
パラアセトアルデヒドの

チヤイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる

染色体異常試験

厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室委託

財団法人食品薬品安委噌ジ'{T=

秦野研究所



巨次

要約..

試験目的 ….  . ~..・ H ・..... ・ M ・-….. . . ~・ H ・. .. . ・ H ・-…・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・ ・ ・ ・・ ・ ・・・・・・・ ・・ ・ ・ ・ ・ ・ ・・・・・・・・・ ・・ ・・・・ ・・・ ・ ・・・・・….. .. ・ H・ .. .1

試 験ガ イド ラインと GLP… ・・・…・……・………・・………………………………....・ H ・...…・….....・ H ・'"・.....2

材料と 方 法…・・・ H ・H ・-…-・…・…………・- ….. …….日….口.…….日…….い….日…….口…….日……..…..…….リ…….い…目山.…….υ…….い….リ…….日…….υ… ….. ….リ…….日…….口….川……..…….日……..….げ.…….. …….一….……….一…….一…….一….一…….一…….一….一…….一…….一…….一….一…….一…….日…….……..…….一……..….パ.…….一….一.…….一…….υ…….一…..…….υ…….い….パ.…….一…….一….一.一…….一…….い…….日…….一…….一…….一…….一…….一…….一….一.2

1. 被験物質'一…一.……….一…….一…….一…….……….. …….一…….一…….日…….一….川.ι-い.い..…….リ….い.. ……  .. 一.一.. …….一….門唱.一…….…….一..一…….一….一..一…….一….一.. 一…….口….一.. 一…….一….一..…….口….一.. 一…….一….い.. 一…….一…，一.. …….一….一..一…….一….一.. 一…….日….日..…….…….一..一…….…….一.. …….リ…..一…….一…….一…….一…….い…….一…….一…….一…….一…….日…….い…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….……….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….い…….一…….一….υ.2

2.陽性対照物質.…….υ….υ..…….一…...…….パ一.リ.. …….日….日.. …….日…….日…….い…….日…….日…….日…….口…….，…….日…….リ……..…….. …….い…….い…….一…….日…….い…….川…….日…….υ…….い…….げ……..… ….い…….い…….日…….日…….リ…….い…….日…….日…….い…….川…….い…….. …….川…….日…….日…….い…….リ…….い…….リ…….い…….リ…….日…….い…….川….日…….日…….い…….リ…….. … …  .. …….一…….パ…….. …….一…….一…….日…….一…….一…….リ…….. …….一…….υ…一.日……..…….一.一.. …….一….一.. 一…….一….一.. 一…….一…，一.. ……'一….一.. 一…….一….日.. 一….日.2

3. 細胞と培養条件.…….一….一..…….一….一.. 一…….一….一.一…….一……'一…一.日…….一…….一…….一…….口…….一…….一…….一…….一…….一…….げ…….日…….一…….一…….……….一…….一……'一一….一…….一…….一…….一…….一…….一…….汀…….日…….い…….一…….一…….一……圃h… ….一…….……….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一一一.一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….日…….い…….一…….一…….い…….い…….一…….い…….一…….一…….い…….い…….い…….げ…….い…….い…….一…….リ…….い…….リ……..…….一…….日…….い…….一…….日…….い…….. …….リ…….い…….υ…….日…….い…….υ…….い…….一…….一…….い…….一…….げ…….. …….い…….一….日.2

4. S叩9反応被の調製.…….川….υ..…….一….日.. …….日….日.. …….口….υ.. ……  .. ….い.. …….い….い.. …… .. ….一.. ……..….一.. …….一….一..…….い….川..…….υ….日.. 一…….け….日.. …….日…....…….山…….日…….い…….日…….日…….リ…….い…….υ…….日…….. … ….一…….υ…….. …….一……目パ…….い…….一…….一…….一…….日…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….. …….い…….一…….山…….一…….一…….一…….山…….一…….い…….一…….一…….一…….一…….一…….. …….一…….一…….一…….. …….一…….一….一.3

