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要約

シクロヘキセンのラットを用いた吸入による 2年間 (104週間)のがん涼性試験の予備

試験として、 13適潤試験を実施した。

本試験は雌雄各群 10惑の F344IDuCrjσischer)ラットを用いて、シクロヘキセン投与群

5群、対照群 1群の 6群構成で行った。投与濃度は、2400ppm、1200ppm、600ppm、300ppm

及び 150ppmとした。投与はラットに所定の濃度のシクロヘキセンを含む空気を 1日6時

間、 u塵5日関、 13j圏構暴露することにより行った。観察及び検査項目は、一般状態の観

察、体重及び摂餌震の測定、出液学的検査、血液生イじ学的検査、尿検査、部検観察、臓器

蓑震の測定及び病理組織学的検査とした。

2400ppm群は雌雄の摂餌最に著変がみられなかったが、雄の投与最終日の体重値を対

照群と比べると 97%となり、体重増加にごく軽度な抑制が認められた。車液学的検査では

離でプロトロンビン時闘の延長、血液生佑学的検査では雄でアルブミンの増加がみられた。

さらに、肝臓の体薫比の高値が認められ肝臓への影響が示唆されたが、病理組織学的検査

では投与による影響と思われる変イじは認められなかった。

1200ppm群はj雄雄の摂餌量に著変がみられなかったが、雄の投与最終日の体重値を対

照群と比べると 95%となり、体重増加にごく軽度な抑制が認められた。車液生化学的検査

では雄でアルブミンの増加がみられ、また、肝臓の体重比の高値も認められ、肝臓への影

響が示唆されたが、病理総織学的検査では特徴的な所見がみられなかった。

600ppm群は難雄ともに体重と摂餌震に著変がみられなかった。血液生化学的検査で雄

のアルブミンの増加がみられたが、その他の検査項目に変佑を認めなかった。

300ppm群は車液生佑学的検査で雄のアルブミンの増加が認められただけで、あった。

150ppm群はすべての検査項告で対照群と比べ著変と思われるものがなかった。

1) 以上のように、 2400ppm群では蝶に著変がみられず、雄の投与最終日の体重が対照群

の体重の 97%であったことから、がん捺性試験の最高濃震を雌雄ともに 2400ppmとし、

以下、 1200ppm、600ppm(公比 2)とした。

働 1-



I 試験材料

1 -1 被験物質の性状等

1 -1-1 名称と別名

名 称:シクロヘキセン(Cyclohexene)

別 名 :テトラヒドロベンゼン

IUPAC名:シクロヘキセン(Cyclohexene)

CAS No. : 110-83・8

1 -1-2 構造式及び分子量

ロ
分子量:82.14 

1 -1-3 物理佑学的性状等

J控 状:無色透明の液体

沸 点:83.20C (101KPa) 

高虫 点:-103.70C 

上じ 重:0.8 (200C) 

蒸気圧:8.9KPa (20oC) 

