
ル（カルポキシメチル）一代ルジメチルートドデカナミニウムの細菌を用いる復帰変異試験  

ReverseMutationTbstofⅣ一（Carboxymethyl）－NMimethyl，トdodecanaminium，  

innersaltinBacteria  

3．被験物質   

Ⅳ一（カルポキシメチルト凡ルジメチルートドデカナミニ  

ウム（ロット番号：3047，花王（東京）提供）は，純度27．1  

％の徴黄色透明液体である．被験物質は使用時まで室温，  

遮光に密閉容器で保存した．実験終了後，残余被験物質  

を分析した結果，安定性に問題はなかった．  

4．被験物質溶液の調製   

注射用水（DW：大塚製薬工場）を用いて最高用量の溶  

液を調製した後，同溶媒で所定用量に段階希釈し，速や  

かに試験に使用した．被験物質の秤量に際しては純度換  

算（27．1％）を実施した．  

5．陽性対照物質   

陽性対照物質として下記のものを用いた．陽性対照物  

質溶液は，あらかじめ所定の濃度に調製し，－800C以下  

に凍結保存したものを使用した．   

AF－2：2一（2∵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）  

NaN3：アジ化ナトリウム （和光純薬工業）  

9－AA：9てミノアクリジン塩酸塩  

（Sigma－AldrichFineChemicals）  

2－AA：2－アミノアントラセン（和光純薬工業）   

NaN3はDWに，その他はDMSOに溶解したものを使  

用した．  

6．培地およびS9mixの組成  

1）トップアガー   

アミノ酸水溶液として，精製水を用いて0．5mmol／L  

Dゼオテン，0．5mmol／Lしヒスチジン混合水溶液（サル  

モネラ用）または0．5mmol／LI；トリプトファン水溶液  

（大腸菌用）を調製し，これをろ過滅菌後，冷蔵庫に保管  

した．精製水100mLに対して，粉末寒天（Bacto■agar，  

Difco社）0．6g，塩化ナトリウム0．5gの割合で加え，オー  

トクレーブで滅菌し完全に溶解させた後，上記のアミノ  

酸水溶液を1／10量加えて混和し，約450cに保温した．   

2）最少グルコース寒天平板培地   

クリメディアAM－N培地（オリエンタル酵母工業）を  

購入し，使用した．なお，培地1Lあたりの組成は下記  

のとおりである．  

硫酸マグネシウム・七水塩  0．2g  

クエン酸・一水塩  2g  
リン酸ニカリウム・無水塩  10 g 

要約  

Ⅳイカルポキシメチルト軋Ⅳジメチルートドデカナミニ  

ウムについてSalmonellatyphImunumTAlOO，TA1535，  

TA98，TA1537およびEscherichla collWP2uvTA／  

pKMlOlを用いる復帰変異試験を実施した．   

予備試験の結果をもとに本試験では，S9mix非共有  

下のTAlOO，TA1535は78．1～2．44FJg／plate（公比2）の6  

用量，WP2uvzA／pKMlOlは156～2．44FLg／plate（公比2）  

の7用量，TA98，TA1537は39．1～0．610FLg／plate（公比2）  

の7用量を，S9mix共存下のTAlOO，TA1535は313～  

9・77／Lg／plate（公比2）の6用量，WP2uvIA／pKMlOlは  

2500一し39．1FLg／plate（公比2）の7用量，TA98，TA1537は  

625、9．77FLg／plate（公比2）の7用量をそれぞれ設定し  
た．   

2回の本試験の結果，S9mixの有無にかかわらず，い  

ずれの菌株においても陰性（溶媒）対照値の2倍以上を示  

す復帰変異コロニー数の増加は認められなかった．   

以上の結果から，Ⅳ－（カルポキシメチルトNルジメチ  

ルー1ドデカナミニウムは本試験系において変異原性を  

有さない（陰性）と判定した．  

方法   

1．テスト菌株   

カT）フォルニア大学B．N．Ames教授より1983年5月27  

日に入手したSalmonellatyphImuI－jumTA98，TAlOO，  

TA1535，TA15371）および日本バイオアッセイ研究セン  

ターより1997年9月18日に入手したEscムerJc揖a coノJ  

WP2uvrA／pKMlO12）の5菌株を用いた．テスト菌株は  

菌懸濁液にジメチルスルホキシド（DMSO：関東化学）を  

加え，0．2mLずつ小分けしてドライアイス・アセトン  

中で急速凍結した後，超低温槽で－800C以下に凍結保存  

したものを使用した．これら菌株はアミノ酸要求性，紫  

外線感受性，膜変異，薬剤耐性などの遺伝的特徴を事前  

に調べ，特性を備えていることを確認した．  

2．テスト菌樵の前培養   

L字型試験管に2．5％ニェートリエントブロス（0ⅩOid  

NutrientBrothNo．2，0ⅩOid社）溶液を10mL分注し，こ  

れに凍結保存した菌懸濁液を解凍して20〃Lを接種し  

た・370Cで8時間振塗培養した後，濁度計を用いて菌濃  

度を測定し，生菌数が1×109／mL以上であることを確認  

した．  
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伸（カルポキシメチル）叫仲ジメチルー1一ドデカナミニウム  

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（伊那寒天BA－30A）  

1．92g  

O．66g   

20 g 

15g   

結果及び考察   

1．予備試験   

予備試験をSalmonella typhlmuI・iumTAlOO，TA1535，  

TA98，TA1537およびEscherlchIa collWP2uvrA／  

pKMlOlを用いて5000，1250，313，78．1，19．5，4．88，1．22  

FLg／plateの7用量で実施した結果，S9miⅩの有無にかか  

わらず，いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の  

増加は認められなかった．また，S9mix非共存下では  

TAlOO，TA1535，WP2uvLA／pKMlOlの78．1FLg／plate以  

上，TA98，TA1537の19．5FLg／plate以上で，共存下では  

TAlOO，TA1535，TA98，TA1537の313FLg／plate以上，  

WP2uvrA／pKMlOlの1250FLg／plate以上で抗菌性が認め  

られた．なお，S9mixの有無にかかわらず，いずれの  

被験物質処理群においてもプレート上に沈殿物は認めら  

れなかった．従って本試験では，S9mix非共存下の  

TAlOO，TA1535は78．1，39．1，19．5，9．77，4．88，2．44pg／plate  

の6用量，WP2uvtA／pKMlOlは156，78．1，39，1，19．5，  

9．77，4．88，2．44FLg／plateの7用量，TA98，TA1537は39．1，  

19．5，9．77，4．88，2．44，1．22，0．610FLg／plateの7用量を，共  

存下のTAlOO，TA1535は313，156，78．1，39．1，19．5，9．77  

FLg／plateの6用量，WP2uvIA／pKMlOlは2500，1250，  

625，313，156，78．1，39．1FLg／plateの7用量，TA98，  

TA1537は625，313，156，78．1，39．1，19．5，9．77FLg／plateの7  

用量をそれぞれ設定した．  

2．本試験   

試験の結果をTablel，2に示した．本試験を2回実施  

した結果，S9mixの有無にかかわらず，いずれの菌．株  

においても陰性（溶媒）対照値の2倍以上を示す復帰変異  

コロニー数の増加は認められなかった．また，S9mix  

非共存下ではTAlOO，TA1535の39．1FLg／plate以上，WP2  

uvTA／pKMlOlの78．1FLg／plate以上，TA98，TA1537の  

19．5FLg／plate以上で，共存下ではTAlOO，TA1535の313  

FLg／plate，WP2uvrA／pKMlOlの1250FLg／plate以上，  

TA98，TA1537の313FLg／plate以上で抗菌性が認められ  

た．なお，S9mixの有無にかかわらず，いずれの被験  

物質処理群においてもプレート上に沈殿物は認められな  

かった．   

なお，S9mix非共存下および共存下において陽性対  

照が各菌株に誘発した復帰変異コロニー数は，各菌株の  

陰性対照の復帰変異コロニー数と比較して，明らかに2  

倍を超えて増加し，陽性の結果を示した．   

以上の結果から，Ⅳ－（カルポキシメチル）－NⅣ－ジメチ  

ルー1－ドデカナミニウムは本試験系において変異原性を  

有さない（陰性）と判定した．   

なお，Ⅳ－（カルポキシメチル）一凡ルジメチルー1－ドデカ  

ナミニウムは当試験施設で並行して実施したほ乳類培養  

細胞を用いる染色体異常試験では陰性の結果が報告され  

ている3）．また，類似化合物であるL－ArginineL－gultamate  

4）は，細菌を用いる復帰変異試験で陰性の結果が報告さ  

れている．  

径90mmのシャーレ1枚あたり30mLを流して固めて  

ある．  

3）S9mix   

S9mixlmLあたり以下の組成で調製し，使用時まで  

水中に保存した．  

0．1mL  

8〃mO1  

33／∠mO1  

5 /Imol 

4／∠mO1  

4〃mOl  

S9＊  

塩化マグネシウム  

塩化カリウム  

D－グルコース6一リン酸  

β－NADPH  

β－NADH  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100／」mOl  

滅菌精製水  残量   

＊：購入したS9（キッコーマン）を使用した．このS9は，  

7週齢の雄のSD系ラットにフユノパルビタールと5，6－  

ベンゾフラボンを併用投与して作製した肝ホモジネート  

の9000×g遠心上清分画である．   

7．試験方法   

試験はプレインキュベーション法で実施した．   

滅菌した試験管に被験物質溶液を0．1mL，0．1mol／L  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）を0．5mLおよび菌懸  

濁液を0．1mL加え，370Cで20分間振盈培養した．S9  

mixを共存させる場合には，0．1mol／Lナトリウムーリン  

酸緩衝液の代わりにS9mixを0．5mL添加した．プレイン  

キュベーション後，トップアガー2mLを上記の混合液  

に加え混和し，最少グルコース寒天平板培地上に重層し  

た．重層したトップアガーが凝固した後，370Cで48時  

間培養した．   

実体顕微鏡を用いて菌叢の生育状態を観察し，被験物  

質による抗菌性の有無を調べた後，目視により被験物質  

の沈殿の有無を確認した．プレート上の復帰変異コロ  

ニー数を自動コロニーカウンターで計測した．予備試験  

は各用量につき1枚のプレートを使用した．本試験は各  

用量につき3枚のプレートを使用し，再現性を確認する  

ため2回実施した．また，被験物質溶液の代わりに陰性  

対照物質（溶媒）および各菌株毎の陽性対照物質を用い  

て，被験物質群と同様の操作を行う対照群を設けた．   

8，試験結果の判定基準   

いずれかの試験菌株で，S9mixの有無にかかわらず，  

被験．物質用量の増加にともなって復帰変異コロニー数  

（平均値）が陰性（溶媒）対照値の2倍以上に増加し，さら  

にその増加に再現性が認められる場合に，当該被験物質  

は変異原性を有する（陽性）と判定した．なお，試験結果  

の判定には統計学的手法は用いなかった．  
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伸（カルポキシメチル）一札仙ジメチルー1一ドデカナミニウム  

TablelMutagenicityofN（carboxymethyl）－NNdimethyl－1－dodecanaminium，innersaltinbacteria（Ⅰ）  

