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要約

イソチオシアン酸メチルの染色体異常誘発性の有無を，晴乳類の培養細胞 (CHL瓜J細胞)を用い，

短時間処理法 (6時間処理のS9mix添加及び無添加)と連続処理法 (24時間処理)で検討した.

1. 細胞増殖抑制試験

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.

50%細胞増殖抑制濃度(以下IC5o)は，短時間処理法のS9mix添加では9.4μg/mL， S9 mix無添加

では8.6μg/mLであった.一方，連続処理法の24時間処理では4.1μ:glmLであった.

2. 染色体異常試験

染色体異常試験の試験濃度は，細胞増殖抑制試験の結果に基づき， IC50及び、細胞の生存率を指標

に，短時間処理法のS9mix添加及び無添加で、は1.3，2.5，丸 10及び20μ:glmLに，連続処理法の24時

間処理では0.63，1.3， 2ム 5及び10μ:glmLに設定した.

試験の結果，短時間処理法 (S9mix添加及び、無添加)及び連続処理法とも，染色体異常(構造

異常)を有する細胞の出現率は10%以上となった.

3. 対照物質

各試験で用いた陽性対照物質は，明らかな陽性結果を示し 3 陰性対照及び陽性対照における染

色体異常誘発率は，当試験施設のパックグラウンドデータの範囲内であった.

陰性対照(無水エタノール)を評価するため，無処置対照を設け，細胞に対する無水エタノー

ルの影響を検討した.その結果，無処置対照及び陰性対照における生細胞数及び染色体異常誘発

率は，連続処理法，短時間処理法とも同様な値であり，細胞に対する無水エタノールの影響は認

められなかった.

以上の結果，当試験の条件下において，イソチオシアン酸メチルは，染色体異常を誘発すると判定

する.
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市者 一吉

イソチオシアン酸メチルの安全性に関する非臨床試験の一環として，晴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，陽性対照物質及び陰性対照物質

1.1被験物質

被験物質のイソチオシアン酸メチル (CASNo.556・61・6)は，分子量:73.12，水に不溶，エタ

ノール3 クロロホルムに混和，通常，安定な黄褐色澄明の液体である.

当試験には，厚生労働省医薬局審査管理課化学物質安全対策室から提供されたものを用いた(製

造元. ，ロット番号: ，純度:99.8%) • 

入手後は3 試験施設の被験物質保管室の保管庫に冷蔵 (2"""'10oC)・遮光の条件下で保管した.

なお，財団法人食品薬品安全センター秦野研究所に残余被験物質を返却し，その検査成績書を

入手したところ，いずれの検査結果も製造元における規格値内であり，また，入手時と同結果で

あったことから，使用期間中の安定性に問題はなかったものと判断した.

1.2媒体

媒体には，無水エタノール(局方品，ロット番号:LF5585，株式会社ワコーケミカル，使用期限:

2005年5月11日(自社規定)，保管条件:室温)を用いた.

1.3陽性対照物質

試験には，マイトマイシンC(以下恥仏1C)とジメチルニトロサミン(以下D悶オ)を用いた.

L仏1:C [商品名:マイトマイシン協和S，1パイアル中に，日局マイトマイシンC2mg(力価)と日

局塩佑ナトリウム48mgを含有，ロット番号:380ABC，使用期限:2006年3月，協和醗酵工業株式会

社]と， DMN [純度: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(1"""'10 oC)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無水エタノールとした.
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2.検体液

2.1被験物質

細胞増殖抑制試験では，被験物質747.4mgを無水エタノールに混和して10.0mLとし，最高濃度液

(74.74 mg/mL)を調製した.また，染色体異常試験の短時間処理法では，被験物質20.2mgを無zJ<.エタ

ノールに樹日して10.0mLとし，最高濃度液(2.02吋1nL)を，連続処理法では，被験物質20.2mgを無

水エタノールに混和して20.0mLとし，最高濃度液(1.01mglmL)を調製した.最高濃度液より低い

濃度液は，最高濃度液から無水エタノールで段階希釈して調製した.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101倍の濃度を調製した.