溶解性:水に不溶、エチルアルコールなど有機溶媒に可溶

保存条件:室温で暗所に保管

1 -2 被験物質の使用ロット等

使用ロット番号:ACM 4092 

製 造 元:和光純薬工業株式会社

グレ ー ド : 和 光 一 級

純度:99.8% 

幽 2-
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1 -3 被験物質の特性・隠一性、安定性

1 -3-1 特性・間一性

被験物震のj奇一性は、そのマススベクトル及び赤外吸収スペクトルを灘定し、それぞれ

の文献龍(文献 1)と比較することにより確認した。なお、それらの結果は、 APPENDIX

K1に示した。

1 -3-2 安定性

被験物費の安定性は、投与隣始前及び投与終了後に、その赤外吸収スペクトル及びガス

クロマトグラムを測定し、それぞれのデータを比較することにより確認した。なお、それ

らの結果は、 APPENDIX五2に示した。

1 -4 試験動物

動物は日本チヤールス・リバー(株) (神奈川県厚木市下古沢 795番地)の

F344IDuCrj(Fischer)ラット(SPF)の雌雄を使用した。

雌雄 75匹を生後 4週齢で導入し、各 1週罷の検疫、野nイむを経た後、発背)1関調で異常を

認めなかった動物から、それぞれ体重値の中央値に近い雌雄各 60呂(群構成時体重範臨

は、雄:107""'"123g、j雄:87.......101g)を選別して試験に供した。

なお、 F3441DuCrj(Fischer)ラットを選択した理出は、がん原性試験で使用する動物種

及び系統に合わせたことによる。

暢 3-
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II 試験方法

試験計頭、材料及び方法等の概要を TABLE1に示した。

II… 1 投与

II-1-1 投与経路、投与方法及び投与嬬揺

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

シクロヘキセンを含む空気を送り込み、 6時間/目、 581週、 608113遣問(祝祭日を総く)、

試験動物に全身暴露することにより投与した。なお、対照群は換気のみとした。

II -1-2 投与濃度及ぴその設定理由

雌雄ともに最高濃度を 2400ppmに設定し、以下 1200ppm、600ppm、300ppm及び

150ppm (公比 2)とした。

投与濃度の設定理由:9600ppm、4800ppm、2400ppm、1200ppm及び 600ppmの濃震

で2週間の予備試験を行った結果、 9600ppm群では全併が死亡した。 4800ppm群も雄に

死亡がみられた。 2400ppm群では死亡例がみられることがなく、体重増加の抑制もわず

かであったことから、 13週間試験の最高濃度を 2400pp臨とし、以下、公比 2で設定した

(試験番号0358参照)。

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は FIGURE1に示した。発生容器内のシクロヘキセンを循環式J恒温

槽⑧で加熱しながら、清浄空気のパプリングにより蒸発させた。次にこのシクロヘキセン蒸

気を循環式恒混壊で一定温度に冷却後、清浄空気で希釈し再加熱した後、流鷺計を用いて

一定蚤を吸入チャンパーのラインミキサーに供給した。暴露中は、吸入チャンパー内のシ

クロヘキセン濃度をガスクロマトグラフにより灘定、監視しながら、設定濃度になるよう

に吸入チャンパーへの供給流量を調節して濃度調整を行った。

II -1-4 被験物質の濃度測定

吸入チャンパー内のシクロヘキセンの濃度は、自動サンプリング装襲付ガスクロマトグ

ラフを用い、暴露開始前から暴露終了後まで 15分毎に灘定した。 APPENDIXL1に測定

結果を示した。

-4-
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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 10匹の動物を用いた。

群

番号 群名称 雄使用動物数(動物番号) 雌使用動物数(動物番号)

O o ppm群(対照群) 10Q!! (1001""1010) 10匹 (2001 ""2010) 
1 150 ppm群 10思 (1101""1110) 10思 (2101 ""2110) 
2 300 ppm群 10匹 (1201""1210) 10匹 (2201 ""2210) 
3 600 ppm群 10距 (1301""1310) 10密 (2301 ""2310) 
4 1200 ppm群 10匹 (1401""1410) 10毘 (2401 ""2410) 

5 2400 ppm群 10匹 (1501""1510) 10匹 (2501 ""2510) 

