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要約

pニ トロアニソールの経口投与によるがん原性試験の投与濃度決定試験 (13週間試験)とし

て､p･ニトロアニソールをマウスに13週間経口(浪餌)授与し､その生体影響を検索した｡

試験にはCrj:BDFlマウスを用いた｡被験物質投与群5群と対照群1群の計6群の構成で､

雌雄各群とも10匹とし､合計 120匹のマウスを用いた｡被験物質の投与は､pニ トロアニソ

ールを混合調製した粉末飼料を動物に13週間自由摂取させることにより行った.投与濃度は､

雌雄とも2500ppm､5000ppm､10000ppm及び20000ppmの4段階 (公比2.0)の濃度に､

30000ppmを加えた5段階の濃度を設定した｡観察､検査項目は､一般状態の観察､体重､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､月蔵器重量測定及び病理組織学

的検査を行った｡

13週間試験の結果､雌雄共に体重の低下または増加の抑制､血液学的検査結果として貧血が

認められた｡貧血に伴う病理組織学的所見として､牌臓の髄外造血､pニ トロアニソールの投

与による薬物代謝能の克進に伴う変化として肝細胞の申心性の肥大が認められた｡腎臓では腎

障害を疑われる所見として尿pHの低下､血液生化学的検査で､尿素窒素の増加､血中電解質

の濃度に変化が認められた｡これらを考慮してがん原性試験の投与濃度を決定した｡

雌雄の30000ppm群では､死亡がみられ､がん原性試験の長期間の投与には､不適当と考え

られた｡その下の20000ppm群においては雌では投与終了時における体重増加の抑制は認めら

れず､雄では投与終了時における体重増加の抑制が認められたものの対照群の87%であり､体

重を指標としてがん原性試験の最高投与濃度を決定すると雌雄ともに 20000ppm が適当と思

われた｡また､20000ppm群で認められた各種検査結果は､p･=トロアニソールの投与に伴う

適応的変化の範囲内と考えられ､毒性により動物の寿命を短くするとは断定できない｡したが

って､雌雄のがん原性試験の投与濃度は最高投与濃度を20000ppm とし､以下 10000ppm､

5000ppmの3段階 (公比 :2.0)を設定した｡

- 1-



(StudyNo･0370)

Ⅰ 試験材料

Ⅰ-1 被験物質の性状等

Ⅰ-1-1 名称等

名 称 :p-ニトロアニソール由一nitroanisole)

別 称 .･4･ニ トロアニソール

1-メトキシ14ニ トロベンゼン

CAS.No.: 100-17･4

Ⅰ-1-2 構造式､分子量 (文献 1)

e g 3

C7H7NO3

分子量 :153.14

i-1-3 物理化学的性状等 (文献 1)

性 状 :無色の粉末または板状結晶

融 点 :54oC

沸 点 :274oC

比 重 :1.233

溶 解 性 :水に不溶､エタノール､エーテルに可溶

保存条件 :火気のない冷暗所に保存

-2-
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Ⅰ-2 被験物質の使用ロット等

使用ロット番号 :ACG7156

製 造 元 :和光純薬工業株式会社

グ レー ド:和光一級

純 度 :99.6%

Ⅰ-3 被験物質の同一性､安定性

Ⅰ-3-1 同一性

被験物質の同一性の確認は被験物質のマススペクトルと赤外吸収スペクトルをそれぞれマ

ススペルクトルメータ(HewlettPackard5989B)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､p-=トロアニソールの文献債と比較することにより行ったo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､赤外吸収スペクトルでは文献 (文献 3)と同じ準数にピークが認められ､p･

ニトロアニソールであることを確認したO

それらの結果については､APPENDIXIJlに示した｡

Ⅰ-3-2 安定性

被験物質の安定性は使用開始前及びその使用終了後に､ガスクロマ トグラフ(Hewlett

Packard5890A)によりp･ニトロアニソール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､それぞれの測定結果に差はみられず､投与期間中のp-ニトロアニソールは安定で

あった｡

それらの結果については､APPENI)ⅠⅩL2に示したO

Ⅰ-4 試験動物

動物は日本チヤールス ･リバー㈱(繁殖所 :神奈川県厚木市下古沢 795番地)より購入した

Crj:BDFlマウス(SPF)の雌雄を使用した.

マウス雌雄各75匹を生後4週齢で導入し､各1週間の検疫､馴化を経た後､発育順調で異

-3-
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常を認めなかった動物から､体重値の中央値に近い雌雄各60匹(投与開始時体重範囲､雄:21.9

-24.1g､雌:17.6-19.1g)を選別し､試験に供した｡

ⅠⅠ 試験方法

試験計画､材料及び方法等の概要をTABLElに示した.

