
メタクリル酸2ヒドロキシュテルエステルの細菌を用いる復帰突然変異試験  

ReverseMutationrrbstof2－HydroxyethylmethacrylateonBacteria  

メタクリレート，2，0、2．5％ ジエチレングリコ〕ルモノ  

メタクリレート，50ppmメトキノン（重合防止剤）〕で  

あり，㈱日本触媒から供与された．被験物質は，使用時  

まで冷蔵した．なお，試験終了後に㈱日本触媒において，  

被験物質の化学分析を行った結果，純度は97．3wt％で  

あった．メタクリル酸2－ヒドロキシュテルエステルは，  

局方注射用水（ロット番号：K5A80，㈱大塚製薬工場）に  

溶解Lて最高濃度の調製液を調製した後，同溶媒で公比  

約3ないし2で希釈し，速やかに試験に用いた．  

〔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 二 2一（2－フリル）3一（5一ニトロー2－フリル）アク  

リルアミド（上野製薬（㈹）  

SA ：アジ化ナトリウム（和光純薬工業㈱）  

9AA：9アミノアクリジン （SigmaChem．Co．）  

2AA：2一アミノアントラセン（和光純薬工業㈱）   

AF2および2AAはジメチルスルホキシド（DMSO）に  

溶解したものを【20℃で凍結保存し，用時解凍した．  

9AAはDMSOに，SAは純水に溶解し，速やかに試験  

に用いた．  

〔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（Difco）   0．6％  

塩化ナトリウム  0．5％  

（B）＊Lヒスチジン  0．5mM  

D－ビオナン  0．5mM   

＊二WP2uvIA用には，0．5mML一トリプトフアン水溶  

液を用いた一  

2）合成培地   

培地は，極東製薬工業（粗製の最少寒天培地を用いた、  

なお，培地1J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  

メタクリル醸2一ヒドロキシエチルエステルについて，  

細菌を用いる複帰突然変異試験を実施した．   

検定菌として，5∂ノmoJleノノ∂亡yp加murノumTAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371）およびEscheI－ichlacollWP2  

uvrA′Z・3）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，本試験ではS9mix無添加試験および添加試  

験を二；13、5000JJg／プレートの範囲で実施した．   

その結果，2匝Ⅰ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数の増加は認められなかった．   

以上の結果から，メタクリル酸2ヒドロキシュテルエ  

ステルは，用いた試験系において変異原性を有しない  

（陰性）と判定された．  

方法   

〔検定菌〕  

5∂ノmo乃eノノ∂fγp加mL汀ⅢmTAlOO  

S∂ノmoJle〟∂ルp山元ur血mTA1535  

EscムerJc山∂（：0ノJWP2uv〃1  

5∂止っoJleノノarγpノ】血ur山mTA9さ；  

S∂ノmoJleノノ∂亡yp血murfu汀】TA1537   

5．fγp山mur血刀の4菌株は1975年10月31日にアメリ  

カ合衆国，カリフオルニア大学のB．N．Ames博士から  

分与を受けた．   

且c（フノノWP2日v〃4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，UV感受性，および膜変異（rね）とアンピシリン耐性  

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，ニュ  

ートリエントブロスNo．2（Oxoid）を入れたL字型試験管  

に解凍した種菌を一∵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，  

〔被験物質〕   

メタクリル酸2ヒドロキシエチルエステ）L／（CAS No．  

868－77－9）は，分子量130．16の無色透明液体である．用  

いた被験物質は，（何日本触媒製造，ロット番号5PO5LA，  

純度97．6wt％〔不純物：0．210．3％エ十レングリコールジ  

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  

パクトアガー（Diた0）  

2g  

10 g 

l．92g  

O．66g   

20 g 

15gg 
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復帰変異試験   

径90mmのシャーレ1枚あたり30m上を流して固めて  

ある．  
結果および考察   

〔用量設定試験〕   

メタクリル酸2－ヒドロキシュテルエステルについて  

50～5000／Jg／プレートの範囲で公比を約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  

性は認められなかった．   

したがって，本試験における最高用量は，S9mix無  

添加試験および添加試験とも5000腫／プレートとした．   

〔本試験〕   

S9mix無添加試験および添加試験で，ともに313、  

5000I増／プレートの範囲で公比を2として2回の本試験  

を実施した（Tablel，2）．その結果，いずれの検定菌に  

おいても，溶媒対照値の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．   

以上の結果に基づき，メタクリル酸2－ヒドロキシュテ  

ルエステルは，用いた試験系において変異原性を有しな  

い（陰性）と判定した．  

3）s9mix   

lmヱ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   

0．1m～  

8 cLmol 

33J↓mO1  

5匹mO1  

4 CLmol 

4〃mOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100IlmOl   

＊＊：7適齢のSpraguerDawley系雄ラットをフユノバ）L／  

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を用いた．  

〔試験方法〕   

プレインキュベーション法4）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0．1m′，リン酸緩衝液  

0．5m乙（S9mix添加試験においてはS9mixO．5mり，検  

定菌液0．1mヱを混合し，37℃で20分間往復振とう培養  

したのち，トップアガー2m∠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．各検定菌ごとの陽性対照物質の名称およ  

び用量は各Table中に示した．溶媒および陽性対照群は，  

同時に実施した他の試験と共通とした．培養は37℃で  

48時間行い，生じた変異コロニー数を算定した．抗菌  

性の有無については，肉眼的あるいは実体顕微鏡下で，  

寒天表面の菌膜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，それぞれその平均値と標準偏差を求めた．用量設定  

試験は1回，本試験は同一用量について2回実施し，結  

果の再現性の確認を行った．  

〔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鯉添加あるいはS9mix添加条件において，被験物  

質を含有する平板上における変異コロニー数の平均値  

が，溶媒対照のそれに比べて2倍以上に増加し，かつ，  

その増加に再現性あるいは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  

（陽性）と判定することとした．ただし，2回の本試験の  

一方でのみ変異コロニー数の平均値が溶媒対照値の2倍  

以上となる用量が認められた場合において，その溶媒対  

照値が10以下であり，変異コロニー数の増加に用量依  

存性が認められない場合は陰性とすることとした．  
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メタクリル酸2－ヒドロキシエチルエステル  
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復帰変異試験  

Tablel．Mutagenicityof2－hydroxyethylmethacrylatelnreVerSemutationtest（Ⅰ）onbacteria  

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

without（－）  Base－Pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535   Wア2リソJ勇   TA98   TA1537  

0   154 171159  13  7 12  28 26 2白  25  33  27  11 15 10  
（161±8．7）   （11± 3．2）   （28±1．5）   （28±4．2）   （12± 2．6）  

313   141158 ユ60  13  9 10  31 33  30  23  28 19  11  8 10  
（153±10．4）   （11±2．1）   （31±1．5）   （23±4．5）   （10±1．5）  

625   141147 139  12 14 12  30  34  31  27  20  20  9 12  8  

（142±4．2）   （13±1．2）   （32±2．1）   （22±4．0）   （10士2．1）  

1250   151133 149  9 17  9  31 37  22  12 19 18  14  8  9  

（144±9．9）   （12± 4．6）   （30± 7．5）   （16±3．8）   （10±3．2）  

S9 mlx 2500   137 137 157  12 15 13  30  26  20  28  20 18  12  9 12  

（144±11．5）   （13±1，5）   （25±5．0）   （22±5．3）   （11±1．7）  

5000   154 141160  12 10 19  29  26  23  25  33  23  15 12 15  

（152± 9．7）   （14± 4．7）   （26± 3．0）   （27± 5．3）   （14±1．7）  

0   156 193 150  11 10  9  40  39  40  44  26  36  11 20  9  

（166±23．3）   （10±1．0）   （40± 0．6）   （35±9．0）   （13± 5．9）  

313   129 162 154  11 15 13  27  27  35  20  29  33  15 13  8  

（148±17．2）   （13± 2．0）   （30±4．6）   （27± 6．7）   （12±3．6）  

625   157 183 181  14 13  8  48  36  31  25  35  37  12 15  7  
（174±14．5）   （12±3．2）   （38± 8．7）   （32± 6．4）   （11±4，0）  

1250   177 180 182  14  9 11  36  28  41  34  30  27  8 11 10  

（180± 2．5）   （11± 2．5）   （35± 6．6）   （30±3．5）   （10±1．5）  

S9 mix 2500   172 177 172  13 10 12  33  40  29  22  30  36  6 10  8  

（174±2．9）   （12±1．5）   （34± 5．6）   （29± 7．0）   （8± 2．0）  

（＋）  5000   162 175 160  15 11 15  37  30  33  30  30  34  9 11 12  

（166± 臥1）   （14± 2．3）   （33±3．5）   （31±2．3）   （11±1．5）  

Positive  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

control  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix（一）   

colonies／plate   （718±53．2）   （276±16．9）   （309±25．0）   （691±29．1）  （1261±125．7）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix（＋）   

colonies／plate   （898±130．9）   （287±21．4）   （660±82．3）   （311±18．1）   （342±27．2）   

AF2：2－（2rFuryl）一3（5－nitro－2－furyl）acrylamlde，SA：Sodiumazide，9AA：9－Aminoacridine，2AA：2－Aminoanthracene  

Puritywas97・6wt％and O・2rO3％ethyleneglycoldimethacrylate，2・Or2・5％diethyleneglycolmonomethacrylateand  

50ppmmethoquinonewerecontainedaslmpurlties．  
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メタクリル酸2－ヒドロキシエチルエステル  

Tabie2．Mutagenicityof2rhydroxyethylmethacrylateinreversemutationtest（ⅠⅠ）onbacteria  

