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要約

ラウリルリン酸ナトリウムの染色体異常誘発能の有無を検討するため、チャイニーズ・ハム

スター培養細胞 (CHL/lU)を用いて染色体異常試験を実施した。

初めに、最高用量を毒性試験ガイドラインに定められた 10mMに相当する 2880μg/mLとし

て、細胞増殖抑制試験を実施した。被験物質は染色体異常試験に推奨されている全ての溶媒に

対して不溶であったため、 0.5w/v%カルボ、キシメチルセルロースナトリウム水溶液に懸濁して

試験を実施した。その結果、短時間処理法では 360μg/mL以上の用量で、連続処理法では 180

μg/mL以上の用量で、それぞれ被験物質と推測される物質が細胞密度測定用標本のプレート底

面へ固着したため、単層培養細胞密度計(モノセレータ)を用いての細胞密度測定において信

頼出来る 50%細胞増殖抑制濃度(概略値)が算出できなかったo しかし、細胞状態の観察にお

いては、これらの用量では細胞毒性が認められたことから、最高用量を固着した物質によって

染色体異常観察用標本の作製及び観察が妨げられる可能性が少なく、かつ細胞毒性が確認され

た最低濃度と定め、短時間処理法では 360μg/mLを、連続処理法では 180μg/mLを最高用量

として、以下公比 2で希釈した各 4試験用量を設定し染色体異常誘発能を検討した。

染色体異常試験の結果、短時間処理法の代謝活性化においては構造異常及び数的異常(倍数

体)の出現率は増加しなかった。短時間処理法の非代謝活性化においては構造異常の出現率は

増加しなかったが、数的異常(倍数体)の出現率にわずかな増加が認められた。これに対して、

連続処理法では、 24時間処理及び 48時間処理ともに構造異常の出現率は増加しなかったが、

数的異常(倍数体)の用量依存的な著しい出現率の増加が認められた。なお、観察細胞の 20%

に倍数体が認められる用量であるPD20値は24時間処理では1.02mg/mL、48時間処理では0.03

mg/mLであったロ各処理法ともに陰性及び陽性対照における構造異常の出現率は各々陰性及び

陽性の判定基準内にあり、さらに試験施設の背景値と同様であった。また、陰性対照群におけ

る数的異常(倍数体)の出現率は各々陰性の判定基準内にあり、さらに試験施設の背景値と同

様で、あったo 従って試験は適切に実施されたものと考えられる。

以上の結果から、ラウリルリン酸ナトリウムは、本試験条件下において染色体の構造異常の

誘発能を有さないが、数的異常(倍数体)の誘発能を有すると判定した。
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緒言

厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室の依頼により、ラウリルリン酸ナトリ

ウムの安全性試験の一環として、ほ乳類の培養細胞 (CHL江U)を用いる染色体異常試験を実施

したので、その成績を報告する。
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詰験材料及び方法

1. 被験物質及び媒体

1) 被験物質

被験物質は厚生労働省医薬食品局審査管理課より供給された。被験物質情報 (Attached

Data 1-3)及び安定性情報 (AttachedData 4)は より提供さ

れた。なおこれらの情報は

ものである。

における非 GLP下での分析に基づく

供給者

製 造 者

名 称、

CAS番号

構造式

又は示性式

性 状

分子量

ロット番号

保存方法

安 定 性

取り扱い上の

注意

保存場所

返 却

2) 媒体

名 称

ロット番号

厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室

ラウリルリン酸ナトリウム

Phosphoric acid， dodecyl ester， sodium salt 

50957・96・5

CH3(CH2)nP03 OHNa <C12H26Na04P) 

白色粉末、わずかに特異なにおいがある。

288.30 

室温(保存期間中の実測値:8 t.......28 OC)、密封

実験終了後の被験物質を分析した結果、品質には問題なく、

安定であることを確認した (AttachedData 4)。

作業場の換気を十分に行い、保護眼鏡、保護手袋等の適切な保

護具を着用し、直接の接触を防いだ。取り扱い後は、手、顔等

を良く洗い、うがいをした。

御殿場研究所被験物質保存室及び変異原室

被験物質の残量は、すべての関連試験終了後に試験委託者に返

却した。

カルボキシメチルセノレロースナトリウム

2115 
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規 格

製 造 7G 

保 存 方 法

保 存 場 所

溶媒の選択理由

2.被験液の調製

1) 調製方法

(1) 細胞増殖抑制試験

M・1148

日本薬局方

丸石製薬株式会社

室温

御殿場研究所第 1研究棟被験物質調製室

供試前の媒体検討の結果、被験物質は注射用水、エタノール、

DMSO及びアセトンに不溶で、あったため、 0.5w/v%カルボ、キシ

メチルセルロースナトリウム水溶液を溶媒として懸濁した。

被験物質 0.2880gを 10mLメスフラスコに秤取した。溶媒で懸濁した後に、メスア

ップして最高濃度の 28.8mg/mL溶液(プレートに0.50mL添加した際の最終濃度:2880

問 /mL)を調製した。次し、で、 28.8mg/mL懸濁液を公比 2(各濃度の被験液 5mL:溶

媒 5mL)で順次 7段階希釈し、 14.4、 7.20、3.60、1.80、0.90、0.45及び0.23mg/mL 

の8濃度段階の被験液を調製した。

(2) 染色体異常試験

短時間処理法では、被験物質 0.2880gを 10mLメスフラスコに秤取した。溶媒で懸

濁した後に、メスアップして最高濃度の 28.8mg/mL懸濁液(プレートに 0.50mL添加

した際の最終濃度:2880μg/mL)を調製した。次いで、 28.8mg/mL懸濁液を公比 2(各

濃度の被験液 5mL:溶媒 5mL)で順次 7段階希釈し、 14.4， 7.20、3.60、1.80、0.90、

0.45及び 0.23mg/mLの8濃度段階の被験液を調製した。このうち 3.60、1.80、0.90、

0.45及び0.23mg/mLの5濃度の被験液を試験に用いた。

連続処理法では、被験物質 0.2880gを 10mLメスフラスコに秤取した。溶媒で懸濁

した後に、メスアップして最高濃度の 28.8mg/mL懸濁液(プレートに 0.50mL添加し

た際の最終濃度:2880μg/mL)を調製した。次いで、 28.8mg/mL懸濁液を公比 2(各

濃度の被験液 5mL:溶媒 5mL)で順次8段階希釈し、 14.4、 7.20、3.60、1.80、0.90、

0.45、0.23及び 0.11mg/mLの9濃度段階の被験液を調製した。このうち1.80、0.90、

0.45、0.23及び0.11mg/mLの5濃度の被験液を試験に用いた。

2) 保存方法

被験液は用時に調製し、保存は行わなかった。
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3) 安定性

被験物質に O.5w/v%カルボキシメチノレセノレロースナトリウム水溶液を添加した際に、発

泡が認められたが、発熱、吸熱及び色調などの変化は認められなかった。

3. 対照物質

1) 陰性対照

溶媒の O.5w/v%カノレボキシメチノレセルロースナトリウム水溶液を陰性対照物質とした。

名 称 カルボキシメチノレセルロースナトリウム

ロット番号 2115 

規 格 日本薬局方

製 造 フE 丸石製薬株式会社

保 存 方 法 室温

保 存 場 所 御殿場研究所第 1研究棟被験物質調製室

2) 陽性対照

(1) 陽性対照物質として、代謝活性化ではシクロフォスフアミドを、非代謝活性化では

マイトマイシンCを用いた。

名 称 シクロフォスフアミド(以下 CPと略記する)

