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要約

p嗣ニトロアニソールのがん原性を検索する目的でF344IDuCrj(Fischer)ラットを用いた混

餌経口投与による 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群の構成で、雌雄各群とも 50院とし、

合計400限を用いた。被験物質の投与は、 P'ニトロアニソール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、離雄とも 2000、4000及び8000ppm (公

比 2) とした。観察、検査として、一般状態の観察、体重、摂餌議の澱定、血液学的検査、

車液生化学的検査、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。

雄の生存率は、 8000ppm群で慢性腎疲により多くの動物が死亡 (50院中 45限)し、対

照群に比べて著しく低下した。織の生存準は、 8000ppm群では主に'擾性腎症により低下し

た。また、雌の投与群は子宮の腫蕩(子宮膝癌)による死亡が対照群と比べ多かった。一殻

状態の観察では、雌雄ともに投与群の全ての動物に黄色尿と被毛の着色が認められた。体重

は、雄の 8000ppm群では投与期間を通して、 4000ppm群では投与後半に、対照群と比較

して低健を示した。雌では投与期間を通して全投与群で体重増加の抑制が認められた。摂鰐

量は雄では8000ppm群で対照群と比較して主に投与後半に低績を示した。離では、各投与

群とも投与期間を通して対照群と比較して摂鰐量の抵憶が認められた。血液学的検査では、

雌雄とも赤血球数やヘモグロビン濃度が減少し、貧鹿を示した。血液生化学的検査では尿素

蜜素の増加や需解震のパラメーターに変化がみられ、腎障害が示唆された。

病理組織学的検査では、腫療性病変として、雄に肝細胞隷躍の発生増加が認められ、肝臓

に前腫主義性病変である好塩基性小増殖巣と海綿状変性の増加が4000ppm群と 8000ppm群

でみられた。雌には子宮腺癌の発生増加が認、められ、投与群の子宮膝癌は他臓器への転移も

みられた。なお、雌にも肝細胸腺濫の発生増加が8000ppm群でみられた。慢性腎症は、雄

) ではすべての投与群で程鹿の増強がみられ、雌では4000ppm群と 8000ppm群で発生匹数

の増加と程度の増強が認められた。

F344IDuCrj(Fisher)ラットを用いてP'ニトロアニソールの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。雄ラットに肝細胞腺爆の発

生増加が認められ、P'ニトロアニソールの雄ラットに対するがん原性を示す藍拠と考えられ

た。離ラットには子宮線癌の発生増加が認められ、 p輔ニト口アニソールの雛ラットに対する

がん原性を示す明らかな証拠と考えられた。

制 1・
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p酬ニトロアニソールのがん原性試験における主な鰻療発生(ラット 雄)

投与濃度(ppm) O 2000 4000 8000 Peto Cochran-
検定 Armitage 

検査動物数 50 50 50 50 検定

皮下組織 線維腫 2 2 4 O 

腎 扇平上皮乳頭腫 1 3 O O 

良
肝臓 肝締胞線膿 O 1 13** 11*六 i i i i 
性 下垂体 膿麓 14 11 9 9 

腫蕩 甲状腺 C-細胞腺腫 7 11 10 2 

副腎 褐色細胞膜 4 3 1 2 

精巣 間細胞腫 34 45** 48*会 48米安 ↑? ↑? 

手し線 線維腺腫 O 2 3 O 

謀
牌臓 単核球性自血病 8 5 3 。** ↓↓ 

'投 甲状腺 ひ締胞癌 3 2 1 O 

腫療 副腎 褐色細胞腫:悪性 O 1 3 O 

P“ニトロアニソールのがん原性試験における主な麓癖発生(ラット 雌)

投与濃度 (ppm) O 2000 

検査動物数 50 

肝臓 肝細麹線目重 O 
良 下ま主体 腺麗 14 
f生 甲状競 C組組腺麓 5 
目湯重
子宮 子宮内膜間質性ポリープ 8 

乳腺 線維糠鰻 4 

悪 日卑1蔵 単核球性白血病 8 

臆'性 子宮 腺癌 1 

E嘉

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三五0.05で有意
↑:p三五0.05で有蛍増加

↓:p三五0.05で有意減少

* *:p三五0.01で有意
i i:p三五0.01で有意増加
↓↓ :p豆0.01で有意減少

制 2・

50 

O 

15 

3 

14 

5 

7 

4 

4000 8000 Peto Cochran-
検定 Armitage 

50 49 検定

O 5* i i i i 
15 7 

8 6 

3 1* ↓↓ 

4 1 

1* 1* ↓↓ 

8* 8* i i 

(Fisher検定)

(Peto， Cochran-Armitage検定)
(Cochran -Armitage検定)



I 試験材料

1 -1 被験物質の性状等

1 -1-1 名称等

名称

IUPAC名

CAS.No. 

:p.ニトロアニソール (p. Nitroanisole) 

: 1・メトキシψニトロベンゼン(I. Methoxy. 4・'nitrobenzene)
: 100・17・4

1 -1-2 構造式、分子式、分子量(文献1)

構造式:

ω
〈
〉
N02 

分子式:C7H7N03 

分子量 :153.14 

1 -1-3 物理化学的性状等(文献 1、2)

外観

沸点

融点

溶解性

保存条件

:結晶

: 274t 
: 54t 
:水に不器、エタノール、エーテルに可溶
:室温で暗所に保存

1 -2 被験物質の使用口ット等

使用ロット番号

製造

純度

: KSJ0005 
:和光純薬工業株式会社

: 99.6% (和光純薬工業(鞠検査成績書データ)

円。
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1 -3 被験物質の特性・向一性、安定性

1 -3-1 特性・問一性

被験物質の同一性は、使用した p剛ニトロアニソールについて、マススベクトルを質量分

析計(HewlettPackard 5989B)により誤11定し、また赤外吸叙スベクトルを赤外分光光度計(~株)

島津製作所 FTIR-8200PC)により澱定した。

その結果、被験物繋のマススペクトルは文献鑓(文献 3)と殉じ分子イオン及びフラグメ

ントピークが確認された。また、赤外吸収スベクトルも文献植(文献 4)と同じ波数にピー

クを示し、被験物質はp-ニトロアニソールであることを確認した。

また、試験に使用したp-ニト口アニソール中には、不純物として m-クロロニトロベンゼ

ンが確認された。 p-ニトロアニソール中の不純物含有量は0.28%であった。

それらの結果については、 APPENDIXP1に訴した。

1 -3-2 安定性

被験物質の安定性の確認は、使用した p-ニトロアニソールについて、使用開始前及び使

用終了後に、ガスクロマトグラフ(HewlettPackard 5890A)を用いてクロマトグラムを測定

し、使用関始前と使用終了後のデータを比較することにより行った。

その結果、使用隣始前と使用終了後の測定結果に楚はみられず、投与期間中の p構ニト口

アニソールは安定であった。

それらの結果については、 APPENDIXP2に示した。

1 -4 試験動物

動物は日本チヤールス・リバー(株)(厚木飼育センター:神奈川黒厚木市下吉沢795番地)

