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当該試験条件下の的vi，かo試験系において， C.I.フルオレセントブライトナー271は弱

いながらも染色体異常を誘起する可能性があるものと判断した.

C.I.フルオレセントブライトナー271の染色体異常誘発性の有無を検討するため，

チャイニーズ・ハムスター肺線維芽細胞株 (CHL/IU)を用いた的vitro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を基に染色体異常試験の用量を設定した.

短時間処理法-S9処理ならびに同+S9処理では 125.0， 25.0.0および5.0.0.0μglmLの3用量

について顕微鏡観察を実施した.

その結果， C.I.フルオレセントブライトナー271処理群の場合， -S9処理において用

量依存性を伴い，統計学的に有意 (p豆0..025)な染色体構造異常の誘発が認、められた(陽

性).ただし， D201i直(観察細胞の2.0%に何れかの異常がみられる濃度)の最小値は11.6

mglmLで、あり，染色体異常の誘発頻度は最高で、も 9..0%であることから，非常に弱い反

応であると考えられた +S9処理においては， 1 用量のみ統計学的に有意(~..o25) な

染色体構造異常の誘発が認められたが，用量依存性は認められず，背景データ (Appendix

4)による陰性対照の基準値内であったことから陰性と判定した.

-S9処理における陽性反応が弱い反応であったことから，長時間処理について評イ面す

るため連続処理法24時間処狸による試験を追加して実施した.連続処理法では78.1，

156， 313および625μglmLの4用量について顕微鏡観察を実施した.その結果，用量

依存性を伴い，統計学的に有意 (p豆0..025)な染色柄蕎造異常の誘発が認められたが，

その誘発頻度は最高でも3..0%であり，背景データによる陰性対照の基準値内であった.

したがって，連続処理法で認められた増加傾向は陽性反応ではないと判断した.

なお，数的異常については，いずれの処理法においても統計学的に有意な増加は認め

られなかった.

短時間処理法一S9処理および連続処理法の陽性対照物質であるマイトマイシン C

(1¥仏1C)ならびに同+S9処理の陽性対照物質シクロホスフアミド (Cp)処理群では，染

色体構造異常の出現頻度が上昇しており，陰性対照と比較して統計学的に有意

(p三.0..025)な増加を示した.
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試験終了日: 平成17年 11月 11日

12. 被験物質

12.1. 被験物質名

C.1.フルオレセントブライトナー271

(英名:1，4・Benzenedisulfonicacid， 2，2'-[ 1 ，2・e白enediylbis[(3・sulfo-4，l・phenylene)面白0・

(6・pheno勾r・1ふ5・triazine-4，2-diyl)imino]]bis-，hexasodium salt) 

12.2. ロット番号

12ふ 純度/含量

91.0% 

12.4. 不純物の名称およて練度

NaCl : 0.32%， Na2S04: 0.01%，水:6.3%， 

残り 2.37%不明(各成分1%未満)

12ふ 製造元

12.6. 保存条件

室温

12.7. 保存場所

安評センター被験物質保管庫 (C・3:実測値17.9--29.80C，2004年7月28日--2005年 1

月 17日)

12.8. CAS No. 

41267-43-0 

12.9. 化学名

1，4・Benzenedi叩lfo凶cacid， 2，2'-[1，2・e白enediylbis[(3・sulfo・4，1・phenylene)凶泊0・(6・pheno勾-

1，3，5・triazine-4，2-diyl)imino]]bis-，hexasodium salt 

12.10. 一般名

スチルベン系蛍光増白剤

フルオレスセントー271
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12.11. 化学構造

C 
〆'ー・、

12.12. 分子式

C判H2剥lO N~020S6

12.13. 分子量

1347.08 

12.14. 物質の状態

淡黄色結品

12.15. 溶側主

水に可溶，有機溶媒に不溶~難溶

12.16. 残余被験物質の処理

/ .... 戸h、、 1 g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，残りは安定性分析

のため，被験物質等管理責任者を介して へ返却した.分析の結果(2005

年 10月27日付報告)，被験物質が安定であることが確認された.
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13. 試験材料および方法

13.1. 試験細胞株
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ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験に広く使用されていることから，チャイニー

ズ・ハムスター肺由来の線維芽細胞株 (CHL江U細胞)を使用した.CHL/lU細胞は昭和

59年 11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%，LotNo. K26414578， Me陀k)を容

量比で 10%糊目した後，液体窒素中に保存した.試験に際しては瀬古した細胞を融解し

た後， 3"""""5日ごとに継代したものを使用した.

なお，細胞増殖抑制試験では継代数21の細胞を，染色体異常試験では継代数26の細

胞を，染色体異常試験(追加試験一連続処理法24時間処理)では継代数21の細胞を用

いた.