ⅠⅠ-1 投与

ⅠⅠ-1-1 投与経路､投与方法及び投与期間

経口投与とした｡すなわち､pニ トロアニソールを混合した粉末飼料の自由摂取により､13

週間定期解剖日前日まで連続投与したOなお､対照群の動物には粉末飼料のみを与えたo

II-1-2 投与濃度及びその設定理由

各群の投与濃度は予備試験である2週間試験(文献 4)の結果に基づき決定した｡予備試験で

は投与濃度を雌雄とも5000､10000､20000､40000及び50000ppm (公比2.0)とし､2週

間連続投与 (混飼投与)した｡その結果､50000及び40000ppmでは雌雄とも定期解剖までに

すべての動物が死亡した｡病理組織学的検査においては､胸腺の萎縮､牌臓の萎縮､骨髄の密

血等消耗性の変化が雌雄ともに認められ､雄では肝臓の肝細胞中心性肥大､腎臓の近位尿細管

直部壊死等もみられた｡

20000ppm及び 10000ppm群では､黄色尿が投与開始後 3日から投与期間を通して雌雄共

に認められた｡雄の20000ppm群で体重増加の抑制が認められたが､その他の群の投与終了時

における体重は雌雄共に対照群と比較して大きな差は認められなかった｡摂餌量についても､

20000ppm群の雄に一時的な低下がみられたが､他の投与群には対照群との間に顕著な差は認

められなかった｡病理組織学的検査で牌臓の髄外造血と肝細胞の中心 性肥大が認められた｡血

液生化学的検査ではGOT､GPT､総コレステロール及びリン脂質の増加が認められた｡

これらの 20000ppm 以下の群においてみられた所見は薬物投与に対する適応的変化の範囲

であると思われ､直ちに致命的となる毒性兆候とは考えられなかった0

したがって､13週間試験の投与濃度は 2000Oppm､1000Qppm､5000ppm及び 2500ppm

-4-
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の4段階(公比:2.0)の濃度を設定し､さらに､13週間試験の最大耐量は20000ppm以上と予想

されるため､30000ppmを加えた合計5段階の投与濃度を設定したo

II-1-3 被験物質混合飼料の調製方法

被験物質を粉末飼料(オリエンタル酵母工業㈱製 CRF-1)に混合し､中間体飼料として

30000ppmの混合飼料を作製し､この中間体飼料を粉末飼料と混合することによって各設定濃

度の被験物質混合飼料を調製した｡なお､被験物質混合飼料の調製は試験期間中4週または5

過分を3回に分けて行った｡調製した被験物質混合飼料は､各濃度毎に1過分ずつ小分けにし

て使用時まで冷蔵で保管した｡なお､各試験における濃度の表示は､ppm(重量対重量比)と

した｡

ⅠⅠ-1-4 被験物質混合飼料中の被験物質の濃度測定

各投与濃度に調製された被験物質の濃度は､初回投与開始前に高速液体クロマトグラフ

(HewlettPackard1090)による分析を実施したOそれらの結果をAPPENDIXL3に示したO

各群の調製濃度は設定濃度に対し､94.3-98.3%であった｡

ⅠⅠ-1-5 被験物質混合飼料中の被験物質の安定性

被験物質混合飼料中の被験物質について､室温で 8日間 または 7oCで 5週間の安

定性 を確認 した｡すなわち､試験 開始 に先立 って被験物質混合飼料(40000ppm

及び 300ppm)を調製し､室温(動物飼育室)で 8日間､7oCで 5週間 (冷蔵室)

それぞれ保管 し､被験物質混合飼料調製時の被験物質濃度 と各保管期 間後

の被験物質濃度 を高速液体クロマトグラフ(HewlettPackard1090)による分析を実施し､

比較した｡その結果､各保管期間前後において被験物質の濃度に大きな差は認められず､被験

物質混合飼料中の被験物質はほぼ安定であった｡

それらの結果について､APPEND ⅠⅩL4に示した｡

ⅠⅠ-1-6 被験物質の摂取量

各計測週における摂餌農と設定濃度より体重当たりの被験物質の摂取量(g舷g/day)を算出し

た｡

ⅠⅠ-2 動物管理
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ⅠⅠ-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､雌雄各群10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 10匹 (tool-1010) 対照群 Io廷 (2001-2010)

2500ppm群 10匹 (1101-1110) 2500ppm群 10匹 (2101-2110)

5000ppm群 10匹 (1201-1210) 5000ppm群 10匹 (2201-2210)

10000ppm群 10匹 (1301-1310) 10000ppm群 10匹 (2301-2310)

20000ppm群 10匹 (1401-1410) 20000ppm群 10匹 (2401-2410)

30000ppm群 10匹 (1501-1510) 30000ppm群 10匹 (2501-2510)

ⅠⅠ-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､動物を体重の重い順より各群に1匹ずつ割り当て､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順に体重の重い動物を割り当てるこ

とにより群間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 5)0

試験期間中の動物の個体識別は､検疫期間及び馴化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Oなお､全飼育期間を通してケージにも個体識別番号を付

した｡

動物はバリア区域 (AC-1エリア)内の独立した室 (111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､他試験及び異種動物と区別し一た｡

ⅠⅠ-2-3 飼育条件

動物は全飼育期間を通して､温度 23±2oC(実測値.･22.2-24.2oC､平均.･22.9±0.3oC)､湿

度 55±15% (実測値:53-63%､平均 57±2%)､明暗サイクル:12時間点灯(8:00-20:00)/12

時間消灯(20:00-8:00)､換気回数 15-17回/時に設定した環境下で飼育した｡

動物は単飼ケージ(ステンレス製二速網ケージ:112WX212DX120Hmm)に収容し､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(秩)(千葉工場 :千葉県千葉市美浜区新港2-8)のCRF･1を

使用し､検疫期間はCRF-1固型飼料(30ⅩGy-γ線照射滅菌飼料)を固型飼料給餌器により､ま
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た馴化期間及び投与期間はCRF-1粉末飼料(30KGy-γ線照射滅菌飼料)を粉末飼料給餌器によ

