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2，4，6－トリブロモフェノールの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutation′托stof2，4，6－TribromophenolonBacteria  

2．被験物質   

2，4，6一トリブロモフェノールは，白色フレーク状の粉  

末である．用いた被験物質は，ロット番号70909，純度  

99．8％（不純物：不明）であり，マナック㈱（広島）から供  

与された．被験物質は，使用時まで密栓，遮光して冷蔵  

した．本被験物質は試験期間中安定であったことが確認  

された．   

2，4βトリブロモフェノールは，ジメチルスルホキシ  

ド（DMSO，ロット番号：TPJ5678，和光純薬工業㈱）に  

溶解して般高用量の調製液を調製した後，同溶媒で所定  

の濃度に希釈して速やかに試験に用いた．  

3．陽性対照物質   

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりで  

ある，  

AF2：2（2一フリルト3－（5－ニトロー2フリル）アクリ  

ルアミド（和光純薬工業㈱）  

SA ニアジ化ナトリウム（和光純薬工業㈱）  

9AA二97ミノアクリジン （SigmaChem．Co，）  

2AA：2一アミノアントラセン（和光純薬工業㈱）   

AF2，9AAおよび2AAはDMSOに，SAは超純水に  

解したものを－20℃で凍結保存し，解凍後，速やかに試  

験に用いた．  

4．培地およびS9mixの組成  

1）トップアガー（TA菌株用）   

下記の水溶液（A）および（B）を容量比10：1の割合で混  

合した．   

（A）パクトアガー（DifcoLtd．）  0．6w／v％  

塩化ナトリウム  0．5w／v％   

（B）＊L－ヒスチジン  0．5mM  

D－ビオチン  0．5mM   

＊：WP2L7Vf琉用には，0．5mMJノトリプトフアン水溶液  

を用いた．  

2）合成培地   

培地は，極東製薬工業㈱製の最少グルコース寒天培地  

を用いた．なお，培地1Lあたりの組成は下記のとおり  

要約  

2，4，6－トリブロモフェノールについて，細菌を用いる  

復帰変異試験を実施した．   

検定菌として，S∂ノmone〃a亡ypム1mUrJu汀】TAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371）およびEscheTIchIa collWP2  

uvrA2）の5菌株を用い，S9mix無添加および添加試験の  

いずれも，用量設定試験で抗菌性が認められたことから，  

本試験はS9miⅩ無添加試験では，TAlOO，TA1535およ  

びTA98は15．6～500FLg／plate，TA1537は31．3、1000  

FJg／plate，WP21］VIAは156～5000FJg／plateの範囲で，  

S9miⅩ添加試験でほTAlOO，TA1535およびTA1537は  

15．6～500FLg／plate，TA98は31．3～1000FLg／plate，  

WP2uvzAは156p、一5000FLg／plateの範囲で実施した．   

その結果，2回の本試験とも用いた5種類の検定菌の  

いずれの用量においても，溶媒対照値の2倍以上となる  

復帰変異コロニーー数の増加は認められなかった．   

以上の結果から，2，4，6－トリブロモフェノールは，用  

いた試験系において変異原性を有しないもの（陰性）と判  

定した．  

方法   

1．検定菌   

Salmonella typhImuTIumTA100，TA1535，TA98，  

TA1537およびEscheわchiacoIIWP2uvzAを用いた．   

5．fアp加mur血刀の4菌株は1975年10月31日にアメリ  

カ合衆国，カリフォルニア大学のB．N．Ames博士から  

分与された．   

且coノfWP2（JV〟1株は1979年5月9日に国立遺伝学研  

究所の賀田恒夫博士から分与を受けた．   

検定菌は～80℃以下で凍結保存したものを用い，各菌  

株の特性確認は，凍結保存菌の調製時に，アミノ酸要求  

性，W感受性，膜変異（r怨）およびアンピシ1」ン耐性因  

子pKMlOl（プラスミド）の有無について調べ，特性が維  

持されていることを確認した、   

試験に際して，ニェートリエントブロスNo．2（0ⅩOid  

Ltd．）を入れたIJ字型試験管に解凍した種菌をw定量接  

種し，37℃で10時間往復振とう培養したものを検定菌  

液とした．   

分光光度計により660nmの吸光度を測定し，検定菌  

液の増殖を確認した．  

である．  

硫酸マグネシウム・7水和物  

クエン酸・1水和物  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸一アンモニウム  

水酸化ナトリウム  
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2，4，6一トリブロモフェノール  
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復帰変異試験  

グルコース  

大洋寒天（清水食品）   
結果および考察  

50．0～5000FLg／plateの範囲で公比を約3として，用量  

設定試験を実施した．その結果，S9mix無添加試験で  

はTAlOO，TA1535およびTA98で500FLg／plate以上，  

TA1537で1500pg／plate以上，WP2uvrAで5000  

FLg／plateの用量で抗菌性が認められた．また，S9mix添  

加試験ではTAlOO，TA1535およびTA1537で500  

Flg／plate以上TA98で1500FJg／plate以上，WP2uvIA  

で5000〃g／plateの用量で抗菌性が認められた．   

これらの結果から，本試験における最高用量は，S9  

miⅩ無添加試験ではTAlOO，TA1535およびTA98は500  

Flg／plate，TA1537は1000FLg／plate，WP2uvIAは5000  

FJg／plateとし，S9miⅩ添加試験ではTAlOO，TA1535お  

よびTA1537は500FLg／plate，TA98は1000FLg／plate，  

WP2uvrAは5000FJg／plateとした．   

上記の最高用量に基づいて公比2で6用量を設定して2  

回の本試験を実施した（Tablel，2）．その結果，すべて  

の検定薗において，2回の試験とも溶媒対照値の2倍以  

上となる復帰変異コロニー致の増加は認められず，陰性  

であった．   

以上の結果に基づき，2，4，6トリブロモフェノールは，  

用いた試験系において変異原性を有しないもの（陰性）と  

判定した．   

なお，本被験物質はチャイニーズ・ハムスター培養細  

胞を用いる染色体異常試験では，S9血Ⅹ非存在下および  

存在下で染色体の構造異常が誘発され陽性であった4）．  

また，本被験物質の類縁化合物の1，4一ジプロモベンゼン  

では，チャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色  

体異常試験で陽性，細菌を用いる復帰変異試験で陰性の  

結果が得られている5）．  

径90mmのシヤー，レ1枚あたり30mLを流して固めた  

ものである．  

3）S9mix  

lmL中下記の成分を含む，  

S9＊＊  

塩化マグネシウム  

塩化カリウム  

グルコースー6▼リン酸  

NADH  

NADPH  

0．1mL  

8／ノmO1  

33／ノmO1  

5／ノmO1  

4／ノmO1  

4／ノmOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100〃mOl   

＊＊：7週齢のSprague－Dawley系雄ラットをフユノパ  

ルビター）t／（PB）および5，6－ベンゾフラボン（BF）  

の併用投与で酵素誘導して作製されたS9（キッコ  

ーマン㈱）を用いた．  

5．試験方法   

プレインキュベーション法3）により，S9mix無添加試  

験およびS9mix添加試験を行った．   

小試験管中に，被験物質調製液0．1mL，リン酸緩衝  

液0．5mL（S9mix添加試験においてはS9miⅩ0．5mL），  

検定菌液0．1mLを混合し，37℃で20分間プレインキュ  

ベーションしたのち，約45℃に保温Lたトップアガー  

2mLを加えて混和し，合成培地平板上に流して固めた．  

また，村照群として被験物質調製液の代わりに使用溶媒，  

または数種の陽性対照物質溶液を用いた．各検定菌ごと  

に用いた陽性対照物質の名称および用量は各Table中に  

示した．同時に実施した試験については，溶媒および陽  

性対照群を共通とした．培養は37℃で48時間行い，生  

じた復帰変異コロニー数を目視またはコロニーアナライ  

ザーを用いて算定した．抗菌性の有無については，肉眼  

あるいは実体顕微鏡下で，寒天表面の菌叢の状態から判  

断した．用いた平板は用量設定試験においては，溶媒お  

よび陽性対照群では3枚ずつ，各用量については1枚ず  

つとした．また，本試験においては，両対照群および各  

用量につき，3枚ずつを用い，それぞれの平均値と標準  

偏差を求めた．用量設定試験は1回，本試験は2回実施  

し，結果の再現性を確認した．   

6．判定基準   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定薗のS9  

mix無添加試験あるいはS9mlX漆加試験において，被験  

物質を含有する平板上における復帰変異コロニー数の平  

均値が，溶媒対照偶の2倍以上に増加し，その増加に再  

現性および用量依存性が認められた場合に，当該被験物  

質は本試験系において変異原性を有するもの（陽性）と判  

定することとした．  
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復帰変異試験  

TablelTIMutagenicityof2，4，6－tribromophenolonbacteria（Ⅰ）  

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

without（一）  dose  Baserpairsubstitutiohtype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535  TA98   TA1537  

0   136 130 128  16  9 18  20  25  21  17  7   7  

（131±4．2）  （14±4．7）  （22±2．6）  （10±5．8）  

15．6   105132129  181426  NT  

（122±14．8）   （19±6，1）  

31．3   132 126 166  13 11 10  19 13  29  8  3  6  

（141±21．6）  （11±1．5）  （20±8，1）  （ 6±2．5）  

62，5   157 115 125  12 11  9  17  23  25  4  5  6  

（132±21，9）  （11±1．5）  （22±4．2）  （ 5±1．0）  

S9mix  125   136 146 133  11 18 12  19 13  21  3 12  6  

（138±6．8）  （14±3．8）  （18±4．2）  （ 7±4．6）  

250   118 108102  13 14 10  14 13 17  3  3  2  

（109±臥1）  （12士2．1）  （15±2．1）  （ 3±0．6）  

500   33＊ 36＊ 27＊  2＊  3＊  3＊  10＊ 10＊  8＊  0＊  0＊  0＊  

（32±4．6）  （ 3±0，6）  （ 9±1．2）  （ 0±0．0）  

1000   NT   NT  NT   0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

0   154 161177  8 10 11  28  40  42  17 10 18  

（164±11．8）  （10±1．5）  （37±7．6）  （15±4．4）  

15．6   177160156  NT   151512  

（164±11，2）   （14±1．7）  

31．3   149 171158  6  9 18  25  37  36  10 18 15  

（159±11．1）  （11±6．2）  （33±6．7）  （14±4．0）  

62．5   176 170 181  10  6 14  21 29  35  13 10  8  

（176±5．5）  （10±4．0）  （28±7．0）  （10±2．5）  

S9mix  125   160 167 170  9 10 12  47  45  29  13  8 12  

（＋）  （166±5．1）  （10±1．5）  （40±9．9）  （11±2．6）  

250   135 140 153  9  9 12  22  23  20  5  2  7  

（143±9．3）  （10±1，7）  （22±1．5）  （ 5±2．5）  

500   69＊ 61＊ 49＊  3＊  3＊  3＊  12  8  9  1＊  2＊  3＊  

（60±10．1）  （ 3±0．0）  （10±2．1）  （ 2±1．0）  

1（X）0   NT   NT  0＊0＊0＊  NT  

（0±0．0）  

Positive  AF2   SA  AF2   9AA  

control  0．01   0．5  0．1   80  

S9mix   518 562 563  401 350 380  

国  COlonies／plate  （503±21．3）  （洪8±33．0）  （弘8±25．7）  （377±25．6）   

Positive  2AA   2AA  2AA   2AA  

control  2  0．5   2  

S9mix   549 515 570  357 394 365  

（＋）  COlonies／plate  （1111±115．4）  （437±77．5）  （545±27．8）  （372±19，5）   

Puritywas99．8％．  
AF2：2－（2－Furyl）－3L（5rnitror2－furyl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA：9－Aminoacridine，2AA：2－Am1nOanthracene  
＊：Growthinhibitionwasobserved．  
NT：Nottested  
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2，4，6－トリブロモフェノール  

Tablel－2 MutagenicltyOf2，4，6rtribromophenolonbacteria（Ⅰ）  

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

without（－）  Bas。。alrS。bstit。ti。nty。。   

S9mix   WP2uvrA 

0  262816  

（23±6，4）  

156  212722  

（23±3．2）  

313  242228  

（25±3．1）  

625  241924  

（22±2．9）  

S9 mix 1250  81518  

（14±5．1）  

2500  0＊0■0＊  

（0±0．0）  

5000  0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

0  402331  

（31±8．5）  

156  274640  

（38±9．7）  

313  334040  

（38±4．0）  

625  312626  

（28±2．9）  

S9 mlx 1250  172726  

（＋）  

（23±5．5）  

2500  0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

5000  0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

Positive  
AF2  

con亡rol  0．01  

S9mix  170171175  

団   （172±2．6）  

Positive  2AA  

con亡rol  10  

S9mix  876693718  

（＋）   
（762±99．2）  

Ihritywas99．8％．  
AF2：2L（2rFurYlト3－（5－nltrO2LfurYl）acrγiamlde，2AA：2rAmlnOanthracene  
＊：Growthinhlbitionwasobserved．  
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復帰変異試験  

Table2－1Mutagenicityof2，4，6－tribrornophenolonbacteria（ⅠⅠ）  

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

without（－）  dose  BaseLpairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535  TA98   TA1537  

0   155 155 138  12 13 16  18 18 19  16  7 10  

（149±9．8）  （14±2．1）  （18±0．6）  （11±4．6）  

15．6   181104155  321624  NT  

（147±39．2）   （24±8．0）  

31．3   150 124 128  14 11 11  22  23  20  7  5  4  

（134土14．0）  （12±1．7）  （22士1．5）  （ 5士1．5）  

62．5   150 133 124  14 12 12  16  20 17  4  9  5  

（135±13．2）  （13±1．2）  （18±乙1）  （ 6±2．6）  

S9mix  125   138 112 115  11 12 11  16  22 11  6  8  7  

（122±14．2）  （11±0．6）  （16±5．5）  （ 7±1．0）  

250   115  97 102  7  9  8  17 10  5  3  3  4  

（105±9．3）  （ 8±1．0）  （11±6，0）  （ 3±0月）  

500   28＊ 26■  7＊  1＊ 1＊  3＊  5＊  8＊  3＊  1＊ 1＊ 0＊  

（20±11．6）  （ 2±1．2）  （ 5±2．5）  （1±0，6）  

1000   NT   NT  NT   0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

0   130 158 170  11  8 14  40  30  26  15  20 13  

（153±20．5）  （11±3．0）  （32±7．2）  （16±3．6）  

15．6   152154190  NT   18 20 9 

（165±21．4）   （16±5．9）  

31．3   174 165 181  9 11 15  32  34  40  16  9 11  

（173±8，0）  （12±3．1）  （35±4．2）  （12±3．6）  

62．5   199 190 204  11 14   9  27  38  24  12 10 15  

（198±7．1）  （11±2．5）  （30±7．4）  （12±2．5）  

S9mix  125   192 179 184  7 12 11  31 22  33  11 10 11  

（＋）  （185±6．6）  （10±2．6）  （29±5，9）  （11±0．6）  

250   108 173 156  9  8  6  35  29  31  3  7  6  

（146±33．7）  （ 8±1．5）  （32±3．1）  （ 5±2／1）  

500   124＊ 70＊ 63＊  2＊ 1＊ 1＊  9 13  6  3＊  4＊  6＊  

（86±33．4）  （1±0．6）  （ 9±3．5）  （ 4±1．5）  

1000   NT   NT  0＊0＊0＊  NT  

（0±0．0）  

Positive  AF2   SA  AF2   9AA  

control  0．01   0．5  0．1   80  

S9mix   597 601 621  483 382 572  

ト）  colonies／plate  （522±31．2）  （559±8．6）  （606±12．9）  （479±95．1）   

Positive  2AA   2AA  2AA   2AA  

control  2  0．5   2  

S9mix   388 473 472  443 483 361  

（十）  colonies／plate  （932±20．4）  （372±15．5）  （亜4±48．8）．  （429±62．2）   

Puritywas99．8％．  

AF2：2－（2TFuryl）L3－（5－nitro－2－furYl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA：9－Aminoacrldine，2AA：2－Aminoanthracene  
＊：Growthinhibitionwasobserved．  

NT：Nottested  

416  

－260－   



2，4，6一トリブロモフェノール  

Table2－2 Mutagenicityof2，4，6－tribromophenolonbacteria（ⅠⅠ）  

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

without（r）  dose  Base－pairsubstitutiontype  

S9mix   WP2uvrA  

0  252529  

（26±2．3）  

156  212927  

（26±4．2）  

313  172423  

（21±3．8）  

625  241918  

（20±3，2）  

S9 mix 1250  17 9 17 

（14±4．6）  

2500  0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

5000  0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

0  303230  

（31±1．2）  

156  344430  

（36±7．2）  

313  373034  

（34±3．5）  

625  232627  

（25±2．1）  

SS mix 1250  122626  

（十）  
（21±8．1）  

2500  0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

5000  0＊0＊0＊  

（0±0．0）  

Positive  Af2  

control  0．01  

S9mix  166203159  

国   （176±23．6）  

Positive  2AA  

control  10  

S9mix  675652609  

（＋）   
（糾5±33．5）  

Puritywas99．8％．  
AF2：2一（2－Furyl）－3－（5－nitroL2－furyl）acrylamide，2AA二2－ArnlnOanthracene  

＊：Growthinhibitionwasobserved．  

417   

ー261－  



2，4，6－トリブロモフェノールのチャイニーズ・ハムスター  

培養細胞を用いる染色体異常試験   

h］ⅥtroChromosomalAberrationTestof2，4，6rTribromophenol  

onCulturedChineseHamsterCells  

内で試験に用いた．  

2．培養液の調製   

培養には，仔牛血清（CS：CanseraInternational）を10  

vol％添加したイーグルMEM（日水製薬㈱）培養液を用い  

た．  

3．培養条件   

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5mLを入れたディ  

ッシュ（径6cm，Corning）に播き，37℃のCO2インキュ  

ベーター（5％CO2）内で培養した．連続処理では，細胞  

播種3日目に被験物質を加え，24時間および48時間処理  

した．また，短時間処理では，細胞播種3日引こS9mix  

存在下および非存在下で6時間処理し，処理終了後新鮮  

な培養液でさらに18時間培養した．  

4．S9   

S9（キッコーマン㈱）は，フユノパルビタールと5，6一ベ  

ンゾフラボンを投与した雄Sprague－Dawey系ラットの  

肝臓から調製したものを購入した．添加量は培地に対し  

て5vol％とした．  

5．被験物質   

2，4，6－トリブロモフェノール（ロット番号：70909，マナ  

ック㈱，広島）は，白色フレーク状の粉末で，水に対し  

ては100mM未満，DMSOでは2M以上，アセトンでは  

50mg／mL以上で溶解し，融点87－89℃，沸点119℃／2，O  

kPaで，純度99．8％の物質であった．本物質は空気中で  

変色し，昇華性を示す物質である．  

6．被験物質の調製   

被験物質の調製は，使用のつど行った．溶媒は  

DMSO（ロット番号：DLF7049，和光純薬工業㈱）を用い  

た．原体を溶媒に溶解して原液を調製し，ついで原液を  

溶媒で順次希釈して所定の濃度の被験物質調製液を作製  

した．被験物質調製液は，すべての試験において培養液  

の0．5vol％になるように加えた．  

7．細胞増殖抑制試験による処理濃度の決定   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．被  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，単層培  

養細胞密度計（Monoce11aterTM，オl）ンパス光学工業㈱）  

を用いて各群の増殖度を計測し，被験物質処理群の溶媒  

要約  

2，4，6一トリブロモフェノールの培養細胞に及ぼす細胞  

遺伝学的影響について，チャイニーズ・ハムスター培養  

細胞（CHL／IU）を用いて染色体異常試験を実施した．   

連続処理（24時間）および短時間処理（6時間）における  

50％細胞増殖抑制濃度は，連続処理では0．25mg／mL，  

S9miⅩ非存在下およびS9mix存在下における短時間処  

理ではそれぞれ0．31mg／mLおよび0．33mg／mLであっ  

た．各系列での処理濃度は，50％細胞増殖抑制濃度の  

約2倍濃度を最高処理濃度とし，公比2で5濃度設定し  

た．連続処理では，24時間および48時間処理後，短時  

間処理ではS9mix非存在下および存在下で6時間処理  

し，新鮮培地で更に18時間培養後，標本を作製し，検  

鏡することにより染色体異常誘発性を検討した．染色体  

分析が可能な濃度は，48時間連続処理および短時間処  

理のS9mix非存在下およびS9mix存在下において2濃  

度ずつしか得られなかったため，濃度を設定し直し再度  

試験を行った．その結果，染色体分析が可能な最高濃度  

は24時間連続処理では0．10mg／mL，48時間連続処理で  

は0．050mg／mLの濃度であったことから，これらの濃度  

を高濃度群として3濃度群を観察対象とした．S9mix非  

存在下およびS9mix存在下における短時間処理ではそ  

れぞれ0．050mg／mLおよび0．10mg／mLが染色体分析の  

可能な最高濃度であったことから，この濃度を含む3濃  

度群を観察対象とした，   

CHL／IU細胞を24時間および48時間連続処理した群  

では，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．短時間処理  

では，S9mix非存在下の高濃度群（0．050mg／mL）および  

S9mix存在下で処理した高濃度群（0．10mg／mL）でそれ  

ぞれ10．5％および23．5％（gapを含む）の染色体異常が誘  

発された．一方，S9mix非存在下および存在下で6時間  

処理したいずれの処理群においても，倍数性細胞の有意  

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2，4，6－トリブロモフ  

ェノールは，染色体異常を誘発する（陽性）と結論した．  

方法  

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在21代）したチャイニーズ・  

ハムスター由来のCHL／IU細胞を，解凍後継代10代以  
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2，4，6－トリブロモフェノール  

分裂指数を示した最も高い濃度を観察対象の最高濃度群  

とし，観察対象の3濃度群を決定した．その結果（Table  

l，2），24時間および48時間連続処理では，それぞれ  

0．10mg／mLおよび0．050mg／mLが，S9mix非存在下お  

よびS9mix存在下における短時間処理では，それぞれ  

0．050mg／mLおよび0．10mg／mLが染色体分析の可能な  

最高濃度であったことから，これらの濃度を含む3濃度  

群を観察対象とした．   

作製したスライド標本のうち，1つのディッシュから  

得られた異なるスライドを，4名の観察者がそれぞれ処  

理条件が分からないようにコード化した状態で分析し  

た．染色体の分析は，日本環境変異原学会・哺乳動物試  

験研究会（MMS）1）による分類法に基づいて行い，染色  

体型あるいは染色分体型のギャップ，切断，交換などの  

構造異常の有無と倍数性細胞（polyploid）の有無について  

観察した．また構造異常については1群200個，倍数性  

細胞については1群800個の分裂中期細胞を分析した．  

11．記録と判定   

無処理対照，溶媒および陽性対照群と被験物質処理群  

についての分析結果は，観察した細胞数，構造異常の種  

類と数，倍数性細胞の数について集計し，各群の値を記  

録用紙に記入した．   

染色体異常を有する細胞の出現頻度について，溶媒対  

照群と被験物質処理群および陽性対照群間でフィッシャ  

ーの直接確率法2）により，有意差検定を実施した  

（p＜0．01）．また，用量依存性に関してコクラン・アー  

ミテッジの傾向性検定3）（p＜0．01）を行った．これらの検  

定結果を参考とし，生物学的な観点からの判断を加味し  

て染色体異常誘発性の評価を行った．  

0．0  0．5  1．0  1．5  2．0  2．5  3．O  

Concentration（mg／mL）   

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
2，4，6rtribromophenol  

対照群に対する細胞増殖の比をもって指標とした．   

その結果，連続処理における50％細胞増殖抑制濃度  

は0．25mg／mL，S9miⅩ非存在下および存在下における  

短時間処理では，それぞれ0．31mg／mLおよび0．33  

mg／mLであった（Fig．1）．   

8．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，染色体異常試験におい  

て，連続処理および短時間処理のすべての処理群で，50  

％細胞増殖抑制濃度の約2倍濃度である0．60mg／mLを  

最高処理濃度とし，公比2で5濃度を設定した（0．038，  

0．075，0．15，0．30，0．60mg／mL）．しかし，染色体分析  

が可能な濃度は，48時間連続処理および短時間処理の  

S9mix非存在下およびS9miⅩ存在下において2濃度ずつ  

しか得られなかったため，過度を設定し直し（0．013，  

0．025，0．050，0．10，0．20mg／mL），再度試験を行った．  

陽性対照物質として用いたマイトマイシンC（MC，協和  

醗酵工業㈱）およびシクロホスファミド（CPA，Sigma  

ChemicalCo．）は，注射用蒸留水（㈱大塚製薬工場）に溶  

解して調製した．それぞれ染色体異常を誘発することが  

知られている濃度を適用した．   

染色体異常試験においては1濃度あたり4枚のディッ  

シュを用い，そのうちの2枚は染色体標本を作製し，別  

の2枚については単層培養細胞密度計により細胞増殖率  

を測定した．  

9．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約  

0．1〃g／mLになるように培養液に加えた・染色体標本の  

作製は常法に従って行った．スライド標本は各ディッシ  

ュにつき6枚作製した．作製した標本を3vol％ギムザ溶  

液で染色した．  

10．染色体分析   

細胞増殖率測定の結果と分裂指数により，20％以上  

の相対増殖率で，かつ2ディッシュともに0．5％以上の  

結果および考察  

連続処理による染色体分析の結果をTablelに示した．  

2，4，6トリブロモフェノールを加えて24時間および48時  

間連続処理したいずれの処理群においても，染色体の構  

造異常の誘発作用は認められなかった．倍数性細胞につ  

いては，24時間処理した濃度群（0．10mg／mL）では，細  

胞毒性のために740細胞しか観察できなかったが，24時  

間および48時間連続処理したいずれの処理群において  

も，倍数性細胞の誘発作用は認められなかった．   

短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．2，4，6トリブロモフェノールを加えた短時間処理で  

は，S9miⅩ非存在下で処理した高濃度群（0．050mg／mL）  

およびS9mix存在下で処理した高濃度群（0．10mg／mL）  

でそれぞれ10．5％および23．5％（gapを含む）の染色体異  

常が誘発された．山方，倍数性細胞の誘発作用について  

は，S9mix非存在下および存在下で6時間処理したいず  

れの処理群でも，倍数性細胞の有意な増加は認められな  

かった．   

従って，2，4，6－トリブロモフェノールは，上記の試験  

条件下で，試験管内のCHL／IU細胞に染色体異常を誘発  

すると結論した．  
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本物質は，細菌を用いる復帰突然変異試験においては，  

変異原活性が認められなかった4）．これまでに，多くの  

臭素化合物（bromoaceticacid，2Lbromopropionicacid，ト  

bromo－2LChloroethane，bromochloromethane，2－bromo－2L  

methylpropionicacid，1－bromo－3－Chloropropane，1，4－  

dibromobenzene等）が，染色体異常を誘発することが報  

告されており5・6），ハロゲン類としての反応性の強さか  

ら，DNAに対する傷害性も強いことが示唆された・  
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2，4，6－トリブロモフェノール  

Tablel ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）continuouslytreatedwith2，4，6vtribromophenol  
（TBP）＊＊withoutS9mix  

Trendtest5）concurrentMitotlC  
polyplold4）  〈＿＿⊥▲⊥■＿＿：〈＿」＿5ト    7） 6） 

Concen－ Timeof No．of No．ofstructuralaberrat10nS  No．ofcells  

Others3）withabyerrations  cytotoxICltyindex  Group tratlOn eXpOSure Cells  

（mg／mL）（hr）analysedgapctb cte csbcsemul2）total  TAG（％）TA（％）  SA NA  （％）  （％）  
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2，4，6－トリブロモフェノールのラットを用いる反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalTbxicityScreening  

