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要約

リグノスノレホン酸のカルシウム塩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、 Salmonellatyphunurium TA100、TA1535、TA98、TA1537および EscherichiacoH 

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。

5.00、15.0、50.0、150、500、1500および 5000問 /plateの 7用量を設定して用量設定試験を行ったと

ころ、 S9mix非存在下および存在下ともに、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。

用量設定試験の結果に基づき、すべての検定菌について、 313、625、1250、2500および

5000 Jlg/plateの5用量を設定して、 2回の本試験(本試験IおよびII)を行った。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、 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o

以上の結果に基づき、リグノスルホン酸のカノレシウム塩は、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

生物学的安全性の情報を得るために、リグノスルホン酸のカルシウム塩の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、リグノスルホン酸のカルシウム塩の遺伝子突然変異誘

発性(変異原性)の有無を検討した。

試験ガイドラインと GLP

この試験は、「新規化学物質等に係る試験の方法についてJ(平成 23年 3月 31 日付け、薬食発

0331第 7号厚生労働省医薬食品局長、平成 23・03・29製局第 5号経済産業省製造産業局長、環保企

発第 110331009号環境省総合環境政策局長通知)に準拠し、「新規化学物質等に係る試験を実施する

試験施設に関する基準J(平成 23年 3月 31日付け、薬食発 0331第 8号厚生労働省医薬食品局長、

平成 23・03・29製局第6号経済産業省製造産業局長、環保企発第 110331010号環境省総合環境政策

局長通知)を道守して実施した。
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材料と方法

1.被験物質

被験物質の情報を、下記および資料 1、資料 2に示す。

1)名称 リグ、ノスルホン酸のカルシウム塩

2)別名 リグニンスルホン酸カルシウム塩

3)化学名(IUPAC名) カルシウム;3-(2ーハイドロキシ-3ーメトキシフェニノレ)-2-[2ーメトキシ-4-

(3ースルフォネートフ。ロピノレ)フエノキシ]フ。ロパン 1スルフォネート

4)英名

5)略称

6) CAS番号

7)分子式

8)分子量

9)物理化学的性質

10)構造式

Lignosulfonic acid calcium salt 

LSCa 

8061-52-7 

C2oH24 CaO lOS2を基本とする天然高分子

重量平均分子量 (Mw):"-' 18，000、数平均分子量 (Mn):"-'2，500 

性状:暗い黄色の粉末

融点:130
0

C 

沸点:購入元からのデータなし

lーオクタノール/水分配係数:購入元からのデータなし

蒸気圧:購入元からのデータなし

溶解性:可溶(製品安全データシートより)

fx:H 
ca" 

11)ロット番号 MKBF9990V 

12)含量(主要元素分析値)炭素:39.8%、硫黄:4.0%、カルシウム(IcP):約 5%

13)不純物(既知物質) 還元糖:約 16%、水分(カールフィッシャ一法):5.25% 

14)安定性

15)保管条件

16)購入元

本被験物質は、天然物由来であることから、 Sigma-Aldrichで販売されて

いる製品を 100%として試験を行った。

当試験施設において、本被験物質を用いる各種毒性試験の実験開始前と

終了後に性状の確認および赤外吸収スペクトルを測定し、色調や性状、ス

ベクトルに変化がないことを確認した(試験番号:Q-15-004)。

冷蔵 (1-150C、実測値:3"-'6
0

C)、密閉

Sigma-Aldrich 
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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。

名称 略称 ロット番号(購入日) 製造者 純度

2-(2-フリノレ)-3-(5ーニトロ-2-
AF-2 

PDG6230 
和光純薬工業 100.1% 

フリル)アクリノレアミド (2014年 8月 13日)

アジ化ナトリウム SA 
YSM7891 

和光純薬工業 100.3% 
(2014年 8月 13日)

9-アミノアクリジン 9 M  
BCBM9887V 

Sigma-Aldrich 100.0% 
(2014年 8月 19日)

ベンゾ[a]ピレン B[a]P 
I12Y023 

Al色 Aesar 97% 
(2014年 5月 27日)

2-アミノアントラセン 2 M  
TLH6618 

和光純薬工業 98.7% 
(2014年 8月 13日)

