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試験番号 G-15-026

要約

リグノスルホン酸のカルシウム塩の CHL!IU細胞(チャイニーズ・ハムスター、雌肺由来)を用いる染色

体異常試験を実施し、その染色体異常誘発性を調べた。

用量設定のために細胞毒'性試験を行った結果、 S9mix非存在下および存在下で短時間処理した場

合、 5.0mg/mLの濃度においても 50%を超える細胞毒性作用は認、められなかったが、 24時間連続処理し

た場合、 50%の増殖抑制濃度は 4.5mg/mLと推定された。なお、短時間処理では 5.0mg/mLの濃度で、

24時間連続処理では 2.5mg/mL以上の濃度で培養液中に沈殿が認められた。また、 2.5mg/mLないし

5.0 mg/mLの濃度では被験物質の色によると考えられる培養液の色の変化(黄色ないし茶色)が認めら

れた。

以上の結果をもとに、すべての処理条件において 5.0mg/mLの濃度を最高処理濃度とし、公比1.5で

6濃度群(0.66、0.99、1.5、2.2、3.3、5.0mg/mL)を設定して染色体異常試験を実施した。なお、短時間

処理では 5.0mg/mLの濃度で、 24時間連続処理では 3.3mg/mL以上の濃度で培養液中に沈殿が認め

られた。

染色体分析に先立ち実施した分裂指数の分析の結果、分析可能な最高濃度は S9mix非存在下およ

び存在下の短時間処理ではともに 5.0mg/mL、24時間連続処理では 2.2mg/mしとなったことから、分析

可能な最高濃度とそれより低い 2濃度を含む以下の 3濃度を観察対象群とし、染色体分析を行った。

S9 mix非存在下の短時間処理:2.2、3.3、5.0mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:2.2，3.3、5.0mg/mL 

24時間連続処理:0.99、1.5、2.2mg/mL 

染色体分析の結果、 S9mix非存在下で短時間処理した 5.0mg/mLの濃度でのみ構造異常を有する

細胞の統計学的有意差(出現率:15.0%)が認められ、傾向性検定においても有意となった。一方、倍数

性細胞については、すべての処理条件で被験物質処理群に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。

以上の結果より、リグノスルホン酸のカルシウム塩は本試験条件下で、 CHL!IU細胞に染色体の構造異

常を誘発すると結論した。

試験目的

リグノスルホン酸のカルシウム塩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、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
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試験番号 G-15-026

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、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

被験物質の情報を、下記およびAppendix1、Appendix2に示す。

1)名称 リグノスルホン酸のカルシウム塩

2)化学名(IUPAC名) カルシウム;3-(2ハイドロキシー3ーメトキシフェニル)-2-[2メトキシ-4-(3ース

ルフォネートフ。ロヒ。ル)ブエノキシ]フ。ロパンートスルフォネート

3)別名 リグニンスルホン酸カルシウム塩

4)英名

5)略称

6) CAS番号

7)分子式

8)分子量

9)物理化学的性質

10)構造式

Lignosulfonic acid calcium salt 

LSCa 

8061-52-7 

C2oH24CaO lQS2を基本とする天然高分子

重量平均分子量 (Mw):"-' 18，000、数平均分子量 (Mn):"-'2，500 

性状:暗い黄色の粉末

融点:1300C 

沸点:購入元からのデータなし

1オクタノール/水分配係数:購入元からのデータなし

蒸気圧:購入元からのデータなし

溶解性:可溶(製品安全データシートより)

