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試験実施概要

1 試験計画書

試験番号

試験表題

T-0141 
アゾイック CC5の細菌を用いる復帰突然変異試験

2. a式験目的 細菌を用いて、アゾイック CC5の復帰突然変異誘発能の有無を明らか

にすることを目的とした。

3. 遵守した基準及び準拠したガイドライン

GLP 
「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」

(平成 15年 11月 21日:薬食発第 1121003号、平成 15・11・17製局第 3号、環

保企発第031121004号、平成 17年 4月 1日最終改正)

rOECD Principles ofGood Laboratory PracticeJ 

(OECD: 1997年 11月 26日)

ガイドライン

「新規化学物質等に係る試験の方法について」

(平成 15年 11月 21日:薬食発第 1121002号厚生労働省医薬食品局長、平成 15・

11・13製局第 2号経済産業省製造産業局長、環保企発第 031121002号環境省総

合環境政策局長通知、平成 18年 11月 20日:最終改正)

r OECD Guidelines for Testing of Chemicals 471J 

(OECD: 1997年 7月 21日)

4. 諒験委託者 : 厚生労働省医薬食品局審査管理課 化学物質安全対策室

〒100-8916 東京都千代田区霞が関 1・2・2

5. I式験受託者 株式会社ポゾリ サーチセンター

〒156・0042 東京都世田谷区羽根木 1・3・11

6. 獄験実施施盤: 株式会社ポゾリサ}チセンター 東京研究所

干156・0042 東京都世田谷区羽根木 1-3・11
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要約

アゾイック CC5の遺伝子突然変異誘発能の有無を検討するため、ネズミチフス菌

Salmonel1a typhim山叩'm(以下、 S t;ヲヨhβ担uriumと略した)TAI00、TA1535、TA98、

TA1537及び大腸菌 Escherichiacoli (以下、E.coHと略した)WP2 uvrAを用いて、代謝

活性化する場合及び代謝活性化しない場合の条件下で、プレインキュベーション法により実

施した。なお、被験物質の溶媒にはジメチノレスノレホキシド(以下、 DMSOと略す)を用いた。

試験は、 1.22""-'5000時 lplateの範囲の被験物質処理用量で予備試験を実施したoその結果

より本試験は、代謝活性化しない場合の 5 ・typhimuriumTA株及び代謝活性化する場合の

丘のphimuriumTA1537については 9.77""313μglpla胞の範囲の 6用量、代謝活性化する

場合の S.の少'himudumTA1535については 39.1---1250μg/plateの範囲の 6用量、代謝活性

化の有無にかかわらず E.coli WP2 uvrAについては 313""5000μg/plateの範囲の 5用量で

実施した。また、代謝活性化する場合の丘 のrphimuriumTA100、TA98については、用量

依存的な復帰変異コロニー数の増加が認められたため、39.1-....5000μg/plateの範閣の 8用量

で実施した。

1. 被験物質による沈殿及び着色

本被験物質によるプレート上の沈殿は、代謝活性化しない場合の 156μglplate以上、代謝

活性化した場合の 2500同 Iplate以上で認められた。また、本被験物質による着色は、代謝

活性化の有無にかかわらず、いずれの用量においても認められなかった。

2. 生育阻害

実体顕微鏡を用いて菌に対する生育阻害を観察した結果、代謝活性化しない場合の s.

typhim山叩mTA1537の 156μg/plate以上、 代謝活性化しない場合の 丘砂rphimuri・um

TAI00、TA1535、TA98及び代謝活性化した場合の S_typhimurium TA1537の313μg/plate

以上、代謝活性化した場合の S.typhimurium TA1535の625同/plate以上、代謝活性化 し

た場合の S.typhimuriumTA100、TA98の 1250同 /plate以上で認められた。

3. 復帰変異コロニー数

2回の本試験において、代謝活性化した場合の S.りア'himuriumTAI00、TA98において、

陰性対照値の 2倍以上となる用量依存的な復帰変異コロニー数が認められ、再現性を示した。

なお、陰性対照値の 2倍以上となる増加を示した菌株の各用量について比活性値を計算した

結果、本試験 1回目 の代謝活性化した場合の s.仰がmuriumTA98において、最大で

968Rev/mgとなり、強い変異原性を示した。

以上の試験結果より、本試験条件下において、アゾイック CC5は、細菌に対する遺伝子

突然変異誘発能を有する(陽性)と判定した。
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l 被験物質及び溶媒

(1) 被験物質

名 称

別 名

CAS番 号

ロット番号

構造式

純度

分子量

融点

常温における性状

安定性

保存方法

保存温度

保存場所

廃棄方法

T-0141 

被験物質及び被験連の調製

ナフトーノレAS-G

アゾイック CC5、4，4へBisacetoaceto-o・tolidide
91・96・3

。叫
H

97.5% 

380.44 

198.2't 

淡黄色粉末

通常の取扱い条件においては安定。なお、試験終了後の被験

物質について、製造元で分析をした結果、純度に変化がない

ことから成分に変性がないことが確認された。 (別添2)

冷暗所 ・密栓

保存期間包008.1.28---2008.3.25)中の実測温度:0.7"-'9.80C 

東京研究所被験物質調製保存室

試験終了後の残量は株式会社ボゾリサ}チセンター御殿場研

究所で焼却後、廃棄した。

なお、上記被験物質情報は、製造元からの情報による。

(2) 溶媒

名称

製造元

ロット番号

規格

保 存方法

保 存場所

DMSO 

和光純薬工業株式会社

WKF6984 

JIS規格試薬特級 99.0%以上

室温保存

東京研究所被験物質調製保存室

(3) 溶媒の選択理由

溶解性試験を実施した結果、本被験物質はホの 50mg/mL、アセ トンの 100mg/mLで

溶解せず、DMSOの50mg/mLでは溶解し、いずれも発熱、ガスの発生等の反応性も認め

られなかったため、 DMSOを溶媒として試験を実施した。

-7-
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2. 被験液の調製方法

(1)予備試験用被験液の調製

滅菌した調製用試験管に被験物質を電子天秤 (GR-120、株式会社ェー ・アンド ・ディ)