5.被験物質調製液の調製 .. ….日....….口....，...，.….........……'口….日.. ……  .. ….リ..…….日….日.. …….日….日.. …….日….口.. …….日….日...…….口…......….日......….リ...…........ … …  .. ….い.. ….い...…….い….げ.....…….い….い......3

6. 細胞増殖抑制試験.…….い….一.. 一…….一….リ.. …….一….日.. い…….リ….い.. …….日….日.. リ…一.. …….日…….い…….一一….日…….い…….日…….日…….一….口.…….一…….一…….パ…….日…….一…….口…….リ…….い…….日…….い…….リ…….日…….. …….川…….日…….一…….. …….日…….口…….い…….い…….一…….い…….リ…….い…….日…….日…….い…….リ…….日…….. ……  .. …….リ…….. ……  .. …….川…….川…….い…….日…….山…….日…….い…….け…….日…….リ…….. … ….日…….日…….日…….い…….リ一….リ……..…….. …….リ….い….. …….山一….日……..一….い…….げ…….い…….リ…….い…….い…….日…….い…….リ…..3

7. 染色体呉異e常 試 験 験.……..……'げ….日…….日…….い…….日…….日…….日…….川…….川…….い…….い…….一…一.日…….日…….い…….日…….日…….. …….パ…一.日…….. …….一…….一…….日…….. …….一…….川…….日…….い…….パ…….日…….リ…….. …….パ…….υ… ….υ…….. …….日…….日…….い…….リ…….日…….日…….υ…….川…….日…….い…….リ…….. …….リ…….川…….リ…….日…….日…….υ…….日…….日…….υ…….. …….日…….. …….い…….一…….日…….. …….い…….……….一…….一…….一…….. …….……….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一…….……….一…….……….一…….一…….い…….……….一…….一…….一…….一…….一…….一…….一….一.4

8.染色体分析.一…….一….一.. 一…….一….一.. 一…….一….一.. 一…….一….一.. …….一….一.. …….一….一.. 一…….一….一.. 一…….一….一..一…….口….日.. 一…….一….一.. 一…….一….一.. 一…….日….日.. ……….一….一.. ……司一….一.. 一…….一….一.. 一…….一….一.. …….一….一.……..一…….一….一.. 一…….一….い.. 一…….一….一.. 一…….一….一.. …….日….い.. 一…….一….一.. 一…….一….一.. 一…….い….一.. 一…….口…….い…….一…….一…….一…….一….一.5

試験成績と考察 …ー ……・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・e・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・.....5

参考文献.……・・…・……・…..…-…............................................................................................7 

Figure …ー…・……・…・………・… ・……・…・……・………・…....・ H ・…・…・・・・…・……・・・・・…・…… ・ ・・…・・…・… …8

Tables .…・… ・ … … ， … ・………・… ・……-…・… …・………・…・……・ー・……・・………・・………・・ー……・・・…......9



要約

パラアセトアルデヒドのチャイニーズ・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S9m以非存在下およびS9mix存在下ともに 10mmoIlL(1.3 mg/mL)とし、公比2で計4段階の濃度

群を設定し、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e

S9 rnix非存在下の短時間処理:0.33、0.65、1.3mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.33、0.65、1.3mg/mL 

その結果、 S9mix非存在下で短時間処理した高濃度群においてのみ構造異常を有する細胞の統計

学的に有意な増加(出現率:5.5%)が認められ、傾向性検定も有意となった。それ以外は、 S9口lix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。

短時間処理では明らかな陽性結果が得られなかったことから、短時間処理と同様に最高処理濃度を

10 mmol/L (1.3 mg/mL)とし、公比 2で計 5段階の濃度群を設定して 24時間連続処理による染色体異

常試験を行った。

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。

24時間連続処理:0.33、0.65、1.3mg/mL 

その結果、 24時関連続処理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:56.5%)し、傾向性検定も有意となった。{者数性細胞については、いずれの濃度群

