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【要約】

トリイソプチレンの変異原性の有無について、細菌を用いる復帰突然変異試験を実施す

ることにより検討した。

検定菌として、 SaLmonelLatythimurium TA100， TA1535， TA98， TA1537および

Escheγichia coti WP2 uvγAを用い、直接法および代謝活性化法のいずれも、用量設定試

験では、 50.-.5000J!g /プレート (TA100においては 10--5000 pg /アトリ、本試験では

312.5--5000 p.g/プレートの用量で試験を実施した。

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J局

変異コロニー数の増加が認められなかったことから、トリイソブチレンは、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。
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【緒言】

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、難分解性既存化学物質の 1

つであるトリイソブチレンについて、細菌を用いる復帰突然変異試験をプレート法により

実施した。

この試験は、サルモネラ(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

の復帰突然変異、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突

然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直接法と、日甫乳動物のもつ薬物代謝酵

素 (S9混液)によって産生される被験物質の代謝物の変異原性を試験する代謝活性化

法とからなっている。

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日、環保業第

237号、薬発第306号、 62基局第303号)およびOBCD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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〔検定菌〕

【材料および試験方法】

SaLmonella typhimuγium TA100 
SaLmonella typhimuγium TA1535 
Escheγichia coli WP2 uvγA 
SaLmonella ty帥imuγiumTA98 
Salmonella typhimuγium TA1537 

s. typhimuγiumの 4菌株は1975年10月31日にアメリカ合衆国、

から分与を受けた。

E. coli WP2 uvγA株は1979年 5月9日に

受けた。

検定菌は、 -800C以下で凍結保存した。

から分与を

試験に際して、ニュートリエントプロスNo.2 (OXOID，ロット番号:8-1674/1)を 入れ

たL字型試験管に種薗を接種し、 370C、約11時間往復振とう培養したものを検定菌液とし

Tこ。

〔被験物質〕

トリイソブチレン (CASNn 7756-94-7~ 以下 T 1 Bと略)は、分子量 168の無色透

明の液体である。純度 99.13%のもの(ロット番号:

〉を から供与された。被験物質は、使用時まで冷暗所で保管した。

T 1 Bは、アセトン(ロット番号:DSR3251およびDSM4173、和光純薬工業(樹)に

50 mg/mi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。

秦野研究所においてT1 Bのアセトン溶液中での安定性試験を高濃度 (340mg/m.e) 

および低濃度 (200pg/mi)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 4時間における各 3サンプルの平均含量は、それぞれ初期値(0時間)の平均

に対して、 100および 99.5%であった。これらの値は、当研究所で規定した許容範囲内に

あった CAppendix1)。

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/m1溶液の

含量は既定濃度に対し、 97.3--98. 0%、3.125皿g/mi溶液は、 100---102%であった。これ

らの値も当研究所の規定した許容範囲内であった (Appendix2)。
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以上の結果から、 TIBはアセトン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。

〔陽性対照物質〕

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりである。

AF-2: 7リル7ラマイド (上野製薬(掬 日外番号 46， 純度99.9%)
SA : Y:)化ナトリウム (和光純薬工業(槻 日外番号 TWR3330， 純度>90%)
9-AA; 9-7ミ)7'リヲン
2-AA: 2-7ミ/アントうセン

(Sigma Che皿.Co. ロヲト番号 96F05641. 純度>98%)
(和光純薬工業(槻 U1ト番号 DSF2950， 純度>90%)

AF-2， 2-AAは DMSO(和光純薬工業(槻〉に溶解したものをー200Cで凍結保存し、用時

解凍した。 9-AAは DMSOに、 SAは蒸留水に溶解し、速やかに試験に用いた。

(培地および S9混液の組成〕

1 ) トップアガー (TA菌株用)

下記の水溶液 (A)および (B)を容量比 10:1の割合で混合した。

(A) It外・アガー (Difco) 0.6% (B)レ以チヲン 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% Eオチン 0.5 mM 

キ: WP2用には、 O.5皿ML-トリプトファン水溶液を用いた。

2 )合成培地

培地は、日清製粉株式会社製の最少寒天培地(用量設定試験においてはロット番号:

DJ030EHおよびDJ040IH，1992年 5月14日および 9月4日製造、本試験においては、ロ

ット番号:DJ040IHおよび DJ050JH，1992年 9月4日および10月12日製造)を用いた。

なお、培地 1R.あたりの組成は下記のとおりである。

硫酸マグネシウム・7水和物 0.2 g IJン酸水素アンモニウムナトリウム・4水和物 3.5g 

?エン酸・171<和物 2 g グルコース

IJン酸水素ニカリウム 10 g It?ト75-(Difco) 

径 90mmのシャーレ l枚あたり 30m.eを流して固めてある。
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3 ) S9混液(1 mi中下記の成分を含む)
寧.
S9 O. 1 mi NADH 4μ 田01

塩化マグネシウム 8μ 皿01 NADPH 4μmol 

塩化カリウム 33μmol O.2Mリン酸緩衝液
(pH 7. 4) 0.5 mi 

グルコース・6リン酸 5μmol 

: 7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノバルピタール(PB)およ
び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(樹、ロット番号 RAA-280および RAA-285、1992年 7月
24日および向11月20日製造)を用いた。 PBおよびBFの投与量は 1日目
PB 30皿g/kg、2日目 PB60皿g/kg、 3日目 PB60田g/kgおよび BF
80 mg/旬、 4日目 PB60 mg/kgであり、いずれも腹腔内投与したも
のである。

(試験方法〕

プレート法を用いて、直接法および代謝活性化法によって試験を行った。

小試験管中にトップアガ-2m1、被験物質調製液 0.1m1、リン酸緩衝液 0.5mP(代謝

活性化試験においては S9混液 O.5飢1) 、検定菌液 0.1mi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アセトン、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
0

Cで48時間行い、生じた変異コロニー数を算定した。抗菌性の有無

については、肉眼的あるいは実体顕微鏡下で、寒天表面の菌膜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。用量設定試験は追加試験を含めて 2回、本

試験は同一用量について 2回実施し、再現性の確認を行った。

〔判定基準〕

用いた 5種の検定菌のうち、 l種以上の検定菌の直接法あるいは代謝活性化法において、

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の平均値が、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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【試験結果および考察】

試験の全過程を通して、信頼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。

〔用量設定試験〕

結果を TableL. 2に示す。 T1 Bについて、 50-.，5000pg/プレートの範囲で公比を約

3とし、試験を実施したところ、 TA100の直接法および代謝活性化法においてのみ、すべ

ての用量で強い抗菌性が認められた。そのため、 TA100について、 10pg/プレートの用量

範囲までの広い範囲にわたって用量設定試験を実施したが、代謝活性化法の 5000pg/ 

プレートの用量以外には抗菌性は認められなかった。以上の結果から、 TAI00について

は、 1回目の用量設定試験において、何らかのミスがあったものとし、 2回目のデータを

採用することとした。

したがって、本試験における最高用量を、すべての検定菌において、直接法、代謝活性

化法ともに 5000pg/プレートとすることとした。

被験物質に由来する寒天表面上の沈殿物が直接法、代謝活性化法ともに 1500pg/ 

プレート以上の用量で認められた。

〔本試験〕

結果を Table3、4に示した。 TIBについて、すべての検定菌について、直接法、代

謝活性化法ともに、 312.5-"5000 p.g/プレートの範囲で、公比を 2とし、試験を実施した。 2

回の試験を通して、用いた 5種類の検定菌の直接法、代謝活性化法のいず、れにおいても、

用量依存性のある変異コロニーの増加は認められなかった。また、 WP2の直接法を除いて、

最高用量の 5000Ilg/プレートにおいて、抗菌性が認められた場合があった。

被験物質に由来する寒天表面上の沈殿物が直接法、代謝活性化法ともに 625あるい

は 1250Ilg/プレート以上の用量で認められた。
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T 1 Bについて実施した試験において、陽性対照群では、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れ、陰性対照群とともに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性が確認された。

以上の結果に基づき、 TIB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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Table 1. Results of preliminary cytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 

triisobutylene 

Wi也(+)or 

with∞t(・)

S9Mは

S9Mix 

(-) 

S9l¥-也x

Positive 

∞口町l

59 Mix (.) 

Positive 

∞ロtrol

S9 Mix (+) 

Testmb民翻白 Numberof 陀vc:rtan包(numbc:r of∞lorú信 1_Ql~旬、 M叩T 土 S.D.)