II-2… 2 群分け及び儒体識別方法

供試動物の各群への割り当ては、動物を体震の重い11撰より各群に 1Q!!ずつ割り当て、二

巡留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11震に体重の重い動物を割り当

てることにより群闘の体重の偏りを小さくする群分け方法である適正層別方式により実施

した(文献 2)。

試験期間中の動物の個体識別は、検疫期潤及び麟!イじ期留は色素塗布により、投与期間は

耳パンチにより識別し、また、ケージにも{障体識JJU番号を付した。なお、他の試験との匿

別は、バリア底域内の独立した窓にそれぞれ収容し、各室主に試験番号、動物種及び動物番

号を表示することにより行った。

II -2-3 飼育条件

動物は検疫主主で 1週間の検疫飼育を行った後、劇化期間及び投与期間中は吸入チャンパ

ー内で飼育した。使用した検疫室、吸入チャンパ一室及ぴ吸入チャンパー内の環境条件を

TABLE 1に示し、吸入チャンパー内環境の計測結果を APPENDIXL2に示した。

検疫室、吸入チャンパ一室及び吸入チャンパー内の飼育環境は、すべて設定条件の範鹿

内であった。

検疫期路中は 1ケ…ジ当り 1匹の単飼(ステンレス製 2連盟網ケージ:170Wx294Dx 

176Hmm)、思1111:J期間中は 1ケージ当り 1匹の単飼(ステンレス製 6連製鰐ケージ:125W 

x216Dx 176狂 mm)、投与期間中は 1ケージ当り 1症の単餌(ステンレス製 5連盟締ケ

ージ:150Wx216DX 176H mm)の条件下で飼育した。

制 5-
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飼料は、オリエンタル酵母工業(株)製(千葉工場:千葉県千葉市美浜区新港8・2)の CRF幽 1

窃裂飼料(3Mrad働 γ線照射減額飼料)を飼育全期潤を通して闘型飼料給餌器により自由摂

取させた。ただし、定期解部日前日の夕方からは給餌は行わなかった。飼料中の栄養成分

については成分分析結果をオリエンタル酵母ヱ業(株)から入手し、爽雑物については日本

食品分析センターのデータを入手した。

また、飲料水は鰐育全期揺を通して、市水(秦野市水道局供給)をブイ jレターろ過した後、

紫外線照射し、自動給水により自由摂取させた。飲料水は(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綱引に依頼して、水道法に準拠した項目について分析

した。

飼料の爽雑物及び飲料水については、すべての項沼で試験計画審に規定した許容基準の

範密内であった。

II-3 観察・検査項毘及び方法

II -3-1 動物の一般状態の観察

動物の生死確認は、毎日 1間行った。また、一般状態の詳細観察は、検疫及び恩11イじ期間

には導入時、高/11イむ開始時及び群構成時に実施し、投与期間中は、毎遇 1泊暴露開始前に行

った。

II -3-2 体重測定

検疫及び患111七期間には、導入時、馴佑開始時及び群構成時に全動物について実施し、投

) ) 与期間中は、毎週 1間暴露関始に生存していた全動物の体重を測定した。

なお、死亡動物及び定期解部動物の搬出時にも体重を測定した。

II-3…3 摂餌量測定

週 1由、給餌量及び残餌最を灘定し、その億から摂餌震を算出した。

II -3-4 血液学的検査

動物を解剖目前日より絶食(18時間以上)させ、定期解部時まで生存した動物について、

剖検直前にエーテル麻酔下で、腹大動脈より、 EDTA・2K入り採血管及びクエン鍛ナトリウ

ム入り採血管に採車した温液を用いて血液学的検査を行った。なお、麻酔死、または採血

手技のミスにより採識できなかった動物はなかった。

-6 -
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検査項目は TABLE1，検査方法はAPPENDIXM1 ~こ示した。

日-3-5 血液生化学的検査

動物を解説目前自より絶食(18時間以上)させ、定期解部時まで生害した全動物について、

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血管に採虫した血液

を遠心分離し、得られた車撲を用いて車液生イち学的検査を行った。なお、麻酔死、または

採血手技のミスにより採患できなかった動物はなかった。

検査項目は TABLE1，検査方法はAPPENDIXM1 ~こ示した。

II 一3.幽幽-幽聞一.舗輔.舗.

