




STUDY No. 0095.0096 

目次

要旨 l 

CDNBについて 2 

試験材料

1 - 1 被験物質の使用ロット等

1 - 2 被験物質の詞一性・安定性

1 - 2 - 1 同一性

I… 2 - 2 安定性

l… 3 試験動物

R
U
m
h
d

民
U

F

b

円。

E 試験方法

II - 1 投与

II - 1 - 1 

II - 1 - 2 

II - 1 - 3 

日-1 - 4 

立-1 - 5 

II - 1 - 6 

投与経路、投与方法及び投与期間.. . . . . . . . . . . . . 7 

投与量または投与諜度及びその設定の理由.. . . . . 7 

被験物質の濃度額整 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 

調製時における濃度測定 9 

投与条件下における被験物質の安定住 . . . . . . . . . 9 

被験物質の摂取議 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 

II - 2 動物管理

II - 2 - 1 群分け及び調体識別方法.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 

立-2 - 2 鯨背条件 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 

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.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11 

II-3-2 体重測定 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11 

II - 3 - 3 接餌蓑測定 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11 

II-3-4 血液学的検査

II-3-5 血液生化学的検査

II - 3 - 6 尿検査

II - 3 - 7 病理学的検査

ー
i

t

i

n

L

n

L

τ
2ム
句

S
ム

噌

2
ム

唱

g
A

II - 4 数値処理と統計学的方法 12 

日-5 試資料の保管 14 



STUDY No. 0095.0096 

盟 試験成績

m -1 ラットを用いた試験

恵一 1- 1 2退問試験

( 1 )動物の状態観察 15 

( 2 )血液学的検査・血液生化学的検査.. . . . . . . . . . . . . . . . . 16 

( 3 )病理学的検査 16 

m -1… 2 1 3週開試験
( 1 )動物の状態観察

( 2 )車液学的検査・血液生化学的検査・尿検査

7

8

9

 

τ
i《
噌

1
よ

噌

za( 3 )病理学的検査

頂-1 - 3 がん原性試験

( 1 )動物の状態観察

( 2 )忠被学的検査・血液生化学的検査・尿検査

1
i
n
L
n
L
 

q

h

9
臼

n，h( 3 )病理学的検査

盟-2 マウスを用いた試験

随一 2- 1 2週間試験

( 1 )動物の状態観察 25 

( 2 )血液学的検査・血液生化学的検査 . . . . . . . . . . . . . .. . . 26 

( 3 )病理学的検査 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26 

盟-2 - 2 1 3趨賠試験

( 1 )動物の状態観察 . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27 

( 2 )血液学的検査・鹿液生化学的検査・尿検査.. . . . . .. . . 28 

( 3 )病理学的検査 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29 

m -2 - 3 がん原性試今験
( 1 )動物の状態観察 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31 

( 2 )血液学的検査・血液生化学的検査・尿検査.. . . . . . . . . 32 

( 3 )病理学的検査 32 

W 考察 35 

V 結論 39 

羽文献 40 



STUDY No. 0095，0096 

TABLES 

TABLE 1 EXPERIMENTAL DESIGN AND MATERIALS AND METHODS 

IN THE FEED (OR GAVAGE) STUDIES OF l-CHLORO-2，4-DINITROBENZENE 

TABLE 2 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN MALE RAT 

(TWO-WEEK STUDIES) 

TABLE 3 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN FEMALE RAT 

(TWO-WEEK STUDIES) 

TABLE 4 FOOD CONSUMPTION IN MALE RAT(TWO-WEEK STUDIES) 

TABLE 5 FOOD CONSUMPTION IN FEMALE RAT(TWO-WEEK STUDIES) 

TABLE 6 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN MALE RAT 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES) 

TABLE 7 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN FEMALE RAT 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES) 

TABLE 8 FOOD CONSUMPTION IN MALE RAT(THIRTEEN-WEEK STUDIES) 

TABLE 9 FOOD CONSUMPTION IN FEMALE RAT(THIRTEEN-WEEK STUDIES) 



STUDY No. 0095，0096 

T A B L E S (CONT1NUED) 

TABLE 10 SURV1VAL AN1MAL NUMBERS AND BODY WE1GHT CHANGES 1N MALE RAT 

(TWO-YEAR STUD1ES) 

TABLE 11 SURV1VAL AN1MAL NUMBERS AND BODY WE1GHT CHANGES 1N FEMALE RAT 

(TWO-YEAR STUD1ES) 

TABLE 12 FOOD CONSUMPT10N 1N MALE RAT(TWO-YEAR STUD1ES) 

TABLE 13 FOOD CONSUMPT10N 1N FEMALE RAT(TWO-YEAR STUD1ES) 

TABLE 14 CLIN1CAL OBSERVATION (104W-SUMARY) - RAT:TWO-YEAR STUDIES -

TABLE 15 NEOPLASTIC LESIONS (K1DNEY) 

INCIDENCE AND STATIST1CAL ANALYSIS :RAT :MALE 

TABLE 16 NEOPLASTIC LESIONS (PREP1TUAL GLAND) 

1NCIDENCE AND STAT1ST1CAL ANALYSIS :RAT :MALE 

TABLE 17 NEOPLASTIC LESIONS (MAMMARY GRAND) 

INCIDENCE AND STATISTICAL ANALYS1S :RAT :FEMALE 

TABLE 18 CAUSE OF DEATH RAT 



STUDY No. 0095，0096 

T A B L E S (CONTINUED) 

TABLE 19 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN MALE MOUSE 

(TWO-WEEK STUDIES) 

TABLE 20 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN FEMALE MOUSE 

(TWO-WEEK STUDIES) 

TABLE 21 FOOD CONSUMPTION IN MALE MOUSE(TWO-WEEK STUDIES) 

TABLE 22 FOOD CONSUMPTION IN FEMALE MOUSE(TWO-WEEK STUDIES) 

TABLE 23 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN MALE MOUSE 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES) 

TABLE 24 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN FEMALE MOUSE 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES) 

TABLE 25 FOOD CONSUMPTION IN MALE MOUSE(THIRTEEN-WEE五 STUDIES)

TABLE 26 FOOD CONSUMPTION IN FEMALE MOUSE(THIRTEEN-WEE互STUDIES)

TABLE 27 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN MALE MOUSE 

(TWO-YEAR STUDIES) 

τABLE 28 SURVIVAL ANIMAL NUMBERS AND BODY WEIGHT CHANGES IN FEMALE MOUSE 

(TWO-YEAR STUDIES) 

TABLE 29 FOOD CONSUMPTION IN MALE MOUSE(TWO-YEAR STUDIES) 

TABLE 30 FOOD CONSUMPTION IN FEMALE MOUSE(TWO-YEAR STUDIES) 

TABLE 31 CLINICAL OBSERVATION (104W-SUMMARY) -MOUSE:TWO-YEAR STUDIES-

TABLE 32 CAUSE OF DEATH MOUSE 



STUDY No. 0095，0096 

FIGURES 

FIGURE 1 METABOLIC PATHWAY OF 1-CHLORO-2，4-DINITROBENZENE 

FIGURE 2 SURVIVAL ANIMAL RATE RAT:MALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 3 S百まVIVALANIMAL RATE RAT:FEMALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 4 BODY WEIGHT CHANGES RAT:MALE(TWO-YEAま STUDIES)

FIGURE 5 BODY WEIGHT CHANGES RAT:FEMALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 6 FOOD CONSUMPTION RAT:MALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 7 FOOD CONSUMPTION RAT:FEMALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 8 SURVIVAL ANIMAL RATE MOUSE:MALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 9 SURVIVAL ANIMAL RATE MOUSE:FEMALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 10 BODY WEIGHT CHANGES MOUSE:MALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 11 BODY WEIGHT CHANGES MOUSE:FEMALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 12 FOOD CONSUMPTI ON MOUSE:MALE(TWO-YEAR STUDIES) 

FIGURE 13 FOOD CONSUMPTI ON MOUSE:FEMALE(TWO-YEAR STUDIES) 



STUDY No. 0095，0096 

PHOTOGRAPHS 

PHOTOGRAPH 1 MAMMARY GLAND， ADENOCARCINOMA 

104-WEEK STUDY， RAT， FEMALE， 2000ppm， ANIMAL No.0095-2350 

(H. E.， X60) 

PHOTOGRAPH 2 KIDNEY， RENAL CELL ADENOMA:A 

104-WEEK STUDY， RAT， MALE， 2000ppm， ANIMAL NO.0095-1315 

(H. E.， X150) 

PHOTOGRAPH 3 KIDNEY， EOSINOPHILIC DROPLET;PROXMAL TUBULE:A 

104-WEEK STUDY， RAT， MALE， 2000ppm， ANIMAL No.0095-1331 

(孔 E.，X300) 

PHむTOGRAPH 4 SPLEEN， EXTRAMEDULLARY HEMATOPOIESIS:A 

DEPOSIT OF HEMOSIDERIN(MODERATE):B 

104-WEEK STUDY， RAT， MALE， 800ppm， ANIMAL NO.0095-1242 

(H. E.， X150) WHITE PULP:C 

PHOTOGRAPH 5 STOMACH， HYPERPLASIA;FORESTOMACH:A 

104-WEEK STUDY， RAT， MALE， 2000ppm， ANIMAL No.0095-1309 

(孔 E.，X60) 

PHOTOGRAPH 6 THYROID， DEPOSIT OF PIGMENNT:A 

104-WEEK STUDY， MOUSE， MALE， 2000ppm， ANIMAL No.0096-1304 

(H. E.， X150) 

PHOTOGRAPH 7 STOMACH， HYPERPLASIA;FORESTOMACH:A 

104-WEEK STUDY， MOUSE， MALE， 2000ppm， ANIMAL No.0096-1316 

(H. E.， X60) 



STUDY No. 0095，0096 

APPENDIXES 

APPENDIX A 1-1 CLINICAL OBSERVATION (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE 

APPENDIX A 1-2 CLINICAL OBSERVATION (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE 

APPENDIX A 1-3 CLINICAL OBSERVATION (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE 

APPENDIX A 1-4 CLINICAL OBSERVATION (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE 

APPENDIX A 2-1 BODY WEIGHT CHANGES (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE 

APPENDIX A 2-2 BODY WEIGHT CHANGES (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE 

APPENDIX A 2-3 BODY WEIGHT CHANGES (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE 

APPENDIX A 2-4 BODY WEIGHT CHANGES (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE 

APPENDIX A 3-1 FOOD CONSUMPTION CHANGES (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE 

APPENDIX A 3-2 FOOD CONSUMPTION CHANGES (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE 

APPENDIX A 3-3 FOOD CONSUMPTION CHANGES (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE 

APPENDIX A 3-4 FOOD CONSUMPTION CHANGES (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE 

APPENDIX A 4-1 CHEMICAL INTAKE CHANGES (TWO-WEEK STUDY:SUMMARY) 
RAT:MALE 

APPENDIX A 4-2 CHEMICAL INTAKE CHANGES (TWO-WEEK STUDY:SUMMARY) 
RAT:FEMALE 

APPENDIX A 4-3 CHEMICAL INTAKE CHANGES (TWO-WEEK STUDY:SUMMARY) 
MOUSE:MALE 

APPENDIX A 4-4 CHEMICAL INTAKE CHANGES (TWO-WEEK STUDY:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE 



A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX A 5-1 HEMATOLOGY (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX A 5-2 HEMATOLOGY (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX A 5-3 HEMATOLOGY (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX A 5-4 HEMATOLOGY (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX A 6-1 BIOCHEMISTRY (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX A 6-2 BIOCHEMISTRY (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX A 6-3 BIOCHEMISTRY (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX A 6-4 BIOCHEMISTRY (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX A 7-1 GROSS FINDINGS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX A 7-2 GROSS FINDINGS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX A 7-3 GROSS FINDINGS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:斑ALE:SACRIFICEDANIMALS 

