
復帰変異試験  

S．tJphimurium用には0．5mMDゼオナンおよび0．5mM  

L－ヒスチジン水溶液，且coイブ用には0．5mMしトリプト  

フアン水溶液を1／10容加え，トップアガーとした．  

6．S9mix   

エームステスト用凍結S9mix（キッコーマン㈱）を購  

入し，製造後6ケ月以内に使用した．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  

ものである．  

7．試験方法   

試験は，プレインキュベーション法で行った．   

試験管に使用溶媒，被験物質供試液あるいは陽性対照  

物質溶液を0．1mL入れ，次いで直接法では0．1Mリン酸  

ナトリウム緩衝液（pH7．4）を0．5mL，代謝活性化法では  

S9mixを0．5mL加え，続いて試験菌液0．1mLを分注し，  

370Cで20分間振盗培養した．培養終了後，450Cに保温  

したトップアガー2mLを加えた混合液をプレート上に  

重層した．370Cで48時間培養後，復帰変異コロニーを  

計数し，同時に指標菌株の生育阻害の有無を実体顕微鏡  

を用いて観察した．プレートは，用量設定試験では各用  

量とも1枚，本試験では3杖を使用した．本試験は，同  

一用量を用いて2回行った．  

8．結果の判定   

被験物質処理プレートにおける復帰変異コロニー数  

（平均値）が溶媒対照値の2倍以上を示し，用量依存性お  

よび結果の再現性が認められる場合を陽性とした．   

但し，明確な用量依存性が認められない場合において  

も，陽性値を示す試験結果に再現性が認められれば陽性  

と判定することとした．  

ェノールの遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定した．   

2イerトプチルフェノールの類縁化合物である4イerトブ  

ナルフェノール3・射，2－SeC一ブナルフェノール5・6】，4－SeC－  

ブナルフェノール7一，2，4－ジイerトプチルフェノール8，  

2，6一ジイerトプチルフェノール3，，2，4，6－トリ1e〟－プチル  

フェノール9，，6イerトプチルー〝トクレゾール10＼4，4’－チオ  

ビス（6イerトブナルーm－クレゾール）1‖および2，2’－メチレ  

ンビス（6イerトプチルサクレゾール）12りま，いずれもS．  

如上血リノ血mおよび且coれ または5．りp山mu血mを用  

いた復帰変異試験で陰性と報告されている．また，4－  

ね〟－プチルフェノールおよび2，6－ジイerf－プチルフェノー  

ルにおいては酵母を用いた遺伝子突然変異試験でも陰  

性31と報告されている．  
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結果および考察  

50～5000FLg／plateの範囲で行った用量設定試験にお  

いては，代謝活性化の有無にかかわらず，いずれの菌株  

においても200FLg／plate以上の用量で菌の生育阻害が認  

められ，また，・ml（泊，m1535およびTA1537では直接  

法における100pg／plateでも軽度な生育阻害が認められ  

た．したがって，本試験における被験物質の用量は，最  

高用量を200FLg／plateとし，以下公比2で，100，50．25，  

12．5および6．25fLg／plateとした．   

試験を2回行った結果（Tablesl～4），直接法および  

代謝活性化法のいずれの場合も，供試した全ての菌株に  

おいて復帰変異コロニー数は，溶媒対照値の2倍を越え  

ることはなかった．菌の生育阻害については直接法の場  

合，S．typhimut・Lumでは100FLg／plate以上で，WP2  
uv7Aでは200FLg／plateで認められ，代謝活性化法の場合  

は，TAlOOおよびTAl535では100FLg／plate以上で，  

TA98，TA1537およびWP2uvLAでは200塵／plateで認  

められた．   

以上の成績から，本実験条件下では，2イerf－プチルフ  

†
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復帰変異試験  

TablelResultsofreversemutationtestof2－teZt－butylphenolonbacteria（1sttrial）  
［directmethod：－S9miⅩ］  

Numberofrevertantcoloniesperplate［Mean±S．D．】  Testsubstance  

dose   

レg／plate）   TAlOO  TA1535  WP2 uvrA TA98  TA1537   

10   6   6   

【7±2】  

9   7   6   

【7土2】  

15   6  13   

［11土5〕  

10   9  10   

【10±1］  

12   9   14  

18  

16  

18  

19  

27  

15  18   

【17±2】  

20  17   

【18±2】  

14   28   

【20土7】  

18   29   

［22±6】  

22   25   

【25±3］  

12◆  16◆   

［15±3］  

0●   0●   

【0士0】  

21 13  12   

【15土5］  

16  10  18   

〔15±4〕  

1／1 12  1ノ1   

［13±1〕  

17   9  13   

【13±4〕  

17   8   13   

【13±5】  

15  16   9   

［13±4］  

0●   0●  0●   

【0±0】  

8  15   9   

［11±4】  

14  15   9  

【13±3】  

11  14   5   

【10±5】  

9   9  10   

［9±1］  

11  11  15   

【12士2】  

7■   4■   9■   

【7士3］  

0書  1●   0■   

【0±1】  

97  103  125   

【108士15】  

116  1（旧  115   

【110±9】  

116  114  107   

【112士5】  

104  139 120   

【121士18〕  

126  110  98   

【111士14】  

％■  90●  72●   

【さ6±12】  

0◆  0◆  0■   

［0±0〕  

0  

6ヱ5  

12．5  

25  

50  

100  

2（氾  

［12±3］  

17◆  3■   3●  2●  

【3±1】  

0◆  0■   0●  0●  

【0±0］  

Positivecontro11018 994 925▲1 426 454  434b  703 721 78伊  369 402 3Jt7J 5㈹ 410 499’  

〔979±4さ】  〔4刃±14】  【738±45】  【373±認】  ［472士別】  

●：Growthinhibitionwasobserved．  

a）AFL2：2－（2－Furyl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylamide，0．01jLg／plate  
b）NaN，：Sodiumazide，0．5FLg／plate  
c）AF－2，0．別種／plate  
d）AF－2，0．1FLg／plate  
e）9－AA：9－Aminoacridine．80FLg／plate  

7bble2Resultsofreversemutationtestof2－terトbutylphenolonbacteria（1sttrial）  
［activationmethod：十S9mix］  

Testsubstance  
dose   

レg／plate）  

Numberofrevertantcoloniesperplate［Mean±S，D．］  

TAl00  m1535  W門u竹A  m98   

1イ  13  15   

［14士1】  

10  12  13   

【12士2】  

10  11  12   

【11士1】  

7   14  10   

〔10士4】  

6   7  16   

【10士6】  

5   5   8   

【6士2】  

0●  0◆  0●   

【0±0】  

別  20  23   25  38  29   
【㌶±2］  【31士7】  

16  17  10   23   27  33   

【14±4】  【加士5】  

20  20  12   25  32  41   

【17士5】  【33士8】  

4   22  14   38   36   30   

［13士9】  【35士4】  

17  18  18   32  46  35   

【18士1】  【罰±7］  

ヱ猪  18  16  31  26  3イ   
【21±6】  【助士4】  

1ノl● 10● 10■  22●  6●  28●   

【11±2］  ［19土11］  

98  109  96   

【101土7］  

142  139  124   

【135土10】  

127 128 139   

【131土7】  

152  139  133   

上1イl±10】  

130 138 

【132士6】  

1ひl● 112● 127●   

【114土12】  

8●   0■  74●  

捷7士41】  
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 Positivecontro15訴 5別 4％・179 125 別評  708 697 7貯 319 375 32ア●  

