
テトラメチルアンモニウムヒドロキシドの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutation′托stofTbtramethylammoniumhydroxideonBacteria  

無水塩，0．192％リン酸－アンモニウム，0．066％水酸化  

ナトリウム［いずれも最終濃度］）に2％のグルコース（和  

光純薬工業㈱）と1．5％の寒天（OXOID：No．1）を加え，  

径90mmのシャーレに1枚当たり30mLを分注したもの  

である．  

2）トップアガー（軟寒天）   

塩化ナトリウム0．5％を含む0．6％Bacto－agar（Difco）  

水溶液10容量に対し，ネズミチフス菌を用いる試験の  

場合，0．5mmol／Lしヒスチジン（関東化学㈱）－0．5  

mmol／LD－ビオチン（関東化学㈱）水溶液を1容量加え，  

大腸菌を用いる試験の場合，0．5mmol／LL－ト1）プトフ  

アン（関東化学（柵）水溶液を同じく1容量加え用いた．   

3．前培養条件   

内容量200mLのバッブル付三角フラスコに2．5％ニュ  

ート1）エントプロス（Oxoid Nutrient Broth No．2：  

0Ⅹ0ID）溶液を25mL分注し，これに融解した菌懸濁液  

を50〝L接種した．ウオ・一夕ーバスシェーカー（MM－1q：  

タイテック㈱）を用い，370Cで8時間振塗（往復振盗：  

100回／分）培養し，菌濃度を確認した後試験に使用し  

た．  

4．S9mix   

製造後6カ月以内のキッコーマン㈱製S9mixを試験に  

使用した．S9mix中のS9は誘導剤としてフェノバルビ  

タールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与したSprague－  

Dawley系雄ラットの肝臓から調製されたものである，  

S9mixの組成を以下に示す．  

成  分  S9mixlmL中の量  

要約  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドについて，細  

菌を用いる復帰変異試験を実施した．   

検定菌として，Sa力刀OJleノね亡ypム血urfu〝】（TAlOO，  

TA98，TA1535，TA1537）およびEscheL－ichiacoli（WP2  

u〝A）の5菌株を用．いた．試験は2回線り返して実施し，  

S9mix無添加群の各試験菌株およびS9miⅩ添加群の  

WP2uvrAを除いた試験菌株について39．1、1250  

FEg／plate，S9mix添加群のWP2uvtAについて156－5000  

FLg／plateのそれぞれ6用量で実施した．   

その結果，S9mix無添加群および添加群のいずれに  

おいても，溶媒対照に比べ復帰突然変異コロニー数の明  

確な増加は認められなかった．   

以上の結果より，本試験条件下ではテトラメチルアン  

モニウムヒドロキシドは，変異原性を有しない（陰性）と  

結論した．  

方法   

1．試験菌様   

相菌を用いる復帰変異試験に広く使用されていること  

から，試験菌株としてヒスチジン要求性のづ∂血JOJ】eJね  

t5PhlmurIumTAlOO，TA98，TA1535およびTA15371I  

ならびにトリプトファン要求性のE岳cわedc上血coJJWP2  

u棋力2】の5種類の菌株を選択した．   

ネズミチフス菌は昭和58年9月9日にカリフォルニア  

大学のB．N．Ames教授から，また．大腸菌については  

昭和58年3月16日に国立衛生試験所（現：国立医薬品食  

品衛生研究所）から分与を受けた．平成11年3月31日な  

らびに平成11年6月29日に菌株の特性検査を実施し，  

本試験に用いた菌株が規定の特性を保持していることを  

確認した．   

各菌株の菌懸濁液はジメチルスルホキシド（DMSO：  

MERCKKGaA）を添加した後，凍結保存用チューブに  

0．2mLずつ分注した．これを液体窒素を用いて凍結し，  

超低温フリーザーに－800Cで保存した．  

2．培地の調製  

1）最少グルコース寒天平板培地（プレート）   

オリエンタル酵母工業㈱製のテスメディアAN培地を  

購入し，試験に用いた．本プレートは，VogeトBonner  

の最少培地Eを含む水溶液（0．02％硫酸マグネシウム・7  

水塩，0．2％クエン酸・1水塩，1％リン酸ニカリウム・  

S9  

MgC12  
KCI  

G－6－P  

NADPH  

NADH  

0．1mL  

8〝mO1  

33／JmO1  

5／ノmO1  

4／JmO1  

4／▲mOl  

Na－リン酸緩衝液（pH7．4）   100〝mOl  

精製水  残 量  

5．被験物質   

テトラメチルアンモニウムヒドロキシド（ロット番号：  

81021A）は純度20．0％の水溶液であり，水溶液中で安定  

である．昭和電工㈱（東京）から提供された被験物質を使  

用した．被験物質は，使用時まで室温で保管した．試験  
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テ・トラメチルアンモニウムヒドロキシド  

終了後，被験物質提供元において残余被験物質を分析し  

た結果， 

6二 被験物質液の調製   

試験の都度，被験物質を日本薬局方注射用水（㈱大塚  

製薬工場）を用いて希釈して調製原液とした．調製原液  

を使用溶媒を用いて順次所定濃度に希釈した後，速やか  

に処理を行った．ただし，原液中での披験物質濃度が  

20．0％であることを考慮して調製した．  

7．試験用量の設定  

19．5，78．1，313およぴ1250／噌／plateの用量を用いて  

予備的な試験を実施した．S9mix無添加群の各試験薗  

株ならびにS9mix添加群のWP2uvTAを除いた試験菌株  

では，1250／増／plateにおいて試験菌株に対する生育阻  

害作用が観察された．   

従って，本試験においてはS9mix無添加群の各試験  

菌挿ならびにS9mix添加群のTAlOO，TA1535，TA98  

ならびにTA1537で1250FLg／plate，S9miⅩ添加群のWP  

uvtAで5000FLg／plateを最高用量とし，それぞれ6用量  

（公比2）を設定した．   

8．陽性対照物質   

陽性対照物質として下記に示した物質を使用した こ  

れらの陽性対照物質は，DMSOを用いて溶解し，少量  

ずつ分注した後凍結保存（一200C）した．   

2－（2－フリルト3－（5ニトロー2－フリル）アクリルアミド  

（AF－2：和光純薬工業㈱）   

アジ化ナトリウム（Na叫：和光純薬工業㈱）   

9－アミノアタリジン塩酸塩（9TAA：Aldrich社）   

2▲・アミノアントラセン（2－AA：和光純薬工業㈱）   

9．試験方法   

Ame＄らの原法‖の改良法であるプレインキュベーシ  

ョン法に準じて，S9mix無添加群および添加群それぞ  

れについて試験を実施した．試験管に，使用溶媒，被験  

物質液あるいは陽性対照物質溶液を100／‘L次いでS9  

mix無添加轟の場合，0．1mol／Lナトリウム・リン酸緩  

衝液（pH7．4）を500jLL，S9hlix添加群の場合，S9miⅩ  

を500〝L添加した．さらに，試験菌液100ムLを加え，  

370Cで20分間振塗培養（プレインキュベーション）し  

た．培養終了後，あらかじめ450Cに保温したトップア  

ガーを2mL添加し，混合液をプレート上に重層した．  

370Cの条件で48時間各プレートを培善した後，被験物  

質の試験菌株に対する生育阻害作用を確認するため，実  

体顕微鏡（×60）を用いてプレート上の試験菌株の生育状  

態を戟察した．次いで，復帰突然変異により生じたコロ  

ニーを計数した．計測に際してはコロニーアナライザー  

（CA－11：システムサイエンス㈱），を用いた．各濃度につ  

き3枚のプレートを使用した．また，独立して試験を2  

回実施した．  

10．結果の解析   

復帰突然変異コロニー数が溶媒対照のほぼ2倍以上に  

増加し，かつ，再現性あるいは被験物質の用量に依存性  

が認められた場合に，陽性と判定した．   

なお，統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．  

結果および考察   

1回目の試験結果をTableト2に，2回目の試験結果を  

Table3、4に示した．S9mix無添加群ならびに添加群の  

すべての試験菌株の高用量群において，テトラメチルア  

ンモニウムヒドロキシド処理による生育阻害作用が観察  

された．しかしながら，復帰突然変異コロニー数につい  

ては，S9miⅩ無添加群，S9miⅩ添加群とも溶媒対照と  

同等の値であり，明確な増加傾向は認められなかった．  

一方，鱒性対照物質はそれぞれの試験菌株において，溶  

媒対照群の2倍以上の復帰突然変異コロニーを誘発し  

た．なお，コロニー計数時，析出等の特筆すべき変化は  

観察されなかった．以上の試験結果から，本試験条件下  

において，テトラメチルアンモニウムヒドロキシドの微  

生物に対する遺伝子突然変異に閲し．陰性と判定した．   

なお，本被験物質の額縁体であるtetramethylammo－  

nium bromide，tetramethylammonium chloride  
tetramethylammoniumiodide，tetramethylammonium  
fluoridetetrahydrate，tetramethylammoniumhexanuo－  

rophosphate，tetramethylammoniumhydroxidepen，  

tahydrateおよびtetramethylammoniumtetrafluoroboT  

rateの変異原性に関する報告はなかった．  
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復帰変異試験  