APPENDIX A 7-4 GROSS FINDINGS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX A 7-5 GROSS FINDINGS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX A 7-6 GROSS FINDINGS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX A 7-7 GROSS FINDINGS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX A 7-8 GROSS FINDINGS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

STUDY No. 0095，0096 



STUDY No. 0095，0096 

A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX A 8-1 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX A 8-2 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX A 8-3 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX A 8-4 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX A 8-5 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX A 8-6 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE:DEAD AND MRIBUND ANIMALS 

APPENDIX A 8-7 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX A 8-8 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-WEEK STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX A 9-1 IDENTITY AND PURITY OF CDNB 
PERFORMED AT THE JAPAN BIOASSAY LABORATORY 
(TWO-WEEK STUDIES) 

APPENDIX A 9-2 STABILITY OF CDNB 
AT THE JAPAN BIOASSAY LABORATORY 
(TWO-WEEK STUDIES) 

APPENDIX A 9-3 RESULTS OF ANALYSIS AND STABILITY OF FORMULATED FIETS 
IN THE TWO-WEEK STUDIES OF CDNB 



STUDY 百O. 0095，0096 

A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX B 1-1 CLINICAL OBSERVATION (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX B 1-2 CLINICAL OBSERVATION (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 1-3 CLINICAL OBSERVATION (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 1-:-4 CLINICAL OBSERVATION (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SむMMARY)

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX B 2-1 BODY WEIGHT CHANGES (τHIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX B 2-2 BODY WEIGHT CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 2-3 BODY WEIGHT CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 2-4 BODY WEIGHT CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX B 3日 l FOOD CONSUMPTION CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX B 3-2 FOOD CONSUMPTION CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 3-3 FOOD CONSUMPTION CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDIES:S百MMARY)

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 3-4 FOOD CONSUMPTION CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX B 4-1 CHEMICAL INTAKE CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX B 4-2 CHEMICAL INTAKE CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 4-3 CHEMICAL INTAKE CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 4-4 CHEMICAL INTAKE CHANGES (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 



A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX B 5-1 HEMATOLOGY (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX B 5-2 HEMATOLOGY (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 5-3 HEMATOLOGY (THI主TEEN-WEEKSTUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 5-4 HEMATOLOGY (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

STUDY No. 0095，0096 

APPENDIX B 6-1 BIOCHEMISTRY (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

まAT:MALE

APPENDIX B 6-2 BIOCHEMISTRY (THIRτEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 6-3 BIOCHEMISTRY (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 6-4 BIOCHEMISTRY (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX B 7-1 URINALYSIS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX B 7-2 URINALYSIS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 7-3 UまINALYSIS(THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 7-4 URINALYSIS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 



STUDY No. 0095，0096 

A P P E N D I X E S (CONTINUED) 

APPENDIX B 8-1 GROSS FINDINGS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

まAT:MALE:SACRIFICEDANIMALS 

APPENDIX B 8-2 GROSS FINDINGS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 8-3 GROSS FINDINGS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX B 8-4 GROSS FINDINGS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX B 8-5 GROSS FINDINGS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 8-6 GROSS FINDINGS (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMA豆Y)

MOUSE:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 9-1 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY)，ABSOLUTE 
RAT:MALE 

APPENDIX B 9-2 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY)，ABSOLUTE 
RAT:FEMALE 

APPENDIX B 9-3 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY)，ABSOLUTE 
MOUSE:MALE 

APPENDIX B 9-4 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY)，ABSOLUTE 
MOUSE:FEMALE 

APPENDIX B 10-1 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY)，RELATIVE 
RAT:MALE 

APPENDIX B 10-2 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY)，RELATIVE 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 10-3 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY)，RELATIVE 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 10-4 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY)，RELATIVE 
MOUSE:FEMALE 



STUDY No. 0095，0096 

A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX B 11-1 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) RAT:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 11-2 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) RAT:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 11-3 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) MOUSE:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX B 11-4 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) MOUSE:FEMALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX B 11-5 丘ISTOLOGICALFINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES:SUMMARY) MOUSE:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 11-6 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES:S百MMARY)MOUSE:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 12-1 IDENTITY AND PURITY OF CDNB 

PERFORMED AT THE JAPAN BIOASSAY LABORATORY 
(THIRTEEN-WEEK STUDIES) 

APPENDIX B 12-2 STABILITY OF CDNB 

AT THE JAPAN BIOASSAY LABORATORY 

(THIRTEEN-WEEK STUDIES) 

APPENDIX B 12-3 RESULTS OF ANALYSIS AND STABILITY OF FORMULATED DIETS 

IN THE THIRTEEN-WEEK SτUDIES OF CDNB 



STUDY No. 0095，0096 

A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX C 1 CLINICAL OBSERVATION (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX C 2 CLINICAL OBSERVATION (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX C 3 CLINICAL OBSERVATION (TWO-YEAR STUDIES:S百MMAまY)

MOUSE:MALE 

APPENDIX C 4 CLINICAL OBSERVATION (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX D 1 BODY WEIGHT CHANGES (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX D 2 BODY WEIGHT CHANGES (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FE挺ALE

APPENDIX D 3 BODY WEIGHT CHANGES (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX D 4 BODY WEIGHT CHANGES (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX E 1 FOOD CONSUMPTION CHANGES (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX E 2 FOOD CONSUMPTION CHANGES (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX E 3 FOOD CONSUMPTION CHANGES (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX E 4 FOOD CONSUMPTION CHANGES (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX F 1 CHEMICAL INTAKE CHANGES (TWO-YEAR STUDY:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX F 2 C百EMICALINTAKE CHANGES (TWO-YEAR STUDY:SUMMARY) 

RAT:FE誕ALE

APPENDIX F 3 CHEMICAL INTAKE CHANGES (TWO-YEAR STUDY:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX F 4 CHEMICAL INTAKE CHANGES (TWO-YEAR STUDY:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 



STUDY No. 0095.0096 

A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX G 1 HEMATOLOGY (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE 

APPENDIX G 2 HEMATOLOGY (TWO-YEAまSTUDIES:SUMMARY)
RAT:FEMALE 

APPENDIX G 3 HEMATOLOGY (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE 

APPENDIX G 4 HEMATOLOGY (TWO-YEAR STUDIES:S百MMARY)
MOUSE:FEMALE 

APPENDIX H 1 BIOCHEMISTRY (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE 

APPENDIX H 2 BIOCHEMISTRY (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE 

APPENDIX H 3 BIOCHEMISTRY (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE 

APPENDIX H 4 BIOCHEMISTRY (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE 

APPENDIX 1 1 URINALYSIS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE 

APPENDIX 1 2 URINALYSIS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE 

APPENDIX 1 3 URINALYSIS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE 

APPENDIX 1 4 URINALYSIS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE 



A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX J 1 GROSS FINDINGS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX J 2 GROSS FINDINGS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE:DEAD AND MOまIBUNDANIMALS 

APPENDIX J 3 GROSS FINDINGS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX J 4 GROSS FINDINGS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

RAT:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX J 5 GROSS FINDINGS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX J 6 GROSS FINDINGS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX J 7 GROSS FINDINGS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 

MOUSE:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX J 8 GROSS FINDINGS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

STUDY No. 0095，0096 

APPENDIX K 1 ORGAN WEIGHT (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY)，ABSOLUTE 

RAT:MALE 

APPENDIX K 2 ORGAN WEIGHT (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY)，ABSOLUTE 

RAT:FEMALE 

APPENDIX K 3 ORGAN WEIGHT (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY)，ABSOLUTE 

MOUSE:MALE 

APPENDIX K 4 ORGAN WEIGHT (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY)，ABSOLUTE 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX L 1 ORGAN WEIGHT (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY)，RELATIVE 
RAT:MALE 

APPENDIX L 2 ORGAN WEIGHT (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY)，RELATIVE 
RAT:FEMALE 

APPENDIX L 3 ORGAN WEIGHT (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY)，RELATIVE 
MOUSE:MALE 

APPENDIX L 4 ORGAN WEIGHT (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY)，RELATIVE 

MOUSE:FEMALE 



STUDY No. 0095.0096 

A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPENDIX M 1 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX M 2 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX M 3 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX M 4 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
RAT:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX M 5 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPENDIX M 6 HISTOLOGICAL FINDINGS :NO耳-NEOPLASTICLESIONS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE:DEAD AND MRIBUND ANIMALS 

APPENDIX M 7 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX M 8 HISTOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS (TWO-YEAR STUDIES:SUMMARY) 
MOUSE:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX N 1 NUMBER OF ANIMALS WITH TUMORS AND NUMBER OF TUMORS-TIME RELATED 
RAT:MALE 

APPENDIX N 2 NUMBER OF ANIMALS WITH TUMORS. AND NUMBER OF TUMORS-TIME RELATED 
RAT:FEMALE 

APPENDIX N 3 NUMBER OF ANIMALS WITH TUMORS AND NUMBER OF TUMORS-TIME RELATED 
MOUSE:MALE 

APPENDIX N 4 NUMBER OF ANIMALS WIT百TUMORSAND NUMBER OF TUMORS-TIME RELATED 
MOUSE:FEMALE 

APPENDIX 0 1 NEOPLASTIC LESIONS -INCIDENCE AND TIME OF TUMOR OCCURRENCE 
RAT:MALE 

APPENDIX 0 2 NEOPLASTIC LESIONS -INCIDENCE AND TIME OF TUMOR OCCURRENCE 
RAT:FEMALE 

APPENDIX 0 3 NEOPLASTIC LESIONS -INCIDENCE AND TIME OF TUMOR OCCURRENCE 
MOUSE:MALE 

APPENDIX 0 4 NEOPLASTIC LESIONS -INCIDENCE AND TIME OF TUMOR OCCURRENCE 
MOUSE:FEMALE 



STUDY No. 0095，0096 

A P P E N D 1 X E S (CONTINUED) 

APPEND1X P 1 NEOPLASTIC LES10NS -1NCIDENCE AND STATIST1CAL ANALYS1S 

RAT:MALE 

APPENDIX P 2 NEOPLAST1C LES10NS -1NCIDENCE AND STAT1STICAL ANALYSIS 

RAT:FEMALE 

APPENDIX P 3 NEOPLASTIC LES10NS -1NCIDENCE AND STAT1ST1CAL ANALYSIS 

MOSE:MALE 

APPEND1X P 4 NEOPLAST1C LESIONS -1NC1DENCE AND STAT1ST1CAL ANALYSIS 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX Q 1 IDENTITY AND PURITY OFCDNB 

PERFORMED AT THE JAPAN BIOASSAY LABORATORY 

(TWO-YEAR STUDIES) 

APPENDIX Q 2 STAB1LITY OF CDNB AT THE JAPAN BIOASSAY LABORATORY 

(TWO-YEAR STUDIES) 

APPENDIX Q 3 RESULTS OF ANALYS1S AND STABILITY OF FORMULATED D1ETS 

1N THE TWO-YEAR STUDIES OF CDNB 

APPEND1X R 1 NUTRIENTS 1N RAT AND MOUSE FEED 

APPENDIX R 2 CONTAMINANTS 1N RAT AND MOUSE FEED 

APPENDIX S 1 METHODS FOR HEMATOLOGY，BIOCHEM1STRY AND URINALYSIS 

APPENDIX S 2 UN1TS AND DECIMAL PLACE FOR HEMATOLOGY AND BIOCHEM1STRY 



STUDY No. 0095，0096 

要旨

1 -クロロー 2，4-ジニトロベンゼン (CDNB)の投与によるがん原性を

検索する目的で、ラットとマウスを用いて経口投与による 2年間(104週間)

