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要約

(2-クロロエチル）ベンゼンの細菌における遺伝子突然変異誘発性の有無を、 Salmonella

typhimurium TAlOO、TA1535、TA98、TA1537および Escherichiacoli WP2uvrAを用いる復

帰突然変異試験により検討した。試験は、代謝活性化系 (S9mix)の非存在 1く（直接法）なら

びに存在下（代謝活性化法）において、プレインキュベーション法により実施した。

用量設定試験は、直按法および代謝活性化法ともに被験物質の最高用量を 5000μg/plate 

とし、以下公比約 3で 6段階の計 7用量 (5~5000μg/plate)の試験群で実施した。本試験

は、用量設定試験の紡果に基づき、直接法および代謝活性化法ともに被験物質の最高用量

として 500μg/plateを選択し、以下公比 2で 5段階の計 6用凪(15.6~500 μg/plate)の

試験群で実施した。

用量設定試験の結果、各菌株のいずれの試験系列においても、被験物質処理群の復帰変

異コロニー数の平均値は陰性対照群の平均値の 2倍未満であり、用贔の増加にともなう復

帰変異コロニー数の増加も認められず、結果は陰性であった。生育阻害が、各菌株の各試

験系列において、 500μg/plate以上の用量で観察された。被験物質の析出は、各菌株のい

ずれの試験系列においても観察されなかった。

本試験の結果、各菌株のいずれの試験系列においても、被験物質処理群の復帰変異コロ

ニー数の平均値は陰性対照群の平均値の 2倍未満であり、川最の増加にともなう復帰変巽

コロニー数の増加も認められず、結果は陰性であった。牛育阻害が、各蘭株の各試験系列

において、 250μg/plate以卜または 500μg/plateの用量で観察された。被験物質の析出

は、各菌株のいずれの試験系列においても観察されなかった。

川最設定試験および本試験のいずれにおいても、各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニ

ー数の平均値は、すべて試験施設の背景データに基づく管理値の範囲内であった。また、

各菌株の陽性対照群の復帰変異コロニー数の平均値は、陰性対照群の平均値の 2倍以上の

明確な増加を示した。これらの結果から、各菌株が変異）泉物質に対し適切な感度を有して

いたことが確認された。

以上のことから、（2-クロロエチル）ベンゼンは、当該試験条件下において細菌における

遺伝子突然変異誘発性を有しないと判断した。
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緒曰

(2ークロロエチル）ベンゼンの細菌における遺伝子突然変異誘発性の有無を、 Salmonella

typhimurium TAlOO、TA1535、TA98、TA1537および Hscherichiacoli WP2uvrAを用いる復

帰突然変異試験により検討した。試験は、代謝活性化系 (S9mix)の非存在ド（直接法）なら

びに存在下（代謝活性化法）において、プレインキュベーション法により実施した。

材料および方法

1. 被験物質

名称 ： （2-クロロエチル）ベンゼン

英名 ： （2-Chloroethyl)benzene 

CAS No. : 622-24-2 

官報公示整理番号 ：化審法； （3)-33 

構造式
心H

 

:0 分子式

分f量

物理化学的性質

: C8伽Cl

: 110. 613 

：外観等 ；無色透明液体

比重 (20/20) ; 1. 0724（資料 1)

屈折率 n20/D; 1. 5300（資料 1)

