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5.要約

ネズミチフス菌株 TAIOO,TA1535, TA98および TA1537ならびに大腸菌株

WP2uvr A/pKMl O 1の 5菌株を用いる復帰突然変異試験で 4ークロロ＿，n-クレゾール

の変異原性を調べた．試験は S9mix非存在下および存在下でプレインキュベーシ

ョン法により実施した．

予備試験を1.22,4.88, 19.5, 78.1, 313, 1250および5000μg/プレートの7用董で実施

した結果， S9mixの有無にかかわらず，いずれの試験菌株においても被験物質処

理群における復帰変異コロニー数は陰性（溶媒）対照値の2倍未満であった．ま

た， S9mix非存在下および存在下の TA100およびTA1535については 313μg/プ

レート以上の用最で，WP2z{VrA/pKlvllOl,TA98およびTA1537については 1250μg/ 

プレート以上の用董で菌の生育阻害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわ

らず，いずれの被験物質処理群においてもプレート上に沈殿は認められなかった．

予備試験の結果から本試験は， S9mix非存在下および存在下の TAIOOおよび

TA1535については 9.77,19.5, 39.1, 78.1, 156, 313, 625 μg/プレートの 7用最

WP2uvrA!pKM101, TA98およびTA1537については 19.5,39.1, 78.1, 156,313,625, 

1250 μg/プレートの 7用量で実施した

2回の本試験の結果， S9mixの有無にかかわらず，いずれの試験菌株においても

被験物質処理群における復帰変異コロニー数は陰性（溶媒）対照値の 2倍末満で

あったまた， S9mix非存在下ではTAIOOおよびTA1535の313μg/プレート以

上の用鼠， WP2uvrA/pKM10l,TA98およびTA1537の625μg/プレート以上の用晶

で， S9mix存在下では TAlOOおよび TA1535の 313μg／プレート以上の用葦，

WP2uvrA!pKMl O 1の 1250μg/プレートの用量， TA98およびTAI537の625μg/プ

レー ト以上の用量で菌の生育阻害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわら

ず，いずれの被験物質処理群においてもプレート上に沈殿は認められなかった．

本試験の陰性（溶媒）対照値および陽性対照値は，当研究所の適正範囲内であっ

た．また，陽性対照により誘発された復帰変異コロニー数は， S9mix非存在下お

よび存在下のいずれの試験菌株においても陰性（溶媒）対照値の 2倍を超えて増

加し，明らかな陽性結果を示した．従って，本試験の妥当性が確認された．

以上の結果から， 4-クロロ＿m-クレゾールは本試験条件下において変異原性を有さ

ない（陰性）と結論した．

8
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6.材料および方法

6.1 被験物質

6.1.1 名称

4ークロロ＿m-クレゾール

6.1.2 CAS番号
59-50-7 

6.1.3 構造式

： 
<

6.1.4 分子量
142.58 

6.1.5 ロット番号

6.1.6 純度（含量）

100.0% 

6.1.7 性状

白色粒状

6.1.8 その他の物理化学的性状

蒸気圧： 0.05mmHg (20°C) 
対水溶解度： 1g/260 mL (20°C) 

1ーオクタノール／水分配係数： 3.1

融点： 65.7°C

沸点： 23s0c

6.1.9 製造元

，
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6.1.10 入手量

25 g 

6.1.11 保存条件

室温（許容範囲： 10~30°c;実測値： 21.1~25.3°C),遮光

6.1.12 保管場所

被験物質保管場所 (52)

6.1.13 安定性の確認

当研究所で実施する「4-クロロ-m-クレゾールのほ乳類培養細胞を用いる染色体異

常試験（試験番号： B060313)」において，実験開始前と実験終了後に赤外吸収

スペクトル (IR)法で赤外吸収スペクトルを測定し，被験物質の特性に変化がな

いことを確認した

測定機器：島津フーリエ変換赤外分光光度計 (FTIR.-8300,株式会社島津製作所）

方法：K.Br打錠法

6.1.14 残余被験物質の処理

被験物質の残余は実験終了後に廃棄した

6.2 対照物質

6.2.1 陰性対照物質

6.2.1.1名称

ジメチルスルホキシド (DMSOと略す）

6.2.1.2製造元

関東化学株式会社

6.2.1.3規格

分光分析用

6.2.1.4 ロット番号
510Fl666 

6.2.1.5 含最（純度）
100.0% 

6.2.1.6 陰性対照物質の選択理由

溶媒検討の結果，被験物質は 50rng/mLで注射用水に不溶であったが， DMSOに

は溶解したまた，被験物質を DMSOと混合した際に発熱，発泡，変色は認めら

10 
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れなかった．これらの結果から，木被験物質の溶媒（陰性対照物質）にはDMSO