【㍊9士29】   【畑±27】   【制士別】   【別0士30】  

●：Growtbi血払itionw誠d）Sen血  
a）2－AA：2－血血oa鵬肋cenち1／喀／plate  

b）2－Aん2pg／plate  

c）2－Aん10〝g／plate  
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2－fe止・プチルフェノール  

Table3 Resultsof．reversemutationtestof2rterナbutyLphenolonbacteria（2ndtrial）  
［directmet二hod：－S9miⅩ］  

Testsubstance  

dose  

（〟g／plate）   

Numberofrevertantcoloniesperplate［Mean±S．D．〕  

7
 
 
5
3
 
 

1
 
A
 
 

T
 
 

TAlOO  TA1535  WP2 uvrA TA98  

106 118 121   

い15±8〕  

113  118 117   

tl16±3］  

131 127  レ15   

【1封±9］  

109 138 125   

【124±15］  

105  98  101   

【101±イ］  

105■  80■  80●   

［槌±1イ〕  

0＊   0●  0＊   

［0土0］  

0  

6．25  

12．5  

25  

説）  

100  

2（X）  
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22   2月   27   

［26±3］  

30   2名   29   

【29±1］  

17   20   28   

［22±6】  

22   30   39   

【30±9］  

24   26   22   

［別±2】  
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Positivecontro1 985  894 9C6J］  409  521 442b   912  868 818（  

【928±49】  ［457±盟］  ［866±47］  

405  372 383－   688  550  508ヾ   

［387±17】  【盟2±94】  

●：Growthinhibitionwasobserved．  

a）AF－2：2一（2rFuryl）－3－（5－nitro－2イuryl）acrylamide，0．01FLg／plate  

b）NaN】：Sodiumazide，0．5FJg／plate  
C）AF－2，0．04FLg／plate  

d）AF2，0．1FJg／plate  
e）9AA二9－Aminoacrid】【ne，80FLg／plate  

Table4 Resultsofreversemutationtestof2－tertrbutylphenolonbacteria（2ndtrial）  
［activationmethod：＋S9mix］  

Testsubstance  

dose   

レg／plate）   

NumberofreYertantCOloniespeTplate［Mean±S．D．］  

TAlOO  TA1535  WP2uvLA  TA98  TA1537  

27   29   35   

【30±4］  

52   37   30   

［40±11〕  

33   35   32   

【33±2】  

42   28   27   

【32±8】  

36   25   34   

【32士6】  

28   飢   34   

【32士3］  

13●  16●  6◆  

【125］  

9   12  17   

【13士4】  

16   8   12   

【12土4】  

9  10  14   

【11±3］  

6  10  13   

［10士イ】  

13   6   13   

【11±4］  

7   16   8   

【10士5］  

0■   0●   6●   

【2±3】  

114  113  110   1ユ   8   9  21  16  19   0  

6．25  

12．5  

25  

紺  

100  

2∝I  

［9士2】  【19±3］  

10  10   9   26  22  1ノl   
【10士1】  【21土6］  

11  9   9  22   24  28   

【10士1】  ［25土3】  

17   8  12   14   20  16   

【12士5］  ［17士3】  

7   8  13   21  15   21  

r9士3】  【19士3］  

5●  3●  5◆   20  20  21   

【4±11  ［劫士1】  

［112土2】  

157 147  131   

【145±13］  

129  131 140   

【133土6］  

14．3 138 131   

［137±6】  

152  13′1 119   

〔135±17】  

1（X）●  87● 109●   

［鱒士11】  

48■  1■ 111■  0◆   0●  0●   イ■  9◆  10■   

【労士55］  〔0±0】  【8士3】  

Positivecontro1 670  589  644・・162 164 162L  831 783  811〔 318  330 367■・ 72  73  8げ  

【甜±41］  【163士1】  【8開±別】  臣駕土訪］  ［75士4］  

●：Growthinhibitionwasobserved．  

a）2－AA：2血noan血相Cenち1／‘g／date  

b）2－AA，2fLg／plate  
c）2－AA，10FLg／plate   
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2－ねrトプチルフェノールのチャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる準色体異常試験  

hVitI－OChromosomalAberfationTbstof2－teI－t－Butylphenol  

onCulturedChineseHamsterCells  

3．培養条件   

4×103個／mLの細胞を含む培養液5mLをディッシュ  

（径6cm，BectonDickinsonCo．）に加え，370CのCO2イ  

ンキュベーター（5％CO2）内で培養した．   

培養開始3日後にS9mix非存在および存在下で披験物  

質を6時間処理し，処理終了後，新鮮培養液でさらに18  

時間培養した．  

4．S9mix   

染色体異常試験用凍結S9mix（キッコーマン㈱）を購  

入し，製造後6ケ月以内に使用した．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  

ものである．  

5．被験物質   

2－ねrトプチルフェノール（ロット番号C169，大日本イ  

ンキ化学工業㈱（束京）提供）は，無色透明の液体で，水  

に難溶，ジメチルスルホキシド（DMSO），アルコールお  

よびアセトンに易溶でありト純度99．97％（不純物として，  

フェノール0．03％を含む）の物質である．被験物質は，  

冷暗所（40C）で密栓（窒素充填）保管した．   

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．  

6．被験物質供託液の調製   

溶媒にDMSO（和光純薬工業㈱）を用い 

溶解して最高用量の供試液（原液）を調製した．この原液  

の一部を溶媒で順次希釈して所定用量の供試液を調製し  

た．供革液は，用時調製し，そのディッシュ内への添加  

量は培養液量の0．5vd％とした．  

7．細胞増殖抑制試験   

染色体異常試験に用いる被験物質の用量を決定するた  

め，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．0．1  

w／v％クリスタルバイオレット水溶液で染色した細胞の  

密度を単層培養細胞密度計（モノセレ一夕ーⅡ，MI竜0，  

オリンパス光学工業㈱）を用いて測定し，溶媒対照群の  

細胞増殖率を100％とした時の冬用量群の細胞増殖率を  

求めた．   

その結果（Fig．1），S9mix非存在下では120FLg／mL以  

t，S9miⅩ存在下では10FLg／mL以上の用量で50％を上  

回る細鞄増殖抑制が認められ，50％細胞増殖抑制用量  

は，それぞれ100～120FLg／mLおよび5～10FLg／mLの用  

要約  

2イerトプチルフェノールの染色体異常誘発性の有無を  

検討するため，チャイニーズ・ハムスター肺由来の線維  

芽細胞株（CHL／IU）を用いてi月血roにおける短時間処  

理法による染色体異常試験を実施した．   

染色体異常試験に用いる用量を決定するため，細胞増  

殖抑制試験を行った結果，S9mix非存在下では120  

FLg／mL以t，S9miⅩ存在下では10jLg／mL以上の用量で  

50％を上回る細胞増殖抑制が認められた．したがって，  

染色体異常試験における用量は，S9mix非存在下では  

40，60，80，100，110およぴ120jLg／mL，S9mix存在  

下では1．25，2．5，5，7．5，10および20〝g／mLとした．   

試験の結果，S9mix非存在下では，染色体異常細胞  

の増加は恵められなかった．S9mix存在下では用量依  

存的な染色体構造異常細胞の増加が認められ，7．5およ  

び10／増／mLでの増加（出現頻度5．5および11．0％）は統計  

学的に有意なものであった．また，10／‘g／mLで数的異  

常細胞（倍数性細胞）の有意な増加（出現頻度5．0％）も認  

められた．S9miⅩ非存在下の110FLg／mL以上，S9miⅩ  

存在下の20／増／mLでは細胞毒性のため枕察可能な分裂  

中期像は盗められなかった．   

以上の成績から，2－ferトプチルフェノールは，  

CHL／IU細胞に対し染色体異常を誘発する（陽性）と結論  

した．  

方法   

1．試験細胞株   

国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部（元：国立衛生試  

験所変異原性部）から昭和60年1月13日に分与を受けた  

チャイキーズ・ハムスター肺由来の線維芽細胞株  

（CIiL／IU）を使用した．供試細胞は，浮遊細胞液に10  

vol％の割合でジメチルズルホキシド（DMSO，和光純薬  

工業㈱）を添加し，液体窒素条件下で保存したものを培  

養液に戻し，解凍後の継代数が3固までのものを使用し  

た．  

2．培養液   

Eagle－MEM粉末培地（GibcoLaboratories）を骨法に従  

い調製し，これに非働化仔牛血清（GibcoLaboratories）  

を10vol％の割合で添加したものを用いた．  
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2－fe什プチルフェノール  
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Dose（いg／mL）  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
2－tert，butylphenol  

