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要約

トリチオシアヌル酸の遺伝子突然変異誘発性の有無を調べるため、細菌を用いる復帰突然変異試

験を実施し、陰性の結果を得た。

検定菌として、品加onellatyphimudum T A1 00、TA1535、TA98、TA1537および Eschelプchiacoli 

WP2 uvrAを用い、フ。レインキュベーション法により、 S9mix非存在下および存在下で、試験を行った。

用量設定試験を 50.0、150、500、1500および 5000陪 /plateの 5用量を設定して行ったところ、 S9

mix非存在下および存在下とも、用いたいずれの検定菌においても生育阻害は認められなかった。変

異コロニー数は、用いたいずれの検定菌においても、 S9mixの有無にかかわらず、陰性対照値の 2倍

以上となる増加は認められなかった。

これらの結果に基づき、すべての検定菌で最高用量を 5000llg/plateとし、公比 2で 5用量(313"-'

5000陪 /plate)を設定して本試験 Iおよび本試験Hを行った。その結果、 2回の本試験ともに、用いた

すべての検定菌において S9mixの有無にかかわらず、陰性対照値の 2倍以上となる変異コロニー数

の増加は認められなかった。

以上の結果に基づき、トリチオシアヌル酸は、用いた試験系において遺伝子突然変異誘発性を有し

ない(陰性)と判定した。

試験目的

トリチオシアヌノレ酸の遺伝子突然変異誘発性(変異原性)を検討するために、細菌を用いる復帰突

然変異試験をプレインキュベーション法 1)により実施した。

材料と方法

1.被験物質

被験物質であるトリチオシアヌル酸[別名(一般名):2，4，6-トリメルカブ9ト-s一トりアジン、略称:TTC、

英名:1，3，5-triazine-2，4，6(1H， 3H， 5H)-trithione、



は、淡黄色粉末で、 から提供を受けた。被験物質の物理化学的性

状等を Appendix1に示す。被験物質は、使用時まで直射日光を避け室温保管した。

被験物質提供者において、実験終了後に返却した被験物質を非 GLP下で分析した結果、被験物

質の組成に変化が認められず、実験期間中安定であったことが確認された(Appendix2)。なお、被験

物質原体の安定J性については GLP下での確認はされていないが、化学的根拠に基づいた資料であ

ることから、実験期間中安定であり、当該試験の信頼性に影響しないと判断した。

2.陽性対照物質

用いた陽性対照物質および調製法は以下のとおりである。

各検定菌に用いた陽性対照物質は、当研究所で十分な蓄積データが得られている物質および用

量とし、それぞれを結果の各 Table中に示した。

名称 略称 ロット番号(購入日) 製造者 純度

2-(2ーフリ/レ)-3一(5ーニトロー
AF← 2 

CKQ1402 
和光純薬工業 99.0% 

2 フリル)アクリ/レアミド (2001年 9月 13日)

アシ'化ナトリウム SA 
ELE2329 

和光純薬工業 99.2% 
(2001年 5月 15日)

9 アミノアクリシシ 9AA 
106F06681 

Sigma Chem. 97%以上
(2001年 5月 15日)

2-アミノアントラセン 2AA 
DWK5667 

和光純薬工業 97.4% 
(2001年 9月 13日)

AF-2、9AAおよび 2AAはジメチルスルホキシド(DMSO、ロット番号:CEK4884、和光純薬工業)に、

SAは日局注射用水(製造番号:K4181、大塚製薬工場)に溶解し、所定の濃度に調製した後、冷凍保

存(設定温度:-20
0

C)し、調製後 6か月以内に用時に解凍して用いた。

3.検定菌

「新規化学物質等に係る試験の方法について」に従い、試験には、ネズミチフス菌 (5a加onθh

typhImurIum) TA100、TA1535、TA98、TA1537および大腸菌(EscheIプ'chIacolI) WP2 uvrAを用いた。

5. typhImurIum TAI00、TA1535、TA98、TA1537の 4菌株は 1997年 8月 7日に、 E coJjWP2 

uvrA株は 1997年 4月 9日lこ、いずれも日本バイオアッセイ研究センターの より分与

された。 5.typhImurIumの 4菌株を用いる試験は、ヒスチジン要求性から非要求性への復帰突然

変異 2)、E coJjWP2 uvrA株を用いる試験は、トリプトファン要求性から非要求性への復帰突然変異 3)

