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要約

m-ニトロ安息香酸のチャイニーズ・ハムスター雌肺由来細胞CCHL/IU細胞)を用いる染色体異常試

験を実施し、その染色体異常誘発性を検討した。

用量設定のために実施した細胞増殖抑制試験の結果をもとに、短時間処理における最高処理濃度

を印刷x非存在下およびS9mix存在下ともに 10mmol/L(L7 mg/mL)とし、公比2で計4段階の濃度

群を設定した。また、 0.85mg/mし以上の濃度群では処理開始時に処理液が権ないし黄色化したことから、

pH調整群(0.85、1.7mg/mL)も設定し、染色体異常試験を実施した。

細胞増殖率および分裂指数の結果をもとに以下の観察対象群を決定し、染色体分析を行った。

S9 mix非存在下の短時間処理(pH非調整群):0.43、0.85、1.7mg/mL 

S9 mix非存在下の短時間処理(pH調整群):0.85、].7mg/mL 

89 mは存在下の短時間処理(pH非開整群):0.43、0.85、1.7mg/mL 

89 mix存在下の短時間処理(pH調整群):0.85、1.7mg/mL 

その結果、 59mix:非存在下および存在下で短時間処理したいずれの濃度群においても構造異常を

有する細胞の統計学的に有意な増加は認められなかった。イ奇数性細胞については、S9mix非存在下お

よび存在下で短時間処理した高濃度群(1.7mg/mL)でのみ統計学的に有意な増加(出現率:それぞれ

0.9%および1.5'紛が認められたが、閉じ濃度のpH調鞍鮮では統計学的有意差は認められなかった.

短時間処理した場合、構造異常の誘発が認められなかったことから、24時関連続処理による染色体

異常・試験を行った。なお、短時間処理と同様に最高処理濃度を 10mmol!L(1.7 mg/mL)とし、公比2で

計 5段階の濃度鮮を設定するとともに、pH調麓群(0.85、1.7mg!mL)も設定した。

細胞培殖率および分裂指数の結果をもとに以下の観察対象群を決定し、染色体分析を行った.

24時関連続処理(pH非調整群):0.43、0.85、1.7mg/mL 

24時関連続処理(pH調整群):0.85、1.7mg/mL 

その結果、 24時間連続処理した中濃度群およびpH調整した高濃度群において染色体の構造異常

を有する細胞が統計学的に有意に増加(出現率:9.側および 12.0%)し、 pH調整の有無にかかわらず染

色体の構造異常が誘発された。倍数性細胞については、いずれの処理鮮においても統計学的有意差

ば認められなかった。

以上の結果より、nr三トロ安息香酸は、本試験条件においてCHL/IU細胞に染色体異常を誘発する

と結論した。

試験目的

OECD既存化学物質安全性点検に係る毒性調賓事業の一環として、m-ニトロ安息香酸の染色体異

常務発作用を評価するため、CHL/IU細胞を用いる染色体異常試験を実施した。
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Z式駿ガイドラインとGLP

との試験は、 I新規化学物質等に係る試験の方浩についてJ(平成 15年 11月 21日薬食発第

1121002号、平成15・11・13製局第2号、康保企発第031121002号、一部改正平成17年4月1日)