溶解度 ；蒸留水に溶解せず、懸濁すると分離がみられる（日

本薬局万注射用水 50mg/mLまで確認）。ジメチルス

ルホキシドおよびアセトンに 500mg/mLまで溶解す

る（試験施設における確認）。

引火点 ；66℃ 

純度 (GC) : 99. 5％（資料l)
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人手量

保存条件

保存場所

SR08201 

: 1000 g (500 gX2、関連試験と共通）

：密栓した後、着火諒から遠ざけ、冷陪所に保存した (2~8℃、実

測範囲 2~8℃)。

：株式会社化合物安全性研究所検体保存宰（受入日 2009年 4

月 6日～5月 11日）および変異原性試験室 (2009年 5月 11日～

本試験被験物質処理 2009年 6月 10日）

安定性および反応性：辿常の取扱い条件においては安定。実験終了後に、使用した被験

物質の純度に関する分析成絨を入手し、被験物質の安定性につい

て確認した（資料 2)。

取扱上の注意 ：換気のよい場所で取扱い、漏れ、あふれ、飛散しないように注意

した。適切な保護具を着用し、吸い込んだり、眼、皮膚および衣

類に触れないようにした。

残余被験物質の処置：試験操作終了後、安定性分析のため分析者へ送付した。

2. 被験物質の調製

被験物質の調製は、保護眼鏡・保護面等、マスク、手袋および白衣等を着用し、吸

引または眼、皮膚および衣類に触れないようにして、クリーンベンチ内で行った。

被験物質は水に不溶で、ジメチルスルホキシドまたはアセトンに溶解するため、そ

の溶媒として、ジメチルスルホキシド（ロット番号 WF032、株式会社同仁化学餅究所）

を使用した。

用量設定試験では、 50mg/mL調製液からジメチルスルホキシドを用いて公比約 3で

段階希釈し、 15、5、1.5、0.5、0.15および 0.05 mg/mL調製液を調製した。

本試験では、 50mg／叫調製液（希釈掠液であり試験には使用しなかった）をジメチル

スルホキシドを用いて 10倍希釈して 5mg/mL調製液を調製したのち公比 2で段階希釈

し、 2.5、1.25、0.625、0.313および 0.156 mg/mL調製液を調製した。

調製液の安定性では、用量設定試験および本試験ともに、被験物質調製時の日祝確

認において媒体との反応性（変色、発熱、発泡等）はみられなかったc

被験物質調製液は用時調製とし、用量設定試験は調製後 2.8時間以内に、本試験は

調製後 2.5時間以内に試験に使用した。

残余調製液は、焼却処分するために、産業廃棄物として回収した。

-10 -



SR08201 

3. 陰性灯照物言

陰性対閲物質として、被険物質の詞製媒体て向るジメチJレスルホキシド（ロット番号

W「032、戻弐会社司仁化学研究所）を、モレキュラーシープを用いて脱水剋理を行い、

原はのまま｛吏□したっ

4. 陽性対韮物言およ .0その祠製

陽庄対限物質として、次表の哀知変異爪物質を使用したしこれらの陽性対照物質は

沿暗所 (2~we設定）で保存したC

陽I生対韮物賃ば、含量補王をせ王こそれぞ汎i欠表の濃度こ屑製し、ー20℃以下で分注

凍芦俣存したものを鰭凍後 2.4時F日］以戸：ご使用した 調製液ば、調製日より 8 ヵ月以

丙（使用詞限：詞製後 1年） ；ご使用したC 残余詞製衣ば浣却処分ずるために産業廃棄物

として回収した，

陽竺対胴物貨 調製濃度 調製媒体

2ー（2-フリ！レ）ー3-(5ーニトロー2ーフリル）ア
ジメチルスルホキシド

クリルアミト（含量 98.3%) 0. 1および
ロット番号 VV035

ロット番号 SDH376 1 μg,'mL 
株式会社同仁化学研究所

和元斤屯薬上業杖入会吐

アジイにナトリウム（奇息度 99.8%) 日本薬局方注射川水

ロット番号 SDH6348 5 μg ;mL ロット番号 7K81

和光飩薬工業株式会吐 株式会仕大塚製薬工場

9ーアミノアクリジン塩酪塩水和物
ジメチルスルホキシド

（純度 99.9%) 

ロット番号 S32398-3」7
800 μg / nlL ロット番号 VV035

株式会社同仁化学研究所
Sigma-Aldrich Corporation 

2ーアミノアントラセン（含昌 9,.2%) 
;、 10、四および

ジメチルス）レホキシド

ロット番号 TSP59,4 ロット番号 VV035

和元が屯薬口業快式会吐
100 ~tg /mL 

株式会社同仁化学研究所

5. 試険菌昧

試験には、 Salmonellatyphimurium（以下 S. typhimuriumと称する）TAlOO、TA1535、

TA98および TA1537ならびに Escherichiacoli（以下 E. coliと称する）WP2uvrAを使用

した。これらの菌株は、 1991年 10月 18Hに国立衛生試験所（現国立医薬品食品衛生

研究所）より分与された。また、これらの菌株は遣伝毒性を有する化学物質の検索に適

した細菌として広く受入れられていることから選択した。

各菌株は、培投液 8mLに対しジメチルスルホキシド（ロット番号 VV035、株式会社同

仁化学研究所） 0.7 mLを加え、―80℃以下で分注凍結保存した。各菌株の培養液の一部
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を用いて、図株の特件（アミノ酸要求吐、腔変呉 rfa与1牛、紫外線感受性、薬剤耐性な