を指標とした遺伝子突然変異誘発性の検出系である。

検定菌は凍結保存(設定温度:-80
0

C)したものを用いた。各菌株の凍結保存菌の調製時に、アミノ

酸要求性、uv感受性、膜変異(I治)、アンピシリン耐性因子 pKM101(プラスミド)の有無および陰性対

照と陽性対照の変異コロニー数について調べ、特性が維持されていることを確認、した。
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4.試験材料

1)合成培地

培地は、極東製薬工業製の最少グルコース寒天培地[ロット番号:DZA5Bj01、2004年 11月 19日製

造(用量設定試験)およひ'ロット番号:DZA62I01、2005年 2月 18日製造(本試験 I、II)]を用いた。

なお、培地 1Lあたりの組成は以下のとおりで、径 90mmのシャーレ l枚あたり 30mLを流して固めた

ものである。

硫酸マグネシウム・七水和物 0.2 g 

クエン酸・一水和物 2 g 

リン酸水素二カリウム 10 g 

リン酸ーアンモニウム 1.92 g 

水酸化ナトリウム 0.66 g 

グ、ノレコース 20 g 

大洋寒天(清水食品) 15 g 

2)トップアガー

以下の水溶液(A)に(B)または(C)を容量比 10:1の割合で混合した。

(A) パクトアガー(DifcoLab.) 0.6 w/v% 

塩化ナトリウム 0.5 w/v% 

(B) SaJmoneJJa typhjmudum JtI 

Lヒスチジン 0.5 mmo1/L 

D ピオチン 0.5 mmol/L 

(C) Escherichja co五回

L トリプトファン 0.5 mmol/L 

3)ラット肝臓から調製した S9

キッコーマンで製造した S9[ロット番号:RAA-514、2004年 12月 10日製造(用量設定試験、本試験

1)およびロット番号:RAA-518、2005年 3月 17日製造(本試験II)]を購入して用いた。

①動物 Sprague-Dawley系ラット、雄:7週齢

②誘導方法

③S9調製

④保存条件

フェノパルピ、夕←ル(PB)および 5，6ーベンゾフラボン(BF)を、 1日目 PB30 mg/kg、2

日目 PB60 mg/kg、3日目 PB60 mg/kgおよび BF80 mg/kg、4日目 PB60 mg/kg 

腹腔内投与した。

5 日目に致死させて摘出した肝臓を生理食塩液で濯流したのち、 3倍量の 0.15

mo1/L塩化カリウム溶液を加えてホモジナイズし、 9000Xgで、10分間遠沈して得た上

清画分。

デ、ィーブpフリーザー(設定温度:-80
0C)で保存した。製造後 6か月以内に使用した。
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4) S9 mixの組成および調製

S9 mix 1 mLあたりの組成は以下のとおりで、用時氷冷下で混合して調製した。

成分

S9 

0.2 mol/Lナトリウム-9ン酸緩衝液(pH7.4) 

