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反復投与毒性・生殖発生毒性試験  

Tablel Hemato10gicaLexaminationinmaleraLstreatedoraJlywithl－methyle【henylbenzeneinlhecombinedrepeatdoseand  

reproducfive／deveJopmen（a＝oxicltySCreenlngles（  

Dose（mg丑〆day）  0  40  200  100  

10  10  

848±37．7  885±28．6  

46．2±2．10  47．4±1＿79  

15．7±0．65  1（i．1±0．62   

25±3．9  24±2．7  

54．5±1．33  53．6±1．37  

18．5士0．49  ●18．2±0，56  

33．9±0．35  33．9±0．28  

94．8±23．64   97．2±13．91  

117±30．0  93±17．0  

83士5．7  80±4．8  

13±5．4  12±5．5   

1±0．7  1±1．1   

0±0．7  1±1，3   

0±0．0  0±0．0   

3±2．5  6±2．5  

Numberofanimals  

R8C   （10り再）  

Ht（P（二V） （％）  

Hb  （〆dl）  

Redculo  （％¢）  

MCV  佃mユノ  

MCH  （Pg）  

MCH（二  （％）  

Plt  （104佃）  

WBC   （102／直）  

DifferentialleukocytecounLs（％）   

Lymphocytes   

Neutrophls  

Segmented  

band   

Eosinophils   

Basophils   

Monocytes  

10  9  

848±40．0  さ；65±24．8  

4（；．0±2．07  45．9±1．41  

15．6±0▲72  15．6±0．45   

27±2．5  24±2．U  

54．2±LO1   53．1±1．67  

柑．4士0．35  18．P±0．59  

33．8±0．3（）  34．0±0．38  

96．8±14．15  105．2±7．77  

112±26．5  10ウ±32．7  

81±6．4  79±8．9  

10±1．9  13±7．0   

0±0．4  0±0．7   

1±0．8  1±1．1   

0±0．0  0±0，0   

8±6．6  7±4，7  

ValuesareexpressedasMean±S・D・  

Table2 BloodchemicalexaminalioninmaleratstTeatedorallywithl－methylethenylbenzeneinthecombinedrepeaLdoseand  

reproductjve／developmental10XicltySCreenlngteSt  

Dose（mg耽g／day）  0  40  2（犯  1研X）  

10   

85±22．1   

22±4．2   

0±0．0  

239±37．5  

0．1±0．06   

10  

87±1β．3  

24±4．6   

0±0．0  

279±53．3  

0．2±0．05  

10  9  

113±49．9  99±2ウ．3   

43±31．8＊  48±ユ4，4キ＊   

0±0．0  0±0．7  

291±75．9  2（i9±55．8  

0．1±0．08  0．1±0．08  

14．2±l．45  18．9±3．63＊＊  

0．5±0，05  0．5±0．03  

141±8．9  130±8．3＊   

95±15．4＊  83±15．9   

56±17．1  3（i±11．2＊＊  

6．68±0．142   6．79±0．282  

3．76±0．078   3．87±0．217  

1．29±0．047  1．33±0．08Ⅰ  

フ，6±0．60  7．8±0．46  

9．6±0．24  9．5±0．19  

144±1．2  I44±0．5  

4．5±0．13  4．8±0．14＊＊  

100±1．2  100±1．4＊  

Numberoranimals  

GOT（AsT）  （IU／1）  

GPT（AIT）  （IU／1）  

γGTP  （fU／1）  

ALP  （几〟1）  

Totalbilirbin  （mg／dl）  

Ureani【rogen   （nlg／dl）  

Creatinine  （mg／dl）  

Glucose  （mg／dl）  

Tot且1Cho1，  （mg／dり  

Triglyceride  （mg／dl）  

Tolalpro把in  （少dl）  

Albumin  （がdl）  

A／Gratio  

Inorganic，Phos． （mg／dl）  

14．0±1．41  15．3±1．83  

0．5±0．05  0．5±0．03  

144±13．4  136±7．7   

71±12．6  73±21．5   

85±39．2  （58±26．6  

6．56±0．330   6．57±0．26フ  

3．74±0．104   3，77±0．125  

1．34±0．092   1．35±0．098  

7．5±0．43  7．8±0．23  

9．4±0，23  9．5±0．20  

144±0．8  144±0．9  

4．4±0．20  4．4±0．18  

101±0．8  102±l．l  

Ca  

NこI   

K   

Cl  

（mg／dり  

（mEq／り  

（mEq／1）  

（mEq／1）  

VaJuesareexpressedasMeaTl±S・D■  

＊，SignificantlydifferentfromthecontroJgroupvalueatPく0．05  

＊ヰ，SignificandydifferenlfromlheconlrolgroupvalueatP＜0．01  
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1－メチルエテニルベンゼン  

