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要約

キノリンのがん涼性を検索する目的でラットを用いた経口投与(混水)による長期試験を実施した。

試験には雌雄のF344IDuCrj(Fischer)ラットを用いた。被験物質投与群3群と対照群 1群の4

群構成で、各群、雌雄各 50院とし、合計400匹を用いた。被j験物質の投与は、キノリンを飲水で

希釈混合したものを動物に自由摂取させることにより行った。投与濃度は、雄は200ppm、400ppm、

800ppm (公比2.0)、雌は 150ppm、300ppm、600ppm(公比2.0)とした。観察、検査項自は、

一般状態の観察、体重、摂水量、摂餌量の測定、血液学的検査、血液生化学的検査、尿検査、剖検、

臓器議譲測定及び、病理組織学的検査を行った。

試験の結果、雄では投与群で多くの動物が腫擦の発生により死亡したため、試験期捕は 2年間

(104週間)の予定であったが、雄は 96週開で投与を終了し、解剖を実施した。雌は試験計闘通

り104週間の投与後解剖した。投与終了時の生存率は、雄では対照群:98%、200ppm群 38%、

400ppm群と 800ppm群 :0%、雌では対照群 :82%、150ppm群 :34%、300ppm群 :4%、600ppm

群 :0%であった。一般状態の観察では、雌の投与群に内部腫癒が対照群と比較して多く観察された。

体重増加の抑制と摂水量の低下が雌雄の各投与群に投与濃度に対応して認められた。摂餌量の低下

も雌雄の各投与群にみられたが、その穏度は軽度であった。

病理組織学的検査では、難雄とも全ての投与群で肝臓に肝細胞線麗(雄:対照群 1匹、 200ppm

群 10匹、 400ppm群 10部、 800ppm群9匹、雌:対照群 1匹、 150ppm群30倍、 300ppm群31

匹、 600ppm群33罷)、肝締臆癌(雄:対照群O郎、 200ppm群22匹、 400ppm群24匹、 800ppm

群 18匹、雌:対照群O眠、 150ppm群5匹、 300ppm群 16匹、 600ppm群21[C)及び血管肉腫

(雄:対照群O匹、 200ppm群25匹、 400ppm群34匹、 800ppm群43匹、雌:対照群O匹、 150ppm

群 15匹、 300ppm群27匹、 600ppm群41[C)の顕著な発生増加がみられ、雌雄ともにこれらの

撞携が苑図となっていた。さらに、雌雄の投与群の肝臓に前鰻蕩性変f乙である明細胞性小増殖巣、

持酸性小増殖巣あるいは野塩基性小増殖巣の発生増加も認められた。また、雄の鼻腔に鼻腔神経上

皮麓と肉躍の発生増加が認められ、嘆上皮の基底細抱過形成や萎縮も観察された。離の鼻腔にも少

数例ではあるが肉腫が発生した。血管腫や血管肉腫の発生は、雄では脂肪経織、腸間膜、腹膜、肺

及び鼻腔、離では脂肪組織、腹膜、後援模、肺及び卵巣にも少数例ではあるが観察された。また、

雄の縦隠に肉腫及び離の韓織に単核球性自虫病の発生増加がみられた。非麗蕩性癖変については、

雌雄とも許織臆療の発生に伴うと考えられる肝臓の巣状壊死と中心性壊死、肺の出血、骨髄の造車

冗進、牌臓の髄外遊血、腎臓の採細管壊死とヘモジデリン沈務の発生増加が観察された。また、雌

では腎臓に乳頭壊死と乳頭への鉱質沈替の増加がみられた。

以上のように、キノリンの投与によって離雄とも投与群の肝臓に忠管肉腰、肝細胞腺麓及び肝細

胞癌の顕著な発生増加がみられ、鼻腔に自然発生が稀である麗癖(雄:鼻腔神経上皮麗と肉麓、縦:

肉腫)の発生もみられた。これらの結果はキノ 1)ンのF344IDuCrj(Fischer)ラットの雄雄に対す

るがん藤牲を示す明らかな証拠と考えられた。また、肝臓以外の臓器でも、血管臆や血管肉強の発

生が雄では指訪組織、腸間模、複模、肺及び鼻腔、また、雌では脂肪組織、腹膜、後援模、静及び

卵巣に少数例ではあるが観察された。その他、雄の縦縞に禽纏と雌の牌織に単核球性白血病の発生

増加が認められた。
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キノリンのがん原性試験における主な腫爆発生(ラット:雄)

投与濃度(ppm) O 200 400 800 ぺトー
コクラン"

検定
アミテージ

検査動物数 50 50 50 50 検定

肝i蔵 肝細胞腺題 1 10* 10* 9* t t 
鼻腔 血管麓 O O 1 O 

綾摸 血管腰 O O O 1 

良 腸間膜 血管腫 O O O 1 
'性
腫 皮下組織 線維腫 3 2 O O ↓性

援言 下垂体 腺麓 16 9 6* 
。柑

↓↓性

甲状線 C締結胸腺膿 7 4 2 1* ↓性

精巣 潤細E包麓 39 31 13曲
。拙

↓↓性

鼻腔 腺腫 O O O 1 

肝細漉癌 O 22帥 24耐 18舶 t t t t 
肝臓

血管肉臆 25軸 34曲 43抽 ↑↑ t t O 

鼻腔
肉腫Nosa O 1 5* 1 t t 

悪 鼻腔神経上皮麓 O O 1 6* t t t t 
'性
題 脂肪組織 .rfn.管肉臆 O 2 O 3 ↑? 
場
腸間膜 血管肉麗 O O 2 2 

B事 血管肉腫 O O 2 1 

綾摸 車管内藤 O O O 1 

縦縞 i蒋媛Nosa O l 2 3 t t 
肝臓 肝細胞腺臆+肝細胞癌 1 31抽 29曲 23柑 t t t t 
全臓器 血管肉腫 O 26帥 36帥 45軸 t t t t 

検部開ごついて出撒前鰭義を繍して摘した。

*.有動隊事5%以下方有意 **:有勤民事問以ずさ有意的"J汁検渇

↑:有勤j舘蹴以下で有意鞠ot t :有動j舘問以ずで有意働o(1¥'ト、コクル7ミテデ検話会
い有意根幹部も以下方高説謀長、 ↓↓:有勤1<1'整問以下有識議長、 0クラン1ミ十ジ検勉

a : Not Othexw斡 S戸必ed

(注:投与群での発生減少は、投与群の動物が対照群よりも早期に死亡したことによる。

開 2
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キノリンのがん原性試験における主な臆爆発生(ラット:難)

投与濃度(ppm) O 150 300 600 ペトー
コクランー

検定
アミテージ

検査動物数 50 50 50 50 検定

肝臓 肝細胞膜腫 1 30柑 31軸 33軸 t t ?↑ 

卵巣 血管腫 O 1 O O 

良 下垂体 腺腰 16 15 9 1柑 ↓↓位
'1宝
麓 甲状線 c-結路線臆 5 2 2 。* よ住

場 子宮 子宮内膜間質性ポリープ 10 4 9 2* ↓住

乳線 線維線臆 8 5 1* f ↓↓性

乳線 線維麓 O 1 O O 

肝紹胞癌 O 5* 16柑 21抽 t t t t 
肝臓

血管内腫 O 15軸 27柑 41柑 t t t t 

鼻腔 肉腫Nosa O O 1 1 

悪 脂肪組織 血管内題 O O 2 O 

'11 締 血管肉麓 O 2 O O 
腫
喜善 後腹膜 血管i蒋麓 O O O 1 

腹膜 lIll管肉麗 O O 1 O 

目卑臓 単核球性白血病 4 11* 6 2 t t 
下垂体 腺癌 O 2 O O 

乳腺 腺癌 1 O 1 l 

肝臓 目千縮胞腺臆十日子錨臨癌 1 32柑 38抽 42軸 ?↑ t t 
全臓器 血管肉腫 O 17耐 28輔 42軸 ↑? t t 

検蘇拐事ごついて出撒判鵠議競持錯して苦識した。

*.有望むj舘 5%以下で有意 **清和j舘 1%以ずで有意。イッシャ検賃金

t :有動~事臥以ずで帯意増加 t t :有動障害1%以ずで有意輪日ポト、コクルアミT-Y~鯨Eう

い有意む障害5%以下方有意減少 ↓↓:有意む持事1%以下有意お妙。クルアミトジ検お

a : Not Othern閣 Specili.ed

(注:投与群での発生減少は、投与群の動物が対照群よりも早期に死亡したことによる。
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1 試験材料

1 -1 被験物質の性状等

1 -1-1 名称等

名 称:キノリン(Quinoline) 

別名:1・Benzazine

CAS.No. : 91-22・5

1 -1-2 構造式、示性式、分子量

江コ
C9H7N 

分子量:129.16 

1 -1-3 物理化学的性状等(文献1)

外 観:無色透明な液体

比重:1.0900 (25'C) 

沸点:237.7'C 

溶解性:水に可溶(最大60mg/mL)

保存条件:室温で暗所に保存した。

1 2 被験物質の使用ロット等

使用ロット番号:FHE02(1996.2.21"--1996.8.28) 

: FHE03(1996.8.28"--1998.2.19) 

グレード:東京化成特級

製 造 元:東京化成工業株式会社

純 度:98%以上(和光純薬工業(株)検査成績饗データ)

幽 4 幽

(Study No. 0303) 



(Study No. 0303) 

