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復帰変異試験  

Tablel Mutagenicityof4，4’－methylenediphenolinb声Cteria（Ⅰ）  

With（＋）or  Numberofrevertapts（numberofcolonies／plate，mean士S．D・）：  

without（－）   dose  Base－pairsubstitutiontype  Frafneshift type 

S9mlX   （〝g／plate）   TAl00   TA1535   WP2uⅥ勇   TA98   TA153737 

0   156 1三治 135  12  17  18  35  30  31  20  23  25  8   9   5  
（149士12）   （16士 3）   （32士 3）   （23士 3）   （ 7± 2）  

78．1   126 130 126  20  19  18  32  24  38  23  32  18  7  13  11  

（127± 2）   （19士 1）   （31士 7）   （24士 7）   （10士 3）  

156   139・131 145  19  11 16  31  31  27  26  21 ＿31  7  10   7  
（138士 7）   （15士 4）   （30士 2）   （2¢土 5）   （ 8± 2）  

S9mix  313   135 125 143  9  18  16  32  21 28  15  21  27  4   8   7   

ト）  （1封≠ 9）   （14士 5）   （27士－6）   （21± 6）   （ 6± 2）  

625   147 128 104  10  14  19  26  31’28  15  17  20  3   5   7  
（126士 22）   （14± 5）   （28士 3）   （17士 3）   （ 5土 2）  

1250   77■ 68＊ 76＊  3■  1＊  3■  20  24  29  10● 11■ 17●  3■  3■  3書  

（74± 5）   （ 2士 1）   （別土 5）   （13士 4）   （ 3± 0）  

2舗   0●  0■  0■  0＊  0♯   0●  7■  6■ 14■  0■ 0●  0＊  0＊  0■  0＊  

（ 0± 0）   （ 0士 0）   （ 9士 4）   （ 0士 0）   （ 0士 0）   

0   146 146 163  12  11 15  34  33  38  34  38  40  16  15  18  

（152士10）   （13± 2）   （35± 3）   （37± 3）   （16士 2）  

78．1   209 198 187  19  16  18  31  舅  44  44  59  49  15 17  18  
（198±11）   （18土 2）   （43士12）   （51土 8）   （17± 2）  

156   216 235 189  15  14  20  37  43  47  47  40  42  12  16  10  

（213士 23）   （16± 3）   （42土 5）   （43± 4）  （13± 3）  

S9mix  313   209 195 158  11 16  12  46  40  31  49  40  38  9  17  10   

（＋）  （187± 26）   （13± 3）   （39士 8）   （42± 6）   （12土 4）  

625   116 171 159  7  11  6  34  31  35  34  48  40  14  12  11  

（149± 29）   （ 8土 3）   （お± 2）   （41士 7）   （12士 2）  

1250   127● 134■ 131＊  6◆  4＊  5■  28  23  22  42■ 31■ 41書  5＊  9■  5◆  

（131士 4）   （ 5士 1）   （24±．3）   （38± 6）   （ 6± 2）  

25（X）   0●  0＊  0＊  0＊   0■  0■  9■ 13●  6＊  0■  0＊  0＊  0■  0◆  0＊  

（ 0士 0）   （ 0± 0）   （ 9士  4）   （ 0士 0）   （ 0士 0）   

Positive  Chemical   AF2■J   SAb〉   AF2   AF2   9AA亡I  

control  0．01   0・5   警   0．01   0．1   80  

S9mix  Nurnberof  347 446 430  516 603  673  196 141 134  331 359 408  215 2幻 238   

COlonies／plate   （408土 田）   （597± 79）   （157± 34）   （366± 39）   （飢5± 35）   

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

control  2   10   0．5  2  

S9mix  Numberof  791 833 859  359 355 388  748 740 741  422 426  396  226 2ひ1 235   
（＋）   COlonies／plate   （828土 34）   （367士18）   （閏3士 4）   （415士・16）   （222±16）   

Thepurityofthetestsubstancewas99．91wt％．  
Negativecontrol；DimethylsulfoⅩide  
a）2－（2－Furyl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylamide，b）Sodiumazide，C）9－Aminoacridine，d）2－Aminoanthracene  
●：Growthinhibitionwasobserved一  
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4，4■－メチレンジフェノール  

