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スター培養細胞を用いる染色体異常試験

試験計画書 H-91-497 

，_ 
上記の試験は、 「新規化学物質に係る試験の方法についてJ (昭和62年3月31

日，環保業第 237号，薬発第 306号， 62基局第 303号)およびOECDガイドライン:

473に準拠し¥化学物質 GLP(昭和59年 3月31日3 環保業第39号 3 薬発第 229号，

59基局第85号 2 改訂昭和63年11月18日，環企研第 233号，衛生第38号， 63基局第

823号)に基づいて実施したものである。
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信頼性保証証明

財団主人食品薬品安全センター秦野研究所信頼性保証軒料、話続十画番号

H-91-497に関する訴験の管理状況について次のとおり査察を行った。

査察日 査察項目 運蛍管理者および誌裁
責任者への報告白

1992::年 2月10日 話続十画書点検査察 1992年 2月10日

l鈎去手 4月17日 含量語草案・ 1992年 4月17日
被験物質による細目敏B霊査察

l鈎2年明28日 標本観察査察 1992年 4月28日

1羽去手 8月18日 報告書案，~検査察 1992年 8月18日

1992年 9月28日 最終報告書点検査察 1992年 9月28日

この報告書は、訴験に使用された芳法および手111夏をlDiit=d越し、報告結果

は、データをlEiitこ反映していることを証明する。

1992年 9月28日

財団ま人食IlO~芸技全センター

秦野研究所信頼性保証責任者
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芸主さ 糸勺

N-モノ(又はジ)メチルフェニル-N'-モノ(又はジ)メチルフェニル-p-フェ

ニレンジアミンの染色体異常誘発能を、チャイニーズ・ハムスター培養細胞

(CHL)を用いて検討した。結果は、以下のように要約される。

1 )細胞増殖抑制試験

直接法における約50%の増殖抑制を示す濃度は 25pg/城、代謝活性化法では

68 pg/mP.であった。

従って、染色体異常試験において、直接法では 25pg/mP_、代謝活性化法では

68 pg/mP， の処理濃度を高濃度とし、それぞれその%の濃度を中濃度、う4の濯度

を低濃度として用いた。

2 )染色体異常試験

直接法により"CHL細胞を24時間および48時間処理した結果、 48時間処理の中

濃度群 02.5pg/mQ)において、 11.5%の細胞に染色体の構造異常が誘発され陽

性となった。高濃度群では分裂抑制のため十分な分裂中期細胞が得られなかった。

その他の処理群では、染色体の構造異常や倍数性細胞の誘発作用は認められなか

った。一方、代謝活性化法においては、 S9mix存在下および非存在下のいずれの

処理条件においても、染色体異常の誘発作用は認められなかったが、 S9mix非存

在下の 34pg/mQ以上の群では、分裂抑制のため、染色体分析が不可能であった。

そこで、処理濃度をさらに低くして追加試験を実施したところ、全ての処理群で

染色体異常の誘発は認められなかった。

3 )結論

N-モノ(又はジ)メチルフェニル-N' -モノ (又はジ)メチルフェニル-p-フェ



ニレンジアミンは、今回実施した試験条件下で、試験管内の CHL細胞に染色体異

常を誘発すると結論した。

nノ
ト
】

• 

• 
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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、日本が独自に

選定した既存化学物質の 1つである、 N-モノ(又はジ)メチルフェニル-N'-モノ

(又はジ)メチルフェニル-t-フェニレンジアミンの培養細胞に及ぼす細胞遺伝学

的影響を評価するため、チャイニーズ・ハムスター培養細胞 (CHL)を用いて試

験管内染色体異常試験を実施した。

上記の試験は、 「新規化学物質に係る試験の方法についてJ (昭和62年 3月31

日3 環保業第 237号，薬発第 306号， 62墓局第 303号)およびOECDガイドライン:

473 ，こ準拠し、化学物質 GLP(昭和59年 3月31日，環保業第39号 3 薬発第 229号，

59基局第85号 3 改訂昭和63年11月18日，環企研第 233号 2 衛生第38号， 63基局第

823号)に基づいて実施したものである。

一一つ一-d 
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1 .使用した細胞

から入手(1988年2月、入手時:継代4代)

したチャイニーズ・ハムスター由来の CHL細胞を、解凍後継代10代以内で試験に

用いた。

この CHL細胞株は、染色体異常試験の検出感度にすぐれているため常用されて

いる。

2.培養液の調製

培養 には、牛胎児血清 (FCS:J. R. Sc i en t i f i c ;ロット番号 C019407および

Bocknek ;ロット番号 SF70521)を10%添加したイーグル門E門培養液を用いた。

円EM培養液は¥イークール門E門培地「ニッスイ」①粉末(日水製薬)9.4 gを 1Qの

蒸留水に溶解し、 121・Cで15分間、高圧慕気滅菌したのち¥レグルタミン(滅菌済

み、日水製薬)300 mgと10%NaHC03 溶液 12.5mQを加えて調製した。 2倍濃

度の門E門培養液は、上記の培地 9.4gを 500mQの蒙留水に溶解し、以下門E円培

養液と同様に調製した。

3.培養条件

2 x104個の CHL細胞を、培養液 5mQを入れたシャーレ(径 6cm、Corning)に

播き、 3rcの COzインキュベーター (5% COz)内で培養した。

4.被験物質

N-モノ (又はジ)メチルフェニノレ-N'-モノ (又はジ)メチルフェニルートフェ

ニレンジアミン(既存化学物質番号 3-0146，別名:ノンフレックスDT，略称:

-4-
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D門PD，ロット番号:AR8，..は黒褐色

粒状で、 DMSO(ジメチルスルホキシド)、アセトン、ベンゼンに可溶、水に溶け

ない。融点800

c以上の物質で、純度は75%以上である(精工化学側資料)。本

実験では、被験物質がD門SO~こ 345 mg/m.Qまで可溶であることから、溶媒として

D門SOを用いた。原体の安定性に関しては情報は得られなかったが、秦野研究所分

析化学研究室で実施したエームス試験(試験計画番号:門-91-189)におけるD門SO

中での安定性試験では 3'" 50 mg/ m.Qの濃度範囲で 3時間は安定であった。また、

後日実施したD円SO中での安定性試験では、 0.850mg/mP.の濃度の被験物質調製液

は3時間は安定であった (Appendix1 )。

5.被験物質の調製

被験物質の調製は、使用のつど行った。原体をDMSO(Sigma Chemical Co.、

ロット番号:129F0413)に溶解して原液を調製し、ついで原液をD門SOで!賢次希釈

して所定の濃度の被験物質調製液を作製した。被験物質調製液は、全ての試験に

おいて培養液の 0.5%(v/v) になるように加えた。染色体異常試験においては、

直接法および代謝活性化法に用いた最高濃度群と最低濃度群について、被験物質

調製液の含量測定を秦野研究所分析化学研究室において行った。その結果、調製

液の濃度は、すべて許容範囲内(平均含量が添加量の85%以上)の僅であった

(Appendixes 2-1， 2-2)。

6 .細胞増殖抑制試験による処理濃度の決定

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定するため、被験物質の細胞

増殖に及ぼす影響を調べた。

6.1 試験条件

直接法では¥細胞を 3日間培養したのち培養液を捨て¥シャーレに培養液

-5-



5.0 mP.と各濃度の被験物質調製液 25pAを加え...48時間処理した。代謝活性化

シャーレに、円E門培養法においては、細胞を 4日間培養したのち培養液を捨て¥

液 2.0mi、S9mix(組成を以下に示す)0.5 mP.と2倍濃度の門EI1培養液 0.5mP. 

を加え、更に 15pP.の被験物質調製液を加えて 6時間処理した。処理後、新鮮

な培養液に交換し、更に18時間培養した。処理濃度は、直接法では 3.-...， 100 

よcg/mi...代謝活性化法では 6""200 pg/mP.の範囲で試験を行った。

シャーレは l濃度について 2枚用いた。

• η
、u
n
/
U
4
1よ
守

l
ム

1
l
A
寸
i
ム

1
tム

S9申

20 m門HEPES(pH 7. 2) 
50 m門MgC1z
330 m門KC1
50 m門G-6-P
40 ml1 NADP 
蒸留水

S9mixの組成

10 mQ Total 

* S9 : Sprague-Daw 1 ey系ラットにフェノパルピタールと 5，6-ベンゾフラボ
ンを投与して調製したキッコーマン側裂の S9(ロット番号:RAA-260，1991年
9月製造， RAA-265， 1991年11月製造および RAA-271、1992年2月製造)を購入
し、使用時まで-80.cの超低温槽内に保存した。製造後6か月以内に使用した。

• 
標本作製法6.2 

培養終了後、培養液を捨てたのち、リン酸緩衝液 (Ca+ +，円g++を含む)で洗い、

細胞がシャーレに付着した状態で10%中性ホルマリン溶液を加えて固定した。国

定後、 0.1%クリスタルバイオレットで染色した。

増殖抑制の指標とその結果6.3 

被験物質の CHL細胞に対する増殖抑制作用は、単層培養細胞密度計(オリンパ

ス)を用いて各群の増殖度を計測し、被験物質処理群の溶媒対照群に対する細胞

-6-



増殖の比をもって指標とした。

その結果、回帰直線式より算出した直接法における約50%の増殖抑制を示

す濃度は 25pg/mム代謝活性化法では 68p.g/mP.であった (Tables1、2および

Fig. 1)。

7 .実験群の設定

細胞増殖抑制試験の結果より¥染色体異常試験で用いる被験物質の最高処理濃

度を、直接法では 25p.g/mE、代謝活性化法では 68pg/mp.の処理濃度をそれぞ

れ高濃度とし、その%の濃度を中濃度、~の濃度を低濃度とした。
J 

7.1直接法

3段階の処理濃度群に対照群を含め下記の11群を設けた。試験直接法では¥

の条件は細胞増殖抑制試験と同様とした。各群 2枚のシャーレを用いた。

処理時間(hours)濃度 (μg/m.e)群

-
A
Q
A
4
4
A
4
A性
A
佐

一ハ/“。
L

つ臼っ“っ“

0 
6.3 
12.5 
25.0 
0.05 

1 )無処理対照
2 )溶媒対照車
3) DMP D 
4) DMP D 
5) DMPD 
6 )陽性対照(門C)叫

b 、，

n
H
u
n
H
u
n
H
u
n
H
U
n
H
U
 

d
4
A
A
4‘
d
斗‘

d
斗ム

A
斗ム

0 
6.3 
12.5 
25.0 
0.05 

7 )溶媒対照申
8) DM P D 
9) DMP D 
10) DMP D 
11)陽性対照(門C)岡市

溶媒はD門soを用い、培養液に 0.5%(v/v)量添加した。
門C: Mi tomycin C (協和醸酵工業(欄¥ロット番号 703AJK)は注射用
慕宮水(側大塚製薬工場、ロット番号 KIG70)に溶解して調製した。
この処理濃度で染色体異常を誘発することが知られている。

-7-
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7.2代謝活性化法

代謝活性化法では、対照群として S9mixを加えない群を含め、下記の11群

を設けた。試験の条件は細胞増殖抑制試験と同様とした。各群2枚のシャーレ

を用いた。

処理時間(hours)濃度 (μg/m1Z.)S9mixの有無若手

6-(18) 
6-(18) 
6-(18) 
6-(18) 
6-(18) 

ハ
U
U
可
t
t
A斗
‘
の
ハ
V
F
h
u

吋
』
・
ム
円
〈

U
P
h
u

1 )無処理対照
2)溶媒対照申

3) DMPD 
4) DMPD 
5) DM P D 
6)陽性対照(CPA)料

6-(18) 
6司 (18)
6-(18) 
6-(18) 
6-(18) 

+

十

十

+

十

ハU
ウ
t

A性

oocυ

噌

t
i
η

、U
F
h
v

7 )溶媒対照申
8) DMPD 
9) DM P D 
10) DMP D 
11) 陽性対照(CPA)申申

溶媒はD門SOを用い、培養液に 0.5%(v/v)量添加した。
CPA : Cyclophosphamide (Sigma Chemical Co・2 ロット番号 67F-
0155) は注射用蒸留水(~栂大塚製薬工場、ロット番号 KIG70) に溶
解して調製した。この処理濃度で染色体異常を誘発することが知ら
れている。

* 
** 

7.3追加試験

前項 7.2~こしたがって試験を実施したところ、 S9mix 非存在下の処理群では、

中・高濃度群 (34および 68pg/mR.) において、分裂抑制のため染色体の分析

そこで、前回実施した S9mix非存在下の抵濃度群 07.0が不可能であった。

μg/mQ)を高濃度として、以下の濃度群を設定して追加試験を実施した。

試験条件は 7.2と同様とし、 S9mix非存在下であることから、陽!生対照とし

-8-

て門C(0. 1 pg / mQ) を用いた。



t 
司. 

