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(Study No.0336) 

要約

。フェニレンジアミン二塩酸塩(被験物糞)のF344IDuCrj(Fischer)ラットを用いた経口

投与による2年間(104還問)のがん原性試験のための予備試験である13逓間試験を実施するに

当たり、その投与濃度を決定するために2還期試験を実施した。投与は、被験物質を各投与濃

度に調製した飲水の自由摂歌で行った。 1群当たりの動物数は雌雄各5匹とし、被験物質投与群

を5群、対照群を1群の計6群構成で行った。投与濃度は、雌雄とも6000ppm、4000ppm、

2000 ppm、1000ppm、500ppmとした。観察、検査瑛罰として、一般状態の観察、体重・

摂水量・摂鋲量の測定、虫液学的検査、血液生化学的検査、剖検、織器重量の機定及び病理組

織学的検査を行った。

試験の結果、 6000ppm群で雄に2話、雌に全5匹、 4000ppm群で雌に1症の死亡が認められ

た。 6000ppm群では、主として著しい摂水量、摂餌震の減少、体重減少に伴った消耗性変化、

それに加えて被験物質投与による毒性影響が認められた。被験物質投与の影響は、腎臓(雄に

乳頭壊死、尿素窒素の増加)、肝臓(雌雄とも単純綿壊死、雄の生存動物に血液生化学的パラ

メータの変イ七)、精巣(精巣の精療細胞壊死、精巣上体の精上皮系締臨の残屑の出現)、鼻腔

(1錐雄ともに嘆上皮の壊死)、車液系/造血器(雄:脅髄のうっ血と造血低下、血小板数と線

部血球比の減少、プロトロンピン時間の延長煩向、雌:骨髄の造車低下)に認められた。 4000

ppm群でも、顕著な摂水量、摂館量の滅少、体重の増加抑制に伴う消耗性変化、それに加えて

腎臓、肝臓、精巣、鼻腔、血液系/造血器に被験物質投与による毒性影響が認められたものの、

6000ppmよりは程度が軽減した。 2000ppmでは一般状態、部検とも投与の影響と考えられる

所見は認められなかったが、摂水量の減少(雄:52'"'""'71%、雌:41'"'""'56%)が認められた。ま

た、腎臓(雌の腎臓重量の増加、乳頭壊死)と肝臓(雄にリン脂質の増加)に被験物質の影響

が認められた。 1000ppm群と500ppm群では摂水量の鉱舗が雌雄にみられるのみであった。

oフェニレンジアミンニ塩酸塩の2週間混水投与による無毒性量 (NOAEL)は、肝臓と腎臓

への影響をエンドポイントとして1000ppm(雄:0.082'"'""'0.098、蹴:0.082'"'""'0.101 g/kg body 

weight/day)と考えられた。

以上の試験結果より、。フェニレンジアミンニ塩酸塩の13週間混水投与のラットの投与濃度

を、雌雄とも最高用量を3000ppmとし、以下2000ppmより公比 2で1000ppm、500ppm、

250ppmに設定した。

幽 1幽
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I 試験材料

1 -1 被験物質の性状等

1 -1… 1 名称等

名 称 :。フェニレンジアミンニ塩酸議 (0-Pheny lenediamine dihydrochloride) 

IUPAC名 : 1，2・ベンゼンジアミンニ塩酸堪

別 名 :ニ塩酸 oフェニレンジアミン

CAS.No. : 615-28-1 

1 -1-2 構造式、示性式、分子量(文献1)

NH2 

'2HCI 

NH2C6H4NH2・2HCl

分子量:181.08 

1 -1-3 物理化学的性状等(文献1)

外 観 :淡紅色結晶性粉末(和光純薬工業(株)検査成績饗データ)

融点 :258"C 

溶解性:水に可溶

保存条件 :冷蔵で暗所に保存

1 -2 被験物質の使用ロット等

使用ロット番号:明庁M0491

製 造 元:和光純薬工業(株)

グレー ド : 和 光 一 級

純 慶:100.2% (和光純薬工業(株)検査成績書データ)

• 2 . 
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1 -3 被験物質の特性・同一性、安定性

1 -3-1 特性・関一性

被験物質の同一性は、使用した oフェニレンジアミンニ壊酸堪について、マススペクトルを

質量分析計 (HitachiM-80B) により瀦定し、また赤外吸収スベクトルを赤外分光光度計

CShimadzu FTIR-8200PC)により灘定した。

その結果、被験物質のマススペクトルは、計算値と問ーの、 2倒の塩化水素分子が解離した

分子に相当するフラグメントピークを示し、また、赤外吸i反スペクトルも文献値(文献 2) と

同じ波長にピークを示すことが認められ、被験物質はかフェニレンジアミンニ塩酸塩であるこ

とを確認した。

それらの結果については、 APPENDIXL1に示した。

1 -3-2 安定性

被験物質の安定性の確認は、使用したかフェニレンジアミンニ塩酸境について、使用開始前

及び使用終了後に、赤外吸収スペクトルを赤外分光光度計 (ShimadzuFTIR・8200PC)及び

クロマトグラムを高速液体クロマトグラフ (HewlettPackard 1090)により測定し、使用開始

前と使用終了後のデータを比較することにより行った。

その結果、使用開始前後の誤，1]定結果に差はみられず、投与期間中の oフェニレンジアミンニ

境酸塩は安定であることを磯認した。

それらの結果については、 APPENDIXL2に示した。

1 -4 試験動物

動物は、。フェニレンジアミンニ塩酸壌のがん療性試験で使用する動物種及び系統に合わせ、

日本チヤールス・リバー(株) (淳木飼育センター:神奈山県厚木市古沢 795番地)より購入

した F344IDuCrj(Fischer)ラット (SPF)の難雄を使用した。

離雄各 37匹を 4適齢で導入し、各 1週間の検疫、劇化を経た後、発育}l慎識で異常を認めな

い動物から、体重の中央舗に近い雌雄各 30匹(投与開始時体重範囲、雄:117"-'131g、鑑:

92"-' 105g)を選別し、試験に供した。

なお、がん原性試験で使用する動物は、議缶的に安定していること、藤擦の自然発生率が低

いこと、過去に多くのがん原性試験に用いたデータがあり、化学物質による麓療発生の感受性

が知られていることの等の理由から F344IDuCrj(Fischer)ラットを使用することが決定して

いる。当試験はがん震性試験の予備試験であるため、 F344IDuCrj(Fischer)ラットを使用し

た。

剛 3-
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立 試験方法

II -1 投与

II -1… 1 投年経路

経口投与

II-1-2 投与方法

被験物質を飲水に溶解し、設定濃度に調製した被験物質混合欽水を褐色ガラス製給水瓶に充

填し、動物に自由摂取させた。

II-1-3 投与期間

1997年 9月 12日より 1997年 9月26Bまでの 2週間 (14日掲)とし、定期解剖渡部まで

連続投与した。

豆-1-4 投与濃度

雌雄とも 500ppm、1000ppm、2000ppm、4000ppm及び6000ppmの5段階の投与濃度

を設定した。なお、対照群として飲水のみの群を設けた。

II -1-5 投与方法、投与期艶及び投与濃度の設定理由

被験物質は常識で愚体であり、水に可溶であるため、混水による経口投与とした。

投与期聞は、がん原性試験の予備試験である 13遊間試験に使用する投与濃度を決定するた

めに 2逓間 (14日間)とした。

2J題関試験における経口(混水)投与濃度は、。フェニレンジアミン(フリーベース)の LD50

億(文献 3)を参考にし、さらに、試験に先立って実施した検討試験(試験番号4134)の結果

を参考にして決定した。すなわち、 LD50儀 (510mglkg)に相当する被験物質が 1日当たりの

飲水摂取援に含まれる濃度を算出し、この濃度を最高用量として設定した。検討試験では、4000

ppm、1333ppm、444ppmの被験物質を混合した欽水をラットに雌雄各 2思ずつ 2週間投与

した。その結果、 4000ppm群の雌雄で体重が投与開始より減少し、摂水量まも対照群の 55""'38%

と抑制されたが、解部持の部検所見に異常はみられなかった。その{自の群では投与による顕著

な影響は認められなかった。したがって、最高投与濃度は、 4000ppmより高い 6000ppmと

し、以下4000ppmより公比 2で2000ppm、1000ppm、500ppmを設定した。

-4 -
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rr -1-6 被験物質混合飲水の錦製方法

市水をフィルターろ過し、紫外線照射し、脱イオンした水(以下、脱イオン水という)を更

にフィルターろ過した飲水に被験物質を加え、マグネチックスターラ(池田現化(株)製 18 

3GL型)を用いて各設定濃度になるように被験物質を溶解した。なお、濃度の表示は、 ppm

(重震対重量比)とした。また、競製頻度は給水瓶の交換頻度に合わせて、毎週2留とした。

立-1-7 調製特における被験物質混合欽水の被験物質の濃度

被験物質混合飲水中における被験物質の濃度は、各濃慶毎に調製容器内から 3点サンプリン

グし、クロマトグラムを高速液体クロマトグラフ (HewlettPackard 1090)を用いて分析し、

確認した。

その結果、各群の調製濃度は、設定濃度に対し、 95.3"'98.0%の範囲にあり、ほぼ設定濃度

どおりに調製された。

その結果を APPENDIXL3に示した。

立-1-8 被験物質混合飲水中の被験物質の安定性

被験物質混合欽水中のおける被験物質の投与状態での安定性は、試験に先立ち最高濃度

(6000 ppm)及び最低濃度 (500ppm)について欝製持及び識製後4臼告に高速液体クロマ

トグラフ (HewlettPackard 1090)を用いて分析し、それぞれの澱定結果を比較することによ

り、磯認した。

その結果、調製持の濃度を 100%とした場合に、 4日目には、 6000ppmで 101%、500ppm

で 100%であった。給水期間中における、飲水中の被験物質の安定性は良好に維持されていた。

その結果について、 APPENDIXL4に示した。

豆一1-9 被験物質の摂敬譲

体議、摂水量及び、設定濃度より被験物質の体重 kg当たりの一日摂取量 (g/kgbody 

weight/day)を算出した。

.5. 
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立-2 動物管理

rr -2.…1 各群の使用動物数

投与群 5群及び対照群 1群の計 6群を設け、離雄各群 5匹の動物を用いた。

雄 雌

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 5思(1001"-'1005) 対照 群 5匹 (2001"-'2005) 

500ppm群 5匹 (1101"-'1105) 500 ppm群 5匹 (2101'"'-'2105) 

1000ppm群 5匹(1201"-'1205) 1000ppm群 5匹 (2201'"'-'2205) 

2000ppm群 5匹(1301"-'1305) 2000ppm群 5匹 (2301'"'-'2305) 

4000ppm群 5匹 (1401"-'1405) 4000ppm群 5匹 (2401'"'-'2405) 

6000ppm群 5匹 (1501"-'1505) 6000ppm群 5控 (2501'"'-'2505) 

rr -2-2 群分け及び個体識別方法

供試動物の各群への割り当ては、発育}I額調で、異常を認めない動物を体重の重い}I讃より各群

にl思づっ割り当て、二巡目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j頓に体重

の藁い動物を割り当てることにより群摺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4)。

試験期間中の動物の偲体識別は、検疫期間及び患!I化期間においては色素塗布により、投与期

間においては耳パンチにより識別した。また、全飼育期間を通じて、ケージにも個体識別番号

を付した。

なお、動物は検疫期間を含む全飼育期間、バリア区域 (AC・1空調エリア)内の独立した室

(離雄とも 101室)に収容し、飼育室に試験番号、動物種及び動物番号を表示し、佑試験及び

異種動物との丞別を行った。

rr -2-3 飼育条件

動物は、全飼育期間を通して、設定撞度23土2"C(実測値(平均土標準偏差)23.1土0.2"C)、

設定湿度 55土10%(実測値(平均ごと標準嬬差)56:!: 1 %)、明暗サイクル:12時間点好 (8:00

"-'20:00) /12時間消灯 (20:00"-'8:00)、換気践数 15'"'-'17閉/持に設定した環境下で録音し

た。全飼育期間を通じて、動物の状態に影響を与えるような環境変化は認められなかった。

動物は単錦ケージ(ステンレス製二連綿ケージ、 W170XD294XH176mm)に坂容した。
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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