においても統計学的に有意な増加は認められなかった。

以上のように、高濃度のパラアセトアルテーヒドで処理した場合、染色体の構造異常が誘発されたが、

今回の試験に用いたパラアセトアノレデ、ヒドは、不純物として、 0.03mg/mL以上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アセトアルデヒドを 11.2弱含んでいる。したがって、今回得られた試験結

果は、アセトアノレデ、ヒトにより構造異常が誘発された可能性も考えられる。

以上の結果より、本試験に用いたノザアセトアノレデヒドは、本試験条件においてCHL/IU細胞に染色

体異常を誘発するが、それは不純物で司あるアセトアノレデヒドにより誘発された可能性も考えられた。

鼠験目的

OECD既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の一環として、パラアセトアノレデ、ヒドの染色体

異常誘発作用を評価するため、 CHLlIU細胞を用いる染色体異常試験を実施した。



試験ガイドラインと GLP

この試験は、 「新規化学物質等に係る試験の方法についてj(平成 15年 11月 21日薬食発第

] 121002号、平成 15・11・13製局第2号、環保企発第031121002号、一部改正平成 17年 4月 1日)

およびrOECD化学物質試験法ガイドライン4731ほ乳動物培養細胞を用しも染色体具高試験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、半成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

被験物質であるパラアセトアルデヒド [別名 :2んかトリメチルー1，3，5-トリオキサン、 英名:

2 ，4，6-trimethy(-1 ，3，5-trioxane、略称:PAA、CAS:-Jo.:123-63-7、分子式:CSHI203、分子量:132.15、ロ

ット番号; 含量:88.5%(毛管カラム GC)]は、特異臭(芳香)のある無色澄明の液体である。被

験物質の物理化学的性状等を Appendix1に示す。被験物質は: 使

用時まで密閉容器に入れ、遮光条件下で室温保管した。

被験物質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ることが確認された(Appendix2、GLP基準外)。なお、

被験物質原体の安定性については GLP基準下での確認はされていないが、化学的根拠に基づいた資

料であることから、本試験の信頼性に影響しないと判断レた。

2.陽性対照物質

S9 mix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マイトマイシン C

(MMC、ロット番号:466AEE、協和醗酵工業)を用いた。また、 S9rnix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:091K1176、SigmaChemical)を用いた。これらの陽性対

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

関 川L、CP:1 mg/mL)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、我が匡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

窒素(気相)中に凍結保存(現在の継代数23)したG 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、解凍後、継代 9代(細胞増殖抑制試験)、 2代および 5代(染色体異常試験)で試験に用い

た。

培養には、仔牛血清(CS、ロット番号:28019903、CanseraInternational)を 10VQ出添加したイーグ、fレ
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MEM培養液(lO%CS/MBM)を用い、 COzインキュベーター(倒CO2、37'C、加湿条件下)内で培養した。

イーグルMEM培養液は、イーグノレMEM培地「ニツスイ」①粉末(日;水製薬)9.4gに対して精製水を 1L 

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(日水製薬)を約 0.3g、

10 w/v%NaHCOa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-. 59反応液の調製

59(ロット番号:RAA-541、2006年 4月 7日製造およびRAi¥-542、2006年 4月 21日製造、キッコー

マン)は、フェノパノレピタールと5，6ーベンゾフラボンを投与した7適齢の雄Sprague-Daw!ey系ラットの肝臓

から調製したものを購入し、使用時まで超低温槽(-80'C)に保管した。グルコースー6-リン酸(G-6-P、

Sigma ChemicaI)、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-、オリエンタノレ酵母工業)およ