凍結ロット毎にマイコプラズマ汚染検査(陰性)，倍加時間の測定 (17.9時間入染色

体数(モード数25本の細胞が 82%)の測定ならびに陰性対照および陽性対照における

構造異常出現頻度の確認を実施し，異常のない細胞を試験に使用した

13.2. 培養液の調製

E矧e-阻 M液体培地 (IW.雌1，LotNo.515014【用量設定試験】および317064[染色

体異常試験および追加試験】，旭テクノグラス)に非働化 (560C，30分)済み仔牛血清

(Lot No. 427252【用量設定試験，染色体異常試験】および472959【追加誤験】， Invitrogen) 

を最終濃度で 10%になるよう添加した調製後の培養液は使用時まで冷暗所 (40C)に

保存した.

13ふ 培養条件

C(hインキュベーター(三洋電機バイオメディカ)を用い， C(h濃度5%，370Cの条件

で細胞を培養した.

13.4. S9mix 

製造後6ヵ月以内のS9mix (Lot No. C品 t1-499，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(設定値一800C，基準値ー600C以下)に保存した.

13.4.1. S9の調製方法

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次に示す.
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ロット番号

製造年月日

使用動物

性/週齢

体重

臓器

誘導物質

投与量および

投与回数

投与方法

蛋白含量

13.4.2. S9 mixの組成

RAA-499 

Exp. No. 7816 ( 115-181 ) 

FINAL REPORT 

平成16年3月 19日(誘導物質投与開始後5日目)

ラット:Spr:毎ue・Dawley系

雄:/7週齢

214--245 g 

肝臓

Phenobarbital (PB)および久6・Benzoflavone(BF) 

PB: 30mglkg 1回 (1日目)

60mglkg 3回 (2--4日目)

BF: 80mglkg 1回 (3日目)

腹腔内投与

25.22mglmL 

S9mix 1 mL中の各内容物の量を以下に示した.

S9 

MgCh 

KCl 

G-6-P 

NADP 

HEPES緩衝液 (pH7.2) 

蒸留水

13ふ 被験物質液の調製

0.3 mL 

5 μmol/O.lmL 

33 μmol/O.1mL 

5 μmol/O.lmL 

4 μmol/O.lmL 

4 μmoν'O.2mL 

0.1 mL 

被験物質は水に可溶であることから，被験物質を生理食塩液(日本薬局方生理食塩液，

Lot No. K4B72 ，大塚製薬工場)に糊写し，調製原液とした.なお，被験物質の純度は

95%未満 (91.0%)であるため，最高用量の被験物質秤量の際に純度換算を実施した.

細胞増殖抑制試験では，使用直前に調製原液 (50.0mg加L溶液)を準備した.この

50 mg加L原液を使用溶媒で順次希釈し， 25.0， 12ム 6.25，3.13， 1.56， 0.781， 0.391， 

0.195および0.0977mglmL溶液を調製した.調製後，速やかに使用した

染色体異常試験では，使用直前に調製原液 (50.0mgl叫液)を準備したこの50.0

mg/mL調製原液を使用溶媒で順次希釈し， 25.0， 12ふ 6.25および3.13mg/mL溶液を

調製した.調製後，速やかに使用した
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湖賦験(連続処理法24時間処理)では，使用直前に調製原液 (50.0mglmL液)を

準備した.この50.0mglmL調製原液を使用樹某で順次希釈し， 25.0， 12ム 6.25，3.13， 

1.56および0.781mglmL溶液を調製した.調製後，速やかに使用した

13.6. 対照群

13.6.1. 陰性(溶媒)対照

被験物質の溶媒である生理食塩液を使用した.

13.6ユ 陽性対照(短時間処理法:--S9処理およぴ連続処理法24時間処理)
注射用水(日本薬局方注射用水， Lot No. K2K80およびK3G77【追加試験】，大塚製

薬工場)5mLに溶解したマイトマイシンC(恥削C，Lot No. 382BBCおよび415ACF【追

加試験】，協和醗酵工業)を生理食塩液(日本薬局方生理食塩液， Lot No. K2H96および

4C87N【追加試験】，大塚製薬工場)を用いて希釈し， lmLずつ分注した後，凍結保存

したものを試験に用いた.

用量は，短時間処理法で0.1μglmL，連続処理法で0.05μglmLとした

13.6.3. 陽性対照(短時間処理法+S9処理)

13.7. 

13.7.1. 

注射用水 (LotNo. K2K80) 5 mLに溶解したシクロホスフアミド (CP，LotNo.3045， 

塩野義製薬)を生理食塩液 (LotNo. K2H96)を用いて希釈し， lmLずつ分注した後，

凍結保存したものを試験に用いた.

用量は 12.5μ.glmLとした.

細胞増殖抑制試験(予備訴船

用量

ガイドライン上定められた最高用量である 5000μglmLを最高用量とし，以下2500，

1250， 625， 313， 156， 78.1， 39.1， 19.5および9.77μgI叫の 10用量を細胞増殖抑制試

験の用量とした.

13.7ユ 使用ウエル数およひ清悶IJ方法
1用量当たり 2ウエルを用いた.

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別した.

