
5．TOXICITY   
舶11477－55－0  

口説0 28．08．2001  

Table2：MmMitoiclmdex  

Testsub＄tanぐeCOmCentration  Number of metaphases per 1OOO cells 
（uがml）  

Absolute ％orcontrd  

伽伽血〝伽gJ   

－S，  

Con仕0Ⅰ   105－79   1∝「   

75   8 “0   79   

2（拇   Sひ57   74   

325   81－55   74   

450   6｝53   63   

＋Sタ  

Con加l   4み55   100   

200   4ゝ89   138   

400   9ト75   171 

600   g＿17   2‘   

800   2＿29   32   
励〟〝ゆ血〝如   

－S9  

Con什Ol   9トl佗   100   

75   9Tl19   112   

200   9斗90   98   

325   7拍   74   

450   5鵬ウ   62   

EMS（gmM）  4ひ27   34  

＋S9  

Contml  81－1位   l00   

200   6｝74   75   

400   6緑1   70   

600   55一封書  50   
＄00   0－0   0   

CP（5喝叫  ¢25  27  

一九瑚血血明血g：  

一S9  

Control 110－115  100   

75   lI（；＿117   100   

200   1二び一1桝   

325   107－135   1併   

450  107⊥11l   97  

十S9  

Conhol  120－108   Ⅰ（カ   

2（氾   9払96   85   

400   91＿9 79   
6（沿   2年28   25   

800   9498   84   

Test substance PURJTY：99．6％（＋0・2％paraxylenediamine）  
ANYOTHERINFORMATlON：  

LotNo．：26589／AMZ  

Keepundernitrogeninthedark  
Thenumberofce＝swithchromosomeaberrationsfoundintheso（vent  
COntrOIculturesfeJJwithinthelaboratoryhistoricalcontro（datarange・The  
POSitiveco．ntroJchemicaIsbothproducedstatisticaIlysignificantincreasesin  
thenumberofce＝swithabeTrations．ItwasthereforeconcIudedthatthetest  

加usion  
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5．TOXICITY   u1477－55－O  
Date 28．06．2001  

COnd雨onswereoptimalandthatthemetabo［icactivationsystemfunctioned  

PrO一姫dy．   

1lleteStWithCHOcel（sshouldthereforebeconsideredvalid  

andthatthetestsubstanceisnotclastogenicunderthe  
conditionsofthetest．  
（1）vaJidwithoutresthction  

Guideline study 
Cri（icaJstudyforSIDSendpoint  

（11）  

Reliab撒y   

円ag  
25．06．2001  

5．6GENFnCTOXJCrrY‘JNⅥVO‘  

1加  
Sp¢Cies  
Sex  
Strain  

Routeo一芸dmin．  
b甲田u陀Peri∝l  

Doses  

Result  
Method   

Year  
GLP  

T由substance  
Method  

Micronucleus assay 

mOUSe  

male／fema（e  
Swiss  

Oth8・：OraJintubation  

Slngle dose 

750mg／kgBodyweight  

（DosevoIume＝10mIn（gbodyweight）  

nega伽e  
Directive84舟49／EEC，B．12｛Othereffds－Mutagenic稚y（miαonuCIeus  

test）“  

1989  

yeS  
asprescribedbyl．1－1．4  
METHODFOLLOVVED：  
Studyconductedinaccordancew仙general［yacceptedscientificprincip（es・  

GuideIinebasedon：  
MethodB12，67／548／EEC（September19，1984）  
OECDGuidelineNo・474（AdoptedMay26，1983）  

ERへl七stGuideline（TSCA，FJFRA），Su比hapterR，Par（798，Subpar（F，  

GeneticToxjcity§798・5395（revisedJulyl，1986）．   

DEVrATJONSFROMGUIDELINE：  

Feedwaswithhe（dovernightpriortodosinguntilapproximateレ8－9hours  
af（eradministrationofthetestsubstancejnsteadof3－4hours．  

STATISTICALMETHOD：  

WiJcoxonRankSumtestltWO－SidedtestatP＜0．05  
TESTORGAN［SMS：  

Age：8Ⅵ恰eksatstartoftreatment．  
Weightatstudyin托iation二MaJes二26－34g，Fema．es：20－26g  

Numberofanimals：5mafeand5femaleanimafsweredosedwith750  

mgA（gbodyweight  
ADMINISTRAT10N／EXPSOURE二  
VehicJe：Mi肛ROwater  

Duratjonoftesthxposure：AnimaJsweresachficedat24，48and72hours  

a代erdosing．（At48hoursforthepos鋸vecontrd）．  
Frequencyoftreatment：SingJedose．  

ControJgroupsandtreatment二  
Negativecontrol：VehicJeonry  
Post（ivecontror：CycJophosphamide（50mg／kgbodyweightdisso［vedin  

O．9％NaClinM‖〔ROwater．  

Routeandfrequencyofadmjnistrationwereconsistentwiththosebfthetest  

Substance＿  

EXAMINATJONS：  

「「estcondition  
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6一虹プチルー2，4－キシレノールのラットを用いる単回経口投与毒性試験  