酒製飼料 (30KGy・γ線照射滅菌鏡料)を使用し、全飼育期熊を通して罰型飼料給額器により

自由摂取させた。

飲水は、検疫期間中は市水(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、自

動給水装置により自由摂取させた。思iI化期間中は脱イオン水を給水瓶により自由摂取させた。

投与期間中は所定の濃度に調製した被験物質混合飲水を給水瓶により自由摂取させた。また対

照群については劇化期間と湾様に脱イオン水のみを与えた。なお、給水瓶交換は週2回行った。

なお、試験に使用した館料の栄養成分についてはオリエンタル酵母工業(株)から分析デー

タを入手し、保管した。飼料中の爽雑物については(財)日本食品分析センター(東京都渋谷

区元代々木町 52番 1号)の分析データを入手し、また、飲水については(慰)食品薬品安全

センター秦野研究所(神奈川県秦野市落合 729幽 5)に分析を委託し、それぞれ試験計画審に規

定した許容基準と照合して異常のないことを確認した。

立…3 観察・検査項目及び方法

豆一3-1 動物のー鍛状態の観察

全動物について、生死及び瀕死の確認を毎B1関行い、動物の一般状態の詳細な観察は導入

時、群構成時、及び投与開始後 1日毘 (1遇 1日)、 3日目 (1遇 3B)、7呂田(I週7日)、

10自白 (2週3日)及び 14B自 (2週7日)に実施した。

JI -3-2 体重測定

全動物について、投与鵠始直前(群構成時)、投与開始後 l目白 (1週 1日)、 3日目 (1

週 3日)、 7日目(I適 7B)、10日目 (2週 3日)及び 14日目 (2週7日)に体重を澱定

した。なお、死亡動物の搬出時にも体重を測定した。

JI -3-3 摂水量測定

全動物について、週に 2問、給水量 (0、3、7、10日目)、残水量 (3、7、10、14日目)

を測定し、その差を給水日数で除し、一日当りの摂水壌を算出した。

JI -3-4 摂餌量測定

全動物について、週に 1回、給餌量 (0、7日思)、残餌議 (7、14臼居)を誤，Ij定し、その差

を給餌日数で除し、一日当りの摂館最を算出した。

豆一3-5 血液学的検査
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定期解部時に採血可能な動物について、剖検直前にエーテル麻酔下で腹大動脈より EDTA-

2カリウム入り採車管、ヘパリンリチウム入り採車管(下記※印検査項目)及びクエン駿ナト

リウム入り採血管(下記*印検査項思)に採血し、検査を行った。

検査項目:赤血球数、ヘモグロビン濃度、※メトヘモグロビン濃度、ヘマトクリット鑓、平

均赤血球容積 (MCV)、平均赤盈球ヘモグロピン量 (MC狂)、平均赤鼠球ヘモ

グロゼン濃度 (MCHC)、血小板数、網赤虫球比、*フロトロンピン時間、*活

性化部分トロンポプラスチン持摺 (APTT)、自lfn.球数、白車球分類

検査方法はAPPENDIXM1に示した。

II -3-6 血液生化学的検査

定期解剖持に採血可能な動物について、部検直前にエーテル麻酔下で腹大動脈よりヘパリン

リチウム入り採血管に採車し、遠心分離して得られた血紫を用いて検査を行った。

検査項目:総謹白、アルブミン、 AJG比、総どリルピン、グルコース、総コレステロール、

リン脂質、 GOT、GPT、LDH、γ-GTP、CP豆、尿素案棄、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

検査方法はAPPENDIXM1に示した。

II -3-7 病理学的検査

(1)部検

全動物について肉接的に観察を行った。

(2)臓器重量

定期解部時まで生存した全動物について、以下に示した臓器の湿藁譲(織器実重量)を澱定

した。また、混重量の体重比(臓器重量体重比)、すなわち、定期解剖時の体藁に対する百分

率を算出した。

絢腺、副腎、精巣、卵巣、心臓、肺、腎臓、稗臓、肝臓、脂

(3)病理組織学的検査

全動物の織器を 10%中性IJン酸緩衝ホルマリン溶液にて溜定後、以下に示した臓器を、パラ

フィン包理、薄切、ヘマトキシリン・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。

皮膚、鼻腔、鼻咽頭、喉頭、気管、肺、骨髄、リンパ節、絢線、牌臓、心臓、舌、唾液腺、

食道、腎、小腸(十二指腸を含む)、大競、肝臓、勝職、腎臓、勝目光、下垂体、甲状腺、上皮
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小体、部腎、精巣、精巣上体、精嚢、前立腺、卵巣、子宮、臆、乳腺、脳、脊髄、末梢神経、

眼球、ハーダ一線、筋肉、骨

rr -4 数鍾処理と統計学的方法

rr -4-1 数舗の敦り扱いと表示

数値データは計測機器の精度に合わせて表示した。

体重については gを単位とし、整数値の 1の位まで計澱し、表示した。

摂餌最については gを単位とし、給餌量、残餌震を小数点以下第 1位まで計誤，11した。この差

を計滅期間の日数で除し、 1B当りの平均摂餌量を算出し、小数点以下第2位を四捨五入して

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、給水量、残水量を小数点以下第 1位まで計課Ijした。この差

を計澱期間の日数で除し、 1自当りの平均摂水量を算出し、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。

oフェニレンジアミンニ塩畿塩の体重 kg当たりの一日摂取震は、摂水量に oブエニレンジ

アミンニ境駿塩の設定濃度を乗じ、体重で除した値を glkgbody weight/dayを単位として小数

点以下第4位を四捨五入して小数点以下第 3位まで表示した。

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重量鑑を解剖時体重で徐し、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。

