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1 試験計画書

試験番号

試験表題

試験実施概要

T-0130 

2-ニトロ・p・アニシジンの細菌を用いる復帰突然変異試験

T-0130 

2 試験目 的 細菌を用いて、 2・ニトロ・p・アニシジン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）

・「OECDPrinciples of Good Laboratory Practice」

(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 17年 4月 1日最終改正）

•「OECD Guidelines for Testing of Chemicals 471」

(OECD: 1997年 7月21日）

4 試験委託者 ： 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 東京都千代田区霰が関 1-2-2

5. 試験受託者 株式会社ボゾリサーチセンター

〒151-0065 東京都渋谷区大山町 36-7

6. 試験実施施設： 株式会社ポゾリサーチセンター 東京研究所

〒156・0042 東京都世田谷区羽根木 1・3・11
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要約

2-ニトロ＿p-アニシジン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

Salmonella typhimurium（以下、 S.typhi.muriumと略した） TAlOO、TA1535、TA98、

TA1537及び大腸菌 Escherichiacoh・（以下、 E.C叫と略した） WP2uv.rA 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ルスルホキシド（以下、 DMSOと略す）を用いた。

試験は、1.22~5000μg/plateの範囲の被験物質処理用量で予備試験を実施した。その結果

より本試験は、代謝活性化しない場合のS.typh1murium TAIOO、TA1537、E.coliWP2 uvrA 

については 313~5000μg/plateの範囲の 5用最、代謝活性化しない場合の Styphimurium 

TA98については 156~5000μg/plateの範囲の 6用醤、代謝活性化しない場合の S.

typh血 un・umTA1535及び代謝活性化する場合のS.typh血 uriumTA1537、E.coliWP2 

uvrAについては 39.1~1250μg/plateの範囲の 6用蚤、代謝活性化する場合のs.

typhimurium TAlOO、TA1535、TA98については 0.61~78.1μg/plateの範囲の 8用量で実

施した。

1. 被験物質による沈殿及び浩色

本被験物質によるプレート上の沈殿は、代謝活性化の有無にかかわらず、いずれの用最に

おいても認められなかった。また、本被験物質による洛色は、代謝活性化の有無にかかわら

ず 39.1μg/plate以上で認められた。

2. 生育阻害

代謝活性化の有無にかかわらずStyphimurium TAl535の1250μg/plate以上で認められ

た。

3. 復帰変異コロニー数

代謝活性化しない場合の S.typhimuriumTA98、TA1537及び代謝活性化した場合のすべ

ての菌株において、陰性対照の 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

た。また、陰性対照の 2倍以上となる増加を示した菌株の各用堡について比活性値を計算し

た結果、最大で約 97500Rev/mgとなり、非常に強い変異原性を示した。

以上の試験結果より、本試験粂件下において、 2・ニトロ•p•アニシジンは、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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1. 被験物質及び溶媒

(1) 被験物質

名称

CAS番号

ロット番号

構造式

純度

不純物の名称及び濃度

分子輩

融点

沸点

蒸気圧

分配係数

常温における性状

安定性

溶解性

溶媒中での安定性

保 存方法

保 存温度

保 存場所

廃棄方法

(2) 溶媒

名称

製造元

ロット番号

規格

保 存方法

保 存場所

(3) 溶媒の選択理由

被験物貢及び被験液の調製

2・ニトロ•p·アニシジン

96・96・8 

:3NO2  

99.91% 

情報提供なし

168.15 

123.8~125.0℃ 

情報提供なし

情報提供なし

情報提供なし

橙色粉末

T-0130 

試験終了後の被験物質を東京化成工業株式会社分析センター

で確認した結果、純度 99.9％が確認され、成分に変化がない

ことが確認された。

情報提供なし

情報提供なし

室温

保存期間(2007.11.14~2007.12.22)中の実測温度： 14~28℃

東京研究所被験物質調製保存室

試験終了後の残嚢は焼却後、廃棄した。

DMSO 

和光純薬工業株式会社

WKK3098 

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

溶解性試験を実施した結果、本被験物質は水に 50mg/mLで溶解せず、 DMSOの

50mg/mLでは溶解し、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c
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2. 被験液の調製方法

(I) 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 207.0mg秤取し、これに 4.140mLのDMSOを添

加して溶解し、最高調製濃度の 50mg/mLの被険液を調製した。次いで、 50mg/mLの被

験液を公比 4で順次 6段階希釈し、 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 293.6mg秤取し、これに 5.872mLの DMSOを添

加して溶解し、最高調製濃度の 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 13段階希釈し、 25、12.5、6.25、3.13、1.56、0.781、0.391、0.195、

0.0977、0.0488、0.0244、0.0122及び 0.0061rog/m.Lの計 14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 272.7mg秤取し、これに 5.454mLの DMSOを添

