
メタクリルアミドの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutationTbstofMethacrylamideonBacteria  

本被験物質は試験期間中安定であったことが確認され  

た．   

メタクリルアミドは，局方注射用水（ロット番号：  

K6Ⅰ94，㈱大塚製薬工場）に溶解して最高用量の調製液  

を調製した後，同溶媒で所定の濃度に希釈して速やかに  

試験に用いた．  

3．陽性対照物質   

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりで  

ある．  

AF2：2－（2－フリルト3－（5こトロー2－フリル）アクリル  

アミド（和光純薬工業㈱）  

SA：アジ化ナトリウム（和光純薬工業㈱）  

9AA：9－アミノアクリジン（SigmaChem．Co．）  

2AA：2－アミノアントラセン（和光純薬工業㈱）   

AF2，9AAおよび2AAはDMSOに，SAは超純永に溶  

解したものを－20℃で凍結保存し，解凍後，速やかに試  

験に用いた．  

4．培地およびS9mjxの組成  

1）トップアガー（TA菌株用）   

下記の水溶液（A）および（B）を容量比10：1の割合で混  

合した．  

（A）パクトアガー（DifcoLab．）  0．6w／v％  

塩化ナトリウム  0．5w／v％  

（B）＊ L－ヒスチジン  0．5mM  

D一ビオチン  0．5mM   

＊：WP2uvrA用には，0．5mML－トリプトファン水溶液  

を用いた．  

2）合成培地   

培地は，極東製薬工業㈱製の最少グルコース寒天培地  

を用いた．なお，培地1Lあたりの組成は下記のとおり  

である．  

硫酸マグネシウム・7水和物  0．2g  

要約  

メタクリルアミドについて，細菌を用いる復帰変異試  

験を実施した．   

検定菌として，5∂血oJ】e〟aわ甲山murfuJ刀TAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371）およびEscheJイchiacoljWP2  

uⅥ勇2）の5菌株を用い，S9mix無添加および添加試験の  

いずれも，用量設定試験で抗菌性が認められなかったこ  

とから，本試験はS9mix無添加および添加試験のいず  

れも313～5000jLg／plateの範囲で実施した．   

その結果，2回の本試験とも用いた5種類の検定菌の  

いずれの用量においても，溶媒対照値の2倍以上となる  

復帰変異コロニー数の増加は認められなかった．   

以上の結果から，メタクリルアミドは，用いた試験系  

において変異原性を有しないもの（陰性）と判定した．  

方法  

1．検定菌   

SalmoneJla typhImurlumTAlOO，TA1535，TA98，  

TA1537およびBkchezjchlacoliWP2uvrAを用いた．   

S．亡ypム血uJ血mの4菌株は1975年10月31日にアメリ  

カ合衆国，カリフォルニア大学のB．N．Ames博士から  

分与された．   

且coJfWP2uⅥA株は1979年5月9日に国立遺伝学研  

究所の賀田恒夫博士から分与された．   

検定菌は－80℃以下で凍結保存したものを用い，各菌  

株の特性確認は，凍結保存菌の調製時に，アミノ酸要求  

性，W感受性，膜変異（ヱ免）およびアンピシリン耐性因  

子pKMlOl（プラスミド）の有無について調べ，特性が維  

持されていることを確認した．   

試験に際して，ニュー上リエントブロスNo．2（0ⅩOid  

Ltd．）を入れたL字型試験管に解凍した種菌を一定量接  

種し，37℃で10時間往復振とう培養したものを検定菌  

液とした．   

分光光度計により660nmの吸光度を測定し，検定菌  

液の増殖を確認した．  

2．被験物質   

メタクリルアミドは，白色結晶である．用いた被験物  

質は，ロット番号710130，純度99．5％以上（不純物：メ  

タアクリル酸）であり，三井化学㈱（千葉）から供与され  

た．被験物質は，使用時まで室温で遮光して保管した．  
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クエン酸・1水和物  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸一アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

大洋寒天（清水食品）   

2g  

10 g 

l．92g  

O．66g   

20 g 

15g   
径90mmのシャーレ1枚あたり30mLを流して固めた  

ものである．   
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メタクリルアミド  

3）S9mix  

lmL中下記の成分を含む．  

S9＊＊  

塩化マグネシウム  

塩化カリウム   

・グルコースー6－リン酸  

NADH  

NADPH  

添加試験および添加試験とも5000FLg／plateとした．   

313～5000FLg／plateの範囲で公比を2として2回の本  

試験を実施した（Tablel，2）．その結果，すべての検定  

菌において，2回の試験とも溶媒対照値の2倍以上とな  

る復帰変異コロニー数の増加は認められず，陰性であっ  

た．   

以上の結果に基づき，メタクリルアミドは，用いた試  

験系において変異原性を有しないもの（陰性）と判定し  

た．   

なお，本被験物質はチャイニーズ・ハムスター培養細  

胞を用いる染色体異常試験でも陰性であった4）．本被験  

物質の類縁化合物については，簡単な情報検索を行った  

が，変異原性に関する情報は得られなかった．  

0．1mL  

8／∠mO1  

33／ノmO1  

5 /Imol 

4／ノmO1  

4／∠mOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100／丑nOl   

＊＊：7過齢のSprague－Dawley系雄ラットをフユノパ  

ルビタール（PB）および5，6－ベンゾフラボン（BF）  

の併用投与で酵素誘導して作製されたS9くキッコ  

ーマン㈱）を用いた．  

5．試験方法   

プレインキュベーション法3）により，S9mix無添加試  

験およびS9mix漆加試験を行った，   

小試験管中に，被験物質調製液0．1mL，リン酸緩衝  

液0．5mL（S9miⅩ添加試験においてはS9mixO．5mL），  

検定菌液0．1mLを混合し，37℃で20分間プレインキュ  

ベーションしたのち，約45℃に保温したトップアガ←2  

mLを加えて混和し，合成培地平板上に流して固めた．  

また，対照群として被験物質調製液の代わりに使用溶媒，  

または数種の陽性対照物質溶液を用いた．各検定菌ごと  

に用いた陽性対照物質の名称および用量は各Table中に  

示した．同時に実施した試験については，溶媒および陽  

性対照群を共通とした．培養は37℃で48時間行い，生  

じた復帰変異コロニー数を目視またはコロニーアナライ  

ザーを用いて算定した．抗菌性の有無については，肉眼  

あるいは実体顕微鏡下で，寒天表面の菌叢の状態から判  

断した．用いた平板は用量設定試験においては，溶媒お  

よび陽性対照群では3枚ずつ，各用量については1枚ず  

つと書した．また，本試験においては，両対照群および各  

用最につき，3枚ずつを用い，それぞれの平均値と標準  

偏差を求めた．用量設定試験は1回，本試験は2回実施  

し，結果の再現性を確認した．  

6．判定基準   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定菌のS9  

mix無添加試験あるいはS9mix添加試験において，被験  

物質を含有する平板上における復帰変異コロニー数の平  

均値が，溶媒対照値の2倍以上に増加し，その増加に再  

現性および用量依存性が認められた場合に，当該被験物  

質は本試験系において変異原性を有するもの（陽性）と判  

定することとした，  
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結果および考察  

50．0～5000／噌／plateの範囲で公比を約3として，用量  

設定試験を実施した．その結果，すべての検定菌のS9  

mix無添加試験および添加試験のいずれにおいても抗菌  

性は認められなかった．   

したがって，本試験における最高用量は，S9mix無  
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復帰変異試験  

Tbblel Mutagenicityofmethacrylamideonbacteria（Ⅰ）  

Ⅵ7il】l（＋）01・  
Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，mean±S．D．）  

without（－）  dose  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535   WP2uv〟1   TA98   TA1537  

0   153 149 152  21 10 12  32  30  23  18  20  20  10  5  8  

（151±2．1）  （14±5．9）  （28±4．7）  （19±1．2）  （ 8±2．5）  

313   159 162 151  15 13 10  18  29  32  23  21 24  14  6  5  

（157±5．7）  （13±2．5）  （26±7．4）  （23士1．5）  （ 8±4．9）  

625   149 128 146  14 18  8  23  26  26  17  25  23  3  9  5  

（141±11．4）  （13±5．0）  （25±1．7）  （22±4．2）  （ 6±3．1）  

1250   138 133 141  12 10 14  27  27  32  23 ’26 17  9  5 10  
（137±4．0）  （12±2．0）  （29±2．9）  （22±4．6）  （ 8±2．6）  

S9mix  2500   141134 165  12 12 16  24  27 17  20  22  20  11  8  3  

（147±16．3）  （13±2．3）  （23士5．1）  （21±1．2）  （ 7±4．0）  

5000   138 152 162  13 17 12  26  30  25  21 14  32  9  7  5  

（151±12．1）  （14±2．6）  （27士2．6）  （22±9，1）  （ 7±2．0）  

0   146 139 125  13  8  7  26  23  30  37  26  24  9 11 10  

（137±10．7）  （ 9±3．2）  （26±3．5）  （29士7．0）  （10±1．0）  

313   182 177 166  5 12  7  24  26  36  27  33  35  10  7 8  

（175±8，2）  （ 8±3．6）  （29±6．4）  （32±4．2）  （ 8±1．5）  

625   152 194 179  14  9  6  46  29  22  25  34  23  16 15 11  

（175±21．3）  （10±4，0）  （32±12．3）  （27士5．9）  （14土2．6）  

1250   174 169 167  12 14 13  27  45  43  27  22  28  11 12  9  

（170±3．6〉  （13±1．0）  （38±9．9）  （26土3．2）  （11±1．5）  

S9mix  2500   164 184 164  13  8 16  25  28  33  30  27  21  6  7  8  

（十）  （171±11．5）  （12±4．0）  （29士4．0）  （26±4．6）  （ 7士1．0）  

5000   168 147 165  15 17 14  39  43  42  40  42  41  5  7  5  

（160士11．4）  （15±1．5）  （41±2．1）  （41±1．0）  （ 6士1．2）  

Positive  AF2   SA AF2   AF2   9AA  

control  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix   

ト）  coIonies／plate  （497±17．0）  （572±15．0）  （196±5二5）  （524±19．7）  （365±55．6）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix   

（＋）  COlonies／plate  （1014±14．0）  （377±6．5）  （835±11．0）  （455±21．6）  （364±12．7）   

Puritywasadove99．5％，andmethacrylicacidwascontainedasimpurity・  
AF2：2－（2－Furyl）一3一（5－nitro－2，furyl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA：9－Aminoacridirie，2AA：2－Aminoanthracene  
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メタクリルアミド  

Table2 Mutagenicityofmethacrylamideonbacteria（ⅠⅠ）  

With（＋）or  Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，mean±S．D．）  

without（L）  dose  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535   WP2uvrA   TA98   TA1537  

0   166 169 146  9 11  8  21 19  28  21 24  25  8 17 12  

（160±12．5）  （ 9±1．5〉  （23±4．7）  （23±2．1）  （12±4．5）  

313   148 143 147  16 13  6  22  21 14  14  21 32  3  5  6  

（146±2．6）  （12±5．1）  （19±4．4）  （22±9．1）  （ 5±1．5）  

625   150 138 142  16 11 10  28  24  25  24 15 17  8 10  5  

（143±6，1）  （12±3，2）  （26±2．1）  （19±4．7）  （ 8±2．5）  

1250   122 147 143  14   8 12  26  20  21  21 24  23  10  8  7  

（137±13．4）  （11±3．1）  （22土3．2）  （23±1．5）  （ 8±1，5）  

S9mix  2500   154 128 136  13 14 14  26 13 16  16  23 16  9  7  9  

（139±13．3）  （14±0．6）  （18±6月）  （18±4．0）  （ 8±1．2）  

50（犯   144 161149  14 17 12  20 14  20  22  27  8  8 12 10  

（151±8．7）  （14±2．5）  （18±3．5）  （19±9．8）  （10±2．0）  

0   155 198 195  12 18 15  25  30  23  25  29  42  15  21 14  

（183±24．0）  （15±3．0）  （26±3．6）  （32±8．9）  （17±3．8）  

313   180 191171  13  8 13  30  22  21  33  39  30  12 10 12  

（181±10．0）  （11±2．9）  （24±4．9）  （34±4．6）  （11±1．2）  

625   192 159 172  15  25  8  31 25 14  21 24  47  20 14 10  

（174±16．6）  （16±8．5）  （23±8．6）  （31±14．2）  （15±5．0）  

1250   171168 190  15 14 13  29  30  31  27  27  29  15  21 14  

（176±11．9）  （14±1．0）  （30±1．0）  （28±1．2）  （17±3．8）  

S9mix  2500   182 193 170  14 17  23  24  37  38  39  20  39  17 15 15  

（＋）  （182±11．5）  （18±4．6）  （33±7．8）  （33±11．0）  （16±1．2）  

5000   201189 185  12  20 18  29  32  36  40  34  35  11 11 11  

（192±8．3）  （17±4．2）  （32±3．5）  （36±3．2）  （11±0．0）  

Positive  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

control  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix   

国  colonies／plate  （530±20．2）  （弘7±20．6）  （194±6．0）  （577±24．7）  （315±11．1）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix   

（＋）  COlonies／plate  （1055±29．7）  （452士22．5）  （744±33．6）  （511±26．6）  （374±28．7）   

Puritywasadove99．5％，andmethacrylicacidwascontainedasimpurity．  
AF2：2r（2－FuⅣ1）r3－（5－nitror2rfuryl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA：9－Aminoacrldine，2AA：2－Aminoanthracene  
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メタクリルアミドのチャイニーズ。ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験  

hⅥtroChromosomalAberration′指stofMethacrylamide  

onCulturedChineseHamsterCells  

ベーター （5％COz）内で培養した．連続処理では，細胞  

播種3日目に被験物質を加え，24時間および48時間処理  

した．また，短時間処理では，細胞播種3日目にS9mix  

非存在下および存在下で6時間処理し，処理終了後新鮮  

な培養液でさらに18時間培養した．  

4．S9   

S9（キッコーマン㈱）は，フユノパルビタープレと5，6－ベ  

ンゾフラボンを投与した雄Sprague－Dawey系ラットの  

肝臓から調製したものを購入した．添加量は培地に対し  

て5vol％とした．  

5．被験物質   

メタクリルアミド（ロット番号：710130，三井化学㈱，  

千葉）は，白色結晶で，水，DMSOおよびアセトンに対  

して50mg／mL以上で溶解し，水溶性であり、融点  

112－114℃，沸点215℃で，純度99．5％以上（不純物と 

てメタアクリル酸および水分を含む）の物質あった．被  

験物質原体は，過酸化物，酸化剤，酸，還元剤との接触  

により重合する．  

6．被験物質の調製   

被験物質の調製は，使用のつど行った．溶媒は注射用  

蒸留水（ロット番号：K7G78，㈱大塚製薬工場）を用いた．  

原体を溶媒に溶解して原液を調製し，ついで原液を溶媒  

で順次希釈して所定の濃度の被験物質調製液を作製し  

た．被験物質調製液は，すべての試験において培養液の  

10vol％になるように加えた．   

7，細胞増殖抑制試験による処理濃度の決定   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．被  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，単層培  

養細胞密度計（MohocellaterTM，オリンパス光学工業㈱）  

を用いて各群の増殖度を計測し，被験物質処理群の溶媒  

対照群に対する細胞増殖の比をもって指標とした．   

その結果，連続処理，短時間処理ともに，処理したす  

べての濃度範囲で50％を越える細胞増殖抑制作用は認  

められなかった（Fig．1）．   

8．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，染色体異常試験で用い  

る被験物質の高濃度群を，連続処理，短時間処理ともに  

0．90mg／mL（10mM）とし，連続処理，S9miⅩの非存在  

要約  

メタクリルアミドの培養細胞に及ぼす細胞遺伝学的影  

響について，チャイニーズ・ハムスター培養細胞  

（CHL／IU）を用いて染色体異常試験を実施した．   

連続処理（24時間），短時間処理（6時間）ともに0・9q  

mg／mL（10mM）の濃度においても50％を越える細胞増  

殖抑制は認められなかったことから，すべての試験にお  

いて0．90mg／mLを最高処理濃度とし，公比2で3濃度を  

設定した．連続処理では，24時間および48時間処理後，  

短時間処理ではS9mix非存在下および存在下で6時間処  

理し，新鮮培地で更に18時間培養後，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．   

CHL／IU細胞を24時間および4き川寺聞達続処理したい  

ずれの処理群におし‘、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．短時間処理では，  

S9mix非存在下および存在下で6時間処理したいずれの  

処理群においても・，染色体の構造異常の誘発作用は認め  

られなかった．S9mix非存在下では，いずれの処理群  

においても倍数性細胞の誘発作用は認められなかった．  

一方，S9mix存在下では，中濃度群（0．45mg／mL）にお  

いて，倍数性細胞の出現頻度は1．00％で有意差が認めら  

れたが，その頻度が低いことと傾向性検定（p＜0．01）に  

おいて有意差が認められなかったことから，陰性と判定  

した．   

以上の結果より，メタクリルアミドは，上記の試験条  

件下で染色体異常を誘発しないと結論した．  

1  

方法   

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在21代）したチャイニーズ・ハ  

ムスター由来のCHL／IU細胞を，解凍後継代10代以内  

で試験に用いた，  

2．培養液の調製   

培養には，仔牛血清（CS：CanseraInternational）を10  

vol％添加したイーグルMEM（日水製薬㈱）培養液を用い  

た．  

3．培養条件   

2×104偶のCHL／IU細胞を，培養液5mLを入れたディ  
ッシュ（径6cm，Corning）に播き，37℃のCO2インキュ  
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メタクリルアミド  

（p＜0．01），また，用量依存性に関してコクラン・アー  

ミテツジの傾向性検定3）（p＜0．01）を行った．これらの検  

定結果を参考とし，生物学的な観点からの判断を加味し  

て染色体異常誘発性の評価を行った．  
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結果および考察  

連続処理による染色体分析の結果をTablelに示した．  

メタクリルアミドを加えて24時間および48時間連続処  

理したいずれの処理群においても，染色体の構造異常お  

よび倍数性細胞の誘発作用は認められなかった．   

短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．メタクリルアミドを加えてS9mix非存在下および  

存在下で短時間処理したいずれの処理群においても，染  

色体の構造異常誘発作用は認められなかった．また，  

S9mix非存在下では，いずれの処理群においても，倍  

数性細胞の有意な増加は認められなかったが，S9mix  

存在下では中濃度（0．45mg／mL）においてのみ，有意な  

増加（p＜0．01）が認められたものの，出現頻度は1．00％  

と低く，濃度依存性もないことから生物学的には陰性と  

判定した．   

従って，メタクリルアミドは，上記の試験条件下で，  

試験管内のCHL／IU細胞に染色体異常を誘発しないと結  

論した．   

また，本物質は細菌を用いる復帰突然変異試験におい  

て，変異原活性は認められなかった4）．  

．－J”．treatedfor24h（WithoutS9mix   
e treatedfor6h（WilhS9rnix  
－く＞－ tTeatedtor6hrwithoutS9mix  

0．0  0．2  0，4  0．6  0．8  1．O  

Concentration（mg／mL）  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
methacrylamide  

下および存在下での短時間処理では公比2で3濃度を設  

定した．陽性対照物質として用いたマイトマイシン  

C（MC，協和醗酵工業㈱）およびシクロホスファミド  

（CPA，SigmaChemicalCo．）は，注射用蒸留水（㈱大塚  

製薬工場）に溶解して調製した．それぞれ染色体異常を  

誘発することが知られている濃度を通用した．   

染色体異常試験においては1濃度あたり4枚のディッ  

シュを用い，そのうちの2枚は染色体標本を作製し，別  

の2枚については単層培養細胞密度計により細胞増殖率  

を測定した．  

9．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約  

0．1／増／mLになるように培養液に加えた．染色体標本の  

作製は骨法に従って行った．スライド標本は各ディッシ  

ュにつき6枚作製した．作製した標本を3v。1％ギムザ溶  

液で染色した．  

10，染色体分析   

作製したスライド標本のうち，1つのディッシュから  

得られた異なるスライドを，4名の観察者がそれぞれ処  

理条件が分からないようにコード化した状態で分析し  

た．染色体の分析は，日本環境変異原学会・哺乳動物試  

験研究会（MMS）1）による分類法に基づいて行い，染色  

体型あるいは染色分体型のギャップ，切断，交換などの  

構造異常の有無と倍数性細胞（polyploid）の有無について  

観察した．また構造異常については1群200個，倍数性  

細胞については1群8（氾イ固の分裂中期細胞を分析した、  

11．記録と判定   

無処理対照，溶媒および陽性対照群と被験物質処理群  

についての分析結果は，観察した細胞数，構造異常の種  

類と数，倍数性細胞の数について集計し，各群の値を記  

録用紙に記入した．   

染色体異常を有する細胞の出現頻度について，溶媒対  

照群と被験物質処理群および陽性対照群間でフィッシャ  

ーの直接確率法2）により，有意差検定を実施した  
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メタクリルアミド  

Tablel Chromosome 

， 

No．ofcells  

Others3）wlthaberrations  
Concen－ Timeof No．of  

Gl’Oup tration exposure ce11s  
polyploid4）Trendtest5）Concurrent  No．ofstructuralaberrations  

cytotoxicity6）   

（％）  

（mg／mL）（hr）analysedgap Ctb cte csb csemu12）total  （％）  sA NA  
mG（％） m（％）  

NonLtreatment  

SoIventl）o  

MA O．23  

MA O．45  

MA O．90  

MC O．00005  

SoIventl）o  

MA O．23  

MA O．45  

MA O．90  

MC O．00005  
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2
4
 
2
4
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0（0．0）0（0．0）   

0（0．0）0（0．0）   

0（0．0）0（0．0）   

0（0．0）0（0．0）  

1（0．5）1（0．0）  

97＊（48．5）94＊（47．0）  

1（0．5）1（0．5）  

1（0．5）1（0．5）  

1（0．5）1（0．5）   

2（1．0）1（0．5）  

142＊（71．0）140＊（70．0）  
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Abbreviations；gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb‥chromatidbreak，Cte‥chrornatidexchange，Ctb‥chromosomebreak，  
CSe：chromosomeexchange（dicentricandring），mul：multipleaberrations，TAG：totalno．ofcellswithaberrations，TA：totalno．ofcellswith  
aberrationsexceptgap，SA：structuralaberration，NA：numericalaberration，MC：mitomycinC．  
1）DistilledwaterwasusedassoIvent．2）Morethannineaberrationsinace11werescoredaslO．3）Others，SuChasattenuati。nand  
PrematureChromosomecondensation，WereeXCludedfromtheno・Ofstructuralaberrations．4）Eighthundredce11swereanalysedineach  
group・5）Cochran・Armitagelstrendtestwasdorleatp＜0．01．6）Cellconfluency，repreSentingcytotoxicity，WaSmeaSuredwitha  
MonocellaterTM・＊：SigniflCantlydifferentfromsoIventcontrolatp＜0・01byFisher．sexactprobabilitytest．＊＊：Puritywasmorethan99．5％  

Table2 ChromosorneanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwithmethacrylamide（MA）＊＊withand  
without S9 mix 

No．ofce11s  

Others3）withaberrations  
ConcenL s9TimeofNo・Of No・Ofstructuralaberrations  polyploid．）Trendtest5）Concurrent  Group tration exposure celis  cytotoxiclty6）   

（％）  

（mg／mL）miⅩ （hr）analysedgaP Ctb cte csb csemul2〉total  （％） sA NA  
mG（％） m（％）  

Non－treatment  

SoIventl）o  L 6－（18）  

MA O．23  － 6－（18）  

MA O．45  － 6－（18）  

MA O．90  － 6－（18）  

Cm O．005  － 6－（18）  

SoIventl）0  ＋ 6－（18）  

MA O．23  ＋ 6－（18）  

MA O．45  ＋ 6一（18）  

MA O．90  ＋ 6－（18）  

CPA O．005  ＋ 6一（18）  
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Abbreviations；gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，Ctb：chromosomebreak，  
CSe：chromosomeexchange（dicentricandring），mul：multipleaberratiorlS，TAG：totalno．ofcellswithaberrations，TA：totalno．ofcellswith  
Aberrationsexceptgap，SA：structuralaberration，NA：numericalaberration，MC：mitomycinC．  
1）DistilledwaterwasusedassoIvent．2）MorethannineaberrationsinacellwerescoredaslO．3）Others，SuChasattenuationand  
prematurechromosomecondensation，WereeXCludedfromtheno．ofstructuralaberrations．4）Eighthundredceuswereanalysedineach  
group．5）cochran・Armitage■strendtestwasdoneatp＜0．01，6）Cellconfluency，repreSentingcytotoxicit）lWaSmeaSuredwitha  
MonocellaterTM・＊：Significantlydi任erentfromsoIventcontrolatp＜0・01byFisherIsexactprobabilitytest．＊＊：Puritywasmorethan99．5％  
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メタクリルアミドのラットを用いる28日間反復経口投与毒性試験   

Twenty－eight－dayRepeatDoseOralTbxicityTbstofMethacrylamideinRats  

血液生化学検査では，300mg／kg群の雌雄でアルブミン  

の増加，α1－グロブリンおよびアルカリホスファターゼ  

の低下がみられ，雄で戦－グロブリンの低下，雌でトリ  

グリセリドの増加，尿素窒素およびクレアチニンの低下  

が認められた．回復終了時では，300mg／kg群の雄で  

A／G比，アルブミン，カリウムおよび無機リンの増加，  

給蛋白，グルコースおよびトリグリセリドの低下，雌で  

アルカリホスファターゼ，カリウム，クロールおよび無  

機リンの増加，総蛋白およびグルコースの低下が認めら  

れた．これらの変化はメタクリルアミドの直接の毒性あ  

るいはメタクリルアミドによる神経毒性に関連した変化  

と考えられた．   

以上のことから，本試験条件下での無影響量（NOEL）  

は雄で30mg／kg／day，雌で30mg／kg／day未満と考えら  

れた．  

要約  

繊維加工剤，接着剤，紙加工剤，凝集剤等の幅広い用  

途で使用されているメタクリルアミドの0（精製水），30，  

100および300mg／kg／dayを1群雌雄各7あるいは14匹  

のCrj：CD（SD）IGSラットに28日間反復経口投与して毒  

性を検討し，さらに0および300mg／kg群の雌雄各7匹  

を用いて14日間の回復性も併せて検討した．その結果，  

以下の成績を得た．  ′   

一般状態では，雌雄の300mg／kg群でよろめき歩行な  

らびに後肢の反転を伴う例が認められ，この症状は回復  

期間の14日間を通して認められた．行動機能観察では  

300mg／kg群に投与21あるいは28日に雌雄で筋緊張の  

低下，歩行失調，雄で前肢の握力の低下がみられ，100  

および300mg／kg群の雌雄ならびに30mg／kg群の雌で  

自発運動量の低下が認められた．回復期間にも，300  

mg／kg群の雌雄で筋緊張の低下，歩行失調，後肢の握  

力および自発運動量の低下がみられ，雄では後肢の着地  

開脚幅の低下も認められキ．この変化は，投与期間およ  

び回復終了時の病理組織学検査において，300mg／kg群  

の雌雄の全例で坐骨神経に神経線推の変性，また小脳に  

小脳脚における軸索膨化（1～2例）がみられたことから，  

メタクリルアミドによる神経毒性に起因するものであっ  

た．この神経毒性に関連して，投与終了時の剖検時に  

300mg／kg群の雌雄の1～3例に膀胱の内腔拡張も認め  

られた．   

一方，回復終了時の病理組織学検査で1例のみの変化  

ではあるが，雄の300mg／kg群にステージⅠⅩ，Ⅹにおけ  

るステップ19精子細胞のretentionがみられ，軽度な精  
巣毒性も認められた．この変化との関連は明らかでなか  

ったが，回復終了時に300mg／kg群の雄の精巣の器官重  

量および器官体重重量比の増加も認められた．   

その他にも，体重では，300mg／kg群の雌雄で投与2  

日から体重増加抑制が認められ，投与7日以降にも低く  

推移し，この体重増加抑制は回復期間中にも認められた．  

また，投与28日には100mg／kg群の雌でも認められた．  

摂餌量では，300mg／kg群の雌雄で摂餌量の低下が投与  

2日以降に散見されたが，この摂餌量の低下は回復期間  

の後半には回復した．また投与4週に300mg／kg群の雌  

雄で飲水量の低下がみられ，雌では回復2週にも認めら  

れた．血液学検査では，300mg／kg群の雌雄および100  

mg／kg群の雄で貧血傾向が認められたが，回復終了時  

には雄で血小板数の増加が，雌で血小板数の増加および  

プロトロンビン時間の延長が認められたのみであった．  

方法   

1．被験物質および投与液の調製   

メタクリルアミド（純度：99．5％，LotNo．710130，三  

井化学㈱，東京）は，白色の結晶で，融点が112～114℃  

で，30℃で水100gに40．9g溶解する．入手後の被験物  

質は遮光気密容器に入れ，室温で保存し，残余被験物質  

を製造業者が分析し，投与期間中の被験物質の安定性を  

確認した．溶媒は日本薬局方精製水（ヤクハン製薬㈱）を  

用い，これに被験物質を所定の濃度となるように溶解さ  

せた．調製液は，冷蔵庫内遮光下で7日間安定であるこ  

とから，調製後直ちに遮光できる褐色瓶に入れて冷蔵庫  

内（3～7℃）に保存し，調製後7日以内に使用した，また，  

これらの調製液について濃度を確認し，設定値の±5％  

以内にあることを確認した．  

2．試験動物および飼育条件   

日本チャールス・リバー㈱より受け入れた4週齢の  

Sprague－Dawiey系ラット（Crj：CD（SD）IGS）の雌雄を8  

日間の検疫・馴化を行った後，雌雄各42匹を選択して5  

週齢で試験に供した．投与日の体重範囲は雄が152～  

183g，雌が128－154gであった．動物は，温度22～  

24℃，湿度50～63％，換気回数10～15回／時間および  

照明時間12時間（午前8時から午後8暗まで点灯）に制御  

されたバリアシステムの飼育室で，ブラケット式金属製  

金網床ケージに群分け前は5匹以内，群分け後は個別で  

飼育した．飼料は，γ線照射固型飼料（CRF－1，オリエン  

タル酵母工業㈱）を金属製給餌器を用いて，飲料水は札  
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メタクリルアミド  