およびfOECD化学物質訴験法ガイドライン4731ほ乳動物培養細胞を用いる染色体異常試験J(1997年

7月21日採択)に準拠し、「化学物質GLPJ(平成15年11月21日、薬食発第1121003号、 平成15・11・

17製局第3号、環保企発第031121004号、最終改正平成17年4月1日)を遵守して実施した。

材料と方法

1.被験物質

被験物質である nrニトロ安息香酸[男1)名:3-ニトロ安息香酸、英名:3-nitrobenzoic acid、略称:NBA、

分子式:G，HsNO，、ロット番号: 含拡:99.鍋、製造: Jは、わず

かにうすい黄色結品性粉末である。被験物質の物理化学的性状等をAppendi.x1に示す。被験物質は和

光純東工業株式会社から購入し、使用時まで密閉容器に入れ、遮光朱件下で室温保管した。

被験物質原体の安定性については、被験物質・購入先において、実験終了後に返却した被験物質の

含量を分析した結果、被験物質は実験期間中安定であったことが確認された(Appendbt2、GLP基準

外〉。なお、被験物質原体の安定性については GLP下での確認はされていないが、化学的損拠に基づ

いた資料であることから、実験期間中安定であり、本試験の信頼性に影響しないと判断した。

2.陽性対照物質

印刷x非存在下の短時間処理および 24時間連続処理用の陽性対照物質として?イトマイシン C

(MMC、ロット番号:466AEE、協和醗酵工業)を用いた。また、S9mix存在下の短時間処理用の陽性対

照物質としてシクロホスフアミド(CP、ロット番号:091K1l76、SigmaChe凶cal)を用いた。これらの陽性対

照物質を日局注射用水(ロット番号:K6A81および K6F74、大塚製薬工場)に溶かし、原液(MMC:20

同ImL、CP:lmg/mし)を用時調製して試験に用いた

3.細胞と培養条件

CHL/IU細胞は、染色体数のモードが25本で、我が国において染色体異常の検出に常用されてい

る。この細胞をJCRB細胞パンクより入手(1988年2月10日入手、入手時の継代数4)し、継代後、液体

護索(気相)中に凍結保存(現在の継代数23)した。その細胞(倍加時間約 15時間、マイコプラズマの汚

染なし)を、解療後、継代 8代(細胞増殖抑制試験)、5代および8代(染色体異常猷験)で試験に用い

た。

培養には、仔牛血清(CS、ロット番号:28019903、CanseralnternaLionalおよび 4J0214、J陪1

Biosciences)を 10vol'L添加したイーグル MEM培養液(1cmCS/MEM)を用い、CO2インキュベータ}
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(5~COz、 370C、加湿条件下)内で培養した.イーグノレ MEM 培養液は、イーグJレ MEM 培地「ニツスイJ

①粉末(日水製薬)9.4gに対して精製水をlLの割合で加えて溶解し、高圧蒸気滅菌(1210C、15分)し

たものに、L-グルタミン(目水製薬)を約0.3g、10w/v!lSNaトrco3水溶液を約20mLの割合となるように無

菌的に混合して調製したものを用いた。

4. S9反応液の調製

S9(ロット番号:RAA-541、2006年4月7日製造およびRAA-542、2006年 4月21日製造、キシコー

マン)は、フェノパルピタールと5，6ーベンゾフラボンを投与した7週齢の雄Sprague-Dawley系ラットの肝臓

から調製したものを購入し、使用時まで超低温僧(-BO"C)に保管した。グルコース-6-Yン酸(G-6-P、

Sigma Chemical)、日ーニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸(s-NADp.、オリエンタfレ酵母工業)およ

び KClを超純水に溶かし、混合液として超低温槽(-8Qoc)に保管し、使用時はこれに印、MgCI2および

HEPES(pH 7.2)を加え、S9mixとした。試験|とは、 10略CS/MEM: S9 mixを25:5の割合で混和したS9反

応液 (3mL/ディァンュ)を加えて処理を行った(各成分の最終濃度:5vol% S9、0.83rnmoνL G-6-P、

0.67 mmol/L s-NADP'、0.83mmoIlL MgC12、5.5mmol/L KCl、0.67mmol/L HEPES)。

5.被験物質調製液の調製

溶解性の予備検討の結果、被験物質は試験に必要な濃度で水に不溶であったが、ジメチノレスノレホ

キシド(DMSO)に溶解したことから、溶媒としてDMSO(ロット番号:1くしG8126、和光純薬工業)を用いた。

被験物質を必要量梓量し、溶媒を加えて溶解させ、原液〈細胞増殖抑制試験および染色体異常試験と

もに170mg!mL)を用時調製し、それを溶媒で段階希釈して種々の濃度の被験物質調製液を調製し、こ

れらの調製液を1yol%添加して処理を行った。

染色体異常試験については処理液の酸性化の影響を調べるために、pHを調整した処理液も調製し

て試験に鼎九 S9roix非存在下用の処理液は、 10%CS/阻 Mに被験物質調製原被(170rng/札、最

終添加容量は 1vol%)を加え、処理被の色がlO%CS/MEMと間程度になるまで1mol/L NaOHを加えた

のち、さらに10%CSJMEMを加えて所定の容量とし、処理原被(1.7mg/mL)を調鎚した。また、その原液

をDMSOを1vol%添加した10'J¥CS/MEMで2倍希釈した処理液(0.85mg/mL)も調製した。S9rnix存在

下用の処理液l士、 10%CS/MEM(20 mL)に被験物質調製原液(170mg/rnL)を300μL加え、処理液の色

が 10~S/MBM と同程度になるまで 1 moJ/L NaOHを加えたのち、さらにS9mix (5 mL)とlO'rtCS/MEM

を加えて処理原液(1.7mg/mL)を調製し、さらにそれをDMSOを1yol%含むS9反応液で2倍希釈した

処理液(0.85mg!mL)も調製した。

なお、被験物質調製液の調製時に、発熱、発抱および変色などの変化の無いことを目視により確認

した。

6.細胞増殖抑制試験

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、被験物質の細胞増殖におよぽす影

3 



響を調べた。CHL/IU細胞に0.25%トリプシンを作用させ、 4XI03個ImLの単一細胞浮遊懸濁液を調製

し、その5mL(2X 101個)をプラスチックディッシュ(i直径 6cm)に播種した。培養開始3日目に、以下の

手j肢で短時間処理および連続処理を行った。すべての処理条件において、試験法ガイドラインに従い

10 mmol/L(1.7 mg/mし)の法度を最高処理濃度とし、 O.053~1.7 r:ng/mLの濃度範囲(公比2)で処理を

行った。各群2枚のディッシュを用いた。

印刷x非存在下および存在下で短時間処理する場合、各デ、イッシュの培養液をそれぞれ

l明.cS/MEMおよびS9反応液と交換(3mL/ディッシュ)した後、溶媒(陰性対照)または各濃度の被験物
質調製液(30μL)を各ディッシュlこ添加し6時間処理した。処理後、リン酸緩衝撞類溶液(PBS、Ca2+お

