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1. 要約
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本試験条件下の加 vitro試験系において，ベンタエリスリトーノレテトライソオクチ

レートは染色体異常を誘起しないものと判断した.

ベンタエリスリトーノレテトライソオクチレートの変異原性について染色体異常誘発

性の有無を検討するため，チャイニーズ・ハムスター肺線維芽細胞株 (CHL/IU) を用

いた invi，加染色体異常試験を行った.

あらかじめ実施した細胞増殖抑制試験の結果を基に，試験用量を設定した.染色体異

常試験では短時間処理法一89処理ならびに間+S9処理で ]250，2500および5000μglmL

の3用量について顕微鏡観察を実施した.

その結果，ベンタエリスリトールデトライソオクチレート処理群の場合，短時間処理

法の-S9処理およびtS9処理のいずれにおいても明確な染色体異常の誘発は認められな

かった.さらに，連続処理法24時間処理で 1250，2500および5000μglmLの3用量に

ついて顕微鏡観察を実施した.同試験法においても，ベンダエリスリトールテトライソ

オクチレート処理による染色体異常の誘発は認められなかった.

また，短時間処理法-S9処理および連続処理法の陽性対照物質であるマイトマイシン

C (1¥1伽IC)ならびに同+S9処理の陽性対照物質シクロホスブアミド (cp)処理群では，

染色体構造異常の出現頻度が上昇しており，陰性対照と比較して統計学的に有意

(p豆0.025)な増加を示した.

幽 5晶



12. 被験物質

12.1. 被験物質名
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ベンタエリスリトーノレテトライソオクチレート(英名:Hexanoic acidラ 2-ethyl-~

2，2占is[[(2惜 ethyl↓ oxohexyl)oxy]methylト1，子propanediy1 ester) 

12.2. ロット番号

12ふ 純度

98.4% (GC%) 

残り 1.6%不明(各成分 1%未満)

12.4. 製造元

12ふ 保存条件

室温，気密， J底光

12.6. 保存場所

安評センター被験物質保管庫 CC-3: 22.2""-'29.80C ;平成 16年 7月20日~平成 16年 10

月 26日)

12.7. CAS No. 

7299-99田2

12.8. 化学名

2，2ゐis[[(2唱曲yl-トoxohe勾rJ)oxy]methyl]propane-，3-diyl-bis(2・ethylhexano誕e)

12.9. 化学構造

欄 8・



12.10. 分子式

C37~808 

12.11. 分子量

640.94 

12.12. 物質の状態

形状:液体

色:無色透明

臭い:ほとんど臭いはないか，わずかに特異臭が有る.

12.13. 沸点

1700じ (0.133kPa) 

12.14. 密度

d30= 0.96 

12.15. 溶解性

水に対する溶解性;不溶

12.16. 安定性/反応性

安定性:安定

反応性:酸，アルカリで加水分解をうける

12.17. 取り扱い上の住意

火気厳禁

作業場の換気を十分に行う.

保護眼鏡，保護手袋等の適切な保護具を使用する.

取り扱い後は，手，顔等を良く洗い， うがいをする.

12.18. 残余被験物質の処理
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被験物質の一部 (0.5g)を保存した後，残りは品質試験等の実施のため被験物質提供

元へ返却した.

12.19. 安定性

被験物質提供元( )にて保管されていた間ーロットの被験物質につ

いて実施した品質分析の結果(平成 17年 5月 17日付報告)，安定性に関して問題はな

かった.

-9 -

一一一…ー…一一一一一一一一寸……一一一…一一…ー…………一一…一……一一一一一…一一一……一



Exp. No. 7826 ( 115--191 ) 

FINAL REPORT 

13. 試験材料および方法

13.1. 試験細胞株

ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験に広く使用されていることから，試験細胞株

としてチャイニーズ・ハムスターの肺由来の線維芽細目制柴 (CHL庁U細胞)を選択した.

CHLIIU細胞は昭和 59年 11月 15日に国立衛生試験所(現国立医薬品食品衛生研究

所)から分与を受け，一部についてはジメチルスルホキシド(DMSO:GC用;純度99.90/0:

Lot No. K264 t 4578 ; Merck)を容量比で 10%添加した後，液体重素中に保存した.試験

に際しては凍結した細胞を融解した後， 3'"'-'5日ごとに継代したものを使用した

なお，細胞増殖抑制試験で継代数 18の細胞を，染色体異常試験で継代数25の細胞を

用いた.