Testof2，4，6－TribromophenolbyOralAdministrationinRats  

雌雄の300mg／kg以上の投与群で流産が観察され，雌雄  

ともに1000mg／kg群で体重の増加抑制および摂餌量の  

低値が認められた．さらに，雄の血液生化学検査で300  

mg／kg以上の投与群でクレアチニンが高値を示し，  

1000mg／kg群の病理学検査および血液生化学検査にお  

いて，被験物質投与による主として肝臓および腎臓に及  

ぼす影響が示唆される変化が認められた．したがって，  

雌雄とも無影響量（NOEL）は100mg／kg／dayと判断され  

た．雌雄の生殖能に及ぼす影響は1000mg／kg／day投与  

でも認められず，無影響量は1000mg／kg／dayと判断され  

た．児動物の発生・発育に及ぼす影響は1000mg／kg／day  

投与で発育抑制が認められ，哺育4日生児数および生存  

率が低値を示したことから無影響量は300mg／kg／dayと  

判断された．  

要約  

2，4，6－トリブロモフェノールの100，300および1000  

mg／kgをSD系（Cr］：CD）のラットの交配前2週間および  

交配期間の2週間を通じて経口投与し，さらには雄では  

交配期間終了後20日間，雌では妊娠期間を通じて分娩  

後の晴育3日まで連続投与し，親動物の反復投与毒性お  

よび生殖能ならびに児動物の発生・発育に及ぼす影響に  

ついて検討した．  

1．一反復投与毒性   

雌雄いずれの群にも死亡動物は観察されなかった．一  

般状態の観察で雌雄の300mg／kg以上の投与群では被験  

物質投与後に流産が認められた．また，雌雄の1000  

mg／kg群で体重増加抑制および摂餌量の低値が認めら  

れた．雄の血液学検査および血液凝固能検査には被験物  

質投与の影響は認められなかった．雄の血液生化学検査  

では300mg／kg以上の投与群でクレアチニンが高値を示  

し，1000mg／kg群で総タンパク，アルブミン，A／G，  

ALPおよび塩素が有意な高値を，BUNが高値傾向を，  

カリウムが有意な低値を示した．   

器官重量では雌雄の1000mg／kg群で肝臓および腎臓  

重量が高値を示し，雄の同群で胸腺重量が低値を示し  

た．   

剖検では雄の1000mg／kg群で肝臓の肥大が観察され，  

病理組織学検査では肝細胞肥大の発生率が増加し，肝臓  

の脂肪化の発生率が減少した．また，雄の同群に腎乳頭  

壊死，尿細管拡張，リンパ球浸潤，尿細管の好塩基化お  

よび硝子円柱が認められた．  

2．生殖発生毒性   

平均性周期，交尾能および受胎能に被験物質投与の影  

響は認められなかった．分娩時観察では妊娠動物の全例  

が正常に分娩し，妊娠期間にも被験物質投与の影響は認  

められなかった．妊娠黄体数，着床痕数，出産児数，出  

産生児数，着床率および分娩率に明らかな被験物質投与  

の影響は認められなかった．1000mg／kg群で雌雄の新  

生児の晴育0および4日体重，晴育4日の生児数および  

生存率が低値を示し，被験物質投与による出生前後の新  

生児の発育抑制および生存性に対する影響が示唆され  

た．新生児の外表，死亡児および哺育4日の剖検でも被  

験物質投与による影響は認められなかった．   

以上の結果から，本試験条件下では2，4，6－トリプロモ  

フェノールの反復投与により投与後の一般状態の変化で  

方法   

1．被験物質   

2，4，6一トリブロモフェノール［マナック㈱製造（広島），  

LotNo．70909，純度99．8wt％］は，白色のフレーク状  

の粉末であり，使用時まで直射日光を避け，適当な換気  

のある冷暗所に保管した．本ロットは投与期間中安定で  

あったことを確認した．   

被験物質は，トウモロコシ油（Lot No．V7P1509，  

V7R2400，ナカライテスク㈱製造）に溶解し，20，60お  

よび200mg／mLの濃度になるよう投与液を調製した．  

調製後は，使用時まで冷暗条件下で密閉保管した．投与  

液中の被験物質は，20および200mg／mLについて，調  

製後遮光下冷蔵庫保存で8日目まで安定であることが予  

備試験において確認されているため，調製後8日以内に  

使用した．   

投与液の濃度確認のため仝試験群について，調製開始  

時に調製した投与液から無作為にサンプルを抽出し，投  

与液中の被験物質濃度の分析を実施した．その結果，投  

与液中の平均濃度は100．5～100．7％の濃度範囲で調製さ  

れていた．したがって，投与液はほぼ所定量の2，4，6－ト  

リブロモフェノールが含有されていることを確認した．  

2．使用動物および飼育条件   

試験には，日本チャールス・リバー㈱（神奈川）から購  

入した生後8週齢のSprague－Dawley（Crj：CD（SD），  

SPF）系雌雄ラットを使用した．購入した動物は7日間  

検疫・馴化飼育した後，一般状態に異常が認められなか  

ったものを10週齢で群分けして試験に用いた．群分け  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

間と交配期間中（最長14日間）ならびに交尾成立雌の妊  

娠期間を通じて分娩後の哺育3日まで（41～45日間）とし  

た．なお，交尾不成立の雌は交配期間終了後20日間の  

連続48日間とした．  

5．観察および検査  

1）一般状態   

雌雄とも，仝例について試験期間中毎日観察した．  

2）体重   

雄では，投与1（投与開始日），8，15，22，29，36，  

43および49日（剖検日）に測定し，投与1から43日まで  

の体重増加量を算出した．   

雌では，投与1（投与開始日），8および15E】に測定し，  

投与1から15日までの体重増加量を算出した．また，交  

尾成立後の雌は，妊娠0，7，14および21日に，分娩し  

た雌は哺育0および4日に測定し，それぞれ妊娠0から  

21日および哺育0から4日までの体重増加量を算出した．  

3）摂餌量   

雄では，投与1（投与開始日），8，15，22，29，36，  

43および48日（剖検前日）に餌重量を測定し，測定日か  

ら次の測定日までの摂餌量を求め，平均1日摂餌量を算  

出するとともに投与1から15日および投与22から48日  

までの累積摂餌量を算出した．   

雌では，投与1（投与開始日），8および15日に測定し，  

測定目から次の測定日までの摂餌量を求め，平均1日摂  

餌量を算出するとともに投与1から15日までの累積摂餌  

量を算出した．また，交尾成立の雌は妊娠0，7，14お  

よび21日に，分娩した雌は哺育0および4日に餌重量を  

測定し，測定日から次の測定日までの摂餌童を求め，平  

均1日摂餌量を算出するとともに妊娠0から21日までの  

累積摂餌量を算出した．なお，交配期間中の摂餌量は測  

定しなかった．  

4）交配   

交配前14日間の性周期観察を行った雌を同群内の雄  

のケージに入れ1対1で最長14日間毎晩同居させた．翌  

朝，腫垢中の精子確認をもって交尾が成立したとし，そ  

の日を妊娠0日とした．性周期観察は交尾成立日まで行  

い，発情期から次の発情期までの間の日数を性周期日数  

として平均性周期を算出した．交配結果から，各群につ  

いて交尾率［（交尾動物数／同居動物数）×100］を算出  

した．  

5）自然分娩暗および新生児の観察   

妊娠動物は全例を自然分娩させた．分娩の確認は午前  

9～10時に行い，この時間帯に分娩が完了していること  

を確認した個体についてその日を哺育0日とした．午前  

10時を過ぎて分娩が完了した個体については，翌日を  

哺育0日とした．分娩を確認した仝例について妊娠期間  

（晴育0日の年月日から妊娠0日の年月日を減じた日数），  

受胎率［（受胎動物数／交尾動物数）×100）］，出産率  

終了時の体重は，雄で361～397g，雌で233一㌧258gの  

範囲であった．   

動物は，温度24±2℃，湿度55±10％，換気回数15  

回／時間，照度150～300iux，照明時間12時間（午前7時  

点灯，午後7時消灯）に設定されたバリアシステムの飼  

育室でアルミ製前面・床ステンレス網目飼育ケージに1  

匹ずつ収容し飼育した．妊娠18日以降の母動物は晴育4  

日までアルミ製前面・床ステンレス網目飼育ケージに晴  

育トレーおよび巣作り材料（CareFRESHTM，Absorption  

corporation製造）を入れて飼育した．   

飼料は，オリエンタル酵母工業㈱製造のNMF国型飼  

料（放射線滅菌飼料）を使用し，飼育期間中自由に摂取さ  

せた．飲水は，水道水を自由に摂取させた．  

3．群分け   

動物は投与開始日の体重をもとに層別化し，無作為抽  

出法により1群当たり12匹を振り分けた．  

4．投与量，群構成，投与期間および投与方法   

本被験物質の製品安仝データシート（MSDS）に経口投  

与によるラットのLD50が2000mg／kg以上であり，2000  

mg／kgのラットを用いた14日間経口投与試験で特異的  

な病理学的所見は認められなかったことが報告されてい  

る．この惰幸机こ基づき，0，30，100，300および1000  

mg／kgの用量で予備試験「2，4，6－トリブロモフェノール  

のラットを用いる反復投与毒性・生殖発生毒性併合試  

験2週間投与予備試験」を実施した、その結果，1000  

mg／kg群で雄の1例が投与2日に死亡した．一般状態の  

変化として，流挺が雌雄ともに300および100mg／kg群  

で観察された．また，1000mg／kg群の雌雄に体重増加  

抑制傾向が認められ，同群の雌雄で投与1から3日の平  

均1日摂餌量が低値を示した．   

雄の血液学検査では変化は認められなかったが，血液  

生化学検査では1000mg／kg群でアルブミン，A／Gおよ  

ぴGi｝Tが高値を示した．   

剖検では，被験物質投与の影響と考えられる所見は認  

められなかった．   

剖検時の器官重量では，1000mg／kg群で雌雄ともに  

肝臓の絶対および相対重量が高値を示した．さらに，雄  

の1000mg／kg群で肺および腎臓の相対重量が高値を示  

した．   

以上の結果から，本試験の最高用量を明らかな毒性兆  

候が現れることが予想される1000mg／kgに設定し，以  

下公比約3で険し∴う00および100mg／kgを設定した．   

投与容量は，体重100g当り0．5mLとし，交配前およ  

び交配期間中の雌雄では，個体別に測定した最新体重に  

基づいて算出を行った．また，妊娠期間および哺育期間  

中の雌は，妊娠0，7，14，21および哺育0日に測定した  

個体別体重に基づいて算出を行った、胃ゾンデを用いて  

毎日1回（7日／週）強制経口投与した．対照群にはトウモ  

ロコシ油のみを同様に投与した．雄の投与期間は，交配  

前14日間と交配期間14日間および交配期間終了後20日  

間の連続48日間とした．雌の投与期間は，交配前14日  
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［（生児出産雌数／妊娠雌数）×100］，着床率［（着床痕数  

／妊娠黄体数）×100）］，分娩率［（総出産児数／着床痕  

数）×100］，出生率［（出産生児数／総出産児数）×100）］  

を算出した．   

新生児は，哺育0日に出産児数（生存児＋死亡児）を調  

べ，性別を判定するとともに外表異常の有無を調べた．  

また，哺育0および4日に雌雄個体別の重量を測定し，1  

腹の雌雄別平均体重を算出した．   

哺育4日の新生児の同腹児重量を測定後に新生児仝例  

をエーテル麻酔により安楽死させ，器官・組織の肉眼観  

察を行った．なお，晴育期間中の死亡児についても同様  

に器官・組織の肉眼観察を行った．また，新生児の4日  

の生存率［（哺育4日生児数／出産生児数）×100］を求め  

た．  

6）臨床検査   

各群の雄全例について剖検時に実施した．動物を最終  

投与日（投与期間：48日間）の夕方から翌朝まで約16時間  

絶食させた後，エーテル麻酔下で開腹し，腹部大動脈か  

ら採血した．  

a）血液学検査   

検査はEDTA－2Kを添加した初血について，THMS  

H・1E（米国マイルス社）を用いて白血球数（WBC：暗視  

野坂法），赤血球数（RBC：暗視野板法），ヘマトクリッ  

ト値（HCT：RBC，MCVより算出），ヘモグロビン量  

（HGB：シアンメトヘモグロビン法），平均赤血球容積  

（MCV：暗視野坂法），平均赤血球血色素量（MCH：HGB，  

RBCより算出），平均赤血球血色素濃度（MCHC：HGB，  

HCTより算出），血小板数（PLT：暗視野坂法）および白  

血球百分率（フローサイトケミストリー法）を測定した．  

白血球百分率は前述の機器で測定したが，別途血液塗末  

標本を作製し，メイ・グリュンワルド・ギムザ染色して  

保管した．網赤血球（RC）比率の算定については，  

EDTAT2K添加血液をニューメテレンブルーで染色後，  

血液塗末標本を作製した．高用量群で貧血傾向が認めら  

れたため，全群仝例の標本の観察を行った．  

b）血液凝固能検査   

検査にはクエン酸ソーダ添加血液を3000r．p．mリ13分  

間遠心分離して得た血祭について，血液凝固測定装置  

KC－40（独国アメルング社）を用いてプロトロンビン時間  

（PT：Quickl投法），活性化部分トロンポプラスチン時  

間（APTT：クロット法）およびフィブリノーゲン量  

（Fibrinogen：トロンビン時間法）を測定した．  

c）血液生化学検査   

検査は採血管に血液を採取，30分間静置後3000r．p．m．  

7分間遠心分離して得た血清について，多項目生化学自  

動分析装置CentrifiChemENCOREII（米国ベーカー社）  

およびEKTACHEM700N（米国コダック社）を用いて総  

蛋白（ピューレット法），アルブミン（B．C．G．法），  

A／G（計算値），血糖（グルコースオキシダーゼ法），中性  

脂肪（酵素色素法），給コレステロール（コレステロール  

オキシダーゼ法），尿素窒素（ウレアーゼアンモニウム指  

示薬法），クレアチニン（Jaf托法），総ビリルビン（ジア  

ゾ法），グルタミン酸オキザロ酢酸トランスアミナーゼ  

（IFCC法），グルタミン酸ピルビン酸トランスアミナー  

ゼ（IFCC法），γ一グルタミルトランスペプチダーゼ  

（Orlowski法），ナトリウム（電極法），カリウム（電極  

法），塩素（電極法），カルシウム（アルセナゾⅠⅠⅠ法）およ  

び無機リン（モリブデン酸青法）を測定した．   

7）病理学検査  

a）剖検および器官重量  

① 雄動物   

48日間投与した日の夕方から，約16時間絶食をさせ  

た後エーテル麻酔下で採血し安楽死させた．器官・組織  

の肉眼観察を行った後，脳，胸腺，肝臓，腎臓，牌臓，  

副腎，精巣および精巣上体重量を測定し器官重量・体重  

比（相対重量）を算出した．また，全動物の重量測定器官  

に加えて心臓，精嚢，前立腺，下垂体および肉眼所見と  

して変化が認められた器官・組織として皮膚を10％中  

性緩衝ホルマリン液で固定した．なお，精巣および精巣  

上体はプアン氏液で固定した．  

（∋ 雌動物   

哺育4日にエーテル麻酔下で放血安楽死させた．器  

官・組織の肉眼観察を行った後，脳，胸腺，肝臓，腎臓，  

牌臓，副腎および卵巣重量を測定し相村重量を算出した．  

また，全動物の重量測定器官に加えて心臓，‾F重体およ  

び肉眼所見として変化が認められた器官・組織として肺  

および皮膚を10％中性緩衝ホルマリン液で固定した．  

また，剖検時に黄体数および着床痕数を調べた．  

（∋ 交尾しなかった雌   

48日間投与した翌日，エーテル麻酔下で放血安楽死  

させ，器官■組織の肉眼観察を行った後，皮膚，乳腺，  

リンパ節，唾液腺，胸骨，大腿骨（骨髄を含む），胸腺，  

気管，肺および気管支，心臓，甲状腺および上皮小体，  

舌，食道，胃，十二指腸，小腸，大腸，肝臓，膵臓，牌  

臓，腎臓，副腎，膜胱，卵巣，子宮，膣，眼球，ハーダ  

ー腺，脳，下垂体および脊髄を10％中性緩衝ホルマリ  

ン液で固定した．  

④ 哺育期間中に全児が死亡した母動物（全児死亡動物）   

生存児すべての死亡または喰殺が確認された日にエー  

テル麻酔下で放血安楽死させ，器官・組織の肉眼観察を  

行った後，皮膚，乳腺，リンパ節，唾液腺，胸骨，大腿  

骨（骨髄を含む），胸腺，気管，肺および気管支，心臓，  

甲状腺および上皮小体，舌，食道，胃，十二指腸，小腸，  

大腸，肝臓，膵臓，脾臓，腎臓，副腎，膀胱，卵巣，子  

宮，膣，眼球，ハーダー腺，脳，下垂体および脊髄を  

10％中性緩衝ホルマリン液で固定した．なお，剖検時  

に黄体数および着床痕数を調べた．  

b）病理組織学検査  

① 全児死亡動物   

仝児死亡動物（雌の1000mg／kg群の1例）の皮膚，乳  
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1000mg／kg群で体表面の腫癌（鼻部）および皮下部の腫  

癌（口唇部）が各1例認められたが，それぞれ単発性の発  

現であり，体表面の腫癌は剖検日までに消失した．皮下  

部の腰痛は組織学的には膿瘍であった．これらのことか  

ら被験物質投与との関連はないものと考えられた．   

その他，雄では脱毛が100mg／kg群で1例，被毛の汚  

れが1000mg／kg群で2例，癖皮が対照群で1例，投与前  

の流誕が対照群で1例，歯異常（上顎切歯折れ）が300  

mg／kg群で1例にそれぞれ観察された．雌では交配前・  

交配期間中に脱毛が対照群および1000mg／kg群で1お  

よび2例，痴皮が300mg／kg群で1例，妊娠期間中に脱  

毛が対照群，100および1000mg／kg群で1，1および3イ軋  

哺育期間中に脱毛が対照群，100および1000mg／kg群で  

1，1および2例にそれぞれ観察された．これらの所見は  

しばしば対照群でも認められるものであり，被験物質投  

与の影響とは考えなかった．  

2）体重（Fig．1，2）   

雄では，対照群に比べて1000mg／kg群で投与8［］以  

降，統計学的に有意な低値を示し，同群の投与1から43  

日の体重増加量も有意な低値を示した．   

雌では交配前の投与期間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が，妊娠期間におい  

て対照群に比べ1000mg／kg群で妊娠7日以降有意な低  

値を示し，同群の妊娠0から21日の体重増加量も有意な  

低値を示した．また，哺育期間においても対照群に比べ  

て1000mg／kg群で哺育4日に有意な低値を示し，晴育0  

から4日の体重増加量も低値傾向を示した．  

3）摂餌量（Fig．3，4）   

雄では，対照群に比べて1000 

日の平均1日摂餌量が統計学的に有意な低値を示した．   

雌では交配前の投与期間に対照群に比べ1000mg／kg  

群で投与1から8日の平均1日摂餌量が有意な低値を，  

また，晴育0から4日の平均1日摂餌量が低値傾向を示  

した．妊娠期間中は，対照群と被験物質投与群との間に  

差は認められなかった，  

4）雄の血液学検査（Tab（el〉   

血液学検査ではいずれの検査項目についても対照群と  

被験物質投与群の間に統計学的に有意な差は認められな  

かった．血液凝固能検査では1000mg／kg群でプロトロ  

ンビン時間が対照群に比べ有意な延長を示したが，軽微  

な変化であり毒性学的意義の乏しいものと考えられた．  

5）雄の血液生化学検査（Table2）   

対照群に比べ300および1000mg／kg群でクレアチニ  

ンが統計学的に有意な高値を示した．また，1000  

mg／kg群で総タンパク，ア）L／ブミン，A／G，ALPおよび  

塩素が有意な高値を，BUNが高値傾向を，総ビリルビ  

ンおよびカリウムが有意な低値を示した．その他の検査  

項目では対照群と被験物質投与群との間に差は認められ  

なかった．  

腺，リンパ節，唾液腺，胸骨，大腿骨（骨髄を含む），胸  

腺，気管，肺および気管支，心臓，甲状腺および上皮′J、  

体，舌，食道，冒，十二指腸，小腸，大腸，肝臓，膵臓，  

牌臓，腎臓，副腎，膀胱，卵巣，子宮，膣，眼球，ハー  

ダーー腺，脳，下垂体および脊髄について実施した．   

② 妊娠を成立させた雄   

対照群と高用量群では脳，胸腺，心臓，肝臓，腎臓，  

脾臓，副腎，精巣および精巣上体について実施し，加え  

て，1000mg／kg群の1例の腹膜および1例の皮下につい  

ても実施した．また，低および中用量群では胸腺，肝臓  

および腎臓について実施した．  

③ 自然分娩した雌   

対照群と高用量群では脳，胸腺，心臓，肝臓，腎臓，  

牌臓，副腎および卵巣について実施し，加えて，対照群  

の1例の皮膚，1000mg／kg群の1例の皮膚および1例の  

肺についても実施した．また，低および中用量群では肝  

臓について実施した．  

④ 交尾しなかった雄雌   

対照群の雌雄各1例の脳，胸腺，心臓，肝月蔵，腎臓，  

牌臓，副腎，月室，子宮，卵巣，精巣，精巣上体，精嚢，  

前立腺，下垂体について実施した．   

6．統計解析   

体重，摂餌量，黄体数，着床痕数，出産児数，死産児  

数，性比，平均性周期，妊娠期間，着床率，分娩率，出  

生率，外表異常発現率，新生児の4日の生存撃，器官重  

量，相対重量，血液学および血液生化学検査値について  

ほ多重比較検定ト3）を行った．   
出産率，交尾奪および受胎率についてはx2検定4・5）を  

用いた．病理学検査の所見の発生率については，Fisher  

の直接確率検定法5）を用いて検定し，グレードのある所  

見は，－を「1」，十1を「2」，＋2を「3」および＋3を「4」  

に割り当てた後，順位和検定であるMann－WhitneyのU  

検定5）を用いて検定した．なお，哨育期間中の新生児に  

関する成績は1母体当りの平均を1標本とした．有意水  

準は＊：P＜0，05および＊＊：Pく0．01の2段階とした．  

結果   

1．反復投与毒性  

1）死亡および一般状態  

1000mg／kg群で哺育4日に仝児死亡動物が1例（動物  

番号2306）認められた．   

一般状態の観察では，主な投与後の症状として流産が  

雌雄の300および1000mg／kg群で観察された．この症  

状は投与期間を通じて雄の300mg／kg群で複数例に，  

1000mg／kg群で仝例にほぼ毎日継続して観察され，雌  

の300mg／kg群で複数例に散発的に，1000mg／kg群で  

仝例にほぼ毎計継続して観察された．症状の発現は，投  

与後約5分から認められ，30分後には消失した．また，  
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6）器官重量（Tab（e3）   

雌雄ともに対照群に比べ1000mg／kg群で肝臓の絶村  

および相対重量，脳，腎臓および副腎の相対重量が統計  

学的に有意な高値を示した．さらに雄では1000mg／kg  

群で胸腺の絶対重量が有意な低値を，精巣の相対重量が  

有意な高値を示した．  

7）剖積所見  

1000mg／kg群の1例に認められた仝児死亡動物（動物  

番号2306）には異常所見は認められなかった．   

経では，1000mg／kg群で胸腺の萎縮が4イ札 肝臓の肥  

大が3例観察された．その他，1000mg／kg群で腎臓の白  

色斑点および副腎の肥大が各2例に観察され，胸腺の赤  

色斑点，肝臓の白色斑′蕉，皮下の塊，腹腔の塊，精巣上  

体の結節および被毛の弄薄化が300mg／kg群を除く各群  

に単発性に観察された．   

雌では，胸腺の赤色斑点，肺の褐色斑点，肝臓の肥大，  

癒痕および白色斑点，卵巣の嚢胞，子宮の内腔拡張，副  

腎の肥大および被毛の弄薄化が対照群を含む各群に1な  

いし少数例に観察された．   

交尾しなかった動物は対照群で雌雄各1例であった．  

雄では異常所見は認められず，雌では脾臓の表面粗およ  

び結節，肺の褐色斑点および子宮の内腔拡張が観察され  

た．  

8）病理組織学検査（Table4，5）  

1000mg／kg群の全児死亡動物では，脾臓の色素沈着，  

肺の細胞浸潤，肝臓の脂肪化および子宮の小肉芽腫が観  

察された．   

経では，100Omg／kg群で胸腺の萎縮が3例，肝細胞肥  

大が12例，腎臓の硝子円柱が8例，尿細管拡張が7例，  

腎乳頭壊死が5例，リンパ球浸潤が6例に発生し，対照  

群と比べて統計学的に有意な発生率の増加が認められ  

た，また，肝臓の脂肪化が対照群で6例の発生に対し，  

1000mg／kg群では認められず有意な減少を示した．さ  

らに腎尿細管の好塩基化が対照群，100，300および  

1000mg／kg群でそれぞれ8（仝例軽度），9（全例軽度），  

9（軽度8，中等度1）および12例（軽度8，中等度4）観察  

され，発生率に有意差は認められなかったが1000  

mg／kg群で程度の増強が認められた．一方，100mg／kg  

群で腎臓の好酸性小体の発生率に有意な高値が認められ  

たが，用量に関連した発現の増加および程度の増強は認  

められなかった．脾臓の色素沈着，胸腺の出血，肝臓の  

小肉芽腫および副腎束状帯の空胞変性が対照群を含め比  

較的多く観察されたが発生率に有意な変化は認められな  

かった．なお，1000mg／kgの雄の1例に認められた皮下  

の塊は，組織学的には膿瘍であった．その他，観察され  

た所見は単発性あるいは少数例の発生であった．   

雌で認められた所見はいずれも単発性の変化かあるい  

は群間の発生率に差がない変化であった．   

交尾しなかった動物では，雌雄に共通して脾臓の色素  

沈着および腎臓のリンパ球浸潤が認められ，その他雄で  

は肝臓のリンパ球浸潤，腎臓の尿細管の好塩基化および  

副腎の血管拡張ならびに束状帯の空胞変性，雌では牌臓  

の包膜炎，肺炎，肝臓の小肉芽腫，腎臓の腎孟炎，子宮  

の内腔拡張および細胞浸潤が観察された．  

2．生殖発生毒性  

1）交尾および受胎能（Table6）   

交尾は対照群を除くすべての被験物質投与群で仝例成  

立した．対照群では1組が交尾不成立であり，交尾率は  

91．7％であった．受胎はすべての群の交尾成立雌で成立  

した．   

性周期観察では，いずれの群もほぼ4～5日の性周期  

を示し平均性周期に群間差は認められなかった．  

2）分娩および哺育（Table7）  

1000mg／kg群で対照群に比べ妊娠期間が統計学的に  

有意な低値を示したが，個体別の妊娠期間はすべて22  

日であり，正常の範囲内であった．また，同群で対照群  

に比べ哺育4日の生児数が雌雄ともに有意な低値を示  

し，哺育4日の生存率も雌雄ともに有意な低値を示した．  

その他，分娩状態には異常が観察されず，対照群を含む  

各群の黄体数，着床痕数，出産生児数および死産児数は  

ほぼ同様な値を示し，出産率，着床率，分娩率および出  

生率に群間差は認められなかった．  

3）新生児の形態，体重および剖棉所見   

新生児の外表検査では，100mg／kg群で鎖月工および無  

尾が同一個体の1例に，300mg／kg群で鎖肛および痕跡  

尾が同一個体の1例にそれぞれ観察された．   

哺育期間中の体重では，哺育0および4日に村照群に  

比べ1000mg／kg群で雌雄とも統計学的に有意な低値を  

示した．死亡児の剖検では，右鎖骨下動脈起始異常が  

100および1000mg／kg群で1および3例観察された．そ  

の他，腎孟拡張が100mgノkg群の1例，大脳低形成およ  

び食道位置異常が300mg／kg群の同一個体の1イ軋 小眼  

球が1000mg／kg群の1例にそれぞれ観察された．哺育4  

日の剖検で，雄では胸腺頸部残留が対照群，100および  

300mg／kg群でそれぞれ3，2および1例観察された．ま  

た，肝臓の白色斑点が対照群および1000mg／kg群で各1  

例に観察された．その他，肝臓の赤色斑点，黒色斑点お  

よび淡色が300あるいは1000mg／kg群で1から2例に観  

察された．雌では胸腺頸部残留が対照群，100および  

1000mg／kg群でそれぞれ2，1および1例に観察された：  

また，肝臓の白色斑点が100および1000mg／kg群で1お  

よび4例に観察され，対照群に比べて1000mg／kg群で  

有意な発生率の高値を示した．その他，肝臓の赤色斑点，  

黒色斑点および緑色，鎖月工，眼球の赤色，尾の欠損，痕  

跡尾および痴皮が被験物質投与群で単発性に散見され  

た．  

考察   

1．反復投与毒性   

死亡例は，投与期間を通じ雌雄いずれの群にも認めら  

－272－  
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響が示唆される変化が認められた．したがって，雌雄と  