NumberofrevertantS（numberofcolonies／plate，mean±S．D．）  
Testsubstance  

S9mix   dose（jLg／plate）  Base－pairchangetype  Frameshifttype  

TAlOO   TA1535   WP2日舶／pkMlOl   TA98   TA1537   

123   13   84  19   10  

Oa）  1  8  2  8（  9）  
3享モ±呂i        1冒3【±1主雲i  1＝ ±蓋う   主…‡±3ま    10（±1）  

18  

0．610   NTb）   NT   NT  1  

…古宣±ヨ主   壬去巨±1壬∃  

17  

1．22   NT   NT   NT  
去岩至±1塁i   1＝±1冒弓  

135   91   17   9  

2．44  1   1   18（ 
田  

10   72   
S9mix  

18   13  

4．88   10   1   
1   

100            1呂呈モ ±主ヨ  壬？‡±？i  岩主‡±子2；  三宝‡±告∃  主2【±1…∃  

10   97   17   9  

9．77   1  1  1   9  98            壬主言！±壬3う  ＝ ±？ミ  ミ告モ ±去i  ≡喜 と ±1彗う  王3‡±19∃  
13   83   14＊   9＊  

19．5   1   7   101            ぷ宣 ±10喜i  1＝ ±3ミ  写喜巨 ±買主  壬箋：‡± 1号i  1針 ±12i  

6＊   71   9＊   0＊  
39．1   i  

85＊            ・i  ・  ぷ‡± 2∃  昌孟∈ ±雪子i           ●  針 ± 3∃  

0＊  0＊  61＊  
78．1  

±呂主   ・幸 ・童   
NT   NT  

針±8】   針  
71＊  

156   NT   NT  NT   NT   

亨琶：モ±6…i  

126   104   21   23  

0  108（ 9  2喜壬  至宝壬 ±1雲】  
15          115） 111（±10）  壬＝  ±1i∃  簑を ±岩i  …去 宣 ±  

9   24   17  

9．77   11   NT  2   1  

118            主星3‡±冒i  王立乏 ±1去  雲喜‡±茎∃  ≡号∈ ±2i  
24   24  

19．5   10   NT  
1州  由          主祭… ±喜  王子宣 ±1宣  …雲‡±誓  圭…‡±23‡  

10   101   23   17  

39．1   12   10  2   

121            圭子号‡±8  王墓モ ±1∋  壬8去モ ±雲i  …昌 ∈ ±…  主呂巨 ±1…i  
10   98   21   18  

S9 mix 78．1   1   
10   2   2 

（＋）  119            王2…宣 ±瑠  王宮‡±1§  13ヨモ ±2  …≡‡±…i  詐∈ ±2∃  

10   104   25   22  

156   121（ 14（ 13）  
±謂  26（ 26 26（±1  壬§モ ±1冒∃  116            113 101（±10   14（± 2）  13≦‡  

7＊   100   21＊   11◆  

313   6  1 9   2   63ホ            琶雪：‡±吉ミ  針 ± …  8去‡±琶∃  …3；… ±圭∃  壬∋：‡±1∋i  
96  0＊  0♯  

625   NT   NT  105（ 
98） 94（±6）   針 ±3∃   針±3∃  
81＊  

1250   NT   NT  7   NT   NT  
苧告：巨±3  

50＊  
2500   NT   NT  NT   NT   

40＊（48 55＊（±8  

Name   AF－2（）   NaN。d〉   AF←2   AF－2   9－AAe〉  

Positive  
control  0．01   0．5   0．005   0．1   80  

S9mix（一）  
Numberof  481   139  

colonies／plate   59   4  1 1  700（  685  143）  601    1167  665      喜雪岩‡±昌ミ  芸与2と ±了壬う  3喜呂巨 ±期    689（±18  171（ 120（±26）   
Name   2－AAf〉   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA  

Positive  
control  2   2   0．5   2  

S9mix（十）  207   944   344   216  

211  366  209  209  

220  記主【±9号冒主  359  Numberof  1286            壬主豊吉乏 ±瑠                            colonies／plate   241（ 士19  

a）Waterforinjection，b）NT：Nottested，C）jF－2‥2－（2－Furyl）r3一（5－nitroj－furvl）acrylamide・d）NaN3＝Sodiumazide   

e）9－AA：9－Aminoacridiriehydrochloride，f）2－AA：2－Aminoanthracene   

＊：Microbialtoxicitywasobserved．  

107   

ー328－  



復帰変異試験  

7bble2MutagenicityofN（carboxymethyl）LNNdimethyl－トdodecanaminium，innersaltinbacteria（ⅠⅠ）  

Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，mean±S．D．）  
With（＋）or without卜）  

S9mix   Base－pairchangetype  Frameshifttype  

TAl∝）   TA1535   WP2uv〃1／pkMlOl   TA98   TA1537   

伊）   

109   10   66   18   8  

106）  7 （  70 （  67）  18 （   17）  1  
111（         9             ＝ 十 三ヨ    98（ ± 7）  10 （ ± 2  64（ ± 3）  16 （ 十 1）  

0．610   
16  

NTb）   NT   NT  10（ 10）  
18（17 17（＋1    9（十1）  

1．22   
18  

NT   NT   NT  10）  
壬岩巨 十1雪   10（ 9（＋1）  

104   
2．44  

9   65   17   
104）   

10  
1  63 （  64）  18 （  11（   11）  

107（    1＝ ±去            17        100（ ± 4）   63（ ± 1）  17 （ ＋ 1  11（ 十 1）  

S9mix  117   
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110（107 105（± 3  ＝ ± 冒  言喜 … ±苧∃  王子：宴 ＋1∋  針 ＋ 雪∃     73＊  7＊  74  10＊  0＊  
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0ヰ  0＊  48＊  

0＊（ 5   NT   NT  
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156   
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NT   NT  4   NT   NT   
…喜：巨十冒  

121   
0  

77   
122（ 

24   
118）  1  2   1 

ユ10（± 7）   四      18        1＝ ±去  呂岩 室 ±雪子  ≦呂 巨 ＋圭子  圭雲仁＋き】  

9．77   
138   10   
119（ 

26   16  
131）  9）  NT  1 

137（±11）   ≡？至 十2雲i  壬昌… ＋…∃  
106   14   24   15  

19．5      NT        壬呂主 旨 ±10三三  三三 を ±1箋壬  完ト±2∃∃  14（14） 14（十1）  

39．1   
126   13   87   24   

1   

17  
11）  8  19  22  15）  

S9mix  壬冒琶壬 ±‡言∃  9（ 12（± 2）  ヲヨ‡＋昌∃      24  十 3  13   15  ＋ 2  
78．1   

94   23  15   

（十）  

1   9  2  

王…3 巨 ±12宝i  王呂 巨 ±冒‡  呂喜‡±冒∃  …岩 … ＋∋∃  三三 巨 十1号  

105   
156  

15   87   25   14  
10  1  

圭占呂さ ±ヨヨ  i去 を ±∃∃  冒言 巨 ±8冒i  ≦呂 巨 十2∃壬  圭喜巨 ＋1芸∃  

75＊   
313  

6＊   81   17＊   8＊  
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625   NT   
95  0＊  

NT  

1250   
…・ ……   呂：‡十3壬  0＊ 針＋8∃  

NT   NT   
雪雲 ・・   

NT   NT  

2500   
41＊  

NT   NT  4 NT   NT   
箋喜：巨±冒i  

Name   AF－2⊂j   NaN3d〉   AF－2   AF－2   9－AA亡）  

Positive  
COntrOl  0．01   0．5   0．005   0．1   80  

S9mix（一）  

Numberof  590   422   1059   588   149  

COlonies／plate  695（  430）  1  6  1 

666） 712（±66）  465（  403（±32）  壬雲∃2‡±子2冒∃  喜喜3 乏 ±∃§∃  壬三吉と 十≡3】   

Name   2－AAn   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA  
Positive  
COntr（）1  2   2   0．5   

S9mix（十）  
2  

Numberof  1042   199   1065   211  
1  2  10  2 

430     COlonies／plate  王主監さ ±壬≦3言  …22を ±？三∃  壬8亨喜 圭 ±∃喜∃  ヨ岩手 さ ±42岩∃  去喜言乏 十9去壬   

a）Waterforinjection，b）NT‥Nottested・C）AF．2：2一（2FurYlト3一（5－nitror2－Furyl）acrylamide，d）NaN，：Sodiumazide  
e）9－AA：9－Aminoacridinehydrochloride，f）2－AA：2LAmin。anthracene   
＊：MicrobialtoxIClryWaSObserved．  
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チャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験  

血ⅥtroChromosomalAberrationTbst  
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4．被験物質   