AF-2、9M、B[記Pおよび2Mはジメチルスルホキシド (DMSO、ロット番号:KPG6099およびECj2132、

和光純薬工業)に、 SAは日局注射用水(製造番号:K3173、大塚製薬工場)に溶解して所定の濃度に

調製したものを、冷凍保存(設定温度:-20.C)して、調製後 6か月以内に用時解凍して用いた。各陽性

対照物質調製液の調製濃度および添加量を以下に示す。

S9 mix非存在下 S9 mix存在下

物質名調製濃度 添加量 用量 物質名調製濃度 添加量 用量

菌株 (μg/mL) (μL/plate) (μg/plate) (Jlg/mL) (JlL/plate) (Jlg/plate) 

Salmonella 
typhimurium 

TA100 AF-2 0.1 100 0.01 B[a]P 50 100 5 

TA1535 SA 5 100 0.5 2M  100 20 2 

TA98 AF-2 100 0.1 B[a]P 50 100 5 

TA1537 9 M  800 100 80 B[a]P 50 100 5 

Escherichia 
coli 

WP2 uvrA AF-2 0.1 100 0.01 2M  100 100 10 

各検定菌に用いた陽性対照物質は、当試験施設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 (Salmonella

typh加 urium)TA100、TA1535、TA98、TA1537および大腸菌 (Escherichiaco!J) WP2 uvrAを用いた。

丘 typhimuriumTA100、TA1535、TA98、TA1537の4菌株は 1997年 8月 7日に、 E.coli WP2 uvrA 

株は 1997年 4月 9日に、いずれも日本ノ〈イオアッセイ研究センターの・・・・・・・・的分与された。

S. 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刀、 E.coli 
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試験番号 M-15-072

WP2 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。

検定菌は冷凍保存(設定温度:-80T)したもの(凍結保存菌)を、調製後 6か月以内に用時解凍し

て試験に用いた。凍結保存菌は、液体培地にて3TCで静止期の初期まで培養した菌液0.8mLに対し、

滅菌 DMSOを 0.07mLの割合で、加えて混合したものをフ。ラスチックチューブ、に分注し、急速凍結して調

製したものであり、調製時に、アミノ酸要求性、 uv感受性、膜変異(泊)、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、特性が適正であること

が確認されている。

4.試験材料

1)最少クやルコース寒天平板培地

最少グノレコース寒天平板培地(ロット番号:DZAGA601、2015年 10月 6日製造、極東製薬工業)を

購入して用いた。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 1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・ー水和物 2g 

リン酸水素二カリウム 10 g 

リン酸二水素アンモニウム 1.92 g 

水酸化ナトリウム 0.66 g 

グルコース 20 g 

大洋寒天(ロット番号:BM-M5-260、SSKセールス) 15 g 

2)トッフ。アガー

①の水溶液をオートクレープ滅菌後、フィルター滅菌した②または③を容量比 10:1の割合で混合して

用いた。

① パクトアガー (Difco)

塩化ナトリウム

② S. typhimurIum再

Lーヒスチジン

Dーピオチン

③ E. coli用

L一トリプトファン

0.6 w/v% 

0.5 w/v% 

0.5 mmol/L 

0.5 mmol/L 

0.5 mmol/L 
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3) 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 mix 1 mL中の量 濃度

S9*' 0.1 mL 10 vol% 

0.2 mol/Lナトリウムーリン酸緩衝液 (pH7.4) 0.5 mL 10011mol/mL 

補酵素溶液*2 0.38 mL 

「化カリウム
3311mol/mL 

グノレコース-6ーリン酸 511mol/mL 

NADH 411mol/mL 

NADPH 411mol/mL 

0.4 mol/L塩化マグネシウム溶液 0.02 mL 811mol/mL 

NADH， Nicotinamide-adenine dinucleotide， reduced form， disodium salt 

NADPH，ト~icotinamide-adenine dinucleotide phosphate， reduced form， tetrasodium salt 

