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要約

ジクロロメタンの Crj:BDF1マウスを用いた吸入による 2年間 (104週)のがん原性試

験を実施するのに先だって、その投与濃度を設定する呂的で 13週間の予備試験を実施し

た。

試験は被験物質投与群5群、対照群 1群の6群構成で、各群雌雄各 10匹の動物を用い

て行った。投与濃度は雌雄共通の8000ppm、4000ppm、2000ppm、1000ppm、500ppm

とした。投与はジクロロメタンを含む空気を所定の濃度で 186時題、 u屡5日間、 13週
龍の全身暴露で行った。観察・検査項目は、一般状態の観察、体重及び摂餌霊の測定、血

液学的検査、車液生化学的検査、尿検査、剖検、織器護量測定及び病理組織学的検査とし

た。

その結果、 8000ppm群の離1例が試験途中に死亡し、 4000ppm以下の群は全例が生害

した。 8000ppm群は雌雄とも体重の増加抑制(離雄ともに最終計測時で対照群の 90%)

を認めたほか、血液学的検査では雄に赤血球数の減少と盛小板数の増加、雌に赤血球数、

へマトクリット穂の減少と平均赤血球容積 (MCV)、平均赤血球ヘモグロピン量 (MCH)、

平均赤血球ヘモグロビン濃度 (MCHC)の増加を、血液生化学的検査では雄に総選白、尿

素窒素の低{車、雌に総蛋白、アルブミン、尿素窒素の低値を、病理組織学的検査で雌雄と

も肝臓に軽震または中等度の小葉周辺性の空胞変性を認めた。

なお、 8000ppm群では雌雄ともに神経痕状が観察され、離 1例の死亡も神経症状によ

るものと考えられた。

4000ppm群ではj睦雄とも血液生化学的検査で総蛋白と尿素議素の低盤、臓器護霊で肝

重量の増加、病理組織学的検査で雌の肝臓に軽度の小葉周辺性の空胞変性を認めるなど、

血液生佑学的検査、臓器震最及び病理組織学的検査に若干の変イむを認めた。しかし一般状

態、体重、摂餌震に対照群と比較して顕著な差を認めなかったことから、これらの変化は

動物の生存に影響を与えるような重篤な毒性徴候を示唆するものではないと考えた。

2000ppm以下の投与群では、2000pm群の雌雄に体重比肝護量の増加が被験物質の投与

の影響として認められただけであった。

以上の結果からがん原性試験の濃度設定は4000ppmを最高濃度として以下、 4000ppm、

2000ppm、1000ppm、Oppm(公比2)とした。
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I 試験材料

I -1 被験物質の性状等

I-1-1 名称、と別名

名 称:ジクロロメタン(Dichloromethane)

別 名:ニ堪佑メチレン

塩イ七メチレン

メチレンクロライド

メチレンジクロライド

CAS.No. : 75-09-2 

I-1-2 構造式、示性式、

H 

H 

CH2C12 (分子量:84.93) 

I-1-3 物理化学的性状等

性 状:揖発性の無色透明な液体

沸点:39.950C 

J疑冨点:“96.80C

比重:1.3255(200C) 

蒸気圧:440mmHg(250C) 