を用いて秤量し、その秤量値203.5mgに最高調製濃度の 50mg/mLとなるように諮煤量

を計算し、 4.070mLのDMSOを添加して溶解し、 50mgl皿Lの被験被を調製した。次い

で、 50mg/mLの被験液を公比 4で順次 6段階希釈し、50、12.5、3.13、0.781、0.195、

0.0488及び 0.0122mg/mLの計7濃度の被験液を調製した。なお、被験液の調製におい

て、発熱、ガスの発生等の反応性は認められなかった。また、被験液は、紫外線吸収膜付

蛍光灯下で用時調製した。

(2) 本試験 1回目用被験液の調製

滅菌した調製用試験管に被験物質を電子天秤 (GR-120、株式会社エー・アンド・ディ)

を用いて秤量し、その秤量値 247.1mgに最高調製濃度の 50mg/皿 L左なるように溶媒量

を計算し、 4.942mLの DMSOを添加して溶解し、 50mg/mLの被験液を調製した。次い

で、 50mg/mLの被験液を公比 2で順次 9段階希釈し、 60、25、12.5、6.25、3.13、1.66、

0.781、0.391、0.195及び0.0977mg/mLの計 10濃度の被験液を調製した。なお、被験

液の調製において、発熱、ガスの発生等の反応性は認められなかった。また、被験液は、

紫外線吸収膜付蛍光灯下で用時調製した。

(3) 本試験2回目用被験液の調製

滅菌した調製用試験管に被験物質を電子天秤 (GR'120、株式会社ェー ・アンド・ディ)

を用いて秤量し、その秤量値 315.5mgに最高調製濃度の 50mg/mLとなるように溶媒量

を計算し、 6.310mLのDMSOを添加して溶解し、 50mg/mLの被験液を調製した。次い

で、 50mg/mLの被験液を公比 2で順次9段階希釈し、 50、25、12.5、6.25、3.13、1.56、

0.781、 0.39~、 0.195 及び 0.0977 mg/mLの計 10濃度の被験液を調製した。なお、被験

液の調製において、発熱、ガスの発生等の反応性は認められなかった。また、被験液は、

紫外練吸収膜付蛍光灯下で用時調製した。

(4) 被験液の保存条件

被験液は用時調製とし、保存はしなかった。

試験材料及び民験方法

1. 獄験菌株

(1) 菌株の種類

次の 5種類の菌株を用いた。

塩基対置換型

S. typmmuriu.m. TAI00 

S. typhimurium TA1535 

E. coli WP2 uvrA 
フレームシフト型

s.の'PhimuriumTA98 
s.砂phimuriumTA1537 

-8-
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なお、菌株は国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部より 1997年 10月 9日に株式会社

ポゾリサーチセンター御殿場研究所で入手したものから、2005年7月21日に分与された。

(2)菌捺の選択理由

毒性試験法ガイドラインに準じて選択した。当該菌株は変異原性物質に対する感受性が高

く、細菌を用いる変異原性試験に最も一般的に使用されている。

(3) 菌株の保存及び解濠

入手した菌抹から継代して凍結保存した菌懸濁液を培養し、得られた菌懸濁液 8.0mL 

に対して、 DMSO(和光純薬工業株式会社、JIS規格試薬特級、ロッ ト番号 WKP5050、

官官F6984)を 0.7mLの割合で添加して、滅菌チュープに 300μLずつ分注し、 '70"C以

下の超低温フリーザ(三洋電機バイオメデイカ株式会社:MDF'192)で保存した(保存期

間中の実測温度 2007年 10月 J1日'"'-'2008年 3月 24日:-81........710C)。なお、使用する

際は室温で解凍し、使用後の残液は廃棄した。

S_砂rphimuriumTA98 

s.。少himuriumTAI00 

S. tYJヲhimuriumTA1535 

5抑 himuriumTA1537 

E coli WP2 uvrA 

(引菌株の特性検査

使用した菌株の凍結保存日

2007年 12月 19日

2008年 1月 25日

2008年 2月 14日

2008年 2月 14日

2007年 10月 11日

(3)の凍結保存菌株を用いて、アミノ酸要求性、膜変異 rfa特性、薬剤耐性因子 R-factor

プラスミド、紫外線感受性、菌増殖率、陰性対照値及び陽性対照値等の特性を検査し、そ

れぞれの菌株に特有の性質が保持されていることを確認して使用した。

S. typhimurium TA98 

S.砂?フhimuriumTAI00 

S. typhimurium TA1535 
S. f:JヨrJ.m・wuriumTA1537 

E coliWP2 uvrA 

2. 対照物質

(1) 陰性対照物質

使用した菌株の特性検査実施日

2007年 12月 19日.......2007年 12月 22日

2008年 1月 25日"'2008年 1月 28日

2008年 2月 20日"'2008年 2月 23日

2008年 2月 20日'"'-'2008年2月 23日

2007年 10月 18~ ""'2007年 10月 22同

被験物質の調製に用いた DMSOを陰性対照物質とした。

(2) 陽性対照物質

毒性試験法ガイドラインに準じて、以下の変異原物質を陽性対照物質とした。

-9-
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表 1 陽性対照物質}覧

陽性対照物質(略称) iロット番号 i純度(%)1保存方法

2-(2・Furyu・3-(5-nitro・2-fuη，1)acrylamide
99.5% 室温、遮光(AF-2) 

Sodium azide (SAZ) i SDL2565 I 99.8% I室温、遮光

2 -Methoxy-6-ch山 [3凶 0叫 yo i
aminopropylamimolacridine-2HCI(ICR-191) 534652 し/室温、遮光

2-Aminoanthracene (2M) i KLEnos9 i 966% 室温、遮光

Benzo[a]pyrene (B[a]P) f KLG2702 !叩1.0%I冷蔵、遮光

保存場所

製造元

(3) 調製方法

東京研究所微生物試験室

AF-2、SAZ、B[a]P及び2M:和光純薬工業株式会社

ICR-191 : Polysciences， Inc. 

