
Study No. 971124 

ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験結果報告書

1.一般的事項

／
ー
＼

(‘‘ 

新規化学物質の名称
ブメトリゾール

(IUPAC命名法による）

別 名 2-(2'ーヒドロキシ-3-tert—ブチルー5'—メチルフェニル）ふクロロベンゾトリアゾール

C A s 番 号 3896-11-5 

¥__ 

：炉：：：：：：：：：： 

Cl 

／ ＼ ＼ 
構造式又は示性式

（いずれも不明の場合 乙
は，その製法の概要）

OH 

分 子 量 315.80 

試験に供した新規
99.9% 

化学物質の純度

試験に供した新規
01721IW4 

化学物質のロット番号

不純物の名称

及 び ， 己 有 率
蒸 気 圧 7.5 X IOE-7 Pa (20℃) 

対 水 溶 解 度 <Img/L(20℃)EECA6 

1ーオククJール／水分配係数 logPow>6 (20-25℃) 

融 点 138-141℃ 

沸 点

常温における性状 淡黄色粉末，臭いなし

安 定 性 常温・常圧で安定

溶媒に対する溶解度等
溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

DMSO 5 mg/mL以下＊ ＊＊ 

備考

＊ ：試験施設にて溶解度を確認

** : 643.2 mg/mLDMSO懸濁液に発熱発泡は認められず．

［備考］物理化学的性状は，可能な限り記入すること．

1.「蒸気圧」の欄には，被験物質の蒸気圧を記入すること．

2. 「安定性」の欄には，温度，光等に対する安定性を記入すること．

3. 「溶媒に対する溶解度等」の欄には，被験物質の溶媒に対する溶解度及びその溶媒中での安定性を記入

すること．
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Study No. 971124 

2.細胞の種類一培養条件

細 胞 名 CHL/IU 入 手 先
大日本製薬株式会社

ラボラトリープロダクツ部

種 チャイニーズハムスター 入手年月 日 2000年 11月 28日

イーグルのMEM粉末を指定の
培 養 液調製方法に従って溶液とし，メ 製 造 冗 GIBCO 

ンブランで濾過したもの

血清の種類と添加量 仔牛 10% 製造元 (LotNo.) GIBCO (511116) 

細 胞 周 期 16.9 h 凍 結 条 件 -196 °C 

継 代 数 15 容 器 プラスチックシャーレ

染 色 体 数
培養
温 度 37 °C 

25本 条件

（モー ド） CO2濃度 5% 

備 考

9
(
 

3. S9mix 

(1) S 9の入手方法等（該当する番号を0で囲み，必要事項を記入すること．）

自製・購入の別 1．自製 ②購入（製造元：オリエンタル酵母工業株式会社）

製造年月 日 2005年 1月 21日製造

購入の場合のLotNo. 05012111 

保 存 温 度 —80 °C （
 

(2) S 9の調製方法

使用動物 誘導物質

Phenobarbital (PB) 
種 ． 系 統 ラット， Crj:CD (SD) 名 称

5,6-Benzoflavone (BF) 

性 雄 投 与 方 法 i.p. 

週 齢 7週 投与期間及び投与量 1日目 PB 0.03 g/kg 

2.3.4日目 PB 0.06 g/kg 
体重 （匹数） 216.4士8.9g (45匹） (g /kg体重） 3日目 BF 0.08 g/kg 
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(3) S9  m ixの組成

成分 S 9 mix lmL中の量 成分 S 9 mix lmL中の量

S9 0.3 mL NADP 4 μmoL 

MgCl2 5 μmoL Na』ン酸緩衝液 μmoL 

KCI 33 μmoL 
その他

4 μmoL 
(HEPES緩衝液＊）

ゲルコーJ..-6-リン酸 5 μmoL 注射用水 総量をlmLとする．

*pH7.2 

(4) S9  m ixの処理条件（該当する番号を0で囲み，必要事項を記入すること．）

（
 

①プレート法 2.浮遊細胞法 3.その他（ ） 

S 9量（最終濃度） 5% 

S9蛋白量（最終濃度） 1.257 mg/mL 

処 理 時 間 6h 

回 復 時 間 18 h 

備 考

4.被験物質溶液の調製（被験物質溶液の性状及び純度換算の有無は該当するものを0で囲むこと．）

（
 

名称 製造元 Lot No. グレード 純度

使用溶媒
株式会社同仁化学研究所

紫外部吸収
ヅ｝チルス紘キシト` PU140 

スペクトJv用
100.0% 

ジメチルスルホキシド (DMSO)は，ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験
溶媒選択の理由

で一般的に用いられており，良好な懸濁状態となるため．

被験物質溶液の性状 溶解 (~鱒 その他（ ） 

被験物質が難溶性の場
タッチミキサーで攪拌することにより均ーな懸濁状態とした．

合における懸濁等の方

法

溶液の調製から使用ま 一時間 一分 — oc 

での保存時間と温度 細胞増殖抑制試験，染色体異常試験（短時間処理法，連続処理法）とも用時調製

純度換算の有無 有 ④ 
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5. 短時間処理法における試験

(1)細胞増殖抑制試験の条件

代謝活性化法によらない場合 代謝活性化法による場合

2005年 4月 25日から 2005年 4月 25日から
試験実施期間

2005年 4月 26日 2005年 4月 26日

形 状 円形プラスチックシャーレ 円形プラスチックシャーレ

大 き さ 直径 60皿n 直径 60皿n
培 養 器

培 養 液 量 3.0mL/培養器 2.5mL／培養器

用量当たりの培養器数 I 1 

播 種 細 胞 数 2.0XIが個／5mL 2.0Xlが個／SmL
細 胞

月ヽIJ r 培 養 日 数 3 日間 3日間

被験物質溶液添加量 0.015 mL／培養器 0.015 mL/培養器

S 9 mi X添加量-------- 0.5 mL/培養器

S 9 の最終濃度-------- 5% 
処理条件 ---------S 9蛋白の最終濃度 1.257 mg/mL 

処 理 時 間 6h 6h 

回 復 時 間 18 h 18 h 

細胞増殖抑制 血球計算盤を使用
測定法

備考

(‘ 

（
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(2)細胞増殖抑制試験結果

（
 

代謝活性化法によらない場合（ 6 - 18 h) 代謝活性化法による場合（ 6 - 18 h) 

用量 (mg/mL) 細胞増殖率（％） 用量 (mg/mL) 細胞増殖率（％）

゜
100 

゜
100 

0.00625 95 0.00625 97 

0.0125 94 0.0125 97 

0.025 98 0.025 100 

o.osot 97 o.osot 97 

o.10ot 95 o.1oot 97 

o.2oot 94 o.2oot 93 

o.4oot 91 o.4oot 90 

o.soot 77 o.soot 81 

I.600t 41 I.600t 47 

3.200t 23 3.200t 27 

［備考］ 括弧内には処理時間及び回復時間を記入すること．
細胞増殖率は溶媒処理群を100％とし，濃度の低い順に記入すること．

t代謝活性化法によらない場合及び代謝活性化法による場合とも， 0.050mg/mL以上の濃度で
―被験物質の析出（白色，微細及び油膜状）が認められた．

（
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(3)染色体異常試験の条件

代謝活性化法によらない場合 代謝活性化法による場合

2005年 5月 9日から 2005年 5月 9日から
試験実施期間

2005年 5月 10日 2005年 5月 10日

形 状 円形プラスチックシャーレ 円形プラスチックシャーレ

大 き さ 直径 60mm 直径 60mm
培 養 器

培 養 液 量 3.0 mL／培養器 2.5mL／培養器

用量当たりの培養器数 2 2 

播 種 細 胞 数 2.0X 1が個／SmL 2.0X 1が個／5mL
細 胞

月ヽIJ r 培 養 日 数 3日間 3日間

被験物質溶液添加量 0.015mL／培養器 0.015 mL／培養器

S 9 mix添加量 --------- 0.5mL／培養器

S 9 の最終濃度-------- 5 % 
処理条件 --------S 9蛋白の最終濃度 1.257 mg/mL 

処 理 時 間 6h 6h 

回 復 時 間 18 h 18 h 

備考

（` 

（
 

(4)染色体異常試験結果（別表1-1, 1-2による．）
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6.連続処理法による試験