*1， S9 (ロット番号:孔1¥A201509A、2015年 9月 11日製造、キッコーマンバイオケミファ)は、フェノ

パノレピタール (PB)および 5，6ーベンゾフラボン (BF)を腹腔内投与 (1日目 PB30 mg/kg、2

日目 PB60 mg/kg、3日目 PB60 mg/kg+ BF 80 mg/kg、4日目 PB60 mg/kg)した 7週齢の

雄 Sprague-Dawley系ラット(体重:184'"'-'243 g)の肝臓から調製したものを購入後、冷凍保存

(設定温度:-80
0

C)して、製造後 6か月以内に用時解凍して試験に用いた。

*2，補酵素溶液は、上記の成分を混合してフィルター滅菌したのち、冷凍保存(設定温度:-80
0

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

溶解性の予備検討の結果、被験物質は試験に必要な濃度で水、 DMSOおよびアセトンに不溶である

が、水中で、均一性の良好な懸濁液となった。したがって、媒体には日局注射用水を用いた。

試験に際しては、秤量した被験物質を、 THERMOMIXERを用いて日局注射用水(製造番号:K5COO、

製造元:大塚製薬工場)に懸濁して最高濃度 (50.0mg/mL)の被験物質調製液を調製し[調製量:

(用量設定試験)3.0 mL以上、(本試験IおよびII)5.0 mL以上]、以下同媒体で段階希釈した。被験物質

調製液は用時調製し、媒体添加後 19分以内(室温:23'"'-'24
0

C、用量設定試験)、 24分以内(室温:

20
0

C、本試験I)および 23分以内(室温:22
0

C、本試験II)に使用した。被験物質調製液は使用時、均

ーであることを確認した。被験物質調製液の調製濃度を以下に示す。

用量設定試験:0.0500、0.150、0.500、1.50、5.00、15.0および 50.0mg/mL 

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

媒体中での被験物質の安定性については、当試験施設において室温、遮光下で保管した

0.02 mg/mLおよび50mg/mLの濃度の試験液について、調製後4時間の安定性が確認されている(試

験番号:Q-15-004)。また、被験物質調製液(原液)の調製時に目視により、発熱、発泡などの変化がな

いことを確認した。

含量試験については、「医薬品・化学物質 GLP解説 (2002)、薬事日報社」に基づき実施しなかった。
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6.試験操作

1)試験菌液の作製

ニュートリエントブ、ロス No.2 (ロット番号:941971、Oxoid)を 12mL入れた L字型試験管(容積:

29 mL)に解凍した凍結保存菌 24llL (TA100、TA1535、TA98、TA1537およびWP2uvrA)をすみやか

に接種し、 4
0

C で保冷後、 3TCで 10時間、往復振とう培養したものを試験菌液とした。振とうには

DOUBLE SHAKER NR-3 (TAITEC)を用い、振幅は 25mm、振とう回数は毎分 100固とした。検定菌の

増殖を確認するため、レシオビーム分光光度計(日立 U-1900形、 HITACHI)により、試験菌液の吸光

度を 660nmで測定した。また、段階希釈法により生菌数を求めた。 660nmの吸光度の測定値および生

菌数を以下に示す。

検定菌

塩基対置換型 フレームシフト型

試験の種類 TA100 TA1535 WP2 uvrA TA98 TA1537 

OD660 1.823 1.871 1.921 1.888 1.830 

用量設定試験 生菌数

(x 109 cells/mL) 
2.75 2.94 4.54 2.51 1.26 

OD660 1.782 1.859 1.874 1.892 1.830 

本試験 I 生菌数

(x 109 cells/mL) 
2.57 3.14 4.55 2.87 1.83 

OD660 1.825 1.859 1.897 1.917 1.829 

本試験 H 生菌数

(x 109 cells/mL) 
2.44 3.04 4.38 2.85 1.52 

各試験菌液の 660nmの吸光度の測定値は、 2014年度の背景データ(当試験施設)の平均値の 90%

以上で、あった。また、各試験菌液の生菌数は 1X 109 cells/mL以上で、あった。

2)試験法

Amesらの標準法 2)を参考にして、プレインキュベーション法 1)により、 l回の用量設定試験と2回の本

試験を実施した。試験は、被験物質をそのまま検定菌に作用させる S9mix非存在下、および晴乳動物

(ラット)のもつ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
0

Cで 20分間プレイ

ンキュベーションしたのち、 2mLのトッフ。アガーを加えて混和し、最少グルコース寒天平板培地上に流し

て固めた。また、被験物質調製液のかわりに使用媒体 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。

培養は 3TCで 48時間行い、出現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、面積補正有り)または目視により計測した。被験物質に由来する沈殿の有無は、目視により観

10 



試験番号 M-15-072

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。平板は各用量につき用量設定試験では l枚、本試験では 2枚を使用し、陰性および陽性対

