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3.試験実施概要

3.1 表題

フェニノレ尿素のほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験

3.2 試験番号

B060315 

3.3 試験目的

フェニノレ尿素のほ乳類培養細胞に対する染色体異常誘発性を検討する.

3.4適用ガイドライン

(1)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 薬食発第 1121002号厚生労働省医薬食品局長，平

成 15・11・13製局第2号経済産業省製造産業局長，環保企発第031121002
号環境省総合環境政策局長連名通知)

(2) OECD Guidelines for the Testing ofChemicals (No. 473， 1997) 

3.5 適用 GLP
(1)新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について

(厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局長・環境省総合環境政策

局長連名基準，薬食発第 1121003号，平成 15・11・17製局第3号，環保企発

第 031121004号，平成 15年 11月21日)

(2) OECD Principles ofGood Laboratory Practice (as revised in 1997) 

3.6 試験委託者

厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室

東京都千代田区霞ヶ関一丁目 2番 2号

3.7 試験受託者

株式会社三菱化学安全科学研究所

東京都港区芝浦四丁目 2番 8号

(平成 19年 3月31日以前は，東京都港区芝二丁目1番 30号)
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3.8 試験施設

株式会社三菱化学安全科学研究所鹿島研究所

茨城県神栖市砂山 14帯地
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5. 要約

雌チャイニーズハムスター肺由来の細胞株CHL圧Uを用い，フェニノレ尿素の加

ν'itroにおける染色体異常試験を実施した

予備試験の結果に基づき，細胞増殖抑制試験の用量は，短時間処理法S9mix非共

存下 (-S9mix)およびS9mix共存下 (+S9mix) ，連続処理法24時間処理 (24

時間処理)で各々，同じく 10mmol/L (与1400μg/mL)を最高用量に，下記の用

量を設定した.

-S9 mix : 400， 600， 800， 1000， 1200， 1400μg/mL 

+S9 mix : 400， 600， 800， 1000， 1200， 1400μg(mL 

24時間処理:200， 400， 600， 800， 1000， 1200， 1400地/札

この結果， 50%細胞増殖抑制用量 (IC5o)は24時間処理で 828μg/mLであった.

-S9 mix， +S9 mixでは 50%以上の細胞増殖抑制は認められなかった.

細胞増殖抑制試験の結果に基づき，染色体異常試験は下記の用量を設定した

-S9 mix : 350， 700， 1400 I-lg/mL 

+S9 mix : 350， 700， 1400μ，g/mL 

24時間処理:200， 400， 600， 800， 1000， 1200凶/mL

標本観察は， -S9 mixおよび+S9mixでは，細胞増殖率，相対分裂指数共に 50%

以上で、あったため，設定した上記3用量について実施した.24時間処理では，細

胞増殖率あるいは相対分裂指数が 50%未満となる最低用量を最高として，下記の

用量を選択して実施した.

24時間処理:600， 800， 1000同ImL

標本観察の結果，いずれの処理条件のいずれの被験物質用量においても，染色体

構造異常または数的異常を持つ細胞の出現頻度は 5%未満で、あった.

従って，フェニル尿素は，当試験条件下において CHL江U細胞に対する染色体異

常誘発性を有さないものと結論した.
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6.材料および方法

6.1 被験物質

6.1.1 名称

フェニル尿素

6.1.2 CAS番号

64-10-8 

==cYH-O 
6.1.4 分子量

136.15 

6.1.5 製造元

和光純薬工業株式会社

6.1.6 ロット番号

6.1.7 純度(含量)

100.2% 

6.1.8 性状

殆ど白色結晶性粉末

6.1.9 その他の物理化学的性状

蒸気圧:0.000939 nu吋Ig(2S
0
C) 

対水溶解度:17000 mダL (2S
0

C) 

トオク タノ ~/レ/水分配係数 : 0.83 

融点:147.6
0C 

沸点:238"C 

B060315 
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6.1.10 溶媒に対する溶解度(溶媒中の安定性)

生理食塩液:14 rng/mLで不溶[溶媒検討の結果による]

水:50 rnglmLで不溶[他試験(試験番号:B060314)の溶媒検討の結果による]

ジメチルスルホキシド:400 mg/rnLで溶解(安定申) [溶媒検討の結果による〕

アセトン:500 rng/mLで不溶 [溶媒検討の結果による]

(* :溶液に発熱，発泡，変色は認められなかった)

6.1.11 入手日

2006年 5月 29日

6.1.12 入手量

25 g 

6.1.13 保存条件

室温(許容範囲:10"-'30
o
C ;実測値:20.1 ""2S.3

0

C) ，遮光

6.1.14 保管場所

被験物質保管場所 (52)

6.1.15 安定性の確認

当研究所において，実験開始前と実験終了後に赤外吸収スベク トル (IR)法で赤

外吸収スベクトノレを測定し，被験物質の特性に変化がないことを確認した

測定機器:島津フーリエ変換赤外分光光度計 (FTIR・8300，株式会社島津製作所)

方法:

(1) KBr粒状結晶をメノク乳鉢で粉末にした.

