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[ 要 約 ]

ジエチルピフェニルのチャイニーズ・ハムスタ}肺由来細胞 (C日L/IU細胞)を用いる

染色体異常試験を実施し、陰性の結果を得た。

細胞増殖抑制試験の結果に基づき、 S9mix非存在下の短時間処理では 50%の増殖

抑制濃度の約1.5倍の濃度を最高処理濃度とし、公比1.5で5段階の濃度群 (0.0089、

0.013、0.020、0.030、0.045mg/mL)を設定し、染色体異常試験を実施した。また、 S9

mlx存在下の短時間処理では 50%の増殖抑制濃度の約 2倍の濃度 (0.45mg/mL)を

最高処理濃度とし染色体異常試験を実施したが、 0.11mg/mLの濃度以外はすべて

50%以上の増殖率を示したことから、最高濃度を1.8mg/mLとし、公比 2で8段階の濃

度群 (0.014、0.028、0.056、0.11、0.23、0.45、0.90、1.8mg/mL)を設定し、染色体異常

試験を再度実施した。細胞増殖率の測定および分裂指数の分析結果を基に、染色体分

析を行う濃度群 (S9mix非存在下:0.013、0.020、0.030mg/mL、S9mix存在下:0.056、

0.11、0.23mg/mL)を決定し、染色体分析を実施した。その結果、 S9mix非存在下およ

び存在下で短時間処理した場合いずれの処理群においても、染色体の構造異常を有す

る細胞および、倍数性細胞の統計学的な有意差は認められなかったo

S9 mix非存在下および存在下の短時間処理において、陰性の結果が得られたことか

ら、 50%の増殖抑制濃度の1.5倍の濃度に相当する 0.045mg/mLの濃度を最高処理濃

度とし、公比1.5で 5段階の濃度群 (0.0089、0.013、0.020、0.030、0.045mg/ mL)を設

定して連続処理法による染色体異常試験を実施した。染色体分析の結果、いずれの処

理群 (0.013、0.020、0.030mg/mL) においても、構造異常を有する細胞および倍数性

細胞の統計学的な有意差は認められなかったo

以上の結果より、ジエチルピ、ブエニルは、本試験条件下で CHL/IU細胞に染色体異

常を誘発しなし立結論した。

[試験目的]

OECD既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の一環として、ジエチルピ、ブエ

ニルの染色体異常誘発作用を評価するため、チャイニーズ・ハムスター肺由来細胞



(CHL/IU細胞)を用いる染色体異常試験を実施した。なお、本試験はJ新規化学物質

等に係る試験の方法についてJ(昭和62年3月 31日、環保業第237号、薬発第306号、

62基局第 303号、一部改正平成9年 10月 31~ '¥環保安第 287号、衛生第 127号、平

成 09・10・31基局第 2号)および rOECD化学物質試験法ガイドライン 473/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)に基づき、「化学物質

GLP J(平成 12年 3月 1日改正、環保安第 41号、生衛発第 268号、平成 12・02・14基

局第 1号)を遵守して実施した。

[材料および方法]

1.被験物質

被験物質で、あるジエチルピブェニノレ[略号:DEBP、英名:diethylbiphenyl、ロット番号:

、製造: ]は淡黄色透明液体であり、

から提供を受けた口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、遮光して冷蔵(実測値:2'"'-'8
0

C)で保管した。

被験物質提供者において、実験終了後に返却した被験物質をガスクロマト法により非

GLP下で分析した結果、被験物質は実験期間中安定で、あったことが確認された

(Appendix 2)。なお、被験物質の関する資料(非 GLPデータ)は、被験物質提供者の責

任に基づき確認、提供された資料であることから、試験結果の信頼性を損なうものではな

し立判断した。

2. 陽性対照物質

陽性対照物質として用いたマイトマイシン C(MMC、ロット番号:353AJJ、協和醗酵工

業)および、シクロホスプアミド (CP、ロット番号:108H0568、SigmaChemical)を日局注射

用水(ロット番号:K3G78およびK3K81、大塚製薬工場)に溶かし、用時調製して試験に

用いた。

3.細胞および、培養条件

CHL/IU細胞は染色体数のモードは 25本で、染色体異常の検出感度にすぐれてい
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ることから、染色体異常の検出に常用されている。この細胞を jCRB細胞ノミンクより入手