血液学的検査、血液生佑学的検査についてはAPPENDIXN1に示した単位と精度により表

示した。

なお、各数億データにおいての平均値及び標準偏差は上記に示した栴数と問様になるよう四

捨五入を行い表示した。

rr -4-2 母数の取り扱い

体重、摂館建、摂水量については、各計測時に生存している全動物を対象に計測し、欠測と

なったデータについては母数より除いた。

臓器重量、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については母数より徐いた。

剖検データは、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。

病理組織学的検査データは臓器別に検査不能臓器数を除いたものを母数とした。

開 9. 
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五-4-3 統計方法

本試験で得られた撫定値は原知として、対照群を基準群として、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密議分散分析を行い、群間に有意惹が

認められた場合は Dunnettの多重比較により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}II震位化して、Kruskal-Wallisの}I槙位検定を行い、群需に有意

差が認められた場合にはDunnett(型)の多重比較を行った。

各検定は 5%の有意水準で両側検定を行い、検定結果を表示する場合には 5%及び 1%の有意

水準の表示を行った。
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E 試験成績

E … 1 生死状況

生死状況を TABLE1，2、APPENDIXA 1， 2に示した。

雄では、 6000ppm群で投与開始後 12B自 (2週5日)より死亡がみられ、投与終了時の生

存動物は 3患であった。

離では、 6000ppm群で投与開始後8臼目 (2週 1B)より死亡がみられ、投与終了日まで

に全動物が死亡した。 4000ppm群では 14日目 (2週 7B)に1匹が死亡し、投与終了時の生

存数は4匹で、あった。

雄の 4000ppm以下の群と離の 2000ppm以下の群では死亡動物は認められなかった。

ill-2 -殻状態

一般状態の観察結果を APPENDIXA1， 2に示した。

雄では、 6000ppm群で 7日目 (1週 7日)より立毛、糞少譲が全動物に、尿による外陰部

周囲の汚染及び鼻血性分泌物が少数の動物に、 10日目 (2週3B)より鼻虫性分泌物及び、糞小

粒が全動物に認められた。 4000ppm群では、 7日間 (1遮 7日)より 1匹に立毛がみられ、

10日自 (2週3呂)より 4匹に認められた。 2000ppm以下の群では所見は認められなかった。

継では、 6000ppm群では?語呂c1逓 7日)に立毛、糞少量、尿による外絵部局踏の汚染

が全動物に、鼻血性分泌物が少数の動物に認められた。 4000ppm群では、 7B呂 (1遇 7日)

より立毛が全動物に、探による外陰部燭閣の汚染が2""'4匹に認められ、 10日目 (2週3B) 

より糞小粒、糞少量及び鼻血性分泌物が 1""'4毘に認められた。

2000ppm以下の群では特記すべき所見は認められなかった。

ill-3 体重

体重の誰移を TABLE1， 2， FIGURE 1， 2、APPENDIXB 1， 2に示した。

雄では、 6000ppm群は投与期潤を通して体重の減少が認められた。 4000ppm群では、 7

日呂 (1週7日)まで減少し、それ以降は増加したものの、対照群と比較して有意な低値であ

り、投与調始時の体重まで閤復しなかった。 2000ppm群では 1日目 (1遮 1B)で体震が減

少し、それ以降は増加に転じたものの、対照群と比較して有意な低鑓であった。 1000ppm以

下の群では、対照群との間に宥意な差は認められなかった。最終計測日 (2週7日)における

各投与群の体重は、対照群と比較して、 6000ppm群:39% (生存動物数 :3思)、 4000ppm

群:65%、2000ppm群:88%、1000ppm群:96%、500ppm群:97%であった。

雌では、 6000ppm群で投与期間を通じて体重の減少が認められた。 4000ppm群では、 10
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日程まで体重減少が認められたが、 14日目には増加に転じたものの対照群と比較して抵髄で

あり、投与開始時の体重まで回復しなかった。 2000ppm群では 3B目まで体重の減少が認め

られたが、それ以捧は増加した。 1000ppm以下の群では、対照群との間に差は認められなか

った。なお、最終計誤Ij日 (2適 7臼)における各投与群の体重は、対照群と比較して、縦では

4000ppm群:68% (生存動物数 :4区)、 2000ppm群 :94%、1000ppm群:100%、500ppm

群:101%であった。

ill-4 摂水量

摂水最を TABLE3， 4、FIGURE3， 4、APPENDIXC 1， 2に示した。

雌雄の全投与群で、全投与期潤を還して、投与濃度に対応した摂水量の低値が認められた。

投与期間中の投与群の摂水量は、対照群に対し、雄では、 6000ppm群:13"'16%、4000ppm

群:22"'58%、2000ppm群:52"'71%、1000ppm群:73"'81%、500ppm群:84"'91%、

雌では、 6000ppm群:14"'17% (14日目は全動物死亡のため計測なし)、 4000ppm群:18 

"'34%、2000ppm群:41"'56%、1000ppm群:59"'68%、500ppm群:76"'84%の範囲に

あった。

漉-5 摂餌量

摂鋲量を TABLE5， 6、APPENDIXD 1， 2に示した。

雄では、 2000ppm以上の群で、全投与期間を遇して、投与濃度に対応した摂餌蚤の低鑑が

認められた。また、 1000ppm群でも 7日自に低値が認められた。 500ppm群では、対鶏群と

同様な摂館量を示した。投与期間中の投与群の摂館麓は、対照群に対して、 6000ppm群 :32%、

4000 ppm群:50"'60%、2000ppm群:79"'83%、1000ppm群:88"'91%、500ppm群:

95"'99%の範闘にあった。

雌では、 6000ppm群の投与期間前期 (7日目) (投与期間後期は全動物死亡のため計測な

し)、 4000ppm群の全投与難問、 2000ppm群の投与期掲前期 (7日呂)に低舗が認められ

た。 1000ppm以下の群では、対照群と罰様な摂餌量を示した。投与期間中の投与群の摂鋲震

は、対照群に対して、 6000ppm群:29% (14日院は全動物死亡のため計誤.IJなし)、 4000ppm

群:42"'63%、2000ppm群:77"'90%、1000ppm群:91%、500ppm群:96"'100%の範

囲にあった。
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謹-6 被験物質摂取量

体重、摂水量及び設定濃度より算出した体重 kg当たりの被験物質一日摂取量 (g/kgbody 

weight/day)を APPENDIXE 1， 2に示した。

雌雄とも摂水量の低下に伴い、設定濃度に対応した被験物質摂取量を示さなかった。被験物

質-B摂取量は、雄で 6000ppm群:0.128"'0.219、4000ppm群:0.144"'"'0.373、2000ppm

群:0.150"'0.173、 1000ppm群:0.082"'0.0旬、 500ppm群:0.045"'0.055、雌では、 6000

ppm群:0.191"'"'0.238 (14 B自は全動物死亡のため澱定なし)、 4000ppm群:0.132"'0.273、

2000 ppm群:0.136"'0.177、 1000ppm群:0.082"'0.101、500ppm群:0.055"'"'0.061の

範間にあり、特に、雄の 6000ppm群では、 4000ppm群よりも低い摂取量であった。

謹一7 .rfiJ.液学的検査

血液学的検査の結果をAPPENDIXF 1， 2に示した。

雌の 6000ppm群では、全動物が死亡したため検査はできなかった。

雄では、 6000ppm群で赤血球数、ヘモグロピン濃度及びヘマトクリット債の増加、並びに

血小板数と網赤塩球比の減少が認められた。また、分葉核好中球比の増加、白血球数とリンパ

球比の減少がみられ、 1匹凝血形成があったため検定できなかったが、プ口ト口ンピン持間と

活性化部分ト口ンポプラスチン時間の延長傾向がみられた。赤血球数とヘモグロビン濃度の増

加、車小板数と網赤.rfiJ.球比の減少は4000ppm以上の群で認められた。また、 MCHCの増加が

4000ppm群でみられた。

雌では、 4000ppm群で赤血球数、ヘモグロピン濃度及びヘマトクリット鑑の増加、プロト

ロンピン待問の延長、並びに MCV、血小板数及び、網赤虫球比の減少が認められた。.rfiJ.小板数

の減少は 2000ppm以上の群で認められた。

なお、メトヘモグロどン濃度は離雄とも変化がみられなかった。

E … 8 血液生化学的検査

血液生化学的検査の結果を APPENDIXG 1， 2に示した。

離の 6000ppm群では、全動物が死亡したため検査はで、きなかった。

雄では、 6000ppm群で総ピリルピン、尿素窒素及びクロールの増加、並びにアルブミンと

カルシウムの減少が認められた。また、統計学的有意表は示されなかったが、 GOT、GPT、

LDH、CPKの上昇、ナトリウムの増加、グルコースの減少がみられた。総ビリルゼンと尿素

窒素の増加、カルシウムの減少は、 4000ppm以上の群で認められた。また、総コレステロー

ルの増加が4000ppm群で、 1)ン脂質の増加が2000ppm群と 4000ppm群でみられた。

雌では、 4000ppm群で総ビリルゼン、 1)ン脂質、尿素窒素及びクロールの増加、 GOTと

GPTの上昇、並びにアルブミン、 AlG比、グルコース及びカルシウムの減少が認められた。
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また、総ビリルピンの増加が 500ppm群でもみられた。

III -9 病理学的検査

III-9-1 剖検

死亡動物及び定期解剖動物を合わせた全動物の部検所見をAPPENDIXH 1， 2に、定期解部

動物の剖検所見をAPPENDIXH 3， 4に、死亡動物の剖検所見を APPENDIX註 5，6に示した。

雄の死亡動物 (6000ppm群2湛)では、胸膜の萎騒が 1践にみられた。定期解部動物では、

6000ppm群で胸膜の萎縮が3匹にみられた。その他、投与群で胸腺の赤色斑や肝臓のヘルニ

アが観察されたが、被験物質投与による影響とは考えなかった。

雌の死亡動物 (6000ppm群 5匹、 4000ppm群 1[C)では、 6000ppm群で綿醸の萎縮と

皮下の乾燥が各 1匹に、 4000ppm群で蹄線の萎縮が 1匹にみられた。定期解剖動物では、投

与群で肝臓のヘルニアが観察されたが、被験物質投与による影響とは考えなかった。

III -9-2 臓器護量

定期解部時に澱定した臓器の実議議と体重比を APPENDIXI 1， 2 (実重議)、 J1，2 (体重

比)に示した。なお、定期解剖時の生存数は、雄の 6000ppm群で 3匹、雌の 4000ppm群で

4匹であったため、その数を検査数とした。雌の 6000ppm群では、全症が死亡したため、臓

器重震調定は実施しなかった。

雄では、 6000ppm群は解剖持体重が顕著に{尽く、部腎以外の全臓器で実重量の低値がみら

れ、体重比では、副腎、心臓、肺、腎臓及び脳で高績が、絢腺、牌臓及び肝臓で{底値が認めら

れた。

4000 ppm群でも解部時体重が低く、副腎と精巣以外の臓器で実重量の抵績がみられ、体重

比では、部腎、精巣、肺、腎臓及び脳で高憶が、絢線と稗臓で低髄が認められた。

2000 ppm群では、絢腺、肺及び牌臓で実重震の低憶が、副腎、腎臓及び脳で体護比の高績

が認められた。

1000ppm群では、脳で実重量が低舗を示した。

雌では、 4000ppm群は解剖時体重が顕著に低く、全臓器で実護量の{底値がみられ、体重比

では、肺、腎臓及び脳で高値が、胸線と牌織で低植が認められた。

2000 ppm群では、腎臓で実重量と体重比の高鏡、説腎と稗臓で実護量の低f誌がみられ、牌

織で体重比の低値が認められた。

1000ppm群では、副腎で実藁葺と体重比の低儀、腎臓でイ本震比の高績が認められた。
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国-9-3 病理組織学的検査

死亡動物及び定期解剖動物を合わせた全動物の病理組織学的所見をAPPENDIXK 1， 2に、

定期解剖動物の病理組織学的所見を APPENDIXK 3， 4に、死亡動物の病理組織学的所見を

APPENDIX K 5， 6に示した。

<雄>

死亡動物 (6000ppm群2匹)