ο)KBr粉末をミニハン ドプレスにて加圧し，錠剤を作製した.

(3) KBr粉末約 1gと被験物質約 5mgを秤量した

(4) (3)で秤量した阻r粉末と被験物質をメノワ乳鉢にて粉砕・混合した

(5) (4)の混合物をミニハン ドプレスにて加圧し，錠剤を作製した.

(6)分光光度計にセットし， IRスペクトルを測定した.

6.1.16 残余被験物質の処理

被験物質の残余は実験終了後に廃棄した.

12 



6.2 対照物質

6ム1 陰性対照物質

6ム1.1 名称

ジメチノレスノレホキシド (DMSO)

6ふ1.2 製造元

関東化学株式会社

6.2.1.3 ロット番号

707X1808 

6.2.1.4 陰性対照、物質の選択理由

溶媒検討の結果，下記の通りで、あった

・生理食塩液:14 mglmL (約 100mmollL)で不溶

・ジメチノレスノレホキシド (DMSO)

: 500 mgln止で均一に懸濁， 400 mglmLで溶解

(調製液に発熱，発泡，変色は認められなかった. ) 

・アセトン:500 mglmLで不溶

• 1 w/v%カノレボキシメチノレセルロースナトリウム溶液

: 50 mg/mLで均一な懸濁状態得られず

B060315 

以上の結果に基づき，本被験物質の溶媒(陰性対照物質)にはDMSOを選択した.

6.2.2 陽性対照物質

6.2.2.1 名称

マイトマイシン C (MMC) [89 mix非共存下]

ベンゾ[吋ピレン (BP)[89 mix共存下]

6.2ム2 製造元

L仏，fC:協和発酵工業株式会社

BP:東京化成工業株式会社

6.2ム3 ロット番号

MM:C : 4S4ADK 
BP : GGOl 
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6.2.2.4含量

勘仏ifC: 103% 

BP : 95.6% 

6.2ム5 陽性対照物質の選択理由

B060315 

ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験において広く使用され，適用ガイドライ

ンにおいて例示されている.

6.3 細胞

6ふ1 細胞

C既江u(雌チャイニーズハムスタ」肺由来)

6.3.2 購入元

大日本製薬株式会社

6.3.3 購入日

2005年 5月 17日

6.3.4 保存

最終 10v/v%の割合でDMSOを添加した培地に細胞を浮遊させ，約 1mLに小分

けして， 2005年 5月 24日に凍結した後に液体窒素保存容器に移して保存した.

これを 2006年 7月 3日， 2006年 8月 11日に融解し，継代培養して他試験と共通

で使用した.

6ふ5 特性検査

6.3.4項の凍結細胞について，以下の特性を 2005年 6月9日までに確認した.

染色体モード (2n) : 25 

倍加時間:14.9時間

マイコプラズマ感染:陰性

6ふ6 継代数

購入時:14 

凍結時:17 

使用時:19""""21 (融解後 14日以内)

6.3.7 培養条件

容器:プラスチックプレート(直径 6cmまたは 10cm ; Becton Dickinson and 
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Cornpany) 

培養器:炭酸ガス細胞培養装置 (JouanS.A.， 6301C型または7300型)

設定条件(温度:37
0

C， CO2濃度 :5%，湿度:加湿)

6.3.8 細胞の選択理由

B060315 

染色体数のモードが 25本と少なく，染色体が比較的大きいため標本観察が容易

である等の利点があり，培養細胞を用いる染色体異常試験で広く使用されている.

また，適用ガイドラインにおいて推奨されている.

6.4 培地

h征EMおよびh在EM培地は， 2006年 6月29日--2006年 8月 24日に，他試験と共

通で調製して使用した.

6.4.1 MElVl 

(1)イーグノレl¥.1EM培地「ニツスイj①(日水製薬株式会社，ロット番号:54060311，

548603) 8.3 gを精製水 880mLに溶解した.

(2)オートクレーブ滅菌 (1210C，20分間)した.

