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2.試験実施概要

2.1 試験表題

無機系抗菌抗ウイルスコー トの細菌を用いる復帰突然変異試験

2.2 試験番号

AN200143

2.3 言式験 目的

無機系抗菌抗ウイルスコー トの安全性評価の一環として,細菌を用いて遺伝子突然

変異誘発能の有無を明らかにすることを目的とした。

2.4 参考 としたガイ ドライン

「医薬品の遺伝毒性試験及び解釈に関するガイダンスについて」(薬食審査発

0920第 2号 :平成 24年 9月 20日 付厚生労働省医薬食品局審査管理課長通知)

「労働安全衛生法第 57条の4第 1項の規定に基づき厚生労働大臣の定める基準」

(厚生労働省告示第 172号 :令和 2年 4月 6日 )

2.5 試験委託者の名称および所在地

名 称 :株式会社 トライアクシス

所在地 :東京都荒川区南千住 8… 5¨ 7白 衆西共同工場 (〒 116‐ 0003)

2.6 試験施設の名称および所在地

名 称 :株式会社 薬物安全性試験センター・吉見研究所

所在地 :埼玉県比企郡吉見町黒岩 25… 1(〒 355¨ 01“ )

2.7 試験責任者

株式会社 薬物安全性試験センター 第二研究部

小熊 義宏

2.8 試験従事者

用量設定試験

使用菌株の前培養

被験液の調製

試験操作

コロニーの計数

本試験

使用菌株の前培養

被験液の調製

:小熊 義宏

:小熊 義宏

:小熊 義宏,金子 千枝美,諏訪 貴美子,上原 千恵子

:小熊 義宏

:小熊 義宏

:小熊 義宏
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試験番号 AN200143

小熊 義宏,金子 千枝美,諏訪 貴美子, 上原 千恵子

小熊 義宏

試験操作

コロニーの計数

2.9 試験 日程

試験開始 日

用量設定試験開始 日

用量設定試験終了日

本試験開始 日

本試験終了日

試験終了日

:2021年 01月

:2021年 01月

:2021年 01月

:2021年 02月

:2021年 02月

:2021年 02月

18日

25 日

28 日

02 日

05 日

12日

2.10予 見することができなか つた試験の信頼性に影響 を及ぼす疑 いのある事

態および試験計画書に従わなか つた こと

本試験において予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのあ

る事態および試験計画書に従わなかったことはなかった。

2.11資料の保存

試験計画書,記録文書,生データおよび報告書類を資料 として,株式会社 薬物安全

性試験センターの資料保存施設に保存する。なお,そ の期間は最終報告書提出後 3年

間とする。期間終了後の保存については,試験委託者 と株式会社 薬物安全性試験セン

ター間で協議 し,そ の処置を決定する。

2.12試験責任者の署名

2a>l+ >F /2 n

株式会社 薬物安全性試験センター



試験番号 AN200143

3.要約

無機系抗菌抗 ウイルスコー トの遺伝子突然変異誘発能の有無を検討するため,ネ ズ

ミチフス菌 Sαttθ

“
′ル クp乃′

“
笏″ブ2“ (以 下,Sクp乃励

"r′"″
と略す)TA100,TA1535,

TA98,TA1537お よび大腸菌ぷθttθ″た乃′α εθ′′(以 下,ユ 6θ′′と略す)WP2“ソ″Иを用い

て,代謝活性化する場合および代謝活性化 しない場合の条件下で,プレインキュベー

ション法により実施 した.なお,被験物質の溶媒には注射用水を用いた。

本試験用量を設定するため,5000 μg/plateを 最高用量として以下公比 4で 4段階希

釈 した 5000,1250,313,78.1,19.5 μg/plateの 計 5用量で用量設定試験を実施 した。

その結果より,代謝活性化の有無にかかわらず,いずれの菌株においても生育阻害が

認められず,被験物質による沈殿も認められなかった。このため本試験は,代謝活性

化の有無にかかわらず,いずれの菌株についても5000,2500,1250,625,313 μyplate

の計 5用量で実施した.

