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試験番号 G-09-021

要約

2，4，6-トリメルカプトーSートリアジンが生体内において染色体異常誘発性を有するか否かを評価するた

め、 ICR系マウスを用いた強制経口投与による小核試験を実施したD まず、小核本試験における投与量

を設定するため毒性予備試験を行い、その結果に基づき小核本試験を実施した。

毒性予備試験は、雌雄マウスを用いて、被験物質を250、500、1000および2000mg/kg/ dayの用量で、

1日1回、 24時間間隔で2日関連続強制経口投与した。その結果、雄の2000mg/kg/ day投与群と雌の

1000 mg/kg/ day投与群でそれぞれ3例中 1例に自発運動低下と立毛が観察され、 2000mg/kg/ day投

与群で雌雄各 1例が死亡した。

毒性予備試験の結果に基づき、小核本試験は陰性対照群(媒体)、被験物質投与群(250、500およ

び 1000mg/kg/ day )および陽性対照群(cyclophosphamidemonohydrate)の計5群を設定し、雄マウスを

用いた。陰性対照群および被験物質投与群は、 1日l回、 24時間間痛で2日関連続強制経口投与し、

陽性対照群は 50mg/kgの用量で、単回強制経口投与した。いずれの投与群も、最終投与の約 24時間

後に骨髄塗抹標本を作製して小核の観察を行ったoその結果、被験物質投与による小核出現頻度の有

意な増加は認められなかったD 一方、陽性対照群の小核出現頻度は 1%水準で、有意な増加が認められ、

本試験系の妥当性が確認された。なお、赤血球中に占める幼若赤血球の比率には、陰性対照群とその

他の群との聞に有意な差は認められなかったD

以上の結果から、本試験条件下では、 2，4，6-トリメノレカプト-s-トリアジンはマウス骨髄細胞において染

色体異常誘発作用を示さないもの(陰性)と結論するD
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材料と方法

1.被験物質

2，4，6-トリメルカプトーS-トリアジン(別名:トリチオシアヌル酸、英名:2，4，6-Tr加 ercapto-S-triazine、CAS

No. 638-16-4、分子式:C3H3N3S3、分子量:177.27、 純度:98.2%、Appendix1)は

淡黄色の粉末で、 溝入し(購入年月日 :2009年 9月29日)、使用時まで室温

(実測値:17.0'"'-'23.2
0C)で保管した。 2，4，6-トリメルカプトーS-トリアジンの構造式を以下に示す。

SH 

NJ¥N 

A L  
HS' 、 N~ 、SH

被験物質の安定性については、投与開始前(2009年 11月 18日)および投与期間終了後(2009年 12

月 14日)に、臭化カリウム錠剤を作製後、フーリエ変換赤外分光光度計(FTIR-8300、島津製作所)を用

いて、 4000cm-1，--400 cm-1の範囲で、赤外吸収スペクトノレを測定し、スペクトルlこ変化がないことを確認、し

た(Appendix2)。

2.陰性対照物質

陰性対照物質および被験物質の媒体として、 0.5%カノレボキシメチルセノレロース・ナトリワム水溶液(略

称:0.5%CMC Na)を用いた。 0.5%CMCNaは、日局カルメロースナトリウム(ロット番号:7213、丸石製薬)

を日局、闘す用水(製造番号:A89AAl、光製薬)に溶解して 0.5w/v%溶液を調製し、冷蔵、遮光下で保管

したものを調製後 1週間以内に使用した。

3.陽性対照物質

陽性対照物質として、 cyclophosphamidemonohydrate (略称:CP、CASNo. 6055-19-2、純度:98.0%、

ロット番号:068Kl131、製造者:SigmaChe凶 cal)を用いたocp(購入年月日 :2009年 9月 29日、使用期

限:購入後 5年)は、使用時まで冷蔵で保管した。
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試験番号 G-09-021

