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要約

トリチオシアヌノレ酸のチャイニーズ・ハムスター雌肺由来細胞(CHL/IU細胞)を用いる染色体異常試

験を実施し、その染色体異常誘発性を検討した。

用量設定のために実施した細胞増殖抑制試験の結果をもとに、短時間処理における最高処理濃度

をS9mix非存在下および S9mix存在下ともに 10mmol!L(1.8 mg/mL)とし、公比1.5で計 5段階の濃

度群を設定して染色体異常試験を実施した。

細胞増殖率および分裂指数の結果をもとに以下の観察対象群を決定し、染色体分析を行った。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.36、0.53、0.80mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.36、0.53、0.80mg/mL 

その結果、 S9mix非存在下および存在下で短時間処理した高濃度群(0.80mg/mL)で構造異常を

有する細胞の統計学的に有意な増加(出現率はそれぞれ 5.5%および 19.0%)が認められた。トリチオシア

ヌノレ酸を培養液に添加すると1.2mg/mL以上の濃度では培養液が黄色化し、 pHが 5.79.-...，6.04まで低

下するが、処理6時間後では1.8mg/mLの濃度群でのみ培養液の黄色化が認められた。染色体分析し

た0.80mg/mLの濃度では添加時の培養液は燈色であり、処理終了時では培養液の変化は認められな

かったことから、培養液の酸性化により染色体の構造異常が誘発された可能性は低いと考えられた。しか

しながら、明らかに陽性の結果が得られた S9mix存在下の条件については、 pH調整した処理群も設定

して処理液の酸性化の影響を調べるために確認試験を実施した。また、それと同時に最高処理濃度を

50%の増殖抑制濃度の約1.5倍の濃度(0.70mg/mL)とし、公比1.5で計 5段階の濃度群を設定して 24

時間連続処理による染色体異常試験を行った。

細胞増殖率および分裂指数の結果をもとに以下の観察対象群を決定し、染色体分析を行った。

24時間連続処理:0.14、0.21、0.31mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理(pH非調整群):0.36、0.53、0.80mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理(pH調整群):0.53、0.80、1.2mg/mL 