。)この溶液に，別に滅菌処理した2.92w/v%L-グルタミン水溶液8.8mLと 3

10 w/v%炭酸水素ナトリウム水溶液 11.2mLを添加した.

6.4.2 MEM培地

I¥.ffiM 900 rnLに，非働化 (560C，30 分間加熱処理)した牛血清 (lnvitroge~Corp・3

ロット番号 :444175) を 100mL添加した.

6.5 S9 m包

6.5.1 S9 
6.5.1.1 製造元

キッコ}マン株式会社

6.5.1.2 ロット番号

RAA-542 

6.5.1.3 製造日

2006年 4月 21日

6.5.1.4 入手日

2006年 5月 12日

15 
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6.5.1.5 製造方法

フェノパノレピタール (1日目 30mglkgを l回腹腔内投与， 2日目以降60mg/kgを

1日1回3日開腹腔内投与)と 5，6-ベンゾフラボン(フェノパルピタール投与3

日目に 80mg!kgを l回腹腔内投与)で酵素誘導した 7週齢SD系雄ラット(体重:

210""""245 g)の肝臓より調製された.

6.5.1.6 蛋白含量

25.48 mgl叫(細胞処理時の最終蛋白含量:1.27 mglrnL) 

6.5.1. 7 保存条件

-80
0

C以下(実測値:-84'""'-'-81 OC) 

6.5.1.8 使用期限

製造日から 6ヶ月間(最終使用日 :2006年 7月 31日)

6.5.2 89 mixの調製

S9 mix 1 mLあたり以下の組成で用時調製した.使用時まで氷中に保存した.

S9 

D-グルコース 6-リン酸

βNADP+ 

HEPES (pH 7.2) 

MgCh 

KCl 

精製水

0.3 mL 

5 f.UTIol 

4 J.lmol 

4 J.lmol 

5μmol 

33μmol 

残量

6.6 被験物質溶液および陽性対照物質溶液の調製

6.6.1 被験物質溶液の調製

(1)被験物質を所定量秤量し，適量のDMSOを加え，振渥撹枠により溶解させた.

(2) DMSOを加えて所定量に定容し，最高濃度(最高処理用量の 100倍濃度;細

胞増殖抑制試験および染色体異常試験[短時間処理法] : 140 mg/mL，染色

体異常試験[連続処理法] : 120 mg川L)溶液とした.

(3)最高濃度溶液の一部を DMSOで段階希釈して，各処理用量の 100倍濃度(細

胞増殖抑制試験 :20， 40， 60， 80， 100， 120 mg/mL，染色体異常試験〔短時

間処理法] : 35， 70 mg加L，染色体異常試験[連続処理法] : 20， 40， 60， 

80， 100 m島知L)溶液を調製した.
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(4)上記操作は室温，黄色灯下で行い，被験物質溶液は調製当日内に使用した(調

製後，使用までの時間;細胞増殖抑制試験:25""40分間，染色体異常試験[短

時間処理法]; 20"'"'30分間，染色体異常試験[連続処理法]: 15.-...，，20分間)• 

6.6.2 陽性対照物質溶液の調製

6.6.2.1 ~~溶液の調製

(1) 2 mg入りパイアル瓶のrvfMCを，注射用水(株式会社大塚製薬工場p ロット

番号:K5E85) 5 mLに用時溶解した.

(2)これを生理食塩液(株式会社大塚製薬工場，ロット番号:K4L77)で段階希

釈し，処理用量の 10倍濃度(短時間処理法;1 時ImL.連続処理法:0.5μg/叫)

の溶液を調製した.

6.6.2.2 BP溶液の調製

(1) BP 20 mgを秤量し， DM80 (関東化学株式会社，ロット番号:707X1808) 5 mL 

に溶解した (4mg/mL ;処理用量の200倍濃度). 

。)上記溶液を 2006年 5月31日に調製し， 0.2 mLずつ分注して，冷凍庫(許容

温度;-40""'-'ー15
0C.実測値:-27.1-----21.9

0C)で保存した.

(3)このうちの 1本を，使用当日に融解して使用した.

6.7 細胞増殖抑制試験

6.7.1 処理条件

-89 mix :短時間処理法 (6時間処理， 18時間回復)89 mix非共存下

+89mix:短時間処理法 (6時間処理， 18時間回復)S9 mix共存下

24時間処理:連続処理法 (24時間処理)89 mix非共存下

6.7.2 被験物質用量

-S9 mix : 400， 600， 800， 1000， 1200， 1400μ.g/mL 

+89 mix : 400， 600， 800， 1000， 1200， 1400μg/mL 
24時間処理:200， 400， 600， 800， 1000， 1200， 1400μg/mL 

6.7.3 被験物質用量の設定理由

細胞増殖抑制試験に先立ち，予備試験を実施した.各処理条件について 50，500 

および5000附加Lを設定し， 1用量あたり l枚のプレートを用いて実施した.