(1988年 2月入手、入手時の継代数 4)し、継代後、液体窒素 (-196
0C)中に凍結保存

(凍結保存時の継代数 23)した。その細胞(倍加時間約 15時間、マイコフoラズマの汚染

なし)を、解凍後、継代 2、4および6代で試験に用いた。

培養には、仔牛血清 (CS、ロット番号:28019903、CanseraInternational)を10vol% 

添加したイーグル MEM培養液 (10%CS/MEM)を用い、 CO2インキュベーター (5%

CO2、37
0

C)内で培養した。イーグル MEM培養液は、イーグル MEM培地「ニッスイJ① 

粉末(日水製薬)を処方に従って調製したものを用いたo

4. S9反応液

S9 (ロット番号:RAA-49 0、2003年 9月製造、キッコーマン)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-0 awley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
0

C)に保管した。グルコース-6-リン酸

(G-6-P、SigmaChemical)、 s-ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸(日-NADP+、

オリエンタル酵母工業)および KClを蒸留水に溶かし、混合液として超低温槽 (-80
0

C)

に保管し、使用時はこれに S9、MgC12およびHEPES(pH 7.2)を加え、 S9mixとした。試

験には、 10%CS/MEM:S9 mixを25:5の割合で混和した S9反応液 (3mL/デ、イツシュ)

を加えて処理を行った(各成分の最終濃度:5 vol% S9、0.83mmol/L G-6-P、0.67

mmol/L s-NADP+、0.83mmol/L MgC12、5.5mmol/L KCl、0.67mmol/L HEPES)ロ

5.被験物質調製液の調製

溶解性および懸濁性の予備検討の結果、被験物質は水に不溶で、あったが、ジメチル

スルホキシド (DMSO)に本試験で必要な濃度で溶解したことから、 DMSO(ロット番号:

DWL9370、和光純薬工業)を溶媒(陰性対照)とし試験に用いた。被験物質を所定量

秤量し、溶媒に溶解させて原液(細胞増殖抑制試験では 420mg/mL、染色体異常試験

では 90mg/mLおよび360mg/mL)を用時調製した。それを溶媒で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 0.5vol%添加して処理を行ったD なお、

被験物質を溶媒に溶解させた際、発熱、発泡、変色などの変化はなかったo

3 



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

殖におよぼす影響を調べた。 CHL/IU細胞を、 0.25%トリプシンを用いてはがした後、 4X

103個/mLの細胞懸濁液とし、その 5mL (2X 104個)をデ、イツシュ(直径 6cm)に播種し

た。培養開始3日目に、以下の手順で、短時間処理および連続処理を行ったD なお、被験

物質はフoラスチックデ、イツシュを溶解することから、本試験ではガラス製のデ、イツシュを用

いた。

S9 mix非存在下および、存在下で短時間処理する場合、各デ、イツシュの培養液をそれ

ぞれ10%CS/MEMおよびS9反応液 (3mL/デ、イツシュ)と交換した後、溶媒(陰性対照)

または各濃度の被験物質調製液 (15μL)を各デイツ、ンュに添加し 6時間処理した。その

後、リン酸緩衝塩類溶液 (PBS、Ca2十および Mg2十を含む)で洗浄し、 10%CS/MEM(5 

mL/デ、イツシュ)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、イツシュの

培養液を 10%CS/MEM (5 mL/デ、イツシュ)と交換した後、溶媒(陰性対照)または各

濃度の被験物質調製液 (25μL)を各デ、イツシュに添加し 24時間処理した。

いずれの処理条件においても、 2.1mg/mL (10 mmol!L)を最高処理濃度とし、 0.016

.........2.1 mg/mLの濃度範囲(公比 2)で、処理を行ったo各群 2枚のデ、イツシュを用いたO な

お、全ての処理条件において、処理開始時では 0.066mg/mL以上の濃度で、処理終了

時では 0.13mg/mL以上の濃度で肉眼観察による沈殿が認められた。

培養終了後、培養液を捨て、 0.02%EDTA含有PBS(Ca2+およびMg2十不含)をデ、イツ

シュあたり 5mL加えて細胞をはがしたその細胞懸濁液 0.5mLをISOTON@II(Beckman 

Coulter) 9 mLに加え、コールターカウンター (Model0、CoulterElectronics)を用いて

デ、イツシュあたりの細胞数を測定し、被験物質処理群の陰性対照群に対する相対増殖率

を求めた。

7.染色体異常試験

細胞増殖抑制試験において、 DEBPはすべての処理条件において CHL/IU細胞の

増殖を抑制し、各処理条件における 50%の増殖抑制濃度は、 S9mix非存在下および存

在下で短時間処理した場合にはそれぞれ 0.030mg/mLおよび0.21mg/mL、24時関連
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続処理した場合には 0.029mg/mLと推定された (Figure1)。

