
2－アミノー1－ナフタレンスルホン酸の細菌を用いる復帰突然変異試験   

ReverseMutationTestof2－Amino－1－naPhthalenesulfbnicacidonBacteria  

要約  

OECD既存化学物質安全性調査事業の一環として，2－  

アミノートナフクレンスルホン酸について，細菌を用いる  

復帰突然変異試験をプレート法により実施した．   

検定菌として，SalmoneJ）aりPhjmuJlumTAl00，TA1535，  

TA98，TA1537I）および邑cheTichiacoIIWP2uvrA2）を用  

い，直接法およ◆び代謝活性化法のいずれも，用量設定試  

験は，50～5000し1むプレートの用量で，本試験は，312．5  

～5（X旧け釘プレートの用量で試験を行った．   

その結果，2回の本試験とも，TA1535の代謝活性化法  

で2500匹釘プレート以上の用量で溶媒対照値の2倍以上と  

なる変異コロニー数の増加が認められた．以上の結果か  

ら，2－アミノートナフタレンスルホン酸は，用いた試験系  

において変異原性を有する（陽性）と判定された．  

材料および試験方法  

〔横定菌〕  

出血－0月e肋仰山m血u′¶TAlOO  

∫∂山10月e肋抑ム血血umTA1535  

且ゞCムerfc揖∂COノiWP2u竹A  

∫∂加】0刀仁山りp揖mu〃Umm98  

ぶ裏mo〃e鵬りp山爪U√JU用TA1537  

∫．明血血血血7の4菌株は1975年10月31日にアメリカ合  

衆カリフオルニア大学のB．N．Ames博士から分与を受け  

た．   

g．co〟WP2u汀A株は1979年5月9日に国立遺伝学研究所  

の賀田恒夫博士から分与を受けた．   

検定菌は，－800c以下で凍結保存した．各検定菌は，凍  

結保存菌の調製時に，アミノ酸要求性，UV感受性，およ  

び膜変異（血）とアンピシリン耐性因子（pKMlOl）の有無  

についての特性確認を行った．試験に際して，ニュート  

リエントブロスNo．2（Oxoid）を入れたL字型試験管に種菌  

を接種し，370c，10時間往復振とう培養したものを検定  

菌液とした．   

（被験物質〕   

2－アミノーi－ナフタレンスルホン酸（CASNo．8ト16－3）  

は，白色粉末である．純度98．7％のもの（ロット番号：  

07021，不純物不明（1＿3％），スガイ化学工業（株）製造）を  

（社）日本化学工業協会から供与された．被験物質は，使  

用時まで室温で遮光して保管した．   

2－アミノー1－ナフタレンスルホン酸は，ジメチルスル卒  

キシド（以下ワリSOと略）に50mg／mlになるように調製し  

た後，同溶媒で更に公比2ないし約3で希釈したものを，  
速やかに試験に用いた．   

試験の開始に先立って，2－アミノー1－ナフタレンスルホ  

ン酸のDMSO溶液中での安定性試験を，本試験での低濃  

度（3．125mg／ml）および秦野研究所で実施される染色体異  

常試験（H－93－243）の高濃度（220mg／ml）の2濃度につい  

て，室温遮光条件下で実施した．その結果，調製後4時間  

における各3サンプルの平均含量は，いずれも初期値（0時  

間）の平均に対して，101％であった．   

また，本試験Ⅰに用いた調製検体について，含量測定試  

験を行った結果，3．125mg／ml溶液の含量は既定濃度に対  

し，100～102％，50mgノml溶液は，97．3～97．8％であっ  

た．   

以上の結果から，2－アミノートナフタレンスルホン酸は  

DMSO溶液中では安定であり，また調製液中の被験物質  

の含量は所定の値の範囲内にあることが確認された．   

〔陽性対照物質〕   

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりで  

ある．  

AF2：フリルフラマイド （上野製薬（株））  

SA ニ アジ化ナトリウム  （和光純薬工業（株））   

9AA：9－アミノアクリジン （SigmaChem．Co．）  

2AA：2－アミノアントラセン（和光純薬工業（株））   

AF2，2AAはDMSO（和光純薬工業（株））に溶解したもの  

を－20℃で凍結保存し，用時解凍した．9AAはDMSOに，  

SAは蒸留水に溶解して速やかに試験に用いた．   

〔培地およぴS9混液の組成〕  

1）トップアガー（TA菌株用）   

下記の水溶液（A）および（B）を容量比10：1の割合で混  

合した．   

（A）パクトアガー（Dif℃0）   0．6％  

塩化ナトリウム  0．5％   

（B）＊しヒスチジン  0．5mM  

ビオテン  0．5mM   

＊：WP2用には，0．5mMしトリプトファン水溶液  

を用いた．  
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複帰変異試験  

2）合成培地   

培地は，日清製粉（株）製の最少寒天培地を用いた．な  

お，培地lリットルあたりの組成は下記のとおりである．   

硫酸マグネシウム・7水和物   0．2g   

クエン酸・1水和物  2g   
リン酸水素ニカリウム  10g   

リン酸－アンモニウム  1．92g   

水酸化ナトリウム  0．66g   
グルコース  20g   
パクト・アガー（Dif血）  15g   

径90mmのシャーレ1枚あたり30mlを流して固めてあ  

る．  

実施したところ，すべての検定菌において直接法，代謝  

活性化法ともにいずれの用量におレ妄⊂も抗菌性は認めら  

れなかったことから，本試験における最高用量を，すべ  

ての検定菌において，直接法∴代謝活性化法ともに5㈱  
け釘プレートとすることとした．   

〔本試験〕   

結果をTablel，2に示した．2一アミノー1－ナブタレンスル  

ホン酸について，312．5－5∝X）一打プレートの範囲で，公  

比を2とし，試験を実施したr2回の試験において，  

TA1535の代謝活性化法の1250あるいは2500匹釘プレート  

