
4，4しビフェニルジオールの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutation7bstof4，4しBiphenyldiolinBacter由一  

AF2，9AAおよび2AAはDMSOに，SAは超純水に溶  

解したものを一200cで凍結保存し，解凍後，速やかに試  

験に用いた．一  

3．検定菌   

試験には，Sbh770ne〟∂tyPh血uLiumTAlOO，TA1535，  

m98，m1537および助cムe∫元ム由co〟WP2日vdを用い  

た．   

5．〔γpム血uJイuJ刀の4菌株は1997年8月7日に，g．COノノ  

WP2u〝A株は1997年4月9日に日本バイオアツセイ研  

究センターの松島泰次郎博士から分与された．   

検定菌は一800C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（rf∂），アンピシリン耐性因子  

pKMlOl（プラスミド）の有無および陰性対照と陽性対照  

の復帰変異コロニー数について調べ，特性が維持されて  

いることを確認した．   

試験に際して，ニェートリエントブロスNo．2（0ⅩOid）  

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．  

要約   

4，4■－ビフェニルジオール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，5∂ノmo点e〃afyp雨用ur血mTAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371）およびEschertchIacoliWP2  

uv〃12）の5菌株を用いた．WP2川〝A以外の検定菌では  

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TAlOOについては78．1～2500FLg／plate，それ以外の  

検定菌については156～5000FLg／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の用量におい  

ても，陰性対照値の2倍以上とな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4，4■－ビフェニルジオールは，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．  

方法   

1．被験物質   

4，4－－ビフェニルジオールは，白色結晶である．用い  

た被験物質は，ロット番号：020411，純度：99．96％，製  

造：本州化学工業（和歌山）であり，本州化学生業から供  
与された．被験物質は，使用時まで密閉，遮光して室温  

で保管した．本ロットは，実験期間中安定であったこと  

が被験物質提供者により確認されている．   

4，4しビフェニルジオールは，ジメチルスルホキシド  

（DMSO，ロット番号：WAJ4459，ノ和光純薬工業）に溶解  

して最高用量の調製液を調製した後，同溶媒で所定の濃  

度に希釈して速やかに試験に用いた．調製時に，発熱，  

発泡および変色は認められなかった．  

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．   

各検定菌に用いた陽性対照物質は，当研究所で十分な  

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中に示一した．   

2－（2－フリルト3－（5一ニトロー2－フリル）アクリルアミド  

（AF2，和光純薬工業）   

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，SigmaChem．）   

2－アミノアントラセン（2AA，和光純薬工業）  

4．培地およぴS9mjxの組成  

1）合成培地   

培地は，檀東製薬工業製の最少グルコース寒天培地を  

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・七水和物  0．2g  

2g  

10 g 

l．92g  

O．66g   

20 g 

15g  

クエン酸・一水和物  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸一アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

大洋寒天（清水食品）  

径90mmのシャーレ1枚あたり30mLを流して固めた  

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）を容量比10：1  

の割合で混合した．  

（A）パクトアガー（Difco）  

塩化ナトリウム  

0．6w／v％  

0．5w／v％  
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復帰変異試験  

質は本試験系において変異原性を有するもの（陽性）と判  （B）S∂Jm00e地上）p加m血um用  

L－ヒスチジン   

D－ビオチン  

定することとした．  0．5mmol／L  

O．5mmol／L  

（C）上達cムeJイcJ血co〟用  

レトリプトファン  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  お〝mOl  

グルコースイーリン酸  5〃mOI  

NAD里  4／‘mOI  

NADPH  4／∠mOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100〃mOl   

＊：7適齢のSprague－Dawiey系雄ラットをフェノバル  

ビタール（PB）および5，6－ベンゾフラボン（BF）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こ 試験方法   