（短時間処理法による試験で陰性と判定された場合に試験を実施すること．）

(1)細胞増殖抑制試験の条件

／
ー
＼

（
 

2005年 4月 25日から 年 月 1 試験実施期間

2005年 4月 26日 年 月

形 状 円形プラスチックシャーレ I 
大 き さ 直径 60mm ／ 

培 養 器

/mL／培養器培 養 液 量 5.0mL／培養器

用量当たりの培養器数 1 I 
播 種 細 胞 数 2.0X 1が個／5mL I 個／mL細 胞

I 月‘lj’ 培養 日 数 3日間 日間

被験物質溶液添加量 0.025 mL／培養器 I mL／培養器

処理条件処 理 時 間 24h ／ h 

回 復 時 間 Oh V h 

細胞増殖抑制 血球計算盤を使用

測定法

備考
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(2)細胞増殖抑制試験結果

（ 24 - Oh)処理による場合 （ h)処理による場合 ／ 
用量 (mg/mL) 細胞増殖率（％） 用量 (mg/m.L) 細胞増殖率（ゾ

゜
100 ／ 

0.00625 98 ／ 
0.0125 97 ／ 
0.025 94 ／ 
o.osot 92 ／ 

J 

0.100↑ 92 ／ 
o.20ot 90 ／ 
oAoot 84 ／ 
o.soot 56 ／ 
1.600↑ 29 ／ 
3.200↑ 8 ／ 

（
 

［備考］ 括弧内には処理時間及び回復時間を記入すること．

連続処理法は代謝活性化法によらない方法による．

細胞増殖率は溶媒処理群を100％とし，濃度の低い順に記入すること．

t 0.050 mg/mL以上の濃度で被験物質の析出（白色の微細及び油膜状の析出物）が認められた．

（
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(3)染色体異常試験の条件

(‘ 

2005年 5月 12日から 年 月 1 試験実施期間
2005年 5月 13日 年 月

形 状 円形プラスチックシャーレ I 
大 き さ 直径 60mm I 培 養 器 I mL/培養器培 養 液 量 5.0mL／培養器

用量当たりの培養器数 2 I 
播 種 細 胞 数 2.0X 1が個／SmL I 個／mL細 胞
月‘9’1 培 養 日 数 3日間 ／ 日間

被験物質溶液添加量 0.025 mL／培養器 ／ mL/培養器

処理条件処 理 時 間 24h ／ h 

回 復 時 間 Oh !/ h 

備考

( (4)染色体異常試験結果（別表2-1による．）
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7.結果の判定及び参考事項

(1)結果の判定

判 定
陽性 運（いずれかを0で囲むこと．）

判定の理由

本被験物質は，短時間処理法（代謝活性化によらない場合及び代謝活性化による場合）及び連続処理

法 (24時間処理）とも構造異常・数的異常の出現率は5％未満で，用量に伴う増加も認められなかった．

なお，本試験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，背景データの範囲内にあり，試験条件を満たすものであったことから，試験系に影

響した他の要因がなく，試験が適切に実施されたことが確認された．

また，染色体異常試験と同時に行った各処理濃度における生細胞数の測定結果は，用量設定試験とし

て実施した細胞増殖抑制試験の結果を再現し，染色体異常試験が適切な濃度で実施されたことを確認し

た．

以上の結果より，本被験物質は陰性と判断した．

-S9 mix h処理 mg/mL 
短時間処理法

+S9mix h処理 mg/mL 
構造異常

V h処理 mg/mL 
連続処理法

h処理 mg/mL 
D叫直

-S9 mix h処理 mg/mL 
短時間処理法

+S9mix h処理 mg/mL 
数的異常

V h処理 mg/mL 
連続処理法

h処理 mg/mL 

(、

［備考］ D20値は分裂中期像20％に異常を誘発させるために必要な被験物質の推定用量であり，陽性と判定

した試験系列について，異常のタイプ別に記入すること．

（
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(2)参考事項

（｝ 

（
 

［用量設定理由］

染色体異常試験の実施に先駆けて，試験濃度設定のために細胞増殖抑制試験を実施した．細胞増殖抑

制試験の試験濃度は「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）に基づき，

IOmM相当の3.200mg/mLを最高濃度として，以下公比2で計IO濃度を設定した．すなわち， 0.00625,

0.0125, 0.025, 0.050, 0.100, 0.200, 0.400, 0.800, 1.600及び3.200mg/mLとした．

細胞増殖抑制試験の結果から， Probit法で求めた被験物質の50％細胞増殖抑制濃度 (IC50)は，短時

間処理法の代謝活性化によらない場合では1.8649mg/mL,代謝活性化による場合では2.0209mg/mLで

あった一方，連続処理法(24時間処理）では0.8366mg/mLであったこのことから，染色体異常試験の

試験濃度は， IC50及び細胞の生存率を指標に，細胞増殖を50％以上抑制する濃度を最高濃度とし，公

比2により5段階設定したすなわち，短時間処理法（代謝活性化によらない場合及び代謝活性化による

場合）では， 0.150,0.300, 0.600, 1.200及び2.400mg/mLとした．連続処理法(24時間処理）では， 0.075,

0.150, 0.300, 0.600及び1.200mg/mLとした．

［被験物質の析出］

被験物質の析出は，短時間処理法及び連続処理法とも，細胞増殖抑制試験では0.050mg/mL以上の濃

度において認められ，染色体異常試験ではすべての濃度において認められた．

［染色体異常の観察及び結果判定の方法］

1シャーレあたり 100個， l濃度あたり200個の分裂中期像を観察した．染色体の異常については，数的

異常として倍数体及び核内倍化を記録したまた，構造的異常として染色分体切断，染色分体交換，染

色体切断，染色体交換及びその他に分類し，これらの異常を1つでも有する細胞を陽性細胞1個として記

録した．

結果の判定は，石館の方法を用いて行った．

［備考］「参考事項」の欄には，試験結果に対する試験責任者の見解等を記入すること．
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8.その他

名称 株式会社日本バイオリサーチセンター羽島研究所

試験実施施設 〒501-6251 電話 058 (392) 6222 
所在地 岐阜県羽島市福寿町間島6丁目 104番地 FAX 058 (392) 1284 

職氏名 試験管理部主任研究員
試験責任者

経験年数 1 17年

試験番号 I 971124 
試験期間 2005年 4月 1日より 2006年 11月 13日

（
 
［備考］

1.本様式への記載は，最終報告書より転記して記載すること．

2.最終報告書と同じ試験番号を記載すること．

3.本様式の作成責任者は，本様式の欄外に，所属及び氏名を記載すること．

／

（
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別表1-1 染色体異常試験の結果（短時間処理法）

被験物質の名称： ブメトリゾール

13 

処理時間
被 染色体構造異常の数（出現頻度％）

ギャップの 細胞増殖率 染色体の数的異常の細胞数（出現頻度％）
S9m訳 の用量伽•) 観 染色暉傾断 染 染色体切断 染色体交換 その他 総異常数（％） 出現数 （％） 観譴 倍数体 その他

総異硲暉蠍
(mgmL) （％） 

陰性対照
100 1 

゜ ゜ ゜ ゜
1 

゜
100 

゜゜ ゜゜
6-18 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 100 

゜゜ ゜(DMSO) 
200 1 

゜ ゜ ゜ ゜
l (0.5) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 1 

゜
1 

0.150↑ 6-18 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
95 100 

゜゜ ゜200 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜
0 (0) 

゜
200 1 

゜
1 (0.5) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 

゜゜ ゜o.3oot 6ー18 100 1 

゜ ゜ ゜ ゜
1 

゜
95 100 

゜゜ ゜200 1 

゜ ゜ ゜ ゜
1 (0.5) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 

゜゜ ゜o.6oot 
--------------

6-18 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
89 100 

゜゜ ゜200 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜
0 (0) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

100 1 

゜ ゜ ゜ ゜
1 

゜
100 2 

゜
2 

1.2oot 6-18 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
48 100 1 

゜
1 

200 l 

゜ ゜ ゜ ゜
1 (0.5) 

゜
200 3 

゜
3 (1.5) 