4.使用動物と飼育条件

日本チヤールス・リバー厚木飼育センターから 8週齢で購入した ICR系マウス[Crlj:CD1(ICR)、SPF]を、

入荷日を含む 7日間、検疫と馴化を兼ねて飼育し、その問、毎日 1回一般状態を観察し、入荷日および

検疫終了日に体重を測定した。試験には、検疫期間中の体重が順調に増加し、一般状態に異常の認め

られなかった動物を9週齢で使用したo検疫期間中は油性フェルトペンにより尾に馴化番号を記し、試験

番号、性別、馴化番号および入荷日を記載した動物カードを飼育ケージに付けて識別した。各試験に用

いた動物の入荷日、匹数および入荷時体重範囲を下表に示す。余剰動物および毒性予備試験に使用

した動物は、各試験の動物飼育終了時に炭酸ガス吸入により安楽死させたD

試験 入荷日 入荷動物数(使用数/余剰数) 入荷時体重範囲

毒性予備試験 2009年 11月 18日
雄 15匹(12/3) 30.1"-'34.7g 

雌 15匹(12/3) 23.2"-'27.6 g 

小核本試験 2009年 12月 2日 雄 30匹(25/5) 28.6"-'36.1 g 

動物は、全飼育期間を通じて、許容温度:21.0"-'25.0oC、許容湿度:40.0"-'75.0%、換気設定:約 15回

/時間、明暗サイクノレ:12時間(7時"-'19時)点灯、 12時間(19時"-'7時)消灯に設定された飼育室内で、

床敷としてペパークリーン(日本エスエルシー)を入れた TPX樹脂製ケージ(143WX293DX148H mm、

日本チヤールス・リバー)に個別に収容し、固型飼料(CE-2、日本クレア)と水道水(秦野市水道局給水)

を自由摂取させて飼育した。全飼育期間中における飼育室の温度および湿度の実測値はそれぞれ22.5

"-'24.00Cおよび 52.0"-'68.0%であり、いずれも許容範囲内であったoまた、供給した飼料、飲料水および、

床敷の分析結果は、いずれも標準操作手順書に記載の許容範囲内であることを確認した。

動物の群分けは、検疫終了時の測定体重(平均::t20%以内の動物を用いた)をもとに、体重別層化無

作為抽出法により行ったD 群分け後の動物には、油性フェルトペンにより尾に動物番号を記し、群ごとに

色の異なる動物カードに、試験番号、性別、群(投与量)および動物番号を記入して飼育ケージに付け

て識別した。余剰動物は、検疫期間中の識別法を継続した。

5.投与検体の調製

被験物質は、 0.5%CMCNa水溶液中で、均ーな懸濁状態が得られることが確認されているため、媒体と

して 0.5%CMCNaを用いた。秤量した被験物質を、乳鉢および乳棒で磨砕後、媒体を加えて最高濃度

の被験物質投与検体を調製し、以下同媒体で段階希釈して各濃度の投与検体を調製した。被験物質

投与検体は、冷蔵(実測値:2"-'50
C)、遮光下で保管し、調製後 3日以内に使用した。被験物質投与検

体の調製濃度を以下に示した。

毒性予備試験:25、50、100および 200mg/mL 

小核本試験:25、50および 100mg/mL 

なお、 0.5%CMCNaを媒体とした約0.5mg/mLおよび約200mg/mLの被験物質投与検体については、
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試験番号 G-09-021

冷蔵、遮光下で8日間安定であることが秦野研究所において確認されている(試験番号:A-04-007) 0 

小核本試験に用いた全ての被験物質投与検体について、秦野研究所で高速液体クロマトグラフ

(HPLC)法を用いて含量測定および均一性試験を実施した。その結果、各投与検体中における被験物

質の平均含量は 97.7"""'99.1%であり、各測定値のばらつきは 97.5"""'101%で、あった(Appendix3)。これら

の値は、試験計画書に記載した判定基準の範囲内(平均含量:調製濃度の 85.0"""'115%、各測定値のば

らつき:平均値の 90.0%"""'110%)であった。分析法を以下に示す。

各調製検体の0.5mLを採取し、メタノールで一定量とした後、同溶媒で適宜希釈して試料溶液を調製

した。別に、被験物質を必要量秤取し、メタノールに溶解して標準溶液(0.5、2、411g/mL)を調製したD 試

料溶液および標準溶液をHPLC法により測定し、標準溶液から作成する検量線を用いて濃度を求めた。

HPLC条件

分析カラム:

移動相:

流速:

カラム設定温度:

試料設定温度:

検出波長:

Atlantis dC18 (内径 4.6mm、長さ 100mm、粒子径 511m、Waters)

0.1%りん酸/メタノール混液(4:1v/v) 

1.0 mL/min 

40
0

C 

室温

294 nm 

試料注入量: 1011L 

オートインジェクタ洗浄液:水/メタノール混液(1:2v/v) 

陽性対照物質の CPについては、秤量後、日局生理食塩液(製造番号:K9A95、大塚製薬工場)に溶

解して、 5mg/mL溶液を調製して使用した。調製は用時に行ったo

6.投与方法

陰性対照物質と被験物質の投与経路および投与回数は、「新規化学物質等に係る試験の方法につ

いてJに基づき強制経口投与とし、注射筒およびマウス用胃管を用いて 1日1回、 2日間 (24時間間隔)

