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Tables T-l~5 

Table 1 Results of the bactelIal 1芭versiontest ofC.I. Pignlent Orange 16 (1st tr.ial) 

[direct 111e出od: -S9] 下1

Table2 Re白su叫ul臼tsof由巴bact記巴白lialrev巴白r討ont蛇es坑tof C.I. Pigment 01・ange16 (1 st tlIa]) 

[activation lne出od: +S9] T-2 

Table 3 Resul包 of出ebacterial reversion舵8tof C.l. Pigment Orange 16 (2nd llial) 

[direct method : -S9] 下3

Table4 Results of the bacteliaI reversion te8t of C.1. Pigment Orange 16 (2nd llial) 

[activation me血od: +S9] 下4

Table 5 Results of Ule bactelial reversion test of C.I. Pig:tnent Or，叩ge16 

(additional test) [activation method : +S9] 下5
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1. 要約

本試験条件下において，ピグメントオレンジ 16には遺伝子突然変異を誘起す

る作用がないものと判断した.

ピグメントオレンジ 16の変異原性について，遺伝子突然変異誘発性を検討す

るため，ネズミチフス菌 (Sal111fJnellatyphi111urium.) TA100， TA98 ， TA1535お

よびTA1537株ならびに大腸菌 (Escherichiacoli) WP2 uvrA株を用いた復帰突

然変異試験を行った.

その結果，ピグメントオレンジ 16 処理では 4.88~5000 J.lg/フ。レートのいず

れの試験用量においても，ラット肝ミクロソーム (S9)添加の有無にかかわ

らず，陰性対照に比べ復帰突然変異コロニー数の増加は認められなかった.

しかしながら，ビグメントオレンジ 16のアゾ基の還元により生成される 0・

ジアニシジンについてAmes試験陽性との報告があることから，アゾ基の還

元を促進する代謝活性化系を用い TA98のみの追加試験を実施した.

1.17---300μg/フ。レートの用量でビグメントオレンジ 16の処理を実施した結

果，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，直接法および代謝活性化法での陽性対照物質は，それぞれの試験菌株

に対し明確な突然変異誘発作用を示した.

-3 -
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2. 表題

ピグメントオレンジ 16の細菌を用いる復帰突然変異試験

3. 試験目的

被験物質の的vitroにおける遺伝子突然変異誘発|生を検討した.

-4-
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11.被験物質

11.1. 被験助質名

ピグメントオレンジ 16

( C.I. Pignlent Orange 16 ) 

11ム ロット番号

11ふ純度

99 wt%以上

11.4. 提供元

11.5. 保管条件

高温，火気，多湿，水漏れ，直射日光を避け密封，室温保管

11.6. 別名

ジスアゾオレンジ

11.7. 化学名

C.I. Pigment Orange 16 

11.8. CAS番号

6505-28-8 

11.9. 構造式又は示性式

OV-i-h=叩
CS4 H3Z N6 06 

11.10. 分子量

620.66 

11.11. 常温における性状

樫色粉末

11.12. 融点

349
0

C 

-6 -
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11.13. 溶媒に対する溶解度等

水， DMSO，アセトン，メタノール， トルエンに不溶

11.14. 安定性

水，熱，光に対して安定

11.15. 取り扱い上の注意

飛散しやすい粉体のため容器の破損に注意し，適切な保護具を着用して作業

するようにした.

11.16. 残余被験物質の処理

被験物質の残余は，被験物質提供元に返却した.

-7 -
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12.試樹州および方法

試験菌株

細菌を用いる復帰突然変異試験において広く使用されていることから，試験

菌株として次の升重類の菌株を使用した.

12.1. 

(ヒスチジン要求性の塩基対置換型)

(ヒスチジン要求性のフレームシフト型)

(ヒスチジン要求性の塩基対置換型)

(ヒスチジン要求性のフレームシフト型)

(トリプトファン要求性の塩基対置換型)

TAI00 

TA1535 

TA1537 

TA98 

菌

菌

菌

菌

ス

ス

ス

ス

フ

フ

フ

フ

チ

チ

チ

チ

ズ

ズ

ズ

ズ

、
不
、
不
、
不
、
不

大腸菌

a. 

L
U
 

C. 

d. 

WP2 uvrA 

ネズミチフス菌は昭和 58年 9月9日にカリフォルニア大学

から，また，大腸菌については昭和 58年3月 16日に国立医薬品食品衛生研

究所から分与を受けた.

平成 11年 6月 29日(本試験)および平成 11年 9月 28日(追加試験)に菌

株の特性検査を実施し，規定の特性を保持している菌株を試験に使用した.

