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要約

2ークロロフェノールについて， Salmonellatyphimurium TA98, TAIOO, TA1535, TA1537お

よびEscherichiacoli WP2uvrAの 5菌株を指標とする復帰変異試験を実施した．

予備試験を 5000,1250, 313, 78.1, 19.5, 4.88, 1.22 μg/7° レートの 7用量で実施した結果， S9

mixの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加は認められなか

ったまた， S9mix非共存下および共存下の TAIOO,TA1535では 1250μg/7゚レート以上で，

WP2uvrA, TA98, TA1537では 5000μg/7゚ レートで菌の生育阻害が認められた． この結果をも

とに本試験では， S9mix非共存下および共存下の TAIOO,TA1535は2500~39.1μg／プレート

（公比 2)の7用量を， WP2uvrA,TA98, TA1537は 5000~156μg/7゚レート（公比 2)の 6用量を

それぞれ設定した．

2回の本試験の結果， S9mixの有無によらず，いずれの菌株においても陰性（溶媒）対照

値の 2倍以上を示す復帰変異コロニー数の増加は認められなかった．

以上の結果から， 2-クロロフェノールは細菌を用いる復帰突然変異試験において変異原

性を有さない（陰性）と結論した．
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材料 お よ び 方 法

1. 試験物質

1.1被験物質

から提供された 2ークロロフェノール(CAS番号 95-57-8, ロット番

号 純度 99.49%)は，使用時まで室温に密栓して保存した．被験物質は下記

の構造式および分子量を有する水に 2.71％溶解，ジメチルスルホキシドおよびアセ

トンに易溶の白色または淡褐色液体である．

構造式：

&CI  

分子量： 128.56

不純物：フェノール 0.18 % 

2, 4—ジクロロフェノール 0.32 % 

1.2対照物質

陰性（溶媒）対照物質および陽性対照物質として，以下のものを用いた．

対照物質名 略称 入手先 nット番号 純度（％）

陰性対照
ゾ粁9レス紘キシド DMSO 関東化学閥 912S1784 99.7 

陽性対照
2-(2-7リJlt)-3-(5-ニトri-2-7リJlt) AF-2 和光純薬工業閥 PTQ1296 98.8 
アクリルアミド
アシ` 化ナトリ松 NaN3 和光純薬工業隊 KWE6685 96.5 
N喜JV-N’ーニトn-N—ニト nゾゲアニゾン ENNG Sigma Chemical Company 56F-3651 99.0 
9ーアミ）アクリゾン塩酸塩 9-AA S和ig光ma純C薬hem工i cal Company 80F-0186 99 
2-アミ）アントラセン 2-AA 業隊 TWH2355 98.0 

2. テスト菌株 1) 2) 

2.1テスト菌株

カリフォルニア大学 より 1983年 5月 27日に入手した Salmonella

typhimurium TA98, TAIOO, TA1535, TA1537および東京大学医科学研究所 よ

り1985年 10月 14日に入手した Escherichiacoli WP2uvrAの 5菌株を用いた．
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これら菌株の遺伝的特性は以下のとおりである．

付帯突然変異
検出可能な

菌 株 変異遺伝子
DNA修復 膜変異 R因子 突然変異型

TA98 hisD uvrB rfa pKMlOl フレームシフト
TAlOO hisG uvrB rfa pKMIOl 塩基対置換
TA1535 hisG uvrB rfa 塩基対置換
TA1537 hisC uvrB rfa フレームシフト
WP2uvrA trpE uvrA ＋ 塩基対置換