のF344IDuCrj(Fischer)ラット(SPF)の離雄を使用した。

雌雄各248思を4週齢で導入し、各 1遮聞の検疫、観11化を経た後、発育順調で異常を認め

ない動物から、体重の中央犠に近い離雄各 200協(投与開始時体重範翻、雄:111'"'-'131g、

離:89'"'-'104g)を選別し、試験に供した。

なお、 F344/DuC吋(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、

臆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

による麗嬢発生の感受性が知られていることによる。

-4・
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立 試験方法

rr -1 投与

rr-1-1 投与経路

経口投与

立-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銅料を粉末飼料用給餌器

に充填し、動物に自由摂取させた。

rr -1-3 投与期間

投与期間は 104還問とし、定期解部臼の前日まで連続投与した(1999年 11月 11臼"'2001

年 11月8'"14日)。なお、被験物質混合飼料の交換は7臼毎に実施した。

rr -1-4 投与濃度

雌雄とも最高投与濃度を 8000ppmに設定し、以下、 4000ppm及び2000ppm (公比 2)

とした。なお、対照群として粉末館料のみの群を設けた。

五-1-5 投与の方法、投与期間及び投与濃度の設定理由

被験物質は常壌で国体であり、かっ、水に難擦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遊間試験(文献6)の結果をもとに設定した。

試験にはF344IDuCrj(Fischer)ラットを用いた。被験物質投与群 5群と対照群 1群の計 6

群の構成で、雌雄各群とも 10惑とし、合計 120症のラットを用いた。被験物質の投与は、 p

'ニトロアニソールを混合調製した粉末館料を動物に 13週間自由摂取させることにより行っ

た。投与濃度は、難雄とも 1250、2500、5000及び 10000ppm (公比2)に8000ppmを加

えた 5設轄を設定した。観察、検査として、一殻状態の観察、体葉、摂餌量の誤.IJ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。

雄の 10000ppm群では、顕著な体重増加の抑制が認められ、摂館量も特に投与開始初期
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に低い僅を示し、がん原性試験の長期間の投与には、最大掃す量の体重減少率である 10%を大

きく超過すると考えられた。 8000ppm群では、体重増加の抑制及び摂餌量の投与開始初期

における低鍍は認められたものの、投与終了時における摂餌量に対照群との差は認められず、

体重においても対照群の 88%であり、体議を指標としてがん原性試験の最高投与濃度を決定

すると 8000ppmが適当と患われた。したがって、雄のがん原性試験の投与濃度は最高投与

濃度を 8000ppmとし、以下、 4000、2000ppmの3段階(公比 2)を設定した。

雌では、体重増加の抑制はすべての投与群で認められた。特に、 5000ppm以上の群で顕

著であり、投与終了時における体重値は対照群と比較して 82"'84%であった。また、各種検

査で認められたほとんどの所見については 5000ppm以上の投与群で大きな差はなかった。

雄と間様に体棄を指標としてがん原性試験の最高投与濃度を決めると、 2500ppm以下とな

るが、 2500ppm群で認められた各種検査の所見は軽度の貧血が認められるのみである。し

たがって、雌のがん原性試験の投与濃度は、がん原性試験結果の性差を比較することも考恵

して雄と関じく最高投与濃度を 8000ppmとし、以下4000、2000ppmの3段階(公比 2)

を設定した。

rr -1-6 被験物質混合飼料の調製方法

あらかじめ、粉砕機(IKALABOTECHNIC製 lKA20M)で粉砕した被験物質と粉末

飼料(才ワエンタル酵母工業(械製 CRF-I)を、粉米飼料混合機(関東混合機工業側製、スパ

イラルミキサー88-251)を用いて混合し、 20000ppmの被験物質混合飼料を調製した。こ

の混合飼料をさらに粉末飼料と混合することによって、各設定濃震の被験物質混合館料を

調襲した。なお、被験物質混合飼料の調製は試験期間中 5i展開を越えない照隔で行い、調

製した被験物質混合飼料は、各濃度毎に 1週間分ず、つ小分けにして使用時まで冷蔵で保管

した。なお、各試験における濃度の表示は、 ppm(重量対重量比)とした。

rr -1-7 調製特における被験物質混合飼料中の被験物質の濃度及び均一性

被験物質混合鶴料中における被験物質の濃度は、初田調整時及び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飼料を3点サンプリングし、ク口マトグラムを高速

液体クロマトグラフ(HewlettPackard 1090)を舟いて測定し、確認した。なお、初回調製持

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。

その結果、各群の平均鵠製濃度は設定濃度に対し、 95.5'"107%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。

その結果を濃度についてはAPPENDIXP3、均一性についてはAPPENDIXP5に示した。
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II -1-8 被験物質混合銅料中の被験物質の安定性

被験物糞混合館料中の被験物質について、室温で8日間または冷蔵 (70C)で5週間の安

定性を確認した。すなわち、試験開始に先立って実施した 13遊間試験(文献 6)において

被験物質湯合飼料 (40000ppm及び300ppm)を調製し、議混(動物餌脊護)で88問、 7
0

C

で5遊間(冷蔵議)それぞれ保管し、被験物質混合餌料調製時の被験物質濃度と各保管期間

後の被験物質濃度を高速液体クロマトグラフ(HewlettPackard 1090)による分析を実施し、

それぞれの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%とした場合、調製後8呂田の議温(動物飼育室)では40000ppm:

92.3%、300ppm : 81.8%、5遊間の冷蔵保管では40000ppm : 97.3%、300ppm : 96.8%で

あり、室混(動物飼育主主)及び、冷蔵保管の被験物質混合飼料中の被験物質はほぼ安定であった。

その結果をAPPENDIXP4に示した。

立-1-9 被験物質の摂取量

体重、摂餌最及び設定濃度より被験物質の体重kg当たりの-8摂取最 (glkgbody weight 

per day)を算出した。
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1I -2 動物管理

1I -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、離雄各群 50匹の動物を用いた。

雄 員企

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院 0001""'-'1050) 対照群 50 jZC (2001""'-'2050) 

2000ppm 50殴 (1101""'-'1150) 2000ppm 50jZC (2101""'-'2150) 