100 

゜
1 

゜ ゜ ゜
1 

゜
100 

゜゜ ゜2.400↑ 6-18 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
34 100 2 

゜
2 

200 

゜
1 

゜ ゜ ゜
1 (0.5) 

゜
200 2 

゜
2 (1.0) 

陽性対照 100 32 39 

゜ ゜ ゜
55 

゜
100 

゜゜ ゜6-18 (MMC) 100 21 36 

゜ ゜ ゜
so 

゜
88 100 

゜゜ ゜0.0001 200 53 75 

゜ ゜ ゜
105 (52.5) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

［備考］

1. 処理時間の欄には、処理時間一回復時間の順に記入すること。

2. 被験物質の用量は、低い方から順に記入すること。

3. 溶媒、陰性対照物質を括弧内に記入する。物質名を略称で記入した場合には、欄外にその名称を記入すること。

4. 各群のプレートごとのデータを1及び2行目に記入し、その合計を3行目に記入すること。

5. 被験物質の析出が認められた場合、その用量にt印を付すこと。

6. 細胞毒性のために染色体の観察が不能であった用量を表記する場合は、観察細胞数の欄にTOXを記入すること。
7. その他の欄を用いる場合は、その内容を欄外に記入すること。

DMSO; Dimethylsulfoxide 
MMC; Mitomycin C 
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別表1-2 染色体異常試験の結果（短時間処理法）

被験物質の名称： ブメトリゾール

一4,

処理時間
被 染色体構造異常の数（出現頻度％）

ギャップの 細胞増殖率
染色体の数的異常の細胞数（出現頻度％）

伽）
S9m訳 の用量

出現数 （％） 総異常細胞数
(mg/mL) 観察細胞数 染色分体切断 染 染色体切断 染色体交換 その他 総異常数（％） 観 倍数体 その他

（％） 

陰性対照
100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 

゜゜ ゜----------------------------------------------------------------------------------------------- -----------------------------------------------
6-18 ＋ 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 100 1 

゜
1 

(DMSO) 
200 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜
0 (0) 

゜
200 1 

゜
1 (0.5) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 

゜゜ ゜0.150t 
----------------------------------------------------------------------------------------------- -----------------------------------------------

6-18 ＋ 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
96 100 1 

゜
1 

200 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜
0 (0) 

゜
200 1 

゜
1 (0.5) 

100 1 1 

゜ ゜ ゜
2 

゜
100 

゜゜ ゜o.3oot 
--... -------------------------------------------.. ー・“―-------- ------------------------------------- -----------------------------------------------

6-18 ＋ 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
91 100 

゜゜ ゜200 1 I 

゜ ゜ ゜
2 (1.0) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

100 1 

゜ ゜ ゜ ゜
1 

゜
100 

゜゜ ゜o.6oot 
---------------------------------------------------------------------------------------------- -----------------------------------------------

6-18 ＋ 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
85 100 

゜゜ ゜200 1 

゜
o; 

゜ ゜
1 (0.5) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 1 

゜
1 

1.2oot 
-------------疇•一ー・”―- ----------------------------------------------... ----------------------------- -----------疇――-------------.. -------------------

6-18 ＋ 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
51 100 2 

゜
2 

200 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜
0 (0) 

゜
200 3 

゜
3 (1.5) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 2 

゜
2 

2.400↑ 
---------------------------------------------------------―”------------------------------------ -----------------------------------------------

6-18 ＋ 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
34 100 1 

゜
1 

200 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜
0 (0) 

゜
200 3 

゜
3 (1.5) 

陽性対照 100 32 63 

゜
1 

゜
73 

゜
100 

゜゜ ゜-----------------------------・------------------------------------------------------------------ -----------------------------------------------
6-18 ＋ (DMN) 100 34 61 

゜
1 

゜
72 

゜
85 100 

゜゜ ゜0.500 200 66 124 

゜
2 

゜
145 (72.5) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

［備考］

1. 処理時間の欄には、処理時間一回復時間の順に記入すること。

2. 被験物質の用量は、低い方から順に記入すること。
3. 溶媒、陰性対照物質を括弧内に記入する。物質名を略称で記入した場合には、欄外にその名称を記入すること。

4. 各群のプレートごとのデータを1及び2行目に記入し、その合計を3行目に記入すること。

5. 被験物質の析出が認められた場合、その用量にt印を付すこと。
6. 細胞毒性のために染色体の観察が不能であった用量を表記する場合は、観察細胞数の欄にTOXを記入すること。

7. その他の欄を用いる場合は、その内容を欄外に記入すること。

DMSO; Dimethylsulfoxide 
D MN  ; Dimethylnitrosamine 

／一＼
／ 
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別表2-1 染色体異常試験の結果（連続処理法）

被験物質の名称： ブメトリゾール

1
5
,
 

処 1
被 染色体構造異常の数（出現頻度％）

ギャップの 細胞増殖率
染色体の数的異常の細胞数（出現頻度％）

伽・)
の用量

観 染色珈切断 染 染色体切断 染色体交換 その他 総異常数（％） 出現数 （％） 観 倍数体 その他
総異常細胞数

(m己） （％） 

陰性対照
100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 

゜゜ ゜----------------------------------------------------------------------------------------------------- ----------------------------------------------
24-0 

(DMSO) 
100 

゜
1 

゜ ゜ ゜
1 

゜
100 100 

゜゜ ゜200 

゜
1 

゜ ゜ ゜
1 (0.5) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 

゜゜ ゜0.075↑ 
-----------------------------------鹸..... ---------------.. ----------------------------------------------- ----------------------------------------------

24-0 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
97 100 

゜゜ ゜200 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜
0 (0) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

100 

゜ ゜ ゜
1 

゜
1 

゜
100 1 

゜
1 

0.150t 
-------------------------------------.. --------------------------------------------------------------- ----------------------------------------------

24-0 100 1 

゜ ゜ ゜ ゜
1 

゜
92 100 1 

゜
1 

200 1 

゜ ゜
1 

゜
2 (LO) 

゜
200 2 

゜
2 (LO) 

100 

゜
1 

゜ ゜ ゜
l 

゜
100 

゜゜ ゜o.3oot 
----------------------------------------------------------------------------------------------------- ----------------------------------------------

24-0 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
88 100 1 

゜
1 

200 

゜
1 

゜ ゜ ゜
1 (0.5) 

゜
200 1 

゜
1 (0.5) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 1 

゜
1 

o.6oot 
----------------------------------------------------------------------------------------------------- ----------------------------------------------

24-0 100 1 

゜ ゜ ゜ ゜
1 

゜
62 100 2 

゜
2 

200 1 

゜ ゜ ゜ ゜
1 (0.5) 

゜
200 3 

゜
3 (1.5) 

100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
100 2 

゜
2 

1.200↑ 
----------------------------------------------------------------------------------------------------- ----------------------------------------------

24-0 100 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ ゜
34 100 

゜゜ ゜200 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜
0 (0) 

゜
200 2 

゜
2 (1.0) 

陽庄対照 100 20 26 

゜ ゜ ゜
44 

゜
100 

゜゜ ゜----------------------------------------------------------------------.. ------------------------------ ----------------------------------------------
24-0 (MMC) 100 20 30 

゜ ゜ ゜
43 

゜
88 100 

゜゜ ゜0.00005 200 40 56 

゜ ゜ ゜
87 (435) 

゜
200 

゜゜
0 (0) 

［備考］

1. 処理時間の欄には、処理時間一回復時間の順に記入すること。

2. 被験物質の用量は、低い方から順に記入すること。

3. 溶媒、陰性対照物質を括弧内に記入する。物質名を略称で記入した場合には、欄外にその名称を記入すること。

4. 各群のプレートごとのデータを1及び2行目に記入し、その合計を3行目に記入すること。

5. 被験物質の析出が認められた場合、その用量に↑印を付すこと。
6. 細胞毒性のために染色体の観察が不能であった用量を表記する場合は、観察細胞数の欄にTOXを記入すること。

7. その他の欄を用いる場合は、その内容を欄外に記入すること。

DMSO; Dimethylsulfoxide 
MMC; Mitomycin C 
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図1 細胞増殖抑制試験結果
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図2 用量反応曲線 StudyNo. 971124 