び KCIを超純水に稼かし、混合液として超低祖槽(-80'C)に保管し、 使用時はこれに旬、 MgC12および

HEPES (pH 7.2)を加え、 S9mixとしたc試験には、 10覧CS/MEM: S9 mixを22:5の割合で混和したS9反

応液 (2.7mL/ディッシュ)を加えて処理を行った(各成分の最終濃度:5vol% S9、0.83rnmol/L G-6-P、

0.67 mmol/L j3-NADp.， 0.83 rnmol/L MgClz' 5.5 mmol/L KCl、0.67mmol/L HEPES)。

5.被験物質調製液の請製

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ホに溶解したことから、溶媒として日局

注射用水(ロット番号:K6A81および K6F74、大塚製薬工場)を用いた。なお、当該試験に用いた被験物

質のロットの純度が 88.5%と低いことから、当該試験では純度換算し、本報告書中の濃度は純度換算後

の値で表した。被験物質を必要量秤量し、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 13mg/mL、純度換算前濃度:14.7 mg/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 10vol%添加して処理を行った。

なお、被験物質調製液の調製時に、発熱、発泡および変色のような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

響を調べた"CHL/JU細胞に0.25%トリプシンを作用させ、 4X103個ImLの単一細胞浮遊懸濁液を調製

し、その 5rnL(2XI04個)をプラスチックディッシュ(直径 6cm)に播種した。培養開始3日目に、以下の

手頒で短時間処理およひ.連続処理を行った。すベての処理条件において、試験法ガイドラインに従い

10 mmo1/L (1.3 mg/mL)の濃度を最高処理濃度とし、 0.041""1.3 mg/mLの護度範囲(公比2)で処理を

行った。各群2枚のディッシュを用いた。

S9 m以非存在下および存在下で短時間処理する場合、各ディッシュの培養液をそれぞれ

10%CS/MEMおよび59反応液と交換(2.7mL/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(300μL)を各ディッシュに添加し6時間処理した。処理後、リン酸稜衝塩類溶液(PBS、Ca2+
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および Mg2+を含む)で細胞を洗浄し、 10%CS/MEM(5 mLIデイツ司ンュ)でさらに 18時間培養した。また、

連続処理する場合には、各ディッシコの培養液を 10%CS/MEMと交換(4.5mL/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(500μL)を各テe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調べた結果、いずれの処理群においても沈殿は認められなかった。

培養終了後、10vo防ホルマリン溶液で、固定し、 0.1九クリ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(Monocellater剤、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.染色体異常試験

細胞増殖抑制試験の結果、 S9mは非存在下で短時間処理した場合には高濃度でやや増殖率が低

下したが、 S9rnix存在下で短時間処理した場合には増殖率は低下しなかった。また、 24時間連続処理し

た場合には、濃度に依存して増殖率が低ドしたが、1.3mg/mLの濃度においても 50%を超える増殖抑制

作用は認められなかった(Figure1)。

このことから S9mix非存干主下および存在下での短時間処理ではともに試験法ガイドラインに従い 10

mmol!L(1.3 mg/mL)の濃度を最高処理濃度とし、公比 2で計4濃度を設定して染色体異常試験を実施

した。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

性対照群を設けた。1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、男IJの 2枚については単層培養細胞密度計により締抱増殖率を測定した。陽

性対照群については、口局注射用水(ロット番号:K6A81、大塚製薬工場)を 10vol%加えたのち、 S9mix 

非存在下の短時間処理では、 MMC(20問/mL)を最終濃度が0.1μg/mLとなるように添加した。また、 S9

mix存在下の短時間処理では、CP(1 rng/mL)を最終濃度が 10μg/mL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ことが知られている。

短時間処理の結果、 S9mi.."'(非存在下および存在下の短時間処理ともに、明らかな陽性結果が得ら

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。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)対照群と陽性対照群を設けたの各群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、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、 日局注射用水(ロット番

号:K6F74、大塚製薬工場)を 10vol%加えたのち、 MMC(20μg/rnL)を最終濃度が0.05同 /mL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しも。

