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要約

1，4ージクロロ-2ーニトロベンゼンのがん原性を検索する目的で F344IDuCrj(Fischer)

ラットを用いた滋鋲経口投与による 2年間 (104週間)の試験を実施した。

本試験は、被験物質投与群 3群と対照群 1群の計4群の携成で、雌雄各群とも 50症とし、

合計400匹を用いた。被験物質の投与は、 1，4-ジクロロ品"ニトロベンゼンを滋合した粉末

飼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 320ppm、800ppm、

2000ppm (公比2.5)とした。観察、検査として、一般状態の観察、体重、摂餌量の測定、

.rfn.液学的検査、血液生化学的検査、尿検査、部検、臓器重量測定及び病理組織学的検査を行

った。

雌雄とも全投与群の生蒋率は、対照群とほぼ同様の推移を示した。雌雄2000ppm群では

投与期間を通して顕著な体藁の低懐が認められ、 800ppm群と 320ppm群でも雄では投与

期間の終期に、雌ではほぼ全投与期間を通して謹かな体重の低値が認められた。摂餌議は、

雄の 2000ppm群では投与期間の初期に、雌の 2000ppm群では投与期間を還して、有意

な低憶を示した。また、雌雄ともに全投与群に、 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・3・ニトロアェニ)1--)-L網システインに起関する黄飽尿がみられ

た。

藤蕩性病変として、雄ラットに肝細胸腺腫及び肝細胞腺膿と肝細臨癌を合わせた発生の増

加、並びに耳道腺腺躍の発生増加が2000ppm群で認められた。これらの臆療発生数は、投

与濃度に対応した有意な増加傾向を示すこと及び当センターのヒストリカルコントロール

データの自然発生率を超えていることから、 1，4-ジクロロ-2-ニトロベンゼン投与によって惹

起された麓壌であると考えられた。さらに、肝臓腫壌の前麓療性病変として好塩基性小増殖

巣の増加が雄の 800ppm以上の投与群で、また肝臓への影響を示唆するγ-GTPの上昇と肝

重量の増加が雌雄とも全投与群で認められた。

雄ラットには腎締結腺臆と腎綿胞癌の僅かな発生増加もみられた。この腎撞擦の増加は慢

性腎症の増強や腎孟上皮の過形成、腎臓乳頭部の鉱質沈着の発生増加を伴っていることから、

13週間試験でみられたα2マイクログロプリンの蓄積に関連した藤蕩増加と考えられた。

また、腎臓への影響を示す尿素窒素の増加が雄の 320ppm群を除くi量産雄の全投与群に認め

られた。

その他、雄ラットの皮溝麓壌、雌ラットの子宮乳頭状線麓と腺癒及び乳糠腺癌も、鰻蕩発

生数の統計検定結果及びヒストリカルコントロールデータとの比較から、 1，4・ジクロロ-2“

ニトロベンゼン投与により発生増加した可能性があることが示唆された。

血液学的検査では、蹴にのみ800ppm群と 2000ppm群で貧血を示唆する軽度の変佑が認

められた。

ラットにおける 2年間の援餌投与による 1，4・ジクロロ・2-ニトロベンゼンの最小毒性量

(LOAEL)は、肝臓への影響 (γ-GTPと肝護霊)をエンドポイントとして、 320ppm(0.012 
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"'0.028 g/kg body weight/day)と考察された。また、 γ-GTPと投与濃度との用量一反応関

係から算出した 10%ベンチマーク用量(BMDLlOHま56.2ppmとなった。

以上のように、 F344IDuCrj (Fisher)ラットを用いた 1，4ージクロロ-2ーニトロベンゼ

ンの 2年間(104週間)にわたる混餌投与によるがん原性試験の結果、雄に肝細胞腺膿及び肝

締胞腺臆と肝細胞蕗を合わせた発生の増加、ならびに耳道腺腺膿の発生増加が認められ、

1，4-ジクロロ-2-ニトロベンゼンのがん諒'投を示す証拠と考えられた。また、雄に皮j蕎鰻

療、雌に子宮腫蕩(乳頭状線騰と腺癌〉と乳腺の線癌の発生増加が認められ、これらの鍾壌

の発生増加も 1，4-ジクロロ・2・ニトロベンゼンの投与による可能性があると示唆された。な

お、雄では、雄ラットに特有な好酸体の増加に起関すると推察される腎臓腫撲の発生増加も

みられた。

-2-



(Study No. 0328) 

1，4-ジクロロ・2・ニトロベンゼンのがん諒性試験における主な麗療発生(ラット 雄)

投与濃度(ppm) 。 320 800 2000 ヘ。ト コクう〉
検定 アミテーγ

検査動物数 50 50 50 50 検定

肝臓 肝細胞線鰻 。 1 O 6* t t t t 
腎臓 腎組組線腫 O O O 2 

良
耳道線 腺腫 O O O 4 t t t t 

'I'~主 皮膚 肩平上皮手L頭腫 p) 2 3 4 

臆療 角化練絹胞腫 oa) 3 3 2 

精巣 問細胞麓 34 41 41 40 

精巣網腺膿 4 1 5 1 

下護主体 線腫 19 16 12 9* 

悪 肝臓 肝細胞癌 O O 1 2 

'控 腎臓 腎細胞癌 O 1 O 1 

麓場 皮膚 漏平上皮癒 O O 1 l 

稗臓 単核球性自血病 5 8 5 l 

肝臓 肝締胸腺藤十肝締結癒 O 1 1 8* t t t t 
腎臓 腎継胞腺腫十腎縮胞癌 O 1 O 3 

皮膚 篇平上皮乳頭鰻十角化赫 p) 5 6 7* 

細臨腰十扇平上皮癌

1，ゐジクロロ-2-ニトロベンゼンのがん原性試験における主な臆蕩発生(ラット i雄)

投与濃度(ppm) O 320 

検査動物数 50 50 

子宮 内膜間質性ポ1)-プ 6a) 7 
良 乳頭状線麗 。ω O 
'性 甲状線 c-締胞線藤 。ω 5* 
臆話芸 手し線 線維線臆 10 5 

副腎 褐色縦胞麓 3 2 

'悪!笠
子宮 腺癌 p) 2 

事し線 腺痛 O O 

臆壌 副腎 褐色細胞麗:感性 1 1 

子宮 乳頭状線腫十線踏 1 a) 2 

副腎 褐色継胞腫十褐色細胞 4 3 

臆:悪性

検定結果については生物学的意義を考慮して記載した。

*:p孟0.05で有意 * *:p孟0.01で有意

t :p孟0.05で有意増加 ↑↑ :p三五0.01で有意増加

↓:p孟0.05で有意減少 ↓↓ :p話0.01で有意減少

a) :検査動物数錦、佑は上段に表示の検査動物数と同じ

剛3欄

800 2000 ヘ。 トー コクラン.