ロット番号 CKP7428 

製 造 フE 和光純薬工業株式会社

純 度 生化学用 (97.0%以上)

保存方法 冷蔵、遮光

保存場所 御殿場研究所変異原室発癌性物質冷蔵保存庫

名 称 マイトマイシン C (以下 MMCと略記する)

ロット番号 416ACG 

製 造 フE 協和醗酵工業株式会社

力 価 2mg (力価)I瓶

保存方法 室温、遮光

保存場所 御殿場研究所変異原室発癌性物質室温保存庫

-13-
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(2) 調製方法

CPをプラスチック遠沈管 (50mL)に0.0140g秤取した。これに生理食塩液(日本

薬局方、株式会社大塚製薬工場、 K4A96)を20.0mL加えて溶解し 0.70mg/mL溶液(培

養液 4.9mLに0.1mLを加えた時の最終濃度:14μg/mL)を調製した。

MMCの 2mg充填パイアルに生理食塩液(日本薬局方、株式会社大塚製薬工場、

K4A96)を注射筒で 2mL加えて溶解した(1.00mg/mL)。次にこの溶液を公比 20で

順次 2段階希釈(溶液 0.25mL:生理食塩液 4.75mL)し、 0.0500及び 0.00250mg/mL 

の溶液を調製した(培養液 4.9mLに0.00250mg/mL溶液を 0.1mL加えた。この時の

最終濃度は 0.05μg/mL)。

なお、調製は用時とし、残余液はすべて発癌物質として処分した。

(3)陽性対照物質の選択理由

毒性試験法ガイドラインに使用が推奨されていること及び水溶性で調製が比較的容易

であることから CP及びMMCを選択した。

4. 使用細胞株

1) 供試ほ乳類培養細胞

細胞は、チャイニーズ・ハムスターの肺由来線維芽細胞 (CHLlIU)を用いた。入手後液

体窒素で凍結保存していた細胞を融解後、継代培養して試験に用いた。

2) 入手先及び入手年月日

元株細胞は、 2001年 12月 26日にヒューマンサイエンス研究資源パンクから入手した。

入手後、継代数の少ない細胞をジメチノレスノレホキシド (DMSO、ロット番号 KSH7174、

試薬特級 99%以上、和光純薬工業株式会社)を 10vol%添加した培養液に懸濁し、液体窒

素中で保存した。この保存細胞を融解後、継代培養し細胞の性状検査を実施して性状など

が適正であることを確認した後に試験に使用した。使用時の細胞継代数は、細胞増殖抑制

試験で23継代、染色体異常試験では短時間処理法で5継代、連続処理法で9継代で、あった。

また、元株細胞はマイコプラズ、マ陰性であることが入手時の情報で確認されている。

3) 細胞の選択理由

染色体数が少なく比較的大型で染色体異常の観察に適すること、自然発生の染色体異常

出現率が低いこと、種々の化学物質に対して感受性が高いこと、パックグラウンドデータ

が豊富であることなどの理由から本細胞を選択した。

』
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4) 染色体構成

試験に使用した細胞は性状検査において 70%の細胞が染色体数 25本を示し、モードは

25本で適切であった。

5) 増殖様式

試験に使用した細胞は、プレート上で単層状に増殖し、倍加時間は細胞増殖抑制試験に

用いた細胞では 18.6時間、染色体異常試験に用いた細胞では 19.0時間で、あった。これら

は入手時の特性(単層状に増殖、倍加時間 18--20時間)と同様であり適切な増殖様式であ

った。

6) 培養液

培養液はMinimumEssential Medium (GIBCO剛、 Cat.No.11095・080、 Invitrogen 

Co.)を購入して用いたロこれに温度 56tで 30分間非働化した仔牛血清を 10vol%添加し

て培養液を調製した。

7) 培養条件

炭酸ガス培養装置を用い、 C02濃度 5% 温度 37tの高湿度条件下で培養し、 1--4日ご

とに継代培養した。

8) 細胞の保存

培養液に 10vol%ジメチルスルホキシド (DM80、JI8規格試薬特級 99%以上、和光純

薬工業株式会社)を加え、液体窒素中で保存した。

5. 89 mix及び培養液

1) 89 mix 

89 mixは、オりエンタノレ酵母工業株式会社より 891コファクターCセット(ロット番号

C040806051) を購入し、用時に調製を行った。なお、製品分析書に記載された 89及び

コファクターCについての詳細情報及び保存条件を以下に記載した。

(1) 89 

名 称 89 

ロット番号 04080605 

製 造 日 2004年 8月 6日

種 . 系統 ラット・ 8D系

性 雄

週 齢 7週齢
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体重:212.4:!::9.5 g 

誘導物質: フェノパルピターノレ (PB) と5，6.ベンゾフラボン (BF)

投 与 法:腹腔内投与

投与期間及び投与量

PB 4日間 30+60+60+60mglkg body weight 

BF 1日 80mglkg body weight 

保存方法 冷凍 (-800C)

使用期 限 2005年 2月 5日

保存場所 御殿場研究所変異原室超低温フリーザー

(2) 補酵素

名 称 コファクターC

ロット番号 C04080305 

製 造 日 2004年 8月 3日

保 存 方 法 冷凍(-800C) 

使 用 期 限 2005年 2月 2日

保存場所 御殿場研究所変異原室超低温フリーザー

(3) S9 mixの組成

S9 2mL 

補酵素 4.7mL 20mmol/L HEPES緩衝液(pH7.2) 1.34 mL 

50mmollL塩化マグネシウム水溶液 0.67 mL 

330mmo阻J 塩化カリウム水溶液 0.67 mL 

50mmollL グルコース-6-リン酸水溶液 0.67 mL 

40mmoνL 酸化型ニコチンアミド・アデ、ニン

ジヌクレオチドリン酸(NADP)水溶液 0.67 mL 

精製水 0.67 mL 

2) 培養液

Invitrogen Corporationより購入した MinimumEssential Medium (MEM、GIBCO加、

Cat.No.11095・080) に、 LifeTechnologies Inc.より購入し非働化 (560C，30分)した仔

牛血清(CS)を 10vol%添加して調製した培養液(CS.MEM)を用いた。 調製後の CS-MEM

は冷蔵保存した。

au 
司
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(1)仔牛血清

名 称 Calf serum (CS) 

ロット番号 364570 

製 造 フE Life Technologies Inc_ 

保 存 方 法 冷凍 ( -800C) 

保 存 場 所 御殿場研究所変異原室超低温フリーザー

(2) Minimum Essential Medium (MEM) 

ロット番号 1227683 

製 造 フE Invitrogen Corporation 

保存 方法 冷蔵

保存 場所 御殿場研究所変異原室冷蔵庫

6. 試験方法ト4)

