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要約

2,4-ジフェニルがチルー1ペンテンの染色体異術誘剣生の有無を，ほ乳類⑪音養細胞(CHL'IU細胞）を用

い，短疇り処醗（6時間処理のS9mix派加及びS9mix無麟）と連続知醗(24時間処圏で検討した．

2,4-ジフェニル-4-メチルー1ーペンテンの試験濃度は，細胞増殖抑制試験の結果から， 5OO/o細胞増殖抑制濃

度及び細胞の生存率を指標に，短時間処理法のS9mix添加では12.5,25, 50, 100及び200/.fii加L,S9 mix 

無添加でば5.25,12.5,25, 50及び100I-@加L,連続処理法(24時間処理）では3.13,625, 12.5、25及び50ぼ佃L

の公比2,5回階を設定した．

鵡虚果，週教嘩馘び郷稲拠理法とも，拗籾奴湘髄的異紺囀包の出勝料お％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ほぽ範囲内であった

以上の結果，本試験条件下において， 2,4-ジフェニル-4-メチル＿1-ペンテンに染色体異常誘発性はないと

判定する．
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緒 言

2,4-ジフェニル4メチル:..}-ペンテンの安紺生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，陽性対照物質及び陰性対照物質

1.1被験物質

被験物質の祉ジフェニル-4-メチル＿1-ペンテン戌嘩名称： U’-(l,1-dime1hyl-3-methylene-1,3-propanediyl)

bisbenzene,英語別名：2,4-Diphenyl-4-methyl-Iャm屈記， CASNo.6362如 7,分子最： 23636,沸点： 3100C,

蒸気圧： 11Pa (170"C),揮発性：なし，融点:-82℃以下，比重： 0.975(2('/'C)]は無色透明の液体でスチレ

ン臭がある．当試験には から入手したもの［

含量： 96.97%（不純物：2,4-Diphenyl-4-methrl-2;xnt叩辺．54%)]を用いた．入手後は試験施設の被験物質

保管室の保管庫内に室温⑯定：2J0c,実測値： 20.0~253°c)・遮光の条件下で保管した．

2,4-ジフェニル-4-メチル＿l-ペンテン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（試験番号．100524)の投与期間終了後に製造元で被験物質を再分析した結果，含量fお6．炉んであり，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：200')年2月26日（自社封ぽ：），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： 20.0~24炉C)・遮光の条件下で保管した

13陽性対照物質

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

MMC［商品名：マイトマイシン注用2mg, 1バイアル中に， 日局マイトマイシンC2mg(jJ価）と日局塩

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

DMN園渡：匁．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°c,実測値： 3.7~5.4°C,使用冷蔵庫： 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DMSOとした．
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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に溶解して最高

濃度液（細胞増殖抑制試験： 482.4mg/mL、染色体異常試験の短時間処理法： 40.2mg/mL,連続処理法：

10.05 mg/mL)を調製した最齢劃斐液より低濃度液は，最高濃度液からDMSOで醐堵希釈し芍躙見した．

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．

2.2陽性対照物質

MMC及VDMNとも，生理食塩液（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lL) 試験濃度“日）

連続処理法 MMC 0.55 
て——―――= - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ~ ~―~ ~ ~— 

0.05 
ー・~

短時澗処理法 DMN 5500 500 

MMC 1.1 0.1 

3.試験寧

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(OilJIU)を用いた細胞は液体窒素中に凍結保管(-196℃)した試験に

際し，凍結保管してある細胞傭代代数15回）を融解して増殖させ，染色体数及び倍但南閉を検査した［検査

日： 2005年2月21日～2005年2月25日］．

試には，当試験施設の基準に適合した細胞（倍伯南閉： 15~18時間，染色体数： 23～27本の染色体を有

する細胞が叩殉入りを用いた．検査の結果をAttachmentIに示した

綱の継代は，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

染色体異常試験僚餌澗処理法） ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 8回

染色体異常試験傭瘍兜理法） ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 9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

Eagleの最少必須培衡夜{F.agle'sminim血essentialmedium,以rEagle'sMEM)⑬脚兌を， Attachment2,詞示

した．

培麟はF.agle'sM瓜彬沫（ロット番号： 1231892,GIBCO, リストNo.61100-061)と炭酸水素ナトリウムを

滋用水に溶解し， 1Nの幽悛て祉Iを7.0--7.l(実濶直：pl-17.028)に調整したメンプランフィルター(<PO.22μn,

日本ミリポア株式会社｝で濾過した後非働化(56℃,30)分）した仔牛血清（ロット番号： 472959,GIBCO)を

最 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37°Cに加温して使用した．

5. S9mix 

S9は， Attachment3の剃牛により2004年10月1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： 04100107) を使用した． S9は， 2004年11月2 日に購入し，使用時まで—80°C設定の冷凍庫ぼ！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，これをメンブランフィルター(<I>02 μn, 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Attachment4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 [lOOOtpm,5分間，小形冷却遠心機（型