を選択した．

6.2.2 陽性対照物質

6.2.2.1 名称，製造元等

名称（略称） 製造元 ロット番号 含量（純度）

2-(2-7リ1v)-3ー（5-ニトD-2-7リル）
和光純薬工業株式会社 SEL1402 99.0% 

アクリJv了ミド (AF-2) 

アシ`化ナトリウム (NaN3) 和光純薬工業株式会社 TCK7533 99.2% 

9-7ミ｝アクリシ万塩酸塩 (9-AA) Sigma~Aldrich Co. 092K3441 99% 

2-アミ）アントうセン (2-AA) 和光純薬工業株式会社 TCM6741 93.3% 

6.2.2.2 陽性対照物質の選択理由

細菌を用いる復帰突然変異試験において広く使用され，適用ガイ ドラインにおい

て推奨されている．

6.3 試験菌株

6.3.1 試験菌株

試験菌株 [l],[2] I 入手先（入手日）

Salmonella typhimurium 
TAIOO, TA1535 カリフォルニア大学

TA98, TA1537 I (1983年 5月27日）

Escherichia coli 
WP2uvr A/pKMl O 1 I日本バイオアッセイ研究センター (1997年 9月 18日）

6.3.2 試験菌株の選択理由

細菌を用いる復帰突然変異試験において広く使用され，適用ガイドラインにおい

て推奨されている．

6.3.3 試験菌株の保存

6.3.3.1 組成

液体完全培地中にて 37°Cで 8時間前培養を行った菌懸濁液 24mLに2.1mLの

DMSO（関東化学株式会社， ロット番号508F1409)を混合した

6.3.3.2保存方法

分注凍結（分注量： 0.2mL) 

11 
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6.3.3.3保存条件

超低温冷凍庫（日本フリーザー株式会社， CL-322, 実測値： ー85°C~-79°c) 

6.3.3.4保存日および使用期限

試験菌株 l 保存日（ロット番号） 使用期限

TAIOO, TA1535, TA98 
TA1537, WP2uvrA/oKM101 

I 2005年 11月30日 (051130) I 2006年 II月29日

6.3.4 試験菌株の遺伝的特性

6.3.4.1 遺伝的特性

試験菌株 アミノ酸要求性 {l) 紫外線感受性 (2) 膜変異 (3) 薬剤耐性 (4)

TAIOO his―（塩基対置換） △uvrB rfa + (pKMlOl) 

TA1535 hisー（塩基対置換） △uvrB rja 
TA98 his―（フレームシフト） A uvrB I如 + (pKMlOl) 

TA1537 his―（フレームシフト） △ uV1•B 1加
WP2uvrA 

trグ（塩基対儒換） △uvrA Wild type + (pKMIOl) 
/pKMlOl 

(I) his―はヒスチジン要求性，trp―は トリプトファン要求性を示す．

(2) ti uvrAおよびAuvrBはDNA修復遺伝子の欠失を示し，紫外線感受性を示す．

(3) 9加 は細胞壁のリポ多糖類の欠失を示し，クリスタルバイオレット感受性を示

す．

(4) + (pKMlOl)は薬剤耐性因子を保持していることを示し，アンヒ°シリン耐性

を示す．

6.3.4.2遺伝的特性の確認

試験菌株の遺伝的特性を2005年 12月2日に確認した試験には上記の特性を備

えた菌株を用いた．

6.3.5 菌懸濁液

6.3.5.1 培養

培養温度 ：37°c（培養開始まで 10°cに保冷）

培養時間： 8時間

培養方法：往復振とう（振とう回数： 90回／分）

培養容器： L字管（容量22mL)

培養液：液体完全培地 (10mL) 

苗株および接種量：保存菌株を融解し， 0.02mL接種
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6.3.5.2 菌懸濁液の菌濃度