検定 アミテーγ
50 50 検定

9 11 

O 1 

2 3a) 

2* 5 

O O 

2 3 

O 4 t t t t 
1 O 

2 4 

1 O 

(フィッシャ検定)

(ヘ。ト、 コクラングミテーγ検定)
(コク労働アミテージ検定)
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1 -1 被l験物震の性状等

1 -1-1 名称等

名称

別名

IUPAC名
CAS.No. 

: 1，4・ジクロロ4・ニトロベンゼ、ン (1，4-Dichloro-2-nitrobenzene)
: 2，ふジクロロ4耐ニトロベンゼ、ン (2，ふDichloro・1-nitrobenzene)
: 1，4・ジクロロ・2・ニトロベンゼ、ン(1，4・Dichloro-2心itrobenzene)
: 89・61-2

1 -1-2 構造式、恭性式、分子議(文献1)

Cl 

、とと .......
N0
2 

~ 

Cl 

O
 
N

β

 

2

0
血

1

i

Q

d

 

噌

i

c
 

同

首
C

分

1 -1-3 物理化学的性状等(文献 1，2)

外観

沸点

融点

溶解佐

保存条件

:淡黄色結晶

: 266"C 
: 56"C 
:クロ口ホルム、ベンゼン、ジヱチルエーテルに可溶
水に難諮

:室温で暗所に保存

1 -2 被験物質の使用ロット等

使用ロット番号

製造元

グレード
純度

:明司、R1850

:和光純薬工業株式会社

:和光試薬 1級
: 98.8% (和光純薬工業(株)検査成績書データ)

-4備
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1 -3 被験物質の特性・問一性、安定性

1 -3-1 特性・間一性

被験物質の問一性の確認は、使用した 1，4綱ジクロロ・2刷ニトロベンゼンについて、マスス

ペクトルを費量分析計 CHewlettPackard 5989B)により測定し、また、赤外吸収スペクト

ルを赤外分光光度計 CShimadzuFTIR・8200PC)により測定し、 1，4・ジクロ口・2・ニト口ベン

ゼンの文献僅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)と問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催(文献4)と同じ波長にピークが認

められ、被験物質は 1，4幽ジクロロ-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、 APPENDIXP1に示した。

1 -3-2 安定性

被験物質の安定性の確認は、使用した 1，4欄ジクロロ・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、赤外分光光度計 CShimadzuFTIR-8200PC)により赤外吸収スペ

クトルを澱定し、また、ガスクロマトグラフ CHewlettPackard 5890A)によりガスクロ

マトグラムを測定し、それぞれ使用前後のデータを比較することにより行った。

その結果、使用開始前後の測定結果に差はみられず、投与期間中の 1，4-ジクロロふニト

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、 APPENDIXP2に示した。

1 -4 試験動物

動物は呂本チヤールス・ 1)パ一(株)C厚木鰐脊センター:神奈川県淳木市下古沢795番地)

のF344IDuCrj (Fischer)ラット(SPF)の雌雄を使用した。

雌雄各227症を 4週齢で導入し、各 1i盟関の検疫、思11化を経た後、発育頼関で異常を認

めない動物から、体重の中央値に近い雌雄各200匹(投与開始時体重範部、雄:115""' 132g、

雌:88""' 103g)を選別し、試験に供した。

なお、 F344IDuCrj (Fischer)ラット(SPF)を選択した理由は、遺伝的に安定していること、

腫擦の自然発生率が低いこと、過去に多くのがん原性試験に用いたデータがあり、化学物

質による腫場発生の感受性が知られていることによる。

-5 -
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E 試験方法

]J -1 投与

]J-1-1 投与経路

経口投与

]J-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鋸料を粉末銅料用給餌

器に充填し、動物に自由摂敢させた。

日一1-3 投与期間

投与期間は 104週間とし、定期解剖告の鵡日まで連続投与した(1997年2月13B ""' 1999 

年2月 11""'17B)。なお、被験物質混合飼料の交換は7日能に実施した。

]J -1-4 投与濃度

最高投与濃度を 2000ppmに設定し、以下、 800ppm及び320ppm(公比 2.5)とした。

なお、対照群として粉末飼料のみの群を設けた。

五一1-5 投与の方法、投与期間及び投与濃度の設定理由

被験物質は常温で関体であり、水に難溶であるため、混餌による経口投与とした。

投与期間は、 OECDがん原性試験ガイドライン(文献5)に従い、 2年間<104週間)と

した。

各群の投与濃度は 13週間予備試験(文献6)の結果をもとに設定した。すなわち、 13週

間予備試験では6週齢のF344IDuC吋(Fischer)ラット(SPF)離雄に 1，4剛ジクロロ・2・ニトロベ

ンゼンを各設定濃度に調製した混餌を 13j盟関告白摂取させた。 1群当たりの動物数はi雄雄

各 10匹とし、被験物質投与群を 5群、対照群を 1群の6群講成で行った。被験物繋投与濃

度は、雌雄とも 7500ppm、5000ppm、3333ppm、2222ppm、1481ppm(公比1.5)とし

た。観察、検査として、一般状態の観察、体護・摂鰐量の澱定、血液学的検査、血液生化

学的検査、尿検査、部検、臓器重量測定及び、病理組織学的検査を行った。

試験の結果、最高用量の 7500ppm群と 5000ppm群では顕著な体重増加の抑制、摂鰐量
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の低下が認められ、肝臓、腎職、血液系/牌臓への影響が認められた。3333ppm群と 2222ppm