SingleDoseOralToxicityTestof6－fert－Butyl－2，4－XylenolinRats  

要約  

既存化学物質の安全性を評価するため，6－‘e√トプチルー  

2，4Tキシレノールを雌雄のCrj：CD（SD）系ラットに単回経  

口投与し，急性毒性を検討した．なお，投与量は鱒で  

819，1024，12紬，1600およぴ2000m釘kgの5用量とし，  

雌で655，S19，1024，12帥および1600mgノkgの5用量と  

した．   

死亡例は，雄では1024mg／kg，雌では819mg／kg以上  

の群で認められ，雄では2000mg／kg群，雌では1280  

mg／kg以上の群で仝例が死亡した・LD5。値は雄で910  

mg／kg（95％信頼限界570～1452叩几g），雌で972mg／kg  

（95％信頼限界814～1162mg／kg）であった．一般状態の  

変化としては，多数例に自発運動低下および腹臥位が  

観察され，さらに死亡例では側臥位，体温低下および  

褐色尿が観察された．また，生存した一部の例には，  

歩行異常が観察された．生存例の体重は，雌雄ともに  

観察期間終了時まで順調に増加した．病理学検査のう  
ち肉眼的観察所見では，死亡例において胸水の貯留，  

胸腺の黒色斑点，膀胱の黒色斑点，褐色尿の貯留，前  

胃の白色斑点，腺胃の黒色斑点，小腸の白色，褐色あ  

るいは黒色内容物，小腸の白色斑点および大腸の白色  

内容物が認められた．また，観察期間終了時の生存動  

物では肝臓の黄色斑点，肝腋と牌腋，横隔膜あるいは  

後腹膜の癒着，牌腋の萎縮，牌腋と腎臓の癒着，前胃  

の肥厚および前胃と肝腋あるいは横隔膜の癒着が認め  

られた．病理組織学検査では，観察期間終了時の雄の  

生存例において，前冒に高度の潰瘍および肉芽腫性炎  

あるいは扁平上皮細胞の増生および肉芽魔性炎がみら  

れ，肝腋に肉芽腫性炎が認められた．  

方法   

1．被験物質   

、6－紐ルアチルー2，小キシレノール（CASNo．1害79－09－0，東  

京化成工業（株），Lot．No．FGCOl，純摩98．5％，分子量  

17臥30，凝固点21．5－c）はごく薄い貴色を呈した透明の液  

体であり，使用時まで室温条件下で密閉遮光保管した．   

2．供試動物   

生後5過のCd：CD（SD）系ラット（SPF）雌雄各30匹を日  

本チャールス・リバー（株）から購入した．8日間にわたり動  

物を検疫・馴化飼育した後，6適齢で試験に用いた．投与  

時の体重は，雄で145～164g，雌で116～145gであった．   

3．飼育   

動物は，温度23±20c，湿度55±10％，換気回数20回／  

時間，照度150～3001ux，照明時間12時間（午前7時点  

灯，午後7時消灯）に設定された飼育室で，（株）東京技研  

サービスの自動水洗式飼育機を使用し，ステンレス製網  

目飼育ケージに5匹ずつ収容して飼育した．飼育ケージお  

よび給餌器は過1回取り換えた．動物には、オリエンタル  

酵母工業（株）製造の圃型飼料MFを自由に摂取させ，飲料  

水としては，水道水を自由に摂取させた．  

4．用量設定理由   

本試験に先立ち，500，1000および200Omg几gの用量  

を雌雄各3匹のラットに投与した予備試験の結果，雌雄  

ともに500mg／kg群では死亡例が認められなかったが，  

100Omg／kg群で各1例，2000mg／k名辞では全例が死亡し  

た．この結果を参考にして，本試験では経で＄19，  

1024，1280，1600および2000mg／kgの5用量を，雌で  

655，819，1024，12紬および1600m釘kgの5用量を設定  

した．  

5．群分け   

動物はあらかじめ体重によって層別化し，無作為抽出  

法により各試験群を構成するように詳分けした．   

6．投与液の調製および投与方法   

所定量の被験物質をコーンオイル（ナカライテスク（株））  

に溶解した．溶液の濃度は，655，819，1024，1280，  

1600および200mg此g群で，それぞれ13．1，16．4，20・5，  

25．6，32．0および40．Ow／v％であった．   

投与経路は経口とし，16時間絶食させた動物に上述の  

被験物質溶液を注射ポンプおよび胃ゾンデを用い，投与  

Lた．投与容量は体重l00gあたり0．5mlとし，個体別に  

測定した体重に基づいて算出した．給餌は被験物質投与  
3時間後に行った．  

7．一般状態の観察   

中毒症状および生死の歓察は，投与6時間までは1時間  

毎に，以後1日2回午前と午後（休日は午前のみ）14日間に  

わたって実施した．  

409   
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8．体  重   

体重は投与直前，投与7および14日に測定した．また，  

死亡例については死亡発見時に測定した．   

9・50％致死王（しDs。）の算出   

Litchfield－Wilcoxon（1949）の方法により，投与14日の死  

亡率からLD5。値およびその95％信頼限界を算出した・   

10，病理学検査  

