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(Study No.0337) 

要約

。フェニレンジアミンニ堪酸塩(被験物賞)のCrj:BDFlマウスを用いた経口投与による2年

間 (104退問)のがん原性試験のための予備試験である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遇間試験を実施した。投与は、被験物質を各投与濃度に錦製した

欽水の自由摂取で行った。 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群の許6群構成で行った。投与濃度は、雌雄とも 6000ppm、4000ppm、2000ppm、

1000 ppm、500ppmとした。観察、検査項目として、一般状態の観察、体重・摂水量・摂鰐

量の澱定、血液学的検査、血液生化学的検査、部検、織器重量の澱定及び病理組織学的検査を

行った。

試験の結果、 6000ppm群では離に1匹の死亡が認められた。 6000ppm群では、被験物質の

忌避によると考えられる顕著な摂水量の低下(対照群に対して、雄:14'"'-'30%、雌:15'"'-'37%) 

が認められた。雌雄ともに顕著な摂館量の低下(雄:58'"'-'74%、離:53'"'-'74%)と体蓑低下及

び増加の抑帯u(対照群に対して、最終計測持雄:65%、雌:71%)が認められた。消耗性変

化と考えられる腕腺の萎縮が離雄の定期解部動物と離の死亡動物に、稗臓の萎縮がi竣の死亡動

物に認められた。被験物質投与の影響は、肝臓(]難雄にGOT、γ-GTP、総ピリルピンの増加

傾向)、腎臓(雌雄ともに尿素窒素の増加)、血液系/造血器(雌雄に出血球数とリンパ球比の

減少傾向、 j離に血小板数の増加、雌の死亡動物に骨髄のうっ血)及び筋組織の壊死が認められ

た。 4000ppm群では、雌雄とも摂水量の低下(雄:21'"'-'48%、雌:21'"'-'44%)、摂餌震の低

下(雄:74'"'-'100%、灘:71'"'-'109%)、投与期間後期まで体重増加の抑制(最終計測時には対

照群に対して雄:89%、雌:94%)が認められた。また、肝臓への影響として、雌で肝重壌

の実重量と体重比の高値が認められた。 2000ppm群では、摂水量の減少(雄:43'"'-'55%、雌:

46"-'51%)が認められたが、摂餌量の抵下、体重増加の抑制は認められなかった。肝臓への影

響として、雌に肝藁壌の体重比の高憶が認められた。 1000ppm群では、雌雄にわずかな摂水

量の減少(雄:76'"'-'82%、雌:63"-'72%)が認められた。肝臓への影響として、雌に肝藁震の

体重比の高値が認められた。 500ppm群では、離雄にわずかな摂水譲の減少(雄:76"-' 

97%、j雌:83"-'98%)が認められた。

。フェニレンジアミンニ壊酸壌の2週間混水投与の無毒性量(NOAEL)は、雌の肝臓への影響

をエンドポイントとして1000ppm (雌:0.145"-'0.169 glkg body weight/day)と考えた。

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

は、雌雄とも最高用農を5000ppmとし、以下 4000ppmより公比2で2000ppm、1000ppm， 

500 ppmに設定した。
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I 試験替料

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塩 (0-Pheny lenediamine dihydrochloride) 

IUPAC名 : 1，2-ベンゼンジアミンニ塩酸塩

別 名 :二塩酸。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

子分 : 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)検査成績書データ)

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:羽庁'M0491

製 造 元:和光純薬工業(株)

グレード:和光一級

純 度:100.2% (和光純薬工業(株)検査成績書データ)
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1 -3 被験物質の特性・同一性、安定性

1 -3-1 特性・間一性

被験物質の問一性は、使用したかフェニレンジアミンニ塩酸壌について、マススペクトルを

質量分析許 CHitachiM-80B)により測定し、また、赤外吸収スペクトルを赤外分光光度計

CShimadzu FTIR-8200PC)により測定した。

その結果、被験物質のマススペクトルは、計算犠と同一の、 2儒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、赤外吸収スベクトルも文献鑓(文献 2) と

同じ波長にぜークを示すことが認められ、被験物質はかブエニレンジアミン二議酸塩であるこ

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 oフェニレンジアミンニ境酸塩について、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 CShimadzuFTIR“8200PC)及び

