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C.1.ベイ シックバイオレット 1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

万2し旨がりChro1mosoma1 Aberration 皿estof

C,1.BasicVioletl inCulturedChineseHamsterCells

要約

C,1.ベイシックバイオレット 1 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 (CHLAU) を用

いて染色体異常試験を実施した.

細胞増殖抑制試験結果をもとに,短時間処
理法 S9 1nix非存在下では 60"以nILを最高処
理濃度とした 3.75~60 ug1皿 の濃度範囲で

5段階,S9mix 存在下では 180“彰mL を最高
処理濃度とした 23,7~180 ドgnIL の濃度範囲

で 6段階,24 時間連続処理法 S9 inix非存在

下では 60“彰mL を最高処理濃度とした 3,75
~60"g1nL の濃度範囲で 5段階の処理濃度を
設定した.短時間処理法では S9 1nix存在下

および非存在下で6時間処理 (18時間の回復
時間)後に,連続処理法では S9 mix非存在下

で 24 時間処理後に標本を作製し,検鏡する
ことにより染色体異常誘発性を検討した,短
時間処理法 S9 lnix非存在下では 3,75,7.50,

15,30ーーg1・ILの 4段階 (公比 2),S9lnix 存

在下では 23,7,35,6,53,3"gnIL の 3 段階

(公比 1,5), 連続処理法では 3,75,7,50,

15,301ー夢 nL の 4段階 (公比 2) について顕

微鏡観察を実施した.
その結果,短時間処理法 S9 lnix非存在下

および存在下の染色体の構造異常細胞の出現
頻度は,顕微鏡観察可能な最高濃度で 6,5%
および 7.5%であった . また, 連続処理法 S9

1nix非存在下では 7,50トー胃mL で 58,0%の出現

頻度であった, その上の 15および 30キーgmL

では細胞毒性により中期分裂像および細胞が
みられなかった.

なお,連続処理法 S9 mix 非存在下では顕

微鏡観察可能な濃度が 3用量得られなかった
ため,10 11gmL を最高処理濃度とした 3,35~

10ト増加山の濃度範囲で 7段階の処理濃度を設
定し, 再試験を実施した . 顕微鏡観察は
3.35,4,02,4,82 トーgnIL の 3段階 (公比 1.2)

の処理濃度について実施した.

その結果,染色体の構造異常細胞の出現頻
度は濃度依存的に増加し, 最高濃度
4,821ー以mL では 25.0% であった .

以上の結果より, 本試験条件下では C,1,ベ

イシックバイオレット1は, 染色体の構造異

常を誘発する (陽性) と結論した.

方法

1, 試験細胞株

ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験に
広く使用されていることから,試験細胞とし
て新生雌チャイニーズ・ハムスターの肺由来

の線維芽細胞株 (CHLAU) を選択した. 平
成 21年 10月 6 日きこDS ファーマバイオメディ

カルラボラトリープロダクツ部から購入し,

その後,綴代培養し,細胞凍結保存用試薬を
用いて lxl06 cells/mLの細胞濃度で凍結し,超

低温フリーザーに‐70oC以下で保存した . 細

胞増殖抑制試験および染色体異常試験ともに
凍結細胞を融解し,継代数 18の細胞を用い
た .

2. 培養液の調製
イーグル MDEM 粉末 (lnvitrogen)を 9501・IL

の蒸留水に溶解させ,2,2 g の炭酸水素ナト
リウムを加え,l mol/L塩酸で pH を 6,9~7,0

の範囲内に調整した後 , 蒸留水で全量を
1000 11・L とした . 孔径 0,22Hill のボ トル トッ

プフィル ター (Conling) でろ過滅菌 し,

56oC,30 分間非働化した仔牛血清 (SAFC
Biosciences)を lo vol%になるように加えた





1o ug/nILを最高処理濃度とし, 以下公比 1,2

で 7段階の処理濃度で再試験を実施した.