処理終了後のプレートを位相差倒立顕微鏡で観察し，陰性対照群プレートの細胞

密度を 100%として相対的な細胞密度を判断した.
各プレートの細胞密度は下記の通りで、あった.
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孟~む竺 50 500 5000 

-S9mix 100% 100% 0% 

十S9mix 100% 100% 0% 

24時間処理 100% 80% 0% 

一以上の結果に基づき，適用ガイドラインで規定されている 10mmollL (主1400

路加L) を最高用量に， 6.7.2項の用量を設定した.

6.7.4 細胞処理

(1) 4X 103個ImLに調整した細胞浮遊液をプラスチックプレート(直径6cm)に

5mLずつ矯き)3日間前培養した

(2) MEM培地を除去した後，被験物質溶液， S9 mixおよび:MEM 培地を，下記

の組成でプレートに添加した.陰性対照群については)DMSOを用いて同様

に実施した各処理条件，処理用量につき 2枚のプレートを用いた.

処理条件
被験物質溶液

S9 mix :MEM培地
またはDMSO

-S9mix 0.03 mL 3.0mL 

+S9mix 0.03 mL 0.5mL 2.5mL 

24時間処理 0.05 mL 5.0mL 

(3)短時間処理法では6時間，連続処理法では24時間，細胞を処理した

(4)短時間処理法では6時間処理後，MEMで細胞表面を l回洗浄し，新たにh届M

培地5mLを加え3 さらに 18時間培養した.

(5)処理開始時および処理終了時に，被験物質の沈殿等の有無を目視で観察した.

6.7.5 細胞増殖率の測定
(1)細胞表面を Ca2七Mg2

+フリーのダルベツコリン酸緩衝液(以下PBS(・)，日水

製薬株式会社)で洗浄した.

(2) 10 v/v%ホルマリン溶液で5分間固定した.

(3) 10 v/v%ホルマリン溶液を捨て， 3 v/v%ギムザ液で 10分間染色した.

(4)水洗，乾燥後，染色した各プレー トについて単層培養細胞密度計(モノセレ

ーター，オリンパス光学工業株式会社)を用いて細胞密度を測定した.

(5)陰性対照群の測定値(平均値)を 100%として，細胞増殖率を算出した.
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6.7.6 50%細胞増殖抑制用量の算出

50%細胞増殖抑制用量 (ICso)は，細胞増殖率が 50%を挟む2用量を結ぶ直線式

より算出した.-S9 mix， +S9 mixでは， 50%以上の細胞増殖抑制が認められな

かったため，ICsQは算出しなかった.

6.8 染色体異常試験

6.8.1 処理条件

-S9 mix， + S9 mix， 24時間処理

先ず，短時間処理法のみについて実施した.短時間処理法の結果，判定が陰性で

あったため，引き続き連続処理法を実施した.

6.8.2 被験物質用量

細胞増殖抑制試験の結果に基づき J -S9 mix，十S9mixでは 1400μg/mLを最高

用量として， 24時間処理ではIC50を超える用量を最高用量として，各々下記の用

量を設定した.

-S9 mix : 350， 700， 1400 !lglmL 

+S9 mix : 350， 700， 1400μ.glmL 

24時間処理:200， 400， 600， 800， 1000， 1200μg/mL 

6.8.3 陽性対照物質用量

-S9 mix : 1v1M:C， 0.1μ.glmL 

+S9 mix : BP， 20μ.g/rrι 
24時間処理::MMC， 0.05μg/mL 

6.8.4 陽性対照物質用量の設定理由

上記用量で染色体異常を誘発することが知られている.

6.8.5 細胞処理

6.7.4項に示した方法で実施した

陽性対照群については3 下記の組成で同様に実施した.

処理条件 MMC溶液 BP溶液 S9 mix 

-S9mix 0.3mL 

+S9 mix 0.015 mL 0.5 mL 

24時間処理 O.5mL 一 一
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陰性対照群および被験物質処理群については，各処理条件，処理用量につき 4枚
のプレートを用い， 2枚を標本作製に， 2枚を細胞増殖率の測定に使用した.陽

性対照群については，細胞増殖率測定を実施しないので，各処理条件につき 2枚

のプレートを用いた，

6.8.6 標本作製

(1) 処理終了の 2時間前に，標本作製用プレートにコノレセミドを最終用量が 0.1

μg加Lとなるように加え，分裂中期細胞を蓄積した.