の試験を実施した。試験に使用した動物はF344/DuCrj(Fischer)ラットと

Crj :BDFlマウスで雌雄各群とも 50肢とし、被験物質投与群を 3群、対顕群

l群の計 4群の構成で行った。投与濃度は雌雄のラット及びマウスとも

2000ppm、 800ppm、 320ppmとし CDNBを混合した粉末飼料の自由摂取で、

104週間投与した。観察、検査項目は一般状態の観察、体重及び接餌輩の調j

定、血液学的検査、出液生化学的検査、尿検査、剖検、臓器重量測定及び

病理組織学的検査を行った e

生苑状祝については雌雄のラット及びマウスとも生春率は投与群と対照

群との関に差がみられず、 CDNBの投与による影響は認められなかった。

麗譲住病変についてはラットの雄では腎細胞膜腫、雌では乳践の臆癌の

発生増加が認められ、 C D N BのF344/DuCrj(Fischer)ラットに対する明か

ながん原牲が説明された。また、その腰蕩発生濃度は 2000ppmであった。

しかし、 CDNBのCrj:BDF1 マウスに対するがん原性は示されなかった。
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CDNBについて
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く構造式、分子量〉

CI 

N02 

C6託 sC1 N204  

分子最 202.5

CAS. No. 97-00-7 

く名称と別名>

名

BU 

称

名

l-Chloro-2，4-dinitrobenzene(1ーク011-2，4ーシ。ニトEへ守ンセや:;)

DNCB 

2， 4-Dini trochlorobenzene(2， 4-V"ニトEク011ヘ事ンt守ン)

4-Chloro-1，3-dinitrobenzene(4ーク011-1，3-シ。ニトロヘ eン1:"ン)

6-Chloro-1，3-dinitrobenzene(6ークロ11-1，3-V守二ト5へやンセ守ン)

く物理化学的性状等>

性

沸

融

比重

潜解性

保容条件

状

点

点

黄色、 リョウ状結晶

315'C 

51 'c 

d221.697 

水に不溶

エーテル、ベンゼン、二硫化炭素、混エタノールに可溶

火気のない冷所に保若手
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く用途〉

染料(サルフアブラックト染料中間体及び有機合成に使用される伯、分析

用試薬として用いられている o (文献し 2)

く生産量>

日本では、 1978年には 3，016トン生産されたが、最近の生産量は 400}Y穏度

となっている。(文献し 3)

く許容濃度〉

各国とも未設定である。

く法的規制>

労働安全欝生法上の規制はされていない。

く人への影響>

一殻的毒性は低いとされているが、接触性皮膚炎を起こし、かゆみ、水

泡形成、皮膚の剥離などを生じる。さらに非常に強い感作性を持ち、数分

間の接触で 60%以上の人に感作する。(文献り

がん患者に CDNB感作処穫を施した後、患部に CDNB投与を行なう

とがんが縮小、屈復する例が報告されている。(文献 4，5) 

近年 CDNBは円形説毛症の治療に用いられている。(文献 6)

く代謝>

CDNBはラットにおいて、メルカプツール酸抱合体として代謝され、

尿中から排被されることがきヨセンターで確認された。

CDNBは肝でグノレタチオンーSートランスフエラーゼによってグルタチオ

ン抱合体となることはよく知られている。グルタチオン抱合体に関しては

腎の γーグルタミルトランスペプチターゼによりグルタミン酸が切れ、 さら

にアミノベフチダーゼによってグリシンが切れ、システイン抱合体となり、

最終的に N-アセチルトランスフエラーゼによってメルカブツール離となる

ことが知られている。 (Figure 1) (文献 7，8，9) 

内
〈
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く変異原性〉

微生物を用いた試験では Summerらによると、代謝活性化を行わない場合

でTA100，TA98，TA1538に強い変異原性が認められている。(文献 10)

Kratkaらによると、 CD N Bは代謝活性化を用いない場合の方が用いた

場合に比べ低い濃度で変異原性が認められた。また CDNBを経皮投与し

た動物から得た S 9は変異原性に影響を示さなかった。(文献 6)

動物細胞を用いた変異原性試験の開発に関する研究(1985)によると、培養

組織 CH L (チヤイニーズハムスターの蹄細脇)を用いた染色体異常試験で

直接法及び S9法いずれの場合にもし 25μg/mlという低濃度で倍数体及び

構造異常を持つ締胞が有意に増加し犠牲と判定している。(文献 11)

く動物試験>

S m y t hらによると愈性試験では L D 5 o備がラットの経口投与で 1070 

mg/kg、 ウサギの経皮投与では 130mg/kgとの報告がある。(文献 12)

長期試験では、 E.K. Weisburgerらによるがん原性試験の報告がある。こ

の試験は雄のラットと雌雄のマウスに CDNBを混餌により 18ヶ月間投与

した後、 24ヶ月自で解部した試験で、その高思議群の濃度は途中二度変更

されており、ラットの雄が 2000ppm:2ヶ月、 500ppm:3ヶ月、 1000pp回:13ヶ

月の計 18ヶ丹、 マウスの雄が 6000ppm:4ヶ月、 1000ppm:2ヶ月、 3000ppm:1

2ヶ月の計 18ヶ月、マウスの離が 3000ppm:4ヶ月、 750ppm:2ヶ月、 3000ppm

: 12ヶ月の計 18ヶ月である。その結果ラット、マウスとも腫蕩の有意な発生

増加はみられなかったとしている。(文献 13)

-4-
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試験材料

1 - 1 被験物質の使用ロット等

使用ロット番号

2 週 間 試験 DCN1805

1 3週間試験 TLM5643

がん原性試験 TLL7807

製 造 元:和先純薬工業株式会社

グ レ ド:特級

車電 度 99.8%以上

I - 2 被験物質の i竜一性・安定性

1 - 2 - 1 開一性

被験物質として使用する CDNBを各ロット毎にマススベクトルを測定

し、同ーであることを確認した。なお、それらの結果について、 2週間試験

は Appendix A 9ーし 13週間試験は Appendix B 12ーしがん原性試験は

Appendix Q 1 に示した。

1 - 2 - 2 安定性

被験物質として使用する CDNBを名ロット毎に受領時及びその使用終

了時に、赤外吸収スベクトル、紫外吸収スペクトル、ガスクロマトグラム、

融点を測定し、安定であることを確認した o なお、それらの結果について、

2遊間試験は Appendix A 9-2、13週間試験は Appendix B 12-2、がん原性

試験は Appendix Q 2 に示した。

R
U
 



1 - 3 試験動物

STUDY No. 0095，0096 

動物は 2週間試験、 13週間試験及びがん原性試験ともに日本チヤールス・

リバー(株)の F344/DuCrj(Fischer)ラット (SPF)及びCrj:BDFlマウス(SPF)の

雌雄を使用した。

2週間試験では、ラット、マウスとも雌雄各 72匹を生後 4適齢で導入し、

各 1遇鰐の検疫、思I[化を経た後、発育!額調で一般状態の観察所見に異常を認

めなかった動物から、体重儲の中央値に近い雌雄各 60匹(投与開始時体重範

菌、ラット雄 :120"'135g、離 :101'-"'"113gjマウス雄 :18.1"'21.7g、雌:15. 9 

"'19.0g)を選別し、試験に供した o

13週間試験では、ラット、マウスとも雌雄各 72匹を生後4週齢で導入し、

各 l週間の検疫、馴化を経た後、発育顕調で一般状態の観察所見に異常を認

めなかった動物から、体重値の中央犠に近い雌雄各 60匹(投与開始時体重範

囲、ラット雄 :125'"138g、離 :98~109gjマウス雄 :17.5~24.4g、雌 :18.1'"

20.1g)を選別し、試験に供した。

がん原性試験では、ラット、マウスとも雌雄各 240匹を生後 4適齢で導入

し、各 1還問の検疫、劇化を経た後、発育 )1震調で一般状態の観察所見に異常

を認めなかった動物から、体重備の中央備に近い雌雄各 200匹(投与開始時

体輩範囲、 ラット雄:1l5"'131g、離 :97"'108gjマウス雄 :14.6~ 20.1g、雌

:13.5~17.3g) を選別し、試験に供した。

なお、 F344/DuCrj(Fischer)ラット及びむrj:BDFlマウスを選択した理由は、

以下のとおりである。

①遺伝的に安定している。

②撞鎮の自然発生率が低い。

③過去にがん原性試験のヂータがあり、化学物質による藤議発生の

感受性が知られている。

円。
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日 試験方法

]] - 1 投与

]] - 1 - 1 投与経路、投与方法及び投与期間

2週開試験、 13週間試験及びがん原性試験については、 CDNBを混合し

た粉末飼料の自由接取で、 2週開試験では 14B関連続、 13遇謂試験では 92""'"

94日龍、がん原性試験では 104週間連続投与した。

丘一 1- 2 投与量または投与濃度及びその設定の理由

2週間試験

2週間試験では、ラットの最高投与濃度当主 10000ppmに設定し、それ以下、

2500ppm、 625ppm、 156ppm、 40ppm(公比 4.0)とした o マウスでは、最高投与

濃度を 18000ppmに設定し、それ以下、 6000ppm、 2000ppm、 667ppm、 222ppm

(公比 3.0)とした。

ラットの 2週間試験の最高投与濃度は LD 50値の 1070mg!kg(文献は)を l

日の摂鋲量中で接取するように設定し 10000ppmとした o 以下の投与濃度は、

最高投与濃度の 10000ppmから公比 4.0で下げ、計 5濃度を設定した。マウス

では LD 50値の文献がないため、ラットの LD 50値及び類似物質であるパ

ラクロロニトロベンゼン (p-C N B )の当センターで過去に実施した LD 50 

値(文献 14)を参考にして決定した。 p-CN Bの LD 5日値はラットで 680""'"

860mg!kg、マウスではラットのおよそ1.8......， 2.0倍の 1400""'"1560mg!kgであっ

たことから CDNBのマウスの LD 50儲はラットの LD 50値 1070mg!kgの1

.8傍の 1926mg!kgと推定した。 このことからマウ日スの最高投与濃度もラット

と同様に考え、 L D 印鑑の 1926mg!kgを 1Bの接餌最中で摂取するように設

定し 18000ppmとした。以下の投与濃度は、最高投与濃度の 10000ppmから公

比 4.0で下げ、計 5濃度を設定した。

-7-
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13週間試験

13遮摺試験では、ラット、マウスともに最高投与濃度を 4000ppmに設定し、

それ以下、 1600ppm、 640ppm、 250ppm、 100ppm(公比 2.5)とした。

ラットの 2週開試験の最高投与濃度の 10000ppm群では全併死亡した。

2500ppm群では、 10%程度の体重抑制、牌臓のうつ血及び貧血等の毒性影響

がみられた程度であった。このことから 13遊間試験の最高投与濃度は、

10000ppmと2500ppmの障にあると考え、動物の生春率に影響を与えなくて毒

性を発現すると思われる 4000ppmとした。最低投与濃度は 156ppm群にはほと

んど毒性影響がみられないことから、無作用量は 156ppm以下と予誤rrして

100ppmとした。

マウスの 2週間試験の最高投与濃度の 18000ppm群では、全例死亡した。

6000ppm群ではほとんどの動物が苑亡し、生容棋iにも体重抑制等の重篤な毒

性影響がみられた。 2000ppm群では、体重抑制はみられないが、牌臓の腫大

及び骨髄の赤血球造血の充進等の毒性影響がみられた程度であった。以上

のことからラットと時様に 13遇間試験の最高投与濃度は 4000ppm、最低投与

濃度は lOOppmとした。

がん原性試験

がん原性試験では、ラット、マウスともに最高投与濃度を 2000ppmに設定

し、それ以下、 800ppm、 320ppm(公比 2.5)とした。

ラットの 13週間試験では、最高投与濃度の 4000ppm群は毒性影響と考えら

れる臓器重葉の増加、貧血、牌臓のうつ血の発生増加及び顕著な体重抑制

がみられた。一方 1600ppm群では臓器重量の増加、費血及び牌臓のうつ車の

発生増加等の毒性影響がみられたが体重抑制は僅かであった。以上のこと

より、ラットのがん原性試験の最高投与濃度は 1600ppmよりやや高濃度の

2000ppmとした。以下、最高投与濃度の 2000ppmから公比 2.5で下げ、中間濃

度を 800ppm、最低投与濃度を 320ppmとした。

マウスは最高投与濃度の 4000ppm群で死亡等の重篤な毒性影響がみられた。

一方 1600ppm群では稗臓の重量増加、血痕・生化学的検査の変化及び牌臓の

髄外造血等の毒性影響がみられたが、体重抑制が僅かであった。これより

マウスのがん原性試験の最高投与濃度はラットと間様に 1600ppmよりやや高

濃度の 2000ppmとした。以下、最高投与濃度の 2000ppmから公比 2.5で下げ、

中間濃度を 800ppm、最低投与濃度を 320ppmとした。
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II - 1 - 3 被験物質の濃度調製