群では、イ本震増加の抑髄と摂餌量の減少の程度もより軽度であったが、雌雄ともに貧血傾

向、雄には腎臓に尿細管上皮の剥離が認められた。 1481ppm群では、雄の腎臓の尿細管上

皮の剥離の程度も軽く、貧血を示す検査値も顕著な変化を示さなかった。

上記の結果から、 2222ppm以上の濃度では 104週間の連続投与に動物は樹えられないと

考えた。 1481ppm群では、雄に軽震の腎臓尿縮管上皮の剥離と貧血が認められた。従って、

がん原性試験の最大耐量は、 1481ppm以上、 2222ppm未満の濃度範翻に存在すると考え、

最高投与濃度を雌雄ともに 2000ppmとし、以下、公比2.5で800ppm、320ppmに設定し

た。

JI -1-6 被験物質混合飼料の調製方法

被!験物質は、ロータースピードミル(フィリッチェ社製 P-14型)を用いて、粒径0.5mm

以下に粉砕し、混合機(関東混合機社製 スパイラルミキサー 88相251型)を用い、粉末

鰐料と漉接混合して 5000ppmの被験物質混合館料を調製した。さらに、この 5000ppmの

被験物質混合飼料に粉末飼料を加え、混合機(関東混合機社製 スパイラルミキサー

88-251型)により各設定濃度になるように混合した。なお、濃度の表示はppm(護量対重

量比)とした。また、被験物質混合飼料の調製は2週間を越えない間隔で実施した。調製さ

れた被験物質混合館料は各濃度毎に使用持まで冷蔵保存した。

立-1-7 調製時における被験物質混合鰐料中の被験物質の濃度

被験物質混合飼料中における被験物質の濃度は、概ね 3ヶ月毎に、各投与濃度に調製さ

れた混合容器内の被験物質混合館料を3点サンプリングし、ガスクロマトグラフ (Hewlett

Packard 5890A)を用いて分析し、確認した。なお、初田調製時のサンプリングは各濃度

につき7点とし、均一性の確認をおこなった。

分析の結果、各群の平均欝製濃度は設定濃度に対し、 89.7""'109.1 %の範囲にあった。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

APPENDIXP3に示した。

立-1-8 被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銅料中における被験物質の安定性は、 2000ppm及び 320ppm 

の被験物質混合飼料について調製時及び調製後 15日間に投与状態(輩混放置)と冷藤保存

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、

その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 15
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自白には投与状態(室混放置)では 320ppm: 91.6%、2000ppm: 87.5%、冷蔵保存では

320ppm : 92.5%、2000ppm:87.8%であり、投与状態(室温放欝)及び冷蔵保存の被験物

質混合飼料中の被験物質は安定であった。その結果をAPPENDIXP4に示した。

1I -1-9 被験物質の摂取量

体重、摂鋲最及び設定濃度より被験物質の体重 kg~きたりの一日摂歌翠 (glkg body 

weight/day)を算出した。

1I -2 動物管理

立-2-1 各群の使用動物数

投与群3群及び対照群 1群の計4群を設け、蹴雄各群50o:;の動物を用いた。

ま長 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 50 o:; (1001"-'1050) 対照群 50呂 (2001"-'2050) 

320ppm 50匹 (1101"-'1150) 320ppm 50匹 (2101"-'2150) 

800 ppm 50匹 (1201"-'1250) 800ppm 50限 (2201"-'2250) 

2000ppm i旦G匹(1301"-'1350) 2000ppm 50臨 (2301"-'2350) 

1I -2-2 群分け及びf障体識}jIJ方法

供試動物の各群への割り当ては、発育)1額調で、異常を認めない動物を体重の重い願より

各群に 1匹ずつ割り当て、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

般に体重の藁い動物を割り当てることにより群潤の体護の煽りを小さくする群分け方法(麗

別体重平均法:適正題別方式)により実施した(文献 7)。

試験期間中の動物の僧体識別は、検疫期間及び験|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。また、全飼育期間を通してケージにも鰭体識別

番号を付した。

なお、動物は検疫期間を含む全飼育期間、バリア区域 (AC-2空調エリア)内の独立した

室(雄を 203室、離を 205室)にそれぞれ収容し、各室に試験番号、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た。
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II -2-3 鋼育条件

動物は、飼育期間を通して、調度 23土2'C(実誤u傭平均土S.D 203室:23.2::l:: 0.20C、

205室:23.1土0.2'C)、滋度55土10%(実澱鐘平均ごとS.D 203室:55ごと1.8%、205室:

56::l:: 1.7%)、明暗サイクル:12時間点灯(8:00"-'20:00)/12時期消灯(20:00"-'8:00)、換気鴎

数日"-'17密/時の環境下で飼育した。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。

動物は単館ケージ(ステンレス製二連製綿ケージ:170WX294DX 176H mm)にi訳容し、

ケージ交換は2週間接に実施した。

鰐料は、検疫期間についてはオリエンタル酵母工業(株)の CRF・1原型飼料(30KGy-γ線

照射滅商館料)を使用し、思型飼料給額器により、意JII化期間及び投与期間についてはオリエ

ンタル酵母工業(株)の CRF-1粉末飼料(30KGy-γ繰照射滅薦飼料)を粉末鰐料給餌器により

自由摂取させた。

飲料水は、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

外線滅薦し、自動給水装置で自由摂取させた。

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。飼料中の央雑物については(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 3ヶ月毎に分析を委託し、それぞれ試験計額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。

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

全動物について、毎日 1回生死及び瀕死の確認を行い、一般状態の詳細な観察は毎週 1

罰実施した。

立-3-2 体重測定

投与鵠始後 14週までは週 1問、それ以降は4週に 1器、イ本震を測定した。なお、動物の

死亡発見持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。
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立-3-3 摂鰐最誤IJ定

投与開始後 14還までは週 1回、それ以降は4適に 1回(但し、 104避にも澱定した)、

給館量と残餌最を測定し、その差を給鰐日数で除した備を 1日当たりの摂餌最とした。

II -3-4 血液学的検査

定期解部時まで生存した採血可能な全動物について剖検議前にエーテル麻酔下で腹大動

脈より EDTA-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*印検査項悶)

に採血し、血液学的検査を行った。なお、検査対象動物は解部日前日夕方より絶食(18持間

以上)させた。

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

平均赤車球ヘモグロどン鷺(MCH)、平均赤血球ヘモグロビン濃度(MCHC)、

血小板数、出血球数、白車球分類、*メトヘモグロビン濃度

検査方法はAPPENDIXQ1に示した。

豆一3-5 血液生化学的検査

定期解部時まで生存した採血可能な動物について剖検護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、遠心分離して得られた血柴を用いて車液生化

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(18時間以上)させた。

検査項目:総蛋白、アルブミン、 A/G比、総ゼリルピン、グルコース、総コレステ口

ール、 トワグ1)セライド、リン脂質、 GOT、GPT、LDH、ALP、γ-GTP、

CPK、尿素窪素、クレアチニン、ナトリウム、カリウム、クロール、カルシ

ウム、無機1)ン

検査方法はAPPENDIXQ1に示した。

II -3-6 尿検査

投与最終選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。

検査項悶 :pH、蛋白、グルコース、ケトン体、どりんどン、潜血、ウ口ピリノーゲン

検査方法はAPPENDIXQ1に示した。
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立-3-7 病理学的検査