1 -3 被験物質の特性・同一性・安定性

1 -3-1 特性・向一性

被験物質の関一性の確認は被験物質のマススベクトルと赤外吸収スペクトルをそれぞれマスス

ベクトロメーター(日立製作所、 M圃80B)及び赤外吸収スペクトロメーター(島津製作所 FTIR・

8200PC)で測定し、キノリンの文献値と比較することにより行った。その結果、マススペクトル

では文献(文献 2)と同じ分子イオン及びフラグメントピークが確認された。また、赤外吸収スベ

クトルでは文献(文献 3)と同じ波長にピークが認められ、キノリンであることを確認した。

それらの結果については、 APPENDIXQ1に示した。

1 -3-2 安定性

被験物繋の安定性は使用関始前及びその使用終了後に、ガスクロマトグラフ(HewlettPackard 

5890A)によりキノリンのガスクロマトグラムを測定し、それぞれのデータを比較することにより行

った。その結果、それぞれの澱定結果に惹はみられず、投与期間中のキノリンは安定であった。

それらの結果については、 APPENDIXQ2に示した。

1 -4 試験動物

動物は日本チヤールス・リバー(株)(繁殖所:神奈川県摩木市下古沢 795番地)より導入した

F344IDuCrj(Fischer)ラット(SPF)の雌雄を使用した。

ラット雌雄各248匹を生後4適齢で導入し、各 1週間の検疫、患JII化を経た後、発育}I震調で異常を

認めなかった動物から、体重健の中央備に近い離雄各 200限(群構成時体重範路、雄:111 '" 128g、

雌:92'"105g)を選別し、試験に供した。なお、 F344IDuC吋(Fischer)ラットを選択した理由は、各

議の毒性試験に広く使用されており、薬物反応及び、自然発生病変等のパックグランドデータが豊富

であることによる。

問 5
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E 試験方法

立-1 投与

五-1-1 被験物質の投与経路

経口投与

II -1-2 被験物質の投与方法

被験物質を脱イオン水(市水をフィルターろ過し、紫外線減醤し，脱イオン後フィルターろ過し

た欽水)によって設定濃度に希釈調製した被験物質混合飲水を加圧タンク(加圧空気任カ:0.1 

Mpa)に充填し、自動給水装震により動物に自由摂敢させた。なお、被験物質混合飲水の交換頻度

は1週掲に 1度とした。

II-1-3 被験物質の投与期間

雄は 1996年2月21司から 1997年12月25日までの 96週間、雌は 1996年2丹21日から 1998

年2丹 19日までの 104週間連続投与した。

立…1-4 被験物質の投与濃度

雄は最高投与濃度を 800ppmとし、以下 400ppm、200ppm(公比 2.0)、雌は600ppm群を最

高投与群とし、以下300ppm、150ppm(公比2.0)のそれぞ、れ3投与群とした。なお、雌雄とも対

照群として税イオン水のみの群を設けた。

五一1-5 被!験物質の投与方法、投与期間、投与濃度の設定理由

被験物質は常温で液体、水に可溶、水搭液は安定であるので飲水による経口投与とした。

投与期間は、試験計画の段階ではがん原性試験で一般的な2年間を予定したが、雄では多くの動

物が腫擦の発生により死亡し、最低投与群である 200ppm群でも死亡率が顕著に高くなったため

96週間で投与を終了し、解剖を実施した。なお、雌については、当初の試験計画通り 2年間投与

した。

各群の投与濃震は 13避掃の予備試験の結果より設定した(文献 4)。すなわち、投与は、キノ

リンを各投与濃度に調製した飲水の自由摂敢で行った。 l群当たり雌雄各 10症とし、被験物質投

与群を 5群、対照群を 1群の6群構成で行った。投与濃度は、離雄とも 800ppm、533ppm、355ppm、

237ppm、158ppmとした。観察、検査項目は、一般状態の観察、体重・摂水量・摂餌最の概定、

備 6
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鼠液学的検査、血液生化学的検査、探検査、剖検、臓器重量澱定及び病理組織学的検査を行った。

13週間試験の結果、雌雄とも全投与群に死亡は認められなかったがその影響には性差が見られた。

雄では投与濃度が高くなるに従って動物の被験物質怠避によると考えられる接水嚢の低下及び

それに伴う摂餌量の抵下と体重増加の抑制が認められた。特に 800ppm群では大梧な摂水量の減少

と貧血傾向が認められ、肝臓と腎臓への影響が示唆された。しかし、体重増加の抑制は最高用量の

800ppm群でも最終体重は対照群に比べ93%とわずかな抑制であり、護ちに動物の生死に影響を与

えるものでないと考えられた。以上の理由により、雄では800ppmをがん原性試験の最高投与濃度

とし、以下400ppm、200ppm(公比:2)の投与濃度を設定した。

雌では、雄と同様に投与濃度が高くなるに従って動物の被験物質思議によると考えられる摂水量

の低下及びそれに伴う摂館量の低下と体重増加の抑棋が認められた。最高用量の 800ppm群では、

死亡動物はみられないものの、体護増加の抑制が著しく、最終計調IJ時の体君主は対照群に対して83%

であったことから、 800ppm以上の濃度で 13週間以上動物に投与することは翻難であると思われ

た。一方 533ppm群では摂水撃と摂餌量の減少がみられたものの体重増加の抑耕は 89%であり、

病理組織学的検査、血液学的検査、血液生化学的検査等においても動物の生死に影響を及ぼすと考

えられる変化は認められなかった。以上の理由により、雌におけるがん原性試験の最高投与濃度は

800ppmと533ppmの聞の 600ppmとし、以下 300ppm、150ppm(公比:2)の投与濃度を設定し

た。

II -1-6 被験物質混合飲水の調製方法

被験物質を脱イオン水に捺解して、設定濃度になるように混合調製した。なお、濃度の表示は、

ppm (蓑護対藁最比)とした。また、調製頻度は被験物質混合飲水供給タンクの交換に合わせて 1

週間に 1回とし、調製はタンク交換日前呂に実施した。

II-1-7 被験物質混合欽水中の被験物質の濃度

各投与濃度に務製された被験物質混合欽水中の被験物質の濃農は、概ね3ヶ月毎に高速液体クロ

マトグラフ (HewlettPackard 1090)による分析を実施した。各群の調製濃度は設定濃度に対し、

95.3""'101%の範罰であった。

それらの結果をAPPENDIXQ3に示した。

II -1-8 被験物質混合飲水中の被験物質の安定性

被験物質混合飲水中の被験物質について、室温で8日掛の加茂タンク中の安定性を確認した。

すなわち、初回調製時に調製した被験物質混合飲水(I50ppm及び800ppm)の濃度と投与終了時

(8日後)の濃度について高速液体クロマトグラフ(HewlettPackard 1090)による分析を実施し、比

較した。その結果、投与期間前後において被験物質の濃度に差は認められず、被験物質混合飲水中
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の被験物質は安定であった。

それらの結果について、 APPENDIXQ4に示した。

II -1-9 被験物質の摂敢議

各許誤，ljj患における摂水量と設定濃度より体重 kg当たり一日の被験物質の喪取量 (mg/kg/day)

を算出した。

II -2 動物管理

II -2-1 各群の使用動物数

投与群3群及び対照群 1群の計4群を設け、灘雄各群50匹の動物を用いた。

ま住 民長

群名称 使用動物数(動物番号) 群名称 使用動物数(動物番号)

対照群 50匹 0001"-'1050) 対照群 50匹 (2001"-'2050)
200ppm 50思 (1101"-'1150) 150ppm 50匹 (2101"-'2150) 
400ppm 50匹 0201"-'1250) 300ppm 50匹 (2201"-'2250) 
800ppm 50匹 (1301'"'-'1350) 600ppm 50痕 (2301"-'2350) 

II -2-2 群分け及び鰐体識別方法

{共試動物の各群への割りさきでは、動物を体重の重い}I展より各群に 1匹づっ割り当て、二巡回から

は各群の動物の体重の合計を比較して小さい群よりJiI買に体護の重い動物を割り当てることにより

群問の体重の偏りを小さくする群分け方法(適正層別方式)により実施した(文献針。なお、群

分けは被験物質投与渡前の体護を慕に実施した。

試験期間中の動物の儲体識別は、検疫期間及び期iI1乙期間においては色素塗布した。投与期間にお

いては耳パンチにより識別した。なお、全鰐育期聞を通してケージにも個体識別番号を付した。

動物は検疫及び患11化期間は雄を 204輩、雌を 205室に収容し、投与開始以降は 107室に離雄と

も収容した。各飼育室には試験番号、動物種及び動物番号を表示し、地試験及び異種動物と区別し

た。
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豆一2-3 鯛脊条件

動物は、各試験ともに、金銭育期間を通して、温度:23土2
0

C、湿度:55土10%、明暗サイクル:

12時間点灯 (8:00"-'20:00)/12時間消灯 (20:00"-'8:00)、換気自数:15"-'17回/時に設定した環

境下で飼育した。なお、試験期間中飼育室の作業内容、空調設舗の保守点検、一時的な停電により

設定値の鰻を超えることがあったが、動物の状態に影響を与えるほどの長時間または大きな変化で

はなかった。

動物はステンレス製二連網ケージ (W:170 x D:294 x廷:176mm/匹)に収容し、単独錦育とした。

ケージ交換は2週間毎に実施した。

飼料は、オリエンタル酵母工業(株) (千葉工場:千葉県千葉市美浜区新港8・2)のCRF-1を使

用し、試験期間を還して CRF-1閏型飼料(30KGy-γ線照射滅菌飼料)を癒製鋼料給餌器により自由

摂取させた。ただし、定期解部日前日の夕方からは絶食した。飼料の栄養成分についてはオリエン

タル酵母ヱ業(株)、爽雑物については(財)日本食品分続センターの分析データを痩用口ットご

とに入手した。

飲水は、全飼育期障を通して市水(秦野市水道局供給)をフィルターろ過した後、紫外線照射し、

検疫及び耕化期間については自動給水装震で自由摂取させた。投与期間は加庇タンクを用いた自動

給水装置により、自由摂取させた。欽水ははわ食品薬品安全センター秦野研究所(神奈川黒秦野

市落合729・5)に水道法に準拠した項目について分析を委託した。

なお、飼料の央雑物及び欽水については、それぞれの分析項目において試験計調撃に規定した範

閣内であることを確認した。

立-3 観察・検査項自及び方法

豆一3-1 動物の一般状態の観察

動物の生死確認、は 1B 1隠行った。一殻状態の詳締な観察は検疫及び意111化期間には、導入時、患iI

化開始時及び群構成時に行い、投与開始以降は 1週間に 1回、生存するすべての動物について行っ

た。

II -3-2 体重視.IJ定

投与開始後 14溜までは週 1問、それ以降は4還に l問(但し、雄は96週、雌は96及び104避

にも測定した)生存するすべての動物について体重を測定した。なお、動物の死亡発見時と切迫屠

殺時及び定期解剖動物の搬出時にも体重を灘定した。
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1I -3-3 摂水量澱定

投与開始後 14週間までは週 1回、それ以捧は4週に 1随(担し、雄は96週、離は96及び104

週にも測定した)給水量と残水議を計測した。摂水量は給水量と残水量との差を計測期間中生存し

ていた動物の延べ匹・自数で除して群毎の 1日当りの平均接水量とした。

1I -3-4 摂餌量測定

投与開始後 14避までは週 I問、それ以誇は4週に 1回(但し、雄は96選、離は96及び 104過

にも測定した)、給鋲量と残餌震を測定し、その楚を給額日数で徐した値を 1日当たりの摂鰐量と

した。

立-3-5 lfn.~疫学的検査

定期解剖時まで生存した全動物について、前日の夕刻より絶食後、剖検直前にエーテル麻酔下で、

腹大動脈より EDTA-2カリウム入り採出管に採血した血液を用いて血液学的検査を行った。検査項

目は、赤血球数、ヘモグロビン濃度、ヘマトクリット値、平均若手血球容積、平均若手血球ヘモグロピ

ン量、平均掠血球ヘモグロビン濃度、血小板数、自血球数、白血球百分率について行った。なお、

検査方法はAPPENDIXR1に示した。

1I -3-6 虫液生化学的検査

定期解剖時まで生存した全動物について、前田の夕刻より絶食後、部検直前にエーテル麻酔下で

腹大動脈よりヘパリンリチウム入り採車管に採血し、遠心分離して得られた血援を用いて血液生化

学的検査を行った。検査項目は、総蛋自、アルブミン、 AJG比、総ゼリルピン、グルコース、総コ

レステ口ール、ト 1)グリセライド、 1)ン脂質、 GOT、GPT、LDH、ALP、γ-GTP、CPK、尿素窒

素、クレアチニン、ナトリウム、カリウム、クロール、カルシウム、無機リンについて行った。

なお、検査方法はAPPENDIXR1に示した。

1I -3-7 尿検査

投与最終週まで生存した動物について、薪鮮尿を採歌し、尿検査を行った。検査項目は pH、蛋

白、グルコース、ケトン体、ビリルビン、潜血、ウロピリノーゲ、ンについて行った。なお、検査方

法は APPENDIXR1に示した。
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ll-3-8 病理学的検査

(1) 剖検

全動物について死亡または定期解部時に解剖し、肉強的に観察を行った。

(2) 臓器重量

定期解部時まで生存した動物の副腎、精巣、卵巣、心臓、肺、腎臓、牌職、肝臓及び脳の搬重量

(臓器実意義)を測定した。また、湿護震の体重比、すなわち定期解剖時の体重に対する百分率(臓

器重量体重比)も算出した。

(3) 病理組織学的検査

皮膚、鼻腔、鼻悶頭、喉頭、気管、姉、骨髄(大腿脅)、リンパ節(披露、援壁等)、胸膜、稗

si薦、心臓、舌、唾液線、食道、胃、小腸(十二指腸を含む)、大腸、肝臓、勝臓、腎臓、勝目光、下

乗体、甲状線、部腎、精巣、精巣上体、精嚢、諮立線、卵巣、子宮、糧、乳腹、脳、脊髄、末梢神

経(坐骨神経)、眼球、ハーダー腺、筋肉、骨(大腿骨)及び肉較的に変化のみられたその他の器

官、組織を 10%中性1)ン酸緩衝ホルマリン溶液に周定後、パラフィン包埋、薄切、ヘマトキシ1)ン・

エオジン染色し、光学顕微鏡にて病理組織学的に検査した。

なお、血管躍と血管内腫の発生臓器名は、剖検所見を参考にして分類した。また、原発臓器と転

移の区別は、1)他臓器の麓蕩組織の組織像にきわめて類似した腫場組織が多中心性に穿寂し、生

物学的にも他臓器からの転移の可能性が高いもの、あるいは 2)隣議した臓器にきわめて類似顔擦

の発生があるものを転移とした。それ以外の麗壌はそれぞれの臓器を原発臓器とした。

ll-4 数鑑処理と統計処理

ll-4-1 数値の取り扱いと表示

体重についてはgを単位とし、小数点第 1位まで許誤，Ijし、四捨五入して整数舗で表示した。

摂餌最についてはgを単位とし、給餌譲及び、残館震を小数点第 1位まで計測し、給餅量から残餌

を減じて摂餌震とした。この鐘を許測期間の日数で除し、 1B当たりの平均摂取量を算出し、小
数点以下第2伎を四捨五入して小数点以下第1位までを表示した。

摂水量についてはgを単位として、計測期間を通して給水量と残水量を整数舗で計滅した。群轄

に給水量と残水量との差を計調，Ij期間中生存していた動物の延べ匹・日数で徐して、1匹当りの 1日の

平均摂水量を算出し、小数点第2f立を四捨まま入して小数点第 1位までを表示した。

キノリンの体重 kg当り 1Bの摂取量は、摂水量にキノリンの設定濃度を乗じ、群毎の平均体重

で除した値を mglkg(bodyweight)/dayを単位として小数点以下第 1位を四捨五入して整数値で表

示した。
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臓器実重量についてはgを単位とし、小数点以下第3位まで計測し、表示した。臓器重量体重比

については臓器実譲葉{践を解剖時体重で除し、パーセント単位で小数点以下第4位を四捨五入し、

小数点以下第3位までを表示した。

鹿液学的検査、血液生化学的検査についてはAPPENDIXR2に示した単位及び桁数により表示

した。 AJG比はアルブミン/(総蛋白一アルブミン)による計算で求め、小数点以下第2伎を四捨五

入して小数点以下第 1位までを表示した。

なお、各数値データにおいての平均値及び標準偏差は上記に示した桁数と河様になるよう四捨五

入を行い表示した。

II -4-2 母数の取り扱い

体重、摂水嚢及び摂餌震については、各計測時に生存している全動物を対象に計測し、その中か

ら欠誤.iJとなったデータを除外して母数とした。

臓器藁襲、血液学的検査、血液生化学的検査は、定期解剖時まで生存した動物を対象とし、欠測

となったデータを除外して母数とした。

探検査は、投与最終週まで生存した動物を対象に行い、検査ができた動物数を母数とした。

部検と病理組織学的検議データは、各群の有効動物数(供試動物より事故等の理由で外された動

物数を減じた動物数)を母数とした。ただし、臆蕩性病変については臓器別に、検査本能臓器数を

除いたものを母数とした。

II -4-3 統計処理

本試験で得られた測定値は原則として、まずBartlett法により等分散の予備検定を行い、その結

果が等分散の場合には一元首己罷分散分析を行い、群間に有意差が認められた場合はDunnettの多重

比較により対照群と各投与群の平均値の検定を行った。

また、分散の等しくない場合には各群を還して測定値をj願位化して、KrU8球ka叫1.副杭1匂aJ盟1五18の;順11慎|展震{位立検定

をf行子い、群間に有意差が認められた場合には Dunnett(型)の多重比較を行った。予備検定について

は5%の有意水準で荷側検定を行い、最終検定では5%及び 1%で雨側検定を行った。

なお、各検査の測定時に群内のデータ数が2以下であった場合は、検定から除外し、さらに検定

対象群が1群だけであった場合は、まずF検定により等分散の検定を行い、等分散の場合はStudent

のt検定により、等分散でない場合はA8pin羽Telchのt検定により平均値の差の検定を行った。 F

検定については95%信頼限界で検定を行い、最終検定については95%および99%器頼限界で両側

検定を行った。

病理組織学的検査のうち非腫蕩性病変については、所見のみられなかった動物をグレード 0、所

見のみられた動物は、その所見の程度及び範蕗等を基準として 1""'4にグレード分けし、 χ2検定を

行った。また、尿検査についても χ2検定を行った。なお、 χ2検定の場合もデータ数が2以下の場

合は検定より除外した。
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腫壌性病変については、各臓器の麓蕩ごとに、各群ごとの総担癌臓器数について、 Peto検定(文