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

witrLOutト）  dose  Base－PalrSubstitutiontype  Frameshifttype  

S！）mix   TAlOO   TA1535   Wア2川〝A   TA98   TA1537  

0   140 125 147  11 18 13  25  27  23  20  31 20  1Z 14 11  

（137±11．2）   （14±3．6）   （25± 乙0）   （24±6．4）   （12±1．5）  

313   124 122 145  13 10 19  26  22  28  31 19  33  4  8  9  
（130±12．7）   （14± 4．6）   （25± 3．1）   （28± 7．6）   （7± 2，6）  

625   116 104 169   26  26  25  26  26 19  14  6   6  
（130±封．6）   8  8 10                          （9±1．2）  （26± 0．6）   （24±4．0）   （9± 4．6）  

1250   108 118 116  14 10 13  23  20  26  30  22 14  7  5 11  
（114± 5．3）   （12± 2．1）   （23± 3．0）   （22± 8．0）   （8± 3．1）  

S！）mix  2500   151141139  19 10   8  17  20  26  22 15  25  5  7 12  
（144±6，4）   （12± 5．9）   （21± 4．6）   （21± 5．1）   （8±3．6）  

ト）  5000   149 134 151  10  9 10  20  27  31  20  27  30  S 12   9  
（145±9．3）   （10± 0．6）   （26± 5．6）   （26± 5．1）   （10± 2．1）  

0   141115 140  9 14 11  37  26  28  34  22  31  9   5   8  
（132±14．7）   （11± 2．5）   （30± 5．9）   （29± 6．2）   （7± 2．1）  

313   141138 1二i7  6 1ユ   7  37  23  29  38  30  21  6  8   6  
（139± 2＿1）   （8± 乙6）   （30± 7．0）   （30± 8．5）   （7±1．2）  

625   128 147 131  10 18 17  22  30  29  26  27  28  12   3   5  
（135±10．2）   （15± 4．4）   （27± 4．4）   （27±1，0）   （7± 4．7）  

1250   140 170 1∠13  10  2〔） 13  35  3i 21  24  24  21  5  8 15  
（151±16．5）   （14± 5．1）   （29± 7．2）   （23±l．7）   （9± 5．1）  

S！）mix  2500   159 151146  10 12 17  30  35  29  24  28  29  12 10  8  
（152± 6．6）   （13± 3．6）   （31± 3．2）   （27± 2．6）   （10± 2．0）  

（＋）  5000   146 173 170  5 10 15  26  38  33  28  27  32  8   8   8  
（163±14．8）   （10± 5．0）   （32± 6．0）   （29± 2．6）   （8± 0．0）  

Positive  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

c〔1ntrOi  0．01   （〕．5   0．01   0＿1   80  

S9m反ト）   

coionies／plate   （711±59．9）   （364±20．0）   （482± 6＿1）   （648±35．1）  （1164±141．7）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

c（爪trOl  2   10   0．5   2  

S9m反（＋）   

COlonies／plate   （703±59．3）   （320±13．2）  （433±35．0）   （283±29．1）   （2組±7－1〉   

AF22一（2－Furyl）－3一（5nltrO－2LfurYl）acrylamide，SA：SodlumaZlde，9AAニ9－AmlnOaCrldine，2AA：2－AmlnOanthracene  

PurltyWaS97．6wt％and O．2－0．3％ethyleneglycoldlmethacrYlate，2．0－2．5％dlethyleneglycolmonomethacrylateand  

50ppmmethoqulnOneWereCOntalnedasLmPurltleS．  
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メタクリル酸2－ヒドロキシュテルエステルの   

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  

Inl万tI・OChromosomalAberrationTbstof  

2－HydroxyethylmethacrylateonCulturedChineseHamsterCells  

以上の結果より，本試験条件下でメタクリル酸2－ヒ  

ドロキシエチルエステルは，染色体異常を誘発する（陽  

性）と結論した．  

要約  

メタクリル酸2－ヒドロキシエチルエステルの培養細  

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）ともに  

1．3mg／ml（10mM）においても50％を超える増殖抑制は  

認められなかったことから，すべての試験において1．3  

mg／m∠の濃度を最高処理濃度として，連続処理および  

短時間処理のS9mix存在下では，公比2で4濃度，短時  

間処理のS9mix非存在下では，公比2で3濃度設定した．  

なお，48時間連続処理の濃度は，24時間連続処理と同  

じ濃度に設定した．連続処理では，S9mix非存在下で  

24時間および48時間連続処理後，短時間処理ではS9  

mix存在下および非存在下で6時間処理（18時間の回復  

時間）後，標本を作製し，検鏡することにより染色体異  

常誘発性を検討した．染色体分析が可能な最高濃度は，  

24時間連続処理と短時間処理のS9mix非存在下および  

S9miⅩ存在下では1．3mg／mL（10mM），48時間連続処  

理では0．65mg／mヱであったことから，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時間連続処理した高濃度群（1．3  

mg／mりでは，細胞毒性のため染色体の構造異常および  

倍数性細胞について規定の細胞数が観察できなかった  

が，中濃度群（0．65mg／m∠）および高濃度群（1．3mg／mヱ）  

において染色体の構造異常（gapを含む）が有意に誘発さ  

れ，その頻度は10．0％および70．6％であった．一方，  

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．48時間連続処理したすべての処理群に  

おいて，染色体の構造異常（gapを含む）が有意に誘発さ  

れ，その頻度は6．0～糾．0％であった．また，高濃度群  

（0．65mg／mりにおいて，観察した細胞の3．25％に倍数  

性細胞が認められた．短時間処理では，S9mix非存在  

下において，いずれの処理群でも染色体の構造異常の誘  

発作用は認められなかった．一方，低濃度群（0．33  

mg／ml）および高濃度群（1．3mg／ml）において観察した  

細胞の0．朗％および6．13％に倍数性細胞が誘発された．  

S9mix存在下では，高濃度群（1．3mg／ml）において観察  

した細胞の13．0％に染色体の構造異常（gapを含む）が  

有意に誘発された．また，中濃度群（0．65mg／mエ）にお  

いて観察した細胞の1．25％に倍数性細胞の誘発作用が  

認められたが，傾向性検定では有意差は認められなかっ  

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12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  

内で試験に用いた．  

2．培養液の調製   

培養には，牛胎児血清（FCS：CanseraInternational）  

を10％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5m£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3E＝∃に  

S9mix存在下および非存在下で6時間処葦里し，処理終了  

後新鮮な培養液でさらに18時間培養した．  

4．被験物質   

メタクリル酸2－ヒドロキシュテルエステル（略号：  

HEMA，CASNo．：868－77－9，ロット番号：5PO5LA，㈱  

日本触媒）は，無色透明液体で，水に対しては54．5  

mg／rnL，DMSOでは50mg／mL，アセトンでは50mg／ml  

で溶解し，融点一10℃以下，沸点87℃（5mmHg）で，分  

子式C6Hl。03，分子量130．16，純度97．6wt％（不純物と  

してエチレングリコールジメタクリレート 0．2－0．3％，  

ジエチレングリコールモノメタクリレート 2．0－2．5％，  

メトキノン（重合防止剤）50ppmを含む）の物質である．   

被験物質原体は，働ご，光，過酸化物などによって重合  

が起こることがある．  

5．被験物質の調製   

被験物質の調製は，使用のつど行った．溶媒は注射用  

蒸留水（㈱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  
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染色体異常試験  

ユにつき6枚作製した．作製した標本を3％ギムザ溶液  

で染色した．  

9．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デイソシュともに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．その結果（Table  

l，2），24時間連続処理および短時間処理のS9mlX存  

在下では1．3mg／mHlOmM）が，48時間連続処理におい  

ては0．65mg／m乙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（MMS）研究会＝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偶の分裂中期細胞を分析した．  

て0．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  

頬と数，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，溶媒の  

背景データと被験物質処理群問でフィッシャーの直接確  

率接ご〉（多重性を考慮してfamilywiseの有意水準を5％  

とした）により，有意差検定を実施した．また，フィッ  

シャーの直接確率法で有意差が認められた場合には，用  

量依存性に関してコクラン・アーミテソジの傾向性検定ごi〉  

（p＜0．05）を行った．最終的な判定は，統計学的および  

生物学的な評価に基づいて行った．  
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は，すべての試験において培養液の10％（v／v）になるよ  

うに加えた．なお濃度の記載について，純度換算ほ行わ  

なかった．  

6．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（MonoceliaterTM，オリンパス光学工業  

窃弔）を用いて各群の増殖度を計測L，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，短時間処理ともに，処理したす  

べての膿度範囲で50％を明らかに越える増殖抑制作用  

は認められなかった（Flg．1）．   

7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，染色体異常試験で用い  

る被験物質の高濃度群を，連続処理，短時間処理ともに  

1．3mg／mHlOmM）とし，連続処理および短時間処理の  

S9mix存在下では，公比2で4濃度を設定（0．16，0．33，  

0．65，1．3mg／m且）し，短時間処理のS9mix非存在下で  

は，公比2で3濃度設定した（0．33，0．65，1．3mg／mり．  

なお，連続処理の48時間処理群の濃度は，24時間処理  

群と同じ濃度に設定した．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（槻）およびシクロホ  

スファミド（CPA，SigmaChemicalCo．）は，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．  

8．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約  

0．1I↓g／m∠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イツシ  

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．メタクリル酸2ヒドロキシュテルエステルを加え  

て24時間連続処理Lた高濃度群（1．3mg／mりでは，細胞  

毒性のため染色体の構造異常および倍数性細胞について  

規定の細胞数が観察できなかったが，中濃度群（0．65  

mg／mL）および高濃度群（1．3mg／m山二おいて染色体の  

構造異常（gapを含む）が有意に誘発され，その頃度は  

10．0％および70．6％であった．一方，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．48  

時間連続処理したすべての処理群において，染色体の構  

造異常（gapを含む）が有意に誘発され，その頻度は6．0  

、84、0％であった．また，高濃度群（0．65mg／m£＝こおい  

て，観察した細胞の3．25％に倍数性碓胞が認められ，  

傾向性検定の結果，有意差が認められた．  
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短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．メタクリル酸2一ヒドロキシュテルエステルを加え  