投与最終還まで生害した動物について、新鮮尿を採取し尿検査を行った。

検査項目は TABLE1，検査方法はAPPENDIXM1に示した。

II -3-7 病理学的検査

1 部検観察

全動物を肉線的に観察した。

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麓(爽叢蜜)を測

定した。また、定期解剖時の体重に対する百分率(体重比)を算出した。

3 病理組織学的検査

全動物の TABLE1に示した鱗器を 10%中性リン酸緩衝ホルマリン液にて態定し、さら

に鼻腔と大腿骨は 5%ギ酸で脱灰後パラフィン告壊し、ヘマトキシリン・エオジン染合組

織標本を作製し、光学顕微鏡にて病理組織学的に検査した。なお、鼻腔は切歯の後端(レ

ベル 1)、切協乳頭(レベルII)、第一臼歯の前端(レベル羽)の 3ケ所で切り出し(横断)、

検査した(文献 3)。

II-4 数鍍処理と統計学的方法

II-4… 1 数鑑の取り扱いと表示

チャンパー内被験物質濃度については ppmを単位として、小数点以下第 4位まで計測
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し、小数点以下第 2位を四捨五入し、小数点以下第 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 1位まで計測し、小数点以下第 1{立を四捨

五入して整数値で表示した。

摂餌量についてはgを単位とし、給餌最及ぴ残餌量を小数点以下第 1{立まで計測し、給

餌最値から残餌量{直を減じて摂餌最とした。このイ直を計測期間のB数で除し、 1日当りの

平均摂餌震を算出し、小数点以下第 2伎を四捨五入して小数点以下第 1位までを表示した。

臓器実護霊については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量値を解剖持体重で除し、パーセント単位で小数点以下第 4

f立を四捨五入し、小数点以下第 3位までを表示した。

血液学的検査、血液生佑学的検査についてはAPPENDIXM2に示した精震により表示

した。 A/G比はアルブミン1(;総蛋白一アルブミン)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、各数値データの平均値及び標準協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 母数の取り扱い

体重及び摂餌量については、各計測時に生存している全動物を対象に計滅した。また、

欠測となったデータはなかった。

血液学的検査、車液生化学的検査、臓器重量の測定は、定期解剖持まで生存した全動物

について検査した。また、欠損となったデータはなかった。

尿検査は投与最終選に行い、検査数を母数とした。

剖検と病理組織学的検査は、各群の有効動物数(供試動物数から事故等の理出ではずさ

1) れた動物を除いた動物数)または有効臓器数(供試臓器数から欠損臓器を除いた臓器数)

を母数とした。

II -4-3 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、群聞に有意差が認め

られた場合は Dunnettの多重比較により平均鎮の検定を行った。また、分散の等しくない

場合には名群を通して澱定値を)1開立イじして、Kruskal羽Tallisの)1際位検定を行い、群間に有

意義が認められた場合には Dunn批判型)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、両側検定を行った。

病理組織学的検査については、所見のみられなかった動物をグ、レード Oとしてχ2検定

を行った。また、尿検査についても χ2検定を行った。なおχ2検定は対照群と各投与群閤
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との検定であり、最終検定では 5%及び 1%で、詞部検定を行った。

II-5 試資料の保管

試験計翻書、標本、生デー夕、記録文番、最終報告書、信頼性保証言正明議、その他本試

験に係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願書に従って、試資料保管

施設に保管する。保管殿鰐は最終報告書提出後初年間とする。なお、様本については品

質が評錨に謝え得る期間保管する。
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III 試験成績

III -1 動物の状態観察

III-1-1 生死状況

生死状況を TABLE2， 3、APPENDIXA1， A2に示した。

雌雄ともに全ての群に死亡はみられなかった。

III-1-2 一般状態の観察

…般状態の観察結果を APPENDIXA1，A2に示した。

全投与期臨において、 i雄雄ともに全ての群に著変はみられなかった。

III-1-3 体重

{本蓑の推移を TABLE2， 3、FIGURE2， 3及びAPPENDIXB1，B2に示した。

(Study No.0363) 

2400ppm群の雄では投与梼始後4週 (4w・7d)から 6週 (6w-7d)に有意な低値を示し、

それ以後の計測持でも対照群の体重値よりも低い鎮であった(対照群の体重鑑に対して 95

"-'98%)。雌は対照群とほぼ符様の推移を示した。

1200ppm群の雄では投与開始後 2源 (2w-7d)及び 4週 (4w-7d)から 8週 (8w-7d)