クロマトグラムを高速液体クロマトグラフ CHewlettPackard 1090)により測定し、使用関始

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.IJ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一

塩酸塩は安定であることを確認した。

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原性試験で鐙用する動物種及び系統に合わせ、

日本チヤールス・ 1)パー(株) C厚木飼育センター:神奈川県厚木市古沢 795番地)より購入

した Crj:BDFlマウス (SPF)の雛雄を使用した。

雌雄各 37罷を 4週齢で導入し、各 1週間の検疫、悪iJII化を経た後、発育)1額調で異常を認めな

い動物から、体護の中央値に近い離雄各 30匹(投与開始時体重範囲、雄:21.4"-'24.2g、雌:

18.2̂-'20.1g)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、遺伝的に安定していること、躍療の自然発生率が低

いこと、過去に多くのがん原性試験に用いたヂータがあり、化学物質による腫蕩発生の感受性

が知られていること等の理由から Crj:BDF1マウスを使用することが決定している。当試験は

がん原性試験の予備試験であるため、 Crj:BDF1マウスを痩用した。

聞 3-
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E 試験方法

立-1 投与

立-1-1 投与経路

経口投与

立-1-2 投与方法

被験物質を飲水に溶解し、設定濃度に諦製した被験物質混合飲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。

ll-1-3 投与期間

1997年 9月 15Bより 1997年 9月29日までの 2週開 (14日間)とし、定期解部漣前まで

連続投与した。

ll-1-4 投与濃度

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

を設定した。なお、対照群として飲水のみの群を設けた。

ll-1-5 投与方法、投与期間及び投与濃度の設定理由

被験物質は、常温で間体であり、水に可溶であるため、混水による経口投与とした。

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

めに、 2週間 04日間)とした。

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

値(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、 LD50億 (366mglkg)に相当する被験物質が 1日当たりの

飲水摂歌量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飲水をマウスに雌雄各2匹ずつ 2週間投与

した。その結果、 4000ppm群の雌雄で体護が投与開始より減少し、摂水量も対照群の 39"'42%

と抑制されたが、解部時の剖検所見に異常はみられなかった。そのイ患の群では、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 

-4 -
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とし、以下 4000ppmより公比2で2000ppm、1000ppm、500ppmを設定した。

五-1-6 被験物質混合飲水の調製方法

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

にフィルターろ通した飲水に被験物質を加え、マグネチックスターラ(池団理化(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

(重量対重量比)とした。また、調製頻度は給水瓶の交換頻度に合わせて、毎週2鴎とした。

II -1-7 調製時における被験物質混合飲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、各濃度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、各群の欝製濃震は、設定濃度に対し、 97.3---103%の範闘にあり、ほぼ設定濃度

どおりに課製された。

その結果をAPPENDIXL3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に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)について調製時及び調製後 4B自に高速液体クロマ

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

り、確認した。

その結果、調製時の濃度を 100%とした場合に、 4日聞には、 6000ppmで 102%、500ppm

で99.4%であった。給水期間中における、飲水中の被験物糞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。

II -1-9 被験物質の摂取量

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

weight/day)を算出した。
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rr -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 離

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

500ppm群 5臨 (1101'"'-'1105) 500 ppm群 5 m; (2101'"'-'2105) 

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

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

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

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

rr -2… 2 群分け及び僧体識別方法

供試動物の各群への割り当ては、発育)11質調で、異常を認めない動物を体重の重い)11員より各群

に1匹づっ割り当て、ニ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願に体重

の重い動物を割り当てることにより群聞の体護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個体識別は、検疫期間及び覇11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加した。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

(雌雄とも 102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

異穣動物と区別した。

立-2-3 飼育条件

動物は、全館育期間を通して、設定説度 23土2'C(実測値(平均土標準鋪差)22.6土0.2'C)、

設定謹度 55土10%(実測髄(平均±標準偏差)56土1%)、明暗サイクル:12時摺点好 (8:00

'""20:00) /12待問消灯 (20:00"'8:00)、換気回数 15'""17間/時に設定した環境下で飼育し

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。

動物は単飼ケージ(ステンレス製二連綿ケージ、 W112XD212XH120mm)に収容した。

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薪港8・2)のCRF・1閤
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~飼料 (30KGy-γ線照射誠欝飼料)を使用し、全飼育期聞を通して悶型飼料給餌器により自