てS9mix非存在下における短時間処理では，いずれの  

処理群でも染色体の構造異常の誘発作用は認められなか  

った．一方，低濃度群（0．33mg／血）および高濃度群（1，3  

mg／mヱ）において観察した細胞の0．88％および6．13％に  

倍数性細胞が誘発され，傾向性検定の結果，有意差が認  

められた．   

S9miⅩ存在下では，高濃度群（1．3mg／ml）において観  

察した細胞の13．0％に染色体の構造異常（gapを含む）  

が有意に誘発された．また，中濃度群（0．65mg／mりに  

おいて観察した細胞の1．25％に倍数性細胞の誘発作用  

が認められたが，傾向性検定では有意差は認められなか  

った．  

嶋従って，メタクリル酸2－ヒドロキシュチルエステル  

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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染色体異常試験  

Tablel ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）continuouslytreatedwlth2hydroxyethyl  
methacrylate（HEMA）＊＊wlthoutS9miⅩ  

No．ofstructuralaberrat10nS  Concen  TlmeOf No．of   No．ofce11s  Concurrent6，  

Others3】withaberratlOnS Polyplold4）Trendtest51cytotoxICity  Group  亡rat10n eXPOSure CeLts  

（mg／ml） （h） anaJysed gap ctb cte csb csemul∠’total  TAG（％） TA（％）（％）  SA NA  （％）  
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0（0．0）  

20＊（10．0）  

125＊（70．6）  

113（56．5）   
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Abbreviations，gaP：chromatidgapandchrornosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte二chromatidcxchange，CSb：chromosomebreak，  
cse：chromosomeex（：hange（dlCentrlCandrlng），mu！二multipleaberrat10nS，TAG：totalno．ofce11swlthaberratlOnS，TA：totalno．ofcellswlth  
aberrat10nSeXCeptgaP，SA：structuralaberratlOn，NA二numericalaberration，MC：mitomyclnC，NT：nottested．  
1）DIStilledwaterwasusedassoIvent．2）Morethannlneaberrat10nSlnaCeuWereSCOredaslO．3）Others，SuChasattenuationand  

prematurechromosomecondensatlOn，WereeXCludedfromtheno．ofstructuralaberrations．4）Eighthundredce11swereanalysedlneaCh  
group．5）Cochran・Armitage’strendtestwasdoneatp＜0．05．6）Ceilconfluency，repreSentingcytotoxicity，WaSmeaSuredwlth  

MonocellaterTM．7）Seven hundredandtwoceuswereanalysed．＊：SlgnlflCantlydifferentfromhistoricalsoIventcontroldata（p＜0．05）by  
FISher’s exact testuslnga BonferronlCOrreCtlOnformultiplecomparlSOnS・＊＊：Purityoftestsubstancewas97．6wt％．Ethyleneglycol  
dlmethacrylate（0．2¶0．3％），dlethyleneglycolmonomethacrylate（2，02．5％）andmethoquinone（50ppm）werecontainedaslmPunties．  
＊H：ChromosomeanalysISWaSnOtPerformedbecauseofseverecytotoxIClty．  

Table2 ChromosomeanaiysisofChinesehamsterce11s（CHL／IU）continuouslytreatedwith2－hydroxyethyl  
methacrylate（HEMA）＊＊withandwithoutS9mix  

No，OfstructuralaberratlOnS  No．ofcells  Concurrent（一〉  

Others3－ wlthaberrat10nS Polyploldl）Trendtest5）cytotoxIClty  

Con⊂e口r S9 TlIne（〕f No．0丁   

Group tratlOn nllX eXPOSure Cells  

（mg／mL）   （h） analysed gap ctb cte csb csemul2）total  TAG（％） TA（％）（％）  SA NA  （％）  

2（1．0）1（0．5）  

0（0．0〉  0（0．0）  

1（0．5） 0（0，0）  

0（0．0） 0（0．0）  

3（1．5） 2（1．0）  

1（0．5） 0（0．0）  

0（0．0） 0（0．0）  

4（2．0） 4（2．0）  

6（3．0） 5（2．5）  

26＊（13．0） 22（11，0）  

83（41．5） 77（38．5）  
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メタクリル酸2－ヒドロキシエチルエステルの  

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／DevelopmentalTbxicityScreeningTbstof  