(1) 剖検

全動物について肉眼的に観察を行った。

(2) 臓器重量

定期解剖持まで生存した動物について、以下に示した臓器の湿重量(臓器実重量)を測

定した。また、湿重震の体重比(臓器重量体重比)、すなわち、定嬬解剖時の体重に対する

否分率を算出した。

部腎、精巣、卵巣、心臓、綿、腎臓、辞職、肝臓、脳

(3) 痕理組織学的検査

全動物の臓器を 10%中性リン酸緩衝ホルマリン溶液にて閤定後、以下に示した臓器及び

-肉眼的に変化のみられた組織を、パラフィン包壊、薄切、ヘマトキシリン・エオジン染色

し、光学顕微鏡にて病理組織学的に検査した。

皮溝、鼻腔、鼻堀頭、喉頭、気管、静、骨髄、リンパ節、胸線、牌臓、心臓、舌、瞭液

腺、食道、胃、 IJ守護(十二指腸を含む)、大腸、肝臓、勝臓、腎臓、勝抗、下垂体、申状線、

上皮小体、副腎、精巣、精巣上体、精襲、前立腺、卵巣、子宮、陸、乳線、脳、脊髄、末

梢神経、眼球、ハーダー娘、筋肉、骨、その他肉眼的に変化のみられた器官・組織

立-4 数値処理と統計方法

II -4-1 数値の取り扱いと表示

数億データは計測機器の精度に合わせて表示した。

体議についてはgを単位とし、整数値の 1の位まで計測し、表示した。

摂餌護については、 gを単位とし、給餌襲、残館量を小数点以下第 1位まで計測し、給餌

轟から残額議を減じて摂鋲量とした。この犠を計測期間の日数で除し、 1B当たりの平均摂

取壌を算出し、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

1，4・ジク口口之輔ニト口ベンゼンの体重 kg当りの 1日摂取農は摂餌壌に 1，4欄ジクロロ4綱

ニトロベンゼンの設定濃度を乗じ、群毎の平均体議で除した値を glk.gbody 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位まで計鵡し、表示した。臓器重

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伎

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APPENDIXQ2に示した精度により表示し
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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柘数と河様になるよ

う四捨五入を行い表示した。

rr -4-2 母数の取り扱い

体護及び摂餌援については、各計概時に生存している全動物を対象に計測し、その中か

ら欠測となったデータを除外して母数とした。

臓器重護、血液学的検査、出;夜生化学的検査は、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を除外して母数とした。

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。

剖検データは、各群の有効動物数(供試動物より事故等の理由で外された動物数を減じ

た動物数)を母数とした。病理組織学的検査データは、臓器}jIJに、検査不能臓器数を徐い

たものを母数とした。

rr -4-3 統計処理

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

等分散の予備検定を行い、その結果が等分散の場合には…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の多護比較により平均憾の検定を行った。

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

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

た。検定は所見のみ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f検定を行った。

題努事性病変については、各臓器の膿蕩ごとに、各群ごとの総担燭臓器数について、 Peto

検定(文献 8)、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(注)を用いて、死亡率法(コンテックス 3，4を

付与された腫壌についての検定)、有病率法(コンテックス 0，1， 2を付与された藤擦につ

いての検定)、死亡率法÷有病率法(コンテックス 0"-'4の総許で検定)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。

各検定は5%の有意水準で再側検定(peto検定、 Cochran-Armitage検定、 Fisher検定は

片側検定)を行い、検定結果を表示する場合には5%及び1%の有意水準の表示を行った。
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設 Peto検定に用いるコンテックス

0:定期解剖例にみつかった鰻蕩

1 :死亡/瀕死例にみつかった麓壌で、産接死因に関係しない臆蕩

2:多分1だと思うが、確かで、ない腫蕩

3 :多分4だと患うが、確かでない腫揚

4:死亡/瀕死例にみつかった腫壌で、麗接死闘に関わっていた麗痩
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国試験成績

国-1 生死状況

生死状況を TABLE1，2及び FIGURE1，2に示した。

雌雄とも全投与群の生存率は、対照群とほぼ関様の推移を示した。

各群の 104避における生存動物数(生存率)は、雄では、対照群:40匹(80%)、320ppm

群:44 QJ;;(88%)、800ppm群:41 QJ;;(82%)、2000ppm群:39匹(78%)、雌では、対照群:

38匹(76%)、750ppm群:35匹(70%)、800ppm群:39 QJ;;(78%)、2000ppm群 :34匹(68%)

であった。

議-2 一般状態

一般状態の観察結果をAPPEl'、mIXA1， 2に、外部腰療、内部腫癖の発生動物数をTABLE

5，6に示した。

離雄ともに全ての投与群に投与蔑後から黄色尿が認められた。被毛の着色は、離雄ともに

320ppm群では数匹に、 800ppm群と 2000ppm群では約 40QJ;;に認められた。投与群の

外部躍癒と内部膿療の発生数は、対照群に比べて、ほぼ伺じで、あった。

国一3 体議

体重の推移をTABLE1，2、FIGURE3， 4及びAPPENDIXB 1， 2に示した。

雄では、体震の低値が、 320ppm群の 98避と 104避に、 800ppm群の 5'""9週と 82'""

104避に、 2000ppm群の全投与期間に認められた。

雌では、体重の低{誌が、 320ppm群の5週と 8'""98週に、 800ppm群で5"'98週に、 2000

ppm群で全投与期間に認められた。

なお、投与終γ時の各投与群の体重は、対照群に対して、雄では320ppm群 :95%、800

ppm群:93%、2000ppm群:87%であり、離では320ppm群:97%、800ppm群:95%、

2000ppm群:81%であった。

護-4 摂鋲震

摂館量をTABLE3， 4とFIGURE5， 6及びAPPENDIXC 1， 2に示した。

雄の喪餌量は、320ppm群と 800ppm群では、対照群と向様な推移を示したが、2000ppm

群では投与期間初期 00週まで)に低下した。
離では、 320ppm群と 800ppm群は投与期関を通して対照群よりやや低い髄で誰移した。
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2000ppm群では投与期間を還して低鐘が認められた。全投与期間における各群の平均一日

摂餌量は、雄では、対照群:15.6g(100%)、320ppm群:16.0g(103%)、800ppm群:

15.6g(100%)、2000ppm群:15.7g(101%)で、あり、雌では、対照群:11.7g(100%)、320ppm

群:11.2g(96%)、800ppm群:11.0g(94%)、2000ppm群:1O.3g(88%)であった。

ill-5 被験物質摂取量

体重、摂餌最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。

全投与期間における 1日当たりの被験物質摂取量(g/kgbody weight/day)は、雄で 320

ppm群:0.012-----0.028、800ppm群:0.031-----0.069、2000ppm群:0.083-----0.174、雌で

は320ppm群:0.016'"'-'0.028、800ppm群:0.042'"'-'0.0旬、 2000ppm群:0.113'"'-'0.166 

の範囲にあった。

全投与期間にわたって平均した各投与群の被験物質摂取議の比率は、 2.4'"'-'2.7の範闘に

あり、設定用量比(公比2.5)に対F志していた。

ill-6 血液学的検査

血液学的検査の結果を TABLE7，8とAPPENDIXE 1， 2 ~こ示した。

雄では、 MCVの減少が800ppm群と 2000ppm群に、 MCHの減少が2000ppm群に認

められた。

雌では、ヘモグロビン濃度、 MCV及びMCHの減少が800ppm群と 2000ppm群に、

ヘマトクリット値の減少が2000ppm群に認められた。

ill-7 血液生化学的検査

車液生化学的検査の結果を TABLE9，10とAPPENDIXF 1， 2に示した。

雄では、 γ-GTPの上昇が全投与群に、総コレステロール、トリグリセライド、 1)ン脂質、

尿素案素及びクレアチニンの増加が800ppm群と 2000ppm群に、カルシウムの増加及び

A/G比と CPKの低下が2000ppm群に認められた。

雌では、総コレステロール、リン脂質及び尿素窓棄の増加、並びにγ-GTPの上昇が全投

与群に、総蜜白、アルブミン、カルシウムの増加が800ppm群と 2000ppm群に、グルコ

ースの増加が2000ppm群に認められた。

船 15-



(Study No. 0328) 

盟-8 尿検査

尿検査の結果をTABLE11， 12とAPPENDIXG 1， 2に示した。

雄では、ケトン体陽性を示す動物数は、 800ppm群と 2000ppm群で減少した。蛋自の

陽性度の増加を示す動物数が2000ppm群で増加した。 pHの{底下傾向は800ppm群に認

められた。

雌では、ケトン体陽性を示す動物数は800ppm群と 2000ppm群で減少した。

ill-9 病理学的検査

ill-9-1 部検

部検所見をAPPENDIXH 1 ""'6に示した。

雄では、腎臓の頼粒状変化が投与濃度に対応して増加した。その発生例数は、対照群で7

缶、 320ppm群で 10匹、 800ppm群で27匹、 2000ppm群で 32霞であった。

雌では、子宮の結節の発生数は、対照群で6匹、 320ppm群で6匹、 800ppm群で7[C、

2000 ppm群では匹であった。

車-9-2 臓器重量

定期解部特に測定した臓器の実薫輩と体重比をTABLE13， 14と APPENDIX1 1， 2、

APPENDIX J 1， 2に示した。

雄では、対照群に比較して、肝臓の実藁護と体重比の高憶が全投与群で認められた。腎臓

の実重量の高値が 2000ppm群に、体重比の高備が全投与群に、また、精巣の体重比の高

値が2000ppm群に認められた。なお、 320ppm群で肺と脳の体護比の高値、 800ppm群

で部腎、心臓、肺及び脳の体護比の高値、 2000ppm群で心臓の実重量の低値と体重比の高

娘、副腎、肺及び脳の体藁比の高値が認められたが、これらの体重比の変詑は全投与群の解

剖時体重の有意な銭下に起践すると推察された。

畿では、肝臓の実重量の高値が800ppm群と 2000ppm群に、体護比の高値は全投与群

に認められた。また、腎臓の体重比の高値が800ppm群と 2000ppm群に認められた。な

お、 2000ppm群では、解部時体重の低下に起居すると思われる心臓と柿の実重量の低鍍及

び体重比の高値、副腎と稗臓の実重量のイ底値、卵巣と脳の体議比の高値が認められた。
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盟-9-3 病理組織学的検査

主な腫傍11病変と非臆説副主病変及びそれらの発生数はTABLE15， 16に示した。また、担

腫蕩動物数と腫場数の結果をAPPENDIXL 1. 2に、腫擦の種類別の発生数をAPPENDIX

M1，2に、統計解析(Peto検定、Cochran・Armitage検定、Fisher検定)の結果をAPPENDIX

N 1， 2に、転移性病変をAPPENDIX0 1 ""'6に示した。

-H重療性病変一
本試験でみられた鰻壌について、 B本バイオアッセイ研究センターにおけるヒストリカル

コントロールデータ(試験毎の発生事(最小%""'最大%)と平均発生率(%)、発生例数/総数)

を雌雄別にそれぞれ TABLE18と19に示した。それぞれの投与濃度における麓場発生率

をヒストリカルコントロールデータの試験毎の最大発生率と比較した。

<肝臓>

雄の肝締抱腺臆の発生数は、 Peto検定(有病率法)と Cochran-Armitage検定で増加傾

i却を示し、 Fisher検定で2000ppm群に増加がみられた。肝縮胞腺麗の 2000ppm群にお

ける発生率 (6匹、 12%)は、当センターのヒストリカルコントロールデータの範囲を越え

た。雄の 2000ppm群でみられた肝細胞痛の発生 (2匹、 4%)は、当センターのヒストリ

カルコントロールデータの範協を超えた。なお、肝細胞腺躍と肝紹胞癌を合わせた発生数は、

Peto検定(有病率法)と Cochran・Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher検定で 2000

ppm群に増加がみられた (8匹、 16%)。好組組腺態と肝結抱癒を合わせた発生率 (16%)は、

当センターのヒストリカルコントロールデータの範闘を結えた。

<腎臓>

雄の腎細胞線麗は2000ppm群に2匹 (4%)、腎細胞癌は320ppm群と 2000ppm群に

各 1匹 (2%)みられたが、ともに傾向検定による増加傾向あるいはFisher検定による発生

率の増加を示さなかった。しかし腎締臨線腫と腎網版癌を合わせた発生数 (3匹、 6%)は、

Peto検定(有病率法十死亡率法)と Cochran孔rmitage検定で増加傾向を示した。雄の腎

細胞腺腫の 2000ppm群における発生率(4%)は、当センターのヒスト 1)カルコントロール

データの範陸よりやや高い値であった。雄の腎細臨癌の 320ppm群と 2000ppm群におけ

る発生本(2%)は、ヒストリカルコントロールデータの範囲内であった。 2000ppm群におけ

る腎線胞線躍と腎細胞癌を合わせた発生率 (3匹、 6%)は、当センターのヒストリカルコン

トロールデータの範囲を越えた。

く耳道腺>

雄の線躍の発生数は、 Peto検定 (有病率法、有病率法+死亡率法)と Cochran-Armitage

検定で増加傾向を示した。 2000ppm群における線腫発生率 (4匹、 8%)は、当センターの

ヒストリカルコントロールデータの範臨を越えた。
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く子宮>