用量設定試験および本試験ともに本被験物質処理による復帰変異コロニー数は,代
謝活性化の有無にかかわらず,いずれの菌株においても陰性対照値の 2倍以上となる

増加は認められず,用量反応性も認められなかった。

以上の試験結果より,本試験条件下において無機系抗菌抗ウイルスコー トは,細菌

に対する遺伝子突然変異誘発能を有さない (陰性)と 判定した。
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4.

4.1

試験番号 AN200143

被験物質および対照物質

被験物質

名 称       無機系抗菌抗 ウイルスコー ト

入手 日       2020年 11月 30日

入手量       2.001g(Ames試 験用 として分取,風袋量込 :11.495g)

純 度       100%と して実施 (有効成分は通常品の 2倍 )

ロット番号     511101
常温における性状   微黄色透明液体 (比重 :1.0± 0.05)

溶解性       水 :50 mg/mLで 溶解

保存条件      室温・暗所

使用期限      2021年 6月 15日

保存場所      被験物質調製・保存室

残量の取 り扱い   実験終了後,側薬物安全性試験センターで廃棄する。

上記被験物質情報は試験委託者からの情報による。なお,溶解性は閉薬物安全性

試験センターで実施した溶解性試験の結果による。

4.2 陰性対照物質

被験物質の調製に用いた注射用水を陰性対照物質とした。

4.3 陽性対照物質

以下の変異原物質を陽性対照物質とした。

表 1 陽性対照物質

AF-2

NaN3

1CR-191

2¨(2-Furyl)… 3¨(5-nitro‐ 2‐furyl)acrylamide

(富 士フイルム和光純薬株式会社 ;CAS No.3688… 53‐ 7,和光特級 )

Sodium azide(富 士フイルム和光純薬株式会社 ;CAS No.2“ 28‐22‐8,試

薬特級 )

2¨Methoxy¨ 6¨chloro-9-[3‐ (2‐chloroethyl)al■ inopropylanlino]acridine。 211Cl

(Polysciences,Inc.;CAS No。 17070‐45‐0)

陽性対照物質 Lot NO. 純度(%) 保存方法

AF‐2 SAE0315 99.7% 室温,遮光

NaN3 JPN7149 99.6% 室温,遮光

ICR… 191 690128 室温,遮光

2‐AA CTK0326 96.7% 室温,遮光

B[α]P ECF5055 99.6% 冷蔵,遮光

7



2¨AA

B[α]P

試験番号 AN200143

2‐Aminoamhracene(富 士フイルム和光純薬株式会社 ;CAS No.613… 13…8)

Benzo[α ]pyrene(富士フイルム和光純薬株式会社 ;CAS No.50‐ 32‐ 8)

保存場所  被験物質調製・保存室

4.4 陽性対照溶液の調製

陽性対照物質はDMSO(富士フイルム和光純薬株式会社,JIS規格試薬特級 ;Lot No.

ESJ5373)に 溶解 した。ただし,NaN3については注射用水 (株式会社大塚製薬工場,日

本薬局方 :Lot No.KOC79)に 溶解 した。調製 した陽性対照溶液は,約 l mLずつ分注

後-20°C以下で保存し,調製後 6ヶ 月以内のものを使用した。なお,試験実施時に解

凍して使用した。それぞれの処理用量を表 2に示した.

表 2 陽性対照物質調製濃度

使用菌株

代謝活性化 しない場合 代謝活性化する場合

陽性対照

物質名

処理 用 量

(μ g/platC)

陽性対照

物質名

処理 用 量

(μ g/plate)

S. typhimurium TAl00 AF…2 0.01 B[α]P 5.0

∫ク′乃ブ
““

′ル
“
TA1535 NaN3 0.5 2AA 2.0

」El εθ′ノWP2 2ッ″И AF-2 0.01 2AA 10.0

S. typhimuriumTA9S AF…2 0.1 B[α]IP 5.0

S. typhimuriumTAl53T ICR… 191 1.0 B[α]P 5.0

5.指標菌株

5.1 言式験菌株

∫ ク′乃′
“

ν″′αz TA1535,TA98,TA1537,ユ εο′′WP2 zッ泌 は独 立 行 政 法 人 製 品

評価技術基盤機構 より2016年 06月 15日 に,S.クpttJzttr′πz TA100は 国立研究開発

法人 理化学研究所 より2017年 03月 03日 に入手 した菌株 を継代培養 した菌株 を使

用 した。

5.2 菌株の識別

菌株の種類毎に,以下に示す色のマーカー等を使用 して識別 した

Sク′乃滋 %r′π
“
TA100  青

Sク′乃′
“
クrノz“ TA1535  ツヒ

ユ θθ′′WP2 2ν″    茶

Sクp乃ノ
“

z′′α″TA98    ;赤

S″pカメ
“

arノ
"z TA1537  :最
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5.3 指標菌株の選択理由