AF-2、ICR-191、2AA及び B[a]Pは DMSO(和光純薬工業株式会社、 JIS規格試薬特

級、ロット番号 WKK3098、WKF6984)に搭解し、 SAZは注射用水(株式会社大塚製薬

工場、日本薬局方、ロット番号K7C76)に溶解し、 1.0mLずつ小分けして-20
0
C以下で凍

結保存した。なお、試験実施時に解凍して使用した。それぞれの調製濃度を表 2に示した。

表 2 陽性対照物質調製濯度一覧

代謝活性化しない場合 代謝活性化する場合
一 回

使用菌株 陽性対照 調製濃度 陽性対照 調製濃度

物質名 (μg/mL) 物質名 (μg/mL) 

s砂phimuriumTAI00 AF-2 0.1 (0.01) B[a]P 50 (5.0) 

ぷ typhimuriumTA1535 I SAZ 5 (0.5) 2M  20 (2.0) 

E. coli WP2 uvrA AF-2 0.1(0.01) 2AA 100 (10.0) 

sのrphimuriumTA98 AF-2 1 (0.0 B[a]P 50 (5.ω 

S typhimurium TA1537 I ICR'191 10 (1.0) B[a]P 50 (5.0) 

( )内の数値は、プレートに処理したときの処理用量 (μg/plate)を示す。

3. 猷薬

(1) S9Mixの調製方法

Cofactor-Iの lパイア/レに滅菌精製水を 9.0.mL加え、完全に溶解した後ろ過 CNalge

Nunc Int. 0.45μM : Lot No. 625844)滅菌し、 Cofactor.Iの 1パイアノレに対して 1.0mL 

の 89を加えて S9Mixとした。調製後、使用時まで冷蔵下で保存し、使用後の残液は廃棄

した。

1) S9 

名称

製造元

ロット番号

製造日

購入日

種・系統

89 

オリエンタノレ酵母工業株式会社

07113009 

2007年 11月 30日

2008年 1月 10日

ラッ ト・ SD系

-10ー



週齢 ・性

体重

誘導物質

誘 導 物 質

投与方法

投与期間及び投与量

保存場所

保存期間中の実測温度

2) 補酵索

名称

製造元

ロッ ト番号

製造日

購入日

保存場所

T-0141 

7適齢 ・雄

222_0:t 16.9g 

ブェノパルピター/レ(PB)及 び 5.6・ベンゾフラボン(BF)

フェノパノレピターノレ(PB)及び 5，6・ベンゾフラボン(BF)

腹腔内投与

PB4日関連続投与 :30+60+60+60 {mglkg体重)

PB投与3日目 BF投与 :80 (mglkg体重)

東京研究所被験物質調製保存室内超低温フ リーザ(三洋

電機バイオメディカ株式会社 :MDF-192) 

2008年 1月 10日.......2008年 3月 25日 :-81 "-'-7ft 

Cofactor-I 

オリエンタノレ酵母工業株式会社

999703 

2007年 10月 9日

2008年 2月 15日

東京研究所微生物試験室内冷蔵庫(冷凍 ・冷蔵庫 MPR

-211F:三洋電機バイオメディカ株式会社)

保存期間中の実測温度 2008年 2月 15日......2008年 3月 25日:2.0"'-'10.9"C 

3) S9Mixの組成 (lmL中)

水

S9 

MgCh 

KCl 

0.9 mL 

0.1 mL 
8.0μmollmL 

33.0 μmol/mL 

グノレコース-6-リン酸 5.0 

還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸(NADPH) 4.0 

J.lmollmL 

μmolJmL 

4.0μmolJmL 

トLmolJmL

還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド(NADH)
リン酸ナ トリウム緩衝液(pH7.4)

(2) 最少グルコース寒天平板培地。名 称 パイタノレメディアAMT-O培地

製造元 極東製薬工業株式会社

ロッ ト番号 DZL8CQOl (予備試験)

製造日

購入日

保存方法

保存場所

2) 使用寒天

名称

製造元

ロット番号

DZL92MOl (本試験 1回 目、 2回目)

DZL8CQOl : 2007年 12月 26日

DZL92MOl : 2008年 2月 22日

DZL8CQ01 : 2008年 1月 31日

DZL92MOl : 2008年 3月 7日

常温保存

東京研究所変異原性試験室

OXOID AGAR No.l 

OXOID LTD. 

994025・02

-11ー

100.0 



T-0141 

(3) ヱュートリエントブロス No.2倍養液

ニュートリエントプロス No.2を2.5wt%となるよう精製水で溶解し、オートクレープに

より滅菌処理 (121't、20分)を行い、調製した。調製後は使用時まで冷蔵で保存した。

名 称 ニュ)トりエントブロス No.2(Nutrient Broth No.2) 

ロット番号 464616 

製造元 OXOID LTD. 
保 存 方 法 室温保存

保存場所 東京研究所微生物試験室

(4) 0.1 molJLリン酸緩衝液 (pH7.4) 

O.lmol/L !Jン酸水素二ナト リウム水溶液に、O.lmollL!Jン酸二水素ナトリウム二水和

物水溶液を加えながら pH7.4に調整し、 O.lmolι リン酸緩衝液とした。これをオ)トク

レープにより滅菌処理(121CC、20分)を行った。調製後は使用時まで冷蔵で保存した。

1) 名 称 リン酸ニ水素ナトリワムニ水和物 (NaH2P04・2H20)

製造元 和光純薬工業株式会社

ロッ ト番号

保存 方法

保存場所

2) 名称

製造元

ロッ ト番号

保 存 方 法

保存場所

(5) トップアガ}

SDM1133 

室温保存

東京研究所微生物試験室

リン酸水素二ナ トりウム (Na2HP04)

