
資料 2－5  

既存化学物質の人健康影響に関する情報  

（平成21年12月18日開催）   

官報公示   CASNo．   試雲集名  

整理番号  
物質名称   

Ames  染色体  28日間  Reprotox   
頁 

4－96  42240イ3－3  2，2＼3．3’一テトラクロロヰ．4■－ジアミノジフエニルメタン   ○   ○   ○  

2－140  75－50－3  トリメチルアミン   ○   ○  ○   77   

2－186  75－59－2  テトラメチルアンモニウムヒドロキシド   ○   ○   ○  103   

2－1065  79－39－0  メタクリルアミド   ○   ○   ○  122   

2－608  88－09－5  2－エチル酪酸   ○   ○  ○  144   

3－1183  90－02－8  2－ヒドロキシベンズアルデヒド   ○   ○  ○  167   

5－56  97－99－4  テトラメチルフルフリルアルコール   ○   ○   ○  188   

3－2259  101－83－7  ジシクロヘキシルアミン   ○   ○   ○  209   

2－235  110－63－4  1，4－ブタンジオール   ○   ○  ○  231   

3－959  118－79－6  2，4，6－トリブロモフェノール   ○   ○  ○  255   

3－500  123－07－9  4－エチルフェノール   ○   ○   ○  282   

2－1541  126－98－7  メタクリロニトリル   ○   ○  ○  303   

2－1291  683－10－3   N，N－ジメチルーN一ドデシルグリシン   
（N－カルポキシメチルーN，N－ジメチルー1－ドデカナミニウム）   

○   
2－2709  

○  ○  325  

2－1044  868－77－9  メタクリル酸2－ヒドロキシエチルエステル   ○   ○  ○  351   

2－2583  2439－35－2  アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステル   ○   ○  ○  374   

2－1047  2867－47－2  2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート   ○   ○  ○  396  
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要  約   

当該試験条件下において，2，2’，3，3，－テトラクロロ44，－ジアミノジフェニルメタンには  

遺伝子突然変異を誘起する作用がないものと判定した．   

2，2’，3，3’－テトラクロロ44’－ジアミノジフェニルメタンの遺伝子突然変異誘発性を検  

討するため，ネズミチフス菌（助触0〃e肋¢画f∽〟rf〟椚）nlOO株，m98株，n1535株  

およびTA1537株ならびに大腸菌（ふ血九九＝加）wp2〟l〃d株を用いた復帰突然変異  

試験を行った．   

その結果，2，2’，3，3’－テトラクロロ44’－ジアミノジフェニルメタン処理群では，0．610  

～5000帽／プレートのいずれの用量においても，ラット肝ミクロソーム（S9）添加の  

有無にかかわらず，陰性対照の2倍を超える復帰変異コロニー数の増加は認められな  

かった．   

陽性対照物質は，各試験菌株に対し明確な突然変異誘発作用を示した．   

また，用量設定試験，本試験および本試験（追加試験）により，試験結果の再現性が  

確認された．  

＿5－  

一卜   
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13．11． 結果の解析  

平均復帰変異コロニー数が陰性対照の2倍以上に増加し，かつ，その増加に用量依存  

性あるいは再現性が認められた場合に，陽性と判定した．  

統計学的手法を用いた検定は，実施しなかった．   

14．試験結果   

14．1． 用量設定試験  

結果をFi糾柁1～5および1油1el，2に示す．  

2，2’，3，3’－テトラクロロ44’一ジアミノジフェニルメタン処理群では，－S9処理な 

＋S9処理のいずれの試験菌株においても，復帰変異コロニー数の増加時認められなかっ  

た．また，－S9処理の全菌株の低用量あるいは中用量以上の用量において，＋S9処理の  

nlOO株およびm1537株の高用量において，試験菌株に対する生育阻害作用が認めら  

れた．  

陽性対照物質は，各試験菌株に対して復帰突然変異を顕著に誘発した．   

14．2． 被験物質の析出等（用量設定試験）  

処理開始時に，－S9処理および＋S9処理ともに128匹g／プレーlト以上の用量で反応液  

に白濁および白色粉末状の析出物が観察された．プレインキュベーション後，－S9処理  

では128～320帽／プレートの用量，＋S9処理では128けg／プレート以上の用量におい  

て，処理開始時に認められた白濁が消失していた．さらに，＋S9処理の犯5膵／プレー  

ト以上の用量で白色粉末状の析出物が，2000けg／プレート以上の用量で白色塊状の析  

出物が認められた．  

コロニー数計測時では，－S9およてルS9処理ともに128膵／プレート以上の用量で白  

色粉末状の析出物がみられ，さらに，＋S9処理の5000帽／プレートの用量で白色塊状  

の析出物が観察された．  

析出物の影響により，－S9処理の2000膵／プレート以上および＋S9処理の320帽／  

プレート以上の用量では，コロニーアナライザーの使用が不適当と判断し，目視により  

コロニー数を計数した．   

14．3． 本試験  

結果をFigu托6～10およびT址1e3，4に示す．  

2，2’，3，3’－テトラクロロヰ4’－ジアミノジフェニルメタン処理群では，復帰変異コロニー  

数の増加は認められなかった．また，試験菌株に対する生育阻害作用は，一S9処理の  

mlOO株およびm1537株では19．5llg／プレート以上の用量で，m1535株およびm98  

株では39．丹g／プレート以上の用量で，WP2〟l頭株では625帽／プレートの用量で，  

－18－  

ー 
．   
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また，＋S9処理のmlOO株およびm1537株では1250帽／プレート以上の用量で認め  

られた．   

陽性対照物質は，試験菌株に対して復帰突然変異を顕著に誘発した．   

被験物質の析出等（本試験）   

処理開始時に，－S9処理の78・l膵／プレート以上の用量で，また，＋S9処理の156帽  

／プレート以上の用量で反応液に白濁および白色粉末状の析出物が観察された．プレイ  

ンキュべ－ション後，－S9およびトS9処理の処理開始時に認められた白濁は消失してい  

た・さらに，＋S9処理の39・丹㌢／プレート以上の用量で白色粉末状の析出物が，1250帽  

／プレート以上の用量で白色塊状の析出物が認められた．   

コロニー数計測時では，－S9および＋S9処理ともに78．1膵／プレート以上の用量で白  

色粉末状の析出物がみられ，さらに，＋S9処理の2500帽／プレート以上の用量で白色  

塊状の析出物が観察された．   

析出物の影響により，＋S9処理の156帽／プレート以上の用量では，コロニーアナラ  

イザーの使用が不適当と判断し，目視によりコロニー数を計数した．   

本試験（追加試験）   

結果をFigu柁11～14およびT油1e5に示す．   

2，2’，3，3’－テトラクロロ44’一ジアミノジフェニルメタン処理群では，いずれの試験菌株  

においても，復帰変異コロニー数の増加は認められなかった．また，試験菌株に対する  

生育阻害作用は，nlOO株およびm1537株では25．0匹g／プレートの用量で，m1535  

株およびm9各棟では50．Ollg／プレートの用量で認められた．   

陽性対照物質は，各試験菌株に対して復帰突然変異を顕著に誘発した．   

被験物質の析出等（本試験一過加試験）   

処理開始時およびコロニー数計測時において，被験物質の析出等の特筆すべき変化は，  

認められなかった．  

14．4．  

14．5．  

14．‘．  

ー19－  
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15．考察および結論  

2，2，，3，3，一テトラクロロ4，4，－ジアミノジフェニルメタンの遺伝子突然変異誘発性を検  

討するため，細菌（ネズミチフス菌・大腸菌）を用いたプレインキュベーション法によ  

る復帰突然変異試験を実施した．  

ガイドライン上定められた最高用量である5000帽／プレートあるいは試験菌株の生  

育を阻害を示す用量を設定し，試験を行った．その結果，2，2’，3，3’」テトラクロロ44’－  

ジアミノジフ ェニルメタン処理群では，－S9処理および＋S9処理の全ての試験菌株にお  

いて，陰性対照と比較し，2倍を超える復帰変異コロニー数の増加は認められなかった．  

これら両処理法での試験結果は，用量設定試験，本試験および本試験（追加試験）に  

より，再現性が確認された．  

陰性対照および陽性対照の平均復帰変異コロニー数は，いずれも当施設の背景データ  

（Apperdixl）から求めた基準値内であり，試験成立条件を満たしたことから，当該試験  

は適切な条件で実施されたものと判断された．  

以上の結果から，当該試験条件下において，2，2，，3，3，－テトラクロロヰ4’－ジアミノジ  

フェニルメタンには遺伝子突然変異を誘起する作用がないものと判定した．  

なお，これまでに被験物質2，2’，3，3’一テトラクロロ4，4’－ジアミノジフェニルメタンにつ  

いての遺伝毒性ならびに発がん性に関する報告は得られていない．  

類縁体である4，4，－メチレンビス（2－クロロアニリン）は，人において発がん性を示し  

l）～3），遺伝子損傷を引き起こす4）功ことが報告されている．さらに，細菌を用いる復帰  

変異試験で陽性乃との報告があり，ほ乳頬の培養細胞を用いる染色体異常試験で数的異  

常を誘発する8）ことも報告されている．   
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CarCinogen．AmJIndMed．1987，12（5）：537－549・  
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Tablel・  SumTnary data on dose－finding studY Of2・21・3・3（－tetraChloro－4・4′－diaTnino diphenYITnethane  
【Ⅳon－aCt土vatlon method：－S9】  

Revertant c0lonies per plate【Mean士S．D．1  
Co叩pOund  

（p9／pla亡e〉  TAlOO  TA1535  wp2uvヱA  TÅ98  TA1537  

DIqSO a）  0  

2′2′．3′3’－  8．19  

亡e亡racbloro－   

4．4′－d土amin0  20．5  

diphenYlmethane  

51．2  

128 十  

320 ＋  

800 ＋  

2000 ＋  

5000 ＋  

90  104  117  12   10  8  18  

【104   士  14‖ 10  ±   2］［ 18  

89   98   97  8  12  14  14  

【 95   ±   5】【 11   ±   3】〔 12  

81★  70★  73★  9  12  12  13  

亡  75   ±   6】【 11   ±   2j［ 11  

75★  73★  70★   12★   8★   9★   14  

［ 了3  ±   3】【 10  ±   2〕［ 14  

87★  82★  87★  8★  12★   7★   15  

【 85   士   3】【  9  士   3 ‖ 14  

84★  73★  78★   10★  14★  11★   11★  

【 78   士   6】【 12  士   2】【 13  

86★  98★  90★   11★  11★  11★   12★  

【 91   士   6 ‖ 11  ±   0】［ 14  

91★  99★  80★   10★   8★   8★   16★  

〔 90   ±  10〕【  9  ±   1日 15  

19  16  12  18  15  11  

±   2］【 15  土   3】【 10  

7
 
±
 
 

13   

3】  

10  13  16  20  18  10  7  8   

±   2】【 18  士   2】【  8  士   2】   

9  12  23   22  21  6★   6★   6★  

土   2】【 22  土  1】【 6  土   0】  

16  13  23★ 17★  21★  7★   4★   5★  

土   2］【 20  ±   3】【 5  士   2】  

15  12  16★  20★ 18★   11★   6★   6★  

土   2］〔 18  ±   2】【  8  ±   3】  

13★  16★   24★  20★  23★  8★   5★   9★  

±   3‖  22  ±   2】【  7   ±   2］  

11★ 19★   20★ 19★ 14★  6★ 12★   6★  

土   4］【 1日  ±   3］［  8  ±   3】  

12★ 17★  16★ 11★ 14★  6★   6★   4★  

±   3］【14  ±   3】【  5  ±  1］  

ぴ■l  

86♯ 93＃ 86＃  6♯  6＃ 10＃  12♯ 12＃ 19♯  10♯ 11＃  9＃  5＃  5♯  4♯  

［ 88  ±   4】【 7  ±  2‖ 14  ±   4】【10  ±  1】【 5  ±  1］  

Positive contr01coTnpOund  
⊃08e（閏／plate）  

AF－2  ⅣaN3  AF－2  AF－2  9－A諷  

0．01  0．5  0．0ユ  0．1  80  

Revertant c010nle臼  743  710 697  654  559 583  99 110 121  671 638 641  282  361 391  
peごplaヒe［717   士  24］【599   ±  49】【110   土  11］【650   ±  18】【345   土  56】  

AF－2：2－（2LFuryl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrYlamide NaN3：Sodium azide   9－AA：9－ATninoacridine hydrochloride  
a）：Neg’ative control（Dimethy16ulfoxide．10071L／plate）  
★：Growth lnhlbl亡10n WaS Observed．  

＋：ViBible precipitation waB ObBerVed at the end of exposure period．  
♯：The growth of backgroundlawn of bacteria ca・n■t be observed by visible precipitation．   
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Summary data on do8e－finding study of2，21J3／3r－tetraChloro－4′4r－diamino diphenYlmethane  
【Acヒivation me亡hod；＋朗】  

Table 2．  

Reverヒarlt COlonles pef plaヒe【Mean±5．D・】  

Compound  
（囲／plate）  TAlOO m98  

20   24  11  

±   2】【 10  

27   31  15  

±   2】【 14  

32   33  8  

±   4】【 12  

32   33  11  

±   1】【 10  

m1537  

10  8  

±   2】  

12   16  

±   2】  

17   12  

±   5】  

6   14  

土   4】  

m1535  Wp2uvエ・A   

8   10  17   

±   2】【 21   

1．1   11  2：主   

士   2】【 20   

12  9  12  

±   2】【 16  

23   23  22   

±   3‖  22   

20   1G  27   

±   4】【 2t）   

14   21  26   

±   5】【 30   

DMSO a）  0  

2．2′′3．3′－  8・1！l  

亡etエーaCbloro－  

4′4′－dlamin0  20．5  

diphenylme亡bane  

51．2  

128 ＋  

320 十  

800 ＋  

2000 ＋  

5000 ＋  

113  103  100  7  

【105   ±   7】【  8  

149  137  133  自  
【140   ±   8 ‖ 10  

156  143  140  9  

【146   ±   9】【 10  

155  149  141  12  

【148   士   7】【 11   

145  137  137  13  

【140   ±   5】【 12  

130  121 131  11  

【127   土   6＝ 12  

127★ 134★ 127★  9  

【129   士   4】【 11  

131★ 121★ 124★   10  

t 125   ±   5】【  9  

127★ 135★ 134★   13  

【132   ±   4 ‖ 15  

8   14  24   18   17  34   

土   3】【 20   土   4】【 33  

9   15  31   25   29  32   

土   3】【 28  土   3】【 30   

13   12  22   21  16  30   

士   1‖  20   ±   3］【 26  

30   29  6   10   13   
±   2】【 10  ±   4】  

25   23   

±   4】【   

31   26   

±   4］【   

28   30   

±   2］＝  

8   10   12  

10  ±   2】  

7   11  9  

9   士   2】  

5★   5★   3★  

4  土  1］  

13  18   21   20  24  

2】【 20  ±   2】【 27   

11  19   19   21  26  

2】【 20   ±   1】【 28   

0
 
＋
一
 
7
 
＋
一
 
 

「
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15   16  14   19   14  27  

±   21【 16   ±   3】【 26   

2－AA  2－AA   

2  10  

26   24  6★   7★   6★   

土   2】【  6   ±   1】  

positlve contエー01eompound  
Dose（p9／pla仁e）  

2－ÅA  2－AÅ  

0．5  2   

371  324    210  192  213  

±  25】【205   ±  11】   

2－AA   

l  

Revertan亡 C010nle8  1253 1177 1246   394  406  367   730  795  760   332  
per pla亡e【1225  ±  42】【389  土  20】【762  土  33】【342  

2－AA：2－Amlnoamthracene  
a）：Negative control（Dimethy18111foxide，100pL／plate）  
★：Grow亡hlr止止bi亡lon was observed．  
十：Viβible precipitation wa∈‡Ob8erVed at 亡he end of expo8ure Period．  
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Table3・   Summary data onbacヒerialrever白e mutation teBt Of2J2l，3・3（－tetraChloro－4／4′－diamino diphenylmethane  
【Non－aCヒ1va亡ion me亡hod；一S9】  

Revertant colonies per plate［Mean±S．D．】   

TA1535  wp2uvヱ・A  TA98  

Compound  
（p9／plaヒe）  TAlOO  TA1537  

19   26   19  7  DMSO a）  0  

2．2′．3．3′－  0．610  

teヒracIlloro－   

4．4′－diamlno  l，22  

dlphenylme亡hane  

2．44  

4．88  

9．77  

19．5  

39．1  

78．1 ＋  

156 ＋  

313 ＋  

625 十  

113  119  109  14   18   17  〕1   31   22  7
 
±
 
5
 
±
 
 

9  

1】   

6  

1】   

【114   士   5】〔16   ±   2】【 28   ±   5】【 21   ±   4】【  8  

121  121  123  

【122   ±   1ユ  

107   99  109  

【105   ±   5】  

112  113  108  

6
 
′
b
 
 
つ
」
 
q
ノ
 
 

⊥
 
 

8  7   

士   3】  

9   14   

土   3】  

6   11   

±   3】   

12  9   

±   2】  

6★   5★  

±   1】  

4★   3★  

±   2】   

■、J  

13  13   11  24  18  19  9  

【 20  士   3】【 11  

30   16   20  6  

【 22  ±   7】【  8  

18   25   18  8  

【 20  ±   4 ‖ 10  

【111  ±   3＝ 12   ±  1】   

109   97  104  12  16   13  

【103   土   6】【  

84   93   99  
【 92  土   8】【  

106★  80★  87★  

【 91   ±  13‖  

70★  68★  75★  

【 71   ±   4】［  

14   士   21  

8    7  8  

8   ±   1】  

10  14   11  22   27   27  

12   ±   2】［ 25  ±   3】【  

9★   9★   5★   34   23   21   

8   土   2】【 26  士   7】【  

22   22  19  5★  

21  ±   2 ‖   5   

18★  19★  17★  7★  

18  ±   1】【  5   

20★  2〔）★  24★  

21  ±   2】  

14★  17★  10★   26   23   23  
〔14   ±   4】【 24  土   2】【  

20   23  18  
【 20  ±   3】  

20   25   18  
［ 21  土   4】  

36★  30★  26★  

【 31  士   5】  

a）；Ⅳegaヒ1ve contr01（Dlme亡hylsulfoxlde′100 pL／pla亡e）  
★：Growth lnblbiヒion wa∈IDb8erVed．  
＋：ViBible precipi亡aヒion was observed at the end of exposure period．  
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Table 3．  Continued  

Reverヒan亡 COlon土es pe工■pla亡e【Mean±S．D．】  
Compound  Do8e  

（pg／pla亡e）  TAlOO  m1535  wp2uvエA  TA98 

NaNユ  Aぎー2  AF－2   

D．5  0．01  0．1  

n1537  

Po白土tive con亡roIcompound  AF－2  
Dose（p9／plate）  0．01  

9－AA   

80  

Reverヒan亡 COlon土e8  639  731 644   663  605  564  127 148 126   697  596  695   295  305  295  
per plaヒe【671   ±  52】【611  ±  50】［134   土  12］［663  土  58‖ 298  ±  6】  

AF－2：2－（2－FurYl）一3－（5－nitro－2－furyl）acrylaTnide NaN3：Sodium a2：ide   9－AA：9－Aminoacridine hYdrochloride   
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Table4・   SummarY da仁a on bacterialreverse mutationヒest of2（2（，3I3（－tetraChloro－4′4′－dia・mino diphenylmethane  
【Ⅳon－aC亡iva亡ion me亡hod！＋S9】  

Revertanヒ COlonies per plate fMean±S．D．］  
Compound  

DM50 a）  

D08e  

（p9／plate）  TAlOO  TA1535  WP2 uvrA TA1537  

0  114  122  119  15   11  12  26   43  

【118   ±   4 ＝ 13   ±   2〕【 35  ±  

36  18   32   25   

9］［ 25   ±   7］【  
19   17   16  

17  ±   2】  

2．2′′3′3′－  39．1  152 177 154  

te亡racbloro－  【161  ±  14】  

4．4′一d土amino  78．1＋  139 168  

dlpbenylme亡bane  【158   ±  

156 ＋  120  136  
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32  21  22   30   

6〕［ 24   土   5】【  

32  24   30   23   

3ユ【 26   ±   4］  

6
 
⊥
⊥
 
 

ュ
 
 

5
 
4
 
 

ュ
 
⊥
 
 

8
 
（
U
 
 

3
 
ュ
 
 

⊥
 
 

l
 
土
 
 
9
 
＋
一
 
 

3
 
 
 
 
2
 
 

3
 
っ
J
 
 
⊥
一
7
 
 

3
 
っ
一
 
2
 
2
 
 

⊥
 
っ
一
 
7
 
⊥
 
 

⊥
 
 

▲
u
ノ
 
O
U
 
 

8
 
5
 
 

4
●
 
 

⊥
 
 

9
 
士
 
 
 

625 十  145  147  129  11  13  

【140   ±  10‖ 13   ±   

1250 ＋  132★ 136★ 139★   11  14  
【136   ±   4】［ 14   ±  

7
 
＋
一
 
つ
血
 
＋
一
 
 

2
 
 
 
 
2
 
 

一
b
一
7
 
 
0
 
4
 
 

つ
】
 
り
ん
 
 
つ
ー
2
 
 

4
 
2
 
 
′
0
 
3
 
 

ュ
 
 
 
 
 
⊥
 
 

18   18  

【 18   士  

20   16  

【 18   ±  

17  20   23  

1】【 25  ±   

18  27   26   

2】【 28  ±  

2－ÅA  

lO  

po81亡土ve eontroIcompound  2－AA  2－AA  

Dose（p9／plate）  1  2  

2－AA  2－AA  

O．5  2  

Revertant colon⊥eB  1490 1290 1320   468  504  469   833  876  909   499  438  514   236 194  187  
per plate【136ワ   士 108］【480  ±  21】【873   土  38］【484   ±  40】［206   ±  27】  

2－AA：2－Aminoanthracene  
a）：Negative control（DimethylBulfoxide，100pL／plate）  
★：Growth lnhlbl亡ion was ob占erVed．  
＋：Vi8ible preclpitation was obBerVed at ヒhe end of exposure periDd．   



Exp．N0．9891（115－210）   

SummarY daヒa on bacヒerialreverse rnutation tes，t Of2′2r，3，3l－teヒrachloro－4，4′一diamino diphenylmethane  
（AdditionalstudY）［NDn－aCtivation Tnethod：－S9】  

Table 5．  

Rever亡an亡 COlonle8per pla亡e【Mean±S．D．】  
Compound  D08色  

（囲／plate）  TAlOO TA1535  TA98  

17  15   20  19   20  

でA1537  

19  13   10   16  

1】【13  ±   3ユ  

7   10   10   

【  9  ±   2】  

DMSO a）  0  

2′2′．3′3′一  0．781  
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要  約   

当該試験条件下のf〃V加試験系において，2，2，，3，3，－テトラクロロ44，－ジアミノジフェ  

ニ／レメタンは，染色体異常を誘起しないものと判定された   

2，2’，3，3’一テトラクロロ44’－ジアミノジフェニルメタンの染色体異常誘発性を検討す  

るため，チャイニーズ・ハムスター肺由来の線維芽細胞株（CHL仰J細胞）を用いたi乃V才知  

染色体異常試験を行った．   

あらかじめ実施した細胞増殖抑制試験結果に基づいて染色体異常試験（本試験）の濃  

度を設定したが，いずれの処理法においても，相対細胞増殖率が50％未満の処理濃度で  

は，重度の細胞増殖抑制あるいは分裂細胞の減少により，顕微鏡観察が不可能であった．  

したがって，本結果に基づいて，染色体異常試験（追加試験）を実施した．短時間処理  

法ユS9処理では68．6，98．0および140LlghnL同＋S9処理では63．7，91．0および130pg／mL  

のそれぞれ3濃度について顕微鏡観察を実施した．その結果，2，2，，3，3，一テトラクロロー4，4，一  

ジアミノジフェニルメタン処理群では，短時間処理法－S9処理およびヰS9処理のいずれ  

においても，明確な染色体異常（構造異常ならびに数的異常）の誘発は認められなかっ  

た．   

以上の結果より，連続処理法24時間処理群では31．2，44．6，63．7および91．0い釘mL  

の4濃度について顕微鏡観察を実施したが，当条件下においても2，2，，3，3，－テトラクロロ  

ー4，4’－ジアミノジフェニルメタン処理による染色体異常の誘発は認められなかった．   

短時間処理法－S9処理および連続処理法24時間処理の陽性対照物質マイトマイシン  

C（MMC）ならびに短時間処理法＋S9処理の陽性対照物質シクロホスファミド（CP）  

では，いずれも染色体構造異常を陰性対照と比較して高頻度に誘発した．  

＿5＿  

一11－   
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14．試験結果   

14．1． 細胞増殖抑制試験   

14．1．1． 細胞増殖抑制試験結果  

試験結果をFi紗肥1，2および取blel，2に示す．  

短時間処理法－S9処理およて舟S9処理ならびに連続処理法24時間処理の全てにおい  

て，濃度依存的に細胞増殖抑制作用が認められ，50％細胞増殖抑制濃度は，それぞれ123，  

459および61．2ぃが止と算出された．   

14．1．2． 析出等の観察  

被験物質処理開始時，短時間処理法－S9処理および連続処理法24時間処理の420～  

16SO一打mLの濃度において白濁，420帽血L以上の濃度において白色粉末状，さらに，  

1680帽血L以上の濃度において白色塊状の析出物が認められた．また，短時間処理法  

＋S9処理では，840～16＄0トlか止の濃度において白濁，840匹釘mL以上の濃度において  

白色粉末状，さらに，1680一打mL以上の濃度において白色塊状の析出物が認められた．  

被験物質処理終了時，短時間処理法－S9処理および連続処理法24時間処理の105  

pg／mL以上の濃度においては白色粉末状，さらに，210pg／mL以上の濃度において白色  

塊状の析出物が認められた．また，短時間処理法＋S9処理では，210～1680相加Lの濃  

度において白色膜状，2101喝血1L以上の汲度において白色粉末状，さらに，420ぃかnL  

以上の濃度において白色塊状の析出物が認められた．  

染色体異常試験（本試験）   

各処理法の相対細胞増殖率を下記に示す．相対細胞増殖率が50％未満を示した処理濃  

度において，短時間処理法では重度の細胞増殖抑制のために，連続処理法24時間処理  

では重度の分裂細胞の減少のために染色体観察ができなかった．したがって，染色体異  

常試験（追加試験）を実施することとし，本試験の標本は観察しなかった．  

14．2．  

一S9処理  ＋S9処理  24時間処理   

処理濃度  相対細胞増  処理濃度  相対細胞増  処理濃度  相対細胞増   

（鵬血L）   殖率（％）   （け釘Ⅰ止）   殖率（％）   （一打Ⅰ¶L）   殖率（％）   

15．6   94．5   31．3   90．8   7．81   98．1   

31．3   78．3   62．5   89．4   15．6   105．6   

62．5   81．7   125   54．0   31．3   102．5   

125   53．0   250   1．2   62．5   66．5   

250   2．6   500   0．1   125   19．1   

14．2．1． 析出等の観察  

被験物質処理開始時，短時間処理法＋S9処理の500匹か11Lの濃度において白濁が認め  

られた．  

－19一  

－12－  

「「首   ノ㌦  
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被験物質処理終了時，短時間処理法の125ド釘Ⅰ止以上および連続処理法24時間処理  

の62．5ド釘mL以上の濃度において白色粉末状，さらに，短時間処理法－S9処理の250  

pg／mi．以上および短時間処理法＋S9処理の500pg／mL濃度において白色塊状の析出物が  

認められた．また，短時間処理法＋S9処理の250一打mL以上の濃度において白色膜状の  

析出物が認められた．   

14．3． 染色休異常試験（追加試験）   

14．3．1． 短時間処理法－S9処理  

結果をThble3およびAppendixlに示す．  

2，2’，3，3’－テトラクロロ44’－ジアミノジフェニルメタン処理群での染色体構造異常出  

現頻度は，68．6，98．0および140llg／mLでそれぞれ1．0，1．0および2．0％であり，陰性対  

照群（0．5％）と比較し明確な増加は認められなかった．倍数性細胞の出現頻度は，68．6，  

98．0および140ll釘Ⅰ¶Lでそれぞれ0．5，2．0および1．0％であり，陰性対照群（0．5％）と  

比較し明確な増加は認められなかった．また，濃度に依存した細胞増殖率の低下が観察  

され，染色体異常評価群中の最高濃度である140一打mLでの細胞増殖率は46．4％であっ  

た．  

陽性対照物質MMCで処理した細胞では，染色体構造異常が多数観察され，その出現  

頻度は56．0％であった．   

14．3．2． 短時間処理法＋S9処理  

結果をThble4およびAppendix2に示す．  

2，2’，3，3’－テトラクロロ447－ジアミノジフェニルメタン処理群での染色体構造異常出  

現頻度は，63．7，91．0および130一打mLでそれぞれ0．0，0．0および1．5％であり，陰性対  

照群（0．5％）と比較し明確な増加は認められなかった．倍数性細胞の出現頻度は，63．7，  

91．0および130llg／mLでそれぞれ1．5，0．5および0．5％であり，陰性対照群（0．5％）と  

比較し明確な増加は認められなかった．また，濃度に依存した細胞増殖率の低下が観察  

され，染色体異常評価群中の最高濃度である130け釘mLでの細胞増殖率は40．7％であっ  

た．  

陽性対照物質CPで処理した細胞では，染色体構造異常が多数観察され，その出現頻  

度は29．5％であった．   

14．3．3． 連続処理法24時間処理  

結果をThble5およびAppendix3に示す．  

2，2’，3，3’－テトラクロロ44’－ジアミノジフェニルメタン処理群での染色体構造異常出  

現頻度は，31．2，44．6，63．7および91．0ド釘f止でそれぞれ1．5，1．0，1．0および0．0％で  

あり，陰性対照群（0．5％）と比較し明確な増加は認められなかった．倍数性細胞の出現  

－20一  

ー13－   
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頻度は，31．2，44．6，63．7および91．0匹g／Ⅰ止でそれぞれ0．5，0．5，1．5および2．0％であ  

り，陰性対照群（0．5％）と比較し明確な増加は認められなかった．また，濃度に依存し  

た細胞増殖率の低下が観察され，染色体異常評価群中の最高濃度である91．0仲卸mLで  

の細胞増殖率は48．5％であった．  

陽性対照物質MMCで処理した細胞では，染色体構造異常が多数観察され，その出現  

頻度は47．5％であった．   

14．3．4． 析出等の観察  

被験物質処理開始時，いずれの処理法においても，析出等の特筆すべき変化は認めら  

れなかった．  

被験物質処理終了時，短時間処理法－S9処理の98．0一打mL以上，短時間処理法＋S9処  

理の9l．0爬舟山以上および連続処理法24時間処理の63，7llか止以上の濃度において白  

色粉末状の析出物が認められた．  

－21－  

－14－  

一丁‾さ－■；   
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15．考察および結論  

2，2’，3，3’－テトラクロロ司，4’－ジアミノジフェニルメタンの染色体異常誘発性を検討す  

るため，チャイニーズ・ハムスター肺由来の線椎芽細胞株（CI皿〝U細胞）を用いたル＝〟かり  

染色体異常試験を実施した．  

短時間処理法－S9処理，同十S9処理ならびに連続処理法24時間処理では，細胞の増殖  

を50％以上抑制する濃度まで検討した．  

その結果，2，2’，3，3’－テトラクロロ44フージアミノジフェニルメタン処理群では，短時間  

処理法－S9処理および同＋S9処理のいずれにおいても，染色体異常の誘発頻度は，陰性  

対照群と同等の値を示し，明確な染色体異常（構造異常ならびに数的異常）の誘発は認  

められなかった．  

短時間処理法において陰性と判定されたことから，連続処理法24時間処理の染色体  

の観察を実施した．その結果，いずれの濃度おいても明確な染色体異常の誘発は認めら  

れなかった．  

陰性対照および陽性対照での染色体異常出現頻度は，いずれも背景データ（Appendix  

4）から求めた基準値内であり，試験成立条件を満たしたことから，当該試験は適切な  

条件でなされたと判断された．  

以上の試験結果から，当該試験条件下において，2，2つ，リ’－テトラクロロ44，－ジアミノ  

ジフェニルメタンのほ乳類培養細胞に対する染色体異常誘発性は陰性と判定された．  

なお，これまでに被験物質2，2’，3，3’－テトラクロロ■，4’－ジアミノジフェニルメタンにつ  

いての遺伝毒性ならびに発がん性に関する報告は得られていない．  

類縁体である4，4’－メチレンビス（2tクロロアニリン）は，人において発がん性を示し  

1）～3），遺伝子損傷を引き起こす4）司ことが報告されている．さらに，細菌を用いる復帰  

変異試験で陽性っとの報告があり，ほ乳頬の培養細胞を用いる染色体異常試験で数的異  

常を誘発する8）ことも報告されている．  

16．参考文献  

1）lARC：IARCMonographsontheEvaluationofCa托irK）genicRiskstoHtm．ul．57：  

P．271－303，IITtemadonalAgencyfbrResearchonCanceI；IサOn．Also，1993，Suppl．7：246－247．  

2）Whrd E，SmithAB，Haiperin W：4，4’－Methylerk：bis（2｛hloroanihw）：an un忙騨11ated  

CarCinogen＿AmJIndMed．1987，12（5）：537－549．  

3）勒dE，Haipe血W ThunM，GrossmanIiB，FinkB，KossL，Osorio AM，SchulteP：  

BhddertlJmOrSintwoyoungmalesoccupational1ye呵氾SedtoMBOCA．AmJIldMed．1988，  

14（3）：267－272．  
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Re8ult80f growthinhibition te＄t Of2．2，，3，3，－tetraChloro－4．4，．diamino diphenYlmethane  
ほborトセem treatment］  

でable l．  

【Sbor仁一亡erm ヒreatment；－S9】  【Shoごt一亡em 亡rea亡men亡！＋59】  

Rela亡1ve  
Conc，（p9／mL〉 cellすrOWth 【Mean】  

（篭）  

Rela亡まve  
Compound  Conc．（pす／Ⅷ血）cellgrow亡b 【Mean】  

（箸）  

Compound  

DMSO a）  

2．2′．3．3′－   

0  100．0  【100．0】  

100．0   

26．3  78．O  t 82．7】  

DMSO a）  0  100．0  【100．01  

100．0 ′   

2，2J．3，3′－  26．3  79．0  【 82．9】  
Te亡rachloro－  

4′4l－diam土no  

dipbenylmeヒhane  52．5  

105 d）  

210 d）  

420 d）   

Te亡racbloro－  

4，4／－dlamino  

dlpbenylmetbane  52．5  

87．3   

104．5  【 98．1】   

91．6   

70．3  【 71．5】   

72．7  

2．0  【 4．6】   
7．2   

20．1  【12．6】   

5．1  

【 88．5】  

⊥
n
T
 
 

・
N
」
・
 
 

105  78．7  【 84．9】  

91．0   

210 d）  48．2  【45．5I  

42．8   

420 d）  46，9  【 50．4】  

53．8   

840 d）  41．0  【 43．2】  

45．3   

1680 d）  25．8  【 29．6】  
33．4   

3360 d）  44．5  【41．9】  

39．2  

840 d）  15．7  

0．7  
【 8．2］  

1680 d）  

3360 d）  

12．5  【10．0】   

7．4   

9．2  【11．4】  

13．6  

Flf亡y宅9rOW亡hl血iblt土om concentraヒlon was a白土01lowさ；  
【8borト亡emヒreatment；一S9】…－123 帽／mL  
【Short－term亡reatmen亡：＋S三り －－－ 459帽／ml   

a）：Ne9atlve con亡rol（Dlmethy18ulfoxide．10pL／Ⅷム）  
d）：Vi8ible precipitation waE［Ob8erVed at the end of treatment period．   
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ResulヒB Of growthinl1ibl亡ion teBt Of2，2，，3，3，一亡etraChloro－4．4′－diamino diphenylmethane  
【ContinuouB treatment）  

Table 2．  

【Con亡1nuou8 亡rea亡menヒ；24 h】  

Rela亡ive  

Conc．（pgノmL）cel19rOWth 【Mean】  

ほ）  

Compo－1nd  

0  100．0  【100．0】  

100．0  

刀MSO a）  

2．2J．3．3l  86．2  【 72．7］  

59．1   

58．5  ［ 57．0】  

55．5   

43．0  【 39．7】  

36．3   

3．8  【10．3】  

16．7  

0．0  【 0．0】   

0．0   

1．1  ［ 0．6】   

0．0   

11．2  【13．3】  

15．4   

18．6  ［11．1】   

3．5  

26．〕  

Te亡racbloro－  
4．4■－dlamlno  

d皐phenyltnethane  52・5  

105 d）  

210 d）  

420 d）  

840 d）  

1680 d）  

3360 d）  

⊥
可
－
 
 

・
N
∽
・
 
 

Fifty箸growthinhibition concentration was as f0110W8‥  
【Conヒinuous ヒreaヒmen亡：24 b】－－－ 61．2 柑／mL   

a）；Negative control（DiTnethy18ulfoxide，101瓜／mL）  
d）：Visible precipitation was ob8erVed at the end ofヒreaヒnent period・   
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Table3．  Chromosome aberrationヒe9tin CHIJCell5 treated with2，2，′3，3，－tetrまchloro－4，4，－diamino diphenYlnethane  

（Add土亡ionalstudy）【5hor仁一ヒerm trea．じmen亡：－S9］  

Relative  旭er  Number of cel18 Witb   Ⅳumber of  
StruC亡ural aberrations cells with  

NuⅧわer of NⅧber o王  
Cell＄  pOlyploid   

analyzed  cellβ  

わr polyplold   （箸）  

Conc．  Time of cell  

（四／ml） expo5ure grOWtb  
（b）  （篭）  

0  6  100．0  

68．6  6  78．8  

98．O d）  6  61．1  

140 d）  6  46．4  

0．1  6  85．9   

Of  

Cel18  

CompOund  
aberrat土on8  

analyヱed 9ap Ctb⊂亡e csb⊂！Se Oth  －9ap（箸）  

200  1 1 0  0  0  0  1（ 0．5）   

200  1 0  2  0  0  0  2（1．0）   

200  1 0  2  0  0  0  2（1．0）   

200  1 1 3  0  0  0  4（ 2．0）   

200  12 4さ100 1 0  0  112 く 56．0）  

200  1（ 0．5）   

200  1（ 0，5）   

200  4（ 2．0）   

200  2（1．0）   

200  2 く 1．0）  

DMSO a）   

2′2／．3．3′一  
丁etracbloro－  
4′4′一dlamlno  
diphenYITnethane  

MMC b）  

⊥
千
 
 

・
N
¢
t
 
 

Abbreviation：CtbJChromatid break，Cte：Chromatid exchang■e，CBb：Chromosome break，C占e：Chromo80tTte eXChange，Oth：OtherB  

－すap：tOtalnumber of cells witllaberraヒions ex⊂ep亡すap  
a）；Ne9at⊥ve con亡rol（Dimetbylさulfo】止de′10pも／m工一）  
bい poBltlve control川⊥tomycin C  
d）：Vl出ble preclpltat⊥on waさOb8erVed at tbe end of treatment perlod．   

