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Summary

　We 　examined 　six　different　solvents 　to　determine　their　compatibility 　 wlth 　the　S副例 o 解 磁

and 　E5σ舵 統 ；勿 ／rnicrosome 　mutagenicity （Arnes ）assay ，　These 　solvents 　were 　acetone
，
95％

ethanol ，　ethylene 　glycoユ，　glycerol　formal，　formamide 　and 　IG％ PLURONIC 　F −68　solution ．　The

standard 　mutagens 　used 　were 　2−（2−furyD ・3．．（5．−nitro −2−fury1）acrylarnide ，　benzo （a ）pyrene ，
2−amincanthracene ， 9−aminoacridjne 　 hydroch｝oride 　monohydrate ，　 sodium 　 azide 　and

bleomycin　hydrochleride．　Tests　 were 　carried 　 out 　in　five　histidine　 requiring 　 strains 　TA 　98，
TA 　100，　TA 　lO2，　TA 　l535　and 　TA 　15370f 　S．軌ρ1呂競 μ ガ砌 了，　 and 　three　tryptophan −

requiring

strains 　 WP 　2　uvrA
，
　WP 　2　 uvrA ／pKM 　101　 and 　WP 　2／pKM 　1010f 　E ．　co ！i，　both　in　the 　absence

of 　and 　in　the 　presence　 of 　metabolic 　activation （Sgmix ），iTl　two 　separate 　experilnents ．　All
treatments　were 　performed 　after 　a　20−rnin、　pre−incubation　procedure ．50　gl　of　each 　test
articlesolution 　arユd　solvent 　was 　administered 　per 　plate ．　Five　solvents （acetone ，95％ ethanol ，
ethylene 　glycol，　formamide　and ユ0％ PLURONIC 　F−68　solution ）were 　found　to　be　compatibie
with 　the　eight 　test　strains ，　Glycerol　formal　was 　found　to　be　toxic （inhibiting　growth ）to

TA 　IO2，　TA 　1535　 and 　 TA 　1537．　 It　 is　 suggested 　tha仁glycerol　 formal　 should 　 not 　be　used 　 as　 a

solvent 　in　the　 Ames 　test．

KeywordS ：microbial 　 mutagenicity 　test，　S．　 t｝Pthimurium，　 E ，　 coli ，　 solvents

緒 言

　微 生 物 を用 い る 変 異 原 性 試 験 （エ
ーム ス 試験 ） は，

一

般 化 学 晶 の 変異原 性 を検出 す る 試験法 と して 広 く利用 さ

れ て い る．被験物質 は，通常 ， 蒸留水 あ る い は dimethyl

sulfoxide （DMSO ）に 溶解あ る い は懸濁 して 試験 に 使用

す るが，こ れ らの 溶媒 に 溶解あ る い は 懸濁 しな い 化学物

質 を試験 し な け れ ば な ら な い こ と も多い ．安衛 法 に お け

る変 異 原 性試 験 の テ ス トガ イ ドラ イ ン に は ， 水 ，
DMSO

お よ び acetone の い ずれ に も難溶 で ある場合，テ ス ト菌
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株 お よ び Sgmix に 毒性 を与 え な い 溶媒 を使 用 で き る 記

載 が あ る．こ の 場 合 ， 使 用 した 溶媒 が 試験 に 用 い る 溶媒

濃度 で テ ス ト菌株 お よ び Sgmix に 対 し て 毒性 を示 さ な

い こ と を 陽性対照物 質 を用 い た 試験 の 用 量
一

反 応 曲線を

作成し て確認 す る必 要 が あ る （安衛法 に お け る変異原性

試験 テ ス トガ イ ドラ イ ン と GLP ， 1991）．

　我々 は，acetone あ る い は 95％ ethanol を溶媒 と した

プ レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 法 に よ る試験 で ， そ の 溶 媒濃度

（1プ レ ートあ た りの 添 加 量 ）を 1eoμ iと した 場合，溶媒

対照 か らテ ス ト菌株 に 毒性 を示す こ とを確認 した ．し か

し，こ の プ レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 法 で テ ス ト菌株に 毒性

を 示 す溶 媒 で あ っ て も，プ レ ート法 で あ れ ば使用可能 な

溶媒 （acetone な ど 〉も あっ た ．し た が っ て ，使 用 経 験 の

な い 溶媒 を 試験 に使 用 す る場 合 ，溶 媒 の 濃 度 お よ び プ レ
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τable　I　 Positive　cDntrol　chemicals 　and　test　strains

