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変 異 原
″性 言式 験

要  約

M R A 5 0 0 - 0 1 ' 0 2の突然変異誘起性を調べる目的で労働省告示第77号(昭和63年9月1日)に準 じ試験

を実施した。

検体について,ざ2ノ〃θ″θメノ2′″炉〃」rメ″〃TA 1 0 0を用いて代謝活性化を含む復帰突然変異試験を

15 6～5 , 0 0 0  μg /プレー トの用量で行ったところ,い ずれの場合においても復帰変異コロエ
ー数

の増加は認められなかった。以上のことから,本 試験条件下における検体の突然変異誘起性は陰

性と結論した。

依 頼 者

株式会社 アメニティーズフォ
ーユー

検  体

MRA500-01・02

試験実施期間

平成19年3月1日～平成19年4月3日

試験実施場所

財団法人 日本食品分析センター 千歳研究所

北海道千歳市文京2丁目3番

試験責任者

財団法人 日本食品分析センター 千歳研究所

安全性試験部 生物科学課

前田 貴宣

試験実施者

宮北 春香 , 後藤 愛実

舶漱日本食品分析セノタ
ー
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1  試験目的

検体の突然変異誘起性を調べるため,労 働省告示第77号(昭和63年9月1日)に準じ,

S2ノ〃θ″ダメ2/抑 "〃″rダ″″TA1 0 0を用いて,代 謝活性化を含む復帰突然変異試験を行う。なお,

試験菌株は依頼者の指定による。

2 検  体

MRA500-01・02

性状 :オ フホヮィ ト粉末

3  試験方法

1)試 験液の調製

用量設定試験及び本試験ともに,注 射用水で検体の50 mg / m Lを調製し,試 験原液とした。

注射用水の100 μLを陰性対照とした。

2)試 験用量

用量設定試験

5,000 , 1 , 2 5 0 , 3 1 3 , 7 8 . 1 , 1 9 . 5及び4.88  μg/プレー ト

本試験

代謝活性化法によらない場合

5,000 , 2 , 5 0 0 , 1 , 2 5 0 , 6 2 5 , 3 1 3及び156 μg/プレー ト

代謝活性化法による場合

5,000 , 2 , 5 0 0 , 1 , 2 5 0 , 6 2 5及び313 μg/プレー ト

財団臥日本食品分析セノター
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3)陽 性対照物質及び陽性対照物質を溶解する溶媒

① 陽性対照物質と用量

S9(一)                                    S9(十)

菌株 陽性対照物質
用量

(μg/プレー ト)
菌株 陽性対照物質

用量

(μg/プレー ト)

TA100 AF-2 0。01 TA100 2-AA 1

AF-2 : 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide

2-AA : 2-aminoanthracene

② 陽性対照物質及び陽性対照物質を溶解する溶媒

陽性対照物質溶液の調製保存等 :分注保存 (保存温度
-80℃ )

DMSO:ジ メテルスルホキシド

4)使 用菌株

① 入手先

菌株 入手先

TA100 中央労働災害防止協会  日本バイオアッセイ研究センタ
ー

② 保存方法

保存方法 分注凍結
保存液組成

菌懸濁液 0.8  mL

保存温度 一 ℃ DMS0 0.07 mL

保存機器名及び型式名 超低温フリーザー サンヨー MDF-293AT

5 )菌 の前培養

Nut r i e n t  b r o t h  N o . 2 [ O X O I D ]を15  m L分注 したバッフル付三角フラスコに,菌 分注凍結

保存液を解凍し,10  μL接種した。菌を接種したバッフル付三角フラスコは旋回を始める

まで冷蔵し,試 験開始までに37℃ で10時間旋回培養した。菌懸濁液は濁度計で吸光度を

計測した。

振とう培養装置の型式及び

製造元

バイオシェーカー B R - 4 0 L F

タイテック株式会社

振とう方法 (振とう型式

振とう数等)
旋回式 ・100回/分

培養容器 (形状 ・容量 ・栓) バッフル付三角フラスコ 。100 mL・シリコン栓

物質名 製造元 溶媒名

陽性対照
AF-2 和光純薬工業株式会社 DMS0

2-AA 和光純薬工業株式会社 DMS0

溶媒 DMS0 株式会社 同仁化学研究所

財団臥日本食品分析セノタ
ー
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6 ) S 9及 びS9Mi X

