
トリメチルアミンの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutationTbstofTrimethylamineonBacteria  

ナトリウム［いずれも最終濃度〕）にZ％のグルコース（和  

光純薬工業㈱）と1．5％の寒天（0Ⅹ0ID：No．1）を加え，径  

90mmのシャーレに1枚当たり30mLを分注したもので  

ある．  

2）トップアガー（軟寒天）   

塩化ナトリウム0．5％を含む0．6％Bacto－agar（Difco）  

水溶液10容量に対し，ネズミチフス菌を用いる試験の  

場合，0、5mmol／L L－ヒスチジン（関東化学㈱）－0．5  

mmol／LD－ビオナン（関東化学㈱）水溶液を1容量加え，  

大腸菌を用いる試験の場合，0．5mmol／Lしトリプトフ  

アン（関東化学㈱）水溶液を同じく1容量加え用いた，  

3．前培養条件   

内容量200mLのバッフル付三角フラスコに2．5％ニェ  

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

OXOID）溶液を25mL分注し，これに融解した菌懸濁液  

を50／正接種した．ウオーターバスシェーカー（MM－10：  

タイテック（榊）を用い，370Cで8時間振泣（往復振塗：  

100回／分）培養し，菌浪度を確認した後試験に使用し  

た．  

4．S9mix   

製造後6カ月以内のキッコーマン㈱製S9mixを試験に  

使用した．S9mix中のS9は誘導剤としてフユノパルビ  

タールおよび5．6Tベンゾフラボンを投与したSprague－  

Dawley系雄ラットの肝臓から調製されたものである．  

S9mixの組成を以下に示す．  

成  分  S9m反1mL中の量  

要約  

トリメチルアミンについて，細菌を用いる復帰変異試  

験を実施した．   

検定菌として，S∂Jmo月eJJa亡yp最murメリJれ（TAlOO，  

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

日v〟1）の5薗株を用いた．試験は2固練り返して実施し，  

S9miⅩ無添加群の各試験菌株およびS9mix添加群の  

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

の6用量，S9mix添加群のWP2uvrAで156～5000  

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

7用量で試験を実施した．   

その結果，S9mix無添加群および添加群のいずれに  

おいても，溶媒対照に比べ復帰突然変異コロニー数の明  

確な増加は認められなかった．   

以上の結果より，本試験条件下ではトリメチルアミン  

は，変異原性を有しない（陰性）と結論した．  

方法   

1．試験南棟   

細菌を用いる復帰変異試験に広く使用されていること  

から，試験南棟としてヒスチジン要求性のSaJmone〟a  

typhimuLjumTAlOO，TA98，TA1535およびTA153711  

ならびにトリプトフアン要求性のEscJ】erfcJ】由coJJWP2  

uⅥAZIの5種類の菌株を選択した．   

ネズミチフス菌は昭和58年9月9日にカリフォルニア  

大学のB．N．Ames教授から，また，大腸菌については  

昭和58年3月16日に国立衛生試験所（現：国立医薬品食  

品衛生研究所）から分与を受けた．平成11年3月31日に  

菌株の特性検査を実施し，本試験に用いた南棟が規定の  

特性を保持していることを確認した．   

各菌株の菌懸濁液はジメチルスルホキシド（DMSO：  

MERCKKGaA）を添加した後，凍結保存用チューブに  

0．2mLずつ分注した．これを液体窒素を用いて凍結し，  

超低温フリーザーに－800Cで保存した．  

2．培地の調製  

1）最少グルコース寒天平板培地（プレート）   

オリエンタル＃母工業㈱製のテスメディアAN培地を  

購入し，試験に用いた．本プレートは，VogeトBonner  

の最少培地Eを含む水溶液（0．02％硫酸マグネシウム・7  

水塩，0．2％クエン酸・1水塩，1％リン酸ニカリウム・  

無水塩，0．192％リン酸一アンモニウム，0．0鋪％水酸化  

S9  

MgC12  
KCI  

G－6－P  

NADPH  

NADIi  

0．1mL  

8 /Imol 
33〝mO1  

5／∠mO1  

4 lLmol 
4／∠mOl  

Na－リン酸緩衝液bH7．4）   100〃mOl  

精製水  残 量  

5．被験物質  

トリメチルアミン（ロット番号：MT381012）は純度30．8  

％（不純物としてジメチルアミン10ppm以下を含む）の  

水溶液である．本剤は水に易溶で，水溶液中で安定であ  

る．三菱ガス化学㈱（東京）から提供された被験物質を使  

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

験終了後，被験物質提供元において残余被験物質を分析  

した結果，安定性に問擾はなかった．  

6．被験物質液の調製   

試験の都度，被験物質を日本薬局方注射用水（㈱大塚  

製薬工場）を用いて希釈して調製原液とした．調製原液  

を使用溶媒を用いて順次所定濃度に希釈した後，速やか  

に処理を行った．なお，本被験物質情報から揮発性が疑  

われたため，調製に際しては蓋付きの試験管を用いた．  

また，原液中での被験物質濃度が30．8％であることを考  

慮して調製した．  

7．試験用長の設定  

19ふ78．1，313および1250／増／plateの用量を用いて  

予備的な試験を実施した．S9mix無添加群の各試験南  

棟ならびにS9mix添加群のTAlOO，TA1535および  

ml霊7で1250／喀／plateにおいて試験菌株に対する生育  

阻害作用が観察された．   

従って，本試験においてはS9mix無添加群の各試験  

菌株ならびにS9mix添加群のTAlOO，TA1535および  

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

らびにm98で5000FLg／plateを最高用量とし，それぞれ  

6～7用量（公比2）を設定した．   

8．陽性対照物質   

陰性対照物質として下記に示した物質を使用した．こ  

れらの陽性対照物質は，DMSOを用いて溶解し，少量  

ずつ分注した後凍結保存（－200c）した．  

2－（2－フリル）－3一（5－ニトロー2－フリル）アクリルアミド  

（AF－2：和光純薬工業㈱）   

アジ化ナトリウム（NaN3：和光純薬工業㈱）   

9－7ミノアクリジン塩酸塩（9－AA：Aldrich社）   

2－アミノアントラセン（2－AA：和光純薬工業㈱）  

9．試験方法   

Amesらの原法l】の改良法であるプレインキュベーシ  

ョン法に準じて，S9mix無添加群および添加群それぞ  

れについて試験を実施した．蓋付き試験管に，使用溶媒，  

被験物質液あるいは陽性対照物質溶液を100〃L，次いで  

S9mix無添加群q）場合，0．1mol／LナトT）ウム・リン酸  

緩衝液（pH7．4）を500FLL，S9miⅩ添加群の場合，S9mix  

を5∝）〝L添加し，さらに試験菌液100／止を加え，370C  

で20分間振藍培養（プレインキュベーション）した．培  

養終了後，あらかじめ450cに保温したトップアガーを  

2mL添加し，混合液をプレート上に重層した．各プレ  

ートをビニールテープで密封して，370Cの条件で48時  

間各プレートを培養した後，被験物質の試験菌株に対す  

る生育阻害作用を確認するため，実体顕微鏡（×60）を用  

いてプレート上の試験菌株の生育状態を観察した．次い  

で，復帰突然変異により生じたコロニーを計数した．計  

測に際してはコロニーアナライザー（CA－11：システムサ  

イエンス㈱）を用いた．なお，本試験1回目においては，  

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

生育阻害作用の影響により，背景菌が目視できるほどの  

コロニーを形成していたため，コロニーアナライザーの  

使用は不適切と判断し，目視でコロニー数を計数した．  

各濃度につき3枚のプレートを使用した．また，独立し  

て試験を2回実施した．  

10．結果の解析   

復帰突然変異コロニー数が溶媒対照のほぼ2倍以上に  

増加し，かつ，再現性あるいは被験物質の用量に依存性  

が認められた場合に，陽性と判定した．   

なお，統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．  

結果および考察   

1回目の試験結果をTableト2に，2回目の試験結果を  

Table3～4に示した．S9mix無添加群ならびに添加群と  

もすべての試験菌株の高用量群において，トリメチルア  

ミン処理による生育阻害作用が観察された．しかしなが  

ら，復帰突然変異コロニー数については，S9mix無添  

加群，S9mix添加群とも溶媒対照と同等の値であり，  

明確な増加傾向は認められなかった．一方，陰性対照物  

質はそれぞれの試験菌株において，溶媒対照群の2倍以  

上の復帰突然変異コロニーを務発した．なお，コロニー  

計数時，析出等の特筆すべき変化は観察されなかった．   

以上の試験結果から，本試験条件下において，トリメ  

チルアミンの微生物に対する遺伝子突然変異に閲し，陰  

性と判定した．   

なお，本被験物質の変異原性に関する報告はなかった  

が，類縁体であるdimethylamineについてはAmes試験  

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

常試験で陰性4J，methylamineではマウスリンフオ∵マ  

試験で陽性引との報告があった．  
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トリメチルアミン  

TablelResultsofthebacterialreversiontestoftrimethylamine（1sttrial）  
［directmethod：－S9miⅩ〕  

RevertantcoIoniesperplate［Mean±S．D．】  
compound  Dose   
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■：Growthinhibitionwasobserved   
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■：Growthinhibitionwasobserved  
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Table3 Resultsofthebacterialreversiontestoftrimethylamine（2ndtrial）  
［directmethod：一S9mix］  
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●：Growthinhibitionwasobserved   
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トリメチルアミンのチャイニーズハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験  