その結果、 24時間連続処理したいずれの濃度群においても染色体の構造異常および倍数性細胞の

統計学的に有意な増加は認められなかった。

一方、 S9mix存在下で短時間処理した場合、 pH非調整群の高濃度群(0.80mg/mL)では、 11.0%の

細胞に染色体の構造異常が誘発され、再現性のある結果が得られた。また、 pH調整群の 0.80mg/mL 

の濃度群で、は染色体の構造異常を有する細胞の統計学的に有意な増加は認められなかったが、観察

可能な高濃度群(1.2mg/mL)では、 31.5%の細胞に染色体の構造異常が誘発された。染色体の構造異

常が誘発された群の処理開始時の pHはpH非調整群では6.73、pH調整群では 7.27であり、処理終了

時には培養液の色の変化は認められなかったことから、 S9mix存在下の短時間処理群で誘発された染

色体異常は、培養液の酸性化によるものではなく、トリチオシアヌル酸によって誘発されたと考えられる。

また、 S9mix存在下で短時間処理した確認試験においては、 pH調整の有無にかかわらず、倍数性細胞

の有意な増加(出現率:1.5.-...，2.5%)が認められ、その中には核内倍加した細胞が認められた。

以上の結果より、トリチオシアヌル酸は、本試験条件においてCHL!IU細胞に染色体異常を誘発する

と結論した。



試験目的

OECD既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の一環として、トリチオシアヌル酸の染色体

異常誘発作用を評価するため、 CHL!IU細胞を用いる染色体異常試験を実施した。

材料と方法

1.被験物質

被験物質であるトリチオシアヌノレ酸[別名(一般名): 2，4，6-トリメノレカプトーs-トリアジン、略称:TTC、英

名:1，3，5-Triazine-2，4，6(lH，3H，5H)-trithione 

]は、淡黄色粉末で、 から提供を受けた。被験物質の物理化学的性状等を

Appendix 1に示す。被験物質は、使用時まで直射日光を避け室温保管した。

被験物質提供者において、実験終了後に返却した被験物質を非GLP下で分析した結果、被験物質

の組成に変化が認められず、実験期間中安定で、あったことが確認された(Appendix2)。なお、被験物質

原体の安定'性については GLP下での確認はされていないが、化学的根拠に基づいた資料であることか

ら、実験期間中安定であり、本試験の信頼性に影響しないと判断した。

2. 陽性対照物質

陽性対照物質として用いたマイトマイシン C(MMC、ロット番号:428ACI、協和醗酵工業)およびシク

ロホスフアミド(CP、ロット番号:091K1176、SigmaChemical)を日局注射用水(ロット番号:K4181および

K4L72、大塚製薬工場)に溶解し、用時調製して試験に用いた。

3.細胞と培養条件

CHL!IU細胞は、染色体数のモードが 25本で我が国において染色体異常の検出に常用されている。

この細胞を ]CRB細胞パンクより入手(1988年 2月 10日入手、入手時の継代数 4)し、継代後、液体窒

素(-1960C)中に凍結保存(現在の継代数23)した。その細胞(倍加時間約 15時間、マイコフ。ラズマの汚

染なし)を、解凍後、継代 4代(細胞増殖抑制試験)、 7代、 9代(染色体異常試験)で試験に用いた。
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培養には、仔牛血清(CS、ロット番号:28019903、CanseraInternational)を 10vol%添加したイーグノレ

MEM培養液(10%CS/MEM)を用い、 CO2インキュベーター(5%C02、37
0

C、加湿条件下)内で培養した。

イーグノレMEM培養液は、製造元(日水製薬)の処方に従ってイーグノレMEM培地「ニツスイ」①粉末(日水製

薬)、 Lーグノレタミン(日水製薬)およびNaHC03を混合して調製したものを用いた。

4. S9反応液の調製

S9 (ロット番号:孔l¥A-516、2005年 2月 4日製造、キッコーマン)は、フェノパノレピターノレと 5，6ーベンゾ

フラボンを投与した7週齢の雄Sprague-Dawley系ラットの肝臓から調製したものを購入し、使用時まで超

低温槽(-800C)に保管した。グノレコース-6ーリン酸(G-6-P、SigmaChemical)、十ニコチンアミドアデニン

ジヌクレオチドリン酸(十NADP+、オリエンタル酵母工業)および KClを超純水に溶かし、混合液として超

低温槽(-80
0

C)に保管し、使用時はこれに S9、MgCl2およびHEPES(pH7.2)を加え、 S9m以とした。試

験には、 10免CS/MEM:S9 mixを25:5の劃合で混和した S9反応液 (3mL/ディッシュ)を加えて処理を

行った(各成分の最終濃度:5 vol% S9、0.83mmollL G-6-P、0.67mmollL s-NADP+、0.83mmol/L 

MgC12、5.5mmol/L KCl、0.67mmol/L HEPES)。

5.被験物質調製液の調製

溶解性の予備検討の結果、被験物質は試験に必要な濃度で水に不溶であったが、ジメチノレスノレホ

キシド(DMSO)に溶解したことから、溶媒として DMSO(‘ロット番号:TCF8379、和光純薬工業)を用いた。

被験物質を必要量秤量し、溶媒を加えて溶解させ、原液(細胞増殖抑制試験および染色体異常試験と

もに 180mg/mL)を用時調製し、それを溶媒で段階希釈して種々の濃度の被験物質調製液を調製し、こ

れらの調製液を 1vol'九添加して処理を行った。

S9 mix存在下の短時間処理については処理液の酸性化の影響を調べるために確認試験(染色体異

常試験)を行ったが、処理液の pHを調整しない pH非調整群については、 S9反応液(60mL)に被験物

質調製原液(180mg/mL)を1vol%(0.6 mL)加え、それをDMSOを1vol%含むS9反応液で希釈して種々

の濃度の処理液を調製した。また、 pH調整群については、 10%CS/MEM(50 mL)に被験物質調製原液

(180 mg/mL)を1vol%(0.6 mL)加え、処理液の色が 10%CS/MEMと同程度になるまで 1mol/L NaOHを

加えたのち、 S9mix (10 mL)を加えて最高処理濃度の処理液を調製し、それを DMSOを1vol%含む S9

反応液で希釈して種々の濃度の処理液を調製した。

なお、被験物質調製液の調製時に、発熱、発泡および変色のような変化の無いことを目視により確認

した。

6.細胞増殖抑制試験

染色体異常試験に用しも被験物質の処理濃度を決定するため、被験物質の細胞増殖におよぼす影

響を調べた。 CHL/IU細胞に0.25%トリプシンを作用させ、 4X103個/mLの単一細胞浮遊懸濁液を調製

し、その 5mL(2X 104個)をプラスチックディッシュ(直径 6cm)に播種した。培養開始 3日目に、以下の
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手順で短時間処理および、連続処理を行った。すべての処理条件において、試験法ガイドラインに従い