Ⅳ一（カルポキシメチル）一凡〃－ジメチルー1一ドデカナミニ  

ウム（ロット番号：3047，花王（東京）提僕）は，純度27．1  

％の微黄色透明液体である．被験物質は使用時まで室温，  

遮光下で密閉容器に保存した．   

実験終了後，残余被験物質を分析し、た結果，安定性に  

問題はなかった、  

5．被験物質溶液の調製   

被験物質調製液は，用時調製した．被験物質の秤量に  

際しては，純度換算（27．1％）を実施した．溶媒は生理食  

塩液（大啄製薬工場，ロット番号：K3K96）を用いた．被  

験物質を溶媒に溶解して原液を調製し，ついで原液を溶  

媒で順次希釈して所定の濃度の被験物質調製液を作製し  

た．被験物質調製液は，すべての試験において培養液の  

10vol％になるように加えた．  

6．細胞増殖抑制試験   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．   

短時間処理法のS9mix存在下および非存在下では，  

同じく50～500〟g／mLの濃度範囲で7濃度を，連続処理  

法の24時間処理では12．5～200／瑠／mLの濃度範囲で6濃  

度を各々設定した．被験物質のCHL／IU細胞に対する増  

殖抑制作用は，血球計算盤を用いて各群の細胞を計数し，  

陰性（溶媒）対照群に対する相対増殖率をもって指標とし  

た．この細胞増殖率が50％を挟む2用量を結ぶ直線式よ  

り50％の細胞増殖抑制を示す濃度を算出した．その結  

果，50％細胞増殖抑制濃度は，短時間処理法のS9mix  

存在下で242FLg／mL，S9miⅩ非存在下で146FLg／mL，連  

続処理法の24時間処理で107／瑠／mLであった（Fig．1）．   

7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果をもと七，短時間処理法の  

S9mix存在下では300FLg／mL，S9miⅩ非存在下では200  

〃g／mLを，連続処理法の24時間処理では150／噌／mLを  

各々最高濃度として，公差25／瑠／mLで5濃度ずつを設  

定した．また，連続処理法の24時間処理では，50％以  

上の細胞増殖抑制を示す用量の標本において分析ができ  

なかったため，150／噌／mLを最高濃度として，公差10  

〃g／mLで6濃度を設定し，追加試験を実施した．   

陽性対照群として，短時間処理法のS9mix存在下で  

は，ベンゾ〔a〕ビレン（東京化成工業，ロット番号二  

GGOl）を20FLg／mL濃度で，S9miⅩ非存在下では，マイ  

要約  

〃一（カルポキシメチルトNⅣ－ジメチルー1－ドデカナミニ  

ウムの培養細胞に及ぼす細胞遺伝学的影響を調べるた  

め，チャイニーズ・ハムスター培養細胞（CHL／IU）を用  

いて染色体異常試験を実施した．   

細胞増殖抑制試験の結果をもとに，短時間処理法の  

S9miⅩ存在下では3OOFLg／mL，S9mix非存在下では200  

FLg／mLを，連続処理法の24時間処理では150FLg／mLを  

各々最高濃度として，公差25／噌／mLで5濃度ずつを設  

定した．また，連続処理法の24時間処理では，50％以  

上の細胞増殖抑制を示す用量の標本において分析ができ  

なかったため，150〃g／mLを最高濃度として，公差10  

〃g／mLで6濃度を設定し，追加試験を実施した・   

短時間処理法のS9mix存在下およびS9mix非存在下  

ならびに連続処理法24時間処理のいずれの処理群にお  

いても，染色体の構造異常や倍数性細胞の出現頻度は5  

％未満であった．   

以上の結果より，本試験条件下ではⅣt（カルポキシメ  

チルト凡Ⅳ一ジメチルー1－ドデカナミニウムは，染色体異  

常を誘発しない（陰性）と結論した．  

方法   

1．使用した細胞   

大日本製薬から入手（2003年9月，入手時：継代14代，  

凍結時：17代）したチャイニーズ・ハムスター肺由来の  

CHL／IU細胞を，解凍後継代4週間以内で試験に用いた．  

2．培養液の調製   

培養には，非働化した仔午血清（InvitrogenCorpり  

ロット番号：353445）を10vol％添加したイーグル  

MEM（日水製薬）培養液を用いた．  

3．培養条件   

2×1び偶のCHL／IU細胞を，培養液5m⊥を入れたディッ  
シュ（径6cm，BectonDickinsonandCompany）に播き，  

370CのCO2インキュベーター（5％CO2）内で3日間前培養  

した．   

前培養後，短時間処理法では，S9mix存在下および  

非存在下で被験物質を6時間処理し，その後，新鮮な培  

養液でさらに18時間培養した．連続処理法では，被験  

物質を24時間連続処理した．  
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染色体異常試験  

ての分析結果は，観察した細胞数，構造異常の種類と数，  

倍数性細胞の数について集計し，各群の値を記録用紙に  

記入した．被験物質の染色体異常誘発性についての判定  

は，石館ら2）の判定基準に従い，染色体異常を有する細  

胞の頻度が5％未満を陰性，5％以上10％未満を疑陽性，  

10％以上を陽性とした．  

11，細胞増殖の測定   

染色体標本作製と同一のサンプルにおける細胞増殖を  

測定した・標本作製時に剥離した細胞の一部を採取し，  

血球計算盤で細胞を計数した．  
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結果および考察  

短時間処理法による染色体分析の結果をTablelに示  

した．Ⅳ－（カルポキシメチル）一代ル・ジメチルートドデカナ  

ミニウムを加えてS9mix存在下および非存在下で6時間  

処理した，いずれの被験物質処理群においても，染色体  

構造異常細胞および倍数性細胞の出現頻度は5％未満  

であった．   

連続処理法による染色体分析の結果をTable2（本試  

験）およびTable3（追加試験）に示した．Np（カ）L／ボキシ  

メチルト凡Ⅳ－ジメチルートドデカナミニウムを加えて24  

時間連続処理した，いずれの被験物質処理群においても  

染色体構造異常および倍数性細胞の出現頻度は5％未満  

であった．   

以上の結果から，Ⅳ－（カルポキシメチルトN〃－ジメチ  

ル1ドデカナミニウムは本試験条件下において，染色  

体異常を誘発しないと結論した．   

なお，類似化合物であるLLArginineL－gultamate，  

Glycine，Isoamylformate，L－Isoleucine，Methyl  

AcetylricinolateおよびMonosodiumしaspartateは，染  

色体異常試験で陰性の結果が報告されている2）．  

100   200   300   400   500  
Concentration（Llg／mL）  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
Ⅳ－（carboxymethyl）－NN－dimethyト1－dodecana一  

minium，innersalt  

トマイシンC（協和発酵工業，ロット番号：413ACF）を  

0．1〃g／mL濃度で，連続処理法では，マイトマイシンC  

を0．05〃g／mL濃度で各々設定した．   

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0．1  

〃g／mLになるように各ディッシュの培養液に加えた．  

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2枚作製した．作製した標本を，  

3vol％ギムザ溶液で20分間染色した．  

9．染色体分析   

作製したスライド標本のうち，1つのディッシュから  

得られたスライドを処理条件が分からないようにコード  

化した状態で分析した．染色体の分析は，日本環境変異  

原学会・ 晴乳動物試験分科会（MMS）1）による分類法に  

基づいて行い，染色体型あるいは染色分体型の切断，交  

換などの構造異常およびギャップの有無と倍数性細胞  

（polⅥ〕loid）の有無について観察した．ギャップは構造異  

常には含めなかった．また，構造異常および倍数性細胞  

について1群200個の分裂中期細胞を分析した．ただし，  

連続処理法24時間処理の追加試験の120／瑠／mLでは，1  

群178個（各ディッシュ別個および94個）の分裂中期像  

しか得られなかった．また，短時間処理法S9mix存在  

下の300／噌／mLの一方のディッシュでは細胞毒性により  

観察に必要な規定数の分裂中期細胞が得られず，このス  

ライド標本を分析の対象から除外したため，1群100個  

の分裂中期細胞のみ分析した．連続処理法24時間処理  

の本試験の150／噌／mLおよび追加試験の130，140，150  

〃g／mLの両ディッシュから作製した標本についても同  

様に分析の対象から除外した．  

10．記録と判定   

陰性対照群，陽性対照群および被験物質処理群につい  
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Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange（dicentricandring）  
frg：fragment  

SA：structuralaberration，NA：numericalaberratlOn，MMC：mitomycinC（positivecontrol），BP：benzo［a］pyrene（positivecontrol）  
N．D．：Notdetermined  

a）Isotonicsodiumchloridesolutionwasusedasvehicle．  
b）Thesamenumberofcellsasthoseusedlnthestructuralaberrationanalysiswereanalyzed．  
c）JudgementwasdoneonthebasisofcriterlaOfIshidateetal．（1987）．  
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染色体異常試験  

Table2 ChromosomalanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwithN（carboxymethyl）－NNdimethyl－  
トdodecanaminium，innersaltfor24hrwithoutS9miⅩ（maintest）  

concent－Timeof CellNumberof  
ratlOn eXpOSure grOWth cells  
（pg／mL）（hr）1ndex analyzed  

（％）  

Number。f  Number oi 

structural aberratlons cells with Number polyploidb）judgementじ）  
Group  

ofgaps  （％）  aberrations  

Ctb cte csb cse frg total （％）  SA NA  

2（1．0）  

5（2．5）  

1（0．5）  

6（3．0）  

2（1．0）  
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MM（：  12 39 2 1 0 洪   49（24．5）  0  0．0   ＋  

AbbreviatlOnS；ctb：chromatldbreak，Cte：chromatldexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：hromosomeexchange（dicentricandring）  
frg：fragment  

SA：struCturalaberration，NA：numerlCalaberration，MMC：mltOmyCinC（positlVeCOntrOl）  
N．D．：Notdetermined  

Tox：BecauseofcytotoxICity，50metaphasecellsperdishcouldnotbeobtained．  
a）Tsotonicsodiumchlorldesolutionwasusedasvehicle．  
b）Thesamenumberofce11sasthoseusedmthestructuralaberrationanalysiswereanalyzed．  
c）JudgementwasdoneonthebasisofcrlterlaOfIshidateetal．（1987）．  

Table3 Chromosomalanalys 
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concen卜Timeof CellNumberof  
Groul）   ratlOn eXpOSure grOWth cells  

（pg／mL）（hr）1ndex  analyzed  
（％）  

Number of Numberof  
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12 56 2 0 0 70  66（33．0）  MMC  2  0．0   ＋  －  

AbbreviatlOnS；ctb：chromatldbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe二ChromosomeexchaTlge（dicentricandring）  
frg：fragment  

SA：structuralaberratiorl，NA：numericalaberratiorl，MMC：mltOmyCinC（positivecontrol）  
N．D∴Notdetermined  

Tox：Becauseofcytotoxicity，50metaphasecellsperdlShcouldnotbeobtained．  
a）Isotonicsodiumchlorldesolutionwasusedasvehicle．  
b）ThesamenumberofcellsasthoseusedinthestruCturalaberrationanalysiswereanalyzed．  
c）JudgementwasdoneonthebasisofcriteriaofIshidateetal．（1987）．  
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ル（カルポキシメチル）－ⅣⅣ－ジメチルー1－ドデカナミニウムのラットを用いる  

反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

CombinedRepeatedDoseandReproductive／DevelopmentalTb丈icityScreeningTbst  

ofN（Carboxymethyl）－NNdimethyl－1－dodecanaminium，innersalt  

byOralAdministrationinRats  

＼  

与毒性に関する無毒性量は雌雄とも10mg／kg／day，生殖  

発生毒性に関する無毒性量は雄親動物で300  

mg／kg／day，雌親動物ならびに児動物では60  

mg／kg／dayと考えられる．  

要約  

〃－（カルポキシメチル）一代Ⅳ－ジメチルー1－ドデカナミニ  

ウムはカルポキシベタイン型の両性界面活性剤で，繊維  

仕上げ剤，化粧品，シャンプー，医薬品，金属イオン封鎖  

剤等の幅広い分野で使用されている1）．毒性情報として，  

OECDTG423で実施した経口投与による急性毒性試験  

ではCategory4（＞300－2000）に分類された2）．しかし，  

反復投与および生殖発生毒性についての知見はない．   

Ⅳ－（カルポキシメチル）一代Ⅳ－ジメチルートドデカナミニ  

ウムを10，60および300mg／kg／dayの用量でSD系ラ  

ット（1群雌雄各12匹，雌はサテライト動物として対照  

群および300mg／kg群に各5匹を追加）に交配前14日か  

ら交配を経て雄は42日間，雌は妊娠，分娩を経て哺育4  

日，雌サテライト動物は雄と同様に42日間までそれぞ  

れ経口投与し，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   

死亡が妊娠20日および23日に各1例，流産が雌雄全  

例でいずれも300mg／kg群で認められた．病理学検査の  

結果，被験物質に起因する変化として，剖検では前胃粘  

膜の肥厚，黄色化および隆起巣，組織学検査では扁平上  

皮過形成，角化克進，錯角化，び漫性炎症性細胞浸潤，  

びらんおよび粘膜下織の水腫が300mg／kg群の雌雄で認  

められた．また，腎臓の尿細管上皮の壊死および腎孟上  

皮の過形成，勝胱の粘膜上皮過形成が60および300  

mg／kg群の雌雄で認められた．血液生化学検査では，  

尿素窒素の増加が300mg／kg群の雌雄で認められた．   

投与期間で認められた変化は2週間の回復期間により  

消失するか，変化がみられても病変程度が明らかに軽減  

していることから，回復傾向を示しているものと判断さ  

れた．  

2．生殖発生毒性   

全出産児死亡が晴育0日に1例，妊娠期間の延長，出  

産児数の減少，ならびに出生率の低下が300mg／kg群で  

認められた．その他，親動物では性周期，交尾率，受胎  

率，分娩率，黄体数，着床数および着床率，新生児では  

性比，新生児の4日生存率，外表，一般状態，体重およ  

び剖検のいずれにもに被験物質に超因する変化は認めら  

れなかった．   

以上の結果から，Ⅳ－（カルポキシメチル）一凡Ⅳ一ジメチ  

ルー1ドデカナミニウムの本試験条件下における反復投  

方法   

1．被験物質   

Ⅳ－（カルポキシメチルトⅣⅣ－ジメチルー1－ドデカナミニ  

ウム（花王，東京），ロット番号3047，純度27．1％は，  

石油エーテル可溶分0．1％，乾燥減量65．8％，強熱残分  

7．0％を有する透明液体である．被験物質は室温， 暗所，  

密栓容器にて保存し，試験期間中安定であることを確認  

した．投与液の調製には，被験物質の有効成分の純度が  

27．1％であることから，所定量の3．7倍を秤量し，媒体  

（日本薬局方注射用水，大塚製薬工場）に溶解させた．投  

与液中の被験物質の安定性を投与開始前に調製後8H間  

安定であることを確認した．投与液は投与に供するまで  

冷蔵・遮光・密栓保存条件下で保存し，調製後7E】以内  

に使用した．また，初回および最終調製時に投与液中の  

被験物質濃度が設定濃度±10％以内にあることを確認し  

た．  

2．試験動物   

日本チャールス・リバー（厚木生産所）から入手した雌  

雄のSD系ラット（Crj：CD（SD）IGS，SPF）を5日間検疫・  

馴化した．その後も馴化を継続し雌雄の一般状態，さら  

に雌は性周期を7日間観察し，異常のない動物を試験に  

供した．投与開始前日に体重層別化無作為抽出法により  

1群あたり雌雄各12匹に振り分けた．さらに，雌サテラ  

イト動物（回復動物）として対照群および300mg／kg群に  

各5匹の雌を追加した．投与開始時の週齢は雌雄とも9  

週齢，体重範囲は雄318～381g，雌が197～250gであっ  

た．検疫・馴化期間を含む仝飼育期間を通じて，温度  

22±30C，相対湿度55±20％，換気約6～20回／時，照  

明12時間／日（7：00－19：00）に自動詞節した飼育室を使用  

した．動物飼育には，妊娠・晴育期間を除く期間はス  

テンレス製つり下げ式金網製ケージを，妊娠・1哺育期間  

は実験動物用床敷（ベータチップ，日本チャールス・リ  

バー）を敷いたポリカーボネート製ケージを使用した．  

交配期間は雌雄各1匹，晴育期間は1腹，検疫・馴化期  

間を含むその他の期間は1匹ずつ収容した．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業）と，5〃mのフィルター泌過後，  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