J 

若手

1 )無処理対照
2 )溶媒対照申

3) DM P D 
4) DMPD 
5) DMPD 
6 )陽性対照(門C)村

濃度 (pg/mP，)S9mixの有無処理時間(hours)

0 
4.3 
8.5 
17.0 
0.1 

6-(8) 
6-(8) 
6-(8) 
6-(18) 
6-(18) 

* 溶媒はDMSOを用い、培養液に 0.5%(v/v)量添加した。
** 門C:門itomycinC (協和態酵工業側、ロット番号 703AJK)は注射用

蒸留水(拘大塚製薬工場、ロット番号 KIG7Q)に溶解して調製した。
この処理濃度で染色体異常を誘発することが知られている。

8.染色体標本作製法

1 )培養終了の 2時間前に、コルセミドを最終濃度が約 0.111'5/叫になるよ

うに培養液に加え、培養終了後各群の細胞をリン酸緩衝液 CCa++，Hg++を含

まない)で洗い"0.25%トリプシン溶液を用いてはがし"10 m.eの遠沈管に

集めた。

2) L 000"-' L 200 rpmで5分間遠沈し、上清を捨てたのち沈澱した細胞に 3

~ meの 0.075MKCl溶液を加えることにより約30分間低張処理を行った。

3 )低張処理後、低張液の上層にカルノア液(酢酸:メタノール=1 : 3 v/v) 

約 6m.eを加え、下方から静かにピペッテイングして混和させて固定し、その

後 1，000"'1，200rpmで5分間遠沈した。

4)遠沈後上清を除き、再び新鮮なカルノア液を加えて細胞をピペッテイング

により再浮遊させ 1，000'" 1，200了pmで5分間遠沈した。この操作を数回経

り返した。

5 )遠沈して得た白色の細胞沈澱物に、 0.2"'0.5m.eのカルノア液を加え十分

に懸濁させた。

-9-



6 )細胞浮遊液の少量を、あらかじめ洗浄しておいたスライドグラス上に滴下

し、そのまま風乾した。

7)スライド標本は各シャーレにつき 6枚作製した。

8 )スライドグラスのフロスト部分に鉛筆で、試験系議別番号、暗番号および

スライド番号を記入した。

9)乾燥したスライドは、ギムザ原液(円erck)4.5 m.eを門/15リン酸緩衝液

(pH 6.8) 150 m.e ~こ溶かした染色液で約 8 分間染色後、蒸留水で軽くすすい

で風乾した。

10)染色したスライド標本は、暗番号順にスライドケースに入れ、ケースには . 

試験系議別番号、標本作製の日付を明示して保存した。

9.染色体分析

作製したスライド標本のうち-. 1つのシャーレから得られた異なる標本を、複

数の観察者がそれぞれブラインドの状態で分析した。すなわち、染色体が分散し

ていないよく広がった分裂中期像を探し、異常を有する細胞については、スライ

ド上のその位置を顕微鏡のステージの位置で記録用紙に記録した。

染色体の分析は、日本環境変異原学会¥晴乳動物試験(門門S)分科会による分 . 

類法に基づいて行い、染色体型あるいは染色分体型のギャップ、切断、交換など

の構造異常の有無と倍数性細胞 (polyploid)の有無について観察した。また構

造異常については 1群200個¥倍数性細胞については 1若手800個の分裂中期細胞を

分析した。

10.記録と判定

無処理対照、溶媒および陽性対照群と被験物質処理群についτの分析結果は、

観察した細胞数、構造異常の種類と数、倍数性細胞の数について集計し¥各群の

ハU
V

寸
l
ム



6
2

・I
T
-
-

、J

、

値を記録用紙に記入した。

染色体異常を有する細胞の出現頻度について、フィッシャーの“Exactproba-

bil i ty test"法により溶媒対照群と被験物質処理群間および‘溶媒対照群と陽性

対照群間の有意差検定を行った。

被験物質の染色体異常誘発性についての最終判定は、石館らの判定基準に従い、

染色体異常を有する細胞の頻度が5%未満を陰性、 5%以上10%未満を疑陽性、

10%以上を陽性とした。

1
6よ

4
1
1
A
 



ff.吉主畏とヨ雪雲ミ子

直接法による染色体分析の結果を Table3 ~こ示した。

D門PDを加えて24時間処理した各群において、いずれも染色体の構造異常およ

び倍数性細胞の出現頻度に有意な増加は認められず、全ての処理群で陰性であっ

た。一方、 48時間処理の低・中濃度群では、構造異常が有意に増加し、中濃度

(12.5 I1g/m.のでは観察細胞の 11.5% (p=8. 05 x 10-7
) に染色分体ギャップ(gap)

を中心とする異常が誘発され、陽性と判定された。 25I1g/mEの高濃度群では、

分裂抑制のため十分な観察細胞が得られなかっ た 。 .

代謝活性化法による染色体分析の結果を Table4 ~こ示した。

D円PDを加えて S9mix存在下で 6時間処理した各濃度群において、いずれも染

色体の構造異常および倍数性細胞の有意な増加は認められなかった。 S9mix非存

在下では、中・高濃度処理群で分裂抑制のため十分な観察細胞が得られなかった

ことから、さらに低い濃度を設定して追加試験を実施した (Table5)。その結

果、処理した全ての濃度群において、染色体の構造異常および倍数性細胞の有意

な増加は認められなかった。従って¥代謝活性化法における最終判定は陰性で

あった。なお、エームス試験では"TA98を用いた +S9の系で陽性となっている e 
(門-91-189)が、 S9mix存在下の CHL細胞を用いる染色体異常試験では陰性であ

..;.~ 
つ J，-。

陽性対照として用いた直接法での門C処理群¥および S9mix存在下での CPA

処理群では染色分体交換 (cte) や染色分体切断 (ctb) などの構造異常をもっ細

胞が高頻度に誘発された。

なお、本試験の実施にあたり、試験の{言頼性に悪影響を及ぼす疑いのある予期

し得なかった事態及び試験計画書からの逸脱はなかった。

円
/
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1
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N-モノ(又はジ)メチルフェニル-N'-モノ(又はジ)メチルフェニルーがフェ