培養終了後，濁度計（コロナ竜気株式会社， UT-11)を用いて濁度を測定し，濁

度からの換算により生菌数を算出した菌懸濁液は菌濃度が IxlO9/mL以上であ

ることを確認した後，試験に使用した菌懸濁液は用時調製し，調製後は室温で

保存した

各菌懸濁液の生菌数を以下に示す．

塩基対置換型 フレームシフト型
試験菌株

TAlOO TA1535 
WP2uvrA 

TA98 TA1537 
/p.KM101 

生菌数
予備試験 2.53 2.10 5.86 3.54 2.11 

(X 10 9/mL) 
本試験 l 2.44 1.96 6.05 3.43 2.04 

本試験2 2.39 1.89 6.30 3.34 2.03 

6.4 培地

6.4.1 液体完全培地の調製

Oxoid Nutrient Broth No.2 (Oxoid社，ロット番号261002)7.5 gに精製水300mL 

を加えて溶解したこれを］21°cで 15分間オートクレーブ滅薗し，冷蔵保存し

た．

6.4.2 トップアガーの調製

6.4.2.1 軟寒天の調製

Bacto-agar (Becton, Dickinson and Company, ロット番号3345853)1.8 gおよび塩

化ナトリウム（関東化学株式会社，ロット番号705Xl484)1.5 gに精製水300mL

を加え，これを 121℃で 15分間オートクレーブ滅菌して，室温で保存した．

6.4.2.2 トップアガーの調製

軟寒天を電子レンジで液化し，以下に示すアミノ酸水溶液をそれぞれ使用直前に

]/] 0量添加した． トップアガーは用時調製し，約45°Cに保温した．

ネズミチフス菌： 0.5mmol/LD-ビオチンt.L-ヒスチジゾ混合水溶液

大腸菌： 0.5 mmol/LL-トリ プトファゾ水溶液

t: Dービオチン（和光純薬工業株式会社， ロッ ト番号EWL2869)

Lーヒスチジン塩酸塩ー水和物 （和光純薬工業株式会社，ロット番号TCN4471)

L—トリプトフ ァン（和光純薬工業株式会社，ロ ット番号TCJ2266)

6.4.3 最少グルコース寒天平板培地

6.4.3.1名称

クリメディア AM-N培地（寒天：伊那寒天 [BA-30A],伊那食品工業株式会社，

ロット番号51115)
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6.4.3.2製造元

オリエンタル酵母工業株式会社

6.4.3.3 ロット番号
ANI420DV 
6.4.3.4製造日および入手日

2006年4月27日製造

2006年 5月22日入手

6.5 S9 mix 
6.5.1 S9 

6.5.1.1 製造元

キッコーマン株式会社

6.5.1.2 ロット番号
RAA-540 

6.5.1.3製造日および入手日

2006年 3月 17日製造

2006年 3月31日入手

6.5.1.4製造方法

B060312 

フェノバルビタール (I日目 30mg/kgを 1回腹腔内投与， 2日目以降 60mg/kgを

1日 1回 3日間腹腔内投与）と 5,6ーベンゾフラボン （フェノバルビタール投与

3日目に 80mg/kgを 1回腹腔内投与）で酵素誘導した 7週齢SD系雄ラット（体

重 191-240 g)の肝臓より調製された．

6.5.1.5蛋白含量

26.46 mg/nlL 

6.5.1.6保存条件

超低温冷凍庫（日本フリーザー株式会社，CL-322,実測値：ー85°C~-80°C) 

6.5.l.7使用期限

2006年 9月 16日（製造日から 6ヵ月間）

6.5.2 Cofactor mix 
6.5.2.1名称
Cofactor-I 

14 
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6.5.2.2製造元

オリエンタル酵母工業株式会社

6.5.2.3 ロット番号

999603 

6.5.2.4調製

Cofactor-Iに滅菌精製水9mLを加えて溶解し，メンブレンフィルター（孔径： 0.45

μm)でろ過して Cofactormixとした．Cofactormixは用時調製した．

6.5.3 S9 mix 

Cofactor mix 9 mLに対して， S9を1mLの割合で加え S9mixとした． S9mixは

用時調製し，使用時まで氷槽中に保存した．

S9 mix 1 mLあたりの組成を以下の表に示す．

S9 I 0.1 mL 
塩化マグネシウム 8 μmol 

塩化カリウム 33 μmol 

グルコース＿6-リン酸 5 μmol 

NADPH I 4 μmol 
NADH I 4 μmol 
リン酸ナトリウム緩衝液(pH7.4) I 100 μmol 
滅菌精製水 残量

6.6 被験物質溶液および陽性対照物質溶液の調製

6.6.1 被験物質溶液の調製

(1)予備試験では，被験物質を 250mg秤量して DMSOを加え，振とう撹拌によ

り溶解させて 50mg/mL溶液としたこの溶液の一部をDMSOで段階希釈し

て 12.5,3.13, 0.781, 0.195, 0.0488および0.0122mg/mL溶液を調製した．

(2)本試験では，被験物質を 125mg秤量してDMSOを加え，振と う撹拌により

溶解させて 12.5mg/mL溶液としたこの溶液の一部をDMSOで段階希釈し

て6.25,3.13, 1.56, 0.781, 0.391, 0.195および0.0977mg/mL溶液を調製した．

(3)被験物質溶液は用時調製し，調製後は使用までの間室温，黄色灯下で保存し

た（予備試験： 65分， 本試験 1,2 : 35分）．

(4)被験物質の秤最，溶液の希釈，分注および被験物質処理を含む全ての操作は

室温，黄色灯下で行った
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6.6.2 陽性対照物質溶液

6.6.2.1 陽性対照物質溶液の調製

陽性対照物質溶液は， 2006年3月24日に調製した保存液を用時融解して試験に

使用した．

(I) NaN叶ま注射用水 （株式会社大塚製薬工場，ロット番号K5D74)に， AF-2,9-AA 

および2-AAはDMSO（関東化学株式会社，ロット番号510F1666)に溶解し

た．

(2) これを同じ溶媒で希釈して所定濃度の陽性対照物質溶液とした．

6.6.2.2保存方法

分注凍結（分注呈： 0.5rnL) 