l--Vて工。
Ca2+ 

日
11)ロット番号 MKBF9990V 

12)含量(主要元素分析値)炭素:39.8%、硫黄:4.0%、カルシウム(IcP):約 5%

13)不純物(既知物質) 還元糖:約 16%、水分(カールフィッシャ一法):5.25% 

本被験物質は、天然物由来であることから、 Sigma-Aldrichで販売されてい

る製品を 100%として試験を行った。
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14)安定性

15)保管条件

16)購入元

2. 陽性対照物質

試験番号 G-15-026

当試験施設において、本被験物質を用いる各種毒性試験の実験開始前と

終了後に性状の確認およひ、赤外吸収スペクトルを測定し、色調や性状、ス

ベクトルに変化がないことを確認、した(試験番号:Q-15-004)。

冷蔵 (1-150C、実測値:3-60C)、密閉

Sigma-Aldrich 

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シン C

(MMC、ロット番号:572ADD、協和発酵キリン)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:SLBG4216V、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:K4D76、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ともに 2015年 9月

30日)を用時解凍して、調製後 6か月以内に試験に用いた。

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細胞パンクより入手(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 10代(細胞毒性試験)、 4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:990250、Gibco)を 10vo協添加したイーグル MEM培養液

(10%CS/MEM)を用い、 CO2インキュベーター (5%C02、370C の加湿条件下)内で培養した。イーグル

MEM培養液は、イーグノレ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グルタミン(日水製薬)を約0.15g、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:孔仙201508A、2015年 8月 21日製造および孔仙201510A、2015年 10月 9日製造、

キッコーマンバイオケミファ)は、フェノパルピタールと 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(体重:199""'-'237gおよび 203""'-'238g)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か月以内に使用した。グルコース-6ーリン酸(G-6-P、Sigma)、

s-ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸(s-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(-80oC)に保管し、使用時(調製後 6か月以内に使用)はこれに S9、

MgCbおよびHEPES(pH 7.2)を加え、 S9mixとした。試験には 10%CS/MEM:S9mix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% S9、0.83mmol/L G-6-P、0.67mmol/L s-NADP+、

0.83 mmol/L MgCb、5.5mmol/L KCl、0.67mmol/L HEPES)。
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試験番号 G-15-026

5. 被験物質調製液の調製

予備検討の結果、被験物質は試験に必要な濃度で水、 DMSOおよびアセトンに不溶であるが、水中で

均一性の良好な懸濁液となることから、媒体として日局注射用水(ロット番号:K5COO、大塚製薬工場)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(細胞毒性試験および染色体異常試験

ともに5.00mg/mL)を用時調製した。その原液を媒体で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。

細胞毒性試験:0.781、1.56、3.13、6.25、12.5、25.0、50.0mg/mL(公比 2)

染色体異常試験:6.58、9.88、14.8、22.2、33.3、50.0mg/mL(公比1.5)

媒体中での被験物質の安定性については、当試験施設において室温、遮光下で保管した 0.02

mg/mLおよび 50mg/mLの濃度の試験液について、調製後 4時間の安定性が確認されている(試験番

号:Q-15-004)。また、被験物質調製液(原液)の調製時に目視により、発熱、発泡などの変化がないこ

とを確認した。

含量試験については、「医薬品・化学物質 GLP解説 (2002)、薬事日報社Jに基づき実施しなかった。

6. 細胞毒性試験

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、試験法ガイドラインに従って 5.0

mg/mLを最高処理濃度とする 7濃度群(0.078""'-'5.0mg/mL、公比 2)を設定して細胞毒性試験を実施し

た。

CHL/IU細胞を0.25%トリプシン溶液を用いてはがした後、 8X103個/mLの細胞懸濁液とし、その 5mL

(4 X 104個)をプラスチックデ、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。各群 2枚のデ、イツシュを用いた。

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

10%CS/MEMまたは S9反応液と交換(2.7mL/デ、イツシュ)したのち、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/ディッシュ)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、イツシュ)でさらに 18時間培養した。