各菌株の菌懸濁液にジ、メチルスルホキシド (DMSO:GC用;Merck KGaA ; 

純度99.7%以上旬tNo. K24605778 830) を容量比 80: 7の割合で添加した

後，凍結保存用チューブに 0.2mLずつ分注した.これを液体窒素を用いて凍

結した後，超低温フリーザー (:MDF・390AT;三洋電機メデイカシステム株式

会社)に保存(-80'C)した.

-8 -
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12ム 培地の調製

12.2.1.最少グルコース寒天平板培地(プレート)

テスメディア AN培地(オリエンタル酵母工業株式会社:平成 11年3月16

日製造，1..otNo. AN180CO[本試験】;平成 11年5月18日製造，LotNo.必可280EO

{追加試験】)を試験に使用した.本プレートは， Vogel-BOImer最少培地 Eを

含む下記の組成の溶液 301nLを無菌的にシャーレに分注したものである.

最少グルコース寒天平板培地の組成を以下に示す.

硫酸マグネシウム .7水塩

クエン酸・ 1水塩

リン酸二カリウム・無水塩

リン酸ーアンモニウム

水酸化ナトリウム

精製7J~.

グルコース

精製水

寒天 (No.1; Oxoid Limited ; Lot No. 802436) 

精製水

12.2.2. トップアガー(軟寒天)

0.2 g 

2 g 

10 g 

1.92 g 

0.66 g 

200 n1L 

20 g 

100 mL 

15 g 

700 n1L 

塩化ナトリウム 0.5%を含む 0.6%寒天 (Bacto句 ar: Difco l.aboratolies ; 1.ot No. 

120535JD)水溶液をオートクレーブで滅菌した後，不ズミチフス菌を用いる

試験の場合， 0.5 n1l11ol/L L-ヒスチジン(関東化学株式会社;Lot No. 911S1877) 

-0.5 nm1ol/L D-ピオチン(関東化学株式会社;Lot No. 811S2086)水溶液を寒

天溶液 10容量に対し l容量加え，大腸菌を用いる試験の場合， 0.51runO此 L

トリプトファン(関東化学株式会社江川No.608E1385)水溶液を同じく 1容

量加えた.

-9ー



Exp. No. 4187 

12.3. 試験菌株の前培養

内容量200n1Lのパッフル付三角フラスコに 2.5%ニュートリエントブロス

(Nu出entBroth No.2 : Oxoid Lil1uted ; Lot No. 028 59365)培養液を 25111L分

注し，これに融解した菌懸濁液を 50fJL接種した.培養開始までの間冷却

ユニット (ECS・1:東京理化器械株式会社)を用いて 4
0Cに保存し，その後

ウォータ}パスシェーカー (MM-10:タイテック株式会社)を用い， 37
0

C 

で 8時間振渥 (100回/分)培養した.試験毎に菌株の培養を実施し，菌

懸濁液は培菱終了後直ちに使用した.

ATPフォトメーター(ルミテスター K・100:キッコ」マン株式会社)を用い

て計測した生菌数を以下に示した.

試験
試験生菌数 (XI09/ 叫)

TAIOO TA1535 WP2 UV1~ TA98 TA1537 

本試験 1回目 3.65 3.12 3.82 3.37 2.08 

本試験2回目 3.34 3.21 3.93 3.24 2.05 

追加試験 3.96 

ハU
噌

EE--



Exp. No. 4187 

12.4. S9 n姐x

製造後6ヵ月以内の S9n1ix (キッコ}マン株式会社江川No.FSM・400(本試

験1，Lot No. FSM -407 (追加試験])を試験に使用した.

12.4.1. S9の調製方法

S9調製の際の動物種，性，臓器，誘導物質ならびに誘導方法を以下に示した.

本試験

a. ロット番号 RAA-400 

平成 11年3月25日
(誘導物質投与開始後 5日目)

ラット:Sprague心awley系

雄/7週齢

b. 調製日

物

齢

質

動

週

物

用

/

重

器

導

吏

生

本

蔵

持

，A
l
J
q
I
d
a
-
-

口
H
M
E
-
-
-
E

C

d

e

t

g

 

数

法

量

量

ぴ

E
方

含

与

よ

与

与

白

投

お

投

投

蛋

h

L

z

r

 

187"""'232 g 

肝臓

Phenob血~bi阻J(PB) および
5，6-Benzoflavone (B町

PB: 30 mglkg 1回 (1日目)

60 mglkg3回 (2"""'4日目)

BF: 80 mglkg 1回 (3日目)

腹腔内投与

24.20mglmL 

追加試験

RAA-407 

平成 11年6月10日

同左

同左

202---239 g 

同左

同左

同左

止n
 

，g
 

m
 

左

却

同

お

12.4.2. S9 mixの組成

S9 n1IX 1 mL中の量を以下に示す.

