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要約

1，4・ジクロロ4働ニトロベンゼンのがん原性を検索する間的でCrj:BDFlマウスを用いて経

口投与による 2年間の試験を実施するに当たり、その投与濃度を設定するために予備試験

(13週間試験)を実施した。投与は、被験物質を混合した粉末館料を動物に自由摂取させ

ることにより行った。投与濃度は、雌雄とも 7500ppm、5000ppm、3333ppm、2222ppm、

1481 ppm (公比1.5)に設定し、 1群当たりの動物数を雌雄各 10匹とし、被験物質投与群

5群、対照群 1群の6群講成で実施した。観察、検査として、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、臓器藁譲測定及び病理組織

学的検査を行った。

試験の結果、 7500ppm群で死亡、摂館量の低下と体重の減少がみられた。被験物質によ

る毒性の標的臓器は、雄では肝臓、車液系/稗臓、精巣及び鼻腔であり、雌では肝臓、血液

系/牌臓及び、腎臓であった。これらの臓器への影響は、肝臓への影響(雌雄とも中心性の肝

細胞の思大細胞化、雄の肝臓蓑壌の増加と血策のリン脂質の増加)は雌雄とも 1481ppmま

で認められた。虫液系/碑臓への影響は、雄では2222ppm以上の群(赤鼠球数の減少、牌

臓でのヘモジデリン沈着と髄外遊血の増加)、雌では 1481ppm群まで(稗臓でのヘモジ

デリン沈藩)認められた。精巣への影響(精原細胞の壊死、精巣重量の低下、精巣上体に

おける精上農系細胞の残屑の出現と精子の消失)と鼻腔への影響(嘆上皮の萎縮)が雄の

7500 ppm群でみられた。また、腎臓への影響(腎臓重量の増加、血策の尿素議素の増加)

はi離の 5000ppm以上の群に認められた。従って、マウスにおける 13週間の混餌投与によ

る最小毒性量 (LOAEL)は、雌雄の肝臓への影響及び雌の虫液系/牌織への影響をエンドポ

イントとして 1481ppm(雄;0.245 g/kg body weight/day、雌;0.284 g/kg body weight/day) 

であると考えられる。なお、 1，4“ジクロロ・2・ニトロベンゼンの代謝物である N-アセチル-

8-(4・クロロ幽3・ニトロフェニ)1，-)-L働システインに起関する黄色尿が雌雄とも全ての投与群で

みられた。

2年間混餌投与によるマウスのがん震性試験における被験物質の投与濃度は、動物の死

亡、ならびに体護、肝臓及び血液系への影響をもとに、雌雄とも最大耐量と推定される 2000

ppmを最高投与濃度とし、以下、公比2.5で800ppm、320ppmに設定した。
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I 試験材料

1 -1 被験物質の性状等

1 -1-1 名称等

名称

別名

IUPAC名
CAS.No. 

:1，4欄ジクロロ岳帥ニトロベンゼン (1，4-Dichloro飾品nitrobenzene)
: 2，ふジクロロd綱ニトロベンゼ、ン (2，5“Dichloro-1剛nitrobenzene)
: 1，4“ジクロロ4“ニトロベンゼン(1，4醐Dichloro-2帥nitrobenzene)
: 89“61-2 

1 -1-2 構造式、示性式、分子鷺(文献1)

Cl 

N02 

cl 

C6H3C12N02 

分子量 :192.0 

1 -1-3 物理化学的性状等(文献 1，2)

:淡黄色結晶

: 266
0

C 

: 56"C 

外観

沸点

融点

溶解性 :クロロホルム、ベンゼン、ジエチルエーテルに可提言
水に難溶

保蒋条件 :室掻で暗所に保存

1 -2 被験物質の使用ロット等

イ吏用ロット番号

製造元

グレード
純度

: SKG1643 
:和光純薬工業株式会社

:和光試薬 1級

: 100.0% (和光純薬工業株)検査成績書データ)

.2幽
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1 -3 被験物質の特性・問一性、安定性

1 -3-1 特性・同一性

被験物質の同一性の確認は、使用した 1，4網ジクロロ・2・ニトロベンゼンについて、マスス

ペクトルを質議分析計 CHewlettPackard 5989B)により測定し、また、赤外吸寂スペクト

ルを蒜外分光光度計 CShimadzuFTIR・8200PC)により測定し、 1，4・ジクロロふニトロベン

ゼンの文献値と比較することにより行った。

その結果、被験物質のマススペクトルは文献値(文献 3)と向じ分子イオン及びフラグメ

ントピークを示し、また、赤外吸収スペクトルも文献値(文献4)と潤じ波長にピークが認

められ、被験物質は1.4-ジクロロ・2・ニトロベンゼンであることを確認した。

なお、それらの結果は、 APPENDIXL1に示した。

1 -3-2 安定性

被験物質の安定性の確認は、{吏用した 1，4綱ジクロロ・2・ニトロベンゼンについて、{吏用開

始前及び使用終了後に、赤外吸収スベクトルを赤外分光光度計 CShimadzuFTI芯8200PC)

により測定し、また、ガスクロマトグラフ CHewlettPackard 5890A)によりガスクロマ

トグラムを澱定し、使用開始前及び使用終了後の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、使用開始前後の測定結果に差はみられず、投与期間中の 1，4・ジクロロ・2・ニト