凍結ロット毎にマイコプラズマ汚染検査(陰性)，倍加時間の測定 (17.9時間)，染色

体数(そード数25本の細胞が 82%)の測定ならびに陰性対照および陽性対照における

構造異常出現頻度の繭容を実摘し，異常のない細胞を試験に使用した.

13.2. 培養液の調製

Eagle帽MEM液体培地 (IWAKI: Lot No. 515014 ;旭テクノグラス)に非働化 (560C，

30分)済み仔牛血清 (LotNo. 427252 ; Invitrogen)を最終濃度で 10%になるよう添加し

た調製後の培養液は使用時まで冷暗所(設定温度40C)に保存した.

13.3. 培養条件

C02インキュベーター(三洋電機バイオメディカ)を用い， CO2濃度 5%，370Cの条

件で細胞を培養した，

13.4. S9 mix 

製造後6ヵ月以内の S9mix (Lot No. CAM-499 ;キッコーマン)を試験に使用した

使用時まで超低温フリーザー(設定温度-800C)で保存した.

ハリ
噌
S
Eゑ
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13.4.1. S9の調製方法

調製の際の動物種，性， s織ま，誘導物質ならびに誘導方法等を以下に示した

ロット番号 RAA・499

調製日 平成 16年 3月 19日(誘導物質投与開始後 5日目)

使用動物 ラット:Sprague-Dawley系

性/適齢 雄:/7週齢

体重 214---245 g 

臓器 肝臓

Phenob町bi拍l(PB)および5，6-Benzoflavone(BF)

誘導物質投与量 PB: 30m凶唱 1問(]日目)， 

おより殺与田数 60m凶唱 3問 (2'""'4自目)

BF: 80mglkg l間 (3日目)

投与方法 腹腔内投与

蛋白含量 25.22mglmL 

13.4.2. S9mixの組成

S9mix 1 mL中の量を以下に恭した

S9 0.3 mL 

MgCh 5 μmoVO.l mL 

KCl 33 μmoVO.l mL 

G岨6嶋p 5 μmol/O.l mL 

NADP 4 ~lmol/0.1 mL 

HEPES 緩衝液~ (pH 7.2) 4 μmol/O.2 mL 

蒸留水 0.1 mL 

13.5. 被験物質液の調製

本被験物質は水に不擦であるがエタノールに易溶で、あることから，被験物質をそレ

キュラーシーブ‘を用いて脱水処理を行ったエタノーノレ (LotNo. 606F1350 ;関東化学)

に溶解し，調製原被とした.

用量設定試験では，使用直前に調製原被 (500.0mg/mL液)を準備した，この 500.0

-11同
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mglmL原被を使用溶媒で順次希釈し， 250.0， ]25.0， 62.5， 31.3， 15.6， 7.81， 3.91， 1.95 

および0.977mgJmL液を調製した，

染色体異常試験では，使用直前に調製原液 (500.0mg/mL液)を準備した.この 500.0

mglmL原被を使用溶媒で順次希釈し， 250.0， 125.0および62.5mglmL液を調製した

調製後，速やかに処理を行った.

13.ι 対照群

13.6.1. 陰性(溶媒)対照

使用溶媒(エタノーノレ)で試験した.

13.6.2. 陽性対照(短時間処理法一S9処理および連続処理法24時間処理)

注射用水(日本薬局方注射用水:Lot No. K2K80 ;大塚製薬工場)5mLに溶解したマ

イトマイシンC (1¥骨IC:L回 No.382BBC :協和醗酵工業)を生理食塩液(日本薬局方

生理食塩液:Lot No. K2H96 ;大塚製薬工場)を用いて希釈し， 1 mLずつ分注した後，

凍結保存したものを試験に用いた.

用量は短時間処理法で0.1μglmL， 連続処理法で0.05μ岳知Lとした.

13.6.3. 陽性対照(短時間処理法+S9処理)

注射用水 (LotNo. K2K80) 5 mLに諒解したシクロホスブアミド (CP: Lot No. 3045 ; 

塩野義製薬)を生理食塩液 (LotNo‘K2H96)を用いて希釈し， 1 mLずつ分注した後，

噺古保存したものを試験iこ用いた.