よ 
膚  
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Table 4．  ChroTnOSOme aberration te自tin cliL cells treated with2′2，，3′3，－tetraChloro－4．4′－diamino diphenylmethane  

（Addl亡ionalstudy）15hort－ヒemヒrea亡ment：＋S9】  

Relative Number  Number of cellE；With Number of Number of Number of  
of  s亡ructufalaberra亡土ons cells w土tb  cells  polyploid  C（⊃nC．  Tlme of cell  

（帽／mL） exp08ure 冒rOW仁b  
（h）  く引  

Compound  
aberrations analY2：ed  cell白  Cellβ  

analY2；ed gap ctb cヒe csb cse oth  －gaP（％） for polyploid   （箸）  

200  1く 0．5）   

200  3（1．5）   

200  1（ 0．5）   

200  1（ 0．5）   

200  0（ 0．0）●  

200  0  0 1 0  0  0  1（ 0．5）  0  6  100．0  

63．7  6  84．2  

91．O d）  6  76．4   

130 d）  6  40．7   

12．5  （；  122．7  

⊃MSO a）   

2．2′．3′3′－  
TetraChloご0－  
4．4′－diamlno  
d土phenyltnethane  

Cp b）  

0  0  0  0（ 0．0）   

0  0  0  0（ 0．0）   

0  0  0  3（1．5）   

0  1 0  59（29．5）  

200  0  0  D  

200  0  0   0  

200  0  0  3  

200  3 15  48  

Åbbreviation：CtbJChromatid break′ C亡e：ChroTnatid exchange，C9b：ehrornosome break．cBe＝ Chromosome exchange，Oth：Others  
－gap：tOtalnuttd，er Of ce11s with aberrations，eXCePt gaP  
a）‥ Negatlve con亡rol（D土methy18ulfoxlde′10ll工ノ正い  
b）：pO81亡1ve con亡rol：Cyclophospbamide  
d）：ViBible precipitation was obs［erVed at the end of treatment period・   

⊥
？
 
 

■
u
O
●
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Table5．  Chromo50me aberration teBtin CHL cellB treated with2，2，，3，3，－tetraChloro－4．4′一diamまno diphenYlmethane  

（Addltlonalstudy）【Con亡imou≦l亡reatmenヒ；24b】  

Relatlve Number  mユmber of cellg wltb   帆1mber of  
Con⊂．  Tlme of cell  of  占亡ruc亡uralaberra亡lon5  Cel15 Wltb  

Humber of Number of   
Cellβ  pOlyploまd  Compo11nd  

（岬／mL） exposure すrOW亡b  cellg  aberエーa亡10n8  analyzed  ceユ1£  

（h）  ほ）   analyzed 曾ap Ctb cヒe c5b cse o亡b  －gap（射  for polypl01d  は）   

DMSO a）   

2．2′．3．3′一  
Te仁racbloro－  

200  1  1  0  

200  1  2  1  

200  0  1  1   

200  2 

200  1  0  0  

200  6 31 81  

1（ 0．5）  

3（1．5）   

2（1．0）   

2（1．0）   

0（ 0．0）   

95（47．5）  

0  24  100．0  

31．2  24  85．1  

0   0   0  

0   0   0  

0  0   0  

0  0  0  

0  0  0  

0  0  0  

200  1（ 0．5）   

200  1（ 0．5）   

200  1（ 0．5）   

200  3（1．5）   

200  4 く 2．0）   

200  0（ 0．0）  

4．4′－dlamlno  44．6  24  83．2  
d土phenylmethane  

63．7 d）  24  55．4  

91．O d）  24  48．5  

－
N
n
T
 
 

・
u
－
・
 
 

MM亡 b）  0．05  24  71．6  

Abbreviation：Ctb；Chromatld break，Cte＝ ChroTnatid exchange，CSb；Chromosome break，C＄e：Chromosome excha皿ge．Oth：Others  
－gap：tOヒalnumber of cell白With aberra亡ioqs except gap  
a）：Ne冒at土ve con亡rolくDlmetbylsulfoxlde．101m／mL）  
b）；pOSま亡土ve cont＝、01：Ml亡OmyCln C  
d）：Ⅴ土81ble preclpまtatlon was obさerVed a亡tbe end of亡reatmen亡perまod．   

二・ニ！  
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Chromosome aberration teBt Of 2，2，，3，3，－tetraChloro－4，4，－diamino diphenylmethane  

（Addl亡lonalstudy）【5bor仁一term treatment：一S9】  

Appendlxl・  

Relative Number  
Tlme of cell  c〉f  

expo5ure 9rOWth cel15  

Ⅳumber of cell白 Wl亡h  
StruCtural aberrations  

Numbe工－ Of  
Only Toヒal  cells  polyploid  
gap （－gap） analyzed  cellEl  

（箸）  （考） for p01yplo⊥d  （引   

Compound  Conc．  

（pす／m工」）  

くb）   （宅）  analyzed 9ap Ctb cte csb cse oヒh  

100  0．0  

100  1．0  

100  0．0  

100  1．0   

100  4．d  

lOO  O．0  

100  1．0  

100  1，0  

100  1．0  

100  1．0  

0   1   0   0   0   0  0．0   1．0  

1   0   0   0   0   0  1．0    0．0  

0   0   0   0   0   0  0．0    0．0  

1   0   2   0   0   0  1．0    2．0  

1   0   1   0   0   0  1．0   1．0  

0   0   1   0   0   0    0．0   1．0  

1  1   2   0   0   0   1．0    3．0  

0   0   1   0   0   0  0．0   1．0  

7  25  53   0   0   0  0．0   58．0  

5  23  47   1   0   0  1．0   54．0  

0  6  100．0  100  

6  100．0  100  

68．6  6  6〔i．4  100  

6  8∋．2  100   

98．O d）  6  62．7  100  

6  59．5  100  

DMSO a）  

2．2′′3．3′一  
丁eLrachlo工0－  
4′4′一dlam土no  
d土pbenylmethane  

140 d）  6  47．6  100  

6  45．2  100  

－
N
T
 
 

0．1  6  78．8  100  

6  92．9  100  

州削：b）  ・
〕
N
・
 
 

Abbreviation：CtbJChromatid break，Cヒe：Chromatid exchange，CSb：ChroTnOSOme break′ CSe：Chromosome exchange，Oth：OtherB  
－gap：tOtalnut血er of cellB With aberrations except gap  
a）ミ Negative control（Dimethylsulfoxide，10pL／nL）  
b）：P08itlve cont工・01；M土tomycin C  
d）：Visible precipitation was observed at the end of亡reatmenヒPeriod・   
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Chromosome aberration te＄t Of 2，2，，3，3，－tetraChloro－4．4′－diamino diphenYlmethane  

（Add土tionals亡udy）【Short一亡erm trea亡ment：＋59】  

Appendlx2．  

Rela．亡ive Numbe工・  Ⅳutれber of cell∈】W土tb  Number o亡  

Conc．   Tlme of cell  o王  台truC亡uralabeごrat土ons only で0亡al  cells p01yplold  Compound  
（p9／mも） expoヨure 冒rOWtb cel15  すap  卜すap）  analyzed  cel18  

（b）   （署） an息1yヱed 9ap e亡b cte 亡Sb cse otb （考）   く引 for polyploid （考）  

DMSO a）  

2′2′．3′3l一  
丁etrachloro－  

4′4′－dlam土no  

diphenylmethane  

0  6  100．0  100  

6  100．0  100  

63．7  6  82．6  100  

6  85．7  100  

0   0   1   0   0   0  

0   0   0   0   0   0  

0   0   0   0   0   0  

0   0   0   0   0   0  

0   0   0   0   0   d  

O O O O O O  

O O   2   0   0   0  

0   0   1   0   0   0  

0．0   1．0  100  

0．0    0．0  100  

0．0    0．0  100  

0．0    0．0  100  

0．0    0．0  100  

0．0   0．0  100  

0．0    2．0  100  

0．0    1．0  100  

0．0  

1．0  

3、0  

0．0  

0．0  

1．0  

0．0  

1．0  

0．0  

0．0  

－
N
N
－
 
 

91．O d）  6  

6   

130 d）  6  

6   

皐2．5  6  

6   

74．8  100   

78．0  100  

42．7  100   

38．7  100  

125．0  100  

120．3  10【〉  

・
ぃ
い
・
 
 

Cp b）  2   7  18   0   0   0   1．0   24．0  100  

1   8  30   0   1   0  1．0   35．0  100  

Abbreviation：Ctb；Chromatid break．cte＝ Chromatid exchange，CSb：Chromosome break，C日e：Chromosome exchange，Oth：Otherg  
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要  約   

既存化学物質の毒性学的性質を評価するため，2，2，，3，3，－テトラクロロ44㌧ジアミノジ  

フェニルメタン0（媒体の0．5wル％メチルセルロース溶液のみ投与，対照群），100，300  

およびl，000咄gQyをCIl：CD（SD）系ラットの雌雄各5匹に28日間反復経口投与し  

た．また，対照群および1，000Ill錘gには，雌雄各5匹の回復群を設け，28日間の反復  

投与終了後，14日間の休薬による毒性の回復性についても検討した．   

試験期間を通じて一般状態の観察，機能観察総合検査（FOB），体重および摂餌量の  

測定を行い，投与期間および回復期間終了時に臨床検査（血液学検査，血液凝固能検査，  

血液生化学検査，血清蛋白電気泳動検査および尿検査）および病理学検査（器官重量測  

定，肉眼観察および病理組織学検査）を実施した．   

その結果は，次の通りである．   

雄の対照群でD町41（回復期間13日目）に1例の死亡が認められ，病理所見から死  

因は持続性の腸閉塞およびこれに随伴した全身状態の悪化によるものと考えられた．   

一般状態，体重および摂餌量に被験物質投与の影響は認められず，詳細な症状観察，  

反応性検査，握力および自発運動量に．も変化は認められなかった．   

血液学検査では，被験物質投与の影響は認められなかった．   

血液凝固能検査では，毒性学的に意義のある変化は認められなかった．   

血液生化学検査では，雄の300および1，000mg此g群で総蛋白が低下し，雌の1，000  

mが（g群で中性脂肪が上昇した．   

血清蛋白電気泳動検査では，雄の300および1，000Il喝此g群でαlグロブリン分画が低  

下した．   

尿検査では，被験物質投与の影響は認められなかった．   

病理学検査でさも雌の1，000mが喝群で月刊掛目対重量の増加が認められ，対応する所  

見として，病理組織学的に肝臓の小葉中心帯肝細胞肥大が雌雄の300および1，00Omが（g  

群で認められた．   

以上，当該試験条件下において，2，2，，3，3’－テトラクロロヰ4，－ジアミノジフェニルメタ  

ンの反復経口投与に起因する毒性変化が，雌雄ともに300mき咋卵ay以上の投与で認め  

られたことから，無毒性量は，雌雄とも100m跡卵ayと判断された．また，被験物質  

投与群で認められた変化は，いずれも14日間の休薬により回復性が認められた．  

ー6＿  
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および腹部膨満を示して回復期間13日に死亡したが，この動物は対照群の動物であり，  

被験物質投与とは関係がない偶発的な異常と判断された．したがって，この動物の投与  

25 日以降のデータを対照群のデータとして適切ではないと判断し，統計解析あるいは  

評価の対象から除外した．  

15，試験結果   

15．1． 死亡および一般状態（恥blel，Appendkl）  

雄の対照群でD町41（回復期間13日目）に1例（動物番号1010）の死亡が認められ  

た．死亡した動物には，Day28から削痩，Day36から腹部膨満が観察されていた．そ  

の他の動物では，投与および回復期間を通じて死亡および一般状態の変化は認められな  

かった．   

15．2． 体重（Figurt！1～2，ThbIc2，Appendix2）  

雄では投与および回復期間を通じて，対照群と被験物質投与各群との間の体重に有意  

差は認められなかった．  

雌の1，000n嘔咋g群で投与42日に体重の有意な低下が認められたが，投与期間中に変  

動は認められず，むしろ回復試験用の対照群の体重が一時的に高かったことによるもの  

と考えられた．  

摂餌圭（Fi騨代3～4，恥bte3，Appe11dix3）   

雌雄ともに投与および回復期間を通じて，対照群と被験物質投与各群との間の摂餌量  

に有意差は認められなかった．  

15．3．  

15．4． 機能観察総合検査（FOB）   

15．4．1．詳細な症状観察（Tbble4，5，6，Appendix4，5，6）  

投与期間中および回復期間中の観察において，雌雄ともに被験物質投与に起因する変  

化は認められなかった．また，排糞数および排尿数にも，対照群と被験物質投与各群と  

の間に有意差は認められなかった．なお，回復期間中に死亡した対照群の1例に筋緊張  

の低下が投与4週目および回復1週目に，被毛租剛が回復1週目に観察された．   

15．4．2．反応性検査（Thble4，Appendix4）  

投与4週目および回復2週目に実施した反応性検査において，雌雄ともに被験物質投  

与に起因する異常反応は認められなかった．  

投与4週目の反応性検査では，触覚反応検査で「鳴いたり，活発に反応」が100m亦g  

群の雄で1例に，痛覚反応検査で「刺激から逃げようと前方に歩く」が300mg爪g群の  

雄で1例に認められたが，これらは，対照群でもみられている反応であり，同用量の雌  

には認められていない反応であることから，被験物質とは関連性のない偶発的な変化と  

－17－  
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考えられた．  

回復2週目の反応性検査では，痛覚反応検査で「身を固くする」が1，000Illg此g群の  

雄で1例に認められたが，投与4週目に同じ反応は認められておらず，同用量の雌には  

認められない反応であることから，被験物質とは関連性のない偶発的な変化と考えられ  

た．   

15．4．3．握力（前後肢）（職ble7，Appendix7）  

雌雄とも，投与4過日および回復2週目のいずれの検査においても，対照群と被験物  

質投与各群との間で前肢および後肢の握力に差は認められなかった．   

15．4．4．自発運動量（Thble8，Appendix8）  

雄では，投与4週目および回復2週目のいずれの検査においても，対照群と被験物質  

投与各群との間に差は認められなかった．  

雌では，投与4過日の検査において，100，300および1，000mg此g群で測定開始後10  

～20分の自発運動量が，100mが短群ではさらに測定開始後40～50分の自発運動盈が  

それぞれ有意な高値を示したが，いずれもー過性の変化であり，1時間の総運動量には，  

群による差は認められなかった・回復2過日の検査では，対照群と1，000m圭錘g群との  

間で差は認められなかった．   

15．5． 臨床検査   

15．5．1．一 血液学検査   

15．5．1．1． 投与期間終了時（Thl）1e9－1，Appe血ix9－1）  

雄では，いずれの検査項目においても対照群と被験物質投与各群との間に有意な差は  

認められなかった．  

雌では，1，000咄g群で白血球数が有意に増加したが，1例働物番号2jo4）が異  

常高値を示したことによる変化であった．また，100mg此g群でMCVが有意に低下し  

たが，雄では認められず，用量依存性のない変化であり，被験物質投与の影響とは判断  

しなかった．  

回復期間終了時（Thble9－2，Appendix9－2）  

雄では，1，000Itl帥g群で好中球数の有意な低下が認められた．  

雌では，1，00Omが喝群で網赤血球率の有意な増加が認められた．  

15．5．1．2．  

15．5．2． 血液凝固能検査   

15．5．2．1． 投与期間終了時（Thble10－1，Appe血10－1）  

雌雄ともにいずれの検査項目においても対照群と被験物質投与各群との間に有意な  

差は認められなかった．  

一18一  
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回復期間終了時（Thble10－2，4ppendix10－2）   

雄では，いずれの検査項目においても対照群と1，000m釘kg群との間に有意な差は認  

められなかった．   

雌では，1，000mg此g群でPTが有意に短縮した．  

血液生化学検査  

投与期間終了時（Thblell－1，Appendixll－1）   

雄では，300および1，000Ⅰ喝此g群で総蛋白の有意な減少，1，000m釘kg群でカリウム  

の有意な増加が認められた．また，100mき沖g群でナトリウム，カリウムおよび塩素が  

有意に増加したが，用量依存性のない変化であり，被験物質投与の影響とは判断しな  

かった．   

雌では，1，000Illg此g群で中性脂肪が有意に上昇した．  

回復期間終了時（Tbblell－2，Appendixll－2）   

雌雄ともにいずれの検査項目においても対照群と1，000mg此g群との間に有意な差は  

認められなかった．  

15．5．2．2．  

15．5．2．3．  

15，5．2．4．  

15．5．2．5．  

15．5．3． 血清蛋白電気泳動検査   

15．5．3．l． 投与期間終了時（Thble12－l，Appendix12－1）  

雄では，300および1，000m圭沖g群でαlグロブリン分画比率および濃度が有意に低下  

した．  

雌では，300m亦g群で鴫グロブリン分画比率および濃度が有意に増加したが，用量  

依存性のない変化であり被験物質投与の影響とは判断しなかった．  

回復期間終了時（Thble12－2，Appendix12－2）   

雄では，いずれの検査項目においても対照群と1，000m釘kg群との間に有意な差は認  

められなかった．   

雌では，1っ000m亦g群で恥グロブリン分画濃度が有意に増加したが，軽微な変化で  

あり，毒性学的意義は低いと判断した．  

15．5．3．2．  

15．5．4． 尿検査   

15．5．4．1． 投与期間終了時（Thble13－l，Appendix13－1）  

雄では，いずれの検査項目においても対照群と被験物質投与各群との間に差は認めら  

れなかった．  

雌では，100m釘kg群でナトリウム，カリウムおよび塩素総排泄量の有意な減少，300  

I11g此g群でナトリウム総排泄量の有意な減少，1，000m釘kg群でカリウムおよび塩素総排  

泄量の有意な減少が認められた．  

－19－  
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回復期間終了時（Thble13－2，Appendix13－2）   

雄では，1，0001喝此g群で浸透圧が有意に低下したが，同群の有意ではない尿量の増  

加に伴った変化であり，被験物質投与の影響とは判断しなかった．また，ナトリウム，  

カリウムおよび塩素濃度が有意に減少したが，総排泄量に変化は認められないことから，  

被験物質投与の影響とは判断しなかった．   

雌では，いずれの検査項目においても対照群と1，000mg此g群との間に差は認められ  

なかった．   

病理学検査  

15，5．4，2．  

15．6．  

15ふ1， 器官重量   

15．6．1．1， 投与期間終了時（Thble14－1，15－1，Appendix14－1，15－1）  

雄では，いずれの測定器官においても対照群と被験物質投与各群との間に差は認めら  

れなかった．  

雌では，1，000m亦g群で肝臓の相対重量の有意な増加および絶対重量の増加傾向が認  

められた．また，100および300Ⅰ喝此g群で牌臓の絶対および相対重畳の有意な低下が，  

100n唱此g群で卵巣の絶対重畳の有意な低下が認められたが，用量依存性のない変化であ  

り，被験物質投与の影響とは判断しなかった．  

．   回復期間終了時（T油1e14－2，15－2，触Ildk14－2，15－2）   

雄では，いずれの測定器官においても対照群と1，000咄g群との間に差は認められな  

かった．   

雌では，1，000咄g群で心臓および卵巣の相対重量の有意な増加が認められたが，同  

群での偶発的な低体重に起因した変化と考えられ，被験物質投与の影響とは判断しなかっ  

た．  

15．6．1．2  

15．6．2． 剖検所見   

15．6．2．1． 投与期間終了時（Thble16－1，Appendix16）  

被験物質投与群において，対照群に比し発生数が明らかに増減した所見は認められな  

かった．被験物質投与群で認められた所見は，いずれも単発性あるいは散発性の発生で  

あり，また，ラットにしばしば自然発生する所見であることから，被験物質投与による  

変化とは考えられなかった．  

回復期間終了時（Thble16－2，Appendix16）   

対照群および1，000mg此g群で観察された所見は，いずれも単発性の発生であり，自  

然発生性の変化と考えられた．  

15β．2．2．  

－20t  
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死亡動物（Appendix16）   

回復期間中に死亡した対照群の1例（動物番号1010）では，回腸の閉塞，空腸およ  

び回腸の内腔拡張，膀胱の赤色斑，肺臓の小型化，胸腺の萎縮，精嚢の萎縮および全身  

の削痩が認められた．  

15．6．2．3．  

15．6．3． 組織所見   

15．6．3．1． 投与期間終了時（Thble17－1，Appendix17）  

被験物質投与の関与が疑われた変化が肝臓に認められた．  

肝臓では，小葉中心帯肝細月朗巴大（Photo．1，2）が雌雄の300および1，00Omg此g群  

に認められ，雌雄ともに1，000mg此g群で発生数が有意に増加した．肝細胞肥大は，細  

胞質の好酸性化を伴っていた．なお，肝細胞巣状壊死が，雄の1，000mg此g群に1例発  

生した．  

その他，散発的に軽度の変化が対照群を含めた各群に観察されたが，用量に関連した  

発生数の増減も認められず，いずれも自然発生病変と考えられた．  

回復期間終了時（Thble17－2，Appendix17）   

投与期間終了時に，雌雄の300および1，000Il唱ルg群に認められた肝細胞の肥大およ  

び巣状壊死は観察されなかった．   

その他，散発的に軽度の変化が対照群および1，000Ⅰ喝耽g群に観察されたが，その種  

類および発生数からいずれも自然発生病変と考えられた．  

死亡動物（Appendix17）   

回復期間中に死亡した対照群の1例（動物番号1010）では，空腸および回腸の内腔  

拡張，東膜のうっ血，水腫および単核細胞浸潤，筋層の肥大，回腸の閉塞，潰瘍，購膜  

の線椎化および出血がみられ，死亡の主因と考えられた．その他，骨髄のうっ血および  

重度の造血低下，牌臓および胸腺における重度の萎縮，リンパ節の赤血球会食像および  

洞組織球症，肺の泡沫細胞集族，肝臓の肝細胞巣状壊死，腎臓の尿細管好塩基化，膜胱  

の出血，前立腺および精嚢の萎縮，皮膚の浮腫が観察され，二次的な一般状態の悪化と  

栄養障害が推察された．死因は持続性の腸閉塞であると判断した．  

15月．3，2．  

15．6．3．3．  
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l‘．考察および結論  

被験物質投与に関連した変化が，毒性試験群の肝臓に認められた．1，000m釘kg群の  

雌で肝臓重量の増加が認められ，対応する所見として，病理組織学的に小葉中心帯の  

好酸性化を伴った肝細胞の肥大が300Ill紳g以上の群の雌雄で認められた．薬物や化  

学物質の投与により，滑面小胞体の増加やチトクロームP－450の活性上昇をきたし，組  

織学的に小葉中心帯の好酸性化を伴った肝細胞の肥大を起こすことが知られているこ  

とから1），2），〕），小葉中心帯肝細胞肥大は，同様の機序で発生した可能性が考えられた．  

肝細胞肥大は，被験物質投与群のみに発生がみられることから，被験物質投与に関連し  

た変化であると考えられた．肝細胞の巣状壊死が，1，000mさ咋g群の雄1例に認められ  

た．巣状壊死は，肝臓の－箇所のみに限局した所見であり，同様の形態学的特徴を持つ  

肝細胞の巣状壊死は，自然発生病変としてまれに観察されることから，本所見は偶発的  

な所見で，被験物質投与とは関係のない変化であると考えられた．  

血液生化学検査において，毒性試験群の300および1，000mg此g群の雄で総蛋白が低  

下した．血清蛋白電気泳動検査結果では，同群の雄にα1グロブリン分画の低下が認め  

られており，総蛋白の低下は叫グロブリン分画の低下に起因した変化であると考えら  

れた．しかし，■α－グロブリン分画の低下の機序は不明であった．また，毒性試験群の  

1，000It唱耽g群の雌で中性脂肪が上昇した．中性脂肪の上昇は，総コレステロールの変  

化を伴わない単独の変化であり，雌の高用量群のみに認められた変化である．したがっ  

て，これらの変化の毒性学的意義は不明であるが，被験物質の蛋白・脂質代謝系に対す  

る影響が示唆された．  

対照群の雄1例が回復期間中に死亡した．この動物は，投与ユ5日以降体重および摂  

餌畳が減少し，一般状態およびFOBにおいて，全身状態の悪化に関連した症状が観察  

された．病理組織学検査では，持続性の腸閉塞が認められ，これが死因と考えられた．  

腸閉塞は，ラットにおいてその発生は珍しいが，対照群に発生したことから，自然発生  

病変であると考えられた．  

一般状態，体重および摂餌量に被験物質投与の影響は認められず，詳細な症状観察，  

反応性検査，握力および自発運動量にも神経毒性を示唆する変化は認められなかった．  

その他，毒性試験群において，血液学検査では，1，000nl帥g群の雌1例働物番号  

2304）の白血球数が高値を示した．しかし，この動物を含めた同群の病理組織学検査で  

炎症性の変化は認められず，被験物質投与とは関連のない変化と判断した．また，血液  

生化学検査では，1，000Ⅰ咄g群の雄でカリウムが上昇し，尿検査では100，300または  

1，000m墓咋g群の雌で尿中電解質が低下したが，変化の程度が用量に伴っておらず，腎  

機能に関連する生化学検査項目およびその他の尿検査項目にも異常はなく，病理学検査  

においても腎の異常は認められないことから，被験物質投与とは関連のない変化と考え  

－22－  
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られた．回復試験群において，l，000m釘kg群の雄で好中球数が減少し，l，000mgn（g群  

の雌で網赤血球率が増加し，PTが短縮した．これらの変化は，投与期間終了時には認  

められておらず，いずれも軽微な変化であるため，毒性学的意義は低いと考えられた．  

以上，当該試験条件下において，2，2’，3，3’－テトラクロロヰ4’－ジアミノジフェニルメタ  

ンの反復投与に起因する毒性変化が，雌雄ともに300叫咋錘y以上の投与で認められ  

たことから，無毒性量は，雌雄ともに100m裏作紳yと判断された．また，毒性試験群  

で認められた変化は，いずれも14日間の休薬により回復性が認められた．   

17．参考文献  
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1＄．試験関係資料の保存  

当該試験の下記資料は，安評センター資料保存施設にて最終報告書作成後10年間保  

存される．その後の保存については，試験委託者と安評センターで協議の上，別途定  

める．また，病理組織標本作製関係資料については，株式会社組織科学研究所にて  

10年間保存される．その後の保存については，試験委託者と安評センターならびに株  

式会社組織科学研究所で協議の上，別途定める．  

● 試験計画書（正本）  

・被験物質（各ロット，2g）  

● 被験物質に関する資料（使用および調製記録，その他）  

● 動物および施設に関する記録  

● 生データ（一般状態観察記録，体重測定記録，摂餌量測定記録，臨床検査記録，器  

官重量測定記録，病理学検査所見記録，その他）  

● 各種標本類（ブロック標本，病理組織標本，湿臓器，血液塗抹標本，その他）  

● 病理組織標本作製関係資料（病理組織標本作製計画書の写し，病理組織標本作製報  

告書の写し，標本作製過程管理書の写し，その他）  

● 最終報告書（正本），化学物質審査規制法届出様式（写し）  
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D08e  Flndimg  l‥‥－－－＞  2－－‥‥－＞ 】－－－‥－－＞  t－－－－－－－＞  S・－－‥－－＞  石－－・‥－＿＞  

巾g／k9   p－rt  1 2  ｝  1 2  ュ  1 2  ユ  1  2  ュ  1 2 ） 1 2  ⊃  
nornll  

normll   

‾   10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1（I lt〉  
To亡al l0 10 10 10 1（〉 10 10 10 10 10 10 1J】1（〉 10 10 10 1（〉 10  

5  5  5  S  5  5  5  S  5  5  5  5  5  5  S  5  5  5  
℡○仁a1  5  5  ～  5  S S S S  5  S S  5  5  5  S  5  5  S  

5  5  S S  5  5  5  5  S  5  S  5  5  S S  5  S S  
To仁al  ～  S  5  5  5  S  5  S S S  5  5  S  5  5  5  S S  

‾   1く110 18 1（11q l0 10 1t〉 1t〉 10 10 10 10 10 10 10 10 10  
Totさ1 10 10 10 1（110 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1（】10 10 10  

01  

eomtr01  

0  

02  

T⊂DA朗  

1tIO  

Oコ  

T⊂DAH  

】0（〉  

u  ■ゝ  
▼ 04  

TC工〉ÅM  

lOOO  

1ニ Before d（】Sing  2；）O to‘O minuteざifter doタ1ng  3：3 亡8 4 hour占ifter do8im9  
T⊂DAM：2－2一，）．ュー一丁モ亡ra⊂hloro－▲，4′一dlamino diphモnylmモtb■ne  
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T■ble l．  －⊂On仁1nutd Clinical ob6モrVa亡iく）n  

S亡X： Female  

Eよp．Ⅳ0．99⊃t（115一之1）I  

GroupNo・ Dlyく】f亡Xp亡rilment  
Dogt Fi9  …－‾‾▼‾▼‾‾‾‾‾‾…1‖▼‾‾‾1一‾‾‾‾ 

巾9′kg  ． 

10 10 10 10 1（】10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10  
Total lO lO lO 18 10 10 10 10 10 10 10 10 1q 18 10 10 10 18  

S  5  5  5  5  S  5  5  5  5  5  5  S  5  S  5  S S  
To亡－1 5  S S S  5  5  5  5  5  5  S  5  5  5  5  S  5  5  

S S  5  5  5  5  S  5  S  5  5  5  5  5  5  5  5  5  
To仁さ1 5  5  5  S  5  S  5  S  5  S  5  S  5  5  S  ～  S  5  

10 10 10 10 1（）10 10 10 1ロ 10 10 10 1（】 10 10 10 10 10  
To亡■1 10 10 1（〉 1（110 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1（】11）10  

normal  

norl¶al  

norTnal  

0〕  

TCDAM  

ぃ  ぃ  
1 04  

T⊂DÅM  

lOOO  

1：Before doさ1n9   2：】0 亡O GO mlnu亡es aftせr d（⊃Sln9   ユ＝ ユ ヒ0 4 hour6 after d（】Sln9  
TC工）AM：ユー2‘．ュ．⊃一－T亡仁rachloro－4．4‘－dlimlnO diph亡hylれeしhan亡  

Tlble l．  －⊂Ontinued Clini亡al ob冨erVi亡ion  

Sex： Pemale  

Exp．No．，，）4（11ち－21ユ）  

Group が0．  Dly Of 七Ⅹptrllneれ亡  
Do8e  Findin9  1⊃－－‥－－－＞ 14一＝‥－－＞ 15一－－‥－－＞ 1‘－－一一‥－＞ 1トーーーーーー＞ 18－－－－‥一＞  

mg／k9   P且rt  l Z 】 1 2  3 1 2 】 1 Z  ュ 1 2 1 1 2 】  
爪Ormal  

norl¶▲1  

nor†れal   

‾   10 10 1（110 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1（I l（）10 1（〉  
To亡■1 10 10 1（110 10 10 10 10 1（】1【）10 10 1（）10 10 10 1く】10  

ら  S  5  5  5  S  5  5  S  5  5  S  5  5  5  5  5  S  
To亡a1 5  5  5  5  5  5  5  5  S S  5  5  5  5  S S  5  5  

5  5  5  5  5  5  5  5  S  5  5  5  5  5  5  S  5  S  
To亡■1 S S  5  5  5  5  S S  5  S S S S  5  5  5  5  S  

‾   1（〉 1（〉 10 10 10 10 10 10 10 1（〉 10 10 1（〉 10 10 10 10 10  
Tく，亡1110 18 10 10 10 10 10 10 10 1D lO lO lO l0 10 10 10 10  

01  

亡OrltrOl  

02  

TCDAM  

O）  

TCDA14  

1＝ Befqre do亨in9   2：ユO to 60 minutes ifヒ亡r dく】霹in9  】＝ ユ 亡○ ▲ hく）ur事 after do■1n9  
TCDA鯛：2．2’．⊃．）■一丁etra⊂hlor¢い1．4‘一diamlnO dlpht≡nylれethさne  
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T且ble l．  －⊂On亡inued 亡11ni亡al ob」SerVl亡ion  

Sexニ Female  

Exp．y0．”ュ4（11S一之lコ）  

Group Ⅳ0・  Day of experiment  
Dく〉8e  Flndlng  lタ∵－－－‥－＞ 20－－‥－＝＞ 21－－－－－－－＞ 22－－－－－‥＞ 之ューーーーーーー＞ 2▲－－－－一一一＞  

mg／k9   P▲rヒ  1 二Z  ュ  1 2 】 1 2  ） 1 2  ） 1 2  3  1 ：≧  ユ  
‾   10 10 10 1（】 10 10 1【1 10 10 10 10 10 10 1（】 10 10 10 10  

Total lO lO lO l0 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1【，10 10 10 10  

5   5   S  5  5  5  S  5   5   S S S  5  S   5  5   5  5  
T（】亡a1  5   S S  5  5  5  S   5   5   5  5   5  S  5   S   5   5  S  

S S S   5   S S   5   S   5   5   5   5   S   5   5   5   5   5  
To仁al S   5   5  S  5   5  5  5  5   5  5   5   5  5   5   5   5  5  

‾    10 1【〉 1C1 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1D lO lO lO lO lO  
To亡al lO l（I lO lO l（】 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1（〉 10 10  

0：！  

TCDÅM  

U  、、】  

l t川  

TCDAM  

lOOO  

1；8efore do写in9   2エ コ○ 亡0 60 minu亡e8 af亡er dく柑1ng  】：3 亡0 4 hourg after do霹ing  
TCDÅ朗：2．2‘．】．3一－Te亡rachloro－4．4‘一dl且mino dlphenyltnetllane  

E】⊂p．No．9，ユ4（115二21コり  ℡ablそ 1．  －ぐOntlnued 亡11nieal observaヒ1⊂）n  

Sex： Femal¢   

Group Ⅳ0・  D▲y Of experlment  
poさ亡  F⊥れdin9  25－‥－－－－＞ 2古＝‥－－－＞ 27一・－－‥－＞ 28－－‥‥一＞ 2タ  

mg／kg plr亡  1 2 】 1 2  3 1 2 】 1 2 】  
ー・   10  1t〉  10  1tI lt） 10 10  10 10  10 10  10   5  

Total lO l（I l0 10 1¢ 10 111 10 1（1 10 10 1（】  5  

S   5   5   5   5   5   5   5   5   5   5   5   5  
To亡a1  5   5   S   5   5   5   S   5   S   5   S   5   S  

5   5   S   5   5   5   5   5   S  ノ 5   S   5   5  
T（）ta1  5   5   S   5   5   5   5   S   5   5   S S   5  

10  10  10  10 1（I l0 1t〉  10  10  10  1t） 10   5  
Totll l0  10  10  10 1tI lO lO lO lO l（】 1（I l（】  S  

nof血■1  

れOrmal  

normll  

normal  
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⊂On仁【く〉1  
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丁⊂D入日  

10（】  

○：l  

T⊂DA■1  

300  

U  00  

104  
T⊂DAH  

lOO（I  

1三 Before doタ1ng   2‥）O t0 60 minu亡e≦；さf亡er do61n9  】三】to ▲ hour8iftモー do8ir19  
TC工IÅM三 2，2′．）．コ′一丁etr■Cbloro－4．4‘－di■mino diphenyl一打巳亡bane  
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Tlblt l．  －COntinuモd ⊂11Tli⊂110b≦erVi亡i01ュ  

Sex： Male  

Exp．閥○，99】4（11S－2L＝  

Group No．  
Do■e  

mg／k9  

Diy Of eよp亡riment   
29 】0 】1 ユ2 】） 】4 】5 】G 】7 ）8 ）9 10  41 －12  4】  Flnding  
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T⊂D九州；2．2‘．⊃．ユ‘一丁et∴ra⊂blorくい4．1‘－dlimi∫10 dlphenylme亡hさne  

Tlblt l．  一亡On仁inuモd ⊂1inicさl observi亡10n  

Sex． Female  

Exp．Ⅳ0．ヲタコ4（115－21ユI  

Group N0．  Day of expeTiment  
Doき七  Firldihg  29 ｝0 】1 】2 】3 ユ4 】5  

n9／k9   Part  

normal  

nortれ11  
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T⊂DÅH＝ 2．2■′ユ．ユ′一丁亡tra亡bloro－4．t－一dlamlnO dlpbenγ11nethane  
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Tabl亡 2・  且Ody 甘モi9bt  

S亡X； Hale  

Exp．Ⅳ0．98‡4（11S－21⊃）  

Gmup Ⅳ0・  Day of expモrimenヒ  
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でible 2・  －⊂On亡in11モd Body vモ19bヒ  

Sex：Ftれ■1e  

Exp．Ⅳ0．9タ3▲ （11S－21ユ）  
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TCDAH  Hean  llワ  1ユ2  

100     S．D．  5  7  

0ユ  Ⅳ  5  5  

T亡DÅパ  ーe▲n  l17  129  

ュ00     5．D．  5  7   

一 ○ヰ  p  lO  lO  

■－TCDAM  M●■n  l17  1ユ1  

トJ l000    ≦；．D．  S  6  

5  S  5  

1－4  157  164  

9  11  12  
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1▲3  15S  16ユ  
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ー⊂Ontirluモd Body －tlgh亡  

Sex：Male  

Exp－ Ⅳ0．うぅ】l111S－21）I  

Group No，  Day of experimen亡  
Doざモ  

m9／kg  2，  】2  ｝G  

01  N  

⊂Ont∴rOI  M亡in  

O S．D．  

Oq  p  

TCDAM  Mean  

lOOO S．D 

4  4  4  

】）9  ユS5  】75   

ZS  ：！4  27  

S  S  5  

）18  ユュ2  ）46   

25  26  2ユ  

T⊂DÅH：2．2′．ユ．】‘－Tet∴raChloro－t．4‘－dllmino dlphenylmetha－1e  

一⊂Orlヒinued Body vei9hヒ  

Sex： Female  

Group が0．  Day of 亡Ⅹperilnent  
Do占e  

mg／k9  29  】2  ユ6  ュ，  ▲ユ  

5  5  5  

210  219  2Z7  

9  1ヱ  12  

5  5  5  

196  ユOZ  209   

1】  16  19  

5  5  

2二I4  24q   

ll  ，  

S  ～  

21（）  Zヱ2■   

16  15  

01  II  

⊂On亡r01  川ean  

O S∴D．  

ロ4  N  

TCDAM  Mean  

lOOO S．D．  

Si9nificanLly di＝ereムヒ from O19r？uP・P ≦ ○・OS IDunne柑  
TCt）AM＝ 2．2■．ユ．ュ′一丁etrachloro－4．4■－dlimln⊂〉 dipb亡nylme亡hane  
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T▲ble 3・  Food congump亡皐9n  

5モⅩ： Hale  

Exp．Ⅳ0．99⊃4（115－21ユl  

Group Ⅳ○・  Dさy Of expモーiment  
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T－blo ｝・  －⊂On亡inued Foく〉d く・On5utnp亡lon  

S¢X： Female  

丘Xp．yo．”34（115－21二）】  
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Table4， DetaiIed clinicalobservation and sensory reactivity to stirnuliDf different types  

Sex：Male  

Exp．No．9934（115－213）  

S廊  ■   仙 臨V叩rid（h血）  
。．＆1 

No，Of an血a‡s  0
 
5
 
5
0
 
 
 
 
0
 
2
 
4
9
 
0
 
3
 
▲
l
 
1
 
0
 
5
5
0
 
 