2.2陽性対照物質

恥倒C及ひDMNとも，生理食塩液(局方品，ロット番号:KIE90，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 (μg/mL) 試験濃度 (μg/mL)

連続処理法

短時間処理法

3.試験細胞

MMC 

D1骨J

MMC 

0.55 

5500 

1.1 

0.05 

500 

0.1 

試験には， 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(CHLIIU)を用いた.細胞は液体窒素中に凍結保管(-1960C)

した.試験に際し，凍結保管しである細胞(継代数15回)を融解して増殖させ，染色体数及び倍化時

間を検査した[検査日:2003年6月2日'"'-'2003年6月6日]. 

試験には，当試験施設の基準に適合した細胞(倍化時間:15'"'-'18時間，染色体数:23'"'-'27本の染

色体を有する細胞が80%以上)を用いた.検査の結果をAttac加lent1に示した.

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 4回

染色体異常試験(短時間処理法) ....・H ・H ・H ・.....・ H ・-…...・ H ・.. 8回

染色体異常試験(連続処理法) …... .・H ・.....・ H ・...・ H ・...・H ・.. 9固

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、行った.
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4.培養液

Eagleの最少必須培養液(Eagle'sminimum essential medium，以下Eagle's加ffiM)の組成を， Attac加lent2

に示した.

培養液は， EagleラsJ¥伍M粉末(ロット番号:1140877， Grnco，リストNO.61100-061)と炭酸水素ナト

リウムを湖す用水に溶解し， 1 Nの塩酸で、pHを7.0""-J7.1に調整した.メンプランフィルター(φ0.22，um)

漏過した後，非働化(560C，30分)した仔牛血清(ロット番号:401294， GIBCO)を最終調製量の10%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370Cに加温して使用した.

5. S9 mix 

S9は， Attachment 3の方法により2003年4月11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:03041101)を用いた.S9は2003年5月13日に購入し，調製時まで・800C設定の冷凍

庫[型式:BFV-130 (LR) ，エスペック株式会社]内に凍結保管した.

S9mixは， S9以外の各物質を調製混合して溶液とし，これをメンプランフィルター (φ0.2flll1) 

で漉過した後，使用直前にS9を加えて調製した.S9 mixの幸町戎をA壮achment4tこ示した.

6.細胞数の調整及び細胞播種

培養ビンに0.25%トリプシン液を加えて細胞を剥離し，遠心分離 [40C，1000 r.p且， 5分間，小

形冷却遠心機(型式:05PR-22，目立工機株式会社)，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2X104個/5mL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 (CORN町G)に播種し，温度を370C，COz濃度を5%に設定した炭酸ガスイ

ンキユベーター(型式:BNA-121D，エスペック株式会社，以下COzインキユベーター)内で3日間

培養したものを試験に用いた.

シャーレは，細胞増殖抑制試験では1濃度につきl枚を，染色体異常試験ではl濃度につき細胞数の

計測用にl枚，染色体標本作製用に2枚を用いた.また，シャーレには試験番号，被験物質名文は対

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イソチオシアン酸メチルの試験濃度を設定するために，細胞増殖抑制試

験を行った.試験は，短時間処理法のS9mix添加及び、無添加と連続処理法の24時間処理の3系列で

実施した.
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短時間処理法では，89mix添加用シャーレからは培養液を2.5mL除去した後，ここにゆmixO.5mL 

と検体液30μLを添加した.89 mix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

89mix添加の場合と同様に添加した.いずれのシャーレもCO2インキユベーター内で6時間培養した

後，新鮮な培養液5.0mL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50μLを添加し， CO2インキユベーター内で、24時間培養した.

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0.25%トリプシン液を約3mL添加

して細胞を剥離し，遠心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l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j験の方法についてJ(平

成9年10月31日)に基づき， 10mMの740μg/mLを最高濃度とし，以下公比2により370，185， 92.5， 

46ム 23.1，11ム 5ム 2.9及び1.4μg/mLの計10濃度を設定し，その他に陰性対照，無処置対照を設

けた.

試験結果をTable1， 2及びFigure1に示した.