ロベンゼンは安定であることを確認、した。

なお、その結果は、 APPENDIXL2に示した。

1 -4 試験動物

動物は呂本チヤールス・リバー(株)C厚木飼育センター:神奈JII県厚木甫下古沢 795番地)

のCrj:BDFlマウス(SPF)の雌雄を使用した。

雌雄各75匹を4適齢で導入し、各 1週間の検疫、患!I化を経た後、発育JII震識で、異常を認

めない動物から、体重の中央鏡に近い離雄各60匹(投与開始時体重範囲、雄:21.3"""23.7g、

雌:18.2"""19.7g)を選別し、試験に供した。なお、がん涼性試験で使用する動物は、遺伝

的に安定していること、麓療の自然発生率が低いこと、過去に多くのがん藤性試験に用い

たデータがあり、化学物質による腫蕩発生の感受性が知られていることの理由から

Crj:BDFl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:BDFlマウスを使用した。

-3 -
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立 試験方法

立-1 投与

立-1-1 投与経路

経口投与

II-1-2 被験物質の投与方法

被験物質を粉末飼料に添加し、設定濃度に調製した被験物質混合飼料を粉末飼料用給館

器に充填し、動物に自由摂取させた。

II -1-3 投与期間

投与期間は、がん藤性試験の投与濃度を決定するために13避間 0995年2月15日"-'1995 

年5月間，19B : 92"-'95日間)とし、解剖前尽まで連続投与した。なお、被験物質混合銅料

の交換頻度は、餌重量の測定頻度に合わせ7日聞に一密とした。

立-1-4 投与濃度

最高投与濃度を7500ppmに設定し、以下、 5000ppm、3333ppm、2222ppm、1481

ppm (公比1.5)とした。なお、対照群として粉末飼料のみの群を設けた

豆一1-5 投与方法、投与期間、投与濃度の設定理由

被験物質は常温で醤体であり、水に難溶であるため、混餌による経口投与とした。

投与期滞はがん涼性試験の投与濃度を決定するために13週間とした(文献 5)。

各群の投与濃度は2週間の予備試験(文献 6)の結果をもとに設定した。すなわち、

2週間試験では6適齢の Crj:BDF1マウス(SPF)雌雄に 10000ppm、5000ppm、2500ppm、

1250ppm、625ppm (公比2)の濃度の混館飼料を2週間自由摂取させた。その結果、 10000

ppm群では雄に 2阪、離に 6[Cの動物が死亡し、 i峰雄ともに顕著な体重増加の抑艇と摂館

量の低下、肝臓、腎臓、血液系への影響が認められた。 5000ppm群では、体重増加の抑制

と摂餌量の減少は認められず、肝臓、腎織、血液系への影響も減少した。

働 4-
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これらの結果から、 13週間試験の最高投与濃度は5000ppm以上 10000ppm未満に設

定すべきであると考えた。従って、13週間試験の投与濃度は、雌雄とも最高用量を7500ppm

とし、以下5000ppm、3333ppm、2222ppm、1481ppm (公比1.5)に設定した。なお、

対照群として粉末飼料のみの群を設けた。

II -1-6 被験物質混合銅料の調製方法

7500ppmと5000ppmの被験物質混合飼料については、混合機(スパイラルミキサー:

関東混合機社 SS-251型)を用いて粒筏 0.5mm以下に粉砕した1.4“ジクロロ-2・ニトロベ

ンゼ、ンと粉末飼料を譲接混合して調製した。また、 3333ppm、2222ppm、1481ppmの被

験物質混合餌料については、まず、混合機(スパイラルミキサー:関東混合機社 CS・20梨)

を用い 1，4“ジクロロ必ニトロベンゼンと粉末飼料を漉接混合して10000ppmの被験物質混

合飼料を調製し、さらに粉末館料を加え、混合機(スパイラルミキサー:関東混合機社SS齢251

型)により希釈混合することによって調製した。なお、試験における濃度の表示は、 ppm(蓑

護対藁譲比)とした。また、被験物質混合錦料の調製は、投与開始直前に 1閥、投与期間中

に2遡の計3問実施した。調製された被験物質混合飼料は冷蔵保存し、 1図の調製分につき

最長6週間使用した。

II -1-7 調製時における被験物質混合飼料中の被験物質の濃度

各投与濃度に調製された被験物質混合飼料中における被験物質の濃度は、初回諦製持、

各濃度毎に混合容器内の被験物質混合飼料を 7点サンプリングし、ガスクロマトグラフ

(Hewlett Packard 5890A)を用いて分続し確認した。

分析の結果、各群の平均調製濃度は設定濃度に対し、 99.3'"10 1.0%の範関にあった。ま

た、均一性に関しては、各濃度群内の濃度のばらつきも少なく良好であった。その結果を

APPENDIXL3に示した。

II -1…8 被j験物質混合飼料中の被験物質の安定性

調製された被験物質混合飼料中における被験物質の投与状態での安定性は、 10000ppm 

及び 625ppmの被験物質混合額料について調製時及び掘製後7呂田に室温放建の被験物質

混合飼料中における被験物質濃度をガスクロマトグラフ (HewlettPackard 5890A)を用

いて分析し、澱定結果を比較することにより確認した。その結果、調製時を 100%とする

と、調製後7呂田には90.2""'95.3%であり、投与状態(室撮放置)での被験物質混合鰐料

聞 5-
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中の被験物質は安定であることを確認した。その結果をAPPENDIX L4に示した。