Test 　 strai 冂

Positive　control 　chemlcals （within 　the　iimits　of　dDse ：μg／p且ate り

WithOut　Sgmix With 　Sgmix

s．t）Pltimun
’
um

　 TA98
　 TAIOO

　 TA102

　 TA1535

　 TA1537
E．ごo ’ゴ

　 WP2 ” r，xA

　Wp2 躍
戸沼 ノpKM101

　WP2 ／pKM101

AF −2 （O ．025GO〜 O．4D）
AF −2　（O．00250〜　0．04）
BL 昏1　（O．25000〜　4幽OD）
NaN2 （O．12500〜 2．DD）
9A　　　〔1．25000〜20．OD）

AF 　 2　（0 ．00250〜 O．04）
AF −2　（0．DOl25〜 0．02）
AF −2 （0．DlOOO〜 D．16）

B 〔a）P （1．25〜20）

B 〔a）P （1．25〜20）
2AA 　　（O ．5D〜 8）

2AA 　　　（O．50〜　8）

2AA 　　（O．50〜 8）

2AA 　　　（1．25へ2〔〕｝
2AA 　　（0．50〜 8）

2AA 　　（1．00〜16）

事The 　mutagenicity 　test　was 　performed 　with 　five　doses　at 　least　twice，
AF −2 ：2−（2−fury1）−3−（5−nitro −2−fury1）acylamide 〔CAS 　No、3688−53−7〕 （和光純薬工 業  ）

BLM 　：bleornycin　hyClrechloride 〔CAS 　No ．9041−93−4〕 （和 光純薬工 業  ）

NaN ，
： sodium 　azide 〔CAS 　No、26628−22．8〕（和光純薬工 業  ）

9A 　　：9−aminoacridine 　hydrochloride 　monohydrate 〔CAS 　N   ．52417−22−8〕（Aldrich　Chemi・

　　　 cal　Co．，　Inc．）
B（a ）P ：benzo（a ）pyrene 〔CAS 　No．50−32−8〕 （和光純薬工 業  ）

2AA 　 ：2−aminGanthracene 〔CAS 　No．613−13−8〕 （和 光 純 薬 工 業   ）

イ ン キ ュベ ー
シ ョ ン の 有無 も検討 す る必要性 が あ る．

　ま た ，
エ
ーム ス 試験 に 使用 可能な溶媒 に 関す る文献 は，

S．t）Phimun
’
utn 　 TA 　98 あ る い は TA 　IOO株 に 関す る デ

ー
タ は あ る が，そ の 他の テ ス ト菌株 に 関す る データ は少

な い ．

　 そ こ で 今回，我々 は，安衛法 テ ス トガ イ ドラ イ ン に記

載 さ れ て い る テ ス ト菌株 な ど 8菌株 に 使 用 で き る適当な

溶媒 を 選 択 す るた め に ， 陽 性対照物質 を 用 い て 6種類 の

溶媒 に よ る エ
ー

ム ス 試験 を 実施 した ．な お ，す べ て の エ

ー
ム ス 試験 は 37℃ ，20 分間 の プ レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 法

で 実施 し，溶媒 （試験溶液）の 添 加 量 は 50μ1／プ レ ート

と し た．

　 そ の 結果 に つ い て 報告す る．

実験材料および方法

　 1 ．検討 した 溶媒

　acetone ［CAS 　No ，67−64−1］（試薬特級． 純度 99．5％ ，

和光純薬工業  〉， 95％ ethanol ［CAS 　No．64−17−5］（試

薬特級 ， 純度 99，5 ％ ， 関東化学  ），ethylene 　 glyco1

［CAS 　No ．107−2ユ
ー1］（試薬特級，純度 99，5％，国 産化

学   ），glycerol　forma1 〔CAS 　No ．4740−78−7］（東 京 化

成 工 業  ），formamide ［CAS 　No ．75−12−7〕（純度 98，5

％，東京化成工 業  ）お よ び 10 ％　PLUROMC 　 F−68

so】ution ［CAS 　No ．90D3−11−6］（Sigma　Chemical　Co．）
に つ い て 検討 した．な お，対照溶媒 と し て DMSO ［CAS