加して溶解し、最高調製濃度の 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 13段階希釈し、 25、12.5、6.25、3.13、1.56、0.781、0.391、0.195、

0.0977、0.0488、0.0244、0.0122及び0.0061mg/mLの計 14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。

(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。

試験材料及び試験方法

1. 試験菌株

(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. typhimurium TAlOO 

S. typhimurium TA1535 

E. coli WP2 uvrA 

フレームシフト型

s. typ伍'muriumTA98

s. typ伍'mun・umTA1537 

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

ボ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。
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(2) 菌株の選択理由

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) 菌株の保存及び解凍

入手した菌株から継代して凍結保存した菌懸濶液を培養し、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 WKP505_0)

を0.7mLの割合で添加して、滅菌チューブに 300µLずつ分注し、 •70℃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 8月 31日～2007年 12月 21日：•81~·71℃)。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. typhimurium TA98 

S typhimuriumTAlOO 

S. typh1murium TA1535 

S typh1murium TA1537 

E. coliWP2 uv.rA 

(4) 菌株の特性検査

使用した菌株の凍結保存日

2007年 8月31日

2007年 9月4日

2007年 10月 11日

2007年 10月 11日

2007年 10月 11日

(3)の凍結保存菌株を調製した際に、培養した菌培養液の残液を用いて、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. typhimurium TAlOO 

S. typhimurium TA1535 

S. typhimurium TA1537 

E. coli WP2 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 8月 31日～2007年 9月 3日

2007年 9月 4日～2007年 9月 6日

2007年 10月 18日～2007年 10月22日

2007年 10月 18日～2007年 10月 22日

2007年 10月 18日～2007年 10月 22日

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。

表 1 陽性対照物質一覧

陽性対照物質（略称） Iロット番号］純度(%)I保存方法

鸞喜：yl)-3-(5-nitro•2-furyl)acrylamide I PKE1831 | 99.5% I室温、遮光

Sodium azide (S紘） I SDL2565 ! 99.8% i室温、遮光

二：：；ごよ芯：口間：摩言占．191)1534652 |/： 室温、遮光

2・Aminoanthracene (2AA) / K.LH1059 f 96.6% I室温、遮光

Benzo[a]pyrene (B(a]P) j KLG2702 1101.0% I冷蔵、遮光
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保存楊所

製造元

東京研究所微生物試験室

AF・2、SAZ、B(a]P及び2AA:和光純薬工業株式会社

ICR-191 : Polysciences, Inc. 

(3) 調製方法

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WKP5050)に溶解し、 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℃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 限性対照物質調製濃度一覧

l 代謝活性化しない場合 I 代謝活性化する場合
―.l 

使用菌株 陽性対照 調製濃度

I 
陽性対照 調製濃度

物質名 (μg/mL) 物質名 (μg/mL) 

S. typhimurium TAlOO AF-2 0.1 <0.01> I B[a]P 50 (5.0) 

S typhimurium TA1535 / SAZ 5 (0.5) I 2AA 20 (2.0) 

E. coliWP2 uYrA AF-2 0.1(0.01) I 2AA 100 (10.0) 

S. typhimurium TA98 I AF・2 1 (0.1) I B[alP 50 (5.0) 

S typh1murium TA1537 I I ICR-191 10 (1.0) l ！ 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羞(μg/plate) を示す。

3. 試薬

(1) S9Mixの調製方法

Cofactor-Iの 1バイアルに滅菌精製水を 9.0mL加え、完全に溶解した後ろ過 (Nalge

Nunc Int. 0.45μM : Lot No. 616213)滅菌し、 Cofactor-Iの 1バイアルに対して1.0mL 

のS9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

週齢・性

体 重

誘 導 物 質

投 与 方 法

投与期間及び投与量

保存場所

S9 

オリエンタル酵母工業株式会社

07100507 

2007年 10月 5日

2007年 11月 28日

ラット •SD 系

7週齢・雄

205.4土9.lg
フェノバルピタール(PB)及び5,6・ベンゾフ ラボン(BF)

腹腔内投与

PB4日間連続投与： 30玲 0+60+60(mg/kg体重）

PB投与 3日目 BF投与： 80(mg/kg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

電機バイオメデイカ株式会社： MDF-192)

保存期間中の実測温度 2007年 11月 28日～2007年 12月22日： -81~071℃
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2) 補酵素