由摂取させた。

飲水は、検疫期需中は市水(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

動給水装置により白出摂取させた。思1/化期間中は脱イオン水を給水瓶により白出摂取させた。

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

照群については麟化期摺と河様に脱イオン水のみを与えた。なお、給水瓶交換は逓2密行った。

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

タを入手し、保管した。餌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(財)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・5)に分析を委託し、それぞれ試験計画警に規

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・検査項白及び方法

立-3… 1 動物の一般状態の観察

全動物について、生死及び瀕死の確認を毎日 1回行い、動物の一般状態の詳細な観察は導入

時、群講成時、及び投与開始後 1日目(1逓 1日)、 3日目 (1遡 3B)、7B目 (1週 7日)、

10日告 (2適 3日)及び 14日目 (2週 7日)に実施した。

立-3-2 体重測定

全動物について、投与需始漉前(群構成時)、投与開始後 1B話 (1週 1日)、 3日目 (1

選 3日)、 7B自 (1週 7日)、 10目白 (2週 3日)及び 14日間 (2週 7日)に体護を澱定

した。なお、死亡動物の搬出特にも体護を測定した。

ll-3-3 摂水量概定

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

を滅定し、その差を給水日数で徐し、一日当りの摂水量を算出した。

ll-3-4 喪餌霊童部定

全動物について、週に 1践、給餌震 (0、7日目)、残館量 (7、14司自)を測定し、その差

を給餌日数で除し、一日当りの摂餌量を算出した。

. 7“ 
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II -3-5 血液学的検査

定期解剖特に採血可能な動物について、剖検誼前にエーテル麻酔下で腹大動様より EDTA-

2カリウム入り採血管に採血し、検査を行った。

検査項毘:赤血球数、ヘモグロビン濃度、ヘマトクリット鏡、平均赤鼠球容積 (MCV)、

平均赤虫球ヘモグロどン量 (MCH)、平均赤血球ヘモグロピン濃度 (MCHC)、

血小板数、白血球数、白血球分類

検査方法はAPPENDIXM1に示した。

立-3-6 JIIl液生化学的検査

定期解剖時に採出可能な動物について、部検霞前にエーテル蘇酔下で腹大動脈よりヘパリン

リチウム入り採血管に採血し、遠心分離して得られた出禁を用いて検査を行った。

検査項混:総蛋白、アルブミン、 AJG比、総ピリルビン、グルコース、総コレステロール、

リン鶴質、 GOT、GPT、LDH、γ-GTP、CPK、尿素蜜素、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)剖検

全動物について肉眼的に観察を行った。

(2)臓器議麓

定期解剖時まで生存した全動物について、以下に示した臓器の湿重量(臓器実重量)を溺定

した。また、混重議の体重比(臓器重量体重比)、すなわち、定期解剖時の体重に対する吾分

率を算出した。

胸膜、副腎、精巣、卵巣、心臓、肺、腎縮、韓臓、肝臓、脳

(3)病理組織学的検査

全動物の臓器を 10%中性リン駿緩衝ホルマリン捺液にて回定後、以下に示した臓器を、パラ

フィン匂壊、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j曹、鼻腔、鼻腿頭、喉頭、気管、肺、骨髄、リンパ節、胸線、稗臓、心臓、舌、唾液康、

食道、腎、小腸(十二指腸を含む)、大競、肝臓、股嚢、鰐臓、腎織、跨税、下垂井、甲状腺、

上皮小体、副腎、精巣、精巣上体、精嚢、前立腺、卵巣、子宮、践、乳線、脳、脊髄、末梢神

開 8. 
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経、眼球、ハーダー腺、筋肉、骨

豆一4 数f菌処理と統計学的方法

立-4-1 数値の取り扱いと表示

数億ヂータは計調.IJ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、小数点以下第 1位まで計測し、表示した。