和光純薬工業株式会社

EWM2400 

室温保存

東京研究所微生物試験室

以下に示す寒天を用いて、調製した軟寒天被 (0.6wt% Agar， 0.6 wt% NaCl)をオ}

トクレープにより滅菌処理(12I't、20分)した後、 S.typhimurium TA株では 0.5

mmol/Lの Dピオチン及び 0.5m皿ol/Lの L-ヒスチジン溶液を、 E.coli株では 0.5

mmolJLの L-トリ プ トファン溶液をそれぞれ 1/10容量となるように加え、調製した。調

製後は室温で保存し、使用時は電子レンジで溶解後、固化を防ぐため 45"Cの恒温槽で保

温ーした。

1) 名 称

製造 フE

ロット番号

保 存 方 法

保 存 場 所

2) 名称

製造元

ロット番号

保存方法

保存場所

3) 名称

製造元

ロット番号

Bacto Agar 

Becton， Dickinson and Company 

7060972 

室温保存

東京研究所微生物試験室

NaCl 

和光純薬工業株式会社

TSK1093 (予備試験)

TSF6861 (本試験 1回目、 2回目)

室温保存

東京研究所微生物試験室

D ピオチン

MP Biomedicals， Inc. 

3558H 

12-



保存方法 冷蔵保存、 遮光

保存場所 東京研究所微生物試験室

4) 名 称 L-ヒスチジン塩酸塩一水和物

製造元 和光純薬工業株式会社

ロット番号 EWQ6361 

保存方法 室温保存、遮光

保 存 場所 東京研究所微生物試験室

5) 名 称 L-トリプトファン

製造元 和光純柴工業株式会社

ロット番号 EWP0422 

保存方法 室温保存、遮光

保存場所 東京研究所微生物試験室

4. i式験方法

(1) 識別方法

1) 菌株の識別

以下に示す色のマ}カーで識別 した。

ぷ砂rphimω".iumTA100 青

8.のph.imω3・umTA1535 桃

E. coliWP2 uv.rA 茶

8.typhimun・umTA98 赤

S.砂'PhimuriumTA1537 緑

2) 濃度の識別

T-0141 

代謝活性化しない場合はr-J、代謝活性化する場合はr+ Jとし、これに続けて除性

対照(SolventControl)を fSCJ、陽性対照(PositiveControl)をrpCJ、被験物質処理

群を濃度の低い方から f1J、f2J、f3J・・ ・の番号を各蘭の色のマーカーで記載し、識

別した。

ω前培養

1) ニュートリエントブロス No.2培養液 10mLを入れた滅菌済みL字型試験管に凍結

保存菌株を解凍して得た菌懸濁液を S.typhim urium TA株では各 20μL、E.coli 

株では 10μL接種した。使用後の菌懸濁液は鹿棄した。

2) 各試験菌株を接種したL字型試験管を援盛恒温槽 (COOLBATH SHAKER ML-I0 

PU.6接続型、タイテック株式会社)にセットし、プログラム制御により前培養開

始まで4"Cの水浴中に放置(6時間 30分)した後、37"Cに上昇後 9時間前培養した。

3) 前培養終了時に培養液の吸光度をデジタル比色計(Miniphoto 518R、タイテック

株式会社)で測定した。なお、培養液は使用まで室混下に維持した。それぞれの菌

株の換算生菌数を表 3に示した。

-13-
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表 3 菌株の換算生菌数一覧

菌 株ー
菌 数(cells/mL)

予備試験 本試験 1回目 本試験2回目

s.のrphimuriumTA100 5.51 X 109 5.23X 109 4.96X 109 

8. typhimurium TA1535 5.04X 109 5.02X 109 4.87X 109 

E. coh"WP2 U毘 A 8.18X 109 8.09X 109 7.94X 109 

S. typhim山 7umTA98 6.21 X 109 5.91X 109 5.35X 109 

8. tjヲョhimuriumTA1537 3.07X 109 3.09X 109 3.11X 109 

(3) 本試験用量の設定

本試験の試験用量を設定するため、 50mg/mLの被験液を公比4で6段階希釈した計 7

用量(1.22，4.88， 19.5， 78.1， 313， 1250， 5000μg/plate)を用い、予備試験を実施し

た。なお、予備試験の結果を別表 1Iこ示した。

予備試験の結果、本被験物質処理による生育阻害は、代謝活性化しない場合の庄

のrphimuriu1IlTA株及び代謝活性化した場合の S.typhimuriu1Il TA1537の313μg/plate

以上、代謝活性化した場合の 8.typhim山ヨ，'umTA100、TA1535、TA98の1250μg/plate

以上で認められた。なお、代謝活性化した場合の S.tj伊himuriumTA100、TA98におい

て、用量依存的な復帰変異コロニー数が認められた。また、本被験物質によるプレー ト上

の沈殿は、代謝活性化しない場合の 313問 /plate以上、代謝活性化した場合の 5000

同Iplateで認められた。また、本被験物質による着色は、代樹活性化の有無にかかわらず、

いずれの用量においても認められなかった。

このため本試験の試験用量は、代謝活性化しない場合の S.typhimurium TA株及び代

謝活性化する場合の S.typhimuriu1Il TA1537については 313μg/plate、代謝活性化する

場合の 8.typhimurium. TA1535については 1250μgJplateをそれぞれ最高用量として、以

下公比 2で 5段階希釈した計 6用量を設定した。また、代謝活性化の有無にかかわらず

E. coliWP2 u町公については 5000μgfplateを最高用量として、以下公比2で4段階希釈

した計 5用量を設定した。なお、代謝活性化する場合の S.typhimudum TA100、'l'A98

については、用量依存的な復帰変異コロニー数の増加が認められたため、 5000同lplate

を忌高用量として、以下公比 2で7段階希釈した許 8用量を設定した。

(4) プレー ト数

被験物質処理群、陰性対照及び陽性対照処理群について、予備試験ではそれぞれ 2枚、

2回の本試験ではそれぞれ 3枚のプレートを用いた。

(5)試験操作(プレインキュベーション法)