このことから染色体異常試験において、 S9mix非存在下での短時間処理では、増殖

率が急激に低下することを考慮して 50%の増殖抑制濃度の約1.5倍の濃度を最高処理

濃度 (0.045mg/mL)とし、 S9mix存在下での短時間処理では 50%の増殖抑制濃度の

約 2倍の濃度を最高処理濃度 (0.45mg/mL)とし、それぞれ公比1.5および公比 2で計

5濃度設定して試験を実施した。なお、 S9mix存在下の短時間処理群については、最も

低い増殖率 (34%)を示した濃度群 (0.11mg/mL)ではデ、イツシュ聞のバラツキが認め

られ、それ以外の濃度群においては増殖抑制作用が弱く、増殖率が 50%を越えていた

ことから、1.8mg/mLを最高処理濃度とし、公比 2で計8濃度を設定して再試験を実施し

た。連続処理群においては、 50%の増殖抑制濃度の約1.5倍の濃度に相当する 0.045

mg/mLを最高処理濃度とし、公比1.5で計 5濃度を設定して試験を実施した。

染色体異常試験における試験操作は、細胞増殖抑制試験とほぼ同様に行った。すべ

ての処理系列で被験物質処理群、陰性(溶媒)対照群と陽性対照群を設けた。陽性対

照群については、 S9mix非存在下および、存在下の短時間処理では、 MMC(20μg/mL) 

および CP(1 mg/mL)を最終濃度がそれぞれ 0.1問 /mLおよび 10μg/mLとなるように

添加した。また、連続処理では、 MMC(20μg/mL)を最終濃度が 0.05μg/mLとなるよう

に添加した。陽性対照については、染色体の構造異常が誘発されることが知られている

濃度として上記濃度を選択した。 1濃度あたり 2枚のデ、イツシュを用いたO

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、 0.02%EDTA含有 PBS(Ca2+および、 Mg2+不含)をデ、イツシュ

あたり 5mL加えて細胞をはがし、 15mLの遠沈管に移した。陰性対照群と被験物質処理

群については、 0.5mLの細胞懸濁液を 9mLのISOTON@nに加え、コールターカウンタ

ーを用いて細胞数の測定を行ったo 残りの細胞懸濁液については、遠沈 (1000~1500

rpm、約 5分)し、上清を捨て、 3mLの0.075mol/L KCl水溶液を加え、約 30分間低張

処理を行ったo低張処理後、固定液(メタノール:氷酢酸=3: 1 (v/v))を低張液の約 2

倍量加えて静かに撞枠し、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

量をスライドグラス(あらかじめフロスト部分に試験系識別番号、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、イツシュあたり 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
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調製)で染色後、水道水で洗浄後、自然乾燥させた。試験計画番号、試験系識別番号

および標本作製の日付を明示したスライドケースに、スライド標本をコード番号順に入れ

て保存した。

8. 染色体分析

染色体分析に先立って、各処理系列の相対増殖率および分裂指数を調べ、 20%以

上の相対噌殖率で、かっ 2デ、イツシュともに 0.5%以上の分裂指数の場合を観察可能と

判断した。

デ、イツシュ 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が

分からない状態で分析した。染色体がよく拡がり、かっ散逸していない分裂中期細胞を

捜し、 1群あたり 200個 (100細胞/ディッシュ)の分裂中期細胞について構造異常の種

類と数を、 1群あたり 800個 (400細胞/デ、イツシュ)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。ギャッフ。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oギャッフ。については、染

色分体幅よりも狭い非染色性部位と定義し、構造異常誘発性の判定には含めないことと

した。

構造異常(ギャッフo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(溶媒)対照群と被験物質処理群間および陽性対照群間で、ブイツシャーの直接確率

法 2) (pく0.01、片側)により有意差検定を実施した。また、フイツシャーの直接確率法によ

り有意差の認められた処理条件については、コクラン・アーミテッジの傾向性検定 3)

(pく0.01、片側)により用量依存性の有無を検討した。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行った。
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[結果および考察]