2.2 特性検査

各テスト菌株のアミノ酸要求性，紫外線感受性，膜変異，薬剤耐性などの遺伝的特

徴を事前に調べ，これらの特性を備えた菌株を用いた．

2.3保存方法

液体完全培地中に 37℃で 8時間振盪培養した各菌懸濁液 4mlに対し， 0.35mlの

割合でDMSO（関東化学聡， nット番号 912Sl784)を加えた．これを 200μlずつ小分け

してドライアイス・アセトン中で急速凍結し，超低温槽で -80℃以下に凍結保存した

ものを使用した．

2.4菌懸濁液

凍結保存した菌懸濁液を解凍後， 20μIを液体完全培地 10mlに接種し， 37℃で

8時間振盪培養した．培養終了後の菌懸濁液は，濁度計を用いて菌濃度を測定し，各

菌株共に生菌数が 1x 109/ml以上であることを確認した．

3. 培 地

3.1液体完全培地

精製水 llに対し，ニュートリエントブロス (OxoidNutrient Broth No.2, Unipath社，

nット番号 02859365) 25 gの割合で溶解し，オートクレーブ滅菌(121℃,15分間，以

下同様）した．

3.2最少グルコース寒天平板培地

クリメディア AM-N培地（オリエンタル酵母工業隊，ロット番号 ANIOOBO)を購入し，

使用した．

3.3 トップアガー

精製水 100mlに対して，粉末寒天(Bacto-Agar, Difeo社， nット番号 80050AJB)0.6 g, 
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塩化ナトリウム 0.5gの割合で加え，オートクレーブ滅菌し完全に溶解した．その後，

あらかじめ調製しておいた 0.5mM Dービオチン， 0.5mM Lーヒスチジン混合水溶液

（サルモネラ用）または 0.5mM  L—トリプトファン水溶液（大腸菌用）をそれぞれ1/10

量添加した．使用時まで約 45℃に保温した．

4. S9 mix 

4.1 S9 

フェノバルビタール(1日目 30mg/kg, 2日目以降 60mg/kgを 3回腹腔内投与）と

5,6ーベンゾフラボン(3日目に 80mg/kgを 1回腹腔内投与）で酵素誘導した SD系雄ラ

ット肝由来S9（キッコーマン閥， nット番号 RAA-395: 1998年 12月 11日製造）を購入

し，使用した．使用時まで -80℃以下で保存した．

4.2 S9 mix 

S9 mix I mlあたり以下の組成で調製し，使用時まで氷中に保存した．

5. 試験方法 3)

S9 
塩化マグネシウム六水塩
塩化カリウム
D —グルコース 6 ーリン酸
f3 -NADPH 
{3 -NADH 
ナトリウムーリン酸緩衝液(pH7.4) 
滅菌精製水

5.1被験物質溶液および陽性対照物質溶液の調製

0.1 ml 
8 μmol 

33 μmol 
5 μmol 
4 μmol 
4 μmol 

100 μmol 
残量

溶媒検討の結果， 50mg/mlの濃度で水に不溶， DMSOに溶解したため，溶媒には

DMSOを用いた．被験物質を所定濃度でDMSOに溶解し，これを同じ溶媒を用いて

希釈して各用量の被験物質溶液を調製した．

陽性対照物質のNaN叶ま注射用水（閥大塚製薬工場，ロット番号K8G77)に，その他は

DMSO（関東化学（桐， nット番号912S1784)に溶解した．

5.2被験物質用量

予備試験を 5000,1250, 313, 78.1, 19.5, 4.88, 1.22 μg/7゚レートの 7用量で実施した結果，

S9 mixの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加は認め

られなかった．また， S9mix非共存下および共存下の TAlOO,TA1535では 1250μg/ 
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プレート以上で， WP2uvrA,TA98, TA1537では 5000μg/7゚ レートで菌の生育阻害が認めら

れた．この結果をもとに本試験では， S9mix非共存下および共存下の TAIOO,

TA1535は2500,1250, 625,313, 156, 78.1, 39.1 μg/7° レートの 7用量を， WP2uvrA, TA98. 

TA1537は5000,2500, 1250, 625, 313, 156 μg/7゚レートの 6用量をそれぞれ設定した．

5.3復帰変異試験

試験はプレインキュベーション法で実施した．

滅菌した試験管に被験物質溶液を 0.1ml, 0.1 Mナトリウムーリン酸緩衝液(pH7.4) 

を0.5mlおよび菌懸濁液を 0.1ml加え， 37℃で 20分間振盪培養した． S9mixを共

存させる場合には， 0.1Mナトリウムーリン酸緩衝液の代わりに S9mixを0.5ml添

加した．プレインキュベーション後， トップアガー 2mlを上記の混合液に加え混和

し，最少グルコース寒天平板培地上に重層した．重層したトップアガーが凝固した後，

37℃で48時間培養した．

実体顕微鏡を用いて菌叢の生育状態を観察し，被験物質による菌の生育阻害の有無

を調べた後，目視により被験物質の沈殿の有無を確認した．プレート上の復帰変異コ

ロニー数を自動コロニーカウンターで計測した．予備試験は各用量につき 1枚のプレ

ートを使用した．本試験は各用量につき 3枚のプレートを使用し，再現性を確認する

ため 2回実施した。

陰性（溶媒）対照物質および以下の陽性対照物質についても同様に実施した．

菌 株 S9 mix非共存下 S9 mix共存下
(μg/7゚レート） (μg/7゚レート）

TA98 AF-2 0.1 2-AA 0.5 
TAlOO AF-2 0.01 2-AA I 
TA1535 NaN3 0.5 2-AA 2 
TAl537 9-AA 80 2-AA 2 
WP2uvrA ENNG 2 2-AA 10 

5.4無菌試験

最高用量の被験物質溶液または S9mixをトップアガーと混和し，最少グルコース

寒天平板培地上に重層し，雑菌の混入がないことを確認した．
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5.5試験結果の判定