観察期間中の死亡例については死亡発見時に，また生  

存例については観察期間終了時にエーテル麻酔後放血安  

楽死させ解剖した．肉眼的な異常の認められた器官，組  

織について記録するとともに，10％中性穣衝ホルマリン  

液に保存し，その一部を病理組織学検査に供した．  

結果   

1・死亡率およぴL・D5。侶   

雄では1024m呈畑g，雌では819m〆kg以上の群で死亡が  

認められ，雄では2（X旧mg几g群，雌では1280mg悔以上の  

群で全例が死亡した．これらの死亡例は，雄で投与6時  

間から4日，雌で投与6時間から2日までに認められた．  

LD5。値は雄で910mg几g（95％信頼限界570～1452m帥g），  

雌で972m釘kg（95％信頼限界814～1162m釘kg）であった・   

2．一般状態   

全用量群の雌雄に共通して，自発運動低下および腹臥  

位が投与1ないし2時間から認められ，さらに生存例では  

一部の例に円背位が投与4時間以降にみられ，雄の1600  

m釘kg以下，雌の1024m釘kg以下の群では，投与6時間以  

降に歩行異常が観察された．   

死亡例では，側臥位および体温低下が投与5時間以降に  

雄で1024m〟kg以上，雌で819mg／kg以上の群で観察さ  

れ，さらに一部の例に円背位が投与4時間以降，褐色尿が  

投与2ないし3日に認められた．生存例の症状は，投与4か  

ら6日の間に回復した．   

3．体重  

死亡例では，雌雄ともに投与直前の測定値と比較して死  

亡時の体重減少が認められた．一方，生存例では雌雄とも  

に投与7および14日の測定で順調な増加が認められた．  

4．病理学検査所見   

死亡例の肉眼的観察所見では雌雄ともに胸腺の黒色斑  

点，褐色尿の貯乳小腸の黒色内容物および白色斑点が認  

められ さらに雄で胸水の貯留，膀胱の黒色斑点，前胃の  

白色斑点，腺胃の黒色斑点，小腸および大腸の白色内容物  

が，雌で小腸の褐色内容物が認められた．一方，観察期間  

終了時の生存例では雌雄ともに前胃と横隔膜の癒着が認め  

られ，さらに雄で肝臓の黄色放点，前胃と肝臓の癒着，肝  

臓と横隔膜あるいは後腹膜の癒着，肝臓と牌膜の癒着，牌  

腋と腎臓の癒着および前胃の肥厚が，雌で牌腋の萎縮が認  

められた．また，病理組織学検査では，観察期間終了時の  

雄の生存例において，前胃に高度の潰瘍および肉芽腫性炎  

あるいは扁平上皮細胞の増生および肉芽腫性炎がみられ、  

肝臓に肉芽腫性炎が認められた．  

考察  

1群雌雄各5匹のCD（SD）系ラットを用いて，6－f訂トプチ  

ルー2，4－キシレノールの単回経口投与毒性試験を実施し  

た．投与用量は，雄では819，1024，1280，1600および  

2（X泊mg爪gの5用量とし，雌では655，819，1024，1280お  

よび1600m釘kgの5用量とした．   

その結果，死亡例では前胃および小腸の白色斑点，腺  

胃の黒色斑点などが認められ，被験物質が消化器系粘膜  

Table 1 MortalityandLD50Valuesofratstreatedorallywith6－teTE－butyl－2，4－Xylenol  

LD50Valuesb）  

（mg爪g）  

Sex  Do虻  No．of  Numt光rOfdea山saa）  

（mg几g）■ animals   1   2   3  4   5  
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6一胎外プチルー2，4ヰシレノール  

に対して強い刺激性または腐食性の障害を与えたものと  

考えられた．また，生存例では，前胃が関与した腹腔内  

器官の癒着が認められたため，病理組織学検査を実施し  

た頼果，前胃に高度の漁癌および肉芽腫性炎が認められ  

た．これらの器官間の癒着は，被験物質投与によって前  

胃の敦膜面が炎症性変化を起こし，次いで壁側，腑側の  

向かい合う器官面と癒着したものと考えられた．  

連絡先  

試験責任者：大庭耕拝  

読験担当者：藤島 敦  

（財）食品展医薬品安全性評価センター  

〒437－12静岡県磐田都福田町塩新田字荒浜5＄2－2  

TclO538－58－1266  FaxO53＄－5喜一1393  

Co汀eSpOnd¢nα  

A血ors：Kous血Oba（S餌dyd加ctor）  

AtsushiF可ishima  

BiosafttyRcsearchCenter，Foods，Drugsand  

Pcsticides（An－PyoCenter）  

582－2ShioshindenArahama，Fukude－Cho，Iwata－gun，  

S址ⅢOk礼437－12，Japan  

Tel＋8ト538－58－12（i6  Fax＋81－53g－5長一1393  

411   
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6一虹プチルー2，4－キシレノ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瓜evelopmentalToxicityScre血ingTestof  