2－HydroxyethylmethacrylatebyOralAdministrationinRats  

2．生殖発生毒性   

発情回数，交尾率，交尾日数，受胎雌数，妊娠期間お  

よび受胎率では，各投与群とも村照群との間に差はみら  

れなかった．また，分娩状態にも異常はみられなかった．  

黄体数，着床痕数，着床率および出産率では，各投与群  

とも対照群との間に差はみられなかった．   

総出産児数，分娩率，哺育0日の新生児数，児の産出  

率，死産児数，出生率，性比，哺育4日の新生児数，哺  

育4日の生存率では，各投与群とも対照群との間に差は  

みられなかった．外表観察では，いずれの群においても  

異常はみられなかった．体重では，各投与群の雌雄とも  

哺育0日および哺育4日ともに対照群との間に差はみら  

れなかった．一般状態では，対照群および各投与群とも  

異常症状はみられなかった．また，剖検では，いずれの  

群においても異常はみられなかった．   

以上のことから，当試験条件下におけるメタクリル酸  

2一ヒドロキシエチルエステルの一般毒性学的無影響量  

は，雄では30mg／kg投与により尿素窒素の高値が認め  

られたことから30mg／kg／day未満，雌では100mg／kg  

投与により腎臓の相対重量の高値が認められたことから  

30mg／kg／dayと考えられる．また，生殖発生毒性学的  

な無影響量は，いずれの項目にも影響が認められなかっ  

たことから雌雄の生殖およ．び児動物の発生とも1000  

mg／kg／dayと推察される．  

要約  

メタクリル酸2一ヒドロキシュテルエステルのラット  

を用いる反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験を行  

い，雌雄動物に対する反復投与による一般毒性学的な影  

響を検討するとともに，性腺機能，交尾行動，受胎およ  

び分娩などの生殖発生に及ぼす影響について検討した．  

投与量は，1000mg／kgを最高用量とし，以下300，100  

および30mg／kgとした．村照として媒体（注射用水）投  

与群を設けた．  

1．反復投与毒性   

雄においては，一般状態では1000mg／kg群で流誕が  

みられ，1／12例が死亡した．体重は，100Omg／kg群で  

増加抑制がみられた．摂餌量は，1000mg／kg群で減少  

がみられた．血液学検査では，各投与群とも各検査項目  

に投与による変動はみられなかった．血液生化学検査で  

は，30mg／kg以上の群で尿素窒素の高値あるいはその  

傾向，1000mg／kg群でK，Clおよび無機l）ンの高値お  

よびトリグリセライドの低値がみられた．剖検では，各  

投与群とも，投与による影響はみられなかった．死亡例  

では，胸腺および肺の暗赤色化，副腎の肥大がみられた．  

器官重量では，100mg／kg以上の群で腎臓の相対重量の  

高値，1000mg／kg群で肝臓の相対重量の高値がみられ  

た．痛理組織学検査では，1000mg／kg群で腎臓に尿細  

管拡張および集合管拡張がみられた．しかし，死亡例に  

おいては投与に起因すると思われる変化はみられなかっ  

た．   

雌においては，一般状態では1000mg／kg群で流誕，  

自発運動の低下，腹臥，流涙，被毛の汚れ，表皮温下降  

および呼吸緩徐がみられ，6／12例が死亡した．体重は，  

1000mg／kg群で交配前投与期間に増加抑制がみられた．  

摂餌量は，1000mg／kg群で交配前投与期間に減少がみ  

られた．剖検所見では，1000mg／kg群で胸腺の萎縮お  

よび副腎の肥大がみられた．死亡例では，胸腺の萎縮，  

肺の暗赤色化，牌臓の萎縮，副腎の肥大，腺胃粘膜の暗  

赤色化および小腸の暗赤色化がみられた．器官重量では，  

100mg／kg以上の群で腎臓の絶対重量の高値あるいはそ  

の傾向，1000mg／kg群で腎臓の絶対・相対重量の高値  

がみられた．病理組織学検査では，1000mg／kg群で腎  

臓に髄質および乳頭部への好中球浸潤，脳に延髄の広範  

な軟化がみられた．死亡例においては，牌臓の萎縮，副  

腎の束状帯の過形成など死戟期のストレスに起因すると  

思われる変化がみられた．  

方法   

1．被験物質，媒体および投与検体   

被験物質のメタクリル酸2－ヒドロキシュチルエステ  

ルは，分子量：130．16，融点ニー10℃以下，沸点：87℃の  

無色透明の液体であり，水およびアセトンにきわめて溶  

けやすい（Lot No．5PO5LA，製造元：㈱日本触媒，純  

度：97．6％，ただし，不純物としてエチレングリコール  

ジメタクリレートを0．2～0．3％，ジエチレングリコー  

ルモノメタクリレートを2．0～2．5％含有）．入手後は，  

冷蔵・遮光・気密条件下で保管した．なお，投与期間終  

了後に被験物質の一部を製造元に送付して分析した結  

果，使用期間中の安定性が確認された．   

被験物質は，注射用水に溶解して調製した．なお，2，  

20および200mg／mよの調製液は，調製後冷蔵・遮光条  

件下で7日間，さらに室温・遮光条件下で4時間保存し  

ても安定性に問題のないことが確認されていたため，各  

濃度の調製液は調製後，冷蔵・遮光条件下で保管し，調  

製後7日以内に便用した．被験物質は純度による換算を  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

行って調製した．  

2．使用動物および飼育条件   

8週齢のSpraguerDawley系雌雄ラット［Crj：CD（SD），  

（SPF）］を日本チャールス・リバー㈱から購入した．入  

手した動物は，5日間の検疫期間およびその後7日間の  

馴化期間を設け，一般状態および体重推移に異常がみら  

れず，また性周期観察で異常が認められなかった動物を  

群分けして試験に用いた．群分けは，コンピュータを用  

いて体重を層別に分けた後に，無作為抽出法により各群  

の平均体重および分散がほぼ等しくなるように投与開始  

日に行った，1群の動物数は，雌雄各12匹とした．   

動物は，室温20、24℃，湿度40、70％，明暗各12  

時間（照明：午前6時～午後6時），換気回数12回／時に  

設定した飼育室で飼育した．検疫・馴化期間中はステン  

レス製懸垂式ケージを用いて1ケージあたり5匹までの  

群飼育とし，群分け後はステンレス製五連ケージを用い  

て個別飼育した．ただし，交配はステンレス製懸垂式ケ  

ージ内で行った．また，母動物は，妊娠18日にオート  

クレーブ処理した床敷（サンフレーク，日本チャール  

スtリバー㈱）を入れたプラスチック製ケージに個別に  

移し，自然分娩および晴育をさせた．飼料は固型飼料  

（CRF－1，オリエンタル酵母工業（株））を，飲料水は水道水  

をいずれも自由に摂取させた．なお，剖検前目の午後4  

時からは絶食とした．  

3．投与経路，投与方法，群構成および投与量   

投与経路は経口投与を選択した．投与に際Lては，金  

属製経口胃ゾンデを取り付けたプラスチック製ディスポ  

ーザブル注射筒を用いて，強制経口投与した．投与液量  

は，雄では投与日あるいは投与日に最も近い測定日の体  

重を基準とし，5r山／kgで算出した．雌では，交配前お  

よび交配期間中は投与日あるいは投与巨＝こ最も近い測定  

日の体重を，妊娠期間中は妊娠0，7，14および21日の  

体重を，授乳期間中は晴育0日の体重を基準とL，5  

mJ／kgで算出した．投与回数は1日1回とした．投与開  

始日の週齢は雌雄とも10週齢であり，体重範囲は雄が  

341～380g，雌が232、256gであった．   

投与量は，先に実施した雄ラットを用いた2週間経口  

投与による予備試験（投与段階：0，30，100，300および  

1000mg／kg，各群5例）の結果により決定した．すなわ  

ち，1000mg／kg群で投与直後に流湛がみられたのみで，  

各群とも死亡発現はなく，体重推移および剖検でも異常  

は認められなかった．そこで，当試験の投与量は，1000  

mg／kgを最高用量とし，以下公比約3で300，100およ  

び30mg／kgとした．また，対照として被験物質と同一一  

容量の媒体（注射用水）を投与する群を設けた．  

4．観察および検査項目  

1）雄  

（1）一般状態   

一般状態および死亡の有無は，投与前一後の1日2回  

観察した．なお，死亡例は，発見後速やかに剖検し，異  

常の認められた器官・組織を10％中性緩衝ホルマリン  

液に固定後，汁E染色組織標本を作製し，病理組織学的  

に検査した．  

（2）体重測定   

体重は，1週間に2匝Ⅰ測定した．  

（3）摂餌量測定   

摂餌量は，交配開始前14巨］問および交配期間終了後  

から毎週2回測定した．  

（4）血液学積査   

投与期間終了の翌日に，ベントパルビタールナトリウ  

ムの腹腔内投与による麻酔下で腹大動脈から血液を採取  

し，以下の検査を実施した．   

赤血球数（RBC），ヘモグロビン量，ヘマトクリット  

値，血′ト板数および白血球数（WBC）は，EDTAr2Kコー  

ティングしたSysmexサンプルカップに採取した血液に  

ついて，多項目自動血球計数装置（SysmexE－2000，東  

亜医用電子拝机を用いて測定した．さらに，平均赤血球  

容積（MCV），平均赤血球血色素量（MCH）および平均赤  

血球血色素濃度（MCHC）を算出した．   

網状赤血球数（RET）は，EDTA2K処理した血液を  

Brecher法により超生体染色してスライドグラスに塗抹  

後，Giemsa染色した標本を作製して顕微鏡下で赤血球  

1000個中の数を計数した．   

白血球百分率は，EDTA－2K処理した血液をスライド  

グラスに塗抹L，MayLGiemsa染色した標本を作製して  

顕微鏡下で白血球100個を分類計数した，   

プロトロンビン時間（PT），活性化部分トロンポプラ  

スナン時間（APTT）およびフィブリノーゲン濃度は，  

3．13％クエン酸ナトリウムで処理した血祭について，散  

乱光検出方式により血液凝固分析装置（コアグマスター  

Ⅱ，三共（槻）を用いて測定した．  

（5）血液生化学権査   

血液学的検査用の血液と同時期に腹大動脈から採取し  

た血液を遠心分離し，得られた血清について，以下の検  

査を実施した．   

GOTおよびGPTはHenry変法，ALPはpLNPP基質法，  

yGTPはγ一G－P－NA基質法，総蛋白はBiuret法，総ビl）  

ルビンはAzobilirubin法，尿素窒素（BUN）はUrease・  

GIDH法，クレアチニンはJaff昌法，ブドウ糖はGlucose  

dehydrogenase法，総コレステロー）L／はCOD・DAOS法，  

ト1）グリセライドはGPO・DAOS法，CaはoTCPC法，無  

機1）ンはMolybdenumblue法により，自動分析装置（AU  

500，オリンパス光学工業㈱）を用いて測定した．   

NaおよびKほイオン選択電極法により，Clは電量滴  

定法により，いずれも全自動電解質分析装置（EAO4，（槻  

A＆T）を用いて測定した．   

蛋白分画は，電気泳動法により自動電気泳動装置  

（AES600，オリンパス光学工業㈱）を用いて測定した．   

アルブミン量は給蛋白量および蛋白分画値から，A／G  

比は蛋白分画値から算出した．  

（6）剖検   

上記の（4）および（5）の項で採血した動物をさらに放  

血致死させた後に器官・組織の肉眼的観察を行った．胸  
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メタクリル酸2－ヒドロキシエチルエステル  