以上の用量において溶媒対照の2倍以上となる変異コロ  

ニー数の増加が認められた．平均の比活性は500町せプ  

レートにおいて16．4であった．また，2回目の本試験にお  

いてのみ，TA1537の直接法および代謝活性化法とTA98  

の代謝活性化法において，変異コロニー数が陰性対照群  

の2倍以上となる群が散見された．   

以上の結果に基づき，2－アミノートナフタレンスルホン  

酸は，用いた試験系において変異原性を有するもの（陽  

性）と判定した．  

文献   

1）D．M．Maron，andB．N．Ames，Mu（adot）ReseaLrh．，113，   

173，1983．  

2）M・H・L．Green，‖Handbook of Mutagenicity Test   

Procedures・”B・J．Kilt光y，M．Legator，W．NichoIsandC．   

Rameleds．，EIsevier，AmsIerdam，NewYork，Oxford，   

19写4，pp．161－187．  

3）S9混液（1m伸下記の成分を含む）  

S9＊＊   

塩化マグネシウム   

塩化カリウム   

グルコースー6－リン酸  

NADH  

NADPH   

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）  

0．lml   

8 mmol 

33mmo1   

5mmo1   

4mmo1   

4 mmol 

l（X）mmol   

＊＊：7週齢のSprague－Dawley系雄ラットをフユノパ  

ルビタール（PB）および5，6バンゾフラボン（BF）  

の併用投与で酵素誘導して作製したS9（キッ  

コーマン（株））を用いた．   

〔試験方法】   

プレート法を用いて，直接法および代謝活性化法に  

よって試験を行った．   

小試験管中にトップアガー2ml，被験物質調製液0．1  

ml，リン酸緩衝液0．5ml（代謝活性化試験においてはS9混  

液0．5ml），検定菌液0．1mlを混合したのち合成培地平板上  

に流して固めた．また，対照詳として被験物質調製液の  

代わりにDMSO，または数種の陽性対照物質溶液を用い  

た．各検定菌ごとの陽性対照物質の名称および用量は  

Tablel，2に示した．培養は370Cで48時間行い，生じた変  

異コロニー数を算定した．抗菌性の有無については，肉  

眼的あるいは実体顕微鏡下で，寒天表面の菌膜の状態か  

ら判断した．   

〔判定基準〕   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定菌の直接法  

あるいは代謝活性化法において，被験物質を含有する平  

板上における変異コロニー数の平均値が，溶媒村照のそ  

れに比べて2倍以上に増加し，かつ，その増加に再現性あ  

るいは用量依存性が認められた場合に，当該披験物質は  

本試験系において変異原性を有する（陽性）と判定するこ  

ととした．  

t  

結果および考察  

連絡先  

試験費佳肴：淡谷 徹  

試験担当者：坂本京子，原 巧，堀谷尚古，  

川上久美子，松本容彦，  

飯田さやか，中込まどか  

（財）食品薬品安全センター 秦野研究所  

〒257神奈川県秦野市落合7i9＿5  

Te10463－82－4751Fax伽帖3－82－9627  

Co汀eSpO爪dence  

Authors：TohrりShibuya（StudyDirec10r）  

KyokoSakamoto，TakumiHara，Naoko  

Horiya，KumikoKawakami，  

YasuhikoMaIsuki，  

Sayaka iida and Madoka Nakagomi 

HatanoResearchInstitute，FoodandDrugSafeIy  

Cenler ■  

729－5・Ochiai，Had血0－Shi，Kanagawa257，Japan  

Tel＋81－463－82－4751′ Fax＋8ト463－82－9627   〔用量設定試験〕   

50～5000巨釘プレートの範囲で公比を約3とし，試験を  
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2－アミノー1－ナフタレンスルホン酸  

Tablel Resultsofbacterialreversemulationassay（I）with2－amino－1－naPhlhalenesulfonicacid†L 

Wi血（＋）or  Numberorrevertanb（numkrorcolon’es／llM  士SD  

wilboul（一）  do＄e   Bぉe－p血su♭slitulionlY  F  b－r  

S9Mix   如月わ1ate）   TAl00  TA1535  WP21ルrA  TA98  TÅ1537   

SoIYenl  120 106  122  7  12  16  19 15 19  17 19  14  4  （i  8  

comtrol   rl16土 8．7）   （12土 4．5）   （18土 2．3）   （17士 2，5）   （ 6士 2．0）  

312．5  112 109  138  15  1j  13  2g  23  2l  22  12   柑  9   7   5  

（120土15．9）   （14士1．2）   （ 24士 ユ．6）   （17土 5．0）   （ 7土 2．0）  

625   98  舛  1の  9   9  15  1g  17  2占  22  16   24  5   4   7  
（102士 6．1）   （11土 3．5）   （’20土 4．9）   （ 21土 4．2）   （ 5± 1．5）  

1250   124 100 113  13  17   g  19  16  22  34  15  17  ユ   2   3  
（112士12．0）   （13土 4．5）   （19士 5．0）   （ 22士10．4）   （ 3土 0．6）  

