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復帰変異試験  

Table2  Resultsofreversemutationtest（ⅠⅠ）ofl－Melhylethenylbenzene＊＊onbacteria  

W仙（＋）α  Ntlmh汀Ofreve爪鮎Ib血umbrorcolonies／plale．Me姻 土S．D．）  

Wi也out（－）  dos¢  Ba5C－PaⅣ5ub5【i【uho爪けPe  Fra皿IeSb拍IYPe  

S9トt止   仙只／plate）  TAl00   TA1535   WP2〟yrA   TA98   TA15ユ7  

0   106 119 110  11  19  11  9  2Ⅰ  21  27  16  17  9   7    5  
（112士 6．7）   （14士 4．6）   （17土 6．9）   （ ヱ0士 6．1）   r  7土 2．0）  

12．5   125 111 111  1：1 16  Ⅰ8  20  15  20  2（；  20   21  6   8  10  
（116土 8．1）   （1（i士 2．5）   （ 柑土 2．9）   （ 22± 3．2）   （ 8± 2．0）  

25   98  98   96  11 18  15  18  Ⅰ4  12  1＆ 15  14  9   9   5  
（ 97士 1．2）   （15土 3．5）   （15士 3．1）   （15土 Ⅰ．0）   （ 8土 2，3）  

50   111 129   97  11   9   6  19  25  30  17  19   23  11 13  12  

（112士l占．0）   （ 9土 2．5）   （ 25± 5．5）   （ 20土 3，1）   （12土 1．0）  

S9Mix  1（X）   1（旭 112 101  12  11   9  27  16  15  21  22   23  8   5   3  
rlや6土 5．5）   （11士l＿5）   r 19士 占．7）   （ 22土 1．0）   （ 5土 2．5）  

2（X〉   101■ g2◆ l00  9◆  7●  9◆  10● 18● 18  22■ 12■ 1さ  6●  6●  7  

（ 94士10．7）   （ 8士l▼2）   （15± 4．6）   （17土 5．0）   r  6± 0．6）  

4（X）   17◆119● 93  g■  0◆  3●  11● 12●  5  13● 12書 14  4●  4■  3■  

（ 76士 53．0）   （ 4土 4．0）   （ 9士 3．8）   （13士 1．0）   （ 4± 0．6）  

0   134 132  130  15   8  20  17  12  19  25  27   44  12  11   8  

（132土 2．0）   （14土 6．0）   （16士 3．占）   （ 32士10．4）   （10士 2．1）  

12．5   97 107   90  17  1：I 13  16  32  17  26  32   34  19  20  10  

（ 98士 g＿5）   （14士 2．3）   （ 22士 9．0）   （ 31士 4．2）   （l（；土 5．5）  

25   108 124  119  8  14  12  2g  20  22  31  33   27  15  14  16  

（117士 8．2）   （ ‖士 3．1）   （ 23士 4．2）   （ 30士 3．1）   （15土 1．0）  

50   110 112 117  15  18  15  28  25  2）  28  40   33  ‖  15  1（i  
（113土 3．6）   （1（〉士1．7）   （ 25士 2．5）   （ ヨ4士 6．0）   （14士 2＿6）  

S9Mix  100   114 113  103  12  10   6  22  2（i  22  34   23   29  6－  14  10  
（110土 6．1）   （ 9土 3．1）   （ 23士 2．3）   （ 29士 5．5）   （10士 4．0）  

（＋）  200   94■103● 104  9  11 13  16  17  25  31♯ 二鯛■  23  14■ 10● 14  
（100± 5．5）   （11± 2．0）   （19土 4．9）   （ 27土 4．0）   （13土 2．3）  

400   83■103■ 114  7■ 14■  8＊  22■ 19■ 20  19■ 17◆22  7■  5■  6  

（100土15．7）   （10土 3．8）   （ 20土1．5）   （19士 2．5）   （ 6士 l．0）  

Positiv¢  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

のnlml  0．Ol   0．5   0．01   0．l   80  

S9Mix（－）   512  549  521  260  282  24g  174 176 160  7朗  glO  g44  161017（i2 ほ00  

（カIo【lie5／plalc   （527±19．う）   （263±17．2）   （170± g．7）   （806士 40．1）   （1724士100．5）   

PositiY¢  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

COnけ01  2   10   0＿5   2  

S9M奴（＋）   

COloni¢S／plate   （867士 90．4）   （246士32．0）   （14二さ6±26．2）   （420± 46．5）   （247士 2g．0）   

AP2：2－（2－Furyl）－3－（5－ni（ro－2－furyI）acrylamide，SA：SodiumaLide，9AA：9LAminoacrldit7e．2＾A：2－Aminoanthracenc  

暮：InbibidonwasobserY¢dagalnSl訂OWtho一山ebacterla・  

…：PurilyWa5弊・6％・  
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1－メチルエテニルベンゼンの  

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∫  

InVitroChromosomalAberrationTestof   

l－MethylethenylbenzeneonCulturedChineseHamsterCells  

3．培養条件   

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5miを入れたディッ  

シュ（径6cm，C品ing）に播き，37■CのCO2インキエペ一  

夕ー（5％CO2）内で培養した・連続処理では，細胞播種  

3日目に被験物質を加え，24時間および48時間処理した．  

また，短時間処理では，細脆播種3日目にS9mix存在下お  

よび非存在下で6時間処理し，処理終了後新鮮な培養液で  

さらに18時間培養した．  

4．被験物質  

1－メチルエテニルベンゼン（略号：MEB，CASNo∴98－  

83－9，ロット番号：33041，三井石油化学工業（株）製造，  

（社）日本化学工業協会提供）は，無色透明液体で，水に  

不溶，ジメチルスルホキシド（DMSO）およびアセトンに  

可溶，融点－23．30c，沸点165．50c，蒸気圧2．43mmHg  

（250c），分子式C9Hl。，分子量118・19，純度卵・6％の物質  

である．被験物質原体の安定性に関する情報は得られな  

かったが，引火性物質で引火点540c，発火点5740Cの物質  

である．溶媒中（DMSO）では，0．125～46．Om釘mlの濃度  

範囲で4時間は安定であった．  

5．被験物質の調製   

被験物質の調製は，使用のつど行った．溶媒はDMSO  

（SigmaChe血calCo．）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％（vル）になるように加え  