0  0．63 1．25  2．5   5  10  20  

Dose（ドg／mL）  

Fig．2 GrowthinhibitionofCHL／IUce11streatedwith  
2－teL－トbutylphenoL  

ディッシュ，200個の分裂中期像を，総合倍率600倍の  

顕微鏡下で観察した．標本は全てコード化し，盲検法で  

観察を行った．染色体の分析は，日本環境変異瞭学会・  

哺乳動物試験分科会（MMS）による分類法1∫に基づいて  

行い，染色体型あるいは染色分体型の切断，交換などの  

構造異常と倍数性細胞（Polyploid）の有無について観察  

した．  

11．記録と判定   

観察した細胞致，構造異常の種類と数および倍数性細  

胞の数について集計し，記録した．   

染色体構造異常細胞および倍数性細胞の出現頻度につ  

いて，多試料ゼ検定を行い有意差（有意水準5％以下）が  

認められた場合は，フィッシャーの直接確率法を用いて  

溶媒対照群と各用量群との間の有意差検定（有意水準は  

多重性を考慮してィ 5％または1％を処理群の数で割っ  

たものを用いた）を行った．   

その結果，溶媒対照群と比較して，被験物質による染  

色体異常細胞の出現頻度が2用量以上で有意に増加し，  

かつ用量依存性あるいは再現性が認められた場合，陽性  

と判定した．  

量城にあるものと判断された．  

8．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果から，染色体異常試験におけ  

る被験物質の用量は，50％細胞増殖抑制用量の前後が  

含まれ，かつ3用量以上のデータが得られることを考慮  

して，S9mix非存在下では40，60，80，100，110およ  

び120／増／mL，S9mix存在下では1．25，2．5，5．7．5，10  

および20／瑠／mLのそれぞれ6用量を設定した・対照と  

して，溶媒対照群と陽性対照群を設けた．   

陽性対照として，短時間処理法S9mix存在下では3，4－  

benzo［a］pyrene（B［a］P，Sigma ChemicalCo．）を10  

FLg／mL，S9mix非存在下では1－methyl－3－nitro－1－  

nitrosoguanidine（MNNG，AldrichChemicalCo．）を2．5  

〟g／mLの用量で用いた．陽性対照物質の溶媒には，い  

ずれもDMSO（和光純薬工業㈱）を使用した．  

9．染色体標本の作製   

培養終了2時間前にコ）L／セミド（GibcoLaboratories）  

を最終濃度として0．2／増／mLとなるように添加した．ト  

リプシン処理で細胞を剥維し，遠心分離により細胞を回  

収した．75mM塩化カリウム水溶液で低張処理後，用  

時調製した冷却メタノール・酢酸（3：1）混合液で細胞を  

固定した．空気乾燥法で染色体標本を作製した後，1．4  

vol％ギムザ液で約15分間染色した．  

10．染色体の観察   

各ディッシュあたり100佃，すなわち，1用量当たり2  

21  

結果および考察  

短時間処理法による結果をTablelに示す．S9miⅩ非  

存在下では，染色体の構造異常および倍数性細胞の誘発  

作用は認められなかった．一方，S9mix存在下におい  

ては，用量依存的な染色体の構造異常を有する細胞の増  
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3）石館基監修，“改定増補染色体異常試験データ集，”  

エル・アイ・シー，東京，1987，P．19．  

4）田中憲穂，山影康次，中川ゆずき，日下部博一，橋  

本恵子，水谷正寛，古畑紀久子，化学物質毒性試験  
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8）田中嘉穂，山影康次，佐々木澄志，若葉忍，日下部   

博一，橋本恵子，化学物質毒性試験報告，2，347   

（1995）．  

9）B．）．Dean，T．M．Brooks，G．Hodson－Walker，D．H．  

Hutson，Mutat．Res．，153，57（1985）．  

10）田中憲穂，山影康次，若葉忍，日下部博一，橋本恵   

子，長尾暫二，太田亮，化学物質毒性試験報告，も   

427（1996）．  

11）田中憲穂，山影康次，若栗忍，中川ゆずき，日下部  

博一，橋本恵子，長尾曹二，太田亮，化学物質毒性  

試験報告，4，247（1996）．  

加が認められ，7．5および10／増／mLでの増加（出現頻度  

5．5および11．0％）は溶媒対照群と比較して統計学的に有  

意なものであった・また，10／増／mLで倍数性細胞の有  

意な増加（出現頻度5．0％）も認められた．S9mix非存在  

下の110FLg／mL以上およびS9mix存在下の20FLg／mLに  

おいては，被験物質の細胞に対する毒性のため，観察可  

能な分裂中期像が認められなかった．   

以上の成績から，2イerトプチルフェノールは，その代  

謝物に染色体構造異常を誘発する作用があると考えられ  

た．したがって．本実験条件下では，2イe止プチルフェ  

ノールのCHL／IU細胞に対する染色体異常誘発性は陽性  

と判定した．陽性結果が得られたため，B卸値2I（分裂中  

期像の20％に異常を誘発させる被験物質の推定用量）を  

算出したところ，本被験物質のD2。値は，構造異常に関  

して0．022mg／mL，数的異常に関しては，0．043mg／mL  

であった．本試験結果は，CHL／IU細胞において，染色  

体異常を有する細胞の出現頻度が5％以上10％未満を疑  

陽性，10％以上を陽性とする石館らの判定基準3Iからみ  

ても，陽性と判断されるものであった．   

2一拍rトプチルフェノールの類縁化合物については，4－  

ねrトプチルフェノールでは，CHL／IU細胞を用いた染色  

体異常試験において連続処理法24時間および48時間処  

理で倍数性細胞の誘発作用が，また，短時間処理法S9  

mix存在下では構造異常および倍数性細胞の誘発作用が  

報告され4，，2，4－ジイerトプチルフェノール5，およぴ6－  

ねrトプチルーm－クレゾール6Jでは同様の試験において，  

短時間処理法S9mix存在下で構造異常細胞の誘発作用  

が報告されている．また，2－5eC－プチルフェノールでも  

CHL／IU細胞を用いた染色体異常試験において連続処理  

法48時間処理および短時間処理法S9mix存在下で構造  

異常細胞の誘発作用が認められ7】，さらに，4－SeC－プチ  

ルフェノールでは同様の試験において，連続処理法48  

時間処理および短時間処理法S9mix存在下での構造異  

常細胞の誘発に村し，疑陽性の判定が示されている8，．  

一方，2，6イerf－プチルフェノ・－ルおよび4イe〟－プチルフ  

エノーノ｝では，ラット肝細胞を用いた染色体異常試験に  

ぉいて陰性㌔また，2β，－メチレンビス（6イerトプチルサ  

クレゾール）10Iおよ・び4，4’－チオビス（6イerトプチルーm－ク  

レゾール）1いではCHL／IU細胞を用いた染色体異常試験  

において陰性と報告されている．   

このように，類縁化合物にも染色体異常誘発性を示す  

物質が多いこ享から，2－ね止プチルフェノールの染色体  

異常誘発性はこれらに共通した化学構造との関連性が考  

えられる．  
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2＿ね再＿プチルフェノール  

TablelChromosorneanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith2Ltetl－butyLphenoIwithandwithout  
S9 mix 

