
アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルの細菌を用いる復帰突然変異試験  

ReverseMutation′托stof2－（Dimethylamino）ethylacrylateonBacteria  

〔被験物質）   

アクリル酸2一（ジメチルアミノ）エチルエステル（CAS  

No．2439－35－2）は，分子量143、21の無色一黄色透明液体  

（受領時：無色透明液体）である．㈱日本触媒製造，用い  

た被験物質は，ロット番号5PO7，純度99．9wt％〔不純  

物：0．01％2－ジメチルアミノエタノール，0．01％アクリ  

ル酸，2000ppmメトキノン（重合防止剤）〕であり，㈱  

日本触媒から供与された．被験物質は，使用時まで冷蔵  

した．なお，試験終了後に㈱日本触媒において，被験物  

質の化学分析を行った結果，純度は99．8wt％であった．   

アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルは，  

局方注射用水（ロット番号：K5A釦，㈱大塚製薬工場）に  

溶解して最高濃度の調製液を調製した後，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．   

〔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－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（SigmaChern．Co．）  

2AA 二 2－アミノアントラセン（和光純薬工業㈱）   

AF2および2AAはジメチルスルホキシド（DMSO）に  

溶解したものを－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S9mixの組成〕  

1）トップアガー（TA菌株用）   

下記の水溶液（A）および（B）を容量比10：1の割合で  

混合した．  

（A）パクトアガー（Difco）   0．6％  

塩化ナトリウム  0．5％  

（B）＊しヒスチジン  0．5mM  

D－ビオナン  0．5mM   

＊：WP2uvIA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㈱製の最少寒天培地を用いた．  

なれ 培地1∠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  

クエン酸・1水和物  2g  
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要約  

アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルにつ  

いて，細菌を用いる復帰突然変異試験を実施した．   

検定菌として，S∂ノmoJ】eノノ∂亡yp山murfuJ刀TAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371）およびEscheTIChIa coJIWP2  

日vJ勇2・3〉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たことか  

ら，本試験はS9mix無添加試験および添加試験ともに，  

156、5000pg／プレートの範囲（S9無添加試験のTA98  

とTA1537は78．1～2500I噌／プレート，添加試験の  

WP2uv〃1は313～5000JJg／プレート）で実施した．ま  

た，TA98のS9miⅩ添加試験では，1000、5000FJg／プ  

レートの用量範囲で再現性試験を実施した．   

その結果，TA98のS9miⅩ添加試験において，溶媒  

対照値の2倍以上となる再現性のある復帰変異コロニー  

数の増加が認められ，用量依存性もみられた．   

以上の結果から，アクリル酸2一（ジメチルアミノ）エ  

チルエステルは，用いた試験系において変異僚性を有す  

る（陽性）と判定された．  

方法   

〔検定菌〕  

5∂ノmoJ】白ノねわp山mur山川TAlOO  

S∂JmoJ】eJねわp加mu石uJ刀TA1535  

Escムe万c山∂COノJWP2u舶  

SafmoJle〟a［yp揖mur山川TA98  

S∂血】OJ】e〟∂わpム血urfu〝】TA1537   

S．とyp加mu〃Umの4菌株は1975年10月31日にアメリ  

カ合衆軋 カリフオ）L，ニア大学のB．N．Ames博士から  

分与を受けた．   

且coノノWP2uv〃1株は1979年5月9日に国立遺伝学研  

究所の賀田恒夫博士から分与を受けた．   

検定菌は－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，UV感受性，および膜変異（ぬ）とアンピシリン耐性  

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菌液とした．  
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復帰変異試験  

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．ただし，2回の本試験の  

一方でのみ変異コロニー数の平均値が溶媒対照値の2倍  

以上となる用量が認められた場合において，その溶媒対  

照値が10以下であり，変異コロニー数の増加に用量依  

存性が認められない場合は陰性とすることとした．  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸一アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

パクトアガー（Difco）  

10 g 
l．92g  

O．66g   

20 g 

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（1mい手下記の成分を含む）   

1m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6－リン酸  

NADH  

NADPH   

0．1m∫  

8／↓mO1  

33〃mO1  

5／⊥mO1  

4〃mO1  

4〃mOl  

結果および考察   

〔用量設定試験〕   

アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルにつ  

いて50、5000匹g／プレートの範囲で公比を約3として，  

用量設定試験を実施した．その結果，S9mix無添加試  

験では，TA98とTA1537において1500lJg／プレート以  

上で，その他の検定菌においては5000JJg／プレートで  

抗菌性が認められた，また，S9mix添加試験では，  

WP2uv〃1以外の検定菌において∽00腫／プレートで抗  

菌性が認められた．   

したがって，本試験における最高用量は，S9mix無  

添加試験および添加試験とも5000〃g／プレ岬ト（TA98  

とTA1537のS9miⅩ無添加試験は2500FLg／プレu卜）  

とした－  

〔本試験〕   

S9mix無添加試験および添加試験で，ともに上記の  

最高用量に基づいて公比2で5、6用量を設定して2回の  

本試験を実施した（Tablel，2）．その結果，TA98のS9  

mlX添加試験においては，本試験Ⅰではいずれの用量に  

おいても溶媒対照値の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が，本試験ⅠⅠの最高用量の  

5000〃g／プレートで，溶媒対照値の2倍以上となる変異  

コロニー致を示した．また，TA98のS9miⅩ無添加試  

験と，その他の検定菌においては，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．  

〔再現性試験〕   

TA98のS9mix添加試験では，本試験IIの最高用量  

の5000〃g／70レートでのみ溶媒対照値の2倍以上となる  

変異コロニー致の増加が認められたため，再現性と用量  

依存性を確認するために，最高用量を5000〃g／プレー  

トとし，等差800匹g／プレートで6用量を設定して再現  

性試験を実施した（Table3）．その結果，用量依存的な  

変異コロニー致の増加が認められ，3400〃g／プレート以  

上では溶媒対照値の2倍以上となった．TA98のS9mlX  

添加試験での，当被験物質の最大比変異活性値は，10．6  

誘発復帰変異コロニー／mg（再現性試験，3400腫／プレ  

ート）で，同一条件下における陽性対照物質2－アミノア  

ントラセンの値（508000誘発復帰変異コロニー／mg）の  

約50000分の1であった．   

以上の結果に基づき，アクリル酸2－（ジメチルアミ  

ナトリウムリン酸緩衝液（pH7．4）100甘mOl   

＊＊：7週齢のSpragueDawley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〕   

プレインキュベーション法1J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，被験物質調製液0．1mよ，リン酸緩衝液  

（）．5ml（S9mix添加試験においてはS9mixO．5ml），検  

定菌液0．1m上を混合し，37℃で20分間往復娠とう培養  

したのち，トップアガー2mJを加えて混和L，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．各検定菌ごとの陽性対照物質の名称およ  

び用量は各Table中に示した．溶媒および陽性対照群は，  

同時に実施し一た他の試験と共通とした．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，  

寒大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，本試験お  

よび再現性試験においては，両対照群および各用量につ  

き，3枚ずつを用い，それぞれそ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，結果の再硯性の確認を行った．また，  

TA98のS9miⅩ添加試験については，本試験Ⅰと本試験  

ⅠⅠの結果が異なるため，再現性試験を行った．また，陽  

惟結果が得られたTA98のS9mlX添加試験については，  

本試験および再現性試験で変異コロニー数が溶媒対照値  

の2倍以上となった用量について，変異コロニー数の平  

均値から溶媒対照値を差し引いた値を，用量で除して比  

変異活性値（誘発復帰変異コロニー致／mg）を求めた．  

〔判定基準〕   

用いた5種の検定薗のうち，1種以上の検定菌のS9  

nlix無添加あるいはS9mix添加条件において，被験物  
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アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステル  
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復帰変異試験  

Tablel．MutagenicltyOf2－（dlmethylamino）ethylacrylateinreversemutatlOnteSt（Ⅰ）onbacteria  

W止h（＋）or  Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，mean±S．D．）  

without（）  Base－Pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

：S9mix   TAlOO   TA1535   Wア2uvl14   TA98   TA1537  

0   178 143 115  21 18  7  22  30  22  27  29  22  8 10  8  

（145±31．6）   （15± 7．4）   （25±4．6）   （26± 3．6）   （9±1．2）  

78．1   ND   ND   ND   3418 29  

（27±8，2）   （15±2．5）  

156   166 127 136  14  9 10  21 22  23  31 30  31  11 16 18  
（143±20．4）   （11± 2．6）   （22±1．0）   （31± 0．6）   （15± 3．6）  

313   139 114 118  11  6 11  30  30  24  22  33  34  11  9 15  

（124±13．4）   （9± 2．9）   （28± 3．5）   （30± 6．7）   （12± 3．1）  

SS mix 625   147 116 153  12   7  6  23  27  25  31 37  31  12  20 16  

（139±19．9）   （8± 3．2）   （25± 2▲0）   （33± 3．5）   （16± 4．0）  

1250   136 129 156  7   9  7  28 19  20  59  45  33＊  4  9 10＊  
（140±14．0）   （8±1．2）   （22± 4．9）   （46±13．0）   （8±3．2）  

2500   169 193 180  11  8 13  36  34  27  8＊ 16＊ 12＊  7＊  2＊  4＊  
（181±12＿0）   （11± 2．5）   （32± 4．7）   （12± 4．0）   （4± 2．5）  

5000   61＊23＊54＊  

（46±20．2）   （2±2．9）   （13±3．5）  

0   164 149 138  17 17 16  40  44  37  35  31 31  21 25  23  
（150±13．1）   （17± 0．6）   （40± 3．5）   （32± 2．3）   （23± 2．0）  

156   126 124 126  ユ5 13   7   ND   31 21 26  9  8 13  
り25±1．2）   （12± 4＿2）  （26± 5．0）   （10± 2．6）  

313   129 132 11′1  8   7   9  37  29  25  13  22  22  5 10  9  
（125± 9．6）   （8±1．0）   （30± 6．1）   （19± 5．2）   （8± 2．6）  

625   158 127 153  15   8 10  29  28  29  21 16  20  8 12  9  
（146±16．6）   （11± 3．6）   （29± 0．6）   （19± 2．6）   （10± 2．1）  

S9 mlx 1250   133 115  86  16 11 1（〕  31 17  27  17  24  23  5 11  7  
（111±23＿7）   （12± 3．2）   （25± 7．2）   （21± 3．8）   （8±3．1）  

（＋）  250（〕   138 123 102  8  20＊ 20＊  28  27  26  28  26  23  5   5  8  
（121±18．1）   （16± 6．9）   （27±1．0）   （26± 2．5）   （6±1．7）  

5000   149 139 152  8＊  7＊  9＊  21 28  42  43  34  45  16  8 16＊  
（147± 6．8）   （8±1．0）   （30±10．7）   （41± 5．9）   （13± 4．6）  

Positive  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

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

さ；9mixト）   

colonies／plate   （665±20．8）   （430±21．5）   （410± 7．2）   （690±25．7）  （1846±107．2）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix（十）   

colonies／plate   （685±32．0）   （307±13．2）   （612±65．5）   （319± 6，4）   （306±42．3）   

AF2：2－（2－Furyl）T3－（5nitro－2－furyl）acrylamlde，SA：SodlumaZide，9AA：9Aminoacrldlne，2AA二2－Aminoanthracene  

＊：InhlbitionwasobservedagalnStgrOWthofthebacteria．  

Puritywas99．9wt％and O．01％2dlmethylamlnOethanol，0．01％acrYlateand2000ppmmethoqulnOneWereCOntainedasimpuritleS．  

ND：Notdone  
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アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステル  

Table2．Mutagenicityof2－（dimethylamino）ethylacrylateinreversemutationtest（ⅠⅠ）onbacteria  

With（十）or  Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，mean±S．D．）  

without（－）  dose  Base－palrSubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535   WP2ul′〃1   TA98   TA1537  

0   140 125 147  13  9  9  25  36  28  24 13  21  8  6  7  

（137±11．2）   （10±2．3）   （30± 5．7）   （19± 5．7）   （7±1．0）  

78．1   ND   ND   ND   28 Z2 24  

（25±3．1）   （9±1．7）  

156   115 114 123  8 10 12  28 27 23  26 19  23  13 11  8  

（117±4．9）   （10±2．0）   （26± 2．6）   （23±3．5）   （11± 2．5）  

313   111117 135  12 10 17  27  30  32  22  25  28  16 11 11  
（121±12．5）   （13± 3．6）   （30± 2．5）   （25± 3．0）   （13± 2．9）  

S9 mix 625   127 133 135  6 10  8  27  28  24  29  34  38  9 11 1ユ  
（132±4．2）   （8± 2．0）   （26±2．1）   （34± 4．5）   （10±1．2）  

1250   121104 118  12  8  7  32  28  26  43  27  39  2＊  5＊  6＊  
（114±9．1）   （9± 2月）   （29± 3．1）   （36±8．3）   （4± 2．1）  

2500   160 161169  10＊ 10＊ 12＊  41 42  33  10ヰ  9＊  5＊  2＊  3＊  2＊  

（163±4．9）   （11±1．2）   （39±4．9）   （8±2．6）   （2± 0．6）  

5000   0＊ 0♯ 0＊  

（0±0．0）   （0±0．0）   （11±11．4）  

0   104 113 111  13 15 10  34  31 30  27  23  23  9  8   7  

（109± 4．7）   （13± 2．5）   （32± 2．1）   （24± 2．3）   （8±1．0）  

156   104 115 133  15 17 12   ND   23  39  25  8 10 14  
（117±14．6）   （15±2．5）  （29± 8．7）   （11± 3．1）  

313   137 108 110  11 12 12  28  30  38  30  30  35  3  8  6  
（118±16．2）   （12±0．6）   （32士 5．3）   （32± 2．9）   t 6± 2．5）  

625   107 104 103  7 13 12  39  30  42  24  19 12  3  6   4  
（105±2．1）   （11±3．2）   （37±6．2）   （18±6．0）   （4±1．5）  

S9 mix 1250   106  94 100  9  8  8  36  28  29  23  ZO  27  5 12   5  

（1（氾±6．0）   （8±0．6）   （31±4．4）   （23±3．5）   （7±4．0）  

（＋）  2500   102  95 101  13  9 11  30  35  36  29  28  27  9  2  6  

（99±3．8）   （11±2．0）   （34± 3．2）   （28±1．0）   （6±3．5）  

5000   107 114  96  13＊  8＊ 14♯  44  39  34  66  45  55  14  9＊ 11＊  
（106±9．1）   （12±3．2）   （39± 5．0）   （55±10．5）   （11± 2．5）  

Positive  AF2   SA   AF2   Ati2   9AA  

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

S9mixト）   

COlonies／plate   （711±59．9）   （371±12．0）   （269±21．7）   （549±56．7）   （495±57．3）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix（十）   

COlonies／plate   （胡2±12．7）   （331±12．7）   （519±17．9）   （324±29．6）   （297±36．7）   

AF2：2一（2－Furyl）L3－（5－nitro－2Tfuryl）acrylamide，SA：SodlumaZide，9AA：9Aminoacrldine，2AA：2rAminoanthracene  

＊：Inhibitionwasobservedagainstgrowthofthebacteria．  

Puritywas9g．9wt％and O．01％2LdlmethylamLnOethanol，0．01％acrylateand2000ppmmethoqulnOneWereCOntalnedasimpurltleS．  

ND：Notdone  

ー378－  
599  

■   ！  

t．ニi   

●誘  



復帰変異試験  

Table3．MutagenicltyOf2－（dlmethylamino）ethylacrylateinconfirmationtestofreversemutationtestonbacteria  

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

without（－）  dose  Frameshifttype  

S9mix   TA98  

0  34 22 31  
（29±6．2）  

1000  23 20 27  
（23±3．5）  

1800  118 32 27 
（36±11．0）  

2600  63 54 5Z  
（56±5．9）  

SS mlx 3400  72 52 70  
（65±11．0）  

（＋）  4200  79 74 57  
（70±11．5）  

5000  63 76 70  

（70±6．5）  

Positive  2AA  

control  0．5  

S9mix（十）   281255313  

coionies／plate  （283±29．1）  

2AA：2－Aminoanthracene  

PurltyWaS99．9wt％and OTOl％2dlmethylamlnOethanol，0・01％ acrylateand200OpprnmethDqulnOnWereCOntainedaslmPurltLeS．  
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アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルの   

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  

hⅥtI－OChromosomalAberrationTestof  

2－（Dimethylamino）ethylacrylateonCulturedChineseHamsterCells  

び5．25％であった．   

以上の結果より，本試験条件下でアクリル酸2－（ジメ  

チルアミノ）エチルエステルは，染色体異常を誘発する  

（陽性）と結論した．  

要約  

アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルの培  

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）および短時間処理（6時間）におけ  

る50％細胞増殖抑制濃度は，連続処理（24時間）では  

0．06mg／mL，短時間処理（6時間）のS9rnix非存在下お  

よびS9mix存在下ではそれぞれ0．04mg／m仁および0．2  

mg／mエであった．各系列での処理濃度は，50％細胞増  

殖抑制濃度の2倍濃度を最高処理濃度とし，公比2で5  

濃度設定した．なお，48時間連続処理の濃度は，24時  

間連続処理と同じ濃度に設定した．連続処理では，S9  

mix非存在下で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．染色体分析が可能  

な最高濃度は，24時間および48時間連続処理では0．060  

mg／m上の濃度であったことから，これらの濃度を高濃  

度群として3濃度群を観察対象とした．短時間処理の  

S9miⅩ非存在下およびS9miⅩ存在下ではそれぞれ  

0．010mg／mlおよび0．050mg／mLが染色体分析の可能な  

最高濃度であったことから，この濃度を含む2濃度群を  

観察対象とした．   

CHL／IU細胞を24時間連続処理した高濃度群（0．060  

mg／ml）で染色体の構造異常（gapを含む）および倍数性  

細胞が誘発され，その頻度は23．5％および10．75％であ  

った．48時間連続処理した高濃度群（0．060mg／m～）で染  

色体の構造異常（gapを含む）が誘発された（8．5％）．ま  

た，すべての処理群において細胞毒性のために倍数性細  

胞については規定の細胞数が観察できなかったが，高濃  

度群（0．060mg／mヱ）で倍数性細胞が誘発された（6．21％）．  

短時間処理では，S9mix非存在下において，0．020  

mg／m£以上の処理群では細胞毒性のため分析できなか  

ったが，0．010mg／mlでは，染色体の構造異常（gapを  

含む）が有意に誘発された（16．0％）．また，0．0050  

mg／m仁および0．01mg／mLにおいて倍数性細胞が認めら  

れ，その頻度は1．25％および10．88％であった．S9mix  

存在下では，0．10mg／m£以上の処理群では細胞毒性の  

ため分析できなかったが，0．050mg／mJでは，染色体の  

構造異常（gapを含む）が有意に誘発された（12．5％）．ま  

た，0．025mg／mlおよび0．050mg／mlにおいて倍数性細  

胞の誘発作用が認められ，その誘発頻度は1．25％およ  

方法   

1．使用した細胞   

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在12代）したチャイニーズ・  

ハムスター由来の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：CanseraInternational）  

を10％添加したイーグルMEM（日水製薬（杓）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，Corning）に播き，37℃のCO2イン  

キュベーター（5％CO2）内で培養した．連続処理では，  

細胞播種3E＝∃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   

アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステル（略  

号：DMAEA，CASNo．：2439－35－2，ロット番号：5PO7，  

㈱日本触媒）は，無色一章色透明液体で，水に対しては  

54．3mg／ml，DMSOでは50mg／ml，アセトンでは50  

mg／m上で溶解し，融点－75℃，沸点170℃で，分子式  

C7H13NO2，分子量143．21，純度99．9wt％（不純物として  

ジメチルアミノエタノール0．01％，アクリル酸0．01％，  

メトキノン（重合防止剤）2000ppmを含む）の物質であ  

る．   

被験物質原体は，熟，光，過酸化物などによって重合  

が起こることがあり，経時により黄褐色に着色する．   

5．被験物質の調製   

被験物質の調製は，使用のつど行った．溶媒は注射用  

蒸留水（㈱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  
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染色体異常試験  

