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要約

Salmonella typhimurium TAIOOヲTA1535ラ TA98，TA1537およびEscherichiacoli WP2uvrA/pKMIOl 

の 5菌株を用いる復帰突然変異試験でテトラヒドロフルフリルアルコールの変異原性を調

べた.

予備試験を 5000，1250，313ラ78.l， 19.5，4.88および1.22開/プレートで実施した結果， S9mix 

の有無にかかわらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数は陰性(溶媒)対照値の

2倍以下で、あった.また， S9mixの有無にかかわらず，いずれの菌株においても菌の生育阻

害および沈殿物は認められなかった.

これらの結果をもとに本試験では，すべての菌株について 5000ラ 2500ラ 1250ラ 625ヲ 313陀/

プレートの 5用量を設定した.

2回の本試験の結果， S9mixの有無にかかわらず，いずれの菌株においても復帰変異コロ

ニー数は陰性(溶媒)対照値の 2倍以下で、あった.また， S9 mixの有無にかかわらず，いず

れの菌株においても菌の生育阻害および沈殿物は認められなかった.

以上の結果から，テトラヒドロブノレフリルアルコ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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1. 試験物質

1.1被験物質

B020079 

材料および方法

から提供されたテトラヒドロフルフリルアルコールを室温に

保存し，使用した.被験物質の純度，組成および、物理化学的性質等は以下の通りである.

新規化学物質の名称 2圃Furanmethanol，tetrahydro-

(IUPAC命名法による)

別 名 テトラヒドロフルフリールアルコール

構造式又は示性式

亡ユ(し1ずれも不明の場合

は，その製法の概要)

試験に供した新規化学
99.5% 

試験に供した新規化

物質の純度 学物質の LotNo

不純物の名称及び濃度 5・メチルテトラヒトキロプル79Jレアルコール 0.34% (J(スクロ)

CAS番号 97-99-4 蒸気圧 230Pa (40
0

C) 

分 子 主EヨE畠 102.13 分配係数 水に完溶

高血 J点
常温における性状 無色液体

沸 占 178
0

C 

女......_ 疋炉-'-".
'性 安定

溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

水 50mg/mLで溶解 l 安定 2

溶媒に対する溶解度等 DMSO 50mg/mLで溶解 l 

アセトン 易溶

その他

DMSO: γメチルスjレホキシト守

*1 :当研究所での溶媒検討の結果による.

本2:被験物質溶液調製時に，発熱，発泡，変色は認められなかった.
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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.

陰性対照
ーーーーーーーー・ F 圃.園田回目ーーーーーーーーーーー

注射用水

陽性対照
ーーーーーーーーーーーーーーー目胃'冒胃ーー司・---

2ー2・-(27・1河1レ)川アク・リ3ル・ア0ミ・ドニトロ

ァγ化ナトリウム

NNLLニエチト1ロLソNrにアニトγロ同ン

9-7ミノアタリγン塩酸塩

2-7ミノアントラセン

2. テスト菌株 1，2

2.1テスト菌株

カリフォルニア大学

略称
ーーーーーーーーーーーーー

DW  

略称
ー---~~--曹司四百戸』

AF-2 

NaN3 

ENNG 

9-AA 

2-AA 

入手先 ロット番号 含量(%)
ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーー回』ーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーー

附大塚製薬工場 KOC78 

入 手 先 ロット番号 含量(%)
ーーーー---凶』一一一---ーーーーーーーーー----ーーーーー ーーー岨・-"・ー田園ーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーー

和光純薬工業側 CAP0185 98.9 

和光純薬工業附 KWE6685 96.5 

Sigma Chemical Company 56F-3651 99.0 

Sigma Chemical Company 80F圃 0186 >99 

和光純薬工業開 TWH2355 98.0 

より 1983年 5月 27日に入手したぬlmonella

typhimurium TAI00ラTA1535ラTA98，TA1537および日本バイオアッセイ研究センターより

1997年 9月 18日に入手したEscherichiacoli WP2uvrA/pKMI01の5菌株を用いた.

2.2テスト菌株の選択理由

とれらの菌株は，細菌を用いる復帰突然変異試験において広く使用され， OECDガ

イドラインおよび化審法ガイドラインにおいても推奨されている.

これら菌株の遺伝的特性は以下の通りである.

付帯突然変異 検出可能な
菌株 変異遺伝子

突然変異型
DNA修復 膜変異 薬剤耐性

TA100 hisG uvrB rfa pKM101 塩基対置換

TA1535 hisG uvrB rfa 塩基対置換

WP2uvrA/pKM101 trpE uv九4 wild句'Pe pKMI0l 塩基対置換

TA98 hisD uvrB rfa pKM101 フレームシフト

TA1537 hisC uvrB rfa フレームシフト
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2.3 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性

を事前に調べ，これらの特性を備えた菌株を用いた.