らび：こ陰性対照筐および湯性対際値こ対する感度） iこついて横査し、これらの特性が正

常：こ俣持されてしヽることが確言忍された国味を試験：こ｛吏fflした。

6. 培地

(1)箭培莞用培地

前培養用のニニートりニントプロス」こ員しとして、ニュートリエン］、ブロス (OXOID

¥UTRIENT BROTH No. 2、ロット番号 464616、O¥OIDLTD.)を日本薬局方江射用水（ロット

番り•7K81 、味入会吐大塚製薬工場）を用いて 25 g L （こ詞製し之 ふtyphimuriumTA98 

および TA100の培叫こば、使用時｛ロアンヒシリン十卜りウム（ロット番号'.V18B0619、ナ

カラ／テスク涙式会吐）を 25μg lnLとなるように后加した＾

(2)試験用培地（最少クルコース寒天培地：以下ブレートと称する）

試験用培地として｛更用した最少ク！レコース寒天培坦（バイタルメディア AMT-0培地、

ロット番号 DZLAlROl、2009年 1月 27日製造、極稟製薬工業株式会tt)1000 mL中の組

成ぱ次表(/)遍り：：：ぉる：

試験用培地 1000mL中の正成

硫酸マグネシウム• 7水塩

クニン酸・ 1水塩

リン酸ーカリウム・艇水塩

リン酸アンモニウム

水酸化十トリウム

フドウ靡唐

寒天末[OXOTDAGAR Ko. l、ロット番号 1050942-02]

g

g

g
5

g

g

g

g

 

2

6

 

2

1

0

0

9

6

0

0

 

.

.

.

.

.

.

.

 

0

2

0

1

0

0

5

 

1

2

]

1

 

(3)重唇用培地

次頁 U)表(f)組成のソフトアガーおよびアミノ酪溶液を蒸白水（日本薬局方注射用水）

を用し＼て詞製し、使用時：こ (A): (B) =10: 1の容量比て品合したこS.t yph imur i umには

Lーヒスチジンおよしミ D-1::‘、オテンのアミノ諏浴収定、£.col1；こは Lートリプトファンの

アミノ酸溶液を使用した。これらの璽層用培地は使用時まで 47℃に保温した。
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(A) ソフトアガー

Bactorn Agar 

重層用培尼の舟且戎

（ロソト醤号 7281263および 8281757、Becton,Dickinson and Company) 

均化ナトリウム

（ロット番号 611ド1714、閂東化字快よ会『上）

(B) アミノ醗溶液

L—ピスチジンおよび Dービオチン溶液

(]-ヒスチジン、ロット番号＼1kk2889、 和光孔薬工業昧式会吐）

(D-ビオチン、ロソト番号 PEK68認、和光純斐二業枕式会吐）

または

Lートリプトファン溶液

(L-トリプトファン、口y卜品号 PEP6208、和元沌薬工業株式会吐）

7. S9 mix 

SR08201 

0.6 % 

0. 5 % 

各々 0.5 mmol/L 

0. 5 mmol/L 

S9 mixば、 S9（ロット番号 RAA-590、2009年 1月 16B製造、キッニーマン株式会社）、

S9 mix用 Co「呂cLor (Co「呂clor-T、ロット番号 999802、オりエンタル酵母丁業株式会社）

および日太薬局方注射用水（ロット番庁J7k81、t朱式会仕大塚製薬工場）を用いて用時調

製した

S9 ば、購入後—80'C 以下で俣存し、製造日よりQヵ言以円（使用間限：製追後 6 ヵ月）

に使用しtここの S9［ま、フニノバルビター］レおよび 5,6—ベンゾフラボンの腹腔内投与

で醇素誘導した Slc:SD菜ラ；；ト（雄、 7週齢）の肝ホモジネートより調製された。

S9 mix 1 mL中の組成ぱ次表の通りで土る

8. 試験群

S9 

塩化マグネシウム

塩化カリウム

グ］レ＝ースー6ーリン酸

S9 mix 1 n止下の皐且成

還元星二ごチン7:I アテニ／／ヌグレず千l、1い酸('-t¥DPH)

遠元型ニコチンアミトアテニ汐ヌクレオチト (NADH)