No・Ofcellsw血numerical cell  

aberrations  Gr。Wth  

Timeof No．of  No・OfceZJswithstruc亡ural  
Dose S9  

cells  aberrations  Group  
（F，g／mL）mix eXPOSure  

polyploid PolypLoid3 total（％ア ra［e（％）  （hr）analysed ctb cte csb cse oth total（％ア  
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Abbreviations；gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chroma【idbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，  
CSC二Chromosomeexchange（dicentricandring），Oth：others，SA：structuralaberration，NA：numericalaberratiorL．  
2TBP：2－［e什butylphenol，MNNG二1rmethyト3－nitro一トnitrosoguanidine，BP：3，4－benzo［aわyrene  
l）DimethylsulfoxidewasusedassoIvent．  
2）MultiSamPlex2testwasdoneatp＜0．05andthenFisher．sexacttestwasdoneatp＜0．050rP＜0．01．  
3）endoreduplication  
◆：SignificantlydifferentfromsoIventgroupdataatp＜0．05byFisher’sexacttest．  
＋●：Significantlydi任erentfromsoIventgroupdataatp＜0．01byFisher’sexacttest．  
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ORIGINAL ARTICLE 

Elevatedsusceptibilityofnewbornascomparedwithyoungratsto  

2－tert－butylphenoland2，4－di－tert－butylphenoltoxicity  

Mutsuko Hirata－Koizumi］，MasaoIねmamura2，Hiromi Furukawa2INaemi Fukuda3）YoshihikoIto3ナ Yumi Wako4†  

ⅨotamYama5hita4，Mika恥kahashil，EiiぐhiKamabl，MakotoEmal，andRpliぐhiHa求gaWaI  

′肋わ舶J血J血Jgげ肋dノーん∫cfe〃Ce∫，∫eねgdブd一転乃ゆ∂ノブ鞄〃呼厄仰山み〃和Jβrぬ〃わー∫んf，仙仰仰／∂JJJ？e∫gα打力／〝dJ〟Jg♪r血fⅧJ  
ぶck几Ce如βi∝九g仇fぶりd扇指扇co！og）ちSdgd椚i厄和一減塩朋gdW8J8扇イ鮎∫んi〝∽L血相Joり〟血♭i∫んjC力g川icβJぶ‘重りJ那′血JgLd，  

仙川弱」如脚  

chemicalLCOntaminated baby food，mOuthing toys or household  
materials，aLld so on；however，Currentrisk assessment glVeS  
noconsideradon10（OXiceffectsresullingfromdirectexposureto  
Chemicals．An approachthat adequately takesinto accourLt the  
SuSCePtibility ofinfancy．s urgently required・However，tN：CauSe  

thereisnoslandardtestingprotocolintendedfordirectexposure  
Ofpreweamingamimals（newbornanimals）tochemicals，andtoxic－  
1ty Studies uslngneWbom animals arecomplicated by practical  
difficultiesregardinggrouping，directdosing，andgeneralauldfunc－  
tionalobservation，thereisonlyLimitedinformationonsusceptibil－  

1tyOfthenewbomatthepresent・   

Wethereforehaveestablishedanewprotocolforrepeateddose  
toxicitystudiesusingnewbornrats（newbornratstudies）（Koizumi  
etaL．2001）forsystematicapplication．Resultshavetmncompared  

withthoseof28Jayrepeateddosetoxiclty StudiesuslngyOung  
rats（youngratstudies）toprovideabasisofanalyzingsuscepdbiI－  
ity．Sinceyoungratstudiesareroutinelyconductedasoneofa  
batteryofminimum toxICltyteStS anddataarestoredformany  
Chemicals，COmParadveanalyzesshouldprovideimportantinfor－  
madonforconsideringeffectsofdirectexposure10Chemicalsduト  

ing山esucklingperiod・   

VhhaYealreadyreportedanalyticalresultsforeightchemicals  
（4－nitrophenol，2，4－dinitrophenol，3－aminophenol，3－methylphenol，  

1，3－dit）rOmOPrOpane，1，1，2，2・tetrabrorn∝thane，2，4，6－trinitrophe－  
nol，卿dt蝕濾romobisphenoIA）（Koizumierα‘．2001，2（氾2，2003；  

FukudaetaL．2004；1もkahashie（aL2004；ttirata－KoizumietaL．  
2（刀5）．ThesusceptibilityofnewbomratstodletOXicityofthe6rst  
fouragentswasfourtimeshigherthalltha（Oftheiryoungcounter－  
paztsatamaximum．Forl，3－dibromopropaneandl，l，2，2－tetrabro－  
moethane，Whilethedosescausingcleartoxicity werelowerin  
newbomrats，doses atwhichtoxjc slgnSbcgan to叩pearWere  
Paradoxicallyhigherinthenewbomcase・TheiSeSixchemicalshad  
noimpactondevelopmentinthe newbomperiodandshowed  
Simi血toxiciけpro丘Iesin bo山age groups・For山e o血er two  
Chemicals，there were marked di飴rencesin toxicity prome  
ktw∝n山elleWbm andyoungrab．b匹Cially，in山ecaseor  
tetrabromobisphenoIA，aSPeCificra山erthanenhancedrenal10X－  
1CltyWaSObseⅣdinlleWbomcase．  

In dle preSentinveshgadon，tWO LeTl－butylphenoIs，2－terL－  
butylphenol（2TBP），and2，4－di－ter（・butylphenol（DTBP），Were  

ChosenEbrcomparatiyetoxidtyanalysis，2TBPhasbecnusedin  
theproducdoJlOfagriculturalchemicals，arOmaChemicals，and  
resins（NewChemicalIndex2001），andDTBPintheproduction  
Of andoxidants andultraYiolet absoibers（ChemicalProducts’  
Handbook2α舛）．R〉reitherchemicaいhereisnoavailabletoxicity  

informationonhuman・Regardingtoxicitytoexpenmentalanimals，  
resultsfromyoungratstudiesofbothchemicalsare｝aVai1ablein  

ABSTRACT Inorder（Ode（eminethesusceptibiJityof  
newborn rab t02イゼ〟・butyIphenol（2TBIりand2，4－diイg〟－  
butylphem01（DTBIりto惑city，Studieswereconductedwithoral  
administratjonfrompostnataldays（PNI））4to21arldthe允nd－  
1ngSWereCOmParedwithresultsfbryoungralsexposedEfom5  
¢r‘weeks orage払r28days．Im仙e newbonlr乳b，SpeCはc  
em光bomplysica】andsexualdevelopmentamdre瓜exomtogeny  
wenさmOt Obseryd．WhiklherモWere nO C】ear di鮎rencesim  

to血ologidpro魚Iesbetweennewbomandyou爪gratS，themo－  
Observed－adverse－e触t）evels（NOAELs）difrt代d markedly．  
For2TBP；djnicalsignssuchasalaxicgait，decn治SCinlocomo－  

tor acliYity and e鮎cts onliver；SuCh a5incl℃鮎ein orgam  
Wejght，WereObservedandtheNOAELswereconcludedtobe  
20and100mdkgHayinnewbomandyoungrats，【℃St）eCtiYely．  
おぉedomhepaticandrena】toxkity（histopa仙ologicalchamges  
andimcⅧeimorganweightwithbl00dbiochemicalchamge5），  
theresp∝tiYeNOAELsbrDTBPwerecondudedtobe5and  
20m少kg川ay．Therebre，1IleS咽Ceptibilityofn帥bomratsto  
2TBPandDTBPwasbundtobe4－5timeshigherthamthatof  
young rats. 

