
反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table8（continued）  

Organ［Numberofanimalsexanined】  Sex：  MaJe  ⊥ざ Female  

Findings，gradeandnumberofanimals  D鴨e（mg／kg）： 0  30 100 300 1αX）  0  30 100 300 1000  
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Testis   
Atrophy，Seminiferoustubule，  

f〔忙al  

total   

士   
＋   

十十  

total   

士   
＋  

total   

士   
＋   

total   
十  

Epididymis  

Cel）deb：ris，tubularlumen  

CellularinLiltration，lyTnphocyte，   
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Spermaticgranuloma  

Spleen   
Hematopoiesis，eXtramedullary  
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Heart   
Degeneration，myOCardium，  

focal  

Hemo汀hage  

Thymus   
Atrophy  

Hemo汀hage   total   
±   

＋   

total   
＋  

total   
±  

tl）tal   
＋  

4
一
4
0
 
 
0
0
 
 

Hyperplasia，endothelialcell，  
focal   

Adrenaldalld   
Necrosis，2：Onafasciculata，玩a1  

0vary   
Atreticfollicle，increased  

1
2
1
1
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士：veryslighた，十：slight，♯：moderate，一朴：severe  

＃：signiBcantdifferencefromcontrol，P＜0．05（byFischerexacttest）  
■二Signi負cantdifferencefromcontrol，P＜0．05（byMann－WhitneyUtest）  
♯：sign摘cantdifEerencefromcontrol，P＜0．01（byMann－WhitneyUtest）  
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2，6－ジク日日トルエン  

Table9SummaryofreproductiveperformanCeinpaてentalratstreatedoral1ywith2，6－dichlorotolueneinthe  
COmbinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreemingtest  

Dose（mg几g）  0  30  100  300  1（X氾 

N血rofmatedpairs  

Numberofcopulatedpairs   

Copulationindex A）  1（泊．0  1（対．0  1（沿．0  1（X）．0  1（X）．0  

Numberofpregnantanimds  ll  13  13  

Fertilityindex B）  84．6  100．0  100．O  

Pairingdaホuntilcopulation  2．8≠3．4  3．7士4．3  2．9士1．1  

（Mean士S．D．）  

2．6土1，6  3．2±2．7  

FrequencyofvaginalestruS  l．0士0．0  1．1土0．3  1．0士0．0  1．1士03  

（Mean士S．D．）  

A）Cop血tioiiindex＝（Nu血berofcopulatedpairs／Numberofmatedpairs）×100，％  
B）Fbttilityindex＝（Nuniberofpregnantanimals／Numberofcopulatedpairs）×100，％  

2・ず9   
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

TablelO Summaryofdevelopmentofpupsfromdamstreatedorallywith2，6－dichlorotolueneinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  30  100  300  1（朕）  