に者意な低傭を示し、それ以後の計測でも対照群の体護値よりも低い値であった(対照群

の体護鑑に対して 95%)。雌は対照群とほぼ河様の推移を示した。

1 600ppm以下の群はj雄雄とも対照群とほぼ悶様の推移を示した。

III-1-4 摂餌蚤

摂餌最(181担当り)を TABLE4， 5及びAPPENDIXC1， C2に示した。

2400ppm群では雄で投与開始後 1遮 (lw網 7d)に有意な低憶がみられ、雌は投与開始後

3週 (3w欄 7d)に有識な高値がみられた。

1200ppm群の雌雄は対照群と両様の債であった。

600ppm群の雄は対照群と罰様の億であったが、 j雄の投与開始後 3週 (3w-7d)に有意

な高舗がみられた。

300ppm群の雄は対照群と同様の値であったが、離の投与開始後 2選 (2w・7d)から 4

週 (4w-7d)に有意な高値がみられた。

150ppm群の雌雄は対照群と同様の値であった。
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III -2 血液学的検査・血液生佑学的検査・尿検査

III-2-1 血液学的検査

定期解剖時に行った血液学的検査の結果を APPENDIXDl， D2に示した。

雄では 2400ppm群で MCVの有意な増加がみられた。

(Study No.0363) 

j雄では 2400ppm群で網赤血球比の有意な増加及びプロトロンピン時摺の有意な延長が

みられた。

III -2-2 血液生化学的検査

定期解剖時に行った血液生イじ学的検査の結果を APPENDIXEl， E2に示した。

雄では 2400ppm群で総議由、アルブミンの有意な増加及びクロールの有意な減少がみ

られ、 1200ppmと 300ppm群にアルブミンの有意な増加がみられた。また、 600ppm群

でも有識な差ではないがアルブミンの増加がみられた。その他、 600ppm群で総コレステ

ロールの有意な増加がみられたが投与濃度に対応していなかった。

雌では有識な変イじがみられなかった。

III -2-3 尿検査

投与期間最終週に行った探検査の結果を APPENDIXFl， F2に示した。

雄では 300ppm群でケトン体の揚性例の有意な減少がみられたが、投与濃度に対応、して

いなかった。

雌では 600ppm群、 300ppm群及び 150ppm群で蛋自の陽性度の有意な減少がみられ、

150ppm群にケトン体の揚性例の有意な減少がみられたが、いずれも投与濃度に対応して

いなかった。

III -3 構理学的検査

III-3-1 剖検観察

解剖時に観察された剖検所見を APPENDIXGl， G2に示した。

雌雄とも対照群と比較して投与群に特徴的あるいは高い発生率を示した所見はなかった。
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III -3-2 臓器重量

定期解部時に測定した臓器の実重量と体護比を APPEND1XH1， H2 (実重量)、I1， 12 

(体重比)に示した。

雄では 2400ppm群、 1200ppm群及び600ppm群で肝臓と腎臓に体重比の有意な高値が

みられた，。

雌では 2400ppm群で肝臓と腎臓に体重比の有意な高館、 1200ppm群で腎織に体重比の

有意な高値がみられた。

III -3-3 病理組織学的検査

病理組織学的検査の結果を APPEND1XJ1， J2に示した。

雌雄とも対照群と比較して投与群に特徴的あるいは高い発生率を示した所見はなかった。
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W 考察及びまとめ