献 6)、Cochran-Armitage検定、 Fisher検定を行った。またPeto検定は病理組織学的検査特に

付与されたコンテックス(注)を用いて、死亡率法(コンテックス 3，4を付与された撞壌につい

ての検定)、有病室事法(コンテックス 0，1， 2を付与された腫壌についての検定)、死亡率法十有

病率法(コンテックス 0-----4の総計で検定)を行った。

χ2検定とFisher検定は対照群と各投与群間との検定である。

投 Peto検定に用いるコンテックス

0:定期解部事tlにみつかった麗壌

1 :死亡/瀕死例にみつかった腫壌で、譲接死閣に関係しない腫壌

2:多分 1だと思うが、確かでない麓療

3:多分4だと患うが、確かでない麗壌

4:死亡/瀕死例にみつかった撞壌で、直接死因に関わっていた腫蕩
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菰試験成績

投与期間は2年間の予定であったが、雄については投与群の多くの動物が腫壌の発生により死亡

し、最低投与群である 200ppm群でも死亡率が顕著に高くなったため、郎通関で投与を終了し、

解剖を実施した。また、雄の 400ppm群と 800ppm群及び離の 600ppm群は定期解剖までに全匹

が死亡したため、定期解剖時の血液学的検査、血液生化学的検査、尿検査及び臓器重量澱定は雄で

は対照群と 200ppm群、離では対照群、 150ppm群及び300ppm群についてのみ実施した。

ill-1 生死状況

生死状況をTABLE1.2及びFIGURE1，2に示した。

雄の 800ppm群では投与開始から 76週までに、400ppm群では95週までに全ての動物が死亡し

た。雄の 96遅(定期解剖前日)における生帯動物数(生存率)は、対照群:49芭(98%)、200ppm

群:19匹(38%)であった。

雌の 600ppm群では投与開始から 88週までに全ての動物が死亡した。雌の 104週(定期解剖前

日)における生存動物数(生存率)は、対照群:41匹(82%)、150ppm群:17思(34%)、300ppm

群 :2匹(4%)であった。

現-2 一般状態

一般状態の観察結果をAPPENDIXA 1，2に、外部臆癌、内部題療の発生動物数をTABLE3，4に

訴した。

雄では内部麓癒の発生数(発生率)は対照群でO匹であったのに対し、 200ppm群では2匹(4%)、

400ppm群では3匹 (6%)、800ppm群では2辺住%)であった。一方、外部麗癒については動

物が早期に死亡したため、対照群が 11思 (22%)であったのに対し、 200ppm群では7匹 (14%)、

400ppm群では3匹 (6%)、800ppm群では 1!IC(2%)と減少する額向を示した。

雌の内部纏癒の発生数(発生率)は対照群でO患であったのに対し、 150ppm群では7!IC(14%)、

300ppm群では9限 (18%)、600ppm群では7匹 (14%)と増加する傾向を示した。一方、外部

麓壌については動物が早期に死亡したため、対照群が 11匹 (22%)であったのに対し、 150ppm群

では 10臨 (20%)、300ppm群では8匹(16%)、600ppm群では2器 (4%)と減少する傾向を

示した。
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ill-3 体重

体震の按移をTABLE1，2、FIGURE3，4及びAPPENDIXB 1，2に示した。

雄では各投与群に投与濃度に対応した体重増加の抑制がみられた。体重増加の抑制は各投与群と

も投与期間を通して認められ、投与期間の経過に伴い抑制の程度が増大した。最終計測日における

各投与群の体重は対照群に対し、 200ppm群 (96週)87%、400ppm群 (94週) : 60%、800ppm

群 (74週) : 68%であった。

雌についても、各投与群に投与;農産に対応した体重増加の抑制がみられた。300ppm群と 600ppm

群では投与期間を通して体重増加の抑制が認められ、投与期間の経過に伴い抑制の程度が増大した。

150ppm群では投与潤始から 38週まで軽度な体重増加の抑制が続いた後、 42から 78週まで対照

群とほぼ間程度で推移したが、82週以降では対照群に比べ体議が低憶になり試験終了時まで投与期

間の経過に伴ってその穆度が頭著となった。最終許制自における各投与群の体議は対照群に対し、

150ppm群 (104週) : 82%、300ppm群 (104週) : 65%、600ppm群 (86週) : 66%であった。

ill-4 摂水譲

摂水量をTABLE5点、 FIGURE5，6及びAPPENDIXC 1，2に示した。

雌雄とも各投与群に投与濃度に対応した摂水最の低下が認められた。各投与群の摂水量は対照群

に対し、雄では200ppm群:64%"'93%、400ppm群:30%"'83%、800ppm群:50%"'82%、雌

では 150ppm群:60%"'102%、300ppm群:43%""'87 %、 600ppm群:37%""'72 %であった。

ill-5 摂餌議

摂餌量をTABLE7，8、FIGURE7，8及びAPPENDIXD 1，2に示した。

雌雄とも各投与群に軽度な摂餌壌の低下が認められた。各投与群の摂館長室は対照群に対し、雄で

は200ppm群:91%"'101%、400ppm群:29%"'99%、800ppm群:76%""'96%、雌では 150ppm

群:89%'" 10 1 %、 300ppm群:72%"'101%、600ppm群:80%"'98%であった。

盟-6 被験物質摂敢量

体重、摂水量及び、設定濃度より算出した被験物質摂取量をAPPENDIXE 1，2に示した。

1日当たりの被験物質摂取量は、雄で 200ppm群:7"'21mglkg、400ppm群:10"'34mglkg、

800ppm群:24"'60mglkg、雌では 150ppm群:8"'-'18mglkg、300ppm群:14"'29mg Ikg、600ppm

群:28'"'-'45mg/kgの範闘であった。
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ill-7 血液学的検査

定擦解剖時に行った血液学的検査の結果をAPPENDIXF 1，2に示した。

血液学的検査においては、雌雄共に貧血が認められた。すなわち、雄では、 200ppm群にヘモグ

口ピン濃度、ヘマトクリット健、 MCV、MCH、MCHCの減少及び血小板数の増加が認、められた。

j賎では、 150ppm群に赤血球数、ヘモグロピン濃産、ヘマトクリット領、 MCHC及びリンパ球比

の減少が認められた。なお、 300ppm群は検査動物数が2匹のため、検定からは除外した。

ill-8 血液生記学的検査

定期解剖持に行った血液生化学的検査の結果をAPPENDIXG 1，2に示した。

血液生化学的検査においては、雌雄共に肝臓等への影響が認められた。すなわち、雄では、200ppm

群にALP活性の上昇、並びにグルコースの抵下が認められ、統計学的には有意ではないがGOT、

GPT， LDH及び、γ-GTP活性も鎖著に高い値であった。離では、 150ppm群に総どリルビン、総

コレステロール、 トリグリセライド、リン脂質の増加、 GOT、GPT、LDH、

ALP、γ-GTP及びCPK活性の上昇、並びにアルブミン、 AJG比及びグルコースの低下が認めら

れ、統計学的には有意ではないが総ビリルピンも顕著に高い値を示した。なお、 300ppm群は検査

動物数が2匹のため、検定からは除外した。

ill-9 尿検査

投与期間最終週に行った尿検査の結果をAPPENDIXH 1，2に示した。

雄では、 200ppm群に蛋自の陽性度の増加、ケトン体の陽性併の増加が認められたが、軽度な変

化であった。

雌では、 150ppm群にpHの低下が認められたが、軽度な変化であった。なお、 300ppm群は検

査動物数が2匹のため、検定からは捺外した。
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取-10 病理学的検査

ill-1O-1 部検

解剖時に観察された剖検所見をAPPENDIX1 1'"'"'6に示した。

く雄>

死亡/瀕死伊tl(対照群 1匹、 200ppm群31痕、 400及び800ppm群各50匹)では、投与群の多

くの動物に肝臓の結節が観察された[200ppm群 25匹 (81%)、400ppm群 45思 (90%)、800ppm

群 47匹 (94%)]。肝臓の結節は赤色を皇するものが多く、腹腔の出品を伴う例[200ppm群 9罷

(29%)、400ppm群20罷 (40%)、800ppm群 31匹 (62%)]も多かった。肺に赤色斑[200ppm

群8監 (26%)、400ppm群 17毘 (34%)、800ppm群 16匹 (32%)]や赤色化[200ppm群2痕

(6%)、400ppm群3匹 (6%)、800ppm群5匹 (10%)]がみられる動物も多く、これらの例に

は胸肢の出品[200ppm群 9jZC (29%)、400ppm群9控 (18%)、800ppm群 7限(14%)]が認

められた。また、腹膜の腫癌が400ppm群の2匹 (4%)と800ppm群の 3限 (6%)、腹腔内の腫

癌が400ppm群と 800ppm群の各 1匹 (2%)、腸間膜の腫癒が400ppm群の 2匹 (4%)と800ppm

群の 3辺 (6%)に観察された。これらの麗癌も赤色を呈しており腹腔の出盛を伴う動物が多数認

められた。

定期解剖動物(対照群 49匹、 200ppm群 19匹)でも、 200ppm群に肝臓の結節 17霞 (89%)