細胞増殖抑制試験の結果よt:J~ S9 mix非存在下の短時間処理群では公比1.5で5濃

度 (0.0089、0.013、0.020、0.030、0.045mg/ mL)を設定し、 S9mix存在下の短時間処理

群では公比 2で8濃度 (0.014、0.028、0.056、0.11、0.23、0.45、0.90、1.8mg/mL)を再

設定して、染色体異常試験を実施した。

細胞増殖率の測定およひ、分裂指数の分析を行った結果、染色体分析が可能な最高

濃度 (20%以上の増殖率で、かつ 0.5%以上の分裂指数を示した濃度)は、 S9mix非存

在下の短時間処理では 0.030mg/mLとなったことから、その濃度を含め以下 3濃度群を

観察対象とした (Table1)。一方、 S9mix存在下の短時間処理では、処理開始時および、

処理終了時に肉眼観察により沈殿が観察された最低濃度の 0.23mg/mLで最も強い増

殖抑制作用(増殖率:33%)を示し、それ以上の濃度における増殖抑制作用は 0.23

mg/mLよりも弱く、一回目の試験と同じ結果が得られた (Table2)。従って、染色体分析

に際しては、最も強い増殖抑制作用を示した0.23mg/mLを含め以下3濃度群を観察対

象とした。

染色体分析の結果、 S9mix非存在下および存在下で短時間処理した場合、いずれ

の濃度群においても染色体の構造異常を有する細胞および倍数性細胞の統計学的な

有意差は認められなかった (Tables1、2)。

短時間処理法による試験で陰性の結果が得られたことから、細胞増殖抑制試験の結

果に基づき 5濃度 (0.0089、0.013、0.020、0.030、0.045mg/mL)を設定して 24時間連

続処理法による試験を実施した。染色体分析が可能な最高濃度は 0.030mg/mLとなっ

たことから、その濃度を含め以下 3濃度群を観察対象とし、染色体分析を行ったoその結

果、いずれの処理群においても染色体の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)。

陽性対照物質として用いた MMCは、 S9mix非存在下で短時間処理および 24時間

連続処理した場合において染色体の構造異常を誘発し (Tables1、3)、CPはS9mix存

在下で短時間処理した場合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。

なお、 DEBP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で陰

性の結果が得られている 4)。また、 DEBPの基本骨格と考えられる biphenylについてはマ

ウス由来のS9を用いた場合には染色体異常を誘発することが報告されているが、復帰突
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然変異試験および、発がん試験は陰性と報告されている 5)、へまた、エチル基が一つの

4 -ethylbiphenylについては染色体異常試験で陰性の結果が報告されている九これらの

ことから、 biphenylを基本骨格とする化合物は代謝活性化能の違いによっては染色体異

常誘発作用を示す可能性があるが、今回の試験条件下では染色体異常誘発作用を示さ

ないと考えられる。

以上の結果より、 DEBPは、本試験条件下で CHL/IU細胞に染色体異常を誘発しな

いと結論した。
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Chromosome analysis of Chinese hamster cells (CHL/IU) treated with diethylbiphenyl (DEBP) for 6 h without S9 mix Table 1 

Number 6) 

of polyploid 
cells (%) 

Number of cells 
withab目rations

+gap (%) -gap (%) 

0血ers5)
Numberofs佐ucturalaberrations Number 
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not observed 

o 0 0 0 0 0 0 0 ( 0.0) 
0o  0 0 0 0 0 0 ( 0.0) 
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0o  0 0 0 0 0 0 ( 0.0) 
o 1 0 0 0 1 0 1 ( 1.0) 
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not observed due to血esmall number of metaphases 

19 35 1 0 0 55 0 40 ( 40.0 ) 
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6・(18)
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6 -(18) 

0.0089 
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0.020 
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DEBP 
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1 ( 0.1 ) 

40 (40.0 ) 
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78 *( 39.0 ) 

ハU
4
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4
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100 
100 
200 

1.2，0.2 25 6・(18)
6 -(18) 

M

一一
DEBP 
MMC c.o 

Abbreviations: gap， chromatid gap and chromosome gap; ctb， chromatid break; cte， chromatid exchange; csb， chromosome break; cse， chromosome exchange 

(dicentric and ring); mul， multiple aberrations; MMC， mitomycin C. 

1) Dime由ylsulfoxide w部 usedas a solvent and added at the level of 0.5 vol% per dish. 2) Cell number， representing cytotoxicity， was measured with a Coulter 

Counter. 3) Metaphase frequency was calculated by counting 500 cells in each dish. 4) When the number of aberrations in a cell was more由an9， the cell was 

scored as having 10 aberrations. 5) Others， such as attenuation and premature chromosome condensation， were excluded from the number of s紅ucturalaberrations. 