式： CF5RX，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測定し，細胞数が2Xlが個l5mL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COi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，細詢甑緋卿賦験では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測定用

に1枚，染色体標本作製用に冴文を用いたまた，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，連続処理法の場合ば音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2,4-ジフェニル-4-メチル＿1-ペンテンの試験濃度を設定するために，細胞増醐珊軋

試験を行った試験は短時間処理法心9mix添加及びS9面漣誼珈と連続処理法の24時間処理の3系列で

実施した．

短噸瞑醗では． S9mix添加用シャーレからば音養液を2.5rnL除去した後，ここにS9mix05rnLと検体

液15瓜を添加した． S9面漣せ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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齢と疇に輝したい柑切シャーレもG沼ンキュベータ→村で利罪賠養した後，部瞑埠養恙OmL

に取り替え，さらに18時間音養した一方，連続処理法では，シャーレに検体液お瓜を添加し， COiイン

キュベーター内て~4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，生細胞数を測定した測定は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1()()Olo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， IOmMの2400尾加Lを最高濃度とし，以下公比2により 1200,(i()(), 300, 150, 75, 37 5, 

18.8, 938及び4.69戌佃Lの計1~尉斐を設定し，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

S9mix鰤Uにおける細抱の生存報ま， 4.69~18.8尾佃Lでiお0％以上を示したが， 37.5戌加L以上では濃

度が増加するに従いそq直は減少し,(j()()隅佃L以上の濃度では生細胞は認められなかった．

S9mix,無添加における細抱の生存率は， 4.69~18.8淫加Lでiお0％以上を示したが， 37.5埠加L以上では

濃度が増加するに従いその値は減少し， 150μg加L以上の濃度では生細胞は認められなかった．

Probit法により算出した苅lo細胞増殖抑制濃度(Ieso)は， S9mix添加では101.5Pe佃L,S9mix無添加では

52.6尾加Lであった．

なお， S9mix添加及びS9面漣臨珈とも，検体液添加時には300培佃L以上の濃度において白色の油状の析

雌汎認められたまた，処睛冬了時には如四lmL以上の濃度において透明の油状の析出物が認められた．

連続処理法の結果をTable2及びFigure1に示した ', ・-• I 

織の生存苺牡， 4.69及ひ38)4i血止では叩％以上を示したが， 18.8/fi,加L以上では濃度が増加するに従

いそq直は減少し， 75戌加L以ヒの濃度では生細胞ぱ認められなかった．

Probit法により算出しtゴQは， 23.9μg佃Lであった．

なお，検術夜添加寺には300陪岡以上の濃度において白色の油状の析出物が，処哨冬了時には300μg加L

以上の濃度において透明の油状の析出物が認められた

8.染色体異常試験

試は，短時間処理法のS9 mix添加及びS9面遠〖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誤葛湛切ひとび処理群

試験濃度は，細鄭普殖抑制試験の結果に基づき， IC叫奴隋！胞の生存率を指標に，短時間処理法のS9mix

添加では125,25, 50, 100及び200戌加L,S9mix無添加でlお25,12.5, 25, 50及びlOOμg加L,連続処理

法(24時間処理）では3.13,625, 12.5、25及び50阻加Lの公比2,5団堵を設定した
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処理群は，各試験系列ごとに被験物質，陰性対照及岱捌生対照群を設けた．脚生対照として短時間処理

法のS9mix添加にはDMN(500 /Ji!,加L)を， S9mix無添加にはMMC(0.1 J.lf!)mL)を，連続処理法にはMMC

(0.05ぼ加L)を用いた．

82検体液の処理

82.1短時間処理法

S9mix添り岬シャーレからi＃翰謙を25mL除去した後に， S9mix.05 mLと榛劉勿質及渭謝収掴物質の

場合は15Aを，陽性対照物質の場合ば）3mLを添加した． S9面遠瞑珈］用シャーレからは培養液を2.0mL除

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

6鴫罪養した後部瞑虚養液,.OmLに取り替え，さらに18呵罪口斐してから染色体標本叶伺患奴悶湘胞

数の測定をしたなお，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．

822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測定をしたなお，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