S9 0.1 n1L 

MgC12 8 ドn10]

KCl 33 ぃmol

G-6-P 5 μn101 

NADPH 4 トIffiol

NADH 4 ~nl01 

Na-リン酎締液 (pH7.4) 100 1-11110] 

-
4
E
E
E
A
 

唱・・a-
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12.5. 被験助質液の調製

最も懸濁性の良好で、あった DMSO(Merck KGaA ; l.ot No. K24605778 830【本

試験1，K24605778 909【追加試験】)に本被験物質を懸濁させ調製原液とした.

この調製原液を使用溶媒を用いて所定濃度に希釈した後，直ちに処理を行っ

た.モレキュラーシーブを用いて1見水処理を行った DMSOを被験物質の調製

に使用した.

12.6. 対照群

12.6.1. 陰性(溶媒)対照

使用溶媒で試験した.

12.6.2. 劇的す照

陽性対照として以下の物質を使用した.各陽性対照物質は DMSO(Lot No. 

K24605778830 [本試験]， K24605778 909 [追加試験】)を用いて溶解し， 5∞ 
あるいは 1000μLずつ小分けした後，凍結保存(-20

0

C) したものを試験に

使用した.

AF・2 2-(2-フリル)-3・0・ニトロ4・フリル)アクリルアミド

(和光純薬工業株式会社;純度 98.0---102.0% ; Lot No. PN‘~0050) 

Naf向 アジイtナトリウム

(和光純薬工業株式会社;純度99.0%以上;Lot No. TPR1596) 

与AA 仏アミノアタリジン塩酸塩

(Aldrich Chen1Ical Co.， Inc. ;純度98.0%江..otNo. AQ08326J到)

2-AA 2-アミノアントラセン

(和光純薬工業株式会社;純度90.0%以上;Lot No. DLH6052) 

ー12-
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〈直接法〉

a. AF-2 0.01 トtg/プレート (ネズミチフス菌:TAI00) 

b. AF-2 0.1 ~ (ネズミチフス菌:TA98) 

c. NaN3 0.5 ~ (ネズミチフス菌:TA1535) 

d. 9-AA 80 。 (ネズミチフス菌 :TAlS37) 

e. AF-2 0.01 "" 
(大腸菌:WP2 LlvrA) 

〈代謝活性化法〉

a. 2-AA 1.0 μg/フOvート (ネズミチフス菌:TA100) 

b. 2-AA 0.5 "" 
(ネズミチフス菌:TA98) 

c. 2-AA 2.0 "" (ネズミチフス菌:TA1535) 

d. 2-AA 2.0 "" 
(ネズミチフス菌:TA1537) 

e. 2-AA 10.0 "" (大腸菌:WP2 UVJA) 

なお，これらの試験用量は労働省安全衛生部化学物質調査課編「安衛法にお

ける変異原性試験ーテストガイドラインと GLPJに準じて設定した.

12.6.3. 無菌試験

被験物質液(調製原液)ならびに S9mixについて無菌試験を実施した.すな

わち，調製原液100J..1LあるいはS9mixSOO J..1Lにトップアガーをそれぞれ2mL

添加し，プレート上に注いだ.37
0

Cの条件で48時間培養した後，雑菌汚染の

有無を確認した.

調製原液およびS9mixのいずれについても 2枚のプレートを用いて無菌試験

を実施した.

ピグメントオレンジ 16調製原液ならびに S9mixの無菌試験において，菌の

増殖は言忠められなかった.

ー]3 -
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12.7. 復帰突然変異試験

12.7.1.試験用量

1枚のプレ}トを用いて実施した予備的な試験の結果を以下に示す.

試層鯛量 S9 復帰突然変異コロニー数

(同/フ。レート) Mix TAI00 TA1535 明7p2uvrA TA98 TA1537 

。 94 10 23 13 7 

19.5 89 13 14 14 5 

78.1 # 89* 10* 18 17* 2* 

313 # 92* 10* 19 19* 4* 

1250 # 791 81 161 81 31 

。 + 95 13 15 26 8 

19.5 + 117 13 23 14 14 

78.1 + 118* 8* 20 31* 15* 

313 # + 80* 11* 28 21* 6ホ

1250 # + 86? 67 231 20? 97 

* .菌の生育阻害カ雫思められた. #:被験物質の析出あるいは残存カf認められた.

? .被験物質の残存のため，背景菌の観察は不可能であった.

78.1---313問/フ。レートにおいて直接法，代謝活性化法のサルモネラ菌につい

ては試験菌株に対する生育阻害作用が観察されたが， 1250陪/フ。レートにお

いては被験物質の残存のため，背景菌の観察は不可能であったまた，復帰

突然変異コロニー数の明確な増加傾向は認められなかった.なお，コロニー

計数時において，直接法の 78.1μg/フ。レート以上で1期犬の析出物が認められ

た.また，被験物質液の懸濁処理のため，直接法および代謝活性化法では 313

μg/フ。レート以上の用量で被験物質の残存が認められた.直接法および代謝

活性化法の全用量でプレート表面がオレンジ色を呈していた.