培養終了の 2時間前に、コルセミドを最終濃度が 0.1μg/mLとなるように添加した。培養終了後、培

養液を捨て、 0.02w/v% BDTA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

ィング~こより細胞をはがし、細胞を遠沈管に移した。遠沈(1000"'-'1500 rpm、約 5分)し、上清を捨てた後、

3mLの 0.075mollL KCJ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(メタノ-

fレ;氷酢酸 ::.:3:1(v/v))を約 6mL加えて静かに撹搾し、遠沈した。その後、上清を捨て、再び新鮮な固

定液を加えて遠沈した。この固定操作を数回行った後、少量の固定液を加えて細胞を懸濁し、その少量
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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。 lディγシュあたり 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3yol%ギムザ液(pH6.8の1/15mollL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ずら

8.染色体分析

染色体分析に先立ち、 1枚のディッシュから得られた1枚の標本を用いて、護度の高い方から分裂指

数 (500細胞/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、分析可能な最高護度群を

決定するとととした。

デ、イツシュ l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わA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、かつ散逸していない分裂中期像を探し、 1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 800個性00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性細胞の出現率を

求めた。

ギャップおよび切断を除く染色体異常の分類は、日本環境変異原学会・晴乳動物試験分科会1)によ

る分類法に基づいて行ったa染色分体幅より狭い非染色性部位をギャップ、それ以上幅の広いものを切

断と定義し、ギャッ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閲および陽性対照群間で、フイッシャーの直接確率法 2)(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按定 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。

5式験成績と考察

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とに、公比2で以下の捜度群を設定し、短

時間処理による染色体異常試験を実施した。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.16、0.33、0.65、1.3mg/mL 
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S9 mix存在下の短時間処理:0.16、o.旬、 0.65、1.3mg/mL 

なお、沈殿の有無を肉眼で観察した結果、いずれ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。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.33、0.65、1.3mg/rnL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.33、0.65、1.3mg/mL 

染色体分析の結果、 S9mix非存在下で短時間処理した場合、 高濃度群(1.3mg!mL)においてのみ

構造異常を有する細胞の統計学的に有意な増加(什1現率:5.5%)が認められ、傾向性検定の結果も有意

となった。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有意差は認められなかっ

た(Taule1)。

S9 mix存在下で短時間処理した場合には、いずれの濃度群においても構造異常を令する細胞およ

び倍数性細胞の統計学的有意差は認められなかったCTable2)。

以上のように、 S9mix非存在下および存在下で短時間処理した場合、明らかな陽性結果が得られな

かったことから、細胞増殖抑制試験結果をもとに以下の濃度群(公比 2)を設け、 24時間連続処理による

染色体異常試験を実施した。

24時間連続処理:0.081、0.16、0.33、0.65、1.3rng/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時関連続処理:0.33、0.65、1.3mg/mL 

染色体分析の結果、 24時関連続処理した高濃度群(1. 3 mg/ rnL)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:56.5%)が認められ、傾向性検定も有意となった。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)。

陽性結果が得られた S9mix非存在下の短時間処理およりゃ24時間連続処理に関してD20値 4)を求

めたところ、それぞれ5.3mg/mしおよび0.67mg!mLとなった。

なお、当該試験で、使用したパラアセトアルデ、ヒvについては、不純物としてアセトアノレデ、ヒドが 11.2%含

まれている。アセトアルデヒドは S9mix非存ι在下で短時間処理した場合およひ‘連続処理した場合、 0.03

mg/mL以上の濃度で 16%以上の細胞に染色体の構造異常を誘発することが報告目されている。今回陽

性結果の得られた1.3mg/mLは、純度換算しないと 1.47mg/mLであり、その時のアセトアルデヒドの濃

度は 0.16mg/mLと推定され、被験物質てoあるパラアセトアノレデヒドて・はなく、不純物であるアセトアルデ

ヒドが染色体の構造異常を誘発した可能性も十分に考えられる。

パラアセトアノレデ、ヒド、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-05-132)で陰性の結果が得られている。また、ベンゼン環にメチノレ基の結合した l，3，5-trimethyl-

benzeneに関しては復帰突然変異試験、染色体異常試験ともに陰性の結果が報告防されている。

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時関連続処理におい
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て染色体の構造異常を誘発し(Tables1、3)、CPは短時間処理のS9mix存在下において染色体の構造