1) 滅菌した小試験管に調製した被験液、溶媒文は陽性対照溶液を O.lmL入れ、これに

代謝活性化しない場合は 0.1mol/L !1ン酸緩衝液 (pH7.4) 0.5 mLを、代謝活性化

する場合はS9Mix 0.5 mLを加えた後、 それぞれの小試験管に各菌株の培養液0.1

mLを加えた。

2) 小試験管を撹枠後すぐに 37tで 20分間振塗しながらプレインキュベーションし、

これに 45<>Cに保温されている トップアガーを 2.0mL加え撹枠後、最少グ、ノレコース

寒天平板培地に均一に重層した。

A
吐
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3) 無菌試験として、調製した最高用量の被験被 0.1mL及び調製した S9Mix0.5 mL 

をそれぞれ小試験管に取り、 これにト ップアガ ーを 2.0mL加えた後に最少グル

コース寒天平核培地に均ーに重層した。なお、これら 1)'"3)の一連の操作は、紫外

線吸収膜付蛍光灯下で実施した。

4) 最少グルコース寒天平板培地に重層したトップアガーが固化したことを確認し、最

少グノレコース寒天平板培地を逆さにしてインキュベータに入れ、 37"<:で予備試験で

は 49.5時間、本試験 1回目では 49.5時間、本試験 2回目 では 48.5時間培養した。

5) 培養後、プレート上の被験物質による沈殿及び着色を確問、した結果、代謝活性化し

ない場合の 156Ilgfplate以上、代謝活性化した場合の 2500問 fplate以上で沈殿が

認められたため、 目視による計数を行った。なお、陽性対照のみ自動コロニーカウ

ン タ (コロニ}アナライザーCA-llD systems、システムサイエンス株式会社)を

用いて計数 (面積補正、補正値 :1.21)した。また、実体顕微鏡を用いて生育限害

の有無を観察した。

5. 判定基準

被験物質処理群の復帰変異コロニー数が自然復帰変異コロニー数(陰性対照値)に対して

2倍以上となる増加を示し、用量反応性及び再現性が認められた場合あるいは明確な用量反

応性を示さない場合であっても自然復帰変異コロニー数の 2倍以上となる増加を示し、2回

の本試験で再現性が認められた場合に陽性と判定するこ ととした。なお、 測定結果について

は、平均値土標準偏差も併せて記載した。

鼠験結果及び考察

1. 試験結果

試験の結果を別表 1"'5及び図 1'"10に示した。また、比活性値を別表 6""8に示した。

なお、図は別表2、3より作成した。

(1) 培養終了後の観察結果

本被験物質によるプレー ト上の沈殿は、代謝活性化しない場合の 156μg/plate以上、代

謝活性化した場合の 2500問lplate以上で認められた。また、本被験物質による着色は、

代謝活性化の有無にかかわらず、いずれの用量においても認められなかった。なお、実体

顕微鏡を用いて菌に対する生育阻害を観察した結J果、代謝情性化 しない場合の S.

0少himuriumTA1537の 166μg/plate以上、代謝活性化しない場合の S.typhimuri・um

TA100、TA1535、TA98及び代謝活性化した場合の S.砂phimuriumTA1537の313μgl

pla旬以上、代謝活性化した場合の 」まり'PhiIlJ.llriumTA1535の625μg/plate以上、代謝活

性化した場合の S.typhimurium TA100、TA98の 1250μg/platc以上で歯の生育阻害が認

められた。

(2) 復帰変異コロエー数

代謝活性化した場合の So少おimun"umTAI00、TA98において、陰性対照値の 2倍以

上となる用量依存的な復帰変異コロニー数が認められ、再現性を示した。

"。
噌
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(3) 試験系の成立条件

陽性対照値がそれぞれの菌株の陰性対照値に比較して 2倍以上となる復帰変異コロニー

数の増加を示し、陰性対照値及び陽性対照値の復帰変異コロニー数の平均値が背景デ、ータ

の管理限界(平均値:i:3SD:別添 1)内であり 、無菌試験及び試験操作において雑菌の混

入などの異常も認めちれなかったため、試験が適切に実施されたものと判断した。

2. 考察

2回の本試験において、代謝活性化した場合のs砂?フllImuriumTAI00、TA98において、

陰性対照値の 2倍以上となる用量依存的な復帰変異コロニー数が認められ、再現性を示し

た。なお、陰性対照値の 2倍以上となる増加を示した菌株の各用量について比活性値を計

算した結果、本試験 1回目の代謝活性化した場合の S.typhimurium TA98において、厳

大で 968Rev/mgとなり、強い変異原性を示した。

以上の試験結果より、本試験条件下において、アゾイック CC5は、細菌に対する遺伝

子突然変異誘発能を有する(陽性)と判定した。
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(別表1)

話験結果表(予備試験)

被E食物留の名称:アゾイック CC5 No. T-0141 

諒験実施期間 2008年2月25日より 2008年2月28日

代謝活性 被験物質 復帰変異数(コロー一数/プレート)

化系の の湾量 塩基対置換型 フレームシフト型
有無

S9Mix 
(ー)

S9M以

(+ ) 

S9Mix 
を必要

陽 としな

性 いもの

対 S9Mix 
照 を必裏

とする
もの

(備考)

{μdプレート) TA100 γA1535 WP2u附 4

陰性対鰻 94 6 13 
(DMSO) 110 ( 102) 9 20 17 ) 

95 12 21 
1.22 109 ( 102) 6 9 ) 12 17 ) 

108 14 17 
4_88 112 ( 110) 5 10 ) 19 18 ) 