照では、各試験とも 2枚を使用した。陰'性対照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。

3)試験用量

用量設定試験においては、「新規化学物質等に係る試験の方法についてJに従い、 5.00、15.0、

50.0、150、500、1500および 5000Jlg/plateの7用量を設定した。

本試験 Iおよび Hにおいては、 313、625、1250、2500および 5000問 /plateの5用量を設定した。

4)無菌試験

小試験管中に、最高用量の被験物質調製液 0.1mLと0.1mol/Lナトリウムーリン酸緩衝液 (pH7.4) 

0.5 mL、あるいは S9mix 0.5 mLのみを入れ、 3TCで 20分間プレインキュベーションしたのち、 2mLの

トップアガーは typhimurIum用)を加えて混合し、それぞれ最少グルコース寒天平板培地上に流して固

めた。 3TCで48時間培養後、雑菌の混入の有無を調べた。なお、用量設定試験および本試験Iにおけ

るS9mixの無菌試験については、同日に実施した他の試験と共通に用いた。

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O、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 l、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0および Pと記入して識別した。試験の識別は、試験番号のかわりに、菌の識別番号の左

に2(用量設定試験)あるいは 1(本試験 IおよびII)と記入した。生菌数測定における平板の識別は、

菌の識別番号の左にvcと記入した。無菌試験における平板の識別は、被験物質については2(用量設

定試験)あるいは 1(本試験 IおよびII)のみを記入し、 S9mixについては S9と記入した。

6)背景データによる管理

陰性対照値および陽性対照値が、当試験施設における背景データの変動範囲内(平均値:t3X標

準偏差)から外れた場合には、該当する検定菌について再度、同一用量を用いて試験を実施し、再試

験のデータを採用することとした。なお、 2014年度に実施した各試験の陰性対照値および陽性対照値を

背景データとした(資料 3)。

当該試験においては、再試験は実施しなかった。

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(小数点以下第一位を四

捨五入)を示し、用量一反応曲線の図を添付した。また、被験物質に由来する沈殿および生育阻害が

認められた場合は、その旨表示することとした。

11 



試験番号 M-15-072

8.判定

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

つ、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、当該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。なお、結果の判定に統計学的手法は用いなかった。

予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある事態及び試験計画書に従わな

かっTここと

試験期間中に、「予見することがで、きなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある事態及び、試験

計画書に従わなかったこと」はなかった。

試験成績と考察

1.用量設定試験

リグノスルホン酸のカルシウム塩について、 5.00、15.0、50.0、150、500、1500および5000llg/p!ateの7

用量を設定して用量設定試験を行った(表 1)。その結果、 S9mix非存在下および存在下ともに、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殿は、 S9mix非存在

下においては 500llg/p!ate以上の用量で、認、められたが、 S9mix存在下においてはいずれの用量におい

ても認、められなかった。

以上の結果から、 2回の本試験(本試験 Iおよび II)における最高用量を、すべての検定菌で

5000 llg/p!ateとした。

2.本試験

用量設定試験の結果に基づき、すべての検定菌について、 313、625、1250、2500および

5000 llg/p!ateの5用量を設定して、本試験IおよびHを行った(本試験 1:表 2および図 l、本試験日:

表 3および図 2)02回の本試験の結果、 S9mix非存在下および存在下ともに、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殿は、 S9mix非存在下においては

625 llg/p!ate以上の用量で認められたが、 S9mix存在下においてはいずれの用量においても認められ

なかった。また、 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倍以上となる変異コロニー数の増加は認、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、陽

性対照値および陰性対照値は、ともに背景データの変動範囲内(平均値:t3X標準偏差)で、あったこと

12 



試験番号 M-15-072

から、当該試験系の妥当性が確認された。

リグノスルホン酸のカルシウム塩については、当試験施設で、実施したチャイニーズ・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-15-026)で、陽性の結果が得られている。なお、当該被験

物質の関連物質であるLignosulfonicacid， sodium salt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 4)。

以上の結果から、リグノスノレホン酸のカルシウム塩は、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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試験番号 M-15-072

表 l リグノスルホン酸のカルシウム塩の細菌を用いる復帰突然変異試験(用量設定試験)

試験実施期間 2016年1月5日より2016年1月8日

代謝活性化 被験物質用量
復帰変異数(コロ}ー数!plate}

陽
性

対
照

系の有無 (pg!plate) 

TA100 

。 132 
(陰性対照)