S9Mjx  2500   97 106  117  ‘ 13  17  Ⅰ‘  20  15  10  15  17  7   4   5  
（107士10．0）   （12士 5．6）   （1了士 2．6）   （14士 3．6）   （ 5土 l．5）  

5（）α）   99  95  123  7  10  10  16  17   柑  20  2う  17  7   6   4  
（10（；土15．1）   （ 9土1．7）   （17士 1．0）   （ 20± 3．0）   （ 6士 1．5）  

SoIvenI  117 119  148  13   8  12  21 13  17  21  30   39  7  1Z   7  

collけ01   （128士17．3）   （11士 2，6）   （】7土 4．0）   （ 30士 9．0）   （ 9土 2．9）  

312．5  14g 139  124  21  19  10  31  24   20  37  40   43  11  12  18  

（137土12．1）   （17士 5＿9）   （ 25土 5．6）   （ 40土 3．0）   （14士 3．8）  

625   128 1）3  111  15  12  12  32  13   2l  33  27   36  15   6   9  

（124土 ‖．5）   （13士1．7）   （ 22士 9．5）   （ 32士 4．6）   （10士 4．6）  

1250   149 157  139  20  23  23  24  19  20  34  27   30  14  12  12  

（148士 9．0）   （ 22土l．7）   （ 21± 2．6）   （ 30土 3．5）   （13± 1，2）  

S9M奴  2500   168 166 158  39  52  42  1（i l三  三6  43  3g   36  11 18  10  
（1朗士 5．3）   （ 44土 6．8）   （18± 7．2）   （ 39土 3．6）   （13士 4．4）  

（＋）  5㈱   2ひ1 195  2（何  63  95  91  27  二26  21  54  49   47  12   （；   ＆  

（201± 5．2）   （ 83±17．4）   （ 25士 j．2）   （ 50± 3．6）   （ 9± 3．1）  

PosiliYe  ÅF2   SA   ÅF2   AF2   9ÅA  

COntl℃1  0．01   0．5   0．01   仇1   80  

S9Mix（－）   560  525  535  224  208  211  118  92 107  921 798  845  113112う2 1二‡68  

COlonies／plat¢   （540土1＄．0）   （214± 8．5）   （106±1う＿1）   （g55土 62．1）   （1244土11g．9）   

Pbsi11Ve  2AA   2ÅA   2ÅA   2AA   2AA  

COllけOl  つ   10   0．5   つ  

S9Mix（＋）   

COlonies／plale   （l155土 20．0）   （2う4士24．6）   （755±124．5）   （395土 43．3）   （220土19．3・）   

Af2：2－（2－FuTyl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylaLmide，SA：Sodiumazide，9＾A：9LAminoacTldine．2AA：2－Aminoanthraccnc  

■：jPurltyWaS9＄．7％．  
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復帰変異試験  

W仙（＋）or  NLmlbeIt）frevertants（numt＊rOfcolonies／pIaLe，Mean ±S．D．）  

Wi【hout（－）  do5¢  8a5e－Pairsubsli【u【ionty  Fram¢Sh沌＝Y匹  

S9Mix   仙賃／plate）  TAl（粕   TA1535   WP2〟VrA   TA98   TA1537  

SoIvcnl  106 119  110  11 19  Il  9   21  21  27   t6  17  9   7    5  

COnlrol   （112土 6．7）   （14± 4．‘）   （17士 6．9）   （ 20士 6．1）   （ 7± 2．0）  

312．5  9（i 124  103  1ユ  15  1：！  20  21  ヱ9  21 ：！0   25  8   7    9  

（108±14．6）   （ け土1．7）   （ 23士 4．9）   （ 22± 2．6）   （ 名士 1．0）  

る25   123 1411l8  16  15  18  29   コ4  20  －1g   20  19  14  13   g  
（128土13ヱ）   （ 托士1．5）   （ 24± 4．5）   （19± l．0）   （12± 3．コ）  

1250   128 108 ■107  13  15▼ 18  19  17 ：！6  18  17  19  13  14  16  

（114土11．8）   （15士 2．5）   （ 21土 4．7）   （18土 ＝＝   （14± 1．5）  

S9Mi又  2500   l18 115  119  16  14  10  21 10  16  15  コ6   2（i  16  1：！  19  

（117± 2．1）   （13士 3．1）   （16土 5．5）   （ 22土 6．4）   （16土 ヨ．5）  

5㈱   121 106  11g  1ヱ、17  19  l二）  30  21  24  1二，  23  1＄   5  15  

（115士 7．9）   （16± 3．6）   （ 21士 ＆．5）  （ 20土 6．1）   （13± 6．g）  

SoIYen【  1う4 1）2  130  15   8  20  17  12  19  ユ5  ：！7   44  12  11   8  

COnt∫Ol   （132土 2．0）   （14土 6．0）   （16士 3．6）   （ 32土10．4）   （10± 2．1）  

j12．5   124 120  11l  16  22  1二I  2＄  26  26  ｝4  36   29  21 13  13  
（118土 石．7）   （17士 4．6）   （ 27土1．2）   （ 33土 3＿6）   （l（i± 4．6）  