プレインキュベーション法3）により，S9mix無添加条  

件およびS9mix添加条件で試験を行った．   

小試験管中に，被験物質調製液0．1mL，S9miⅩ無添  

加条件では0．1mol／Lナトリウムーリン酸緩衝液（pH  

7．4）0．5mL，S9miⅩ添加条件ではS9miⅩ0．5mL，検定  

菌液0．1mLを混合し，370Cで20分間プレインキュベー  

ションしたのち，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，  

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てそれぞれ陰性対照および陽性対照  

と．した．同時に実施した他試験については，陰性および  

陽性対照の結果を共通とした．   

培養は370c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  

対照では3枚ずつ，各用量については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．  

陰性および陽性対照の復帰変異コロニー数の平均値を，  

それぞれ陰性対照償および陽性対照値とした．   

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  

mix無添加条件ある｝、昼S9miⅩ添加条件において，被験  

物質を含有する平板上における復帰変異コロニー数の平  

均値が，陰性対照値の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  

結果及詐考察  

50．0～5000iLg／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，TAlOOのS9mix無添  

加および添加条件では1500FLg／plate以上の用量で，  

TA1535，TA98およびTA1537のS9mix無添加および添  

加条件では5000FLg／plateの用量で生育阻害が認められ  

た．WP2川〝Aについては生育阻害は認められなかった．  

また，被験物質に由来する沈澱は，S9mix無添加条件  

では1500fLg／plate以上の用量で，S9mix添加条件では  

5000FLg／plateの用量で認められた．   

したがって，最高用量を，TAlOOでは2500fLg／plate，  

それ以外の検定菌では5000FLg／plateとして，公比2で6  

用量を設定して2回の本試験を実施した（Tablel，2）．そ  

の結果，TAlOOのS9miⅩ無添加および添加条件では  

1250iLg／plate以上の用量で，TA1535，TA98および  

TA1537のS9mix無添加および添加条件では2500  

FLg／plate以上の用量で生育阻害が認ゆられた．WP2  

uけAについては生育阻害は認められなかった，復帰変  

異コロニー数は，いずれの検定菌においても，陰性対照  

億の2倍以上となる増加は認められなかった．   

以上の結果に基づき，4，4t－ビフェニルジオールは，  

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4，4しビフェニルジオールは，当研究所で本試験  

と並行して実施したチャイニーズ・ハムスター培養細胞  

を用いる染色体異常試琴では構造異常および倍数性とも  

に陽性の結果が得られている4）．また，関連物質である  

4，4T－diaminodiphenylについては，復帰変異試験で陽性  

の結果が報告されている5）．Biphenylについては復帰変  

異試験では陰性，染色体異常試験ではマウスS9を用い  

た代謝活性化法において陽性の結果が報告されている  

6‾8）．cFPhenylphenolについては復帰変異試験，染色体  

異常試験ともに陰性の結果か報告されている9）．  

2，5－Dihydroxybiphenylについては染色体異常試験で陰  

性の結果が報告されている10）．Phenolについては復帰  

変異試験では陰性，A〟血mc印aを用いた染色体異常試  

験では陰性の結果が報告されている11・12）  
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復帰変異試験  

TablelMutagenicityof4，4．Lbiphenyldiolinbacteria（Ⅰ）  

With（＋）or  Numberofreverta山S（nurnberofcolonies／plate，Mean士S力．）  

without（－）   dose  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype   

S9mix   レg／plate）   TAl00   TA1535   WP2uvrA   m   TA1537   

0   153 139 133  10  10   8  18  22  24  22  28  26  7   5   8  

（142 士10）   （9 ± 1）   （21± 3）   （25 ± 3）   （7 ± 2）  

78．1   152176137  NT   NT   NT   NT  

（155士20）  

156   137 144 142  11  7   9  24  21  26  24  22  24  9 10   6  

（141士 4）   （9 ± 2）   （別 士 3）   （お 士 1）   （＆士 2）  

313   142 136 124  3   8   8  21  22  16  24  27  28  9   8   8 

S9mi王  （134 士 9）   （6 士 3）   （20‾± 3）   （26 士 2）   （8 士 1）  

625   123 121 132  7   6   6  29 18  21  22  24  27  4   4   6  

（125 士 6）   （6 ± 1）   （23 士 6）   （24 士 3）   （5 士 1）  

12王氾   72＊  76■ 101●  3   6   7  19  16  18  26  17  22  7   6   8  
（83 士16）   （5 土 2）   （18 ± 2）   （22 土 （7 ± 1）  

25（旧†   0●  0■  0●  0●  0■  0■  7   9  14  0★  0●  0■  2■  3■  3■  

（0 士 0）   （0 士 0）   （10 士 4）   （0 士 0）   （3 土 1）  

5（X沿†   NT   0■  0◆  0■  9   5  12  0＊  0●  0■  0★）0■  0＊  

（0 士 0）   （9 士 4）   （0 士 （ 0士0）   

0   171 161 147  ‘6  14  10  35  30  36  42  41  36  12 16  15  
（160 ±12）   （10 士 4）   （34 土 3）   （40 ± 3）   （14 士 2）  

78．1   148171161  NT   NT   NT   NT  

（160±12）  

156   181 185 191  8   9  11  32  30  23  57  35  39  12   7  16  

（186 士 5）   （9 ± 2）   （28 士 5）   （44 ±12）   （12．± 5）  

313   159 166 162  8   4   7  27  28  23  40 42  40  10   7  11  

S9 mix （162 ± 4）   （6 士 2）   （26 ± 3）   （41士 1）   （9 ± 2）  

（十）  625   133 126 127  10   7   6  20  15  22  46  44  42  11  8   8  

（129 ± 4）   （8 土 2）   （19 ± 4）   （44 士 2）   （9 ± 2）  

1250   123■ 117■ 129★  4   3   4  13  25  13  29  35  29  9   9   7  
（123 ± 6）   （4 ± 1）   （17 ± 7）   （31± 3）   （8 士 1）  

25（氾†   10＊  6■  22■  2■  2■  3事  6   8  11  2＊  3■  7●  5■ 1＊ 1■  

（13 士 8）   （2 ± 1）   （8 ± 3）   （4 ± 3）   （2 ± 2）  

5㈱†   NT   0♯  0＊  0■  9   8   2  0＊  0■  0♯  0■  0●  0●  

（0 ± 0）   （6 士 4）   （0 ± 0）   （0 土 0）   

Positive  Chemical   AF2】）   SA山   AF2   AF2   9A〟－  

cdntrol  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix  Numberof  574 619  613  646 625 610  165 1鋸 184  336 374 431  2別＋2別 231   
（ COIonies／plate   （602 ± 24）   （627 士18）   （178 士12）   （380 土 亜）   （226 士 4）   

Positive  Chemical   2AAd〉   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix  Numbefdf  817 802 845  357 311 346  866 763 760  485 胡3 3鋸  261 266 276   
（＋）   colonies／plate   （821士 22）   （338 土 24）   （796 土 60）   （441土 46）   （268 士 8）   

Thepurityofthetestsubstancewas99．96wt％．  
Negativecontrol；Dimethylsulfoxide  
a）2－（2－Furyl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylamide，b）Sodiumazide，C）9－Aminoacridine，d）2－Aminoanthracene  
†；Precipitatewasobservedonthesurfaceofagarplates，  
■；Growthinhibitionwa台Observed．  
NT；Nottested  
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4，4しビフェニルジオール  