( 127 ) 

5.00 132 

15.0 134 

59 mix 50.0 129 

(-) 150 132 

500 T 148 

1500 t 137 

5000 t 144 

。 133 
(陰性対照)

( 135 ) 

5.00 156 

15.0 118 

59 mix 50.0 122 

(+) 150 150 

500 182 

1500 165 

5000 189 

59 mixを 名称 AF-2 

必要とし 用量 (ug/plate) 0.01 

ないもの コロニー数!plate 570 

( 551 ) 

59 mixを 名称 B[a)P 

必要とす 用量 (ug/plate) 5 

るもの コロニー数!plate 1241 

(1180 ) 

( )内の数値はコロニー数の平均値を示す。

陰性対照，日局注射用水

塩基対置換型

TA1535 

121 12 17 

( 15 ) 

10 

9 

9 

10 

14 

10 

12 

136 11 13 

( 12 ) 

9 

9 

11 

9 

13 

10 

11 

5A 

。.5
531 562 585 

( 574 ) 

2AA 

2 

1119 340 349 

( 345 ) 

フレームシフト型

WP2 uvrA TA98 TA1537 

32 38 18 20 15 

( 35 ) ( 19 ) ( 10 ) 

25 25 11 

33 23 8 

37 27 9 

30 20 3 

37 10 8 

23 16 7 

38 16 14 

36 37 31 23 16 

( 37 ) ( 27 ) ( 14 ) 

32 27 15 

24 15 15 

34 30 21 

27 25 14 

33 33 14 

29 32 14 

43 38 20 

AF-2 AF-2 9AA 

0.01 0.1 80 

123 123 495 561 542 

( 123 ) ( 528 ) ( 482 ) 

2AA B[a)P B[a)P 

10 5 5 

478 500 368 362 153 

( 489 ) ( 365 ) ( 155 ) 

AF-2， 2-(2-Furyl}-3ー(5-nitro-2-furyl}acrylamide;5A， 50dium azide; 9AA， 9-Aminoacridine; B[a)P， Benzo[a)pyrene; 2AA， 2-Aminoanthracene 

t，沈殿が認められた。

14 

5 

12 

422 
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試験番号M-15-072

表 2 リグノスルホン酸のカルシウム塩の細菌を用いる復帰突然変異試験(本試験1)

代謝活性化 被験物質用量

系の有無 (日g/p!ate)

TA100 

。 139 
(陰性対照)

( 125 ) 

313 154 

( 159 ) 

S9 mix 625 t 136 

( 135 ) 

(-) 1250 t 146 

( 129 ) 

2500 t 152 

( 152 ) 

5000 t 150 

( 156 ) 

。 140 
(陰性対照)

( 144 ) 

313 148 

( 145 ) 

S9 mix 625 158 

( 155 ) 

(+) 1250 132 

( 140 ) 

2500 159 

( 156 ) 

5000 148 

( 152 ) 

S9 mixを 名称 AF-2 

必要とし 用量(¥1g/o!ate) 0.01 

陽ないもの コロニー数/p!ate 505 

性 ( 485 ) 

対
S9 mixを 名称 BfalP 照

必要とす 用量IilllL!>lill:e) 5 

るもの コロニー数/p!ate 1165 

( 1119) 

( )内の数値はコロニー数の平均値を示す。

陰性対照，日局注射用水

110 

164 

134 

112 

152 

161 

147 

142 

152 

147 

153 

155 

464 

1073 

試験実施期間:2016年1月18日より2016年1月21日

復帰変異数(コロ一一数/o!ate)

塩基対置換型 フレームシフト型

TA1535 WP2 uvrA TA98 TA1537 

15 6 22 18 26 28 6 7 

( 11 ) ( 20 ) ( 27 ) ( 7 ) 

14 8 24 17 22 28 6 

( 11 ) ( 21 ) ( 25 ) ( 6 ) 

8 15 22 21 20 27 5 7 

( 12 ) ( 22 ) ( 24 ) ( 6 ) 

11 7 18 22 19 24 5 8 

( 9 ) ( 20 ) ( 22 ) ( 7 ) 

10 12 21 19 16 29 9 7 

( 11 ) ( 20 ) ( 23 ) ( 8 ) 

9 12 16 24 20 29 8 9 

( 11 ) UO)  ( 25 ) ( 9 ) 