接餌量については gを単位とし、給餌量、残館量を小数点以下第 l位まで計誤1]した。この差

を計測期間の日数で除し、 1B当りの平均摂餌震を算出し、小数点以下第2伎を四捨五入して

小数点以下第 1佼までを表示した。

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位まで計担.1]した。この差

を計調.1]期間の日数で徐し、 1日当りの平均摂水量を算出し、 IJ¥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。

。フェニレンジアミンニ塩酸壊の体重 kg当たりの一日摂取量は、摂水震に oフェニレンジ

アミンニ境酸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位を沼捨五入して小数点以下第 3位まで表示した。

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

護比については臓器実重量債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。

廊j疫学的検査、車液生化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、各数値データにおいての平均鑑及び標準偏差は上記に示した桁数と需様になるよう四

捨五入を行い表示した。

立-4-2 母数の取り扱い

体葉、摂館量、摂水量については、各言十澱時に生存している全動物を対象に計灘し、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、

欠誤1]となったデータについては母数より除いた。

部検データは、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。
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II -4-3 統計方法

本試験で得られた測定値は原剥として、対照群を基準群として、まずBartlett法により等分

散の予鏡検定を行い、その結果が等分散の場合には一元配置分散分析を行い、群関に有意差が

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

い場合には各群を通して誤，Ij定憶を)11員位化して、Kruskal-Wa11isの)11創立検定を行い、群聞に有意

差が認められた場合には Dunnett(翠)の多重比較を行った。

各検定は 5%の有意水準で湾側検定を行い、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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直試験成績

直-1 生死状況

生死状況を TABLE1，2、APPENDIXA1， 2に示した。

雄では、全投与群で死亡はみられなかった。

(Study No. 0337) 

躍では、 6000ppm群で投与開始後初日目 (2週 3B) に 1匹死亡がみられた。 4000

ppm以下の投与群では、死亡は認められなかった。

車-2 一般状態

一般状態の観察結果をAPPENDIXA 1， 2に示した。

雄では、 6000ppm群でlOB日 (2週 3B)より尿による外陰部周囲の汚染及び、糞小粒が

2--....4毘に認められた。その他、糞少量が 2000ppm、1000ppm及び500ppm群に各 1匹づ

っ、立毛が 1000ppm群に 1匹認められたが、これらの動物は部検時に水腎症であることが

判明した。

離では、 6000ppm群で 10日巨 (2遅 3日)より立毛と糞小粒が各 1匹に認められた。

4000ppm以下の群では、特記すべき所見は認められなかった。死亡した 6000ppm群の動物

には、特記すべき所見はみられなかった。

車-3 体重

体重の推移を TABLE1， 2、FIGURE1，2、APPENDIXB 1， 2に示した。

雄では、 6000ppm群で 10臼沼 (2週 3B) まで体重が減少し、 14日田 (2週 7B) には

僅かに増加したものの、対照群と比較して低舗であり、投与開始時の儲まで間後しなかった0

4000 ppm群では、 3日間まで減少し、それ以降は増加したものの、対照群と比較して、有意

な低健は 10日目 (2遇3日)まで続いた。 2000ppm以下の群では、対照群との間に有意な

差は認められなかった。

離では、 6000ppm群で 7日目 (1週 7B) まで体重が減少し、 10日呂 (2週 3日)以緯

は増加したものの、対照群と比較して低値であり、投与開始時の纏まで回復しなかった0

4000 ppm群では、 3日留まで減少し、それ以降は増加したものの、対照群と比較して、低値

は 10呂目 (2遇 3B)まで続いた。 2000ppm以下の群では、対照群との聞に差は認められ

なかった。

最終計誤IJB (2遇 7日)における各投与群の体重は、対頬群と比較して、雄では、 6000

ppm群:65%、4000ppm群:89%、2000ppm群:97%、1000ppm群:98%、500ppm 

群:95%、雌では、 6000ppm群 :71%、4000ppm群:94%、2000ppm群:99%、1000

ppm群:97%、500ppm群:102%であった。

11-
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盟-4 摂水量

摂水量を TABLE3， 4、FIGURE3， 4、APPENDIXC 1， 2に示した。

雌雄ともに 2000ppm以上の群で、投与濃度に対応した摂水量の抵値が認められた。また、

離の 1000ppmと500ppm群でも投与期間中期に摂水量の紙舗が認められた。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:14""'-'30%、4000ppm群:21""'-'48%、