ニレンジアミンは、直接法48時間処理の 12.5pg/mR， 処理群で、 11.5%の細胞に

構造異常を誘発した。

従って、 Nーモノ (又はジ)メチルフェニルーN'ーモノ(又はジ)メチルフェニルー

十フェニレンジアミンは、上記の試験条件下で染色体異常を誘発すると結論した。

コEこ 南犬、

1)日本環境変異原学会・晴乳動物試験分科会編:化学物質による染色体異常アト

ラス、朝倉書j苫 1988

2)石館基監修:<改訂>染色体異常試験データ集，エル・アイ・シ一社) 1987 
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Table 1 Inhibition of cell growth treated with N-mono(or di)-nlethylphenyl-N'-mono(or di)ー

methylphenyl-p-phenilenediamine(DMPD) for 48 hours by direct method in CI-IL cells 

Concentration Cell growth (0/0 of control) 
of DMPD 

(μgjml) Average 

。 100， 100 100.0 

3 96， 94 95.0 

6 94， 98 96.0 

13 82， 90 86.0 

25 41 ， 41 41.0 

50 0， 。 0.0 

100 。 。 0.0 

Cell growth was counted by Monocellater ™ (OL YMPUS) 
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Inhibition of cell growth treated with N-mono(or di)-methylphenyl-N'-mono(or di)ー

methylphenyl-p-phenilenecliamine(DMPD) for 6 hours by metabolic activation n1ethocl 
in CHL cells 

に
)
F
1
 

Table 2 

Cell growth (% of control) Concentration 
ofDMPD 

(μg/ml) Average 
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96.0 96 96 25 

59.5 59 60， 50 
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29.0 29 29， 200 

Cell growth was countecl by Monocellater ™ (OL YMPUS) 
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Resulls of chromosome analysis of Chinese hmnster cells (CHL) lrealed with N-mono(or di)-methylphenyl-N'-mono(or di)-

methylphenyl-p-phenylenecliamine(DMPD) by clirecl method 

r 

Table 3 

4) ~) 

Polyploid '1ud_gement 

(%) SA NA 

No. of cells 
with aberrations 

TAG (%) TA (%) 

q
J
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E
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U、E

AO
 

No. of struclural aberrations Concent-Time of No. of 
ration exposure cells 

(トlg/口11) (hr) analysecl gap ctb 

Group 2) 

mlll total f 

Control‘ 

Solventリ

DMPD 
DMPD 
DMPD 
MC 

0.13 
0.25 
0.25 
0.00 
0.65 6) 
0.50 

o ( 0.0) 
o ( 0.0) 
o ( 0.0) 
o ( 0.0) 
o ( 0.0) 
86キ(43.0) 

1 ( 0.5) 
1 ( 0.5) 
o ( 0.0) 
3 ( 1.5 ) 
1 ( 1.0) 

98牢(49.0) 
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0.05 
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Tox 
十

0.25 
0.00 
0.00 
0.007) 

0.13 

1 ( 0.5) 
o ( 0.0) 
6*( 3.0) 
o ( 0.0) 
82牢(41.0) 

1 ( 0.5) 
6牢( 3.0) 
23牢(11.5) 
o ( .0.0) 

94 *( 47.0) 

n
U
ハU
n
U
ハU
ハU

1

6
沼

0
刊

'
a

噌

I
A

0 
0 
0 
0 
10 

ハu
n
u
n
u
n
u
t
-

n
U
ハu
n
u
n
U

戸、J

ハU
ハU
n
U
ハU
ハ
U

0
0
3
0
刀

1
0
5
0
お

0 
6 
20 
0 
30 

2∞ 
2∞ 
2α) 
2 

2∞ 

口八
U
日
入
U
O
A
u
n
x
u
n
x
U

A
斗

A
斗

A
斗

A
斗

A
斗

0 
6.3 
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0.05 

Solvent 1) 
DMPD 
DMPD 
DMPD 
MC 

Abbreviations gap : chromaticl gap ancl chromosome gap， clb: chromatid break， cte: chromatid exchange， csb: chromosome 
break， cse : chromosome exchange (c1icentric and ring etc.)， f: fragment (cleletion)， mul : multiple aberrations， TAG : total no. 
of cells wilh aberrations， TA : total no. of cells with aberrations except gap， SA : structural aberration， NA : nllmerical aberration， 
MC : mitomycin C. Tox: toxicity 1) Dimethylsulfoxicle was usecl as solvent. 2) More than ten aberrations in a cell were scorecl as 10. 
3) Other丸 suchas atlenuation ancl premature chromosome condensation， were excluded from the no. of strllctural aberrations. 
4) Eight hunclrecl cells were analyzecl in each group. 5) Jllclgement was done on the basis of the criteria of Ishiclate et al. (1987). 
6) Three hundred and ten cells were analyzecJ. 7) Three cells were analyzecJ.牢:Significantly different from solvent control at pく0.05
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Results of chromosome analysis of Chinese hamster cells (CHL) treated with N-mono(or di)-methylphenyl-N'-mono(or di)ー

methylphenyl-p-phenylenediamine(DMPD) by metabolic activation method 
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Table 4 

) ~. 5) 
Polyploicl.' 1ucl，gement 

(%) SA NA 

No. of cells 
with aberrations 

TAG (%) TA 

3) 
0t11ers 

No. of structural aberrations Time of No.of 
exposure cells 

(hr) analysed 
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Abbreviations gap : chromalicl gap ancl chromosome gap， ctb: chromaticl break， cte: chromaticl exchange， csb: chromosome 
break， csc: chromosome exchange (c1icentric ancl ring etc.)， f: fragment (deletion)， mul : multiple aberrations， TAG: total no. 
of cells with aberrations， TA : total no. of cells with aberrations except gap， SA : structural aberration， NA : numerical aberration， 
CPA: cyclophospharnide. Tox: toxicity 1) Dimethylsulfoxide was used as solvent. 2) More than ten aberrations in a cell were 
scorecl as 10. 3) Others， such as attcnuation and prernatllre chromosome condensation， were excludecl frorn the no. of structural aberrations. 
4) Eigh t huncl rccl ceJI s wcre anal yzec! in each grollp. 5) ] uc!gement was clone on the basis of the cri teria ofIshic!ate el aJ. (1987). 
6) Sevcn hllnclrecl ancl fiflecn cells were analyzecl. 7) Two ceJls were analyzecl. *: Significanlly c1ifferent from solvent conlrol at pく0.05
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Results of chromosome analysis of Chinese hamstcr cclls (CHL) trealed with N-mono(or cli)ーmethylphenyl-N'-mono(orcli)-