6.6.2.3保存条件

超低温冷凍庫（日本フリーザー株式会社， CL-322, 実測値：ー85°C~-19°c) 

6.6.2.4調製濃度および使用期限

名称および濃度(μg/rnL) 調製日 使用期限

AF-2 0.05, 0.1, I 
NaN3 5 
9-AA 800 

2006年3月24日 2007年3月23日

2-AA 5, 10, 20 

6.6.2.5 陽性対照値の確認

凍結保存した陽性対照物質溶液について，プレインキュベーション法で試験を実

施し，陽性対照値が当該年度の適正範囲内であることを確認している．＇

6.7 被験物質および陽性対照物質用最

6.7.l 被験物質用量

6.7.1.1 予備試験

ガイドラインに従い 5000μg/プレートを最高用量とし，以下の用量を設定した

用量(μg/プレート）

S9mix非存在下および存在下
試験菌株

TAIOO, TA1535, TA98 
TA1537, WP2uvrA/pKMI01 

1.22, 4.88, 19.5, 78.1, 313, 1250, 5000 

6.7.1.2本試験

予備試験の結果，S9mixの有無にかかわらず，いずれの試験菌株においても被験

物質処理群における復帰変異コロニー数は陰性（溶媒）対照値の 2倍未満であっ

たまた， S9mix非存在下および存在下の TAIOOおよびTA1535については 313

μg/プレート以上の用量で， WP2uvrA/pKM10I,TA98および TA1537については
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1250 μg/プレー ト以上の用量で繭の生育阻害が認められた．なお， S9mixの有無

にかかわらず，いずれの被験物質処理群においてもプレート上に沈殿は認められ

なかった

以上の結果をもとに，本試験では明らかな菌の生育阻害が認められると考えられ

る用最を最高用拡として以下の用量を設定した

試験菌株 1 用量(μglプレー ト）
S9mix非存在下および存在下

TAlOO, TA1535 

WP2uvrA/pKMl O 1, 
TA98, TA1537 

9. 77, 19.5, 39.1, 78.1, 156, 313, 625 

19.5, 39.1, 78.1, 156,313,625, 1250 

6.7.2 陽性対照物質用量

6.7.2.1名称および用量

試験菌株
名称およぴ用量(μg／プレート）

S9 mix非存在下 S9 nlix存在下

TAIOO AF-2 0.01 2-AA 1 
TA1535 NaN3 0.5 2-AA 2 
TA98 AF-2 0.1 2-AA 0.5 
TA1537 9-AA 80 2-AA 2 
WP2uvrAloKMl O 1 AF-2 0.005 2-AA 2 

6.7.2.2陽性対照物質用量の選択理由

これらの用量は，各試験菌株に対して陽性を示すことが知られている．

6.8 復帰突然変異試験

6.8.1 試験法の選択

試験はプレインキュベーション法を用いて， S9mix非存在下および存在下で実施

した[3].

6.8.2 プレインキュベーション法

(1)各用量につき，滅菌した試験管に被験物質溶液，陰性（溶媒）対照物質また

は陽性対照物質溶液を 0.1rnL添加した

(2) S9 mix非存在下の場合，0.1mol/L リン酸ナトリウム緩衝液t(pH 7.4) を

0.5 mL加えて混和し，さらに菌懸濁液を 0.1mL加えた

(3) S9 mix存在下の場合， S9mixを 0.5mL加えて混和し， さらに菌懸濁液を

0.1 mL加えた

(4) この混合液を 37°Cで20分間緩やかに振とう（振とう回数 ：90回／分）して

インキュベーションした（プレインキュベーション）．
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(5) プレインキュベーション後，この混合液に融解したトップアガーを 2mL加

え，最少グルコース寒天平板培地上に重層した．

(6)重層したトップアガーが凝固した後， 37°cで48時間培養した

t:リン酸水素ニナ トリウム無水塩（和光純薬工業株式会社，ロット番号KLL4270)

リン酸二水素ナトリウムニ水和物（和光純薬工業株式会社，ロット番号

CER2739) 

