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要約

Salmonella typhimurium TAlOO, TA1535, TA98, TA1537およびEscherichiacoli WP2uvr AlpKMl O 1 

の 5 菌株を用いる復帰突然変異試験で 4—メチル安息香酸の変異原性を調べた．

予備試験を 5000,1250, 313, 78.1, 19.5, 4.88および 1.22μg/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卜生（溶媒）対照値の

2倍以下であったまた， S9mix存在下のすべての菌株では 5000μg/プレートで菌の生育阻

害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわらず，プレート上に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， S9mix非存在下のすべての菌株については 5000,2500, 

1250, 625, 313 μg/プレートの 5用量を， S9mix存在下のすべての菌株については 5000,2500, 

1250, 625, 313, 156 μg/プレートの 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存在下のすべての菌株では

5000 μg/プレートで菌の生育阻害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわらず，プレー

ト上に沈殿物は認められなかった．

以上の結果から， 4-メチル安息香酸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．

5
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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 4—メチル安息香酸を室温に保存し，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 Benzoic acid, 4-methyl-

(IUPAC命名法による）

別 名 4—メチル安息香酸パラトルイル酸 (PTLA)

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）

試験に供した新規化学
98.85% 

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
水分 0.01% 

灰分 0.01% 

CAS番号 99-94-5 蒸気圧

ノ刀＼ 子 早旱 136.15 分配係数

融 J 占Iヽヽ 180℃~181℃ 
常温における性状 白色結晶性粉末

沸 J占Iヽヽ 274℃~275℃ 

安 定 性

溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

水 0.055% (30℃) 

溶媒に対する溶解度等
DMSO 50mg/mLで溶解 *l 女,+-,.疋,---,..,. *2 

アセトン

アルコール， ェク）一Jv
易溶

メタ）ー）V

DMSO: ~／メチルスルホキシト｀

*1 :当研究所での溶媒検討の結果による．

*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．

6
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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 略称 入手先 ロット番号 含量（％）
----------------------------------------------------------------------------------------------------------

ヅメチルス紘キシト` DMSO 関東化学閥 21001441 99.7以上

陽性対照 略称 入手先 ロット番号 含量（％）
----------------------------------------------------------------------------------------------------------

2-2-(-27-リ7ルり）アク-リ3ルーア（5ミ-ドニトn AF-2 和光純薬工業腕 CAP0185 98.9 

ァゾ化ナトリウム NaN3 和光純薬工業閥 KWE6685 96.5 

NN—ーエニチト］ロv-ゾNゲ-ニアニト応n_ ／ ENNG Sigma Chemical Company 56F-3651 99.0 

9-7ミ）アクリシ万塩酸塩 9-AA Sigma Chemical Company 80F-0186 >99 

2-アミ）アントラセン 2-AA 和光純薬工業眸 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 TAIOO, TA1535, 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 WP2uvr A/pKMl O 1の5菌株を用いた．

2.2テスト菌株の選択理由

これらの菌株は，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

TAIOO hisG uvrB rfa pKMlOl 塩基対置換

TA1535 hisG uvrB rfa 塩基対置換

WP2uvrA/pKM101 trpE uvrA wild type pKMlOl 塩基対置換

TA98 hisD uvrB rfa pKMlOl フレームシフト

TA1537 hisC uvrB rfa フレームシフト

7
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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 37°Cで8時間振盪培養した各菌懸濁液24mLに， 2.1mLのDMSO

（関東化学（槻ロット番号20701673) 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．凍結した菌懸濁液は超低温冷凍庫（三洋電気（槻

MDF-192AT)で-78°C~-88°Cに保存した．

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 lOmLに接種した．

37°Cで8時間振盪（振盪回数： 90回／分）培養した．培養容器には L字管（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 (1X109/mL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

TAlOO TA1535 WP2uvrA/pKMI O 1 TA98 TA1537 

予備試験 2.43 2.57 4.25 2.13 2.20 

生菌数
本試験 l

(X 10 9/mL) 
2.49 2.55 4.13 2.29 2.27 

本試験2 2.58 2.57 4.21 2.07 2.20 

3. 培地

3.1 液体完全培地

精製水 lOOmLに対して，ニュートリエントブロス (OxoidNutrient Broth 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(121°c,