なお, 陰性対照として溶媒処理群を,陽性
対照として,-S9 処理の短時間処理法および
連続処理法ではマイトマイシン C(MMC: 協

和醗酵キリン)をそれぞれ 0,15LーgnIL および

0,05 HgnIL, 十S9 処理ではベンゾ[a]ピレン

(B[a]P:Sigm をA1drich)を 20トーgmL の処理

濃度で試験した.

9. 染色体標本の作製
直径 6cm のプラスチックシャーレを用い ,

細胞増殖抑制試験と同様に被験物質等の処理
を行った.培養終了 2時間前に,最終濃度で
0,11ー以mL となるようコルセ ミド (lnvitrogen)

を添加 した .0,25% トリプシンで細胞を剥離

し, 遠心分離により細胞を回収 した .
75 mmolル 塩化カリウム水溶液で低張処理を
行った後 , 固定液 (メタノール 3容 :酢酸 1

容)で細胞を固定した.空気乾燥法で染色体
標本を作製した後,3.0%ギムザ染色液で 15分
間染色した.

10. 染色体の観察

染色体の分析は日本環境変異原学会・唖乳
動物試験分科会による分類法2)むこ従って実施

した, 各シャーレあたり 100個 , すなわち濃

度当たり200個の分裂中期像を顕微鏡下で観
察し, 染色体の形態的変化としてギ プップ

(gap), 染色分体切断 (ctb), 染色体切断
(csb), 染色分体交換 (cte), 染色体交換
(cs およびその他 (o)の構造異常に分類

した. 同時に, 数的異常として倍数性細胞

(poly)の出現率を求め,核内倍加 (endo)
と分けて記録した.
すべての標本をコード化した後,染色体分

析を実施した.

11, 結果の解析

ギャップを含めない場合 (-gap) について

染色体構造異常の出現頻度を表示した.

染色体異常細胞の出現頻度は,石館らの判
定基準3)iこ従い,染色体異常細胞の出現頻度

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 . なお , 陽性と判

定した場合は,分裂中期像の 20%に異常を誘

発する濃度であるD2o値を最小二乗法により
算出した.

12, 細胞増殖抑制度の測定
染色体標本作製時に各シャーレの剥離した
細胞を一部採取し,0,4% トリパンブルーを添

加後,血球計算盤を用いて生細胞数を計測し

た.各濃度について, 陰性対照群の生細胞数

に対する比すなわち相対値を求め,細胞増殖
率 (%) とした,

結果および考察

短時間処理法 S9 1nix非存在下での試験結
果を lable lに ,S9 lnix存在下での試験結果

を酪 ble2 に, 連続処理法 S9 mix 非存在下で

の試験結果を Table3に,その再試験の試験結
果を Table4に示した .

染色体の構造異常細胞の出現頻度は,短時
間処理法 S9 mix 非存在下では 3.75 ugmL で

0.0%,7,50 キー胃nILで 0,5%,15ggmL で 6,5%,

S9 mix 存在 下 で は 23,71ーg/mL で 0,0%,

35,61ー以n山 で 0.5%,53,31 ーgnIL で 7,5% を示

し,S9 mix非存在下および存在下ともに顕微
鏡観察可能な最高濃度でそれぞれ疑陽性と判
定した.連続処理法 S9 111α非存在下では
3,75ト形 mL で 1,0%,7,501 ーgmL で 58,0% を示

し,7,50トーgnIL では陽性と判定した, その上

の 15および 30トーginL では細胞毒性により中
期分裂像および細胞がみられなかった.連続
処理法の再試験において,構造異常細胞の出
現頻度は 3.35トーgilIL で 1.5%,4.02 トー夢 nL で

11.0%,4,82- ー多 nL で 25,0% を示 し ,4,02 お よ

び 4.82}ー以mL では陽性と判定した .数的異常

細胞の出現頻度についてはすべての処理で
0,0%~1,0% であった .すべての処理で濃度の

増加とともに細胞増殖率の減少がみられた.
一方,陰性対照および陽性対照群の染色体異
常細胞の出現頻度は, 当施設の背景データの
範囲 (Mean ±3SD) 内にあった .



変異原性の強さに関する相対的比較値であ
るD2。値は構造異常に対して 4,51 HgmL と算

出された.