（
U
5
5
0
 
 
 
0
5
5
9
 
0
 
0
∩
）
 
－
 
 
0
5
5
0
 
 

0
5
5
0
 
 
 
∩
〉
5
5
（
U
 
n
）
0
∧
U
 
O
 
O
5
5
0
 
 

0
5
5
0
 
 
 
0
4
5
了
 
0
 
■
－
 
（
U
3
 
0
「
つ
5
0
 
 

＜
U
〔
J
5
0
 
 
 
0
5
5
0
 
0
 
0
0
0
 
（
U
5
5
0
 
 

。
Ⅷ
蕊
 
0
欄
認
0
Ⅷ
温
0
皿
温
 
 

4
 
■
 
一
5
 
 

5
 
■
 
一
5
 
 RE肌）〉ÅL FROM CÅGE  

Ease of remova】  Very easy  一
4
．
－
一
5
 
0
 
】
 
一
〇
 
．
d
「
一
－
「
P
 
 

5
－
一
5
 
0
 
－
一
〇
 
5
一
－
5
 
 

．lゝ  →  vocal一之8tjon  

B．G∴ Before groupjng  

Table4． －COntinued Detailed clinicalobservation and sensory reactivity to stimuliof different types  

Sex：I他】e  

Exp．No．9934（115－213）  

Administration period（Week）  Recovery period（Week）  
B．G． 1  2   3   4  1  2  

HA帽）L川G（旧SERVATIONS  
吊usc】8 tOne  9

5
 
5
0
 
1
0
0
 
0
 
∩
）
5
 
「
〇
一
U
 
O
 
5
⊂
J
 
O
 
O
5
5
 
0
 
0
「
〇
5
 
0
 
0
▲
U
 
O
 
O
 
 

O
5
5
0
 
＜
U
 
O
 
O
 
O
 
O
5
5
0
 
0
 
5
5
 
0
 
 
0
5
5
 
0
 
0
5
5
 
0
 
∩
）
0
 
〇
一
U
 
 

O
5
5
0
 
0
0
∩
）
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
（
U
5
5
0
 
▲
U
 
O
 
O
 
O
 
 

O
5
5
0
 
0
0
0
0
 
0
5
「
コ
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
∧
U
 
O
5
5
0
 
0
0
 
0
0
 
 

（
U
5
5
0
 
∧
U
 
O
ハ
U
 
O
 
O
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
0
（
U
 
O
 
 

0
1
0
0
3
0
0
㈹
0
Ⅷ
弼
㈹
0
1
0
0
叩
0
0
0
0
欄
3
0
0
0
0
0
0
Ⅷ
川
㈹
0
㈹
弼
㈹
0
Ⅷ
温
 
 

J
「
 
■
 
5
 
〇
一
－
一
U
 
4
一
 
■
 
5
 
4
一
一
5
 
4
 
■
 
一
5
 
4
－
－
5
 
〇
一
一
（
U
 
 

4
一
－
5
 
■
－
 
一
－
0
 
5
 
■
 
 
■
 
5
 
「
つ
一
 
】
 
5
 
5
－
一
5
 
．
4
．
一
一
5
 
1
－
 
■
 
0
 
 

Normal  

Decrease orlimp  

Subnorrnaltemperature Absent  

Jゝ  

が piloerect10n  Absent  

Staining hair  Absent  

Unkempt hair  Absent  

RDUgh fur  

臥G∴ Before grouping  
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Table4， －COntinued Dct8iled ctinicalobservation and sensory reactivity to stinu［iofd fferent types  

Sex：桝8le  

Exp．No．9934（115－213）  

S廊  恥一  仙祀「血血8k） Rvory相加）  
B．。． 

Skin co】0「  Normal  。
Ⅷ
認
。
Ⅷ
蕊
。
皿
認
。
Ⅷ
温
。
㌶
腑
 
 
 

▲
U
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
（
U
5
5
0
 
（
U
5
5
0
 
 

∧
V
－
b
5
0
 
∧
U
5
5
0
 
0
5
5
0
 
∧
U
5
5
0
 
0
5
5
爪
＞
 
 

（
U
5
5
0
 
∧
U
5
5
▲
U
 
（
U
5
5
（
U
 
n
〉
5
5
0
 
0
5
5
∧
U
 
 

O
一
・
〇
5
0
 
0
5
5
▲
U
 
O
5
5
（
U
 
O
5
5
∧
U
 
（
U
5
■
．
〇
（
U
 
 

＜
U
5
5
0
 
∧
U
5
5
0
 
0
5
■
．
D
 
O
 
n
U
＝
⊂
J
5
0
 
0
5
5
∧
U
 
 

Lacr imation Absent  

Exophthalmos  Absent  

怠 PupiHarysize  Normal  

Sal ivation Absent  

8．G．：Before grouping  

T8ble4． －COntinued t）ctailed clinicalobservation and sensory reactjvity to stinluliof different types  

Sex：Hale  

Exp．No．9g34（115－213）  

坤t「価用   Rvoけ相鵬鵬）  
8．。． 

OBS亡RVAT【（刑S 川AREI仏  

Posture  Normal  。
諾
Ⅷ
。
Ⅷ
認
。
Ⅷ
認
。
㌶
0
。
。
。
l
眈
認
。
㌶
M
 
 

∧
U
5
5
0
 
〇
一
一
〇
■
．
∂
0
 
（
U
5
5
（
U
 
O
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
 

0
5
5
▲
U
 
O
5
5
0
 
人
U
5
5
0
 
0
5
5
（
U
 
O
5
5
0
 
0
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5
0
 
 

0
5
5
0
 
0
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5
0
 
∧
U
5
5
∧
U
 
O
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5
0
 
（
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5
（
U
 
∧
U
5
5
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∧
U
5
5
∧
U
 
O
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5
0
 
▲
U
5
5
0
 
（
U
5
5
0
 
▲
U
5
5
0
 
▲
U
5
5
（
U
 
 

O
5
5
0
 
0
5
5
0
 
∩
－
5
5
▲
U
 
（
U
5
5
0
 
0
5
5
▲
U
 
O
5
5
0
 
 

4
 
■
 
】
 
5
 
4
 
】
 
■
 
5
 
4
 
【
 
－
5
 
4
－
 
】
 
5
 
4
 
■
 
■
 
5
 
4
一
 
■
 
5
 
 

5
 
【
 
【
 
5
 
5
 
■
 
一
5
 
5
 
▲
 
－
－
．
〇
 
5
 
■
 
【
 
5
 
5
一
－
5
 
「
〇
－
一
5
 
 

Motor activity  Norrnal 

Respj用tion  lqorm81  

VI 
O  Lid clo＄Ure  Wide open  

B．G∴ 8efore Er（】uPing  
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Table4． －COntinued Detailed clinicaIobservation and sensory reactivity to stiTnUlj of different types  

Sex：Ma】e  

Exp．No．9934（115－213）  

Si印  加Ot  仙i Rvery相恥融）  
B．。．－ 

Twitch  None  O
l
0
0
捕
0
0
0
0
Ⅷ
弼
0
0
0
 
0
盟
芯
0
皿
m
O
O
O
 
 

0
 
⊂
J
 
5
0
 
0
5
5
 
0
 
 
0
5
 
5
0
 
0
 
5
5
0
 
 

∧
U
 
5
5
 
（
U
 
O
5
5
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0
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5
0
 
0
 
5
5
 
0
 
 

0
 
5
 
5
0
 
0
5
 
5
 
0
 
 
0
5
 
5
0
 
0
5
5
0
 
 

0
 
5
 
⊂
J
 
O
 
O
5
 
5
 
0
 
 
 
0
5
 
5
0
 
0
 
5
⊂
J
 
O
 
 

O
 
⊂
J
 
「
∂
0
 
0
5
5
 
0
 
 
0
5
 
5
0
 
0
 
5
5
0
 
 

4
 
－
 
【
 
5
 
4
－
－
5
 
 

5
 
一
一
5
 
5
 
■
 
－
5
 
 

ConvuIsion   None  

Ste（eOtyPic behavior  None  4
 
一
 
【
 
5
 
4
 
1
 
一
5
 
 

「
つ
ー
一
5
 
5
一
 
■
 
「
つ
 
 

ご Abnormalbehavior  None  

B，G∴：Before group川g  

Table4． －COntinued Detailed cJlnicaIobservation and sensory reactivity to stimuliof different types  

Sex：舶Ie  

Exp，No．9934（1†5－213）  

Administrat10n Deriod（Week）  Recovery period（Week）  
臥G． 1  2   3   4  1  2  

SENSOR川OTOR FUNCT【ON  
Approach contact  Normala）  。

㌶
0
。
。
。
皿
認
。
㌶
0
。
。
。
Ⅷ
認
。
㌶
Ⅷ
。
1
。
。
認
 
 

9
5
5
 
0
 
1
〇
一
U
 
O
 
9
 
4
5
 
0
 
0
 
■
・
・
・
0
 
0
 
’
I
 
O
 
O
 
O
 
O
「
⊃
5
 
0
 
 

Freezing  

Touch response  Moderate reaction  

〉ocalizat10∩．  
ene「getical】y reaction  

Freezlng  

Ptnna response  Normal  

B．G．：Before grouping  
a）Rat sloYrly approaches and sniffs at obJeCt Or tUrnS aWay  
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Tablc4・ －COntinued Detailedclinicalobservationand sensory rcactivityto stimuliofdifferenttypes  

Sex：肘ale  

Exp．No．9934（115－213）  

仙ni8t「価仙8U  R呵rid（加慨⊥  
臥G． 

Pain response（Tailpinch） SIowly turns  
。
盟
晶
。
禦
芯
。
Ⅷ
蕊
。
㌶
Ⅷ
。
Ⅷ
蕊
。
Ⅷ
温
 
 

l
▲
U
 
O
（
U
 
q
エ
▲
U
■
－
∧
U
 
O
（
U
∧
U
 
O
 
7
5
4
（
U
 
O
■
b
5
∧
U
 
（
U
5
5
（
U
 
 

∧
V
－
一
∩
）
 
（
U
一
一
〇
 
（
U
 
■
－
1
 
4
一
－
4
 
d
・
】
－
5
 
A
T
 
■
－
5
 
 

Wa圧away from stimuluミ  

Freezing  

Norm81  

Pupillary refIex  Iぬrm8t  

∧ir righting reflex  Norm8l  

B．G∴ Before grouping  

TabJe4． －C研tjnued Detailed cIjnicaIobservation and sensory reactivity to stimuliof djfferent types  

Sex：Fe爪8le  

Exp．No．9934（115－213）  

Si印さ  I  仙n】8tri帥「   R叩机蜘）  
B．。． 

No．of aniMal＄  0  

100  
300  
1000  
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つ
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∂
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－
 
∧
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－
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〇
人
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一
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 REM8VAL FROM CAGE  

Ea＄e Of removal  Very e8Sy  。
㌶
Ⅶ
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㌶
㈹
。
Ⅷ
認
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A
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O
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I
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5
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5
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－
－
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－
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Easy  

山  
千 vocaliヱation  None  

B．G∴Before g「ouping  
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Table4・ 一COntinued Detailed cJinicalobservation and sensory reactivityto st血uliofdiffercnt types   

Sex二 Female  

Exp．No．gg34（115－213）  

坤∩血i耶血虞）  旦V8「y「iod（b叫  
8．。． 

HANDL川G OBSERVATtONS  
鮒uscle tone  No川Ia】  。

㌶
Ⅷ
。
㌶
Ⅷ
。
㈹
認
。
Ⅷ
蕊
。
皿
認
。
Ⅷ
認
 
 

0
5
5
0
 
∧
U
5
5
0
 
0
5
5
ハ
U
 
∧
U
5
5
∧
U
 
（
U
5
5
0
 
〈
U
5
5
（
U
 
 

O
5
5
0
 
0
5
5
0
 
▲
U
5
「
〇
■
U
 
（
U
5
5
0
 
0
5
5
∩
）
 
（
U
5
5
0
 
 

0
5
5
0
 
（
U
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
∧
U
「
〇
5
0
 
 

∩
）
「
〇
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
（
U
 
O
5
5
0
 
＜
U
5
5
∩
）
 
（
U
5
5
0
 
 

0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
（
U
 
O
「
〇
5
0
 
0
5
5
（
U
 
O
5
5
0
 
 

5
一
－
5
 
5
一
 
1
 
5
 
5
一
一
5
 
5
一
一
5
 
5
 
1
 
一
5
 
5
一
－
5
 
 

5
－
一
5
 
5
 
1
 
■
 
5
 
5
一
一
5
 
5
一
一
5
 
5
－
一
5
 
5
一
 
】
 
5
 
 

Subnormalte汀IPeratUre Absent  

Pi loerection Absent  

vl 

u stai両ngh8ir  Absent  

Unkempt hair  Absent  

Skin color  Normal  

8．G．：Before grouping  

Table4・ －COntinued Detailed cJinicaIobservation and sensory reactivity to stinu†iofdifferent types   

Sex：Fem8le  

亡xp．No．9934（115－213）  

S両  恥e■   仙i 8ry血佃）  
。．＆， 

Lacr imation ∧bsent  0  

100  
300  
1000  

0
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▲
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∧
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0
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5
（
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▲
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5
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0
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5
0
 
 
∩
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5
0
 
0
5
5
0
 
0
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0
5
5
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∩
＞
5
⊂
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O
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一
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O
5
5
0
 
 

∩
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5
5
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0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
（
U
5
5
0
 
 

「
〇
 
｝
 
一
5
 
 

⊂
J
 
一
－
5
 
 Exophthalmos  Absent  。

Ⅷ
温
。
㌶
0
。
。
0
皿
温
 
 

5
一
一
5
 
5
 
■
 
一
5
 
5
 
1
 
－
5
 
 

5
 
■
 
 
■
 
5
 
5
一
－
⊂
J
 
5
－
一
「
ヽ
）
 
 

Pupillary size  Norl閥l  

salivation  

B．G∴ Before grouping  
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Table4・－GOntinuedDeta‖edclinic8f observationandsensoryreactivitytostimuliofdifferenttypes   

Sex：Female  

亡xp．ND．9934（115－213）  

脚血「「一山咄 叩机凶  
臥。． 

OBSERVAT【ONSIN AREMA  
Posture  Norm8l  。

Ⅷ
蕊
。
1
。
。
濃
。
Ⅷ
芯
。
Ⅷ
認
。
Ⅷ
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∧
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∧
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一
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0
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0
 
0
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▲
U
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－
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【
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Hotor activity  NorI伯l  

Respir8tion  仙）rmal  

VI 

→  しid closure  Wide open  

B．G∴ 8efore grouping  

TabJe4・－COntinuedDetaiIedc＝niGalobservationand sensory reactivitytostimuliofdifferent types   

Sex：Fe爪ale  

Exp．No．9g34（115－213）  

S加  一   脚血「i蘭ri鵬8k）  RY叩叫型  
。．。． 

T両tch  None  
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－
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「
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5
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－
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Convulsion  仙）ne  

Stereotypic behavior  None  

Abnorm81beh8Vior  None  

B．G∴ Before grouping  
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Table4． －COntinued Detailed clinicaL observation and sensory reactivity to st血uIiof different types  

Sex：Fel¶ate  

Exp．No，9934（115－213）  

仙i R∨Ory痛恥k）  
8．。／， 

SENSORIHOTOR FUNCTI（刑  
Approach contact  Norm8la）  。

1
0
0
㈹
0
。
0
0
皿
川
㈹
0
1
0
0
璧
肌
0
Ⅷ
認
0
㈹
3
0
0
0
0
0
0
1
0
0
禁
則
 
 

0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
0
5
5
0
 
 

Touch response  Moderate reactJOn  

Pinna respon＄e  トIormal  

VI 
u  pain response（Tailpinch）Norrnal  

Pup＝1ary reflex  Normal  

Air rtghting reftex  Nornlal  

B．G．：Before grouping  
a）R8t Slovrly approaches and sniffs at obJeCt Or tUrnS aWay  

Exp．No．9934（l15－213）   Table5．Summary of number of defecation  

KeCOVery Per10ロ 川e8Kノ  

（mg／kd animals B．G，  1  
2  3  4  1  2  

0  10   0．0±0，O a） 0．3±0＿9   0．0±0＿0   0．2±0．6   0．3±1，0 （9）  0．0±0．0 （4）0．0±0．0 （4）  

以ale  lOO  5   0，4±0．9   1．0±1．4   0．0±0．0   0．0±0．0   0．0±0．0  

300  5   0．4±0．9   0．4±0．9   0．0±0．0   0．2±0．4   0．6±1．3  

1．000  10  0．6±1．1  0．8±1．1  0．2±0．6   0．3±0．9   0．1±0．3  0．4±0．9（5）0．0±0、0（5）  

0  10   0．2±0，6   0．0±0．0   0．0±0，0   0．0±0＿0   0．0±0．0  0．0±0．0 （5）0．0±0．0 （5）  

Female lOO  5   0．0±0．0   0．0±0．0   0．0±0．0   0．0±0．0   0．0±0，0  

300  5   0，0±0．0   0．0±0．0   0．0±0．0   0．0±0．0   0．0±0．0  

l．000  10   0＿1±0．3   0．0±0．0   0，0±0，0   0．0±0．0   0．0±0．0  0．0±0，0 （5）0．0±0．0 （5）  

G．：Before grouping  
a）He8∩ ± S．D．  
Valuesin parentheses are expressed no．of anirnaLs examlned  
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Table6．Surrmary of number of pooJs of urine  Exp．No．9934（115－213）   

欄叩卿一山コl■」  
「   （mg／kg）  animals B．G．  ‡  

0  10  0．6±0．8 a）0．3±0．5   0．2±0．6   0．4±0．8   0．2±0，4（9）  0．0±0．0（4）0．5±0．6（4）  

舶Ie  lOO  5   0．6±0．9   0．2±0．4   0．0±0．0   0．2±0．4   0．0±0．0  

300  5   0．2±0．4  0．8±1．3   0．4±0．5   0．2±0．4   0，0±0．0  

1．000′  10  1．0±1．1  0．7±0．8   0．2±0．4   0．8±0．9   0．3±0．5  0．2±0．4 （5）0．2±0．4 （5）  

0  10   0．3±0．7   0．2±0．4   0．1±0．3   0．1±0．3   0．2±0．4  0．0±0．0（5）0．0±0．0（5）  

Femate   100  5   0．2±0．4   0．0±0．0   0．2±0．4   0．0±0．0   0．4±0．5  

300  5   0．4±0．9  0．0±0．0   0．0±0．0   0．0±0．0   0．0±0．0  

1．000  10   0．2±0．6  0．5±1．0   0．1±0．3   0，0±0．0   0．2±0．4  0．0±0．0（5）0．0±0．0（5）  

a）鵬ean 
． 

Table7． Summary of grjp＄trength  

4w8ek of admini＄tratjon  

亡×P．No．9934（115－213）  

Unit：l  

Do8el¢Vel  No．of  

（mg／kg）  animal＄  
For（）＝mb  Hindlimb  Sex  

1338 ± 147a）  703 ±139  O  g  

100  5  1457 ± 206  822 ± 228  

300  5  1370 ± 211  721±129  

1．000  10  1281± 170  739 ± 205  

0  10  620 ± 1了1  321± 77  

100  5  741±  99  289 ± 42  

300  5  551±  99  307 ± 34  

1．000  10  605 ± 1Z6  301± 74  

a）Hean±S．D．  

ー48一   
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Exp．No．9934（115－213）  

U両t：g  

Table7． －COntinued SuMmary Of grip strength  

2week of recovery  

Sex  Doe一  ・ 
m，  

Fore－imb  Hlnd＝mb  

0  4  138†± 408a）  707 ± 284  

1．000  5  1604 ± 241  1027 ±155  

1080 ± 291  5了4 ±190  0  5  

889 ± 249  1．000  5  510 ± 269  

a）Mean ± S．D．  

Exp，No．9934（115－213）  Table8． Summary of motor actlVlty  

4week of administration   

DoseJevel No．of  Notor activity（counts）  

Sex  （mg／kg）   animals o－10a） 10－20  20－30  30－40  40－50  5ひ－60  Total（0ぺ0）  

0  9  194±27b）169 ±25 151±40 129±33 102±40 102± 59  84了 ±139  

100  5  195± 35 178 ±15 147 ± 30 127 ± 29 111± 57 132± 21 890 ±132  
舶Ie  

216 ± 22 15g ± 27 145 ± 25 111± 30  96 ± 58 102 ±52  829 ±153  300  5  

1，000  10  204±17 169± 26 15了±25 130±35 105± 64  74±57  838±146  

127 ± 28  68± 28  72±20  77±33  44± 25  58±20  445±114  0  10  

133±22 113 ±31日＝ 91±35  69±37  87 ±27＊  62±32  554±117  t80  5  

Female  

300  5  105±23 102 ± 21＊  69±41  74±25  51±15  53±30  455±125  

1．000  10  126±30 101±17＊ 72±23  74±33  59±32  46±22  478±103  

a）川terValtime（血nutes）  

b）Hean± S．D  

SigniflCantly different from controF group ＊P≦0．05 ＊＊p≦0．01（Dunnett）  

－49－   



Table8． －COntinued Su耶閥ry Of notor activity  

2 week of recovery 

Exp．Ho．9934（1†5－213）  

Dose revel No．of  鮎tor actjvity（COUnt＄）  

Sex  （mg／kg）   anim8l8  0－10a） 10－20  20一∽  30－10  40－50  50－60  Total（0－60）  

0  4  181±38b）150±34 128±7  52一±45  24±29 11±柑  546±89  
舶Ie  

1．000  5  183±32 132± 68 1川±57 1ほ±52  68±49  46±52  653±262  

0  5  137±11 126±35  94±27 105±58 108±l13  65±68  636±247  
Femal8  

1．000  5  161±58 †28±55 106±65  99±70 104±7Z  55±57  652±355  

a）intervalti爪e（ninutes）  

b）Mean± S．D．  

Tabl・e9－1・  肋且tOlogy  
＝－A仙止さtntionperiod－－－  

取払∴随．9934（115－21ヨ）  

Sox D  
く，   く，   

）  

Hale  0
 
 
0
 
 
▲
U
 
 
▲
U
 
 

⊥  

▲
U
 
 
▲
U
 
O
 
 

⊥
 
 
▲
J
 
 
▲
U
 
 

5  41．8 ±1．3   

5  42．0 士1．5   

5  40．5士1．6   

S  41．3 士 2．8  

15．5± 8．4  7，72士 0．13    54．2土 1．0    20．1± 0．2  37．1土 0．6   

15．S士 0．6  つ．71± 0．27    S4．5± 1＿2    20．1± 0．5  36．9± 0．2   

14．，土 0．5  7．31土 0，3：2    55．4土 3．4    20．4± 8．7  ユ6．7士 0．4   

15．2 ± 0．8  7．52 ± 0．25〉     54．9 ± 0．9     20．3 ± 0．4  36．9± 0＿2  

S  39，5士1．2   

5  40．つ ±1．8   

5  3！l．5 ± 1．4   

S  39．▲±1．3  

e ⊥  0
 
 
0
 
 
0
 
 
0
 
 

ュ  

8
 
 
▲
U
 
O
 
 

⊥
 
 
ヽ
J
 
 
▲
U
 
 

知
 
 

14．8土 0．4  7．22士 0．24    S4．8± 0．4    20．5± 0．4  37．4± 0．5   

1S．3± 0．フ  7．引上土 C．38    S3，2± 0．6♯   20．0± 0．2  ：け．6± 0．4   

14．9± 0．3  7．38± 0．38    53．6± 1．6    20．3士 0．8  37．7士 0．6   

14．5± 0．5  7．24士 0．28    54．4士 1．9    20．0土 0．6  】6．8士 0．3  

⊥
㌫
一
 
 

独aIl士 S．p．  
Sl伊止fi亡antly d且fferent from（：qltrOlgT01乎；  ♯：】P≦〔．05（St●d）  
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Tab18 9－1．  －COnti・m由 江匂甘atOlq；y  

－－一 九血止nlきtra亡まon periく）d一一－  
Ib甲・Nb．9934（115－213）  

Sex Doさ01轡√el Nb・Of  l■氾C  Dlffer“1tl且11■11bq忙8亡01皿t与（篭）  
（Ⅰ呵／kg）   血1さ  （Ⅹ10ソd）  m  L胴  加D  ヱOSⅣ  8丸SO  I．ロご  

5   9．26± 2．60   15．3 ± 1．8   81．5± 1．6   

5   8．46 ± 2．G5   14．4 ± 3．4   82．4 ± 3．8   

5   8．11± 1．0：≧   18．3 ± 2．5   79．0± 2．9   

5   5l．62 士 2．25   18．2 ± 3．5   78．5 ± 3．5  

0
 
 
0
 
 
（
U
 
n
）
 
 

0
 
 
▲
U
 
O
 
 

ュ
 
 
【
J
 
O
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ュ
 
 

1．8± 0．5   0．7± 0．3   0．1± D．1   0．6± 0．1   

1．5± 0．4   0．8± 0．4   0．1± 0．0   0．7± 0．∃   

1．5± 0．3   0．7士 0．3   0．1± 0．0   0．6± 0．3   

1．7± 0．2   0．7± 0．3   0．1± 0．0   0．8± 0．ヰ  

色  0
 
 
（
U
 
 
（
U
 
 
▲
U
 
 

ュ  

▲
U
 
 
▲
U
 
O
 
 

ュ
 
 
】
」
 
 
0
 
 

血
 
F
 
 

5
 
 
▲
■
 
 
q
一
 
 
q
一
 
 
 

▲
】
 
 
3
 
 
7
 
 
4
 
 

十
－
 
十
－
 
十
一
 
十
一
 
 

ュ
 
 
′
b
 
 
つ
】
 
 
ュ
 
 
 

3
 
 
つ
一
 
 
■
U
 
 
つ
一
 
 

8
 
 
8
 
 
0
U
 
 
8
 
 

2
 
 
q
ノ
 
 
ュ
 
 
3
 
 
 

▲
▲
 
 
つ
ー
 
 
8
 
 
▲
】
 
 

十
一
 
十
一
 
＋
一
 
＋
一
 
 

〇
 
 
つ
一
 
 
q
一
 
 
▲
■
 
 
 

．
t
 
 
▲
■
 
 
′
b
 
 
▲
■
 
 

ュ
 
 
ュ
 
 
⊥
 
 
⊥
 
 

「
一
 
 
つ
〟
 
 
q
一
 
 
2
 
 

′
b
 
 
8
 
 
⊥
 
 
q
一
 
 
 

つ
］
 
 
0
 
 
ュ
 
 
2
 
 

＋
－
 
±
 
 
±
 
 
＋
一
 
 

★
 
 

ュ
 
 
つ
一
 
 
■
t
 
 
ュ
 
 

2
 
 
ュ
 
 
q
′
 
 
7
 
 
 

亡
」
 
 
5
 
 
▲
－
 
 
8
 
 

く
一
 
 
5
 
 
亡
」
 
 
5
 
 

1・1± 0．3   0．9± 0．4   D．2± 0．2   0．7± 0．2   

1．2士 0．3  1．2± 0．6   0．1± 0．0   0，6± 0．1   

1．ヨ± 0．4   0．8土 0．3   0．1± 0．0   0．6± 0．3   

1・3± 0．7   1．1± 0．4   0．1± 0．1  1．0± 0．4  

・
小
」
．
 
 

m：Neu亡m画止1Ⅰ一ⅧP批 坤中h∝yte 棚：抽⊃n∝yte EOSN；Eoslnophll BASO：Basopt止1 肥：br9e U皿9亡a⊥ned cells  
鵬an± S．D．  
Si中止fic訂l亡1y differゼ1t fr⊂m亡On亡mlgTOup；  ★：p≦0．05（Dl血net亡）  

－eOntlnu8d X∈【latOlo冒y  
－－－ A鵬J止£tratiom period－－－  

E】くp－ m）．9934（115－213）  

S8X D08elevel yb．of  m  LⅧpH  脚O  MⅣ  8ASO  lロC  

（m冒／k91  血18  （XlOソ扉）  （氾♂／虚）  （氾8ソ血）  （xl♂／vナ）  （氾♂／血J）  （氾♂／血）  

0
 
 
（
U
 
 
▲
U
 
 
（
U
 
 

⊥  

O
 
n
）
 
 
 
0
 
 

⊥
 
 
■
j
 
 
■
U
 
 

5  1．41±  0．40   7－56 ±  2．14   0．17 士   

5  1，21土  0．41  6．98 ±  2．25   0．13 士   

5  1－48 ±  0．28   6．40 士  0．82   0．12 ±   

5  1．75 ±  0．57   7．55 ±  1．79   0．16 ±  

09   0．06 ±   

03   0．07 ±   

03   0．05 ±   

04   0．07 士  

0ユ   0．01±  0．01   0．06 ±   

05   0．01土  0．81   0．06 ±   

03   0．01±  0．01   0．05 ±   

04   0．01±  0．01   0．08 ±  

2
 
 
3
 
 
つ
】
 
 
5
 
 

▲
U
 
O
 
O
 
O
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U
 
 
一
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一
U
 
O
 
 

F  0
 
 
▲
U
 
O
 
n
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ュ  

∩
）
 
 
 
0
 
 
 
0
 
 

ュ
 
 
【
J
 
一
U
 
 

■
 
⊥
 
 

鱒
 
 

S  O．68 士  0．20   4．38 ±  2．41   0．06 ±   

5  0．72 土  0．1：⊇   4．24 ±  0．80   0．0‘±   

5  0．82 ±  0．38   3．98 士  1．18   0．86 ±   

5  1．29 ±  0．70   7．1（）±  2．11  【）．13 ±  

⊥
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▲
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▲
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n
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n
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0．04 ±   

0．03 ±   

0－03 ±   

0．09 士  

t
一
 
（
U
 
 
⊥
 
一
了
 
 

（
U
 
O
 
 
▲
U
 
 
〈
U
 
 
 

▲
U
 
O
 
n
）
 
 
0
 
 

⊥
蒜
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mT：p811trく智bil LYHPE：もyⅡP坤e 脚0：ぬ10⊂Yt卓 p⊃Sy：Eos叫bil BA50：Ba8〔甲hil I－t肥：Lar㌍UnSti］1由仁el15  
細島‘ul± S．D．  

一5卜   



Tible 9－1．  一eOntlmd 蝕相良tOlogy  
…－Å山一コ18亡ratまon p竜一lod－－－  

B甲．ガb・9934（115－213）  

ぬ：工 鮎tl呼モ  
／ 

5  1153 士164  2．7± 0．5   

5  11：15±178  2．7士 0．5   

5  1218 土 58  3．0± 0，1   

5  1169 ±178  3．0 ± 0．4  

▲
U
 
O
 
 
▲
U
 
O
 
 

n
Y
 
 
▲
U
 
O
 
 

ュ
 
 
t
－
 
▲
U
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ュ
 
 

5  1ユ82 ±185  2．石± 8．8   

5  1：284 士136  2．2 土 0．3   

5  122‘±152  2．4± 0．3   

5  12古4±1！）0  3．2± 8．7  

0
 
 
0
 
 
0
 
 
▲
U
 
 

ュ  

一
U
 
O
 
 
▲
U
 
 

⊥
 
 
つ
一
 
∧
U
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⊥
 
知
 
 

．
〇
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Ⅵean± 5．D．  

B甲．封b・9934（115－213〉  Tさbl09－2・  苫■mab⊃18gy  
…－R曇⊂卵ryperlod－－－   

S獣 D 
′ （，  （，   ）  

Hil0  0  4  42．7士 2．0  15．6士 0．占  さ．06土 0、1！I   52．9士 1．5    19．4士 0．4  36．5± ¢．3  

1．000  5  42．2士1．6  15．3士 0．7  8．03土0．54   S2．6± 2．2   15l．1土 0．7  3古．3士 8．5  

下旬n■10  0  5  41．9± 2．6  15．7 士1．0  7．91土 0．42    5ユ．8土 1．4    19．9土 0．3  37－5± 8．8  

1，000  5  40．3士 2．4  15．0土 0．8  7．62土 0．58    52．9士 1，7   1タ．7± 0．7  37．3土 0．4  

－52－  
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ーCOntlmed IIemaヒ01研  
一…RocmTy騨riod－－－  

b甲．¶b・9934（115－213）  Tible 9－2．  

如Ⅹ   Dく旭81轡′01  Nb．0f  WBC  Difforentiall叫せ亡Ount5（電）  
（喝／kす）  a血18 （Ⅹ1♂ルビ）  Ⅳm  LYHpE  皿O  EOSⅣ  3ASO  【・ロC  

ぬ1e  O  4  10．00± 2．46   16，7 ± 3．古   79．8 ± 3．7   1．8± 0．2   1．0± 0．5   0．1± 0＿0  

1．000  5 1〔l．20士 2．74  11．9± 4．7  84．4土 5．2   1．9± 0．6  1．0± 0．4   0．2± 0．1  

0．6 ±  0．1   

0．6 ± 0．1  

Femle  O  S   6．69± 2．02   19．4± 7．4   77．4 ± 6．9   1．7 ± 0．4   1．0± D．3   0．1± 0．0  

1．000  5  5．81土 2．87  16．】± 5．さ  79．7± 6．2   1．8± 0．4   1．‘± 0．7   0．0± 0．1  

0．6 ± 0．2   

0．6 ± 0．2  

m；Neutrophll 工▲Ⅶ：IJymPbo⊂yte H□NO：Ibn⊂にy亡e EOSⅣ＝ Eo皇1n頑止1 8丸SO；Ba50p】－il I－tに：kT9el】n5bined eells  

Hean± S．D．  

血中．¶b・9934（115－213）  Table 9－2，  一COntim旭d E句matOl呵y  
－＝Recovモry perlod－－－   

StさX Do5el轡′el lqb．0f  I《FUT  ムⅦ  HDm  MN  且良SO  LUC  
（叩／kg〉   血1s  （氾♂／虚）  （氾♂／虚）  （氾♂／hナ）  （山♂／℡l）  （妃01／血ナ）  （氾♂／血り  

ポale  O  4  1．62±  0．28  8．03士  2．17  0．18±  0．06  0．1（】士  D．06  0．81±  0・00  0・06±  0．0二2  

1．000  5  1．15±  0．25■ 8．69± 2．66  0・18±  0，03  8・10士 0・06  0・02± 0・01  0・86± 0・02  

甘tmle  D  5  1．3ユ土  0．83  5．14士 1．38  0．11±  0．04  0．06±  0．03  0－00±  0．01  0・04±  0．02  

1．ODO  5  0．92±  0．45  4．66±  2．53  0・10土  0・03  0・08土  0・03  0，00±  0・00  0・04±  D・04  

m三好eu亡r曜血il I－WE；1押吋e WO；Iわnoq忙e EOSⅣ；EoslIlqpbil BASO：Bas巧血11 MC：br冒¢mtai皿d cel18  
溺ean± S．D．  
Signifl（：antly diffモren亡fm cmtrolすr01中； －：P≦0・05（Dlmnett）  
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ーCOntlmod E匂ma也18gy  
－…Rec（JV¢ry period－－－  

Tablo，－2．  B甲．封b・9934（115－213）  

Sex mさ01ev色1  封b．0f  plJ  Retlcul呼e  
（ェ呵／kす）   血1g   （Ⅹ1♂／血り  （亀〉  

ぬ18  0  4  1169 ±192  2．4 士 0．2  

1．000  5  1047± 74  2．6± 0．5  

Female  O  5  127（；±142  2．0 ± 0．5  

1．000  5  117：）±112  2．9± 8．5★  

胞a11± S．D．  
Si伊止fま亡antly different fromく！OntrOlgTOl甲；  ★；p≦0．05（Dlmtt）  

B甲・封b．9934（115－213）   Tabl010－1．   叫ktion  
…－Ådmln18tratlm period‥－  

Sox Doき81ビl′モ1   Nb．0f  Pr  Åm  

（Ⅰ呵／kす）   血1≦；   （馳e・）  （80C・）  

23．9士1．7   

24．9± ユ．0   

24．0± 2．1   

25．2 ± 3．7  

5  19．1± 0．6   

5  20．7 土 ユ．5   

5  19．9 ± 1．5   

5  ：！0．4 ±1．0  

∩
）
 
 
∩
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▲
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ュ  

▲
U
 
 
0
 
 
0
 
 

⊥
 
 
】
一
 
▲
U
 
 

17．8士 2．6   

18．4士 0．石   

19．1土1．8   

18．7 ±1．3  

5  17．3 ± D．9   

5  17．3 ± 0．8   

5  17．6 ± 0．9   

5  1‘．6 ± 0．4  

▲
U
 
 
▲
リ
 
 
∩
）
 
 
0
 
 

ュ  

¢
 
 
〈
U
 
O
 
 

ュ
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ュ
 
知
 
 

＝
F
盟
L
 
 

一54－  
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Tible l（ト2．   b叫tim  
－－－Rec8Very p8riod－－－  

叫〉．Nb．9934 く115－213）  

S一日く    Do8モ1tnハ巳1  N0．0f  pT  Am  
（叩／kg）   血1き  （SeC．）  （8e⊂．）  

Hile  O  4  19．4 ±1．5  

1．000  S  ：Zl．5±1．4  

24．1± 1．7   

25．1± 2．4  

F皿11e  O  5  17．9 ± 0．5  

1′000  5  16．9士 0．4●★  

17．9 ± 1．0   

18．6 ± 0．7  

腱an士 S．D．  
Sl寧1ificantly dlfferent frcm controlgTOl中7  ★t：p≦0．01（旭tt）  

Tablell－1．  Blα⊃d e旭丘5tTy  
－－一旭丘nlstratim pモーlod－－－  

B中．Nb．9934（115－213）   

5ex D05el轡′モ1 1亨0．Of T・prOteまn  Glucose  Trlglyceride  T．⊂blestoml  
（mど／k9）   anlma15  （g／dL）  （叩／dム）  （呵／dも）  （喝／dム）  

5  5．77 ± 0．16   

5  S．6：≧ ± 0．13   

5  5．4占 ± 0．1S★   

5  5．50 ± 0．21●  

145 ± 16  ：≧8，5 ± 16．7   

163 ± 19  51．0 ± 29．9   

148 ± 24  43．5 ±1：i．6   

1t51± 26  51．4 土 20．7  
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⊥
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▲
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q
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q
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■
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【
一
 
 
5
 
 
5
 
 

115 ± 21  8．S ±  5．1   

125 ± 19  17．2 ± 5．5   

118 ± 13  13．0 ±  6．5   

141± 25  20．1± 7．3■  
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Hean士 S．D．  
Si乎止flcan亡1y different frcm controlgTOl乎；  ■：p≦0．05（Dunn是tt）  
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血中．ガb．9934（11S－213）  ー亡OntlMd Blod dl血i8try  
一一－A劇止止星tration perlod－－－  

Tiblモ11・・1．  

＄ex Doら81鞘1  Ⅳ0．0亡  脚  CrQatl血  T∴bilirl血1n  to亡albllモ■Cld  
（喝／k9）   血15   （lI轡／dl）  （It甘／dも）  （呵／dL）  り‖旧1ル）  