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（樹， 2002年2月 15日製造；ロット

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

10301]}を使用した．

8
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3.3 トップアガー

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

塩化ナトリウム1.5gを加え，これを 121°c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/LDービオチンおよび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 1/1 0 量

添加した．このトップアガーは使用時に約 45°Cに保温した．

4. S9 mix 

4.1 S9 

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

日1回3日間腹腔内投与）と 5,6-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 7週齢の SD系雄ラット（体重214-239 g)肝由来 S9（キッコーマン（槻

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（槻 MDF-192AT:実測値-78°C~-88°C) に保存した．

4.2 S9 mix 

S9 mix 1 mLあたりの組成を以下の表に示す． S9mix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- リン酸

f3-NADPH 

f3-NADH 

ナトリウムーリン酸緩衝液(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 

8 μmol 

33 μmol 

5 μmol 

4 μmol 

4 μmol 

100 μmol 

全量が 1mL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) に不溶， DMSOに溶解したまた， DMSOを添加した際に発熱発泡，変色は

， 
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認められなかったこの結果から，溶媒には DMSOを用いた．

被験物質を所定濃度で DMSO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 65分，本試験 lでは 10分，本試験2では 25分であった．

陽性対照物質溶液はあらかじめ調製し，超低温冷凍庫（三洋電気（槻 MDF-192AT)

で-78°C~-88°Cに保存した． NaN3はDW（（桐大塚製薬工場，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21001441) 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および 1.22μg/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存在下のすべての菌株では 5000μg/プレート

で菌の生育阻害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわらず，プレート上に沈殿物

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 (μg/プレート）
試験菌株

S9mix非存在下 S9mix存在下

TAIOO, TA1535 
WP2uvrA/pKM101 5000,2500, 1250,625,313 5000,2500, 1250,625,313, 156 
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， S9mix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 0.1mL, 

S9mix非存在下の場合，次いで0.1mol/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， S9mixを0.5mL添加し，さらに菌懸濁液を O.lmL加え， 37°Cで

20分間振盪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， 37°c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
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ー数を自動コロニーカウンター（システムサイエンス棘， 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 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， 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．

菌株
S9mix非存在下 S9mix存在下 添加量

(μg/7゚レート） (μg/7゚レート） (mL/7゚レート）

TAIOO AF-2 0.01 2-AA 1 0.1 

TA1535 NaN3 0.5 2-AA 2 0.1 

WP2uvrA!pKMI O 1 ENNG 2 2-AA 2 0.1 

TA98 AF-2 0.1 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

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

mix0.5 mLにトップアガーを 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°C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．

11 
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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, 313, 78.1, 19.5, 4.88および 1.22μg/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存在下のすべての菌株では 5000μg/プレートで菌の生育阻

害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわらず，プレート上に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， S9mix非存在下のすべての菌株については 5000,2500, 

1250, 625, 313 μg/プレートの 5用量を， S9mix存在下のすべての菌株については 5000,2500, 

1250, 625, 313, 156 μg/プレートの 6用量をそれぞれ設定した．

2回の本試験の結果， 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， S9mix存在下のすべての菌株で

は5000μg/プレートで菌の生育阻害が認められた．なお， S9mixの有無にかかわらず，プレ

ート上に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験の結果，試験に影響を及

ぼすような菌，カビ等の混入は認められなかった．

12 



B020081 

考察および結論

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

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 l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， 4-メチル安息香酸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 1 試験結果表 （予備試験）