Table2 Mutagenicityof4，4しbiphenyldiolinbacteria（ⅠⅠ）  

Witb（十）or  
Numt）erOfrevertants（numberofcolonies／plate，Mean士SD．）  

without（・－）  dose  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   （〃g／plate）  TAl（X）   TA1535   Wア2u血   TA98   TA1537   

0   121 1（拍 128  6   8  11  39  37  46  19  29  21  15  10 11  
（118 ±12）   （8 ± 3）   （41± 5）   （23 ± 5）   （12 ± 3）  

78．1   120110105  NT   NT   NT   NT  

（112士8）  

156   103 127 113  10  10   8  38  46  48  25  26  29  8   8   6  

（114 士12）   （9 士 1）   （44 士 5）   （27 士 2）   （7 ± 1）  

313   1ひ1 1∝）108  9  12   7  36  36  46  29  24  20  8  5  ユ0  

S9 mlx （1掴 ± 4）   （9 ± 3）   （39▼‾± 6）   （別 士 5）   （8 士 3）  

625   63  74  98  10   2   6  43  41  46  18  28  16  7  11 10  

（78 ±18）   （6 ± 4）   （43 士 3）   （21士 6）   （9 土 2）  

1250   37■ 37＊ 62■  3   2   8  32  38  32  22  24  25  5   6   7  
（45 士14）   （4 ± 3）   （34 士 3）   （24 士 2）   （6 士 1）  

2500†   0■  0■  0■  0■  0■  0■  34  34  30  3＊  2◆  2＊  1■  2■  1■  

（0 士 0）   （0 ± 0）   （33 士 2）   （2 ± 1）   （1土 1）  

洲†   NT   0■  0事  0＊  30  23  33   0■  0＊  0■  0★  0＊  0＊  

（0 ± 0）   （29 ± 5）   （0 ± 0）   （ 0± 0）   

0   134 120 130  5  11  8  50  45  43  36  43  40  13  13  14  

（128 士 7）   （8 ± 3）   （46 ± 4）   （40 ± 4）   （13 ± 1）  

78．1   168162164  NT   NT   NT   NT  

（165士3）  

156   1封 179 147  14  10  10  43  41  43  50  43  48  16  12   8  
（160 士17）   （11士 2）   （42 士 1）   （47 ± 4）   （12 士 4）  

313   149 164 140  13   8   9  44  43  45  43  35  34  13   9  13  

S9mix  （151±12）   （10 ± 3）   （崩 ± 1）   （37 ± 5）   （12 ± 2）  

（＋）  625   1鵬 123 130  10   4  13  32  37  39  34  42  30  10  13  10  
（119 ±13）   （9 ± 5）   （36 ± 4）   （35 ± 6）   （11士 2）  

12説）   83■ 99■ 110■  6   6   5  35  33  31  27  28  40  6  11   7  
（97 ±14）   （6 士 1）   （33 ± 2）   （32 ± 7）   （11± 6）  

2500†  象 3事 3ヰ ミⅠ＊  2＊  2■  1＊  36  29  22  7■  9＊  9★  2★ 1＊  3◆  

（2 士 1）   （2 ± 1）   （29 ± 7）   （8 ± 1）   （2 ± 1）  
l  

帥†   NT  0＊ 0＊ 0◆  31 30  27  ・0＊  0●  0＊  0■  0■  0■  

（0 ± 0）   （29 ± 2）   （0 士 0）   （0 ± 0）   

Positive  Chemic如   AF2－）   SAb）   AF2   AF2   9AA⊂）  

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

S9mix  Numberof  4き5 4（泊 403  602 6（旧 説）1  159 170  200  403 397 466  224 298  416   

colonies／plate   （431± 47）   （601士 1）   （176 士 21）   （422 土 38）   （313 ± 97）   

Positive  Chemical   2AAd）   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix  Numberof  755 755 801  367 319 348  822  712  796  441 444  418  251 234 273   

（   colonies／plate   （770 土 27）   （封5 ± 24）   （777 ± 57）   （4封 ±14）   （253 士 20）   

Thepurityofthetestsubstancewas99．96wt％．  
Negativeconlヒrol；Dimethylsulfoxide  
a）2一（2－Furyl）一3－（5mitro－2－furyl）acrylamide，b）SodiumaZide，C）9－Aminoacridine，d）2－Aminoanthracene  
†；Precipitatewasobservedonthesurfaceofagarplates．  
■；Growthinhibitionwasobserved．  
NT：Nottesti享d  
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4，4しビフェニルジオールのチャイニ∵ズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験  

hⅥtmChromosomalAberrationTもstof4，4’，Biphenyldiol  

inCulturedChineseHamsterCells  

（370c，5％CO2）内で培養した．   

2．S9mix   

S9（キッコーマン）は，フユノパルビタールと5，6－ベ  

ンゾフラボンを投与した雄SpragueLDawley系ラットの  

肝臓から調製したものを購入した．S9mixは使用時に  

調製し，処理培地に10vol％添加し，各成分の最終濃度  

はS95vol％，グルコースー6－リン酸（SigmaChemical）  

P．83mmol／L，β一ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ  

ドリン酸（オリエンタル酵母工業）0．67mmol／L，MgCl2  

0．83mmol／L，KC15．5mmdl／L，HEPES緩衝液（pH  

7．2）0．67mmol／Lとした．  

3．被験物質   

被験物質である4，4しビフェニルジオール［ロット番  

号：02鋸11，純度：99．96％，本州化学工業（和歌山）］は白  

色結晶であり，本州化学工業から提供された後，密閉し，  

遮光下で室温保管した．また，被験物質は実験期間中安  

定であったことが，被験物質提供者において確認され  

た．  

4．被験物質の調製   

被験物質は用時調製して試験に用いた．溶媒はジメチ  

ルスルホキシド（DMSO，和光純薬工業）を用いて原液を  

調製した（細胞増殖抑制試験では190mg／mL，染色体異  

常試験では48mg／mLおよび190mg／mL）．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1vol％になるように加えた．なお，被験物質を溶  