50％増殖抑制濃度の2倍濃度を最高処理濃度とし，公比  

2で5濃度を設定した（24時間および48時間連続処  

理：0．0075，0．015，0．030，0．060，0．12mg／mヱ，短時間  

処理のS9mix非存在下：0．0050，0．010，0．020，0．040，  

0．080mg／mA，短時間処理のS9mix存在下：0．025，  

0．050，0．10，0．20，0．40mg／mA）．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（（槻大塚製薬工場）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．   

染色体異常試験においては1濃度あたり4枚ディッシ  

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．  

8．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約  

0．1〝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   

細胞増殖率測定の結果と分裂指数により，20％以上  

の相対増殖率で，かつ2ディッシュともに0．5％以上の  

分裂指数を示した最も高い濃度を観察対象の最高濃度群  

とし，観察対象の3濃度群を決定した．その結果（Table  

l，2），連続処理では0．060mg／m乙が染色体分析の可能  

な最高濃度であったことから，これらの濃度を含む3濃  

度群を観察対象とした，短時間処理のS9mix非存在下  

およびS9miⅩ存在下では，それぞれ0．010mg／m仁およ  

び0．050mg／m上が染色体分析の可能な植高濃度であり，  

それ以上の濃度では分裂中期細胞が得られなかったこと  

から，これらの濃度を含む2濃度群を観察対象とした，   

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）研究会＝による分頬法に基づいて行い，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  

類と致，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  

宰法2）（多重性を考慮してfamllywiseの有意水準を5％  

0   020   040  060   0．80  100  

Concentratbn（m少ml）  

1．20  140  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwlth  
2一（dimethylamino）ethylacrylate  
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Fig．2 GrowthlnhlbitionofCHL／IUcelistreatedwlth  
2－（dimethylamino）ethylacrylate  

定の濃度の被験物質調製液を作製した．被験物質調製液  

ほ，すべての試験において培養液の10％（v／v）になるよ  

うに加えた．なお濃度の記載について，純度換賃は行わ  

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（MonocellaterTM，オリンパス光芋工業  

㈱）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％の増殖抑制濃度は，  

0．06mg／mL，短時間処理のS9mix非存在下およびS9  

mix存在下では，それぞれ0．04mg／mエおよび0．2  

mg／mエであった（Fig．1，2）．   

7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，染色体異常試験におい  

て，連続処理および短時間処理のすべての処理群で，  
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アクリル酸2一（ジメチルアミノ）エチルエステル  

とした）により，有意差検定を実施した．また，フィソ  連絡先  

シヤ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3｝  

（p＜0．05）を行った．最終的な判定は，統計学的および  

生物学的な評価に基づいて行った．  

試験責任者：田中憲穂  

試験担当者：山影康次，佐々木澄志，若葉 忍，  

日下部博一，中川ゆづき，  

水谷正寛，古畑紀久子，橋本恵子  

㈲食品業品安全センター秦野研究所  

〒257 神奈川県秦野市落合729－5  

TelO463－82－4751 FaxO463－82－9627  
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．アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルを  

加えて24時間連続処理した高濃度群（0．060mg／mりで染  

色体の構造異常（gapを含む）および倍数性細胞が誘発さ  

れ，その頻度は23．5％および10．75％であった．   

48時間連続処理した高濃度群（0．060mg／mりで染色体  

の構造異常（gapを含む）が誘発され，その頻度は8．5％  

であった．また，すべての処理群において細胞毒性のた  

めに倍数性細胞については規定の細胞数が観察できなか  

ったが，高濃度群（0．060mg／mりで倍数性細胞が誘発さ  

れ，その頻度は6．21％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．アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルを  

加えてS9mix非存在下における短時間処理では，0．020  

mg／mエ以上の処理群では細胞毒性のため分析できなか  

ったが，0．010mg／mlでは，染色体の構造異常（gapを  

含む）が有意に誘発され，その頻度は16．0％であった．  

また，0．0050mg／m£および0．01mg／m£において倍数性  

細胞の誘発作用が認められ，その誘発頻度は1．25％お  

よび10．88％であった．S9miⅩ存在下では，0．10mg／mL  

以上の処理群では細胞毒性のため分析できなかったが，  

0．050mg／mlでは，染色体の構造異常（gapを含む）が有  

意に誘発され，その発生頻度は12．5％であった．また，  

0．025mg／mエおよび0．050mg／mよにおいて倍数性細胞の  

誘発作用が認められ，その頻度は1．25％および5．25％  

であった．   

従って，アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエス  

テルは，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．  
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染色体異常試験  

Tablel ChromosomeanalysisofChlneSehamsterceus（CHL／IU）continuouslytreatedwith2L（dimethylamino）ethyl  
acrylate（DMAEA）＊＊withoutS9mix  
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Abbrevlations，gap二Chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte二Chromatldexchange，CSb：chromosomebreak，  
CSe：chromosomeexchange（dicentricandrlng），mul：muLtipleaberratlOnS，TAG：totalno．ofcellswlthaberratlOnS，TA：totalno．ofcellswlth  
aberratlOnSeXCePtgaP，SA：s［ructuralaberration，NA：numencalaberration，MC：mitQmyCinC，  
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PrematureChromosomecondensation，WereeXCh」dedfromtheno＿OfstruCturalaberrations．4）EighthundredcellswereanalysedlneaCh  
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PrematureChromosomecondensation，WereeXCludedfromtheno．ofstruCturalaberrations．4）EighthundredceilswereanalysedlneaCh  
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アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルのラットを用いる  

反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalTbxicityScreeningTestof  

2－（Dimethylamino）ethylacrylatebyOralAdministrationinRats  

沸点170℃，水およびアセトンに溶けやすい無色～黄色  

透明の液体である．被験物質は冷蔵・遮光下で保管した．  

また，試験期間中安定であったことが確認された．  

2．試験動物および飼育条件   

日本チャールス・リバー㈱より入手した雌雄のSDラ  

ット（Crj：CD）を6日間検疫・馴化後，試験に供した．  

投与開始前日に体重別層化無作為抽出法により，1群に  

つき雌雄各12匹を振り分けた．投与開始時の週齢は雌  

雄とも9週軌 体重範囲は雄が324、369g，雌が212、  

244gであった．   

検疫・馴化期間を含めた仝飼育期間中，温度20～  

25℃，湿度40、70％，換気約12回／時，照明12時間／日  

（7：00～19：00）に自動調節された飼育室を使用した．動  

物は実験動物用床敷（ベータチップ：日本チャールス・  

リバー（槻）を敷いたポリカーボネート製ケージに，群分  

け後は1匹，交配期間は雌雄各1匹，哺育期間は1腹で  

収容し，飼育した．   

動物には，オートクレーブ滅菌した実験動物用固型飼  

料（CRF－1：オリエンタ）L／酵母工業㈱）および5FLmのフィ  

ルターで濾過後，紫外線照射した水道水をそれぞれ自由  

摂取させた．  

3．投与通および投与方法   

SDラットの雌雄を用いて，被験物質を50，100およ  

び200mg／kgの用量で7日間経口投与した結果，雌雄と  

も200mg／kg群で体重減少あるいは増加抑制，摂餌量減  

少，削痩が認められた．また剖検では，200mg／kg群で  

前胃粘膜の肥厚，白色化，出血，潰瘍，胃の穿孔と周囲  

組織との癒着，十二指腸粘膜の白色化などの消化管の変  

化が認められ，100mg／kg群でも前胃に同様な変化が認  

められた．以上の結果から，本試験では高用量を100  

mg／kgとし，以下公比5で中用量を20mg／kg，低用量  

を4mg／kgとした．また，媒体（コーン油）のみを投与  

する対照群を設けた．   

投与期間は，雌雄とも交配前14日間，交配期間，お  

よび雄は剖検前日までの計43日間，雌は交尾成立後，  

妊娠，分娩を経て晴育3日までとし，コーン油に溶解さ  

せた被験物質を胃ゾンデを用いて1日1回，午前中に強  

制経口投与した．投与液量は5m〃kgとし，至近測定日  

の体重を基に算出した．   

投与液の調製はイエローランプ照明下で行い，投与液  

は褐色瓶に入れ，投与に供するまで冷蔵・遮光下で保存  

した．なお，投与開始前に投与液中の被験物質の安定性  

要約  

アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステルは，  

カナオン系凝集札 エマルジョン改善剤，繊維処理剤，  

粘着剤，接着剤などの製造に使用されている．毒性に関  

する情報としては，眼，皮膚，粘膜に対して刺激性を有  

し，ラットの経口投与によるLD5。値は455mg／kgとの報  

告がある1j．今回，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，SDラット（1  

群雌雄各12匹）に4，20および100mg／kgの用量を交配  

前14日から交配を経て雄は計43日間，雌は妊娠，分娩  

を経て哺育3日まで経口投与し，反復投与毒性および生  

殖発生毒性について検討した．  

1．反復投与毒性  

100mg／kg群において，雄で」過性の体重増加抑制お  

よび摂餌量減少，雌で死亡が2例認められた．剖検では  

雌雄で前胃壁の肥厚および膵十二指腸リンパ節の腫大が  

観察され，病理組織学検査では前胃粘膜に潰瘍，炎症性  

細胞の浸潤および粘膜上皮の過形成，膵十二指腸リンパ  

節に形質細胞の増生が認められた．さらに雌では胸腺の  

重量減少と萎縮が認められた．また，雄の血液学検査で  

網状赤血球，血小板および分業核球数の増加，血液生化  

学検査でアルブミンの減少が認められた．20mg／kg群  

においても雄の前胃に同様な組織変化が認められた．  

2．生殖発生毒性   

親動物の交尾率，受胎率， 黄体数，着床数，着床率，  

出産率，分娩率，妊娠期間，分娩および哺育行動には被  

験物質に起因する変化は認められなかった．また，出産  

児数，出産生児数，性比，出生率，新生児の4日生存率，  

外表，一般状態，体重および剖検のいずれにおいても被  

験物質に起因する変化は認められなかった．   

以上の結果より，アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エ  

チルエステルの反復投与毒性に関する無影響量は雄が4  

mg／kg／day，雌が20mg／kg／day，生殖発生毒性に関す  

る無影響量は，親動物および児動物ともに100  

mg／kg／dayと考えられる，  

方法   

1．被験物質   

アクリル酸2二（ジメチルアミノ）エチルエステル（㈱日  

本触媒工業，LotNo．5PO7，純度99．9％）は，融点一75℃，  

583  

一384－   



反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

および濃度を確認Lた．  

4．反復投与毒性に関する観察・検査  

1） 一般状態   

仝例について生死，外観，行動等を投与前および投与  

後に毎日観察した．死亡動物は発見後速やかに剖検し  

た．  

2）体重および摂餌量   

体重は，雌雄とも投与開始日，投与開始後3，7，14  

日，およびその後週1回，交尾した雌は妊娠0，7，14，  

20日および晴育0，4日に測定した（交尾確認日を妊娠0  

日，分娩確認日を哺育0日とする）．また，体重増加量  

を交配前は投与開始日，妊娠期間は妊娠0日，晴育期間  

は哺育0日の体重を基準に算出した．摂餌量は，交配期  

間を除き体重測定日に測定した．  

3）雄の血液学積査   

雄の全生存動物について，解剖目の前日より約21時  

間絶食させ，チオペンタールナトリウム（ラボナール：  

田辺製薬情朱りの腹腔内投与による麻酔下で後大静脈より  

採取した血液の一部をEDTA2Kにより凝固阻止し，赤  

血球数（シースフローDCインピーダンス検出法），白血  

球致（RF／DCインピーダンス検出法），血′ト板数（シース  

フローDCインピーーダンス検出法），ヘモグロビン濃度  

（SLSヘモグロビン法），ヘマトクリット値（赤血球パル  

ス波高値検出法）を多項目自動血球分析装置（NE4500：  

東亜医用電子（柵），白血球百分率（Wright染色塗抹標本）  

を血液細胞自動分析装置（MICROX HEG－70A：立石電機  

（槻二），網状赤血球数（アルゴンレーザーを用いたフロー  

サイトメトリー法）を自動網赤血球測定装置（R－2000：東  

亜医用電子㈱）により測定した．また，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．  

4）雄の血液生化学検査   

雄の仝生存動物について，解剖日に採取した血液を室  

温で約30分間放置した後，3000r．p．m．で10分間遠心分  

離し，得られた血清について，GOT（SSCC改良法），  

GPT（SSCC改良法），ALP（GSCC改良法），γL  

GTP（SSCC改良法），尿素窒素（UreaseLGLDH法），グ  

ルコース（GK－G6P【）H法），総コレステロール（CES－CO－  

POD法），トリグリセライド（LPL－GKG3PO－POD法），  

クレアチニン（Jaff6法），総ビリルビン（Jendrassik改良  

法），総蛋白（Biuret法），アルブミン（BCG法），A／G比  

（絶蛋白およびアルブミンより算出），カルシウム（0－  

CPC法），無機T）ン（UV法），ナト1）ウム，カリウム，  

クロール（イオン選択電極法）を自動分析装置（日立736－  

10形：㈱日立製作所）により測定した．  

5）病理検査   

雌雄とも最終投与日の翌巨＝こ，仝生存動物についてチ  

オペンタールナトリウムの腹腔内投与による麻酔下で腹  

大動脈の切断・放血により安楽死させて剖検し，胸腺，  

肝臓，腎臓，副腎，精巣および精巣上体の重量を測定し  

た．また，解剖日の体重を基に相対重量（対体重比）を  

算出した．さらに，これらの器官に加えて，脳，下垂体，  

眼球およびハーダー腺，甲状腺および上皮′ト体，心臓，  

肺，脾臓，胃，腸管（十二指腸㌧直腸），膀胱，卵巣，  

骨髄（大腿骨），坐骨神経および脊髄を採取し，10％中性  

リン酸緩衝ホルマリン液で固定後保存した．ただし，死  

亡例以外の眼球およびハーダー腺はダビッドソン液，精  

巣および精巣上体はプアン液で固定した．   

病理組織検査は雌雄の対照および100mg／kg群の脳，  

心臓，肝臓，腎臓，脾臓，胃，十二指腸，副腎，精巣，  

精巣上体，非妊娠雌の卵巣，仝新生児死亡および哺育異  

常を示した母動物の乳腺，ならびにその他の肉眼的異常  

部位について，常法に従いヘマトキシリン・エオジン染  

色標本を作製して鏡検した．また，器官重量測定で減少  

がみられた雌の胸腺，さらに，雄の血液学検査で網状赤  

血球および血′ト板数の増加がみられたことから，雌雄の  

大腿骨骨髄についても対照および100mg／kg群を検査し  

た．その結果，雌雄の胃および雌の胸腺に被験物質に起  

因する変化が認められたので，4および20mg／kg群のこ  

れらの器官についても検査した．なお，肉眼的に変化が  

みられた陣十二指腸リンパ節を検査した結果，被験物質  

に起因する変化が認められたが，胃の変化に伴った二次  

的変化と判断し，4および20mg／kg群については検査L  

なかった、  

5．生殖発生毒性に関する観察・棉査  

1）生殖機能   

交配前の投与期間終了後，各群内で雄1雌1の交配対  

を設け，最長14日間昼夜同居させ，毎日午前中に雌の  

膣垢を採取し，ギムザ染色して銃検した．膣栓形成ある  

いは膣垢標本中に精子が認められた場合を交尾成立と  

し，その日を妊娠0日とした．交尾した対は雌雄を分離  

し，以後の検査に供した．これらの結果から，交尾所要  

日数（交配後，交尾成立までに要した日数），交尾成立  

までに逸した発情期の回数，交尾率（〔交尾動物数／同  

居動物数〕×100），受胎率（〔受胎動物数／交尾動物  

数〕×100）を算出した．  

2）分娩・哺育状態   

交尾が確認された雌は仝例を自然分娩させ，分娩状態  

を観察した．午前9時の時点で分娩が終了している動物  

を当該日分娩とし，その日を哺育0日とした．その後，  

新生児を生後4日（哺育4日）まで晴育させ，一般状態，  

授乳，営巣，食殺の有無等の哺育状態を毎日観察した，   

哺育4日の解剖時に卵巣，子宮を摘出して黄体数およ  

び着床数を検査した．交尾確認後25日を経ても分娩し  

ない雌は剖検し，肉眼的に着床が認められない動物の子  

宮は2％KOH水溶液に浸漬し，着床の有無を確認した．  

また，全ての出産児が死亡した母動物はその時点で剖検  

し，乳腺を保存した．これらの結果から，妊娠期間（妊  

娠0日から出産が確認された日までの期間），出産率  
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（〔生児出産雌数／受胎雌数〕×100），着床率（〔着床数  

／黄体数〕×100），分娩率（〔総出産児数／着床数〕×  

100）を算出した．  

3）新生児の観察・検査  

（1）新生児の観察   

哺育0日に出産児軌 出産生児数，死産児数，性別お  

よび外表異常の有無を検査した．その後，一般状態，死  

亡の有無を毎日観察した．死亡動物は食殺等で検査に耐  

えないものを除き，10％中性リン酸緩衝ホルマリン液に  

浸潰▲ 固定後，実体顕微鏡下で剖検した．哺育0および  

4日の生存児数から出生率（〔出産生児数／総出産児  

数〕×100），新生児の4日生存率（〔哺育4日生児数／出  

産生児数〕×100）を算出した．  

（2）体重   

晴育0および4日に1腹毎に雌雄単位で測定し，それ  

ぞれの平均値を算出した．また，哺育0日の体重を基準  

に体重増加量を算出した．  

（3）剖検   

全ての生存児について晴育4日に口腔を含む外表を検  

査した後，チオペンタールナトリウムの腹腔内投与によ  

る麻酔下で腹大動脈を切断・放血し，安楽死させて剖検  

した．  

6．統計解析   

計量データについて，パラメトリックデータは  

Bartlett法による等分散性の検定を行い，分散が一様の  

場合は一元配置分散分析を行った．分散が一様でない場  

合およびノンパラメトリックデータはKruskaトWallisの  

検定を行った．群間に有意な差が認められた場合で各群  

の例数が一定ならばDunnett怯またはDunnett型，不定  

ならばSchef縫法またはSchef縫型により多重比較を行っ  

た．計数データについては，組織所見をArmitageのxZ  

検定，その他の項目をFisherの直接確率法により検定  

した．新生児に関するデータは各母動物毎に算出した平  

均値を統計単位とした．  

2）一般状態   

投与直後の流延が100mg／kg群の雄では投与開始後4  

日から，雌では8日から観察され，投与終了時までには  

断続的に発現する例を含めてほぼ仝例で認められた．こ  
れらの一部には投与直前から反射的に流挺する例も観察  

された．この他，哺育異常を示した母動物で自発運動の  

低下，月工門周囲の汚れ，体温低下または紅涙が対照群の  

1例で哺育1日に，20mg／kg群の1例で晴育3日以降に認  

められた．  

3）体重（Fig．1，2）   

雄では，100mg／kg群で投与開始後3日の体重増加量  
が有意な低値を示したが，以後は有意な変化は認められ  

なかった．雌では，全期間を通して対照群と被験物質投  

与群との問に有意な差は認められなかった．  

4）摂会耳量   

雄では，100mg／kg群で投与開始後3日の摂餌量が有  

意な低値を示したが，以後は有意な変化は認められなか  

った．その他，4mg／kg群で投与開始後42日の摂餌量が  

有意な高値を示したが，20および100mg／kg群では有意  

差が認められなかったことから，偶発的な変化と判断し  

た．雌では，全期間を通して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．  

5）雄の血液学検査（Tablel）   

網状赤血球および血′ト板数の有意な増加が100mg／kg  

群で認められた．また，同群では，リンパ球比が有意な  

低値を，分乗核球比が有意な高値を示し，実数換算値で  

は分乗核球数の有意な増加が認められた．  

6）雄の血液生化学検査（Table2）   

ア）Vブミンの有意な減少が100mg／kg群で認められ  

た．その他，4mg／kg群の総ビ1）ルビンが有意な高値を  

示したが，20および100mg／kg群では有意な変化が認め  

られなかったことから，偶発的なものと判断した．また，  

100mg／kg群のクロールが有意な高値を示したが，生理  

的変動範囲内の値であった，  

7）器官重量（Table3）   

胸腺の絶対重量および相対重量の有意な減少が100  

mg／kg群の雌で認められた．その他，4mg／kg群の雌で  

副腎の絶対重量が有意な低値を示したが，20および100  

mg／kg群では有意な変化が認められなかったことから，  

偶発的な変化と判断した．雄では，いずれの器官におい  

ても，絶対重量および相対重量とも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．  

8）剖検所見（Table4）   

投与終了後解剖動物では，前胃壁の肥厚が20mg／kg  

群の雄2例，100mg／kg群の雌雄全例に認められた．肥  

厚した前胃粘膜の表面は白色化し，粗造を呈していた．  

少数例では前胃渠膜面の一部と周囲の腹膜，横隔膜や肝  

l  

結果   

1．反復投与毒性  

1）死亡動物  

100mg／kg群の雌2例が投与開始後1日および16日に  

死亡した．後者は投与開始後13日に自発連動の低下，  

うずくまり，ラッセル音，赤色鼻汁および軟便を示した  

が，翌日にはこれらの症状が消失し，以後死亡するまで  

投与後の流産が観察された以外に変化は認められなかっ  

た，前者には死亡に関連する一般状態の変化は認められ  

なかった．病理検査では，共通する所見として肺のうっ  

血および出血が認められた他，前者には赤色胸水，食道  

の出血巣と潰瘍，前胃粘膜の出血巣，片側腎臓ののう胞  

が認められ，後者にほ肺の水腫，前胃粘膜の潰瘍，炎症  

性細胞の浸潤および粘膜の過形成，腺胃粘膜の出血巣，  

胸腺の萎縮および片側副腎皮質の壊死が認められた．  
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臓，横隔膜と肺の癒着が観察された．また，膵十二指腸  