いずれかの試験菌株で， S9mixの有無によらず，被験物質用量の増加にともなっ

て復帰変異コロニー数（平均値）が陰性（溶媒）対照値の 2倍以上に増加し，さらにその

増加に再現性が認められる場合に，当該被験物質は変異原性を有する（陽性）と判定し

た．その他の場合は陰性と判定した．試験結果の判定には統計学的手法は用いなかっ

た．
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結果

予備試験の結果を表 lに，本試験の結果を表 2,3および図 l~10に示す．

予備試験を 5000,1250, 313, 78.1, 19.5, 4.88, 1.22 μg/7° レートの 7用量で実施した結果， S9

mixの有無によらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加は認められなか

ったまた， S9mix非共存下および共存下の TAlOO,TA1535では 1250μg/7゚レート以上で，

WP2uvrA, TA98, TA1537では 5000μg/7゚ レートで菌の生育阻害が認められた． この結果をも

とに本試験では， S9mix非共存下および共存下の TAIOO,TA1535は2500~39.1μg/7゚レート

（公比2)の7用量を， WP2uvrA,TA98, TA1537は 5000~156μg/7゚レート（公比 2)の6用量を

それぞれ設定した．

2回の本試験の結果， S9mixの有無によらず，いずれの菌株においても陰性（溶媒）対照

値の 2倍以上を示す復帰変異コロニー数の増加は認められなかった．また， S9mix非共

存下および共存下の TAlOO,TA1535では 1250μg/7゚レート以上で， WP2uvrA,TA98, TA1537 

では 2500μg/7゚ レート以上で菌の生育阻害が認められた．

考察およ び結 論

S9 mix非共存下および共存下において陽性対照が各菌株に誘発した復帰変異コロニー

数は，各菌株の陰性対照の復帰変異コロニー数と比較して，明らかに 2倍を超えて増加し，

陽性の結果を示した．また，最高用量の被験物質溶液および S9mixについて行った無菌

試験の結果，試験の成立に影響を及ぼすような菌，カビ等の発育は認められなかった．

以上の結果から， 2-クロロフェノールは細菌を用いる復帰突然変異試験において変異原

性を有さない（陰性）と結論した．

なお，類似化合物の細菌を用いる復帰突然変異試験に関する情報を添付資料にまとめた．
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表 1

試験結果表（予備試験）

被験＿物質の名称 2ークロロフェノール { No.8L669) 

試験実 施期間 1999年 3月 15日 より 1999年 3月 18日

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コnニー数／70レート）

化系の 用 亘早 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型

有 価’"‘‘ (μg/7゚レート） TAIOO TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

102 13 30 18 10 
陰性対照

105 10 35 28 ， 
1. 2 2 

126 14 22 19 ， 
4. 8 8 

121 10 20 21 ， 
S 9 mix 1 9. 5 

(-) 117 11 30 17 8 
7 8. 1 

100 ， 21 23 ， 
3 1 3 

81* 7* 39 23 11 
1 2 5 0 

O* O* O* O* O* 
5 0 0 0 

96 11 29 27 12 
陰性対照

105 12 34 28 15 
1. 2 2 

89 11 33 22 17 
4. 8 8 

98 12 37 28 11 
S 9 mix 1 9. 5 

（＋） 108 ， 37 32 10 
7 8. 1 

94 11 33 31 8 
3 1 3 

90* 5* 27 32 10 
1 2 5 0 

O* O* O* O* O* 
ュ．； 5 0 0 0 

S9 mix 
名 称 AF-2 NaN3 ENNG AF42 9-AA 

陽 を必要
(μg用/7゚ 量レート）

としな
0. 01 0. 5 2 0. 1 80 

コInニー7数レート 509 419 659 411 463 
性 いもの

対 S9mix 
名 称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要
(μg用/7゚レ量ート）

照 とする
1 2 10 0. 5 2 

コInニー7数゚レート 936 203 1501 539 183 
もの

（備考） ＊ ：菌の生育阻害が認められた．

AF-2 : 2-(2-7りw)-3ー（5-：：トn-2-7リル）アクリルアミト.., NaN3:アシ`ィヒナトリウム
ENNG: N-エチル-N' ーニト n-N—ニト n ゾク｀アニゾン， 9-AA: 9-・アミ）アクリゾン塩酸塩， 2-AA: 2-7ミ）アントラセン
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表 2
試験結果表（本試験 1)