10 mmol/L (1.8 mg/mL)の濃度を最高処理濃度とし、 0.056""'1.8mg/mLの濃度範囲(公比 2)で処理を

行った。各群 2枚のデ、イツシュを用いた。

S9 mix非存在下および存在下で短時間処理する場合、各デ、イツシュの培養液をそれぞれ

10%CS/MEMおよびS9反応液と交換(3mL/デ、イツシュ)した後、溶媒(陰性対照)または各濃度の被験物

質調製液(30μL)を各デ、イツシュに添加し 6時間処理した。処理後、リン酸緩衝塩類溶液(PBS、Ca2+お

よび Mg2+を含む)で細胞を洗浄し、 10%CS/MEM(5 mL/デ、イッシュ)でさらに 18時間培養した。また、連

続処理する場合には、各ディッシュの培養液を 10%CS/MEMと交換(5mL/デ、イツシュ)した後、溶媒(陰

性対照)または各濃度の被験物質調製液(50μL)を各デ、イツシュに添加し 24時間処理した。また、培養

液中の沈殿の有無を肉眼で調べた結果、すべての処理群で処理開始時および処理終了時ともに1.8

mg/mLの濃度群で沈殿が認められた他、 S9mix非存在下で、短時間処理した0.90mg/mLの濃度群では

処理終了時に沈殿が認められた。また、被験物質調製液を添加した際に、培養液の色が 0.45mg/mLで

は樺色に、 0.90mg/mLおよび1.8mg/mLでは黄色に変化したが、処理終了時では1.8mg/mLでのみ

培養液の黄色化が認められた。

培養終了後、 10vol%ホルマリン溶液で固定し、 0.1%クリスタルバイオレット液で、染色した。単層培養細

胞密度計(Monocellater™、オリンパス販売)を用い、陰性(溶媒)対照群と比較した各被験物質処理群の

相対増殖率を測定した。

7.染色体異常試験

細胞増殖抑制試験の結果、トリチオシアヌル酸はすべての処理条件においてCHL/IU細胞の増殖を

濃度依存的に抑制した (Fig.1)。増殖率50%を挟む2点の回帰直線式から50%の増殖抑制濃度を算出し

た結果、その濃度は、 S9mix非存在下およひ、存在下の短時間処理で、はそれぞ、れ1.2mg/mLおよび0.89

mg/mL、24時間連続処理では 0.45mg/mLと推定された。

このことから S9mix非存在下および存在下での短時間処理ともに試験法ガイドラインに従い 10

mmol/L(1.8 mg/mL)の濃度を最高処理濃度とし、公比1.5で計 5濃度設定して染色体異常試験を実施

した。なお、細胞増殖抑制試験で被験物質調製液を添加した際に培養液の黄色化が認められたことか

ら、1.2mg/mLおよび1.8mg/mLの濃度群については、 pH測定用の処理液を別途調製(n=l)し、 pHメ

ータ(PH81、横河電機)を用いて処理時の処理液pHを測定した。

試験操作は、細胞増殖抑制試験とほぼ同様に行った。被験物質処理群、陰性(溶媒)対照群と陽

性対照群を設けた。 l濃度あたり 4枚のディッシュ(ただし、陽性対照群では 2枚)を用い、そのうちの 2

枚は染色体標本を作製し、別の 2枚については単層培養細胞密度計により細胞増殖率を測定した。陽

性対照群については、 S9mix非存在下の短時間処理では、 MMC(20問 /mL)を最終濃度が 0.1μg/mし

となるように添加した。また、 S9mix存在下の短時間処理では、 CP(lmg/mL)を最終濃度が 10同 /mしと

なるように添加した。なお、 MMCおよび CPは上記の濃度で染色体の構造異常を誘発することが知られ

ている。
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短時間処理の結果、 S9mix非存在下の短時間処理では疑陽性の結果が得られたことから、 24時間