6－tert－Butyl－2，4－XylenolbyOralAdministrationinRats  

要約   

ふ把けプチルー2，むキシレノールは化学産業の分野におい  

て合成樹脂や接着剤の原料として使用されている化合物で  

ある．本化合物の毒性については，経口投与によるマウス  

のLD幼が530mき畑gl）と報告されているが，ヒトや実験動物  

の生体に及ぼす影響についてはほとんど知られていない．  

一方，本化合物の類似物質である2，本キシレノール（2，小ジ  

メチルフェノール）については，経口投与によるラットの  

LD5。が3，200mgA’g，マウスのLD5。が8脚mgn’gなどが報告  

されいる2）．今回，6一艇汀トプチルー2，小キシレノールの毒性学  

的性質を評価するために反復経口投与毒性・生殖発生毒性  

併合試験を行った．すなわち，6－feルプチルー2，4ヰシレ  

ノールの0（溶媒対照），6，30および150m掴dayを  

Sprague－Dawley（Crj：CD（SD））ラットの雌雄に交配前2週間お  

よび交配期間2週間を通じて連日経口投与し，さらに雄で  

は交配期間終了後17日間，雌では妊娠期間を通じて分娩後  

の哺育3日まで連続投与し，親動物に対する反復投与毒性  

および生殖能ならびに児動物の発生・発育に及ぼす影響に  

ついて検討した．  

1．反復投与毒性   

一般状態には被験物質投与の影響は認められなかった  

が，雌の150mg几g群で妊娠末期に2例の死亡（1例は分  

娩中に死亡）が観察された．雌の150mg耽g群で妊娠期間  

中に体重増加抑制が認められたが，雄の体重および雌雄  

の摂餌量に被験物質投与の影響は認められなかった．雄  

の血液学検査では，150mg几g群でヘマトクリット値，ヘ  

モグロビン量および赤血球数が低値，網赤血球比率が高  

値を示し，軽度ながら貧血傾向が認められた．血液生化  

学検査では，30および150m宮仕g群でGOTの低値および  

γGTPの高値が認められた．器官重量は雄の30mg珠g以  

上の投与群および雌の150m釘kg群で肝臓および腎臓重  

量が増加または増加傾向を示し，剖検所見では雄の30お  

よび150m帥g群で肝臓の肥大が，雌の150mg丑g群で肝  

臓および腎臓の肥大が認められた．病理組織学所見で  

は，被験物質投与の影響と考えられる所見として，雄の  

150mg耽g群で肝臓の小葉中心性肝細胞腫脹が，雌の150  

mg几g群で哺育4日剖検動物に肝臓の小葉中心性肝細胞腫  

脹，肝細胞変性，小葉中心性細胞壊死および単細胞壊死  

が，死亡例および全児死亡の認められた動物に舌および  

食道の錯角化症，肝臓の小葉中心部の肝細胞腫脹や壊死  

をはじめ種々の変性や単細胞壊死と細胞分裂の増加が認  

められた．また，雌の同群では，腎腋の近位尿細管の変  

性や蛋白円柱および腎乳頭部のPA5陽性顆粒の沈着など  

が観察された．  

2．生殖発生毒性   

交尾能，受胎能および性周期観察では，被験物質投与  

の影響は認められなかった．   

分娩時観察では，150汀唱耽g群で1例が分娩中に死亡し  

た．また，同群で哺育期間中に仝児死亡の認められた動  

物が3例観察され，新生児の哺育4日生存率が低値傾向を  

示し，分娩あるいは哺育横能の障害を惹起する可能性が  

示唆された．なお，妊娠期間および分娩時間に被験物質  

投与の影響は認められなかった．新生児の外表検査で  

は，外表異常は観察されず，新生児の体重も哺育4日ま  

で順調に増加した．死産児，死亡児および哺育4日の剖  

検でも被験物質投与によると考えられる異常所見は認め  

られなかった．   

以上の結果から，ふ－eルプチルー2，4ヰシレノールの反復  

投与毒性は，経では30m釘kg／day以上，雌では150m〆  

k〟dayの投与で認められ，無影響量は雄で6mg几釘day，  