乳頭状腺麓は、 2000ppm群に 1思 (2%)、また、腺癌は、対照群に 1匹 (2%)、320ppm

群に2匹 (4%)、800ppm群に2寝付%)及び2000ppm群に 3iZC (6%)みられた。これ

らの膿壌は、単独では傾向検定による増加傾向も Fisher検定による発生療の増加を示さな

かった。しかし、乳類状腺撞と腺癌を合わせた発生数は、 Peto検定(有病率法)で増加横

向を示した。 2000ppm群でみられた乳頭状腺腫は、発生iZC数が 1毘ではあったが、当セン

ターのヒストリカルコントロールデータで前例がない腫壌であった。また、子宮腺癒の 2000

ppm群における発生率(6%)は、ヒストリカルコントロールヂータの範密よりやや高い鎮で

あった。 2000ppm群における乳頭状腺臆と腰痛の合わせた発生率 (8%)は、当センターの

ヒストリカルコントロールデータの範闘を越えた。

内膜関糞性ポリープの発生数は、 Peto検定 (有病率法)で増加傾向を示したが、このポ

リープの 2000ppm群における発生率 (22%)は、当センターのヒストリカルコントロール

データの範囲内であった。

く乳腺>

雌の線維線麗の発生数は、 Fisher検定で800ppm群に減少がみられた。しかし 800ppm

群における発生率 (2匹、 4%)は、当センターのヒストリカルコントロールデータの範囲

内にあり、投与用震と線維線腫発生率の減少との関係は明らかではないと判断した。

雌の腺癌の発生数はPeto検定 (死亡率法、有病率法+死亡率法)と Cochran-Armitage 

検定で増加{頃向を示した。乳腺腺癌の 2000ppm群における発生惑 (4匹、 8%)は、当セン

ターのヒストリカルコントロールデータの範囲よりやや高い健であった。

く牌臓>

雄の単核隷性自血嬬の発生数は Cochran孔rmitage検定で、減少傾向を示した。この腫療

の2000ppm群における発生率 (1匹、 2%)は、当センターのヒストリカルコントロールデ

ータの範囲の下限よりも低い値となり、藤療発生は投与用量に対応して減少すると判断した。

く甲状腺>

雌の C-細胸腺臆の発生数は、 Fisher検定で 320ppm群に有意な増加がみられた。しか

し、この腺臆の 320ppm群における発生率 (5源、 10%)は、当センターのヒストリカル

コントロールデータの範閉内にあり、投与用量に対応した発生家の増加ではないと判断し

た。

く下垂体>

雄の線臆の発生数は、 Cochran・Armitage検定で減少傾向を示した。 Fisher検定で

2000ppm群に減少がみられた発生 (9匹、 18%)は、当センターのヒストリカルコントロ

ールデータの範翻の下限の値に相当し、投与用農と腺臆発生との関係は暁らかではないと判

断した。
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<副腎>

維の褐色細胞線腫は、対燕群に 3匹 (6%)、320ppm群に2症 (4%)の発生がみられ、掲

色細胞糠麓(悪性)は対照群、 320ppm群及び800ppm群に各 1匹 (2%)の発生がみられ

た。これに対し、雌の 2000ppm群にはこれらの藤療の発生がみられなかった (0匹、 0%)。

しかし投与群におけるいずれの鰻爆発生率もヒストリカルコントロールデータの範関内に

あった。雄の褐色細胞腺腫と褐色縮抱臆(悪性)を合わせた発生数は、 Cochran・.Armitage

検定で減少傾向を示したが、 2000ppm群での発生率(0%)は当センターのヒストリカルコ

ントロールデータの範囲の下践にあった。従って、躍療発生率の減少傾向は投与用量に対応

した変北ではないと判断した。

<皮膚>

雄の肩平上皮乳頭腫、角化蘇細臆麗、濡平上皮癌のそれぞれの臆擦の発生は、傾向検定に

よる増加傾向も Fisher検定による発生率増加も去さなかった。しかし、腐平上皮乳頭鐘の

800 ppm群における発生 (3匹、 6%)と2000ppm群における発生(4寝、 8%)は、当セン

ターのヒストリカルコントロールデータの範囲を超えた。角化練細胞麓の各投与群における

発生(320ppmと800ppm群 :3毘、 6%、2000ppm群 :2盟、 4%)及び肩平上皮識の 800

ppmと2000ppm群における発生(1匹、 2%)は、それぞれのヒストワカルコントロールデ

ータの範囲内にあった。 3種の腫壌を合わせた発生数は、 Peto検定(有病率法)で増加傾

向を示し、 Fisher検定で 2000ppm群に増加を示し (7匹、 14%)、この発生率(14%)は当

センターのヒストリカルコントロールデータの範腐よりやや高い値であった。

一非腫療性病変…

非臆擦性病変の結果をTABLE15. 16、APPENDIXK 1 ""'6に示した。

<肝臓>

雄では、野塩基性小増殖巣の発生数が800ppm群と 2000ppm群で有意に増加した。腿

管増生の程度は2000ppm群で減弱した。

雌では、中心性壊死は、 2000ppm群で4甚(軽震)に発生したのに対し、対照群では2

毘(中等度)の発生がみられ、両群の間に統計学的な有意差が示されたが、生物学的に有意

な変化であるとは考えられなかった。

く腎臓>

雄の慢性腎症は、投与濃度が高い群ほど、重度の病変を有する動物が多くなった。また、

雄の腎孟上皮の過形成も各投与群で増加、乳頭部の鉱質沈着は800ppm以上の群で増加を

示した。

雌については、 2000ppm群の乳頭部の鉱質沈着の発生が他の群に比べて増加傾向を示し

た。
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<鼻股>

雄では、呼吸上皮のエオジン好性変化の発生が2000ppm群で増加した。

離では、嘆上皮のエオジン好性変化の発生が2000ppm群で低下を示した。

く骨髄>

湾出光進が雌の2000ppm群で増加した。

く前立腺>

(Study No. 0328) 

炎症の発生は、投与濃度が高い群ほど減少し、 800ppm以上の群に低下が認められた。

く眼球>

白内障と網膜萎縮は離の2000ppm群で、減少がみられた。

直-9-4 死因

病理学的にみた死亡〆瀕死の原因を TABLE17に示した。

雄では、 2000ppm群の死亡/瀕死動物 11匹のうち、 3患の死闘が慢性腎症であり、対照

群 (0/10匹)に比べやや多かった。

離では、 2000ppm群の死亡/瀕死動物 16肢のうち、 4匹の死園が乳腺麗療、 3症の死因

が子宮腫療であり、対照群 02限中各 1匹)に比べ、やや多かった。
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N 考察及びまとめ