ならびに剖検日に測定し，投与1日から28日の体重増加  

量および体重増加率を算出した．また，摂餌量は剖検日  

を除いて体重と同じ日に測定した．  

4〉 尿検査   

投与期間および回復期間の最終週に仝例を代謝ケージ  

に収容して非絶食下で採尿を行い，同時に採尿中の飲水  

量（重量）も測定した．約3時間の蓄尿についてpH，蛋  

白，糖，ケトン体，ウロビリノーゲン，どリルビン，潜  

血反応（以上，マルテイスティツクス，バイエル・三共）  

および色調（肉眼観察）ならびに沈直（鏡検）を検査し，21  

時間蓄尿について尿量（容量）および比重（屈折計，アタ  

ゴ）を測定した．  

5）血液学検査   

仝例について16～21時間絶食させた後，剖検時にエ  

ーテル麻酔下で腹部大動脈より採血し，EDTA・2Kで処  

理した血液を用いて赤血球数，平均赤血球容積，血ノト板  

数，白血球数（以上，電気抵抗法），ヘモグロビン量（シ  

アンメトヘモグロビン法），（以上，コールターカウンタ  

ーT660型，コールター），ヘマトクリット値（赤血球数，  

平均赤血球容積より算出），平均赤血球ヘモグロビン量  

（赤血球数，ヘモグロビン量より算出），平均赤血球ヘモ  

グロビン濃度（ヘマトクリット値，ヘモグロビン量より  

算出）および白血球型別百分率（May－GrtinwaldrGiemsa  

染色）を測定した．また，3．8％クエン酸ナトリウムで処  

理した後，3∝）Orpmで10分間遠心分離して得られた血  

祭を用いて，プロトロンビン時間（トロンポプラステン  

法）および活性化部分トロンポプラスチン時間（エラジン  

酸法）（以上，血液凝固自動測定装置アメルングKC－10A，  

バクスター）を測定した．  

6）血液生化学検査   

血液学検査と同時に，仝例について腹部大動脈より採  

血し，ヘパリン処理した後，3000rpmで10分間の遠心  

分離で得られた血渠を用いてGOT（IFCC法），乳酸脱水  

素酵素（Wr6tdewski＆LaDue法）およびグルコース（ヘ  

キソキナーゼ法）を測定し，また，無処理血液を3000  

rpmで10分間の遠心分離で得られた血清を用いて  

GPT（IFCC法），アルカリホスファクーゼ（Bessey－  

Lowry法），TGTP（包接しγグ）L／タミ）L／サニトロアニリ  

ド基質法），象コレステロール（酵素法），トリグリセリ  

ド（遊離グリセロール消去法），総ビリルビン（アゾビリ  

ルビン法），尿素窒素（ウレアーゼ・インドフェノール  

法），クレアチニン（Jaff6法），カ）L／シウム（OCPC法），  

無機リン（Fiske－SubbaRow法），給蛋白（ビウレット  

法）（以上，自動分析装置7150形，日立製作所），ナトリ  

ウム，カリウム（以上，炎光光度法，コーニング480型  

炎光光度計），クロール（電量滴定法，クロライドカウン  

ターCし6M，平沼産業），蛋自分画およびA／G比（以上，  

セルロースアセテート膜電気泳動法，全自動電気泳動装  

置CTE－150，青光）を測定した．  

幌市水道水を自動給水装置を用いてそれぞれ自由に摂取  

させた．  

3．投与量および投与方法   

投与量設定試験では雌雄のラットに150，300および  

600mg／kgの3用量を1群5匹に14日間投与し，600  

rng／kgで雄に3例，雌に1例の死亡あるいは切迫屠殺例  

が認められ，300mg／kg以上の投与群で一般状態，体重，  

摂餌量，血液および血液生化学検査，剖検，器官重量等  

に雌雄いずれもメタクリルアミドの毒性が認められた．  

150mg／kg群でも雌雄に体重増加抑制傾向，雄に尿素窒  

素の低下および脳重量の低下，雌に無機リンの増加が認  

められた．これらのことから，300mg／kgを本試験の高  

用量に設定し，150mg／kgでも弱い毒性がみられている  

ことから，公比約3で険し，100および30mg／kgとし，  

これに日本薬局方精製水を投与する対照群を含めた計4  

群を設定した∴］群の動物数は雌雄とも7匹とし，投与  

前々日の体重に基づいて層化無作為抽出法により群分け  

を行った．   

動物は，投与日に一番近い測定日の体重に基づいて5  

rnL／kgの容量でラット用胃ゾンデを用いて1日1回，28  

日間の計28回，強制的に胃内に投与した．  

4．模査項目  

1）一般状態観察   

投与期間および回復期間中，仝例について1日1回以  

上の頻度で観察した．  

2）行動機能観察（FOB）   

投与開始前，投与7，14，21および28日ならびに回復  

7および14日に雌雄の各群7例のうち4例を用いて，ケ  

・－ジ外から動物のケージ内状態を姿勢，眼瞼閉鎖，呼吸，  

振戦・痙撃，常同行動（回転，旋回）および異常行動（自  

傷）について，ケージから取り出す時に取り出し易さ，  

扱い易さ，筋緊張，立毛，被毛の状態，皮膚，眼球，瞳  

孔径，可視粘膜，流涙，流誕および体温について，また  

オープンフィールド装置内で疫攣，歩行，覚醒状態，排  

尿，排糞，呼吸，常同行動（毛繕いおよび匂嘆ぎ）および  

異常行動（後方突進および発声）について，検査台上で視  

覚（棒を接近させた時の反応），触覚（筆を接触させた時  

の反応），聴覚（ガルトン笛に村する反応），痛覚（尾根部  

を挟んだ時の反応），固有受容反応（強制姿勢からの復帰  

反応）および空中正向反射（30cm上方から落下させた時  

の反応）について，それぞれのスコアリング表に従って  

観察し，スコア付けした．また，投与4週および回復2  

週に前肢および後肢の握力（CPUゲージ，アイコーエン  

ジニア リング㈱），後肢の着地開脚幅，10分毎60分間の  

自発運動量（ActomonitorII，メディカル・エイジェン  

ト社）を測定した．  

3）体重および摂餌量測定   

体重は仝例について，投与1日（投与前），投与2，7，  

14，21および28日（投与終了日），回復1，7および14日  

－131－  
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28日間反復投与毒性試験  

7）剖検および器官重量測定   

投与期間および回復期間終了の翌日に仝例について，  

体外表を観察し，エーテル麻酔下で採血後放血致死させ  

剖検した．また，脳，肺，心臓，肝臓，腎臓，脾臓，副  

腎，下垂体，胸腺，甲状腺（上皮小体含む），精巣，精巣  

上体および卵巣の重量を測定するとともに，器官重量を  

剖検当日の体重で除し100を乗じて器官体重重量比を算  

出した．  

8）病理組織学横査   

仝例について肝臓，腎臓，牌臓，心臓，肺，脳，下垂  

体，副腎，甲状腺，上皮小体，胸腺，腸間膜リンパ節，  

膵臓，舌，下顎リンパ節，顎下腹，舌下腺，耳下腺，乳  

腺，皮膚，胸骨および大腿骨（骨髄を含む），脊髄（頸部），  

骨格筋（排腹筋），胸部大動脈，喉頭，気管，気管支，食  

道，胃（前胃，腺胃，幽門部），十二指腸，空腸，回腸，  

盲腸，結腸，直腸，膜胱，精嚢（凝固腺を含む），前立腺，  

卵巣，子宮，膣，および坐骨神経を10％中性緩衝ホル  

マリン液で，眼球およびハーダー腺をデビッドソン液で  

固定・保存し，精巣および精巣上体をプアン液で固定後  

70％エタノールで保存した．これらの器官・組織を骨  

法に従ってパラフィン包埋後，薄切してヘマトキシリ  

ン・エオジン染色あるいは特殊染色（ボディアン染色，  

K・B染色，ニューロフィラメント免疫染色）標本を作  

製し，鏡検した．  

5．統計解析   

前肢および後肢の握力，後肢の着地開脚幅，自発運動  

量，体重，摂餌量，尿検査の定量的項目，血液学検査，  

血液生化学検査，器官重量および器官体重重量比の成績  

について，Bartlettの検定法によって等分散性を解析し，  

等分散を示した場合は，一元配置分散分析法によって解  

析し，有意な場合には，Dunnettの検定法により対照群  

と他群との比較を行った．不等分散を示した場合は，  

KruSkal－Wallis法で解析し，有意な場合には，Mann－  

WhitneyのU一検定法を用いて対照群との比較を行った．  

行動機能観察のスコアおよび尿検査の定性的項目の成績  

については，KruskaトWal1isの検定法で解析し，有意差  

がみられた場合はMann－WhitneyのU一検定法を用いて対  

照群との比較を行った．なお，村照群との検定について  

は，危険率5％以下を統計学的に有意とした．  

よび歩行失調がみられ，そのスコアに有意差が認められ  

た．投与4週に雄で前肢に有意な握力の低下がみられ，  

また自発運動量では，雄で測定開始後の10～20および  

20～30分ならびに60分間のカウント数，雌で0～10お  

よび10～20分のカウント数に有意な低下が認められた．  

また100mg／kg群でも，雄で10～20分，雌で0～10分  

のカウント数に有意な低下が認められ，30mg／kg群で  

は，雌のみで0～10分のカウント数に有意な低下が認め  

られた．   

回復期間中は，300mg／kg群で，雌雄とも回復7およ  

び14日に筋緊張の低下および歩行失調がみられ，その  

スコアに有意差が認められた．また，回復2週に雌雄と  

も後肢に有意な速力の低下がみられ，また自発運動量で  

は，雄で0～10，10～20，20～30および30～40分なら  

びに60分間のカウント数，雌で0～10および50～60分  

のカウント数ならびに60分間のカウント数に有意な低  

下が認められた．雄ではさらに後肢に有意な着地開脚幅  

の低下も認められた．  

3．体重（Fig．1）   

投与期間中は，雌雄の300mg／kg群で有意な体重増加  

抑制が認められ，投与28日には雄の300mg／kg群で体  

重減少が，雌の100mg／kg群でも有意な体重増加抑制が  

認められた．   

回復期間中も，雌雄の300mg／kg群で体重が低く推移  

したが，体重増加量および体重増加率は対照群を上回り  

回復傾向が認められた，   

4．摂餌量（Fig．2）   

投与期間中は，雌雄の300mg／kg群で投与2日以降に  

摂餌量の低下あるいは低下傾向が認められた．   

回復期間中は，雌雄の300mg／kg群で回復1あるいは  

7日まで有意な低下がみられたが，回復14日には有意差  

はみられなかった．  

5．尿検査および飲水量   

尿検査では，投与4週に雌雄の各投与群に変化は認め  

られなかった．回復2週には雌の300mg／kg群で尿比重  

に対照群と比較して有意な低下が認められたが，正常範  

囲内の変動であった．   

飲水量では，投与4週に雌雄の300mg／kg群で対照群  

と比較して有意な低下あるいは低下傾向が認められ，回  

復2週にも雌で有意な低下が認められた．  

6．血液学検査（Table2，3）   

投与終了時に，雌雄の300mg／kg群でヘマトク1）ツト  

値およびヘモグロビン量に対照群と比較して有意な低下  

あるいは低下傾向が認められ，雄の100mg／kg群でも低  

下傾向が認められた．また，雄の100および300mg／kg  

群では平均赤血球容積および平均赤血球ヘモグロビン量  

にも低下が認められた．一方，雄の30mg／kg群には平  

均赤血球容積のみに低下が認められ，その他の項目には  

変化がみられなかった．   

結果   

1．一般状態   

雌雄の300mg／kg群で投与20あるいは21日からよろ  

めき歩行がみられ，後肢の反転を伴う例も認められた．  

この症状は回復期間の14日間を通して認められた．  

2．行動機能観察（TabJel）   

投与期間中は，300mg／kg群で，投与21日に雌で歩行  

失調がみられ，そのスコアに対照群と比較して有意差が  

認められた．また投与28日には雌雄に筋緊張の低下お  
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Fig・1Bodyweightchangeofratstreatedorallywithmethacrylamideintwenty－eight－dayrepeateddosetoxicitytest  

SingificantlydifEerentfromOmg／kggroup；＊：p≦0．05；＊＊：p≦0．01   

回復終了時に，雌雄の300mg／kg群で血小板数に有意  

な増加がみられ，雌でプロトロンビン時間に有意な延長  

が認められた．また，雄で単球に有意な増加がみられた  

が，正常範囲内の数値であった．  

7．血液生化学検査（Table4，5）   

投与終了時に，300mg／kg群の雄でアルブミンに有意  

な増加，α2－グロブリンおよびアルカリホスファターゼ  

に有意な低下がみられ，α1－グロブリンには低下傾向が  

認められた．また，雌ではトリグリセリドに有意な増加，  

尿素窒素およびクレアチニンに有意な低下がみられ，ア  

ルブミンの増加傾向，アルカリホスファクーゼおよび  

α1－グロブリンの低下傾向が認められた．100mg／kg群  

では，雄に総蛋白の有意な低下が認められたが，用量依  

存性は認められなかった．   

回復終了時に，300mg／kg群の雄でA／G比，ア）t／ブミ  

ン，カリウムおよび無機リンの有意な増加，総蛋白，グ  

ルコースおよびトリグリセリドの有意な低下が認められ  

た．また，雌ではアルカリホスファターゼ，カリウム，  

クロールおよび無機リンの有意な増加，総蛋白およびグ  

ルコースの有意な低下が認められた．一方，雄でクレア  

チニンに有意な低下が認められたが，対照群の変動範囲  

内の値であった．  

8．剖検   

投与終了時に，300mg／kg群の雄で3例に膀胱の内腔  

拡張が認められ，1例に肺の右前葉に暗赤色化，左肺に  

暗赤色斑が認められ，また雌では1例に膀胱の内腔拡張  

が認められた．なお，対照群の1例に左肺の暗赤色斑が  

認められた．   

回復終了時に，300mg／kg群の雄の1例で肺の右中間  

葉および左肺に白色斑が認められ，また雌の1例で右腎  
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SingificantlydifEerentfromOmg／kggroup；＊：p≦0．05；＊＊：p≦0．01  

臓に腎孟拡張および子宮に嚢胞が認められた．  

9．器官重量および器官体重重量比（TabIe6，7）   

投与終了時および回復終了時のいずれにも，300  

mg／kg群の雌雄ともに脳，肺，心臓および肝臓等多く  

の器官の器官重量が低下し，また器官体重重量比が増加  

した．しかし、回復終了時に雄の精巣は，器官重量およ  

び器官体重重量比のいずれもが増加を示した．  

10．病理組織学検査（Table8，9）   

投与終了時に，300mg／kg群の雌雄ともに1～2例で  

小脳脚における軸索膨化が軽度に認められ，また仝例で  

坐骨神経に軽度な神経線維の変性が認められた．   

回復終了時には，300mg／kg群の雌雄ともに3－5例  

で小脳脚における軸索膨化が軽度に認められ，また仝例  

で坐骨神経に軽度～中等度な神経線維の変性が認められ  

た．さらに，雄の1例で精巣にステージⅠⅩ，Ⅹにおける  

ステップ19精子細胞の軽度なretentionが認められた．   

対照群および300mg／kg群で投与終了時および回復終  

了時にみられたその他の変化にはメタクリルアミド投与  

との関連性は認められなかった。  

タクリルアミドの急性経口投与毒性試験2）において中枢  

神経の変性・壊死等が認められたことから，アクリルア  

ミドと同様に神経毒性の発現が予測された．   

一般状態では，300mg／kg群で投与3～4過から雌雄  

いずれにもよろめき歩行がみられ，後肢の反転を伴う例  

も認められ，これらの神経症状は回復期間中にも継続し  

て観察された．よろめき歩行および後肢の反転はアクリ  

ルアミドにおいて報告されている後肢の麻痔3）と類似し  

た症状と考えられ，メタクリルアミドではマウスに神経  

毒性が報告1）されていることから，これらの歩行異常は  

メタクリルアミドの末梢神経に対する毒性により，後肢  

カチ麻痔した結果と推察された・   

行動機能観察では，投与期間中に300mg／kg群の雌雄  

で筋緊張の低下，歩行失調，握力の低下，雄で自発運動  

量の低下が認められた．この変化はいずれも末梢神経に  

対する神経毒性を示唆する前述の一般状態の変化ととも  

に認められた．後肢の着地開脚幅の低下については回復  

期間に認められており，自発運動量の低下についても雌  

雄とも回復期間中の方がより高頻度に認められた．この  

ことは末梢神経に対する神経毒性が，投与期間終了後に  

も進行したものと推察された．撞力の低下については，  

アクリルアミドの30mg／kgを5週間投与した試験4）でも  

報告されていることから，この変化はメタクリルアミド  

の影響と考えられた．後肢の撞力の低下に関連する病変  

として病理組織学所見で坐骨神経に神経線維の変性が確  

認された．前肢の速力の低下については，病理組織学検  

考察  

メタクリルアミドは，長期投与により神経毒性の発現  

が知られているアクリルアミドの類縁物質1）であり，メ  
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メタクリルアミド  

査で認められた小脳の小脳脚における軸索膨化との関連  

が考えられた．雌の30および300mg／kg群，雌雄の100  

mg／kg群では，自発運動量の測定開始後0～10あるいは  

10～20分に有意な低下が認められた．対照群の動物で  

は測定開始後の自発運動量が時間の経過とともに減少し  

ていく傾向がみられており，これは周囲の状況に馴れる  

に従って運動量が低下していくものと推察された．した  

がって，60分間の自発運動量に変化がみられないこと，  

各投与群の自発運動量の低下がいずれも測定開始後の初  

期にみられたことから，対照群に比較して周囲の状況の  

変化に対して鈍感であった可能性，あるいは運動活性が  

低下していた可能性が考えられた．このことは，60分  

間の自発運動量に有意差がみられている300mg／kg群で  

も，測定開始後の初期に対照群と比較して有意差がみら  

れる場合が多いことから，測定開始後の初期に認められ  

た自発運動量の低下は，メタクリルアミドの影響による  

ものと推察された．なお，雌雄の30および100mg／kg  

群では，一般状態，病理組織学検査において変化はみら  

れなかった．   

剖検では，300mg／kg群で雌雄とも1～3例と少数例  

ではあるが膀胱に内腔拡張が認められた．この変化は，  

600mg／kgを10～13日間投与した予備試験における死  

亡例にも認められ，メタクリルアミドとの関連が示唆さ  

れた．また，この変化は，前述の後肢の麻痔に関連して，  

末梢神経の障害に起因した排尿困難による可能性も考え  

られた．   

病理組織学検査では，300mg／kg群の雌雄の仝例で，  

坐骨神経に軽度な神経線維の変性が認められ，メタクリ  

ルアミドの神経毒性と考えられた，この変化は回復終了  

時ではその程度を増強し，前述と同様に末梢神経に対す  

る神経毒性が，回復期間にも進行した可能性が推察され  

た．アクリルアミドの50mg／kgの週3回投与を4週間行  

った試験では，投与終了後40日には後肢の麻痺が回復  

し，末梢神経線維の再生像も認められている3）ことから，  

本試験において認められた神経線維の変性は，14日間  

の回復期間では回復するまでには至らなかったものと考  

えられた．また，300mg／kg群の雌雄の小脳に散見され  

た小脳脚における軸索膨化については，アクリルアミド  

の50mg／kgの10日間投与においても認められている5）．  

なお，30および100mg／kg群では，これらの神経毒性を  

示唆する変化は認められなかった．   

一方，300mg／kg群の1例の精巣で回復終了時に認め  

られたステージⅠⅩ，Ⅹにおけるステップ19精子細胞の  

retentionについては，セルトリ細胞の障害に起因する  

ものと考えられている6）．メタクリルアミドの急性経口  

投与毒性試験2）においても精巣毒性が示唆され，精母細  

胞および精子細胞に変化が認められたが，本試験で認め  

られた所見とは異なり，またセルトリ細胞に障害がみら  

れないことから，神経毒性の発現により体重および摂餌  

量の低下が継続したことに起因して，前述の精子細胞の  

retentionが起きた可能性も考えられた．しかし，精子  

細胞のretentionについては，特定のステージにのみ認  

められていることから精巣毒性の可能性を否定すること  

はできなかった．   

体重では，300mg／kg群で雌雄とも投与初期から体重  

増加抑制が認められ，投与7日以降，回復終了時まで体  

重が低く推移した．また100mg／kg群の雌でも投与28  

日に有意な体重増加抑制が認められた．回復期間には体  

重増加が認められたが，対照群と同等までの回復には至  

らなかった．   

摂餌量では，300mg／kgで雌雄とも摂餌量の低下が，  

投与初期から回復期間の前半まで継続したが，回復期間  

終了の時点では対照群とほぼ同等まで回復した．   

血液学検査では，雌雄の300mg／kg群でヘマトクリッ  

ト値およびヘモグロビン量の低下あるいは低下傾向が認  

められ，雄の1抑mg／kg群でもヘマトクリット値および  

ヘモグロビン量に低下傾向が認められた．また，雄の  

100および300mg／kg群では平均赤血球容積および平均  

赤血球ヘモグロビン量にも低下が認められた．この貧血  

傾向は，雌雄の300mg／kg群において神経症状が継続し  

て認められたこと，体重の低下が投与7日以降継続して  

認められ，投与28日には減少あるいは停滞したこと，  

ならびに摂餌量の低下が継続的に認められたことに関連  

した二次的な変化と考えられた，しかし，骨髄あるいは  

牌臓に毒性を示唆する変化は認められず，回復期間には，  

これら貧血傾向を示唆する変化は認められなかった．ま  

た，雌雄の300mg／kg群に血小板数の増加，雌のプロト  

ロンビン時間の延長が認められ，この変化も，神経症状  

ならびに体重と摂餌量の低下が継続した影響によるもの  

と考えられた．   

血液生化学検査では，投与終了時に雌雄の300mg／kg  

群でα1－グロブリンに低下傾向およびアルカリホスファ  

ターゼに低下あるいは低下傾向がみられ，雄ではα2－グ  

ロブリンに低下，雌ではトリグリセリドに増加もみられ  

た．この変化も血液学検査の場合と同様に，神経症状な  

らびに体重および摂餌量の低下が継続したことに起因す  

るものと推察された．雌雄の300mg／kg群でアルブミン  

に増加あるいは増加傾向が認められ，回復終了時に雄で  

はA／G比に増加も認められた．雌の300mg／kg群では，  

尿素窒素およびクレアチニンに低下が認められたが，腎  

臓に病理組織学的な異常は認められなかった．   

回復期間に雌雄いずれも総蛋白，グルコースに低下お  

よびカリウム，無機リン等の電解質に増加が認められた  

が，この変化は，神経症状ならびに体重と摂餌量の低下  

が継続した影響が回復していないことに起因するか，あ  

るいは神経毒性が進行したことから神経組織からの逸脱  

に起因する等の可能性が考えられた．   

器官重量および器官体重重量比では，回復終了時の  

300mg／kg群で精巣の器官重量および器官体重重量比に  

増加が認められたが，精子細胞のretentionが認められ  

たのは1例のみであり，その原因について病理組織学所  

見から明らかにすることは出来なかった．   

以上，メタクリルアミドをラットに28日間反復経口  

投与した場合，雌雄いずれも300mg／kg投与で神経症状  

および体重増加抑制が認められ，病理組織学的には神経  

毒性が認められた．14日間の回復終了後に，この神経  
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メタクリルアミド  

lbblel Resultsofgripstrength，footsplay，andlocomotoractivitycountsinratstreatedorallywith  
methacrylamideintwenty－eighトdayrepeateddosetoxicitytest  

Administration Beriod Recovery period 

Omg／kg  30mg／kg  lOOmg／kg  300mg／kg  Omg／kg  300mg／kg  

Male   

GrlpStrength（g）  

Forelimb  

Hlndlimb   

Splay（cm）  

Hlndlimb   

Locomotoractivitycounts  

O‘▼10－  

10－－20－  

20し30■  

30－一40■  

40し50－  

50’－60■  

Tbtal（0■－60■）  

359．0±86．8＊★  

192．3±61．4  

臥73±2．85  

421．0±265．3  

188．8±104．8＊  

123．0± 84．3＊＊  

70．0±93．6  

65．0±90．0  

88．0±6臥1  

955．8±613．9＊＊  

912．5±196．8  

394．3±115．8  

9．∈洛±1．52  

612．0±129．1  

345．3±13．8＊  

298．8±114．1  

261，8±106．2  

203．3±146．9  

168．3±104．4  

1889．3±498．6  

933．0±88．5  

271．8±69．7  

9．70±1．65  

704．3±28．9  

432，5±61．2  

290．8±28．7  

248．0±113．0   

37．0±20．7  

14．5±12．5  

1727．0±86．4  

777．5±198．2  

83．3±54．8＊＊  

5．73±2．54＊  

240．3±114．2＊＊  

186．8±66．5＊＊  

141，5±27．1＊＊  

57．3±57．4＊  

55．8±54．7  

52．8±45．2  

734．3±220．6＊＊  

867．5±129．4  

369．5±85．9  

8．48±1．33  

743．5±143．9  

519．8±95．0  

407，0±74．1  

249，3±43．3  

254．0±110．9  

224．0±99．3  

2397．5±92．1  

761．8±150．7  

343．5±111．3  

8．15±1．14  

611．3±69．4  

468．5±26．8  

364．0±141．6  

196．3±130．9  

206．0±151．2  

148．5±121．7  

1994．5±435．5  

Female   

Gripstrength（g）  

Forelimb  

Hindlimb   

Splay（cm）  

Hindllmb   

Locomotoractivitycounts  

Oし10－  

10一－201  

20■－30■  

30し40’  

40し50■  

50し60■  

Tbtal（0■－60■）  

670．8±68．7  

130．5±27．5  

6．08±乙35  

573，3±99．4  

325．0±61．7  

195．8±76．9  

198．0±45．7   

61．5土36．5  

152．3±77．5  

1505．8±2餅）．3  

419．8±207．1  

185．0±63．9  

8．58±2．57  

286．8±76．2＊＊  

154．0±105，6＊  

116．0±95．5  

136．5±128．9  

149．0±126．8   

54．0±49．2  

896．3±514．3  

549．0±142．9  

49．3±22．0＊＊  

6．83±1．80  

32Z8±119．6＊  

151．0±131．7  

114．8±141．5  

118．0±90．4  

39．3±28．2  

43．5±24．7＊  

789．3±489．8＊  

712．5±152．2  

227．8±52．5  

7．15±1．74  

465．0± 87．7＊  

297．5±153．2  

203．3±139．6  

230．3±162．6  

217．8±170．6  

170．0±128．7  

1583．8±792．3  

772．0±281．3  

227．0±65．7  

9．35±1．29  

453．0±118，8＊  

269．0±112．6  

179．3±151．6  

138．0±126．0   

79．3±88．5   

71．5±83．1  

1190．0±638．2  

725．8±152．3  

316．3±105．8  

7．03±2．52  

646．0±39．6  

442．5±7臥8  

354．0±144．6  

228．8±173．1  

103．5±116．1  

163．5±215．8  

1938．3±569．7  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊：p≦0．05，★＊二p≦0．01  

一137－  
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Tbble2 Hematologicalfindingsinmaleratstreatedoral1ywithmethacrylamideintwentyTeight－dayrepeateddose  
toxicity testst 

Administration period Recovery period 

Omg／kg  30mg／kg  lOOmg／kg  lOOmg／kg  Omg／kg  300mg／kg  

No．ofanimals  

RBC（×106／FLL）＼  

Hematocrit（％）  

Hemoglobin（g／dL）  

MCV（m）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

WBC（103／〃L）  

Platelet（103／pL）  

PT（sec）  

APTT（sec）  

7  

8．061±0．433  

51．10±1．59  

16．44±0．59  

63．43±1．75  

20．41±0．64  

32．19±0．55  

13．59±3．22  

1105．1±68．0  

15．43±1．99  

23．40±2．66  

7  

8，386±0．341  

51．10±1．02  

16．59±0．42  

60．97±2．13＊  

19．77±0．63  

32．47±0．34  

15．27±3．76  

1126．6±138．3  

15．74±1．58  

23．20±2．29  

7  

8．174±0，316  

49．44±1．34  

15．99±0．57  

60．49±1．46＊  

19．56±0．56＊  

32，33±0．60  

13．06±3．25  

1100．0±115．3  

15．79±1．96  

21．77±2．79  

7  

8，293±0．355  

49．10±1．09＊  

15．86±0．53  

59．23±1．53■＊  

19．16±0．58＊＊  

32．29±0，61  

15．69±4．99  

1162．0±107．4  

16．47±2．57  

23．93±乙67  

7  

8．491±0，4∝）  

50．74±2．71  

16．61±0．90  

59．76±1．72  

19．56±0．51  

32．74±0．22  

14．81±2．16  

954．0±147．1  

16．30士2．15  

29．50±2．83  

7  

8，271±0．349  

48．93±1．21  

15．87±0．40  

59．19±1．64  

19．21±0．73  

32．44±0．71  

12．07±3．33  

1183．0±71．7＊＊  

15．16±0．97  

29．74±2．35  

Differential1eukocytecounts（％）   

Neutrophils   

Stabform   

Segmented  

Eosinophils  

Basophils  

Monocytes  

Lymphocytes  

0．7±0．8  

7．7±3．9  

0．7±1．0  

0．0±0．0  

0．7±0．8  

90．1±3．3  

0．7±0，5  

10．1±6．2  

0．7±1．0  

0．0±0．0  

1．0±1．0  

87．4±5．7  

0．6±0．8  

8．1±2．2  

0．9±1．1  

0．0±0．0  

0．6±0．5  

89．9±2．8  

0．7±0．5  

9．9±10．2  

1．4±1．4  

0．0±0．0  

0．6±0．5  

87．4±10．8  

0．6±0．5  

6．9±3．3  

0．3±0．5  

0．0±0．0  

0．6±0．5  

91．7±乙9  

1．1±0．7  

7．6±4．0  

0．9±1．1  

0，0±0．0  

1．6±0．5＊＊  

88．9±4．1  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
Significantlydifferentfrorr；omg／kggroup；＊：p≦0．05，叫：p≦0．01  