KeyWbrds：2，4－di－tert－butylphenol，2－tert－butylphenol，SuSCeptト  

biliりOfnewbmrats  

馴TRODUCTION  
ProtectionofhtJmanSagainstdiseaseandirtiurycausedbychemi－  
Calsintheenvironmentistheultimategoalofriskassessmentand  
riskmanagemer）t（hndrigane（aL2004）．However，叫eEkushas  
longbecnsolelyonadultexposureandtoxicityandthefetusvia  
matemaltfanSfer，withlittleconsideradonglVen10C2Lrlychildhood．  
Im血epast血cade，Sdmulatdes匹Ciallyby山¢1993USNadonal  
ReseaJthCouncilA（NRC）reportfkstichiesinLheDietsq「妙Ls  
d撤ブC揖揖柁n（NÅS1993），托COgnition血ts匹Cialconsideradonis  

代quiredfbrchiIdreninriskasse軍Smenthasgrown・TheNRCreport  
notedthat‘childrenarenotlittleadults’，tKauSeOfdleirunlque  
PattemSOfexposurestoenvironmcntalhazardsandtheirpardculaE  
Vulnembility．   

R）ー血¢SuSCepdbiliけOrChildrentoenvironmentdchemicals，也e  

eady匹Shaldp≡dd（山¢SuCkung匹dd）isofpadcularnote．  
During血i＄period，theinfaLltCOuldbeexposedtovariouschem－  
icalsnotonlythroughmothers’mi1k，butalsodirectly，byhaYing  
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Basedontheresult＿SOrdose－hndingstudiesconductedprior10  
thenlainsludy，thedose，Whichwouldshowclear10Xiclty，WaS  
selecteda5thetopdose，thalwithoutpotential1ytoxiceffectsasthe  
）owcstdose，aJld the mediumdose wassetbelweenthem・Tn the  

dose－findingstudyfor2TBP（oraladministrationfromPNDs4－  
21），SOmeClinicat signsand suppressedbody weightgain were  
observedat200m釘kgandanincreaseinrelativeliverweighta1  
60m〆kgandmore．ForDBTP（OraladministradonfromPNt）s4p  
17），allofthefourmalesaTtdfourfemalesdieda1500mg几g，and  
the death ofone orlhe four males，anincreasein serum10tal  
cholesterotandphospholipid，andincreaseinrelativeliverweight  
were notedin thelCOmgkg group．Therefore，lhedoses were  
setatO．20，60，Or200mgIkg／day for2TBPand atO，5，40，Or  
3（泊mgIkg／dayforDTBP．   
Duringthestudy，therats，generalcondition wasobservedat  
Jeastonceaday（detallsofclinicalsignsnotedinthisstudyare  
describedin‘Glossary of terms for toxicity testing’【NTHS  
1994】）．Body weightand foodconsumption（Only the recovery－  

maintenancepedod）wasexaminedonceormoreaweck・Asdeveト  
opmentalparameters，fur appearance，incisor eruptlOn，Plnna  
detaclmentandeyeopenlngWereaSSeSSedforphysicaldevelop－  
me叫aJldtestesdescentorpreputialsepafationandvaginalopen－  
ing for sexualdevelopment（OECD2004）・In addition，reneX  
ontogeny，SUChas visualplaclngreflex，andsurfaceandmid－air  
hghlingrenexeモ，Werealsoexamined（Adams1986；Jensh＆Brent  

1988）．UrlnalysIS（color，∝Cultblod，pH，PrOtein，glucose，ketone  
bodies，bilirubin，urObilinogen，SedimerLt，SpeCificgravlty，aJldvol－  

unleOrtheurine）wasconductedinthelastweekoftherecovery－  
malntenanCe匹hd．   

AIPNDs22and85，blocd was collected from theabdominal  

aortaunderetheranesthesia（for2TBP）orfromthepostcavalveirL  
undcrpentobarbitalsodiumaT．eSthesia（forDTBP）afterovemighl  
starvation for the scheduled－SaCrifice and recovery－maintenance  

groups，reSpeCtIVely・Oneport］OnWaStteatedwithEDTA－2Kand  
examinedforhematologicalparameters，SuChastheredbloodcell  
count，hemoglobin，hematocrit，meanCOrPuSCularvolume，meaJI  
corpuscularhemoglobin，meanCOrPuSCularhemoglobinconcentra－  
tion，Whitebloodce11count，Plateletcount，reticulocytecountand  
differential1euk∝yteCOunL htherecovery－maintenancegroup，  
partofthebloodwastfeatedwith3－8％sodiumcitrate，andblod  
clottingpafameterSSuChasprothrombintime（PT）andactivated  
partialthromboplastindme（APTr）wereexamined・Serumfrom  
thereTnalnlngPOrtJOnSOfbloodforbolhthescheduled－SaCrificeand  
recovery－maintenancegroupswereanalyzedforbloodbiQChemis－  
tTy（totalprotein，albumin，albumin－globulinratio［A／Grati0】，glu－  

cose，tOLalcholesterol，triglycerides，Phospholipid，tOtalbilirubin，  
ureanitrogen【BUN］，Creatinine，glutamateoxaloa∝tatetranSami－  

nase，glutamate pyruVate tranSaminase，alkaline phosphatase，Y－  
glutamyltranspepddase［γCm’］，Calcium・inorganicphosphorus，  
sodium，POlasslum，andchlorine）・Followingcollecdomofblood，  
al1animalsweresacrificedbyexsa爪gulnadon，andallo愕anSand  
tissuesweremacroscopICallyexamined・Then．thebrain，pituitary  
gland，thymus，thyroids，heart，1ungs，1iver，Spleen，kidneys，  
adrenals，teSteS，ePididymides，and ovaries were removed and  
weighed．Histopa山0logicalexamination was conducted for the  
controlandthehighestdosegroups．Theabove－uStedorganswere  
fixedinlO％bufftredfomalirL－phosphate（followingBouin’sfix－  

ation for testes and epididymides），and parafh secdons were  
roudnely prepared and stained with Hematoxyhn－Eosin for  
microscopy・Forothergroups，OrganSWithmacroscopical1yabnor－  
malfindingsorinwhichchemicalィelatedefrectswereevidenton  
microscopICeXaminationforLhehighestdosegroup，WereSimilarly  
investigatd．   

TbxicityrrbstingReportsofEnvironrnenlalChemicalsoflheJapa－  
ncsegovemment（MHL］N2001a，2001b），butnoolherdaLahave  
tx：enrePOrtedregarding－ePeatCddosetoxic）ty・Sincetheyoungrats  
Were Only evaluated ro‥oxiclty PrOfiles and no－Observed－七触t  

Ievels，WereヾValuatedthercsullsforamorepracticaIevaluation  
index，theno－ObservedLadverseィ：Ffecllcvcl（NOAEL），WhichcouId  

serveaslhebasisrordeteminingtolerabledai1yintake（TDI）or  
acceptabledailyintake（ADl）forrlSkassessmenしandconducted  
COmPara（iveanalyzeswithnewbonlratS・  