5  12，5土 0．7   

5  12．1± 1．2   

5  11．‘± 1．2   

5  13．2土 2．4  

0．21± 0．02   

0．22± 0．03   

0．22 ± 0．00   

0．21± 0．02  

0．04士 0．01  42．3± 23．，   

0▲03 ± 0．01  1ユ，4 土  S．0   

0．0】士 0．01  10．8±  4．6   

0．03 ± 0．01  1！〉．4士 15．8  

別ilo  ▲
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一
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▲
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ュ
 
 
▲
J
 
O
 
 
 
 
 
 
 
 
l
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5  15．5 士 1．7   

5  13．3 士 1．1   

5  15，7 ± 2．8   

5  14．5 ± 1．6  

0．2？± 0．03   

0．23 ± 0．03   

0．25 ± 0．01   

0．24 ± 0．02  

0，03 士 0．01  16．8±   

0．03± 0．01  11．8±   

0．84 ± 8．01  1コ、之 土   

0，04 ± 0．01  8．8±  
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Hean± S一口．  

B甲．封b・卵34（115－213）  ℡abl011－1．  －eOntlmd Blod⊂b血18t工Y  
－－－A血止n18trationperlod－－－   
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D．ヰ士 0．1   

0．】± 0．1   

0．3 ± 0．1   

0．4 ± 0．1  
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0．7± 0．1   

8．8士 0．▲   

0．8 ± 0．1   

0．8± 0．2  
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封ban士 S．D．  
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ーeOntlmd Blく〉d d18mi＄亡＝γ  
－…A虚血niBtrationpモーiod－－－  

Table ll－1．  血中．Ib．9934（115－213）  

Sodil．血  pOta8Silm  
（】m⊃1／L）  （恥1／も〉  

Do古色level yb．of  Calcilp  ェ．p叫bfヽほ  
（喝／l轡）  血19   伽甘／血′）  （呵／dも）  

⊂blqridた  
（伽1／L）  

5  9＿84 ± 0．14   

S  9．92 ± 0．21   

5  9．78 ± 0．40   

5  9．6S ± 0．33  

8．27 ± 0．60  143．4 ± D．5   

8．75± 0．38  144．コ± 0．3♯   

8．69 ± 0．43  143．9 ± 1．5   

9－03 ± 0．68  142．5 ± D．8  

4．48 ± 0．17  106，6± 0．7   

4．89土 0．17★  108，S± 0．2♯   

4．46 ± 0．17  1D7．2 ± 1．3   

5．04 ± 0．28t■  1（）7．2 ±1．4  

0
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ュ
 
 

S  9■78土 0，36   

5  9．66 ± 0．20   

5  9－75 ± 0．ヨ4   

5  9．95 ± 0．1：≧  

7．84 ± 0．64  144．0±1．3   

7．86 ± 0．48  142．7 ± 1．0   

7．95 ± 0．61  14】．6 ± 0．3   

8．34 ± 0．87  ユ43．7 ±1．1  

4．4も± 0．12  109．3士1．つ   

4．ユ6 ± 0．27  108．4 ±1．8   

4．26 ± 0．22  108．9 ± 1．8   

4．28 ± 0．29  107．9 ±1．5  
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Hean± S．D．  
Signlfiく：antly diff色【暫1t frqm亡OntrOlすr01ユp；  
Sl伊nfi（：antly different frcm（：OntrOlgTOl】p；  

★；p≦0．05   ★★；p≦0．01（Dtme亡t）  
＃三 P≦0．05（Steel）  

Exp－ N0．9914（115－213）  Blα：d ch瓜i3try  
－－－Re⊂mハ巳ry period－－－  

Table ll－2．  

ぬD 取1由  †●erOl  
′ 

149 ±19  39．3 ± 7．6  55 ±  16   

156士18  SO．3 士 21．8  58 ±  11  

Hale  O  4  5．55± 0．28  

1．000  5  5．53± 0．11  

115 土10  11．4 ± 3，0   

129 ± 22  12．4 ±  ヰ．7  

61±  14   

65 ±   9  

アロnal色  0  5  5．85土 D．15  

1．000  5  5．9S士 0．26  

－57－   



℡ablモ11－2．  ．－eOntlmod Blod d18雨．8try  
－一一R■Cmry ped由一－－  

血中．罰b．卵34（115－213）  

Sex D08010V■01  Nb．0f  苫W  Creatlnlne  T．bilirubin  ℡otalbilo aeld  
（呵／喝）  mim18  （叩／皿）  （喝／dL）  （喝／dも）  川m01ル）  

Mile  t）  4  11．5± 1．1  

1．000  5  11．6± 1．4  

0．27士 0．02  0．04± 0．02  23．2士 21．4   

0．26士 0．04  0．03± 0．01  2D．9± 14．3  

FeⅣ且1e  O  5  15．6 土 1．2  

1′000  5  15．6± 2．6  

0．30± 0．03  0．05± 0．01  18．7± 20．2   

0．27土 0．04  0．OS士 0，01  16．4土 ‘．3  

℡ablモ11－2．  －Cmtlmed 310d eh可11stry  
－＝R脚eTy period－－－  

Ⅰむ甲・Nb．9934（115－213）  

如 D G  

／ （  （  （  

Hal0  0  4  96±  15  

1．000  5  84±  5  

31士   3  ▲86土 70  0＿4± 0．1   

30±  4  565士 76  0．4± 0．1  

Fqm乱10  0  5  86士  20  

1′000  5  78土 10  

2S士   3  358± 79  0．9± 0．4   

25土  2  375± 31  0．9± 0．2  

－58－  
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ー亡OntlMd Blood⊂ム∈【】．istry  
－－－Recmry騨rlod一－－  

B中．Iqb．9934（115－213）  

S収 D Ⅰm  p  

／ 
，   

胡ile  O  4  9．67 ± 0．32  

1．000  5  9．86± 0．25  

7．58土 0．26  142．6±1．3  4．73± 0．22  106．2土1．0   

7．71± 0．45  143．3± 0．6  4．60± 0．52  106．1± 0．9  

F現1e  O  5  ！l．74 ± 0．24  

1．000  5  9．80± 0．30  

7．52±1．02  142．1±1．2  4．55± 0．30  107，4±1．6   

6，84± 0．78  142．8±1．9  4．33± 0．2S  lO7．8±1．5   

E18et呵血oresIs  
－－－A仙⊥8tTa亡lon period－－－  

B甲．撤：〉．門34（11S－213）  

ぬ ⊃el  n  組1   Å1‾2  a  Ga  Å作  
／ 

0
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▲
U
 
 
■
U
 
 

ュ
 
 
t
〕
 
 
0
 
 

5  50．6 ± 1．7   

5  51．4 ± 3．2   

5  52．6 ± 2．3   

5  52．9 ± 1．4  

22．7 ±1．ヰ  7．9 ± 0．6  14．8 ± 0．7   

21．0土 0．8  8．4± 0．9  15．5±1．4   

19．4土 2．5★  7．9± 0．6  15．5± 0．5   

18．4 ± 2．0★★     8．4 ± 0．6  15．5 ±1．6  

4．1± 0．5  1．02 土 0．07   

】．7 ± 0．7  1－07士 0．15   

4．6± 0．2  1．12± 0．10   

4．8 ± 0．7  1．1：i± 0．07  

▲
U
 
O
 
O
 
O
 
 

⊥  

O
 
 
一
U
 
 
■
U
 
 

⊥
 
 
■
j
 
n
－
 
 

e 
⊥ 
知 
 

52．7 ± 1．6   

54．7 ± 3．4   

54．1± 0．8   

55．0 ± 2．ユ  

19．6± 2．2  7．5± 0．7  15．1± 0．5   

18．4 ±1．5  7．9 ± 0．3  14．9 士 1．3   

17．0士 0．8  8．8± 0，7■▲   15．3±1．1   

17．3 土1．6  8．1± 0．6  15．1±1．3  

5．2 ±1，0  1．12 ± 0．07   

4．0±1．1  1．22 ± 0．18   

4．＄ ± 0．9  1．18 ± 0．04   

4．5±1．4  1．23 ± 0．12  

一
望
丁
 
 

鵬an± S．D．  
Sly止fl亡さ五亡1y dlffer也1t frcmcontrolgTOup；  ★：P≦0．05   ★★：P≦0．01（Dm亡亡）  

－59－   



－eOn亡1mled Eleetr曜血or081s  
－＝▲血1nlさtratlonperlod－－－  

Table12－1．  亀甲．刊b．9934（115－21封  

Sex Doユel■Vtl Nb・Of  Å肋min  叫ba－1  A匝－2  島台ta  G虞【■岨  

（虹轡／kす）  血1さ  （9／dL）  （9／dい  （g／血）  （9／dL）  （す／dL〉  

5  2．92 ± 0．17    1．31± 0．06   

5  ：≧．89± D．18    1．18± D．06   

5  ：…．87 士 0．88    1．06± 0．16■   

5  2．91土 0．08    1．02 ± 0．15◆★  

0．46土 0．04    0．85士 0．04   

0，47士 0．05    0．87± 0．09   

8．43 ± 0．03    0，84± 0．03  

ぬ1e  
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0．23 ± 0．03   

0．21土 0．03   

0．2S ± 0．02   

0．26± 0．04  0．46± 0．04    0．85  

5  ヨ．12 ± 0．1：≧    1．17 ± 0．20   

5  3．20 ± 0．26    1．07 ± 0．09   

5  3．22 ± 0．1（】   1．01± 0．03   

5  3．24士 0，23    1．02± 0．13  

0．44 ± 0．04    0．89 土 0．02   

0．46 ± 0．01    0．87 ± 0．07   

0＿52 ± 0．03★★   0．，1± 0．08   

0．48 ± 0．04    0．89土 0．05  
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0．30 ± 0．06   

0．23 ± 0．07   

0．29 ± 0．06   

0．26 ± 0．07  

・
芸
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腱aTl± S．D．  
Sl那止ficmtly diff8r磁1t 藍fOm（：Ontr01gTOl申；  ■：p≦0．05   ★★：p≦0．01（mlnnett）  

moetゆes18  
一…馳eロV－曾rYp生rl由一－－  

Tab181：ト2．  勘甲．pb．タ934（115－213）  

鎚x D⊂旭01曹Ⅴ■モ1  Nb．0f  血止n  AlI坤且－1  Alph－2  Beta G机i  A／G  
（叩／kす）   血18  （宅）  （篭）  （電）  （篭〉  （も）  

ぬ1e  O  4  48．7± 2．9  22．7土 3．6  8．0± 0．9  16．3士 0．9  ヰ．3± 0．7  0．9S± 0＿11  

1．Ol）0  5  49．7士 2．7  21．9± 2．1  8．4±1．0  15．9± 0．9  4．2士1．3  0．99土 0．11  

n町浪10  0  5  51．3 土1．7  19．8±1．0  7．6± 0．3  15．0士 0．6  6．3±1．1  1．06± 0．07  

1．000  5  51．3± 2．4  19．0±1，4  8．3± 0－7  15．9±1．0  5．古土1．3  1．05± 0．10  

地肌土 S．D．  

－60t   
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－COntinued Electrq〉bre5is  
一一－Recovery period－－－  

Eコくp．pb・99コ4（115－213）  

Sex D 
′ 

（  ，  

馳1e  O  4  2．70土 0．14    1．27± 0．24    0．45土 0．03    0．91± 0．04    0．24± 0．05  

1．000  5  2．7S± 0．12    1．21士 0．12    0．46± 0．06    0．88± 0．07    0．23± 0．08  

F∈male  O  5  3．00 ± 0．D6    1．1（；± 0．09    0．45± 0＿0：≧    0．88 ± 0．04    0．37± 0．07  

1．000  5  3．05± 0．18   1．13± 0．13    D．49土 0．0：！★★  0．95± 0．06    0．33± 0．08  

胡bdn± S．D．  
Sl乎11ficantly dlfferenヒ frqn contr01すr01】p；  ★★；p≦0．01（Du皿モtt）  

Table13－1．  Ⅴ上i血1yヨi5  
一－－ Å血ini5tratim pモriod－一－  

血中・Nb．9934（115－213）   

S飲 D ’   0∬Sば色   p  

／ ，   

⊥  ▲
U
 
 
5
 
 
【
J
 
O
 
 

ュ  

■
U
 
O
 
 
－
U
 
n
▼
 
 

⊥  

0
 
 
▲
U
 
 
▲
U
 
 

ュ
 
 
｛
J
 
O
 
 

1：⊇．1± 4．1  1550 ± 532   

16＿8±13．1  1469 ± 477   

17．1± 7．5  1321± 425   

11．1士 2．1  1571± 355  

122 土 49  254．8± 94．5   

1：20 ± 40  2ヨ3．2 士 75．5   

116 ± 40  216．1± 70．1   

128 ± 26  252．2 ± 58、0  

170．0 士 68．7   

161．5 ± 57．2   

142．1± 50．8   

170．6 ± 41．4  

▲
U
 
 
（
U
 
O
 
O
 
 

⊥  

▲
U
 
O
 
 
▲
U
 
 

ュ
 
 
■
J
 
一
U
 
 

e 
⊥ 
取 
F 
 

1S．8± 7．1  120S± 385   

10．9 ± 4．2  1378 ± 515   

10．3 ± 3．9  1692 ± 516   

11．2± 3．3  1388± 347   

99 ± ココ  187．5± 61．5   

109士 47  214．2± 78．4   

11！〉 土 41  二ZSl．8 ± 57．6   

115 ± 2古  212．3 士 59．0  

127．7 ± 43．3   

145．0± 59．3   

168．6 ± 57．7   

145．6 ± 35．8  

・
冨
・
 
 

一61－   



℡abl013－1．  －COntlmld ℡rlnily苫18  
－－－Åd止nまstrationp8rlod－－－  

馳甲．封b．9934（115－213）  

Sex Doさ01即el Nb．0f  5dj．皿  pOtaユタ1um  ⊂blorl由  
如／噌）   血1き  （m01／由y）  （Ⅰ止ロ1／day）   （ml／由γ）  

ぬ10  1．34± 0．37    2．7‘± 0．40   

1．61± 0．42    3．16 ± 0．89   

1．7自± 8．コ3    3．31土 0．39   

1．39士 D．12    2．72 士 0，29  

0
 
 
0
 
 
〇
 
一
U
 
 
 
 
 
▲
U
 
n
）
 
 
0
 
 
 
 
ュ
 
ー
j
 
 
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ュ
 
 

ュ  ■
U
 
 
【
一
 
 
5
 
 
∩
】
 
 

ュ  

1．84 ± 0．35   

2．15± 0．55   

2．18 ± 8．41   

1．83± 0．15  

▲
U
 
O
 
 
▲
U
 
O
 
 

ュ  

▲
U
 
O
 
 
∧
U
 
 

ュ
 
 
つ
一
 
▲
U
 
 

● ュ
 剋 
F  

∩
－
 
5
 
 
5
 
 
▲
U
 
⊥
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 

1．ユ9 士 0．16     2．6ユ 土 0．34   

1．04士 0．14★★   2．09 ± 0．2名★   

1．10± 0．16■★   2．38土 0．39   

1．23 士 0．16     2．24 ± 0．35★  

1．79土 0．ユ3   

1．39 ± 0．12ナ●   

1．56± 0－21   

1．S4 ± 0．20■  

－
票
丁
 
 

鵬ユn± S，p．  
Signif土eantly differ荘It frcm⊂mtr01gTOl乎き  ★：p≦0．05   ★■：p≦0．01（Dunn色tt）  

Table13－1．  ーCOntlmed Vrlmly⇒1き  
－－－A劇止止8tri亡1mporiod＝－  

b申・Ib．9934（115－213）  

Sex Do島018nハ白1  刊b，Of C010r  pE  O⊂eult t止od  
（喝／桓）   血18   1 2 3 4 5 6 7 8 91011  55．566．577．588．ち ≧9  － ◆／－1◆ 2◆ 3＋  
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C010r；1・・C0lorlo与き．2－Sll≦わ亡y011ロー′ 3＝Yモ1low－broⅥ1．4霹Rd．5・＝Red－brown′ 6＝Dark王℃d．7こDarkbrown．  
8…Brown－blaek′，三光ilbr dli七色．10＝Fluorモ8亡創1t gTO¢l．11＝mne  

O⊂Cul亡bl∝d：－（n軍亡1ve）．◆／一（亡rae8し1◆（さ11！匝t）′ 2◆（mxkrato）．3◆（markd）  

一62一   



Table13－1．  ー⊂Ontlm東 口rlmllyさ18  
－－－A地且strationperlod－－－  

B甲．Nb．9934（115－213）  

el 
8  

GlOS／ Pte 
／ ／ 25。．5≧1．。 。≧3。。  
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Ⅹ丘tOne bodie旦：－（n可ative）．＋／－（5呵／瓜）′1◆（15叩／dL）．2十（40喝／dL）．3◆（≧80喝／dム）  

一亡Ontimed ロrinalysi≦I  
－‥A血止止8tTation period－－－  

E】くp．Nヒ〉．9934（115－213）  

Sex D 1（・） 
／ 2．3．  ≧12  
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Bilirubln：－（n呵ativモ）．1◆（sllght）．2＋（mderate）．3＋（narked）  

－63－   



－eOntlnuod Urlnalyき18‡組er08亡Opi亡血tlm ofき伽t  
－－－AdnlnlJtTatlonporlod－一－  

℡abl013－1．  助平．封b．9，3ヰ（115－213）  

Stx Do8■1■Vel 刃b．of ErytI江吋モ星   山uko⊂yt08  玉わ1也011aletllき  
（叩／均）   血1昌   一1＋2＋3十  －1◆2十3◆  －1＋2◆3◆  

Fat冒1血118£ 地肌tk8曲 Cry且talキ  
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E叫rocyte8，Lさ坤eき且nd曙i址虐11さ1c一∋11さ（eellき／ドL）；－（0－4）．1十（5－14）．2◆（15－29）．3＋（300r mOre）  
白8t8．Fat91d測止“㍉】帆ICM dlrOad5and Cry5；tals：－（not dbsert柁d）．◆（ob5erVed）  

Tabl013－2．  Vr血1y81昌  
一＝Rocovモモγp8rlod－－－  

B甲．封b．9934（115－213〉  

Sox Do卓モ1即01  yb．0f  V011皿B  O測〇tl亡pr色ききure  Sodirnn pOb15き1皿  Cblorld色  
（喝／kg〉   血18  （戒）  （nO血／桓）  （ml′化）  （mlル）  （lImlル）  

Mi18  0  4  10．1± 1．7  2102土 1－16  

1．000  5  13．】± 3．6  1611土 374★  

179土  5  316．1± 25．0  ：⊇32．4± 17．4   

128土 24＃  243．1± 48．9★  164．1± 31．0★★  

F血1色  0  5  13．8 ± 5．0  155：⊇ ± 480  

1．00（〉  5  14．2± 6．9  1536士 611  

12：⊇ 土 46  221．6± 66．1  151．4± 52．2   

119 ± 51  223．6± 88．5  155．6 ± 66．3  

地券■n士 ＄．D．  
≦1伊止fl亡劇1tly dlffor■nt fm contr01叩；  
8i寧止fleantly difforent frq【l⊂OntrOl卿pき  

★；p≦0．05   ■■：p≦○，01（Dunnet亡）  
♯：p≦0．05（Ste01）  
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Table1ユー2．  ーCmtiェud ロri週止YSIs  
一－－ReeoveTy匹riod－＝  

蝕p．Nb．99】4（11S－213）  

Sex Dos81evtl  Ⅳb．of  Sdll刀れ  pO亡a8さil皿n  dlloride  
（呵／kす）  血】－S  （mol／day）   （m01／d8y）   （lml／由y）  

冨ale  O  4  1．81± 0．2！〉    3．18± 0．43    2．34± 8．2！1  

1．000  5  1．63 ± 0．20    3．11± 0．43    2．10± 0．2，  

Fe正【lale  O  5  1．51± 0．05    2．81± 0．2S l．89± 0．13  

1．000  5  1．43 ± 0．19    2．73± 0．43    1．87± 0．22  

ーCOnヒ血ed Vrlnaly皇is  
－‥R8COVery pモrlod－－－  

叫．Nb．9934（115－213）  

SモⅩ  D08el亡Vel Nb・Of   ⊂0lor  Ocく：l止t blod  
（呵／kg）   血1占   1 2 3 4 5 6 7 8 91011  pE                         S5．56 6．S7 7－5 88，S ≧9  － ＋／一1十 2十 3◆  

ぬ1e  O  4  4  

1．000  5  5  

1    3  4  

5  5  

Femlale  O  5  5  

1．000  5  5  

2 3  5   

1 －1  4  1  

Color：1＝C010rleき5．2三Sllght y色110打．ユ三Y色110W－browrl，4＝Red．5＝R点d－brown．6＝Dark red．7＝Dark broⅥ1．  
8＝8m－black′ 9＝Xilky wlllte，10亡FlⅦ⊃T08Cent gT的ユ．11＝召1u層  

Oecl止亡blod ニ ー（n甲a亡ivモ）．十／－（trace）′1＋（8119bt）．2■（丁Ⅳ⊃dモーatel．∋◆鵬rked）  

ー65－   



－eOntlmld ロrま皿11y8i8  
－－一触＝γ騨rま由一－－  

B中・Nb，9934（115－213）  

如ニ D Gl／ 
／ ′ 

pt● 
25。．5≧1＿。  。≧ユ。。  

ぬ1e  O  4  1  3  

1，00D  5  1 2  2  

ユ   1   

5  

1  1  2  

1  2  2  

F饉nale  D  S  1  4  

1．000  5  1 rl 

4   1   

5  

1  2  2   

1  2  2  

Ⅹet血色bdles：－（n甲at加），＋／－（S喝／血し1◆（151呵／皿），2＋（朋＝唱／dl〉．3＋（≧80呵／dL）  

－eOntlmd Vrinaly】；18  
－－一R脚色ry pモrlod－－－  

蝕F∴馳．99う4（115－213）  

細 D Ⅴi（・〉 
／ 2．3．  ≧12  

ぬ1モ  0  4  4  3 1  

1．000  5  ヰ 1  3  2  

F匂nal0  0  S  5  

1．000  5  5  

2  3   

1  4  

Bilirubiユニ ー（m巳申tlv●）．1＋（き11歩t）′ 2＋（仙油r8tモ）．3＋（mrbd）  

－66－  
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ー00ntimed 甘rinaly8is：Xi・CrOSC甲1く＝血natlm of£血nt  
－－－Reeov自Ty period－－一  

Bくp．pb．99：i4（115－21】）  

（叩／kす）  Sex Do与018Vel Ⅳ○・Of mY也汀∝yteS  叫亡es  馳1也elialcellき  Ca5tS Fatgldbules Hu00uさtk●ad5 Cry5b18        ani血al昌   一1◆2◆3＋    －1＋2◆3＋    一1＋2◆3＋    － ◆    － ＋     －  ◆    ＿ ◆  

Male  D  4  4  4  4  4  4  4  4  

1′000  5  5  5  5  5  5  S  5  

Fモロal（】  0  5  5  5  5  5  5  5  5  

1．000  5  5  5  5  5  5  5  5  

吋hm⊂y亡e5．k山p⊂y七色5乱nd嘩〉itbモ1ial亡母11s（eells／けL）ニ ー（0－4）．1＋（5－14）．2＋（15－29）′ 3＋（】00rI旧re）  
Ciさt占．Fat91dbul色5．粗1亡OuS也r亡ad5and Cry8亡a15：－（not db≦；erVd）．＋（obserⅥ錮）  

Table14－1． 呵an wei！わt  
叩－Ådnlnlきtration p色rlod－－－  

E〉【p．tqb．9934（115－213）  

Sox  Br  馳  u  Xldき  
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一
U
 
n
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▲
U
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∧
U
 
O
 
O
 
 

l
 
t
〕
 
 
0
 
 

283 ± 30  ：≧．1：Z ± 0．0〕   

293士 35  2．08± 0．08   

306 ± 23  2．12 士 0、08   

272 ± 22  2．00 ±  0．09  

1．03 ± 0．10  8．56 ± 1．05  2．34± 0．15   

1．07土 0．11  9．48± 1．97  ：⊇．40± 0．23   

1．10± 0．07  9．76 ± 0．8D  2．59 土 0．11   

1．00土 0．11  8．64± 1．30  ：2．3S ± 0．32  
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e
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F
 
 

189 ± 8  1．96 士 0．06   

182 ±14  1．88 土 0．08   

181± 24  1．90 ± 0．05   

186 ±  6  1．88 ±  0．10  

0．72 ± 0．04  5．85士 0．29  1．62 士 0．15   

0．69土 0．06  5．63± 0．64  1．46± 0．17   

0．70± 0．07  5．75± 0．52  1．58 ± 0．16   

0．73± 0．07  6．42± 0．古3  1．57 ± 0－06  

・
－
0
〇
．
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℡abl014－1． －⊂Ont加d 取甘an㈹1gbt  
－－一員虚血18trさtlon poriod一－－  

B甲．罰b．9934（11S－213〉  

SQX Do皇■1曹V●1  Ⅳb．0f  spl色en  
（叩／l可）   血1s  く9I  

Ovarlモ8  T桓01d   
（Ⅰ喝「）  く呵l  
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0
 
 

＋
一
 
±
 
 
土
 
 
＋
－
 
 

q
′
 
 
つ
一
 
 
8
 
 
つ
】
 
 

7
 
 
0
 
 
q
一
 
 
8
 
 
 

2
 
 
M
 
 
つ
一
 
 
2
 
 

20 ±  3   

17 ±  2   

22土  5   

20 ±  6  

S  O．46± 0．07   

5  0．35± 0．04★   

5  0．36± 0．05●   

5  0．43 士 0．06  

■
U
 
 
（
り
 
 
人
U
 
 
▲
U
 
 

ュ  

O
 
一
U
 
O
 
 

ュ
 
 
t
一
 
 
〇
 
 

8 ュ
 餌 
F  

8
 
 
8
 
 
7
 
 
▲
U
 
 

±
 
＋
－
 
±
 
±
 
 

0
 
 
2
 
．
t
 
 
▲
▲
 
一
b
 
 
一
b
 
 
一
b
 
 
一
b
 
 

⊥  

80 土  4  15 ±  4   

‘4士 1t）★◆  15士  2   

7！l±  5  14 土  2   

73 ±  T  15 ±  4  

．
－
e
－
・
 
 

蜘n± S．D．  
＄1寧止fi⊂む1tly dlffer色nt frqm（：OntrOlすr01申；  ■；p≦0．OS   ★★三 p≦0．01（Du皿tヒ〉  

Tab1814－1・ －eOntlnud 噂ml・絶1ght  
－‥ÅdmlnlさtratまOn period－－－  

叫．罰b．9，34（11S－213）  

SせX Doさ●1dVせ1  Nb．0f PitultaTy  T匝  印1dl中止d色与    肋d伽1ar gland  
（叩／kg）   血alさ  （呵】  （喝）  （喝）  （Ⅰ呵〉  

8士  2  

8土  1   

10±  1  

8 士  3  

513 士101  625± 80  S16± 68   

484± 盲9  658± 39  5二12±107   

540± 81  654± 35  525土 34   

48ユ ±1：；2  603 ± 62  500± 29  

人
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U
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U
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ュ  
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U
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U
 
 

ュ
 
 
■
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▲
U
 
 
▲
U
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U
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▲
U
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つ
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▲
U
 
 

＿
 
ェ
 2

 
 
ュ
 
 
2
 
 
▲
▲
 
 

十
一
 
＋
■
 
 
＋
一
 
十
一
 
 

2
 
 
■
U
 
q
一
 
〇
 
 

ュ
 
 
ュ
 
 
 
 
 
 
ュ
 
 

452 ± さS   

－463 士 3S   

■32 ±1（】1   

40古 土  6：i  

369 ± 27   

353± 39   

370 ± 18   

377 士 43  

●
－
e
N
，
 
 

MeaIl± S，D．  

－68－   
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B甲．pb．9934（115－213）  Table14－2． 叩m veiミ巾t  

－－－Rec卵色ry perlod－－－   

S鑑 D Brain 馳  Li  

′ 
出  

2．16 ± 0．09  1．28 ± 0．07  11．09 ± 0．色6  2．79 ± 0．15   

2．11± 8．08  1．21±  0．11  10．02士  0．97  2．64 ± 0．18  

Ⅰ4ale  O  

l．000  

4  379 ± 30   

5  346 ± 20  

S  225 ± 9   

5  ：⊇06 ±14■  

1．99 ± 0．08  0．81± 0．04  ‘．31± 0．47  1．71土 0．04   

1．97 ± 0．10  0．81± D．07  6．26 ± 0．96  1．70 ± 0－27  

Female  O  

l，000  

別岳且n± S．D．  
Si乎止fi⊂antly difモモ【¢n亡 fT⊂m⊂On亡mlgTOlュP；  ■：P≦0．05（Dum色tt）  

Table14－2． 一COn亡山m由 呵8n We19h亡  
－－－ReeovをTy period一一－   

喝，ぶb－ 9934（115－213）  

Sex m5モ1モⅤ01 yb．0f  Splegn  Adrmllき  Te5ヒ88  0varie8  坤Oid  
（呵／喝）  血1s  （9）  （叩）  （g）  （喝）  （t呵）  

5石 ±  2  3．37 士 0．42   

51土  8  3．17 ± 0．11  

4  0．古6 ±  0．11   

S  （）－65 土 0．15  

19：土  4   

20 ±  4  

別ale  O  

l．000  

65 ±  4   

66 ±  9  

75 ± 1：Z  14 ±  1   

86 ± 13  14±  1  

Female  O  

l．000  

5  0．50 土 8．07   

5  0．47 ± 0．14  

－69一   



Tibl014－2・－⊂Ontimod 噂m wQi；陶亡  
－－－Ree8V頓ry p色ーまod－－－  

血中．封b・9934（115－213）  

S“く   DQa●1轡′¢1  ¶b．0f pltqltさry  
（mす／k9）   血18  （l喝）  

恥  辱1dl呼止d虐8  仙1ar gland   
（呵〉  （喝）  （喝）  

397 ± 11  964± 54  619 ± 38   

484 ±134  944 ± 35  S89 ± 37  

Hile  8  4  11±  2  

1．000  5  9±  2  

Fdlale  O  5  13 ±  2  

1．000  5  13±  4  

436± 66   

447 ±  90  

448土 50   

ヰ09 ± 46  

Tabl015－1． 軸瓜W巳1gbt p曾r b句r welgb亡  
＝一旭止工止strit18n pedd‥－  

喝．¶b＿ 9934（115－213）  

＄ex Do■81evel N0．Of   的場1少止  さrain  Ikart  もivをr  

（喝／kす）   血18  （g）  ・（篭）  （篭〉  （も）  Ⅹi血l甲  （ヽI  

0．754士 0．073  0．366土 0．010   

0．7：21± 0．112  【）．3古6士 0．0二⊇S   

O．695土 0．053  0．3（；0 土 0．011   

0．737± 8．0ヰ0  0．365士 0．017  

3．025± 0．188  0．831± 0．048   

3．21三；土 0．323  0．82－1i：0．071   

3．186± 0．079  0．84，± 0．039   

3．161士 0．244  0．8‘1± 0．073  

∩
－
 
▲
U
 
 
▲
U
 
 
▲
U
 
 

ュ  

O
 
 
（
U
 
O
 
 

ュ
 
 
t
一
 
 
▲
U
 
 

283 士 30   

293 士 ユ5   

3D6 ± 23   

272± 22  

恥1e  

189± 8  1．0ユ7± 0．059  0．381士 0．018   

182 土1－1  1．037 ± 0．087  0．ヨ78士 0－011   

181± 24  1．061士 0．149  0．389士 0．023   

186土 ‘  1．010± 0．064  0．395 ± 0．032  

3．097土 0．093  0．855± 0．D58   

3．D81土 0．139  0．798± 0．054   

3．194± ロ，3古5  0．878± 0．102   

3．446± 0．252★  0．843 ± D．022  

（
U
 
 
▲
U
 
 
▲
U
 
O
 
 

l  

O
 
 
▲
U
 
 
▲
U
 
 

ュ
 
 
■
J
 
 
▲
U
 
 

● 
ュ 
知 
 

t
－
○
か
t
 
 

胸n± S．D．  
5i9工止fま（：antly dlffor8rlt fr切れeOntr01寧代叫郎  ★三 p≦0．05（Du肌tt）  

－70一   



Table15－1． －00nヒimd 呵anl爬igbt p色T bdy welgbt  
－－－Ad止ni且亡ratlon pモrlod－－－  

b申．Nb．9934（115－213）  

S色Ⅹ  Dosセ1gvel Ⅳb，Of  Spleen  旭【色1als  Tes亡e5  0varlt5  T吋mid  

（喝／kす）   血1s  （電）  （引  （引  （篭）  （判  

▲
U
 
O
 
 
▲
U
 
 
▲
U
 
 

（
U
 
n
－
 
 
0
 
 
 
 
 
ュ
 
 
▲
J
 
O
 
 
 
 
 
 
 
ュ
．
 
 

5  0．188 ± 0．024   

5  0．187 ± 0．015   

5  0．195 ± 0．029   

5  0．1！I4 ± 0．0：Z7  

0．017 ± 0．001  0．998 ± 0．155   

0．016 ± 0．002  1．046 ± 0．118   

0．018 ± 0．801  0．9丁7 ± 0．065   

0．018 ± 0．002  1．03合 ± 0．073  

0．007 土 0．001   

0．006 ± 0．000   

0．007 ± 0．082   

0．007 ± 0．DO：≧  

0
 
 
（
U
 
O
 
O
 
 

⊥  

O
 
 
 
∧
U
 
 
 
▲
D
 
 

l
 
 
 
「
一
 
 
▲
U
 
 

e ュ
 鮎 
F  

0．240 ± 0．0：29  0．032 ± 0．004   

0．192 ± 0．007★★     0．034 ± 0．004   

0．20：≧ ± 0．024★  0．036 ± 0＿DO6   

0．229 ± 0．023  0．034 ± 0．005  

0．042 ± 0．002  0．008 ± 0．002   

0．035 士 0．007  D．008 ± 0．001   

0．044 ± 0．009  0．001）i：ロ．002   

0．0ユ9± 0，003  0．008 ± 0．0（）2  

．
－
O
」
．
 
 

馳aTl± S．D．  
Si9rlific且n亡1y d土fferen亡 frcm controlgr01甲j  ★：p≦0．05   ▲●：p≦8．01（Du肌tt）  

Tabl015－1－ －COれt加d 呵即1Wモ1すllt p8r b句r welgbt  
－‥Å血1ni6tratlon period－－－  

B甲．罰b．99】4（11S－213〉  

S一口⊂   D0881■汽n白1  No，Of pltuitary  T如  和1di中止des Handlbul鋸r glaTld  
叫／kg〉    血18  （電）  （篭）  （も）  （ち）  

0．180 ± 0．021  0．224± 0．040  0．182± 0．011   

0．165 士 0．014  0．227 士 0．024  0．181± 0．020   

0．177 ± 0．026  0．214士 0．014  0，172 土 0．DO9   

0．177 ± 0．038  0．232 士 0．021  0，184 ± 0．014  

5  0．003 士 0．001   

5  0．00ユ 士 0．001】   

5  0．003 ± 0．800   

5  0．803 土 0．001  

桝ile  

⊥  

0
 
 
■
U
 
O
 
 

ュ
 
 
’
J
 
O
 
 

0．1！I5 ± 0．011   

0．193 ± 0．009   

0．206 土 0．0：Z3   

0．202 ± 0．019  

5  0．00石 ± 0．881   

5  0．006 ± 0．081   

S  O，005 ± 0．001   

5  0．006 ± 0．002  

0．239 ± 0．041   

0．255 ± 0．030   

0．237 ± 0．0ヨ8   

0．219 ± 0．039  

0
 
 
 
■
U
 
O
 
O
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一
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O
 
 

l
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一
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O
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鯛
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Tablelト2・ 匝nw亡1少1t pせr b句r wel劇1t  
－－－Roeovery p8rl由一…  

叫〉．Iqb．9934（115－213）  

Sex p0801ev01  yb－ Of   叫Wei由1亡  
（喝／kg）   血1き  （g）  

Bmiユ  耳叫rt  I止ver  
（宅）  （篭）  （篭）  Xl血叩                                   （引  

ぬ1e  O  

l′00（）  

4  379 ± 30   

5  34‘士 20  

0．571± 0．035  0．338土 0．01】  2、930土 ¢．111  0．739士 0．05Z   

O．611± 0．029  0．352± 0．041  2．898± 0．193  0．766± 0．073  

Feml0  0  

1．000  

5  225± 9   

S  ：206 土14★  

0．889± 0．074  0．359± 0．018  2、809士 0．167  0．761土 0．845   

0．958± 0．057  0．3タ3士 8．024★  3．018士 D．280  0．823士 0．1（）1  

ぬn± S．D．  
Slすnifl亡訂Itly different fr8打ICOntrOl叩フ  ★；p≦0．05（Dume亡t）  

Tibl●15－ユ・－COntlm虚 血甘an Wels陶t per Myw轡i少1t  
－一－R■COVOtY peri¢d－－－  

取乱∴臓．9，34（115－213）  

S現 D 
年‡許  

抽18  Te8t08 伽a  
／ 叫芯チd  

Hal0  0  

1′000  

4  0．174 士 0．02‘   

5  0．189士 0．038  

0．015± 0．001  0．888± 0．0‘3   

0．015 ± 0．DO2  0．921士 0．078  

0．00S± 0．001   

0．006± 0．001  

5  0，22S ± 0．036   

5  0．225 ± 0．OS4  

0．029士 0．001   

0．03：⊇ ± 8．004  

Feml0  0  

1．000  

0．834± 0．004  0．806± 0．001）   

0．042± 0．005◆  8．807士 0．000  

鵬壱ul± β．D．  
Si謬止fl（＝antly dまfforent frdれ⊂Ontr01叩；  ■三 p≦0．05（加nnott）  
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Table15－2・－⊂Ont加d 呵anweigbt per叫㈹igbt  
－－一Recovory pせrlod－－－  

血中．Nb．9934（11S－213）  

知 Dモ1 
T晋  

卑idii由s  ぬ血igl血  
／5  

Hale  O  4  0・003± 0・001  0．105± 0．008  0．255± 0．012  D．164±0．009  

1・000  5  0・003士0・000  0・140± 0・041  0．274± 0．024  0．171±0．01S  

F8nale  O  5  0．006± 0．001  0．194± 0．030  

1．00D  5  0．006± 0．002  0．215± 0．031  

0．200 ± 0．0：≧3   

0．198 ± 0．01ヰ  

Slmry Of gTO≦】5flndまm⊆P Wまth8tatま≦ticalanaly且is  
（8aCrified．a仙エきtratlon perlod）  

B中・Nb・9934（11S－213〉  

Hile 弧im15   
0  100   300 1．DOO   
5     5    S    5  

F也ale aniェna18  
0  100   ヨ00 1．000   
5    5    S     5  

Do8el馴化1 （呵／k9）  
Ⅳ0．0f anlml皇nOe叩81ed  
呵an  Fl叫さ  

RESp工RÅmRY SY潤  

1un9  brcwnpatcb／之Onモ   

D工GEST工Ⅴ苫 SY≦；T即   
St⊂mCb  wIllte patdb／ヱOne  
liver  h甲tOdia【血r叩a亡1c nduユe  

血1t鐘patCh／之One  

W SYSTEH  

kldney  ⊂y5t  
scarred 

mmm SYSTEH  

utem8  Cy5t  
dま1a亡母d lt陀1   

mェI‡E SYSTEM  
也ⅣTOld91and nodule  

1     0     0     0  

0     1    0     0  
0     0    0     0  
0     0    0    1  

0     0     1     0  
1    1    0     0  

0     0     0     0  

0    （】    0     0  
D O l O  
O O O O  

O l O O  
1    2    1    1  

0    1    8     0  
2     2     0     2  

0     1    0     0  

－73－   



Tablel石－2．  SⅧry Of9rO8S flndi聯Witb8btlきtiealanaly8i8  
（8a亡rlfl（：8d．rocmてy騨rld＝  

血中．Nb．99叫（115－213〉  

胞1モ 弧血1さ   
0  1．000   
4  5  

n巳Ilal色 血1£  
0  1．000   
5  5  

Doselgvel （喝／kg）  
Ⅳ○・0亡血1卓neぐrqpさied  

Ot甘封1  Findi工場さ  

D＝GES「rm STST凱  
1土ⅤOr  ad加皇1m鵬tb kldn句r  

W SYSTE出  
kl血虐y  Cy8t  

searrod   

REpmDmm SYSTEH   
utem旦  dllatodlum葛l  

0  0  

0  

1  

1  
0  

1  0  

0  

0  

1  

（I  

O  l  

Tibl●17－1．  Smryく】f blst01叩1（：さ1f軸Witb占tati5tiea14naly8iさ  
（きaCrlfled．もd止niさtra亡10np色rid）  