13.7.3. 短時間処理法:-S9処理

12ウエルのプレート(細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 103細胞/mLに調製した細胞浮歯夜1mLを播種し， 3日間培養

した.培養終了後， 13.7.6.に記載する割合で溶媒また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. 

73K2448， 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

-12-
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各ウエルに8ドx1ぽ03細胞/m叫n札lLに調製した細胞浮雌夜劇1m叫n札1止Lを播種し， 3日間培養した.

培養終了後， 13.7.6.に記載する割合で溶媒または被験物質の処理を行った.

その後の操作は 13.7.3.に記載の方法に準じた.

13.7.5. 連続処理法24時間処理

各ウエルに8x 103細胞/mLに調製した細胞浮路夜1mLを播種し， 3日間培養した.

培養終了後， 13.7.6.に記載する割合で溶媒または被験物質の処理を行い，さらに24時間

培養を続けた

13.7.6. 処理量一覧

1臼3.7.

13.7.8. 

~ 
陰性対照およて織験物質

培養液 S9mix 
溶媒または

被験物質液

-S9処理 540μL 60μL 

+S9処理 440μL 100μL 60μL 

24時間処理 540μL 一 60μL 

各処理法において処理開始時および処理終了時に析出等の有無を肉眼で観察したた. 

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ノレから培養液を除き， 10%中性緩衝ホルマリン液

(組織固定用， Lot No. KLN8969，和光純薬工業)を加えて約 10分間細胞を固定した.

次いで， 0.1%クリスタル・バイオレット (LotNo. K31134240， Merck)水溶液で 10分

間細胞を染色した.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 (30%

エタノール， 1%酢酸水溶液)を3mL加え， 5分開放置した後，分光光度計 (105・50型，

日立製作所)を用いて580nm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(=細胞生存率)を各用量群について求めた.

さらに短時間処理法+S9処理および連続処理法24時間処理については細胞増殖抑制

が認められたため，プロビット法を用いて50%細胞増殖抑制濃度を算出した算出には

313~5000 ~g/mLの 5 点 (+S9 処理)， 39.1 ~5000 ~g!叫の 8 点 (24 時間処理)を用い

た.
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13.8. 染色体異常猷験

13.8.1. 用量

細胞増殖抑制試験の結果，短時間処理法ーS9処理では細胞の増殖を50%以上抑制する

ほどの細胞毒性は認められなかった.短時間処理法+S9処理およ前車続処理法24時間

処理においては高用量群で細胞毒性が認められ， 50%細胞増殖抑制濃度はそれぞれ4739

および2150μglmLと算出された.その結果を基に，染色体異常試験においてはガイド

ライン上の最高用量である 5000μ.glmLを最高用量に，以下に示した4---5用量(公比2)

を設定した.

処理法 用量 (μ，glmL)

〆-、

短時間処理法'-S9処理

短時間処理法+S9処理

連続処理法24時間処理 313 

625 

625 

625 

間
一
間
一

m

迎

迎

捌

側
一
則
一
蹴

下線を付した用量について染色体異常の観察を実施した.

13.8ユ 使用プレート数および識別方法
1用量当たり 2枚のプレートを用いた.

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プレート

を識別した.

13.8.3. 短時間処理法-S9処理

直径60mmのプレート(細胞培養用シャーレ，住友ベークライト)に8X 103細胞/

mLに調製した細胞浮遊夜5mL (4 X 104細胞)を播種し，3日間培養した.培養終了後，

13.8.6.に記載する割合で溶媒，被験物質または陽性対照物質の処理を行った.6時間培

養を続けた後，各プレートの培養液を除去し，ダ、ルベッコリン酸緩衝液 (LotNo. 

1 03K2403 ， Si伊 la・Aldrich)を用いて細胞を洗浄した.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.

13.8.4. 短時間処理法+S9処理

各プレートに8X 103細胞/mLに調製した細胞浮越前mLを播種し，3日間培養した

培養終了後， 13.8副こ記載する割合で溶媒，被験物質または闘全対照、物質の処理を行っ

た.

以下の操作は 13.8.3.に記載した方法に準じた.

13.8.5. 連続処理法24時間処理

各プレートに8x 103細胞，/mLに調製した細胞浮遊夜5mLを播種し，3日間培養した.

培養終了後， 13.8.6.に記載する割合で溶媒，被験物質または闘全対照物質の処理を行い，

-14-
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さらに24時間培養を続けた後に染色体標本を作製した.
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13.8.6. 処理量一覧

~ 
陰性対照およて峨験物質 陽性対照

培養液 S9mix 
溶媒または

培養液 S9mix 
陽性対照

被験物質液 物質液

-S9処理 2.7mL ー 0.3mL 2.7mL 一 O.3mL 

+89処理 2.2mL 0.5mL O.3mL 2.2mL 0.5mL O.3mL 

24時間処理 2.7mL 一 O.3mL 2.7mL 一 O.3mL 
」

13.8.7. 析出等の観察

各処理法において，処理開始時および処理終了時に析出等の有無を肉眼で観察した.