媒に溶解させた際，発熱，発泡，変色などの変化はな  

かった．  

5．培養条件   

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5mLを入れたガラ  
スディッシュ（直径6cm）に播き，CO2インキエペ一夕ー  

内で3日間培養した．その後，連続処理では，新鮮培地  

と交換後，被験物質を加え，24時間処理した．また，  

短時間処理では，血清入りの培地によりS9mix非存在  

下および存在下で6時間処理し，リン酸緩衝塩類溶液で  

洗浄，新鮮な培養液でさらに18時間培養した．   

6．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およぼす影響を調べた．   

要約  

4，4t－ビフェニルジオールのチャイニーズ・ハムスター  

肺由来細胞（CHL／IU細胞）を用いる染色体異常試験を実  

施した．   

S9mix非存在下および存在下で短時間処理（6時間処  

理後18時間の回復時間）した場合，増殖率がやや低下し  

たが，50％を越える増殖抑制作用は認められなかった．  

24時間連続処理（S9mix非存在下）では，濃度に依存し  

て増殖率が低下し，50％の増殖抑制濃度は0．046  

mg／mLと推定された．   

これらの結果に基づき，S9mix非存在下および存在  

下の短時間処理ともに1．9mg／mL（10mmol／L）の濃度を  

最高処理濃度とし，5段階の濃度群（0．12～1．9mg／mL，  

公比2）を設定し，染色体異常試験を実施した．しかし  

ながら，すべての処理系列で分裂指数が低く，分析可能  

な3濃度群が得られなかったことから，0．48mg／mLの  

濃度を最高処理濃度とし，6段階の濃度群（0．015～0．48  

mg／mL，公比2）を再設定し，染色体異常試験を実施し  

た．   

細胞増殖率および分裂指数より，S9mix非存在下お  

よび存在下ともに0．030，0．000，0．12mg／mLについて染  

色体分析を行った．その結果，S9mix非存在下で短時  

間処理したすべての処理群において，染色体の構造異常  

を有する細胞（9．0～15．0％）の統計学的な有意差が認め  

られた．また，中濃度群および高濃度群では倍数性細胞 

（6．0％および2．3％）の統計学的な有意差が認められた．  

S9mix存在下で短時間処理した場合においても，中濃  

度群および高濃度群で構造異常を有する細胞（11．0％お  

よび16．0％）および倍数性細胞（1．4％および1．0％）の統  

計学的な有意差が認められた．   

以上の結果より，4，4しビフェニルジオールは，本試  

験条件下でCHL／IU細胞に染色体異常を誘発する（陽性）  

と結論した．  

方法   

1．細胞   

CHL／IU卵胞はチャイニーズ・ハムスター，肺由来で，  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在23代）した．試験には，解凍  

後継代10代以内で試験に用いた．仔牛血清（CS，  

CanseraInte，national）を10vol％添加したイー 

MEM（日水製薬）培養液を用い，CO2インキュベーター  
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4，4しビフェニルジオール   