連続処理する場合は、各デ、イツシュの培養液を 10%CS/MEMと交換(4.5mL/デ、イツシュ)したのち、媒

体(陰性対照)または各濃度の被験物質調製液を 10vol%添加(500μL/デ、イツシュ)し、 24時間処理した。

なお、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。

培養終了後、培養液を捨て、 5mLの0.02w/yOt6EDTA含有 PBS(Ca2+およびMg2+不含)を加えたのち、

ヒ。ペッティングにより細胞を剥がして細胞懸濁液とした。細胞懸濁液を遠沈管に移した後、 0.5mLの細胞

懸濁液を 9mLの ISOTON@ll(Beckman Coulter)に加え、コールターカウンター(Z2、BeckmanCoulter) 

で、各ディッシュの細胞数を測定した。

細胞数の測定結果をもとに陰性対照群に対する相対細胞数(%)を算出し、細胞毒性の指標とした。
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7. 染色体異常試験

細胞毒性試験とほぼ同じ試験条件で染色体異常試験を行った。

細胞毒性試験の結果、 24時間連続処理した 5.0mg/mLの濃度で 42%の相対細胞数を示したが、それ

以外は 50%を超える細胞毒性作用は認められなかったことから、 5.0mg/mLを最高濃度とし、公比1.5で

計 6濃度群を設定して染色体異常試験を実施した。

陽性対照群については、培養液を 10%CS/MEMまたは S9反応液と交換したのち、日局注射用水を 10

vol%加え、さらに MMC(20μg/mL)をS9mix非存在下の短時間処理では 15μL/デ、イツシュ(最終濃度:

0.1μg/mL)、連続処理では 12.5μL/デ、イツシュ(最終濃度:0.05μg/mL)添加し、 S9mix存在下の短時間

処理では CP(1 mg/mL)を 30μL/デ、イツシュ(最終濃度:10同 /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/mLになるように添加した。培養終了後、培養

液を捨てたのち 0.02w/v% EDTA含有 PBS(Ca2+および Mg2+不含)をデ、イツシュあたり 5mL加え、ヒ。ペッ

ティングにより細胞を剥がして細胞懸濁液とした。細胞懸濁液を遠沈管に移したのち、陽性対照群を含む

すべての処理群について、 0.5mLの細胞懸濁液を9mLのISOTON⑧ Eに加え、コールターカウンターで、

細胞数を測定した。

残りの細胞懸濁液については遠沈(1400rpm、5分)し、上清を捨てた後、 3mLの低張液(0.075mol/L 

KCl水溶液)を加え、 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

6 mL加えて静かに撹持し、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 1または 2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。 1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漬したのち、 3vol%ギムザ液(pH6.8の1/15mol/Lリ

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

染色体分析に先立ち、 1デ、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い 2濃度を加えた計 3濃度を観察対象群とした。

デ、イツシュ l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、イツシュ、 25細胞/標本)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/標本)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。

ギャップ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・噛乳動物試験分科会1)による分

類法に基づいて行った。ギャップおよび、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、
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それ以上幅の広いものを切断と定義し、ギャップ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。

9. 試験成立条件

以下の基準に合致した場合、該当した処理条件については試験不成立とし、再試験を実施するか、試

験不成立としない理由を報告書に記載することとした。

1)処理した最高濃度が試験法ガイドラインの基準を満たしていない場合

2)分析可能な被験物質処理群が各試験条件で3群得られない場合

3)陰性対照群の構造異常を有する細胞の出現率が 5.0%を超えた場合

4)陽性対照群の構造異常を有する細胞の出現率が 20%未満の場合

10.判定

染色体の構造異常(ギャップを除く)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聞で、フィッシャーの直接確率法(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