用量は 12.5μ島知Lとした.

13.7. 細胞増殖抑制試験(予備試覇防

13.7.1. 用量

ガイドライン上定められた最高用量である 5000μ岳知Lを最高用量とし，以下2500，

1250， 625， 313， 156， 78.1， 39.1， 19.5および9.77Jlg/mLの 10用量を細胞増殖抑制試

験の用量とした

13.7.2. 使用ウエル数および識別方法

1用量当たり 2ウエノレを用いた.

試験番号，処理法および連番を明記することにより，各ウコユノレを識別した.

13.7.3. 短時間処理法--S9処理

12ウエノレのフ。レート(細胞培養用マルチプレート 12F:住友ベークライト)の各ウエ

ノレに培養液を用いて 8x 10
3細胞l/mLtこ調製した細胞浮遊説夜 1mLを播種し， 3日間培養

した培養終了後，各プレートの培養液を除き，あらかじめ 13.7.6.に記載した割合で溶

媒もしくは被験物質液を添加した培養液を加えた咽 6時間培養を続けた後，各ウエノレの

剛 12・
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培養液を除去し，ダルベッコリン酸緩衝液 (LotNo. 73K2448 ; Sigma Chemica1)を用い

て細胞を洗浄した.新鮮な培養液500μLを加え，さらに ]8時間培養を続けた後，細胞

生存率(陰性対照に対する比)を求めた.

各ウエ/ル川レ叫にこば8x川103細胞，/mιlにこ調製した細胞浮適溜封夜 1rnLを播種し.3日間培養した‘

培養終了後，各プレートの培養液を除き，あらかじめ 13.7.6J::.記載した割合で溶媒もし

くは被験物質液を添加した培養液を加えた.

その後の操作は 13.7.3.に記載の方法に準じた.

13.7.5. 連続処理法24時間処理

各ウエルに 8x 103細胞/mLに調製した細胞浮遊被 1mLを播種し， 3日間培養した

培養終了後，各プレートの培養液を除き，あらかじめ 13.7.6.に記載した割合で溶媒もし

くは被験物質液を添加した培養液を加えた.さらに 24時間培養を続けたー

13.7.6. 処理量一覧

~ 
漉媒および被験物質

培養液 S9mix 処理液

-S9処理 600μL 一 6μL 

+S9処理 500μL 100μL 6μL 

24時間処理 600μL 一 6μL 
一-ー・.・ ー ー . 、 ・・・・ ・・・ ・・・ ・・・・ ・.

l口3.7.

各処理法において処理開始およむ渦理終了時に析出等の有無を肉眼で観察した.

1口3.7.8. 50%細胞増殖抑制濃度の算出

細胞増殖抑制試験に供した各ウエルから培養液を除いた.10%中性緩衝ホルマリン被

(車断哉固定用:LotNo. KLP8824;和光純薬工業)を加えて約 10分間細胞を固定した後，

0.1%クリスタル・バイオレット (LotNo. K31134240 ; Me陀k)水溶液で 10分間染色し

た.各ウエノレを水洗した後，乾燥させた.各ウエノレに色素溶出液 (30%エタノーノレ， 1% 

酢酸水協夜)を3.0叫加え， 5分開放置した後，分光光度計 (105-50型:日立製作所)

を用いて波長580nmの吸光度を測定した，陰性対照群での吸光度に対する比(江主細胞

生存率)を各用量群について求めた.

摘 13-
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13.8. 染色体異常試験(本試験)

13.8.1. 用量

細胞増殖抑制試験の結果，いずれの処理においても最高用量の5000llgl:叫で細胞の

増殖を 500/0以上抑制することはなかったが.+89処理および24時間処理の高用量でわ

ずかな細胞増殖抑制がみられた.したがって，染色体異常試験ではガイドライン上の限

界用量である 5000μ岳柏Lを最高用最とし， 2500， 1250および625μg!mLの計4用量を

設定した.

試験系

短時間処理法-S9処理

短時間処理法+S9処理

連続処曙法24時間処理

用量 (μg!mL)

625 

625 

625 

四
一
間
一

ω一

迎

迎

則

一

削
一
捌
一
捌
一

下線を付した用量について染色体異常の観察を実施した"

13.8ユ 使用プレート数および識別方法

l用量当たり 2枚のプレートを用いた.