いずれの処理条件においても，1．9mg／mL（10  

mmol／L）を最高処理濃度とし，0．015～1．9mg／mLの濃  

度範囲（公比2，8濃度）で処理を行った．なお，処理開  

始時および処理終了時ともに0．24mg／mL以上の濃度で  

肉眼観察により沈殿が認められた．   

培養終了後，10vol％ホルマリン溶液で細胞を固定し，  

0．1％クリスタルバイオレット液で染色した．単層培養  

細胞密度計（Monoce11aterTM，オリンパス光学工業）を用  

い，溶媒を添加した溶媒対照群と比較した各処理群の相  

対増殖率を計測した．細胞増殖抑制試験では，各用量2  

枚のディッシュを用いた．処理系列は溶媒対照詳と被験  

物質処理群とした．   

その結果，S9mix非存在下および存在下で短時間処  

理した場合には，1．9mg／mL（10mmol／L）においても50  

％を越える増殖抑制作用は認められなかった（Fig．1）．  

24時間連続処理した場合，50％の増殖抑制濃度は0．046  

mg／mLと推定された（Fig．1）．   

7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，S9mix非存在下およ  

び存在下の短時間処理群では1．9mg／mL（10mmol／L）を  

最高処理濃度とし，公比2で5濃度（0．12，0．24，0．48，  

0．95，1．9mg／mL）設定した．しかしながら，分裂指数  

が低く，分析可能な3濃度群が得られなかったことから，  

0．48mg／ml．を最高処理濃度とし，公比2で6濃度（0．015，  

0．030，0．000，0．12，0．24，0，48mg／mL）を再設定した．   

陽性対照群については，S9mix非存在下および存在  

下の短時間処理では，マイトマイシンC（MMC，協和醗  

酵工業）およびシクロホスファミド（CP，Sigma  

Chemical）溶液を日局注射用水（大塚製薬工場）で調製  

し，最終濃度がそれぞれ0．1FLg／mLおよび10jLg／mLと  

なるように添加した．   

染色体異常試験においては，各用量4枚ガディッシュ  

（陽性対照群では2枚）を用いた．陽性対照群以外では2  

枚のディッシュを用い染色体標本を作製し，別の2枚に  

ついては単層培養細胞密度計により細胞増殖を測定し   

た．処理系列は溶媒対照群，陽性対照群および被験物質   

処理群とした．  

8＿ 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0．1  

〃g／mLになるように培養液に加えた．染色体標本の作   

製は常法に従って行った．スライド標本は各ディッシュ   

につき6枚作製した．作製した標本は3vol％ギムザ溶液   

で染色した．  

9．染色体分析   

細胞増殖率と分裂指数を細胞毒性の指標として，20  

％以上の相対増殖率で，かつ2デイツ’シュともに0．5％   

以上の分裂指数を示した最も高い濃度を観察対象の最高   

濃度群とし，観察対象の3濃度群を決定した．その結果  

（Tablel，2），観察可能な最高濃度は，S9miⅩ非存在下   

および存在下の短時間処理ともに0．12mg／mLであった   

ことから，この濃度を高濃度群として3濃度群を観察対   

象とした．   

作製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  

理条件が分からないようにコード化した状態で分析し   

た．染色体の分析は，日本環境変異原学会・噂乳動物試  

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（染色体数が38本以上）の  

有無について観察した．また構造異常については1群  

2（氾個，倍数性細胞については1群800個の分裂中期細胞   

を分析した．  

10．判定   

染色体異常を有する細胞の出現頻度について，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，有意差検定を実施した（p＜0．01，  

片側）．また，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3）（p＜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行った．  

結果および考察  

4，4l－ビフェニルジオールは，S9mix非存在下で短時  

間処理した場合，濃度依存性は認められなかったが，す  

べての処理群において観察した細胞の9．0～15．0％で染  

色体の構造異常が認められ，いずれも統計学的に有意で  

あり，陽性の結果が得られた（Tablel）．また，中濃度  

群および高濃度群においては，倍数性細胞（6．0％および  

2．3％）が統計学的に有意に増加し，陽性の結果が得られ  

た（Tablel）．S9mix存在下で短時間処理した場合には，  

中濃度群および高濃度群で構造異常を有する細胞の統計  

学的に有意な増加（11．0％および16．0％）が認められ，陽  

性の結果が得られた（Table2）．また，倍数性細胞につ  
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★1二Precipitationwasobservedatthebeginningandtheendof  
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measurement．  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
4，4一－biphenyldiol  
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6）労働省労動基準局安全衛生部化学物質調査課監修：   

「労働安全衛生法有害性調査制度に基づく既存化学   

物質変異原性試験データ集」→日本化学物質安全・情  

報センター，東京（1996）ト29．  

7）祖父尼俊雄（監修）：「染色体異常試験データ集改定   

1998年版」エル・アイ・シー，東京（1999）p．77．  

8）上掲書；p．392．  

9）上掲書；p．186．  

いても，中濃度群および高濃度群（1．4％および1．0％）で  

統計学的に有意な増加が認められた（Table2）．倍数生  

細胞の出現率は低いものの，S9mix非存在下の短時間  

処理の結集も考慮して，陽性と判断した．   

以上のように，陽性の結果が得られたことから，D2。  

値4）を求めたところ，S9mix非存在下および存在下の短  

時間処理における構造異常に関するD2。値はそれぞれ  

0．33mg／mLおよび0．14mg／mLとなった．倍数性細胞に  

ついては，S9mix非存在下および存在下の短時間処理  

ではそれぞれ0．79mg／mLおよび2．3mg／mLとなった  

が，S9mix存在下の短時間処理に？いては，染色体分  

析を行った高濃度（0．12mg／mL）の10倍以上の濃度であ  

ることから対象外となった．   

陽性対照物質として用いたMMC一は，S9miⅩ非存在下  

で短時間処理した場合において染色体の構造異常を誘発  

し（Tablel），CPはS9mix存在下で短時間処理した場合  

において染色体の構造異常を誘発した（Table2）．これ  

らの陽性対照物質の結果より，本実験系の成立が確認さ  

れた．   

なお，4，4しビフェニルジオールについては，当研究  

所で実施した細菌を用いる復帰突然変異試験で陰性の結  

果が得られている5）．4，4しビフェニルジオールの2つの  

水酸基のないbiphenylについては復帰突然変異試験で陰  

性6），染色体異常試験ではマウスS9を用いた場合に陽  

性7）の結果が報告されている．また，biphenylに水酸基  

が1つ結合した針phenylphenolと水酸基が2つ結合した  

2，5－dihydroxybiphenylについては染色体異常試験で連  

続処理条件下では陰性の結果が得られているさ一9）．これ  

らのことから，biphenylに結合する水酸基の数や位置に  

よって染色体異常誘発作用が異なると考えられる．   

以上の結果より，4，4しビフェニルジオールは，本試  

験条件下でCHL／IU細胞に染色体異常を誘発すると結論  

した．  
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4，4しビフェニルジオール  

ThblelChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith4，4l－biphenyldiol（BPD）＊＊for6hr  
withoutS9mix  

． nnt2’’’Numtural 
S9 

。r。。。 。thers  

mlx 
（mg／mL） （hr） growth（％）analyzed  ce11s（％）  

（％）  gapctb ctecsbcseTnur）total   十gaP（％）－gap（％）  －gap POL  
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2（氾  0 0110 0 2 0  2（1．0） 2（1．0） 0（0．0）  