も無影響量は100mg／kg／dayと判断された．   

2．生殖発生毒性   

性周期，交尾能および受胎能に被験物質投与の影響ほ  

認められなかった．交尾しなかった動物の病理学検査で  

は生殖器系に特異的な変化は認められなかった．分娩時  

観察では妊娠動物の仝例が正常に分娩し，妊娠期間にも  

被験物質投与の明らかな影響は認められなかった．1000  

mg／kg群で雌雄の新生児の哺育0および4日の体重が低  

値を示し，哺育4日の生児数および生存率が低値を示し  

たことから，被験物質投与による出生前後の新生児の発  

育抑制および生存性に対する影響が示唆された．なお，  

1000mg／kg群で仝児死亡動物が1例観察されたが，病理  

学検査の結果からは母動物には被験物質投与の影響と考  

えられる所見特認められなかった、しかし，前述のごと  

く新生児の晴育4日の生存率が明らかな低値を示してい  

ることから，新生児に対する本被験物質の影響に起因し  

たものと考えられた．その他，出産率，出生率に被験物  

質投与の影響は認められず，新生児の外表にも被験物質  

投与の影響は認められなかった．また，死亡児の剖検で  

1000mg／kg群に認められた右鎖骨下動脈担始異常  

iCrj：CD（SD）胎児の背景値8）［12施設分：施設間の変動  

（施設内変動）］：0．03～0．63％（0～4．55％）lは3例中2  

例が同腹児の発現であり，被験物質投与との関連は明ら  

かではなかった．哺育4日の剖検では雌の1000mg／kg  

群で肝臓の白色斑′キの発生率が増加を示したが，母動物  

2例から各2例の発現であり，雄ではこの所見は対照群  

でも認められ，発生率の増加も認められないことから被  

験物質投与の影響とは考えなかった．   

以上のことから，2，4，6一トリブロモフェノールの雌雄  

の生殖に及ぼす影響は1000mg／kg／day投与でも認めら  

れず，無影響量は1000mg／kg／dayと判断された．   

児動物の発生・発育に及ぼす影響は1000mg／kg／day  

投与で発育抑制が認められ，晴育4日生児数および生存  

率が低値を示したことから無影響量は300mg／kg／day  

と判断された．  

れなかった．   

一般状態の観察では，流挺が投与期間を通じ雌雄とも  

に300rng／kg以上の被験物質投与群で認められた，この  

症状は用量に対応して発現頻度が増強し，被験物質投与  

に関連した変化と考えられた．   

体重は，雌雄ともに1000mg／kg群で増加抑削が認め  

られ，摂餌量についても雌雄ともに同群で投与開始直後  

低値を示し，被験物質投与の影響が示唆された．   

雄の血液学検査および血液凝固能検査には被験物質投  

与の影響は認められなかった．   

雄において，1000mg／kg群で肝臓重量が高値を示し，  

剖検でも肝臓の肥大が観察された．また，病理組織学検  

査においても肝細胞肥大の発生率は増加を示したのに対  

し，肝臓の脂肪化は発生率の減少が観察され，肝臓に対  

する被験物質投与の影響が認められた．また，同群で腎  

臓重量が高値を示し，病理組織学検査で腎乳頭壊死，尿  

細管拡張，リンパ球浸潤，尿細管の好塩基化および硝子  

円柱が認められた、腎乳頭壊死は鎮痛剤および非ステロ  

イド系坑炎症剤の投与により実験的に誘発されることが  

知られており6・7），本試験においても尿細管の好塩基化  

や硝子円柱の程度の強いものに腎乳頭壊死および尿細管  

拡張が観察されていることから，被験物質による尿細管  

の障害とともに尿濃縮による腎乳頭への障害が考えられ  

た．また，血液生化学検査においても300および1000  

mg／kg群でクレアチニンが，また，1000mg／kg群で  

BUNの高値が認められ，腎障害が示唆された．その他，  

血液生化学検査で1000mg／kg群に認められた総タンパ  

ク，アルブミン，A／G，ALP，塩素およびカリウムの変  

化も肝臓あるいは腎臓に対する被験物質の影響を反映す  

るものと考えられた．同群で認められた総ビリルビンの  

減少は毒性学的意義が乏しいものと考えられるため被験  

物質投与の影響とは判断しなかった．1000mg／kg群で  

観察された胸腺の萎縮は，組織学的には皮質および髄質  

領域の萎縮であり，器官重量にも低値が認められている  

ことから被験物質投与の影響と考えられた．   

雌においても1000mg／kg群で肝臓および腎臓重量が  

高値を示し，剖検で肝臓の肥大が観察され，肝臓および  

腎臓に及ぼす被験物質投与の影響が示唆された．しかし，  

病理組織学検査では影響を示唆する変化は認められず，  

雄に比べ雌に対する被験物質投与の影響は軽度なものと  

考えられた．   

その他，雌雄の1000mg／kg群で脳，副腎および精巣  

重量の高値が認められたが，病理組織学検査では相当す  

る所見は認められず，相対重量のみの変化であることか  

ら同群の低体重に起因する二次的な変化と考えられた．   

以上のことから，2，4，6－トリブロモフェノールの反復  

投与により投与後の）般状態の変化で雌雄の300mg／kg  

以上の投与群で流産が観察された．また，雌雄とも  

1000mg／kg群で体重の増加抑制および摂餌量の低値が  

認められた，さらに，雄の血液生化学検査で300mg／kg  

以上の投与群でクレアチニンが高値を示し，1000  

mg／kg群の病理学検査および血液生化学検査において，  

被験物質投与による主として肝臓および腎臓に及ぼす影  
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Tablel Hematologyandcoagulationofmaleratstreatedorallywith2，4，6－tribromophenolinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  Omg／kg  lOOrng／kg  300mg／kg  lOOOmg／kg  

12   

44，6±1．1  

15．5±0．4  

8．35±0．19  

53．4±1．2  

18．6±0．5  

34．8±0．6  

1100±111   

9．7±3．8  

16±6   

80±7   

2±1   

1±1   

0±0   

1±0  

14＿6±0．5  

24．5±2．0  

208±13  

12  

44．1±1．9  

15．3士0．6  

8．23±0．30  

53．7±1．6  

18．6±0．6  

34．7±0．3  

1024±116   

9．5±3．2  

16 -c 5 

80±5  

2±1   

1±0  

0±0   

1±0  

15．0±1．1  

25．3±2．0  

214±19  

12   

44．1±1．6   

15．3±0．4  

8．23±0．34  

53＿7±1．5  

18．6±0．6  

34．6±0＿6  

1090±115   

9．3±3．0  

15±4   

80±4   

3±1  

1±0  

0±0   

1±0  

14．2±0．7  

24．8±1．9  

222±16  

12  

43．6±1．9  

15．1±0．7  

8．16±0．48  

53．5±1．6  

18．5±0．7  

34．5±0．5  

1093 i- 124 

8．6±2．2  

18±6   

78±7  

3±1   

1±0   

0±0   

1±1  

15．6±1．2＊＊  

26．7±2．6  

240±35  

No．ofanlmaユs  

HCTr％）  

HGB戊／dL）  

RBC（×106／mm3）  

MVC（〃m2）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

PLT（×103／mm3）  

WBC（×103／mm3）  

DiHerentialleukocytecounts（％）   

NI≡二UT   

LYMPモi   

M（〕NO   

EOSN   

BASO   

LliC 

PT（sec．）  

AFrT（sec．）  

Fibrinogen（mg／dL）  

NEUT：NeutrophilLYMPH：Lymphocyle MONO：Monocyte EOSN：Eosinoph11BASO：BasophlL  
LUC：Largeunstained ells  
ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SlgniflCantdi茸erencefromcontrolgroup；＊＊：Pく0．01  

Table2 BIoodchemistrychemicalexaminationofmaleratstreatedorallywith2，4，6－tribromophenolinthe  
combinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Doselevel  Omg／kg  lOOmg／kg  300mg／kg  lOOOmg／kg  

No．ofanimals  

Tp】′OteLn（g／dL）  

胤btlmln（g／dL）  

A／G  

Glu（二OSe（mg／dL）  

Triglycerlde（mg／dL）  

Tcholesterol（mg／dL）  

BUN（mg／dL）  

Creatinlne（mg／dL）  

Tbllirubin（mg／dL）  

GO′r（U／L）  

GPT（U／L）  

ALP（U／L）  

γGTP（U／L）  

Sodium（mmol／L）  

PotassヱUrn（mmol／L）  

Ch】oride（mmol／L）  

Ca）clum（mg／dL）  

Ⅰ．phosphorus（rng／dL）  

12  

5．87±0．22  

3．36±0．13  

1．34±0．06  

152±25  

49．4±17．9   

61f1444 

13．3±1．4  

0．27±0．03  

0．05±0．01   

77±10   

32±5   

354±74   

0．5±0．1  

141．3±1．2  

4．46±0．29  

106．6±1．2  

9．58±0．51  

6．31±0．64  

12  

5．84±0．14  

3．33±0．09  

1．33±0．09  

157 t 21 

47．7±14．6   

60 f 14 

13．6±2．1  

0．30±0，04  

0．05±0．01   

77 rf- 13 

34±7  

440±162   

0．6±0．2  

141．5±0．8  

4▲40±0．25  

107．6±1．1  

9．38±0．23  

5．91±0＿52  

12  

5．95±0．26  

3、39±0、19  

1，33±0．10  

157±18  

55．6±28．8   

54±15  

13．2±2．3  

0，33±0．07＊  

0．04±0．01   

72±7   

29±4   

342±102   

0．5±0．2  

141．5±0．7  

4．38±0．30  

107．8±1．5  

9．47±0．27  

5．68±0．58  

12  

6．45±0．51＊＊  

3．88±0．29＊＊  

1．51±0．08＊＊  

149±14  

62．0±33．7   

57±14  

20．9±11．4  

0．47±0．26＊＊  

0．02±0．01＊＊   

71±8   

38±7   

514±155＊   

0、5±0．2  

141．9±1．3  

4．03±0．25＊＊  

119．0±3．6＊＊  

9．88±0．34  

7．28±1．24  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SigniflCantdi任erencefromcontrolgroup；■：Pく0．05 ＊＊：P＜0．01  
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Tbble3 Absoluteandrelativeorganweightsofratstreatedorallywith2，4，6－tribromophenolinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Doseleve1  0mg／kg  lOOmg／kg  300mg／kg  lO∝）mg／kg  

Male   

No．ofanimalsexamined   

Bodyweight（g）   

Absoluteorganweight  

Brain（g）  

Thymus（mg）   

Liver（g）  

Spleen（g）   

Kidneys（g）  

Adrenals（mg）  

Tests（g）  

Epididymides（mg）  

Relativeorganweight  

Brain（g％）  

Thymus（mg％）  

Liver（g％）  

Spleen（g％）  

Kidneys（g％）  

Adrenals（mg％）  

Tbstes（g％）  

Epididymides（mg％）  

Female   

No．ofanimalsexamined   

Bodyweight（g）   

Absoluteorganweight  

Brain（g）  

Thymus（mg）  

Liver（g）  

Spleen（g）  

Kidneys（g）  

Adrenals（mg）  

Ovaries（mg）  

Relativeorganweight  

Brain（g％）  

Tbymus（mg％）  

Liver（g％）  

Spleen（g％）  

Kidneys（g％）  

Adrenals（mg％）  

Ovaries（mg％）  

12  

492±34  

乙25±0．08   

299±81  

13．99±1．72  

0．73±0．14  

3．34±0．36   

60±7  

3．55±0．32  

1319±75   

12   

478±31  

2．22±0．08   

269 t 52 

13．18±1．31  

0．69±0．09  

3．15±0，17   

56 f 6 

3．50±0．25  

1220±124   

12   

478±36  

2．25±0．08   

269±66  

14．20±1．99  

0，73±0．09  

3，23±0．31   

64±7  

3．47±0．32  

1341±109   

12   

422±25  

2．20±0．06   

201±57＊＊  

16，23±2．32＊  

0．63±0．10  

3．47±0．37   

64±6  

3．35±0．25  

1235±111   

F  

0．460±0．042  

60．382±14．897   

2．834±0．218   

0．149±0．023   

0，678±0．054  

12．257±1．299   

0．721±0．062  

268．582±16．867  

0．465±0．033  

56．587±12．134   

2．751±0．152   

0．144±0．016   

0．661±0．053  

11．807±1．277   

0．733±0，067  

256，085±31．810  

0．473±0．041  

56．483±13．955   

2，964±0．285   

0．152±0．016   

0．679±0．083  

13，494±1．966   

0．729±0．080  

281．498±26．289  

0．522±0．032＊＊  

47．291±12．204   

3．837±0．447＊＊   

0．149±0．020   

0．824±0．101＊＊  

15．3（辿±1．697＊＊   

0．794±0．046＊  

292．996±27．221  

11   

332±16  

2．03±0．06  

157±46  

13．70±0．80  

0．60±0．09  

2．15±0．20   

77±7  

108±30  

12  

317±27  

乙07±0．10  

134±48  

13．48±2．07  

0．64±0．10  

2．18±0．11   

82±11  

111±15  

12   

333±22  

2．00±0．10  

168±75  

14．39±1．76  

0．61±0．13  

2．22±0．19   

87±15   

98±11  

11   

307±15  

乙04±0．05  

137±32  

15．74±1．28＊＊  

0．57±0．09  

2．36±0．25   

84±8   

94 i 12 

0．613±0．034  

47．175±13．289  

4．138±0．287  

0，181±0．029  

0．649±0．072  

23．171±1．572  

32．738±9．135  

0．657±0．067  

41．733±13．767  

4．230±0．396  

0．201±0．026  

0．694±0．078  

25．991±3．418  

35．252±6．883  

0．602±0．038  

49．633±20．449  

4．312±0．393  

0．183±0．031  

0，666±0．047  

25．988±4．091  

29．454±3．137  

0．665±0．025＊  

44．365士9．118  

5．117±0．265＊＊  

0．185±0，029  

0．772±0．094＊＊  

27．315±3．415＊＊  

30．501±4．301  

ValuesareeeexpressedasMean±S．D，  
Significantdi任erencefromcontrolgroup；＊：P＜0．05 ＊＊：P＜0．01  
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反復授与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table4 Summaryofhistologicalfindingswithstatisticalanalysistreatedorallywith2，4，6rtribromophenolinthe  
combinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Maleanimals  Female animals 

Dosclevel（mg／kg）  

No．ofanimalsnecrosied  

Organ Findings 

0  100    300  1000  0  100  300  1000  

11  12  20  12  11  12  12  11  

CtZKDIOVASCULAR SYSTEM 

heart  

ceuularinfiltratlOn，1ymphocyte  

fibrosis  

HEMATOPOIETICSYSTEM   

Spleen  

deposit，plgment  

hematopoiesis，eXtramedullary   

thymus  

hemorrhage  

atrophy  

deposit，pLgment  

RESPIRATORY SYSTEM 

llユng  

hemorrhage  

cellular iiniiltration 

DJGESTIVESYSTEM   

liver  

CytOloglCalalteral′ion  

deposit，Pigment  

fattychange  

hypertrophy，hepatocyte  

necrosis，focal  

accumulat10nOfmacrophage  
Cellularinfiltrat10n，1ymphocyte  

microgranuユ01¶a  

hematopoiesis，eXtramedullary   

Peritoneum  

ねtgraJluユoma  

UliINARY SYSTEM 

kidney  

basophillCtubules  

case，hyaline  

dilatation，tubules  

eosinophilicbody  

mineralization  

papillarynecrosis  

ceuularinflltra亡ion，1ymphocyte   

inflammatoryinfiltratlOn   

＝lipoma  

1  0  

0  0  

0  

0  

ユ
 
 
3
 
 

11  

3  

11  

0  

2   

0  

0  

l
 
 
1
 
 

1
 
 
1
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∩
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0
 
0
 
0
 
0
 
 

9
 
1
 
ハ
U
 
1
 
0
 
0
 
1
 
1
 
1
 
 

＊  

＝二benlgn ＃：mallgnant  
（）：No．ofanlmalsexamlnedmlCrOSCOplCallyatthisslte．p：NotappllCable，  
Significantdiifferencefromcontrolgroup；＊二P＜0．05 ＊＊二P＜0．01  
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Table4 （continued）  

Male animals Female animals 

Doselevel（mg／kg）  

No．ofanimalsnecrosied  

Organ Findinns 

0  100  300  1000  

11  12  20  12  

0  100  300  1000  

11  12  12  11  

REPRODUCTⅣESYSTEM   
testis  

atrophy, seminiferous tubule 

cellularinfiltration   

epididymis  

CellularinfiltratilOn，1ymphocyte   

OVary  

deosit，pigment  

mineralization  

ENDCRINESYSTEM   

adrenalgland  

angleCtaSis  

accumulatlon oi foamy cells 

degeneration，VaCuOlar  

NERVOUSSYSTEM   

brain  

dilatation，Ventricle  

INTEGUMENTARYSYSTEM   

skin  

hair follicle atrophV 

subcutaneoustissue  

abscessy  

1  

0  

1  

1  1  

0  1  

1  0  

0  1  

0  0  

0  1  0  

1（1）  1（1）  

1＝1  

＝：benign ＃：malignant  

（）：No．ofanimalsexaminedmicroscopicallyatthissite．－：Notapplicable．  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table5 Summaryofhistologicalfindingswithstatisticalanalysistreatedoral1ywith2，4，6ptribromophenolinthe  
combinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Male animals Female anlmals 

Doselevel（mg／kg）  

No．ofanimalsnecropsled   

Organ Findingsd  

0  100  300  1000  0  100  300  10（犯   

11  12  12  12  11  12  12  11  

T12 3 T12 3 T12 3 T12 3  T12 3 T12 3 T12 3 T12 3  

CARDIOVASCULARSYSTEM   

heart  

ceuularirrfiltration，1ymphocyte  

fibrosIS  

HEMATOPOIETICSYSTEM   

Spleen  

deposit，plgment  

hematopoleSis，eXtramedullary   

thymus  

hemorrhage  

atrophy  

deposit，plgment  

RESPIRATORY SYSTEM 

lung  

hemorrhage  

celiular infiltration 

DEGESTIVESYSTEM   

liヽ′er  

cytologlCalalterat10n  

deposlt，plgment  

fattychange  

hypertrophy，hepatocyte  

necrosis，focal  

accumulationofmacrophage  

cellularinflユtration，1ymphocyte  

microgranuloma  

hematopoiesIS，eXtramedu11ary   

peritoneum  

iat granuloma 

URINARYSYSTEM   

kldney  

basophilictubules  

cast，hyaline  

dilatation，tubules  

eosinophilicbody  

minerallZation  

parluaryneCrOSis  

cellularinfiltration，1ymphocyte  

infiammatoryinfiltration  

＝1ipoma  

一 2 0 0 －   一  一 － r －10 0  － 0 0 0 － － － － 一 － － ▼  0 0 0  

－10 0 一 － － － 一 一 －  一 0 0 0   0 0 0 一 一 一 一 － 一 一 － － 0 0 0  

-110 OOO  

－ 0 0 0 肝  

一1110  －110 0 －  一  － 一 一 － －110 0   

0 0 0   3 0 0 － － － 一 一 一 一 一 － 3 0 0  

ー 2 0 0 － 4 0 0 － 4 0 0  4 0 0  － 0 0 0 － － － － － 一 一 － － 010   

0 0 0  0 0 0  0 0 0  3 0 0  － 0 0 0 －     一 一 一 一  0 0 0  

－ 0 0 0 － 0 0 0  0 0 0  0 0 0  ▼ 0 0 0      一 － －【10 0  

（1）  

10 0  

10 0  

0 0 0  0 0 0  

0 0 0 － 0 0 0  

3 0 0  0 0 0  

0 0 0 －120 0  

0 0 0 10 0  

0 0 0 10（）  

3 0 0  2 0 0  

4 0 0 － 3 0 0  

0 0 0  0 0 0  

・l、  

0 0 0 －10 0 － 0 0 0 － 0 0 0  

0 0 0  0 0 0 － 0 0 0 － 0 0 0  

2 0 0  010 － 0 0 0 － 0 0 0  

0 0（〕 0 0 0 － 0 0 0  0 0 0  

0 0 0  2 0 0  0 0 0  2 0 0  

0 0（〕 0 0 0 － 0 0 0 － 2 0 0  

0 0 0【0 0 0  0 0 0 － 0 0 0  

0 0 0 － 0 0 0 －10 0 － 0 0 0  

3 0 0 － 2 0 0 － 2 0 0 － 3 0 0  

ー 0 0 0 －10 0   

10 0 － 0 0 0   

－ 510 － 5 0 0   

－ 0 0 0 － 0 0 0 一  

一 0 0 0 － 0 0 0  

0 0 0 － 0 0 0   

一 ユ 0 0 － 2 0 0  

5 0 0 － 4 0 0【  

一 0 0 0  0 0 0  

ー10 0  

一 8 0 0 － 9 0 0 － 810  8 4 0糾  2 0 0  、  一 － － － 3 0 0  

－ 010 10 0 － 0 0 0 － 710＊＊ 一10 0 一 一 へ － 一【－ － 一 0 0 0  

－ 0 0 0 － 0 0 0 － 0 0 0 － 610日  0 0 0 － － ～ －「一 － － － 0 0 0  

－ 410 －110 0＊－ 6 3 0  610   0 0 0 － － －  － － 一 一 － 0 0 0  

－10 0 － 0 0 0 － 0 0 0 －10 0   3 0 0  一 一 一 －〔－ ▼ 一10 0   

0 0 0 － 0 0 0 － 0 0 0 － 3 2 0＊＊  0 0 0 一 －、－ － 一 一 一 一 0 0 0  

－10 0 －10 0 － 0 0 0 － 6 0 0  － 0 0 0 一  一 一“ 0 0 0   

0 0 0 －10 0 － 0 0 0 － 0 0 0  － 0 0 0 － － － 一 一 一 一 － － 0 0 0  

0  － －1一 －  0 －「一 0 －  －  0 － － － － － － 一 －   一 0 一 － －  

1：slight 2：moderate 3：marked  
＝：l）enign ＃：malignant  

（）：No．ofanimalsexaminedmicroscopicallyatthissite．一二Notapplicable  
Significantdiだerencefromcontrolgroup；＊二P＜0・05 ＊＊：P＜0，01  
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Table5（continued）  

Male animals Female animals 

Doselevel（mg／kg）  

No．ofanimalsnecropsied   

Organ Findingsd  

0  100  3〔沿   1000  0  100  300  1000   

11  12  12  12  11  12  12  11  

T12 3 T12 3 T12 3 T12 3  T12 3 T123T12 3 T12 3  

REPRODUCTIVESYSTEM   

testis  

atrophy，Seminiferoustubule  q O O O － － － A 一 r r － rlO O  

cellularinfiltration  10 0 ▼ r － 一 一 一 一  － 0 0 0   

epididymis  

ceuularinfiltration，1ymphocyte  －10 0 － － － L 一 一  P 10 0   

0Vary  

deposit，pigment  

mineralization  

ENDOCRINESYSTEM   

adrenalgland  

angleCtaSis  

一10 0 岬 － － － 一 － － － －10 0  

－ 0 0 0   － － － － － － －10 0  

－10 0 一 一 一  － － 一 一 －10 0  10 0  － － 一 一】一 一 － 0 0 0  

－ 0 0 0  － － 一 一 一 一 一 －10 0  

－ 0 0 0 － － 一 一 一 － － － － 0 0 0  

accumulationoffoamycells  ．0 0 0 － － － － － － － － 一 0 0 0  

degeneration，VaCuOlar  

NERVOUSSYSTEM   

brain  

dilatation，Ventricle  

INTEGUMENTRYSYSTEM   

skin  

hair follicle atrophy 

subcutaneoustissue  

abscess  

一 4 0 0 － ¶ － － － － 一 － － 210  

－ 0 0 0 一 一 － → － － － － － 0 0 0  一10 0 一 一 一，－ － － － － 0 0 0  

（1）  （1）  

10 0 一 －  －【－ － 一 一10 0  

・二1＼  

一 一 一 一 － － － － － － － － －  010  

1：slight 2：moderate 3：marked  
＝：benign ＃：malignant  
（）：No．ofanimalsexaminedmicroscopicallyatthisslte．一：Notapplicable  

Table6 Summaryofreproductiveperformanceinratstreatedoralywith2，4，6－tribromophenolinthecombined  
repeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg）  Omg／kg  lOOmg／kg  300mg／kg  lOOOmg／kg  

No．ofpairsmated  

No．ofpairscopulated  

No．ofpregnantfemales  

Copulationindex（％）a’  

Fertilityindex（％）b）  

Estruscycle（days，Mean±S．D．）  3
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1
2
 
1
1
 
1
1
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1
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a）：（No．ofanimalswithsuccessfu1copulation／no．ofanimalsmated）×100  
b）：（No．ofpregnantanimals／no．ofanimalswithsuccessfulcopulation）×100  

Valuesinparenthesesareexpressedno．ofanimalsobserved  
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生殖発生毒性併合試験  反復投与毒性  

7bble7 Findingsofdeliveryindamstreatedoral1ywith2，4，6－tribromophenolandobservationsontheirpups（Fl）  
inthecombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose level Omg／kg  l∝〉mg／kg  300mg／kg  lOOOmg／kg  

No．ofdamsobserved  

No．ofdamSdeliveredlivepups  

Durationofgestation（Mean±S．D．）  

No．oftotalcorporalutea（Mean±S．D．）  

No、Oftotalimplants（Mearl±S．D．）  

No、Oftotalpupsborn（Mean±S．D，）  

No．oftoね‖ivepupsborn（Mean±S．D．）  

Mde  

Female  

Sexratio（male／female，Mean±S．D．）  

No．oftotallivepupsonday4（Mean±S．D．）  

Male  

Female  

No．oftotaldeadpupsborn（Mean±S．D．）  

stillbirth  

cannibalism  

Gestationirldex（％）1）  

Implantationindex（％，Mean±S．D．）b’  

Deliveryindex（％，Mean±S．D．）⊂’  

Livebirthindex（％，Mean±SD．）d）  

Viabilityindexonday4（％，Mean±S．D．）d  

Male  

Femaley  

11  12  

11  12  

22．5±0．5  22、5±0．5  

209（19．0±3．9）  231（19．3±3．7）  

175（15．9±2．0）  2朋＝（17，0±2．3）  

161（14．6±2．0） 188（15．7±1．9）  

16ユ（14．6±2．0） 187（15，6±1，9）  

87（7．9±1．4）の  97（8．1±2．3）“  

74（6．7±1．9）－〉  90（7．5±1．8）8  

1．29±0．54  1．17±0．50  

a3（7．3±1．2）  87（7．3士2．8）  

72（6．5±1．9）  84（7．0±2．2）   

0（0．0±0．0）   1（0．1±0．3）   

0（0．0±0．0）  0（0．0±0．0）   

0（0．0±0．0）   1（0．1±0．0）  

100．0  100．0  

83．5±11．7  90．1±13．2  

92．1±5．8  92．5±6．6   

100．0±0．0  99．5±1，8  

96．2±8．6  88．6±23．7  

97．6±5．4  92．7±15．5  

12  

12  

22．5±0．7  

209（17．4±1．8）  

195（16．3±1．9）  

175（14．8±3．2）  

175（14．5±2、6）  

89（7．4±2、5）  

85（7．1±1、0）L‘）  

1．07±0、42  

86（7．2±2．3）  

80（6．7±1．2）  

1（0．1±0．3）  

1（0．1±0．3）  

1（0．0±0．0）  

12  

12  

22．0±0．0■  

2（氾（16．7±2．0）  

189（15，8±1．4）  

174（14．5±1．9）  

174（14．5±1．9）  

79（6，6±2．1）幻  

95（7．9±1．2）の  

0．88±0．42  

42（3．5±2．4）＊＊  

49（4，1±2．9）＊   

0（0．0±0．0）   

0（0．0±0．0）   

0（0．0±0．0）   

1α）．0  100．0  

93．3±6．9  94．9±5．9  

89．3±9．4  91．9±7．0  

99．5±1．7  100．0士0．0  

97．4±6．3  53．3±34．2＊＊  

94．0±9．6  50、4±35．1＊＊  

a）：（No．offemaleswithlivepups／no．ofpregnantfemales）×100  

b）：（No．ofimplants／no．ofcorporalutea）×100  
c）：（No．ofpupsborn／no．ofimplants）×100  
d）：（N．oflivepupsborn／no．ofpupsborn）×100  
e）：（No．of）ivepupsonday4afterbirth／no．oflivepupsborn）×1α）  

f）：Includeslivepupsdiedbeforeobservations  
g）：Includesapupretaionedondaylafterbirth  
Vduesinparenthesesareexpressednumberofanimalsexamined  
Significantdifferencefromcontrolgroup；＊こP＜0．05 ■＊：P＜0．01  
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4－エチルフェノールの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutationTbstof4－EthylphenolonBacteria  

3．検定菌   

SalmonellatyphlmurlumTAlOO，TA1535，TA98，  

TA1537およびEscheIjchiacoliWP2uvn4を用いた．   

S・わp山mur血mの4菌株は1997年8月7日に，且c仙  

WP2uv∫勇株は1997年4月9日に日本バイオアツセイ研  

究センターの松島泰次郎博士から分与された．   

検定菌は－800Cで凍結保存したものを用い，各菌株の  

特性確認は，凍結保存菌の調製時に，アミノ酸要求性，  

UV感受性，膜変異（rf∂）およびアンビシリン耐性因子  

pKMlOl（プラスミド）の有無について調べ，特性が維持  

されていることを確認した．   

試験に際して，ニェートリエントブロス2（0ⅩOid  

Ltd．）を入れたL字型試験管に解凍した種菌を一定量接  

種し，370Cで10時間往復振とう培養したものを検定菌  

液とした、分光光度計により660nmの吸光度を判定し，  

検定菌液の増殖を確認した，  

4．培地およぴS9mixの組成  

1）合成培地   

培地は，極東製薬工業㈱製の最少グルコース寒天培地  

を用いた．なお，培地1Lあたりの組成は下記のとおり  

である．  

要約  

4－エチルフェノールについて，細菌を用いる復帰変異  

試験を実施した．   

検定菌として，5aノmo刀eJJa亡yp最mu石u丑】TAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371IおよびEscherichla coliWP2  

uⅥ勇21の5菌株を用い，S9mix無添加および添加試験の  

いずれも，用量設定試験で1500／増／plate以上の用量で  

抗菌性が認められたことから，．本試験はS9mix無添加  

試験および添加試験ともに62．5～2000〝g／plateの範囲  

で実施した．   

その結果，2回の本試験とも用いた5種類の検定菌の  

いずれの用量においても，陰性対照値の2倍以上となる  

変異コロニー数の増加は認められなかった．   

以上の結果から4－エチルフェノールは，用いた試験系  

において変異原性を有しないもの（陰性）と判定した．  

方法   

1．被験物質   

4－エチルフェノールは，白色結晶である．用いた被験  

物質は，ロット番号81029A，純度98．328％（キヤピラリ  

ーGC），製造丸善石油化学㈱（東京）であり，丸善石油  

化学㈱から供与された，被験物質は，使用時まで室温で  

保管した．   

4－エチルフェノールは，ジメチルスルホキシド  

（DMSO，ロット番号：ACQ2095，和光純薬工業㈱）に  

溶解して最高用量の調製液を調製した後，同溶媒で所定  

の濃度に希釈して速やかに試験に用いた．  

2．陽性対照物質   

用いた陽性対照物質および調製法は以下のとおりであ  

る．   

各検定薗ごとに用いた陽性対照物質は，当研究所で十  

分な蓄積データが得られている物質および用量とし，そ  

れぞれTable中に示した．   

2－（2－フリル）－3－（5－ニトロー2一フリル）アクリルアミド  

（AF2，和光純薬工業（槻）   

アジ化ナトリウム（SA，和光純薬工業鰊））   

9－アミノアクリジン （9AA，SigmaChem．Co．）   

2－アミノアントラセン（2AA，和光純薬工業㈱）   

AF2，9AAおよび2AAはDMSOに，SAは超純水に溶  

解したものを－200cで凍結保存し，解凍後，速やかに試  

験に用いた．  

硫酸マグネシウム・7水和物  

クエン酸・1水和物  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸一アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