なお,被験物質処理開始時および終了時と
もに,53,3日影mL 以上で被験物質の析出が認

められた. また,被験物質処理開始時および

終了時ともに,非生理的な処理条件となる培
養液の pH 変動はなかった,

以上の試験結果から,本試験条件下におい
て ,C.1.ベイシックバイオ レッ ト 1のチャイニ

ーズ・ハムスター培養細胞に対する染色体異

常誘発性は陽性と判定した.
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Tiablc I Chromosomeal 陀madontestonCH □しcens 額総tedwi 仇 C.1.bi器icvioletl
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処理時間
(h)
S91=ltx 用・量

(円型中dL)
染色体構造異常の細胞数 判定 ギャップ

の出現数
細胞増殖率
(%)#

染色体数的異常の細胞数 判定
観察
細胞数
染色分体
切断
染色分体
交換
染色体
切断
染色体
交換
その他 総異常数
(出現頻度%)

観察
細胞数
倍数体 核内

倍・加
総異常数
(出現頻度%)

6 ‐18

陰性対照
0‐5w/v%

CM[C-Na

100 O O O O O O / O
100

100 11ー
O 11 /100 O O O O O O O 100 O O O

200 O O O O O 0 ( 0‐0 ) O 200 ー1▲ O 1 ( 0‐5 )

6 ‐18 3‐75

100 O O O O O O
陰性

O
94‐4

100 O O O
陰性100 O O O O O O O 100 ー--1ー

O 11
200 O O O O O 0 ( 0‐0 ) O 200 111̂ O 1 ( 0‐5 )

6 ‐18 7.50

100 O O O O O O
陰性

O

100.8

100 O O O
陰性100 ー11 O O O O -1iー

11ー
100 O O O

200 ー1li O O O O 1 ( 0‐5 ) I 200 O O 0 ( 0.0 )

6 ‐18 15
100 O 5 O O O 5

疑陽性
O

64‐5

100 O O O
陰性100 O 7 O -1▲ O 8 O 100 I O I

200 O 12 O ー1▲
10 13( 6‐5 ) O 200 I O 1 ( 0.5 )

6 ‐18 30 TOX / 1.6 TOX /◆

- ( ー ) 一 ( 一 )

6 ‐18 60 M / 0‐O M /-( 一 ) - ( ー )

6 ‐18

陽性対照
醐 C
0‐15

100 5 17 O O O 21 / O
80.6

100 O O O /100 5 23 O O O 24 O 100 O O O
200 ‐10 40 O O O 45( 22.5 ) O 200 O O 0 ( 0‐0 )

各 .のシャーレごとのブータを 1及び 2行目に記入し, その合計を 3行目に記入する. ギャップには米色分体型と染色体型の両方を含める.
処理時間 :処理時間‐回復時間 ‐S9mix: 代謝活性化によらない場合 CMC‐Na: カルボキシメチルセルロースナトリウム水溶液 MMC: マイトマイシン C
#: 陰性対照群の生細胞数 (平均値) を 100% とした場合の各用量の相対値 TO× :細胞毒性により細胞がみられなかった.Nr:Nottestm
判定 :石館らの判定基準 (陰性 :5% 未満 疑陽性 :5% 以上 10%未満 陽性 :10%以上)

被験物質の析出は,被験物質処理開始時及び終了時ともに 53,3ヰ寧肌 で認められた,



Table2 Chromosomeabern ・dontestonCH] しcellsheated MmC.1.b 総 icvioletl

(sho作 term 田飴如ロentwi 曲 me 態bolicac 霞vi雨 on)

処理時間
(h)
S9m 欧 用量
(円ツロコヒL)

染色体構造異常の細胞数 判定 ギャップ
の出現数
細胞増殖率
(%)#

染色体数的異常の細胞数 判定
観察
細胞数
染色分体
切断
染色分体
交換
染色体
切断
染色体
交換
その他 総異.常数
(出現順鷹%)

観察
細胞数
倍数体 核内

倍.加
総異常数
(出現頻度%)