4000ppm 50臨 (1201""'-'1250) 4000ppm 50 jZC (2201""'-'2250) 

8000ppm 50限 (1301""'-'1350) 8000ppm 50限 (2301""'-'2350)

立-2-2 群分け及び個体識別方法

{共試動物の各群への割りさきでは、発育瀬調で、異常を認めない動物を体重の霊い}I罷より各

群に 1匹ずつ割り当て、二二巡呂からは各群の動物の体議の合計を比較して、小さい群より般

に体重の重い動物を割り当てることにより、群障の体重の偏りを小さくする群分け方法(層別

体重平均法:適正層別方式)により実施した(文献 7)。

試験期間中の動物の個体識別は、検疫期間及び恩I[化期需では色素塗布により識別した。投

与期間で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鰐体識別番号を

付した。

なお、動物は検疫期間を含む全銅脊期間、バリア区域 (AC欄2空調エリア)内の独立した

(雄:203室、雌:205家)にそれぞれ奴容し、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。

立-2-3 飼育条件

動物は、飼育期間を通して、調度 23土2
0C (実測値平均土S.D. 203窓:22.1土0.2"C、

205室:22.9土0.2"C)、湿度55土15%(実視IJ値平均土S.D. 203室:55土3%、205室:56 

土3%)、明暗サイクル:12時間点灯(8:00""'-'20:00)/12時掲消灯(20:00""'-'8:00)、換気間数日

""'-' 17回/時の環境下で錦育した。動物の健康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。

動物は単餌ケージ(ステンレス製ニ連型縞ケージ:170(W)X294(D)X 176 (百)mm)に収容

し、ケージ交換は2週間毎に実施した。

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

-8・



(Study No.0401) 

(30五Gy-γ線照射滅菌飼料)国製または粉末飼料を使用した。検疫期掃については CRF-1

潤製館料を菌製飼料給餌器により自由摂取させた。思11化期間については CRF-1粉末飼料を

粉末飼料給額器により自由摂取させた。投与期間は、各投与群には所定の濃度に CRF-1粉

末飼料を用いて諮製した被験物質混合館料を、対照群には CRF-1粉末飼料のみを粉末飼料

給餌器より自由摂取させた。ただし、定期解剖自前日の夕方からは絶食 (18時間以上)させ

た。

飲水は、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

照射し、自動給水装置で自由摂取させた。

なお、試験に使用した鏡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

ータを使用口ット毎に入手し、保存した。館料中の央雑物については(財)宮本食品分析セ

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盤に入手し、また、

飲水については(財)食品薬品安全センター秦野研究所(神奈川巣秦野市落合 729・5)に 3

ヶ丹毎に分析を委託し、それぞれ試験計調審に規定した許容基準と照合して異常のないこと

を確認し、その記録を保存した。

II -3 観察・検査項目及び方法

立-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密

実施した。

豆一3-2 体重澱定

投与梼始後 14週までは適 l剖、それ以降は4週に 1@J (但し、 104遡にも部定)、体重

を測定した。なお、動物の死亡発見時と切迫屠殺時及び定期解剖動物の搬出時にも体重を測

定した。

II -3-3 摂餌量澱定

投与開始後 14週までは溜 l回、それ以降は4週に l間(但し、 104還にも測定)、給餌

量と残餌量を測定し、その差を給餌日数で徐した犠を 1日当たりの摂餌最とした。
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II -3-4 血液学的検査

定期解剖時まで生持した採血可能な全動物について、部検寝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に採鹿し、血液学的検査を行った。

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

平均赤血球ヘモグロビン最 (MC註)、平均赤血球ヘモグ口ピン濃度 (MCHC)、

血小板数、自虫球数、白血球分類

豆一3-5 血液生化学的検査

定期解剖時まで生存した採血可能な全動物について、音。検蔵前にエーテル麻酔下で綾大動

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紫を用いて血液生化

学的検査を行った。

検査項闘:総蛋白、アルブミン、 AJG比、総ピリルピン、グルコース、総コレステロール、

トリグリセライド、リン脂質、 GOT、GPT、LDH、ALP、γ-GTP、CPK、尿

素議索、クレアチニン、ナトリウム、カリウム、ク口ール、カルシウム、無機

1)ン

II -3-6 尿検査

投与最終漉まで生存した動物から新鮮尿を採取し、尿試験紙(マルティスティックス、

バイエル社製)を用いて、下記の項目について検査を行った。

検査項自 :pH、蛋白、グルコース、ケトン体、ピリルピン、潜血、ウロピリノーゲン

II -3-7 病理学的検査

(1) 部検

全動物について肉眼的に観察を行った。

(2) 臓器重量ま

定期解剖時まで生存した全動物について、以下に示した臓器の湿重義(臓器実重量ま)を測

定した。また、極重震の捧麓比〈臓器重義体重三比)、すなわち、定期解剖時の体重まに対する

百分率を算出した。

副腎、精巣、卵巣、心織、蹄、腎職、隣織、肝臓、脳

(3) 病理組織学的検査

全動物の臓器を 10%中性リン酸緩籍ホルマリン溶液にて固定後、以下に示した臓器を、パ
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ラフィン包埋、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

した。

皮膚、鼻腔、鼻咽頭、喉頭、気管、姉、骨髄、リンパ節、絢線、牌織、心臓、昔、唾液線、

食道、費、小腸(十ニ指競を含む)、大勝、肝臓、持臓、腎臓、勝税、下護主体、甲状藤、上

皮小体、副腎、精巣、精巣上体、精嚢、前立線、卵巣、子宮、藤、乳腺、脳、脊髄、末梢神

経、根球、ハーダー腺、筋肉、骨、その他肉眼的に変化のみられた器官・組織

II -4 数億処理と統計処理

II -4-1 数舗の取り扱いと表示

数値データは計灘機器の精度に合わせて表示した。

体震についてはgを単位とし、整数値の 1の佼まで計澱し、表示した。

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

量から残餌量を減じて摂餌量とした。この儲を計澱期間の臼数で除し、 1日当たりの平均摂

取量を算出し、小数点以下第2イ立を四捨五入して小数点以下第 1位までを表示した。

p輔ニトロアニソールの体議kg当りの 1B摂取景は、摂鰐量にp-ニトロアニソールの設定

濃度を乗じ、体重で除した鐘を glk:gbody weight per dayを単位として小数点以下第4伎を

四捨五入して小数点以下第3位まで表示した。

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

体重比については臓器実重義鑓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APPENDIXQ 2に示した精度により表示し