B甲．Nb．9934（115－213）  

Hile ユnl血a15   
0  100  30（）1′000   
5    5    5    5  

F恥1e 血1与  
0  100  3DO l′000   
5    5    5    5  

（呵／kす）  Do出1fV亡1  
Nb．0f 雇ul加18  

0r冒a【1  

RESp工RmRy SY＄T凱  
11叩  

aee皿118tion of f畑y eモ11き  
br画止8  

0き鰍プu占mOtapla81■   
tradl鋭  

dllatation．91認nd  

DェG8≦汀m SYSTEM  
91血1ar8tqma血  

dll■btlon′ gl且nd  
呼1d・∋ml⊂yきt  

匂○＞⊂riェ姥pan（＝rOa8  
坤n虹atl切1，ae血迫r⊂色11  

1ivor  
fa亡ty・＝叫0．b甲tO⊂yte  
n色emユ1与．h甲t呼e．focal  

nlerog一肌止q邑  

坤tdl饗血ー叩且tle n血ユ¢  
加rtr咄．b句）at∝Ⅳt0．Cぜ1trilobu18r  

W SYSTEH  
ki血色y  

baき甲billく：tl血nlせ  
⊂ygt  
匝11ne drロPlet  
血rall之atlQ【1  
tlbrく）占i慮．focal  
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U
▲
U
 
 

▲
U
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▲
U
 
 

ュ
ュ
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∪
ュ
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U
 
 

RmtXTm mT加  
‘pl血叫8  

e011nlarlnfiltration，1輌t0  1  

proきtate  
C●11d最brlき．1u腫1  
e011ularinfiltrさtiQn．1脚q化●   

q帽t  

5igr止fleantly dまff8r倒1t fm emtr01gr仇Ip； ＝ 三 p≦0．01（ア1血モー）  

－74－  
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Table17－1・ －eOmt血d S馳ry Of h18tOl呵i⊂alf地坪Wlth8tatlさtl（：ala工ullysi且  
（8aCrlfied．a血iniさtration perlod）  

】む甲・刊b．9934（115－21∋）  

Hale 油18   
0  100   コ80 1．000   
5     5     5     5  

Femle 血18   
0  100  300 1．000   
5    5    5     5  

Dosel即el （叩／k℡）  
Ⅳ0・Qf－1s necropsiモd  
呵an  F山｝dl呵S  

2    1          2   

1  0  

0    0          0  
1    0          3  

1  0  

2  0  

TablQ17－2．  S皿ry Of blさtOloglcalfbdiI喝8Vitム8tati£ti亡ala皿11y∈はs  
（Sa亡rlfl⊂ed，ー色Cmry perlod）  

叫〉．Nb－ 99ユ4（115－213）  

Hale mlmal≦   
0  1．000   
4  5  

F印Ialモ 8正IiIⅦ11g  
O l．000   
5  5  

Do581即el （】呵／kg）  
劃b．of 血18nモCrOpSied  
呵町   Find山】甘8  
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トリメチルアミンの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutationTbstofTrimethylamineonBacteria  

ナトリウム［いずれも最終濃度〕）にZ％のグルコース（和  

光純薬工業㈱）と1．5％の寒天（0Ⅹ0ID：No．1）を加え，径  

90mmのシャーレに1枚当たり30mLを分注したもので  

ある．  

2）トップアガー（軟寒天）   

塩化ナトリウム0．5％を含む0．6％Bacto－agar（Difco）  

水溶液10容量に対し，ネズミチフス菌を用いる試験の  

場合，0、5mmol／L L－ヒスチジン（関東化学㈱）－0．5  

mmol／LD－ビオナン（関東化学㈱）水溶液を1容量加え，  

大腸菌を用いる試験の場合，0．5mmol／Lしトリプトフ  

アン（関東化学㈱）水溶液を同じく1容量加え用いた，  

3．前培養条件   

内容量200mLのバッフル付三角フラスコに2．5％ニェ  

ートリエントプロス（0ⅩOid Nutrient Broth No．2：  

OXOID）溶液を25mL分注し，これに融解した菌懸濁液  

を50／正接種した．ウオーターバスシェーカー（MM－10：  

タイテック（榊）を用い，370Cで8時間振泣（往復振塗：  

100回／分）培養し，菌浪度を確認した後試験に使用し  

た．  

4．S9mix   

製造後6カ月以内のキッコーマン㈱製S9mixを試験に  

使用した．S9mix中のS9は誘導剤としてフユノパルビ  

タールおよび5．6Tベンゾフラボンを投与したSprague－  

Dawley系雄ラットの肝臓から調製されたものである．  

S9mixの組成を以下に示す．  

成  分  S9m反1mL中の量  

要約  

トリメチルアミンについて，細菌を用いる復帰変異試  

験を実施した．   

検定菌として，S∂Jmo月eJJa亡yp最murメリJれ（TAlOO，  

TA98，TA1535，TA1537）およびBbcJ］eTichiacoli（WP2  

日v〟1）の5薗株を用いた．試験は2固練り返して実施し，  

S9miⅩ無添加群の各試験菌株およびS9mix添加群の  

TAlOO，TA1535ならびにTA1537で39．1～1250FLg／plate  

の6用量，S9mix添加群のWP2uvrAで156～5000  

FLg／plateの6用量，同群のTn98で78・卜5000FLg／plateの  

7用量で試験を実施した．   

その結果，S9mix無添加群および添加群のいずれに  

おいても，溶媒対照に比べ復帰突然変異コロニー数の明  

確な増加は認められなかった．   

以上の結果より，本試験条件下ではトリメチルアミン  

は，変異原性を有しない（陰性）と結論した．  

方法   

1．試験南棟   

細菌を用いる復帰変異試験に広く使用されていること  

から，試験南棟としてヒスチジン要求性のSaJmone〟a  

typhimuLjumTAlOO，TA98，TA1535およびTA153711  

ならびにトリプトフアン要求性のEscJ】erfcJ】由coJJWP2  

uⅥAZIの5種類の菌株を選択した．   

ネズミチフス菌は昭和58年9月9日にカリフォルニア  

大学のB．N．Ames教授から，また，大腸菌については  

昭和58年3月16日に国立衛生試験所（現：国立医薬品食  

品衛生研究所）から分与を受けた．平成11年3月31日に  

菌株の特性検査を実施し，本試験に用いた南棟が規定の  

特性を保持していることを確認した．   

各菌株の菌懸濁液はジメチルスルホキシド（DMSO：  

MERCKKGaA）を添加した後，凍結保存用チューブに  

0．2mLずつ分注した．これを液体窒素を用いて凍結し，  

超低温フリーザーに－800Cで保存した．  

2．培地の調製  

1）最少グルコース寒天平板培地（プレート）   

オリエンタル＃母工業㈱製のテスメディアAN培地を  

購入し，試験に用いた．本プレートは，VogeトBonner  

の最少培地Eを含む水溶液（0．02％硫酸マグネシウム・7  

水塩，0．2％クエン酸・1水塩，1％リン酸ニカリウム・  

無水塩，0．192％リン酸一アンモニウム，0．0鋪％水酸化  

S9  

MgC12  
KCI  

G－6－P  

NADPH  

NADIi  

0．1mL  

8 /Imol 
33〝mO1  

5／∠mO1  

4 lLmol 
4／∠mOl  

Na－リン酸緩衝液bH7．4）   100〃mOl  

精製水  残 量  

5．被験物質  

トリメチルアミン（ロット番号：MT381012）は純度30．8  

％（不純物としてジメチルアミン10ppm以下を含む）の  

水溶液である．本剤は水に易溶で，水溶液中で安定であ  

る．三菱ガス化学㈱（東京）から提供された被験物質を使  

用した．被験物質は，使用時まで冷暗所で保管した．試  
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トリメチルアミン  

験終了後，被験物質提供元において残余被験物質を分析  

した結果，安定性に問擾はなかった．  

6．被験物質液の調製   

試験の都度，被験物質を日本薬局方注射用水（㈱大塚  

製薬工場）を用いて希釈して調製原液とした．調製原液  

を使用溶媒を用いて順次所定濃度に希釈した後，速やか  

に処理を行った．なお，本被験物質情報から揮発性が疑  

われたため，調製に際しては蓋付きの試験管を用いた．  

また，原液中での被験物質濃度が30．8％であることを考  

慮して調製した．  

7．試験用長の設定  

19ふ78．1，313および1250／増／plateの用量を用いて  

予備的な試験を実施した．S9mix無添加群の各試験南  

棟ならびにS9mix添加群のTAlOO，TA1535および  

ml霊7で1250／喀／plateにおいて試験菌株に対する生育  

阻害作用が観察された．   

従って，本試験においてはS9mix無添加群の各試験  

菌株ならびにS9mix添加群のTAlOO，TA1535および  

TA1537で1250FLg／plate，S9miⅩ添加群のWP2uvLAな  

らびにm98で5000FLg／plateを最高用量とし，それぞれ  

6～7用量（公比2）を設定した．   

8．陽性対照物質   

陰性対照物質として下記に示した物質を使用した．こ  

れらの陽性対照物質は，DMSOを用いて溶解し，少量  

ずつ分注した後凍結保存（－200c）した．  

2－（2－フリル）－3一（5－ニトロー2－フリル）アクリルアミド  

（AF－2：和光純薬工業㈱）   

アジ化ナトリウム（NaN3：和光純薬工業㈱）   

9－7ミノアクリジン塩酸塩（9－AA：Aldrich社）   

2－アミノアントラセン（2－AA：和光純薬工業㈱）  

9．試験方法   

Amesらの原法l】の改良法であるプレインキュベーシ  

ョン法に準じて，S9mix無添加群および添加群それぞ  

れについて試験を実施した．蓋付き試験管に，使用溶媒，  

被験物質液あるいは陽性対照物質溶液を100〃L，次いで  

S9mix無添加群q）場合，0．1mol／LナトT）ウム・リン酸  

緩衝液（pH7．4）を500FLL，S9miⅩ添加群の場合，S9mix  

を5∝）〝L添加し，さらに試験菌液100／止を加え，370C  

で20分間振藍培養（プレインキュベーション）した．培  

養終了後，あらかじめ450cに保温したトップアガーを  

2mL添加し，混合液をプレート上に重層した．各プレ  

ートをビニールテープで密封して，370Cの条件で48時  

間各プレートを培養した後，被験物質の試験菌株に対す  

る生育阻害作用を確認するため，実体顕微鏡（×60）を用  

いてプレート上の試験菌株の生育状態を観察した．次い  

で，復帰突然変異により生じたコロニーを計数した．計  

測に際してはコロニーアナライザー（CA－11：システムサ  

イエンス㈱）を用いた．なお，本試験1回目においては，  

S9mix添加群のWP2uvTAで50α）FLg／plateにおいて強い  

生育阻害作用の影響により，背景菌が目視できるほどの  

コロニーを形成していたため，コロニーアナライザーの  

使用は不適切と判断し，目視でコロニー数を計数した．  

各濃度につき3枚のプレートを使用した．また，独立し  

て試験を2回実施した．  

10．結果の解析   

復帰突然変異コロニー数が溶媒対照のほぼ2倍以上に  

増加し，かつ，再現性あるいは被験物質の用量に依存性  

が認められた場合に，陽性と判定した．   

なお，統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．  

結果および考察   

1回目の試験結果をTableト2に，2回目の試験結果を  

Table3～4に示した．S9mix無添加群ならびに添加群と  

もすべての試験菌株の高用量群において，トリメチルア  

ミン処理による生育阻害作用が観察された．しかしなが  

ら，復帰突然変異コロニー数については，S9mix無添  

加群，S9mix添加群とも溶媒対照と同等の値であり，  

明確な増加傾向は認められなかった．一方，陰性対照物  

質はそれぞれの試験菌株において，溶媒対照群の2倍以  

上の復帰突然変異コロニーを務発した．なお，コロニー  

計数時，析出等の特筆すべき変化は観察されなかった．   

以上の試験結果から，本試験条件下において，トリメ  

チルアミンの微生物に対する遺伝子突然変異に閲し，陰  

性と判定した．   

なお，本被験物質の変異原性に関する報告はなかった  

が，類縁体であるdimethylamineについてはAmes試験  

で疑陽性3′．dimethylaminehydrochlorideでは染色体異  

常試験で陰性4J，methylamineではマウスリンフオ∵マ  

試験で陽性引との報告があった．  
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トリメチルアミン  

TablelResultsofthebacterialreversiontestoftrimethylamine（1sttrial）  
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復帰変異試験  

Table3 Resultsofthebacterialreversiontestoftrimethylamine（2ndtrial）  
［directmethod：一S9mix］  
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トリメチルアミ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  

血VItmChromosomalAberrationTbstofTrimethylamine  
OnCulturedChineseHamsterCells  

融解し3－5日ごとに継代したものを使用した．なお，細  

胞増殖抑制試験では継代数12，染色体異常試験では同  

14，確認試験では同21の細胞を用いた．  

2．培養液の調製   

Eagle－MEM液体培地（旭テクノグラス㈱）に，メンプ  

ランフィルター（0．45FLm：FeaturingComingandCostar  

Products）を用いて加圧濾過除菌した非働化（560c，30  

分）済み仔牛血清（GIBCOLifeTeclmologies，Inc）を最終  

濃度で10vol％になるよう加えた後，試験に使用した，  

調製後の培養液を冷暗所（40C）に保存した．   

3．培養条件   

CO2インキエペ一夕ー（Formaおよび三洋電撥メデイ  

カシステム㈱）を用い，CO2濃度5％、37QCの条件で細  

胞を培養した．  

4．S9mix   

製造後6カ月以内のキッコーマン㈱製S9mixを試験に  

使用した．S9mix中のS9は誘導剤としてフユノパルビ  

タールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与したSprague－  

Dawiey系雄ラットの肝臓から調製された．また，S9  

mixの組成は松岡らの方法1Iに従った，S9mixの組成を  

以下に示す．  

成  分  S9mixlmL甲の量  

要約  

トリメチルアミンが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  

（CHL／IU）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な  

らびに＋S9処理とも591FLg／mL（10mM相当）を最高処理  

濃度とし，73．9～591／増／mLの4用量を設定した．S9  

mix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  

常誘発性を検討した．－S9ならびに＋S9処理とも  

148～591／増／mLの3用量について顕微鏡観察を実施し  

た．   

その結果，S9mix非存在下で染色体構造異常の出現  

頻度が疑陽性（±）となり，S9mix存在下では高用量に  

おいてのみ陽性反応（＋）が認められた．従って，再現性  

あるいは用量依存性をみるため，－S9ならびに＋S9処理  

とも303、591／増／mLの4用量を用いて確認試験を実施し  

た・いずれの試験系とも378、・591／‘g／mLの3悶量につい  

て染色体異常の観察を行った結果，S9mix非存在下な  

らびに存在下とも試験用量に依存した染色体構造異常の  

増加が観察された．   

本被験物質処理により培養液のpHがアルカリ性を示  

していたが，森田らわ報告ならびに染色体構造異常の誘  

発頻度の程度を考慮すると陽性であると考えられた．す  

なわち，→S9処理ではpHの影響が無い用量で試験用量  

に依存した構造異常の諌発が認められていること，＋S9  

処理ではpHの影響により構造異常の出現頻度が数％上  

昇したとしても処理群での構造異常出現頻度が40％以  

上であることから本被験物質による構造異常誘発は陽性  

であると判断した．   

以上の結果より，本試験条件下ではトリメチルアミン  

は，染色体異常を誘発する（陽性）と結論した．  

S9  

MgCl2  
KCI  

G－6－P  

NADP  

0．3mL  

5／JmO1  
33／′mO1  

5／JmO1  
4／ノmOl  

HEPES緩衝液（pH7．2）  4FLmOl  

精製水  残 量   

5．被放物質   

トリメチルアミン（ロット番号：MT381012）は純度30．8  

％（不純物としてジメチルアミン10ppm以下を含む）の  

水溶液である．本剤は水に易溶で，水溶液中で安定であ  

る．三菱ガス化学㈱（束京）から提供された被験物質を使  

用した．被験物質は，使用時まで冷暗所で保管した．試  

験終了後，被験物質提供元において残余被験物質を分析  

した結果，安定性に問題はなかった．  

6．被験物質液の調製   

試験の都度，被験物質を日本案局方生理食塩液（㈱大  

65  

方法   

1．試験細胞棟   

哺乳類培養馴包を用いる染色体畢常武威に広く使用さ  

れていることから，試験細胞株としてチャイニーズ・ハ  

ムスターの肺由来の線維芽細胞株（CHL／IU）を選択し  

た．昭和59年11月15日に国立衛生試験所（現：国立医薬  

品食品衛生研究所）から分与を受け，一部はジメチルス  

ルホキシド（DMSO：MERCKKGaA）を10vol％添加した  

後，液体窒素中に保存した．試験に際しては凍結細胞を  

－82－  
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染色体異常試験  

塚製薬工場）を用いて希釈して調製原液とした．調製原  

液を使用溶媒を用いて順次所定濃度に希釈した後，速や  

かに処理を行った．なお，本被験物質情報から揮発性が  

疑われたため，調製には蓋付きの試験管を用いた．ただ  

し，原液中での被験物質濃度が30．8％であることを考慮   

して調製した．  

7．細胞増殖抑制試験（予備試験）   

細胞培養用フラスコに細胞を播種し，培養3日後に被  

験物質液を処理した．S9mix非存在下（－S9mix）あるい  

は存在下（＋S9mix）で6時間処理した後，新鮮な培養液  

に交換してさらに18時間培養を続けた．   

細胞を10vol％中性緩衝ホルマリン液（和光純薬工業  

㈱）で固定した後，0．1w／v％クリスタル・バイオレット  

（関東化学㈱）水溶液で10分間染色した．色素溶出液（30  

vol％エタノール，1vol％酢酸水溶液）を適量加え，5分  

間程度放置して色素を溶出した後，580nmでの吸光度  

を測定した．各用量群について溶媒対照群での吸光度に  

対する比，すなわち細胞生存率を算出した．   

その結果，最高用量の591／噌／mLにおいても短時間処  

理法S9miⅩ非存在下で60％以上，S9mix存在下で80％  

以上の細胞が生存していた（Fig．1、2）．   

なお，被験物質暴露終了時，290／増／mL以上において  

培養液のpHがアルカリ性を示していた．   

8．試験用患および試験群の設定   

細胞増殖抑制試験結果をもとに，染色体異常試験では  

短時間処理法－S9処理ならびに＋S9処理とも59ユ  

FLg／mL（10mM相当）を最高処理濃度とし，以下公比2で  

減じた計4用量ならびに溶媒対照群を設定した．   

－S9処理において染色体構造異常の出現に関し疑陽  

性，＋S9処理において1用量のみ陽性と判定されたこと  

から，いずれの試験系とも591／増／mLを最高処理濃度と  

した確認試験を実施し，公比1．25で減じた計4用量を設  

定した．   

なお，陽性対照として，－S9処理でマイトマイシン  

C（MMC：協和醗酵工業㈱）を0．1FLg／mL，＋S9処理でシ  

クロホスファミド（CP：塩野義製薬（槻）を12．5／増／mLの  

用量で試験した．  

9．染色体標本の作製   

培養面積25cm2の細胞培養用フラスコを用い，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0．2／増／mLとなるようコル  

セミド（GIBCOLifeTeclmologies，Inc）を添加した．ト  

リプシン処理で細胞を剥推させ，遠心分離により細胞を  

回収した．75mmol／L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，1．2  

vol％ギムザ染色液で12分間染色した．  

10．染色体の観察   

各フラスコあたり100個，すなわち用量当たり200個  

66  

0
 
 

6
 
 

（
辞
〓
空
ち
L
⊃
S
 
 

0  69．5 99．3 142 203 290  414 591  

Dose（相加L）  

Fig．1Dose－SurVivalcurvesoftrimethylamine  

［short－termtreatment：6hr］  

の分裂中期像を顕微鏡下で観察し，染色体の形態的変化  

としてギャップ（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（cse）およびそ  

の他（oth）の構造異常に分類した．同時に，倍数性細胞  

の出硯率を記録した．染色体の分析は日本環境変異原学  

会t哺乳動物試験分科会による分類法2，に従って実施し  

た．   

すべての標本をコード化した後，マスキング法で観察  

した．  

11．結果の解析   

ギャップのみ保有する細胞を含めない場合（－gap）に  

ついて染色体構造異常の出現頻度を表示した，   

各試験群の構造異常を有する細胞あるいは倍数性細胞  

の出現頻度を．石館ら3一の基準に従って判定した．染色  

体異常を有する細胞の出現頻度が5％未満を陰性（－），5  

％以上10％未満を疑陰性（±），10％以上を陽性（＋）とし  

た．最終的には再現性あるいは用量に依存性が認められ  

た場合に陽性と判定した．   

なお，統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．   

また，分裂中期像の20％にいずれかの異常を誘発す  

るのに必要な被験物質濃度であるD2。倦を最小二乗法に  

より算出し，一定濃度（mg／mL）あたりの交換型異常  

（cte）出現数を示す比較値であるTR値を．染色分体交換  

の出現頻度（％）を被験物質濃度（mg／mL換算）で割るこ  

とにより算出した．  
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4）T．Morita，Y．Watanabe，K，TakedaandK．Okumura，  

九九正副L月e5．，2拓，55（1989）．  

5）T．Morita，T．Nagaki，Ⅰ．FukudaandK．Okumura，  

〟ufaL尺eざ．，262，159（1991）．  

6）N．R．GreenandJ．R．Savage，仙tat．Res．，57，115   

（197引．  

7）Ⅰ．MotoiJr．andO．Shigeyoshi，Mutat．Res．，48，337   

（1977）．  

8）J・C・WilliamandM・Briaan，Mutat・Res・，174（4），′285   

（1986）．  

結果および考察  

短時間処理法での試験結果をTableト2に示した．ト  

リメチルアミン処理群の場合，S9mix非存在下におい  

ては染色体異常の僅かな誘発が認められ（出演頻度は  

296FEg／mLで5．0％，591FLg／mLで7．0％），S9mix存在  

下においては高用量の591〝g／mLにおいてのみ染色体構  

造異常の明確な誘発が観察された（出現頻度は18．5％）．  

また，試験用量に依存した細胞増殖抑制作用がいずれの  

処理法においても観察された．なお，染色体異常の誘発  

は，疑陽性との判定あるいは1用量のみでの陽性反応で  

あることから，再現性あるいは用量依存性をみるために  

確認試験を実施した．その結果，被験物質処理群の場合，  

S9mix非存在下ならびに存在下のいずれにおいても染  

色体構造異常の出現に明確な用量依存性が認められた  

（Table3～4）．一方，S9miⅩ非存在下における陽性対照  

物質MMCで処理した細払 およびS9miⅩ存在fにおけ  

る陽性対照物質CPで処理した細胞では本試験，確認試  

験とも染色体構造異常の顕著な誘発が認められた．   

本被験物質処理直後，培養液のpHは591〃g／mLでお  

よそ8．9－9．0を示したが，暴露終了時では8．2～8．6であ  

った．森田らの報告4・5】によると，今回のbHの変動では  

－S9処理においては試験系に影響をおよぼさないこと，  

十S9処理では極僅かに染色体構造異常を誘発することが  

示されている．－S9処理ではpHの影響が無い用量で試  

験用量に依存した構造異常の誘発が認められているこ  

と，＋S9処理ではpHの影響により構造異常の出現頻度  

が数庖上昇したとしても処理群での構造異常出現頻度が  

40％以上であることから本被験物質による構造異常静  

発は陽性であると判断した．   

変異原性の強さに関する相対的比較値であるD20値は  

0．474（mg／mL），TR値は67．7と算出され，既知変異原性  

物質に比較してトリメチルアミンの変異原性は弱いこと  

を示していた．   

以上の試験結果から，本試験条件下においてトリメチ  

ルアミンのチャイニーズハムスター培養細胞に対する染  

色体異常誘発性に閲し，′陽性と判定した．   

なお，本被験物質の変異原性に関する報告はなかった  

か，類縁体であるdimethylamineについてはAmes試験  

で疑陽性6，，dimethylaminehydrochlorideでは染色体異  

常試験で陰性7，，methylamineではマウスリンフォーマ  

就験で陽性8Iとの報告があった．  
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染色体異常試験  

TablelChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtrimethylamine  
［short－termtreatment：－S9mix］  

Nuer  NouS 

Dos 1  

。。m。。。。。 、 sa．  。。＝ ．  

＿ aberrations judgement  レg／mL） ′L▲、  ′。ハ  Ce11s  （hr）（％）analysed gaP Ctb cte csb cse oth －gap（％） Ce11s（％）  

0  6   100．0  200  0  0  0  0  0  0   0（0．0卜 1（0，5卜   Saline】  

6   103．1 200  0  0 1 0  0  0   1（0．5）－  6（3・0）－  Testsubstance  148  

296  6  83．Z  200  3  5  6  0  0  0  10（5．0）±  4（2．0）－  ±  

591  6  61．1 200  3  4 11 0  0  0  14（7．0）±  3（1．5）一  ±   

MMCb  O．1   6  79，6  200 13 34 90  0 1 0 103（51．5）＋  0（0．0）－  ＋  

Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb‥chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange・Oth：othersT  
－gap：totalnumberofcellswithaberrationsexceptgap  
a）Negativecontrol  
b）Positivecontrol（mitomycinC）  

Table2 ChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtrimethylamine  
［shortvtermtreatment：＋S9mix】  

Number  Number。fcellswith  No・Ofcells   

of  structuralaberrations  with  
No．of  

POlyploid  

cells（％）   

Time of Cell 

exposure suzvival  
Final  

judgement  

Dose  
Compound  

aberrations  
（〃g／mL） 

（hr）（％）  gap ctb cte csb cse oth  －gaP（％）  

O  6   100．0  200  0  0  0 0  0  0  0（0・0）－ 0（0・0卜   salinei  

Testsubstance  148  6  72．6  200  1 0 1 0  0  0   1（0．5）－ 3（1．5卜  

296  6  66．5  200  3 1 2 0  0  0  2（1．0）－ 3（1．5）－  

591  6  37．8  200  7 10 30  0  0  0  37（18．5）＋ 3（1．5）－  ＋   

cpb  12．5  6  61．8  200  3 44 142 0 1 0 146（73．0）十 2（1・0卜  ＋  

Abbreviati。nS；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange．csb：chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange，Oth：others．  
LgaP：totalnumberofcelLswithaberrationsexceptgap  
a）Negativecontrol  
b）Positivecontrol（cyclophosphamide）  

68  
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Table3 Resultsoftheconfirmativeexaminationoftrimethylamine  
［short－termtreatment：－S9mix】  

Nuer  No11s 

Dose 
sal  d Final  Compound  eXpOSureSurVival OI  

レg／mL）                   ′L、   ′∧．、  Ce山s  aberrations  ．．，＾．、 5udgement．  
（hr）（％）a品gap ctb cte csb cse oth －ga。（％） Cells（％）  

Saline－  0  6  100．0  200  0  0  0  0  0  0  0（0．0）－ 1（0．5）－   

Testsubstance  378  6  42．2  200  3  7 17  0  0  0 18（9．0）±  5（2．5）－  ±  

473  6  23．0  200  5 15 41 0  0  0  45（22．5）＋  7（3．5）－  ＋  

591  6  6．4  200  4 14 35  0  0  0  45（22．5）十  8（4．0）－  ＋   

MMCb  O．1   6  58．9  200  6 35 69 ＋  

Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosornebreak，CSe：chromosoふeexchange，Oth：others，  
，gaP：totalnumberofcellswithaberrationsexceptgap  
a）Neg水ivecontrol  

b）PositivecontroJ（mitomycinC）  

Table4 Resultsoftheconfirmativeexaminationoftrimethylamine  
［short－termtreatment：十S9mix】  

Nuer  

D。S。。．．  
No．ofce11s  No．of  

POl叩loid  
abe。nS  ju。t  

Compound   ⅩpOSureSurvival 
レg／mL） cs  

（hr）（％）analysed gap Ctb cte csb cse oth  cells（％）  

－gap（％）  

Saline▲  0  6   100．0  2的  1 0  0  0  0  0  0（0．0）－ 3（・1．5）－   

Testsubstance  378  6  52．J1 200  1 1－ 4  0  0  0  4（2．0）－ 4（2．0）－  

473  6  42．1  200  0  2  9  0  0  0  11（5．5）±  8（4．0）－  ±  

591  6   16．7  200  7 29 釦  0 1 0  恥（45．0）＋  3（1．5）－  ＋   

CP  12，5   6   53．9 2∝）1134121 0 0 0 126（63．0）十 2（1．0卜   ＋  

AbbreviatiohS；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange．csb：chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange，Oth：others，  
－g3P：totalnumberofce11swithaberrationsexceptgap  
ム）Negativecdntrol  

b）Positivecontrol（cyclophosphamide）  

－86一   



トリメチルアミン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／DevelopmentalTbxicityScreeninglもst  

OfTrimethylaminebyOralAdministrationinRats  

はなかった．  

2．生殖発生毒性   

性同期，雌雄動物の交尾率，受胎率には，トリメチル  

アミン投与の影響は認められなかった．また，分娩およ  

び哺育状態の異常は観察されず，産児数，分娩率，妊娠  

期間，妊娠黄体致，着床数ならびに着床率にはトリメチ  

ルアミン投与の影響はなかった．   

生児出生率，出産生児致，哺育4日の生児数，新生児  

の4日の生存率，性此，生児の体重および形悪たもトリ  

メチルアミン投与の影響は認められなかった．  

3，無作用塵   

以上の試験成績から，本試験条件下ではトリメチルア  

ミンの反復投与毒性に関する無作用量は雌雄とも40  

／kg／day，生殖発生毒性的な無作用量は雌雄共に200  

mg／kg／‘day，また，産児に対する無作用畳も200  

／kg／dayであると判断される．  

方法   

1．被験物質   

本試験には，三菱ガス化学㈱（新潟）より提供されたト  

リメチルアミンの水溶液（ロット番号：M381012．含有  

量：30．8％）を用いた．トリメチルアミンの水溶液は無色  

透明で，不純物として10ppm以下のジメチルアミンを  

含有していた．受領したトリメチルアミンは．入手後，  

使用時まで冷蔵保管した．披験物質の試験期間中の安定  

性は，残余被験物質を提供元で再分析することにより確  

認した、   

投与にあたっては，供給された30．8％水溶液を日局注  

射用水（光製薬㈱，製造番号：9707SA）にて希釈し，いず  

れの用量においても1回の投与液量が10mL／kg体重に  

なるように濃度を調整した．試験中に調製した投与検体  

（0．08，0．40，2．00w／v％）には所定濃度のトリメチルア  

ミンが含有されていたことを確認した．なお，調製検体  

中の被験物質の安定性について確認した結果，0．08、10  

w／v％の濃度では，冷蔵，遮光の条件下で少なくとも8  

日間安定であった．  

2．使用動物および飼育条件   

試験には，雌雄とも7週給にて購入した日本チャール  

ス1リバー㈱筑波飼育センター生産のSprague－Dawley  

系ラット（Crj：CD（SD）IGS，SPF）を使用した．隣人した  

要約  

トリメチルアミンは，砂糖大根から砂糖，べタインを抽  

出した残余中から主として抽出される化合物であるい．  

その複合体は植物，動物，特に魚の組織中に大量に存在  

し，ヒトおよび動物では腸内酵素によって生成され，通  

常，肝臓において代謝を受け，ジメチルアミンあるいは  

トリメチルアミンオキシドになって尿中に排出される2】．  

ヒトでは，この代謝酵素（トリメチルアミンオキシダー  

ゼ）の先天性欠損症が知られており，その特徴的な臭気  

から魚臭病と呼ばれている3，．  

1984年，インドのポバールで起きた殺虫剤製造工場  

での事故によって，大気中に大量のメチルイソシアニド  

が放出されたために．多数の死者が発生し，その後もこ  

の地方で不妊，流産，死産，早産の発現率が増加した事  

例は．近年における最大の環境汚染事故として有名であ  

る小．後年行われた動物実験の結果から，メチルイソシ  

アニドには発癌性および生殖毒性があることが報告され  

ているSI．本試験の被験物質であるトリメチルアミンは  

メチルイソシアニドの主要代謝物であるが61，妊娠マウ  

スにトリメチルアミンを投与すると胎児期および出生後  

の発育抑削が特に雄で強く認められたとする報告もあ  

る7I．しかし，トリメチルアミンの反復投与毒性および  

生殖発生毒性についての報告はない．今臥トリメチル  

アミンの反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験を行い，  

親動物に対する反復投与毒性および生殖能力ならびに次  

世代児の発生・発育に及ぼす影響について検討した．す  

なわち，Sprague－Dawley系（Crj：CD（SD）IGS）ラットの  

雌雄（各13匹／群）に，トリメチルアミンの0（媒体），8，  

40およぴ200mg／kgを交配前2週間ならびに交配期間2  

週間を通して経口投与し，さらに雄では交配期間終了後  

2週間，経では妊娠期間を通して分娩後哺育4日まで投  

与を継続した．試験結果は以下のように要約される．  

1．反復投与毒性   

200mg／kg投与群において雄に2例，附こ1例の死亡  

が認められた．雌雄ともに200mg／kg投与群では異常呼  

吸音および投与直後の流港，胃腸管に潰瘍および炎症性  

変化，粘膜上皮の過形成や粘膜下織の水腫がみられた．  

また，同群の雄では体重の増加抑制傾向，摂餌量の減少  

ならびに捻蛋白濃度およびアルブミン濃度の減少が認め  

られた．   

雌の体重および摂餌量．雌雄の器官重量，尿検査結果  

および血液学検査結果にはトリメチルアミン投与の影響  

44  
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トリメチルアミン  

動物は，入荷後2週間，馴化と検疫を兼ねて予備飼育し，  

雄は検疫終了日の体重を基に，雌は規則的に4日あるい  

は5日で性周期を回帰している動物を選択し，さらに検  

疫終了日の体重を考慮して，体重別層化無作為抽出法に  

より群分けして，各群とも雌雄各13匹を配した．   

各動物は基準温度24土10C，基準湿度50－65％，換  

気回数約15回／時ならびに照明12時間（午前7時～午後7  

時）に制御された飼育室で，金属製金網床ケージに個別  

に収容し，固型飼料（CE－2，日本クレア㈱）および水道  

水（秦野市水道局給水）を自由に摂取させた．妊娠14日  

（交尾確認日＝妊娠0日）以後の雌動物については，プラ  

スチック製ラット用繁殖ケージに収容し，床敷として紙  

パルプ製チップ（ALPHノしdri，加商㈱）を適宜供給した．   

3．授与旦の設定および投与方法   

本試験の投与量は，投与量設定のために実施した予備  

試験の結果を参考に設定し，予備試験の投与量は，急性  

経口投与毒性予備試験の結果をもとに設定した．急性経  

口投与毒性予備試験では，25’0，500ならびに1000  

mg／kgのトリメチルアミンを各群雌雄各3匹のラットに  

投与した結果，500mg／kg投与群では雄で1例，雌で2  

例，1000mg／kg投与辞では雄で2例，雌で3例の死亡が  

認められた．250mg／kg以上の投与群の生存例において  

も体重の増加抑制がみられた．また，一般状態の変化と  

して，5（旧mg／kg以上の投与群で異常姿勢，体温の低下，  

鎮静等の所見が認められた．死亡例の剖検所見において  

は腹水．胃粘膜の肥厚および赤色化，腸管の赤色化なら  

びに腎臓の皮質の淡色化等がみられた．トリメチルアミ  

ンの水溶液は強アルカリ性で皮膚への腐食性を有するこ  

とから，急性経口投与毒性予備試験において認められた  

消化管の変化や腹水は，トリメチルアミン水溶液の物性  

による影響と考えられた．250mg／kgの単回投与では体  

重の増加抑制のみが観察され，＝股状態の変化，消化管  

への影響は明確ではなかったが，反復投与することによ  

り，一般状態の著しい変化，消化管の毒性が重篤になる  

可能性が予想されたことから，反復経口投与毒性・生殖  

発生毒性併合予備試験の高用量を急性経口投与蕃性予備  

試験の低用量の約2分の1量であるmOmg／kgと設定し  

た・中用量以下は公比を2としてそれぞ押測ならびに25  

mg／kgに設定して，14日間反復強制経口投与し，溶媒  

を同容量投与した対照群の動物と比較した、その結果，  

雌雄とも死亡例はなく，一般状態の変化，体重および摂  

餌量の推移，血液学検査および血液生化学検査結果のい  

ずれにも明らかなトリメチルアミン投与の影響はなかっ  

た．これらのことから，トリメチルアミンの100mg／kg  

の14日間の反復投与では，雌雄とも明確な毒性を見い  

出すことができず，42日間の反復投与毒性試験の高用  

量としては低すぎる用量であると判断した．一方，トリ  

メチルアミンの250mg／kgの投与量は単回投与における  

死亡発現量の半分量であり，42日間の反復投与によっ  

て投与期間中に動物が死亡する可能性が示唆された．以  

上の結果から，本試験の高用量を200mg／kgと設定し，  

以下公比5で除して40およぴ8mg／kgを中および低用量  

と設定した．   

なお，対照群には注射用水をトリメチルアミン投与群   

と同一条件にて投与した．   

各用量の投与検体は，掛こ対しては交配前2週間と2  

週間の交配期間および交配期間終了後，剖検目前日まで  

2週間の連続42日間，また，雌に対しては交配前2週南  

と交尾が認められるまで最長2週間の交配期間，ならび  

に交尾した雌では妊娠期間を通して分娩の後，哺育4日  

（分娩日＝哺育0日）まで，交尾はしたが分娩しなかった  

雌は妊娠24日相当日まで，交尾しなかった雌は連続54  

日間，毎日1回，ラット用胃管を用いて経口投与した．  

毎日の投与は午前11時から午後3時の間に行い，各動物  

に投与する液量（体重1kg当たり10mL）は最新時の体重  

を基に算出した．  

4．観察および検査  

1）親動物  

A．一般状態の観察   

雌雄とも仝例について，飼育期間中毎日1回以上，投  

与期間中は投与前後の毎日2固以上観察した．  

B．体重測定   

雄は全例について，投与1（投与初日），7，14，21，  

28，35，42日および解剖日に，嘩は全例について，投  

与1，7および14日に測定し，交配までに期間を要した  

雌では投与21および28日に，交尾が確認されなかった  

雌ではさらに投与35ならびに42即こも体重を測定した．  

また，交尾した雌では妊娠0，7，14および20［＝こ，分  

娩した雌では哺育0，4日および解剖日に体重を測定し  

た．交尾は確認されたが分娩しなかった雌は，妊娠25  

日相当日（解剖日）に体重を測定した．  

C．摂餌塵測定   

雄では，投与1，7，13，29，35・および41日に，雌で  

は，投与1，7および13日にそれぞれ給餌量を測定し，  

翌日までの摂餌量を測定した．2週間の交配期南中の摂  

餌量は測定しなかった．交尾が確認されなかった雌では  

投与29，35および41日にも摂餌量を測定した．さらに  

交尾した雌では，妊娠0，7，14および20日に，分娩し  

た雌では，哺育0および3日にそれぞれ翌日までの摂餌  

量を測定した．  

D．性周期   

全例の掛こついて，交尾が確認されるまで旋垢塗抹標  

本を作製した．膣垢像より性周期を観察し，発情期の間  

の平均日数を算出した．  

E．交配   

交配は投与15日の夕方から最長2週間，同群内の雌雄  

を1対1で同居させて行った．200mg／kg投与群の1観で  

は，交配期間中の交尾確認前に雄が死亡したため（交配  

10日目に死亡），固辞内の既に交尾した雄動物と引き続  

き交配させた．   

交尾の確認は毎朝，陸栓および膣垢標本中の精子の存  

在を調べることにより行い，交尾が確認された雌は，そ  

の日を妊娠0日と起算して雄から分離し，個別に飼育し  

た．交配の結果から，各群について交尾率（（交尾動物数  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