6.8.3 観察

沈殿物 ：48時間培養後に目視で観察した

菌の生育阻害： 48時間培養後に実体顕微鏡 (Nikon,SMZ-10)で観察した

6.8.4 コロニー計測

プレート上の復帰変異コロニー数を自動コロニーカウンター（システムサイエン

ス株式会社， CA-11)で計測した．機器計測に際しては面積補正および数え落と

し補正を行った．

6.8.5 プレート数

予備試験： 1プレート／用量

本試験： 3プレート／用量

6.8.6 結果の集計

陰性（溶媒）対照，陽性対照および被験物質の各処理について，計測したコロニ

ー数の平均値および標準偏差を算出した．平均値および標準偏差は小数点以下を

四捨五入して表示した

6.8.7 無菌試験

被験物質溶液およびS9mixそれぞれ1枚のプレートを使用し，試験毎に実施した．

(1)最高用董の被験物質溶液0.1mLまたはS9mix 0.5 mLにト ップアガー2mLを

加えて混和した．

(2) それぞれ最少グルコース寒天平板培地上に重層した．

(3)重層したトップアガーが凝固した後， 37°Cで 48時間培養し，雑菌の混入に

ついて目視で確認した．

6.8.8 実験の成立基準

本試験については，下記の条件をすべて満た している場合に成立とした．

(l)陰性（溶媒）対照値（平均値）および陽性対照値（平均値）が試験施設にお

ける背景データの適正範囲内にあること．

(2)陽性対照値（平均値）が，対応する試験菌株の陰性（溶媒）対照値と比較し
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て明らかに2倍を越えて増加していること

(3) 生育阻害の認められない用量が 4用量以上あり，かつ評価可能な用籠が 5用

量以上あること

(4)無菌試験の結果，雑菌による汚染が無いこと．

(5)試験プレートが汚染あるいは他の不測の事態によって計測不能になり，失わ

れていないこと．

6.8.9 試験結果の判定

いずれかの試験朝株で， S9mixの有無にかかわらず，被験物質用董の増加にとも

なって復帰変異コロニー数（平均値）が陰性（溶媒）対照値（平均値）の 2倍以

上に増加 し，さらにその増加に再現性が認められる場合に，当該被験物質は変異

原性を有する（陽性）と判定したその他の場合は陰性と判定した試験結果の

評価には統計学的検定を実施しなかった．

6.8.10 再現性の確認

試験結果の再現性は2回の本試験で確認した．

7. 結果

7.1 予備試験（表 1)

S9mixの有無にかかわらず，いずれの試験菌株においても被験物質処理群におけ

る復帰変異コロニー数は陰性（溶媒）対照値の2倍未満であった．また， S9mix 

非存在下および存在下の TAlOOおよびTA1535については313μg/プレート以上

の用量で， WP2uvrA/pKM101,TA98およびTA1537については 1250μg/プレート

以上の用量で菌の生育阻害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわらず，い

ずれの被験物質処理群においてもプレート上に沈殿は認められなかった．

7.2 本試験（表2~3および図 1-1~2-2)

2回の木試験ともに， S9mixの有無にかかわらず，いずれの試験菌株においても

被験物質処理群における復帰変異コロニー数は陰性（溶媒）対照値の 2倍未満で

あったまた， S9mix非存在下では TAlOOおよびTA1535の313μg/プレート以

上の用董， WP2uvrA/pKMl01,TA98およびTA1537の625μg/プレート以上の用量

で， S9mix存在下では TAIOOおよび TA1535の 313μg／プレー ト以上の用量，

WP2uvrA/pKM101の 1250μg/プレートの用量，TA98およびTA1537の625μg/プ

レート以上の用晨で菌の生育阻害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわら

ず，いずれの被験物質処理群においてもプレート上に沈殿は認められなかった．

7.3 無菌試験

予備試験および本試験のいずれにおいても，最高用量の被験物質溶液および S9
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mixには菌カビの混入は認められなかった．

8. 考察および結論

予備試験の結果に基づいて，菌の生育阻害を示す用量を最高用董として本試験を

実施した結果， S9mixの有無にかかわらず，いずれの試験菌株においても被験物

質処理群における復帰変異コロニー数は陰注（溶媒）対照値の 2倍未満であり，

本試験2回の本試験で再現性が確認された．

本試験の陰性（溶媒）対照値および陽性対照値は，当研究所の適正範囲内であっ

た（添付資料 1).また，陽性対照物質により誘発された復帰変異コロニー数は，

S9 mix非存在下および存在下のいずれの試験菌株においても陰性（溶媒）対照値

の2倍を超えて増加し，明らかな陽性結果を示した．さらに，いずれの試験にお

いても生育阻害の認められない用量が 4用量以上あり，かつ評価可能な用量が 5

用量以上得られた従って，本試験の妥当性が確認された

以上の結果から， 4-クロロー皿クレゾールは本試験条件下において変異原性を有さ

ない（陰性）と結論した

なお，類似化合物の変異原性に関する情報を添付資料2にまとめた．
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表 1 試験結果表 （予備試験）