た。

なお、各数値データにおいての平均値及び標準備葉はよ記に示した柘数と間様になるよう

問捨五入を行い表示した。

立-4-2 母数の取り扱い

体重及び摂餌量については、各計澱時に生存している全動物を対象に計灘し、その中から

欠諜となったデータを除外して母数とした。

臓器麓量、血液学的検査、血液生化学的検査は、定期解剖持まで生存した動物を対象とし、

欠損tとなったデータを除外して母数とした。

探検査は、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。
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剖検ヂータは、各群の有効動物数(供試動物より事故等の理由でタ下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、臓器別に、検査不能臓器数を除いたも

のを母数とした。

II -4-3 統計処理

体重、摂餌量、血液学的検査、血液生化学的検査及び臓器重量まの澱定億は、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

元配震分散分析を行い、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、各群を通して諜定億をJI[創立化して、

Kruskal-Wallisの)I[創立検定を行い、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。なお、母数が死亡等により 2以下になった場合は検定の対象から除外した。

病理総織学的検査のうち非腫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

0、所見のみられた動物は、その所見の程度及び範囲等を基準として 1""'4にグレード分けし、

χ2検定を行った。また、尿検査についても対照群と各投与群障とのが検定を行った。

なお、予備検定は 5%の有意水準で両側検定を行った。最終検定では 5%の有意水準で南側

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。

腫爆投病変については、各臓器の盤蕩ごとに、各群ごとの総担癌臓器数について、 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

組織学的検査特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

を付与された麓壌についての検定)、有病室事法(コンテックス 0、1、2を付与された麓療に

ついての検定)、死亡率法+有病率法(コンテックス 0""'4の総計で検定)を行った。

注 Peto検定に用いるコンテックス

0:定期解部例にみつかった鰻嬢

1 :死亡/瀕死例にみつかった臆療で、直接死因に関係しない腫療

2:多分 1だと思うが、確かでない艦療

3:多分4だと思うが、確かでない鐘携

4:死亡/瀕死倒にみつかった腫療で、直接死闘に関わっていた麓蕩
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直試験成績

謹-1 生死状況

生死状況を TABLEL 2及び FIGURE1、2に示した。

各群の 104避における生存動物数(生存率)は、雄では、対照群:37匹(74%)、2000ppm

群:39 1I];;(78%)、4000ppm群:32匹(64%)、8000ppm群 :2限(4%)、雌では、対照群:

45匹(90%)、2000ppm群:38匹(76%)、4000ppm群:35 1I];;(70%)、8000ppm群:31匹

(63%)であった。

なお、離の 8000ppm群の 1肢は、投与 12週に自動給水装置の事故により死亡したため

試験に鐙用することができなくなり、試験対象動物より除外した。従って、この群の有効動

物数は49協となった。

雌雄ともに、 8000ppm群にp幽ニト口アニソール投与による生存率の低下が認められ、特

に、雄に顕著であった。

III -2 一般状態

一般状態の観察結果をAPPENDIXA L 2に、外部臆癒、内部腫癌の発生動物数をTABLE

5、6に示した。

雌雄ともに投与群の全ての動物に黄色尿と被毛の着色が認められた。雄の 4000ppm群で

外部腫癌の発生が対照群と比較して多くみられたが、病理組織学検査の結果特定の臆療との

関連は認められなかった。内部麓癌の発生数は、対照群と比べて、 i雄雄ともに、ほぼ同じで

あった。

霊-3 体重

体重の推移をTABLE1、2、FIGURE3、4及びAPPENDIXB1、2に示した。

雄の 8000ppm群では、投与前半は対照群と比較して 10%前後の体君主増加の抑制がみら

れ、投与後半は死亡動物の増加に伴って、対照群と比較して 20"-'40%低値であった。 4000

ppm群では投与 1週自と投与後半に対照群と比較して 10%前後の鉱値を示したが、投与期

間中盤においては対照群と比較してやや高値を示した。 2000ppm群では体重の低鐘は投与

期間を通してみられず、投与期間中盤において対照群と比較してやや高儲を示した。

雌では投与期間を過して全投与群で体護増加の抑制が認められ、その程度は2000ppm群

では 10%前後、 4000ppm群で 10"-'20%、8000ppm群で対照群と比較して約 10"-'30%で

あった。
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なお、最終計測時 (104遮)の各投与群の体重は、対照群に対して、雄では2000ppm群:

99%、4000ppm群:86%、8000ppm群:60%であり、離では2000ppm群:87%、4000ppm

群:81%、8000ppm群:69%であった。

直-4 摂餌量

摂餌蚤をTABLE3、4とFIGURE5、6及びAPPENDIXC1、2に示した。

雄の 8000ppm群では、投与初期と後期には対照群と比較して 5"'25%の摂餌量の低犠が

みられた。 4000ppm群では投与 1週目のみに対照群と比較して 8%の低値を示したが、投

与期間中盤においては対照群と比較してやや高値を示した。 2000ppm群の摂館最は投与期

) 聞を通して、対照群と比較しでほぼ開様であった。

雌の 8000ppm群と 4000ppm群では投与期間を通して対照群と比較して 10"'20%程度

の摂餌量の低嬢が認められた。 2000ppm群でもほぼ投与期間を通して対照群と比較して

10%前後の摂餌農の紙値が認められた。

全投与期間における各群の平均一日摂館震は、雄では対照群:15.1g(100%)、2000ppm群:

15.3g(101%)、4000ppm群:15.5g(103%)、8000ppm群:14.5g(96%)であり、離では、対

照群:l1.2g(100%)、2000ppm群:1O.3g(92%)、4000ppm群:9.4g(84%)、8000ppm群:

9.4g(84%)であった。

盟-5 被験物質摂取議

体重、摂鋲量及び設定濃度より算出した被験物質摂取量をAPPENDIXD L 2に示した。

全投与期間における 1B当たりの被験物質摂取量(glkgbody weight per day)は、雄で

2000ppm群:0.073"'0.160 (平均:0.092)、4000ppm群:0.154"'0.310 (平均:0.191>、

8000 ppm群:0.332"'0.589 (平均:0.413)、雌では2000ppm群:0.105"'0.168 (平均:

0.119)、4000ppm群:0.207"'0.325 (平均:0.229)、8000ppm群:0.422"'0.700(平均:

0.475)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間の被験物質摂取量の比は、1.9"'2.2倍であり、

設定用量比(公比 2) とほぼ一致した鑑を示した。
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ill-6 血液学的検査

