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要　約

ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)の遺伝子突然変異誘発性の

有無を検討するため､復帰突然変異試験を指標菌株としてSa血omena吻k血uTlLZm

TAIOO､ TA1535､ TA98､ TA1537およびEeChezT'ckta con WP21Zn:Aを用い､ S9 mix

非存在(直接法)および存在(代讃惰性化法)下でプレインキュベーション故により

行った｡

用量は､用量設定試験(予備試験)の結果､菌の生育阻害が認められる用量または

5000FLg/プレートを最高用量とし､直接法においては､ TA98､ TAIOO､ TA1535およ

びTA1537では62.5-2000FL g/プレートの範囲(公比2)､ WP2uTqAでは156-5000

〃g/プレートの範囲(公比2)､代謝活性化法では､いずれの菌株とも156-5000〝g/

プレートの範囲(公比2)で設定したQ

試験は2回実施した｡その結果､全ての菌株において代謝活性化の有無にかかわら

ず､復帰変異コロニー数の増加は課められなかった.菌の生育阻害については､直接

絵では､ TA1535の1000〟g/プレート以上､ TA98､ TAIOOおよびTA1537の2000

FLg/プレート､代謝活性化法においては､試験1回目ではTA1535の1000pg/プレー

ト以上､ TAIOOの5000FLg/プレート､試験2回目ではTA1535の1000FLg/プレート

以上の用量で認められた｡

以上の成績から､本実験条件下では､ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル

数5モル)の細菌に対する遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定した｡
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目　的

この試験は､ビスフェノールA-EO付加物(平均付加モル数5モル)の細菌に対す

る遺伝子突然変異誘発性の有無を明らかにするために実施した｡

材料および方法1､ 2)

1.被験物質

名　　　称:ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)

(英名: 4,4'･i80prOpylydenediphenol ethoxylated)

CAS番号: 32492-61-8

ロット番号: L3･6SOO4･A

純　　　度: 99%以上(水分:0.04%)

付加モル分布: 1モル:0.0%､ 2モル:5.6%､ 3モル: 16.9%､ 4モル:23.3%､

5モル:21.1%､ 6モル: 15.8%､ 7モル:8.2%､ 8モル:4.0%

9モル以上:5.1% (分析日:平成18年10月19日)

示　性　式: (C2H40)n(C2H40)nC15H1602

構　造　式:

入　手　先:三洋化成工業株式会社(京都府京都市東山区一橋野本町11-1)

入手日･量:平成19年3月14日･25g

物　性　等:

化学名　　　　ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)

分子量　　　　432 (付加モル数5モルと仮定した場合)

性状(常温)　　無色透明液体

酸価　　　　　0.013 mgKOH/g

水酸基価　　　239 mgKOH/g
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指標菌株

TAIOO

TA1535
'ⅣP2 um4

TA98

TA1537

直接浜
(〟g/プレート)

AF･2　(0.01)

SA　(0. 5)

AF-2 (0.04)

AF･2　(0.1)

9･AA (80)

代謝活性化法

(〃g/プレート)

2･AA　(1)

2･AA　(2)

2-AA　(10)

2･AA　(1)

2･AA　(2)

AF-2 : !3.2',7807.:V)L3才㌔毒結石Q7129,/6V))アクリルアミド(和光純薬工業株式会

2･AA : 2･7ミノアントラセン(和光純薬工業株式会社､ >90%､ロット番号
KCM2259)

SA　:アジ化ナトリウム(和光純薬工業株式会社､90%､ロット番号ECG5232)

9･AA : 9･アミノアクリジン(Aldrich ChemiCalCompany､ 98%､ロット番号
07721MZ)

8.アミノ酸添加軟寒天培地の調製

0.6W/V%粉末寒天(Difco Laboratories､ロット番号5200601)および0.5W/V%

塩化ナトリウム(和光純薬工業株式会社､ロット番号8251)の組成の軟寒天を調製

したo溶解した軟寒天に､ S. tJPhiEULm'um用には0.5 mM Dゼオチン(Sigma

Chemical Company､ロット番号AASXB)および0.5 mM L･ヒスチジン(和光純

薬工業株式会社､ロット番号DLJ5479)水溶液､ a. coE用には0.5mML･トリプ

トファン(和光純薬工業株式会社､ロット番号EWPO420)水溶液を1/10容加え､

アミノ酸添加軟寒天培地とした｡

9.用量設定試験(予備試験)

本試験における被験物質の適切な用量を把握するために､ 20-5000JJ g/プレート

の範囲で用量を設定し､本試験と同様の実験方法で試験を行った｡試験は各用量1

枚のプレートで行った｡

その結呆(表1･1､ 1･2)､直接法の場合は､ TA98､ TAIOO､ TA1535およびTA1537

では2000FL g/プレート以上の用量で菌の生育阻害が認められ､ WP2LZTq:Aでは菌の

生育阻害は認められなかった.また､代謝活性化法の場合は､ TAIOO､ TA1535およ

びTA1537では5000pg/プレートで菌の生育阻害が認められ､ TA 98および

WP2un:Aでは菌の生育阻害は認められなかったo
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10.本試験

