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要約
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当該試験条件下のinvih0試験系において， 2-ナフチルイソプチルエーテルは，染色体

異常を誘起しないものと判定された

2・ナフチルイゾブチルエーテルの染色体異常誘発性を検討するため，チャイニーズ・

ハムスター肺由来の線維芽細胞株(CHI.JIU細胞）を用いたinvitro染色体異常試験を行っ

た．

あらかじめ実施した細胞増殖抑制試験結果に基づいて，濃度設定を行った．染色体異

常試験では，短時間処理法:-S9処理で76.8,96.0および120μ'lfmLならびに同＋S9処理

で16.1,20.1および252μg/mLのそれぞれ3濃度について顕微鏡観察を実施した．その

結果， 2-ナフチルイソブチルエーテル処理群では，短時間処理法—S9 処理および＋S9 処

理のいずれにおいても，明確な染色体異常（摺造異常ならびに数的異常）の誘発は認め

られなかった．

以上の結果より，連続処理法24時間処理群について61.4,76.8, 96.0およびl20μgmL

の4濃度について類微鏡観察を実施したが，同試験法においても， 2・ナフチルイソブチ

ルエーテル処理による染色体異常の誘発は認められなかった．

短時間処理法—S9 処理および連続処理法 24 時間処理の陽性対照物質マイトマイシン

C (MMC)ならびに短時間処理法＋S9処理の陽性対照物質シクロホスファミド (CP)

では，いずれも染色体楕造異常を陰性対照と比較して高頻度に誘発した．

-s -



1. 表題

Ex.p. No. 9890 (115-209) 
FINAL REPORT 

2-ナフチルイソブチルエーテ/v(})ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験

2. 試験目的

被験物質の染色体異常誘発性をほ乳類培旋細胞を用いて検討する．

3. 遵守したGLPおよび準拠したガイドライン

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 (as revised in 1997), ENV IMC/CHEM(98) 17 

ガイドライン

•新規化学物質等に係る試験の方法について（平成 15 年 11 月 21 日薬食発第 1121002

号，平成15・II・13製局第2号，環保企発第031121002号）

• OECD Guideline for the Testing of Chemicals 473 (21st July 1997: In vitro Mammalian 

Chromosome Aberration Test) 

4. 試験番号

9890 (115-209) 

5. 試験施設

〒437-1213静岡県磐田市塩新田 582-2

財団法人食品農医薬品安全性評価センター（略称安評センター）

Tel: 0538-58-1266 F邸： 0538-58-1393

6. 試験委託者

〒100-8916東京都千代田区霞が菌一丁目 2番 2号

厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室

Tel: 03-3595-2298 Fax: 03-3593-8913 
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13. 被験物質

13.1. 被験物質名

2-ナフチルイソプチルエーテル

13.2. ロッ ト番号

13.3. 純度

99.1% 

13.4. 製造元

13.5. 購入年月日

平成18年4月24日

13.6. 購入量

500g 

13.7. 保存条件

冷蔵 ・遮光 ・除涅

13.8. 保存場所

Exp. No. 9890 (115-209) 

FINAL REPORT 

安評センター被験物質調製室内冷蔵保管廓

• 7号館2階被験物質調製室B内プレハブ低温庫 ell.72 

保存期間： 2006年4月24日～同年7月 IO日

実測直： 3.0~7.4°c

• 6号 2階被験物質調製室内バイオマルチクーラー ch.41

保存期間： 2006年 7月 10日～同年8月 3日（最終使用日）

実測値： 5.0~6.6°C

13.9. 一般名

幻ソブトキシナフタレン

13.10. 化学名

2-Naphtl1ylisobutyl ether 

13.11. CAS No. 

2173-57-1 
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13.12. 化学構造

〇二。ヘ
13.13. 分子式

C14H160 

13.14. 分子量

200.28 

13.15. 物質の状態

白色結晶塊

13.16. 融点

32.4℃ （凝固点）

13.17. 引火点

68°C 

13.18. 溶解性

水：不溶

DMSO：可溶 (SOmg/mL以上）

13.19. 安定性

通常の取り扱い条件においては安定．

13.20. 取り扱い上の注意

Exp. No. 9890 (115-209) 
FINAL REPORT 

酸化剤との接触に注意する引火性が強く，燃焼しやすい液体

取り扱いは換気の良い場所で行い，粉座が飛散しないように注意する．

適切な保護具を着用し，吸い込んだり， 目，皮膚および衣類に触れないようにする．

13.21． 安定性分析

13.21.1. 安定性の確認方法

実験終了後に純度分析を実施した結果，純度が99.6%（判定基準 ：98％以上）であっ

たことから，被験物質の実験期間中の安定性が確認された．

純度分析の詳細をReferencedata 1に示す．

-9-



13.21.2. 安定性分析用被験物質の保存場所

輝センター被験物質調製室内冷蔵保管庫

• 7号館2階被験物質調製室B内プレハプ低温庫 ch.72

Exp. No. 9890 (115-209) 
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保存期間 ：2006年 4月24日～同年9月 13日（最終使用日）

実測値： 3.0~7.7°C

13.22. 残余被験物質の処理

実験終了後，1.0gの被験物質を資料保存施設管理責任者の管理下で安評センターに

保存し，残りは専用の容器に廃棄された．

14. 試験材料および方法

14.1. 試意細胞株

遺伝毒性ガイドラインほ乳類培養細胞を用いる染色体試験法で指定されている，チャ

イニーズ・ハムスター肺由来の線維芽細胞株(Cl-IL/IU絹胞）を使用した． CHL/lU細胞

は， 1984年］1月 15日に国立衛生試験所（現国立医薬品食品衛生研究所）から分与を

受け，ジメチルスルホキシド (DMSO,GC用，純度99.9%,Lot No. K.31758278, Merck) 