BPD  仇015  － 6一（18） 1（船  not observed 

BPD O．旧0   － 6一（18）  99  100  4 8 481110－72 0 20（20．0）19（19．0）1（0．3）  

100 13 31311049 0 12（12．0）11（11．0）1（0．3）  

200  51179 4 2 2012ユ 0 32（16．0）30＊（15．0） 2（03）  

BPD O．肺0  － 6一（18）  89  1（氾 14 43 0 0 0 48 0 14（14．0）14（14．0）28（7．0）  

1（カ  2 41810 0 25 0 12（ユ2．0）10（10．0）20（5．0）  

2（氾  3 8 61ユ 0 0 73 0 26（13．0）別■（12．0）48＊（6，0）  

BPD O．12  － 6－（18）  78  5．6，3．0 100  3 2110 0 016 0 8（8．0） 6（6，0） 9（2．3）  

1（カ  2 2 23 2 3 0 32 0 13（ユユ0）12（12．0） 9（2．3）  

200  5 4 34 2 3 0 48 0 21（10．5）18＊（9．0）18■（2．3）  

BPD O．24  － 6一（18）  78  0．2，0．O  notdbservedduetothesmallnuniberofmetaphases  

BPD O．48  － 6－（18）  80  0．0，0．2  notobservedduetothesmal1numberofmetaphases  

MMC O．1／増／mL － 6－（18）  100 31634110 55 0 35（35・0）封（34・0） 0（0・0）  

1（対 1321413 0 0 78 0 43（43．0）39（39．0） 0（0．0）  

2（氾 163775 410133 0 78（39．0）乃■（36．5） 0（0．0）  

Abbreviations；gap二Chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：  
chromosomeexchange（dicentricandring），mul：multipleaberrations，POL：polyploid，MMC：mitomycinC．  
1）DimethylsulfoxidewasusedassoIventandaddedattheleveloflvol％perdish．  
2）Cellconflu（∋nCyrepreSentingcytotosicity，WaSmeaSuredwithaMonoce11atetTM．  
3）Metaphasefrequencywascalculatedbycounting5COcellsineachdish．  
4）WhenthenしImberofaberrationsinacellwasmorethan9，theceuwasscoredashavinglOaberrations．  
5）Others，SuChasattenuatiorlandprematurechrom讐OmeCOndensation・WereeXCludedfromthenumberofstruCturalaberradons・  
6）Eighthund．redcellswereanalyzedineachgroup．事’  
7）Cochran－Armitage’strendtestwasdoneatp＜0．01（one－Side）．  
■：Signi鮎ant］tydifferentfromthenegativecontrolatp＜0・01（one－Side）eyFisher’sexactprobabilitytest・ ＝ 

：hlritywas99．96％．  
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染色体異常試験  

Tbble2 ChromosomeanalysisofChinesehamsterce11s（CHL／IU）treatedwith4，4しbiphenyldiol（BPD）榊for6hrwit7  
S9mix  

＿．  
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200  3 2352 5110鋸 2 32（16．0）32＊（16．0）8＊（1．0）  

BPD O．24  ＋ 6，（18） 107  0．4，0．4  notobservedduetothesma11numberofmetaphases  

BPD O．48  十 6－（18） 102  0．4，0．O  notobservedduetothesmallnumberofmetaphases  

CP lO／増／mL 十 6－（18）  100  7 2029 2 0 0 58 0 43（43．0）罰（鎚．0）1（0．3）  

100  516：狗 2 0 0 57 0 40（40．0）35（35．0） 0（0．0）  

200 123663 4 0 0115 0 83（41．5）73■（36．5）1（0．1）  

Abbreviations；gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak．  
cse：chromosomeexchange（dicentricandring），mul：multipleaberrations，POL：polypoid．CP：cycJophosphamide．  
1）DimethyIsulfoxidewasusedassoIventandaddedattheleveloflvol％perdish．  
2）Ce11con8uencyrepresentingcytotosicity，WaSmeaSuredwithaMoTLOCellaterTN．  
3）Metaphasefrequencywascalculatedbycounting500cellsineachdish．  
4）WhenthenumberofaberrationsinacellwasmorethaL19，thecellwasscoredashavinglOaberrations．  
5）Others・SuChasattenuationandprematurechroOSOmeCOndensation・WereeXCludedfromthenumberofstructuralaberrations・  
6）Eighthundredce11swereanalyzedineachgroup．  
7）CochranLAmitage’strendtestwasdoneatp＜0．01（one－Side）．  
◆：SignificantlydifFerentfromthenegativecontrolatp＜0．01（one－Side）byFisher’sexactprobabilitytest．  
頼：Puritywas99．96％．  
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4，4しメテレンジフェノールのラットを用いる28日間反復経口投与毒性試験   