リンパ節の腫大が100mg／kg群の雌雄各7例で認められ  

た．   

仝新生児が死亡した対照群の雌の1例では，胸腺およ  

び牌臓の小型化，冒の膨満，両側副腎の腫大，膣の膿貯  

留，両側ハーダー腺の褐色化が認められた．また，哺育  

3E＝辻降に授乳行動を示さなかった20mg／kg群の雌の1  

例では，胸腺の′卜型化，腺胃粘膜の出血巣，両側副腎の  

腫大が認められた．その他に，被験物質投与群で種々の  

586  

変化が認められたが，発現状況から偶発病変と判断し  

た．  

9）組織所見（Table5）   

投与終了後解剖動物では，被験物質に起因する変化が  

雌雄の前胃，膵十二指腸リンパ節および雌の捌泉に認め  

られた・すなわち，前胃粘膜の潰瘍とそれに伴い生じた  

炎症性細胞の浸潤および粘膜上皮の過形成が20mg／kg  

群で雄2例，100mg／kg群の雌雄仝例に認められ，100  

－387－   
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mg／kg群では発現頻度に有意差が認められた．潰瘍が  

渠膜面にまで及び，周鋸の組織と癒着する例が認められ  

る一方，粘膜の過形成あるいは炎症性細胞の浸潤のみが  

みられる例もあった．肉眼的に腫大していた膵十二指腸  

リンパ節では，髄索における形質細胞の増生が認められ  

た．雌の胸腺では，軽度あるいは中等度の萎縮が対照，  

20および100mg／kg群のそれぞれ1，1，3例で認められ，  

100mg／kg群でわずかに増加する傾向がみられた．   

非妊娠雌の卵巣，全新生児死亡および哺育異常を示し  
た母動物の乳腺ならびに雌雄の大腿骨骨髄には，特記す  

べき異常所見は認められなかった．   

その他に，被験物質投与群で種々の変化が認められた  

が，いずれも自然発生的に観察される変化であり，発現  

状況に一定の傾向がないことから偶発病変と判断した．  

2．生殖発生毒性  

1）生殖機能（TabIe6）   

ほとんどの雌が交配開始後5日以内に発情期を示して  

交尾し，交尾率，交尾所要日数および交尾成立までに逸  

した発情期の回数ともに有意な差は認められなかった．  

100mg／kg群の雌2例は交配開始日から発情休止期が継  

続したが，これらのうち1例は交配開始後14日に発情期  

を示して交尾し，他の1例も膣垢検査では交尾確認でき  

なかったものの，後の観察で受胎していたことが判明し  

た．また，非妊娠動物は各群とも1例のみであり，受胎  

率にも対照群と被験物質投与群との間に有意な差は認め  

られなかった．  

2）分娩・哺育状態（Table7）   

各群とも母動物仝例が正常な分娩を示した．また，妊  

娠期間，黄体数，着床数，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．   

晴育期間の観察において，哺育異常が対照および100  

mg／kg群の母動物各1例で観察され，哺育2日までに仝  

新生児が死亡した．いずれも分娩日から新生児の回集，  

授乳などの哺育行動を示さず，さらに100mg／kg群の1  

例は仝新生児を食殺した．また，20mg／kg群の母動物1  

例は晴育3日以降，新生児の回集および授乳行動を示さ  

なかった．しかし，これらの哺育異常については，各群  

1例のみの発現であったことから，偶発的な変化と判断   

した．  

3）新生児に及ぼす影響  

（1）生存率（Table7）   

同腹内仝新生児死亡が対照および100mg／kg群の各1  

腹で認められた他は，死亡児は4，20および100mg／kg   

群でそれぞれ1，3，1腹で1、2例観察されただけであ   

り，出産児数，出産生児数，性比，出生率および新生児   

の4日生存率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．  

（2）出生児の観察   

各群いずれの新生児にも外表異常は認められなかっ  

た．また，出生日に末受乳の新生児が各群で観察された  

が，母動物が授乳行動を示さなかった腹以外のほとんど  

は翌日に受乱し，一般状態にも異常は認められなかっ  

た．  

（3）体重（Tab［e7）   

各被験物質投与群の雌雄ともに対照群とほぼ同様な体  

重および体重増加量を示し，有意差ほ認められなかっ  

た．  

（4）剖積   

腎孟拡張が，生存動物では20mg／kg群の1腹で1例お  

よび100mg／kg群の1腹で6例，死亡動物では対照群の1  

腹で10例に観察された．その他には，生存動物および  

死亡動物ともに異常は認められなかった．  

考察   

1．反復投与毒性   

反復投与による影響として，100mg／kg群の経で投与  

初期の一過性の体重増加抑制と摂餌量減少，雌で死亡が  

2例認められた．死亡例には共通する所見として肺のう  

っ血，出血，水腫が認められた．被験物質が属するアク  

リル酸エステル類により急性中毒死した動物の特徴的所  

見は，肺の充血および出血であることが知られているこ  

とから2），同様な原因により死亡した可能性が考えられ  

る．   

病理検査において，前胃の肥厚が雄では20mg／kg以  

上の群，雌では100mg／kg群で認められ，組織学的には  

前胃の潰瘍およびそれに伴う炎症性細胞の浸潤と粘膜上  

皮の過形成が観察された．被験物質と類似の化合物であ  

るアクリル酸エチルエステルは，ラットの前胃に対し刺  

激性を有し，潰瘍や炎症性変化および上皮の過形成を起  

こすことが報告されている2‾5）．したがって，被験物質  

もこのアクリル酸エステルと同様に前胃に対して刺激性  

を有するものと考えられる．   

膵十二指腸リンパ節における形質細胞の増生が100  

mg／kg群の雌雄で肉眼的な腫大を伴って認められた．  

本変化はリンパ節近辺にある炎症性変化に対する生理的  

反応として生じるものであり引，前胃の潰瘍による炎症  

性変化に反応した二次的な変化と考えられる．また，胸  

腺の重量減少と萎縮の増加傾向が100mg／kg群の雌で認  

められたが，本変化はストレス状態の動物で観察される  

ものであり7〉，被験物質に特異的な変化というよりも，  

妊娠，分娩および哺育の負荷に被験物質の影響が加わっ  

たことにより生じた非特異的な変化と考えられる．   

雄の血液学検査において，100mg／kg群で認められた  

網状赤血球および血′ト板数の増加については，前胃の病  

変部からの出血に対する代償性の造血機能克進像であ  

り，分乗核球数の増加についても前胃の炎症に伴った変  

化と推察される．また，血液生化学検査におけるアルブ  

ミンの減少は，その他に肝臓あるいは腎臓への影響を示  

唆する変化が認められなかったことから，前胃の病変に  

伴った喪失性の二次的変化である可能性が考えられる．   

投与直後の流産が100mg／kg群の雌雄で観察された  
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生殖発生毒性併合試験  反復投与毒性   

が，一部には投与直前から反射的に発現する例もみられ  

たことから，被験物質の局所刺激性に起因したもので，  

反復投与毒性を示す変化ではないと判断した．  

2．生殖発生毒性   

親動物の検査において，交尾率，受胎率，黄体数，着  

床数，着床宰，出産率，分娩辛，妊娠期間，分娩および  

哺育行動ともに被験物質の影響を示唆する変化は認めら  

れなかった．また，出産児数，出産生児数，性比，出生  

率，新生児の生存率，外表，一般状態，体重および剖検  

のいずれにおいても被験物質に起因する変化は認められ  

なかった．したがって，被験物質による親動物の生殖機  

能，分娩・哺育機能および次世代の発育への影響はない  

と考えられる．   

以上のように，本試験では反復投与による－一般毒性学  

的影響として，親動物には前胃の潰瘍，粘膜上皮の増生  

など，主に被験物質の刺～敵性に起因する変化が経では  

2（）mg／kg以上の群，雌では100mg／kg群で認められ，2  

例が死亡した．しかし，親動物の生殖機能および分娩・  

哺育機能ならびに次世代の発育への影響は認められなか  

った．したがって，本試験条件下における反復投与毒性  

に関する無影響量は雄が4mg／kg／day，雌が20  

mg／kg／day，生殖発生毒性に関する無影響量は親動物お  

よび児動物ともに100mg／kg／dayと考えられる．  
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アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステル  

Tablel Hematologicalexaminationinmaleratstreatedorallywith2－（dimethylamino）ethylacrylateinthe  
COmbinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  4  20  100  

Numberofanimals  

RBC（104ルg）  

Ht（PCV）（％）  

玉髄（g／dり  

Reticulo（％。）  

MCV（甘m3）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

Plt（10り〃上）  

WBC（102ル上）  

Differentialleukocytecounts（％）   

Lymphocytes   

Neutrophils  

Segmented  

band   

Eosinophils   

Basophils   

Monocytes  

Differentialleukocytecounts（×10Z／FLL）   

Lymphocytes   

Neutrophils  

Segmented  

band   

Eosinophlls   

Basophils   

Monocytes   

12  12  12  12  

851±24．9  842±40．9  840±38．8  830±34．9  

45．5±1．08  44．9±1．32  45．8±1．79  44．1±1，52  

15．8 ±0．46   

25±2．2  

53．5±1．32  

18．6 ±0．52  

34．7±0．36  

103．0 ± 9．03  

120 ±15．7  

81±4．4  

13 ±4．7  

0±0．5   

1±0．8  

0±0．0  

4 ± 2．7  

98±13．9  

16±6．0  

0±0．5   

1±1．0  

0± 0．0  

5±3．7  

15．7 ±0．54   

27±3．3  

53．4 ±2．32  

18．7±0．95  

35．0±0．83  

102．5±12．28  

120±24．9  

84 ±5．0  

10±4．5   

1±0．9   

1±0．8  

0 ±0．0  

5 ±乙4  

100 ±21．4  

12 ±4．8   

1±1．2   

1±1．1  

0±0．0  

7±3．8  

15．9±0．52   

26±3．4  

54．6±1．68  

19．0±0．60  

34．8±0．61  

104．6±7．78  

122±32．5  

82±4．5  

12±4．2  

0±0．7  

2±1．4  

0 ± 0．0  

5±3．0  

99±26．0  

15 ± 7．3  

0±0．7  

2 ± 2．1  

0±0．0  

6±3．6  

15．4±0．35   

30±3．3＊＊  

53，1±1．87  

18．6±0．69  

34．9±0．60  

115．3±13．27＊  

159±43．4  

68±7．9＊＊  

25±8．1＊＊   

1±0．5   

1±1．2  

0±0，0  

5 ± 2．7  

109±34．3  

39±16．0＊＊   

1±0．8  

2±2．5  

0±0．0  

8±5．3  

l  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  

Significantlydifferentfromcontrol：＊，P＜0．05；拍，P＜0．01  

Table2 Bloodchemicalexaminationinmaleratstreatedor畠11ywith2－（dimethylamino）ethylacrylateinthe  
COmbinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  4  20  100  

12  12  12  12  

83±17．5  87±15．3  85±21．3  82±18．3   

Numberofanimals  

GOT（IU／り  

GPT（IU／L）  

γ一GTP（IU／L）  

創P（IU／£）  

Totalbilirbln（mg／dl）  

Ureanitrogen（mg／dL）  

Creatinine（mg／dl）  

Glucose（mg／dL）  

TotalChol．（mg／dL）  

Triglyceride（mg／dL）  

Totalprotein（g／dL）  

創bumin（g／dり  

A／GratlO  

lnorganicphos．（mg／dい  

Ca（mg／dl）  

Na（mEq〃）  

K（mEq／ヱ）  

Cl（mEq川  

24 ±4．0   

0± 0．0  

268± 60，3  

0．1± 0．06  

13．4±1．93  

0－5±0．07  

133 ±15，5   

89 ±15．8   

70±25．7  

6．99±0．269  

3．73 ±0．132  

1．14 ± 0．050  

7．3±0．33  

9．6 ± 0．33  

143±1．1  

4．6 ±0．23  

100±1．2   

25±5．4   

0±0．0  

256±48．6  

0．2±0．03■  

13．3 ±2．02  

0．5 ±0．05  

129±7．6   

83 ±13．8   

87±53．6  

7．02 ±0．193  

3．80±0．060  

1．19 ±0．059  

7．5±0．43  

9．6 ±0．33  

144 ±0．8  

4．4 ±0．19  

100 ±1、2   

20±4．8   

0± 0．0  

251± 71．9  

0．2 ±0．07  

12．9±1．41  

0．5±0．04  

139 ± 7．6   

84±15．2   

85±27．7  

7．02 ±0．366  

3．74 ±0．129  

1．15 ± 0．069  

7．6 ±0．44  

9．7 ± 0．34  

144 ± 0．7  

4．6 ±0．15  

101±1．2   

24±3．6   

0±0．0  

243±37．4  

0．2±0．06  

13．2±2．12  

0．5±0．03  

130±12．1   

93±15．8   

92±32．3  

6．86±0．248  

3．61±0．126＊  

1．12±0．092  

7．4 ±0．33  

9．7±0．33  

144 ±0，8  

4．5±0．26  

101±0．7＊  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  

Significantlydifferentfromcontrol：＊，P＜0・05．  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table3 AbsoluteandrelativeorganweightsチnratStreatedorauywith2一（dimethylamino）ethylacrYlateinthe  
COmbinedrepeatdoseandreproductlVe／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  4  20  100  

Male   

Numberofanlmals   

Bodyweight（g）   

Absoluteorganweight  

Thymus（mg）  

Liver（g）  

Kidney（g）  

Adrenal（mg）  

Testis（g）  

EpidldymlS（g）   

Relativeorganwelght  

Thymus（mg％）  

Liver（g％）  

Kidney（g％）  

Adrenal（mg％）  

TestlS（g％）  

EpididymlS（g％）  

12  12  12  12  

494±37．3  539±45．6  540±69．5  491±50．0   

346 ±45．3  

13．61±1．527  

3．02 ±0．248  

57．2 ±11．63  

3．35±0．212  

1．27 ±0．054  

71±11．8  

2．75 ±0．203  

0．61±0．054  

11．6 ± 2．47   

438 ±101．0  

15．05 ±2．531  

3．33 ±0．302  

60．7 ±13．43  

3．48±0．232  

1．32 ±0．107  

82 ±19．7  

2．78±0．242  

0．62±0．046  

11．3 ±2．33   

380 ±101．3  

14．70± 2．865  

3．23± 0．451  

66．1±10．81  

3．34±0．292  

1．27 ±0．194  

71±19．5  

2．70±0．188  

0．60±0．043  

12．3 ±1．71   

314 ± 70．2  

14．13 ±1．948  

3．09±0．416  

64．9±8．61  

3．38±0．294  

1．33 ±0．125  

64 ±12．3  

2．87±0．188  

0．63 ±0．掴9  

13．3 ±1．42  

0．68±0．034  0．65±0．061  0．62±0，078  0．69±0．058  

0．26±0．026  0．24±0．025  0．24±0．050  0．27±0．028  

Femaie   

Numberofanimals   

Bodyweight（g）   

Absoluteorganweight  

Thymus（mg）  

Liver（g）  

Kldney（g）  

Adrenal（mg）   

Relativeorganwelght  

Thymus（mg％）  

Liver（g％）  

Kidney（g％）  

Adrenal（mg％）  

10   

340±22．9  

256 ± 80．8  

14．29 ± 0．977  

2．02 ±什117  

75．0 ± 5．04  

75 ± 22．4  

4．21± 0．168  

0．59 ± 0．043  

2乙2 ±1．94  

11   

329±17．4  

203 ±43．3  

14．04 ±1．219  

1．95 ±0．100  

67．7 ±4．55＊  

62 ±12．0  

4．27 ± 0．229  

0．60 ±0，OZ8  

20．6 ±1．57  

11   

338± 51．7  

220±76．1  

13．66 ± 2．302  

2．03± 0．122  

74．9±12＿56  

64 ±20．2  

4．05 ± 0．296  

0＿62 ± 0．151  

23．5±10．08  

7   

331±38．2  

162 ± 27．3＊  

15．45 ± 2．915  

2．05 ±0．216  

78．0± 7．40  

49 ±4．0＊★  

4．62 ± 0＿478  

0．62 ±0．023  

23．8±2．92  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  

Significantlydifferentfromcontrol二＊，P＜0．05；＊＊，P＜0．01．  
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Table4 Summaryofnecropsyfindingsinratstreatedoral1ywith2－（dimethylamino）ethylacrYlateinthecombined  
repeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Sex   

Organ  Fate   

Findings  Dose（mg／kg／day）  

Scheduledsacrifice  Dead  Scheduled sacrifice 

0  4    20  100  0  4   20  100  100  

Numberofanimals  

Lymphnode   

Enlargement，panCreatico－duodenal  

12  12  12  10  2＆  

0  0  0  7  0  

12   12  12   12  

0  0  0  7  

Thymus   

Small  

Spleen   

Small  

Lung   

Congestion   

Edema   

Hemorrhage，focal  

Esophagus   

Hemorrhage，focal  

Stomach   

Distention   

Hemorrhage，focal，forestomach   

Hemorrhage，focal，glandularstomach   

Thickeningofwall，forestomach  

Kidney   

Dilatatic・n．Pelvis   

Nodule，One  

Testis   

Small  

Epididymis   

Small  

Vagina   

Puswlthinlumen  

Adrenal   

Enlargement  

Harderiangland   

Brownish  

Thoraciccavlty   

Pleuralfluld，red  

Abdorninalcavity   

Adhesion，StOmaChanddlaPhragmandliver   

AdheslOn，StOmaChanddlaphragmandlung   

Adhesion，StOmaChandperitoneum  

1  0  1  0  0  0  

0
 
0
 
0
 
 

0
 
 

1  0  0  0  

0
 
 

0
 
ハ
リ
 
O
 
2
 
 

0
 
n
U
 
O
 
2
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
（
U
 
O
 
O
 
 

O
 
 

（
U
 
O
 
1
 
0
 
 