短時間処理法(-S9mix)
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ブメトリゾールのほ乳類の培養細胞を用いる染色｛本異常試験

皐 糸冬 幸艮 圧
にニコ 彎

作成日 2006年 11月 13日

Study No. 971124 

本鶉告書は最終糧告書を複写したものに

相違ありません．

.l.-006.／よ月 I‘よB

試験責任者

株式会社日本バイオリサーチセンター

羽島研究所
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ィ言卵計生f呆言正書こ

試験番号： 971124

表 題：プメトリゾールのほ乳類の培養細胞を用いる染色体異常試験

当試験に関して， 2005年4月4日から 2006年11月13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．

当試験は「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」（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）並びに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）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1のとおりである．）

2ocb年 TI 月 93 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
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月I眠 1

調査項目 調査実施日 調査結果報告日

1. 鴎計画書及び主計画表 2005年 4月 4日 2005年 4月 4日

2. 細胞の再培養 2005年 4月 15日 2005年 4月 15日

3. 添加侑咄潤i殖抑制試験） 2005年 4月 25日 2005年 4月 25日

4. 細胞播種僚排鴇り処理法） 2005年 5月 6日 2005年 5月 12日

5. 試験計画書変更書(No.1) 2005年 5月 9日 2005年 5月 12日

6. 被験物質の管理 2005年 5月 9日 2005年 5月 12日

7. 検体の調製 2005年 5月 9日 2005年 5月 12日

8. 添加僚抽背り処理法） 2005年 5月 9日 2005年 5月 12日

9. 細胞数計測，標本作製僚脱澗処理法） 2005年 5月 10日 2005年 5月 12日

1 0. 添加傭登舷睫財去） 2005年 5月 12日 2005年 5月 12日

1 1. 試験計画書変更書(No2) 2005年 5月 19日 2005年 5月 19日

1 2. 標本観察 2005年 5月 19日 2005年 5月 19日

1 3. 試計画書変更書(No3) 2005年 5月 25日 2005年 5月 25日

1 4. 生データ 2005年 6月 24日 2005年 6月 29日

～ 6月 27日

1 5. 標本 2005年 6月 27日 2005年 6月 29日

1 6. 最終報告書（一次案） 2005年 6月 27日 2005年 6月 29日

～ 6月 28日

1 7. 生データ（再調査） 2005年 7月 8日 2005年 7月 8日

1 8. 最終報告書（一次案） （再調査） 2005年 7月 8日 2005年 7月 8日

1 9. 試験計画書変更書(No.4) 2006年 9月 11日 2006年 9月 11日

2 0. 最終報告書 2006年 11月 13日 2006年 11月 13日
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最終報告書作成者署名

試験番号： 971124

表 題：プメトリゾールのほ乳類の培養細胞を用いる染色体異常試験

1...00 ¢年／ 1月A13

株式会社日本バイオリサーチセンター羽島研究所
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被験物質名：ブメトリゾール (CASNo3896-l l-5) 

試 験 系：チャイニーズハムスター肺由来の線維芽細胞株 (CHIAU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l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6丁目1“番地

試験目的：ブメトリゾール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{ヒ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」(1切年7月21日採択），平成15年11月21日付頃漢発第1121002号：厚生労働省医薬食

品局長，平成15• 11・13製局第2号：経済産業省澳腿嘩業局長，環保企発第）31121002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嗣役に関する基準（平成15年11月21日，薬食発

第1121003号，平成15• 11・1頂躙第3号環保企発第)31121004号）並びにOECDPRINCIPLES 

OF GOOD lABORATORY PRACTICE(OECDf疇咽砕姓衷倹の実施は骨する基憫

試験開始日：2005年 4月 1日

試験終了日：2006年 11月 13日

試験実施日：試験系細胞の再培養実施日は澤澗始日）

細胞増殖抑制試験

細胞播種日

検体液添加日

細胞数計測日

染色体異常試験

1)短時間処理法

細胞播種日

検体液添加日

標本作製及び細胞数計測日

-3 -

2005年 4月 15日

2005年 4月 22日

2005年 4月 25日

2005年 4月 26日

2005年 5月 6日

2005年 5月 9日

2005年 5月 10日
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2)連続処理法

細胞播種日 2005年 5月 9日

検体液添加日 2005年 5月 12日

標本作製及び細胞数計測日 2005年 5月 13日

標本観察終了日ぽ渤激し了日） 2005年 5月 26日

資料及び標本保存場所：

この試験において当試験施設で発生したすべての資料及び標本は，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管室及び標本保管室にそれぞれ保存する．

保存期間は，最終報告書提出後I~問りとする．

試験計画書に従わなかったこと：

該当事項はなかった

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：

該当事項はなかった．
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試従事者及び業務分担

試験責任者：一

（匹断画書研饂検体の調製試験の実施，細胞数の計測，標本作製データのまと

め及び確認最終報告書の作成）

試験従事者：一

（試験の実施，細胞数の計測，標本作製標本観察，データのまとめ及び確認）

（被験物質，陽性対照物質及び陰性対照物質の管理）
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要約

ブメトリゾールの染色体異常誘発性の有無を，ほ乳類の培養細胞(CHIAU細胞）を用い，短時間処理法

(6南関処理の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．

ブメトリゾールの試験濃度は，細胞増殖抑制試験の結果から，SO°lo細胞増殖抑制濃度及び細胞の生存率

を指標に，短湖h牧剪琺（S9mix添加及決汐面遠誼珈）では150,300, 600, 1200及び2400民加L,連続処

理法(24時間処理）では75,150, 300, 600及び1200μg加Lの公比2,5醐堵を設定した．

試験の結果，連続処理法及び短時間処理法とも，数的及び構造的異常細胞の出現率は5％未満であった．

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，本試験条件下において，ブメトリゾールに染色体異常誘発性はないと判定する．
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緒言

プメトリゾールの安全性に関する非臨床試験の一環として，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．

方法

1.被験物質，媒体，陽性対照物質及団陰性対照物質

1.1被験物質

被験物質のブメトリゾール［日本語別名： 2-(2'-ヒドロキシ-3-tert—ブチルふメチルフェニル）＿5- クロロベン

ゾトリアゾール，英語名：bumelrizole, 英語別名： 2-ばHydroxy-3-tert-butyl—5-rnethylphenyl)-5-chlcrobenzotrle,

CAS No3896-ll-5,分刊責：315.80,蒸知王：75XIOE-7Pa(2(冗），融点：138-141℃相対密度：132g/cm3(25℃）］

は麟色呪沫で臭いはない．当試験には一から入

手したもの［ロット番号：01721IW4,含量：99.9%]を用いた入手後は試験臨段の被尉頒賄増室の保

管庫内に室温⑯定： 23℃実測値：20.0~253℃)・密閉の条件下で保管した．

入手後に試験施設で被験物質を分析した結果，含量tお95％であった．ブメトリゾールのラットを用いる

経口投与による反復投与毒性•生殖発生毒性併合試験（試験番号100624) の投与期間終了後に試験施設で搬験

物質を再分析した結果，含量は100.6％であり，使用期間中の安定性が確認された．

12媒体

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： PU140,使用

期限： 2009年2月26日（自社規定），株式会社同仁化学研究所］を用いた． DM改）は，使用時まで試験施設の

被験物質保管室の保管庫内に，室温（設定： 23°c,実測値： 20.4~24.'?C)・遮光の条件下で保管した

13陽性対照物質

試験には，マイトマイシンC（以下MMC)とジメチルニトロサミン（以mMN)を用いた．

MMC［商品名：マイトマイシ冴活月2mg,1バイアル中に，日局マイトマイシンC2mg(j堆0と日局塩

化ナトリウム48mgを含有，ロット番号： 417ACG,使用期限： 2007年7月，協租闊詳工業株式会社］と，

DMN湘度： 99.4%, ロット番号： DWP3368,使用期限： 2007年2月21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当試験施設の被験物質保管室の保

管庫内に，冷蔵（設定：4℃，実測値： 3.5~6.7°C,冷蔵庫：MPR-311D,三洋電機株式会社）の条件下で保管

した．

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DM改X：した．
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2.検体液