Tbble3 Hematologicalfindingsinfemalemaleratstreatedorallywithmethacrylamideintwenty－eightrday  
repeateddosetoxicitytest  

Adminlstration period Recoveryperiod  

Item  Omg／kg  30mg／kg  lOOmg／kg  300mg／kg  Omg／kg  300mg／kg  

No．ofanimals  

RBC（×1ぴルL）  

Hematocrit（％）  

Hemoglobin（g／dL）  

MCV（m）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

WBC（10｝ルL）  

Platelet（103／〃L）  

PT（sec）一  

m（sec）  

7  

臥010±0．457  

48．53±2．94  

16．10±0．93  

60．59±2．00  

20．11±0，70  

33．19±0．64   

8．16±1．27  

1104．7±297．0  

13．41±0．93  

20．30±5．00  

7  

8．186±0．296  

49，20±1．23  

16．44±0．39  

60．13±1．76  

20．11±0．61  

33．43±0，52   

8．70土3．16  

1124．9±112．0  

13．47±0．79  

17．60±1．21  

7  

7．927±0．292  

47．93±2．09  

16．03±0．67  

60．44±0．97  

20．21±0．41  

33．44±0．52  

10．36±2．47  

1183．6±93．8  

13．13±0．98  

17．57±1．23  

7  

7．759±0．296  

45．64±2．01＊  

15．29±0．69  

58．80±1．18  

19．70±0．51  

33．51±0．58   

9．56±3．20  

1206．7±115．9  

13．06±1．16  

17，50±1．02  

7  

8．141±0．263  

48．19±1．56  

15．83±0．43  

59．20士1．64  

19．46±0．65  

32．84±0．50  

10．41±2．24  

1116．6士104．2  

14．36±0．37  

19．33±1．51  

7  

8．007±0．230  

47．97±2．25  

15．74±0．76  

59．91±1．59  

19．64±0．65  

32．81±0．85   

8．81±3．00  

1275．9±99．2＊  

14．87±0．35＊  

19．80±2．02  

DifEerentialleukocytecounts（％）  

Neutrophils   

StAbform   

Segmented  

Eosinophils  

Basophils  

Monocytes  

Lymphocytes  

0．9±0．4  

8．1±3．1  

0．7±1．1  

0．0±0．0  

0．6±0．5  

89．7±2．1  

0．9士0．7  

7．7士3．6  

1．4±0．5  

0，0士0．0  

0．3±0，5  

89．7±4．2  

1．0±0．6  

9．4±2．7  

1．4±1．6  

0．0±0，0  

0．6±0．5  

87，6±3．3  

0．3±0．5  

8．6±2．8  

1．4±1．1  

0．0±0．0  

0．9±0．4  

88．9±3．3  

0．6±0．8  

6．9士3．7  

0．6±0．8  

0．0土0．0  

0．9±0．7  

91．1士4．9  

0．4±0．5  

5．0±2．4  

0．4±0．5  

0．0±0．0  

0．7±0．8  

93．4±2．2  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊：p≦0．05  

52  

－138－   
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メタクリルアミド  

Table4 Bloodchemicalfindingsinrnaleratstreatedorauywithmethacrylamideintwenty－eight－dayrepeateddose  
toxicity test 

Administration period Recovery period 

Omg／kg  30mg／kg  lOOmg／kg  300mg／kg  Omg／kg  300mg／kg  Item  

7   

5．77±0．15  

1．109±0．108  

52．59±2．37  

23．79±2．32   

8．61±0．23  

13．63±0．71  

1．39±0．35   

68．7±10．3   

33，0±臥7  

355．4±123．6  

227．4±39．2   

0．54±0．21   

0．10±0．00  

171．3±12，1   

65．3士9．8   

53，4±25．0  

17．23士1．64   

0．49±0．04  

143．43±1．10  

4．436±0．356  

105．7±1．6   

9．40±0．12  

7   

5．80±0．13  

1．219±0．069  

55．00±1．41  

22．60±2．97  

10．10±0．99  

11．47±0、97   

0．83±0．40   

65．7±10．8   

27．0±6．2  

482、4±110．5  

304．6±126．7   

0．51±0．30   

0．10±0．00  

155．0±21．9   

57．6±16．3   

44．1±16．8  

15．90±0．77   

0．44±0．05  

142、86±0．69  

4．383±0．416  

105．6±1．0   

9．63±0．26  

7   

5．49±0．18★  

1．273±0．103  

56．04±1．90  

21．47±1．62  

10．21±0．87  

11．54±0．52   

0．73±0，19   

60．3±4．3   

Z5．1±3．0  

447、1±101．3  

267．3±56．4   

0．61±0．29   

0．10±0．00  

148．7±14．0   

52．4±11．2   

39．9士18、3  

15．10±1．50   

0．43±0．05  

142、50±1．50  

4．557士0．280  

104．7±0．8   

9．47±0．20  

7   

5．79±0．25  

1．317±0．115  

56．83±2．12＊  

20．94±1．30   

9，17±0．88＊  

12．24±1．46   

0．81±0．23   

58．0±8．2   

20．9±3．0  

337．6±57．5♯  

295．6±76．6   

0．66±0．28   

0．10±0．00  

160．0±15．9   

58．6±15．9   

32．3±13．6  

15．74±1．31   

0．41±0．04  

141．29±0．57  

4．777±0．454  

106．6±1．0   

9．47±0．24  

7   

5．49±0．23＊  

1．269±0．105＊  

55．93±1．93＊  

21．39：出2．21   

8．41±0、92  

13．01±0．73  

1．26士0．80   

74．0±12．3   

31．6士3．9  

358．6士76．9  

260．7±45．6  

．0．60±0．24   

0．10±0．00  

126．9±1臥8桝   

67．9±9．1   

30．0±11．2＊  

16．69±2．13   

0．40±0．00＊＊  

143，21±1．04  

4．887±0．299＊  

106．9士1．6   

9．20±0．26  

7．94±0．65＊  

7   

5．77±0．21  

1．190±0．090  

54、37±1，76  

23．04±1．83  

10．50±0．81  

11．06±0．65  

1．03±0．46   

65．0±9．6   

25．1±2，3  

495．6±97．4  

324．1±86．5   

0．56±0．28   

0．10±0．00  

156．0±17．9   

64．4±10．1   

34．4±12．1  

15、39士1．58   

0．44±0．05  

142．29±0．95  

4．781±0．220  

105．4±1．9   

9．70±0．22  

No．ofanimals  

Tbtalprotein（g／dL）  

A／G  

F〉roteillfraction（％）   

Albumin   

α1－globulin   

蝕－globulin   

β－gまobulin   

γglobulin  

GOT（IU／L）  

GPT（IU／L）  

ALP（IU／L）  

LDH（IU／L）  

TGTP（IU／L）  

Tbtalbilirubin（mg／dL〉  

Glucose（mg／dL）  

Totalcholesterol（mg／dL）  

Triglyceride（mg／dL）  

Ureanitrogen（mg／dL）  

Creatinine（mg／dL）  

Sodium（mEq／L）  

Potassium（mEq／l．）  

Chlorlne（mEq／L）  

Calcium（mg／dL）  

Inorganicphosphorous（mg／dL）  

8．47±0．33   8．64±0、79   8．61±0、76   7．83±0．33   7．26±0．51  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificarltlydiHerentfromOmg／kggroup；＊：p≦0．05，†＊：p≦0・01  

53   
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Table5 Bloodchemicalfindingsinmaleratstreatedora11ywithmethacrylamideintwenty－eight－dayrepeateddose  
toxicity test 

Administration period Recovery period 

Omg／kg  30mg／kg  lOOmg／kg   300mg／kg  Omg／kg  300mg／kg  Item  

No．ofanimals  

Tbtalprotein（g／dL）  

A／G  

Proteinfraction（％）   

Albumin   

α1－globulin   

領一globulin   

β－gldbulin   

γglobulin  

GOT（IU／L）  

GPT（IU／L）  

ALP（IU／L）  

LDH（IU／L）  

Y－GTP（IU／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

7btalcholesterol（mg／dL）  

Triglyceride（mg／dL）  

Ureanitrogen（mg／dL）  

Creatinine（mg／dL）  

Sodium（mEq／L）  

Potassium（mEq／L）  

Chlorine（mEq／L）  

Calcium（mg／dL）  

7   

5．73±0．26  

1．426士0．105  

ミ娼．76±1．75  

19．63±1．50   

7．61±1．01  

12，27±0．95   

l．73士0．70   

65．3士9．1   

23．7±5．2  

271．3±62．1  

31臥9±90．9   

1．64±2．10   

0．10±0．00  

118．7±17．2   

64，4±13．9   

9．3±3．1  

17．99±1．53   

0．53±0．08  

141．07±1．72  

4．553±0．151  

108．1士2．1   

9．20±0．14  

7   

5．83±0．36  

1．423±0，148  

58．69±2．43  

19．99±2．44   

7．64±1．10  

12．10±0．68   

1．59士0，73   

62．1±4．3   

24．3±4．9  

282．0±67．3  

277．0±50，5  

1．01±0．55   

0．10±0．00  

120．1±5，7   

67．0±13．5  

10．9±3．1  

19．04±1．68   

0．50±0．06  

139．93±0．98  

4．484±0．343  

107．4士1．5   

9．09±0．22  

7   

5．80士0．18  

1．459±0．162  

59．31士2．55  

19．40±乙13   

7．87±－0．99  

12．09±0．77   

1．33±0．23   

62．1±8．9   

20．9±5．6  

28乙6■±79．2  

278．1±88．6   

0．91±0．44   

0．10±0．00  

120．7士7．4   

59，9±12．0  

13．4±6．3  

16．96±1．81   

0．46±0．05  

140．86±1．28  

4．551土0．350  

107．1±1．7   

9．31±0．23  

7   

5．61±0、16  

1．576±0．044  

61．24士0．64  

17．63±0．87   

7．43±0．86  

12．39±0．65  

1．31±0．16   

64．7±4，3  

18．4±2．2  

225．6±50．7  

328．4±75．8   

0，90±0．23   

0．10±0．00  

131＿1±14．3   

60．1±10．0  

17．ユ±6．4＊  

15．43±1．37＊   

0．43±0．05＊  

140．21士1．44  

4．851±0．422  

108．1土0．9   

9．06±0．19  

7   

6．20±0．19  

1．486±0．109  

59．77±1．87  

18．94、±1．39   

6．60士0．55  

12．71±1．34   

1．97士0，65   

61．9士6．7   

22．0±4．5  

182．1±15．1  

261．1±49，0  

1．4．0±0．45   

0．10±0．00  

150，4±13．1   

71．1±12，7   

14．0士6．5  

18．10±2．88   

0．54士0、08  

142．79±0．81  

4．090±0．216  

107．1±1．1   

9．27±0．34  

7   

5．60±0．08＊＊  

1．560±0．127  

60．94±1．99  

17．94士1．05   

6．60±0．66  

12．33±0．71   

2．19士1．04   

68．0±7．5   

25．7±4．3  

244，4±87．6＊  

250．7±30．3  

1．10±0．54   

0、10±0．00  

126．1±9．9＊＊   

66，4±16．2  

11．6±4．8  

17．67±1．78   

0．47±0．05  

142．79±1．07  

4．736±0．350＊＊  

108．6士1．0＊   

8．99士0．31  

Inorganicphosphorous（mg／dL）  

7．37±0．85   7，14±0．64  7．24±0β1  7．26±0．59   5．60±0．60   6．93±0．52…  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊：p≦0．05，料：p≦0．01  

54  
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メタクリルアミド  

1bble6 Absoluteandrelativeorganweightsinmaleratstreatedorallywithmethacrylamideintwenty－eight－day  
repeateddosetoxicitytest  

Administration period Recovery period 

Omg／kg  30mg／kg  l00mg／kg  300mg／kg  Omg／kg  300mdkg  Item  

No．ofanimals  

Bodyweight（g）  

Absolute organ weight 

Brain（g）   

Lungs（g）   

Heart（g）   

Liver（g）   

Kidneys（g）   

Spleen（g）   

Adrenals（mg）   

Pituitarygland（mg）   

Thymus（mg）   

Thyroids（mg）   

Tbstes（g）   

Epididymides（g）  

Relative organ welght 

Brain（g％）   

Lungs（g％）   

Heart（g％）   

Liver（g％）   

Kidneys（g％）   

Spleen（g％）   

Adrenals（mg％）   

Pituitarygland（mg％）   

Thymus（mg％）   

Thyroids（mg％）   

Testes（g％）   

Epididymides（g％）  

7   

347．7±13．9  

2．050±0．（略1  

1．314±0．084  

1．186±0．053  

10．257±0．994   

2．493±0．181   

0．647±0．094  

62．286±6．157  

12．34±1．03   

606．7±114．6  

20．471±2．369   

3．006±0．278   

0．756±0．062  

0．591±0．029   

0．379±0．011   

0．341±0．013   

2．946±0．197   

0．717±0．039   

0．187±0．023  

17．940±1．872   

3．559±0．365  

174．296±30．878   

5．884±0．634   

0．863±0．052   

0．219±0．013  

7   

338．7±26．2  

2．026±0．082  

1．266±0．112  

1．246±0．075  

10．380±1．422   

2．566±0．171   

0．651±0．098  

62．143±9．582  

11．54±1．30   

573．0±118．5  

21．900±2．681   

3．044±0．517   

0．761±0．〔垢9  

0．601±0．038   

0．373±0．016   

0．370±0．028   

3．056±0．231   

0．757±0．011   

0．193±0．035  

18．323±2．137   

3．414±0．380  

168．8C略±30．054   

6．474±0．716   

0．900±0．122   

0．226±0．020  

7   

332．7±20．0  

2．080±0．077  

1．277±0．064  

1．199±0．085  

10．241±1，121   

2．746±0．332   

0．660±0．087  

62．571±9．572  

12．44±1．71   

598．6±80．5  

19．157±3．153   

3．134±0．241   

0．770±0．050  

0．626±0，046   

0．387±0．027   

0．359±0．020   

3．071土0．182   

0．823±0．0≡趨■＊   

0．196±0．017  

18．774±2．314   

3，736±0．3a8  

179．911±22．000   

5．754±0，880   

0．944土0．087   

0．230±0．012  

7   

255．3±34．3■＊  

1．916±0．114■  

1．160±0．118＊  

1．059±0，097＊   

8．519±1．434＊   

2．460±0．318   

0．473±0．042＊＊  

50．571±7．850＊   

9．61±1．31＊＊   

482．9±77．1  

19．143±1．491   

2．913±0，265   

0．689±0，061  

0．759±0．083＊＊   

0．463±0．092＊＊   

0．417±0．042＊＊   

3．327±0．170♯＊   

0．966±0．059＊＊   

0．187±0，014  

19．887±2．162   

3．781±0．364  

190．203±27，392   

7，621±1．193＊＊  

1．151±0．125＊■   

0．271±0．035＊ヰ  

7   

318．9±36．2＊＊  

2，030±0．051  

1．306±0．096  

1．160±0．147＊   

9．384±1．192♯   

2．646±0，288   

0．667±0．095  

52．286±3．302  

10．84±0．49   

534．4±171．4  

20．314±4．321   

3．471±0．240■   

0．976±0．028＊  

0．641±0．062＊＊   

0．413±0．050＊＊   

0．361±0．017   

2．946±0．198   

0．830±0．039＊＊   

0．209±0．029＊  

16，594±2．375＊   

3．436±0．392  

166．871±43，446   

6．337±0．862  

1．097±0．103＊＊   

0．310±0．033＊  

7   

402．3±47．9  

2．156±0．165  

1．350±0．163  

1，371±0．147  

11．811±1．929   

2．867±0．434   

0．721±0．103  

55．571±8．264  

12．31±1．44   

547．0±135．7  

22．386±5，167   

3．193±0．181  

1．031±0．053  

0．539±0．045   

0．339±0．027   

0．341±0．020   

2．924±0．190   

0．713±0．059   

0．179±0．016  

13，841±1．443   

3．076±0．310  

134．384±21．873   

5．617±1．438   

0．801±0．076   

0．259±0．033  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
Significantlydi蝕rentfromOmg／kggroup；■：p≦0．05，＊＊：p≦0．01  
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28日間反復投与毒性試験  

Thble7 AbsoluteandrelativeorganWeightsinfemaleratstreatedorallywithmethacrylamideintwenty－eight－day  
repeateddosetoxicitytest  

Administration peliod Recoveryperiod  

Omg／kg  30mg／kg  lOOmg／kg  300mg／kg  Omg／kg  300mg／kg  Item  

No，Ofanimals  

Bodyweight（g）  

Absolute organ welght 

Brain（g）   

Lungs（g）   

Heart（g）   

Liver（g）   

Kidneys（g）   

Spleen（g）   

Adrenals（mg）   

Pituitarygland（mg）   

Thymus（mg）   

Thyroids（mg）   

Ovaries（mg）  

Relative organ weight 

Brain（g％）   

Lungs（g％）   

Heart（g％）   

Liver（g％）   

Kidneys（g％）   

Spleen（g％）   

Adrenals（mg％）   

Pituitarygland（mg％）  

7  

199．3±12．4  

1．909±0．050  

0．957±0．064  

0．770±0．033  

5．936±0．482  

1．650±0．089  

0．439±0，042  

69．571士7．743  

12．71±1．33  

472．1±67．3  

15．843±2．615  

88．286±10．き娼9  

0．961±0．071  

0．481±0．022  

0．387±0．024  

2．979±0．138  

0．829±0．023  

0．223±0．030  

34．921士3．557  

6．401±0．770  

7  

163．6±8．7＊＊  

1．803±0．048＊＊  

0．859±0．052＊＊  

0．691±0．037＊  

5．121±0．380＊＊  

1．604±0．082  

0．369士0．027♯＊  

5（；．714士6．824  

10．83±2．15＊＊  

371．0±54．0＊＊  

14．729±3．∝氾  

69．714±8．077  

1．106±0．072＊＊  

0．526±0．026＊＊  

0．424±0．024＊＊  

3．136士0．236抽  

0．979±0．032＊＊  

0．227±0．024  

34．716士4．207  

6．604±1．150  

7   

214．7±15．1  

1．977±0．096   

0．986±0．069  

0．791±0．080   

6．044±0．679  

1．696士0．176  

0．467±0．048  

66．571±17．008  

14．56±1．46   

526．9±117．8  

15．671士2．299  

85．571±12．985  

0．924±0．083  

0．459士0．009  

0．369±0，025  

2．810±0．185  

0．790±0．059  

0．217士0．018  

30．830士6．257  

6．790±0．675  

7   

206．3±1乙3  

1．980±0．076  

1．003±0．045  

0．809±0．091  

6，137±0．498  

1．743±0．145  

0．430±0．067  

68．286±9．050  

14．41±0．85  

493．7±68．5  

15．171士2．835  

91．714±19．559  

0．963±0．060  

0．487±0．029  

0．391±0．034  

2．971±0．116  

0．846±0．056  

0．207±0．034  

33．103±3．935  

7．011±0．627  

7  

244．7±25．7  

2．023±0．089  

1．013士0．080  

0，830士0．093  

6．644士0．769  

1．744±0．169  

0．481±0．068  

63．429±5．682  

15．69±1．70  

400．3±64．6  

15．729±3．461  

94．571±9．144  

0．834±0．086  

0．416±0．022  

0．339±0．018  

2．717±0．173  

0．713±0．021  

0．197土0．024  

26．080±2．875  

6．481士1．113  

7  

192．1±6．6＊＊  

1．890±0，043＊＊  

0．947±0．024  

0．743±0．062  

5．344±0．236＊＊  

1．624±0．079  

0．461±0．056  

61．571±5．912  

12．47±0．70♯＊  

392．1±56、6  

13．586±1．504  

77．286±7．931＊＊  

0．984±0．029＊＊  

0．494±0．015＊＊  

0．386±0．032…  

2．781±0．102  

0．847±0．041＊■  

0．240±0．024＊＊  

32．037±2．730＊＊  

6．500±0．500  

nymus（mg％）   244．801±49．封2239．991±35．204236．181±23．055228．024士40．930ユ64．626±29．299203．676±加．凱2＊  

Thyroids（mg％）  7．289±0．792  7．376±1．458  7．949±1．210  8．991±1．726  6．406±1．035  7，069±0．718  

0v訂ies（mg％）  39．槌7±3．517 44．269±7．鋤8 44．456±6．264 42．651±4．748 38．帥1±3．181 40．317±4．飴7  

Ⅵ11uesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydibrentfromOmg／kggroup；雷：p≦0．05，＊＊：p≦0．01  

56   
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メタクリルアミド  

′hble8 Histopathologicalfindingsinmaleratstreatedora11ywithmethacrylamideintwenty－eight－dayrepeated  
dosetoxicitytest  

Endofadministrationperiod  Endofrecoveryperiod  

Item  Omg／kg 30mg／kg lOOmg／kg 300mg／kg Omg／kg 300mg／kg  

No．ofanimalsexamined   

Organ：Findings  Grade   

Lung：Cellularinfiltration，neutrOPhil  ＋＋  

Granuloma  Tbtal  

＋  

－トート  

Accumulation，foamcell  十   

Trachea二Cellularinfiltration，neutrOphil，laminaproprla  

＋  

Liver：Granuloma  ＋   

Kidney：Cel］ularinfiltration，1ymphocyte  ＋  

Cast，hyal1ne  十  

Cyst  ＜＋＞  

Hyperplasia，tubularepithelium  ＋   

Testis：Retention，Step19spermatid，StageIX，X   ＋   

Prostate：CelluLarinflltration，1ymphocyte，interstitlum  

＋   

Cerebellum：Swe11ing，aXOnal，Cerebe11arpeduncle  十   

Sciaticnerve：Degeneration，nerVefiber  rIbtal  

十  

＋十   

Pituitarygland：Hyperplasla，tubular，ParSnerVOSa ＋  

7  7  7  7  7  

Valuesareno．ofanimalswithfindings．  

Grade：＋＝Sllght，＋＋＝mOderatechangeand＜＋＞＝detected．  
－＝blankvalue．  

Table9 HistopathologlCalfindingsinfemaleratstreatedora11ywithmethacrylamideintwentyLeight－dayrepeated  
dosetoxicitytest  

Endofadministrationperiod  Endofrecoveryperiod  

Omg／kg 30mg／kg lOOmg／kg 300mg／kg Omg／kg 300mg／kg  Item  

No．ofanimalsexamined   

Organ：Findings   

Lung：Cellularinfiltration，neutrOPhil  

Granuloma  

Accumulation，foarncell   

Esophagus：Granulation，muSCularlayer   

Kidney：Cellularinfiltration，1ymphocyte  

Dilatation，renalpelvis   

Uterus：Cyst  

7  7  7  7  7  

Grade  

＋  

十  

十  

十  

＋  

十   

＜＋＞  

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

l
 
1
 
0
 
0
 
2
 
0
 
0
 
n
U
 
O
 
O
 
O
 
l
 
l
 
 

Cerebelium：Sweliing，aXOnal，Cerebellarpeduncle ＋  

Sciaticnerve：Degeneration，nerVefiber  ′mtal  

＋  

十＋   

＜＋＞  

＋  

Pitultarygland：Cyst  

Hyperplasia，tubular，parSnerVOSa  

V如uesareno．ofanimalswithfindings，  
Grade：＋＝Slight，＋十＝mOderatechangeand＜十＞＝detected．  
一＝blankvalue．  

－143一   



2－エチル酪酸の細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutationTbstof2－EthylbutyricacidinBacteria  

所に保存した．   

被験物質原体は，通常の取り扱い条件で安定である．  

酸化剤と激しく反応する．  

4，被験物質溶液の調製   

DMSOを用いて最高用量の溶液を調製した後，同溶  

媒で所定用量に段階希釈し，速やかに試験に使用した．   

5．陽性対照物質   

陽性対照物質として下記のものを用いた．陽性対照物  

質溶液は，あらかじめ所定の濃度に調製し，一800c以下  

に凍結保存したものを使用した．  

AF－2：2－（2－フリル）－3－（5－ニトロー2－フリル）アクリ  

ルアミド（和光純薬工業㈱）  

NaN3：アジ化ナトリウム（和光純薬工業㈱）  

ENNG：ルエチルーⅣLニトロールニトロソグアニジン  

（SigmaChemicalCo．）  

9－AA：9－アミノアクリジン塩酸塩  

（SigmaChemicalCo．）  

2－AA：2－アミノアントラセン（和光純薬工業㈱）   

NaN3は注射用水（㈱大塚製薬工場） 

DMSOに溶解したものを使用した．  

6．培地およびS9mixの組成  

1）トップアガー   

アミノ酸水溶液として，精製水を用いて0．5mMD－ビ  

オチン，しヒスチジン混合水溶液（サルモネラ用）または  

0．5mML－トリプトファン水溶液（大腸菌用）を調製し，  

これをろ過滅菌後，冷蔵庫に保管した．精製水100mLに  

対して，粉末寒天（Bacto－Agar，Difco社）0．6g，塩化ナ  

トリウム0．5gの割合で加え，オートクレーブで滅菌し  

完全に溶解させた後，上記のアミノ酸水溶液を1／10量  

加えて混和し，約450Cに保温した．  

2）最少グルコース寒天平板培地   

クリメディアAM－N培地（オリエンタル酵母工業㈱）を  

購入し，使用した．なお，培地1Lあたりの組成は下記  

のとおりである．  

要約  

2一エチル酪酸についてSa血0月e〟∂fγp封mu石臼〝】  

TAlOO，TA1535，TA98，TA1537およびEscheTichja  

coノfWP2日vn4を用いる復帰変異試験を実施した，   

予備試験の結果をもとに本試験では，S9mix非共存  

下のすべての菌株は5000～313FLg／plate（公比2）の5用  

量を，共存下のTAlOO，TA1535，TA98およびTA1537  

は5000～156FLg／plate（公比2）の6用丁芦：，WP2uvIAは  

5000～313FLg／plate（公比2）の5用蓑をそれぞれ設定し  

た．   

2回の本試験の結果，S9mixの有無によらず，いずれ  

の菌株においても陰性（溶媒）対照値の2倍以上を示す復  

帰変異コロニー数の増加は認められなかった．   

以上の結果から，2－エチル酪酸は本試験系において変  

異原性を有さない（陰性）と判定した．  

材料および方法   

1．テスト蘭株   

カリフォルニア大学B．N．Ames教授より1983年5月  

27日に入手したSalmoneHat5PhjmuTlumTA98，TAlOO，  

TA1535，m15371）および東京大学医科学研究所松島教  

授より1985年10月14日に入手したE5Cムerfc揖a coノf  

WP2uⅥ1璽）の5菌株を用いた．テスト菌株は菌懸濁液に  

ジメチルスルホキシド（DMSO：関東化学㈱）を加え，0．2  

mLずつ小分けしてドライアイス・アセトン中で急速凍  

結した後，超低温槽で－800c以下に凍結保存したものを  

使用した．これら菌株はアミノ酸要求性，紫外線感受性，  

膜変異，薬剤耐性などの遺伝的特徴を事前に調べ，特性  

を備えていることを確認した．  

2．テスト菌株の前培養   

L字型試験管に2．5％ニェートリエントブロス（0ⅩOid  

NutrientBrothNo．2，Unipath社）溶液を10mL分注し，  

これに凍結保存した菌懸濁液を解凍して20／止を接種し  

た．370Cで8時間振塗培養した後，濁度計を用いて菌  

濃度を測定し，生菌数が1×109／mL以上であることを  

確認した．  

3．被験物質   

2－エチル酪酸（ロット番号：01－91101，チッソ㈱（東京）  

提供）は，純度99．2％（不純物として，水分0．03％を含  

有）の無色液体である．被験物質は使用時まで冷蔵，暗  

硫酸マグネシウム・七水塩  

クエン酸・一水塩  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸－アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
 

2
 
2
 
0
 
2
 
6
 
0
 
 

0
 
 
 
1
 
9
 
6
 
2
 
 

1
 
0
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「  

2－エチル酪酸  

TA98，TA1537およびEscheIIchlacoIIWP2uvrAを用い  

て，5000，1250，313，78．1，19．5，4．88および1．22／∠g／  

plateの7用量で実施した結果，S9mixの有無によらず，  

いずれの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，S9miⅩ共存下ではTAlOO，  

TA1535，TA98およびTA1537の5000FLg／plateで抗菌性  

が認められた．従って本試験では，S9mix非共存下の  

すべての菌株は5000，2500，1250，625，313／瑠／plate  

の5用量を，共存下のTAlOO，TA1535，TA98，TA1537  

は5000，2500，1250，625，313，156／噌／plateの6用量，  

WP2uvrAは5000，2500，1250，625，313FLg／plateの5  

用量をそれぞれ設定した．  

2．本試験   

試験の結果をTablel，2に示した．本試験を2匝Ⅰ実施  

した結果，S9mixの有無によらず，いずれの菌株にお  

いても陰性（溶媒）対照値の2倍以上を示す復帰変異コロ  

ニー数の増加は認められなかった．また，S9mix共存  

下ではTAlOO，TA1535，TA98およびTA1537の5000  

〃g／plateで抗菌性が認められた・   

なお，S9mix非共存下および共存下において陽性対  

照が各菌株に誘発した復帰変異コロニー数は，各菌株の  

陰性対照の復帰変異コロニー数と比較して，明らかに2  

倍を超えて増加し，陽性の結果を示した．   

以上の結果から，2－エチル酪酸は本試験系において変  

異原性を有さない（陰性）と判定した．   

なお，類似化合物である酢酸プチル3），酪酸3），イソ  

吉事酸エチル3）およびぎ酸イソアミル3）は，いずれも細  

菌を用いる復帰変異試験で陰性の結果が報告されてい  

る．  

寒天（0Ⅹ0IDAgarNo．1）  15g   
径90mmのシャーレ1枚あたり30mLを流して固めて  

ある．  

3）S9mix   
S9mixlmLあたり以下の組成で調製し，使用時まで  

水中に保存した．  

S9＊  0．1mL  

塩化マグネシウム六水塩  8〃mOl  

塩化カリウム  33／∠mOI  

D－グルコーース6－リン酸  5／ノmOl  

β－NADPH  4FLmOl  
β－NADH  4／∠mOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100′∠mOl  