Table3 Absoluteandre）ativeorgaJIWeightsinratstreatedorallywidll－methyledlenylbenzeneintJleCOmbinedrepeatdoseand  

reproductive／deve10PmentaltoxicltySCreenlngLest  

DOSe（mg耽少day）  0  40  200  1㈱   

Male  
Numberofanimals  

Bodyweight （g）  
AbsoluleOrganWeight  

ThymuS   （mg）   

Liver  （g）   

Kidneys  （g）   

Tes蛤S  （g）  

Epididymides（g）  

Relativeorganweight  

Thymus   （mg％）  

LiYer  （g％）  

揖dneys  （g％）  

T鮎teS  （g％）  

Epididymides（g％）  

10  9   

479±24．3  435±30．7＊＊  

359±80．5  378±90．4  

14．34±1．286  15，87±1．109＊＊  

3．05土0．157   3．10±0．158＊  

3．40±0．211  3．34±0．359  

1．13±0．085  1．13±0．147  

75±17．5  86士17．2  

2．99±0．172   3，66±0．292★＊  

0．64±0．036   0．72±0．040＊■  

0，71±0．063   0．77±0．075＊＊  

0．24±0．022   0．26±0．033  

10  10   

485士27．3  482±2S．2  

338±72．5  342土78．3  

13．28±1．756  13．10士1．708  

2．80土0．189   2．89±0．2g9  

3．15±0．246   3．29士0，柑4  

1．18±0．110  1．1（i±0．094  

69±12．0  71士14．6  

2．73±0．221  2．71±0．215  

0．58±0．051   0．60±0．056  

0．65±0．073   0．68±0．055  

0．24±0．027   0．24±0．029  

Female  

Numbrofanimals  

Bodyweighl （g）  

AbsoluteorgaLIWeight   

Thymus  （mg） 

LiYer  （g）   

Kidneys  （g）  

Relative organ weight 

ThymllS  （mg％）   

Liver  （g％）   

Kidneys  （g％）  

9   

308±14．1  

221±67．0  

13．02±1．071  

1．84±0．131  

72±21，0  

4．22±0．248  

0．60±0．038  

9   

314±24．1  

239土45，7  

13．61±1．192  

2．15±0．474  

7（i±11．5  
4．34土0．25g  

O．69±仇157  

8   

311±1g．8  

181±3（；．1  

15．24土1．017＊  

2．17±0．219  

59土11．6  

4．91士0．2S3＊＊  

0．70±0．鵬0ヰ  

8   

291±38．0  

139±48．2＊  

16．1（i士2．069＊＊  

2．45±0．191…  

47±14．2＊  

5．55±0．214＊＊  

0．8（i±0．168＊＊  

VaIuesareexpressedasMean±S．D．  

★，Significantlydifferenlfrom山econtrolgroupvalueatP＜0・05  

＋＋，SignificantlydifferentfromthecontrolgroupvaJuealP＜0．01  

Table4 SummaTyOfgrossfindingslnratStreatedora11ywithl－methylethenylbenzeneintheconbinedrepeatdoseandreproductive／  

deve10Pmentaltoxicityscreeningtest  

Sex  
Org独  

Findings Dose（mgn（g／day）  

Male  Female   

O  40  200 1000  0  40  200 1αX）  

Numberofanimals  
Liver   

Dark reddish change 
Enlargement  

揖dneys   

Discolorationofthecortico－   
medu11aヮJunCtion   

Enlargement  
Urinarybladder   
Urin叩Calculus  

Adrenals   

Enlargement  
Grayish change 

l七st田   

Atrophy  
mymus   
Atrophy  

Spleen   
Atrophy  

Skin   

Crust  

10  10  10   9   

0   0   3   9  
0   0   0  1   

0   0  0   0   

0   0   0   3   

0  0  0 

0   0   0   0  

0   0   0   0  

1   0  0   0   

0   0  0   0  

0   0  0   0   

0   0  0  1  

10  10 ．10  10  

0   0   0   0  
0   0   0  1  

0  0   4  9  

O 1  0   7  

0   0   0   0   

0   0   0  1  

0   0   0  1  

0  0   0  1  

0  0   0  1  

0  0   0  0  
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反復投与毒性・生殖発生毒性試験   