名 称

製造元

ロット番号

製造 日

購入 日

Cofacto:r・ I 

オリエンタル酵母工業株式会社

999702 

2007年 7月 17日

2007年 11月 27日

T・Ol30 

保 存 場 所 東京研究所微生物試験室内冷蔵庫（冷凍．冷蔵庫 MPR

・211F:三洋鼈機バイオメディカ株式会社）

保存期間中の実測温度 2007年 11月 27日～2007年 12月 22日： 1～8℃ 

3) S9Mixの組成 (lmL中）

水 0.9 mL 

S9 
.゚1

mL 

MgCb 8.0 μmol/mL 

KCl 33_0 μmol/mL 

グルコース•6• リン酸 5.0 μmol/mL 

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 μmol/mL 

還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド(NADH) 4.0 μmol/mL 

リン酸ナトリウム緩衝液(pH7.4) 100.0 μmol/mL 

(2) 最少グルコース寒天平板培地

1) 名 称 バイタルメディア AMT・O培地

製造元 極東製薬工業株式会社

ロット番号 DZL8AU01 

製造 日 2007年 10月 30日

購入 日 2007年 12月 4日

保存方法 常温保存

保 存 場 所 東京研究所 変異原性試験室

2) 使用寒天

名 称 OXOID AGAR No. I 

製造元 OXOIDLTD. 

ロット番号 994025・02 

(3) ニュートリエントプロス No.2培養液

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℃、 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 ニュートリエントブロス No.2(Nutrient Broth No.2) 

ロット番号 464616 

製造元 OXOIDLTD. 

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 mol/Lリ ン酸緩衝液 (pH7.4) 

O.lmol/Lリン酸水素ニナ トリウム水溶液に、 O.lmol/Lリ ン酸二水素ナトリウムニ水和

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

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

製造元

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) トップアガー

T・Ol30 

リン酸二水素ナトリウムニ水和物 (NaH2P04• 2H20) 
和光純薬工業株式会社

SDM1133 

室温保存

束京研究所微生物試験室

リン酸水素ニナトリウム (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、調製した軟寒天液 (0.6wt% Agar, 0.6 wt% NaCl)をオー

トクレープにより滅菌処理 (121℃、 20分）した後、S.typhimurium TA株では 0.5

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

mmol/Lの L• トリプトファン溶液をそれぞれ 1/10 容最となるように加え、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℃の恒温椿で保

温した。

1) 名 称

製造 元

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

保存方法

保 存 場 所

4)名称

製造元

ロット番号

保存方法

保 存 場 所

5)名称

製造元

ロッ ト番号

保 存 方 法

保存場所

BactoAgar 
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 

室温保存

東京研究所微生物試験室

D・ビオチン

MP Biomedicals, Inc. 

3558H 

冷蔵保存、遮光

東京研究所微生物試験室

L• ヒスチジン塩酸塩ー水和物

和光純薬工業株式会社

EWQ6361 
室温保存、遮光

東京研究所微生物試験室

L• トリ プトフ ァ ン

和光純薬工業株式会社

EWP0422 

室温保存、遮光

東京研究所微生物試験室
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4 試験方法

(I) 識別方法

1) 菌株の識別

以下に示す色のマーカーで識別した。

S. typhimurium TAlOO 青

S. typhimurium TA1535 桃

E. coliWP2 uヮ•A 茶

S. typhimurium TA98 赤

S. typhimurium TA1537 緑

2) 濃度の識別

T-0130 

代謝活性化しない場合は「一」、代謝活性化する場合は「＋」とし、これに続けて陰性

対照(SolventControl)を「SCJ、陽性対照(PositiveControl)を「PC」、被験物質処理

群を濃度の低い方から「1」、「2」、「3J・・・の番号を各菌の色のマーカーで記載し、識

別した。

(2) 前培養

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

保存面株を解凍して得た菌懸濁液を S.typhimu丘um株では各 20μL、E.coli株で

は lOμL接種した。使用後の苗懸溌液は廃棄した。

2) 各試験菌株を接種した L字型試験管を振盪恒温槽 (COOLBATH SHAKER ML・lO 

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℃の水浴中に放罹(6時間 30分）した後、 37℃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温下に維持した。それぞれの菌

株の換算生菌数を表 3に示した。

表 3 菌株の換算生菌数一覧

菌 株
菌 数（cells/mL)

予備試験 本試験 1回目 本試験 2回目

S. typhimuriumTAlOO 5.54X 109 5.03X 109 5.67X 109 

S. typhimurium TA1535 5.16X 109 4.96X 109 5.25X 109 

E. coliWP2 uv.rA 8.17X 109 8.17X 109 8.16X 1Q9 

S. typhimurium TA98 6.08X 109 5.51X 109 6.17Xl09 

S. typhimurium TA1537 3.30X 109 3.18X 109 3.36X 109 

(3)本試験用量の設定

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

用蘊(1.22,4.88, 19.5, 78.1, 313, 1250, 5000 μg/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 lに示した。

予備試験の結果、本被験物質処理による生育阻害は、代謝活性化の有無にかかわらず

S. typhimurium TA1535の 1250μg/plate以上で認められた。なお、代謝活性化しない場

合のS.typhimurium TA98、TA1537及び代謝活性化した場合のすべての菌株において、

陰性対照の 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、代謝活性化の有無にかかわらず、いずれの用星において