本結果を基に，本試験においては以下に示した用量を最高用量とし，それぞ

れ7---8用量(公比2) を設定した.

用量当たり 3枚のプレートを用いた.

試験系
最高用量(時/フcレート)

TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

直接法 3]3 313 5000 313 313 

代謝活性化法 3]3 313 5000 3]3 313 

-] 4 -
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12.7.2. 被験物質あるいは対照物質の処理および培養時間

試験管に，使用溶媒，被験物質液あるいは陽性対照物質溶液を 100μL，次いで

直接法の場合， 0.1 n1ol/Lナトリウム・リン酸緩衝液 (pH7.4)を 500ドL，代謝

活性化法の場合， S9 nrixを500μL分注した.さらに前培養した試験菌株の懸

濁液を 100トIL加えた後，振量恒温器 (M-I00N
:タイテック株式会社)を用い

て37
0

Cで20分間振量(プレインキュベーション)した.振塗終了後， トップ

アガーを 2n1L 添加し内観却を混合した.その後混合液をプレート上に注

ぎ一様に広げた.恒温器を用いて 37
0

Cの条件で48時間各プレートを培養した.

再現性を確認するため 本試験を独立して 2回実施した.

12.7.3. コロニー数計測

被験物質の生育回害作用を確認するため，プレート上の試験菌株の生育状態

について実体顕微鏡 (X60) を用いて観察した.さらに被験物質の沈殿状態

を肉眼で観察した.次いで復帰突然変異により生じたコロニーを計測した.

計測に際しては，コロニーアナライザー (CA-ll;システムサイエンス株式会

社)を用い，面積補正ならぴに数え落とし補正を実施してコロニー数を算出

した. なお，直接法ならびに代謝活性化法の 1250問/フDレート以上の用量

で被験物質の残存によりコロニーアナライザーの使用が不適当と判断された

ため，目視でコロニーを計数した.

12.8. 結果の解析

復帰突然変異コロニー数が溶媒対照のほぼ 2倍以上の増加を示し，かつ再現

性あるいは被験物質の用量に依存性が認められた場合に陽性と判定した.

統計学的手法を用いた検定は実施しなかった.

-] 5 -
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12.9. 復帰突然変異試験(追加試験)

復帰突然変異試験において，陰性結果が得られたため，アゾ結合の還元を促

進する代謝活性化系を用いて追加試験を実施した.但し，試験菌株は TA98

のみ使用した.

12.9.1.ハムスターS9mix 

製造後6ヵ月以内の S9(オリエンタル酵母工業株式会社;LotNo.Hmn991004) 

を試験に使用した.S9の調製(調製日:1999年 10月4日)には，動物種を

ハムスター (SIc: Syliat1系)とし， 12週齢の雄の肝臓を用い，酵素誘導はし

なかった.なお，蛋白含量は 21.3mglJ11Lであった.コフアクター (S9以外の)

溶液をフィルタ-(孔径0.2μ111; Gelrnan Science社)i慮、過除菌した後， S9を

所定量混合した.ハムスターS9mixの組成を以下に示す.

成 分 S9 mix 1 mL中の量

S9 0.3 n1L 

MgC12 8 μn101 

KCl 33 μmol 

G-6-P 20 μmol 

G-6-P D5bJ(素酵素 2.8 unit 

NADH 2 μmol 

NADP 4 μ11101 

フラピンモノヌクレオチドナトリウム 2 f..lmol 

Naーリン酸緩衝液 (pH7.4) 100 μmol 

12.9ユ 試験 用量

復帰突然変異試験(本試験 1回目， 2回目)の結果を参考にし，追加試験の用

量を設定した.生育阻害が認められる用量を高用量となるように， 9用量(公

比 2) を設定した.用量当たり 3枚のプレートを用いた.

ー]6 -
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12.9.3. 被験物質あるいは対照物質の処理および培養時間

試験管に使用溶媒あるいは被験物質液 100ドL，次いでハムスターS9nllxを500

JJL分注した.さらに前培養した試験菌株懸濁液 100μLを加えた後，振渥恒

温器 (M-I00N :タイテック株式会社)を用いて 37
0

Cで 30分間プレインキュ

ベーションした.試験菌株の状態をチェックするために，イ吏用溶媒および陽

性対照物質溶液については，さらに 12.7.2.記載の方法に従い処理を実施した

培養終了後， トップアガー2mLを添加し，内容物を混合した.その後，混合

液をプレート上に注ぎ一様に広げた.恒温器を用い， 37
0

Cの条件で48時間各

プレートを培養した.

12.9.4. コロニー数計測

12.7.3.記載の方法に従った

12.9.5. 結果の解析

復帰突然変異コロニー数がハムスターS9n1ixを用いた陰性対照のほぼ2倍以

上に増加し，かっ被験物質の用量に依存性が認められた場合に陽性と判定し

た.