0  0  

0  0  1  

0  0  0  

0  0  0  

0  0  0  0  0  0  

0  0  0  

0  0  0  

0  0  0  

0  0  0  0  

0  0  0  1  

0  0  0  1  

＆，Oneanlmaldledatlday，theotherdiedat16daysaftercommencemerltOfadmlnlStratlOn．  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table5 Summaryofhistopathologicalfindingsinratstreatedorallywith2L（dimethylamino）ethylacrYlateinthe  
combinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Sex   

Organ  Fate   

Findings  Dose（mg／kg／day）  

Schedu呈edsacrlfice  Scheduled sacrifice Dead  

0  4  20  100  0  4   20  100  100  

Numberofanlmals  

IIeart 

Inflammatoryce111nfiltration，focal Total  
＋  

12   12   12   12  

1  ＃   ＃  0  

1  ＃   ＃  0  

12   12   12  10  2＆  

0  ＃   ＃  0  

0   ＃   ＃  0  0
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Atrophy，muCOSa，glandularstomach Total  
＋  

Hemorrhage，focal，forestomach  Total  

＋  

HemorThage，focal，giandularstomach Total  
＋  

Hyperplasla，muCOSa，forestomach  Total  

＋   

＋＋  

王nf】ammatoryceiJlnfljtra亡】On，forestorI】∂Ch To亡∂】  
＋  

＋＋  

＃
＝
井
＃
 
 

＝
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＃
＃
 
 

＃
＃
＃
 
 

＃
＃
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●
－
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0
 
0
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0
0
 
0
0
0
 
0
∩
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0
 
9
0
9
 
N
D
 
 

UIcer．forestomach  

ND  Duodenum  

←，Sllghtこ←＋，Moderateこ＃，Notexamined；ND，Noabnormalitiesweredetected・  

＄，NumberofanimalsshowLngleslOn／numberofanimalsexarruned．  

＆，Oneamma）dledatlday，theDtherd】edat16daysaftercommencementofadmlnistration．  

SlgnlflCan†1ydlfferen†fromcontrol：＊＊，P＜0．01．  
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アクリル酸2－（ジメチルアミノ）エチルエステル  

Table5 （Continued）  

Organ  Scheduled sacrifice Scheduled sacrifice 

Findings  Dose（mg／kg／day）  0  4   20  100   0  4   20  100  

Numberofanlmals   

Liver   
Fattychange，hepatocyte   

12   12  12  12   12   12  

a  

a
 
a
 
 

t
t
・
ト
し
 
T
。
 

＋
 
T
 

＃
＃
＃
 
＃
＃
 
＃
＃
 
 

♯
＃
＃
 
＃
＃
 
＃
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＝
幕
＃
＃
 
＃
＃
 
＃
＃
 
 

＃
＃
＃
 
＃
＃
 
＃
＃
 
 

Microgranuloma  

Necrosis，focal  

Kidney   
Basophilictubule  

Cyst  

Dilatation，Pelvis  

Total  
＋  

Total  

＋   

Total  
＋  

＃
＃
＃
＃
 
＃
＃
 
＃
＃
 
＃
＃
‖
＃
 
＃
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＃
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＃
＃
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＃
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＃
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l
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Eosinophilicbody，tubular  Total   

epithelium，prOXimal  ＋  

Fattydegeneration，tubularepitheliurn Total  

＋   

＋十   

Hyalinedroplet，tubularepithelium Total  
＋   

Inflammatoryce111nfiltration，interstitium Total  
＋   

Mineralization  

Testis   
Atrophy  

Epididymis   
Decreaseinsperm  

Inflammatorycellinfiltration，focal  
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Vagina   
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Total  
十  
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＃
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Mammary gland 

Adrenal   

Hypertophy，COrticalceu，fascicularzone Total  
十   

Increaseinlipiddroplet，fascicularzone Total  
＋  

＋＋  

＃
＃
＃
＃
＃
＃
＃
＃
＃
＃
＝
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Mineralization  

Necrosis，COrteX  

Total  
＋   

Total  
＋   

＋＋   

Total  
＋  

Harderiangland   
Hypersecretion  

Brain  

＋，Slight；＋＋，Moderate；＃，Notexamined；ND，Noabnormalitiesweredetected．  

＄，Numberofanimalsshowinglesion／numberofanimalsexamined．  

＆，Oneanimaldiedatlday，theotherdiedat16daysaftercommencementofadminlStration．  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table6 Fertilityandpregnarlcydatainratstreatedorallywith2－（dimethylamino）ethylacrylatelnthecombined  
repeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  4  20  100   

NumberofpalrSeXamined  12   

NumberofpalrSWithsuccessfulmatlng  12  

Matlngindex（％）a〉  100．O   

Numberofpregnantfemales  11  

Fertllltylndex（％）b）  91．7  

12  

12  

100．0  

11  

91／7  

12  

12  

100．0  

11  

91．7  

11＃  

10S  

lOO．0   

9S  

90．0  

Pairlngdaysuntilmatlng  2．0±1．41（）  2．1±1．16  

Numberofestr〔）uSStageSWlthoutmating O．0±0．00  0．0±0．00  

乙0±1．04  3．6±4．03  

0．0±0．00  0．0±0．00  

a）Matinglndex（％）＝（NumberofpalrSWLthsuccessfulrnatlng／numberofpairsexamlned）×100  

b）Fertilltyindex（％）＝（Numberofpregnantanlmals／numberofpalrSWlthsuccessfulmating）×100  

c）ValuesareexpressedasMean±S．D．  

札Onefemaledledat2daysafterpairlng．  

＄，TheseindiceslnCludedonefemalethatthepregnancywasnoticedlaterbyclinicalslgnS．  

Table7 Delivervandlitterdatainratstreatedorallywith2－（dimethylamino）ethylacrylateinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  4  20  100  

Numberoffemalesexamlned  ll  

NumberoffemaleswlthllVePuPS  ll  

Gestat10nlndex（％）・1）  

Gestat10nlength（days）   

Numberofcorporalutea   

NumberoflmPlantatlOnSlteS  

Implantationindex（％）b〉  

DellVeryindcx（％）し）   

NumberofpupsdellVered   

NumberofllVePuPSOndayO  

LIVeblrthlndex（％）d）  

SexratlO（male／female）   

Numberoflivepupsonday4  

Vlabllitylndexonday4（％）←1  

Bodywelghtofpups（g）   

OndayO male  

female   

Onday4 male  

female  

BodyweightgalnOfpups（g）   

dayOto4male  

female  

100．0  

22．4 ±0．50り  22．5 ±0．52  

19．0 ± 2．49  18．3 ± 2．28  

16．9 ±1．76  16．2 ± 2．04  

89．8  90．4  

95．5  93．2  

16＿2 ± 2．18  15．4 ± 2．46  

22．7±0．47  22．6±0．52  

17．7 ±1．27  18．4 ±2．83  

15．9±3．45  16．3±3．45  

89＿7  

85．4  

13．8 ± 3．09  

13．6 ±3．07  

98．7  

1．14（80／70）  

13．5 ±3．01  

9乱8  

7．2 ± 0．91  

6．8 ±0．87  

11．4 ± 2．56  

10．9±2．43  

4．2 ±1．74  

4．2 ±1．70  

89．0  

96．5  

15．8 ±3．73  

14．9 ±3．60  

95．1  

0．89（56／63）  

13．4 ± 6．39  

87．5  

6．7±0．79  

6．4 ±0．89  

10．6 ±1．38  

10．2 ±1．28  

3，8±1．04  

3、7±0，79  

15．9 ±1．81  

98．6  

0．97（86／89）  

14．4 ± 5．08  

90．9  

6．6 ± 0．54  

6．3 ± 0、56  

10．9 ± 0．83  

10．6 ±0．94  

4．3 ± 0，39  

4．2 ± 0．50  

15．3 ± 2．49  

99．4  

0．91（80／88）  

15．2 ± 2▲56  

99．4  

6．9 ±0．59  

6．5±0．52  

11＿2 ±1．56  

10．8 ±1．51  

4．3 ±1．14  

4．3 ±1．06  

a）Gestat10nLndex（％）＝（NumberoffemaleswlthllVepuPS／numberofpregnantfemales）×100  

b）ImplantatlOnlndex（％）＝（NumberoflmPlantat10nSlteS／numberofcorporalutea）×100  

c）DellVerylndex（％）＝（Numberofpupsdelivered／numberofLmPlantat10nSites）×100  

d）LIVeblrthlndex（％）＝（NumberoflivepupsondayO／numberofpupsdellVered）×100  

e）ViabLlltylndex（％）＝（Numberoflivepupsonday4／number口fllVePUpSOndayO）×10O  

f）ValuesareexpressedasMean±S．D 
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2一（ジメチルアミノ）エチルメタクリラートの細菌を用いる復帰突然変異試験   

ReverseMutation′托stof2－（Dimetylamino）ethylmethacrylateonBacteria  

た．   

試験に際して，各凍結菌株を解凍後，その30／止をニ  

ュートリエントブロス（Bactonutrientbrothdehydrated，  

DifcoLaboratories）液体培地15mLに接種し，37℃で12  

時間振畳培養した，培養後の菌懸濁液は，濁度を測定し，  

濁度と生菌数の換算式より1mLあたり1×109以上の生  

菌数が得られていることを確認し，試験菌液とした．   

各菌株の遺伝的特性検査は，凍結保存菌の調製時並び  

に各実験ごとに行い，本試験に用いた菌株が規定の特性  

を保持していることを確認した．  

2．被験物質   

2一（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート（ロット番  

号K609415，三洋化成工業㈱提倶）は，無色透明の液体  

で，水，ジメチルスルホキシド（DMSO）およびアセトン  

に可溶であり，分子式C昌H15NO2，分子量157．24，純度  

99．9％〔不純物として，ハイドロキノンモノメチルエー  

テル2000ppm（重合防止剤として添加），ジメチルアミノ  

エタノール0．1％以下，メチルメタクリレート0．02％以  

下を含む〕の物質である．   

実験終了後，被験物質提供元において残余被験物質を  

分析した結果，安定性に問題はなかった．  

3．被験物質供試液の調製   

溶媒に蒸留水相対大塚製薬工場）を用い，被験物質を溶  

解して最高濃度の供試液（原液）を調製した．この原液の  

一部を溶媒で順次希釈して所定濃度の供試液を調製し  

た．供試液は，用時調製した，  

4．陽性対照物質   

陽性対照物質として下記のものを使用した．  

Aト2二 2（2一フリル）一3－（5－ニトロー2一フリル）アクリ  

ルアミド（和光純薬工業（槻）   

2－AA：2－アミノアントラセン（和光純薬工業（槻）  

SA ：アジ化ナトリウム（和光純薬工業付利）  

9－AA：9rアミノアクリジン （AldrichChemicalCo．）   

AF－2および2－AAはDMSO（株）同仁化学研究所）に，  

SAおよび9－AAは蒸留水（（柵大塚製薬工場）に溶解した．  

5．培地  

1）最少グルコース寒天平板培地（プレート）   

テスメディアAN培地（オリエンタル酵母工業耽りを購  

入し，使用した．培地1Lあたりの組成は下記のとおり  

であり、径90mmのシャーレ1枚あたりに30mLを分注  

要約  

2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラートの遺伝子突  

然変異誘発性の有無を検討するため，細菌を用いる復帰  

突然変異試験を実施した．   

試験は，指標菌株としてS∂ノmo月eノノ∂亡y如血ur血m  

TAlOO，TA1535，TA98，TA1537およびEscheTIchIa  

COノJWP2ul〝勇を用い，S9mix非存在（直接法）および存  

在（代謝活性化法）下でプレインキュベーション法により  

行った．  

156～5000／噌／プレートの範囲で濃度を設定して行っ  

た濃度設定試験では，直積法におけるTA98および  

TA1537の5000／噌／プレートでのみ菌の生育阻害が認め  

られ，2500〃g／プレートでは，両菌株とも復帰変異コロ  

ニー数の増加が認められた．したがって，本試験は，い  

ずれの菌株においても5000／増／プレートを最高濃度と  

し，以下公比2で計6濃度を設定して行った．   

試験を2回行った結果，直接法のTA1537においての  

み2500／噌／プレートで後帰変異コロニー致の増加が認め  

られた．しかし，濃度依存性については明らかではなか  

った・また，直接法のTA98において，2500／増／プレー  

ト以上の濃度で復帰変異コロニー数の増加傾向が認めら  

れた．   

そこで，この2菌株について，1000、5000／噌／プレー  

トの範囲で濃度を設定（公差500）し，直接法における確  

認試験を行った．その結果，両菌株とも3500〃g／プレー  

ト以上の濃度で生育阻害が認められた．TA1537では  

2500および3000／瑠／プレートで復帰変異コロニー数の  

増加が認められ，濃度依存性傾向も認められた．TA98  

では，復帰変異コロニー数の増加傾向は認められたもの  

の，溶媒対照値の2倍を越えるものではなかった，   

以上の成績から，本実験条件下では，2－（ジメチルア  

ミノ）エチルメタクリラートは，細菌に対し遺伝子突然  

変異を誘発する（陽性）と結論した．  

方法   

1．指標菌林   

国立公衆衛生院地域環境衛生学部から1994年12月19  

日に分与を受けたS．typh］’muI－Ium TA98，TAlOO，  

TA1535，TA15371およびE．col］’WP2uvIA∠ の5菌株を  

用いた．各菌株は，超低温槽で－80℃以下に凍結保存し  
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復帰変異試験  

られ，また，2500〃g／プレートでは両菌株とも溶媒対照  

と比較してZ倍以上の復帰変異コロニー数の増加が認め  

られた．したがって，本試験における被験物質の処理濃  

度は，最高濃度を5000〃g／プレートとし，以下公比2で  

2500，1250，625，313および156／増／プレートとした．   

本試験の結果（Tablesl㌧4），直接法のTA1537株にお  

いてのみ2500／瑠／プレートで溶媒対照値の2倍を越える  

復帰変異コロニー数の増加が認められたが，濃度依存性  

については明らかではなかった．また，直接法における  

TA98の2500／∠g／プレート以上の濃度で復帰変異コロニ  

ー数の増加傾向が認められた，菌の生育阻害は，濃度設  

定試験と同様，TA98およびTA1537の5000FLg／プレー  

トでのみ認められた．   

そこで，この2菌殊について2500〃g／プレートから菌  

の生育阻害が認められた5000／瑠／プレート間に濃度依存  

性の復帰変異コロニー数の増加が認められるか否かを調  

べる目的で1000、5000／ノgノブレートの範囲で濃度を設  

定（公差500）し，直接法による確認試験を行った、その  

結果（Tabie5），両菌株とも3500／瑠／プレート以上の濃  

度で生育阻害が認められた．TA1537では，2500および  

3000ノ噌／プレートで溶媒対照値と比較して2倍以上の復  

帰変異コロニー数の増加が認められ，濃度依存性傾向も  

認められた・TA98においては，2000㌧3500／ノg／プレー  

トで復帰変異コロニー 数の増加傾向が認められたもの  

の，溶媒対照値の2倍を越えるものではなかった．   

以上の成績から，本実験条件下では，2一（ジメチルア  

ミノ）エチルメタクリラ山トの遺伝子突然変異誘発性は  

陽性と判定した．陽性結果が得られたので，変異原性の  

強さに関する相対的比較値である比変異活性値3－（誘発  

復帰変異コロニー数／mg）を第二出したところ，本被験物  

質の比変異活性値は3．6／mgであった．   

なお，類縁化合物である（ジメチルアミノ）エチルアク  

リラートの変異原性についても，5．亡γp揖mur山mおよび  

E．coノノを用いた復帰突然変異試験並びにCHL細胞を用  

いた染色体異常試験で陽性＝と報告されており，エチル  

メタクリラートについては，5．ルp血mリカリノ刀を用いた復  

帰突然変異試験で陰性5ト，L5178Yマウスリンホーマ細  

胞を用いた染色体異常試験で陽性6’，CHO細胞を用いた  

染色体異常試験では陰性7■および姉妹染色分体交換試験  

で陽性7－と報告されている．また，2－（ジメチルアミノ）  

エチル塩化物については，麦酒酵母菌を用いた復帰突然  

変異試験で陽性H、と報告されている．  

したものである．  

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  

リン酸一アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

寒天（0Ⅹ0IDAgarNo．1）  
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2）アミノ酸涛加軟寒天培地（トップアガー）   

0．6％寒天粉末（DifcoLaboratories）および0．5％塩化ナ  

トリウムの組成の教案天を調製し，これに，5．  

typhlmuI－Ium用には0．5mMDLビオテンおよび0．5mMし  

ヒスチジン水溶液，E．coノ1用には0．5mMLトリプトフ  

ァン水溶液を1／10容加え，トップアガーとした．  

6．S9mix   

製造後6ケ月以内のエームステスト用凍結S9mix（キ  

ッコーマン㈱）を購入し，使用した．S9は，誘導割とし  

てフェノバルビタールおよび5，6一ベンゾブラボンを投与  

したSprague、Dawley系雄ラットの肝臓から調製された  

ものである．  

7．試験方法   

試験は，プレインキュベーション法で行った、   

試験管に使用溶媒，被験物質供試液あるいは陽性対照  

物質溶液を0．1mL入れ，次いで直接法では0．1Mリン酸  

ナトリウム緩衝液（pH7．4）を0．5mL，代謝活性化法では  

S9mixを0．5mL加え，続いて試験菌液0．1mLを分注し，  

37℃で20分間振塗培養した．培養終了後、45℃に保温  

したトップアガー2mLを加えた混合液をプレート上に  

重層した．37℃で48時間培養後，復帰変異コロニ～を  

計数し，同時に指標菌株の生育阻害の有無を実体顕微鏡  

を用いて観察Lた．プレートは，濃度設定試験では各濃  

度と．も2枚，本試験では3枚を使用した．本試験は，同一  

濃度を用いて2回行った．  

臥 結果の判定   

結果の判定は，各濃度におけるプレートでの復帰変異  

コロニー数の平均値を基に，以下の3基準を全て満たす  

場合を陽性とした．  

1）被験物質処理群において溶媒対照値の2倍以上の復  

帰変異コロニー数が出現する．   

2）被験物質濃度の増加とともに復帰変異コロニー致が  

増加する（濃度依存性）．   

3）2匝‡にわたる本試験の結果から，復帰変異コロニ肝  

致の増加に再現性が認められる．  

結果および考察   

156、5000〝g／プレートの範囲で濃度を設定Lて行っ  

た濃度設定試験では，直接法におけるTA98および  

TA1537の5000′略／プレートでのみ菌の生育阻害が認め  
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2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート  
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復帰変異試験  

Tablel Resultsofreversemutationtestof2L（dimethylamino）ethylmethacrylateonbacterla（1sttrial）  
［directmethod：－S9］  

T（tStSubstance  Numberofrevertantcoloniesperplate  ［Mean±S，D，］  

C（）nCentrat10n  

（FJg／plate）  TAlOO  TA1535  WP2 uvrA TA98  TA1537   

143 147 163  
［151±11］   

169 191 169 
［176±13］   

142 148 171  
［154±15］   

136 157 150  
［148±11］   

172 181 178 
［177± 5］   

1（i4 162 148  
［158± 9］   

1770 171165  
〔169± 3］  

11 12  7  
［10± 3］   

8 10 10  
［9±1］   

9  8   9  
［9±1］   

11 10 12  
［11±1］   

8  ユ0   8  

［9±1］   

14  6   9  
［10± 4］   

8  8   8  
［8± 0〕  

13 14  20  
［16± 4］   

17 16 15  
［16±1］   

10 16 14  
［13± 3］   

10 10 12  
［11±1］   

12 17 19  
［16± 4］   

11 20 14  
［15± 5］   

17 19 18  
「18±1］  

17 18  24  
［20± 4］   

18  20  30  
［23± 6］   

16  24 17  
［19± 4］   

26  27 18  
［24± 5］   

19 17  24  
［20± 4］   

30  44  30  
「35± 8］   

19＊ 46＊ 37＊  

［34±14］  

0  

156  

313  

625  

1250  

2500  

5000  

7  7   6  
［7±1］   

6 10  3  
「6± 4］   

6  6   4  
［5±1］   

6  5   7  
［6±1］   

7  6   8  
［7±1］   

11 15 18  
［15± 4］   

4♯  3＊  6＊  

［4± 2］  

830 888 888a  361 315 320l｝  895 933 9411  
［869±33］  ［332±25］  ［923±25］  

382 384 402d  lO14 7941030√  

［389±11］  ［946±132］  

PositlVe  

control  

＊：ToxICeffectwasobserved．  
a）：AF－2；2－（2－Furyl）－3－（5nltrOr2furyi）acrYlamlde．0．01J，jg／plate b）二NaN3：Sc）diumazlde，0．5′LLg／plate  
c）二AF－2，0．O4FLg／plate d）：AF2，0・1／Jg／plate e）：9－AA；9－AmlnOaCridine，80，ug／plate  