試験は以下のステージ順に実施した。

1.細胞増殖抑制試験 短時間処理法・連続処理法

2.染色体異常試験 短時間処理法

連続処理法

1) 識別方法

(1) 細胞増殖抑制試験

代謝活性化

非代謝活性化

24時間処理

48時間処理

M-1148 

短時間処理法では代謝活性化を f+ J、非代謝活性化を f-Jとし、連続処理法では

24時間処理を f24-J、48時間処理を f48-Jとした。更にこれに続けて陰性対照を fNCJ、

被験物質処理群を濃度の高い方から flJ、 f2J、 f3J、・・・の枝番号を明記したラベ

ノレを使用機材等に貼付して識別した。

(2) 染色体異常試験

細胞増殖抑制試験と同様に番号を明記したラベルで識別した。ただし、陽性対照

(Positive Control)は fPCJとした。染色体標本は、試験番号と処理内容をランダム

にコード化した f01J'"'-' f99Jまでの 2桁の番号及びスライド枝番号を明記したラベル

を使用機材等に貼付して識別した。

2) 細胞増殖抑制試験

染色体異常試験における被験物質の処理濃度を設定するための予備試験として実施し
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た。 いずれの処理法においても最高濃度を 2880μg/mL(10 mM相当)とし、以下公比

2で希釈した 1440、720、360、180、90.0、45.0及び 23.0μg/mLの計 8濃度を設定し、

これに陰性対照を設けた白また、短時間処理法では代謝活性化と非代謝活性化で試験を

実施した。

(1) 短時間処理法

シャーレはγ線滅菌済プラスチックプレート(直径 60mm)を2枚とし、シャーレ 1

枚当たり 2XI04個の細胞(培養液 5.0mL)を播種し 3日間培養した後、細胞に異常の

ないことを倒立位相差顕微鏡で観察し確認してから、代謝活性化では陰性対照について

は、培養液1.333mLを取り除き、 S9mix 0.833 mL及び0.5w/v%カルボキシメチルセ

ルロースナトリウム水溶液0.50mLを加えた。被験物質処理群については、培養液1.333

mLを取り除き、 89mix 0.833 mL及び各濃度の被験液 0.50mLを加えた白非代謝活性

化では、陰性対照については、培養液 0.50mLを取り除き、 0.5w/v%カノレボキシメチル

セルロースナトリウム水溶液 0.50mLを加えた。被験物質処理群については、培養液 0.50

mLを取り除き、各濃度の被験液 0.50mLを加えた。各群ともに添加後 6時間培養し、

細胞を生理食塩液で洗浄し、新しい培養液 5.0mLを加えて更に 18時間培養した。培養

終了後、培養液を取り除き生理食塩液で細胞を洗浄して 10%ホルマリン液で固定し、

0.10/0クリスタルバイオレット溶液で染色した。単層培養細胞密度計(モノセレー夕、オ

リンパス光学工業株式会社)を用いて細胞の染色の濃淡から細胞密度を測定し、陰性対

照の値を 100%として 50%細胞増殖抑制濃度(概略値)を求めた。また、 6時間の被験

物質処理終了時及び 18時間の培養終了時に、肉眼で析出の有無及び培養液の色を確認し、

更に細胞の状態を倒立位相差顕微鏡で観察し確認した(培養終了時の結果は、参考デー

タとした)。加えて、細胞密度測定用標本における細胞の状態を倒立位相差顕微鏡で観

察し確認した。

(2) 連続処理法

短時間処理法と同様に細胞を播種し 3日間培養した後、細胞に異常のないことを倒立

位相差顕微鏡で観察し確認してから、培養液 0.50mLを取り除き、陰性対照については

0.5w/v%カルボキシメチルセルロースナトリウム水溶液 0.50mLを 被験物質処理群に

ついては、各濃度の被験液 0.50mLを加え、 24時間あるいは 48時間培養を続けた。培

養終了後、短時間処理法と同様に培養液の色、細胞の状態及び析出の有無を観察した後

に、洗浄、固定、染色し、 50%細胞増殖抑制濃度(概略値)を求めた。加えて、細胞密

度測定用標本における細胞の状態を倒立位相差顕微鏡で観察し確認した。
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3) 染色体異常試験

