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試験番号 G-12-006

要約

N-[3-(N，N-ジメチルアミノ)プロパントイノレ]ステアルアミドの CHL!IU細胞(チャイニーズ・ハムスター、

雌肺由来)を用しも染色体異常試験を実施し、その染色体異常誘発性を調べた。

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、 S9mix非存在下および存在下の短時

間処理では 0.015mg/mLおよび 0.050mg/mLを、 24時間連続処理では 0.0029mg/mLを最高処理濃

度とし、公比1.5で以下の濃度群を設定して染色体異常試験を実施した。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.0013、0.0020，0.0029、0.0044、0.0066，0.0099、0.015mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.0044、0.0066、0.0099、0.015、0.022、0.033、0.050mg/mL 

24時間連続処理:0.00026、0.00039、0.00058、0.00087、0.0013、0.0020、0.0029mg/mL 

なお、肉眼観察の結果、すべての被験物質処理群の最高処理濃度で処理終了時にのみ培養液中に

沈殿が認められた以外は、培養液中に沈殿は認められなかった。

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分析可能な最高濃度を決定し、その濃度

を含む以下の 3濃度群を観察対象とした。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.0029、0.0044、0.0066mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.0099、0.015、0.022mg/mL 

24時間連続処理:0.00087、0.0013、0.0020mg/mL 

染色体分析の結果、 S9mix非存在下の短時間処理および24時間連続処理では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。一方、 S9mix存在下の短時間処理

では中濃度群および高濃度群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:4.5%お

よび8.0%)が認められ、傾向性検定についても有意差が認められた。また、倍数性細胞については、中濃

度群でのみ統計学的に有意な増加(出現率:1.5%)が認められたが、傾向性検定では有意差は認められ

なかった。

S9 mix存在下の短時間処理について 020値を求めたところ、構造異常については 0.057mg/mしとなっ

た。一方、倍数性細胞については最高濃度の 10倍以上となり対象外となった。

以上の結果より、 N-[3-(N，Nージメチルアミノ)フ。ロパンートイル]ステアルアミドは本試験条件下で

CHL!IU細胞に弱し 1ながらも染色体異常を誘発すると結論した。
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試験目的

N-[3-(N，Nージメチルアミノ)フ。ロパンートイル]ステアルアミド、の染色体異常誘発作用を調べるため、そ

の CHL!IU細胞を用いる染色体異常試験を実施した。

試験ガイドラインと GLP

本試験は、「新規化学物質等に係る試験の方法についてJ(平成 23年 3月 31日付け、薬食発 0331

第 7号厚生労働省医薬食品局長、平成 23・03・29製局第 5号経済産業省製造産業局長、環保企発第

110331009号環境省総合環境政策局長通知)に準拠し、「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J(平成 23年 3月 31日付け、薬食発 0331第 8号厚生労働省医薬食品局長、平成

23'03・29製局第 6号経済産業省製造産業局長、環保企発第 110331010号環境省総合環境政策局長

通知)を遵守して実施した。

材料と方法

1.被験物質

被験物質である N一[3一(N，Nジメチルアミノ)プロパントイル]ステアルアミド〈化学名(別名):N一[3-(ジ

メチルアミノ)プロピル]ステアラミド、ステアリン酸ジメチルアミノプロピルアミド]、英名:N-[3-

(dimethylamino) propylJstearamide、IUPAC名 :N一[3一(ジメチルアミノ)フ。ロピノレ]オクタデカンアミド、略称:

N-DPS、CASNo. :765ト02-7、分子式:C23H1SN20、分子量:368.64、ロット番号:TLH9065、含量:98.6%、

Appendix 1Jは白色の結品性粉末である。物質の物理化学的性状等を Appendix2に示す。被験物質は

も購入し、使用時まで密閉容器で室温(実測値:18.0'"'-'24.30C)で保管した。

被験物質原体の安定性については、当該試験において、室温保管した被験物質を用いて実験開始

前(測定日 :2012年 10月 29日)および実験終了後(測定日 :2013年 3月 5日)にフーリエ変換赤外分光

光度計を用いて赤外吸収スペクトルを測定し、両者の測定結果に変化の無いことを確認した(試験番号:

R-12-004)。

2. 陽性対照物質

問 mix非存在下の短時間処理および 24時間連続処理用の陽性対照物質としてマイトマイ、ンン C

(MMC、ロット番号:558A九九協和醗酵キリン)を用いた。また、 S9mix存在下の短時間処理用の陽性対

照物質としてシクロホスフアミド(CP、ロット番号:120M1253V、SigmaChemical)を用いた。

試験には、これらの陽性対照物質を日局注射用水(ロット番号:K2B90、大塚製薬工場)に溶かし、凍

結保存(-300C)した原液(MMC:20μg/mL、CP:1 mg/mL、調製日 :MMCおよび CP共に 2012年 10月

5日)を用時解凍して、調製後 6ヶ月以内に試験に用いた。
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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、我が国においては染色体異常の検出に常用されてい

る。この細胞を ]CRB細胞ノ〈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(気相)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7代(細胞増殖抑制試験、 1回目)、 2代(細胞増殖抑制試験、 2回目)、 7代(細