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ひ首

験計画書に従わなかったことjはなかった。

試験成績および考察

用量設定のために実施した細胞毒性試験の結果、 24時間連続処理した5.0mg/mLの濃度で、42%の相

対細胞数を示したが、それ以外はいずれの処理条件においても 50%を超える細胞毒性作用は認められ

なかった。また、 S9mix非存在下および存在下で短時間処理した 5.0mg/mL、24時間連続処理した2.5

mg/mL以上の濃度で肉眼観察において培養液中に沈殿が認められたほか、それらの濃度では被験物

質調製液の色(茶色)の影響と考えられる培養液の色の変化(やや黄色ないし茶色化)が認められた

(Figure 1)。

以上の結果をもとに、すべての処理条件において 5.0mg/mLの濃度を最高処理濃度とし、公比1.5で

6濃度群(0.66、0.99、1.5，2.2、3.3、5.0mg/mL)を設定して染色体異常試験を実施した。なお、短時間

処理では 5.0mg/mLの濃度で、 24時間処理では 3.3mg/mL以上の濃度で肉眼観察により培養液中に

沈殿が認められた。また、細胞毒性試験と同様に、 3.3mg/mL以上の濃度で培養液がやや黄色ないし茶

10 
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色となった。

分裂指数分析の結果、 S9mix非存在下および存在下の短時間処理では 5.0mg/mL、24時間連続処

理では2.2mg/mLの濃度が分析可能な最高濃度であったことから、この濃度を含む以下の3濃度を観察

対象群として、染色体分析を行った。

S9 mix非存在下の短時間処理:2.2、3.3、5.0mg/mL 

S9 mix存在下の短時間処理:2.2、3.3、5.0mg/mL 

24時間連続処理:0.99、1.5、2.2mg/mL 

染色体分析の結果、 S9mix非存在下で短時間処理した 5.0mg/mLの濃度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:15.0%)が認められ、傾向性検定においても有意となったが、そ

れ以外は、いずれの処理条件の被験物質処理群においても構造異常を有する細胞の統計学的に有意

な増加は認められなかった(Table1、Table2、Table3)。倍数性細胞については、すべての処理条件の

被験物質処理群で、統計学的に有意な増加は認められなかった(Table1、Table2、Table3)。

陽性の結果が得られた構造異常の 020値 2)を算出した結果、 S9mix非存在下の短時間処理における

02011直は 14mg/mLで、あった。

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

リグノスノレホン酸のカノレシウム塩については、当試験施設で実施した細菌を用いる復帰突然変異

試験(試験番号:M-15-072)で陰性の結果が得られている。また、当該被験物質の関連物質である

lignosulfonic acid， sodium saltに関しては、復帰突然変異試験で陰性の結果が報告されている九

以上の結果より、リグノスルホン酸のカルシウム塩は、本試験条件下で CHL!IU細胞に染色体の構造

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・噛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，朝倉書店，

東京(1988)

2)祖父尼俊雄監修，染色体異常試験データ集，株式会社エル・アイ・シー，東京 (1999)

3) Haworth， S.， Lawlor， T.， Mortelmans， K.， Speck， W.， and Zeiger， E.: Salmonella mutagenicity test 

results for 250 chemicals. Environ. Mutagen 5(suppll): 3-142 (1983) 
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Table 1 ChrOIIDSOIre拙IysisofChinese ha111'lter lung (C阻瓜J)cells仕eatedwith lignosulfonic acid calciwn salt (LSCa)伽6hourswi伽 utS9 mix 

Group Concen- S9 TiIre of Relative.' Miωtic 3) Nwnber Nwmer of cells N回nbぽめ

Trend旬stηType and nwnber of structural aberrations 
tration nnx exposure cell nwnber index 。fcells 0出ers均 withs甘uctralabeπations ofpolyploid 

(mglmL) (hrs) (%) (%) analyzed gap ctb C飽 csb cse mulの ω包l +gap(%) -gap (%) cells (%) -gap POL 

Negative 1) 。 6・(18) 100 NA 100 。2 。。 。 3 。 3 ( 3.0) 3 ( 3.0) 1 ( 0.3 ) 

100 2 。。。 4 4 ( 4.0) 3 ( 3.0) 2 ( 0.5 ) 

200 4 。 。 7 7 ( 3.5) 6 ( 3.0) 3(0.4 ) 