625   134 12ユ  129  1二） 17  13  ヱO  16  26  43   43   32  2う  25   21  

（129土 5．5）   （14士 2．3）   （ 21土 5．0）   （ 39土 6．4）   （ 23土，2．0）  

1250   170 170  172  21  24  25  26  2る  26  4g  16   44  20  23   24  

（171士 l．2）   （ 2ユ± 2．1）   （ 2（；± 0．0）   （ 4う士 6．1）   （ 22± 2．1）  

S9Miェ  25（X）   151 162  183  72  65 （；9、  22  25  27  55  58   54  16  21 10  

（1（；5±16．3）   （ 69士 3．5）  （ 25土 2．5）   （ 5（；士 2．1）   （16± 5．5）  

（＋）  5（伽   1g5  214  249  10β  98 1‖  19  2g  25  64  71  （iO  1g  17  15  

（216士 32．0）   （10る± 6．8）   （ 24土 4．6）   （ 65士 5．6）   （17土 1．5）  

Poざitivモ  AF2   SA   AF2  AF2   9AA  

のnけ01  0．Ol   0．5   β．01   0．l   gO  

S9M奴（－）   512  549  52l  ユ以） 282 248  174 176 160  764  810  844  1610 1762 1800  

¢Olonies／plak   （527土 19．3）   （263±17．2）   （17（）土 8．7）   （806土 40．1）   （1724±l（拍．5）   

Po扇1ive  2AA   2AA  2AA   2AA   2ÅA  

conlJOl  つ   10   0．5   つ  

S9Mix（＋）   

COloni85／plak   （867士 90．4）   （24‘土3三．0）  （1436土26．2）   （420土 46．5）   （247士 28．0）   

AF2：2－（2－FLJryl）一3－（5－nitro－2－fuTyl）acrylamide．SA：Sodiumazide．9AÅ＝9－AminoacridiJIC，2AA：2－AmiElOan（hracene  

■：PudけWaS98．7％．  
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2一アミノー1－ナフタレンスルホン酸の   

チャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験∫  

Inl万troChromosomalAberrationTestof  

2－Amino－1－naPhthalenesulfonicacidonCulturedChineseHamSterCells  

要約   

OECD既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の  

一環として，2－アミノートナフクレンスルホン酸の培養細  

胞に及ぼす細胞遺伝学的影響を評価するため，チャイ  

ニけズ・ハムスター培養細胞（CHL／IU）を用いて試験管内  

染色体異常試験を実施した．   

連続処理（24および4S時間）においては，50％を明らか  

に越える増殖抑制濃度，すなわち1．6mg／mlの濃度を最高  

処理濃度とした．一方，短時間処理（6時間）のS9mix存在  

下および非存在下においては，2．2mg／ml（10mM）の濃度  

を最高処理濃度とした．最高処理濃度の1／2およびl〃をそ  

れぞれ中濃度，低濃度として設定した．連続処理とし  

て，S9mix非存在下における24時間および48時間処理，  

短時間処理としてS9mix存在下および非存在下で6時間処  

理（18時間の回復時間）後，標本を作製し，検鏡すること  

により染色体異常誘発性を検討した．   

CHLnU細胞を24時間連続処理した高濃度群（1．6mg／ml）  

では，細胞毒性のため十分な細胞数を分析できなかった  

が，その他の処理群においては，染色体の構造異常ヤ倍  

数性細胞の誘発作用は認められなかった．また，代謝活  

性化法では，S9mk非存在下およびS9nlix存在下で6時間  

処理した高濃度許（2．2m釘mりでは，細胞毒性により十分  

な細胞数を分析できなかったが，S9mix非存在下のその  

他の処理群では，染色体の構造異常や倍数性細胞の誘発  

作用は認められなかった．一方，S9mix存在下の中濃度  

群（1．1mg／ml）では，観察した細胞の22．5引こ染色体の構  

造異常が誘発され，陽性の結果が得られた．しかしなが  

ら，2－アミノートナフタレンスルホン酸を培養液に添加す  

ると培養液の色が黄色化することから，本実験で誘発さ  

れた染色体異常に関しては，それ自身によるDNA傷害作  

用に起因する可能性に加えて，被験物質添加による培養  

液の酸性化による可能性も示唆された．  

方法   

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在12代）したチャイニーズ・ハ  

ムスター由来の（：HL／IU細胞を，解凍後継代10代以内で試  

験に用いた．  

2．培養液の調製   

培養には，牛胎児血清（FCS：JRHBIOSCIENCES）を  

1n射恭加したイーグルMEM（日水製薬（抹））培養液を用い  

た．  

3．培養条件  

2×104個のCHLnU細胞を，培養液5mlを入れたディッ  

シュ（径6cm，Corning）に播き，370CのCO2インキュベ～  

ター（5％COっ）内で培養した．連続処理では，細胞播種3  
日目に披験物質を加え，24時間および48時間処理した．  
また，短時間処理では，細胞播種3日日にS9mix存在下お  

よび非存在下で6時間処理し，処理終了後新鮮な培養液で  

さらに18時間培養した．  

4．被験物質  

2Lアミノートナフクレンスルホン酸（略号：ANS，CAS  

No．：8ト16－3，ロット番号：07021，スガイ化学工業（株）  

製造，（社）日本化学工業協会提供）は，白色粉末で，水お  

よびアセトンに不溶，ジメチルスルホキシド（DMSO）に  

可溶，分子式Cl。N9NO3S，分子量223・26，純度98・7％（不  

純物1．3％）の物質である．披験物質原体の安定牲に関する  

情報は得られなかったが，水に安定であり，溶媒中  

（DMSO）での安定性試験では，3．125、220m釘mlの濃度範  

囲で4時間は安定であった．  

5．被験物質の調製  

披験物質の調製は，使用のつど行った．溶媒として  

DMSO（SigmaChemicalCo．）を用いた．原体を溶媒に溶解  

して原液（増殖抑制試験，染色体異常試験ともに220mg／  

ml）を調製し，ついで原液を溶媒で順次希釈して所定の濃  

度の披験物質調製液を作製した．披験物質調製液は，す  

べての試験において培養液の1％（v／v）になるように加え  

た．染色体異常試験に用いた披験物質調製液の濃度は，  

許容範囲内（溶媒中での平均含量が添加量の90．0、110％）  

の値であった．なお，濃度の記掛こついて，純度換算ほ  

行わなかった．  

6．細胞増殖抑制試験による処理濃度の決定   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，披験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．被  