質投与群との間に有意な差は認められなかった．また，  

各群ともほとんどの雌が交配開始後4日以内に発情期を示  

して交尾し，交尾所要日数および奏尾成立までに逸した  

発情期の回数ともに有意な菱は認やられなかった．な  

お，対照群の雌1例は腱垢検査では交尾が確認されなかっ  

たが，剖検で受胎が判明した．   

2）分娩・哺育状慰（TabIe7）   

非分娩動物が40および200mg耽g群で各1例認められた  

が，その他の母動物はいずれも正常な分娩を示した妊  

娠期間，黄体数，着床数，着床宰，出産率および分娩率  

には，対照群と被験物質投与群との間に有意な差は認め  

られなかった，なお，非分娩動物には，剖検で子宮内に  

着床痕のみが観察された．   

哺育期間の観察において，1（X船m〆kg群の2例で囁育1日  

に仝新生児の死亡が観察された．これらの母動物のうち1  

例では新生児への授乳量が少なく，翌日には全新生児を食  

殺していた．また他の1例では，分娩日の哺育行動には異  

常はなく，授乳も観察されたが，全新生児が死亡した哺育  

1［＝こ股からの出血がみられ，翌日以降は艦と肛門周囲の  

汚れと哺育4日には自発運動の減少，削痩，立毛が認めら  

れた．なお，この2例のうち1例は妊娠後期の体重増加抑削  

が顕著であり，他の1例も分娩後に著しい体重減少を示し  

た．その他の母動物には異常ほ認められなかった．   

3）新生児に及ぼす影響  

（1）生存率（Table7）  

1（X旧mgルg群では2腹の全新生児が死亡したため，有意  

差は認められなかったものの，4日生存率が若干低値を示  

した．しかし，他の腹では生後の死亡は認められなかっ  

た．出産児数，出産生児数，性比および出生率には，対  

照群と被験物質投与群との間に有意な差は認められな  

かった．   

（2）出生児の観察  

いずれの群でも外表異常を示す新生児は認められなかっ  

た．生後の一般状態ではZ00明兆g群の1例で哺育1日に体  

色の白色化と喘ぎ呼吸が観察されたのみで，その他の新  

生児には異常は認められなかった．   

（3）体重（Table7）  

1（炊）m〆kg許において，哺育0日および4日の体重が，  

有意差は認められなかったものの，雌雄とも若干低値を  

示した．生後の体重増加量については，各被験物質投与  

群とも対照群とほぼ同様な値を示した．   

（4）剖横  

生存動物では，脳の出血点が40mg耽g群の1例，腎孟拡  

張が1腑）m帥g群の1腹の2例，尿管の拡張が200mg侮群  

の1例，100Omg鶴群の1腹の7例に認められた．また，死  

亡動物では，全新生児が死亡した1（削m錘g群の2腹で腎  

孟拡張が柑例中7例に観察された．  

膀胱では黄色の微細砂粒状の結石が1（X沿mg珠g群の雄  

のみに認められた．   

副腎では腫大および灰白色化，胸腺では萎縮がそれぞ  

れ1（X相打■釘kg群の掛こ認められた．胸腺の萎縮が認めら  

れた1例では，牌臓の萎縮を伴っていた．   

その他，片側精巣の萎縮が対照詳の雄1例，皮膚の痴度  

形成が1（X氾mg珠g群の雄1例に認められたが，その発現状  

況から偶発病変と判断した．   

死亡した1（朕）mg爪g群の雄の1例では，膀胱が血様尿を  

大量に貯留して膨満し，直径l～2mm大の膀胱結石が7～  

8個認められた．腎臓は腫大し，腎孟腔，尿管，膀胱なら  

びに膀胱に接している精嚢および前立腺に顕著な出血が  

認められ，尿閉を起こしていたと思われた．その他肺水  

腫，牌腋の萎縮が認められた．   

9）組織所見（Table5）   

計画解剖動物では，被験物質に起因する変化が雌雄の  

肝臓，腎臓および副腎，雄の膀胱，雌の胸腺に認められ  

た．   

肝臓では肝細胞の好酸性変化が200mg在g以上の群の雌  

雄に認められた．雄では微細顆粒状を呈した好酸性細胞  

が小葉全体にび漫性に認められ，それに伴って通常みら  

れる脂肪滴が消失していた．一方，雌では小葉中心部に  

顕著にみられ，肝細胞はやや肥大していた．   

腎臓では尿細管上皮の硝子滴の増加が200mg几g以上の  

群の雄に認められ，そのほとんどの例が尿細管上皮の好  

塩基性変化を伴っていた．また，尿細管上皮の空砲化が  

200m釘kg以上の許の掛こ認められ，その周囲にリンパ球  

の浸潤がみられる例が数例あった．この空胞はオイル  

レッド0染色の結果，赤褐色に染まる脂肪滴であった．  

なお，剖検で腫大が認められた00mg此g群の雌1例の腎臓  

には本変化は認められなかった．   

副腎では束状帯の微細あるいは粗大な脂肪滴の増加が  

1（X粕mg爪g群の雌雄に認められた．   

膀胱では粘膜上皮の増生が1（X氾m釘kg群の雄に認めら  

れ，粘膜上皮層は正常な例の2～3倍に肥厚し，びらんと  

粘膜下織への炎症性細胞の浸潤を伴う鱒もあった．   

胸腺では萎縮が200mgルg以上の群の雌に認められ，皮  

質と髄質の境界が不明瞭になっていた．   

その他に認められた変化については，いずれも少数例  

であり，その発現状況から非特異的な偶発病変と考えら  

れた．なお，非妊娠雌の卵巣には組織学的な変化は認め  

られなかった．   

死亡例では腎臓，尿管，膀胱，精養および前立腺に出  

血がみられ，腎臓ではさらに尿細管の拡張および腎乳頭  

の壊死が認められた．その他肺水腫および牌臓の萎縮も  

認められた．  

2．生殖発生毒性  

1）生殖機能（Table6）   

非妊娠動物が200m釘kg群で1例，100Om釘kg群で2例認  

められたが，交尾率および受胎率ともに対照群と被験物  
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1－メチルエテニルベンゼン  