Cofactor* 

「塩化カリウム

クVレコース 6リン酸

59 mix 1 mL中の量

0.1 mL 

0.5 mL 

0.38 mL 

調製濃度

10 vol% 

100 llmol/mL 

33 llmol/mL 

5 llmol/mL 

NADH I I 4 llmol/mL 

lNADPH I I 4 llmol/mL 

0.4 mol/L塩化マグネシウム溶液 I 0.02 mL I 8 llmol/mL 

* :Cofactorは、上記の成分を混合して調製した後、凍結保存(設定温度:-80"C)し、調製後

6か月以内に用時解凍して試験に用いた。

5.被験物質調製液の調製

溶解性の予備検討を実施した結果、被験物質は 50mg/mLの濃度で水には不溶であるが、 DMSO

には溶解した。したがって、試験に際しては、被験物質を DMSO(ロット番号:CEK4884、和光純薬工

業)に溶解して最高用量の被験物質調製液(50.0mg/mL)を調製し、以下同溶媒で順次希釈して速

やかに試験に用いた。調製濃度を以下に示す。

用量設定試験: 0.500、1.50、5.00、15.0、50.0mg/mL 

本試験 I、II: 3.13、6.25、12.5、25.0、50.0mg/mL 

なお、被験物質調製液の調製時に、発熱、発泡および変色は認められなかったo

6.試験操作

1)試験菌液の作製

凍結保存菌を解凍後、速やかにニュートリエントブ、ロス No.2(ロット番号:255164、Oxoid)を 12mL 

入れた L字型試験管に 12llL(TA100、TA1535および TA98)あるいは 6llL (T A1537および WP2

uvrA)接種し、 37
0Cで 10時間、往復振とう培養したものを試験菌液とした。分光光度計(型式:

UV-120-02、島津製作所)により 660nmの吸光度を測定して試験菌液の増殖を確認し、測定値が

2003年度の背景データの平均値の90%以上のものを試験に用いた。試験に用いた検定菌の生菌数を

段階希釈法により求め、 Appendix3 ~こ示した。

2)試験法

試験は、プレインキュベーション法により、被験物質をそのまま検定菌に作用させる S9mix非存在下

および哨乳動物(ラット)の薬物代謝酵素によって産生される被験物質の代謝物の遺伝子突然変異誘
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発性を試験する S9mix存在下で行った。

小試験管中に被験物質調製液 0.1mL、S9mix非存在下では 0.1mol/Lナトリウムーリン酸緩衝液

(pH 7.4) 0.5 mL、S9mix存在下では S9mix 0.5 mL、試験菌液 0.1mLを混合し、 37"Cで 20分間プレ

インキュベーションしたのち、トップアガー2mLを加えて混和し、合成培地平板上に流して固めた。ま

た、被験物質調製液の代わりに使用溶媒0.1mLまたは陽性対照物質溶液を加えて、それぞれ陰性対

照および陽性対照とした。なお、用量設定試験における陰性および陽性対照の結果については、同

時に実施した他試験と共通に用いた。

培養は 37"Cで48時間行い、発生した変異コロニー数を、コロニーアナライザー(CA-ll、システムサ

イエンス)または目視により計測した。被験物質に由来する沈澱の有無は、目視により観察した。また、

生育阻害の有無については、目視あるいは実体顕微鏡下で、寒天表面の菌叢の状態から判断した。

用いた平板は、用量設定試験においては陰性および陽性対照では3枚ずつ、各用量については 1枚

ずっとした。また、本試験においては、両対照および各用量につき 3枚ずつを用い、それぞれの平均

値と標準偏差を求めた。陰性および陽性対照の変異コロニー数の平均値を、それぞれ陰性対照値お

よび陽性対照値とした。

上記の方法により、用量設定試験は 1回、本試験は 2回実施し、結果の再現性を確認した。

3)試験用量

用量設定試験においては、 I新規化学物質等に係る試験の方法について」に従い、最高用量を

5000 llg/plateとし、 50.0、150、500、1500および 5000llg/plateの5段階の用量を設定した。

本試験においては、用量設定試験で、生育阻害が認められなかったことから、最高用量をすべての

検定菌について 5000山 /plateとし、 313、625、1250、2500および5000llg/plateの5段階の用量を設

定した。

4)無菌試験

最高用量の被験物質調製液 0.1mLおよび S9mix 0.5 mLを、それぞれ合成培地平板上に滴下し

て、培養終了時に雑菌の混入の有無を調べた。

5)識別法

平板側面に識別番号を記載した。 S9mix非存在下は黒、 S9mix存在下は赤の色で識別した。菌の

識別は、 TA100は0、TA1535は5、TA98は9、TA1537は7、WP2uvrAはWとした。用量の識別は、

菌の識別番号の右に用量の低いものから 1、2、3、・・・と記入した。陰性対照および陽性対照は、菌の

識別番号の右に各々OおよびPと記入して識別した。試験の識別は、通し番号(1、 2、3、・・・)を設けて

菌の識別番号の左に記入した。

7.結果の表示

結果の表示は、各々の平板における変異コロニー数の実測値とその平均値および標準偏差を示し
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た。また、平均値を用いて用量一反応曲線を作成した。