Table2 ResultsofreversemutatlOnteStOf2r（dlmethylamino）ethylmethacrylateonbacterla（1sttrial）  
［activationmethod：＋S9］  

T（∋StSubstance  NumberofrevertantcolonleSPerPlate  ［Mean±S．D．］  

C（⊃nCentratlOn  

（FJg／plate）  TAlOO  TA1535  WP2Lll;rA TA98  TA1537   

0  

156  

313  

625  

1250  

2500  

5000  

149 150 163  
［154± 8］   

184 174 186  
［181± 6］   

207 187 192  
［195±10］   

220 223 193  
［212±17］   

216 221 223  
［220± 4］   

222 205 191  
［206±16］   

2112 214 216 
［224±16］  

20 15 10  
［15± 5］   

10  6   9  
［8± 2］   

16   7 10  
［11± 5〕  

9 18   7  
［11± 6］   

15 14  11  
［13± 2］   

9  9 12  
［10± 2］   

13  9  9  
［10± 2］  

19 14 15  
〔16士 3］   

17 14  14  

し15± 2〕   

22 17 15  
［18± 4］   

ユ4 15  21  

［17± 4］   

16 14  14  
［15±11   

20 15 17  
［17± 3］   

20 17  25  
［21± 4］  

25  41 40  
［35± 9］   

28  38  37  
「34± 6］   

32  29  41  
［34± 6］   

39  35  33  
［36± 3］   

35  42  48  
［42± 7］   

37  32  41  
［37± 5］   

52  54  37  
［48± 9］  

9 16 10  
［12± 4］   

12  8   9  
［10± 2］   

8  7 18  
［11± 6］   

13 15 13  
［14±1］   

14 17 13  

［15± 2］   

18  20 15  
［18± 3］   

20 17 14  
［17± 3］  

566 631 510‘  205 201180h  958 982 988し  301 258 265一■  85  80 103－】  

［569±61］  ［195±13］  ［976±16］  ［275±23］  ［89±12］  

PositlVe  

control  

a）：2－AA：2－AmlnOanthracene，1FLg／plate b）：2－AA，2，LLg／plate c）：2pAA，；10，ug／plate  
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2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート  

Table3 Resultsofreversemutationtestof2－（dimethylamino）ethylmethacrylateonbacteria（2ndtrial）  
［directmethod：－S9］  

Testsubstance  Numberofrevertantcoloniesperplate ［Mean±S．D．］  
COnCentratlOn  

（FLg／plate）  TAlOO  TA1535  WP2 uvrA TA98  TA1537  

0  109 135 141  
［128±17］  

13 10  8  
［10± 3〕   

13  7  8  
［9± 3］   

7 14   7  
【9± 4］   

16 10   7  
［11± 5］   

6 11  6  
［8± 3］   

10  6 11  
［9± 3〕   

7 13   4  
［8± 5］  

18 16 17  
【17±1］   

25 16 15  
［19± 6］   

22 13  20  
［18± 5］   

19 14 18  
［17± 3］   

21 11 14  
［15± 5］   

17 12 12  
t14± 3］   

17  22 19  
［19± 3］  

21 32  26  
［26± 6］   

26 19 11  
［19± 8］   

29 18  20  
［22± 6〕   

27 16  31  
［25± 8］   

26 15  27  
［23± 7］   

38  38  42  
［39± 2〕   

33＊ 54＊ 27＊  

［38±14］  

6   7   5  
［6±1］   

6  9   6  
［7± 2］   

6  6 10  
［7± 2］   

6  9   6  
〔7± 2］   

7  5 11  
［8± 3］   

18 14 13  
［15± 3〕   

1＊  4＊  2＊  

［2± 2〕  

156  

313  

625  

1250  

2500  

5000  

107 119 103  
［110± 8］   

120 112 151  
［128±21］   

132 133 130  
［132± 2］   

128 110 130  
［123±11］   

121 110 110 
［114± 6］   

139 128 147  
【138±10］  

PositlVe  872 857 845ハー  

control  ［858±14】  
354 340 317■，  

［337±19］  
976 913 993t  413 432 372H  946 982 964・■、  

［961±42］  ［406±31］  ［964±18］  

＊二Toxiceffectwasobserved．  

a）二AF－2；2p（2－FurYi）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylamide，0．01FLg／plate b）：NaN：す；SodlumaZide，0．5，ug／p上ate  

C）：AF－2，0・04FLg／plate d）：AF－2，0．1／1g／plate e）：g－AA；9LAminoacridlne，80fJg／plate  

Table4 Resultsofreversemutationtestof2－（dimethylamino）ethylmethacrylateonbacteria（2ndtrial）  
〔activationmethod：＋S9］  

Testsubstance  NumberofrevertantcolonleSPerPlate  【Mean±S．D．］  
COnCentratlOn  

（FLg／plate）  TAlOO  TA1535  WP2LLVn4  TA98  TA1537   

0  

156  

313  

625  

1250  

2500  

5000  

111 119 136 
［122±13］   

143 140 139  
［141± 2］   

132 120 139  
［130±101   

147 123 142  
［137±13］   

139 160 147  
［149±11］   

133 117 151  
［134±17〕   

153 175 149  
［159±14］  

11  8 13  
【11± 3】   

14  7 14  
［12± 4］   

11 14  6  
［10± 4］   

16 11 13  
［13± 3］   

12  8  9  
［10± 2］   

9  9 11  
［10±1〕   

9  9 14  
［11± 3］  

16 17 17  
［17±1］   

23 19 13  
［18± 5］   

18 14 17  
［16± 2］   

13  25 14  
［17± 7］   

22  20 19  
［20± 2］   

17  20 17  
【18± 2］   

23  20  2ユ  

［21± 2〕  

30  44  36  
［37± 7］   

29  34  41  
〔35± 6］   

48  43  30  
［40± 91   

39  29  37  
［35± 5〕   

25  44  34  
［34±10］   

34  46  40  
［40± 6］   

38  58  32  
［43±14］  

19  21 18  
［19± 2］   

20 18 16  
［18± 2］   

20 11 22  
〔18± 6］   

14  24  20  
［19± 5］   

18 16 14  
［16± 2］   

16 16 19  
［17± 2］   

24  27  29  
［27± 3〕  

PositlVe  513 555 637・・  197 175 161ト）  920 981 971t  ’351375 390∂  100 88  82b  
control  ［568±63］  ［178±18］  ［957±33］  ［372±20］  ［90± 9］  

a）二2－AA；2Aminoanthracene．1／ノg／plate b）二2－AA、2！Lg／pLate c）二2AA，10／Jg／plate  

－400一   



復帰変異試験  

Tabl〔，5 Resultsofreversemutationtestof2p（dimethylamino）ethylmethacrylateonbacteria（Confirmativetest）  
［directmethod：RS9］  

Numberofrevertantcoloniesperplate 〔Mean±S．D．〕  Testsubstance  
COn⊂entrat10n  

（〃g／plate）  TAlOO  TA1535  WP2 uvrA TA98   

26  23  25  
［25± 21   

25 23  22  
【23± 2］   

2Z  23  33  
［26± 6］   

33  36  30  
［33± 3］   

52  42  39  
［44± 7］   

36  47  42  
［42± 6］   

28＊ 29＊ 46＊  

［34±10］   

17＊ 22＊ 16＊  

［18± 3］   

15＊  7＊ 10＊  

［11± 41   

10＊ 15＊ 17＊  

［14± 4〕  

5  4   5  
［5±1］   

8  8  5  
［7± 2］   

9 11  7  
【9± 2］   

8  7  9  
［8±1］   

12 11 16  
［13± 3］   

13 1ユ  21  

［15± 5］   

7＊  9＊  6■  

［7± 2］   

5＊  4＊  3＊  

［4±1］   

3＊  3＊  4＊  

「3±1］   

3＊  8＊  4＊  

［5± 3］  

0  

1000  

1500  

2000  

2500  

3000  

3500  

4000  

4500  

5000  

343 393 358a）  933 962 905い  

［365±26〕  ［933±29］  
PosltlVe  

contr（〕1  

＊：ToxJCeffectwasobserved＿ P二Nottested．  
a）：AF2；2－（2LFurYlト3一（5nltrO2furvl）acrylamlde，0．1／jg／plate  b）二9rAA；9AmlnOaCrldlne，80，ug／plate  
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2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラートの  

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万tI－OChromosomalAberrationTbstof  

2－（Dimetylamino）ethylmethacrylateonCulturedChineseHamsterCells  

3．培養条件   

4×103個／mLの細胞を含む培養液5mLをシャーレ（径  

6cm，BectonDi亡kinsonCo．）に加え，37℃のCO2イン  

キエペ一夕ー（5％CO2）内で培養した．   

連続処理法では，培養開始3日後に被験物質供試液を  

加え，24時間および48時間処理した．また，短時間処  

理法では，培養開始3日後にS9mix非存在および存在下  

で6時間処理し，処理終了後，新鮮培養液でさらに18時  

間培養した．  

4．S9mix   

製造後6ケ月以内の染色体異常試験用凍結S9mix（キ  

ッコーマン㈱）を購入し，使用した．S9は，誘導割とし  

てフユノパルビタールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与  

したSpragueLDawley系雄ラ、）トの肝臓から調製された  

ものである．  

5．被験物質   

2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート（ロット番  

号K609415，三洋化成工業㈱提供）は，無色透明の液体  

で，水，DMSOおよびアセトンに可溶であり，分子式  

Cポ15NO2，分子量157．24，純度99．9％〔不純物として，  

ハイドロキノンモノメチルエーテル2000ppm（重合防止  

剤として添加），ジメチルアミノエタノール0．1％以下，  

メチルメタクリレート0．02％以下を含む〕の物質であ  

る．   

実験終了後，被験物質提供元において残余被験物質を  

分析した結果，安定性に問題はなかった．  

6．被験物質供試液の調製   

溶媒に蒸留水（㈱大塚製薬工場）を用い，被験物質を溶  

解して最高濃度の供試液（原液）を調製した．この原液の  

一部を溶媒で順次希釈して所定濃度の供試液を調製し  

た．供試液は，用時調製し，そのシャーレ内への添加量  

は培養液量の10％（v／v）とした．  

7．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調べた．  

0．1％クリスタルバイオレット水溶液で染色した細胞の  

密度を単層培養細胞密度計（MonocellaterTM，オリンパス  

光学工業㈱）を用いて測定し，溶媒対照群の細胞増殖率  

を100％とした時の各濃度群の細胞増殖率を求めた．   

その結果（Appendixl，2），連続処理法の場合は，24  

要約  

2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラートの染色体異  

常誘発性の有無を検討するため，チャイニーズ・ハムス  

ター肺由来の線維芽細胞株（CHL）を用いてノ月Vノ汀0にお  

ける染色体異常試験を実施した．   

染色体異常試験に用いる濃度を決定するため，細胞増  

殖抑制試験を行った結果，連続処理法の場合は，24時  

間および48時間処理でそれぞれ625および313〃g／mL以  

上，短時間処理法の場合ほ，S9mix非存在および存在  

下でそれぞれ800および1600／上g／mL以上の濃度で，  

50％を上回る細胞増殖抑制が認められた．したがって，  

染色体異常試験における濃度は，連続処理法の場合20，  

39，78，156，313および625〃g／mL，短時間処理法の場合  

200，400，600，800，1400および1600／増／mLとした．   

試験の結果，連続処理法では，24時間および48時間  

処理ともに最高濃度の625／増／mL（出現頻度88．5および  

76．5％）で染色体構造異常細胞の有意な増加が認められ  

た．短時間処理法においては，S9mix非存在下で細胞  

に対する毒性のため観察可能な分裂中期像が認められな  

かった高波度を除く200、600／jg／mL（出現頻度6．5，49．5，  

87．5％）で，また，S9mix存在下では，800、1600  

〃g／mL（出現頻度13．5，99．5，100％）で濃度依存的な染色  

体構造異常細胞の有意な増加が認められた．   

以上の成績から，本実験条件下において，2一（ジメチ  

ルアミノ）エチルメタクリラートは，CHL細胞に対し染  

色体異常を誘発する（陽性）と結論した．  

方法   

1．試験細胞株   

チャイニーズ・ハムスター肺由来の線推芽細胞株  

（CHL）〔国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部（元：  

国立衛生試験所変異原性部）から昭和60年1月13日入  

手〕を使用した．供試細胞は，浮遊細胞液に10％の割  

合でジメチルスルホキシド（DMSO，和光純薬工業㈱）を  

添加し，液体窒素条件下で保存しておいたものを培養液  

に戻し，解凍後の継代数が6回までのものを使用した．  

2．培養液   

Eagle－MEM粉末培地（GibcoLaboratories）を常法に従  

い調製し，これに非働化仔牛血清（GibcoLaboratories）  

を10％の割合で添加したものを用いた．  
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染色体異常試験  

上回る細胞増殖率を示した600および1400／戊／mLも設  

定し，計6濃度とした．対照として，溶媒対照群と陽性  

対照群を設けた．   

陽性対照として，連続処理法ではNrmethylNl－nitro－  

Nrnitrosoguanidine（MNNG，SigmaChemicalCo．）を2．5  

′ug／mL，短時間処理法では3，4－benzo［a］pyrene（B［a］  

P，SigmaChemicalCo．）を10FLg／mLの濃度で用いた．陽  

性対照物質の溶媒には，いずれもDMSO（和光純薬工業  

（槻）を使用した．  

9．染色体標本の作製   

培養終了2時間前にコルセミド（Gibco Laboratories）  

を最終濃度として0．2′噌／mLとなるように添加した．ト  

リプシン処理で細胞を剥離し，遠心分柾により細胞を回  

収した．75mM塩化カリウム水溶液で低張処理後，用  

時調製した冷却メタノール・酢酸（3：1）混合液で細胞を  

固定した．空気乾燥法で染色体標本を作製した後，  

1．4％キムザ液で約，15分間染色した．スライド標本は，  

各シャーレにつき3枚作製した．  

10．染色体の観察   

各シャーレ当たり100個，すなわち，1濃度当たり2シ  

ャーレ，200個の分裂中期像を，総合倍率600倍の顕微  

鏡下で観察した．標本は全てコード化し，盲検法で観察  

を行った．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）による分類法1′に基づいて行い，  

染色体塑あるいは染色分体型のギャップ，切断，交換な  

どの構造異常と倍数性細胞（Polyploid）の有無について  

観察した．  

11．記諒と判定   

観察した細胞数，構造異常の種類と数および倍数性細  

胞の故について集計し，構造異常を有する細胞について  

は，ギャップのみを有する細胞を含めた場合（＋g）と含  

めない場合トg）とに区別して記録した．   

ギャップを含めた染色体構造異常細胞および倍数性細  

胞の出現頻度について，多試料ズ2検定を行い有意差（有  

意水準5％以下）が認められた場合は，フィッシャーの  

直接確率法を用いて溶媒対照群と各濃度群との間の有意  

差検定（有意水準は多重性を考慮して，5％または1％を  

処理群の数で割ったものを用いた）を行った．   

その結果，溶媒対照群と比較して，被験物質による染  

色体異常細胞の出現頻度が2濃度以上で有意に増加し，  

かつ濃度依存性あるいは再硯性が認められた場合，陽性   

と判定した．  

時間処理では625′“g／mL以上の濃度で50％を上回る細  

胞増殖抑制が認められ，50％細胞増殖抑制濃度は313、  

625／唱／mL間にあるものと判断された．48時間処理では  

156′〟g／mL濃度で50％細胞増殖抑制が認められ，313  

′絹／mL以上の濃度で50％を上回る細胞増殖抑制が認め  

られた．短時間処理法の場合は，S9mix非存在および  

存在下でそれぞれ800および1600′噌／mL以上の濃度で  

50％を上回る細胞増殖抑制が認められ，50％細胞増殖  

抑制濃度は，それぞれ600、800′“g／′mL問および1400  

、1600ノ増／mL間にあるものと判断された・  

AppendixICe11growthinhlbitiontestofCHLce11s  
continuouslytreatedwith  
2一（dimethylamino）ethylmethacrylate  
withoutS9mlX  

Concentration  Averagecellgrowthrate（％）  

（FLg／mL）  24－hourtreatment 48Thourtreatment  
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Appendix 2 Cell growth inhibltion test of CHL celis 
treatedwith2－（dimethylamino）ethyl  
methacrYlatewlthandwlthoutS9miⅩ  

Concentration  Averagecellgr（〕Wthrate（％）  

（／Jg／mL）  without S9 mix wlthS9mix  
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8．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果から，染色体異常試験におけ  

る被験物質の濃度は，50％細胞増殖抑制濃度の前後が  

含まれ，かつ3濃度以上のデータが得られることを考慮  

して，連続処理法では625〃g／mLを最高濃度とし，以下  

公比2で計6濃度を設定した．短時間処理法においては  

1600FLg／mL（約10mM）を最高濃度とし，以下公比2で4  

濃度，並びにS9mix非存在および存在下で50％をやや  

結果および考察  

連続処理法による結果をTablelに示した．24時間お  

よび48時間処理ともに，最高濃度の625／瑠／mLでのみ  

染色体構造異常細胞の有意な増加（出現頻度88．5および  

76．5％）が認められた．倍数性細胞の誘発作用は認めら  

れなかった．  
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2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート   