9 13 25 27 32 27 16 16 

( 11 ) ( 26 ) ( 30 ) ( 16 ) 

B 12 20 21 34 40 14 15 

( 10 ) ( 21 ) ( 37 ) ( 15 ) 

8 6 25 24 31 44 9 13 

( 7 ) ( 25 ) ( 38 ) ( 11 ) 

14 13 31 20 38 36 12 14 

( 14 ) ( 26 ) ( 37 ) ( 13 ) 

11 18 19 23 44 45 20 15 

( 15 ) ( 21 ) ( 45 ) ( 18 ) 

16 11 21 31 47 40 22 15 

( 14 ) U6  ) ( 44 ) ( 19 ) 

SA AF-2 AF-2 9AA 

0.5 0.01 0.1 80 

552 559 122 114 613 562 718 439 

( 556 ) ( .118 ) ( 588 ) ( 579 ) 

2AA 2AA BfalP BfalP 

2 10 5 5 

37日 356 310 370 424 355 145 165 

( 367 ) ( 340 ) ( 390 ) ( 155 ) 

AF-2. 2-(2-Furyl)-3-(5-nitro-2釦ryl)acry!amide;SA. Sodium azide; 9AA. 9-Aminoacridine; B[a]P. Benzo[a]pyrene; 2AA. 2-Aminoanthracene 

t.沈殿が認められた。
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表 3 リグノスルホン酸のカルシウム塩の細菌を用いる復帰突然変異試験(本試験II)

代謝活性化 被験物質用量

系の有無 (llg/plate) 

TA100 

。 108 
(陰性対照)

( 118 ) 

313 160 

( 149 ) 

S9 mix 625 t 121 

( 118 ) 

(-) 1250 t 113 

( 115 ) 

2500 t 115 

( 131 ) 

5000 t 148 

( 142 ) 

。 146 
(陰性対照)

( 152 ) 

313 170 

( 168 ) 

S9 mix 625 144 

( 159 ) 

(+) 1250 168 

( 175 ) 

2500 169 

( 172 ) 

5000 153 

( 161 ) 

S9 mixを 名称 AF-2 

必要とし 用量(山/olate) 0.01 

陽ないもの コロニー数/plate 555 

性 ( 557 ) 

対
照 S9mixを 名称 BfalP 

必要とす 用量 (ug/olate) 5 

るもの コロニー数/plate 1133 

( 1177 ) 

( )内の数値はコロニー数の平均値を示す。

陰性対照，日局注射用水

128 

138 

115 

116 

146 

136 

158 

166 

173 

182 

174 

168 

559 

1220 

試験実施期間 2016年1月25日より2016年1月初日

復帰変異数(コロ一一数/olate)

塩基対置換型 フレームシフト型

TA1535 WP2 uvrA TA98 TA1537 

19 19 23 29 17 26 7 7 

( 19 ) ( 26 ) ( 22 ) ( 7 ) 

8 8 27 23 13 25 9 7 

( 8 ) ( 25 ) ( 19 ) ( 8 ) 

9 14 27 25 16 14 7 6 

( 12 ) ( 26 ) ( 15 ) ( 7 ) 

6 16 22 15 22 18 5 4 

( 11 ) L19 ) ( 20 ) ( 5 ) 

9 10 20 26 23 18 8 9 

( 10 ) ( 23 ) ( 21 ) ( 9 ) 

11 8 22 30 17 19 11 11 

( 10 ) ( 26 ) ( 18 ) ( 11 ) 

14 13 24 27 27 30 13 16 

( 14 ) ( 26 ) ( 29 ) ( 15 ) 

16 19 24 31 19 35 16 14 

( 18 ) ( 28 ) ( 27 ) ( 15 ) 

16 17 31 25 37 33 9 8 

( 17 ) ( 28 ) ( 35 ) ( 9 ) 

12 19 17 29 35 35 12 14 

( 16 ) ( 23 ) ( 35 ) ( 13 ) 

11 21 21 27 40 43 10 15 

( 16 ) ( 24 ) ( 42 ) ( 13 ) 

15 12 27 37 37 36 18 16 

( 14 ) ( 32 ) ( 37 ) ( 17 ) 

SA AF-2 AF-2 9AA 

0.5 0.01 0.1 80 

612 556 135 150 566 552 520 740 

( 584 ) ( 143 ) ( 559 ) ( 630 ) 