6) Eight hundred cells were analyzed in each group. 

大Significantlydifferent from the negative control at p<O.Ol (one-side) by Fisher's exact probability test. 



Chromosome ana1ysis of Chinese hamster cells (CHL/IU) treated with diethylbiphenyl (DEBP) for 6 h with S9 mix Table 2 

Number6) 

of polyploid 
cells (%) 

Number of cells 
with aberrations 

+gap (%) -gap (%) 

0曲目S5)

Number of structura1 aberrations Number 
of cells 
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o 0 1 0 0 0 1 0 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 
1o  0 0 0 0 1 0 1 ( 1.0) 0 ( 0.0) 

、 _1_0 1 0 0 0 2 0 2 ( 1.0) 1 ( 0.5) 
o 0 0 0 0 0 0 0 0 ( 0.0) 0 ( 0.0) 
0o  0 1 1 0 2 0 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) 
0 Q____Q__ 1 1 0 2 _Q__ 2 ( 1.0) 2 ( 1.0) 
o 1 1 0 0 0 2 0 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) 
0o  0 0 0 0 0 0 0 ( 0.0) 0 ( 0.0) 
0 L__l_ 0 0 0 2 0 2 ( 1.0) 2 ( 1.0) 
not observed due to the pres叩回 ofprecipitation and less cytotoxicity than that at 0.23 mg/mL 

not observed due to the presen印 ofpr田 ipitationand less cyto句泊citythan that at 0.23 mg/mL 

not observed due to the presen∞of precipitation and less c戸otoxicitythan that at 0.23 mg/mL 

1 10 13 2 0 10 36 0 25 (25.0) 24 (24.0 ) 
113 23 2 0 0 39 0 27 (27.0) 27 (27.0 ) 
2~LJ9_ 4 0 10 75 0 52 (26.0) 51 *( 25.5 ) 

Abbreviations: gap， chromatid gap and chromosome gap; ctb， chromatid break; cte， chromatid exchange; csb， chromosome break; cse， chromosome exch加 ge

(dicentric加 dr血g);mul， mu1tiple aberrations; CP， cyc1ophosphamide. 

1) Dimethyl su1foxide was used as a solvent and added at the level of 0.5 vol% per dish. 2) Cell number， representing cytotoxicity， was measured with a Coulter 

Counter. 3) Metaphase frequency was calculated by coun出 g500 cells in each dish. 4) When the number of aberrations担 acell was more由加 9，the cell was 

scored as hav回g10 aberrations. 5) Others， such as attenuation and premature chromosome condensation， were exc1uded 宜omthe number of structura1 aberrations. 

6) Eight hundred cells were ana1yzed担 eachgroup. 

pe， precipitation was observed at the end of由e甘eatmentby the naked eyes. 

pbe， precipi臼tionwas observed at the beginning and the end of由β 住'eatmentby the naked eyes. 

へSignificant1ydifferent from the negative control at pく0.01(one-side) by Fisher's exact probability胞団.
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Chromosome analysis of Ch臨 sehamster cells (CHLIIU) con出 uouslytreated with diethylbiphenyl (DEBP) for 24 h without S9 mix Table3 

Number6) 
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Abbreviations: gap， chromatid gap and chromosome gap; ctb， chromatid break; cte， chromatid exch姐 ge;csb， chromosome break; cse， chromosome exchange 

(dicen佐icandr回g);mul， multiple aberrations; MMC， mitomyc面 C;Tox， cytotoxic. 

1) Dimethyl sulfoxide was used as a solvent and added at the level of 0.5 vol% per dish. 

Counter. 3) Metaphase frequency was calculated by count血g500 cells in each dish. 

scored as having 10 aberrations. 5) Others， such as attenuation and prema加rechromosome condensation， w世 eexcluded from the number of struc加ralaberrations. 

2) Cell number， represent皿gcytotoxicity， was measured with a Coulter 

4) When the number of aberrations in a cell was more血an9， the cell was 

6) Eight hundred cells were analyzed in each group. 

へSignificantlydifferent from the negative control at pく0.01(one-side) by Fisher's exact probability胞st.
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pb: Precipitation was observed at the beginning of血etreatment at 0.066 mg加Lormore
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