2週間、 13週間、がん原性の各試験とも、 CDNBと粉末館料を混合して

予め所定の濃度に調製し、さらに、各設定濃度になるように粉末館料を加

え希釈器製した。なお、各試験における濃度の表示は見鎖、 ppm舗ともに、

対霊童比とした。また、調製頻度は餌の交換にあわせて週 l聞とした。

II - 1 - 4 調製時における濃度測定

投与した CDNBの握合飼料の濃度は、 2週間、 13週間試験では試験開始

後に、がん原性試験では試験開始後 3ヶ月毎にガスクロマトグラフ法によっ

て測定し、設定濃度に対し、 2週間試験では 84.7"'108.6児、 13遣問試験で

は 94.7'"98. 3%、がん原性試験では 71.1'" 111. 2 %の範簡に各々調製され

ていることを確認した。

なお、それらの結果について、 2週間試験は Appendix A 9-3、 13週間試

験は Appendix B 12-3、がん原性試験は Appendix Q 3 に示した。

II - 1 - 5 投与条件下における被験物質の安定性

粉末館料と揖合調製した CDNBの安定牲については、その濃度をガス

クロマトグラフ法により測定し、 7居間の安定性を確認した。

なお、それらの結果について、 2週間試験は Appendix A-4、 13週間試験

は Appendix B 12-4、がん原性試験は Appendix Q 4 に示した。

立-1 - 6 被験物質の摂取

2週間、 13週間、がん原性試験の CDNBの摂取量は、体重と摂餌震の測

定値及び設定濃度から算出した。

なお、それらの結果について、 2週間試験は Appendix A 4-1"'4、 13週間

試験は Appendix B 4-1"'4、がん原性試験は Appendix F 1'" 4 に示した。
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II - 2 動物管理

II - 2 - 1 群分け及び個体識別方法

供試動物の各投与群への害rrり当ては、動物を体重の重い!噴より各群に 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 j頃に体重の重い動物を割り当てることにより群悶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 15)。

試験期間中の動物の個体識別は、検疫期欝及び覇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、またケージにも

個体識別番号を付した。

なお、ラットとマウスは、バリア区域内の独立した室にそれぞれ収容し、

各家に試験番号、動物種及び動物番号を表示し、他試験と区別した。

II-2-2 飼育条件

動物は、各試験ともに、全飼育期間を過して、温度 24ごと 2
0

C、温度 55土 1

0%、明暗サイクル:12 時開点灯 (8:00~20:00)/12 時間消灯 (20:00~8:00) 、

換気回数日~ 17思/時の環境下で飼育した。

動物のケージへの収蓉は、がん原性試験の検疫期閣のみ、 1ケージ当り

5匹の群館(ステンレス製締ケージ、 ラット :340WX294DX176H rnrn、マウス

:224WX 212DX 120H rnrn)、その他は全て単飼(ステンレス製二連網ケージ、

ラット :170WX294DX 176羽田却、マウス :112WX212DX120H rnrn)とし、ケージ

交換は2遇措毎に実施した。なお、駅北期関及び投与期間においては、被験

物質の飛散防止の為に、動物は排気型キャビネット(ドラフト形式)内で飼

育した。

飼料は、オリエンタル酵母工業(株)の CRF-1を使用し、検疫期間は CRF-1

画型飼料 (3Mrad-γ 綿照射滅菌飼料)を画型銅料給餌器により、 また思I[化期

開及び投与期間は CRF-1粉末飼料 (3Mrad-γ 線照射滅鶴飼料)を粉末館料給餌

器により白出摂取させた。

飲水は、全飼育期間を通して、市水(秦野市水道局供給)をフィルターろ

過した後、紫外線滅菌し、 自動給水により自由摂取させた。

なお、がん原性試験における使用餌料の品費管理は、栄養成分について

はオリエンタル酵母工業(株)の分析データ資料を、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資料を使用ロットごとに入手し、

試験使用に支樟のないことを確認した。 (AppendixR 1，2) 
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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

各試験とも、毎日 l倍、動物の一般状態、の観察を行った。

II - 3 - 2 体重制定

2遊間試験では、 O日(投与開始霞前)、 18 (1週 1日)、 2日(1適 28)、 4日

(1週 4日)、 7詰(1遇 78)、 11日 (2遇 4日)及び 14日(2週 7日)、 13遇関試験では

遇 1圏、がん原性試験では 14週艶までは週 l密、それ以降は 2週に l盟、体重

を測定した。

II - 3 - 3 摂餌量測定

2週間試験及び 13趨間試験では遡 1冊、がん原性試験では 14適までは週 1服、

それ以降は 2遣に 1回、接餌震を部定した o

II - 3 - 4 血液学的検査

各試験とも定期解部時まで生存した動物について、部検直前にエーテル

麻酔下で疲大動脈より採血した EDTA-2K加血液を用いて血液学的検査を行っ

た。

なお、 13週間試験及びがん原性試験の検査対象動物は解部目前日より(1

8時掲以上)絶食させた。

検査項目は Table 1、検査方法は Appendix S 1 に示した。

II-3-5 血液生化学的検査

各試験とも定期解剖時まで生害した動物について、部検蔵前にエーテル

麻酔下で腹大動脈より採血したヘパリンリチウム加出液を遠心分離して得

られた血紫を用いて血液生化学的検査を行った。
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なお、 13過鰐試験及びがん原性試験の検査対象動物は解剖日前日より給

食(18時期以上)させた。

検査項目は Table 1 、検査方法は Appendix S 1 に示した。

立-3 - 6 尿検査

13週開試験及びがん原性試験の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 Table 1、検査方法は Appendix S 1 に示した。

立-3 - 7 病理学的検査

各試験とも解剖時に全動物について肉眼的に観察を行った。 2週間試験で

は雌雄各群の 2~7例の動物の臓器を、 13遊間試験とがん原性試験では全動

物の臓器を 10%中性リン酸緩能ホルマリン擦液にて固定後、 Table 1 に示し

た臓器及び肉眼的に変化のみられた臓器を、パラフイン包理、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。

なお、鼻腔については切歯の後端〈レベル 1)、切歯乳頭(レベル 2)、第一臼

曹の前端(レベル 3)の3カ所で切り出し(横断)、検査した o

臓器重量は 13週間試験及びがん原性試験の定期解音u時まで生存した動物

について Table 1 に示した臓器の槌重量を澗定した。

臆蕩性痔変については Peto検定に用いるコンテックス (0:定期解部倒に発

見された腫蕩、 1:死亡/瀕死例に発見された躍撲で、かつ、直接苑国に関係

しない麗議、 2:多分 1だと思うが、確かでない鰻接、 3:多分 4だと J皆、うが、

確かでない腫蕩、 4:苑亡/顕苑例に発見された騒接で、度接苑毘に関保する

腫蕩)を村与した。(文献 16)

E … 4 数値処理と統計学的方法

( 1 )数値の取扱いと表示

各数億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、ラットでは小数点以下第 l位を四捨五入し

て整数種で、マウスでは小数点以下第2位を四捨五入して小数点以下第 1位

までを表示した。

nr山1ょ



STUDY No. 0095.0096 

接餌量については g を単位とし、 1週間 (7日)を通しての接餌量を小数点

以下第 1位まで計測し、この備を 7で散し、 1臼当りの平均摂餌震を算出し、

小数点以下第2位を四捨五入して小数点以下第 l位までを表示した o

CDNBの接取震は摂餌量に CDNBの設定濃度を乗じ体重で除した値

をmg/kg(body 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位までき提示した o

臓器実重量については g を単設とし、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叢蓑債を解部時体重で除し、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 Appendix S 2に示した精度

により表示した。 A/G比はアルブミン/(総蛋昌一アルブミン)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倍及び標準偏差は上記に示した桁数

と悶様になるよう四捨五入を行った o

( 2 )母数の取扱いと表示

各種統計検定における群内動物数(母数)は総括表に示した。

体護及び摂餌量については、各計課H持に生害している全動物を対象に計

部し、欠謝となったデータについては r-J で表示し、母数より除いた。

臓器重量、血液学的検査、出被生化学的検査は、定期解部時まで生存し

た動物を対象とし、欠捌となったデータについては r-Jで表示し、母数

より除いた。

尿検査は、投与最終還まで生春した動物を対象に行い、検査数を母数と

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、腫犠牲病変については臓器部に、検査不能臓器を除いたものを

母数とした。
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( 3 )統計方法

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測定値を額位化して、

Kruskal Wallis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(裂)の多重比較を行った。

予備検定については5%の有意水準で両親II検定を行い、最終検定では 5%

及び 1%で再調j検定を行った。

なお、癖理組織学的検査のうち 13遇試験及びがん原性試験では非腫揚性

病変について、苑亡/額苑倒、定期解苦IT併に分け、所見のみられなかった動

物をグレード Oとして χ2検定を行った。また、原検査についても χ2検定を

行った。なお χ2検定は対照群と各投与群関との検定である。

各群雌雄轄に検査数が 2以下の項毘については検定より除外した o

腫芸事性病変については、各臓器、腫蕩ごとに、各群いずれかの発生率が

5%を越える腫蕩について、 Peto検定、 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時に付与されたコンテックス

(II-3-7 病理学的検査を参照)を用いて、死亡率法くStandardrates> 

(コンラックス 3，4を付与された臆蕩についての検定)、有病率法 <Prevale

nce rates>(コンテックス 0，1， 2を付与された腫癖についての検定)、死亡

率法÷有病率法くCombinedrates>(コンテックス 0"-'4の総計で検定)を行っ

た。 Fisher検定は対照群と各投与群闘の検定を行った。

II - 5 試資料の保管

試験計画 標本、生デー夕、記録文書、最終報告書、信頼性保証説明

被験物質、その他本試験に孫る資料は日本バイオアツセイ研究センタ

ーの標準操作手 J'撰菩にしたがって、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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盟 試験成績

m -1 ラットキと用いた試験

話-1 - 1 2週開試験(試験番号 :0081)