1，4酬ジクロロ-2-ニト口ベンゼンのラット 2年間混館経口投与(投与濃度:320 ppm， 800 

ppm， 2000 ppm)によって腫蕩性病変、臆携関連病変と非麓蕩性病変及びこれらの病変を

反映する諸々の指標の変化が認められた。すべての投与群の生存率は対照群に比べて、ほぼ

問様な推移を示した。投与終了時の体重は、対照群と比べて、 320ppm群で雄:95、雌:

97%、800ppm群で雄:93、離:95%、2000ppm群で雄:87、離:81%であり、雌雄と

もに 2000ppm群で低鐘を示した。摂餌量は、雄の 2000ppm群では投与期間の初期に、

雌の 2000ppm群では投与期間を過して低値を示した。

N-1 腫擦性及び腫療関連病変

麗擦は、雄では肝臓、腎臓、耳道線、精巣、下垂体、稗臓に、離では子宮、甲状腺、手し焼、

副腎に発生した。

<肝臓麓蕩>

雄の肝細抱腺腫は、用重量に関連して増加傾向を示し、 2000ppmで増加した。雄の肝細臆

癌は、増加傾向を示さなかったが、肝締胞線腫と好結抱痛を合わせた発生数は増加頗向を示

した。また、 2000ppm群における肝細胞腺腰、肝細胞癌および、肝細胞腺躍と肝線路擦を合

わせた発生率は、当センターのヒストリカルコントロールデータの範闘を越えた。以上の試

，験結果から、これらの肝腫療は、 1，4硲ジクロロ必"ニトロベンゼンの投与によるものと考察さ

れる。また、本試験では、肝臓膿蕩の前膿療性病変である好境基性小増殖巣が(文献 9)、

肝腫擦の発生が増加する濃度(2000ppm)よりも低い投与濃度 (800ppm)から認められてお

り、好塩基性小増殖巣を通して肝臓臆療が形成された可能性を示唆している。肝臓への影響

として、逸脱系酵素の GOTとGPTに変化が認められないが、 γ-GTPが用量依存性に 320

ppm群から上昇していることから、好臆擦や前蟻療病変の発生がみられる濃度よりもさら

に低い投与濃度で、慢性的な肝への影響が起きていると考えられる。さらにコレステロール、

リン糧費あるいは蛋自の増加及び肝臓藁撃の増加がみられ、肝の慢性的な影響とともに、肝

臓機能の充進が示唆された。本被験物質の 13週間経口投与試験(文献 6)において、投与

ラットにγ-GTPの上昇、肝藁壌の増加、肝臓の中心性藤援がみられ、 13遊間の経口投与

でも本被験物質による肝臓への影響が認められている。1.4-ジクロ口-2・ニトロベンゼンの投

与による肝腫蕩の形成には、肝臓傷害に対する増殖性反応と肝代謝冗進が背景に存在すると

推察される。

く腎臓撞蕩>

雄では、投与群に腎細胞腺撞と腎細胞痛がみられたが、それぞれの発生率は増加鎖肉を示

さなかった。腎細胞腺腫の 2000ppm群における発生率(4%)は、当センターのヒストリカ

ルコントロールデータの範閥よりやや高い値であった。また、両腫壌を合わせた発生率は、
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Peto検定と Cochran-Armitage検定で増加傾向を示し、かつ 2000ppm群における両麗擦

の発生率 (6%)は当センターのヒストリカルコント口ールデータの範鰐を超えた。以上の

結果から、これらの腎臓麓擦は、 1，4“ジクロ口必酬ニトロベンゼンの投与による可能性がある

と示唆された。盤、虜の発生に加えて、本試験の雄ラットでは、中稼度(3+)および、重度(4+)の

慢性腎症が320ppmから投与用量に依存して増加した。また、腎孟上皮の過形成が、腫療

発生濃度(2000ppm)よりも低い投与濃度 (320ppm)から、また、腎臓乳頭部の鉱質沈着が

800ppmと2000ppmで用農依存性に増加した。 13週間の 1，4綱ジクロロ・2働ニトロベンゼン

浪館経口投与試験(文献 6)では、雄にのみ最低濃度である 1481ppm群まで腎臓に好酸

体の出現の増強とともに好塩基性変化と尿締管上皮の剥離が認められた。好酸体の出現は

α2マイク口グロプリンが尿細管上皮内に蓄積する病変であり、過剰な沈着により尿縮管上

皮が傷害を受ける。このため、好酸体の増強を超こす化学物質を長期投与すると、慢性腎症

の増強や腎孟上皮の過形成、腎臓乳頭部の鉱震沈着とともに尿細管上皮由来の腎臓腫擦の発

生が促進されることが知られている(文献 10)。従って、本試験の腎臓腫療の発生も 1，4-

ジクロロ・2・ニトロベンゼンの投与による影響であり、 13週間試験でみられた好酸体の出現

(α2マイクログロプリンの蓄積)が長期投与によって替臓鰻療の形成に寄与したと考察さ

れる。なお、 α2マイクログロプリンの蓄積は雄ラットに特有な病変と考えられている(文

献 10)。

<耳道腺腺腫>

雄の線腫の発生は、傾向検定で用量に対応した増加傾向を示し、 2000ppm群における腫

蕩発生率(8%)は、当センターのヒストリカルコントロールデータの範閉を超えた。従って、

耳道腺腺醸の発生は、 1，4・ジクロ口4・ニト口ベンゼンの投与によるものと考えられた。

<子宮腫擦>

乳頭状線騰と線癌の発生数は、調君Ijには増加傾向を示さなかったが、当センターのヒスト

1)カルコントロールデータよりやや高い値であった。また、両腫擦を合わせた発生数はPeto

検定で増加傾向を示し、合わせた腫擦の 2000ppm群における発生態(8%)は当センターの

ヒストリカルコントロールデータを越えた。従って、これらの子宮腫療の発生は 1，ふジクロ

ロ-2・ニトロベンゼンの投与による可能性があると示唆された。

なお、内模開質性ポリープの発生数も Peto検定で増加傾向を示し、投与に関連した腫議

増加の可能性が示唆された。しかし、このポリープの2000ppm群における発生率 (22%)は

当センターのヒストリカルコントロールデータの範囲内であり、投与との関係は明らかでな

かった。

<乳腺纏蕩>

離の乳腺の腺癌の発生数は傾向検定で増加傾向及び2000ppm群で発生率 (8%)の増加を

示し、かつ、当センターのヒストリカルコントロールデータよりやや高い値であった。従っ

て、雌の乳腺線癌の発生は1.4-ジクロロ-2-ニトロベンゼンの投与による可能性があると示

唆された。
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離における子宮の乳頭状腺腫と腺癌、及び手し線の腺癒の発生辺数はそれぞれ 1"'4院であ