当該菌株は変異原性物質に対する感受性が高く,細菌を用いる復帰突然変異試

験に最も一般的に使用されている。

表 3 菌株の遺伝的特性

5.4 菌株の保存および解凍

入手 した菌株から継代 して凍結保存 した菌懸濁液を培養 し,得 られた菌懸濁液

8.OmLに対 して DMSO(富士フイルム和光純薬株式会社,JIS規格試薬特級 ,Lot No.

KCG0209)を 0.7mLの割合で添加 した。これを滅菌チューブに O.3 mLずつ分注 し,

ドライアイ ス ア̈セ トンで急速凍結 した後 ,-70°C以 下 の超低温 フ リーザ

(MDF―C8Vl:パ ナソニックヘルスケア株式会社)で保存 した。なお,使用する際は

水温下で解凍 し,使用後の残液は廃棄 した .

5.5 菌株の特性検査

凍結保存菌株を用いて,各菌株のアミノ酸要求性,紫外線感受性,膜変異 〃物特

性,薬剤耐性因子 R…ねctorプ ラスミド,生菌数,陰性対照値,陽性対照値,も どり

菌の特性を検査し,それぞれの菌株に特有の性質が保持されていることを確認 した

表 4 菌株の保存および特性検査実施 日

菌株 変異遺伝子
付帯突然変異

検 出可能な突然

変異型DNA修 復 膜変異 R因子

S. typhimuriumTAl00 力おG νッ″」E〕 ゆ pKM101 塩基対置換

Sク′カノ
“"″

ノク″TA1535 カプs(] νッ′B ゆ 塩基対置換

E.ιο′ブWP2ンッ″И ″″ρE
"ッ

″И + 塩基対置換

S. typhimuriumTA9S 乃′sD
“

ッ′・B ゆ pKM101 フ レームシフ ト

∫ ク′乃′
“
夕/′ッ

“
TA1537 乃おC

"ッ
′B ゆ フレームシフ ト

菌 株 凍結保存 日 特性検査実施期間

S. typhimurium TAl00 20201年 10月 01日 2020年 10´月 01 日ハウ2020年 10月 05 日

S. typhimurium TAl535 2020年 10月 01日 2020年 10月 01日 ～2020年 10月 05日

Iλ θο′ノWP2タッ″И 2020`年110月 01 日 2020年 10月 01日 ～′2020.年 10月 05日

S. typhimuriumTA9S 2020・年 10月 01日 2020年 10月 01日 ～2020年 10月 05日

S. typhimuriumTAl53T 2020`年 10月 01 日 2020年 10月 01日 ～ 2020年 10月 05日

9
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5.6 前培養

① 滅菌済みL字型試験管 (容量 48 mL)にニュートリエントブロスNo.2培養液を 10

mL入れ,こ れに凍結保存菌株を解凍した菌懸濁液を,S″勁′
“
γr′ν″TA株は各

20 μL,二 θθ″WP2クソ

“

株は 10 μL植菌 し,振盪恒温槽 (C00L BATH SHAKER
ML… 10 PU-6接続型 ,タ イテ ック株式会社)にセ ッ トした.なお,使用後の菌懸濁

液は廃棄 した。

② プログラム制御により前培養開始まで 4°C水浴中で放置した後,振盪 (100回 /分)

しながら37・Cに加温して 10時間前培養した。

③ 前培養終了時に各菌懸濁液の吸光度をデジタル比色計で OD値を測定し,生菌数

が 1× 109個 /mL以上あることを確認して試験に使用した。なお,測定した OD値
からの換算生菌数を表 5に示す。

表 5 換算生菌数 (個 /mL)