異常を誘発した(Table2)。これらの陽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、本試験に用いたパラアセトアノレデヒドは本試験条件において CHL/IU細胞に染色

体異常を誘発するが、それは不純物であるアセトアノレデヒドにより誘発された可能性も考えられた。

参考文献

1) 日本環境変異原学会・晴乳動物試験分科会編:f化学物質による染色体異常アトラスJ.朝倉書庖，
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2)吉村功編:r毒性・薬効データの統計解析，事例研究によるアプローチJ，サイエンティスト社，東

京(1987)
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Table 1 Chromosome ana1ysis of Chinese hamster cel1s (CHIJIU) treated with 2，4，6-tr凶仙y1-1.3，5剖 oxane(P AA) for 6 h without S9 mix 

Concen-2) S9 Timc of Concurrcnt 玲Mitotic4) Number 
Number ofstructura1 abe.πations 

Number of cells with Number 7) 

Group tration mlX cxposure cell growth index ofcelIs Others 6) aberrations of polyploid Trend t08t 8) 

(mg/mL) (h) (%) (%) analyz吋 gapctb ctc csb csc mul 5) to凶 +gap (%) 明 p(%) cclls (%) -gap POL 

Negative 1) 。 6・(18) 100 NA 100 。。。 。 2 2 ( 2.0) 1 ( 1.0) 。。。
100 。。。。。 。 [ ( 1.0) o ( 0.0) 。。。
200 2 。。。 。 3 3 ( 1.5) 1 ( 0.5) 。0.0 

PAA 0.16 6 -(18) 98 NA not observed 

PAA 0.33 6・(18) 95 NA 100 l 。。。 3 。 3 ( 3.0) 2 ( 2.0) 1 ( 0.3 

100 3 。。4 。。7 。 4 ( 4.0) 1 ( 1.0) o ( 0.0 
200 4 4 。。10 。 7 ( 3.5) 3 ( 1.5) 1 ( 0.1 

PAA 0.65 6・(18) 89 NA 100 2 I 。。。。 3 。 3 ( 3.0) 1 ( 1.0) 1 ( 0.3 

l似) 。1 。。。 2 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) 1 ( 0.3 

200 2 2 。。。 5 5 ( 2.5) 3 ( 1.5) 2 ( 0.3 ) 『ト NA 

PAA 1.3 6・(18) 83 8.2，7.4 100 。2 。。。 3 。 3 ( 3.0) 3 ( 3.0) o ( 0.0 
100 3 5 2 。12 。 10 ( 10.0) 8 ( 8.0) 4 ( 1.0 

t.O 200 3 7 2 2 。15 。 13 ( 6.5) 11 *( 5.5) 4 ( 0.5 

MMC 0.1 Jl.glmL 6・(18) NA NA 100 17 45 。。10 73 。 40 ( 40.0) 39 ( 39.0 ) o ( 0.0 
l∞ 5 18 64 。。。87 2 50 ( 50.0) 47 (47.0) 

2∞ 6 35 109 0 。10 160 2 90 ( 45.0) 86 *( 43.0 ) 。(0.0 

Abbreviations: gap， chromatid gap and c!u-o!Uosomc gap; ctb， chromatid break; cte， chromatid cxchange; csb， chromosome break; cse， chromosome巴xchange(dicen町icand ring); 

mul， multiple ab町 ations;地ap，total number of cells with aberrations including gaps; -gap， total number of cells with aberrations exc1uding gaps; POL， polyploidj ~仏1C， mitomycin C; 

NA， not analyz医1.

1) Water for i吋ectionJP was used凶 asolvent and added at血elevel of 10 vol% p巴rdish. 2)百 econcentration ofP AA was adjusted for the purity (88.5%). 3) Cel1 confluency， 
repres由也19cylotoxicity， was measured with a Monocellale?M. 4) M巴laphas巴frequencywas ca!culated by counling 500 cells in倒 chdish目 5) When the number ofabe四ations

in a cell was more than 9， the cell was scored as having 10 aberrations. 6) Others， such as attenuation and premature chromosome condensation， were exc1uded rrom the number of 

structural aberr創ions.7) Eighl hundred ceUs were ana1戸国ineach group. 8) Cochran-Armitage's trend test was done at p<O目01(one-side). 

