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試験番号： 971127
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ふDO9年パ）月JO日

株式会社日本バイオリサーチセンター 羽島研究所

試験責任者
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3. 試験概要

被験物質名： 1,8-ジクロロオクタン

試験系：チャイニーズハムスター肺由来の線維芽細胞株 (CHL/IU細胞）

試験委託者：厚生労働省 医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室

東京都千代田区霞が関 1丁目 2番 2号

試験施設株式会社日本バイオリサーチセンター羽島研究所

岐阜県羽島市福寿町間島六丁目 104番地

試験目的： 1,8-ジクロロオクタンのほ乳類の培養細胞を用いる染色体異常試験を行い，その染色

体異常誘発性の有無について検討した．

準拠したガイドライン：

「OECD化学品テストガイドライン， 473In vitro哺乳類動物細胞を用いる染色体異

常試験」 (1997年7月21日採択），平成 15年 11月21日付（平成 18年 11月20日

最終改正） （薬食発第 1121002号：原生労働省医薬食品局長，平成 15• 11 • 13製局第

2号：経済産業省製造産業局長，環保企発第031121002号：環境省総合環境政策局長連

名通知） 「新規化学物質等に係る試験の方法について」の別添「化学物質の慢性毒

性試験，生殖能及び後世代に及ぼす影響に関する試験，催奇形性試験変異原性試

験，がん原性試験，生体内運命に関する試験及び薬理学的試験」

遵守した GLP:

新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について

［平成 15年 11月21日付（平成20年7月4日最終改正），薬食発第 1121003号，

平成 15• 11 • 17製局第3号，環保企発第031121004号］

OECD PRINCIPLES OF GOOD LABORATORY PRACTICE (OECD化学物質の安全性

試験の実施に関する基準）

試験開始日：2008年 7月 7日

疇終了日：2009年 10月 30日
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試験実施日：試験系細胞の再培養実施日 2008年 7月 14日

細胞増殖抑制試験

細胞播種日 2008年 7月 21日

検体液添加日 2008年 7月 24日

細胞数計測日 2008年 7月 25日

染色体異常試験

細胞播種日 2008年 8月 1日

検体液添加日 2008年 8月 4日

細胞数計測及び標本作製日 2008年 8月 5日

標本観察終了日 2008年 8月 21日

資料及び標本の保存場所：

この試験において試験施設で発生するすべての資料（試験計画書及びその変更書の

原本，生データ，最終報告書の原本）は，株式会社日本バイオリサーチセンター 羽

島研究所の資料保存室に保存し，標本は標本保存室に保存する．保存期間は最終報

告書提出後 10年間とする．

SOP及び試験計画書に従わなかったこと：

当試験において， SOP及び試験計画書に従わなかったことはなかった．

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：

当試験において，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

ある事態は認められなかった．
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4 試験従事者及び業務分担

試験従事者：
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5. 要約

1,8ージクロロオクタンの染色体異常誘発性の有無を，ほ乳類の培養細胞 (CHL/IU細胞）を用い，

短時間処理法 (6時間処理の S9mix添加及び S9mix無添加）と連続処理法 (24時間処理）で検

討した．

1,8-ジクロロオクタンの試験濃度は，細胞増殖抑制試験の結果から， 50％細胞増殖抑制濃度

(IC50)及び細胞の生存率を指標に，短時間処理法の S9mix添加では 14.8,29.7, 59.4及び

118.8隅mL,S9 mix無添加では 59.4, 118.8, 237.5, 475及び950隅／mL,連続処理法では 14.8,

29.7, 59.4及び 118.8μgjmLの公比2で4あるいは5段階を設定した

試験の結果，短時間処理法の S9mix無添加及び連続処理法では，数的及び構造的異常細胞の出

現率は，ともに 5％未満であったが，短時間処理法の S9mix添加では，構造的異常細胞の出現率

が用量依存的に増加し， 59.4μ哲mLでは 15.5%, 118.8 μgjmLでは20.6％と陽性の判定基準の 10%

を上回った．

各試験系列で用いた陽性対照物質は，明らかな陽性結果を示し，陰性対照及び陽性対照におけ

る染色体異常誘発率は，当試験施設のバックグラウンドデータの範囲内であった

以上の結果，本試験の条件下において， 1,8-ジクロロオクタンは，非代謝系列である短時間処

理法の S9mix無添加及び連続処理法では，いずれにおいても数的及び溝造的異常ともに染色体異

常を誘発することはなかったが，代謝系列である短時間処理法の S9mix添加では，構造的異常を

有する細胞が 10％以上出現し，その出現率に用量依存性が認められたことから， 1,＆ジクロロオ

クタンは，代謝されることにより染色体異常（構造的異常）を誘発することが示唆され，陽性と

判定する．
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6. 緒己

1,8—ジクロロオクタンのほ乳類の培養細胞を用いる染色体異常試験を行い，その染色体異常誘

発性の有無について検討した

7. 試験材料及び試験方法

7.1. 被験物質媒体陽性対照物質及び陰性対照物質

7.1.1. 被験物質

被験物質の 1,8ージクロロオクタン（英語名称： 1,8-Dichlorooctane, CAS No. 2162-99-4, 引火

点： l18°C,発火点：21s0c, 比重：1.0280,分子呈： 183.12) は，無色透明の液体である．当試験に

は，東京化成工業株式会社から入手したもの［ロット番号：FGNOl,純度 (GC): 99.9%]を用い

た．入手後は，試験施設の被験物質保管室の保管庫［冷蔵庫：BMS-500F3, 日本フリーザー株式

会社，設定温度：4°c（実測値：2.1~6.4°C)]内に冷蔵・遮光・密閉の条件下で保管した

なお， 1,8-ジクロロオクタンのラットを用いる 28日間反復経口投与毒性試験及び 14日間回復

試験（試験番号：502227,株式会社日本バイオリサーチセンター 羽島研究所）の投与期間終了後

に製造元で再分析した結果，含量は99.9％であり，使用期間中の安定性が確認された．

7.1.2. 媒体（陰性対照物質）

媒体には，ジメチルスルホキシド（以下DMSO，紫外部吸収スペクトル用，ロット番号：WF032,

使用期限：2013年3月 18日，株式会社同仁化学研究所）を用いた． DMSOは，使用時まで試験施

設の被験物質保管室の保管庫［設定温度：23°c（実測値：21.6~23.2°c)]内に室温・遮光の条件下

で保管した．

7.1.3. 陽性対照物質

陽性対照物質として，マイトマイシンC （以下MMC) とジメチルニトロサミン（以下DMN)