2000 ppm群:43""'-'55%、1000ppm群:76""'-'82%、500ppm群:76""'-'97%、雌では、 6000

ppm群:15""'-'37%、4000ppm群:21""'-'44%、2000ppm群:46""'-'51%、1000ppm群:63 

""'-'72%、500ppm群:83""'-'98%の範囲にあった。

直-5 摂鰐量

摂餌量を TABLE5， 6、APPENDIXD 1， 2に示した。

雌雄とも 6000ppm群の全投与期間と 4000ppm群の投与期間前期で、対照群と比較して

摂餌量の低鐘が認められた。そのイ也の投与群では、対照群と比較して差は認められなかった。

投与期間中の投与群の摂餌量は、対照群に対して、雄では、 6000ppm群:58""'-'74%、4000

ppm群:74""'-'100%、2000ppm群:89""'-'113%、1000ppm群:92""'-'103%、500ppm群:

95""'-'100%、離では、 6000ppm群:53""'-'74%、4000ppm群:71""'-'109%、2000ppm群:97 

""'-'103%、1000ppm群:100""'-'103%、500ppm群:103%の範醤にあった。

理-6 被験物質摂取護

体重、摂水量及び設定濃度より算出された被験物質一日摂取量 (glkgbody weightlday)を

APPENDIX E 1， 2に示した。

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

物質一日摂取量は、雄では、 6000ppm群:0.201""'-'0.438、4000ppm群:0.187""'-'0.361、

2000 ppm群:0.164""'-'0.191、1000ppm群:0.133""'-'0.143、500ppm群:0.071""'-'0.084、雌

では 6000ppm群:0.268""'-'0.635、4000ppm群:0.270""'-'0.423、2000ppm群:0.207""'-' 

0.232、1000ppm群:0.145""'-'0.169、500ppm群:0.094""'-'0.106の範囲にあった。

取-7 血液学的検査

血液学的検査の結果をAPPENDIXF 1， 2に示した。

本試験では水腎症が雄では 6000ppm、2000ppm、1000ppm、500ppm、対照群に各 1

匹、雌では対照群に 1匹認められた。特に雄の対照、群では、採車不能動物が 2匹あり、水腎

症の動物を含む 3匹のヂータしかない為、当センターで実施した、産近の 2週間試験 5試験
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の対照群のデータ(試験番号:0287、0299、0308、0315、0333 TABLE 7参照)と比較検