連続して行ったD 陽性対照物質は、注射筒および、マウス用胃管を用いて単回強制経口投与した。投与

は、いずれも 10時"""'11時の聞に行ったo投与容量は 10mL/kgとし、初回投与の直前に測定した体重

に基づいて個別に投与液量を算出した。初回投与時の体重範囲は、毒性予備試験で、は雄:33.9"""'38.1 

g、雌:25.8"""'29.3 g、小核本試験で、は雄:32.4"""'39.2 gで、あったo

7.試験操作、観察と解析

1)毒性予備試験

①試験群の設定

毒性予備試験においては、雌雄のマウスを用いて 250、500、1000および 2000mg/kg/ dayの被験物

質投与群を設け、各群とも雌雄各 3匹の動物に投与した。

各群の投与容量、投与回数および動物番号を以下に示す。
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投与容量 動物番号
群 投与回数

(mL/kg/ day) ま佐 雌

250 mg/kg/ day投与群 10 2 T1.-...，T3 T13.-...，T15 

500 mg/kg/ day投与群 10 2 T4.-...，T6 T16.-...，T18 

1000 mg/kg/ day投与群 10 2 T7.-...，T9 T19.-...，T21 

2000 mg/kg/ day投与群 10 2 T10.-...，T12 T22.-...，T24 

②一般状態の観察

動物の生死および一般状態の観察は、各投与の直後、約 6時間後および22.-...，24時間後に行った。

2)小核本試験

①試験群の設定

毒性予備試験の結果に基づき、雄マウスを用いて 250、500および 1000mg/kg/ dayの被験物質投与

群、陰性対照群(媒体:10 mL/kg/day)および陽性対照群(CP:50 mg/kg)を加えた5群構成とし、各群5

匹の動物に投与した。なお、陽性対照物質の CPは、 ICR系雄マウスに 50mg/kgの用量を単回強制経

口投与した場合、投与の 24時間後に小核を有する幼若赤血球の出現頻度が有意に増加することが、秦

野研究所で確認、されている。

各群の投与容量、投与回数および動物番号を以下に示す。

群
投与容量

投与回数 動物番号
(mL/kg/ day) 

陰性対照群(0.5%CMC Na) 10 2 1 '-""5 

250 mg/kg/ day投与群 10 2 6.-...，10 

500 mg/kg/ day投与群 10 2 11.-...，15 

1000 mg/kg/ day投与群 10 2 16.-...，20 

陽性対照群(CP:50 mg/kg) 10 1 21.-...，25 

②一般状態の観察

動物の生死および一般状態の観察は、各投与の直後、約 6時間後および22........24時間後に行った。

③骨髄塗抹標本の作製

骨髄塗抹標本の作製は、 Hayashiらの報告 1)~こ従って最終投与の約 24 時間後に行ったo 頚椎脱臼法

によりマウスを安楽死させ、両側の大腿骨を摘出した後、その両端を切断して 0.6mLのウシ胎児血清

(ロット番号:378712、Invitrogen)で骨髄細胞を遠心管に洗い出し、 200Xgで、 5分間遠心分離した。上清

を除いた後、遠心管に残った少量の血清で沈澄を再懸濁させ、骨髄細胞浮遊液を作製した。塗抹標本
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は各個体につき 3枚作製し、自然乾燥後、メタノールで 5分間固定した。各塗抹標本は、フロスト部分に