り自由摂取させた｡ただし､定期解剖冒前日の夕方からは絶食した｡飼料の栄養成分について

はオリェンタル酵母工業㈱､爽雑物については (財)日本食品分析センターの分析データを使

用ロット毎に入手した｡

飲水は､全飼育期間を通して､フィルターろ過した市水(秦野市水道局供給)に紫外線を照射

し､自動給水装置で､自由摂取させた｡飲水は (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､飼料の爽雑物及び飲水については､それぞれの分析項目において試験計画書に規定し

た範囲内であることを確認した｡

ⅠⅠ-3 観察 ･検査項目及び方法

ⅠⅠ-3-1 動物の一般状態の観察

動物の生死確認は1日1回行ったO-般状態の詳細な観察は検疫及び馴化期間には､導入時､

馴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回すべての動物について行った｡

ⅠⅠ-3-2 体重測定

動物の体重測定は検疫及び馴化期間は導入時､馴化開始時及び群構成時に実施し､投与開始

以降は1週間に1回すべての動物について行ったO

なお､動物の死亡発見時にも体重を測定した｡

ⅠⅠ-3-3 摂餌量測定

体重の計測に合わせて､給餌量と残餌量を測定し､その差を給餌日数で除した値を1日当た

りの摂餌量としたo
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ⅠⅠ-3-4 血液学的検査

定期解剖時まで生存した動物について､定期解剖目前日夕方より絶食し､剖検直前にエーテ

ル麻酔下で腹大動脈よりEDTA･2K入り採血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 TABLEl､検査方法はAPPENDIXMlに示した.

ⅠⅠ-3-5 血液生化学的検査

定期解剖時まで生存した動物について､定期解剖目前日夕方より絶食し､剖検直前にエーテ

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血した血液を遠心分離し､得られた

血寮を用いて血液生化学的検査を行った｡

検査項目は TABLEl､検査方法はAPPENDIXMlに示した｡

ⅠⅠ-3-6 尿検査

投与最終週まで生存した動物について､新鮮尿を採取し､尿検査を行った｡

検査項目は TABLEl､検査方法はAPPENDIXMlに示した｡

ⅠⅠ-3-7病理学的検査

(1)剖検

全動物について剖検を行った｡

(2)臓器重量

定期解剖時まで生存した動物についてTABLElに示した臓器の実重量を測定したOまた､

実重量の体重比､すなわち定期解剖時の体重に対する百分率を算出した｡

(3)病理組織学的検査

全動物の臓器を10%中性リン酸緩衝ホルマリン溶液にて固定後､TABLElに示した臓器及

び肉眼的に変化のみられた組織を､パラフィン包埋､帝切､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｡
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ⅠⅠ-4 数値処理と統計処理

ⅠⅠ-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､小数点以下第1位まで表示した｡

摂餌量についてはgを単位とし､計測期間を通しての摂餌量を小数点以下第 1位まで計測し､

この値を計測期間の目数で除し､1日当た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｡

pニ トロアニソールの体重当りの摂取量は摂餌量に pニ トロアニソールの設定濃度を乗じ

体重で除した億をg/短O)odyweight)/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O臓器重量体

重比については臓器実重量健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｡

血液学的検査､血液生化学的検査についてはAPPENDIXNlに示した精度により表示した｡

A/G比はアルブミン/(総蛋白-アルブミン)による計算で求め､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｡

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同様になるよう四

捨五入を行い表示した｡

ⅠⅠ-4-2 母数の取り扱い

体重及び摂餌量については､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O

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除いた｡

尿検査は､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｡

剖検と病理組織学的検査データは､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､腫癌性病変については臓器別に､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 統計処理

本試験で得られた測定値は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配置分散分析を行い､群間に有意差が認められた場

合はDllnnett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測定値を順位化して､Kruskal-Walhsの順位

検定を行い､群間に有意差が認められた場合にはDunnett(壁)の多重比較を行った｡

予備検定については 5%の有意水準で両側検定を行い､最終検定では 5%及び 1%で両側検

定を行った｡

なお､病理組織学的検査のうち非腫癌性病変については､所見のみられなかった動物をグレ

ー ド0としてx2検定を行った.