6000ppm群では、鼻腔の嘆上皮の壊死(1匹)、締の出血 (2匹)、胸膜の萎縮 (2匹)、

骨髄のうっ血 (2臨)と造血低下 (2匹)、肝臓の単細胞壊死 (2匹)、腎臓の乳頭壊死(1臨)、

精巣の精原細抱壊死 (2匹)及び精巣上体の精上皮系細胞の残屑の出現 (2IZC)が認められた。

定期解部動物:

6000ppm群で鼻腔の嘆上皮の壊死 (3匹)、肺の出品 (2匹)、胸腺の萎縮 (3匹)、骨髄

のうっ血 (2匹)と造血鉱下 (3匹)、肝臓の単細漉壊死 (2匹)、腎臓の乳頭壊死(1匹)、

精巣の精原綿腹壊死 (2匹)及び精巣上体の精上皮系細胞の残屑の出現 (3iIC)が認められた。

4000ppm群では、鼻腔の嘆上皮の萎縮 (2匹)と壊死 (3匹)、骨髄の造血抵下 (4匹)、

胸腺の萎縮 (3匹)、腎臓の乳頭壊死 (3匹)が認められた。

2000ppm以下の群では、被験物質投与による影響は認められなかった。

く雌>

死亡動物 (6000ppm群 5匹、 4000ppm群 1匹)

6000ppm群では、鼻腔の嘆上皮の壊死 (3匹)、骨髄のうっ血 (5毘)と造血低下 (5iIC)、

胸腺の萎縮(1匹)、肝臓の単結腹壊死 (4匹)が認められた。

4000 ppm群では、鼻控の嘆上皮の壊死、骨髄のうっ血と造血低下、腕線の萎縮、肝臓の単

細臆壊死が認められた。

定期解部動物:

4000ppm群では、鼻腔の嘆上皮の壊死(1思)、骨髄の造血低下 (4iIC)、絢線の萎縮 (1

匹)、腎臓の乳頭壊死 (4思)、ハーダー腺の炎症 (3匹)が認められた。

2000ppm群では、腎臓の乳頭壊死とハーダー腺の炎症が各 1阪で認められた。

1000ppm以下の群では、被験物費投与による影響は認められなかった。
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N 考察及びまとめ

。フェニレンジアミンニ塩酸塩の F344IDuCrj(Fischer)ラットを用いた経口投与による 2年

間 (104週間)のがん原性試験の予備試験である 13週間試験を実施するに当たり、その投与

濃度を決定するために 2週間試験を実施した。投与は、。フェニレンジアミンニ塩酸塩を各投

与濃度に調製した飲水の白出摂取で行った。 1群当たりの動物数は雌雄各 5匹とし、被験物質

投与群を5群、対照群を 1群の6群構成で試験を行った。投与用量は、離雄とも 500，1000，2000， 

4000， 6000 ppmに設定した。

(1)用蚤一反応関係

2週間投与の結果、 6000ppm群では、雄で2匹、離で全動物の死亡が認められた。離雄と

もに顕著な摂餌震の減少(雄:32%、雌:29%)と顕著な体君主減少が認められ、さらに、雄の

生帯動物にも立毛、糞小粒、糞少量室、鼻血性分泌物、尿による外陰部周囲の汚染と多くの痕状

が観察された。雄の生存動物ではアルブミン、グルコースの減少等の低栄養状態を示唆する変

化が認められた。消耗状態を示唆する変化として、死亡動物、定期解剖動物ともに部検で雌雄

に絢線の萎縮が認められた。

被験物質の忌避によると考えられる顕著な摂水量の減少(対照群に対して 雄:13"'16%、

雌:14"-'17%)が認められ、それに起関すると考えられる変化として、雄の生存動物では血液

濃縮様変化(赤血球数、ヘマトクリット値、ヘモグロビン濃度の増加)、 j雄の死亡動物 1匹に

皮下の乾燥が認められた。

肝臓、腎臓、精巣、鼻腔、造車器に被験物質の脅投影響が認められた。肝臓への影響として、

雌雄とも単純胞壊死、雄の生存例に総ど1)}];ビンの増加、 GOT及び GPTの上昇傾向がみられ

た。腎臓への影響として、雄の死亡動物、定期解部動物ともに腎臓の乳頭壊死、生存動物に尿

素窒素の増加がみられた。精巣への影響として、精巣の精涼細胞壊死、精巣上体の精上皮系縮

胞の残屑の出現等の変化がみられた。鼻腔への影響として、難雄ともに嘆上皮の壊死が認めら

れた。血液系/造血器への影響として、雌雄ともに骨髄のうっ血と造血低下、雄の定期解部動物

では、血小板数と網赤血球比の減少及び、フ。ロトロンピン時期の延長傾向が認められたが、この

変化は造血機能の低下によるものと考えられ、病理組織学的検査の骨髄のうっ患と造血低下に

対応していた。また、雄には CPKの上昇がみられた。その他、雄の死亡動物、定期解剖動物

とも、肺の出血が認められた。

4000ppm群では雌に 1症の死亡が認められた。顕著な摂鰐量の減少(雄:50"'60%、雌:

42"-'63%)、顕著な体重抵下が認められ、投与期間後期で増加に転じたものの、最終計課!J自には

対燕群に対して、雄では 65%、離では 68%とイ底値であった。雄では立毛が、雌では立毛、糞

小粒、尿による外陰部周聞の汚染がほとんどの動物に認められた。低栄養状態を示唆する変化

として、アルブミン、 AJG比、グルコースの減少が雌に認められた。構耗状態を示唆する変化

として、死亡動物の雌に剖検で縄線の萎縮が認められた。

離雄とも顕著な摂水量の減少(雄:22"'58%、雌:18"'34%)が認められ、接水量の低下が

藤忠と考えられる血液濃縮様変化(赤血琢数とヘモグロどン濃度の増加)が雌雄に認められた。
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それに加えて、鼻腔の嘆上皮の萎縮が雄のみに、鼻腔の嘆上皮の壊死が雌雄に、骨髄の潜血