118 13 19 

19.5 101 ( 110) 7 10 ) 18 19 ) 
96 8 22 

18.1 98 97 ) 5 12 
83・ 8傘 16 

31311 111・( 97 ) 6・( 7 ) 11 14 ) 
85・ 15傘 13 

1250# 99・〔 92 ) 6*( 16 
75 * 7 * 13 

思"XJO# 108・( 92 ) 7 * ( 24 19 ) 

陰性対照 163 17 20 
(DMSO) 167 ( (65) 17 { 17 ) 18 19 ) 

173 17 14 

1.22 138 ( 156) 17 17 ) 22 18 ) 
155 20 25 

4.88 112 ( 134) 19 20 ) 9 17 ) 
144 12 15 

19.5 166 ( 155) 16 ( 14 ) 18 17 ) 
137 14 17 

18.1 145 ( 141) 8 18 18 ) 
191 12 25 

313 184 ( (88) 13 19 22 ) 
298・ 13* 21 

1250 310傘( 304) 18 • ( 15 18 ) 
342・ 8 • 13 

5∞0# 293 • ( 318) 17・( 13 ) 20 17 ) 
名 称 AF-2 SA2 t.F-2 

期t(μBfJIr-ト) 0.01 0.5 0.01 

JD.:.ー鍛n-Ir-ト
506 298 76 
552 ( 529) 306 ( 302) 88 82 ) 

名称 B(a]P 2M 2M 

用量(μダプレート) 5.0 2.0 10.0 
787 338 1027 

コaニー数fプIrト
862 ( 825) 326 ( 332) 1183 ( 1105 ) 

AF-2 :2-(2ーフリル)-3-(5ーニトロー2ーフリル)1'Jリル7ミド
SAZ :7シ.~ヒナトリウム

1CR-191 : 2-/-トキンー6-~ロロート[3ー{2-何日工子M7::1iロピ1~7ミノ)7?リシ'/'2HCI
2AA :2-1~1lントラセン

B[a]P :へ.ンγ[a]t'レン

*被験物質による生育阻害が認められたことを示す。

が:被験物質の沈趨が認められたことを示す。

( )肉は、 2枚のプレートの平均値を示す。

TA98 TA1537 
26 6 
27 27 ) 11 9 ) 
25 9 
33 29 ) 9 9 ) 
21 8 
21 21 ) 5 7 ) 
22 10 
29 26 ) 7 9 ) 
34 8 
26 30 ) 4 6) 

30 • 9寧

16・( 23) 6・( 8 ) 
18・ 8・

22 • ( 20 ) 7・( 8 ) 
14・ 5・

16・( 8・( 7 ) 
54 9 
53 54 ) 11 10 ) 
68 10 
63 66 ) 6 8 ) 
49 6 
53 51 ) 10 8 ) 
76 B 

88 82 ) 6 7 ) I 
120 6 
132 ( 126) 9 8 ) 
270 .5 * 
270 ( 270) 11・(

390・ 7・

381・(386) 16事( 12 ) 
464・ 8・

337・(401) 5・( 7 ) 
AF-2 ICR-191 
0.1 1.0 

459 1677 
448 ( 454) 1476 ( J 577 ) 
B[a]P B[a]P 
5.0 5.0 

315 131 
292 ( 304) 126 ( 129) 



0.I1J52) 

試験結果表(本試験 1回目:-S9Mix)

準監物質の名軍事;_TJ_イ立2wi No. T-0141 

斌放実施期間 2∞S年3月10日より 2α)9.$31'113日

代R4活性 彼量書物質 復帰変異教(コロニー数/プレート)

化有系無の の用量 A匝基対置換型 フレームシフト型

S9MI~ 
{ー)

繊 S9Mix 
性 をlO長
対 とし怠
照 いもの

{爾考j

〈阿プトト) TA100 TA153S 

除後対照
118 7 

127 7 
ωMSO) 

IJ6 ( 120会 主日} 16 ( 10* U)  

126 14 

120 16 

V7  127 ( 124土 18) 5 ( 12全 5.9) 

126 14 

127 12 

19.5 101 ( 118企 14.7) 13 ( 13:% 1.0) 

114 13 

125 9 

39.1 111 ( 117金 7.4) 20 ( 14土 5品}

122 12 

11l 12 

18.1 1臼 【 116土5.2) 9 ( 11土 1.7) 

116 6 

123 12 

156畢 145 ( 128:: 15.1 ) I‘ ( 11:!: 4.2) 
115・ 9・

ロ7・ 7・

31311 136・【 126:: lo.s ) 9・t 事念 1.2・1

625車 NT Nr 

125011 NT NT 

25∞H NT Nr 

50∞草 NT NT 

名称 AF・2 ST:Z. 

用量(1W7'Lr-ト) 0.01 0.5 

621 22J 

3日ニー勉刀"¥，-ト 569 220 

5“ ( 5脳会31.6 ) 240 (Z28土 ]Cl8 ) 

AF-2 
ST:Z. 

:2ベ2・71JA←3ベ5・ニトロー2-)IJ品，)7")凡，nr

:アシiヒすトリウム
ICR・191 :2・メトキトs.-，目Iト9-[3・{忌・9日I立予防7ミJプロピJ1.nl]7~f.ン〉・ 2HCI

# :後険物質のi:t裁が，j!められたことを示す.

ト被験物賓の生育阻害がaめられたことを示す.

NT: i;tg重せず.
( )肉1主、3敏の平勾飽及びt=iJ.錨霊を示す.