リン酸ナトリウム緩衝液、pH7.4 

（1) 用呈設定試験

0. 1 mL 

8 μmol 

33 μmol 

5 μmol 

4 μmol 

4 μmol 

100 μmol 

各苗株につき、直接法（代謝活性化系 S9mixの非存在下）および代謝活性化法（代謝

活性化系 S9mixの存在ド）で試験を実施した。

-13 -



SR08201 

直按法および伏謝活件化法ともに被験物言の最高円量を 5000μglplateとし、以下

公比詞 3で 6段階の言t7用呈の試験騨 (5000、1500、500、150、50、15および

5 μg/plate)を設定した。これらの試験訂を次表に示すC

試験菜ダIJ 試験群 用昌(μgpla[e) プレート数

こ） 3 
1 5 3 
50 3 

直按法 伎験物質処珪群 150 3 
oOO 3 
1 5 00 3 

5000 3 

こ） 3 
1 5 3 
50 3 

代謝活性化法 岐験物質処坪群 150 3 
500 3 
1召00 3 

5000 3 

(2) 本試験

各菅株こつき、直接江およひ代詞ti舌注化法で試差を実肛したe

直接広およし＼代判活性によとも｛こ、川量設定試験0)浩果 500μg/plate以上の用量

で生育阻害か観察さ汎たことから、本試験ては、被験物質の最高田呈を 500~tg/p la t e 

とし、以下公比 2で 5段陪の計 6用量 (500、250、1こ5、62.5、31.3および 15.6

μg/plate)を設ごし之 こ汎ら言式険群を次表に示ずC

試験菜夕IJ 試験群 ffl量(μgplate) プレート数

15. 6 3 

31. 3 3 

直接缶 披験功質足珪群
62. o 3 
1 りー 3 -3 

250 3 

500 3 

15. 6 3 

31. 3 3 

代謝活性化法 被験物質処理群
62.5 3 

125 3 

250 3 

500 3 

(3) 陰性対照群および陽性対照群

用量設定試験および本試験いずれにおいても、試験系列毎に陰性対照群（ジメチル

スルホキシド）および次貞の表の陽性対照群を設定した。
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供試苫株

s. t.rp}]1血1riumL¥100 

5. typl]1血ll、iumTA1S35 

£. coli ¥¥'P2 uvn¥ 

SR08201 

陽性対四物質（用呈：μg/plate)

直接｛去 代謝活性化法

A]--̀-2 (0. 01) 2-AA (1) 

Na¥1 (0. S) 2-AA (2) 

AF-2 (0. 01) 2-AA (10) 

S. t.「りhimuriumT.A98 AF-2 (0. 1) 2-AA (0. 5) 

S. t_vphimurium TAl言37 9-AA (80) 2ー AA （2)

狂ー2: 2ー（2-フリル）ー3-(oーニトコー2-7I)ル）アクりルアミド

Na嘉：アシ（に十トリウム、 9ーふ＼ ： 9-アミJアクリシン塩酸塩水和物

2-よい： 2-アミノアントラ七ン

(4) プレート妻［およびプレートの識別

プレート数は、各試験群ともこ 3校とし；こ

プレー）、：こば、試験番号および試険訴を特定できるようにラベルを貼付した。

9. 試験方法

(1)試験菌株の酌鱗養

容量約」0mL の L字着に旧培蓑用培地（ニュートリニントプロス培地） 12mLを人れ、

これに解凍した保仔菌を 12pL接種し、 L字管を氷冷（用量設定試険： 7.7時間、本試

験： 7.5 時問）役、 37℃、臣幅 40mm、オ只盪述度］00 巳分に設定した捩盪恒温槽

(Personal-11 • E¥、タイテック株よ会社）て 10時問 0)己復振曇培養を行った。培養終

了時に、得られこ菌焙養液の OD細 0nmを比色計 (miniphoto 518、タイテック株式会社）

で測定し、各菌株の生菌数一0DG60nm相関式より生菌数を算出したこ生菌数が lX 109 

cells. mLより多く、十分：こ国が生育してしヽることぶ確認された菌培養液を試験に使用

したこ

各培養改の生菌数（言十算値）［ま次表の通りで主った

供言式菌昧

s. t]pl]1.fllul̂iullJ TA 100 

S. typhimurium TA1535 

E.coli WP2uvrA 

S. typhimurium TA.98 

S. tyJJhimurium TA1537 

生菌炊（計直値） （X 109 cells/ml) 
．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．  