短日吸頃琺及巧堕舷拿とも，培養終了2時間前に10培如ば翻眩）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叫力0えて細胞を剥

離し，遠心分離により細胞を回収した後 75mmoVl塩化カリウム水溶液で低張処理(37℃,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

嘩下して細胞を広げ，乾燥後，乃ん(l)Giemsa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

にスライド標本は，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細胞数の測定

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，遠心鉗雄により細胞を回収した後に血球計算盤を用いて，生細胞数を測定した

測定は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

石館の施唸観にして，競梱よく広がった頒中譴咽鵬を1シャーレ当たり 1ぽ固， 1樹変当

たり200個観察した標本の観察はコード番引順に行い，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．

染ま数暉巽常と構造翔具際こ分類した数判昆術計蹟琳に柚loid)及渭却珀砒（匹h注利迫ioo)

を観察対象とし，構造的異常ばDギャップ（以下gap)J②染色分体型叩析(chromatidbreak,以下ctb），③染

色饂閉断(chromosomebreak,以下csb），④染色分体型交換(chromatidexchange,以下cte)'⑤染色体型交

換(chromosomeexchange，以下cse），⑥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，同一線上からは切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(PhotographI~4). 

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Lを示し，さらに陰性及団劇生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(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

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％和尚の場合を陰性， 5%以上IOOlo未満

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
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試

1.短時間処理法

試験結果をTable3(Appendix1-1~1-2)に示した

Study No. 971024 

2,4-ジフェニル4メチル＿l-ペンテン処理群の蜘的異常細胞の出現率は， S9mix添加及びS9mix無添加とも

すべての濃度で1.0％以下と珈生であった同様に，構造的異常細胞の出現率も， S9mix添加及びS9面漣馬

添加とも，すべての濃度で1.5％以下と陰性であった

2,4-ジフェニル4メチル＿1-ペンテン姻郵籾籾mix涵］Uにおける網郎がヒ存斡ま lお及ば均屯血ス1お0%

以遠示したが， 50焙血以上可訪翻駆増加するに従いそq薗譲如礼、，最高濃度の麻）培佃Lでは刃％で

あった S9呻鰤珈唸ける細包呪ヒ存斡ま 625及内お閑血て1:i90o/必人闊赤したが， 25偲血以上で

l胡郎邸増加するに従いそq即胡如礼、，最高濃度の100尾佃Lでは31％であった．

検体液添加峙と処理終了時の被験物質の析出は， S9mix添加及びS9mix無添加とも，すべての濃度にお

いて認められなかった

陰性対照の数的異常細胞の出現率は， S9mix添加では1.0%,S9mix無添加でば）．5％であった構造的異

常細胞の出現率は， S9mix添加でば）．5%,S9面遠輯幼Uでぱ双んであったまた，陽性対照(S9mix添加：

DMN ; 500 μgjmL, S9面造添加： MMC;0.1座如L)咽認異常細胞の出現率は， S9mix添加でぱ）5%,

S9面遠辟励0でば）％であった構造的異常細胞の出現率は， S9mix添加でlお8.5%, S9面漣誼幼0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ほぼ範囲内であり，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．

2,4-ジフェニル-4-メチル＿l-ペンテン処理群の数的異常細胞の出現率は，すべての濃度て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．

2,4-ジフェニル-4-メチル＿l-ペンテン処暇祥の細胞生存率は、 3.13及汲迂頃郭止でば氾％以上む示したが，

l25Pi!J如じ人ヒでば衡変が増加するに従いそq印胡犯礼へ最高濃度の刃ぼ如Lでは刀％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も0％であったまた，陽性対

照(MMC:0.05培如L)における数的異常細胞の出現率は0%,構造的異常細胞の出現率は46.5％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ほぼ範囲内であり， 試

験条件を満たすものであった
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考察

2,4-ジフェニルがチルートペンテン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

2,4-ジフェニル-4-メチル＿1-ペンテン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，2,4-ジフェニル-4-メチル＿1-ペンテンは数的異常及び構造的異

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，陰性対照及び陽性対照群の異常細胞出現率は，バ

ックグラウンドデータのほぼ範囲内であり，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， 2,4-ジフェニル-4-メチル＿l-ペンテンに染色体異常誘発性はないと

判定するなお， 2,4-ジフェニル-4-メチル＿l-ペンテン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 a—メチルスチレンでは復帰