雌で30m釘kか1ayと推察される．また，雄の生殖に及ぼ  

す影響は150m釘k〆day投与によっても認められず，無影  

響量は150m釘kg〟ayと推察される．雌の生殖能および児  

動物の発生・発育に及ぼす影響は150mg耽釘day投与で認  

められ，無影響量は30mg爪g直ayと推察される．  

方法   

1．被験物質 

6一比丘プチルー2，4ヰシレノール（CASNo．1879一00ー0，東京  

化成工業（株），Lot．No．FGCOl，純度98．5％，分子量178．30，  

凝固点21．50C）はごく薄い黄色を呈した透明の液体であ  

り，使用時まで室温条件下で密封遮光保管した．   

被験物質は，コーンオイル（ナカライテスク（株））に溶解  

し1．2，6および30mg／血の濃度になるよう各群の投与液  

を調製した．調整後は，使用時まで冷暗条件下で密閉保  

管した．1．2mg／mlの場合，冷暗条件下で少なくとも各日  

間安定であることが確認されている．   

投与液の濃度分析は調製開始時に調製した各群のバッ  

チから無作為にサンプルを抽出し実施した．その結果，  

設定濃度の99．3～104％の範囲で調製されておりほぼ所定  

量の6－feルプチルー2，4ヰシレノールが含有されていたこと  

を確認した．  
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2．使用動物および飼育条件   

試験には，日本チャールス・リバー（株）から購入した8  

適齢のSprague－Dawley（Cd：CD（SD），SPF）系雌雄ラットを使  

用した．購入した動物は，7日間検疫・劇化飼育した後，  

一般状態に異常が認められなかった動物を8日間の予備飼  

育後，10適齢で群分けして試験に用いた．群分け終了時の  

体重は，雄で339～400g，雌で226～265gであった．   

動物は，温度22～26－c，湿度45－65％，換気回数15回  

／時間，照度150～3001ux，照明時間12時間（午前7時点  

灯，午後7時消灯）に設定されたバリアシステムの飼育室  

で飼育した．アルミ製前面・床ステンレス網目飼育ケー  

ジに動物を1匹ずつ収容し飼育した．妊娠1吉日以降の母動  

物は哺育4日までアルミ製前面・床ステンレス網目飼育  

ケージに哺育トレーおよび巣作り材料（アルファードラ  

イ）を入れて飼育した．   

飼料は‘オリエンタル酵母工業（株）製造のNMF固型飼料  

（放射線滅菌飼救）を使用し，飼育期間中自由に摂取させ  

た．飲水は，水道水を自由に摂取させた．供給した飼  

料，水および巣作り材料には試験に支障を来す可能性の  

考えられる爽雑物の混在はなかった．   

3．群分け   

雌雄とも投与開始日の体重をもとに層別化し，無作為  

抽出法により1群当たり12匹を振り分けた．   

4．投与t．群構成，投与期間および投与方法   

本試験の用量は，先に実施した予備試験の結果を参考  

にして決定した．すなわち，0，75，15仇300および600m釘  

kgを雄および附こ14日間連続投与した結果，600mg塵  

群の雌雄で全例が死亡した．また，300m釘kg以上の投与  

群の雄および600mg此g群の雌で体重増加抑制がみられ，  

150m名作g以上の投与群の雄および300mg几g以上の投与  

群の雌で摂餌量の低値がみられた．剖検時の器官重量  

は，75m釘kg以上の投与群の雄および150m釘kg以上の投  

与群の雌で肝臓の実重量および相対重量がともに高値を  

示した・剖検では，150および300mg侮群の雄ならびに  

300mg此g群の雌で肝臓の肥大がみられた二以上の結果を  

基に，本試験の投与期間が長期間になることを考慮し，  

高用量として150m釘kg〟ayを設定し，以下公比5にて険  

し中用量を30mgn’g仙yおよび低用量を6mgP［gklayにそ  