(2) 処理終了後，細胞表面をPBS(ー)で洗浄した.

(3) 0.25 w/v%トリプシン処理にて細胞を剥離した.

(4) 細胞浮遊液を遠心管に回収し，遠心分離 (1000中m，5分間;以下同様)に

より細胞を集めた.

(5) 上清を除去後，各遠心管に 0.075mollL塩化カリウム溶液4mLを加えて低張

処理 (370C，15分)を行った.

(6) 冷却した固定液(メタノール ・酢酸混合液 [3: 1， v/vJ ) 0.5 mLを加え，

混和した後に，遠心分離し，上清を除去した.

(7) 固定液4mLを加え，混和した後に，遠心分離し，上清を除去した.

(8) (7)の操作を再度実施した.

(9) 適量の固定液に細胞を浮遊させた.

(10)濡らした手ぬぐいの上に置いたスライドガラスに 2箇所滴下して乾燥させ

た.プレートあたり 2枚の標本を作製した.

(11) 3 v/v%ギムザ溶液で、20分間染色し，水洗，乾燥した.

(12)カバーガラスおよび封入剤で封入した.

6.8.7 細胞増殖率の測定

標本作製と同時期における細胞増殖率は3 細胞増殖率測定用のプレートを用いて 3

6.7.5項に示した方法で実施した.

陽性対照群については実施しなかった

6.8.8 観察

6.8.8.1 分裂指数の測定および相対分裂指数の算出

I枚のプレートあたり 500個，すなわち各用量あたり 1000個の細胞について，分

裂中期細胞を数え，下式により分裂指数(%)を算出した.

分裂指数(%)= (分裂中期細胞数)/ (観察細胞数)x 100 
またこれをもとに，各処理用量について，陰性対照値を 100%として下式により

相対分裂指数(%)を算出した.
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相対分裂指数(%) = (被験物質処理群の分裂指数)/

(陰性対照群の分裂指数) X 100 
楊性対照群については実施しなかった.

6.8.8.2 予備鏡検

試験の適否確認のため予備鏡検を行い，以下の項目について確認した.

(1)各プレートから作製した2枚の標本で合わせて50個以上の分裂中期細胞が得

られる.

(2)陰性対照群および陽性対照群において，染色体異常を持つ細胞の出現頻度が

適切である.

6.8.8.3 観察標本の選定

-S9 mixおよび+S9mixでは，細胞増殖率，相対分裂指数共に 50%以上で、あっ

たため，設定した全3用量を選択した.24時間処理では， 6.8.7項の細胞増殖率

あるいは6.8.8.1項の相対分裂指数が 50%未満となる最低用量を最高として，下

記の用量を選択した.
24時間処理:600， 800， 1000附加L

6.8.8.4 観察

6.8.8.4.1 標本のコード化

標本をランダムに並べ替え，情報記載部分をラベルで覆った後に観察した.

6.8.8.4.2 観察対象とした分裂中期細胞の選択基準

(1)染色体がよく広がっている.

(2)動原体数が 25:1::2または35以上である(断片化を除く)

6.8.8.4.3 観察細胞数
プレートあたり 100個(用量あたり 200個)

6.8.8.4.4構造異常[1]

(1)染色分体型切断

(2)染色分体型交換

(3)染色体型切断

(4)染色体型交換(二動原体，環状染色体など)

(5)断片化
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6.8.8.4.5 ギャップ

ギャップは，染色分体に見られる非染色部分の幅が染色分体の幅よりも狭いもの

とした.

他の異常と区別して記録し，構造異常には含めなかった.

6.8.8.4.6 数的異常

動原体数が 35以上の倍数体細胞(核内倍加細胞を含む)

6.8.9 判定基準

6.8.9.1 染色体異常細胞

構造異常細胞染色体構造異常を l個以上持つ細胞

数的異常細胞:染色体数的異常を持つ細胞

6.8.9.2 データ採用基準

観察可能な分裂中期細胞数がプレートあたり 100個得られた標本のデータを採用

データとした.

6.8.9.3 試験成立基準

以下の基準を満たしている場合に試験成立とした.

(1)陰性対照群および陽性対照群ならびに 3用量以上の被験物質処理群について，

データ採用基準を満たしている.

ρ)陰性対照群において，構造異常細胞および数的異常細胞の出現頻度が 5%未

満である.