13.8.8. 標本の作製

13.8.9. 

染色体標本作製の2時間前に，最終濃度で0.2flglmLとなるようコルセミド瀦夜 (Lot

No. 1187876， Invitrogen)を添加し，細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. 1194331， Invitrogen)を用いて

プレートから細胞を剥離し，遠心管内の培養液に加えた.細胞懸濁液を 1000r/minで5

分間遠心分離して培養j夜を除いた後， 370Cに保温しておいた75mmol/L塩化カリワム

水溶液を5mL加え， 370C中で16分間低張処理を行った.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.周定液を2

回交換した後，新しい固定液を適量加えて細胞浮越夜とし，脱脂出争済みのスライドガ

ラス上に2滴滴下した.スライド標本を十分に乾燥させ， 11100 mol/Lナトリウム・リン

酸緩衝液 (pH6.8， Lot No. TP601374， Merck)を用いて希釈した 1.2%ギムザ染色液

(Merck; LotNo. OB318388)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

1プレート当たり 3枚の染色体標本を作製した.

細胞増殖抑制度の測定

染色体標本作製時に，陰性対照群，各被験物質処理群および陽性対照群の各プレート

について， ATPフォトメーター(ノレミテスター C-I00LU，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% Tween 80水溶液2mLを分注した小試験管に，低張処理した細胞液を

50μL添加し撹持してから約20分間静置した.測定用チューブにこの混合液を 100μL

分注し， ATP測定用試薬キット(ルシフェール250，キッコーマン)の発光試薬を 100μL

添加した後，相対発光量 (RelativeLight Unit : RLU)を測定した.陰性対照群における

RLUに対する比(=細胞生存率)を各用量群について求め，細胞増殖抑制度とした.
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短時間処理法においては， 13.8.9.の細胞相対増殖率がいずれの処理群においても 50%

以上であったことから，試験した最も高い用量を最高用量とし，連続する3用量を=制面

対象(観察用量)とした

連続処理法24時間処理においては，全ての用量で細胞相対増殖率が50%以下を示し

たことから，全ての標本を評価対象外とした.

13.8.11. 染色体の観察

短時間処理法の標本のみコード化し，観察を実施した.連続処理法の標本については

観察矧面対象が3用量得られなかったことから，コードイヒおよて湘察を実施しなかった.

各プレート当たり 100価，すなわち 1用量当たり 2∞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，その非染色性領域が当該染色体の分体幅未満，かっ本来の位

置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用量

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.

13.9. 染色体異常試験(追加試験一連続処理法24時間処週)

連続処理法24時間処理において，観察評価対象が3用量得られなかったことから，

追加試験を実施した.

13.9.1. 用量

細胞増殖抑制試験およて夫染色体異常試験の結果を基に， 5000μglmLを最高用量に，

以下に示した7用量(公比2)を設定した.

処理法 用量 (μ，glmL)

連続処理法24時間処理 78.1 話Q 313 625 1250 2500 5000 

下線を付した用量について染色体異常の観察を実施した

13幻. 使用プレート数およて織別方法

13.8ユに記載した方法に準じた.

13.9.3. 連続処理法24時間処理

各プレートに8x 103細胞/mL{こ調製した細胞浮遊液5mLを播種し，3日間培養した.

培養終了後， 13.9.4.に記載する割合で溶媒，被験物質また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.被験物質(または肉眼では観察されない析出物)による

ATP量測定阻害が懸念されたため，各プレートの培養液を除去し，ダルベッコリン酸緩

衝液 (LotNo. 103K2403)を用いて細胞を淵争した新鮮な培養液3mLを加え，最終
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濃度で0.2flglmLとなるようコルセミド瀦夜 (LotNo. 1187876)を添加したさらに2

時間培養を続けた後に染色体標本を作製した.

13.9.4. 処理量一覧

陽性対照

諒一川
棚
鰍
一

ι

陽性対照

物質夜

O.3mL 

培養液

2.7mL 

13.9.5. 析出等の観察

13.8.7.に記載した方法に準じた.

13.9.6. 標本の作製

培養終了後，培養液を遠心管に全量移した後，0.25%トリプシン瀦夜(LotNo. 1208746) 

を用いてプレートから細胞を剥離し，遠心管内の培養液に加えた.その後の操作は 13.8.8.

に記載した方法に準じた.

13.9.7. 細胞増殖抑制度の測定

13.8.9.に記載した方法に準じた.

13.9.8. 言判面対象

観察用量としては， 13及7.の細胞相対増殖率が50%未満になる用量の中で最も低い用

量を最高用量とした連続する3用量はいずれも中程度の細胞毒性を示すため，さらに

低い用量を 1用量加え，合計4用量を評価対象とした

13.9.9. 染色体の観察

標本をコード化して観察した.

観察方法は 13.8.11.に記載した方法に準じた.