も認められなかった。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 78.1
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μg/plate以上で認められた。

このため本試験の試験用最は、代謝活性化しない場合の S.typh血泣riumTAlOO、

TA1537、E.coliWP2 uvrAについては 5000μg/plate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。また、代謝活性化しない場合の S.typhimuriu.m TA98 

については 5000μg/plate、代謝活性化しない場合のs.typ伍muriumTA1535については

1250 μg/plateをそれぞれ最高用最として、以下公比 2で 5段階希釈した計 6用蘊を設定

した。なお、代謝活性化する場合のS.typhimurium TA1537、E.coliWP2 uvrAについ

ては 1250μg/plateを最高用量として以下公比 2で 5段階希釈した計 6用董、代謝活性化

する場合のS.typhimurium TAIOO、TAI535、TA98については 78.1μg/plateを最高用

蘊として以下公比 2で7段階希釈した計 8用呈を設定し、 変異原性の確認できる用拡とし

た。

(4) プレート数

被験物質処理群、陰性対照及び腸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）

l) 滅菌した小試験管に調製した被験液、溶媒又は陽性対照浴液を O.lmL入れ、これに

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

する場合は S9M以 0.5mL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) 小試験管を攪拌後すぐに 37℃で 20分間振盪しながらプレインキュベーションし、

これに 45℃に保温されているトップアガーを 2.0mL加え攪拌後、最少グルコース

寒天平板培地に均ーに重層した。

3) 無菌試験として、調製した最高用最の被験液 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

コース寒天平板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

少グル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48時間、本試験 2回目では 48時間培養した。

5) 培養後、寒天培地上の被験物質による沈殿及び着色を確認した結果、代謝活性化の

有無にかかわらず 39.1μg/plate以上で着色が認められたが、機器計測に影饗がな

かったため、自動コロニーカウンタ（コロニーアナライザーCA-11D 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阻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、用嚢

設定試験との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、判定に際して統

計学的手法は用いなかった。

-14-
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試験結果及び考察

1. 試験結果

試験の結果を別表 1~8及び図 1~10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、代謝活性化の有無にかかわらず、いずれの用最

おいても認められなかった。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 39.1μg/plate以上で認められた。なお、実体顕微鏡を用いて菌に対する生育阻害を観

察した結果、代謝活性化の有無にかかわらず S typh1inurium TA1535の 1250μg/plate 

以上で菌の生育阻害が認められた。

(2)復帰変異コロニー数

代謝活性化しない場合の S.typhimurium TA98、TA1537及び代謝活性化した場合のす

べての菌株において、陰性対照の 2倍以上となる用最依存的な復帰変異コロニー数が認め

られた。

(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（平均値士3SD：別添）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

異常も認められなかったため、試験が適切に実施されたものと判断した。

2. 考察

2回の本試験ともに、代謝活性化しない場合のS.typhimuriumTA98、TA1537及び代

謝活性化した場合のすべての菌株において、陰性対照の 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た。また、陰性対照の 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、最大で約 97500Rev/mgとなり、非常に強い変異原

性を示した。なお、類似化合物であるp・アニシジンについては、変異原性が腸性となる結

果（神奈川県環境科学センター、 ACGHI7th, 2001、NTPDB, 2006)、変異原性が陰性とな

る結果(NTPDB, 2006、IARC27, 1982、産衛学会勧告，1996)を示していることから、強

い変異原性とは考えられないため、側鎖と して結合したニトロ基によって変異原性が強め

られたと考えられる。

以上の試験結果より、本試験条件下において、 2・ニトロ•p•アニシジンは、細菌に対する

遺伝子突然変異誘発能を有する（隔性）と判定した。
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（別表1)

試験結果表（予備試験）

被験物質の名称：2-ニトローp—アニシジン No. T-0130 

試験実施期間 2007年12月10日より 2007年12月13日

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コロニー数／プレート）

化系の の用塁 塩基対置換型 フレームシフト型

有無 （匹げレート） TA100 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

陰性対照 105 5 15 14 7 

(DMSO) 103 (104) 11 （ 8) 16 （ 16) 15 （ 15) 10 （ 9) 

94 II t9 l2 5 

1.22 100 ( 97) 13 （ 12) 30 （ 25) 16 （ 14) 5 （ 5) 

98 14 14 7 5 

4.88 98 （ 98) 14 （ 14) 32 （ 23) 20 （ l4) 10 （ 8) 

103 4 23 11 7 

S9Mix 19.5 ll4 (109) 11 （ 8) 16 （ 20) 7 （ 9) 7 （ 7) 

(-) 106 5 28 19 12 

78.1 94 (JOO) 10 （ 8) 22 （ 25) 10 （ 15) 7 （ 10) 

107 10 l5 50 8 

313 100 (104) II （ lJ) 14 （ 15) 47 （ 49) 21 （ 15) 