No ．67−68−5〕（生化学用，純度 99．5 ％，和光純薬工 業  ）

お よ び蒸留水 （注 射 用 水，大塚 製薬工 業  ｝ を使 用 した．

　 2．使用 した テ ス ト菌株お よび陽性対照物質

　本研究で 使用 したテ ス ト菌株，陽性対照物質 と そ の設

定濃度範 囲 を Table 　1 に 示 した．陽性対 照 物 2−（2−furyD

一3−（5−nitro −2−furyl）　 acrylamjde 〔AF −2〕，　 benzo（a ）

pyrene 〔B （a ）P〕お よび 2−aminoanthracene 〔2　AA ）は，

そ れ ぞ れ 10mg ！m 〜濃 度 に な る よ う に DMSO に 溶 解

し ， 9．aminoacridine 　hydroch】oride 　monohydrate 〔9　A 〕

は，50mg ／m ♂濃 度 に な る よ う に DMSO に 溶 解 し ，

sodium 　azide 〔NaNs 〕お よ び bleomycin　hydrechloride

〔BLM 〕は ， 10　mg ／m 〜濃度 に な る よ うに 蒸留水 に 溶解

し，そ れ ぞ れ プ ラ ス チ ッ ク 製小試料び ん に O．2ml ずつ

分注 し て
一20℃ に 保 管 し た． こ れ ら の 陽 性対 照 物質 保管

溶 液 は，使 用 時 に ， 各 種 溶 媒 を用 い て 最高濃度の 溶液 を

調製 し，そ の 後，段階希釈 に よ り最低濃度の 溶液 ま で の

各濃度溶液を調製 した．

　 3．復帰突然変異試験 （エ ーム ス 試験）

　 1）前培養法

　 L 字管 に Oxoid　nutrient 　broth　No ．2 （20　m 〜）を 入 れ ，

解凍 した保管テ ス ト菌液を加え ， 往復式 の 振盪機 を使用

し て 37C ， 8時間培養 し，静止期初期 の 前培養液を調製

し た．

　 2 ）試験法

　試験 は ， 代 謝 活性化系 の 有無 で ，37℃ ，20 分 の プ レ イ

ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 法 に よ り実施 し た （Ames ，　 McCann

and 　Yamasaki ，1975 ；Maron 　and 　AmesJ 　 1983）． 1 プ

レ ートあ た りの 試験溶液 （溶媒 ）の 添加量 は 50〆 と し

た．使用 した S9 は，　 phenobarbita1 お よ び 5，6−benzo・

flavoneで 前処理 した雄 Sprague−Dawley ラ ッ トの 肝臓

か ら調 製 され た もの を オ リエ ン タ ル 酵母工 業株式会社 か

ら購 入 した．コ フ ァ ク ター
は，エ ーム ス 試験用 の 凍結乾

燥品をオ リエ ン タル 酵母工業株式会社か ら購入 した．使

用 した プ レ ート数 は ， 各用 量 あ た り 2枚 と し た．復帰突

然 変異 に よ り生 じた コ ロ ニ
ー

数 は ，コ ロ ニ
ー

カ ウ ン タ
ー
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（COLONYANALYZER 　CA −11，　SYSTEM 　SCIENCE