(1) 用量設定の根拠

細胞増殖抑制試験においては、短時間処理法及び連続処理法ともに 180同 /mL以上で

細胞密度測定用標本に被験物質と推測される物質がプレート底面へ固着し、その結果、

定法通りの単層培養細胞密度計(モノセレータ)を用いての細胞密度測定と 500/0細胞増

殖抑制濃度(概略値)の算出が出来なかった。しかし、倒立位相差顕微鏡で細胞の培養

状態を観察した結果、短時間処理法の代謝活性化及び連続処理法では 90同ImLで、短

時間処理法の非代謝活性化では 45μg/mLで細胞毒性が確認された。また、単層培養細

胞密度計(モノセレータ)用の標本を倒立位相差顕微鏡で観察した結果、短時間処理法

では 720問 ImL以下で、連続処理法では 90μg/mLで細胞毒性が確認された。そこで、

染色体異常試験の最高用量を、固着した物質によって染色体異常観察用標本の作製及び

観察が妨げられる可能性が少なく、かつ細胞状態の観察において細胞毒性が確認された

最低濃度と定め、短時間処理法では 360μg/mLを、連続処理法では 180μg/mLを最高

用量として以下一定の公比で希釈した各 4試験用量を設定した。また、いずれの場合も

これに陰性対照群及び陽性対照群を設けた。

(2) 短時間処理法

シャーレはγ線滅菌済プラスチックプレート(直径 60mm)を4枚とし、シャーレ 1

枚当たり 2X104個の細胞(培養液 5.0mL)を播種し 3日間培養した後、細胞に異常の

ないことを倒立位相差額微鏡で観察し確認してから、代謝活性化では、陰性対照につい

ては、培養液1.333m.Lを取り除き、 S9m江 0.833mL及び0.5w/v%カノレボキシメチル

セルロースナトリウム水溶液0.50mLを加えた白被験物質処理群については培養液1.333

mLを取り除き、 89mix 0.833 mL及び各濃度の被験液0.50mLを加えた。陽性対照に

ついては培養液 0.933mLを取り除き、 89mix 0.833 mL及び CP0.1 mLを加えた。非

代謝活性化では、陰性対照については培養液 0.50mLを取り除き、 0.5w/v%カルボキシ

メチルセルロースナトリウム水溶液 0.50mLを加えた。被験物質処理群については培養

液 0.50mLを取り除き、各濃度の被験液 0.50mLを加えた。陽性対照については培養液

0.1 mLを取り除き、l¥1I¥1C0.1 mLを加えた。各群ともに添加後 6時間培養し、細胞を

生理食塩液で洗浄し、新しい培養液 5.0mLを加えて更に 18時間培養した。なお、染色

体観察用標本作製に際しては、細胞分裂を分裂中期で停止させるため標本作製約 2時間

前にコルセミド 0.1mL (最終濃度:0.2μg/mL)を加えた白培養終了後、 0.25%トリプ

シン溶液で単離した細胞を遠心分離し、 0.075M塩化カリウム溶液で低張処理し、メチル

-19一



M-1148 

アルコール:酢酸=3: 1液で固定した。スライドガラス 1枚につき 2箇所に固定した細

胞を滴下し、空気乾燥後 2%ギムザ液で染色標本を作製した。染色体観察用標本は、 1枚

のシャーレから 2枚作製した白各処理群で残る 2枚のシャーレは、細胞増殖抑制試験に

準じ洗浄、固定、染色し、単層培養細胞密度計を用いて細胞密度を測定した。また、 6

時間の被験物質処理終了時及び 18時間の培養終了時に、細胞増殖抑制試験と同様の方法

で、析出の有無、培養液の色及び細胞の状態を確認した。

(3) 連続処理法

短時間処理法と同様に細胞を播種し 3日間培養した後、細胞に異常のないことを倒立

位相差顕微鏡で観察し確認してから、陰性対照については、培養液0.50皿Lを取り除き、

0.5w/v%カルボ、キシメチノレセルロースナトリウム水溶液 0.50mLを加えた。被験物質処

理群については、培養液 0.50mLを取り除き、各濃度の被験液 0.50mLを加えた。陽性

対照については培養液 0.1mLを取り除き、 MMC0.1 mLを加えた。各群ともに添加後

24時間あるいは 48時間培養を続けた。なお、染色体観察用標本は短時間処理法と同様

に作製した。各処理群で残る 2枚のシャーレは、細胞増殖抑制試験に準じて洗浄、固定、

染色し、単層培養細胞密度計を用いて細胞密度を測定した。また、被験物質処理終了時

に、細胞増殖抑制試験と同様の方法で、析出の有無、培養液の色及び細胞の状態を確認

した。

4) 標本の観察

各濃度当たり 200個(シャーレ当たり 100個)のよく広がった分裂中期像について、構

造異常の種類と異常を持つ細胞の数を記録した。同時に数的異常(倍数体)の数も記録し

た白染色体数 46本以上を持つ細胞を倍数体とし、 8倍体も観察対象として含め、その出現

数を記録した。なお、客観的な観察を行うため染色体観察用標本はすべて盲検法により観

察したロ

5)染色体異常の分類

染色体異常は構造異常と数的異常に大別し、構造異常は更に以下のように定義・分類

した。

(1)構造異常

染色体構造が、その細胞が本来持っている固有の構造(核型)と異なる場合を構造異常

と定義した。

ギャップ(g) :染色分体型(ctg)及び染色体型(csg)を含むギャップとは染色

体又は染色分体の同軸上に断片がある(非染色部分が染色
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分体の同軸上にある)ものであって、その長さが染色分体

の幅以下で明陳な非染色部位が認められるものと定義し

た。

染色分体型切断(ctb):切断とは断片が染色分体の同軸上からはずれているもの

及び非染色部位が染色分体の同軸上にあってもその長さ

が染色分体の幅以上に離れているものと定義した。

染色分体型交換(cte): 四放射状交換など。

染色体型切断(csb) : 断片が染色体の同軸上からはずれており動原体が認めら

れないもの及び非染色部位が染色体の同軸上にあっても

その長さが染色分体の幅以上に離れているものと定義し

た。

染色体型交換(cse)

その他(other)

(2)数的異常

二動原体染色体、環状染色体など

断片化(仕g)他

染色体数が、その細胞が本来持っている固有の数(二倍体)と異なり倍化した場合

を数的異常と定義した。

倍数体 : polyploid (核内倍加体:endoreduplicationを含む)

6) 判定基準

2枚のシャーレ間で異常細胞の出現率に著しいぱらつきがないこと、陰性対照で異常細

胞の出現率が 5%未満であること、陽性対照でギャップ以外の異常細胞の出現率が 10%以

上であること、被験物質処理群の 3用量以上における染色体標本の評価が可能であること

及び培養条件など試験環境に異常が認められないことを本試験の成立条件とした。

石館らの判定基準 1，2，3)に従い、各試験群の異常細胞の出現率に対して以下のような判定

基準を設けた。

異常細胞の出現率

5%未満

判定基準

陰性(一)

5%以上 10%未満 疑陽性(:t) 

10%以上 陽性(+) 

染色体構造異常を有する細胞の総出現率はギャップを含む場合(TAG)と含まない場合

(TA)について集計し、ギャップを含まない場合について判定を行った。異常細胞の出現に
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用量依存性又は再現性が認められた場合を陽性と判定した 2，3，4)。

なお、判定に際しては統計学的手法を用いなかったo
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首験結果

1 細胞増殖抑制試験

1) 短時間処理法

短時間処理法における代謝活性化の結果を Fig.1-1及びTable1・1に、非代謝活性化の

結果を Fig.2-1及びTable1・2に示した。

(1) 50%細胞増殖抑制濃度

代謝活性化及び非代謝活性化ともに 180μg/mL以上の濃度で、被験物質と推測される

物質が細胞密度測定用標本のプレート底面へ固着したため、 360μg/mL以上では単層培

養細胞密度計(モノセレータ)を用いての細胞密度測定において信頼出来る測定値が得

られず、正確な 50%細胞増殖抑制濃度(概略値)の算出が出来なかった。

(2) 被験物質処理終了時の培養細胞の観察

代謝活性化では 90μg/mLで、非代謝活性化では 45μg/mL以上で細胞毒性が認められ

た。また、非代謝活性化では 720μg/mL以上で培養液が乳赤色の色調変化を示した。さ

らに、代謝活性化及び非代謝活性化ともに、 1440μg/mL以上で被験物質の析出が認めら

れた。なお、標本作製前の細胞状態の観察においては、代謝活性化では 45μg/mL以上

で、非代謝活性化では 90μg/mLで細胞毒性が観察された。また、細胞密度測定用標本

の細胞状態の倒立位相差顕微鏡による観察においては、代謝活性化では 180μg/mL以上

で、非代謝活性化では 90問 /mL以上で細胞毒性が認められた。さらに、代謝活性化及

び非代謝活性化ともに 90問 /mL以上で、被験物質と推測される膜状の物質がプレート

底面の一部または全面に、用量の増加に伴って薄くから厚く固着しているのが観察され

た。

2) 連続処理法

連続処理法における 24時間処理の結果を Fig.3-1及びTable1・3に、 48時間処理の結

果を Fig.4・1及びTable1-4に示した。

(1) 50%細胞増殖抑制濃度

24時間処理及び48時間処理ともに 180μg/mL以上の濃度で、被験物質と推測される

物質が細胞密度測定用標本のプレート底面へ固着したため、 24時間処理では 90μg/mL

以上で、 48時間処理では 360μg/mL以上で単層培養細胞密度計(モノセレータ)を用

いての細胞密度測定において信頼出来る測定値が得られず、正確な 50%細胞増殖抑制濃

度(概略値)の算出が出来なかった。
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(2) 被験物質処理終了時の培養細胞の観察