血VItmChromosomalAberrationTbstofTrimethylamine  
OnCulturedChineseHamsterCells  

融解し3－5日ごとに継代したものを使用した．なお，細  

胞増殖抑制試験では継代数12，染色体異常試験では同  

14，確認試験では同21の細胞を用いた．  

2．培養液の調製   

Eagle－MEM液体培地（旭テクノグラス㈱）に，メンプ  

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

Products）を用いて加圧濾過除菌した非働化（560c，30  

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

濃度で10vol％になるよう加えた後，試験に使用した，  

調製後の培養液を冷暗所（40C）に保存した．   

3．培養条件   

CO2インキエペ一夕ー（Formaおよび三洋電撥メデイ  

カシステム㈱）を用い，CO2濃度5％、37QCの条件で細  

胞を培養した．  

4．S9mix   

製造後6カ月以内のキッコーマン㈱製S9mixを試験に  

使用した．S9mix中のS9は誘導剤としてフユノパルビ  

タールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与したSprague－  

Dawiey系雄ラットの肝臓から調製された．また，S9  

mixの組成は松岡らの方法1Iに従った，S9mixの組成を  

以下に示す．  

成  分  S9mixlmL甲の量  

要約  

トリメチルアミンが培養細胞に及ぼす細胞遺伝学的影  

響について，チャイニーズ・ハムスター培養細胞  

（CHL／IU）を用いて染色体異常試験を実施した．   

細胞増殖抑制試験結果をもとに，短時間処理法－S9な  

らびに＋S9処理とも591FLg／mL（10mM相当）を最高処理  

濃度とし，73．9～591／増／mLの4用量を設定した．S9  

mix存在下および非存在下で6時間処理（18時間の回復  

時間）後，標本を作製し，検鏡することにより染色体異  

常誘発性を検討した．－S9ならびに＋S9処理とも  

148～591／増／mLの3用量について顕微鏡観察を実施し  

た．   

その結果，S9mix非存在下で染色体構造異常の出現  

頻度が疑陽性（±）となり，S9mix存在下では高用量に  

おいてのみ陽性反応（＋）が認められた．従って，再現性  

あるいは用量依存性をみるため，－S9ならびに＋S9処理  

とも303、591／増／mLの4用量を用いて確認試験を実施し  

た・いずれの試験系とも378、・591／‘g／mLの3悶量につい  

て染色体異常の観察を行った結果，S9mix非存在下な  

らびに存在下とも試験用量に依存した染色体構造異常の  

増加が観察された．   

本被験物質処理により培養液のpHがアルカリ性を示  

していたが，森田らわ報告ならびに染色体構造異常の誘  

発頻度の程度を考慮すると陽性であると考えられた．す  

なわち，→S9処理ではpHの影響が無い用量で試験用量  

に依存した構造異常の諌発が認められていること，＋S9  

処理ではpHの影響により構造異常の出現頻度が数％上  

昇したとしても処理群での構造異常出現頻度が40％以  

上であることから本被験物質による構造異常誘発は陽性  

であると判断した．   

以上の結果より，本試験条件下ではトリメチルアミン  

は，染色体異常を誘発する（陽性）と結論した．  

S9  

MgCl2  
KCI  

G－6－P  

NADP  

0．3mL  

5／JmO1  
33／′mO1  

5／JmO1  
4／ノmOl  

HEPES緩衝液（pH7．2）  4FLmOl  

精製水  残 量   

5．被放物質   

トリメチルアミン（ロット番号：MT381012）は純度30．8  

％（不純物としてジメチルアミン10ppm以下を含む）の  

水溶液である．本剤は水に易溶で，水溶液中で安定であ  

る．三菱ガス化学㈱（束京）から提供された被験物質を使  

用した．被験物質は，使用時まで冷暗所で保管した．試  

験終了後，被験物質提供元において残余被験物質を分析  

した結果，安定性に問題はなかった．  

6．被験物質液の調製   

試験の都度，被験物質を日本案局方生理食塩液（㈱大  

65  

方法   

1．試験細胞棟   

哺乳類培養馴包を用いる染色体畢常武威に広く使用さ  

れていることから，試験細胞株としてチャイニーズ・ハ  

ムスターの肺由来の線維芽細胞株（CHL／IU）を選択し  

た．昭和59年11月15日に国立衛生試験所（現：国立医薬  

品食品衛生研究所）から分与を受け，一部はジメチルス  

ルホキシド（DMSO：MERCKKGaA）を10vol％添加した  

後，液体窒素中に保存した．試験に際しては凍結細胞を  

－82－  
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染色体異常試験  

塚製薬工場）を用いて希釈して調製原液とした．調製原  

液を使用溶媒を用いて順次所定濃度に希釈した後，速や  

かに処理を行った．なお，本被験物質情報から揮発性が  

疑われたため，調製には蓋付きの試験管を用いた．ただ  

し，原液中での被験物質濃度が30．8％であることを考慮   

して調製した．  

7．細胞増殖抑制試験（予備試験）   

細胞培養用フラスコに細胞を播種し，培養3日後に被  

験物質液を処理した．S9mix非存在下（－S9mix）あるい  

は存在下（＋S9mix）で6時間処理した後，新鮮な培養液  

に交換してさらに18時間培養を続けた．   

細胞を10vol％中性緩衝ホルマリン液（和光純薬工業  

㈱）で固定した後，0．1w／v％クリスタル・バイオレット  

（関東化学㈱）水溶液で10分間染色した．色素溶出液（30  

vol％エタノール，1vol％酢酸水溶液）を適量加え，5分  

間程度放置して色素を溶出した後，580nmでの吸光度  

を測定した．各用量群について溶媒対照群での吸光度に  

対する比，すなわち細胞生存率を算出した．   

その結果，最高用量の591／噌／mLにおいても短時間処  

理法S9miⅩ非存在下で60％以上，S9mix存在下で80％  

以上の細胞が生存していた（Fig．1、2）．   

なお，被験物質暴露終了時，290／増／mL以上において  

培養液のpHがアルカリ性を示していた．   

8．試験用患および試験群の設定   

細胞増殖抑制試験結果をもとに，染色体異常試験では  

短時間処理法－S9処理ならびに＋S9処理とも59ユ  

FLg／mL（10mM相当）を最高処理濃度とし，以下公比2で  

減じた計4用量ならびに溶媒対照群を設定した．   

－S9処理において染色体構造異常の出現に関し疑陽  

性，＋S9処理において1用量のみ陽性と判定されたこと  

から，いずれの試験系とも591／増／mLを最高処理濃度と  

した確認試験を実施し，公比1．25で減じた計4用量を設  

定した．   

なお，陽性対照として，－S9処理でマイトマイシン  

C（MMC：協和醗酵工業㈱）を0．1FLg／mL，＋S9処理でシ  

クロホスファミド（CP：塩野義製薬（槻）を12．5／増／mLの  

用量で試験した．  

9．染色体標本の作製   

培養面積25cm2の細胞培養用フラスコを用い，細胞  

増殖抑制試験と同様に被験物質等の処理を行った，培養  

終了2時間前に，最終濃度で0．2／増／mLとなるようコル  

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

リプシン処理で細胞を剥推させ，遠心分離により細胞を  

回収した．75mmol／L塩化カリウム水溶液で低張処理を  

行った後，固定液（メタノール3容：酢酸1容）で細胞を固  

定した．空気乾燥法で染色体標本を作製した後，1．2  

vol％ギムザ染色液で12分間染色した．  

10．染色体の観察   

各フラスコあたり100個，すなわち用量当たり200個  
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Fig．1Dose－SurVivalcurvesoftrimethylamine  

［short－termtreatment：6hr］  

の分裂中期像を顕微鏡下で観察し，染色体の形態的変化  

としてギャップ（gap），染色分体切断（ctb），染色体切断  

（csb），染色分体交換（cte）．染色体交換（cse）およびそ  

の他（oth）の構造異常に分類した．同時に，倍数性細胞  

の出硯率を記録した．染色体の分析は日本環境変異原学  

会t哺乳動物試験分科会による分類法2，に従って実施し  

た．   

すべての標本をコード化した後，マスキング法で観察  

した．  

11．結果の解析   

ギャップのみ保有する細胞を含めない場合（－gap）に  

ついて染色体構造異常の出現頻度を表示した，   

各試験群の構造異常を有する細胞あるいは倍数性細胞  

の出現頻度を．石館ら3一の基準に従って判定した．染色  

体異常を有する細胞の出現頻度が5％未満を陰性（－），5  

％以上10％未満を疑陰性（±），10％以上を陽性（＋）とし  

た．最終的には再現性あるいは用量に依存性が認められ  

た場合に陽性と判定した．   

なお，統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．   

また，分裂中期像の20％にいずれかの異常を誘発す  

るのに必要な被験物質濃度であるD2。倦を最小二乗法に  

より算出し，一定濃度（mg／mL）あたりの交換型異常  

（cte）出現数を示す比較値であるTR値を．染色分体交換  

の出現頻度（％）を被験物質濃度（mg／mL換算）で割るこ  

とにより算出した．  
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トリメチルアミン  

4）T．Morita，Y．Watanabe，K，TakedaandK．Okumura，  

九九正副L月e5．，2拓，55（1989）．  

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

〟ufaL尺eざ．，262，159（1991）．  

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

（197引．  
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（1977）．  
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（1986）．  

結果および考察  

短時間処理法での試験結果をTableト2に示した．ト  

リメチルアミン処理群の場合，S9mix非存在下におい  

ては染色体異常の僅かな誘発が認められ（出演頻度は  

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

下においては高用量の591〝g／mLにおいてのみ染色体構  

造異常の明確な誘発が観察された（出現頻度は18．5％）．  

また，試験用量に依存した細胞増殖抑制作用がいずれの  

処理法においても観察された．なお，染色体異常の誘発  

は，疑陽性との判定あるいは1用量のみでの陽性反応で  

あることから，再現性あるいは用量依存性をみるために  

確認試験を実施した．その結果，被験物質処理群の場合，  

S9mix非存在下ならびに存在下のいずれにおいても染  

色体構造異常の出現に明確な用量依存性が認められた  

（Table3～4）．一方，S9miⅩ非存在下における陽性対照  

物質MMCで処理した細払 およびS9miⅩ存在fにおけ  

る陽性対照物質CPで処理した細胞では本試験，確認試  

験とも染色体構造異常の顕著な誘発が認められた．   

本被験物質処理直後，培養液のpHは591〃g／mLでお  

よそ8．9－9．0を示したが，暴露終了時では8．2～8．6であ  

った．森田らの報告4・5】によると，今回のbHの変動では  

－S9処理においては試験系に影響をおよぼさないこと，  

十S9処理では極僅かに染色体構造異常を誘発することが  

示されている．－S9処理ではpHの影響が無い用量で試  

験用量に依存した構造異常の誘発が認められているこ  

と，＋S9処理ではpHの影響により構造異常の出現頻度  

が数庖上昇したとしても処理群での構造異常出現頻度が  

40％以上であることから本被験物質による構造異常静  

発は陽性であると判断した．   

変異原性の強さに関する相対的比較値であるD20値は  

0．474（mg／mL），TR値は67．7と算出され，既知変異原性  

物質に比較してトリメチルアミンの変異原性は弱いこと  

を示していた．   

以上の試験結果から，本試験条件下においてトリメチ  

ルアミンのチャイニーズハムスター培養細胞に対する染  

色体異常誘発性に閲し，′陽性と判定した．   

なお，本被験物質の変異原性に関する報告はなかった  

か，類縁体であるdimethylamineについてはAmes試験  

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

常試験で陰性7，，methylamineではマウスリンフォーマ  

就験で陽性8Iとの報告があった．  
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染色体異常試験  

TablelChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtrimethylamine  
［short－termtreatment：－S9mix］  

Nuer  NouS 

Dos 1  

。。m。。。。。 、 sa．  。。＝ ．  

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

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

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

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

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

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

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

Table2 ChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtrimethylamine  
［shortvtermtreatment：＋S9mix】  

Number  Number。fcellswith  No・Ofcells   

of  structuralaberrations  with  
No．of  

POlyploid  

cells（％）   

Time of Cell 

exposure suzvival  
Final  

judgement  

Dose  
Compound  

aberrations  
（〃g／mL） 

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

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

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

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

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

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

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

68  
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トリメチルアミン  

Table3 Resultsoftheconfirmativeexaminationoftrimethylamine  
［short－termtreatment：－S9mix】  