溶解性:水に微溶、エタノーノレ、エーテルに易溶

保存条件:室混、遮光条件下で気密容器に保脊

-2-
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1-2 被験物質の使用ロット等

使用ロット番号:APR 5259、APR5260 

製 造 元:和光純薬工業株式会社

純 度:99.9%以上

1 -3 被験物質の特性・同一位、安定性

1-3-1 特性・悶一性

被験物繋の同一位の確認は各ロット毎の被験物質のマススベクトル及び赤外吸収スベク

トルを測定し、ジクロロメタンの文献{直と比較することにより行った。

その結果、マススペクトルでは文献値(文献 1)と潟じ分子イオン及びフラグメントピ

ークが認められ、また赤外吸収スベクトルでも文献値(文献 2)と伺じ波数にピークが認

められたことからジクロロメタンであることを確認した。

測定結果については、 APPENDIXJ1に示した。

1-3-2 安定性

被験物質の安定性は使用開始前及び使用終了後に、赤外吸収スペクトル及びガスクロマ

トグラムを灘定し、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、投与期期中のジクロロメタンは安定で

あった。

測定結果については、 APPENDIXJ2に示した。

1-4 試験動物

動物は臼本チヤールス・リバー(株)(神奈川県厚木市下宮沢 795番地)から購入した

Crj:BDF 1マウス(SPF)の雌雄を使用した。

雌雄各 75匹を生後4週齢で導入し、各 1週間の検疫、馴イじを経た後、発育順調で異常

を認めなかった動物から、それぞれ体護値の中央値に近いi雄雄各60限(群構成時体重範街、

雄:21.0-24.8g、離:16.8-19.9g)を選別して試験に供した。

なお、 Crj:BDF1マウスを選択した理由は、がん原性試験で使用する動物権及び系統に

合わせたことによる。

幽 3幽
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II 試験方法

試験計樹、材料及び方法等の概要を TABL記1に示した。

II-l 投与

II-l-1 投与経路、投与方法及び投与期間

投与経路は全身暴露による経気道投与とした。吸入チャンパー内に設定濃度に調整した

ジクロロメタンを合む新鮮空気を送り込み、 6時間/目、 5B間/週、 13週罷(祝祭日を鈴

く)、試験動物に全身暴露暮した。投与期間中の暴露回数は63屈であった。なお、対照群に

は新鮮空気のみを送気した。

II-1-2 投与濃度及びその設定理虫

雌雄ともに最高濃度を 8000ppmに設定し、それ以下4000ppm、2000ppm、1000ppm、

500ppm (公比2)とした。

投与濃度は2週間投与試験の結果に基づき設定した。すなわち、2週間投与試験(文献4)

は、 6適齢のCrj:BDF1マウス 120匹を 5投与群と 1対照群(各群雌雄各 10[C)に分け、

ジクロロメタン投与群の濃度を 16000ppm、8000ppm、4000ppm、2000ppm、1000ppm

とし、各群 1B 6時間、 1遇5日開、 2週間、全身暴露して行った。

その結果、 16000ppm群は雄の半数と雌の全例が死亡したが、 8000ppm以下の群につ

いては死亡はなかった。 8000ppm群では雌雄ともに試験開始当初に体重の増加抑制と摂

餌量の抵備を認めたが、試験期務後半では対照群との差を認めなかった。その他、一般状

態、血液学的検査、病理学的検査に著変を認めなかった。 4000ppm以下の群では体重、

摂餌景、一般状態、血液学的検査、病理学的検査に対照群と差を認めなかった。

II-1-3 被験物質の発生方法と濃度調整

被験物質の発生方法を FIGURE1に示した。まず、発生容器内のジクロロメタンを徳

環式恒温層で加熱(250C)しながら、清浄~気のパブリングにより蒸発させた。次に、この

ジクロロメタン蒸気を循環式恒温槽で一定温度(1SOC)に冷却、再加熱 (250C)し、新鮮

空気と混合して一定濃震に諜整した後、流量計を用いて一定量を吸入チャンパーのうイン

ミキサーに供給した。最終的には、吸入チャンパー内のジクロロメタン濃度をガスクロマ

トグラフにより測定・監視しながら、吸入チャンパーへの供給流量を調節することにより、

チャンパー内濃度を設定濃度に調整した。
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II-1-4 被験物質の濃度測定