Table2 Mutagenicityof4，4l－methylenediphenolinbacteria（II）  

With（＋）0【・  
Numberofrevertants（numi）erOfcolonies／plate，mean土SD．）  

without（－）  dose  Base－pairsubstitutioIltyPe  Frameshifttype  

S9mix   （〃g／plate）  TAl（X）   TA1535   WP2uITA   TA9白   TA1537   

0   157 129 127  11 12  18  17  24  15  写3 14  26  5   9   6  
（138士17）   （14± 4）   （19± 5）   （21± 6）   （ 7± 2）  

78．1   146 136 135  10   9   5  23  29  28  23  19  25  11  7   8  

（139± 6）   （ 8土 3）   （27士 3）   （22± 3）   （ 9士 2）  

1弘   165 155 132  10 14   9  20  19  25  20  12  16  6  10   8  

（151±17）   （11± 3）   （21± 3）   （16士 4）   （ 8士 2）  

S9mix  313   132 134 115  13  14   8  24  12  17  21  25  22  9   5   7   

（127±10）   （12± 3）   （18一室 6）   （23± 2）   （ 7± 2）  

625   148 139 146  2   6   7  16  17  17  14  17  19  4   4   7  

（144± 5）   （ 5士 3）   （17± 1）   （17士 3）   （ 5士 2）  

1250   8i■ 97＊105■  3■  6事  6＊  16  15  15  7＊ 10＊  8－  1★ 1＊  3＊  

（鋸±12）   （ 5±2）   （15± 1）   （ 8± 2）   （ 2± 1）  

2説X）   0＊  0＊  0■  0＊  0＊  0＊  4■  6■ 10＊  0＊  0＊  0＊  0＊  0＊  0■  

（ 0± 0）   （ 0± 0）   （ 7± 3）   （ 0± 0）   （ 0± 0）   

0   1封 166 156  19 12  10  14  34  21  36  42  35  14  1ユ   8  
（159士 6）   （14± 5）   （23±10）   （38± 4）   （ユ1± 3）  

78．1   196 211 183  18   8   8  34  28  23  41  33  53  14  12  10  

（197士14）   （11± 6）   （28士 6）   （42士10）   （12士 2）  

156   170 186 178  15  11 12  30  29  36  44  35  43  15   9  13  

（178± 8）   （13± 2）   （32土 4）   （41± 5）   （12士 3）  

S9mix  313   206 160 168  12  11 10  36  25  35  32  33  38  9   7   8   

（＋）  （178± 25）   （11± 1）   （32± 6）   （34± 3）   （ 8± 1）  

625   174 183 196  10  13   8  21  23  14  31  36  35  13  13  12  

（1朗± ユ1）   （10士 3）   （19± 5）   （34± 3）   （13± 1）  

1250   156＊ 135■ 145■  8■  5＊ 10♯  19  10  21  29＊  29■  31■  3●  3■  5＊  

（145±11）   （ 8± 3）   （17± 6）   （30士 1）   （ 4士 1）  

25〔旧   0＊  0＊  0＊  0＊  0＊  0＊  7♯ 10＊ 10＊  0＊  0♯  0書  0■  0書  0＊  

（ 0士 0）   （ 0± 0）   （ 9士 2）   （ 0± 0）   （ 0± 0）   
凌 

Chemical  AF2a）   Positive  SAb）   AF2   AF2   9AA⊂）  

control  0，01   0．5   ヽ   0．01   0．1   80  

S9mix  Numberof  370 429 398  585 661 601  133 136 141  343 329  364  299 297  548   

COlonies／plate   （399士 30）   （616± 40）   （137± 4）   （345±18）   （謂1±144）   

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

control  2   10   0．5   2  

S9mk  Numt把rOf  787 748 851  425 347 319  888  732  701  455 460 465  225 211 227   
（＋）   coIonies／plate   （795± 52）   （3朗r± 55）   （774±100）   （460土 5）   （221± 9）   

Thepurityofl．hetestsubstancewas99，91wt％，  
Negativecont．rol；Dimethylsulfoxide  
a）2－（2－Furylト3－（5－nitro－2－furyl）aczylamide，b）Sodiumazide，C）9LAminoacridine，d）2－Aminoanthracene  
■：Growthinhibitionwasobserved．  
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4，4しメチレンジフェノ ールのチャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験  

1nV7tTOChromosomalAberration′Rstof4，4’－Methylenediphenol  

inCulturedChineseHamsterCe11s  

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）  

0・83mmol／L，β－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・67mmoレL，MgC12  

0・83mmol／L，KC15・5mmol／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しメテレンジフユノール［ロット番  

号：930903，純度：99．91％，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200mg／mL，染色体異  