24時間処理及び 48時間処理ともに 90μg/mL以上で細胞毒性が認められ、 720μg/mL

以上で培養液の乳赤色化が認められた。また、 24時間処理及び48時間処理ともに、 1440

μg/mL以上で被験物質の析出が認められた。なお、細胞密度測定用標本の細胞状態の倒

立位相差顕微鏡による観察においては、 24時間処理及び 48時間処理ともに 90μg/mL

以上で細胞毒性が認められ、被験物質と推測される膜状の物質がプレート底面の一部ま

たは全面に、用量の増加に伴って薄くから厚く固着しているのが観察された。

2. 染色体異常試験

細胞増殖抑制試験では 被験物質と推測される物質がプレート底面へ固着したため単層

培養細胞密度計(モノセレータ)を用いての細胞密度測定が行えず、 500/0細胞増殖抑制濃

度(概略値)を基準とした染色体異常試験における用量の設定が出来なかった。そこで、

染色体異常試験の最高用量を、固着した物質によって染色体異常観察用標本の作製及び観

察が妨げられる可能性が少なく、かっ細胞状態の観察において細胞毒性が確認された用量

よりも高い用量と定め、短時間処理法では 360μg/mLを、連続処理法では 180μg/mLを

最高用量として、以下公比 2で希釈した各 4試験用量を設定し染色体異常誘発能を検討し

た。

短時間処理法の結果を Fig.1.2、2・2、Table1.1、1-2、2-1及び2・2に、連続処理法の結

果を Fig.3-2、4・2、 Table 1-3、1・4、2・3及び2・4に示した。

1) 被験物質処理終了時の培養細胞の観察

短時間処理法では、代謝活性化及び非代謝活性化ともに 180μg/mL以上で被験物質と推

測される物質がプレート底面へ固着し、細胞の状態が観察出来なかった。培養液の色調の

変化及び被験物質の析出は認められなかった。なお、細胞密度測定用標本の細胞状態の倒

立位相差顕微鏡による観察においては、代謝活性化では 360μg/mLで細胞毒性が認められ

た。さらに、代謝活性化では 90μg/mL以上で、非代謝活性化では 180μg/mL以上で、被

験物質と推測される膜状の物質がプレート底面の全面に、用量の増加に伴って薄くから厚

く固着しているのが観察された。

連続処理法では 24時間及び 48時間処理ともに 90μg/mL以上で細胞毒性が認められ、

180μg/mL以上で被験物質と推測される物質がプレート底面へ固着し、細胞の状態が観察

出来なかった。培養液の色調の変化及び被験物質の析出は認められなかった。なお、細胞

密度測定用標本の細胞状態の倒立位相差顕微鏡による観察においては、24時間処理及び 48

A
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時間処理ともに 90μg/mLで細胞毒性が認められ、被験物質と推測される膜状の物質がプ

レート底面の全面に、用量の増加に伴って薄くから厚く固着しているのが観察された。

2) 構造異常

構造異常の出現率は、短時間処理法の代謝活性化では 360μg/mLで0.5%、180μg/mL

で0.5%、90μg/mLで0%、45μg/mLで0%及び23μg/mLで1.00/0と陰性の判定基準で

ある 5%未満であった。また、非代謝活性化においても、 360μg/mLで1.0%、180μg/mL

で0%、90μg/mLで1.00/0、45μg/mLで0%及び23.0μg/mLで1.0%と陰性の判定基準で

ある 5%未満で、あった。さらに、連続処理法の 24時間処理では 180μg/mLで1.0%、90

問 lmLで0%、45μg/mLで0%、23μg/mLで00/0及び 11μg/mLで0%と陰性の判定基準

である 5%未満であった白また、 48時間処理では、 180μg/mLで0%、90μg/mLで1.0%、

45μg/mLで0%、23μg/mLで0%及び 11μg/mLで0%と陰性の判定基準である 5%未満

で、あった。

各処理法ともに陰性及び陽性対照における染色体構造異常の出現率は各々陰性及び陽性

の判定基準内にあり、また試験施設の背景値 (AttachedData 5)と同様であったことから

試験は適切に実施されたと考えられた。

3) 数的異常

数的異常(倍数体)の出現率は、短時間処理法の代謝活性化では 360μg/皿Lで0.5%、

180μg/mLで1.00/0、90μg/mLで1.00/0、45μg/mLで0.5%及び23μg/mLで0%と陰性

の判定基準である 5%未満で‘あったロまた、非代謝活性化においては、 360μg/mLで4_0%、

180μg/mLで4.0%、90μg/mLで4.5%、45μg/mLで 4.5%及び23.0μg/mLで2.50/0と陰

性の判定基準である 50/0未満であったが、出現率のわずかな増加が認められた。さらに、

連続処理法の 24時間処理では 180μg/mLで 12.5%、90μg/mLで 12.5%、45μg/mLで

6.0%、23μg/mLで4.5%及び 11μg/mLで1.5%と陽性の判定基準である 10%を越える用

量依存性の出現率の増加が認められた。また、 48時間処理では、 180μg/mLで 43.5%、

90μg/mLで 52.5%、45μg/mLで26.0%、23μg/mLで2.5%及び 11μg/mLで0.5%と陽

性の判定基準である 10010を越える用量依存性の著しい出現率の増加が認められた。なお、

48時間処理では、 180μg/mLで4.0%、90μg/mLで 11.5%、45μg/mLで 5.0%の8倍体

の出現が認められ、さらに 180μg/mLで4.00/0、90μg/mLで6.5%、45μg/mLで1.5%の

細粉化 (pulverization)又はprematurechromosome condensationを伴う倍数体の出現

が認められた。

FD 
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各処理法ともに陰性対照における倍数体の出現率は各々陰性の判定基準内にあり、また

試験施設の背景値 (AttachedData 5) と同様で、あったことから試験は適切に実施された

と考えられた。
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考察

染色体異常試験において、短時間処理法の代謝活性化では構造異常及び数的異常(倍数体)

ともに出現率の増加は認められなかった。非代謝活性化では構造異常の出現率の増加は認めら

れなかったが、数的異常(倍数体)のわずかな増加が認められた。また、連続処理法では、 24

時間処理及び48時間処理ともに構造異常の出現率の増加は認められなかったが、数的異常(倍

数体)の出現率に用量依存性を伴う著しい増加が認められた。出現した倍数体には 8倍体が多

く認められ、さらに細粉化 (pulveriza tion)又はprematurechromosome condensationを伴

う倍数体が出現した。倍数体の増加を生じた機序については不明であるが、細粉化

(pulverization)や prematurechromosome condensationは細胞融合、細胞質分裂阻害、紡

錘糸匝害、染色体橋、染色体断片などによって生じた多核細胞や小核を含む細胞が非同調的に

細胞分裂に入った時に内的要因によって生じる事実が明らかにされている 5)こと、核内倍加体

の出現が全く認められなかったことから、本被験物質は細胞融合や細胞質分裂に及ぼす影響に

よって倍数体を生じたものと推察される。

ラウリルリン酸ナトリウムの類縁体である sulfuricacid， monododecyl ester， sodium saltは

A喧pergillusndulants におし、て mitoticaneuploidを誘発しなし、こと ω、マウスリンフォーマア

ッセイでは非代謝活性化系において陰性であること 7)が報告されている。

一方、陰性対照における染色体の構造異常を有する細胞の出現率は、いずれの処理法におい

ても 5%未満であった。また、陽性対照物質の CPあるいはIvs1Cを処理した細胞では、染色体

構造異常の顕著な誘発が認められた。更に、 2枚のシャーレ聞における染色体異常細胞の出現

率に著しい差はなく、培養条件などの試験環境の異常も認められなかったoこれらのことから、

試験は適切に実施されたものと考えられた。

以上の結果から、ラウリルリン酸ナトリウムは、本試験条件下において染色体の構造異常の

誘発能を有さないが、数的異常(倍数体)の誘発能を有すると判定した。
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Continuous treatment: 24 hr Continuous treatment: 24 hr 
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Continuous treatment: 48 hr Continuous treatment: 48 hr 
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Cell growth ratio in CHL江Ucells treated with Phosphoric acid ， dodecyl ester， sodium salt 
fshort-term treatment: +89 mix] 