吸入チャンパー内のジクロロメタンの濃度は自動サンプリング装欝付ガスクロマトグラ

フを用い、暴露開始前から暴露終了後まで 15分毎に測定した。

測定結果については、 APPENDIXM1 ~こ示した。

各投与群における被験物質濃度の測定結果(平均備士標準偏差)は、 500ppm群:501.9

土1.3ppm、1000ppm群:1007.8土3.7ppm、2000ppm群:2000.9土8.8ppm、4000ppm

群:4002.6土1O.Oppm、8000ppm群:8001.3土22.Oppmであった。

II-2 動物管理

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、各群雌雄各 10匹の動物を用いた。

II-2-2 群分け及び{障体識別方法

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毘ずつ割り当て、ニ

巡回からは各群の動物の体壌の合計を比較して小さい群より隈に体震の重い動物を部り

てることにより群織の体壌の儲りを小さくする群分け方法(適正崩加方式)により実施し

た(文献 3)。

試験期間中の動物の儲体識別は、検疫及び劇佑期間においては色素塗和により、投与期

間においては時パンチにより識別した。なお、全錦育期闘を通してケージにも健体識民番

号を付した。

なお、動物はバリア区域内の独立した議ごとにi反容し、蜜扉には試験番号、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た。

II-2-3 飼育条件

動物は、検疫室 (605室)で 1週間の検疫鰐育を行った後、思11イじ及び投与期間中は吸入

チャンパ一室 (604室)に設震ました吸入チャンパー内で鰐育した。試験に使用した検疫輩、

吸入チャンパ一室及び吸入チャンパー内の環境条件をTABLE1に示した。

投与期間の吸入チャンパー内の飼育環境は、温度23土20C、混度 55土15%、換気罰数 12

土1沼/時、圧力 0"""'-15mmAqに、吸入チャンバーが設設されている飼育室の飼育環境は

温度 23土20C、湿度 55土10%、明暗サイクル:四時間点灯(8:00.......20:00)/12時期消灯(20:00

'""'8:00)、換気回数日'""'17鴎/時に設定した。その結果、吸入チャンパー内環境はすべて設
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定条件の範邸内で、あった。また、投与期間中の吸入チャンパー内環境の計灘結果について

は、 APPENDIXM2に示した。

検疫期間中は 1ケージさきり l肢の単飼(ステンレス製2連盟網ケージ、 112Wx212Dx

120Bmm)、馴伶期間中は 1ケージ当り 1匹の単飼(ステンレス製6連盟網ケージ、 95Wx

116D x 120B mm)、投与期間中は 1ケージ当り 1匹の単飼(ステンレス製5連網ケージ、

100Wx 116D x 120B mm)の条件下で飼育した。なお、ケージは2週間毎に交換した。

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

臨製鰐料(3Mrad=30KGy・γ線照射減璃飼料)を飼育全期際を通して閥製飼料給餌器によ

り自由摂取させた。また、飲水は鶴湾全期間を通して、市水(秦野市水道局供給)をフィル

ターろ過した後、紫外線照射し、自動給水により自由摂取させた。

なお、館料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)の分析データを使用ロットごとに入手し、飲料水については(財)食品薬品安

全センター秦野研究所(神奈川県秦野市溶合 729-5)に3ヶ月毎に分析を委託し、それぞ

れ試験計画書に規定した許容基準の範期内であることを確認した。

II-3 観察・検査項目及び方法

日-3-1 動物の一般状態の観察

暴露休止中に動物の一般状態観察を毎週 1面、動物の生死確認を毎82部行った。

II-3-2 体護測定

全動物の体壌を、遡 1問、測定した。

II-3-3 摂餌主義測定

遇 1問、摂餌量を測定した。

II-3-4 虫液学的検査

定期解ff1J締まで生脊した動物について、部検直前にエーテル麻酔下で腹大動脈より、

EDTA・21仁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。

なお、検査対象動物は解部日前日より絶食(18時間以上)させた。

検査項目はTABLE1、検査方法はAPPENDIXL1に示した。
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II-3-5 血液生佑学的検査