よび MgZ+を含む)で細胞を洗浄し、 lO%CS/MEM(5 mLIディッシュ)でさらに 18時間培養した。また、連

続処理する場合には、各ディッシュの培養液を JO%CS/MEM と変換(5mL/テ.イツシュ)した後、溶媒(陰

性対照)または各濃度の被験物質調製液(50μL)を各テφイツシュに添加し 24時間処理した。また、培養

液中の沈殿の有無を肉眼で翻ベた結果、いずれの処理群においても沈殿は認められなかった。また、

被験物質調製液を添加した際に、培養液の色が0.85mg/mしでは控色lこ、 1.7mg/mしでは黄色に変化

したが、処理液のpHは測定しなかった。なお、処理終了時には培養液の黄色化は認められなかった。

培養終了後、 LOvol%ホルマリン溶液で固定し、0.1%クDスタノレバイオレット液で染色した。単層培養細

胞密度計(Monocellaler™、オリンパス販売)を用い、陰性(溶媒)対照群と比較した各被験物質処理群の

相対増殖率を測定した@

7.染色体其常試験

細胞増殖抑制試験の結果、r ニトロ安息香酸はすべての処理条件においてCHL/IU細胞の増殖を

濃度依存的に抑制したが、短時間処理では1.7mg/mLにおいても50%を超える増殖抑制作用は認めら

れなかった。 24時関連続処理した場合には 50%を超える噌殖抑制作用が認められたことから、増殖率

50')jを挟む2点の回帰直線式から50%の増殖抑制讃度を算出した結果、その濃度は1.4mdmLと推定さ

れた(Figure1)。

このことから 59mb:非存在下および存在下での短時間処理ともに試験法ガイドラインに従い 10

mmol/L(1.7 mg/mL)の濃度を最高処理濃度とし、公比2で計4浪度設定して染色体異常試験を実施し

た。なお、細胞増殖抑制試験で被験物質調製械を添加した際に培養液の黄色化が認められたことから、

0.85 mg!mLおよび1.7ms/mLの濃度若手については、pH測定用の処理液を別途調製(n=l)し、pHメー

タ(PH81、横荷電機)を用いて処理時の処理液pHを測定したほか、処理液のpHを調整したpH調整群

も設定し丸

試験操作は、細胞増殖抑制試験とほぼ同様に行った。被験物質処理群、陰性(溶媒)対照群と陽性

対照詳を設けた。pH調整群については、各ディyンュの培養液をpH調整した処理液と交換して処理を

行った。 l濃度あたり4枚のディッシュ(ただし、陽性対照群では2枚)を用い、そのうちの2枚は染色体

標本を作製し、jJlJの 2枚については単層培養細胞密度計により細胞増殖率を測定した。陽性対照群に

ついては、 S9tn以非存在下の短時間処理では、 MMC(20問!mL)を最終濃度が0.1同/mLとなるように

4 



訴加した。また、S9mix存在下の短時間処理では、CP(1mg!mL)を最終濃度が10μg!mしとなるように添

加した。なお、MMCおよびCPは上記の濃度で染色体の構造異常を誘発するととが知られている。また、

処理開始時および終了時に処理液が黄色化した群については、処理液のpHを測定しむ

短時間処理の結果、S9mix非存在下およて戸存在下の短時間処理ともに、構造異常を有する細胞の

講発が認められなかったことから、24時関連続処理による染色体異常試験を実施した。なお、24時関連

続処理群においても、培養液の陰性化の影響を確認するために、処理液の pHを調整した群(pH調整

群)も設定した。

試験操作は、細胞増殖抑制試験とほぼ問機に行った。pH調整群については、各ディッシュの培養液

をρH調整した処理液と変換して処理を行った。被験物質処理群、陰性(溶媒)対照群と腸性対照群を

設けた。各群4枚のディッシュ(ただし、陽性対照群では2枚)を用い、そのうちの2枚は染色体標本を作

製し、別の2枚については単届培養細胞密度許により細胞増殖率を測定した。腸性対照、群については、

MMC(20月ImL)を最終混度が0.05月1mしとなるように添加した、なお、MMCはこの濃度で染色体の構

造異常を誘発することが知られている。また、処理開始時および終了時に処理液が黄色化した群につい

ては、処理液のpHを測定した。

培養終了の2時間前に、コノレセミドを晶終濃度が0.1同1mしとなるように添加した。培養終了後、培

養液を捨て、0.02w/v$ EDTA含有PBS(Ca2+およびMg2+不含)をディッシュあたり5mL加えてピペッテ

イングにより細胞をはがし、細胞を遠沈管に移した。遠沈(1000""1500巾m、約5分)し、上清を捨てた後、

3mLの0.075moVL KCI水溶液を加え、約30分間低張処理を行った。低張処理後、固定液vタノー
ノレ:氷酢酸 ""3: 1 (v/v))を約 6mL加えて静かに捜伴し、遠沈した。その後、上精を捨て、再び新鮮な