也m Basc -pajr substitutlon type Fnuneshift type 

U1g folate) TAl∞ TAJS3S WP2uvrA TA98 TAIS37 。 1.5 7 9 11 20 18 20 23 1.5 7 7 7 

10土 4.2) 16ま 4.7) 19土 4.0) 7土 0.0 ) 

50 5 12 12 3 

150 10 11 17 6 

豆陥 5 20 19 3 

1到泊揖 7 14 19 7 

京X同根 9 16 10 

。 10 19 9 20 17 18 24 32 32 12 20 13 

13土 5.S) 18土1.5) 29土 4.6) 15士 4.4) 

50 9 12 18 5 

1鈎 g 16 29 5 

京ぬ 11 20 17 8 

15∞魯 13 18 22 10 

50(泊緯 7 15 11 10 

OJemical AF2 SA AF2 AF2 9AA 

ぬ信回Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

N四nberof 156 160 18.5 158 176 171 583 563 592 3533 3729 3659 

∞10凶esIplate ( 167土15.7) ( 168:t 9.3) ( .579土14.8) ( 3640土 99.3) 

αlcmlcal 2AA 2AA 2AA 2AA 乙九A

Dose WK /olate) 2 10 0.5 2 

Numbcr of お0 222 250 531 583 549 238 268 3∞ 176 214 250 

∞10凶esJ plate ( 234::t14.4) ( 554土26.4) ( 269:t 31.0 ) ( 213士 37.0) 

AF2:2-(2・Furyl}3..(5・nitro-2・furyl)acrylamide. SA: sc:刈iumazidc. 9M: 9・Amir畑町idi関. 2AA:. 2・Aminoan白 血 民 間

・:lnhibiti∞ was命記W“ 時 山stgrowth of出eb区 t町iLI:Precipi凶11w回伽aved∞ 印 刷fa田 ofa.gar pl且1白 e



Table 2. Results of preIiminary cytotoxicity test in bacterial reverse mutation assay with 

triisobutylene 

WI由(+)町

with∞t (・)

S9 Mix 

S9Mb: 

(・)

S9Mix 

Positive 

∞n位。l

S9 Mix(・)

Posi世ve

∞n位。l

S9 M1x (+) 

T国 t釦bstBnce Numberof 陀V回也市白田nberof∞~esI p~tc: ._ Mean土 S.O.)

dose Base-戸k印刷凶∞_type Frameshift type 

Ú1g /P~哩1 TAl∞ TAlS3S WP2uvrA TA98 TA1S37 。 136 127 105 

( 1幻土 15.9) 

10 121 

20 108 

40 110 

l∞ l旬

2ヌ同併 132 

ヌ泊O 持 106 

。 127 128 124 

( 126土 2.1) 

10 106 

20 lIS 

40 140 

1∞ 145 

25∞# 107 

虫X同枠 103・

句 emicaI AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose (.ug /plate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Number of 476 496 480 

∞lonics I plate ( 484土10.6) 

。lcmical 2M 2AA 2AA 2M 2AA 

町ぉεωgIplate) 2 10 0.3 2 

Numberol 614 ωs 632 

∞lonies I plat~ ( 631土17.0) 

AF2: 2-(2.・Fury!}-3・(S-nitro-2-furyl)acrylamide. SA: S<吋iumazide， 9AA: 9・Amin偶 cridine.， 2AA: 2・Aminoan出血句ne

・:lnhibiti∞ was ob民何回againstgrowth ofthe b師匠ia.柑:針配ipi凶ltW魁 d斌何回∞ thesUlIa目。fagar plates. 