血液学的検査の結果をTABLE7，8とAPPENDIXE L 2に示した。なお、雄の 8000ppm

群は定期解剖まで生存した動物は2症のみであったため、検定の対象から除外した。

雄では、ヘモグロビン濃度、ヘマトクリット鏑及びMCHCが2000ppm群と 4000ppm 

群の雨群で減少し、赤血球数と MCH並びに好酸球比とリンパ球比が4000ppm群で減少し

た。.rfn.小板数議びに分葉核好中球比及びその的の異常自盛球の比率が4000ppm群で増加し

た。なお、 8000ppm群の2協について得られた各検査パラメーターの植は4000ppm群と

ほぼ問じ傾向を示した。

雌では、赤血球数、ヘモグロビン濃度及びヘマトクリット値が4000ppm群と 8000ppm 

群の両群で減少し、 MCV、取小板数、白血球数並びに分葉核好中球比が4000ppm群と 8000

ppm群で増加した。 MCHCは全ての投与群で減少した。 MCH、白血球分類中の好酸球比と

リンパ球比が8000ppm群で減少した。その他、 4000ppm群で杵状核好中球比と単球比に

変化がみられたが、ごく僅かな変化で、あった。

ill-7 血液生牝学的検査

血液生化学的検査の結果をTABLE9、10とAPPENDIXF L 2に示した。なお、雄の

8000 ppm群は定期解部まで生存した動物は2匹のみであったため、検定の対象から除外し

た。

雄では、尿素窒素が2000ppm群と 4000ppm群で、総コレステロール、トリグリセライ

ド、ワン脂質、クレアチニン、カリウム、カルシウム及び無機リンが4000ppm群で増加し

た。 γ-GTPが2000ppm群と 4000ppm群で上昇した。アルブミン及びAJG比が2000ppm

群と 4000ppm群で、グルコースとクロールは4000ppm群で減少した。その他、 2000ppm

でGPTに変化がみられたが、大きな変化ではなかった。なお、 8000ppm群の 2院につい

て得られた各検査パラメーターの値はトリグリセライドを除いて4000ppm群とほぼ同じ候

向を示した。

離では、尿素窒素が全ての投与群で増加した。総コレステ口ール、 1)ン脂質、カルシウム

及び無機リンが4000ppm群と 8000ppm群で、クレアチニン及びカリウムが8000ppm群

で増加した。 γ-GTPが8000ppm群で上昇した。 AJG比及びク口一ルの減少と LD涯の低

下が4000ppm群と 8000ppm群で、アルブミンとナトリウムの減少が8000ppm群でみら

れた。その他、 4000ppm群で総蛋白、 GOT、GPT，ALPに変化がみられたが、投与量に

対応した変化ではなかった。
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車-8 尿検査

尿検査の結果をTABLE11、12とAPPENDIXG L 2に示した。

雄では、 8000ppm群でpHとグルコースに統計学的に変化がみられたが、検査動物数が

少なくかっ大きな変化ではなかった。

離では、蛋自の陽性度の増加が4000ppm群と 8000ppm群で、潜血の陽性度及び陽性例

の増加が8000ppm群で認められた。なお、潜血については統計学的には差は認められなか

ったが、 2000ppmと4000ppm群で揚性度の増加がみられた。

車-9 病理学的検査

班-9-1 剖検

剖検所見をAPPENDIXH 1"'6に示した。

雄では、肝臓の結節(対燕群:1焼、 2000ppm群:2匹、 4000ppm群:14塩、 8000ppm群:14

限)と白色斑(対照群:1匹、 2000ppm群:2匹、 4000ppm群:9辺、 8000ppm群:24iZC)、

腎臓の頼粒状変化(対照群:6匹、 2000ppm群:18匹、 4000ppm群:43匹、 8000ppm群:48

限)、精巣の結節(対照群:33匹、 2000ppm群:43匹、 4000ppm群:47匹、 8000ppm群:46

匹)が投与濃度に対応して増加した。

離では、肺の白色斑(対照群:0匹、 8000ppm群:13匹)と肝臓の結節(対照群:1痕、 8000

ppm群:6匹)が8000ppm群で対照群と比較して増加した。また、肝臓の白色斑(対照群:1

匹、 2000ppm群:5限、 4000ppm群:5匹、 8000ppm群:7摂)と腎臓の頼粒状変化(対燕

群:1阪、 2000ppm群:0匹、 4000ppm群:6思、 8000ppm群:32匹)が投与濃度に対応して

増加した。

ill-9-2 臓器重量三

定期解剖持に測定した臓器の実重震と体重比をTABLE13、14と APPENDIX1 1、2、

APPENDIX J L 2に示した。

雄では、肝臓、腎臓及び肺の実重量と体遺比の高僚が2000ppm群と 4000ppm群で認め

られた。また、牌臓及び脳の実重量と体重比の高憶が4000ppm群で認められ、副腎、精巣

及び心臓の体重比の高値が4000ppm群で認められた。なお、 8000ppm群は定期解説まで

生存した動物は2院のみであったため、検定の対象から除外した。

雌では、肝臓の実重量と体護比の高債は4000ppm群と8000ppm群で認められた。また、

腎織の体重比の高舗が全ての投与群で認められ、実薫量の高イ誌は4000ppm群と 8000ppm 
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群で認められた。牌臓の実重議と体重比の高値が4000ppm群と 8000ppm群で認められた

が、 4000ppm群と 8000ppm群の実重量の憶はばらつきが多く、かつ大きな変化ではなか

った。脳の実重量と体重比の高債が全ての投与群で認められた。その錦、副腎、卵巣、心臓

及び蹄に実重量の低傾または体重比の高値がみられたが、これらは定期解剖持の体重の抵備

に起因するものと患われた。

国-9-3 病理組織学的検査

主な腫喜劇生病変とそれらの発生数は TABLE15、16に示した。また、担麗嬢動物数と腫

揚数の結果をAPPENDIXL1、2に、腫擦の穣類別の発生数をAPPENDIXM L 2に、統

計解析 (Peto検定、 Cochran-Armitage検定、 Fisher検定)の結果をAPPENDIXN L 2 

に、転移性病変をAPPENDIX0 1'""'6に示した。非麗療性病変の結果をTABLE17、18と

APPENDIX K 1'""'6に示した。さらに、観察された所見の代表例を PHOTOGRAPH1'""'5 

に示した。

一麓蕩性病変-

S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

生率(最小%'"'"最大%)と平均発生率(%)、発生例数/総数)を灘雄別にそれぞれ TABLE20、

21に示した。本試験でみられた撞療について、それぞれの投与濃度における麗霧発生率をヒ

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>

雄の肝細臆腺麗の発生(対照群:0%、2000ppm群:2%、4000ppm群:26%、8000ppm 

) 群:22%)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4000ppm群と 8000ppm群に増加がみられた。肝細胞膜腫の 4000ppm群と 8000

ppm群における発生率は、当センターのヒストリカルコントロールデータの範留を上部っ

た。

離の肝細H?J腺麓の発生(対照群:0%、2000ppm群:0%、4000ppm群:0%、8000ppm 

群:10%)は、 Peto検定(有病準法)と Cochran-Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher

検定で8000ppm群に増加がみられた。肝細胞腺腫の 8000ppm群における発生率は、当セ

ンターのヒストリカルコントロールデータの範簡を上田った。
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<子宮>

子宮腺癌の発生(対照群:1%、2000ppm群8%、4000ppm群 16%、8000ppm群:16%)

は、 Peto検定(脊病率法、死亡率法及び手苦痛率法÷死亡率法)と Cochran-Armitage検定で

増加傾向を示し、 Fisher検定で4000ppm群と 8000ppm群に増加がみられた。全投与群

の子宮線癌の発生率は、当センターのヒストリカルコントロールデータの範踏を上闘った。

また、子宮線痛の転移巣が締、リンパ節、胃、肝臓、腎臓、卵巣、腹膜及び後腹膜にみられ、

転移がみられた動物は、2000ppm群では4藍中4匹、4000ppmでは8問中7匹、8000ppm

では8眼中 5患であり、対照群にみられた子宮腺癌には転移は認められなかった。子宮線痛

は立方状あるいは円柱状の腫療締胞が腺管を形成し、子宮内線に結節性または輔'慢性に増殖

する所見であり、内腔に向かつて乳鎖状に増生する像や策膜側に浸j慢性に増殖する像もみら

れた。また、子宮の内膜間質性ポリーフの発生がCochran-Armitage検定で減少傾向を示し、

Fisher検定で8000ppm群に減少がみられたが、これは対照群と比較して投与群では多くの

動物が試験途中で死亡し、動物の寿命が短縮されたことによるものと考えられた。

く精巣>

精巣の間締胞麓の発生(対照群:68%、2000ppm群:90%、4000ppm群:96%、8000ppm 

群:96%)は、 Peto検定(有病率法)と Cochran-Armitage検定で増加傾向を示し、 Fisher

検定で全ての投与群に増加がみられた。全投与群の関細胞臆の発生惑は当センターのヒスト

リカルコント口一ルデータの範囲内であった。

<牌臓>

単核球性白血病の雄の発生(対照群:16%、2000pp阻群:10%、4000ppm群:6%、8000

ppm群:0%)と離の発生(対熊群:16%、2000ppm群:14%、4000ppm群:2%、8000ppm 

群:2%)はCochran-Armitage検定で減少傾向を示した。これは雌雄とも 8000ppm群の多

くの動物が試験途中で死亡し、動物の寿命が短縮されたことによるものと考えられた。

一非腫蕩性病変一

く肺>

尿毒症性緋炎の発生増加がj睦雄の 8000ppm群と雄の 4000ppm群でみられた。尿毒症

性締炎は、肺の全域に出虫または水腫が認められ、肺胞控には線維素を多く含む惨出液が百

立ち、時に腕胞壁の肥厚すなわち間質性肺炎の状態をみることもある所見である。なお、雄

の全ての投与群では、細気管支蹄胞上皮過形成の発生が低下した。

く稗臓>

雄では、へそジデリン沈着の程度の増強が2000ppm群と 4000ppm群でみられた。

雌では、ヘモジデリン沈着の程度の増強が4000ppm群にみられた。

くJ心臓>

雄では、鉱繋沈着の発生増加が8000ppm群でみられた。

離では、心筋線維症の発生増加が8000ppm群でみられた。
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<動脈/大動脈>

雄では、鉱質沈着の発生が8000ppm群で増加した。

<舌>

難雄の 8000ppm群では浮腫の発生増加がみられ、雄の 4000ppm群と 8000ppm群で

は鉱質沈着の発生が増加した。

く腎>

雌雄の 8000ppm群と雄の 4000ppm群では鉱質沈着の発生増加がみられた。

<肝臓>

雄では、好塩基l宝小増殖巣と海綿状変性の発生増加が4000ppm群と 8000ppm群でみら

れた。なお、蹴雄の 8000ppm群で肉芽形成の発生が減少した。

く腎臓>

雄では、慢性腎症の程度の増強が、対照群と比較して全ての投与群でみられた。 4000ppm 

群と 8000ppm群では乳頭部の鉱質沈着と腎孟の尿路上皮過形成の発生が増加した。 8000

ppm群では嚢綿の発生が増加した。

雌では、 4000ppm群と 8000ppm群で'1針生腎症の発生匹数の増加と程度の増強がみられ

た。乳頭部の鉱質沈着の発生増加は全ての投与群でみられた。腎還の尿路上皮過形成の発生

増加が8000ppm群でみられた。皮髄境界部の鉱質沈着は8000ppm群では発生が減少し

た。

く上皮小体>

雄では、過形成の発生増加が4000ppm群と 8000ppm群でみられた。

<副腎>

雄では、出車と皮質の壊死の発生増加が8000ppm群でみられた。

雌では、出血の発生増加が8000ppm群でみられ、 4000ppm群と 8000ppm群で紫斑

疲様変化の発生が減少した。

<筋肉>

雄では、鉱質沈著の発生増加が8000ppm群でみられた。

くその他>

雄8000ppm群では嘆上皮のエオジン好性変化、棒臓の萎縮及び前立線の過形成の発生が

減少した。雌8000ppm群では鼻腔の鉱質沈着と嘆上皮のエオジン好性変化の発生に程度の

減弱がみられた。
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ill-9-ι 死霞

病理学的にみた死亡/瀕死の原腐をす'ABLE19に示した。

雄では、 8000ppm群の死亡/瀕死動物48部のうち、 45匹の死因が慢性腎症によるもの

であった。 4000ppm群でも死亡/瀕死動物 18匹のうち、 4匹の死践が'1'要性腎疲であった。

離では、 8000ppm群の死亡/瀕死動物 18匹のうち、 12匹の死閣が慢性腎症であり、対

照群と比較して多かった。子宮藤癌による死亡は、対照群が1匹であったに対して、2000ppm

群では5匹、 4000ppm群では?阪、 8000ppm 群では 3~であり、投与群には子窓腺癌に

よる死亡が多くみられた。
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W 考察及びまとめ

p-ニトロアニソールのラットを用いた2年間の混餌経口投与(投与濃度:2000、4000、

8000 ppm)によって腰湯性病変、腫療関連病変と非臆場詮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。離雄の 8000ppm群では慢性腎症により多くの動物が死