Twenty－eight－dayRepeatedDoseOral1bxicity′托stof4，4しMethylenediphenolinRats  

要約  

4，4’一メナレンジフェノールは，特殊ポリカーボネー  

トや特殊エポキシ樹脂の原料として用いられている．そ  

の毒性については刺激性を有し；ラットにおける急性毒  

性試験の報告で雄ラットのLD5。は経口投与で4950  

mg／kgである1）．今軌4，4’一メチレンジフェノールの安  

全性確認のための資料を得ることを目的としてラットに  

おける28日間反復経口投与毒性試験（回復14日間）を，  

雌雄のSprague－Dawiey系ラットを用いて実施した．雌  

雄とも4群構成とし，1群には媒体である0．1％Tween80  

添加0．5％カルメロースナトリウム水溶液を，他の3群  

には被験物質を，それぞれ60，250および1000mg／kg  

の用量で28日間反復強制経口投与した．試験には雌鱒  

とも各群5匹ならびに回復試験用に対照群および1000  

mg／kg投与群各5匹を加えた計60匹の動物を使用した．   

死亡例はなく，投与期間中，1000mg／kg投与群の雌  

雄で投与初日に摂餌量の減少がみられ，雄の1000  

mg／kg投与群で体重増加抑制が投与第4日から15日まで  

認められた．一般状態では，1000mg／kg投与群の雌雄  

で投与後に腹臥位姿勢，うずくまり，自発運動の低下，  

歩行失調および開眼がみられた．これらの一般状態の異  

常は大多数の例では投与初日に認められ，投与第7日以  

＞ 降はみられなかった．また，詳細な臨床観察では，被験  

物質投与によると思われる変化は認められなかった．血  

液生化学検査では，雌雄の250mg／kg以上の投与群で  

総コレステロール濃度に有意な減少が認められ，雌では  

A／G比の低下とアルカリ性フォスファターゼ活性の上昇  

にも有意差が認められた．さらに，雌の1000mg／kg投  

与群ではγ－グルタミルトランスペプチダーゼ活性が有  

意に上昇し，トリグリセライド濃度の増加とアスパラギ  

ン蕨アミノトランスフエラーゼ活性の低下が認められ  

た．病理学検査では，肝臓の相対重量が250mg／kg以上  

の雌雄の投与群で増加しており，そのうち1000mg／kg  

投与琴の雌雄では小葉中心性の肝細胞肥大が認められ，  

また，雌では250mg／kg以上の投与群で副腎の相対重量  

が増加し，皮質に束状帯細胞のび慢性肥大が観察された．  

回復期聞終了時には，肝臓および副腎のこれらの変化は  

認められなかった．   

以上の結果，本試験条件下における4，4■一メテレンジ  

フユノールの無作用量は，雌雄とも60mg／kg／dayと考  

えられた．  

方法   

1．被験物質および投与検体の調製法   

被験物質は，本州化学工業（和歌山）より提供された  

4，4しメチレンジフェノール（ロット番号：930903，純度  

99．91％）を入手後，試験開始まで室温で保管し，使用し  

た、被験物質の安定性は，受領前および返却後（試験終  

了後）に提供元で被験物質の品質試験を実施することに  

より確認した．   

検体調製では，被験物質の各濃度を乳鉢で粉砕後，媒  

体を加えて所定濃度の懸濁液を調製した．媒体には，注  

射用水（光製薬）を溶媒として0．1％Tween80（和光製薬）  

添加0．5％に調製したカルメロースナトリウム（丸石製  

薬）水溶液を使用した．   

投与検体は，冷蔵条件下で8日間の安定性が確認され  

ているので1週間に1回の頻度で調製し，使用時まで冷  

蔵庫にて保管した．また，投与検体中に含まれる被験物  

質の含量および均一性は，秦野研究所において確認し  

た．   

2．使用動物あよび飼育方法   

試験には，4週齢で購入し，検疫と飼育環境への馴化  

を兼ねて8日間予備飼育した雌雄のSpragueLDawley系  

［Crj：CD（SD）IGS，SPF］ラット（日本チャールス・リバ  

ー）各30匹を使用、した．   

詳分けは，投与開始日前日の体重に基づいて体重別層  

化無作為抽出法により行った．各群の動物数は，雌雄と  

も対照群および高用量群を各10匹とし，低および中用  

量群を各5匹とした．   

動物は，温度21．0～25．ぴC，湿度40．0～75．0％，換気  

回数約15回／時および照明12時間（7時～19時点灯）に設  

定された飼育室内で，一金属製金網床ケージに1匹ずつ収  

容し，固型飼料（CE－2，日本クレア）と水道水（秦野有水  

道局給水）を自由に摂取させて飼育した． 

3．投与量の設定および投与方法   

本試験の投与量は，先に実施した予備試験の結果を基  

に決定した．即ち，4，4’－メチレンジフェノールを0，  

250，500および1000mg／kgの用量で雌動物に7日間反  

復経口投与した結果，250mg／kg以上の投与群で自発運  

動の低下が観察され，1000mg／kg投与群ではよろめき  

歩行および腹臥位姿勢も認められた．しかし，これらの  

症状は投与初日のみの変化か，あるいは投与の経過に伴  

い発現しなくなった．また，250mg／kg以上の投与群で  
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28日間反復投与毒性試験  