の1匹あたりの1日平均摂餌量を算出した．  

4）血液学検査   

雄では第42日，雄回復動物および雌サテライト動物  

では第56日，雌では晴育4日に，仝生存動物を午後4時  

頃より絶食させた．測定対象動物（採血動物）は，雄は5  

例，雄回復動物および雌サテライト動物は仝例，雌は分  

娩日の順に5例とした．これらの動物は，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，後大静脈よ  

り採血した．採取した血液を用いて以下に示す項目を測  

定した．   

EDTA－2Kにより抗凝固処理し，赤血球数（球状化処  

理二次元レーザーFCM法），ヘモグロビン濃度（シアン  

メトヘモグロビン法），ヘマトクリット値（球状化処理二  

次元レーザーFCM法），網赤血球数（RNA染色による  

レーザーFCM法），血小板数（球状化処理二次元レーザー  

FCM法），白血球数（酸性界面活性剤によるレーザー  

FCM法）を多項目自動血球分析装置（ADVIA120，バイ  

エルメディカル），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－50，HEG－50  

VFオムロン）を用いて測定した．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．血液の一部  

を3．2w／v％クエン酸三ナトリウム水溶液で抗凝固処理  

し，遠心分離して得られた血渠を用いてプロトロンビン  

時間（PT）および活性化部分トロンポプラスチン時間  

（APTT）（光散乱検出方式）を血液凝固自動分析装置  

（CA－510，シスメックス）を用いて測定した．  

5）血液生化学検査   

計画解剖目に採取した血液の一部を室温・遮光下で約  

30分間静置後遠心分離し，得られた血清を用いて以下  

の項目を測定した．   

GOTおよびGPT（UVTate法（JSCC改良法）），γ一GT  

（γ一グルタミンサニトロアニリド基質法（SSCC改良  

法）），ALP（p－＝トロフェニルl）ン酸基質法（JSCC改良  

法）），総ビリルビン（酵素法（BOD法）），尿素窒素（酵素  

－UV法（Urease－LEDH法）），クレアチニン（酵素法  

（Creatininase－POD法）），グルコー、ス（酵素－UV法  

（HK－G6PDH法）），総コレステロー）t／（酵素法（CO－  

HDAOS法）），トリグリセライド（酵素法（GPO－HDAOS  

法，グl）セリン消去法）），総蛋白（Biuret法），アルブ  

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（酵素法  

（PNPMXOD－POD法）），ナトl）ウム，カT）ウムおよびク  

ロール（イオン選択電極法）を自動分析装置（TBA－  

200FR，東芝）を用いて測定した．  

6）雄の尿検査   

雄について，第38日の投与前に各用量群5匹の新鮮尿  

を採取し，pH，蛋白，グルコース，ケトン体，どリル  

ビン，潜血およびウロビリノーゲン（試験紙法，マルテイ  

スティツクス：バイエルメディカル）を自動尿分析器（ク  

紫外線照射した水道水を自由に摂取させた・   

3．投与量および投与方法   

投与用量は用量設定試験の結果を参考に決定した．す  

なわち被験物質を0，30，100，300および1000mg／kg  

の用量で，1群雌雄各3匹のSD系ラットに14日間反復  

経口投与した．その結果1000mg／kg群の雌雄仝例で死  

亡するか，あるいは瀕死期解剖された．300mg／kg群で  

は流産が雌雄の仝例，赤血球数の低値が雌，前胃の水腫  

あるいは肥厚が雌雄に認められた．30および100mg／kg  

群では被験物質に起因する変化は認められなかった．こ  

れらの結果および本試験の投与期間を考慮し，本試験の  

高用量は明らかな毒性発現が予想される300mg／kgと  

し，以下公比約5で中用量は60mg／kg，低用量は10  

mg／kgの3用量を設定した．また，媒体（日本薬局方注  

射用水）のみを投与する対照群を設けた．   

投与経路は経口とした．投与期間について，雄は交配  

前14日間および交配期間を経て剖検前日までの計42日  

間，雌は交配前14日間，交配期間，妊娠期間および分  

娩を経て哺育4日までとした．分娩しなかった雌は剖検  

前日までとした．なお，雌サテライト動物は交配は行わ  

ず雄と同様に42日間投与した．また，対照群と300  

mg／kg群の雄各5匹および同群の雌サテライト動物各5  

匹は，投与期間終了後14日間の回復期間を設けた．   

投与の際はテフロン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4mL／kgとし，至  

近日に測定した体重に基づいて算出した．   

4．反復投与毒性に関する観察。格査項目  

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．回復動物は1日1回午前中に観察   

した．  

2）行動検査   

雌雄仝例について，詳細な症状観察（ホームケージ内，  

ハンドリング時，オープンフィールドでの観察）を，投  

与開始前日に1臥 投与期間中は1回／週，いずれも午後  

に行った．雌雄とも各群5匹を選抜し，機能検査（刺激  

に対する反応性，握九）および自発運動の測定を，第6  

週の午後に1回行った．握力はデジタルフォースゲージ  

（DPS－5），自発運動量にはSUPERMEX（室町機械）を用  

いて測定した．投与期間中の検査で被験物質の影響が疑  

われる変化が認められなかったため，回復期間の検査は  

行わなかった．  

3）体重および摂餌量   

雄では第1，4，8，15，22，29，36，42および43日，  

さらに雄回復動物では第50および56日に測定した．雌  

サテライト動物は雄と同様の頻度で測定した．雌では第  

1，4，8および15日，交尾した雌は妊娠0，7，14および  

20日，分娩した雌は哺育0および4日に測定した．摂餌  

量は，交配期間を除き体重測定日に測定し，各測定日間  
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仙（カルポキシメチル）叫仙ジメチルー1一ドデカナミニウム  

リニテック100，バイエルメディカル）により測定した．  

被験物質の影響が疑われる変化が認められなかったた  

め，尿沈蔭，蓄積尿を用いた検査，回復動物の尿検査は  

行わなかった．   

7）病理学検査   

雌雄全例について，解剖日に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解剖した．計画解剖動物のうち，血  

液学検査の対象動物と同じ雌雄5匹（回復・サテライト  

動物は仝例）の脳，心臓，肝臓，腎臓，副腎，胸腺，牌  

臓，精巣および精巣上体の重量を測定した，ただし，精  

巣および精巣上体は雄仝例について測定した．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  

に雌雄仝例については上記の器官に加えて，下垂体，  

リンパ節（下顎・腸間膜），気管，肺，胃，腸管（十二指  

腸，空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸），甲状腺・上皮小  

体，膀胱，精のう，前立腺腹案，卵巣，子宮，膣，骨髄  

（大腿骨），坐骨神経，脊髄および肉眼的異常部位を採取  

し，10v／v％中性リン酸緩衝ホルマリン液で固定して保  

存した．ただし，精巣および精巣上体はプアン液で固定  

後，保存した．病理組織学検査は，村照群と300mg／kg  

群の投与後解剖動物のうち，雌雄各5例（血液学検査お  

よび器官重量測考対象動物と同様）の上記器官，死亡動  

物および仝出産児が死亡した母動物の上記器官，対照群  

を含む全動物の肉眼的異常部位および非妊娠雌1例の卵  

巣について，常法に従ってへマトキシリン・エオジン染  

色標本を作製し，鏡検した．この結果，被験物質に起因  

すると思われる変化が雌雄の胃，腎臓，膜胱および雌の  

胸腺と十二指腸に認められた．このため，10および60  

mg／kg群の上述の基準で選択した各5例と回復後解剖動  

物の雌雄全例の当該器官・組織の検査を行った．  

5．生殖発生毒性に関する観察・棉査  

1）生殖機能模査   

投与開始日から交配開始日まで雌の膣垢を毎日午前中  

に採取，性周期を検査し，平均性周期日数および異常性  

周期動物の発現率を算出した．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，第15日（交配開始日）  

の16：00頃から4日間昼夜同居させた．交尾確認は毎日  

午前中に行い，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．  

交配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．  

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．交尾確認  

後25日を経ても分娩しない場合は，非分娩雌とした．  

分娩した動物は新生児を生後4日（哺育4日）まで晴育さ  

せ，授乳，営巣，食殺の有無等の哺育状態を毎日観察し  

た．母動物は剖検時に卵巣および子宮を摘出し，黄体数  

および着床数を検査した．これらの結果から，妊娠期間  

（妊娠0日から分娩完了日までの期間），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   

哺育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．その後は，一般状態，  

死亡の有無を哺育4日まで毎日観察した．晴育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日の生存率〔（哺育4日生児数／出産生児  

数）×100〕を算出した．  

（2）体重   

生後0および4日に仝生存児を個体ごとに測定した．  

（3）剖検   

生後4日に仝生存児の口腔を含む外表を検査した後，  

親動物と同様に安楽死させ，剖検した．死亡動物につい  

ては10v／v％中性リン酸緩衝ホルマリン液に浸漬，固定  

した後，実体顕微鏡下で剖検した．なお，分娩途中で死  

亡した母動物から出産された新生児のうち，生存してい  

た新生児も同様に安楽死させた後，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，分散が等しい  

場合は一元配置分散分析を行った．分散が等しくない場  

合およびノンパラメトリックデータはKruskal－Wal1isの  

検定を行った．群間に有意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はKruskal－Wallisの検定を行い，有  

意差が認められた場合はDunnett型の多重比較を，病理  

組織所見はWilcoxonの順位和検定で対照群との2群間比  

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．各検定の有意水準は5％とした．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．  

結果   

1．反復投与毒性  

1）一般状態   

死亡が300mg／kgの雌で2例，仝出産児死亡が同群の  

1例で認められた．死亡動物の1例は妊娠20日に，他の  

1例は妊娠22日から分娩を開始し，妊娠23日の分娩途中  

に死亡した．仝出産児死亡の1例は，分娩完了までに2  

日間（妊娠22日～24日，難産）を要し，分娩完了時には  

出産児が仝例死亡していたため瀕死期解剖とした．   

投与後の症状として，300mg／kg群では流潅が第7日  
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から純察され，剖検までの間に雌雄仝例で認められた．  

鼻周囲あるいは下腹部の汚れが同群の雌雄各2例でみら  

れ，雌2例の内1例は難産を示した動物，他1例は分娩  

途中で死亡した動物であった．軟便が300mg／kg群の雄  

1例に認められた，  

2）行動検査   

詳細な症状観察，機能検査および自発運動量測定のい  

ずれも被験物質の影響と考えられる変化は認められな  

かった．  

3）体重（Fig．1，2）   

被験物質の影響と考えられる変化は雌雄とも認められ  

なかった．  

4）摂餌量   

被験物質の影響と考えられる変化は雌雄とも認められ  

なかった．   

なお，投与期間では摂餌量の有意な低値が10および  

300mg／kg群の雄の第38日に認められたが，60mg／kg  

群で変化がないこと，さらに実験期間を通してみると摂  
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7）雄の尿検査（Table3）   