常試験では28mg／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，  

畢熟，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を入れたプラ  

スチックディッシュ（直径6cm）に播き，CO2インキエペ  

一夕ー内で3日間培養した．その後㌧短時由処理では，  

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．また，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．   

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．   

いずれの処理条件においても，2．Omg／mL（10  
mmol／L）を最高処理濃度とし，0．063～2．Omg／mLの濃  

度範囲（公比2，6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2．Omg／mLで肉眼観察によ  

る沈殿が認められた．   

培養終了後，10vol％ホルマリン溶液で細胞を固定し，  

要約  

4，4しメテレンジフェノールのチャイニ⊥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・濃度ド依存して増殖  

率が低下し，50％の増殖抑制濃度は0・18mg／mLおよび  

0．19mg／mLと推定された・24時間連続処理（S9mix非  
存在下）した場合は，50％の増殖抑制濃度は0・11  

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0．28mg／mL（50％増殖抑制濃度  
の約1．5倍）の濃度を最高処理濃度とし・5段階の濃度群  
（0．055～0．28mg／mL，公比1・5）を設定し，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0．083，0．12，0・19mg／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  
間処理した高濃度群において，染色体の構造異常を有す  
る細胞（19．5％）の統計学的な有意差が認められた・また，  

中濃度群では倍数性細胞（1．8％）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，高濃度群で構造異常を有する細胞（7・0％）の統  
計学的な有意差が認められた・また・中濃度群では・倍  

数性細胞（3．0％）の統計学的な有意差が認められた・   
以上め結果より，4，4しメチレンジフェノールは，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   

c虹〃U細胞はチャイニーズ■ハムスター，肺由来で，  
リサーチ・リソースバンク（JCRB）から人手（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，  
canseraInternational）を10vol％添加したイーグル  

MEM（日水製薬）培養液を用い，CO2インキエペ‾夕‾  

（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Sprague－Dawley系ラットの  
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4，4しメチレンジフェノール  

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（MonocellaterTM，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群と被験  

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，50％の増殖抑制濃度はそれぞれ0．18  

mg／mLおよび0．19mg／mLと推定された（Fig．1）．ま 

24時間連続処理した場合，50％の増殖抑制濃度は0．11  

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50％増殖抑制濃度の約1．5  

倍に相当する0．28mg／mLを最高処理濃度とし，公比1．5  

で5濃度仙055，0．083，0．12，0．19，0．28mg／mL）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10FEg／mLと  

なるように添加した．   

染色体異常試験においては，冬用量4枚のディッシュ  

（陽性対照許では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，コルセミドを最藤濃度が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．作製した喪本は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ディッシュともに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），研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0．19mg／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・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  

構準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（沿個，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  

4，4しメナレンジフェノールは，S9mix非存在下で短  

時間処理した場合，高濃度群で構造異常を有する細胞  

（19．5％）が統計学的に有意に増加し，陽性の結果が得ら  

れた（Tablel）．また，倍数性細胞については中濃度群  

で統計学的に有意に増加（1．8％）した（Tablel）．S9miⅩ  

存在下で短時間処理した場合には，高濃度群で構造異常  

を有する細胞（7．0％）が統計学的に有意に増加した  

（Table2）．倍数性細胞については，中濃度群で統計学  

的に有意に増加（3．0％）した（Table2）．S9miヱ非存在下  

および存在下の短時間処理した場合ともに，誘発された  

倍数性細胞については，濃度依存性が認められなかった  

が，2つの処理条件で同様の出現パターンを示している  

ことや高濃度群では細胞死または細胞周期の遅延により  

倍数性細胞が検出されない可能性が考えられることなど  

から，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，構造異常については，S9mix非存  
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Precipitationwasdbservedat2．Omg／mL（arrow）atthebeginning  
andtheendofthetreatmentinthemedium．  

■1：A允eEStainniflg，manyCellswereobservedonthedish．  
◆2：Afterstainning，manyCe11sandprecipitatesweredbserved  
Onthedish．  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  

4，4T－methylenediphenol  
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ズ・ハムスター培養細胞を用い壱染色体異常試験．   

化学物質毒性試験報，8：舗7－970（2001）．  
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8）田中憲穂ら：4，4しスルホニルジフユノールのチャイ   