Nuer  No11s 

Dose 
sal  d Final  Compound  eXpOSureSurVival OI  

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

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

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

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

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

MMCb  O．1   6  58．9  200  6 35 69 ＋  

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

b）PositivecontroJ（mitomycinC）  

Table4 Resultsoftheconfirmativeexaminationoftrimethylamine  
［short－termtreatment：十S9mix】  

Nuer  

D。S。。．．  
No．ofce11s  No．of  

POl叩loid  
abe。nS  ju。t  

Compound   ⅩpOSureSurvival 
レg／mL） cs  

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

－gap（％）  

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

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

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

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

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

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

b）Positivecontrol（cyclophosphamide）  
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トリメチルアミンのラットを用いる反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalTbxicityScreeninglもst  

OfTrimethylaminebyOralAdministrationinRats  

はなかった．  

2．生殖発生毒性   

性同期，雌雄動物の交尾率，受胎率には，トリメチル  

アミン投与の影響は認められなかった．また，分娩およ  

び哺育状態の異常は観察されず，産児数，分娩率，妊娠  

期間，妊娠黄体致，着床数ならびに着床率にはトリメチ  

ルアミン投与の影響はなかった．   

生児出生率，出産生児致，哺育4日の生児数，新生児  

の4日の生存率，性此，生児の体重および形悪たもトリ  

メチルアミン投与の影響は認められなかった．  

3，無作用塵   

以上の試験成績から，本試験条件下ではトリメチルア  

ミンの反復投与毒性に関する無作用量は雌雄とも40  

／kg／day，生殖発生毒性的な無作用量は雌雄共に200  

mg／kg／‘day，また，産児に対する無作用畳も200  

／kg／dayであると判断される．  

方法   

1．被験物質   

本試験には，三菱ガス化学㈱（新潟）より提供されたト  

リメチルアミンの水溶液（ロット番号：M381012．含有  

量：30．8％）を用いた．トリメチルアミンの水溶液は無色  

透明で，不純物として10ppm以下のジメチルアミンを  

含有していた．受領したトリメチルアミンは．入手後，  

使用時まで冷蔵保管した．披験物質の試験期間中の安定  

性は，残余被験物質を提供元で再分析することにより確  

認した、   

投与にあたっては，供給された30．8％水溶液を日局注  

射用水（光製薬㈱，製造番号：9707SA）にて希釈し，いず  

れの用量においても1回の投与液量が10mL／kg体重に  

なるように濃度を調整した．試験中に調製した投与検体  

（0．08，0．40，2．00w／v％）には所定濃度のトリメチルア  

ミンが含有されていたことを確認した．なお，調製検体  

中の被験物質の安定性について確認した結果，0．08、10  

w／v％の濃度では，冷蔵，遮光の条件下で少なくとも8  

日間安定であった．  

2．使用動物および飼育条件   

試験には，雌雄とも7週給にて購入した日本チャール  

ス1リバー㈱筑波飼育センター生産のSprague－Dawley  

系ラット（Crj：CD（SD）IGS，SPF）を使用した．隣人した  

要約  

トリメチルアミンは，砂糖大根から砂糖，べタインを抽  

出した残余中から主として抽出される化合物であるい．  

その複合体は植物，動物，特に魚の組織中に大量に存在  

し，ヒトおよび動物では腸内酵素によって生成され，通  

常，肝臓において代謝を受け，ジメチルアミンあるいは  

トリメチルアミンオキシドになって尿中に排出される2】．  

ヒトでは，この代謝酵素（トリメチルアミンオキシダー  

ゼ）の先天性欠損症が知られており，その特徴的な臭気  

から魚臭病と呼ばれている3，．  

1984年，インドのポバールで起きた殺虫剤製造工場  

での事故によって，大気中に大量のメチルイソシアニド  

が放出されたために．多数の死者が発生し，その後もこ  

の地方で不妊，流産，死産，早産の発現率が増加した事  

例は．近年における最大の環境汚染事故として有名であ  

る小．後年行われた動物実験の結果から，メチルイソシ  

アニドには発癌性および生殖毒性があることが報告され  

ているSI．本試験の被験物質であるトリメチルアミンは  

メチルイソシアニドの主要代謝物であるが61，妊娠マウ  

スにトリメチルアミンを投与すると胎児期および出生後  

の発育抑削が特に雄で強く認められたとする報告もあ  

る7I．しかし，トリメチルアミンの反復投与毒性および  

生殖発生毒性についての報告はない．今臥トリメチル  

アミンの反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験を行い，  

親動物に対する反復投与毒性および生殖能力ならびに次  

世代児の発生・発育に及ぼす影響について検討した．す  

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

雌雄（各13匹／群）に，トリメチルアミンの0（媒体），8，  

40およぴ200mg／kgを交配前2週間ならびに交配期間2  

週間を通して経口投与し，さらに雄では交配期間終了後  

2週間，経では妊娠期間を通して分娩後哺育4日まで投  

与を継続した．試験結果は以下のように要約される．  

1．反復投与毒性   

200mg／kg投与群において雄に2例，附こ1例の死亡  

が認められた．雌雄ともに200mg／kg投与群では異常呼  

吸音および投与直後の流港，胃腸管に潰瘍および炎症性  

変化，粘膜上皮の過形成や粘膜下織の水腫がみられた．  

また，同群の雄では体重の増加抑制傾向，摂餌量の減少  

ならびに捻蛋白濃度およびアルブミン濃度の減少が認め  

られた．   

雌の体重および摂餌量．雌雄の器官重量，尿検査結果  

および血液学検査結果にはトリメチルアミン投与の影響  

44  
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トリメチルアミン  

動物は，入荷後2週間，馴化と検疫を兼ねて予備飼育し，  

雄は検疫終了日の体重を基に，雌は規則的に4日あるい  

は5日で性周期を回帰している動物を選択し，さらに検  

疫終了日の体重を考慮して，体重別層化無作為抽出法に  

より群分けして，各群とも雌雄各13匹を配した．   

各動物は基準温度24土10C，基準湿度50－65％，換  

気回数約15回／時ならびに照明12時間（午前7時～午後7  

時）に制御された飼育室で，金属製金網床ケージに個別  

に収容し，固型飼料（CE－2，日本クレア㈱）および水道  

水（秦野市水道局給水）を自由に摂取させた．妊娠14日  

（交尾確認日＝妊娠0日）以後の雌動物については，プラ  

スチック製ラット用繁殖ケージに収容し，床敷として紙  

パルプ製チップ（ALPHノしdri，加商㈱）を適宜供給した．   

3．授与旦の設定および投与方法   

本試験の投与量は，投与量設定のために実施した予備  

試験の結果を参考に設定し，予備試験の投与量は，急性  

経口投与毒性予備試験の結果をもとに設定した．急性経  

口投与毒性予備試験では，25’0，500ならびに1000  

mg／kgのトリメチルアミンを各群雌雄各3匹のラットに  

投与した結果，500mg／kg投与群では雄で1例，雌で2  

例，1000mg／kg投与辞では雄で2例，雌で3例の死亡が  

認められた．250mg／kg以上の投与群の生存例において  

も体重の増加抑制がみられた．また，一般状態の変化と  

して，5（旧mg／kg以上の投与群で異常姿勢，体温の低下，  

鎮静等の所見が認められた．死亡例の剖検所見において  

は腹水．胃粘膜の肥厚および赤色化，腸管の赤色化なら  

びに腎臓の皮質の淡色化等がみられた．トリメチルアミ  

ンの水溶液は強アルカリ性で皮膚への腐食性を有するこ  

とから，急性経口投与毒性予備試験において認められた  

消化管の変化や腹水は，トリメチルアミン水溶液の物性  

による影響と考えられた．250mg／kgの単回投与では体  

重の増加抑制のみが観察され，＝股状態の変化，消化管  

への影響は明確ではなかったが，反復投与することによ  

り，一般状態の著しい変化，消化管の毒性が重篤になる  

可能性が予想されたことから，反復経口投与毒性・生殖  

発生毒性併合予備試験の高用量を急性経口投与蕃性予備  

試験の低用量の約2分の1量であるmOmg／kgと設定し  

た・中用量以下は公比を2としてそれぞ押測ならびに25  

mg／kgに設定して，14日間反復強制経口投与し，溶媒  

を同容量投与した対照群の動物と比較した、その結果，  

雌雄とも死亡例はなく，一般状態の変化，体重および摂  

餌量の推移，血液学検査および血液生化学検査結果のい  

ずれにも明らかなトリメチルアミン投与の影響はなかっ  

た．これらのことから，トリメチルアミンの100mg／kg  

の14日間の反復投与では，雌雄とも明確な毒性を見い  

出すことができず，42日間の反復投与毒性試験の高用  

量としては低すぎる用量であると判断した．一方，トリ  

メチルアミンの250mg／kgの投与量は単回投与における  

死亡発現量の半分量であり，42日間の反復投与によっ  

て投与期間中に動物が死亡する可能性が示唆された．以  

上の結果から，本試験の高用量を200mg／kgと設定し，  

以下公比5で除して40およぴ8mg／kgを中および低用量  

と設定した．   

なお，対照群には注射用水をトリメチルアミン投与群   

と同一条件にて投与した．   

各用量の投与検体は，掛こ対しては交配前2週間と2  

週間の交配期間および交配期間終了後，剖検目前日まで  

2週間の連続42日間，また，雌に対しては交配前2週南  

と交尾が認められるまで最長2週間の交配期間，ならび  

に交尾した雌では妊娠期間を通して分娩の後，哺育4日  

（分娩日＝哺育0日）まで，交尾はしたが分娩しなかった  

雌は妊娠24日相当日まで，交尾しなかった雌は連続54  

日間，毎日1回，ラット用胃管を用いて経口投与した．  

毎日の投与は午前11時から午後3時の間に行い，各動物  

に投与する液量（体重1kg当たり10mL）は最新時の体重  

を基に算出した．  

4．観察および検査  

1）親動物  

A．一般状態の観察   

雌雄とも仝例について，飼育期間中毎日1回以上，投  

与期間中は投与前後の毎日2固以上観察した．  

B．体重測定   

雄は全例について，投与1（投与初日），7，14，21，  

28，35，42日および解剖日に，嘩は全例について，投  

与1，7および14日に測定し，交配までに期間を要した  

雌では投与21および28日に，交尾が確認されなかった  

雌ではさらに投与35ならびに42即こも体重を測定した．  

また，交尾した雌では妊娠0，7，14および20［＝こ，分  

娩した雌では哺育0，4日および解剖日に体重を測定し  

た．交尾は確認されたが分娩しなかった雌は，妊娠25  

日相当日（解剖日）に体重を測定した．  

C．摂餌塵測定   

雄では，投与1，7，13，29，35・および41日に，雌で  

は，投与1，7および13日にそれぞれ給餌量を測定し，  

翌日までの摂餌量を測定した．2週間の交配期南中の摂  

餌量は測定しなかった．交尾が確認されなかった雌では  

投与29，35および41日にも摂餌量を測定した．さらに  

交尾した雌では，妊娠0，7，14および20日に，分娩し  

た雌では，哺育0および3日にそれぞれ翌日までの摂餌  

量を測定した．  

D．性周期   

全例の掛こついて，交尾が確認されるまで旋垢塗抹標  

本を作製した．膣垢像より性周期を観察し，発情期の間  

の平均日数を算出した．  

E．交配   

交配は投与15日の夕方から最長2週間，同群内の雌雄  

を1対1で同居させて行った．200mg／kg投与群の1観で  

は，交配期間中の交尾確認前に雄が死亡したため（交配  

10日目に死亡），固辞内の既に交尾した雄動物と引き続  

き交配させた．   

交尾の確認は毎朝，陸栓および膣垢標本中の精子の存  

在を調べることにより行い，交尾が確認された雌は，そ  

の日を妊娠0日と起算して雄から分離し，個別に飼育し  

た．交配の結果から，各群について交尾率（（交尾動物数  
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／同居動物数）×100），受胎率（（受胎動物数／交尾動物  