Table 1-1 

Observa tion c) 

Condition Color of Precipitates 

of cellsd) 血 ediume) /Crystalsf) 

Chro皿 osomeaberration test 

Ce11 growth ra tio 

Plate Meanb) 

1 and 2 (%) 
寸而司
100 

Treatment and 
Concentration 

(μg/mL) 

100 o (NC) 

NOg) 

器Z
_NQg! 

100 

140h
) 

90 

110 

100 
79 
100 
辺Q
100 
且2
140帥

140 h) 
150 h) 

-15瓦町
100 
79 

23 

45 

90 

180 

ω-u耳
担
制

ωωrF

Cell-growth inhibition test 

Ce11 growth ra tio 

Plate Meanb) 

1 and 2 (%) 
寸荷司
116 
99 
99 
99 92 99 ~- -
116 ...n.，..， + ーー

一一一一 107 一一一一←←116 .&."'. +一一

116 h) .... I!" h) NOg) 
一日干町 115 一一竺出「 ー一一一一一一一一一133 n} ... ......， NOg) - -

150 h) .. 1"'11'¥ h) NOg) - -
一一一一町 139 一一一山七「150町 NOg} -

150 h) .. n.n.h) NOg) 
nl 139叫 一一→モ￥;rr-一150 D} ........... NOg} - -

150 b) .. Of¥ h) NOg) ー+M139) 一』一 一一150 n} ............ NOg} - + 
150 h) .. .. I!" h) NOg )ー +

一一五五百 115 一一→ささず一一一一一一一99 n} .......... NOg} - + 

Observationc) 

Condition Color of Precipitates 

of cellsd) mediume) /Crystalst) 

Treatment and 
Concentration 

(μg/mL) …一89 Time mix (hr) 

100 o (NC) 

92 23 

45 

90 

180 

1440 

360 

720 

ω-uzh.句
パ
百

ω'Hh

6-18 + 

150h
) 360 2880 

90 PC PC 

NC:Ne宮ativeControl (O.5%(w/v) sodium carboxymethyl cellulose solution) 
PC: Positive control (cyclophosphamide， 14μ 宮lmL)
a): This plate in the negative control group was regarded as a 100% growth. 
b): The mean showed as a growth ratio against the negative control value. 
c): Observation of plate at the end of treatment 
d): -: Most of the cells were attached to the surface of plates and their shape was normal. 

+: There was discontinuity among a small number of surviving cells. 
一: N 0 changes of color 
一: Absence of precipitates/crystals 
+: Membranous substance was observed floatin耳onthe surface of culture medium. 

g): Observation of cell condition could not be done since membrane-like sturcture， which was suspected to be the test substance， adhered to the surface of the celllayer. 
h): These values are unreliable since adherence of membrane-like structure to the surface of the celllayer inhibited acculate measurement of the cell density. 

Concentration of 50% cell growth inhibition: above 2880.000μg/mL 

。:
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Table 1・2 Cell growth ratio in CHUIU cells treated with Phosphoric acid I dodecyl ester， sodium salt 
r short-term treat皿 ent:-89 mix 1 

8tudy type Ce11-growth inhibition test Chro皿 osomeaberration test 

89 Time 
mix (hr) 

Treatment and 

Concentration 

(μ g/mL) Color of 

mediu血 e)

- 6-18 

o (NC) 

23 

ω-uZL円
何
パ
百

ω'F

必
一

ω
一
則
一
柳
一
加
一
間
一
側
一
同

Treatment and 

Concentration 

(μgl皿L)

Ce11 growth ratio 

Plate Meanb) 

Observa tion c) Observationc) 

Condition Color of Precipitates 

of cellsの med.iu皿ゆ /Crystalsf) 

Ce11 growth ratio 

Plate Meanb) 

land 2 (%) 
100 a) 

100 
85 
85 
85 
100 108 一一一一
100 
114 h) 

h¥ 116 一一一一
100町

150 h) '11::00 h) NOg) 
-一~~ hf 162"'1 →モ￥示150 fi) ~ ~- NOG') 

150 h) .， 1"'0 h) NOg) 
一一 ~-~-h\ 162 一一山-r150町 NOg) -
150 b) .， 1"'0 h) NOg) Milk-Red -

一 一 ~ 瓦 官 162 "1 ~':~~，一一一一一一豆旦ー150 b) .LV"  NOg) Milk-Red -

m3162均一_____NOg) Milk-Red + 
150~1i)' .l O~ NO') M此・Red

叫 15 h) 一旦Q~- 且ilk-Red + 
I亙liY.l

U NOi) Milk-Red 

Cond.ition 

of cellsd) 

Precipitates 

/C立stalsf)
100 a) 
100 

o (NC) 100 

92 

1ω t6 2 J 23 100 100 
100 

ト+ω ω 」 45 85 85 
85 
85 90 
85 

85 

180 
150 hj 146h

) 142 h) 

360 ← 11面50百li'J 150b
) 

PC 85 85 
85 

Concentration of 50% cell growth inhibition: 2287.059μg/mLh) 

NC: Negative Control (0.5%(w/v) sodium carboxymethyl cellulose solution) 
PC: Positive control (mito皿ycinC， 0.05μ 宮ImL)

a): The plate in the negative control group was regarded as a 100% growth. 
b): The mean showed as a growth ratio against the negative control value. 
c): Observation of plate at the end of treatment 
d): 一: Most of the cells were attached to the surface of plates and their shape was normal. 

+: There was discontinuity among a s皿 a11number of surviving cells. 
e): 一: No changes of color 
。: -: Absence of precipitates/crystals 

+: Membranous substance was observed floating on the surface of culture medium. 
g): Observation of ce11 condition could not be done since me皿brane-likesturcture， which was suspected to be the test substance， adhered to the surface of the celllayer. 
h): These values are unreliable since adherence of membrane-like structure to the surface of the celllayer inhibited acculate measurement of the cell density 



NC: Negative Control (O.5%(w/v) sodium carboxymethyl cellulose solution) 
PC: Positive control (皿itomycinC， 0.05μ 宮lmL)
a): The plate in the negative control group was regarded as a 100% growth. 
b): The mean showed as a growth ratio against the negative control value. 
c): Observation of plate at the end of treatment 
d): ー: Most of the cells were attached to the surface of plates and their shape was normal. 