13.10. 結果の解析

最終評価はギャップのみ保有する細胞を含めない場合について行った.

異常細胞の出現頻度を， Fisherの直接確率計算法(有意水準片側2.5%)を用いて検定

した.また，用量依存性については， CωhranAnni泊geの傾向検定(有意水準片側2.5%)

を用いて検定した.

陰性対照群と比較し，被験物質処理群において有意差が認められ，かっ，用量に依存

性が認められるか，あるいは再現性が確認された場合，陽性と判定した.ただし，最終

的な判定は試験条件下での生物的な妥当性も考慮、して行った.

短時間処理法~S9 処理において，陽性結果が得られたことから020値(観察細胞の 20%

に何れかの異常がみられる濃度)ならびにTR値(単位濃度当たりのcteをもっ細胞の出
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現頻度の比較値)を算出した.

14. 試験結果

14.1. 細胞増殖抑制試験

14.1.1. 細胞増殖抑制試験結果

試験結果をFigure1， 2およびTable1， 2に示した.
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50%細胞増殖抑制濃度は，短時間処理法+89処理では4739JlglmL，連続処理法24時

間処理では 2150μglmLで、あった.短時間処理法~89 処理では，いずれの被験物質処理

群においても細胞生存率が陰性対照群の50%以上であった.

14.1ユ 析出等の観察

被験物質処理開始および処理終了時，いずれの処理においても pHの変動，析出等，

特筆すべき変化は認められなかった.

14.2. 染色体異常試験

14ユ1. 短時間処理法一89処理

試験結果をFigure3， Table 3およびAppendix1に示した.

C.I.フルオレセントプライトナー271処理群での染色体構造異常出現頻度は， 1250 

μglmLで2.5%，2500μglmLで4.0%，5000μglmLで9.0%を示し，2500および5000μglmL

において陰性対照群 (0.5%) と比較し有意 (p~.025) な増加が認められたさらに出

現頻度の増加には有意 (p~.025) な用量依存性が認められた.倍数性細胞の出現頻度

は全ての用量で 0.0%を示し，陰性対照群 (0.0%) と同等であった.また，全ての用量

で細胞生存率が陰性対照群の50%以上であった.

一方，陽性対照物質恥仏1Cで処理した細胞では，染色体構造異常が多数観察され，そ

の出現頻度は42.5% (p~.025) で、あった.

14.2ユ 短時間処理法+89処理

試験結果をFigure4， Table 4およびAppendix2に示した.

C.I.フルオレセントブライトナー271処理群での染色体構造異常出現頻度は， 1250 

μglmLで0.0%，2500μglmLで3.0%，5000μglmLで1.5%を示し， 2500μ，glmLにおいて

陰性対照群 (0.0%) と比較し有意 (p~0.025) な増加が認められたしかし出現頻度の

増加に用量依存性は認められなかった.倍数性細胞の出現頻度は， 1250μglmLで0.0%，

2500 JlglmLで 1.0%，5000 JlglmLで0.5%を示し，陰性対照群 (0.5%)と同等であった.

また，全ての用量で細胞生存率が陰性対照群の50%以上で、あった.

一方，陽性対照の CP処理群での染色体構造異常出現頻度は， 27.0% (p三;().025)

であった.
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14ユ3. 連続処理法24時間処理
試験結果をFigu問 5，Table 5およびAppendix3に示した.

C.1.フルオレセントブライトナー271処理群での染色体構造異常出現頻度は， 78.1 

μg加Lで0.5%，156μg/mLで1.5%，313μglmLで3.0%，625μglmLで2.0%を示し， 313 

JlglmLにおいて陰性対照群 (0.0%) と比較し有意 (p~0.025) な増加が認められたま

た，出現頻度の増加に有意 (p~0.025) な用量依存性が認められた.倍数性細胞の出現

頻度は， 78.1μglmLで0.0%，156μ，glmLで1.0%，313μglmLで0.5%，625μglmLで0.0%

を示し，陰性対照群 (0.0%)と同等であった.また，用量に依存した細胞生存率の減少

傾向が観察され，染色体異常評価群中の高用量である 625μglmLでの細胞生存率は

46.8%であった.

一方，陽性対照物質h品1Cで処理した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26.5% (p~0.025) であった.

1凶4ユ
被験物質処理開始および処理終了時，いずれの処理においても pHの変動，析出等，

特筆すべき変化は認められなかった.

14ふ ~o値ならびにTR値算出結果

本染色体異常試験結果から算出した~o値 (mgl此)ならびにTR値 (mg当たり)は次

の通りであった.

11.6 

TR値

0.300 

試験

短時間処理~~-S9 処理

鎖
一
常

看
一
異

の一

-E

耕
一
概

D20t直
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C.1.フルオレセントブライトナー271の染色体異常誘発性の有無を検討するため，培

養細胞 (CHL/lU)を用いたinvi，的染色体異常試験を実施した.

細胞増殖抑制試験結果を基に，短時間処理路S9処理，同+S9処理ではガイドライン

上定められた最高用量である 5000μglmLまで検討した.