胞増殖抑制試験、 3回目)および2代(染色体異常試験)で試験に用いた。

培養には、仔牛血清(CS、ロット番号:522123、BiologicalIndustriesおよび 990250、GIBCO)を 10vol% 

添加したイーク守ル MEM培養液(10%CS/MEM)を用い、 COzインキュベーター(5%COz、37
0Cの加湿条件

下)内で培養した。 イーグル MEM培養液は、イーク守ル MEM培地「ニッスイ」①粉末(日水製薬)4.7gに

精製水を 500mL加えて溶解し、高圧蒸気滅菌(1210C、15分)したものに、 Lーグ、ルタミン(日水製薬)を約

0.15 g、10w/v%NaHC03水溶液を約 10mL無菌的に添加して調製した。

4. S9反応液

S9 (ロット番号 RAA-655、2012年 9月 14日製造および孔弘一658、2012年 11月 l日製造、キッコーマ

ン)は、フェノパルヒ守ターノレと 5，6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、製造後 6ヶ月以内に使用した。グルコ

ース-6ーリン酸(G-6-P，Sigma)、Pニコチンアミドアデニンジヌクレオチド、リン酸(日-NADP-、オリエンタル

酵母工業)および KClを精製水に溶かし、混合液として超低温槽(-800
C)に保管し、使用時(調製後 6ヶ

月以内に使用)はこれに S9、MgCl2および HEPES(pH 7.2)を加え、 S9mixとした。試験には

1 O%CS/MEM : S9 mixを22:5の割合で混和した S9反応液を用いた(各成分の最終濃度:5vol%旬、 0.83

mmol/L G-6-P、0.67mmol/L s-NADP-， 0.83 mmol/L MgClz、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、ジメチルスルホキシド、および、アセトン

のいずれにも溶解しないが、水で、の懸濁性が良好で、あったことから、媒体として日局注射用水(ロット番

号:C23VS1、光製薬)を用いた。

被験物質を秤量したのち、媒体(日局注射用水)を加えて原液[細胞増殖抑制試験 (1回目): 3.7 

mg/mL、細胞増殖抑制試験(2回目): 1.0 mg/mL、細胞増殖抑制試験(3回目): 0.10 mg/mL、染色体異

常試験:0.50 mg/mL)を用時調製した。その原液を溶媒で段階希釈して下記の濃度の被験物質調製液

を調製し、これらの調製液を 10vol%添加して処理を行った。

なお、細胞増殖抑制試験(1回目)において、 37mg/mLの原液を調製する計画で、あったが、誤って

1/10の濃度の 3.7mg/mLを調製したことから、被験物質調製液の濃度がすべて試験計画書に記載され

た濃度の1/10となった。

実際に調製した被験物質調製液の濃度を次頁に示す。
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[細胞増殖抑制試験(1回目)] 

0.058、0.12、0.23、0.46、0.93、1.9、3.7mg/mL(公比 2)

[細胞増殖抑制試験(2回目)] 

0.031、0.063、0.13、0.25、0.50、1.0mg/mL (公比 2)

[細胞増殖抑制試験(3回目)J

0.0016、0.0031、0.0063、0.013、0.025、0.050、0.10mg/mL(公比 2)

[染色体異常試験]

試験番号 G-12-006

0.0026、0.0039、0.0058、0.0087、0.013、0.020、0.029、0.044、0.066、0.099、0.15、0.22、0.33、

0.50 mg/mL(公比1.5)

なお、被験物質調製液(原液)調製時に目視により、発熱、発泡、変色等の変化の無いことを確認し

た。

被験物質の媒体中での安定性については、秦野研究所において冷蔵、遮光下で保管した 0.1、lおよ

び 60mg/mLの濃度の調製液について、調製後 8 日間の安定性試験を実施した結果、 lおよび 60

mg/mLについては調製後 8日間安定であることを確認したが、 0.1mg/mLの濃度については調製後 8

日間の安定性が確認で、きなかった(試験番号:R-12-004)。そこで、当該試験において冷蔵、遮光下で

保管(保管温度:4.5"-' 12.1 OC)した 0.1mg/mLおよび 0.2mg/mLの濃度の調製液について調製後 4時

間の安定性試験を実施した。その結果、 0.1mg/mLの調製液については調製直後および調製 4時間後

の平均含量が 81.4%および 89.6%、各測定値のばらつきが 98.7"-'101.0%、平均残存率は 110.1%となり、

試験計画書に記載した許容基準(調製直後および保管後の平均含量が、それぞれ調製濃度の 85.0"-'