験物質のCHL／IU州胞に対する増殖抑制作用は，単層培養  

細胞密度計（Monoce11a【erTH，オリンパス光学工業（株））を  

用いて各群の増殖度を計測し，披験物質処理群の陰性対  

照群に対する細胞増殖の比をもって指標とした．  
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染色体異常武一挨   

その結果，連続処理における50％の増殖抑制濃度を明  

らかに越える濃度（約60％の増殖抑制濃度）を，60％の増  
殖抑制濃度をはさむ2濃度の値より算出したところ，1．6  

mg／血であった．また，短時間処理のS9mix非存在下で  

は，2．Om〆mlであった．一方，S9mix存在下では，2．2  

mg／ml（10mM）の濃度を含み，処理したすべての濃度範  

囲で60％を越える増殖抑制は認められなかった（Fig．1）．  

ついては1群8（氾個の分裂中期細胞を分析した．  

10．記録と判定   

無処理対照，陰性および陽性対照群と被験物質処理群  
についての分析結果は，観察した細胞数，構造異常の種  

類と数，倍数性細胞の数について集計し，各群の億を記  

録用紙に記入した．染色体異常を有する細胞の出現頻度  

について，フィッシャーのexactprobabili‡ytesI法により，  

陰性対照群と披験物質処理群問および陰性対照群と陽性  

対照群の有意差検定（p＜0．05）を行った．披験物質の染色  

体異常誘発性についての判定は，石蕗らZlの判定基準に従  

い，染色体異常を有する細胞の頻度が5％未満を陰性，  

5％以上10％未満を疑陽性，10％以上を陽性とした．  

結果および考察   

連続処理による染色体分・析の結果をTablelに示した．   

2－アミノー1－ナフタレンスルホン酸を加えて24時間およ  

び4S時間連続処理した高濃度群（1，6mg／ml）では，細胞毒  

性により十分な細胞数を分析できなかったが，その他の  

処理群では，染色体の構造異常および倍数性細胞の誘発  

は認められなかった．   

短時間処理による染色体分析の結果をTablc2に示し  

た．   

2－アミノー1－ナフクレンスルホン酸を加えてS9mix存在  

下および非存在化で6時間処理した高濃度群（2．2mg／ml）  

では，細胞毒性により十分な細胞数を分析できなかっ  

た・S9坤X非存在下のその他の処理群では染色体の構造  

異常や倍数性細胞の誘発作用は認められなかった．一  

方，S9mix存在下の中濃皮群（1．lmg／叫）では，観察した  

細胞の22．5射こ染色体の構造異常が誘発さゴt，陽性の結  

果が得られた．   

培養液がpH6．3以下の酸性条件下では，染色体異常が  

誘発される場合があることが報告3）されている．2－アミ  

ノー1－ナフタレンスルホン酸を培養液に添加すると培養液  

の色が黄色化することから，陽性の結果が得られたS9  

mix存在下の中濃度群について，処理直後と処理終了後の  

培養液のpHを測定したところ，処理直後のpHは5・77で，  

処理終了後では6．01であった．従って，本実験で誘発さ  

れた染色体異常に関しては，2－アミノートナフタレンスル  

ホン酸それ自身によるDNA傷害作用に起因する可能性に  

加えて，2－アミノートナフタレンスルホン酸添加による培  

養液の酸性化による可能性が考えられる．これを明確に  

するには，さらに詳細な検討が必要であると思われる．  
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7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，染色体異常試験で用い  

る披験物質の高濃度群を，連続処理では1．6mg／血，短時  

間処理では2．2m如血（10mM）とし，それぞれ高濃度群の  

1／2の濃度を中濃度，仰の濃度を低濃度とした．陽性対照  

物質として用いたマイトマイシンC（MC，協和醗酵工業  

（株））およびシクロホスファミド（CPA，SigmaChemical  

Co．）は，注射用水（（株）大塚製薬工場）に溶解して調製し  

た．それぞれ染色体異常を誘発することが知られている  

濃度を適用した．  

8．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約0．1  

け釘mlになるように培養液に加えた．染色体標本の作製は  

常法に従って行った．スライド標本は各シャーレにつき  

6枚作製した．作製した標本を3％ギムザ溶液で染色し  

た．  

9．染色体分析  

作製したスライド標本のうち，1つのディッシュから得  

られた異なるスライドを，4名の観察者がそれぞれ処理条  

件が分からないようにコード化した状態で分析した．染  

色体の分析は，日本環境変異原学会，哺乳動物試験  

（MMS）分科会1）による分類法に基づいて行い，染色体型  

あるいは染色分体型のギャップ，切断，交換などの横道  

異常の有無と倍数性細胞（polyploid）の有無について観察  

した．また構造異常については1群200個，倍数性細胞に  

78  

16  



2－アミノートナフタレンスルホン酸  
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1－メチルエテニルバンゼンのラットを用いる  