2AA 2AA BfalP BfalP 

2 10 5 5 

345 385 365 355 437 376 161 156 

( 365 ) ( 360 ) ( 407 ) ( 159 ) 

AF-2， 2-(2-Furγ1)ー3ー(5-nitro-2-furyl)acrylamide;SA， Sodium azide; 9AA， 9-Aminoacridine; B[a]P， Benzo[a]pyrene; 2AA， 2-Aminoanthracene 

t，沈殿が認められた。
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TA98 
100 

80 

20 

ω .... 
伺

3き60
帥.... 
c 
帽

七
由
〉
由

c:: 

40 

TA100 
500 r一一一一

400 

ω .... 
帽

毛300
凶.... 
c 
伺

ai 200 
〉
由

c:: 

100 

5000 2500 1250 625 313 。。
5000 2500 1250 625 313 。。

Dose (同/plate)

TA1537 
100 

60 

40 

20 

80 

旦
冒
国
一
色

¥
2・
z
S
L
@〉
ω
N
L

Dose (同/plate)

TA1535 
100 

80 

60 

40 

20 

3
巴咽一

a
¥帥
#
E
E・
』
也
〉
由
広

5∞o 625 1250 2500 

Dose (μg/plate) 

313 。。
5000 2500 1250 625 313 。。

-o-S9 mix(ー)

一合一S9mix(+) 

Dose (μg/plate) 

WP2 uvrA 
100 iーー一一一

40 

20 

80 

60 
。リF
S
a
¥帥
H
E
伺
七
由
〉

ω広

5000 

Dose (μg/plate) 

リグノスルホン酸のカルシウム塩の細菌を用いる復帰突然変異試験(本試験1)

17 

2500 1250 625 313 。。

図 1
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TA98 
100 

80 

Q) .... 
帽

a. 60 、、
的
φJ 
Z 
帽

ゼ
由
〉
ω 
区

20 

40 

TA100 
5∞ 

由.... 
咽

~3∞ 
帥.... 
Z 
伺

~ 2∞ 
〉
ω 
c:: 

1∞ 

4∞ 

5000 2500 1250 625 313 。。
5∞o 2500 1250 625 313 。。

Dose (μg/plate) 

TA1537 
100 

40 

20 

80 

60 

由一

v
s
a
¥的
判

E
S」
ω〉
ω区

Dose (μg/plate) 

TA1535 
100 

40 

20 

80 

60 

。
#
帽
一

a
¥帥

HEELω
〉
申
広

5000 625 1250 2500 

Dose (μg/plate) 

313 。。
5∞o 2500 1250 625 313 。。

-o-S9 mix(ー)

一合一S9mix(+) 

Dose (μg/plate) 

WP2 uvrA 
100 r一一一一一

60 

40 

20 

80 

ω#国
一
色

¥
S
E
E
S」
@
〉
由
庄

5000 

Dose (μg/plate) 

リク、.ノスルホン酸のカルシウム塩の細菌を用いる復帰突然変異試験(本試験II)

18 

2500 1250 625 313 。。
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資料 1
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sllp fo， additional lerms and conditions 01 oole. 
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試験番号 M-15-072

資料 2

被験物質の一般的事項

新規化学物質等の名称 カルシウム;3-(2ーハイドロキシ-3ーメトキシフェニ/レ)-2一[2ーメトキシ-4-

(IUPAC命名法による) (3スルフォネートプロヒ。ル)フエノキシ]プロパンートスルフォネート

J3IJ 名 リグ、ノスノレホン酸のカルシウム塩、リグニンスルホン酸カルシウム塩

C A S 番 号 8061-52-7 

構造式又は示 性 式

(いずれも不明の場合

は、その製法の概要)