変異試験、染色体異常試験において陰性、姉妹染色分体交換試験において陽性との報告がある”•
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Table 1. Cell growth inhibition test of 1,1'-(l,l-dimethyl-3-methylene--1,3-propanediyl) bisbenz.ene 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 四 mL) No. of cells Survival ratio•> ICso No. of cells Survival ratio•> IC50 

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

Negative control 
68 100 64 100 

(Dimethyl sulfoxide) 

4.69 68 100 62 97 

9.38 65 96 62 97 

18.8 64 94 61 95 

37.5 60 88 51 80 

1,1'-(l,l-dimethylふmethylene-I 75 44 65 23 36 
101.5 52.6 

,3-propanediyl) bisbenz.ene 150 26 38 

゜ ゜300* 11 16 

゜ ゜600* 

゜ ゜ ゜ ゜1200• 

゜ ゜ ゜ ゜2400* 

゜ ゜ ゜ ゜a): (l,l'-(1,1-dimethyl-3-methylen~l ,3-propanediyl) bisbenzene treated group/ negative control) X 100. 

•: White oily precipitations were noted at the time of application of the test solution and clean oily precipitations were noted on completion of the incubation. 



p b 
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Table 2. Cell growth inhibition test of 1,1'-(l,l-dimethyl-3-methylene-1,3-propanediyl) bisbenzene in cultured CHL cells 
-The continuous treatment method-

Treated for 24 hr 
Test Concentration 

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

(X 104/plate) （％） (μg/mL) 

Negative control 
65 100 

(Dimethyl sulfoxide) 

4.69 62 95 

9.38 59 91 

18.8 44 68 

37.5 23 35 

l,l'-(1,1-dimethyl-3-methylene 75 

゜ ゜ 23.9 
-1,3-propanediyl) bisbenz.ene 150 

゜ ゜300* 

゜ ゜600* 

゜ ゜1200• 

゜ ゜2400* 

゜ ゜a): (1,1'-{l,l-dimethyl-3-methylene-l,3-propanediyl) bisbenz.ene treated group/ negative control) X I 00. 

*:W血 oilyprecipitations were noted at the time of application of the test solution and clean oily precipitations were noted on completion of the incubation. 
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Table 3. Chromosomal aberration test of l,l'-0,1-<lirrl曲炉m北ylere-l~bisbenmlein cultured CHLcells
-The short trea1ment method -

Numerical aberration 

Test 

substance 

With (+) or No.of 
Concentration without(-) metaphase No.of No.of 

（頌mL) S9mix examined Polyploid endoreduplication Inci:ce•) Judgementb) 
cells cells 

Negative con1rol - + 200 2 0 1.0 

12.5 + 200 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 98 
-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------・ 

1,1'-(1,l-dim年珈 ------2-:-----------t _-------_2_“----------_!--------------9_------------9·:--………-=-----·---·_°··---l···--0-----0-----0----9------1-----_1_-----0;----0_•?------ーーニ………匁…·
d西 lぷm直叫i 50 + 200 1 0 0.5 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 71 

yl)血匹 ··……………………………---------:·-----------------------------------------------------~------------------------…----…………-------------------------------------
100 十 200 2 0 1.0 - 0 1 0 1 0 0 1 1 0.5 0.5 - 49 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
も 200 十 200 2 0 1.0 - 0 2 0 1 0 0 3 3 1.5 1.5 - 30 

＇ 

Structural aberrations 
No.of cells Survival 

如 c) andn皿 1bers with Incidenced) ratioe) 
(cwnulative) chromosome （％） Judgement bl 

（％） 
aberration 

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

゜
1 

゜゚゜゚
0.5 0.5 100 

Dimethylnitrosamine 500 ＋ 200 

゜
0.5 0 66 0 107 0 0 137 137 68.5 68.5 ＋ 83 

Negative control - - 200 I O 0.5 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 100 

-----6•-2-5---------- ―□ _------__2雙＿＿＿―― ----9__ ------------~ -------------~…-----•--—ご---_______ -~ ___ -~ ___ ~ ___ p ____ 9 ____ 9 _____ p _______ ~ ______ 9 ______ p _________ --=--_________ -~~ ___. 

l,l'-(l,1-3-m ---_12•-5---------- —□ _-------_2＿虹＿―― ------9______________ ~_} ___________ ~-------------て-----------0-----2-----0-----9___9----9_•--•-2…---_~-----_1.:g _ --_ _1_.9__-------~-----------~~ ---. 
吋＿＿＿＿＿＿互＿＿―――-----―ご＿＿＿＿＿＿＿＿＿？雙＿＿＿＿＿＿＿＿＿！――------------~-------------~•?______------て-----------~----~ ---~ ---~----~----~-----~-------~ -----~.:~ -----~-~----------=------------~~ ---. 