反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalToxicityScreenlng  

TestofトMethyletherlylbenzenebyOralAdminis【rationinRats  

要約   

トメチルエテニルベンゼンを40，200および1（X氾mg珠釘  

dayの用量でSD系ラット（Cり：CD）の雌雄に交配前14日から  

交配を経て雄は計43日間，雌は妊娠，“分娩を経て哺育3日  

まで経口投与し，反復投与毒性および生殖発生毒性につ  

いて検討した．  

1．反復投与毒性   

，1（X氾mg侮群において，雄で体重増加抑制および摂餌  

量減少が認められ，1例が膀胱結石による尿閉で死亡し  

た．雌でも妊娠後期に体重増加抑制の傾向が認められ  

た．病理検査では，腎臓の腫大が雌雄で，尿細管上皮の  

硝子滴の増加と好塩基性変化が雄で，尿細管上皮の空胞  

化とリンパ球浸潤が雌で，膀胱の結石形成と粘膜上皮の  

増生が雄で，肝臓の腫大と肝細胞の好酸性変化が雌雄  

で，副腎束状帯の脂肪滴の増加が雌雄で，胸腺の萎縮が  

雌で認められた．雄の血液生化学検査では，1GPT，尿素  

窒素iカリウムの上昇およびトリグリセライドの低下が  

認められた．   

200mg爪g群においても，雌雄で肝臓および腎臓，雌で  

胸腺に同様な組織変化が，雄でGPTの上昇が認められ  

た，雄の血液学検査では被験物質の影響は認められな  

かった．  

2．生殖発生毒性   

親動物の検査において，交尾率，受胎率，妊娠期間，  

黄体数，着床数，着床率，出産率，分娩率および分娩に 

は被験物質に起因する変化は認められなかった．哺育期  

間の観察では，1（伽mg此g群で母動物2例の全新生児が死  

亡した．   

新生児の検査において，1（X氾m釘kg群で体重がやや小  

さく，また2腹の全新生児死亡のため4日生存率が若干低  

下した．出産児乳 出産生児数，性比，出生率，外表，  

一般状態，出生後の体重増加量および剖検においては被  

験物質の影響は認めちれなかった．   

以上の結果より，．トメチルエテニルづンゼンの反復投  

与毒性に関する無影響量は雌雄とも40m錘釘day，生殖発  

生毒性に関する無影響量は，親動物に対して雄が100O  

mB／kg／day，雌が200mg／kgJday，児動物に対しては200  

mg几釘dayと考えられる．  

方法   

1．被験物質 －  

1－メチルエテニルベンゼン（三井石油化学工業，LotNo＿  

33041，純度99．6％）は，芳香族炭化水素，エタノール，ア  

セトンに可溶で，水には不溶の芳香を有する無色の液体  

である．披験物質は室温・逓光下で保管し，試験期間中安  

定であることが製造者により確認された．   

2．試験動物および飼育条件   

日本チャールス・リバー（株）より入手した雌雄のSD系  

ラット（C亘CD）を6日間検疫・馴化後，試験に供した、投  

与開始前日に体重別層化無作為抽出法により，1群につき  

雌雄各10匹を振り分けた．投与開始時の週齢は雌雄とも  

8過齢，休垂範囲は雄が309～337g，雌が18卜225gで  

あった．   

検疫・馴化期間を含めた全飼育期間中，温度20、  

250c，湿度40～70％R．Hリ 換気約12回／時，照明12時間／日  

（7：00、19：00）に自動詞節された飼育室を使用した．動物  

は実験動物用床敷（ベータチップ：日本チャールス・リ  

バー）を敷いたポリカーポネート製ケージに，1ケージあ  

たり投与開始後は1匹，交配期間中は雌雄各1匹，哺育期  

間は1腹で収容し，飼育した．   

動物には，オートクレープ滅菌した実験動物用同型飼  
料（CRト1‥オリエンタル摩母工業）および5ドmのフィル  

ター濾過後，紫外線照射した水道水をそれぞれ自由摂取  

させた．  

3．投与量および投与方法   

SD系ラットを用いて10日間の反復投与試験（用量：0，  

100，300，1（旧Om釘kg）を行った結束1（X粕m釘kg群の経  

で体重増加抑制および肝脳の腫大傾向が認められた．  

従って，本試験では高用量を1000m釘kgとし，以下公比  

5で中用量を200mg在g，低用量を00mg／kgとした．この  

他に溶媒のみを投与する対照群を設けた．   

投与期間は，雌雄とも交配前14日間，交配期間中，お  

よび雄は計画殺前日までの計43日間，雌は交尾成立後分  

娩を経て哺育3日までとし，オリーブ油に溶解させた被験  

物質を胃管を用いて1日1回，午前中に強制経口投与し  

た・投与液量は5ml几gとし，至近測定日の体重を基に算  

出した．   

投与液の調製はイエローランプ照明下で行い，投与に供   
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反復投与毒性・生殖発生毒性試験  