を用いた

MMC［商品名：マイトマイシン注用 2mg,1バイアル中に，日局マイトマイシンC2mg（力価）

と日局塩化ナトリウムを含有，ロット番号： 506AGB,使用期限： 2011年2月，協和醗酵工業株式

会社］と， DMN［含量：99.7%,ロット番号：EWP0054,使用期限：2011年 12月26日（自社規定），

和光純薬工業株式会社］は，いずれも市販品を購入した．購入後は，いずれも使用時まで試験施

設の被験物質保管室の保管庫［冷蔵庫： MPR-311D,三洋竜機株式会社，設定淵度： 4°c（実測値：

3.5~4.3°c)]内に，冷蔵の条件下で保管した

7.1.4. 陰性対照物質

陰性対照物質は，被験物質の媒体として用いたDMSOとした．

，
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7.2. 検体液

7.2.1. 被験物質

7.2.1.1. 訓製方法

細胞増殖抑制試験では， 1,8-ジクロロオクタン 1919mg（実秤量値： 1918.7mg)を秤量（電子天

秤： AT261, メトラー・トレド株式会社）し， DMSOに溶解して最高濃度液 (191.9mg/mL) 10 mL 

を調製した． 191.9mg/mLの一部を DMSOで段階希釈して， 95.95,47.98, 23.99, 11.99, 5.997, 

2.998, 1.499及び0.750mg/mLを調製した，

染色体異常試験で｝ま， 1,8-ジクロロオクタン959.5mg（実秤量値：959.50mg)を秤董（電子天秤：

AT261,メトラー・トレド株式会社）し， DMSOに溶解して最高濃度液 (95.95mg/mL)をlOmL

調製した． 95.95m但mLの一部を DMSOで段階希釈して， 47.98,23.99, 11.99, 5.997, 2.998及

び 1.499m坦mLを調製した．

細胞増殖抑制試欺及び染色体異常試験とも，使用後の残液は廃棄処分した．また，当試験にお

げる表示濃度は培養液に添加したときの最終濃度であるため，検体液はあらかじめ表示濃度の

101倍濃度を調製した．

7.2.1.2. 被験物質調製液の安定性及び濃度分析

被験物質調製液の安定性及び濃度分析は実施しなかった．

7.2.1.3. 詞製頻度

用時に調製した，

7.2.2. 陽性対照物質

MMC及び DMN［必要量を竜子天秤 (AT261, メトラー・トレド株式会社）にて秤呈］とも，

生理食塩液（局方品，ロット番号； M6K90,株式会社大塚製薬工場）に溶解して必要濃度（表示

濃度の 11倍）を鯛製した顆製は用時に行い，使用後の残液は廃棄処分した．

以下に試験系列に対する陽性対照物質名，調製濃度及び試験濃度を示した

物質名 調製濃度(μg/mL) 試験濃度(μg/mL)

短時間処理法 S9mix無添加 MMC 

連続処理法

7.3. 試験細胞

S9mix痴0 DMN 

MMC 

1.1 

5500 

0.55 

0.1 

500 

0.05 

試験には， 2000年 11月28日に大日本製薬株式会社ラボラトリープロダクツ部から入手したチ

ャイニーズハムスター肺由来の線維芽細胞株 (CHL/IU)を用いた．細胞は， DMSOを 10％添加

した培養液に浮遊し， lmLに小分けをして液体窒素保存容器内に凍結保管した試験に際し，凍

結してある細胞灘代数： 15回，染色体モード数：25本，倍化時間： 16.7時間，マイコプラズマ：陰
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性）を融解し，増殖させて使用した細胞の継代は，培養ビン (Nlll1C製）を用いて 3~4日ごと

に行った以下に各試験における再培養からの継代数を示した．

細胞増殖抑制試験 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 3回

染色体異常試験 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 6回

なお，実験操作は空調設備を備えた染色体異常試験室 (G棟）で行った．

7.4. 培養液

Eagleの最少必須培養液(Eagle'sminimum essential medium, 以下 Eagle'sMEM)の組成を，

Attachment 1に示した培養液は， Eagle'sMEM液体培地（ロット番号：411373,GIBCO, リスト

No. 11095-080) に，非働化（56°C,30分） した仔4二血清（ロット番号：655639,GIBCO) を最終

頴製贔の 10％となるように加えて調製したなお，調製した培簑液は用時に 37°cに加温して使

用した

7.5. S9mix 

S9は， Attachment2の方法により 2008年4月 11日にオリエンタル酵母工業株式会社で製造さ

れたもの（ロット番号：08041101)を用いた． S9は2008年 5月 13日に購入し，使用時まで-80°C

設定の冷凍庫［型式：BFV-130(LR), エスペック株式会社］内に凍結保管した．

S9mixは， S9以外の各物質を調製混合して溶液とし，これをメンプランフィルター((j)0.2μm, 

NALGENER)で濾過した後，使用直前に S9を加えて調製した． S9mixの組成を Attachment3に

示した．

7.6. 細胞数の調整及び細胞播種

培養ビンに 0.25％トリプシン溶液を加えて細胞を剥離し，遠心分離［100Orpm (181 xg), 5分

間，小形冷却遠心機（型式： CF5RX，日立工機株式会社），以下同様］により細胞を回収した後，

新鮮な培養液を加えて細胞浮遊液を作製したこの浮遊液中の細胞数を血球計算盤を用いて計測

し，細胞数が2X1が個I5mLになるように培養液を加えて調幣した．調整した細胞浮遊液を 5mL

ずつ，直径 60mmの滅萌シャーレ (CORNING) に播種し，温度を 37°C,CO2濃度を 5％に設定

した炭酸ガスインキュベーター（型式：BNA-121D,エスペック株式会社，以下CO2インキュベー

ター）内で3日間培接したものを試験に用いた．

シャーレは，細胞増殖抑制試験では 1濃度につき 1枚を，染色体異常試験では 1濃度につき細

胞数の計測用に 1枚，染色｛料票本作製用に2枚を用いたまた，シャーレには試験番号，被験物

質名又は対照物質名，濃度を記入し，さらに短時間処理法の場合はS9mixの有無を，連続処理法

の場合は培養時間を記入することにより識別した．

7.7. 細胞増殖抑制試験

染色体異常試験における 1，＆ジクロロオクタンの試験濃度を設定するために，細胞増殖抑制試

験を行った．試験は，短時間処理法の S9mix添加及びS9mix無添加と連続処理法 (24時間処理）

の3系列で実施した
11 
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短時間処理法の S9mix添加では，シャーレから培養液を 2.5mL除去した後に， S9mix0.5 mL 