Numberofpregnantfemales  11  11  

10  

90．9  

22．5±0．7  

16．5±2．0  

13．7士5．8  

81．2±31．9  

Numberofpregnantfemaleswithpupsajive  ll  

Gestationindex A）  

Gestationlengthindays  

Number of coIyora lutea 

NumberofimpLantationsites   

Implantationindex B）／   

DayOoflactatil〇n   

Numberofpupsborn   

Deliveryindex C）   

Numberofpupsalive   

Birth index D）   

Livebirthindex E）  

Pup weight in grams 

Male  

Female  

Sex ratio F）  

Day40flactation   

Numberofpupsalive   

Viabilityindex G）  

Pupweightir］LgramS  

Male  

Female 

100  

22．1士0．3  22．2士0．4  

17．9土2．7  18．2士2，9  

16．3±2．9  15．9±3，1  

90．7士11．8  87，9士13．4  

22．5±0．5  22．6士0．5  

18．8士2．8  17．6士3．3  

17．3±2．6  15．8士3．7  

91．9士10．4  90，0±17．4  

15．6士2．8  14．8±3．1  

96．3士4．7  92．7±6．6  

15．5士2．7  14．6±3．0  

95．8±5．1  91．8士6．8  

99．5土1．7  99．0±乙4  

15．8士3．1  14．4士4．1  

91．4±7．5  90．9±10．0  

15．6士3．1  14．2±4．1  

餌）．0士8．4  89．5±9．4  

98．5±5．1  98．6±4、2  

13．1士6．2  

87．1±23．0  

12．9±6．3  

83．6士31．2  

餌）．5士30．0  

6．3士0．5  6．3±0．7  6．6±0．9  6．4士0．9  6．0士0．6  

6．0±0．5  6．0土0．9  6．3±0．8  5，9士0．8  5．8±0＿8  

1．17±0．43  1．72±2．85  0．97±0．49  1．76士0．99  1．13士0．朗ト  

15．5土2．8  14．5±3．0  15．2±2．8  12．1士5．8  12．2士5，3  

99．4±2．1  99．5士1．6  97．7土3．6  85．9土32．8  79．7±36．3  

10．2±0．9  10．1±1．9  10．4±2．0  10．1士2．2  8．8±1－4  

9．8±1．0  9．8士2．0  10．1±1．9  9．5±2．1  8．4±1．3  

ValuesareexpreSSedasMean±S．D．  
Parenthesisindicatesnumberoflittersevaluated．  

A）GestationindeF（Numberofpregnantfemaleswithpupsalive／NumberofprgnantLemales）×100，％  
B）Implantationindex＝（Numberofimplantationsites／Numberofcorporalutea）×100，％  
C）Deliveryindex＝（Numberofpupsborn／Numberofimplantationsites）×100，％  
D）Birthindex＝（NumberofpupsaliveondayO／Numberofimplantationsites）×100，％  
E）Liveb山hincLex＝（NumberofpupsaliveondayO／Numberofpupsborn）×100，％  

F）Sexratio＝（NumberofmalepupsaliveondayO／NumberoffemalepupsaliveondayO）×100，％  

G）Viabilityindex＝（Numberofpupsaliveonday4／NumberofpupsaliveondayO）×100，％  
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2，6－ジクロロトルエンの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutationTもstof2，6－DichlorotolueneinBacteriaL＿  

分な蓄積データが得られている物質および用量とし，そ  

れぞれTable中に示した．   

2－（2一フリル）－＆（5－ニトロー2－フリル）アクリルアミド  

（A陀，上野製薬㈱）   

アジ化ナトリウム  （SA，和光純薬工業㈱）   

9－アミノアクリジン   （9AA，Sig血aJChem．Co．）   

2－アミノアントラセン （2AA，和光純薬工業㈱）   

AF2，9AAおよび2AAはDMSOに，SAは超純水に溶  

解したものを－200Cで凍結保存し，解凍後，、速やかに試  

験に用いた．  

3．検定菌   

試験には，5∂血oJ】e肋わpム適山九mml的，m1535，  

n旭8，TA1537および励cムedcムねcoノiW田口梗Aを用い  

た．   

5．りp加血U血mの4菌株は1975年10月、31日にアメリ  

カ合衆国，カリフォルニア大学のB∴N．Ames博士から，  

且coJfWア2uvd株は1979年5月9日に国立遺伝学研究  

所の賀田恒夫博士から分与された．   

検定菌は－800Cで凍結保存したものを用い，各菌株の  

特性確認は凍結保存菌の調製時に，アミノ酸要求性，  

UV感受性，膜変異（ヱ滋）およびアンピシリン耐性因子  

pKMlOl（プラスミド）の有無について調べ，・特性が維持  

されていることを確認した．   

試験に際して，ニュニトリエントプロスNo．2（0ⅩOid  

Ltd．）を入れたL字型試験管に解凍した種菌を一定量接  

種し，370Cで10時間往復振とう培養したものを検定菌  

液とした．   

分光光度計により660nmの吸光度を測定し，検定菌  

液の増殖を確認した．  

4．培地およぴS9mixの組成  

1）合成培地   

培地は，日清製粉㈱製の最少＿グルコ十、ス寒天培地を用  

いた．なお，培地1Lあたりの組成は下記のとおりであ  

る．  

硫酸マグネシウム・7水和物  0．2g  

要約  

2，6－ジタロロトルエンについて細菌を用いる復帰変異  

試験を実施した．   

検定菌として，Sa血oJ】eJね亡j甲山血urfuJ刀TAlOO， 

TA1535，TA98，TA15371）および励chedchfacoILWP2  

uⅥ勇2）の5菌株を用い，S9血i丈無添加および添加試験の  

いずれも，用量設定試験で生育阻害が認められたことか  

ら，本試験はS9miⅩ無添加試験では4．69～150fLg／plate  

（TA1535は2．34～150fLg／plate），S9mi女添加試験では  

18．8～600fLg／plate（Tn1535は9．38～600FLg／plate）の範  

囲で実施した．   

その結果，用いた5種の検定菌のいずれにおいても，  

用量依存性のある復帰変異コロニー数の増加は認められ  

なかった．   

以上の結果から2，6－ジクロロトルエンは，用いた試験  

系において変異原性を有しないもの（陰性）と判定した．  
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方法   