た．染色体異常試験に用し、た教験物質調製液の濃度は，  

許容範囲内（溶媒中の平均含量が漆加量の90．0～110％）の  

値であった、なお，濃度の記載について，純度換算は行  

なわなかった．  

6．細胞増殖抑制試験による処理濃度の決定   

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〃U細胞に対する増殖抑制作用は，単層培養  

細胞密度計（MonocellaterTH，オリンパス光学工業（株））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％の増殖抑制濃度を明  

らかに越える濃度（約60％の増殖抑制濃度）は，60％の増  

殖抑制を示す濃度をはさむ2濃度の値より算出したとこ  

要約   

OECD既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の  

一環として，トメチルエテニルベンゼンの培養細胞に及  

ぼす細胞遺伝学的影響を評価するため，チャイニーズ・  

バムスター培養細胞（CHL爪丁）を用いて試験管内染色体異  

常試験を実施した．   

連続処理（24および48時間），短時間処理（6時間）のS9  

mix非存在下においては，50％を越える増殖抑制濃度，す  

なわち0．17mg／mlの濃度を最高処理濃度とした．また，  

短時間処理のS9mix存在下では，50％を越える増殖抑制  

濃度，すなわち0．23mg／mlの濃度を最高処理濃度とし  

た．最高処理濃度の1／2および1／4を，それぞれ中濃度およ  

び低濃度として設定した．連続処理では，S9mix非存在  

下における24時間および48時間連続処理後，短時間処理  

では，S9mix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，標本を作製し，検鏡することにより染色  

体異常誘発牲を検討した．   

CHLnU細胞を24時間および48時間連続処理した高濃度  

群（0．17mg／mりでは，細胞毒性のため十分な細胞数を分  

析できなかったが，その他の処理群においては，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．また，短時間処理では，S9mix非存在下および存在  

下で6時間処理した高濃度群（それぞれ0．17および0．23mg／  

ml）において，細胞毒性により十分な細胞数を分析できな  

かったが，その他の処理群においては，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，トメチルエテニルベンゼンは，上記  

の試験条件下で，試験管内のCHL〝U細胞に染色体異常を  

誘発しないと結論した．  

方法   

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（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CH川U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：JRHBIOSCIENCES）を  

10％添加したイーグルMEM（日水製薬（株））培養液を用い  

た．  
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染色体異常試験  

10．記銀と判定   

無処理対照，溶媒および陽性禎照群と披験物質処理群  

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，倍数性細胞の数にづいて集計し，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出現頻度  

について，フィッシャーのexactprobab血yIeSt法により，  

溶媒対照群と被験物質処理群問および溶媒対照群と陽性  

対照群間の有意差検定（p＜0．05）を行った．披験物質の染  

色体異常誘発性についての最終判定は，石錯ら2）の判定  

基準に従い，染色体異常を有する細胞の頻度が5‘洛未満  

を陰性，5％以上10％未満を疑陽性，10％以上を陽性とし  

た．  

結果および考察   

連続処理による染色体分析の結果をTablelに示した．  

1－メチルエテニルベンゼンを加えて24時間および48時  

間連続処理した高濃度群（0．17mかmI）では，細胞毒性に  

より十分な細胞数を分析できなかったが，その他の処理  

群では，染色体の構造異常および倍数性細胞の誘発は認  

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．  

1－メチルエテニルベンゼンを加えてS9mix非存在下およ  

び存在下で6時間処理した高濃度群（それぞれ0．17mg／ml  

および0．23m釘血）では，細胞毒性により十分な細胞数を  

分析できなかった．その他の処理群では，染色体の構造  

異常および倍数性細胞の誘発は認められなかった．   

従って，1－メチルエテニルベンゼンは，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．  

文献   

1）日本環境変異原学会・哺乳動物試験分科会編，▼■化学  

物質による染色体異常アトラス，‖朝倉書店，1988．  

2）石館 基 監修∴●〈改訂〉染色体異常試験データ集，り   

エル・アイ・シー社，19S7．  

ろ，0．17mg／血であった．また，短時間処理のS9mjx存在  

下および非存在下における50％の増殖抑制濃度を明らか  

に越える濃度は，それぞれ0．23mg／mlおよび0．14m〟mlで  

あった（Fig．1）．  
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ア．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，連続処理および短時間処理の  

S9mix非存在下では0．17mghnl，短時間処理のS9mix存在  

下では0．2：lmg／血とし，それぞれ高濃度群の1／2の濃度を  

中濃度，1ノ叫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（株））および  

シクロホスファミド（CPA，SigmaChemicalCo．）は，注  

射用水（（株）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．  

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約0．1  

ドg／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3％ギムザ液で染色し  

た．  

9．染色体分析   

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，噛乳動物試験  

（MMS）分科会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）の有無について観察  

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（氾個の分裂中期細胞を分析することとし  

た．  
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メチルエテニルベンゼン  

TabelelChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHLnU）continuously加atedwithl－methylethenylbenzene（MEB）＋■  

wi山outS9mix  

Cα…ト Ti汀把Of No．or  No．0†s打ucturalat光汀alions  ■汀 
ふ） 

叩血 TA）  

1）  5）  
P叫作loid軸  
（％）  SA NÅ  

GT伽p 和也om  
（mか叫）  

0
0
0
0
1
0
 
 
 

2
1
0
0
1
S
 
 
 

0
0
0
0
0
川
 
 
 

0
0
0
0
A
：
4
 
 

0
0
0
（
U
 
O
 
l
－
 
 

0
0
0
0
●
1
2
 
 

5
 
 