と被験物質調製液あるいは陰性対照物質30μLを添加した． S9mix無添加では，シャーレから培

養液を 2.0mL除去した後に，検体液を S9mix添加の場合と同様に添加したいずれのシャーレ

もCOげンキュベーター内で 6時間培養した後に新鮮な培蓑液 5.0mLに取り替えて，さらに 18

時間培養した．

連続処理法では，シャーレに被験物質調製液あるいは陰性対照物質 50μLを添加し， CO2イン

キュベーター内で24時間培養した

また，いずれの試験系列とも，検体液添加時と処理終了時に被験物質の析出の有無を肉眼的に

観察した．

短時間処理法及び連続処理法とも，培養終了後，各シャーレに 0.25％トリプシン溶液を約3mL

加えて細胞を剥離し，遠心分離により細胞を回収した後に血球計算盤を用いて，細胞数を計測し

た．計測は 1枚のシャーレ当たり 3回行い，その平均を用いて陰性対照群の細胞数を 100％とし

て各濃度における細胞の生存率を求めた．

試験濃度は，短時間処理法及び連続処理法とも適用ガイドラインに基づき， lOmM相当の

1900 μg/mLを最商濃度とし，以下公比 2により 950,475, 237.5, 118.8, 59.4, 29.7, 14.8及び

7.42 μg/mLの計9濃度とし，その他に陰性対照を設けた．

短時間処理法の試験結果を TableI及びFigure1に示した．

S9mix添加における細胞の生存率は， 7.42~29.7μg/mLでは 90％以上を示したが， 59.4μg/mL 

以上では濃度が増加するに従いその値は減少し， 237.5μg/mL以上の濃度では生細胞が認められな

かった．

S9mix無添加における細胞の生存率は， 7.42~59.4μg/mLでは90％以上を示したが， 118.8μg/mL 

以上では濃度が増加するに従いその値は減少し，最高濃度の 1900μg/mLでは 14％であった

Probit法により算出した ICいま S9mix添加では 83.5μg/mL, S9 mix無添加では 538.7μg/mLで

あった．

なお， S9mi,x添加及びS9mix無添加とも，検体液添加時及び処理終了時に 475μg/mL以上の濃

度において透明な油滴状の析出物が認められた．

連続処理法の試験結果を Table2及びFigure2に示した

細胞の生存率は， 7.42~29.7μg/mLでは 90％以上を示したが， 59.4μg/mL以上では濃度が増加

するに従いその値は減少し， 950μg/mL以上の濃度では生細胞が認められなかった

Probit法により算出したlC50は， 112.6μg/mLであった．

なお，検体液添加時及び処理終「時に 475μg/mL以上の濃度において透明な油滴状の析出物が

認められた．

7.8. 染色体異常試験

試験は，短時間処理法の S9mix添加及びS9mix無添加と連続処理法 (24時間処理）の 3系列

で実施した

12 
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7.8.1. 試験濃度及び処理群

試験濃度は，細胞増殖抑制試験で求めたIC5o及び細胞の生存率を指標に公比2で4あるいは5段

階設定したすなわち，短時間処理法の S9mix添加では 14.8,29.7, 59.4及び 118.8隅／mL,S9mix 

無添加では59.4,118.8, 237.5, 475及び950μg/mL，連続処理法では 14.8,29.7, 59.4及び 118.8μ酢mL

とした

処理群は，試験系列ごとに被験物質，陰性対照及び陽性対照群を設けた．陽性対照として短時

間処理法の S9mix添加にはDMN(500隅／mL),S9mix無添加にはrvIMC(0.1隅／mL)を，連続

処理法にはMMC(0.05 μv}mL)を用いた．

7.8.2. 検体液の処理

7.8.2.1. 短時間処理法

S9mix添加用シャーレからは培養液を 2.SmL除去した後に， S9mix0.5mLと被験物質調製液

あるいは陰「生対照物質の場合は30μLを，陽性対照物質の場合は0.3mLを添加した． S9mix無添

加用シャーレからは培養液を 2.0mL除去した後に，検体液を S9mix添加の場合と同様に添加し

たいずれのシャーレも CO2..{ンキュベーター内で 6時間培養した後に新鮮な培養液 5.0mLに

取り替えて，さらに 18時間培養した後に細胞数の計測及び染色体標本の作製をしたなお，検体

液添加時と処理終了時に被験物質の析出の有無を肉眼的に観察した

7.8.2.2. 連続処理法

シャーレに，被験物質調製液あるいは陰性対照物質の場合は 50μLを，陽性対照物質の場合は

O.SmLを添加し， CO2インキュベーター内で 24時間培養した後に細胞数の計測及び染色体標本

の作製をしたなお，検体液添加時と処理終了時に被験物質の析出の有無を肉眼的に観察した．

7.8.3. 標本作製

短時間処理法及び連続処理法とも，培養終了2時間前に 10μg/mL濃度のコルセミド液を各シャ

ーレに O.lmL添加して，分裂中期細胞を得た培養終了後，各シャーレに 0.25％トリプシン溶液

を約3mL加えて細胞を剥離し，遠心分離により細胞を回収した後 75mmol/L塩化カリウム水溶

液で低張処理（37°C, 15分間）をした．低張処理が終了した後，再び遠心分離し，メタノールと

酢酸を 3:1の割合で混合して氷冷した固定液で脱水固定を行い，同固定液で細胞浮遊液を調製し

た．この細胞浮遊液をスライドグラス上の2ヵ所に一滴ずつ滴下して細胞を広げ，乾燥後， 2％の

Giemsa染色液で約 15分間染色した

スライド標本は 1シャーレ当たり 3枚作製し，乱数を用いてコード番号を割り付けたなお，