短時間処理法， 89 mix添加における細胞の生存率は， 1.4及び2.9μg/mLで、は90%以上を示したが3

5.8μg/mL以上の濃度では濃度が増加するに従いその値は減少し， 46.3μg/mL以上の濃度では生細胞

は認められなかった.S9 mix無添加における細胞の生存率は， 1.4及び2.9μg/mLでは90%以上を示

したが， 5.8μg/mL以上で、は濃度が増加するに従いその値は減少し， 23.1μ.g/mL以上の濃度で、は生細

胞は認められなかった.

Probit法により算出したICsoは，89 mix添加では9.4μg/mL， 89 mix無添加では8.6μg/mLであった.

なお， 89 mix添加及び、無添加とも，検体液添加時，処理終了時に被験物質の析出は認められな

かった.

連続処理法， 24時間処理における細胞の生存率は，最小濃度の1.4μ:g/mLで、は90%以上を示したが，

2.9μ:g/mL以上で、は濃度が増加するに従いその値は減少し， 11.6μ:g/mL以上の濃度では生細胞は認めら

れなかった.

Probit法により算出したICs。は，4.1μg/mLであった.

なお，検体液添加時，処理終了時に被験物質の析出は認められなかった.

また，陰性対照(無水エタノール)のほか，無処置対照を設け，細胞に対する無水エタノールの

影響を検討した.その結果，無処置対照及び陰性対照における生細胞数は，短時間処理法，連続処

理法とも同様な値であり，細胞に対する無水エタノールの影響は認められなかった.

8.染色体異常試験

試験は，短時間処理法の89mix添加及び無添加と連続処理法の24時間処理の3系列で実施した.
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8.1試験濃度及び処理群

細胞増殖抑制試験の結果に基づき， ICso及び細胞の生存率を指標に，短時間処理法の89mix添加

及び無添加では1.3， 2ム丸 10及び20μg/mLに，連続処理法の24時間処理では0.63，1.3， 2.5， 5及

び10μ:g/mLに設定した.

処理群は，各試験系列ごとに被験物質，無処置対照，陰性対照及び陽性対照群を設けた.陽性対

照として短時間処理法の89mix添加にはDMN(500μg!mL)を， 89 mix無添加にはMMC(0.1μ，g!mL) 

を，連続処理法にはL仏1C(0.05μg!mL)を用いた.

8.2検体液の処理

8.2.1短時間処理法

89mix添加用シャーレからは培養液を2.5mL除去した後に， 89 mix 0.5 mLと被験物質及び陰性対

照物質の場合は30μLを，陽性対照物質の場合はO.3mLを添加した.89 mix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89mix添加の場合と同様に添加した.いずれのシャーレも

CO2インキユベーター内で、6時間培養した後，新鮮な培養液5.0mLに取り替え，さらに18時間培養し

てから染色体標本の作製及び生細胞数の計測をした.

8.2.2連続処理法

シャーレに，被験物質及び陰性対照物質の場合は50μLを，陽性対照物質の場合は0.5mLを添加し，

CO2インキユベーター内で24時間培養した後に染色体+票本の作製及び、生細胞数の計測をした.

8.2.3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10μ:g!mL濃度のコルセミド液を各シャー

レに0.1mL添加して，分裂中期細胞を得た.培養終了後，各シャーレに0.25%トリプシン液を約3mL

加えて細胞を剥離し，遠心分離により細胞を回収した後， 75 mmol/L塩化カリウム水溶液で低張処

理 (370C，15分間)をした.低張処理が終了した後，再び遠心分離し，メタノールと酢酸を3:1の

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%のGiemsa染色液で約

15分間染色した.

スライド標本は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

終了後にスライド標本はカバーグラスで封入し，試験番号，被験物質名または対照物質名，濃度，

試験法， 89 mixの有無(短時間処理法)または培養時間(連続処理法)，標本作製日を記入したラ

ベルを貼付した.
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8ユ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0.25%トリプシン液を約3mL添加

して細胞を剥離し，遠心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l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.