と援腔の出血3匹 (10%)が観察された。対照群には、肝臓の結箆が 1匹 (3%)のみ認められた。

なお、死亡/瀕死伊!と定期解剖例を合わせた発生は、腎臓が頼粒状を呈する例{対照群 14思

(28%)、200ppm群4広 (8%)、400ppm群 O焼、 800ppm群O匹]と精巣の結節[対照群 30毘

(60%)、200ppm群22匹 (44%)、400ppm群9匹 (18%)、800ppm群O叫が投与群で減少

した。

く雌>

死亡/瀕死併(対照群9匹、 150ppm群33匹、 300ppm群 48匹、 600ppm群 50思)では、投

与群の多くの動物に肝臓の結節[150ppm群24匹 (73%)、300ppm群 36匹 (75%)、600ppm群

44匹 (88%)]が観察された。雄と伺様に、肝臓の結節は赤色を景するものが多く、腹腔の出血

[150ppm群 5匹(15%)、300ppm群 19jZC (40%)、600ppm群 25思 (50%)]を伴ったものが

多数確認された。肺の結節[150ppm群 1匹 (3%)、300ppm群4盟 (8%)、600ppm群9窓(18%)]、

旅色誕[150ppm群 5匹(15%)、300ppm群 12匹 (25%)、600ppm群 12jZC (24%) ]及び赤色

化[150ppm群2思 (6%)、300ppm群3匹 (6%)、600ppm群3匹 (6%)]も投与群のみにみら

れ、これらの例には腕胞の出.rfn.[150ppm群4匹 (12%)、300ppm群 5jZC (10%)、600ppm群2

匹 (4%)]や胸水[150ppm群 1jZC (3%)、300ppm群6匹 (13%)、600ppm群6思(12%)]も

認められた。観察された腕水のほとんどが赤色を呈していた。また、腹膜の麓癌が300ppm群の2

匹 (4%)、後腹膜の麓癌が600ppm群の 1匹 (2%)に観察された。これらの蝿癖も赤色を呈して

おり、援腔の出血を伴う動物が多数認められた。

定期解剖動物(対照群 41匹、 150ppm群 17匹、及び300ppm群 2匹)でも、投与群の多くの
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例に肝臓の結節[150ppm群 16思 (94%)、300ppm群2[IC (100%) ]が観察された。対照群には、

肝臓の結節が1匹 (2%)のみ認められた。

なお、死亡/瀕死例と定期解剖例を合わせた発生は、下垂体の腫大[対照群 12匹(24%)、150ppm

群 10匹 (20%)、300ppm群O匹、 600ppm群 1匹 (2%)]と皮下組織の麓癌[対照群 11[IC (22%)、

150ppm群8症 (16%)、300ppm群5匹 (10%)、600ppm群3限 (6%)]が投与群で減少した。

班-10-2 織器議議

定期解剖特に測定した臓器の実重量と体護比をAPPENDIXJ 1，2、K1，2に示した。

く雄>

200ppm群の肝臓と腎臓に実譲葉と体重比の高徳が認められた。また、 200ppm群は解剖時体重

が対照群に比べ低値であり、心臓、肺及び脳に体護比の高値がみられた。

く雌>

150ppm群では、肝臓、腎臓、肺及び心臓に実重量と体議比の高値が認められた。 150ppm群は

解剖時体重が対照群に比べ低値であり、踏の体重比の高舗がみられた。なお、 300ppm群は計測動

物数が2匹であるため検定からは除外したが、肝臓の実重量と体重比は顕著な高値を示した。

国一10-3 病理組織学的検査

非腫場性病変の結果をAPPENDIXL 1-----6に示した。麓傷性病変の結果は、担腫療動物数と臆蕩

数をAPPENDIXM 1，2、麗擦の種類加の発生数をAPPENDIXN 1.2、統計解析 (Peto検定、

Cochran -Armitage検定、 Fisher検定)をAPPENDIX0 1，2、転移性病変をAPPENDIXP 1-----6 

に示し、主な麗揚i生病変を TABLE9，10に抜粋した。

-濯場性病変ー

く雄>

肝臓に肝細胞線撞、肝細胞癌及び血管肉腫、鼻腔にi蒋麗 NOS、鼻腔神経上皮腫及び血管灘、複

数の臓器に血管腫や畠管肉藤、また縦隔に~H重 NOS の発生増加が認められた。

-肝臓

肝細胞膜腰が対照群の 1匹 (2%)、200ppm群の 10[IC (20%)、400ppm群の 10[IC (20%) 

及び800ppm群の 9[IC (18%)、肝細胞癌が200ppm群の 22臨 (44%)、400ppm群の24[IC (48%) 

及び800ppm群の 18匹 (36%)に観察された。許細胞腺腫の発生はPeto検定(有病率法)で増加

傾向を示し、 Fisher検定で全ての投与群で増加を示した。肝縮胞癒の発生はPeto検定(死亡率法、

脊病率法、死亡率法+有病率法)と Cochran-Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher検定では全

ての投与群で増加を示した。なお、肝細臨腺腫と肝細胞癌を合わせた発生も Peto検定(死亡率法、

有病率法、死亡率法÷有病率法)と Cochran・Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher検定では全
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ての投与群で増加を示した。

血管肉腫が200ppm群の 25匹(50%)、400ppm群の 34思(68%)及び800ppm群の 43121(86%)

に観察され、 Peto検定(死亡率法、有病率法、死亡率法+有病率法)と Cochran-Armitage検定で

増加傾向を示し、 Fisher検定で全ての投与群で発生増加を示した。

これらの麗壌は他臓器への転移が認められた。すなわち、血管肉麓の転移が 200ppm群の締(17

匹)や捧臓 (1匹)、脂肪組織は匹)に許 17匹、 400ppm群の腕 (25匹)や捧臓 (3121)、腹膜

(2匹)、腸間膜(2思)、縦婿(2匹)、脂肪組織 (2匹)、牌識は匹)に計27匹、 800ppm群の肺 (23

院)やリンパ節 (2痕)、鼻腔(1匹)、胃位協)、脊髄位協)及び脂肪組織(1匹)に計23盛観

察された。また、肝細胞癌の転移は、 200ppm群の肺(8匹)や棒臓(1匹)、剖腎(1思)、援護 (1

匹)に計8匹、 400ppm群の 7思と 800ppm群の 3匹の肺に観察された。

-鼻1空

鼻線神経上皮腫が400ppm群の 1症(2%)と800ppm群の6毘(12%)、肉腫NOS(NotOtherwise 

Speci五ed)が200ppm群の 1匹 (2%)、400ppm群の 5限(10%)及び800ppm群の 1匹 (2%)

に観察された。また、血管腫が400ppm群の 1匹 (2%)、線腫が800ppm群の 1限 (2%)に観察

された。鼻腔神経上皮績の発生は Peto検定(死亡準法、有病率法、死亡率法+有病率法)と

Cochran幡Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher検定では800ppm群で増加を示した。また、肉

麓NOSの発生はおto検定(有病率法、死亡事法÷有病率法〉で増加傾向を示し、 Fisher検定では

400ppm群で増加を示した。なお、これらの腫擦は他臓器への転移が認められ、鼻腔神経上皮麗の

転移が800ppm群の2院の脳に、肉腫NOSの転移が400ppm群の 1症の唾液線、下垂体及びハー

ダー腺に観察された。

-脂肪組織、腸間膜、肺、複膜

血管藤と血管肉躍は、脂肪組織、鶴間膜、肺及び腹膜にも発生がみられた。すなわち、脂肪組織

には血管肉躍が200ppm群の 2匹 (4%)と800ppm群の 3湛 (6%)に観察され、 Peto検定(有

病率法、死亡率法+有病率法)で増加傾向を示した。また、腸間膜には虫管腫が800ppm群の l症

(2%)に、血管肉躍が400ppm群と 800ppm群のそれぞれ2罷 (4%)に観察され、血管腫と血管

肉腫の発生を合わせると Peto検定(死亡率法、死亡率f去十有病率法)と Cochran-Armitage検定で

増加傾向が示された。その他、統計学的に有意差は示されないものの、腕に血管禽麗が400ppm群

の2匹 (4%)と800ppm群の 1盟 (2%)、腹膜に血管腫と血管肉臆が800ppm群の各 1121(2%) 

に観察された。

車管肉躍を持つ動物数は、全ての臓器を合わせると 200ppm群 26思 (52%)、400ppm群 36

匹 (72%)及び800ppm群 45匹 (90%)であり、 Peto検定(死亡率法、有病率法、死亡率法+有

病率法)と Cochran-Armitage検定で増加傾向、 Fisher検定では全ての投与群で発生増加を示した。

-縦縞

肉腫NOSが200ppm群の 1匹 (2%)、400ppm群の2辺住%)及び800ppm群の 3匹 (6%)
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に観察され、 Peto検定(死亡率法、有病率法、死亡率法+有病率法)で増加{頃向を示した。

なお、投与群の動物は対照群の動物より早期に死亡したため、精巣の間細胞腰、下垂体の腺藤、

甲状腺のC欄細胞膜麗及び皮下総織の線維懇の発生が減少した。

<雌>

肝臓に肝細蹄腺腰、肝結胞癌及び血管肉麓、複数の臓器に出管腫や鼠管内臆の発生増加が認めら

れ、また鼻腔に肉腫NOSの発生がみられた。

-肝臓

肝細胞線麗が対照群の 1匹 (2%)、150ppm群の 30匹 (60%)、300ppm群の 31匹 (62%)

及び600ppm群の 33匹 (66%)、肝細胞癌が 150ppm群の 5匹 (10%)、300ppm群の 16匹 (32%)