8.判定

結果の判定に統計学的手法は用いないこととした。

用いた5種の検定菌のうち、 1種以上の検定菌の S9mix非存在下あるいは S9mix存在下において、

被験物質を含有する平板上における変異コロニー数の平均値が、陰性対照値の 2倍以上に増加し、

かっ、その増加に用量依存性あるいは再現性が認められた場合に、本試験系において遺伝子突然変

異誘発性を有する(陽性)と判定することとした。

結果と考察

1.用量設定試験

用量設定試験の結果、用いたいずれの検定菌においても生育阻害は認、められなかった(Table1)。

被験物質に由来する沈澱は、 S9mix非存在下および存在下ともに、用いたいずれの用量においても

認められなかった。

変異コロニー数は、用いたいずれの検定菌においても、 S9mixの有無にかかわらず、陰性対照値の

2倍以上となる増加は認められなかった。

2.本試験

用量設定試験の結果に基づき、すべての検定菌で最高用量を 5000llg!plateとし、公比2で5用量

(313"-'5000 llg!plate)を設定して 2回の本試験(本試験 Iおよび本試験 II)を行った(Tables2、3お

よび Figures1、2)。その結果、 2回の本試験ともに、用いたいずれの検定菌においても生育阻害は認

められなかった。被験物質に由来する沈澱は、 S9mix非存在下および存在下ともに、用いたいずれの

用量においても認められなかった。

変異コロニー数は、 2回の本試験ともに、用いたいずれの検定菌においても、 S9mixの有無にかか

わらず、陰性対照値の 2倍以上となる増加は認められなかった。

すべての試験において、用いた最高用量の被験物質調製液および S9mixへの雑菌の混入は認め

られなかった。また、いずれの検定菌においても陽性対照物質の遺伝子突然変異誘発性が検出され、
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陽性対照値および陰性対照値は、ともに背景データ(Appendix4)の変動範囲内(平均値:t3X標準

偏差)で、あったことから、本試験系の有効性が確認された。

なお、トリチオシアヌル酸については、併行して実施しているチャイニーズ・ハムスター培養細胞を

用いる染色体異常試験(試験番号:G-04-065)で、は陽性の結果が得られている。また、関連物質である

2， 4-diamino-6-methyl-1， 3， 5-triazineに関しては復帰突然変異試験で陰性の結果が報告されている

1) 。

以上の結果に基づき、トリチオシアヌル酸は、用いた試験系において遺伝子突然変異誘発性を有し

ない(陰性)と判定した。
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Table 1 Cytotoxicity of 1，3，5-triazine-2人6(1H，3H， 5H)-佐ithionein bacteria 

With (+) or Test substance Numl加。frev，岡田ts(n四蜘ofoolon碍s/pla凧 M四)

without (ー) dose B壇鵬揖 -凹i首rs阻ub加's剖鋭鍋3揚正財姉舶ti肱肋i量h耐E詑由h F 回 meshi量勿pe

S9mix (μ.g/pla旬) TAIOO TAI535 WP2即d TA98 TAI537 

。 113 127 107 s 7 12 18 19 15 22 16 17 3 11 7 

( 116士 10 ) 9士 3 ) 17士 2 ) 18土 3 ) 7士 4 ) 

50.0 133 10 22 19 5 

S9mix 150 139 16 25 1I 2 

(ー) 500 135 s 17 18 3 

1500 131 12 21 19 6 

5000 105 7 17 15 6 

。 127 110 119 B 6 7 24 19 20 20 18 18 13 s 14 

( 119士 9 ) 7土 21土 3 ) 19土 12士 3 ) 

50.0 135 7 17 23 7 

S9m阻 150 126 7 19 22 16 

(+) 500 141 10 21 28 7 

1500 119 13 27 18 5 

5000 80 4 30 18 6 

Positive Chemical AF-2 SA AF-2 AF-2 9AA 

control Do田 (μ.gI plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

S9m皿(ー) Numberof 533 470 461 547 614 ωz 10呈 115 118 391 468 441 410 319 383 

colonies I plate ( 488士 39 ) ( 588士 36 ) ( 112土 9 ) ( 433士 39 ) ( 371土 47 ) 

Positive Ch田nical 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

∞ntrol Dose (凶IpIate) 2 10 0.5 2 

S9 mix(+) Numberof 862 868 855 412 349 351 863 880 845 340 373 346 179 151 159 

colo皿国Ipl国e ( 862土 7 ) ( 371土 36 ) ( 863士 18 ) ( 353士 18 ) ( 163土 14 ) 

Negative ∞ntro~ D旧国thylsulfuxide 

The purity ofthe test substance w.器 99.8%.