9.標本観察

石館の方法1)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lシャーレ当たり 100個，

l濃度当たり200個観察した.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，

各処理法の標本観察終了後に行った.ただし，短時間処理法的mix無添加の最高濃度で、ある20μ:glmL

及び連続処理法24時間処理の最高濃度である10μ.glmLで、は細胞毒性のため分裂中期細胞が認めら

れなかった.

染色体異常は，数的異常と構造的異常に分類した.数的異常は倍数体 (polyploid)のみを観察対

象とし，構造的異常は①染色分体型ギャップ (chromatidgap，以下ctg) ，②染色体型ギャップ

(chromosome gap，以下csg)，③染色分体型切断 (chromatidbreak，以下ctb)，④染色体型切断

(chromosome break，以下csb)，⑤染色分体型交換 (chromatidexchange，以下cte)，⑥染色体型交

換 (chromosomeexchange，以下cse)，⑦断片化 (fragmentation，以下企g)に分類し，これらの染色

体異常を有する細胞を陽性細胞l個として記録した.なお，ギャップと切断の判別は，染色体また

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，同一線上からはずれているものを

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.........6) • 

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50/0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10%以上を示し，さらに陰性及び陽性対照群の染色

体異常の出現率が，ほぼ当試験施設のパックグラウンドデータ (Attachment5)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.

また，構造的異常細胞の出現率の用量相関性を検討するため， Cochran-Armitageの検定を行った.

危険率は5%とした.
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12.判定基準

試験の結果は，数的異常また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10%未満の場合を疑陽性とした.さらにその出現率が10%以上を示し，濃度の増加に伴って増加

した場合を陽性とした.なお，構造的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.

また，構造異常を有する細胞の出現率が10%以上を示したことから，観察細胞の20%に異常がみ

られる濃度(D20]直)及び単位濃度(mg!mL)当たりの染色分体交換(cte)を持つ細胞の出現頻度の比較

値(TR{i直)を以下に示す計算式に従って求めた.

12.1 D20値の計算式

12.1.1陽性結果のある系列のデータを，陰性結果を含めて，最少二乗法を用いて以下の2式で示し

た回帰曲線を求めた.

Y==aX X+b …・・・ (1) 

Y==aX}ogx +b …・・・ (2) 

ここで， Yは染色体異常をもっ細胞の出現頻度(%)，χは濃度(mglmL). 

12.1.2式(2)における陰性対照の濃度(χ。)は以下のように求めた.

χ。==logL-(log H-log L)/(N-l) …… (3 ) 

ここで， Lは最小濃度(mg!mL)， Hは最高濃度 (mgl此)， Nは被験物質処理群の群数.

12.1.3式(1 )及び(2)に対する相関係数rをそれぞれ求めるとともに，得られた回帰曲線よりD20値を

算出した.

12.1.4 D20値が最小濃度の1110以下，あるいは最高濃度の10倍以上の場合には，濃度依存性がないも

のとして，そのD20値を対象外とした.

12.1.5 12.1.4で対象となった020値及びそれぞれのrを用いて以下の計算を行った.

S == 020 I r X 1 I n2 ・…・・ (4) 

ここで， nは計算に用いた群数(陰性対照群も含む). 

12.1.6式(4)のS値が最小となる時の020値を，最終的に被d験物質の020値として採用した(有効桁数は2)• 

12.2 TR値の計算式

12ユl陽性結果を示す処理群のうち，染色分体型交換(cte)異常をもっ細胞の出現率が1%以上ある

ものについて，以下のようにTR値を求めた.

TR=E/D…… (5) 

ここで， Eはcteをもっ細胞の出現頻度(%)， Dはそのときの処理濃度(mglmL).

12ユ2式(5)で求めたTR値のうちで最大の値を，最終的に被験物質のTR値として採用した

(有効桁数は2) • 
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試験成績

1.短時間処理法

試験結果をTable3 (Appendix 1-1"-' 1-2)に示した.

イソチオシアン酸メチル処理群の数的異常細胞の出現率は， 89 mix添加の有無にかかわらず，す

べての濃度で2.0%以下であった.一方，構造的異常細胞の出現率は， 89 mix添加の10μ:glmLで6.5%，

最高濃度の20岬'mLで、72.5%，S9 mix無添加の5岬InLで8.0%，10地/mLで33.0%と高値を示した.