108 6* 18 120 14 

1250 103 ( 106) 6 * ( 6) 19 （ 19) 128 ( 124) 8 （ 11) 

74 4 * 15 204 25 

5000 77 （ 76) 4 * ( 4) 15 （ 15) 195 (200) 24 （ 25) 

陰性対照 102 11 15 33 13 

(DMSO) 99 (101) 16 ( 14) 19 （ 17) 39 （ 36) 15 （ 14) 

241 35 19 59 

＂ 1.22 182 (212) 22 ( 29) 16 （ 18) 48 （ 54) 10 （ 14) 

431 76 16 76 10 

4.88 473 (452) 70 ( 73) 16 （ 16) 76 （ 76) 13 （ 12) 

957 218 18 151 18 

S9Mix 19.5 992 (975) 150 ( 184) 18 （ 18) 178 ( 165) 11 （ 15) 

（＋） 1762 517 36 433 22 

78.1 1669 (1716) 404 (461) 74 （ 55) 467 (450) 20 （ 21) 

2563 478 80 833 30 

313 2619 (2591) 476 (477) 77 （ 79) 糾3 (838) 33 （ 32) 

2961 290・ 79 1767 93 

1250 2798 (2880) 254 * (272) 89 （ 訊 ） 1794 (1781) 88 （ 91) 

2298 56 • 31 1644 112 

5000 l744 (2021) 49 * ( 53) 24 （ 28) 1687 (1666) 115 ( 114) 

S9Mix 名称 AF-2 SAZ AF-2 AF-2 ICR-191 

を必要 用量（μg/7・レート） 0.01 0.5 0.01 0.1 1.0 

隔 としな
コaニー数ワしート

S55 240 67 403 2197 

性 いもの 499 (527) 253 (247) 64 （ 66) 446 (425) 2039 (2118) 

対 S9Mix 名称 B(a)P 2AA 2AA B[a)P B[a]P 

照
を必要 用量（匹グレ・卜） 5.0 2.0 to.0 5.0 5.0 

とする
コIJ::—数n•レート

1029 285 1132 339 l09 

もの 1002 (1016) 306 (296) 1108 (1120) 339 (339) 92 (101) 

（備考）
AF-2 :2-(2-7リル）ー3-(5ーニト圧2-7リル）アクリルアミド

SAZ ：アジ化ナトリウム

ICR-191 :2ーメトキシー6-ク叩—9-(3-(2-クロ0エテル）7ミ／プロt・ルアミ／］アクリジン・ 2HCI

2AA :2ーアミJアントうセン

B[a]P ：ベンゾ[a]ピレン

＊：被験物質による生育阻害が認められたことを示す。

（ ）内は、 2枚のプレートの平均値を示す。



（別表2}

試験結果表（本試験 1回目：一S9Mix)

情騎物貫の名称：2-ニトロっーアニシジン No. T-0130 

2007年12月17日より 2007年12月20El

代謝活性 被験物質の 復帰変異数（コロニー数／ブレート）
化系の 用量 塩基対霞換型 フレームシフト型
有慧 （匹J・レト） TA100 TA1535 WP2四 rA TA98 TA1537 

は性対照
109 10 22 20 5 

” 13 19 17 5 
(OMSO} 

108 (!OS土5.S) 15 (13士2.S) 15 (19±3.5)  II (16 ±4.6)  6 ( 5士0.6)

lO 

16 

39.1 NT 12 (13士3.1 ) NT NT NT 

12 

13 

78.1 NT 10 (12 ± U)  NT NT NT 

6 37 

13 31 

156 NT II ( 10士3,6) NT 19 (29±9.2)  NT 

97 10 10 “ 10 
S9Mix. 

105 1 18 33 5 (-) 
313 105 (102 ± 4.6 } 15 (I  l士4.0 ) 7 (IZ士5.7 } 53 (47:I:11.8) 6 ( 7士2.6 )

110 7 22 117 13 

105 ， 13 l0-0 IO 

625 87 (IOI士121) II （ 9 *2、0) 21 (t9 * 4.9)  95 (104士 11.5) 6 (10 = 3.5)  

81 5・ 11 146 7 

94 II .. 19 154 14 

1250 74 (83:I:10.1 l 6・（ 7 :I:3.2)  II (14:I:4.6)  139 (146,t. 7.5 )  8 (10:I:3.8 l 

77 10 197 19 

93 8 198 23 

2500 90 (87士8.5 ) NT 13 (10¾2.S) 171 (189士 15.3) 22 ( 21士2.1 J 

66 5 209 18 

74 8 163 31 

5000 69 ( 70士4.0 ) NT 5 （ 6士1.7) 247 (206士42.I) 24 ( 24土6.5 )