ⅠⅠ-5 試資料の保管

試験計画書､標本､生データ､記録文書､最終報告書､信頼性保証証明書､被験物質､その

他本試験に係る資料は試資料保管施設に保管する｡保管期間は最終報告書提出後 10年間とす

る｡
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ⅠⅠⅠ試験成績

ⅠⅠⅠ-1 生死状況

生死状況を TABLE2,3に示した｡

30000ppm群で､雄で5匹､雌で7匹死亡した｡他の群には雌雄とも動物の死亡例はみられ

なかった｡

m-2 一般状態

一般状態の観察結果をAPPENDIXA1,2に示した｡

.雌雄の20000ppm以上の群で投与開始 1週目 (群構成後2週目)より､10000ppm以下の

投与群では投与開始7週目 (群構成後8週目)より黄色尿が認められた｡また､死亡した動物

においては､立毛､円背位､糞小粒等の消耗を示す所見が散発的に認められた｡

III-3 体重

体重の推移をTABLE2A FIGURE1,2及びAPPENDIXB1,2に示したO

雄の1000Pppm以上の群では授与期間を通して体重の増加抑制傾向が認められた｡雌では､

30000及び 20000ppm群で投与開始から5週 (群構成後6週目)までに体重の低値または体

重増加の抑制が認められたが､それ以降は対照群と比較して差は認められなかった｡その他の

群では雌雄ともに対照群と比較して大きな差はなかった｡

III-4 摂餌量

摂餌量をTABLE4,5､FIGURE3,4及びAPPENDIXC1,2に示した0

30000ppm群では､雄で授与期間初期に摂餌量の低値が認められたが､4週目 (群構成後 5

週目)以降については対照群と比較して大きな差は認められなかった｡雌でも投与期間初期に

摂餌量の低値を示す傾向が認められたが､投与開始から6週目以降 (群構成後7週目)は対照

群と比較して大きな差は認められなかった｡その他の群では雌雄ともに対照群と比較して大き

な差は認められなかった｡
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ⅠⅠト 5 被験物質摂取量

体重､摂餌量及び設定濃度より算出した被験物質摂取量をAPPENDIXD1,2に示したO

被験物質の1日当たりの摂取量は､雄で 30000ppm群:3.329-5.958g倣g､20000ppm群 :

3.040-3.799g/kg､10000ppm 群 :1.266-1.571g戊g､5000ppm 群 :0.642-0.790g/kg､

2500ppm群 .･0.325-0.398g戊g､雌では30000ppm群 .･4.466-7.052g戊g､20000ppm群 :

2.871-3.856g戊g､10000ppm 群 :1.560-1.781g搬g､5000ppm 群 :0.821-0.896gFkg､

2500ppm群 :0.409-0.444g戊gであったO

ⅠⅠⅠ-6 血液学的検査

血液学的検査の結果をAPPENDIXE1,2に示し､統計学的に差を認めた所見について表1

に抜粋した｡

表1血液学的検査

秤(ppn) 対照群 2500 5000 10000 20000 30000

雄 重

義-iE-fi-g(-1-016-/-LI汀-I
ヘマトクリット値(A)

MCV(fL)

MCIま(pg)

MCHC(g/dL)
血小板敷く103/〟L)

10 9 10 9 10 5

10.69±0.28
49.8±1.3
46.6±0.5

14.5±0.2

31.1±0.4

1368±87

10.76±0.28
49.9±1.0
46.4±0.5
14.5±0.3

31.2±0.5

1382±105

10.70±0.30
50.3士1.5

47.Oよo.7
14.6±0.2

31.1±0.6
1369±158

10.49±0.34
49.4±1.7

47.1±0.7

14.9±0.3*

31.5:±0.4
1456=ヒ96

9.63:±0.36■
45.2±1.6**

46.9±0.5

16.1±0.4●■

34.2±0.6**

1514±65●

10.23±0.38'
46.7± 1.2**

45.6士0.6*

14.6±0.3

31.9±0.3●

1528±95●

雌 動物数 10 10 10 10 10 3
I,3煎玩蔽rllolF/-L-汀~---~…TlI615-1g"oT訂~~-1T0-8-I;16:21占~"1-0-.-8-9--i-10-.-2-8"-To-.i-9"i--0-.-3-7-･"-V昌]8-2"三~aT2-;-～--一昌:4-9--三~訂1-岩IJI11.05±0.3711.08±0.26 10.89±0.28 10.69±0.37書9,82±0.24事*9.49±0.16耕
ヘモグロビン濃度(g/dL) 16.0±0.6 16.I±0.4 16.0±0.4 15.9±0.5 15.3±0.4● 14.2±0.1●■
ヘマトクリット値(%)

MCV(fL)

MCH(pg)

MCHC(g/dL)
血小板敷く103/〟L)

50.7±1.9 51.0±1.4 50.0±1.2

45.9±0.5 46.0±0.4 46.0±0.8
14.5±0.2 14.5土0.2 14.2±0.2

31.5±0.5 31,6±0.4 31.9±0.6

1223土77 1307±120 1322±92

50.3±1.4 46.8±1.2*書 43.5±1,0*

47.Oよo.7特 47.7±0.6* 45.8±0.8

14.8±0.3●暮 15.6±0.2●● 15.0±0.2●●

31.6±0.5 32.7±0.3●ヰ 32.7±0.5"
1358士102* 1385±84林 1430±15林

雄では､20000ppm以上の群で赤血球数､ヘマトクリット値の減少､MCHCと血小板数の

増加が認められ､30000ppm群でMCVの減少が認められた｡その他､MCHに変化がみられ

たが､投与濃度に対応したものではなかった｡

雌では､10000ppm 以上の群で赤血球数の減少､MCH､血小板数の増加が認められ､

20000ppm以上の群でヘモグロビン濃度､ヘマトクリット値の減少､MCHCの増加が認めら
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れた｡その他､MCVに変化がみられたが､投与濃度に対応したものではなかった｡
雌雄共に軽い貧血状態であったことが示唆された｡

ⅠⅠト 7 血液生化学的検査

血液生化学的検査の結果をAPPENI)ⅠⅩF1,2に示し､統計学的に差を認めた所見を表2に

抜粋した｡

表2 血液生化学的 検査
群( n) 対照 群 2500 5000 10000 20000 30000

雄 動物 数 10 10 10 10 10 5
総蛋白(g/dL)
アルブミン(g/dL)
グルコース(ng/dL)
総コレステロー ル(mg/dL)
トリグリセライ ド(ng/dL)
リン脂質(ng/dL)
GOT活性(IU/I.)
GPT活性(捕/L)
LDH(IU/i)
ALP(nVL)
γ-GTP(IV/i)
尿素窒素(ng/dL)
ナトリウム(nEq/L)
クロール(mEq/i)
カルシウム(喝/dL)