低下及び締赤血球比と血小板数の減少が雌雄に、腎臓の乳頭壊死が雌雄に、尿素窓素の増加が

雌雄に、腎臓重量の増加が雌に認められた。また、病理経織学的な変化はみられなかったが、

1)ン脂質、総ピリルピン、雄に総コレステロールの増加、 GOTとGPTの上昇が雌に認められ、

肝臓への影響が示唆された。

2000 ppm群では、死亡動物は認められず、一般状態、剖検とも投与の影響と考えられる所

見は認められなかったが、摂水量の減少(雄:52'""71%、i雑:41 '""56%)が認められた。しか

し、摂餌量の減少(雄:79'""83%、雌:77'""90%)はわずかであり、体重増加の抑制も最終計

測特には対照群に対して雄は 88%、離は 94%とわずかであった。腎臓への影響を示唆する変

化として、雌に腎臓の実議最と体重比の増加、乳頭壊死が認められた。肝臓への影響を示唆す

る変化として、雄に1)ン脂質の増加が認められた。

1000 ppm群では、摂水量の低鑓がみられた。その他、雄に踏の実重量の低催、 i壊に副腎の

実重壌と体重比の低憶が認められたが、わずかな変化であり、被験物質の毒性影響によるもの

であるかは不明であった。

500ppm群では、摂水量の低f躍が雌雄にわずかながら認められたが、その他、対照群と比べ

顕著に高い発生率を示した所見は認められなかった。

以上のように、。フェニレンジアミンニ境援塩の 2週間の混水投与によって、高用量群では

摂水輩、摂餌量の減少、体重低下及び体蓑増加の抑制に伴った諮耗性変化がみられ、 6000ppm

群で雄に 2匹、離は全匹、 4000ppm群で離に 1匹の死亡が認められた。摂水量の減少は離雄

の全投与群に投与濃度に対応して認められ、摂餌量の減少は雌雄の 2000ppm以上の群で、体

護低下及び体重増加の抑制は、雌雄の 2000ppm以上の群で認められた。血液の濃縮に伴うと

考えられる変化及び紙栄養状態を示唆する変化が雌雄の 4000ppm群と雄の 6000ppm群に認

められた。それに加えて、被験物質の毒性影響が、腎臓、肝臓、車液系/造車器、鼻腔、精巣に

認められた。本試験でこれらの雲母性影響がみられた最録用量は 1)腎臓への影響は、雌に腎臓

の実重量、体重比の増加、乳頭壊死が認められた 2000ppm、2)肝臓への影響は、雄にリン

指質の増加が認められた 2000ppm、3)血液系/造血器の影響は、雌雄に骨髄の造血低下及び

網赤車球比と血小板数の減少が認められた 4000ppm、4)鼻腔への影響は、雄に嘆上皮の萎

縮と雌雄に嘆上皮の壊死が認められた 4000ppm、5)精巣への影響は、精巣の精原細胞壊死、

精巣上体の精上皮系紹胞の残屑等の変化がみられた 6000ppmであった。

(2)無毒性譲 (NOAEL)について

上記の結果より、。フェニレンジアミンニ塩酸塩の 2選問混水投与による無毒性豊は、肝臓

と腎臓への影響をエンドポイントとして 1000ppm(雄:0.082'""0.098、雌:0.082"-'0.101 glkg 

body weight/day) と考えられた。
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(3)他の文献との比較

① 0・フェニレンジアミンの急性毒性

。フェニレンジアミン二壌酸塩のラットにおける腹腔内投与によるLD50舗は290mglkg (文

献 9)、oフェニレンジアミンのラットにおける経口投与によるLD50値は660""'1284 mglkg、

腹腔内投与によるLD50健は516mglkgと報告されている(文献 6)。

また、急性毒性の症状は一般状態の悪化、呼吸の抑制、呼吸の抑制、振戦、痩壁、流誕、興

奮がみられ、肝臓の黄色化、牌織と腎臓の青色化が認められ、ラットに約10mg/kgの腹腔内

投与を行なうと10.8%のメトヘモグロピンができると報告されている(文献 10)。

急性毒性は pフェニレンジアミンよりも毒性が低いと考えられている。

② 。フェニレンジアミンの職業性暴露限界

。フェニレンジアミンは及びそのこ塩酸塩は、染毛剤、顔料、染料、写真現像剤、農薬や紡

錆剤の中間体として使用されている。 1999年の産業衛生学会の許容濃度等の勧告では、 oフェ

ニレンジアミンで問題とすべき有害性は肝腫擦の発症と感作性であるとして、 1997年に提案し

たp・フェニレンジアミンの許容濃度(文献討を参考に、 0.1mg/m久皮膚感作性物質第1群

の暫定値が提案された(文献 6) 0 1999年の許容濃度等の勧告では、化学構造が類似したm悌

フェニレンジアミンも、許容濃度0.1mg/ m3、皮膚感作性物質第1群と斡告された(文献 6)。

ACGIHはTLV-TWA0.1 mg/m3、発がん性の分類はA3(Con五rmedanimal carcinogen 

with unknown relevance to humans)と勧告されている(文献 7)。ドイツでは、 oフェニ

レンジアミンは感作性物質、鑑腫蕩性 (Category3B)に分類され、 MAK11誼は提案されてい

ない(文献 8)。

この0.1mg/m3の憶は、 60kgの体重の労働者が職場で1日8待問の労働時間に10m3の空気

を吸い、かつ、肺内吸収率を100%と仮定して、 1日当たりのかブェニレンジアミン摂取獲を

計算すると、 0.016mglkg体重に相当し、ニ塩酸塩としては0.026mg/kg体重に相当する。

③ m-フェニレンジアミンとp-ブエニレンジアミンの急性毒性

m-フェニレンジアミンニ犠酸塩のラットにおける腹腔内投与によるLD50値は325mg/kg 

(文献 9)、皮下投与によるLD50値は600mg/kgと報告されている(文献 6)。また、 m-フ

ェニレンジアミンのラットにおける経口投与によるLD50髄は650mg/kg、援腔内投与による

LD50値は283mglkgと報告されており、 m-フェニレンジアミンの窓、強毒性は、。フェニレンジ

アミンと同様に、 p・フェニレンジアミンよりも毒性が抵いと考えられている(文献 6)。

p-フェニレンジアミンのラットにおける経口投与によるLD5011直は80mglkgである(文献 5)。

また、急性毒性の症状は噂眠、流涙、流誕、立毛、運動失調、振戦、呼吸の不襲、頻脈、{本混

の低下であり、心筋と横鶴膜に細胞壊死が認められたと報告されている(文献針。
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④ 日本バイオアッセイ研究センターのm・フェニレンジアミンニ塩酸塩の毒性・がん原性試験