菌 株 用量設定試験 本試験

S. typhimuriumTAl00 2.54Xrce 2.34Xrce

S. typhimuriumTAI535 5.01 X 10e 4.69X10e

Iλ θθ′′WP2クソrИ 7.17 )/.rce 7.07 xrce

S. typhimuriumTA9S 4.g4XLoe 5.00 x 10e

S. typhimurium TAl537 3.02x t}e 3.11 X 10e

6.培地および調製試薬

6.1 最少グルコース寒天平板培地

① 名称        : バイタルメディアAMT¨S培地

製造元       : 極東製薬工業株式会社

Lot No.          :  DZALCB01

製造 日       : 2020年 12月 11日

購入 日       : 2021年 01月 06日

保存方法      : 室温

② 使用寒天

名称        : 大洋寒天

製造元       : SSKセ ールス株式会社

Lot Nb.          :  Bヽ 1¨M5‐277

6.2 ニュー トリエン トブロス No.2培養液

ニュー トリエン トブロス No.2を 2.5 wt%と なるよう精製水で溶解 し,オー トクレー

ブを用いて滅菌処理 (121°C,20分 )を行い,調製 した。調製後は使用時まで冷蔵で保

10



試:験 Z雪・号 AN200143

存 し,lヶ 月以内のものを使用 した。

名称         : ニュー トリエ ン トブロス No.2(Nutrient Broth No.2)

LotiNo.           :  2202237

製 造 元        : OX01D LTD.

保存方法      : 室温

保存場所      : 微生物試験室

6.3 トップアガー

0.6 wt%寒天および 0.5wt%塩 化ナ トリウムの割合で調製 した軟寒天液をオー トクレ

ーブで滅菌処理 (121° C,20分 )し た後,こ れに 0.5 mmo1/LD¨ ビオチンーL― ヒスチジン

ーL― トリプ トファン溶液を 10に対 して 1の割合で加えて調製 し,Sク′力′
“
ν″′ν

“
TA

株 と Eてθ″株で共通で使用 した.調製後は使用時まで室温で保存 し,lヶ 月以内のも

のを使用 した。

① 寒天

名称        : Bacto Agar
製 造 元           :  Becton,Dickinson and Company

LotiNo.          :  0063472

保 存 方 法       : 室 温

保存場所      : 微生物試験室

② 塩化ナ トリウム

製造元       : 富士フイルム和光純薬株式会社

LOt NO.             :  ESF1763

保存方法       : 室温

保存場所      : 微生物試験室

③ D― ビオチン

製造元       : 富士フイルム和光純薬株式会社

Lot No.            :  PTF1039

保存方法      : 冷蔵,遮光

保存場所      : 微生物試験室

④ L― ヒスチジン塩酸塩一水和物

製造元       : 富士フイルム和光純薬株式会社

Lo●NO.            :  SAN4409

保存方法      : 室温

保存場所      : 微生物試験室

⑤ L― トリプ トファン

製造元       : 富士フイルム和光純薬株式会社

Lot No.         :  SAH3396
保 存方法       : 室温
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保存場所 微生物試験室

6.4 0.l moVLリ ン酸緩衝液 (pH 7.4)

りん酸緩衝剤粉末 3包に対して 2Lの精製水を加えて溶解 し,オー トクレーブを用

いて滅菌処理 (121° C,20分)を行い,調製した。調製後は使用時まで冷蔵で保存し,

lヶ 月以内のものを使用した。

名称        : りん酸緩衝剤粉末(1/15 mo1/LpH 7.4)

製造元       :富 士フイルム和光純薬株式会社

Lot No.           : PTH14077

組 成 (1包 あた り)  :Na2HP04:7.6g,KH2P04:1・ 8g

保存方法      :室 温

保存場所      :微 生物試験室

6.5 S9mixの 調製方法

Cofacto卜 Iの 1バ イ アル に滅 菌精製水 を 9.O mL加 え,完全 に溶解 した後 ろ過

(NALGENE O.45 μm:Lot No.1268087)滅 菌 した。これに Coねctor¨ Iの 1バイアルに対

して 1.OmLの S9を加 えて S9mixと した。調製 した S9mixは使用まで冷蔵で保存 し,

使用後の残液は廃棄 した。

① S9
名称        : S9
製造元       : 家田貿易株式会社

Lot No.         :  RAA202009A

製造 日       : 2020年 09月 11日

購入 日       : 2021年 01月 07日

種 。系統      : ラッ ト・SD系

週齢・性       : 7週 齢・雄

体重        : 192-244g
誘導物質       : フェノバル ビタール (PB)お よび 5,6-ベ ンゾフラボン

(BF)