するまで冷蔵・遮光保存した．また，投与開始前に投与液  

の安定性および濃度を確認した．   

4．反復投与毒性に関する観察・検査  

1）一般状態   

全例について生死および外観・行動等を毎日観察し  

た．死亡動物は発見後速ゃかに剖検した．   

2）体重および摂朗量   

体重は，雄については投与開始日およびその後過1回，  

雌については投与開始日および交尾成立までは週1軌 交  

尾成立後は妊娠0，7，14，20日および哺育0，4日に測定  

した（交尾確認日を妊娠0日，分娩確認日を哺育0日とす  

る）．摂餌量は，交配期間を除き体重測定日に測定した．   

3）雄の血液学検査   

雄の仝生存動物について，解剖目の前日より約21時間  

絶食させ，チオペンタールナトリウム（ラボナール：田辺  

製菓）の腹腔内投与による麻酔下で後大静脈より採取した  

血液の一一部をEDTA－2Kにより凝固阻止し，赤血球数  

（シースフローDCインピーダンス検出法），白血球数（RF／  

DCインピーダンス検出法），血小板数（シースフローDC  

インピーーダンス検出法），ヘモグロビン濃度（SLSヘモグ  

ロビン法），ヘマトクリット値（赤血球パルス波高値検出  

法）を多項目自動血球分析装置（NE－4500：東亜医用電子），  

白血球百分率（Wright染色塗抹標本）を血液細胞自動分析  

装置（MIICROXHEG－70A：立石電機），網状赤血球数（アル  

ゴンレーザーを用いたフローサイトメトリー法）を自動網  

赤血球測定装置（R－2000：東亜医用電子）により測定した．  

また，検査結果から平均赤血球容積（MCV），平均赤血球  

血色素量（MCH），平均赤血球血色素濃度（MCHC）を算出し  

た．   

4）雄の血液生化学模査   

雄の全生存動物について，解剖日に採取した血液を室温  

で約30分間放置した後，3㈱r．p．m（2050G）で10分間遠心  

分離し，得られた血清について，GOT（SSCC改良法），  

GPT（SSCC改良法），ALP（GSCC改良法），Y－GTP（SSCC改  

良法），尿素窒素（Urease－GLDH法），グルコース（GK－  

G6PDH法），総コレステロール（CESTCO－POD法），トリグ  

リセライド（LPL－GK－G3PO－POD法），クレアチニン（Jaffe  

法），総ビリルビン（Jendrassik改良法）．総蛋白（Biure一法），  

アルブミン（BCG法），′A昭比（総蛋白およびアルブミンよ  

り算出），かレシウム（ひCPC法），無機リン（UV法），ナトリ  

ウム，カリウム，クロライド（イオン選択電極法）を自動分析  

装置（日立736－10形：日立製作所）により測定した，   

5）病理検査   

雌雄とも最終投与目の翌日に，全生存動物についてチ  

オペンターールナトリウムの腹腔内投与による麻酔下で腹  

大動脈切断により放血致死させ剖検し，胸腺，肝臓，腎  

臓，精巣および精巣上体の重量を測定した．また，これ  

らの器官に加えて，脳，心臓，解脱，副腎，卵巣および  

雄の剖検で異常が認められた膀胱を採取し，】0％リン酸  

緩衝中性ホルマリン液（精巣およーび精巣上体はプアン液）  

にて固定後保存した・雌雄とも対照およびⅠ（X氾m釘kg群  

の脳，心臓，肝臓，牌腋，腎臓，副腎，精巣および精巣  

上体について，また剖検所見あるいは器官重量測定の結  

果から被験物質の影響が疑われた雌雄の膀胱および雌の  

胸腺について，骨法に従いヘマトキシリン・ユオジン染  

色標本を作製し，鏡検した．その結果，雌雄の肝臓，腎  

臓および副腎，雄の膀胱，雌の胸腺に被験物賀による変  

マ化が認められたため，200および40mg／kg群のこれらの  

器官についても検査を行った・途中死亡した100Om釘kg  

群の雄1例については，上記器官の他，精嚢，前立腺，  

肺，胃，十二指腸および尿管を検査した．また，非妊娠  

雌の卵巣，剖検時に痴皮の認められた1αX）mgルg群の1例  

の皮膚についても検査した．なお，一部の例の肝臓，腎  

臓および副腎についてはオイルレッド0染色を実施し  

た．  

5．生殖発生毒性に関する観察・横査  

1）生殖機能   

交配前14日間の投与終了後，各群内で雄1匹対雌1匹の交  

配対を最長7日間昼夜同居させ，毎日午前中に雌の股垢を  

採取し，ギムザ染色して鏡検した．脛栓形成あるいは膣垢  

標本中に清子が認められた場合を交尾成立とし，その日を  

妊娠0日とした．交尾した対は雌雄を分離し，以後の検査  

に供した．これらの結果から，交尾所要日数（交配後，交尾  

成立までに要した日数），交尾が成立するまでに逸した発  

情期の回数，交尾率（【交尾動物数／同居動物数】×100），受胎  

率（【受胎動物数ノ交尾動物数】×100）を算出した．   

2）分娩・噂育状態   

交尾が確認された雌については全例を自然分娩させ，  

分・娩状態を観察した．午前9時の時点で分・娩が終了してい  

る動物を当該日分娩とし，その日を哺育0日とした．その  

新生児を生後4日（哺育4日）まで哺育させ，一般状  

授乳，営巣，食殺の有無等の晴育状悉を毎日観察し   

後
熊
二
た
 
 
哺育4日の解剖時に卵巣，子宮を摘出して黄体数および  

着床数を検査した．交尾確認後25日を経ても分娩しない  

雌は剖検し，肉眼的に着床が認められない動物の子宮に  

ついては，2％KOH水溶液に浸潰し，着床の有無を確認し  

た．これらの結果から，妊娠期間（妊娠0日から出産が確認  

された日までの期間），出産率（【生児出産雌数／受胎雌数】  

×100），着床率（【着床数／黄体数】×100），分娩率（総出産  

児数／着床数1×100）を算出した．   

3）新生児の観察・検査  

（1）新生児の観察   

哺育0日に出産児数，出産生児数，死産児数，性別およ  

び外表異常の有無を検査した．その後，一般状態，死亡  

の有無を毎日観察した．死亡動物は食殺等で検査に耐え  

ないものを除き，10％リン酸緩衝中性ホルマリン液に浸  

漬・固定後，実体顕微鏡下で剖検した．哺育0および4日  
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1－メチルエテニルベンゼン  