数）×100），同居開始から交尾までに要した日数および  

その間に回帰した発情期の回数を求めた．  

F．分娩および哺育状態の観察   

交尾を確認した雌は仝例を自然分娩させた．分娩状態  

が直接観察できた動物についてはその状態を観察し，直  

接観察できなかった動物についても，分娩後の徴候から  

分娩困難や遅延などの分娩障害の有無を判断して記録し  

た．分娩後は哺育状態を毎日観察した．   

分娩の確認は午前9時～11時に実施し，この時間帯に  

分娩が終了していることを確認した動物については，そ  

の日を分娩日と規定した．午前11時を過ぎてから分娩  

を終了した動物については，翌日を分娩日とした．   

分娩を確認した仝例について妊娠期間（妊娠0日から  

分娩日までの日数）を算定し，出産率（（生児出産雌数／受  

胎動物数）×100）を各群について求めた．  

G．尿検査   

各投与群の雌雄各5例について，投与6過に動物を代  

謝ケージに収容し約4時間尿あるいは新鮮尿を採取し  

て，pH，潜血，蛋白，糖，ウロビリノーゲン，ケトン  

体，どリルビンを試験紙法（クリニテック200＋，バイエ  

ル・三共㈱）により，色調ならびに混濁度を視診により，  

それぞれ検査した．  

H．血液学模査   

雄仝例は投与42日の翌日に，分娩した雌は哺育4日の  

翌日に，交尾をしたが分娩しなかった雌は妊娠25日相  

当日に，交尾しなかった雌は投与54日の翌日に，それ  

ぞれ前日より18から24時間絶食させた後，剖検に先立  

ちベントパルビタールナトリウム麻酔下で腹部後大静脈  

より採血し，以下の測定を行った．先ずクエン酸ナトリ  

ウムを抗凝固剤として採血し血祭を分離して，プロトロ  

ンビン時間，活性部分トロンポプラスチン時間（光散乱  

検出法，CA－1000，東亜医用電子㈱）を測定した．続い  

て，EDTA－2Kを抗凝固剤として採血し，Coulter  

CounterModelS－PLUSⅣ（コールターエレクトロニク  

ス㈱）により，赤血球数，白血球数，平均赤血球容積，  

血小板数（以上，電気抵抗法）および血色素量（吸光度法）  

を測定し，これらを基に平均赤血球血色素量，ヘマトク  

リット値および平均赤血球血色素濃度を算出した．血液  

の一部は塗抹標本とし，白血球分類（Wright－Giemsa染  

色）を視算した．なお，対照群ならびに高用量群につい  

ては，網状赤血球比率を測定した．  

1．血液生化学検査   

血液学検査用の採血に引き続き，ヘパリンを抗凝固剤  

として採血し，血祭を分離して遠心方式生化学自動分析  

装置（COBAS－FARA，ロシュ・ダイアグノスティックス  

㈱）を用いて総蛋白濃度（ビウレット法），アルブミン濃  

度（BCG法），捻コレステロール濃度（COD・DAOS法），  

トリグリセライド濃度（GPO・DAOS法），ブドウ糖濃  

度（グルコキナーゼG6PDH法），尿素窒素濃度（ウレアー  

ゼGl．DH法），クレアチニン濃度（Jaf粍法）．アルカリフ  

ォスファターゼ活性（GSCC法）．GOTおよびGPT活性  

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

ルシウム濃度（OCPC法），無様リン濃度（モリブデン酸  

直接法），γGTP活性（γグルタミルー3－カルポキシー4こト  

ロアニリド基質法）を測定し，A／G比を算出した．また，  

全自動電解質分析装置（EAO5，㈱A＆T）により．塩素，  

ナトリウムおよびカリウムの各濃度（イオン電極法）を測  

定した．  

」．病理学検査   

採血後，仝例について剖検し，器官・組織の肉眼的観  

察を行った．その際，脳，心臓，胸腺，肝臓，腎臓，脾  

臓および副腎，雄ではさらに精巣および精巣上体の重量  

を測定し，併せて比体重値（相対重量）を算出した．雌で  

は卵巣および子宮を摘出し，卵巣は実体顕微鏡下で妊娠  

黄体数を，子宮は着床数をそれぞれ数え，着床率（（着床  

致／妊娠黄体数）×100）を算出した．全例の脳，下垂体，  

脊髄，消化管，肝臓，腎臓，副腎，脾臓，心臓，胸腺，  

甲状腺，気管，肺，膀胱，腸間膜リンパ節，下顎リンパ  

節，坐骨神経，大腿骨髄および全ての雄動物の精嚢なら  

びに前立腺腹葉，全ての雌動物の陛，卵巣ならびに子宮  

は0．1Mリン酸緩衝10vol％ホルマリン液（pH7．2）に固定  

した．肺は注入固定を行った．全ての雄動物の精巣およ  

び精巣上体はプアン液に固定して保存し，その後．長期  

保存のために0，1Mリン酸緩衝10vol％ホルマリン液に  

置換した．対照群および高用量群の雌雄各5例の固定し  

た器官は，常法に従ってパラフィン切片とし，ヘマトキ  

シリンーエオジン染色を行って，病理組織学検査を実施  

した．なお，稲巣および精巣上体，卵巣ならびに病理学  

検査の結果．異常が認められた胃については，全例の動  

物について病理組織学検査を実施した．  

2）出生児  

A．産児数の算定   

哺育0日に産児致（生児＋死亡児）を調べ，分娩率（（産  

児数／着床痕数）×100）および生児出産率（（出産生児数／  

着床痕致）×100）を求めた．産児については，外表奇形  

の有無および性別を調べ，性比（（堆の生児数／雌の生児  

致）×100）を算出した．  

B．死亡児数の算定   

死亡児数を毎日調べ，出生率（（出産生児数／産児  

数）×100）および新生児の4日の生存率（（哺育4日の生児  

致／哺育0【】の生児致）×100）を求めた．死亡児は剖検し，  

異常の有無および内部器官の肉眼的観察を行った．  

C．体重測定   

哺育0日および4E】に個別に体重を測定した．  

D．剖検   

哺育4日に全例をエーテル吸入により致死させて剖検  

し，外表および内部器官の肉眼的観察を実施した．  

5．統計解析   

交尾率ならびに受胎率についてはFisherの直接確率  

検定を行った．病理組織学検査所見のうち，グレード分  

けしたデータはMa爪n－WhitneyのU検定により，陽性グ  

レードの合計値はFisherの直接確率の片側検定により  

対照群との同で有意差検定を行った．その他の体重．摂  
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トリメチルアミン  

餌量ならびに定期解剖例の血液学，血液生化学検査の値  

および器官重量は，個体ごとに得られた倍あるいは1it－  

terごとの平均値を1標本として，Dunnett法による多重  

比廟検定を行った．有意水準はいずれも5％とした．  

的な有意差であると判断した．さらに，40mg／kg投与   

群では血小板数の有意な減少がみられたが，200mg／kg  

投与群には認められないことから偶発的な有意差である   

と判断した．雌では，いずれの検査項目についてもトリ   

メチルアミン投与に起因したと考えられる変化は認めら   

れなかった．  

6）血液生化学検査（Table7，8）   

雄の200mg／kg投与群においては絵蛋白濃度およびア   

ルブミン濃度の有意な減少ならびに尿素窒素濃度および  

クレアチニン濃度の有意な増加が認められた．   

雌では，40mg／kg以上の投与群において尿素窒素濃   

度の有意な増加が認められた．  

7）病理学検査   

A．雄   

イ．肉眼所見   

200mg／kg投与群の7例の前胃粘膜に肥厚がみられ，  

そのうち3例には陥凹部，1例には硬化部も認められた．  

さらに，投与期間中に死亡した2例を含む3例の腺胃粘  

膜に赤色あるいは暗赤色の領域がみられ，死亡した動物  

の1例には前胃粘膜にも赤色城が認められた．また，死  

亡した2例の胃および腸管にはガスが貯許しており，十  

二指腸および空腸粘膜の赤色化あるいは空腸および回腸  

に赤色詞の内容物が観察された．   

精巣および精巣上体では200 

うちの1例，40mg／kg投与群の1例に小型化が認められラ  

このうち200mg／kg投与群の1例には前立腺および精嚢  

の小型化もみられた．また，死亡した2例では胸腺およ  

び脾臓も小型化を呈していたほか，そのうちの1例は脾  

臓の淡色化，腸間膜リンパ節の小型化ならびに副腎の暗  

色化および腫大が認められ，他の1例では肺の暗色化が  

みられた．その他対照轟の精巣上体に結節，下顎リン  

パ節に暗赤色化がみられた．  

ロ．器官雲量（TabIe9）   

雄の器官重量には，対照群とトリメチルアミン各投与  

群との間に有意差は認められなかった．  

ハ．病理組織学検査（TabtelO）   

精巣では2由mg／kg投与群の投与期間終了時に屠殺し  

た1例の精細管で伸長した精子細胞の変性が，投与期間  

中に死亡した2例のうち1例の精細管で楕母細胞および  

円形の精子細胞の変性が認められた．これらの例の精巣  

上体では管腔内に細胞残屑がみられたほか，精子細胞の  

変性がみられた例では変性した精子が，精母細胞に変化  

がみられた例では精子数の減少がそれぞれ観察された．  

また，トリメチルアミン各投与群では萎縮した精細管が  

みられ，他の例と比較して程度の強い例では精細管内に  

多核巨細胞ならびに精巣上体に細胞残屑が観察された  

が，対照群とトリメチルアミシ各投与群の間で発現頻度  

および程度には明らかな差は経められなかった．その他，  

精巣上体では対照群で精子肉≡削臥40mg／kg投与群の  

間貸でリンパ球の浸潤がそれぞれみられた．   

前立腺および精嚢では，200mg／kg投与群で投与期間  
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結果   