使験物質の名称 4-メチル安息香酸

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
(u 被用g/験7゚物レー質温ト）

復帰変 異数（コ止ー数／プ レート）
塩 匡 対 置 樟 型 フレームシフト製

TAlOO TA1535 V“如~oKMlOl TA98 TA1537 

陰性対照
109 13 88 22 16 

11 0 14 85 29 21 
1. 2 2 

96 18 85 29 19 
4 8 8 

104 10 83 24 24 
S 9 mix 1 9. 5 

(-) 108 13 76 30 24 
7 8. 1 

101 ， 89 31 19 
3 1 3 

94 10 86 24 25 
1 2 5 0 

61 6 59 24 15 
5 0 0 0 

陰性対照
11 8 13 107 25 22 

125 ， 1 1 1 39 1 7 
1. 2 2 

108 ， 105 32 23 
4. 8 8 

11 4 14 119 38 21 
S 9 mix 1 9 5 

（＋） 103 12 11 7 32 17 
7 8 1 

1 1 9 ， 132 29 22 
3 1 3 

120 10 100 28 1 6 
1 2 5 0 

71* 6* 59* 30* 15* 
5 0 0 0 

S9mix 名 称 AF—2 函 ENNG AF—2 9--AA  

陽 を必要
（u凡 長 ） 0. 01 0. 5 2 0. 1 80 

としな
J り―-尻 504 494 3326 643 174 

性 いもの ーフ ート

対 S9mix 名 称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

を必要 (μ用g/7。『早 卜） 1 2 2 0.5 2 
照 とする

コり―ー尻 1 341 182 655 428 172 
もの ーフ ート

（備考） ＊：菌の生育阻害が認められた

AF-2 : 2ー（2-フリ）り3-(5--ニト□-2ーフリル）7クリ）し1ミト‘, NaN3: 7ヅ化ナトリりム
恥 G:J¥LIチル―N-.:団-]¥Lニトロリク` 7ニヅン， 9--AA: 9--7ミ／7クリシさン塩酸塩， 2-AA: 2-7ミ／7ントうセン
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表 2 試験結果表 （本試験I)

被験 物質の名称 ： 4 メチル安息香酸

試験実施期間 2002年 5月 28日より 2002年 5月 31日
復帰蛮異数（コ0こー数／プ レート）

代化有謝系活綴性の
(u 被用g/験7°物Vー醤質ト） 塩 民対置柑 型 フレームシフト型

TAIOO TA1535 、iVf>2.uwA/oKM101 TA98 

陰性対照 l翡｛±10!} 18 8 ~± 1 } り~± 7 g~ 札t±2i~ 
3 1 3 ］悧i f± 10g } ]>{± 1府 ~~ f ± 1~l l l { ±1 ~ ~ 
6 2 5 l舟！ ｛土10|} 1 ! { ± 1 3 } il f±8~~ il { ±2~~ S 9 mix 

（一）
1 2 5 0 

1 " f ± 9バ 1 ! f± 1 | } " f±7 B 
甘に 2f~ 

2 5 0 0 l尉l{ ± 10i} | 8 ， { ± 1 | } 7材1 ~± 1ll ii{± 23} 

5 0 0 0 ! | f ± f i } l 8 f± 1 | } ! i { ±5~l ii f± 1 f } 
陰性対照 1 ! ! f ± 1 l § } l l { ± 1 |} 1 ii {±99l ii { ± 21} 

1 5 6 l ! ! f ± 11i } l ~ f± 1 } } 1i! f± ~~l 甘｛士 2~~
3 1 3 l籍f+1 0t} 1 8 8 {+ 1り

1 " f± 9B 
訃{+2§ 

S 9 mix 1 闘f±10~~ l | f+ 1}} 1翡に術 甘f+ 2射6 2 5 
（＋） 

1 2 5 0 l靡f+1oi1 | i {+ 1 l } 札｛士 8{} 23 ! 6 { ± 2 i} 
2 5 0 0 1 翡~+ 9州 1 ! {+ 1 |} 1眉{±f§} ii t± 2§} 