115.0%、各測定値のばらつきがそれぞれ平均値の 90.0"-'110.0%以内、調製直後の平均測定値に対する

保管後の残存ー率の平均値が 90.0%以上)の範囲外となった。一方、 0.2mg/mL溶液については調製直後

および調製4時間後の平均含量が 92.9%および 101.8%、各測定値のばらつきは 96.6%"-'103.6%、平均残

存率は 109.6%となり、許容基準の範囲内となり、調製後 4時間の安定性が確認された。

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、 0.37mg/mLを最高処理濃度とする 7

濃度群(0.0058"-'0.37mg/mL、公比 2)を設定して細胞増殖抑制試験(1回目)を実施した。

CHL/IU細胞を0.25%トリプシン溶液を用いてはがした後、 4X103個/mLの細胞懸濁液とし、その 5mL 

(2 X 101個)をフ。ラスチックデ、イツシュ(直径 6cm)に播種した。培養開始3日目に以下の手順で短時間処

理および、連続処理を行った。

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

10%CS/MEMおよび S9反応液と交換(2.7mL/デ、イツシュ)した後、媒体(陰性対照)または各濃度の被験

物質調製液を 10vol%添加(300μL/デ、イツ、ンュ)し 6時間処理した。処理後、 MEM(血清不含)で洗浄し、

10%CS/MEM (5 mL/デ、イツ、ンュ)でさらに 18時間培養した。連続処理する場合は各ディッシュの培養液を
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10%CS/MEMと交換(4.5mL/デ、イツ、ンュ)した後、媒体(陰性対照)または各濃度の被験物質調製液を 10

vol%添加(500μL/デ、イツシュ)し24時間処理した。各群2枚のデ、イツ、ンュを用いた。また、処理開始時およ

び終了時における培養液中の沈殿の有無を肉眼で調べた。

培養終了後、培養液を捨て、 5mLの 0.02w/v%EDTA含有 PBS(Ca2-および Mg2-不含)を加え、ピペッ

ティング守こより細胞をはがした。はがした細胞を遠沈管に移し、 0.5mLの細胞懸濁液を9mLのISOTON岨

II (Beckman Coulter)に加え、コールターカウンター (Z2、BeckmanCoulter)で細胞数を測定し、増殖抑

制の指標とした。

上記濃度を設定し細胞増殖抑制試験(1回目)を行った結果、すべての処理条件において設定した最

低濃度(0.0058mg/mL)で 50%未満の細胞増殖率となったことから、 6濃度群(0.0031"-'0.10mg/mL、公

比 2)を設定して、細胞増殖抑制試験(2回目)を行った。

24時間連続処理については、 2回目の細胞増殖抑制試験においても設定した最低濃度 (0.0031

mg/mL)で 50%未満の細胞増殖率となったことから、 7濃度群(0.00016"-'0.010mg/mL、公比 2)を再設定

して、細胞増殖抑制試験(3回目)を行った。

7. 染色体異常試験

細胞増殖抑制試験とほぼ同じ試験条件で、染色体異常試験を行った。

細胞増殖抑制試験の結果をもとに S9mix非存在下および存在下の短時間処理では 0.015mg/mLお

よび 0.050mg/mL、24時間連続処理では 0.0029mg/mLを最高濃度とし、公比1.5で7濃度群を設定し

た。さらに媒体(陰性)対照群および陽性対照群も設けた。 l濃度あたり 2枚のディッ、ンュを用いた。

陽性対照群については、培養液を 10%CS/MEMまたは S9反応液と交換した後、媒体ないし被験物質

調製液の代わりに日局注射用水を 10vol%加えたのち、 MMC(20μg/mL)を、 S9mix非存在下の短時間

処理では 15μL/デ、イツ、ンュ(最終濃度:0.1μg/mL)、連続処理では 12.5μL/ディッシュ(最終濃度:0.05

μg/mL)添加した。 S9mix存在下の短時間処理では CP(1 mg/mL)を 30μL/デ、イツ、ンュ(最終濃度:10 

μg/mL)添加した。なお、 MMCおよびCPはこれら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、陰性対照群および被験物質処理群については、処理開始時および処理終了時に培養液中

の沈殿の有無を肉眼で調べた。

培養終了の 2時間前に、コルセミド、を最終濃度が 0.1μg/mしに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、イツ、ンュあたり 5mL加えてヒoペッティン

グにより細胞をはがし、細胞を遠沈管に移した。細胞懸濁液を遠沈(1400rpm、5分)し、上清を捨てた後、

3 mLの低張液(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 6mL加えて静かに撹枠し、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。この固定操作をさらに l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 6枚のスライド、標本を作製した。

作製したスライド、標本を 70vol%メタノールに軽く浸潰したのち 3vol%ギムザ液(pH6.8の1/15mol/Lリ
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ン酸緩衝液で希釈調製)で 8分染色後、水道水で、すすいで風乾した。

8. 染色体分析

染色体分析に先立って、 lテ、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の

分析(500細胞/標本)を行い、 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、分析可能

な最高濃度とそれより低しワ濃度を観察対象とした。また、標本あたりの分析可能な分裂中期細胞数が少

ない場合は、その数を考慮して観察対象群を決定した。

ディッシュ 1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が分からない状態

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、 l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、 1

群あたり 800個 (400細胞/デ、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。

ギャッフ。および切断を除く構造異常の分類は、日本環境変異原学会・H甫乳動物試験分科会 1)による分

類法に基づいて行った。ギャッフ。および切断については染色分体幅よりも狭い非染色性部位をギャップ、

それ以上幅の広し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。

染色体の構造異常(ギャッフ。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、ンャーの直接確率法(pく0.01、片側)により有意差検