なお， S9 mix無添加の最高濃度の20岬'mLでは細胞毒性のため分裂中期細胞が認められなかった.

89mix添加における細胞の生存率は， 1.3"-'5地/mLでは90%以上を示したが， 10岬'mLで、は51%，最

高濃度の20.uglmLでは30%であった.S9 mix無添加における縮胞の生存率は，最小濃度の1.3!lWmLで

は90%以上を示したが， 2.5μg/mL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

20μ:g/mLでは5%であった.

検体液添加時と処理終了時の被験物質の析出は， S9 mix添加の有無にかかわらず，すべての濃度

において認められなかった.

陰性対照(無水エタノール)における数的異常細胞の出現率は， S9 mix添加では0.5%， 89 mix無

添加では0%であった.構造的異常細胞の出現率は， 89 mix添加では0%，89 mix無添加では0.5%で

あった.また，陽性対照 (S9mix添加:DMN; 500岬 'mL，S9mix無添加 :MMC;O.1μg/叫)の数

的異常細胞の出現率は， 89 mix添加では0%，89 mix無添加では0.5%であった.構造的異常細胞の

出現率は， 89 mix添加で、は64.5%， 89 mix無添加では53.5%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，パ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 (Appendix 2-1 )に示した.

イソチオシアン酸メチル処理群の数的異常細胞の出現率は，すべての濃度で1.0%以下であった.

一方，構造的異常細胞の出現率は， 2.5地/mLで、16.0%，5μ:glmLで65.5%と高値を示した.

なお，最高濃度の10μ:gI1此では細胞毒性のため分裂中期細胞が認められなかった.

細胞生存率は， 0.63及び1.3μg/mLで、は90%以上を示したが， 2.5μg/mL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10μ，g/mLでは3%であった.

検体液添加時と処理終了時の被験物質の析出は，すべての濃度において認められなかった.

陰性対照(無水エタノール)における数的異常細胞の出現率は0.5%，構造的異常細胞の出現率は

1.0%であった.また，陽性対照 (MMC: 0.05μ:g/mL)における数的異常細胞の出現率は0.5%，構

造的異常細胞の出現率は46.5%であった.
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陰性対照及び陽性対照における染色体異常誘発率は，パ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.

染色体異常試験において，構造的異常細胞の出現率が10%を上回ったため， D20値及び:TRfl直を算

出したところ，それぞれ0.0013mglmL， 3200であった.

考察

イソチオシアン酸メチルの染色体異常誘発性の有無を，晴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.

イソチオシアン酸メチル処理群の数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，イソチオシアン酸メチルは数的異常を誘発しないものと思われる.

一方，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， 10%以上を示し，用量依存的

に増加したため，イソチオシアン酸メチルは構造的異常を誘発するものと思われる.

短時間処理法及び連続処理法の各試験系において，陰性対照及び陽性対照群の異常細胞出現率は，

パ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.

また，陰性対照(無水エタノール)について，無処置対照を設け，細胞に対する無水エタノール

の影響を検討した.その結果，無処置対照及び陰性対照における生細胞数及び異常細胞出現率は，

短時間処理法，連続処理法とも同様な値であり，細胞に対する無水エタノールの影響は認められな

かった.

以上の結果，当試験の条件下において，イソチオシアン酸メチルは，染色体異常を誘発すると判定

する.なお，イソチオシアン酸メチルは，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 2).また，イソチオシアン酸メチルは，B.subtilisを用いた DNA

修復試験，旦砂phimurium/E. co/iを用いた復帰変異試験，ヒトリンパ球を用いた染色体異常試験，マ

ウスを用いた小核試験で陰性，培養細胞 (CHL江u)を用いた染色体異常試験において陽性の報告が

ある 3)• 

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(東京， 1987) • 
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株式会社日本バイオリサーチセンター羽島研究所 (2004).