5 0 0 0 蒻： ｛士 11} ！： ｛士＂ 料｛士術 屈t±1t } 
S9mix 名称 AF-2 母 ENNG AF-2 

陽 を必要 {μ 用~／フ．旱『卜） 0. 01 0. 5 2 0. 1 
としな

コ0ニー数
罰に5~B 捐しりi} 掘叩秘 ! | i { ± 6 f i } 性 いもの

／ プレート

対 S9mix 名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

照
を 必要

(Ll用g／フ。『ニ卜） 1 2 2 0. 5 
とする コ0こー数

l i i | t l 1 f § } 1 | l { ± 1 1 ! } 1l附302 Hl籍｝ 凰に4~附もの
／ プレート

（備考） ＊：菌の生―育阻害が認められた

AF-2 : 2-(2—フリ)し)-3-(5--こ卜 □ -2- Jリ）し）7 クリ）し 7 ミド， NaN3: 7ヅ化tトリりム

TA1537 

l ! { ± 1 3 } 

] iに 1i} 

l l { ±1 !~ 

l 1 { ± 1 § } 

| { { ± 1 1 } 

1 ~ f + 1計

| | { ±2~l 

i } f ±2B 

i | { ±2~~ 

i | f ±2~i 
i l { ± 2“ 

ii { ± 2 1} 

屈｛土 1封
9-AA 

80 

i " ｛土2§ i } 
2-AA 

2 

術238 t±21n 
（平 Bii直）
（士標準偏差）

口 ：N-Iチ）し―N'-:.団-N-:. Hnリク` 7こヅ‘ノ， 9--AA: 9--7ミ／7クリシ合、ノ塩酸塩， 2-AA: 2-7ミ／7ントうセン
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表 3 試験結果表 （本試験 2)

被 験 物質の名称 ： 4-メチル安息香酸

試験実施期間 2002年 7月 8日より 2002年 7月 11日
復 帰 変 異数（コ0こー数／フ”"―卜）

代化有謝系活無性の
(u 被用g/験7゚物しー質温ト） 塩 甚対置村 型 フレームシフト型

TAlOO TA1535 ¥VP2uvrA/oK紐 01 TA98 

陰性対照 ］息i{ ± 10i } l l { ± 1府 札に 7~~ i i { ±2n 

3 1 3 1 | l { ±, l } l i { ± 1 i } 8剪9 ｛士 8l} 翡｛土 2l } 

6 2 5 1 9u 0 ~± 1闘｝ 1 ， ! { ± 1 9 } 9i{± 7t} 甘t± 2州S 9 mix 
(-) 

1 2 5 0 1翡｛土10i} ] | t ±1 g ~ 打｛士 1i} ! ~ t±1 ~~ 
2 5 0 0 !s t±, t } ] iじ 1! } | i { ±7 i~ けt+ 1り
5 0 0 0 ! | f ±7~~ ; f± f } 甘｛士 5§} i i f ± 1 ! } 

陰性対照 ］訃f± 1 ! ! } l i t ± 1 | } 1札{±,t} i! f ± 2 t} 
1 5 6 ］札f+ 1約 l f t ± 1 1 } lb~ f±101~ i i { ± 2 § } 

3 1 3 l 893 りf+ 10針 |>{± 1 3 } 189! 5 f + 9射 甘t+ 2f i 
S 9 mix 

1 翡~+ 91~ l i {+ 1針 10蒻3 ｛士術 3社0 f + 2~~ 
（＋） 

6 2 5 

1 2 5 0 l翡｛＋1o~~ | { f+ 1 | } l蒻f+ 9射 ~~ f + 2~1 

2 5 0 0 
1舟！ ｛士1091 ] } {+ 1り ii ~± 8訪 il { ±2~~ 

5 0 0 0 翡： t土 7~~ じ｛士肘 屈｛士 58l ii:に 1{ } 

S9mix 名称 AF-2 母 ENNG AF-2 

陽 を必要
(ug用/7。旱『卜） 0. 01 0. 5 2 0. 1 

としな コllこー数
札i{ ± 5 } 3 } 1i l { ± 4§計甘札 ｛出1} 札i{ ±679j 性 いもの

/ 7・ レート

対 S9mix 名称 2-AA 2-AA 2-AA 2-AA 

照
を必要

(μg用/J．ニ『卜） 1 2 2 0. 5 
とする

JDこー数

1薗g惜｝ l " { ±1 7計1 i且 ｛士閻 捐｛士41針もの
／ プレート

（備考） ＊ ：菌の生育阻害が認められた

AF-2 : 2-(2—フリ｝し}-3-(5-こトロー2—フリル）7 クリ｝り 7 ミド， NaN3: 7ヅ化tトリウム

TA1537 

| } t± 1村

l i t±1n 

l i t±1 §} 

1} t± 1行

1 iじ 1N 
l } t± 1行

｝｝じ叩

りt±2J?

i2じ牙｝
甘t±2村

翡に叩
}l t± 2§} 

阻t±1§}

9--AA 

80 

畠 ｛士芍対
2-AA 

2 

罰(±21む
（平均―1直）
（土標準偏差）

ENNG-:NIチ｝し-N’ ＿こトロ―八Lこトロリク‘7こヅン， 9-AA:9-7ミ／7クリヅ‘ノ塩酸塩， 2-AA: 2-7ミ／7ントうセン
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