観察終了後にスライド標本は，試験番号，被験物質名又は対照物質名，濃度，試験法， S9mixの

有無（短時間処理法）又は培養時間（連続処理法），標本作製日を記入したラベルを貼付した．

13 
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7.8.4. 細胞数の計測

短時間処理法及び連続処理法とも，培養終了後，各シャーレに 0.25％トリプシン溶液を約 3mL

添加して細胞を剥離し，遠心分離により細胞を回収した後に血球計算盤を用いて，細胞数を計測

した．

計測は 1枚のシャーレ当たり 3回行い，その平均値を用いて陰性対照群の細胞数を 100％とし

て各濃度における細胞の生存率を求めた

7.9. 標本観察

石館の方法l)を参考にして，染色体がよく広がった分裂中期像の細胞を 1シャーレ当たり 100個，

1濃度当たり 200個観察した但し，短時間処理法の S9mix添加における最高濃度の 118.8μg/mL 

では， 200個の観察（観察数：126個）はできなかった．標本の観察はコード番号順に行い，観察

結果と試験濃度との照合は，全標本を観察した後に行った．

染色体異常は，数的異常と構造的異常に分類した数的異常は倍数体(polyploid)及び核内倍

化 (endoreduplication) を観察対象とし，構造的異常はギャップ（以下gap)'染色分体型切断

(chromatid break，以下ctb），染色体型切断(chromosomebreak，以下csb），染色分体型交換(chromatid

exchange, 以下cte),染色体型交換 (chromosomeexchange, 以下cse),断片化(fragmentation,

以下frg)に分類し，これらの染色体異常を有する細胞を陽比細胞 1個として記録したなお，ギ

ャップと切断の判別は，染色体又は染色分体の断片が軸の同一線上にあるものをギャップとし，

同一線上からはずれているものを切断としたが，断片が同一線上にあっても非染色部分が染色分

体幅より大きいものは切断とした．染色体異常の総数は，ギャップを含めた場合と含めない場合

とに分けて記録したなお，当試験で認められた染色体異常を，型別に代表例について写真撮影

をした (Photograph1~7). 

7.10.試験の成立条件

陰性対照群において，染色体異常を有する細胞の出現率が 5％未満で，陽性対照群においてギ

ャップ以外の染色体異常を有する細胞の出現率が 10％以上を示し，さらに陰性及び陽性対照群の

染色体異常の出現率が，当試験施設のバックグラウンドデータ (Attachment4)の範囲内を示し，

試験系に影響した他の要因がない場合に試験成立とした．

7.11．統計学的方法

染色体異常を有する細胞の出現率は，下記の判定基準に従ったため有意差検定は行わなかった．

7.12.判定基準

試験の結果は，数的異常又は構造的異常を有する細胞の出現率が 5％末満の場合を陰性， 5％以

上 10％未満の場合を疑陽性とした．さらにその出現率が 10％以上を示し，濃度の増加に伴って増

加した場合を陽性とした．なお，構造的異常の染色体を有する細胞の出現率は，ギャップを含め

た場合と含めない場合で算出し，ギャップを含めない場合の出現率により判定した．

14 
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また，構造的異常を有する細胞の出現率が 10％以上を示したことから，観察細胞の 20％に異常

がみられる濃度 (D20値）及び単位濃度 (mg/mL) 当たりの染色分体交換 (cte)を持つ細胞の出

現頻度の比較値 (TR値）を以下に示す計算式に従って求めた

7.12.1. D20値の計算式

7.12.1.1.回帰曲線

陽性結果のある系列のデータを，陰性対照を含めて，最少二乗法を用いて以下の 2式で

示した回帰曲線を求めた

Y = ax x + b • • • • • • (a.) 

Y=ax logx +b •••••• (~) 

ここで， Yは染色体異常をもつ細胞の出現頻度(%), Xは濃度 (mg/mL).

7.12.1.2.陰性対照の濃度

式（O）における陰性対照の濃度 (xo)は以下のように求めた．

x o = log L-(log H -log L) / (N -1) 

ここで， Lは最小濃度 (mg/mL),Hは最高濃度 (mg/mL),Nは被験物質処理群の群数

7.12.1.3.相関係数

式 (a) 及び(~)に対する相関係数 r をそれぞれ求めるとともに，得られた回帰曲線より

応値を算出した．

7.12.1.4. D叫直の採用条件

応値が最小濃度の 1/10以下，あるいは最高濃度の IO倍以上の場合には，濃度依存性が

ないものとして，そのDio値を対象外とした．

7.12.1.5. S値

7.12.1.4．で対象となったD叫直及びそれぞれの rを用いて以下の計算を行った．

S = D20 / r x 1 / n2 • • • • • • ('Y) 

ここで， nは計算に用いた群数（陰性対照群も含む）．

7.12.1.6. D20値

式('Y)の S値が最小となる時の D20値を，最終的に被験物質の D20値として採用した（有

効桁数は2).

7.12.2. TR値の計算式

7.12.2.1. TR値の算出法

陽趾結果を示す処理群のうち，染色分体型交換 (cte)異常をもつ細胞の出現率が 1％以上

あるものについて，以下のように TR値を求めた

TR=E/D・・・・・・ (o) 

ここで， Eはcteをもつ細胞の出現頻度(%),Dはそのときの処理濃度（m哲mL).