TablelResultsofthebacterialreversiontestoftetramethylammoniumhydroxide（1sttrial）  
【directmethod：－S9mix］  
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テトラメチルアンモニウムヒドロキシド  

Tal）1e3 Resultsofthebacterialreversiontestoftetramethylammoniumhydroxide（2ndtrial）  
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テトラメチルアンモニウ皐ヒドロキシドの  

チャイニーズハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験   

hⅥtzvChromosomalAberration′托stofTbtramethylammoniumhydroxide  
onCulturedChineseHamsterCe11s  

カシステム㈱）を用い，CO2濃度5％，370Cの条件で維  

胞を培養した．  

4．S9mix   

製造後6カ月以内のキッコーマン㈱製S9mixを試験に  

使用した．S9mix中のS9は誘導剤としてフユノパルビ  

タールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与したSprague－  

Dawley系雄ラットの肝臓から調製された．また，S9  

mixの組成は松岡らの方法1）に従った，S9mixの組成を  

以下に示す．  

成  分  S9miⅩ1mL中の量  

要約  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドが培餐細胞に  

及ぼす細胞遺伝学的影響について，チャイニーズ・ハム  

スター培養細胞（CHL／IU）を用いて染色体異常試験を実  

施した．   

細胞増殖抑糾試験結果をもとに，短時間処理法ならび  

に連続処理法とも10mM相当の濃度を含む228～910  

FLg／mLの3用量を設定した・短時間処理法ではS9miⅩ  

存在下および非存在下で6時間処理（18時間の回復時間）  

後，連続処理法では，S9mix非存在下における24時間  

連続処理後．標本を作製し，検鏡することにより染色体  

異常誘発性を検討した．   

その結果，短時間処理ならびに連続処理のいずれの処  

理群においても，染色体の構造異常や倍数性細胞の誘発  

作用は認められなかった．  
‘   

以上の結果より．本試験条件下ではテトラメチルアン  

モニウムヒドロキシドは，染色体異常を誘発しない（陰  

性）と結論した．  

0．3mL  

5〝mO1  

33／∠mO1   

5ん・mO1  

4／‘mOl  

S9  

MgCIz  
KCI  

G－6－P  

NADP  

HEPES緩衝液（pH7．2）  4fLmOl  

精製水  残 量  

5．被験物質   

テトラメチルアンモニウムヒドロキシド（ロット番  

号二81021A）は純度20．0％の水溶液であり，水溶液中で  

安定である．昭和電工㈱（東京）から提供された被験物質  

を使用した．披験物質は，使用時まで室温で保管した．  

試験終了後，披験物質提供元において残余被験物質を分  

析した結果，安定性に問題はなかった．  

6．被験物質液の調製   

試験の都度，被験物質を日本薬局方注射用水（㈱大塚  

製薬工場）を用いて希釈して調製原液とした．、調製原液  

を使用溶媒を用いて順次所定濃度に希釈した後，速やか  

に処理を行った．ただし，原液中での被験物質濃度が  

20．0％であることを考慮して調製した．  

7．細胞増殖抑制試験（予備試験）  

12ウエルの細胞培養用マルチプレートに細胞を播種  

し．培養3日後に披験物質液を処理した．短時間処理法  

ではS9mix非存在下（－S9miⅩ）あるいは存在下（＋S9  

mix）で6時間処理した後．新鮮な培養液に交換してさら  

に18時間培養を続けた．連続処理法の場合，24時間連  

続して処理を実施した．   

細胞を10vol％中性緩衝ホルマリン液（和光純薬工業  

㈱）で固定した後．0．1w／v％クリスタル・バイオレット  

（関東化学㈱）水溶液で10分間染色した．色素溶出液（30  

方法   

1．試験細胞樵   

哺乳類培蓉細胞を用いる染色体異常試験に広く使用さ  

れていることから，試験細胞株としてチャイニーズ・ハ  

ムスターの肺由来の線維芽細胞株（CHL／IU）を選択し  

た．昭和59年11月15日に国立衛生試験所（現：国立医薬  

品食品衛生研究所）から分与を受け，一部はジメチルス  

ルホキシド（DMSO：MERCKKGaA）を10vol％添加Lた  

後，液体窒素中に保存した．試験に際しては凍結細胞を  

融解し3～5日ごとに継代したものを使用した．なお，細  

胞増殖抑制試験では継代数8および15の細胞を，染色体  

異常試験では同13および23の細胞を用いた．   

2，培羞漆の調製   

Eagle－MEM液体培地（旭テクノグラス㈱）に，メンプ  

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

Products）を用いて加圧濾過除菌した非働化（560C，30  

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

濃度で10vol％になるよう加えた後．試験に使用した．  

調製後の培養液を冷暗所（40c）に保存した．   

3．培善条件   

CO2インキエペ一夕ー（恥rmaおよび三洋電機メデイ  

92  
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トラメチルアンモニウムヒドロキシド  

0  70・8118 197 328 546 918  
Dose（Pg／mL）  

Fig・1Dose－Survivalcurvesoftetramathylammonium  
hydroxide［short－termtreatment：6hr】  

0・70・8118 197 328 546 910  
Dose（Pg／mL）  

Fig・2Dose－Survivalcヮrveoftetramathylammonium  
hydroxide［contlnuOuStreatment：L24hrj  

VOl％エタノール・1vol％酢酸水溶液）を適量加え，5分  

間程度放置して色素を溶出した後，580nmでの吸光度  

を叩定した・各用量群について溶媒対照群での吸光度に  

対する此，すなわち細胞生存率を算出した．   

その結果・いずれの処理法においても明確な細胞増殖  

抑制ほ観察されなかった（ng．ト2）．   

なお，被験物質暴露終了時，短時間処理法では餌6  

FLg／mL以上において，連続処理法では910FLg／mLにお  

いて培養液のpHが僅かにアルカリ性を示していた．   

8一 読験用量および試験群の設定   

細胞増殖抑制試験結果をもとに，染色体異常試験では  

短時間処理法ならびに連続処理法のいずれにおいても  

910FLg／mL（10mM相当）を最高処理濃度とし，以下公比  

2で減じた計3用量ならびに溶媒対照群を設定した．   

なお，陽性対照として，短時間処理法の場合，－S9処  

理でマイトマイシンC（MMC：協和醗酵工業㈱）を0．1  

fLg／mL－＋S9処理でシクロホスファミド（CP：塩野義製  

薬㈱）を12・5〟g／mLの用量で，連続処理の場合マイトマ  

イシンCを0．05〝g／mLの用量で試験した．   

9．染色体標本の作製   

直径60mmのプレートを用い，細胞増殖抑制試験と  

同様に被験物質等の処理を行った．培善終了2時間前に，  

最終濃度で0・2FLg／mLとなるようコルセミド（GIBCO  

LifeTechnologies，Inc）を添加した．トリプシン処理で  

細胞を剥離させ・遠心分離により細胞を回収した．75  

mmol／L塩化カリウム水溶液で低張処理を行った後，固  

定液（メタノール3容‥酢酸摺）で細胞を固定した．空気  

乾燥法で染色体標本を作製した後，1・2vol％ギムザ染色一   

液で12分間染色した）   

10．染色体の観察   

各プレートあたり100胤すなわち用量当たり200個  

の分裂中期像を顕微鏡下で観察し，染色体の形態的変化  

としてギャップ（gap）・染色分体切断（ctb），染色体切断  

（csb）・染色分体交換（cte），染色体交換（cse）およびそ  

の他（oth）の構造異常に分類した・同時に，倍数性細胞  

の些現率を記録した‥染色体の分析は日本環境変異原学  

会・哺乳動物試験分科会による分類法2日こ従．って実施し  

た．   

すべての標本をコード化した笹，マスキング法で観察  

した．  

11．結果の解析   

ギャップのみ保有する細胞を含めない場合（－gap）に  

ついて染色体構造異常の出現頻度を表示した．   

各試験群の構造異常を有する細胞あるいは倍数性細胞  

の出現頻度を，石館ら31の基準に従って判定した．染色  

体異常を有する細胞の出現頻度が5・％未満を陰性（－），5  

％以上10％未満を疑陽性（±），10％以上を陽性（十）とし  

た・最終的には再現性あるいは用量に依存性が認められ  
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染色体異常試験  
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た場合に陽性と判定した．   