大洋寒天（清水食品）  

0．2g   

2g  

10 g 
l．92g  

O．66g   

20 g 

15g   
径90mmのシャーレ1枚あたり30mLを流して固めた  

ものである．  

2）トップアガー   

下記の水溶液（A）および（B）または（C）を容量比10：1  

の割合で混合した．  

（A）パクトアガー（DifcoLab．）   

塩化ナトリウム  

（B）Sa血0月e〟aわp加mu血m用  

しヒスチジン   

D－ビオナン  

（C）励cムerfcム由coノノ用   

L－トリプトフアン   

0．6w／v％   

0．5w／v％  

0．5mmol／L  

O．5mmol／L  

O．5mmol／L  
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復帰変異試験  

〃g／plate以上の用量で抗菌性が認められた．被験物質に  

由来する沈殿はすべての用量で認められなかった．   

したがって，本試験における最高用量は，S9mix無  

添加試験および涼加試験とも2000〃g／plateとした．   

最高用量を2000FLg／plateとして公比2で6用量を設定  

して2回の本試験を実施した（Tablel，2）．その結果，す  

べての検定菌において，2回の試験とも陰性対照値の2  

倍以上となる復帰変異コロニー数の増加は認められなか  

った．   

以上の結果に基づき，4－エチルフェノールは，用いた  

試験系において変異原性を有しないもの（陰性）と判定し  

た．   

なお4－エチルフェノールは，当研究所で本試験と並行  

して実施したチャイニーズ・ハムスター培養細胞を用い  

る染色体異常試験では染色体の構造異常が誘発され，陽  

性であった4】．また，関連物質である4－（トメチルプロピ  

ル）フェノールについては，復帰変異試験および染色体  

異常試験で陰性の結果が5・引，また，3－エチルフェノー  

ル7・隼およびpイerトプチルフェノール9・10一については，復  

帰変異試験で陰性，染色体異常試験で陽性の結果が得ら  

れている．  

3）S9mix   

S9mixlmLあたりの組成は下記のとおりである．  

S9＊  0．1mL  

塩化マグネシウム  8〃mOl  

塩化カリウム  33／JmOl  

グルコースー6－リン酸  5／ノmOI  

NADH  4／JmOI  

NADPH  4fLmOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4） 100／∠mOl   

＊：7週給のSpragueLDawley系雄ラットをフユノパルビ  

ターール（PB）および5，6←ベンゾブラボン（BF）の併用投与  

で酵素誘導して作製したS9（キッコーマン㈱）を用いた．   

5．試験方法   

プレインキュベーション法3，により，S9mix無添加試  

験およびS9mix涼加試験を行った．   

小試験管中に，被験物質調製液0．1mL，リン酸緩衝  

液（）．5mL（S9mix添加試験においてはS9mixO．5mL），  

検定菌液0．1mLを混合し，370cで20分間プレインキュ  

ベ・一ションしたのち，約450Cに保温したトップアガー  

2mLを加えて混和し，合成培地平板上に流して固めた，  

また，対照群として被験物質調製液の代わりに使用溶媒，  

または数種の陽性対照物質溶液を用いた．各検定菌ごと  

に用いた陽性対照物質の名称および用量は各Table中に  

示した，同時に実施した試験については，陰性および陽  

性対照群を共通とした．   

培養は370Cで48時間行い，生じた復帰変異コロニー  

致をコロニーアナライザーまたは目視によって算定し  

た．被験物質に由来する沈殿の有無は，肉眼により観察  

した．また，抗菌性の有無については，肉眼あるいは実  

体顕微鏡下で，寒天表面の南濃の状態から判断した．用  

いた平板は用量設定試験においては，陰性および陽性対  

照群では3枚ずつ，各用量については1枚ずつとした．  

また，本試験においては，両対照群および各用量につき，  

3枚ずつを用い，それぞれの平均値と標準偏差を求め  

た．   

用量設定試験は1回，本試験は2回実施し，結果の再  

現性を確認した．  

6．判定基準   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定菌のS9  

mix無涜加試験あるいはS9mix添加試験において，被験  

物質を含有する平板上における復帰変異コロニー致の平  

均値が，陰性対照値の2倍以上に増加し，その増加に再  

現性および用量依存性が認められた場合に，当該被験物  

質は本試験系において変異原性を有するもの（陽性）と判  

定することとした．  
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復帰変異試験  

TablelMutagenicityof4－ethylphenolonbacteria（Ⅰ）  

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

ithout（－）  Base－PalrSubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   
TAlOO   TA1535   WP2uvJA   TA98   TA1537   

137 138 138  6  11 12  32  22 19  20  28  23  15 15  12  
0  

（138±0．6）   （10±3．2）   （別±6．8）   （Z4±4．0）   （14±1．7）  

140 140 130  10  8  15  23  29  25  19  26  24   9  10  14  
62．5  

（137±5．8）   （11±3£）   （23±3．1）   （23±3．6）   （11±2．6）  

144 136 152  9  14   9   16  Z2  20  25  20  19  14   2   2  
125  

（144±8．0）   （11±2．9）   （19±3．1）   （21±3．2）   （6±6．9）  

145 105 131  7   9  13  19 18  Z8  14  22  20   5  15  10  
250  

（127±20．3）   （10±3，1）   （22±5．5）   （19±4．2）   （10±5．0）  

S9m夜  141 129 140  9  10  8   15  20  20  18  25  18  14  14  11   
500  

ト）  （137±6．7）   （9±1．0）   （18±2．9）   （20±4．0）   （13±1．7）  

47■ 49＊  54■  5■  2＊  2♯  17  21  23  7■ 16＊  3暮  4★  2t  O書  
1000  

（50±3．6）   （3±1．7）   （20±3．1）   （9±6．7）   （2±2．0）  

0＊  0＊  0■   0＊   0■   0  0＊  0♯   0   0◆  0＊   0   0＊  0事  0  
2000  

（0±0．0）   （0±0．0）   （0±0．0）   （0±0．0）   （0±0．0）  

176 146 154  8  10  10  25  28  27  38  29  26   9  1ノ1 19  
0  

（159±15．5）   （9±1．2）   （27±1．5）   （31±6．2）   （14±5．0）  

174 182 172  10  12  12  34  31  24  36  23  23  15  17  14  
62．5  

（176±5．3）   （11±1．2）   （30±5．1）   （27士7．5）   （15±1．5）  

157 175 179  8  11 13  29  27  19  3ノ1  32  33  15  16  12  
12∈i  

（170±11．7）   （11±2．5）   （25±5．3）   （33±1．0）   （14±2．1）  

181 163 188  12  16  15  23  28  21  27  29  3′1   10  14  11  
250  

（177±12．9）   （14±2．1）   （24±3．6）   （30±3．6）   （12±2．1）  

S9mix  165 158 160  15  10  11  ZO  20  20  28  35  35  21 12  18   
500  

（＋）  
（161±3．6）   （12±2．6）   （20士0．0）   （33±4．0）   （17±4．6）  

136 132 119  3   9   7   18  20  16  22  20  23   5  12   g  
1000  

（129±8．9）   （6±3．1）   （18±2．0）   （22±1．5）   （9±3．5）  

0＊ 0＋ 0■   0■  0＊  0＊   0＊  0＊  0＊  0◆  0★  0■  0■  0■  0書  
2000  

（0±0．0）   （0±0．0）   （0土0．0）   （0±0．0）   （0±0．0）  

Chemical   AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

f）ositive  
Dose（Flg／plate）   0．01   0．5   0，01   0．1   80  

control  
S9mix（－）                            Numberof  598 557 565  714  702  739  1a3 260 252  639 6謎  654  380 585 453  

colonies／plate  （573±Zl．7）   （718±18．9）   （232土42．3）   （朗0±13．1）   （473士103．9）   

Chem主caj   2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

Positive  
Doseレg／plate）   2   10   0．5   2  

control  
S9mix（十）  

COlonies／plate   （423±31．3）   （879±96．6）   （∽3±27．5）   （369±23．9）   

Thepurityofthetestsubstancewas98・32B％・  
AF2：2r（2－Furyl）r3L（5－nitro－2－furyl）acrylamjde，SA：Sodiumazide．9AA：9－Aminoacndine，2AA：2－Aminoanthracene  
＋：Growthinhibitionwasobserved．  
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4－エチルフェノール  

Table2 Mutagenicityof4－ethylphenolonbacteria（ⅠⅠ）  

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

ithout（－）  dose  Base－palrSubstitutiorLtype  FrameshifttⅥ光  

S9mix   
TAl（旧   TA1535   WP2日ⅥA   TA98   TA1537   

0   
134 163 129  13 13 11  26  22  31  24  26 19   7  12  7  

（142±18．4）   （12±1．2）   （26±4．5）   （23±3．6）   （9±2．9）  

62．5   
156 124 142  10  8  11  28  12  21  29 18  27  11 17   7  

（141±16．0）   （10±1．5）   （20±8．功   （25±5．9）   （12士5．0）  

125   
157 1ノ15 159  16 12 15  13  12  14  24  27 16  16  11  9  
（1別±7．6）   （14±乙1）   （13±1．0）   （22±5．7）   （12±3．6）  

250   
175 159 113  10  17  4   22  20 ・16  24  17  18  10  9  －8  
（149±32．2）   （10±6．5）   （19±3．1）   （20±3．8）   （9±1．0）  

S9mix  
500   

151 150 150  13   8  14  13  12  13  24  28  17  11  9  10   

（150±0．6）   （12±3．2）   （13±0．6）   （23±5．6）   （10±1．0）  

1000   
59■ 92事 75＊  2■  5■  2＊  17  18  15  5■  6＊  12＊  3■  2＊  3＊  

（75±16．5）   （3±1．7）   （17±1．5）   （8士3．8）   （3±0．6〉  

2000   
0＊  0＊  0＊  0■  0＊  0■  0十  0＊  0＊  0書  0■ ・0＊  0＊  0＊  0＊  

（0±0．0）   （0±0．0）   （0±0．0）   （0±0．0）   （0±0．0）  

0   
148 14イ 132  8  12  12  28  19  20  31  34  34  10  18  16  
（141±8．3）   （11±乙3）   （22±4．9）   （33±1．7）   （15±4．2）  

62．5   
162 168 15Z  11 10  1′i  29  31  27  42  35  29  18  17  17  
（161±8．1）   （1Z±Z．1）   （29±Z．0）   （35±6．9   （17±0．6）  

125   
193 185 186  16  21 11  25  25  29  25  27  イ5  14   6  11  
（188±4．4）   （16±5．0）   （26±2．3）   （32±11．0）   （10±イ．0）  

250   
176 157 160  13  10  15  18  26  21  24  26  28  20 19 17  

（164±10．2）   （13±2．5）   （22±4．0）   （26±2．0）   （19±1．5）  

S9mix  
500   

150 172 152  8  16  12  17  32  28  41  40  37  15  14  15   

（＋）  （158±12．2）   （12±4．0）   （26土7．8）   （39±2．1）   （15±0．6）  

1000   
130 124 119  1  5  10  ′32  29  23  33  20  30   5  17・13  

（124±5．5）   （5±4．5）   （28士4．6）   （28±6，8）   （12±6．1）  

2000   
0■  0■  0＊  0ホ  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）  

Chemical   AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

Positive  
Dose（FLg／plate）   0．01   0．5   0．01   0．1   

control  
80  

S9mix（－）                            Numberof  637 601 526  792  701 662  260  236 212  622  586  637  507 568 625  

colonies／plate   （盟8±56．6）   （718±鮎．7）   （お6±別．0）   （615±26．2）   （567±59．0）   

Chemical   2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

Positive  
Doseレg／plate）   2   10   0．5   2  

control  
S9mix（＋）  

colonies／plate   （967±27．5）   072±55．8）   は47±57．6）   甘朋±29、2）   侍68±39．8）   

Thepurityofthetestsubstancewas98．328％．  
AF2：2L（2，Furyl）－3－（5－nitro－2－furyl）a9rylamide，SA：Sodiumazide．9AA：9－Aminoacridine，2AA：2－Aminoanthracene  
＊二Growthinhibitionwasobserved．  
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4－エ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染色体異常試験  

h］ⅥtmChromosomalAberration′托stof4－Ethylphenol  

onCulturedChineseHamsterCells  

vol％添加したイーグルMEM（日水製薬㈱）培養液を用い  

た．  

3．培養条件   

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5mLを入れたデ  

ィッシュ（径6cm，Coming）に播き，37CcのCO2インキ  

エペ一夕ー（5％CO2）内で培養した．連続処理では，細  

胞播種3日目に被験物質を加え，24時間処理した，また，  

短時間処理では，細胞播種3日巨＝こS9mix非存在下およ  

び存在下で6時間処理し，処理終了後新鮮な培養液でさ  

らに18時間培養した．  

4．S9   

S9（キッコーマン㈱）は，ウエノパルビタールと5，6一ベ  

ンゾブラボンを投与した雄Sprague－Dawiey系ラットの  

肝臓から調製したものを購入した．添加量は培地に対し  

て5vol％とした．  

5．被験物質   

4－エチルフェノール（ロット番号：81029A，丸善石油化  

学㈱，東京）は，白色結晶で，水に対しては100mmol／L  

未満，DMSOでは2mol／L以上，アセトンでは50  

mg／mL以上で溶解し，融点44．8QC，沸点2190C，蒸気  

圧2．7kPa（1150C）で，純度98．328％（不純物は不明）の物  

質で，室温で保存した，被験物質原体は，常温で安定で  

あった．  

6．被験物質の調製   

被験物質は用時調製して試験に用いた∴溶媒はDMSO  

（ロット番号：ACL5008，和光純薬工業㈱）を用いた，原  

体を溶媒に溶解して原液を調製し，ついで原液を溶媒で  

順次希釈して所定の濃度の被験物質調製液を作製した．  

披験物質調製液は，すべての試験において培養液の0．5  

vol％になるように加えた．  

7．細胞増殖抑制試験   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた，被  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，単層培  

養細胞密度計（MonocellaterTM，オリンパス光学工業㈱）  

を用いて各群の増殖度を計測し，被験物質処理群の溶媒  

対照群に対する細胞増殖の比をもって指標とした．   

その結果，連続処理における50％細胞増殖抑制濃度  

は0．15mg／mL，S9mix非存在下および存在下における  

要約  

4－エチルフユノーールの培養細胞に及ぼす細胞遺伝学的  

影響について，チャイニーズ・ハムスター培養細胞  

（CHL／IU）を用いて染色体異常試験を実施した．   

連続処理（24時間）および短時間処理（6時間）における  

50％細胞増殖抑制濃度は，連続処理では0．15mg／mL，  

S9mix非存在下およびS9miⅩ存在下における短時間処  

理ではそれぞれ0．41mg／mLおよび0．15mg／mLであっ  

た．従って，各系列での処理濃度は．50％細胞増殖抑  

制濃度の約2倍濃度を最高処理濃度とし，公比2で5濃  

度設定した，連続処理では，24時間処理後，短時間処  

理ではS9mix非存在下および存在下で6時間処理し，新  

鮮培地で更に18時間培養後，標本を作製し，検鏡する  

ことにより染色体異常誘発性を検討した．染色体分析が  

可能な最高濃度は，24時間連続処理では0．075mg／mL，  

S9mix非存在下および存在下での短時間処理では0．20  

mg／mLおよび0．075mg／mLであったことから，これら  

の濃度を高濃度群として3濃度群を観察対象とした．   

CHL／IU細胞を24時間連続処理した群では，中濃度群  

（0．038mg／mL）および高濃度群（0．075mg／mL）において  
染色体の構造異常が誘発され，その頻度はそれぞれ6．5  

％および21．0％（gapを除く）であった．S9mix非存在下  

の短時間処理では，いずれの処理群においても，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．S9mix存在下での短時間処理では，高濃度群  

（0．075mg／mL）において染色体の構造異常が誘発され，  

その頻度は11．0％（gapを除く）であった．倍数性細胞の  

誘発作用については，傾向性検定で有意差（p＜0．01）が  

認められたが，その誘発頻度が低いことから，陰性と判  

定した．   

以上の結果より，本試験条件下で4－エチルフェノール  

は，染色体異常を誘発する（陽性）と結論した．  

方法   

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在21代）したチャイニーズり、  

ムスター由来のCHL／IU細胞を，解凍後継代10代以内  

で試験に用いた．   

2．培養液の調製   

培養には，仔牛血清（CS，CanseraInternational）を10  
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4－エチルフェノール  

短時間処理では，それぞれ0．41mg／mLおよび0．15  

mg／mLであった（Fig．1）．  

8．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，染色体異常試験におい  

て，連続処理および短時間処理のすべての処理群で，50  

％細胞増殖抑制濃度の約2倍濃度を最高処理濃度とし，  

公比2で5濃度を設定した（連続処理およびS9mix存在  

下での短時間処理：0．019，0．038，0、075，0．15，0．30●  

mg／mL，S9miⅩ非存在下での短時間処理：0．050，0．10，  

0．20，0．40，0．80mg／mL）．陽性対照物質として用いた  

マイトマイシンC（MC，協和醗酵工業㈱）およびシクロ  

ホスファミド（CPA，SigmaChemicalCo．）は，局方注射  

用水（㈱大塚製薬工場）に溶解して調製した．それぞれ  

染色体異常を誘発することが知られている濃度を適用し  

た．   

染色体異常試験においては1濃度あたり4枚のディッ  

シュを用い，そのうちの2枚は染色体標本を作製し，別  

の2枚については単層培養細胞密度計により細胞増殖率  

を測定した．  

9．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約  

0．1／増／mLになるように培養液に加えた．染色体標本の  

作製は常法に従って行った．スライド標本は各ディッシ  

ュにつき6枚作製した．作製した標本を3vol％ギムザ溶  

液で染色した．  

10．染色体分析   

細胞増殖率測定の結果と分裂指数により，20％以上  

の相対増殖率で，かつ2ディッシュともに0．5％以上の  

分裂指数を示した最も高い濃度を観察対象の最高濃度群  

とし，観察対象の3濃度群を決定した．その碍果（Table  

l，2），連続処理では0・075mg／mLが，S9miⅩ非存在下  

およびS9mix存在下での短時間処理では0．20mg／mLお  

よび0．075mg／mLが染色体分析の可能な最高濃度であっ  

たことから，これらの濃度を含む3濃度群を観察対象と  

した．   

作製したスライド標本のうち，1つのディッシュから  

得られた異なるスライドを，4名の観察者がそれぞれ処  

理条件が分からないようにコード化した状態で分析し  

た．染色体の分析は，日本環境変異原学会・哺乳動物試  

験研究会（MMS）1Iによる分類法に基づいて行い，染色  

体型あるいは染色分体型のギャップ，切断，交換などの  

構造異常の有無と倍数性細胞（polyploid）の有無について  

観察した．また構造異常については1群200個，倍数性  

細胞については1群800個の分裂中期細胞を分析した．  

‖．記録と判定   

無処理対照，溶媒および陽性対照群と被験物質処理群  

についての分析結果は，観察した細胞数，構造異常の種  

類と数，倍数性細胞の数について集計し，各群の値を記  

録用紙に記入した．  

l
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0  0、20 0，40 0．60 0．80 1．00 1．20  

Concentration（mg／mL）  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
4iethylphenol  
＊二Deadcellsremainedadheringontotheculture  
dishes．   

染色体異常を有する細胞の出現頻度について，溶媒対  

照群と被験物質処理群および陽性対照群間でフィッシャ  

ーの直接確率法21により，有意差検定を実施した  

（p＜0．01）．また，用量依存性に関してコクラン・アー  

ミテツジの傾向性検定31●（p＜0．01）を行った．これらの検  

定結果を参考とし，生物学的な観点からの判断を加味し  

て染色体異常誘発性の評価を行った．  

結果および考察  

連続処理による染色体分析の結果をTablelに示した．  

4－エチルフェノールを加えて24時間連続処理した群で  

は，中濃度群（0．038mg／mL）および高濃度群（0．075  

mg／mL）において染色体異常が誘発され，その頻度はそ  

れぞれ6．5％および21．0％（gapを除く）であった．一方，  

倍数性細胞の誘発作用については，高濃度群（0．075  

mg／mL）では毒性のために800細胞の観察できず，それ  

ぞれの観察細胞数は722細胞であったが，すべての処理  

群において，有意な倍数性細胞の増加は認められなかっ  

た．   

短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．4一エチルフェノールを加え，S9mix非存在下で6時  

間処理したいずれの処理群においても，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．  

S9mix存在下で6時間処理した場合は，高濃度群（0．075  

mg／mL）で有意な染色体異常の増加が認められ，その頻  

度は11．0％（gapを除く）であった．また，中および高濃  

度群（0．038mg／mLおよび0．075mg／mL）において，倍数  

性細胞の出現頻度に有意差が認められ，傾向性検定  

（p＜0．01）でも有意差が認められたが，その誘発頻度が  

1．50～1．63％と低いことから，陰性と判定した．   

従って，4一エチルフェノールは，上記の試験条件下で，  

試験管内のCHL／IU細胞に染色体異常を誘発すると結論  

した．   

フェノール類のうち，側鎖に炭化水素を有している化  

合物の一つである4一（1－メチルプロピル）フェノールにつ  
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いては，染色体異常を誘発しないことが報告されてい  

る引．一方，pイerトプチルフェノールは，染色体の梓造  

異常を誘発することに加え，倍数性細胞の高頻度誘発  

（最高出現頻度：93．18％）が特徴的である5一．また，本試  

験と平行して実施した，3－エチルフェノールの染色体異  

常試験結果についても陽性の結果が得られている6－が，  

本物質の結果とは異なり，代謝活性化の処理系列におい  

てのみ構造異常の誘発が認められている．これらのこと  

から，側鎖に炭化水素を有するフェノール類は，炭化水  

素の結合位置および種類が染色体異常の発現と関わって  

おり，発現する異常のタイプ（構造異常および倍数性細  

胞）または細胞に対する作用様式を決定している可能性  

が示唆された．  
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4一エチルフェノール  

Tbblel ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）continuouslytreatedwith4Lethylphenol（4EP）3・  
withoutS9mix．  
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4－エチルフェノールのラットを用いる28日間反復経口投与毒性試験   

Twenty－eight－dayRepeatDoseOralrIbxicityTestof4－EthylphenolinRats  

の調製は，投与量ごとに被験物質を精秤し，所定の濃度  

となるように溶媒である日本案局方オリブ油（ヤクハン  

製薬㈱）を加えて溶解することによって行った．調製液  

は，室温で3時間，冷暗所保存条件下で8日間安定であ  

ることが確認されていることから，調製後直ちに遮光気  

密容器に入れて冷蔵庫内（2～8℃）に保存し，調製後7  

日以内に使用した．投与に用いる初回および最終調製時  

の各濃度の調製液について被験物質の濃度を分析した結  

果，含有率は設定値の98．5～102％であり，調製液は規  

定の濃度を含有することを確認した．  

2．試験動物および飼育条件   

日本チャールス・リバー㈱よりSprague－Dawley系ラ  

ット（Crj：CD（SD）IGS）の雌雄を4過齢で購入して雄は6  

日間，雌は7日間の検疫・馴化を行った後，健康な動物  

を雌雄各42匹選択して5週齢で試験に供した．投与開始  

日の体重範囲は雄が150、168g，雌が122～147gであ  

った．動物は，温度21～24℃，i屋度37～61％，換気回  

数10～15回／時間および照明時間12時間（8：00から  

20：00まで点灯）に制御されたバリアシステムの飼育室  

で，ブラケット式金属製金網床ケージに群分け前は5匹  

以内，群分け後は個別で飼育した．飼料はγ線照射固型  

飼料（CRト1，オリエンタル酵母工業㈱）を金属製給餌器  

を用いて，飲料水は札幌市水道水を自動給水装置を用い  

てそれぞれ自由に摂取させた．  

3．投与量および投与方法   

投与量設定試験では，0，250，500，1000および2000  

mg／kg／dayの投与量で1群雌雄各5匹のSD系ラットに  

14日間経口投与した．その結果，2000mg／kg群では投  

与3日までに雌雄とも仝例死亡した．1000mg／kg群では，  

雌1例の死亡，雌雄の体重および摂餌量の低値，前胃粘  

膜の肥厚，肝臓の相対重量の高値がみられた、血液生化  

学検査では，1000mg／kg群の経でGPTと総コレステロ  

ールの高値がみられた．500mg／kg群の堆ではGPTの高  

値がみられた．250mg／kg群には被験物質の投与による  

と思われる変化は認められなかった．以上のことから，  

28日間反復経口投与毒性試験の本試験では，雌雄のラ  

ットに確実に毒性が認められると予測される1000  

mg／kgを最高用量とし，以下公比約3で際して300およ  

び100mg／kgの3用量群とし，これに溶媒（オリブ油）の  

みを同様に投与する対照群を含めた計4群を設定した．  

1群の動物数は雌雄とも7または14匹とし，投与前々日  

の体重に基づいて層化無作為抽出法により群分けを行っ  

要約  

4－エチルフェノールは，反応性高分子（ポリパラビニ  

ルフェノール）原料，酸化防止剤，医薬品・農薬・染料  

などの原料として使用されているい．4一エチルフェノー  

ルを0（オリブ油），100，300および1000mg／kgの投与量  

で，1群当たり雌雄各7あるいは14匹のCrj：CD（SD）IGS  

ラットに28日間反復経口投与してその毒性を検討した．  

さらに，0および1000mg／kg群の雌雄各7匹を用いて投  

与終了の翌日から14日間観察を継続して投与期間終了  

時にみられた毒性の回復性についても併せて検討した．  

100mg／kg群では，いずれの検査項目にも変化はみら  

れなかった．   

300mg／kg群では，投与期間終了時に雄の肝臓の絶対  

量違および相対量量に高値がみられた．病理組織学検査  

では，雄で前胃に扁平上皮過形成が認められた．  

1000mg／kg群の一般状態は，投与期間を通して投与  

後約1時間までの間によろめき歩行または流湛が雌雄と  

も観察された．回復期間中には異常は観察されなかった．  

体重は．雄で投与7日から28日に，雌で投与14日から  

28日に低値がみられた．回復期間中は，雌雄とも体重  

は対照群より低値であったが，体重増加率は対照群を上  

回り，回復傾向がみられた．摂餌量は，雌雄とも投与期  

間中低値がみられた．投与4週の尿検査では，雌の尿量  

に高値がみられた．投与期間終了時の血液生化学検査で  

は，雄でGPTの高値，雌で給コレステロールの高値が  

みられた．器官重量は，雄で肝臓および腎臓の相対量量，  

雌で肝臓の相対重量に高値がみられた．剖検では，雌雄  

とも前胃の粘膜肥厚が高頻度でみられ，病理組織学検査  

では，雌雄とも前胃に扁平上皮過形成が認められた．こ  

れらの変化は，回復期間終了時にはみられなかった．   

以上のことから，本試験条件下における無影響量  

（NOEL）は，雄で100mg／kg／day，雌で300mg／kg／day  

であると結論される．  

方法   

1．被験物質および投与液の調製   

4－エチルフェノール（純度：98．3％，LotNo．81029A，  

丸善石油化学㈱，東京）は，白色結晶で，融点が44．8℃，  

沸点がZ19℃，水に不溶，アセトン，DMSOおよびエー  

テルに可溶である．入手後の被験物質は遮光気密容器に  

入れ，冷所で保存した．残余被験物質を製造業者が分析  

し，投与期間中の被験物質の安定性を確認した．投与液  

555   
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28日間反復投与毒性試験  

分で10分間遠心分社して得られた血清を用いてGPT  

（IFCC法），アルカリホスファターゼ（Bessey－Lowry法），  

†一GTP（包接しY－グルタミルーp－ニトロアニリド基質法），  

総コレステロール（酵素法），トリグリセリド（遊離グリ  

セロール消去法），総ビリルビン（アゾビリルビン法），  

尿素窒素（ウレアーゼ・インドフェノール法），クレアチ  

ニン（Jaf托法），カルシウム（OCPC法），無機リン  

（FiskerSubbaRow法），総蛋白（ビウレット法）（以上，自  

動分析装置7150形，日立製作所），ナトリウム，カリウ  

ム（以上，炎光光度法，自動炎光光度計480型，コーニ  

ング），クロール（電量滴定法，クロライ 

CLL6M，平沼産業），蛋白分画およびA／G比（以上，セ  

ルロースアセテート膜電気泳動法，全自動電気泳動装置  

CTE－150，常光）を測定した．  

6）剖検および器官重量測定   

投与28日および回復14日の翌日に仝例について，体  

外表を観察し，エーテル麻酔下で採血後放血致死させ剖  

検した．また，脳，肺，心臓，肝臓，腎臓，脾臓，副腎，  

下垂体，胸腺，甲状腺（上皮小体含む），精巣，精巣上体  

および卵巣の重量を測定するとともに，絶対重量を剖検  

日の体重で除し100を乗じて相対重量を算出した．  

7）病理組織学検査   

仝例について脳（大脳および小脳），下垂体，肺腺，甲  

状腺，上皮小体，副腎，脾臓，心臓，胸部大動脈，舌，  

食道，胃（前胃および腺胃），肝臓，膵臓，十二指腸，空  

腸，回腸（バイエル板含む），盲腸，結腸，直腸，喉頭，  

気管，肺（気管支含む），腎臓，膀胱，前立腺，精嚢（凝  

固腺含む），卵巣，子宮（角部および頸部），膣，乳腺（原  

則として右腹部，雌のみ），皮周（腹部），胸骨（骨髄含  

む），大腿骨（骨髄含む），脊髄（頚部），骨格筋（大腿部），  

腸間膜リンパ節，下顎リンパ節，顎下腺，舌下腺，耳下  

腺および坐骨神経を10％中性緩衝ホルマリン液で，眼  

球およびハーダー腺をデビッドソン液で固定・保存し，  

精巣および精巣上体をプアン液で固定後70％エタノー  

ルで保存した．これらの器官・組織を骨法に従ってパラ  

フィン包埋後，薄切してヘマトキシリン・エオジン染色  

標本を作製し，対照群および高用量群の仝例を鏡検した．  

さらに前胃，喉頭，食道および腺胃は，その他の用量群  

の雌雄の動物仝例，ならびに腎臓ほ雄仝例を鏡検した．  

5．統言十解析   

体重，体重増加量，体重増加率，摂餌量，尿検査の定  

量的項目，血液学検査，血液生化学検査，器官の絶対重  

量および相対量量の結果についてBartlettの検定法を行  

い，等分散性を解析した．等分散の場合は一元配置分散  

分析法で解析し，不等分散の場合はKruskal－Wallisの検  

定法で解析した．一元配置分散分析の結果，有意差がみ  

られた場合は，Dunnettの検定法で解析した．Kruskaト  

Wallis法の解析の結果，有意差がみられた場合は，  

Mann－WhitneyのU一検定法で解析した．   

尿比重および尿検査の定性的項目の結果については，  

た．   

投与に際しては，ラット用胃ゾンデを用いて1日1回，  

28日間の計28回，強制的に胃内に投与した．投与容量  

を5mL／kgとし，各動物の投与液量は投与日に最も近い  

測定日の体重に基づいて算出した．  

4．検査項目  

1）一般状態観察   

投与期間および回復期間中，全例について1日1回以  

上の頻度で観察した．  

2）体重および摂餌量測定   

体重は仝例について，投与1日（投与前），投与2，7，  

14，21および28日（投与終了日），回復1，7および14日  

ならびに剖検日に測定し，投与1日から28日，回復1日  

から14日の体重増加量および体重増加率を算出した．  

また，摂餌量は剖検日を除いて体重と同じ日に測定し  

た．  

3）尿検査   

投与4遇および回復2週に仝例を代謝ケージに収容し  

て非絶食下で採尿を行い，同時に採尿中の飲水量（重量）  

も測定した．約3時間の蓄尿についてpH，蛋白，糖，  

ケトン体，ウロビリノーゲン，どリルビン，潜血反応  

（以上，マルテイスティツクス，バイエル・三共）および  

色調（肉眼観察）ならびに沈遮（鏡検）を検査し，21時間  

蓄尿について尿量（容罷）および比重（屈折計法，アタゴ）  

を測定した．  

4）血液学模査   

仝例について剖検時に16～20時間絶食させた後，エ  

ーテル麻酔下で腹部大動脈より採血し，EDTA・2Kで  

処理した血液を用いて赤血球数，ヘマトクリット値，血  

小板数，白血球数（以上，電気抵抗法），ヘモグロビン量  

（シアンメトヘモグロビン法）（以上，自動血球計数装置  

F－820，シスメックス），平均赤血球容積（赤血球数，ヘ  

マトクリット値より算出），平均赤血球ヘモグロビン量  

（赤血球数，ヘモグロビン量より算出），平均赤血球ヘモ  

グロビン濃度（ヘマトクリット値，ヘモグロビン量より  

算出），網赤血球数（Brecher法）および白血球百分比  

（May－Grtinwald－Giemsa染色）を測定した．また，3．8％  

クエン酸ナトリウムで処理した後，3000回転／分で10分  

間遠心分離して得られた血渠を用いて，プロトロンビン  

時間（トロンポプラスチン法）および活性化部分トロンポ  

プラスチン時間（エラジン酸法）（以上，血液凝固自動測  

定装置アメルングKC－10A，バクスター）を測定した．   

5）血液生化学検査   

血液学検査と同様に，仝例について腹部大動脈より採  

血し，ヘパリン処理した後，3000回転／分で10分間遠心  

分維して得られた血柴を用いてGOT（IFCC法），乳酸脱  

水素酵素（Wr6blewski＆LaDue法）およびグルコース  

（ヘキソキナーゼ法）を測定し，無処理血液を3000回転／  
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Fig．1 Bodyweightchangesofratstreatedorallywith4－ethylphenolintwenty－eight－dayrepeatdosetoxicitytest  

SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（＊p＜0．05，＊＊p＜0・01）  

道口周囲の被毛の汚れが雄で投与15日に1例観察され，  

雌では投与期間を通して散見された．回復期間にはいず  

れの動物にも変化は認められなかった．  

2．体重（Fig．1）   

投与期間中，100および300mg／kg群では雌雄とも対  

照群と比較して有意な差は認められなかった．1000  

mg／kg群では，雄で投与7日から28日まで，雌で投与  

14日から28日までの各測定日の体重に対照群と比較し  

て有意な低値が認められた．投与期間中の体重増加量お  

よび体重増加率も雌雄とも有意な低値であった．  

1000mg／kg群の回復期間の体重は，期間を通して雄  

は有意な低値、雌は低値傾向を示した．しかし，雌雄と  

も体重増加量は対照群を上回り，体重増加率は有意な高  

値であった．  
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Kruskal－Wallisの検定法で解析し，有意差がみられた場  

合は，Mann．WhitneyのU－検定法を用いて脈析した．   

これら対照群と被験物質投与群との間の検定において  

は，いずれも有意水準を5％とした．  

結果   

1．一般状態  

1000mg／kg群では，流潅が投与6日以降投与終了日ま  
での期間中，雄で9例，雌で6例に投与直後から30分の  

間に観察された．また，よろめき歩行が雄で投与1，3，  

10，17日に，雌で投与3，14，16日に各1例観察され，  

これらのうち，投与1日の雄1例および投与3日の雌1例  

には横臥も観察された．これらの症状は，投与後数分か  

ら発現し，発現後約1時間で消失した．その他に，外尿  
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Fig・2 Foodconsumptionofratstreatedorallywith4－ethylphenolintwenty－eight－dayrepeatdosetoxicitytest  

SlgnificantlydifferentfromOmg／kggroup（＊p＜0．05，＊＊pく0．01）  

3．摂餌量（Fig．2）   

投与期間中，100および300mg／kg群では雌雄とも対  

照群と比較して有意な差は認められなかった．1000  

mg／kg群の摂餌量は，雄で投与2日および7日に，雌で  

投与2日に対照群と比較して有意な低値が認められた．  

1000mg／kg群の回復期間の摂餌量には，雌雄とも対  

照群と比較して有意な差は認められなかった．  

4．尿検査および飲水量   

投与4週の検査では，1000mg／kg群の雌で尿量が有意  

な高値であったこと以外，雌雄ともいずれの投与群にお  

いても，対照群と比較して有意な差は認められなかっ  

た．   

回復2週の検査では，いずれの検査項目にも変化は認  

められなかった．  

5．血液学検査（Tablel，2）   

投与期間終了時の検査では，300mg／kg群l；おいて，  

雄の平均赤血球容積および雌の梓状核好中球の比率が対  

照群と比較して有意な高値であったが，1000mg／kg群  

におけるそれらの値は対照群とほほ同じであったことか  

ら偶発的な変動と考えられた．その他の検査項目では，  

いずれの投与群においても対照群と比較して有意な差は  

認められなかった，   

回復期間終了時には，1000mg／kg群の雌で赤血球数  
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の有意な低値および平均赤血球ヘモグロビン量の有意な  

高値がみられたが，いずれも偶発的な変化と考えられ  

た．  

6．血液生化学検査（Table3，4）   

投与期間終了時の検査では，100mg／kg群の雄でアル  

ブミン分画およびA／G比の低値，雌でナトリウムの高  

値，300mg／kg群の雄でグルコースの高値がみられたが，  

これらはいずれや1000mg／kg群では認められない変化  

であった，1000mg／kg群では，経でGPTが対照群と比  

較して有意な高値を示した．その他にγグロブリン分画  

およびナトリウムの有意な低値がみられたが，関連項目  

に明らかな変化のないことから，4－エチルフェノール投  

与と関連のない変化と考えられた．雌では，γGTP，総  

コレステロールおよびトリグリセリドに有意な高値がみ  

られた．これらのうちγGTPの高値は対照群の変動範囲  

が狭いことによるもの，トリグリセリドの高値は特に高  

値を示した個体が1例みられたことによる変動であり，  

4－エチルフェノール投与と関連のない変化と考えられ  

た．   

回復期間終了時には，1000mg／kg群で，雄の総ビリ  

ルビンおよび無機リンならびに雌のアルカリホスファク  

ーゼに有意な高値がみられたが，いずれも軽度な変化で  

あり，偶発的な変動と考えられた．  
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7．剖検   

投与期間終了時には，100および300mg／kg群では，  

雌雄とも異常は認められなかった．100Omg／kg群では，  

前胃粘膜の肥厚が経で5例，雌で6例にみられた．さら  

に同群の雌1例の腺胃粘膜に暗赤色斑がみられた．   

回復期間終了時には，1000mg／kg群の雌雄とも異常  

は認められなかった．  

8．器官重量（Table5，6）   

投与期間終了時には，雄では，300mg／kg群において  

肝臓の絶対重量および相対重量に対照群と比較して有意  

な高値が認められた．1000mg／kg群では，肝臓の絶対  

重量に高値傾向がみられ，相対重量は有意な高値であっ  

た．また，腎臓の相対重量に有意な高値がみられた．雌  

では，1000mg／kg群で肝臓の絶対重量に高値傾向がみ  

られ，相対重量が有意な高値であった．   

回復期間終了時には，1000mg／kg群の雄では，剖検  

日の体重が有意な低値を示し，肺，下垂体，胸腺および  

精巣の絶対重量に有意な低値がみられたが，相対量董に  

は有意差はなかった．脳および精巣上体の相対重量は有  

意な高値であった．雌では，いずれの器官の重量にも対  

照群との間に有意な差はみられなかった．  

9．病理組織学検査（Table7，8）   

投与期間終了時の検査では，1000mg′／kg群の雌雄に  

おいて消化管に変化が認められ，雄で，前胃境界縁にお  

けるびらんが1例と扁平上皮過形成が4例，前胃のその  

他の部位の扁平上皮の変性と粘膜下級の水腫が各2例，  

扁平上皮過形成が7例仝例（軽度；4例，中等度；3例）にみ  

られた．雌では，喉頭の粘膜固有層における好中球浸潤，  

喉頭のびらん，食道の扁平上皮過形成が各1例，前胃の  

扁平上皮の変性と粘膜下織の水腫が各2例，粘膜下織に  

おける肉芽形成が1例，扁平上皮過形成が6例（軽度；1例，  

中等度；5例），潰瘍が1例にみられた．300mg／kg群で  

は，雄で前胃境界線における扁平上皮過形成，前胃のそ  

の他の部位の扁平上皮過形成（軽度）が各1例みられた．  

さらに，雄では近位尿細管上皮の硝子滴が，100，300  

および1000mg／kg群でそれぞれ，3例，1例および4例  

みられた．これらの変化は，回復期間終了時には認めら  

れなかった．  

ールおよび3－アミノフェノールの28日間反復経口投与  

毒性試験Z・3）の高用量群の雄または雌において同様の変  

化が認められていることから，フェノール類に共通の変  

化であり，4－エチルフェノール投与に起因するものと考  

えられた．回復2週の検査では同じ変化はみられなかっ  

た．   

投与期間終了時の血液生化学検査で雄のGPTおよび  

雌の稔コレステロールの高値がみられた．雄のGPTの  

高値は，用量設定試験でも認められているが，GOT，  

アルカリホスファターゼ，γ－GTP，総ビリルビン等の肝  

機能検査に変化がないことから，肝障害に基づく変化で  

はないと考えられた．総コレステロールの高値は，用量  

設定試験では雄に，本試験では雌に認められ，4－エチル  

フェノールが脂質代謝系に対して影響を及ぼす可能性が  

考えられた．回復期間終了時には，投与期間終了時に変  

化のみられた項目にはいずれも異常はなく，回復性が認  

められた．   

剖検では，前胃の粘膜肥厚が雌雄とも高頻度で発現し，  

病理組織学検査においても前胃に扁平上皮過形成が雄で  

は仝例に，雌でほ7例中6例にみられ，その他にびらん；  

扁平上皮の変性と粘膜下織の水腫，粘膜下織における肉  

芽形成または潰瘍等の変化がみられた．その他の消化管  

の病理組織学検査では雌で腺胃粘膜のびらん，喉頭の粘  

膜固有層における好中球浸潤，喉頭のびらん，食道の扁  

平上皮過形成が各1例認められた．これらの変化はいず  

れも，4一エチルフユノwルが皮膚・粘膜に刺激性を持つい  

ことによるものと考えられた．回復期間終了時には，こ  

れらの変化は認められなかった．   

器官重量は，投与期間終了時に雌雄の肝臓の重量およ  

び相対重量に高値傾向または高値がみられた．経では，  

さらに腎臓の相対重量に有意な高値がみられた．しかし，  

雌雄の肝臓および雄の腎臓には4－エチルフェノール投与  

に起因すると考えられる病理組織学的異常は認められな  

かった．回復期間終了時に雄で肺，下垂体，胸腺および  

精巣の絶対量量の低値，脳および精巣上体の相対重量の  

高値がみられたが，体重の低値に伴った変化と考えられ  

た．   

その他の1000mg／kg群における病理組織学的所見の  

うち，投与期間終了時に雄において腎臓の近位尿細管上  

皮の硝子滴の発現率が対照群の0％に対して57．1％と高  

かったが，変化の程度が軽度であること，自然発生で認  

められることが知られている4・5）こと，ならびに当試験  

施設の過去5年間9試験での背景データにおける発現率  

（0、71．4％）の範囲内であることから，毒性学的意義は  

低いと考えられた．100および300mg／kg群では，腎臓  

の近位尿細管上皮の硝子滴の発現の増加は認められなか  

った．   

300mg／kg群では，雄において投与期間終了時に，肝  

臓の絶対量量と相対量量に有意な高値がみられ，前胃に  

病理組織学的に扁平上皮過形成が認められた．これらは  

いずれも1000mg／kg群でみられている変化であること  

から，4－エチルフェノール投与に起因するものと考えら  

れた．  

考察   

1000mg／kg群では，一般状態の変化として雌雄とも  

よろめき歩行または流産が投与直後から1時間の問に認  

められた．これらの症状は回復期間中にはみられなかっ  

た．体重は雌雄とも投与期間中増加が抑制され，低値が  

みられた，回復期間には雌雄とも体重は対照群より低値  

であったが，回復期間終了時の体重増加率は対照群を上  

回っており，回復傾向がみられた．摂餌量には投与期間  

中にのみ雌雄で低値がみられた，   

投与4過の尿検査で認められた雌の尿量の高値につい  

ては，同時期に当試験施設で実施された3－メチル7ェノ  
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100mg／kg群では，いずれの検査項目にも変化はみら  連絡先  

れなかった．   

以上のことから，本試験条件下における無影響量  

（NOEL）は，雄で100mg／kg／day，雌で300mg／kg／day  

であると結論される．  
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TablelHematologicalfindingsofmaleratstreatedorauywith4－ethylphenolintwenty．eightLdayrepeatdose  
toxicity test 

Administration period Recovery perrod 

Omg／kg lOOmg／kg  300mg／kg lOOOmg／kg   Omg／kg l（MOmg／kg  

Numberofanimals  

RBC（×10ソ〃L）  

Hematocrit（％）  

Hemoglobin（g／dL）  

MCV（m）  

MCH（pg）  

MCHC（g／dL）  

WBC（×102／jLL）  

Platelet（×104／FLL）  

Reticulocyte（‰）  

PT（sec）  

APTT（sec）  

Differentialleukocytecounts（％）   

Neutrophils  

Stabform   

Segmented   

Eosinophils   

Basophils   

Monoc舛es   

Lymphocytes  

7   

777．4±24．7  

47．60±0．83  

15．81±0．25  

61．27±1．66  

20．37±0．58  

33．21±0．44  

123．0±36．5  

122．11±17．85   

28．3±6．2  

13．90±0．66  

23．24士2．09  

7   

7朗．9±41．2  

47．61±2．31  

15．77±0．50  

60．69±1．33  

20．10±0．64  

33．16±0．85  

139．1±48．0  

119．30±13．38   

23．7±5．7  

15．29±1．53  

26．10±2．66  

7   

758．6±26．3  

48．34±1．84  

16．00±0．60  

63．73土1．26＊  

21．09±0．50  

33．11±0．73  

146．1±31．7  

112．63二±7．71   

26．9±7．5  

15．04±1．63  

25．39±3．42  

7  

765．9±28．8  

47．03±1．60  

15．56±0．53  

61．43±1．47  

20．31±0．49  

33，09±0．82  

13′l．4±41．5  

118．29±8．66   

30．3±7．6  

14．33±0，79  

24．96±2．46  

7  7   

820．3±46．0  835．9±34．2  

47．07±2．61 48．39±1．65  

16．04±0．79 16．36±0．51  

57．41±1．77  57▲94±2．25  

19．59±0．79 19．57±0．63  

34．11±0．86  33．81±0．50  

109．7±28．9 117▲7±21．8  

107．37±8．67 108．71±6，89   

20．9±4．0  19．1±3．3  

14．61±1．57 1′1．39±1．52  

26．27±2．2∠1 2／1．29±3．02  

2．6±2．0   

4．0±1．7  

0．9±1．2  

0．0±0．0  

1．0±0．8  

91．6±3．5  

1．3±1，1  

5．6±3．1  

1．0±1．2  

0．0±0．0  

0．7±1．3  

91．4±4．9  

1．9±1．6   

7．6±3．9   

0．9±0．7  

0．0±0．0  

0．6±0．5  

89．1±4．6  

2．1±1，2  

7．3±2．5   

0，9±1．1  

0．0±0．0  

1．3±1．1  

88．4±1．6  

2．0±1．5  

5．6±2．2  

1．0±0．8  

0．0±0，0  

1，1±0．9  

90．3±2．8  

0．9±1．2  

7．3±2．8  

1．1±1．1  

0．0±0．0  

0．7±1＿0  

90．0±3．5  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignlficantlydifferentfromOmg／kggroup（＊p＜0．05）  

Table2 Hematologicalfindingsoffemaleratstreatedorallywith4ethylphenolintwenty－eightLdayrepeatdose  
toxicity test 

Adminlstration period Recovery period 

Omg／kg lOOOmg／kg  Omg／kg  100mg／kg  300mg／kg lOOOmg／kg  

7  

772．3±46．4  

45．71±2．18  

15．69±0．58  

59．2′1±1．70  

20，3ノl±0．71  

3ノ1．3ノ1±1．07  

100．3±35．0  

113．46±11．26   

23．6±6．2  

13．93±0．50  

21．24士0．98  

7  7  

793．7±28．2  752．1±28．0＊  

44．51±1．63  ′12．9ノ1±2．2′1  

15．47±0．57 15．09±0．61  

56．10±0．97  57．07±1．48  

19．49±0．44  20．06±n．45＊  

34．79±0．47  35．16±1．11   

78．9±16．5  8′1．1±29．6  

102．49±9．2／1 95．79±6．78  

19．4±3．8   21．9±4，3  

13．77±0．38 13．50±0．43  

19．60±1．70  20．11±1．56  

Numberofanimals  

RBC（×10ソ〝L）  

Hematocrit（％）  

fIemoglobin（g／dL）  

MCV（m）  

MCH（pg）  

MCHCk／dL）  

WBC（×10Z／〃L）  

f）1atelet（×10J／FLL）  

Reticulocyte（‰）  

f）T（sec）  

APTT（sec）  

工）ifferentia11eukocytecounts（％）   

Neutrophils  

Stabform   

Segmented   

Eosinophils   

Basophils   

Monoc勇es   

Lymphocytes  

7  

782．6±41．5  

45．93土2．05  

15．69±0．61  

58．73±1．48  

20、07±0．68  

34．17±0．41   

72．7±20，0  

119．86±1′1．04   

25．4±6．2  

13．99±0，61  

20．20±1．37  

7  

765．0±36．6  

45．43±1．88  

15．56±0．58  

59．43±1．59  

20．3′1±0．51  

3′1．2′l±0．48   

71．6±1′1．7  

121．86±18．87   

26．1±3．7   

13．73±0．58  

20．30±1．28  

7  

769．4±46．4  

45．86±3．20  

15．63±0．90  

59．57±1．35  

20．31±0．45  

34．13±0．63   

92．6±17．9  

121．40±10．06   

2イ．9±3．1  

1／1．20±0．46  

20．76±2．61  

2＿4±1．7＊＊  

6．6±3．2  

0．9±0．9  

0．0±0．0  

0．6±0．5  

89．6±4．1  

0．9±0．d   

4．3±3．4  

0．4±0．5  

0．0±0．0  

0．7±0．8  

93．9±3．6  

1．9±乙1   

4．0士2．3  

1．0±1．2  

0．0±0．0  

1．1±0．7  

92．0±3．5  

0．9±1．2  

5．4±2．4  

0．4±0．5  

0．0±0．0  

1．1±0．9  

92．1±3．8  

1．1±1．3   

7．6±6，5  

1．7±1．7  

0．0±0．0  

0．7±0．8  

88．6±7．6  

0．6±0．5  

5．3±2．3  

1．0±1．2  

0．0士0．0  

1．0±1．2  

92．1±3．2  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（■p＜0．05，＊＊p＜0．01）  
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28日間反復投与毒性試験  

Table3 Bloodchemicalfindingsofmaleratstreatedorallywith4Lethylphenolintwenty－eight－dayrepeatdose  
toxicity test 

Administration period Recovery period 

Omg／kg lOOmg／kg  300rng／kg lOOOmg／kg  Omg／kg lOOOmg／kg  

Nurnberofanimals  

Totalprotein（g／dL）  

A／G  

Proteinfraction（％）   

Albumin   

αl－globulin   

α2－globulin   

β－globulin   

Tglobulin  

GOT（lU／L）  

GPT（IU／L）  

ALP（IU／L）  

LDH（IU／L）  

YrGTP（IU／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

Totalcholesterol（mg／dL）  

Triglyceride（mg／dL）  

Ureanitrogen（mg／dL）  

Creatinine（mg／dL）  

Sodium（mEq／L）  

Potassium（mEq／L）  

Chlorine（mEq／L）  

Calcium（mg／dL）  

inorganicphosphorous（mg／dL）  

7  7   

5．69±0．18  5．79±0．20  

1．314±0．0朗 1．204±0．095＊  

56．86±1．52  別．69±1．94＊  

19．77±1．84  22．00±乙01   

9．37±1．05  9．06±0．71  

12．87±1．10 12．87±0．73  

1．13±0．44  1，39±0．32   

60，6±3．6   60．9±3．0   

24．4±3．3   23．6±1．1  

496．4±61．2  504．1±98，8  

267，7±67．0  257．0±56．0   

0．77±0．28   0．81±0．20  

0．060±0．006 0．059±0．007  

148．0±21．3  164．0±8．9   

65．9±5．7   58．0±8．2   

45．9±18．7  51．7±11．5  

13．71±0．89 13，79±1．12  

0．430±0．019 0．429±0．023  

1／12．86±1．14 141．79±0．95  

4，813±0．309 4．991±0．313  

106．3±1．8  105．7±1．4   

9．10±0．21  9．11±0．41   

8．79±0．71  8．77±0．6ノ1  

7   

5．76±0．05  

1．209±0．035  

5ノ1．80±0．70  

21．74±1．41   

8．69±0．62  

13．43±1．01  

1，34±0．47   

61．4±4．4   

27．7±3．0  

534．4±99．5  

302．7±110，2   

0．73±0．14  

0．057±0．005  

171．4±6．9＊   

63．4±9．1   

72．6±27．0  

13．31±1．99  

0．43ノ1±0．024  

1ノ11．93士0．53  

4．730士0．256  

104．7±1．4   

9．21±0．24   

8．7′1±0．61  

7   

5．66±0．21  

1．237±0．092  

55．37±1．86  

21．69士1．74   

9．76±0．81  

12，56±0．60   

0．63±0．18＊   

62．0±7．0   

40．6±8．8榊  

455．1±87．1  

300．3士40．1   

0．89±0．23  

0．064±0．011  

1ノ19．9±15．3   

67，9±9．2   

40．3±23．5  

14，21±2．17  

0．409±0．023  

140，57±1．48＊■  

5．0朋±0．298  

104．3±1．4   

臥97±0．33   

9．50±0．8ノ1  

7   

5．54±0，19  

1．101±0．067  

52．50±1．52  

23、61±2、40   

9．43±0．81  

12．77±0．92  

1．69±0．76   

71．4±12．4   

31．3±11．8  

308．3士59．7  

318．4±104．6   

0．39±0．12  

0．061±0．007  

178．1±27．4   

66．3±8．0   

52．0土23．5  

16．17±2．14  

0．47ノ1±0．0′1′1  

143．79±1．63  

4．526±0．416  

106．6±1．6   

9．53±0．26   

7．04±0．61  

7   

5．44±0．16  

1．130±0．070  

53．14±1．55  

22．79±2．15   

9．7ノ1±0．66  

12．30±1．09   

2．03±1．15   

66．9±7，8   

28．1±3．5  

380．6±87．3  

2朗．3±6ノ1，2   

0．46±0．22  

0．074±0．013＊  

153．9±17．2   

65．7±22．5   

37．7±12．4  

17．44±2．16  

0．441±0．037  

143．14±1．57  

4．871±0．175  

107．6±1．8   

9，50±0．2′1   

7．66±0．36＊  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（＊p＜0．05，頼p＜0．01）  
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Table4 Bloodchemicalfindingsoffemaleratstreatedorallywith4－ethylphenolintwenty－eight－dayrepeatdose  
toxicity test 

Adminlstration period Recovery period 

Omg／kg lOOmg／kg  300mg／kg lOCK）mg／kg  Omg／kg lOOOmg／kg  

Numberofanlmals  

Totalprotein（g／dL）  

A／G  

Proteinfraction（％）   

Albumin   

α．－globulin   

α2globuLin   

β－globulin  

†－globulin  

GOT（IU／L）  

GPT（IU／L）  

ALP（IU／L）  

LDH（IU／L）  

Y－GTP（IU／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

Totalcholesterol（mg／dL）  

Trlglyceride（mg／dL）  

Ureanitrogen（mg／dL）  

Creatlnlne（mg／dL）  

Sod）Um（mEq／L）  

Potasslum（mEq／L）  

Chlorine（mEq／L）  

Caiclum（mg／dL）  

InorganlCPhosphorous（mg／dL）  

7  ／   

5．シ1±0．22  5．56±0．20  

1．410±0．063 1，436±0．041  

58．57±1．11 59．01±0．69  

19．1′1±0．91 19．51±0．73   

8．27±0．76   8．1′1±0．86  

12．47±1．03 11．71±0．飢  

1．54±0．38  1．61±0．39   

65．6±19．5   シ1．6±2．6   

22．3±8．4   20．7±1．9  

269．6±13．1 310．0±99．4  

287．7±60．1 239．7±50．1   

0．83±0．10  1，00±0．20  

0．061±0．007 0．05ノ1±0．008  

130．3±10．2 135．6±14．5   

61，4±13．1  69．1±9．9  

11．7±6．4   17．4±10．1  

16．89±2．29 16．97±2．02  

0．427±0．0′ま2 0．417±0．02／1  

140．64±1．31141．57±0．67＊  

4．771±0．113 ノ1．56′1±0．265  

108．6±0．5  109．1±0．7   

8．96±0．35  8．91±0．2／1   

7．56±0．67  6．86±0．86  

7   

5．61±0．18  

1．イ34±0．09／1  

58．96±1．61  

18．77±1．43   

8，50±1．14  

12．31±1．59  

1．46±0．45   

59．3±2．9   

20．3±1，8  

281．9±50．7  

Z62．9±60．0   

0．99±0．23  

0．056±0．（X）8  

127．6±12．4   

65．4±5．1  

12．1±4．1  

16．33±1．92  

0．430±0．035  

1ノ10．71±0．39  

4．シ16±0．382  

108．1±0．9   

8．89±0．31   

7．3／1±0．82  

7   

5．73±0．56  

1．426±0．059  

58．8′1±1．01   

19．17±1．64   

8．56±1．09  

11．24±1．09   

2．19±0．52   

57．3±6．9   

20．6±2．7  

156．3±44．7  

316．3±94．8   

0．53±0．26  

0．083±0．01／1  

140．4±28．9   

78．9±17．7   

38．1±49．1  

18．67±2．08  

0．4別±0．037  

1ノ10．71±0．70  

4．410±0．286  

108．1±1．9   

9．3′1±0．35   

5．8／1±0．75  

7   

5．79±0．29  

1．471±0．057  

59．61±0．93  

18．16±0．87   

8．40±0．朗  

12．06±1．17  

1．77±0．43   

59．7±4．6   

26．6±4，1  

292．イ±51．8  

276．4±50．4  

1．13±0．28＊  

0．061±0．011  

124．0±16．6   

81．6±1ノ1．3＊■   

2′l．4±14．0＊  

16．86±1．41  

0．413±0．027  

140．79±0．70  

4．75ノ1±0．272  

107．9±0．7   

9．24±0．17   

7．49±0，74  

7   

5．59±0．31  

1．313±0．139  

56，71±2．83  

19．29±0．98   

8．83±0．62  

12．39±2．81   

2．79±0．93   

66，4±11．1   

23，4±4．0  

218．6±53．8★  

280．0±37，0   

0，60±0．23  

0．079±0，020  

122．0±13．2   

80．7±18．9  

17．4±7．9  

17．99±2．35  

0．469±0．033  

1′10．93±1．2ノ1  

4，496±0．311  

109．0±2．0   

9．1／1±0．42   

6．0／1±0．30  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SlgnificantlydifferentfromOmg／kggroup（＊pく0，05．＊＊p＜0．01）  
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28日間反復投与毒性試験  