MATERIALS  

2－（ert－Butylphenol（2TBP，CASno．88－18r6，Purity‥99・97％）and  

2，4Ji－terトbulylphenol（DTBP，CASno．96－76－4，Purity：99・67％），  

obtainedfromDainipponTnkandChemicals，lncorporated（てbkyo，  
Japan），WeredissoIvedinoliveoilaLldcornoil，reSpeCtively・The  
tesIsolutionswcrepreparedonceaweekasslabilityroreightdays  
had txen confirmed．Allother reagenls usedin this study were  
S匹Cificpuntygrade・  

METHODS  

Allstudieswereperfon11edunderGo（元LaboratoryPracticecon，  
ditionsandinaccordanc（：With‘GuidarLCeforAnimalCareandUse’  

ofPanaphaJmLaboratorjLeSCo・，Ltd，RcseafChInstitulefor＾nimal  
ScienceinBi∝hemistryandTbxicology，OrMit－SubishiChemical  
SafetyTnstituteLtd・   

Animals  
Tn the newbom rat studies of2TBP aJld DTBIIpregnant SPF  
Sprague－Dawleyrats［C－j：CD（SD）IGS】wercpurchasedatgesta－  
tiondays13－15fromCharlesRiverJapaTIInc・（Yokohama，Japan），  
anda1lowedtodeliversl）OntaneOuSly・Allnewbornwereseparated  
fromdamsatpostT）ataldiay（PND）3（tlledateofbirthwasde兵ned  
asPNDO），arLdpoo）eda（：COrdingtosex．Atthesametime，12foster  
motherswereselectedamongdams，basedon thenurslngCOndi－  
tion．Eachfostermothe【SuCkledfourmale and fourremalenew－  

bom，aSS）gned to each ofthe fourdose groups，including thc  
cont∫01s，uPtOWeaningonPND21（teminationofdosing）・After  
weaning，th9animalsoftherecovery－maintcnancegroup（SeeStudy  
Design）wereindividua劃Lymaintainedfornineweeks・   

rntheyoungratstudies，4N5week－01dmalesarLdfemalesofthe  
samestrainwereobtainedfromthesamesupplierasforthenew－  
bornratstudies，andusedatagesor5－■weeksafteracclimation．   
Allanimals werema】Lntainedin anenYironmentallycontrolled  
roomat20－260Cwitharelativehumidityof40－70％，aVentilation  
rateofmore山antentimesperhour，anda12：12hlighudarkcycle・  
Theywereallowedfreeaccesstoabasaldiet（MF：Odental1もast  
Co．Ltd，Tbkyo，Japan，OrLABOMRStock：NihonNosanKogyo  
hc．，Yokohama，Japan）andwater（steriletapwaterorweuwater  
treatedwiths（元iumhy匹hjorite）thTOughoul．   

Sludyde5ign   

J．Jβ一旬r甲g戚gd血∫gわ通ゎ血㊥血〝eWあ〃用rαJぶ  

れ財払m化“加机  
Newbornrats（12／sex仙ISe）wereadministeredthetestsubstances  
bygastricintubationonPNDs4－2l・OnPND22，Sixmalesand  
sixfemalesineachtreatedgroupweresacri百cedfbrautopsy（the  
scheduled－SaCd百cegroup）．Theremaininganimalsinal1groups（6  
rats／sex／dose）were maintained fornineweekswithoutchemical  
tTeatmentand then sacrificed at12weeks ofage（the r∝OVery－  
majntenancegroup）．  
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Five10SixweekoldralswereglVenthelestsubstancesbygastdc  
intubationdai1yfor28daysandsacri丘cedfoIlowingthelasttteat－  
m¢n【（lbe革Ch¢d山ed－SaCri毎egroup）．RecoYeけgrOup5We托maiか  

tainedfortwowetkswithoutchemicaltreatmentandsacrほcedat  

］lor12weeksofage．Thenumberofanimalswassixforeach  

SeX〟osebrb山schdul由一SaC山岳cd・餌dr∝OV桝γCおeS．  

Thedosesweresel∝tedinthesamewayasthenewbomrat  
Studies・InLhe12－daydose－findingstudyfor2TBRalaxicgal（WaS  
Observedat300mgIkgaJldmore，2Lndincreaseinrelativeliverand  

kidneyweightat500m名作g．R）rDTBFlwith14－dayadministra－  
tion，thedeathofoneof山efburftmales，Variouschangesinsome  
bloodbiochemicalparameters，increaseinrelatjveliverweightsand  
lightgraymaculesonkidneyswereEbundat500mgn（g．Tncrease  
inserumphospholipida爪drelativeliverweightswerealsodemon－  
StratedinthelOOmg化ggroup．Basedontheresults，thedoseswere  
de蛤minedatO，4，20，100，Or500mg／kgHayfor2TBPandatO，  
5，20，75，Or3（泊mg耽g／dayforDTBPIRecoverygroupswereset  

at O，100，500mgn（少day for2TBP and O，300mgn（g／day for  
DTBR   
Duringthestudy，ratSWereeXaminedforgeneralcondition，body  
Weight，fbodconsumpbon，urinalysis，hematologyandblodbio－  
Chemistry，neCrOPSyfindings，OrganWeights，andhistopathological  
Lindingsincompliancewiththel七stGuidelineintheJapanese  
ChemicalControIAct（OfticialName：Law Conceming（he  
Examinalion and Regulation of Manufactu托，etC．Of Chemical  

Substances）．  

Stadstie山amalysis  
Data fbr bdy weights，fbod consumption，urinalysis fhdings  
（exceptfbrtheresultsofqualitativeanalysis），hematological，blood  
bi∝hemical伽dings（excep（fordi鮎rendal1euk∝yteCOunt），and  

Or苫弧Weightswcn∋8皿alyzdbytbB訂tlett’slesl（Ba血elt1937）  

ゎーhomoge叱1けOfdstdbudon．Whenhomogeneity wasrecog－  
nizd，Dunne比’stestの皿ne【【19朗）wasconductedfbrcompadson  

betwecncpntrolandindividualtJeatmentgrOuPS（P＜0．OlorO．05）．  

肝nothomogeneousorforqualitativeurinalysisdataanddi鮎ren－  
dalleuk∝yteCOunt，thedatawereanalyzedusingSteel，smultiple  
COmp濾sonbst5（Sl∝11959），OrteSbof山eDu皿e仕typ∋（Hol一  
触der＆Ⅵわl氏1973）（タ＜0．OlorO．05）」もー托月既仰tOge叩，卸d  

physicalandsexualdevelopmentpafameterSinthenewbomrat  
studics，thex2－teSt（Fisher1922）wasconducted（P＜0．0lorO．05）．  