試験番号，処理法および連番を明記することにより各プレートを識別した.

13.8.3. 短時間処理法:~S9 処理

直桂60mmのプレート(細胞培養用シャーレ:住友ベークライト)に 8X 10
3
細胞/

mLに調製した細胞浮蹴夜5mLを播種し， 3日間培養した.培養終了後，各プレートの

培養液を除き，あらかじめ 13.8丘に記載した割合で溶媒，被験物蔚夜あるいは陽性対照

物質液を添加した培養液を加えた‘ 6時間培養を続けた後，各プレートの培動夜を除去

しダノレベッコリン樹愛衝被 (LotNo. ] 03K2403 ; Sigma Chemical) を用いて細胞を洗

浄した.綿枕培養液3mL制限，さらに， 18時間培養を続けた後に染色体標本を作

製した.

13.8.4. 短時間処理法十回処理

各プレートにわ ]0
3
細胞/mL'こ調製した細胞滞盤夜5mLを播種し，3日間培養した.

培養終了後，各プレートの培養液を除き，あらかじめ 13咽8聞6.に記載した割合で溶媒，被

験物質液あるいは陽性対照物賞液を添加した培養液を加えた.

その後の操作は 13.8.3.に記載の方法に準じた.

13.8.5. 連続処理法24時間処理

各プレートに8x 103細胞/叫に調製した細胞浮越前mLを樹重し，3日間培養した.

培養終了後，各プレートの培養液を除き，あらかじめ 13.8.6.に記載した割合で溶媒，被

僧 14-
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験物質液あるいは陽性対照物質液を添加した培養液を加えた.さらに， 24時間培養を

続けた後に染色体標本を作製した.

13‘8.6. 処理量一覧

~ 
溶媒および被験物質 陽性対照物質

培養液 S9mix 処理液 培養液 S9mix 処理液

-S9処理 3.0mL 0.03 mL 2.7mL 一 0.3 mL 

+S9処理 2.5mL 0.5mL 0.03 mL 2.2mL 0.5 mL O.3mL 

24時間処理 3.0mL 0.03 mL 2.7mL 一 0.3 mL 

13.8.7. 析出等の観察

13.7.7Jこ準じた.

13.8.8. 標本の作製

染色体標本作製の2時間前に最終濃度で 0.2附'mLとなるようコルセミド溶液 (Lot

No. 1187876; Invi甘ogen)を添加し，細胞分裂を中期で停止させた次いで、，培養液を

遠心管に全量移した後， 0.25%トリプシン溶液 (LotNo. 1194331 ; Invitrogen)を用いて

プレートから細胞を剥離し，遠心管内の培動夜に加えた.細胞懸濁液を 1000r/minで5

分間遠心分離して培養液を除いた後， 370Cに保損しておいた 75mmol/L塩化カリウム

水溶液を 5mL加え， 370C中で 16分間低張処理を行った.遠心分離により低張液を

除いた後，氷冷した固定液(メタノーノレ3容:酢酸l容)で細胞を固定した.固定液を

2間交換した後，新しい回定液を適量加えて細胞浮濫液とし，脱脂洗浄済みのスライド

ガラス上に2摘ずつ滴下した，スライド標本を十分乾燥させ，1/100 mollLナトリウム・

リン酸緩衛液 (pH6.8: Lot No. TP60 1374 ; Merck)を用いて希釈した1.2%ギムザ染色

液 (LotNo. OB3183 88 ; Merck)で 12分間染色した，スライドを軽く水洗した後，乾燥

させた.

1プレート当たり 3枚の染色体標本を作製した

13.8.9. 細胞増殖抑制度の測定

染色体標本作製時に陰性対照，各被験物質処理群および陽性対照の各プレートにつ

いて， ATPフォトメーター(ルミテスターC-l00LU:キッコーマン)を用いて細胞増

殖に関するヂータを採取した，

すなわち， 1% Tween 80水溶液2mLを分注した小試験管に，低張処理した細胞液を

50μL添加し撹枠してから約20分間静置した.測定用チューブにこの混合液を 100μL

分注し， ATP測定用試薬キット(ノレシフェーノレ250:キッローマン)の発光試薬を 100μL

時 15-
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添加した後，相対発光量 (RelativeLight Unit ; RLU)を測定した.陰性対照群における

紅 Uに対する比(=細胞生存率)を各用量群について求め，細胞増殖抑制度とした.