なお，統計学的手法を用いた検定は実施しなかった．  

結果および考察  

短時間処理法での試験結果をTablel～2に示した．テ  

トラメチルアンモニウムヒドロキシド処理群の場合，  

S9mix非存在下ならびにS9miⅩ存在下とも，いずれの  

用量においても染色体構造異常ならびに倍数性細胞の誘  

発傾向は観察されなかった．S9mix非存在下において  

は，試験用量に依存した細胞生存率のわずかな減少傾向  

が観察された．また，S9mix存在下においては，被験  

物質処理による強い細胞増殖抑制作用は観察されなかっ  

た．→方，S9miⅩ非存在下における陽性対照物質MMC  

で処理した細胞，およびS9mix存在下における陽性対  

照物質CPで処理した細胞ではいずれにおいても染色体  

構造異常の顕著な誘発が認められた．   

連続処理法での試験結果をTable3に示した．被験物  

質処理群の場合，染色体構造異常ならびに倍数性細胞の  

誘発傾向は観察されなかった．また，被験物質処理によ  

る強い細胞増殖抑制作用はいずれの用量においても認め  

られなかった．一方，陽性対照物質のMMCで処理した  

細胞では染色体構造異常の顕著な誘発が認められた．   

なお，本披験物質暴露終了時に短時間処理法ならびに  

連続処理法で高用量の911）〝g／mLにおいて培養液のpH  

が僅かにアルカリ性を示していたが，染色体異常試験結  

果ならびに森田らの報告4・5Jから試験系に影響をおよぼ  

したとは考えられなかった．   

以上の試験結果から，本試験条件下においてテトラメ  

チルアンモニウムヒドロキシドのチャイニーズハムスタ  

ー培養細胞に対する染色体異常誘発性に閲し，陰性と判  

定した．   

なお，卒披験物質の類縁体であるtetramethylammo－  

nium bromide，tetramethylammonium chloride，  

tetramethylammoniumiodide，tetramethylammonium  
fluoridetetrahydrate，tetramethylammoniumhexa幻uo－  

rophosphate，tetramethylammoniumhydroxidepen－  

tahydrateおよびtetramethylammoniumtetrafluorobo－  

rateの変異原性に関する報告はなかった．  

文献   

1）A．Matsuoka，M．HayashiandM．IshidateJr．，Mutat．  

月es．．髄，277（1979）．  

2）日本環境変異原学会・哺乳動物試験分科会編，‘‘化  

学物質による染色体異常アトラス，”朝倉書店，東  

京，1988，pp．31－35．  

3）石館基監修，“＜改訂＞染色体異常試験データ集，”  

エル・アイ・シー，東京，1987，pp．19一別．  

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

仙ねf．尺es．，Z拓，55（1989）．  

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

血Jねf．月es．，茄2，159（1991）．  

94  

一109－   



テトラメチルアンモニウムヒドロキシド  

TablelChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtetramethylammoniumhydroxide  

【short－termtreatment：－S9miⅩ】  

N？er  Noells 

。。mP。。。 ′，ご慧、s  Final 
。d   

レg／mL）▼－‾∵‾ご‾‾ ‾‾二∴‾ ceus  aberrations  ．．，＾，t iudgement  
（hr） （％）  analysed gap Ctb cte csb cse oth －gap（％）  Cells（％）  

DtW・■  0  6  1∝）．0 2的 1 0 0 0 0 0  0（0．0ト 0（0．0ト   

Testsubstance  228  6  110・1 200  3 11 0’0 0   2（1．0）－ 1（0．5）－  

455  6  

910  6  

揖・6  2伽  0 1 1 0  0  0  2（1．0卜 0（0．0卜   

78・5  200  1 1 0 0  0  0   1（0．5ト 2（1．0）－  

MMCb  o・1   6   63・8  200 11 52122 0 0 0 132（66．0）＋ 1（0．5卜   ＋  

Abbreviations：ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak．  
Lgap：totalnumberofce11swithaberrationsexceptgap  
a）Negativecontrol  
b）Positivecontrol（mitomycinC）  

CSe：chromosomeexchange，Oth：others，  

Table2ChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtetramethylammoniumhydroxide  
［short－termtreatment：＋S9mix］  

Cell Number Numberofce11swith  No：6fcells No．of  

Compound 
（， 

（hr）  

0 
abe。nSj。nt  

survival・Of  structural aberrations 

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

D．W．▲■  0  6   100、0  200  

Testsubstance   228  6  97．2  2α）  

1 0  0  0  0  0  0（0．0）－ 2（1．0）一  

0  0  0  0  0  0  0（0．0）－ 1（0，5）一  

1 0  0  0  0  0  0（0．0）－ 2（1．0）－  455  6  

910  6  

106．イ   2（カ  

95・6  200  0 1 1 0  0  0   1（0．5）－ 1（0．5ト  

CP1  12・5   6   7イ．5  200 12 521イ0 0 0 1148（礼0）＋ 0（0．0ト  ＋  

Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，  
一gap：totalnumberofcellswithaberrationsexceptgap  
a）Negativecontrol  
b）PositivecontroJ（cyclophosphamide）  

CSb：chromosomebreak．ese：chromosomeexchange，Oth：others．  

Table3ChromosomeaberrationtestonCHL／IUcellstreatedwithtetramethylammonlqmhydroxide  
【continuoustreatment：24hr］  

Timeof Cell Number  Numberofceuswith  No. of cells 
No．of  Dose  

o▼m…A e、、爪，i、柏1  0f  structuralaberrations  with  Final  

judgement  
Compound  

レg／mL）eXPOSureSurVival  ce山s  

polyploid  
aberrations   

（hr）（％）analysed gap Ctb cte csb cse oth －gap（％）  Cells（％）  

D・W・1 0   2イ 100．0  2仰  2 0 0 0 0 0  0（0，0ト 1（0．5卜   

Testsubstance  228  21 97・7  200  0 1 1 0 ′0 0   2（1．0ト 1（0．5ト  

455  み1  

910  》l  

93．8  ZOO l l O O O O  l（0．5）一 2（1．0ト  

89，0  200  0  0  3  0  0  0  3（1．5ト 1（0．5）－  

MMCb 0．05  24  60．1 200 14 21 別 0  0  0  63（31．5）＋ 1（0．5）－  ＋  

Abbreviations；ctb：chromatidbreaklCte：chromatidexchange，CSb‥chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange，Oth：others，  
－gap：totalnumberofcellswith血errationsexceptgap  
a）Negativecontrol  
b）Positivecontrol（mitomycinC）  

－110－  
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テトラメチルアンモニウムヒドロキシドのラットを用いる28日間反復経口投与毒性試験  