連続処理による染色体異常試験を実施した。また、 S9mix存在下の短時間処理については、陽性の結

果が得られたが、培養液の酸性化の影響を確認するために、処理液の pHを調整しない群(pH非調整

群)と調整した群(pH調整群)を設定して確認試験を行った。

試験操作は、 24時間連続処理群については細胞増殖抑制試験とほぼ同様に行った。 S9mix存在下

の短時間処理群については、被験物質を含む処理液を調製し、処理液と液交換することにより処理を行

った。すべての処理条件において被験物質処理群、陰性(溶媒)対照群と陽性対照群を設けた。各群

4枚のディッシュ(ただし、陽性対照群では 2枚)を用い、そのうちの 2枚は染色体標本を作製し、別の 2

枚については単層培養細胞密度計により細胞増殖率を測定した。陽性対照群については、連続処理で

はMMC(20μg/mL)を最終濃度が0.05μg/mしとなるように添加した、 S9mix存在下の短時間処理で、は、

CP(1 mg/mL)を最終濃度が 10μg/mLとなるように添加した。なお、 MMCおよび CPは上記の濃度で染

色体の構造異常を誘発することが知られている。

また、 0.47mg/mL以上の濃度群については、 pH測定用の処理液を別途調製(n=l)し、処理時の処

理液pHを測定した。

培養終了の 2時間前に、コルセミドを最終濃度が 0.1μg/mLとなるように添加した。培養終了後、培

養液を捨て、 0.02w/v% EDTA含有 PBS(Ca2+およびMg2+不含)をディッシュあたり 5mL加えてヒ。ペッテ

イングにより細胞をはがし、細胞を遠沈管に移した。遠沈(1000"'-'1500rpm、約 5分)し、上清を捨てた後、

3 mLの 0.075mol/L KCl水溶液を加え、約 30分間低張処理を行った。低張処理後、固定液(メタノー

ノレ:氷酢酸 =3:1 (v/v))を6"'-'7mL加えて静かに撹排し、遠沈した。その後、上清を捨て、再び新鮮な

固定液を加えて遠沈した。この固定操作を数回行った後、少量の固定液を加えて細胞を懸濁し、その少

量をスライドグラス(あらかじめフロスト部分に試験系識別番号、コード番号およびスライド番号を記入)上

に滴下し、そのまま風乾した。 lデ、イツシュあたり4"'-'6枚のスライド標本を作製した。なお、 20%未満の相対

増殖率(80%を超える増殖抑制)を示す被験物質処理群については、染色体標本を作製しないこととし

た。

作製したスライド標本を 3vol%ギムザ液(pH6.8の1/15mol/Lリン酸緩衝液で希釈調製)で染色後、

水道水ですすいで風乾した。

8.染色体分析

染色体分析に先立ち、 1枚のデ、イツシュから得られた l枚の標本を用いて、濃度の高い方から分裂指

数 (500細胞/標本)を分析した。 0.5%未満の分裂指数を示した場合は染色体分析不能と判断し、また、

標本あたりの分析可能な分裂中期細胞が少ない場合にはその数を考慮して、分析可能な最高濃度群を

決定することとした。

デ、イツシュ l枚から得られたスライド標本 4枚を、 4人の観察者がそれぞれ処理条件の分からない状

態で分析した。染色体がよく広がり、かっ散逸していない分裂中期像を探し、 1群あたり 200個(100細胞

/ディッシュ、 25細胞/観察者)の分裂中期細胞(染色体数:23"'-'27本)について構造異常の種類と数を、
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l群あたり 800個(400細胞/テ守イツシュ、 100細胞/観察者)の分裂中期細胞について倍数性細胞(染色

体数が 38本以上)の数を調べた。その結果に基づいて構造異常を持つ細胞と倍数性細胞の出現率を

求めた。

ギャップおよび切断を除く染色体異常の分類は、日本環境変異原学会・日甫乳動物試験分科会 1)によ

る分類法に基づいて行った。染色分体幅より狭い非染色性部位をギャップ、それ以上幅の広いものを切

断と定義し、ギャッフ。については構造異常誘発性の判定には含めないこととしたo

染色体の構造異常(ギャップを除く)を有する細胞および倍数性細胞の出現数について、陰性対照、

群と被験物質処理群間および陽性対照群間で、フイツシャーの直接確率法 2)(pく0.01、片側)により有意

差検定を実施した。また、有意差の認められた処理条件についてはその用量依存性についてコクラン・

アーミテッジの傾向性検定 3)(p<O.Ol、片側)を実施することとした。これらの検定結果を参考とし、生物学

的な観点、からの判断を加味して染色体異常誘発性の評価を総合的に行った。

E式験成績と考察

用量設定のために実施した細胞増殖抑制試験の結果をもとに、公比1.5で以下の濃度群設定し、短

時間処理による染色体異常試験を実施した。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.36、0.53、0.80、1.2、1.8mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.36、0.53、0.80、1.2、1.8mg/mL 

なお、沈殿の有無を肉眼で観察した結果、1.2mg/mLおよび1.8mg/mLの濃度で処理開始時に培

養液中に沈殿が認められた以外は、すべての処理群で培養液中に沈殿は認められなかったo

染色体分析に先立ち実施した分裂指数の分析結果をもとに、観察対象群を以下のように決定し、染

色体分析を行った。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.36、0.53、0.80mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.36、0.53、0.80mg/mL 
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染色体分析の結果、 S9mix非存在下で、短時間処理した場合、高濃度群(0.80mg/mL)においてのみ