れぞれ設定した．   

投与経掛ま，OECDガイドラインに準じて強制経口投  

与とした．投与容量は，体重100g当たり0．5mlとし，個  

体別に測定した最新体重に基づいて算出を行い，胃ゾン  

デを用いて毎日1回強制経口投与した．対照群にはコー  

ンオイルのみを同様に投与した．雄の投与期間は，交配  

前14日間と交配期間の14日間を含めて交配期間終了後17  

日間の連続45日間とした．雌の投与期間は，交配前14日  

間と交配期間中（交尾成立まで最長14日間）および交尾成  

立後の妊娠期間を通じて分娩後の哺育3日まで（41～4さ日  

間）とした．なお，妊娠不成立の雌は妊娠25日の解剖前日  

までの44日間とした．  

5．観察および検査   

1）一般状態   

雌雄とも，全例について試験期間ヰ毎日観察した。  

2）体重   

雄では，投与1（投与開始日），8，15，22，字9，36，43およ  

び46日（剖検日）に測定し，投与1から43日までの体重増加  

量を算出した．雌では，投与1（投与開始日），8，15およ  

び22日に測定し，投与1から1き日までの体重増加量を算  

出した・交尾の成立しなかった雌はそれ以後の投与29，  

36，43およぴ46日に測定した．また，交尾が成立した雌  

は，妊娠0，ラ，14および21馴こ，分娩した雌は哺育0お  

よび4日に測定し，それぞれ妊娠0から21日および哺育0  

から48までの体重増加量を算出した．   

3）摂餌量   

雄では，投与1（投与開始日），8，15，22，29，36，43およ  

び45日（剖検前日）に餌重量を測定し，測定日から次の測  

定日までの間の摂餌量を求め平均1日摂餌量を算出する  

とともに投与1から15日および投与22から45日までの累  

積摂餌量を算出した．雌では，投与1（投与開始日），8お  

よび15日に餌重量を測定し，測定日から次の測定日まで  

の摂餌量を求め平均1日摂餌量を算出するとともに投与1  

から15日までの累積摂餌量を算出した．また，交尾成立  

の雌は妊娠0，7，14およぴ21日に，分娩した雌は哺育0お  

よぴ4日に餌重量を測定し，測定日から次の測定日まで  

の問の摂餌量を求め平均1日摂餌量を算出するとともに  

それぞれ妊娠0から21日および哺育0から4日までの累積  

摂餌量を算出した．なお，交配期間中の摂餌量は測定し  

なかった．   

4）交配   

交配前14日問の性周期観察を行った雌を同群内の雄の  

ケージに入れ1対1で最長2週間毎晩同居させた．翌朝，  

膣垢中の精子確認をもって交尾成立とし，その日を妊娠  

0日とした．交配結果から，各群について交尾率［（交尾成  

立動物数／同居動物数）×100】および受胎率［（受胎動物数  

／交尾成立動物数）×100）］を求めた．性周期の戟察は交  

尾成立日まで行い，発情期から次の発情期までの間の日  

数を性周期日数とし平均性周期を算出した．   

5）自然分娩時および新生児の観察   

交尾成立動物は全例を自然分娩させた．分娩の確認は  

妊娠20日から25日の午前9時－10時に行い，この時間常に  

分娩が完了していることを確認した個体についてその日  

を哺育0日とした．午前10時以降に分娩したものは，翌日  

を哺育0日とした．分娩を確認した全例について妊娠期間  

（哺育0日の年月日から妊娠0日の年月日を減じた日数）お  

よび出産率［（生児出産雌数／受胎雌数）×100］を求めた．   

新生児は哺育0日に出産児数（生存児＋死亡児）を調べ，  

分娩率【（捻出産児数／着床数）×100】および出生率［（出産  

生児数／捻出産児数）×100］を求めた．生存児について  

は性別を判定するとともに外表異常の有無を調べた．ま  
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b）雄動物   