その結果， C.1.フルオレセントプライトナー271処理群の場合， -S9処理において用

量依存性を伴い，統計学的に有意 (p~.025) な染色体構造異常の誘発が認められた(陽

性).+S9処理においては， 1用量のみ統計学的に有意 (p=:;;0.025)な染色体構造異常の

誘発が認められたが，用量依存性は認められず，背景データ (Appendix4)による陰性

対照の基準{直内であったことから陰性と判定した.

-S9処理における陽性反応が弱い反応で、あったことから，長時間処理について評{面す

るため連続処理法24時間処理による試験を追加して実施した.24時間処理では細胞の

増殖が抑制される濃度まで検討した.その結果，用量依存性を伴い，統計学的に有意

(p壬0.025)な染色体構造異常の誘発が認められたが，その誘発頻度は最高で、も 3.0%であ

り，背景データによる陰性対照の基準{直内で、あった.したがって，連続処理法で認めら

れた増加傾向はF刻生反応ではないと判断した.

変異原性の強さに関する相対的比較値である020イ直の最小値は11.6(mglmL) ，τR値の

最大値は0.300とそれぞれ算出された.

なお，数的異常については，いずれの処理法においても統計学的に有意な増加は認め

られなかった.

また，本被験物質 C.1.フルオレセントブライトナー271 (1，4・Benzenedisulfo凶cacid， 

2，2' -[ 1 ，2-ethenediylbis[ (3・s叫fo-4，l・phenylene)加担0・(6・pheno勾r-1，3，5・凶azine-4，2-diyl)加ino]]

bis-，hexasodium salt)の遺伝毒性ならびに発がん性に関する報告は現在まで、ない.

類縁体であるFluorescentbrighten町 24，Fluorescent brighten町 225およびFluorescent

brightener 260 ~こついてはCHL細胞を用いた染色体異常試験， Oon細胞を用いた染色体異

常試験およひ~on細胞を用いた姉妹染色分体交換試験で陰性1)，2)と報告されている.また，

Fluorescent brightener 84についてもCHL細胞を用いた染色体異常試験で陰性1)と報告さ

れている.

なお，陰性対照あるいは陽性対照での染色体異常出現頻度はいずれも当施設での背景

データの範囲内であり，当該試験は適切な条件でなされたと判断された.

以上の試勝吉果から，当該試験条件下においてC.1.フルオレセントプライトナー271

のほ乳類培養細胞に対する染色体異常誘発性は陽性と判定した.ただし， 020値の最小

値は 11.6mglmLであり，染色体異常誘発頻度は最高でも 9.0%であることから，非常に
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自由。ー一 [Short-termtreatment : ーS9]
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Figure 1. Growth inhibi七ionof CHL ce11s七reatedwith 1，4-

Benzenedisulfonic acid，2，2'ー[1，2-e七henediylbis

[(3-sulfo-4，1-phenylene)imino-(6-phenoxy-1，3，5-

triazine-4，2-diyl)imino]]bis-，hexasodium salt 

[Short-term trea七men七]
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~ー [Continuous treatment : 24 h] 
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Figure 2. Grow七hinhibi七ionof CHL cells treated with 1，4-

Benzenedisulfonic acid，2，2'ー[1，2-ethenediylbis

[(3-sulfo-4，1-phenylene)imino-(6-phenoxy-1，3，5-

triazine-4，2-diyl)imino]]bis-，hexasodium salt 

[Continuous treatment] 
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Figure 3. Incidence of stどucturalaberrations induced by 

1，4-Benzenedisu1fonic acid，2，2'ー[1，2-

ethenediylbis[(3-sulfo-4，1-phenylene)imino-(6-

phenoxy-1，3，5-triazine-4，2-diyl)imino]]bis-， 

hexasodium salt [Short-term treatmen七:-S9] 
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~[Short-term treatment : +S9] 
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Figure 4. Incidence of stどucturalaberra七ionsinduced by 

1，4-Benzenedisulfonic acid，2，2'ー[1，2-

ethenediylbis[(3-sulfo-4，1-phenylene)imino-(6-

phenoxy-1，3，5-triazine-4，2-diyl)imino]]bis-， 

hexasodium salt [Short-term treatment:+S9] 
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-<>ー [Continuous treatrnent : 24 h] 
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Figure 5. Incidence of struc七ura1aberra七ionsinduced by 

1，4-Benzenedisu1fonic acid，2，2'ー[1，2-

ethenediy1bis[(3-sulfo-4，1-pheny1ene)imino-(6-

phenoxy-1，3，5-triazine-4，2-diyl)imino]]bis-， 

hexasodium salt [Continuous treatment:24 h] 
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Table 1. Resul七sof growth inhibi七iontest of 1，4-Benzenedisulfonic acid，2，2・一[1， 2-ethenediylbis[ (3-sulfo-4， 1-phenylene) 
imino-(6-phenoxy-1，3，5-triazine-4，2-diyl)imino]]bis-，hexasodium salt [8hort-term treatment] 