名称 AF-2 SAZ AF-2 AF-2 lCR-191 
陽 S9Mix 

用量（ぼ／プレート） 0.01 0.5 O.ot 0.1 1.0 
性 を必要

528 327 78 387 2477 
対 としな

コnニー数／プレート 559 333 64 420 2S30 照 いもの
5必 (S44± 15.6) 341 (3凶士1.0 ) 72 C 71士7.0 J 354 (387士33.0) 2392 (2466士69.6)

漏奢
AF-2 :2-(2-フリル）-3-(5ーニトD-2-71Jル）アクリルアミド

SAZ ：アジ化ナトリウム
ICR-191 :2-メトキた6-9叩＾9-(3-<2ークDDエチル）アミn・ot・ル了ミI]アクリジン・2HC1

＊：被駿物質による生育阻害が認められたことを示す。

NT：試験せず．
（ ）内は、3枚のプレートの平均値及び裸準偏差を示す。



（別表3)

試験結果表（本試験 1回目：＋S9Mix)

袷駿物胃の名称：2-ニトロっ—アニシジン No. T-0130 

•• Ir‘’ 2007年12月17日より 2007年12月20B

代謝活性 被験物質の 復帰変異数（コロニー数／ブレート）

化系の 用量 塩基対霞換型 フレームシフト型

有無 （匹／プレト） TA100 TA1535 WP2uvl'A TA98 TA1537 

粽性対煕
％ 7 15 21 7 

(DMSO) 
106 10 16 24 10 

&9 (91士8.5) 8 ( 8 ± 1.5)  16 { 16士0.6) 33 (26 ± 6.2) 5 （ 7 ± 2 5 ) 

132 l5 34 

142 19 38 

0.6l 131 ( 135:I:6.1 )  16 (17士2.1 ) NT 39 (37士2.6) NT 
205 24 28 

209 24 32 

1.22 202 (205土3.5) 29 (26上2.9) NT 3S (32土 3.5 ) NT 

280 59 57 

299 48 50 

2.44 z （四1士 10.0) 34 (47士12.S) NT 60 ( 56士5.1) NT 

427 

” 
83 

430 64 64 

4.88 535 (464±61.S) 幻(go土 IS.I) NT 70 (72士9.1) NT 

706 169 109 

791 160 !37 

9.77 690 (729土 54.3) 131 ( 153士19.9) NT l l l (119 "-15.6) NT 

S9Mix 
1032 235 174 

（＋） 
1018 245 188 

19.5. 1160 (1070 ± 7ll.3 l 244 (241士5.5) NT 228 (197 :t 28.0) NT 
1399 386 38 376 l2 

1453 438 44 324 17 

39.1 1S26 (1459士63.7) 348 (391士45.2} 30 C 37士7.0 ) 329 (343士28.7) 12 (14士2.9 } 

2004 501 35 469 15 

1868 541 50 378 13 

78.1 1921 (1931 ± 68 5) 568 (537土 33.7) 59 (411士12.1) 402 (416士47.2) 16 (15士1.5)

70 30 

74 12 

156 NT NT 68 (71土 3.1) NT 18 ( 20 :I:9.2 )  

97 31 

7 28 

313 NT NT 102 (90: 16.1) NT 23 (27¼40) 

106 57 

114 54 

625 NT NT 114 (111士4.6) NT 47 (53士5.1 J 

” 
102 

97 107 

1250 NT NT 99 (98± 1.2)  NT 84 ( 98士12.1)

陪
名称 B[alP 2AA 2AA B(a]P B[a]P 

S9Mix 用量（虹／プレ—卜） 5.0 2.0 10.0 5,0 5.0 
性 を必要

802 3丸 9255 293 126 
対 とする

煕 もの
コ0ニー数n•レート 852 300 1311 265 124 

833 ( 829士お2) 324 (326士27.1) 1334 (1300士40.6} 277 (278 at. 14.0) 116 (122 ± 5.3 J 

（備考）

2AA :2-アジアントラセン
B[a]P ：ベンゾ[a]ピレン

NT：試験せず。

（ ）内は、 3枚のブレートの平均値及び標準鑑差を示す。



（別表4)

試験結果表（本試験 2回目:-S9Mix)

被験物胃の名称：2-ニトロ，，ーアニシジン No. T-0130 ． ,"" 2007年12月21日より 2007年12月25日
代謝活性 被物 質 の 復幅変異数（コロニー数／プレート）
化系の 用量 塩基対置換型 フレームシフト型
有撫 （匹n•レト） TA100 TA1535 WP2UYrA TA98 TA1537 

陰性対照
93 11 16 21 7 

91 13 19 25 19 
(DMSO) 

91 ( 92 * 1.2)  10 (11 :t l.5)  15 (17±2.1) I 8 (21 ct 3.5) 16 ( 14士6.2)