腺，肝臓，腎臓，精巣および精巣上体は摘出後に重量を  

測定し，副腎，脳，心臓および牌臓とともに10％中性  

緩衝ホルマリン液（ただし，精巣および精巣上体はプア  

ン液）に固定した．  

（7）病理組織学検査   

摘出した器官・組織について常法に従ってパラフィン  

包埋標本を作製した．対照群および1000mg／kg群の心  

臓，肝臓，脾臓，胸腺，腎臓，精巣，精巣上体，副腎お  

よび脳についてH－E染色組織標本を作製し，病理組織学  

的に検査した．1000mg／kg群の検査で対照群と比べて  

異常を示す動物数に差があると考えられた腎臓は30，  

100および300mg／kg群についても同様に検査した．  

2）雌  

（1）一般状態および死亡の有無   

一般状態および死亡の有無は，投与前・後の1日2回  

観察した．なお，死亡例は，発見後速やかに剖検し，卵  

巣，子宮および異常の認められた器官・組織を10％中  

性緩衝ホルマリン液に固定後，H－E染色組織標本を作製  

し，病理組織学的に検査した．  

（2）性周期   

性周期は，投与開始日から交尾確認日まで毎日1回観  

察した．なお，発情期が連続2日間にわたって観察され  

た場合は1回と計数した．  

（3）体重測定   

体重は，交配開始前14日間および交配期間中には毎  

週2回，妊娠期間中には妊娠0，7，14および21日に，  

哺育期間には噂育0および4E］にそれぞれ測定した．  

（4）摂餌量測定   

摂餌量は，交配開始前14日間までは毎週2回測定し  

た．また，妊娠期間中は妊娠2，9，16および21日に，  

哺育期間中は哺育4日に測定した．  

（5）交尾不成立雌の剖横   

交尾不成立雌は，交配期間終了後にエーテル麻酔下で  

腹大動脈から放血致死させた後に剖検し，着床の有無に  

より妊娠の成否を確認した．  

（6）分娩状態の観察   

交尾雌は自然分娩させ，分娩状態の異常の有無，分娩  

終了の確認を妊娠21日から妊娠25日の午前10時まで  

毎日行った．午前10時に分娩が終了していた場合，そ  

の日を哺育0日とした．  

（7）妊娠25日までに分娩しなかった雌の剖検   

妊娠25日までに分娩しなかった雌は，エーテル麻酔  

下で腹大動脈から放血致死させた後に剖検し，着床の有  

無により妊娠の成否を確認した．  

（8）哺育状態の観察および剖検   

母動物は，哺育状態を哺育4日まで毎日観察し，晴育  

4日にエーテル麻酔下で腹大動脈から放血致死させた後  

に剖検し，着床痕数および黄体数を数えた．肝臓，腎臓，  

胸腺および卵巣は摘出後に重量を測定し，副腎，脳，心  

臓および脾臓とともに10％中性緩衝ホルマリン液に固  

定した．  

（9）病理組織学検査   

摘出した器官・組織について常法に従ってパラフィン  

包埋標本を作製した．対照群および1000mg／kg群の心  

臓，肝臓，牌臓，胸腺，腎臓，卵巣，副腎および脳にっ  

いてH－E染色組織標本を作製し，痛理組織学的に検査し  

た．1000mg／kg群の検査で対照群と比べて異常を示す  

動物数に差があると考えられた脳ならびに1000mg／kg  

群の死亡例で変化のみられた副腎は30，100および300  

mg／kg群についても同様に検査した．  

3）親動物（P）の生殖発生に及ばす影響  

14日間にわたって投与された雌雄は，同一群内で1対  

1に組み合わせて同居交配した．交配期間は14日を限  

度として，交尾を確認するまでの連続同居交配とした．   

交尾確認は毎朝ほぼ一定時刻に行い，膣垢内ド精子ま  

たは隆栓を確認した雌を交尾成立動物として，その日を  

妊娠OElとして起算した．  

4）新生児  

（1）出産時の観察   

出産時に総出産児数と性，死産児数，新生児数および  

外表異常の有無を観察した．  

（2）新生児の観察   

新生児は，一般状態および死亡の有無を生存期間中毎  

日1回観察した．  

（3）体重測定   

体重は，哺育0日（出生日）および4日に測定した．  

（4）剖検   

新生児は，晴育4日にエーテル麻酔下で腹大動脈から  

放血致死させた後に剖検した．  

5．統計解析   

測定値の統計解析は下記の検定法を用い，有意差検定  

は対照群と各投与群との間で行った．いずれの検定にお  

いても，危険率5％未満を有意とした．新生児は一腹の  

平均を一単位として検定した．   

体重（親動物，新生児），摂餌量，発情回数，交尾日  

数，妊娠期間［分娩日（哺育0日）－交尾確認日］，着床痕  

数，総出産児数（新生児数＋死産児数），新生児数，死  

産児数，分娩率［（総出産児数／着床痕数）×100］，児  

の産出率［（哺育0日の新生児数／着床痕数）×100］，黄  

体数，着床率［（着床痕数／黄体数）×100］，出生率  

［（哺育0日の新生児数／総出産児致）×100］，哺育4日の  

新生児数，哺育4日の生存率［（晴育4日の新生児数／晴  

育0日の新生児数）×100］，外表異常出現率［（外表異常  

児数／新生児数）×100］，性比（雄／雌），器官重量（相  

対重量を含む），血液学検査成緯，血液生化学検査成績  

については，各群で平均値および標準偏差を算出した．  

有意差検定は，Bartlett法による等分散性の検定を行い，  

等分散ならば一元配置法による分散分析1）を行い，有意  

ならばDunnett法ZJを用いて行った．一方，等分散と認  

められなかった場合は，順位を利用した一元配置法によ  

る分析（Kruskal－Wallisの検定3＞）を行い，有意ならば順  
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位を利用したDunnett型の検定法を用いて行った．   

交尾率［（交尾成立動物数／同居動物数）×100］，受  

胎率［（受胎雌数／交尾成立動物数）×100〕，出産率  

［（新生児出産雌数／受胎雌致）×100］は，ズ2検定を用  

いた．   

なお，病理組織学検査において，1000mg／kg群で毒  

性学的影響が示唆され他の用量群についても検査を実施  

した器官・組織の所見については，上記の順位を利用し  

たDunnett型の検定法を用いて行った．そこで有意差が  

認められた所見については，Cochran・Armitageの傾向  

検定を用いて用量反応性の検定を実施した．  

精巣の萎縮と軟化が1例にみられた．1000mg／kg群では，  

胸腺の暗赤色化が1例，両側性の腎臓の肥大が1例にみ  

られた．しかし，これらの変化は，いずれも少数例であ  

り，投与によるものではないと判断した．  

1000mg／kg投与群の死亡例の剖検において，肺・胸  

腺の暗赤色化および両側性の副腎の肥大がみられた．  

（7）器官重量（TabLe3）   

30mg／kg群では，対照群と比べていずれの器官重量  

にも有意差はみられなかった．100および300mg／kg群  

では，対照群と比べて腎臓の相対重量の有意な高値がみ  

られた，  

1000mg／kg投与群では，対照群と比べて肝臓および  

腎臓の相対重量の有意な高値がみられた．  

（8）病理組織学検査（TabJe4）   

生存例では，腎臓において尿細管拡張が1000mg／kg  

群で3例，集合管拡張が1000mg／kg群で2例にみられた  

が，それらの程度はいずれもごく軽度であった．なお，  

尿細管拡張は1000mg／kg群で対照群と比べて用量相関  

性はないものの有意差が認められ，集合管拡張は有意差  

はないものの増加傾向にあった．   

その他には，胸腺の出血，心臓の′ト肉芽腫，肝臓のノト  

肉芽腫および′ト葉中心性の肝細胞空胞変性，腎臓の尿細  

管好塩基性化，近位尿細管内の好酸性′ト体，裏胞，びま  

ん性鉱質沈着および好中球浸潤がみられたが，対照群で  

も同程度にみられているか，あるいは少数例であること  

から，偶発的変化と判断した．なお，牌臓，副腎，精巣  

および脳では対照群および1000mg／kg群とも異常はみ  

られなかった．  

1000mg／kg群の死亡例では，胸腺の出血，肺の浮腫，  

胸腺・肺・副腎の自己融解がみられたが，それらの程度  

はいずれもごく軽度、軽度であった．なお，剖検で異常  

の認められた副腎には肥大を示唆する変化はみられなか  

った．  

2）雌に及ぼす影響  

（1）一般〕犬態   

死亡は，対照群，30，100および300mg／kg群では認  

められなかった．1000mg／kg群では，投与6日に3例，  

投与9日に1例，投与12日に1例と投与17日に1例の計  

6例が死亡した．死亡例では，流挺が投与3日から投与  

後約1分、約30分の間みられ，自発運動の低下，呼吸  

緩徐，腹臥，被毛の汚れ，表皮温下降，流涙あるいは削  

檀が死亡する1、9日前から多くの例で認められた．   

生存例の一般状態観察において，対照群，30，100お  

よび300mg／kg群では観察期間を通していずれの動物  

とも異常はみられなかった．1000mg／kg群では，流湛  

が投与3日から投与後約1分、約30分の間みられ，また，  

1例では自発運動の低下，腹臥，被毛の汚れ，表皮温下  

降，削棲も認められた．  

（2）体重推移（Fig．3）   

交配開始前では，30，100および300mg／kg群の体重  

は対照群とほぼ同様の推移であり，有意差はみられなか  

った．1000mg／kg群では，対照群と比べて投与4および  

結果   

1．反復投与毒性  

1）雄に及ぼす影響  

（1）一般状態   

死亡は，対照群，30，100および300mg／kg群では認  

められなかった，1000mg／kg群では，投与20日に1例  

が死亡したが，前日まで流誕の他には異常はみられなか  

った．   

生存例の一般状態観察において，対照群，30，100お  

よび300mg／kg群では観察期間を通Lていずれの動物  

とも異常はみられなかった．1000mg／kg群では，流挺  

が投与3日から投与後約1分、約30分の間にみられた．  

（2）体重推移（Fig．1）   

30，100および300mg／kg群の体重は，対照群とほぼ  

同様の推移であり，いずれの測定日にも有意差はみられ  

なかった．1000mg／kg群では，対照群と比べて投与18  

、25および32、50日に体重の有意な低値がみられた．  

（3）摂鮨量（Fig．2）   

30および300mg／kg群の摂餌量は，対照群とほぼ同  

程度であり，いずれの測定日にも有意差はみられなかっ  

た．100mg／kg群では，対照群と比べて投与31日に摂  

餌量の有意な低値がみられたが，投与量に依存したもの  

ではなかった．1000mg／kg群では，対照群と比べて投  

与13，31，38～45日に摂餌量の有意な低値がみられ  

た．  

（4）血液学検査（Tablel）   

各投与群とも，対照群と比べていずれの測定項目にも  

有意差はみられなかった．  

（5）血液生化学積査（Table2）   

30および300mg／kg群では，対照群と比べて尿素窒  

素の有意な高値がみられた．100mg′／kg群では，対照群  

と比べて有意差はないが尿素窒素の高値傾向がみられ  

た．1000mg／kg群では，対照群と比べて尿素窒素，K，  

Clおよび無機リンの有意な高値，トリグリセライドの  

有意な低値がみられた．  

（6）剖模   

生存例の剖検において，対照群では片側性の精巣上体  

の尾部に黄白色結節が1例にみられた．30および100  

mg／kg群では，いずれにも異常はみられなかった．300  

mg／kg群では，片側性の腎臓に白色斑が1例，両側性の  
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8日に体重の有意な低値がみられた．なお，1000mg／kg  