13.8.10. 評価対象

観察用量としては，細胞増殖抑制試験および、13.8.9.の相対細胞増殖率がいずれの処理

群においても 50%以上で、あったので，試験した最も高い用量を最高用量とした.いずれ

においても連続する 3用量を評価対象とした

13.8.日. 染色体の観察

短時間処理法において，陰f蛾吉果が得られたので，連続処理法の標本についても観察

を実施した，

短時間処理法と連続処理法のそれぞれの標本をコード化して観察した.

各プレート当たり 100偶，すなわち l用量当たり 200個の分裂中期像を顕微鏡下 (x

600)で観察し，染晶体の形態的変化としてギャップ (gap)t 染色分体切断 (ctb)，染色

体切断 (csb)，染色分体交換 (cte)I 染晶体交換 (cse)およびその他 (oth)の構造異常

に分類した.ただい染色分体あるいは染色体上に非染色性領壊が存在し，染色体切断

様の像が認められる場合，その非染色性領域が当該染色体の分体幅未満，かっ本来の位

置からずれていない場合にのみギャッブ。として計数したーまた，数的異常として 1用量

当たり 200個の分裂中期像を観察し，倍数体等の出現数についても計数した.

13.9. 結果の解析

最終評価はギャップのみ保有する細胞を含めない場合について行った.

異常細胞の出現頻度を， Fisherの直接確率計算法(有意水準片側2.5%)を用いて検定

したまた用量依存性については， Cochran Armitageの傾向検定(有意水準片側2.5%)

を用いて検定した.

陰性対照群と比較し被験物質処理群において有意差が認められ，かつp 試験用量に依

存性が認められるか，あるいは再現性が確認された場合，陽性と判定した.ただし，最

終的な判定は，試験条件下で‘の生物的な妥当性も考慮、して行った.

開 16-
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14. 試験結果

14.1. 細胞増殖抑制試験

14.1.1. 細胞増殖抑制試験結果

試験結果をFigure1， 2およびTable1， 2に示した.

短時間処理法:-S9処理，同+S9処理および連続処理法 24時間処理では，いずれの被

験物質処理においても，細胞生存率が陰性対照群の50%以上で、あったので， 500/0細胞増

殖抑制濃度を算出できなかった.なお，短時間処理法+S9処理および連続処理法 24時

間処理の高用量でわずかな細胞増殖抑制がみられた

1凶4.1.ユ 析出等の観察

処理開始および処理終了時，いずれの処理においても 625μg組L以上の用量で油滴状

の析出物が認められた砲

14.2. 染色体異常試験

14.2.1陶 短時間処理法:-S9処理

14ユ

試験結果をFigure3， Table 3およびAppendix1に示したー

ベンタエリスリトーノレテトライソオクチレート処理群での染色体構造異常出現頻度

は， 1250μg1n1Lで 1.0%，2500μg/mLで0.5%， 5000μg加Lで0.00/0を示し，陰性対照群

(0.50/0) と比較し同等で、あった.倍数性細胞の出現頗度は全ての用量で0.0%を示し，陰

性対照群 (0.0%) と同等であった.また，全ての用量で細胞生存率が陰性対照群の 50%

以上であった

一方，陽性対照物質MMCで処理した細胞では書染色桝毒造異常が多数観察され，そ

の出現頻度は48.5% (p~0.025) であった

試験結果をFigure4， Table 4およびAppendix2に恭した.

ベンタエリスリトーノレテトライソオクチレート処理群での染色体構造異常出現頻度

は， 1250μg/mLで0.5%，2500μg/mLで 1.0%，5000 ~glmLで 0.0%を示し，陰性対照群

(0.0%) と同等で、あった.倍数性細胞の出現頻度は， 1250μglmLで0.0%，2500μg/mL 

で0.5%，5000μg/mLで0.0%を示し，陰性対照群 (0.0%) と同等で、あった.また，全て

の用量で細胞生存率が陰性対照群の 500/0以上であった

一方，陽性対照の CP処理群での染色体構造異常出現頻度は 34.00/0 (p壬0.025)で

あった.