(3)陽性対照群において，構造異常細胞の出現頻度が 10%以上である.

6.8.9.4 判定基準 [2]

下記の基準に従って，構造異常と数的異常のそれぞ、れについて判定した.

陰性:いずれの被験物質処理群においても，異常細胞の出現頻度が 5%未満である.

疑陽性:いずれかの被験物質処理群において，異常細胞の出現頻度が5%以上 10%

未満である.

陽性:いずれかの被験物質処理群において，異常細胞の出現頻度が 10%以上であ

り，用量依存的な増加傾向が認められる.

6.8.9.5 統計学的手法

判定に統計学的手法は用いなかった.
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6.9 結果のまとめ

6.9.1 表

(1)細胞増殖率
(2)分裂指数および相対分裂指数

(3)プレート毎の構造異常細胞および数的異常細胞の出現数

B060315 

(4)用量毎の構造異常細胞および数的異常細胞の出現数合計および出現頻度

6.9.2 図

(1)細胞増殖率

(2)染色体異常細胞出現頻度
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7.結果

7.1 細胞増殖抑制試験(表1，図 1""'3) 

いずれの処理条件，処理用量においても，処理開始時および終了時，細胞処理液中

に被験物質の沈殿等は認められなかった

50%細胞増殖抑制用量Crc50) は24時間処理で828μ.g/mLであった.

-S9 mix， +S9 mixでは 50%以上の細胞増殖抑制は認められなかった.

7.2 染色体異常試験(表2""'4，図 1"-'5) 

いずれの処理条件，処理用量においても，処理開始時および終了時，細胞処理液中

に被験物質の沈殿等は認められなかった

分裂指数測定の結果，いずれの試験，処理条件においても，細胞増殖率の結果と比

較して顕著な細胞分裂抑制は認められなかった

標本観察の結果，染色体構造異常または染色体数的異常を持つ細胞の出現頻度は，

いずれの処理条件のいずれの被験物質用量においても 5%未満で、あった.

陰性対照群における染色体構造異常細胞および数的異常細胞の出現頻度は，いず

れの処理条件においても 5%未満で、あった.また，陽性対照群における構造異常

細胞の出現頻度は，いずれの処理条件においても 10%以上で、あった.

8.考察および結論

フェニル尿素の染色体異常誘発性を検討するため，ほ乳類培養細胞を用いる染色体

異常試験を実施した.

染色体異常試験の結果，いずれの処理条件の被験物質処理群においても 3 染色体構

造異常または染色体数的異常を持つ細胞の出現頻度は 5%未満であった.

陰性対照群および陽性対照群では染色体異常細胞の出現頻度は期待通りの値を示

し，当試験が技術的に成立していることが示された.

分裂指数測定の結果，細胞増殖率を指標とした場合に比べて特に顕著な分裂抑制が

認められなかったことから，被験物質の細胞周期に対する著しい影響は無いものと

考えられた.

従って，フェニノレ尿素は，当試験条件下において CIa即細胞に対する染色体異

常誘発性を有さないものと結論した.
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表 1 細胞増殖抑制試験の結果

細胞増殖率(%)

用量
短時間処理法 連続処理法(μ.g/mL) 

-S9mix +S9 mix 24時間処理

陰性対照
100.0 100.0 100.0 (DMSO) 

200 ~ ンア 83.4 

400 86.4 110.0 73.4 

600 84.5 112.5 67.7 

800 84.5 106.0 52.4 

1000 76.4 106.0 37.6 

1200 74.5 108.0 27.9 

1400 64.5 104.0 20.1 

DMSO:ジメチノレスノレホキシド
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表 2 分裂指数測定結果

処理
処理.回復 S9nux 処理濃度 観察 分裂中期 分裂指数 相対分裂

時間 (ω の有無 (開加L) 細胞数 細胞数 (%) 指数(%)

陰性対照
6-18 。 1000 44 4.4 100.0 

(DMSO) 一

6・18 一 350 1000 47 4.7 106.8 

フェニノレ尿素 6・18 一 700 1000 40 4.0 90.9 

6・18 1400 1000 55 5.5 125.0 

陰性対照
6-18 + 。 1000 80 8.0 100.0 

(DMSO) 

6・18 + 350 1000 76 7.6 95.0 

フェニル尿素 6-18 + 700 1000 76 7.6 95.0 

6・18 + 1400 1000 75 7.5 93.8 

陰性対照
24司O 。 1000 57 5.7 100.0 

(DMSO) 