6‐18 +

陰性対照
05w/V9%
CMC-Na

100 O O O O O O

/
O

100
100 O O O

/100 1ー O O O O O 100 ー11ー
O ー11

200 ー1ーー
O O O 0 . 1 ( 0‐5 ) O 200 11 O 1( 0.5 )

6 ‐18 + 23‐7

100 O O O O O O
陰性

O
77.8

100 O O O
陰性100 O O O O O O O 100 O O O

200 O O O O O 0 ( 0.0 ) O 200 O O 0 ( 0‐0 )

6 ‐18 + 35.6

100 O 11 O O O ー1ーー
陰性

O
56.7

100 1ー O ー1▲

陰性100 O O O O O O O 100 O O O
200 O ー11ー

O O O 1( 0‐5 ) O 200 11ー
O 1 ( 0‐5 )

6 ‐18 + 53.3

100 7 ー1ーー
O O O 8

疑陽・性

ー1ーー
30.6

100. ー1ーー
O ーー.▲

陰性100 5 3 O O O 7 I 100 I O I
200 12 4 O O O 15( 7.5 ) 2 200 2 O 2 ( 1.0 )

6 ‐18 + 80 M / 0.O M /・

- ( 一 ) - ( 一 )

6 ‐18 + 120 M / 0.O M /- rr ー

一 ( ー ) 一 ( 一 )

6 ‐18 + 180 M / 0.O M /一 ( ー ) -( 一 )

6 ‐18 +

陽"性対照
B回 P
20

100 3 25 O O O 26 / O
72.2

100 O O O /100 2 25 O O O 25 O 100 I O I
200 5 50 O O O 51( 25‐5 ) O 200 I O 1 ( 0.5 )

各群のシャーレごとのデータを 1及び 2行剛こ記入し, その合計を 3行目をこ記入する. ギャップには染色分体型と染色体型の
処理時間 :処理時間‐回復時間 十S9 mix: 代謝活性化による場合 CMC-Na: カルボキシメチルセルロースナトリウム水溶液
#:陰性対照群の生細胞数 (平均値) を 100%とした場合の各用量の相対値 TO×:細胞毒性により細胞がみられなかった.
判定 :石館らの判定基準 (陰性 :5% 未満 疑陽性 :5% 以上 10% 未満 陽性 :10% 以上)

被験物質の析出は,被験物質処理開始時及び終了時ともに 53.3]g1nL で認められた‐

を a め る ,

B回 P: ベンゾ[a]ピレン

トずr:Nottested



Table 3 Chro1mosolmeat 潟窟ationtcstonCH] しcellsmeatedwithC.1 ‐bi鵜icviolet l

(con加 uous 立閤加 ent命「24hour 涌 出 outtnetabolicacdvmion)

処理時間
(h)
用量
(麟霊域L)

染色体轟造異常の細胞数 判定 ギャップ
の出現数
細胞増殖率
(%)#

染色体数的異常の細胞数 判定
衡風察
細胞数

倍・数体 核内
倍.加
総異常数
(出現頻度%)

観察
細胞数
染色分体
切断
染色分体
交換
染色体
切断
染色体
交換
その他 総異常数
(出現樋贋%)

24-O

陰性対照
0‐5w/v% 。

CM[C-Na

100 O O O O O O /
O

100

100 O O O /100 O O O100 O O O O O O O
200 ◆O O 0 { 0.0 )O200 O O O O O 0 ( 0.0 )

24-O 3‐75

100 O O O O O O
陰性

O
77.3

100 O O O
陰性100 O O O100 2 O O O O 2 O

200 O O 0 ( 0.0 )200 2 O O O O 2 ( 1.0 ) O

24 ‐O 7‐50

100 19 42 O O 6 56
陽性

11▲
66‐4

100 O O O
陰性100 O O O100 29 45 O O 5 60 O

200 O O 0 ( 0.0 )200 48 87 O O 11 116( 58.0 ) ー.li

24-O 15 TOX

・

/ 57.O TOX /.

- ( ー )-( ー )

24-O 30 TOX ‘ ・
Q.0 TOX

.