Twenty－eight－dayRepeatDoseOralTbxicityTbst  

Of′RtramethylammoniumhydroxideinRats  

管した．なお，被験物質の試験期間中の安定性は，残余  

被験物質を提供元で再分析することにより確認した．   

投与検体は，被験物質を局方注射用水（製造番号：  

9707SA，光製薬㈱）で希釈してテトラメチルアンモニウ  

ムヒドロキシド濃度として0．2w／v％溶液を調製し，こ  

れを注射用水により各濃度に段階希釈した．なお，初回  

に調製した各濃度の投与検体の含量測定を実施した結  

果，溶液中の被験物質の平均含量は，所定濃度の100、  

101％であった．また，本被験物質の溶媒中の安定性を  

確認するための分析法の確立が困難であったため，安定  

性試験は実施せず，投与検体は用時調製とした．  

2．動物および飼育方法   

試験には，生後4週で購入し，検疫を兼ねて86間予  

備飼育した雌雄のSprague－Dawley系ラット（Crj：CD  

（SD）IGS，日本チャールス■リバー㈱）各30匹を使用し  

た．   

群分けは，検疫期間中に異常がなかった動物を用い，  

投与開始前日の体重に基づいて体重別層化無作為抽出法  

により行った．動物数は，雌雄とも対照群および高用量  

群を各10匹とし，低および中用量群を各5匹とした．   

動物は，温度24±1℃，湿度50へ－65％，換気回数約  

15回／時，照明12時間（7～19時点灯）に設定した飼育室  

内で，金属製金網床ケージに1匹ずつ収容し，固型飼料  

（CE－2，日本クレア（柵）および水道水（秦野市水道局給  

水）を自由摂取させて飼育した．   

3．投与量の設定および投与方法   

本試験の投与量は，投与量設定のための予備試験と急  

性経口投与毒性予備試験の結果に基づき決定した．すな  

わち，20mg／kgを5日間反復投与することにより雄3例  

中1例で，腺胃粘膜の肥厚が観察されたが，5および10  

mg／kgを7日間反復投与しても何ら変化がみられなかっ  

た．一方，急性経口投与毒性予備試験として，25  

mg／kgを単回投与したところ，半眼および自発運動の  

減少等が散見され，雄3例中1例では投与翌日の体重が  

減少した．これらのことから20mg／kg投与群は，被験  

物質による毒性影響が認められ，かつ28日間の反復投  

与に耐えうる用量であると判断し，本試験の用量は，高  

用量を20mg／kgとし，以下公比2で除して10および5  

mg／kgを中用量および低用量とした．また，雌雄とも  

媒体である注射用水を投与する対照群を設けた．   
投与経路は強制経口投与とし，1日1回，28日間，ラ  

ット用胃管を用いて投与した．投与容量は10mL／kgと  

要約  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドの28日間反  

復経口投与毒性試験（回復14日間）を雌雄のSprague－  

Dawley系ラットを用いて実施した．投与量は雌雄とも  

0（対照群），5，10および20mg／kgとし，0および20  

mg／kg投与群は回復試験の動物を含む1群10匹，5およ  

び10mg／kg投与群は1群5匹を使用して試験を行った．   

その結果，いずれの投与群においても死亡例は認めら  

れなかった．一一般状態の変化として，投与第6日以降，  

10mg／kg以上の投与群で投与直後の流産が繰り返して  

観察された．この流湛は，投与後1時間以内に消失する  

一過性の症状であったが，投与第13日以降には，雄の  

10mg／kg以上の投与群および雌の20mg／kg投与群で投  

与後1時間以上継続して観察される例があった．10  

mg／kg投与群の雄および20mg／kg投与群の雌雄では，  

投与第1週の摂餌量が低値を示した．また，回復期間中  

に被験物質投与群の雄の摂餌量は高値を示し，回復第1  

週には有意な差が認められた．回復第2週の尿検査では，  

被験物質投与群の雄における電解質排泄量に増加がみら  

れたが，投与第4週の尿検査所見には被験物質投与に起  

因したと考えられる変化はなかった．血液学検査および  

血液生化学検査所見には，被験物質投与に起因したと考  

えられる変化は認められなかった．器官重量では，投与  

期間終了時の雄の心臓重量が用量に依存して減少した．  

すなわち，絶対重量は5mg／kg以上の投与群で，相対重  

量は10mg／kg以上の投与群で，いずれも有意な減少が  

認められた．一方，投与期間終了時の雌および回復期間  

終了時の雌雄の器官重量には，いずれも有意な差は認め  

られなかった．また，病理組織学所見には，被験物質投  

与に起因したと考えられる変化は観察されなかった．   

以上のことから，本試験条件下におけるテトラメチル  

アンモニウムヒドロキシドの無影響量は，雄では5  

mg／kg／day未満，雌では5mg／kg／dayであると判断さ  

れた．  

方法   

1．被験物質   

被験物質として，昭和電工㈱（福島）より提供されたテ  

トラメチルアンモニウムヒドロキシドの20．19％水溶液  

（ロット番号：81029）を用いた．提供された水溶液は無色  

透明の液体で，不純物として炭酸根3ppm，塩化物0．17  

ppmを含有していた．被験物質は，使用時まで室温で保  

－11卜  
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「  

28日間反復投与寺性試験   

し，投与液量は雌雄とも最近時の体重をもとに個体別に  

算出した．なお，回復期間は14日間とした．  

4．観察および検査  

1）一般検査   

毎日（投与期間中は投与前および投与後）全例の一般状  

態を観察した．また，体重は，投与第1過の第1日の投  

与直前と5日，投与第2過以降回復期間終了週までは1  

週に2回の頻度で測定し，その他，投与期間終了日，回  

復期間終了日および剖検日にも測定した．摂餌量は，投  

与第1週では，投与第1日から2日にかけて1日あたりの  

摂餌量を測定し，以後回復期間終了週まで毎週1回の頻  

度で測定した．  

2）尿検査   

各群とも全例について，投与第4週および回復第2週  

に代謝ケージに収容して蓄尿し，約4および24時間の時  

点で採尿した．この4時間尿を用いて，pH，潜血，蛋白，  

糖，ケトン体，どリルビン，ウロビリノーゲンを試験紙  

法（クリニテック200＋，バイエル・三共㈱）により，ま  

た色調および濁度を視診により検査し，24時間尿を用  

いて，尿量（天秤で重量を計測し，比重で除す），比重  

（単位体積あたりの重量を測定）を測定したほか，全自動  

電解質分析装置（EAO5，㈱A＆T）により，ナトリウム，  

カリウムおよび塩素濃度（イオン電極法）を測定した．   

3）血液学検査   

投与期間ないし回復期間終了日から翌日の剖検日にか  

けて定期解剖例仝例を18から24時間絶食させ，ベント  

パルビタールナトリウム麻酔下で腹部後大静脈より  

EDTA2Kを’抗凝固剤として採血し，CoulterCounter  

ModelS－PLUSⅣ（コールターエレクトロニクス㈱）によ  

り赤血球数，白血球数，平均赤血球容積，血小板数（以  

上，電気抵抗法）および血色素量（吸光度法）を測定し，  

これらを基にヘマトクリット値，平均赤血球血色素量お  

よび平均赤血球血色素脱皮を算出した．血液の一部は塗  

抹標本とし，白血球分類（Wright－Giemsa染色）および網  

状赤血球比率（Brecher法）を求めた．また，クエン酸ナ  

トリウムを抗凝固剤として採取した血液をCA－1000（東  

亜医用電子㈱）によりプロトロンビン時間および活性部  

分トロンポプラスチン時間（光散乱検出法）を測定した．   

4）血液生化学横査   

血液学検査用の採血に引き続き，ヘパリンを抗凝固剤  

として採血し，血祭を分離して遠心方式生化学自動分析  

装置（COBAS－FARA，ロシュ・ダイアグノスティックス  

㈱）により，稔蛋白濃度（ビウレット法），アルブミン濃  