Thist田tsubstance∞nt醐 edO.13%印刷町田町甲田町y.

AF-2， 2-(2-F町。-3-(5-nitro-2-血τyl)acryl園 田de;SA， Sodium azide; 9AA， 9-Amit回師t血 eょ2AA， 2-Aminoanthra即時
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Table 2 Mutagenicity of 1ム5舟 i位 inか2人6(lH，3H， 5町有ithionein bacteria (1) 

With(+)or Test subst皿四 Numberof問師団首s(num加 of∞loniesI plate， M田n)

without(ー) dose Base -pair substitution勿pe F回m田制量旬pe

S9皿i克 (μ，wplate) TAIOO TAI535 WP2即'rA TA98 TAI537 

。 125 95 104 17 14 6 38 37 45 24 13 13 9 10 10 

( 108土 15 ) 12土 6 ) 40土 4 ) 17士 6 ) 10士

313 86 % 88 13 7 12 29 34 32 14 15 17 11 13 10 

90土 5 ) JI士 3 ) 32士 3 ) 15士 2 ) II土 2 ) 

S9m皿 625 115 116 95 12 14 10 33 34 25 27 25 26 18 9 B 

( 109土 12 ) 12土 2 ) 31土 5 ) 26土 12士 6 ) 

(-) 1250 106 111 101 5 14 7 34 38 36 18 23 12 9 12 II 

( 106土 5 ) 9士 5 ) 36士 2 ) I富士 6 ) II土 2 ) 

2500 84 89 102 10 9 14 29 30 35 14 15 14 7 4 s 

92士 9 ) II土 3 ) 31土 3 ) 14土 6士 2 ) 

5000 93 109 97 7 II B 35 37 32 19 24 20 6 5 3 

( 100士 8 ) 9土 2 ) 35士 3 ) 21土 3 ) 5土 2 ) 

。 114 100 103 17 II 9 46 45 43 21 23 19 10 17 18 

( 106士 7 ) 12土 4 ) ( 45土 2 ) ( 21土 2 ) 15土 4 

313 101 106 119 16 9 16 58 56 50 26 27 29 14 14 13 

( 109士 9 ) 14土 4 ) 55土 4 ) 27土 2 ) 14土

S9m阻 625 110 100 134 9 20 5 53 50 52 18 27 19 20 14 9 

( 115士 17 II土 8 ) 52士 2 ) 21士 5 ) 14士 6 ) 

(+) 1250 106 122 125 11 6 14 41 55 58 23 27 21 II 13 17 

( 118土 10 ) 10士 4 ) 51士 9 ) 24士 3 ) 14士 3 ) 

2500 111 122 103 10 12 6 52 47 56 25 34 27 10 11 10 

( 112士 10 ) 9土 3 ) 52士 5 ) 29土 5 ) 10土

5000 109 89 91 11 13 6 52 58 53 19 30 25 7 10 10 

96土 11 ) 10士 4 ) 54士 3 ) 25士 6 ) 9土 2 ) 

Positive Chemical AF-2 SA AF-2 AF-2 9AA 

四 otrol Dose (μ.g I plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

S9 mix(ー) Numberof 416 420 457 503 507 458 147 129 141 490 466 498 298 326 406 

colonies I pla加 ( 431士 23 ) ( 489土 27 ) ( 139士 9 ) ( 485士 17 ) ( 343士 56 ) 

Positive Ch町凶回] 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

四 ntrol Dose (μ.g/plate) 2 10 0.5 2 

S9 mix(+) N田nb町 of 784 787 859 297 311 324 745 663 693 313 330 319 184 185 221 

colonies I pla阻 ( 810士 42 ) ( 311土 14 ) ( 700土 41 ) ( 321土 9 ) ( 197土 21 ) 

Negative叩，"trol，Dimethyl sulfo泊de

τ'he purity of the t田 tsubstance was 99.8% 

η115t田 tsllbstance contained 0， 13% sulphur as impnrity. 