亡し、特に、雄の 8000ppm群の生存率は対無群に比べて著しく低下した。慢性腎症以外で

は子宮の臆療が雌の生存率に影響を与えた。

投与終了時の体重は、対照群と比べて、 2000ppm群で雄 :99%、雌:87%、4000ppm群

で雄:86%、蹴:81%、8000ppm群で雄:60%、難:69%であり、雄では4000ppm群と

8000 ppm群、離では全ての投与群で抵備を示した。摂館震は、雄の 8000ppm群と離の投

与群全てで、ほぼ投与期間を漉して低備を示した。

OECD発がん性試験ガイドライン(文献 5)によれば、がん震性試験における最高投与濃

度は、題壊以外の影響により正常な寿命の長さを変えないで、最小の毒性兆候を誘発させる

濃度であり、血清酵素濃度を変化させるかまたは謹少な体遺抑制(対照群と比較して 10%以

下の抑制)を引き起こす濃度であると定義される。 IARC(文献 9)は、最高投与濃度を新

生物形成の結果以外で動物の寿命の長さを短縮させず、また、対照群と比較して 10%以下の

体重抑制を引き起こす毒性兆候を惹起させる濃度と定義したが、問時に、体議減少率を 10%

以下とする勧告は経験的なものであり、結果として超過した場合でも試験を無効にするもの

ではないとも述べている。米国国立がん研究所 (NCI)小動物発がん性試験ガイドライン(文

献 10)では、小動物を用いるがん原性試験の最高投与濃度は、対照群と比較して 10%以下

の体重減少を引き起こす濃度で、かつ新生物反応に関係する反応以外に、毒性的兆候、病理

学的傷害による死亡率の上昇を引き起こさない最高濃震、郎ち、最大酎議(Maximum

Tolerated Dose (MTD))を最高投与濃度として用いると定義した。本がん原性試験の投与濃

度は、 E・1-5項に示したように、 13週間試験(文献6)の結果に基づいて 8000ppmを最高

濃度として設定し、この濃度がMTDであると推定した。推定担拠として、 8000ppm 13週

間投与のラットでは、対照群と比較して、体重減少は、雄で 88%、蹴で 84%であり、 MTD

の決定における体重減少率 10%の条件をほぼ満たしており、かつ、 2年間生存率の低下をも

たらすと推定される重篤な病理変化は認められなかった。しかしながら、 2年間のがん原性

試験の結果、 8000ppm投与群において、雌雄ともに、非腫護軒並病変(慢性腎症)による生

存準の大幅な低下がみられ、 104遡における体重も対照群の 60%(雄)と 69%(離)に減少

し、 MTDの要件である体議減少率 10%を大幅に超えた。従って、本がん謀性試験で設定し

た最高投与濃度8000ppmはMTDを超過していると判断した。一方、 4000ppm群におけ

る投与終了時の体重減少率は雌雄ともに 10%(雄 14%、離 19%)を超過した。しかし、雄

の体重減少率が 10%を超過した時点は投与終了日に近い 102適以降であり、生存率は対照群

とほぼ同じ推移を示した。離の 4000ppm群では、生存率の低下は子宮線癌による途中死亡

が7[Cにみられたためであり、鰻擦の発生による生存率の低下であるためMTDを超過した
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ことにはならない。また、投与終了時の体重減少率は 19%であるが、投与濃度の選択の根拠

となるお週自の体重減少率は9%であり、MTDの定義にあてはまると考える。従って、4000

ppm投与濃度は雌雄ともにMTDであると判献した。8000ppm群の纏蕩性病変については、

参考データとして考察に用いた。

使用した被験物質には 0.28%の m 醐クロロニトロベンゼンが不純物として認められた。

m-ク口口ニトロベンゼンの動物を用いた路震性試験は報告されていなし刊文献 11)。また、

変異原性については陰性の報告しかなく(文献 11)、かつ、動物の摂取濃度は最高投与濃

度の 8000ppmで22ppm程度であり、試験成績に影響を及ぼしたとは考えられなかった。

N-1 腫勝l生及び腫療関連病変

一雄一

く肝臓題蕩>

雄の肝締胞腺腫は、 4000ppmで増加した。また、 4000ppmにおける肝細脂隷腫の発生

率は、当センターのヒスト J)カルコントロールデータの範関を上回った。以上の結果から、

肝腫擦は、 p-ニトロアニソールの投与によるものと考えられる。また、本試験では、肝臓腫

蕩の前腫蕩性病変(文献 12)であるとされる好塩基性小増殖巣と海綿状変性が、 4000ppm

群で増加した。なお、 8000ppm群においても前膿療性病変も含めて同様の傾向を示した。

肝細臨腺臆は、良性腰療に分類される腫霧(文献 13)であり、この結果はp-ニトロアニ

ソールのうット雄に対するがん原性を示す証拠と考えられた。

く精巣>

精巣の問締胞腫は、 2000ppm群と 4000ppm群で増加がみられた。間細胞腫の発生率は

当センターのヒストリカルコントロールデータの範囲内であり、また、開細胞膿は本系統の

雄ラットに高単に発生する臆療(文献 14)であることから、間縮胞臆の発生増加はp-ニト

ロアニソールの投与によるものとは断定できなかった。

…雌一

く子宮腫嬢>

子宮腺癌の発生数は、 4000ppm群で増加した。また、 2000ppm群と 4000ppm群の腺

癌の発生率は、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上回った。以上の結

果から、子宮の腺癌の発生は、 p-ニトロアニソーんの投与によるものと考えられた。また、

投与群で発生した子宮藤癌は他臓器への転移がみられた。

子宮腺践は悪性臆壌に分類される濫嬢(文献 15)であり、投与群に発生した子宮腺粛は

他臓器への転移もみられることから、この結果は p-ニトロアニソールのラット離に対する

がん原性を示す明らかな証拠と考えられた。なお、 8000ppm群で発生した子宮の隷癌にお

いても発生率、転移等は4000ppm群と詞様の傾向を示した。
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<肝臓腫蕩>