4.7±0.2

2.7±0.1

171士23
79± 10

52± 18

172:土17
43±6

19± 3

194±29
130± ll

2± 1

23.8±3.6
151二と1

123± 2

8.5;と0.5

4.9土0,2 5.0±0.2*

2.8±0,2 2.9±0.1事書

172±37 184±28

81± 13 81:± 6

52土31 45± 15
169± 23 164± ll

44±5 42± 4

19±3 19± 3

209±66 204± 47
136± 10 139± 8

1± 1 2±1
26.0±5.2 29.4± 5.4

152± 1 152士 1

122=と3 122j:2

8.8:土0.3 8.8:と0.2

5.1±0.2'■

2.9±0.1●
183:土 45

103±21

42± 19

183± 31
45士 9

24± 7

269± 119

147±20
1± I

32.2±6,5書事
151=±1

122±2

8.7±0.3

5.4±0,2*

3.1±0.1耕
242± 52**

189± 17●■

82±32事
293±28*
47±7
35± 10●◆

230=ヒ52

177± 19*
1± I

30.7± 3.6♯
150土2
120±2●

5.8±0.2*
3.4±0.1書事
308土 47*

262± 17*事

65± 23

887± 22'●

137± 52*書

146± 57叫
386± 86●●

285士 21特
4± 2斡

31.8± 3.1*

149± 1*
116± 2●■

9.1±0.2◆書 9.4± 0.1●●

アルブミン(g/瓜)
A/G比

グルコース(喝/dL)
総コレステロール(皿g/dL)
リン脂質(ng/dL)
G0T活性(ItJ/I,)
GPT活性(ItJ/i)
LDH(IU/L)
γ-GYP(川/i)

尿素窒素(mg/dL)
カリウム(mEq/i)

クロール(nEq/i)

カルシウム(mg/dL)

10 10 10

5.0;ヒ0.1

3.1±0.1

1.6±0.1

147±22

77±4

160±10

50±5

19士3

188土 20

2士2

18.1±2.4
4.7±0.3

121±2

8.8±0.2

5.0±0.1 5.0±0.2

3.1± 0.1 3.0±0.1

1.6±0.1 1.6±0.1
143士 18 159±28

69±9 81±12

142:と22 158±26

52±7 51±8

25ゴ=15 20±3

209±30 203±37

1:±1 1± I

20.6±2.5 20.9±2.2
4.8±0.3 4.7±0.2

122± 1 122±2
8.6±0.2 8.8±0.2

10 10 3

5.7±0.211

3.4±0,1*事

1.5±=a,1

261± 7特

208± 12特

347±15*事
202± 97●

182±81*

405± 141*

7± 1書*

26.1±2.1群

5.4±0.7

116±2暮●

9.5± 0.2*

5.0=ヒ0.2 5.2±0.1¶

3.1:±0.1 3.1±0.1

1.6±0.1 1.5±0.0●事

167±25 226±26*

100±7● 192± 17●'

178± 12 313±2ヂ 事

50± 10 75± 18事*

24±6 47± 12書事

204±57 225±30*

2± 1 2± 1

22.4±2.5*事 25.0±4.0 *

4.フ士O.4 4.2±0.5**

123±2 120±2

8.9士0.2 9.2±0.2*

雄では､5000ppm以上の群で総蛋白とアルブミンの増加､10000ppm以上の群で尿素窒素

の増加､20000ppm以上の群でグルコース､総コレステロール､リン脂質及びカルシウムの増

加ならびにGPT活性及びALP活性の上昇､クロールの減少が認められ､30000ppm群でGOT

活性､LDH活性及びγ･GTP活性の上昇､ナトリウムの減少が認められた｡その他､トリグリ
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セライドに変化がみられたが､投与濃度に対応したものではなかった0

雌では､10000ppm以上の群で総コレステロールと尿素窒素の増加､20000ppm以上の群で

総蛋白､グルコース､リン脂質及びカルシウムの増加ならびにGOT活性､GPT活性及びLDH

活性の上昇､30000ppm群でアルブミンの増加､γ･GTP活性の上昇､クロールの減少が認め

られた｡その他､A/G比､カリウムに変化がみられたが､投与濃度に対応したものではなか

った｡

ⅠⅠト 8 尿検査 .

投与期間最終週に行った尿検査の結果をAPPENDIXG1,2に示した.

雄のpHは､10000ppm群までは投与濃度に対応した変化ではなかったが､20000ppm以上

の群では低下が認められた｡

雌でも､20000ppm以上の群でpHの低下傾向がみられた｡

ⅠⅠⅠ-9 病理学的検査

ⅠⅠⅠ-9-1 剖検

解剖時に観察された剖検所見をAPPENI)ⅠⅩH1,2(全動物)とAPPENDIXH3,4(死亡 ･

瀕死動物)に示した｡

<投与期間中死亡例>

雌雄とも30000ppm群の死亡例の全例に胸腺の萎縮が観察された｡

<定期解剖例>

雌雄とも対照群と投与群の全例に著変を認めなかった｡
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ⅠⅠⅠ-9-2 臓器重量