1．被験物質   

2，6一ジクロロトルエンは，透明な液体である．用いた  

被験物質は，ロット番号由820，純度99．6％，製造東レ  

㈱（東京）であり，㈱日本化学工業協会から供与された．  

被験物質は，使用時まで室温で遮光保管した．   

2，6－ジタロロトルエンは，ジメチルスルホキシド  

（DMSO，ロット番号：APJ3434，和光純薬工業㈱）に溶  

解して最高用量または6mg／mLの諦製液を魂製した後，  

同溶媒で所定の濃度に希釈して速やかに試験に用いた．   

秦野研究所においてi2；も一ジタロロ▲トルエンのDMSO  

溶液中での安定性試験を実施した．その結果；′乳6一ジタ  

ロロトルエンの23．4FLg／mLおよび20mg／mL溶液は室温  

遮光条件下で調製後4時間安定であることが確認され  

た．また，1回目の本試験に用いた調製検体について含  

量測定試験を行った結果，6mg／mL溶液は当研究所の  

基準（平均含量が調製指示値の90～110％）の範囲内で  

あった．23．4〝g／mL溶液の含量は113～11畠％で，この  

範囲よりやや高かったが，試験結果には影響しないもの  

と判断した．  

2．陽性対照物質   

用いた陽性対照物質および調製法は以下のとおりであ  

る．   

各検定菌ごとに用いた陽性対照物質は，当研究所で十  

クエン酸・1水和物  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸－アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

パクトアガー（DifcoLab．）   

2塵  

10g  

l．92豆  

0．66g   

20g  

15g  
径00mmのシャーレ1枚あた、り30血Lを流して固めた  
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1  