2.4保存方法

液体完全培地中に 370Cで8時間振渥培養した各蘭懸濁液 24mLに， 2.1 mLの DMSO

(関東化学側，ロット番号207G1673) を加え，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た.このようにして凍結された菌懸濁液は，使用時まで

超低温冷凍庫(三洋電気附， MDF圃 192AT:実測値ー780C""""-880C) で保存した.

2.5 菌懸濁液

凍結保存された各テスト菌株を用時融解し， 20μLを液体完全培地 10mLに接種した.

370Cで8時間振壷(振壷回数:90回/分)培養した.培養容器には L宇管(容量22mL)

を用いた.培養終了後，濁度計を用いて菌懸濁液の濁度を測定した.濁度からの換算に

より生菌数を算出し，適切な菌濃度 (1x 10 9加L以上)であることを確認した後，試験

に使用した.

試験に使用した各テスト菌株の生菌数は以下の通りである.

塩基対置換型 フレームシフト型
菌株名

TA100 TA1535 WP2uv，凶 /pKMI0l TA98 TA1537 

予備試験 2.43 2.57 4.25 2.13 2.20 

生菌数
本試験 1

(x 10 9/mL) 
2.49 2.55 4.l3 2.29 2.27 

本試験 2 2.75 2.81 4.97 2.22 2.33 

3 培地

3.1液体完全培地

精製水 100mLに対して，ニュートリエントブロス (OxoidNutrient Bro由No.2~ Unipath 

社，ロット番号 02859365)を2.5gの割合で加えて溶解し，オートクレーブ滅菌(1210C，

15分間)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(槻， 2002年 2月 15日製造;ロット

番号ANIlI0BR[使用寒天;伊那寒天 (BA-30A)，伊那食品工業附製造，ロット番号

10301 ]}を使用した.
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3.3 トップアガー

精製水 300mLに粉末寒天 (Bacto-agar; Difco社，ロット番号 136958JC)1.8 gおよび

塩化ナトリウムl.5gを加え，これを 1210Cで 15分間オートクレーブ滅菌し，寒天溶

液を調製し室温で保管した.この寒天を使用時に電子レンジで溶解して使用した.ネズ

ミチフス菌用には 0.5mmol/L D-ピ、オチンおよび0.5mmol/L L-ヒスチジン混合水溶液，あ

るいは大腸菌用には 0.5mmol/L L-トリプトファン水溶液をそれぞ、れ使用直前に1/10量

添加した.このトップアガーは使用時に約 450Cに保温した.

4. S9 mix 

4.1 S9 

ブエノパルピタール (1日目 30mg/kgを 1回腹腔内投与， 2日目以降 60mg/kgを 1

日l回3日間腹腔内投与)と 5ラ6・ベンゾフラボン (3日目に 80mg/kgをI回腹腔内投与)

で酵素誘導した 7週齢の SD系雄ラット(体重214-239 g)肝由来初(キッコーマン附，

2002年 2月 22日製造;ロット番号 RAA-459) を購入し，使用した S9は使用時まで

超低温冷凍庫(三洋電気附， MDF-192AT:実測値-780C""_'圃 880C) に保存した.

4.2 S9 mix 

S9mix 1 mLあたりの組成を以下の表に示す. S9 mixは試験毎に用時調製し，使用時

まで氷中に保存した.

S9 

塩化マグネシウム

塩化カリウム

D-グルコース 6-Vン酸

ト.NADPH

s-NADH 

ナトリウムーリン酸緩衝j夜 (pH7.4) 

滅菌精製水

5 試験方法 3

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 

8μ，mol 

33μmol 

5μmol 

4μ，mol 

4μmol 

100μ，mol 

全量が lmLとなる様に加える

溶媒を選択するための予備的試験を実施した結果，被験物質は 50mg/mLで注射用水

(DW) に溶解した.また， D Wを添加した際に発熱，発泡，変色は認められなかった.
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この結果から，溶媒には DWを用いた.

被験物質を所定濃度で DWに溶解して，最高用量の被験物質溶液とした.これを同じ

溶媒で段階希釈して各用量の被験物質溶液を調製した被験物質溶液は用時調製し，被

験物質の秤量，希釈，分注および調製後の保存は室温，黄色灯下で行った.使用までの

保存時間は予備試験では 40分，本試験 Iでは 25分，本試験2では 15分で、あった

陽性対照物質溶液はあらかじめ調製し，使用時まで超低温冷凍庫(三洋電気(槻，

MDF-192AT:実測値-780C'""'-'-880C) で保存した NaN3はDW(~槻大塚製薬工場，ロッ

ト番号KOC78)に，その他の陽性対照物質は DMSO(関東化学(槻，ロット番号210G1441)

に溶解した.