ナトリウムで麻酔し，腹部後大静脈から，血液学検査用  

としてクエン酸ナトリウムおよびEDTA－2Kを抗凝固剤  

として採血し，次いで，血液生化学検査用として抗凝固  
剤にヘパリンを用いて採血した．‾採血は，対照群，低，  

中および高用量群の順序で，1匹ずつ動物番号の若い方  

から選択して行った．  

6）血液学検査   

血液自動分析装置（CELLrDYN3500SL，ダイナポッ  

ト）を用いて，電気抵抗法により赤血球数，平均赤血球  

容積，血小板数を測定し，白血球数はフローサイトメト  

リー・ レーザー光散乱法／電気抵抗法で，白血球分類は  

フローサイトメトリー・レーザー光散乱法で，血色素量  

は吸光度法により測定し，これらを基にヘマトクリット  

値，平均赤血球血色素量および平均赤血球血色素濃度を  

算出した．また，全自動血液凝固測定装置（CA－1000，  

東亜医用電子）を用いて，プロトロンビン時間および活  

性部分トロンポプラスチン時間を光散乱検出法により測  

定した．  

7）血液生化学検査   

遠心方式生化学自動分析装置（COBASLMIRAplus，  

ロシュ・ダイアグノステックス）を用いて総蛋白濃度は  

ビウレット法で，アルブミン濃度はBCG法で，給コレ  

ステロール濃度はコレステロールオキシダーゼ・  

HDAOS法で，グルコース濃度はヘキソキナーゼ・  

G－6－PDH法で，尿素窒素濃度はウレアーゼ．GIDH法  

で，クレアチニン濃度はJaf托法で，アルカリ性フォス  

ファターゼ（ALP）活性はGSCC法で，アスパラギン酸ア  

ミノトランスフエラーゼ（AST）活性はIFCC法で，アラ  

ニンアミノトランスフエラーゼ（ALT）活性はIFCC法  

で，1「グルタミルトランスペプチダーゼ（γGTP）活性は  

IFCC法で，トリグリセライド濃度はGPO・HDAOS法  

（グリセリン消去法），で，総ビリルビン濃度はアゾビリ  

ルビン変法で，無機リン濃度はモリブデン酸直接法で，  

カルシウム濃度はOCPC法で測定し，A／G比を算出し  

た．また，全自動電解質分析装置（EAO5，A＆T）により，  

ナトリウム濃度，カリウム濃度および塩素濃度をイオン  

電極法により測定した．  

8）病理学検査   

採叫終了後，必要に応じて腋裔動脈を切断して放血屠  

殺した後，器官および組織を肉眼的に観察した．また，  

各動物の脳，胸腺，心臓，肝臓，腎臓，牌腋，副腎，精  

巣，精巣上体，子宮，卵巣の重量を測定し，各器官重量  

を剖検日の体重で除してそれぞれの相対重量を算出し  

た．次いで，脳，脊髄，心臓，肺（気管支を含む），気管，  

肝臓，腎臓，脾臓，胃，小腸佃腸，バイエル板を含む），  

大腸（結腸），前立腺，精嚢（凝固線を含む），卵巣，子宮，  

脛，膀胱，甲状腺，副腎，大腿骨および骨髄，腸間膜リ  

ンパ節，下顎リンパ節，胸腺，坐骨神経を0．1Mリン酸  

緩衝10％ホルマリン溶液に，精巣，精巣上体をプアン  

液に浸漬固定した．固定後，対照群および高用量群の標   

は総コレステロール濃度の低下傾向がみられたほか，  

1000mg／kg投与群では有意な体重増加抑制が認められ  

た．剖検においては，各群に被験物質の影響と考えられ  

る所見はみられなかったことから，本試験の投与用量は  

1000mg／kgを高用量とし，以下，公比約4で除して250  

および00mg／kgを中および低用量に設定した．   

投与経路は経口とし，1日1回，28日間，ラット用胃  

管を用いて強制的に投与した．投与容量は10mL／kgと  

し，雌雄とも最近時の体重をもとに個体別に投与液量  

（mL）を算出した．なお，回復期間は14日間とした．  

4．観察および検査  

1）一般状態   

毎日（投与期間中は投与前および投与約2～3時間後），  

仝例の生死を含む一般状態の観察を行った．  

2）詳細な臨床観察   

スコアリング法による詳細な臨床観察を，投与前およ  

び投与開始後は回復期間終了日まで1週間に1回，ブラ  

インドで行った．観察は，ケージ越しで，姿勢・体位，  

自発運動，発声，振戦，痘攣について観察し，ハンドリ  

ング時では，取り出し易さ，扱い易さ，心拍動，体温，  

被毛，皮膚色，可視粘膜，流涙，眼球突出，瞳孔径，流  

産について観察し，さらに作業台上の観察で，姿勢・体  

位，探索行動，身づくろい，発声，挙尾反応，歩行，常  

同行動，奇妙な行動，振戦，痙攣，呼吸数，立毛，眼裂，  

排尿回数，排便回数，接触に対する反応，撤去反応，耳  

介反射を観察した．また，投与第4週には，刺激に対す  

る反応性の観察として，聴覚刺激に対する反応では驚樗  

反応，視覚刺激に対する反応では視覚定位，瞳孔反射，  

固有感覚刺激に対する反応では正向反射を合わせて観察  

した．  

3）体重および摂餌量   

体重は，投与第1過には3回，その後は毎週2回の頻  

度で測定したほか，投与期間終了日，回復期間終了日お  

よび剖検日にも測定した．摂餌量は毎週1回の頻度で測  

定した．  

4）尿検査   

投与第4遇および回復期問第2週に全例を代謝ケージ  

に収容して蓄尿し，約4および24時間の時点で採尿した．  

この4時間尿を用いて試験耗法（クリニテック200＋，バ  

イエル・三共）によりpH，潜血，蛋白，糖，ケトン体，  

ウロビリノーゲンおよびどリルビンの定性試験を行い・，  

光学顕微鏡により沈法を，視診により色調および混濁度  

を検査した．さらに，24時間尿の重量を天秤測定し，1  

mLの重量かち得られた比重で険して24時間における尿  

量を算出した．  

5）採血   

投与期間ないし回復期間終了日から翌日の剖検日にか  

けて18から24時間絶食させた後，ベントパルビタール  

378  

252  