度（BCG法），稔コレステロール濃度（COD・DAOS法），  

ブドウ糖濃度（グルコキナーゼ・G6PDH法），尿素窒素  

濃度（ウレアーゼ・Gゼ．DH法），クレアチニン濃度  

（Jaff6法），アルカリフォスファターゼ活性（GSCC法），  

GOT活性（IFCC法），GPT活性（IFCC法），†－GTP活性  

（γダルクミルー3－カルポキシー4－ニ トロアニリド基質法），  

78  

トリグリセライド濃度（GPO・DAOS法），無機リン濃  

度（モリブデン酸直接法），カルシウム濃度（OCPC法）を  

測定し，A／G比を算出した．また，全自動電解質分析装  

置（EAO5，㈱A＆T）により，ナト1）ウム濃度，カリウム  

濃度および塩素濃度（イオン電極法）を測定した．   

5）病理学検査   

上記の採血に引き続き，動物を放血屠殺したのち，器  

官および組織の肉眼的観察を行った．また，各動物の脳，  

胸腺，心臓，肝臓，腎臓，牌臓，副腎，卵巣または精巣，  

精巣上体の重量測定を行い，各器官重量を剖検日の体重  

で険して，それぞれの相対重量を算出した．さらに，月乱  

下垂体，脊髄，眼球，甲状腺，上皮小体，心臓，気管，  

気管支，肺，肝臓，腎臓，胸腺，脾臓，副腎，胃，十二  

指腸，空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，前立腺，精嚢，  

卵巣，子宮，腫，乳腺，膀胱，下顎リンパ節，腸間膜リ  

ンパ節，骨格筋（下腿部），坐骨神経，大腿骨骨髄，膵臓，  

顎下肢，舌下腺，舌，食道，大動脈，ハーダー腺，皮膚，  

病変部を0．1mol／Lリン酸緩衝10vol％ホルマリン溶液  

（pH7．2）に固定し，精巣，精巣上体はプアン液に固定し  

た．心臓，肝臓，腎臓，陣臓，副腎，胃，精巣，精巣上  

体，卵巣および病変部はパラフィン包埋後，ヘマトキシ  

リン・エオジン染色標本を作製し，先ず，対照群および  

高用量群について病理組織学検査を実施した．次いで，  

被験物質投与による影響が疑われた雄の腎臓について，  

仝例の痛理組織学検査を実施した．この他，肉眼的異常  

が認められた器官・組織についても病理組織学検査を実  

施した．  

5．統計解析   

体重，摂餌量，尿検査（半定量検査を除く）および定期  

解剖例の血液学検査，血液生化学検査ならびに器官重量  

について，群ごとに平均値および標準偏差を求めた．ま  

た，試験群が3群以上の場合は，Dunnett法で多重比較  

を行い，2群の場合には，Studentのt検定ないしAspin－  

Welchのt検定を行った．さらに，病理租織学検査所見  

は，グレード分けしたデータについてMann－Whitneyの  

U検定を，陽性グレードの合計値についてFisher直接確  

率の片側検定を行った．なお，これら対照群および被験  

物質投与群との間の有意差検定はいずれの場合も有意水  

準を5％とした．  

結果   

1．一般状態   

投与第6日以降，投与後1時間以内に消失する投与直  

後の一過性の流潅が，5mg／kg投与群の雄1例，10  

mg／kg投与群の雄4例．雌5例，20mg／kg投与群の雄8  

例，雌9例に認められた．また，投与第13日以降には，  

洗濯が投与後1時間以上継続して観察される例もあり，  

その例数は，10mg／kg投与群の雄1例，20mg／kg投与  

群の雄5例，雌6例であった．これらの流産は，5  

mg／kg投与群を除き，投与により繰り返して観察され  

一112－   
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テトラメチルアンモニウムヒドロキシド  

ることが多かった．また，個体によっては投与時の保定  

の段階でみられることがあった．さらに，20mg／kg投  

与群の雌1例では，投与1時間後から流潅が認められる  

こともあった．その他，10mg／kg投与群の雄1例では，  

投与第12日以降，片側眼球の暗色化が認められた．な  

お，投与期間および回復期間中に死亡例はなかった．   

2．体重（Fig．1，2）   

観察期間中，被験物質投与群では，雌雄いずれにおい  

ても対照群との間に体重の有意な差は認められなかっ  

た．   

3．摂餌量（Fig．3）  

10mg／kg投与群の雄および20mg／kg投与群の雌雄で  

は，投与第1過の摂餌量が対照群と比較して有意な低値  

を示したが，その後の投与期間中には，いずれの被験物  

質投与群においても有意な差は認められなった．一方，  

回復期間中，被験物質投与群の雄の摂餌量は高値を示し，  

回復第1週には有意な差が認められた．   

4．尿検査（Tablel）   

投与第4過の検査では，いずれの検査項目においても，  

対照群と被験物質投与群の間に著しい差は認められなっ  

た．回復第2過の検査では，被験物質投与群の雄におけ  

る電解質排泄量に有意な増加が認められた．  

5．血液学検査（TabJe2）   

投与期間終了時の検査では，20mg／kg投与群の雄に  

プロトロンビン時間の短縮がみられた以外，対照群と被  

験物質投与群の間に有意な差は認められなかった．また，  

回復期間終了時の検査では，被験物質投与群の雌雄に赤  

血球数の有意な減少がみられたほか，雄では網状赤血球  

比率，平均赤血球容積および平均赤血球血色素量の増加  

と血小板数の減少が，また，雌では血色素量の減少およ  

び活性部分トロンポプラスチン時間の短縮が認められ  

た．  

6．血液生化学検査（Table3）   

投与期間終了時の検査では，いずれの検査項目におい  

ても，対照群と被験物質投与群の間に有意な差は認めら  

れなった．回復期間終了時の雄では，稔蛋白濃度の有意  

な低下が認められたが，他の検査項目には対照群と被験  

物質投与群の間に有意な差は認められなかった．  

7．病理学検査  

1）肉眼所見  

（1）投与期間終了時解剖例   

片側眼球の暗色部が10mg／kg投与群の雄1例に，腎  

臓の嚢胞が対照群の雌1例に，脾臓の小型化が20mg／kg  

投与群の雌1例に観察された．  

（2）回復期間終了時解剖例   

腎臓の大型化と皮質の淡色部が20mg／kg投与群の雄1  

例に，片側の精巣および精巣上体の小型化が対照群の1  

例に観察された．  

2）器官重量（Table4）   

投与期間終了時解剖例の5mg／kg以上の投与群の堆で  

は，心臓の絶対重量に有意な減少がみられ，10mg／kg  

－＜）－ Omがkg  

r公一－ 5mg／kg  

l｝－10mg／kg  

→〉－20mg／kg  

1   5   8  12 15 19  22  26  28  1  5   8 12 14  

Dayofadministrationperiod  Dayofrecoveryperiod  

Fig．1Bodyweightchangesofmaleratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－day  
repeatdosetoxicitytest  
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Fig・3 Fbodconsumptionofratstreatedoral1ywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeatdose  
toxicity test 

以上の投与群では，相対重量にも有意な減少が認められ  

た．一方，回復期間終了時解剖例の器官重量には，いず  

れも有意な差は認められなかった．  

3）病理組織学検査（Table5）  

（1）投与期間終了時解剖例   

腎臓の近位尿細管に軽度な好酸性小体が20mg／kg投  

与群の雄2例に観察されたほか，腎臓，脾臓あるいは心  

臓に所見が観察されたが，いずれの所見も群間でその発  

80  
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れる．また，回復第2週の尿検査で，被験物質投与群の  