CO ，）を用 い て 計測 した．それぞれ の 溶媒を使用 した す べ

て の 試験 は，少 な く と も 2回以 上 実施 し，再現性 を確認

した ．

　 4 ．結果 の 評価

　すべ て の 試験結果 に つ い て ， 用 量
一

反 応曲線を作成 し ，

蒸留水 あ る い は DMSO を対照溶媒 と し て 実施 した試験

結果 と比較 し た．さ らに 陽性対照物質 の 誘発復帰 コ ロ ニ

ー
数 は，そ れ ぞ れ の 溶 媒対 照 の 2 倍以 上 の コ ロ ニ

ー
数 の

認 め られ た 範囲 で ，溶媒対照の コ ロ ニ ー数 を差 し引き ，

nmo1 ある い は μ g あ た りに換算した．これ ら の 換算値 の

中で最も高い 値 を 求 め ， 対照溶媒 に 用 い た 蒸留水 あ る い

は DMSO の 換算値 を 1．0 と した と き の 割合を算出 し比

較 した．

　そ れ ぞ れ の 溶媒 の テ ス ト菌株 に 対 す る毒性 は
， 蒸 留水

あ る い は DMSO を溶媒 と した 試験 の backgrOund 】aw11

の 生育状況 を顕微鏡 を用 い て 比較観察す る こ と に よっ て

確認 した．

結 果

　今回実施 した す べ て の エ ーム ス試験 は ， 試験系に加え

る溶媒 の 添加 量 を 50μ 」と し ， 37℃ ， 2  分間の プ レ イ ン

キ ュ ベ ー
シ ョ ン 法 で 実施 し た．そ の 結果を以下 に 示 した ．

　 エ）今 回 使用 し た 溶媒 の う ち glycerol　forma1 は ， 代

謝 活 性 化 系 に よ らな い 場 合 の TA 　102
，
　 TA ユ535 お よ び

TA 　1537 株 で ，溶媒対照 の プ レ ー
トか ら菌株 の 生育阻害

が 認 め られ た （Fig，1．E ，
　 G お よ び 1）．こ れ 以 外 の溶媒

の 対照プ レ ー トに は 菌株の 生育阻害 は 認 め ら れ な か っ

た．そ して g］ycerol 　forma1以外 の 溶媒 を使用 し た 試験

に お い て は，す べ て の テ ス ト菌株 に お い て 溶 媒 対 照 の 2

倍 以 上 の 誘発復帰 コ ロ ニ ー
数 が 用 量 に 依存 し て 認 め ら

れ ， 今回使 用 し た 陽性対照物質 を 陽性 と判定す る こ と が

で きた．こ れ ら の 結果 に は再現性 が 認 め られ た．

　 2 ）各試験 に お け る換算値 （Fig．1）お よ び用 量　反 応

曲線 （Fig．2）を比 較 し た 場 合，テ ス ト菌株 お よ び 溶媒 の

種 類 に よ っ て は，そ れ ぞ れ 異 な っ た 値 お よ び 傾 き （反 応〉

を示 し た ．

　 3）Acetone
，
　 formamide お よ び 95％ ethanol で 調

製 した 9A 溶液 の TA 　1537 株 の 試験 に お い て，そ れ ぞ れ

の 換算値 お よ び用量
一・一

反 応 曲線 は ， DMSO を使用 した 試

験 の 結 果 と比 較 し て 低 い 値 お よ び傾 き を示 した （Fig．1−

1お よ び Fig．　2 −A ）．な お，　acetone で の 9A 溶液 の 調製

時 に 沈殿／析出 が認 め ら れ た が ， formamlde お よ び 95％

ethanol で の 調 製時 に は 沈 殿 ノ析 出 は 認 め ら れ な か っ た，

　 4）Formamide は，B （a ）P の 調製時 に 沈殿 f析出が 認

め ら れ た が ，こ の B （a ）P 溶 液 を使 用 し た TA 　98 株 の 試

験 の 換 算 値 お よ び 用 量一反 応 曲 線 は ， DMSO を溶 媒 と し

た 試験 の 結果 と類似 し て い た （Fig．1−B お よ び Fig．2 −

B ）．ま た，TA 　100株 の 試験 の 換算値 は DMSO の 結果 と

類似 して い たが ， 用量
一

反 応曲線 の 反 応性は 高か っ た

（Fig．ユ D お よ び Fig．　2−D ）．さらに 10 ％ PLURONIC

F−68solutionは ， B （a）P お よ び 2AA の 調製時 に 白濁 が

認 め ら れ た が，こ れ ら の 溶液 を使 用 した 試験 の 換算値お

よ び用 量
一

反 応 曲線は ，
DMSO を溶媒 と した 試験 の 結果

と類似 し て い た （F三g．1
−B ，D ，　 H ，　 J，　 L ，　 N ，　 P お

よ び Fig．2−B ，　 D ，
　 G ）．な お ，

こ れ らの 沈殿／析出 は ，

プ レ ートで の 培養終 了 時 に は認 め られ な か っ た．

　 5 ）Acetone
，
　 glycerol　formal お よ び 95％ ethanoI

で 調製 した B （a ）P 溶液 を 用 い た TA 　98お よ び TA 　IDO

株 の 試験結果 は，DMSO を溶媒 と した試験 の換算値 と 比

較 し て 1．7〜3．2倍 の 値 を示 した （Fig．ユーB お よ び D ）．

　 6 ）Acetone，　 glycerol 　 formalお よ び 95 ％ ethanol