試験期問 2006年 8月7日～ 2006年8月10日

代系謝の活有性無化
被験物質用蘊

復帰変異数（コロニー数Iプレート）

(μg／プレート）
塩基対置換型 フレームシフト型

TAIOO TA1535 WP21tvrA /pKMlOI TA98 TA1537 

陰性対照
99 14 63 15 15 

1.22 
101 13 60 19 14 

4,88 
88 8 66 20 11 

19.S 
)02 ， 61 12 21 

S9mix 
(-) 

78.1 
94 11 58 23 15 

313 
86 * 8 * 50 18 10 

1250 
0 * 0. 0 * 0 * 0 * 

5000 
0 * 0 * 0. 0 * 0. 

陰性対照
99 ， 84 25 21 

1.22 
109 13 89 24 18 

4.88 
101 ， 84 24 25 

19.5 
127 11 82 22 22 

S9mbc 

（＋） 78.1 
120 7 76 26 17 

313 
Ill • 5 * S9 25 24 

1250 
0. 0 * 0. 0. 〇卓

5000 
0 * 0 * 0. 0 * 0 * 

名称 AF-2 NaN, AF-2 AF-2 9-AA 
陽性対照 用意(μg/7レート） 0.01 0.5 0.005 0.1 80 

S9mix(-) （コロニー数カ・レート）
509 549 594 749 377 

名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 
陽性対照 用重(μgl7レート） 1 2 2 0. 5 2 

S9mix(+) （コロニー数げレート）
lll2 215 897 388 188 

• -.ユ

可 ＊：菌の生育阻害が認められた．

陰性対照 ：ジメチルスルホキシド(DMSO)

AF•2:2·(2•フ9/り)-3-(5・：：：ト1l•2•7リル）アクリル了ミド， NaN3: アヅ化ナトリク.b., 9-AA: 9•アミノアクリゾガ紅酸塩， 2•AA• 2•アミ／アントラセン
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表 2 試験結果表 （本試験 1)

試検期間 2006年 8月22B ~ 2006年 8月25日

復帰変異数（コロニー数／7'レート）
代甜活性化 被験物質用量

塩基対匿換型 フレームシフト型
系の有無 (μg/7しート）

TAlOO TA1535 
]]0 10 

陰性対照 99 ｛ 103 ｝ II 9 ( ( 1n  
IOI 6 
128 11 

9.77 123 ｛ 116 ｝ 13 ｛ 1n  
98 16 13 
132 11 

19.5 128 ｛ 132 ｝ 19 6 ( ( 1~ { 
135 4 
111 8 

39.1 11019 6 (( 1127) 、10 10 ( ( 9I) ) 

S9mix 112 11 

(-) 
78.1 118 ｛ l l 8l) ) 16 9 ( ( 1~ ~ 103 

1]9 ， 
156 11Jl6 3 (i 1136) ) 15 ｛ 113) ) JO 

82 • 6 * 
313 77. ｛ 門｝ 13 • ｛ 

n 92 • 6 * 
〇事 0. 

625 0 * ｛ §し 0 * ｛ 〗し0 * 0 * 

1250 ／ ／ 
112 10 

陰性対照 127 ｛ 122 ｝ 10 ｛ 11 ~ 128 9 13 
151 11 

9.77 140 ｛ 140 1 14 ｛ 132) ) 
130 II 14 
176 16 

19.5 145 ｛ 161) 19 ｛ ) ~ ~ 161 16 l 13 
152 13 

39.1 131 ｛ 141 ｝ 10 ｛ 1~ ~ 139 11 13 

S9mix 157 14 

（＋） 
78.1 124 ｛ 146) 15 ｛ 1g ~ 157 19、J7 

138 12 
156 131 ｛ 142 ｝ 16 ｛ 1~ ~ 158 14 17 

130 • 6 * 
313 13118 !1*• ((12190) ) 12 * ｛ 

n 9 . 
0. 0.  

625 0 * ｛ 0) 0 * ｛ ぼし0 . 

゜
0.  

1250 ／ ／ 
名称 AF•2 NaN1 

賜性対照 用羹〇炉レート） 0.01 o.s 

S9 mix(-) %8 5総

（コロニー数／プレート） 889 (902) 583 { 582) 
848 ( 61) 594 ( 13) 

名称 2-AA 2•AA 
隅性対照 用歎(μ,/フレート） 1 2 

S9mix (+) 1578 280 
（コロニー数1プレート） 1462 ( 1471) 267 ( 262) 

1372 ( 103) 240 （ 20) 
•會▲贔· L 

匹） ＊直の生育阻害が認められた，

陰性対照： ジメチルスルホキシド(DMSO)

¥VP加 rA/pKMlOl TA98 
86 19 

77 ｛ 75) 
214 9 ( ( 

21) 
61 13 3 

／ ／ 
15 24 

770 7 ( ( 7i i 220 5 ( ( 門i
82 23 

766 1 ( ( 7i } 214 8 ( ( 芍｝
68 24 

184 0 ( ( 1i ~ お18 ( （ 笞3）) 

66 24 

769 8 ( ( 7! ~ 228 8 ( < 号｝
45 22 
41 ｛ 477) ) 226 4 ( ( 2; } 
55 
48 • 0. 