雄の電解質排泄量に増加がみられたが，この所見は，前  

述の回復期間になってからの摂餌量の増加に伴う変化の  

可能性がある．   

回復期間終了時の血液学検査所見として，被験物質投  

与群の雌雄に赤血球数の減少がみられたほか，雄では網  

状赤血球比率，平均赤血球容積および平均赤血球血色素  

量の増加と血小板数の減少が，雌では血色素量の減少が  

それぞれ認められた．これらの変化は，いずれも投与期  

間終了時には対照群との差はなく，また，生理的変動範  

囲内の軽微な変化であることから，毒性学的意義は少な  

いものと考えられる．この他，血液および血液生化学の  

検査項目のうち，対照群と被験物質投与群との間に有意  

差の認められた血液凝固時間は，短縮方向の変化であっ  

たこと，総蛋白濃度の低下は，回復期間終了時のみの変  

化であり，他の関連所見もなかったことから，いずれも  

被験物質投与およびその後に続く回復期問に関連がない  

変化と考えられる．   

器官重量では，投与期間終了時に雄の心臓重量が用量  

に依存して減少したが，高用量群における組織学所見に  

は対照群との差はなかった．前述のように，テトラメチ  

ルアンモニウム塩は神経節興奮薬であり，神経節のシナ  

プス後膜を脱分極させることにより，節後ニューロンの  

興葱を起こし，次いで脱分極性の遮断を起こすことが知  

られておりい，また，ラットの心臓に対してムスカリン  

様作用を有することが報告されている2一．これらのこと  

から，今回の試験でみられた雄の心臓重量の減少は，被  

験物質投与による降圧，心筋の収縮力低下．心拍数の減 ヽ  

少等心臓に対する負荷の軽減によって生じた可能性があ  

るが，その詳細については不明である．   

その他，病理学検査所見として，投与期間終了時に，  

20mg／kg投与群の雄2例で腎臓の近位尿細管に好酸性′ト  

体が観察されたが，この所見は，雄ラットに特徴的な自  

然発生性病変であり3一，回復期間終了時の検査では，対  

照群でも認められていることから，投与期間終了時に観  

察された変化は，自然発生性のもので，被験物質投与に  

軽困した変化ではないと考えられる．   

以上のように，テトラメチルアンモニウムヒドロキシ  

ドを反復投与することにより，10mg／kg以上の用量で  

は，投与後の流港がみられ，20mg／kgの用量では，流  

誕が1時間以上継続して認められる例が多かった．また，  

雄では心臓の重量が用量依存的に減少し，5mg／kg以上  

の用量で絶村重量に有意な差が認められた．したがって，  

本試験条件下におけるテトラメチルアンモニウムヒドロ  

キシドの無影響量は，経では5mg／kg／day未満，雌では  

5mg／kg／dayであると判断された．  

生頻度および程度に差は認められなかった．なお，肉眼  

的に病変がみられた部位の所見として，片側眼球に暗色  

部がみられた10mg／kg投与群の雄1例では硝子体の出  

血が，腎臓に嚢胞がみられた対照群の雌1例では皮質の  

嚢胞が，牌臓の小型化がみられた20mg／kg投与群の雌1  

例では，髄外造血の消失がそれぞれ認められた．  

（2）回復期間終了時解剖例   

雄の腎臓の近位尿細管に軽微から軽度な好酸性小体  

が，対照群2例，被験物質投与群3例に観察されたほか，  

自然発生性の所見が観察されたが，いずれの所見も群間  

でその発生頻度および程度に差は認められなかった．な  

お，肉眼的に病変がみられた部位の所見として，片側の  

精巣および精巣上体の小型化がみられた対照群の1例で  

は，精巣の精細管萎縮および精巣上体の精子減少が観察  

されたが，腎臓の大型化と皮質の淡色部がみられた20  

mg／kg投与群の雄1例では，これに対応すると考えられ  

る変化は認められなかった．  

考察  

テトラメチルアンモニウムヒドロキシドを，5，10お  

よび20mg／kgの用量で雌雄のSprague－Dawley系ラット  

に28日間にわたって強制経口投与し，その後14日間の  

回復期間を設けた．   

その結果，投与第6日以降，被験物質投与群に投与直  

後の流産が認められた．この流湛は，投与後1時間以内  

に消失する一過性の症状であったが，投与第】3日以降  

には，雄の10mg／kg以上の投与群および雌の20mg／kg  

投与群では，投与後1時間以上継続して観察される例が  

あった．流産は，テトラメチルアンモニウムヒドロキシ  

ドの急性経口投与毒性試験の高用量群（50mg／kg）でも  

観察されており，被験物質投与による影響と考えられる．  

流挺の成因としては，テトラメチルアンモニウムヒドロ  

キシドの0．2w／v％水溶液のpHは12，5という強アルカリ  

性であることから，投与検体の刺激性による変化とも考  

えられるが，低用量の投与検体濃度でもpHはほとんど  

変わらないことから，その可能性は少ないと考えられる．  

一方，テトラメチルアンモニウム塩は神経節興奮薬（脱  

分極性薬物）であり，一部ムスカリン様作用を有する1－  

ことから，被験物質の自律神経系に対する作用によって，  

唾液の分泌が克進した可能性がある．なお，流湛以外に，  

便の性状あるいは瞳孔等には変化は認められなかった．  

また，5mg／kg投与群の雄1例に認められた流産は，1  

回のみで，投与の保定の段階でみられていることから，  

被験物質の作用による症状ではなく，投与操作に反応し  

た変化と考えられる．  

10mg／kg投与群の雄および20mg／kg投与群の雌雄で  

は，投与第1週の摂餌量が低値を示した，この変化は，  

用量依存的であることから被験物質投与によるものと考  

えられるが，観察期間中の体重には変化はなく，その影  

響は軽微なものであった．一方，回復期間中の被験物質  

投与群の雄の摂餌量が高値を示した．その成因について  

は不明であるが，被験物質投与中止による変化と考えら  
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テトラメチルアンモニウムヒドロキシド  

Tablel Urinalysisofratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeatdosetoxicitytest  

Onday260fadministrationperiod  Onday120frecoveryperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  

Male   

Numberofanimals  

Volume（mL／24hr）i   

Specificgravitya   

Color  

10  5  10  

26．9±10．9  

1．038±0，011  

light yellow lO  
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1．62±0．27  1．77±0．39   2．27±0．22  

4．13±0．33   4．06±0，71  4．28±0．53  

2．20±0．35   2．44±0．46   乙46±0．42  

0．39±0．05   0．44±0．06   0．53±0．03  

2．00±0．22  1．75±0．60  

4．23±0．71  4．26±0．89  

2．41±0．36   2．2ノl±0．68  

0．48±0．10   0．40±0．07  

2．69±0．24＊  

4．94±0．23＊  

3．01±0．19＊  

0．別±0．05  

Female   

Numberofanimals  

Volume（mL／24hr）p   

Specificgravitya   

Color  

10  5  5  10  5  

14．9±4．8   17．5±4．3   17．7±4．1   19．6±5．7   17．7±1．8   18．3±6．1  

1．036±0．（泊8 1．032士0．012 1．034±0．（氾4 1．031±0．011 1．037±0．004 1．034±U．005  

light yellow lO  5  5  10  5  5  

5  0  0  0  1  1  Proteinr  ±  

Ketoneh  ±  

Urobilinogend  士  

＋  

Concentrationofelectrolyte（mEq／L）a   

Na   

K  ′   
CI  

Excretionofelectrolyte（mEq／24hr）■   
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Na／K  

1  0  0  1  0  

9  5  5  8  5  

1  0  0  2  0  

1  

4  

1  

101．4±16，7  

177．0±23．8  

1飢．0±13．9  

1．79±0．41  

3．16士0．85  

1．88±0．61  

0．57±0．03  

83．2±23．9   76．3±28．9   76．2±15．2  

200．2±41．2  172．9士61．7  181．0±17．3  

63．6土21，4  107．6±9．3  

162．9±49．5  187．8±15．3  

88．3±30．8  112．0±12．7  

1．19±0．41  1．90±0．27  

3．03±0．73   3．31士0．27  

1．66±0．57  1．98±0．31  

0．39±0．05   0．57±0．04  

9臥2±4．9  

1．38土0．47  

3．16±0．60  

1．7′l±0．40  

0．43±0．09  

100．0±28，0   舶．8±39．1  

1．22±0．43  1．26±0．43  

2．93±0．84   2．83±0．75  

1．48±0．55  1．43±0．55  

0．41±0．07   0．44土0．05  

a）Ⅴaluesrepresentmean士S．D．b）±：trace，＋：slight c）±：trace，＋：30mg／dLd）±：0．1E．UノdL，＋：1．OE・U．／dL  
♯：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
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Tdble2 Hematologicalexaminationofratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－day  
repeatdosetoxicitytest  

Endofadministrationperiod  Endofrecoveryrperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  