復帰変異試験  

mix無添加試験あるいはS9mix添加試験において，被験  

物質を含有する平蔵上における復歩変異コロニー数の平  

均値が，陰性対照借の2倍以上に増加し，その増加に再  
現性および用量依存性が認めら－れた場合に，当該被験物  

質は本試験系において変異原性を有するもの（陽性）と判  

定することとした．  

ものである．  

2）トップアガー   

下記の水溶液（A）および（B）または（C）を容量此10：1  

の割合で混合した．  

（A）パクトアガー（DifcoLab．）0．6w／v％  

塩化ナトリウム  0．5w／v％  

（B）溢血0月e肋地力血uJ元m用  

LLヒスチジン  0．5mmol／L  

D－ビオチン  0．5mmol／L  

（C）励c加ゎcム由cc■〟用  

L－トリプトファン  0．5mmol／L  

3）S9mix   

S9mixlmLあたりの組成は下記のとおりである．  

S9＊  0．1mL  

塩化マグネシウム  8〟mOl  

塩化カリウム  33／∠mOl  

グルコースー6－リン酸  5／上mOI  

NADH  4／∠mOl  

皿PH  4／ノmOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100／∠mOl   

＊：7適齢のSprague－Dawley系雄ラットをフユノパルビ  

タール（PB）および5，6－ベンゾフラボン纏F）の併用  

投与で酵素誘導して作製したS9（キッコーマン㈱）  

を用いた．  

5．試験方法   

プレート法により，S9miⅩ無添加試験およびS9miⅩ  

添加試験を行った．   

小試験管中に，被験物質調製液0．1mL，リン酸緩衝  

液0．5mL（S9mix添加試験においてはS9mixO．5mL），  

検定菌液0．1mLを混合したのち，約450Cに保温した  

トップアガー2mLを加えて混和し，合成培地平板上に  

流して固めた．また，対照群として被験物質調製液の代  

わりに使用溶媒，または数種の陽性対照物質溶液を用い  

た．同時に実施した他試験については，陰性および陽性  

対照群を共通とした．   

培養は370－Cで48時間行い，発生した復帰変異コロ  

ニー数をコロニーアナライザーまたは目視によって算定  

した．被験物質に由来する沈澱の有無は，肉眼により確  

認した．また，生育阻害の有無については，肉眼あるい  

は実体顕微鏡下で，寒天表面の菌叢の状態から判断した．  

用いた平板は用量設定試験においては，陰性および陽性  

対照群では3枚ずつ，冬用量については1枚ずつとした．  

また，本試験においては，両対照群および各用量につき，  

3枚ずつを用い，それぞれの平均値と標準偏差を求め  

た．   

用量設定試験は1回，本試験は同一用量について2回  

実施し，結果の再現性の確認をした．  

6．・判定基準   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定菌のS9  

結果および考察  

50．0～5000′‘g／plateの範囲で公比を約3として，用量  

設定試験を実施した．その結果，S9mix無添加試験で  

はTA1535の50．OjLg／plate，その他においては150fLg／  

plate以上，また，S9miⅩ添加試験ではTA1535の150  

FLg／plate，その他においては500FLg／plate以上の用量で  

強い生育阻害が認められた．   

したがって，S9mix無添加試験では4．69～150／瑠／  

plate（TA1535のみ2．34～150FLg／plate），S9miⅩ添加試  

験では18．8～600FLg／plate（TA1535のみ9．38～600jLg／  

plate）の範囲に公比2で6～7用量を設定して2回の本試  

験を実施した（Tablel，2）．その結果，2回の試験とも用  

量依存性のある復帰変異コロニー数の増加は認められな  

かった．   

以上の結果に基づき，2，6－ジクロロトルエンは，用い  

た試験系において変異原性を有しないもの（陰性）と判定  

した．   

なお関連物質である2，4－ジクロロトルエンについて  

は，細菌を用いる復帰突然変異試験3）およびチャイニー  

ズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験4）でも  

陰性の結果が得られている．  
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NichoIs，C．Rarnel，EIsevier，Amsterdam，NewYork，  

0Ⅹ血rd，1984，pp．161－187．  

3）淀谷徹，化学物質毒性試験報告，1，133（1994）．  
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復帰変異試験  

ThblelMutagenicityof2，6－dichlorotolueneinbacteria（Ⅰ）  

With（＋）Or  NumberofrevertantS（numberofcolonies／plate，meanis．D．）  

without（一）   dose  BaseLpairsubstitutiontype  Frameshiftt   

S9mix   （〃g／plate）   TAl（船   TA1535   Ⅵ7ア2上川て14   TA98   TA1537   

0   108  94 118  10  10   9  24  16  23  20  23  19   5   8   8  

（107±12．1）   （10士 0．6）   （21士 4．4）   （21± 2．1）  （ 7士1．7）  

2．34   NT   16 10 7 NT   NT   NT  

（11士4．6）  

4．69   84  92  99  9  20   7  21  34  26  18  18  25  10   5   7  

（92± 7．5）   （12士 7．0）   （27士 6．6）   （20士 4．0）   （ 7± 2，5）  

9．38   117  92 101  10   9  13  15  27  21  19  20  16   7   7   9  

（103±12．7）   （11士 2．1）   （21士 6．0）   （18士 乙1）   （ 8士1．2）  

S9mix  18．8   97 108 107  11  8   8  26  24  30  21  25  24   4   5  10   

（1掴土 6．1）   （ 9±1．7）   （27士 3．1）   （23士 2．1）   （ 6± 3．2）  

37．5   115 1掴 110  15   4   4♯  26  12  20  15  16  25  6   8   7  
（110士 5．5）   （ 8士 6．4）   （19士 7．0）   （19士 5．5）   （ 7士1．0）  