[ 8hort-term treatment : -89] 

Compound Dose(llg/mL) Rela七ive [ Mean 
cell grow七h(毛)

1，4-Benzenedisulfonic o a) 100.0 [ 100.0] 
acid，2，2'一[1， 2-ethene- 100.0 
diylbis[ (3-sulfo-4， 1-
phenylene)iminoー(6- 9.77 108.4 [ 108.3] 
phenoxy-1，3，5-triazine- 108.2 
4，2-diyl)imino]]bis-， 
hexasodium salt 19.5 99.4 [ 100.9] 

102.3 

39.1 101. 6 [ 103.4] 
105.2 

78.1 109.7 [ 109.3] 
108.9 

156 97.7 95.6 ] 
93.4 

313 92.2 92.5 ] 
92.7 

625 91. 3 91. 2 ] 
91. 0 

1250 86.0 84.7 ] 
83.4 

2500 77.4 78.7 ] 
79.9 

5000 70.3 69.7 ] 
69.0 

50毛 Growthinhibition dose was as follows: 
[ 8hort一七ermtreatment : -89] ーー一一一.>5000(llg/mL) 
[ 8hort一七ermtreatment : +89] 一一一一 4739(阿 /mL)
a): Negative control (8aline， 100 llL/mL) 

[ 8hort-term treatment : +89] 

Compound Dose(llg/mL) Rela七ive [ Mean 
cell grow七h(宅)

1，4-Benzenedisulfonic o a) 100.0 [ 100.0] 
acid，2，2・ー[1， 2-ethene- 100.0 
diylbi~ (3-sulfo-4，1-
phenylene)imino-(6- 9.77 100.4 99.2 ] 
phenoxy-1，3，5-triazine- 98.0 
4，2-diyl)imino]]bis-， 
hexasodium salt 19.5 90.4 90.9 ] 

91. 3 

39.1 87.1 87.1 ] 
87.0 

78.1 90.9 91. 0 ] 
91. 0 

156 84.8 91. 4 ] 
98.0 

313 100.2 [ 100.3] 
100.4 

625 93.5 96.6 ] 
99.6 

1250 85.7 81. 8 ] 
77.8 

2500 71. 3 69.6 ] 
67.8 

5000 52.6 51. 3 ] 
50.0 
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Table 2. Results of growth inhibition tes七 of1，4-Benzenedisulfonic acid，2，2'一[1， 2-ethenediylbis[ (3-sulfo-4， 1-phenylene) 
iminoー(6-phenoxy-1，3，5-triazine-4，2-diyl)imino]]bis-，hexasodiumsalt [Con七工nuoustreatment] 

[ Con七inuoustreatment : 24 ~ 

Compound Dose(llg/mL) Relative [ Mean 
cell growth(毛)

1，4-Benzenedisulfonic o a) 100.0 [ 100.0] 
acid，2，2'一[1， 2 -ethene- 100.0 
diylbis[ (3-sulfo-4， 1-
phenylene)iminoー(6- 9.77 102.7 [ 102.8] 
phenoxy-1，3， 5-triazine- 102.8 
4，2-diyl)imino]]bis-， 
hexasodium salt 19.5 97.7 99.1 ] 

100.5 

39.1 102.0 [ 102.3] 
102.5 

78.1 101.1 [ 100.4] 
99.6 

156 99.5 93.8 ] 
88.0 

313 80.8 80.9 ] 
81.0 

625 72.3 72.6 ] 
72.8 

1250 60.8 59.9 ] 
58.9 

2500 53.6 53.2 ] 
52.8 

5000 30.8 31. 7 ] 
32.6 

50毛 Growthinhibition dose was as follows: 
[Continuous treatment : 24 h] 一一一一一 2150 (llg/mL) 
a): Negative control (Saline， 100 llL/mL) 
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Table 3. Chromosome aberration七estin CHL cells treated with 1，4-Benzenedisulfonic acid，2，2'一[1，2-ethenediylbis 
[ (3-sulfo-4，1-phenylene)imino-(6-phenoxy-1，3，5-triazine-4，2-diyl)imino]] bis-，hexasodium salt 
[ Shor七-termtreatment :ーS9]

T工me Relative Number Number of cells with Number of Number of Number of 
Compound Dose of cell of structural aber工ations cells wi七h cells polyploid 

(llg/mL) exposure growth cells aberrations analyzed cells 
(h) (毛) analyzed gap ctb cte csb cse oth -gap(毛) for polyploid (毛)

1，4-Benzenedisulfonic o a) 6 100.0 200 2 1 。。。。1 ( 0.5) 非 200 o ( 0.0) 
acid，2，2'ー[1， 2-ethene-
diylbis[ (3-sulfo-4， 1- 1250 6 87.4 200 3 4 l 。。。5 ( 2.5) 200 o ( 0.0) 
phenylene)imino-(6-
phenoxy-1，3，5-七どiazine- 2500 6 72.4 200 8 7 1 。。。8 ( 4.0) * 200 o ( 0.0) 
4，2-diyl)imino]]bis-， 
hexasodium salt 5000 6 82.3 200 5 16 3 。。。18 ( 9.0) * 200 o ( 0.0) 