① S9の製造元,保 存方法

② S9の調製方法

③ S9Mixの組成

7)最 少グルコース寒天平板培地

8 )ソ フ トアガーの組成

Bacto agar(DIFCO)                              0.6 %

NaC1                                           0,5 %

製造元 オリエンタル酵母工業株式会社 保存温度 一 ℃

保存機器名及び型式名 超低温フリーザー サンヨ
ー MDF-293AT

使用動物の種 ・系統及び性 ラット・S D 系 雄 投与方法 腹腔内投与

誘導物質の名称
フェノバルビタール ( P B )

5 , 6 -ベンゾフラボン( 5 , 6 - B F )

投与期間及び投与量

(mg/kg, 重ヽ巨)

1 日目 : P B 3 0  m g / k g , 2 日目 : P B 6 0  m g / k g

3 日目 : P B 6 0  m g / k g + 5 , 6 - B F 8 0  m g / k g

4 日目 : P B 6 0  m g / k g

成分 S9Mix(l mL)中の量 成分 S9Mix(l mL)中の量

0。l   mL NADH 4   μ mol

MgC12 8   μ mol NADPH 4   μ mol

ＣＫ 33   μ mol Na―リン酸緩衝液

(pH7.4)
100   μ mol

G-6-P 5   μ mol

名称  |テスメディアAN培地  1 製造元 |オリエンタル酵母工業株式会社

備考 :直径100 mmの滅菌平板 1枚当たり30 mLを分注して固化させたもの

組成 (培地 lL当 たり)

MgS04・7H20 0.2  g クエン酸・H20 ｇ

K2HP04 g NH4H2P04 1.92  g

NaOH 0,66  g
グルコース ｇ

寒 天 ｇ

翔臥日本食品分析セノタ
ー
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試験操作法

プレインキュベーション法(代謝活性化法によらない場合及び代謝活性化法による場合

の両条件)により試験を行った。

所定量の試験液,S9Mix又は0.l mo1/L Na一リン酸緩衝液 (pH7.4)0.5 mL及び菌懸濁液

0,l mLを順次滅菌小試験管に加えた。37℃ の恒温槽中で20分間振とう(プレインキュベ
ー

ション)した後,こ れにトップアガー2 mL(ソフトアガ
ーに別に滅菌した0.5 mmo1/LL一ヒ

ステジンー0.5 mmo1/LD―ビオチンー0.5 mmo1/LL―トリプトファン溶液を1/10容量加えたも

の。)を加え混合して,最 少グルコース寒天平板培地上に
一様に広げ固化させた。37℃ の

恒温器中で48時間培養し,復 帰突然変異により出現したコロニ
ーを計数した。

菌の生育阻害のチェック方法

① 復帰変異コロニー数の減少の有無

② 目視によるバックグラウンドの観察

③ 実体顕微鏡によるバックグラウンドの観察

無菌試験

試験原液の0.l mL及びS9Mixの0.5 mLを滅菌小試験管にそれぞれ2本分注し, トップア

ガー2 mLを加え混合して,最 少グルコース寒天平板培地上に
一様に広げ固化させた。

37℃ の恒温器中で48時間培養し,菌 の発育の有無を観察した。

統計処理

実施しなかった。

1 2 )判定基準

コロニー数の平均値が,陰 性対照と比較して試験区で2倍以上に増加し,か つ,そ の増

加に用量依存性が認められた場合に陽性と判定する。

試験結果

試験結果を試験結果表1及び2に示した。検体は,用 量設定試験及び本試験のいずれの場合

においても,陰 性対照に比べ復帰変異コロエ
ー数を増加させなかった。以上のことから,本

試験条件下における検体の突然変異誘起性は陰性であると結論した。

なお,試 験結果表に示す試験用量で,菌 の生育阻害及び検体の沈殿が認められた。

無菌試験では,試 験原液及びS9M i xともに菌の発育は観察されなかった。

陽性対照として用いた2-( 2 - f u r y l ) - 3 - ( 5 - n i t r o - 2 - f u r y l ) a c r y l a m i d eでは,陰 性対照と比