〃．〃Jmね一瓜）fz〟mfeJdJ．  

RESULTS   

2－Jg〟－butylphenol（ヱT取P）   

州川血椚＝Ⅶり血ゆ  

VbJiousclinjcalsignssuchasdecreaseinl∝OmOtOraCtlVlty，ataXic  
gait．deep resplra（ion，aL）d muscle weakness were observed  

throughoutthedosingperiodinthe2（氾mgn（ggrOup，aSShownin  
Tbblel．W仙60m〆kg，tJ甘nSientdecreaseiml∝OmOtOraCtivity  
WaSnOtedonthe鮎stdosingdaylimitedtoonlyoneof12males．  
Bodyweightswereloweredby8－17％fromdosingday7through  
totheendofthedosingpedodinmalesandtorecovery－mainte－  
narICeday14infもmalesgiven200mgn（g．Atthescheduledsacrト  
fice，therewerenohematotogicalchangesatanydose，butblo∝l  
bi∝hemicalexaminationofthe200m〆kggroupshowedincreases  
inγGTPin bolh sexes andtotalproteinin males．h addi【ion，  
SignificantincreaseinreladYeliverweightswasnotedin9％ofthe  
femalesin（he60mgrkggroupandin21－23％ofbothmalesand  
femalesinthe200m〆kggroup．Onhistopathologicalexamination，  
SlighthypertrOPhyofcentrilobulafhepat∝yteSWaSfoundinone  
丘mal¢Of血00m〆kggroup，卸dinねurmalesandth比良males  
from the200mgn（g grOuP．During the托COVery－maintenance  
Pedd，nO Clinicalsigns were obsefVed a几d thelowered body  
Weightsshowedalendencyforrecovery．lnparametersforphysical  
andsexualdevelopmentandre鮎xontogeny，nOdefinidvechanges  
WeredetecLed．AtLheendoftherecovery－mainlenancepericd，nO  

Chemical－relatedchanges，alsoinurirLalysisdata，Werefoundinany  
dosegroup．   
Theresultsofthenewbomratstudyof2TBParesummarizedin  
Tbble2・SinceclinicalslgnSandhistopathologicalchangesinthe  

liverwereobservedinLhe60mgn’ggrOup，dleNOAELwascon－  
Cludedtob20m少k少d叩．   

払〟〟gn〟血ゆ  

AtaxicgaltWereObservedsporadicallyduringthedosingperiodin  
ninemalesand12ftmales，anddecreaseinl∝OmOtOraCtlVllyln  
腑Ofemales丘om山e500m釘kgg和up．Duri喝山edosing匹dd，  
there werenochangesin body weight，fbodconsumpt10n，and  
urinalysisdata．Atthescheduledsacrifice，hematologicalandblod  
biochemicalexaminationalsoshowednochanges．Eighteento19％  
increaseswerefbumdinrelativchverweightsofbothsexcsreceiv－  
jJlg500mB＾g，but no histopaLhoJogjeaJchaJlgeSinliver were  
Observed atany dose．Nochemical－relatedchanges werenoted  
dudngamdat血eendor仇e陀COVeけ匹dd．  

TbblelClinicalsignsobservedduringthedosingperiodinthetleWbomratstudyof2－LerL－butylphenol  

Dose（m釘k離桓）  

0  20  60  200  

No．animals（M山繭md¢）  

No．弧imds雨血cIi血血hi伊S  

Doc托a絶imlocomdtoracd漬け  

Ataxic gait 

D∝pI℃Spl用心on  

てbmors  

Mu5Clewea血色ss  

Emaciation 

Pal¢Skin  

12／12  12／12  12／12  

肌
肌
肌
0
0
肌
肌
肌
 
 
 

冊
肌
肌
S
肌
肌
肌
 
 †ObseⅣdonlyon也e丘柑tdosingday．  

1
r
 

て
 
 
 



149  ∫揖Cg画わfJ上砂げ〃gWわ0川J〃わ“り桝g月OJ∫   

1払ble2 Summaryoftheresultsoflhenewbomandyoungratstudyof2r（er（－bulylphenol   

Newborn rat study 

Dose（m〆kg／day）   

ClinicalsIgnS  

Body weight changes 
Blood biochemical changes 

Changesinrelativeorganweighls   
His10PalhologlCa川ndingsinliver  

20  60  200  

， M：Decreasein  Various†  

locomo10raClivlly  

8＿17％J  

GTP†，M：TP†  

＿ F‥Liver9％†  Liver2ト23％†  

－ShghtcentrilobularhypertrOPhyofhepatocytes － M：0／6，F‥1／6  M＝4／6▼F＝3／6  

Young rat study 

Dose（m〆kg／day）   

ClinlCalsigns  

Bdyweightchanges   
Blo（元biochemicalchanges   

Changesinrelativeorganweights   
HistopathologlCalfindings  

500  

AtaLXicgalt  

F：Decreaseinlocomotoractiv）ty  

Liver18＿19％†   

100  

n．d．  

statistical1ysignihcan（increases（P＜0・05）inbodywcights，bloodbiochemicalparamelersandrelativeoTganWeightsareshownas†，  
whjledecreasesareshownasl．Dataonhistopathologicalfindingsaregivenasno・Of肌imalswiththefindings／no・Ofanimalsexamined，  
accordingtosex・Changesobservedonlylnmalesorfemalesareshownas‘M，or‘F，，reSpeCtively，Whileneither‘M’nor‘F’ismentioned  
inlhecaseofchangesnotedinbothsexes．Nochemical－relatedchangeswereobservedindevelopmentalparameters（COnductedonlyin  
newbornratstudy），urinatysis（Onlyinyoungratstudy），andhematologicalparameters・†Decreaseinlocomotoractivity，ataXicgait、deep  
resplraLion，tremOrS，muSCleweakness，emaCiation，andpaleskinwereobserved，aSShowninTbblel・GTP，Y－GTP；TP，tOtalprotein；－，nO  
Changc；n．d．，nOtdetemLned・   

parametersofsexualdeve）opment，aSlightdelaylnPreputialsep－  
ara【ionwasnotedinthe300mg／kggroup（lheincidenceswereO／  
5，COmpafedwith2J6inthecontrolgroupatPND42［r∝OVery－  
maintenanceday21】；0／5，3／6atPND43；2／5，5／6atPND44；2／5，  
6／6atPND46；4／5，6／6atPND47；and5／5，6／6atPND48）．During  
thisobserYationpeJid，b∝1yweightswereloweredbyapproxi－  
rnatelylO％inmales 

． 

maintenanceperiod，there were nochemicalーrelatedchanges on  
urinalysISinanydosegroup・Attheendoftherecovery  
changesnotedinthescheduled－SaCrificegroupwerenotobserved  
exceptforhistopathologicalchangesinthekidneys，Slgnificantin  
the300mgn（ggrOup（rhble3）．   
AsummaryoftheresultsofthenewbomratsludyofDTBPis  
shownin Thble4．Since fatty degeneradon of hepat∝yteS and  
increwein hver weight were demonstrated at40m〆kg，the  
NOAELwasconcludedtobe5m〆kg／day．   

拍〟〝gmり血㊥  

Nochemicai－relatedchaLngeSWerefbuJldingeneralcondition，body  
weight，andfbdconsumpt10n atanydose・On urinalysisatthe  
fou丘hweekofdosing，anincreaseinudnevolume．andad∝reaSe  
inspeCificgravityaJtdosmodcpressurewerenotedinbothsexes  
ofthe300mgn（ggrOub．Atthescheduledsacri伝cc，hematological  
examinationshowedadecreaseinhemoglobinandhemat∝rit，an  
increaseinsegmentedneutrophilsinthales，andprolongadonof  
PTandAPTrinmalesat300mgn’g・Onbloodbi∝hemicalexpm－  
ination．therewas anincreasein10talbilirubinin males glVen  
300mgn（g，andanincreaseintotalcholesterolandphospholipidin  
ftmalesgiven75mgn（gandabov寧．FororgaJtWeights，therewere   

Asummaryoftheresultsoftheyoungratstudyof2TBPisgiven  
inTable2．The NOAEL，WaS COnCluded10bel（泊m釘kg／day，at  
whichnochangeswerelObsen′ed・   