5.2 被験物質用量

予備試験を 5000ラ 1250，313ラ 78.l， 19.5ヲ 4.88および1.22μg/ブoレートで実施した結果，

S9mixの有無にかかわらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数は陰性(溶媒)

対照値の 2倍以下で、あった.また， S9 mixの有無にかかわらず，いずれの菌株において

も菌の生育阻害および沈殿物は認められなかった.

これらの結果をもとに本試験では以下の用量を設定した.

用量
試験菌株

(μg/フ。レート)

S9mix非存在下 S9mix存在下

TA100ヲTA1535
WP2uvrAlpKM101 5000ラ 2500，1250ラ 625，313
TA98， TA1537 

5.3復帰突然変異試験

試験はプレインキュベーション法を用いて， S9 mix非存在下および存在下で実施した.

各用量につき滅菌した試験管に被験物質溶液または陰性(溶媒)対照物質を O.lmL， 

S9mix非存在下の場合，次いで0.1mo1/Lナトリウムーリン酸緩衝液(pH7.4)を 0.5mL， 

S9mix存在下の場合， S9 mixをO.5mL添加し，さらに菌懸濁液を O.lmL加え， 370Cで

20分間振濯してインキュベーションした.プレインキュベーション後，この混合液に

トップアガーを 2mL加え，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， 370Cで48時間培養した.

実体顕微鏡を用いて商叢の生育状態を観察し，被験物質による菌の生育阻害の程度を

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

10 
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一数を自動コロニーカウンター(システムサイエンス(槻， CA・11，補正の方法:面積お

よび数え落とし補正)で計測した.

予備試験は各用量につき l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， 2回実施した.

以下の陽性対照物質についても同様に実施した.

S9mix非存在下 S9mix存在下 添加量
菌株

(μg/プ。レ}ト) (μg/ブo レ]卜) (mL/7
0

レ]ト)

TAIOO AF-2 0.01 2-AA O.l 

TA1535 NaN3 0.5 2-AA 2 O.l 

WP2uvrA/pKMI0l ENNG 2 2・AA 2 0.1 

TA98 AF-2 O.l 2-AA 0.5 0.1 

TA1537 9-AA 80 2・AA 2 0.1 

5.4無菌試験

無菌試験は被験物質溶液および S9mixそれぞれにつき l枚のプレートを使用し，予

備試験および本試験の各試験毎に実施した.最高用量の被験物質溶液 0.1mLまたは S9

mix 0.5 mLにトッフ。アガーを 2mL加えて混和し，それぞれ最少グルコース寒天平版培

地上に重層した.重層したトップアガーが凝固した後， 370Cで48時間培養し，雑菌の

混入について確認した.

5.5試験結果の判定

いずれかの試験菌株で， S9mixの有無にかかわらず，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.試験結果の判定に統計学的手法は用いなかった.
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結果

試験の結果を表 1'"'"'3および図1.2に示す.

予備試験を 5000，1250ヲ 313，78.1， 19.5ヲ 4.88および1.22μg/フ。レートで実施した結果， S9 mix 

の有無にかかわらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数は陰性(溶媒)対照値の

2倍以下で、あった.また， S9 mixの有無にかかわらず，いずれの菌株においても菌の生育阻

害および沈殿物は認められなかった.

これらの結果をもとに本試験では，すべての菌株について 5000，2500，1250，625，313陪/プ

レートの 5用量を設定した.

2回の本試験の結果， S9mixの有無にかかわらず，いずれの菌株においても復帰変異コロ

ニー数は陰性(溶媒)対照値の 2倍以下で、あった.また， S9 mixの有無にかかわらず，いず

れの菌株においても菌の生育阻害および沈殿物は認められなかった.

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l験の結果，試験に影響を及

ぼすような菌，カピ等の混入は認められなかった.

12 
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考察および結論

予備試験の結果を基に，本試験を 5000開/プレートを最高用量として実施したが， S9 mix 

の有無にかかわらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数は陰性(溶媒)対照値の

2倍以下で、あった.

試験施設における背景データおよび背景データより算出した適正範囲を添付資料 1に示

した.本試験の陰性(溶媒)対照値および陽性対照値が適正範囲の範囲内で、あったこと，ま

た S9mix非存在下および存在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

が，各菌株の陰性(溶媒)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ことから，試験が適切に実施されたことが確認された.