画定液を加えて遠沈した。との固定燥作を数回行った後、少量の固定液を加えて細胞を懸濁し、その少

量をスライドグラス(あらかじめフロスト部分に試験番号、コード番号およびスライド番号を記入)上に滴下

し、そのまま風乾した。 1ディッシュあたり4---6枚のスライド標本を作製した。

作製したスライド標本を3vol%ギムザ液(pH6.8の1/15mol/Lリン酸緩衝液で希釈調製)で染色後、

水道水ですすいで風乾した。

8.染色体分析

染色体分析に先立ち、1.枚のディyシ立から得られた1枚の標本を用いて、濃度の高い方から分裂指

数(5∞細抱/標本)を分析した。0.5%未満の分裂指数を示した場合は染色体分析不能と判断し、また、

標本あたりの分析可能な分裂中期細胞が少ない場合にはその数を考慮して、分析可能な最高濃度鮮を

決定することとした。

ディッシュ 1枚から得られたスライド標本4枚を、4人の観察者がそれぞれ処理条件の分からない状

態で分析した。染色体がよく広がり、かっ散逸していない分裂中期像を探し、 l群あたり200個(100細胞

/ディッシュ、25細胞/観察者)の分裂中期細胞(染色体数:23.......27本)について構造異常の種類と数を、

1群あたり8∞個{400細胞/ディッシュ、 100細胞/観察者)の分裂中期細胞について倍数性細胞(染色

体数が 38本以上)の数を調べた。その結果に基づいて構造異常を持つ細胞と倍数十生細胞の出現率を
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求めた。

ギャップおよひ・切断を除く染色体異常の分類は、日本環境変異原学会・哨手し動物群験分科会 1)によ

る分類法に基づいて行った。ギャップおよび切断については、染色分体幅より狭い非染色性部イ立をギャ

ップ、それ以上幅の広いものを切断と定義し、ギヤシプについては構造異常誘発性の判定には含めない

こととした。

染色体の構造異常(ギャップを除く)を有する細胞および倍数性細胞の出現数について、陰性対照

群と被験物質処理群間および陽性対照群聞で、フィッシャーの直接確率法扮(p<O.Ol、片側)により有意

差検定を実施した。また、有意差の認められた処理条件についてはその用量依存性についてコクラン・

アーミテッジの傾向性検定 3)(p(O.Ol、片側)を実施することとした。これらの検定結果を参考とし、生物学

的な観点からの判断を加味して染色体異常誘発性の評価を総合的に行った。

予見することができなかった試験の信頼性に艶響を及ぼす娃いのある事態及び献験計画書に従わな

かったこと

試験計画舎では、処理開始時およaび処理絡7時に培養液の色調が陰性対照群と比較して明らかに

黄変した処理群に関しては、処理機の pHを測定すると記載されていたが、細胞僧殖抑制試験において

培養液(処理液)が黄変したにもかかわらず、 pI-lを測定しなかった。しかしながら、細胞増殖抑制試験は

用量設定のための試験であることから、拭験結果には影響しないと判断した。

上記の事態以外は本試験期間中に「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

いのある事態及t1試験計画書に従わなかったことJはなかった。

獄験成績と考察

用量設定のために実施した細胞増殖抑制試験の結果をも左に、公比2で以下の濃度群設定し、短時

間処理による染色体異常試験を実施した。また、被験物質調製波を添加した時に培養液の色が変化し

た0.85mg/mLと1.7mg/mしについては処理液のpHを調韓したpH調整群も設定して試験を行った。

S9 m以非存在下の短時間処理(pH非調整群):0.21、0.43、0.85、1.1ms/mL 

S9mix非存在下の短時間処理ー(pH翻整群):0.85、1.7mg/mL 

S9m以柄主下の短時間処理(pH非調整群):0.21、0.43、0.85、1.1mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理(pH調繋群):0.85、1.7mg/mL 

なお、抗殿の有無を肉眼で観察した結果、いず才しの処理群においても培養液中に沈殿は認められ

なかった。

染色体分析に先立ち実施した分裂指数の分析結果をもとに、観察対象群を以下のように決定し、染

色体分析を行った。

59凶x非存在下の短時間処理(pH非調整群):0.43、0.85、1.7mg/mL 
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S9 mix非存在下の短時間処理(pH調整群):0.師、1.7mg!mL 