2.1被験物質

被験物質の必要量を秤量（電子天秤： AT261, メトラー・トレド株式会社）し， DMSOに懸濁して最高

濃度液（細胞増殖抑制試験：6432mg/mL,染色体異常試験の短時間処理法：482.4mg/mL,連続処理法：

2412mg/mL)を調製した最高濃度液より低い濃度液は，最高濃度液からDMSOで醐堵希釈し芍調製した．

調製は用時に行い，使用後の残液は廃棄処分したなお，当試験におけ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，各調製液はあらかじめ表示濃度の201倍の濃度を調製した．

22陽性対照物質

MMC及VOMNとも，生哩食幽夜（局方品，ロット番号： K3G70,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）を調製した調製は用時に行い，使用後の残液は廃棄処分した

物質名 調製濃度“血心 試験濃度 “mL)

連続処理法 MMC 0.55 0.05 
---- - - ------- -- - ----------- ----- ----------------------

短時間処理法 DMN 5500 500 

MMC 1.1 0.1 

3.試験細胞

試には， 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(CHUIU)を用いた．細胞は， DMぬを10％添加した培養液に浮遊して，

lmLに小分けをして液体窒素保存容器村に凍結保存した．試験に際し，凍結してある細胞傭代代数： 15回，

染色体モート数： 25本，倍化時間： 16.9時間，マイコプラズマ：陰性）を融解し，増殖させて使用した

細胞の継代は，培養ビン(Nunc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

染色体異常試験僚胴澗処理法） ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 7回

染色体異常試験傭煤兜理法） ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 8回

なお，実験操作は空調設備を備えた染色体異常試験室(A棟）で行つた
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4.培養液

F.agle燐少必螂難（四e'sminimum essential medium,以刊卒'sMEM)咽賊を， AttachmentI I詠

した

培螂土F.agle'sMm邪沫（ロット番号： 1231892,GIBCO, リストNo.61100-061)と炭酸水素ナトリウムを

注射用水に溶解し， lNの塩酸て社Hを7．わ引は頷蠍：pH7.044)に調整したメンブランフィルター(</>O.22μ:n,

日本ミリポア株式会社｝で濾過した後非働化(56"C,30)分）した仔牛血清（ロット番号： 511116,GIBCO)を

最 IO％となるように加えて調製したなお，調製した培養液は用時に37"Cに加温して使用した

5. S9mix 

S9は， Attachment2の条件により2005年1月21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： 05012111) を使用した． S9は， 2005年2月 10 日に購入し，使用時まで—80°C設定の冷凍庫湮！式：

BFV-130(LR),エスベソク株式会紺内に粛昔保管した．

S9mixは， S9以外の各物質を調製混合して溶液とし，これをメンブランフィルター(cf>02 J.ffl, Nalge)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．

6.細胞数の調整及び細胞播種

培養ビンに025％トリプシ冴夜を加えて細胞を剥離し，遠心分離 [lOOOrpm,5分間小形冷却遠心機（型

式： CFSRX, 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2Xlが個15mLになるように

培養液を加えて調整した．調整した細胞浮遊液を5mLずつ，直径60mmの滅菌シャーレ(CORNING)に播

種し，温度を37℃,COi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CQインキュベーター）内で3日間培養したものを試験に用いた．

シャーレは細胞嘲萄呻賦験では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，染色体標本作製用に功文を用いたまた，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.細胞増殖抑制試験

染色体異常試験におけるブメトリゾールの試験濃度を設定するために，細胞勒醐卿監園逹行った試験

は，短呵服堕詔奴籾mix添加及びS9面漣諸珈と連続処理法の24時間処理の3系列で実施した．

短 1廻醗では S9mix添加用シャーレからば剖輝を2.SmL除去した後ここ謬9mix.0.5 mLと検体

液15瓜を添加した． 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
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齢と同菜に輝したい打訊）シャーレもqィンキュベーク→村てび細賠養した後，新鮮柑剖爵侭．OmL

に取り替え，さらに18時間培養した．一方，連続処理法では，シャーレに検体液25瓜を添加し， COiイン

キュベーター内で24時間培養した

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025％トリプシ冴夜を約3mL添加して細

胞を剥離し，遠L分離により細胞を回収した後に血球計算盤を用いて，生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生細胞数を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「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）に基づき， lOmM相当の3200W,加Lを最高濃度とし，以下公比2により1600,800, 400, 200, 100, 

50, 25, 12.5及び625μg加Lの計10濃度を設定し，その他に陰性対照を設けた．

短時間処理法の結果をTable1及びFigure1に示した．

S9 mix添加における細胞の生存率は， 625~400ぽ加Lでは叩％以上を示したが， 800μwmL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3200μg加Lでは27％であった

S9mix無添加における細胞の生存率は， 625~400μg加Lでばお0％以上を示したが， 800ぼ加L以上では

麒が増加するに従いその値は減少し，最高濃度の3200μg加Lではお％であった．

Probit法により算出した舒／湖胞増殖揮圃配度(Ieso)は S9mix添加では2020.9培如L, S9 面遠臨~I]では

1864.9 μg加Lであった．

なお，検衛暉珈時及び廻郵冬打寺に S9mix醐吸決9面漣臨珈とも， 50焙岡ル以上咲蔚変iヰ5いて白

色の油膜伏の析出物及び白色の微細な析出物が認められた

連続処理法の結果をTable2及内池匹1に示した．

織の生存率は， 625~200μg加Lでは”％以上を示したが， 400戌加L以上では濃度が増加するに従い

そq直ば咸少し，最高濃度の3200戌佃Lでは8％であった．

Probit法により算出したIQは， 836.6戌加Lであった．

なお，検術臨珈時及び廻瑯冬了時に， 50尾佃L以上の濃度において白色の油膜伏の析出物及び白色の微

細な析出物が認められた．

8.染色体異常試験

鵡は，郷南関処理法のS9mix添加及岱9mix無添加と連続処理法の24時間処理の3系列で実施した．

8.1試験濃度及び処理群

試験濃度は，細胞増殖抑制試験の結果に基づき， l4汲び細胞の生存率を指標に，短時間処理法のS9mix

勘 0及m9mix,無添加では150,300, 600, 1200及び2400μg血L,連続処理法(24時間処理）では75,150, 

300, 600及び1200座血の公比2,5固階を設定した．
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処理群は，各試験系列ごとに被験物質，陰性対照及内獣生対照群を設けた．陽性対照として短時間処理

認 S9mix添加にはDMN(SOOぼ加L)を， S9mix無添加にはMMC(0.1阻加L)を連続処理法にはMMC

(O.OSμg加L)を用いた．

82検体液の処理

82.1短時間処理法

S9mix醐U用シャーレから出詔踪笈を25mL除去した後に， S9mix.0.5 mLと被験物質及団謝岱雅蹄濱の

場合は15瓜を，陽性矧照物質の場合ば）3mLを添加した． S9面漣誼油U用シャーレからは培養液を20叫胎ミ

去した後に，検体液む~9 mix添加の場合と同様に添加した．いずれのシャーレもGhインキュベーター内で

6鴫蹄養した後部紺比蟻液s.omLI諏り替え，さらに18時贔口隻してから染色体標本q伺患奴閃灘胞

数の計測をしたなお，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．

82.2連

シャーレに，被験物質及内捌生対照物質の場合は25瓜を，陽性対照物質の場合ば）．5mLを添加し， COi

インキュベーター内で24時間培養した後に染色体標本の作製及び生細胞数の計測をしたなお，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．

82.3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1014?i如ば尉変のコルセミ団夜を各シャーレは）．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025％トリプシ冴夜を約3叫加えて細胞を剥

離し，遠L分離により細胞を回収した後 75mmol/I.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巧遠心分離し，メタノールと酢酸を3:loY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%収 3iemsa染色液で約15分間染色した．

スライ団票本は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

にスライ団9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．

82.4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025％トリプシ冴夜を約3mL添加して細胞

を剥離し，遠L分離により細胞を回収した後に血球計算盤を用いて，生細胞数を計測した．

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生細胞数を100％として各濃度に

おける細胞の生存率を求めた．
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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⑳叶湖諒した．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，各処理法ごとに

標本観察終了後に行った．

染包樗甜りま数的馳常と構渥陽闊計こ分類した数的異常ば滋刻本は枷loid)及び檎柑剖ヒ（m虹叫判1icatioo)

を観察対象とし，構迪翔昆常ばDギャップ（以下gap），②染色分釦埋蹟斤(chromatidbreak,以下ctb),③染

色衛翻断(chromosomebreak,以下csb），④染色分似堕交換(chromatidexchange,以下cte），⑤染色体型交

換(chromosomeexchange,以下cse),G断片化(fragmentation,以下frg)に分類し，これらの染色体異常を有

する細胞を陽性細胞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，同一線上からば切T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性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．

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した(Photograph1~5). 