7.12.2.2. TR値の採用条件

式 (o)で求めたTR値のうちで最大の値を，最終的に被験物質の TR値として採用した

（有効桁数は2).
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8. 試験成績

8.1. 染色体異常試験

8.1.1. 短時間処理法 (Table3及びAppendices1-1~1-2) 

1,8ージクロロオクタン処理群の数的異常細胞の出現率は， S9mix添加及び S9mix無添加とも，

すべての濃度で1.6％以下の陰性であった．一方，構造的異常細胞の出現率は， S9mix添加におい

て，最高濃度の 118.8μglmLで20.6%,59.4 μglmLで 15.5%,29.7 μglmLで6.0％と陽比結果とな

った．構造的異常細胞の出現率が IO％を上回ったため， D20値及びTR値を算出したところ，それ

ぞれ0.10mg/mL, 190であった

1,8ジクロロオクタン処理群の S9mix添加における細胞の生存率は， 14.8及び29.7μglmLでは

90％以上を示したが， 59.4μglmLでは 79%,最高濃度の 118.8μglmLでは 38％であった． S9mix

無添加における細胞の生存率は， 59.4μg/mLでは98％であったが， 118.8μg/mL以上では濃度が増

加するに従いその値は減少し，最高濃度の 950μglmLでは44％であった．

被験物質の析出は， S9mix添加では，検体液添加時と処理終了時ともすべての濃度において認

められなかった． S9mix無添加では，検体液添加時と処理終了時とも 475及び950μg/mLにおい

て透明な油滴状の析出物が認められた．

陰性対照の数的異常細胞の出現率は， S9mix添加では 0%,S9mix無添加では 0.5％であった．

構造的異常細胞の出現率は， S9mix添加及び S9mix無添加とも 0.5％であったまた，陽性対照

(S9mix添加：DMN;500 μg/mL, S9 mix無添加：MMC;0.1 μg/mL)の数的異常細胞の出現率は，

S9mix添加では 1.0%,S9mix無添加では0.5％であった構造的異常細胞の出現率は， S9mix添

加では65.0%,S9 mix無添加では47.5％であった

陰性対照及び陽性対照における染色体異常誘発率は，バックグラウンドデータの範囲内であり，

試験の成立条件を満たすものであった

8.1.2. 連続処理法 (Table4及びAppendix2)

1,8ージクロロオクタン処理群の数的異常細胞の出現率は，すべての濃度で1.5％以下と陰性であ

った．構造的異常細胞の出現率も，すべての濃度で1.5％以下と陰t生であった

1,8ージクロロオクタン処理群の細胞の生存率は， 14.8及び29.7μg/mLでは90％以上を示したが，

59.4 μ酌mLでは79%,最高濃度の 118.8μ助mLでは43％であった．

被験物質の析出は，検体液添加時と処理終了時ともすべての濃度において認められなかった．

陰性対照の数的異常細胞及び構造的異常細胞の出現率は 0％であった．また，陽性対照

(MMC: 0.05 μg/mL)における数的異常細胞の出現率は 0.5%,構造的異常細胞の出現率は 40.0%

であった

陰性対照及び陽性対照における染色体異常誘発率は，バックグラウンドデータの範囲内であり，

試験の成立条件を満たすものであった．
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9. 考察

1,8ージクロロオクタンの染色体異常誘発性の有無を，ほ乳類の培養細胞を用いる染色体異常試

験により検討した．

1,8ージクロロオクタン処理群の数的異常細胞の出現率は，いずれの試験系列においても， 5％に

満たなかったため， 1,8-ジクロロオクタンは数的異常を誘発しないものと思われる．一方，構造

的異常細胞の出現率は，短時間処理法の S9mix無添加及び連続処理法（24時間処理）では5％に

満たなかったが，短期間処理法の S9mix添加において 10％以上を示し，用董依存的に増加したた

め， 1,8-ジクロロオクタンは構造的異常を誘発するものと思われる． 1,8-ジクロロオクタンの D20

値は0.10mg/mL, TR値は 190であった．

染色体異常誘発物質には，そのものが活性をもつ場合と代謝されて活性化する場合がある． 1,8-

ジクロロオクタン短時間処理法の S9mix添加のみ高率に異常細胞が出現していることから代謝

活性化を受けることが窺われる．

短時間処理法及び連続処理法の各試験系列において，陰性対照及び陽性対照群の異常細胞出現

率は，バックグラウンドデータの範囲内であり，試験の成立条件を満たすものであった．

1,8—ジクロロオクタンは，非代謝系列である短時間処理法の S9mix無添加及び連続処理法では，

いずれにおいても染色体異常を誘発することはなかったが，代謝系列である短時間処理法の

S9mix添加では，構造的異常を有する細胞が 10％以上出現し，その出現率に用量依存性が認めら

れたことから， 1,8-ジクロロオクタンは，代謝されることにより染色体異常（構造的異常）を誘

発することが示唆された．なお， 1,8-ジクロロオクタンは当試験施設で同時期に実施した細菌を用

いる復帰突然変異試験で陰性の結果が得られている互また，類似物質として 1,4—ジクロロブタン

は当試験施設で同時期に実施したチャイニーズハムスター肺 (CHL)細胞を用いる染色体異常甜；

験において陽性の結果が得られている 3)_ その他，ジクロロメタン叫］，2-ジクロロエタン5), 1,2-

ジクロロプロパン6)では，バクテリアを用いたネズミチフス菌による復帰突然変異試験及びチャイ

ニーズハムスター卵巣 (CHO)細胞を用いる染色体異常試験において陽性結果であり，それらの

変異原活性はグルタチオンふ転移酵素により代謝を受けて生成するグルタチオン抱合体が関与

しているとの報告がある． 1,8-ジクロロオクタンも構造が類似していることから，その変異原活

性はグルタチオン抱合体によるものと推測される．

以上の結果， 1,8-ジクロロオクタンは，本試験条件下において染色体異常を誘発（陽性）する

と判定した
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Table 1. Cell臣owthinhibition test of 1,8-Dichlorooctane with cultured CHL cells 

-The short treatment method-

Study No. 971127 

Treated for 6 hr with S9 mix Treated for 6 hr without S9 mix 

Test Concentration 
Survival Survival 

Substance (μg!mL) No. of cells ratioJ) 
ICso No. of cells rat10• " 1 

lC50 
(X I 04/plate) 

（％） 
(μg/mL) (X 104/plate) 

（％） 
(μgJmL) 

Negative control 
63 100 69 100 

(Dimethyl sulfoxide) 

7.42 62 98 68 99 

14.8 61 97 66 96 

29.7 58 92 68 99 

59.4 51 81 64 93 

1,8-Dichlorooctane 118.8 23 37 83.5 61 88 538.7 

237.5 

゜ ゜
47 68 

475* 

゜ ゜
39 57 

950* 

゜ ゜
27 39 

1900* 

゜ ゜
10 14 

a) : (1,8-Dichlorooctane treated group/ negative control) X 100. 