------5-9__---------□ _-------_2雙＿―― ------9_-------------9_-------------0-------------て-----------~___ -~ ___ ~ ____ I ____ ~-___ 9 ______ 1 _______ ! _____ ~竺＿―― -0_•?_--------て-----------~~---. 
100 - 200 I O 0.5 - 0 3 0 0 0 0 3 3 1.5 1.5 - 31 

MitomycinC 0.1 - 200 0 0 0 - 0 57 0 72 0 0 105 105 52.5 52.5 + 89 

Negative control: Dimethyl sulfoxide. 

a): (Nwnerical aberration cells/ observed metaphase cells) X 100. 

b): Judged on the basis of incidence 邸；—： negative (less than 5.00/o)；土：equivocal(5.00/oorhighertolessthan 10.00/o) ; +:positive (10.0%orhigher). 
c) : ctb: chromatid如武csb:chromosome break; cte: chromatid exchange; cse: chromosome exchange; ftg: fragmentation. 
d) : (Cells with structwal chromosome aberration I observed metaphase cells) X 100. 

e): { 1,1'- (1,1~紐1,3-pqln迅仙函匹n:treated group or positive control/ negative control} X I 00. 

(+g):Total aberrant cells including the gap; (-g) : total aberrant cells excluding the gap. 
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Table 4. Chromosomal aberration test of 1,1'-(1,l-Oi匹的Bm北ylere-1,.'½四直凶剥b辿四血incultured Cl-IL cells 
-The continuous treatment method -

Numerical aberration 

Test 

substance 
Concentration 
(μg/mL) 

Time of 
treatment 

(hr) 

No.of 
metaphase No.of No.of Incidence・) 

examined Po抑loidendoreduplication(%) Judgementb) 
cells cells 

Structural aberrations 
No.of cells 

Types c) and numbers wi1h Incidenced) 

（四mutative) chromosome (%) 

aberration 

gap etb csb cte--cse ftg(+g) (-g) (+g) (-g) 

Judgement bl 

Survival 
ratioe) 

（％） 

Negative control 

3.13 

24-24 ゜
,
2
4
,
 

1,1'-(l,1~3-m ___ --~-_?:~ _________ -~1 
d西l— 12.5 24 
w-

M加mycinC 0.05 24 

200 

200 ---. 

200 ---. 
200 

200 

0
-
0
-
0
 

゜

0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 100 

------------~-~----------―ご＿----------~ ----~ ---_o_ --_ p_ --_ p_ --_ 9_ ---_ p_ -----_q _ -----~ -----_ p_ --------~----ロ -----·9ぎ＿＿＿．
0.5 - ~ ___ -~ ____ O _____ I ____ ~-___ 9 _____ _I _______ ! _____ 9:も---0§-- - 100 

0 0 0 0 __ 9 ____ 9 _____ 9 _______ q_-…9_------0…--…--------0 0.5 
-------------------------

25 24 200 0 0 
----------------------------------------------------・ ・ ・ ・ -------------

so 24 200 1 0 

1 0 0 
・----------・ 
0 0 0 

0 I 

0
.
0
5
-
0
 

0
-
0
 

0
-
2
 

0
.
0
 0 47 0 67 0 0 

2
-
9
3
 

__ ! _____ ~ざ―----0竺．―-------------
2
-
9
3
 

1.0 1.0 

46.5 46.5 ＋ 

82 

48 
. --
27 

85 

Negative control: Dimethyl sulfoxide. 
a):(Nwnerical aberration cells/ observed metaphase cells) X 100. 

b): Judged on the basis of incidence as; -: negative Oess than 5.00/o) ;土：equivocal(5.00/oorhigherto less than 10.0%) ; +: positive (10.0%orhigher). 
c): ctb: chromatid break; csb: chromosome b成cte:chromatid exchange; cse: chromosome exchange; frg: fragmentation. 
d): (Cells with structural chromosome aberration/ observed metaphase cells) X 100. 

e): {1,1'-(1,1-diml曲)4-~lぷmm匈囚立12flletreatedgroup or positive control/ negative control} X 100. 

(+g) : Total aberrant cells including the gap; (-g) : total aberrant cells excluding the gap. 



The short treatment method 

-+-Treated for 6hr with S9 mix 
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Figure 1. Cell growth inhibition test of I, I'ー(1,l-dimethyl-3-methylene-1,3-propanediyl)bisbenzene in cultured CHL cells. 
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