滅菌精製水  残量   

＊：購入したS9（キッコーマン㈱）を使用した．このS9  

は，7週齢の雄のSD系ラットにフェノバルビター  

ルと5，6－ベンゾフラボンを併用投与して作製した肝  

ホモジネートの9000×g遠心上清分画である．  

7．試験方法   

試験はプレインキュベーション法で実施した．   

滅菌した試験管に被験物質溶液を0．1mL，0．1Mナト  

リウムーリン酸緩衝液（pH7．4）を0．5mLおよび菌懸濁液  

を0．1mL加え，370Cで20分間振塗培養した．S9mixを  

共存させる場合には，0．1Mナトリウムーリン酸緩衝液の  

代わりにS9mixを0．5mL添加した．プレインキュベー  

ンヨン後，トップアガー2mLを上記の混合液に加え混  

和し，最少グルコース寒天平板培地上に重層した．重層  

したトップアガーが凝固した後，370Cで48時間培養し  

た．   

実体顕微鏡を用いて菌叢の生育状態を観察し，被験物  

質による抗菌性の有無を調べた後，目視により被験物質  

の沈殿の有無を確認した．プレート上の復帰変異コロ  

ニー数を自動コロニーカウンターで計測した．予備試験  

は各用量につき1枚のプレートを使用した．本試験は各  

用量につき3枚のプレートを使用し，再現性を確認する  

ため2回実施した．また，被験物質溶液の代わりに陰性  

対照物質（溶媒）および各菌株毎の陽性対照物質を用い  

て，被験物質群と同様の操作を行う対照群を設けた．   

8．試験結果の判定基準   

いずれかの試験菌株で，S9mixの有無によらず，被  

験物質用量の増加にともなって復帰変異コロニー数（平  

均値）が陰性（溶媒）対照値の2倍以上に増加し，さらに  

その増加に再現性が認められる場合に，当該被験物質は  

変異原性を有する（陽性）と判定した．なお，試験結果の  

判定には統計学的手法は用いなかった．  
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2－エチル酪酸  

TablelMutagenicityof2－ethylbutyricacidinreversemutationtest（Ⅰ）inbacteria  

With（＋）or  
Numberofrevertants（numberofcolonies／plate）  

Without（－）  Base－Pairchangetype  Frameshifttype  
S9mix   （〃g／plate）  TAlOO   TA1535   Wア2日vrA   TA98   TA1537   

116   13   24   15   10  
0  124（126）   18（14）   35（29）   18（16）   9（10）  

138（±11）   10（± 4）   27（± 6）   15（± 2）   10（±1）  

106   8   37   15   15  
313  118（116）   12（ 9）   39（39）   18（16）   13（14）  

125（±10）   8（± 2）   41（± 2）   15（± 2）   13（±1）  

129   12   34   15   14  
625  129（129）   7（ 9）   25（34）   18（16）   15（13）  

S9 mlx 128（±1）   9（± 3）   42（± 9）   16（± 2）   11（± 2）  

107   29   14   17  
1250  141（120）   11（10）   47（37）   13（14）   13（16）  

112（±18）   8（± 2）   34（± 9）   16（± 2）   17（± 2）  

116   9   36   18   13  
2500  100（114）   11（10）   33（35）   18（17）   19（16）  

125（±13）   9（±1）   36（± 2）   16（±1）   15（± 3）  

101   7   28   13   
5（旧0  94（鋸）   5（ 7）   38（35）   12（14）   13（12）  

87（± 7）   8（± 2）   38（± 6）   18（± 3）   12（±1）   

10   36   29   19  
0   118（112）   10（11）   29（33）   22（23）   19（19）  

108（± 5）   12（±1）   35（± 4）   18（± 6）   19（± 0）  

123   8  27   18  
156  124（122）   13（10）  29（25）   21（ 20）  

120（± 2）   9（± 3）  20（± 5）   22（± 2）  

118   15   41   31   22  
313  124（116）   10（13）   29（ 37）   26（26）   27（24）  

106（± 9）   14（± 3）   42（± 7）   21（± 5）   24（± 3）  

103   
S9 mlx 

13   39   23   23  
625  118（114）   12（12）   

（＋）  

35（35）   23（25）   26（25）  
122（±10）   10（± 2）   31（± 4）   28（± 3）   26（土 2）  

113   8   46   33   17  
1250  103（111）   11（10）   41（38）   26（29）   17（17）  

116（士 7）   10（± 2）   28（士 9）   27（± 4）   18（±1）  

102   32   30   18  
2帥  126（116）   9（10）   26（30）   23（24）   26（21）  

120（±12）   9（±1）   32（± 3）   20（± 5）   18（± 5）  

100＊   8＊   28   21■   18＊  
50∝〉  108＊（105）   6雷（ 7）   38（30）   26＊（お）   22＊（17）  

108■（± 5）   6＊（±1）   23（± 8）   21＊（± 3）   12■（± 5）   

Name   AF－2   NaN3   ENNG   Aダー2   9－AA  

Posltve Concentration  
control  レg／plate）   0．01   0．5   2   0．1   80  

S9mix  618   446   973   697   443   
Numberof  603（608）   518（486）   954（9糾）   666（682）   
revertants   

278（329）  

603（± 9）   495（±37）   鮪6（±10）   682（±16）   267（±99）   

Name   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA  

Positve  Concentration  
control  レg／plate）   

2   10   0．5   2  

S9miヱ  1600   313   1080   459   
Numberof  

205   

（＋）  
1562（1512）   次1（2朗）   1140（1173）   582（488）   187（203）  

revertants   1374（±121）   お9（±42）   1299（±113）   422（±鋸）   217（±15）   

AF－2：2－（2－furYl）L3一（5－nitro－2Tfuryl）acrylamide，NaN，：sodiumazide  

ENNG：Nethyl－Nlnitro－Nnitrosoguanidine，9－AA：9－aminoacridinehydrochloride  
2－AA：2－aminoanthracene   

＊：Microbialtoxicitywasobserved．  

（Mean）  

（±S．D．）  
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Table2 Mutagenicityof2－ethylbutyricacidinreversemutationtest（Ⅱ）inbacteria  

Numberofrevertants（numberofcolonies／plate）  
Witb（＋）or  

Without（－）  Base－pairchangetype  FrameShifttype  
S9mix   （〝g／plate）  TAlOO   TA1535   Wア2um4   TA98   TA1537   

97   40   18   9  

0  106（101）   13（13）   37（37）   19（18）   12（10）  

100（± 5）   15（± 2）   34（± 3）   17（±1）   9（± 2）＼  

97   16   34   ZO   12  
313  94（102）   15（14）   40（39）   19（20）   7（10）  

114（±1Ⅰ）   11（± 3）   43（土 5）   21（±1）   11（± 3）  

103   15   38   19   10  
625  112（107）   11（11）   39（41）   20（19）   10（10）  

S9 mlx 107（± 5）   8（± 4）   45（± 4）   17（± 2）   10（± 0）  

114   10   44   19   9  

1250  104（104）   14（14）   39（43）   19（20）   10（10）  

95（±10）   17（± 4）   45（± 3）   22（± 2）   12（± 2）  

103   12   41   18   9  

2500  102（114）   16（13）   33（35）   21（19）   10（10）  

137（±20）   12（± 2）   30（± 6）   17（± 2）   11（±1）  

100   14   41   18   8  

試沿0  95（101）   11（13）   28 く 33）   18（20）   11（10）  

108（± 7）   15（± 2）   30（± 7）   刀（± 3）   11（± 2）   

12   42   27   15  
0   97（104）   8（11）   45（朗）   22（祖）   19（17）  

104（± 7）   14（士 3）   45（± 2）   23（± 3）   17（± 2）  

98   16  26   20  
156  112（107）   12（14）  31（神）   20（19）  

110（± 8）   15（± 2）  28（± 3）   17（± 2）  

97   16   36   29   16  
313  115（106）   13（13）   36（39）   30（30）   16（16）  

1（施（± 9）   11（± 3）   46（± 6）   32（± 2）   17（±1）  

100   12   45   32   14  
S9 mlx 625  105（102）   16（14）   44（43）   26（29）   14（16）  

（＋）  102（± 3ト   15（± 2）   39（± 3）   29（± 3）   20（± 3）  

106   14   38   32   13  
1250  112（107）   15（15）   42（41）   22（訟）   12（14）  

104（± 4）   17（± 2）   42（± 2）   30（± 5）   16（士 2）  

107   37   26   12  
2500  97（104）   14（12）   37（39）   3ト（27）   12（14）  

109（± 6）   11（± 2）   43（± 3）   25・（± 3）   18（士 3）  

113＊   9■   41   22＊   13★  

5000  93＊（104）   6■（ 7）   40（42）   28＊（26）   13＊（14）  

106＊（±10）   6♯（± 2）   46（士 3）   27＊（± 3）   15＊（±1）   

Name   AF2   NaN3   ENNG   AF－2   9－AA  

Positve  Concentration  
control  レg／plate）   0．01   0．5   2   0．1   80  

S9mix  
Nu汀血erof   

585   488   892   537   309   

revertants   
洪5（554）   493（503）   880（916）   480（494）   312（319）  

㍊3（±27）   527（±21）   975（±52）   465（±38）   336（±15）   

Name   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA  

Positve  Concentration  
control  bg／plate）   2   10   0．5   2  

S9mix  1362   267   1230   432   197   

（＋）  

Numberof  1242（1276）   274（256）   1217（1224）   440（425）   
revertants   

186（182）  
1223（±75）   228（士25）   1225（± 7）   403（±19）   163（±17）   

AF，2：2－（2Tfuryl）－3－（5TnitroL2－furyl）acrylamide，NaN，：sodiumazide  

ENNG：Nethyl－Nlnitro－ルnitrosoguanidine，9－AA：9－aminoacridinehydrochloride  

2，AA：2－aminoanthracene   

＊：Micrdbialtoxicitywasobserved．  
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2－エチル酪酸のチャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験  

hⅥtz・OChromosomalAberrationTbst  

Of2－EthylbutyricacidinCulturedChineseHamsterCells  

提供）は，純度99．2％（不純物として，水分0．03％を含  

有）の無色液体である．被験物質は使用時まで冷蔵，暗  

所に保存した．   

被験物質原体は，通常の取り扱い条件で安定である．  

酸化剤と激しく反応する．  

5．被験物質溶液の調製   

被験物質調製液は，用時調製した．溶媒はジメチルス  

ルホキシド（関東化学㈱，ロット番号：010G1456，  

104G1307，108G2036）を用いた．原体を溶媒に溶解して  

原液を調製し，ついで原液を溶媒で順次希釈して所定の  

濃度の被験物質調製液を作製した．被験物質調製液は，  

すべての試験において培英液の0．5vol％になるように加  

えた．  

6，細胞増殖抑制試験   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を訓べた．被  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，血球計  

算盤を用いて各群の細胞を計数し，陰性対照群に対する  

割合をもって指標とした．   

その結果，2－エチル酪酸の約50％の増殖抑制を示す  

濃度を，生存曲線において細胞増殖率が50％前後を示  

す2点を結ぶ直線式より算出したところ，短時間処理法  

のS9mix存在下および非存在下でいずれも1002FLg／mL  

であった．また連続処理法の24時間処理における約50  

％の増殖抑制を示す渋皮は1272FLg／mLであった（Fig．  

柏E＝  

7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，短時間処理法のS9  

mix存在下，非存在下で1600／Jg／mLを最れ濃度として，  

公比2で4濃度を設定した．連続処理法の24時間処理で  

は，1600／噌／mLを最高濃度として，公差400で4此度を  

設定した，   

陽性対照として，短時間処理法のS9mix存在下では，  

ベンゾ［a］ビレン（東京化成工業㈱，ロット番号：GGOl）の  

濃度を20FLg／mL，S9miⅩ非存在下では，マイトマイシ  

ンC（協和発酵工業㈱，ロット番号：283AIG）の濃度を0．1  

〃g／mL，連続処理法では，マイトマイシンC（協和発酵  

工業㈱，ロット番号：286AIH）の蔽度を0．03〃g／mLに設  

定した，  

要約  

2－エチル酪酸の培養細胞に及ぼす細胞遺伝学的影響に  

ついて，チャイニーズ・ハムスター培養細胞（CHL／IU）  

を用いて染色体異常試験を実施した．   

細胞増殖抑制試験の結果をもとに，短時間処理法の  

S9mix存在下，非存在下で1600FJg／mLを最高濃度とし  

て，公比2で4濃度を設定した．連続処理法の24時間処  

理では，1600／増／mLを最高濃度として，公差400で4濃  

度を設定した，   

短時間処理法のS9mix存在下および非存在下のいず  

れの処理群においても，染色体の構造異常や倍数性細胞  

の出現頻度は5％未満であった．また連続処理法の24時  

間処理の1200，1600〃g／mLにおいて，染色体の構造異  

常細胞の出現頻度はそれぞれ17．0，74．0％であった．連  

続処理法24時間処理において，倍数性細胞の出現頻度  

は5％未満であった．   

以上の結果より，本試験条件下では2－エチル酪酸は，  

染色体異常を誘発する（陽性）と結論した．  

材料および方法   

1．使用した細胞   

大日本製薬㈱から入手（1999年8月，入手時：継代14代，  

凍結時：17代）したチャイニーズ・ハムスター肺由来の  

CHL／IU細胞を，解凍後継代5代以内で試験に用いた．  

2．培養i夜の調製   

培養には，非働化した仔牛血清（GIBCOBRL，ロット  

番号：1019033）を10vol％添加したイーグルMEM（日水  

製薬㈱）培養液を用いた．  

3．培轟条件   

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5mLを入れた  

ディッシュ（径6cm，BectonDickinsonandCompany）  

に播き，370CのCO2インキエペ一夕ー（5％CO2）内で培  

養した．   

短時間処理法では，細胞播種3日目にS9mix存在下お  

よび非存在下で6時間処理し，処理終了後新鮮な培養液  

でさらに18時間培養した．また連続処理法では，細胞  

播種3日目に被験物質を加え，24時間処理した．  

4“被験物質   

2－エチル酪酸（ロット番号：01－91101，チッソ㈱（東京）  
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染色体異常試験  

結果および考察  

短時間処理法による染色体分析の絡果をTablelに示  

した．2－エチル酪酸を加えてS9mix存在下および非存  

在下で6時間処理した結果，いずれの処理群においても，  

染色体の構造異常および倍数性細胞の誘発作用は認めら  

れなかった．   

連続処理法による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．2一エチル酪酸を加えて24時間連続処理した結果，  

1200，1600／唱／mLで染色体の構造異常細胞の出現頻度  

はそれぞれ17．0，74．0％であった．倍数性細胞の出現頻  

度は全ての処理条件で5％未満であった．   

なお，処理開始時および処理終了時の細胞処理液の  

pHを測定したところ，連続処理法24時間処理の1200，  

1600／増／mLにおける細胞処理液のpHは6．6～7．1であっ  

た．よって，染色体構造異常誘発は，細胞処理液のpH  

低下に起因するものではなく，被験物質の染色体異常誘  

発性に起因するものであると考えられた．   

以上の結果から，2－エチル酪酸は本試験条件下におい  

て，染色体異常を誘発すると結論した．   

なお，類似化合物である氷酢酸，酪酸ならびに乳酸は，  

いずれも連続処理法で陰性の結果が報告されている2）．  
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Concentration（ug／mL）  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
2－ethylbutyricacid  

8．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを址終濃度が約  

0．1／堵／mLになるように培養液に加えた．染色体標本の  

作製は骨法に従って行った．スライド標本は各ディッ  

シュにつき2枚作製した．作製した標本を，3vol％ギム  

ザ溶液で20分間染色した．  

9．染色体分析   

作製したスライド標本のうち，1枚のディッシュから  

得られたスライドを処理条件が分からないようにコード  

化した状態で分析した．染色体の分析は，日本環境変異  

原学会・哺乳動物試験分科会（MMS）1）による分類法に  

基づいて行い，染色体型あるいは染色分体型の切断，交  

換などの柵造異常およびギャップの有無と倍数性細胞  

（polyploid）の有無について観察した．ギャップは構造異  

常には含めなかった．また，構造異常および倍数性細胞  

については1群200個の分裂中期細胞を分析した．ただ  

し，連続処理法飢時間処理の1600／噌／mLでは，細胞毒  

性のため，一方のプレートの標本については50個以上  

の分裂中期細胞が得られず，集計から除外した．  

10．記録と測定   

溶媒および陽性対照群と被験物質処理群についての分  

析結果は，観察した細胞数，構造異常の種類と数，倍数  

性細胞の数について集計し，各群の値を記録用紙に記入  

した．被験物質の染色体異常誘発性についての判定は，  

石館ら2）の判定基準に従い，染色体異常を有する細胞の  

頻度が5％未満を陰性，5％以上10％未満を疑陽性，10  

％以上を陽性とした．  

11．細胞増殖率の測定   

染色体標本作製と同一のサンプルにおける細胞増殖率  

を測定した．標本作製時に剥離した細胞の一部を採取し，  

血球計算盤で細胞を計数した．  
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 2－エチル酪酸  

TablelChromosomalanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith2－ethylbutyrfcacidwithandwithout  

S9 mix 
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Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange（dicentricandring），  
frg：fragment，SA二struCturalaberration，NA：numericalaberration，MMC：mitomycinC（positivecontrol），BP：benzo［a］pyrene（positive  
control）   

a）DimethylsulfoxidewasusedassoIvent．  
b）Twohundredcellswereanalyzedineachgroupexcept1600FLg／mLwithS9mix．  
c）JudgementwasdoneonthebasisofcriteriaofIshidateetaL（1987）．   

A：ThecolorofthemediumwaschangedyellowanditindicatedthatpHofthemediumbecamelow．  

Table2 ChromosomalanalysisofChinesehamsterce11s（CHL／IU）treatedwith2－ethylbutyricacidwithoutS9miⅩ  

Timeof Cell Number NumberofstruCtural Numberof  
exposure growth  。L凸m．；＾n。  Cellswith Number polyploidb｝Judgementc〉  

Concentration  

（〃g／mL）  

of cells aberrations  Group  
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Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange（dicentricandring），  
frg：fragment，SA：struCturalaberration，NA：numericalaberration，MMC：mitomycinC（positivecontrol）   

a）DimethylsulfoxidewasusedassoIvent．  
b）Twohundredcellswereanalyzedineachgroupexcept1600FLg／mL．  
c）JudgementwasdoneonthebasisofcriteriaofIshidateetal．（1987）．   

A：Thecolorofthemediumwaschangedye1lowanditindicatedthatpHofthemediumbecamelow．  
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2－エチル酪酸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／DevelopmentalTbxicityScreeningTbst  

Of2－EthylbutyricacidbyOralAdministrationinRats  

認められた．さらに，250mg／kg投与群では出産生児数  

が減少し，生児出産率および出生率が減少し，このため  

に，晴育4日における生存児数も減少した．哺育0日お  

よび4日における性比ならびに新生児の4日の生存率に  

は投与の影甘は認められず，出生児の体重にも投与の影  

弊は認められなかった．形態異常を示す出生児も認めら  

れなかった．   

以上の試験成縮から，本試験条件下における2－エチル  

酪酸の雑作用量は，反復投与毎性に関しては，雄では  

10mg／kg／dayであり，雌では50mg／kg／dayと推定され  

た．生殖発生毒性に関しては，雄では250mg／kg／dayで  

あり，雌では10mg／kg／dayと推定され，出生児では50  

mg／kg／dayであると推定された．  

要約  

2－エチル酪酸は，抗痘攣薬のパルプロ酸の類縁化学物  

質として知られている有機酸である．本物質の安全性評  

価の資料を得るために，2－エチル酪酸0（妹体対照，コー  

ン油），10，50および250mg／kgを10週齢のSprague－  

Dawley系雌雄ラット（各13匹／群）に，交配前2週間から  

2週間の交配期間を経て，雄は42日間，交尾した雌は妊  

娠期間を経て分娩後4日まで，交尾したが分娩しなかっ  

た雌は妊娠25日相当日まで，それぞれ連日投与して翌  

日剖検し，雌雄動物に対する反復投与毒性および生殖発  

生二毒性を検討した．また，出生児は晴育4日まで観察し  

て剖検し，出生児に対する影響も検討した．結果は以下  

のように要約される．  

1．反復投与毒性   

雌雄ともに被験物質投与に起因する，死亡および瀕死  

動物は認められなかった．   

雌雄ともに250mg／kg投与群において，投与後一過性  

の流誕が1例ずつに認められた他に，被験物質投与に起  

因した一般状態の異常は認められなかった．また，体重  

増加および摂餌常にも投与の影轡は認められなかった．   

雌雄ともに250mg／kg投与群において膵臓止址がやや  

増加したが，病理組織学検査では被験物質投与に起因す  

ると考えられる界常は認められなかった．その他の器官  

の産－；．：二および病理組織学検並所見にも被験物質投与の影  

響は認められなかった．   

血液学検査では，50mg／kg以上の投与群の雄におい  

て白血球数が軽度に減少し，250mg／kg投与群において  

血小板数が減少したが，雌では披験物質投与の影鞘は認  

められなかった．血液生化学検査成績については，雌雄  

ともに被験物質投与の影珊は認められなかった．   

2．生殖畢生毒性   

性周期に被放物質投与の影響は認められず，仝例が交  

尾した．また，受胎率にも投与の影響は認められなかっ  

た．   

被験物質各投与群の妊娠期間は村照群と同様であり，  

出産率にも被験物質投与の影響は認められなかった．ま  

た，妊娠黄体数，着床数，着床率，産児数および分娩率  

といった出生までの胚および胎児の生存性にも投与の影  

響は認められなかった．しかし，50mg／kg以上の投与  

群において，少数例に産児を英める行動や胎盤を処理す  

る行動の欠如，あるいは分娩の退廷といった分娩異常が  

1   

方法   

1．被験物質   

本試験に使用した2－エチル酪酸（ロット番号：01－  

91101，純度：99．2％，不純物として水分0．03％を含有す  

る無色透明の液体）は，チッソ株式㈱（熊本）から提供を  

受けたもので，入手後は室温保管した．被放物質の試験  

期間中の安定性は，残余被験物質を提供元で再分析する  

ことにより確認された．   

投与検体は，被験物質を秤二；芋二してコーン油（英名：corn  

oil，ナカライテスク㈱Lot，No．V9F1299）に溶解し，い  

ずれの用崖においても1回の投与液・；lはミ2mL／kg体爪に  

なるように含・ilほ訓製した．投与検体の安定性について  

は，冷蔵，遮光条件下における8日間の安定性を確認し  

ているので，1週間に1回以上の頻度で調製し，調製後7  

日以内に使用した．投与検体中に含まれる被験物質の含  

量は秦野研究所において確認した．   

2．使用動物および飼育方法   

試験には，日本チャールス・リバー㈱厚木飼育セン  

ター生産のSprague－Dawiey系（Crj：CD（SD）IGS，SPF）  

ラットを使用した．雌雄動物は7迎齢で納入し，入荷後  

6日間，検疫と馴化を兼ねて飼育し，その間毎日一般状  

態を観察して異常が認められなかった動物を，さらに2  

週間予備飼育した．この間，雄は一般状態を観察し，雌  

は一般状態を観察するとともに性周期を観察した．雌雄  

とも投与開始前日に体重を測定し，体東別同化無イ乍為抽  

出法により群分けした．雌動物については，入荷後7日  

から群分け日まで性周期を毎日組察し，規則的に発帖を  

回帰している動物を選択して群分けに朋いた・  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

各動物は，基準温度24±10C，基準湿度50～65％，  

換気回数約15回／時間，照明12時間（7～19時点灯）にそ  

れぞれ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，固型飼粁（CE－2，日本クレア㈱）および飲料  

水（水道水，秦野市水道局給水）を自由に摂取させて飼育  

した．妊娠18日（膣栓あるいは精子発見日＝妊娠0日）以  

後の母動物は，ラット用プラスチック製繁殖ケージに収  

容し，哺育5日（晴育0日＝分娩日）まで紙パルプ製チッ  

プ（ALPHA－dri，加商㈱）を床敷として供給して飼育し  

た，  

3，投与崖の設定および投与方法   

本試験における投与；．！：は，本試験に先立ち実施した予  

備試験の結果に基づいて決定した．すなわち，本試験と  

同系統のラット各群雌雄各5匹に，2－エチル酪酸をコー  

ン油に溶解して，0，250，500あるいは1000mg／kgを2  

週間反祝経口投与し，その間，一般状態を社販‡して体重  

推移，摂餌苛，尿の性状を調べた後，最終投与後に絶食  

してその翌日に剖検し，器官重量を測定した．その結果，  

1000mg／kg投与により投与初期に自発運動が減少し，  

体重増加および摂餌！l：ザ抑制された．その後は流産が認  

められるようになり，呼吸異常を示した雄の1例は瀕死  

状態に至った．さらに，2週間の反復投与後には前胃粘  

膜の肥厚が認められ，雌雄の肝臓重量が増加し，雄の脾  

臓が腫大して雌の腎臓重量が増加した，これらの結果な  

らびに，本試験では投与期間がさらに延長し，雌には妊  

娠，分娩および哺育といった生理的負荷が加えられるこ  

とを考瓜すると，1000mg／kgは，耐量を超えるilであ  

ると推測された．一方，250mg／kgおよび500mg／kg投  

与群は，瀕死状態に至らなかったものの呼吸異常も認め  

られ，肝臓および－け臓重址の増加傾向が認められた．ま  

た，呼吸異常を認めなかった雄には牌臓重量の増加傾向  

が認められた．さらに，器官形成期の妊娠ラットに2－エ  

チル酪酸を150mg／kg反復投与すると，母動物の一部が  

呼吸異常を示して瀕死あるいは死に至ることが報告され  

ていることから1），本試験における高用量には，予備試  

験において2週間の生存が確認された250mg／kgを設定  

し，以下公比5で険して，中用量には50mg／kgを，低  

用㍑：：Lこは10mg／kgを設定することとした．   

4．観察および検査  

1）一般状態観察   

雌雄とも，仝例について毎日，投与前後に一般状態を  

観察し，症状が発現した場合は，速やかな回復が期待さ  

れない所見を除き，症状の発現している間，断続的に可  

能な限り観娯を継続した．死亡例については発見後体重  

を測定して剖検した．  

2）体重   

雌雄の全例について体重を測定した．測定は，雄では  

投与1（投与開始日），7，14，21，28，35，42日および  

解剖臼に行い，雌では．交尾を確認するまでは投与1，  

7，14，21日に，交尾確認後は，妊娠0，7，14，20日に，  
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分娩後は哺育0，4日および解剖日に行った．分娩しな  