以上の結果から，テトラヒドロブノレフリルアルコ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，同一物質あるいは類似化合物の変異原性に関する情報を添付資料2にまとめた.

13 
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表 I 試験結果表 (予備試験)

被験物質 の 名 称 : 子 bラ ヒドロフルフリルアルコール

試験 実施期間 2002年 5月 14日 より 2002年 5月 17日

代化有謝系活無性の
(臥被用区/験Y物b量質ト) 基対聾 3皇警はト数/フトト)

塩 フレームシフト型
TA1∞ TA1535 明庄司ιr.A!oKIvllOl TA98 TA1537 

陰性対照
114 9 81 16 17 

130 10 87 23 23 
1 2 2 

109 8 84 24 24 
4.88 

123 13 67 26 29 
S 9 n也£ 1 9. 5 

(ー)
7 8 . 1 

116 14 71 24 24 

126 10 83 18 22 
313 

118 8 
125 0 

65 27 24 

105 13 73 26 25 
500 0 

陰性対照
113 8 78 32 24 

117 10 86 26 31 
1 . 2 2 

126 14 114 35 20 
4.88 

120 11 112 25 24 
S 9 rnix 1 9. 5 

(+ ) 128 8 89 34 30 
7 8 1 

123 9 125 39 22 
313 

114 8 104 32 27 
1 250 

108 11 88 33 25 
500 0 

S9:r:rJD王 名 称 AF~2 N企右 E剥 G AF-2 9-AA 

陽 を必要
(U570匹卜) 0.01 0.5 2 O. 1 80 

としな
ヨ?ニ3司-卜 551 467 3659 697 263 

性 いもの

対 S9n司x 名 材、 ユAA 2~AA 2-AA 2~AA 2~AA 

を必要
(37e罪ト) 2 2 0.5 2 

照 とする
ヨ?ニ;現ート

1298 182 625 400 184 
もの

(1;富島 昌担品 1

AF-2 : 2-(2~ 7 IJJ~}-3ー (5ーニトロ-2-7 リ J~)1刊 J~1 ミドラ Na1も :1γ 化±トリウム
ENNG: 汗エチJ~-N ーニトロ-N- ニ卜日付 -1 ニγ 入 9-AA: 9-1ミ11クリケン塩酸塩， 2-AA: 2-1ミ1;ン卜うセン
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表 2 試験結果表 (本試験 1)

被験物質 の 名 称 : テトラヒドロフルフリルアルコール

試験実施期間 2002年 5月 28日 より耳目2年 5月 31日

代化有謝系活無性の
(jJ.被用gJ験7.物b質量ト}

揮 i畳霊異世(コ口二回数/7トト)
塩基対置 型 フレームシフト型TA10コ TA1535 WP2uvrAlpKIV1l01 TA袋三 TA1537 

陰性対照 ~~~ら 118j H ff 1 ~j ~~ tf 81~ ~~ tf 2B i~ ~f lij 
313 l~~ ~fl?~J ~B ~f 1~~ ~~ ff ~~j ~~ tf 29j t~ tf 1~~ 

S 9 rr也f 625 l~~ ff11~~ ;!{±11j ~i f土?ij ~3 ff 2qj U t土 1~~ 
(一)

125 0 1~3 ~f11~~ II ~f __ljJ ~~ f 土 i~j ~~ ff 2~~ tg tf 1~~ 
250 0 l?~ し 11 i~ 1~ ff 1?~ ~~ ff 8~~ ~î ff 2~j H t土 1~1 
500 0 1!~ f土11ð~ i~ ff 1~~ ~~ f 土 ~1~ l~ tf 1~~ l~ ff 1~~ 

陰性対照 lð~ tf11g~ :ii±11j ~_J土 lOlj ~i tf 2ej ~i ff 2~~ 
313 H~ ff11~~ 1~ ~f 1?~ 1~~ ff ~3j ~~ ~f 3~j ~1 tf 2~1 

S 9 t司x 625 ~~~ tf1~8~ 1~ ~! 1~~ 1!?{土19j ~g ~f 2!~ ~~ t 土 2~j
( + ) 

l~~ ~!lnj ij f! l~j i li _f! 1 Oij ~~ tf 3~~ ~ï ~f 2~j 125 0 
250 0 Ug t! 11 gj 19 ff 1~~ ~~~ t!10~j ~3 tf 3~j ~i tf 2aj 
500 0 l~g tf113~ i~ tf 1i~ 11ii±111j ~~ ff 2~j ~~ tf 2~j 