被 験物質の名称 ： 2-クロロフ ェノール { No.8L669) 

試験実施期間 1999年 3月 23日より 1999年 3月 26日

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コnニー数／7゚レート）
化系の 用 量 塩基対置換型 フレームシフト型
有 価'‘‘‘ (ug/7゚レート） TAIOO TA1535 WP2uvrA TA98 

陰性対照 l『:t±11り｝ 1 ， ~ f±1 ~~ [ i ｛土 2} ｝ >i { ± 2<}
3 9. 1 l il { ±12~~ ， § { ± f } ／／  ／／  

7 8. 1 ｛闘{± l !i } l 12 f { ±1n ／／  I/ 
1 5 6 } il { ± l }<} }『6 { ± l l } i ] { ± 2 § } ＂ ｛土 2り

S 9 mix 

1汀｛士1闘｝ 18 <{± § } i ] { ± 3 } } ii { ± 2 § } 
3 1 3 

（一）

6 2 5 1>i { ± 1闘｝ 1 1~ 4 ~±1u l | { ±2 ; } 彗{±2i~ 
1 2 5 0 屈｛士 8| } 且｛士；｝ j i { ± 2名｝ 2} f 0 { ± 2附

2 5 0 0 伍{±附 筐｛士聞 且｛士g} 屈｛士附
5 0 0 0 ／ ／ 屈｛士聞 伍｛士聞

陰性対照 l l i { ±11ij <{± ; } i ! { ± 2<} 2§ 4 1 { ± 2り

3 9. 1 l汀｛士11§ ~ i 7 { ± f } ／／  ／／  

7 8. 1 ｝翡{± l i侶 1 ] { ±lB ／／  I/ 
1 5 6 l汀｛士 12~~ 1 i ｛士！｝ i i { ± 2 i } ］ ［ ｛士 2§ } 

S 9 mix l彗{±11 i~ ! { ± ; } 31 i 2 { ± 2尉 ＂ ｛士｛屈
3 1 3 

(+) 

6 2 5 l『!{ ± l !l } l } { ± ! } げ｛士 3り｝ i>{± 2 § } 

1 2 5 0 厨し剛 ｝ ］： ｛士 1§ } i [ { ±31) ] l { ± 2 i } 
2 5 0 0 伍し附 伍｛士附 長｛士聞 長｛士附
5 0 0 0 / -／ 伍｛＋附 伍｛＋阻

S9 mix 名称 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 

陽 を必要
(ug用/7。量レート）

としな
0.01 0. 5 2 0. 1 

性 いもの コ/n 二—7数Vート
厨｛土5札｝ l [ l { ±3IB I<[ { ±8 ; } } 冒｛士3尉

対 S9 mix 名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要
(ug用/7。量レート） 2 

照 とする
1 10 0. 5 

もの コInニー7数レート
1} } 16§8 周｛ }l~B l [ [ { ±16~~ 1} 23 ! 7§ 2 { ! 3 § i } 量｛士44討

（備考） ＊ ：菌の生育阻害が認められた．

AF-2 : 2ー(2-7リル）-3-(5-ニトJJ-2-7リル）アクリルアミド， NaN3:アシ` ィヒナトリウム

TA1537 

［ ｛士：｝ 
／／  

／／  

<5 ｛土 5} 

[ { ± ; } 

<{± ; } 

i 6 { ± t } 

伍{±屈

伍｛士聞

} l 8 { ±li~ 
／ ／  

／／  

1 ， ! { ± lり

}>{± l § } 

l I { ±11~ 

} ] { ± l i } 

伍｛土屈

屈｛＋屈
9-AA 

80 

冒｛土3iり
2-AA 

2 

l i i { ±14~~ 
（平均値 ）
（土標準偏差）

ENNG: Nーエチル-N' ーニト n-N—ニト n ゾク｀アニゾン， 9-AA: 9ーアミ）アクリシ` ン塩酸塩， 2-AA: 2-7ミ）アントう妙
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表 3
試験結果表（本試験 2)