( 1 )動物の状態観察

生苑状祝を Table 2，3 に示した。

動物の苑亡及び切迫屠殺は、雌雄の 10000ppm群において、 CDNB投与

開始後、雄では 6"""9自の関に、離では 6"""8日の揮に全例認められた o

一般状態の観察結果を Appendix A 1-1，2 に示した。

投与期間中の一般状態の観察において、雌雄の苑亡動物では、立毛、軟

使、丹背位、捜部が認められ、さらに告発運動量減少、体温低下及び貧出

等の所見が加わり苑に至った。生容動物では、 j雄の 2500ppm群において、

尿による外陰部周簡の汚染及び持染部の着色(被毛が黄信に着色)等の所

見が認められたが、雄の 2500ppm群においては立毛のみ認められた。その

他、 625ppm以下の群においては雌雄ともに CDNBの投与と関連があると

思われる所見は認められなかった。

体重の推移を Table2，3、 Appendix A 2-1，2 に示した。

雌雄の 10000ppm群においては、投与開始以降、体重は継続して低下した。

雌雄の 2500ppm群では投与期間を過し、体重量増加の抑制が対照群と比較し

て認められ、その抑制率は雄では 11"""14%、離では 6"""12%であった。一方、

625ppm以下の群の体重推移は、雌雄ともに対照群との関に顕著な差は認

められなかった。

14日の最終計課rr時における各投与群の体重は、対照群と比較して、雄で

は 2500ppm群:8側、 625ppm群 :99%、 156ppm群 :99%、 40ppm群 :101%、雌では

2500ppm群 :94%、 625ppm群 :99話、 156ppm群 :99%、 40ppm群 :99%であった。

摂餌量を Table 4，5、 Appendix A 3-1，2 に示した。

雄の 2500ppm以上の群において、 1週の摂餌震の低下が対照群と比較して

認められ、その低下率は、 10000ppm群:55見、 2500ppm群 :25%であった。一方、

雄の 625ppm~ 下の群及び雌の全群の摂餌量は対照群との間に顕著な差は認

められなかった。
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( 2 )取液学的検査・出液生化学的検査

血液学的検査

血液学的検査の結果を Appendix A 5-1，2 に示した。

雄では、 2500ppm群で血小板数及びリンパ球比の減少が認められた。

離では、 2500ppm群で赤血球数、ヘモグロピン濃度、ヘマトクリツト備、

MCV及び MC況の減少が認められた。

血液生化学的検査

血被生化学的検査の結果を Appendix A 6-1，2 に示した。

雄では、 156ppm以上の群で G P T活性の低下が認められ、 625ppm以上の

群で総コレステロール藁の増加が認められた。

離でも、 625pprn以上の群で G P T活性の低下及び総コレステロール量の

増加が認められた。

( 3 )病理学的検査

剖検

解剖時に観察された剖検所見を Appendix A 7-1~4 に示した。

死亡動物では、雌雄とも跨脱の赤色尿貯留が多数例にみられ、一部の例

に腎の赤色液貯留、前胃の潰壌、及び腺腎の赤色~黒色斑や黒色液貯留が

観察された。

定期解剖動物では、雌雄とも毛の黄色化が 2500pprn群の多数例に観察さ

れた。

病理組織学的検査

病理組織学的所見を Appendix A 8-1~4 に示した。

雄

苑亡動物に骨髄のうつ血、胸腺の萎縮、牌臓の萎縮とうつ晶、前腎の鹿

嬬と過形成、腺腎の臆燐、及び腎臓の硝子瀦と尿細管壊死が観察された。

定期解剖動物では腎臓の好酸体の発生増加が 156pprn以上の群で、牌臓の
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うっ血と前腎の i最形成が 2500ppm群で観察された。

j雄

死亡動物に骨髄のうっ晶、締腺の萎縮、稗臓の萎縮とうつ晶、能胃の燦

燭と過形成、勝管の麗嬬、腎臓の硝子補と法細管壊苑、及び翻腎の出患が

観察された。

定期解説i動物では牌臓のうつ血と前胃の過形成が 2500ppm群で観察され

た。

なお、苑亡例の腎臓に観察された硝子補と定期解部動物の雄の好酸体拭

両者とも近位尿縮管の曲部に出現し、在E染色でエオジンに好染する滴状物

質であった。また、両者とも PAS染色に陰性であった。しかし、エオジン好

染性は死亡併の硝子瀦が定期解剖動物の女子酸体に比べて強く、形状も死亡

例の硝子摘が大きさが揺った小穎粒状であったに対し、定期解剖動物の好

酸体は大小不問な滴状であった。

m -1 - 2 1 3遊間試験(試験番号:0 0 8γ) 

( 1 )動物の状態観察

生苑状携を Table6，7に示した。

動物の死亡は、雌雄ともに全ての群で認められなかった。

一般状態の観察結果を AppendixB 1-1，2 に示した。

投与期間中の一般状態の観察において、雌雄の 4000ppm群に立毛が認め

られ、さらに雌の 4000ppm群及び 1600ppm群では尿による外絵部局間の汚

染が認められた。その他、雄の 1600ppm群及び舶の群においては雌雄とも

に CDNBの投与と関連があると思われる所見は認められなかった。

体重の推移を Table6，7、 Appendix B 2-1，2 に示した。

雌雄の 4000ppm群においては、全投与期間(1"-'13週)に、体重増加の抑制

が対日寝群と比較して認められ、その抑制率は雄では 20"-'28%、雌では 11"-'

17%であった。一方、 1600ppm以下の群の体重推移は雌雄ともに対照群との

間に顕著な差は認められなかった。
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13避の最終計誤rr時における各投与群の体重は、対照群とよじ較して、雄で

は 4000ppm群 :80%、1600ppm群 :96%、640ppm群:100 %、 250ppm群 :96話、

100ppm群 :98%、離では 4000ppm群 :85目、 1600ppm群:95%、 640ppm群 :95%、

250ppm群 :97%、 100ppm群 :97%であった。

接餌霊を Table 8，9、 Appendix B 3-1，2 に示した。

雌雄の 4000ppm群において投与後 2遇以韓のほぼ全投与期開に、摂餌量の

低下が対照群と比較して認められ、その低下率は雄では 15~ 28%、雌では

10~15%であった。一方、 1600ppm以下の群の接餌差は、雌雄の 1600ppm群

の1週に低下がみられた他は対照群との潤に顕著な差は認められなかった。

( 2 )血液学的検査・血液生化学的検査・尿検査

出液学的検査

血液学的検査の結果を Appendix B 5-1，2 に示した。

雄では、 1600ppm以上の群で赤血球数及びヘモグロビン濃度の減少が認め

られ、 4000ppm群でヘマトクリツト鑓の減少、 MCV、 MCH及び血小板数

の増加が認められた。

i睡では、 640ppm以上の群で血小板数の増加、 1600ppm以上の群で赤血球数、

ヘモグロビン濃度及びヘマトクリツト値の減少が認められ、 4000ppm群で M

CVの増加及び MCHCの減少が認められた。

血液生化学的検査

血液生化学的検査の結果を Appendix B 6-1，2 に治した。

雄では、 1600ppm以上の群で総コレステロール及びリン脂質量の増加、 A

L P活 a控の抵下が認められ、 4000ppm群で総蛋白震の減少及び A/G比の増

加、 GPT活性の低下が認められた。

雌では、 4000ppm群で総蛋白、 グルコース及びトリグリセライド輩の減少、

G P T活性の低下、尿紫謹素震の増加が認められた。

。。
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尿検査

尿検査の結果を AppendixB 7-1，2に示した。

雄では、 4000ppm群でウロゼリノーゲンの揚性疫の増加が認められた。

雌では、 640ppm以上の群で蛋自の陽性度の減少、 4000ppm群で pH値の低

下及びウロピリノ…ゲンの磁性度の増加傾向が認められた。

その他、雄の 640ppm群で蛋自の欝性度の減少がみられたが、投与量に相

関した変化ではなかった。

( 3 )病理学的検査

mJ検

解部時に観察された部検所見を AppendixB 8-1，2に示した。

i量産雄とも外陰部局留の毛の黄色化が 1600ppm以上の群の多数例に観察さ

れた。

臓器重

定期解剖時に誤II定した臓器の実量麓と体護比を Appendix B 9ーし 2、

B 10-1，2 に示した。

雄では牌織の実重量の高値が 4000ppm群、体重比の高値が 1600ppm以上

の群でみられた。また、解剖時体重の低下 (4000ppm群)に伴って、腎織と肝

臓の体案比の高値が 1600ppm以上の群、絢践、心臓、姉、腎臓及び脳の実

重量の低値と翻腎、精巣、肺及び脳の体重比の高備が 4000ppm群でみられ

た。

雌では牌織の実重量の高値が 1600ppm以上の群、体重比の高値が 640

ppm以上の群でみられた。また、解部時体重の低下 (4000ppm群)に伴って、

心臓の体重比の高値が全投与群、腎臓の体重比の高値が 640ppm以上の群、

肝臓の体重比の高値が 1600ppm以上の群、胸腺と心臓の実重量の低鑑と卵

巣、蹄及び舗の体重比の蕗植が 4000ppm群でみられた。
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病理組織学的検査

病理組織学的検査の結果を AppendixB 11-1，2 に示した。

雄

腎臓の好酸体の発主増加が 640ppm以上の群で、牌臓のうつ血の発生増加

が 1600ppm以上の群で、牌臓の髄外造血、唾液腺(顎下臆)のエオジン好性

穎粒の減少と腺麗報胞の腫脹、及び前胃の過形成の発生増加が 4000ppm群

で認められた。

雌

腎臓の野酸捕の発生増加が全投与群でみられた。この持酸滴は近位尿締

管の曲部に出現し、 HE染色ではエオジンに好染し、やや黄色を帯びる大小

不問の摘状物質であり、この変化は雄のラットで程度の増強が認められた

好酸体と類似していた a しかし、好盟主体がPAS染色に陰性であったのに対し、

好酸摘は PAS染色に陽性であった。また、牌臓のうつ血の発生増加が 1600

ppmfA上の群で、牌臓の髄外造血の、唾液腺(顎下線)のエオジン好性穎粒の

減少と腺房細胞の醸践、及び前腎の過形成の発生増加が 4000ppm群で認め

られた。
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直一 1- 3 がん原性試験(試験番号:0 0 9 5 ) 

( 1 )動物の状態観察

生死状説を Table 10，11及び Figure 2，3 に示した o

動物の生帯率は、雌雄ともに全ての群で対照群に比較して顕著な差は認

められなかった。

各群の 104過における生容動物数(生害率)は、雄では 2000ppm群 :39/50例

(78%)、 800ppm群 :42/50例 (84百)、 320ppm群 :35/50例 (70%)、対照群 :36/50例

(72%)、離では 2000ppm群 :35/50例 (70%)、800ppm群 :44/50僻 (88%)、320

ppm群 :43/50例 (86%)、対照群 :42/50例 (84%)であった。

一般状態、の観察結果を Appendix C 1，2 に示した。また投与期間中の一

般状態の観察において CDNB投与との関連性が示唆された主な所晃及び

外部腫癒を Table 14 に示した。

i峰雄とも投与期摺後期より、黄色尿及び着色(黄色燥による外陰部周期の

着色)が 320ppm以上の群で、尿による外陰部周留の汚染及び円背位が雄で

は 2000ppm群で、雌では 800ppm以上の群で認められた g

外部腫撞の保有動物数は、雌雄ともに各投与群と対照群の間に顕著な差

は認められなかった。

体重の推移を Table 10，11、 Figure 4，5及び AppendixD 1，2 に示した。

体重は、雌雄の 2000ppm群の全投与期間に、さらに雌では 800ppm群の

2選以降及び 320ppm群の 16週以降 92溜までの関において、対照群と比較し

て増加抑制が認められ、その抑制率は雄では 2000ppm群:3'-"" 10%、雌では

2000ppm群:6'-"" 18%、 800ppm群:2'-"" 11 %、 320ppm群:3，-...， 6%であった。一方、雄

の 800ppm以下の群の体重推移は対照群との諮に顕著な差は認められなかっ

た。

摂餌霊を Table 12，13、 Figure 6，7及び Appendix E 1，2 に訴した。

摂餌量は、雄の 2000ppm群のほぼ全投与期間、雌の 2000ppm群の 1'-""7 0遡

及び離の 800ppm群の投与初期 0，-...， 6週)に、摂餌最の低下が対照群と比較し

て認められ、その低下率は雄では 2000ppm群:3'-"" 21%、離では 2000ppm群:

4~ 12%、 800ppm群:3""" 6誌であった。一方、雄の 800ppm以下の群及び離の

320ppm群の摂餌議は対照群との間に顕著な差は認められなかった。

4
5ム
n
L
 



STUDY No. 0095，0096 

( 2 )血液学的検査・血液生化学的検査・尿検査

血液学的検査

血液学的検査の結果を AppendixG 1，2に示した。

雄では、 800ppm以上の群で MCVの減少、 2000ppm群で MCHの減少、ヘ

モグロピン濃度及びヘマトクリツト儲の減少傾向が認められた。

雌では、全投与群で MCV及び MCHの減少、 800ppm以上の群でヘモグ

ロピン濃度の減少及び減少傾向が認められた。その的、 2000ppm群で単球比

の減少、 800ppm群で血小板数の増加がみられたが、単球上ちの減少はごく謹

かなものであり、出小板数の増加も投与量に相関したものではなかった。

血液生化学的検査

血液生化学的検査の結果を AppendixH 1，2に訴した。

雄では、 2000ppm群で G P T活性の低下が認められた。

雌では、 800ppm以上の群で尿素寮索差の増加、 2000ppm群で GOT活性の

上昇が認められた。

尿検査

尿検査の結果を Appendix 1 1，2 に示した。

護自の陽性度の減少が雌の全投与群及び雄の 2000ppm群に認められた。

また、離の 2000ppm群でケトン体の陽性倒の減少が認められた。

( 3 )病理学的検査

部検

解蔀j時に観察された部検所見を AppendixK 1.........4 に示した。対照群と比

較して投与群に特徴的な所見はみられなかった。

円
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臓器重量

定期解部時に測定した臓器の実重量と体重誌を AppendixK 1，2、 L 1，2 

に示した。

雄の 2000ppm群の蔀腎で実重裳の高値を示した。 2000ppm群の心臓、勝、

腎臓、脳および 800ppm以上の群の肝臓に体重誌の高値がみられこの体重

比の高値は解剖時体重の低値によるものと思われた。

雌では 2000ppm群の欝j腎と心臓に実重量の抵備がみられ、体重比では変化

がみられなかった。これは凋群の解剖時体重の低備によるものと思われた。

この抱 2000ppm群の腕、腎臓、脳および800pp隠以上の群の肝臓の体重比

に高値がみられたが、これらも解部時体重の低値によるものと思われた。

病理総織学的検査

非腰高蓄性病変の結果を Appendix M 1r-J4 に恭した。題主事性病変の結果は

担題癌動物数を Appendix N 1，2 に、発生率を解剖時期とともに

Appendix 0 1，2 に、統計解析 (Peto検定、 Cochran-Armitage検定、 Fisher

検定)の結果を Appendix P 1，2 にそれぞれ示した。

腎織

雄の腎細胞践腫の増加傾向が Peto検定およびCochran-Armitage検定で示

され、 Fisher検定で 2000ppm群に有意な増加が示された (Table 15)。腎臓の

/ 非腫蕩性病変については近位泉純管での好酸摘出現の有意な増加が雌雄の

320ppm以上の群の定期解剖例及び雌の 800ppm以上の群の死亡/瀕苑例にみら

れた。また慢性腎症の有意な減少が雌の 2000ppm群の定期解剖倒にみられた。

包皮輝

雄の腺腫の増加傾向が Peto検定と Cochran-Armitage検定で示され、また

Fisher検定で 2000ppm群に有意な増加がみられた。 (Table16) 

乳腺

離の娘婿の増加傾向が Peto検定と Cochran-Armitage検定で示された。

(Table 17) 
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牌臓

ヘモジデリン説着と髄外進出の有意な増加が離の 800ppm以上の群の定期

解剖例にみられた。

前腎

過形成の有意な増加が雌雄の 2000ppm群の定期解剖例にみられた。

その樹、肝臓の海綿状変化、肉芽形成および雄の胆管増生、雄の甲状源

のc-細胞増生、離の副腎のペリオーシス類似病変などの所見の有意な増加
または減少が一部の群で示されたが投与濃度と対応した変化ではなかった。

苑[z9

病理学的にみた苑亡/瀕苑例の死因を Table 18 に示した。

死亡/瀕死朝!として試験途中に解部された例の苑因は雄では皮下腫鏡、

下垂体麗揚、雌では自血病、下垂体麗蕩、乳腺腫接とされた例が多く、群

簡に差はみられなかった。
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m -2 マウスを用いた試験

回-2 - 1 2週間試験(試験番号 :0082)

( 1 )動物の状態観察

生苑状視を Table 19，20 に示した。

動物の苑亡及び切迫屠殺は、雌雄の 18000ppm群において、 CDNB投与

開始後、雄では 3"-'5 Sの潤に、雌では 4"-'6自の闘に全例認められた。また、

6000ppm群において、雄では 4"-'13日の閣に 9/10伊j、雌では 5"-' 13日の摺に

8/10例認められた。

一般状態の観察結果を Appendix A 1一丸、4 に示した。

投与期間中のー殻状態の観察において、雌雄の 18000ppm群の苑亡動物で

は、立毛、月背位が認められ、急性的に苑亡した。 6000ppm群の苑亡動物で

は、雌雄ともに自発運動量減少、立毛、 月背位、汚染等の主主状に加え不議室

呼吸、呼吸緩徐、貧血、体撮抵下が認められ苑に至った。この群の生春動

物では、雌雄ともに立毛、円背位、汚染、貧血等が認められた。その他、

2000ppm以下の群においては j雄雄ともに CDNBの投与と関連があると思わ

れる所見は認められなかった。

体重の推移を Table 19，20、 Appendix A 2-3，4 に示した。

雌雄の 18000ppm群及び 6000ppm群においては、投与開始以降、体重は継

続して低下した。雌雄の 2000ppm群では、投与開始後、雄では 1"-'4目、離

では 1"-' 2 Sに体重増加の抑制が対照群と比較して認められ、その抑制率は

雄では 11"-'15%、雌では 6"-'9%であった。一方、 667ppm以下の群の体重推移

は雌雄ともに対照群との間に顕著な景は認められなかった。

14 Sの最終計測時における各投与群の体重は、対照群と出較して、雄で

は 6000ppm群 :56%、 2000ppm群 :94%、 667ppm群 :97%、 222ppm群:96 %、離では

6000ppm群 :74目、 2000ppm群 :104%、 667ppm群 :105%、 222ppm群:102%であった。

摂餌量を Table 21，22、AppendixA 3-3，4 に示した。

雌雄の 6000ppm群において、 l週の摂餌量の低下が対照群と比較して認め

られ、その低下率は雄では 67%、雌では 47%であった。雌の 2000ppm群では、

1適の摂餌量の増加が対熊群と比較して認められ、その増加率は 41%であっ
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た。一方、雌の 6000ppm群、雄の 2000ppm群及び他の群の雌雄の摂餌議は

対照群との詞に顕著な差は認められなかった。

( 2 )血液学的検査・血液生化学的検査

血液学的検査

血液学的検査の結果を Appendix A 5-3，4 に示した。

雄では、 2000ppm群で赤血球数及びヘマトクリット値の減少、 MCV、 M

CH及び MCHCの増加が認められた。

雌でも、 2000ppm群で赤血球数、ヘモグロピン濃度及びヘマトクリット植

の減少、 MCV、 MCH及び MCHCの増加が認められた。

その倍、雄の 222ppm群で白血球数の減少、雌の 222ppm群で血小板数の

減少がみられたが、投与量に相関した変化ではなかった。

また、雌雄の 6000ppm群に関しては、生事数が少ない(雄 l匹、雌 2匹)

ため成績の対象から除外した o

血液生化学的検査

出液生化学的検査の結果を Appendix A 6-3，4 に示した。

雄では、 2000ppm群でカリウム撃の増加が認められた。

離では、 2000ppm群で総ピリルピン、総コレステロール及びカリウム童の

増加、 GPT活性の低下が認められた。

また、雌雄の 6000ppm群に関しては、生存数が少ない(雄 1匹、雌 2器)

ため成績の対象から除外した。

( 3 )病理学的検査

部検

解剖特に観察された部検所見を Appendix A 7-5"""'8 に示した。

死亡動物では、雌雄とも蹄の赤色化や赤色斑、胃、小腸及び大腸の黒色

液貯留が観察された。

定期解剖動物では、牌臓の腫大と黒色北が雌雄の 2000ppm以上の群の多

数例にみられ、肝臓の暗色イちが雄の 667ppm以上群と離の 2000ppm以上の群
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に少数例ではあるが観察された。なお、肝臓の萎絡が雌雄の 6000ppm群に、

また前胃の療壌が雌の 6000ppm群に観察された。

病理組織学的検査

病理組織学的所見を AppendixA 8-5""'8に示した。

雄

死亡動物に胸腺と牌臓の萎縮、心臓の血栓、暖被腺(顎下臆)のエオジン

好性頼粒の減少、前腎の潰療と過形成、及び肝臓の中心性変性が観察され

た。

定期解部動物では骨髄の赤血球造血の元進、牌臓の色紫枕藷(ヘモジデ

リン枕着)と髄外造血、及び前胃の過形成が 2000ppm以上の群で、胸腺の

萎縮、唾液蹄(顎下腺〉のエオジン好性顕粒の減少、肝臓の色素洗着(ヘモ

ジヂリン洗着)、及び腎臓の告素枕着(ヘモジデリン説着)が 6000ppm群

で観察された。 また、前腎の潰蕩が 2000ppm群にのみ観察された。

雌

死亡動物に胸臆と稗臓の萎縮、及び前腎の潰蕩と過形成が観察された。

定期解剖動物では縛臓の色素枕着(ヘモジデリン説着)と髄外造血が

667ppm以上の群で、骨髄の赤血球造血の充進と前腎の過形成が 2000ppm以

上の群で、鱒践の萎縮、稗臓のうつ血、前腎の諜嫡、及び肝臓の色素枕着

(ヘモジヂリン枕着)が 6000ppm群で観察された。

なお、牌臓と肝臓にみられた褐色~黄色の色素、及び腎臓の掲色の色素

は鉄染色陽性であり、ヘモジヂリン枕藩と診断された。

III - 2 - 2 1 3週間試験(試験番号 :0088)

( 1 )動物の状態観察

生死状祝を Table 23，24 に訴した。

動物の死亡は、雌雄の 4000ppm群において CDNB投与開始後、雄では

2""'6 週の間に 3/10倒、離では 1~3週の閤に 2/10例認められた。

一般状態の観察結果を AppendixB 1-3，4に示した。

円
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投与期隈中の一般状態の観察において、雌雄の 4000ppm群の死亡動物で