89 mi.x. 名称 AF-2 P幅N当 島岳む .AF-2 9-AA 
陽 を必要

(μ野70

畏ト) 0.01 0.5 2 0.1 80 
としな ヨロニー数 ~~~ ff5yej iiih41ij !~~~ a~~~j ~~~ ff 61~~ ~~l ら2s~j性 いもの / 7.レート

対 89ロ並x 名称 2-AA 2-AA 2-AA エAA 2-AA 
照

を必要 (;fzJ) 2 2 0.5 2 
とする

ni~ 0 4~1j H~ tfl~~~ ~~~ tf 91 ~j i~1 tパjHl tf17J もの / 70

レート
r 且量 Zま己、 ( m lS)寸置

(:1:標準偏差)

AF-2 : エ (2-7 リ件3一件ニトロ -2-7 リ }~)1'JりJVi'ミド， N前:円。化川ウム
畳制G:N-. エチJ~-.N' -ニトロ-N-ニトロ')1)" 1ニシツヲ 9-AA:旦 7ミ/1刊シ・ン塩酸塩， 2-AA: 2-1ミ/1ントラセン
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表 3 試験結果表 (本試験2)

被験物質の名称 : テトラヒドロフルフリルアルコール
試験 実施期間 2庄工Z年 7月 2日 よりまx)2年 7月 5日

種帰壷 異数(コロニー数17"トト)
代化有謝系活無性の

(陣被用gj_験Y物レー質量ト) 塩基対置棺 型 フ レ ー ム シ フ ト 型TAl00 TA1535 
陰性対照 n~ tfl~~~ U ff 1 ~~ 
313 ~~~ ~f1~Ö~ i1 tf 1~~ 

S 9 n密王 625 1~~ ff101~ 1~ t士~?~
(一)

125 0 n~ t土11~~ 1 ~ ti 1 H 
250 0 ~~~ tf 10~~ lii±13j 
500 0 ~ ~a f士1~ ~ ~ 11 tf 1B 

陰性対照 1 ~~ ~土 1 ~ ö~ H fi 1 ~j 
313 n~ tf12è~ H tf 1 y~ 

S 9 r団x 625 Hs tf119~ il tt lý~ 
(+ ) 

1ft ft 11 gj ~ ~ ft 1 B 1 250 
2 5 0 0 ~ ~ ~._.. f f 1 0 B ~ ~ g t士， ~~ 
500 0 1~~ ら 1 O~~ 1~ fL2_B 

S9n並x 名称 .AF-2 N企司3

陽 を必要
(u野γ畏卜) 0.01 0.5 

としな コ日ニー数

!!?{±5ifj il3 t!3~~~ 性 いもの / 7"レート

対 S9mix 名称 2-AA 2-AA 
照

を必要 (375卜) 2 
とする

U~~ tPg3~ 1 J~ じ '4~~もの / 7'レー卜
( 1i寵 哩島 ¥

'WP211vrAJロiKIvIlOl TA虫3

I~ tf 83~ ~~ f土山

Ri t 土 9~~ ~~ fi 21~ 
iii±91j ~i tf 2~~ 
RR tf 8Rj ~~ t 士 2l~
~~ t 土 83~ !~ f土 1~~ 
Rl f 士 8è~ i~ tf 2å~ 
R1 ~士 9~~ ~~ ti 3包
1~1 tf ~~~ ~t ff 21~ 
1i!{士 9~~ ~I ti ta1 
1 ~~ tt__ 9~~ ~~ ff 2aJ 
1iii±9ij ~~ tt3} 
~ ~i tt ~~j ~~ ff 2~j 

E岳む AF-2 
2 O. ， 

jgiii3iij ~~s f士6Hj
2-AA 2-AA 
2 O. 5 

1 ~1~ fH8~j 1~~ fi 42~~ 

TA1537 
H ff 1ij 
H fi 1 y~ 
U ff 1 yj 

i ~ fJ_ 1 ~j 
H f土 1~~ 
19 tf 1 B 
~~ t 土 2~~
!~ fi 2gj 
~~ _1_ 2~) 
~~ tt 2~~ 
}8 tt 1 ~J 
f~ ff 2~) 

9-AA 
80 

~8~ ti 2~8j 
2-AA 
2 

1~~ t土 19~1
f 平均値)
(:1:標準偏差)

AF-2 : 2べ2-7 リ)~)-子 (5一二卜口-2- 7 リ )~)l 'J リ )~1 ミド， N前 :1γ 化ナ卜リウム
E剛一G: 芹エチ)~-N' -ニトロ-N-ニ卜日ソゲ 7ニシツタ 与 AA:9-1ミ11';リγン塩酸塩， エAA:2-1ミ11ントラセン
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