試験番号、動物番号およびスライド番号を記入して識別し、メタノール固定後の塗抹標本には、コード番

号表に従って、試験番号、コード番号およびスライド番号を記したラベルを貼付してコード化し、標本観

察時まで室温で保管した。

④骨髄塗抹標本のアタリジンオレンジ(AO)蛍光染色および標本観察

ゼーレンゼンの 1/15mol/Lリン酸緩衝液に溶解した40μg/mLのAO溶液を標本観察の直前に骨髄

塗抹標本に数滴滴下してカバーグラスをかけ、 510nmの吸収フイノレターが装着されたブルー励起の蛍

光顕微鏡下で、 100倍の対物レンズと 10倍の接眼レンズを用いて観察した。骨髄塗抹標本は、各個体に

ついて2名の観察者により 1匹あたり 2000個(1名あたり 1000個)の幼若赤血球を観察し、そのうち小核

を有する幼若赤血球の数を記録した。また、骨髄細胞(赤血球)の増殖抑制の指標として、 1匹あたり

1000個(1名あたり 500個)の赤血球を観察して、幼若赤血球の数を記録したD

⑤統計解析

A.小核出現頻度

陰性対照群と陽性対照群の小核出現頻度(平均値)が、背景データのばらつきの範囲(平均値::t3X

標準偏差)内にあるか否かを調べた。なお、背景データは、秦野研究所で2006年度から 2008年度に実

施した小核試験の陰性対照値および陽性対照値とした。

小核出現頻度については、陰性対照群と各被験物質投与群および陽性対照群の問で、 Fisherの正

確確率検定法(片側検定)を行ったo検定にあたっては、多重性を考慮して Bonferroniの補正 2)を行い、

有意水準は 5%および 1弘とした。また、小核出現頻度の用量(対数値)依存'性については、 Cochran-

Armitageの傾向検定 3)(片側検定)を行い、有意水準は 5弘および 1%とした。

B.赤血球中に占める幼若赤血球の比率

赤血球中に占める幼若赤血球の比率については、まずBartlett検定4)により陽性対照群を除く各群の

分散の一様性について検定を行ったoその結果、等分散で、あったことから、 Dunnett検定 5)(両側検定)

を用いて陰性対照群と各被験物質投与群との平均値の差の検定を行った。陰性対照群と陽性対照群と

の比較については、 F検定 4)により 2群の分散の一様性について検定を行い、等分散で、あったことから

Studentの t検定 4)(両側検定)を行ったoBartlett検定および F検定の有意水準は 5%とし、 Dunnett検

定および Studentの t検定の有意水準はいずれも 5%および 1%とした。

被験物質が骨髄細胞の増殖へ影響を及ぼすか否かは、幼若赤血球の比率に関する統計解析の結果

を基に、用量反応性および陰性対照群の背景デ}タ等を参考にして判断した。

⑥判定

被験物質が生体内において染色体異常誘発作用を示すか否かの判定は、統計解析の結果を基に、
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用量反応性および陰性対照群の背景デー夕、骨髄細胞増殖への影響等を参考にして総合的に行ったo

試験成績と考察

1.毒性予備試験

毒性予備試験における一般状態および死亡率を Table1に示す。雄の 2000mg/kg/ day投与群と

雌の 1000mg/kg/ day投与群でそれぞれ 3例中 1例に自発運動低下と立毛が観察され、 2000

mg/kg/day投与群で雌雄各 1例が死亡した。

以上の結果から、雌雄とも最大耐量は 1000mg/kg/ dayであり、一般状態の変化に明らかな性差は認

められなかったことから、小核本試験では雄を用い、 1000mg/kg/ dayを高用量に設定した。

2.小核本試験

小核本試験における一般状態および死亡率を Table2に示す。いずれの投与群においても、一般

状態の変化および死亡例は観察されなかったo

小核出現頻度および赤血球中に占める幼若赤血球の比率を Table3に示す。陰性対照群および陽

性対照群の小核出現頻度(平均値)は、いずれも秦野研究所の背景データ(Appendix4)のばらつきの

範囲(平均値::!:3X標準偏差)内であったo

被験物質投与群の小核出現頻度は、いずれの用量においても陰性対照群と比較して有意な増加は

認められず、用量に依存して有意に増加する傾向もみられなかったb 一方、 CPを投与した陽性対照群

では、 1%水準で有意な小核出現頻度の増加が確認され、本試験系の妥当性が確認されたD

赤血球中に占める幼若赤血球の比率は、陰性対照群とその他の群との聞に有意な差は認められず、

被験物質の投与による骨髄細胞(赤血球)の増殖抑制作用はないと判断したD

本被験物質に関しては、秦野研究所で実施した細菌を用いる復帰突然変異試験(試験番号:

M-04-075)では陰性、チャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験(試験番号:

G-04-065)では陽性の結果が報告されているが、今回行った試験条件下で、は、被験物質投与による小

核誘発性は認められなかったD

以上の結果から、本試験条件下では、 2，4，6-トリメ/レカプトーS一トリアジンはマウス骨髄細胞において染

色体異常誘発作用を示さないもの(陰性)と結論するD
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Table 1 General condition and mortality in CD1(1CR) mice after double oral administrations of 2，4，6-Trimercapto-S-triazine in the preliminary toxicity test 

Number of mice 

Sex Dose Number of mice General Hours after the 1 st adminis仕ation Hours after the 2nd administration 