被験物質の影響と考えられる変化は認められなかっ  

た．  

8）器官重崖（Table4）   

被験物質の影響と考えられる変化は認められなかっ  

た．  

9）剖検所見   

被験物質の影響と考えられる変化が300mg／kg群の雌  

雄の胃に認められた．   

前胃粘膜の肥厚が投与後解剖動物の300mg／kg群で雄  

7例雌6例に認められた．このうち，雄4例では同部位粘  

膜の黄色化を伴っていた．前胃粘膜の隆起巣が投与後解  

剖動物の300mg／kg群の雌1例で認められた．回復後解  

剖動物では，これらの変化は認められなかった．   

死亡動物の剖検では，投与後解剖動物と同様に前胃粘  

膜の肥厚が2例に認められた．この他，1例では下垂体  

の腫大が認められた．仝出産児が死亡した動物の剖検で  

は，前胃粘膜の肥厚および胸腺の萎縮が認められた．   

生殖器系への変化として，片側性の精巣上体尾部の黄  

色斑が対照群および60mg／kg群の雄各1例，片側性の  

精巣および精巣上体の小型が対照群の雄1例，両側性の  

精巣および精巣上体の小型が300mg／kg群の雄1例に認  

められた．本所見は用量に関係なくみられ，雌との交尾  

も仝例で成立した．ただし，両側性の精巣および精巣上  

体の小型を示した300mg／kg群の雄1例の相手雌は受胎  

しなかった．  

餌：．：この低値は「過性の変化であることから，被験物質に  

関連するものではないと考えられる．回復期間では摂餌  

：．卜の有意な高値が300mg／kg群の雄の第50日にみられ  

たが，投与期間中の摂餌量と同程度と判断され，偶発的  

な変化と考えられる．雌では投与および回復期間のいず  

れにも変化は認められず，対照群と同様に推移した．  

5）血液学検査（Tablel）   

被験物質の影響と考えられる変化は雌雄とも認められ  

なかった．  

10および300mg／kg群の雄のプロトロンビン時間が  

対照群の22．50secに対し，それぞれ17．94secおよび  

17．86secと有意な低値を示した．しかし，当研究所の  

背景データ（平均18．51sec＜Min－Max，17．07－20．50sec＞，  

2000－2003年）から，10および300mg／kg群の値は背景  

データ内の変動であり，対照群の値が高値を示したもの  

と思われ，被験物質と関連のない偶発的な変化と考えら  

れる．また，300mg／kg群の雌の回復終了後検査では好  

軟球比率の有意な低値が認められたが，投与終了後検査  

では変化がなかったことから，偶発的な変化と考えられ  

る．  

6）血液生化学検査（Table2）   

被験物質の影響と考えられる変化が，300mg／kg群の  

雌雄で尿素窒素の高値，同群の雌でカルシウムの高値が  

認められた．   

投与終了後検査では10mg／kg群の雄でγGTおよびク  

レアチニンの有意な高値が認められたが，60および300  

mg／kg群では変化がなく用量との関連がないことから，  

被験物質に起因する変化ではないと考えられる．  
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なお，十二指腸粘膜上皮の過形成が認められ，被験物質  

の影響を疑ったが，投与後解剖動物および回復後解剖動  

物でこの変化は認められなかった．   

雌の胸腺で被験物質の影響を疑い，10および60  

mg／kg群ならびに回復後解剖動物の胸腺も合わせて精  

査したが，対照群との差は認められなかった．300  

mg／kg群の雌で認められた胸腺の萎縮は，死亡および  

仝出産児動物に限られた衰弱性の変化と考えられる．   

この他にもいくつかの変化が認められたが，ラットで  

は非特異的に発現する変化であり，その発現状況に明ら  

かな群差がみられないことから，被験物質とは関連のな  

い変化と判断した．  

2．生殖発生毒性  

1）生殖機能（TabIe6）   

性周期検査では，4日周期を示した動物が対照群，10，  

60および300mg／kg群でそれぞれ各群12例中，12，11，  

12および10例であり，被験物質投与による性周期の延  

長あるいは短縮は認められなかった．なお，300mg／kg  

群の1例で発情休止期の継続がみられたが，雄との同居  

後に性周期が回帰し交尾した．その他に，異常性周期を  

示す動物は認められなかった．   

各群の仝例が交尾し，交尾率，交尾所要目数，交尾成  

立までに逸した発情期の回数ともに被験物質投与群と対  

照群との間に有意差は認められなかった．非妊娠の動物  

は300mg／kg群の1例にみられただけで，受胎率にも被  

験物質投与群と対照群との間に有意差は認められなかっ  

た．なお，非妊娠雌の相手雄は両側性の精巣および精巣  

上体の′ト型がみられ，非妊娠は雄が原因と考えられたが，  

本所見は稀にみられる変化で，被験物質による影響では  

ないと考えられる．  

2）分娩・哺育状態（Tabte7）   

妊娠期間の延長および出産児数の低値が300mg／kg群  

で認められた．その他，黄体数，着床数，着床率，出生  

率および分娩率のいずれにも被験物質投与群と対照群と  

の間に有意な差は認められなかった．   

分娩状態の観察で300mg／kg群の2例に以下の変化が  

認められた．1例では，妊娠22日の分娩途中の観察で出  

産児5例が娩出されていたが，翌日には7例の死亡児が  

確認され，母動物も死亡していた．この母動物の子宮内  

には5例の胎児が遺残していた．また，娩出された出産  

児の内3例は母動物の死亡発見時には生存していた．他  

の1例は，分娩完了までに2日間（妊娠22日～24日）を要  

し難産を示した母動物であった，本母動物では妊娠23  

日に16例の出産児が観察されたが，触診の結果，子宮  

内に遺残している胎児が確認されたため観察を続けた．  

妊娠24日の観察時にはすべての胎児が娩出されたが，  

全出産児は死亡していた．この母動物は授乳，胎盤摂取，  

児動物を回集するなどの哺育行動が認められなかった．  

その他の母動物に分娩および哺育行動の異常は認められ  

なかった．  

10）病理組織所見（Table5）   

被験物質の影響と考えられる変化が300mg／kg群の雌  

雄の胃，60および300mg／kg群の雌雄の腎臓ならびに膀  

胱に認められた．  

前胃：扁平上皮過形成が投与後解剖動物の300mg／kg群  

の雄3例雌1例で軽度，雄3例雌6例で中等度，雄1例で  

重度に認められた．300mg／kg群ではこれに伴い，角化  

克進が雄3例雌7例で軽度，雄3例で中等度，錯角化が  

雄4例雌2例で軽度，び漫性炎症性細胞浸潤が雄5例雌6  

例で軽度，雌雄各1例で中等度，粘膜下織の水腫が雌雄  

各5例で軽度，雄1例で中等度に認められた．また，び  

らんが300mg／kg群の雌雄各3例で軽度に認められた．  

回復後解剖動物ではこれらの変化のうち，300mg／kg群  

の雄1例に扁平上皮過形成が軽度に認められたのみで  

あった．  

腎臓：細胞質の強好酸性化，核濃縮および尿細管腔内へ  

の脱落を特徴とする尿細管上皮の変性／壊死が，投与後  

解剖動物の60および300mg／kg群の雌各4例で軽度に認  

められた．この変化は，回復後解剖動物では認められな  

かった．腎孟上皮の過形成が60mg／kg群の雄4例雌1例，  

300mg／kg群の雌雄各3例で軽度に認められた．この変  

化は回復後解剖動物では300mg／kg群の雌1例に軽度に  

認められたのみであった．  

膀胱：粘膜上皮の過形成が60mg／kg群の雌雄全例で軽  

度，300mg／kg群の雌雄仝例で中等度に認められた．こ  

の変化は，回復後解剖動物でも300mg／kg群の雌雄仝例  

で軽度に認められた．   

剖検時に認められた片側性の精巣上体尾部の黄色斑は  

精子肉芽腫，片側性の梢巣の小型は限局性精細管萎縮，  

それに伴う精巣上体の小型は腔内精子減少，両側性の精  

巣の小型はび漫性精細管萎縮，それに伴う精巣上体の小  

型は腔内精子減少であった．   

死亡動物では，被験物質に起因する変化として，前胃  

の扁平上皮過形成，角化克進およびびらん，錯角化が雌  

2例ともにみられ，加えて1例では膀月光の粘膜上皮の過  

形成，胸腺の萎縮も認められた．なお，死後の自己融解  

が強く2例の腎臓，1例の膀胱は評価できなかった．そ  

の他，個々に認められた所見として1例では，気管に重  

度の粘膜上皮の壊死と中等度の固有層の炎症性細胞浸  

潤，肺に中等度のうっ血と軽度の水腫が認められた．他  

の1例では，肺の静脈および肝臓の中心静脈に血栓が認  

められ，死因として播種性血管内凝固症候群（DIC）が疑  

われた．この他，胸腺および子宮における出血，脾臓の  

白脾髄の萎縮，副腎の限局性壊死が認められた．なお，  

剖検でみられた下垂体の腫大は，特記すべき組織学的変  

化は認められなかった．   

全出産児が死亡した動物では，被験物質に起因する変  

化として，前胃の扁平上皮過形成，角化克進，錯角化，  

びらんおよび炎症性細胞浸潤，腎臓の尿細管上皮の変性  

／壊死および腎孟上皮の過形成，膀胱の粘膜上皮の過形  

成および胸腺の萎縮が認められた．この他，腺胃粘膜の  

萎縮，肝臓の肝細胞および腎臓の近位尿細管に脂肪滴と  

思われる空胞化，副腎の束状帯の過形成が認められた．  
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3）新生児に及ぼす影響  