LSCa 0.66 6・ill1 105 NA NA 

LSCa 0.99 2..:..i..ill 108 NA NA 

LSCa 1.5 6・ill1 103 NA NA 

LSCa 2.2 6 -(18) 93 NA 100 。。。。 2 。 2 ( 2.0) 1 ( 1.0) 2 ( 0.5 ) 

100 2 4 3 。 11 。 10 ( 10.0 ) 9 ( 9.0) !_j__Ql 

200 2 3 4 3 。 13 。 12 ( 6.0) 10 ( 5.0) L..L..QA 
LSCa 3.3 6 -(18) 87 NA 100 。。 4 。 4 ( 4.0) 3 ( 3.0) o ( 0.0 

100 。2 3 。。。 5 。 3 ( 3.0) 3 ( 3.0) o ( 0.0 ) + NA 

200 3 4 。。 9 。 7 ( 3.5) 6 ( 3.0) Q...LQ，Q 
LSCa 5.0

Pe 6 -(18) 70 2.6，2.4 100 4 9 4 。10 28 。 13 ( 13.0 ) 12 ( 12.0 ) 3 ( 0.8 

100 10 23 。2 。 36 。 19 ( 19.0 ) 18 ( 18.0 ) Q...LQ，Q 
200 2 14 32 4 2 10 64 。 32 ( 16.0 ) 30 *( 15.0 ) L..L..QA 

島担MC 0.1附此 6・(18) 86 NA 100 2 25 52 。。 80 。 50 ( 50.0 ) 49 ( 49.0 ) o ( 0.0 
100 7 31 49 6 。。 93 。 52 ( 52.0 ) 50 ( 50.0 ) Q__f__Q，Q 
200 9 56 101 7 。。 173 。 102 ( 51.0 ) 99 *( 49.5 ) 0(0.0 

Abbreviations: gap， chromatid gap and chrolIDsome gap; ctb， chromatid break; cte， chromatid excbange; csb， chrolIDsome break; cse， chrolIDsome excbange (dicentric and ring); 

mul， multiple abぽrations;+伊p，ωtalnw池町 ofcells with aberrations including gaps; -gap，旬匂1nwnber of cells wi世ubeπationsexclud血gg高.ps;POL， polyploid; MMC， mitomycin C; NA， not analyzed. 

1) Distiled water for injection lP was used as a vehicle創ldadded at tbe level of 10 vol%ω 伺 chdish. 2) Cell rnurber， represen血gcyωtoxicity，was measured wi世1a Coulter CoWlter. 

3) Me匂phase企equencywas calculated by comting 500 cells in each dish. 4) When the nwnber of ab巴町ationsin a cell was IIDre也知9，也ecell was scored as having 10 aberrations. 

5) Otbers， suchas attem姐tionand premature chrolIDsome condensa出n，were excluded from世leIl!山由erofstrlぉturalaberra世ons. 6) Eight hmdred cells were analyzed in each grOl中・

7) Cochran-Armitage's仕組dtest was done at p<Oβ1 (one-side). 

*， Significantly different企'Omthe negative COI賞。1at p<O.OI (one-side) by Fisher's exact probability旬st.

pe， Precipitation was observed at白.eend of血巴住ea伽:tentin白eIrediwnby血.enaked eye. 
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Table 2 Chromosome analysis ofChinese ha=ter hmg (CHUill) cells treated wi世llignosulfo凶cacid calciwn salt (LSCa) for 6 hours with S9 mix 

Group Concen- S9 Time of Relative 2) Mitotic 3) Nwnber N山由ぽofcells Nwnberめ
Trendtωtη Type and nwnber of s佐田turalaberrations 

tration nnx expos町 e cell nwnber index ofcells otl琵rs司 withs仕切回1abeη-ations ofpolyploid 

(~mL) (hrs) (%) (%) analyzed 伊p ctb cte csb cse mu1 4) to包l +伊.p(%) -gap(%) cells (%) -gap POL 