投与方法      : 腹腔内投与

投与期間および投与量 : PB 4日 間連続投与 :30+60+60+60(mg/kg体 重)

PB投与 3日 目BF投与 :80(mg/kg体重)

保存方法      : 冷凍保存 (-70° C以下)

保存場所      : 微生物試験室内冷凍庫 (超低温フリーザ MDF― C8Vl:
パナソニックヘルスケア株式会社)

② 補酵素

名称        i Coね ctor-1

製造元       : オ リエンタル酵母工業株式会社
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Lot No.              :  999002

製造 日       : 2020年 07月 18日

購入 日       : 2020年 12月 18日 ,2021年 01月 22日

保存方法      : 冷蔵

保存場所      : 微生物試験室内冷蔵庫 (冷凍 。冷蔵庫 MPR¨ 414F:パ ナ

ソニック ヘルスケア株式会社)

③ S9mixの組成(l mL中 )

水             : 0.9 mL
S9               :  0.l rnL

MgC12            :  8 μimo1/1nL

KCl            : 33 μmo1/mL

グルコースー6-リ ン酸 : 5 μmo1/mL
還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ ドリン酸 (NADPH)

:  4 μmo1/mL

還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ ド(NADH)
:  4 μmo1/mL

リン酸ナ トリウム緩衝液 (pH7.4)

:  100 μmo1/mL

7.試 験方法

7.1 溶媒

名称

製造元

ロット番号

規格

保存方法

保存場所

注射用水

株式会社大塚製薬工場

KOC79

日本薬局方

室温

被験物質調製 。保存室

7.2 溶媒の選択理由

溶解性試験を実施 した結果,本被験物質は水に 50 mg/mLで 溶解 したため注射用水

を溶媒 とした。

7.3 被験液の調製方法

① 用量設定試験用被験液の調製

滅菌した調製用試験管に電子天粋を用いて被験物質を0.200 mL分 取して枠量し,そ

の杵量値 202.6 mgに最高調製濃度の 50 mymLと なるように溶媒量を計算した。算出

した液量から分取した際の液量を差し引いた 3.852 mLの注射用水を添加 して溶解 し,

50mノmLの被験液を調製 した。次いで,これを以下公比 4で順次 4段階希釈 し,50,

13
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12.5,3.13,0.781,0.195 mymLの 計 5濃度の被験液を調製 した.なお,被験液の調

製および試験操作は紫外線防止環境下で行い,その過程において発熱,発泡等の反応

性は認められなかった.

② 本試験用被験液の調製

滅菌した調製用試験管に電子天粋を用いて被験物質を0.250 mL分 取して枠量し,そ

の枠量値 252.O mgに最高調製濃度の 50 mymLと なるように溶媒量を計算した。算出

した液量から分取した際の液量を差し引いた 4.790 mLの注射用水を添加 して溶解 し,

50 mg/mLの 被験液を調製した.次いで,これを公比 2で順次 4段階希釈し50,25,

12.5,6.25,3.13 mg/mLの計 5濃度の被験液を調製した。なお,被験液の調製および

試験操作は紫外線防止環境下で行い,そ の過程において発熱,発泡等の反応性は認め

られなかった。

7.4 プレー ト数

用量設定試験,本試験ともに被験物質処理群,陰性対照群および陽性対照群のいず

れについても2枚のプレー トを用いた。

7.5 プレー トの識別

最少グルコース寒天平板培地のふたに以下の内容で,各菌株に割 り当てた色のマー

カーで識別 した。試験番号は下 2桁の番号とし,代謝活性化 しない場合は「―」,代謝

活性化する場合は「+」 とし,これに続けて陰性対照を「SC」 ,陽性対照を「PC」 ,被験物

質処理群を濃度の低い方から「1」 ,「 2」 ,「 3」
。・・の番号を各菌の色のマーカーでシャー

レのふたに記載 し,識別 した。

7.6

①

試験操作 (プ レインキュベー シ ョン法 )