S9 mix存在下の短時間処理(pH非調整群):0.43、0.85、1.7mg/mL 

印刷x前主下の短時間処理(pH調整群):0.85、1.7mg/mL 

染色体分析の結果、 59mix非存在下で短時間処理した場合、 pH調整していない高濃度群(1.7

mg/mL)においてのみ倍数性細胞の統計学的に有意な増加(出現率:0.9%、核内倍加した細胞を含む)

が認められたが、それ以外は、構造異常を有する細胞および倍数性細胞の統計学的有意差は認められ

なかった(T油le1)。なお、処理液のpHは、pH調整しなかった0.85mg/mLおよびL7mg/mしの銅製時

ではそれぞれ6.16および5.98であったが、処理終了時には培養液の色の変化は認められなかった。ま

すこ、pH調整した1.7mg/mしの処理液の調製時のpHは7.54であった。

S9 mix存在下で短時間処理した場合も同様に、pH調整していない高濃度群(1.7.mg!mL)において

のみ倍数性細胞の統計学的に有意な増加(出現率:1.5%)治宝認められ、それ以外はいずれも統計学的有

意差は認められなかった(Table2)。なお、処理液のpHは、pH調整しなかった0.85mg/mLおよび1.7

mg/mLの調製時ではそれぞれ6.21および5.s1であったが、処理終了時には1.7mg/mしの濃度でのみ

培養液の色の変化が認められ、その処理液(2ディッシュ)のpHは6.75および6.57であっfらまた、pH

調整した1.7mg!mLの処理液の調製時のpHは7.38であった。

以上のように、59mix非存在下および存在下で短時間処理した場合、権造異常の誘発が認められな

かったことから、増殖抑制試験の結果をもとに以下の濃度群(公比2)を設定し24時関連続処理による染

色体異常試験を実施した

24時間連続処理(pH非調整群):0.11、0.21、0.43、0.85、1.7mg/mL 

24時間連続処理(pH調整群):0.85、1.7mg/mL 

染色体分析に先立ち実施した分裂指数の分析結果をもとに、観察対象群を以下のように決定し、染

色体分析を行った。

24時間連続処理(pH非調整):0.43、0.85、1.7mg/mL 

24時間連続処理(pH調整):0.85、1.7mg/mL 

その結果、pHを調整しなかった中濃度群(0.85mg!mL)で構造異常を告・する細胞が統計学的に有

意な増加(出現率:9.0%)したが、高漉度群(1.7mg/mL)ではやや高めの出現率(5.096)であったものの統

計学的有意差は認められなかった(Table3)。また、pHを調整した場合には、1.7mg!mLの濃度群で構

造異常を有する細胞の統計学的に有意な増加(出現率:12.(}%}が認められた。それ以外は、構造異常を

有する細胞および倍数性細胞の統計学的に有意な増加は認められなかった(Table3)。なお、処理液の

pHは、pH調整しなかった0.43mg/mL、0.85mg/mLおよび1.7mg/mLの調製時ではそ才レぞれ6.69、

6.36および5.98であったが、処理終了時には培養液の色の変化は認められなかった。また、pH調整し

た1.7mg/mLの処理液の調製時のpHは7.42であった。

以上のように、構造異常については、pH調整の有無にかかわらず、24時関連続処理した場合に異

常を有する細胞が有意に増加したことから、被験物質そのものによって構造異常が誘発されたと考えら

れる。また、倍数性細胞については、pH調整しない場合にのみ、弱い出現率(0.9%および 1.5%)で有意
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差が認められ、pH調整した場合には有意差は掠められなかった。したがって、との結果については、出

現率が低く、再現住カ宝得られないことから、生物学的には陰性であると判断した。

腸性の結果が得られた24時間連続処理に関してD20値 4)を求めたととろ、3.1mg/mLとなった。な

お、pH非調整群については酸性下での試験であったことから、pH調整群のD20値を採用した。

or::::"トロ安息香酸(3-nitrobenzoicacid)については、当研究所で実施した細菌を用いる復帰突然変

異試験(試験番号:M-05-131)で陽性の結果が得られている。また、 2-nitrobenzoicacidに関しては

TA9gで陽性の結果が報告されているが、niuobcnzcneに関してはTA98およびTAIOOで陰性の結果が

報告されている九 Bem.oicacid、isophthalicacidおよびterephthalicacidに関しては復帰突然変異試験

では陰性的叫の結果が報告されている。 3-methylbenzoicacidに関しては復帰突然変具試験で陰性 l目}

の結果が報告されている。

染色体異常に関しては、 benz.oicacidおよび terephthalicacidで構造異常疑陽性的、川、

3-methylbenzoic acidで構造異常陽性 10)の結果が報告されている。

陽性対照物質として用いたMMCは、 S9mix非存在下の短時間処理および24時間連続処理におい

て染色体の構造異常を誘発し(Tables1、3)、CPは短時間処理のS9m以存在下において染色体の構造

異常を誘発した(T油1e2)。これらの腸性対照物質の結果より、本実験系の成立が確認された。

以上の結果より、rニトロ安息香酸は本試験条件においてCHL/JU細胞に染色体異常を誘発すると

結論した。
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T且hle1 品romosomeaaal:ysis ofChi.rtese hamster lung (CHU即)cel1s treated with 3・凶trobenzoicacidφ砲A)for 6 h wilhout S9 mix 