定を実施した。また、有意差が認められた処理条件については、その用量依存性に関して、コクラン・ア

ーミテッジの傾向性検定(pく0.01、片側)を行った。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。

予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある事態及び試験計画書に従わなか

っTここと

試験計画書では 37.0mg/mLの被験物質調製原液を調製し、細胞増殖抑制試験を実施する計画であ

ったが、秤量値を誤り、原液の濃度が 3.7mg/mLの原液を調製したことから、被験物質調製液の濃度が

試験計画書に記載された最終濃度の1/10の濃度(0.0058"'-'0.37mg/mL)で細胞増殖抑制試験を実施し

た。しかしながら、処理した最低濃度(0.0058mg/mL)で強い細胞毒性が認められたことから、その結果を

もとに、細胞増殖抑制試験(2回目および 3回目)を実施し、それらの試験結果をもとに染色体異常試験

の処理濃度を設定していることから、試験結果への影響は無し、と判断した。

その他本試験期間中に、「予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある

事態及び試験計画書に従わなかったこと」はなかった。
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試験成績および考察

用量設定のために実施した細胞増殖抑制試験(1回目、設定濃度:0.0058-----0.37 mg/mL、公比 2)の

結果、最低濃度(0.0058mg/mL)においても細胞増殖率が 50%未満となった。なお、肉眼観察の結果、す

べての被験物質処理群で処理開始時および処理終了時に培養液中に沈殿が認められた。

以上の結果より、すべての試験条件について細胞増殖抑制試験(2回目、設定濃度:0.0031 -----0.10 

mg/mL、公比 2)を実施した結果、 S9mix非存在下および存在下の短時間処理では50%細胞増殖抑制濃

度はそれぞれ 0.0070mg/mLおよび0.027mg/mLと推定された。なお、肉眼観察の結果、処理開始時に

はすべての処理条件で 0.050mg/mL以上の濃度で培養液中に沈殿が認められ、処理終了時では S9

mix非存在下の短時間処理および24時間連続処理では 0.050mg/mL以上の濃度で、 S9mix存在下の

短時間処理では 0.025mg/mL以上の濃度で培養液中に沈殿が認められた。

24時間連続処理については、細胞増殖抑制試験 (2回目)においても設定した最低濃度 (0.0031

mg/mL)で細胞増殖率が 50%未満となったことから、細胞増殖抑制試験(3回目、設定濃度:0.00016-----

0.010 mg/mL、公比 2)を実施した。その結果、 50%細胞増殖抑制濃度は 0.0019mg/mLと推定された。な

お、すべての被験物質処理群で処理開始時および処理終了時に培養液中に沈殿は認められなかった。

以上の結果より、 S9mix非存在下および存在下の短時間処理については 50%増殖抑制濃度の約 2倍

の濃度(それぞれ 0.015mg/mLおよび 0.050mg/mL)を、 24時間連続処理では 50%増殖抑制濃度の約

1.5倍の濃度 (0.0029mg/mL)を最高処理濃度とし、公比1.5で下記の濃度群を設定して、染色体異常試

験を実施した。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.0013、0.0020、0.0029、0.0044、0.0066、0.00旬、 0.015mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.0044、0.0066、0.0099、0.015、0.022、0.033、0.050mg/mL 

24時間連続処理:0.00026、0.00039、0.00058、0.00087、0.0013、0.0020、0.0029mg/mL 

なお、肉眼観察の結果、すべての被験物質処理群の最高処理濃度で処理終了時にのみ培養液中に

沈殿が認められた以外は、培養液中に沈殿は認められなかった。

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、下記の 3濃度群を観察対象とした。

S9 mix非存在下の短時間処理:0.0029、0.0044、0.0066mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:0.0099、0.015、0.022mg/mL 

24時関連続処理:0.00087、0.0013、0.0020mg/mL 

染色体分析の結果、 S9mix非存在下の短時間処理では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(Table1)。
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S9 mix存在下の短時間処理では中濃度群(0.015mg/mL)および高濃度群(0.022mg/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:それぞれ 4.5%および 8.0%)が認められ、傾向性検定

においても有意差が認められた(Table2)。また、倍数性細胞については中濃度群(0.015mg/mL)で統

計学的に有意な増加(出現率:1.5%)が認められたが、傾向性検定において有意差は認められなかった。

なお、中濃度群(0.015mg/mL)および高濃度群(0.022mg/mL)で核内倍加が認められた。

24時間連続処理では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(Tぬle3)。なお、高濃度群(0.0020mg/mL)については、細胞毒性のため、規定の細胞数を分