75．0   66＊ 61＊ 87■  1＊  5書  6♯  19♯ 18■  6■  11＊  8■  8■  7■  3＊  3■  

（71±13．8）   （ 4士 2．6）   （14士 7．2）   （ 9士1．7）   （ 4士 2．3）  

150   31＊ 29■ 47★  0ヰ  0★  0■  5＊  8＊  7■  1♯  2＊  9■  4＊  4書  4＊  

（36± 9．9）   （ 0土 0．0）   （ 7±1．5）   （ 4士 4．4）   （ 4士 0．0）  

0   96 101 101   7  14   4  26  14  18  31  37  31  12   8   8  

（99± 2．9）   （ 8士 5，1）   （19± 6．1）   （33± 3．5）   （ 9士 2．3）  

9．38   NT   141817  NT   NT   NT  

（16士2．1）  

18．8   82  98  84  13   8  12  31  24  24  34  28  31  13  17   8  

（88士 8．7）   （11± 2．6）   （26± 4．0）   （31± 3．0）   （13士 4．5）  

37．5   106 109  90  15  17  12  24  30  21  26  28  23  10  11 17  

（102士10．2）   （15士 2．5）   （25士 4．6）   （26士 2．5）   （13士 3．8）  

S9mix  75．0   90 114  90  14   7  18  28  21  24  35  26  31  10  14  11   

（＋）  （98±13．9）   （13士 5．6）   （24士 3．5）   （31± 4．5）   （12± 2．1）  

150   91 112  81  9  15   9  24  28  26  23  23  32  16  12  10  

（95士15．8）   （11士 3．5）   （26± 2．0）   （26士 5．2）   （13士 3．1）  

3（旧   90♯ 89＊  98■  10■ 11■ 15＊  19  18  20  17  21 19  15  12  15  
（92± 4．9）   （12士 2．6）   （19士1．0）   （19士 2．0）   （14士1．7）  

6（X）   68■ 別事  90＊  7★  6★ 10■  19＊ 18■ 15●  18＊ 16＊ 25＊  7＊  8＊  5♯  

（81士11．4）   （ 8士 2．1）   （17± 2．1）   （20士 4．7）   （ 7士1．5）  

Positive  Chemical   AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

control  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix  Numberof  304 371‘371  3訊〕 384 389  1！わ 187 173  799 769 736  204318211752   

COlonies／plate   （349士38．7）   （388± 3．2）   （183士 9．1）   （768士31．5）   （1872士152．1）   

Positive  Chemical   2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

COntrOl  2   10   0．5   2  

S9mix  Numberof  795 824 896  279 300 319  135912011324  467 試払 447  301 243 257   
（＋）   COlonies／plate   （838士52．0）   （299士20．0）   （1295±83．0）   （4乃士28．9）   （267±罰．3）   

ThepurityofttlLeteStSubstancewas99．6％．ThissubstancecontainedO．13％2，5Aichlorotoluene，0．07％2，4－dichlorotoluene，0．05％2′3－  
dichlorotoJuene，0．01％3，4－dichlorotoJueneandO．01％3，5－dichlorotolueneasimpurities．  
AF2二2L（2－Furyl）．3一（5－nitro－2－hlryl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA：9－Aminoacridine，2AA：2LAminoanthracene  
■：GrowthinhibitioTIWaSObserved．NT：Nottested  
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2，6－ジクロロトルエン  

恥ble2 Mutagenicityof2，6－dichlorotolueneinbacteria（II）  

Witb（＋）or  

without（－）  dose  Base－pairsubstitutiontype  恥meshi允tⅥ鱒  

S9mix  レg／plate）  TAl00  TA1535  WP2u可   m98  TA1537   

0   125 137 125  12 10  17  16  19  Z‡  14 16 16  10 11  6  
（129士 6．9）   （13士，3．6）   （i9土3．5）   （15±1．2）   （ 9士 2．6）  

234   NT   161613  NT   NT   NT  

（15±1．7）  

4．69   142 126 111  10  15  12  23  19  16  21  26  21  9   4   6  

（126土1説5）   （12士 2．5）   （19士 3．5）   仁為士 2，9）   （ 6土 2．5）  

bj8   115 129 123  6  13  10  15  18  18  22  22  20  4   4   9  

（122主 7．0）   （10士 3．5）   （17士 イ 21士1．2）   （ 6士 2．9）  

s9血玩 1乱白   120 125 126  15 11 12  20  17 ‘20  10  17 ’13  8  3  6   
（⊥）  （124士 3．2）   （．13土 2．1）   （19車1．7）   （■13士3．5）   （ 6士 2．5）  

3ア．5   137 二119 109  14  12  11＝  15  20 14J  12 17 12  7   4   5  
（′1勿士14尋）   （∴12±1：5） （∴1I6±∴3‥2） （ （∴与キI，5）  

