 53 11 

(lOl± l a7 a 
13 
(131± 4 

11 17 
{212± 1 

お 4・+5・ 1.7日・L5) 4.0) ( 5 

1250 ー 127・(3712±}・ ロa4o・) 6・→7-・ 0.? 6) 
9 
(辺 1土4 z14 a 18 

( 19 ~ 却1.2) 
4・ 乙6日・( 7 ( 4:t 

沼却 ー ロ1・(1019±1・19113・) 2・(5土6・ Z6・3) 5・(71±2・ 437・) 12・(171±7・ 21・
4. 5) 

捌却 ー 。'(3±4・ a5s・} 

溶 媒

民 169 141 rl丘m町 u 
( 16 ~ 21 16 

(171± 7 017 .8 日
(日 4±6 45.8 3) 

+ 11 1→5 - 之10助対 照 ( 160土 ι日 ( 12 

担1.1 + 9 
( 7土7 L日

78.1 + 176(1671必± 2180.1 0 22 (i71± 3 416 日 32 
(33

調
± 

212 1) 
9 11 L9 D ( 10:!: 

i弘3 + 144 
(14714± 

3 1553 
.9 

15 
(12土

9 111 1) 
14 
(151± 

4 1L7 η 
お
(鈍 3±9 366 .8) 

9 7 16 .B ( 7士

検 体 312.5 + lg7(13814± 9 11208 
.9 

17 
(141土

1 
1 
15 
1) 

15 
(151± 

2 119 
53 

お
(泊 4±2 2 

15) 
7 3 

之
5
O) ( 5:t 

邸 + 153 154 11313 .8) 
13 15 11 12 

(161± 
5 

4
羽
0) 

幻
(313± 

4 312 6) 
6 3 

1.5 9 ( 147 ::t ( 13:t 2. 0) ( 5土

1250 + 11811+ 0 187.3 
9 

8 
( 10 ~ 11.0 9 

19 
(171土

4 219 
.58 

27 
(242 ± 

Z23 6) 
1・+6・ Z26・) ( 110 ( 3 

ぉ∞ + ロ1・(l2612土5・1216.0・) 6・(8±
8・

L99 
・ 13 

( 15 ~ 1L5 
B 

21・ 2+9・
4
包

D
・

(泊

引加 + 10・
(6±

8・
丘3)

名 称
S割以を

F易 必要と 温度 (11司/ブ~ト)
A陀 0.01 SA 0.5 A陀 0.01 AF2 0.1 9.AA 80 

しなLも

っさト

7ω(
叩O町土

8 i7818+ 5 71914 .5) 116L3 2) 
1741S+ 7 i105.4 8) 

7臼
(7597U土 71756 .3) “

47421+ 6 お
47
お
8.1) 性 の ( 175 ( 162 (40臼

対 ~ix を
名 称

必要と 温度 {oll升rト)
制 l '&2 制 10 制 0.5 制 2

圃 するもの J2ト

919(抱叩±
4 91942 .1) 

241 213 m 
lι0) 

761i6臼
± 751L5 

a 
お4

( :泊42回土 22am 
a 

196 泊8 初4
(溺± (71 u泊3土 6.1) 

*:榔週杭注調軍事
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