定期解剖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腹大動脈より、ヘ

パリンリチウム入り採出管に採血した血液を遠心分離し、得られた血紫を用いて鼠液生佑

学的検査を行った。なお、検査対象動物は解部前呂より絶食(18時間以上)させた。

検査項目はTABLE1、検査方法はAPPENDIXL1に示した。

II-3-6 尿検査

投与最終週に新鮮尿を採取し、尿検査を行った。

検査項目はTABLE1~ 検査方法は APPENDIXL1 に示した。

II-3-7 病理学的検査

1 filJ検

解剖時に全動物について肉眼的に観察を行った。

2 臓器重量

定期解部時まで生存した動物について TABLE1に示した臓器の湿重量(実議議)を測

定した。また、実重量の体重比、すなわち、定期解剖持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漉液にて国定後、 TABLE1に示した臓

器及び肉眼的に変佑のみられた総織を、パラフィン包壊、薄切、ヘマトキシリン・エオジ

ン染色、一部症例にはPAS染色を行い、光学顕微鏡にて病理組織学的に検査した。

II-4 数値処理と統計学的方法

II-4-1 数値の取り扱いと表示

チャンパー内被験物質濃度についてはppmを単位とし、小数点以下4位までを計灘し、

小数点以下2位を四捨五入して小数点以下 1位までを表示した。

体重についてはgを単位とし、小数点以下第2位まで計灘し、四捨五入して小数点以下

第 1位までを表示した。

摂餌量についてはgを単位とし、計澱嬬鰐を通しての摂餌盤を小数点以下第 1位まで計

測し、この備を計測期間の日数で除し、 1日当りの平均摂餌量を算出し、小数点以下第 2
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位を四捨五入して小数点以下第 1位までを表示した。

臓器実翠震についてはgを単位とし、小数点以下第3位まで計灘し、表示した。鱗器護

量体重比については臓器実重量設備を解剖時体重で徐し、パーセント単位で小数点以下第 4

位を四捨五入し、小数点以下第 3位までを表示した。

血液学的検査、血液生化学的検査についてはAPPENDIXL2に示した精度により表示し

た。 A/G比はアルブミンI(総蛋白ーアルブミン)による計算で求め、小数点以下第2佼を四

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…タにおいての平均値及び様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 母数の叡り扱い

体重及び摂餌議については、各計測時に生存している全動物を対象に計測した。

臓器援量、車液学的検査、血液生也学的検査は、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から除いた。

尿検査は、投与最終避に行い、検査数を母数とした。

剖検と病理総織学的検査は、死亡・瀕死による試験途中での解剖動物数と定期解剖動物

数を母数とした。

II-4-3 統計方法

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

Dunnettの多翠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-Wallisの)1創立検定を行い、群留に有意差が認めら

れた場合には Dunnett(塑)の多重比較を行った。なお、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%で部側検定を行った。

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

ドOとしてx2検定を行った。また、尿検査についてもx2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り、最終検定では5%及び1%で両側検定を行った。

II-5 試資料の保管

試験計臨書、標本、生デー夕、記録文議、最終報告書、信頼性保証誌明書、被験物質、

その他本試験に係る資料は呂本バイオアッセイ研究センターの標準操作手順番に従って、

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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III 試験成績