構造異常を有する細胞の統計学的に有意な増加(出現率:5.5%)が認められた。それ以外は、構造異常

を有する細胞および倍数性細胞の統計学的有意差は認められなかった(Table1)。

S9 mix存在下で短時間処理した場合も同様に、高濃度群(0.80mg/mL)でのみ構造異常を有する細

胞の統計学的に有意な増加(出現率:19.0%)が認められ、それ以外はいずれも統計学的有意差は認め

られなかった(Table2)。

以上のように、 S9mix非存在下および存在下で短時間処理した場合、それぞれ疑陽性および陽性の

結果が得られたが、被験物質調製液を培養液に添加した際、1.2mg/mL以上の濃度群では培養液の黄

色化が認められ、処理開始時の処理液の pHを測定したところ、 S9mix非存在下および存在下で短時間

処理した1.2mg/mLの濃度群ではそれぞれ 5.79および、 6.04、1.8mg/mLの濃度群ではそれぞれ 5.85

および6.02であった。構造異常が有意に増加した 0.80mg/mLの濃度群では、処理開始時の処理液の

pHを測定しなかったが、培養液の色は燈色であり、また、処理終了時の培養液の色は1.8mg/mLの濃

度群で、淡い黄色に変色した以外は特に培養液の色の変化は認められなかった。従って、短時間処理群

における染色体分析の結果が、培養液の酸性化による可能性は低いと考えられた。しかしながら、その

可能性を完全に否定できないことから、 24時間連続処理による染色体異常試験を実施するとともに、 S9

mix存在下の短時間処理については、 pH調整した群も設けて確認、試験を実施した。 24時間連続処理群

については、細胞増殖抑制試験結果をもとに公比1.5で以下の濃度群を設定し、 S9mix存在下の短時

間処理群については、最初の試験と同じ濃度群を設定して染色体異常試験を実施した。

24時間連続処理:0.14、0.21、0.31、0.47、0.70mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理(pH非調整):0.36、0.53、0.80、1.2、1.8mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理(pH調整):0.36、0.53、0.80、1.2、1.8mg/mL 

染色体分析に先立ち実施した分裂指数の分析結果をもとに、観察対象群を以下のように決定し、染

色体分析を行った。

24時間連続処理:0.14、0.21、0.31 mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理(pH非調整): 0.36、0.53、0.80mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理(pH調整):0.53、0.80、1.2mg/mL 

染色体分析の結果、 24時間連続処理した場合には、いずれの処理群においても構造異常を有する

細胞および、倍数性細胞の統計学的に有意な増加は認められなかった(Table3)。

S9 mix存在下での短時間処理による確認試験においては、 pH非調整群では高濃度群(0.80

mg/mL)で 11.0%の細胞に染色体の構造異常が誘発され、再現性のある結果が得られた。また、中濃度

群(0.53mg/mL)と高濃度群(0.80mg/mL)で倍数性細胞の統計学的に有意な増加(出現率:それぞ、れ

2.5%および 1.5%)が認められたほか、核内倍加した細胞(倍数性細胞)も観察された(Table4)。また、 pH

調整群については、 0.80mg/mLの濃度群では染色体の構造異常の統計学的に有意な増加は認められ

なかったが、高濃度群(1.2mg/mL)で観察した細胞の 31.5%に染色体の構造異常が誘発された。また、

低濃度群(0.53mg/mL)で倍数性細胞の統計学的に有意な増加(出現率:1.6%)が認められたほか、核
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内倍加した細胞も観察された(Table4)。