4 

11 

39.1 NT 9 ( S士36) NT NT NT 

12 

13 

78.1 NT 8 ( 11 al:26) NT NT NT 

7 39 

5 25 

156 NT 8 ( 7 :i:1.5 ) NT 24 (29 ± 3.4)  NT 

】19 11 21 54 18 
S9Mix 

94 ， l2 59 10 
(-) 

313 99 { 104土 13.2} 10 ( JO* 1.0) 23 (19士5.9) 45 (53士7.1) II (13士4.4 )

” 7 12 117 20 

llO 12 l3 1ね 20 

625 123 (Ill,i, 12.0) 6 ( 8士3.2) 10 ( 12土 1.5) 100 (113士 11.5) 24 (21土23)

102 1• 16 175 7 

97 6・ 10 148 22 

1250 93 (97:I:4.5) 12 • ( & :1:3 2)  14 (13 * 3.1 )  150 (158:I:15.0) 14 (¥4士1.S)

99 ， 246 38 ， 7 203 38 

2500 121 (l05士14.4) NT 7 ( 8z1.2) 235 (228士22.3) 34 (37士2.3)

67 ， 248 28 

刃 7 199 25 

5000 59 (59士85 ) NT 8 （ 8 = 1.0 )  227 (225土 24.6) 46 ( 33 ± 11.4) 

陪
名称 AF-2 SAZ. AF-2 AF-2 ICR-191 

S9Mix 用量｛皿／プ1,-ト） '0.01 0.5 0.01 0.1 1.0 
性 を必要

555 348 62 497 2098 
対 としな

コロニー数／プレート 520 328 84 406 2083 照 いもの
459 (511 *祁．6) 309 (328士19.5) 84 (77 ¼ 12.7) 425 (443,1, 48.0) 2073 (2085士 12.6J 

.. ".  
（備考）

AF-2 :2-<2-アJル）一3-(5ーニトD-2-フリル）アクリルアミド
SAZ ：アジ化tトリウム
ICR-191 :2ーメトキ'r6-'JOll-9-[3-(2→anエチル）アVプDt・ルアミJ]1クリジン・2HCI

・：被駿物質による生育阻害が認められたことを示す。
Nr：試験せず．
（ ）内は、3枚のブレートの平均筐及び榛準饂差を示す。



（別表5)

試験結果 表（本試験 2回目：＋S9Mix)

補験物質の名称：2-ニトロっーアニシジン No. T--0130 

＂ 
2007年12月21日 より 2007年12月25日

代謝活性 被験物質の 復帰変異数（コロニー数／プレート）

化系の 用量 塩基対置換型 フレームシフト空

有需 （ば9.1,-ト） TA100 TA1535 WP2“..-A TA98 TA1537 

院性対熙
109 18 II 27 19 

(OMSO) 
101 6 10 32 15 

93 (IOI* 8 0 ） II ( 12士6.0 ) 19 (13士4.9) 42 (34士7.6) 21 ( 18:I:3.1) 

164 17 45 

161 10 38 

0.61 963 (l63士 l5 ） JO (12 * 4.0 ) NT 30 (38 ± 7.5 ) NT 

210 22 51 

24S 30 41 

1.22 2()6 (220土 21.5) 30 (27 ±4.6) NT 34 (42士8.5) NT 

290 シ9 63 

函 47 77 

2.44 295 (292士29 ） 40 ( 47士7.0) NT 50 (63士13.5) NT 

478 94 72 

456 81 76 

4.88 463 (466士 11.2) 61 ( 81士 口．4) NT 71 (73士26)  NT 

639 101 139 

732 117 108 

9.77 732 (701士53.7) 1 5 l (123:I:25.5) NT 93 (113±23.5) NT 

S9Mix 
1139 197 214 

（＋） 
1027 232 192 

19.5 1063 (1076士57,2 ) ZS4 (2腐＊2S.7) NT 165 (197土 15.1J N 
13訊 368 31 269 22 

1392 347 36 3l 5 22 

39.1 1307 (1361 "'46.9) 428 (381:I:42.0) 41 (36士5.0 I 280 (288士24.0) 30 (25士4.6 l 

1776 SIi 71 487 34 

1586 4-05 69 476 32 

78.1 1419 (1594土 178.6) 511 (476士61.2) 44 (61士 15.0) 422 (462 cl: 34.8) 33 (33土l.O)

85 30 

113 28 

156 NT NT 87 (95士 15.6) NT 25 ( 28土 2.5)

123 36 

107 35 

313 NT NT 136 (122:!:14,5) NT 46 (39 ± 6.1 ) 

107 54 

IS4 53 

625 NT Nr 128 ( 130: 23.S) NT 45 (51士4.9 J 

110 116 

llS 134 

1250 NT NT 103 ( 109士6.0) NT JOI (117士16.S)

名称 B(a〕P 2AA 2AA B[a]P B[a]P 
陽 S9Mi~ 

用量（匹／プレート） 5.0 2.0 10.0 5.0 5.0 
性 を必要

1042 331 1003 332 126 
対 とする

コロニー数／フしート IOOI 337 ll91 302 ff 7 
照 もの

JOSS (1033 = 2S.2) 281 (316:I:30.7) 1137 < lllO士968 l 341 (325 :I:20.4) 137 (127士10.0)
--・・ ~ -
（備考）