（1）新生児の観察（Table7）   

300mg／kg群で出産児数の低値を示し，それに伴い出  

生率も低値傾向を示した．なお，性比に変化は認められ  

なかった．   

一般状態および外表異常の観察では，被験物質に起因  

する変化は認められなかった．  

（2）体重（Table7）   

雌雄の体重および体重増加量とも被験物質投与群に変  

化は認められなかった．  

（3）剖根   

暗育4日の生存児の剖検および死亡児の剖検では，被  

験物質に起因する異常所見は認められなかった．  

これら投与期間で認められた変化は，2週間の回復期  

間により消失するか，変化がみられても病変程度が明ら  

かに軽減し，回復傾向を示しているものと考えられる．   

分娩途中で死亡した300mg／kg群の1例では，交配前  

に一過性の変化として鼻周囲および下腹部の汚れ，性周  

期検査で発情休止期の継続，剖検では前胃粘膜の肥凰  

組織学的には，被験物質に起因する前述の変化の他，肺  

の静脈および肝臓の中心静脈に血栓が認められた．周産  

期に死亡した動物を組織検査すると，静脈に血栓がみら  

れ，播種性血管内凝固症候群（DIC）を呈することがしば  

しば認められる．本動物も同様の変化を示していること  

から，死因として播種性血管内凝固症候群（DIC）の可能  

性が示唆された．他の死亡動物では，被験物質に起因す  

る前述の変化の他，病理組織学検査では気管に重度の粘  

膜上皮の壊死と中等度の固有層の炎症性細胞浸潤，′肺に  

中等度のうっ血と軽度の水腫が認められた．また，本死  

亡動物は死亡前日に流潅が観察されていたことから，流  

産の発症と気管・肺の組織学的変化から誤醸した可能性  

が考えられ，死亡したものと推察された．   

雄の生殖器系への変化として，精巣および精巣上体の  

小型および精細管萎縮などが認められたが，本系統の動  

物でしばしば観察される自然発生性の変化と考えられ，  

さらに用量に関係なくみられて†、ることから，被験物質  

に起因するものではないと判断した．その他，体重，摂  

餌量，血液学検査，尿検査（雄）および器官重量では，被  

験物質に起因する影響は認められなかった．また，詳細  

な症状観察，機能検査および自発運動量測定でも被験物  

質の影響はなく，神経症状を示唆する変化は認められな  

かった．  

2．生殖発生毒性   

全出産児死亡が300mg／kg群の雌1例の噂育0日に認  

められた．本動物は分娩完了までに2日間（妊娠22日～  

24日）を要し難産を示し，分娩完了の観察時には全出産  

児が死亡していた．分娩途中の観察においても，授乳，  

胎盤摂取あるいは児動物を回集するなどの哺育行動が認  

められなかった．また，妊娠期間の延長および出産児数  

の減少が300mg／kg群で認められた．300mg／kg群の雌  

では妊娠末期の死亡，分娩途中の死亡，仝出産児死亡が  

みられ，いずれも周産期に集中して認められていること  

から，妊娠期間の延長や出産児数の減少を招いたものと  

考えられる．この他，性周期，交尾率，受胎率，分娩率，  

黄体数，着床数，着床率および出産率では被験物質に起  

因する変化は認められなかった．   

新生児の検査において，出産児数が300mg／kg群で減  

少し，それに伴い出生率も低値傾向を示した．生後4日  

の生存率，性比，外表，一般状態，体重および剖検では  

被験物質に起因する変化は認められなかった．したがっ  

て，出産児数の減少がみられたが，次世代の発育へ影響  

を及ぼすものではないと考えられる．  

以上のように，Ⅳ－（カルポキシメチルトNⅣ一ジメチルー  

トドデカナミニウムを反復経口投与した結果，一般毒性  

考察   

1．反復投与毒性   

死亡が300mg／kgの妊娠20日に雌1イ軋 妊娠23日の分  

娩途中に雌1例で認められた．投与後の症状として，流  

産が300mg／kg群の雌雄仝例に認められた．被験物質は  

ウサギの眼粘膜に対し強い刺激性を有することか知られ  

ている3）こと，被験物質投与による神経症状が認められ  

ていないことから，流誕は被験物質の刺激性に起因する  

変化と考えられる．   

病理学検査の結果，被験物質に起因する変化が胃，腎  

臓および膀胱に認められた．剖検において前胃粘膜の肥  

厚，黄色化および隆起巣が300mg／kg群の雌雄でみられ，  

組織学的には扇平上皮過形成，角化元進，錯角化，び漫  

性炎症性細胞浸潤，びらんおよび粘膜下織の水腫が同群  

の雌雄で認められた．その他，腎臓の尿細管上皮の壊死  

および腎孟上皮の過形成，膀胱の粘膜上皮過形成が60  

および300mg／kg群の雌雄で認められた．   

前胃の扁平上皮過形成は，種々の刺激性化学物質の経  

口投与によって誘発をれ，角化克進や炎症性細胞浸潤，  

水腫を伴うこともあり，投与を中止することにより回復  

することが報告されている4）．胃の変化は，上述のよう  

に流港が300mg／kg群の仝例で認められていることか  

ら，被験物質の刺激性に起因する変化と考えられる．腎  

臓の尿細管上皮の壊死は多くの薬物によって誘発され，  

その機序は様々である4）．壊死は近位尿細管に見られる  

ことが多く5），本試験での発現部位はそれに一致してい  

た．勝胱の粘膜上皮過形成は，種々の原因による移行上  

皮の損傷部における再生像として認められる6）．被験物  

質は消毒剤に用いられ殺菌力が強力であることが知られ  

ている1）こと，両性界面活性剤のうち市販殺菌消毒剤の  

代謝についての実験では，高用量投与における排泄は主  

として腎臓より行われる7）ことから，腎臓および膀胱の  

変化は被験物質により誘発されたものと考えられる．   

血液生化学検査では，尿素窒素の増加が300mg／kg群  

の雌雄で認められた．血清尿素は腎機能の指標として用  

いられており8），前述のように腎臓への影響が組織学的  

にみられていることから，それに伴う増加と考えられ  

る．  
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学的な主な変化として300mg／kg群で周産期における雌  

の死亡，雌雄仝例に流誕がみられ，前胃粘膜の肥厚と組  

織学的には扁平上皮過形成が認められた．60および300  

mg／kg群の雌雄では腎臓の尿細管上皮の壊死および勝  

胱の粘膜上皮過形成が認められ，加えて血清尿素窒素の  

高値が300mg／kg群の雌雄で認められた．これら投与期  

間で認められた変化は2週間の回復期間により消失する  

か，変化がみられても病変程度が軽減し，回復傾向を示  

しているものと判断された．生殖発生毒性に及ぼす影響  

として，300mg／kg群で仝出産児死亡，妊娠期間の延長，  

出産児数の減少が認められた．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毒性量は雌雄とも  

10mg／kg／day，生殖発生毒性に関する無毒性量は雄親  

動物で300mg／kg／day，雌親動物ならびに児動物では60  

mg／kg／dayと考えられる．  
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T。blelHematologicalexaminationinratstreatedorallywithN（carboxymethl）－N，Ndimethyl－1－dodecanaminium，  
innersaltinthecombinedrepeateddoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Administration perlod RecoverYperiod  

sビX  Doselevel（mg／kg）   0  10  60  300   0  300  

M山e   

Numberofanimals   

RBC（×10ソ〃L）   
Hemoglobin（g／dL）   

Hematocrit（％）   

Reticulocyte（％）   

MCV（几）   

MCH（pg）   

MCHC（％）   

Platelet（×103／FLL）   

FI’（sec）   

APTT（sec）   

WちC（×103／〃L）   

Differential1eukocytecounts（％）  

Lymphocyte  

NeutrophilieSegmented  

NeutrophilieBand  

Eosinophil  

Basophil  

Monocyte  

5  

8．650±0．323  

15．50±0．51  

46．98±1．60   

2．06±0．30  

54．38±2．08  

17．94±0．76  

33．02±0．43  

981．6±34．6  

22，50±3．29  

21．26±1．18  

10．352±3．403  

82．60±臥26  

15．20±7．60   

0．20±0．45   

0．80±0．84   

0．00±0．（X）  

1．20±1．10  

5  

8．322±0．243  

15．14±0．19  

45．56±0．95   

2．28±0．30  

54．68±1．15  

18．14±0．35  

33．16±0．54  

1101．8±153．2  

17．94±1．68＊  

20．24±1．00  

8．772±1．252  

83，72士3．38  

14．26±3．88   

0．（カ±0．00   

0．60±0．89   

0．00±0．00  

1，42±0．94  

5  5  

8．426±0．397  8．520±0．267  

15．36±0．71 15．30±0．41  

46．10±2．17  46．46±1．55  

2．80±0．35   2．34±0．86  

54．74±2．29  54．56±1．81  

18．24±1，05  17．94±0．38  

33．32土0．85  32．92±1，02  

995．6±140．4 1137．4±44．0  

19．50±2．57  17．86±2．40＊  

21．84±1．67  19．96±1．75  

9．260±2．759  9．792±1．142  

79，16±15．79  78．84±4．84  

1臥84士14．14 18．76±5．50  

0．00±0．00   0．40±0．55  

0．80±0．84  1．00±0．71  

0．00±0．00   0，00±0．00  

1．20±1．10  1．00±1．00  

5  5  

8．420±0．319  8．598±0．299  

15．02±0．47  15．08±0．47  

45．72±1．54   46．14±1．24   

乙44±0．67   2．50±0．44  

54．36±1．96   53．72±1．59  

17．84±0，44  17．56±0．52  

32．86±0．43   32，70±0．22  

1064．2±217．9 1055．6±124．9  

18．30±2．00   20．68±2．83  

20．26±1．15   20．76±1．17  

10．000±3．524  8．914±3．208  

84．36±5，27   86．74±4．38  

11．84±4．31  10．64±4．12   

0．00±0．00   0．00±0．00  

1．40±0．89  1．20±0．84   

0．00±0．00    0，00±0．00   

2．40±1．14  1．42±1．18  

ドcmale   

Number oi anlmals 

Rf！C（×10ソ〃L）   

Hemoglobin（g／dL）   

Hematocrit（％）   

Reticulocyte（％）   

MCV（m）   

MヒH（pg）   

MCHC（％）   

Platelet（×103／FLL）   

Fr（sec）   

m（sec）   

WBC（×1α／〝L）   

Differentialleukocytecounts（％）  

Lymphocyte  

NeutrophilieSegmented  

NeutrophilieBand  

Eosinophil  

Basophil  

Monocyte  

5  

6．872±0，343  

13．10±0．62  

39．42±1．90   

5．78±0．97  

57．38±0．44  

19．04±0．11  

33．20±0，12  

1193．4±75．7  

17．46±0．97  

16．44±1．48  

10．658±乙458  

75．10±11．00  

21．90±10．91   

0．60±0．55   

0．80±0．84   

0．00±0．00  

1．60±1．14  

5  

6．964±0．577  

13．36±0．95  

40．42±2．91   

6．68±1．71  

58．12±2．49  

19．22±0．72  

33，04±0．32  

1252．2±343．9  

17．36±0．76  

14．48±2．16  

10．866±2．816  

66．86±7．61  

28．74±7．61   

0．20±0．45  

1，80±0．84   

0．00±0．00   

2．40±2．07  

5  

6，890土0．390  

13．30±0．70  

39．78±1，95   

6．14±1．31  

57．78±1．11  

19．28±0．42  

33．38±0．23  

1213．0±67．5  

17．24±0．32  

15．72±2．37  

11．242±Z．694  

75．00±12．14  

22．00±11．38   

0．40±0．89  

1．40±0，89   

0．00±0．00  

1．20±0．84  

5  

6．600±0．314  

12．88±0．40  

38．58±1．13   

5．96±1．44  

58＿50±1．69  

19．50±0．44  

33．38±0．31  

1262．4±238．0  

17．24±0．67  

14．96±1．61  

10．522±3．663  

63．14±11．29  

31．40±9．52  

1．02±2．28   

0，80±0．45   

0．00±0．00   

3，64±1．99  

5  5  

7．936±0．191  7．764±0．355  

14．88±0．55  14．62±0．13  

43．68±1．39   43．28±1．57   

2．50±0．52   2．46±0．27  

55．04±2．06   55．76±1，48  

18．76±0．67  18．糾±0．72  

34．06±0．47   33．78±1．16  

1142．2±125．4 1014．6±77．8  

15．76±0．54  15．68±0．30  

16．56±0，91  16．86±1．40  

6．080±1．416  6．224±2．337  

84，50±5．86   85．38±2．69  

12．08±4．80  13．22±2．77   

0．（X）±0，00   0．00±0．00  

1．60±1．14   0．20±0．45＊   

0．00±0．00   0．00±0．00  

1．82±1．33  1．20±0．84  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊p＜0．05，＊＊p＜0．01  

95  
－342－  

一 鶉   



反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table2BloodchemicalexaminationinratstreatedorallywithN（carboxymethl）－NNdimethylrl－dodecanaminium，  
innersaltinthecombinedrepeateddoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Admlnlstration perlod Recovery period 