WP2tMA TA98 TAI537 

42 12 9 

27 1Z 9 

32 ( 34全 7.6I 13 ( 14会 3.2) 5 ( 8金 23) 

18 7 

15 6 

NT 22 ( 18全 3.5) 2 ( 5企 2.6) 

19 E 

14 B 

NT 21 ( J&土 3.6) ， ( 7土1.7) 

20 9 

19 10 

NT 13 ( 17士 3.8) 』日( 10:1: 0.6) 

17 6 

20 8 

NT 14 ( 17土 3.0) S ( 6土1.5)

14 6・

17 1・

NT 20 ( 17企 3.0) 7・{ 5:1: 2.6) 

28 19・ 10・

:2'‘ 14・ 10・

39 ( 30:1: 7.8) 19・( 17土 2.9) 7・t 9:1: 1.1) 

30 

22 

49 ( 34ま 13.9) N'f NI 
:28 

30 

22 ( 27:1: 4.2) NT NT 

33 

32 

33 ( 33ま 0.6) NT NT 

29 

15 

:24 ( 23会 7.1) Nr Nr 
AF-2 AF'駒 2 ICR・191

0.01 0，1 1.0 

79 564 2052 

71 5s3 l~活5

飽 ( 79:t 8.S 540 (562土21.5 ) !9C泊(I!話9土77，0 )1 



{別表3)

試験結果 表(本試験 1回目:+S9Mix)

後盛物質の名毒事:アゾイ哩タC国 No. T-D141 

Sitl童実施期間 2ωs年3月108 より袋路S年3月138

値段物質 復鎗変異数(コロー一教Jプレート}
代化有餅系活無の性 の用量 鐘基対置換~ フレームシフト愛

(_""プトト)

S9Mix 
(+) 

陽 S9Mix 
性 を~、1(
対 とする
照 もの

TA1∞ TAl535 

陰性対照
125 10 

143 J7 
ωMSO) 

l34 ( 134全 90) 14 ( 14-土 3.5) 

阜77 NT NT 

19.5 NT NT 

125 6 

143 13 

39.1 155 ( 141，j， 15.1 ) 14 ( 11全 4.4) 

157 6 

159 9 

78.1 159 ( 158，j， 1.2) 11 ( ヲ全 2.5 .) 

lω 11 

169 7 

156 190 ( 176傘立1) ロ ( 10土 3.1) 

泣3 13 

176 16 

313 188 ( 196 * 24.4 ) ロ C 14土 1.7)

22J 11・

2z3 15・

625 214 (220企 52) 10・{ 臼土2.6) 

217・ 14・

214・ 12・
1250 248・(226ま 18.8) 12・( 13土 1.2) 

3∞ ・
288 • 

25∞ 再 291!・(295企 6.4) NJ 

298 • 
295 • 

5000 11 311・(301全世5) NT 

各祢 8(o]P 2M 
m.(岬フt，-+> 5.0 2.0 

873 337 

JIl:-数fコ"v-ト 862 275 

886 ( 874'! 120 ) 324 ( 312*32.7 ) 

2M :2・7ミJl'.Jトラセ〉
8(..}P :，，';..γ[8]ヒ1レン

#:彼緩物質の沈澱が緩められたことを去す.

・:被験物質の生育阻書拍唱められたことを示す.
l'-rr:銭厳せず.

( )肉Iま.3枚の平IS，J値及lFt軍司匝偏釜を示す.

'M"2lM'A TA98 TA1537 

44 24 12 

28 58 IS 

3s ( 36去 &.0) S6 ( 46全 19.1) 13 ( 13圭1.5)

5 

10 

N'r NT 10 ( 罰金 2.9 ) 

官h

12 

Nr Nr 12 ( 11金 2.3) 

73 10 

74 10 

Nr 53 ( 67全 11.8) 15 ( 12，を2.9) 

関 9 

106 11 

NT 118 ( 105土 14.0) 6 ( 9士2.5) 

I釘 E 

206 9 

Nr 193 ( 197ま 7.5) 9 ( P企 0.6) 

3ヲ 209 12 • 
23 264 12 • 

19 ( 29土 10.0) 219 (231念 29.3) 11・( U企 0.6) 

29 305 

20 263 

37 ( 29念 8.}) Z4U (269:1: 33.0 ) NT 

23 420・

23 376・

23 ( 23ま 0.0) 385・(394ま 23.2) NT 

31 473・

38 461・

29 ( 33会 4.7) 417・(45U，j， 295 ) NT 

21 470・

26 454・

27 ( お 土 3.2】 S79・( 501:1: 68.0 ) NT 

2M B[o]P B[o]P 

10.0 5.0 5唱。

1139 337 104 

1129 322 107 

1120 (1129土9.5 ) 323 ( 327法制 106 ( 106会1.5 ) 



〈別委4)

試験結果表 ( 本 誌 験 2回目:-S9Mix)

後験物質の名称:アゾイックCC5 No. T-Q141 

総厳実能錫問 2()(渇年3.F124白より 2α苅年a周27臼

代術活性 鮫般物質 復帰変異数{コロニー敏fプレート〕

ft系の の開量 t.I&対置袋裂 フレームシフト裂
有無

S9Mix 
{ー}

婦 S9Mix 
性 を必要
対 としな
照 いもの

(扇再

〈凶71r-1-) TA100 TA1535 

陰性対照
9喧 9 

(DMSO) 
103 10 

106 ( .1ω 土4.0) 8 ( 9本1.0) 

113 10 

104 ? 

9.n 1ω(  1ω土4.5) 11 ( 9~ 2.1 ) 

98 ? 

116 】l

19.5 115 ( 110ま 10.1) 12 ( J() '" 2.6) 
112 9 

110 11 

39.1 112 ( 111ま 1.2) 9 ( l()企1.2) 

9s 10 

107 12 

7al 97 ( 1∞"'制』 11 ( 11企 1.2) 

107 13 

105 7 

156.11 101 ( 104企 3.1) 6 ( 9金 H)

112・ 9・

77・ 6・
313 .~ 118・( 102= :22.1 ) 11・( 9念 2.5) 

625 ;tI NT NT 

1250 ;tI NT NT 

25ω が NT NT 

50∞揖 Nl' NT 

各事事 AF-2 SAZ 

用霊{μdコ~I-) 0.01 o.s 
548 335 

ヨ位--M'トト 514 3~ 

5∞ ( 521 * 24.7 ) 307 ( 323左 15.!) ) 

AF-2 
凱 Z

JCfH91 

:針2ーフリルト3・(5-.ニトロ-2'-フリル.)7')リ11，1ミド
:7シit;ナトリウム
:2一外キト6サロル9-[3-{2サ図工刊)7ミノプロピJl，n/]7~リシシ2HCI

tI :被験物質の沈泌が認められたことを示す.
・:欄宝物賓の生育庖容が思められたことを示す.