用量設定試験 本試験

3. 53 2. 75 

3.82 3.39 

5. 17 4.63 

4.69 3.99 

1. 89 1. 71 

(2) 被験物質調製液および対照物質調製液の処理

被験物質調製液および対照物質調製液の処理を、プレインキュベーション法で行っ

た。

-15 -



SR08201 

器付きのポリエチレン製チューブ (5mL容量）を使用して、被験物質調製液あるいは

対照物質調製液 0.1 mLを、直接法の場合は 0.1 mol/L Naーリン酸緩衝液(pH7.4) 0.5 

mLと、代謝活性化法の場合は S9mix 0. 5 mLと、それぞれ混合した。その混合液に菌

培義液 0.1 mL を加え、 37℃、振幅 40mm、振盪速度 100回／分に設定した振遷恒温槽

(Personal -11 • EX、タイテック株式会社）で 20分間振盪培養（プレインキュベーショ

ン）した。プレインキュベーション終［後、 S.t yph imur i umには 0.05 mmol/L Lーヒス

チジンおよび 0.05 mmol/L Dービオチンを含む軍層ffl培地 2mLを、E.coliには 0.05

mmol/L Lートリプトファンを含む重層用培地 2mLを、それぞれ加えて混和し、プレー

トに重層した。平坦な場所で重層用培地を固化させた後、プレートを 37℃に設定した

インキュベータ (MIR-262：三洋電機バイオメディカ株式会社）で 49時間静置培養した。

用量設定試験および本試験それぞれにおいて、試験に使用した被験物質調製液の最

高濃度および S9mix調製液について無菌試験を行い、雑面の混入の有無を確認した。

(3) プレートの観察

各試験系の陰性対照群、被験物質処理群および陽性対照群について、プレートでの

生育阻害の有無を実体顕微鏡（SZ6045TR、オリンパス光学丁業株式会社）で確認ずると

ともに、被験物質処哩群について、プレートでの被験物質の析出の有無を目視確認し

た。次に、試験系の陰性対照詳、被験物質処理群および陽性対照群の各プレートにつ

いて、コロニーアナライザー (CA-110、システムサイエンス株式会社）を用いて復帰変

異コロニー数の計測を行った。なお、生育阻害がコロニーアナライザー計数に影齊す

ると考えられるプレートについては、実体顕微鏡を用いて復帰変異コロニー数の目視

計測を行った。

菌株の生育阻害の有無の判定は標準操作手順書に基づき以卜¢の基準 (0~4)で行い、

l以上を生育阻害有とした。

〇：生育阻害が認められない。

微細なバックグラウンドコロニー (50倍程度の倍率で観察可能）が培地

一面に観察され、対照群のバックグラウンドコロニーとの差が認められ

ない場合。

1 :わずかな生育阻害が認められる。

陰性対照群に比べ、バックグラウンドコロニーが減少して個々のコロ

ニーの大きさが大きくなっている場合。

2:中程度の生育阻害が認められる。
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隆起した大きな復帰変呉コロニーと、平坦で小さなバックグラウンド

コロニーが並存している場合。

3:強い生育阻害が認められる。

バックグラウンドコロニーが復帰変異コロニーと同程度の大きさまで

成長し、両者の判別が困雌である場合。

4:生存菌が全く認められない。

(4) 観察結果の集計方法

各試験系の陰性対照群、被験物質処理群（用贔毎）および陽性対照群について、復帰

変異コロニー数の平均値＋標準偏差を求めた。

10. 試験結果の評価

(1)試験系の感度確認

陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値が、それぞれ試験施設の背景データに

基づく管理値の範囲内であり、かつ、陽性対煎群の復帰変異コロニー数の平均値が

陰卜生対照群の復帰変異コロニー数の平均値の 2倍以上である場合に、試験系が適切

な感度を有しているものと判断した。

(2) 試験結果の判定基準

少なくとも 1つの試験系において、被験物質処理群の復帰変異コロニー数の平均

値が陰性対照群の復帰変異コロニー数の平均値の 2倍以上となり、かつ被験物質用

贔の増加にともなう復帰変異コロニー数の増加が、用品設定試験と本試験で再現性

を持って認められた場合に、当該被験物質の遺伝子突然変異誘発性は陽性であると

した。試験結果の判定にあたって、統計学的手法は用いなかった。

(3)変異原比活性の算出

本実験において陽性結果は得られなかったため、変異原比活性の算出は実施しな

かった。
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成績

用最設定試験の結果を表 1に、本試験の結果を表 2に示す。また、用贔設定試験および

本試験における被験物質用量と復帰変異コロニー数の用量ー反応曲線を図 1-1~5-2に示す。

用量設定試験 (5~5000μg/plate)の結果、各菌株のいずれの試験系列においても、被験

物質処理群の復帰変異コロニー数の平均値は陰性対照群の平均値の 2倍未満であり、用量

の増加にともなう復帰変異コロニーの増加も認められなかった。生育阻害が、直接法およ

び代謝活性化法いずれにおいても、 500μg/plate以上の用量で観察された。被験物質の析

出は各菌株の直接法および代謝活性化法、いずれの試験系列においても観察されなかった。

本試験（15.6~500μg/plate)の結果、各菌株のいずれの試験系列においても、被験物質

処理群の復帰変異コロニー数の平均値は陰性対照群の平均値の 2倍未満であり、用贔の増

加にともなう復帰変異コロニーの増加も認められなかった。牛育阻害が、直接法および代

謝活性化法いずれにおいても、TAlOOおよびTA1535では 250μg/plate以上の用量で、TA98、

TA1537および WP2uvrAでは 500μg/plateの用贔で、各々観察された。被験物質の析出は

各菌株の直接法および代謝活性化法、いずれの試験系列においても観察されなかった。

用量設定試験および本試験のいずれにおいても、各菌株の陰性対照辟の復帰変異コロニ

ー数の平均値はすべて試験施設の背景データに基づく管理値（資料 3)の範囲内であった。

また、各菌株の陽性対照群の復帰変異コロニー数の平均値は、陰性対照群の平均値の 2倍

以上の明確な増加を示した。

用量設定試験および本試験のいずれの無菌試験においても、被験物質調製液の最高濃度

および S9mix調製液に雑菌の混人は認められなかった。
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考察