以上のように、 S9mix存在下で短時間処理した場合、構造異常を有する細胞が誘発されたが、処理

開始時の処理液のpHは6.73であり、処理終了時の培養液の色は特に変化は認められなかったことから、

誘発された構造異常は培養液の酸性化で、はなく、被験物質そのものによって誘発されたと考えられる。こ

れは、 pH調整群においても染色体の構造異常が誘発されたことからも pHの影響ではなく、被験物質そ

のものによって染色体異常が誘発されたことを示している。

なお、トリチオシアヌル酸については、当研究所で実施した細菌を用いる復帰突然変異試験(試験計

画番号:M-04-075)で陰性の結果が得られている。

陽性の結果が得られた S9mix存在下の短時間処理に関して 020値 4)を求めたところ、構造異常に

ついては1.1mg/mL、倍数'性細胞については対象外となった。なお、構造異常については複数の陽性

結果が得られたことから、各結果について020値を算出したが、最終的にS値の最も小さくなる020値を

採用した。

陽性対照物質として用いたMMCは、 S9mix非存在下の短時間処理および24時間連続処理におい

て染色体の構造異常を誘発L(Tables1、3)、CPは短時間処理の S9mix存在下において染色体の構造

異常を誘発した(Tables2、4)。これらの陽性対照物質の結果より、本実験系の成立が確認された。

以上の結果より、トリチオシアヌル酸は本試験条件において CHL!IU細胞に染色体異常を誘発する

と結論した。
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Chromosome analysis ofChinese hamster cells (CHUIU) treated with 1，3，5・triazine-2人6(IH，3H，5H)・trithione(TTC)判 for6 h without S9 mix Table 1 

Number6
) 

ofpolyploid 

cells (%) 

Time of Concurrent 2; Mitotic 3) 

cell growth index 

(%) (%) 

Trend testη 

-gap POL 

Number of cells 

with aberrations 

+gap (%) -gap (%) 

Others 5) 

Number of structural aberrations Number 

of cells 

analyzed 

S9 

mlX 

Concen-

tratton 

(mg/mL) 

exposure 

(h) 

Group 
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0o  0 0 
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o 0 10 0 
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0 10 34 0 

not made chromosome specimen 

mt made chromosome spe岨nen

100 2 25 42 2 0 10 81 0 51 ( 5l.0) 49 (49.0) 1 ( 0.3 ) 

100 5 30 47 0 0 0 82 0 51 ( 5l.0) 49 (49.0) 0 ( 0.0 ) 

200 7 55 89 2 0 10 163 0 102 ( 5l.0) 98 *( 49.0) 1 ( 0.1 ) 

Abbreviations: g叩， chromatid gap and chromosome g即;ctb， chromatid break; cte， chromatid exchange; csb， chromosome break; cse， chromosome exchang浄(dicen住民

組 dring); mul， multiple aberrationss; +g却，total number of cells w油 aberrationsincluding gaps; -gap， total number of cells with aberrations e却 ludinggaps; POL， polyploid; 

MMC， mitomycin C; NA， not analyzed. 
1) Dimethyl 釦出xidewas used as a solvent and added at the level of 1 vol% p釘 dish. 2) Cel1 confluency， represent泊gcytotoxicity， was m朗 S町 edwith a Monocel1ate?M. 

3) Metaphase企equencywas calculated by counting 500 cel1s in each dish. 4) When the number ofaberrations in a cel1 was more than 9， the cell was scored as ha吋ng10 

aberrations. 5) Others， such as attenuation and premature chromosome condensation， were excluded from the number of structural aberrations. 6) Eight hundred cells 

Wぽ eanalyzed in each group. 7) Cochran-Arrnitage's trend test was done at pく0.01(one-side) . 

へSignificantlydifferent from the negative control at pく0.01(one-side) by Fisher's exact probability test. 

料， Purity was 99.8%組 dsulfur was 0.l3% as impurity. 

pb， Precipitation was observed at the beginning of the treatment in the medium by the naked eye. 

mob， Medium color changed to orange at the beginning ofthe仕eatment.

mゲb，Medium color changed toyellow at the beginning ofthe treatment. 
mゲbe，Medium color changedωyel10w at the beginning and the end of the treatment. 
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Chromosome analysis ofChinese hamster cells (CHUIU) treated with 1，3，5-triazine-2人6(IH，3H，5H)ーtrithione(TTC)** for 6 h with S9 mix Table2 
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Number 6) 

ofpolyploid 

cells (%) 

Number of cells 

with aberrations 

+gap (%) ・伊p(%)

Others 5) 

total 

Number of structural aberrations Number 

of cells 

analyzed gap ctb cte csb cse mul 4) 

Time of Concurrent 2; Mitotic 3) 

田 11growth index 

(%) (%) 

S9 

mlX 

Concen-

trahon 

(mgJ此)

exposure 

(h) 

Group 

o 0 0 1 0 1 ( 1.0) 

1o  0 1 0 1 ( 1.0) 

1o  0 2 0 2 ( 1.0) 

o 0 0 0 0 0 ( 0.0) 

0o  0 1 0 1 ( 1.0) 

0 o 0 1 0 1 ( 0.5) 

o 0 0 0 0 0 ( 0.0) 

0o  0 4 0 4 ( 4.0) 

0o  0 4 0 4 ( 2.0) 

3 0 0 46 0 23 ( 23.0 ) 

0o  0 24 0 15 ( 15.0 ) 