24-0 一 200 1000 44 4.4 77.2 

24・0 400 1000 42 4.2 73.7 

24・0 600 1000 35 3.5 61.4 

フェニノレ尿素

24-0 一 800 1000 34 3.4 59.6 

24-0 一 1000 1000 28 2.8 49.1 

24-0 1200 1000 12 1.2 21.1 

DMSO:ジメチルスルホキシド
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染色体異常試験の結果(短時間処理法)

処理.回復 S9mi後草食物質の用量 染色体構造異常細胞蝋出現頗度%) ギャップ 細胞I曹殖率 染色体数的異常細胞数(出現頻度%)

時間(h) 1"" 'nI'T (μ:g/mL) 観露書絢砲事主染色分体型切断染色分体型交操染色体型切断 染色体型交倹 断片化 総易常細胞数(%)の出現数 (%) 銀策細胞数 倍数体 核内倍加 総異常細胞数(%)1

陰性対日目
IW リ 。 υ υ 。 103.4 IW υ U u 

1) -18 l∞ 。 。 。 。 。 96.6 I∞ 。 。 。
(DMSO) 

2∞ 。(0.0) 1 ( 0.5) 1 ( 0.5) 。(0.0 ) 。(0.0) 2 ( 1.0 ) 。 1ω.0 2∞ 。(0.0) 。(0.0 ) 。( 0.0 ) 

l∞ 。 。 。 。 。 。 。 96.6 100 。 。 。
6 -18 350 100 。 。 。 2 。 96.6 100 。 。 。

2∞ 1 ( 0.5) 1 ( 0.5) 。(0.0) 。(0.0 ) o ( 0.0) 2 ( 1.0 ) 。 96.6 お0 。(0.0) 。(0.0 ) 。( 0.0) I 
100 。 。 。 l 。 。 88.9 100 3 。 3 

6-18 ー 7∞ 100 。 1 。 。 。 。 85.0 100 。 。 。
2∞ 。(0.0) 1 ( 0.5 ) 。(0.0) 1 ( 0.5 ) 。{0.0 ) 2 ( 1.0 ) 。 87.0 200 3 ( l.5) 。{0.0 ) 3 ( 1.5 ) 

l∞ 。 1 。 。 z 白 77.3 100 3 。 3 
6-18 ー 14∞ l∞ 。 。 。 。 。 。 。 705 100 5 。 5 

j耳ぬ 。(0.0) 1 ( 0.5 ) 1 ( 0.5) 。{0.0 ) 。(0.0) 2 ( 1.0 ) 。 73.9 200 8 ( 4.0 ) 。{0.0 ) 8 ( 4.0 ) 

陽性対照 1∞ 32 34 2 。 。 55 

~/ 
100 。 。 。

6 -18 。瓜dCO.l) 1∞ 40 33 3 。 。 61 100 。 。 。
4日J u. { jO.U 。7( 33.J コ 2.5 U{ 11υ 。U.U 11。 5KO) .lUU o ( 0.0 o ( 0.0 u U.U 

険性主欄
も、J¥J 、s 。 u 。 1 ~U-.L-l 1¥J¥l u u 日

6 -18 + l∞ l 。 。 。 。 l 。 97.8 100 。 。 。
(DMSO) 

2∞ 1( 0.5) 1 ( 0.5) 。(0.0) 。(0.0) 。{0.0 ) 2 ( 1.0 ) 。 100.0 200 。(0.0) 。(0.0) o ( 0.0 ) 

100 。 。 。 。 。 。 。 114.4 100 。
6-18 + 350 1∞ 。 。 2 。 。

ヲー 。 102.2 100 。 。 。
z∞ 。(0.0) 。{0.0 ) 2 ( 1.0 ) 。(0.0 ) 。{0.0 ) 2 ( 1.0 ) 。 108.3 200 1 ( 0.5) 。{0.0 ) 1 ( 0.5 ) 

1∞ 。 。 。 。 。 。 。 106.7 100 。
6-18 + 7∞ 100 。 。 。 。 。 。 。 97.8 }∞ 。 。 。

2∞ 。(0.0) 。(0.0 ) o ( 0.0) 。(0.0) o ( 0.0) 。( 0.0 ) 。 102.2 200 1 ( 0.5) 。(0.0) 1 ( 0，5 ) 
iω 。 。 。 。 1 2 102.2 1∞ 2 。 z 

6 -18 + 1400 100 。 l 。 。 。 1 。 97.8 1∞ 。
200 。(0.0) U_ 0.5) 1 ( 0.5) 。L__(l._O) 。(0.0) 2 ( 1.0 ) 令- 1∞ρ 2∞ 3 ( 1.5 ) 。(0.0) 3 ( 1.5) 