析出来なかった。

陽性の結果となった S9mix存在下の短時間処理についてD20値を求めたところ、構造異常については

0.057 mg/mしとなった。一方、倍数性細胞については、 1.2mg/mしとなり最高濃度の 10倍以上であり、

対象外となった。

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連続処理において染色体

の構造異常を誘発し、 CPは S9mix存在下の短時間処理において染色体の構造異常を誘発した。これら

の結果より、本実験系の成立が確認された(Table1、Table2、Table3)。

N-[3一(N，Nージメチルアミノ)プロパントイル]ステアノレアミド、は、当研究所で実施した細菌を用しも復帰

突然変異試験(試験番号:M-12-017)では陰性の結果が得られている。

以上の結果より、 N-[3-(N，Nージメチルアミノ)プロパン lイル]ステアルアミドは、本試験条件下で

CHL!IU細胞に弱し、ながらも染色体異常を誘発すると結論した。

参考文献

1) 日本環境変異原学会・H甫乳動物試験分科会編:I化学物質による染色体異常アトラスJ，朝倉書庖，

東京(1988)
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Figure 1 Growth inhibition of CHL!IU cells treated with N-[3-(dimethylamino) propyl] stearamide. 

• : Short-term treatment without S9 mix 

企:Short -term treatment with S9 mix ・:Continuous treatment (24 hours) 

As the results of observation by the naked eyes， in the short-term treatment without S9 mix， precipitation was 

observed at 0.050 mg/mL (A) or more at the beginning and the end of the treatment in the medium. In the 

short-term treatment with S9 mix， precipitation was observed at 0.050 mg/mL or more at the beginning ofthe 

treatment and at 0.025 mg/mL (8) at the end of the treatment in the medium. 
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Chrol1losol1le analysis ofChinese hal1lster IWlg(CHUIU) cells treated with N-[3-(dil1lethylal1lino)propyl] stearal1lide (N-DPS) for 6 hours without S911lix Table 1 

Trend test 7) 

POL 

6) 
Nwnber Number of cells with 

aberrations Oth巴rs5) 

NUl1lber ofstructural aberrations 
Number Time of Concurrent 2) Mitotic 3) 

ind巴X

(%) 

S9 Concen-

tratlOn 

(l1lgll1lL) 

ofpolyploid 

cells (%) 

ofcells 

analyzed 

cell growth 

(%) 

exposure 

(hrs) 

日uxGroup 

6 

1 

not observed 

not observed 

o 0 0 9 1 8 ( 8.0) 

4 0 0 10 0 7 ( 7.0) 

4 0 0 19 1 15 ( 7.5) 

1 0 0 5 0 5 ( 5.0) 

o 0 0 5 0 5 ( 5.0) 

1 0 0 10 0 10 ( 5.0) 

o 0 0 9 0 8 ( 8.0) 

o 1 0 8 0 8 ( 8.0) 

o 1 0 17 0 16 ( 8.0) 

not observed due to the sl1lall nUl1lber of l1letaphases 

not observed due to extrel1le cvtotoxicitv 

100 1 27 46 5 0 0 79 0 49 ( 49.0) 49 ( 49.0) 0 ( 0.0 ) 

100 7 31 44 1 0 0 83 0 51 ( 51.0) 49 ( 49.0) 2 ( 0.5 ) 

200 8 58 90 6 0 0 162 0 100 ( 50.0) 98 *( 49.0) 2 ( 0.3 ) 

Abbreviations: gap， chrol1latid gap and c1u'ol1losol1le gap; ctb， chrol1latid break; cte匂 chrol1latidexchange; csb， chrol1losome break; cse， chrol1losol1le exchange (dicentric and ring); 

mul， multiple ab巴rrations;+gap， total nwnber of cells with aberrations including gaps; -gap， total number of cells with aberrations巳xcludinggaps; POL， polyploid; 

MMCラl1litol1lycinC; NA， not analyzed; Tox， cメotoxicity.

1) Distilled water for il~ection .l P was used as a vehicl巳andadded at the level of 10 vol% per dish. 2) Cell nUl1lber， representing c戸otoxicity，was measured with a Coulter COW1ter. 

3) Metaphase合equencywas calculated by cOLll1ting 500 cells in each dish. 4) Wh巴n出en凶llberof aberrations in a c巴11was l1lore than 9， the cell was scored as having 10 

aberrations. 5) Others， such as a悦 nuationand prem刷 rechrol1losome condensation， were excluded仕omthe nwnber ofstructural aberrations. 6) EiゆthW1dred celIs were 

analyzed in each group. 7) Cochran-Armitage's trend test was done at p<O.O 1 (one-side). 

へSignificantIydifferent &om the negative con仕01at pく0.01(one-side) by Fisher's exact probability test. 
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Chromosome analysis ofChinese hamster lW1g (CHUIU) cells treated with N-[3-(dimethylamino )propyl) stearamide (N-DPS) for 6hours with S9 mix Table 2 

Trend test 7) 

-gap POL 

6) 
Nlunber Nwnber of cells with 

aberrations Others ;) 
NW11ber of structural aberrations 

NW11ber Mitotic)) 

index 

(%) 

Time of Concurrent 2) 

cell growth 

(%) 

S9 Concen-

ofpolyploid 

cells (%) 

ofcells 

analyzed 

exposぽ E

(hrs) 

mlX 甘atlOn

(mgll11L) 