を容嚢比で10％添加された後，液体窒素中に保存された．試験には，凍結した細胞を融

解した後， 3~5日ごとに継代し，細胞増殖抑制試験では継代数21の細胞を，染色体異

常では維代数27の細胞を用いた．

なお，凍結ロット毎にマイコプラズマ汚染検査を独立行政法人医薬基盤研究所で実

施した結果，汚染は認められなかった係Ill胞LotNo. CLC-004, 2005年 6月27日，試験

結果報告書NB-00OJ).さらに，当該試験に使用した細胞は， 2005年 5月30日～同年6

月 1日および2005年 6月6~8日に細胞の特性検査が実施され，倍加時間(15.2時間），

染色体数 (25本保有細胞84%)等に異常は認められていない．

14.2. 培養液の調製

Eagle-MEM液体培地(IWAKJ,Lot No. 501095,旭テクノグラス）に非勧化 (56C)C,

30分）済みの仔牛血清（LotNo.542384, Invitrogen)を最終濃度で IOOloになるよう添加

した．調製後の培紫液は，使用時まで冷暗所 (15°C以下）に保存された．

14ふ 培養条件

c~インキュベーター（三洋電機）を用い， COi濃度 5%, 温度 37℃の条件で細胞を

培養した．

14.4. S9 mix 

製造後6ヵ月以内のS9mix (Lot No. CAM-540,キッコーマン）を試験に使用した．

使用時まで超低温フリーザー（設定値： ー8OOC，基準値：ー60°C以下）に保存した．
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14.4.1. S9の調製方法

14.4.2. 

14.5. 

S9調製の際の動物種，性臓器，誘導物質ならびに誘導方法を下表に示す．

ロット番号 RAA-540 

製造年月日 2006年3月 17日（誘導物質投与開始後5日目）

疇鄭 ラット： Sprague-Dawley系

性／週齢 雄／7週齢

体重 191~240g 

臓 肝臓

誘導物質 Phenobarbital(PB)および5,6-Benzoflavone(BF)

投与最および
PB: 30m述 g 1回 (1日目）

投与回数
60m詠 g 3回(2~4日目）

BF: 80m詠g 1回 (3日目）

投与方法 腹腔内投与

蛋白含量 26.46 rnglmL 

S9mixの組成

S9mix I mL中の量を以下に示す．

S9 0.3 mL 

MgCh 5 μmol 

KCI 33 μmol 

G-6-P 5 μmol 

NADP 4 μmol 

HEPES緩衝液(pH7.2) 4 μmol 

被験物質液の調製

被験物質は，水に不溶で， DMSOには可溶であることから，被験物質をモレキュラー

シープを用いて脱水処理を行ったDMSO(SeccoSolvR,純度迎9.5%,Lot No. K32997731 

［細胞増殖抑制試験］，純度~99.5%,LotNo. K3536433 l［染色体異常試験）．Merck)に

溶解させた．

細胞増殖抑制試験では，使用直前に被験物質 1001.4mgを精密に量り，目盛付き試験

管に移した後， DMSO約4mLを加え，撹拌しながら溶解させた．さらに，DMSOを加

えて5mLに定容し，調製原液 (200.3mg/mL溶液）を準備した．この200.3mg/1nL調

製原液1mLをDMSOlmLに加えることにより， 100.2mg/InL溶液を調製した．以下．

同様に希釈を行い， 50.I,25.0, 12.5, 6.26, 3.13および1.56m?)1nL液を調製した
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染色体異常試験では，使用直前に被験物質75.0mgを精密に呈り，目盛付き試験管に