Male   

Numberofanimals  

RBC（×10ソmm3）   

Hemogldbin（g／dL）   

Hematocrit（％）   

MCV（〟m3）   

MCH（pg）   

MCHC（％）   

Reticulocyte（％）   

Platelet（×10・l／mm3）   

PT（sec）   

APTT（sec）   

WBC（×100／mm3）   

Differential1eukocytecounts（％）  

Bandneutrophil  

Segmentedneutrophil  

Eosinophil  

Basophil  

Monocyte  

Lymphocyte  

5  5  5  

717±32   700±28   700±35  

1ノl．7士0．4  14．8±0．5  14．7±0．6  

43．0±1．5  42．9±1．6  42．3±1．9  

60．0±1．4  61．4±1．3  60．5±0．5  

20，6±0．7  21．2±0．5  21．0±0．4  

3′l．3±0．5  34．6±0．7  3ノ1．7±0．5   

3．7±0．4   3．2±0．2   3．3±1．6  

103．7±7．0  95．1±5．3 102．1±7．5  

18．7±2．0  20．2±3．0  17．3±2．0  

21．1±1．4  21．0±2．0  20．4±0．9   

75±23    81±15   76±31  

5  

701±40  

15．0±0．6  

42．6±1．8  

60．8±1．2  

21．4±0，4  

35．2±0．7   

3．3±0．8  

102．1士5．3  

14．2±1．Z＊  

18，4±2．0   

77±20  

5  

777±26  

15．2±0．4  

44．6±1．8  

57．4士0．7  

19．6±0．3  

ユ4．1±0．8  

1．7士0．4  

104．6±10．2  

15．9±2．6  

20．6±2．0   

88±23  

5  

735±21＊  

15．1±0．3  

43．5±1．1  

59．2±0．9＊＊  

20．6±0．5＊＊  

3イ．7±0．3  

2．8±0．9＊  

89．5±臥3＊  

15．5±2．5  

19．3土1．5   

67±8  
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Female   

Numberofanimals  

RBC（×10ソmm3）   

Hemoglobin（g／dL）   

Hemat（、Crit（％）   

MCV（〝m3）   

MCH（pg）   

MCHC（％）   

Reticulocyte（％）   

Platelet（×10ソmm31   

PT（sec）   

APTT（sec）   

WBC（×100／mm3）   

DifferentialJeukocytecountS（％）  

Bandneutrophil  

Segmentedneutrophil  

Eosinophil  

Basophil  

Monocyte  

Lymphocyte  

5  5  

714±23   709±23  

14．9±0．5  14．6±0．2  

42．8士1．4  41．5±0．9  

60．0士0．9  58．6±1．7  

20．9±0．3  20．7±0．8  

34．8±0．4  35．3士1，0  

2．4±1．0   乙1±0．7  

88．3士6．4  96．8±9．2  

12．0±0，6  12．5±0．8  

16．9±1．4  16．3±0．7   

47±12   ノ19士柑  

5  

711±27  

14．8±0．5  

イ2．9土1．7  

60．4±1．8  

28．8±0．4  

34．5±0．5   

2．2±0．9  

105．7±7．8  

12．9±0．2  

15．0±1．6   

44±4  

う  5  

714±43   775±18  

1ノ1．8土0．6  15．3士0．3  

42．5±1．8  44．4±1，1  

59．6±2．5  57．3±0．9  

20．8±0．8  19．8±0．2  

35．0士0．7  3ノl．6±0．5  

1．9±0．4   2．4±0．6  

96．8士1ノ1．4  95．3士10．6  

12．7±0．5 12．0±0．5  

15．7±1．1 17．5±1．0   

42土5  45±7  

5  

740士16＊  

1ノ1．9±0．3■  

イ3．0士1．1  

58．1士1．5  

20．1±0．6  

34，6±0．5  

2，6±0．4  

91．0±6，8  

11．7±0．5  

15，9±0．7＊   

39±10  
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Valuesrepresentmean±S．D．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
＊＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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Table3 Bloodchemicalexaminationofratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeat  
dosetoxicltyteSt  

Endofadmirlistrationperiod  Endofrecoveryperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  

Male   

Numberofanimals  

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

A／G   

Glucose（mg／dL）   

Totalcholesterol（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）   

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）   

ALP（U／L）   

GPT（U／L）   

GOT（U／L）   

γ－GTP（U／L）  

5  

5．3±0．3   

3．2±0．1  

1．47±0．10  

130±10   

44±5   

37±5   

17±2   

0．6±0．0   

7．3士0．6   

9．0±0．1  

145，2±0．6  

3．63±0．2  

108．3±1．2   

399±80   

3′1±7   

67±13  

0±0  

5  

5．2±0．1■＊   

3．1±0．1  

1．50±0．12  

147±15   

40±6   

50±11   

14±2   

0．6±0．1   

7．1±0．5   

9．0±0．2  

145．1±0．7  

3．61±0．25  

106．3±0．5   

309±49   

30±2   

70±6  

0±0  

5  5  

5．2±0．2   5．1±0．2   

3．0±0．1  3．0±0．2  

1．36±0．13 1．37±0．21  

133±7   125±3   

40±4  36±6   

41±4  ノ12±10   

17±3  16±2   

0．5±0．0   0．5±0．1   

7．5±0．4   7．4±0．2   

8．8±0．2   8．9±0．2  

1ノ15．6±0．7 1ノ15．0±0．7  

3．52±0．15 3．61±0．12  

107．4±1．1 107，2±1．1   

453±62   ノ125±99   

29±5  29±1   

69±5  66±6  

0±0  0±0  

5  

5．3±0．2   

3．0±0．2  

1．30±0．12  

126±6   

43±6   

43±18   

16±4   

0．6±0．1   

7．5±0．3   

8．9±0．2  

14ノ1．8±0．3  

3．73±0．23  

107．4±1．3   

396±66   

29±3   

61±6  

0±0  

5  

5．5±0．1   

3．2±0．1  

1．39±0．12  

167±40   

46±11   

48±9   

15±3   

0．7±0，1   

7．4±0．5   

8．9±0．2  

145．3±1．4  

4．03±0．44  

106．5±1．1   

319±53   

30±6   

70±7  

0±0  

Female   

Numberofanimals  

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

A／G   

GLucose（mg／dL）   

Totalcholesterol（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）   

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）   

ALP（U／L）   

GPT（U／L）   

GOT（U／L）   

γrGTP（U／L）  

5  

5．6±0．2   

3．4±0．2  

1．61±0．13  

119±1ノ1   

62±4   

27±10   

20±2   

0．7±0   

6．2土0．8   

8．9±0．3  

145．2±1．3  

3．89±0．35  

108．9±0．9  

191±42   

26±7   

65±14  

0±0  

5  

5．1±0．2   

3．2±0．2  

1．66±0．1／1  

120±10   

52±13   

31±7   

16±3   

0．6±0   

5．8±1．0   

8．6±0．4  

144．5±0．9  

3．38±0．19  

109．5±1．7   

276±65   

24±3   

57±5  

0±0  

5  

4．9±0．3   

3．1±0．2  

1．66±0．12  

118±6   

56±10   

30士13   

19±4   

0．6±0．1   

6．3±0．2   

8．6±0，2  

144．7±1．5  

3．31±0．37  

109，5±1．2   

293±52   

25土5   

58±3  

0±1  

5  

5．8±0．3   

3．6±0．3  

1．61±0．25  

130±1′1   

53±10   

41±22   

21士3   

0，7±0．1   

6．0±0．7   

9，1±0．3  

144．2±1．2  

4．0′1±0．31  

107．5±2．5  

186±16   

24±3   

64±8   

1士0  

5  5  

5．2±0．2   5，4±0．2   

3．2±0．1  3．3±0．1  

1．58±0．11 1．66土0．14  

125±10  122±10   

50±4  51±6   

30±7  30±6   

16±2  19±3   

0．6±0  0，6±0   

5，8±0．8   6．6±0．6   

臥7±0．2   8．9±0．2  

143．6±0．9 143．8±1．3  

3．26±0．19 3．47±0，29  

108．6±0．8 108．8±1．3   

259±91  244±83   

20±2  24±3   

62±5  57±4  

0±1  0±0  

Valuesrepresentmean±S，D．  
＊＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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Table4 0rganweightsofratstreatedora11ywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeatdosetoxicitytest  

Endofadministrationperiod  Endofrecoveryperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  