1．反復投与毒性  

り 一般状態   

200mg／kg投与群においては，雄で投与25日ならびに  

投与42日に各1例，雌で妊娠22日（投与38日）に1例の死  

亡が認められた．   

扱与25日に死亡した雄は，投与19日から涜誕，削痩，  

異常呼吸音，呼吸困難を示し，死亡前日から外陰部周囲  

の被毛の汚染，軟便が認められた．投与42日に死亡し  

た雄は，投与10日から非連続的ではあったが，流産，  

削痩，異常呼吸音，呼吸困難，体温の低下，耳介蒼白，  

ふらつき歩行および鼻周囲褐色汚染が認められた．雌の  

死亡例では投与11日から，非連続的に流庭，異常呼吸  

音が観察された．   

生存動物では，200mg／kg投与群の雄において．投与  

9日以降流潅が10例に，異常呼吸音が3例に．接触反応  

の減弱が1例に，それぞれ観察され，同群の附こおいて  

も投与9日以降，流庭が10例に，異常呼吸音が3例に，  

削穫が1例に，それぞれ観察された．40mg／kg以下の投  

与群では，雌雄ともに一般状態の異常は観察されなかっ  

た．  

2）体重（Tablel，2）   

雄では，200mg／kg投与群において体重には有意差は  

認められなかったが，累積体重増加量は対照群に比較し  

て小さく体重の増加抑制傾向が認められた．40mg／kg  

以下の投与群の体重は，対照群と同様に推移した．   

雌では，体重推移に対照群とトリメチルアミン各投与  

群との問で有意差は認められなかった．   

3）摂餌量（Table3，4）   

200mg／kg投与群の雄の摂餌量は，投与13および41  

日に有意に減少した．一万，雌の摂餌量には，対照群と  

トリメチルアミン各投与群との聞に有意差は認められな  

かった．  

4）尿検査   

尿検査の結果，雌雄ともいずれの検査項目についそも，  

トリメチルアミンの投与に起因したと考えられる変化は  

認められなかった．   

5）血液学検査（Table5，6）   

雄では40mg／kg以上の投与群において，平均赤血球  

血色素濃度の有意な増加がみられたが，他の赤血球関連  

の測定項目には差が認められず，病理組織学検査におい  

ても骨髄，脾臓等に血液学検査にみられた変化に関連す  

ると考えられる変化は認められなかったことから，偶発  
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mg／kg投与群の例と比較して程度が強く，腔上皮に好  

中球の浸潤を伴っておりト膣には角化上皮が観察された．  

一方，200mg／kg投与群の不妊例の隆には粘液分泌上皮  

および角化上皮がみられた．その他，妊娠中に死亡した  

例の陰には粘液分泌上皮が観察された．卵巣には異常は  

認められなかった．   

胃では200mg／kg投与群の11例の前胃に扁平上皮の  

過形成がみられ，そのうち妊娠中に死亡した例を含む8  

例の粘膜に廉欄あるいは潰瘍，炎症細胞の浸潤が認めら  

れたほか，7例の粘膜下級に水腫や肉芽がみられた．ま  

た，潰瘍の程度が他の例と比較して強い3例の粘膜では  

出血がみられ，そのうち2例では簗膜にも肉芽が認めら  

れた．対照群の2例の前胃粘膜でも，潰瘍あるいは廉爛，  

炎症細胞の浸潤を伴う扁平上皮の過形成が観察され，そ  

のうち1例の粘膜下級には水腫および肉芽もみられた．  

一方，妊娠中に死亡した例では，腺胃粘膜に廉爛，潰瘍  

ならびに出血が認められた．その他，対照群の1例の腺  

胃粘膜にも靡爛がみられたほか，200mg／kg投与群の盲  

腸の渠膜に肉芽が．対照群の直腸の粘膜下織に水腫がみ  

られた．   

肝臓では200m釘kg投与群で妊娠中に死亡した1例に  

限局性の壊死が認められた，また，200mg／kg投与群お  

よび対照群に門脈周囲性の脂肪化がみられたが，両群間  

の発現頻度および程度に明らかな差は認められなかっ  

た．   

脾臓では，200mg／kg投与群で妊娠中に死亡した1例  

に萎縮が認められたほか，200mg／kg投与群および対照  

群のほとんどの例で髄外造血や褐色色素の沈着がみられ  

たが，両群間の発現頻度および程度に差は認められなか  

った．   

その他，腎臓では皮質に好塩基性尿細管，近位尿細管  

の空胞変性，問質にリンパ球浸潤がみられ，心臓では心  

筋の変性／線維化が．肺では血管に鉱質沈着が，甲状腺  

では異所性の胸腺組織が認められた．他の観察器官に異  

常は認められなかった．  

2．生殖発生毒性  

1）綬動物  

A．性周期（Tabtell）   

性周期の観察結果にトリメチルアミン投与の影響は認  

められなかった．  

B．交配成練（Tauell）   

対照群ならびに40mg／kg投与群の各1観では，2週間  

の交配期間中に交尾しなかった．また，交尾はしたが不  

妊であった動物が，対照群に1組，200mg／kg投与群に  

1祖認められた．しかし，交尾率，受胎率，同居から交  

尾までに要した日数およびその間に回帰した発情期の回  

数には，対照群とトリメチルアミン各投与群との閉に有  

意差は認められなかった．  

C．分娩および哺育状態   

40mg／kg投与群の1例では分娩日に産児の回集が認め  

られず，産児の体表温も低下していたが，翌日には回復  

していた．その他の動物には，分娩および哺育状態の異  

中に死亡した例のうち精巣に変化がみられた1例で萎縮  

が認められた．また，200mg／kg投与群および対照群の  

問質にリンパ球浸潤がみられ，他の例と比較して程度の  

強い例では上皮に好中球およびリンパ球の浸潤も観察さ  

れたが，両群間で発現頻度および程度に明らかな差は認  

められなかった．   

胃では200mg／kg投与群の仝例の前胃に扁平上皮の過  

形成が認められ，粘膜では炎症細胞の浸潤，粘膜下総で  

は水腫および肉芽を伴っていた．また，5例の粘膜に廉  

爛がみられそのうちの2例では潰瘍，1例では出血が認  

められたほか，渠膜に肉芽がみられる例もあった．さら  

に，前胃の廉欄および潰瘍の程度が他の例に比べ比較的  

強かった1例の腺胃では，粘膜に廉爛，出血および炎症  

細胞の浸潤が，粘膜下級に水腫が認められた．投与期間  

中に死亡した2例では前胃に扁平上皮の過形成が観察さ  

れたほか，1例の十二指腸および空腸の粘膜上皮にうっ  

血，盲腸の粘膜下織に好中球の浸潤を伴う水腫がみられ  

たが，他の異常所見は認められなかった．   

肝臓では，200mg／kg投与群で投与期間中に死亡した  

例のうち，1例に限局性の壊死が観察された．また，  

200mg／kg投与群および対照群に門脈周囲性の脂肪化が  

みられたが，両群間の発現頻度および程度に差は認めら  

れなかった．   

脾臓では200mg／kg投与群で投与期間中に死亡した例  

のうち，1例に萎縮が観察された＿．また，200mg／kg投  

与群および対照群のほとんどの例に髄外造血および褐色  

色素の沈着がみられたが，両群間の発現頻度および程度  

に差は認められなかった．   

また，200mg／kg投与群および対照群では腎臓の皮質  

に好塩基性尿細管，髄質に鉱質沈着が：心臓の心筋に変  

性／線維化が，肺に泡沫細胞の集族がみられたが，両群  

間の発現頻度および程度に差は認められなかった．   

その他，対照群の甲状腺で異所性の胸腺組織，死亡し  

た例の肺で限局性の出血がみられたが，他の観察許官に  

異常は認められなかった．  

B．雌  

イ．肉眼所見   

200mg／kg投与群の7例の前胃粘膜に肥厚がみられ，  

そのうち5例は陥凹部，4例は水腫を伴っていた．また，  

40および8mg／kg投与群の各1例の腺胃粘膜に暗色ある  

いは黒色の点がみられた．投与期間中死亡した1例の冒  

および腸管ではガスが貯留していたほか，胸腺の小型化  

および肺の暗色化が認められた．その他，200，40  

mg／kg投与群および対照群の胸腺にも小型化が認めら  

れたほか，200mg／kg投与群には腎臓の淡色域が，対照  

群では肝臓に白色点あるいは子宮内腔の拡張がみられ  

た．  

口．器官重量（Table9）   

雌の器官重量には，対照群とトリメチルアミン各投与  

群との間に有意差は認められなかった．  

ハ．病理組織学検査（TablelO）   

子宮では200mg／kg投与群および対照群の不妊動物各  

1例に内腔の拡張がみられ，そのうち対照群の例は200  
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トリメチルアミン  