統計学的手法を用いた検定は実施しなかった

-] 7 -
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13.試験結果

13.1. 試験結果 (1回目)

結果を日gu児 1~5 および、 Table 1， 2に示した.

ピグメントオレンジ 16処理群の場合，直接法，代謝活性化法のサルモネラ菌

の高用量群において試験菌株に対する生育阻害作用が観察されたが，大腸菌

の1250flg/フ。レート以上では被験物質の残存のためf 背景菌の観察は不可能

であった.復帰突然変異コロニー数は，各試験菌株のいずれの用量において

も陰性対照と同等の値であり，増加傾向は認められなかった.

一方，陽↑生対照物質はそれぞれの菌株においてF 陰性対照の 2倍以上の復帰

突然変異コロニーを誘発した.

なお，コロニー計数時において，直接法の 9.77μg/フ。レート以上および代謝

活性化法の 19.5陪/フDレート以上でプレート表面がオレンジ色を呈していた.

またT 直接法の 39.1問/フ。レート以上で膜状の析出物が認められた.さらに，

被験物質液の懸濁処理のため直接法では 156陀/フ。レート以上，代謝活性化

法では 78.1問/フ。レート以上の用量で被験物質の残存が認められた.

13.2. 試験結果 (2回目)

試験結果をFigure1.........5およびTab1e3， 4に示した.

被験物質処理群の場合，直接法，代謝活性化法ともサルモネラ菌の高用量群

で試験菌株に対する生育阻害作用が観察されたが いずれの菌株においても

復帰突然変異コロニー数の増加傾向は認められなかった.なお，大腸菌では 1

回目の試験結果と同じ用量で 背景菌の観察は不可能であった.

一方，陽性対照物質は各試験菌株に対し，復帰突然変異を顕著に誘発した.

なお，コロニー計数時において，直接法の 9.77問/フ。レート以上および代謝

活性化法の 19.5flg/フ。レート以上でプレート表面がオレンジ色を呈していた.

また，直接法の 39.1f..lg/フ。レート以上で膜状の析出物が認められた.さらに，

被験物質液の懸濁処理のため直接法では 156問/フ。レート以上?代謝活性化

法では 78.1問/フ。レート以上の用量で被験物質の残存が認められた.

以上， 2回繰り返し実施した本試験において，直接法および代謝活性化法の両

試験系とも再現性カ可在認された.
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13.3. 制餓呆(追加試験)

結果を Figure6および Table5に示した.

被験物質処理群の場合，最高用量群においてのみ試験菌株 (TA98) に対する

生育阻害作用が観察された.しかしながら，復帰突然変異コロニー数は，い

ずれの用量においてもハムスターS9n1ixを用いた陰↑生対照と同等の値であり，

増加傾向は認められなかった.

一方，陽↑生対照物質はそれぞれの菌株において，陰↑生対照の 2倍以上の復帰

突然変異コロニーを誘発した.

なお，コロニー計数時において， 37.5陀/フ。レート以上でプレート表面がオ

レンジ色を呈していた.また，被験物質液の懸濁処理のため 75.0問/フ。レー

ト以上で被験物質の残存カ苦患められた.
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14.考察および結論

ピグメントオレンジ 16の変異原性，すなわち遺伝子突然変異誘発|生の有無を

検討するため，微生物(ネズミチフス菌・大腸菌)を用いたプレインキュベー

ション法による復帰突然変異試験を実施した.

最高用量として 5000問/フ。レートまで検討した.その結果，ピグメントオレ

ンジ 16処理群では直接法および代謝活性化法のいずれにおいても，陰性対照

と比較し復帰突然変異コロニー数の増加は認められなかった.

本被験物質(ピグメントオレンジ 16)の変異原性に関する報告はなかったが，

本被験物質のアゾ基の切断時に生成される化学物質であるかジ、アニシジンに

ついてはAmes試験で陽性 1)，in vivo染色体異常試験で陽性 2) との報告があっ

た.従って，アゾ基の還元を促進する代謝活性化系を用い， TA98のみの追加

試験を実施した.その結果， 1.17-..3∞μg/フ。レートのすべての用量において

ハムスターS9nrixを用いた陰性対照と比較し復帰突然変異コロニー数の増加

は認められなかった.なお，ピグメントオレンジ 16と類似構造を示す 3，3'-ジ

クロロベンジジンの誘導体であるピグメントイエロ，_12については，アゾ基

の還元を促進する代謝活性化系を用いたAm邸試験で陰性との報告効宝あった.