分 子 量 重量平均分子量 (Mw): '"'-'18，000、数平均分子量 (Mn): '"'-'2， 500 

試験に供した新規
含量(主要克素分析値):炭素 39.側、硫黄 4.0見、カルシウム (ICP)約問

被験物質は天然物由来であることから、 Sigma-Aldrichで販売されている
化学物質の純度(%) 製品を 100免として試験を行った。

試験に供した新規
MKBF9990V 

化学物質のロット番号

不純物の名 称、
既知物質として、還元糖:約 1師、水分(カールフィッシャ一法):5.25免

及び含有率

蒸 戸ヌl;t 圧

対 水 溶 解 度 可溶*

1-オクタノール/水分配係数

融 J怠 130
0

C 

沸 点

常 温における性状 暗い黄色の粉末

安 F疋~・
'性

溶 媒 溶 解 度 * * 溶 媒 中 の安 厄pムー・
'性 * • 

50 mg/mLの濃度では、調製時に発熱、発泡および

水 50 mg/mLで不溶
変色は認、められなかった。調製後 4時間の安定性
(0.02 mg/mLおよび 50mg/mL、室温、遮光保管)を

溶媒に対する溶解度等 確認した(試験番号:Q-15-004)。

DMSO 50 mg/mLで不溶
50 mg/mLの濃度では、調製時に発熱、発泡および
変色は認められなかった。

アセトン 100 mg/mLで不溶
100 mg/mLの濃度では、調製時に発熱、発泡およ

び変色は認められなかった。

〔備考〕物理化学的性状は、可能な限り記入すること。
1. r蒸気圧Jの欄には、被験物質の蒸気圧を記入すること。
2. r安定性」の欄には、温度、光等に対する安定性を記入すること。
3. r溶媒に対する溶解度等」の欄には、被験物質の溶媒に対する溶解度及びその溶媒中での安定性

を記入すること。
*:製品安全データシートより。
**:一般財団法人食品薬品安全センター秦野研究所において確認した。
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試験番号 M-15-072

資料 3

言文験に用し、た検定菌の復帰変異コロニー一委文の

手年長壬ラゴーータ(プレインキュJ ・4 一一ション主去)

陰性対照値

(-S9 mix) 

TA100 111 ::t 17* 

(n=174) 

TA1535 11 ::t 3 

(n=151) 

WP2 uvrA 28 ::t 6 

(n=153) 

TA98 20土 4

(n=176) 

TA1537 8士 3

(n=226) 

ヘ平均値の平均士標準偏差

n，試験数

(+ S9 mix) 

119士 18

(n=180) 

11 ::t 3 

(n=153) 

30 ::t 6 

(n=155) 

30 ::t 5 

(n=181) 

18士 4

(n=216) 

(2014年 4月'"'-'2015年 3月)

陽性対照値

(-S9 mix) (+ S9 mix) 

434 ::t 53 1113 ::t 89 

(AF-2， 0.01 Jlg/plate) (B[a]P， 5 Jlg/plate) 
(n=139) (n=122) 

492士 57 437 ::t 56 
(SA， 0.5 Jlg/plate) (2M， 2 Jlg/plate) 

(n=126) (n=128) 

123 ::t 23 615 ::t 112 
(AF-2， 0.01 Jlg/plate) (2M， 10 Jlg/plate) 

(n=128) (n=130) 

490士 82 356土 51

(AF-2， 0.1 Jlg/plate) (B[a]P， 5 Jlg/plate) 
(n=147) (n=122) 

374 ::t 140 174 ::t 24 
(9M， 80 Jlg/plate) (B[a]P， 5 Jlg/plate) 

(n=198) (n=111) 

AF-2，2一(2-Furγ1)-3一(5-nitro-2-f'ury1)acrylamide
SA， Sodium azide 
9M，9-Aminoacridine 
B[a]P， Benzo[a]pyrene 
2M，2-Aminoanthracene 
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信頼性保証書

表題 リグノスルホン酸のカルシウム塩の細菌を用しも復帰突然変異試験

試験番号 M-15-072 

この試験に関する信頼性保証部門による査察および監査状況等は下記のとおりであった。

査察・監査項目 査察・監査年月日
運営管理者および試験
責任者への報告年月日

試験計画書 2015年 12月 18日 2015年 12月 18日

被験物質調製液の調製および検定菌処理 2016年 1月 19日 2016年 1月 19日

コロニー数の計測 2016年 1月 21日 2016年 1月 21日

報告書草案および生データ 2016年 2月 23日 2016年 2月 23日

最終報告書 2016年 3月 22日 2016年 3月 22日

試験は、「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準J(平成 23年 3月 31

日、薬食発 0331第 8号、平成 23・03・29製局第 6号、環保企発第 110331010号)を遵守して実

施され、また、この報告書は試験に使用された方法および手順を正確に記載し、記載された結果

は試験の生データを正確に反映していることを保証する。

2016年 3月 22日

一般財団法人食品薬品安全センター

信頼性保証部門責任者
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