常は観察されなかった．200mg／kg投与群の哺育状態は  

全て良好であったことから，40mg／kg投与群の1例にみ  

られた哺育状態の不良はトリメチルアミン投与の影響で  

はないと考えられた．  

D．出産率および妊娠期間（Tab】e12）   

40mg／kg投与群の1例が妊娠25日に出産したが，他  

の動物は妊娠22～23日に出産した．妊娠期間が24日を  

超える例は，まれではあるものの今回の試験に使用した  

系統においても自然発生的に認められる所見であ 

と，ならびに高用量群では全例が妊娠22～23日に出直  

したことから，この1例の変化はトリメチルアミン投与  

の影響ではない可能性が高いと判断した．出産率および  

妊娠期間には対照群とトリメチルアミン各投与群との間  

に有意差は認められなかっキ．  

E．妊娠黄体数，着床数および着床率（Table12）   

200／kg投与群で妊娠22日に死亡した1例を含め，妊  

娠黄体数，着床敬および着床率には，対照群とトリメチ  

ルアミン各投与群との間に有意差は認められなかった．  

2）出生児  

A．生存性（Table12）   

分娩率，生児出産率，出生率，新生児の4日の生者率，  

出産生児数，哺青4日の生児数および性比には，対照群  

とトリメチルアミン各投与群との間に有意差は認められ  

なかった．死亡児は，対照群で5例，40mg／kg投与群で  

7例，200mg／kg投与群で3例みられたが，死亡時期お  

よび死亡児数に特定の傾向は認められなかった．  

B．体重（Table12）   

いずれの投与群も雌雄ともに，対照群と同様な体重推  

移を示した．  

C．形態   

いずれの出生児にも外表奇形は認められず，哺育4日  

の剖検においても内部器官に異常は認められなかった．  

また，死亡児の剖検でも異常は観察されなかった．  

腺胃の潰瘍，廉爛，炎症，肉芽が観察された．また，同  

様の変化は，胃と比較して頻度，程度ともに軽度であっ  

たが盲腸にもみられている．一方，トリメチルアミンは  

ニコチン性アセチルコリン受容体のアゴニストであるこ  

とが明らかになっていることから引，呼吸循環器に対し  

ニコチン類似の交感神経興奮作用を呈し，さらに興奮が  

進行して神経筋接合部の脱分極性遮断作用が死因となっ  

た可能性も考えられる．   

生存動物においては200mg／kg投与群で，投与後の一  

過性の流誕ならびに異常呼吸音が観察され，同群の雄で  

は体重増加の抑制傾向がみられた．トリメチルアミンの  

単回経口投与毒性試験では200mg／kgの投与により体重  

の増加抑制が認められ，125mg／kg投与群では異常呼吸  

音が，350mg／kg投与群では流誕がみられていることか  

ら，本試験で認められた雄の体重増加抑制傾向および異  

常呼吸音等の一般状態の変化はトリメチルアミン投与の  

影響によるものと考えられた．   

本試験では病理組織学検査の結果，胃の潰瘍，炎症，  

肉芽組織の増殖を伴った前胃粘膜上皮の過形成が観察さ  

れた．トリメチルアミンの水溶液には局所刺激性がある  

ことが知られており，前胃粘膜が刺激性物質により増殖  

性変化を起こすことから9），消化管にみられた増殖性病  

変はトリメチルアミン水溶液の刺激に基づく変化と考え  

られる．   

トリメチルアミンは主に肝臓で代謝を受け，ジメチル  

アミンやトリメチルアミンオキシドとして腎臓から排出  

される2I．腎臓障害時には，トリメチルアミンを含む脂  

肪族化合物の血中濃度が増加するとの報告がみられ2・ニ  

トリメチルアミンの代乱 排泄経路である肝臓や腎臓に  

おいては影響が発現する可能性が考えられる．本試験に  

おいては，尿素窒素濃度の増加が雌では40mg／kg以上  

の投与群，雄では200mg／kg投与群で認められ，200  

mg／短投与群の雄ではクレアチニン濃度の増加がみら  

れた．しかし，これらの測定値は当研究所の背景データ  

から逸脱する値ではない事から，今回の試験で認められ  

た有意差は偶発的なものである可能性が高いと判断し  

た．また，尿検査，辞官重量ならびに病理組織学検査結  

果のいずれにも，腎臓の異常ならびに腎臓以外に血中尿  

素窒素濃度を変化させる可能性が考えられる広範囲の組  

織崩壊あるいは肝臓における合成過剰等を示唆す皐所見  

は認められなかったことから，トリメチルアミンの投与  

に基づく腎障害は確認されないものと判断した．   

以上の結果から，200mg／kgのトリメチルアミンの反  

復投与により動物が死∈したこと，雄では体重の増加抑  

制傾向および摂餌量の減少がみられ，雌雄ともに胃腸管  

粘膜の著しい病理学変化が認められたことから，雌雄動  

物の一般毒性学的な無作用量は40mg／kg／dayと推定さ  

れた．   

病理学検査の結果，生殖関連器官にトリメチルアミン  

投与によると考えられる異常は認められず，性周期観察  

の結果にも影響はみられなかった．また，雌雄動物の交  

尾率，受胎率，母動物の出産率，妊娠期間，哺育状態，  

妊娠黄体数，着床救および着床率ならびに産児の生存性，  

49  

考察  

200mg／kg投与群の雄で2例，雌で1例の死亡がみら  

れた．これらの動物の生前の一般状態の変化として投与  

後の流湛，異常呼吸音がみられ，さらに雄では，削痩，  

呼吸困難，肛門周囲の汚れ，軟便等といった一般状態の  

悪化を伴った．ま．た剖検の結果，雌雄いずれも胃および  

腸管にはガスが貯留し，胃粘膜上皮の過形成および炎症  

像がみられた．トリメチルアミンの単回経口投与毒性試  

験でも200mg／kg以上の投与群で，同様な一般状態の変  

化および剖検所見を伴った死亡が認められている．これ  

らの動物の死因は明らかではないが，次の様な要因が働  

いた可能性が考えられる．まず，トリメチルアミンが腐  

食性をもつ強塩基性刺激物質であることから，経口投与  

により胃粘膜および腸管粘膜を強度に障害し全身状態が  

悪化していた可能性は高い．本試験の剖検の結果，ZOO  

mg／kg投与群の雌雄に前胃粘膜の暗色化および肥厚等  

の病変が観察され，病理組織学検査の結果，前胃および．  

，
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性比，体重および形態にトリメチルアミン投与の影響は  

認められなかった．以上のことから，生殖発生毒性的な  

無作用量は雌雄ともに200mg／kg／day，産児に対する無  

作用量も200mg／kg／dayと考えられた．前述の通り，ト  

リメチルアミンはメチルイソシアニドの主要代謝物であ  

り，メチルイソシアニドは生殖毒性を有することが明ら  

かとなっているが，トリメチルアミンにはその作用は認  

められなかった．   

以上の結果から，本試験条件下ではトリメチルアミン  

の一般毒性的変化に関する無作用量は40mg／kg／day，  

また，生殖発生毒性的な変化は認められなかった事から  

無作用量は雌雄ともに200mg／kg／day，産児に対する無  

作用量も200mg／kg／dayであると推察される．  
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Table3 Foodconsumptionofmaleratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Daysofadministration  

1  

7  

13  

29  

35  

41  

Z7．3土2．1（13）  

26．9±1．7（13）  

26．4土2．0（13）  

29．0土3．3（13）  

29．7±4．1（13）  

29．7±3．4（13）  

27．7±3．3（13）  

26．9±3．0（13）  

25．9±3．1（13）  

29．1±3．0（13）  

28．4±3．1（13）  

28．7±3．4（13）  

26．5±イ．6（13）  

飢．9土3．1（13）  

23．3±3．4●（13）  

Z8．3±3．3（12）  

26．7±1．4（12）  

飢，0±8．0■（12）  

27．イ土2．7（13）  

27．1±2．7（13）  

26．9±3．8（13）  

30．2土2．3（13）  

29．0±3．Z（13）  

29，6±1．8（13）  

Ⅴaluesrepresentmean±S．D．ingrams，andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
＊二SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  

Table4 Foodconsumptionoffemaleratstreatedoral1ywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Daysofadministration  

1  

7  

13  

29  

35  

41  

Daysofpregnancy  

O  

7  

14  

20  

Daysoflactation  

O  

3  

出
田
旧
Ⅲ
ぃ
ぃ
 
 

17．4±4．3（13）  17．2±3．5（13）  

19．7±3．6（13）  19．7±2．2（13）  

18．7±3．9（13）  17．8±3．7（13）   

23．8 （1）   

7g．9 （1）   

76．8 （1）  

3
 
3
 
3
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 

16．1±2．6  

19．4士2．5  

17．7±3．8   

Zl．3   

20．3   

21．2   

20．5±3，8（12）  

26．6±4，4（12）  

21．1±2．5（12）  

26．4±1g．7（12）  

20．2士9．1（12）  

42．7士9，5（12）  

20．0±づ．ユ（11）  

25．5±2．9（11）  

飢．0±12．7（11）  

19．6±イ．9（11）  

15．5±6．4（11）  

38．9±9．2（1り  

20．9±1．7（12）  

25．5±3．0（12）  

20．0±2．0（12）  

20．8士6．4（12）  

19．7士3．7（11）  

イ1．9土2，9（11）  

19．7±2．2（13）  

27．6土3．9（13）  

20．8土2．6（13）  

21，4士イ．7（13）  

21．1士4．5（13）  

42．6±8．0（13）  

Valuesrepresentmean土S．D．ingrams．andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
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トリメチルアミン  

1もble5 Hematological・eXaminationsofmaleratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／毎）  0  8  イ0  200  

Redbloodceus  

Count（×10ソmm3）  

Hemo宮lobin（g／dL）  

Hematocrit（％）  

MCV（〃m3）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

Whitebloodce11s  

Count（×100／mmり  

Bandneutrophil（％）  

807±45（13）  810±40（13）  

15」2±0．6（13）  15．3土0．4（13）  

4イ．7±1．6（13）  4イ．4±1．6（13）  

55．6±2．7（13）  54．9±1．9（13）  

18．8±1．1（13）  18．9±0．7（13）  

803士34（13）  790±26 （11）  

15．3±0．8（13）  15．1±0．7（11）  

44．2士2．3（13）  イ2．9±2．3（11）  

55，0±2．0（13）  別．4土2＿1（11）  

19．1士0．7（13）  19．1±0．6（11）  
33．9±0．5（13）  封．5±0．6（13）  3孔6±0．7＊（13）  35．1±0．7綿（11）  
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65士16（13）  

0±0（13）  

12士5（13）  

1±1（13）  

0±0（13）  

4±3（13）  

83±6（13）  
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1
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Segmentedneutrophil（％）  13士7  

Eosinophil（％）  

Basophil（％）  

Monocyte（％）  

Lymphocyte（％）  

Platdet  

Count（×10ソmmり  

PT（sec）  

Am（sec）  

R鱒icul∝舛e（％）  

1±1  

0±0  

3士2  

83±7  

94．8±8．7（13）  91．4±4．7（13）  

16．4±2．0（13）  16．3±2．7（13）  

21．7±1．3（13）  21．2±1．0（13）  

2．6±1，1（13）  N．E．  
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N．E．：Notexahlined  
ValuesrepresentmeaLl±S．D．，andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
＊：Significantdi鮎rencefromOmg／kg，P＜0．05  
■＊：SignificantdifkrencefromOmg／kg，P＜0．01  

1ねble6 Hematologicalexaminationsoffemaleratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Redbl∝dce山s 

RBC（×10ソmm3）  

fIemoglobin（g／dL）  

Hematocrit（％）  

MCVレml）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

Whitebloodcells  

Count（×100／mm3）  

Bandneutrophil（％）  

Segmentedneutrophil（％）  

Eosinophil（％）  

Basophil（％）  

Monocyte（％）  

Lymphocyte（％）  

Platelet  

Count（×10ソmmり  

Fr（sec）  

Am（紀C）  

Reticuloc舛e（％）  

697土40（13）  

13．7土0．7（13）  

40．8±2．3（13）  

58．6±2．2（13）  

19．6士0．9（13）  

33．5士0．8（13）  
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698±46（13）  

13．8士0．7（13）  

41．0±2．8（13）  

58．7土1．8（13）  

19．8土0．7（13）  

33．7±0．7（13）  

675±別  

13．6土0．6  

40．1±2．3  

59．6士3．0  

20．2±1．1  

33．8±0．7  

71±20   

0士0   

20±8   

0±1   

0±0   

5士2   

74±8  
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701±4イ  

13．9±0．5  

41．4±2，1  

59．2±1．6  

19．8±0．6  

33．5±0．5  

65士15   

0士0   

22士7   

0士0   

0±0   

5士3   

74±9  
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70士23  

0土0  

14±7  

0±0  

0±0  

4±2  

82±8  

66士20  

0士0  

19士7  

0±1  

0±0  

6±5  

74±10  

101．6土6．9（13）  111．8±12．7（13）  鮨．4士9．7（13）  106．5士13．0（12）  

1乙2土0．7（13）  12，Z±0．7（13）  12．3土0．7（13）  12．6±0．5（12）  

17．6±1．2（13）  17．2±1．8（13）  16．7士1．6（13）  17．7±1．0（12）   

6．8±3．1（13）  N点．  N．E．  6．3±2，7（12）  

N．E．：Notexamined  

V誠uesrepresentmean土S．D．，and占arenthesesindicatenumberofarLimalsevaluated  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table7 BloodchemicalexaminationsofmaleratstreatedorallywithtrimethylamidCincombinedrepeatdoseand  
reproductive／dev可opmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