及び 600ppm 群の 21 匹 (42%) に観察された。肝細胞線腫、日子高田H~癌及び両者を合わせた発生は

いずれも Peto検定(肝縮胞膜腫:有病率法、肝細胞癌/両者を合わせた発生:死亡率誌、有病率法、

死亡率法+有病率法)と Cochran-Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher検定では全投与群で増

加を示した。

.rfn.管肉麗が 150ppm群の 15坦(30%)、300ppm群の 27臨(54%)及び600ppm群の 41匹(82%)

に観察された。血管肉績の発生は Peto検定(死亡率法、有病率法、死亡率法+有病率法)と

Cochran -Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher検定では全投与群で増加を示した。

これらの腫擦は他臓器への転移が認められた。すなわち、血管肉腫の転移が 150ppm群の腕(10

匹)や腎(1臨)に計 10匹、 300ppm群の肺(15匹)や腎 (1~)、脂肪組織(1 ~)に計 15 辺、

600ppm群の肺 (24匹)や腎 (2匹)、捧臓 (1匹)に計 15限観察された。また、肝細胞様の転

移が 150ppm群の4匹及び300ppm群の6匹の柿に、 800ppm群の肺 (6匹)や副腎 (1活)に計

7匹観察された。

-脂肪組織、肺、後腹膜、腹膜及び卵巣

血管腫と血管肉腫は、詣紡組織、肺、後腹膜、援膜及び卵巣にも発生がみられた。すなわち脂肪

組織に血管肉腫が300ppm群の 2~ (4%)、肺に血管i奇麗が 150ppm群の 2思 (4%)、後腹膜に

血管肉腫が600ppm群の 1匹 (2%)、腹膜に血管肉腫が300ppm群の 1匹 (2%)、また、卵巣に

は血管腫が 150ppm群の 1~ (2%)に観察された。

血管肉腫を持つ動物数は全ての臓器を合わせると 150ppm群 17匹 (34%)、300ppm群28~ 

(56%)及び600ppm群 42匹 (84%)であり、 Peto検定(死亡準法、有病率法、死亡率法+有病

率法)と Cochran-Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher検定では全ての投与群で発生増加を示

した。

陶 20-
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-鼻腔

i蒋臆NOSが300ppm群の 1o:; (2%)と600ppm群の 1限 (2%)に観察された。

. H車臓

単核球性自由病の発生は対照群が4混 (8%)であったのに対し、 150ppm群の 11毘 (22%)、

300ppm群の 6匹 (12%)、600ppm群の 2院は%)に観察され、 Peto検定(死亡率法、有病率

法、死亡率法÷有病率法)で増加傾向、 Fisher検定では 150ppm群で増加を示した。

なお、投与群の動物は対照群の動物より早期に死亡したため、下垂体の線腰、子宮の子宮内膜間

質性ポリープ、乳腺の線維腺麗及び甲状腺のc-*富胞糠腫の発生が減少した。

一非麓壌性病変一

<雄>

-肝臓

中心性壊死が200ppm群の 10匹 (20%)、400ppm群の 22匹 (44%)及び800ppm群の 11

匹 (22%)にみられ、全ての投与群で発生増加を訴した。また、巣状壊死が200ppm群の 7限(14%)、

400ppm群の 17匹 (34%)及び800ppm群の 16限 (32%)に観察され、 400ppm以上の群で発生

増加を示した。明縮縮性小増殖巣は対照群では3匹 (6%)であったのに対し、投与群では200ppm

群の 15限 (30%)と400ppm群の 4思 (8%)、好塩基性小増殖巣は対照群では8匹 (16%)であ

ったのに対し、200ppm群の 24匹(48%)、400ppm群の 12匹(24%)及び800ppm群の 9o:; (18%) 

に観察された。また、肝梅綿状変性が対照群では4o:; (8%)であったのに対し、 200ppm群の 17

匹 (34%)、400ppm群の l罷 (2%)及び 800ppm群の 5匹 (10%)に観察された。これらの所

見はいずれも 200ppm群で発生増加を示した。さらに、貯酸性小増殖巣が対照群では6匹(12%)

であったのに対し、 200ppm群では 14匹 (28%)にみられ、統計学的には有意でないが対照群よ

り発生が多かった。また、車管の増生が200ppm群の2匹 (4%)と400ppm群の 1匹 (2%)にみ

られた。

-鼻腔

鉱質沈着が200ppm群の 12匹(24%)、400ppm群の 7匹(14%)及び800ppm群の 15匹(30%)

に観察され、全投与群で発生増加を示した。嘆上皮の基底細胞過形成は800ppm群で 10匹 (20%)

に観察され、発生増加を示した。また、嘆上皮の萎縮が200ppm群の2匹 (4%)、400ppm群の 6

匹(12%)及び800ppm群の 21限 (42%)に観察され、 400ppm以上の群で発生増加を示した。

その{也、統計学的には有意ではなかったが、嘆腺の築型を伴った拡張が 800ppm群の 2匹 (4%)

に観察された。その他、異物性炎症が200ppm群のみで有意な増加を示したが投与濃度に対芯した

変化ではなかった。

-21 



(Study No. 0303) 

-腎臓

燦縮管壊死が対照群で 1匹 (2%)であったのに対し、投与群では200ppm群の 18匹 (36%)、

400ppm群の 23匹 (46%)及び800ppm群の 20匹 (40%)にみられ、全投与群で発生増加を示し

た。ヘモジヂリン沈着は対照群で 1匹(2%)であったのに対し、 200ppm群の6匹 (12%)、400ppm

群の 13匹 (26%)及び800ppm群の 7匹 (14%)にみられ、 400ppm群で発生増加を示した。

• H市

出血が200ppm群の 16匹 (32%)、400ppm群の 20匹 (40%)及び800ppm群の 14混 (28%)

に観察され、全投与群で発生増加を示した。また、炎症性総胞浸瀧の発生は、対照群が 1思 (2%)

であったのに対し、投与群では200ppm群の2匹 (4%)、400ppm群の2匹 (4%)、800ppm群

の8思 (16%)にみられ、 800ppm群で発生増加を示した。

-骨髄

造血光進が対照群では4匹 (8%)であったのに対し、投与群では200ppm群の 25院 (50%)、

400ppm群の 38匹 (76%)及び800ppm群の 38匹 (36%)に観察され、全ての投与群で発生増加

を去した。

-稗臓

髄外造血が対照群では2匹 (4%)であったのに対し、投与群では200ppm群の 21匹 (42%)、

400ppm群の 40匹 (80%)及び800ppm群の 33匹 (66弘)に観察され、全ての投与群で発生増加

を示した。

なお、投与群の動物は対照群の動物に比べ早期に死亡したため、鼻腔の嘆上皮のエオジン好性変

化と呼吸上皮化生、腺の呼吸上皮化生、心臓の心筋線維症、肝臓の肉芽形成と挫管増生、縛臓の萎

縮、腎臓の慢性腎症、下垂体の過形成、EfI状糠の C品別担増生、精巣の萎縮、動脈炎及び間継脇増生、

精巣上体の細胞残屑、並びに眼球の網膜萎縮の発生が減少した。

く雌>

・肝臓

中心性壊死は対照群が 1匹で (2%)あったのに対し、投与群では 150ppm群の 10限 (20%)、

300ppm群の 14匹 (28%)及び600ppm群の 11匹 (22%)にみられ、巣状壊死は 150ppm群の

18匹 (36%)、300ppm群の 15匹 (30%)、600ppm群の 17限 (34%)にのみ観察された。これ

らの所見は全ての投与群で発生増加を示した。また、血管の増生が 150ppm群の 5[C (10%)、

300ppm群の 1思 (2%)及び600ppm群の 9匹(18%)に観察され、 600ppm群で発生増加を示

した。さらに、好酸性小増殖巣は対照群が 1匹 (2%)であったのに対し、 150ppm群の 6活(12%)、

300ppm群の9匹(18%)及び600ppm群の 5活(10%)にみられ、 300ppm群のみではあるが発

国 22 幽
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生増加を示した。また、明細目語性小増殖巣は対照群が 1思 (2%)であったのに対し、 150ppm群

の5思(10%)、300ppm群の6匹(12%)及び600ppm群の 7匹 (14%)にみられ、統計学的に

は有意でないが対照群より発生が多かった。

-鼻腔

嘆上皮の萎縮が 300ppm群の 5医 (10%)及び600ppm群の 20匹 (40%)にみられ、 600ppm

群で発生増加を示した。また、統計学的には有意ではなかったが、嘆上皮の基底細胞過形成が

600ppm群の 2限 (4弘)に、嘆腺の異型を伴った拡張が600ppm群の 3匹 (6%)に観察された。

-腎臓

尿線管壊死は対照群が3匹 (6%)であったのに対し、投与群では 150ppm群の 13匹 (26%)、

300ppm群の 19臨 (38%)及び600ppm群の 20匹 (40%)にみられ、乳頭壊死は 150ppm群の

18匹 (36%)、300ppm群の 35医 (70%)、600ppm群の 29匹 (58%)に観察された。これらの

所見は全ての投与群で発生増加を示した。また、乳頭の鉱質沈替は対照群が8匹(16%)であった

のに対し、 150ppm群の 12痕 (24%)、300ppm群の 21限 (42%)及び600ppm群の 28匹 (56%)

に観察され、 300ppm群と 600ppm群で発生増加を示した。ヘモジデリン沈着の発生は 150ppm群

の3匹 (6%)、300ppm群の4痕 (8%)及び600ppm群の 8限 (16%)であり、 600ppm群で増

加が示された。

-締

出血が 150ppm群の9匹(18%)、300ppm群の 17症 (34%)及び600ppm群の凶器 (36%)