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1OO／必人上を示し，さらに陰性及び陽性対照群の染色体異常の出現率

が，ほぼ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．

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．

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％未満の場合を陰性， 5％以上IOO／叶ミ

満の場合を疑陽性としたさらにその出現率がIOO／必人上を示し，濃度に依存して増加した場合を陽性とし

たなお，構造判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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1.短時間処理法

試験結果をTable3(Appendix1-1~1-2)に示した．

Study No. 971124 

ブメトリゾール処理群の数的異常細胞の出現率は S9mix添加及ひ籾面遠誼切Dともすべての濃度で15%

以下と陰性であった同様に，構造的異常細胞の出現率も， S9mix添加及びS9mix無添加とも，すべての

濃度で1.0％以下と陰性であった

ブメトリゾール姻狸籾籾mix添り止おける網郎虎ヒ存斡ま 150及び双）焙如L芍お0％以上を示しtdJ¥

＠店加L以上では濃度が増加するに従いその絢譲如礼ク最高濃度の2400J1iJ加Lでiお4％であった． S9mix

疇 Diヰ3i氾湘胞の生存斡ま 150及び双U郡叫芍お0殉入認示したが， 600毘佃比人上でば劃変が増加

するに従いそq即埠犯礼／，最高濃度の2400店佃Lでlお4％であった．

検衛節励嗚及び態郵冬n南こ， S9mix添加及ひ~9 面遠軽勁0とも，すべての濃度において白色の測僕伏の

析出物及び白色の微細な析出物が認められた

陰性対照の勁的異常細胞の出現率は， S9mix添加でば）5%,S9面遠軽勁訳刃却％であった．構造的異常

細胞の出現率は， S9mix添加でl却％， S9面遠誼切0でば）．5％であったまた，陽性対照(S9mix添加：

DMN; 500感叫 S9mix無添加：MMC;0.1沌加L)の数的異常細胞の出現率は， S9mix添加及びS9mix

無添加とも0％であった．構造的異常細胞の出現率は， S9mix添加では72.5%,S9面漣思添加では52.5％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，試験条

件を満たすものであった

2.連続処理法

試験結果をTable4(Appendix2)に示した．

プメトリゾール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同様に，

構造的異常細胞の出現率も，すべての濃度で1.0％以下と陰性であった．

ブメトリゾール処理群の細胞の生存率は， 75及び150/.f!J加L芍お0％以上を示したが， 300#!J佃U入上では

濃度が増加するに従いその伽譲如礼ク最高濃度の1200~加Lでは丸％であった．

検体液添加峙及び処理終了時に，すべての濃度において白色の油際伏の析出物及び白色の微細な析出物が

認められた．

陰性対照における数的異常細胞の出現率ば）％，構造的異常細胞の出現率ば）．5％であったまた，陽性

対照(MMC:0.05~加L) における勁的異常細胞の出現率ば）％，構造的異常細胞の出現率は435 ％であっ

た．

陰性対照及岱園生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， 試験条

件を満たすものであった．
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考察

ブメトリゾール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．

ブメトリゾール処理群の数的異常細胞及び構造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，プメトリゾールは勁的異常及び構迪的異常のいずれも誘発しないものと思われる．

連続処理法及び短時間処理法の各試験系列において，陰性対照及団割生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

以上の結果，本試験条件下において，ブメトリゾールに染色体異常誘発性はないと判定するな

お，プメトリゾール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，関連物質の 2- (2'ーヒドロキシ—3',5'—ジ—tert—ブチルフェニル）ベンゾト

リアゾールでは復帰変異試験 3), 染色体異常試験 4)で陰性との報告がある．

文献

1)石館基監修：染色体異常試験データ集（改訂増補），株式会社エル・アイ・シー僚京， 1987).

2)-ブメトリゾールの細菌を用いる復帰突然変異試験（試験番号： 901924),

株式会社日本バイオリサーチセンター羽島研究所 (2006).

3)-：化学物質毒性試験報告， 10,237 (2003). 

4 )-：化学物質毒性試験報告， 10,243 (2003). 
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Attachment 1. Composition of Eagle's Minimum Essential Medium (MEM) (List No.61100-061) 

Constituents 
Concentration 

Constituents 
Concentration 

(m叫）＊ (m訊）＊

CaCii (anhyd) 200 L-Methionine 15 

KCI 400 L-Phenylalanine 32 

MgS04 (anhyd) 97.67 L-T細nine 48 

NaCl 6800 L-Tryptophane IO 

NaH2P04 • H20 140 L-Tyrosine (disodium salt) 52.1 

L-Valine 46 

D-Glucose 1000 

Phenol red 10 

D-Ca pantothenate I 

L-Arginine • HCI 
Choline chloride l 

126 
Folic acid I 

L-Cystine • 2HCI 31.29 
Iso-Inositol 2 

L-Glutamine 292 
Nicotinamide 1 

L-H函idineHCI • H20 42 
Pyridoxal • HCI 1 

L-Isoleucine 52 
Riboflavin 0.1 

L-Leucine 52 
Thiamine • HCl 1 

L-Lysine • HCl 72.5 

*: Final concentration in distilled water per liter. 
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Attachment 2. Preparation of S9 

A血 alused Inducing substance 

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

Sex Male 5,6-Benzoflavone (BF) 

Age 7weeks Administration method i.p. 

216.4土8.9g* Day of administration dayl PB30m西
Bodyweight 

臼 5)
and day2,3 and4 PB60mg/kg 
D函 day3 BF80m凶

*:Mean士S.D.

Attachment 3. Composition of S9 mix 

Constituents Q四tityin lmL S9 mix Constituents Q四tityinlmLS9mix 

S9 0.3 mL Glucose-6-phosphate Sμmol 

MgCI2 5血 ol NADP 4μmol 

KCI 33血 ol HEPES buffer (pH 7.2) 4血 ol
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Attachment 4. 

The background data of chromosomal aberration test in cultured CHL cells 

Test cells : A fibroblast cell line from the lung of a Chinese hamster (CHIJIU) 
Supplier of cells : Dainippon Phannaceutical Co., Ltd. 
Date of supply of cells : 2000.11.28 
Accumulation of data : 2004.3.2~2004.12.24 

,
1
9
,
 

Numerical 
Structural aberration 

Time S9mix 
Cell aberration 
nwnber 

Polyploid endoreduplication ctb csb cte frg Total(+g) Total (-g) gap 零

24-0 1600 
Mean土S.D. 0.3土0.45 0土〇 0土0 0.1土0.34 0士0 0.1土034 0土0 0士0 0.3土0.45 0.3土0.45

(min/max) (0/1) (0/0) (0/0) (0/1) (0/0) (0/1) (0/0) (0/0) (0/1) (0/1) 

Negative 
6-18 ＋ 1600 

Mean土S.D. 0.4土0.51 0土0 0土0 0.1土0.25 0土0 02士0.40 0.1士0.34 0土0 0.4土0.62 0.4土0.62
control (minim邸） (0/1) (0/0) (0/0) (0/1) (0/0) (0/1) (0/ l) (0/0) (0/2) (0/2) 

6-18 1600 
Mean士S.D. 0.2土0.40 0士0 0士0 0.2土0.75 0土〇 0.3土0.45 0土0 0士0 0.4土0.81 0.4土0.81

(minim邸） (0/1) (0/0) (0/0) (0/3) (0/0) (0/1) (0/0) (0/0) (0/3) (0/3) 

MMC 
24-0 1600 

Mean土S.D. 0.4土0.51 0士0 0土0 19.9士5.59 0.1士0.25 30.8土3.08 0.3土0.45 0士0 43.0土1.86 43.0土1.86