mcthylphenyl-p-phenylenediamine(DMPD) by metabolic activation method 
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Abbreviations gap : chromaticl gap ancl chrornosorne gap， ctb: chrornaticl break， cte: chromatid exchange， csb: chromosome 
brcak， csc: chroll1oS0Il1C exchangc (clicentric ancl ring etc.)， f: fragment (clcletion)， mul : multiple aberrations， TAG : total no. 
of cells with aberrations， TA : total no. of cclls with abcrrations except gap， SA : structllral aberratioI1， NA : numerical aberration， 

MC : mitomycin C. 1) Dimeu1ylsulfoxidc was usecl as solvent. 2) More than ten aberrations in a cell were scorecl as 10. 
3) Others， such as attenuation ancl premature chromosome conclensation， were exclucled from the no. of structural aberrations. 
4) Eight hllnclI引 Icclls wcre analyzccl in each group. 5) JlIclgement was clone on thc basis of the critcria of Ishiclate et al. (1987). 
本:Significantly diffcrent frorn solvcnt control at pく0.05
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Stabi 1 ity of test article in the preparation 

1.0 L No. : AR8 
Carrier : DMSO 

Date on preparation: Jun. 29， 1992 
Oate 0[1 determinalioll 

A : Jun. 29， 1992 
B : Jun. 29， 1992 

Condi tion for stor3ge : 
cool i ng i n lhe dark a rea 

TesL arLiclc : N--lIIuflo(or di) -rnelhy]pheny]--N' --mono(of di) 
methylphenyl-p-ptleny]en~diamine 

A (0 h f) B (3 h r) 
lndicaled 
formulalion 

(mg/ m.e) 

ノノ 2 

pound-l 
(lllg/ mQ) 

0.8745 

0.8G80 

pound -2 I b) 

(mg/m.e) I Content (%) 

0.8490 98.3 

102 5 0.8580 99，4 

ノノ 0.8480 99，8 6 O，84G5 98.0 

------_____-- 。示ji-仁EJ1E二二三三つ二互仁
司l: pound-1/IndicelLed JiofIllulation X 100 bl : pound--2/mean Jiounu -， 1 x 100 

Inv巳sL i gil tDr h
y
万四》
O
コ
色
町
》
《

Director， ChernistfY 0巳rt，

... 
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Appendix 2・1

Content 0千 testarticle in the preparation 

Test article : N-mono(or di)-methylphenyl-N'-mono(or di)-

methylphenyl-p-phenylenediamine 

Lot No. : AR8 Date on preparation : Apr. 17， 1992 

Carrier: DMSO Date on determinaiion : Apr. 17， 1992 

lndicaied 
Sample Formulation (A) Found (B) B/A x 100 Mean 
No. (mg/m.Q) (mg/m.Q ) (%) (%) 

1.25 1.182 94.6 

2 ノ/ 1.189 95.1 93.6 

3 11 1.140 91.2 

4 5.00 4.660 93.2 

5 /1 4.592 91.8 91.8 

6 11 4.514 90.3 

7 3.40 3.150 92.6 

8 // 3.114 91.6 91. 9 

9 11 3.115 91.6 

10 13.6 12.14 89.3 

11 11 12.14 89.3 88.6 

12 11 11.85 87.1 

Investigato了

Director， Chemistry Oett. 
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Appendix 2・2

Content of test articJe in the preparation 

Test article : N-mono(or di)-methylphenyl-N' -mono(or di)-
methylphenyl-p-phenylenediamine 

Lot No. : AR8 Date on preparation : Jun. 24. 1992 

Ca rri er : DMSO Date on determination : Jun. 24. 1992 

にm山

一一一

Indicat.ed 
Formulation (A) Found (B) Mean 

No. (mg/m2. ) (mg/m2. ) CZ) G~) 

0.850 0.8275 97.4 
! 
一一一- 一一ト一一一ー一一一一一一一一

2 11 0.8120 95.5 96.0 

仁3
ノノ 0.8075 95.0 

3.40 3.240 95.3 

5 11 3.282 96.5 95.8 

6 ノノ 3.248 95.5 

Invとstigator

Di了ectof，Chernistry Dept. 
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様式2

ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験結果報告書

1. 一般的事項

既存化学物質の名称 N-モノ(又はジ)メチJレフェニル-N'・モノ(又はジ)メチルフェニル.

(IUPACの命名法による) p-フェニレンジアミン

5JU 名 ノンフレックスDT 分 子 量 不明

物 常温における性状 黒褐色粒状

理
女，晶司・

定 性 DMSO溶液中で3時間安定

化 融 占 80 "c 以上

構造式又は示性式(いずれ

び-o-~D
寸且ι・ 沸 占 NT 

も不明の場合は、その製法 的 蒸 気 圧 NT 

の概要) 性 分配係数 NT 

状 溶 解 性 油溶性

溶 水 不溶

試験に供した既存化学物質 解 DMSO 室温で345.0mg加lまで可溶

の純度 75 wt%以上 度 アセトン 可溶

不純物の名称、及び濃度 その他() ベンゼンに可溶

[備考]物理化学的性状は参考資料であるので、可能な限り記入すること。

1. i安定性jの欄には、水、その他の溶媒、熱、光等に対する安定性を記入すること。

2. i蒸気圧jの欄には、摂氏25度における被験物質の蒸気圧を記入すること。

3. i分配係数jの欄には、分配係数、測定温度及び分配係数の測定に用いた溶媒名を記入すること。

4. r溶解性jの欄には、水溶性又は油溶性の別等を記入すること。

5. i溶解度jの欄には、それぞれの溶媒に対する摂氏25度の溶解度を記入すること。

2.細胞の種類一培養条件

細 胞 名 CHL 入 手 先 JCRB 

種 チャイニーズ・ハムスター 入手年月日 1988年 2月8日

培 養 液 イーグルMEM 製 造 フロ 日水製薬

血 ?青 牛胎児 10 % 製造元(LotNo.) J.R.Scientific(CO 19407)，B∞knek(SF70521) 