Table5 SummaryofhistopathologlCaJfindingsinratstreatedorallywithl－melhylethenylbenzeneinLhecombinedrepeatdose  

andreproductive／deve10Pmenla＝oxicltySCreenlngIeSt  

Sex  

Organ  

Findings Dose（mg几g／day）  

Male  Female  

0  40  200 l㈱  0  40  200 11XX）  

Numkroranimals  

Heart   

Focalmyocardialdegeneralion  

Liver   

Acidophilic change of the 
hepatocytes   

Microgranuloma  
Kidneys  
lncreaseofhyalinedropletsin  

山etubularepi山elium   

Basophilicchangeofthetubular   
epilhelium   

Vacuolation of the tubular 

ep仙elium  

Infiltration of lymphocytes 
Cysticdilat且tionofrenaltubules   

Focalsca∫   

Nephroblas10ma   
Pyelectぉis  

Urinarybladder   
Hyperplasiaofthemucosal   
epithelium   

Focal erosion 

lnfiltrationofinnamma（Ory  
Cellsinsubmucosa  

Adrenals  

Increaseoffa（tydropletsinlhe  

fascicuiar zone 
Testes   
Atrophyofseminiferoustubules  

Thymus   
Atrophy  

Spleen   
AけOpby   

Ex虹amedullaⅣbemopole由   

Hemosiderosis  
Skin   

Focaldematitis  

10  10  10   9  

3  ＊  ＊  2  

0   0   7  9  

1  0   0  0  

0   0   3  8  

0   0   2  7 

10  10  10  10  

0  ＊  ＊  0  

0   0  1  9  

0 ．0   0   0  

0   0   0   0  

0   0  0  0  
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Tat）Je6 FertilityandpregnancydatainratstreatedoralJywithl－methylethenylbenzeneinthecombinedrepeatdoscand  

reproductive／developmenta＝oxicltySCreenUlgteSt  

Dose（Ing／kg／day）  0  40  2（泊  1（XX）  

10  10  

10  10  

100．0  100．0   

10  10  

100．0  100．0  

2．6±1．13C）   3．3±1．25  

0．0±0．00  0．0±0．00   

10  10   

10  10  

1（粕．0  100．0  

9  8   

90．0  80，（）  

2．9±0．88  2．7±1．54  

0．0±0．（X）1  0．0±0．Ⅲ）  

NumberofpalrSeXamined  

NumberofpalrSwithsuccessfulmatlng  

Malingindex （％）a）  

Numbe灯OrPregnantfもmales  

Fer【ilityindex （％）b）  

Pairingdaysuntilmatlng  

NumberofestrousstageswithoulmatlnB  

a）ma血gindex（％）＝（Numberofpairswithsuccessfulmating／Numberofpairsexamined）×J00  

b）ferlilityindex（％）＝（Numberofpregnantanimals／Numberofpairswithsuccessfulmating）×100  

C）VaJue〉SareeXPreSSedasMean±S・D・  

Table7 Deliveryandlilterdatainratstreatedora11ywithl－me山ylethenylbenzeneinthecombinedrepeatdoseandreproduclive／  