45日間投与した日の夕方から餌を除き，約16時間の  

絶食させた翌日にエーテル麻酔下で安楽死させた．剖  

検では主要器官の肉眼的観察を・行い，＿胸腺，肝l陪，腎  

臓，精巣および精巣上体重量を測定し器官重量・体重  

比（相対重量）を求めた．また，全動物の重量測定器官  

に加えて脳，心臓，脾臓，副腎，精嚢，前立腺，下垂  

体および肉眼所見として変化が認められた器官・組織  

として肺および腹腔内の塊を10％中性緩衝ホルヤリン液  

で固定した．なお，精巣および精巣上体はプアン氏液  

で固定した．   

C）自然分娩した雌   

哺育4日にエーテル麻酔下で放血安楽死させた．剖検  

では主要器官の肉眼的観察を行った後，胸腺，肝臓，腎  

臓および卵巣重量を測定し器官重量・体重比（相対量量）  

を求めた．また，仝動物の重量測定器官に加えて脳，心  

臓，牌臓，副腎，下垂体および肉眼所見として変化が認  

められた器官・組織として腹腔内の塊を10％中性緩衝ホ  

ルマリン液で固定した．剖検時に黄体救および着床数を  

調べ，着床率［（着床数／妊娠黄体数）×100］求めた．   

d）自然分娩の認められない雌   

妊娠25日に，エーテル麻酔下で放血安楽死させた．剖  

検では主要器官の肉眼的観察を行った後，皮膚，乳腺，  

リンパ節，唾液腺，胸骨，大腿骨（骨髄を含む），胸腺，  

気管，肺および気管支，心臓，甲状腺および上皮小体，  

舌，食道，胃，十二指腸，小腸，大腸，肝臓，膵臓，脾  

臓，腎臓，副腎，勝胱，卵巣，子宮，腹，眼球，ハー  

ダー腺，脳，下垂体および脊髄を10％中性緩衝ホルマリ  

ン液で固定した．着床痕が認められない動物は妊娠不成  

立と判定した．   

e）全児死亡の認められた雌   

生存児すべての死亡または喰殺が確認された日または  

その翌日にエーテル麻酔下で放血安楽死させた．剖検で  

は主要器官の肉眼的観察を行った後，皮膚，乳腺，リン  

パ節，唾液腺，胸骨，大腿骨（骨髄を含む），胸腺，気  

管，肺および気管支，心臓，甲状腺および上皮小体，  

舌，食道，胃，十二指腸，小腸，大腸，肝臓，膵腋，脾  

臓，腎臓，副腎，膀胱，卵巣，子宮，脛，眼球，ハー  

グー腺，脳，下垂体および脊髄を10％中性緩衝ホルマリ  

ン液で固定Lた．剖検時に黄体数および着床数を調べ，  

着床宰［（着床数／妊娠黄体数）×100］求めた．   

2）病理組織学検査  

a）死亡例   

皮膚，乳晩リンパ節，唾液腺，胸骨，大腿骨（骨髄を  

含む），胸晩気管，肺および気管支，心臓，甲状腺およ  

び上皮小体，舌，食嵐 胃，十二指腸，小腸，大腸，肝  

臓，膵臓，牌腋，腎臓，副腎，勝朕，卵巣，子宮，脛，  

眼球，ハーダー腺，脳，下垂体および脊掛こついて実施  

した．  

た，哺育0および4日に雌雄別の同腹児重量を測定し，雌  

雄別1匹当たりの平均重量を算出した．哺育4日の新生  

児の同腹児童量を測定後に新生児仝例をエーテル麻酔に  

より屠殺し．主要器官の肉眼観察を行った．なお，哺育  

期間中の死亡児についても同様に主要器官の肉眼観察を  

行った．また，新生児の4日生存率［（哺育4日生児数／出  

産生児数）×1（氾］を求めた．   

6）臨床検査   

各群の雄全例について剖検時に実施した．動物を最終  

投与日（投与期間：45日間）の夕方から翌朝まで約16時間  

絶食させた後，エーテル麻酔下で開腹し，腹部大動脈か  

ら採血した．   

a）血液学検査   

検査はEDTA3－Kを添加した初血について，THMSH  

6㈱（テクニコン社）を用いて白血球数（WBC：暗視野坂  

法），赤血球数（RBC：暗視野板法），ヘマトクリット値  

（HCT：全赤血球の容積より補正），ヘモグロビン量  

（HGB：シアンメトヘモグロビン法），平均赤血球容積  

（MCV：RBC，HCTより算出），平均赤血球血色素量  

（MCH：HG］B，RBCより算出），平均赤血球血色素濃度  

（MCHC：HGB，HCTより算出），血小板数（PLT：暗視野  

坂法）および白血球百分率（フローサイトケミストリー法）  

を測定した．網赤血球（RC）比率の算定については網赤血  

球染色用ガラス毛細管キヤビロット（テルモ（株））で染色  

後，血液塗抹標本を作製し鏡検した．   

b）血液生化学検査   

検査はクリーンシール（（株）ヤトロン）に血液を採取し，  

諏分間放置後3，00r．p皿7分間遠心分離して得た血清につ  

いて，多項目生化学自動分析装置Cen打ifiChemENCOREII  

（ベーカー社）およびEKTACHEM700N（コダック社）を用  

いて総蛋白（ピューレット法），アルブミン（B．C．G．法），  

〟G（計算値），血糖（グルコースオキシダーゼ法），尿素  

窒素（ウレア・－ゼ改良法），クレアチニン（Ja離法），総ビ  

リルビン（ジアゾ色素法），グルタミン酸オキザロ酢酸ト  

ランスアミナーゼ（Kamn改良法），グルタミン酸ピルビ  

ン酸トランスアミナーゼ（Karmen改良法），γグルタミル  

トランスペプチダーゼ（Szasz改法），カリウム（電極法），  

塩素（電極法），カルシウム（アルセナゾⅠⅢ色素法）および  

無機リン（モリブデン酸アンモニウム法）を測定した．   

6．病理学検査  

1）剖検および器官重量  

a）死亡例   

発見後直ちに剖検した．皮膚，乳腺，リンパ節，唾液  

凰胸骨，大腿骨（骨髄を含む），胸腺，気管，肺および気  

管支，心臓，甲状腺および上皮小体，舌，食道，胃，十二  

指腸，小腸∴大腸，肝臓，膵臓，牌臓，腎臓，副腎，膀  

胱，卵巣，子宮，睦，眼球，ハーダー腺，風下重体およ  

び脊馳を10％中性凄衝ホルマリン液で固定した．  
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a）妊娠を成立させた雄   