に観察され、全ての投与群で発生増加を示した。

-骨髄

造血冗進は対照群が7[Cであったのに対し、150ppm群の 18匹(36%)、300ppm群の29匹(58%)

及び600ppm群の 40匹 (80%)に観察され、全ての投与群で発生増加を示した。

-牌臓

髄外造鼠は対照群が8匹(16%)であったのに対し、 150ppm群の 16[C (32%)、300ppm群

の27[C (54%)及び600ppm群の 36匹 (72%)に発生し、全ての投与群で発生増加を示した。

なお、投与群の動物は対照群の動物に比べ早期に死亡したため、鼻腔の嘆上皮と呼吸上皮のエオ

ジン好性変化、碑臓のヘモジデリン沈着、肝臓の肉芽形成、好境基性小増殖巣及び、胆管増生、腎臓

の慢性腎症と腎孟の鉱質沈著、下垂体の嚢胞、甲状腺の C-*IDH包増生、副腎の紫斑様変化と皮質の巣

状脂肪変性、並びに限球の網膜萎織の発生が減少した。

回 23 司
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国-10-4 死因

病理学的にみた死亡/瀕死例の死閣を TABLE11に示した。

<雄>

対照群の死亡動物 1匹の死因は、呼吸器病変であった。これに対し、 200ppm群の死亡動物 31

匹の死問は、肝臓腫療{血管肉腫持活 (58%)、肝締抱癌6毘(19%)]が24匹 (77%)、脂肪韻

織腫療(血管肉腫)、縦隔腫壌(肉腫NOS)、鼻腔麓蕩(肉麓NOS)、下垂体臆場、皮下腫壌及

び轄病変が各 1匹、死闘の特定が出来なかったものが 1匹であった。 400ppm群では、死亡動物 50

匹の死悶は肝臓麗揚[血管内藤33匹 (66%)、肝細組癌 7匹(14%)]が40匹 (80%)、鼻腔麓蕩

(肉腫NOS)が3限 (6%)、縦編麗擦(肉腫NOS)が2匹 (4%)、縁関膜麓揚(血管肉鰻)、

下垂体腫壊、耳道線麓場、白血続及び体腔病変(胸腔内出盛)が各 1痕 (2%)であった。また、

800ppm群の死亡動物 50匹の死因は、肝臓麓壌{血管肉腫 39匹 (78%)、肝細胞崩 2匹 (4%)] 

が 41匹 (82%)、鶴間膜臆蕩(血管内腫)、鼻腔腫壌(肉麓 NOS)及び縦揺腫療(肉麓 NOS)

が各 2匹 (4%)、指紡組織腫蕩(血管肉腫)、柿腫壌(品管肉腫)及び体腔病変(胸腔内出血)

が各 1慌 (2%)であった。

なお、肝臓の鹿管内躍による動物の死亡時期は、 200ppm群では75週以降、 400ppm群では56

選以降、 800ppm群では22週以降であった。

く離>

対照群の死亡動物9症の死悶は下垂体腫擦が3匹 (33%)、肝病変、白鼠痛、皮下麓療、申状腺

腫壊、子宮腫虜及び乳線麗壌が各 1匹 (11%)であった。これに対し、 150ppm群の死亡動物 33

匹の死因は、肝臓鰻蕩(血管肉漉)が 11笹 (33%)、白血病が?匹 (21%)、下垂体臆療が6匹

(18%)、目市蟻蕩(血管肉臆)、耳道線及び気管麗擦が各2匹 (6%)、子宮腰療、乳腺腫擦及び肝

臓病変が各 1匹 (3%)であった。 300ppm群では、死亡動物48匹の死協は肝臓腫議事{血管肉腫27

限 (56%)、肝細胞癌 2匹 (4%)]が 29混 (60%)、白血病が6匹(13%)、皮下麓蕩及び乳腺

腫擦が各 2jIC (4%)、脂肪組織腫蕩(血管肉腫)、気管腫療、呼吸器病変、肝臓病変及び腎病変

が各 1匹 (2%)、死因の特定が出来なかったものが4匹 (8%)であった。また、 600ppm群の死

亡動物 50患の死闘は、肝臓麗場[血管内腫39匹 (78%)、肝縮躍癌4匹 (8%)]が43匹 (86%)、

後腹膜腰蕩(血管内麓)、鼻腔腫壌(肉腫 NOS)、自lfrr.病、子宮腫蕩及び中枢神経系病変が各 1

匹 (2%)、死匿の特定が出来なかったものが2匹 (4%)であった。

なお、肝臓の血管肉腫による動物の死亡時期は、 150ppm群では68週以降、 300ppm群では62

週以降、 600ppm群では49週以降であった。

-24 個
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N 考察

N-1 生死状況、死因、一殻状態

雄の 800ppm群は投与開始から 76週、 400ppm群では95還までに全ての動物が死亡し、最低投

与群である 200ppm群でも死亡率が顕著に高くなったため、 96週間で投与を終了し、解剖を行っ

た。投与を終了した96週における雄の生持動物数(生存率)は対照群:49匹(98%)、200ppm群:

19混(38%)であった。離についても、 600ppm群では投与開始から 88避までに全ての動物が死亡

した。定期解剖を行った 104過における離の生存動物数(生存率)は、対照群:41思(82%)、150ppm

群:17匹(34%)、300ppm群 :2匹(4%)であった。

雄の投与群の死亡動物 (200ppm群 31匹、 400ppm群と 800ppm群 50匹)の死因は肝臓腫壌が

最も多く、 200ppm群の 18匹 (58%)、400ppm群の 33匹 (66%)及び800ppm群の 39匹 (78%)

が肝臓の血管肉握、 200ppm群の6匹(19%)、400ppm群の?匹 (14%)及び800ppm群の2型

(4%)が肝細胞痛で苑亡した。燥の投与群の死亡/瀕死動物(150ppm群 33匹、 300ppm群48匹、

600ppm群 50匹)の死因も肝臓麗壌が最も多く、 150ppm群の 11匹 (33%)、300ppm群の 27

匹 (56%)及び600ppm群の 39m:; (78%)が肝臓の血管肉腫、 300ppm群の2霞 (4%)及び600ppm

群の 4匹 (8%)が許絡組癌で死亡した。対照群の死亡/瀕死動物には肝臓腫壌による死亡はみられ

ず、投与群での死亡増加の主な原因は肝臓麓壊、特に血管肉躍の発生によると考えられた。肝臓の

車管肉腫による動物の死亡時期は、雄では200ppm群 75遇、 400ppm群 56週、 800ppm群で22

週以降、また、雌では 150ppm群68週、 300ppm群62週、 600ppm群で49週以降であり、投与

濃度が高い群ほと、肝臓の血管肉腫による死亡時期が阜かった。

投与期間中のー殻状態の観察では、雌の投与群で内部麗癌が対照群と比較して多く観察された。

N-2 臆揚性病変

<肝臓>

雄:

離雄とも肝細胞腺腰、肝細目包癌及び出管肉躍の発生増加が認められた。

好結胞腺臆の発生は対照群 1匹(2%)に対し、 200ppm群 10匹(20%)、400ppm群 10匹(20%)、

800ppm群9思 (18%)、肝縮担癌の発生は対照群O匹に対し、 200ppm群 22匹 (44%)、400ppm

群24匹 (48%)、800ppm群 18匹 (36%)であり、投与群に発生増加が認められた。また、肝縮

抱腺麓や肝細胞癌の前腫療性病変である好塩基性小増殖巣、明絹漉性小増殖巣及び、好酸性小増殖巣

(文献 7，8，9)が200ppm群を中心に増加し、さらに、肝海綿状変性も 200ppm群で増加していた。

以上のことから、本試験の投与群でみられた肝臓の肝細胞線鰻と肝細胞癌の発生増加は明らかに被

験物質の投与による影響と考えられた。なお、肝細胞癌の佑臓器への転移が 18伍 (36%)にみら

れ、主な転移先は締であった。

血管肉麓の発生は対照群0匹に対し、200ppm群 25m:; (50%)、400ppm群34匹(68%)、800ppm

問 25-
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群 43匹 (86%)であり、投与群に発生増加が認められた。肝臓の虫管肉腫は非常に稀な膿壌であ

り、本試験の投与群でみられた肝臓の血管廃腫の顕著な発生増加は明らかに被験物質の投与による

影響と考えられる。また、肝臓の出管!蒋臆は肺等への転移が 67践にみられ、悪性度が高い麗壌で

あることが示された。なお、血管麗や血管内腫の前段階の変化である可能性がある肝臓の血管の増

生が200ppm群の2匹 (4%)と400ppm群 1匹 (2%)に観察された。

雌:

B干継路線醸の発生は対照群 1限(2%)に対し、 150ppm群30匹(60%)、300ppm群位協 (62%)、

600ppm群33思 (66%)、肝細臆痛の発生は対照群O匹に対し、 150ppm群5主主 (10%)、300ppm

群 16匹 (32%)、600ppm群21匹 (42%)であり、投与群に発生増加が認められた。また、肝細

胞腺麓や肝細胞癌の前藤療性病変である貯酸性小増殖巣と明締抱性小増殖巣も投与群で増加して

いた。以上のことから雌の投与群でみられた肝臓の許細胞膜撞と肝細胞痛の発生増加も明らかに被

験物賀の投与による影響と考えられた。なお、肝細胞癌の他臓器への転移が 17匹 (34%)にみら

れ、主な転移先は肺で、あった。

lfiJ.管肉腫は 150ppm群の凶器(30%)、300ppm群の 27限(54%)及び800ppm群の 41罷(82%)