0
0
0
0
1
0
1
 
 

0
0
0
0
2
5
7
 
 

2
1
0
0
1
1
5
 
 
 

禦
慧
蒜
1
3
誹
 
 

2（1．0） 0（0．0） 0．63  
1（0．5） 0（0．0） 0．25  
0（0．0） 0（0．0） 0．38   

別
封
別
封
元
 
 

0（0．0） 0（0，0） 0．50  －  －   
9●（69．2）9●（69．2） 0．00古）Tox Tox  

l糾●（52．0）98●（49，0） 0．38   ＋  －  

0
0
 
8
8
0
0
 
〔
8
 
4
4
4
4
4
 
 

）
 
）
）
 
）
 
）
 
 

0
5
0
4
5
 
仇
 

〇
 

（
（
（
（
（
 
 

●
 
 
●
 
 

0
・
1
2
4
1
 
 

0
 
 
 

）
）
）
）
ヽ
●
′
 
 

5
0
5
4
0
 
 

0
1
 
－
－
A
．
4
 
 

4
 
5
 
 

（
（
（
（
（
 
 

●
●
 
 

1
2
3
4
 
 

（
U
 
O
 
O
 
l
 
l
1
 
 
 

1
2
4
柑
捌
 
 
 

0
0
0
1
0
甜
 
 
 

0
0
つ
ー
0
つ
J
 
 

O
 
O
（
U
 
O
つ
J
 
 

（
U
 
O
 
O
 
O
4
 
 

0
0
0
4
封
 
 
 

3
 
 

0
1
1
4
4
 
 

1
1
1
0
2
1
 
 
 

卸
瓢
制
9
珊
 
 

仇38  

0．25   －  －  
0．63   －  －  
0，007〉 Tbx Tox  
O．3＄   ＋  －  

Ab反eviatioms：g叩：dmm如idgapa爪d血℃mOmegap，Ctb：Ch■伽Ia舶b托れcle：dmatidexchange，CSb：血Ⅷ10Sα眠breれ  
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Table2 ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHLnU）treatedwithl－methylethenylbenzene（MEB）＋＊withand  

WithoutS9mix  
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O．50   －  一  

0．38   －  －  

l．54古）Tbx Tox  
O．25   －  －   

0．25  

0．50   －  －  

0．13  

Tox Tox  

O．00   ＋  －  

－ 6－（1＄）  

－ 6－（18）  
‾ 6－（18）  
－ 6・（柑）  
－ 6一（1g）   

＋ 6－（1g）  
＋ 6一（18）  
＋ 6－（18）  
＋ 6一（18）  
＋ 6－（18）  

200 1 0 0 0 0 0  0  1  

200  0 0 0 0 0 0  0  0  

200  3 1 1 0 0 0  0   5  

0  

200  36 94175 3  2 24110 444  

0  1（0．5） 0（0．0）  
0  0（0．0） 0（0．0）  
0   5（2．5） 2（1．0）   

0 151＊（75．5）141■（70．5）  

AbbreviaLions：gaP：ChoTnaLidgap孤dchro几柵gaP，Ctb：Chromatidbreak，C暮e：ChroIl嘘idcxchange，CSb：Chromosomebreak，  
CSe：ChromDSOmeeXCh3nge（diceAbicand血getc・），f‥aCentdcぬ伊能n（（chrornaddtypc），mu］：muldpleabemLion＄，TAG：Iotalno．  
Ofccllswithabemdons，TA：tOtalJtO・Ofce山swidlabcJTationsexceptgap，SA：StnJCttJralaberradon，NA：rLum由caJaberration，  
CPA：CyClophosphamide．Tbx：tOXic．1）仇med］ylsulfbxidcwastJSedassoIvent．2）Moredlanb：nabcrrationsinacdlwerescoredaslO．  
3）0仇恥鎚Chas血伽u山0れ諷dp陀m水明Chromo抑耽00n血旭血・WモーeeXCluddh皿此れ？・OrS仙血ー山血m血鮎・  
4）Eighthund－∝＝光11swe陀a旭1y駅dhe就h卯〉up．5）血dge灯忙n‡wasdoれeOn山ebasiso一也ecnte血0†Ⅰ血id如edd．（19釘）．  
6）Sixty一丘vecellswereanaIyscd・－：SigtificanLLydi晩renlEromsoIventcontrolatp＜0．05．＝：Puritywas99．6％．  
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ペンタエリスリトールの 