3o  0 70 0 38 ( 19.0 ) 

mt observed due to extreme cytotoxic託y

即 tob喧erveddue to extreme c戸otoxicity

100 2 7 45 1 0 0 55 1 41 ( 41.0) 4ο( 4ο.0) 0 ( 0.0 ) 

100 3 17 37 1 0 0 58 0 37 ( 37.0) 37 (37.0) 0 ( 0.0 ) 

200 5 24 82 2 0 0 113 1 78 ( 39.0) 77 *( 38.5) 0 ( 0.0 ) 

Abbreviations:伊 p，chrornatid gap and chromosome gap; ctb， chromatid break; cte， chrornatid exchange; csb， chromosome break; cs氾， chromosome exchange ( dicentric 

and ring); mul， multiple aberrationss; +gap， total number of cells with aberrations including gaps; -g却， total number of cells with aberrations excluding gaps; POL， po砂ploid;

CP， cyclophosphamide; NA， not anal戸ed.

1) Dimethyl sulfoxide was used as a solvent and ad比iedat the level of 1 vol% per dish. 2) Cell confluency， rep叩 sentingcytotoxicity， was measur，吋witha Monocellater™. 

3) Metaphase金equencywas calculated by counting 500 cells in each dish. 4) When the number of aberrations in a cell was more than 9， the cell was scored as having 10 

aberrations. 5) Others， such as attenuation and prematur官 chromosome∞ndensation， were excluded企omthe number of structural aberrations. 6) Eight hundred cells 

were analyzed in each group. 7) Cochran-Arrnitage's trend同 twas done at pく0.01(one-side) . 

ぺSignificantlydifferent企omthe即 ga伽 econtrol at pく0.01(one-side)句 Fisher'se明 ctprobability回t.

料， Purity was 99.8% and sulfur was 0.13% as impurity. 

pb， Precipitation wぉ observ官dat the beginning ofthe treatment in the medium by the naked eye. 

mob， Medium color changed to orange at the b巴:ginningofthe treatment. 

myb， Medium color changed to yellow at the beginning ofthe trぬ tme凪

mybe， Medium color changed to yellow at the beginning and the end ofthe treatment. 
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Chromosome analysis ofChinese hamster cells (CHUIU) continuously treated with 1，3，5-triazine-2，4，6 (IH，3H，5H)・trithione(TIC)林 for24 h without S9 mix Table 3 
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2 0 0 0 4 1 3 ( 3.0) 

200  o 3 0 3 ( 3.0) 

4o  0 0 7 1 6 ( 3.0) 

o 0 0 0 3 0 3 ( 3.0) 

1 o 0 0 6 0 5 ( 5.0) 

1 o 0 0 9 0 8 ( 4.0) 

2 0 0 0 4 0 3 ( 3.0) 

01  0 0 7 0 5 ( 5.0) 

21  0 0 11 0 8 ( 4.0) 

not observed due to the small number of metaphases 

not observed due to the small number of metaphases 

100 3 20 42 1 0 0 66 0 48 ( 48.0) 45 (45.0) 0 ( 0.0 ) 

100 1 30 38 1 0 0 70 0 45 ( 45.0) 45 (45.0) 0 ( 0.0 ) 

200 4 50 80 2 0 0 136 0 93 ( 46.5) 90 *( 45.0) 0 ( 0.0 ) 

Abbreviations: gap， chromatid g却 andchromosome gap; ctb， chromatid break; cte， chromatid exchange; csb， chromosοme break; cse， chromosome 侃 change(dicen凶c

and ring); mul， multiple aberrationss; +gap， total number of cells with aberrations including gaps; -gap， total number of cells with aberrations 侃 cludinggaps; POL， polyploid; 

MMC， mitomycin C; NA， not analyzed. 
1) Dime必ylsulfoxide was used as a solvent and added at the level of 1 vol% per dish. 2) Cell confluency， representing c戸otoxicity，was measured with a Monocellater™ 

3) Metaphase企'equencywas calculated by counting 500 cells in each dish. 4) When the number of aberrations in a cell was more than 9， the cell was scored as having 10 

aberrations. 5) Others， such as attenuation and prema旬rechromosome condensation， were e況cluded企omthe number of structural aberrations. 6) Eight hundred cells 

were analyzed in each group. 7) Cochran-Armitage's trend test was done at pく0.01(one-sidβ) . 

へSignificantlydifferent from the negative control at pく0.01(one-side) by Fisher's exact probability test. 