で 調製 し た B （a ）P 溶液 の TA 　98株の試験 に お い て ， そ

れ ぞ れ の 用 量 一
反応 曲線 に ピ ークが 認 め られ た 後 ， 再 び

上 昇す る 結果が 認 め られ た （Fig．2− B ）．

　 7）Acetone
，
　 ethy ］ene 　glyco】

， 95％ ethanol お よ び

1  ％ PLURONIC 　F−68　solution で 調製 し た BLM 溶液

を 用 い た TA 　lO2 株 の 試験 の 結果 は，水を溶媒 と し た 試

験 の 換算値 と 比較 して そ れ ぞ れ 2 倍以 上 の値を 示 した．

しか し， formamide で 調製 した BLM 溶液 の 換算値 は，

水 を溶媒 と した 試験 の 換算値 よ り低 い 値 を示 し た （Ffg．

lE ）．

　 8） Acetone は ， 揮発性 が 高 い こ と．　 ID％ 　PLUR ・

ONIC 　F −68　so ユution は ，ピ ペ ッ ト操作中 に 気泡 が 立 ち や

す い こ とか ら ，
こ れ らの 溶媒 は使 用 し に くか っ た．

考 察

　 エ
ー

ム ス 試 験 を 実 施 す る 場 合，通 常，水 あ る い は

DMSO な ど を使 用 す る．し か し， こ れ らの 溶媒 に 溶解 あ

る い は均
一

に 懸濁 し ない 化台物 も多 く，こ の よ うな場合，

試験系 に 毒性 を示 さ な い 溶媒 を選択 しな け ら ば な ら な い

が ， 選択 し た 溶媒 が 使 用 す る す べ て の テ ス ト菌株 に 毒性

を 示 さ な い こ と を確認 し な け れ ば な ら な い ．こ れ ら の 溶

媒 以 外 に エ ーム ス 試験 に 使 用 が 可 能 で あ る こ と が 示 唆 さ

れ て い る有機 溶 媒 に acetone
， 95％ ethanel ，

　 ethylene

glycol ，
　 g ］ycerol 　 formal，

　 forniamide，　 acetonitrile ，

ethylene 　g】ycol　dimethy】　 ether ，1− methyl
−2−

pyrrolidinone，　P
−dioxane，　tetrahydrofurfury 】alcohol

お よ び tetrahydrofuran な ど が あ る （Maron 　 et 　 al、，

1981）、ま た ，TA 　98 お よ び TA 　I  O 株 を使用 した エ ーム

ス 試験 （プ レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 法 〉 に 用 い る 各種溶媒

の 検討 を行 い ， ethylene 　glycol ，
　formamide な ど ユ2 種類

の 溶媒 に 菌株 の 生育阻害を示 さ なか っ た こ と の 報告 もあ

る 機 田 由里 子 ら，1994）．さ ら に そ の 他 の 溶媒 と して 非

イ オ ン 性 界 面 活 性剤 で あ る Tween 　80 を使 用 し て 試 験 溶

液 を調製 し て い る報告 な ど も ある （J、M ．　Lockard 　et 　al ．，

1982 ；蜂谷紀 之 ら，1994）．我 々 も ，
TA 　98，

　TA 　1 0，
　TA

1535， TA ユ537お よ び WP 　2　uv7
’A 株 に つ い て は ， 20 ％
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Fig、1　（M 〜P ）

Flg　I　 Comparative　 examination 　 of　6　 solvents 　 with　the　 mlcrobial 　 mutagenicity 　test

　　　 The　microbial 　mutagenici 辷ytestwas 　performed　with 　a　20−min 　prelncubation（Ameset　al．，1975 ；Maro ［ andAmes ，1983）
　 　 at　Ieast　twice．　AIItest　article 　solutions 　and 　so 「＞ ents 　were 　screened 　wlth 　5D μ ’per　plate．　The　number 　of 　induced　His＋ o 「

　 　 Trp←re 》ertanLs 　per　nmoleor μ gwas 　calculated 　at　every 　dose　l　 the 　highest　val 凵 e　for　each 　chemicaiand 　stralnis 　Indicated

　　 The　nロmbers 　in　parenthesisrepresent　the　relatl ）e 　values 　when 　the　number 　of　His＋or　Trp＋induced　revertants 　per 囗 mo 「e

　　 or μ gof 　DMSO 　or　water 　Is　set　as　l．0．　The　symbDls ．＃and ＊　iRdicated　precip ［tation　and 　white 　ctoudy ，　respectively、　The
　 　 symbo 「．※　i［d．cated 　growth　lnhibition　（texicity｝　ot　test　straln