SingleDoseOralToxicityTestofPentaerythritolinRats  

要約   

ペンタエリスリトールの500，1αX）および2（咲）m釘kgを  

5過齢のCけCD（SD）系雌雄ラットに経口単回投与し，そ  

の毒性を試験した．   

死亡は雌雄のいずれの群においても認められず，LD5。  

値は2（X旧nl釘kg以上と推定された．一般状態では下痢便  

や軟便が1（伽mg侮以上の群の雌雄で投与日あるいは投  

与後1日に認められた．体重推移，剖検および病理組織学  

的検査では，雌雄ともにベンダエリスリトール投与によ  

る影響は認められなかった．  

材料および方法   

1．被験物質  

ペンタエリスリトールは，一般に合成樹脂，塗料ある  

いは粕薬に用いられる物質であり，水溶性（水溶解度  

7．23g／100g）の白色顆粒である．本試験では三菱ガス化  

学（株）より提供されたロット番号50825（純度92．7％）のも  

のを使用した．被験物質は7カ月間安定であり，本ロット  

は試験期間中安定であることを確認した．投与には，被  

験物質を0．5％カルポキシメチルセルロースナトリウム溶  

液（日本薬局方CMC－Na，丸石製薬（株）；日本薬局方精製  

水，ヤクハン製薬（株））で用時に懸濁調製したものを使用  

した．  

2．試験動物および飼育条件   

生後4過齢のCrj：CD（SD）系のSPFラット雌雄を日本  

チャールス・リバー（株）より受け入れ，相聞の馴化飼育  

を行い，順調な発育を示した動物を試験に用いた．動物  

は，温度23±30c，湿度55±10乳換気回数10～15回／時お  

よび照明12時間／日に設定されたバリアシステムの飼育室  

において，ブラケット式金属製金網床ケージに群分け前は  

5匹以内，群分け後は3匹以内収容した．飼料は固型飼料  

（CRFl，オリエンタル酵母工業（株）），飲料水は水道水（札  

幌市水道水）を自由に摂取させた．飼料の混入物質および  

飲料水の水質を検査し，異常がないことを確認した．   

3．試験群の設定  

本試験の投与量設定のために実施した試験では，500，  

1αX）および2（X氾mg丑g群，′0．5％CMC－Na溶液投与群（対照  

群）の計4群を設定し，1群当たり雌雄各5匹のラットに投  

与した．投与後5日間の観察において1㈱および2αX）mg／  

kg群で投与日あるいは投与後1日に下痢便あるいは軟便が  

認められたのみで，死亡は認められなかったため，観察  

期間を投与後14日まで延長し，本試験の成績とした．群  

分けは投与前日に体重別層化無作為抽出法により行っ  

た．  

4．投与方法   

投与は，動物を約17～1g時間絶食させた後，胃ゾンデ  

を用いて強制経口投与した．投与容量は，体重1kg当り  

10mlとして投与日に測定した体重に基づいて算出した．  

投与時の週齢は雌雄ともに5週齢で，その平均体重（体重  

範囲）は雄で132．5g（125～138g），雌で114．Og（108～123g）  

であった．  

5．観察，測定および検査項目  

全例について，一般状態を投与日は投与後6時間までは  

頻繁に，投与後1日以降は1日1回以上の頻度で投与後14日  

まで観察した．また，体重を投与日，投与後1，3，5，7，10  

および14日に測定した．全例について投与後14日に体外  

表を観察した後，エーテル麻酔下で放血致死させ，剖検  

した．このうち，対照群およびペンタエリスリトール投  

与各群の雌雄各2例の肝臓，腎臓，牌臓，心臓，肺，脳  

（大脳・小脳），胃（前胃・腺胃），十二指腸，空腸，回  

腸，盲腸，結腸および直腸を10％中性緩衝ホルマリン液  

で固定し，骨法に従いパラフィン切片を作製し，ヘマト  

キシリン・エオジン染色あるいは特殊染色（PAS染色）標  

本を作製し，病理組織学的検査を行った．   

体重についてBa畑ettの等分散検定の後，一元配置分散  

分析法あるいはKruskal－Wallis法により解析し，有意な場  

合，Dunnettの検定法あるいはMann－Whi（neyのU－検定法  

により対照群とベンダエリスリト【ル投与各群との比較  

を行った．なお，対照群との検定については，危険率5％  

以下を統計学的に有意とした．  

成績   

1．死亡状況およぴLD5。億（TabIel）   

雌雄ともに，いずれの群においても死亡は認められ  

ず，LD5。値は2（X旧mgルg以上と推定された・   

2．一般状態   

投与日に，下痢便が1000m釘kg群の雌，2㈱m釘kg群  
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単固投与毒性試験  

Tablel MortalityandLD50Valuesofratstreatedoral1ywi（hpen（aerythritolirLthesingledose－oxicitytest  
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Female  

a：Dayafteradm血istration．  

b：No．ofdeadanimals／No．ofanimalstreated．  

の雌雄の全受皿上で確認された．なお，同症状は投与後  連絡先  

約2時間以降に認められ，1000mg此g群よりも2（刷）m釘kg  

群で頻回認められた．投与後1日に下痢使および軟便が  

1000mg／kg群の雌雄の約半数の受皿上で，2000mg耽g群  

の雌雄の仝受皿上で確認された．投与後2日以降に前述の  

症状を含め異常は認められなかった．  

試験責任者：八幡 昭子  

試験担当者：山田 高士，小林 裕幸，  

運営管理者：井本 精一  

（株）化合物安全性研究所  

〒004 北海道札幌市豊平区真栄363番24号  

TelOlト885－5031  Fax Olト885－5313  

3．体重  

ベンタエリスリトール投与のいずれかの群においても  

対照群とほほ同じ推移を示した．†   

4．剖横および病理組織学的模査   

ペンタエリスリトール投与による異常は認められな  

かった．  

考察   

死亡は雌雄のいずれの群においても認められず，LD5。値  

は200mが喝以上と推定された．下痢便や軟便が10α）mg／  

kg以上の群の雌獲で投与日あるいは投与後1日に認められ  

た．しかし，これらの症状は投与後2日以降は認められ  

ず，体重など全身に悪影響を及ぼすものではなかった．  

Co汀eSpOndence  

Authors：JuikoYal1ata（Studydirec（Or）  

TakashiYamada，HiroyukiKobayashi，  

SeiichiImoto（ManagemeTLt）  

SafetyResearchInstituteforChemicalCompounds  

Co．，Ltd．  

363－24ShiJl－ei，Toyohira－ku，．Sapporo，Hokkaido，  

004，Japan  

Tel＋81－11－885－5031  Fax ＋8ト1トS85－5313  
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ペンタエリスリトールのラットを用いる反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalToxicity  