*: Clear oil drop-like precipitations were noted in culture fluid. 



呂

Table 2. Cell growth inl1ibition test of 1,8-Dichlorooctane with cultured CHL cells 

-The continuous treatment method-

Treated for 24 hr 
Test Concentration 

Substance (μg/mL) No. of cells Survival ratio"' 
(X 104/plate) （％） 

Negative control 
63 100 

(Dimethyl sulfoxide) 

7.42 6 l 97 

14.8 63 100 

29.7 58 92 

59.4 48 76 

I,8-Dichlorooctane 118.8 29 46 

237.5 16 25 

475* 5 8 

950* 

゜ ゜1900* 

゜ ゜a) : (1,8-Dichlorooctane treated group/ negative control) X 100. 

*: Clear oil drop-like precipitations were noted in culture fluid. 

Study No. 971127 

ICso 

(μglmL) 

112.6 
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Table 3. Chromosomal aberration test of 1,8-Dichlorooctane with cultmed CHL cells 

-Tl1e short treatment method-

Structural aberrations 

Test 

刃

Numerical叔叩虹

Wrth(+) or No.of 
Cor:;mでnwrtho正） metap扇： Noof No.oi、 Incidence• Ty芦c: andnwn函

(cumulative) 

No.of cells 
w油 IncidencedJ 

Survival 
ratio 

c) 

S9面x ぷ叩1ined , ・,., ,, endonxluplication 
m肋loid心lls (%) 

cells 

J直叩nentb 中m細 me (%) 
aberration 

JudgementbJ （％） 

gap ctb csb cte cse frg (+g) (-g) (+g) (-g) 

Neg;iivecmtrol - + 200 0 0 0 - 0 0 0 1 0 0 1 1 0.5 0.5 - l()() 

14.8 + 200 1 0 0.5 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 100 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------―← ----

29.7 + 200 I O 05 - 0 8 0 3 1 0 12 12 6.0 6.0 土 96
1,8--Dichlot'OCdare -----_-_-

59.4 + 200 2 0 1.0 - 0 16 0 22 0 0 31 31 15.5 15.5 + 79 
. ---------------------. -------..  ---------------------------- -----------·—-------------

118.8 十 126f; 1.6 - 0 11 0 16 0 l 26 26 20.6 20.6 ＋ 38 

頂函y匝訳回血e 500 ＋ 200 2 0 1.0 - 0 35 0 112 0 0 130 130 65.0 65.0 ＋ 81 

Negative control 200 0.5 - 0 0 0 I O 0 0.5 0.5 100 

59.4 200 - 0 4 0 0 0 0 4 4 2.0 2.0 - 98 

118.8 - 200 2 0 1.0 - 0 2 0 0 0 0 2 2 1.0 1.0 - 89 
・------ --------------------- -------・・ ・----------- ・・------ ・・-

1.8--Dichloro四 237.5 - 200 0 0 0 - 0 3 0 0 0 0 3 3 1.5 1.5 - 70 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

475* - 200 2 0 1.0 - 0 3 0 0 0 0 3 3 1.5 1.5 - 61 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

950* - 200 3 0 1.5 - 0 5 0 1 0 0 6 6 3.0 3.0 - 44 

M加mycinC 0.1 - 200 1 0 0.5 - 0 42 0 71 0 0 95 95 47.5 47.5 + 85 

Negative control: Dimethyl sulfoxide. 

a) : (Numerical aberration cells/ observed metaph硲ecells) x 100. 

b) : Judged on 1he函 sof incidence as;―:negative (less than 5．叫；±:equivocal(5.()0/oor higher to less than lO.O'l心；＋：positive(10.OO/oorhigher). 
c): ctb:如matidbreak; csb: chromosome break; cte: clJrot:直dexchange; cse: chromosome exchange; fig: fragmentation. 
d) : (Cells with structural chromosome aberration/ observed metaphase cells) x 100. 

e) : (1,8-Dichlorooctanetrealed group or positive control/ negative con1ml) x 100. 

t): To叫 numbecofmelap函cellsexisting in three slide胸寧s.

(+g) : To1al aberrant cells including the gap; (-g):to1al aberrant cells excluding the gap. 

*: Clear oil直西西P迫i四如m匹 edin culture fluid 
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Table 4. Chromosomal aberration test of 1,8-Dichlorooctane with cultured CHL cells 
-The continuous treatment metl1od -

Nutnerical abemrtion S1ructural aberrations 

Test 

汲

Cooa.ntrぷn

煤mL)

Ti1ncof 
m皿q11:

(hr) 

No.of 
m四印a℃

exan四
No.of 

polyploid cells 

No.of 
叩虹叫哨ication

cells 

ltlc虹血,J

（％） 
Judgemmt1ヽ，i

Typesc1 andnun細

(a.nn叫叩ve)

Incidenceef, 

（％） Judgement") 

Survi¥叫

ratio 
c) 

（％） 

Negative cont:Jul 24 200 

゜ ゜ ゜
岬

。

ctb Q cte cse 胆

No.of cells 
w祉1

由DITlOSOIDC

址 on

(+g) (告 (+g) (-g) 

゜゚゜゚ 。゚ ゜゚ ゜
100 

14.8 24 200 0 0 0 - 0 I O O O O 1 1 0.5 0.5 - 9 8  
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MitomycinC 0.05 24 200 

゜
0.5 

゜
26 

。
64 

゜゚
80 80 40.0 勾．0 ＋ 87 

Negative control: Dimethyl sulfoxide. 
a) : (Nwnerical aberration cells/ observed metaphase cells) x I 00. 

b): Judged on the basis of incidence as; — :negative (less than 5.0％）；士：equivocal(5.0% or higher to less 1han 10.0'l/o);+:positive (10.0% or higl1er). 

c) : ctb: chromatid break; csb: chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragmentation. 
d): (Cells with stnt血叫chromosomeaberration/ observed metaphase cells) >< 100. 

e) : (l,8-DichlorooctaI1e treated group or positive control/ negative control) x 100. 