かった例は，妊娠26日相当日の剖検日に測定した．こ  

れらのうち，投与21日の雌については，交尾が確認さ  

れていない動物についてのみ測定したので評価の対象か  

ら除外した．  

3）摂餌量   

雌雄の仝例について投与1～2，7～8および14～15日  

に摂餌量を測定した．これらの他に，雄では投与14～  

15，29～30，35～36および41～42日に，雌では妊娠0  

～1，7～8，14～15および20～21日ならびに分娩後の  

晴育3～4日にも測定した．  

4）性周期   

雌の仝例について群分け目までの観察に引き続き，交  

尾確認日まで性周期を観察した．膣スメア標本の細胞像  

から性周期を判定し，発情期の回帰間隔を基に性周期の  

タイプを，4日周期，4および5日周期ならびに不正性周  

期に分類し，投与開始後性周期が変化した動物の頻度を  

群毎に算出した．また，群ごとに平均発情回帰日数（個  

体毎の発情期から次回発情期までの日数の平均）を求め  

／∴  

5）交配   

雌雄ともに2週間投与後（投与15日）の12週齢から交  

尾を確認するまで，2週間を限度として同群内の雌雄  

1：1で連日同居させた．交配期間中は，毎朝，腫スメア  

中の精子，あるいは陛栓の有無を確認した．これらのう  

ちのいずれかが確認された雌動物は，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．交配結果か  

ら，各群について交尾率〔（交尾動物数／交配動物数）×  

100，％〕を求め，剖検時に子宮に着床痕の確認された  

雌動物を受胎動物として受胎率〔（受胎動物数／交尾動物  

数）×100，％〕を算出した．また，同居開始日から交尾  

確認日までの日数およびその間に回帰した発情期の回数  

も求めた．  

6）分娩・哺育観察   

各群とも，交尾した雌は，仝例を自然分娩させて哺育  

させた．分娩の確認は，妊娠21日から分娩が確認され  

るまで，妊娠25日を限度として毎日行い，11時までに  

分娩が完了した例についてその日を哺育0日とした．分  

娩状態を直接観察できた例については，異常の有無を断  

続的に観察し，直接観察ができなかった例については，  

分娩前後の一般状態および産児の状態から異常の有無を  

判断した．妊娠25日相当日までに分娩が確認されない  

動物は翌日剖検し，子宮に着床痕の認められなかった例  

を不妊と判定した．   

分娩を確認した全例について妊娠期間（妊娠0日～分  

娩日の日数）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．また，哺育1  

日から毎日，晴育状態を観察し，哺育5日の剖検におい  

て数えられた着床数および妊娠黄体敷から着床率〔（着  

－153－   
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2－エチル酪酸  

床数／妊娠黄体数）×100，％〕を算出した．   

出生児は，晴育0日に，雌雄別に産児数（生存児＋死亡  

児）を調べ，分娩率〔（産児数／着床痕数）×100，％〕，生  

児出産率〔（出産生児数／着床痕数）×100，％〕および出  

生率〔（出産生児数／産児数）×100，％〕を算出した．生  

存児については外表奇形の有無を観察した．翌日（哺育  

1日）から哺育4日まで毎日一般状態を観察し，生児数と  

死亡児数を雌雄別に数えて新生児の4日の生存率〔（晴  

育4日の生児数／噂育0日の生児数）×100，％〕を算出し  

た．生存児については，哺育0および4日に個別の体重  

を測定し，各腹ごとに雌雄別の平均値を算出するととも  

に哺育0および4日における性比〔（哺育0あるいは4日  

雄生児数／晴育0あるいは4日雌生児数）×100〕を算出し  

た．  

7）剖検  

（1）雄   

投与42日に絶食を開始し，その18～24時間後にべン  

トパルビタールナトリウム麻酔下で腹部後大静脈から抗  

凝固剤としてクエン酸ナトリウムを用いて血液を採取  

し，プロトロンビン時間および活性部分トロンポプラス  

テン時間測定に用いた．次いで，腹部後大静脈から抗凝  

固剤としてEDTA－3Kを用いて採血し，その他の血液学  

検査に用いた．さらに，腹部後大静脈から抗凝固剤とし  

てヘパリンを用いて採血し，血液生化学検査に用いた．  

動物は，採血終了後に放血致死させ解剖し，器官・組織  

の肉眼観察を行った．また，全例について，脳，下垂体，  

脊髄，上部気道を含む上顎，甲状腺，心臓，肺，気管，  

気管支，肝臓，腎臓，胸腺，牌臓，副腎，胃，十二指腸，  

空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，勝胱，下顎リンパ節，  

腸間膜リンパ節，坐骨神経，大腿骨髄，精巣，精巣上体，  

前立腺腹柴，凝固腺を含む精嚢，病変部を採取し，脳，  

心臓，胸腺，肝臓，腎臓，牌臓，副腎，精巣および精巣  

上体の重量を測定して相対重量を算出した．採取した器  

官および組織のうち，精巣ならびに精巣上体はプアン液  

（長期保存は0．1Mリン酸緩衝10％ホルマリン溶液を使  

用）に固定し，その他は0．1Mリン酸緩衝10％ホルマリ  

ン溶液に固定して保存した．肺は，摘出前に0．1Mリン  

酸緩衝10％ホルマリン溶液を注入してから固定・保存  

した．  

（2）雌   

死亡例は発見後直ちに剖検した．交尾したが分娩しな  

かった例については妊娠25日相当日に，また，分娩し  

た例は哺育4日に絶食を開始し，いずれも絶食開始18～  

24時間後にべントパルビタールナトリウム麻酔下で放  

と同様に採血後，放血致死させ解剖し，器官・組織の肉  

眼観察を行った．また，仝例について脳，下垂体，脊髄，  

上部気道を含む上顎，甲状腺，心臓，肺，気管，気管支，  

肝臓，腎臓，胸腺，牌臓，副腎，胃，十二指腸，空腸，  

回腸，盲腸，結腸，直腸，膀胱，下顎リンパ節，腸間膜  

リンパ節，坐骨神経，大腿骨髄，卵巣，子宮，膣および  

病変部を採取し，月乱心臓，胸腺，肝臓，腎臓，牌腋お  

よび副腎の重量を測定して相対重量を算出した．子宮に  

ついては着床数を数え，分娩した雌の卵巣については実  

体顕微鏡下で妊娠黄体数を数えた後，いずれも0．1Mリ  

ン酸緩衝10％ホルマリン溶液に固定して保存した．肺  

は雄と同様に0．1Mリン酸緩衝10％ホルマリン溶液をよ  

る注入固定を行った．  

（3）出生児   

死亡児は発見後速やかに剖検し，0．1Mリン酸緩衝10  

％ホルマリン溶液に固定して保存した．生存児は全例を  

晴育4日にエーテル吸入により致死させ剖検し，異常の  

認められた器官を0．1Mリン酸緩衝10％ホルマリン溶液  

に固定し保存した．  

8）血液学検査   

プロトロンビン時間および活性部分トロンポプラステ  

ン時間は全自動血液凝固測定装置CA－1000（東亜医用電  

子）を用いて光散乱法によって測定した．また，血液自  

動分析装置CELL－DYN3500SL（ダイナポット）を用いて  

赤血球数（RBC），平均赤血球容積（MCV）ならびに血小  

板数を電気抵抗法で，白血球数および白血球分類をフ  

ローサイトメトリー・レーザー光散乱法で測定し，血色  

素量を吸光度法により測定した．さらに，RBC，MCV  

あるいは血色素量からヘマトクリット値，平均赤血球血  

色素濃度（MCHC）あるいは平均赤血球血色素量（MCH）  

を算出した．  

9）血液生化学検査   

遠心方式生化学自動分析装置COBAS－FARA（ロシュ）  

を用い，緻蛋白濃度はビウレット法で，アルブミン濃度  

はBCG法で，尿素窒素濃度（BUN）は，ウレアーゼ  

Ge．DH法で，クレアチニン濃度はJaff伝法で，ブドウ糖  

濃度はグルコキナーゼG6PDH法で，総コレステロール  

濃度はCOD・DAOS法で，トリグリセライド泌度は  

GPO・DAOS法で，アルカ7）フォスファクーゼ活性  

（ALP）はGSCC法で，GFrおよびGOT活性はIFCC法で，  

γGTP活性はγグルタミルー3－カルポキシヰニトロアニリ  

ド基質法で，給ビリルビン濃度はJendrassik／Grof法で，  

無機リン濃度はモリブデン酸直接法で，カルシウム濃度  

はOCPC法で測定し，A／G比は算出した．また，全自動  

電解質分析装置EAO5（A＆T）を用い，イオン電極法に  

よって，ナトリウム，カリウムおよび塩素の各濃度を測  

定した．  

10）病理組織学検査   

雄から得られた固定保存器官のうち，精巣および精巣  

上体は全例について，その他は対照群5例および250  

mg／kg投与群6例について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  

標本を作製し，病理組織学検査を実施した．   

雌では採取した器官および組織のうち，卵巣は全例に  

ついて，その他は不妊例を除く対照群7例および250  

mg／kg投与群5例について雄と同様に病理組織枠本を作  

製し，病理組織学検査を実施した．   

病変部については雌雄ともに脱毛を除き病理組織学検   
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5）血液学検査所見（Table2）   

雄では赤血球系の各測定値には対照群と被験物質投与  

群との間で有意差は認められなかった．白血球系につい  

ては，50mg／kg以上の投与群において白血球数が対照  

群と比較して有意（p＜0．05）に減少した．また，白血球  

百分比については対照群との間に有意差は認められな  

かったが，リンパ球以外の白血球比率はむしろ対照群よ  

り高い値を示していた．凝固系については，250mg／kg  

投与群において血小板数が有意（p＜0．01）に減少してい  

たが，血液凝固時間には対照群と被放物質投与群との間  

で有意差は認められなかった．   

雌ではいずれの検査項目についても対照群と被験物質  

投与群との間で有点差は認められなかった．  

6）血液生化学検査所見（Table3）   

雄ではいずれの検査項目についても対照群と被験物門  

投与群との間で有意差は認められなかった．   

雌では，50mg／kg以上の投与群においてγGTP活性  

が対照群と比較して軽度ながら有意（p＜0．05，p＜0．01）  

に上昇した．また，対照群と比較すると，50mg／kg投  

与群において総ビリルビン濃度の有意（p＜0．01）な減少  

およびカルシウム濃度の有意（p＜0．01）な増加が認めら  

れたが，その他の投与群については対照群との間に有意  

差は認められなかった．上記以外の項目については，対  

照群と被験物質投与群との間で有意差は認められなかっ  

た．  

7）剖検所見   

雄では，50mg／kgおよび250mg／kg投与群の各2例に  

肝臓および腎臓の腫大が認められ，そのうちの250  

mg／kg投与群の1例には右側腎臓の皮質に淡色域が認め  

られた．これらの他に250mg／kg投与群では胸腺の腫大  

が1例に，小型化が2例に観察された．生殖器の変化と  

しては，対照群および250mg／kg投与群の2および1例  

の精巣上体に黄色あるいは乳白色の結節が片側性に観察  

された．   

雌では，妊娠26日相当日に剖検した不妊例2例につい  

ては，対照群の1例に所見は認められなかったが，50  

mg／kg投与群の1例の胸腺に小型化が認められた．哺育  

5日の定期解剖では胸腺の小型化が対照群を含む各投与  

群に1例ずつ認められた．また，対照群の2例および10  

mg／kg投与群の1例の腺胃粘膜に赤色点が認められ，10  

mg／kg投与群の別の1例において前胃粘膜の肥厚が観察  

された．50mg／kg投与群では1例の左側子宮角に赤色域  

が観察された．この他，対照群では1例に左側子宮角の  

限局性拡張が認められ，一一般状態の観察において右腋寓  

皮下に結節の認められた例にはその部位に腫痛が認めら  

れた．  

8）病理組織学検査所見（Table4）   

雄では精巣，精巣上体，肝臓，腎臓，脾臓，肺および  

気管，心臓，および甲状腺に所見が認められたが，いず  

れも被験物質投与に起因した変化ではなかった．  

査を行った．  

5．統計解析   

性周期の変化した動物の頻度，交尾率，受胎率ならび  

に出生児の形態異常の出現頻度についてはFisherの直  

接確率検定を行った．病理組織学検査所見では，グレー  

ド分けをしたデータはMannrWhitneyのU検定により，  

陽性グレードの合計値はFisherの直接確率片側検定に  

より対照群と2－エチル酪酸各投与群との間の有意差検定  

を行った．その他のデータは，個体ごとに得られた値あ  

るいは1itterごとの平均値を1標本として先ずBartlett法  

により各群の分散の一棟性について検定を行った．分散  

が一様である場合には一元配置型の分散分析を行い，群  

問に有意性が認められる場合はDunnett法により多重比  

較を行った．一方，いずれかの群で分散が0となる場合  

および分散が一様でない場合には，Kruskal，Wallisの順  

位検定を行い，群間に有意性が認められる場合には，  

Dunnett型の検定法により多l托比較を行った．有：・コこ水準  

はいずれも5％とした．  

結果   

1．反復投与毒性  

1）死亡および一般状態   

雄動物に死亡はなかった．雄では250mg／kg投与群の  

1例に投与後一過性の流誕が認められた他に，披験物質  

投与に起因すると考えられる異常は観察されなかった．   

雌では対照群の1例が投与38日の分娩中に死亡した．  

死亡するまで異常は全く観察されなかったが，病理組純  

学検査において肺および腎臓糸球体の毛細血管内にフィ  

プリン血栓が認められたことから，フィプリン血栓に関  

連した原因により死亡したものと推測される．この他に  

死亡および瀕死例はなかった．雌の一般状態については，  

250mg／kg投与群の1例に投与後一過性の流潅が認めら  

れた他に被験物質投与に起因すると考えられる異常は観  

察されなかった．   

2）体重（Figs．1，2）   

雌雄ともにいずれの時期の体重も対照群と被験物質投  

与群との間に有意差は認められず，体重増加に被験物質  

投与の影響は認められなかった．   

3）摂餌迄（Figs．3，4）   

雌雄ともにいずれの時期の摂餌量も対照群と被験物質  

投与群との間に有意差は認められず，被験物質投与の影  

響は認められなかった．  

4）器官壷屋（Tablel）   

雌雄ともに250mg／kg投与群において腎臓重量が増加  

し，雄では相対量阜■蔓▲のみが，また，雌では重量および相  

対量邑のいずれもが対照群と比較して有意に増加した．  

その他の器官については雌雄ともに対照群と披放物質投  

与群との間で有意差は認められなかった．  
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2－エチル酪酸   

雌でも子宮，肝臓，腎臓，牌臓，肺および気管，胸腺，  

膀朕，甲状腺に所見が認められたが，いずれも被験物質  

投与に起因した変化ではなかった．また，対照群の1例  

において右腋萬皮下に腫痛が認められた例には，肢裔部  

の乳腺にリンパ球およびマクロファージの浸潤が認めら  

れ，乳管内には細胞残屑が認められた．   

2．生殖発生毒性  

1）性同期所見（Table5）   

投与開始後に性周期の変化した動物の頻度および平均  

発情回帰日数には，対照群と被験物質投与群との間で有  

意差は認められなかった．  

2）交配成績（Table5）   

仝例が交尾し，対照群および50mg／kg投与群の各1  

例を除き受胎した．また，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にも対照群  

と被験物質投与群との間で有意差は認められなかった．  

3）分娩および哺育所見   

対照群において分娩を直接観察した6例中1例は，妊  

娠22日の分娩中に死亡したが，分娩状態に異常は認め  

られなかった．しかし，娩出された産児の中にに皮下出  

血が認められたことから，これら2例の娩出時には分娩  

困難があったものと推測された．被験物質投与群では，  

10mg／kg投与群の9例，50mg／kg投与群の5例，および  

250mg／kg投与群の9例の分娩を直接観察した．これら  

のうち，∽mg／kg投与群の2例には産児を集める行動が  

認められず，出生児が多数死亡した例が認められた．ま  

た，妊娠22日に分娩を開始したが，分娩が遷延して4時  

間が経過しても3匹しか分娩せず，翌日に死亡児1匹を  

含む18匹の分娩が確認された例も認められた．250  

mg／kg投与群の1例には妊娠23日の分娩時に胎盤処理お  

よび産児を集める行動が認められず出生児の多数が死亡  

した例が認められ，この例の分娩状態は不良であったと  

判断された．しかし，10mg／kg投与群の動物に分娩状  

態の異常は観察されず，妊娠期間および出産率について  

は対照群と被験物質投与群の間で有意差は認められな  

かった（Table6）．   

晴育状態の異常はいずれの投与群の動物にも認められ  

なかった．  

4）黄体数および着床数（Tab暮e6）   

対照群と被験物質投与群の間に有意差は認められず，  

排卵および着床には被験物質投与の影響は認められな  

かった．  

5）出生児所見（Table6）   

いずれの投与群の動物も行動を含む一般状態に異常は  

認められなかった．   

出生児の生存性を対照群と比較すると，250mg／kg投  

与群において出産生児数，生児出産率および出生率が有  

意（p＜0．05，p＜0．01）に低下した．産児数および分娩率  

もやや低下したが，有意差は認められなかった．哺育0  

日における性比については対照群と被験物質投与群との  

間で有意差は認められなかった．哺育期間中はいずれの  

投与群においても死亡児が増加することはなく，新生児  

の4日の生存率は対照群と被験物質投与群との間で有意  

差は認められなかった．しかし，250mg／kg投与群では  

哺育0日において低下していた生児数がそのまま維持さ  

れたため，対照群と比較すると，晴育4日における生児  

数に有意差（p＜0．05）が認められた．哺育4日における性  

比については対照群と被験物質投与群との間で有意差は  

認められなかった．   

体重については雌雄ともにいずれの時期も対照群と被  

験物質投与群との間で有意差は認められなかった．   

生存産児の形態観察（表には示さず）では，分娩途中で  

母動物が死亡した村照群の1腹の雌産児2例に，胸部お  

よび両前肢皮下に血液の貯留，皮膚の乾燥，ならびに左  

側後肢末端の皮下血腫および尾の小血腫あるいは物部お  

よび雨後肢の皮下血腫が認められたが，内臓に異常は観  

察されなかった．死亡児の形態に異常は観察されなかっ  

た．哺育4日における剖検では50mg／kg投与群の1腹の  

雌2例に曲尾が観察された他に，いずれの投与群にも異  

常は観察されなかった．  

考察   

1．反復投与毒性   

雌雄ともに250mg／kg投与群において流産が観察され  

たが，各1例に投与後一過性に認められた軽微な変化で  

あった．   

予備試験では1000mg／kgの反復投与を受けた嫌が呼  

吸異常を示して抑死状態に至ったが，本試験では瀕死あ  

るいは死亡動物は認められなかった．Narotskyら1）は，  

器官形成期にあたる妊娠時期に2－エチル酪酸を150ある  

いは250mg／kg経口投与すると母動物が誤礁により呼吸  

異常を示して死亡することを報告し，これは被験物質の  

消化管に対する刺激作用によるものであると推定してい  

る．予備試験において瀕死状態に至った動物に誤礁は認  

められなかったが，呼吸異常の成因を知るために本試験  

では病理組織学検査に上部気道を加えた．また，予備試  

験のそれより最高用量を減らし，胃管の外壁に被験物質  

が全く付着しないように投与したところ，死亡および瀕  

死のみならず呼吸異常も観察されなかった．病理学検査  

においても上部気道から肺に至るまで呼吸器に異常は観  

察されなかったため，予備試験でみられた呼吸異常の成  

因を知ることはできなかった．   

体重増加および摂餌量には被験物質投与の影響は認め  

られなかった．   

雌雄ともに，250mg／kg投与群において腎臓重量ある  

いはその相対重量が増加した．高用量群に認められた変  

化であり，予備試験においても腎臓重・吊二の増加が雌雄に  

認められていたことから被験物質投与による影響である  

と考えられる．しかし，血液生化学検査ではけ構能を示  

す各指標に被験物質投与の影響は認められず，病理組織  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

mg／kg投与群の生児出産率および出生率は村照群との  

間に有意差は認められなかったが，やや低い値を示して  

いたことから50mg／kg投与も分娩に影響を及ぼす可能  

性があるものと推測される．10mg／kg投与群では分娩  

および出生児の生存性のいずれにも投与の影昔は認めら  

れなかった．出生児の性比および発育ならびに分娩翌日  

以降の生存性についてはいずれの投与群においても被験  

物質投与の影判は認められなかった．   

2一エチル酪酸は，催音形物質であるバルブロ酸と類似  

した化学構造を有する化学物門である．本試験では50  

mg／kg投与群の同腹の2例に曲昆が認められた．曲尾は  

本系統のラットでしばしば観禦される奇形であり，用二吊二  

とは無関係に1腹のみに純冥■ミされたことから，本例は自  

然発生によるものと判断された，従って，250mg／kgま  

での投与：．：：の2－エチル酪酸に催奇形性はないものと判断  

された．  

3．無作用塵   

以上の試験成績から，本試蚊条件下における2一エチル  

酪酸の無作用量は，雄に対する反復投与毒性に関しては，  

白血球数が軽度に減少したことから10mg／kg／dayと推  

定された．雌に対する反復投与毒性に関しては，投与後  

一過性の流潅が認められ，腎臓重量およびその相対重量  

が増加したことから50mg／kg／dayと推定された．生殖  

発生毒性に関しては雄では250mg／kg／dayと推定され  

た．雌では50mg／kg／day以上の投与群の少数例に分娩  

異常が認められたことから10mg／kg／dayであると推定  

された．出生児では，250mg／kg／day投与群において出  

生日における生存性が低下したことから50mg／kg／day  

であると推定された．  

学検査においても異常は観察されなかったことからその  

成因は不明である．その他の器官の重量には雌雄ともに  

被験物質投与の影響は認められなかった．   

血液学検査では，50mg／kg以上の投与群の雄におい  

て白血球数が軽度に減少し，250mg／kg投与群では血小  

板数も減少した．いずれも軽微な変化であるが，用、量に  

依存して変動していることから被験物質投与に起因した  

変化であると考えられる．白血球数の減少については，  

リンパ球以外の白血球比率はむしろ対照群より1l一石い値を  

示していたことから，リンパ球放の減少に由来するもの  

と推測される．雌動物の血液学検査には投与の影珊は認  

められなかった．   

雌の血液生化学検宜において50mgパ唱以上の投与群  

のγGTP活性がやや上昇した．しかしその程度はごく軽  

微であり，50mg／kgおよび250mg／kg仰洋間で被放物  

質の用；l；二に関辿した変化が認められなかった．また，そ  

の他の肝機能を衣す指f捌こ投与の旧刊は．；．已められず，肝  

臓重≠やよび肝臓の病理組織学検査においても投与に起  

因する異常は観察されなかったことから，50mg／kg以  

上の投与群において認められたγGTP活性の僅かな上昇  

は偶発的変化であると判断された．その他の変化はいず  

れも被験物質の投与量とは無関係に認められた変化であ  

ることから被験物質投与による影響ではないものと考え  

られる．雄の血液生化学検査成績には投与の影響は認め  

られなかった．   

病理学検査ではいずれの器官にも被験物質投与の影響  

は認められなかった．  

2．生殖発生毒性   

雌動物について観察した性周期には被験物門投与の影  

響は認められなかった．また，交配成約にも被験物質投  

与の影判は認められなかったことから，250mg／kgまで  

の2－エチル酪酸は親動物の生殖能力に影骨を及ぼさない  

ものと考えられる．   

対照群の1例が分娩中にフィプリン血栓に関連した原  

因により死亡した．分娩状態の異常は50mg／kg以上の  

投与群にも少数例ずつ認められたが，いずれも分娩翌日  

以降の哺育状態には異常が認められなかったことから，  

対照群の死亡例とは異なる原因により分娩状態に異常を  

きたしたものと推測される．   

250mg／kg投与群において出産生児数が減少した，考  

床数には投与の影響は認められず，産児数は軽度な減少  

に留まっていたことから，出生時の死亡が増加したこと  

によるものと考えられる．250mg／kg投与では，1例で  

はあるが，分娩状態の異常が認められ，その例では生児  

出産率および出生率も著しい低値（いずれも38．5％）を示  

した，その他の動物の分娩状態に異常は認められなかっ  

たが，250mg／kg投与では生児出産率および出生率が有  

息に低下していたことから，250nlg／kgの2－エチル酪酸  

投与一は分娩に揖骨を及ぼし，稚児の生存件を低下させる  

ものと・ワ■えられる．50nlg／kg技一テ肝においても2例に分  

．他の里常が紳？三‡され7∴ 2例のうち1例は姓児山荘宰お  

よび出生キがやや 低かった（いずれも6とミ．80ム）．また，50  
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2一エチル酪酸  

TablelOrganweightsofratsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtestof  
2－ethylbutyricacidbyoraladministration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Male   

Numberofanimals  13  13  

509．8±52．2  

2．02±0．08  

0．40±0．04  

1．38±0．21  

0．27±0．02  

270．4±78．9  

52．7±12．8  

13．80±2．41  

2．69±0．23  

3．13±0．37  

0．61±0．03  

0．83±0．13  

0．16±0．02  

53．5±10．9  

10．5±1．6  

3．26±0．27  

0．64±0．07  

1．24±0．13  

0．24±0．03  

13  

492．1士52．0  

2．01±0．08  

0．41±0．05  

1．35士0．13  

0．28±0．02  

290．1±129．6  

58．1士21．9  

13．64±2．58  

2．76±0．30  

3．09士0．26  

0．63±0．06  

0．83土0．14  

0．17±0．03  

58．6土9．2  

12．0±2．1  

3．36±0．32  

0．69士0．11  

1．25士0．10  

0．26士0．04  

13  

501．7士45．2  

1．99±0．10  

0．40±0．04  

1．36±0．10  

0．27±0．02  

259．6土98．2  

51．5±18．5  

13．89±2．05  

2．76士0．20  

3．36±0．29  

0．67±0．05＊  

0．77±0．09  

0．15±0．02  

54．0±6．3  

10．8±1．3  

3．08±0、24  

0．62±0．07  

1．18±0．11  

0．24±0．03  

Finalbodyweight（g）  502．1±47．6  

（g）  2．02±0．07  
（g％）  0．41土0．肌   

（g）  1．36±0．13  

（g％）  0．27±0．02   

（mg）  270．5±75．2  
（mg％）  53．3±11．4  

（g）   13．75土2．19  
（g％）  2．73±0，21  

（g）  3．05士0．42  

（g％）  0．61土0．00   

（g）  0、82±0、15  

（g％）  0．16±0．02  

Brain  

Hearヒ  

Tbymus  

Liver  

Kidneys  

Spleen  

Adrenalglands （mg）  57．1±6．1  

（mg％）  11．5±1．5  

（g）  3．25±0．33  
（g％）  0．65±0．07   

（g）  1．21±0．10  
（g％）  0．別±0．02  

Testes  

Epididymides  

Fem由e   

Numberofanimals  11  13  

309．5±29．4  

1．91±0．05  

0．62±0．06  

0．90士0．06  

0．29±0．01  

172．7±70．8  

55．2±19．9  

9．85±0．66  

3．19±0．22  

1．94±0．16  

0．63±0，04  

0．67±0．08  

0．22士0．03  

72．5±10．4  

23．6±3．8  

12  

306．6±17．3  

1．91士0．08  

0．62±0．03  

0．92±0．09  

0．30士0．02  

197．4±78．6  

64．3±24．5  

10．19±0．78  

3，32±0．12  

2．01±0．21  

0．65±0．05  

0．69±0．07  

0．22士0．02  

67．9±10．3  

22．2±3．4  

13  

306．1±20．4  

1．92士0．（裕  

0．63±0．04  

0．93±0．08  

0．30±0．02  

185．4±81．2  

60．2±26．0  

10．25±0．94  

3．35士0．24  

2．12±0．24蠣  

0．70±0．08＊  

0．68±0．13  

0．22±0．04  

67．7±7．9  

22．2±2．6  

Finalbodyweight（g）  307．8±27．0  

（g）  1．89±0．10  

（g％）  0．62±0．05  

（g）  0．93士0．00  

（g％）  0．30±0．01   

（mg）  169．7±59．3  

（mg％）  洪．£±17，7  

（g）  10．24±1．29  

（g％）  3．32±0．22  

（g）  1．89士0．16  

（g％）  0．62±0．03   

（g）  0．71士0．09  
（g％）  0．お±0．03  

Brain  

Heart  

ThymuS  

Liver  

Kidneys  

Spleen  

Adrenalglands （mg）  69．3士8．4  

（mg％）  22．5±1．8  

Valuesrepresentmean±S．D．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Td）1e2Hematologicalexaminationofratsincomi）inedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicity  
screeningtestof2－ethylbutyricacidbyoraladminlStration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Male   

Number of animals 

RBC（×10ソ〟L）   

Hemoglobin（g／dL）   

He】natOCrit（％）   

MCV（m）   

MCH（pg）   

MCHC（g／dL）   

Platelet（×104／FLL）   

PT（sec）   

APTT（sec）   

WBC（×100／mm3）   

Differential1eukocytecounts（％）   

Neutrophil（％）  

Eosinophil（％）   

Basophil（％）  

Monoc勇e（％）   

Lymphocyte（％）  

13  

828±31  

15，0±0．6  

44．5±1．6  

53．7±1．4  

18．1±0，5  

33．8±0．4  

93．8±7．4＊＊  

15．9±2．6  

21．5±1．9  

64．7±16．0＊  

13   

825±42   

15．0±0．5  

44．2±1．6  

53．6±1．2  

18．3±0．5  

34．0±0．4  

103．8±13．2  

14．7±1．3  

21．1±2．4  

75．1±23．5  

13   

850±60  

15．1±0．9  

44．5±2．9  

52．4±1．8  

17．8±0．6  

34．0±0．4  

103．6±10．2  

15．9±3．0  

21．9±2．3  

65，0±20．1＊  

13   

850±48  

15．2±0．7  

44，6±1．9  

52．5±1．4  

17．9±0．5  

34．1±0．3  

111．4±20．3  

16．2±3．4  

22．1±2．6  

87．8±20．2  

5
 
1
 
0
 
2
 
7
 
 

±
 
±
 
±
 
士
 
±
 
 

6
 
2
 
0
 
4
 
8
 
 

1
 
 

7
 
 

3
 
1
 
0
 
2
 
5
 
 

士
 
±
 
±
 
±
 
±
 
 

4
 
2
 
0
 
4
 
9
 
 

7
 
 

5
 
1
 
0
 
1
 
6
 
 

±
 
±
 
±
 
±
 
±
 
 

5
 
2
 
0
 
4
 
9
 
 

1
 
 

7
 
 

4
 
1
 
0
 
2
 
4
 
 

±
 
±
 
±
 
士
 
±
 
 

3
 
1
 
0
 
3
 
2
 
 

0
0
 
 

Female   

Numberofanimals   

RBC（×10＜／FLL）   

Hemoglobin（g／dL）   

Hematocrit（％）   

MCV（m）   

MCH（pg）   

MCHC（g／dL）   

Platelet（×104／fJL）   

PT（sec）   

m（sec）   

WBC（×1（氾／mmり   

Differential1eukocytecounts（％）   

Neutrophil（％）  

Eosinophil（％）   

Basophil（％）  

Monocyte（％）   

Lymphocyte（％）  

12   

650 f 46 

12．7±0．7  

37．4±2．2  

57．6±1．8  

19．5±0．7  

33．9±0．4  

110．2±15．0  

12．9±0．5  

16．9±0．8  

96．4±25．8  

13   

657 t 40 

12．9士0．6  

38．1±1．9  

58，1±3．1  

19．7±1．0  

34．0±0．3  

102．8±10．8  

13，2±0．6  

16．7土0．8  

90．0士18．8  

13   

633±48  

12．5±0．7  

36．9±2．1  

58．4±2．0  

19．8±0．7  

33．9±0．3  

119．1±11．5  

13．2±0．7  

16．6士1．0  

91．2±22．8  

24±9   

1±0  

0±0  

5±3   

70±10  

11   

646 f 32 

12．7±0．7  

37．5±2．2  

58．1±1．5  

19．7±0．6  

33．9±0．5  

111．7±15．9  

13．2±0．7  

17．7±2．4  

97．4±24．5  

6
 
0
 
0
 
3
 
⊂
J
 
 

士
 
±
 
±
 
士
 
士
 
 

O
 
1
 
0
 
6
 
3
 
 

7
 
 

2
 
 

5
 
1
 
0
 
2
 
6
 
 

±
 
±
 
±
 
±
 
±
 
 

l
 
1
 
0
 
5
 
2
 
2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7
 
 

5
 
0
 
0
 
5
 
9
 
 

±
 
士
 
±
 
±
 
±
 
 

9
 
1
 
0
 
8
 
2
 
 

1
 
 

7
 
 

Valuesrepresentmean士S．D．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
＊＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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2－エチル酪酸  

Table3Bloodchemicalexaminationofratsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicity  
SCreeningtestof2－ethylbutyricacidbyoraladministration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Male   

Number of animals 

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）   

γGTP（U／L）   

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorganicphosphate（mg／dL）   

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）  

13   

5．5±0．3   

3．2±0．2  

1．36±0．13   

16±3   

0．7±0．1  

152±21   

44±7   

47±18  

193士42   

30±3   

67±10  

0±0  

0．08±0．02   

5．7±0．7   

8．9±0，2  

145，5±1．3  

4．（泊±0．35  

109．0±1．8  

13   

5．4±0．2   

3．0±0．2  

1．26士0．11   

17±3   

0．7±0．1  

144±24   

44±7   

41士13   

214±39   

32±4   

66±6  

0±1  

0．09±0．02   

5．8±0．8   

8．8±0．3  

145．5±1．1  

3．91±0．31  

109．4±1，5  

13   

5．4士0．3   

3．0±0．2  

1．28±0．15   

17±3   

0．7士0．1  

140±15   

40±10   

35±14   

233±53   

31±5   

69±10  

0±0  

0．09±0．02   

5．8±0．8   

8．8士0．3  

146．3土1，2  

3．96±0．25  

110．0士0．8  

13   

5．4±0．3   

3．1±0．2  

1．34±0．09   

16±2   

0．7±0．1  

148±17   

41±9   

39±18   

225±44   

39士29   

79±35  

0士1  

0．09±0．02   

6．1±0．7   

8．9±0．2  

145．4±1．5  

4．10士0．22  

108．3±1．7  

Female   

Numberofanimals   

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

A／G   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）   

Glucose（mg／dL）   

Totaicholesterol（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

ALP（U／L）   

GFr（U／L）   

GOT（U／L）   

γGTP（U／L）   

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorganicphosphate（mg／dL）   

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）  

11   

5、4±0．4   

3．1±0．2  

1．34±0．12   

17士3   

0．7±0．1  

124±12   

49±11   

63±20  

103±25   

40±6   

62士7  

0±0  

0．11士0．02   

6．8±0．7   

9．0士0．5  

143．2±1．0  

4．31土0．55  

107．6±1．7  

13   

5，4±0．2   

3．1±0．1  

1，33±0．12   

15士3   

0．7±0．1  

128±9   

48±14   

64土22  

129±51   

40土5   

65土10  

0±0  

0．09±0．02   

6．3±0．5   

9．2士0．3  

143，7±1，0  

3．98±0．27  

108．4±1．2  

12   

5．7±0．4   

3．3±0．3  

1．38土0．13   

17±3   

0．8±0．1  

135±13   

49土11   

76±28  

128±53   

38±7   

59士8   

1±0＊  

0．07±0．03＊＊   

6．6±0．9   

9．7±0．2日  

142．9±1．0  

4．04±0．29  

107．5±1．4  

13   

5．4±0．4   

3．2士0．2  

1．46±0．18   

18±3   

0．6±0．1  

136士15   

47±10   

53 f 18 

138士57   

41±9   

64±13   

1士1＊＊  

0．10±0．03   

6．6±1．0   

9．4±0．5  

143．4±1、0  

3，95±0．25  

107．9±1．6  

Ⅴaluesrepresentmean士S．D．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
＊＊二SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併ふ試験  

Table4 Histopathologicalfindingsofratsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicity  
SCreeningtestof2－ethylbutyricacidbyoraladministration  

Organ［Numberofanirnalsexamined】 Sex：  

Findings，gradeandnumberofanimals Dose（mg／kg）  

Female・  

10  50  250  

1
3
1
0
3
0
3
 
1
3
1
1
2
0
2
 
1
1
0
1
1
2
 
1
0
3
3
 
5
2
2
0
1
3
 
0
 
 

1
3
1
3
0
0
0
 
1
3
1
3
0
0
0
 
1
3
0
0
0
0
 
1
3
0
0
 
0
 
 

0
 
 

1
3
1
3
0
0
0
 
1
3
1
3
0
0
0
 
1
1
2
0
0
2
 
1
1
2
2
 
0
 
 

0
 
 

1
3
1
2
0
1
1
 
1
3
1
2
0
1
1
 
1
1
2
0
0
2
 
1
1
2
2
 
6
2
1
1
2
4
 
0
 
 

［0】   ［0］   ［0］  TestlS   
Atrophy，Seminiferoustubule  

［0］  ［0］   ［0］  Epididymis   
Celldebris，1umen  

d
 
 

】
±
十
O
t
a
 
▼
±
・
十
≠
O
t
a
 
i
孟
 
 

二：⊥
Ot 
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
JTし
  

Spermaticgranuloma   

Cellularinfiltration，lymphocyte，   
interstitium  

Prostate：ventrallobe   
Celユularinf揖ration，   

1ymphocyte＆plasmacell，   
interstitiurn／epithelium  

7
 
6
 
1
 
1
 
 

l
 
1
 
0
 
0
 
 
 
0
 
1
 
1
 
 
 
0
 
 

5
 
5
 
0
 
0
 
 
5
0
 
0
 
 
5
0
 
5
 
0
0
 
5
 
 
4
 
1
0
 
1
 
 
 
4
 
1
 
1
 
 
5
 
5
 
0
 
0
 
 
 
5
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

Uterus   
Dilatation，CyStic，   

1umen，focal  

Cellularinfiltration，maCrOphage，  
withbrownplgment，  
muscularlayer   

Liver   
Fattychange，periportal  

1H  

total  

＋ト  

total  

5
 
0
 
4
 
1
 
0
 
5
 
 

2
 
0
 
0
 
1
 
1
 
2
 
 
 
1
 
ユ
 
O
 
1
 
 
 
2
 
0
 
0
 
 

7
 
0
 
5
 
2
 
0
 
7
 
 
 
5
 
0
 
2
 
2
 
 
 
7
 
0
 
0
 
 

7
 
1
 
6
 
0
 
0
6
 
 
 
7
0
0
 
0
 
 
 
7
 
0
 
0
 
 

■
±
＋
≠
0
－
a
 
‥
±
＋
0
－
a
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⊥
し
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
t
 
 
 

Microgranuloma  

Hematopoiesis，eXtramedullary  
±  

total  

2
 
2
 
0
 
0
 
 
 
1
 
0
 
1
 
0
 
1
 
 

7
 
7
 
0
0
 
 
 
7
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

5
 
5
 
0
 
0
 
 

7
 
6
 
1
 
1
 
 
 
5
 
2
 
0
 
0
 
2
 
 

Kidney   
Ectopictissue，epjdjdymisLlikeduct，  
cortex，rightside  

Eosinophilicbody  

■
≠
0
－
a
 
 

±
＋
♯
0
－
a
 
 

r：Negative，士：Verysユight，＋：Slight，≠：Moderate，十什：Severe，tOtaユ：Totalofpositivegrade  
［］：Numberofanimalsexamined  
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2－エチル酪酸  

TAble4（continued）  

Organ［Numberofanimalsexamined〕sex：  

Findings，gradeandnumberofanimals Dose（mg／kg）  10  50  

Kidney   
Basophilictubule，COrteX  

2
0
2
 
0
2
 
 

い
4
2
1
3
 
 

い
3
4
0
4
 
 

【0］   ［0】  

5
3
2
0
2
 
5
0
0
 
5
0
0
 
5
0
0
 
3
1
1
2
 
持
0
0
5
5
 
5
5
 
5
2
1
1
2
 
凹
5
0
0
 
持
4
1
0
1
 
持
4
1
1
 
持
5
0
0
 
5
0
0
・
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
］
 
「
し
 
 

±   

＋  

total  

＋  

total  

士  
total  

±  

total  

±   

＋  

total  

：±   

＋   

≠  
total  

士  
total  

Cast，hyalin，medul1a  

Cast，hyalin，COrteX  

Cyst，   
COrtico－medullary）umCtion  

Mineralization  
4
1
0
1
 
匝
1
4
0
5
 
5
5
 
5
4
1
0
1
 
5
4
1
1
 
5
5
0
0
0
 
5
5
0
0
 
5
5
0
0
 
5
0
0
 
0
 
 

7
0
0
0
 
匝
1
5
0
6
 
6
6
 
6
4
2
0
2
 
6
5
1
1
 
匝
8
0
0
0
 
6
6
0
0
 
6
6
0
0
 
5
1
1
 
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
r
し
 
 

4
3
0
3
 
7
0
1
6
7
 
7
7
 
け
ー
2
5
0
5
 
け
ー
7
0
0
 
ほ
ー
8
0
0
0
 
7
7
0
0
 
7
6
1
1
 
7
0
0
 
1
1
1
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
 

1
1
0
1
 
0
 
 

Spleen   
Hematopoiesis，eXtramedullary   

Deposit，pigment，brown  

Lung牟Bronchus   
Accumulation，foamce11  

Heart   
Degeneration／fibrosis，  

myocardium  

ThymuS   
Atrophy  

：±  

total   

n
■
1
0
0
0
 
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
「
L
 
 

1
0
0
 
1
 
1
 
 
 
0
 
 

Urinarybladder   
Cellularinfiltration，   

1ymphocyte，laminapropria  

Thyroidgland   
Cellularinfiltration，plasmace11＆   

1ymphocyte，interstitium  

Ectopic thymus 

±  

total   

±  

total  

±  

total  

±  

total  

＋  

total  

Subcutaneoustissueofaxilla   
Cellularinfiltration，1ymphocyte＆  

macrophage，mammarygland  

Celldebris，lactiferousduct，  
mammaIYgland  

－：Negative，±：VeIYSLight，＋：Slight，♯：Moderate，¶＋：Severe，tOtal：Totalofpositivegrade  
［1：Numberofanimalsexamirled  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table5Estrouscycleandr甲rOductiveperformanceofrats中COmbinedrepeatdoseandreproductive／  
developmentaltoxicltySCreeningtestof2LethylbutyrlCaCidbyoraladministration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Estrouscycle   

Numberoffemalesexamined  13  13  13  13  

Prertreatmentperiod   

Numberoffemalesshowing4－daycycle  13  13  13  

Treatmentperiod   

Numberofanimalsshowlng：  

4－daycycle  

4Land5－daycycle   

Irregularcycle  

Meanlengthofestrouscycleindays  

Mean±S．D．  

Numberofvaginalestrusduringmatingperiod   

Mean±S．D．  

4．0±0．0  4．0±0．0  4．0±0．0  4．0±0．1  

1・0±0．0  1．0±0．0  1．0±0．0  1．0±0．0  

Reproductiveperformance   

Numberofpairsexamined（A）  

Numberofpairscopulated（B）   

Copulationindex［（B／A）×100，％］  

NumberoffertilepalrS（C）   

Fertilityindex［（C／B）×100，％］  

Pairing days until copulation 

Mean±S．D．  

13  

13  

100．0  

12  

92．3  

13  

13  

100．0  

13  

100．0  

13  

13  

100．0  

12  

92．3  

13  

13  

100．0  

13  

100．0  

2．6±1．7  2．0±1．1  2．8±1．2  2．3±1．3  

88  
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2－エチル酪酸  

Td31e6Developmentofpupsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtestof  

2－ethylbutyricacidbyoraladministration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Numberofpregnantfemales  12  

Numberofpregnantfemaleswithlivenewborns ll  

12  

12  

100．0 

（13）  22．4±0．5  

（13） 16．2±2．4  

（13） 15．2士2．5  

（13）  93．7±6．7  

13  

13  

100．0  

（12）  22，6±0．5  （13）  

（12） 15．8士1．8  （13）   

（12） 15．1±1．6  （13）   

（12） 95．8±4．4  （13）  

Gestationindex  

Gestation length In days 

Number of corpora lutea 

Numberofimplantations  

Implantationindex  

DayOoflactation   

Number of newborns 

Deliveryindex   

Numberoflivenewborns   

Birthindex   

Livebirthindex  

SexratioondayO  

Day40flactation   

Numberoflivepups   

Viabilityindex  

Sexratioonday4   

91．7  100．0  

22．5±0．5  （11）  22．3±0．5  

16．1±1．4  （12） 16．0±1．9  

15．2±1．9  （12） 15．4±1．5  

94A±9．2  （12）  96．4±4．6  

（11） 14．5±1，8  

（11）  94．4±5．3  

（11） 14．4±1．6  

（11）  93．5±4．7  

（11）  99．1±2．3  

（11）  0．95±0．56  

（13） 14．3士3．2  

（13）  93．1±9．8  

（13） 13．4±3．1  

（13）  87．9士11．2  

（13）  94．8士10．1  

（13） 1．27±0．55  

14．4±2．2  

95．0±6，2  

14．4±2．2  

95．0±6．2  

1（氾．0±0，0  

1．49±1．08  

3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 
1
 
1
 
 

♯
＊
 
 

8
 

0
 2

・
9
・
7
1
6
 

±
 
±
 
士
 
±
 
±
 
 

5
 
3
 
5
 
0
 
4
 
3
 
9
 
1
 
6
 
6
 
1
 
0
0
 
1
 
7
 
史
U
 
 

2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 

（12） 1．18±1．05  

（11） 14．3±1．7  

（11）  99．5±2．0  

（11）  0．舗±0．56  

（13） 13．4±3．1  

（13） 100．0±0．0  

（13） 1．27士0．55  

14．1±2．0  

98．3±4．0  

1．45±1．07  

（12） 11．5士3．0＊ （13）  

（12）  99．4±2．1 （13）   

（12） 1．18±1．05 （13）  

Bodyweightsofpups（g）   

DayO  

Male  

Female   

Day4  

Male  

Female 

（11）   6．8土0．4  

（11）  6．5±0．4  

（11） 10．6±0．9  

（11） 10．2±0．9  

（13）   6．8士1．0  

（13）   6．4±0．8  

（13） 11．4±2．5  

（13） 10．9±1．9  

6．8±0．7  

6．4±0．6  

10．6±1．2  

10．1±1．2  

（12）   7．0±0．9  （13）  

（12）   6．6±0．8  （13）   

（12） 11．8±2，0  （13）  

（12） 11．2士2．1 （13）  

Ⅴaluesrepresentmean土S．D．  

Parenthesisindicatesthenumberoflittersevaluated．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
＊＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
Gestationindex＝（numberofpregnantfemaleswithlivenewborns／numberofpregnantfemales）×100，％  
lmplantationindex＝（numberofimplantations／numberofcorporalutea）×100，％  

Deliveryindex＝（nu皿berofnewborns／numberofimplantations）×100，％  

Birthindex＝（numberoflivenewborns／numberofimplantations）×100，％  

Livebirthindex＝（numberoflivenewborns／numberofnewbornS）×100，％  

SexratioondayO＝n豆mberofmalelivenewborns／numberoffemalelivenewborns  

Viabilityindex＝（numberoflivepupsonday40flactation／numberoflivenewborns）×100，％  
Sexratioonday4＝numberofmalelivepupsonday40flactation／numberoffemalelivepupsonday40flactation  
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2－ヒドロキシベンズアルデヒドの細菌を用いる復帰突然変異試験  

ReverseMutationl七stof2－HydroxybenzaldehydeonBacteria  

ユートリエントブロスNo．2（0ⅩOid）を入れたL字型試験  

管に解凍した種菌を一定量接種し，37℃で10時間往復  

振とう培養したものを検定薗液とした．  

〔被験物質〕   

2－ヒドロキシベンズアルデヒド（CAS No．90－02－8）は，  

分子量122．12の淡黄色液体である．試験には，セイミ  

ケミカル㈱製［ロット番号：082316，純度95％以上（不  

純物：不明）］のものを，（社）日本化学工業協会から供  

与されたもの，使用時までガラス製容器に入れ，窒素ガ  

スで空気と置換密栓して室温で遮光保管し用いた．   

2－ヒドロキシベンズアルデヒドは，ジメチルスルホキ  

シド（DMSO）に溶解性がよいことから，DMSOに20～  

50mg／m上の範囲で溶解した後，同溶媒で公比約3ない  

し2で希釈し，速やかに試験に用いた．   

試験の開始に先立って，2－ヒドロキシベンズアルデヒ  

ドのDMSO溶液中での安定性試験および含量測定試験  

を実施した．安定性試験においては，低濃度（156  

〝g／mり溶液は本試験Ⅱで調製したものについて，また  

高濃度（40．Omg／mり溶液は染色体異常試験で調製した  

ものについて，室温遮光条件下で，安定性を調べた．そ  

の結果，調製4時間後における各濃度の平均含量は，そ  

れぞれ初期値（0時間）の平均値に対して，99．6および  

98．4％であった，また，本試験Ⅲで調製した被験物質調  

製液について含量測定試験を行った結果，調製後の濃度  

はそれぞれ低濃度は102％，高濃度は101％であった．  

〔陽性対照物質〕   

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりで  

ある．  

AF2：2一（2一フリルト3一（5－ニトロー2－フリル）アク  

リルアミド  （上野製薬㈱）  

SA：アジ化ナトリウム  （和光純薬工業㈱）  

9AA：9－アミノアクリジン  （SigmaChem．Co．）  

2AA：2－アミノアントラセン（和光純薬工業㈱）   

AF2，2AAはDMSO（和光純薬工業㈱）に溶解したもの  

を一20℃で凍結保存し，用時解凍した．9AAはDMSO  

に，SAは純水に溶解し，速やかに試験に用いた．   

〔培地およびS9m政の組成〕  

1）トップアガー   

下記の水溶液（A）および（B）を容量比10：1の割合で混  

合した．  
／  

要約  

OECD既存化学物質安全性調査事業の一環として，2－  

ヒドロキシベンズアルデヒドについて，細菌を用いる復  

帰突然変異試験をプレート法により実施し，陰性の結果  

を得た．   

検定菌として，5∂ノmoJ】e〟∂rypムfmurJu〃］TAlOO，  

TA1535，TA98，TA1537およびEschez・jchja coJIWP2  

uv〃1の5菌株を用い，S9mix無添加および添加の条件  

でプレート法により，用量設定試験を50、5000〃g／プ  

レートの用量で行ったところ，すべての検定菌において，  

S9miⅩ無添加試験およびS9miⅩ添加試験で抗菌性が認  

められた．したがって，本試験はS9mix無添加試験を  

31．3～1000I↓g／プレート（TAlOOは15．6～500JJg／プレー  

ト WP2りVr4は125、4000〃g，／プレート1くqmiv凍 ′】）、ノ▲▲▲▲■」Llりl＼  

加試験を62，5、2000J堵／プレート（TAlOOは15．6、500  

〃g／プレート，WP2uv〃1は125～4000JJg／プレート）の  

範囲で用量を設定し，試験を実施した．   

その結果，抗菌性は，S9mix無添加試験では，500  

FLg／プレート（TAlOOおよびTA1537），1000FLg／プレー  

ト（TA98およびTA1535）および4000FLg／プレート  

（WP2）で，S9mix涼加試験では，500pg／プレート  

（TAlOO），2000FLg／プレート（TA1535，TA98および  

TA1537）および4000FLg／プレート（WP2）で認められた．  

復帰変異コロニー一致は，2回の本試験とも，用いたすべ  

ての検定菌で，いずれの用量においても増加は認められ  

なかったことから，2－ヒドロキシベンズアルデヒドは，  

用いた試験系において変異原性を有しない（陰性）と判  

定された．  

方法   

〔検定菌〕  

S∂ノmoJコe貼りp山川ur山mTAlOO  

Sa血コOJ】e〟a亡γp山muJTUmTA1535  

Esc土肥n■c揖acoノJWP2uv〟1  

5∂ノmoJ】eノJ∂亡yp扉mur山mTA98  

S∂JmoJ】eノノaとyp山m日石umTA1537   

S．亡坪山murfuJ刀の4菌株1〉は1975年10月31日にアメリ  

カ合衆国，カリフオ）L／ニア大学のB．N．Ames博士から分  

与を受けた．   

且coJ∫WP2日vrA株2｝は1979年5月9日に国立遺伝学  

研究所の賀田恒夫博士から分与を受けた．   

検定菌は一80℃以下で凍結保存したものを用い，二  
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復帰変異試験  

（A）パクトアガー（Difco）   0．6％  

塩化ナトリウム  0．5％  

（B）＊L－ヒスチジン  0．5mM  

D－ビオナン  0．5mM  

＊：WP2uvJ勇用には，0．5mMしトリプトファン水溶  

〔判定基準〕   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定菌のS9  

mix無添加あるいはS9mix添加条件において，被験物質  

を含有する平板上における変異コロニー数の平均値が，  

溶媒対照のそれに比べて2倍以上に増加し，かつ，その  

増加に再現性あるいは用量依存性が認められた場合に，  

当該被験物質は本試験系において変異原性を有する（陽  

性）と判定することとした．  

液を用いた．  

2）合成培地   

培地は，日清製粉㈱製の最少寒天培地を用いた．なお，  

培地1ヱあたりの組成は下記のとおりである．  
結果および考察   

〔用量設定試験〕   

50一・、一・′5000J喀／プレートの範囲で公比を約3として，試  

験を実施したところ，S9mix無添加試験ではWP2uvTA  

5000帽／プレートで，TAlOOが500〝g／プレート以上で，  

その他は1500JJg／70レート以上で抗菌性が認められた．  

また，S9mix添加試験ではTAlOOが500FLg／70レート以  

上で，その他は1500J増／プレート以上の用量で抗菌性  

が認められた．  

〔本試験〕   

結果をそれぞれTablel，2に示した．2－ヒドロキシベ  

ンズアルデヒドの用量を，S9mix無添加試験は31．3～  

1000〃g／プレート（TAlOOは15．6、500〝g／プレート，  

WP2uv〟lは125～4000JJg／プレート），S9mix添加試  

験は62．5～2000FLg／プレート（TAlOOおよびWP2uvTA  

はS9mix涼加試験と同一用量）の範囲で公比を2として  

設定し試験を実施した．その結果，2回の試験のいずれ  

も，用いた5種類の検定菌のS9mix無添加試験および添  

加試験において，溶媒対照値の2倍以上となる変異コロ  

ニー数の増加は認められなかった．   

以上の結果に基づき，2－ヒドロキシベンズアルデヒド  

は，用いた試験系において変異原性を有しないもの（陰  

性）と判定した．  

硫酸マグネシウム・7水和物  

クエン酸・1水和物  

リン離水素ニカリウム  

リン酸－アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

パクトアガー（Diko）  

g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
 

2
 
2
 
0
 
2
 
6
 
0
 
 

0
 
 
 
1
 
9
 
6
 
2
 
 

1
 
0
 
 

15g   
径90mmのシャーレ1枚あたり30m′を流して固めて  

ある．  

3）S9mix   

lm上中下記の成分を含む  

S9＝  

塩化マグネシウム  

塩化カリウム  

グルコースー6－リン酸  

NADH  

NADPH   

0．1mエ  

8 ccmol 

33J▲mO1  

5J▲mO1  

4／JmO1  

4JJmOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100岬nOl   

＊＊：7週齢のSprague－Dawiey系雄ラットをフユノパル  

ビタール（PB）および5，6－ベンゾフラボン（BF）の併  

用投与で酵素誘導して作製したS9を用いた．  

〔試験方法〕   

プレート法により，S9mix無添加試験およびS9mix  

添加試験を行った．   

小試験管中にトップアガー2mヱ，被験物質調製液0．1  

ml，リン酸緩衝液0．5ml（S9mix添加試験においてはS9  

mixO．5m∫），検定菌液0．1mほ混合したのち合成培地平  

板上に流して固めた．また，対照群として被験物質調製  

液の代わりにDMSO，または数種の陽性対照物質溶液  

を用いた．各検定菌ごとの陽性対照物質の名称および用  

量は各Table中に示した．培養は37℃で48時間行い，  

生じた変異コロニー数を算定した．抗菌性の有無につい  

ては，肉眼的あるいは実体顕微鏡下で，寒天表面の菌膜  

の状態から判断した．   

用いた平板は用量設定試験においては，溶媒および陽  

性対照群では3枚ずつ，各用量については1枚ずつとし  

た．また，本試験においては両対照群および各用量につ  

き，3枚ずつを用い，それぞれの平均値と標準偏差を求  

めた．用量設定試験は1臥 本試験は同一用量について  

2回実施し，結果の再現性の確認を行った．  
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2－ヒドロキシベンズアルデヒド  

Tablel．Mutagenicityof2－hydroxybenzaldehyde＊＊inreversemutationtest（Ⅰ）onbacteria  

With（＋）or  Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，Mean±S．D．）  

without（－）  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535   WP2uv∫A   TA98   TA1537  

0   115 127  83  11  9 13  21 23  26  21 18  22  8  7   7  
（108±22て）   （11± 2．0）   （23± 2．5）   （20± 2．1）   （7±0．6）  

15．6   97 81 93 ND   ND   ND   ND  
（90±8．3）  

31．3   84  83  79  17  8  21   ND   20  22  28  7  6  8  
（82± 2．6）   （15± 6．7）  （23± 4．2）   （7±1．0）  

62．5   82  79  80  8  7  27   ND   16  28  22  2 11  7  
（80±1．5）   （14±11．3）  （22± 6．0）   （7±4．5）  

S9mix  125   87  83  85  11 12 15  20 12 19  13 18 19  10  6  1  
（85± 2．0）   （13± 2．1）   （17± 4．4）   （17±3．2）   （6±4．5）  

ト）  250   58  38  55  18  8 12  22 19  26  22  23 18  8  7   7  
（50±10．8）   （13± 5．0）   （22± 3．5）   （21±2．6）   （7±0．6）  

500   40＊ 41＊ 51＊  19  3  7  14 18  24  19 18  20  5★  8＊  3＊  
（44±6．1）   （10±8，3）   （19± 5．0）   （19±1．0）   （5±2．5）  

1000  1＊  0＊  0＊  23  21 15  14＊ 11＊ 17＊  1＊ 1＊  7＊  

（0±0．6）   （20± 4．2）   （14± 3．0）   （3±3．5）  

2000  2 4 6  
（4±2．0）  

4000  0＊ 0＊ 0＊  

（0±0．0）  

0   1フ1 1AA lらち  7  1ワ  1∩  1n  l只   ワ1  37  41 32  12 14 15  
（141±16．3）   （10± 2．5）   （24± 6．0）   （37±4．5）   （14±1．5）  

15．6   103114121  ND   ND   ND   ND  
（113±9．1）  

31－3   81117111  ND   ND   ND   ND  
（103±19．3）  

S9mix  62、5   93  95 105  9 14 13   ND   26  35  22  7 16 12  
（98±6．4）   （12±2．6）  （28±6．7）   （12±4．5）  

（＋）  125   96  98  93  17 10  8  29  21 18  26  22  25  7  6 14  
（96±2．5）   （12±4．7）   （23± 5．7）   （24± 2．1）   （9±4．4）  

250   56  71 83  10 10   7  32  26  22  21 27  28  9 10 15  
（70±13．5）   （9±1．7）   （27± 5．0）   （25±3．8）   （11±3．2）  

5（氾   45＊ 57＊ 68＊  7  4   7  26 12 19  25 18  22  10  8  4  
（57±11，5）   （6±1．7）   （19± 7．0）   （22士 3．5）   （7±3．1）  

1000  4  1  3  20  23  29  20 14  23  5  8  7  
（3±1．5）   （24±4．6）   （19±4，6）   （7±1．5）  

20（X）  0＊  0＊ 1＊  15 12  6  0＊  0＊  0■  0♯  0＊  0＊  

（0± 0．6）   （11±4．6）   （0±0．0）   （0士0．0）  

4000  0＊ 0＊ 0＊  

（0±0．0）  ＼  

Positive  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

control  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix（一）   

colonies／plate   （512±69．3）   （250±21．7）   （110±10．1）   （777±28．4）  （1046土68．2）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix（＋）   

colonies／plate  （1730±245．5）   （224±10．1）  （1259±85．9）   （503±67．6）   （233士24．9）   

AF2：2－（2－Furyl）3←（5－nltrO－2－furYl）acrylamide，SAこSodiumazide，9AA：9－Aminoacridine，2AA：2－Aminoanthracene  

＊：Inhibitionwasobservedagainstgrowthofthebacteria．  

＋＋：Puritywasabove95％andimpurltyWaSunknown．  

ND：Notdone  
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復帰変異試験  

Table2．Mutagenicityof2－hydroxybenzaldehyde＊＊inreversemutationtest（ⅠⅠ）onbacteria  

With（＋わr  Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，Mean±S．D．）  

without（－）  dose  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535   WP2日Ⅵ・A   TA98   TA1537  

0   102  98  89  16 13 12  23  22  21  27 19  27  5 11 10  
（96±6．7）   （14±2．1）   （22±1．0）   （24±4．6）   （9±3．2）  

15，6   82 74 82  ND   ND   ND   Nt）  
（79±4．6）  

31．3   88  92  99  10  8’10   ND   21 28  28  12  7 10  
（93±5．6）   （9±1．2）  （26±4．0）   （10±2．5）  

62．5   75  74  82  15 10 11   ND   31 30  35  4 11  8  
（77±4．4）   （12±2．6）  （32±2．6）   （8±3．5）  

S9mix  125   96  64  78  11 10 13  31 31 23  27  23  31  10  4  7  
（79士16．0）   （11±1．5）   （28±4．6）   （27±4．0）   （7±3．0）  

250   66  50  59  6  6  5  31 24  38  22  23 11  7  3  2  
（58±8．0）   （6±0．6）   （31±7．0）   （19±6．7）   （4±2．6）  

500   34＊ 50＊ 44＊  5  7  3  20 12  28  21 23  23  4 12  8  
（43±8．1）   （5± 2．0）   （20±8．0）   （22±1．2）   （8士4．0）  

1000  ＼3＊ 0＊ 2＊  23  21 25  11＊ 19＊ 17＊  6＊  5＊  7＊  

（2±1．5）   （23士2．0）   （16±4．2）   （6±1．0）  

2∝旧  8 9 8  
（8±0．6）  

4α）0  0＊ 0＊ 0＊  

（0±0．0）  

0   100 112 109  14 10  8  30  25  29  40  31 37  5 18 12  
（107±6．2）   （11士3．1）   （28±2．6）   （36±4．6）   （12±6．5）  