ScreeningTestofPentaerythritolbyOralAdministration  

回／時，照明12時間／日に設定したノ1リアシステムの飼  

育室において，ブラケット式金属製金網床ケージに群分  

け前は3匹以内，群分け後は1匹，交配中は雌雄各1匹，妊  

娠期間中は1母動物，哺育期間中は1腹を収容した．ただ  

し，妊娠17日以降は金属網床のかわりに実験動物用床敷  

（ホワイトフレーク，日本チャールス・リバー（株））を敷い  

たステンレス製受皿を使用した．飼料は固型飼料（CRf－1，  

オリエンタル酵母工業（株）），飲料水は水道水（札幌市水道  

水）をそれぞれ自由に摂取させた．飼舟の混入物質および  

飲料水の水質を検査し，異常がないことを確認した，   

3．試験群の設定   

試験群は，本試験の用量設定試験（14日間反復投与試  

験）の結果を参考に設定した．すなわち，ペンタエリスリ  

トールの100，300およぴ1㈱m釘k釘dayを設定した試験で  

は，1（X旧mg悔群で雌雄ともに軟便，下痢便が認められ  

たが，100および300mg／kg群で異常は認められなかっ  

た．これらのことから，本試験の高用量を1000mg此g／  

day，以下，公比約3で300および100mg凡打dayとし，さ  

らに0．5％CMCNa溶液を投与する対照群を設け，計4群と  

した．動物数は1群当たり雌雄各12匹とした．群分けは投  

与開始前日に体重別層化無作為抽出法により行った．  

4．投与方法   

投与は胃ゾンデを用いた強制経口投与とし，投与容量  

は体重1kg当たり10mlとして，投与日に最も近い日に測  

定した体重に基づいて算出した．雄には交配前14日間お  

よび交配期間を含む46日間，雌には交配前14日間および  

交尾成立までの交配期臥 さらに交尾成立例は妊娠期間  

および哺育3日までの期間投与した．投与は10週齢から開  

始し，投与開始時の平均体重（体重範囲）は雄で3卵．6g  

（369～432g），雌で232．1g（207、254g）であった・   

5＿ 観察，測定および検査項目  

1）一般状態観察，体重，摂餌iおよび飲水量測定   

一般状悉を試験期間中1日1回以上の頻度で観察した．   

体重は，投与1日（投与前），投与2，5，7，10および14日，  

その後ほ雄については7日毎（投与終了日を含む）および剖  

検日に，掛こついては妊娠0，1，3，5，7，10，14，17および20  

日，哺育0，1および4E】に測定した．また，雄は投与1から  

46日の，雌は投与1から14日，妊娠0から20日および哺育  

0から4日の体重増加量および体重増加率を算出した．摂  

要約   

ペンタエリスリトールの100，300および1（）∝）mj沖少day  

を雄ラットの交配前および交配期間を含む46日間，雌  

ラットの交配乱交配及び妊娠期間，ならびに哺育3日ま  

での期間に経口反復投与し，雌雄動物への反復投与によ  

る影乳 雌雄動物の生殖および次世代の発生に及ぼす影  

響について試験した．   

雌雄動物への反復投与により，軟便が300mg几g以上の  

群の雌雄で，下痢便が300叩爪g以上の群の雄および1αX）  

mg耽g群の雌で認められた．飲水量の増加傾向が1∝旧m〆  

kg群の経で認められた・その他に，ペンタエリスリトー  

ル投与による影響は認められなかった．従って，ペンタ  

エリスリトール反復投与による無影響量（NOEL）は雌雄  

ともに100mg在g〟ayであることが示された．   

雌雄動物の生殖および次世代の発生に対して，ペンタ  

エリスリトール投与による影響は認められなかった．  

従って，ペンタエリスリトールの雌雄動物の生殖および  

次世代の発生に対する無影響量は1000mg／k釘dayである  

ことが示された．  

材料および方法   

1．被験物質   

ベンダエリスリトールは，一般に合成樹脂，塗料ある  

いは和英に用いられる物質であり，水溶性（水溶解度  

7．23g／100g）の白色顆粒である．本試験では三菱ガス化  

学（株）より捷供されたロット番号50825（純度92．7％）のも  

のを使用した．披験物質は7カ月閏安定であり，本ロッ  

トは試験期間中安定であることを確認した．投与には，  

被験物質を0．5％カルポキシメチルセルロースナトリウム  

溶液（日本薬局方C－MC－Na，丸石製薬（株）；日本薬局方精  

製水，ヤクハン製薬（株））で用時あるいは5日に1回の頻度  

で懸濁調製したものを使用した．なお，ペンタエリスリ  

トールの低・高濃度の調製液が5日間安定であることを確  

認した．  

2．試験動物および飼育条件   

生後8週齢のCrj：CD（SD）系のSPFラット雌雄を日本  

チャールス・リバー（株）より受け入れ，15日間馴化飼育  

した後，順調な発育を示し，かつ雌では性周期に異常の  

認められない動物を試験に用いた．   

動物は，温度23士3－C，湿度55±10％，換気回数10～15  
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反復投与毒性・生殖発生毒性試験  