の生存児敷から出生率（【出産生児軌魔出産児蜘×100），4  

日生存率（【哺育4日生児数／出産生児数IXl00）を算出した．  

（2）体重   

哺育0日およぴ4日に1腹毎に雌雄単位でまとめて測定  

し，それぞれの平均値を算出した．また，哺育0日の体重  

を基準に体重増加量を算出した．   

（3）剖検   

全ての生存児について哺育4日に口腔を含む外表を検査  

した後， 

麻酔下で開腹し，腹大動脈切断により放血致死させ剖検  

した．   

6．統計解砺   

計量データはBa山elt法による等分敵性の検定を行い，  

分散が一様の場合は一元配置分散分析を，一様でない場  

合はKmskal－Wallisの検定を行った．群間に有意な差が認  

められた場合で各群の例数が一定ならばDunnett法または  

Dunnett型，不定ならばSchef相法またはSchef托型により多  

重比較を行った．ただし，下記＊印の項目については，  

KruskaI－Wallisの検定から行った．計数データはFishcrの  

直接確率法により検定した．有意水準は5％以下とした．  

新生児に関するデー 

た平均値を統計単位とした．以下に検定の対象となる項  

目を示す．   

1）多重比較検定   

体重，摂餌量，血液学検査，血液生化学検査，器官重  

量，交尾所要日数＊，交尾成立までに逸した発情期の回数＊，  

妊娠期間＊，黄体数，着床数，着床率＊，分娩寧＊，新生児  

数，出生率－，4日生存率・   

2）Fi＄horの直接確率法   

交尾率，受胎率，出産率，性比（雄／雌）  

結果   

1．反復投与毒性  

1）死亡動物  

1（〉00叩g此g群の雄1例が投与開始後23日に死亡した．そ  

の他に死亡は認められなかった．   

2）一般状態   

投与直後の軽度または中等皮の流産が1（X粕m釘kg群の  

雌および200mg此g以上の群の雄で投与開始後3日以降に  

ほほ全例に継続して認められた．また，断続的な軽度の  

流喪は200mが短群の阻40mg化g群の雄でも少数例に観  

察された．これらの動物の一部には投与直前から流産し  

始める動物も認められた．1（削m帥g群の雄の死亡例は  

投与開始後22日に貧血，血尿，自発運動の減少および呼  

吸緩徐を示し，翌引こ死亡した．   

その他，偶発性と考えられる所見として，脱毛，外傷  

あるいは痴皮が対照およぴ1㈱m坤曙の雄各1例，200  

mg此g群の雌l例に観察された．   

3）体重（Fig．1，2）  

100m名水g群において，雄では投与開始後7日以降終了  
まで体畢増加抑制が認められた．雌では有意差は認めら  

れなかったものの，妊娠20日の増加量が若干低値を示  

し，妊娠後期に体重増加抑制の傾向が認められた．な  

お，200mg此g群の哺育4日の体重増加量が有意な高値を  

示したが，用量との関連がなかったことから，偶発的な  

変化と判断した．   

4）摂餌1（Fi9．3．4）  

l㈱m名水g群の雄で投与開始後7日間の摂餌量に減少が  

認められたが，その後は対照群とほほ同様な推移を示し  

た．雌では交配前，妊娠期間および分娩後とも対照群と  

被験物質投与群との間に有意な差は認められなかった．   

5）雄の血液学検査（Tab旭1）   

いずれの検査項目においても対照群と被験物質投与群  

との間に有意な差は認められなかった．   

6）雄の血液生化学検査（Table2）   

GPTの上昇が200m釘kg以上の群で，尿素窒素およぴカ  

リウムの上昇，トリグリセライドの低下が1㈱mg几g群  

で認められた．   

その他に，200mg悔群の捻コレステロールが高値を，  

1㈱mg几g群のグルコースおよびクロライドが低値を示  

したが，用量との関係が不明確か，または生理的変動範  

囲内の変化であることから偶発的な変化と判断した．   

7）器官董1（TabIe3）   

肝臓の実重量および対体重比の増加が1㈱m釘kg群の  

雄および200mg瓜g以上の群の雌で，また腎臓の実重量お  

よび対体重比の増加が1（X旧mg爪g群の雌雄で，対体重比  

の増加が200mg耽g群の雌で認められた．この他胸腺の  

実重量および対体重比の減少が1（X旧m釘kg群の雌に認め  

られた．   

なお，1∝鵬m釘kg群の精巣の対体重比が高値を示した  

が，実重量では対照群と有意な差がなく，また組織検査  

および生殖機能検査においても被験物質に起因する変化  

が認められなかったことから，体重増加抑制が反映した  

見掛け上の変化と判断した．   

8）剖検所見（Table4）   

計画解剖動物において，被験物質に起因する変化が肝  

乳 腎腋，膀胱，副腎および胸腺に認められた．   

肝臓では腫大が1（X旧m錘g群の雌掛こ，暗赤色化が200  

m摘以上の群の雄のみに認められた．   

腎臓では腫大がl（X氾mg此g群の雌雄に，皮髄境界部の  

槌色が200mg此g以上の群の雌のみに認められた．なお，  

40mg／kg群の雌1例にも腫大がみられたが，片側のみで  

あったことから偶発病変と判断した．  
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