また、調製された被験物質混合飼料中における被験物繋の冷蔵状態、での安定性は、試験

に先立ち 10000ppm及び、 625ppmの被験物質援合館料について調製持及び調製後14週自

に冷蔵保帯の被験物質混合飼料中における被験物質濃度をガスクロマトグラフ(註ewlett

Packard 5890A)を用いて分析し、測定結果を比較することにより確認した。その結果、

調製持を 100%とすると、 14週間冷蔵保存後には89.3----96.5%であり、部定濃度に大き

な差はみられず、冷蔵状態での混合飼料中の被験物質は安定であることを確認した。その

結果をAPPENDIXL4に示した。

1I -1-9 被験物質の摂取量

体葉、摂餌議及び設定濃度より被験物質の体重 kg~きたりの-8摂取議 (glk.g body 

weight/day)を算出した。

1I -2 動物管理

五-2-1 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。

ま住 雌

群名税: 使用動物数(動物番号) 群名称 能用動物数(動物番号)

対照群 1012!i (1001----1010) 対照群 10匹 (2001----2010) 

1481 ppm群 10匹 (1101----1110) 1481 ppm群 10毘 (2101----2110) 

2222 ppm群 10匹(1201----1210) 2222 ppm群 10監 (2201----2210)

3333 ppm群 10匹(1301----1310) 3333 ppm群 10限 (2301----2310) 

5000 ppm群 10匹(1401----1410) 5000 ppm群 10匹 (2401----2410) 

7500 ppm躍 10匹 (1501----1510) 7500 ppm群 10思 (2501----2510) 
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II -2-2 群分け及び個体識JJIJ方法

供試動物の各群への蔀り当ては、発育)11員識で、異常を認めない動物を体重の重い願より

各群に 1思ずつ割り当て、ニ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

)1展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

正層部方式)により実施した(文献 7)。

試験期間中の動物の個体識別は、検疫期間及び期iI化嬬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、またケージにも儲体識別番号を付した。

なお、動物はバリア区域 (AC-2、空調エリア)内の独立した室(雌雄とも 202議)に攻

容し、飼育室に試験番号、動物穂及び動物番号を表示し、始試験及び異種動物と思想jした。

II -2-3 飼育条件

動物は、全飼育期間を通して、調度23:f:2"C(実測値平均土標準偏差:22.8土0.2"C)、

湿度 55土10%(実澱鏑 平均土標準偏差:56土2%)、暁暗サイクル:12時間点灯(8:00'"'-'

20:00)/12時間消好(20:00'"'-'8:00)、換気額数 15'"'-'17回/時の環境下で鰐育した。

全飼育期間を通して動物の状態に影響を与えるような大きな環境変化は認められなかっ

た。

動物は単飼ケージ(ステンレス製ニ連製網ケージ、 112WX212DX120H mm)にi反容し、

ケージ交換は2週間部に実施した。

餌料は、検疫期間についてはオリエンタル酵母工業(株)千葉工場(千葉県千葉市美浜区

新港 8・2)のCRF・1翻型飼料(30KGy“γ練照射滅醤館料)を使用し、画製飼料給額器により、

患11化期間及び投与期間についてはオリエンタル醇母工業(株)の CRF剛1粉末飼料(30KGy“γ

線照射滅蔚飼料)を粉末飼料給館器により自曲摂取させた。ただし、定期解剖目前日の夕方

からは絶食させた。

飲料水は、全飼育期間を還して市水(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、自動給水装震で自由摂取させた。

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酵母工業(株)から分析

データを使用ロット毎に入手し、保管した。館料中の爽雑物については(財)日本金品分

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毎に入手し、ま

た、飲料水については(財)食品薬品安全センター秦野研究所(神奈川県秦野市落合729・5)

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と比較して異常のないことを確

認した。
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五一3 観察・検査項目及び方法

ll-3-1 動物の一般状態の観察

全動物について、毎日 l回生死及び瀕死の確認を行い、一般状態の詳織な観察は毎週

1問実施した。

豆-3-2 体重澱定

全動物について、毎週 1厨(投与開始寝前及び各選 7日開)に体重を澱定した。なお、

動物の苑亡発見時と切迫屠殺持及び定期解部動物の搬出時にも体重を測定した。

ll-3-3 摸餌肇澱定

週 1密、摂餌量を{毘体加に測定した。

ll-3-4 血液学的検査

定期解部時まで生存し、採鹿可能な動物について剖検直前にエーテル麻酔下で腹大動脈

より訪日-2カリウム入り採血管及びヘパリンリチウム入り採血管(下記*印検査項目)に

採血し、血液学的検査を行った。なお、検査対象動物は解剖日前日夕方より絶食08時間以

上)させた。

検査項呂:赤血隷数、ヘモグロピン濃度、ヘマトクリット値、平均赤車球容積制CV)、

平均赤血球ヘモグロピン量併CH)、平均赤血球ヘモグロビン濃度制CHC)、

血小板数、自車球数、白血球分類、*メトヘモグロビン濃度

検査方法はAPPENDIXM1に示した。

ll-3-5 血液生化学的検査

定期解剖時まで生存し、採血可能な動物について剖検直前にエーテル麻酔下で腹大動脈

よりへ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血紫を用いて血液生化

学的検査を行った。なお、検査対象動物は解剖自前日夕方より絶食(18時間以上)させた。

検査項目:総蜜岳、アルブミン、 A/G比、総ピリルピン、グルコース、総コレステ口

-)レ、トリグリセライド、リン脂質、 GOT、GPT、LDH、ALP、γ-GTP、
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CPK、尿素窒素、ナトリウム、カリウム、クロール、カルシウム、無機J)ン