短時間処理法による結果をTable2に示した．S9miⅩ  

非存在下では，200～600′噌／mLで濃度依存的かつ有意  

な染色体構造異常細胞の増加（出現頻度6．5，49．5，87．5％）  

が認められた．S9mix存在下では，800～1600′噌／mL  

で濃度依存的な染色体構造異常細胞の有意な増加（出現  

頻度13．5，99．5，100％）が認められた．S9mix非存在およ  

び存在下ともに，倍数性細胞の誘発作用は認められなか  

った．なお，短時間処理法S9mix非存在下の800  

〃g／mL以上の濃度では，被験物質の細胞に対する毒性  

のため，観察可能な分裂中期像が認められなかった．   

以上の成績から，本実験条件下では，2一（ジメチルア  

ミノ）エチルメタクリラートのCHL細胞に対する染色体  

異常誘発性は陽性と判定した．本試験結果は，CHL細  

胞において，染色体異常を有する細胞の出現頻度が  

10％以上を陽性とする生物学的判定基準∠′からみても  

明らかに陽性を示すものであった．陽性結果が得られた  

ため，D20値3，（分裂中期像の20％に異常を誘発させる  

ために必要な被験物質の濃度）を算出したところ，連続  

処理法では妥当と考えられるD2。値は得られず，短時間  

処理法において算出された0．19mg／mLを本被験物質の  

D20値とした．   

なお，類縁化合物である（ジメチルアミノ）エチルアク  

リラートの変異原性についてもCHL細胞を用いた染色  

体異常試験並びに5∂ノmoJほノノ∂ryp扇murノuJ刀および  

Escムe石c加∂COノノを用いた復帰突然変異試験で陽性侶と  

報告されており，エチルメタクリラートについては，  

S．亡ypムfmurfumを用いた復帰突然変異試験で陰性5），  

L5178Yマウスリンホーマ細胞を用いた染色体異常試験  

で陽性い，CHO細胞を用いた染色体異常試験では陰性7′  

および姉妹染色分体交換試験で陽性7一と報告されてい  

る．また，2－（ジメチルアミノ）エチル塩化物については，  

麦酒酵母菌を用いた複帰突然変異試験で陽性ホ）と報告さ  

れている．  

7）”TheDictionaryofSubstancesandthelrEffects，  

Vol．4，eds．byM．L，Richardson，S．Gangolli，The  

RoyalSocietyofChemistry，Cambridge，1994，  

pp．430－432．  

8）F．K．Zimmermann，R．C．Borstel，E．S．Halle，J．M．  

Parry，D．Siebert，G．Zetter’berg，R．Barale，   

N．Loprieno，Mu［at．Res．，133，199（1984）．  

連絡先  

試験責任者：野田 篤  

試験担当者：野田 篤，昆 尚美  

（卿畜産生物科学安全研究所  

〒229－1132 神奈川県相模原市橋本台3て－11  

Te1042→762－2775 FaxO42r762L7979  

Correspondence  

Authors：AtsushiNoda（Studydirector）  

NaomlKon  

ResearchInstituteforAnimalScienceln  

BiochemistryandToxicology  

3－7－11Hashimotodai，Sagamihara－Shi，  

kanagawa，229－1132，Japan  

Tel＋81－42－762－2775 Fax＋8ト42－762－7979  

文献   

1）日本環境変異原学会・哺乳動物試験分科会締，“化  

学物質による染色体異常アトラス，”朝倉書店，東  

京，1988，pp．16－37．  

2）石館基監修，“改定増補染色体異常試験データ  

集，’’ェル・アイ・シー，東京，1987，p．19．  

3）厚生省生活衛生局企画課生活化学安全対策室監修，   

“化審法毒性試験法の解説改訂版，”化学工業日報  

社，東京，1992，pp．5ト52．  

4）厚生省生活衛生局企画課生活化学安全対策室監修，   

“化学物質毒性試験報告Vol．5，”化学物質点検推進  

連絡協議会，東京，1997，pp．595→604．  

5）E．Zeiger，B．Anderson，S．Haworth，T．Lowior，  

K．Mortelmans，W．Speck，EnvII－On．Mutagen．，   

9（s岬pl．9），1（1987）．  

6）M．M．Moore，A．Amtower，C．L．Doerr，K．H．  

Brock，K．LDearfield，EnvII－On‖Mol．Mutagen．，11，  

49（1988）．  

567   

－404－  

I  



染色体異常試験  

Tablel ChromosomeanalysisofChinesehamstercelユs（CHL）continuouslytreatedwith2（dimethylamino）ethyl  
methacrylatewithoutS9mix  

ConcenL TlmeOf No．of  No．ofstruCturajaberrations  No，Ofcells  

Group tratlOn eXPOSure Cells  wlthaberrat10nS Polyploid∠ Judgement3  

（FLg／mL）（h） analysed gap ctb cte csb cse oth total －g（％） ＋g（％） （％）  SA NA  

1（0．5） 1（0．5）   

0（0）  3（1．5）   

2（1．0） 2（1．0）  

1（0．5） 1（0．5）  

1（0．5） 1（0．5）   

4（2．0） 4（2．0）  

173（86．5）177（88．5）＊＊  

188（94．0）189（94．5）＊＊  

1（0．5） 2（1．0）  

1（0．5） 1（0．5）   

0（0） 1（0．5）   

2（1．0） 4（2．0）   

0（0） 0（0）   

2（1．0） 3（1．5）  

148（74．0）153（76．5）＊＊  

159（79．5）159（79．5）＊＊  
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MNNG  

Abbrevlat10nS；gap：chromatldgapandchromosomegap，Ctb二Chromatldbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，  
cse：chromosomeexchange（dlCentrlCandrlng），Oth：others，g二totalno．Dfcellswithaberrationsexceptgap，  
＋g：totalno．ofcellswithaberratlOnS，SA二structuralaberratlOn，NA：numerlCalaberrat10n，DAEM：2（Dlmethylamino）ethylmethacrylate，  
MNNG：N－methylAN’－nltrONnitrosoguanldlne  

l）DIStllledwaterwasusedassoIvent．2）TwohundredcellswereanalysedlneaChgroup．3）Mult卜SamPlex2testwasdone  
atp＜0．05，andthenFisherlsexacttestwasdoneatp＜0．050rP＜0．01．  

＊＊：SignlficantlydlfferentfromsoIventgroupdataatp＜0．01byFISherlsexacttest．  

Table2 ChromosomeanalysisofChlneSehamstercells（CHL）treatedwith2▼（dlmethylamino）ethylmethacrylate  
withandwlthoutS9mix  

Concen＾ S9 Timeof No＿Of  No．ofstructuralaberrat10nS  No．ofcells  

wlth aberrallons Group tratlOn mlX eXpOSure Cells  

（FJg／mL）   （h） analysed gap ctb cte csb cse oth total  

Polyplold2’Judgement－L  

g（％）  十g（％）   （％）  SA NA  

6－（18）  

6－（18）  

－  6－（18）  

－  6－（18）  

一  6一（18）  

－  6一（18）  

一  6－（18）  

一  6－（18）  

1（0．5）  
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cse：chromosomeexchange（dicentrlCandrlng），Oth：others，一g：totalno．DfcellswlthaberratlOnSeXCePtgaP，  
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l）DistilledwaterwasusedassoIvent．2）Twohundredcellswereanalysedineachgroup，3）MuitlSamPlexZtestwasdoneat  
p＜0．05，andthenFISherlsexacttestwasdoneatp＜0．050rP＜0．01．  

頼：SlgnlflCantlydlfferentfromsoIventgroupdataatpく0，01byFISher■sexacttest．  
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2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラートのラットを用いる  

反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalToxicityScreeningTestof  

2－（Dimethylamino）ethylmethacrylatebyOralAdministrationinRats  

ラートの反復投与毒性に関する無影響量は雄が40  

mg／kg／day，雌が200mg／kg／day，生殖発生毒性に関す  

る無影響量は，親動物に対して雄が1000mg／kg／day，  

雌が200mg／kg／day，児動物に対しては200mg／kg／day  

と考えられる．  

要約  

2一（ジメチルアミノ）エチルメタクリラートは，共重合  

による合成樹脂の接着性，染色性などの改善に用いられ  

る他，凝集材，別電剤イオン交換樹脂，塗料用樹脂など  

のカナオン性コモノマー，潤滑油および燃料油添加剤の  

原料として使用されている．毒性に関する情報としては，  

ラットの経口投与による最小致死量は2000mg／kg以上  

で，前胃に刺激性を示唆する病理変化を起こすことが報  

告されている⊥）．今回，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，SDラッ  

ト（1群雌雄各12匹）に40，200および1000mg／kgの用量  

を交配前14日から交配を経て雄は計43日間，雌は妊娠，  

分娩を経て哨育3日まで経口投与し，反復投与毒性およ  

び生殖発生毒性について検討した．  

1．反復投与毒性  

1000mg／kg群において，雄で投与開始後36日以降，  

雌で31日以降に攣縮，挙尾，間代性痙攣が散見された．  

また，雌雄で体重増加抑制，雌で3例の死亡および授乳  

期間の摂餌最減少が認められた．病理学検査では，雌雄  

で脳および脊髄の神経線維の変性，前胃壁の肥厚，粘膜  

上皮の増生，水腫および炎症性細胞浸潤，雌で胸腺の萎  

縮が認められた．この他，雌雄の腎臓および雄の肝臓，  

雌の副腎の重量が増加を示したが，組織変化は認められ  

なかった．また，雄の血液生化学検査では，尿素窒素の  

上昇，血液学検査では赤血球数，ヘモグロビン濃度およ  

びヘマトクリット値の減少，網状赤血球比の増加などの  

貧血性変化，白血球数および分葉核球数の増加が認めら  

れた．   

200mg／kg群においても雄でヘモグロビン濃度および  

ヘマトクリット値の減少が認められた．  

2．生殖発生毒性   

親動物の交尾率，受胎率，黄体致，着床数，着床率，  

分娩率，出産率，妊娠期間および分娩には被験物質に起  

因する変化は認められなかった．晴育期間の観察では，  

1000mg／kg群の母動物3例で仝新生児死亡が認められ  

た．新生児の検査では，1000mg／kg群で低体重および4  

日生存率の低下が認められた．出産児数，出産生児数，  

性比，出生率，外表，一般状態および剖検では被験物質  

に起因する変化は認められなかった．  

以上の結果から，2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリ  

方法   

1．被験物質   

2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート（三洋化成  

工業（槻，LotNo．K609415，純度99．9％）は，融点130℃，  

沸点182～192℃，比重0．936，水，アセトンおよび  

DMSOに溶けやすい，アミン臭のある無色透明の液体  

である．被験物質は室温・暗所・密閉で保管した．また，  

試験期間中安定であったことが確認された．  

2．試験動物および飼育条件   

日本チャールス・ljノ1－㈱から入手した雌雄のSDラ  

ット〔Crj：CD（SD）IGS〕を6日間検疫・馴化後，試験に  

供した．投与開始前日に体重別層化無作為抽出法により，  

1群につき雌雄各12匹を振り分けた．投与開始時の週齢  

は雌雄とも9週齢，体重範囲は雄が325、360g，雌が  

191、242gであった．   

検疫・馴化期間を含めた全飼育期間中，温度22±2℃，  

湿度55±15％，換気約12回／時，照明12時間／日（7：00  

、19：00）に設定した飼育室を使用した．動物は実験動  

物用床敷（ベータチップ：日本チャールス・リバー（槻）を  

敷いたポリカーボネート製ケージに，群分け後は1匹，  

交配期間は雌雄各1匹，哨育期間は1腹で収容し，飼育  

した．   

動物には，オートクレーブ滅菌した実験動物用固型飼  

料（CRF－1：オリエンタル酵母工鄭租および5〃mのフィ  

ルターで濾過後，紫外線月朋寸した水道水をそれぞれ自由  

摂取させた．  

3．投与量および投与方法   

SDラットの雌雄を用いて，被験物質を30，100，300  

および1000mg／kgの用量で14日間経口投与した結果，  

1000mg／kg群の経で体重減少，雌で体重増加抑制，雌  

雄で前胃粘膜の肥厚が認められた．以上の結果から，本  

試験では高用量を1000mg／kgとし，以下公比5で中用  

量を200mg／kg，低用量を40mg／kgとした．また，媒  

体（コーン油）のみを投与する対照群を設けた．   

投与期間は，雌雄とも交配前14日間，交配期間，お  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

5）雄の血液生化学模査   

雄の全生存動物について，解剖日に採取した血液を室  

温で約30分間静置後遠心分離し，得られた血清につい  

てGOT（SSCC改良法），GPT（SSCC改良法），γ－  

GTP（SSCC改良法），ALP（GSCC改良法），総ビリ）L／ビ  

ン（Jendrassik改良法），尿素窒薫（Urease－GLDH法），  

クレアチニン（Jaffe法），グルコース（GKrG6PDH法），  

総コレステロー）L／（CES－COrPOD法），トリグリセライ  

ド（LPしGK－G3POpPOD法），総蛋白（Biuret法），ア）L／ブ  

ミン（BCG法），A／G比（総蛋白およびアルブミンより算  

出），カルシウム（OCPC法），無機リン（UV法），ナトリ  

ウム，カリウム，クロール（イオン選択電極法）を自動分  

析装置（日立73610形：㈱日立製作所）により測定した．  

また，採取した血液の一部をヘパリン（リチウム塩）処理  

後遠心分離し，得られた血渠についてLDH（SSCC改良  

法）を自動分析装置（COBASFARAIl：F．Hoffmann La  

Roche＆Co．）により測定した，  

6）病理学検査   

雌雄とも最終投与日の翌日に，仝生存動物についてチ  

オペンタールナトリウムの腹腔内投与による麻酔下で腹  

大動脈の切断・放血により安楽死させて剖検し，脳，下  

垂体，甲状腺，胸腺，心臓，肝臓，腎臓，脾臓，副腎，  

精巣および精巣上体の重量を測定した．また，解剖日の  

体重を基に相対重量（対体重比）を算出した．さらに，こ  

れらの器官に加えて，眼球およびハーダー腺，唾液腺  

（下顎・舌下），リンパ節（下顎・腸間膜），上皮小体，気  

管，肺，食道，胃，腸管（十二指腸、直腸），膵臓，膀胱，  

前立腺腹葉，精のう，卵巣，子宮，膣，骨髄（胸骨・大  

腿骨），坐骨神経，脊髄，乳腺および肉眼的異常部位を  

採取し，10％中性リン酸緩衝ホルマリン液で固定後保  

存した．ただし，死亡例以外の眼球およびハーダー腺は  

ダビドソン液，精巣および精巣上体はプアン液で固定し  

・■∴   

病理組織学検査は雌雄の対照群および1000mg／kg群  

の脳，下垂体，甲状腺，胸腺，気管，肺，胃，腸管，心  

臓，肝臓，腎臓，脾臓，副腎，膵臓，陪胱，骨（胸骨・  

大腿骨），骨髄（胸骨・大腿骨），リンパ節（下顎・腸間  

膜），坐骨神経，脊髄，精巣 ，精巣上体，前立腺腹案，  

精のう，卵巣，子宮，膣，雌の乳腺ならびに仝動物の肉  

眼的異常部位について，常法に従いヘマトキシリン・エ  

オジン染色標本を作製して鏡検した．その結果，雌雄と   

も脳，脊髄，胃および胸腺で被験物質に起因する変化が  

認められたので，40および200mg／kg群のこれらの器官  

についても検査した．なお，この他に雄の40および200  

mg／kg群の前立腺および精のうも検査した．   

5，生殖発生毒性に関する観察・検査  

1）生殖機能   

交配前の投与期間終了後，各群内で雄1雌1の交配対   

を設け，最長14日間昼夜同居させ，毎日午前中に雌の  

膣垢を採取し，ギムザ染色して鏡検した．膣栓形成ある   

いは膣垢標本中に精子が認められた場合を交尾成立と  

よび雄は剖検前日までの計43日臥 雌は交尾成立後，  

妊娠，分娩を経て晴育3日まで（41、52日間）とし，プラ  

スチック製胃ゾンデを用いて1日1回，午前中に強制経  

口投与した．投与液量は5mL／kgとし，至近測定日の体  

重を基に算出した．   

被験物質はコーン油に溶解させ，投与に供するまで冷  

蔵保存し，調製後8日以内に使用した．投与開始前に投  

与液中の被験物質の安定性および濃度を確認した．   

4．反復投与毒性に関する観察・模査  

1）一般状態   

全例について生死，外観，行動等を投与前および投与  

後に毎日観察した．死亡動物は発見後速やかに剖検し  

†∴  

2）体重および摂餌量   

体重は，雌雄とも投与開始日，投与開始後3，7，14  

日，およびその後週1回，交尾した雌は妊娠0，7，14，  

20日および晴育0，4日に測定した（交尾確認日を妊娠0  

日，分娩確認日を晴育0日とする）．また，雄では投与  

開始日の体重を基準に，雌では交配前期間，妊娠期間，  

哺育期間をそれぞれ投与開始日，妊娠0日，哺育0日の  

体重を基準に体重増加量を算出した．摂餌量は，交配期  

間を除き体重測定日に測定した．  

3）雄の尿検査   

解剖日の2日前に各群6匹の新鮮尿を採取し，PH，蛋  

白，グルコース，ケトン体，ヒリルビン，潜血，ウロビ  

リノーーゲン（試験紙法，マルテイスティソクス：マイル  

ス・三共（槻）を尿分析器（クリニテック100：マイルス・  

三共（槻）により測定し，尿沈撞（Sternheimer－Malbln染  

色標本）を検査した．また，約21時間蓄尿について，尿  

量を計量し，比重（屈折法）を尿比重計（ユリコンS：（槻ア  

タゴ）により測定した．  

4）雄の血液学横査   

雄の仝生存動物について，解剖日の前日から約21時  

間絶食させ，チオペンタールナトリウム（ラボナ山ル：田  

辺製薬㈱）の腹腔内投与による麻酔下で後大静脈より採  

取した血液の一部をEDTA2Kにより凝固阻L［し，赤血  

球数（シースフローDCインピーダンス検出法），白血球  

数（RF／DCインピーダンス検出法），血小板数（シースフ  

ローDCインピーダンス検出法），ヘモグロビン濃度  

（SLSヘモグロビン法），ヘマトクリソト値（赤血球パル  

ス波高値検出法）を多項目自動血球分析装置（NE－4500：  

東亜医用電子（槻），白血球百分率（Wright染色塗抹標本）   

を血液細胞自動分析装置（MICROXHEG－70A：オムロン  

㈱），網状赤血球数（アルゴンレーザーを用いたフローサ   

イトメトリー法）を自動網赤血球測定装置（R－2000：東亜  

医用電子㈱）により測定した．また，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．  

548  

－407－   



2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート  

し，その日を妊娠0日とした．交尾した対は雌雄を分離  

し，以後の検査に供した．これらの結果から，交尾所要  

日数（交配開始後，交尾成立までに要した日数），交尾成  

立までに逸した発情期の回数，交尾率〔（交尾動物数／同  

居動物数）×100〕，受胎率〔（受胎動物数／交尾動物  

数）×100〕を算出した．  

の比較を行った．その他の計数データはFisherの直接  

確率法により検定した，有意水準は5％とし，新生児に  

関するデータは各母動物ごとに算出した平均値を標本単  

位とした．なお，1000mg／kg群の雄1例は投与開始後  

25日に上切歯を破損し，体重増加不良を示したため，  

生殖機能検査以外の以後のデータを集計から除外した．  

結果   

1．反復投与毒性  

1）死亡動物  

1000mg／kg群の雌で，投与開始後2，6および38日  

（妊娠23日）にそれぞれ1例が死亡した．投与初期の死亡  

例には，死亡1～2日前にラッセル音，自発運動低下，  

呼吸困難あるいは不整呼吸などが認められた．また，妊  

娠後期の死亡例には投与開始後31日（妊娠16日）から攣  

縮および挙尾が死亡前日まで観察された．   

この他，対照群の雌1例が妊娠23日に分娩を開始した  

が，体温低下および蒼白を示して翌日に死亡した．  

2）一般状態  

1000mg／kg群で，攣縮および挙尾が，雄で投与開始  

後36日，雌で31日からそれぞれ4および3例で認められ，  

さらに一部の動物には間代性痙攣あるいは不整呼吸が観  

察された．これらの症状は，投与時の保定などの刺激に  

より発症し，数分間持続した後消失した．また，投与直  

後の流誕が雌雄で投与開始後7日から認められた．一部  

には投与前から発症する動物もみられ，投与終了時まで  

には雌雄ともほぼ仝例で観察された．   

200mg／kg群では，雌で同様の流湛が投与開始後14日  

に4例で観察された．   

その他，軟便，紅涙，脱毛が各群で散見されたが，  

1000mg／kg群で多発する傾向がみられなかったことか  

ら，被験物質との関連はないと判断した．   

3）体重（Fig．1，2）  

1000mg／kg群の雌で，体重増加量が妊娠7および14  

日に有意な低値を示し，その後も哺育4日まで体重およ  

び増加量とも低値で推移した．また，雄でも有意差は認  

められなかったものの，交配以後の体重は低値傾向を示  

した．   

その他，200mg／kg群の雄の体重増加量が投与開始後  

41日に有意な高値を示したが，1000mg／kg群では増加  

傾向はなく，偶発変化と判断した．  

4）摂餌量  

1000mg／kg群の雌で，投与開始後7および14日に有  

意な高値を，哺育4日に有意な低値を示した．   

雄では対照群と被験物質投与群との間に有意な変化は  

認められなかった．  

5）雄の尿検査  

1000mg／kg群で尿量が有意な高値を示したが，生理  
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2）分娩・晴育状態   