移した後， DMSO約41nLを加え，撹拌しながら溶解させた．さらに， DMSOを加えて

5mLに定容し，調製原液 (15.0mg/mL溶液）を準備した． この 15.0mg/tnL調製原液4

1nLをDMSOl叫に加えることにより， 12.0mg/mL溶液を調製した．以下，同様な希

釈を行い， 9.60,7.68, 6.14, 4.92, 3.93, 3.15, 2.52, 2.01, 1.61, 1.29および1.03me}mL 

液を調製した．

いずれの試験においても調製後，被験物質液を速やかに使用したなお，被験物質

液（調製後3.5時間）に発熱発泡，発煙等の変化は認められなかった

14.6. 対照群

14.6.1. 陰性（溶媒）対照

被験物質液調製に用いる溶媒である DMSOを使用した．

14.6.2. 陽性対照（短時間処理法-S9処理および連続処理法24時間処理）

注射用水（日本薬局方注射用水， LotNo. K5F73,大塚製薬工場）SmLに溶解したマ

イトマイシンC (MJ'vtC, 2 mg力価／バイアル， LotNo. 459AEA,協和発酵工業）を生

理食塩液（日本薬局方生理食塩液， LotNo. 4C87N,大塚製薬工場）を用いて希釈し， l

mLずつ分注した後，凍結保存したものを試験に用いた．

処理濃度は，短時間処理法で0.1μg/mL,連続処理法で0.05μg/mLとした．

14.6.3. 陽性対照（短時間処理法＋S9処理）

注射用水(LotNo.K5朽3)SmLに溶解したシクロホスファミ ド (CP,lOOmg/バイ

アル， LotNo. 4066,塩野義製薬）を生理食塩液 (LotNo. 4C87N)を用いて希釈し， 1mL 

ずつ分注した後，凍結保存したものを試酸に用いた．

処理濃度は， 12.5μp/mLとした．

14.7. 細胞増殖抑制試験（予備試歌）

14.7.1. 処理濃度

細胞増殖抑制試験における被験物質の濃度として，ガイ ドラインで定められた 2003

μgfmL (lOmM相当）を最高濃度と し，以下， 1002,501, 250, 125, 62.6. 31.3および

15.6 μgfmLを設定した

14.7.2. 使用ウエル数および識別方法

1濃度当たり 2ウエルを用いた．

油性インクを用いて，試験番号，処理法および連番を明記することにより各ウエルを

識 LJした．
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12ウエルのプレート 傭胞培養用マルチプレート 12F,住友ベークライト）の各ウエ

ルに培養液を用いて8x lei細胞／mLに調製した細胞浮遂液1mLを播種し， 3日間培養

した．培養終了後， 14.7.6．に記戟する割合で溶媒あるいは被験物質の処理を行った． 6

時間培養を続けた後，各ウエルの培養液を除去し，ダルベッコリン酸緩衝液 （LotNo. 

l lSK.2343, Sigma-Aldrich)を用いて細胞を洗浄した新鮮な培養液 500μLを加え， さ

らに 18時間培養を続けた

14.7.4. 短時問処理法＋S9処理

各ウエルに8Xlが細胞／mLに調製した練胞浮遊液lmLを播種し， 3日間培養した．

培養終了後 14.7.6．に記載する割合で溶媒あるいは被験物質の処理を行った

その後の操作は， 14.7.3．に記載した方法に準じた．

14.7.S. 連続処理法24時間処理

各ウエルに8x Iが細胞／mLに調製した細胞浮遊液1mLを揺種し， 3日間培養した．

培養終了後，］4.7.6．に記載する割合で溶媒あるいは被験物質の処理を行い，さらに 24

時間培養を続けた．

14.7.6. 処理量一覧

¥ 溶媒あるいは被験物質

培養液 S9mix 処理液

-S9処理 600μL 6μL 

+S9処理 SOOμL 100 μL 6μL 

24時間処理 600μL 6μL 

14.7.7. 析出等の観察

各処理法において，処理開始および処理終了時に析出等の有無を肉眼で観察した．

14.7.8. 50％細胞増殖抑制濃度の算出

細胞増殖抑制試験に供した各ウエルから培養液を除き， 10％中性緩衝ホルマリン液

ほ道嘩定用，LotNo. DPR8664,和光純薬工業）を加えて 10分間細胞を固定した．次

いで，クリスタル ・パイオレッ ト (LotNo. KJ 1134240, Merck)の0.1％水溶液で 10分

間練胞を染色した．各プレートを水洗した後，乾燥させた．各ウエルに色素溶出液 (301!/o

エタノール， 1％酢酸水溶液） 3mLを加え， 5分間放置した．各ウエルの溶出液を96ウ

エルのプレート（アッセイプレート， IWAKJ)に各々300μL分注し，マイクロプレー

トリーダー （モデル4S0,B10 • RAD)を用いて570runでの吸光度を測定した． 陰性対

照群での吸光度に対する比（相対細胞増殖率）を各濃度群について求めた．

-1 3 -



Exp. No. 9890 (115-209) 
FINAL REPORT 

紬胞増苑抑制が認められたため， 50％細胞増殖抑制濃度を算出した．

14.8. 染色体異常試験

14.8.1. 処理濃度

線胞増殖抑制試験の結果，短時間処理法—S9 処理，短時間処理法＋S9 処理および連続

処理法24時間処理で細胞森性が認められ， 50％細胞増殖抑制濃度はそれぞれ99.J,33.2 

および106喝mLと算出されたしたがって，染色体異常試験では，細胞の増殖を50%

以上抑制すると推定される濃度，すなわち,-S9処理および24時間処理では150μg/mL, 

+S9処理では49.2μg/mLをそれぞれ最高濃度とし，下表に示す7または8濃度を設定し

た．

処理法 濃度(μg/mL)

39.3 49.2 61.4 卑饂旦 150-S9処理

+S9処理

24時間処理

10.3 12.9 卑 基 盆 31.5 39.3 49.2 

39.3 49.2 四国幽迎 150

下線を付した濃度について染色体異常の観察を実施した．

14.8.2. 使用プレー ト数およむ畷別方法

1濃度当たり 2枚のプレー トを用いた．

油性インクを用いて，試歌番号，処理法および連番を明記することにより各プレート

を識別した．

14.8.3. 短時間処理法—S9処理

直径60mmのプレー ト侮胞培養用シャーレ，住友ベークライト）に8xlが細胞／

mLに調製した細胞浮遊液5mL (4 x Iが細胞）を播種し， 3日間培養した．培養終了後，

14.8.6．に記載する割合で溶媒被験物質あるいは陽性対照物質の処理を行った 6時間

培業を続けた後，各プレー トの培養液を除去し，ダルペッコ リン酸緩衝液 (LotNo. 