5．4±0，2（13）  5．3±0．3（13）  5．3±0．2（13）  5．1±0．3■書（11）  

3．0±0．2（13）  2．g士0．2（13）  2．9±0．1（13）  2．8士0．2★■（11）  

1．お±0．12（13）  1．21±0．13（13）  1．21±0．12（13）  ユ．別±0．14（11）  

Totalprotein（g／dL）  

Albumin（g／dL）  

A／G  

BUN（mg／dL）  

Creatinine（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

16土3 （13）  17±2  

0．5±0．1（13）  0．6±0．1  

129±10（13）  129±10  

3
 
3
 
3
 
3
 
 

1
 
 
1
 
 
1
 
 
’
－
▲
 
 

17±1（13）  19±3●■（11）  

0．5±0．1（13）  0，6±0．1■（11）  

127±11（13）  122±8 （11）  

39±7 （ユ3）  42±9 （11）  Totalcholesterol（mg／dL）   37±8 （13）  4Jt±8  

Triglyceride（mg／dL）  

ALP（U／L）  

GPT（U／L）  

GOT（U／L）  

γ一GTP（U／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）  

Ca（mg／dL）  

Na（mEq／L）  

K（mEq／L）  

Cl（mEq／L）  

47±20（13）  42±11（13）  

231±49（13）  224±47（13）  

32±5 （13）  29±5 （13）  

65±8 （13）  朗±14（13）   

0±0 （13）  0±0 （13）  

3
 
3
 
3
 
1
 
 
1
 
 
1
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46±17  

217±35  

31：±4  

37±8  

218±65  

31±4  

67±10（13）  71±11  

0±0 （13）  0±0  

0．08±0．02（13）   

5．9±0．6（13）   

8．3士0．2（13）  

145．2±1．2（13）  

3，79±0．25（13）  

107．6±1．7（13）  

0．08±0．02（13）  0．08±0．02（Ⅰ3）  0．08±0，m   

5．8±0．5（13）  5，9±0．4（13）  6．0±0．6   

8，3士0．3（13）  8．4士0．2（13）  8．3±0．1  

144．9±1．2（13）  145．4±1．0（13）  145．4±0．8  

3．83±0．加（13）  3．82±0．19（13）  3，8イ±0．15  

107．6±1．8（13）  108．5±1．3（13）  108．1±1，3  

Valuesrepresentmean±S．D．，andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
★’：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  

Table8 Bloodchemicalexaminationsoffemaleratstreatedora11ywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Totalprotein（g／dL）  

Albumin（g／dL）  

A／G  

BUN（mg／dL）  

Creatinine（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

Totalcholesterol（mg／dL）  

Triglyceride（mg／dL）  

ALP（U／L）  

GPT（U／L）  

GOT（U／L）  

TGTP（U／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）  

Ca（mg／dL）  

Na（mEq／L）  

K（mEq／L）  

Cl（mEq／L）   

5．9士0，4（13）   

3．4土0．3（13）  

1．36±0．12（13）   

15±3 （13）   

0．6士0．1（13）  

122±1イ（13）   

52士7 （13）   

飢士7 （13）   

男±27（13）   

35士7 （13）   

刊±10（13）   

0士0 （13）  

0．12±0．02（13）   

6，1±0．7（13）   

9．0±0．2（13）  

143．8士1．4（13）  

3．71士0．刀（13）  

108，1士1．2（13）   

5．8±0．3（13）   

3．3士0．2（13）  

1．32±0．14（13）   

18±1（13）   

0．6±0．1（13）  

119±11（13）   

47±7 （13）   

41士10（13）  

111士29（13）   

36±7 （13）   

73±9 （13）   

1±1（13）  

0．11土0．03（13）   

6．4±0．5（13）   

9．1±0．2（13）  

143．5士0．8（13）   

5．8±0．3（13）   

3．2±0．2（13）  

1．24±0．10（13）   

18±3＊（13）   

0．6土0．1（13）  

112±9 （13）   

49±7 （13）   

36±5 （13）  

105±34（13）   

38±8 （13）   

73±7 （13）   

1±1（13）  

0．10±0．OZ（13）   

6．2士0．4（13）   

9．1±0．3（13）  

143．2±1．3’（13）   

5．6±0．2（12）   

3．2±0．2（12）  

1．36士0．16（12）   

19±3＊（12）   

0．6±0．1（12）  

116±12（12）   

48±8 （12）   

37±11（12）  

101±18（12）   

35±7 （121   

68±8 （12）   

0±0 （12）  

0．12土0．02（12）   

6．3土0．7（12）   

9．1±0．3（12）  

144．4士1．6（12）  

3．66±0．18（13）  3．73±0．22（13）  3．65±0．20（12）  

108．6±1．5（13）  108．1±1．6（13）  108．4±1．7（12）  

ValuesTepTeSentmeanj：S．D．，a11dpaTetlthesesjndicatenumberofaTlima］sevaluafed  
事：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
’’：SignificantdifferencefromOmg／kg，〆0，01  
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Table9 Absoluteandrelativeorganweightsofratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Sex Dose（mg／kg）  0  8  40  200  

Finalbodyweight（g）  486．3土30．7（13）  

Brain（g）  2．06士0．13一一（13）  

0．42±0．朗b－（13）  

Heart（g）  1．42±0．16（13）  

0．29±0．以（13）  

Th叩TluS（mg）  別8．5±93．4（13）  

72．0±20．1（13）  

Liver（g）  12．29±1．42（13）  

2．53±0．22（13）  

Kidneys（g）  3．12±0．23（13）  

0．64±0．05（13）  

Spleen（g）  0．90±O．08（13）  

0．19±0．02（13）  

Adrenalglands（mg）  57．0±8．7（13）  

11．7士1．声（13）   

Testes（g）  3．39±0．22（13）  

0．70土0．05（13）  

Epididymides（g）  1．25士0．05（13）  

0．26士0．02（13）  

490．5±32．7（13）  

2．朗±0．07（13）  

0．42±0．03（13）  

1．42士0．09（13）  

0．29±0．01（13）  

355．9±121．1（13）  

72．0士21．1（13）  

12．45±1．25（13）  

2．別±0．21（13）  

3．05±0．20（13）  

0．63±0．05（13）  

0．＆3±0．10（13）  

0．17±0．03（13）  

58．8±10．8（13）  

12．0±2．0（13）  

3．36±0．16（13）  

0．69±0．05（13）  

1．28士0．12（13）  

0．26±0．03（13）  

490．1士31．4（13）  

2．07土0．07（13）  

0．42±0．03（13）  

1．44±0．13（13）  

0．29±0．02（13）  

366．2±106．4（13）  

7れ1±19．0（13）  

12，07±1．別（13）  

2．46±0．15（13）  

3．∞±0．お（13）  

0．田±0．別（13）  

0．92±0．17（13）  

0．19士0，03（13）  

59．5±8．0（13）  

12．1士1，3 （13）  

3．37士0．32（13）  

0．69士0．08（13）  

1．21±0．25（13）  

0．25士0．05（13）  

466．7±15．4（11）  

2．鵬±0，08（11）  

0．44±0．02（11）  

1．別士0．07（11）  

0．29±0．02（11）  

317．8±56．7（11）  

68．1±12．3（11）  

11．59±0．68（11）  

2．48±0．11（11）  

2．95±0．刀（11）  

0．63±0．別（11）  

0．幻±0．10（11）  

0．18土0．02（11）  

59．0±10．6（11）  

12．6±2．2（11）  

3．封土0．23（11）  

0．72±0，別（11）  

1．24±0．08（11）  

0．27三0．02（11）  

Male  

Finalbodyweight（g）  292．5±19＾（11）  

Brain（g）  1．92±0．鵬（11）  

0．66±0．05（11）  

He鋸竃（g）  0．95士0．09（11）  

032士0．02（11）  

Thymus（mg）  210．2士108．9（11）  

70．5士お．1（11）  

296．7±20．3（13）  

1．91±0．06（13）  

0．65士0．研（13）  

0．97±0．10 く13）  

0．33±0．01（13）  

別5．1±66，9（13）  

82．5±21．3（13）  

9．62士1．01（13）  

3．別±0．別（13）  

1．別±0．16（13）  

0．65士0，朋（13）  

0．68士0．09（13）  

0．23土0．03（13）  

77．8±15．7（13）  

26．2±4．6（13）  

302，3士20．6（12j  

l．93±0．08（12）  

0．飢士0．05（12）  

0．99士0，10（12）  

0ぷ±0．02（12）  

232．0±103．4（12）  

75．8±31．0（12）  

9．43士0．70（12）  

3．13士0．23（12）  

1．90士0．18（12）  

0．63士0．拡（12）  

0．詔土0．11（12）  

0．別土0．04（12）  

74．6±5．3（12）  

別．8±2．6（12）  

295．2±11．7（11）  

1．89士0．10（11）  

0．朗土0．03（11）  

0．95土0．08（11）  

0．32◆土0力2（11）  

198・6土弘・4（11）  

67、1士18．1（11）  

9．閏士0．68（11）  

3，30土0．訪（11）  

1．92±0．10（11）  

0．65±0．一刀（11）  

0．67±0．10（11）  

0．お±0．03（11）  

73．9士7．7（11）  

25．1±2．9J（11）  

FemaleLiver（g）  9．40±0．87（11）  

3．22土0．別（11）  

Kidneys（g）、  1．91士0．16（11）  

0．66土0．05（11）  

Spleen（g）  0．67±0．11（11）  

0．23±0朋（11）  

Adrenalglands（mg）   80．4±12．0（11）  

27．6±4．4（11）  

Ⅴaluesrepresentmean土S．D．，andparenthesesindicatenumberofanimalsevaluated  
a）Absoluteweight  
b）Relativeweight（gormgperlOOgbodyweight）  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

TablelO HistopathologlCalfindingsofratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Organ  Sex二  

Findings，gradeandnumberofanimals Dose（mg／kg）：  
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O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
r
‘
L
 
 

1
3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
 
「
．
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0
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0
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1
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＃
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n
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  l
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1
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0
 
2
 
8
 
2
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0
 
1
 
1
 
1
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4
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【
し
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
●
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
3
 
0
 
9
 
4
 
＊
 
3
 
 

＃
 
 

〕
＃
l
J
 
㍑
4
2
5
・
2
2
0
1
2
2
3
Ⅶ
2
1
0
3
0
1
5
1
Ⅶ
3
2
3
用
1
2
3
柑
1
1
2
0
1
0
1
0
0
0
0
1
1
0
1
1
日
0
0
1
1
0
0
0
0
0
0
 
 

1
 1
 
 

、
■
J
I
J
 
1
3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
わ
 
 

ほ
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
8
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
叫
 
 