ー



Table 3. Results of bacterial reverse mutation assay ( 1 ) with triisobutylene 

Wi也(+)町

wl也∞t(・)

59 Mix 

59Mix 

(・)

S9Mix 

Positive 

∞n位。l

59 Mix (・)

Positive 

∞ntrol 

59 Mix (+) 

Test釦 bstanα Numbc:r of陀ve由 n包(numberof∞10則自 Iplate. M回 n土 5.0.)

生m Ba記 -palr substitution type Frarneshift type 

ωg Iplaω) TAl∞ TAlS3S WP2uvrA TA98 TAIS37 

。 130 141 136 10 20 18 40 30 32 30 36 23 14 11 11 

( 136土 5.5) 16土 5.3) 34::t: 5.3) ( 30土 6.5) 12土 1.7 ) 

312.5 156 153 113 8 14 12 18 14 10 14 22 17 9 9 1 

( 141:土24.0) 11:土 3.1) 14土 4.0) 18士 4.0) 6土 4.6) 

625 126 142 161 12 10 12 15 18 15 20 16 20 10 8 5 

( 143土17.5) 11土1.2) 16j; 1.1) 19土 2.3) 8土 2.5 ) 

1250脅 135 148 135 9 10 14 20 8 14 19 21 16 6 7 10 

( 139土 7.5) 11土 2.6) 14土 6.0) 19土 2.5) S土 2.1) 

2S∞柑 154 150 167 11 11 8 26 20 27 23 13 17 13 12 9 

( 157士 8.9) 12土 4.6) 24土 3.8) 18土 5.0) 11 :土 2.1) 

soo崎将 113 127 152 13 9 5 23 17 16 20 17 24 2 5 8 

( 131:t: 19.8 ) 9土 4.0) 19土 3.8) ( 20土 3.5) 5土 3.0 ) 

。 154 140 141 13 12 12 26 31 27 33 28 31 21 20 20 

( 145土 7.8) 12土 0.6) ( 28::t: 2.6) ( 31土 2.5) 20土 0.6) 

312.5 128 142 130 12 11 11 29 26 27 26 22 20 6 12 10 

( 133土 7.6) 11土 0.6) ( 27土1.5) ( 23士 3.1) 9土 3.1) 

625 116 115 127 10 14 12 21 11 21 28 28 48 11 s 6 

( 119土 6.7) 12土 2.0) ( 20土 2.3) 35土11.5) 8土 2.5) 

1250持 142 145 133 11 10 15 19 13 8 31 17 29 8 15 12 

( 140土 6.2) 12土 2.6) 13::t: 5.5) ( 26土 7.6) 12土 3.5) 

25∞鈴 145 156 156 12 11 8 10 10 16 27 22 29 10 5 5 

( 152土 6.4) 10土 2.1) 12土 3.5) ( 26土 3.6) 7土 2.9) 

5仮泊件 90. 117・111・13 9 8 11 14 16 25 21 14 9 9 g 

( 1何土 14.2) 10士 2.6) 14土 2.5) 20土 5.6) 9土 0.6) 

αlemical AF2 SA AF2 AF2 9AA 

Dose Ulg Iplate) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

NlDIlber of .571 521 498 4却 420 402 125 141 136 706 653 ω4 3272 3474 3159 

∞10凶esI plate ( 530土37.3) ( 417土14.2) ( 134:t 8.2) (“8土33.5) ( 3302土159.6) 

αlemi旬 i 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 

民健切Ip1ate) 2 10 0.5 2 

Number of 874 903 887 2∞ 186 237 546 針。 637 271 2&8 287 234 257 260 

∞10凶白 Ip1atc ( 888土 14..5) ( 208土26.4) ( .574土54.4) ( 282土 9..5) ( 250土 14.2) 

AF2:2.{2・Fwyl)-3-(5・nitro-2-furyl)ocrylamide. SA: S<刈iumazide. 9AA: 9・Amir間 口idine. 2AA:. 2-Aminoan血raccne

・:Inhibitioo w魁 ob詑 rvedagainst growth of出ebactcria. 持:町民ipi凶ntwas ob臼rvedon白csurfacεof agar plates. 

一



Table 4. Results of bacterial reverse mutation assay ( 11 ) with triisobutylene 

WI也(+)町

wl血∞t(・)

S9 Mix 

S9Mix 

(.) 