蝉 17-
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試験結果をFigure5， Table 5およびAppendix3に示した.

ベンタエりスリトーノレチトライソオクチレート処理群での染色体構造異常出現頻度

は， 1250 JlglmLで0.5%， 2500 JlglmLで0.0%，5000 Jlglr札で0.5%を示し，陰性対照群

(0.50/0) と悶等であった.倍数性細胞の出現頻度は， ]250附mLで0.5%， 2500 flglmL 

で0.0%，5000μglmLで0.5%を示し，陰性対照群 (0.5%)と同等で、あった.また，全て

の用量で細胞生存率が陰性対照群の50%以上で、あった.

一方，陽性対照物質MMCで処理した細胞では，染色体構造異常が多数観察され，そ

の出現頻度は38.0%(p豆0.025)であった.

14ユ4. 被験物質の析出等

処理開始および処理終了時，全ての用量において油滴状の析出物が認められた.

脚 18-
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ベンタエリスリトーノレテトライソオクチレートの変異原性，すなわち染色体異常誘発

性の有無を検討するため，培養締胞 (CHLIIU)を用いた加vitro染色体異常試験を実施

した.

細胞増殖抑制試聯吉果を基に，短時間処理法;-S9処理，同+89処理ならびに連続処理

法24時間処理ではガイドライン上定められた最高用量である 5000μg!mLまで検討した.

染色体異常試験の結果，ベンタエリスリトーノレテトライソオクチレート処理では短時

間処理法一89処理および、間十回処理のいずれにおいても染晶体異常の誘発頻度は陰性対

照群と同等の値を示し，明確な染色体構造異常の誘発は認められなかった‘短時間処理

法において陰性と判定されたことから，連続処理法 24時間処理の染住体の観察を実施

した，その結果，連続処理法においても染急体異常誘発性は陰性と判定された，

本被験物質ベンタエリスリトーノレテトライソオクチレート (Hexanoicacid， 2幽ethyl、
2，2-bis[[ (2-e血yl↓ oxoh印刷)0巧r]me出yl]・]， 3軒propanediylester)の遺伝毒性ならびに発がん

性に関する報告はない.

類縁体で、あるPentaerythritolte甘ani回lteについては， 2年間のラット発がλA生試験で，

Zymbal腺に新生物が低頻度で認められた1) また，ペンタエリスリトーノレは，細菌を用

いる復帰突然変異試験で陰性2>， CHL/IU細胞を用いた染車体異常試験で陰性3)と報告さ

れている.

なお，陰性対照あるいは陽性対照での染色体異常出現頻度はいずれも当施設での背景

データ CAppendix4)の範囲内であり，本試験は適切な条件でなされたと判断された.

以上の試験結果から，当該試験条件下においてベンタエリスリトーノレテトライソオク

チレートのほ乳類培養細胞に対する染色体異常誘発性は陰性と判定した.
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Tab工e 1. Results of growth inhibition七estof hexanoic acid， 
2-ethyl-， 2， 2-bis[ [ (2-e七hyl-1-oxohexyl)ox~methylJ -1，3-propanediyl es七er
[ Shor七-te工m treatment] 

Exp唱 No. 7826 (115-191) 

( 3hort-term treatment 干 S9] [ 3hort-te工m treatment : +S~ 

Cornpound Dose{p司IrnL) 3uどマival(毛) [ Mean 

Ethanol a) 。 100.0 [ 100.0] 

100.0 

hexanoic acid， 9.77 104.7 [ 104.1] 
2-ethyl-，2，2- 103.5 

bis[ [ (2-e七hyl-1-

oxohexyl) oxy] 19.5 98.1 [ 100.2] 

methy1] -1，3- 102.3 

P工opanediyl

ester 39.1 97.6 [ 122.8] 

147.9 

78.1 99.0 98.7 ] 

98.3 

156 104.工 [ 104.0] 

103.9 

313 工03.7 [ 104.3] 

104.8 

625 d) 工02.2 ( 104.4 J 

106.6 

1250 d) 107.3 ( 103.4] 

99.5 

2500 d) 110.6 [ 108.8] 

106.9 

5む00d) 110.1 [ 106.3 J 

102.5 

50も Growthinhibition dose was as follows: 