Group 

0 

0 

0 

not observed 

not observed 

1 0 0 3 0 3 ( 3.0) 

0 o 0 0 0 0 ( 0.0) 

1 o 0 3 0 3 ( 1.5) 

o 0 0 7 0 7 ( 7.0) 

0o  0 3 0 3 ( 3.0) 

0 o 0 10 0 10 ( 5.0) 

o 1 0 5 1 5 ( 5.0) 

0o  0 17 0 15 ( 15.0) 

0 1  0 22 1 20 ( 10.0) 

not observed due to th巴smallnW11ber ofmetaphas巴s

not made chrol11osome specimα1 

100 6 44 61 3 1 0 115 0 66 ( 66.0) 63 ( 63.0 ) 

100 3 25 74 0 0 0 102 0 58 ( 58.0) 56 ( 56.0 ) 

200 9 691353 1 0 217 0 124 (62.0) 119キ(59.5 ) 

Abbreviatiol1S: gap， chrol11atid gap and chromosome gap; ctb， chromatid break; c旬， chromatid exchange; csb， chromosome break; cse， chromosol11e exchange (dicentric and ring); 

l11u1， l11u1tip1e aberrations;十gap，tota1 nW11ber of cells with aberrations including gaps;喝ap，もo凶l1lu11berof cells with aberrations excluding gaps; POL， polyploid; 

CP， cyclophosphal11ide; NA， not analyzed. 

1) Distilled water for it~e唱tionJP was used as a vehicle and added at the level of 10 vo1% per dish. 2) CeIll1lll11ber， representing cytotoxicity， was 111easured with a CouIter COlll1ter 

3) Metaphase frequency was calcuIated by cOW1ting 500 cells in each dish. 4)川市enthe nm吋)erof aberrations in a cell was l110re than 9， the cell was sωred as having 10 

aberrations. 5) Others， such as a世:enuationand prel11ature chromoso印刷1densation， were e泌 1udedfrom 印刷油erofstructural aberratiol1S. 6) Eight hW1dred cells were 

analyzed in each group. 7) Cochran・Arl11itage's甘endtest was done at p<O.OI (one-side)ー

てSignificantlydi自己re凶仕0111the negative control at p<O.OI (one-side) by Fisher's exact probability test 
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試験番号 G-12-006

Chromosome analysis ofChinese hamster lung (CHUI問cellscontinuously treated with N・[3-(dimethylamino)propyl] stearamide (N-DPS) for 24 hours without S9 mix Table 3 

Trend test 7) 
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aberrations Others 5) 
Nwnber of structural aberrations 
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Abbreviations: gap， chromatid gap and chromosome gap; ctb， chromatid break; cte， chromatid exchange; csb， chromosome break; cse， chromosome exchange (dicentric and ring); 

mul， multiple aberrations; +gap， total number of cells with aberrations including gaps; -gap， total number of cells with aberrations excluding gaps; POL， polyploid; 

MMC， mitomycin C; NA， not anal戸巴d;Tox， c，メotoxicity.

1) Distilled water for injection JP was used as a vehicle創ldadded at the level of 10 vol% per dish. 2) Cell nwnberラrepresentingcytotoxicity， was measured with a Co叫おrCounter. 
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試験番号 G-12-006

Appendix 1 

番乾電通量民党議灘議運F

翼1'1'司法人 食品遺産品寄金センタ} 縄中

201虫学8月例飼

車目覚事監禁工業錬式傘栓

品 名 N-[3・〈ジメチ/レアミ/)プ主主ピノレ];ステアラミド

cod治No. 鎚守・1毒蛇1

Lct Ni>. Tじ日制)65
数 最 除草

獄事量犠隠 濁1t鍍 正義苦言図書事

外観 白色の車富&1全勝措置 E草色~う守い3童色、毒事色
畿車語家~総業

ゾタロロメタン溶主主 濯機 試験議会{ほ左ん喜子事堂号待
以内}

(i.碑% 祭器時島撃事事管

き量t(ヨt-tl:''7Y吋 3む 鵠.6% 告'J.LO%以上
デム GC)

定住α却 習量殺 総験粛合

混ざす食(lH.m慾稔 総量趣適合 然験溺合

窓後仏CJMS) 書記狭量露合 銭適量量盟会

試験年月館 20"1注文)9，必iM

埠上ェ ieの遜争事事領官舎qJし上げます。
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試験番号 G-12-006

Appendix 2 

被験物質の一般的事項

新規化学物質の名称 (IUPACの
Nー[3ー(ジメチルアミノ)プロヒ。ル]オクタデカンアミド

命 名 J去 よ る

N-[3-(N， Nジメチノレアミノ)プロパンー1ーイノレ]ステアノレアミド、

別 名 N-[3-(:/メチノレアミノ)プロピノレ]ステアラミド、 ステアリン酸ジメチノレアミノプロピノレアミド、
N-[3-(Dimethy lamino) propy 1] stearamide、N-[3-(d imethy lamino) propy 1] octadecanamide 