(mglkglday) administered condition 。 6 22-24 。 6 22-24 Mortality 

250 3 No abnormality 3 3 3 3 3 3 o / 3 

500 3 No abnormality 3 3 3 3 3 3 o / 3 

恥1ale 1000 3 No abnormaliザ 3 3 3 3 3 3 o / 3 

No abnormality 3 3 3 3 3 

Decrease in locomotor activity 。 。 。 。 。
2000 3 1 / 3 

Piloerection 。 。 。 。 。
Death 。 。 。 。 。

250 3 No abnonnali守 3 3 3 3 3 3 o / 3 

500 3 No abnormality 3 3 3 3 3 3 o / 3 

Female No abnormality 3 3 3 3 3 2 

1000 3 Decrease in locomotor activi守 。 。 。 。 。 o / 3 

Piloerection 。 。 。 。 。
No abnormality 3 3 3 3 3 2 

2000 3 1 / 3 
Death 。 。 。 。 。
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Table 2 General condition and mortaIity in male CD1(ICR) mice a仕erdouble oral administrations of 2，4，6-Trimercapto-S-triazine in the micronucIeus test 

Number ofmice 

Dose Number ofmice General Hours after the 1 st administration Hours after the 2nd administration 

administered condition 。 6 22-24 。 6 22・24 Mortality 

Negative control 

0.5%CMCNa 5 No abnormality 5 5 5 5 5 5 o / 5 

10 mL/kg/day 

2人6・Trimercapto・S-tri位 me

250 mglkg/day 
5 No abnormality 5 5 5 5 5 5 o / 5 

2人6・Trimercapto・S-triazine

500 mglkg/day 
5 No abnormality 5 5 5 5 5 5 o / 5 

2人6・Trimercapto-S-triazine 

1000 mg/kg/day 
5 No abnormality 5 5 5 5 5 5 o / 5 

Positive control 

CP 5 No abnormality 5 5 5 o / 5 

50 mg/kg 

0.5% CMC Na. 0.5% Carbo可Iffiethylcellulosesodium salt solution 

CP. Cyclophosphamide monohydrate (single oral administration) 
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Table 3 Results ofmicronucleus test in male CD1(1CR) mice after douhle oral administrations of 

2，4，6"'" Trimercapto-S-triazine 

Group 

Negative control 

0.5% CMCNa 

10 mL/kglday 

2人6・Trimercapto・S-triazine

250 mg/kg/day 

2，4，6-Trimercapto・S-triazine

500 mg/kglday 

2人6-Trimercapto・S-triazine

1000 mg/kglday 

Positive control 

CP 

50 mg/kg 

Anirnal 

No. 

2 

3 

4 

5 

Total 

Mean土 S.D.

Min. -Max. 

6 

7 

8 

9 

10 

Total 

Mean土 S.D.

Min. -Max. 

11 

12 

13 

14 

15 

Total 

Mean土 S.D.

Min. -Max. 

16 

17 

18 

19 

20 
Total 

Mean士S.D.
恥1in.-Max. 

21 

22 

23 

24 

25 

Total 

%of %ofPCEs 

MNPCEs8 inERYsb 

0.15 50.1 

0.10 56.4 

0.25 62.0 

0.15 57.6 

0.10 57.9 

15 / 10000 2840 / 5000 

0.15 土 0.06 56.8 土 4.3

0.10 -0.25 50.1 -62.0 

0.20 64.8 

0.20 52.4 

0.15 56.1 

0.15 55.5 

0.15 59.1 

17 / 10000 2879 / 5000 

0.17 土 0.03 57.6 土 4.7

0.15'-0.20 52.4 -64.8 

0.05 57.8 

0.10 55.8 

0.25 66.3 

0.10 52.9 

0.20 62.5 

14 / 10000 2953 / 5000 

0.14 土 0.08 59.1 土 5.3

0.05 -0.25 52.9 -66.3 

0.20 60.8 

0.05 58.7 

0.25 53.9 

0.15 64.1 

0.00 60.1 

13 / 10000 2976 / 5000 

0.13 土 0.10 59.5土 3.7

0.00 -0.25 53.9 -64.1 

3.30 55.3 

2.15 43.2 

1.95 63.7 

2.00 55.2 

1.80 51.4 

224 / 10000 ** 2688 / 5000 

Mean土 S.D. 2.24 土 0.61 53.8 士 7.4

Min. -Max. 1.80 ・ 3.30 43.2 -63.7 

a， % of micronucleated polychromatic erythrocytes in polychromatic eI}油rocytesobserved 

b， % of polychromatic erythrocytes in erythrocytes observed 

0.5% CMC Na， 0.5% Carboxymethylcellulose sodium salt solution 

CP， Cyclophosphamide monohydra也 (singleoral administration) 

料， Significantly higher than the negative control at 1 % level σishers exact probab辺itytest) 
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