[ short一七errntreatrnent : 一89] 一一一一-No七 inhibited 

[ short-七e工m t工ea七ment : +89] 一一ー一-Not inhibited 

a): Negative con七工01

Compound 

E七hanola) 

hexanoic acid， 
2-ethyl-，2，2-
bis[ [ (2-ethyl-1-

oxohexyl) oxy] 

methyl] -1，3-
propanediyl 

es七er

d): Visible precipita七ionwas obse工veda七七heend of exposure period 

Dose(戸gIrnL) Survival (も) [ Mean 

。 エ00.0 [ 100.0] 

工00.0

9.77 96.7 96.8 ] 
ヲ6.8

工9.5 101. 9 [ 102.2] 

102.5 

39.1 ヲ7.3 97.8 ] 

98.3 

78.工 95.5 95.5 ] 

ヲ5.5

156 96.2 96.3 J 

96.4 

313 85.6 90.0 ) 

94.3 

625 d) 88.3 88.5 J 

88.6 

1250 d) 90.9 91.7 ] 

92.4 

2500 d) 92.4 93.0 ] 

93.5 

5000 d) 89.2 91.1 ] 

92.9 
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Table 2. 

Compound 

Ethanol a) 

hexanoic acid， 
2-ethyl-，2，2-

Results of守row七h inhibition tes七 ofhexanoic acid， 
2-ethyl-， 2， 2-bis[ [ (2-ethyl-1-oxohexyl) oxy] me七hyl]-l，3-p工opanediylester 

[ Con七inuoustreatment] 

[ Con七inuous七どea七ment : 24 h] 

Dose (]1g/mL) Survival (宅) [ Mean 

。 100.0 [ 100.0] 

100.0 

9.77 98.7 97.5 ] 

96.3 

bis[ [ (2-ethyエー1-

oxohexyl) oxy] 19.5 104.4 [ 104.5] 

methylJ -1，3- 1む4.5
Pどopanediyl

esteど 39.1 号7脅 l 98.3 ] 

99.5 

78.1 96.5 97.4 J 

98.3 

156 101.7 [ 100.0] 

98.2 

313 98.1 98.5 ] 

98.9 

625 d) 100.1 96.5 ] 

92.9 

1250 d) 97.8 98.7 ] 

99.5 

2500 d) 93.9 93.0 J 

92.0 

5000 d) 88.1 87.1 ] 

86.1 

50き Growthinhibition dose was e主s follows: 

[ continuous 七reatment : 24 hJ 一一一- Not inhibi七ed

a): Negative con七rol

d): Visible pどecipitationwas obse工vedat the end of exposuどeperiod 
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Table 3. Chromosome abe主主ationtest in CHL cells treated with hexanoic acid， Exp. No. 7826 (115-191) 

2-ethyl-， 2， 2-bis[ [ (2-e七hyl-1-oxohexyl)ox~methylJ -1，3-propanediyl este工

[ Shoどt-term七どea七ment : -S9] 

Re1ati ve Nu:mber Number of cells with Nu:mber of Number of Number of 

Compound Dose Time of cell of structura1 aberra七ions ce工1swith cells polyp1oid 

(flg/mL) exposure growth cells aberrations analyzed cells 

(h) (も) analyzed gap ctb cte csb cse 。七h -gap(毛) for polyploid (も)

Ethanol a) 。 6 100.0 200 4 。 工 。。。 1 ( 0.5) 200 。(0.0) 

hexanoic acid，2- 1250 d) 6 71暦ヨ 200 l 1 1 。。。 2 ( 1. 0) 200 。(0.0) 

ethyユー12，2-bis[ [ (2-

e七hy1-1-oxohexyl) 2500 d) 6 70.2 200 1 1 。。。。工( 0.5) 200 。(0.0) 

oxy]:me七hylJ-1，3-
propanediyl es七e工 5000 d) 6 64.8 200 エ 。。。。。。(0.0) 200 。(O.O} 

日MCb) 0.1 6 90.7 200 13 30 85 。。。ヨ7 ( 48.5) 合 200 。(0.0) 

Abbreviation: ctbi chromatid break， cte: chroma七idexchange， csb: chどomosomebどeak， cse: chromosome exchange， oth: otl 