討した。

雄では、 6000ppm群で分葉核好中球比の増加傾向、自車球数と1)ンパ球比の減少傾向が認

められた。

雌では、 6000ppm群で血小板数の増加及び分葉核貯中球比の増加傾向、自車球数とリンパ

球比の減少傾向が認められた。

頂-8 血液生化学的検査

車液生化学的検査の結果を APPENDIXG 1， 2に示した。

国一 7 鼠;疫学的検査で述べた通り、雄の対照群では、採血不能動物が 2思あり、水腎症

の動物を含む 3匹のデータしかない為、当センターで実施した、直近の 2週間試験 5試験の

対照群のデータ(試験番号:0287、0299、0308、0315、0333 TABLE 7参照)と比較検討

した。

雄では、 6000ppm群でクロールの増加、 GOTとγ-GTPの上昇傾向、総ビリルビン、尿

業窒素及びナトリウムの増加傾向、グルコースとリン脂質の減少傾向が認められた。また、

500 ppm群でクローんの増加が認められた。

雌では、 6000ppm群でアルブミン、総コレスチロール及び尿素窓素の増加が認められ、総

蛋白とナトリウムの増加傾向、 GOTの上昇傾向が認められた。

車…9 病理学的検査

部-9-1 音u検

死亡動物及び定期解部動物を合わせた全動物の剖検所見を APPENDIXH 1， 2に、死亡動

物がみられた雌については、定期解剖動物の部検所見を APPENDIXH 3に死亡動物の剖検

所見を APPENDIXH4に示した。

雄では、投与群や対照群で、水腎症と稗臓の黒色斑が観察されたが、被験物繋投与による

影響とは考えなかった。

雌の死亡動物 (6000ppm群 1匹)では、特記すべき所見は認められなかった。

定期解部動物では、投与群や対照群で、水腎痕と碑織の黒色斑が観察されたが、被験物質

による影響とは考えなかった。

制 13-
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ill-9-2 臓器重量

定期解剖時に測定した臓器の実重量と体重比を APPENDIX1 1， 2 (実重量)、 J1， 2 (体

重比)に示した。

雄では、 6000ppm群は解部時体重が顕著に低く、胸線、心臓、腎臓、牌臓、肝臓及び脳に

実重量の低値がみられ、体重上とでは、韓巣、柿及び脳で高値が、胸膜と稗臓で低値が認めら

れた。

4000ppm群では、牌臓と脳で実重量の低値が認められた。

雌では、 6000ppm群は解剖時体重が顕著に低く、胸腺、卵巣、心臓、緯臓及び脳で実重量

の低鍍がみられ、体重比は、姉、腎臓、肝臓及び脳で高値が、胸腺と牌臓で低鑓が認められ

た。

4000ppm群では、肝臓で実重量と体重比の高値、心臓で実薫量の低値が認められた。

2000ppm群と 1000ppm群では、肝臓の体重比の高憶が認められた。

国一9-3 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、

死亡動物がみられた雌については、定第解剖動物の癖理組織学的所見を APPENDIXK3に、

死亡動物の病理組織学的所見を APPENDIXK4に示した。

く雄>

6000 ppm群では、胸腺の萎縮 (4匹)、稗臓の萎縮 (3匹)、筋絶織の壊死 (3匹)が認

められた。また、水腎症が 1思認められ、 2000ppm、1000ppm、500ppm及び対照群にも

各 1~みられた。

4000ppm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。

く離>

死亡動物 (6000ppm群 1思)

6000ppm群では、胸膜と牌臓の萎縮、骨髄のうっ血が認められた。

定期解剖動物:

6000ppm群では、胸腺の萎縮の萎縮 (3匹)、筋組織の壊死 (1匹)が認められた0

4000ppm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。

なお、対照群に水腎症が 1~みられた。
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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 Crj:BDFlマウスを用いた経口投与による 2年間 (104週

間)のがん原性試験のための予備試験である 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逓間試験を実施した。投与は、被験物質を各投与濃度に調製した飲水の