Tween 　80−DMSO 溶液 が エ
ーム ス 試験 に 有効 で あ る こ

と も確認 し て い る （未発 表 ）．ま た．ethylene 　 glycol

dimethyl　ether は ，　 TA 　98，　 TA 　IOO，　TA 　l535
，
　 TA ユ537

お よ び WP 　2　uvrA 株を 用 い た プ レ ート法 （試験系 に 加

え た 溶媒の 添加量 は 100　g9）を実施 した 結果，　TA 　98株

の 溶媒対照 の プ レ ー
トで DMSO の 溶媒対照 の プ レ ート

よ りコ ロ ニ
ー

数 が よ り多 く出現す る傾向 に あ P ， その エ

ーテ ル 臭 か ら使 用 しに くい 有機溶 媒 で あ っ た （未発表）．

ま た ， PLURONIC 　POLYOLS の in　vitro 　at験で の 溶媒

適合性 に つ い て は，培養細胞 に 対 して毒性は な く， 変異

原性 もない こ とな どの報告が あ る （R．」．Papciak　et　al ．，
1985）．

　今回，試験系 に 添 加 す る溶媒 量 を 50 μ」と して ，37℃ ，
20 分 間 の プ レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 法 で acetone ，　glycer・

ol　foTmal ，
　 ethylene 　glyco】，　 formamide， 95％ ethanol

お よ び 10 ％ PLURONIC 　F −68　solution の 溶媒 に つ い

て適合性を検討 した．そ の 結果，glycerol 　formalは，　TA

1535，TA 　l537お よ び TA 　102 株 の 代謝活性化 系 に よ ら

な い 場合 の 溶媒対照 プ レ ートか ら菌株 の 生 育 阻 害 が 認 め

られ た ．そ の他の有機溶媒 は ， す べ て の テ ス ト菌株 に お

い て 生育阻 害 は認 め られ ず，そ れ ぞ れの 陽性対照物質 を

陽性 と判定す る こ と が で き た．こ れ らの有機溶 媒 を使 用

した TA 　100 株 を用 い た 試験の 結 果 に つ い て は ，　 Maron

らが 報告 した TA 　IOO 株 を用 い た プ レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ
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9A（トし9／plate）

一

Fig．2　（A 〜D ＞

ン 法 で 陽性判定が で きた こ と と
一

致 し て い た が，glycer・

ol　formalは ，　 TA 　I535，　TA 　I537 お よ び TA 　IO2 株 に 生

育阻害 が 認 め ら れ た こ と か ら使用 しに くい 有 機 溶 媒 で あ

る と思 わ れ た．した が っ て ，
こ れ まで に 使用経験の な い

溶媒 を使用す る場合 は，使用す るす べ て の テ ス ト菌株 に

対す る適合性 を検討 しな け れ ばな らな い こ とが 示 唆 され

た ．各試験 に お け る換算値お よび 用 量 一反 応曲線 を比較

した 場合 ， テ ス ト菌株 お よ び 溶媒 の 種類 に よ っ て は，そ

れ ぞ れ 異 な っ た 値 お よ び 傾 き を示 し た ．

DMSO あ る い は 蒸留水 を対 照 溶媒 と して 使 用 し た 試験

結果 と比較 し て ， 溶媒 に よ っ て は 明 らか に よ り低 い 換算

値 あ る い は よ り高 い 換算値 を示 し，用 量一反 応 曲線も低

い 反応性 あ る い は 高 い 反 応性 を 示 した。こ の 原因 と して ，

低 い 換算値あ る い は反 応性を示 した 溶媒 の うち，試験溶

液 の 調製時に 沈殿／析出が 認 め られた 9A の acetone 溶

液 に つ い て は 実質用量 の 低下 に よ る もの と推察 さ れ た．
し か し，陽 性対 照 物質 の 沈 殿 ／析 出 の 有 無 に か か わ らず換