交尾が確認された雌は仝例を自然分娩させ，分娩状態  

を観察した．午前9時の時点で分娩が完了している動物  

を当該日分娩とし，その日を哺育0日とした．その後，  

新生児を生後4日（晴育4巨］）まで哺育させ，授乳，営巣，  

食殺の有無等の哨育状態を毎日観察した．   

母動物は，哺育4日の剖検時に卵巣，子宮を摘出し，  

黄体数および着床数を検査した．分娩しない雌は交尾確  

認後26日に剖検し，肉眼的に着床が認められない動物  

の子宮は10％硫化アンモニウム水溶液に浸漬して着床  

の有無を確認した．また，全新生児が死亡した母動物は  

その時点で剖検した．これらの結果から，妊娠期間（妊  

娠0日から出産が確認された日までの期間），出産率  

〔（生児出産雌数／受胎雌数）×100〕，着床率〔（着床数／  

黄体数）×100〕，分娩率〔（総出産児数／着床数）×100〕  

を算出した．  

3）新生児の観察・検査  

（1）新生児の観察   

晴育0日に出産児数（出産生児数，死産児数），性別お  

よび外表異常の有無を検査した．その後，一般状態，死  

亡の有無を晴育4日まで毎日観察した．晴育0および4  

日の生存児敷から出生率〔（出産生児数／総出産児数）×  

100〕，新生児の4日生存率〔（晴育4日生児数／出産生児  

数）×100〕を算出した．  

（2）体重   

哺育0および4日に全生存児を個体ごとに測定した、  

また，晴育0日の体重を基準に体重増加量を算出した．  

（3）剖検   

哺軍4日に全生存児の口腔を含む外表を検査した後，  

親動物と同様にして安楽死させ，剖検した．死亡動物は  

食殺等で検査に耐えないものを除き，10％中性リン酸  

緩衝ホルマリン液に浸潰・固定後，実体顕微鏡下で剖検  

した．  

6．統計解析   

計量データについては，パラメトリックデータは  

Bartlett法による等分散性の検定を行い，分散が一様の  

場合は一元配置分散分析を行った．分散が一様でない場  

合およびノンパラメトリックデータはKruskal－Wa11isの  

検定を行った．群間に有意な差が認められた場合は  

Dunnett法またはDunnett型の多重比較を行った．計数  

データのうち，尿検査の定性所見および病理組織所見は  

axbのズ2検定を行い，有意差が認められた場合は  

Armitageのx2検定により対照群と各被験物質投与群間  
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2－（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート  

的変動範囲内の値であったことから，偶発的な変化と判  

断した．その他の検査項目には有意な変化は認められな  

かった．  

6）雄の血液学積査（Tab】el）   

200mg／kg以上の群でヘモグロビン濃度およびヘマト  

クリット値が有意な低値を，網状赤血球比が有意な高値  

を，1000mg／kg群で赤血球数，平均赤血球容積および  

平均赤血球血色素量が有意な低値を示した．また，1000  

mg／kg群で白血球数が有意な高値を，白血球百分率で  

はリンパ球が有意な低値を示し，実数換算値で分乗核球  

数の有意な増加が認められた．なお，同群の単球数も有  

意な高値を示したが，百分率では有意差は認められず，  

生理的変動範囲内の値であった．  

7〉 雄の血液生化学検査（Table2）  

1000mg／kg群で尿素窒素が有意な高値を示した．そ  

の他，ナトリウムが有意な低値を示したが，生理的変動  

範囲内の値であったことから，偶発的な変化と判断した．  

その他の検査項目には有意な変化は認められなかった．  

8）器官重量（Table3）   

雄では，1000mg／kg群で肝臓および腎臓の相対重量  

が有意な高値を示し，絶対重量でも高値の傾向がみられ  

た．また雌では，1000mg／kg群で副腎の絶対重量およ  

び相対重量，腎臓の相対重量が有意な高値を示した．   

この他，1000mg／kg群で雄の脳および精巣上体の絶  

対重量が有意な低値を，雌の心臓の相対重量が有意な高  

値を示したが，相対重量あるいは絶対重量では明確な変  

化はみられなかったことから，体重増加抑制が反映した  

ものと考えられた．また，200mg／kg群で雄の胸腺の絶  

対重量が有意な高値を示したが，1000mg／kg群では同  

様の変化は認められなかったことから，偶発変化と判断  

した．  

9〉 剖積所見   

前胃壁の肥厚が1000mg／kg群の雄の全例，雌では死  

亡例を含めて10例に認められた．肥厚した前胃粘膜の  

表面は粗造であった．この他，1000mg／kg群の雌の死  

亡例では全例に肺水腫が認められた他，牌臓の小型化，  

心房拡張，肝臓のうっ血，腺胃の潰瘍，腺胃粘膜の充血，  

副腎の腫大および胃腸管の鼓張などが観察された．   

対照群の雌の死亡例では子宮および胸腺の出血が認め  

られた，また，仝新生児が死亡した母動物では，1000  

mg／kg群の1例で胸腺の′ト型化，子宮および月窒の出血，  

200mg／kg群の1例で腎臓の槌色，脾臓の褐色化および  

腫大が認められた．   

この他，対照群を含む各群で種々の変化が認められた  

が，いずれも1例のみであったことから偶発所見と判断  

した．  

10）組織所見（Table4）   

被験物質に起因する変化が雌雄の脳，脊髄，前胃およ  

び雌の胸腺で認められた．脳では，橋の赤核脊髄路領域  

の神経線推の変性が1000mg／kg群の雄3例，雌4例で左  

右対称性に観察された．脊髄でも，背側後脊髄小脳路の  

神経線維の変性が1000mg／kg群の雄8例，雌6例で左右  

対称性に観察され，雌雄とも発現頻度に有意差が認めら  

れた．前胃では，粘膜上皮の増生が1000mg／kg群で死  

亡例も含めて雌雄仝例（死後変化の著しい投与開始後2  

日の死亡例を除く）で認められた．多くの例ではさらに  

増生した粘膜の下織に水腫と炎症性細胞浸潤を伴ってお  

り，発現頻度に有意差も認められた．雌の胸腺では，萎  

縮が対照群，40，200および1000mg／kg群でそれぞれ2，  

0，2および6例に認められ，有意差は認められなかった  

ものの，1000mg／kg群で高頻度に発現した．これらの  

うち，1000mg／kg群の6例中5例は死亡動物あるいは仝  

新生児が死亡した母動物であった．  

1000mg／kg群の雌の死亡例では，肺の水腫が仝例，  

脾臓の自陣髄の萎縮が2例，下顎および腸間膜リンパ節  

のリンパ小節の萎縮が1例に認められた．   

対照群の死亡例では子宮と胸腺に出血が認められ，子  

宮の大量出血が原因で衰弱し，死亡したものと考えられ  

た．   

この他，対照群を含む各群で種々の変化が認められた  

が，自然発生性に認められる変化であり，1000mg／kg  

群で多発する傾向はみられなかったことから，偶発所見  

と判断した．  

2．生殖発生毒性  

1）生殖機能（Table5）   

未交尾動物は200mg／kg群で1対観察されただけで，  

ほとんどの交配対は交配開始後5日以内に雌が発情期を  

示して交尾し，交尾率，交尾所要日数および交尾成立ま  

でに逸した発情期の回数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．また，非妊娠動  

物は1000mg／kg群で1例観察されただけであり，受胎  

率にも有意な差は認められなかった．なお，200mg／kg  

群の未交尾動物の雄には，剖検で精巣のノJ、型化，病理組  

織学検査では精細管のび漫性萎縮などが認められ，交尾  

不成立の原因と思われた，  

2）分娩4晴育状態（TabJe6）   

分娩の観察において，対照群の1例が妊娠23日に分娩  

を開始したが，新生児1例を娩出したのみで，分娩が完  

了しないまま翌日に死亡した．また，200mg／kg群の1  

例が妊娠24日に分娩し，授乳，児なめ，胎盤摂食，回  

集行動などの母性行動を示さず，全ての新生児が哺育1  

日までに死亡した．その他の母動物は各群とも妊娠22  

または23日に正常な分娩を示し，妊娠期間，黄体数，  

着床数，着床率，分娩率および出産率ともに対照群と被  

験物質投与群との間に有意な差は認められなかった．   

哺育期間の観察において，仝新生児死亡が，分娩遅延  

を示した200mg／kg群の1腹の他に，1000mg／kg群の3  

腹で観察された．これらの母動物には母性行動がみられ  

たが，新生児のほとんどは受乳状態が不良で，哺育2日  
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までに全例が死亡した．また，同群の他の1腹でも分娩  

日に末受乳の新生児が多数観察され，それらのほとんど  

は死亡した．その他の母動物の晴育状態には異常は認め  

られなかった．  

3）新生児に及ぼす影響  

（1）生存率（Table6）  

1000mg／kg群で，有意差は認められなかったものの，  

哺育4日の新生児数および新生児の4日生存率が低値を  

示した．本変化は母動物が晴育異常を示した4腹で新生  

児死亡が多発したことに起因しており，同群のその他の  

腹では新生児死亡はほとんど観察されなかった．出産児  

数，出産生児数，性比および出生率には対照群と被験物  

質投与群との間に有意な差は認められなかった．なお，  

1000mg／kg群の出産児数が他の群に比べて低値を示し  

たが，着床数が8および6と少なかった母動物2例の出  

産児数が反映していた．対照群でも着床数8を示す母動  

物が1例観察されており，これらを除外した場合の対照  

群および1000mg／kg群の出産児数は14．5および14．7と  

ほぼ同様の値であった．さらに，黄体数，着床宰，分娩  

率にも被験物質の影響は認められなかったことから，偶  

発変化と考えられる．  

（2）外表および一般状態   

皮下出血が対照群で出生日に1例観察された．その他  

には，1000mg／kg群で末受乳の新生児が多発した以外  

は一般状態に変化はみられず，外表異常も認められなか  

′、．  

（3）体重（TabIe6）  

10（）Omg／kg群で雌雄とも晴育0日の体重が有意な低値  

を示した．200mg／kg以下の群では雌雄とも対照群と被  

験物質投与群との問に有意な変化は認められなかった．  

なお．1000mg／kg群の体重について，全新生児死亡お  

よび死亡児が多発した腹を除いた場合，晴育0日の平均  

体重は雄7．1g，雌6．5g，また平均体重増加量は雄4．Og，  

雌3．8gと対照群とほぼ同様の値であった．  

（4）剖検   

生存動物ではいずれの群にも異常は認められなかっ  

た．また，死亡動物では胸腺頸部残留が対照群の1腹で  

1例，1000mg／kg群の2腹で2例観察されただけであっ  

たことから，被験物質に起因する変化ではないと判断し  

た．  

因により死亡した可能性が考えられる，   

病理学検査において，1000mg／kg群の雌雄で脳，脊  

髄および前胃，雌で胸腺に被験物質に起因する変化が認  

められた．すなわち，脳および脊髄では，橋の赤核脊髄  

路領域と背側後脊髄小脳路で神経線維の変性が左右対称  

性に認められた．これらは筋の運動あるいは筋緊張の調  

節に関与する神経連絡路であり，同群で投与後期に観察  

された攣縮，挙尾などの行動異常と関連する変化と推察  

される．化学構造が類似するメタクリル酸2－ヒドロエチ  

ルエステルおよび2－エチルヘキシルメタクリラートでも  

反復投与により行動異常の発現および脳の組織変化が起  

こることが報告されている34）．また，メチルメタクリ  

ラートは行動異常を誘発することが知られ5j，脳内アミ  

ンあるいは神経伝達に影響を及ぼすことが明らかにされ  

ている5、7＼ 発現機序は不明であるが，被験物質も中枢  

神経系への影響が示唆される．前胃では，剖検で肥厚が  

観察され，組織学的には粘膜上皮の増生と粘膜下級の水  

腫および炎症性細胞浸潤が認められた．化学構造が類似  

するアクリル酸のエステル化合物は，ラットの前胃に対  

し刺激性を有することが知られておりい‖）），被験物質も  

同様の刺激性を有するものと考えられる．また，胸腺の  

萎縮が1000mg／kg群の雌で高頻度に認められたが，死  

亡あるいは仝新生児死亡を示した母動物がほとんどであ  

り，死亡例の一部では牌臓の白牌髄およびリンパ節のリ  

ンパ小節の萎縮も観察された．これらの変化はストレス状  

態の動物に非特異的にみられる変化でもあることから川，  

被験物質に直接起因したものではなく，二次的に生じた  

変化である可能性が考えられる．   

器官重量では雌雄の腎臓重韻が増加の傾向を示し，雄  

では血清尿素窒素の上昇が認められたことから，被験物  

質による腎機能への影響の可能性が示唆される．また，  

雄の肝臓および雌の副腎にも重量増加が認められ，これ  

らの器官にも影響している可能性が考えられた．しかし，  

いずれも病理組織学検査では変化は認められなかったこ  

とから，影響としては軽度のものと推察される．   

雄の血液学検査では，1000mg／kg群で赤血球数，ヘ  

モグロビン濃度およびヘマトクリット値の減少，網状赤  

血球比の増加などの貧血性変化と白血球数および分葉核  

球数の増加が認められた．これらの変化は前胃の病変部  

の炎症との関連が考えられるが，貧血性変化については，  

前胃に病変が認められなかった200mg／kg群でも観察さ  

れており，被験物質による造血機能への影響が示唆され  

る．しかし，牌臓および骨髄には組織変化は認められな  

かったことから，影響としては軽度なものと考えられ  

る．   

投与直後の流挺が1000mg／kg群の雌雄および200  

mg／kg群の雌で観察されたが，一部には投与直前から  

反射的に発現する例もみられたことから，被験物質の局  

所刺激性に起因したものであり，反復投与毒性を示すも  

のではないと考えられる．  

2．生殖発生毒性   

親動物の検査において，交尾率，受胎率， 黄体数，着  

考察   

1．反復投与毒性   

反復投与による影響として，1000mg／kg群の雌雄で  

攣縮，挙尾および間代性痙攣が，投与開始後30日以上  

経過した後，投与時の保定などの刺激により発現した．  

また，同群では雌雄で体重増加抑制，雌で授乳期問の摂  

餌量減少が認められた他，雌では3例が死亡し，病理学  

検査で肺水腫が認められた．化学構造が類似する物質で  

は，中毒症状として呼吸器刺激による呼吸困難が起こり，  

肺水腫により死亡することが知られておりZ），同様な原  
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床数，着床率，分娩率，出産率，妊娠期間には被験物質  

の影響を示唆する変化は認められなかった．また，分娩  

にも異常は認められなかった．したがって，被験物質に  

よる親動物の生殖機能および分娩への影響はないと考え  

られる．一方，哺育期間の観察では，全新生児死亡が  

1000mg／kg群の母動物3例で観察された他にも，1例で  

新生児死亡が多発したことから，被験物質により哺育機  

能に何らかの障害を来した可能性が考えられる．なお，  

200mg／kg群でも全新生児死亡が1例観察されたが，分  

娩が遅延した母動物であり，対照群でも難産が1例で観  

察されていること，200mg／kg群では本動物以外に新生  

児死亡が多発した例がなかったことなどから，被験物質  

との関連はない偶発的なものと考えられる．   

新生児の検査において，出産児数，出産生児数，性比  

および出生率に被験物質の影響はみられなかったが，  

1000mg／kg群で低体車および新生児の4日生存率の低下  

が認められた．仝新生児死亡あるいは死亡が多発した腹  

以外の新生児の体重および4日生存率は対照群とほぼ同  

様な値を示していたことから，低体重および4日生存率  

の低下は母動物の晴育機能障害に起因したものである可  

能性が考えられる．外表検査，一般状態および剖検では  

被験物質に起因する変化は認められなかった．  

以上のように，本試験では反復投与による一般毒性学  

的影響として，200mg／kg以上の群の雄で貧血性変化が  

認められ，1000mg／kg群では雌雄で行動異常，体重増  

加抑制，脳，脊髄および前胃の組織変化，雌で死亡，摂  

餌量減少，胸腺の萎縮が認められた．生殖・発生に及ぼ  

す影響として，親動物の生殖権能および分娩には異常は  

認められなかったが，1000mg／kg群で母動物の哺育機  

能および新生児の発育への影響を示唆する変化が認めら  

れた．したがって，本試験条件下における反復投与毒性  

に関する無影響量は雄が40mg／kg／day，雌が200  

mg／kg／day，生殖発生毒性に関する無影響量は親動物に  

対して雄が1000mg／kg／day，雌が200mg／kg／day，児  

動物に対しては200mg／kg／dayと考えられる．  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Tablel HematologicalexaminatlOnlnmalerチtStreatedorallywith2－（dimethylamino）ethylmethacrylateinthe  
COmbinedrepeatdoseandreproductlVe／developmentaltoxicltySCreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  40  200  1000  

Numberofanimaよs  ユ2  

RB（二  ×10リ“L  881．7±43．6  

ユ2  

861．7 ± 24．0  

46，22 ±1．56  

ユ5．78± 0．44  

19．28 ± 4．58  

53．65±1．18  

ユ8．33 ±0．44  

34．16 ±0．60  

99．33 ±10．04  

79．35 ±2ユ．47  

82．2 ±6．5  

1ユ．2 ± 5．0   

0．3 ± 0，5   

0．7 ± 0．9   

0．0 ± 0．0   

5．8 ± 2．8  

65．7 ±19．6  

8．5 ± 2．9   

0．3 ±0．5   

0．6 ± 0，7   

n．0 ± 0，0  

4．5 ± 2．4  

12  

859．8±36．7  

44．84 ±1．26＊  

ユ5．28± D．40＊  

21．56 ±3．57＊  

52．23 ± 2．08  

17．78 ± 0．74  

34．08 ±0，77  

106．43 ±13．86  

91．29±23．38  

81．7 ± 6．3  

10．0±3．7  

0．2 ± 0．4   

0．9 ± ユ．ユ   

0．0±0．0  

7．3 ± 3．1  

74，9 ± 21．0  

9．1±4．0  

0＿2 ±0．4   

0．8 ± 0．9  

0．0 ±0＿0   

6．3 ± 2．7  

‖  

821．6 ±34．1＊＊  

41．72±1、97＊＊  

14．24±0、74＊＊  

24．84 ±3．75＊＊  

50．81±2．30＊  

17．33±0．81＊  

34．14 ±0．66  

108．71±18．39  

96．20±23．80＊  

74．5 ±7．3＊  

17．0 ± 8．4   

0．5±0．7   

0．5 ±0．7   

0．0 ±0．0   

7．5 ±3．3  

71，5±20．2  

16．3 ± 7．8＊  

0．5 ±0．7  

0．5 ± 0．7  

0．0±0．0  

7．3 ±4．0＊  

Hematocrit  ％  

HenlOglobln g′／diノ  

RetlCUlocyle   ％l）  

MCV  fヱ  

MCH  pg  

MCHC  ％  

Pla†elet  XlOリーノL  

46、73 ±2．45  

ユ5．9ユ ±0．69  

17．81±2．61  

53．02 ±1．73  

18＿07 ± 0，60  

34．05± 0．64  

97．50 ±14．74  

WBC  XlOJ／′JL  73．37±i5．08  

Dlflerentlalleukocyte〔OuntS ％  

82．2 ± 5．3  

11．8 ± 3．6  

0．6 ±0．7  

0．5 ±0．7  

0．0±0．0  

4．9± 3．0  

60．0±11，1  

8．8 ±3．9   

0．6 ± 0．7   

0．5 ± 0．7  

0．0 ± 0．0  

3．8 ± 2．7  

l，ymPhocytes   

Neutrophlls  

Segmented  

band   

f二osinophils   

Basophlls   

Monocytes  

Dlfferentla＝eukocyte（ニOuntS XlO∠／LJL  

I．ymphocytes   

Neutrophlls  

Segmented  

band  

I三oslnOPhlls   

f3asophlIs   

Monocytes  

ValuesareexpressedasMean±SD．  

Slgnlficantlydlfferentfromcontrol：＊，Pく0．05，＊＊，P＜0・01．   

Table2 BloodchemicalexaminatlOnlnrnaleratstrFatedorallywith2（dlmethylamino）ethylmethacrylate  
inthecombinedrepeatdoseandreproductlVe／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  40  200  1000  