ピグメントイエロー ]2の特徴は，水やあらゆる有機溶媒に対して不溶であり，

ピグメントオレンジ 16も同様の溶解性を示した.従って φ アゾ化合物の不溶

性が，アゾ基の還元の妨害になっているものと推察される.また，ピグメント

イエロー 12を経口投与されたラットおよびマウスは，発ガンしなかったとの

報告司もあることから，不溶性アゾ化合物は，生体内においても十分なアゾ基

の還元が行われないものと思われる.

なお，陰性対照群あるいは陽性対照群でのコロニー数はいずれも当施設での

背景デ}タの範囲内であり 本試験は適切な条件でなされたと判断された

以上の試験結果から本試験条件下においてピグメントオレンジ 16の微生物

に対する遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定した

-20-
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Table 1. Results of the bacterial reversion test of c. I.Pigment Orange 16 (1st trial) 
[direct method : -S9] 

An-pyo Center (tapr3) 10803 Page 1 

Exp. No. 4187 (115-105) 

Revertant colonies per plate [Mean :!: S. D. ] 
Compound Dose 

(μg/plate) TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

Test substance 。 100 95 96 17 12 13 15 16 16 18 15 17 9 4 12 
[ 97:!: 3] [ 14 :!:: 3J [ 16 :!:: [ 17士 2J [ 8::t 

4.88 90 94 97 8 9 13 13 17 21 2 3 3 
[ 94土 [ 10 :!: 3J [ 17 ::t 4J [ 3::t 

9.77 104 86 100 10 13 9 23 17 21 4 3 
[ 97::t [11士 2] [ 20 :!:: 3] [ 5:t 2J 

19.5 92 90 102 8 9 12 20 19 16 10 S 5 
[ 95::t [ 10 :!:: 2] [ 18 ::!:: 2) [ S::!:: 3] 

39.1 # 100 97 93 7 6 10 24 25 20 20 16 16 5 10 6 
[ 97::t [ 8 ::!:: 2) [ 23 :!: 3J [ 17士 2J [ 7士 3J 

78.1 拝 96牢 106牢 114* 9 * 6牢 4 * 19 15 21 15牢 17宇 17 * 3 * 3キ 3 'ド
[ 105 :f:: [ 6土 3J [ 18 :!:: 3] [ 16 ::t [ 3::t OJ 

156 1; 94 * 101 キ 91 * 7 * 9牢 14 * 21 21 18 15ホ 15牢 20 '量 5辛 4キ 6宇

[ 95:!: [ 10土 [ 20士 2] [ 17 :!: [ 5::t 

313 梓 94牢 82牢 82キ 7牢 10キ 8 * 23 17 15 13 * 16求 16 * 6宇 7士 4辛

[ 86::t 7J [ 8土 2] [ 18 ::!:: 4J [ 15 :!:: [ 6土 2J 

625 # 17 21 24 
[ 21 士

1250 # 21 ! 16 ! 19 ! 

[ 19 :!:: 3] 

2500 # 18 ! 21 ! 15 ! 

[ 18 :!: 3J 

5000 # 22 ! 22 ! 19 ! 

[ 21 :!:: 2] 

Positive control 443 461 432 a) 406 405 431 b) 116 109 125 a) 606 591 581 c) 394 407 370 d) 
[ 445 :!: 15J [414 :!:: 15J [117 :!:: 8J [593 ::t 13J [390 ::t 19J 

a): AF-2; 2-(2-Furyl)-3一(5-nitro-2-furyl)acrylamide，0.01μg/plate b): NaN~; Sodium azide， 0.5μg/plate 

c): AF-2， O. 1 tl g/plate d): 9-AA; 9-Aminoacridine hydrochloride， 80μg/plate 

申: Gr・0官thinhibition ~as observed 拝: Test substance was shown at the end of exposure period 

! : Condition of t.he background lawn could not be examined because of the precipitation 
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Table 2. Results of the bacterial reversion test of C. I.Pigment Orange 16 (1st trial) Exp. No. 4187 (115-105) 

[activation method : +S9] 

Revertant colonies per plate [Mean ::!: S. O. ] 

Compound Dose 

(μg/plate) TA100 TA1535 WP2uI'rA TA98 TA1537 

Test substance 。 107 121 110 9 9 9 20 23 24 22 20 12 13 8 

[ 113 :t 7J [ 9:t [ 20 :t 3J [ 22 :t [ 11 .::!: 3J 

4.88 112 103 119 13 16 10 25 23 19 10 13 10 

[ 111 :t 8] [ 13 :::!: 3] [ 22 ::!: [ 11 土 2] 

9.77 112 121 123 9 12 14 26 24 30 9 12 6 

[ 119土 6J [ 12 :::!: 3] [ 27 ::!: 3] [ 9 ::!: 

19.5 103 118 121 16 16 10 22 22 19 11 9 6 

[ 114 :t 10J [ 14 .::!: 3] [ 21 :t 2] [ 9 ::!: 3] 