／同居動物数）×100），受胎率（（受胎動物数／交尾動物  

数）×100），同居開始から交尾までに要した日数および  

その間に回帰した発情期の回数を求めた．  

F．分娩および哺育状態の観察   

交尾を確認した雌は仝例を自然分娩させた．分娩状態  

が直接観察できた動物についてはその状態を観察し，直  

接観察できなかった動物についても，分娩後の徴候から  

分娩困難や遅延などの分娩障害の有無を判断して記録し  

た．分娩後は哺育状態を毎日観察した．   

分娩の確認は午前9時～11時に実施し，この時間帯に  

分娩が終了していることを確認した動物については，そ  

の日を分娩日と規定した．午前11時を過ぎてから分娩  

を終了した動物については，翌日を分娩日とした．   

分娩を確認した仝例について妊娠期間（妊娠0日から  

分娩日までの日数）を算定し，出産率（（生児出産雌数／受  

胎動物数）×100）を各群について求めた．  

G．尿検査   

各投与群の雌雄各5例について，投与6過に動物を代  

謝ケージに収容し約4時間尿あるいは新鮮尿を採取し  

て，pH，潜血，蛋白，糖，ウロビリノーゲン，ケトン  

体，どリルビンを試験紙法（クリニテック200＋，バイエ  

ル・三共㈱）により，色調ならびに混濁度を視診により，  

それぞれ検査した．  

H．血液学模査   

雄仝例は投与42日の翌日に，分娩した雌は哺育4日の  

翌日に，交尾をしたが分娩しなかった雌は妊娠25日相  

当日に，交尾しなかった雌は投与54日の翌日に，それ  

ぞれ前日より18から24時間絶食させた後，剖検に先立  

ちベントパルビタールナトリウム麻酔下で腹部後大静脈  

より採血し，以下の測定を行った．先ずクエン酸ナトリ  

ウムを抗凝固剤として採血し血祭を分離して，プロトロ  

ンビン時間，活性部分トロンポプラスチン時間（光散乱  

検出法，CA－1000，東亜医用電子㈱）を測定した．続い  

て，EDTA－2Kを抗凝固剤として採血し，Coulter  

CounterModelS－PLUSⅣ（コールターエレクトロニク  

ス㈱）により，赤血球数，白血球数，平均赤血球容積，  

血小板数（以上，電気抵抗法）および血色素量（吸光度法）  

を測定し，これらを基に平均赤血球血色素量，ヘマトク  

リット値および平均赤血球血色素濃度を算出した．血液  

の一部は塗抹標本とし，白血球分類（Wright－Giemsa染  

色）を視算した．なお，対照群ならびに高用量群につい  

ては，網状赤血球比率を測定した．  

1．血液生化学検査   

血液学検査用の採血に引き続き，ヘパリンを抗凝固剤  

として採血し，血祭を分離して遠心方式生化学自動分析  

装置（COBAS－FARA，ロシュ・ダイアグノスティックス  

㈱）を用いて総蛋白濃度（ビウレット法），アルブミン濃  

度（BCG法），捻コレステロール濃度（COD・DAOS法），  

トリグリセライド濃度（GPO・DAOS法），ブドウ糖濃  

度（グルコキナーゼG6PDH法），尿素窒素濃度（ウレアー  

ゼGl．DH法），クレアチニン濃度（Jaf粍法）．アルカリフ  

ォスファターゼ活性（GSCC法）．GOTおよびGPT活性  

（IFCC法），捻ビ．）ルビン濃度（Jendrassik／Grof法），カ  

ルシウム濃度（OCPC法），無様リン濃度（モリブデン酸  

直接法），γGTP活性（γグルタミルー3－カルポキシー4こト  

ロアニリド基質法）を測定し，A／G比を算出した．また，  

全自動電解質分析装置（EAO5，㈱A＆T）により．塩素，  

ナトリウムおよびカリウムの各濃度（イオン電極法）を測  

定した．  

」．病理学検査   

採血後，仝例について剖検し，器官・組織の肉眼的観  

察を行った．その際，脳，心臓，胸腺，肝臓，腎臓，脾  

臓および副腎，雄ではさらに精巣および精巣上体の重量  

を測定し，併せて比体重値（相対重量）を算出した．雌で  

は卵巣および子宮を摘出し，卵巣は実体顕微鏡下で妊娠  

黄体数を，子宮は着床数をそれぞれ数え，着床率（（着床  

致／妊娠黄体数）×100）を算出した．全例の脳，下垂体，  

脊髄，消化管，肝臓，腎臓，副腎，脾臓，心臓，胸腺，  

甲状腺，気管，肺，膀胱，腸間膜リンパ節，下顎リンパ  

節，坐骨神経，大腿骨髄および全ての雄動物の精嚢なら  

びに前立腺腹葉，全ての雌動物の陛，卵巣ならびに子宮  

は0．1Mリン酸緩衝10vol％ホルマリン液（pH7．2）に固定  

した．肺は注入固定を行った．全ての雄動物の精巣およ  

び精巣上体はプアン液に固定して保存し，その後．長期  

保存のために0，1Mリン酸緩衝10vol％ホルマリン液に  

置換した．対照群および高用量群の雌雄各5例の固定し  

た器官は，常法に従ってパラフィン切片とし，ヘマトキ  

シリンーエオジン染色を行って，病理組織学検査を実施  

した．なお，稲巣および精巣上体，卵巣ならびに病理学  

検査の結果．異常が認められた胃については，全例の動  

物について病理組織学検査を実施した．  

2）出生児  

A．産児数の算定   

哺育0日に産児致（生児＋死亡児）を調べ，分娩率（（産  

児数／着床痕数）×100）および生児出産率（（出産生児数／  

着床痕致）×100）を求めた．産児については，外表奇形  

の有無および性別を調べ，性比（（堆の生児数／雌の生児  

致）×100）を算出した．  

B．死亡児数の算定   

死亡児数を毎日調べ，出生率（（出産生児数／産児  

数）×100）および新生児の4日の生存率（（哺育4日の生児  

致／哺育0【】の生児致）×100）を求めた．死亡児は剖検し，  

異常の有無および内部器官の肉眼的観察を行った．  

C．体重測定   

哺育0日および4E】に個別に体重を測定した．  

D．剖検   

哺育4日に全例をエーテル吸入により致死させて剖検  

し，外表および内部器官の肉眼的観察を実施した．  

5．統計解析   

交尾率ならびに受胎率についてはFisherの直接確率  

検定を行った．病理組織学検査所見のうち，グレード分  

けしたデータはMa爪n－WhitneyのU検定により，陽性グ  

レードの合計値はFisherの直接確率の片側検定により  

対照群との同で有意差検定を行った．その他の体重．摂  
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トリメチルアミン  

餌量ならびに定期解剖例の血液学，血液生化学検査の値  

および器官重量は，個体ごとに得られた倍あるいは1it－  

terごとの平均値を1標本として，Dunnett法による多重  

比廟検定を行った．有意水準はいずれも5％とした．  

的な有意差であると判断した．さらに，40mg／kg投与   

群では血小板数の有意な減少がみられたが，200mg／kg  

投与群には認められないことから偶発的な有意差である   

と判断した．雌では，いずれの検査項目についてもトリ   

メチルアミン投与に起因したと考えられる変化は認めら   

れなかった．  

6）血液生化学検査（Table7，8）   

雄の200mg／kg投与群においては絵蛋白濃度およびア   

ルブミン濃度の有意な減少ならびに尿素窒素濃度および  

クレアチニン濃度の有意な増加が認められた．   

雌では，40mg／kg以上の投与群において尿素窒素濃   

度の有意な増加が認められた．  

7）病理学検査   

A．雄   

イ．肉眼所見   

200mg／kg投与群の7例の前胃粘膜に肥厚がみられ，  

そのうち3例には陥凹部，1例には硬化部も認められた．  

さらに，投与期間中に死亡した2例を含む3例の腺胃粘  

膜に赤色あるいは暗赤色の領域がみられ，死亡した動物  

の1例には前胃粘膜にも赤色城が認められた．また，死  

亡した2例の胃および腸管にはガスが貯許しており，十  

二指腸および空腸粘膜の赤色化あるいは空腸および回腸  

に赤色詞の内容物が観察された．   

精巣および精巣上体では200 

うちの1例，40mg／kg投与群の1例に小型化が認められラ  

このうち200mg／kg投与群の1例には前立腺および精嚢  

の小型化もみられた．また，死亡した2例では胸腺およ  

び脾臓も小型化を呈していたほか，そのうちの1例は脾  

臓の淡色化，腸間膜リンパ節の小型化ならびに副腎の暗  

色化および腫大が認められ，他の1例では肺の暗色化が  

みられた．その他対照轟の精巣上体に結節，下顎リン  

パ節に暗赤色化がみられた．  

ロ．器官雲量（TabIe9）   

雄の器官重量には，対照群とトリメチルアミン各投与  

群との間に有意差は認められなかった．  

ハ．病理組織学検査（TabtelO）   

精巣では2由mg／kg投与群の投与期間終了時に屠殺し  

た1例の精細管で伸長した精子細胞の変性が，投与期間  

中に死亡した2例のうち1例の精細管で楕母細胞および  

円形の精子細胞の変性が認められた．これらの例の精巣  

上体では管腔内に細胞残屑がみられたほか，精子細胞の  

変性がみられた例では変性した精子が，精母細胞に変化  

がみられた例では精子数の減少がそれぞれ観察された．  

また，トリメチルアミン各投与群では萎縮した精細管が  

みられ，他の例と比較して程度の強い例では精細管内に  

多核巨細胞ならびに精巣上体に細胞残屑が観察された  

が，対照群とトリメチルアミシ各投与群の間で発現頻度  

および程度には明らかな差は経められなかった．その他，  

精巣上体では対照群で精子肉≡削臥40mg／kg投与群の  

間貸でリンパ球の浸潤がそれぞれみられた．   

前立腺および精嚢では，200mg／kg投与群で投与期間  
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結果   

1．反復投与毒性  

り 一般状態   

200mg／kg投与群においては，雄で投与25日ならびに  

投与42日に各1例，雌で妊娠22日（投与38日）に1例の死  

亡が認められた．   

扱与25日に死亡した雄は，投与19日から涜誕，削痩，  

異常呼吸音，呼吸困難を示し，死亡前日から外陰部周囲  

の被毛の汚染，軟便が認められた．投与42日に死亡し  

た雄は，投与10日から非連続的ではあったが，流産，  

削痩，異常呼吸音，呼吸困難，体温の低下，耳介蒼白，  

ふらつき歩行および鼻周囲褐色汚染が認められた．雌の  

死亡例では投与11日から，非連続的に流庭，異常呼吸  

音が観察された．   

生存動物では，200mg／kg投与群の雄において．投与  

9日以降流潅が10例に，異常呼吸音が3例に．接触反応  

の減弱が1例に，それぞれ観察され，同群の附こおいて  

も投与9日以降，流庭が10例に，異常呼吸音が3例に，  

削穫が1例に，それぞれ観察された．40mg／kg以下の投  

与群では，雌雄ともに一般状態の異常は観察されなかっ  

た．  

2）体重（Tablel，2）   

雄では，200mg／kg投与群において体重には有意差は  

認められなかったが，累積体重増加量は対照群に比較し  

て小さく体重の増加抑制傾向が認められた．40mg／kg  

以下の投与群の体重は，対照群と同様に推移した．   

雌では，体重推移に対照群とトリメチルアミン各投与  

群との問で有意差は認められなかった．   

3）摂餌量（Table3，4）   

200mg／kg投与群の雄の摂餌量は，投与13および41  

日に有意に減少した．一万，雌の摂餌量には，対照群と  

トリメチルアミン各投与群との聞に有意差は認められな  

かった．  

4）尿検査   

尿検査の結果，雌雄ともいずれの検査項目についそも，  

トリメチルアミンの投与に起因したと考えられる変化は  

認められなかった．   

5）血液学検査（Table5，6）   

雄では40mg／kg以上の投与群において，平均赤血球  

血色素濃度の有意な増加がみられたが，他の赤血球関連  

の測定項目には差が認められず，病理組織学検査におい  

ても骨髄，脾臓等に血液学検査にみられた変化に関連す  

ると考えられる変化は認められなかったことから，偶発  

T90－  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

mg／kg投与群の例と比較して程度が強く，腔上皮に好  

中球の浸潤を伴っておりト膣には角化上皮が観察された．  

一方，200mg／kg投与群の不妊例の隆には粘液分泌上皮  

および角化上皮がみられた．その他，妊娠中に死亡した  

例の陰には粘液分泌上皮が観察された．卵巣には異常は  

認められなかった．   

胃では200mg／kg投与群の11例の前胃に扁平上皮の  

過形成がみられ，そのうち妊娠中に死亡した例を含む8  

例の粘膜に廉欄あるいは潰瘍，炎症細胞の浸潤が認めら  

れたほか，7例の粘膜下級に水腫や肉芽がみられた．ま  

た，潰瘍の程度が他の例と比較して強い3例の粘膜では  

出血がみられ，そのうち2例では簗膜にも肉芽が認めら  

れた．対照群の2例の前胃粘膜でも，潰瘍あるいは廉爛，  

炎症細胞の浸潤を伴う扁平上皮の過形成が観察され，そ  

のうち1例の粘膜下級には水腫および肉芽もみられた．  

一方，妊娠中に死亡した例では，腺胃粘膜に廉爛，潰瘍  

ならびに出血が認められた．その他，対照群の1例の腺  

胃粘膜にも靡爛がみられたほか，200mg／kg投与群の盲  

腸の渠膜に肉芽が．対照群の直腸の粘膜下織に水腫がみ  

られた．   

肝臓では200m釘kg投与群で妊娠中に死亡した1例に  

限局性の壊死が認められた，また，200mg／kg投与群お  

よび対照群に門脈周囲性の脂肪化がみられたが，両群間  

の発現頻度および程度に明らかな差は認められなかっ  

た．   

脾臓では，200mg／kg投与群で妊娠中に死亡した1例  

に萎縮が認められたほか，200mg／kg投与群および対照  

群のほとんどの例で髄外造血や褐色色素の沈着がみられ  

たが，両群間の発現頻度および程度に差は認められなか  

った．   

その他，腎臓では皮質に好塩基性尿細管，近位尿細管  

の空胞変性，問質にリンパ球浸潤がみられ，心臓では心  

筋の変性／線維化が．肺では血管に鉱質沈着が，甲状腺  

では異所性の胸腺組織が認められた．他の観察器官に異  

常は認められなかった．  

2．生殖発生毒性  

1）綬動物  

A．性周期（Tabtell）   

性周期の観察結果にトリメチルアミン投与の影響は認  

められなかった．  

B．交配成練（Tauell）   

対照群ならびに40mg／kg投与群の各1観では，2週間  

の交配期間中に交尾しなかった．また，交尾はしたが不  

妊であった動物が，対照群に1組，200mg／kg投与群に  

1祖認められた．しかし，交尾率，受胎率，同居から交  

尾までに要した日数およびその間に回帰した発情期の回  

数には，対照群とトリメチルアミン各投与群との閉に有  

意差は認められなかった．  

C．分娩および哺育状態   

40mg／kg投与群の1例では分娩日に産児の回集が認め  

られず，産児の体表温も低下していたが，翌日には回復  

していた．その他の動物には，分娩および哺育状態の異  

中に死亡した例のうち精巣に変化がみられた1例で萎縮  

が認められた．また，200mg／kg投与群および対照群の  

問質にリンパ球浸潤がみられ，他の例と比較して程度の  

強い例では上皮に好中球およびリンパ球の浸潤も観察さ  

れたが，両群間で発現頻度および程度に明らかな差は認  

められなかった．   

胃では200mg／kg投与群の仝例の前胃に扁平上皮の過  

形成が認められ，粘膜では炎症細胞の浸潤，粘膜下総で  

は水腫および肉芽を伴っていた．また，5例の粘膜に廉  

爛がみられそのうちの2例では潰瘍，1例では出血が認  

められたほか，渠膜に肉芽がみられる例もあった．さら  

に，前胃の廉欄および潰瘍の程度が他の例に比べ比較的  

強かった1例の腺胃では，粘膜に廉爛，出血および炎症  

細胞の浸潤が，粘膜下級に水腫が認められた．投与期間  

中に死亡した2例では前胃に扁平上皮の過形成が観察さ  

れたほか，1例の十二指腸および空腸の粘膜上皮にうっ  

血，盲腸の粘膜下織に好中球の浸潤を伴う水腫がみられ  

たが，他の異常所見は認められなかった．   

肝臓では，200mg／kg投与群で投与期間中に死亡した  

例のうち，1例に限局性の壊死が観察された．また，  

200mg／kg投与群および対照群に門脈周囲性の脂肪化が  

みられたが，両群間の発現頻度および程度に差は認めら  

れなかった．   

脾臓では200mg／kg投与群で投与期間中に死亡した例  

のうち，1例に萎縮が観察された＿．また，200mg／kg投  

与群および対照群のほとんどの例に髄外造血および褐色  

色素の沈着がみられたが，両群間の発現頻度および程度  

に差は認められなかった．   

また，200mg／kg投与群および対照群では腎臓の皮質  

に好塩基性尿細管，髄質に鉱質沈着が：心臓の心筋に変  

性／線維化が，肺に泡沫細胞の集族がみられたが，両群  

間の発現頻度および程度に差は認められなかった．   

その他，対照群の甲状腺で異所性の胸腺組織，死亡し  

た例の肺で限局性の出血がみられたが，他の観察許官に  

異常は認められなかった．  

B．雌  

イ．肉眼所見   

200mg／kg投与群の7例の前胃粘膜に肥厚がみられ，  

そのうち5例は陥凹部，4例は水腫を伴っていた．また，  

40および8mg／kg投与群の各1例の腺胃粘膜に暗色ある  

いは黒色の点がみられた．投与期間中死亡した1例の冒  

および腸管ではガスが貯留していたほか，胸腺の小型化  

および肺の暗色化が認められた．その他，200，40  

mg／kg投与群および対照群の胸腺にも小型化が認めら  

れたほか，200mg／kg投与群には腎臓の淡色域が，対照  

群では肝臓に白色点あるいは子宮内腔の拡張がみられ  

た．  

口．器官重量（Table9）   

雌の器官重量には，対照群とトリメチルアミン各投与  

群との間に有意差は認められなかった．  

ハ．病理組織学検査（TablelO）   

子宮では200mg／kg投与群および対照群の不妊動物各  

1例に内腔の拡張がみられ，そのうち対照群の例は200  
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トリメチルアミン  

常は観察されなかった．200mg／kg投与群の哺育状態は  

全て良好であったことから，40mg／kg投与群の1例にみ  

られた哺育状態の不良はトリメチルアミン投与の影響で  

はないと考えられた．  

D．出産率および妊娠期間（Tab】e12）   

40mg／kg投与群の1例が妊娠25日に出産したが，他  

の動物は妊娠22～23日に出産した．妊娠期間が24日を  

超える例は，まれではあるものの今回の試験に使用した  

系統においても自然発生的に認められる所見であ 

と，ならびに高用量群では全例が妊娠22～23日に出直  

したことから，この1例の変化はトリメチルアミン投与  

の影響ではない可能性が高いと判断した．出産率および  

妊娠期間には対照群とトリメチルアミン各投与群との間  

に有意差は認められなかっキ．  

E．妊娠黄体数，着床数および着床率（Table12）   

200／kg投与群で妊娠22日に死亡した1例を含め，妊  

娠黄体数，着床敬および着床率には，対照群とトリメチ  

ルアミン各投与群との間に有意差は認められなかった．  

2）出生児  

A．生存性（Table12）   

分娩率，生児出産率，出生率，新生児の4日の生者率，  

出産生児数，哺青4日の生児数および性比には，対照群  

とトリメチルアミン各投与群との間に有意差は認められ  

なかった．死亡児は，対照群で5例，40mg／kg投与群で  

7例，200mg／kg投与群で3例みられたが，死亡時期お  

よび死亡児数に特定の傾向は認められなかった．  

B．体重（Table12）   

いずれの投与群も雌雄ともに，対照群と同様な体重推  

移を示した．  

C．形態   

いずれの出生児にも外表奇形は認められず，哺育4日  

の剖検においても内部器官に異常は認められなかった．  

また，死亡児の剖検でも異常は観察されなかった．  

腺胃の潰瘍，廉爛，炎症，肉芽が観察された．また，同  

様の変化は，胃と比較して頻度，程度ともに軽度であっ  

たが盲腸にもみられている．一方，トリメチルアミンは  

ニコチン性アセチルコリン受容体のアゴニストであるこ  

とが明らかになっていることから引，呼吸循環器に対し  

ニコチン類似の交感神経興奮作用を呈し，さらに興奮が  

進行して神経筋接合部の脱分極性遮断作用が死因となっ  

た可能性も考えられる．   

生存動物においては200mg／kg投与群で，投与後の一  

過性の流誕ならびに異常呼吸音が観察され，同群の雄で  

は体重増加の抑制傾向がみられた．トリメチルアミンの  

単回経口投与毒性試験では200mg／kgの投与により体重  

の増加抑制が認められ，125mg／kg投与群では異常呼吸  

音が，350mg／kg投与群では流誕がみられていることか  

ら，本試験で認められた雄の体重増加抑制傾向および異  

常呼吸音等の一般状態の変化はトリメチルアミン投与の  

影響によるものと考えられた．   

本試験では病理組織学検査の結果，胃の潰瘍，炎症，  

肉芽組織の増殖を伴った前胃粘膜上皮の過形成が観察さ  

れた．トリメチルアミンの水溶液には局所刺激性がある  

ことが知られており，前胃粘膜が刺激性物質により増殖  

性変化を起こすことから9），消化管にみられた増殖性病  

変はトリメチルアミン水溶液の刺激に基づく変化と考え  

られる．   

トリメチルアミンは主に肝臓で代謝を受け，ジメチル  

アミンやトリメチルアミンオキシドとして腎臓から排出  

される2I．腎臓障害時には，トリメチルアミンを含む脂  

肪族化合物の血中濃度が増加するとの報告がみられ2・ニ  

トリメチルアミンの代乱 排泄経路である肝臓や腎臓に  

おいては影響が発現する可能性が考えられる．本試験に  

おいては，尿素窒素濃度の増加が雌では40mg／kg以上  

の投与群，雄では200mg／kg投与群で認められ，200  

mg／短投与群の雄ではクレアチニン濃度の増加がみら  

れた．しかし，これらの測定値は当研究所の背景データ  

から逸脱する値ではない事から，今回の試験で認められ  

た有意差は偶発的なものである可能性が高いと判断し  

た．また，尿検査，辞官重量ならびに病理組織学検査結  

果のいずれにも，腎臓の異常ならびに腎臓以外に血中尿  

素窒素濃度を変化させる可能性が考えられる広範囲の組  

織崩壊あるいは肝臓における合成過剰等を示唆す皐所見  

は認められなかったことから，トリメチルアミンの投与  

に基づく腎障害は確認されないものと判断した．   

以上の結果から，200mg／kgのトリメチルアミンの反  

復投与により動物が死∈したこと，雄では体重の増加抑  

制傾向および摂餌量の減少がみられ，雌雄ともに胃腸管  

粘膜の著しい病理学変化が認められたことから，雌雄動  

物の一般毒性学的な無作用量は40mg／kg／dayと推定さ  

れた．   

病理学検査の結果，生殖関連器官にトリメチルアミン  

投与によると考えられる異常は認められず，性周期観察  

の結果にも影響はみられなかった．また，雌雄動物の交  

尾率，受胎率，母動物の出産率，妊娠期間，哺育状態，  

妊娠黄体数，着床救および着床率ならびに産児の生存性，  
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考察  

200mg／kg投与群の雄で2例，雌で1例の死亡がみら  

れた．これらの動物の生前の一般状態の変化として投与  

後の流湛，異常呼吸音がみられ，さらに雄では，削痩，  

呼吸困難，肛門周囲の汚れ，軟便等といった一般状態の  

悪化を伴った．ま．た剖検の結果，雌雄いずれも胃および  

腸管にはガスが貯留し，胃粘膜上皮の過形成および炎症  

像がみられた．トリメチルアミンの単回経口投与毒性試  

験でも200mg／kg以上の投与群で，同様な一般状態の変  

化および剖検所見を伴った死亡が認められている．これ  

らの動物の死因は明らかではないが，次の様な要因が働  

いた可能性が考えられる．まず，トリメチルアミンが腐  

食性をもつ強塩基性刺激物質であることから，経口投与  

により胃粘膜および腸管粘膜を強度に障害し全身状態が  

悪化していた可能性は高い．本試験の剖検の結果，ZOO  

mg／kg投与群の雌雄に前胃粘膜の暗色化および肥厚等  

の病変が観察され，病理組織学検査の結果，前胃および．  

，
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性比，体重および形態にトリメチルアミン投与の影響は  

認められなかった．以上のことから，生殖発生毒性的な  

無作用量は雌雄ともに200mg／kg／day，産児に対する無  

作用量も200mg／kg／dayと考えられた．前述の通り，ト  

リメチルアミンはメチルイソシアニドの主要代謝物であ  

り，メチルイソシアニドは生殖毒性を有することが明ら  

かとなっているが，トリメチルアミンにはその作用は認  

められなかった．   

以上の結果から，本試験条件下ではトリメチルアミン  

の一般毒性的変化に関する無作用量は40mg／kg／day，  

また，生殖発生毒性的な変化は認められなかった事から  

無作用量は雌雄ともに200mg／kg／day，産児に対する無  

作用量も200mg／kg／dayであると推察される．  
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Table3 Foodconsumptionofmaleratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Daysofadministration  

1  

7  

13  

29  

35  

41  

Z7．3土2．1（13）  

26．9±1．7（13）  

26．4土2．0（13）  

29．0土3．3（13）  

29．7±4．1（13）  

29．7±3．4（13）  

27．7±3．3（13）  

26．9±3．0（13）  

25．9±3．1（13）  

29．1±3．0（13）  

28．4±3．1（13）  

28．7±3．4（13）  

26．5±イ．6（13）  

飢．9土3．1（13）  

23．3±3．4●（13）  

Z8．3±3．3（12）  

26．7±1．4（12）  

飢，0±8．0■（12）  

27．イ土2．7（13）  

27．1±2．7（13）  

26．9±3．8（13）  

30．2土2．3（13）  

29．0±3．Z（13）  

29，6±1．8（13）  

Ⅴaluesrepresentmean±S．D．ingrams，andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
＊二SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  

Table4 Foodconsumptionoffemaleratstreatedoral1ywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Daysofadministration  

1  

7  

13  

29  

35  

41  

Daysofpregnancy  

O  

7  

14  

20  

Daysoflactation  

O  

3  

出
田
旧
Ⅲ
ぃ
ぃ
 
 

17．4±4．3（13）  17．2±3．5（13）  

19．7±3．6（13）  19．7±2．2（13）  

18．7±3．9（13）  17．8±3．7（13）   

23．8 （1）   

7g．9 （1）   

76．8 （1）  

3
 
3
 
3
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 

16．1±2．6  

19．4士2．5  

17．7±3．8   

Zl．3   

20．3   

21．2   

20．5±3，8（12）  

26．6±4，4（12）  

21．1±2．5（12）  

26．4±1g．7（12）  

20．2士9．1（12）  

42．7士9，5（12）  

20．0±づ．ユ（11）  

25．5±2．9（11）  

飢．0±12．7（11）  

19．6±イ．9（11）  

15．5±6．4（11）  

38．9±9．2（1り  

20．9±1．7（12）  

25．5±3．0（12）  

20．0±2．0（12）  

20．8士6．4（12）  

19．7士3．7（11）  

イ1．9土2，9（11）  

19．7±2．2（13）  

27．6土3．9（13）  

20．8土2．6（13）  

21，4士イ．7（13）  

21．1士4．5（13）  

42．6±8．0（13）  

Valuesrepresentmean土S．D．ingrams．andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
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1もble5 Hematological・eXaminationsofmaleratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／毎）  0  8  イ0  200  

Redbloodceus  

Count（×10ソmm3）  

Hemo宮lobin（g／dL）  

Hematocrit（％）  

MCV（〃m3）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

Whitebloodce11s  

Count（×100／mmり  

Bandneutrophil（％）  

807±45（13）  810±40（13）  

15」2±0．6（13）  15．3土0．4（13）  

4イ．7±1．6（13）  4イ．4±1．6（13）  

55．6±2．7（13）  54．9±1．9（13）  

18．8±1．1（13）  18．9±0．7（13）  

803士34（13）  790±26 （11）  

15．3±0．8（13）  15．1±0．7（11）  

44．2士2．3（13）  イ2．9±2．3（11）  

55，0±2．0（13）  別．4土2＿1（11）  

19．1士0．7（13）  19．1±0．6（11）  
33．9±0．5（13）  封．5±0．6（13）  3孔6±0．7＊（13）  35．1±0．7綿（11）  

）
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）
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－
ヽ
 
 

65士16（13）  

0±0（13）  

12士5（13）  

1±1（13）  

0±0（13）  

4±3（13）  

83±6（13）  
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＼
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ヽ
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±
 
±
 
士
 
 

朗
 
O
 
1
9
 
1
 
0
 
5
 
花
 
 

Segmentedneutrophil（％）  13士7  

Eosinophil（％）  

Basophil（％）  

Monocyte（％）  

Lymphocyte（％）  

Platdet  

Count（×10ソmmり  

PT（sec）  

Am（sec）  

R鱒icul∝舛e（％）  

1±1  

0±0  

3士2  

83±7  

94．8±8．7（13）  91．4±4．7（13）  

16．4±2．0（13）  16．3±2．7（13）  

21．7±1．3（13）  21．2±1．0（13）  

2．6±1，1（13）  N．E．  

●  3
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1
 
 
1
 
 
1
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5
 
5
 
0
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N．E．：Notexahlined  
ValuesrepresentmeaLl±S．D．，andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
＊：Significantdi鮎rencefromOmg／kg，P＜0．05  
■＊：SignificantdifkrencefromOmg／kg，P＜0．01  

1ねble6 Hematologicalexaminationsoffemaleratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Redbl∝dce山s 

RBC（×10ソmm3）  

fIemoglobin（g／dL）  

Hematocrit（％）  

MCVレml）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

Whitebloodcells  

Count（×100／mm3）  

Bandneutrophil（％）  

Segmentedneutrophil（％）  

Eosinophil（％）  

Basophil（％）  

Monocyte（％）  

Lymphocyte（％）  

Platelet  

Count（×10ソmmり  

Fr（sec）  

Am（紀C）  

Reticuloc舛e（％）  

697土40（13）  

13．7土0．7（13）  

40．8±2．3（13）  

58．6±2．2（13）  

19．6士0．9（13）  

33．5士0．8（13）  
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698±46（13）  

13．8士0．7（13）  

41．0±2．8（13）  

58．7土1．8（13）  

19．8土0．7（13）  

33．7±0．7（13）  

675±別  

13．6土0．6  

40．1±2．3  

59．6士3．0  

20．2±1．1  

33．8±0．7  

71±20   

0士0   

20±8   

0±1   

0±0   

5士2   

74±8  
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701±4イ  

13．9±0．5  

41．4±2，1  

59．2±1．6  

19．8±0．6  

33．5±0．5  

65士15   

0士0   

22士7   

0士0   

0±0   

5士3   

74±9  
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70士23  

0土0  

14±7  

0±0  

0±0  

4±2  

82±8  

66士20  

0士0  

19士7  

0±1  

0±0  

6±5  

74±10  

101．6土6．9（13）  111．8±12．7（13）  鮨．4士9．7（13）  106．5士13．0（12）  

1乙2土0．7（13）  12，Z±0．7（13）  12．3土0．7（13）  12．6±0．5（12）  

17．6±1．2（13）  17．2±1．8（13）  16．7士1．6（13）  17．7±1．0（12）   

6．8±3．1（13）  N点．  N．E．  6．3±2，7（12）  

N．E．：Notexamined  

V誠uesrepresentmean土S．D．，and占arenthesesindicatenumberofarLimalsevaluated  
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Table7 BloodchemicalexaminationsofmaleratstreatedorallywithtrimethylamidCincombinedrepeatdoseand  
reproductive／dev可opmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

5．4±0，2（13）  5．3±0．3（13）  5．3±0．2（13）  5．1±0．3■書（11）  

3．0±0．2（13）  2．g士0．2（13）  2．9±0．1（13）  2．8士0．2★■（11）  

1．お±0．12（13）  1．21±0．13（13）  1．21±0．12（13）  ユ．別±0．14（11）  

Totalprotein（g／dL）  

Albumin（g／dL）  

A／G  

BUN（mg／dL）  

Creatinine（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

16土3 （13）  17±2  

0．5±0．1（13）  0．6±0．1  

129±10（13）  129±10  

3
 
3
 
3
 
3
 
 

1
 
 
1
 
 
1
 
 
’
－
▲
 
 

17±1（13）  19±3●■（11）  

0．5±0．1（13）  0，6±0．1■（11）  

127±11（13）  122±8 （11）  

39±7 （ユ3）  42±9 （11）  Totalcholesterol（mg／dL）   37±8 （13）  4Jt±8  

Triglyceride（mg／dL）  

ALP（U／L）  

GPT（U／L）  

GOT（U／L）  

γ一GTP（U／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）  

Ca（mg／dL）  

Na（mEq／L）  

K（mEq／L）  

Cl（mEq／L）  

47±20（13）  42±11（13）  

231±49（13）  224±47（13）  

32±5 （13）  29±5 （13）  

65±8 （13）  朗±14（13）   

0±0 （13）  0±0 （13）  

3
 
3
 
3
 
1
 
 
1
 
 
1
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46±17  

217±35  

31：±4  

37±8  

218±65  

31±4  

67±10（13）  71±11  

0±0 （13）  0±0  

0．08±0．02（13）   

5．9±0．6（13）   

8．3士0．2（13）  

145．2±1．2（13）  

3，79±0．25（13）  

107．6±1．7（13）  

0．08±0．02（13）  0．08±0．02（Ⅰ3）  0．08±0，m   

5．8±0．5（13）  5，9±0．4（13）  6．0±0．6   

8，3士0．3（13）  8．4士0．2（13）  8．3±0．1  

144．9±1．2（13）  145．4±1．0（13）  145．4±0．8  

3．83±0．加（13）  3．82±0．19（13）  3，8イ±0．15  

107．6±1．8（13）  108．5±1．3（13）  108．1±1，3  

Valuesrepresentmean±S．D．，andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
★’：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  

Table8 Bloodchemicalexaminationsoffemaleratstreatedora11ywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Totalprotein（g／dL）  

Albumin（g／dL）  

A／G  

BUN（mg／dL）  

Creatinine（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

Totalcholesterol（mg／dL）  

Triglyceride（mg／dL）  

ALP（U／L）  

GPT（U／L）  

GOT（U／L）  

TGTP（U／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）  

Ca（mg／dL）  

Na（mEq／L）  

K（mEq／L）  

Cl（mEq／L）   

5．9士0，4（13）   

3．4土0．3（13）  

1．36±0．12（13）   

15±3 （13）   

0．6士0．1（13）  

122±1イ（13）   

52士7 （13）   

飢士7 （13）   

男±27（13）   

35士7 （13）   

刊±10（13）   

0士0 （13）  

0．12±0．02（13）   

6，1±0．7（13）   

9．0±0．2（13）  

143．8士1．4（13）  

3．71士0．刀（13）  

108，1士1．2（13）   

5．8±0．3（13）   

3．3士0．2（13）  

1．32±0．14（13）   

18±1（13）   

0．6±0．1（13）  

119±11（13）   

47±7 （13）   

41士10（13）  

111士29（13）   

36±7 （13）   

73±9 （13）   

1±1（13）  

0．11土0．03（13）   

6．4±0．5（13）   

9．1±0．2（13）  

143．5士0．8（13）   

5．8±0．3（13）   

3．2±0．2（13）  

1．24±0．10（13）   

18±3＊（13）   

0．6土0．1（13）  

112±9 （13）   

49±7 （13）   

36±5 （13）  

105±34（13）   

38±8 （13）   

73±7 （13）   

1±1（13）  

0．10±0．OZ（13）   

6．2士0．4（13）   

9．1±0．3（13）  

143．2±1．3’（13）   

5．6±0．2（12）   

3．2±0．2（12）  

1．36士0．16（12）   

19±3＊（12）   

0．6±0．1（12）  

116±12（12）   

48±8 （12）   

37±11（12）  

101±18（12）   

35±7 （121   

68±8 （12）   

0±0 （12）  

0．12土0．02（12）   

6．3土0．7（12）   

9．1±0．3（12）  

144．4士1．6（12）  

3．66±0．18（13）  3．73±0．22（13）  3．65±0．20（12）  

108．6±1．5（13）  108．1±1．6（13）  108．4±1．7（12）  

ValuesTepTeSentmeanj：S．D．，a11dpaTetlthesesjndicatenumberofaTlima］sevaluafed  
事：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
’’：SignificantdifferencefromOmg／kg，〆0，01  
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Table9 Absoluteandrelativeorganweightsofratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Sex Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Finalbodyweight（g）  486．3土30．7（13）  