Con関拘・ S9 Time of Coocurrent 2) Mitotic~) Numhef 
Number of structural abcnations 

N¥Ut¥Ocr of cells witb Nll11Iber 6) 

Grou¥) trat¥on ms.)(. ex.posu隠 ceUgrowth ¥ndeK. 。fcells Ofue:宮勾 aberrations ofpolyploid τrend tesl 7) 

(mwmL) (同 (%) (%) analyzcd gap ctb ctcωb cse mul 4) lO凶 +gap(%) ‘E油p(%) cells (%) -gap POL 

Ne伊tiveI】 。 6・(18) 100 NA 100 。。。。。 。 1 ( 1.0) o ( 0.0) o ( 0.0 
100 。。。。。 。 1 ( 1.0) 。(0.0) o ( 0.0 
200 2 。。。。。2 。 2 ( 1.0) o ( 0.0) o ( 0.0 

NBA 0.21 6. (18) 100 NA not observed 

NBA 0.43 6・(18) 99 NA JOO 。 2 。。4 。 4 ( 4.0) 4 ( 4.0) 。(0.0 ) 
100 1 。。。 。2 。 2 ( 2.0) 1 ( 1.0) ( ().3 ) 
200 2 。 6 。 6 ( lO) 5 ( ~.5) ( 0.1 ) 

NBA 0.85 6・(18) 90 NA 100 。。 3 。 5 。 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) 2 ( 0.5 ) 
100 。 。。。。 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) o ( 0.0 ) 
200 。 3 。6 。 3{ 1.5) :3 ( 1.5) 2 ( 0.3 ) NA 十

NBA 1.7 6・(18) n 5.2，7.2 100 。 。 。。2 。 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) 5 ( 1.3 )が
100 。 。。。。 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 2 ( 0.5 ) 

炉ー 200 。2 。 。。3 。 3 ( 1.5) 3 ( I~) 7"( 0.9 ) 
Cコ

NBA~n;a(跡胤 0.85 6・(18) 100 NA 100 1 。。。。。 。 1 ( 1.0) o ( 0.0) 1 ( 0.3 ) 
100 。1 。。。。 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 1 ( 0.3 ) 
200 。。。。2 。 2 ( 1.0) !_{_Q2J 2 (ー壬三J NA NA 

NBA州・~J・n 1.7 6・(18) 88 62，5.6 100 。 。。。。 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 。(0.0 ) 
100 1 。。。 3 。 3 ( 3.0) 2 ( 2.0) 。(0.0 ) 
200 2 。。。4 。 4 ( 2.0) 3 ( 1.5) 。(0.0 ) 

MMC 0.1μglmL 一 6・(18) NA NA 100 2 12 47 2 。。63 40 (40.0) 39 (39.0 ) 。(0.0 ) 
LOO 26 61 。。。88 3 ~ ( 50.0) 49 (49.0 ) 。(0.0 ) 
200 3 38 108 2 。。151 4 卯(45.0) 88・(44.0 ) o ( 0.0 ) 

Abbreviations: gap，ぬrom油dgap and chromo武田章gap;ctb， chroIDatid brcak; cte， chroma.tid excb.ange; csb， chromosome break; cse， chromosome回 change(dicent.ric and ring); 
mul， multiple aberrations;均等，lo凶 num'oerof cells with abetrations including gaps; -gap. total numbe1' of ceUs wi¥h aberrations excluding gaps; POL， polyploid; fv1MC， rnitomycLn C; 

NA， not ana1yz:ed. 

l) Dimethyl sulfoxide was山edas a solvent and added at批 levelof 1 vol% per dish. 2) Cell ω，nsu回 cy，reprc即日出gcytoωxicity，was 間出uredwi血aMo日出ellatcl・.1lII
3)Me凶pbasefr刊uencywas calωlated by四国山19500 cells in each dish. 4) Wben the number o( aherrations io aωllwぉ more山初9，the cell wωscored as having 10 ab即刻iOIl3.

5)0惜'!eI"S， such a~ atl回国tionand pr宮ma凶rechromoωme∞ndensatioD，were exclud吋 fromthe number ofれrucωralabぽrations.6) Eight hlllldred cells wcre anal)'2ed in each group. 
7) Cochra且-A用語阻gピSIC阻 dtestwas do回目tpく0.01(om:.side). 

..， Sig:n沼田口dydiffercnt. trom the D巴酔tiveconlrol at p<O.OI (onc:-side) by fishcr's eucl probability回 t

fI. An cndor喧dupliω，tcdccLl was obscrved. 