較して著明な復帰変異コロエー数の増加を認めた。また,2- a m i n o a n i h r a c e n eはS9 M i x存在下

で,著 明な復帰変異を誘起した。

殉漱日本食品分析セフタ
ー
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試

称

験 結 果 表 1 ( 用量 設 定 試 験 )

検 体 の 名 MRA500-01・ 02

代謝活賄

1 篭  ぱ

盟

り 箱 鉾

型

の有無  |(μ g/プレ
ー ト)

陰性対照   1   102

酔J_登 __廻
1 0 5       ( 1 1 5 )

S9Mix    1      78.1

1 0 5

1 2 9                 (  1 1 7 )

1 0 7

1 1 4         ( l H )

0     1

0         手        (   0)

陰性対照   1   123

146

118                ( 129)

142

113                ( 128)

1 3 3

1 2 6                 (  1 3 0 )

1 1 9

1 3 2                 (  1 2 6 )

130

136                ( 133)

S9Mixを 1用量(μg/プレー

必要とす |コロニ
ー数

( 1 4 2 4 )

S9Mixを

必要とし

ないもの

用量(μg/プレート)
コロニー数    +   261

/プレート1    262        (260)

2-AA: 2-aminoanihracene

AF-2 : 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylattide

括弧内は各プレー トのコロニー数の平均値を示す。

陰性対照 :試験液の調製に用いた溶媒

ホ:菌の生育阻害が認められたことを示す。

梓:検体の沈殿が認められたことを示す。

財団臥日本食品分析セノタ
ー
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試 験 結 果 表 2 ( 本試 験 )

検 体 の 名 称 : M R A 5 0 0 - 0 1 ・0 2

代謝活性化系

の有無

検体

の用量

(μg/プレート)

復帰変異数(コロニー数/プレート)

塩基対置換型

TA100

S 9 M i x

( ― )

陰性対照 124

124

1 0 7       ( 1 1 8 )

1 2 2

107                     ( 115)

1 1 6

1 3 7                 (  1 2 7 )

625 1 0 5

1 0 2                (  1 0 4 )

1250      # 1 1 6

9 8                 (  1 0 7 )

2500      ‖ 1 0 8

9 9                 (  1 0 4 )

5000      ギ 中

Ⅲ  (  0 )

Ｍ

　

十

陰性対照 1 2 1

1 3 9

1 2 1              (  1 2 7 )

1 3 8

1 4 4                 (  1 4 1 )

625 9 9

1 3 6                 (  1 1 8 )

1250      ホ 148

1 2 4              (  1 3 6 )

2500      ‖ 1 3 8

1 0 6                 (  1 2 2 )

5000      ‖ 1 0 1

1 1 1                (  1 0 6 )

陽

　

性

　

　

対

　

照

S9Mixを

必要とし

ないもの

名   称

用量 (μg/プレー ト)

コロニー数

/プレート

AF-2

0 , 0 1

2 6 9

2 6 4

2 9 0                 (  2 7 4 )

S9Mix之壬

必要とす

るもの

名 称 2-AA

用量(μg/プレート) 1

コロニー数

/プレート

1389

1140

1371               (1300)

2-AA: 2-aminoanthracene

AF-2 : 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylattide

括弧内は各プレー トのコロニー数の平均値を示す。

陰性対照 :試験液の調製に用いた溶媒

辛:菌の生育阻害が認められたことを示す。

‖:検体の沈殿が認められたことを示す。

財働談日本食品倉析セノタ
ー
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