(2-クロロエチル）ベンゼンの細菌における遺伝子突然変異誘発性の有無を、

S. typhimurium TAlOO、TA1535、TA98、TA1537および Ecoli WP2uvrAを用いる復帰突然変

異試験により検討した。

用凪設定試験は、被験物質の最高用量を 5000μg/plateとし、以下公比約 3で 6段階の

計 7用鼠の試験群で実施した。本試験は、用量設定試験の結果に基づき、被験物質の最高

用量を 500μg/plateとし、以卜公比 2で 5段階の計 6用量の試験群で実施した。

試験の結果、用量設定試験および本試験ともに、各菌株のいずれの試験系列においても、

被験物質処理群の復帰変異コロニー数の平均値は陰性対照群の平均値の 2倍未満であり、

用量の増加にともなう復帰変異コロニー数の増加も認められず、結果は陰性であった。生

育阻害が、各菌株の各試験系列において、 250μg/plate以卜.または 500μg/plate以卜.の

用量で観察された。被験物質の析川は、各菌株のいずれの試験系列においても観察されな

かった。このように、用贔設定試験および本試験の結果には再現性が確認された。

用量設定試験および本試験のいずれにおいても、各菌株の陰性対照群の復帰変異コロニ

ー数の平均値は、すべて試験施設の背景データに基づく管理値の範囲内であった。また、

各菌株の陽性対照群の復帰変異コロニー数の平均値は、陰性対照群の平均値の 2倍以卜̂ の

明確な増加を示した。これらの結果から、各菌株が変異原物質に対し適切な感度を有して

いたことが確認された。

以上のことから、 (2ークロロエチル）ベンゼンは、当該試験条件卜.において細菌における

遺伝子突然変異誘発性を有しないと判断した。
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表 1

試験結 果 表 （ 用 量 設 定 試 験 ）

被験物言り）名竹 ： ｛2-クココエチ］ン）ヘンゼン

試験実施朗貰 2009年 5月 20 S~2009年，：月 22 ロ

代［肘活I‘竺化系 笠緊物質 度昂支呉数 1：コロニー数フレート）

の有熊 のFj塁 忠某対竺堂即 フレームシフト叩

陽

性

対

照

（以gプレート］ TA JOO T ¥ l召3言

虚性対瞑 125 
’ 

10-1- 11 
＇ 

13 
123 (117土］21 13 (12土l)

,5 111 ， 104 5 I 

10, (107±4) 10 (7二3)

1百 130 ， 104 12 ， 8 
132 はこ2士16) ， (、 10士2)

50 128 
’ 

97 4 
＇ 

1-1-

-S9 mix 
129 (118土］81 I (8二日）

l.:iO S 5 90 10 13 
89 (88±,3) 召 (9二」）

500 0 *'  32 * 6 8'  10ネ

CI * I、11±18) 1 0 x (、9=2)

1600 J ウ - * 
I '  0 * 3'、 9 10火

0 * (l2土2]) o x (4二行）

5000 n ー* ， 〇¥ o x,  O'ざ

＇うヽ) * (7±13) 。ン (0ニO)

陪性対甘尺 l i5 124 11 
' 

10 
1-1-3 (137士12) I (、9=2)

[「i 1 +7 ， 1 08 12 ＇ 11 
133 (1図9±20) l （う (13士3、1

l百 137 139 6 12 
136 (l:37±2) ， (9二3)

50 110 131 6 6 

-'-S9 mix 
1-18 (111土7) 1召 (9 = 5) 

1万（） 106 11'..: 14 11 
137 (llS±16) lぢ (13士こ）

:100 ; 4 *,  71 * --l x,  s'< 

39 * ぽ5±16) こ'-） X (6二2)

1600 --* らづ・J ー＊ o x,  99 * 
1 3 
a-:) -* (72土lo) o x (、 1二1)

]00() 0 8 0 * o x ヽ 0 x 

0 * (O士O) 0 >’ (O=(J) 

S9 m恥を 名 称 AF-2 Na  ̀
必要とし 用量(μ g/7'レート） 0.01 0. 5 

ないもの コロニー数 721 , 721 361 , 371 

／プレート 618 (687士59) 379 (370土9)

S9 mixを 名 称 2-AA 2-AA 

必要とす 用量(μ g／プレート） 1 2 

るもの コロニー数 1752 , 1663 559 , 539 

／プレート 1771 (1729士58) 602 (567士32)

（ ） ：各プレートのコロニー数の平均値および標準偏差

＊：菌株の生育阻害

除性対照：ジメチルスルホキシド

WP2uff A TA98 

， 20 18 ， 24 
18 I、16土6) 21 (21 ±3) 

16 19 19 ， 10 
1 4 (1 (3±3) 12 (14二5)

， 25 12 25 
20 (18±8) 15 (17亡7)

8 12 25 ， 12 
17 (]2土5) 26 (21 ± 8) 

16 ， 11 12 8 
17 (lS±3) 12 (11二2)