餌量は，雄については交配期間および剖検日を，附こつ  

いては妊晩）日および哺育0日を除き体重測定日と同じ日  

（投与終了日を含む）に測定した．飲水量は，雄について  

のみ，摂餌量測定日と同じ日に測定した．なお，妊娠日  

数は交尾成立日を妊娠0日，哺育日数は分娩終了日を哺育  

0日として起算した．   

2）尿検査   

投与期間の最終週（投与43～叫日）に雄の各群6例を代謝  

ケージに収容して非絶食下で採尿を行った．約3時間の  

蓄尿についてpH，蛋白，糖，ケトン体，潜血反応（以  

上，試願新マルテイスティツクス；マイルス・三共）およ  

び沈瘡（鏡検）を検査し，21時間蓄尿について尿量，比重  

（アタゴ製屈折計ユリコン），ナートリウム，カリウム（以  

上，炎光法：コーニング4紺型炎光光度計）およびクロー  

ル（電量滴定法：平沼CL－6M型タロライドカウンター）を  

測定した．  

3）剖検および器官重1測定   

雄は投与46日の翌日にエーテル麻酔下で採血後放血致  

死させ，剖検した．雌は全哺育児死亡例は発見後直ち  

に，交尾成立例については哺育4日に，交尾不成立例につ  

いては交配期間終了の翌日に，妊娠25日まで分娩の認め  

られない例（不妊例）は妊娠26日にエーテル麻酔下で放血  

致死させ，剖検した．また，子宮の着床痕および卵巣の  

妊娠黄体を計数した．さらに，肝臓，腎臓，胸腺，副  

腎，精巣，精巣上体および卵巣の重量を測定し，器官体  

重重量比を算出した．  

4）血液学的検査   

剖検時に雄の全例について約16時間絶食させた後，  

エーテル麻酔下で大腿静脈より採血し，EDTA・2Kで処  

理した血液を用いて赤血球数，平均赤血球容積，血小板  

数，白血球数，（以上電気抵抗法），血色素量（シアンメ  

トヘモグロビン法）（以上，コールターカウンターT660  

型），ヘマトクリット値（RBC，MCV億より算出），平均  

赤血球ヘモグロビン量（R8C，Hb億より算出），平均赤血  

球ヘモグロビン濃度（Ht，Hb値より算出），網状赤血球数  

（Breche∫法）および白血球型別百分率（鏡板）を測定した．  

また，無処理血液を用いて，凝固時間（流体粘度変化によ  

る空気圧測定法：グライナー社製マイクロコアグロメー  

ター）を測定した．さらに，腹部大動脈より採血しクエン  

酸ナトリウムで処理した後，3∝0呼mで10分間遠心分離  

して得られた血菜を用いて，プロトロンビン時間（トロン  

ポプラスチン法）および活性化部分寸ロンポプラステン時  

間（エラジン酸法）（以上，AMELUNGKC－10Aバクスター  

KK）を測定した．  

5）血液生化学検査   

剖検時に雄の仝例について腹部大動脈より採血し，  

3000rpmで10分間遠心分難して得られた血清を用いて  

GOT，GPT（以上，IFCC法），Y－GPT（包接L－Y－グ）t／タミル一  

升ニトロアニリド基質法），コリンエステラーゼ（ヨウ化  

プチリルチオコリン基質法），血糖（ヘキソキナーゼ法），  

総コレステロール，リン脂質（以上酵素法），トリグリ  

セリド（遊離グリセロール消去法），捻ビリルビン（アゾビ  

リルビン法），尿素窒素（ケレナーゼ・インドフェノール  

法），クレアチニン（ヤッフェ法），カルシウム（OCPC  

法），無榛リン（フィスケ・サバロー法），総蛋白（ビウ  

レット法），アルブミン（BCG法），クレアチンフォスフォ  

キナーゼ（GSCC法）（以上，日立7150形自動分析装置），ナ  

トリウム，カリウム（以上，炎光法：コーニング4SO型炎  

光光度計），クロール（電量満走法：平沼Cし6M型クロラ  

イドカウンター），A伯比（TP，刃b値より算出）・および蛋  

自分画（セルロースアセテート膜電気泳動法）を測定、し  

た．   

6）病理組織学的検査   

全例の肝臓，腎臓，脾臓，心臓，肺，脳（大脳・小  

脳），下垂体，胸腺，副腎，甲状腺，胃（前胃・腺胃），十  

二指腸，空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，精巣，精巣上  

体，前立腺，卵巣について，全哺育児死亡例はさらに乳  

腺および子宮（頚部含む）について，常法に従いパラフィ  

ン切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン染色および  

特殊染色［oilredO染色，および鍍銀（渡辺変法）染色，エ  

ラスチカ・ワンギーソン染色］標本を作製し，病理組織学  

的検査を行った．   

7）生殖能検査   

雌全例について，投与前10日から交尾成立までの連日  

に隆垢塗抹標本を作製し，性周期の異常の有無を検査し  

た．投与14日の雌雄について，同試験群内で夕方より1対  

1で最長14日間同居させた．交尾成立は雌の膣垢中に精子  

が確認された場合とし，妊娠成立は雌の子宮に着床痕が  

確認された場合とした．また，交尾率〔（交尾動物数／同  

居動物数）×100］および受胎率［（受胎動物数／交尾動物  

数）×100］を算出した．   

8）分娩および母性行動観察   

交尾した雌全例について，分娩状乳 母性行動，総出  

産児数，生児数および死亡児数，出産児の性別および外  

表を観察した．また，着床率［（着床痕数／妊娠黄体数）  

×100］，出産率［（生児出産雌数／妊娠雌数）×l（氾］，分  

娩率［（捻出産児数／着床痕数）×100】，出生率【（出産生  

児数／総出産児数）×100】，哺育4日時哺育寧【（哺育児確  

認雌数／正常分娩雌数）×100］，性比［雄生児数／雌生児  

数］および妊娠期間［分娩終了日までの妊娠日数］を算出  

した．   

9）新生児の生存性，一般状態観察，体重測定および剖検   

分娩終了日から哺育4日まで1日1軌生死を確認し，新  

生児生存率［（哺育4日生児数／出産生児数）×100］を算出  

した．また，一般状態および外表について観察し，体重  

を哺育0，1および4日に測定し，哺育0から4日の体重増加  

量および体重増加率を算出した．死亡例は発見後直ち  

に，その他の例については哺育4日に二酸化炭素吸入法に   
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より安楽致死させ，剖検した．   