< 2400ppm群>

雄:体重は投与額始後4適から 6濯で低値を示し、それ以後の計澱持でも対照群の体議

より低い値となり軽度であるが体重増加の抑制がみられた。投与最終Bの体重は対照群と

比べ 97%であった。投与期間中の摂餌量は投与潤始後 1避で低値を示したが、その後は対

照群とほぼ陪様の債であった。血液学的検査は MCVの増加がみられ、血液生化学的検査

では総蛋自、アルブミンの増加及びクロールの減少がみられた。尿検査と剖検観察では著

変がみられなかった。臓器重量は肝臓と腎臓に体重比の高値がみられたが、病理組織学的

検査では投与による影響と思われる変犯は認められなかった。

雌:体重は対照群と向様の誰移を示し、摂鰐最も投与関始後 3週に高値がみられただけ

であった。車液学的検査は鱗赤血球比の増加とプロトロンピン持鰐の延長がみられた。血

液生{lJ学的検査、尿検査及ぴ剖検観察は著変がみられなかった。臓器重量は雄と向様に肝

臓と腎臓に体重比の高値がみられたが、病理組織学的検査では投与による影響と思われる

変佑を認めなかった。

< 1200ppm群>

雄:体重は投与開始後 2遍から低鑑を京すことが多く、投与最終日の体重は対照群と比

べて 95%であった。体重増加の抑制は 2400ppm群の雄よりも大きかったが、摂餌量は対

照群と詞様の値であった。血液生佑学的検査ではアルブミンの増加がみられた。車液学的

検査、尿検蜜及び剖検観察では著変がみられなかった。臓器重量は肝臓と腎識に体重比の

高値がみられたが、病理組織学的検査では投与による影響と思われる変化を認めなかった。

j雄:体重は対照群と認様の推移を示し、摂鰐蚤も時様の{直であった。血液学的検査、血

液生佑学的検査、尿検査及び剖検観察では著変がみられなかった。臓器叢景は腎臓の体重

比で高値がみられたが、病理組織学的検査では投与による影響と思われる変イじを認めなか

った。

<600ppm群>

雄:体重は対照群と同様の推移を示し、摂餌蚤も詞様の値で、あった。血液生化学的検査

でアルブミンの増加がみられた。その他の項自では投与の影響と思われる変イじを示したも

のがなかった。

雌:体重は対燕群と爵様の推移を示し、摂鎮量も投与開始後 3週に高値がみられただけ

であった。その他の項目でも、投与の影響と忠われる変佑を示したものがなかった。

<300ppm群>

雄:体重と摂鰐盤は対照群と向様の値であった。血液生色学的検査でアルブミンの増加
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がみられたが、その他の検査項目に著変を示したものがなかった。

j雄:体重は対燕群と毘様の推移を示し、摂餌蚤も投与開始後2遇から 4週で低値を示し

ただけであった。その他の検査項目でも投与の影響と思われる変化を示したものがなかっ

た。

< 150pp盟群>

雌雄ともに体重と摂館麗は対照群と隠様の値であった。その他の検査項目も投与の影響

と思われる変イじを示したものはなかった。

2400ppm群と 1200ppm群の雄で最終投与自の体重値が対照群と比べてそれぞれ97%、

95%となり投与濃度に対応した変佑でなかったが、両群の差はわずかであり、さらに投与

期限中の多くの測定日で体重の低値がみられることから、シクロヘキセンは 2400ppm群

と 1200ppm群の雄にごく軽震であるが体重増加の抑部を起こしたと考えられた。各投与

群でみられた摂餌重量の変イちは散発的にみられたものであるため、シクロヘキセンの影響と

考えなかった。鼠液学的検査と車液生佑学的検査でみられた雄の 2400ppm群、 1200ppm

群、 600ppm群、 300ppm群のアルブミンの増加と離の 2400ppm群のプロトロンピン時

間の延長は肝臓への影響を示唆するものであり、識器重量でも雄の 2400ppm群、 1200ppm

群、 600ppm群及び維の 2400ppm群で肝臓の体重比の高値がみられた。しかし、病理組

織学的検査では特徴的な所見が認められなかった。また、雄の 2400ppm群、 1200ppm群、

600ppm群と離の 2400ppm群、 1200ppm群で腎臓の体重比の高値がみられたが、病理組

織学的検査では肝臓と同様に変化が認められなかった。

以上のように、 2400ppm群の離は著変がみられず、雄の投与最終日の体重が対照群の

1) 体重の 97%であったことから、がん原性試験の最高濃度を雌雄ともに 2400ppmとし、以

下、 1200ppm、600ppm(公比 2)とした。
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