11 12 " 0 *,  -I * 

19 * (1」±4) 4 * (4：：：：4) 

o * ` 1 0 x 0 * ， 0 * 

。不 (、3土6) 11 * (4±6) 

0 "' 0 " 0 *'  9 * 

り (0±0) らへ＊ (6二5)

16 26 :34 33 
19 (20±5) 31 (33±2) 

1 5 25 35 ， 28 
20 (20±o) 34 (32:+:4) 

1 6 16 36 29 
18 (17±1) 30 (32二4)

25 28 25 38 
19 (21土5) 40 (3,1二8)

1 4 18 24 ， 21 
lこ (1.3±3) 33 (26±6) 

2 り、f
-'  

20 X lS *,  11 * 

20 （こl±l) ＂二、り← ＊ (17ニ6)

゜
ヽ

，ン 19 *,  17 * 

り＊ (3土5) 18 * (18二1)

り＊ ｀ 
19 X 0 *'  0 * 

l 6 * (12± 10) 0 * (0亡0)

AF-2 AF-2 

0.01 0. 1 

125 ， 95 444 , 424 

96 (105土17) 478 (449土27)

2-AA 2-AA 

10 0.5 

1253 , 1362 387 , 352 

1439 (1351士93) 380 (373士19)

AF-2: 2-(2フリル）ふ（5-ニトロ今フリル）アクリルアミド NaN3:アジ化ナトリウム

9-AA: 9ーアミノアクリジン塩酸塩水和物 2-AA: 2ーアミノアントラセン
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TA1537 

24 ， 14 ， (16土8)

12 ， 13 ， (11土2)

8 ， 13 
12 (11士3)

12 ， 12 
8 (1]土2)

11 ， 8 
11 (10上2)

1 *,  3 * 
J ゥ＊ (2士1)

Jぅ＊ , 2 * 

2 * (2土I)

0 *,  0 * 

0 * (0土0)

11 ， 17 
15 (14士3)

13 ， 15 
15 (14±1) 

15 18 
12 (15土3)

8 ， ， 
10 (9士1)

1 1 ， 17 
10 (13±4) 

2 * 1 * 

1 * (2土2)

1 *,  2 * 

2 * (3士1)

0 *,  0 * 

0 * (0士0)

9-AA 

80 

173 , 274 

137 (195土71)

2-AA 

2 

471 , 486 

482 (180土8)
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表 2

試験結果表（本試験）

被験物言り）名竹 ： ｛2-クココエチ］ン）ヘンゼン

試験実施朗貰 2009年 6 月 10 S~2009年 6月 12 ロ

代［肘活I‘竺化系 笠緊物質 度昂支呉数 1：コロニー数フレート）

陽

性

対

照

の有熊 のFj塁 忠某対竺堂即

（以gプレート］ TA JOO T ¥ l召3言

陰性吋把 94 ， 8 8 8 ， 6 

81 (88土7)
一I (7二 1)

1 5. 6 S 5 ， 126 I ， lo 

81 (97土25) 13 (12土4)

31. 3 83 ， 110 11 ， 
一， 

116 (103土］81 I3 (8二 3)

-S9 mix 6 2. Q 97 ， 39 8 ， i 

75 (87土l]) s (7=2) 

1 り―~o S8 ， 8 S 6 ， 
一， 

97 (91土し了） 11 (8二 3)

250 旦＊， 40 * 9,-) ン , 
—·ネ

99 

13 * (--1-2土21 S X (7=:.:l 

500 41 *,  36 9,-) ン , 3 

28 * (3召土7) l x (-1-=ll 

陪性対応、 126 133 11 
' 一， 

136 (132土5) I (8=:.:l 

lo. 6 129 113 I 10 

l l S (120±8) l ::; (lC)士3)

31. 3 153 112 ， 1 2 

125 (130±21) s (1()士2、1

-S9 Ini入 62. o 105 130 16 1 2 

125 (120±131 l l (13士3、1

1 り―
~O 1 1 2 108 1'.: l S 

141 (120±181 l 3 (1--l士3)

2 50 81 *,  ーl-っ＊ O'- X , 1 2 * 

ー'-っ＊ (76士7) sン (8=4) 

5 00 0 *'  36 * 8 x,  8 * 

岱＊ (31士29) l 2 >< (9=2) 

S9 mnを 名 称 AF-2 Na1¥1 

必要とし 用菫，is -, -1,i 0. 01 0. ;J 

なし、も 0) ココニー数 789 ,62 3：：： 6 31--1 

／プレート 667 (739土64) 358 (333土23)

S9 mixを 名 称 2-AA 2-AA 

必要とす 用紘(μ g/7"レし→卜） l 2 

るもの コロニー数 1698 , 1686 514 , 553 

／プレート 1718 (1701土16) 673 (580土83)