C A 5 番 号 765]-02-7 

構造式文は示性式

「J
(いずれも不明の場合

は、その製法の概要) しjpr

分 子 量 368.64 

試験に供し た新 規化 学
98.6% 

物質の純度 ( % ) 

試験に供し た新 規化 学
TLH9065 

物質のロット番号

不純物の名称及び含有率 水分0.32略

蒸 Aメ{( 圧

対 水 溶 解 度 不溶

]-オクゲ/ール/水分配係数

融 点、

沸 点

常温にお け る 性 状 白色の結晶性粉末

安 定 性

溶媒 溶解度* 溶媒中の安定性*

53.1 mg/mLの濃度では、調製時に発熱、発泡および変色は
認められなかったの冷蔵、遮光下で保管した]mg/mLおよび

水 53.1 mg/mしで、不溶 60 mg/mLの濃度の試験液について調製後8日間、 0.2

溶媒に対する溶解度等 mg/mLの濃度の試験液について調製後4時間の安定性を確
認した(試験番号 R-12-004およびG-12-006)。

DMSO 377.9 mg/mLで、不溶
377.9 mg/mLの濃度ピは、調製時に発熱、発泡および変色
は認められなかった。

アセトン 377.2 mg/mLで不溶
377.2 mg/mLの濃度て1土、調製時に発熱、発泡および変色
は認められなかった。

[備考]物理化学的性状は、可能な限り記入すること。

1. i蒸気圧」の欄には、被験物質の蒸気圧を記入すること。

2. i安定性」の欄には、温度、光等に対する安定性を記入すること。

3. i溶媒に対する溶解度等jの欄には、被験物質の溶媒に対する溶解度及びその溶媒中での安定性

を記入すること。

*:(財)食品薬品安全センター秦野研究所において確認した。
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Appendix 3 

投与検体中の被験物質濃度測定法

①試薬

蒸留水(HPLC用)

メタノール(HPLC用)

アセトン(HPLC用)

過塩素酸ナトリウム一水和物(試薬特級)

りん酸(試薬特級)

中性りん酸塩 pH標準液第 2種 (pH6.86、250C)

試験番号 G-12-006

和光純薬工業(ロット番号:TLL2668)

和光純薬工業(ロット番号:TLE2233)

和光純薬工業(ロット番号:TLL2122)

和光純薬工業(ロット番号:MPN7444) 

和光純薬工業(ロット番号:LAH0238)

和光純薬工業(ロット番号:TLN5872)

フタル酸塩 pH標準液第 2種 (pH4.01、250C) 和光純薬工業(ロット番号:TLR2376)

②試液の調製(代表例)

1) 移動相

過塩素酸ナトリウム一水和物 7.02307gに蒸留水を加えて50mLとした(1mol/L過塩素酸ナトリウム溶液)。

1 mol/L過塩素酸ナトリウム溶液及び、メタノールを 1:9(v/v)の割合(採取量:1 mol/L過塩素酸ナトリウム

50 mLおよびメタノール 450mL)で混合した後、りん酸を加えて pH2.51に調整した。

2)希釈液

アセトン及びメタノールを 1:1(v/v)の割合(採取量:アセトン、メタノール共に 200mL)で混合した。

③使用機器

電子天秤(R200D) ザ、ルトリウス

カスタニーLABpHメーター(F-22) 堀場製作所

高速液体クロマトク、、ラフ(HPLC)システム 島津製作所

主要構成:LC-10AD VP(ポンプ)、 SIL-10ADVP(オートインジェクタ)、 CTO-10ACVP (カラムオーブン)、

SPD-lOA VP(検出器)、 SCL-10AVP(システムコントローラ)、 DGU-20A3(デ、ガッサ)、 C-R7Ap]us(デー

タ処理装置)

④標準溶液の調製

被験物質約 50mgを精密に量り、希釈液に溶解して正確に 50mLとした。この液 2mLを正確にとり、希

釈液を加えて正確に 20mLとして、標準原液(約 10011g/mL)とした。この標準原液 l、2、3および 4mL 

を正確にとり、希釈液を加えてそれぞれ正確に 10mLとし、標準溶液(約 10、20、30および 40μg/mL、

各濃度 n=l)を調製した。

⑤試料溶液の調製

投与検体の 1mLを正確にとり、希釈液で適宜希釈し、試料溶液(約 20μg/mL)を調製した。試料溶液は、

投与検体の採取から n=3で調製した。

⑥検量線の作成および被験物質調製液中被験物質濃度の算出

試料溶液および標準溶液を高速液体クロマトグラフィーにより測定した。標準溶液は n=2で測定し、得ら

れた N-DPSのピーク面積と調製濃度を基に、最小二乗法により検量線を作成した。試料溶液は、各 n=l

で測定し、得られた N-DPSのピーク面積から、先の検量線を用いて、試料溶液中の N-DPSの濃度を求

めた。さらに、希釈係数を乗じて投与検体中の N-DPS濃度を算出し、調製濃度に対する割合(含量、%)

および各測定濃度の平均値に対するぱらつき(%)を算出した。

⑦ HPLC測定条件

検出器紫外分光光度計(測定波長 210nm) 
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試験番号 G-12-006