ヘSigni白cantlydifferent from the negative∞ntrol at p<O.OI (，∞e・side)by Fisher's exact probabUity t凶 t



ト4

Cコ

Table 2 Chromosome analysis ofChincse hamster ccJls (CHU孔うtrcatcdwith 2人6・trimethyl-I，3 ，S・triolUlnc(P AA) for 6 h with 89 mjx 

CODcen-2) S 9 Time of Concumnt 3) Mitotic の

Group tration mix exposure ceU growth index 

(mglmL) (h) (%) (%) 

Negative 1) 0 

PAA O.l<:i 

PAA 0.33 

PAA 0.65 

+ 6-(J8) 

+ 
キ

+ 

と立型
6・(18)

6・(18)

100 NA 

99 NA 

97 NA 

94 NA 

Number 
N urnber of structura1 aberrations 

Number of cells with Number 7) 

ofcel1s Others 6) aberrations of po1yp1oid 

lUItilY.lcd gap clb じleじsbcse mul 5) tυtal 句ap(%) -gap (%) cells (%) 

100 。 。。。2 。 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) 1 ( 0.3 

100 。 2 。。。3 。 3 ( 3.0) 3 ( 3.0) 1 ( 0.3 

200 。2 3 。。。3 。 5 ( 2.5) ヨ( 2.5) 2 ( 0.3 

not observed 

100 0 1 0 0 0 0 1 1 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 1 ( 0.3 ) 

100 0 4 1 0 0 0 5 0 5 ( 5.0) 5 ( 5.02_S'_ム2主斗
200 0 5 1 0 0 0 6 1 6 ( 3.0) 6 ( 3.0) 1 ( 0.1 ) 

100 1 2 0 0 0 0 3 2 3 ( 3.0) 2 ( 2.0) 0 ( 0.0 ) 

100 0 1 1 0 I 0 3- 0 3 ( 3心ー3ムユニU o ( 0.0 ) 

1、rendtesl 8) 

-gap POL 

229 1 3 1 0 1 0 6 _2 _.._~_.J..~~Q)一三i 笠_l 0 (0.0_1 NA NA 

PAA 1.3 ... 6・(J8) 90 9.2，，7.0 100 2 3 2 0 0 0 7 1 7 ( 7.0) 5 ( 5.0) 1 ( 0.3 ) 

100 0 2 2 1 0 0 5- 0 4 ( 4.0) 4 ( 4.0.1一之よ2ょu
200 2 5 4 1 0 0 12 1 1!_.i2.:心 9( 4.5) 3 ( 0.4 ) 

CP lOpg/mL + 6 -(1 g) NA NA 100 2 2S 52 0 I 0 80 1 48 (48.0) 46 (46.0) 0 ( 0.0 ) 

旦?521 50 0 I 0 77 L- 48 ( 48.0) 45 (45.0) 1 ( 0.3 ) 

200 7 46 102 0 2 0 157 1 96 (48.0) 91・(45.5) I ( 0.1 ) 

Abbreviations: gap， chromatid gap and chromosome g泊料 ctb，chtomatid break.: cte， chromntid exch飢 ge;csb， chromosome br剖 <;cse， clJromωomo cltchangc (dicen組む佃dring); 

mUl， multipJe abercations; +gap，ωtal number ofcells with aberratiolls including gapsj -gap，ぬt刈 I】umberof cells wi山 aberrationse.xcluding gaps; POL， polyploid; CP， cyc1ophosphamidej 
NA， not lUI31yzed. 