対照群と高用量詳の全例の脳，胸腺，心臓，肝臓，腎  

腋，脾臓，副腎，棺巣およびすべての群の異常病変部組  

織．6およぴ30m釘kg群の全例の胸腺，肝腋，腎臓およ  

び副腎についても組織学検査を実施した．   

b）自然分娩した雌   

対照詳と高用量群の全例の脳，胸腺，心臓，肝臓，腎  

腋，脾腋，副腎，卵巣およびすべての群の異常病変部組  

織．6および30mg瓜g群の全例の胸腺，肝腋，腎腋およ  

び副腎についても組織学検査を実施した．  

C）妊娠を成立させなかった雄および妊娠不成立の雌   

全例の胤 胸腺，心臓，肝臓，腎臓，肺臓，副腎，  

膣，子宮，卵巣，棉巣，席巣上体，精嚢，前立腺および  

下垂体について実施した，   

d）全児死亡の謎められた雌   

皮丸 乳腺，リンパ節，唾液腺，胸骨，大腿骨（骨髄を  

含む），胸腺，気管，肺および気管支，心臓，甲状腺およ  

び上皮小体，舌，食道，胃，十二指腸，小腸，大腸，肝  

臓，騰陳，牌膿．腎臓，副腎，膀胱，卵巣，子宮，隆，  
眼球，ハーグー腺，脳，下垂体および脊髄について実施  

した．  

7．統計解析  

体重，摂餅量，黄体数，着床痕数，出産児数，性比，  

平均性周期，妊娠期間，着床率，分娩率，出生率，外形  

異常発現率，新生児の4日生存率，器官重量，器官重  

量・体重比（相対重量），血液学および血液生化学検査値  

についてはまずB訂dettの等分散検定4）を実施した．等分  

散の場合は一元配置分散分析を行った．分散が有意で各  

群の標本数が同数の場合はDunne任の多重比較検定，各群  

の標本数が異なる場合はSche仔eの多重比較検定で対照群  

と各投与群間の有意差を検定した．Bartiettの等分散検定  

で不等分散の場合はKmskal－Wallisの順位検定を実施し  

た．有意で各群の標本数が同数の場合はDunnenの順位検  

定，各群の標本数が異なる場合はSche離の順位検定で対  

照群と各投与群間の有意差を検定した．出産率，交尾寧  

および受胎率についてはx2検定5・6）を用いた．病理学検査  

の異常所見頻度についてはFisherの直接確率検定法句を用  

いた．なお，哺育期間中の新生児に関する成頴Iま1母体  

当りの平均を1標本とした．有意水準は＊：P＜0．05およ  

び両：P＜0．01の2段階とした．  

結果   

1．反復投与毒性  

1）死亡およぴ一般状態   

死亡が雌の150mg瓜g群で妊娠23日に2例観察された．  

このうち1例は前日（妊娠之2日）に自発運動低下が観察さ  

れ，翌日死亡していた．他の1例は分娩中に死亡した．そ  

の他の投与群および雄では投与期間を通じ死亡例は観察  

されなかった．雄の一般状態の観察では．脱毛（前肢）が  

6mg耽g群で1例，眼分泌物が30mg此g群で2例，泌尿生  

殖器出血が150mgルg群でl例，歯異常て上顎切歯折れ）が  
対照群，30および150m釘kg群でそれぞれ1，2および1  

例に観察された．雌では，眼分泌物が30mg此g群で1  

軌 脱毛（前肢，後肢，頚部）が対照群および6mg此g群  

で1および2例に観察された．   

2）体重（Fig．1．2）   

雄では，投与期間を通じ対照群と被験物質投与群との  

間に差は認められなかった．雌の150明庫g群で対照群に  

比べ妊娠0から21日の間の体重増加量が低値を示した．6  
および30mg／kg詳では対照轟との間に差は認められな  

かった．   

3）摂餌1（Fig．3．4）   

放では，対照群に比べ150叩g在名辞で投与29から36日の  

平均1日摂餌呈が高値を示したが，累積摂餌主には群問差  

は認められなかった．6および卸mg瓜g群では対照群と  

の間に差は認められなかった．雌では，投与期間を通じ  

対照群と被験物質投与群との間に差は認められなかっ  

た．   

4）血液学検査（Tableり   

対照群に比べ150mg丑g群でヘマトクリット値，ヘモグ  

ロビン量および赤血球数が低値，網赤血球比率が高値  

を，6mg此g群で網赤血球比率が高値を示した．また，  

150m釘kg群でリンパ球比率が低値，好中球比率が高値  

を示したが，軽微な変化であった．その他6叩曲群で  

赤血球数が，30mg爪g群で白血球数がいずれも高値を示  

したが用量に関連した変化ではなかった．   

5）血液化学検査（Table2）   

すべての被験物質投与群で対照群に比べ塩素が高値，  

カルシウムが低値を示した．また，30および150m少kg群  

で対照群に比べ総蛋白，アルブミンおよびγGTP活性が  

高値，GOTが低値を示し，さらに150mg爪g群でカリウ  

ムが低値を示した．その他，30m〆短群で無機リンが高  

値を示したが用量に関連した変化ではなかった．   

6）器官重1（Tab103，4）   

雄では，対照群に比べ30mg此g群で肝腋の相対重量が  

高値を示し，150mg爪g群で肝臓，腎臓の実重量および相  

対重量がともに高値を示した．6mg耽g群では対照群との  
間に差は認められなかった．雌では，150mg瓜g群で対照  

群に比べ肝膀および腎臓の相対重量が高値を示し，実重  

量も高値傾向を示した．6および30mg侮群では，対照  

群との間に差は認められなかった．   

7）剖検所見   

死亡例は，雌の150mg此g群で2例認められた．肝腋の  

肥大が2例，肺の赤色化，小腸の黄色化，肝臓の白色斑  

／区域，腎臓および副腎の肥大が各1例に観察された．  

妊娠を成立させた雄では，被験物質投与群に多く観察さ  
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