OJ6K2433, Sigma-Aldrich)を用いて網胞を洗浄した新鮮な培養液3mLを加え，さら

に18時間培養を続けた後に染色体標本を作製した．

14.8.4. 短時間処理法＋S9処理

各プレートに8X 103細胞／mLに調製した細胞浮遊液5mLを播種し， 3日閲培養し

た．培養終了後， 14.8.6．に記載する割合で溶媒，被験物質あるいは腸性対照物質の処理

を行った

その後の操作は， 14.8.3．に記載した方法に準じた．

14.8.5. 連続処理法24時間処理

各プレートに8X103練胞／mLに調製した細胞浮遊液5mLを播種し， 3日間培養し
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た．培養終了後， 14.8.6．に記載する割合で溶媒，被験物質あるいは陽性対照物質の処理

を行い，さらに24時間培養を続けた後に染色体標本を作製した、

]4.8.6. 処理量一覧

¥ 溶および被験物質 陽性対照

培養液 S9mix 処理液 培養液 S9mix 処理液

-S9処理 3.0mL 一 0.03rnL 2.7 mL 0.3mL 

+S9処理 25mL 0.5 nll, 0.03mL 2.2mL 0.51nL 0.3 mL 

24時間処理 3.0mL 0.03mL 2.7mL 03mL 

14.8.7. 析出等の親察

各処理法において，処理開始および処理終了時に析出等の有無を肉眼で観察した．

14.8.8. 標本の作製

染色体標本作製のおよそ2時間前に，最終濃度0.2μg/mLとなるようコルセミト済料夜

(Lot No. l 305832, Invitrogen)を添加し，繍胞分裂を中期で停止させた．次いで，培養

液を遠心管に全量移した後，0.25％トリプシン溶液 (LotNo. 1300409, lnvitrogen)を用

いてプレートより績胞を剥離し，遠心管内の培養液に加えた細胞懸濁液を 1000r/mln 

で5分朋遠心分離して培養液を除いた後，37°Cに保温しておいた 75mmoJ/L塩化カ））

ウム水溶液5mLを加え， 37°Cの条件下で16分閲の低張処理を行った．遠心分離によ

り低張液を除いた後，氷冷した固定液（メタノール3容：酢酸1容）で細胞を固定した．

固定液を2回交換した後新しい固定液を滴量加え細胞浮遊液とした．細胞密度む箇切

な濃度に調整し，細胞濃度確認のため染色体標本を 1枚作製した染色体メタフェーズ

展開装置 (HANABI)を用いて，スライドガラス上に繍胞浮遊液を 1滴滴下し，染色体

標本を 2枚作製した．スライト顎本は—,~に乾燥させ， 1/100mol/Lナト））ウム ・リン酸

緩（Buffer国bletspH 6.8, Lot No. TP794874, Merck)を用いて 1.2v/v°/oに希釈した

ギムザ液(LotNo.0B408561, Merck)で12分間染色した．スライ ドを軽く水洗した後，

乾燥させた

14.8.9. 相対細胞増殖率の測定

染色体梧本作製時に陰性対照各被験物質処理群および陽性対照の各プレートについ

て， ATPフォトメーター（ルミテスターC-lOOLU，キッコーマン）を用いて細胞増殖に

関するデータを採取した．すなわち， 1%Tween80水溶液2mLを分注した小試験管に，

低張処理を開始しお袖胞液50μLを添加し，撹拌した．測定用チュープにこの混合液100

μLを分注した．細胞液添加から約20分経過後． 測定用チュープにATP測定用試薬キッ

ト（ルシフェール250，キッコーマン）び発光試薬液100μLを添加し，相対発光量(Relative

Light Unit: RLU)を測定した．陰性対照群における RLUに対する比（相対細胞増殖率）
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短時間処理法では， 14.8.9．における相対細胞増確率が陰性対照群の50％末滴になる最

も低い濃度を最高濃度とした3濃度を評価対象 （観察濃度）とした連続処理法24時

間処理では，相対細胞増殖率が陰性対照群の5()0/4未満になる濃度 (120μg/mL)では観

察可能な分裂像が減少していたため， 120μg/mLを最高濃度とし，連続する4濃度を評

価対象（銀察濃度）とした．

14.8.l J． 染色体の観察

短時間処理法およぴ連続処理法のそれぞれの標本を分けてコード化した．短時間処理

法について染色体の観察を実施し，その結果陰性結果が得られたため，引き続き連続

処理法の標本についても観察を行った．

各プレー ト当たり 100個，すなわち，I濃度当たり 200個の分裂中期像を顕微鏡下 (x

600)で観察し，染色体の形態的変化としてギャップ(gap),染色分体切断 (ctb),染色

体切断 (csb),染色分体交換 (cte),染色体交換 (cse)およびその他 (oth)の構造異常

に分類したただし，染色分体あるいは染色体上に非染色性領域が存在し，染色体切断

様の像が認められる場合は，その非染色性領域が当該染色体の分体幅未満，かつ，本来

の軸からずれていない場合にのみギャップとして計数したまた，数的異常として， 1

濃度当たり 200個の分裂中期像を観察し，倍数体等の出現数についても計数した．

14.9. 試験成立紐

a 陰性対照の構造異常籾胞および倍数性細胞の出現頻度は，背呆データから求めた基

準値内であり，かつ，いずれも 5％未満であること

b. 陽性対照の構造異常緯胞の出現頻度は，上記の基準値内であり，かつ， 10％以上で

あること

上記の条件を満たした場合に，試験は成立したと判断した．

14.10. 結果の解析

異常細胞の出現頻度が5％未満を陰性， 5％以上10％未満，かつ，再現性が認められた

場合に疑楊性， 10％以上，かつ，再現性あるいは被験物質の濃度に依存性が認められた

場合は，陽性と判定したなお，ギャップのみ保有する細胞については，異常細胞数か

ら除外して判定した．

統計学的手法を用いた検定は，実施しなかった．
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15. 試験結果