III-l 動物の状態観察

III-l-1 生死状況

8000ppm群で 11漉7自に雌1例が死亡した以外は全例が生存した。

III-1-2 一般状態

一般状態の観察結果をAPPENDIXA1に示した。

一般状態の観察では、 8000ppm群の雄 1例に試験5遇、 6灘、 13遡に繍皮を認めただけ

であり、投与群に特徴的な所見はなかった。

なお、暴露中の動物の状態はチャンパーの外から次のような行動を認めている。8000ppm

群は雄雄とも暴露開始後日分壊から極端な興奮状態がしばらく持続し、暴露関始後 30分

壌には全動物が横臥状態になった。また、動物が極端な興欝状態にある持は、ケージの側

壁、床及び天井面にぶつかりながら狂った様に飛び跳ねる例も認めるなど8000ppm群の雌

雄に神経症状が認められた。 4000ppm群でもケージ内で頻繁に立ち上がるなど対照群と比

べて幾分活発な動きを認めたが、 2000ppm以下の群の動物には暴露中の行動に異常を認め

なかった。また、試験途中に死亡した 8000ppm群の雌 1例はケージ壁面と餌箱の鶴隙に入

り込んだ状態で死亡していた。

III-1-3 体重

体重の推移をTABLE2，3、FIGURE2， 3及びAPPENDIXB1， B2に示した。

雄の8000pm群は投与 1週の体重犠が対照群の 94%と低値を恭したが、投与2週以緯は

対照群との差がなくなり最終針測日の舗は対照群の 97%であった。 4000ppm以下の群では、

2000ppm群の投与7週、 1000ppm群の投与?過と 8週に一時的に対照群よりも低髄とな

った以外は各投与群とも対照群と差を認めなかった。

離の 8000ppm群の体重は投与期間を通じて、対照群の 89%""95%で推移し、最終計測日

の値は対照群の90%であった。 4000ppm以下の投与群には対照群と差を認めなかった。
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III -1 -4 摂餌霊

摂鰐量(1日11lf当り)をTABLE4，5、FIGURE4，5及びAPPENDIXC1， C2に示した。

雄は8000ppm群の投与 1週と 2000ppm群の投与7避の値に低儀を認めたが、これ以外

は対燕群と差を認めなかった。

離は8000ppm群の投与 1週と 7週、 4000ppm群の投与7避の値にf記憶を認めたが、こ

れ以外は対照群と惹を認めなかった。

III -2 鼠液学的検査・血液生佑学的検査・尿検査

III -2-1 血液学的検査

血液学的検査の結果をAPPENDIXD 1， D2に示した。

雄は8000ppm群に赤鹿球数の減少と血小板数の増加を認めた。また、全投与群で平均赤

血球容穣 (MCV)の増加、 2000ppm以上の群で平均赤血球ヘモグロピン重量 (MC狂)の

増加を認めたが、投与濃度との対応、は拐擦でなかった。

このf也、 500ppmから 4000ppmまでの群にヘモグロビン濃度の高値、 500ppm群にへマ

トクリット鎮の高値を認めた。

雌は8000ppm群に赤忠球数及びヘマトクリツト値の減少とMCV、MCH、平均赤血球

ヘモグロビン濃度 (MCHC)の増加を認めた。 MCVとMCHに関しては2000ppm以下

の群でも高値を認めたが、投与濃度との対応はなかった。

III一個2-2 血液生佑学的検査

車液生イじ学的検査の結果をAPPENDIXE1， E2に示した。

雄は 4000ppm以上の群で総議自と尿素議素の低犠を認めた。 2000ppm以上の群でA/

G比の増加を認めたが、投与濃度との対応はなかった。

その他、 1000ppmから 4000ppmまでの群に総コレステロールの低値、 1000ppm群と

8000ppm群にトリグリセライドの{底値を認めた。

離は 4000ppm以上の群に総蛋白と尿素窒素の低値、 8000ppm群にアルブミンの低舗を

認めた。

その他、 1000ppmと500ppm群に総コレステロールの低儲を認めた。
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III -2-3 尿検査