林 ， Puritywas99.8% and sulfurwas 0.13% as impurity. 

pb， Precipitation was observed at the beginning ofthe treatment in the medium by the naked eye. 

mob， Medium color changed to orangβat the beginning ofthe tr，伺加ent.
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Chromosome組 alysis0 f Chin田ehamster eells (CHUn乃treatedwith 1，3，5-tr臨 in<>-2，4，6(IH，3H，5H) -trithione ('π。特色r6h with S9 mix (回nfirmationtest) 

Con田n-

tration 

(mglmL) 

Number 旬

。fpolyploid
cells(%) 

Number of cells 

with aberrations 

+邑ap(%) -gap (%) 

Number Number of structural ぬeπatio回

ofcellsαh町sS) 

analy田 d gap ctb c恒 csb国氾 mul
4
) total 

Tune 0 f Concuπ'ent 2; Mitotie J) 

exposure eeU growth index 

(h) (%) (%) 

S9 

町ux

Table4 

Trend test 7) 

-gap POL 

Group 

1 0 3 0 0 4 0 2 ( 2.0) 

0o  0 0 0 0 0 0 ( 0.0) 

1o  3 0 0 4 0 2 ( 1.0) 

1 1 0 0 0 3 0 3 ( 3.0) 

0o  0 0 0 0 0 0 ( 0.0) 

1 1 0 0 0 3 0 3 ( 1.5) 

1 0 0 0 0 3 0 3 ( 3.0) 

2o  0 0 0 2 0 1 ( 1.0) 

3o  0 0 0 5 0 4 ( 2.0) 

3 8 0 0 0 12 0 9 ( 9.0) 

89  0 0 0 17 0 13 ( 13.0 ) 

1 1 17 0 0 0 29 0 22 ( 11.0 ) 

not observed due 旬 thesmaU number ofmetaphases 

not observed due to ext問 咽ecytot刀味icity

not observed 

o 0 0 0 0 1 0 1 ( 1.0) 

2 o  0 0 0 2 0 2 ( 2.0) 

2o  0 0 0 3 0 3 ( 1.5) 

4 0 1 0 0 5 0 4 ( 4.0) 

0 o  0 0 0 0 0 0 ( 0.0) 

4o  1 0 0 5 0 4 ( 2.0) 

14 32 1 0 0 49 0 26 ( 26.0 ) 

16 61 0 0 0 80 0 38 ( 38.0 ) 

3o 93 1 0 0 129 0 64 ( 32.0 ) 

not observed due to the smaU number of metaphases 

100 4 12 34 2 0 0 52 1 35 ( 35.0) 33 (33.0 ) 

100 2 9 29 2 1 0 43 0 35 ( 35.0) 35 ( 35.0 ) 

2:00 6 21 63 4 1 0 95 1 70 ( 35.0) 68 *( 34.0 ) 

Abbreviations: g叩，chromatid gap加 dchr町田四四.egap; ctb， chromatid b問 ak;cte， chromatid e混changeヰcsb，chromosome br回 k;cse， chromosome exchange (dicentric 

and ring); mu1， mu1tip1e abe畑山田s;十'gap，tota1 numb町 ofceUs with aberr剖め田町1udingga阿 -gap，tota1凹 mb町 of田 Uswith aberrations cxc1uding ga開;POL，po切10id;

CP， cyc1ophos抑制国de;NA， not ana1yzed. 
1) Dimethy1 sulfuxide was used田 asolvent and added at the level of 1 vol%μrd凶. 2) Cell confluency， repr田 町tingcyto加xicity，w田 measuredwith a MonoceUater™ 

3) Metaphase骨伺uencywas ca1cu1ated by counting 500田11sin回 chdish. 4) When the number of aberratior羽田a句 11was more than 9， the ceU was scored as having 10 

ab開 atio田. 5)Otl>悶" such as att回 uationand p問 matu陪 chromosomecondensation， were excluded from山enumb町 ofstructura1 ab町 ations. 6) E氾hthundred ceUs 

W間 a四 l戸ed血eachgroup.ηCochran-Armitagぬ trendt田tw田 doneat p<O.OI (one同side)

へSign凶.cantlydifferent from the negati四 contro1at pぐ0.01(one-side) by Fisher's悶 ctprobability test. 

**， Purity was 99.8% and sulfur was 0.13% as unpurity. 

pb， Precipほtationwas obse円 edat the beginnin唱。fthe treatment in the medium by the na.ked eye. 

mob， Medium color changed to orange at the beginning of the t問 atment.

myb， Medium color changed旬 yello岬 atthe beginning ofthe treatment. 

mybe， Medium co10r cha略吋 toyellow at the beginning and the end of the treatmenl. 

#， Endo問 duplicationwas ob田円edin polyp10id cells. 
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