6．統計処理  

性周期，交尾率，受胎率，出産率および哺育率について  

は，Fisherの正確確率検定法により対照群とペンタエリス  

リトール投与各群との比較を行った．その他の検査項目に  

ついては，B祇Ie伏の等分散検定の後，一元配置分散分析法  

あるいはKruskal－Wallis法により解析し，有意な場合，  

Dunnettの検定法あるいはMaⅣトWhitneyのU，検定法により対  

照群とペンタエリスリトール投与各群との比較を行った．  

なお，分娩および母性行動観察結果，新生児の生存率およ  

び体重については1腹を単位として検定を行い，対照群と  

の検定については危険率5％以下を統計学的に有意とした．  

成績   

1．反復投与毒性  

1）一般状態  

■雄では，投与期間中に300m釘kg群で軟便が4例に，下  

痢便が1例に，1（朕）mg爪g群で軟便および下痢便が仝例に  

認められた．雌では，妊娠前投与期間に300mg珠g群で軟  

便が2例に，1㈱mg爪g群で軟便および下痢便が全例に認  

められた．妊娠期間では，1000mg／kg群で軟便が仝例  

に，下痢便が】．1例に認められた．哺育期間では，1000  

mg耽g群で軟便が全例に，下痢便が9例に認められた．な  

お，軟便および下痢便は，雌雄ともに300m釘kg群で散発  

的に，100Omg作g群で断続的に認められた．  

2）体重（TabIel，2）   

対照群と比較して有意な差は認められなかった．   

3）摂鍋蓋   

ペンタエリスリトール投与による異常は認められな  

かった．   

4）飲水王（Table3）   

雄の飲水量では，統計学的に有意な差はみられなかっ  

たものの，1㈱mg侮群で投与10日以降に増加傾向が認  

められた．   

5）尿検査（Tabte4）   

対照群と比較して有意な差は認められなかった．   

6）血液学的検査（TabIe5）および血液生化学検査什ぬIe6）   

ペンタエリスリトール投与による異常は認められな  

かった．   

7）器官重1   

対照群と比較して有意な差は認められなかった．   

8）剖模   

ペンタエリスリトール投与による異常は認められな  

かった．  

9）病理組織学的検査（Table7）   

ペンクエリスリトール投与による異常は認められな  

かった．また，交尾不成立例および不症例においてもそ  
の原因を示唆する所見は認められなからた．   

2・生殖発生毒性（Table8）  

1）生殖能横査   

ペンクエリスリトール投与による異常は認められな  

かった・なお，交尾不成立例は300mg珠g群で1組，不妊  

例は対照群，100およびl（X氾mg几g群で各2組に認められ  

た．   

2）分娩および母性行動観察   

哺育異常として，哺育1日までに仝哺育児を死亡させた  

例が1（朕）m釘kg群の1例に認められた．本例の出産児は18  

匹（生存5匹，死亡13匹）であり，いずれも喰殺を受け体の  

一部が欠損しているか，外傷が認められ，新生児は哺育  

1日に仝例不明となった．母動物には，分娩中，児舐め  

や巣作り行動が認められたが，分娩終了後は哺育行動は  

認められなかった．また，分娩中より児の輔喰が認めら  

れた．剖検では，子宮に胎盤が着床痕から遊離して認め  

られた以外に異常はなく，病理組織学的検査でも乳腺を  

含め検査した器官・組織に異常は認められなかった．   

分娩終了時の死亡児の剖検では，前述の哺育異常例の  

死亡児を含め，外傷以外に異常は認められなかった．   

3）新生児の生存性，一般状態，体重および剖横   

ペンタエリスリトール投与による異常は認められな  

かった．  

考察   

軟便が300mg几g以上の群の雌雄で，下痢便が300mg／  

kg以上の群の雄および100Omg几g群の雌で認められ，ペ  

ンタエリスリトール投与による影響と考えられた．これ  

らの症状と関連するものとして飲水量の増加傾向が1（旧O  

mg耽g群の雄で認められたが，全身や生体の恒常性への影  

響を示唆する変化は認められなかった．その他に，体重  

推移，摂餌量，尿検査，血液学的検査，血液生化学検  

査，器官重量，剖検および病理組織学的検査ではペンタ  

エリスリトール投与による影響は認められなかった．   

以上より，300mg几g以上の群の雌雄で軟便あるいは下  

痢便が認められたことから，本スクリーニング試験にお  

けるペンタエリスリトール反復投与による無影響量  

（NOEL）は雌雄ともに100mg几g／dayであることが示され  

た．   

生殖能検査ではペンクエリスリトール投与による影響  

は認められず，生殖器の病理学的検査においてもペンタ  

エリスリトール投与による影響は認められなかった．な  

お，交尾不成立例および不妊例の生殖器にその原因を示  

唆する病理組織学的所見は認められなかった．全哺育児  

を死亡させた母動物が1∝沿mg在g群の1例に認められた．  

本例では，哺育行動が認められず，出産児の喰殺などが  
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Tablel BodyweightcharLgeSOfmaleratstreatedorallywithpentaerythritolinthecombined∫ePeatdoseandreproductiVe／  
developmenta）toxICltySCreenlngteSt  

Pentaeryl仙oINo・Of  Dayofadmi爪isけalion  Body weight gain 

（mg爪g） am印als 1   2  5  7  10  14  21  2g  35  42  46  Dayト46  ％■〉   

0  12  39冨．4b）407．4 423．5 430．1 417．0 461．3 4＄2．7 510．9 533．2 554．2 560．g  

±16．7 ±17．g ±22．g 士24．3 ±29．0 ±33．3 ±37－0 ±41．8 ±46．1 ±4g．4 ±4g．2  

1（氾  12  39g．9 405．8 421．7 430．3 446．2 459．6 477．0 503．g 526．g 546．3 552．4  

±15．4 ±17．0 ±18．2 ±1臥9 ±2l．7 ±22．9 士25．0 一－±25．6 ±25．2 ±2（；．2 ±27．6  

300  12  39害，、8 404．4 421．8 431．7 44g．8 466．4 4ぎg．0 512．∫ 53（；．0 556．8 569．5  

±15．2 ±17．9 ±21．7 ±23．7 ±26．5 ±30．5 ±29．2 ±34．3 ±39．2 ±43．9 ±44．7  

1（X氾  12  39臥2 404．4 421．4 4二）0．8 446．6 462．4 4gO．9 5桐．3 523．9 5ヰl．3 552．4  

士1（i．占 ±15．6 ±柑．5 ±20．7 ±23．1 ±26．5 ±31．0 ±35．4 ±39．6 ±40．S ±41．g  

162．333 40．543  

±33．015 土6．66苫  

153．5（氾l二媚．4（i8  

±17．676 士4．134  

170．750 42．638  

±30．6g4 ±6．274  

154．250 3臥597  

±27．侠）5 士5．709  

a：（8（山yweighlga山／Myweightondayl）×100．  

b：VaJuesafemeaJIS±S．D．3Jldexpressedhgram．  

Table2 BodyweightchangesoffemaleTatStreaIedorallywithpentaery（hritoJinthecombiJledrepeatdose andl℃PrOductive／  