30・} 
21 * 

3134) ) o 拿｛ 
0 * n 

0 * 0 * 
0 * ｛ 
0 * ； ｝ 0. ｛ 

0 * ： ｝ 
88 31 

190S 3 ( ( 95) 28 ｛ 2n  
8 24 

／ ／ 
105 24 
80 ｛ 
87 

91 31) ) 26 ｛ 
33 

2! } 

82 26 

84 ｛ 
106 

91 ｝ 
13 329 4 ( r 舟｝

83 34 

983 8 ( ( 8~ ~ 34 ｛ 
30 3~ ~ 

68 37 

786 3 ( ( 7: } お23 ( （ 2n  

70 34 

759 9 ( ( 6109) ) 32 ｛ 
29 3~ ~ 

56 11・
6s7 o ( ( 匁｝ ，． ｛ 

14 • I! ~ 
〇亭 0. 

0 * ｛ 
0 * ； ： 0. ｛ 

0. ； ｝ 
AF-2 AF-2 
0.005 0.1 

994 862 
1018 (999) 887 (855) 

985 （ 17) 817 （ 35) 

2・AA 2-AA 

2 0.5 
664 425 

796 （ 713) 405 (427) 

679 （ 72) 452 （ 24) 

TA1537 
14 

11 ｛ 13) 
15 2 

／ 
14 

18 ｛ 
16 悶｝
15 

11 6 8 ( ( 1？6) ） 

17 

＂ ｛ 17 悶｝
16 

14 ｛ 
14 

15I) ) 

15 

13 ｛ 
15 

14l) ) 

0 . 

0 * ｛ 
0 * ぶ｝
0 . 

0 * ｛ 
0 * >}

16 
21 （ 19) 
20 ( 3' 

／ 
17 
15 ｛ 
18 

127) ) 

18 

17 ｛ 
19 

181) ) 

21 

16 f 
17 

l38) ) 

16 

19 ｛ 
14 

163) ) 

17 

16 ｛ 
16 lf ~ 
0 * 
0. ｛ 
0 * ＄ ｝ 
o 事

0. ｛ 
0. ぶ｝

9-AA 
80 

439 
473 ( 468) 
491 

254 

208 
210 

（ 26) 
2•AA 
2 

(224) 

（ 26) 

（平均fiiD

（±標準偏差）

AF-2, 2-(2-ブリル)-3-(5-ニトn-2ーブリル）アクリル了ミド，NnN3：アジ化ナトリウム， 9-AA:9·アミ／アクリシ・ヵg酸塩， 2·Aん 2•1ミノアントラセン
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表 3 試験結果表 （本試験2)

試験期間 2006年 9月 5日～ 2006年9月 8El

復帰変異数（コロニー数IフVート）
代系謝の活有性無化

被験物質用量
塩対置換型 フレームシフト型

(μg／プレート）
TAIOO TAl均

97 14 
陰性対照 101 ｛ 100 ｝ 11 ｛ I~ ~ 102 3 14 

122 14 
9.77 99 ｛ 110 ｝ 19 5 ( ( 1~ { 

109 12 
104 II 

19.5 108 ｛ 106 ｝ 11 ｛ II0) ) 
107 2 II 
97 ， 

39.1 98 ｛ 100) ヽ 14 9 ( ( 131) 、
104 4 

S9mix ':l':J 12 

(-) 
78.1 105 ｛ 101 ｝ 12 ｛ 11I) ) 

100 3 10 
95 11 

156 10S ｛ 104 ｝ 14 ｛ 号｝111 8 12 
77 * 10 * 

313 78 * ： 8~ ~ 7 * ｛ ； ｝ 93 * 9. 
0 * 0.  

625 0 * ｛ 0) 0.  ｛ 0) 
0.  

゜
0.  