定期解剖時に測定した臓器の実重量を APPEND ⅠⅩI1,2､体重比をAPPENND ⅠⅩa1,2

に示し､統計学的に差を認めた所見について表3に抜粋した｡

表3臓器重量

群(ppm) 対照群 2500 5000

動物数 10 10 10

10000

10

27.6±1.8*

0.210±0.045
0.151±0.013

0.159±0.012

0.410±0.027

0.051±0.004●

1.318± 0.100林
0.453±0.016

0.758:±0.146
0.549±0.041

0.577±0.032*
1.488士0.096

0.183±0.015*

4.792±0.431*

1.646±0.089抽

20000

10

26.0± 1.2坤

0.218士0.025

0.139±0.013*

0.155±0.005

0.385±0.017

0.092±0.018*

1.925±0.214*
0.435=ヒ0.012

0.839±0.094●●
0.535±0.055

0.597±0.033*
1.482士0.076

0.352±0.061*

7.385±0.631*書

1.673±0.065群

30000

5

23.2土 1.8●●

0.207±0.023

0.119±0.009暮'

0.140±0.007●一

0.329±0.021…

0.057±0.011*

2.508±0.287*書
0.424土 0.014

0.895±0.130**
0.514土 0.031

0.603士0.046**
I.419±0.096

0.245±0.038叫

10.776±0.670-

1.830±0.118●●

芦別臼体重tg) 30.0±1.9
実重量(g)
精巣 0.195±0.018
心臓 0.159±0.018
肺 0.159±0.009
腎臓 0.412±0.032
肺臓 0.043土 0.005
肝臓 1.078±0.073
脳 0.441±0.019

体重比(A)
精巣 0.652土 0.070
心臓 0.530±0.046
肺 0.531±0.031
腎臓 1.375士0.109
牌臓 0.142±0.013
肝臓 3,590±0.118
脳 1.473±0.092

29.2±2.6 29.0±2.5

0.222:と0.015 0.226±=0.032

0.149ゴ=0.011 0.153土 0.012

0.157=ヒ0.009 0.159±0.014

0.406ゴ=0.030 0.420土 0.035

0.045±0.004 0.047:と0.003

1.132±0.076 1.178±0.080
0.441±0.015 0.447±0.022

0.765±0.064 0.783土 0.132*

0.5,12±0.027 0.529±0.026
0.541±0.039 0.550土 0.034
1.396± 0.094 1.454±0.119

0.154土:0.013 0,164±0.012

3.889ゴ=0.227 4,067土 0.177

1.517士0.112 1.548土 0.131

】雄 動物数 10

銅 闇 重て-gT--2-6:5-首.-.T---一一一一一で毒:6一意 6:,I----1--ToT謹-oI8-------2-.-r2一望tT5-------2-.-.-5Ji0--.-.-9---------2-6読 -6:9-----
実重量(ど)
脾臓 0.050±0.006
肝臓 0.等78±0.061

体重仕(%)
肺臓 0.245±0.023
肝臓 4.280±0.153

0.046:±0.006 0.051±0.005

0.823土 0.050 0.895:ヒ0.048

0.234±0.030 0.251±0.020

4.198:ヒ0.149 4.428±0.224

0.055±0.006 0.083±0.011頼 0.080±0.008紳
0.980±0.059 1.489±0.127●● 2.116±0.121●●

0.271±0.026 0.403±0.044●● 0.383±0.026●●

4.841±0.240●' 7.265±0.367～ 10.136±0.160●●

雄では肝臓と牌腰の実重量及び体重比の高値が10000ppm以上の群で認められた｡その他､

解剖時体重の低値に伴ったと思われる実重量の低値や体重比の高値が5000ppm以上の群で認

められた｡

雌では牌臓の実重量と体重比の高値が20000ppm以上の群で認められた｡また､肝臓に実重

量の高値が20000ppm以上の群､体重比の高値が10000ppm以上の群で認められた｡

ⅠⅠⅠ-9-3 病理組織学的検査

病理組織学的検査の結果をAPPENDIXK1,2(全動物)､APPENDIXX3,4(死亡･瀕死

例)及びAPPENDIXK5,6(定期解剖例)に示した.また､肺臓､肝臓及び腎臓については

定期解剖例の所見を表4に抜粋して示した｡
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表4病理組織学的検査(定期解剖例)
群(PPD) 対照群 2508 5080 1-0000 20000 30000
動物数 10 10 10 10 10 5

グレード <1>くわQ〉く4〉 く1>く2)くわく4> (1>くわ<3〉く4> く1>くわくわく4〉 <i〉くわくわく4> く1>(2)く3>く4>
雄

髄外造血 000 0 00 0 0 000000006000*30 00暮
[肝臓】

肝細胞の肥大 :申心性 000 0 00000000
[腎臓]
空胞変性:近位尿細管 7000 5000 5000

5000書2 800暮暮0 500書辛
1rlr＼Jlt n rtrl′l暮●∩ √ln∩暮一

雌
動物数 10 10 10 10 10 3

【肺臓〕
,･ 髄外造血 00 0 0 00001 000000 0 6000I3 0 00''
[肝臓〕
肝細胞の肥大 :中心性 0 0 0 0 000 0 000 0 00 0 0 9000●暮0 3001■
両染性小増殖巣 0 0 0 0 0 0 0 0 000 0 000 0 3000 1 000