developmentaltoxicityscreenlngteSt   

‾Before山egeslalioflperiod－  

Bdyweighlgam  Pe山北け也d【oI No，Or  Dayoradminis打a【iom  

Dayト14  ％▲）  （mg在g）  a血mls  1  2  5  7  10  14  

233．3b） 235．3  242．9  246．0  253．1  

±11．5  ±10．4  ±12．7  ±10．7  ±13．3  

234．7  23ざ．S  243．6  249，3  252．4  

土12，0  ±10．g  ±13．5  ±川．6  ±16．3  

229．S  233．4  23（i．7  243．3  246．5  

±臥7  ±8．7  ±9．0  ±10．6  ±11．0  

230．7  233．7  23S．8  246．8  250．8  

±12．g  ±11．4  ±13．2  ±14．0  ±15．3  

259．g  26．5S3   11．450  

±13．1  ±8．512   ±3．713  

2的．5  25．833  10．災）ヨ  

土21，4  士12．525   ±5．064  

253．1  23．250  10．141  

±10．3  ±6．538   ±2．971  

25g．5  27．害33  12．121  

±14．8  ±8．473   土3．731  

‾Duringthegestationperiod－  

Bdyweigblgah  Penla訂y血ri101No．or  

（mg此g） 血Ids  

Day of gestation 

DayO－20  ％C）  0  1  3  5  7   10   14   17   20  

160．400  59．998  

±22．941 ±9．127  

162．200  59．544  

±16．096  ±4．345  

144．364  54．732  

±27，373  ±9．453  

151．100  56．g92  

±16．写6g  ±5．写59  

10  26冨．1 276．7 287．9 297．1 3個．1 323．2 349．7 380．3 42g．5  

±14．3 ±1二！．6 ±14．2 ±14．5 ±15．2 ±15．7 士19．3 ±22．0 ±26．1  

10  272．4 2gl．4 295．4 3伽．1 316．6 330．3 353．9 3＄6．5 434．6  

±18．1 士19．5 ±22．2 ±23．5 ±23．3 ±24．9 ±2（i．3 ±2き．1 ±31．5  

11  263，5 270．1 280．9 289．2 295．＄ 310．5 330．6 359．8 407．ぎ  

±12．g ±14．1 ±14．9 士16．5 ±1（5．7 ±1臥2 ±20．6 ±24．1 土34．7  

10  2（i6．0 273，6 284．2 294．ぎ 303．1 317．2 337．9 369．3 417．1  

±17．5 ±15．6 ±18．5 ±22．0 ±22．7 ±24．2 ±24．9 ±27．4 ±2g．3  
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Table2 （continued）   

一Duri11gthelactationpcrid－  

Pe血aeけ血dbl No．or   

（Ⅳlgルg）  肌imaI＄  

Dayoflaclalion  B∝1yweighlgal爪  

DayO－4  ％C）  0  1  4  

329．0  326．5  341．4  

±17－6  土24．6  土19．1  

327．8  320，2  337．0  

±24，1  ±25．6  ±23．2  

316．3  301．6  323．2  

±1（i．5  ±23．8  ±21．0  

（9）d）  

331．6  319．2  332．3  

±24．9  ±23．7  土1（i．2  

12．400  3．795   

士9．582   土3．005  

9．200  2．939  

士15．922   ±4．g3（i  

6．9（衿  2．225  

±15．984   ±4．969  

（9）  （9）   

5．αX）   1．6g3  

±11二402   ±3．674  

0  10  

1（カ  10  

3（M  ll  

1（柵）  10  

a：（Bdyweigh【g血／Mywdgh10ndayl）×100・  

ニValuβS訂e爪ean5士S．D．andex印鑑Sedin訂am．  

C：（BdyweigIltg血／旭yweigh10ndayO）×1（犯．  

d：Valu¢S如pa∫飢tbsesalenO．Or肌imalsexamind・  

Table3 WatercorLSumptiorL Ofmalcratstreatedorallywithpentaerythritolinthecombinedrepeatdoseandreproductive／  
deYelopmeれ血toxICltySCreenlngteSt  

PentaerythritoINo．of  Dayof3dminis的Iion  

（m釘kg） 血山5；   1  2  5  7   10   14  21   28  35  42  4（i  

41．5▲） 36．7  39．8  

士乳6   ±5．1  ±6．4  

37．1  3g．8   4l．6  

±6．4   ±6．1   ±8．2  

39．Ⅰ  39．9  

±7．7   ±6．8   

（11）b）  

39．6   40．9  

±7．5   ±9＿2  

（11） （11）  

40．0   42．3  

±9．6  ±11．2  

41．g   47．4  

±4．7   ±7．1  

44．8   39．2   37．4  

±13．5  士11．3  ±1l＿1  

0  Ⅰ：  

38．3   39．9   40．4  

±6．7   ±6．2   士6．4  

43．2   39．9   35．9  

±7．6  ±8．3  士6．1  

100  12  39．ヱ   39．8   39．3  

±4．9   ±6．1  ±5．2  

3臥7   41．0   41．g  

±＄．0   ±7．0   ±乱3  

39．3   42．5   43．8  

±3．9   ±6．2   ±5．6  

44．1  43．5   38－9  

±12．5  ±15．8  ±6，6  

4（5．9   46．1  4l．2  

±6．1  ±9．6  士7．8  

3（X）  12  42．7   3省．4   42．3  

±害．富   士7．7  ±10．5  

39．5   39．1  43．1  

±‘．7   ±4．9   ±5．2  

1000  12  

a：Value＄aremeanSiS．D．andexprcssedingramJday・  
b：V如eslnpa∫餌山eses町enO．Ora血malsex肌1h由一  
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