にみられ、明らかに投与により発生が増加していた。蹄等への転移が 67症にみられ、雄と問様に

悪性度が高い腫壌であることが示された。

く鼻腔>

雄:

鼻腔神経上皮麓が400ppm群の 1匹 (2%)と800ppm群の 6匹 (12%)、また、肉腫NOSが

200ppm群の 1匹 (2%)、400ppm群の5盟 (10%)及び800ppm群の 1盟 (2%)で観察された。

また、鼻腔神経上皮腫の前腰湯l生嫡変である嘆上皮の基底縮胞過形成(文献 8)が 800ppm群の 10

匹 (20%)に観察された。これらの鼻腔の腫擦は極めて稀な腫壌であり、本試験の投与群の鼻腔に

みられた鼻腔神経上皮腫と肉腫NOSの発生は明らかに被験物質の投与による影響と考えられた。

また、血管腫が400ppm群に 1匹 (2%)、腺臆が800ppm群の 1匹 (2%)にみられ、これらの麓

療も自然発生が稀な麗E露であることから被験物質投与による影響と推察される。なお、嘆上皮の萎

縮が投与濃度に対応して各投与群に観察され、臆療の発生に関与した変化である可能性が示唆され

た。

雌:

肉腫NOSが 300ppm群と 600ppm群の各 1控 (2%)に観察された。この腫擦も極めて稀な題

擦であること、また、雄にも明らかな増加が認められたことから、雌にみられた鼻腔の肉腫 NOS

の発生も被験物質の投与による影響と推察された。なお、嘆上皮の基底細胞過形成が600ppm群の

2誌は%)に、嘆上皮の萎縮が投与濃度に対応して 300ppm以上の群に観察されが、鼻腔神経上

皮腫の発生はみられなかった。
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く他の臓器の血管系腫虜>

雄の投与群には脂肪組織{血管肉纏:200ppm群2匹 (4%)、800ppm群 3匹 (6%)]、腸間膜[(血

管麓:800ppm群 1匹 (2%)、血管肉麓:400ppm群2匹 (4%)、800ppm群2匹 (4%)]、腹

膜[血管麗、血管肉腫:800ppm群各 1匹 (2%)]、肺{血管肉臆:400ppm群2匹 (4%)、800ppm

群 1匹 (2%)]にも車管腫あるいは血管肉擦の発生がみられ、脂肪組織と腸間模に発生増加が示さ

れた。これらの腫擦は自然発生が稀な麗壌であり、被験物質の投与によって発生したと考えられた。

雌についても投与群に脂肪組織{血管肉腰:300ppm群2匹 (4%)]、紳[血管内腫:150ppm群2

思 (4%)]、後腹摸[品管肉腫:600ppm群 1匹 (2%)]、腹膜[血管内麓:300ppm群 1匹 (2%)]、

卵巣[最l管麓:150ppm群 1匹 (2%)]に少数例ではあるが血管麓や血管肉躍が発生がみられた。こ

れらの臓器の血管系麓擦も雄と伺様に自然発生が稀であり、また、雌雄に共通して発生の増加が認

められることから、発生例数は少ないものの被験物質の投与によって発生したと誰察される。

く縦隔>

雄における禽麓NOSの発生が200ppm群の l匹 (2%)、400ppm群の 2匹 (4%)及び800ppm

群の 3匹 (6%)に観察され、増加傾向を示した。この腫擦も稀な臆壌であり、被験物質投与によ

る影響と推察される。

<牌臓>

離の単核球性自血病の発生は対照群4匹(8%)、150ppm群 11湛 (22%)、300ppm群6匹(12%)、

600ppm群2匹 (4%)に観察され、発生増加が示された。また、 150ppm群の動物死亡は対照群に

比べ早期であることから、投与群での単核球性白血病の発生増加は被験物質投与の影響と披察され

た。なお、高用震になるに従って発生例数の減少がみられているが、用量が高いほど早期に動物が

死亡しているためと考えられる。

以上のように、雌雄とも最低用量群(雄 200ppm群、 i難150ppm群)を含む全ての投与群の肝

臓に、肝細臆腺題、肝細胞癌及び血管肉腫の顕著な発生増加がみられた。肝締胞線題及び肝細緯癌

の発生については、本試験の対照群における肝臓腫擦の発生は雌雄とも肝細胞線腫が 112];みられた

だけであり、また、難雄とも肝臓の前腫蕩性癖変が投与群で増加したことからもこれらの麓壌の発

生増加は明らかに被験物質投与による影響と考えられた。血管i蒋躍についても自然発生が稀であり、

被験物質の投与による影響と考えられる。その伯、雄では鼻腔に自然発生が極めて稀な鼻腔神経上

皮臆と肉臆の発生も認められた。また、離でも鼻腔に少数例ではあるが肉麗の発生がみられた。肝

臓の鼠管肉臆と肝縮胞?語、及び鼻腔の肉腰と鼻腔神経上皮麗は悪性に分類される鰻擦であり、これ

らの麗擦の発生増加は雌雄のラットに対するキノリンのがん原性を示す明らかな証拠 (clear

evidence)と考えられた。なお、肝臓以外の臓器では、雄では脂肪組織、競詞膜、腹膜、蹄及び鼻

腔、また、雌では脂肪組織、脚、後腹膜、腹膜及び卵巣に血管腫や血管肉腫が少数例ではあるが観

察された。また、縦隔の肉麓の発生が雄で、牌臓の単核球性自由病の発生増加が離でみられた。
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N-3 非撞虜性病変

<雄>

(Study No. 0303) 

投与群では骨髄に造血充進、牌織に髄外造血、肺に出血、肝臓に巣状壊死と中心性壊死、腎臓に

尿細管壊死とヘモジヂリン沈着の発生増加が観察された。これらの所見のうち、静の出血は肝臓の

血管肉麓の締への転移に伴う変化であった。また、肝臓の出管肉麓と姉への転移に伴い、剖検時に

胸腔や腹腔に出取がみられ、血液学的検査を実施した200ppm群では貧血傾向が観察されており、

貧血を描う適応性変化として脅髄の造血充進と牌臓の髄外造崩の増加が起きたと考えられた。腎臓

のへそジデリン沈着も血管肉躍の発生に伴って血管内で溶血があったことを示唆する所見と推察

される。また、肝臓の巣状壊死と中心性壊死及び腎臓の尿締管壊死についても、これらの所見が観

察された動物はほとんどの例が肝臓腫療等の病変を有する動物であったことから、肝臓握、廃等、他

の病変の発生に伴うニ次的な変化と考えられた。

く雌>

雄と偶様に臆壌の発生に伴う骨髄の造血光進、牌臓の髄外造血、肺の出血、肝臓の巣状壊死と中

心性壊死、腎臓の尿縮管壊苑とヘモジデリン沈着の発生増加が観察された。また、 i挫ではこれに加

えて、腎臓に乳頭壊死と乳頭への鉱質沈着の増加もみられた。腎臓の乳頭壊死と乳類への鉱質沈着

については、肝臓躍擦を持たない動物にもこれらの所晃がみられること、また、雄でも肝臓腰壌の

発生が多いにもかかわらずこれらの所見が少数例にしか観察されないことから、腎臓の乳頭壊死と

乳頭への鉱質沈着は鰻壌発生に伴う変化ではなく、被験物質の投与による変化である可能性が高い

と思われた。

N-4 鵠の文献との比較

Hiraoら(文献 11)、Shinoharaら(文献 12)、Hasegawaら(文献 13)は、ラットを用い混餌投与

のがん涼性試験を実施している。これらの試験の結果と本試験の結果の比較については、用いた動

物の系統が違うこと、註rrao、Shinohara、Hasegawaらの試験では試験期間が非常に短いことと

使用動物数が少ないことから単純な比較はできない。しかし、かれらの報告では肝細臆癌と車管内

皮躍の発生が有意に増加することを確認している。本試験の結果はこれらの報告とほぼ合致したも

のと考えられた。なお、本試験では、肝臓の腫壌に加えて雄の鼻腔に鼻腔神経上皮腫と肉腫、複数

の臓器に血管藤と血管禽握、縦隔に指揮の発生増加が認められた。

-28 -



(Study No. 0303) 

V 結論

F344IDuCrj (Fischer)ラットを用いてキノリンの経口投与によるがん原性試験を行った。投与

期間は 2年額(104週間)の予定であったが、投与群の多くの動物が肝臓腫療の発生により死亡し、

雄については最低用議群である 200ppm群でも死亡率が顕著に高くなったため 96週間で試験を終

γした。

その結果、雌雄とも投与群に肝臓の血管肉麗、肝細脱線臆及び肝締胞痛の顕著な発生増加がみら

れ、鼻腔に自然発生が稀である腫蕩(雄:鼻腔神経上皮躍と肉腫、雄:肉臆)の発生もみられた。

これらの結果はキノリンの F344IDuCrj(Fischer)ラットのj雌雄に対するがん原性を示す明らかな

証拠と考えられた。また、肝臓以外の臓器でも、血管麗や血管肉腫の発生が雄では脂肪組織、腸間

膜、腹膜、静及び鼻腔、また、雌では脂肪組織、腹膜、後腹膜、騎及び卵巣に少数例ではあるが観

察された。その他、雄の縦鴎に肉臆と雌の牌臓に単核球性白血病の発生増加が認められた。
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