有意差 *;p≦e.05 **;p≦0.01xニ乗検定

<死亡例 ･瀕死例>

雄では30000ppm群の死亡例 (5例)に､胸腺と肺臓の萎縮(5例)､骨髄の欝血(4例)及び精

巣上体の精上皮系細胞の残屑(1例)が観察された｡

雌では30000ppm群の死亡例 (7例)に胸腺と牌臓の萎縮(7例)及び骨髄の密血(6例)が観察

された｡

<定期解剖例>

雄では解職の髄外造血の発生が20000ppm以上の群で認められたoまた､肝臓には肝細胞の

申心性肥大が10000ppm以上の群でみられ､その程度は授与濃度が高い群ほど強かった｡腎臓

の近位尿細管の空胞変性は 10000ppm以上の群で減少した｡

雌では牌臓の髄外造血の発生が20000ppm以上の群で認められた｡また､肝臓には肝細胞の

中心性肥大が 20000ppm 以上の群でみられ､両染性の小増殖巣が 20000ppm 群の 3例と

30000ppm群の1例に観察された｡
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Ⅳ 考察及びまとめ

<雄>

30000ppm 群では一般状態の観察で pニ トロアニソールの代謝物に起因すると思われる黄

色尿が投与開始後 1週目 (群構成後2週目)より認められた｡体重は､投与初期においては低

下し､その後は増加の抑制が認められ､投与期間を通して対照群の 67-81%であった｡摂餌

量も投与期間前半に対照群と比較して低値を示した｡特に､投与開始後 1週日 (群構成後2週

冒)は対照群の53%であり､投与期間前半の飼料摂取不足が体重増加の抑制に大きく影響した

と考えられた｡血液学的検査において貧血が認められたが､病理組織学的検査でそれを補う髄

外造血が牌臓で認められた｡また､腎障害を示唆する所見として､尿検査でpHの低下､血液

生化学的検査で尿素窒素の増加､ならびにナトリウム､クロール､カルシウム等の電解質に変

化が認められた｡肝臓の病理組織学的所見として肝細胞の申 心性肥大が認められており､この

変化は､pニ トロアニソールの投与により､肝臓での薬物代謝機能が克進したことに伴う変化

と思われ､肝重量の増加､総蛋白及びアルブミンの増加､GOT､GPT､LDH､ALP及びγ-

GTP等の酵素活性の上昇傾向､総コレステロール及びリン脂質等の脂質の増加等､グルコース

ならびに総蛋白の増加が認められた｡また､死亡動物については､すべてが投与開始から4週

冒 (群構成後 5週目)までに急激な体重の低下を伴って死亡した｡一方､定期解剖まで生存し

た5匹も一度は死亡した動物と同様に投与開始後体重が低下したが､その後摂餌量が増加し､

それに伴って体重も増加した.このことは､肝臓におけるpニ トロアニソールまたはその代謝

物の代謝酵素誘導との関連が示唆された｡すなわち､肝臓においてp･=トロアニソールまたは

その代謝物を無毒化して排推するための代謝酵素を十分に誘導できた個体は急速に回復し､そ

うでなかった個体は衰弱し､死に至ったと考えられた｡なお､死亡した動物の剖検及び病理組

織学的所見はいずれも動物の消耗を示す所見であった｡

20000ppm群では一般状態の観察で黄色尿が投与開始後 1週冒(群構成後2週目)より認め

られた｡体重は､投与開始 1週目 (群構成後2週目)に低下し､その後は増加の抑制が認めら

れ､投与期間を通して対照群の90%前後であったO血液学的検査において貧血が認められ､病

理組織学的検査で髄外造血が牌臓で認められた｡また､尿検査でpHの低下､血液生化学的検

査で尿素窒素の増加､クロール､カルシウム等の電解質に変化が認められた｡肝臓の病理組織

学的所見として肝細胞の申心性肥大が認められ､血液生化学的検査でも30000ppmと同様の傾

向を示した｡

10000ppm群では一般状態の観察で黄色尿が投与開始後7週目(群構成後8週目)より認め

られた｡体重は増加の抑制が認められ､投与期間を通して対照群の約90%であった｡血液学的

検査において20000ppm群までみとめられた貧血は認められず､病理組織学的検査においても

牌臓の髄外造血は認められなかった｡血液生化学的検査で尿素窒素及び総蛋白の増加､病理組
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織学的で肝細胞の申心性肥大が認められた｡