+: There was discontinuity among a small number of surviving cells. 
一: No chages of color 
一: Absence of precipitates/crystals 
+: Membranous substance was observed .floating on the surface of culture medium. 

g): Observation of cell condition could not be done since membrane-like sturcture， which was suspected to be the test substance， adhered to the surface of the celllayer. 
h): These values are unreliable since adherence of membrane-like structure to the surface of the celllaver inhibited acculate measurement of the cell density 

一一ー
一一 一一一一一一
一 - -

Observationc) 

Color of Precipitates 

皿ediume) ICrystalsf) 

M・1148

Chromosome aberration test 

Condition 

of ce11sd) 

--+一+一叫

Ce11 growth ra tio 

Plate Meanb) 

1 and 2 (%) 
寸百司

85 

162h
) 

162h
) 

100 

100 

77 

84 

92 

出
一
口
一
部
一
郎
商
事
事
耳
目
一

n

Treatment and 
Concen tra tion 

(μglmL) 

180 

o (NC) 

90 

45 

23 

11 

PC 

Cell growth ratio in CHL江Ucells treated with Phosphoric acid ， dodecyl ester， sodium salt 
[continuous treatment: 24hr] 

ω-uzh何
言
ωLF

Ce11 growth ra tio 

Plate Meanb) 

1 and 2 (%) 
寸百司
100 
85 
85 
100 100 100 ~~~ -
150 ... F!!:r. + 一 『

一一一一一 150 一一一一一一一150 ~~V +一ー

__l盟: 150同 -mi-←二一一一一二一一150 D} ~....~ NO町一 -

150 b} ... ~r. h) NOg} -一
一一一←;';¥ 150 "1 -- ~ ~;~-.;\一一一 一一一一一一150 D} ~......... NOg} - -

150 b) ... F!!:r.b) NOg) Milk-Red 
-一一旦EEτ 150 副150 b) .LUV  NOωMilk-Red -

_150川 150尚 一___NOR ml』BOL--土一一
150 h) .LUV  NOg) Milk-Red 

---~-: 35 h) - !'!~M此Reι-1
42 0) uu  NOg) Milk-Red 

一一一一一一一 一一一一一一一ー一二ーー

Concentration of 50% cell growth inhibition: 2547.692μg/mL 

Observationc) 

Condition Color of Precipitates 

of ce11sd) 血 ediume) ICrystalsf) 

Cell-growth inhibition test 

100 

85 

Treatment and 
Concen tra tion 

(μ gl皿 L)

1440 

2880 

720 

180 

360 

o (NC) 

90 

23 

45 

PC 

2i 
.~ i 
zi 
!f 
切 1
0>¥ 
~i 

Table 1-3 

Study type 

89 Time 
mix (hr) 

24 

。:
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Cell growth ratio in CHL江Ucells treated with Phosphoric acid ， dodecyl ester， sodium salt 
[continuous treatment: 48hr] 

Table 1・4

Observa tion c) 

Color of Precipitates 

皿ediu血 e) ICrystalsf) 

Chromosome aberration test 

Condition 

of ce11sd) 

Ce11 growth ra tio 

Plate Meanb) 

1 and 2 (%) 

寸百司
99 

Treatment and 

Concentration 

(μg/皿 L)

100 o (NC) 

-一+一+巧

99 

87 

95 

91 

99 
91 
99 
99 
91 
鎧
91 
91 
133 
133 h) 
83 
75 

45 

90 

11 

23 

。-8包
百
出

Ce11 growth ra tio 

Plate Meanb) 

1 and 2 (%) 
寸百苛

99 
92 
92 
84 84 84 ~ ~ -

92 1"¥0 +一一
一一一一 92 一一一一一一一一一一一 一92 U~ +一一

13EMo  一一品 131 h) __N田岡
130町 NOgJ -

150同同 NOg) -三一一 151 一一一-r一一一←←←一一一一ー150"J ~~~ Nog} -一
吉古町 h) NOg) M辻k・Red -

ーっ~~ ~ 151 "' ---!-~三「ー一一 一150 bJ NOIO Milk-Red -
23 h) rol"¥ h) Nog) Milk-Red 

一つ王子町 69 同 一一115 D} vv  NOg) Milk-Red 
r5 h) on  h) NOωMilk-Red + 

一 τ 日'1 23 '" ~~~D"\一一3o b) ~U NOg) Milk-Red + 

Cell-growth inhibition test 

Observa tion c) 

Condition Color of Precipitates 

of cellsd
) 血 ediu血 e) ICrystalsf) 

Treatment and 

Concentration 

(μg/mL) …一S9 Time mix (hr) 

100 o (NC) 
一ーー

一一一
92 23 

45 

360 

1440 

720 

180 

90 
ω-uZL『
句
パ
古

ωト

48 

134 h) 180 2880 

79 PC PC 

NC:Ne耳ativeControl (0.5%(w/v) sodium carboxymethyl cellulose solution) 
PC: Positive control (血itomycinC， 0.05μ 巨lmL)
a): The plate in the negative control group was regarded as a 100% growth. 
b): The mean showed as a growth ratio against the negative control value. 
c): Observation of plate at the end of treatment 
d): -: Most of the cells were attached to the surface of plates and their shape was normal. 

+: There was discontinuity among a small number of surviving cells. 
一 Nochanges of color 
一: Absence of precipitates/crystals 
+: Membranous substance was observed floating on the surface of culture medium. 

g): Observation of cell condition could not be done since membrane-like sturcture， which was suspected to be the test substance， adhered to the surface of the celllayer. 
h): These values are unreliable since adherence of membrane-like structure to the surface of the celllayer inhibited acculate measurement of the cell density. 

Concentration of 50% cell growth inhibition: 2034.783μg/mL 

e): 
。:
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Table 2-1 Chromosome aberrat10n 1n CHL/IU cells treated wlth Phosphoric acid. dodecyl ester. sodium salt 

[short-term treatment:+S9皿ix]

S9 Conc. Ce11s Po1yp1oid Number of aberration 
Time(h) Judge TA TAG Judge Slide 

皿lx {μg!mL) observed ce11s (鬼} g ctb cte csb cse other (%) (%) No. 

200 1.0 。 。 1 。 。 。 0.5 0.5 
NC (100) ( 2 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 26-1 

(100) ( 0 0) 0) 1) 0) 0) 0) ( 1 ( 1 48-1 

200 0.5 1 。 1 。 。 。 0.5 1.0 
360 (100) ( 0 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 11-1 

(100) ( 1 1) 0) 1) 0) 0) 0) ( 1 ( 2 25-1 

200 1.0 。 。 。 。 。 1 0.5 0.5 
180 (100) ( 2 0) 0) 0) 0) 0) 1) ( 1 ( 1 80-1 

(100) ( 0 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 47-1 

200 1.0 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
+ 6-18 90 (100) ( 0 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 08-1 

(100) ( 2 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 57-1 

200 0.5 1 。 。 。 。 。 0.0 0.5 
45 (100) ( 1 1) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 1 03-1 