15．6   89120104  ND   ND   ND   ND  
（104士15．5）  

31．3   115116105  ND   ND   ND   ND  
（112±6．1）  

S9mix  62．5   103  76  96  10 10 11   ND   29  40  29  9  5 11  
（92±14．0）   （10±0．6）  （33士6．4）   （8土3．1）  

（＋）  125   94  98  88  7 19 13  37  29  37  28  38  24  7 13 11  
（93±5．0）   （13±6．0）   （34±4．6）   （30±7．2）   （10±3．1）  

250   63  49  72  20  7  3  47  42  34  28  23  27  11 13  8  
（61±11．6）   （10± 8．9）   （41士6．6）   （26士2．6）   （11±2．5）  

500   41＊ 49♯ 52■  8  5  5  33  24  31  27  29  20  7  7  3  
（47±5．7）   （6±1．7）   （29±4．7）   （25±4．7）   （6±2．3）  

1000  1＊  0＊ 1＊  27  29  21  30 19  20  8  8  4  
（1±0．6）   （26士4．2）   （23士6，1）   （7±乙3）  

2000  0＊  0■  0＊  17  8 14  17■ 13＊  9＊  0＊  0＊  0＊  

（0士0．0）   （13±4．6）   （13±4，0）   （0士0．0）  

4000  0＊ 0＊ 0＊  

（0±0．0）  

Positive  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

control  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix（一）   

COlonies／plate   （571±31．2）   （275±8．5）   （146±6．0）   （753±16．5）  （1153±234．7）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix（＋）   

colonies／plate   （1469±27．3）   （301±9．3）  （1433±14．9）   （359±15．0）   （278±15．5）   

AF2：2－（2－Furyl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA：9－Aminoacridine，2AA：2－Aminoanthracene  

★：Inhibitionwasobservedagainstgrowthofthebacteria．  

書＊：Puritywasabove95％andimpuritywasunknown．  

ND：Notdone  
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▼  

2－ヒドロキシペンスアルデヒドの  

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  

hl鵜I－OChromosomalAberrationTbstof  

2－HydroxybenzaldehydeonCulturedChineseHamsterCells  

月，入手時：継代4代，現在12代）したチャイニーズ・  

ハムスター由来のCHL／IU細胞を，解凍後継代10代以  

内で試験に用いた．  

2．培養液の調製   

培養には，牛胎児血清（FCS：Biocell）を10％涼加した  

イーグルMEM（日水製薬㈱）培養液を用いた，  

3．培養条件  

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5mlを入れたデ  

ィッシュ（径6cm，Coming）に播き，37℃のCO2インキ  

ユベーター（5％CO2）内で培養した．連続処理では，細  

胞播種3日目に被験物質を加え，24時間および48時間処  

理した．また，短時間処理では，細胞播種3日呂にS9  

mix存在下および非存在下で6時間処理し，処理終了後  

新鮮な培養液でさらに18時間培養した．  

4．被験物質   

2－ヒドロキシベンズアルデヒド（略号：HBA，CAS  

No．：90－02－8，ロット番号：082316，セイミケミカル㈱製  

造，佳日日本化学工業協会提供）は，無色、淡黄色透明液  

体で，水に対して1．4g／100mH20℃）で溶解し，アルコ  

ール∴エーテル等に可溶であゃ，融点－7℃，沸点196～  

197℃，蒸気圧1hPa（30℃），分子式C，H602，分子量  

122．12，純度95．0％以上（不純物は不明）の物質である．   

被験物質原体の安定性に関する情報は得られなかった  

が，溶媒中（DMSO）では，156FLg／m卜40．Omg／mLの濃  

度範囲で4時間安定であった．  

5．被験物質の調製   

被験物質の調製は，使用のつど行った．溶媒は  

DMSO（和光純薬工業㈱）を用いた．原体を溶媒に溶解  

して原液を調製し，ついで原液を溶媒で順次希釈して所  

定の濃度の被験物質調製液を作製した．被験物質調製液  

は，すべての試験において培養液の0．5％（v／v）になるよ  

うに加えた．染色体異常試験に用いた被験物質調製液の  

濃度は，許容範囲内（溶媒中での平均含量が添加量の  

90．0、110％）の借であった．なお濃度の記載について，  

純度換算は行わなかった．  

6．細胞増殖抑制試験による処理濃度の決定   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，被験物質の細胞増殖に及ばす影響を調べた．被  

要約  

既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の一環と  

して，2－ヒドロキシベンズアルデヒドの培養細胞に及ぼ  

す細胞遺伝学的影響を評価するため，チャイニーズ・ハ  

ムスター培養細胞（CHL／IU）を用いて試験管内染色体異  

常試験を実施した．   

連続処理（4即寺間）においては，50％を明らかに越え  

る増殖抑制濃度，すなわち0．02mg／m上の濃度を最高処  

理濃度とした．また，短時間処理（6時間）のS9mix存在  

下および非存在下においては，50％を明らかに越える増  

殖抑制濃度，すなわち0．2mg／m～の濃度を最高処理濃度  

とした．最高処理濃度の1／2および1／4をそれぞれ中濃  

度，低濃度として設定した．連続処理では，S9mix非  

存在下における24時間および48時間連続処理後，短時  

間処理ではS9mix存在下および非存在下で6時間処理  

（18時間の回復時間）後，標本を作製し，検鏡すること  

により染色体異常誘発性を検討した．   

CHL／IU細胞を24時間処理した高濃度群（0．02mg／mL）  

では，観察した細胞の5．5％に染色体の構造異常が認め  

られた．また，いずれの処理群においても倍数性細胞の  

誘発作用は認められなかった．一方，48時間処理した  

いずれの処理群においても，染色体の構造異常は認めら  

れなかったが，高濃度群（0．02mg／血）においては倍数  

性細胞が誘発され，その頻度は18．12％であった．   

短時間処理では，S9mix非存在下で6時間処理した中  

濃度群（0．1mg／ml）および高濃度群（0．2mg／ml）では，  

観察した細胞のそれぞれ4．0％と25．1％に染色体の構造異  

常が認められた．また，低濃度群（0．05mg／m～）では，  

有意な倍数性細胞の．増加が認められたが疑陽性であっ  

た．   

いずれの処理群においても倍数性細胞の誘発作用は認  

められなかった．一方，S9mix存在下では，中濃度群  

（0．1mg／mりおよび高濃度群（0．2mg／mりにおいて，観  

察した細胞のそれぞれ5．0％と16．5％に染色体の構造異常  

が認められた．また，すべての処理群において倍数性細  

胞が誘発され，その頻度は1．63～6．25％であった．   

以上の結果より，2－ヒドロキシベンズアルデヒドは，  

染色体異常を誘発すると結論した．  

方法   

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（1988年2  
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染色体異常試験  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，単層培  

姜細胞密度計（MoTlOCellaterTM，オリンパス光学工業  

㈱）を用いて各群の増殖度を計測し，被験物質処理群の  

溶媒対照群に対する細胞増殖の比をもって指標とした．   

その結果，連続処理における50％の増殖抑制濃度を明  

らかに越える濃度（約60％の増殖抑制濃度）を，60％増  

殖抑制濃度をはさむ2濃度より算出したところ，0．02  

mg／mエであった．短時間処理のS9mix存在下および非  

存在下における50％の増殖抑制濃度を明らかに越える濃  

度は，ともに0．2mg／mヱであった（Fig．1）．  

構造異常の有無と倍数性細胞（polyploid）の有無につい  

て観察した．また構造異常については1群200個，倍数  

性細胞については1群800個の分裂中期細胞を分析した．  

10．記録と判定   

無処理対照，溶媒および陽性対照群と被験物質処理群  

についての分析結果は，観察した細胞数，構造異常の種  

類と数，倍数性細胞の数について集計し，各群の値を記  

録用紙に記入した．   

染色体異常を有する細胞の出現頻度について，林2）の  

方法を参考にして，溶媒の背景データと被験物質処理群  

間でフィッシャーの直接確率法3】（多重性を考慮して  

fami1ywiseの有意水準を5％とした）により，有意差検  

定を実施した．また，フィッシャーの直接確率法で有意  

差が認められた場合には，用量依存性に関してコクラ  

ン・アーミテツジの傾向性検定4｝（p＜0．05）を行った．原  

則として以上2回の検定でともに有意差が認められた場  

合を陽性とした．傾向性検定で有意差が認められない場  

合には疑陽性とした．観察細胞数が，構造異常について  

は100個未満，倍数性細胞については400個未満の場合  

を細胞毒性のため判定不能とした．  
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結果および考察  

連続処理による染色体分析の結果をTabielに示した．  

2－ヒドロキシベンズアルデヒドを加えて24時間処理し  

た高濃度群（0．02mg／mりでは，観察した細胞の5．5％  

（gapを含む）に染色体の構造異常が認めらゎた．また，  

いずれの処理群においても倍数性細胞の誘発作用は認め  

られなかった．一方，48時間処理したいずれの処理群  

でも染色体の構造異常は認められなかったが，高濃度群  

（0．02mg／m£）において，倍数性細胞の誘発作用が認め  

られ，その頻度は18．12％であった．   

短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．、2－ヒドロキシベンズアルデヒドを加えてS9mix非  

存在下で6時間処理した中濃度群（0．1mg／mりおよび高  

濃度群（0．2mg／mりでは，観察した細胞のそれぞれ4．0％  

と25．1％に染色体の構造異常が認められ，傾向性検定の  

結果，濃度依存性が認められた．また，低濃度群（0．05  

mg／mエ＝ニおいて，有意な倍数性細胞の増加が認められ，  

その頻度は対照群が0．13％であるのに対して0．88％であ  

ったが，その他の処理群においては増加が認められず，  

傾向性検定の結果，濃度依存性は認められなかったためご  

疑陽性と判定した．一方，S9mix存在下では，中濃度  

群（0．1mg／mi）および高濃度群（0．2mg／ml）では，観察  

した細胞のそれぞれ5，0％と16．5％に染色体の構造異常が  

誘発され，傾向性検定の結果，濃度依存性が認められた．  

また，すべての処理群において倍数性細胞が誘発され，  

その頻度は1．63、6．25％で，傾向性検定の結果，濃度依  

存性が認められた．   

従って，2－ヒドロキシベンズアルデヒドは，上記の試  

験条件下で，試験管内のCHL／IU細胞に染色体異常を誘  

発すると結論した．  

Concentration（mg／mt）   

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith2L  
hydroxybenzaldehyde  

7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，染色体異常試験で用い  

る被験物質の高濃度群を，連続処理では，0．02mg／m‘，  

短時間処理のS9mix存在下および非存在下では，0．2  

mg／m～とし，それぞれ高濃度群の1／2の濃度を中濃度，  

1／4の濃度を低濃度とした．陽性対照物質として用いた  

マイトマイシンC（MC，協和醗酵工業㈱）およびシクロ  

ホスファミド（CPA，SigmaChemicalCo．）は，注射用水  

（㈱大塚製薬工場）に溶解して調製した．それぞれ染色  

体異常を誘発することが知られている濃度を適用した．  

8．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約  

0．1I▲g／mヱになるように培養液に加えた，染色体標本の  

作製は常法に従って行った．スライド標本は各ディッシ  

ュにつき6枚作製した．作製した標本を3％ギムザ溶液  

で染色した，  

9．染色体分析   

作製したスライド標本のうち，1つのディッシュから  

得られた異なるスライドを，4名の観察者がそれぞれ処  

理条件が分からないようにコード化した状態で分析し  

た．染色体の分析は，日本環境変異原学会，哺乳動物試  

験（MMS）分科会1Iによる分類法に基づいて行い，染色  

体型あるいは染色分体型のギャップ，切断，交換などの  
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r  

2一ヒドロキシベンズアルデヒド  

Tablel ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）continuouslytreatedwith2－hydroxybenzaldehyde  
（HBA）＊＊withoutS9miⅩ  

ConcenL Timeof NoゝOf  No．ofstruCturalaberrations  No．ofcells  

Others3） withaberrations  Group tration exposure cells  
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Polyploid41Trendtest～l  
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Abbreviations：gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，  
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Abbreviations：gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：  

chromosomeexchange（dicentricandringetc．），mul：multipleaberrations，TAG二totalno．ofcelLswithaberrations，TA：totalno．ofcellswith  

aberrationsexceptgap，SA：structuralaberratibn，NA：numericalaberration，CPA：cyclophosphamide．1）Dimethylsulfoxidewasusedas  
soIvent．2）Morethant占naberrationsinace11werescoredaslO．3）Others，SuChasattenuationandprematurechromosomecondensation，  

wereexcludedfromtheno．ofstructuralaberrations．4）Eighthundredcellswereanalysedineachgroup．5）Cochran・ArInitage’strend  

testwasdoneatp＜0．05．6）FourhuTldredandfifty－eigthtce11swereanalysed．＊二SignificantlydifferentfromhistoricalsoIventcontroldata  

withrespecttoTAGandpolyploidatp＜0．05byFisherlsexacttestusingaBonferronicorrectionformultiplecompatisons．＊＊：Puritywas  

morethan95％．  
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2－ヒドロキシベンズアルデヒドのラットを用いる  

反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalTbxicityScreeningTbst  

Of2－HydroxybenzaldehydebyOralAdministrationinRats  

雌では，40mg／kg群の1母体が妊娠22日の分娩途中で，  

また，160mg／kg群の1母体が妊娠22日に死亡した以外  

に死亡例はなく，一般状態の変化は観察されなかった．  

器官重量では160mg／kg群において肝隈重量が高値を，  

卵巣重量が低値を示した．しかし，体重，摂餌量および  

剖検所見には被験物質投与の影響は認められなかった．  

病理組織学検査の結果，40mg／kg以上の被験物質投与  

群において肝細胞内のグリコーゲン量の軽微な増加が観  

察された．  

2．生殖発生毒性   

親動物に関して，雌の性周期および発情回数，雌雄の  

交尾および受胎，雌動物の妊娠期間および分娩に及ぼす  

被験物質投与の影響は認められなかった．哺育の異常は，  

40mg／kg以下の被験物質投与群には認められなかった．  

160mg／kg群では哺育4日までに全児死亡の母動物が2  

例認められた．生児出産雌数，出産率，一黄体数，着床痕  

数および着床率には被験物質投与の影響は認められなか  

った．   

新生児では・，噂育0日の生存児数，死産児数，性比，  

分娩率および出生率には被験物質投与の影響は認められ  

ず，新生児および死産児に被験物質投与に起因すると考  

えられる外表異常は認められなかった．噛育期間中の児  

の死亡は，16Pmg／kg群において多い傾向が見られ，同  

群の哺育4日の新生児生存率は低い傾向にあった．また，  

哺育0日および4日の体重は160mg／kg群においてわず  

かに低値を示す傾向にあうた．  

以上の成績から，本試験条件下における一般毒性学的  

な無影響量は雌雄ともに10mg／kg／dayであると考えら  

れた．また，生殖発生毒性的な無影響量は，雄に関して  

は160mg／kg／day，雌に関しては40mg／kg／day，新生  

児に関しては40mg／kg／dayであると考えられた．  

要約  

2－ヒドロキシベンズアルデヒドはバラ科シモツケソウ  

類の花，タバコの葉等に含まれ，トマト，グレープ，シ  

ナモン，コーヒー，お茶等の匂いの成分としても存在す  

る化学物質11であり，構造的にはサリチル酸に非常に類  

似している2？．また，本化学物質は石鹸，洗剤，香水等  

ド0．005～0．2％の濃度で含有されている11．本化学物質  

の毒性データでは，ラットのLD50値は経口投与で520  

mg／kg，皮下投与で900mg／kg，経皮投与で600mg／kg，  

腹腔内投与で231mg／kgであること，ラットに13日間  

反復混餌投与した場合，2％投与群では肝細胞の好塩基  

小体の著しい減少，肺腺房細胞からのチモーゲン顆粒の  

枯渇，1％投与群では肝および腎のマイクロボディーの  

数および大きさの増加，肝細胞の詣月方満等の変化が起こ  

ること，さらに，乳頭睦または癌を誘発しないことが報  

告されている1）．本化学物質はラット，マウスに100  

mg／kgを単回皮下投与することによって低カルシウム  

血症が起こること，妊娠11日のラットに400mg／kgを  

単回皮下投与することによりサリチル酸あるいはアスピリ  

ンの場合と同様に胎生期死亡の増加，口唇裂および多指  

等の外表奇形の出現が増加することが報告されている2）．  

このサリチル酸類における胎児毒性の主たる要因の一つ  

は低カルシウム血症であることも報告されている2，．サ  

リチル酸類の生殖発生毒性については多くの動物種で報  

告され，ヒトにおいてもプロスタグランジン生合成の抑  

制により遷延分娩，子宮からの出血等について報告され  

ているト6）．本試験はOECDによる既存化学物質の安全  

性点検に係わる毒性調査事業の一環として2一ヒドロキシ  

ベンズテルデヒドを雌雄ラットに1日1回，雄には交配2  

週間前中ら交配期間を通して剖検前日までの49日間，  

雌には交配2週間前から交配期間，妊娠期間を通して哺  

育3日までの41、46日間経口投与し，反復投与による  

一般毒性学的な影響を検索するとともに，雌雄動物の性  

腺粍能，交尾行動，受胎および分娩などの生殖発生に及  

ぼす影響について検索した．  

1．反復投与毒性   

雄では，死亡例はなく，一般状棄，体重，摂餌量，血  

液学検査値，血液生化学検査値，剖検所見および器官重  

量に被験物質投与の影響は認められなかった．病理組織  

学検査の結果，40mg／kg以上の被験物質投与群におい  

て肝臓の少葉周辺性脂肪化の程度およびその出現頻度が  

対照群に比べて減少した．  

方法   

1．被験物質   

2－・ヒドロキシベンズアルデヒド［CASNo．90－02－8，  

セイミケミカル㈱，LotNo．082316，純度99．3％，分子  

量・122．12，比重1．167，融点－7℃，沸点196～197℃］は，  

無色～淡黄色透明油状液体であり，窒素置換し，密閉・  

室温・暗所条件下で保存した，なお，動物試験終了後に  

残余の被験物質を分析した結果，純度は99．3％であり，  

被験物質は安定であったことが確認された。  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

雄の投与期間は，交配前14日間およびその後35日間の  

計49［＝乳 雌の投与期間は，交配前14E】間，交配期間，  

妊娠期間および哺育3日までの41、46日間とした．  

5．投与量の設定   

2－ヒドロキシベンズアルデヒドの0，50，100，200お  

よび400mg／kgを8週齢のSpragueLDawley（Crj：CD）系  

ラット雌雄各5匹に1日1回，14日間にわたって反復経  

口投与し，雌雄ラットに及ぼす影響について検討した．   

その結果，400mg／kg群では雄の全例，雌の5例中4  

例が，200mg／kg群では雄の5例中1例，雌の5例中2例  

が投与7日までに死亡した．しかし，100mg／kg以下の  

投与群では一般状態，体重，摂餌量，血液学検査値，血  

液生化学検査値等に明らかな披験物質投与の影響は認め  

られなかった．したがって，最高用量は，死亡例の認め  

られた200mg／kgと被験物質投与の影響が認められなか  

った100mg／kgのほほ中間量に相当する160mg／kg／day  

とし，以下，公比4で減じて高用量を40mg／kg／day，  

中用量を10mg／kg／day，低用量を2．5mg／kg／dayに設  

定した．  

6．反復投与毒性に関する観察，測定および検査  

1）一般状態   

一般状態の観察は，雌雄とも試験期間を通じて毎日行  

った．  

2）体立   

錐の体重は，投与1日，4日，8日，11日，15日，22  

日，29日，36日，43日および50日に測定した．雌の体  

重は，投与1日，4日，8日，11日および15日，交配期  

間中は週1回，妊娠期間中は妊娠0日，7日，14日およ  

び21日，哺育期間中は哺育0日および4日に測定した．  

3）摂餌量   

摂餌量は，雄では投与開始日および剖検日を除く体重  

測定と同じ日に，雌では交配前は投与開始日を除く体重  

測定と同じ日，妊娠期間中は妊娠1日，7日，14日およ  

び21日，哺育期間中は哺育1日および4日に前日からの  

残量を測定し，給餌量との差から1日摂取量を算出した．  

なお，交配期間中の摂餌量は測定しなかった．  

4）雄の血液学検査   

雄の仝動物について，剖検日の前日より約16時間絶  

食させ，エーテル麻酔下で腹大動脈より採取した血液の  

一部に抗凝固軋 EDTA－2K処理した血液を用いて赤血  

球数（電気抵抗変化検出法），ヘモグロビン量（シアンメ  

トヘモグロビン法），ヘマトクリット値（平均赤血球容  

積×赤血球数／103），血小板数（電気抵抗変化検出法），  

白血球数（電気抵抗変化検出法）をコールター全自動8  

項目血球アナライザーT890［㈱日科機】を用いて測定  

した．また，採取した血液の一部を3．8％クエン酸ナト  

リウム処理した血祭を用いてプロトロンビン時間（クロ  

ット法），活性化部分トロンポプラステン時間（クロッ  

被験物質は，オリーブ油（丸石製菓㈱）に溶解し0．05，  

0．2，0．8および3．2％（w／v）濃度に調製した．なお，調製  

は1週間に2回の頻度で行った．調製後の被験液は，、1日  

分ずつ褐色ガラス瓶に分注し，窒素置換した上で室温・  

暗所保存した．本被験物質の0．05～3．2％（w／v）液は，  

窒素置換・室温・暗所保存条件下で8日間安定であるこ  

とが確認されている．   

披験液の濃度確認は雌雄の投与開始前および雄の投与  

最終週の2回，各濃度液につい実施した．その結果，い  

ずれの被験液も設定濃度の96．9、104．0％の範囲であり，  

ほほ設定濃度の2－ヒドロキシベンズアルデヒドが含有さ  

れていたことを確認した．  

2．使用動物および飼育条件   

試験には，雌雄とも日本チャールス・リバ→㈱より7  

週齢で購入したSprague－Dawley（Crj：CD）系SPFラット  

を使用した．動物は，購入後7日間検疫・馴化飼育した  

後，一般状態に異常がな〈，体重増加が良好な動物を8  

週齢で群分けして試験に使用した．群分け時の体重範囲  

は雄で294～319g，雌で195、223gであった．   

動物は，温度22，5±3．5℃，相対湿度50±20％，換気  

回数1時間10、15回，照明1日12時間（午前7時、午後7  

時）の飼育室で飼育した．動物は，交配期間および妊娠  

17日から哺育4日までの期間を除き，金属製網ケージ  

【リードエンジニアリング㈱または理工電機㈱］に個別  

に収容し，飼育した，妊娠．17日以降の母動物は，哺育4  

日まで床敷として木製チップ［ホワイトフレーク，日本  

チャールス・リバー㈱］を入れたプラスチック製エコン  

ケージ［日本クレア㈱］に飼育した．   

飼料は，オリエンタル酵母工業㈱のNMF固型飼料を  

使用し，飼料および飲料水は，飼育期間中自由に摂取さ  

せた．  

3．群分け   

群分けは，投与開始日に行った．動物は，雌雄とも群  

分け当日の体重，検疫・馴化期間中の増体重あるいは性  

周期の観察結果などにより選択した後，当日の体重で層  

別化し，コンピュータを用いたブロック配置法により各  

群に振り分けた．1群の動物数は，雌雄各12匹とした．   

4．投与量，群構成，投与期間および投与方法   

2－ヒドロキシベンズアルデヒドの投与量は，先に実施  

した予備試験の結果を参考にして2．5，10，40および  

160mg／kgとした．   

投与経路は，OECDガイドラインに準じて強制経口投  

与とした．投与容量は，体重100g当たり0．5mエとし，  

個体毎の投与液量は，雄は各測定日の体重を，雌は交配  

前および交配期間中については各測定日の体重，妊娠期  

間中については妊娠0日，7日，14Elおよび21日の体重，  

授乳期間中については哺育0日の体重を基準に算出し  

た，   

投与は，金属製胃ゾンデを用いて1日1回強制経口投  

与した．対照群にはオリーブ油のみを同様に投与した．  
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2－ヒドロキシベンズアルデヒド  