Negative 1) 。 + 6・(18) 100 NA 100 2 。。。 。 3 。 3 ( 3.0) 1 ( 1.0) 1 ( 0.3 

100 。 4 。。。 5 。 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) o ( 0.0 
200 2 4 。 。 8 。 5 ( 2.5) 3 ( 1.5) l(0.1 

LSCa 0.66 + 6・ill2 99 NA NA 

LSCa 0.99 + 2..:..c.ill 104 NA NA 

LSCa 1.5 + 6・ill2 103 NA NA 

LSCa 2.2 + 6-(18) 100 NA 100 。。 。。。 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 1 ( 0.3 ) 

100 。2 。 。。 3 。 3 ( 3.0) 3 ( 3.0) 4 ( 1.0 ) 

200 。2 。。 4 。 4 ( 2.0) 4 ( 2.0) 5 ( 0.6 ) 

LSCa 3.3 + 6-(18) 96 NA 100 。。。。。。。 。 o ( 0.0) o ( 0.0) 4 ( 1.0 ) 

100 。 。。。。 。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) 4 ( 1.0 ) NA NA 

200 。 。。。。 。 1 ( 0.5) 1 ( 0.5) li...!.:Q 
LSCa 5.0

Pe + 6・(18) 86 8.6，4.6 100 。 。。。 2 。 2 ( 2.0) 2 ( 2.0) 4 ( 1.0 

100 。 。。。。 1 ( 1.0) 1 ( 1.0) ~ 
200 。2 。。。 3 3 ( 1.5) 3 ( 1.5) ~ 

CP 10μgfmL + 6・(18) 84 NA 100 3 14 46 。。。 63 。 41 ( 41.0 ) 40 ( 40.0 ) 2 ( 0.5 

100 2 24 26 。。。 52 。 38 ( 38.0 ) 36 ( 36.0 ) Q_j____Q，Q 
200 5 38 72 。。。 115 。 79 ( 39.5 ) 76 *( 38.0 ) 2 ( 0.3 

Abbreviations: gap， chromltid g声pand chromosome gap; ctb， chromltid break;侃， chromltid excbange; csb， chromosome break; cse， chromoso聞 excbang声(dic甜 icand ring); 

町田1，mu1tiple aberrations; +伊p，to包In山由ぽofcells with aberrations including gaps;・伊.p，ω凶 nw池町ofcells with ab町 ationsexcludi略 gaps;POL， po匂ploid;CP， cyclophosphamide; NA， not analyzed. 
1) Distiled wa飽rfor injectionJP w鎚凶edas a vehicle創ldadded at血elevel ofl0 vol%ωeach dish. 2) Cell nw由民represe凶ngcyωωxicity，was measured with a Co叫terCow並ぽ.

3) Me包pbase企equencywas calculated by cO¥mting 500 cells in each dish. 4) When the n四池町ofaberrations in a cell was more白an9， the cell was scor，吋ぉ having10 abe町'ations.

5) Others， such as a祉:enuationand premltwe chromosome condensation， were exc1uded from the nw由ぽofst:n肌Iralaberrations. 6) Ei酔 hlUldredcells were創Jalyzedin each group. 

7) Cochran-Armi飽ge's仕endtest was done at p<0.01 (one-side). 

大Significantlydiffi釘 entfrom the negati ve con甘01at p<0.01 (one-side) by Fisher's exact probability test 

pe， Precipitation was observed atせaendof血E住関旬JeIltin批 rr凶 iwnby血.enaked eye. 
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Appendix 1 

SIGMA四 ALDRICH仲 をJgr仲刷，kl:刊明

3050 Spruce Slreet.5aint Lo曲.MO63103，U5A 

Websile: www.slgmaaldrich.ccm 

Ernall USA: loch曲四⑫ial∞m

O凶sldeUSA: eu陶 chse刊@sial∞m

附odUCINar問、 Certificate of Analysis 
Llqn軒続IfonlclI.tld cal(lum salt宙釘-aqe陥6・18.0自由‘部肝問eMn..2.500 