゜1250 ／ ／ 
104 10 

陰性対照 109 ｛ !JO ｝ 13 ｛ 号｝118 7 14 

固 ｛ 126 ｝ 
16 

9.77 14 ｛ li ~ 120 6 15 
128 11 

19.5 149 ｛ 137 ｝ 11 ｛ lf } 135 11 13 
144 13 

39.1 127 ｛ 133 ｝ 15 ｛ 1{ } 
128 10 13 

S9m訳 138 12 

（＋） 
78.1 lカ ｛ 134 ｝ 12 ｛ 12I) ) 

138 6 13 

席 ｛ 129 ｝ 
18 

156 14 ｛ 均｝144 14 15 
l20 * 9 * 

313 105 * ｛ 118 ｝ 6・｛ ！ ｝ 129 * 17. JO " 
0 * o亭

625 0 * ｛ ；し o亨 ｛ 0) 
0 * 0 * 

゜1250 ／ ／ 
名称 AF•2 NaN3 

賜｛生対照 用凰(μg/7レート） 0.01 0.5 

S9mix（-) 710 583 
（コロニー数17゚レート） 774 (737) 509 (543) 

727 （ 33) 538 ( 37) 
名称 2-AA 2-AA 

隔性対照 用重(μg/7た卜） 1 2 

S9m江（＋） 1641 218 

（コロニー数n•レート） 1255 (1416) 256 (237) 
1351 (201) 236 ( 19 ) 

晒 ＊：菌の生育阻害が認められた．

陰性対照：ジメチルスルホキシド(DMSO)

¥VP2uvrA /pKMlOI TA98 
74 23 

670 4 ( ( 69) 219 1 ( ( 21) 
5 2 

／ ／ 
64 24 

64 ｛ 
68 

652) ヽ 227 4 ( < 252) ) 

68 19 

68 ｛ 
63 6~ ~ 219 2 ( ( 翌｝
65 24 

669 7 ( ( 6: } 220 4 ( ( 号｝
65 26 

754 9 ( ( 6n  219 9 ( ( 2; } 

42 ム3

51 ｛ 
36 

4; } 220 4 ( ( 2: } 

24 • 0 * 
24 • ｛ 
32 • 2r ~ 0 * ： 

0 * 魯｝
〇亨 0. 

0. ｛ 
0 * : } 0 * ｛ 

〇拿 n 
99 23 
9J ｛ 92) 24 f 27) 
85 7 34 6 

／ ／ 
82 31 

82 i 
87 8~ ~ 22 ｛ 

28 2~ l 
87 31 

83 ｛ 
84 

8; } 33 ： 
28 3~ ~ 

86 30 

84 ｛ 
81 8~ ~ 236 5 ( ( 3n  

74 34 

774 8 ( ( 725) 、236 5 ( ( 3~ ~ 
57 39 

59 ｛ 
61 5~ ~ 233 2 ( ( 381) ) 

47 8 * 

59 ｛ 
51 芍｝ 1 5 * ｛ 

11 • l! ~ 
0. o寧

0 * ｛ 
0 * ＄ ｝ 0. ｛ o拿 i } 

AF-2 AF・2
0.005 0.1 

1320 798 
1214 (1215) 774 ( 771) 

1110 （ 105) 742 （ 28) 
2-AA 2-AA 

2 0.5 
888 327 

900 (873) 405 (367) 
氾I ( 37) 370 ( 39 l 

TA1537 
10 

9 8 ( ( 9) 
I 

／ 
14 

8 8 ( ( 閃｝
12 

11 ｛ 
11 

111) ) ， 
10 ｛ 
10 1~ ~ 
11 

13 9 ( ( 11 ~ 
13 
10 ｛ 
16 lj ~ 
0. 

0 * ｛ o事
§ } 

0 * 
0 * ｛ 
0 * ＄ ｝ 
15 
IS ｛ 15) 
14 1 

／ 
18 

14 ｛ 
18 

172) ) 

17 

212 0 ( ( 1: ~ 
20 

l4 ｛ 
17 1n 

19 

16 ： 
16 

127) 、
18 

17 ｛ 
14 悶｝
0 * 
0. ｛ 
0. >}
0. 

0 * ｛ 
0 * ＄ ｝ 

9・AA 
80 

498 
435 (468) 

472 （ 32) 
2-AA 

2 
207 

231 (220) 

223 ( 12) 
（平均値）

（這準偏差）

AF-2: 2ー（2-フリJI,,)-3・(5ーニト17-2-フリル）アクリルアミド，NaN3:アジ化ナトリウム，9-AA:9-アミノアクリゾン塩酸塩， 2AA:2ーアツアントラセン
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固 1-1 用量ー反応曲線 （本試験 1;-S9 mix) 
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図 1-2 用量ー反応曲線 （本試験 1:+S9 mix) 

24 



B060312 

250 

0

0

0

 

0

5

0

 

2

1

1

 

（
↓

_

4
卜
、
鋭
ー
11
ロn

)

振
砒
悩
幸
認

50 

゜゚
9.77 19.5 39.1 78.1 156 313 625 1250 

用量(μg／プレート）

◆―◆ TA100 

•—• TA98 

·—•TA1535 

※一※ TA1537

•— Ill WP2砂 ’rA/pKM101
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