AF-2，2-(2-Fllryl)-3-(5-nitro-2-fiuyl)aロy凶由de;SA， Sodium azide; 9AA， 9-Amino阻idine;2AA， 2-Amin田 n伽 B悶阻
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Table 3 Mutagenicity of 1 ，3，5-triazine-2，4，6(1 H， 3H， 5H)-trithione in bacteria (11) 

With(+)or Test substance N四加。frev岡田ts(numt町 of印刷iesI plate， M咽 n)

without(ー) dose Base -pair substi佃t町ntype Framesbi量旬pe

S9mix (μ.glp1ate) TAIOO TAI535 WP2uvrA TA98 TAI537 

。 131 120 114 19 19 18 40 38 38 18 16 18 6 6 7 

( 122土 9 ) 19土 ( 39土 17土 6士

313 117 111 94 10 15 19 35 45 38 19 25 12 6 9 3 

( 107士 12 ) 15土 5 ) 39土 5 ) 19土 7 ) 6土 3 ) 

S9mix 625 107 109 113 11 18 17 35 39 36 18 18 22 10 5 8 

( 110土 3 ) 15士 4 ) 37士 2 ) 19土 2 ) 8士 3 ) 

(ー) 1250 114 124 117 12 18 14 45 48 49 16 21 22 6 6 8 

( 118士 5 ) 15土 3 ) 47土 2 ) 20士 3 ) 7士

25∞ 97 107 103 14 17 17 41 43 51 25 28 20 8 6 6 

( 102土 5 ) 16土 2 ) 45土 5 ) 24土 4 ) 7士

5000 109 103 96 20 17 18 37 32 40 21 23 24 6 8 2 

( 103士 7 ) 18土 2 ) 36土 4 ) ( 23土 2 ) 5土 3 ) 

。 123 102 101 20 16 20 38 37 46 25 19 21 6 10 11 

( 109士 12 ) 19土 2 】 40士 5 ) 22士 3 ) 9士 3 ) 

313 96 114 110 16 19 16 32 47 43 26 15 26 10 18 12 

( 107土 9 ) 17士 2 ) 41士 8 ) 22士 6 ) 13士 4 ) 

S9mix 625 106 103 115 16 18 15 47 53 36 16 19 30 8 15 I3 

( 108士 6 ) ( 16土 2 ) 45士 9 ) 22士 7 ) 12士 4 ) 

(+) 1250 110 117 105 18 18 19 42 40 51 22 20 22 16 9 8 

(II1士 6 ) 18土 1 ) 44士 6 ) ( 21土 I、 ( 11土 4 】

2500 93 99 101 12 17 20 43 51 39 25 21 28 8 9 6 

98土 4 ) 16士 4 ) 44土 6 ) 25士 4 ) S士 2 ) 

5000 99 121 91 14 16 15 39 45 37 28 12 15 4 6 B 

( 104士 16 ) 15土 1 ) 40士 4 ) 18土 9 ) 6土 2 ) 

Positive Ch田nical AF-2 SA AF-2 AF-2 9AA 

∞n位。l Dose (~g I plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

S9mix(-) Numberof 490 471 467 451 427 456 124 125 136 449 458 436 296 254 210 

co1onies I plate ( 476土 12 ) ( 445土 16 ) ( 128士 7 ) (斜8土 11 ) ( 253土 43 ) 

Positive Chemical 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

control Dose (μglp1ate) 2 10 0.5 2 

S9mix(+) Numberof 808 746 703 282 324 306 卯2 805 800 306 332 370 164 190 173 

colonies I plate ( 752士 53 ) ( 304士 21 ) ( 836士 58 ) ( 336士 32 ) ( 176土 13 ) 

Negative ∞ntro~ Dimethyl sulfoxide 

百1epurity of the test substance w田 99.8%

百1Istest subst祖国印由皿edO.13%皿 Iphur田 E時四か

AF-2，2-(2-Fury1)-3-(5-nitro-2-血ryl)臨 y防団d巳，;SA， Sodit町田ide;9M9-.血世田aロidine;2M  2-Amin岨 E曲部阻e
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