向。ductN四羽ber:
L.otN四nber:

Brand: 

CA5 Numb暫

MDl Numb軒

Qu胡ityR剖@描eDale: 

T"叫

App開田ce(Cclor) 

Appearance (Fonn) 

Inl国間dspeclrum 

Car加 n

Typl回1I1138弛・ 42%

Sul!ur (5) 

Typl回lIy4%・6%

Waler (bll Ka~ Fischor) 

Typlcallll 2%・8鴨 H20

ICP M司orAnalysls 

471054 

隙KBF曹990V

AlD問CH

8061-52・7

MFCDO0163202 

10 JAN 2011 

Conflrms Calciumωmponenl 

MI抑 制kee.W幅consin US 

sp刷円回tlon

。智kYellow 10 Very 0官民

Yellow and Orange 10 V世yDarl足

。市I1go000 Brow n 10 Dark勘'Own

剖 dYollow-E同wnand Orange-Brow n 
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試験番号 G-15-026

Appendix 2 

被験物質の一般的事項

新規化学物質等の名称 カルシウム;3-(2ーハイドロキシ-3-メトキシフェニノレ)-2-[2ーメトキシ-4-

(IUPAC命名法による) (3ースルフォネートプロヒ。ル)フエノキシ]プロノ号ンートスノレフォネート

日IJ 名 リグノスノレホン酸のカルシウム塩、リグニンスノレホン酸カルシウム塩

C A S 番 号 8061-52-7 

構 造 式 又は示性式

(し、ずれも不明の場合

は、その製法の概要)

分 子 量 重量平均分子量 (Mw):'"'-'18，000、数平均分子量 (Mn):'"'-'2，500 

含量(主要元素分析値):炭素 39.8%、硫黄 4.0%、カルシウム(ICP)約 5%
試 験 に 供した新規

被験物質は天然物由来であることから、 Sigma-Aldrichで販売されている製品を
化学物質の純度(%)

100%として試験を行う。

試 験 に 供した新規
MKBF9990V 

化学物質のロット番号

不純物の名称
既知物質として、還元糖:約 16%、水分(カールフィッシャ一法):5.25% 

及び含有率

蒸 たメ=ゐ 圧

対 水 溶 解 度 可溶*

トオククノサ/水分配係数

融 点 130-C 

沸 J長

常温における性状 暗い黄色の粉末

安 厄炉ムー・
'性

溶 媒 溶 解 度 * * 溶 媒 中 の 安 正A:・ '性 * * 
50 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。調製

水 50 mg/mLで不溶 後4時間の安定性(0.02mg/mLおよび50

溶媒に対する溶解度等
mg/mL、室温、遮光保管)を確認した(試

験番号:Q-15-004)。

D M S O  50 mg/mLで不溶
50mg/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。

アセトン 100 mg/mLで不溶
100 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。

〔備考〕物理化学的性状は、可能な限り記入すること。

1. r蒸気圧」の欄には、被験物質の蒸気圧を記入すること。

2. r安定性j の欄には、温度、光等に対する安定性を記入すること。

3. r溶媒に対する溶解度等」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。
*:製品安全データシートより
料:一般財団法人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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信頼性保証書

表題 リグノスルホン酸のカルシウム塩のチャイニーズ・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-15-026 

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
運営管理者および試験

責任者への報告年月日

試験計画書 2015年 12月 17日 2015年 12月 17日

試験計画書変更書

G-15-026-No.1 2016年 1月 7日 2016年 1月 7日

G-15-026-No.2 2016年 1月 25日 2016年 1月 25日

被験物質調製液の調製および細胞処理 2016年 l月 14日 2016年 1月 14日

標本観察 2016年 2月 10日 2016年 2月 10日

報告書草案および生データ 2016年 3月 23日 2016年 3月 23日

最終報告書 2016年 3月 25日 2016年 3月 25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。

2016年 3月 25日

信頼性保証部門責任者
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