1) Water f01 injcclion 11' was uscd悩 asolvent and addcd at the level of 10 vol% per dish， 2)η10 concenlratioll of P AA was adjusted for the purity (88.5%). 3) CeU confluency， 

repn:s切 tingcytotoXIcity， was measured wiili a Monocellater™. 4) Metaphase frequ叩 cywas凶 culatedby coun位19500 cells in eacb dish， 5) When the number of aberrations 
in a cell was moreめan9， the cell was scored as having lO aberratiollS. 6) Others， such as attenuation and p問maturechromoωme conden.~ation， were excluded fr，叩1the nurober 

structural ab町rdtions.乃Eighlhundr吋 cellswere analyzed inωch group. 8) Co伽 an-A.mliω仲間ndtest was done 8t p<O.Ol (one-side). 

へSi伊iticantlydifferent from the negative control at p<O.Ol (one-side) by Fisher's exaot probability t凶



Table 3 口lromosomcanalysis of Chincse hamster∞lls (CHU町)continuously treat吋 with2人ふtrimethyl-l，3，5・tnoxane(PAA) for 24 b witbout S9 mix 

Conc叩・ 2)

Group Iration 

(mglmL) 

Time of Concurrent)) Mitoticの

e:xposure cell growth index 

(h) (%) (%) 

Number 
Number of structural aberrations 

of cells 

analyzed gap ctb cte csb cse mul 5) total 

Others 6) 

Nurnber of cells with 

abenatio邸

+gap (%) ぢ叩(%)

Number η 

of polyploid 

cells (%) 

Trend test 8) 

-gap POL 

Negative 1) 。 24 100 NA n
v
n
M
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n
v
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n
v
弓
乙

一
今
L

山
一川
一川

……一川
一切

PAA 0.65 

ド品

ド・.... PAA 1.3 

民仏1C 0.05 ~lg!mL 

M
一U
A
一
M

間
一
円
一Mm

尚
一
尚
一
mm 100 

100 

200 

100 

100 

200 

100 

100 

200 

100 

100 

200 

not observed 

nolobserved 

o 0 0 

o 1 2 

o 1 2 

o 4 0 

o 8 0 

012  0 

o 87 2 

0119 2 

0206 4 

o 98 0 

0 83 0 

o un 0 

2 ( 0.5 ) 

1 ( 0.3 ) 

3 ( 0.4 ) 

2 ( 0.5 ) 

.~LQ主j
~三j
3 ( 0.8 ) 

o ( 0.0 ) 

3 ( 0.4 ) 

1 ( 0.3 ) 

u主立j
ムム.!_j

-← NA 

24 76 NA 

Abbreviations: gap， chromatid gap and chromo叩 megap; ctb， chromatid break; cte， chromalid 脱出組ge;csb， chromosome break; cse， chrolflosome exchange (dic伺 tric胡 dring); 

mul， multiple aberrations; +gap， total number of cells with aberrations including gaps; .gap， total number of cells with ab悶 atiol1s出 cludinggaps; POL， polyploidj MMC， mitomycin C; 
NA， not analyzed 

1) Watcr for i町山tionJPWdS凶 edas a solvent and i:lddtX! at tbCl levt:l of 10 vol% per dish. 2)官}Cl¥ion畑 tri:ltionofP AA was adjustcd for the purity (88.5%). 3)白日∞ni1uency，

repre:;enting cytoto:xicity， was measurcd with a MonoceUater™. 4) Metaphase合判uencywas calculated by counting 5∞cdls in each dish. 5) When the numher of abelT滋ions

io a cell was more than 9， tbe cell was scored as ba.viog 10 aberrations. 6) Othcrs， such as attenuation and premature chromosome cond∞sation. were excluded lIom the oumber of 

structural aberrations. 7) Eight huodred c.ells were analy.ι吋 in each group. 8町)Co幻ch刷1ranトAr血m宜mitag酔e'streo恥凶lC吋dt陶凶制twωd由o叩ne泌ea以tp<O.Ol (い00即1犯c-屯引s幻ide吋).

へSignificantIydifferent from the negative control al p<O.Ol (one-side) by Fisher'g ex:act probabiJity test. 

24 57 5.2， 1.8 

24 NA NA 
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