自由摂取で行った。 1群当たりの動物数は縦雄各 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 

と設定した。なお、雄の対照群で定期解剖持に採血不能動物が 2匹、採血を行った 3思の動

物の中の 1症に水腎痕の動物が認められたため、車液学的検査と虫液生化学的検査舗は当セ

ンターで実施した直近の 2週際試験 5試験の対照群のデータ(試験番号:0287、0299、0308、

0315、0333)と比較検討した。なお、本試験では水腎症が高率に認められた(雄:6000ppm、

2000ppm、1000ppm、500ppm、対照群に各 1匹、雛:対照群に 1匹)。

(1)用農一反感擦係

2選間試験の結果、 6000ppm群では雌に 1匹の死亡が認められた。被験物質の恐避による

と考えられる顕著な摂水震の減少(対照群に対して、雄:14"'30%、雛:15"'37%)が認め

られた。灘雄ともに顕著な摂餌量の減少(雄:58"'74%、雌:53"'74%) と体藁減少及び増

加の抑制(対照群に対して、最終計測時 雄:65%、雌:71%)が認められ、雄の定期解剖

動物では尿による外陰部周囲の汚染、糞小粒が観察された。維ではグルコースの減少傾向が

認められ、低栄養状態を示唆した。消耗性変化と考えられる絢線の萎縮が、雌雄の定期解剖

動物と雌の死亡動物に、牌臓の萎縮が雛の死亡動物に認められた。

6000 ppm群では、肝臓、腎臓、血液系/造血器に被験物質の毒性影響が認められた。肝臓

への影響として、雌雄に GOT、γ-GTPの上昇傾向、総ビリルピンの増加傾向がみられた。

腎臓への影響として、雌雄ともに尿素窒素が増加した。血液系/造血器への影響として、雌雄

に白血球数とリンパ球比の減少傾向、離の死亡動物に骨髄のうっ車、離に血小板数の増加が

認められた。その的、筋線織の壊死がみられた。

4000ppm群では、雌雄とも摂水量の減少(雄:21"'48%、雌:21"'44%)が認められた。

また、投与期間前期での摂餌量の減少(雄:74"'100%、雌:71 '" 109%)、投与期間後期ま

で体重増加の抑制が認められ、最終計調.u時には対照群に対して雄では 89%、雌では 94%であ

った。肝臓への影響として、離で肝臓重量の実重量と体重比の高値が認められた。

2000 ppm群では、摂水量の減少(雄:43"'55%、離:46"'51%)が認められたのみで、

摂館量、体重への影響は認められなかった。肝織への影響として、雌に肝臓重量の体重比の

高憶が認められた。

1000 ppm群では、雌雄にわずかな摂水量の減少(雄:76"'82%、雌:63"'72%)が認め

られた。肝臓への影響として、織に肝臓重量の体重比の高鍍が認められた。

500 ppm群では、離雄にわずかな摂水量の減少(雄:76"'97%、雌:83"'98%)が認めら

れた。
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oフェニレンジアミンこ壌酸塩の 2避艶混水投与によって、 6000ppm群では離に 1匹の死

亡が認められた。被験物質忌避による摂水量の減少が雌雄の全投与群に投与濃度に対応して

認められた。また、摂餌最の減少と体重の減少及び増加の抑制が、雌雄とも 4000ppm以上

の群で認められた。消耗性変化と考えられる胸腺の萎縮が 6000ppm群の離雄の定期解剖動

物と離の死亡動物に、牌臓の萎縮が雌の死亡動物に認められた。それに加えて、被験物質の

毒性影響が、肝臓、腎臓、血液系/造血器及び筋組織に認められた。本試験でこれらの毒性影

響がみられた最低用量は1)肝臓への影響は、離の肝臓重量の体重ま比の高値が認められた

1000 ppm、2)腎織への影響は、 i雄雄ともに尿素窒素が増加した 6000ppm、3)血液系/造血

器への影響は、雌雄に白血球数とリンパ球比の減少傾向、 i離の死亡動物に骨髄のうっ血、雌

に血小板数の増加が認められた 6000ppm、4)筋組織への影響は、筋肉の壊死がみられた

6000ppmであった。

(2 )無毒性量 (NOAEL)について

以上の結果より、。フェニレンジアミンニ塩酸塩の 2遊間混水投与による無毒性量は、雌

の肝臓への影響をエンドポイントとして 500ppm (雛:0.094----0.106 g/kg body weight/ 

day)と考えた。

(3 )他の文献との比較

① 。フェニレンジアミンの急性毒性

マウスに関しては、。フェニレンジアミン境駿境の報告はないが、 0・フェニレンジアミンのマ

ウスにおける経臼投与によるLD50値は331----450 mg/kgと報告された(文献 5)。マウスへ

のひフェニレンジアミン及び塩酸塩の短期間投与による毒性については、報告がない。

② 。フェニレンジアミンの職業性暴露限界

oフェニレンジアミンは及びそのこ塩酸壌は、染毛剤、顔料、染料、写真現像部、農薬や訪

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、。“フ

ェニレンジアミンで問題とすべき有害牲は許麗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 5)を参考に、 0.1mg/ m3、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剛ブエニレンジアミンも、許容濃度0.1mg/ m3、皮膚感作性物質第1群と勧告された(文

献 6) 0 ACGI廷はTLV-TWA0.1 mg/m3，発がん性の分類はA3(Con韮rmedanimal carcin 

ogen 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、催腫療性 (Category3B)に分類され、 MAK値は提案

されていない(文献 8)。

この0.1mg/m3値は、 60kgの体重の労働者が職場で1日8時間の労働時間に10m3の空気を

吸い、かつ、姉内吸収率を100%と仮定して、 1日当たりの oフェニレンジアミン摂取量を計

算すると、 0.016mg/kg体重に相当し、二塩酸塩としては0.026mg/kg体重に相当する。
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③ m-フェニレンジアミンとp-フェニレンジアミンの急'控毒性