39.1 129 117 128 4 9 9 21 24 20 15 16 20 11 3 5 

[ 125 :t [ 7::!: 3] ( 22土 2J [ 17土 3] [ 6::!: 4] 
-t 

78. 1 #$ 112 * 111 * 121 * 13 6 9 29 22 24 18キ 16 * 15宇 12牢 10辛 12キ

N [ 115 :t 6] [ 9土 [ 25 :!: 4] [ 16 .::!: 2J [ 11 ::!: 

156 # 114キ 118* 131 * 8牢 5 * 8 * 21 28 25 14キ 17辛 13キ 6 * 10 * S キ

[ 121 :t 9] [ 7::!: 2] [ 25 :t 4] [ 15 ::!: 2J [ S :t 2] 

313 # 101キ 97牢 97 * 11 牢 8 * 8キ 24 18 21 6 * 6牟 7牢 12 * 8 牢 10牢

[ 98:t 2] [ 9:t 2J [ 21 ::!: 3] [ 6:t [ 10士 2] 

625 # 27 27 31 

[ 28士 2J 

1250 # 30 ! 23 ! 23 ! 

[ 25士 4] 

2500 # 25 ! 24 ! 27 ! 

[ 25 ::!: 2] 

5000 # 25 ! 22 ! 19 ! 

[ 22 :t 3] 

Positive control 1020 1042 1018 a) 358 377 372 b) 844 862 869 c) 413 424 413 d) 165 170 165 b) 

[1027 :t 13] [369 ::!: 10] [858士 13] [417 :!: [167 ::!: 3] 

a) : 2-AA; 2-Aminoanthracene， 1μg/plate b) : 2-AA， 2μg/plate c) : 2-AA， 10μg/plate d) : 2-AA， 0.5 tt g/plate 

* : Growth inhibition ~as observed 持: Test substance was shown at the end of exposure period 

! : Condition of the background lawn could not be examined because of the precipitation 
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Tab!e 3. Results of the bacterial reversion test of C. I. Pigment Orange 16 (2nd trial) 

[direct method : -S9] 

An-pyo Center (tamr5) 10894 Page 1 

Exp. No. 4187 (115-105) 

Revertant colonies per plate [Mean :!: S. D. J 

Compound Dose 

(μg/plate) TAI00 TA1535 WP2U1ザバ TA98 TA1537 

Test substance 。 93 96 92 8 11 14 21 17 16 19 18 17 4 9 s 
[ 94:!: [ 11 土 3J [ 18土 3J [ 18 士 [ 7:!: 3J 

4.88 93 112 100 7 7 9 23 20 23 9 5 6 

[ 102 :!: 10J 8 :!: [ 22士 2J [ 7:t 

9.77 90 102 90 10 7 14 12 20 18 5 5 5 

[ 94:!: [ 10 :!: 4] [ 17 ::!:: [ 5:!: oJ 

19.5 94 93 95 9 8 10 15 19 20 4 5 8 

[ 94:t [ 9:t [ 18 ::!:: 3J [ 6:!: 2J 

39. 1 tt 92 103 86 9 10 5 17 14 17 18 18 19 4 4 5 

[ 94:t [ 8士 3J [ 16 :t 2) [ 18 :t [ 4:t 

78. 1 押 91 * 91 牢 96牢 9 キ 12 辛 6牢 13 14 16 12辛 16 牢 15 キ 3キ 5 宇 4 牢

[ 93:!: 3J [ 9:!: 3J [ 14 :!: 2J [ 14 :!: 2J [ 4:!: 

156 tt 94 牢 83 * 99キ 10 牢 13 牟 10 * 14 14 19 13 牢 20 牢 13 * 8 宇 6 牢 5 牢

[ 92:t [ 11 :!: 2J [ 16 :!: 3J [ 15 :!: 4) [ 6:t 

313 # 84キ 75牢 71 * 5 牢 13牢 10 * 9 15 16 18牢 15 牢 13 申 4 牢 6 牢 3 辛

[ 77:!: [ 9:!: 4] [ 13 :t 4J [ 15 :::!::: 3J [ 4:::!::: 2] 

625 # 17 13 14 

[ 15 :t 2] 

1250 tt 14 ! 18 ! 19 ! 

[ 17 :!: 3) 

2500 tt 19 ! 17 ! 15 ! 

[ 17 :t 2] 

5000 梓 15 ! 17 ! 21 ! 