Brain（g）  2．06士0．13一一（13）  

0．42±0．朗b－（13）  

Heart（g）  1．42±0．16（13）  

0．29±0．以（13）  

Th叩TluS（mg）  別8．5±93．4（13）  

72．0±20．1（13）  

Liver（g）  12．29±1．42（13）  

2．53±0．22（13）  

Kidneys（g）  3．12±0．23（13）  

0．64±0．05（13）  

Spleen（g）  0．90±O．08（13）  

0．19±0．02（13）  

Adrenalglands（mg）  57．0±8．7（13）  

11．7士1．声（13）   

Testes（g）  3．39±0．22（13）  

0．70土0．05（13）  

Epididymides（g）  1．25士0．05（13）  

0．26士0．02（13）  

490．5±32．7（13）  

2．朗±0．07（13）  

0．42±0．03（13）  

1．42士0．09（13）  

0．29±0．01（13）  

355．9±121．1（13）  

72．0士21．1（13）  

12．45±1．25（13）  

2．別±0．21（13）  

3．05±0．20（13）  

0．63±0．05（13）  

0．＆3±0．10（13）  

0．17±0．03（13）  

58．8±10．8（13）  

12．0±2．0（13）  

3．36±0．16（13）  

0．69±0．05（13）  

1．28士0．12（13）  

0．26±0．03（13）  

490．1士31．4（13）  

2．07土0．07（13）  

0．42±0．03（13）  

1．44±0．13（13）  

0．29±0．02（13）  

366．2±106．4（13）  

7れ1±19．0（13）  

12，07±1．別（13）  

2．46±0．15（13）  

3．∞±0．お（13）  

0．田±0．別（13）  

0．92±0．17（13）  

0．19士0，03（13）  

59．5±8．0（13）  

12．1士1，3 （13）  

3．37士0．32（13）  

0．69士0．08（13）  

1．21±0．25（13）  

0．25士0．05（13）  

466．7±15．4（11）  

2．鵬±0，08（11）  

0．44±0．02（11）  

1．別士0．07（11）  

0．29±0．02（11）  

317．8±56．7（11）  

68．1±12．3（11）  

11．59±0．68（11）  

2．48±0．11（11）  

2．95±0．刀（11）  

0．63±0．別（11）  

0．幻±0．10（11）  

0．18土0．02（11）  

59．0±10．6（11）  

12．6±2．2（11）  

3．封土0．23（11）  

0．72±0，別（11）  

1．24±0．08（11）  

0．27三0．02（11）  

Male  

Finalbodyweight（g）  292．5±19＾（11）  

Brain（g）  1．92±0．鵬（11）  

0．66±0．05（11）  

He鋸竃（g）  0．95士0．09（11）  

032士0．02（11）  

Thymus（mg）  210．2士108．9（11）  

70．5士お．1（11）  

296．7±20．3（13）  

1．91±0．06（13）  

0．65士0．研（13）  

0．97±0．10 く13）  

0．33±0．01（13）  

別5．1±66，9（13）  

82．5±21．3（13）  

9．62士1．01（13）  

3．別±0．別（13）  

1．別±0．16（13）  

0．65士0，朋（13）  

0．68士0．09（13）  

0．23土0．03（13）  

77．8±15．7（13）  

26．2±4．6（13）  

302，3士20．6（12j  

l．93±0．08（12）  

0．飢士0．05（12）  

0．99士0，10（12）  

0ぷ±0．02（12）  

232．0±103．4（12）  

75．8±31．0（12）  

9．43士0．70（12）  

3．13士0．23（12）  

1．90士0．18（12）  

0．63士0．拡（12）  

0．詔土0．11（12）  

0．別土0．04（12）  

74．6±5．3（12）  

別．8±2．6（12）  

295．2±11．7（11）  

1．89士0．10（11）  

0．朗土0．03（11）  

0．95土0．08（11）  

0．32◆土0力2（11）  

198・6土弘・4（11）  

67、1士18．1（11）  

9．閏士0．68（11）  

3，30土0．訪（11）  

1．92±0．10（11）  

0．65±0．一刀（11）  

0．67±0．10（11）  

0．お±0．03（11）  

73．9士7．7（11）  

25．1±2．9J（11）  

FemaleLiver（g）  9．40±0．87（11）  

3．22土0．別（11）  

Kidneys（g）、  1．91士0．16（11）  

0．66土0．05（11）  

Spleen（g）  0．67±0．11（11）  

0．23±0朋（11）  

Adrenalglands（mg）   80．4±12．0（11）  

27．6±4．4（11）  

Ⅴaluesrepresentmean土S．D．，andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
a）Absoluteweight  
b）Relativeweight（gormgperlOOgbodyweight）  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

TablelO HistopathologlCalfindingsofratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Organ  Sex二  

Findings，gradeandnumberofanimals Dose（mg／kg）：  

D
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O
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O
 
O
 
O
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O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
r
‘
L
 
 

1
3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
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．
し
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0
0
0
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0
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0
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0
0
0
0
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1
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0
 
2
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0
 
1
 
1
 
1
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【
し
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1
3
 
0
 
9
 
4
 
＊
 
3
 
 

＃
 
 

〕
＃
l
J
 
㍑
4
2
5
・
2
2
0
1
2
2
3
Ⅶ
2
1
0
3
0
1
5
1
Ⅶ
3
2
3
用
1
2
3
柑
1
1
2
0
1
0
1
0
0
0
0
1
1
0
1
1
日
0
0
1
1
0
0
0
0
0
0
 
 

1
 1
 
 

、
■
J
I
J
 
1
3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
わ
 
 

ほ
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
8
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
叫
 
 

1
3
2
0
0
2
1
0
0
1
0
1
0
1
0
0
0
0
0
1
0
0
1
2
0
0
2
1
0
0
1
0
0
0
1
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
持
0
0
0
0
0
0
1
1
0
0
 
 

Stomach   

Squamoushyperplasia，  

forestomach  
±
：
響
こ
響
こ
血
±
こ
讐
＋
こ
ぬ
±
ニ
誓
＋
エ
±
＋
t
㌘
l
 
こ
血
｛
血
こ
十
血
こ
t
仇
a
．
㌫
士
t
O
b
．
＋
㌣
血
＋
血
 
 

Erosion，muCOSa，forestomach  

＃
 
 

＃
 
甜
0
2
0
2
0
0
1
1
1
5
4
1
け
 
3
5
3
 
 

UIcer．mucosa，forestomach  

flemorrhage，muCOSa，  

forestomach  

Edema，Submucosa．forestomach  

Ce11ularinfiltration，inflammatorycell，  

mucosa，forestomach  

＃
 
 

＃
 
＿
 
ド
 
 
 

Granulation，SUbmucosa，  

forestomach 

＃
 
 

6
 
 
 

Granulation，  

SerOSa，forestomach   

Erosion，muCOSa，  

glandularstomach   

Edema．submucosa，   

glandular stomach 

CelJularinfiltration，inflammatorycell，   

mucosa，glandularstomach   

UIcer．mucosa．   

glandularstomach   

Hemorrhage，muCOSa，   

gland山arstomach  

Intestine   

Congestion，epithelium．   

mucosa，duodenum＆jejunum   

G招ndation，SerOSa，CeCum  

Edema，Submucosa．cecum  

Edema，Submucosa，reCtum  

Cdlularinfiltration，neutrOPhil，   

Submucosa，CeCum  

⊂
J
 
l
 
1
 
0
 
 

「
■
し
 
 

＝：Numberofanimalsexamined  
Gradeofhistopathological蝕dings：土：YerySlight，十：slight，＋＋：mderate，＋十＋：severe  

．：Signi伝cantdifferencefromOmg／kg，〆刀．05（byTwoJtailedMann－WhitneyUtest）  
＋＋：SignificantdihrencefromOmg／kg，P＜0．01（byTw℃－tailedMann－WhitneyUtest）  
＃：SignificantdiLferencefromOmg／kg，P＜0．05（byOne－tailedFisherexacttest）  
＃＃：Sjgrlj幻ca血蛍f転化nCebmOmg／也タ＜α01（byOJle－tajledFisberexacttest）   
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TablelO（continued）  

Organ  Sex：  

Findings，gradearLdnumberofanimals Dose（mg／kg）：  0  8  40   200  

5
1
0
1
2
1
3
5
2
2
2
2
0
0
0
0
0
イ
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1
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0
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0
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0
0
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5
0
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5
3
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1
1
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0
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凹
0
0
2
3
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5
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5
1
1
0
0
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0
0
0
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■
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Liver   

Necrosis，bcal  
【5］ ［oj  【0】 【5】  
0
0
0
4
1
5
5
1
1
0
0
0
0
0
1
1
持
0
0
2
2
1
5
0
5
0
5
持
0
0
0
b
O
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
一
 
 

0  

1  

1  

3  

0  

3  

【0］ ［0】 ［5］  

0  

0  

a  
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a  

a
 

t
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O
a
±
十
O
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±
d
t
a
土
O
t
a
±
＋
ぬ
．
±
ぬ
 
｛
O
t
±
＋
付
O
t
a
±
・
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O
t
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±
＋
O
t
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士
d
a
士
血
士
O
t
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土
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O
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O
t
a
＋
O
t
a
＋
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－
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t
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－
 
 
 
t
 
 
 
 
－
 
 
1
 
 
 
 
－
 
 
 
 
 
 
－
 
 
 
 
 
 
－
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
－
 
 
－
 
 
t
 
t
 
t
 
t
 
t
 
 

Fattychange，periportal  

Kidneys   

Basophilictubule，COrteX  

Mineralization，medu11a  

Cellularinfiltration，   

lymphocyteinterstitium  

Degeneration，VaCuOlar，   

proximal tubule 

Spleem   

Atrophy  

Hematopoiesis，eXtramedul1ary  

0
0
1
1
2
0
0
引
1
1
0
イ
0
1
0
1
1
5
β
1
0
1
β
0
0
0
0
1
1
持
0
1
1
 
 

Deposit，plgment．brown  

Heart   

Myo亡ardial   

degemerationノ用brosis  

Lung   

Accumulation，foamcell，  

focal   

Hemorrhage，Eocal  

Mineralization，a止ery  

Thyroidgland   

EctopicthymuS  

j
 

0
0
0
0
0
O
 
 

Testes   

Atrophy，Seminiferoustubule  

Multinucleatedgiantcell，  

seminiferoustubule  

Degeneration，SPermatOCyteand  

roundspermatid，  

seminiferous tubule 

Degeneration，elongatedspermatid，  ＋  

seminiferous tubule total  

0
 
0
 
 

0
 
0
 
 

【］：Numberofanimalsexamined  
Gradeofhi＄tOpathologicalfindings；±：veryslight，＋：slight，＋＋：moderate，＋＋＋：severe  
●：Sign抗cantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05（byTwo－tailedMarLrl－WhitneyUte＄t）  
■■：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01（byTwo－tailedMann－WhitneyUtest）  
＃：SignificantdifferencefromOmg／kg，Pa．05（byOne－tai1edFisherexacttest）  
＃＃：Signifkantdi鮎rencefromOmg／kg，P＜0．01（byOne－tailedFisherexacttest）  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

TablelO（continued）  

Organ  

Findings，gradeandnumberofanimals  

1
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Epididymides   

Celldebris，inlumen   
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Degeneratedsperm，inlumen  

Decrease，Sperm，inlumen  

SpermaticgranuLoma，  

unilateral   

Cellularirlf此raとion，   

lymphocyte interstitium 

Prostate   

Atrophy  

Cellularinfiltration．   

1ymphocyte，irlterStitium   

a  

a  

＋
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t
 

｛
O
t
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Cellularinfiltration，   

1ymphocyteandneutrophil，   

epithelium  

SeminalvesicLe   

Atrophy  

Uterus   

Dilatation，lumen   

5
 
0
 
1
 
－
1
 
 

【0］  5
 
1
 
0
 
1
 
0
 
0
 
「
〇
 
l
 
1
 
2
 
1
 
1
 
 

1
 
 

Celhlarinfjltration，neUtrOphil．   

luminal epithelium 

Vagina   

Mucification，epithelium  

Comification，ePithelium  

‖：Numberofanimalsexamined  
Gradeofhistopathologicalfindings；±：veryslight，＋：slight，＋＋：moderate，＋＋＋：severe  

●：Signi缶cantdifferencefromOmg／kg．p＜0．05（byTwo－tailedMann－WhitneyUtest）  
■●：SigLljticantdi鮎rencefromOmg／kg．p＜0．Ol（byTwo－tailedMann－WhitneyUtest）  
＃：SignificantdifEerencefromOrng／kg，Pq．05（byOne－tailedFisherexacttest）  
＃＃：SigTlificantdifFerencefromOmg／kg，P＜0．01（byOne－tailedFisherexacttest）  
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恥blellReproductiveperformanceofratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  

Meanlengthofestrouscycle   

Numberofmatedpairs   

Numberofcopulatedpairs   

CopulationindexJ 

Numberofpregnantanimals   

Fertilityindexb▲   

ntilcop血tion   

Vaginalestrus  

4．1±0．3   

13   

12  

9乙3   

11   

91．7  

4．3±3．9  

1．1±0．3  

0
 
 

0
 
 

1
 
 

0
 
 

±
 
3
 
1
3
 
0
0
 
1
3
 
0
0
 
±
 
 

1
 
 
 
1
 
）
 
 

1
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■
 
 
 
3
 
 
 
1
 
±
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1
2
9
2
．
1
2
朋
±
 
 
■
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
一
8
 
▲
■
」
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
つ
】
 
 

q
 
 

つ
ぃ
 
 

1．0±0．0  

a）Copulationindex＝（Numberofcopulatedpairs／Nu血berofmatedpairs）×1帆％  
b）Fertilityindexご（Numberofpregnantanimals／Numberofcoplulatedpairs）×100，％  

Table12 Summaryofdevelopmentofpupsfromdamstreatedoral1ywithtrimethylamineincombinedrepeatdose  
andreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kd  o  8  40  200  

Numberofpregnant缶males  

Numberofpregnantfemales  

withpupsalive  

Gestationindex－  

GestationJengthindays  

Numberofcorporalutea  

Numberofimplantationsites  

Implantation indexb 

DayOoflactation  

Numberofpupsborn・  

Ddiveryindex亡  

Numberofpupsalive  

Bi止血indexd  

Livebirthindexr  

Pupsweightingrams  

Male  

Female  

SexratioondayOI 

Day40flactaiton  

NuTrぬerofpupsalive  

Viabilityindex‘  

Pupsweightingrams  

Male  

Female  

Sexratioonday4h  

11  

11  

100  

22．イ±0．5  

19．0±4．1  

1イ．8±3．2  

82．2士23，4  

14．0±3．0  

94．8±4．8  

14．0士3．0  

94．8±4．8  

1（カ．0±0．0  

13  

13  

100  

22．3±0．5  

18．1±2．1  

15．8士2．7  

86．8±9．1  

14．7±2．5  

93．5±6．7  

1イ．7±2．5  

93．5±6．7  

100．0±0．0  

12  

12  

100  

Z2．8±0．9  

18．3±2．3  

14．6±4．1  

81．4±23．7  

13，3士3．9  

92．3±9．5  

12．8士イ．4  

89．1±18．1  

95．8±14．4  

2
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91．7  

22．5±0．5  

17．9士2．7  

15．0±2．3  

鋸，2土7．8  

12．3士4．b  

82．2士26．5  

13．2士2．5  

88．0士7．0  

98．2士4．3  

7．2士0．8  

6．9±0．8  

194±277  
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Valuesrepresentmean土S．D．，andparenthesesindicatenurrねeroflittersevaluated  

a）Gestationindex＝（numberoffemaleswithalivepups／numberbfpregnantfemales）×100，％  
b）lmplantationindex＝（numberofimplantationsites／numberofcorporalutea）×100，％  
c）Deliveryindex＝（numberofpupsbom／numberofimpIantationsites）×100，％  
d）Birthindex＝（numberoflivepupsondayO／numberofimplantationsites）×100，％  
e）Livebirthimdex＝＝（numberoflivepupsondayO／tlumberofpupsborn）×1（札％  
f）SexratioondayO＝（numberofmalelivepupsondayO／numberoffemalelivepupsondayO）×100，％  
g）Vial）ilityindex＝（numberoflivepupsonday4／numberofJivepupsondayO）×100，％  
h）Sexratioonday4＝（numberofmalelivepupsonday4／numberoffemalelivepupsonday4）×100，％  
i）Thedataofalitterwhichhasnotanyfemalelivepupswasexcluded．  
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テトラメチルアンモニウムヒドロキシドの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutation′托stofTbtramethylammoniumhydroxideonBacteria  

無水塩，0．192％リン酸－アンモニウム，0．066％水酸化  

ナトリウム［いずれも最終濃度］）に2％のグルコース（和  

光純薬工業㈱）と1．5％の寒天（OXOID：No．1）を加え，  

径90mmのシャーレに1枚当たり30mLを分注したもの  

である．  

2）トップアガー（軟寒天）   

塩化ナトリウム0．5％を含む0．6％Bacto－agar（Difco）  

水溶液10容量に対し，ネズミチフス菌を用いる試験の  

場合，0．5mmol／Lしヒスチジン（関東化学㈱）－0．5  

mmol／LD－ビオチン（関東化学㈱）水溶液を1容量加え，  

大腸菌を用いる試験の場合，0．5mmol／LL－ト1）プトフ  

アン（関東化学（柵）水溶液を同じく1容量加え用いた．   

3．前培養条件   

内容量200mLのバッブル付三角フラスコに2．5％ニュ  

ート1）エントプロス（Oxoid Nutrient Broth No．2：  

0Ⅹ0ID）溶液を25mL分注し，これに融解した菌懸濁液  

を50〝L接種した．ウオ・一夕ーバスシェーカー（MM－1q：  

タイテック㈱）を用い，370Cで8時間振塗（往復振盗：  

100回／分）培養し，菌濃度を確認した後試験に使用し  

た．  

4．S9mix   

製造後6カ月以内のキッコーマン㈱製S9mixを試験に  

使用した．S9mix中のS9は誘導剤としてフェノバルビ  

タールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与したSprague－  

Dawley系雄ラットの肝臓から調製されたものである，  

S9mixの組成を以下に示す．  

成  分  S9mixlmL中の量  

要約  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドについて，細  

菌を用いる復帰変異試験を実施した．   

検定菌として，Sa力刀OJleノね亡ypム血urfu〝】（TAlOO，  

TA98，TA1535，TA1537）およびEscheL－ichiacoli（WP2  

u〝A）の5菌株を用．いた．試験は2回線り返して実施し，  

S9mix無添加群の各試験菌株およびS9miⅩ添加群の  

WP2uvrAを除いた試験菌株について39．1、1250  

FEg／plate，S9mix添加群のWP2uvtAについて156－5000  

FLg／plateのそれぞれ6用量で実施した．   

その結果，S9mix無添加群および添加群のいずれに  

おいても，溶媒対照に比べ復帰突然変異コロニー数の明  

確な増加は認められなかった．   

以上の結果より，本試験条件下ではテトラメチルアン  

モニウムヒドロキシドは，変異原性を有しない（陰性）と  

結論した．  

方法   

1．試験菌様   

相菌を用いる復帰変異試験に広く使用されていること  

から，試験菌株としてヒスチジン要求性のづ∂血JOJ】eJね  

t5PhlmurIumTAlOO，TA98，TA1535およびTA15371I  

ならびにトリプトファン要求性のE岳cわedc上血coJJWP2  

u棋力2】の5種類の菌株を選択した．   

ネズミチフス菌は昭和58年9月9日にカリフォルニア  

大学のB．N．Ames教授から，また．大腸菌については  

昭和58年3月16日に国立衛生試験所（現：国立医薬品食  

品衛生研究所）から分与を受けた．平成11年3月31日な  

らびに平成11年6月29日に菌株の特性検査を実施し，  

本試験に用いた菌株が規定の特性を保持していることを  

確認した．   

各菌株の菌懸濁液はジメチルスルホキシド（DMSO：  

MERCKKGaA）を添加した後，凍結保存用チューブに  

0．2mLずつ分注した．これを液体窒素を用いて凍結し，  

超低温フリーザーに－800Cで保存した．  

2．培地の調製  

1）最少グルコース寒天平板培地（プレート）   

オリエンタル酵母工業㈱製のテスメディアAN培地を  

購入し，試験に用いた．本プレートは，VogeトBonner  

の最少培地Eを含む水溶液（0．02％硫酸マグネシウム・7  

水塩，0．2％クエン酸・1水塩，1％リン酸ニカリウム・  

S9  

MgC12  
KCI  

G－6－P  

NADPH  

NADH  

0．1mL  

8〝mO1  

33／JmO1  

5／ノmO1  

4／JmO1  

4／▲mOl  

Na－リン酸緩衝液（pH7．4）   100〝mOl  

精製水  残 量  

5．被験物質   

テトラメチルアンモニウムヒドロキシド（ロット番号：  

81021A）は純度20．0％の水溶液であり，水溶液中で安定  

である．昭和電工㈱（東京）から提供された被験物質を使  

用した．被験物質は，使用時まで室温で保管した．試験  
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テ・トラメチルアンモニウムヒドロキシド  

終了後，被験物質提供元において残余被験物質を分析し  

た結果， 

6二 被験物質液の調製   

試験の都度，被験物質を日本薬局方注射用水（㈱大塚  

製薬工場）を用いて希釈して調製原液とした．調製原液  

を使用溶媒を用いて順次所定濃度に希釈した後，速やか  

に処理を行った．ただし，原液中での披験物質濃度が  

20．0％であることを考慮して調製した．  

7．試験用量の設定  

19．5，78．1，313およぴ1250／噌／plateの用量を用いて  

予備的な試験を実施した．S9mix無添加群の各試験薗  

株ならびにS9mix添加群のWP2uvTAを除いた試験菌株  

では，1250／増／plateにおいて試験菌株に対する生育阻  

害作用が観察された．   

従って，本試験においてはS9mix無添加群の各試験  

菌挿ならびにS9mix添加群のTAlOO，TA1535，TA98  

ならびにTA1537で1250FLg／plate，S9miⅩ添加群のWP  

uvtAで5000FLg／plateを最高用量とし，それぞれ6用量  

（公比2）を設定した．   

8．陽性対照物質   

陽性対照物質として下記に示した物質を使用した こ  

れらの陽性対照物質は，DMSOを用いて溶解し，少量  

ずつ分注した後凍結保存（一200C）した．   

2－（2－フリルト3－（5ニトロー2－フリル）アクリルアミド  

（AF－2：和光純薬工業㈱）   

アジ化ナトリウム（Na叫：和光純薬工業㈱）   

9－アミノアタリジン塩酸塩（9TAA：Aldrich社）   

2▲・アミノアントラセン（2－AA：和光純薬工業㈱）   

9．試験方法   

Ame＄らの原法‖の改良法であるプレインキュベーシ  

ョン法に準じて，S9mix無添加群および添加群それぞ  

れについて試験を実施した．試験管に，使用溶媒，被験  

物質液あるいは陽性対照物質溶液を100／‘L次いでS9  

mix無添加轟の場合，0．1mol／Lナトリウム・リン酸緩  

衝液（pH7．4）を500jLL，S9hlix添加群の場合，S9miⅩ  

を500〝L添加した．さらに，試験菌液100ムLを加え，  

370Cで20分間振塗培養（プレインキュベーション）し  

た．培養終了後，あらかじめ450Cに保温したトップア  

ガーを2mL添加し，混合液をプレート上に重層した．  

370Cの条件で48時間各プレートを培善した後，被験物  

質の試験菌株に対する生育阻害作用を確認するため，実  

体顕微鏡（×60）を用いてプレート上の試験菌株の生育状  

態を戟察した．次いで，復帰突然変異により生じたコロ  

ニーを計数した．計測に際してはコロニーアナライザー  

（CA－11：システムサイエンス㈱），を用いた．各濃度につ  

き3枚のプレートを使用した．また，独立して試験を2  

回実施した．  

10．結果の解析   

復帰突然変異コロニー数が溶媒対照のほぼ2倍以上に  

増加し，かつ，再現性あるいは被験物質の用量に依存性  

が認められた場合に，陽性と判定した．   

なお，統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．  

結果および考察   

1回目の試験結果をTableト2に，2回目の試験結果を  

Table3、4に示した．S9mix無添加群ならびに添加群の  

すべての試験菌株の高用量群において，テトラメチルア  

ンモニウムヒドロキシド処理による生育阻害作用が観察  

された．しかしながら，復帰突然変異コロニー数につい  

ては，S9miⅩ無添加群，S9miⅩ添加群とも溶媒対照と  

同等の値であり，明確な増加傾向は認められなかった．  

一方，鱒性対照物質はそれぞれの試験菌株において，溶  

媒対照群の2倍以上の復帰突然変異コロニーを誘発し  

た．なお，コロニー計数時，析出等の特筆すべき変化は  

観察されなかった．以上の試験結果から，本試験条件下  

において，テトラメチルアンモニウムヒドロキシドの微  

生物に対する遺伝子突然変異に閲し．陰性と判定した．   

なお，本被験物質の額縁体であるtetramethylammo－  

nium bromide，tetramethylammonium chloride  
tetramethylammoniumiodide，tetramethylammonium  
fluoridetetrahydrate，tetramethylammoniumhexanuo－  

rophosphate，tetramethylammoniumhydroxidepen，  

tahydrateおよびtetramethylammoniumtetrafluoroboT  

rateの変異原性に関する報告はなかった．  
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復帰変異試験  

TablelResultsofthebacterialreversiontestoftetramethylammoniumhydroxide（1sttrial）  
【directmethod：－S9mix］  
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Tal）1e3 Resultsofthebacterialreversiontestoftetramethylammoniumhydroxide（2ndtrial）  
【directmethod：－S9mix］  
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テトラメチルアンモニウ皐ヒドロキシドの  

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   

hⅥtzvChromosomalAberration′托stofTbtramethylammoniumhydroxide  
onCulturedChineseHamsterCe11s  

カシステム㈱）を用い，CO2濃度5％，370Cの条件で維  

胞を培養した．  

4．S9mix   

製造後6カ月以内のキッコーマン㈱製S9mixを試験に  

使用した．S9mix中のS9は誘導剤としてフユノパルビ  

タールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与したSprague－  

Dawley系雄ラットの肝臓から調製された．また，S9  

mixの組成は松岡らの方法1）に従った，S9mixの組成を  

以下に示す．  

成  分  S9miⅩ1mL中の量  

要約  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドが培餐細胞に  

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（CHL／IU）を用いて染色体異常試験を実  

施した．   

細胞増殖抑糾試験結果をもとに，短時間処理法ならび  

に連続処理法とも10mM相当の濃度を含む228～910  

FLg／mLの3用量を設定した・短時間処理法では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，連続処理法では，S9mix非存在下における24時間  

連続処理後．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．   

その結果，短時間処理ならびに連続処理のいずれの処  

理群においても，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．本試験条件下ではテトラメチルアン  

モニウムヒドロキシドは，染色体異常を誘発しない（陰  

性）と結論した．  

0．3mL  

5〝mO1  

33／∠mO1   

5ん・mO1  

4／‘mOl  

S9  

MgCIz  
KCI  

G－6－P  

NADP  

HEPES緩衝液（pH7．2）  4fLmOl  

精製水  残 量  

5．被験物質   

テトラメチルアンモニウムヒドロキシド（ロット番  

号二81021A）は純度20．0％の水溶液であり，水溶液中で  

安定である．昭和電工㈱（東京）から提供された被験物質  

を使用した．披験物質は，使用時まで室温で保管した．  

試験終了後，披験物質提供元において残余被験物質を分  

析した結果，安定性に問題はなかった．  

6．被験物質液の調製   

試験の都度，被験物質を日本薬局方注射用水（㈱大塚  

製薬工場）を用いて希釈して調製原液とした．、調製原液  

を使用溶媒を用いて順次所定濃度に希釈した後，速やか  

に処理を行った．ただし，原液中での被験物質濃度が  

20．0％であることを考慮して調製した．  

7．細胞増殖抑制試験（予備試験）  

12ウエルの細胞培養用マルチプレートに細胞を播種  

し．培養3日後に披験物質液を処理した．短時間処理法  

ではS9mix非存在下（－S9miⅩ）あるいは存在下（＋S9  

mix）で6時間処理した後．新鮮な培養液に交換してさら  

に18時間培養を続けた．連続処理法の場合，24時間連  

続して処理を実施した．   

細胞を10vol％中性緩衝ホルマリン液（和光純薬工業  

㈱）で固定した後．0．1w／v％クリスタル・バイオレット  

（関東化学㈱）水溶液で10分間染色した．色素溶出液（30  

方法   

1．試験細胞樵   

哺乳類培蓉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，試験細胞株としてチャイニーズ・ハ  

ムスターの肺由来の線維芽細胞株（CHL／IU）を選択し  

た．昭和59年11月15日に国立衛生試験所（現：国立医薬  

品食品衛生研究所）から分与を受け，一部はジメチルス  

ルホキシド（DMSO：MERCKKGaA）を10vol％添加Lた  

後，液体窒素中に保存した．試験に際しては凍結細胞を  

融解し3～5日ごとに継代したものを使用した．なお，細  

胞増殖抑制試験では継代数8および15の細胞を，染色体  

異常試験では同13および23の細胞を用いた．   

2，培羞漆の調製   

Eagle－MEM液体培地（旭テクノグラス㈱）に，メンプ  

ランフィルター（0．45fLm：FeaturingComingandCostar  

Products）を用いて加圧濾過除菌した非働化（560C，30  

分）済み仔牛血清（GIBCOLifeTechnologies，Inc）を最終  

濃度で10vol％になるよう加えた後．試験に使用した．  

調製後の培養液を冷暗所（40c）に保存した．   

3．培善条件   

CO2インキエペ一夕ー（恥rmaおよび三洋電機メデイ  
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トラメチルアンモニウムヒドロキシド  

0  70・8118 197 328 546 918  
Dose（Pg／mL）  

Fig・1Dose－Survivalcurvesoftetramathylammonium  
hydroxide［short－termtreatment：6hr】  

0・70・8118 197 328 546 910  
Dose（Pg／mL）  

Fig・2Dose－Survivalcヮrveoftetramathylammonium  
hydroxide［contlnuOuStreatment：L24hrj  

VOl％エタノール・1vol％酢酸水溶液）を適量加え，5分  

間程度放置して色素を溶出した後，580nmでの吸光度  

を叩定した・各用量群について溶媒対照群での吸光度に  

対する此，すなわち細胞生存率を算出した．   

その結果・いずれの処理法においても明確な細胞増殖  

抑制ほ観察されなかった（ng．ト2）．   

なお，被験物質暴露終了時，短時間処理法では餌6  

FLg／mL以上において，連続処理法では910FLg／mLにお  

いて培養液のpHが僅かにアルカリ性を示していた．   

8一 読験用量および試験群の設定   

細胞増殖抑制試験結果をもとに，染色体異常試験では  

短時間処理法ならびに連続処理法のいずれにおいても  

910FLg／mL（10mM相当）を最高処理濃度とし，以下公比  

2で減じた計3用量ならびに溶媒対照群を設定した．   

なお，陽性対照として，短時間処理法の場合，－S9処  

理でマイトマイシンC（MMC：協和醗酵工業㈱）を0．1  

fLg／mL－＋S9処理でシクロホスファミド（CP：塩野義製  

薬㈱）を12・5〟g／mLの用量で，連続処理の場合マイトマ  

イシンCを0．05〝g／mLの用量で試験した．   

9．染色体標本の作製   

直径60mmのプレートを用い，細胞増殖抑制試験と  

同様に被験物質等の処理を行った．培善終了2時間前に，  

最終濃度で0・2FLg／mLとなるようコルセミド（GIBCO  

LifeTechnologies，Inc）を添加した．トリプシン処理で  

細胞を剥離させ・遠心分離により細胞を回収した．75  

mmol／L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‥酢酸摺）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，1・2vol％ギムザ染色一   

液で12分間染色した）   

10．染色体の観察   

各プレートあたり100胤すなわち用量当たり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  

としてギャップ（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（cse）およびそ  

の他（oth）の構造異常に分類した・同時に，倍数性細胞  

の些現率を記録した‥染色体の分析は日本環境変異原学  

会・哺乳動物試験分科会による分類法2日こ従．って実施し  

た．   

すべての標本をコード化した笹，マスキング法で観察  

した．  

11．結果の解析   

ギャップのみ保有する細胞を含めない場合（－gap）に  

ついて染色体構造異常の出現頻度を表示した．   

各試験群の構造異常を有する細胞あるいは倍数性細胞  

の出現頻度を，石館ら31の基準に従って判定した．染色  

体異常を有する細胞の出現頻度が5・％未満を陰性（－），5  

％以上10％未満を疑陽性（±），10％以上を陽性（十）とし  

た・最終的には再現性あるいは用量に依存性が認められ  
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た場合に陽性と判定した．   

なお，統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．  

結果および考察  

短時間処理法での試験結果をTablel～2に示した．テ  

トラメチルアンモニウムヒドロキシド処理群の場合，  

S9mix非存在下ならびにS9miⅩ存在下とも，いずれの  

用量においても染色体構造異常ならびに倍数性細胞の誘  

発傾向は観察されなかった．S9mix非存在下において  

は，試験用量に依存した細胞生存率のわずかな減少傾向  

が観察された．また，S9mix存在下においては，被験  

物質処理による強い細胞増殖抑制作用は観察されなかっ  

た．→方，S9miⅩ非存在下における陽性対照物質MMC  

で処理した細胞，およびS9mix存在下における陽性対  

照物質CPで処理した細胞ではいずれにおいても染色体  

構造異常の顕著な誘発が認められた．   

連続処理法での試験結果をTable3に示した．被験物  

質処理群の場合，染色体構造異常ならびに倍数性細胞の  

誘発傾向は観察されなかった．また，被験物質処理によ  

る強い細胞増殖抑制作用はいずれの用量においても認め  

られなかった．一方，陽性対照物質のMMCで処理した  

細胞では染色体構造異常の顕著な誘発が認められた．   

なお，本披験物質暴露終了時に短時間処理法ならびに  

連続処理法で高用量の911）〝g／mLにおいて培養液のpH  

が僅かにアルカリ性を示していたが，染色体異常試験結  

果ならびに森田らの報告4・5Jから試験系に影響をおよぼ  

したとは考えられなかった．   

以上の試験結果から，本試験条件下においてテトラメ  

チルアンモニウムヒドロキシド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に閲し，陰性と判  

定した．   

なお，卒披験物質の類縁体であるtetramethylammo－  

nium bromide，tetramethylammonium chloride，  

tetramethylammoniumiodide，tetramethylammonium  
fluoridetetrahydrate，tetramethylammoniumhexa幻uo－  

rophosphate，tetramethylammoniumhydroxidepen－  

tahydrateおよびtetramethylammoniumtetrafluorobo－  

rateの変異原性に関する報告はなかった．  
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テトラメチルアンモニウムヒドロキシド  

TablelChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtetramethylammoniumhydroxide  

【short－termtreatment：－S9miⅩ】  

N？er  Noells 

。。mP。。。 ′，ご慧、s  Final 
。d   

レg／mL）▼－‾∵‾ご‾‾ ‾‾二∴‾ ceus  aberrations  ．．，＾，t iudgement  
（hr） （％）  analysed gap Ctb cte csb cse oth －gap（％）  Cells（％）  

DtW・■  0  6  1∝）．0 2的 1 0 0 0 0 0  0（0．0ト 0（0．0ト   

Testsubstance  228  6  110・1 200  3 11 0’0 0   2（1．0）－ 1（0．5）－  

455  6  

910  6  

揖・6  2伽  0 1 1 0  0  0  2（1．0卜 0（0．0卜   

78・5  200  1 1 0 0  0  0   1（0．5ト 2（1．0）－  

MMCb  o・1   6   63・8  200 11 52122 0 0 0 132（66．0）＋ 1（0．5卜   ＋  

Abbreviations：ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak．  
Lgap：totalnumberofce11swithaberrationsexceptgap  
a）Negativecontrol  
b）Positivecontrol（mitomycinC）  

CSe：chromosomeexchange，Oth：others，  

Table2ChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtetramethylammoniumhydroxide  
［short－termtreatment：＋S9mix］  

Cell Number Numberofce11swith  No：6fcells No．of  

Compound 
（， 

（hr）  

0 
abe。nSj。nt  

survival・Of  structural aberrations 

（％）  cells（％）  analysed gap Ctb cte csb cse oth  
ーgap（％）  

D．W．▲■  0  6   100、0  200  

Testsubstance   228  6  97．2  2α）  

1 0  0  0  0  0  0（0．0）－ 2（1．0）一  

0  0  0  0  0  0  0（0．0）－ 1（0，5）一  

1 0  0  0  0  0  0（0．0）－ 2（1．0）－  455  6  

910  6  

106．イ   2（カ  

95・6  200  0 1 1 0  0  0   1（0．5）－ 1（0．5ト  

CP1  12・5   6   7イ．5  200 12 521イ0 0 0 1148（礼0）＋ 0（0．0ト  ＋  

Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，  
一gap：totalnumberofcellswithaberrationsexceptgap  
a）Negativecontrol  
b）PositivecontroJ（cyclophosphamide）  

CSb：chromosomebreak．ese：chromosomeexchange，Oth：others．  

Table3ChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtetramethylammonlqmhydroxide  
【continuoustreatment：24hr］  

Timeof Cell Number  Numberofceuswith  No. of cells 
No．of  Dose  

o▼m…A e、、爪，i、柏1  0f  structuralaberrations  with  Final  

judgement  
Compound  

レg／mL）eXPOSureSurVival  ce山s  

polyploid  
aberrations   

（hr）（％）analysed gap Ctb cte csb cse oth －gap（％）  Cells（％）  

D・W・1 0   2イ 100．0  2仰  2 0 0 0 0 0  0（0，0ト 1（0．5卜   

Testsubstance  228  21 97・7  200  0 1 1 0 ′0 0   2（1．0ト 1（0．5ト  

455  み1  

910  》l  

93．8  ZOO l l O O O O  l（0．5）一 2（1．0ト  

89，0  200  0  0  3  0  0  0  3（1．5ト 1（0．5）－  

MMCb 0．05  24  60．1 200 14 21 別 0  0  0  63（31．5）＋ 1（0．5）－  ＋  

Abbreviations；ctb：chromatidbreaklCte：chromatidexchange，CSb‥chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange，Oth：others，  
－gap：totalnumberofcellswith血errationsexceptgap  
a）Negativecontrol  
b）Positivecontrol（mitomycinC）  