結果

④-1.急性毒性

F344ラット雌雄にm・フェニレンジアミンニ塩酸壌を1詔強制経口投与 (96祖 glkg、163mg 

/kg、277mg/kg、471mg/kg、800mg/kg) した結果、雄は277mg/kg以上、灘は163

mglkg以上で死亡がみられ、死亡動物には腎臓に近位尿細管の壊死と蛋自円柱の出現、締にう

つ血や浮腫、碑織、締線及びリンパ節に核崩壊、部腎に出血、鼻腔上皮に変性が認められたが、

2週間の生存動物には投与に起因した変化はみられなかった(文献 11)。

③-2. 2週間投与による毒性

F344ラット雌雄にm-フェニレンジアミンニ塩酸塩を欽水に混ぜ、 2週鵠投与 (278ppm、

833 ppm、2500ppm、7500ppm、22500ppm) した結果、雄は7500ppm~上、雌は2500

ppm~上の群で死亡がみられ、雄の2500 ppm以上、雌の833ppm以上の群では死亡動物、生

存動物とも、肝臓に萎縮や単縮胞壊死、色素沈着、牌臓、胸腺及びリンパ節に萎縮、副腎に出

血、骨髄にうっ血と減形成が認められた(文献 11)。

④ふ亜急性毒性

F344ラット雌雄にm・フェニレンジアミン二塩酸壊を飲水に混ぜ、 13週間投与 (62.5ppm、

125 ppm、250ppm、500ppm、1000ppm) した結果、体重、摂水議、及び摂餌霊の低値

が難雄とも500ppm以上の群にみられ、これらの群には赤血球数の減少(雄のみ)、車紫の総

蛋白やアルブミン、カルシウムの減少、尿中の蜜白とケトン体の増加、胸腺の重量低下、腎臓

の軽度な乳頭壊死がみられ、また、腎臓の色素沈着(褐色、鉄染色陰性)が雄の 500ppm~ 

上の群と離の250ppm~上の群に出現した。しかし、雄では250 ppm以下、 l雌では125ppm 

以上の群には、中毒的障害は認められなかった(文獄 10)。

④-4. 104退問投与によるがん原性

F344ラット雌雄にm“フェニレンジアミン二議駿境を飲水に混ぜ、 104週間投与 (64ppm、

160 ppm、400ppm) した結果、 m幽ブエニレンジアミン二議酸塩の投与にする腫療性病変は

i雑雄とも出現しなかったが、雌の400ppm群で慢性腎症と鼻腔のエオジン好性変化の程度が強

く出現し、発生数も高かった(文献 11)。

⑤ m曲ブエニレンジアミンとp-ブエニレンジアミンのヒトでの暴露と臨床報告との関連

⑤-1. m-フェニレンジアミン

m-フェニレンジアミン曝露による排尿障害の臨床例が報告されている(文献 12) 0 5年か

ら10年の曝露労働者に掻皮試験で感作(即時型アレルギー)が誼暁され、尿中に好酸球の増加

があり、勝脱に粘膜の浮藤、麓脹、好酸球の浸潤があったとされた。

本試験でもo暢フェニレンジアミンの2週間経口投与によりラットに腎臓に乳頭壊死が認めら

れている。 m-ブエニレンジアミンの勝脱への影響と伺様にひフェニレンジアミンあるいはその

代謝物の尿への排漉に伴う腎臓への傷害性の変化である可能性がある。

⑤-2. p脚ブエニレンジアミン

一年以上にわたって毛染め離を使用している200人に、皮膚のアレルギー (6.5%)、日のア

レルギー (16%)、水晶体の異常 (89%)、早期の者鰻 (7%)がみられたとする鵠査結果が
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ある(文献針。 p-フェニレンジアミンのヒトでの事故例では、コップ一杯の水で薄められた

毛染め剤を誤飲した男性に呼吸密難、心寵音B痛、顔から全身の浮腫が生じ、血中myoglobulin

の異常高値、筋生検で筋の壊死が夜明され、腎不全で25日に死亡した。また、スプーン一杯程

度を飲んだ女性は、 CPKの高鑓を示したが、その後回復したと報告された(文献 5)。

本試験では、 0・フェニレンジアミンニ壌酸塩の2週間経口投与によりラットの雄 (6000

ppm群)にCP瓦の高値が観察されている。本試験では病理組織学的には筋肉への変化が認めら

れなかったが、このCPKの高値は、。フェニレンジアミンニ塩酸塩に筋肉への影響があること

を示唆している可能性がある。

(4) 13週罰試験の濃度決定

以上の試験結果より、 oフェニレンジアミンニ塩酸塩の 13週間混水投与のラットの投与濃

度を以下のように設定した。 6000ppm群と 4000ppm群では、飲水忌避によると思われる顕

著な摂水量、摂餌震及び体重の減少、血液生化学的検査及び病理組織学的検査では被験物質の

影響と考えられる変化が認められ、 6000ppm群で雄に 2匹、雌は全 5匹、 4000ppm群で雌

に1症の死亡が認められたことから、 4000ppm以上の濃度を 13週間連続投与することは適

切でないと思われた。 2000ppmでは、摂水量及び摂鋲壌の低下がみられたものの、体重増加

の抑輯率はごくわずかであり、イ自の検査でも腎臓及び肝臓への軽度の影響のみで、生死に影響

を及ぼすようなものは認めなかったことから、 4000ppm以下で 2000ppm以上の濃度が 13

週間試験における最高用量と考えた。また、 500ppmでも体重にはほとんど影響が認められな

いものの、摂水量に{底値が認められた。従って、 13遊間試験の投与濃度は、雌雄とも最高用

壌を 3000ppmとし、以下2000ppmより公比 2で 1000ppm、500ppm、250ppmに設定

した。
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