一 { - )-( ー )

24-O 60 M / 0.O 州 /- ( ー )- ( ー )

24-O

陽"性対照
蝋 C
0.05

100 5 11 O O O 15 / O
73.4

100 O O O /100 O O O100 10 15 O O O 24 I

200 O O 10 { 0.0 )200 15 26 O O O 39( 19.5 ) I

各群のシャーレごとのデータを 1及び 2行目に記入し, その合計を 3行目に記入する. ギャップには染色分体型と梁 型の両 フゼaめる‐
処理時間 :処理時間一回復時間 CMC‐Na: カルボキシメチルセルロースナ トリウム水溶液 MMC: マイトマイシン C
#: 陰性対照群の生細胞数 (平均値) を 100% とした場・合の各用量の相対値 TO× :細胞毒性により細胞がみられなかった. Nr:Nottested
判定 :石館らの判定基準 (陰性 :5% 未満 疑陽性 :5% 以上 10%未満 陽性 :10%以上)

被験物質の析出は, 被験物質処理開始時及び終了時ともに 53.3具隊 nLで認められた,



Tablc4 Chromosomcal 鳩lnl鰭onretestonCH] しcells立eatedwi 街 C,1.b 鶏 icvioletl →

(con恒nuous 加盟加3cm 免 r24hol 町所 街outme 醸bolicacdvation)

処理時間
(h)
用量
(ロミツ叩dL)

染色体構造異常の細胞場 判定 ギャップ
の出現数
細胞増殖率
(%)#

染色体数的異常の細胞数 判定
観察
細胞数
染色分体
切断
染色分体
交換
染色体
切断
染色体
交換
その他 総異常数
(出現頻度%)

狗呪察
細胞数

倍・数体 核内
奮音加

総異常数
(出現頻度%)

24-O

陰性対照
0‐5w/v%o

CM[C-Na

100 O O O O O O

/
O

100
100 O O O

/100 O O O O O O O 100 O O O
200 O O O O O 0 ( 0‐0 ) O 200 O O 0 ( 0.0 )

24-O 3‐35

100 O ・11▲ O O O 111▲
陰性

O
65.I

100 O O O
陰性100 O 2 O O O 2 O 100 O O O

200 O 3 O O O 3 ( 1‐5 ) O 200 O O 0 ( 0‐0 )

24-O 4‐02

100 3 12 O O O 12

陽性
O

54.8

100 O O O
陰性100 2 8 O O O 10 O 100 O O O

200 5 20 O O O 22( n-○ ) O 200 O O 〇 ぐ 〇‐〇 )

24-O 4‐82

100 7 26 O O O 28
陽・性

ーTーー
40.5

100 O O O
陰性100 2 22 O O O 22 O 100 2 O 2

200 9 48 O O O 50( 25,0 ) ー11 200 2 O 2 ( 1.0 )

24 ‐O 5.79 雨 / 38.1 M
.

/- ( ー ) - { - )

24-O 6‐94 M / 37.3 M /・
- ( 一 ) .

- ( ー )

24-O 8.33 紺 / 31.O M /.

一 ( ー ) -( ー )

24-O 10 M / 16.7 M /- ( 一 ) - ( 一 )

24-O

陽性対照
馴 C
0.05

100 2 15 O O O 17 / O
70‐6

100 O O O /100 6 16 O O O 21 O 100 I O I
200 8 31 O O O 38( 19.0 ) O 200 I O 1 ( 0.5 )

と染色体型の両方を含める.各群のシャーレごとのデータを 1及び 2行目に記入し, その合計-を 3行目に記入する. ギ
処理時間 :処理時間‐回復時間 CMC-Na: カルボキシメチルセルロースナ トリウム水溶液
#: 陰性対照群の生細胞数 (平均値) を 100% とした場合の各用量の相対値 N Nottested
判定 :石館らの判定基準 (陰性 :5% 未満 疑陽性 :5% 以上 10% 未満 陽性 :10% 以上)

被験物質の析出は,被験物質処理開始時及び終了時ともに 10其津山十まで認められなかった,

ヤッブには* 分体型と染色
MMC: マイ トマイシン C