75．0   119 139  g2  6 ・10  18  11 ∴20 ∴ご12  ＝24∴；23， 18  8■  4∵∴8●  

（117±23．6）   （11土 6．1）   （∴＝畢4手 （宰2キ皐観   （∴7土早戸き）  

1三治  119● 121● 117●   8＊ 11● 11事  18■ご9◆・∵甘㌢  19＊ 12■ 19†  ′ 3■  4† 4■  

（119士 2．0）   （10士1．7）   （ね （17キ碩 ≠1   （‥ 筆幸 

0   127 129 125  20．12 13  30 26  26  37 31 33  17 1写18  

（1 （15士 4．4）   （写7辛2・j）   （∴」3・iJ） （1占 

9．38   NT   12 22 9  

（14土6二8）   

1寧・8 139 138 136  15  11  9  22  25  20  32 38∴ 36∴  ゞ∴13∴13・19  
（1お士1．5）   （12± 3．1）   （二∴お土2ぷ （3哀ヒ ま・1） （i5士 3．5）  

37．5  122122，122  寝 17 13  ・19寓  

イⅠ22土 0．0）   （14士 2二6）   （∴‘蕗塞」痛）：   （し27±二F白．3）   （■16士 2．0）  

S9Ihk  7   121 

ト）  （13¢≠．思ぃ   （10士 与P）   （21±、思町 （129土4胡   （亡16± 2．6）  

150   129 132 ＝125・   16   7  18  27 21：ご16∴  j3∈；．‥一25、 23  ’11 †11 16  

（129≠ （14士 5・9）   （芦1キ・5・5）   （∴鱒≠6．4）   （13≒2・9）  

3餅）   138 1吟 140  10●  6■ 11モ†  15事13靡 11†．  23●18声い24◆  ，19＊・ 8◆ 19●  

（ （ しl芦車軍側   （．22± 3．2）   （15キ6・4）  

600   121◆ 110■ 1（X）●  6●  0■  伊  1㌢21●・‥116†二  ．20■ 18■26事  5攣  0† 0●  

（押隠1？戯  1【㌢．1＝（2±3・5）   （上根妻ふヰき）   しま21 （2幸ニ 

Positiv寧・こi  Ch叩k衰   AF2  A   東軍   
．   ニフ、∴タ鮮  

印画卿l  1   P・5   0．1   

甲lon海憮ざ こく・一県シ’．   ●一    l   （＼享P5土14．6）   （二：軸9土隼7）   S9品主立   

Positiv？  2AA   2AA   2AA   2AA   襖む  

control  1 10   ・5   

S9m卓Ⅹ  
Numbrof  1211＿IO17：∴‥ごさ1軍，  こ：ご～鱒 3■16 323  1612．17841卵3  531 4Z2 444  279 259 ZB   

＋）   

COloni簡便整   律孝吏率やざ   （由8士お．p）   （1763キ埋・7）   し4由≠申や）   （おね衰．1）   

・l l ・・ l．・－．●■■●■ 、 l．・● ．・ll ・■  l ●ll・・ll●． 一 ■ lll・－ ＝ ●l   
dichl融to［tl由e，0，bl％3：4－dichlorぬ1ueneandr6．0Ⅰ％3，5idichlorotolueneasimpurities．  
岬要事2－（2－Fq画）：3†（5Tnitw2－furyl）acryl？qide，SA；Sodiumazi鴎9AA：9－Aminoacridine，2AA：2「Aminoanthracene  
’r：Grdむthihhibitionwa畠dbserved．NT：Nbtte5ted  
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2，6－ジクロロトルエンのチャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる  