15.1. 細胞増殖抑制試験

15.1.1. 細胞増殖抑制試験結果

試験結果をFigw-e1, 2およびTable1, 2に示す

短時問処理法—S9 処理および心9 処理ならびに連続処理法 24 時間処理の全てにおい

て，濃度依存性を伴った組胞増殖抑制作用が認められ， 50％細胞増殖抑制濃度は，それ

ぞれ99.1,33.2および106μg/mLと算出された，

15.1.2. 析出等の観察

被験物質処理開始時，全ての処理の 62.6μg/mL以上の濃度において白色粉末状の析

出物が認められた． さらに，短時間処理法—S9 処理および連続処理法24時間処理では，

125および2S0μg/mLの濃度において白色膜状の析出物， 501μg/mL以上の濃度で白色

油滴状の析出物も認められた．短時間処理法＋S9処理では， 125~501μg/mLの濃度にお

いて白色膜状の析出物， 1002μg/mL以上の濃度で白色油滴状の析出物が認められた．

被験物質処理終了時，短時間処理法の250μg/mL以上の濃度および連続処理法24時

間処理の501μg/mL以上の濃度において白色油滴状の析出物が認められた．

15.2. 染色体異常試験

15.2.1. 短時間処理法—S9処理

試験結果をTable3およびAppendix1に示す．

2-ナフチルイソプチルエーテル処理群での染色体構造異常出現頻度は， 76.8,96.0お

よび］20μ邸mLでそれぞれ0.0, 1.5および2.5％であり，陰性対照群 (0.5%)と比較し

明確な増加は認められなかった．倍数性細胞の出現頻度は， 76.8,96.0および120μg/mL 

でそれぞれ0.0,0.0および 0.5％であり，陰性対照群 (0.0%) と同等であったまた，

濃度に依存した細胞増殖率の減少が観察され，染色体異常評価群中の最高濃度である

120 μ助mLでの細胞増殖率は24.1％であった．

陽性対照物質MMCで処理した繹胞では，染色体構造異常が多数観察され，その出現

頻度は44.0％であった

15.2.2・ 短時間処理法＋S9処理

試験結果をTable4およびAppendix.2に示す．

2-ナフチルイ ソブチルエーテI~隅具群での染色体構造異常出現頻度は， 16.I, 20.lお

よび25.2μg/mLでそれぞれ0.0,0.0および1.5％であり，陰性対照群 (0.0%) と比較し

明確な増加は認められなかった．倍数性細胞の出現頻度は， 16.1,20.]および25.2μg/mL 

でそれぞれ0.5,0.0および1.0％であり，陰性対照群 (0.5%)と同等であった また，

疇 17-
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濃度に依存した細胞増殖率の減少が観察され，染色体異常評価群中の最高濃度である

25.2μg/mLでの細胞増殖率は40.2％であった．

陽性対照物質CPで処理した練胞では，染色体構造異常が多数観察され，その出現頻

度は17.0％であった．

15.23. 連続処理法24時間処理

試験結果をTable5およびAppendix3に示す．

2-ナフチルイソプチルエーテル処理群での染色体構造異常出現頻度は61.4,76.8, 96.0 

および120μg/mLでそれぞれ ］．o,0.5, 1.0および2.2％であり，陰性対照群 (0.5%) と

比較し明硫な増加は認められなかった．倍数性細胞の出現頻度は， 61.4,76.8, 96.0ぉ

よび120μg/mLでそれぞれ0.0,0.0, 0.0ぉよび0.ooloであり，陰性対照群 (0.5%)と同

等であったまた，濃度に依存した細胞増殖率の減少が観察され，染色体異常評価群中

の最高濃度である 120μ助mLでの細胞増殖率は40.3％であった最高濃度の 120μg/mL 

では強い分裂阻害がみられ，分析可能な分離中期像は182網胞であった．

劇起吋照物質MMCで処理しfこ細胞では，染色体構造異常が多数観察され，その出現

頻度は42.0％であった．

15.2.4. 析出等の観察

被験物質処理開始時，全ての処理法の39.3μ営lnL以上の濃度において白色粉末状の析

出物が認められたさら1こ，短時間処理法—S9処理および連続処理法24 時問処理で屯

120 μg/mL以上の濃度において白色誤伏の析出物も認められた．

被験物質処理終了時，全ての処理法とも析出は認められなかった．

。I8 -
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2-ナフチルイソプチルエーテルの染色体異常誘発性を検討するため，チャイニーズ・

ハムスター肺由来の線維芽細胞株 (CHillU績胞）を用いたinvitro染色体異常試験を実

施した

短時間処理法—S9 処理，同＋S9 処理ならびに連続処理法24 時間処理では，網胞の増殖

を50％以上抑制する濃度まで検討した．

その結果， 2-ナフチルイソブチルエーテル処理群では，短時間処理法-S9処理および

同＋S9処理のいずれにおいても，染色体異常の誘発頻度は，陰性対照群と同等の値を示

し，暉磁な染色体構造異常の誘発は酪められなかった．

短時間処理法において陰性と判定されたことから，連続処理法24時間処理の染色体

の観察を実施した．その結果，いずれの濃度おいても明確な染色体異常（構造異常なら

びに数的異常）の誘発は認められなかった．

陰性対照および陽性対照での染色体異常出現頻度はいずれも背景データ(Appendix4) 