developmentaltoxicltySCreenlnglest  

Dose（mgn（g／day）  0  40  200  ！OOO  

9  10  

9  9   

100．0  90．0  

22．1±0．60月  22．3±0．50  

17．3±2．55  i6．0±1．41  

15．9±2．32  13．9±4．65  

92．0  85，4  

90．4  84．6  

14．4±2．92  13．0±4．85  

14．4±2，92  14，4±1．74   

100．0  100．0  

0．73（55／75）  0．60（49／81）  

14．3±2．87  14．1±1．27  

99．3  98＿0  

Numberoftemalesexamined  

Numberoffemaleswithlivepups  

Gestadonindex（％）a）  

GestalioれLleng山（days）  

Numberofcorporalutea  

Numberofimplantationsites  

Implantationindex（％）b）  

Deliveryindex（％）C）  

Numberorpupsdelive陀d  

NumberoflivepupsondayO  

Livebirthindex（％）e）  

Sexratio（male／female）  

Numberoflivepupsonday4  

Viabilityindexonday4（％）e）  

Bodyweightorpups（g）   

Ondayl）  male  

絶male   

Onday4   male  

托male  

Bodyweightgainofpups（g）  

day O to 4 male  

female  

0
ノ
 
8
 
 88．9  

22．8±0．4（；  

18＿0±3．12  

15．1±5．53  

80．8  

83．3  

14．1±5．73  

15－9±2．36   

100．0  

1．27（71／5（i）  

15．3±乙19  

9（i．4  

6．6±0．65  

6．1±0．63  

10．1±1．68  

9．4±1．48  

3．8±0．90  

3．6士0．80   

100．0  

22．1±0．35  

17．1±L73  

15．6±1，30  

91．7  

86．5  

13．6±2．92  

13．4±3．07  

97．7  

0．79（48／59）  

10．5±6．65  

75．0  

5．7±1．04  

5．4±0．95  

9．6±1．53  

9．1±l．54  

3．5±0．75   

3．4士0＿85  

6．5±0．57  

6．1±0．48  

10．6±1．33  

10．1±1．12  

3．9±0．78  

3．7±0．51  

6．7±0．60  

6．2±0．43  

10．7±0，95  

9．9±0．83  

4．0±0－78  

3．7±0．69  

a）Gestationindex（％）＝（Numberoffemaleswith】ivepups／Numberofpregnantfemales）×100  

b）Implantationindex（％）＝（NumberofimplanLationsites／Numberofeorporalutea）×100  

C）Deliveryindex（％）＝（Numberofpupsdelivered／NumberofimplanLationsites）×100  

d）Livebi油index（％）＝（NumberoflivepupsondayO／Numberofpupsdelivered）×100  

e）Viabilityindex（％）＝（Numberoflivepupsonday4／NumberoflivepupsondayO）×100  

f）Valuesa】「eeXPreSSedasMean±S・D・  
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2．生殖発生毒性   

親動物の検査において，交尾率，受胎率，妊娠期間，  

黄体数，着床数，着床寧，出産率，牙娩率には，被験物  

質に起因する変化は認められながちた’．－また，分娩にも  

異常は認められなかった．よって，被験物質による親動  

物の生殖機能および分娩への影響はないと考えられる．  

一方，哺育期間の観察において，1（X旧mg佃群の母動物  

2例で全新生児死亡が認められた．これらの母動物には妊  

娠後期に顕著な体重増加抑制あるいは分娩後に全身状態  

の悪化がみられ，1例では新生児べの授乳量の減少と食殺  

が認められた．このことから，この2例では顕著な母体毒  

性により，哺育機能に何らかの障害を来した可能性が考  

えられる．   

新生児の検査において，出産児数．出産生児数，性比  

および出生率には被験物質の影響は認められなかった  

が，1（蜘mgルg群で低体重および4月生存率低下の傾向が  

認められた．4日生存率の低下については，廟著な母体毒  

性を示した母動物2例の仝新生児が死亡したことによるも  

ので，それ以外の新生児には死亡は認められなかった．  

また，生存し得た新生児の体重はほぼ順調に増加したこ  

とから，新生児の死亡は，被験物質の新生児への直接的  

な影響よりも，母体毒性による二次的な影響である可能  

性が高いと考えられる．剖検において，1（X粕m釘kg群で  

腎孟拡張および尿管拡張が観察されたが，腎孟拡張は自  

然発生的にも認められる所見であり，また尿管拡張は1腹  

のみの発現であったことから，被験物質との関連は明ら  

かでなかった．外衣およぴ一般状態では被験物質に起因  

する異常は認められなかった．   

以上のように，本試験では反復投与による影響とし  

て，200mg几g以上の群で雌雄の腎腋，肝腋および雌の胸  

腺の組織変化が，また，1（X沿m釘kg群では雌雄の体重増  

加抑制，雄の死亡，雄の膀胱および雌雄の副腎の組織変  

化が認められた．生殖・発生に及ぼす影響として，親動  

物の生殖機能および分娩には異常は認められなかった  

が，1㈱mg／kg群で母動物の哺育機能および新生児の発  

育ぺの影響を示唆する変化が認められた．従って，本試  

験条件下における反復投与毒性に関する無影響量は雌雄  

とも側mg爪g∧ねy，生殖発生毒性に関する無影響量は親動  

物に対して雄がl00mg丑g／day，雌が200mg／kg／day，児  

動物に対しては200m釘kg佃ayと考えられる．  
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考察   