2AA :2-7ミノ7ンけセン
B[a]P ：ヘ・ンゾ[a]ビレン

NT：試験せず。

（ ）内は、3枚のブレートの平均饉及び標準偏釜を示す。



（別表6)

予鐵試験における比活性値

被験物質の名称；2-ニトロ-p—アニシジン No. T-0130 

試験実施期間 2007年12月10日 より 2007年12月13日

代謝活性 被駿物質 復帰変異数（コロニー数たプレート）
化系の の用：：： 塩基対置換型 フレームシフト型
有無 （匹げレート） TA100 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 

鯰性対照
(DMSO) 

1.22 

4.88 

S9Mix 19.5 

（一）

78.1 

313 109 

1250 87 

5OOO 37 3 

陰性対照
(DMSO) 

1.22 90984 12295 

4.88 71926 12090 8197 

S9Mix 19.5 44821 &718 6615 

（＋） 

78.1 20679 5723 487 5301 

313 7955 1479 198 2562 58 

1250 2223 206 54 1396 62 

5000 384 8 326 20 

（備考）

上記の比活性値は、陰性対照の2倍以上の復掃変異コロニー数を示したもののみ記裁した。



（別表7)

本試験1回目における比活性値

被験物質の名称：＿2-ニトロ→—アニシジン No. T-0130 

試験実施期間 2007年12月17日より 2007年12月20日

代謝活性 被験物質 復帰変異数（コロニー数／ブレート）

化系の の用量 塩基対置換型 フレームシフト型

有無 {μg/プレート） TA100 TA1535 WP2ull7"A TA98 TA1537 

饂性対熙
(OMSO) 

39.1 

78.1 

156 

S9Mix 
（一） 313 ” 

625 141 8 

1250 104 4 

2500 69 6 

5000 38 2 

陰性対照
(DMSO) 

0.61 14754 

1.22 88525 14754 

2.44 79508 15984 12295 

4.88 75205 14754 9426 

9.77 64688 14割 1 9519 

S9Mix 
（＋） 19.5 49897 11949 8769 

39.1 34834 9795 537 8107 179 

78.1 23483 6773 410 4994 102 

156 353 83 

313 236 64 

625 152 74 

1250 66 73 

（備考）
上記の比活性値は、陰性対照の2倍以上の復掃変異コロニー数を示したもののみ記絨した。



（別表8)

本試験2回目における比活性値

被験物質の名称：2-ニトローp—アニシジン No. T-0130 

試験実施期間 2007年12月21日より 2007年12月25日

代謝活性 被験物買 復帰変異数（コロニー数／プレート）
化系の の用量 塩基対置換型 フレームシフト型
有無 {f1'/'プレート） TA100 TA1535 WP2uw•A TA98 TA1537 

院性対照
(DMSO) 

39.1 

78.1 

156 

S9Mix 
(-) 313 102 

625 147 

1250 110 

2500 83 ， 
5000 41 4 

陰性対照
(DMSO) 

0.61 

1.22 97541 12295 

2.44 78279 14344 

4.88 74795 14139 7992 

9.77 61412 11361 8086 

S9Mix 

（＋） 19.5 50000 ll077 8359 

39.1 32225 9437 588 6496 

78.1 19117 5941 615 5480 

156 526 

313 348 67 

625 187 53 

1250 77 79 

（偏考）

上記の比活性値は、陰性対照の2倍以上の復帰変異コロニー数を示したもののみ記較した。
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図 1

用量反応曲線（TA100:-S9Mix)

200 

180 

..L 160 

人
140 Tヽ

‘‘ 姦 120 
I 
l l 100 口

』 80 
総
層ー→ 

60 
患

40 

20 

゜゚ 313 625 1250 2500 5000 

被験物質用量(μg/プレート）

図 2

用量反応曲線 (TAI00:+S9Mix) 
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図 3

用量反応曲線 （TAI535:-S9Mix) 
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図 4

用量反応曲線 (TA1535:+S9Mix)
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図 5

用量反応曲線 (WP2uvrA:-S9Mix) 
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図 6

用量反応曲線 (WP2uvrA:+S9Mix) 
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図 7

用量反応曲線 （TA98:-S9Mfa) 
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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:-S9Mix)

30 

25 
..L 

人
20 ； 

I 
I I 15 
口
n 
麒
総 10 
疾
惑

5 

゜゚ 313 625 1250 2500 5000 

被験物質用量(μg/ブレート）

図 10

用量反応曲線（TA1537:+S9Mix)
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