算 値 あ る い は 反 応 性 の 低下 が 認 め ら れ た 溶媒 に つ い て

は ， 今回の 試験結果 か ら は 原因 を 推定 す る こ と は で き な

か っ た．ま た，換算値 あ る い は反 応性の 増加 し た 溶媒 の
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　　　 The　symbols ，■，匚｝，▲ ，　●，◆t △、　 O 　 and ◇ Indicated 　DMSO ，　water ，acetone ，　glycerol
　 　 forma　 eth ソlene　g「ycol，　 formamide，95％ ethanel 　 and 　PLURONIC 　F−68（10 ％ ）．　 respective ！y．

原 因に っ い て も今後 の さ ら な る検討 が 必 要 で あ る と思 わ

れ た．こ の よ うな溶媒 に よ る誘発復帰 コ ロ ニ
ー

数 の 出現

に 対 す る影 響 に つ い て は い くつ か の 報告が あ り，2A の

変 異 原 性 は ， acetone を溶 媒 と し た場 合 よ り DMSO を溶

媒 と した 方 が よ り活性が 高 く，使用 した DMSO 量 が 結

果 に 影響す る こ とが 知 られ て い る （Anderson　 et 　 al ．，

1980）．我 々 が 実施 した TAI535 お よ び TAI537 を 用 い

た 試験 に お け る 2A の 変異 原 性 に つ い て も ， 溶 媒 と し て

acetone よ り も DMSO を使 用 した 方 が 用 量 一
反応曲線

の 反 応性は 高か っ た．ま た ， Nestmann ら （Earle　 R，

Nestmann 　et　al．，1985）は，　 hexachloroacetoneの エ
ー

ム ス 試験 に お い て，DMSO に 溶解 し た場 合 は 変異 原 性 を

示 し，時 間 経過 と と もに そ の 変 異 原 活 性 は増 強 した こ と ，

acetone に 溶解した 場合に は 陰性 で あ り，時間経過 に よ

っ て 変異原活性 を示 す こ と は な か っ た こ とを確認 して い

る．そ の 原因 と して DMSO の hexachloroacetone 溶液

は，色 の 変 化 が 観察 され ，化 学 反 応 が 溶液中で 起 こ っ て

い る こ と を 示 した．さ らに Mori ら （Yukio 　Mori 　et　al．，
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1985） は S． 妙 肋 聯 ‘ガz‘，” TA 　lOO 株 に 対 す る N −

nitrosodialkylamines の変異原性の有機溶媒 の 抑制作用

に つ い て報告 して お り，水 を溶媒 と し て使 用 し た エ
ーム

ス 試験 で は，ラ ッ ト肝 S9 の 存在下 で 陽性 を 示 す が ，

DMSO を 溶媒 と した 場合，変異原性 を 検出す る こ とが で

き な か っ た か あ る い は 水 を使 用 した 場合 の 結果 よ り低 い

値 を示 す こ と を確認 して い る．そ の 原因 と して 肝 S9 に

よ る代謝活性化系 の 過程 で の 影響の結果 に よ る もの と考

察 して い る．
一

方，Arimoto ら （Sakae　Arimoto　et 　a ］，，

1982）は，エ ーム ス 試験 に お け る tryptohan −pyro］ysate

の 変異原 性 に対 す る溶媒 の 影響 に つ い て 報告して お P，
acetonitol

・ileは，　 Trp ．P−1 お よび Trp −P−2 の 変 異 原性

を増強 し，Trp −P −2 の 変 異 原 性 に 対 す る acetonitorile

の 増 強作用 は，試験系 に お け る 活性代謝物 の 増加 の 結果

で あ っ た こ と を 示 し て い る．

　そ の 他 の 結 果 と して ， acetone ，
　 glycerol　forma］お よ

び 95 ％ ethanol で 調製 し た B （a ）P 溶 液 の TA 　98 株 の

試験 に お い て，そ れ ぞ れ の 用 量
一

反 応曲線 に ピークが 認

め られ た 後 ， 再 び上 昇 す る 結果 が 認 め られ た が，こ の 原

因 に つ い て は 不明 で あ る が 試験系 に 何 ら か の 影 響 を与 え

て い る もの と思 わ れ た．

　以 上 の 結 果 か ら 通 常使 用 さ れ て い る 水 あ る い は

DMSO 以外 の 溶媒 をエ
ー

ム ス 試験 に 使用す る場合，使用

す る すべ て の テ ス ト繭株 に 対 す る溶媒 の 適合性 を充分 に

考慮 しな け れ ばな らな い こ と が 示 唆 さ れ た ．
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