Table2 Chromosome analysis of臼unes巴hamstercells (CHV町)町田Itedwith 3・凶trobenzoicacid 0沼A)for 6 It with S9 mix 

Concen- 89 Time of Concurr，帥 t2) Mitotic 3) Number 
Numberofs凶 chlralaberrations 

Number of eells with Number6l 

Group むatlon mlX ex戸削除 cellgrowth index 。fcells Olhα-ss) aberrations 。fpolyplo.id Trend tcst乃
(mglmL) (h) (%) (%) analyzed gap ctb cte csb cse mul 4) total +gap (%) -gap (%) ωIIs (%) -gap POL 

Negalive J) 。 + 6・(18) 100 NA 100 。3 。。。。 3 。 3 ( 3.0) 3 ( 3.0) 。(0.0 ) 
1∞ 。。。。。。。 。 o ( 0.0) 。(0.0) 。(0.0 ) 
2∞ 。3 。。。。 3 。 3 ( 1.5) 3 ( 1.5) 。(0.0) 

NBA 0.21 + 6・!!句 争4 NA not obscrved 

NBA 0.43 + 6・(18) 92 NA 100 。。。。 2 。 2 ( 2.0) 1 ( 1.0) I ( 0.3 ) 
1∞ 3 。。。。 4 。 3 ( 3.0) 3 ( 3.0) 。(0.0 ) 
200 2 4 。。。。 6 。 .5 ( 2.5) 4 ( 2.0) 1 ( 0.1 ) 

NBA 0.85 + 6・(18) 8S NA 100 。z 。。。。 2 。 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) 。(0.0 ) 
100 。。。。 2 。 2 ( 2.0) 1 ( 1.0) o ( 0.0 ) 
200 3 。。。。 4 。 4 ( 2.0) 3 ( 1.5) 。(0.0 ) NA + 

NBA 1.7 十 6・(18) 59 4.8，6.2 100 。。。。。。。 。。(0.0) 。(0.0) 7 ( 1.8 ) 
100 。2 。。。。 2 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 5(1.3 ) 

トー...... 200 。2 。。。。 2 。 1 ( 0.5) 1 ( 0.5) 12・( 1.5 ) 
NBAP副・叫噛l0.85 + 6 ~ (l8) 87 NA 100 。 。。。。 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) ] ( 0.3 ) 

100 。。。。。。。 。 。(0.0) 。(0.0) 。(0.0 ) 
200 。 。。。。 1 。 1 ( 0.5) I ( 0.5) 1 ( O.L ) NA NA 

NBAPH・刈回 1.7 + 6 -(18) 83 4.2，4.4 100 。 。。 3 。 3 ( 3.0) 2 ( 2.0) 1 ( 0.3 ) 
100 。。 。。。 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 2 ( 0.5 ) 
200 1 。。 4 。 4 ( 2.0) 3 ( 1.5) 3 ( 0.4 ) 

CP 10μglmL + 6・(18) NA NA 100 3 10 82 。。。95 1 58 ( 58.0) 57 ( 57.0 ) 。(0.0 ) 
100 2 20 72 2 。。96 62 (62.0) 61 (61.0) 2 ( 0.5 ) 

200 5 30 154 2 。。191 2 120 ( 60.0 ) 118 *( 59.0 ) 2 ( 0.3 ) 

Abb聡viations:伊P.chromatid gap加 ddu加 losomegap; ctb， cbromatid break;悦.cbromatid exch釦ge;csb， chromωome break; cse， dlromosome exch初 ge(dicenlric and ring); 
mul， multiple a肱宜rations;+gap. to凶 n凹 lbero[叫 18with 御灯油onsinc1uding gaps;・伊p，to凶 numberofcells w凶油町四山田町cludinggaps; POL， polyploid; CP， cyc10ph田仲間 id巴J
NA， not anillyzcd. 
1) Dime出~1sul foxide was usea llS a却 Jvenlωdaddcd at the level of I vo悦戸rdisl1. 2) Cell confluency， repr臨 ntingcytoぬxicity.was m回suredwith a Monoccllal町四.
3)M闘 phasefrequ飢 cywascalωl創出oycountJng500 cells in eacb djsh. 4) When lhe number of aberrations in a cell was more白an9， thc ceJl was scored as having 10 abcnalions. 
5)01附 s.~ueh as atlen叫ぬnand prematu絶 chtomo~omecondensalion， werちexcludedfrom the number of s凶由同abetrations.6) Eight hun的 dcells we隠 anal戸edin伺 ch伊国rp.
7) Cochran.Armitage's trend lesl was done al pく0.01(one-side). 

.... Si担 ifi回目Itlyd出b悶11.from the lIegaliv巴凶ntrolalp母国01(one-side) by Fisher's exact probability test. 