細胞倍加 凍結条件 -196I8 (液体窒素)

時 問 約15h 

継 代 数 解凍後10代以内 培養 容器 プラスチックシャーレ

染色体数 条件 温度 37"C 

(モ 一 ド) 25本 C02 5% 

備 考



3. S 9 Mix 

(1) S 9の入手方法等(該当する番号をOで囲み、必要事項を記入すること。)

‘ ， 

自 製 製造年月 日 平成年月 日製造

製 造 フE キッコーマン

①購 入 製造年月 日 ①1991年9月13日、②1991年11月22日、③ 1992年2月21日製造

購入年月 日 ①1991年10月18日、② 1992年2月27日、③ 1992年3月3日購入

Lot No. ①RAA・260、② RAA・265、③ RAA・271

(2) S 9の保存温度等

保存温度 --80"C 保存機器名及び型式名 |エパラ・デイープフリーザー

(3) S 9の調製方法 (S9を購入した場合は、わかっている箇所を全て記入すること。)

使 用 動 物 誘 導 物 質

フェノパルピタール(PB)

種・系統 Sprague-Dawley系ラット 名 称 5.6・ペンゾフラポン(BF)

性 雄 投与方法 腹腔内投与

1日目:PB 30 mg/kg 

週 齢 7 週 投与期間及ぴ投与量 2日目:PB 60 mg/kg 

(g I kg体重) 3日目:PB 6Omg/kg+BF 80 mg/kg 

体 重 183---235 g 4日目:PB 60 mg/kg 

(4) S 9 Mixの組成

成 分 S 9 Mix 1ml中の量 成 分 S 9 Mix lml中の量

S 9 0.3 ml NADP 4μmol 

Mg Cl 2 5 μmol NADPH 一 μmol 

KCl 33 μmol 緩衝液 (HEPES) 4 μmol 

グルコース そ の 他

-6ーリン酸 5 μmol 蒸留水 0.1 ml 



(5) S9 Mixの処理条件(該当する番号をOで囲み、必要事項を記入すること。)

.' (I)プ レー ト 法 2 浮遊細胞法
) 

S9 量

(最終濃度) 5 % % 

S 9 蛋白量

(最終濃度) 1.36......1.445 mg/ml mg/ml 

処 理 時 間 6 h 

被験物質処理後

の培養時 間 18 h 

備 考



4.細胞増殖抑制試験

( 1 )試験の条件及び被験物質溶液の調製

実験期‘問 1992年2月28日 自 1992年3月5日 至

代謝活性化法によらない場合 代謝活性化法による場合

細 播種細胞数 4X 10̂3佃Iml 4X 10̂3個 Iml

胞 培養開 始後日数 3日目 4日目

形 状 円形 円形

培 大 き さ 60mm径 60mm径

養 製 造 フじ コーニング コーニング

|器 l濃度当たりの培養器数 2 2 

(プ レー ト 数)

培 養 液 量 5mll培養器 3 mll培養器

被 溶媒の種類 ジメチルスJレホキシド ジメチルスルホキシド

験 被験物質原液の濃度 20 mg Iml 40mg/ml 

物 被験 物 質 量 59.8 mg 120 mg 

質 溶 媒 量 3 ml 
.-司‘

3 ml 

溶 被験物質溶液の性状 抑制、川( ⑩ノ棚、仇(

液 (0で囲む)

の 調製後の時間 1時間以内 1時間以内

調 保 存 方 法 保存しない 保存しない

製 滅 菌 方 法 滅菌しない 滅菌しない

被 調製溶液添加量 0.025 mll培養器 0訓 5mll培養器

験

物 処 理 時 間 48h 6h 

質

処 S9 M江添加量 0.5凶/培養器

理

PBS(Ca++ ，Mg++を含む)で洗浄し、 10%中性ホルマリンで固定する。

細胞数計測 方 法 水洗後、 0.1%クリスタルバイオレットで染色する。

モノセレータで測定する。

備 考

[注] I細胞数計測方法jは標本作製の方法(測定法、固定法、染色法)を記入すること。



( 2 )細胞増殖率(溶媒処理群を増殖率 100%とし、濃度の低い順に記入する。)

漉 度 (ugI ml) 増殖率(%)

。 100.。
代謝活性化法 に よ 3 95.0 

らない場合 6 96.0 

13 86.0 

25 41.0 

50 0.0 

100 0.0 

。 100.0 

6 101.5 

13 100.。
代 謝 活 性 化法によ 25 96.0 

る場合 50 59.5 

100 23.5 

200 29.0 



5. 染色体異常試験

( 1 )・1 試験の条件及び被験物質溶液の調製

実験 期‘間 1992年4月13日 自 1992年4月20日 ニ2乞... 

代謝活性化法によらない場合 代謝活性化法による場合

細 播種細胞数 4X 10̂3個Iml 4X 10̂3個 1m1

胞 培養開始後日数 3日目 4日目

形 状 円形 円形

培 大 き さ 60mm径 60mm径

養 製 造 フE コーニング コーニング

器 1濃度当たりの培養器数 2 2 

(プ レー 数)

培 養 液 量 5 mll培養器 3 mll培養器

被 溶媒の種類 ジメチルスJレホキシド ジメチJレスルホキシド

験 被験物質原液の濃度 5 mg Iml 13.6 mg I ml 

物 被験物質量 90.4mg 244.8mg 

質 溶 媒 量 18 ml 18 ml 

溶 被験物質溶液の性状 8懸濁叫( 8懸濁初他(

液 (0で囲む)

の 調製後の時間 1時間以内 1時間以内

調 保 存 方 法 保存しない 保存しない

製 滅 菌 方 法 滅菌しない 滅菌しない

被 調製 溶液添加量 0.025 mll培養器 0.015 mll培養器

験

物 処 理 時 間 48 h 6h 

質

処 S9 Mix添加量 0.5 mll培養器

理

分 種 類 コルセミド コルセミド

裂

阻 濃 度 O.∞01 mg/ml 0.0001 mg/ml 

宝cコ

剤 処 理 時 間 約2h 約2h

備 考



5. 染色体異常試験

( 1 )・2 試験の条件及ぴ被験物質溶液の調製(追加試験)

実験期‘問 1992年6月20日 自 1992年6月26日至

代謝活性化法による場合

細 播種細胞数 4X 10̂3個 1m!