染色体異常試験  

hV7tzt）ChromosomalAberrationTもstof2，6－Dichlorotoluene  

inCulturedChineseHamsterCells  

3．培養条件   

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5mLを入れた  

ディッシュ（雀6cm，Corning）に播き，370CのCO2イン  

キュベータ ー（5％CO2）内で培養した．連続処理では，  

細胞播種3日目に新鮮培地に交換後，被験物質を加え，  

24および48時間処理した．また，短時間処理では，細  

胞播種3日目にS9mix非存在下および存在下で6時間処  

理し，処理終了後新鮮卑培養液でさらに18時間培養し  

た．  

4．S9   

S9（キッコーマン㈱）は，フェノバルビタールと5，6ベ  

ンゾフラボンを投与した雄Sprague－Dawley系ラットの  

肝臓から調製したものを購入した．添加量は培地に対し  

て5vol％とした．  

5．被験物質   

2，6一ジクロロトルエン（ロット番号：50820，（出日本化  

学工業協会（東京））は，透明液体で，水に対しては不溶，  

アセトンおよびDMSOに可溶で，融点－1．90C，沸点  

75．60C，蒸気圧53．32Pa以下の物質で，純度99．6％（不  

純物として，2，5一ジクロロトルエン（0．13％），2，4－ジタロ  

ロトルエン（0．07％），2，3－ジタロロトルエン（0．05％），  

3，4－ジタロロトルエン（0．01％），3，5一ジクロロトルエン  

（0．01％）等を含む）で，常温常圧において1年間安定の物  

質で，室温で遮光保存した．  

6．被験物質の調製   

被験物質は用時調製して試験に用いた．溶媒はDMSO  

（ロット番号：APH4165，和光純薬工業㈱，およびロッ  

ト番号：12HO658，SigmaChemicalCo．）を用いた．原体  

を溶媒に溶解して原液を調製し，ついで原液を溶媒で順  

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，すべての試験において培養液の0．5  

vol％になるように加えた．  

7．細胞増殖抑制試験   

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，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．被  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，単層培  

養細胞密度計（Monoce11aterTM，オリンパス光学工業㈱）  

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増殖の比をもって指標とした．   

その結果，連続処理における50％の増殖抑制濃度を  

要約  

2，6－ジクロロトルエンの培養細胞に及ぼす細胞遺伝学  

的影響について，チャイニーズ・ハムスター培養細胞  

（CHL／IU）を用いて染色体異常試験を実施した．   

連続処理（48時間）においては，50％を明らかに越え  

る増殖抑制濃度，すなわち0．009mg／mLの濃度を最高処  

理濃度とした．また，短時間処理（6時間）のS9mix非存  

在下およびS9mix存在下における短時間処理では，そ  

れぞれ50％を明らかに越える増殖抑制濃度である0．033  

mg／mLおよび0．096mg／mLを最高処理濃度とした．す  

べての処理系列において最高処理濃度の1／2および1／4  

を中濃度および低濃度として設定した．連続処理では，  

24時間および48時間処理後，短時間処理ではS9mix非  

存在下および存在下で6時間処理し，新鮮培地で更に18  

時間培養後，標本を作製し，検鏡することにより染色体  

異常誘発性を検討した．   

すべての処理系列において，処理した最高濃度は細胞  

毒性のために観察できなかったため，染色体分析が可能  

な最高濃度は，24時間および48時間連続処理では0．035  

mg／mL，S9mix非存在下および存在下での短時間処理  

では0．017mg／mLおよび0．048mg／mLで，これらの濃  

度を高濃度群として2濃度群を観察対象とした．   

CHL／IU細胞を24時間連続処理した群では，いずれの  

処理群においても，染色体の構造異常および倍数性細胞  

の誘発作用は認められなかった．短時間処理では，S9  

mix存在下および非存在下で6時間処理したいずれの処  

理群においても，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．   

以上の結果より，本試験条件下で2，6－ジタロロトルエ  

ンは，染色体異常を誘発しない（陰性）と結論した．  

方法   

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から人手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在12代）したチャイニーズ・ハ  

ムスター由来のCHL／IU細胞を，．解凍後継代10代以内  

で試験に用いた．  

2．培養液の調製   

培養には，牛胎児血清（FCS，JRHI∋IOSCIENCES）を  

10vol％添加したイーグルMEM（日水製薬㈱）培養液を  

用いた．  
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2，6－ジクロロトルエン  

についての分析結果は，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，・各群の値を記  

録用紙に記入した．   

染色体異常を有する細胞の払現傾度について，溶媒対  

照群と被験物質処理群および陽性対照群間でフィッ  

シャーの直接確率法2）により，有意羞検定を実施した  

（p＜0．01）．被験物質の染色体異常誘発についての最終  

判定は，石館ら3）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％以上を陽性としたこ ただし，疑陽性の結果  