S9Mix 

Positivc 

∞ntrul 

pc渇itivc

∞ntrol 

S9 Mix (+) 

T目 tsubstan白 Numbaof問vertants白田nbcrof∞b凶esI ~Ie . Mean土 5.0.)

do&c 8asc -pair剖 bsti也tiontype Frameshlft旬開

(JJ.glp凶e) TAl∞ TA1535 WP加町A TA98 TAlS37 。 138 144 147 15 12 14 12 13 17 18 25 お 5 8 8 

( 143土 4.6) 14土1.5) 14ま 2.6) 22玄 3.6) 7土 1. 7 ) 

312.5 128 105 1∞ 16 11 17 15 お 9 19 14 20 7 7 8 

( 11l:t 14.9) 15:t 3.2) 16土 7.0) 18土 3.2) 7:t 0.6) 

位5 暑 107 108 118 20 13 17 9 5 12 26 20 10 7 8 3 

( 111土 6.1) 17土 3.5) 9:t 3.5) 19土 8.1) 6土 2.6) 

ロ501 129 127 101 18 15 18 12 12 1! 11 20 21 4 6 2 

( 121:土12.2) 17土1.7) 13ま1.1) 19土 2.1) 4土 2.0) 

2虫ぬ脅 99 l(同 96 17 10 13 19 14 7 21 13 15 7 8 

( 1∞土 5.1) 13土 3.5) 13土 6.0) 16土 4.2) 5土 3.8) 

筑削柑 137・123・112・7・9・12・s 4 8 13・6・0・4・4・1・
( 124土12.5) 9土 2.5) 7土 2.3) 6:t 6.5) 3土 1.1 ) 

。 159 154 149 12 9 15 17 11 13 29 23 33 10 10 9 

( 154土 5.0) 12土 3.0) 16土 2.3) (28土 5.0) 10土 0.6) 

312.5 111 122 111 9 7 5 14 15 18 28 20 24 4 5 5 

( l1S土 6.4) 7士 2.0) 16土 2.1) ( 24土 4.0) 5土 0.6) 

625 神 139 124 105 14 14 10 18 13 13 25 14 17 6 6 3 

( 123士17.0) 13土 2.3) IS土 2.9) 19土 5.7) 5土 1.7 ) 

1250脅 115 101 116 10 17 16 14 12 11 32 22 24 4 6 5 

( 111土 8.4) 14土 3.8) 12ま I.S) ( 26土 5.3) 5土 1.0 ) 

25∞ 持 106 92 80 10 22 11 13 IS 10 14 17 10 6 B 6 

( 93士13.0) 14土 6.7) 13ま 2.5) 14士 3.5) 7土 1.2 ) 

5α)Q搾 124・121・140・8・9・9・6・5・3・16・19・45・3・5・4・
( 128土10.2) 9土 0.6) 5ま1.5) ( 27土15.9) 4士 1.0 ) 

。lemica1 AF2 s，.&¥ AF2 AF2 9M  

Dose (JJg柿 te) 0.01 0.5 0.01 0.1 80 

Numberof 521 538 s46 154 166 167 2∞ 193 186 626 670 616 ')1)77 2184 2021 

∞10凶esI plate ( 535土12.8) ( 162土 7.2) ( 193土 1.0) ( 637土28.7) (2ω4土 82.8) 

。lemical 2M  2M  2M  2M  2AA 

駒田(JJgIplatc) 2 10 0.5 2 

Number of 732 727 749 167 173 174 514 648 7∞ 172 176 183 205 192 198 

∞10凶esI plate ( 736土11.5) ( 171土 3.8) ( 621:士96.0) ( 177土 5.6) ( 198:t 6.5) 

AF2:2-(2・Furyl}3・(5-nitro-2・fwyl匙rylami也. SA: Sodium azide. 9AA: 9・Aminacridine.2AA; 2・Arn回叫nthra印 ne

・:lnhibitiαlW田 ob詑 rvedapinst growth of the bac回 ia.，: Precipitant wasめserved∞暗記 surfaceofa伊rplates.
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