2，4－diイg〟－butylphenoI（DTもP）   

肋wゐ〃用′出血㊥  

Twoma）esandonefemateofthe300mgn（ggrOupWerefounddead  
ondosingdays3，4，and7．Inthisgroup，decreaseinlocomotor  

ac血ity（12malesand】2ftmales），bradypnea（10malesandlO  
females），andhypolhermia（onemale）wereobservedfromthe釦st  
dosingday，butthentheincidencedecreased，withdisappearanCe  
afterdosingday7．Bdy weightsofthe3CK）m釘kggroupwere  
loweredby15－25％inmalesandby9－20％infemalesduringthe  
dosingperid，COmParedwithdleCOntfOIvalues・Therewereno  
de危nitive changesin patameters for physicaldevelopment and  
re且exontogenylnanydosegroup・Atthescheduledsacrifice，blod  
biochemicalexaminationsh6wedanincreaseintotalbilirubinand  

adecreaseintheA／Gratioinbothsexes，amincreaseinγGTPin  
ma】es，andaLnincreaseirl10talproteinaLldBUNinftmalesofthe  
300m〆kggroup．Inth＜，3（氾mgrkggroup，therewasa39－51％  
increasein relativeliverweights，a37－41％increaseinreladve  
kidneyweightsinbothsexes，anda24％d∝reaSeit］relativespleen  
weightsinmales・Tnthe40m少kggroup，14％increasesinreladve  
weightofliverwerefoundinftmales・Onhistopathologicalexam－  
ination，YadouschangeswereobservedinliYerSaLndkidncysinthe  
300m帥ggr？up・aS5howninlもble3・Fu血emore，匹d匹血  

fattydegenerat10nOfhepat∝yteSWaSeVidentinonefemalegiven  
40mgn（g，aLldbasophilictubu］esinkidneysinoneanimalofeach  
sex receiving40mgn’gandonecontTOlgroup male・Regarding  
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Thb］e3 HistopathologlCalfindingsforlhenewbomratstudyof2，4－dipter（－bulylphenol   

Recovery－  
malntenaIICe   

group†  Scheduled－SaCri鮎egroup  

Dose（m少kgNay）  Grade  O  5  40  300  0  300  

No．ofanimalsexamined（Malen；emale）  

Liver  

－FattydegenerationofpenPOrtalhepat∝yteS  

6／6  〟6  6／6  5／6  6／6  5／5  

0／0  0／0  

0／0  0／0  

0／0  0／0  

0／0  0／1  

0／0  0／0  

0／0  0／0  
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－Cellularinfi1trationofneutrophils  

†Nohistopathologicalexaminationwasconductedat5and40m〆kgintherecovery－maintenancegroup．＋，mild；＋十，nioderate；＋＋＋，  
m訂ked；n．d，，nOtdetem血d．  

increasesinrelaliveliverweightsby40－イ3％inbothsexesglVen  

300m〆kg，andby13％infbmalesreceiving75m〆kg．Onhisto－  
Pathologicalexamination，mild tomarkedchangesinlivers and  
kidneyswereobseⅣedinbothsexesfromthe300m〆kggroup，aS  
Showninlもble5・Attheendoftherecoveryperiod，theincrease  
in10talcholesterolandphospholipidandrenalhistopathological  
Changesobservedinthescheduled－SaCriLicegroupremainedsignif－  
icantinthehighestJosegroup笹ble5）．   
me陀Sultsor山eyoungratstudya托Slmadzdill恥ble4．  
BasedonincreaseintherelativeliverweightswithsoIneChanges  
irLbloodbiochemicalparametersinEtmalesgiYer［75mgA（g，the  
NOAELwasconcludedtobe20mgrkdday．  

DISCUSSION  

Duringdevelopment，manyraPidandcomplexbiolo如al‘changes  
∝Cur，Whichcanhaveprofbundconsequencesonsensidvityto血e  
efftctsofexogenouschemicals（Scheupleine（aL2002）．Although  
theneonatalbodyatbirthisrcasonablywellpreparedfbrthcd）ruPt  
Changesassociatedwithparturidon，andmoslfuncdonalsystems  
匹SSeSSaSigni丘cant押出ono一山eiradultcapadty（Dou鳥OngJdJ．  
2002），itisknownthatthevariousfuncdonsTemainirnmaturein  

earlypostnatalpedodandthatsomeorgansandtissues，eS匹Cial1y  
in dlenerVOuS，immule and reproductive systems，COndnue to  
deYelop after birth（NAS1993）．Therefbre，itisimportant to  
CValuatetoxiceffbctsbyexposuretochemicalsduringtheearly  
POStnatalperid as wellasthe fttalperiodforcomprehensiYe  
risk assessmenL However．economicissues andlack ofhuman  

resouⅣeS，血singfh）mPraCdcaldifnculdesregardingprotocoIs，  
have hindered roudneimplementationoftoxIClty Studies uslng  
newbomanimals・Ourseriesofcomparativeanalyzesonsusceptl－  
bilityofthenewtx）marethereforeofpardcularimportanccfordsk  
a5SeSSment．  

Inthepresentstudyon2TBPandDTBP，therewerenoclear  

differencesintoxICltyPrOfilesbetweenthenewbomandyoungrats  
ineithercase．fbr2TBIミclinicalsignssuchasadecreaseinloco－  

motor actlVlty and atzLXic galt，and efftcts onliversuch as an  
increaseinorganweightwercobserved．IntheDTBPcase，hepatic  
and renaltoxicity（histopatho10gicalchanges，incfeaSein organ  
Weight，etC．）werenoted．AsachaLaCteristicefftctofDTBPonmale  
SeXualdevelopment，SlightdelaylnPrePutialseparationwasalso  
Observedin the newbom rat朗udy．Prepudal separation，an  
androgen－dependentprocesswhichisanearlymarkerofpuberty，  
represents areliablenon－invasiveindicatorofchemical－induced  
pertuJbationofmalepubertaldeYelopmentintherat（GaytanetaL．  
1988）．However，itisknownthatdecreasedbodyweightscanresult  
innon－SPCCificdelayinpube止y（Ashby＆LeftYre2000）．Since  

DTBPloweredbodyweightsintheperiodofobservadonofprepu－  
tialseparationandtherewerenoDTBP－relatedchangesinweights  
Orhistopath01ogyofthetestesandepididymides，Wellknowntobe  
essendallyandrogenJependent，nOSpeCi丘ce鮎ctonmaleseJtual  
development cく）uld be concludedin山e present study・Asfbr  
NOAELs or b町血 chemicals，Cle訂di鮎陀nCeS We托ObseⅣd  
tdweennewbomandyoungrats，withvaluesof20and5mgn（g／  
dayinnewbomrats，aJldl00and20mgn（ghlayinyoungTatSfbr  
2TliPandDTBnrespeCdvely．Therefbre，thesusceptibilitywas  
Ebur－tO丘ve－foldhigherinnewbomthaninyoungrats．   
Our previous analysis ofl，3Jibromopropane血dl，1，2，2－  
tetrabromoethane（Hirata－7bizumi etaL．2005）showed dos  
responsecurvestobeveJydi鮎rentbetweennewbomandyoung  
rats．Thesamewasrecendyreportedforthewidelyusedorgano－  
Phosphorusinsecticide，Chlorpyrifbs（ZhengeLat．2∝X）），aSWellas  
Py托throidinsecticides（ShaftreEal．2005）．Thesedatashowedthe  
impoJWce of esdma血g unequivocal1y toxjclevels（UtTrLs），  
definedforourcomparadvetoxicityanalysisasequivalenltoxic  
dosesinducingcleartoxicity，includingdeath，Clinicaltoxicsigns，  
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