－110－  

∵魁℃  

95   



「  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドのラットを用いる28日間反復経口投与毒性試験  

Twenty－eight－dayRepeatDoseOralTbxicityTbst  

Of′RtramethylammoniumhydroxideinRats  

管した．なお，被験物質の試験期間中の安定性は，残余  

被験物質を提供元で再分析することにより確認した．   

投与検体は，被験物質を局方注射用水（製造番号：  

9707SA，光製薬㈱）で希釈してテトラメチルアンモニウ  

ムヒドロキシド濃度として0．2w／v％溶液を調製し，こ  

れを注射用水により各濃度に段階希釈した．なお，初回  

に調製した各濃度の投与検体の含量測定を実施した結  

果，溶液中の被験物質の平均含量は，所定濃度の100、  

101％であった．また，本被験物質の溶媒中の安定性を  

確認するための分析法の確立が困難であったため，安定  

性試験は実施せず，投与検体は用時調製とした．  

2．動物および飼育方法   

試験には，生後4週で購入し，検疫を兼ねて86間予  

備飼育した雌雄のSprague－Dawley系ラット（Crj：CD  

（SD）IGS，日本チャールス■リバー㈱）各30匹を使用し  

た．   

群分けは，検疫期間中に異常がなかった動物を用い，  

投与開始前日の体重に基づいて体重別層化無作為抽出法  

により行った．動物数は，雌雄とも対照群および高用量  

群を各10匹とし，低および中用量群を各5匹とした．   

動物は，温度24±1℃，湿度50へ－65％，換気回数約  

15回／時，照明12時間（7～19時点灯）に設定した飼育室  

内で，金属製金網床ケージに1匹ずつ収容し，固型飼料  

（CE－2，日本クレア（柵）および水道水（秦野市水道局給  

水）を自由摂取させて飼育した．   

3．投与量の設定および投与方法   

本試験の投与量は，投与量設定のための予備試験と急  

性経口投与毒性予備試験の結果に基づき決定した．すな  

わち，20mg／kgを5日間反復投与することにより雄3例  

中1例で，腺胃粘膜の肥厚が観察されたが，5および10  

mg／kgを7日間反復投与しても何ら変化がみられなかっ  

た．一方，急性経口投与毒性予備試験として，25  

mg／kgを単回投与したところ，半眼および自発運動の  

減少等が散見され，雄3例中1例では投与翌日の体重が  

減少した．これらのことから20mg／kg投与群は，被験  

物質による毒性影響が認められ，かつ28日間の反復投  

与に耐えうる用量であると判断し，本試験の用量は，高  

用量を20mg／kgとし，以下公比2で除して10および5  

mg／kgを中用量および低用量とした．また，雌雄とも  

媒体である注射用水を投与する対照群を設けた．   
投与経路は強制経口投与とし，1日1回，28日間，ラ  

ット用胃管を用いて投与した．投与容量は10mL／kgと  

要約  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドの28日間反  

復経口投与毒性試験（回復14日間）を雌雄のSprague－  

Dawley系ラットを用いて実施した．投与量は雌雄とも  

0（対照群），5，10および20mg／kgとし，0および20  

mg／kg投与群は回復試験の動物を含む1群10匹，5およ  

び10mg／kg投与群は1群5匹を使用して試験を行った．   

その結果，いずれの投与群においても死亡例は認めら  

れなかった．一一般状態の変化として，投与第6日以降，  

10mg／kg以上の投与群で投与直後の流産が繰り返して  

観察された．この流湛は，投与後1時間以内に消失する  

一過性の症状であったが，投与第13日以降には，雄の  

10mg／kg以上の投与群および雌の20mg／kg投与群で投  

与後1時間以上継続して観察される例があった．10  

mg／kg投与群の雄および20mg／kg投与群の雌雄では，  

投与第1週の摂餌量が低値を示した．また，回復期間中  

に被験物質投与群の雄の摂餌量は高値を示し，回復第1  

週には有意な差が認められた．回復第2週の尿検査では，  

被験物質投与群の雄における電解質排泄量に増加がみら  

れたが，投与第4週の尿検査所見には被験物質投与に起  

因したと考えられる変化はなかった．血液学検査および  

血液生化学検査所見には，被験物質投与に起因したと考  

えられる変化は認められなかった．器官重量では，投与  

期間終了時の雄の心臓重量が用量に依存して減少した．  

すなわち，絶対重量は5mg／kg以上の投与群で，相対重  

量は10mg／kg以上の投与群で，いずれも有意な減少が  

認められた．一方，投与期間終了時の雌および回復期間  

終了時の雌雄の器官重量には，いずれも有意な差は認め  

られなかった．また，病理組織学所見には，被験物質投  

与に起因したと考えられる変化は観察されなかった．   

以上のことから，本試験条件下におけるテトラメチル  

アンモニウムヒドロキシドの無影響量は，雄では5  

mg／kg／day未満，雌では5mg／kg／dayであると判断さ  

れた．  

方法   

1．被験物質   

被験物質として，昭和電工㈱（福島）より提供されたテ  

トラメチルアンモニウムヒドロキシドの20．19％水溶液  

（ロット番号：81029）を用いた．提供された水溶液は無色  

透明の液体で，不純物として炭酸根3ppm，塩化物0．17  

ppmを含有していた．被験物質は，使用時まで室温で保  

－11卜  
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28日間反復投与寺性試験   

し，投与液量は雌雄とも最近時の体重をもとに個体別に  

算出した．なお，回復期間は14日間とした．  

4．観察および検査  

1）一般検査   

毎日（投与期間中は投与前および投与後）全例の一般状  

態を観察した．また，体重は，投与第1過の第1日の投  

与直前と5日，投与第2過以降回復期間終了週までは1  

週に2回の頻度で測定し，その他，投与期間終了日，回  

復期間終了日および剖検日にも測定した．摂餌量は，投  

与第1週では，投与第1日から2日にかけて1日あたりの  

摂餌量を測定し，以後回復期間終了週まで毎週1回の頻  

度で測定した．  

2）尿検査   

各群とも全例について，投与第4週および回復第2週  

に代謝ケージに収容して蓄尿し，約4および24時間の時  

点で採尿した．この4時間尿を用いて，pH，潜血，蛋白，  

糖，ケトン体，どリルビン，ウロビリノーゲンを試験紙  

法（クリニテック200＋，バイエル・三共㈱）により，ま  

た色調および濁度を視診により検査し，24時間尿を用  

いて，尿量（天秤で重量を計測し，比重で除す），比重  

（単位体積あたりの重量を測定）を測定したほか，全自動  

電解質分析装置（EAO5，㈱A＆T）により，ナトリウム，  

カリウムおよび塩素濃度（イオン電極法）を測定した．   

3）血液学検査   

投与期間ないし回復期間終了日から翌日の剖検日にか  

けて定期解剖例仝例を18から24時間絶食させ，ベント  

パルビタールナトリウム麻酔下で腹部後大静脈より  

EDTA2Kを’抗凝固剤として採血し，CoulterCounter  

ModelS－PLUSⅣ（コールターエレクトロニクス㈱）によ  

り赤血球数，白血球数，平均赤血球容積，血小板数（以  

上，電気抵抗法）および血色素量（吸光度法）を測定し，  

これらを基にヘマトクリット値，平均赤血球血色素量お  

よび平均赤血球血色素脱皮を算出した．血液の一部は塗  

抹標本とし，白血球分類（Wright－Giemsa染色）および網  

状赤血球比率（Brecher法）を求めた．また，クエン酸ナ  

トリウムを抗凝固剤として採取した血液をCA－1000（東  

亜医用電子㈱）によりプロトロンビン時間および活性部  

分トロンポプラスチン時間（光散乱検出法）を測定した．   

4）血液生化学横査   

血液学検査用の採血に引き続き，ヘパリンを抗凝固剤  

として採血し，血祭を分離して遠心方式生化学自動分析  

装置（COBAS－FARA，ロシュ・ダイアグノスティックス  

㈱）により，稔蛋白濃度（ビウレット法），アルブミン濃  

度（BCG法），稔コレステロール濃度（COD・DAOS法），  

ブドウ糖濃度（グルコキナーゼ・G6PDH法），尿素窒素  

濃度（ウレアーゼ・Gゼ．DH法），クレアチニン濃度  

（Jaff6法），アルカリフォスファターゼ活性（GSCC法），  

GOT活性（IFCC法），GPT活性（IFCC法），†－GTP活性  

（γダルクミルー3－カルポキシー4－ニ トロアニリド基質法），  

78  

トリグリセライド濃度（GPO・DAOS法），無機リン濃  

度（モリブデン酸直接法），カルシウム濃度（OCPC法）を  

測定し，A／G比を算出した．また，全自動電解質分析装  

置（EAO5，㈱A＆T）により，ナト1）ウム濃度，カリウム  

濃度および塩素濃度（イオン電極法）を測定した．   

5）病理学検査   

上記の採血に引き続き，動物を放血屠殺したのち，器  

官および組織の肉眼的観察を行った．また，各動物の脳，  

胸腺，心臓，肝臓，腎臓，牌臓，副腎，卵巣または精巣，  

精巣上体の重量測定を行い，各器官重量を剖検日の体重  

で険して，それぞれの相対重量を算出した．さらに，月乱  

下垂体，脊髄，眼球，甲状腺，上皮小体，心臓，気管，  

気管支，肺，肝臓，腎臓，胸腺，脾臓，副腎，胃，十二  

指腸，空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，前立腺，精嚢，  

卵巣，子宮，腫，乳腺，膀胱，下顎リンパ節，腸間膜リ  

ンパ節，骨格筋（下腿部），坐骨神経，大腿骨骨髄，膵臓，  

顎下肢，舌下腺，舌，食道，大動脈，ハーダー腺，皮膚，  

病変部を0．1mol／Lリン酸緩衝10vol％ホルマリン溶液  

（pH7．2）に固定し，精巣，精巣上体はプアン液に固定し  

た．心臓，肝臓，腎臓，陣臓，副腎，胃，精巣，精巣上  

体，卵巣および病変部はパラフィン包埋後，ヘマトキシ  

リン・エオジン染色標本を作製し，先ず，対照群および  

高用量群について病理組織学検査を実施した．次いで，  

被験物質投与による影響が疑われた雄の腎臓について，  

仝例の痛理組織学検査を実施した．この他，肉眼的異常  

が認められた器官・組織についても病理組織学検査を実  

施した．  

5．統計解析   

体重，摂餌量，尿検査（半定量検査を除く）および定期  

解剖例の血液学検査，血液生化学検査ならびに器官重量  

について，群ごとに平均値および標準偏差を求めた．ま  

た，試験群が3群以上の場合は，Dunnett法で多重比較  

を行い，2群の場合には，Studentのt検定ないしAspin－  

Welchのt検定を行った．さらに，病理租織学検査所見  

は，グレード分けしたデータについてMann－Whitneyの  

U検定を，陽性グレードの合計値についてFisher直接確  

率の片側検定を行った．なお，これら対照群および被験  

物質投与群との間の有意差検定はいずれの場合も有意水  

準を5％とした．  

結果   

1．一般状態   

投与第6日以降，投与後1時間以内に消失する投与直  

後の一過性の流潅が，5mg／kg投与群の雄1例，10  

mg／kg投与群の雄4例．雌5例，20mg／kg投与群の雄8  

例，雌9例に認められた．また，投与第13日以降には，  

洗濯が投与後1時間以上継続して観察される例もあり，  

その例数は，10mg／kg投与群の雄1例，20mg／kg投与  

群の雄5例，雌6例であった．これらの流産は，5  

mg／kg投与群を除き，投与により繰り返して観察され  
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ることが多かった．また，個体によっては投与時の保定  

の段階でみられることがあった．さらに，20mg／kg投  

与群の雌1例では，投与1時間後から流潅が認められる  

こともあった．その他，10mg／kg投与群の雄1例では，  

投与第12日以降，片側眼球の暗色化が認められた．な  

お，投与期間および回復期間中に死亡例はなかった．   

2．体重（Fig．1，2）   

観察期間中，被験物質投与群では，雌雄いずれにおい  

ても対照群との間に体重の有意な差は認められなかっ  

た．   

3．摂餌量（Fig．3）  

10mg／kg投与群の雄および20mg／kg投与群の雌雄で  

は，投与第1過の摂餌量が対照群と比較して有意な低値  

を示したが，その後の投与期間中には，いずれの被験物  

質投与群においても有意な差は認められなった．一方，  

回復期間中，被験物質投与群の雄の摂餌量は高値を示し，  

回復第1週には有意な差が認められた．   

4．尿検査（Tablel）   

投与第4過の検査では，いずれの検査項目においても，  

対照群と被験物質投与群の間に著しい差は認められなっ  

た．回復第2過の検査では，被験物質投与群の雄におけ  

る電解質排泄量に有意な増加が認められた．  

5．血液学検査（TabJe2）   

投与期間終了時の検査では，20mg／kg投与群の雄に  

プロトロンビン時間の短縮がみられた以外，対照群と被  

験物質投与群の間に有意な差は認められなかった．また，  

回復期間終了時の検査では，被験物質投与群の雌雄に赤  

血球数の有意な減少がみられたほか，雄では網状赤血球  

比率，平均赤血球容積および平均赤血球血色素量の増加  

と血小板数の減少が，また，雌では血色素量の減少およ  

び活性部分トロンポプラスチン時間の短縮が認められ  

た．  

6．血液生化学検査（Table3）   

投与期間終了時の検査では，いずれの検査項目におい  

ても，対照群と被験物質投与群の間に有意な差は認めら  

れなった．回復期間終了時の雄では，稔蛋白濃度の有意  

な低下が認められたが，他の検査項目には対照群と被験  

物質投与群の間に有意な差は認められなかった．  

7．病理学検査  

1）肉眼所見  

（1）投与期間終了時解剖例   

片側眼球の暗色部が10mg／kg投与群の雄1例に，腎  

臓の嚢胞が対照群の雌1例に，脾臓の小型化が20mg／kg  

投与群の雌1例に観察された．  

（2）回復期間終了時解剖例   

腎臓の大型化と皮質の淡色部が20mg／kg投与群の雄1  

例に，片側の精巣および精巣上体の小型化が対照群の1  

例に観察された．  

2）器官重量（Table4）   

投与期間終了時解剖例の5mg／kg以上の投与群の堆で  

は，心臓の絶対重量に有意な減少がみられ，10mg／kg  

－＜）－ Omがkg  

r公一－ 5mg／kg  

l｝－10mg／kg  

→〉－20mg／kg  

1   5   8  12 15 19  22  26  28  1  5   8 12 14  

Dayofadministrationperiod  Dayofrecoveryperiod  

Fig．1Bodyweightchangesofmaleratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－day  
repeatdosetoxicitytest  
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Fig・3 Fbodconsumptionofratstreatedoral1ywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeatdose  
toxicity test 

以上の投与群では，相対重量にも有意な減少が認められ  

た．一方，回復期間終了時解剖例の器官重量には，いず  

れも有意な差は認められなかった．  

3）病理組織学検査（Table5）  

（1）投与期間終了時解剖例   

腎臓の近位尿細管に軽度な好酸性小体が20mg／kg投  

与群の雄2例に観察されたほか，腎臓，脾臓あるいは心  

臓に所見が観察されたが，いずれの所見も群間でその発  
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れる．また，回復第2週の尿検査で，被験物質投与群の  

雄の電解質排泄量に増加がみられたが，この所見は，前  

述の回復期間になってからの摂餌量の増加に伴う変化の  

可能性がある．   

回復期間終了時の血液学検査所見として，被験物質投  

与群の雌雄に赤血球数の減少がみられたほか，雄では網  

状赤血球比率，平均赤血球容積および平均赤血球血色素  

量の増加と血小板数の減少が，雌では血色素量の減少が  

それぞれ認められた．これらの変化は，いずれも投与期  

間終了時には対照群との差はなく，また，生理的変動範  

囲内の軽微な変化であることから，毒性学的意義は少な  

いものと考えられる．この他，血液および血液生化学の  

検査項目のうち，対照群と被験物質投与群との間に有意  

差の認められた血液凝固時間は，短縮方向の変化であっ  

たこと，総蛋白濃度の低下は，回復期間終了時のみの変  

化であり，他の関連所見もなかったことから，いずれも  

被験物質投与およびその後に続く回復期問に関連がない  

変化と考えられる．   

器官重量では，投与期間終了時に雄の心臓重量が用量  

に依存して減少したが，高用量群における組織学所見に  

は対照群との差はなかった．前述のように，テトラメチ  

ルアンモニウム塩は神経節興奮薬であり，神経節のシナ  

プス後膜を脱分極させることにより，節後ニューロンの  

興葱を起こし，次いで脱分極性の遮断を起こすことが知  

られておりい，また，ラットの心臓に対してムスカリン  

様作用を有することが報告されている2一．これらのこと  

から，今回の試験でみられた雄の心臓重量の減少は，被  

験物質投与による降圧，心筋の収縮力低下．心拍数の減 ヽ  

少等心臓に対する負荷の軽減によって生じた可能性があ  

るが，その詳細については不明である．   

その他，病理学検査所見として，投与期間終了時に，  

20mg／kg投与群の雄2例で腎臓の近位尿細管に好酸性′ト  

体が観察されたが，この所見は，雄ラットに特徴的な自  

然発生性病変であり3一，回復期間終了時の検査では，対  

照群でも認められていることから，投与期間終了時に観  

察された変化は，自然発生性のもので，被験物質投与に  

軽困した変化ではないと考えられる．   

以上のように，テトラメチルアンモニウムヒドロキシ  

ドを反復投与することにより，10mg／kg以上の用量で  

は，投与後の流港がみられ，20mg／kgの用量では，流  

誕が1時間以上継続して認められる例が多かった．また，  

雄では心臓の重量が用量依存的に減少し，5mg／kg以上  

の用量で絶村重量に有意な差が認められた．したがって，  

本試験条件下におけるテトラメチルアンモニウムヒドロ  

キシドの無影響量は，経では5mg／kg／day未満，雌では  

5mg／kg／dayであると判断された．  

生頻度および程度に差は認められなかった．なお，肉眼  

的に病変がみられた部位の所見として，片側眼球に暗色  

部がみられた10mg／kg投与群の雄1例では硝子体の出  

血が，腎臓に嚢胞がみられた対照群の雌1例では皮質の  

嚢胞が，牌臓の小型化がみられた20mg／kg投与群の雌1  

例では，髄外造血の消失がそれぞれ認められた．  

（2）回復期間終了時解剖例   

雄の腎臓の近位尿細管に軽微から軽度な好酸性小体  

が，対照群2例，被験物質投与群3例に観察されたほか，  

自然発生性の所見が観察されたが，いずれの所見も群間  

でその発生頻度および程度に差は認められなかった．な  

お，肉眼的に病変がみられた部位の所見として，片側の  

精巣および精巣上体の小型化がみられた対照群の1例で  

は，精巣の精細管萎縮および精巣上体の精子減少が観察  

されたが，腎臓の大型化と皮質の淡色部がみられた20  

mg／kg投与群の雄1例では，これに対応すると考えられ  

る変化は認められなかった．  

考察  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドを，5，10お  

よび20mg／kgの用量で雌雄のSprague－Dawley系ラット  

に28日間にわたって強制経口投与し，その後14日間の  

回復期間を設けた．   

その結果，投与第6日以降，被験物質投与群に投与直  

後の流産が認められた．この流湛は，投与後1時間以内  

に消失する一過性の症状であったが，投与第】3日以降  

には，雄の10mg／kg以上の投与群および雌の20mg／kg  

投与群では，投与後1時間以上継続して観察される例が  

あった．流産は，テトラメチルアンモニウムヒドロキシ  

ドの急性経口投与毒性試験の高用量群（50mg／kg）でも  

観察されており，被験物質投与による影響と考えられる．  

流挺の成因としては，テトラメチルアンモニウムヒドロ  

キシドの0．2w／v％水溶液のpHは12，5という強アルカリ  

性であることから，投与検体の刺激性による変化とも考  

えられるが，低用量の投与検体濃度でもpHはほとんど  

変わらないことから，その可能性は少ないと考えられる．  

一方，テトラメチルアンモニウム塩は神経節興奮薬（脱  

分極性薬物）であり，一部ムスカリン様作用を有する1－  

ことから，被験物質の自律神経系に対する作用によって，  

唾液の分泌が克進した可能性がある．なお，流湛以外に，  

便の性状あるいは瞳孔等には変化は認められなかった．  

また，5mg／kg投与群の雄1例に認められた流産は，1  

回のみで，投与の保定の段階でみられていることから，  

被験物質の作用による症状ではなく，投与操作に反応し  

た変化と考えられる．  

10mg／kg投与群の雄および20mg／kg投与群の雌雄で  

は，投与第1週の摂餌量が低値を示した，この変化は，  

用量依存的であることから被験物質投与によるものと考  

えられるが，観察期間中の体重には変化はなく，その影  

響は軽微なものであった．一方，回復期間中の被験物質  

投与群の雄の摂餌量が高値を示した．その成因について  

は不明であるが，被験物質投与中止による変化と考えら  
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Tablel Urinalysisofratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeatdosetoxicitytest  

Onday260fadministrationperiod  Onday120frecoveryperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  

Male   

Numberofanimals  

Volume（mL／24hr）i   

Specificgravitya   

Color  

10  5  10  
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1．62±0．27  1．77±0．39   2．27±0．22  

4．13±0．33   4．06±0，71  4．28±0．53  

2．20±0．35   2．44±0．46   乙46±0．42  

0．39±0．05   0．44±0．06   0．53±0．03  

2．00±0．22  1．75±0．60  

4．23±0．71  4．26±0．89  

2．41±0．36   2．2ノl±0．68  

0．48±0．10   0．40±0．07  

2．69±0．24＊  

4．94±0．23＊  

3．01±0．19＊  

0．別±0．05  

Female   

Numberofanimals  

Volume（mL／24hr）p   

Specificgravitya   

Color  

10  5  5  10  5  

14．9±4．8   17．5±4．3   17．7±4．1   19．6±5．7   17．7±1．8   18．3±6．1  

1．036±0．（泊8 1．032士0．012 1．034±0．（氾4 1．031±0．011 1．037±0．004 1．034±U．005  

light yellow lO  5  5  10  5  5  

5  0  0  0  1  1  Proteinr  ±  

Ketoneh  ±  

Urobilinogend  士  

＋  

Concentrationofelectrolyte（mEq／L）a   

Na   

K  ′   
CI  

Excretionofelectrolyte（mEq／24hr）■   

Na   

K   

CI   

Na／K  

1  0  0  1  0  

9  5  5  8  5  

1  0  0  2  0  

1  

4  

1  

101．4±16，7  

177．0±23．8  

1飢．0±13．9  

1．79±0．41  

3．16士0．85  

1．88±0．61  

0．57±0．03  

83．2±23．9   76．3±28．9   76．2±15．2  

200．2±41．2  172．9士61．7  181．0±17．3  

63．6土21，4  107．6±9．3  

162．9±49．5  187．8±15．3  

88．3±30．8  112．0±12．7  

1．19±0．41  1．90±0．27  

3．03±0．73   3．31士0．27  

1．66±0．57  1．98±0．31  

0．39±0．05   0．57±0．04  

9臥2±4．9  

1．38土0．47  

3．16±0．60  

1．7′l±0．40  

0．43±0．09  

100．0±28，0   舶．8±39．1  

1．22±0．43  1．26±0．43  

2．93±0．84   2．83±0．75  

1．48±0．55  1．43±0．55  

0．41±0．07   0．44土0．05  

a）Ⅴaluesrepresentmean士S．D．b）±：trace，＋：slight c）±：trace，＋：30mg／dLd）±：0．1E．UノdL，＋：1．OE・U．／dL  
♯：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
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28日間反復投与毒性試験  

Tdble2 Hematologicalexaminationofratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－day  
repeatdosetoxicitytest  

Endofadministrationperiod  Endofrecoveryrperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  

Male   

Numberofanimals  

RBC（×10ソmm3）   

Hemogldbin（g／dL）   

Hematocrit（％）   

MCV（〟m3）   

MCH（pg）   

MCHC（％）   

Reticulocyte（％）   

Platelet（×10・l／mm3）   

PT（sec）   

APTT（sec）   

WBC（×100／mm3）   

Differential1eukocytecounts（％）  

Bandneutrophil  

Segmentedneutrophil  

Eosinophil  

Basophil  

Monocyte  

Lymphocyte  

5  5  5  

717±32   700±28   700±35  

1ノl．7士0．4  14．8±0．5  14．7±0．6  

43．0±1．5  42．9±1．6  42．3±1．9  

60．0±1．4  61．4±1．3  60．5±0．5  

20，6±0．7  21．2±0．5  21．0±0．4  

3′l．3±0．5  34．6±0．7  3ノ1．7±0．5   

3．7±0．4   3．2±0．2   3．3±1．6  

103．7±7．0  95．1±5．3 102．1±7．5  

18．7±2．0  20．2±3．0  17．3±2．0  

21．1±1．4  21．0±2．0  20．4±0．9   

75±23    81±15   76±31  

5  

701±40  

15．0±0．6  

42．6±1．8  

60．8±1．2  

21．4±0，4  

35．2±0．7   

3．3±0．8  

102．1士5．3  

14．2±1．Z＊  

18，4±2．0   

77±20  

5  

777±26  

15．2±0．4  

44．6±1．8  

57．4士0．7  

19．6±0．3  

ユ4．1±0．8  

1．7士0．4  

104．6±10．2  

15．9±2．6  

20．6±2．0   

88±23  

5  

735±21＊  

15．1±0．3  

43．5±1．1  

59．2±0．9＊＊  

20．6±0．5＊＊  

3イ．7±0．3  

2．8±0．9＊  

89．5±臥3＊  

15．5±2．5  

19．3土1．5   

67±8  
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仁
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Female   

Numberofanimals  

RBC（×10ソmm3）   

Hemoglobin（g／dL）   

Hemat（、Crit（％）   

MCV（〝m3）   

MCH（pg）   

MCHC（％）   

Reticulocyte（％）   

Platelet（×10ソmm31   

PT（sec）   

APTT（sec）   

WBC（×100／mm3）   

DifferentialJeukocytecountS（％）  

Bandneutrophil  

Segmentedneutrophil  

Eosinophil  

Basophil  

Monocyte  

Lymphocyte  

5  5  

714±23   709±23  

14．9±0．5  14．6±0．2  

42．8士1．4  41．5±0．9  

60．0士0．9  58．6±1．7  

20．9±0．3  20．7±0．8  

34．8±0．4  35．3士1，0  

2．4±1．0   乙1±0．7  

88．3士6．4  96．8±9．2  

12．0±0，6  12．5±0．8  

16．9±1．4  16．3±0．7   

47±12   ノ19士柑  

5  

711±27  

14．8±0．5  

イ2．9土1．7  

60．4±1．8  

28．8±0．4  

34．5±0．5   

2．2±0．9  

105．7±7．8  

12．9±0．2  

15．0±1．6   

44±4  

う  5  

714±43   775±18  

1ノ1．8土0．6  15．3士0．3  

42．5±1．8  44．4±1，1  

59．6±2．5  57．3±0．9  

20．8±0．8  19．8±0．2  

35．0士0．7  3ノl．6±0．5  

1．9±0．4   2．4±0．6  

96．8士1ノ1．4  95．3士10．6  

12．7±0．5 12．0±0．5  

15．7±1．1 17．5±1．0   

42土5  45±7  

5  

740士16＊  

1ノ1．9±0．3■  

イ3．0士1．1  

58．1士1．5  

20．1±0．6  

34，6±0．5  

2，6±0．4  

91．0±6，8  

11．7±0．5  

15，9±0．7＊   

39±10  
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Valuesrepresentmean±S．D．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
＊＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  

84  

－118一   
」  

「∵1  



「
！
】
呈
 
 

テトラメチルアンモニウムヒドロキシド  

Table3 Bloodchemicalexaminationofratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeat  
dosetoxicltyteSt  

Endofadmirlistrationperiod  Endofrecoveryperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  

Male   

Numberofanimals  

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

A／G   

Glucose（mg／dL）   

Totalcholesterol（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）   

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）   

ALP（U／L）   

GPT（U／L）   

GOT（U／L）   

γ－GTP（U／L）  

5  

5．3±0．3   

3．2±0．1  

1．47±0．10  

130±10   

44±5   

37±5   

17±2   

0．6±0．0   

7．3士0．6   

9．0±0．1  

145，2±0．6  

3．63±0．2  

108．3±1．2   

399±80   

3′1±7   

67±13  

0±0  

5  

5．2±0．1■＊   

3．1±0．1  

1．50±0．12  

147±15   

40±6   

50±11   

14±2   

0．6±0．1   

7．1±0．5   

9．0±0．2  

145．1±0．7  

3．61±0．25  

106．3±0．5   

309±49   

30±2   

70±6  

0±0  

5  5  

5．2±0．2   5．1±0．2   

3．0±0．1  3．0±0．2  

1．36±0．13 1．37±0．21  

133±7   125±3   

40±4  36±6   

41±4  ノ12±10   

17±3  16±2   

0．5±0．0   0．5±0．1   

7．5±0．4   7．4±0．2   

8．8±0．2   8．9±0．2  

1ノ15．6±0．7 1ノ15．0±0．7  

3．52±0．15 3．61±0．12  

107．4±1．1 107，2±1．1   

453±62   ノ125±99   

29±5  29±1   

69±5  66±6  

0±0  0±0  

5  

5．3±0．2   

3．0±0．2  

1．30±0．12  

126±6   

43±6   

43±18   

16±4   

0．6±0．1   

7．5±0．3   

8．9±0．2  

14ノ1．8±0．3  

3．73±0．23  

107．4±1．3   

396±66   

29±3   

61±6  

0±0  

5  

5．5±0．1   

3．2±0．1  

1．39±0．12  

167±40   

46±11   

48±9   

15±3   

0．7±0，1   

7．4±0．5   

8．9±0．2  

145．3±1．4  

4．03±0．44  

106．5±1．1   

319±53   

30±6   

70±7  

0±0  

Female   

Numberofanimals  

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

A／G   

GLucose（mg／dL）   

Totalcholesterol（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）   

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）   

ALP（U／L）   

GPT（U／L）   

GOT（U／L）   

γrGTP（U／L）  

5  

5．6±0．2   

3．4±0．2  

1．61±0．13  

119±1ノ1   

62±4   

27±10   

20±2   

0．7±0   

6．2土0．8   

8．9±0．3  

145．2±1．3  

3．89±0．35  

108．9±0．9  

191±42   

26±7   

65±14  

0±0  

5  

5．1±0．2   

3．2±0．2  

1．66±0．1／1  

120±10   

52±13   

31±7   

16±3   

0．6±0   

5．8±1．0   

8．6±0．4  

144．5±0．9  

3．38±0．19  

109．5±1．7   

276±65   

24±3   

57±5  

0±0  

5  

4．9±0．3   

3．1±0．2  

1．66±0．12  

118±6   

56±10   

30士13   

19±4   

0．6±0．1   

6．3±0．2   

8．6±0，2  

144．7±1．5  

3．31±0．37  

109，5±1．2   

293±52   

25土5   

58±3  

0±1  

5  

5．8±0．3   

3．6±0．3  

1．61±0．25  

130±1′1   

53±10   

41±22   

21士3   

0，7±0．1   

6．0±0．7   

9，1±0．3  

144．2±1．2  

4．0′1±0．31  

107．5±2．5  

186±16   

24±3   

64±8   

1士0  

5  5  

5．2±0．2   5，4±0．2   

3．2±0．1  3．3±0．1  

1．58±0．11 1．66土0．14  

125±10  122±10   

50±4  51±6   

30±7  30±6   

16±2  19±3   

0．6±0  0，6±0   

5，8±0．8   6．6±0．6   

臥7±0．2   8．9±0．2  

143．6±0．9 143．8±1．3  

3．26±0．19 3．47±0，29  

108．6±0．8 108．8±1．3   

259±91  244±83   

20±2  24±3   

62±5  57±4  

0±1  0±0  

Valuesrepresentmean±S，D．  
＊＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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28日間反復投与毒性試験  

Table4 0rganweightsofratstreatedora11ywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeatdosetoxicitytest  

Endofadministrationperiod  Endofrecoveryperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  

Male   

Numberofanimals  

Bodyweight（g）  

Absoluteorganweights（mg）   

Brain   

Thymus   

Heart   

Liver   

Kidneys   

Spleen   

Adrenalglands   

Testes   

Epididymides  

Relativeorganweights（mg／g）   

Brain   

Thymus   

Heart   

Liver   

Kidneys   

Spleen   

Adrenalglands   

Testes   

Epididymides  

5  5  5  5  5  5  

348．7±16．9  326．1±23．9   334．0±15．4   325．7±16．8   410，5±19．3   424．3±30．6  

1986．9±11．8   

529．6±76．4  

12シl，6±117．5  

12920．9±1257．9  

2839．4±196．4   

881．0±111．5   

別．9±5．8  

3300．5±266．6  

1067．5±58．9  

1923．2±55．9   

641．3±162．3  

1077．0士104．8桝  

10202．5±338．4  

2羽9．7±168．9   

670．0±1Z7．6   

49．6±3，4  

3030．4±128．5   

707．6±51．1  

1919．2±123．1  

540．3士92．1  

1043．6±65．4＊＊  

99イ3．1±1170．0  

2473．4±191．5  

653．0±127．0   

55．2±7．0  

2949．1±158．0  

696．0±50．0  

1976．7±62．4   

別5．7±131．1  

1230．1±52．8  

11831．7±鋸3，2  

2749．4±274．7   

755．6±68．0   

55．7±3．9  

3223．9±395．3   

953．6±168．5  

1896．4±64．6   

621．5士90．5  

1259．9±78．8  

10別0，8±708．4  

2623．6±147．5   

723．7±71，2   

58．9±12．9  

3159．3±294．7   

722．8士29．5   

1916．0±82．1  

580．8±111．9  

1086．イ±77．3♯  

9927．4±910．4  

2444．1±187．2  

669．1±111．1   

45．6±5．2  

2942．5±122．6  

695，3±11．4  

4．705±0．380  

1．247±0．144  

2．959±0．219  

30．421±1．413  

6，693士0．096  

2．076±0．209  

0．129±0．013  

7．814±0，878  

2．519±0．091  

5．895±0．414  

1．786±0，345  

3．336士0．188  

30．411±0．703  

7．514±0．635  

2．047±0．284  

0．140±0，014  

9．074±0．917  

2．140±0，145  

5，765±0．266  

1．912±0．439  

3．223±0．255＊  

30．572±1．119  

7．337±0．456  

2．008±0．393  

0．149±0．011  

9．濾6≠0．527  

2．120±0．1／10  

5．892±0．2∝1  

1．658±0．262  

3．207±0．195＊  

30．461±2．355  

7．594±0．430  

2．∝旧±0．331  

0．169±0．015  

9．058±0，319  

2．140±0．161  

イ．818土0．117  

1．331±0．326  

2．998±0．106  

28．82′1±1．977  

6．705±0．707  

1．846±0．213  

0．136±0．（カ9  

7．飢4±0．797  

2．317土0．361  

5．450士0．360  

1，778±0．205  

3．618±0．257  

30．2Z7士1．290  

7．538±0．568  

2．082±0．248  

0．170±0．ひ11  

9．083±0．999  

2．079±0．163  

Female   

Numberofanimals  

Bodyweight（g）  

Absoluteorganweights（mg）   

Brain   

Thymus   

Heart   

Liver   

Kidneys   

Spleen   

Adrenalglands   

Ovaries  

Relativeorganweights（mg／g）   

Brain   

Thymus   

Heart   

Liver   

Kidneys   

Spleen   

Adrenalglands   

Ovaries  

5  5  5  5  5  5  

21ノl．7±10．8   213．6±25．4   213．2±21．0   211．0±18．8   251．7±14．5   226．2±26．3  

1839．6±108．9  

388．9±88．2  

799．1±97．5  

6677．6±1024．8  

1657．1±292．5  

503．3±139，3   

62．7±7．8   

79．8±1乱6  

1755．5±65．6  

442．2±92．1  

724．3±54．3  

6120．9±881．6  

1550．7±72．2  

502．5±95．5   

55．0±6．1   

77．1±10．3  

17ノ12．6±92．8  

446．8±62．9  

763．0±100．9  

6595．1±803．4  

1602．6±135．1  

452．4±88．2   

60．1±4．3   

85．9±11．4  

1855．1±98．4  

392．9±55．3  

815．5±48．7  

7α）1．4±563．2  

1752．9±＆8．7  

5（施．9±66．7   

58．8士8．7   

83．4±17．7  

1805．3±70．2  

499．0±71，5  

771．3±59．3  

6499．5±275．6  

1713．7±80．4  

521．8±13．2   

61．5±8，7   

87．9±12．3  

1727．2±69．2  

503．9±10臥3  

748．4±106．6  

6351．2±1132．3  

1649．4±222．2  

610．0±212．5   

57．3±12．2   

別．4±17．1  

8．302±0．906  

2．097±0．518  

3．409±0．221  

28．670±2．220  

7．318±0．643  

2．344±0．240  

0．258±0．019  

0．364±0．055  

8．299±0．699  

2．116±0．222  

3．616±0．324  

31．204±1．553  

7．601±0．220  

2．133±0．264  

0．285±0．014  

0．407±0．別2  

7．388土0．554  

1，571±0．296  

3．249±0．285  

27．812±1．488  

6．994士0．726  

2．030±0．386  

0．234±0．039  

0．330±0．058  

臥201±0，896  

1．704±0．266  

3．535±0．215  

29．448士1．890  

7．304±0．695  

2．195±0．375  

0．277士0．016  

0．352±0．062  

8．168±0．915  

2．340±0．：追2  

3．498±0．154  

29．593±2．103  

7．714±0．3Z3  

2．799±0．710  

0．267±0．036  

0．392±0．037  

8．416±0．286  

2．322±0．290  

3．594±0．235  

30．291±0．701  

7．988土0．283  

2．438±0．175  

0．285±0．028  

0，408±0．043  

Valuesrepresentmean±S．D．  
■：SigIiificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
榊：SignificantdiiferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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Table5Histopathologicalfindingsofratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeat  
dosetoxicitytest  

Endofrecovery  

perlOd  
Endofrecovery  

period  
Endofadmlnistrationperiod  Endofadministrationperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  0   5  10  20  0  20  

Numberofanimalsexamined  

（Kidney）  

5  5  5  5  5  5  5  

0  2  0  

2  1  0  

2    3  0  

イ  5  3  

0    0  0  

4  5  3  

5  5  2  

5  5  2  

0  0  0  

0  0  1  

0    0  1  

0  0  0  

0    0  0  

0  0  0  

0  0  5  

0   0  5  0  0  

Eosinophilicbody，  ±  0  0   0   0  

PrOXimaltub山e  ＋  0  0   0  2  

Total O  O O   2  

Basophilictubule  ±  4  3   4  3  

＋  0    0  1  0  

Total ノ1  3  5  3  

Cellularinfiltration，  ±  5  

1ymphocyte  Tota1 5  

Cyst，COrteX  ±  0  

十   O  

Total O  

Cast，PrOteinous  ±  2  

＋  O  

Tota1 2  

3   5   4  

3  5  ′1  

0    0  0  

0  0  0  

0    0    0  

0  1  0  

0    0  1  

0  1  1  

Numberofanimalsexamined  5  0    0  5  9    0  

（Spleen）  

Deposit．plgment，  士  O  

brown  ＋  5  

Tota1 5  

0  ′  

5  

5  

HematopoleSis，  

extrameduliary  

つ
J
 
2
 
0
 
5
 
 

±
 
＋
 
＋
 
a
l
 
 

＋
 
O
t
 
 

T
 
 

（Heart）  

My∝ardial  ±  

degeneration／  ＋  

fibrosis  Total  

Numberofanimalsexamined  

（Testis）  

Atrophy，  

seminiferoustubule，  

unilateral  

±
＋
二
皿
 
十
二
こ
知
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

（Epididymis）  

Decrease，SPerm，  

unilateral  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

Numberofanimalsexamined  

（Eye）  

Hemorrhage，  ±  

vitreouscaⅥty  ＋  

Total  

0   0   0   0  0   0  

Gradeofhistopathologicalfinding；±：veryslight，＋：slight，＋＋：moderate，十＋＋：severe，tOtal：totaJofpositivegrade  
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