1．反復投与毒性   

被験物質の反復投与による影響として，1（〉00mg鶴群  

の雄では体重増加抑制，摂餌量減少および膀胱結石が認  

められ，1例が死亡した．死亡例には貧血および血尿とと  

もに，膀胱に多量の結石と血様尿による膨満が認められ  

たことから，膀胱結石により尿閉を引き起こし死亡した  

ものと推察された．さらに生存動物の剖検でも雄には膀  

胱に結石が認められていることから，1㈱m曲群の雄で  

は被験物質により尿組成に変化を来たし，結石を形成l）し  

たものと考えられる．経でも妊娠後期に体重増加抑制の  

傾向が認められたが，死亡および膀胱結石は認められな  

かった．   

腎臓および膀胱への影響として，腎膿では重量増加と  

組織変化が200mき咋g以上の群の雌雄で，膀胱では粘膜上  

皮の増生が1（X抑mg悔群の放で認められた．腎腋の尿細  

管上皮に認められた硝子滴の増加は雄ラットに特異的な  

変化であり，炭化水素化合物の投与により生じることが  

知られている2▼3）．また，硝子滴が過剰に沈着すると上皮  

は変性・壊死・脱落を生じ，その反応として好塩基性の  

再生性上皮が出現する2，3）．本試験においてもこれと同様  

な一連の変化が認められたことから，他の炭化水素化合  

物と同様な現象が生じたものと考えられる．また，雄の  

膀胱において認められた粘膜上皮の増生は，剖検時に観  

察された結石に起因する上皮の損傷に対する修復像と考  

えられる1・4）．雄の血液生化学検査で認められた尿素窒素  

およびカリウムの上昇については，膀胱結石による尿路  

障害，あるいは腎腋の組織変化に伴った機能障害に起因  

した変化である可能性が考えられる．   

肝臓への影響として，雌雄で肝腋重量の増加および組  

織変化が，また雄でGPTの上昇が，200mg此g以上の群で  

認められた．一般に，本試験で認められた肝細胞の肥大  

および好酸性変化は，薬物投与によって薬物代謝酵素の  

誘導が惹起された際に認められることが知られており，  

生体の適応現象と考えられている5，‘）．しかし，経では肝  

臓の脂肪滴の消失および叫液生化学検査でトリグリセラ  

イドの低下が認められていることから，肝臓での適応範  

囲を超えて脂質代謝に何らかの影響を及ぼしている可能  

性が考えられる．また，雌で腎臓の尿細管上皮の脂肪化  

および雌雄で副腎束状帯の脂肪滴の増加も▲認められてお  

り，これらも脂質代謝への影響に関連した変化丁・E）と考え  

られる．   

その他胸腺の萎縮が200mg此g以上の群の雌で認めら  

れた．本変化についてはストレスにより認められる変化  

でもあり9）．本試験の雌では妊娠後期の体重増加抑制に加  

えて，分娩を経過することにより，動物が過剰なストレ  

ス状態にあった可能性が考えられる．   

投与直後の流産が，全被験物質投与群の雄および200  

mg此g以上の群の雌で認められたが，一部には投与直前か  

ら反射的に発現する例も観察されたことから，被験物質  

が有する刺激性10）あるいは物理的性状に起因したもの  

で，毒性学的意義に乏しい変化と判断した．  
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トメチルエテニルベンゼンの細菌を用いる復帰突然変異試験  