0.05頌 mL (minim欲） (0/1) (0/0) (0/0) (10/30) (0/1) (26/35) (0/1) (0/0) (41/47) (41/47) 

DMN 
6-18 ＋ 1600 

Mean土S.D. 0士0 0土〇 0土0 23.9土4.60 0士0 58.6土4.83 0.3士0.45 0.1士0.34 68.3土3.75 68.3土3.75

500母mL (min/max) (0/0) (0/0) (0/0) (17/31) (0/0) (51/68) (0/1) (0/1) (62/76) (62/76) 

MMC 
6-18 1600 

Mean土S.D. 02土0.54 0土0 0士0 26.8士4.85 0士0 38.5土4.75 0.1土0.25 0土0 54.1土5.02 54.l土5.02

0.1頌mL (minim郎） (0/2) (0/0) (0/0) (16/36) (0/0) (31/46) (0/1) (0/0) (49/68) (49/68) 

(min I max) : No.of cells with numerical or structural aberration observed in I 00 cells. 
Hashima Laboratory, Nihon Bioresearch Inc. 
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Table 1. Cell growth inhibition test of bwnetriz.ole in cultured CHL cells 
-The short treatment method-

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

Substance (μg/mL) No. of cells Survival ratio•> IC50 No. of cells Survival ratio•> IC50 

(X I 04/plate) （％） (μg/mL) (x 104/plate) （％） (μg/mL) 

Negative control 
70 100 64 100 

(Dimethyl sulfoxide) 

6.25 68 97 61 95 

⇔ N 
12.5 68 97 60 94 

25 70 100 63 98 

50* 68 97 62 97 

100* 68 97 61 95 
bumrtrizole 2020.9 1864.9 

200* 65 93 60 94 

400* 63 90 58 91 

800* 57 81 49 77 

1600* 33 47 26 41 

3200* 19 27 15 23 

a): (bwnetriz.ole treated group/ negative control) X 100. 

•: White oily membrane-like precipitations and white fine precipitations were noted in culture fluid. 



心

一＇ 

Test 

Substance 

Negative control 

(Dimethyl sulfoxide) 

bUllll西 le

Table 2. Cell growth inhibition test of bumetrizole in cultured CHL cells 
-The continuous treatment method-

Treated for 24 hr 
Concentration 

(μg/mL) No. of cells Survival ratio•> 
(X I 04/plate) （％） 

63 100 

6.25 62 98 

12.5 61 97 

25 59 94 

50* 58 92 

100* 58 92 

200* 57 90 

400* 53 84 

800* 35 56 

1600• 18 29 

3200* 5 8 

a): (bumetrizole treated group/ negative control) X 100. 

*: White oily membrane-like precipitations and white fine precipitations were noted in culture fluid. 

Study No. 971124 

ICso 

(μg/mL) 

836.6 
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Table 3. Chromosomal aberration test of切m面心incultured CHL cells 
-The short 1reatrnent method -

Nwnerical aberration 

Test 

substance 

With (+) or No.of 
Co=on without(-) metaphase No.of No.of Incidence•) 

S9mix examined Polyploid endoreduplication (%) 
cells cells 

Judgemcntb) 

Structural aberrations 
No.of cells 
嘩

chromosome 

Types<> andnwnbers 

(cwnulative) 

aberration 

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

Incidenced> 

（％） Judgement bl 

Survival 
ratioe) 

（％） 

(+g) (-g) 

Negative control — +200 1 0 0.5 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

150"'+ 200 1 0 0.5 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

100-96 
300* 
--------・ 

切1四加le 600* 

1200* 
---------

心p 2400* 

Dimethylnitrosamine 500 

Negative control 

150* 
----------

300* 
---------

h』1己竿 600* 

1200* 

2400* 

200 

゜ ゜ ゜
0 I O I O O 2 2 1.0 1.0 - 91 

•······•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

------------~雙＿＿――-----~--------------~--------- 0 
0 l O O O O l l 0.5 0.5 - 85 
--------------------------------------------------------------------------・ 

よ-------3雙…・-----3_---------・・・-9……-------I_.?
+ 200 3 0 1.5 

9_---0-----0-----0----9_ __ _9_-----0-------9_ _ ____o_-----9----------て-----------51___. 
000000  0 0 0 0 - 34 

＋ 200-200 

0
-
0
 

0
-
0
 200 I 0 

------------------------------
200 o o' ---------------------------

゜一
0゚.5 ・----------------------------------------------------------------------------
0 - 0 1 0 0 0 0 1 1 0.5 0.5 ------------------------------------------------------------------------

゜
66 

゜
124 2 

゜
145 145 72.5 72.5 ＋ 85 

゜
1 

゜゚゜゚
l I 0.5 0.5 100 

゜゚゜゚゜゚ ゜゚ ゜゚
95 

------------------------------・ 
95 

200 
----
200 ゜ ゜

----0------------ ご-----------0-----0-----0-----0-----0----9_-----0------_o_-----9______0_---------て-----------~~---·
---3--------------9--・ ・ ・ --------1"・?--・ ---0 - - - - -

0 I 0 0 0 0 0.5 0.5 

200 2 0 1.0 - 0 0 0 I O O I I 0.5 0.5 

Mitomycin C 0.1 - 200 0 0 0 - 0 53 0 75 0 0 105 105 52.5 52.5 

Negative control: Dimethyl sulfoxide. 

a): (Numerical aberration cells/ observed metap極ecells)x 100. 
b): Judged on the函isofincidenceas;-:negative Qessthan5.00/o) ;土：equivocal(5.00/oorhighertolessthan 10.00/4) ; +:positive (10.00/oorhigher). 
c) : ctb: chromatid break; csb: chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragmentation. 
d) : (Cells with structural chromosome aberration/ observed metap畑;ecells) X l 00. 

e) : (1:unetrimletreated group or positive control/ negative control) X 100. 
(+g):Total aberrant cells including the gap; (-g) : total aberrant cells excluding the gap. 
*: White oily membrane-like precipitations and white fine precipitations were noted in culture fluid. 

＋
 

48 
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Table 4. Chromosomal aberration test ofrumetri2ole in cultured CHL cells 
-The continuous treatment method -

Numerical aberration 

Test 
substance 

Concentr直ion
(μg/mL) 

Time of 
Uと山nent
(hr) 

No.of 
melaphase No.of No.of Incidence・) 
examined Polyploid endoreduplication(%) Judgementb) 

cells cells 

Structural aberrations 
No.of cells 

如<>and nwnbers with Incidenced> 

(cwnulative) chromosome (%) 

aberration 

四ctb csbcte cse frg (+g) (-g) (+g) (-g) 

Judgementb) 

Survival 
ratioe) 

（％） 

Negative control - 24 200 0 0 0 - 0 0 0 I 

75• 24 200 0 0 0 - 0 0 0 0 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------

0 0 

0 0 

゜
0.5 0.5 - 100 

9.-----9.------0----------て-----------91...
150• 24 200 2 0 1.0 - 0 1 0 0 1 0 2 2 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

b.Jrmrizole 300* 24 200 I O 0.5 - 0 0 0 I O 0 
----•• ------------・ ・ ---------------・ -・ ---------------------------------・ -・ ・ ------------・ -----・ ----・ 

,
2
3
,
 

600* 24 200 3 0 1.5 - 0 I 0000  
----------------------------------------------------------------------------------------------

1.0 1.0 

M血mycinC

1200* 

0.05 

24-24 

200 

200 

2
-
0
 

0
-
0
 

°
-
0
 

ー 0 0 0 0 0 0 

0400560  0 

0
-
8
7
 

0
-
8
7
 

0.5 0.5 
----------
0.5 0.5 
----------
0 0 

43.5 43.5 ＋ 

92.88ニ

62こ

34-88

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

b): Judged on the basis of incidence as; -: negative Oess than 5.00/o) ;土：equivocal(5.00/oorhighertolessthan 10.00/o) ; +:positive (10.0%orhigher). 
c) : ctb: chromatid break; csb: chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragmentation. 
d): (Cells with structural chromosome aberration I obseJved metaphase cells) X 100. 
e) : (lunelri20letreated group or positive control/ negative control) X I 00. 
(+g) : Total aberrant cells including the gap; (-g) : total aberrant cells excluding the gap. 
*:W血 oilymembrane-like precipitations and white fine precipitations were noted in culture fluid. 
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Figure 1. Cell grow出inhibitiontest of bumetrizole in cultured CHL cells. 
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Appendix 1-1. Chromosomal aberration test ofは四血lein cultured CHL cells 