滅菌 した小試験管に被験液,溶媒または陽性対照溶液を 0.l mL入れ,こ れに代

謝活性化 しない場合は 0.l mo1/Lリ ン酸緩衝液(pH 7.4)0.5mLを ,代謝活性化する

場合は S9mix O.5 mLを 加えた後,それぞれの小試験管に各菌株の菌懸濁液を 0.1

mL加 え,撹拌 した。

攪拌後,す ぐに 37°Cで 20分間振盪 (80回/分)し ながらプレインキュベーション

した。

プレインキュベーション終了後,あ らかじめ電子 レンジを用いて溶解 し,卓上恒

温槽で 45°Cに保持 した トップアガーを小試験管に 2.OmL加 えて攪拌後,最少グ

ルコース寒天平板培地に均一に重層 した。

無菌試験 として,調製 した最高用量の被験液 0.lmLお よび調製 した S9mix O.5 mL

をそれぞれ小試験管に取 り,これに トップアガーを 2.O mL加えた後に最少グル

コース寒天平板培地に均一に重層 した.なお,こ れ ら①～④の一連の操作は,紫
外線防止環境下で実施 した。

②

　

③
　
　
　
④
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⑤ 最少グルコース寒天平板培地に重層した トップアガーが固化 したことを確認後 ,

最少グルコース寒天平板培地を逆さにしてインキュベータに入れ,37°Cで用量

設定試験,本試験ともに48時間培養 した。

⑥ 培養後,プ レー ト上の被験物質による沈殿および着色を確認 した結果,代謝活性

化の有無にかかわ らず,いずれ も認 められなかったため,DOT COINTER(家 田

貿易株式会社)を用いて計数 (面積補正お よび数え落 とし補正)し た。また,実体

顕微鏡を用いて生育阻害の有無を観察した。

7.7 試験系の成立条件

陽性対照値がそれぞれの菌株の陰性対照値に比較 して 2倍以上となる復帰変異コロ

ニー数の増加を示 し,陰性対照値および陽性対照値の復帰変異コロニー数の平均値が

背景データの管理値内であり,無菌試験および試験操作において雑菌の混入などの異

常も認められなかったため,試験が適切に実施 されたものと判断 した。

7.8 判定基準

被験物質処理群の復帰変異コロニー数が陰性対照値に対 して 2倍以上となる増加を

示 し,用量反応性および再現性が認められた場合,あるいは明確な用量反応性を示さ

ない場合であっても陰性対照値に対 して 2倍以上となる復帰変異コロニー数の増加を

示 し,再現性が認められた場合に陽性 と判定することとした。なお,判定に際 して統

計学的手法は用いなかった .

8.試 験結果

用量設定試験の結果を別表 1,本試験の結果を別表 2に示 した。なお,図 1～5は別

表 2よ り作成 した。

8.1 用量設定試験の観察結果および本試験用量の設定

本試験の試験用量を設定するため,50 mymLの被験液を公比 4で 4段階希釈 した計

5用量(5000,1250,313,78.1,19.5 μg/plate)を 用い,用量設定試験を実施 した .

その結果,本被験物質によるプレー ト上の沈殿および着色は代謝活性化の有無にか

かわらず,いずれの用量においても認められなかった。実体顕微鏡を用いて本被験物

質処理による菌に対する生育阻害を観察 した結果,代謝活性化の有無にかかわらず ,

いずれの菌株においても認められなかった .