Sex  Doselevel（mg／kg）  0  10  60  300   0  300  

Male   

Numberofanimals   

GOT（U／L）   

GPT（U／L）   

γGT（U／L）   

ALP（U／L）   

Totalblllnlbin（mg／dL）   

Ureanitrogen（mg／dL）   

Creatlnine（mg／dL）   

Glucose（mg／dL）   

Totalchol，（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

Totalprotein（g／dL）   

AlbumiJl（g／dL）   

A／Grat，10   

Calcium（mg／dL）  

Inorganicphos．（mg／dL）   

Na（mmol／L）   

K（mmol／L）   

Cl（mmol／L）  

5  

92．4±10．9  

28、2±2．0   

1．0±0．0  

304．8±39．7  

0．10±0．00  

16．76±2．06＊＊  

0．28±0．04  

112．2±13，7  

61．2±7．9  

24．4±11．9  

6．70±0．28   

3．08±0，19  

0，854±0．048  

10．04＝±0．37   

7．82±0．42  

147．0±1．0   

4．62±0．20  

103．2±2．4  

5  5  

125．6±29．5  148．0±42．1  

34．0±9．2  50．2±46．3   

2．2±1．1  1．6±0．5  

379，0±67．3   381．2±75．2  

0．10±0．00    0．10±0．00  

14．68±2．07  14．04±1．42  

0．30±0．00    0．26±0．05  

125．2±15．4  117．2±4．2  

67．2±30．3    61．2±12．0  

26．6±9．9  44．0±30．5  

6．92±0．37   7．00±0．43  

3．20±0．10    3．28±0．13  

0．862±0．095  0．878±0．054  

10．02±0．22   10．06±0．31   

7．60±0．42    7．78±0．36  

147．0±1．0   146．8±1．3   

4．40±0．21   4．52士0，27  

103．4±1．8  104．6±1．1  

5  5  

96．0±19．9  105．4±20．8  

32．0±7．9  30．0±6．0   

1．2±0．4  2．0±0．0＊  

377．6±58．0   395．4±91．1  

0．10±0．00   0．10±0．00  

12．48±0．93  13，08±0．56  

0．22±0．04   0．30±0．00＊  

125．8±10．1  118．0±13．7  

62．0±12．8    66．2±13．8  

23．0±8．1  20．2±3．3  

6、64±0．19   6．94±0．13  

3．06±0．15   3．08±0．13  

0．868±0．098  0．790±0．045   

9．98±0．33  10．10±0．21   

7．58±0．32   7．54±0．17  

146．8±0．8   147．0±1．0   

4．52±0．28    4．64±0．15  

105．0±0．7   105．2±0．8  

5   

99．0±11．3  

30，0±4．0   

1．8±0．4  

3a3．6±51．3  

0．10±0．00  

13．34±1．37  

0．24±0．05  

121．6±10，1  

63．8±13．1  

28．2±12．2  

6．92±0，42  

3．18±0．20  

0．856±0．095  

10．22±0．41   

7．90±0．17  

147，4±1．5   

4．58±0．38  

105．6±1．5  

Female   

Numberofammals   

GOT（U／L）   

GPT（U／L）   

YGT（U／L）   

ALP（U／L）   

Totalb11irubln（mg／dL）   

Ureanitrogen（mg／dL）   

Creatinlne（mg／dL）   

Glucose（mg／dL）   

Totalchol，（mg／dL）   

Trlglyceride（mg／dL）   

Totalprotein（g／dL）   

刃bumin（g／dL）   

A／Gra亡10   

Calclum（mg／dL）  

Inorganicphos．（mg／dL）   

Na（mnlOl／L）   

K（mm（）1／L）   

Cl（mmoi／L）  

5  5  

123．2±19．0  132．0±23．2  

49．8±7．2  79．8±25．3   

1．4±0．5  2．0±0．0  

313．8±196．4  401．0±86．7  

0．10±0．00   0．08±0．04  

18．34±2．02  26．66±2．55＊＊  

0．30±0．00   0．36±0．05  

122．0±6．1  111．2±10．1  

64．8±8．6  79．8±14．4  

53．0±24．8   62．0±21．8  

7．10±0．19   6．92±0．26  

3．34±0．21  3．16±0．28  

0．876±0．076  0．850±0．088  

11．02±0．29  13．46±4．45＊  

9．64±1．17   9．96±0．38  

146．4±0．9  146．2±1．3  

4．32±0．33   4．50±0．25  

104．4±1．3  104．2±1．8  

5  5  

163．4±77．1  127．8±32．1  

44．4±30．0    30．0±12．3  

1．8±0．4  1．8±0．4  

164．2±60．1  138．4±35．4  

0．14±0．05    0．10±0．00  

14．98±2．70  18．68±3．07  

0．32±0．04    0．38±0，04  

135．4±9．4  130．8±14．7  

79．4±18．4    77．8±23．8  

23．2±6，8  20．6±14，0  

7．34±0．39    7．48±0．66  

3．62±0．27    3．64±0．42  

0．972±0．067  0．950±0．068  

10，22±0．29  10．20±0．47  

6．46±0．68    6．44±0．34  

146．0±0．7  145．6±1．5  

3．94±0．22    4．02±0．26  

106．2±2．4  107．8±1．5  

5  5  

137．4±22．2  117．8±19．8  

54．4±16．6   47．6±12．9   

1．6±0．9  1．8±0．8  

298．0±45．7   259．6±59．0  

0．10±0．00    0．10±0．00  

19．16±1．69   20．56±3．70  

0．32±0．04   0．30±0．00  

121．8±6．3   125．8±6．2  

77．8±13．9    80．4±14．3   

76．0±68．8    70．6±13，6  

6．74±0．33   6．94±0．05  

3．14±0．18    3．30±0．10  

0．862±0．038  0．906±0．050  

10．70±0．31  10．80±0．33   

9．26±0．31   9．16±0．51  

145．0±1．9   146．2±1．8  

4．46±0．21   4．36±0．17  

101．8±3．4   103．6±2．1  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignlficantlydifferentfromOmg／kggroup；＊p＜0．05，＊＊p＜0・01  
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Table3 UrinalysisofmaleratstreatedorallywithN（carboxymethl）－NNdimethyトIrdodecanaminium，innersalt  
inthecombinedrepeateddoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Adminlstration period 

Doselevel（mg／kg）  10  60  Sex  

Male  

Numberofanimals   

pH  

5
 
0
 
（
U
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
5
 
0
 
 

5
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
4
 
1
 
 

5
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
1
 
3
 
1
 
 

9
 
 

5
・
0
5
・
5
6
・
0
6
・
 

Protein  

一
 
 
 
 
一
 
∵
 
 

Ketones  

Bilirubin  4
 
1
 
0
 
0
 
 

＋
 
 
＋
 
 
＋
 
 

一
 
1
 
2
 
3
 
 
 

Occult blood 【
 
 

Urobilinogen  

（EU／dL）  

8
 
 

1
 一

．
 

Grade；－：negative，＋／－：trace，1＋：slight，2＋：moderate，3＋：severe  

SignificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊p＜0．05，＊＊p＜0．01  

97   
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Table4 AbsoluteandrelativeorganweightsinratstreatedorallywithN（carboxymethl）－NNdimethy  
dodecanaminium，innersaltinthecomblnedrepeateddoseandreproductive／developmentaltoxicity  
SCreeningtest  

Admlnistratlon perlod Recovery perlod 

Sex Doselevel（mg／kg）  0  10  60  300  0  300  

Male   

Numberofanimals   

Finalbodyweight（g）   

Absolute organ weight 

Braln（g）   

ThymuS（mg）  

HeaIl（g）  

Liver（g）  

Spleen（g）  

Kidneys（g）  

Adrenals（mg）  

Testes（g）  

Epididymldes（g）   

Relat′iveorganweight  

Brain（g％）  

ThymuS（mg％）  

Heart（g％）  

Liver（g％）  

Spleen（g％）  

Kidneys（g％）  

Adrenals（mg％）  

Testes（g％）  

Epldidymldes（g％）  

5  

440．3±32．8（7）  

2．066±0．096  

232．8±52．3  

1．474±0．127  

11．244±0．820  

0．718±0．088  

3．144±0．276  

68．56±3．49  

3．290±0．740（7）  

1．259±0．2舅（7）  

0．474±0，035  

53．00±9．59  

0．338±0．040  

2．578±0．176  

0．166±0．023  

0．720±0．055  

15．72±0．93  

0．746±0．169（7）  

0．287±0．054（7）  

5  

490．0±19．8  

2．158±0．100  

313．4±53．3  

1．626士0．163  

12．388±1．914  

0．808±0．149  

3．246±0．167  

59．20±11．37  

3．600±0．349  

1．398±0．112  

0．442±0．029  

63．98±10．91  

0．332±0．031  

2．524±0．342  

0．164±0．026  

0．664±0．021  

12．10±2．36  

0．736±0．077  

0．284±0．018  

5  

484．2±28．5  

2，090±0．086  

301．2±103．2  

1．584±0．169  

12．982±1．690  

0．798±0．094  

3．278±0．179  

57．62±9．79  

3．628±0．165  

1．442±0．079  

0．432±0．019  

61．56±17．86  

0．326±0．026  

2．676±0，241  

0．162±0．019  

0．676±0．021  

11．96±2．24  

0．750±0．041  

0．298±0．013  

5  

466．0±61．0（7）a）  

2．134±0．098  

327．8±25．9  

1．456±0．094  

10．962±1．354  

0．700±0．097  

2．976±0．357  

65．00±16，68  

3．347±0．316（7）  

1．304±0．108（7）  

0．488±0．047  

74．96±6．12  

0．334±0．039  

2．492±0．089  

0．160±0．012  

0．678±0．034  

14．66±2．63  

0．727±0．109（7）  

0．286±0．046（7）  

5  

465．8±36．3（12）  

2．150±0．094   

339．2±75．5  

1．512±0．153  

11．216±1，198  

0．790±0．039  

3．130±0．199  

68．68±12．79  

3．339±0．358（12）  

1．276±0．116（12）  

0，458±0．026  

72．34±16．33  

0．322±0．018  

乙384±0．118  

0，168±0．015  

0．668±0．045  

14．58±1．99  

0．718±0．071（12）  

0．274±0．022（12）  

5  

463．7±39．4（12）  

2．122±0．025  

361．6±163．6  

1．510±0．170  

12．462±2．432  

0．882±0．185  

2．996±0．170  

63．22±5．53  

3．484±0．262（12）  

1．335±0．056（12）  

0．450±0．054  

74．70±26．78  

0．316±0．009  

2．600±0．241  

0．186±0．042  

0．632±0．044  

13．38±1．75  

0．754±0．069（12）  

0．290±0．022（12）  

Femal（・   

Numberofanimals   

Finalbodyweight（g）   

Absoluteorganweight  

Brain（g）  

Thymus（mg）   

H（！art（g）  

LIVer（g）  

Spleen（g）  

Kidneys（g）   

A（1renals（mg）   

Relativeorganwelght  

Bl・ain（g％）   

ThymuS（mg％）  

Hf三art（g％）  

Liver（g％）  

Spleen（g％）  

Kidneys（g％）  

A（lrenais（mg％）  

5  5  

312．5±23．9（12） 319．8±21．1（8）  

1．942±0．099  1，952±0．105  

239．6±63．5  246．2±72、6  

0．976±0，076  0．996±0．062  

10．022±0．877   11．366±0．619  

0．714±0．102  0．714±0．119  

2．000±0，173  2．084±0．176  

72．18±10．22  74．38±12．55  

0．664±0．067  0．626±0．036  

81．28±20．30  78．82±22，68  

0．336±0．043  0．318±0．023  

3．416±0．283  3．642±0．180  

0，242±0．024  0．230±0．037  

0．682±0．045  0．668±0．058  

24．72±4．32  23．86±3．98  

5  

299．4±20．8  

1．992±0．041  

340．2±71．5  

0．976±0．050  

7．810±0．843  

0．566±0．050  

1．944±0．178  

77．40±6．75  

0．666±0．054  

114．46±27．53  

0．326±0．018  

乙608±0．186  

0．190±0．028  

0．652±0．079  

25．94±2．58  

5  

306．8±13．3（12）a′  

2．072±0．109  

287．8±108．9  

1．000±0．083  

10，546±1．329  

0．714±0．074  

2．054±0．145  

76．98±8．12  

0．686±0．063  

95．12±35．19  

0．332±0．011  

3．478±0．288  

0．234±0．015  

0．678±0．023  

25．48±2．84  

5  

323．1土25．5（12）  

1．990±0．065  

205．2±69．5  

1．022±0．108  

10．790±0．726  

0．704±0．018  

2．026±0．101  

71．20±3．87  

0．632±0，067  

64．56±22．26  

0．322±0．013  

3．408±0．225  

0．222±0．022  

0．640±0．041  

22．58±2．53  

5  

299．0±39．4  

1．970±0，066  

272．2士38．2  

0．990±0．063  

7．986±1．318  

0．560±0．099  

1．980±0．210  

74．02±10．55  

0．672±0，114  

91．24±8．05  

0．334±0．038  

2．660±0．128  

0．188±0．016  

0．664±0．052  

25．02±4．18  

a）Numberofanimalsexamied．  
VaiuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydlfferentfromOmg／kggroup；＊p＜0．05，＊＊p＜0．01  