Male   

Numberofanimals  

Bodyweight（g）  

Absoluteorganweights（mg）   

Brain   

Thymus   

Heart   

Liver   

Kidneys   

Spleen   

Adrenalglands   

Testes   

Epididymides  

Relativeorganweights（mg／g）   

Brain   

Thymus   

Heart   

Liver   

Kidneys   

Spleen   

Adrenalglands   

Testes   

Epididymides  

5  5  5  5  5  5  

348．7±16．9  326．1±23．9   334．0±15．4   325．7±16．8   410，5±19．3   424．3±30．6  

1986．9±11．8   

529．6±76．4  

12シl，6±117．5  

12920．9±1257．9  

2839．4±196．4   

881．0±111．5   

別．9±5．8  

3300．5±266．6  

1067．5±58．9  

1923．2±55．9   

641．3±162．3  

1077．0士104．8桝  

10202．5±338．4  

2羽9．7±168．9   

670．0±1Z7．6   

49．6±3，4  

3030．4±128．5   

707．6±51．1  

1919．2±123．1  

540．3士92．1  

1043．6±65．4＊＊  

99イ3．1±1170．0  

2473．4±191．5  

653．0±127．0   

55．2±7．0  

2949．1±158．0  

696．0±50．0  

1976．7±62．4   

別5．7±131．1  

1230．1±52．8  

11831．7±鋸3，2  

2749．4±274．7   

755．6±68．0   

55．7±3．9  

3223．9±395．3   

953．6±168．5  

1896．4±64．6   

621．5士90．5  

1259．9±78．8  

10別0，8±708．4  

2623．6±147．5   

723．7±71，2   

58．9±12．9  

3159．3±294．7   

722．8士29．5   

1916．0±82．1  

580．8±111．9  

1086．イ±77．3♯  

9927．4±910．4  

2444．1±187．2  

669．1±111．1   

45．6±5．2  

2942．5±122．6  

695，3±11．4  

4．705±0．380  

1．247±0．144  

2．959±0．219  

30．421±1．413  

6，693士0．096  

2．076±0．209  

0．129±0．013  

7．814±0，878  

2．519±0．091  

5．895±0．414  

1．786±0，345  

3．336士0．188  

30．411±0．703  

7．514±0．635  

2．047±0．284  

0．140±0，014  

9．074±0．917  

2．140±0，145  

5，765±0．266  

1．912±0．439  

3．223±0．255＊  

30．572±1．119  

7．337±0．456  

2．008±0．393  

0．149±0．011  

9．濾6≠0．527  

2．120±0．1／10  

5．892±0．2∝1  

1．658±0．262  

3．207±0．195＊  

30．461±2．355  

7．594±0．430  

2．∝旧±0．331  

0．169±0．015  

9．058±0，319  

2．140±0．161  

イ．818土0．117  

1．331±0．326  

2．998±0．106  

28．82′1±1．977  

6．705±0．707  

1．846±0．213  

0．136±0．（カ9  

7．飢4±0．797  

2．317土0．361  

5．450士0．360  

1，778±0．205  

3．618±0．257  

30．2Z7士1．290  

7．538±0．568  

2．082±0．248  

0．170±0．ひ11  

9．083±0．999  

2．079±0．163  

Female   

Numberofanimals  

Bodyweight（g）  

Absoluteorganweights（mg）   

Brain   

Thymus   

Heart   

Liver   

Kidneys   

Spleen   

Adrenalglands   

Ovaries  

Relativeorganweights（mg／g）   

Brain   

Thymus   

Heart   

Liver   

Kidneys   

Spleen   

Adrenalglands   

Ovaries  

5  5  5  5  5  5  

21ノl．7±10．8   213．6±25．4   213．2±21．0   211．0±18．8   251．7±14．5   226．2±26．3  

1839．6±108．9  

388．9±88．2  

799．1±97．5  

6677．6±1024．8  

1657．1±292．5  

503．3±139，3   

62．7±7．8   

79．8±1乱6  

1755．5±65．6  

442．2±92．1  

724．3±54．3  

6120．9±881．6  

1550．7±72．2  

502．5±95．5   

55．0±6．1   

77．1±10．3  

17ノ12．6±92．8  

446．8±62．9  

763．0±100．9  

6595．1±803．4  

1602．6±135．1  

452．4±88．2   

60．1±4．3   

85．9±11．4  

1855．1±98．4  

392．9±55．3  

815．5±48．7  

7α）1．4±563．2  

1752．9±＆8．7  

5（施．9±66．7   

58．8士8．7   

83．4±17．7  

1805．3±70．2  

499．0±71，5  

771．3±59．3  

6499．5±275．6  

1713．7±80．4  

521．8±13．2   

61．5±8，7   

87．9±12．3  

1727．2±69．2  

503．9±10臥3  

748．4±106．6  

6351．2±1132．3  

1649．4±222．2  

610．0±212．5   

57．3±12．2   

別．4±17．1  

8．302±0．906  

2．097±0．518  

3．409±0．221  

28．670±2．220  

7．318±0．643  

2．344±0．240  

0．258±0．019  

0．364±0．055  

8．299±0．699  

2．116±0．222  

3．616±0．324  

31．204±1．553  

7．601±0．220  

2．133±0．264  

0．285±0．014  

0．407±0．別2  

7．388土0．554  

1，571±0．296  

3．249±0．285  

27．812±1．488  

6．994士0．726  

2．030±0．386  

0．234±0．039  

0．330±0．058  

臥201±0，896  

1．704±0．266  

3．535±0．215  

29．448士1．890  

7．304±0．695  

2．195±0．375  

0．277士0．016  

0．352±0．062  

8．168±0．915  

2．340±0．：追2  

3．498±0．154  

29．593±2．103  

7．714±0．3Z3  

2．799±0．710  

0．267±0．036  

0．392±0．037  

8．416±0．286  

2．322±0．290  

3．594±0．235  

30．291±0．701  

7．988土0．283  

2．438±0．175  

0．285±0．028  

0，408±0．043  

Valuesrepresentmean±S．D．  
■：SigIiificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
榊：SignificantdiiferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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Table5Histopathologicalfindingsofratstreatedorallywithtetramethylammoniumhydroxidein28－dayrepeat  
dosetoxicitytest  

Endofrecovery  

perlOd  
Endofrecovery  

period  
Endofadmlnistrationperiod  Endofadministrationperiod  

Dose（mg／kg）  0  5  10  20  0  20  0   5  10  20  0  20  

Numberofanimalsexamined  

（Kidney）  

5  5  5  5  5  5  5  

0  2  0  

2  1  0  

2    3  0  

イ  5  3  

0    0  0  

4  5  3  

5  5  2  

5  5  2  

0  0  0  

0  0  1  

0    0  1  

0  0  0  

0    0  0  

0  0  0  

0  0  5  

0   0  5  0  0  

Eosinophilicbody，  ±  0  0   0   0  

PrOXimaltub山e  ＋  0  0   0  2  

Total O  O O   2  

Basophilictubule  ±  4  3   4  3  

＋  0    0  1  0  

Total ノ1  3  5  3  

Cellularinfiltration，  ±  5  

1ymphocyte  Tota1 5  

Cyst，COrteX  ±  0  

十   O  

Total O  

Cast，PrOteinous  ±  2  

＋  O  

Tota1 2  

3   5   4  

3  5  ′1  

0    0  0  

0  0  0  

0    0    0  

0  1  0  

0    0  1  

0  1  1  

Numberofanimalsexamined  5  0    0  5  9    0  

（Spleen）  

Deposit．plgment，  士  O  

brown  ＋  5  

Tota1 5  

0  ′  

5  

5  

HematopoleSis，  

extrameduliary  

つ
J
 
2
 
0
 
5
 
 

±
 
＋
 
＋
 
a
l
 
 

＋
 
O
t
 
 

T
 
 

（Heart）  

My∝ardial  ±  

degeneration／  ＋  

fibrosis  Total  

Numberofanimalsexamined  

（Testis）  

Atrophy，  

seminiferoustubule，  

unilateral  

±
＋
二
皿
 
十
二
こ
知
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

（Epididymis）  

Decrease，SPerm，  

unilateral  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

Numberofanimalsexamined  

（Eye）  

Hemorrhage，  ±  

vitreouscaⅥty  ＋  

Total  

0   0   0   0  0   0  

Gradeofhistopathologicalfinding；±：veryslight，＋：slight，＋＋：moderate，十＋＋：severe，tOtal：totaJofpositivegrade  
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