検査方法はAPPENDIX M 1に示した。

II -3-6 尿検査

投与最終週に採尿可能な全動物について新鮮尿を採取し、尿検査を行った。

検査項目 :pH、謹白、グルコース、ケトン体、議嵐、ウロピリノーゲン

検査方法はAPPENDIX M 1に示した。

E … 3.一一…….網欄ω叩一欄ω町.網鴫-働ω嶋干.曲.

(1) 部検

全動物について肉眼的に観察を行った。

(2) 臓器重量

定期解剖時まで生存した全動物について以下に示した織器の滋憲議(臓器実重量)を測

定した。また、湿議長室の体重比(臓器重量体重比)、すなわち、定期解剖時の体重に対する

百分率を算出した。

胸線、部皆、精巣、卵巣、心臓、肺、腎臓、碑職、肝臓、脳

(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器液にて固定後、以下に示した臓器を、

パラフィン包壊、薄切、ヘマトキシリン・エオジン染色し、光学顕微鏡にで病理組織学的

に検査した。

皮膚、鼻腔、鼻端頭、喉頭、気管、肺、骨髄、リンパ節、胸線、牌臓、心臓、昔、唾液

腺、食道、腎、小競(十ニ指腸を含む)、大腸、肝臓、胆嚢、勝Hi議、腎臓、勝目光、下室主体、

甲状線、上皮小体、副腎、精巣、精巣上体、精嚢、前立腺、卵巣、子宮、陸、乳線、脳、

脊髄、末梢神経、眼球、ハーダー腺、筋肉、管
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II -4 数値処理と統計方法

II -4-1 数値の取り扱いと表示

数値データは計調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。

摂餌震についてはgを単位とし、給餌量及び、残鋲量を小数点以下第1位まで計測し、給餌

量値から残餌量値を減じて摂餌壌とした。この億を計減期間の日数で除し、 1日当りの平均

摂鰐議を算出し、小数点以下第2伎を四捨五入して小数点以下第1イ立までを表示した。

1，4-ジクロロ-2・ニトロベンゼンの体重kg当たりの1日摂取量は、摂館長室に1，4“ジクロロ・2・

ニト口ベンゼンの設定濃度を乗じ、体護で除した舗をglkgbody weight/dayを単位として

小数点以下第4イ立を西捨五入して小数点以下第3位まで表示した。

臓器実護壌についてはgを単位とし、小数点以下第3位まで計測し、表示した。臓器重量

体重比については臓器実重量値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イ立までを表示した。

車液学的検査、出液生化学的検査については APPENDIXM 1に示した単位及び桁数に

より表示した。

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

う四捨まま入を行い表示した。

立-4-2 母数の取り扱い

体重、摂餌量については、各計澱特に生存している全動物を対象に計測し、欠浪.IJ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。

臓器重量、血液学的検査、血液生化学的検査は、定期解部時まで生存した動物を対象と

し、欠測となったデータについては母数より除いた。

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、非腫療性病変については有効臓器

数(供試臓器数から欠損臓器を除いた臓器数)を母数とした。
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立-4-3 統計方法

本試験で得られた測定備は、対照群を基準として、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鷲分散分析を行い、群間に有意差が認めら

れた場合には、 Dunnettの多重比較により平均{誌の検定を行った。また、分散の等しくない

場合には、各群を通して測定値を}I領位化して、Kruskal・Wallisの!順位検定を行い、群聞に有

意義が認められた場合には対無群と各投与群のDunnett(型)の多重比較を行った。

病理組織学的検査のうち非腫場性病変については、対照群と各投与群間でχ2検定を行っ

た。検定は、所見の見られなかった動物をグレードOとして分類し各グレード毎の動物の度

数分布により行った。また、尿検査についても対照群と各投与群間とのが検定を行った。

各群雌雄毎に検査数が2以下の項目については検定より除外した。

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%南側

検定を行った。
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頂試験成績

投与開始後3週6自目に雄の 1481ppm群において事故のため 1監の動物が死亡した。

従って、当該動物は試験成績から除外した。

盟-1 生死状況

生死状況をTABLE1，2、APPENDIXA1， 2に示した。

雄:

7500ppm群で投与開始後2逓闘で2匹、 3週目及び7選自で1院の計4院の死亡が認め

られた。また、 3333ppm群で3週自に 1匹の死亡が認められた。

雌:

7500ppm群で投与開始後3避話、 4週闘、 7適自及び8避目でそれぞれ1匹の死亡が認

められた。

取-2 一般状態

一般状態の観察結果を APPENDIXA 1， 2に示した。

難雄ともに全投与群で投与開始翌週(1週7日)より、投与終了(13週7日)まで黄色

尿が観察された。その他、雌雄とも、 7500ppm群で立毛が投与中期に少数例(雄:1""'4 

[l!;、雌:1""'3匹)観察された。

国一3 体重

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

雌雄とも 7500ppm群で体重の著しい減少が初期の 4""'5週にみられ、その後も体重増加

の抑制傾向がみられた。イ自の投与群の体重は、対照群と同様な推移を示した。

最終計測日(13漉 7B)における各投与群の体重は、対照群と比較して、雄では7500ppm

群 :66%、5000ppm群 :96%、3333ppm群 :98%、2222ppm群:99%、1481ppm群:

99%、離では7500ppm群:78%、5000ppm群:103%、3333ppm群:108%、2222ppm

群:105 %、 1481ppm群:104%であった。
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直-4 摂餅量

摂餌震をTABLE3， 4、FIGURE3， 4、APPENDIXC 1， 2に示した。

雄では、 7500ppm群で投与開始後4避白から 9遡巨まで、離では、 7500ppm群で投与

開始後4遇邑から 12週固まで、ともに摂館量の俄憶が認められた。

投与期間中の投与群の撰餌震は、対照群に対して、雄では 7500ppm群:67"'114%、5000

ppm群:81"'106 %、 3333ppm群:87"'111 %、 2222ppm群:93"'116 %、 1481ppm 

群:93"'121 %、雌では7500ppm群:70"'103 %、 5000ppm群:86""" 119 %、 3333ppm

群:89""" 112 %、 2222ppm群:94""" 108 %、 1481ppm群:94"""111 %であった。

翠-5 被験物質摂取量

体重、摂鰐量及び設定濃度より算出した被験物質摂取量を APPENDIXD 1， 2に示した。

全投与嬬罰における 1日当たりの平均被験物質摂取最低Ikgbody weight/day)は、雄で

7500ppm群:1.647、5000ppm群:0.775、3333ppm群:0.530、2222ppm群:0.374、

1481 ppm群:0.245、雌では7500ppm群:1.601、5000ppm群:0.936、3333ppm群:

0.613、2222ppm群:0.423、1481ppm群:0.284であった。

ill-6 血液学的検査

血液学的検査の結果をTABLE5， 6、APPENDIXE 1， 2に示した。

雄:

血小板数の減少が7500ppm群を除く全ての群、赤血球数の減少が2222ppm以上の群、

ヘモグロビン濃震とヘマトクリット穫の減少が 5000ppm以上の群、メトヘモグロビン濃

度と分葉核好中球比の増加ならびにリンパ球上ヒの減少が 7500ppm群で認められた。その

他、 2222ppm群と 5000ppm群でMCVの増加、 2222ppm群でMCHの増加が認められ

た。

雛:

MCVの増加が7500ppm群を除く全ての群、若手血球数の減少とMC廷の増加が3333ppm

と7500ppm群、メトヘモグ口ピン濃度の増加ならびにヘモグロビン濃度、ヘマトクリッ

ト億の減少が7500ppm群で認められた。その他、 1481ppm群と 2222ppm群で車小板数

の減少が認められた。
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頂-7 血液生化学的検査

血液生化学的検査の結果を TABLE7， 8、APPENDIXF 1， 2に示した。

雄:

リン脂質の増加が全投与群、総コレステロールとカルシウムの増加が 2222ppm以上の

群、総蛋白とアルブミンの増加ならびに GOTとGPTの上昇が3333ppm以上の群、 LDH、

ALP、γ-GTP及びCPKの上昇が、 A/G比と総ピリルピンの増加及びカリウムの減少が

7500ppm群で認められた。その他、 3333ppm群と 5000ppm群でト 1)グリセライドの増

加が認められた。

雌:

カリウムの減少が 2222ppm群を除く各投与群、総コレスチロールとリン脂質の増加な

らびに GOT及びGPTの上昇が2222ppm以上の群で、総蛋自の増加が2222ppm群、5000

ppm群及び7500ppm群、カルシウムの増加とク口ールの減少が3333ppm以上の群、 γ

一自GTPの上昇と尿素窒素の増加が5000ppm以上の投与群、アルブミンの増加が1481ppm 

群と 7500ppm群、 ALPの上昇とナトリウムの減少が7500ppm群で認められた。その他、

2222ppm群、 3333ppm群及び5000ppm群でトリグリセライドの増加が認められた。

ill-8 尿検査

投与期間の最終避に行った尿検査の結果を TABLE9，10、APPENDIXG 1， 2に示した。

雄 7500ppm群で蛋自の陽性度の減少が認められた。そのイ也、 1481ppm群でpHの

低下、 3333ppm群でケトン体の陽性度の増加が認められた。

難 3333ppm群と 7500ppm群で蛋自の陽性度の減少が認められた。

ill-9 病理学的検査

班-9-1 剖検

部検所見を APPENDIXH 1. 2 (全動物)、 APPENDIXH 3，4 (死亡・瀕死動物)、

APPENDIX H 5 (定期解剖動物雄のみ、離は所見なし)に示した。

瀕死・死亡例(雄:3333ppm群 1匹、 7500ppm群4匹、雌:7500ppm群4匹)では、

雄に締線の萎縮が3333ppm群に 1匹、 7500ppm群に 3思認められた。蹴では7500ppm

群に腕腺の萎縮が3匹と胃の演壌が1限認められた。

定期解部匹では、雄に肝臓の白色斑が投与濃度に対応して認められた(対照群:2匹、 1481

ppm群:1匹、 2222ppm群 :3匹、 3333ppm群3部、 5000ppm群6匹、 7500ppm群3

匹)。騨臓に黒色斑、肝臓に結節、水腎症が認められた。

雌には変化は認められなかった。
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盟-9-2 臓器重量

定期解剖時に測定した臓器の実藁震と体重比をTABLE11， 12、APPENDIX1 1， 2 (実重

量)、 J1，2 (体護比)に示した。

雄:

肝臓では、 と体重比の高値が全ての投与群に認められた。

牌臓では、 3333ppm群と 5000ppm群に実重量まと体護比の高備が認められ、 7500ppm 

群では実重量のみが高憶を示した。

精巣では、実重最と体議比の低値が7500ppm群に認められた。

離:

肝臓では、実重量と体重比の高績が2222ppm以上の群に認められた。

牌臓では、 2222ppm群、 3333ppm群及び5000ppm群に実重量と体議比の高値が認め

られ、 7500ppm群では実重量のみが高値を示した。

卵巣では、実重量と体重比の低備が7500ppm群に認められた。

その錦、 l雄雄ともに腎臓の実重量と体重比が 5000ppm群で高憶を示した。解部時体重

の差に伴う実重量や体重比の統計学的な有意差が、離雄とも心臓、肺及び脳に示された。

取-9-3 病理組織学的検査

病理組織学的検査の結果をTABLE13， 14、APPENDIXK 1， 2 (全動物)、 APPENDIX

K3，4 (死亡瀕死動物)APPENDIX K 5， 6 (定期解剖動物)に示した。

く死亡瀕死例>

雄:

7500 ppm群の途中死亡例 (4匹)では、肝臓に中心性の肝綿抱の紅大細胞化(中等度2

匹、重度2但)、単細胞壊死(軽度 4[2];)、結晶沈着(軽度 3匹)及び中心性の空胞変性

(重度 1匹)、稗臓に萎縮(軽度4匹)とヘモジヂリン沈着(中等度 1[2];)、精巣に精涼

細抱の壊死(中等度 4匹)ならびに精巣上体に精上皮系細胞の残屑の出現(軽度 3器、中

等度 l匹)と精子の消失(重度 1思)及び鼻腔に嘆上皮の婆瀦(軽度2部)、腕線に萎縮

(中等度 3匹)がみられた。しかし、これらの所見は動物の死亡の諒悶となりえる変化で

はなく、病理組織学的に死鴎を特定できなかった。

なお、雄3333ppm群の途中死亡例c1毘)には、病理組織学的に変化を認めなかった。
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雌:

7500ppm群の途中死亡例 (4砿)では、肝臓に中心性の肝細胞の巨大纏綿化(軽度 1匹、

中等度2服、重度 1匹)、単締砲壊死(軽度 1限)、結晶沈着(軽度 3匹)及び中心性の

空胞変性(軽度 1毘)、牌織に萎縮(軽度2匹、中等度2匹)とヘモジヂリン沈藩(軽度2

匹)、前腎の潰壌(軽度 1思)、鼻腔に嘆上皮の萎縮(軽度2区)、柿に欝鼠(軽度3鑑)、

胸腺に萎縮(軽度 1匹)、ならびに脳に出血(軽度 1匹)がみられた。しかし、これらの

所見は動物の死亡の原鴎となりえる変化ではなく、病理組織学的に苑悶を特定できなかっ

た。

く定期解剖倒>

雄の肝臓、牌臓、精巣、鼻腔及び精巣上体、雌の肝臓と稗織に投与による影響を示す所

見が観察された。

雄:

7500ppm群 (6匹)では、肝臓に中心性の好締胞の巨大細胞化(軽度 1匹、重度5限)、

巣状壊死(軽度 1限)、単細胞壊死(軽度6匹)、及び結晶沈着(軽度6[C)がみられた。

肝細胞の巨大締抱化は縮胞質の増大に加えて核の大型化を伴っていた。牌臓にへそジデリ

ン沈着(軽度 3匹、中等度 3匹)と髄外造血の増加(軽度2辺、中等度4限)、精巣に精

原細胞の壊死(中等度6匹)、ならびに精巣上体に精上皮系細胞の残屑の出現(軽度3匹、

中等度3匹)と精子の消失(重度5践)が認められた。鼻控に嘆上皮の萎縮(軽度4痕)

がみられた。

5000 ppm群 (10限)では、肝臓に中心性の肝縮抱の巨大級胞化(中等度 1匹、重度9

践)、巣状壊死(軽度4匹、中程度 1出)、単結胞壊死(軽度 10限)、及び結晶沈着(軽

度 10匹)が認められた。稗織にヘモジデリン沈着(軽度 10匹)と髄外造血の増加(軽度3

匹、中等度7限)、精巣上体に精子の消失が 1匹(軽度)でみられた。

3333ppm群 (9匹)では、肝臓に中心性の肝締胞の巨大綿胞化(中等度 1症、震度8[C)、

巣状壊死(軽度3匹)、単細胞壊死(軽度8匹)、及び結晶沈着(軽度9匹)が認められ

た。牌臓にヘモジヂリン沈着(軽度9呂)と髄外造血の増加(軽度7鹿、中等度2匹)が

みられた。

2222ppm群 (10匹)では、肝臓に中心性の肝細胞の巨大級胞化(中等度 10匹)、巣状

壊死(軽度2限)、単縮抱壊死が3匹(軽度)と結晶沈着(軽度5匹)が認められた。牌

臓にヘモジデリン沈藩(軽度 10癌)と髄外造血の増加(軽度5[C)がみられた。

1481 ppm群 (9毘)では、中心性の野綿砲の在大細胞化(中等度9匹)、巣状壊死(軽

度1匹)、単純綿壊死(軽度1匹)が認められた。また、牌臓にはヘモジヂ1)ン沈替が 6

匹(軽度5匹、中等度1匹)と髄外造血(軽度1匹)で観察された。
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離:

7500ppm群 (6限)では、日子臓に中心性の肝締胞の豆大細臨化(重度6匹)、単締胞壊

死(軽度5匹)及び結晶沈積(軽度6監)が認められた。稗臓にヘモジデリン沈着(軽度6

匹)と鎚外造患の増加(軽度 1匹、中等度4匹)がみられた。

5000ppm群と 3333ppm群(各 10匹)では、肝臓に中心性の肝細胞の駐大細胞化 (3333

ppm群:中等度4匹、重度6握、 5000ppm群:震度 10限)、単細胞壊死(両群とも軽度

10匹)、及び結晶沈潜(南群とも軽度 10痕)が認められた。牌臓にヘモジデリン沈着(両

群とも軽度 10i2!!)と髄外造血の増加 (3333ppm群:軽度 10話、 5000ppm群:軽度8匹、

中等度2匹)がみられた。

2222 ppm群 00限)では、肝臓に中心性の肝細臆の巨大縮胞化(軽度 5匹、中等度5

限)と単細胞壊死(軽度4匹)及び結晶沈着(軽度 10寝)が認められた。牌臓にヘモジデ

リン沈着(軽度?匹)と髄外造血の増加(軽度4限)がみられた。

1481ppm群 (10臨)では、肝臓に中心'注の肝細胞の医大細胞化(軽度 10臨)と単結胞

壊死(軽度3i2!!)が認められた。牌織にヘモジデリン沈蕃(軽度 10匹)と髄外造血の増加

(軽度2匹)がみられた。
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N 考察及びまとめ

1，4“ジクロロ・2働ニトロベンゼンの混餌投与によるがん原性試験の投与濃度を設定するた

めに、 Crj:BDF1マウスを用いて 13週間試験を実施した。被験物質投与群 5群、対照、群 1

群の6群構成で、灘雄とも 1群各 10[lCを用いて試験を行った。投与用量は、雌雄とも 7500

ppm、5000ppm、3333ppm、2222ppm、1481ppmとした。

(1)用量一反応関係

7500ppm群では、雌雄ともに、 4伊iの死亡、顕著な体重の減少と摂餌壌の低下が認めら

れた。肝臓への影響として、雌雄ともに総蛋白、アルブミン、総コレスチロール及びリン

脂質の増加、 ALP、γ-GTP、GOT、GPT及びLDH(雄のみ)の上昇及び雄に総ピリルピ

ンの増加が認められた。また、雄の半数に肝臓の白色斑が、雌雄ともに肝臓の実重量と体

重比の高鏡、肝臓に巣状壊死、単純綿壊死及び中心性の肝組組の在大網胞化が認められた。

虫液系への影響として、 i雄雄ともに赤血球数、ヘモグロビン濃度及びヘマトクリット値の

減少、メトヘモグロゼン濃度の増加及び牌織に髄外造血増加とヘモジデリン沈着が認めら

れた。腎臓への影響として、雌にのみ尿素窓素の増加及び腎臓の実重量と体重比の高鐘が

認められた。なお、尿蛋自の陽性度は雌雄とも低下した。精巣への障害として、精原細胞

壊死、精巣上体の精巣上皮系細胞の残屑の出現と精子の消失が認められた。消耗性変化と

して、雄にCPKの上昇及び雌雄の死亡伊jに胸膜の萎縮が観察された。雄の鼻腔に襖上皮の

萎縮が認められ、鼻腔への影響も示唆された。

5000ppm群では、雌雄ともに死亡、体護増加の抑制と摂餌震の抵下は認められなかった。

肝臓への影響として、総蛋白、総コレステロール、トリグリセライド及びリン脂質の増

加、 γ-GTP、GOT、GPTの上昇が雌雄ともに、アルブミンの増加、 ALPとLDHの上昇

が雄に、約半数の動物に肝臓の白色斑が、肝臓の実重量と体重比の高憶がi雑雄に、肝臓の

巣状壊死、単細胞壊死及び中心性の肝細胞の巨大細胞化が認められた。血液系への影響と

して、雄に赤塩球数、ヘモグロビン濃度、ヘマトクリット億の減少、牌織には雌雄とも実

重量と体重比の高値、髄外造血増加及びヘモジデリン沈着が認められた。腎臓への影響と

して、離にのみ尿素蜜素の増加及び腎臓の実重量と体重比の高憶が認められた。消耗性変

化として、雄にのみCPKの上昇が認められた。

3333ppm群では、雄1例の死亡が認められた。肝臓への影響として、 GOTとGPTの上

昇、総コレスチロールとリン脂質の増加が雌雄ともに、総謹白とアルブミンの増加が雄に

のみ、雌雄の肝臓に実重量と体重比の高値及び肝臓の単縮胞壊死、結晶沈着と中心性の肝

細胞の巨大紹般化の発生が認められた。血液系への影響として、 i雄雄の赤血球数の減少、

牌臓には灘雄とも実重量と体重比及び髄外遊血増加とヘモジデリン沈着が認められた。

2222ppm群では、肝臓への影響として、 GOTとGPTの上昇及び総蛋自の増加が雌にの

み、総コレスチロールとリン脂費の増加、肝臓の実重量と体重比の高値、肝臓の中心性の
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肝細胞の在大細臨化、単細胞壊死、結晶沈着が認められた。鼠液系への影響として雄に赤