98  
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Table5HistopathologicalfindingsinratstreatedorallywithN（carboxymethl）－NNdimethyl－トdodecanaminium，  
innersaltinthecombinedrepeateddoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Administration period Recovery period Sex   

Organ  Doselevel（mg／kg）   

Finding  Numberofanimals  

0  10  60  3∝）  0  300  

7  12  12  7  5  5  

（Grade）  Male   

Heart   

Degeneration，myOCardium，focal   

Lymphnode，mandibular   

Lymphnode，meSenteric   

ThymuS  

Cyst   

Spleen   

Bonemarrow，femur   

Trachea   

Lung（andbronchus）   

Hemorrhage，focal  

Metaplasia，OSSeOuS   

Stomach  

Cellinfiltration，inflammatory，  

forestomach，diffuse  

Edema，forestomach  

Erosion，forestomach  

Hyperkeratosis，forestomach  

Hyperplasia，SquamOuS，forestomach   

＜
 
 
 
＜
 
＜
 
＜
 
 
 
＜
 
＜
 
＜
 
＜
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Kidney   
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＜＞：Numberofanimalsexamined．  
Grade；1＋：slight，2＋：moderate，3＋：severe，tOtal：totalofpositivegrade  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊p＜0．05，糾p＜0．01  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table5（Continued）  

Sex  Administratlon period RecoveryperlOd  

Organ  Doselevel（mg／kg）  0  10  60  300  0  300  

Findlng  Numberofammals  7  12  12  7  5  5  

Male  （Grade）  

UrmarYbladder  ＜5＞  ＜5＞  ＜5＞  ＜5＞  ＜5＞   ＜5＞  

－  

－－ －‥  

Testis  ＜5＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜5＞  

‥－  

＜0＞   ＜0＞  

Atrophy，Seminiferoustubule，diffuse  2＋  0  1  

Atrophy，Semmiferoustubule，focal  2＋  1  0  

EpidldymlS  ＜5＞  ＜0＞  ＜1＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

CelldebrlS．duct  l＋  1  0  1  

Decrease，Spem，duct  l＋  1  0  0  

2＋  0  0  1  

Granuloma，SPermatlC  l＋  1  1  0  

Seminalvesicle  ＜5＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

Prostate  ＜5＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

Ceuinfiltration．1ymphocyte，  1＋  2  1  

interstltium  2＋  1  0  

ntuitaIY  ＜5＞  ＜0＞  く0＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

myroid  ＜5＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

UltimobrarlChealremnant  l十  3  1  

Parathyroid  ＜5＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

Adrenal  ＜5＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

Accessoryadrenocorticaltissue  l＋  1  0  

Hypertrophy，COrticalcell，  1＋  1  0  

glomer山裾ZOne，わd  

Brain  ＜5＞  ＜0＞  ＜0＞  く5＞  ＜0＞   ＜0＞  

Spinalcord  ＜5＞  ＜0＞  く0＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

Sciaticnerve  ＜5＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜5＞  ＜0＞   ＜0＞  

Skln  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  く0＞   ＜0＞  

＜＞：Numberofarumalsexamlned．  

Grade；1＋：slight，2＋：moderate，3＋：severe，tOtal：totalofpositlVegrade  

SignJflCan亡1ydifferentfromOmg／kggroup；ヰp＜0．05，綿p＜0．01  
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Table5（Continued）  

Sex  Administration perlod Recoveryperiod Death Totallitterloss  

Organ  Doselevel（mg／kg）  O   10  60  300   

Finding  Numberofanimals  7   12  12  7  

0
 
 

0
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3
 
 

（Grade）  Female   

Heart   

Lymphnode，mandibular   

Lymphnode，meSenteric   

ThymuS  

Atrophy  

Hemorrhage   

Spleen  

ExtramedullarYhematopoiesis  

Atrophy，Whitepulp   

Bonemarrow，femur   

Trachea  

Ce11infiltration，in幻ammatory，  

1aminaproprla  

Necrosis，muCOSalepithelium   

LuTlg（andbronchus）  

Cellinfiltration，innammatory，focal  

Hemorrhage，focal  

Congestion  

Edema  

Thrombus   

Stomach  

・Ce11infiltration，infIammatory，  

forestomach，diffuse  

Edema，forestomach  

Erosion，forestomach  

Hyperkeratosis，forestomach  

Hyperplasla，SquamOuS，forestomach  

Mineralization，glandularstomach  

Parakeratosis，forestomach  

Atrophy，muCOSa，glandularstomach   

Smal1intestine，duodenum  

Hyperplasla，muCOSalepithelium   

Smal1intestine，jejunum   

Smallintestine，ileum   

Largeintestine，CeCurn   

Largeintestine，COlon   

Largeintestine，reCtum   
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＜＞：Numberofanimalsexamined．  
Grade；1＋二Silght，2＋二moderate，3十：severe，tOtal：totalofpositivegrade  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊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  

Table5（Continued）  

Sex  Admlnistration perlod Recoveryperiod Death Total1itterloss  

Organ  Doselevel（mg／kg）  0   10  60  300  0  300  300  300   

Finding  Numberofanimals  7  12  12  7  5  5  2  1  

（Grade）  Femaie   

LIVer  

Ceuinfiltration，in幻a皿matOry，focal  

Hemorrhage，focal  

Thrombus，Centralveln  

Vacuolation，hepatocyte，diffuse   

Kidney  

Basophilictubule，prOXimaltubule  

DegeneratlOn／necrosIS，tubulareplthelium  

Hyperplasia，Pelviceplthelium  

Mineralization．paplユIa  

Vacuolation，prOXimaltubule   

Urinarybladder  

Hyperplasia，muCOSaleplthelium  

Ovary   

Uterus  

Hemorrhage   

Vagina   

Pitultary  

Cysticdilatation，Rat，hkelspouch   

Thyroid  

Ectopic thymic tissue 
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＜＞：Numberofanimalsexamined．  

Grade；1＋：sllght，2＋：moderate，3＋：severe，tOtal二totalofpositivegrade  
SlgnificantlydifferentfromOmg／kggroup；’p＜0．05，＊＊p＜0．01  
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TめIe6 FertilityandpregnancydatainratstreatedorallywithN（carboxymethl）－NⅣdimethyl－1rdodecanaminium，  
innersaltinthecombinedrepeateddoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Administration period 

D。Selevel（mg／kg）  0  10  60  300  

Numberofpairsexamined  

Estrous cycle 
Irregularestrouscycie  
Numberofpairswithsuccessfulmating  
Matingindex（％）a）  

Numberofpregnantfemales  
Fertilityindex（％）b）  

Pairingdaysuntilmating  
Numberofestrousstageswithoutmatlng   

12  

4．00±0．00   

0／12  

12   

100．0  

12   

100．0  

2．4±1．1  

0．0±0．0   

12  12  

4．08±0．29  4．00±0．00   

0／12  0／12  

12  12   

100．0  100．0  

12  12   

100．0  100．0  

2．3±1．1  2．9±1．2  

0．0±0．0  0．0±0．0  

12  

4，05±0．15   

1／12  

12   

100．0  

11  

91．7  

3．1±1，0  

0．0±0．0  

a）Matingindex（％）＝（Numberofpairswithsu？CeSSfulmating／numberofpairsexamined）×100  
b）Fertilityindex（％）＝（Numberofpregnantanlmals／numberofpairswithsuccessfulmating）×100  
ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊p＜0．05，＊＊p＜0．01  

Table7 DeliveryandlitterdatainratstreatedorallywithN（carboxymethl）一NNdimethyl－1rdodecanaminium，  
innersaltinthecombinedrepeateddoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Administration period 

Doselevel（mg／kg）  0  10  60  300  

12  12  12  11  

12  12  12  9   

100．0  100．0  100．0  81．8  

22．4±0．5  22．8±0．5  22．6±0．5  Z3．1±0．3＊＊  

16．8±1．9  15．8±1．6  14．4±2，9  15．7±1．1  

16．3±2．0  15．6±1．6  14．1±3．0  15．3±1．2  

96．51±4．21   98．46±2．80   97，40±4．95   97．15士4．43  

94．88±4．83   84．43±17．73   89．79±12，20   86．40±7．86  

15．4±2．0  13．3±3．3  12．8±3．6  13．1±1．3＊  

15．0±2．1  13．3±3．3  12．8±3．6  10．8±4，6  

97．22±5．56  100，00±0．00  100．00±0，00   83．01±34．61  

0．89（87／98）  0．89（75／飢）  0．83（70／84）  0．95（55／58）  

14．9±2．1  13．3±3．3  12．8±3．6  12．0±2．7  

99．51±1．70  100．00±0．00  100．00±0．00   98．21±5．06   

6．5±0．6  7．0±1．1  6．9±0．8  7．4±0．4   

6．0±0．5  6．6±1．1  6．5士0．7  6．8±0．7  

Numberoffemalesexamined  

Numberoffemaleswithlivepups  

Gestationindex（％）a〉  

Gestationlength（days）  

Numberofcorporalutea  

Numberofimplantationsites  

Implantationindex（％）b）  

Delive王γindex（％）（）  

Numberofpupsdelivered  

NumberoflivepupsondayO  

Livebirthindex（％）dI  

Sexratio（male／female）  

Numberoflivepupsonday4  

Viabilityindexonday4（％）t）  

Bodyweightofpups（g）  OndayO  

e
e
e
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k
 
 

10．4士0．9  

9．8±0．8  

3．9±0．5  

3．7±0．5  

ユ1．6±2．0  11．4士ユ．8  1ユ．9士1．0  

11．1±2．0  10．8±1．7  11．1±1．1  

4．5±1．0  4．5±1．1  4．5±0．9  

4．5±1．0  4．3±1．2  4．3±0．8  

Onday4  

Bodyweightgainofpups（g） dayOto4  

a）Gestationindex（％）＝（Numberoffemaleswithlivepups／numberofpregnantfemales）×100  
b）Implantationlndex（％）＝（NumberofimpiantationslteS／numberofcorporalutea）×100  
C）Deliveryindex（％）＝（NumberofpupsdellVered／numberofimplantat10nSites）×100  
d）LIVebirthindex（％）＝（NumberoflivepupsondayO／numberofpupsdelivered）×100  
e）Viabilityindex（％）＝（Numberoflivepupsonday4／nurnberoflivepupsondayO）×100  
ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SlgnificantlydifferentfromOmg／kggroup；＊p＜0．05，＊＊p＜0．01  
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