ReverseMutationTestofl－MethylethenylbenzeneonBacteria  

要約   

既存化学物質安全性点検に係わる毒性調査事業の一環  

として，トメチルエテニルベンゼンについて，細菌を用  

いる復帰突然変異試験を実施した．   

検定菌として，Sa血otleLtaりPhjmutiumTAlOO，TA1535，  

TA98，TA15371）およびEschetichiaco）jWP2u汀A2）を用  

い，S9Mix無添加および漆加試験のいずれも，用量設定  

試験では，50～5000ド釘プレートで実施したところ，抗  

菌性が認められたので，本試験ではS9Mix無添加および  

添加試験ともに12．5～400匹釘プレートの用量で試験を実  

施した．   

その結果，2回の本試験とも，用いた5種類の検定菌に  

ついて，いずれの用量でも溶媒対照群の2倍以上となる変  

異コロニー数の増加が認められなかったことから，トメ  

チルエテニルベンゼンは，用いた試験系において変異原  

性を有しない（陰性）と判定された．  

方法  

〔横定菌〕  

5月山一0∫】e肋く叩，鮎m血uJ乃TAl00  

5a血0∫】e肋モ仰山mudumTA1535  

且ゞCムeddfaco〟WP2uγrA  

∫aJmo∫】e肋り甲山mudumTA98  

Jね山一○乃e肋りγム血血umTA1537  

ぶ．り甲山muガリmの4菌株は1975年10月31日にアメリカ合  

衆国，カリフオルニア大学のB．N．Ames博士から分与を受  

けた．   

且cd〟WP2uⅥA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を受けた．   

検定菌は，一組Oc以下で凍篇保存した．各検定菌は，凍  

結保存菌の調製時に，アミノ酸要求性，UV感受性，およ  

び膜変異（血）とアンビシリン耐性因子（pKMlOl）の有無  

についての特性確認を行った．   

試験に際して，ニュートリエントプロスNo．2（Oxoid）  

を入れたL字型試験管に種菌を接種し，378C，10時間往  

復振とう培養したものを検定菌液とした．   

【被放物質〕  

1－メチルエテニルベンゼン（CASNo．98一宮3－9）は，分子  

量118．19の無色透明液体である．純度99．陥のもの（ロッ  

ト番号：33041，不純物不明（0．4恥三井石油化学工業  

（株）製造）を（社）日本化学工業協会から供与された．被験  

物質は，使用時まで室温で保管した．  

1－メチルエテニルベンゼは，ジメチルスルホキシド（以  

下DMSOと略，和光純稟工業（株））に50，40あるいは4m釘  

mlになるように調製した後，同溶媒で更に公比2ないし約  

3で希釈したものを，速やかに試験に用いた．   

トメチルエテニルベンゼンのDMSO溶液中での安定性  

試験を，本試験での低濃度（0．125mg／ml）および当研究所  

で同時に実施した染色体異常試験での高濃度（46．Om釘ml）  

の2濃度について，室温遮光条件下で実施した．その結  

果，調製後4時間における各3サンプルの平均含量は，そ  

れぞれ初期値（0時間）の平均に対して，99．3および100％  

であった．   

また，本試験ⅠⅠに用いた調製検体について，含量測定  

式験を行った結果，0．125mg／ml溶液の含量は既定濃度に  

． 雲し’．99●4～1略4mg′m憾竿は’100、、102％であっ   
以上の結果から，トメチルエテニルベンゼンはDMSO  

溶液中では安定であり，また調製液中の被験物質の含量  

は所定の値の範囲内にあることが確認された．   

〔陽性対照物質）   

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりで  

ある．   

AF2：フリルフラマイド （上野製薬（株））   

SA：アジ化ナトリウム （和光純薬工業（株））   

9AA：9－アミノアク1）ジン （SigmaChem．Co．）   

2AA：2－アミノアントラセン（和光純薬工業（株））   

AF2，2AAはDMSO（和光純薬工業（株））に溶解したもの  

を－20七で凍薦保存し，用時解凍した．9AAはDMSOに，  

SAは蒸留水に溶解し，速やかに試験に用いた．   

【培地およびS9Mixの組成〕  

1）トップアガー（TA菌株用）   

下記の水溶液（A）および（B）を容量比10：1の割合で混  

合した．   

（A）パクトアガー（D此0）  0．6％  

塩化ナトリウム  0．5％   

（B）＊しヒスチジン  0．5mM  

ビオチン  0．5mM   

＊：WP2用には，0．5mML－トリプトファン水溶液  

を用いた．を用いた．  
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復帰変異試験  

2．）合成培地   

培地は，日清製粉（株）製の最少寒天培地を用いた．な  

お，培地1リットル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  

すべての検定菌においてS9Mix無潮目および涼加試験の  

500け釘プレ岬卜以上の用量で抗菌性が認められた．そこ  

で，400鵬／プレート以下の用量で零度→ 用量設定試験を  

実施したが，200あるいは40叫〆プレートでも抗菌性が  

認められた．   

したがって，本試験における最高用量を，すべての検  

定薗において，S9Mix無添加および添加試験ともに400  

い〆プレートとすることとした．  

クエン酸・1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  

パクトアガー（Difco）   

2g  

lOg  
l・92g  

O．66g   

20g  

15g   
〔本試験〕   

結果をTabkl，2に示した．トメチルエテニルベンゼ：ノ  

について，すべての検定薗について，S9Mix無添加およ  

び凍加試験験ともに12、5、400拉釘プレートの範囲で，公  

比を2とし，試験を実施した．2回の試験を通して，用い  

た5種類の検定菌のS9Mix無添加および添加試験験のいず  

れにおいても，用量依存性のある変異コロニー数の増加  

は認められなかった．また，すべての検定薗において，  

高用量の1～2群において，抗菌性が認められた．   

以上の結果に基づき，トメチルエテニルベンゼンは，  

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．  

文献  

径90mmのシャーレ1枚あたり30mlを流して固めてあ  

る．  

3）S9M反（1ml中下記の成分を含む）  

S9＊＊   

塩化マグネシウム   

塩化カリウム   

グルコースー6－リン酸  

NAr）H  

NADPH   

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）  

0．1m1  

8mmo1   

33mmo1   

5mmo1  

4mo1  

4 mmol 

l00mmoI   

＊＊：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（Bn  

の併用投与で酵素誘導して作製した59（キッ  

コーマン（株））を用いた．   

〔試験方法）   

プレート法を用いて，S9Mix無凍加および添加試験に  

よって試験を行った．   

小試験管中に，被験物質調製液0．1ml，リン酸緩衝液  

0．5ml（S9Idix涼加試験においてはS9MixO．5ml），検定  

菌液0．1mlおよびトップアガー2mlを混和したのち合成培  

地平板上に況して固めた．また，対照群として被験物質  

調製液の代わりにDMSO，または数種の陽性対照物質溶  

液を用いた．各検定菌ごとの陽性対照物質の名称および  

用量はTablel，2に示した．培養は370cで48時間行い，生  

じた変異コロニー数を算定した．抗菌性の有無について  

は，肉眼的あるいは実体顕微鏡下で，寒天表面の菌膜の  

状態から判断した．   

〔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S9Mix  

無添加あるいは添加試験において，被験物質を含有する  

平板上における変異コロニー数の平均値が，溶媒対照の  

それに比べて2倍以上に増加し，かつ，その増加に再現性  

あるいは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（陽性）と判定する  

こととした．  

結果および考察  

〔用量設定試験〕  

トメチルエテニルベンゼンについて，50～500Ollg／プ  

レートの範囲で公比を約3とし，試験を実施したところ，  

1）D．M．Maron，andB．N．Ames，Mu（atjot7ReseaTCh．，l13，   

173（1983）．  

2）M・H・L・Green，．．Handbook of MuIageniciIy Tes（   

Procedures・‖B・J・Kilbey，M・Legator，W．NichoIsandC・   

Rameleds．，EIsevier，Amsterdam，NewYork，Oxford，   

1984，pp．16ト187．  
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1一メチルエテニルベンゼン  