NT:訟草食ぜず.
( )内Iま‘ S枚の平均値及び標準偏差を示す。

YlP2wrA TA9S TA1537 

15 17 5 

17 19 10 

lヲ( 16"， 1.2) 26 ( 21 ~ 4.7) 13 ( 9 ~ ..0) 

26 4 

16 4 

m IS ( 19土 6.1) 8 ( 5土 2.3) 

24 5 

27 6 

NT 2S ( 25会 1.5) 7 ( 6企 1 .0) 

21 ? 

25 3 

NT 22 ( 23 '" 2.1) 7 ( 6土 2.3) 

25 3 

25 3 

NT 20 ( 23企 2.9) 16 ( 7，J， 7.5) 

18 10・

25 6・

NT 2J ( 21会 3.5) 5・{ 7念 2.6) 

19 21・ 7・
18 25・ 4・
:21 ( 19企 1.5) 17・( 21会 4.0) 13・{ S会 .f.G)

:20 

12 

19 ( 17企 ιA) NT NT 

15 

:20 

ロ ( 16企 4.0) NT NT 

13 

16 

16 ( 15.* 1.7 ) Nf NT 

11 

16 

9 ( 12* 3.6) Nl' NT 

AF-2 AF由 Z IC除 191

0.01 0.1 1.0 

7s S02 1902 

63 511 1994 

6s ( 68*6.. 482 _( 498企 14.8 ) は87 (1928土57.9 ) 



aa署長5)

試験結果表(本試験 2回目:+S9Mix)

-盆晶_A凶‘ :アゾイックCC5 No. T-Ol41 
Sま除実施期間 2∞s年3月24日より 2α)6年3周27臼

銭Z書物質 復帰変典型!l(コロ一一数/プレート]
代化目射系活の性

の用量 1:1&対霊祭霊 フレームシフト墾
有無

S9Mix 
(+) 

，. S百Mix
性

をと必す要る
対
照 もの

a 中 ‘

(~IOプむート}
TAl∞ TAI535 

陰性対照
114 7 

α)MSO) 
13Q 14 

107 【 117全 11.8】 10 ( 10:!: 35) 

9.71 'NT NT 

19.5 NT Nr 
141 s 
144 9 

39.1 174 ( 153盆 18.2) J( ( <):!: 1.5) 

162 13 

154 10 

70.1 172 ( 163念宣o) 16 ( 13企 3.0) 

1Iゆ 12 

207 13 

156 195 ( 200土 61) IS ( 13まL5)

226 11 

185 12 

313 227 ( 213土 24.0) 7 ( 10:!: 2.6) 

210 14・
232 5・

625 232 (22S"， 12.7 ) 14・( 11 ~ 5.2) 

3ω ・ 12・
272・ IS・

1250 329・(3Q3企 2119) 9・( 12企 3.0】

373・

346・

25∞s 314・{泌4企 15.9) Nr 
356・
366・

50∞a 345・(356全 10.5) NT 

名称 8[.)P 2M 
1照量t凶コトト} 5.0 2.0 

m 
3‘5 

コロニー数n'←+ 748 323 

782 ( 769ま 18.4 ) 333 (334土 11.0 ) 

泊 A :2-7;17ントヲセ〉
6[a]P ーへ・刀"[，，)t'レン

11: :徴験物質の沈J!が認められたことを示す.

・:敏感物質のさ主膏隠容がaめられたことを示す.
げr:銭験せず.

( )肉l志、 3枚の平幼飽及ぴ線準備f!を示す。

WP2uvr~ TA98 TA1537 

12 50 1J 

11 31 17 

~ (_I~_B__) 40 ( 40:!: 9.5) 9 ( 12ま 4.2) 

1I 

13 

NT Nf 10 ( 11土I.S)

12 

6 

Nr Nf 7 ( 8:!: J.2) 

70 11 

48 17 

N'r 70 ( 63土 12.7) 16 ( 15企3.2)

113 13 

110 15 

NT 87 ( 103"， 14..2 ) 12 ( 13:!: I.S)1 
162 9 

145 12 
?、rr 143 ( 150土 10.4) 10 ( 10土 IS ) 

29 182 21・
22 210 11・
18 ( 23.1 5.6) 168 ( 187土 21.4) 6・( 13ま 7.6) 

24 225 

23 240 

19 ( 22ま 2.6) 188 (218土 26.8) Nf 
22 288・
13 339・
16 ( 17企 4.6) 322・( 316会 26.0) NT 

19 382・

21 375・
26 ( 22ま 3.6) 278・(345土 58.1) NT 

19 429・
21 520・

111 ( 19:!: I.S) 527・(492企 54.7) NT 

2M B[.]P 同，，)p

10.0 5.0 5.0 

120:5 333 104 

1093 303 97 

1182 (II~主将2 ) 333 ( )23ま 17.3 ) 93 ( 98ま5.6 ) 
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図 1

用量反応曲線 (TAI00:-S9Mix)
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図 2

用量反応曲線 (TA1 OO:+S9Mix) 
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図 3

用量反応曲線 (TAlS3S:-S9Mi的
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図 4

用量反応曲線 (TA1535 :+S9Mix) 
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用量反応曲線 (WP2uvrA:・S9Mix)
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図 7

用量反応曲線 (TA98:-S9Mix)
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図 8

用量反応曲線 (TA98:+S9Mix)
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図 9

用量反応曲線 (TA1537:ーS9Mix)
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図 10

用量反応曲線 (TA1537:+S9Mix)
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