-gap: tota1 number of cells wェthaberrat工onsexcept gap 
女 :Significant difference from con七rol (Fishe工'sexact七est) :p::;.O.025 

a): Negative control 

b): Posi七ivecont工01 (Mitomycin C) 

d): Visib工ep工ecipitationwas observed at the end of exposure period 



w 

Table 4. Chどomosomeabeどどationtest in CHL cells treated with hexanoic acid， Exp. No. 7826 (115-191) 

2-ethyl-， 2， 2-bis[ [ (2-ethyl-l-oxohexy1) oxy] me七hyl]-1， 3-p主opanediy1ester 

[ Sho工t-termtreatment : +S9J 

Re1ative Numbe工 Numbe工 ofce工1swith Number of Number of Numbe工 of

Compouロd Dose Time of cell of s七どuctuどal aberrations ce11s with cells polyploid 

(pg/mL) exposu工e growth cells aber工ations analyzed cells 

(h) (も) analyzed gap ctb cte csb cse oth → gap (毛) Eo工 polyploid (宅)

Ethanol a) 。 6 100.0 200 l 。。。。。。(0.0) 200 。(0.0) 

hexanoic acid，2- 1250 d) 6 73.7 200 ι 1 。 1 。。。 1 ( 0.5) 2むO 。(0.0) 

e七hyl-，2， 2-bis[ [ (2-

ethyl-l-oxohexyl) 2500 d) 6 68.1 200 1 l 1 。。。 2 ( 1. 0) 200 1 ( 0.5) 

oxy]methy1} -1，3-
propanediyl esteど 5000 d) 6 69.1 200 。。。。。。。(0.0) 200 。(0.0) 

CP c) 12.5 5 83.1 200 5 10 64 ひ 。。68 ( 34.0) 育 200 。(0.0) 

Abbreviation: ctb; chroma七idbどeak， cte: chromatid exchange， csb: chromosome break， cse: chromosome exchange， O七h: otl 

-gap: total numbe工 ofce工1swith aberra七ionsexcept守ap
安 :Significantdifference from contro1 (Fisher's exac七七est) :p::;.0.025 

a): Ne守ativecontrol 

c): Posi七ivecontrol (Cyclophosphamide) 

d): Visible p工ecipita七ionwas observed at the end of exposure pe工iod
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Table 5. Chromosome aberration test in CHL ceユlstreated with hexanoic acid， Exp. No. 7826 (115-191) 

2-ethy1-，2，2-bis[[ (2-ethyl-l-oxohexyl)ox~methyl] -1，3-propanediy1 ester 

(Continuous treatment : 24 h] 

Re1ati ve Nurnbe士 Number of cel1s with Numbe工 of Number of Number of 

Compound Dose Time of ce工l of struc七江ralaberra七ions ce1ls vJI七h ce11s po1yp1oid 

(j1g/mL) exposure growth ce11s aberrations a口alyzed ce1ls 

(h) (毛) ana1yzed守ap ctb cte csb cse oth -gap(宅) for po1yp工oid (主)

Ethano1 a) 。 24 100.0 20む 4 。 l む 。 む 1 ( 0.5) 200 1 ( 0.5) 

hexanoic acid，2- 工250d) 24 78.9 200 。。 l 。。。 1 ( 0.5) 200 1 ( 0.5) 

ethy工ー， 2 ， 2 -b i s[ [ (2-

ethy工-1-oxohexy工} 2500 d) 24 64.9 200 1 G 。。。。。(0.0) 200 。(0.0) 

oxy] me七hyl]-1，3-

propanediyl ester 5000 d) 24 64.9 200 2 1 。。。。 1 ( 0.5) 200 ユ( 0.5) 

日MCb) 0.05 24 91. 2 200 15 21 63 。。。76 ( 38.0) 合 200 o ( 0.0) 

Abbreviation: ctbi chroma七idbreal王， cte: chromatid exchange， csb: chromosome bどeak， cse: chromosome exchange， oth: otl 

-gap: tota工 numberof ce11s with aberrations except gap 
女 :Significantdifference f工omcontro工 (Fisher'sexac七 test) :p::;_O暢 025

a): Negative contro1 

b): Positive cont工01 (Mitomycin C) 

d): Visib工eprecipi七ationwas observed at the end of exposure period 
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