（ ） ：各プレートのコロニー数の平均値および標準偏差

＊：茄株の生育阻害

陰性対照：ジメチルスルホキシド

AF-2: 2ー(2フリル）ふ（5-ニトロ＿2-フリル）アクリルアミド

9-AA: 9ーアミノアクリジン塩酸塩水和物
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フレームシフト叩

WP2uff A TA98 TA1537 

16 23 C}一_ I 1 5 27 ， 17 

芍 (25土］O) 14 (19±7) 14 (19土7)

16 18 r-/いa― 16 13 ， 21 

19 I、18土2) 13 (18±6) 21 (18土5)

19 22 2 1 13 21 ， ， 
こ4 (22土3) 23 (19±5) 17 (16土6)

訟 20 12 ， I 19 ， 25 

16 (19土3) 11 (10±3) 18 (21土4)

27 16 2 1 21 11 ， 18 

こC) (21土6) 21 (21 ±0) 17 (15士4)

， 13 11 16 6 ， ， ， (10土2) 12 (13±3) 6 (7士2)

11 l l x 4 *.  10 * 4 *,  2 * 

9 " (10土］） 6 * (7:::+:::3) 0 * (2士2)

1 5 22 28 ， 29 17 ， 12 

22 (20土4) 31 (29±2) 12 (14土3)

21 28 38 19 18 ， 19 

l S (22±7) 24 (27亡10) 12 (16±4) 

17 12 33 33 8 ， 12 

l」 (14±3) 24 (30亡5) 13 (11±3) 

21 17 :31 39 1 4 ， 19 

l :1 (18±3) l S (30±11) 17 (17±3) 

27 23 20 ， 25 26 ， 25 

l 6 (22±6) 31 (25:+:6) 17 (23±5) 

21 ヽ 13 20 31 15 ， 13 

l :1 (16±--l) cぅ)ーI (30亡9) 12 (13士2)

11 ヽ
l l x 20 *,  20 * 6 *,  1 * 

」‘f (9士.Jc) 20 " (20亡O) 6 * (5士1)

AF-2 AF-2 9-AA 

0. 01 0. l 80 

130 101 445 426 452 173 

117 (116土15) 161 (444土18) 203 (276±153) 

2-AA 2-AA 2-AA 

10 0.5 2 

1273 , 1303 292 , 329 654 , 688 

1357 (1311土43) 321 (314土19) 628 (657±30) 

NaN3：アジ化ナトリウム

2-AA: 2ーアミノアントラセン
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〔TAlOO,S9(―），用量設定試験〕
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図 1-1 Salmonella typhimurium TA 100の用量一反応曲線（直接法）

＊ ：菌株の生育阻害
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[ TAlOO, S9（＋），用量設定試験〕
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図 I-2 Salmonella typhimurium TAIOOの用量一反応曲線

（イ℃調寸i舌ヽ「生ィヒ｝去）

＊ ：菌株の生育阻害
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〔TA1535,S9(―），用量設定試験〕
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図2-I Salmonella typhimurium TAI535の用量一反応曲線（直接法）

＊ ：菌株の生育阻害
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[ TA1535, S9（＋），用贔設定試験〕
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〔WP2uvrA,S9(―），用量設定試験J
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＊ ：菌株の生育阻害
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〔WP2uvrA,S9（＋），用量設定試験〕

200 

＾ ゞ゚
.L 

I 
150 

△ 
。ド

＾ 冨 100

＊ 

j 
I¥ 
口

． ＼ ＊ 

n 
叫＜ 50 

叔 ¥ * 
咤一さへ

悪

゜゚ 5 15 50 150 500 1500 5000 

被験物質の用呈(μg／プレート）

〔WP2uvrA, S9（＋），本試験〕

200 

＾ 苓

一I 150 
△ 
。ド

冨100
j 
I¥ 
こ
n 

50 I 咄
ヽ ＊ 

裂
沌→； ` 

悪

゜゚ 15.6 31.3 62.5 125 250 500 

被験物質の用量(μg／プレート）

被験物質の名称 (2-クロロエチル）ベンゼン
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＊ ：菌株の生育阻害
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〔TA98,S9（ー），用量設定試験〕
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図4-I Salmonella typhimurium TA98の用量一反応曲線（直接法）

＊ ：菌株の生育阻害
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[ TA98, S9（＋），用量設定試験〕
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＊ ：菌株の生育阻害
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〔TA1537,S9（一），用量設定試験〕
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図5-I Salmonella typhimurium TAI537の用量一反応曲線（直接法）

＊ ：菌株の生育阻害
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〔TA1537,S9（＋），用量設定試験〕
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図5-2 Salmonella typhimurium TAI537の用量一反応曲線

（イ℃詞抒舌、「生ィヒi去）

＊ ：菌株の生育阻害
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