ニーズ・ハムスター培衰細胞を用いる染色体異常試  

験．化学物質毒性試験報，7：93－96（1999）．  

在下および存在下の短時間処理ではそれぞれ0．26  

mg／mLおよび0．64mg／mLとなった．倍数性細胞につJ、  

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13mg／mLおよび3．5mg／mLとなったが，染色  

体分析を行った最高濃度（0．19mg／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．   

4，4■－メチレンジフェノールについては，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）．また，4，4しメチレンジフェノールと  

2，2しメチレンジフェノールと2，4しメテレンジフユノー  

ルの混合物（混合比はそれぞれ30．2％，18．8％，50．0％）  

の染色体異常試験では，構造異常については陽性，倍数  

性細胞についてはS9mix存在下で統計学的な有意差が  

認められている6）．このように，4，4しメチレンジフェノ  

ールと3種類の混合物とで類似の結果が得られたことか  

ら，3種類のメチレンジフェノールの混合物で認められ  

た染色体異常誘発作用は4，4■－メテレンジフユノールに  

起因する可能性も考えられる．   

また，4，4しメチレンジフェノールはビスフェノールF  

としても知られているが，この関連物質であるビスフェ  

ノールA7）についてはS9mix非存在下の短時間処理での  

み構造異常および倍数性細胞ともに疑陽性の結果が得ら  

れ，4，4しスルホニルジフユノール（ビスフェノールS）8）  

についてはS9mix非存在下および存在下の短時間処理  

で倍数性細胞についてのみ低頻度ながら有意差が認めら  

れている．   

以上の結果より，4，4’一メチレンジフェノールは，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－－メチレンジフェノール  

ThblelChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith4，4’－methylenediphenol（MDP）＊＊for  
6hrwithoutS9mix  

Numberofstructural  Numberoicells、Number6）Trend   

aberrations  others封withaberrations ofpolyploid teSt7）  
Co］rlCen－  Timeof ConcurrentZ）Mitotic3｝ Number  

Group tration  
S9  
exposure ce11growthindex ofcells   

．  

（rnpノmL） （hr）（％）（％）analyzed  cells（％）  ▼▼r、▼′  

gapctb cte csbcsemurrtotaJ   十gap（％）－gap（％）  一gap POL  
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200  5 410 01020 0 10（5．0） 6（3．0）14♯（1．8）  ＋   －  

MDP O，19  － 6－（18）  69  2．6，4．0 100  2 2147 0 01080 1 28（28．0）刀（28．0）1（0．3）  

1（犯  2 912 0 0 0 23 0 12（12．0）11（11．0）1（0．3）  

200  4 3059 0 010103 1 40（20．0）39＊（19．5） 2（0．3）  

MDP O．28  － 6一（18） 16  notobservedduetoextremecytotoxicity  

0 70（70．0）67（67．0）1（0．3）  

1 59（59．0）58（58．0） 2（0．5）  

MMC O．1／‘g／mL － 6一（18）  100  7 50 70 2 010139  

1（沿  3 32 73 1 0 0109  

11∂（軋5）125◆（62．5） 3（0．4）  2（氾 10 82143 3 010248  

Abbreviations：gap；chromatidgapandchromosomegap，Ctb；chromatidbreak，Cte；chromatidexchange，CSb；chromosomebreak，CSe  
chromosomeexchange（dicentricandring），mul；multipleaberrations，POL；polypoid，MMC；mitomycinC．  
1）Dimethylsul．EoxidewasusedassoIverltandaddedattheleveloflvol％perdish．  
2）Ce11confluencyrepresentingcytotosicity，WaSmeaSuredwithaMonocellaterTM．  
3）Metaphasefrequencywascalculatedbycounting500cellsineachdish．  
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＊：SigzlificantlydifEerentfromthenegativecontrolat〆こ0．01（onerside）byFisher’sexactprobabilitytest．  
＊書：mdtywas99．91％．  
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染色体異常試験  

1hble2 ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith4．4しmethylenediphenol（MDP）＊＊for  
6hrwithS9mix  
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2（カ 13 5 0 0 0 9 1 4（2．0） 3（1．5）24＊（3．0）  ＋   －  
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2㈲  7 3965 8 0 0119 0 72（36．0）69■（封．5）1（0．1）  
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6）Eighthundredcellswereanalyzedineachgroup．  
7）Cochran－Armitage．strendtestwasdoneatp＜0．01（one－Side）．  
■：Significantlydifferentfromthenegativecontrolatp＜0．01（one－Side）byFisher’sexactprobabilitytest．  
♯★：Puritywas99．91％．  
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Table2 ChromOSOmeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith4．4f－methylenediphenol（MDP）＊＊for  
6hrwithS9mix  
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