(+g) : Total aberrant cells including the gap; (-g) : total aberrant cells excluding the gap. 
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The short treatment method 

--+-Treated for 6 hr with S9 mix 

-II-Treated for 6 hr without S9 mix 
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Figure 1. Cell growth inhibition test of 1,8-Dichlorooctane with cultured CHL cells. 
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The continuous treatment method 

--+-Treated for 24 hr 
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Figure 2. Cell grow出inhibitiontest of 1,8-Dichlorooctane with cultured CHL cells. 
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Appendix 1-1. Chromosomal ~erration test of 1,8-Didilorooctane with cultured CHL cells 

-The short treatment metl1od-

Nwnerical aberration Stiucttu-al aberrations 

1改
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a) : (Nwnerical aben叫oncells/ obse1Ved m血phasecells) x 100. 

b): Judged on the basis of incidence as; —:negative (less than 5.0％）；士：叫uivocal(5.0'l/oor higl1er to less thai1 I 0.0%) ; +: positive (1 O.O'l/oor higher). 
c) : ctb: chromatid break; csb: chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragtnen皿on.

d) : (Cells with structural chromosome aberration/ observed metaphase cells) x 100. 

e) : (1,8-Dichlorooctane treated group or positive control/ negative controO x 100. 

f): Totalrnnnberof血叫牢cellsexisting in three slide曲

（-tg): Total aberrant cells including the gap; (-g):直-cellsexcluding the gap. 
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Appendix 1-2. Chromosomal aberration test of 1,8-Dichlorooctane with cultured CHL cells 

-The short treatment method-

Numerical aberration 

T逗
ConcOO Wrth(+) or No.of 

Noof No.of Inci年•)
田 頃mL） wi1hout(-) m屯・l卒• 

Judgementb) 

S9m訳〇窪n血 po珈idcellsendorerlupli咀ion (%) 
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Negative control 100 

゜ ゜ 0.5 
(Dimethyl sulfoxide) 100 

゜100 1 
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（口m面ve)

Incidenced) 
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e) 
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89 

2
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・-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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----_ :_ -----------------___ 1_~ ---------_ Q _ ------------_q _ ------------------------------_q _ -_ _1_ --_ 9_ -__ q ___ 9 ____ 9_ ---_ ! _ -. ___ !_ ----------------. -------------------

0 0 20000  2 2 
1.0 -

100 l O O l O O O O I I 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - •• - - - - - - •• - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - • ▲ - - - - - •• - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - • - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - • - - • - - - - - - - - - - • • - - - - - - - - -

100 2 0 0 2 0 1 0 0 3 3 
1.5 -

030000  3 3 

0 21 0 35 0 0 47 47 
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475* 
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100 

100 0 

100 

a): (Numerical aberration cells/ observed metaphase cells) x I 00. 

b): Judged on the basis of incidence as; —:negativeOess than 5.0％）；士：equivocal(5.0% or higher to less than 10.0%) ; +: positive (10.00/4 or higher). 
c) : ctb: chromatid break; csb: chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragmentation. 
d) : (Cells with structural chromosome aberration/ observed metaphase cells) x 100. 

e): (1,8-Dichlorooctane treated group or positive control/ negative control) x 100. 

(+g): To叫 aberrantcells including the煕p; (-g): to国aberrantcells excluding the gap. 

95が 3.0 3.0 

MitomycinC 0.1 

0
-
0
 

゜
0.5 

61 

44 

＋ 85 

*: Clear oil dn柑ikeprecip蝉onswere noted in culture fluid. 
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Appen血 2. Chromosomal aberration test of 1,8-Dichlorooctane with culttrred CHL cells 

-The continuous ti・eatment method-

NwnericaJ aberration 
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a) : (Numerical aberration cells/ observed metapl瑯 ecells)xlOO. 

b) : Judged on由ebasis of incidence ぉ；—： negativeOess than 5.0％）；士：叫uivocal(5.00/o or higher to less than 10．伊1/o);+: positive (10.0% or higher). 
c) : ctb: chromatid break; csb: chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragmentation. 
d): (CeUs witl1 structural chromosome aberration/ observed metaphase cells) x 100. 

e): (1,8-Dichlorooctanetreatedgrouporpositivecontrol/negativecontrol) x 100. 

（-tg) : To1al abenant cells including the gap; (-g):total aberrant cells excluding the岬・
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Attachment 1. CompositionofF.agle詠伽mum&sentialMedium(MEM)瞑No.11095..()80)

Constituents 
Concentration 

Constituents 
Concentration 

(mg/L) * (mg!L) * 

CaCh (anhyd.) 200 L-Methionine 15 

KCl 400 L-Phenylalanine 32 

MgS04 (anhyd.) 98 L-Threonine 48 

NaCl 6800 L-Tryptophan IO 

N叫 P04• H20 140 L-Tyrosine (disodium salt) 52 

L-Valine 46 

D-Glucose 1000 

Phenol red 10 

D-Ca pantothenate 1 

L-Arginine • HCI 
Choline chloride 1 

126 
Folicacid 1 

L-Cystine • 2HC1 31 
Iso-Inositol 2 

L-Glutamine 292 
Niacinamide 1 

L-Histidine HCl • H20 42 
Pyridoxal • HCl I 

l.rlsoleucine 52 
Riboflavin 0.1 

L~Leucine 52 
Thiamine • HCl 1 

L-Lysine • HCl 73 

*: Final concentration in distilled water per liter. 

28 
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Attachment 2. Preparation of S9 

Animal used Inducing substance 

Species, Strain Rat, Crl : CD (SD) Phenobarbital (PB) 
Name 

Sex Male 5,6-Benzoflavone (BF) 

Age 7weeks Administration method i.p. 

217.2土10.3g* dayl PB30mg,II屯
Bodyweight 

(n=92) 
Day of administration and Dose day2,3and4 PB60m糾屯

day3 BF80m西

*:Mean土S.D.