-The short treatment method-

Numerical aberration 

Test 

substance 

With(+) or No.of 
Co::on wi1hout(-) metaphase No.of No.of Incidence•) 

S9mix examined Polyploid endoreduplication (%) Judgementb) 
cells cells 

Negative control 

(Dimethyl sulfoxide) 

,
2
5
,
 ―le 

＋ 
l()() 

゜l()() 1 

150* ＋ 
100 

゜----1-00 -

300* ＋ 
l()() 

゜100 

゜-----

600* ＋ 
100 

゜100 

゜100 

0
0
-
0
0
-
0
0
 

0.5 

0.5 

Structural aberrations 
No.of cells Survival 

如oJand nwnbers 嘩 Incidenced) ratioe) 
（四mutative) chromosome （％） Judgementb) 

（％） 
aberration 

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

゜゚゜゚゜゚ ゜゚ ゜゚
l()() 

゜゚゜゚゜゚ ゜゚゜゚゜゚゜゚ ゜゚ ゜゚
96 

゜

000000  0 0 ----------------------------------------------------------------------
0 l O l 00  2 2 

--------……………・--0-----0----9・・--9----9----9…・-9 

1.0 1.0 91 

゜0 0 I 0000  I I 
0 - 0.5 0.5 - 85 

__________ -~ ______________________________________ 9 ____ 9 ____ ~-___ ~-___ ~-___ ~-____ ~-_____ -~ _________________________________________ _ 

1200* ＋ 1.5 
l()() 2 

゜----------------------------------------------------------
100 2 

゜2400* ＋ 1.5 
100 

゜100 
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゜100 

゜ ゜

゜
000000  0 

゜゚ ゜
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0
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゜゚
34 

72.5 72.5 ＋ 85 

a): (Nwnerical aberration cells/ observed metap畑匹cells)X 100. 
b): Judged on the basis of incidence as; -: negative Oess than 5.0'l/o) ;士:equivocal(5.O'l/oor higher to less than 10.0'l/o) ; +:positive (10.0'l/oorhigher). 
c) : ctb: chromatid break; csb: chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragmentation. 
d) : (Cells with structural chromosome aberration I observed metap畑secells)X 100. 

e): (b.m:tri2oletreated group or positive control/ negative control} X 100. 
(+g):Total aberrant cells including the gap; (-g) : total aberrant cells excluding the gap. 

•: White oily membrane-like precipitations and white fine precipitations were noted in culture fluid. 
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Appendix 1-2. Chromosomal aberration test of rumetrimle in cultured CHL cells 

-The short treatment method-

Nwnerical aberration Structural aberrations 

Con四trati．on With (+) or No.of 
No.of cells Survival 

Test without(-) metaphase No.of No.of Incidence•l 如 cland nwnbers w油 Incidenced> ratioe) 
substance (μg/mL) 89mix examined Polyploid endoreduplication (%) Judgementb) （四mulative) chromosome （％） Judgement") 

（％） 
cells cells aberration 

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

Negative control 100 

゜ ゜ ゜
I 

゜゚゜゚゜
0.5 0.5 100 

珈ethylsulfoxide) 100 

゜ ゜ ゜゚゜゚゜゚ ゜゚100 1 

゜ ゜゚゜゚゜゚ ゜゚l50* 0.5 

゜゚
95 

100 

゜ ゜ ゜゚゜゚゜゚ ゜゚------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
l()() 

゜ ゜ ゜゚゜゚゜゚ ゜゚心？ 
300* 

゜
0.5 0.5 95 

l()() 

゜ ゜ ゜
I 

゜゚゜゚
I I 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------一le 100 

゜ ゜ ゜゚゜゚゜゚ ゜゚600* 

゜ ゜゚
89 

l()() 

゜ ゜ ゜゚゜゚゜゚ ゜゚------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
100 2 

゜ ゜
1 

゜゚゜゚1200* 1.5 0.5 0.5 48 
100 I 

゜ ゜゚゜゚゜゚ ゜゚------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
100 

゜ ゜ ゜゚゜
I 

゜゚2400* 1.0 0.5 0.5 34 
l()() 2 

゜ ゜゚゜゚゜゚ ゜゚100 

゜ ゜ ゜
32 

゜
39 

゜゚
55 55 

MitomycinC 0.1 

゜
52.5 52.5 ＋ 88 

l()() 

゜ ゜ ゜
21 

゜
36 

゜゚
50 50 

a): (Nwnerical aberration cells/ observed metaphase cells) X I 00. 
b) : Judged on the basis of incidence as; -: negative (less than 5.o-i/o) ;土:equivocal(5.0% or higher to less than 10.o-i/o) ; +:positive (IO.o-i/oorhigher). 
c) : ctb: chromatid break; csb: chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragmentation. 
d): (Cells with structural chromosome aberration/ observed metap畑;ecells) X 100. 
e): (lunelri2oletreated group or positive control/ negative control} X I 00. 
(+g):Total aberrant cells including the gap; (-g) : total aberrant cells excluding the gap. 
*:W血 oilymembrane-like precipitations and white fine precipitations were noted in culture fluid. 



Study No. 971124 
Appendix 2. Chromosomal aberration test of切m血olein cultured CHL cells 

-The continuous treatment method-

Nwnerical aberration 

Test 

substance 

Concentt直ion
(μf/mL) 

Time of 
U已血1ent
(hr) 

No.of 
metaphase No.of No.of Incidence•I 
examined Polyploid endoreduplication (%) Judgementb) 

cells cells 

Negative control 100 
24 

(Dimethyl sulfoxide) 100 

100 
75* 24 

l()() 
----------------------------------

心T 100 
150* 24 

l()() 
----------------------------------一le 100 
300* 24 

100 
-----------------------------

l()() 
600* 24 

100 

100 
1200* 24 

100 

100 
M加rnycinC 0.05 24 

100 

゜ ゜゜ ゜゜ ゜゜ ゜--------------------
1 

゜l 

゜-----------------

゜ ゜゚・ -
゜

0
-
0
 

＿゚
o

0 0 

゜
1゚.0 

0.5 

1.5 

1.0 

゜

Structural aberrations 
No.of cells 

Survival 
如 C) andnwnbers w油 Incidenced1 ratioe) 
（匹mulative) chromosome （％） Judgementb) 

（％） 
aberration 

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

゜゚゜゚゜゚ ゜゚ 0.5 0.5 100 

゜゚゜
l 

゜゚
゜゚゜゚゜゚ ゜゚ ゜゚

97 

゜゚゜゚゜゚ ゜゚------------------------------------------------------------------

゜゚゜゚
l 

゜ 1.0 1.0 92 

゜
1 

゜゚゜゚
l 

--------------------------------

゜゚゜
l 

゜゚
1 

0.5 0.5 88 

゜゚゜゚゜゚ ゜゚----------------------------------------------------------------------------------

゜゚゜゚゜゚ ゜゚ 0.5 0.5 62 

゜
1 

゜゚゜゚
1 

----------------------------------------------------------------------------------

゜゚゜゚゜゚ ゜゚ ゜゚
34 

゜゚゜゚゜゚ ゜゚゜
20 

゜
26 

゜゚
44 44 

43.5 43.5 ＋ 88 

゜
20 

゜
30 

゜゚
43 43 

a):(Nwnerical aberration cells/ observed metaphase cells) X I 00. 
b): Judged on the basis of incidence as; -: negative Oess than 5.00/o) ;士：equivocal(5.00/oorhighertolessthan 10.00/o) ; +:positive (10.00/oorhigher). 
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): (lumrimletreatedgroup or positive control/negative control} X 100. 
(+g) : Total aberrant cells including the gap; (-g): total aberrant cells excluding the gap. 
*:W油eoily membrane-like precipitations and white fine precipitations were noted in culture fluid. 
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