(100) ( 0 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 32-1 

200 0.0 。 1 1 。 。 。 1.0 1.0 
23 (100) ( 0 0) 0) 1) 0) 0) 0) ( 1 ( 1 52-1 

(100) ( 0 0) 1) 0) 0) 0) 0) ( 1 ( 1 27-1 

200 0.5 3 53 154 。 。 。 85.5 86.0 
PC (100) ( 1 1) 23) 76) 0) 0) 0) (85 (86 + 75-1 

(100) ( 0 2) 30) 78) 0) 0) 0) (86 (86 70-1 

g: chromatid or chromosome gap. ctb: chromatid break. cte: chromatid exchange. csb: chro皿osomebreak. cse: chromosome exchange. 
other: inc1uding fragmentation 
TA: total number of cells with aberration excluding gap. TAG: tota1 number of ce11s with aber・rationinc1uding gap. 
NC: Negative control (0.5% Sodium carboxy methy1 ce11u1ose so1ution 
PC: Positive control (cyc1ophosphamlde. 14μg/mL) 
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Table 2-2 Chromosome aberration in CHL/IU cells treated with Phosphoric acid. dodecyl ester. sodium salt 

[short-ter皿 treatment:-S9mixJ 

S9 Conc. Cells Polyploid Number of aberratlon 
Ti皿e(h) Judge TA TAG Judge Slide 

mlx {μg/mL) observed cells (%) g ctb cte csb cse other (鬼) (鬼} No. 

200 1.5 1 。 1 。 。 。 0.5 1.0 
NC (100) ( 2 1) 0) 1) 0) 0) 0) ( 1 ( 2 04-1 

(100) ( 1 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 71-1 

200 4.0 1 1 1 。 。 。 1.0 1.5 
360 (100) ( 4 1) 0) 1) 0) 0) 0) ( 1 ( 2 01-1 

(100) ( 4 0) 1) 0) 0) 0) 0) ( 1 ( 1 15-1 

200 4.0 1 。 。 。 。 。 0.0 0.5 
180 (100) ( 4 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 { 0 76-1 

(100) ( 4 1) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 { 1 78-1 

200 4.5 。 1 。 。 1 。 1.0 1.0 
6-18 90 (100) ( 4 0) 0) 0) 0) 1) 0) ( 1 ( 1 99-1 

(100) ( 5 0) 1) 0) 0) 0) 0) ( 1 ( 1 97-1 

200 4.5 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
45 (100) ( 5 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 74-1 

(100) ( 4 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 88-1 

200 2.5 1 1 。 。 1 。 1.0 1.5 
23 (100) ( 2 1) 1) 0) 0) 1) 0) { 2 ( 3 65-1 

(100) ( 3 0) 0) 0) 0) 0) 0) { 0 ( 0 19-1 

200 0.0 3 16 21 。 。 1 18.5 20.0 
PC (100) ( 0 1) 9) 11) 0) 0) 0) (19 (20 十 95-1 

(100) ( 0 2) 7) 10) 0) 0) 1) (18 (20 23-1 

g: chromatid or chromosome gap. ctb: chromatid break. cte: chromatid exchange. csb: chromosome break. cse: chromosome exchange. 
other: including fragmentation 
TA: total number of cells with aberration excludlng gap. TAG: total number of cel1s with aberration including gap. 
NC: Negatlve control (0.5% Sodium carboxy methyl cellul08e 801utlon 
PC: Positive control (皿itomycinC. 0.05μg/mL) 
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Table 2-3 Chromosome aberration in CHL/IU cells treated with Phosphoric acid， dodecyl ester， sodiu皿 salt

[continuous treatment:24hr] 

59 Conc. Cells Polyploid Number of aberration 
Tlme(h) Judge TA TAG Judge 5lide 

mix (μg/mL) observed cells (%) E ctb cte csb cse other {私) (鬼} No. 

200 0.5 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
NC (100) ( 0 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 34-1 

(100) ( 1 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 07-1 

200 12.5 。 。 2 。 。 。 1.0 1.0 
180 (100) (12 + 0) 0) 2) 0) 0) 0) ( 2 ( 2 54-1 

(100) (13 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 87-1 

200 12.5 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
( 75) ( 8 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 41-1 

90 ( 64) ( 7 + 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 39-1 
( 61) (10 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 39-2 

200 6.0 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
24-0 45 (100) ( 6 ± 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 50-1 

(100) ( 6 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 20-1 

200 4.5 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
23 (100) ( 4 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 18・1

(100) ( 5 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 53-1 

200 1.5 1 。 。 。 。 。 0.0 0.5 
11 (100) ( 1 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 61-1 

(100) ( 2 1) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 1 67-1 

200 1.5 8 17 40 。 3 。 28.5 32.0 
PC (100) ( 2 2) 9) 18) 0) 2) 0) (28 (30 + 83-1 

(100) ( 1 6) 8) 22) 0) 1) 0) (29 (34 46-1 

g: chromatid or chromosome gap， ctb: chromatid break. cte: chromatid exchange. csb: chromosome break. cse: chromoso皿eexchange. 
other: includ1ng fragmentation 
TA: total number of cells with aberrat10n excluding gap. TAG: total number of cells with aberratibn including gap. 
NC: Negative control (0.5% 50dium carboxy 皿ethylcellulose solution 
PC: Positive control (mitomycin C. 0.05μg/mL) 
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Table 2-4 Chromosome aberration in CHL/IU cells treated with Phosphoric acid. dodecyl ester. sodium salt 

[continuous treatment:48hrJ 

S9 Conc. Ce11s Polyploid Number of abel・ration
Time(h) Judge TA TAG Judge Slide 

mix (μg/mL) observed ce11s (%) E ctb cte csb cse other (鬼) (%) No. 

200 0.0 。 1 。 。 1 。 1.0 1.0 
NC (100) ( 0 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 98-1 

(100) ( 0 0) 1) 0) 0) 1) 0) ( 2 ( 2 14-1 

200 43.5 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
180 (100) (46 + 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 72-1 

(100) (41 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 82-1 

200 52.5 。 。 2 。 。 。 1.0 1.0 
90 (100) (45 + 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 62-1 

(100) (60 0) 0) 2) 0) 0) 0) ( 2 ( 2 13-1 

200 26.0 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
48-0 45 (100) (33 + 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 68-1 

(100) (19 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 96-1 

200 2.5 1 。 。 。 。 。 0.0 0.5 
23 (100) ( 2 1) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 1 92-1 

(100) ( 3 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 21-1 

200 0.5 。 。 。 。 。 。 0.0 0.0 
11 (100) ( 1 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 56・1

(100) ( 0 0) 0) 0) 0) 0) 0) ( 0 ( 0 44・1

200 1.0 2 25 100 1 。 2 59.0 59.5 
PC (100) ( 1 0) 8) 45) 1) 0) 1) (53 (53 + 36-1 

(100) ( 1 2) 17) 55) 0) 0) 1) (65 (66 12-1 

g: chromatid or chromosome gap. ctb: chromatid break. cte: chromatid exchange. csb: chromosome break. cse: chromoso皿eexchange. 
other: inc1uding fragmentation 
TA: total number of cells wlth aberration excluding gap. TAG: total number of cells with aber・ration including gap. 
NC: Negative control (0.5% Sodium carboxy methyl ce11u1ose solution 
PC: Positive control (mitomycin C. 0.05μg/mL) 
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