が得られた場合には≠染色体異常試験もしくは小核試験  

により，再現性ノ用量依存性等を検討し最終判定を行う  

こ・と′と・した．  

l
 
 

（
1
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1
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8
ち
ボ
）
エ
号
2
空
1
0
0
 
 

0．00 0．02 0．04 0．06 0．08 0．10 0．12  

Concentration（rng／mL）  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
2，6－dichlorotoluene  

結果および考察 

連続処理による染色体分析の結果をTable・1■′に示した．  

2厭ジグ宙ロトリレエ訪を加えて朗一時間および48時間連続  

処理した群¢毅高濃度群は，どちらの系でも瀾胞専任の  

ために十分な細胞数が観察できなかったが，観察可能で  

あったいずれの処理群においても，染色体の構造異常お  

よび倍数牲細胞の誘発作用は認められなかった．   

短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．2，6－ジクロロトルエンを加え，S9mix非存在下また  

は存在下で6時間処理した群の最高濃度群は，どちらの  

系でも細胞毒性のために十分な細胞数が観察できなかっ  

たが，S9mix非存在下または存在下それぞれで0．017  

mg／mLおよび0．048mg／mLからの各2群ではいずれも，  

染色体の構造異常および倍数性細胞の誘発作用は認めら  

れなかった．   

従？て，Z，6－ジクロロトルエンは，上記の試験条件下  

で，試験管内のCHL／iU細胞に染色体異常を誘発しない  

と結論した．  

明らかに超える濃度（約60％の増殖抑制濃度）を，60％  

増殖抑制浪皮をはさむ2濃度より算出したところ，0．009  

mg／mLであった．また，短時間処理のS9miⅩ非存在下  

および存在下では，それぞれ0．033mg／mLおよび0．096  

mg／mLであった（Fig．1）．   

8．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  

る被験物質の高濃度群を，連続処理では0．009mg／mL，  

短時間処理のS9mix非存在下および存在下では，それ  

ぞれ0．033mg／mLおよび0．096mg／mLとし，それぞれ  

高濃度群の1／2の濃度を申渡度，1／4の濃度を低濃度と  

した．陽性対照物質として用いたマイトマイシンC（MC，  

協和醗酵工業㈱）およびシクロホスファミド（CPA，  

SigmaChemicalCo．）は，局方注射用水（㈱大塚製薬工  

場）に溶解して調製した．それぞれ染色体異常を誘発す  

ることが知られている濃度を適用した．  

9∴染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約  

0．1／喀／mLになるように培養液に加えた．染色体標本の  

作製は骨法に従って行った．スライド標本は各ディッ  

シュにつき6改作製した．作製した標本を3vol％ギムザ  

溶液で染色した．  

10．染色体分析   

作鱒したスライド標本のうち，1つのディッシュから  

得られた異なるスライドを，4名の観察者がそれぞれ処  

琴条件が分からないようにコード化した状態で分新し  

た．染色体の分析は，日本環境変異原学貪・哺乳動物試  

験研究会（MMS）1）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Tj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群8（犯個の分裂中期細胞を分析した．  

11．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  
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chromosomeexchange（dicentricandfing），f：acentricfragment（thromatidtype），mul：multipleaberrations，TAG：totalno・Ofcellswith  
aberrations，TA：totalno．ofcelIswithaberrationsexceptgap，SA：struCturalaberration，NA：numericalaberration，  
CPA：cyclophosphamide，Tox：toxic．  
1）DimethylsulfoⅩidewasusedassoIvent．2）MorethannineaberrationsinacellwerescoredaslO．3）Others，SuChasattenuationand  
preznaturechromosomecondensatiorL，WereeXCludedfromtheno．ofstruCturalaberrations．4）Eighthundredcellswereanalysedineach  
group．5）Judgement．wasdoneonthebasisofthecriteriaofIshidateeta）・（1987）・6）Twocellswereanalysed・7）Onecellwasanalysed・  
．：Signi重cantlydifferenttromthesoIventcontrolatp＜0．05．．＊：Puritywas99．6％，2，5－dichlorotoluene（0．13％），2，4－dichlorotoluene（0・07  
％），2，3－dichlorotoluene（0．05％），3，4－dichlorotoluene（0．01％）2uld3，5－dichlorotoluene（0．01％）werecontainedasimpurities．  

289  

216   