は、立毛、 円背位、汚染、張戦、痩剤、 自発運動量減少、異常呼吸、棒逼

低下等が認められ死に変った。

生事動物では、離雄の 4000ppm群において、少数例は苑亡動物と同様の

重篤な症状を示したが、多くは立毛、円背位等の症状が認められた。

その倍、 1600ppm以下の群においては雌雄ともに CDNBの投与と関連があ

ると思われる所見は認められなかった。

体重の推移を Table23，24、 Appendix B 2-3，4 に示した。

雌雄の 4000ppm群においては、ほぽ全投与期間に、体薫増加の抑制が対

照群と比較して認められ、その抑制率は雄では 32'"38%、離では 16"'29%で

あった。一方、 1600ppm以下の群の体重推移は雌雄ともに対照群との関に顕

著な差は認められなかった。

13過の最終計測時における各投与群の体重は、対照群と比較して、雄で

は 4000ppm群 :62耳、 1600ppm群 :96%、 640ppm群 :97%、 250ppm群:105%、t

100ppm群:101 %、雌では 4000ppm群 :84目、 1600ppm群:9問、 640ppm群 :100%、

250ppm群 :107%、 100ppm群:109%であった。

摂餌量を Table 25，26、 Appendix B 3-3，4 ~こ示した。

全投与群において、雌雄ともに対照群とほぼ同様の摂餌量の推移を訴し

た。

( 2 )血液学的検査・血液生化学的検査・尿検査

血液学的検査

血液学的検査の結果を Appendix B 5-3，4 に示した。

雄では、 250ppm群と 1600ppm以上の群でヘモグロピン濃度及びヘマトク

リツト儲の減少、 1600ppm以上の群で赤血球数の減少が認められた。また、

4000ppm群で分葉核好中球比の増加、 リンパ球比の減少が認められた。

雌では、 1600ppm以上の群で赤血球数及びヘマトクリット儲の減少、

4000ppm群でヘモグロピン濃度の減少が認められた。

その他、雄の MCH、 MCHC、雌の MCH、血小板数に変化がみられ

たが、僅かな変化であり、投与量との相関性も明確ではなかった。

出液生化学的検査
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血液生化学的検査の結果を Appendix B 6-3，4 に示した。

雄では、 4000ppm群で A L P及び CPK活性の上昇、 GOT及び G P T活

性の上昇傾向、 A/G比の増加及び総議自最の減少傾向、尿紫窒素量の増

加、グルコース及びトリグリセライド量の減少が.それぞれ認められた o

離では、 640ppm以上の群で AL P活性の上昇、 1600ppm以上の群で LDH

活性の上昇、 4000ppm群で GOT及び CPK活性の上昇、尿素盤索、カリウ

ム及び無機リン震の増加、グルコース量の減少傾向がそれぞれ認められた。

尿検査

尿検査の結果を Appendix B 7~3 ， 4 に示した。

ウロピリノーゲンの陽性度の増加が雄の 4000ppm群及び雌の 1600ppm以

上の群に認められた。

( 3 )病理学的検査

部検

解部時に観察された部検所見を Appendix B 8-3.......， 6 に示した。

雄の苑亡動物では蹄の赤色化、勝臓の萎縮、前腎の潰蕩、小腸の黒色液

貯留、及び胆嚢の拡強が観察された。雌の苑亡動物では蹄の赤色化と前腎

の潰壌が観察された。

定期解部動物では、稗綴の黒色イ七が雌雄の 1600ppm以上の群、肝臓と甲

状腺の暗色化が雌雄の 4000ppm群、外絵部周囲の毛の黄色化が雄の 1600

ppm以上の群と雌の 4000ppm群で多数併に観察された。

臓器重

定期解部時に測定した臓器の実重量と体重比を Appendix B 9-3，4、

B 10-3，4 に示した。

雄では牌臓の体重比の高備が 1600ppm以上の群、胸諒の実重量の低憶が

4000ppm群でみられた。また、解剖時体重の低下 (4000ppm群)に伴って、心

臓の体重比の高備が 1600ppm以上の群、副腎、蹄及び腎臓の実重量の低値

と精巣、蹄、腎臓、肝臓及び脳の体重比の高値が 4000ppm群でみられた。

雌では牌臓の実重量の高慌が 4000ppm群、体重比の高値が 1600ppm以上

Q
U
 
。，
，
U



STUDY No. 0095.0096 

の群でみられた。また、解剖時体重の低下 (4000ppm群)に伴って、蹄と脳の

実重量の低イ謹と心臓、腎臓、肝臓及び脳の体重比の高値が 4000ppm群でみ

られた。

病理組織学的検査

病理組織学的検査の結果を Appendix B 11-3，4 に示した。

雄

苑亡動物に胸腺と緯臓の萎縮、心臓の血栓、舌の鹿舗、唾液腺(顎下賜)

のエオジン好性穎粒の減少と臆麗締胞の麗践、及び前胃の過形成が観察さ

れた。

定期解部動物では、稗臓の色紫詑着(ヘモジヂリン説藩)の発生増加が

250ppm以上の群で、牌臓の髄外造血と甲状臆の色素説着の発生増加が

1600ppm以上の群で、唾液臆(顎下腺)のエオジン好性頼粒の減少と勝房締賂

の媛腹、前胃の過形成、肝臓の色紫洗着、及び腎臓の色素洗着(ヘモジデ

リン説藷)の発生増加が 4000ppm群で認められた。

雌

苑亡動物に綿綿と牌臓の萎縮、前腎の過形成、及び鼻腔の炎症が観察さ

れた。

定期解部動物では、牌臓の色紫洗着(ヘモジデリン洗着)の程度の増加

が 640ppm以上の群で、稗臓の髄外造血の程度の増加と甲状腺の色紫枕着の

発生増加が 1600ppm以上の群で、前胃の過形成、肝臓の色素枕着、及び腎

臓の色素抗着(ヘモジヂリン枕馨)の発生増加が 4000pp狙群で認められた。

なお、牌臓の褐色~黄色色素と腎臓の褐色色素は鉄染色揚性であり、ヘ

モジデリン洗藩と診断された。これに対し、甲状腺に観察された色紫は褐

色をし牌臓や腎臓にみられたヘモジデリン枕着に類似していたが、鉄染

色に陰性であり、ヘモジデリン(鉄染色揚性)とは異なる色素であった。 ま

た、肝織に観察された色素は褐色~黄色を皇し、鉄染色では陽性色素と陰

性色素の両者が観察され、ヘモジデリンとそれとは異なる色素が混在して

いるものと考えられた。
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田一 2- 3 がん原性試験(試験番号:0 0 9 6 ) 

( 1 )動物の状態観察

生苑状読を Table 27，28及び Figure 8，9 に示した。

動物の生害塁手は、離雄ともに全ての群で対照群に比較して顕著な差は認

められなかった。

各群の 104過における生存動物数(生春率)は、雄では 2000ppm群 :40/50倒

(80%)、 800ppm群 :40/50例 (80%)、 320ppm群 :43/50例 (86%)、対照群 :36/50例

(72%)、雌では 2000ppm群 :35/50伊tl(70%)、 800ppm群 :35/50例 (70%)、

320ppm群 :30/50併 (60%)、対照群 :31/50例 (62%)であった。

一般状態の観察結果を Appendix C 3，4 に示した。また投与期関中の一

般状態の観察において CDNB投与との関連性が示唆された主な所見及び

外部麗癌を Table 31 に示した。

雌雄とも 75週以降、 320ppm以上の群で黄色尿及び着色(黄色尿による外

陰部周囲の着色)が認められた。

外部腫嬢の保有動物数は、雌雄ともに各投与群と対照群の関に顕著な差

は認められなかった。

体重の推移を Table27，28、 Figure 10，11及び Appendix D 3，4 に示し

た。

体重は、 2000ppm群において雄で拡投与期摺前半に、雌ではほぼ全投与期

滞に対照群と比較して増加抑制が認められ、その抑制率は雄では 4........12%、

離では3.-..13%であった。一方、 800ppm以下の群の体重推移は雌雄ともに対

照群との箆に顕著な差は認められなかった。

摂餌量を Table 29，30、 Figure 12，13及び Appendix E 3，4 に訴した。

摂餌輩は、雌雄とも 2000ppm群において体重増加の抑制がみられたのと

ほぼ同時期に、対照群と比較して低下が認められ、その低下率は雄では

2.-..12%、離では 5.-..19%であった。 800ppm群において雌雄とも全投与期間を

通し、摂餌最の低下を示す週が対照群と比較して散見された。また、その

低下率は雄では 2.-.. 13%、離では 4.-..15%であった。一方、 320ppm群の摂餌量

は雌雄とも対照群との間に顕著な惹はみられなかった。
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( 2 )血液学的検査・血液生化学的検査・尿検査

血液学的検査

血液学的検査の結果を Appendix G 3，4 に示した。

離の 2000ppm群でヘモグロピン濃度、ヘマトクリツト鰻及び MCHの減

少、血小板数の増加が認められた。

血液生化学的検査

血液生化学的検査の結果を Appendix H 3，4 に示した。

雄では、 2000ppm群で GOT、 LDH及び C P K活性の上昇、総蛋自重の

減少が認められた a

i雄では、 2000ppm群で GOT活性の上昇及びクロール量の増加が認められ

た。

尿検

尿検査の結果を Appendix 1 3，4 に示した。

雄では、 2000ppm群で蛍自の陽性度の減少が認められたロ

雌では、全投与群でケトン体の揚性例の減少、 800pp組以上の群で蛋自の

揚性度の減少、 2000ppm群で p H 憶の上昇が認められた。

( 3 )病理学的検査

部検

解剖時に観察された剖検所見を Appendix K 5"'" 8 に示した。投与群に特

徴的な所見として定期解部例で雌雄の 2000ppm群の甲状腺が暗色を呈して

いるのがみられた。

臓器重量

定期解部時に測定した臓器の実重量と体重土ちを Appendix L 3，4、M 3，4 

に示した。
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対照群と比較して投与群に特徴的な臓器重量の変化はみられなかった。

雄の 2000pp殴群の牌臓で体重比に有意な高倍がみられたが実重量では有意

な変化とはならなかった。

雌では 2000ppm群の脳で実重量が存意な低備を示したが、体蓑比に有意な

差はみられなかった。また悶群の心臓は実重量に変化がみられず、体重比

で有意な増加がみられた。これらはこの群の解剖時体重の低備によるもの

と思われた。

病理組織学的検査

非麗揚性病変の結果を AppendixM 5"-'8 に示した。腫譲住病変の結果は

担腫蕩動物数を Appendix N 3，4 に、発生率を解剖時期とともに

Appendix 0 3，4 Iこ、統計解析 CPeto検定、 Cochran-Armitage検定、 Fisher

検定)の結果を Appendix P 3，4 にそれぞれ示した。

牌臓

雄ではヘモジデリン枕着と髄外造車の有意な増加が 2000ppm群の定期解

剖例で示され、雌ではヘモジデリン枕着の有意、な増加が 2000ppm群の定期解

剖及び苑亡/額苑伊jで示された。

甲状腺

色素波着の有意、な増加が雌雄の 800ppm以上の群の定期解部例及び苑亡/瀕

死棋jで示された。

腎

前曹の過形成の有意な増加が雄の 2000ppm群の定期解部例で示され、

腺胃の過形成の有意、な減少が雌の 800ppm以上の群の定期解剖例で訴された。

その他、肝臓の肉芽形成、脳のカルシウム洗着、鼻娘の呼吸上皮化生、

副腎の紡錐形細胞過形成などの所見の有意な増加または減少が一部の群で

示されたが投与濃度と対応した変化ではなかった。
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なお、検索した臓器のなかに出管内皮鰻がみられた併について傾向検定

をおこなった。その結果、 Peto検定で雌に血管内皮腫の発生増加傾向が示

された。 しかし、その発生例数は 2000ppm:4/50，800ppm:4/50，320ppm: 