TabIel Resultsofreversernuta（iontest（I）ofl－Methylethenylt光n2X：ne…onbacteria  

Wi也（＋）∝  NumkrorrcYC正之nb（numkrorcolo【血さ／plat亡，Mcan 士S．D．）  

wi血Oul（一）  d｝鍾  8損亡－P止さub§dlt】tbn  R▲m劇ぬi托Noe  

S9Mは   仙文／pl▲k）  TÅ100   TA1535   WP2〟y′A   TA98   TA1537  

○   120 1（帖 122  7  12  1る  19  15  19  17  19  14  4   占   8  
（11古土 8．7）   （12土 4j）   （18土 2．3）   （17土 2．5）   （ 古土 2．0）  

12．5   113 130 115  8  1占   7  13  17  16  23  14   6  る   
（1け土 9．3）   （10土 4．9）   （15士 2．1）   （14土 8．5）   （ 5士 1．2）  

25   13） 1柑  118  9  13   5  20  17  23  23  15  15  5   3    2  
（123士 8．7）   r  9土 ヰ．0）   （ 20士 3．0）   （18士 ヰ．丘）   （ 3土 1．5）  

50   125 1封  131  15   9   9  17  17  11  16  23   28  6   3    6  
（130士 4．占）   （11士1j）   （15士 3．5）   （ 22土 占．0）   （ 5土 1．7）  

S服  100   10古 111 105  占   5   9  15  13  12  19  21   8  4   7    3  
（107土 3．2l   （ 7土 2．1）   （13士1．5）   （16土 7．0）   r  5土 2．1l  

200   119●102● 119  6●  8■  9  15◆ 11■ 12  16● 14● 14  6●  占●  l  

（113士 9．8）   （ 8士1．5）   （13士 2．1）   （15土 1．2）   （ 4士 2．9）  

ヰ00   12‘●107● 10る  5■  4●  4  7● 13●  9  8● 13● 17  3●  5●  2  

（113士11．3）   （ 4土 0．6）   （10士 3．1）   （13士 4．5）   （ 3土 1．5）  

○   117 119 148  13   8  12  21 13  17  21  30   二I9  7  12   7  
（128土17．3）   （11± 2．61   （17土 4．0）   （ 30± 9．0）   r  9士 2．9l  

12．5   13さ 110 123  11 10  17  24  21 17  26  29   28  16  10  11  
（124士1ヰ．0）   （13士 3．8）   （ 21± 3．5）   （ ヱ8士 1．5）   f 12土 3．2l  

25   123 147  132  17  17   9  15  17  24  31  29   23  15  14    8  

（l封±12．1）   （14士 4．6）   （19士 4．丁）   （28士 ヰ．2）   （12士 3．8）  

50   1｝4 129 138  19   6  10  19  19  19  34  33   28  11． 11   占  

（1封士 4．5）   （12士 占．7）   （19士 0．0）   （ 32士 3．2）   （ 9士 2．9）  

S9M奴  l（拍   l（帖 141 120  15  10   7  14  15  17  28  26  17  7   9   8  
（122土17．‘）   （11土 4，0）   （15土1．5）   （ 24士 5，9）   （ ＄士 1．0）  

（＋）  200   117 120 117  12  12  10  16  ほ  16  22  30  ）1  4●  8■ 11  
（118士 1．7）   （11士l．2l   （17士1．2）   （ 28土 4．9）   （ 名士 3．51  

400   100●101● 12月  4●  5●  5  16● 27● 1ヰ  27● 2‘■  2Z  8●  8■   6  

（110土15．9）   （ 5士 0．‘）   （19士 7．0）   （ 25士 2．占）   （ 7土 l．2）  

p朗iliYO  ÅF2   SA   ÅF2   ÅFZ   9AA  

のm仕01  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9M血（†）   

0010ni由／plak   （5ヰ0士18．0）   （214土 85）   （106±・13．1）   （855± 占2．1）   （1244士118．9）   

posiliYO  2AA   2AA   2AA   2AA   2AÅ  

のnけ01  ヱ   10   0．5   2  

S9Mix（◆）   

∝domios／P181e   （1155士 20．0）   （ヱ34士24．‘）   （755±1Z4．3）   （395士 43．3）   （220士19．3）   

AF2：2－（2－Ft”1）－3－（5－niわ・2一叫l）acrylamide．SA‥Sodiumazide，9AA：9－AmiJ）OaCridine，2AÅ：2－Aminoa皿也racenc  

●：bbibidonw鮎Obs打Ydag血＄t卵W血oflbebac【cha 

●●：h出りW鮎99．6％．  

㌣
㌢
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