胞 培養開始後日数 4日目

形 状 円形

培 大 き さ 60mm径

養 製 造 フじ コーニング

器 l濃度当たりの培養器数 2 

(プレー ト 数)

培 養 液 量 3 mll培養器

被 溶媒 の 種 類 ジメチルスルホキシド

験 被験物質原液の濃度 3.4 mg Iml 

物 被験 物質量 68mg 

質 溶 媒 量 20ml 

溶 被験物質溶液の性状 ぜ夢、腕、例(
液 (0で囲む)

の 調製後の時間 1時間以内

調 保 存 方 法 保存しない

製 滅 菌 方 法 滅菌しない

被 調製溶液添加量 0.015 mll培養器

験

物 処 理 時 間 6h 

質

処 S9 M以添加量

理

分 年重 類 コJレセミド

裂

阻 濃 度 0.0001 mg/ml 

害

剤 処 理 時 問 約2h

備 考 ， 追加試験



( 2 )試験結果

別表 1、2、3による。

定
一

叶
H

H

d

-

虫

す

-

の
一

果
一

結
一

-
H
H
U
 

、j
-
山車十

η

J

-

，，1
1

・ 定 e 陰性

(いずれかをOでかこむこと)

判定の理由

直接法48時間処理群で染色体異常の誘発頻度に濃度依存性が認められ、

更に、 12.5ug/m'l処理群では、観察した細胞の11.5%に染色体異常が見ら

れたことによる。

0.023 mg/ml 

*中期分裂像20%に異常を誘発させるために必要な被験物質の漉度 (mgIml) 

(4)参考事項

[備考] I参考事項]の欄には、試験結果に対する試験責任者の見解等を記入すること。



6 .その他

染 色体異常 ‘

試験実施

名 称、 (財)食品薬品安全センター 秦野研究所

機 関|所在地|神奈川県秦野市落合729-5

電話0463(82) 4751 

細胞毒性学研究室長

試験責任者|職，氏名

試験実施

年月 日 119 9 2年2月 10日から 1992年9月28日まで

[備考]
「試験責任者jは「新規化学物質に係る試験の項目等を定める命令第3条に規定する試験施設につ

いて(昭和59年3月31日環保業第39号，薬発第229号，59基局第85号通達)Jに定める「新規化学物質

に係る試験の項目等を定める命令第3条に規定する試験施設に関する基準J第5条に定義するもので

あること。



別表 1 染色体異常試験結果(代謝活性化法によらない場合)

被験物質: N・m∞0(01'di)-mcthylphcnyl-N'・mono(ordi)-mcthylphcnyl-J)-phcnylcn_odilJ!Unc 

*1 倍数体数・2 染色体練造異常細胞の出現教と出現額度(%)

処理時間 処理櫨度 判 ギャップ 染色分体型 染色体型 その他 合 富十

処 理 。} 観察細胞数 (8α湘胞 (fnamcnt， ID雌 pk:

(略的1) 観察した) 定 E ctb ctc csb csc abcrra唖onc包.) -g +g 

1∞ 。 。 。 。 。 。 。 。
*3 24 。 1∞ 1 。 。 。 。 。 。

溶 媒 2ω 2 ( 0.25 ) ( 0.50 ) 10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)11 ( 0.50 ) 

(D路 0) 1∞ 。 。 。 。 。 。 1 

48 。 1∞ 2 。 。 。 。 。 。 。 。
2∞ 2 ( 0.25 ) 。( o.∞)11 ( 0.50 )10 ( o.∞)10 ( 0.00 )10 ( o.∞)10 ( o.∞) 11 ( 0.50 ) 11 ( 0.50 ) 

1∞ 。 。 。 。 。 。 。 。 。
6.3 1∞ 2 。 。 。 。 。 。 。 。

2∞ 2 ( 0.25 ) 。( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( 0.00 )10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞) 10 ( o.∞) 
1∞ 。 。 。 。 。 。 。

24 12.5 1()() 。 2 。 。 。 。 。 。 2 

z∞ 。( o.∞) 3 ( 1.50 )10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( 0.00 )10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞) 13 ( 1.50 ) 

1∞ 2/310 1 。 。 。 。 。 。
25.0 。

後験物質 1()() 2/310 ( 0.65 ) ( 1.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞) 11 ( 1.∞) 
1∞ 。 2 。 。 。 。 。 。 2 

6.3 1∞ 。 一 4 。 。 。 。 。 。 4 

2∞ 。( o.∞〉 6 ( 3.∞)10 ( o.∞)10 ( O.∞)10 ( O.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( O.∞)16 ( 3.∞) 
l∞ 。 14 4 2 。 。 。 4 17 

48 125 1∞ 。 4 1 。 。 。 2 6 

2ω 。( o.∞) 18 (9.∞) 15 ( 2.50 )13 ( 1.50 ) 10 ( O.∞)10 ( o.∞) 10 ( O.∞)16 ( 3.∞) 23 (11.50) 

2 0β 。 。 。 。 。 。 。 。
25.0 。 Tox 

2 。β ( o.∞) 。( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞) 
l∞ 2 13 21 29 。 。 。 39 46 

24 0.05 1∞ 2 10 25 35 。 。 47 52 
陽性対照 2∞ 4 ( 0.50 ) 23 (11.50) 46 (23.∞) 64 (32.00) 10 ( 0.00 )11 ( 0.50 ) 10 ( o.∞) 86 (43.∞) 98 (49.∞) 
(?~ .?イシ:tc) 100 13 12 30 。 3 2 42 

48 0.05 1()() 。 一 10 25 22 。 2 。 40 加。 ( 0.13 ) 23 (11.50) 37 (18.50) 52 (26.∞)10 ( 0.00 ) 日) (2.50 )12 ( 1.∞) 82 (41.∞) 
*1 :処理汲度は低温度から高温度の順に記殺する.

・2:処理温度毎に各々の指養系列(プレート)の観察細胞致.倍獄体激及び染色体機造異常をもっ細胞の出現数を1及び2行目に記殺し.その合討を3行自に表示し.それから求めた異常をもっ細胞の出現顔度%を( )に示す.