群の死亡例では，死亡前に急激な体重減少がみられた．   

妊娠期間中では，30，300および1000mg／kg群の体  

重は対照群とほほ同様の推移であり，有意差はみられな  

かった．100mg／kg群では，対照群と比べて妊娠21日  

に体重の有意な高値がみられたが，投与量に依存したも  

のではなかった．   

晴育期間中では，30および100mg／kg群の体重は対  

照群と比べて哺育4日に体重の有意な高値がみられた  

が，投与量に依存したものでほなかった．300および  

1000mg／kg群では，対照群と比べていずれの測定日の  

体重にも有意差はみられなかった．  

（3）摂餌量（Fig．4）   

交配開始前では，30，100および300mg／kg群の摂餌  

量は対照群とほほ同様の推移であり，有意差はみられな  

かった．1000mg／kg群では，対照群と比べて投与3，6  

および13日に摂餌量の有意な低値がみられた．   

妊娠期間中では，30および300mg／kg群の摂餌量は  

対照群とほぼ同様の推移であり，有意差はみられなかっ  

た．なお，100および1000mg／kg群では，対照群と比  

べて妊娠16日に摂餌巌の有意な高値がみられたが，一  

過性の変化であり，投与によるものではないと判断し  

た．   

哺育期間中では，各投与群とも対照群と比べて摂餌量  

に有意差はみられなかった．  

（4）剖模   

生存例の剖検において，対照群，30，100および300  

mg／kg群では異常はみられなかった．1000mg／kg群で  

は，胸腺の萎縮と両側性の副腎の肥大が1例にみられ  

た．  

1000mg／kg群の死亡例の剖検において，胸腺の萎縮  

が1例，肺の暗赤色化が1例，脾臓の萎縮が6例，両側  

性の副腎の肥大が6例，腺胃粘膜の暗赤色化が3例，′ト  

腸の暗赤色化が2例にみられた．  

（5）器官重量（Table5）   

30mg／kg群では，対照群と比べていずれの器官重量  

にも有意差はみられなかった．100mg／kg群では，対照  

群と比べて腎臓の絶対重量の有意な高値がみられた．  

300mg／kg群では，対照群と比べて有意差はないが，腎  

臓の絶対重量の高値傾向がみられた．1000mg／kg群で  

は，対照群と比べて腎臓の絶対・相対重量の有意な高値  

がみられた．  

（6）病理組織学検査（Table6）   

生存例では，腎臓において髄質および乳頭部への好中  

球浸潤（片側性）が1000mg／kg群で1例にみられたが，  

その程度は軽度であった．脳において，延髄の広範軟化  

が1000mg／kg群で1例にみられたが，その程度は軽度  

であった．   

その他，胸腺の萎縮および出血，牌臓の髄外造血克進，  

副腎の束状帯広範壊死，束状帯巣状類洞拡張，束状帯巣  

状空胞変性および束状帯肥大がみられたが，いずれも少  

数例であることから，偶発的変化と判断した．   

なお，心臓，肝臓および卵巣では対照群および1000  

mg／kg群とも異常はみられなかった．また，剖検で異  

常の認められた1000mg／kg群の1例の副腎の肥大と牌  

臓の萎縮を示唆する変化はみられなかった．  

1000mg／kg投与群の死亡例6例において，肺に浮腫が  

1例，胸腺に萎縮が1例，牌臓に萎縮が5例と自陣髄の萎  

縮が1例，副腎に束状帯の過形成が3例と自己融解が1  

例，腺胃粘膜のびらんが1例と自己融解が1例，′ト腸粘  

膜にびらんが1例にみられた．なお，それらの程度は，  

胸腺の萎縮および自陣髄の萎縮が中等度であったが，そ  

の他の所見はいずれもごく軽度、軽度であった．また，  

剖検で異常の認められた1000mg／kg群の2例の副腎の  

肥大，2例の腺胃粘膜の暗赤色化，1例の小腸の暗赤色  

化を示唆する変化はみられなかった．  

2．生殖発生毒性  

1）親動物の生殖発生に及ぼす影響  

（1）発情回数，交尾率および受胎率（Table7）   

交配前の投与期間（14日間）の発情回数は，各投与群  

とも対照群との間に有意差はみられなかった．   

対照群と1000mg／kg投与群の各1組を除いた仝例で  

交尾が確認された．また，1000mg／kg群の1祖で雌が交  

配期間中に死亡した．交尾日数は，各投与群とも対照群  

との間に有意差はみられなかった．また，交尾率にも，  

各投与群と対照群との間に有意差はみられなかった．不  

受胎雌は，30および300mg／kg投与群で各1例みられた  

が，受胎率には各投与群と対照群との間に有意差はみら  

れなかった．なお，受胎雌の仝例が新生児を分娩した．  

（2）妊娠期間，分娩状態，黄体数，着床率および出産  

奉（Table8）   

妊娠期間は，各投与群とも対照群との間に有意差はみ  

られなかった．また，いずれの動物とも分娩状態に異常  

はみられなかった．   

黄体数，着床痕数および着床率は，各投与群とも対照  

群との間に有意差はみられなかった．   

出産率は，対照群，各投与群とも100％であった．   

2）新生児に及ぼす影響  

（1）分娩率．出生率および生存率（Table8）   

総出産児数および分娩率は，各投与群とも対照群の間  

に有意差はみられなかった．   

哨育0日の新生児数，死産児数，出生率，児の産出率  

および性比は，各投与群とも対照群との間に有意差はみ  

られなかった．   

新生児の一般状態では，いずれの群とも異常症状は観  

察されなかった．   

哺育4日の新生児数および晴育4日の生存率は，各投  

与群とも対照群との間に有意差はみられなかった．   

新生児の外表異常の観察では，いずれの群とも異常は  

みられなかった．  

（2）新生児の体重（TabIe8）   

各投与群の体重は，晴育0日および4日とも雌雄とも  

に対照群との間に有意差はみられなかった．  

533  

一364－   

rT  ‾¶「－r■「P  

l’1   



反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

（3）新生児の剖検   

対照群，各投与群とも，いずれにも異常はみられなか  

った．  

1000mg／kg群において，腎隠に髄質および乳頭部への  

好中球浸潤，脳に延髄の広範軟化巣が認められ，1例の  

みの変化であるが，メタクリル酸2一ヒドロキシエチル  

エステルの投与により生じた可能性を否定できない．   

したがって，当試験条件下におけるメタクリル酸2†  

ヒドロキシュテルエステルの一般毒性学的無影響量は，  

経で30mg／kg／day未満，雌で30mg／kg／dayと考えら  

れる．   

親動物の生殖発生に対しては，発情回数，交尾宰，交  

尾日数，受胎率および受胎雌数には，各投与群とも影響  

はみられなかった．また，各投与群とも妊娠期間，分娩  

状態，黄体数，着床痕数，着床率および出産率にも影響  

はみられなかった．   

新生児に対しては，各投与群で総出産児数，分娩率，  

死産児数，晴育0日の新生児数，出生率，児の産出率，  

性比には影響はみられなかった．外表観察では，いずれ  

の群とも異常はみられなかった．また，一般状態，哺育  

4日の新生児数，生存率，体重，剖検にも影響はみられ  

なかった．   

したがって，当試験条件下におけるメタクリル酸2一  

ヒドロキシエチルエステルの生殖発生毒性学的な無影響  

量は，雌雄の生殖および児動物の発生に関していずれも  

1000mg／kg／dayと推察される．   

以上のように，メタクリル酸2ヒドロキシュテルエ  

ステ）L／の－一般毒性学的軽影響量は，雄では30mg／kg投  

与により尿薫窒素の高値が認められたことから 30  

mg／kg／day未満，雌では100mg／kg投与により腎臓の  

相対重畏の高値が認められたことから30mg／kg／dayと  

考えられる．また，生殖発生毒性学的な無影響量は，い  

ずれの項目にも影響が認められなかったことから雌雄の  

生殖および児動物の発生とも1000mg／kg／dayと推察さ  

れる．なお，筆者らは類似物賓であるメタクリル酸（2一  

ヒドロキシプロピル）エステ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を先に実施したが，  

その一d般毒性学的無影響量は雌雄とも300mg／kg／day  

であり1〕，メタクリル酸2－ヒドロキシュチルエステルの  

方が毒性は強いと考えられる．  

考察  

メタクリル酸2ヒドロキシュテルエステルのラット  

を用いる反復経口投与毒性一生殖発生毒性併合試験を実  

施した．投与量は，1000mg／kgを最高用量とし，以下  

300，100および30mg／kgとした．なお，対照として媒  

体（注射用水）投与群を設けた．   

雄動物に対Lて，1000mg／kg群で1例が死亡した．死  

亡例の剖検，異常の観察された器官・組織の病理組織学  

検査において，死後変化に基づくと考えられる所見の他  

には，特筆すべき変化は認められず，死因は明らかにで  

きなかった．一般状態観察において，1DOOmg／kg群で  

は投与期間の初期から投与直後に流挺がみられたが，持  

続時間は約30分間であり，投与を継続しても持続時間  

の延長は認められなかった．この流挺は，メタクリル酸  

2一ヒドロキシュチルエステルの刺激性に基づく変化と考  

えられる．また，1000mg／kg群では，摂餌量の減少と  

関連した体重の増加抑制がみられた．30mg／kg以上の  

群の尿素窒素の増加，100mg／kg以上の群の腎臓の相対  

量晶の増加，1000mg／kg群のK，Cl，無機リンの増加，  

腎臓の病理組織学検査における尿細管拡張，集合管拡張  

などは腎機能の低下を示唆する変化と考えられる．しか  

L，尿素窒素，K，Cl，無機リンの増加ほ軽度であり，  

腎臓の組織学的所見も発生額度が低く，程度も軽微であ  

った．1000mg／kg群では，肝描の相対量宣の有意な高  

僧，血液生化学検査においてトリグリセライドの低値が  

認められたが，肝臓の絶対量射こは差がみられないこと，  

肝臓の病理組織学検査でも異常がみられないことから，  

肝臓の相対重量の高値とトリグリセライドの低値は摂餌  

量の減少に伴う変化と考えられ，毒性学的に重篤なもの  

ではないと判断しノた．なお，血液学検査においては，  

1000mg／kg群でも各検査項目に異常は認められなかっ  

た．   

雌動物に対して，1000mg／kg群で6例が死亡した．死  

亡例では，急激な体重減少，摂餌量の減少がみられ，剖  

検において肺の暗赤色化，胸腺の萎縮，月別蔵の萎縮，副  

腎の肥大，晩胃粘膜および小腸の暗赤色化が認められた．  

死亡例で異常の観察された器官・組織の病理組織学検査  

において肺の浮腫，胸腺の萎縮，牌臓の萎縮，副腎束状  

帯の過形成，腺胃粘膜および小腸粘膜のびらんがみられ  

たが，これらの変化は死戟期のストレスに起因するもの  

と考えられる．一般状態観察においては，雄の場合と同  

様に1000mg／kg群で流産がみられた．その他には自発  

運動の低下，腹臥，流†鼠 被毛の汚れ，表皮温下降，呼  

吸緩徐が死亡例の多くにみられた．1000mg／kg群では，  

雄と同様に摂餌量の減少と関連した体重の増加抑制が交  

配前投与期間にみられた．器官重量では，100mg／kg以  

上の群で腎臓の絶対量量の高値あるいは高値傾向，1000  

mg／kg群で腎臓の相対重量の高値がみられた．また，  
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Tablel HematologicalexamlnatlOnOfmaleratsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicity  
SCreerungteStOf2Rhydroxyethylmethacrylatebyoraladministration  

Dose（mg／kg）   0   30   100   300   10（粕   

Number of males 12   12   12   

RBC（1（γ／mm3）   859．9±32．2   874．3 ±32．3   847．8 ± 46．8   851．7±30．3   845．7 ±62．4   