3) Nihon Shering Coβhionogi Pharm.Co.: J.Pesticide Sci.，15羽 7-304(1990). 
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Table 1. Cell growth inhibition test of methyl isothiocyanate 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.ofcells Survival ratio.J IC50 NO.ofcells Survival ratio.) IC50 

( x 104/plate) (%) (μg/mL) ( x 104/plate) (%) (μg/mL) 

Non-treatment control 64 98 62 98 

Negative control 
65 100 63 100 

(Absolute ethanol) 

1.4 61 94 63 100 

2.9 61 94 61 97 

bトJJ 
5.8 58 89 54 86 

11.6 28 43 15 24 

23.1 4 6 。 。
methyl isothiocyanate 9.4 8.6 

46.3 。 。 。 。
92.5 。 。 。 。
185 。 。 。 。
370 。 。 。 。
740 。 。 。 。

[methyl isothiocyanate treated group or non-treatment control / neg剖ivecontrolJ x 100. 
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Table 2. Cell growth inhibition test of methyl isothiocyanate in cultured CHL cells 

-The continuous treatment method-

Treated for 24 hr 
Test Concentration 

Substance (μダmL) No. of cells Survival ratio.l 

( x 104/plate) (%) 

IC50 

(μglmL) 

Non-treatment control 62 98 

Negative control 

(Absolute ethanol) 
63 100 

1.4 58 92 

2.9 47 75 

トUJJ . 5.8 22 35 

11.6 。 。
23.1 。 。

methyl isothiocyanate 
46.3 。 。 4.1 

92.5 。 。
185 。 。
370 。 。
740 。 。

a): [methyl isothiocyanate treated group or non-treatment control / neg剖ivecontrolJ x 100. 



S加dyNo. 971022 

Table 3. Chromosomal aberration test ofmethyl iso出∞y祖国脂血c叫加redCHL cells 

一百leshort町ea加lentmethod -

Structural aberrations 

Wi由(十)or No.of No.of NO.of cells wi血

t(z%v ) Test Concer帥 tion
wi由out(-) rne阻ph田e polyploid 

Incid回目a)

Judgernentb) 
Types c) and nurnbers (curn叫胡ve) chrornosorne Incidenced) 

Judgernentbl 

sub武田四 (岬叫)
S9mix examined 白出

(%) 油err甜on (%) 

C培回g ctb csb c民国e 匂 (+g) (-g) (+ ~-g) 
Non-trea1ment∞ntrol 十 200 05 。。。。。。。。 。。。 99 

Neg甜ve∞n首01 + 200 0.5 。。。。。。。。 。。。 100 

1.3十 200 0 0 - 0 0 0 0 2 0 0 2 2 1.0 1.0 - 94 

2.5 + 200 1 0.5 - 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0.5 0.5 - 96 

rnethyl iso血i∞yan蹴 5 + 200 4 2.0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 94 

10 + 200 2 1.0 - 0 0 2 0 12 1 0 13 13 6.5 6.5 :!: 51 

20 + 200 。 。 。。50 。128 。5 145 145 72.5 72.5 + 30 

P4J 込
Dirnethylnitros値世ne 500 + 200 。 。 。。37 。119 。。129 129 64.5 64.5 + 81 

Non-甘回trnent∞n仕'01 200 0.5 。。。。。。。。 。。。 98 

Neg胡ve∞ntrol 200 。 。 。。。。 。。 0.5 0.5 100 

1.3 200 。 。 。。3 。2 。。4 4 2.0 2.0 94 
ーーーー『司・ー，ーーーーーーーーー四ドーーーーーーーーーーーー・圃圃ーーーーーーーーーーーーーー・"・ーーー冒ーーーーーーーー--咽 4 ・ーーーーーーーーーーーーー輔・ー・ーーーーーーーーーーーーーー岨・ーーーーーーーーーーーーー_.......-晶岨ーーーー・祖国ーーーーーーー田『陣圃--ーーーーー・ーーーーー園田ーーー・・ー圃ーーーーーーーーーーーーーーー園明---一一一---ー