ギャフプ (g)には染色分体温と染色体砲の商者を含める.合計(・g)にはギ守?プのみをもっ細胞を除いたaJlと (96)を示す.1舗の細胞中に数個の異常をもっ樋合でも， tilの異常細胞として針算する.

例えば， 1伺の細胞中に切断措勺.交後がZある婦合には.異常細胞としては1，切断をもっ細胞としても1，交換をもっ細胞としても1として計算する.

ctb:染色分体温切断， ac:染色分体温交換.個b:染色体温切断.偶:染色体型交換.その他:断片化など(細治化は除<>

・3:i嘗.，陽性対照物質名を( )に記殺する. Tox: Toltic:ity 

48 

46 

94 (47.∞) 

判

定

一

一

+ 

Tox 

+ 

+ 



別表2 染色体異常試験結果(代謝活性化法による場合)

被験物質: N-m∞o(ordi)叩 elhylphcnyl-N'・mono(ordi)-melhylph朗 yl-p-phcnylcnedian由s

倍数体数 染色体構造異常細施の 出 現 教 と 出 現 頻 度 ( % )

S 9 処理櫨度 判 ギャップ 染色分体型

処 理 Mi  x 観察細施数 (8∞糊包
有無 (ug/ml) 観察した) 定 E ctb ctc 

1∞ 1 。 。 。 。
一 。 1∞ 。 。 。 。

浴 媒 2∞ 2 ( 0.25 ) 。( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 

(D附 0) 1∞ 。 。 。 。
+ 。 1∞ 2 。 。 。

2∞ 3 ( 0.38 ) ( 0.50 )10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 

1∞ 1β62 2 。 。 。
17 1∞ 0β53 。 。

2∞ 1/715 ( 0.14 ) 2 ( 1.∞ )11 ( 0.50 )11 ( 0.50 )10 。
34 2 o(}. Tox 10 。 。 。

2 o(}. ( o.∞} 。( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 。
68 。 Tox 

後験物質 。
1∞ 2 3 。 。 。

17 1∞ 。 。 。 。
2∞ 2 ( 0.25 ) 4 ( 2.00 )10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 

1∞ 1 3 。 。 。
+ 34 1∞ 。 1 。 1 。

2∞ 1 ( 0.13 ) 4 ( 2.∞)10 ( o.∞)11 ( 0.50 )10 

1ω 。 。 。 。 。
68 1∞ 。 。 。 。 。

2∞ 。( 0.00 ) 。( 0.00 )10 ( o.∞)10 ( o.∞) 10 
1∞ 。 。 。 。 。

5 100 。 一、。 。 。 。
陽性対照 2∞ 。( 0.00 ) 。( 0.00 )10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 

〔シタEね71ミド〕 l∞ 2 5 8 18 。
+ 5 1∞ 2 5 II 14 。

2∞ 4 ( 0.50 ) 10 ( 5.00 ) 19 ( 9.50 ) 32 (16.00)10 
S9の用量 (5%)，被験物質処理時間 (6h) ，被験物質処理後の細胞回復時間 (18h) 

各項目への記入は表1に準ずる。 Tox:Toxicity 

染色体型 その他 合 富十

{島昭ncnt，multiplc 

csb csc abcrration臨.) -g +g 

。 。 。 。
。 。 。 。

( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( 0.00 ) 

。 。 。 。
。 。 。

( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)11 ( 0.50 ) 

。 。 。 2 。 。 2 2 

( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)12 ( 1.∞)14 ( 2.∞) 

。 。 。 。
( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( 0.00 ) 

。 。 。 3 。 。 。
( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)14 ( 2.00 ) 。 。 。 3 。 。 2 

( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)11 ( 0.50 )15 ( 2.50 ) 。 。 。 。
。 。 。 。

( o.∞) 10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( 0.00 ) 

。 。 。 。。 。 。 。
( o.∞) 10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( 0.00 ) 。 。 24 27 。 。 21 23 

( O.∞)10 ( O.∞)10 ( O.∞)145 ( 22.50 ) 50 (25.∞3 

判

定

Tox 

Tox 

一

+ 



別表3 染色体異常試験結果(代謝活性化法による場合)

被験物質: N・mono(ordi)-mcthylphenyl-N'-mono伸 di)-mcthylphenyl垂直中主lencdiaminc

倍数 体数 染色体傍造異常細胞の出現数と出現顔度 (96)

5 9 処理櫨度 判 ギャップ 染色分体型 染色体型 その他 合 富十

処 理 M i x 観第細胞数 (8∞細包 {貨崎戸1I:nt，皿岨plc:

有無 (ug/ml) 観察した) 定 E ctb ctc csb csc abcrralion ct叫 -1  +g 

1∞ 2 。 。 。 。 。 ， 、

。 1∞ 3 。 。 。 。 。 。 。 。
溶 媒 2∞ 5 ( 0.63 ) 。( o.∞)10 ( o.∞)11 ( 0.50 )10 ( o.∞)10 ( O.∞)10 ( O.∞)11 ( 0.50 )11 ( 0.50 ) 

(DMSoj 

+ 

1∞ 。 。 。 。 。 。
4.3 1∞ 3 。 。 。 。 。 。 3 

2∞ 2 ( 0.25 ) 4 ( 2.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)14 ( 2.∞} 
1∞ 。 。 。 。 。 。 。 。

8.5 1∞ 。 。 。 。 。 。 。
2∞ ( 0.13 ) ( 0.50 )10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( O.∞)10 ( O.∞)10 ( O.∞)10 ( 0.00 )11 ( 0.50 ) 

1∞ 。 。 。 。 。 。 。 。 。
17.0 1∞ 。 。 。 。 。 。 。 。 。

被験物質 2∞ 。( 0.00 ) 。( o.∞)10 ( O.∞)10 ( O.∞)10 ( o.∞)10 ( O.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞)10 ( o.∞} 

+ 

100 1 6 5 12 。 。 。 15 20 

0.1 1∞ 2 s 6 19 。 2 。 お 30 
措性対照 2∞ 3 ( 0.38 ) 14 ( 7.00 ) 11 ( 5.50 ) 31 (15.50) 10 ( O.∞) 12 ( 1.∞ )10 ( o.∞) 38 (19.00) 50 (25.00) 
(，イトマイシンC)

+ 
1----- ーー』ー

59の用量 (596).被験物質処理時間 (6h).被験物質処理後の細胞回復時間(18h)
各項目への記入は表1に準ずる。

判

定
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