Hemoglobin（g／dり   15．43 ±0．84   15．81±0．68   15．63 ±0．81   15．37 ±0．67   15．42 ±1．10   

Hematocrit（％）   ∠拍．54 ±1．66   45．52 ±1．33   44＿93 ±1．44   44．64 ±1，21   45．01±2．72   

MCV（〃m3）   51．80±1．23   52．09 ±1．89   53▲09 ± 2．51   52．44 ±1．35   53．28 ±1．51   

MCH（pg）   17．95 ±0．63   18．08 ±0．90   18．46 ±1．10   柑．06±0．72   18．25±0．56   

MCHC（g／dL）   34．60 ±0．90   34，73 ±1．09   34．78±1．08   34．42 ±1．05   34．25±0．90   

Platelet（1D4／mm：i）   】09．02 ±12．78   115．20±12－08   109．88 ナ12．66  107．55±9．71   109．95±14．15   

Reticulocyte（％0）   23．8 ± 5．2   24．8 ± 5．2   23．3 ± 6．3   24．2±6．8   22．0± 3．5   

PT（sec．）   16．91±1．47   16．44 ±1．24   15．96±0、96   17．78± 2．16   16．80 ±1．80   

Am（sec．）   31．99 ±2．70   32．98 ± 5．59   30．23 ± 2．24   32．17±2．31   31．03 ±2．85   

Fibrinogen（mg／dI）   253．8 ±15．5   256．6 ± 20．6   254．9 ±16．1   24l．7 ±12．3   258．3 ±29．6   

WちC（1（y／mmJ）  54，3±10．0  53．1±8．0   58．5 ±14．6   53．6±11．8   57．3 ±10，7  

DifferentialIeukocyte（％）  

Lymphocyte  8∠壬．0±6．9  84，9± 7．3   86．8 ±6，9   84．3±7．4   82．4±11．9   

Neutrophil   15．1±6．7   13．8±6．8   12．1± 6．3   14．6 ±7．3   17．0±12．1   

Eosinophil   0．5±0．8   0．8± ユ．0   0．8 ±0．9   0．8±1．0   0．1± 0．3   

Basophil   0．0 ±0．0   0．0± 0．0   0．0 ± 0．0   0．0 ± 0．0   0．0± 0．0   

Monocyte   0．4 ± 0．7   0．6 ±0．5   0．3 ±0．6   0．3 ±0．5   0．5±0．5   

f二achvahJeShowsmean ± S．D  

Table2 Bloodchemicalexaminationofmaleratsincombinedrepeatdoseチndreproductive／developmentaltoxicity  
SCreeningtestof2nhydroxyethylmethacrylatebyoraladministratlOn  

1）ose（mg／kg）   0   30   100   300   1000   

Number of males 12   12   12   12   

GOT（工U／り   70．94 t12．29   68．81±10．63   70．82 ±iO．88   66．21±10．88   62．32 ±12．26   

GPT（IU／り   21．38 ± 3．24   2Z．33 ± 3．15   21．38 ± 4．14   21．48 ±2．20   21．06 ± 5．94   

ALP（TU／［）   75．68 ± ‖．70   79．52 ±15．80   84．17 ±18．07   71．48±14．95   75．33 ±28．16   

yGTP（IU／／）   0．0（）±0．00   0．00 ±0．00   0．00 ± 0．00   0．00 ±0．00   0．00±0．00   

′「protein（g／dり   5．62 ±0．29   5．88 ± 0，27   5．74 ± 0．20   b．73 ± 0．24   5．54 ±0．36   

Albumin（g／dL）  2．892 ±0．141   2．991±0．164   2．912 ± 0．144   2．970 ± 0．135   2．873±0．169  

PrLOteinfraction（％）  

Albumin  51．49 ±1．34   5（〕．90 ±1．92   50．72 ±1．46   51．81±1．52   51．95±2．40   

α1－globulin   22．78 ± 2．13   23．61±1．68   23．21±1．74   22．38 ±2．50   22．44 ±2．13   

α2globulin   4．52 ± 0．97   4．98 ±0．71   4．83±0．67   4．64 ± 0．70   4．67±0．96   

α3－globulin   5，60± 0，49   5．50士0．22   5．54±0．51   5．33 ±0．26   5．20±0．53   

β－globulin   12．25 ±1，46   11．50 ±0．77   11．77 ± 0．69   12．04 ±0．85   12．11±0．97   

γ－globulin   3．37± 0．79   3．51±0．55   3．93 ±1．03   3．81±0．62   3．63 ±0．76   

A／Gratio   1．064 ± 0．057   1．039 ±0、082   1．03Z±0．062   1．076 ±0．066   1．085±0．101   

7、－bilirubin（mg／dL）   0．072 ± 0．006   0．075 ±0．007   0．077土0．011   0．076 ±0．010   0．070±0．012   

BUN（mg／dl）   17．36± 2．04   19．97 ±2．57＊   19．42 ± Z．11   ZO．82±2．0アキ   25．06±4．57＊＊   

Creatinine（mg／dl）   0．535± 0．025   0，546 ± 0．051   0．538 ± 0．026   0．542±0．056   0．544 ±0．063   

Giucose（mg／dl）   125．26 ±10，06   125．89 ±8．99   124，38±8．77   126．18士9．70   142．55±43．06   

TChoksterol（mg／dl）   65，68±13，77   61．31±14．52   63．34±16．35   67．97±9．88   56．11±13．66   

Triglyceride（mg／dL）   83．ユ8 ± 47．03   99．67 ±45．12   54．01± 20．45   72．99±29．19   47．85 ±26，99＊   

Na（mEq／ヱ）   144．41±1．76   144．08 ±1．57   144．38±1．72   144，03±1．72   143．38 ±1．21   

K（mEq／り   4．130 ± 0．184   4．173 ± 0．231   4．293 ±0．154   4．291±0．220   4．535±0．418＊＊   

Cl（mEq／ヱ）   105．71±1．封   105．97±0．99   107．15± 2．25   107．09±0．98   107．08 ±3．36薯   

Ca（mg／d∠）   9．76± 0，35   9．86 ±0．30   9．68±0．18   9．66±0．26   9．61±0．39   

I－Phosphorus（mg／dl）   6．55 ±0．70   6．55 ±0．66   6．96±0．61   6．98±0．74   7．95±0．80＊＊   

Ea（：hvalueshowsmean ± S．D．  

SlgnlflCantlydlfferentfromcontrol（＊二p＜0．05，＊＊：pく0．01）．  
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Table3 0rganweightofmaleratsincombinedrepeatdose 
． 

Dose（mg／kg）   0   30   100   3（X）   1000   

Number of males 12   12   12   12   

Bodyweight（g）   484．5 ±34．2   483．2 ±27．9   475．4 ± 26．5   478．8 ±18．5   442．5±20．9＊＊   

Thymus（mg）   310．63 ±80．69  273．98± 72．28  277．63 ±67．98  289．81±85．98  265．77±64．35   

（mg％）   64．41±17．67   56．42±13．56   58．31±13．24   60．68±18．21   60．33±15．66   

Liver（g）   12．099 ±1．758  12．532 ±1．413   12．263 ±1．484   12．647±0．840  12．115±0．755   

（g％）   2．489 ±0．216   2．590±0．184   2．572 ±0．196   2．640±0．124   2．741±0．139＊＊   

Kidneys（g）   2．823 ±0．246   2．921±0．247   3．017±0．250   3．028 ±0．260   3．200±0．466   

（g％）   0．583 ±0．044   0．605±0．055   0．635 ±0．046＊  OJ634 ±0．（施0＊  0．723± 0．110＊＊   

Testes（g）   3．283 ±0．232   3．344 ±0．178   3．418 ±0，286   3．158 ±0．475   3．281±0．213   

（g％）   0．682 ± 0．075   0．694±0．063   0．721±0．070   0．662 ±0．100   0．744 ± 0．054   

Epididymides（g）   1．303±0．077   1．298±0．143   1．295 ±0．093   1．236 ±0．161   1．305±0．093   

（g％）   0．271±0．028   0．270±0．042   0．271±0．019   0．259±0．036   0．296±0．030   

Eachvalueshowsmean± S．D．  
Significantlydlfferentfromcontrol（＊二p＜0．05，★＊：p＜0．01）．  

Table4 Histopathologicalexaminationofmaleratsincombinedrepeatdoseandr甲rOductive／developmental  
toxicityscreeningtestof2hydroxyethylmethacrylatebyoraladministratlOn  

Dose（mg／kg）   0  30  100  300  1000   

Incidence＆grade   N A  ± ＋ 2＋ 3＋  N A  ± 十 2＋ 3十  N A  ± ＋ 2十 3十  N A  ± 十 2＋ 3＋  N A  ± ＋ 2＋ 3＋   

HThymus  【12］  ［0］  【0］  ［0］  

Hemorrhage  12 O 101  

Heart  ［12】  【0］  ［0】  to】  

Microgranuloma  111  101  

Liver  ［12〕  ［0］  ［0】  ［0］  

Microgranuloma  102  92  

Degeneration，VaCuOlar，  111  11 O 

centrilobular  

Kidney  ［12］   ［12】   ［1Z］   ［1Z］   

Basophilictubules   3000       1 0 0 0  12 0  3100  

1 0 0 0  10 1  1000  

Hyalinedroplet．proximaltubule   12 0  12 0  111  1 0 0 0  12 0  11 0   

Dilatation．renaltubule   12 0  12 0  12 0  12 0  3000＊＊                                            8 3   