本被験物質処理による復帰変異コロニー数は,代謝活性化の有無にかかわらず,い
ずれの菌株においても陰性対照値の 2倍以上となる増加は認められず,用 量反応性も

認められなかった。

このため本試験は,代謝活性化の有無にかかわらず,いずれの菌株についても5000

μg/plateを 最高用量として 5000,2500,1250,625,313 μg/plateの 計 5用量を設定し

た .
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8.2 本試験の観察結果

本被験物質によるプレー ト上の沈殿および着色は代謝活性化の有無にかかわらず ,

いずれの用量においても認められなかった。実体顕微鏡を用いて本被験物質処理によ

る菌に対する生育阻害を観察 した結果,代謝活性化の有無にかかわらず,いずれの菌

株においても認められなかった。

本被験物質処理による復帰変異コロニー数は,代謝活性化の有無にかかわらず,い
ずれの菌株においても陰性対照値の 2倍以上となる増加は認められず,用量反応性も

認められなかった。

9.考 察

用量設定試験および本試験ともに代謝活性化の有無にかかわらず,塩基対置換型お

よびフレームシフ ト型のいずれの菌株においても陰性対照値の 2倍以上となる復帰変

異コロニー数の増加は認められず,用量反応性も認められなかった。

以上の試験結果より,本試験条件下において無機系抗菌抗ウイルスコー トは,細菌

に対する遺伝子突然変異誘発能を有さない (陰性)と 判定 した。
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別表 1

被験物質の名称

試験結果表 (用 量設定試験 )

無機系抗菌抗ウイルスコー ト

試験番号 :AN200143

試験 実施期 間 202γ弔1月 25H   よ り   202P弔 1月 28日

復帰変異数 (コ ロニー数/プ レー ト)

塩基対置換型 フレームシフ ト型
代謝活性化
系の有無

被験物質

の用量

(μプロate) TA100 ・
17ヽ 1535 VヽP2“ッ″И TA98 TA1537

156)
159
153  r

9
13  (    11 ヽ

陰性対照

(注射用水) (    25) (   31)
31

31 (   7)

19.5
”

４ (   140) (   13)
15

10 (    24)
20
27 25)

32
18  ( (   7)

78.1
136

143  (   140)
10

7  (    9) (    26) 24)
19

28  (
10

4 (   7)

313
136

154  (   145) (   10)
10

10 16)
20
11(

２

２８ (    26) 5)

1250
133)

138

127  ( (   10)
10

10 20)
17

22  ( (   31) 2)

―S9mix

5000
131 )

123

139  ( (   11)

２

２ (    27) 27ヽ

19

35  ( 4ヽ

陰性対照

(注射用水 ) 146ヽ

149

142  ( (    9) 27ヽ

27
27  (

４１

“ (    38) 6ヽ

19.5
138)

111

165  ( (   11) (   16)
14

18 40)
41

39  ( (   6)

78.1
144ヽ

142

145  ( (    8)
”

″ (    23) (   37) (   9ヽ

160ヽ

157

163  r 8ヽ 28ヽ

24
31  ( (   37ヽ

8

11 (   10)313

10

7  r    9ヽ

２０

２０ (    20ヽ 34ヽ

31

37  r
`    7ヽ

1250
ω

■ (   154)

(   14ヽ
13

14 (   18)
19

16 35)
39
31  (

`    6ヽ

+S9mix

5000
141)

146

136  (
名称 AF‐ 2 NaN3 AF‐ 2 AF‐2 ICR-191

0.01 05 0.01 0.1 10用量(μゴplate)

452
398  (   425ヽ

７

∞ (    77ヽ

535
540  (   538)

2070
2202  (  2136ヽ

S91mxを

必要とし
ないもの 3p:-*/7 

'-l
３

５

”

“ (   589)
名 称 B「α lP 2-AA 2‐AA B「αlP B「αlP

10.0 5.0 50用量(μノphe) 5.0 2.0

447ヽ

461
432  r 357ヽ

375
339  (

，

， (    57)

陽

性

対

照

S9mixを

必要とす
るもの ae=-*/1 V-l 960

1028  (   994)

２

２ (   264)

AF-2  :2-(2-フ リル)_3-(5-ニ トロー2-フ リル)ア クリルアミド

NaN3  :ア ジ化ナ トリウム

ICR-191 :2-メ トキシー6-ク ロロー9-[3-(2-ク ロロエチル)ア ミノフロピルアミノ]ア クリジン・2HCI

2-AA  :2-ア ミノアン トラセン

B[α ]P  :ベ ンゾ[α ]ヒ レン

( )内 は,2枚 のフ レー トの平均値を示す
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別表 2

試験結果表 (本試験)