Table5 AbsoluteandreLativeorganweightsofmaleratstreatedorallywith4－ethylphenolintwenty－eight－dayrepeat  
dosetoxicitytest  

Administration period Recovery period 
Item  

Omg／kg  lOOmg／kg  300mg／kg lOOOmg／kg  Omg／kg  lOOOmg／kg  

Numberofanimals  

Bodyweight（g）  

Absoluteorganweight   

Brain厄）   

Lungs（g）   

Heart（g）   

Liver（g）   

Kidneys（g）   

Spleenk）  

Adrenals（mg）   

Pituitarygland（mg）   

Thymus（mg）  

Thyroids（mg）   

Testes（g）   

Epididymides（g）  

Relative organ weight 

Brain（g％）   

Lungs（g％）   

Heart（g％）   

Liveハg％）   

Kidneys（g％）   

Spleen（g％）   

Adrenals（mg％）   

PituitarYgland（mg％）   

Thymus（mg％）   

Thyroids（mg％）   

Testes（g％）   

Epididymides（g％）  

7   

329．4±28．8  

2．019±0．048  

1．277±0．073  

1．229±0．132  

11．783±1．181   

2．930±0．308   

0．659±0．064   

51．4±6．0  

10．36±1．26   

567．1±135．8   

20．朋±4．78   

2．934±0．182   

0．709±0．057  

0．616±0．045   

0．389±0．021   

0．373±0．027   

3．577±0．171坤   

0．890士0．030＊＊   

0．199±0．015  

15．621±1．323   

3．146±0．300  

171，761±37．5イ7   

6．116±1．436   

0．894±0．071   

0．21ノ1±0．010  

7  7   

352．1±27，3   347．9±20．1  

2．073±0．073  2．121±0．038  

1．326±0．084  1．361±0．124  

1．216±0．132  1．256±0．092  

11，023±1．183 11．414±0．878   

2．821±0．285  2．737±0．226   

0．671±0．093  0．699±0．099   

54．6士7．1  55．4±6．8  

11．39±1．84   11．69±2．05   

592．4±118．3  673，6±80．7   

21．96±4．89   21．26±4．15   

3．099±0．204  3．146±0．323   

0．716±0．073  0．740±0．067  

0．591±0．062  0．613±0．043   

0．377±0．019  0．391±0．025   

0．3ノ1ノl士0．019   0．360±0．017   

3．129±0．176  3．2る3±0．178   

0．800±0．045   0．787±0．α17   

0．190±0．021  0．199±0．023  

15．500±1．621 15，9′1ノi±1．g36   

3，219±0，320  3．356±0．518  

168．367士31．665194．710±29．527   

6．199±1．030  6．084±0．949   

0．883±0．（詭2  0．90′l±0．081   

0．203±0，021  0．213±0．029  

7   

363．4±15．6  

2．089±0．037  

1．397±0．100  

1．314±0．085  

12．603±1．059＊   

2，874±0．193   

0．746±0．075   

55．6±7．1  

12．06±1．55   

642．4±139．7  

19．43±2．42   

3．127±0．212   

0．727±0．043  

0．574±0．021   

0．384±0．027   

0．360±0．019   

3．461±0．161＊ヰ   

0．791±0．0′16   

0．204±0．017  

15，317±2．042   

3．319士0．430  

176．601±35．232   

5．341±0．629   

0．861±0．076   

0．200±0．018  

7   

425．6士28．9  

2．107±0．054  

1．423±0．093  

1．394±0．133  

12．487±1．413   

3．044±0，126   

0．759±0．135   

63．9±8．1  

13．96±1．47   

553．9±60．8   

23．51±5．36   

3，516±0．466   

0．960±0．060  

0．496±0．026   

0．336士0．019   

0．327±0．023   

2．929±0．195   

0．719±0，052   

0．179±0．035  

15．07ノ1±2．273   

3．289±0，371  

130．87′l±18．764   

5．499±1．042   

0．830±0．118   

0．229±0．018  

7   

380．6±25．7＊＊  

2．0朗±0．088  

1．297±0．112＊  

1．279±0，118  

11．043±1．477   

2，910±0．359   

0．6別±0．078   

57．4±9．2  

12．19±1．35＊   

4朗．7±48．2＊   

25．イ6±7．04   

3．029±0．283■   

0．964±0．078  

0，549±0．039＊   

0．340±0．021   

0．336±0．020   

2．891±0．229   

0．764±0．073   

0．180±0．013  

15．123±2．401   

3．213士0．379  

128．313±19．821   

6．707±1．845   

0．799±0．075   

0．254ニヒ0．016＊  

VaJuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（■p＜0．05，＊＊p＜0．01）  
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4－エチルフェノール  

Table6 Absoluteandrelativeorganweightsoffemaleratstreatedora11ywith4－ethylphenolintwenty－eight－day  
repeatdosetoxicitytest  

Administration period Recovery perlod 

1tem  

Orng／kg  lOOmg／kg  300mg／kg lOOOmg／kg  Omg／kg  l00Omg／kg  

7   

241．9±41．9  

1．946±0．105  

1．OZ4±0．116   

0．857±0．099   

6．887±1．359  

1．抄11±0．26ノ1   

0．473±0．090   

63．9±8．5  

13．89±1．59   

490．9±101．3  

16．91±1．60   

80．3±1′1．3  

0．821士0．117   

0．427±0．048   

0．357±0．033   

2．飢1±0．1′17   

0．764±0．0ノ13   

0．197±0．039  

26．857±4．679   

5．850±0．953  

206．383±49．790   

7．153±1．32／1  

33．6′16±6．213  

7   

219．9±14，1  

1．940±0．083   

0．957±0．078   

0．830±0．078   

6．5（M±0．427  

1．754±0．183   

0．476±0．058   

60．3±10．2  

13．16±1，17   

410．7±81．4  

15．40±2．97   

85．3±7．5  

0．886±0．058   

0．434±0．020   

0．377±0．022   

2．961±0．121   

0．799±0．066   

0．217±0．025  

27．589±5．655   

6．001±0．6′IO  

186．273±32，202   

7．003±1＿275  

38．980±1．758  

7   

2ひ1．7±9．7  

1．883±0．068   

0．949±0．083   

0．761±0．023   

6．380±0．166  

1．694±0．124   

0．434±0．086   

67．3±5．9  

13．40±0．96   

453．0±68．0  

15．97±4．飢   

83．6±11．1  

0．920±0．0ノ18   

0．463±0．038   

0．373±0．020   

3，i21±0．116   

0．826±0．0ノ16   

0．211±0．0′13  

32．877±2．611   

6．554±0．522  

221．616±33，626   

7．783±2．196  

40，736±4．323  

7  

185．0±17．6  

1．883±0．076   

0．909±0．084   

0．736±0．鵬8   

6．434±0．773  

1．624±0．123   

0．396±0．085   

55．6±8．1   

11．56±1．61   

403．0±81．1  

14．40±2．50   

74．9±8．2  

1．026±0．109   

0．490±0．026   

0．399±0．017   

3．474±0．212＊＊   

0．880±0．052   

0．214±0．047  

29．994±2．692   

6．2′13±0．591  

216．154±25．600   

7．849±1．599  

40．571±3．755  

Numberofanlmals  

Bodyweight（g）  

Absolute organ weight 

Brain（g）   

Lungsk）   

Heartk）   

Liver厄）   

Kidneysk）   

Spleen（g）   

Adrenals（mg）   

Pituitarygland（mg）   

Thymus（mg）   

Thyroids（mg）   

OvarleS（mg）  

Relative organ weight 

Braln（g％）   

Lungs（g％）   

Heartk％）   

LIVer（g％）   

Kidneys（g％）   

Spleen（g％）   

Adrenals（mg％）   

Pitultarygland（mg％）   

Thymus（mg％）   

Thyrolds（mg％）   

OvarleS（mg％）  

7  7   

200．9±12．8   198．3±1′i．7  

1．921±0．020  1鳥84±0．040   

0．934±0．046   0．919±0．056   

0．781±0．070   0．770±0．070   

6．173±0．598   5．911±0．3糾  

1．650±0．135  1．669±0．162   

0．4′13±0．068   0．393±0．026   

62．7±9．5  59．1±8．5  

12．94±1．3ノ1   12．57±2．08   

463．9±83．5   443．7±50．2  

14，17±3．31  14．44±2．87   

81．0±15．5  79．3±11＿1  

0．959±0．064   0．954±0．061   

0．464±0．017   0．464±0．023   

0．390±0．026   0．389±0．029   

3．070±0－172   2．986±0．153   

0．821±0．036   0．8／13±0．056   

0．220±0．025   0．200±0．019  

31．367±5．384  29．96ノ1±4．909   

6．453±0．631  6．3ノ10±0．908  

230．357±35．020 224．364±26．085   

7．121±1．89′1  7．311±1．489  

40．151±8．158  ′10．147±6．13′l  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（＊＊pく0．01）  
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28日間反復投与毒性試験  

Tabie7 Histopathologicalfindingsofmaleratstreatedorallywith4－ethylphenolintwenty，eighトdayrepeatdose  
toxicity test 

Endofadrninistrationperiod  Endofrecoveryperiod  
Ⅰとem  

Omg／kglOOmg／kg 300mg／kglOOOmg／kg Omg／kglOOOmg／kg  

Numberofanimalsexamined   

Organ：Findings   

Lung：Accumulation，foamcell   

Forestomach  

Limitingridge：Erosion  

Hyperplasia，SquarnOuSCell  

Otherpart：Degeneration，SquamOuSCell  

Edema，Submucosa  

Hyperplasia，SquamOuSCell  

7  7  7  7  7  7  

0  ＊  ≠  1  
0  0  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
3
 
0
 
0
 
0
 
1
 
0
 
1
 
0
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：
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‥
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‥
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＜
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
1
 
1
 
1
 
0
 
1
 
2
 
0
 
0
 
0
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
1
 
2
 
1
 
0
 
0
 
1
 
1
 
1
 
0
 
 

Pancreas：Atrophy，aCinarcell  

Liver：Microgranuloma  

Kidney：Cast，hyaline  

Eosinophilicbody，prOXimaltubularepithelium  

Hyalinedroplet，PrOXimaltubularepithelium  

Regeneration，tubularepithelium  

Epididymis：Celldebris，1umen  

Prostate：Cellularlnfiltration，1ymphocyte  

Pituitarygland：Cyst  

VaJuesarenumberofanimalswithfindings  
Gradeofhistopathologicalfinding；＋：slight，＋＋：moderate，＜＋＞：detected  
■二notexamlned  

Table8 Histopathologicalfindingsoffemaleratstreatedorallywith4－ethylphenolintwentyReight－dayrepeatdose  
toxicity test 

Endofadrninistrationperiod  Endofrecoveryperiod  
Item  

Omg／kglOOmg／kg 300mg／kglOOOmg／kg Omg／kg1000mg／kg  

Numberofanimalsexamined   

Organ：Findings   

Lung：Accumulation，foamce11   

Larynx：Ce11ularinfiltration，neutrOPhil，1aminapropria  

Erosion   

Esophagus：Hyperplasia，SquamOuSCell   

Forestomach：  

Degeneration，SquamOuSCell  

Edema，Submucosa  

Granulation，Submucosa  

Hyperplasla，SquamOuSCe11  

7  7  7  7  7  7  

2
 
0
 
0
 
0
 
 

e
 
d
 
r
a
 
＋
 
＋
 
＋
 
＋
 
 

G
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
2
 
0
 
0
 
 

｛
 
＋
 
 
T
 
 

UIcer  

Glandularstomach：Erosion  

Liver：Microgranuloma  

Kidney：Cyst  

Mineralization，COrticopmedu11arYjunction  

＞
 
 

＋
 
 
十
 
 
＋
 
 
＋
 
 

く
 
 

Valuesarenumberofanimalswithfindings  
Gradeofhjstopathologicalflndjng；十：sljght，＋＋：moderate，＜＋＞：detected  
＊：notexamined  
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メタクリロニトリルの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutationTestofMethacrylonitrileonBacteria  

3．検定菌   

Salmonella typhImuI－1umTAlOO，TA1535，TA98，  

TA1537およびEscheLichiacoIIWP2uvL4を用いた．   

S．亡yp最mur土日J刀の4菌株は1997年8月7日に，E．coノノ  

WP2uvrA株は1997年4月9日に日本バイオアッセイ研  

究センターの松島泰次郎博士から分与された．   

検定菌は800cで凍結保存したものを用い，各菌株の  

特性確認は，凍結保存菌の調製時に，アミノ酸要求性，  

UV感受性，膜変異（rf∂）およびアンピシリン耐性因子  

pKMlOl（プラスミド）の有無について調べ，特性が維持  

されていることを確認した．   

試験に際して，ニェートリエントブロスNo．2（0ⅩOid  

Ltd．）を入れたL字型試験管に解凍した種菌を一定量接  

種し，370Cで10時間往復振とう培養したものを検定菌  

液とした．   

分光光度計により660nmの吸光度を測定し，検定菌  

液の増殖を確認した．  

4．培地およびS9mixの組成  

1）合成培地   

培地は，極東製薬工業（抹）製の最少グルコース寒天培地  

を用いた．なお，培地1Lあたりの組成は下記のとおり  

である．  

硫酸マグネシウム・7水和物  0．2g  

要約  

メタクリロニトリルについて，細菌を用いる復帰変異  

試験を実施した．・   

検定菌として，S∂ノmoJほJJ∂とypノ】fmurfumTAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371）およびEscheL・ichla coljWP2  

uvJ勇21の5菌株を用い，S9mix無添加および添加試験の  

いずれも，用量設定試験で抗菌性が認められなかったこ  

とから，本試験はS9mix無禄加試験および添加試験と  

もに313、5000FLg／plateの範囲で実施した．   

その結果，2回の本試験とも用いた5種類の検定菌の  

いずれの用量においても，陰性対照値の2倍以上となる  

復帰変異コロニー数の増加は認められなかった．   

以上の結果からメタクリロニトリルは，用いた試験系  

において変異原性を有しないもの（陰性）と判定した 

方法   

1．被験物質   

メタクリロニトリルは，無色透明の液体である．用い  

た被験物質は，ロット番号P－30A，純度99％，製造旭  

化成工業㈱（岡山）であり，旭化成工業㈱から供与された．  

被験物質は，使用時まで遮光して冷蔵した．本ロットに  

ついては，試験期間中安定であることが確認された．   

メタクリロニトリルは，ジメチルスルホキシド  

（DMSO，ロット番号：ACQ2095，和光純薬工業（槻）に溶  

解して最高用量の調製液を調製した後，同溶媒で所定の  

濃度に希釈して速やかに試験に用いた．  

2．陽性対照物質   

用いた陽性対照物質および調製法は以下のとおりであ  

る．   

各検定菌ごとに用いた陽性対照物質は，当研究所で十  

分な蓄積データが得られている物質および用量とし，そ  

れぞれTable中に示した．   

2（2－フリル）－3－（5－ニトロー2－フリル）アクリルアミド  

（AF2，和光純薬工業㈱）   

アジ化ナトリウム  （SA，和光純薬工業㈱）   

9一アミノアクリジン   （9AA，SigmaChem．Co．）   

2てミノアントラセン  （2AA，和光純薬工業㈱）   

AF2，9AAおよび2AAはDMSOに，SAは超純水に溶解  

したものを－200Cで凍結保存し，解凍後，速やかに試験  

に用いた．  

クエン酸・1水和物  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸一アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

大洋寒天（清水食品）   

2g  

10 g 
l．92g  

O．66g   

20 g 

15g   
径90mmのシャーレ1枚あたり30mLを流して固めた  

ものである．  

2）トップアガー   

下記の水溶液（A）および（B）または（C）を容量比10：1  

の割合で混合した．  

（A）パクトアガー（DifcoLab．）  

塩化ナトリウム  

（B）5∂血0月e此圧搾血血Ⅷ丸Ⅷ用  

しヒスチジン  

D－ビオチン  

（C）EscムerlC加∂COノブ用  

しトリプトフ7ン  

0．6w／v％   

0．5w／v％  

0．5mmol／L  

O．5mmol／L  

O．5mmol／L  

651   

－303－  



復帰変異試験  

3）S9mix   

S9mixlmLあたりの組成は下記のとおりである．  

S9＊  0．1mL  

塩化マグネシウム  8〃mOl  

塩化カリウム  33〃mOl  

グルコースー6一リン酸  5〆mOI  

NADH  4FLmOI  

NADPH  4FLmOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100／ノmOl   

＊：7週齢のSprague－Dawley系雄ラットをフユノパルビ  

タール（PB）および5，6－ベンゾフラボン（BF）の併用投与  

で酵素誘導して作製したS9（キッコーマン㈱）を用いた．  

5．試験方法   

プレインキュベーション法3）により，S9mix無添加試  

験およびS9mix添加試験を行った．   

小試験管中に，被験物質調製液0．1mL，リン酸後衛  

液0．5mL（S9miⅩ添加試験においてはS9mixO．5mL），  

検定菌液0．1mLを混合し，37℃で20分間プレインキュ  

ベーションしたのち，約45℃に保温したトップアガー2  

mLを加えて混和し，合成培地平板上に流して固めた．  

また，対照群として被験物質調製液の代わりに使用溶媒，  

または数種の陽性対照物質溶液を用いた．各検定菌ごと  

に用いた陽性対照物質の名称および用量は各Table中に  

示した．同時に実施した試験については，陰性および陽  

性対照群を共通とした．   

培養は37℃で∠8時間行い，生じた復帰変異コロニー  

致をコロニーアナライザーまたは目視によって算定し  

た．被験物質に由来する沈殿の有無は，肉眼により観察  

した．また，抗菌性の有無については，肉眼あるいは実  

体顕微鏡下で，寒天表面の菌叢の状態から判断した．用  

いた平板は用量設定試験においては，陰性および陽性対  

照群では3枚ずつ，各用量については1枚ずつとした．  

また，本試験においては，両対照群および各用量につき，  

3枚ずつを用い，それぞれの平均値と標準偏差を求め  

た．   

用量設定試験は1回，本試験は2回実施し，結果の再  

現性を確認した．  

6．判定基準   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定菌のS9  

mix無添加試験あるいはS9mix添加試験において，被験  

物質を含有する平板上における復帰変異コロニー数の平  

均値が，陰性対照値の2倍以上に増加し，その増加に再  

現性および用量依存性が認められた場合に，当該被験物  

質は本試験系において変異原性を有するもの（陽性）と判  

定することとした．  

性は認められなかった．また，被験物質に由来する沈殿  

もすべての用量で認められなかった．   

したがって，本試験における最高用量は，S9mix無  

禄加試験および添加試験とも5000flg／plateとした．   

最高用量を5000FLg／plateとして公比2で5用量を設定  

して2回の本試験を実施した（Tablel，2）．その結果，す  

べての検定菌において，2匝】の試験とも陰性対照値の2  

倍以上となる復帰変異コロニー数の増加は認められなか  

った．   

以上の結果に基づき，メタクリロニトリルは，用いた  

試験系において変異原性を有しないもの（陰性）と判定し  

た．   

なおメタクリロニトリルは，復帰変異試験およびショ  

ウジョウバエを用いた伴性劣性致死突然変異試験でとも  

に陰性の結果が得られており4曽5），当研究所で本試験と  

並行して実施したチャイニーズ・ハムスター培養細胞を  

用いる染色体異常試験では染色体の構造異常および倍数  

性細胞が誘発され，陽性であった6）．また，関連物貿で  

あるアクリロニトリルについては，復帰変異試験および  

染色体異常試験でともに陽性の結果が7），メチルメタク  

リレートについては，復帰変異試験で陰性，染色体異常  

試験および培養細胞を用いた突然変異試験で陽性の結果  

が得られている8▲10J  
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結果および考察  

50．0～5000FLg／plateの範囲で公比を約3として，用量  

設定試験を実施した．その結果，すべての検定菌のS9  

mix無添加試験および添加試験のいずれにおいても抗菌  
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復帰変異試験  

TablelMutagenicityofmethacrylonitrileonbacteria（Ⅰ）  

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

without（一）  dose  Base－palrSubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   
（jLg／plate）  TAlOO   TA1535   WP2ul〝A   TA98   TA1537   

0   137 138  ユ38  6  11  12  32  22  19  20  28   23  15  15  12  
（138± 0．6）  （10± 3．2）   （24± 6．8）   （24± 4．0）   （14±1．7）  

313   134 145 143  11  7  15  25  26  1g  20  Z3  22  2   4  12  

（141± 5．9）   （11± 4．0）   （23± 3．8）   （22±1．5）   （ 6± 5．3）  

6Z5   117 167 155  10  15   8  27  22  33  20  24  31  18   9  12  

（146±26．1）   （11± 3．6）   （27土 5．5）   （25± 5．6）   （13± 4．6）  

1250   122 145 143  12  13  11  19  17  30  19  26  27  10  1′1   7  
（137±12．7）   （12±1．0）   （22± 7．0）   （24± 4．4）   （10± 3．5）  

S9 mix 2500   145 117  147  7   8  15  15  23   31  20  21  18  17  11   7  

（136±16．8）   （10± 4．4）   （23± 8．0）   （20±1．5）   （12士 5、0）  

ト）  
5000   136 148 168  10  10  10  25  24   25  18  27  27  10  11  11  

（151±16．2）   （10± 0．0）   （25± 0．6）   く 24土 5．Z）   （11± 0．6）  

0   176 146 1別  8  10  10  25  28   27  38  Z9   26  9  1ノi 19  
（159±15．5）   （ 9±1．2）   （27±1．5）   （31± 6．2）   （14± 5．0）  

313   159 168  142  7  13   4  21  27   28  20  28   31  12  17  15  

（156±13．2）   （ 8± 4．6）   （25± 3．8）   （26± 5．7）   （15± 2．5）  

625   1／17 170  166  13   7   8  3′1  29   20  29  26   21  8  1ノ1  15  
（161±12．3）   （ 9± 3．2）   （28± 7．1）   （25士 4．0）   （12± 3．8）  

1250   166 157 130  9  14   9  23  31  22  18  34   28  12 18  2し）  
（151±18．7）   （11± 2．9）   （25± 4．9）   （27± 8．1）   （17± ■1．2）  

SS mix 2500   148 1′17  154  6   8  12  32  25   32  33  29   30  16  20  16  
（150± 3．8）   （ 9± 3．1）   （30± 4．0）   （31± 2．1）   （17± 2．3）  

（＋）  5000   148 160  154  7  11  16  35  36   33  28  19   30  13  16   20  

（154± 6、0）   （11± 4．5）   （35±1．5）   （26± 5．9）   （16± 3．5）  

Chemical   AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

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

S9mix（－）  

COlonies／plate   （573±21．7）   （718±18．9）   （232±42．3）   （640±13．1）   （473±103▲9）   

Chemical   2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

2   10   0．5   2  Positive control  
S9mix（十）  

COlonies／plate   （1073±8α3）   （423±31．3）   （879±96．6）   （馳3±27．5）   （369±23．9）   

Thepurityofthetestsubstancewas99％．  

Thissubstancecontained51ppmprmethoxyphenolaspolymerizationinhibitor，and19ppmacetone，59ppmacrylonitrile，55ppm  
propionitrile，72ppmmethacrolein，48ppmisobutylonitrile，35ppmhydrogencyanide，andtraceamountofacetonitrileandcJ’s－  
CrOtOnitrileasimpurities．  
AF2：2－（2－Furyl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA二9rAminoacridine，2AA：2－Aminoanthracene  
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Table2 Mutagenicityofmethacrylonitrileonbacteria（II）  

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

without（－）  dose  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   （FLg／plate）  
TAl00   TA1535   WP2日v〟1   TA98  TA1537   

0   134 163 129  13  13  11  26  22  31  24  26  19  7  12   7  

（142±18．4）   （12±1．2）   （26± 4．5）   （23± 3．6）   （ 9± 2．9）  

313   151 147 128  16  17  12  14  24  19  31  21  21  5   8   9  

（142±12，3）   （15± 2．6）   （19± 5．0）   （24± 5．8）   （ 7± 2．1）  

625   111 148 138  7   8  20  12  20  10  24  28  29  12  15   4  

（132±19．1）   （12± 7．2）   （14± 5．3）   （27± 2．6）   （10± 5．7）  

1250   144 138 124  17  17  17  21  21  20  26  17  17  9   5  10  

（135±10．3）   （17± 0．0）   （21± 0．6）   （20± 5．2）   （ 8± 2．6）  

S9 mix 2500   140 134 123  6   5  11  20  23  11  30  21  26  9  11   8  

（132± 8，6）   （ 7± 3．2）   （18± 6．2）   （26± 4．5）   （ 9±1，5）  

50〔旧   134 132 129  15   8  18  15  18  12  20   36  34  9  10  10  

（132± 2．5）   （14± 5．1）   （15± 3．0）   （30士 8．7）   （10± 0．6）  

0   148 144 132  8  12  12  28  19  20  31  3′1  34  10  18  16  
（141± 8．3）   （11± 2．3）   （22± 4．9）   （33±1．7）   （15± 4．2）  

313   129 150 168  13  16  12  25  18  2ノ1  35  38  33  15  12  19  
（149±19．5）   （14± 2．1）   （22± 3．8）   （35± 2．5）   （15± 3．5J  

625   138 166 1／15  12  16  12  22  32  25  32  3′1  30  17  18  18  
（150±14．6）   （13± 2．3）   （26± 5．1）   （32± 2．0）   （18± 0．6）  

1250   148 168 1シ1  15   9  11  28  16  27  イ3  32  イ2  15  ユ9   9  
（157±10．3）   （12± 3．1）   （24± 6．7）   （39± 6．1）   （14± 5．0）  

S9 mix 2500   155 152 167  10  i3   ‖  23  31  29  26  25  34  12  20  13  
（158± 7．9）   （11±1．5）   （28± 4．2）   （28± 4．9）   （15± 4．4）  

（＋）  5000   160 163  ユ別  15  16  13  3′1  3ノ1  31  33  29  35  11 18  16  
（159± 4．6）   （15±1．5）   （33±1．7）   （32± 3．1）   （15± 3．6）  

Chemical   AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

Positive  
Dose（FLg／plate）   0．01   0．5   0．01   0．1   80  

control  
S9mixト）                            Numberof  637  601 5Z6  792  701 662  260  236  212  622  586  637  507  568  625  

colonies／plate   （588±56．6）   （718±66／7）   （236±24．0）   （615士26．2）   （567±59．0）   

Chemical   2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

Positive  
Dose（FLg／plate）   2   10   0．5   2  

control  

S9mjx（＋）  Numberof  939  994  968  324  358  433  825  803 912  478  427  428  386  322  395  

colonies／plate   （967±27、5）   （372±55．8）   （糾7±57．6）   （444±29．2）  （368±39．8）   

Thepurityofthetestsubstancewas99％．  
Thissubstancecontained51ppmE＞methoxyphenolaspolymerizat10ninhibi亡orland19ppmacetone，59ppmacryJon血1e・55ppm  
propionitrile，72ppmmethacrolein，48pprnisobutylonitrile，35ppmhydrogencyanlde，andtraceamountofacetonitrileandcis－  
crotonitrileasimpurities．  
AF2：2－（2－Furyl）・3－（5－nitrop2furyl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA：9－Amjnoacridjne，2AA：2LAminoanthracene  
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メタクリロニトリルのチャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験  

hⅥtroChromosomalAberrationTestofMethacrylonitrile  
OnCulturedChineseHamsterCe11s  

2．培養液の調製   

培養には，仔牛血清（CS，CanseraInternational）を10  

VOl％添加したイーグルMEM（日水製薬㈱）培養液を用い  

た．  

3．培養条件   

メタクリロニトリルはプラスチック底面を溶解し，揮  

発性があることから二培養にはガラスフラスコ（25cm2，  

ハリオ）を用いた．2×104個のCHL／IU細胞を，培養液  

5mLを入れたフラスコに播き，370CのCO2インキエペ  

一夕ー（5％CO2）内で培養した．連続処理では，細胞播  

種3日目に被験物質を加え，24時間処理した．また，短  

時間処理では，細胞播種3日目にS9mix非存在下および  

存在下で6時間処理し，処理終了後新鮮な培養液でさら  

に1朗寺間培養した．  

4．S9   

S9（キッコーマン㈱）は，フユノパルビタールと5，6一ベ  

ンゾフラボンを投与した雄Sprague－Dawley系ラットの  

肝臓から調製したものを購入した．添加量は培地に対し  

て5vol％とした．  

5．被験物質   

メタクリロニトリル（ロット番号：ト30A，旭化成工業  

㈱（岡山））は，無色透明液体で，水に対しては100mmol／L  

以上50mg／mL未満，DMSOでは50mg／mL以上，アセ  

トンでは50mg／mL以上で溶解し，凝固点－35．80C，沸  

点90．30c，蒸気圧8．7kPaで，純度99％（不純物として  

パラメトキシフェノール51ppm，アセトン19ppm，ア  

クリロニトリル59ppm，プロピオニト．）ル55ppm，メ  

タクロレイン72ppm，イソプチロニト．）ル48ppm，青  

酸35ppm，アセトニトリルとシスクロトニトリルは痕  

跡程度を含む）の物質で，冷蔵，遮光で保存した．被験  

物質原体は，冷蔵，遮光下で安定であった．  

6．被験物質の調製   

被験物質は用時調製して試験に使用した．溶媒は局方  

注射用水（ロット番号：K8H73，（㈱大塚製薬工場）を用い  

た．原体を溶媒に溶解して原液を調製し，ついで原液を  

溶媒で順次希釈して所定の濃度の被験物質調製液を作製  

した．被験物質調製液は，すべての試験において培養液  

の10vol％になるように加えた．  

要約  

メタクリロニトリルの培養細胞に及ぼす細胞遺伝学的  

影響について，チャイニーズ・ハムスター培養細胞  

（CHL／IU）を用いて染色体異常試験を実施した．   

連続処理（24時間）およびS9mix非存在下の短時間処  

理（6時間）では，0．67mg／mL（10mM）の濃度においても  

50％を越える細胞増殖抑制は認められなかった．S9mix  

存在下の短時間処理における50％細胞増殖抑制濃度は，  

0．27mg／mLであった．従って，連続処理およびS9mix  

非存在下での短時間処理では，0．67mg／mL（10mM）を  

最高濃度とし，公比2で3漉度設定した．S9mix存在下  

での短時間処理では，50％細胞増殖抑制膿度の約2倍濃  

度を最高処理濃度とし，公比2で5濃度設定した．連続  

処理では，24時間処理後，短時間処理ではS9mix非存  

在下および存在下で6時間処理し，新鮮培地で更に18時  

間培養後，標本を作製し，検鏡することにより染色体異  

常誘発性を検討した．染色体分析が可能な最高濃度は，  

24時間連続処理およびS9mix非存在下の短時間処理で  

は0．67mg／mL（10mM），S9mix存在下での短時間処理  

では0．27mg／mLであったことから，これらの濃度を高  

濃度群として3濃度群を観察対象とした．   

CHL／IU細胞を24時間連続処理およびS9mix非存在  

下で短時間処理したいずれの処理群においても，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．S9mix存在下の短時間処理では，すべての処理  