尿検査の結果をAPPENDIXFl， F2に示した。

雌の4000ppm群にpHの増加、8000ppmと500ppm群に蛋自の程度の減弱を認めたが、

投与濃度との対応はなかった。

III -3 病理学的検査

III-3-1 剖検

剖検所見をAPPENDIXG 1 ""'G3に示した。

〈死亡例〉死亡した 8000ppm群の雌 1併は胸郭に強い変形(路間)を認め、続の台識が

赤色を埜していた。

〈生存例)J誰雄とも被験物質の投与の影響と考えられる所見はなかった。

III -3-2 臓器重議

定期解部時に測定した臓器の実重量と体重比を APPENDIXHl， H2(実重量)、

APPENDIX Hl， H2(体議比)に示した。

雄は8000ppm群で蹄と肝臓に実叢議と体重比の高健を、脳に実襲撃の高値、腎臓に体重

比の高値を認めた。 4000ppm群では肝臓に実重量と体重比の高値を、 2000ppm群では肝

臓に体護比の高舗を認めた。

雌は8000ppm群で腎臓と肝臓に実重量と体重比の高値を、蹄に体重比の高値を、また牌

臓に実襲最と体重比の低催を認めた。 4000ppm群では肝臓に実重量と体重比の高値を、

2000ppm群では肝臓に体重比のみの高績を認めた。その他、 4000ppm群では闘腎に実重

量と体重比の低値、心臓に体重比のみの{底値を認めた。

III -3-3 病理組織学的検査

演理総織学的検査の結果をAPPENDIXJl ""'J3、APPENDIXKlに示した。

〈死亡例〉死亡した 8000ppm群の雌l例の肺にはうっ血と出血を認めた。

〈生帯例)8000ppm群の雄に肺の紹気管支ー肺胞上皮線腫を 1例認めた。 8000ppm群

の雄と 2000ppm以上の群の離に肝臓の小葉周辺性の控胞変性を認めた。この肝臓の変佑は

H&E染色では肝細脇の細胞質内に生じた空胞として認められ、 PAS染色に陽性、ジアスタ

ーゼによる消佑には陰性を示した。なお雄の対照群に 9例認めた腎織の近位尿締管上皮の

空抱佑は、投与群では500ppm群に2例、 1000ppm群に 1例を認めただけであった。
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lV 考察及びまとめ

本試験は Crj:BDFlマウス離雄各群1Oi2!!を使用して被験物質投与群 5群、対照群 1群

の 6群構成で行った。投与はジクロロメタンを含む空気 (8000ppm、4000ppm、2000ppm、

1000pp盤、 500ppm、Oppm)を186持閥、 1逓 5日、 13週間吸入(全身曝露)させた。

その結果、 8000ppm群では雄の全例が生存し、体重、摂餌量でも対照群と比較して顕著

な惹を認めなかった。開群の雌では l例が死亡し、最終計測週では対照群と比較して 10%

の体重抑制を認めた。j雄雄とも暴露中の行動観察では暴露開始後15分頃から極端な興奮状

態を示す神経症状が15分程持続し、暴露関始後30分頃には興奮していた動物は全て横臥

状態となった。離の 1例の死亡もこの神経症状によるものと考えられた。血液学的検査で

は雄に赤血球数の減少と血小板数の増加、 i雑に赤血球数、ヘマトクリット億の減少と平均

赤血球容積(MCV)、平均赤血球ヘモグロピン量(MCH)、平均赤血球ヘモグロピン濃度(誼CHC)

の増加を、血液生佑学的検査では雄に総輩出、尿素窓素の低f底、離に総蛋白、アルブミン、

尿素墾素の低備を、病理組織学的検査で雌雄とも肝臓に軽度または中等度の小葉周辺性の

空胞変性を認めた。

4000ppm群は雌雄とも血液生佑学的検査で総蛋告と尿素窒素の低値が、臓器議長室で肝

重量の増加が、さらに離では病理組織学的検査でも肝臓に軽蔑の小葉鰐辺性の空胞変j性を

認めた。一方、一般状態の観察、体重、及び摂餌震の各検査項目には対照群とほとんど差

を認めなかった。

2000ppm以下の投与群では、2000pm群の雌雄に体重比肝震援の増加が被験物質の投与

の影響として認められただけであった。

これらの結果より、がん原性試験の最高暴露濃度は 8000ppm付近では神経症状の発現

で動物が死亡する可能性が高いと考え、 4000ppmを最高濃度とし、以下 2000ppm、

1000ppm、Oppm(公比2)とした。

なお、被j験物質の投与との関連は明らかでないが雄の 1例に腕の紹気管支ー肺胞上皮線

躍の発生がみられた。
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