から求めた基準値内であり，試験成立条件を滴たしたことから，当該試験は適切な条件

でなされたと判断された．

以上の試験結果から，当該試験条件下において， 2-ナフチルイソプチルエーテルのほ

乳類培養細胞に対する染色体異常誘発性は陰性と判定された．

なお，これまでに2ーナフチルイソブチルエーテルの遣伝毒性および発がん性に関する

報告はない．類縁体であるnaphthaleneは，繍菌およびヒト細胞株での遺伝子突然変異試

験で陰性， CHO綿胞，リンパ球および着床前のマウス胚を用いた染色体異常試験で陽性

との報告があるりさらに，マウス骨髄での染色体異常誘発は認められないが，ショウ

ジョウバエの翅毛スポット試験で陽性反応が認められているtl.1-Methylnaphthaleneおよ

び 2-methylnaphthaleneは，ヒトリンパ球において姉妹染色分体交換を誘発し，さらに，

1-methylnaphthaleneは，弱いながらも染色体異常も誘発すると報告されている2).

2-Naphthylamineは，マウス骨髄小核試験で明確な陽性反応がみられている3), GlycidyJ 

1-naphthyl etherは，細面を用いた復帰変異訳験で陽性叫マウスリンパ球での染色体異常

試験で隅性，マウス骨髄での染色体異常試験で陽性との報告もある”
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Table 1. Results of growth inhibition test of 2-naphthylisobutyl ether (Short-term treatment) 

(Shoェt-teJ:Ill treatment : -S9) [ Short-term treatment : +S9) 

Relative Relative 
Compound Dose (μg/rnL) cell growth Mean Compound Dose(μg/mL) cell growth Mean 

(%) (%) 

DMSO a) 

゜
100.0 [ 100.0 J DMSO a) 

゜
100.0 l 100.0 l 

100.0 100.0 

2-Naphthylisobutyl 15.6 100.2 100.s J 2-Naphthylisobutyl 15.6 103.9 101. o l 
ether 100.8 etheェ 98.0 

31.3 91.1 ［ 94. 2 J 31.3 31.4 ［ 33.0 J 
97.2 34.6 

＇ 62.6 89.7 86.5 J 62.6 22.9 21. 7 J 
ば 83.3 20.4 

＇ 
125 28.3 22. 7 J 125 15.9 ［ 16.0 J 

11.1 16.0 

250 d) 7.5 6. 3 ] 250 dl 6.6 ［ 10.1 l 
5.1 13.6 

501 d) 6.0 6. 7 ] 501 d) 6.1 6.1 I 
7.3 6.1 

1002 ct) 12.9 12. 5 J 1002 d) 11.1 ［ 11. o I 
12.0 10.8 

2003 d) 6.6 5.5 l 2003 d) 10.7 9. 2 J 
4.4 7.6 

50も Growth inhibition dose was as follows: 
[ Shoェt-termtェeatment ; -S9) ---99.1 μg/ml, 
[ Short-term treatment : +59] ---33. 2 μg/rnL 

a): Negative control (Dimethyl sulfoxide, 10 μL/mL) 
d): Visible precipitation was observed at the end of treatment period. 



Exp. No. 9890(115-209) 
Table 2. Results of growth inhibition test of 2-naphthylisobutyl ether [ Continuous tビeatment]

[ Continuous treatment : 24 h] 

Relative 
compound Dose (μg/rnL) cell growth Mean J 

（も）

DMSO al 

゜
100.0 100. 0) 
100.0 

2-Naphthylisobutyl 15.6 90.9 90.3 ] 
ether 89. 6 

＇ 31. 3 92.3 ［ 85.3 ] 
卜
し 78.3 

62. 6 87.0 83. 3 ] 
79.6 

125 4 6・ 5 ［ 36. 4 ] 
2 6. 3 

250 7.2 7.s l 
7.7 

501 d) 15.9 19.3 J 
22.6 

1002 dl 12.8 17.1 J 
21.4 

2003 dl 14..0 12.3 l 
10.6 

50忌 Growth inhibition dose was as follows: 
[ Continuous treat匹nt : 24 h] ---106 μg/ro.L 

a): Negative control (Dimethyl sulfoxide、10μL/rnL) 
dl: Visible precipitation was observed at the end of treatment period. 
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Table 3. 

Compound 

DMSO a} 

Chromosome aberration test in CHL cells treated with 2-naphthylisobutyl ether 
[ Short-term treatment : -S9) 

Relative Nwnber Number of cells with Number of 
Dose Time of cell of stェucturalaberrations cells with 

(μg/mL) exposure growth cells aberrations 
(h) (%) analyzed gap ctb cte csb cse oth -gap(%) 

゜
6 100.0 200 

゜
1 

゜゚ ゜゚
1 ( 0.5l 

2-Naphthylisobutyl 76.8 6 77.2 200 

゜゜゚ ゜゚ ゜
0 ( o. 0) 

ether 
96.0 6 53.5 200 

゜
2 1 

゜゚ ゜
3 ( 1.5) 

120 6 24.1 200 

゜
2 4 

゜゚ ゜
5 ( 2. 5) 

150 6 11. 0 NA 

MMC b) 0.1 6 85.6 200 2 30 69 

゜
1 

゜
88 (44. 0) 

已xp.No. 9890(115-209) 

Nurnher of Number of 
cells polyploid 

analyzed cells 
for polyploid (t) 

200 0 ( 〇.0)

200 0 ( 0.O) 

200 0 ( 0. 0) 

200 1 ( o. 5) 

200 0 ( 0. 0) 

袖 breviation: ctb; chromatid break, cte: chromatid exchange、csb: chromosome break, cse: chromosome exchange、oth: others 
-gap: total number of cells with aberrations except gap 
NA: Not analyzed 
a): Negative control (Dimethyl sulfoxide, 10 μL/mL) 
bl: Positive control:Mitomycin C 
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Table 4. 