本試験は､同一菌株､同一用量で2回行った｡

1)用量設定

用量設定試験の結果から､被験物質の用量については､直接法の場合､ TA 98､

TAIOO､ TA1535およびTA1537では2000FLg/プレートを最高用量とし､以下公比

2で1000､ 500､ 250､ 125および62.5pg/プレート､ WP2unAでは5000FLg/プ

レートを最高用量とし､以下公比2で2500､ 1250､ 625､ 313および156FLg/プレ

ート､また､代謝活性化法の場合は､いずれの薗株とも5000FLg/プレートを最高用

量とし､以下公比2で2500､ 1250､ 625､ 313および156〟g/プレートの各計6用

量とした｡

2)実験方法

(1)プレインキュベーション法(直接法)

滅菌′ト試験管に被験物質の供試液0.1 mL､ 0.1 Mリン酸ナトリウム緩衝液(pH

7.4) 0.5mL (和光純薬工業株式会社､リン酸水素二ナトリウム･十二水塩:ロッ

ト番号WAF3531､リン酸二水素ナトリウム･二水塩:ロット番号CAJ2723)お

よび前培養した懸濁菌液0.1 mLを分注し､ 37℃で20分間振塗培養後､ 45℃に保

温したアミノ酸添加軟寒天培地2 mLを加え､最少グルコース寒天平板培地上に広

げた｡最少グルコース寒天平板培地(プレート) (テスメディアAN培地､オリエ

ンタル酵母工業株式会社､ロット番号ANI420FW･ 2007年6月5日製造･ 2007

年8月10日購入;ロット番号AN1730IW･2007年9月11日製造･2007年11

月12日購入)は､ Vogel-BonnerE培地(0.2W/V%クエン酸.一水塩､ 1W/V%リ

ン酸二カリウム･無水塩､ 0.192W/V%リン酸-アンモニウム､ 0.066W/V%水酸化

ナトリウム､ 0.02 W/v%硫酸マグネシウム･七水塩)に寒天粉末を1.5 W/v%およ

びグルコースを2W/V%となるように加え､ 30mLずつ分注したものである0 37℃

で48時間培養後､復帰変異コロニーを計数し､同時に指標菌株の生育阻害の有無

を実体顕微鏡を用いて観察した｡陰性対照および陽性対照群においては､上記の被

験物質の供試液0.1 mLにかわり､溶媒(DMSO) 0.1 mLおよび陽性対照物質溶

液0.1 mLを用いて同様に実施した.試験は各用量3枚のプレートで行ったo

(2)プレインキュベーション法(代謝活性化法)

滅菌小試験管に被験物質の供試液0.1 mL､ S9 mix 0.5 mLおよび前培養した懸
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濁菌液0.1 mLを分注し､ 37℃で20分間振塗培養後､ 45℃に保温したアミノ酸添

加軟寒天培地2 mLを加え､最少グルコース寒天平板培地上に広げた. 37℃で48

時間培養後､復帰変異コロニーを計数し､同時に指標菌株の生育阻害の有無を実体

顕微鏡を用いて観察したo陰性対照および陽性対照群においては､上記の被験物質

の供試樺0.1 mLにかわり､溶媒(DMSO) 0.1 mLおよび陽性対照物質溶液0.1 mL

を用いて同様に実施した｡試験は各用量3枚のプレートで行った｡

ll.無菌試験

用量設定試験および本試験において､用いた溶媒､ S9 mixおよび最高用量の被験

物質の供試液について､それぞれ0.1 mLに0.6W/v%軟寒天培地2mLを加え､最

少グルコース寒天平板培地(テスメディアAN培地､オリエンタル酵母工業株式会

社､ロット番号AM730IW)に重層後､ 37℃で48時間培養し､菌の生育の有無を

調べた｡最少グルコース寒天平板培地は､それぞれ3枚ずつ使用した0

12.試験の有効性

以下の3基準を満たす場合に､試験は適切な条件下で実施され､試験は有効であ

ると判定した｡

(1)試験に用いた菌液､溶媒､被験物質の供試液およびS9 mixに雑菌の混入がない｡

(2)各指標菌株の陰性対照における復帰変異コロニー数が､当研究所における背景デ

ータの範囲内の値を示す(自然復帰変異体数)｡

(3)各指標菌株の陽性対照における復帰変異コロニー数が､当研究所における陽性対

照値の背景データの範囲あるいはその近くの借を示す｡

13.結果の判定

結果の判定は､各用量におけるプレートでの復帰変異コロニー数の平均値を基に､

原則的に以下の3基準を満たす場合を陰性とした.

(1)被験物質処理群において陰性対照値の2倍以上の復帰変異コロニー数が出現す

るo

(2)被験物質用量の増加とともに復帰変異コロニー数が増加する(用量依存性)｡

(3) 2回にわたる本試験の結果から復帰変異コロニー数の増加に再現性が認められる｡
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