Numberofanlmals  

GOT  

GPT  

LIjH 

γイ；TP  

ALP  

Total blllrubin 

Urea nltrogen 

Creatlnlne  

Ghcose  

Tclal Cholesteroi 

Triglyceride  

Total proreln 

Albumln  

A／GratlO  

12  

95．0 ±15．4  

27．6 ± 7．9  

178．0 ±61．9   

0．0 ±0．0  

269．8 ±43．4  

0．13 ±0．07  

14．44 ±2．15  

0．49±0．09  

128．0 ±16．0  

52．3 ±12．2  

26．8 ± ユま3  

6．84 ± 0．34  

3．38 ±0．13  

0．979 ±0．055  

12  

96．8 ±14，7  

2ユ．2 ±3．4  

166．7 ± 79．6   

0．0 ±0．0  

268．2 ±42．3  

0．13 ±0．05  

13，89 ±1．53  

0．50 ±0．06  

124．3 ±13，8   

56．0 ±10．5  

35．3 ±14．5  

6．90 ±0．31  

3．37 ± 0．13   

0．955 ± 0，065   

7．60 ± 0．35  

9．23 ±0．30  

144．6 ±1．1  

4．51± 0．19  

98．6 ±1．7  

12  

94．3 ±14．7  

22．1± 4．5  

142．6±40．1   

0．1± 0．3  

271．8±29．2  

0．11±0．03  

14．79 ±1．66  

0．51±0．05  

130．5 ±13．4  

51．8 ± 9．6  

33．2 ± 7．4  

6．84 ±0．27  

3．33 ±0．11  

0．946 ±0．030  

7．50±0．50  

9．08 ±0．26  

ユ44．4 ± ユ．0  

4．45 ±0．26  

99．8 ± 2．1  

11  

96．1±13．5  

23．5±4．8  

162．5 ±33．8   

0．1±0．3  

272．4±52．5  

0．14 ±0．05  

16．46 ±1．79＊  

0．54 ±0．07  

135．1±15．6  

63．7 ±13．4  

29．7±9．4  

7．04 ±0．28  

3．46 ±0．15  

0．970±0．043   

7．81±0．48  

9．15 ±0．28  

143．ユ ±1．0＊＊  

4．55 ±0，20  

98．3 ± 2．5  

L
 
，
L
 
L
 
L
 
L
 
T
し
 
 

h〕rganlCphosphate mg／dL  7．50±0，63  

mg／dL  9．19±0．23  

mmol／L  144．8 ± 0．6  

mmol／L  4、33 ±0．20  

mmol／L  99．8 ± 2．3  

Ca  

Na  

K  

Cl  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
Slgnificantlydlfferentfromcontrol：♯．P＜0．05，’＊，P＜0．01  
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Table3 Absoluteandrelativeorganweightsinratstreatedorallywith2－（dimethylamino）ethylmethacrylateinth。  

COmbinedrepeatdose、andreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  40  200  1000  

Male   

Numberofanimals   

Bodyweight g   

Absoluteorganweight  

Brain  g  

Pituitary mg  

Thyroid mg  

ThymuS mg  

Heart  g  

Liver  g  

Spleen g  

Kidney g  

Adrenal mg  

Testis  g  

EpididymlS g   

Relativeorganweight  

Brain  g％  

Pltuitary mg％  

12  

432．1±40．2  

2．123± 0．066  

13．17±1，32  

20．52±3．07  

235．5±36．4  

1．367±0．185  

10．936±1．371  

0．651±0．058  

2．858 ± 0．254  

57．34±6．95  

3．338±0．257  

1．209 ± 0．092  

0．493±0．045   

3．07 ±0．35   

4．74 ± 0．52  

54．74 ± 8．64  

0．316± 0．028  

2．526±0．108  

0．150±0．007  

0．663±0．046  

13．30±1．35  

0．778±0．092  

0．283 ±0．036  

12  

444．3 ±41．1  

2．123 ±0．078  

13．58 ±1．61  

20．74 ±2．44  

Z30．4±74．0  

1．315±0．125  

11．490±1．942  

0．682 ±0．109  

2．962 ± 0．272  

58．56 ± 9．53  

3．188±0．210  

1．203 ± 0．096  

0．482 ±0．049   

3．06±0．38   

4．71±0、69  

51．53 ±13．69  

0．296 ±0．017  

2．572 ±0．241  

0．153±0．019  

0．668 ±0．044  

13．21±乙03  

0．724 ±0．094  

0．273 ±0．031  

12  

459．8 ±29．6  

2．145 ±0．049  

14．14 ±2．33  

21．43 ±2．75  

291．1±45．8＊  

1．358±0．081  

11．718±1．154  

0．721±0．134  

2，969 ±0．221  

55．27 ± 6．89  

3．102 ±0／732  

1．170 ± 0．222  

0．468±0．032   

3．09 ±0．53   

4．66 ± 0．57  

63．38 ±9．81  

0．297 ±0．015  

2．547 ±0．150  

0．158 ±0．026  

0．648±0．057  

12．04 ±1．45  

0．679 ±0．166  

0．256±0．055  

11  

4ユ0．9±33．4  

2．043 ±0．053＊＊  

13．87 ±2．63  

20．37±1．41  

206．3±50．3  

1．325±0．108  

12．035±1．370  

0．712±0．118  

3．042±0，316  

52．77±6．12′  

3．292±0．206  

1．104±0．072＊  

0．498±0．037   

3．39±0．60   

4．98±0．39  

50．29±12．08  

0．324士0．022  

2．922 ±0．126＊＊  

0．173± 0．021  

0．740 ± 0．053＊＊  

12．90±1．64  

0．805±0．080  

0．270±0．029  

Thyroid  

ThymuS  

Heart  

Liver  

Spleen  

Kidney  

Adrenal  

Testis  

Epididymis  

％
％
 

％
 
 

m
g
 
m
g
m
g
 
 誠

 
 

Female   

Numberofanimals   

Bodyweight g   

Absoluteorganweight  

Braln  g  

Pituitary mg  

11  

332．0±10．6  

2．016 ±0．080  

19．25±2．84  

17．54 ±3．07  

189．5±67．4  

1．011± 0．055  

14．764±1，604  

0．562±0．059  

2．065±0．147  

74．46±8，98  

0．608±0．031   

5．80 ±0．87   

5．27±0．82  

57．23 ±20．74  

0．304 ±0．017  

4．445 ± 0．455  

0．171±0．019  

0．623 ±0．057  

22．46±2．86  

12  

324．6±23．7  

1．993 ±0．065  

20．43 ±2．65  

17．75±3，61  

192．7±47．2  

0．965 ±0．072  

14．538±1．621  

0，595 ±0．109  

1．957±0．136  

70．17± 5，86  

0．617±0．046   

6．33±0．97   

5．49 ±1．06  

60．01±17．24  

0．298±0．022  

4．474 ±0．289  

0．183 ±0．031  

0．605 ±0．049  

21．68 ±1．79  

10  

329．1±26．0  

2．026 ± 0，103  

20．26±3．19  

17．61± 2．98  

170．0± 70．8  

1．011±0．091  

14．644 ±1．759  

0．572±0．088  

2．146 ±0．171  

78．28±6．82  

0．617±0．039   

6，17±1．00   

5．37±0．93  

51．39± 21．06  

0．308±0．015  

4．449 ± 0．415  

0．174士0．020  

0．656 ±0．057  

23．83 ±1．67  

5  

303．0±16．3  

1．934 ±0．063  

19．30±3．23  

16．36±3．19  

201．4 ±61．4  

1．052±0．063  

14．094±1．181  

0．692± 0．172  

2．210±0．248  

89．80±10．05＊＊  

0．640±0．029   

6，36±1．03   

5．38±0．98  

66．48±20．45  

0．350± 0．034＊＊  

4．660±0．444  

0．228± 0．061  

0．730±0．084＊＊  

29．64 ±2．68＊＊  

Thyroid  

Thymus  

Heart  

LIVer  

Spleen  

Kidney  

g
 
g
 
 

m
 
m
 
g
 
g
 
g
 
g
 
 
 

Adrenal  mg  

Relative organ welght 

Brain  g％   

Pituitary mg％   

Thyroid mg％   

Thymus mg％   

Heart  g％   

Liver  g％   

Spleen g％   

Kidney g％   

Adrenal mg％  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
Significantlydifferentfromcontrol：＊，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  

Table4 HistopathologLCalflndingslnratStreatedorallywith2－（dimethylamino）ethylrnethacrylatelnthecombined  
repeatdoseandreproductlVe／developmentaltoxicityscreeningtest  

Organ  ScheduledsacnflCe  Scheduled sacrlfice Dead  

fTlndings  Dose（mg／kg）  0   40  200 1000  0   40   200 1000  0  1000  

Numberofanlmals  

Heart  
】nflammatorYCellinfiltrat10n，focal  ＋  

12   12   12   11  

5  ＃   ＃  1  

11  12   12   9  

0  ＃   0／1S o  

l  ＃   0／1  0  

0  ＃   0／ユ   0  

1■   3b  

Mandlbular lymph node 
Bloodabsorption   

Atrophy，iymphfoⅢcle   

Mesenterlc lymph node 
Bloodabsorption   

Atrophy，1ymphfoHicle  

PancreatlCOduodenallymphnode   

Thymus   
Hemorrhage   

Atrophy，aCute   

Spleen   
Atrophy，WhltePulp  

Bonemarrow（femur）   

Bonemarrow（sternum）   

Trachea   
DilatatlOn，traChealgland   

Lung   
Edema   

Hemorrhage，focal   

Innammatorycelllnf11tratlOn   

Stomach   
DilatatlOn，gaStricgland   

Edema   

Hyperplasla．SquamOuS，forestomach 
diffuse   

Innammatoryceulnfiltration，  
forestomach   

UIcer．forestomach   

UIcer，glandularstomach  

Duodenum   

Jejunum   

Ileum   

Cecum   

Colon   

Rectum   

LIVer   
Fattychange，hepatocyte，focal   

Microgranuloma   

NecrosIS，foca王   

Pancreas   
Atrophy，aClnuS，focal  

2  ＃   ＃  

0  ＃   ＃  

0
 
N
D
 
N
D
 
O
 
O
O
O
 
O
n
）
0
 
0
 
0
0
 
Ⅷ
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
 

0
 
 

0
0
 
0
0
＃
 
1
 
 

＃
 
＃
 
＃
 
 

3
 
 

′
／
 
 

1
 
0
 
D
 
 

N
 
 

＃
 
＃
 
＃
 
 

＃   0／1  0  

＃   0／1  0   

＃   ＃  ND／1  

｛
U
 
（
U
 
＃
 
 

0
 
（
U
 
＃
 
 

D
 
 

D
 
 

0
1
＃
 
0
3
 
2
 
 

N
 
N
D
 
O
 
3
0
0
 
 
∽
 
∽
N
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
 

0  0  0  

2  0  2  

D
 
 

0
0
 
Q
U
 
′
／
 
 

C
 
N
 
N
D
 
 

O
 
3
 
 

＝
＃
 
＃
 
 
＃
 
 

D
 
 

O
 
N
 
N
D
 
 

D
 
 

c
 
N
 
N
D
 
 
 

＃
 
＃
 
＃
 
 

l
 
r
l
 
 

l
▲
 
鋸
 
 

N
D
 
N
D
 
 
 

＃
 
＃
 
＃
 
 
 

D
 
 

O
 
N
 
N
D
 
 

＃
 
 

＃
 
 

1  ＃   0／1   4  

0  ＃   0／2   0  

〔〕  ＃   0／2   1  

2  ＃  1／2   4  

＃
 
＃
 
＃
 
 

＃
＝
甫
 
＃
 
 

⊥
†
 
 
 
＊
 
 

■
 
 
 
 
 
●
 
 

0
 
7
 
1
 
 

ハ
リ
 
n
U
 
n
U
 
 

1  0  0  

0  0  2  

0  0  9＊＊  

0  0  ＊
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1
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N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
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0
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＃
＃
＃
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0
0
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N
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 D

 
 

0
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D
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N
D
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O
 
＃
 
＃
 
＃
 
‖
耳
 
＃
 
＃
 
 

0
 
（
U
 
＃
 
＃
 
＃
 
＃
 
＃
 
＃
 
 
 

D
 
 

0
0
 
N
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
 

0  

0   

ND／1   

ND／1   

ND／1   

ND／1   

ND／1   

Nl〕／1  

＋  0  ＃  

十  1  ＃  

十  0   ＃  

＋  0  ＃  

1／1  〔）  0  

0／1  1  1  

0／ユ   0  0  

＃   0／1  0  

＃   0／1   0  

＃   0／1  1  

＃  1  1  ＃   0／1  0  

＃  1  0  ＃   0／1  0  InflamrnatorYCelllnfiltrat10n，foca1  2  ＃  

＋，Slight：＃，Notexamlned；ND，NoabnormalltleSWeredetected．  
＄，NumberofanimalsshowlngleslOn／numberofanlmalsexamlned  
a）10neanlTlaldledofdystociaatday230fgestat10n・  
b），DeadanlmalswereobsefVedat2，6and38daysaf亡ercommencementofadmimsとratjon．  
Signlficantlydifferentfromcontrol：＊＊．P＜0．01．  
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2一（ジメチルアミノ）エチルメタクリラート  

Table4 （Continued）  

Sex   

Organ  Fate  Scheduled sacrifice Scheduled sacrliice Dead  

Findings  Dose（mg／kg）  0   40  200 1000  0   40  200 1000  

Numberofanimals   

Kidney   
Basophilictubule   

Cyst   

Dilatation，tubule   

Hyalinedroplet，tubularepithelium，  

proximal  

Inflammatorycellinflltration，   
interstitium，focal   

Urinarybladder   

Testis   
Atrophy，Seminiferoustubule，  

diffuse   

Epldidymis   
DecreaselnSperm   

Serninalvesicle   

Prostate  
Innammatoryce11infiltration   

Ovary   

Uterus   

Hemorrhage  

Inflammatory cell lnfiltration 

Vagina   
Hemorrhage   

工nnammatorycellinfiltrat10n，   

1ymphocyte   

Mammarygland   

Pitultary . 
Cysticdilatation，Rathke■spouch   

Thyroid   
Ultimobranchialremnant   

Adrenal   

Braln   
Degeneration，nerVefiber   

Spinalcord   
Degeneration，nerVefiber   

Sciaticnerve   

Skin   
AtrDphy，hairfouicle  

Bone（femur）   

Bone（sterrlum）  

12   12   12  11  12  12  
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＃
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＃
 
＃
 
＃
 
＃
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．
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0   ＃  

0  ＃  

0  ＃   0／1  1  

0  ＃   0／1  1  

ND ND／3 ND／3  ND  ND  

O   ＃   0／1  0  0  

3  ＃   0／1  4  1   

ND   ＃  ND／1 ND  ND  

＋  0   ＃   ＃  1  

＋  3   ＃   ＃   2  

ND   ＃   ＃   ND  
O
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＋  0  0  0  0  4  0
 
 

0
 
N
D
 
＃
 
N
D
 
N
D
 
 
 

O
 
 

O
 
N
D
 
＃
 
N
D
 
N
D
 
 

㌍
 

N
D
 
 
 

n
U
 
＃
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 ＋，Sllght；＃，Notexamined；ND，Noabnormalitiesweredetected．  

＄，Numberofanimalsshowlnglesion／numberofanlmalsexamined  
a），Oneanimaldledofdystoclaat230fgestat10n．  
b），Deadanimalswereobservedat2，6and38daYSaftercommencementofadminlStration．  
Significantlydifferentfromcontrol：粕，P＜0．01・  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Tabie5 Fertllityandpregnancydatainratstreatedorallywith2－（dimethylamino）ethylmethacrYlatelnthe  
combinedrepeatdoseandreproductlVe／developmentaltoxicityscreenlngteSt  

Dose（mg／kg）  0  40  200  1000   

12  

12  

100．0  

12  

100．0  

12   

11  

91，7   

11  

100．0  

NumberofpalrSeXamined  12   

NumberofpalrSWlthsuccessfulmatlng  12  

Matlngindex ％∂  100．O   

Numberofpregnantfemales  12  

F（汀tllltylndex ％b  100．0  

10  

10  

100．0   

9  

90．0  

Pairlngdaysuntilmating  2．5±1．OL  3．1±1．0  3・9±3LO  2．8±1．O  

Numberofestrousstageswlthoutmatlng O．0±0．0  0．0±0．0  0．1±0・3  0．0±0．0  

a）Matingindex（％）＝（NumberofpalrSwithsuccessfulmatlng／numberofpalrSeXamined）×10O  

b）Fertllityindex（％）＝（Numberofpregnantanlmals／numberofpalrSWlthsuccessfulmating）×100  

c）ValuesareexpressedasMean±S．D，  

Table6 Deliveryandlitterdatainratstreatedorallywith2－（dimethylamino）ethylmethacrylatelnthecombined  
repeatdoseandreproductive／deveiopmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  40  200  1000   

12  

12  

100．0   

22．6 ± 0．5   

17．6 ±1．6  

16．4 ±1．6   

93．6 ± 8，1   

94．7 ± 4．8  

15．5 ±1，2   

15．5 ±1．2  

100．00 ± 0．00  

0▲86（86／10（））  

15，5±1．2  

100．00 ± 0．00  

6．6 ± 0．4  

6．3 ± 0．5  

10，4 ± 0．9  

9．8 ±1．0  

3．7 ± 0．7  

3．6 ± 0．6  

11  

11  

100．0  

22．6 ±0．7  

16．8 ±1．7  

15．6 ± 2．5  

92．6 ± 7．8  

85．4 土15．1  

13．6 ± 4．1   

13．1± 5．1  

93．18 ±22．61  

0＿87（67／77）  

14．0 ±3．7  

89．78 ±29．88  

6．9 ± 0．7   

6．5 ± 0．7   

10．8 ± 2．0  

10、4 ± 2，0  

4．0 ±1．5   

3．9 ±1．5  

Numberoffemalesexamlned   

NumberoffemaleswithllVePupS  

Gestat10nlndex ％ 

Gestat10nlength（days）   

Numberofcorporalutea¢   

Numberoflmplantat10nSlteS  

ImplantatlOnlndex ％一’  

Deliverylndex ％ 

NumberofpupsdellVel－ed   

NumberofllVePuPSOndayO  

LIVeblrthlndex ％〔l  

SexratlO（rnale／female）   

NumberofllVePuPSOnday4  

Vlabllltylndexonday4 ％ 

Body welght oi pups g 

OrldayO male  

female  

Onday4  male  

female  

Bodywelghtgainoft）uPS g  

dayOto4 male  

female  

12  

11  

91＿7  

22．9 ±0．3r  

17．3 ±1．9  

15．6 ± 2．9  

89．5 ±12．3  

89．7 ± 5．9  

14．5 ±1．4  

14．3 ±1．6  

98．03 ±4．52  

1．18（85／72）  

14．0 ±1．5  

98．16 ± 3．18  

7．2 ± 0．4   

6．8 ±0．6   

11．1±1．1  

10．7 ±1．3  

3．9± 0．9   

3．9 ±0．9  

8  

8  

100．0  

2乙8±0．5  

16＿9 ±4．9  

14．8 ± 4＿9  

86．2 ±11．6  

88．9 ± 8．2  

12．6 ±4，5  

11．0 ± 3，7  

89．06 ±12．64  

0．83（40／48）   

7．8 ± 4．2  

51．51± 50．48  

6．4 ±1．1＊   

6．0 ±0．9＊  

10．2 ± 2．5   

9，8 ±1．8  

3．4 ±1．4   

3．5 ±0．8  

a）GestatlOnlndex（％）＝（NumberoffemaleswlthllVePuPS／numberofpregnantfemales）×100  
b）lmplantationindex（％）＝（NumberofimplantationslteS／numberofc？rpOralutea）×100  

c）DellVerylndex（％）＝（Numberofpupsdelivered／numberoflmPlantatlOnSlteS）×100  
d）LIVeblrthlndex（％）＝（NumberoflivepupsondayO／numberofpupsdellVered）×100  
e）Vlabilltyindex（％）＝＝（Numberoflivepupsonday4／numberofllVePuPSOndayO）×1OO  
f）ValuesareexpressedasMean±S．D．  

SlgnlflCantlydlfferentfromcontrol：＊．Pく0．05・  
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