[ 18 :!: 

Po.sitive control 497 502 485 a) 383 417 409 b) 140 152 139 a) 614 591 627 c) 371 385 412 d) 

[495 :!: 9J [403 :!: 18] [144 :t [611 :!: 18J [389士 21 J 

a); AF-2; 2-(2-Furyl) -3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide， 0.01 f.l g/plate b): NaNJ; Sodium azide， 0.5μg/plate 

c): AF-2， 0.1 Jl g/plate d): 9-AA; 9-Aminoacridine hydrochloride， 80μ 且Iplate

世 Growthinhibition was obseTved 世 : Test substance was shown at the end of exposure period 

! Condition of the background laln1 could not be examined hecause of the precipitation 
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Table 4. Results of the bacterial reversion test of C. I.Pigment Orange 16 (2nd trial) Exp. No. 4187 (115-105) 

[a_ctivation method : +S9] 

Revertant colonies per plate [Mean士 S.D.] 

Compound Dose 
(μg/plate) TAI00 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

Test substance 。 101 114 121 15 10 13 18 22 20 30 21 27 9 13 11 

( 112 :!:: 10] [ 13 :t 3J [ 20 :t 2] [ 26土 5] [11土 2] 

4.88 106 104 104 17 14 13 33 26 26 10 5 5 

[ 105土 [ 15土 2] [ 28 :t 4] [ 7:t 3] 

9. 77 117 127 114 8 11 12 26 26 26 9 12 10 
[ 119 :t 7] [ 10 :!:: 2J [ 26 :!:: OJ [ 10 :t 

19.5 97 96 104 8 13 13 27 24 21 13 10 9 
[ 99:!: 4] [ 11 :!:: 3] [ 24 .:!::: 3J [ 11 :t 2J 

39. 1 99 97 105 13 13 17 20 21 24 25 31 23 11 8 14 

---4 [ 100 :t 4] [ 14土 2] [ 22 :!: 2] [ 26 :!:: 4] [ 11 .:!::: 3] 

ε、 78. 1 # 114 107 120 7キ 13牢 13 * 29 24 28 34 * 32宇 26宇 12 * 12 * 7 * 
[ 114土 7] [ 11 :!: 3] [ 27 :t 3] [ 31 :t 4J [ 10 :!:: 

156 # 96キ 98 * 105 * 9牢 17 * 12 * 19 21 21 28 * 22 * 23 * 8 * 10牢 10牢

[ 100 .:!::: 5] [ 13 :t 4] [ 20 :!: [ 24土 3] [ 9:t: 

313 # 109牢 105牢 106牢 8牟 9牢 7キ 23 19 19 24 * 25牢 25 * 10 * 7 * 9 牢

[ 107士 2] [ 8士 [ 20土 2] [ 25 :t [ 9士 2] 

625 # 16 22 19 
[ 19 :t 3] 

1250 # 22 ! 23 ! 18 ! 
[ 21 ::t 3J 

2500 # 13 ! 18 ! 20 ! 
[ 17 :t 

5000 # 20 ! 13 ! 14! 
[ 16士 4J 

Positive control 890 924 904 a) 345 316 335 b) 878 855 856 c) 502 496 512 d) 165 159 162 b) 
[ 906 :!: [332士 15] [863士 13J [503士 8] [162 :!: 3J 

a) : 2-AA; 2-Aminoanthracene， 1μg/plate b) : 2-AA， 2μg/plate c) : 2-AA， 10μg/plate d) : 2-AA， O. 5μg/plate 
* : Growth inhibition was observed 持 : Test substance was shown at the end of exposure period 
! : Condition of the background lawn could not be examined because of the precipitation 
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Table 5. Results of the bacterial reversion te5t of C. 1. Pigment Orange 16 (additional te5t) 

[activation method +S9 (Ham5ter S9)J 

Exp. No. 4187 (115-105) 

Revertant colonies per plate [Mean :::!::: S. D. ] 

Compound Dose 

{μg/plate) TA98 

↓1
U

 

Test substance 。 43 45 42 

[ 43 ::!:: 2] 

1. 17 36 38 40 

[ 38 ::!:: 

2. 34 33 31 34 

[ 33 ::!:: 2] 

4.69 40 40 33 

[ 38 土

9.38 42 35 39 

[ 39士 4] 

18. 8 36 34 35 

[ 35土

37.5 42 40 42 

[ 41 :t 

75. 0 11 38 40 34 

[ 37 ::!:: 3] 

150 # 34 40 38 

[ 37土

300 # 37 牢 38 牢 35牢

[ 37土

Revertant colonie5 per plate [Mean ::!:: S. D. ] 

Compound Dose 

(μg/plate) TA98 

<Direct method> 

Test substance 。 16 18 13 

[ 16士 3]

Positive control 620 597 625 a) 

(614:t 15] 

<Activation method : Rat S9> 

Test substance 0 25 29 30 

[ 28:t 3] 

Positive control 401 371 386 b) 

[386:t 15] 

a): AF-2; 2-(2-Furyl)-3-(5-nitro・'2-furyl)acrylamide，0.01μg/plate 

b): 2-AA; 2-Aminoanthracene， 0.5μ 且/plate

キ Growthinhibition was observed 

討 : Test substance胃 asshown at the end of exposure period 
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