Compound 

DMSO a) 

Chromosome aberration test: in CHL cells treated with 2-oaphthylisobutyl ether 
[ Short-term treaヒment: +S9) 

Relative Number Number of cells w土th Number of 
Dose Time of cell of structural aberrations cells with 

(μg／皿） exposure growth cells aberrations 
(h) {%) analyzed gap ctb cte csb cse ot:b -gap（も）

゜
6 100.0 200 

゜゜゚ ゜゚ ゜
0 ( 0.0) 

2-Naphthylisobutyl 16.1 6 64.3 200 

゜゜゚ ゜゚ ゜
0 ( 0.0) 

ether 
20.1 6 56.2 200 

゜゜゚ ゜゚ ゜
0 ( 0.0) 

25.2 6 40.2 200 

゜
1 2 

゜゚ ゜
3 ( 1.5) 

31.5 6 14,6 NA 

CF b) 12.5 6 88.0 200 3 8 28 

゜゚ ゜
34 (17.0) 

Exp. No疇 9890(115-209) 

Number of Number of 
cells polyploid 

analyzed cells 
for polyploid （令）

200 1 ( 0. 5) 

200 1 ( 0.5) 

200 0 ( 0. 0) 

200 2 ( 1.0) 

200 0 ( 0. 0) 

珀 breviation: ctb; chromatid break, cte: chromatid exchange、csb: chromosome break、cse: chromosome exchange、oth: others 
-gap: total number of cells with aberrations except gap 
訊： Notanalvzed 
a): Negative contエal (Dimethyl sulfoxide, 10 μL/mL) 
bl : Positive control: Cyclophosphamide 
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Table 5. 

Compound 

OMSO a) 

Chromosome aberration test in CHL cells treated with 2-naphthylisobutyl ether 

I Continuous treatment : 24 h] 

Relative Number Number of cells with Number of 
Dose Time of cell of structural aberrations cells with 

(μg/mL) exposure growth cells aberrations 
(h) (%) analyzed gap ctb cte csb cse oth -gap(%) 

゜
24 100.0 200 1 l 

゜゚ ゜゚
1 ( 0. 5) 

2-Naphthylisobutyl 61. 4 24 72.5 200 

゜
2 

゜゚ ゜゚
2 ( 1.0) 

ether 

76.8 24 83.0 200 1 1 

゜゚ ゜゚
1 ( o. 5) 

96.0 24 66.5 200 1 2 

゜゚ ゜゚
2 ( 1.0) 

120 24 40.3 182 2 3 1 

゜゚ ゜
4 { 2.2) 

150 24 26. 3 Toxic 

MMC b) 0.05 24 123.1 200 5 33 68 

゜゚ ゜
84 (42.0) 

Exp. No. 9890 (115-209) 

Nu血 erof Numbe:rof 
cells polyploid 

analyzed calls 
for polyploid （も）

200 1 ( 0. 5) 

200 0 ( 0.0) 

200 0 ( 0.0) 

200 0 ( 0.0) 

200 0 ( 0.0) 

200 1 ( 0.5) 

Abbreviation: ctb; chromatid break、cte: chromatid e>echange、csb: chromosome break, cse: chromosome exchange, oth: others 
-gap: total number of cells w土th aberrations except gap 
aJ; Negative control {Dimethyl sulfoxide, 10 μL/mL) 
b): Positive control:Mitomycin C 
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Appendix 1. 

Compound 

DMSO a) 

Chェomosomeaberration test of 2-naphthylisobutyl ether 
(Short-term treatment : -S9] 

Relative Number Number of cells with 
Dose T虹neof cell of structural aberrations 

(μg/mL) ex:posure growth cells 
(h) ぼ） analyzed gap ctb cte csb cse oth 

゜
6 100.0 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚6 100.0 100 

゜
1 

゜゚ ゜゚2-Naphthylisobutyl 76. 8 6 83.4 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚ether 6 71.0 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚96.0 6 52.6 100 

゜
1 

゜゚ ゜゚6 54.3 100 

゜
1 l 

゜゚ ゜120 6 20.8 100 

゜
1 1 

゜゚ ゜6 27.3 100 

゜
1 3 

゜゚ ゜150 6 12.3 NA 
6 9.7 NA 

MMC b) 0.1 6 83.6 100 1 15 38 

゜
1 

゜6 87.6 100 1 15 31 

゜゚ ゜

E叩•No , 9890(1:l5-209〉

Number of 
Only Total cell.:; E'olyploid 
gap (-gap) analyzed cells 
(%) (%) for polyploid (%) 

0.0 0.0 100 o.o 
o.o 1. o 100 0.0 

o.o o.o 100 〇.o 
0.0 0.0 100 0.0 

0.0 1. o 100 0.0 
0.0 2.0 100 0.0 

0.0 2.0 100 LO  
0.0 3.0 100 0.0 

l.o 41. 0 100 0.0 
1.0 41. o 100 o.o 

Abbreviation: ctb; chromatid break、cte: chromatid exchange, csb: chromoso呻 break、cse: chromosome紐 change、oth: others 
-gap: total number of cells with aberrations except gap 
NA: Not analyzed 
a): Negative control (Dimethyl sulfoxide, 10 μL/mL} 
b): Positive control:Mitomycin C 
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Appendix 2. 