被験物質の名称 : 無機系抗菌抗ウイルスコー ト

AF‐2  :2-(2-フ リル
)‐ 3‐(5-ニ トロー2-フ リル )ア ク リルア ミ ド

NaN3  :ア ジ化ナ トリウム

ICR‐191 :2-メ トキシ‐6‐ クロロー9-[3-(2-ク ロロエチル)ア ミノプロビルア ミノ]ア クリジン 。2HCl

2-AA  :2-ア ミノアン トラセン

B[α ]P  :ベ ンゾ[α ]ピ レン

( )内 は,2枚のプレー トの平均値を示す

試験番号 :AN200143

試験実施期間 2021 2 2021

復帰変異数 (コ ロニー数/プレー ト)

塩基対置換型 フ レームシフ ト型
代謝活性化
系の有無

被験物質

の用量

(μg/,1威 e) TA100 TA1535 WP2の
“

TA98 TA1537
陰性対照
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NaN3 AF-2 AF‐2 ICR‐ 191名 称 AF…2
1.0用量(μ

yplate) 0.01 0.5 0.01 0.1
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537  (  519)
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449  (   423)

く
´

Ａ
υ (    83)

471

469  (  470)
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2256  ( 2182)

s91■lxを

必要とし

ないもの コロニー数/ア レート

BIα lP Blα lP名 称 B「αlP 2‐AA 2‐AA
2.0 10.0 5.0 5.0用量(μ

yplatc) 5.0
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572  r  561 ヽ
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κ
υ
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陽

性

対

照

S9mixを

必要 とす
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997  (  1003)

240
266  (  253)
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別紙 1 AN200143
用量反応曲線(本試験)
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別紙 2 AN200143
用量反応曲線(本試験)
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別紙 3 AN200143
用量反応曲線(本試験)
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Background Data of the reverse mutation tests in bacteria
at the Yoshimi Laboratories of Drug Safety Testing Center Co., Ltd.

CODE No:200914

P⊆iod:FrOtt JttQ上⊇ 20 m sQpLmLOrll,2020

(Notice)

eremcubaion Me■od)

Minimal Glucose Agar Plate Medium : Vital Media AMT-S medium

. Water, Dimethylsulfoxide(DMSO), Acetone, N,N-dimethylfomramide(DMF)
solvent controls md l.4-Dioxane

Positivecontols AF-2 :2-(2-furyI)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylmide

NaNr :Sodium azide

ICR-191:2-methoxy-6-chloro-9-[3-(2-chloroethyl)aminopropylamino]acridine 2HCl

B[a ]P :Bemo[a ]pyrene

2-AA :2-aminoanthracene

59 mix (-) :without metabolic activation

(+) :with metabolic activation

Tester

Strains
S91■lX(― )Or(+) Classification

Management ranges
Mcan

Management ranges number of
plates…3SD -2SD +2SD +3SD

TA100

Solvent control 74 92 128 165 183 234

Posrtlve control
AF-2(0.0 I uslnlate)

413 455 540 624 666 228

Solvent control 78 97 137 176 196 234

Posltive control

B「α lPr5 0ug/olateヽ
817 927 1146 1365 1475 228

TA1535

Solvent control 11 18 21 234

Positlve control
NaN"(0.5 uelolate)

277 331 438 546 599 228

+

Solvent control 11 18 21 234

Positwe contЮ l

2‐AA(2 0μ g/olate)
214 256 340 424 466 228

ヽ
～
■)2″ッ″レイ

Solvent control 12 24 36 42 234

Pos■ive control

AF‐ 2(0 01μg/platc)
56 72 102 133 148 228

+

Solvent control 14 27 40 47 234

Positivc control

2‐AAr10 0ug/DlatC｀
320 409 587 766 855 228

TA98

Solvent control 11 24 38 45 234

Posltivc control

AF‐2(0 1ug/olateヽ
430 464 532 600 634 228

+

Solvent control 14 22 37 52 59 234

Pos■lve control

R「α lPr5 01lg/nl江 eヽ
248 288 369 449 490 228

TA1537

Solvent control 13 16 234

Posiive control

ICR‐ 191イ 10ロゴol江 cヽ

291 630 1310 1989 2329 228

+

Solvent control 11 19 23 234

Positwe con廿ol

Brα  lPイ 50,"′ol試 eヽ

28 42 70 99 113 228
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