離の肝細胞腺麓は、 8000ppm群でのみ増加した。また、 8000ppm群における肝継胞腺

麗の発生率は、当センターのヒストリカルコントロールデータの範囲を上回っていた。しか

し、 MTDと考えられる 4000ppm群にはこの肝細抱腺鰻の発生増加が認められず、また、

雄と異なり、前腫療性病変である好塩基性小増殖巣や海綿状変性の増加はみられなかったこ

とより、 E干腫擦の発生増加は、 P.ニトロアニソールのがん原性を示す証拠とは鱗定できなか

った。

以上より、雄ラットに良性膿E露である肝細腕腺鍾の発生増加が認められ、 P.ニトロアニソ

ールの雄ラットに対するがん原性を示す誌拠と考えられた。

蹴ラットには悪性腫擦である子宮膿癌の発生増加が認められ、 P.ニトロアニソールの雌ラ

ットに対するがん原性を示す明らかな証拠と考えられた。また、雌ラットに肝細胞線臆の発

生増加も認められたが、発生増加がみられた 8000ppm群はMTDを越えているために、が

ん震性を示す証拠とは断定できなかった。

N-2 その他の影響

雄では慢性腎症の程度の増強がすべての投与群で用量依存的にみられ、雌では4000ppm 

群と 8000ppm群で程度の増強と発生例数の増加がみられ、これらの群では'1'要性腎症の程度

が震度な動物が多かった。雌雄の腎障害を示す血液生化学的パラメーターは、アルブミン濃

度及びAlG比の減少、総コレステロールの増加、探索窒素の増加やクレアチニンやカルシウ

ムを始めとする需解質濃度に変化がみられた。これらの総コレステ口一ル、尿紫蜜索、クレ

アチニン等の血液生化学的検査のパラメーターは慢性腎症が高度に進行して、はじめて高舗

を示す(文献 16)とされ、病理組織学検査の結果と対応していた。また、尿検査において

雌では、蛋自の陽性農の増加と潜血の陽性度及び揚性例の場加が認められた。尿毒性肺炎、

舌の浮腫、上皮小体の過形成、カルシウムを主体とすると考えられる鉱質沈替の増加(心臓、

動脈、舌、胃、腎臓、筋i発)等の病理組織学的所見は、慢性腎症の程度の増強に伴う変化(文

献 17)と思われた。慢性腎症はラット特有の加齢性病変で、特に雄ラットに高率で発生す

ると報告されている(文献 16、18)。

出液系への影響として、雄ではヘモグロビン濃度とヘマトクリット植の減少が2000ppm 

群と 4000ppm、赤血球数の減少が4000ppm群で認められた。雛でも、赤血球数、ヘモグ

ロピン濃度及びヘマトクリット値の減少が4000ppm群と 8000ppm群の雨群で認められ、

貧血を示した。

その的、牌臓のヘモジデリン沈着は程度の増強がみられ、部腎の出血と皮質の壊死が増加

した。
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N-3 的文献との比較等

① 変異原'投 P“ニトロアニソールの変異原性は、ネズミチフス爵 (TA100)の代謝括性

化による場合とよらない場合にいずれでも復帰変異コロニー数の上昇がみられ、楊性で

ある(文献 19)。またチャイニーズハムスター株総胞 (CHLIIU)を用いた染色体異常

試験では、 P.ニトロアニソールは、代謝活性化による場合に、染色体構造異常が誘発さ

れた(文献 20)。

②代諾 :p“ニトロアニソールはp450により、 P.ニト口フェノールとホルムアルヂヒドに

代謝される(文献 21)。また、 p“ニトロフェノールはp.アミノブエノール及び、p.ニト

ロカテコールに代謝され、 p幽ニトロフェノール、 p.アミノフェノ}サレ及びp剛ニトロカ

テコールはそれぞれグルクロン畿抱合または硫酸抱合を受けて体外に排出される(文献

22)。

③代詩物のがん原性 :p.ニト口フェノールのがん原性試験は塗布試験において実施されて

いるが、絵性(文献 23)であった。また、ホルムアルデヒドのがん原性試験では吸入試験

において鼻腰痛平上皮癌の発生が報告された(文献 24)が、経口(飲水)試験ではがん

諒性は報告されていなしユ(文献 25)。

④ σニトロアニソー)v発がん性との比較:ニトロ慕の位置が異なる O.ニトロアニソールの
ラットを用いた混餌投与によるがん原性試験(投与期間:2年、投与濃度:0、222、666及

び2000ppm)および投与開始から 27遇間のみ投与したがん原性試験 (27漉以降 104

週までは対照群と同じ館料、投与濃度:6000及び 18000ppm)が報告された(文献 26、

27) 0 2年連続投与試験では単核球性白血病の発生増加が認められただけであったが、

18000 ppmを27週間投与した試験では、雄または雛に跨脱(移行上皮乳頭撞と癌、蔚

平上皮乳頭麓と癌及び肉腫)、大腸(腺藤様ポリーフ及び大揚癌)、腎臓(移行上皮乳

頭腫及び癌)に腰第十生病変の発生増加が認められた。 p.ニトロアニソール投与濃度に対

応して、雄に肝紹痕腺臆と雌に子宮線痛の発生率の増加がみられた今回のがん原性試験

の結果と比較すると、ニトロ墓の位置の棺違と投与濃度の棺違がこのような相違の原因

となったと解釈される。

⑤ o .ニトロアニソールラット'漫性腎症の増強 o剛ニト口アニソールを 666および 2000

ppmの濃度で漉餌投与した雌雄ラットに'関空腎症の程度の増強がみられ、特に、雄ラッ

トに増強の程度が顕著に出現した(文献 26、27)。今回の試験において、 p.ニトロア

ニソール投与ラットでも慢性腎症の増強が認められ、間ーの性葉傾向がみられた。本試

験の予備試験である 13遊間試験(文献 6)では、雄で好酸体の出現頻度の増強がみられ

ており、本試験の'漫性腎疲の発生には好酸体の関与も考えられるが、本試験では予備試

験である 13週間試験で好酸体の出現頻度の増強がみられていない雌においても発生部

数の増加と程度の増強が認められており、機序については不明である。化学物質の投与

によって引き起こされた雄ラットの慢性腎症は、ヒトへの外挿妥当性の問題(雄ラット
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の種特有の反応)から、非発がん性影響に対する無毒性量(NOAEL)に使用すべきではな

いと報告されている(文献 28)。

V 結論

F344IDu Crj (Fisher)ラットを用いてp-ニトロアニソールの2年間(104遣問)にわたる混

館投与によるがん震性試験を行った結果より以下の結論を得た。雄ラットに肝締結線膿の発

生増加が認められ、 p-ニトロアニソールの雄ラットに対するがん震性を示す証拠と考えられ

た。雌ラットには子宮線癌の発生増加が認められ、 p剛ニトロアニソー)1--の蹴ラットに対する

がん震性を示す明らかな証拠と考えられた。

なお、雄では肝臓に前麗癖性病変である好塩基性小増殖巣と海綿状変性の増加が 4000

ppm群と 8000ppm群で認められた。また、離雄とも慢性腎症の増加が認められた。これら

の結果はp-ニトロアニソールの投与による影響と考えられた。
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