MMC b) 0.1 6 102.2 200 9 28 70 。 1 。85 ( 42.5) * 200 o ( 0.0) 

Abbreviation: ctb; chromatid break， c七e: chroma七idexchange， csb: chromosome break， cse: chromosome exchange， oth: others 
-gap: total number of cells with aberrations except gap 
持:p三0.025Significant difference by trend test (Cochran-Armitage trend test) 
* :p三0.025Significant difference from control (Fisher's exact test) 
a): Negative control (Saline， 100 llL/mL) 
b): Positive control (Mitomycin C) 
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Table 4. Chromosome aberration test in CHL cells七reatedwith 1，4-Benzenedisulfonic acid，2，2'一[1，2-ethenediylbis 
[ (3-sulfo-4，1-phenylene)imino-(6-phenoxy-1，3，5-triazine-4，2-diyl)imino]] bis-，hexasodium salt 
[ Short-term treatment : +S9] 

Time Rela七ive Number Number of cells with Number of Number of Number of 
Compound Dose of cell of structural aberrations cells with cells polyploid 

(llg/mL) exposure growth cells aberrations analyzed cells 
(h) (宅) analyzed gap ctb cte csb cse oth -gap(毛) for polyploid (宅)

1，4-Benzenedisulfonic o a) 6 100.0 200 。。。。。。o ( 0.0) 200 1 ( 0.5) 
acid，2，2・ー[1， 2-ethene-
diylbis[ (3-sulfo-4， 1- 1250 6 84.0 200 1 。。。。。o ( 0.0) 200 o ( 0.0) 
phenylene)imino-(6-
phenoxy-1，3，5-triazine- 2500 6 75.0 200 1 2 4 。。。6 ( 3.0) * 200 2 ( 1. 0) 
4，2-diyl)imino]] bis-， 
hexasodium sal七 5000 6 60.2 200 1 。 3 。。。3 ( 1. 5) 200 1 ( 0.5) 

CP b) 12.5 6 93.2 200 4 13 42 。。。54 ( 27.0) * 200 o ( 0.0) 

Abbreviation: ctbi chromatid break， cte: chroma七idexchange， csb: chromosome break， cse: chromosome exchange， oth: others 
-gap: total number of cells with aberra七ionsexcept gap 
決 :p~0.025 Significant difference from con七rol (Fisher's exact test) 
a): Negative control (Saline， 100 llL/mL) 
b): Positive control (Cyclophosphamide) 
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Chromosome aberration test in CHL cells七reatedwith 1，4-Benzenedisulfonic acid，2，2'一[1，2-ethenediylbis 
[ (3-sulfo-4，1-phenylene)irninoー(6-phenoxy-1，3，5-triazine-4，2-diyl)imino]]bis-，hexasodium salt 
[Continuous treatrnent : 24 h] 

Tirne Relative Nurnbeど Nurnber of cells with Nurnber of Nurnber of Nurnber of 
Compound Dose of cell of structural aberrations cells with cells polyploid 

(p.g/mL) exposure grow七h cells aberra七ions analyzed cells 
(h) (毛) analyzed gap ctb cte csb cse oth -gap(宅) for polyploid (老)

1，4-Benzenedisulfonic o a) 24 100.0 200 。。。。。。o ( 0.0) 持 200 o ( 0.0) 
acid，2，2'ー[1， 2-ethene-
diylbi~ (3-sulfo-4，1- 78.1 24 87.5 200 2 1 。。。。1 ( 0.5) 200 o ( 0.0) 
phenylene)irnino-(6-
phenoxy-1，3，5-七riazine- 156 24 61. 3 200 2 3 。。。。3 ( 1. 5) 200 2 ( 1. 0) 
4，2-diyl)imino]]bis-， 
hexasodium salt 313 24 51. 0 200 4 3 3 。。。6 ( 3.0) * 200 1 ( 0.5) 

625 24 46.8 200 3 3 l 。。。4 ( 2.0) 200 o ( 0.0) 

1250 24 47.9 NE e) 

MMC b) 0.05 24 92.2 200 5 18 41 。。。53 ( 26.5) * 200 1 ( 0.5) 

Abbreviation: c七b; chromatid break， cte: chrornatid exchange， csb: chrornosome break， cse: chrornosorne exchange， O七h: others 
-gap: total nurnber of cells with aberrations except gap 
持:p三0.025Significant difference by trend test (Cochran-Arrnitage trend test) 
* :p三0.025Significant difference from control (Fisher's exact tes七)
a): Negative control (Saline， 100 p.L/rnL) 
b): Positive control (Mitomycin C) 
e): Not exarnined 
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