ト法），フィプリノーゲン量（トロンポプラステン法）を  

血液凝固測定装置ACLlOO（InstrumentationLaboratory）  

を用いて’測定した．検査結果から，平均赤血球容積  

（MCV），平均赤血球血色素量（MCH），平均赤血球血色  

素濃度（MCHC）を算出した．   

白血球百分率はMay－Giemsa染色塗抹標本，網赤血球  

率はBrecher法による超生体染色標本の鏡検により算出  

した．  

5）雄の血液生化学検査   

雄の全動物について，血液学検査のための採血と同時  

に腹大動脈から採取して得られた血液を遠心分離（3000  

rpm，10分間）し，得られたヘパリン加血祭を用いて  

GOT，GPT，LDH（UV－rate法）を，また，血清を用いて  

AIP（Bessey－Lowry法），総コレステロール（CEHLCODr  

POD法），トリグリ′セライド（GK－GPO－POD法），リン  

脂質（PLD－ChoD－POD法），絵ビリルビン（アゾビリルビ  

ン法），血糖（Hexokinase－G6PD法），尿素窒素（Urease－  

GLDH法），クレアチニン（Jaff6法），ナトt）ウム（イオ  

ン選択電極法），カリウム（イオン選択電極法），塩素  

（イオン選択電極法），カルシウム（OCPC法），無機リン  

（モリブデン酸法），絵蛋白質（Biuret法）を全自動分析  

装置（Monarch：InstrumentationLaboratory）を用いて測  

定した．また，全自動電気泳動装置CLINISCAN2（株式  

会社ヘレナ研究所）を用いて蛋白質分画（セルロースア  

セテート膜による電気泳動法）を測定し，蛋白質分画比  

率からA／G比を算出した．  

6）病理検査   

雄は，全動物を最終投与の翌日に，雌は全生存動物に  

ついそ哺育4日にエーテル麻酔下で放血敦死させて剖検  

し，一心臓，胸腺，肝臓，腎臓，脾臓，精巣および精巣上  

体あるいは卵巣の重量を測定した．これらの器官に加え  

て，脳，下垂体，甲状腺（上皮小体を含む），肺（気管支  

を含む），副腎，子宮，隆および剖検で異常が認められ  

た器官を採取し，リン酸緩衝10％ホルマリン硬（精巣お  

よび精巣上体はプアン液）に固定した．なお，妊娠期間  

中に死亡した40および160mg／kg群の母動物各1例，新  

生児が全て死亡した160mg／kg群の母動物2例について  

も同様に処置した．   

雌雄とも対照群および160mg／kg群の脳，心臓，肝臓，  

腎臓，副腎，脾臓，精巣および精巣上体あるいは卵巣に  

ついて常法に従ってへマトキシリン・エオジン染色を行  

い鏡検した．その結果，雌雄の肝臓に被験物質投与の影  

響が疑われたため，2．5，10および40mg／kg群について  

も検査を行った．さらに，雄では肝臓の小葉周辺帯肝細  

胞の細胞質内に微細、′ト型の空胞が観察されたため，そ  

の性状を詳細に検討するため対照群，40および160  

mg／kg群の各3例についてオイ）L／レッド0染色を実施し  

た．また，雌の160mg／kg群の肝臓においてヘマトキシ  

リン・エオジン染色標本で肝臓の細胞質が腫大淡明化し  

明るくぬけて観察されたことから，その性状を詳細に検  

討するため160mg／kg群の2例についてPAS反応および  

唾液消化後PAS反応を実施した．なお，40および160  

mg／kg群の雌では剖検時に異常が観察された胸腺，肺，  

皮下結節についても鏡検した．  

7．生殖発生毒性に関する観察，測定および検査  

り 性周期観察および交配   

交配前14日間の性周期の観察を行った雌を同一群内  

の雄のケージに入れ1対1の組み合わせで終夜同居させ  

た．同居期間は最長14日間として，交尾が確認される  

までとした．なお，交尾の確認は毎朝，腫栓形成ある  

いは胚垢中の精子の有無により行い，これらが確認され  

た日を妊娠0日とした．交配結果から，各群について交  

尾率［（交尾確認動物数／交配動物数）×100］，受胎率  

［（受胎動物数／交尾確認動物数）×100〕および交尾まで  

の同居日数を求めた．性周期観察は，投与開始日から交  

尾が確認されるまで毎日行い，発情期像発現回数および  

発情期から次の発情期までの日数を性周期とし，平均性  

周期を算出しカ．  

2）分娩および哺育状態   

交尾が確認された雌については仝例を自然分娩させ，  

分娩状態を観察した．午前10時の時点で分娩が終了し  

ていた動物を当該日分娩とし，その日を哺育0日とした．  

午前10時を過ぎて分娩した場合は翌日を哺育0日とし  

た．交尾確認後25日を経ても分娩が確認されなかった  

例については剖検し，妊娠の成否を確認した．   

分娩終了が確認された母動物については出生児を哺育  

させ，晴育4日まで毎日，哺育状態の観察を行った．こ  

れらの結果から，妊娠期間［哺育0日（分娩確認日）－妊  

娠0日］，出産率［（生児出産雌数／受胎動物数）×100］，  

着床率〔（着床痕数／黄体数）×100］，分娩率【（総出産  

児数／着床痕致）×100］を算出した．  

臥 新生児の観察，測定および模査  

1）新生児の観察  

J  哺育0日に生存児数，死産児数を数え，性別および外  

表異常の有無を検査した．生存児は全例を母動物に哺育  

させ，死亡の有無の観察を毎日1回行った．また，死亡  

児は死後変化の著しいものを除いてリン酸緩衝10％ホル  

マリン液に固定し，保存した．これらの結果から，性比  

【雄／雌］，出生率［（哺育0日の生存児数／総出産児数）×  

100］，新生児生存率［（哺育4日の生存児数／晴育0日の  

生児数）×100〕を算出した．   

2）体重   

体重は，哺育0日および4日に測定し，1腹毎に雌雄の  

平均値を算出した．  

3）剖検   

全例の新生児を哺育4日にエーテル麻酔下で放血致死  

させ，剖検した．  
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5）剖検所見   

計画解剖動物では，対照群および被験物質投与群の雌  

雄いずれの例においても異常所見は認められなかった．  

雌の死亡例の剖検では40mg／kg群の例において胸腺の  

萎縮，肝臓の一部退色および副腎の肥大が，160mg／kg  

群の例では左側頸部に皮下結節，胸腺に暗赤色点散在お  

よび肺の暗赤色変化が観察された．また，仝児死亡のた  

め剖検した160mg／kg群の例では外部所見として乳頭の  

未発達が観察された，  

6）病理組織学検査（Table5．6）   

雌雄とも被験物質投与に起因すると考えられる変化は  

肝臓で観察された．すなわち，雄では小葉周辺性脂肪化  

の程度および出現頻度は，2．5および10mg／kg群では対  

照群と同様であったのに反して，40mg／kg群では減少  

傾向，160mg／kg群では減少を示した．なお，小葉周辺  

帯肝細胞の細胞質内に空胞が認められたため対照群，40  

および160mg／kg群の代表例についてオイルレッド0染  

色を実施し検索した結果，肝細胞細胞質内の空砲化はそ  

の程度に応じてオイルレッド0染色陽性を示したため，  

これらは脂肪であると判断した．雌では40および160  

mg／kg群において肝細胞内に蓄積しているグリコーゲ  

ン景の軽微な増加が認められ，その頻度は40mg／kg群  

では2例，160mg／kg群では7例であった．また，40お  

よび160mg／kg群の肝臓においてヘマトキシリン・エオ  

ジン染色標本で肝臓の細胞質が腫大淡明化し明るくぬけ  

て観察されたことから，その性状を詳細に検討するため  

160rng／kg群の代表例についてPAS反応および唾液消化  

後PAS反応を実施した結果，PAS反応陽性，唾液消化  

後PAS反応陰性であった．   

その他，被験物質投与に関連した変化は雌雄ともに認  

められなかった．   

死亡例および全児死亡のため安楽死させた雌の所見と  

して，40mg／kg群の死亡例では肝臓に中等度の小葉中  

心性壊死，副腎に軽度な束状帯肥大および胸腺に軽度な  

萎縮が，160mg／kg群の死亡例では心臓に中等度の心筋  

変性，腎臓に軽度な尿細管上皮細胞壊死，胸腺に軽微な  

出血および肺に軽微なうっ血，乳癌が認められた．また，  

160mg／kg群の安楽死させた2例においては肝臓に軽度  

なグリコーゲン量の増加が認められた．  

2．生殖発生毒性  

1）生殖機能（Table7）   

被験物質投与群における発情期から次の発情期までの  

日数（性周期）は対照詳とほぼ同様で有意な差は認めら  

れなかった．交尾は対照群および被験物質投与群のいず  

れにおいても同居開始後5日以内に成立し，各群の交尾  

率は100％であった．また，交尾までに要した平均日数  

には対照群と被験物質投与群との間に有意な差は認めら  

れなかった．非妊娠動物は対照群および被験物質投与群  

のいずれにも認められず，各群の受胎率は100％であっ  

た．  

9．統計解析   

体重，摂餌量，発情期像発現回数，性周期，同居日数，  

妊娠期間，血液学および血液生化学検査値，器官重量，  

黄体数，着床痕数，出生児数，着床率，性比，分娩率，  

出生率および新生児生存率については，まずBartlett法  

により各群の分散の均一性の検定を行い，分散が均一の  

場合は一元配置分散分析を行い，分散が有意で各群の例  

数が等しいときにはDunnett法，各群の例数が異なると  

きにはSchef托法の多重比較検定で対照群と各被験物質  

投与群の有意差を検定した．分散が均一でない場合は，  

KruskaトWauisの順位検定を行い，有意であれば対照群  

と各被験物質投与群との平均順位の差について，各群の  

例数が等しいときはDunnett型，各群の例数が異なると  

きはScheff6型の検定を行った．交尾率，受胎率，出産  

率についてはガ検定を行った．なお，新生児に関するデ  

ータは1腹の平均を1標本とした．また，有意水準は5  

および1％とした．  

結果   

1．反復投与轟性  

1）死亡動物およぴ一般1犬態   

40mg／kg群の1例が妊娠22日の分娩途中で，また，  

160mg／kg群の1例が妊娠22日に死亡した．その他，雌  

雄とも死亡例は認められず，一般状態の変化は，いずれ  

の例においても観察されなかった．   

2）体重および摂餌崖（Fig．1～4）   

各被験物質投与群の体重および摂餌量は，雌雄とも対  

照群とほぼ同様の推移を示し，被験物質投与による影響  

は認められなかった．  

3）址の血液および血液生化学検査（Tab（el．2）   

40mg／kg以下の被験物質投与群では血液および血液  

生化学検査のいずれの検査項目においても対照群との間  

に有意な差は認められなかった．160mg／kg群では血液  

検査値において平均赤血球容積の高値，平均赤血球血色  

素濃度の低値，プロトロンビン時間の延長が，また，血  

液生化学検査では塩素の低値，A／G比およびアルブミン  

比率の高値，γ－グロブリン比率の低値に対照群との間に  

有意な差が認められた．しかし，これらのいくつかの項  

目はいずれも生理的変動の範囲内の値であり，血液凝固  

系の異常，総蛋白質の上昇，血液濃縮を疑わせる他の関  

連項目に変化が認められない単一項目における変化であ  

ったことから，被験物質投与の影響とは考えられなかっ  

た．  

4）器官重量（Table3．4）   

雄では絶対重量および相対重量ともに対照群と被験物  

質投与群との間に有意な差は認められなかった．雌では  

160mg／kg群において絶対重量および相対重量ともに肝  

臓が有意な高値を，右側卵巣が有意な低値を示した．  
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Fig・1Bodyweightchangesofmaleratstreatedoral1ywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeatdosea。d  
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Td）lel Hematologicalexaminationinmaleratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No．ofanimals  

RBC（×10†／mm3）  

Hb（g／dJ）  

Ht（％）  

MCV（〆）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

Reticulocyte（‰）  

Platelet（×104／mm3）  

PT（sec．）  

Am（sec．）  

Fibrinogen（mg／dl）  

WBC（×102／mm3）  

Differential1eucocytecounts（％）  

Lymphocytes  

Stab  

Segmented  

Eosinophils  

Basophils  

Monocytes  

Others  

12  

838 f 31 

16．3 ±0．5   

12  12  12  12  

849±31  832士29  851±45  朗：4±32  

16．1±0．3  16．2±0．4  16．1±0．4  16．5±0．3  

47±2  47±1  46土2  47±2  48±1  

55．6±1．5  

19．4±0．6  

34．9±0．4   

21f555 

1ほ．2±11．8  

12．4 ±0．9  

19．2±1．2   

241±27  

100±17  

88．0±4．3   

0．0±0．1  

10．8士4．1   

0．6±0．5   

0．0±0，0   

0．7 ±0．4   

0．0±0．0  

弘9±1．2  55．8±0．9  55．0±1．6  57．1±1－3書  

19．0±0．6  19，5±0．4  19．0±0．7  19．5±0．5  

34．7±0．7  34．9±0．6  34．5±0．5  34．2±0．4＊＊   

22±4  22±4  20±4  25土4  

113．5±10．7  117．8±10．7  

12．5±1．2  12．4±0．6  

18．7±1．0  18，8±0．9   

262±27  247 f 19 

109±29  111 f 31 

117．0±11．1  108．2±8．4  

12．5±0．7  14．3±1．7＊＊  

19．5±2．0  20．4±1．6   

250±16  245土21  

106±35  112±24  

88．5±4．4  86．8士8．3   

0．0±0．0  0．0±0．0  

10．8±3．8  12．4±7．8   

0．3±0．3  0，5±0．7   

0＿0±0．0  0．0±0．0   

0．5±0．8  0．3土0．4   

0．0±0，0  0．0±0．0  

85．2士 5．8  87．5±4，5  

0．0±0．1  

14．0士5．4  

0．3±0．5  

0．0±0．0  

0．5±0．7  

0．0±0．0  

0．0土0．0  

11．6±4．4  

0．3±0．3  

0，0±0．0  

0．5±0，4  

0．0士0．0  

ValuesareexpressedasMean±S，D．  

Significantlydifferentfrornthecontrolgroup；＊：P＜0．05．＊＊：P＜0．01  

Table2 Bloodchemicalexaminationinmaleratstreatedora11ywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No－Ofanimals  

GOT（IU／ヱ）  

GFT（lU／り  

LDIi（IU／り  

ALP（IU／エ）  

Totalchol．（mg／dl）  

TG（mg／dい  

PL（mg／山）  

Totalbilirubin（mg／dI）  

Glucose（mg／dl）  

BUN（mg／dl）  

Creatinine（mg／dl）  

Na（mEq／i）  

K（mEq／り  

Cl（mEq／L）  

Ca（mg／山）  

P（叩g／dl）  

TP（g／dり  

AノGratio  

Albumin（％）  

Gldbulin（％）  

12   

60土7   

42±8   

41 f 23 

209 t_ 48 

56±8   

97土37  

105±13  

0．13±0．02  

114士8  

15±2  

0．65±0．06  

141±1  

4．5±0，1  

113士1  

9．3土0．2  

7．1±0，6  

6．4 ±0．2  

0．93±0．06  

48．0±1．6  

12  12  12  12  

56±7  53±9  59士9  59±10   

38 s_ 3 

42±25  

219±36   

糾土7   

91±40  

104土12  

0．13士0．03  

119 f 9 

15±2   

39土5   

38土12  

202±57   

58±11   

87±31  

105土13  

0．13±0．03  

114±9  

14±2   

42±4  Jは±4   

34士13  38土13  

214±51  230±40   

51土9  49土9   

89士34  96±43   

99±14  1（泊±14  

0．14±0．03  0．14±0．03  

115±12  105±11  

14±2  14 f 3 

0月6±0．03  0．65土0．（裕  0．64±0．03  0．68±0．07  

142±1  141±1  

4．5士0．2  4．6士0．2  

114±1  113 f 1 

9．2±0．2  9．1±0．3  

7．2±0．7  7．0±0．6  

6．3±0．3  6．4±0．2  

0，94 ±0．05  0．96±0．10  

48．3士1．4  48．9±2．6  

141±1  141士1  

4．6一士0．3  4．5±0，2  

113土1  112±1＊  

9．2 ±0．3  9．3士0．2  

7．4±0．8  7．3土0．6  

6．3±0．3  6．1土0．3  

0．99±0．07  1．08±0．11■＊  

49．7±1．8  51．9±2．5■＊  

21．9±3．1  22．1士2．7  

4．6±1，6  4．4±1．4  

18．0±1．7  16．8±0．9  

5．7±0．5  4．8±1．4■  

5
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1
 
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 

±
 
±
 
±
 
±
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1
 
9
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2
 
5
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2
 
 
 
 
1
 
 

22．4±1．9  

4．7士1．8  

17．8±1，4  

6．3±1．0  

α
 
¢
 
β
 
γ
 
 ValuesareexpressedasMean±S．D．  

SigTlificantlydifferentfromthecontrolgroup；■：P＜0．05．＊■：P＜0．01．  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table3 Absoluteandrelativeorganweightsinmaleratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthe  
combinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No．ofanimals  

Bodyweight（g）  
Absoluteorganweight  
Thymus（mg）  

Hea正（g）  

Liver（g）  

Spleen（mg）  
Kidney  

Right（g）  

Le氏（g）  

Testis  

Right（g）  

k氏（g）  

Epididymis  
Right（mg）  

Left（mg）  

Relativeorganweight  
Thymus（mg％）  
Heart（g％）  

Liver（g％）  

Spleen（mg％）  

Kidney  

払ght（g％）  

Left（g％）  

Testis  
Right（g％）  

Le氏（g％）  

Epididymis  
Right（mg％）  

Left（mg％）  

12   

505±35  

353±103  

1，44±0．11  

14．13±1．4月   

792 ±94  

12   

503±26  

334 ± 77  

1，43±0．09  

14．12±1．64   

799±72  

12   

502 ±33  

333 ±115  

1．49±0．16  

14．12±1．49   

769 ± 58  

12   

498±23  

369 f 99 

1．43±0，1Z  

13．38±1．03   

793±124  

12   

511±11  

352±52  

1．46±0．09  

13．77±0．72   

762±82  

1．58±0．13  

1．61±0．11  

1．67±0．13  

1．67±0．11  

645 -t 50 

627±56  

69±12  

0．29 ±0．02  

2．70±0．15  

149±19  

0．31±0．03  

0．31±0．03  

0．33±0．03  

0．33 ±0．02  

126 ±12  

123±12  

1．56 ±0．14  1．57±0．14  

1．55±0．13  1．54±0．15  

1．73 ±0．14  1．71±0．12  

1．70±0．14  1．70±0．11  

1．56±0．09  1．61±0．16  

1．洪±0．10  1．63±0．17  

1．73±0．12  1．72±0．12  

1．73±0．13  1．80±0．37  

658±60  

661±63  

67 ± 23  

0．30±0．02  

2．81±0．18  

154±12  

654 ± 57  

649±55  

70±21  

0．28 ±0．02  

2．79±0．14  

157 ±18  

659 ±49  

672± 52  

66±15  

0．29 ± 0．02  

2．80±0，22  

159±19  

682±59  

659±62  

74 1- 21 

0．29±0．02  

2．69±0．16  

159±24  

0．31±0．03  0．31±0．02  

0．31±0．02  0．31±0．03  

0．35±0．04  0．34 ±0．03  

0．34 ±0．04  0，34±0．03  

132±14  130 f 18 

132±14  129±15  

0．31±0．01  0．32±0．02  

0．31±0．01  0．33 ±0．03  

0．34±0．03  0．35±0．03  

0．35±0．03  0．36±0．07  

131±11  137±12  

134±10  133±13  

ⅤaluesareexpressedasMean±S．D．  

Table4 Absoluteandrelativeorganweightsinfemaleratstreatedorallywith2rhydroxybenzaldehydeinthe  
combinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreerlingtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No．ofanimals  

Bodyweight（g）  
Absoluteorganweight  

ThymuS（mg）  
Heart（g）  

Liver（g）  

Spleen（mg）  
Kidney  

Right（g）  

k氏（g）  

Ovary  
Right（mg）  

k仕（mg）  

Relative organ weight 

Thymus（mg％）  

Heart（g％）  

Liver（g％）  

Spleen（mg％）  

粘dney  

Right（g％）  

Le氏（g％）  

0vary  
Right（mg％）  

k氏（mg％）  

12   

340±15  

241±67  

1．07±0．15  

13．28土0．99   

710±75  

12   

334 ±13  

192士60  

1．（氾±0．10  

13．21±0．75   

677±107  

12   

封3±20  

282±79  

1．03±0．08  

12．97±1．26   

659土83  

10   

340±17  

240 f 49 

0．98土0．05  

13．58±1．15   

648±70  

9   

346±9  

188土49  

1．（泊±0．10  

15．36±1．02書＊   

752±77  

1，03 ±0．07  1．09±0．12  

1．04 ±0．07  1．07±0．10   

1．03±0．08  1．00±0．06  1．01±0．05  

1．03±0．08  1．∝l±0．肪  1．09±0．27   

63 ±9   

55 ±6  

71 f 20 

0．31±0．05  

3．91±0－31  

209 ±18   

62±9   

55± 5  

58±17  

0，30±0．03  

3．96±0．22  

203±31  

三池±7   

沃）±5  

71±13  

0．29±0．02  

4．∝）±0．31  

191±19   

57 ±11   

54±6  

82 f 23 

0．30±0．伽  

3．79±0．33  

193±26  

47±7日   

47±7  

54±15  

0．29±0．03  

4．43士0．30■◆  

217士20  

0．31±0－03  0．33±0，03  

0．31±0．02  0．32±0．03  

19士3  19±3  

16 ± 2  16 ± 2  

0．30±0．03  0．30±0．02  0．29±0．02  

0，：氾±0．鵬  0．30±0．02  0．32±0．08  

17±3  16±2  14±2◆■  

16±2  15±1  14±2   

ValuesareexpressedasMean±S．D．   
Significantlydifferentfromthecontrolgroup：◆■：P＜0．01  
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2・ヒドロキシベンズアルデヒド  

Table5 Histopathologicalfindingsofmaleratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrep。at  

doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Organs  Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No・Ofanimals  12  12  12  12  12  

－findings  Grade  o12TE O12TE O12TE O12TE O12TE  

Cer二ebrum  

Cerebellum  

Heart  

－myOCarditis／focal  

Liver  

－1ipiddroplet／cytoplasmic  

Adrenal  

Spleen  

12  12  

12  12  

10 2  12  

0  12  12  

0  12  12  

0   8 4  12  

12   6 6  

0  12  12  

0  12  12  

0  12  12  

0  12  12  

0  12  12  

8 412  7 512  8 4 12 1 11 

12  12  

12  12  

Kidney  

－basophilicchage／tubularepitheliurn／focal 11 112  

Testis  

－atrOPhy／tubular／focal／bilateral  11 1 12 

Epididymis  12  12  

0：Noremarkablechanges l：Slight 2：Mild TE：TotalExamine  

Table6 Histopathologicalfindingsofdamstreatedorallywith2vhydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeatdose  
andreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Organs  Dose（mg／kg／day）  

No．ofanimals  

－findings  Grade  E
 
 

e
T
 
 

。
加
1
2
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
 
 

2．5  10  40  40  160  160  

Alive Alive juive DeadorSacrificed Alive DeadorSacrificed  

E
 
 

2
T
 
 

1
 
 

O
 
 

E
 
 

2
T
 
 

1
 
 

O
 
 
 

10  2  9  3  

01TE O 2 3TE oITE O  12 3 P TE  

Cerebrum  

Cerebe11um  

Heart  

Jegeneration／myocardial  

Liver  

－neCrOSis／centrilobular  

qdeposit／glycogen  

Adrenal  

－hypertrophy／zonafosiculata  

Spleen  

12  12  （）  

12  12  0  

12  12  0  

12 － 12  1212  

12 12 1212  

12 12  0  

0  9  9 3  

0  9  9 3  

0  9  9 2  

3．  

3  

1  3  

3  

2  3  

3  

3  

1  3  

3  

1  

0  0  

1212 10 10 1 12  9  9 3  

1212  8 210  2  2  2 7 91  

0  0  1 1  9  9 3  

－hematopoiesis／extrameduuary／increased  8 412  0  0  0  0  6 3 9 3  

0  9  9 2  

0  9  9 3  

Kidney  

－neCrOSis／tubularepithelium  12 12  

0vaIγ  12 12  

0thergrosslesion  

－Tymus：atrophy  O  

：hemorrhage  O  

－Lung：congestion  o  

－Subcutaneousnodule：adenocarcinoma／  

0
 
0
 
0
 
 

l
 
1
 
0
 
 

1
 
 

1
 
 

0
 
0
 
0
 
 

01  

0  1  1  

0  1  1  

0  1 1 mammary gland O  O  0  0  

0：Noremarkablechanges l：Slight 2：Mild 3：Moderate P：Present）JTE：TotalExamine  

a）：dpresent’lisusedwhengradingofseveritywasnotdone，SuChascaseintheneoplasticlesion  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

rable7 Summaryofreproductiveperformanceinratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombined  
repeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscree鵬ngtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2・5  10  40  160  

3
 
 

0
 
 

±
 
1
2
 
1
2
 
1
2
 
0
0
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 
1
 
 

2
 
 

4
 
 

Estruscycle（days，Mean±S．D．）  

No．ofpairsmated  

No．ofpairscopulated  

No．ofpregnantfemales  

Copulationindex（％）a，  

Fertilityindex（％）bI  

．
4
 
 

0
 
 

土
 
1
2
 
1
2
 
1
2
 
0
0
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 
1
 
 

4
‥
 
 

4
 
 

3
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±
 
1
2
 
1
2
 
1
2
 
彿
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
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6
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±
 
1
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1
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1
2
 
0
0
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 
1
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4
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〇
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±
 
1
2
 
1
2
 
1
2
 
抑
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 
1
 
 

4
 
4
 
 

a）：（No．ofpairswithsuccessfulcopulation／No．ofpairsmated）×100  
b）：（No．ofpregrlantanimals／No．ofpairswithsuccessfuIcopulation）×100  

では血液凝固因子の1つであるカルシウムの低下は認め  

られなかった．これらのことから，この変化が被験物質  

投与による影響とは考えられない．病理組織学検査にお  

いて被験物質投与に起因すると考えられる変化は肝臓で  

認められた．すなわち，対照群において観察される′ト葉  

周辺性脂肪化の程度およぴその出現頻度が40mg／kg以  

上の被験物質投与群で減少した．しかし，その機序は明  

らかではなかった．   

雌では，40mg／kg群の1母体が妊娠22日の分娩途中  

で，160mg／kg群の1母体が妊娠22日に死亡した．死亡  

例の病理組織学検査において，死亡に直接関連すると考  

えられる共通した所見は両者には認められなかった．そ  

の他，一般状態，体重，摂餌量および剖検所見に被験物  

質投与の影響は認められなかった．器官重量では160  

mg／kg群において肝臓の高値，卵巣の低値が認められ  

たが，40mg／kg以下の被験物質投与群には対照群との  

間に有意な差は認められなかった．病理組織学検査にお  

いて被験物質投与に起因すると考えられる変化は放と同  

様に肝臓で認められたが，その変化は雄と異なっていた．  

すなわち，肝細胞内にグリコーゲン最の軽微な増加が  

40mg／kg群の少数例，160mg／kg群の多数例に観察さ  

れた．なお，40および160mg／kg群の肝臓においてヘマ  

トキシリン・エオジン染色標本で肝細胞の細胞質が隆大  

淡明化し明るくぬけていたため，その性状をPAS反応  

および唾液消化後PAS反応で検索したところ，細胞内  

に分布するグリコーゲンを反映するものと考えられた．   

以上のことから，2－ヒドロキシベンズアルデヒドの反  

復投与により，160mg／kg群において雌の肝臓重量が高  

値を，卵巣重量が低値を示し，病理組織学検査では雌雄  

に相違はあるものの40mg／kg以上の投与群において肝  

臓に変化が認められた．したがって，本試験条件下にお  

ける2－ヒドロキシベンズアルデヒドの一般毒性学的な  

無影響量は，雌雄ともに10mg／kg／dayであると判断さ  

れる．  

2．生殖発生毒性   

雌の低層期，雌雄の交尾および受胎および雌の妊娠期  

間ならびに分娩に及ぼす被験物質投与の影響は認められ  

なかった．噂育状況では，160mg／kg群において乳頭の  

未発達に起因すると考えられる全新生児の死亡例が2例  

認められた．しかし，乳頭の未発達と被験物質投与の影  

2）分娩および哺育状態（Table8）   

40mg／kg群の1例が妊娠22日の分娩途中で死亡した  

以外に分娩の異常は対照群および被験物質投与群のいず  

れにも観察されなかった．しかL，160mg／kg群では分  

娩途中の死亡例は認められないことから，40mg／kg群  

における死亡が分娩異常に起因したものであるとは考え  

られない．また，40mg／kg群の1例では妊娠25日にお  

いても分娩が翠察されなかったため，剖検したところ着  

床痕が観察された．妊娠期臥 黄体数，着床痕数，着床  

率，出産率および分娩率には対照群と被験物質投与群と  

の間に有意な差は認められなかった．   

哺育状況では，160mg／kg群において乳頭の未発達例  

が2例に観察され，全ての新生児が哺育2日あるいは3  

日に死亡した，その他には哺育状況の異常は認められな  

かった．性比，出生率および新生児生存率には対照群と  

被験物質投与群との間に有意な差は認められなかった．  

なお，哺育期間中の児の死亡は，160mg／kg群において  

多い傾向がみられたため，同群の哺育4日の平均生存児  

数が少なく，新生児生存率も低い傾向にあった．  

3）新生児の形態，体重および剖検所見（Table9）   

生存児および死産児致の外表検査では，短躯および痕  

跡尾が対照群の死産児に1例，痕跡尾が160mg／kg群の  

生存児に1例観察されたのみであった．哺育0日および  

4日の体重は，160mg／kg群において対照群に比べてわ  

ずかに低値を示す傾向にあったが，有意な差は認められ  

なかった．40mg／kg以下の投与群における体重は対照  

群とほほ同等の値であった．哺育4日の剖検では，いず  

れの例においても異常は認められなかった．  

考察   

1．反復投与毒性   

雄では，死亡例はなく，一般状態，体重，摂餌量，血  

液学検査値，血液生化学検査値，剖検所見および器官重  

量には被験物質投与の影響は認められなかった．なお，  

血液学検査において160mg／kg群にプロトロンビン時間  

の延長が認められたが，血液凝固系に関連する他の項目  

に変化が認められない単一項目における変化であった＿  

また，本披験物質はラットおよびマウスにおいて低カル  

シウム血症を起こすことが報告2，されているが，本試験  
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2・ヒドロキシベンズアルデヒド  

Table8 Deliveryandlitterdatainfemaleratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No．ofpregnantfemales  

No．offemaleswithlivepups  

Gestationindex（％）a）  

12  12  

10  11  

83．8  91．7  

Gestationlength（days，Mean±S．、D．）22．3±0．5  22．3±0．5  22．5±0．7  22．5±0．5  22．8±0．4  

No．ofcorporalutea（Mean±S．D．）248（20．7±4．7） 257（21．4±3．5） 226（18．8±3．6）198（19．8±2．4） 214（19．5±2．3）  

No．ofimplantations（Mean±S．D．）  

lmplantationindex（％）b）  

No．ofsti11born（Mean±S．D．）  

No．ofliveborn（Mean±S．D．）  

Livebirthindex（％）cJ  

Deliveryindex（％）d）  

No．ofmaleplユpS（Mean±S．D．）  

No．offemalepups（Mean±S．D．）  

Sexratioe）  

No．ofpups  

DayOoflactation（Mean±S．D．）  

207（17．3±3．1）．223（18．6±2．6）184（15．3±4．8）172（17．2±1．7）185（16．8士2．0）  

83．5  86．8  81．4  86．9  8a4   

2（0．2±0．4）  4（0．3±0．7）  0（0，0±0．0）  2（0．2±0．6）  7（0．6±0．9）  

183（15．3±4．0） 208（17．3±2．2）165（13．畠±4．3）152（15，2±2．5）152（13．8±3．1）  

98．9  98．1  100  98．7  95．6  

89．4  95．1  89，7  89．5  85．9  

97（8．1±3．2）105（8．8±2．4） 幻（6．9±3．1） 78（7．8±2．7） 82（7．5±2．2）  

86（7．2±3．1）103（8．6±2．0） 82（6．8±2．2） 74（7．4±2、5） 70（6．4±2．0）  

1．13  1．02  1．肌  1．05  1．17  

183（15．3±4．0） 20鋸17．3±2．2）165（13．8±4．3）152（15．2±2．5）151（13．7±3．3）  

Day40flactation（Mean±S．D．）179（14．9±3．8） 203（16．9±1．7）163（13．6±4．3）151（15．1士2．5）125（11．4±6．1）  

Viabilityindex（％）f）  97．8  97．6  98．8  99．3  82．8  

a）二（No．offemaleswithlivepup／No．ofpregnantfemales）×100  
b）：（No．ofimplantations／No．ofcorporalutea）×1（氾  
c）：（No．oflivepupsondayO／No．ofpupsborn）×100  
d）：（No．ofpupsborn／No．ofimplantations）×1CO  

e）：（No．ofmales／No．offemales）  
i）：（No．oflivepupsonday4／No．oflivepupsondayO）×100  

Table9 Bodyweightofpupsfromdamstreatedoral1ywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  1餌  

DayOoflactation  

Male  

Female  

Day40flactation  

Male  

FeInale  

6．7±0．6  6．4±0．4  

6．2±0．5  6．0±0，4  

10．5±1．8  10．0±1．1  

10．0土1．5  9．3±1．0  

7．0±0．6  6．9±0．5  6．0±0．5  

6．8士0．6  6．5±0．7  5．7±0二5  

11．2±1．3  10．9±1．2  9．7±1．4  

11．2士1．8  10．5±1．5  9．0±1．7  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  

響との関係については明らかではなかった．40mg／kg  

以下の被験物質投与群には哺育の異常は認められなかっ  

た．新生児出産雌数，出産率，黄体数，着床痕敬および  

着床率には被験物質投与の影響は認められなかった．   

新生児に関して，生存児数，死産児数，性比，分娩率  

および出生率には披験物質投与の影響は認められなかっ  

た．また，新生児および死産児に被験物質投与に起因す  

る外表異常は認められなかった．哺育期間中の児の死亡  

は，対照群との間に有意な差は認められないものの160  

mg／kg群において多い傾向がみられ，新生児生存率が  

低い傾向にあった．また，哺育0日および4日の体重は  

160mgノkg群においてわずかに低値を示す傾向にあっ  

た．サリチル酸あるいはアスピリンの150mg／kgを妊娠  

8日、14日までの7日間にわたって経口投与した試験  

では新生児の発育遅延，柾乱撃の低下が報告“されてい  

る．したがって，本被験物質160mg／kgの投与により新  

生児の生存および発育に及ぼす影響が示唆された．しか  

し，40mg／kg以下の投与群においては新生児の生存お  

よび発育に及ぼす被験物質投与の影響は認められなかっ  

た．新生児の哺育4日の剖検では，いずれの例において  

も異常は認められなかった．   

以上のことから，生殖発生毒性的には性周期，交尾お  

よび受胎，妊娠期間および分娩に及ばす被験物質投与の  

影響はいずれの投与群においても認められなかった．し  

かし，160mg／kg群では全新生児が死亡した母動物が2  

例認められ，また，新生児の生存・発育に及ぼす影響が  

示唆された．したがって，本試験条件下における生殖発  

生毒性的な無影響量は，雄に関しては160mg／kg／day，  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

雌に関しては40mg／kg佃ay，新生児に関しては40  連絡先  

mg／kg／dayであると判断される．  試験費住着：梅村睦夫  
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