り、ヒストリカルコントロールデータの範屈を越えるものの、顕著な発生増加ではなかった。

また、内藤間質性ポリープの発生も増加傾向がみられるものの、ヒストリカルコントロール

データの範囲内であり、投与との関係が明らかでなかった。しかし、最高用量である 2000

ppm群で性ホルモンの支配を受ける子宮と乳腺に共通して膿擦の発生増加がみられること

を考慮すると、これらの腫蕩の発生増加と1.4-ジクロロ-2・ニトロベンゼ、ンの投与との調達

を否定できないと判断した。

く皮j欝腫蕩>

雄の菊平上皮乳頭麗、角化赫細総頼、肩平上皮癒を合わせた発生数は増加傾向を示した。

しかし、それぞれの腫療の発生は、傾向検定による増加傾向もFisher検定による発生増加

を示さず、当センターのヒストリカルコントロールデータと比較すると繭平上皮乳頭腫の発

生のみが800ppm群 (6%)と2000ppm群(8%)で範囲を超えた。合わせた発生数(14%)

はヒストリカルコントロールデータの上限 (12%)と比較すると高い値であったが、その差

は謹かであった。従って、これら皮膚腰壌と1.4-ジクロロ-2-ニトロベンゼンの投与との関連

を寄定できないものの、発生増加は顕著ではなく、また、投与との関係を支持する他の関連

所見が認められないことから、がん原性の誌拠としては不十分であり、不明確な証拠と考え

た。

くその他の麗蕩>

傾向検定で発生率の減少傾向を示す腫壌として、雄の単核球性白血病がみられた。この腫

擦の発生率低下は当センターのヒストリカルコントロールデータの下限よりも低く、投与と

の関連は否定できないが、二次的作用による可能性もある。雄の下垂体の腺腫と雌の副腎の

褐色紹胞線腫と褐色細胞躍(悪性)も減少傾向が認められたが、これらの腫蕩発生率は当セ

ンターのヒストリカルコントロールデータの下眼に相当し、発生率の減少と投与の関係は明

らかではないと判断した。

なお、離の乳腺の線維腺腫と甲状腺の c-翻腹腺腫は発生率の減少が認められたが、それ
ぞ、れの麓壌発生率は当センターのヒストリカルコントロールデータの範関内にあり、かつ、

中間用量にのみ認められた変化であることから、これらの腫擦の発生率減少は投与に関連し

たものではないと判断した。

従って、これらの麓療は、1.4-ジクロロ-2ωニトロベンゼン投与に対蕗したものと判断しな

かった。

N-2 非腫蕩性病変

2000ppm群では、雄に鼻腔呼吸上皮のエオジン好性変化の発生増加と肝臓の組管増生の

減弱、雌に骨髄の造血充進の有意な増加、鼻腔嘆上皮のエオジン好性変化、及び白内障と網

膜萎縮の減少がみられた。また、前立腺の炎症が雄800ppmと2000ppm再群で減少した。
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lV-3 無毒性最 (NOAEL)/最小毒性量 ιOAEL)及びベンチマーク用量

ラットにおける 2年間の混館経口投与による 1，4・ジクロロ-2-ニトロベンゼンの最小毒性

量は、肝臓重量の増加とγ-GTPの上昇をエンドポイントとして 320ppm(0.012"-'0.028 

g/kg body weight/day)であると考察される。ベンチマーク用量法は、 NOAELILOAEL法に

おける若干の問題点を克服する方法として、最近、適用が広がりつつある(文献 11)。γ

-GTPと投与濃度との用量一反応関係に US.EPANCEAのBMDLソフトウエア Version

1.3.1 (文献 12)を適用して 10%ベンチマーク用量 (Con五dencelimit ofBenchmark dose 

yielding the response with 10 % extra risk (BMDLlO))を算出した結果(PolynomialModel， 

P=0.476， AIC=567.8)、γ制GTPに対する BMDLlO績は 56.2ppmとなった。

lV-4 f古文献との比較等

① 変異原性:Iヨ本バイオアッセイ研究センターの試験結果(文献 13)によれば、 1，4幽ジ

クロロ-2-ニトロベンゼンの変異藤性は、ネズミチアス菌 (TA100)の代謝活性化による場

合で、用量に依存して増加し、溶媒対照値の2倍以上の護婦変異コロニー数の上昇がみられ、

陽性であった。またチャイニーズハムスター株細胞 (CHLIIU)を用いた染色体巽常試験で

は、 1，4・ジクロ口・2嗣ニトロベンゼンは、代謝活性化による場合に、染色体構造異常が誘発さ

れた。これらの結果は、 1，4・ジクロロ4・ニトロベンゼンの代謝物が変異原性を有することを

示す。

② 代議t:本試験では、黄色尿が全ての投与群に投与期間を通して観察された。ジク口ロニ

ト口ベンゼン系化合物は、肝臓でグルタチオンを続出したメルカプツール畿に代謝されるこ

とが知られている(文献 14) 0 1，4-ジク口口剛2-ニトロベンゼ、ンの2週間混餌経口投与によ

り、黄色を呈した投与ラットの尿をカラムで分取し、 LC-MSIMS法と lH-NMR法によって

潤定した結果、黄色尿は、1.4働ジクロロ・2・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・アセチル勝8-(4-ク口口“3網ニトロフェニ)];-)“L・システイ

ンに起悶することを確認した(文献 15)。
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V 結論

F344IDu Crj(Fisher)ラットを用いて 1，4-ジクロロ・2齢ニトロベンゼンの 2年間(104週

間)にわたる混餌投与によるがん原性試験を行った結果より以下の結論を得た。

雄の肝臓の肝細説腺腫及び肝細胞腺麓と肝締飽癌を合わせた発生の増加、ならびに耳道腺

腺麗の発生増加が認められ、 1，4-ジクロロ・2糊ニト口ベンゼ、ンのがん震性を示す註拠と考え

られた。また、雄に皮膚鰻接、雌に子宮腫療(乳頭状線腰と腺癌)と乳腺の腺癌の発生増加

が認められ、これら腫擦の発生増加も 1，4“ジクロロ・2・ニトロベンゼンによる可能性がある

と示唆された。なお、雄では、雄ラットに特有な好酸体の増加に起因すると推察される腎繊

競療の発生増加もみられた。

また、雄では肝臓に前腫湯11病変である好塩基性小増殖巣の増加が800ppm以上、腎臓

に慢性腎症の程度の増強が320ppmまで認められた。これらの結果は 1，4ージクロロー2-

ニトロベンゼ、ンの投与による影響と考えられた。
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