分析カラム CAPCELL PAK C18 MG II (内径 4.6mm、長さ 100mm、粒子径 3μm、資生堂)

移動相 1 mol/L過塩素酸ナトリウム溶液/メタノール混液(1:9v/v)、pH2.51 

流量 0.7 mL/min 

カラム設定温度 500C 

試料設定温度 室温

試料注入量 20μL 

オートインジェクタ洗浄液 メタノール

システムの適合性標準溶液(約 20μg/mL)を使用し、 SOP/CHE/001に従って行った。

③数値の取り扱い

被験物質の秤量:有効数字 3桁以上

標準物質の秤量:有効数字 4桁以上

投与検体の濃度:有効数字 3桁(有効数字4桁目を四捨五入)

標準溶液の濃度:有効数字 4桁(有効数字 5桁目を切り捨て)

測定結果の濃度および、それらの平均値:有効数字 4桁(有効数字 5桁目を切り捨て)

測定結果の含量(%)、ぱらつき(%)、および残存率(%)ならびにそれらの平均値:

小数点以下第 l位(小数点以下第 2位を四捨五入)

20 



Appendix 4 

安定性試験結巣

被験(対照)物議烈-[3-(N，怜ジメチノレアミノ)プロパンー1，-/()t/]ステアノレアミド-

pット番号:TLH9065 

媒体: r~ 鰐t注射i十j水

翻製機度 人 3 

試料 組，ljJl濃度 合議陰) ぱらつきIi) 試料 測定濃度 合競.)

(凶ig!mL) 議委勢 (mg!mL) (%) 主佐す (mglmL) (%) 

。ー100 0.08164 81.6 100‘3 マ 0.09051 90.5 

2 。.08202 82.0 100.8 8 0.08987 89.9 

3 。ι08055 80.6 99.0 9 0.08847 88.5 

平;埼 0.08140 81.4 
〆M

平均 0.08961 89.6 
一一 崎町ベ

0200 4 。1840 92唱。 99.0 JO 0.2109 105.5 

5 102.7 11 0.2034 101.7 

6 。、1826 9U  98.3 12 な1966 98.3 

平均 92詔9 ，~-，_.. 平均 0.2036 101.8 

ぱらつきめ

(%) 

1() 1.0 

100.3 

98，7 

，pP dJ  同 .----

103.6 

99.9 

96.6 

~.白Vがが凶伊d〆~民

残存率の

(%) 

111.2 

110.4 

108.7 

110ゐ 1
~…  

113.5 

109.5 

105.8 

109.6 

試験番号 G-12-006

む鴨 12~ 006 

調製郎月 H : 201211三12月26日

測定都YJ日A:2012年は)~26 f1 (調製i!1:後)

B: 2012年12月26A(繍裂後 4時00)
保管条件:冷蔵、渡光

a):各測定n率的君事U'i吉濃度/綿製擁護x100 b) :春樹;q;:ll警の沸J7lE濃度/各測定締の平均欝17lE濃度 Xlω

c):各調印!舎の事制定濃度/初闘の平i今後tiEi濃度X100 

皆殺持の寺署111?1迄鱗(麟樹液1全体}

各試斜路取!時点の平均舎i撃がそれぞれ綿製譲渡的85沿-115.側、また、各~~J箆鯨のばらつきがそれぞれ平均純C!)90.0......1W.O話以内であり、かつ、

初脳部器開港平均様に対する各保管期鰐畿の説q定髄の比(殺存網)の平均髄が90.U%以上を示ナ期1mとする
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信頼性保証書

表題 N-[3一(N，Nージメチルアミノ)プロパンートイノレ]ステアルアミドのチャイニーズ・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-12-006 

この試験に関する信頼性保証部門による査察および監査状況等は下記のとおりで、あった。

査察・監査項目 査察・監査年月日
運営管理者およひ官験

責任者への報告年月日

試験計画書 2012年 11月 5日 2012年 11月 5日

試験計画書変更書
G-12-006-No.1 2012年 11月 20日 2012年 11月 20日
G-12-006-No.2 2012年 12月 6日 2012年 12月 6日
G-12-006-No.3 2012年 12月 19日 2012年 12月 19日
G-12-006-No.4 2013年 1月 29日 2013年 1月 29日
G-12-006-No.5 2013年 4月 1日 2013年 4月 1日

被験物質調製液の調製および媒体中での安 2012年 12月 26日 2012年 12月 26日
定性試験

被験物質調製液の調製および細胞処理 2013年 1月 10日 2013年 1月 10日

標本観察 2013年 2月 1日 2013年 2月 1日

報告書草案および生データ 2013年 4月 1、3、4日 2013年 4月 4日

最終報告書 2013年 4月 17、18日 2013年 4月 18日

試験は、「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J(平成 23年 3

月 31日、薬食発 0331第 8号、平成 23・03・29製局第6号、環保企発第 110331010号)を遵守して

実施され、また、この報告書は試験に使用された方法および手順を正確に記載し、記載された結果

は試験の生データを正確に反映していることを保証する。

2013年 4月 18日

信頼性保証部門責任者
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