2.5 - 200 3 1.5 - 0 0 2 0 3 0 0 5 5 2.5 2.5 - 89 

rnethyl iso由i∞:yana島 5 - 200 1 0.5 - 0 0 6 0 11 0 0 16 16 8.0 8.0 :!: 78 

10 - 200 0 0 - 0 0 27 0 51 0 0 66 66 33.0 33.0 + 29 

Mitornycin C 

20 

0.1 0.5 o 0 55 0 77 0 0 107 107 53.5 53.5 + 
5
一
的

Negative ∞n仕01:Absolute ethanol. 
a): (polyploid∞:lls I obselVed rne旬ph蹴∞lls)x 100. 
b): Judg吋 on血ebasis of incidence as;一:neg甜ve(1白S由加5.0%); :!:: eq凶v∞剖 (5.0%or higher to 1田S血皿 10.0%); +: positive (1O.0%orhigher) . 

c): 咋:chrorn甜dg:叩;白g:chromosorne g:慨はb:chrornatid break; csb: chromosome break;侃:chromatid exchange;ωe: chromosome exchange;匂:世帯n印刷ion.

d): (Cells with structural chromosome aberrationl observed metaphase cells) X 100. 

e): (me血yli印 刷ocy加配町田I吋 groupor non-回油田nt∞ntrolor positive∞附'01I neg:胡ve∞出'01)X 100. 

f): Nome旬ph蹴儲llswe陪 observed.

(堵:}:TotaI aberrant cells incIuding the gap; (ザ:to凶 aberrant田Ilsexcluding卸紳・
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Table 4. Chromosomal aberration test of me也yliso血i∞yana白血c叫加redCHL cells 

一刀le∞n血uous白四租nentme血od-

S飢lC加ralaberrations 

Timeof No.of No.of No.of cells with 

現(%ザ) Test Concen回 tion
metaph出e polyploid 

Incidencea) 
JudgementbJ T叩国c) 叩 dll1山nbers(cumul甜ve) chromosome Incidenced) Judgem聞 tb)

subs阻n田 何此)
甘聞卸lent

(%) (%) 
伽) examined 田I1s

aberr胡on

c培 csg ctb csb~cse 企g (+訪 (・6 (十d し.g)

Non国甘間前lent∞n加 l 24 200 2 1.0 。。。。。。。。 。 。。 100 

Ne伊ive∞n仕'01 24 200 0.5 。。 。。 。2 2 1.0 1.0 100 

0.63 24 200 1 ・0.5 - 0 0 3 0 0 0 0 3 3 l.5 1.5 - 94 

1.3 24 200 2 1.0 - 0 0 6 0 2 0 0 7 7 3.5 3.5 - 91 

methyl iso由i∞:yan蹴 2.5 24 2∞ 1 0.5 - 0 0 19 0 15 0 0 32 32 16.0 16.0 + 70 

5 24 200 0 0 - 0 0 111 0 26 0 l3 l31 l31 65.5 65.5 + 33 

MitomycinC 

10 

0.05 

24 

24 

NMf) 

200 0.5 o 0 44 0 57 0 0 93 93 46.5 46.5 十

3 

83 

'
N
U
E
 

Negative ∞ntrol: Absolute ethanol. 
司: (Polyploid cells I obselVed metaphase cells) X 100. 

b): Judged on由ebasis ofincidence as;一:neg甜veU錨由加5.0%); :t: eq凶v∞al(5.0%orhigherto less由.an10.0%) ; +: positive (lO.O%orhigher) . 

c): c砲:chrom甜dg，叩;c唱:chromosome伊p;ctb: chrom甜dbreak; csb: chromosome bre出;侃:chromatid exchange;回 e:chromosome exchange;句:量噂n印刷on.

d): (Cells with s加CtUraIchromosome aberration I obselVed me拍phasecells) x 1∞. 
e): (methyl isothiocyan蹴胸刷groupor non~tr，倒nent ∞n加1or positive∞甜'01/negative con凶1)x 1∞. 
f): No metaphase cells were obselVed. 

(ψ:To凶油errantcells including the g叩;(-w:刷油errantceUs即 luding批抑・
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Figure 1. Cell growth inhibition test of methyl isothiocyanate in cultured CHL cells. 
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