陽性対照
100 21 82 。 。 84 

~/ 
1∞ 。 。 。

6-18 + 100 13 79 。 。 。 80 l∞ 。 。 。
(BP20) 

200 34 ( 17.0) 161 ( 80.5) 1 ( 0.5) 。(0.0) o ( 0.0) 164 ( 82.0 ) 2∞ 。(0.0) 。(0.0) 。{ 0.0 ) 

3 表
フェエJレ尿望号彼験物質の名称

tv 。。

回
。

aoω
同

一凶

DMSO:ジメチルスノレホキシド

MMC:yイトマイシンC. BP:ベンゾ [a]ピレン



染色体異常試験の結果(連続処理法)

処理.e1復 敏験物質の周iit 染色体情造異常細胞数{出現綴度%) ギャyプ 叙~海高車率 染色停数的異常細胞数(出現頻度%)

時間(h) (附'ntL) 観綴細胞数 染色分体重日切断 染色分体裂~後 染色体重苦切断 染色体重2交後 断片化 l 総異常細胞数(%)の出現数 (%) 観第細胞数 倍数体 核内{膏方自 総異常細胞数(%)

1∞ 。 。 。 。 。 。 。 105.2 100 。 。 。
24 -0 

陰性対照
100 。 。 。 。 。 。 。 94.8 100 。

(DMSO) 
。 。

2∞ 。{0.0 ) 。{0.0 ) 。{0，0 ) 。(0.0 ) 。(0.0 ) 。{ 0.0 ) 。 100.0 2ω 。(0.0 ) 。(0.0 ) 。( 0.0 ) 

82.5 

24 -0 2∞ N.D. 84.5 N.D. 

83.5 

71.1 

24 -0 4∞ N.D. 71.1 N.D. 

11.1 

1∞ 。 。 1 。 。 。 629 100 。 。 。
24 -0 6∞ 1∞ 。 。 。 。 。 68.0 100 。

2∞ 0.5 ) 。(0.0 ) 且5) 。(0.0 ) 。(0.0 ) 2 ( 1.0 ) 。 65.5 200 1 ( 0.5 ) 。(0.0 ) 0.5 ) 

l∞ 。 1 。 。 。 49.5 100 。 。 。
24 -0 sω 1∞ 。 。 。 。 。 。 。 54.6 100 。 。 。

訴泊 。(0，0 ) I ( 0.5 ) 1 ( 0.5 ) 。{0.0 ) 。(0.0 ) 1 ( 0.5 ) 。 52.! 200 。(0.0 ) 。(0.0 ) 。( 0.0 ) 

1∞ 。 。 。 。 。 36.1 】00 。 。 。
24 -0 1ぽ拘 l∞ 。 。 。 。 。 34.0 100 。 。 B 

2∞ 。{0.0 ) I ( 0.5) 1 ( 0.5 ) 。(0.0) 。(0.0 ) 2 ( 1.0 ) 。 35.1 200 。{0.0 ) 。(0.0 ) 。( 0.0 ) 

36.1 

24-0 1200 N.D. 34.0 N.D. 

35.1 

100 37 40 2 。 。 64 

lど
100 。

脇佳対照
24-0 (MMCOρ5) 100 39 51 7 。 。 72 100 。

200 16 ( 38.0) 91 ( 45.5) 9 ( 4.5 ) 。(0.0 ) 。(0.0 ) 136 ( 68.0 ) 2∞ 2 ( 1.0 ) 。{0.0 ) 2 ( 1.0 ) 

4 表
フzニJレ尿素被験物質の名称

tu 、。

開

。

。
{〕
凶

同
九山

DMSO:ジメチルスルホキシド

MM:C;マイトマイシンC

N.D.:標本鋭書誌を実施しなかった
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図1 フェニル尿素処理における細胞毒性

(短時間処理法・ -S9mix) 

~ー細胞滑殖抑制試験

一・ー染色体異常世験

200 400 600 800 1000 1200 

用量 (μglmL)

図2 フェニル尿素処理における細胞毒性

(短時間処理法・ +89mix) 

--0ー細胞増殖抑制試験

ー・-染色体異常試験

200 400 600 800 1000 1200 

用量 (μglmL)
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フェニル尿素処理における細胞毒性

(連続処理法)

図3

-・一染色体異常試験

-0-細胞増殖抑制試験
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フェニル尿素処理における構造異常細胞出現頻度図4
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フェニノレ尿素処理における数的異常細胞出現頻度図5
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