Compound 

DMSO a) 

Chromosome aberration test of 2-naphthylisobutyl ether 
I Short-term treatment : +S9) 

Relative Numbeヱ Number of cells with 
Dose Time of cell of structural aberrations 

(μg/mL) exposuェe growth cells 
(h) ［令） analyzed gap ctb cte csb cse oth 

゜
6 100.0 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚6 100.0 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚2-Naphthylisobutyl 16.1 6 61. 9 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚ether 6 66.7 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚20.1 6 59.7 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚6 52.7 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚25.2 6 36.1 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚6 44.2 100 

゜
1 2 

゜゚ ゜31. 5 6 14.7 NA 
6 14.4 NA 

CP b) 12.5 6 79.8 100 2 5 13 

゜゚ ゜6 96.1 100 1 3 15 

゜゚ ゜

Exp. No. 9890 (115-209) 

Number of 
Only Total cells Polyploid 
gap (-gap) analyzed cells 
ぼ） (%) for. polyploid (%) 

o.o 0.0 100 1.0 
0.0 0.0 100 0.0 

0.0 0.0 100 1.0 
0.0 0.0 100 0.0 

0.0 0.0 100 0.0 
0.0 0.0 100 o.o 

0.0 0.0 100 1.0 
o.o 3.0 100 1.0 

2.0 16.0 100 o.o 
1.0 18.0 100 o.o 

Abbreviat土on:ctb; chromat土dbreak, cte: chromatid exchange, csb: chromosome break, cse: chromosome exchange, oth: others 
-gap: total number of cells with aberrations eKcept gap 
NA: Not analyzed 
al; Negative control (Dimethyl sulfoxide, 10 μL/mL) 
bl: Positive control:Cyclophosphamide 
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Compound 

DMSO a) 

Chromosome aberration test of 2-naphthylisobutyl ether 
[ continuous treatment : 24 hJ 

Relative Number Number of cells with 
Dose Time of cell of structural aberrations 

(μg/mL) exposure gヱowth cells 
(h) （も） analyzed gap ctb cte csb cse oth 

゜
24 100.0 100 

゜
1 

゜゚ ゜゚24 100.0 100 1 

゜゚ ゜゚ ゜2-Naphthylisobutyl 61. 4 24 64.6 100 

゜
1 

゜゚ ゜゚ether 24 80.4 100 

゜
1 

゜゚ ゜゚76.8 24. 77.9 100 1 1 

゜゚ ゜゚24 88.0 100 

゜゚ ゜゚ ゜゚96.0 24 61. 4 100 

゜
l 

゜゚ ゜゚24 71.6 100 1 1 

゜゚ ゜゚120 24 43.1 100 2 2 1 

゜゚ ゜24 37.4 82 

゜
1 

゜゚ ゜゚150 24 21、3 Torie 
24 31.2 Toxic 

MMC b) 0.05 24 132.5 100 3 12 36 

゜゚ ゜24 113. 6 100 2 21 32 

゜゚ ゜

E:xp. No. 9890 (115-209) 

Number of 
Only TotaJ. cells Polyplo.id 
gap (-gap) analyzed cells 
(%) (̀ ) for polyploid （も）

0.0 1. o 100 o.o 
1.0 0.0 100 1.0 

〇.o 1.0 100 o.o 
0.0 1. o 100 0.0 

1.0 1.0 100 0.0 
0.0 0.0 100 0.0 

0,0 1.0 100 0.0 
1.0 1. o 100 0.0 

2.0 3.0 100 0.0 
o.o 1. 2 100 o.o 

1.0 41.0 100 0.0 
0.0 43.0 100 1. o 

心 breviation: ctb; chromatid break, cte: chromatid exchange、csb: chromosome break, cse: chromosome exchange, oth: others 
-gap: total number of cells with aberrations except gap 
a) : Negative control (Dimethyl sulfoxide, 10 μL/mL) 
bl; Positive control:Mitomycin C 
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Historical control data (Chromosome aberration test using CHL/IU cells) 

Historical control values of structural aberrations 

Incidence of structuraJ Range 
Group Test system n abe面 ons[%] 

(Mean土S.D.) Lower Upper 

Short-tenn treatment 
157 0.6土0.8 0.0 2.9* 

(-S9) 

Negative Short-tenn treatment 
166 0.4土0.6 0.0 2.3* 

control (+$9) 

Continuous treatment 
l35 0.6士0.7 0.0 2.8* (24h) 

Short-tenn treatment 
157 39.0士9.7 10.0 68.2 ． 

(—S9)a 

Positive Short-tenn treatment 
164 29.2土10.5 10.0 60.8 ． 

control (+S9)b 

Continuous ti・eatment 
133 30.3士8.2 10.0 54.9 ． 

(24h) c 

Historical control values of polyploid ceJls 

Incidence of polyploid Range 
Group Test system n cells[%] 

(Mean土S.D.) Lower Upper 

Short-term treatment 
157 0.3土0.5 0.0 1.9* 

(-S9) 

Negative Short-tenn treatJnent 
166 0.2士0.5 0.0 1.7* control (+S9) 

Continuous treatment 
135 0.4士0.7 0.0 2.4* 

(24h) 

Negative control: Including Saline, DMSO, 1.0% CMC, etc. 

a..MMC,0.1 μgmL b: CP, 12.5阻／mL c: l'vfMC, 0.05 μ郡nL

The above historical control values are obtained from tl1e data pooled from January 22, 2003 to December 

29,2005. 

Therangew晒 setaccording to the criteria for valid assay. 

*:The range is calculated by Mean士3x S.D. 
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