群（0．068－0．27mg／mL）で染色体異常の誘発作用が認め  

られ，その誘発頻度は7．5－62．0％（gapを除く）であった．  

倍数性細胞の誘発作用は低浪度群（0．068mg／mL）および  

中濃度（0．14mg／mL）で観察され，出現頻度はそれぞれ  

3．13％および1．88％であった．傾向性検定では有意差  

（p＜0．01）が認められなかったが，それは分裂遅延によ  

る可能性が考えられた．   

以上の結果より，本試験条件下でメタクリロニトリル  

は，染色体異常を誘発する（陽性）と結論した．  

方法   

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から人手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在21代）したチャイ㌧＝ニーーズ・ハ  

ムスター由来のCHL／IU細胞を，解凍後継代10代以内  

で試験に用いた．  
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7．細胞増殖抑制試験   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．被  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，コール  

ターカウンター（CoulterElectronicsLtd．）を用いて各群  

の細胞数を計測し，被験物質処理群の溶媒対照群に対す  

る細胞増殖の比をもって指標とした．   

その結果，連続処理およびS9mix非存在下での短時  

間処理では，最高処理濃度の0．67mg／mL（10mM）にお  

いても50％を越える細胞増殖抑制作用は認められなか  

った，S9mix存在下の短時間処理における50％細胞増  

殖抑制濃度は0．27mg／mLであった（Fig．1）．   

8．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，連続処理およびS9  

miⅩ非存在下の短時間処理では，0．67mg／mL（10mM）  

を最高濃度とし，公比2で3濃度を設定した（0．17，0．34，  

0・67mg／mL）．S9miⅩ存在下の短時間処理では，50％  

細胞増殖抑制濃度の約2倍濃度を最高処理濃度とし，公  

比2で5濃度を設定した（0．034，0．068，0．14，0．27，0．54  

rng／mL）．陽性対照物質として用いたマイトマイシンC  

（MC，協和醗酵工業㈱）およびシクロホスファミド  

（CPA，SigmaChemicalCo．）は，局方注射用水（（粗大壕製  

薬工場）に溶解して調製した．それぞれ染色体異常を誘  

発することが知られている濃度を適用した．   

染色体異常試験において，溶媒対照群と処理群では1  

濃度あたり2フラスコを用い，染色体標本の作製および  

コールクーカウンターによる細胞増殖率測定を行った．  

無処理対照群および陽性対照群についてはコールターカ  

ウンターによる細胞増殖率測定は行わなかった．  

9．染色体標本作製法   

培着終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約  

0．1／噌／mLになるように培養液に加えた．染色体標本の  

作製は常法に従って行った．スライド標本は各フラスコ  

につき6枚作製した．作製した標本を3vol％ギムザ溶液  

で染色した．  

10．染色体分析   

細胞増殖率測定の結果と分裂指数により，20％以上  

の相対増殖率で，かつ2フラスコともに0．5％以上の分  

裂指数を示した最も高い濃度を観察対象の最高濃度群と  

し，観察対象の3濃度群を決定した．その結果（Tablel，  

2），連続処理およびS9mix非存在下での短時間処理で  

は0．67mg／mL（10mM）が，S9mix存在下の短時間処理  

では0．27mg／mLが染色体分析の可能な最高濃度であっ  

たことから，これらの濃度を含む3濃度群を観察対象と  

した．   

作製したスライド標本のうち，1つのフラスコから得  

られた異なるスライドを，4名の観察者がそれぞれ処理  

条件が分からないようにコード化した状態で分析した．  

染色体の分析は，日本環境変異原学会・晴乳動物試験研  

究会（MMS）＝による分類法に基づいて行い，染色体型  
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Fig，1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
methacrylonitrile  

あるいは染色分体型のギャップ，切断，交換などの構造  

異常の有無と倍数性細胞（polyploid）の有無について観察  

した・また構造異常については1群200個，倍数性細胞  

については1群800個の分裂中期細胞を分析した．   

11．記鐘と判定   

無処理対照，溶媒および陽性対照群と被験物質処理群  

についての分析結果は，観察した細胞数，構造異常の種  

類と数，倍数性細胞の数について集計し，各群の値を記  

録用紙に記入した．   

染色体異常を有する細胞の出規頻度について，溶媒対  

照群と被験物質処理群および陽性対照群間でフィッシャ  

ーの直接確率法2Iにより，有意差検定を実施した  

（p＜0．01）．また，用量依存性に関してコクラン・アー  

ミテッジの傾向性検定3一（p＜0．01）を行った．これらの検  

定結果を参考とし，生物学的な観点からの判断を加味し  

て染色体異常誘発性の評価を行った．  

結果および考察  

連続処理による染色体分析の結果をTablelに示した．  

メタクリロニトリルを加えて24時間連続処理したいず  

れの処理群においても，染色体異常および倍数性細胞の  

誘発作用は認められなかった．   

短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．メタクリロニトリルを加え，S9mix非存在下で処  

理したいずれの処理群においても，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．→方，  

S9mix存在下で短時間処理したすべての処理群  

（0．068、0．27mg／mL）において，染色体の柿道具常の誘  

発が見られ，その出現頻度は7．5～62．0％（gapを除く）で  

あった．また，低濃度群（0．068mg／mL）および中漉度群  

（0．14mg／mL）で倍数性細胞の有意な（p＜0．01）増加が認  

められ，その出現頻度は3．13％および1．88％であったが，  

傾向性検定の結果，濃度依存性は認められなかった  

（p＜0．01），これは，高濃度群（0．27mg／mL）では細胞増  

殖率が57．5％と高い催であったにもかかわらず，分裂指  

数が低下していることや毒性のため800細胞親祭できな  
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染色体異常試験  

かった（観察細胞数：733細胞）ことから，分裂遅延によ  

り倍数性細胞の頻度が濃度依存的に減少した可能性が考  

えられた．   

メタクリロニトリルのメチル基が水素に置換している  

アクリロニトリルは，代謝活性化の有無に関係なく染色  

体の構造異常を誘発するが，倍数性細胞を誘発しないこ  

とが報告されている射．また，メタクリロニトリルのニ  

トリル基がメチルエステルに置換しているメチルメタク  

リラートは染色体の構造異常を誘発するが，その作用は  

弱い51．これらのことから，化学構造が類似したこれら  

の3物質は，ともに染色体の構造異常を誘発するがその  

作用機序が異なる可能性が示唆された，   

なお．メタクリロニトリルやメチルメタクリラートに  

ついては，復帰変異試験およびショウジョウバエを用い  

た伴性劣性致死試験において陰性の結果が報告されてい  

る6▼9竹i，アクリロニトリルは，復帰変異試験で陽性の  

結果が得られている4J．  
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メタクリロニトリル  

TablelChromosomeanalysISOfChinesehamstercells（CHL／IU）continuouslytreatedwithmethacrylonitrile  
（MPN）awithoutS9mix  

No．ofcells  
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Concen－ Timeof No．of  

Group tration exposure cells  
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CytOtOXICityp indexh  
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Abbreviations；gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb‥chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，  
cse：chromosomeexchange（dicentricandring），mul二multlpleaberrations，TAG：totalno．ofceuswithaberrations，TA：totalno．ofcellswlth  
aberrationsexceptgap，POL；polyploid，MC二mitomycinC－  

a）Puritywas99％・Thissubstancecontainedimpuritiesasfollows：p－methoxyphenolaspolymerizationinhibitor（51ppm），aCetOne（19ppm），  
acrylonitrile（59ppm），PrOPionitrile（55ppm），methacrolein（72ppm），1SObutylonitrile（48ppm），hydrogencyanide（35ppm），andtrace  
arnOuntOfacetonitrileandcis－CrOtOnitrile．  
b）Disti11edwaterwasusedassoIvent、C）MorethannineaberrationslnaCeuWereSCOredaslO．d）Others，SuChasattenuationand  
prematurechromosomecondensation，WereeXCludedfromtheno．ofstruCturalaberratjons．e）Eighthundredcellswereanalysedineach  
group．f）C∝hran・Arrnitage’strendtestwasdoneatp＜0．01．g）Cellnumber，rePreSentingcytotoxicity，WaSmeaSuredwithaCoulter  
Counterだ．h）Metaphasefrequency，rnitotlClndex，WaSCalculatedbycounting500cellsineachdish，  
＊：SignificantlydifferentfrromsoIventcontrolatp＜0．01byFisher’sexactprobabilitytest．  

Table2 ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwithmethacrylonitrile（MPN）a、withand  
withoutS9mix  

No・Ofaberrations poLL・Trendtest・  
。thers。Wlns   

Concen   TlmeOf No．of  
S9  

Group trdtlOn eXPOSure Cel】s  

Concurrent Mitotic  

CytOtOXICltyg indexh  
mIX  

（mg／mL）  （hr）ana】yseGgapctb cte csbcsemulttotal  TAG（％）TA（％）   TA POL （％）  （％）  

Non－treatment  

So」＼′entし O  

MPN O．17  

MPN O．3′1  

1（0．5）1（0．5）0．α）   
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0（0．0） 0（0．0）0．13   
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Abbreviations；gap：chrornatidgapandchromosornegap，Ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，  
CSe：chromosomeexchange（dicentricandring），mul二multipleaberrations，TAG：totalno．ofcellswithaberrations，TA：totalno．ofcellswith  
aberrationsexceptgap，POL：poLyploid，MC：mitomycinC，CPA二CyClophosphamide，Toxこcytotoxic．  
a）Puritywas99％．Thissubstancecontainedimpuritiesasfollows：p－methoxypheT101aspolymerizatlOninhibitor（51ppm），aCetOne（19ppm），  
acrylonltrile（59ppm），PrOpionitrile（55ppm）・methacrolein（72ppm）・isobutylonitrile（48ppm）・hydrogencyanide（35ppm）・andtrace  
amountofacetonitrlleandcIsrcrotonitrile．b）DistilledwaterwasusedassoIvent．c）MorethannineaberratlOnSinacellwerescoredaslO．  
d）Others，SUChasattenuationandprematurechromosomecondensation・WereeXCludedfromtheno・OfstruCturalaberrationre）Eight  
hundredcellswereanaLysedineachgroup・f）Cochran・Armitage’strendtestwasdoneatp＜0・Ol・g）Cellnumber・r？PreSentlngCytOtOXICity，  
WaSmeaSuredwithaCoulterCounterま，h）Metaphasefrequency，mltOticlndex，WaSCalculatedbycounting500ceuslneaChdish．  
i）Chromosomeanalysiswasnotperformedbecausetherewasnometaphaseduetocytotoxicity．j）Sevenhundredandthirtypthreecellswere  
analysed．  
＊：SignlficantiydlfferentfromsoIventcontrolatp＜0．01byFisher’sexactprobabilitytest．  
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メタクリロニトリルのラットを用いる反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalTbxicityScreening′托st  

ofMethacrylonitrilebyOralAdministrationinRats  

生に対する無影響量（NOEL）はいずれも30mg／kg／day  

以上と考えられた，  
要約  

プラスチック，エラストマー，単量合体，共重合体，  

被覆剤等の合成に使用され，酸，アミド，アミン，エス  

テル，ニトリル等の合成時には化学反応中間体として，  

また特殊な用途としては炭酸飲料容器の製造時にアクリ  

ロニトリルの置換剤としても使用されているメタクリロ  

ニトリルをオリブ袖に溶解し，1群あたり雌雄各12匹の  

Crj：CD（SD）IGSラットに0，7．5，15および30mg／kgの  

投与量で雄ラットに対しては交配前，交配期間および交  

配後を含む計46日間，雌ラットに村しては交配前，交  

配および妊娠期間，ならびに哺育4日までの期間，反復  

経口投与し，雌雄動物への反復投与による影響，雌雄動  

物の生殖および新生児の発生に及ぼす影響について検討  

し，以下の成績を得た．   

1．反復投与毒性   

血液学検査では，30mg／kg群の雄に赤血球数，ヘマ  

トクリット値およびヘモグロビン量の低値が認められ  

た．血液生化学検査では，15および30mg／kg群の雄に  

カリウムの低値，30mg／kg群の雄にクレアチニンの高  

値．雌に総ビリルビンおよびグルコースの高値が認めら  

れた．剖検では，7．5および15mg／kg群の雌各1例，30  

mg／kg群の雄1例および雌2例に腺胃粘膜の暗赤色斑が  

みられ，病理組織学検査でびらんが確認された．器官重  

量では，肝臓について30mg／kg群の雄および各投与群  

の雌に相対重量，雌に絶対重量の高値が認められた．雌  

では，脾臓の絶対重量および相対重量の高値が30  

mg／kg群で，心臓の絶対重量の高値が各投与群で，ま  

た，心臓の相対重量の高値が15および30mg／kg群で認  

められた．病理組織学検査では，雌の陣臓に髄外造血が  

15mg／kg群で3例，30mg／kg群で7例に認められた・   

以上のことから，雄の15mg／kg以上の群においてカ  

リウムの低値，雌の7．5mg／kg以上の群において心臓の  

絶対重量の高値および腺胃粘膜のびらんがそれぞれ認め  

られた．したがって，本試験条件下におけるメタクリロ  

ニト・）ルの無影響量（NOEL）は雄で7．5mg／kg／dayであ  

り，雌では7．5mg／kg／day未満と考えられた・   

2．生殖発生毒性   

生殖能検査では，各投与群の雌雄ともに異常は認めら  

れず，新生児にも変化は認められなかった・   

したがって，本試験条件下におけるメタクリロニトリ  

ルの反復投与による親動物の生殖ならびに新生児の発  

方法   

1．被験物質および投与液の調製   

メタクリロニトリル（純度：99％，LotNo．P－30A，旭  

化成工業㈱，東京）は，常温において刺激臭のある無色  

透明の液体である．入手後の被験物質は遮光気密容器に  

入れ，4～100Cの冷暗所で保存し，残余被験物質を製造  

業者が分析し，投与期間中の被験物質の安定性を確認し  

た．溶媒は日本案局方オリブ油（ヤクハン製薬㈱）を用い，  

これに被験物質を所定の濃度となるように溶解させた．  

調製液は，冷暗所保存条件下で8日間安定であることか  

ら，調製後直ちに遮光気密容器に入れて冷所保存し，室  

温に戻して使用した．また，これらの調製液について濃  

度を確認し，設定値の±5％以内にあることを確認し  

た．  

2，試験動物および飼育条件   

日本チャールス・リバー㈱より受け入れた8週給の  

Sprague－Dawley系ラット（Crj：CD（SD）IGS）の雌雄を14  

日間の検疫および馴化を行い，雌については10日間の  

性周期検査も併せて行った後，雌雄各48匹を選択して  

10週齢で試験に供した．投与開始日の体重は雄が  

354～434g，雌が210～259gであった．動物は，温度  

21～240C，湿度37～62％，換気回数10～15回／時間およ  

び照明時間12時間（8時から20時まで点灯）に制御された  

バリアシステムの飼育室で，ブラケット式金属製金網床  

ケージに群分け前は1ケージあたり雌雄別に3匹以内を  

収容し，群分け後は1匹，交配中は雌雄各1匹，妊娠期  

間中は1母動物を収容した．雌は，妊娠17日から金網床  

のかわりに実験動物用床敷（ホワイトフレーク，日本チ  

ャーノ㌧ス・リバー㈱）を敷いたステンレス製受皿を使用  

して1腹を収容した．飼料は，γ線照射固型飼料（CRF－1，  

オリエンタル酵母工業㈱）を金属製給餌器を用いて，飲  

料水は札幌市水道水を自動給水装置を用いてそれぞれ自  

由に摂取させた．  

3．投与量および投与方法   

投与量設定試験では雌雄のラットに5，15および30  

mg／kgの3用量を1群5匹に1日1回14日間投与し，30  

mg／kg群の雄で体重増加量の低値，雌で投与14日に摂  

餌量の低値が認められ，その他の検査項目には異常は認  
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められなかった．このことから，本試験の投与量は高用  

量を死亡あるいは衰弱例がみられず，体重推移に影響が  

予測される用量として30mg／kg／dayを設定し，以下，  

公比2で15および7．5mg／kg／dayを雌雄ともに設定し，  

これに日本薬局方オリブ油を投与する対照群を含めた雌  

雄各4群を設定した．1群の動物数は雌雄とも12匹とし，  

投与前々日の体重に基づいて層化無作為抽出法により群  

分けを行った．   

各個体の投与液量は投与日に最も近い測定日の体重に  

基づいて算出し，5mL／kgの容量でラット用胃ゾンデを  

用いて1日1回強制的に胃内に投与した．投与期間は，  

雄については交配前14日間および交配期間を含む46日  

間，雌については交配前14日間および交尾成立までの  

交配期間，さらに交尾成立例は妊娠期間および哺育4日  

までの期間，交尾不成立例は交配期間終了後23日まで  

の期間とした．  

4．検査項目  

1）一般状態観察   

雌雄仝例について，試験期間中1日1回の頻度で，視  

診および触診により行動，外観などを観察した．  

2）体重測定   

仝例について，投与1，2，5，7，10および14日の投  

与前，その後は雄については7日毎（投与終了日を含む）  

および剖検日に，雌については妊娠0，1，3，5，7，10，  

14，17および20日，哺育0，1および4日の投与前なら  

びに哺育4日の翌日（剖検日）に，交尾不成立例について  

は投与28，35，42および49日の投与前および51日の翌  

E】（剖検日）に，また交配期間中（雄と同居中）は相手雄の  

測定日と同じ目に測定した．体重増加量および体重増加  

率を，雄については投与1から46日，雌については投与  

1から14日，妊娠0から20日および哺育0から4日につ  

いて算出した．  

3）摂餌量測定   

雄については交配期間を除き，雌については妊娠0日  

および哺育0日を除き体重測定と同じ日に，測定前日の  

給与量から翌日の残量を減じて個々の動物の1日分の摂  

餌量を算出した，  

4）尿検査   

雄の各群6例について投与期間の最終週（投与43、44  

日）に，代謝ケージに収容して非絶食下で採尿を行い，  

同時に採尿中の飲水量（重量）も測定した．約3時間の蓄  

尿についてpH，蛋白，糖，ケトン阻 ウロビリノーゲ  

ン，どリルビン，潜血反応（以上，マルテイスティツク  

ス，バイエル・三共）および色調（肉眼観察）ならびに沈  

連（鏡検）を検査し，21時間蓄尿について尿量（容量）お  

よび比重（屈折計法，アタゴ）を測定した．  

5）血液学検査   

雄の仝例について投与46日の翌日の剖検時に，雌の  

哺育母動物各群6例について分娩後5日（哺育4日の翌  

日）に，16、22時間絶食させた後，エ｝テル麻酔下で腹  

部大動脈より採血し，EDTA・2Kで処理した血液を用  

いて赤血球数，ヘマトクリット値，血′ト板数，白血球数  

（以上，電気抵抗法），ヘモグロビン量（シアンメトヘモ  

グロビン法），平均赤血球容積（赤血球数，ヘマトクリッ  

ト値より算出），平均赤血球ヘモグロビン量（赤血球数，  

ヘモグロビン量より算出），平均赤血球ヘモグロビン濃  

度（ヘマトクリット値，ヘモグロビン量より算出）（以上，  

自動血球計数装置F－820，シスメックス），網赤血球数  

（Brecher法）および白血球百分比（May－Grtinwald－  

Giemsa染色）を測定した．また，3．8％クエン酸ナトリ  

ウムで処理した後，3000回転／分で10分間遠心分離して  

得られた血祭を用いて，プロトロンビン時間（トロンポ  

プラスナン法）および活性化部分トロンポプラスナン時  

間（エラジン酸法）（以上，血液凝固自動測定装置アメル  

ングKC－10A，バクスター）を測定した．  

6）血液生化学模査   

雄の仝例について投与46日の翌日の剖検時に，雌の  

哺育母動物各群6例について分娩後5日（哺育4日の翌  

日）に，16、22時間絶食させた後，血液学検査と同時に，  

腹部大動脈より採血し，ヘパリン処理した後，3000回  

転／分で10分間遠心分離して得られた血祭を用いて  

GOT（IFCC法）およびグルコース（ヘキソキナーゼ法）を  

測定し，無処理血液を3000回転／分で10分間遠心分離し  

て得られた血清を用いてGPT（IFCC法），アルカリホス  

フ7ターゼ（Bessey－Lowry法），Y－GTP（包接しγグルタ  

ミルサニトロアニリド基質法），コリンエステラーゼ  

（ヨウ化プチリルチオコリン基質法），給コレステロール，  

リン脂質（以上，酵素法），トリグリセリド（遊離グリセ  

ロール消去法），総ビリルビン（アゾビリルビン法），尿  

素窒素（ウレアーゼ・インドフェノール法），クレアチニ  

ン（Jaff畠法），カルシウム（OCPC法），無機l）ン（Fiske－  

SubbaRow法），総蛋白（ビウレット法）（以上，自動分析  

装置7150形，日立製作所），ナトリウム，カリウム（以  

上，炎光光度法，自動炎光光度計480型，コーニング），  

クロール（電量滴定法，クロライドカウンターCL－6M，  

平沼産業），蛋白分画およびA／G比（以上，セルロース  

アセテート膜電気泳動法，全自動電気泳動装置CTE－150，  

常光）を測定した．  

7）剖検および器官重量測定   

雄の全例について投与46日の翌日に，体外表を観察  

し，エーテル麻酔下で採血後放血致死させ剖検した．雌  

の分娩例は分娩後5日（哺育4日の翌日）に，交尾不成立  

例は交配期間終了後24日（投与51日の翌日）に，妊娠25  

日まで分娩が認められない交尾成立例は妊娠26日に剖  

検した．また，脳，心臓，肝臓，腎臓，牌臓，副腎，胸  

腺，精巣，精巣上体および卵巣の重量を測定するととも  

に，絶対重量を剖検当日の体重で除し100を乗じて相対  

重量を算出した．  
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12）新生児の体重測定   

仝側について，哺育0，ユおよび4日に個体毎に測定し，  

体重値は1腹あたりの生児仝例の体重の合計ならびに1  

腹毎の雌雄別平均体重として取扱った．  

13）新生児の剖横   

死亡例は直ちに剖検した．その他の例については，哺  

育4日に体外表（口腔内を含む）を観察し，二酸化炭素吸  

入法により安楽死させ，全身の器官・組織を肉眼的に観  

察した．  

5．統計解析   

性周期の異常の有無，交尾率，受胎率，出産率および  

哺育4日時哺育率ならびに痛理組織学検査結果のうち1  

段階の陽性グレードがみられた所見については多読料  

x2－検定を行い，その結果，有意差がみられた場合は2試  

料x2－検定で解析した．ただし，これらの検定に不適合  

の場合はFisherの直接確率検定法を用いた．   

尿検査の定性的項目ならびに病理組織学検査結果のう  

ち2段階以上の陽性グレードがみられた所見については  

KruskalrWal1isの検定法で解析し，有意差がみられた場  

合は，Mann－Whitneyのu検定法を用いて解析した．   

その他の項目について，Bartlettの検定法によって等  

分散性を解析し，等分散の場合は，一元配置分散分析法  

で解析し，有意差がみられた場合は，Dunnettの検定法  

により解析した．不等分散の場合は，KruskalrWa11is法  

で解析し，有意差がみられた場合は，MannrWhitneyの  

U一検定法を用いて解析した．なお，新生児の観察およ  

び測定において，出生率，性比，新生児生存率および雌  

雄別体重ならびに雌雄合計体重について，1腹を標本単  

位として統計処理を行った．   

これら対照群と被験物質投与群との間の検定において  

は，いずれも有意水準を5％とした、  

8）病理組織学検査   

雌雄の仝例について脳（大脳・小脳），下垂体，胸腺，  

甲状腺（左右），上皮小体（左右），副腎（左右），脾臓，心  

臓，胸部大動脈，舌，食道，胃（前胃および腺胃），肝臓，  

膵臓，十二指腸，空腸，回腸（バイエル板を含む），盲腸，  

結腸，直腸，喉頭，気管，肺（気管支含む），腎臓（左右），  

膀胱，精巣（左右），精巣上体（左右），前立腺，精嚢（凝  

固腺含む，左右），卵巣（左右），子宮（角部および頚部），  

膣，眼球（左右），ハーダー腺（左右），乳腺（右腹部，雌  

のみ），皮膚（右腹部），胸骨（骨髄含む），大腿骨（骨髄含  

む，右），脊髄（頚部），骨格筋（右大腿部），腸間膜リン  

パ節，下顎リンパ節（左右），顎下腺（左右），舌下腺（左  

右），耳下腺（左右），坐骨神経（右）を骨法に従ってパラ  

フィン包埋後，薄切してヘマトキシリン・エオジン染色  

標本，脾臓のベルリン青染色標本を作製して鏡検した．   

9）生殖能検査   

雌仝例について，投与開始日の10日前から交尾まで  

の連日，ギムザ染色による膣垢塗抹標本を作製し，光学  

顕微鏡下で性周期段階（発情前期，発情期前期，発情期  

後期，発情後期および発情休止期）の判定を行い，性周  

期の各段階を4日から6日の間隔で2回以上繰り返すも  

のを正常と判定した．発情休止期あるいは発情期が7日  

以上継続してみられる場合に性周期の異常と判定した．  

投与14日の雌雄について，同試験群内で夕方から1対  

1（拙作為組合わせ）で14日間を限度として同居させた．  

交尾の成立は雌の膣内の腔栓あるいは睦垢スメア標本中  

に精子が確認された場合とし，交尾日を妊娠0日とした．  

妊娠の成立は雌の子宮に着床痕が確認された場合とし，  

交尾率［（交尾雌動物数／同居雌動物数）×100〕および受  

胎率［（受胎動物数／交尾雌動物数）×100］を算出した．   

10）分娩および哺育状態観察   

交尾した雌仝例について，妊娠21日から分娩終了日  

まで，分娩段階，哺育状態，生存児数および死亡児数，  

出産児の性別および外表を観察した．朝9時に分娩終了  

を確認した場合，その日を哺育0日とした．その結果か  

ら，妊娠期間［妊娠0日から哺育0日（分娩終了日）までの  

日数］，出産率［（生児出産雌数／妊娠雌数）×100］，分娩率  

［（総出産児数／着床痕数）×100】，出生率［（出産確認時生  

存児数／総出産児数）×100］，哺育4日時哺育率［（哺育4日  

時に哺育児の認められる雌動物数／正常に分娩した雌動  

物数）×100］および性比［雄生児数／雌生児数］を算出した．   

11）新生児の一般状態観察および生存率   

仝例について，哺育0日から哺育4日まで1日1臥 生  

存および死亡を確認し，一般状態および外表について観  

察した．なお，哺育日数は分娩終了日を哺育0日とし  

た．   

観察結果から新生児の4日の生存率［（哺育4日生存児  

数／出産確認時生存児数）×100］を1腹を単位として算出  

し，喰殺あるいは不明例となった新生児は死亡例として  

扱った．  

；  

結果   

1．反復投与毒性  

（1）一般状態   

雄では，いずれの群にも異常は認められなかった．   

雌では，15mg／kg群の1例で妊娠21日以降に，30  

mg／kg群の1例で妊娠17日以降に，剖検日（分娩後5日）  

まで皮下腫痛が認められた以外に異常は認められなかっ  

た．この皮下腫癌は病理組織学検査で乳腺の腺癌と判定  

されたが，妊娠を契機に自然発生的にしばしば発現する  

ことが知られていることト3）から，自然発生腫瘍と判断  

した．  

（2）体重（Fig．1）   

雌雄とも対照群と比較して有意な差は認められなかっ  

た．  

（3）摂餌量（Fig．2）   

経では15mg／kg群で投与14日に低値が認められた．   

雌では，15および30mg／kg群で妊娠前投与期間の投  

与2日に，15mg／kg群で妊娠5日に，対照群と比較して  
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Fig．1Bodyweightchangesofratstreatedora11ywithmethacrylonitrileincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