Dilatation，COllectingtubule   12 0  12 0  12 0  12 0  9 2  2 0 0 0   

Cyst，unilateral   12 0  12 0  12 0  12 0  10 1  1 0 0 0   

Mineralization，diffuse   12 0  12 0  12 0  12 0  10 1  1 0 0 0   

Cellularinfiltration，neutrOphil   12 0  12 0  12 0  12 0  10 1  1 0 0 0   

Degeneration，renaltubule，focal，   12 0  12 0  12 0  1 0 0 0   

unilateral  

Epididymis  ［12］  〔0］  ［0］  ［0］  

Granuloma，SPermatic，1efttail  0100   110   

GradeofhistopathologlCalfinding；±：Slight，＋：Mild，2十：Moderate，3＋：Marked・  

N：Noabnormalitydetected．  

A：Abnormalitydetected．  

［］：Numberofmalesexamined．  

NoremarkablechangeswererecognlZedinspleen，adrenal，teStisandbrainofcontrolandlOOOmg／kggroups・  

Significantlydifferentfromcontrol（＊＊：p＜0・01）・  
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Table5 0r甲ワWeightofdamsonday40flactationlnCOmbinedrepeatdoseandreproductive／developmental  
toxICltySCreeningtestof2－hydroxyethylmethacrylatebyoraladministratlOn  

Ⅰ〕ose（mg／kg）   30   100   300   1000   

Numberofdams   12   5   

730dyweight（g）   300．7 ± 40．0   328．8±12．7＊＊   326．1±11．5＊   315．1±17．4   309．2 ±19．1   

Thymus（mg）   163＿16 ± 74．90  176．37± 30．67   159．91± 54．09  160．71±44．26  174．02 ± 76．33   

（mg％）   54．11：十 22．37   53．74 ±9．84   48．94 ±16．16   51．51±15．76   56．30 ± 24．76   

】Jiver（g）   12．775 ±1．020   13．159±0．833  13．661±1．182  13．021±1．717   13．050±1．537   

（g％）   4．342 ± 0．849   4．005 ± 0．264   4．187 ± 0．286   4．118 ± 0．349   4．216 ± 0．333   

Kidneys（g）   1，785 ±0．158   1．848± 0．084   1．953 ± 0，151＊   1．947 ±0．162   2．056 ±0．261＊＊   

（g％）   0．605 ± 0．107   0．564 ± 0＿037   0．598 ± 0．038   0．618 ±0．048   0．662 ± 0．049＊   

（〕varies（mg）   98．96 ±8．50   100．55±15．13  102．85 ±11．51   95．71±11．23   97，44 ±10．80   

（mg％）   33．83 ± 8．14   30．57 ±4．4（）   31．53 ± 3．28   30．35 ± 2．94   31．52 ± 2．69   

Eachvalueshowsmean ±S．D．  

SLgnlficantlydlfferentfTOmCOntrOl（＊：p＜0．05，＊＊二pく0．01）．  

Table6 Histopathologi？alexaminationoffemaleratsincombinedrepeatdos？andreproductive／developmental  
toxicltySCreemngteStOf2hydroxyethylmethacrYlatebyoraladminlStration  

Dose（mg／kg）   0  30  100  300  1000   

Incidence＆grade   N A  ± ＋ 2ヰ 3＋  N A  ± 十 2＋ 3＋  N A  ± ＋ 2＋ 3＋  N A  ± ＋ 2＋ 3＋  N A  ± ＋ 2十 3＋   

Thymus  ［12］  ［0］  ［0］  ［0］  ［6〕  

Atrophy  ‖1  51  

HellュOrrhage  111  60  

Spleen  ［12］  ［0］  Lo］  ［0］  ［6］  

HematopoiesIS，eXtramedullarY，  111  60  

increased  

Kidney  ［12〕  ［0］  ［0］  ［0］  ［6］  

Cellularinfiltratjon．papillaand  12 O 51  

medulla，nCUtrOPhil，Unilatera  

Adrenal  ［12］   ［12］  ［12〕  ［12〕  ［6］   

0200  12 0  12 0  6 0   

Dilatation，Sinusoid．  111  12 O 12 O 60  

zonafasciculata，focal  

Degeneration，VaCuOlar，  1ユ1  12 O 12 O 60  

zonafasciculata，focal  

Hypertrophy，ZOnafasciculata  111   120  120  60   

Brain   ［12］  ［12］  ［12］  ［12］  ［6］   

Malacia，medullaoblongata，maSSive  12 0  12 0  12 0  12 0  510100 

GradeofhlStOPathologicalfinding；±：SllghT，＋：Mlld，2＋二Moderate，3＋二Marked．  
N：Noabnormalitydetected．  

A：Abnormalitydetected．  

［］：Numberoffemalesexamlned．  

Noremarkablechangeswererecognizedlnheart．1iverandovarYOfcontrolandlOOOmg／kggroups．  
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Table7 Numberofestrouscasesandreproductiveperformanceofmaleandfemaleratsincombinedrepeatdose  
andreproductive／developmentaltoxicityscreeningtestof2－hydroxyethylrnethacrylatebyoral  
adminlStration  

Dose（mg／kg）   0   30   100   300   1000   

Numberoffemales  12   12   12   12   7  

Numberofestrouscasesbeforemating（14days）  

Mean±S．D．  3．4 ±0．5   3．3±1．2   3．5±0．5   3．3 ±0．6   2．9±1．7   

Number of pairs 12   12   12   12   7   

Numberofpairswithsuccessfulcopulation   12   12   12   5   

Copulationindex（％）a■  91．7   100．0   100．0   100．0   71．4  

Numb毎rofconceivingdays  

Mean±S．D．  2．7±1．8   3．4±1．6   2．8±1．1   2．8±1．2   2．4 ±0．9   

Numberofpregnantfemales   12   5   

Fertilityindex（％）b〉   100．0   91．7   100．0   91．7   100，0   

Numberofpregnantfemaleswithlivepups   12   5   

a）：（Numberofpairswithsuccessfulcopulation／numberofpairs）×100．  

b）：（Numberofpregnantfemales／numberofpairswithsuccessfulcopulation）×100．  
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Table8 0bservationofpupsincombinedrepeatdoseandr甲rOductive／developmentaltoxicityscreeningtest  
of2－hydroxyethylmethacrylatebyoraladminlStratlOn  

Dose（mg／kg）   0   30   100   300   1000   

Numberofdams   12   5   

Lengthofgestation（（1ays）  

Mean±S．D．perdarn  22．糾 ± 0．50  2乙27 ± 0．47  22．50±0．52  22．18 ±0．40  22．40 ± 0．55  

Numberofcorporalutea  

Mean±S．D．perdam  17．6±1．4   18，3 ± 2、0   18．8±2．1   17，1±2．2   16．8 ± 2．8  

Numberofimplantat10nSCarS  

Mean±S．D．perdam  16．5 ±1，4   16．5 ±0．9   17．2 ± 2．1   15．9 ±1．8   15．8± 2．7  

ImplantationindexaI  

Mean％±S．D．perdam  93．5± 6．4   91．1± 7．6   91．9± 9．2   93．5 ± 7．2   93、8 ± 4．0   

Gestationindex（％）b■  100．0   100．0   100．0   100．0   100．0  

Numberoflivepupsborn  

Mean±S．D．perdam  14．5±1．0   15．1±1．0   15．8±1．8   15．1±2．3   14．0± 2．9疇  

Sexratioatbirthい  

Mean±S．D．perdam  1．42 ±1．45   1．31± 0．71   1．47 ±1．37   0．83 ±0．21   1．44 ± 0．63  

Birthindexd〉  

Mean％±S．D．per（1am  88．5 ± 6．1   91．3 ± 6．7   91．9 ± 5．0   94．5± 6．6   88．0 ± 6．0  

NumberofdeadpupsondayOoflactation  

Mean±S，D．perdam  0．8 ±1．0   0．3 ± 0．5   0．8 ±1．0   0．1±0．3   0．4 ± 0．5  

Numberofpupsborn  

Mean±S．D．perdam  15．4 ±1．2   15．4 ±1．1   16．5± 2．3   15．2 ± 2．4   14．4 ± 3．2  

Deliveryindexl▲’  

Mean％±S，D．perdam  93．5±4．8   92．8 ± 6．5   95．9 ± 5．4   95．1±6．8   90．4 ± 8．0  

Livebirthindexr｝  

Mean％±S．D．perdam  94．9 ± 5．9   98．3 ±3．0   95．9 ± 4，9   99．5±1．8   97．6 ± 3．3  

NumberofllVePupSOnday40flactation  

Mean±S．D．perdam  14，3 ± 0．9   14．8 ±1．1   15．3 ± 2．0   14．8 ± 2．3   14．0 ± 2．9  

Viabiiityindexゞ’  

Mean％±S．D．perdam  98．2 ± 3．1   98．3 ± 4．0   97．3 ± 4．5   98．2 ± 4．4   100．0 ± 0．0  

Numberofexternalanomalies  

Mean％±S．D．perdam  0．0 ± 0．0   0．0 ± 0．0   0．0 ± 0．0   0．0 ± 0．0   0．0± 0．0   

Bodyweightofpups（g）  

Mean％±S．D．perdam  

MaleDayO  6．43 ± 0．50   6．39 ± 0．37   6．55± 0．56   6．37±0．51   6．82 ± 0．74   

4  10．19±0．80  10．02 ± 0．77  10．23 ±1．15  10．13 ±1．10  10．44 ±1．62   

Female Day O  6．11± 0．45   6－07 ± 0．44   6．02 ±0．48   6．04 ± 0．49   6．34 ± 0．67   

4  9．66 ± 0．62   9．73 ± 0．88   9．48 ± 0．93   9．75±1．04   9．90 ±1．56   

a）：（Numberofimplantationscars／numberofcorporalutea）×100．b）：（Numberofdamswlthlivepups／numberofpregnarltdams）×100．  

〔）：Numberofmalepups／numberoffemalepups．  d）こ（NumberofllVePuPSborn／numberofirnplantationscars）×100．  

e）：（Numberofpupsborn／numberofimplantat10nSCarS）×100． f）：（NumberofllVePupSborn／numberofpupsborn）×100．  

g）：（Numberoflivepupsonday4／numberoflivepupsborn）×100，  
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