被験物質の名称 2—クロロフェノール {No.8L669) 

試験実施期間 1999年 3月 30日より 1999年 4月 2日

代謝活性 被 験物 質 復帰変異数（コnニー数／7゚レート）

化有系無の 用量 塩基対置換型 フレームシフト型
(ug/7゚レート） TAIOO TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

陰性対照 鳳｛土10討 § 6 { ± § } ｝18 〖｛士 2! } ］〗｛士 2} } i ] { ±1n 

3 9. 1 l 狐｛土 10~~ ， 忍{± § } ／／  ／／  ／／  

7 8. 1 置｛士10討 7 り｛士｛｝ ／／  ／／  l// 

1 5 6 ］聾｛士 10~~ ， <{± §} 汀｛士 2眉 ii { ± 2 } } 1｝ふ1 { ± l i } 
S 9 mix } !i { ± 1 ! f } l } { ±lB り｛土 2屈 l1 <8 { ± l §} l i { ± l § } (-) 

3 1 3 

6 2 5 翡｛土 9~~ i 7 { ± f } 訃｛土 2i } l i { ± 1 § } l i { ± 1『}
1 2 5 0 1899に*｛ ± f<} 1 >＊ 

: { ± §} l [ { ± l罰 l l {± l g } l>{± 1 | } 

2 5 0 0 屈{± g } 伍｛士聞 屈｛士聞 長｛士聞 筐｛士閥
5 0 0 0 ／ ／ 屈｛士闊 屈｛士附 屈｛士附

陰性対照 椙｛士10り 1g 2 { ± l g} i | { ± 2<} ＂ ｛士 2り l『{± l麿
3 9. 1 慣｛土10訪 1 〗｛士『｝ ／／  ／／  ／／  

7 8. 1 l翡｛士1閻｝ l § 7 { ± § } ／／  ／／  I/ 
1 5 6 鷹 し 叩 l 1f 3 { ±lB ~31 3 t± 2 g } ｝ 2！ 3 ｛土 2屈 ii { ± l魯｝

S 9 mix 

喝し叩 l>{± 1 | } i { { ± 2 i } § 2] 0 { ± 2 t } l 1i 7 { ± l附3 1 3 
（＋） 

6 2 5 :i f { ± 1閻｝ l i { ± g } § 31 }し惰｝ 2料7 ｛土 2り 且｛土 2B

1 2 5 0 聾し叩 l且{± § } i! { ±2§~ 名23｝ ｛土 2訊 i ! { ± lり
2 5 0 0 伍｛± 8 } 長｛士附 伍｛士聞 屈｛士附 屈｛士附
5 0 0 0 ／ ／ 伍｛＋附 屈｛＋附 伍｛＋附

S9 mix 名称 AF-2 NaN3 ENNG AF-2 9-AA 

陽 を必要
(ug用/7。レ量ート） 0. 5 2 0. 1 80 

としな
0.01 

性 いもの コIn::. —7数レート ［ ！〗｛士 5fi } 胃｛士5i t} 員｛土8j§} 屈し5劉 目じ冑｝
対 S9 mix 名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要
(u用g/7。量レート） 1 2 10 0. 5 2 

照 とする
コInニー7数レート 1雷073 { }°l g } [ } i { ±21~~ l ｝闘52 8 < ｛ ｝門り l i l { ± 4悧 l i ] { ±19り｝もの

（備考） ＊ ：菌の生育阻害が認められた． (―平均値）

（士標準偏差）

AF-2 : 2-(2-7リiv)-3ー（5-ニトn-2ーフリル）アクリルアミト,,, NaN3:アシ‘ィヒナトリウム
ENNG :N—エチ }v-N' ーニト n-N—ニト n ゾがアニゾン， 9-AA: 9-アミ）アクリシ` ン塩酸塩， 2-AA: 2-アミ）アントラセン
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図 1 （本試験 1) 
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図 2 （本試験 1) 
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図 3 （本試験 1) 
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図 4 （本試験 1) 
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図 5 （本試験 1) 
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図 6 （本試験 2) 
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図 7 （本試験 2) 
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図 8 （本試験 2) 
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図 9 （本試験 2) 
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図 1 0 （本試験 2) 
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