Table 3 ChromosomeaDa1ysis ofChin偲 ehanlSleT cclls (CHUIU) continuo凶 ly悦 aledwith3・nittobenzoicacid問 A)for24 hwi伽 utS9mix 

Concen- Timeof Conωrrωt 2) Mitotic劫 Nu.mber 
Nwnberofs加 cturalaberrations 

Number of cells with Number6l 

Group trBtlon 岳町OSU1e c:etl growth index of cells Qlber官勾 aberrations 。fpolyploid Trend tωtη 

(mgfmL) (h) (%) (%) analyzed gap ctb cleωb cse mu1 41 tot叫 +gap(%) -gap (%) cells (%) -gap POL 

Negative 1) 。 24 1∞ NA 100 2 。3 。。6 。 4 ( 4.0) 3 ( 3.0) 1 ( 0.3 ) 
JOO 。。。。。。。 。 o ( 0.0) o ( 0.0) 。(0.0 ) 
200 z 。3 。。6 。 4 ( 2.0) 3 ( t.5) 1 ( 0.1 ) 

NBA 0.11 24 93 NA not obsesved 

NBA 0.21 24 89 NA 日otobseJVed

NEA 0.43 24 74 NA 100 2 2 。。。5 。 5 ( 5.0) 4 ( 4.0) 。(0.0 ) 
100 。。。。。。。 。。(0.0) o ( 0.0) 1 ( 0.3 ) 
200 2 2 。。。5 。 j ( 2.5) 4 ( 2.0) I ( 0.1 ) 

NBA 0.85 24 57 NA 100 。5 。 。。6 。 5 ( 5.0) 5 ( 5.0) 。(0.0 ) 
100 2 s 4 。。15 14 ( 14.0) 13 ( 13.0 ) 。(0.0 ) 
200 2 13 4 2 。。2l 19 ( 9.5) rs事( 9.0) 。(0.0 ) + NA 

NBA 1.7 24 42 4.6.3.8 100 3 5 。 。。9 。 9 ( 9.0) 6 ( 6.0) 1 ( 0.3 ) 
トーa 100 3 。 。。5 。 5(5.0} 4 ( 4.0) o ( 0.0 ) 
ト3

200 4 8 。2 。。14 。 14 ( 7.0) 10 ( 5.0) 1 (0.1 ) 
NBA'F>lt，1aJ r.，回 0.85 24 66 NA 100 。4 。 。。5 。 .5 ( 5.0) 5 ( 5.0) 。(0.0 ) 

100 z 3 2 。。。7 。 6 ( 6.0) 4 ( 4.0) 。(0.0 ) 
200 2 7 2 。。12 。 11 ( 5.S) 9 ( 4.5) o ( 0.0 ) + NA 

NBA pll."'!pSl 1.7 24 52 4.6，2.8 100 3 12 6 。23 。 21 (2l.0) 18 ( 1 &.0 ) 。(0.0 ) 
100 3 5 。。。9 。 9 ( 9.0) 6 ( 6.0) 。(0.0 ) 
200 6 17 7 。32 。 30 ( 15.0) 24・ill:QJ 。(0.0 ) 

h⑪IlC 0.05μglmL 24 NA NA 100 o 43 67 0 。。110 。 54 (到.0) 54 ( 54.0 ) 。(0.0 ) 
100 30 56 。10 98 。 55 (55.0) S4 (54.0 ) o ( 0.0 ) 
200 73 123 。10 208 。109 ( 54.5 ) 108.( 54.0 ) o ( 0.0 ) 

Abbreviations: gap， ehromatid gap也叫chromosomegap; clb. chromatid br関k;cte， chromatid exchangej csb， chromosome breakj cse， cbromosome oxchange (dicen酎cand巾g);
mul， multiple aberrations; -+gap， tOl81 number ofωUs with aberratioos includi.ng gaps; -gap， 10凶 numberof cells with aberrations excluding gaps; POL， polyploid; MMC. mitomycin Cj 

NA， not analy-.red. 

1) Dimethyl sulfolUdo wa~ uscd a.s il solvcnt飢 daddcd at tho lcvcl of 1 yo1% peT(!ish. 2) CelL confluency，時間enting可totoxieity，was meぉUTedwit1J a Monocellate円.
3) Mclaphase frequency wお伺lculaleclby∞unling 500 cells inωch dish. 4) When the numberofaberrations in a田Uwas more也an9， the cell was scored as ha'対略叩<lberra伽n5.
5) Otllers. SlI命 as叩 enualioJ1and premarure ehromosome condensa.tion. were excluded from the number of srrucrural aberrations. 6) Eighl hundred目I1swere 311a1yled il1ωc:h group. 

1)α:x;hran-Annili1g:c's口l:l1dtcsl W88 donc直tp<O.Ol (one-side). 
へSignificantlydi能rentfrom the nC.伊tiveωE的 101 p<O.O I (one-side) by Fisher's cxact probability lesL 
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