Attachment 3. Composition of S9 mix 

Constituents Quantity in 1 mL S9 mix Constituents Quantity in 1 mL S9 mix 

S9 0.3mL Glucose-6-phosphate 5μmol 

MgCl2 5 μmol NADP 4μmol 

KCl 33 μmol HEPES buffer (pH 7.2) 4μmol 

29 



Attachment 4. Study No. 971127 
The background data of chromosomal aberration test with cultured CHL cells 

Test cells: A fibroblast cell line from the ltmg of a Chinese hamster (CH1AU) 

Supplier of cells: Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd. 

Date of supply of cells: 2000.11.28 

Accumulation of data: 2007.1.30~2007.12.18 

3
0
 

Numerical 
Structural aberration 

Time S9m収
Cell aberration 

ntnnber 
Polyploid endoreduplication gap ctb csb cte cse frg Total(+g) Total (-g) 

6-18 ＋ 3000 
Mean土S.D. 0.5土0.67 0.1士0.29 0土〇 0士021 0.0土0.18 0.2土0.39 0士0 0士0 0.1土0.35 0.1士0.35
(min/max) (0/2) (0/1) (0/0) (0/1) (0/1) (0/1) (0/0) (0/0) (0/1) (0/1) 

Negative 
6-18 3000 

Mean土S.D. 0.3士0.62 0士0 0士0 0.4士0.49 0士0 0.1士028 0土〇 0士0 0.5土0.59 0.5土0.59
control (min/max) (0/2) (0/0) (0/0) (0/1) (0/0) (0/1) (0/0) (0/0) (0/2) (0/2) 

24-0 2800 
Mean士S.D. 0.5士0.67 0土〇 0土0 0.1士0.35 0士0 0.3土0.65 0.0土0.21 0士0 0.5土0.67 0.5士0.67
(minim訟） (0/2) (0/0) (0/0) (0/1) (0/0) (0/2) (0/1) (0/0) (0/2) (0/2) 

DMN 
6-18 ＋ 3000 

Mean士S.D. 0.6士0.90 0.0士021 0士0 25.7士4.75 0士0 54.7士5.47 02士0.61 0.1士0.29 64.2士4.40 64.2士4.40
500哩mL (min/max) (0/3) (0/1) (0/0) (17 /34) (0/0) (47 /65) (0/2) (0/1) (57 /73) (57 /73) 

MMC 
6-18 3000 

Mean士S.D. 0.5土0.83 0士0 0土〇 25.3士5.02 0土0 39.5士5.43 0.1土0.34 0.2士0.48 52.3士4.69 52.3士4.69
0.1隅mL (min/max) (0/3) (0/0) (0/0) (17 /36) (0/0) (28/ 50) (0/1) (0/2) (47 /63) (47 /63) 

MMC 
24-0 2800 

Mean土S.D. 0.2士0.50 〇土〇 0士0 18.4土3.75 0士0 30.0土3.36 0.2士0.50 0土0 40.9士3.08 40.9土3.08
0.05回mL (min/max) (0/2) (0/0) (0/0) (10/25) (0/0) (23/37) (0/2) (0/0) (36/47) (36/47) 

(min I max) : No.of cells with numerical or s1ructural aberration observed in I 00 cells. 

Hashima Laboratory, Nihon Bioresearch Inc. 
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Photograph 3 

1,8-Dichlorooctane 59.4 μg/mL 
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Photograph 4 

1,8-Dichlorooctane 237.5 μg/mL 
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Photograph 5 
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Photograph 6 

I.8-Dichlorooctane 29.7 μglmL 

The continuous treatment method 

(24 hr) 

Type: cse 
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ィ言東頁 卜 生 保 証 陳 述 書

試験番号： 971127

Study No. 971127 
QAU Statement 1/2 

表 題： 1,8-ジクロロオクタンのほ乳類の培養細胞を用いる染色体異常試駿

当試験に関して、 2008年 7月 7日から 2009年 10月 30日にかけて調査を実施し、そ

の結果は運営管理者及び試験責任者に報告した。

当試験が「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について」

［平成 15年 11月 21日（平成 20年 7月 4日最終改正）、薬食発第 1121003号、平成 15• 

11 • 17製局第 3号、環保企発第 031121004号］及び OECDPRINCIPLES OF GOOD 

LABORATORY PRACTICE (OECD化学物質の安全性試験の実施に関する基準）に従っ

て実施され、この最終報告書には試験の方法が正確に記載され、かつ生データが正確に

反映されていることを保証する。

（調査の状況は、別紙 lのとおりである。）

2 oo f年／ 0 月 30 日

株式会社日本バイオリサーチセンター 羽島研究所

信頼性保証部門責任者



Study No. 971127 
QAU Statement 2/2 

別紙 l

調 査 項 日 調査実施日 調査結果報告 H

l. 試験計画書 2008年 7月 7日 2008年 7月 7日

2. 紬胞の再培養 2008年 7月 14日 2008年 7月 14日

3. 細胞播種（細胞増殖抑制試験） 2008年 7月 21日 2008年 7月 24日

4. 被験物質の管理 2008年 7月 24日 2008年 7月 24日

5. 検体の調製（細胞増殖抑制試験） 2008年 7月 24日 2008年 7月 24日

6. 諒加（細胞増殖抑制試験） 2008年 7月 24日 2008年 7月 24H

7. 試験計西書変更書（No.I) 2008年 7月 30日 2008年 7月 30日

8. 陽性対照の調製（染色体異常試験） 2008年 8H 4日 2008年 8月 5日

9. 添加（染色体異常試験） 2008年 8月 4日 2008年 8月 5日

10. 細胞数計測（染色体異常試験） 2008年 8月 5日 2008年 8月 5日

11.標本作製（染色体異常試験） 2008年 8月 5日 2008年 8月 5日

12. 椋本観察 2008年 8月 8日 2008年 8月 8日

13. 生データ 2008年 IO月 27日 2008年 10月 28日

10月 28日

14. 標本 2008年 10月 28日 2008年 10月 28日

15. 最終報告書（一次案） 2008年 10月 28日 2008年 10月 28日

16. 最終報告書（一次案）（再調査） 2008年 10月 29日 2008年 10月 29日

17. 最終報告書 2009年 10月 30日 2009年 10月 30日
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