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

Stomach   

Squamoushyperplasia，  

forestomach  
±
：
響
こ
響
こ
血
±
こ
讐
＋
こ
ぬ
±
ニ
誓
＋
エ
±
＋
t
㌘
l
 
こ
血
｛
血
こ
十
血
こ
t
仇
a
．
㌫
士
t
O
b
．
＋
㌣
血
＋
血
 
 

Erosion，muCOSa，forestomach  

＃
 
 

＃
 
甜
0
2
0
2
0
0
1
1
1
5
4
1
け
 
3
5
3
 
 

UIcer．mucosa，forestomach  

flemorrhage，muCOSa，  

forestomach  

Edema，Submucosa．forestomach  

Ce11ularinfiltration，inflammatorycell，  

mucosa，forestomach  

＃
 
 

＃
 
＿
 
ド
 
 
 

Granulation，SUbmucosa，  

forestomach 

＃
 
 

6
 
 
 

Granulation，  

SerOSa，forestomach   

Erosion，muCOSa，  

glandularstomach   

Edema．submucosa，   

glandular stomach 

CelJularinfiltration，inflammatorycell，   

mucosa，glandularstomach   

UIcer．mucosa．   

glandularstomach   

Hemorrhage，muCOSa，   

gland山arstomach  

Intestine   

Congestion，epithelium．   

mucosa，duodenum＆jejunum   

G招ndation，SerOSa，CeCum  

Edema，Submucosa．cecum  

Edema，Submucosa，reCtum  

Cdlularinfiltration，neutrOPhil，   

Submucosa，CeCum  

⊂
J
 
l
 
1
 
0
 
 

「
■
し
 
 

＝：Numberofanimalsexamined  
Gradeofhistopathological蝕dings：土：YerySlight，十：slight，＋＋：mderate，＋十＋：severe  

．：Signi伝cantdifferencefromOmg／kg，〆刀．05（byTwoJtailedMann－WhitneyUtest）  
＋＋：SignificantdihrencefromOmg／kg，P＜0．01（byTw℃－tailedMann－WhitneyUtest）  
＃：SignificantdiLferencefromOmg／kg，P＜0．05（byOne－tailedFisherexacttest）  
＃＃：Sjgrlj幻ca血蛍f転化nCebmOmg／也タ＜α01（byOJle－tajledFisberexacttest）   
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TablelO（continued）  

Organ  Sex：  

Findings，gradearLdnumberofanimals Dose（mg／kg）：  0  8  40   200  
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0
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0
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0
0
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0
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Liver   

Necrosis，bcal  
【5］ ［oj  【0】 【5】  
0
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0
4
1
5
5
1
1
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0
0
1
1
持
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0
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2
1
5
0
5
0
5
持
0
0
0
b
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0  
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1  
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0  

3  

【0］ ［0】 ［5］  
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a  
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O
a
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十
O
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±
d
t
a
土
O
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a
±
＋
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．
±
ぬ
 
｛
O
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±
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付
O
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±
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O
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O
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血
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O
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O
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O
t
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＋
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t
 
 
 
 
－
 
 
1
 
 
 
 
－
 
 
 
 
 
 
－
 
 
 
 
 
 
－
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
－
 
 
－
 
 
t
 
t
 
t
 
t
 
t
 
 

Fattychange，periportal  

Kidneys   

Basophilictubule，COrteX  

Mineralization，medu11a  

Cellularinfiltration，   

lymphocyteinterstitium  

Degeneration，VaCuOlar，   

proximal tubule 

Spleem   

Atrophy  

Hematopoiesis，eXtramedul1ary  

0
0
1
1
2
0
0
引
1
1
0
イ
0
1
0
1
1
5
β
1
0
1
β
0
0
0
0
1
1
持
0
1
1
 
 

Deposit，plgment．brown  

Heart   

Myo亡ardial   

degemerationノ用brosis  

Lung   

Accumulation，foamcell，  

focal   

Hemorrhage，Eocal  

Mineralization，a止ery  

Thyroidgland   

EctopicthymuS  

j
 

0
0
0
0
0
O
 
 

Testes   

Atrophy，Seminiferoustubule  

Multinucleatedgiantcell，  

seminiferoustubule  

Degeneration，SPermatOCyteand  

roundspermatid，  

seminiferous tubule 

Degeneration，elongatedspermatid，  ＋  

seminiferous tubule total  

0
 
0
 
 

0
 
0
 
 

【］：Numberofanimalsexamined  
Gradeofhi＄tOpathologicalfindings；±：veryslight，＋：slight，＋＋：moderate，＋＋＋：severe  
●：Sign抗cantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05（byTwo－tailedMarLrl－WhitneyUte＄t）  
■■：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01（byTwo－tailedMann－WhitneyUtest）  
＃：SignificantdifferencefromOmg／kg，Pa．05（byOne－tai1edFisherexacttest）  
＃＃：Signifkantdi鮎rencefromOmg／kg，P＜0．01（byOne－tailedFisherexacttest）  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

TablelO（continued）  

Organ  

Findings，gradeandnumberofanimals  

1
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Epididymides   

Celldebris，inlumen   
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＋
 
 

±
 
十
 
O
t
 
0
－
a
＋
 
0
－
a
＋
 
0
－
a
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0
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t
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t
 
t
 
 

Degeneratedsperm，inlumen  

Decrease，Sperm，inlumen  

SpermaticgranuLoma，  

unilateral   

Cellularirlf此raとion，   

lymphocyte interstitium 

Prostate   

Atrophy  

Cellularinfiltration．   

1ymphocyte，irlterStitium   

a  

a  

＋
。
t
 

｛
O
t
a
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±
十
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O
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t
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ト
し
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▲
L
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Cellularinfiltration，   

1ymphocyteandneutrophil，   

epithelium  

SeminalvesicLe   

Atrophy  

Uterus   

Dilatation，lumen   

5
 
0
 
1
 
－
1
 
 

【0］  5
 
1
 
0
 
1
 
0
 
0
 
「
〇
 
l
 
1
 
2
 
1
 
1
 
 

1
 
 

Celhlarinfjltration，neUtrOphil．   

luminal epithelium 

Vagina   

Mucification，epithelium  

Comification，ePithelium  

‖：Numberofanimalsexamined  
Gradeofhistopathologicalfindings；±：veryslight，＋：slight，＋＋：moderate，＋＋＋：severe  

●：Signi缶cantdifferencefromOmg／kg．p＜0．05（byTwo－tailedMann－WhitneyUtest）  
■●：SigLljticantdi鮎rencefromOmg／kg．p＜0．Ol（byTwo－tailedMann－WhitneyUtest）  
＃：SignificantdifEerencefromOrng／kg，Pq．05（byOne－tailedFisherexacttest）  
＃＃：SigTlificantdifFerencefromOmg／kg，P＜0．01（byOne－tailedFisherexacttest）  
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恥blellReproductiveperformanceofratstreatedorallywithtrimethylamineincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  0  8  

Meanlengthofestrouscycle   

Numberofmatedpairs   

Numberofcopulatedpairs   

CopulationindexJ 

Numberofpregnantanimals   

Fertilityindexb▲   

ntilcop血tion   

Vaginalestrus  

4．1±0．3   

13   

12  

9乙3   

11   

91．7  

4．3±3．9  

1．1±0．3  

0
 
 

0
 
 

1
 
 

0
 
 

±
 
3
 
1
3
 
0
0
 
1
3
 
0
0
 
±
 
 

1
 
 
 
1
 
）
 
 

1
 
 

・
3
 
 

0
■
 
 
 
3
 
 
 
1
 
±
1
3
1
2
9
2
．
1
2
朋
±
 
 
■
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
一
8
 
▲
■
」
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
つ
】
 
 

q
 
 

つ
ぃ
 
 

1．0±0．0  

a）Copulationindex＝（Numberofcopulatedpairs／Nu血berofmatedpairs）×1帆％  
b）Fertilityindexご（Numberofpregnantanimals／Numberofcoplulatedpairs）×100，％  

Table12 Summaryofdevelopmentofpupsfromdamstreatedoral1ywithtrimethylamineincombinedrepeatdose  
andreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kd  o  8  40  200  

Numberofpregnant缶males  

Numberofpregnantfemales  

withpupsalive  

Gestationindex－  

GestationJengthindays  

Numberofcorporalutea  

Numberofimplantationsites  

Implantation indexb 

DayOoflactation  

Numberofpupsborn・  

Ddiveryindex亡  

Numberofpupsalive  

Bi止血indexd  

Livebirthindexr  

Pupsweightingrams  

Male  

Female  

SexratioondayOI 

Day40flactaiton  

NuTrぬerofpupsalive  

Viabilityindex‘  

Pupsweightingrams  

Male  

Female  

Sexratioonday4h  

11  

11  

100  

22．イ±0．5  

19．0±4．1  

1イ．8±3．2  

82．2士23，4  

14．0±3．0  

94．8±4．8  

14．0士3．0  

94．8±4．8  

1（カ．0±0．0  

13  

13  

100  

22．3±0．5  

18．1±2．1  

15．8士2．7  

86．8±9．1  

14．7±2．5  

93．5±6．7  

1イ．7±2．5  

93．5±6．7  

100．0±0．0  

12  

12  

100  

Z2．8±0．9  

18．3±2．3  

14．6±4．1  

81．4±23．7  

13，3士3．9  

92．3±9．5  

12．8士イ．4  

89．1±18．1  

95．8±14．4  

2
 
1
 
 

1
 
 
1
 
 

91．7  

22．5±0．5  

17．9士2．7  

15．0±2．3  

鋸，2土7．8  

12．3士4．b  

82．2士26．5  

13．2士2．5  

88．0士7．0  

98．2士4．3  

7．2士0．8  

6．9±0．8  
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（13）  12．8±4．6（12）  13．2±2．5（11）  

（13）  95．8士14．4（12）   1の．0±0．0（11）   

14．7±2．5  

100，0±0．0  
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11．5±1．6（11）  

11．2士1．6（11）  

194士277（11）  

Valuesrepresentmean土S．D．，andparenthesesindicatenurrねeroflittersevaluated  

a）Gestationindex＝（numberoffemaleswithalivepups／numberbfpregnantfemales）×100，％  
b）lmplantationindex＝（numberofimplantationsites／numberofcorporalutea）×100，％  
c）Deliveryindex＝（numberofpupsbom／numberofimpIantationsites）×100，％  
d）Birthindex＝（numberoflivepupsondayO／numberofimplantationsites）×100，％  
e）Livebirthimdex＝＝（numberoflivepupsondayO／tlumberofpupsborn）×1（札％  
f）SexratioondayO＝（numberofmalelivepupsondayO／numberoffemalelivepupsondayO）×100，％  
g）Vial）ilityindex＝（numberoflivepupsonday4／numberofJivepupsondayO）×100，％  
h）Sexratioonday4＝（numberofmalelivepupsonday4／numberoffemalelivepupsonday4）×100，％  
i）Thedataofalitterwhichhasnotanyfemalelivepupswasexcluded．  
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