血球数の減少、稗臓には雌雄ともにヘモジデリン沈着、髄外造血の増加、雌にのみ実重量

と体重比の高鑑が認められた。

1481ppm群では、肝臓への影響として、雄にのみ総コレステロールとリン脂質の増加及

び肝臓の実議議と体議比の高催、また離雄ともに肝臓に中心性の肝細胞の院大細胞化と

細胞壊死が認められた。また、雌にのみ牌臓に軽度なヘモジデリン沈着が認められた。

なお、 l錐雄ともに、黄色尿が全投与群に投与期間を適して観察された。

被験物質の 13週間混餌投与によるマウスの毒性影響は、下記のように概括される。

被験物質の投与により、 7500ppm群で死亡、摂餌壌の低下と体重の減少がみちれた。被験

物質による毒性の主要標的臓器は、雄では肝臓、血液系/稗臓、生殖器及び鼻腔であり、雌

では肝臓、車液系/牌織及び、静臓であった。これらの臓器への影響は、肝臓では雌雄とも 1481

ppm以上の群でみられ、特に、その変化は2222ppm以上の群で顕著であった。血液系/牌

臓への影響は雄では2222ppm以上、灘では 1481ppm以上の群でみられたが、 3333ppm

以下の群では軽度の影響であった。なお、雄のみに生殖器及び鼻腔への影響が7500ppm群、

難にのみ腎臓への影響が5000ppm以上の群でみられた。

(2)無樹生麓 (NOAEL)/最小毒性豊 (LOAEL)

従って、マウスにおける 13週間の混餌投与による最小毒性量は、雌雄の肝臓への影響及

び雌の取液系/牌臓への影響をエンドポイントとして 1481ppm (雄;0.245 glkg body 

weight/day、難;0.284 glkg body weight/day)であると考えられる。

(3)地文献との比較等

①黄色尿が全ての投与群で投与期間を通して観察された。ジクロロニトロベンゼン系化合

物は、肝臓でグルタチオンを経由したメルカプツール酸に代議されることが知られてい

る(文献針。黄色を呈した 1，4“ジクロ口融2“ニトロベンゼン投与ラットの尿をカラムで

分取し、 LC-MS瓜在S法と lH-NMR法によって再定した結果、黄色尿は、 1，4・ジクロロ幽乞

ニトロベンゼンが代謝され、紫外吸収の長波長へのシフト(黄色)を示す代謝物 N幽アセ

チJv-S(4・クロロ・3・ニトロブエニル)-L-システインに変換されることに恕因することを

確認した(文献針。

② 投与濃度に対癒したメトヘモグロピン濃度の増加、鹿液学的指標備の変化及び牌織の

へそジデリン沈着と髄外造患の増加が認められた。染料等に多用される芳香族ニトロ化

合物に暴露された労働者のメトヘモグロビン血症は、メトヘモグロビン形成と赤血球ハ

インツ小体を特徴とし、 20%以上のメトヘモグロビン濃度で自覚症状が出現し、溶血に

よる貧血をもたらすことが知られている(文献 10)0 本試験では血液学的指標鐘の変化

として赤血球の低下などがみられ、稗臓ではヘモジデリン沈着の増加が認められること

から、赤血球の溶血が充進していることが示唆される。しかし、メトヘモグロピン濃度
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の{誌はわずか1.4-----1.6%であり、 1，4“ジクロロ必刷ニトロベンゼンの血液系への影響の成

因として、メトヘモグロビン形成による溶血以外の要因も検討する必要があろう。

(4)がん原性試験の最大耐震

被験物質の2年混餌投与によるマウスのがん震性試験における投与濃度は、上記の 13週

試験結果を考慮して、下記のように設定した。 5000ppm群、 3333ppm群及び2222ppm 

群では、イ本藁増加の抑制はほとんどみられなかったが、肝臓への影響は顕著であった。従

って、2222ppm以上の濃度の 104週間連続投与に動物は耐えられないと考えた。また 1481

ppm群では体議増加の抑制及び摂餌量の低下はみられず、臓器への重篤な影響も認められ

なかったことから、がん原性試験の最大樹量は 1481ppm以上で2222ppm未満の濃度範

聞に存在すると考え、最高投与濃度を 2000ppmに設定した。また2週間試験の 625ppm 

投与濃度で中心性の肝細胞H~大が認められたことから(文献 6) 、がん原性試験の最抵濃

度は625ppm以下にすべきと考え、 320ppmに設定した。従って、がん涼性試験の投与濃

度は、雌雄ともに 2000pp盟，800 ppm， 320 ppm (公比 2.5)に設定することに決定した。
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