低値が認められたが，哺育期間には，各投与群とも有意  

な差は認められなかった．投与2日には村照群でも前日  

と比較して摂餌量の低下がみられていること，いずれも  

一過性の変化であることから，被験物質による毒性的な  

変化ではないと考えられた．  

（4）尿検査   

雄の各投与群とも対照群と比較して有意な変化は認め  

られなかった．  

（5）血液学検査（Tablel，2）   

雄では30mg／kg群で赤血球数，ヘマトクリット値お  

よびヘモグロビン量に対照群と比較して低値，ならびに  

プロトロンビン時間に短縮が認められた．プロトロンビ  

ン時間の短縮については，軽度な短縮であり，血小板数  

に変化がみられていないことから，毒性学的忠義はない  

ものと考えられた．他に7，5mg／kg群では分乗核好中球  

の高値，リンパ球の低値，15mg／kg群で平均赤血球ヘ  

モグロビン量の低値が認められたが，用環依存的でない  

変化であり，被験物質との関連性はないものと考えられ  

た．   

雌では30mg／kg群で平均赤血球ヘモグロビン濃度の  

低値，7．5および15mg／kg群で梓状核好中球の低値が認  

められたが，関過する他の項目に変化がみられないこと  

から，被験物質との関連性はないものと考えられた．  

（6）血液生化学横査（Table3，4）   

雄では15および30mg／kg群でアルカリホスファクー  

ゼおよびカリウムの低値，30mg／kg群でクレアチニン  

の高値が認められた．アルカリホスファターゼの低値に  

ついては，毒性学的意義がないと考えられた．   

雌では30mg／kg群で総ビリルビンおよびグルコース  

の高値が認められた．他に7．5mg／kg群で尿素窒素の高  

値が認められたが，低用量群のみの変化であり，被験物  

質との関連性はないものと考えられた．  

（7）剖頼   

経では，30mg／kg群の1例に腺胃粘膜の暗赤色斑が認  

－315－  
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SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（＊p＜0・05）  

2．生殖発生毒性  

（1）生殖能検査（Table8）   

交尾までの日数，交尾率および受胎率に各投与群とも  

対照群と比較して有意な差は認められなかった．交尾不  

成立が30mg／kg群で1組にみられたが，雌の性周期検  

査，雌雄の剖検および病理組織学検査で生殖器に異常は  

認められなかった．不妊例は対照群および7．5mg／kg群  

で各1例，ユ5mg／kg群で2イ軌こ認められた．   

性周期検査では交配中に発情休止期の連続が30  

mg／kg群で1例にみられたが，この例は交尾および妊娠  

が成立した．  

（2）分娩および哺育状態観察（Table9）   

妊娠期間，哺育率，出産率，着床数，出産児数，分娩  

率，出産確認時生存児数および出生率に，各投与群とも  

対照群と比較して有意な差は認められなかった．   

なお，分娩終了確認時の死亡児が7．5mg／kg群で雌1  

例，30mg／kg群で雄3例および雌7例に認められた．30  

められた．   

雌では，7．5および15mg／kg群の各1例，ならびに30  

mg／kg群の2例に腺胃粘膜の暗赤色斑が認められた．  

（8）器官重畳（TabIe5，6）   

雄では，30mg／kg群で対照群と比較して肝臓の相対  

重量に高値が認められた．   

雌では，7．5mg／kg以上の投与群で心臓の維村重量，  

肝臓の相対量量に高値がみられ，15mg／kg以上の投与  

群で心臓の相対重量，30mg／kg群で肝臓の絶対重量に  

高値が認められた．30mg／kg群では，脾臓の絶対重量  

および相対重量にも高値が認められた．  

（9）病理絶織学検査（Table7）   

雌雄とも剖検時に腺胃の暗赤色斑がみられた例には，  

軽度のびらんが認められた．   

雌で，重量増加のみられた牌臓では，軽度の髄外造血  

が対照群の1例，15mg／kg群の3例，30mg／kg群の7例  

にみられ，有意な発現率増加が認められた．  
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メタクリロニトリル  

l¶g／kg群の死亡児のうち雄3例および雌6例は1腹の児  

であったが，この母動物は雌雄各1例の新生児を哺育し，  

哺育行動に異常はみられなかった．  

（3）新生児の生存率（Table9）   

各投与群とも対照群と比較して有意な差は認められな  

かった．  

（4）新生児の一般状態   

死亡あるいは不明例が対照群で雌1†軋 7．5mg／kg群  

で雌2例，15mg／kg群で雄3例にみられたが，30mg／kg  

群では死亡あるいは不明例はみられず，被験物質による  

影響はないものと考えられた．   

生存例では30mg／kg群の雌1例に外傷が認められた  

のみであった．  

（5）新生児の体重推移（Table9）   

各投与群とも対照群と比較して有意な差は認められな  

かった．  

（6）新生児の剖横   

死亡例には異常は認められなかった．   

哺育4日剖検例には，7．5mg／kg群の雄1例に肝臓の黄  

白色斑が，30mg／kg群の雌1例に外傷がみられたが，他  

に異常はみられなかった．  

リルによる溶血性貧血が報告されていること41から，メ  

タクリロニトリル投与による貧血に対する代償性の変化  

と考えられた，雌では，各投与群に心臓の絶対重量の高  

値がみられ，15および30mg／kg群には相村重量の高値  

も認められた．心臓に病理組織学検査で異常はみられな  

かったが，げっ歯類では心肥大が心臓重量増加として認  

められ，組織学的変化は顕著でないと報告されており7〕，  

心肥大の原因の一つに貧血が挙げられている7】．一方，  

メタクリロニトリルの急性経口投与毒性試験6一の死亡例  

では右心房の拡張および肺の明橙色化がみられ，メタク  

リロニトリルによる溶血との関連が考えられる．した  

がって，本試験でみられた心臓の絶対重量および相対重  

量の変化も被験物質による溶血性貧血の影響と推察され  

た．   

以上のことから，雄の15mg／kg以上の投与群において  

カリウムの低値，雌の7．5mg／kg以上の投与群において  

心臓の相対量量の高値および腺胃粘膜のびらんがそれぞ  

れ認められた．したがって，本試験条件下におけるメタク  

l）ロニト．）ルの無影響量（NOEL）は雄で7．5mg／kg／day  

であり，雌では7．5mg／kg／day未満と考えられた．   

2．生殖発生毒性   

生殖能検査では，各投与群とも雌雄の交尾率，雌の性  

周期および受胎率，また，生殖器（精巣，精巣上体およ  

び卵巣）および内分泌器官（副腎）の重量ならびに剖検に  

変化はみられず，30mg／kg群の生殖器の病理組織学柊  

査においても異常は認められなかった．   

母動物の剖検，妊娠期間，着床数、出産率．分娩率，  

出産児数，出産確認時生存児数および出生率に，メタク  

リロニトリル投与による影響は認められなかった．なお，  

30mg／kg群の母動物1例で分娩終了確認時に雄3例およ  

び雌6例の死亡児みられたが，この母動物の一般状態お  

よび剖検で異常はみられず，同例は雌雄各1例の新生児  

を哺育し，新生児の発育にも異常はみられなかったこと  

から，死亡児と被験物質との関連性については明らかで  

はなかった．   

新生児の一般状態，新生児生存率，体重および剖検で  

は，各投与群とも影響は認められなかった．   

以上のことから，雌雄の生殖および新生児の発生に各  

投与群とも被験物質の影響は認められなかった．したが  

って，本試験条件下におけるメタクリロニトリルの反  

復投与による親動物の生殖ならびに新生児の発生に対す  

る無影響量（NOEL）はいずれも30mg／kg／day以上と考  

えられた．  

考察   

1．反復投与毒惟   

血液学検査では，30mg／kg群の雄に赤血球数，ヘマ  

トクリット値およびヘモグロビン量の低値が認められ  

た．この変化は，メタクリロニトリル投与により赤血  

球およびヘモグロビンの減少などの溶血性貧血が報告さ  

れていること引から，被験物質による影響と考えられ  

た．   

血液生化学検査では，雄について15および30mg／kg  

群にカリウムの低値，30mg／kg群にクレアチニンの高  

値が認められた．被験物質の影響と推察されたが，病理  

組織学検査で腎臓に異常が認められないことから，その  

機序については明らかでなかった．雌について30  

mg／kg群に総ビリルビンおよびグルコースの高値が認  

められた．肝臓については，30mg／kg群の雄に相対重  

量，雌に絶対重量，また各投与群の雌に相対重量の高値  

が認められていることから，病理組織学的に肝臓の異常  

は認められなかったが，この変化は肝臓の機能元進によ  

るものと推察された，   

剖検では，7．5および15mg／kg群の雌各1例，30  

mg／kg群の雄1例および雌2例に腺胃粘膜の暗赤色斑が  

みられ，病理組織学的にはびらんが確認された．この変  

化は，メタクリロニトリルに皮膚腐食性があることが報  

告されていること5■，また，メタクリロニトリルの急性  

経口投与毒性試験6）でも腺胃粘膜の暗赤色斑がみられた  

ことから，被験物質による影響と考えられた．   

器官重量では雌の30mg／kg群に前述の肝臓の他，脾  

臓の絶対重量および相対重量の高値がみられ，病理組織  

学検査では15mg／kg群で雌3例，30mg／kg群で雌7例  

に髄外造血が認められた．この変化は，メタクリロニト  
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メタクリロニトリル  

TablelHematologicalfindingsofmaleratstreatedorallywithmethacrylonltrileincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  omg／kg  7・5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

Numberofanimals  

RBC（10ソ〃L）  

Hematocrit（％）  

Hemoglobin（g／dL）  

MCV（m）  

MCH（pg）  

MCHC（g／dL）  

WBC（102／FJL）  

Platelet（10J／FLL）  

Reticulocyte（‰）  

PT（sec）  

APTT（sec）  

Differentialleukocytecounts（％）  

Neutrophils   

Stabform   

Segmented  

Eosinophils  

Basophils  

Monocytes  

LymPhocytes  

12  

904．7±39．7  

48．68±2．65  

16．38±0．63  

53．81±1．65  

18．11±0．55  

33．68±1．03  

107．1±27．9  

113．95±11．09   

21．3±3．8  

15．75±1．62  

26．21±2．24  

12  

915．3±29．8  

48，39±2．42  

16．22±0．72  

52．87±1．81  

17．71±0．48  

33．別±0．86  

113．8±24．1  

116．83±8．70  

19．8±3．5  

15．28±1．47  

25．65±2．60  

12  

910、5±26．9  

48．01±2．01  

15，88±0．52  

52．73±1．40  

17．43±0．39＊＊  

33．07±0．77  

117．3±28．0  

109．61±13．75  

18．8±4．0  

15．33±1．70  

26．01±2．45  

12  

856．7±38．6■ヰ  

46．23±1．61＊  

15．52±0．62■＊  

53．99±1，48  

18．12±0．56  

33．57±0．52  

114．0±23．4  

107．32±14．73   

23．3±4．6  

14．13±0．61＊＊  

24．66±2．55  

1．5±1．6  

7．8±2．9  

1．6±1．2  

0．0±0．0  

0．4±0．7  

88．8±3．9  

1．9±1．3  

11．9±5．2＊  

1．1±1．2  

0．0±0．0  

1．0ニヒ1．0  

8ノ1．1±4．車  

1．6±1．8  

9．1±3．9  

1．1±1．7  

0．0±0．0  

0．8±0．9  

87．4±6．1  

2．3±1．2  

10．3±3．2  

0．8±0．7  

0．0±0．0  

0．9±0．9  

85．7±3．0  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
Significantlydi打erentfromOmg／kggroup（＊pく0．05，＊＊p＜0．01）  

Table2 Hematologicalfindingsoffemaleratstreatedorallywithmethacrylonitrlleincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  omg／kg  7・5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

Numberofanlmals  

RBC（10J／，uL）  

Hematocrlt（％）  

Hemoglobln（g／dL）  

MCV（m）  

MCH（pg）  

MCHC（g／dL）  

WBC（102／FJL）  

Platelet（101／FLL）  

Reticulocyte（％。）  

PT（sec）  

APTT（sec）  

Differentialleukocytecounts（％）  

Neutrophils   

Stabform   

Segmented  

Eosinophils  

Basophils  

Monocytes  

LymPhocytes  

6  

682．8±51．9  

41．05±1．52  

13．57±0＿67  

60．28±3．02  

19．92±0．82  

33．05±0．73  

122．7±25．3  

11ノ1．18±9．81   

57．5±21．5  

13．85±0．27  

19．38±1．10  

6  

688．0±28．7  

41．28±2．34  

13．55±0．43  

60．02±2．73  

19．72±0．80  

32．87±1．23  

139．7±26．8  

113．38±16．29   

44．3±17．5  

13．90±0．27  

18．38±1．25  

6  

651．8±31．0  

40．62±2．73  

13．27±0．80  

62．27±乙10  

20．37±0．73  

32．70±0．64  

128．2±15．9  

122．58±16．71   

71．3±17．6  

1′l．13±0．43  

19．42±1．15  

6  

678．2±32．1  

42．53±1．53  

13．50±0．56  

62．77±1．65  

19．90±0．46  

31．77±0．57＊  

123．2±31．4  

123．28±9．72   

68．7±20，6  

14．07±0．18  

19．13±0．94  

1．3±1．2＊  

22．8±7．3  

1．0±1．3  

0．0±0．0  

0．7±0．8  

74．2±8．0  

4．0±2．4  

26．5±9．9  

0＿7±0．8  

0．0±0．0  

1．2±1．5  

67．7±11．4  

0．7±0．8＊＊  

25．0±8，7  

0．0±0．0  

0，0±0．0  

0．2±0．4  

74．2±8．3  

2．3±1．5  

23．7±7．9  

0．5±1．2  

0．0±0．0  

1．0±0．6  

72．5±7．5  

ValuesareexpressedasMean士S．D．  
Significantlydi仔erentfromOmg／kggroup（＊p＜0．05，＋＊p＜0．01）  
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Tbble3 Bloodchemicalfindingsofmaleratstreatedorallywithmethacrylonitrileincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  Omg／kg  7．5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

Numberofanimals  

Totalprotein（g／dL）  

A／G  

Proteinfraction（％）   

Albumin   

α1－globulin   

α√globulin   

β一globulin  

†globulin  

GOT（IU／L）  

GPT（IU／L）  

ALP（IU／L）  

ChE（IU／L）  

Y－GTP（IU／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

Totalcholesterol（mg／dL）  

Triglyceride（mg／dL）  

Phospholipids（mg／dL）  

Ureanitrogen（mg／dL）  

Creatinine（mg／dL）  

Sodium（mEq／L）  

Potassium（mEq／L）  

Chlorine（mEq／L）  

Calclum（mg／dL）  

Inorganicphosphorous（mg／dL）  

12   

5．88±0．2ノ1  

1．092±0．089  

52．23±2．03  

21．89士2．41   

9．17±0．62  

13．93±0．82   

2．78±0．87   

59．3±6．0   

2′1．3±5．8  

273．9±59．8   

61，8±28．6   

0．37士0．13  

0．059±0．010  

172．6±19．2   

60．4±13．8   

51．1±20．1  

101．9±19．3  

15．38±1．40  

0．458士0．033  

141ノ12±0．87  

4．861±0．253  

105．6±1．6   

9．65士0．33   

7．13±0．43  

12   

6．00±0．24  

1．063±0．067  

51．63±1．56  

22．96±1．36   

8．99±0．6ノ1  

13．85±0．99   

2．58±0．87   

72．5±19．6   

34．0±17．3  

235．2±41．0   

69．7±28．3   

0．48±0．24  

0．068±0．022  

176．6±48．2   

62．5±12．9   

43．8±24．8  

104．9±17．1  

14．90士1．30  

0．475±0．068  

1′11．67±1．30  

4．709±0．212  

105．9±1．2   

9．54±0．33   

6．93±0．46  

12   

6．03±0．18  

1．107±0．100  

52．53±2．23  

22．23士2．45   

8．74±0．52  

14．03±0．68   

2．47±0．シ1   

62．0±14．7   

25．6±5．5  

217．6±63．4＊   

60．3±15．7   

0．40±0．1ノ1  

0．062±0．006  

182．3±18．6   

60．8±8．5   

66．6±37．1  

109．4±14．2  

15．27±1．56  

0．492±0．042  

141．29±1．37  

4．522±0．178＊＊  

105．8±1．3   

9．58±0．15   

6．73±0．44  

12   

5．93±0．34  

1．076±0．097  

51．87±2．20  

22．14±2．28   

9．35±0．89  

13，98±1．24   

2．66±0．56   

73．8±35，5   

30．3±15．7  

198．8±41．8桝   

55．2±14．0   

0．43±0．17  

0．070±0．015  

184．3±32．5   

59，6±9．3   

61．8±38．1  

106．3±19．8  

1ノ1．67±2．42  

0．513±0．084榊  

1ノ11．04±1．03  

4．613±0．208＊  

105．4±1．2   

9．56±0．26   

7．07±0，55  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfrornOmg／kggroup（＊p＜0．05，＊＊p＜0．01）  
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Table4 Bloodchemicalfindingsoffemaleratstreatedorallywithmethacrylonitrileincombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  omg／kg  7．5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

Numberofanimals  

Totalprotein（g／dL）  

A／G  

Proteinfraction（％）   

Albumin   

αrglobulin   

α2Uglobulin  

β－globulin  

†－globulin  

GOT（IU／L）  

GPT（IU／L）  

ALP（IU／L）  

ChE（IU／L）  

†－GTP（IU／L）  

Totalbilirubin（mg／dL）  

Glucose（mg／dL）  

Totalcholesterol（mg／dL）  

Triglyceride（mg／dL）  

Phospholipids（mg／dL）  

Ureanitrogen（mg／dL）  

Creatlnine（mg／dL）  

Sodium（mEq／L）  

Potassium（mEq／L）  

Chlorine（mEq／L）  

Calcium（mg／dL）  

InorganlCphosphorous（rng／dL）  

6   

5．60±0．44  

1．180±0．ユ14  

シl．17±2．46  

21．13±1．85   

8．45±1．33  

13．83±1．15   

2．42±0．89   

80．2±19．0   

38．5±9．8  

127．5±64．4  

246．0±36．7   

0．77±0，33  

0．058±0．012  

126．7±8，2   

58．2±3．5   

33．8±8，2  

113．8±6．7  

16．03±1．34  

0．532±0．03／1  

140．92±1．2ノ】  

4．670±0．280  

109．0±1．1  

9．85±0．50   

8．53±1．25  

6   

5．48ニヒ0．26  

1．175±0．肌6  

シ1．07±0．97  

21．37±2．87   

8．87±1．80  

13．52±1．36   

2．18＝ヒ0．67   

73．2±11．7   

28．0：±7．2  

151．8±57，4  

213，2±53．4   

0．75±0．18  

0．080±0．011＊  

148．0±13．9＊   

54．0±9．0   

62．3±イ3．1  

108．8±15．1  

17．47±3＿58  

0．557±0．061  

1ノ10．42±1．39  

4．790±0．152  

108．5±1．4  

9．70±0．40   

8．30±0．39  

6   

5．53±0．21  

1．152±0．059  

53．57±1．29  

20．08±1．別  

10．00±1．55  

14．17±0．73   

2．18±0．66   

87．5±15．2   

33．3±4．7  

1ノ17．2±30、1  

211．8±40．4   

0．83±0．36  

0．055±0．015  

128．3±14．イ   

57．5±12＿6   

41．7±40．1  

111．3±21．5  

19．62±0．96＊■  

0．560±0．040  

1／11．25±1．64  

4．657±0．309  

108．7±1＿8   

9．78±0．25   

8．90±0．92  

6   

5．55±0．15  

1．120±0．038  

52．92±0．朗  

21．65±1．78   

9．62±0．88  

1′l．02±1．11  

1．80±0．46   

83．8±15，0   

38．5±7．6  

117．2±21．3  

226，2±45．6   

0．55±0．19  

0．078±0．019  

13ノ1．0±16．4   

66，7±9．3   

46．5±19．6  

128．3±13．0  

16．83±2．77  

0．568±0．041  

1／10，67±1．03  

4．710±0＿374  

108．3±1．0   

9．65±0．39   

8．02±0，41  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignitlCantlydifferentfromOmg／kggroup（＊p＜0．05，＊＊p＜0．01）  
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Table5 Absoluteandrelativeorganweightsofmaleratstreatedorallywithmethacrylonitrileincombined  
repeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  Omg／kg  7．5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

Numberofanimals  

Bodyweight（g）  

Absoluteorganweight  

Brain（g）  

Heart（g）  

Liver（g）  

Kidneys（g）  

Spleen（g）  

Adrenals（mg）  

Thymus（mg）  

Testes（g）  

Epididymides（g）  

Relativeorganweight  

Brain（g％）  

Heart（g％）  

Liver（g％）   

Kidneys（g％）  

Spleen（g％）■  

Adrenals（mg％）  

Thymus（mg％）  

Testes（g％）  

Epjdidymjdes（g％）  

12  

511．8±50．2  

2．200±0．066  

1．504±0．173  

13．891±2．222  

3．329±0，358  

0．7′18±0．104   

57．8±6．2  

299．8±5乙6  

3．234士0．550  

1．233±0．205  

0．432±0．043  

0．293±0，021  

2．698±0．199  

0．651±0．049  

0．147±0．019  

11．320±0．859  

59．102±12．036  

0．639±0．131  

0．245±0．054  

12  

501．9±51．9  

2．2ノiO±0．070  

1．464±0．196  

13．664±1．896  

3．216±0．313  

0．715±0．082   

60．3±10．0  

276．1±65．4  

3．280±0．236  

1．243±0．061  

0．450±0．046  

0．292±0．019  

2．717±0．181  

0．6′13±0．053  

0．1ノ12±0．016  

12．008±1．597  

54．784±10．731  

0．658±0．063  

0．250±0．030  

12  

502．4±46．0  

2．193±0．078  

1．433±0．115  

14．575±2，256  

3．084±0．446  

0．703±0．123   

60．3±8．6  

271．7±53、2  

3．19ユ±0．308  

1．271±0．120  

0．437±0．033  

0．286±0．018  

2．889±0．244  

0．612±0．041  

0．139±0．020  

11．998±1．305  

シ1．043±9．930  

0．638±0．083  

0．25′1±0．027  

12  

500．2±58．0  

2．235±0，081  

1．403±0．119  

15．398±2．655  

3．168±0．280  

0．790±0．128   

62．4±7．4  

282．2士100．2  

3．442±0．245  

1．301±0．098  

0．452土0．042  

0．283±0．018  

3．063±0．230＊■  

0．635±0．038  

0．158±0．019  

12．512±1．032  

56．000±16．133  

0．696±0．079  

0．26Z±0．027  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（伸p＜0．01）  

Table6 Absoluteandrelativeorgapweightsoffemaleratstreatedorallywithmethacrylonitrileincombined  
repeatdoseandreproductlVe／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  Omg／kg  7．5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

Number of animals 

Bodyweight（g）  

Absoluteorganweight  

Brain（g）  

Heart（g）   

Liver（g）  

Kidneys（g）  

Spleen（g）  

Adrenals（mg）  

Thymus（mg）  

Ovaries（mg）  

Relativeorganweight  

Brain（g％）  

Heart（g％）  

Liver（g％）  

Kidneys（g％）  

Spleen（g％）  

Adrenals（mg％）  

Thymus（mg％）  

Ovaries（mg％）  

10  

306．9±18．2  

2．051±0．062  

0．980±0．051＊  

10．478±0．929  

2．010±0．145  

0．673±0．103   

71．3±7．0  

196．8±60．7  

106．8±12．7  

0．671±0．03ノ1  

0．319±0．018＊  

3．413±0．215＊＊  

0．655±0．043  

0．220±0．038  

23．226±1．74ノ璽  

64．247±20．346  

34．797±3，513  

11  

309．1±19．9  

2．051±0．107  

0．922±0．042  

9．694±0．746  

1．968±0．134  

0．613±0．098   

71，8±8．3  

219．6±71．3  

106．3±7．3  

0．666±0．053  

0．298±0．017  

3．140±0．213  

0．637±0．043  

0．196±0．024  

23．252±2．416  

70．383±19．751  

34．480±2．896  

11  

311．5土21．5  

2．029±0．053  

1．005±0．132＊  

10．659±1．00′1  

2．022±0．1シ1  

0．625士0．110   

80．5±11．7  

223．1±77．3  

106．0±7．2  

0．653±0．041  

0．324±0．040  

3．420±0．166＊＊  

0，652±0．053  

0．200±0．024  

25．780±2．796  

71．106±22．416  

34．155±2．995  

11  

308．7±21．6  

2．013±0．066  

1．024±0．135＊  

10．724±1．210＊  

2．015±0．178  

0．838±0．119＊＊   

79．0±10．8  

2（X）．3±54．6  

109．5±10．1  

0．655±0．053  

0．330±0．036＊  

3．465±0．206＊＊  

0．655±0．042  

0．274±0．038＊＊  

25．562±2．662  

65．323±18．878  

35．598±3．475  

Va】uesareexpressedasMean±S．D．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（＊p＜0．05，佃p＜0．01）  
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Table7 Histopathologicalfindingsofratstreatedoral1ywithmethacryLonitrileincombinedrepeatdoseand  

reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  Omg／kg  7．5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

＜Male＞   

Numberofanimalsexamined  12   

Organ：Findings  Grade   

Glandularstomach：Erosion  ＋  0  

＜Female＞   

Numberofanimalsexamlned  12   

0rgan：Findings  Grade   

Glandularstomach：Erosion  ＋  O   

Spleen：Hematopoiesis，eXtramedullary  ＋  1  

Valuesarenumberofanimalswithfindings．  
GradeofhistopathologlCalfinding；＋：slight．  
SignificantlydifferentfromOmg／kggroup（＊p＜0．05）  

Table8Influenceofmethacrylonitrileonreproductiveperformanceofratstreatedorallyincombinedrepeatdose  
andreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  Omg／kg  7．5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

Numberofanimalsexamined  12  

Numberofpairsmated  12  

Numberofpairswithsuccessfulcopulation  12  

Durat10nOfmating（day，Mean±S．D．）  2．3±0．8  

CopulationIndexa（％）  100．O  

Numberofpregnantanlmals  ll  

Fertllitylndexb（％）  91．7  

9
 
 

〇
 

．
 

9
 
 
1
 
 

2
 
 

仁
U
 
 

3
 
7
 
 
 
∩
り
 
 

ほ
9
L
‖
 
1
0
 

3
 
 

91．7  

a）（Numberofpairswithsuccessfulcopulation／numberofpalrSmated）×100．  

b）（Numberofpregnantanlmals／numberofpairswithsuccessfulcopulat10n）×100．  
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Table9Influenceofmethacrylonitrileondevelopmentalperformanceofratstreatedoral1yincombinedrepeatdose  
andreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Item  Omg／kg  7・5mg／kg  15mg／kg  30mg／kg  

Numberofpregrlantanimals  

Numberofimplantationsites  

Numberofpupsborn  

Deliveryindexal（％）  

Numberoflivepups  

Livebirthindexb（％）  

Sexratio（Male／Female）  

Numberofdeadpups  

Gestationlength（day）  

Gestationindex（（％）  

Nursingindexd（％）  

NumberoflivepupsondayO  

Numberoflivepupsonday4  

Viabilityindexe（％）  

Bodyweightofpups（g）   

Litter DayO  

1  

4   

Male DayO  

1  

4   

Female DayO  

l  

・1  

11  

15．2±1．7   

1ノ1．5士1．7   

96．0±7．2   

14．5±1．7  

100．0±0．0   

1．21±0．62  

0．0±0．0   

22．5±0．5  

100．0  

100．0   

1／l．5±1．7   

1ノ1．5±1．6   

99．5±1，8  

98．14±9．61  

107．27±11．26  

151．44±13．3ノ1   

6．99±0．68   

7．64±0．85  

10．80±1．25   

6．60士0．63   

7．23±0．74  

10．34±1．12  

11  

15．7±1．3   

14．4±2．2   

91．5±12．8   

14．3±2．1   

99．5±1．8   

0，83土0．30  

0．1±0．3   

22．6±0．5  

100．0  

100．0  

14．3±2．1   

14．1±2．0   

98．9±2．5  

96．65±11．61  

104．83±12．08  

150．61±15．98   

7．00土0．53   

7．66±0．82  

11．09±1．46   

6．68±0．57   

7．32±0．78  

10．61±1．31  

10  

15．8±1．1  

15．0±1．6   

94．9±6．5  

15．0±1．6  

100．0±0．0   

1．09±0．44   

0．0±0．0   

22．8±0．4  

100．0  

100．0  

15．0±1．6  

14．7±1．5   

98．1±3．1  

99．51±8．17  

109．柑±8．別  

154．09±13．99   

6．90±0．63   

7．55±0．76  

10．99±1．2′1   

6．50±0．53   

7．14±0．73  

10．22±1．25  

11  

16．0±2．0  

14．5±乙3   

91．2±10．6  

13．6±4．3   

92．0±24＿6  

1．00±0．61   

0．9±2．7   

22．6±0．5  

100．0  

100．0  

13．6±4．3  

13．6±4．3  

100．0±0．0  

91．38±27．56  

100．35±30．07  

143．23±42．32   

6．91±0．55   

7．58±0．79  

11．05±1．31   

6．60±0．53   

7．27±0．68  

10．40±1．17  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  

a）（Numberofpupsborn／numberofimplantationsites）×100．  

b）（Numberoflivepupsborn／numberofpupsborn）×100．  

c）（Numberoffemaleswithlivepupsdelivery／numberofpregnantfemales）×100．  

d）（Numberoffemalesnursinglivepups／numberoffemaleswithnormaldelivery）×100．  
e）（Numberoflivepupsondayl／numberoflivepupsborn）×100．  
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