m醐フェニレンジアミン塩酸塩の報告はないが、 m-フェニレンジアミンのマウスにおける皮

下投与によるLD50値は450mglkg、経皮投与によるLD50値は5000mglkgと報告された(文献

6)。また、急性毒性の痕状は、振戦、盛輩、興奪、チアノーゼ、謹脱がみられたと報告さ

れている(文献 6)。

pフェニレンジアミンのマウスについての急性毒性に関する報告はない。 2遇間に準じる短

期間投与による毒性は、 p-フェニレンジアミン及び塩酸壌ともに報告がない。

④ 呂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毒性・がん藤性試験結果

④-1. 急性毒性

BDFlマウス離雄にm-フェニレンジアミンニ塩酸壌を1回強制緩口投与 (68mg/kg、102

mglkg、153mg/kg、230mglkg、345mglkg) した結果、雌雄とも153mg/kg以上で死亡

がみられ、死亡動物には腕と肝臓にうっ瓶、牌臓に萎縮と核崩壊、胸腺に核崩壊、鼻腔上皮

に変性認められたが、 2遊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)。

②2遇関投与による毒性

BDFlマウス雌雄にm岨ブエニレンジアミンニ塩酸塩を飲水に濯ぜ、 2遮関投与(111ppm、

333 ppm、1000ppm、3000ppm、9000ppm) した結果、雌雄とも3000ppm以上の群で

死亡がみられ、 3000ppm以上の群で、は死亡動物、生存動物とも、肝臓に単締胞壊死と色素沈

稗織に萎縮や髄外造血の光進、色素沈着、胸腺及びリンパ節に萎縮、副腎に出虫、骨髄

にうっ血や減形成、色素沈着、精巣に萎縮、宵に潰場、が認められ、また、肝臓の色素沈着

が雄の1000ppm以上と離の333ppm以上の群、骨髄の色素沈着が雌雄とも333ppm以上の

群、緯臓の髄外造血の充進と色素沈着が雄の333ppm以上と離の111ppm以上の群でみられ

た(文献 11)。

④-3. 104週間投与によるがん謀性

BDFlマウスi雄雄にm-フェニレンジアミンニ塩酸塩を飲水に混ぜ、 104遊間投与 (20ppm、

60 ppm、180ppm) した結果、下垂体の腺腫の発生増加が雌の180ppm群と20ppm群にみ

られたが、 m綱フェニレンジアミンニ壊酸識の催麓蕩性を明確に示すものではなかったと報告

している。また、肺や肝臓、申状腺(雄の60ppm以上と雌の20ppmf!，上の群)に特有な色

素沈潜(黄色~褐色、鉄染色陰性)がみられた。

⑤ p冶フェニレンジアミンのヒトでの暴露と臨沫報告との欝連

⑤・1.p-フェニレンジアミン

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

アレルギー (16%)、水晶体の異常 (89%)、早期の老眼 (7%)がみられたとする調査結果

がある(文献 5) 0 p-フェニレンジアミンの人の事故例では、コップ一杯の水で薄められた
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三在染め剤を誤飲した男性に呼吸閤難、心寵部痛、顔から全身の浮腫が生じ、血中myoglobulin

の異常高鎮、筋生検で筋の壊死が説明され、腎不全で25病呂に死亡した。また、スプーン一

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

本試験でもF ブヱニレンジアミンニ塩酸塩の2週間経口投与によりマウスの筋肉に壊死が認

められており、この筋肉への影響は注目に値する。

(4) 13週間試験の濃度決定

以上の試験結果より、。フェニレンジアミンニ塩酸壌の 13遊間混水投与のマウスの投与濃

度を下記のように決定した。高用量群では雌雄とも摂水量の減少が認められた。特に、最高

用量の 6000ppm群では摂水最の減少と被験物質の影響が原思と考えられる死亡が離で 1匹

認められた。 4000ppm群では死亡動物は認められず、大幅な摂水量の紙下(雄:21""'48%、

雌:21""'44%)が認められたものの、最終計測時の体重は雄で対照群に比較して 89%、雌で

94%あり、臓器重量で肝臓の重量増加がみられた以外は投与によると考えられる変化がみら

れなかった。従って 13週間試験の最高用量は 6000ppmと4000ppmの5000ppmとし、以

下、 4000ppm、2000ppm、1000ppm、500ppm(公比 2)の用震を設定した。
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