5000及び2500ppm群では一般状態の観察でpニ トロアニソールの代謝物に起因すると思

われる黄色尿が投与開始後7週目(群構成後8週目)より認められた｡10000ppm群以上で認

められた体重増加の抑制は認められなかった｡その他の検査では対照群と比較して大きな差は

認められなかった｡

<雌>

30000ppm 群では一般状態の観察で pニ トロアニソールの代謝物に起因すると思われる黄

色尿が投与開始後 1週目 (群構成後2週目)より認められた｡体重は､投与初期に低下し､そ

の後投与開始から4-5週 (群構成後5-6週)にかけて急激に増加したが､対照群と比較する

と低い債を示した｡投与後6週 (群構成後7週)以降は対照群と比較して差は認められなかっ

た｡摂餌量は対照群と比較して投与期間を通して大きな差はなかった｡血液学的検査において

貧血が認められ､病理組織学的検査でそれを補うものと思われる髄外造血が牌腰で認められた｡

また､腎への影響を示す所見として､尿検査でpHの低下､血液生化学的検査で尿素窒素の増

加､ならびにクロール､カルシウム等の電解質に変化が認められたO肝臓の病理組織学的所見

として肝細胞の中心性肥大が認められており､この変化は､pこ トロアニソールの投与により､

肝臓での薬物代謝機能が克進したことに伴う変化と思われ､肝重量の増加､総蛋白の増加､GOT､

GPT､γ-GTP及びLI)H等の酵素活性の上昇傾向､総コレステロール及びリン脂質等の脂質

の増加等､グルコースならびに総蛋白の増加等が認められたOまた､死亡動物については､す

べてが投与開始から3週目 (群構成後5週目)までに急激な体重の低下を伴って死亡した｡一

方､定期解剖まで生存した3匹も一度は死亡した動物と同様に投与頗始後体重が低下したが､

その後摂餌量が増加し､それに伴って体重も増加した｡この･ことは､肝臓におけるpニ トロア

ニソールまたはその代謝物の代謝酵素誘導との関連が示唆された.すなわち､肝臓においてp-

ニ トロアニソールまたはその代謝物を無毒化して排浬するための代謝酵素を十分に誘導でき

た個体は急速に回復し､そうでなかった個体は衰弱し､死に至ったと考えられた｡なお､死亡

した動物の剖検及び病理組織学的所見はいずれも､動物の消耗を示す所見であった｡

20000ppm群では一般状態の観察で黄色尿が投与開始後1週冒(群構成後2週目)より認め

られた｡体重は､投与開始 1週目 (投与開始後2週目)に低下したが､投与後2週 (群構成後

3週)以降は対照群と比較して差は認められなかった｡摂餌量は対照群と比較して投与期間を

通して大きな差はなかった｡血液学的検査において貧血が認められ､病理組織学的検査で髄外

造血が牌臓で認められた｡また､腎臓への影響を示す所見として､尿検査でpHの低下､血液

生化学的検査で尿素窒素の増加､ならびにカルシウムに変化が認められた｡肝臓の病理組織学

的所見として肝細胞の申心性肥大が認められ､臓器重量で肝重量の増加､血液生化学的検査で

総蛋白の増加､GOT､GPT及びLI)H等の酵素活性の上昇傾向､総コレステロール及びリン脂
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質等の脂質の増加等､グルコースならびに総蛋白の増加等が認められた｡また､この群でのみ

認められた肝臓の両染性小増殖巣は､前癌病変の 1つと考えられている(文献6)0

10000ppm群では一般状態の観察で黄色尿が投与開始後7週目(群構成後8週目)より認め

られた｡体重及び摂餌量は対照群と比較して差は認められなかった｡血液学的検査において貧

血が認められたが､病理組織学的検査でそれを補う牌臓での髄外造血は認められなかった｡ま

た､腎臓への影響を示す所見としては血液生化学的検査で尿素窒素の増加が認められたのみで

あった020000ppm群まで認められた肝細胞の中心性肥大は認められなかったが､肝重量の増

加､総コレステロールの高値は認められた0

5000及び2500ppm群では一般状態の観察で黄色尿が投与開始後7週目 (群構成後8週目)

より認められた｡その他の検査では対照群と比較して大きな差は認められなかった｡

13週間試験の結果､雌雄共に体重の低下または増加の抑制､血液学的検査結果として貧血､

標的臓器として腎臓及び肝臓が考えられ､これらを考慮してがん原性試験の投与濃度を決定し

た｡

雌雄の30000ppm群では､死亡が認められ､がん原性試験の長期間の投与には､不適当と考

えられた｡その下の20000ppm群においては雌では投与終了時における体重増加の抑制は認め

られず､雄では投与終了時における体重増加の抑制が認められたものの対照群の約90%であり､∫

体重を指標としてがん原性試験の最高投与濃度を決定すると雌雄ともに 20000ppm が適当と

思われたoまた､2000Oppm群で認められた各種検査結果は､pニ トロアニソールの投与に伴

う適応的変化の範囲内と考えられ､毒性により動物の寿命を短くするとは考えられなかった｡

以上より､雌雄のがん原性試験の投与濃度は最高授与濃度を 20000ppm とし､以下

10000ppm､5000ppmの3段階 (公比 :2.0)を設定した｡
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Ⅴ 試験の信頼性に影響を及ぼしたと考えられる要素

試験計画書では､1998年 11月6日より被験物質混合飼料による投与開始となる予定であっ

た｡しかし､前日の被験物質浪合飼料の餌箱への充填作業者が誤って被験物質の混合されてい

ない飼料を充填した｡投与開始時の作業者は被験物質混合飼料と思いそのまま授与した｡また､

この事実は1998年 11月12日に翌日からの飼料を餌箱に充填する作業者が､飼料冷蔵庫より

調製済みの被験物質混合飼料を持ち出す際､残量が合わないことに気がついたことにより発覚

した｡この結果､被験物質の投与開始は1998年 11月13日からとなり､被験物質投与開始予

定日及び動物の投与開始週令が試験計画書から逸脱した｡

そこで､当初の投与期間である 13週間を確保するために､試験計画書を変更し､被験物質

投与終了予定日及び病理解剖(定期)予定日をそれぞれ､1999年2月14日及び1999年2月15

日とした｡

以上のような試験計画書からの逸脱があったが､13週間の投与期間を確保することにより､

本試験の主な目的であるがん原性試験の投与濃度決定のための十分なデータが得られると判

断した｡
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