0/50，対照群 :1/50例と比較的少なく、対照群にも発生がみられている。ま

た血管内皮腫の臓器別発生担j数は 2000ppm群を例にとると縛織 2例、肝臓

l併、腎臓 l例であって血管内皮臆の全身での多中心性の発生や好発臓器

が示されなかった o これら 2点、から我々は雌で血管内皮撞の発生に増加傾

向があるという検定結果を否定した。

死回

病理学的にみた苑亡/額死伊jの死因を Table32 に示した。

死亡/顕死例として試験途中に解部された艇の苑閣は雄では悪性リンパ

腫や肝臓腫蕩、雌では悪性リンパ躍と子宮の組織球性肉麗とされた倒が多

く、群間に差はみられなかった。
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N 考察

CDNBをF344ラット及び BDF 1マウスに 104趨関誌餌投与し〈ラット、マ

ウスとも 0、 320、 800、 2000ppm)、 CDNBのがん原性を検討した。がん

原性試験の投与濃度は 2遊間試験(ラット 0、 40、 156， 625、 2500、 10000

ppm、マウス O、 222， 667， 2000、 6000、 18000ppm)及び 13週間試験(ラット、

マウスとも 0、 100、 250、 640、 1600、 4000ppm)の結果から決定した。

〈がん原性予備試験〉

く2過間試験>

ラットでは、雌雄の最高投与濃度の 10000ppmで全例苑亡し、 2500ppm群

でも 10%程度の体重持制、牌臓のうつ血、前胃の過形成の発生増加及び貧

血等の毒性影響がみられた。この結果をもとに、 13遇関試験の最高投与濃

度は雌雄とも 10000ppmと 2500ppmの掲の 4000ppmと決定した。なお、雄の

156ppm以上で腎臓の好酸体の発生増加が認められた。

マウスでは、雌雄の最高投与濃度の 18000ppmで全例死亡した。 6000

ppmでは雄で 9倒、雌で 8例死亡し、生存倒にも体重抑制等の重購な毒性影響

がみられた。 2000ppm群では体重持制はみられなかったが、牌織の腫大、

骨髄の赤血球造血の充進及び前胃の過形成の発生増加等の毒性影響がみら

れた。この結果から、 13週間試験の最高投与濃度はラットと同様に雌雄と

も 6000ppmと 2000ppmの関の 4000ppmと決定した。

く 13週間試験>

ラットでは、雌雄の最高投与濃度の 4000ppmで毒性影響と考えられる貧

血、牌臓の重量増加とうつ血、前腎の過形成の発生増加及び顕著な体重抑

制がみられた。一方 1600ppm群では貧血及び鮮臓の葉量増加とうっ血等の

毒性影響がみられたが体重抑制は僅かであった。この結果をもとに、がん

原性試験の最高投与濃度は雌雄とも 1600ppmよりやや高濃度の 2000ppmと

決定した。なお、腎臓の好酸体の発生増加が雄の 640ppmJ;(上、好酸摘の発

生増加が雌の全投与群に認められた。

マウスでは、雌雄の最高投与濃度の 4000ppmで雄 3錦、縦 2例の苑亡と生

存例にも体重抑制等の重篤な毒性影響や前胃の過形成の発生増加がみられ

た。一方、 1600ppm群では血液・生化学的検査の変化及び縛臓の輩量増加と

髄外造血等の毒性影響がみられたが、体重抑制は撞かであった。この結果

から、がん原性試験の最高投与濃度はラットと間様に雌雄とも 1600ppmよ

りやや高濃度の 2000ppmと決定した。

民
Uqu
 



STUDY No. 0095，0096 

〈がん原性試験〉

く生死状祝>

がん原性試験では、ラット及びマウスとも雌雄の最高投与群の 2000ppm

で体重増加の持部が対照群と比較してみられたものの、生存率は投与群と

対照群との間に差がみられず、 CDNBの投与による影響は認められなか

った。

く被験物質と麗蕩発生の関孫について>

ラット

今回のがん原性試験で観察された腫癖のうち、傾向検定において増加傾

向を示した顕揚は、雄の腎臓の腎結胞膜腫、包皮線の線麗及び雌の乳腺の

腺癒であった。その発生時期はいずれも投与開始後 86週以降であった。

雄の腎臓の腎細胞臆題(対照群 :0/50、 320ppm:1/50、 800ppm:1/50、 2000

ppm:6/50)及び雌の乳線の線癌(対照群 :1/50、 320ppm:1/50、 800ppm:1/50、

2000ppm:5/50)は、 Peto検定及び Cochran-Armitage検定で有意な増加傾向を

示した。これらの麗療は低い発生率であるが、当センターの過去の試験の

対照群にはほとんど発生がみられていないことから CDNBの投与による

影響でその発生が増加したと考えられた。また、雄の腎臓の腎細胞腺麗の

盤蕩発生濃度は Fisher検定から 2000ppmと考えられた。

雄の包皮践の腺鰻〈対照群 :0/50、 320ppm:1/50、 800ppm:2/50、 2000ppm:

5/50)については、 Peto検定及びCochran-Armitage検定で有意な増加傾向を、

Fisher検定で 2000ppm群に有意な増加を示したが、当センターの過去の試

験の対照群における雄の也皮践の勝腫発生率は 0/50""4/50であり、 2000

ppm群の発生率が 5/50で特に高い備とは脅えず、 CDNBの投与によってこ

の腹蕩が増加したとは断定できなかった。

マウス

今自のがん原性試験では CDNBの投与による影響と考えられる麗揚の

発生増加はみられなかった。

く被験物質と非麗芸毒性病変等との関係について>

ラット

腎臓において近位尿縮管の好酸滴出現の増加が雌雄のさを投与群でみられ

た。この所見は、 13週間試験においても雌の全投与群でみられた。

がん原性試験での好酸摘の出現は対照群が少数例であるのに対し投与群

は全群に多数朝jみられ、さらに 13過酷試験ではその出現の程度に濃度相関

がみられたことからこれらの所見は明らかに CDNBの投与によるもので

あると考えられた。また、雄に比べて離の方が早期に出現(13遇)し、その
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程度、例数においても離の方が強くて多かった。腎細胞腺麗との関わりに

ついて誌、腫蕩が雄にのみ発生増加しているのに対して好酸掃は雌雄にみ

られ、鰻療の発生していない雌にも出現していることから、安子酸請が腎鰻

蕩の発生に直接関係しているとは考え難かった。

また、腎臓の間部位への好酸体の出現が2j展開試験の雄の 156ppm以上の

群、 13週関試験においても雄の 640ppm以上の群でみられ、 CDNBの投与

との関連性が示唆された。

牌臓のヘモジデリン説着と髄外造血の増加が雌の 800ppm以上の群でみら

れ、血液学的検査でみられた貧血と対応し、 CDNBの投与との関連牲が

示唆された。

前胃の過形成の増加が雌雄の 2000ppm群の定期解剖例でみられた。また、

この変化については 13週間試験の雌雄の 4000ppm群でもみられ、 CDNB

の投与との関連牲が示唆されたが、題主事の発生には至らなかった。

マウス

牌臓のヘモジデリン説馨の増加が雌雄の 2000ppm群で、髄外造血の増加

が雄の 2000ppm群でみられ、血液学的検査でみられた雌の貧血と対応し、

CDNBの投与との関連性が示唆された o

前胃の過形成の増加が雄の 2000ppm群の定期解部例でみられた。また、

この変化については 13週開試験の雌雄の 4000ppm群でもみられ、 CDNB

の投与との関連性が示唆されたが、腫蕩の発生には至らなかった。

甲状路の色素?先着の増加が離雄の 800ppm以上の群でみられ CDNBの投

与との関連性が示唆された。

く乳践の腺癌について〉

ラットのがん原性試験において、離の乳践の膿癌の発生が増加傾向を示

し、 CDNBの投与による影響と考えられた。

化学物質がホルモンなどの内分泌系等に影響を及ぼし、生体にがん化し

やすい条件をつくり、その結果としてがんの発生が増加するものは non-

genotoxicな作用、これに対し化学物繋が遺信子に産接作用して細胞をがん

イじさせるものは genotoxicな作用と分類されている。ホルモンの変化を介し

た発がんの場合には、乳腺の悪性である腺癌の発生に先だって良性の綿践

の発生についても増加傾向を示すはずである。しかし、今回の試験では、

腺癌の発生のみが増加傾向を示し、諒臆の発生については増加傾向を示さ

なかった。 また、 CDNBの変異原性について、エームス試験ではTA100、

庁
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TA98、 TA1538に強い復帰突然変異を示すことが、培養細胞を用いた試験で

は低濃度より染色体異常を誘発することが報告されている。(文献 10，11)

これらのことから、今回の試験で観察された CDNBによる乳腺の腺癌の

発生増加は、 CDNBが遺伝子に誼接作用して細胞をがん化させるもの、

すなわち genotoxicな作用と考えるべきであろう。

く腎細胞膜践について>

ラットのがん原性試験において、腎織に雄の腎細胞線腫の発生増加がみ

られ、 CDNBの投与による影響と考えられた。

腎臓におけるこの腎細胞線鐙と非麓揚性病変との関わりについては、前

述の様に好酸摘は本題蕩の発生に関係しているとは考え難かった。一方、

ラットの 2週器及び 13週間試験の雄において好酸体の出現がみられた。この

好酸体と臨場との関連性について検討された文献がいくつかあるものの、

現在のところ結論にまでは至っていない(文献 17'"'-'20)。我々の試験でもよ

記の様に短期の試験で雄の高濃度群に貯鞍体の出現がみられたことから麗

壌との関連性について検討したが、 CDNBでは腎細胞腺躍の発生と好酸

捕以外には腎臓の病変、特に前癌病変と思われる病変が認められなかった

こと、変異原牲が磁性であることから genotoxicな作用によって臆惑が発生

した可鵠性があり、好酸摘と掲様に好盟主体が腎躍蕩の発生に直接関係して

いるとは考え難かった。

く他のがん原性試験データとの比較>

E.五.Weisburgerら(文献 13)は、雄の CD(SD)ラット( 2000-500 

P 問、 1000-250ppm)と C D - 1マウス(雄 6000-1000ppm、3000-500ppm、雌:

3000-750ppm 、 1500-375ppm)を用いて、 18カ月間 CDNBの混餌投与によ

る試験を実施した。その結果、 ラット、マウスとも麗蕩の発生増加はみら

れなかったと報告している。話センターで行った今践のがん原性試験では

前述したごとく、ラットでは雄に腎臓の腎細胞腺腫及び離に乳嬢の腺癌の

増加がみられ、 E.K.Weisburgerらの結果とは異なった成績が得られた。こ

の差異は、使用動物の系統、投与用最等が異なる為に生じたと考えられた。

特に投与用量について、我々は最高投与濃度が 2000ppmで 24カ月間投与し

たのに対し、 E.K. Weisburgerらは問じ 2000ppmで投与したのは試験最初の

2ヶ月間だけであり、それ以降は我々の投与濃度より低かった。また、投

与期間も 18カ月間と短く、全体の投与用量は我々よりも低かったことが大

きな要留として考えられたロ

マウスでは我々の試験結果においても臆蕩の発生増加はなく、結果とし

ては類似した。
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V 結論

F344/DuCrj(Fischer)ラット及び Crj:BDFlマウスを用いて CDNBの2年

間(104遊詩)わたる経口投与(混輯)によるがん原性試験を行った。

ラットでは雄の腎臓の腎細胞腺腫及びi雄の乳腺の践癌の発生増加が認め

られ CDNBの F344/DuCrj(Fischer)ラットに対するがん原性が証明された。

その腫蕩発生濃度は 2000ppmであった。

今回の試験では C D N Bの Crj:BDFlマウスに対するがん原性は示されな

かった。
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