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要約

シクロヘキセンのがん原性を検索する目的でマウス(Crj:BDFl)を用いた吸入による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群の許4群の構成で、雌雄各群とも 50匹とし、

合計400思を用いた。被験物質の投与は、シク口ヘキセンを 1B 6時間、 1遇5日関、 104週

間、動物に全身暴露することにより行った。投与濃度は、雄雄ともに旬、 150、300ppm (公

比2) とした。観察、検査として、ー殻状態の観察、体重及び摂餌蚤の測定、車液学的検査、

鼠液生化学的検査、尿検査、剖検、臓器護量測定及び、病理組織学的検査を行った。

シクロヘキセンの暴露の結果、生存率、一般状態及び摂餌蚤にシクロヘキセンの影響を認め

なかった。体重は、 300ppm群の雌雄で投与期間中にやや低値の避もみられたが、最終体重は

対照群との潤に差を認めなかった。また、腫蕩性病変及び非腫蕩性病変とも暴欝による影響を

} 認めなかった。

2選問試験では600ppmに吸入暴露した雄マウスに死亡が認められ、また、 13週開試験で

は300ppmに吸入暴露した雄マウスに体重の減少及び肝臓と腎臓の重量(体重比)の増加が

認められた。これに対し、本試験では、雌雄とも最高濃度である 300ppm群でも暴露による

影響が認められなかった。従って、シク口ヘキセンの2年間吸入暴露による雌雄マウスに対す

る無毒性量 (NOAEL)は300ppmであると判断した。

以上のように、 Crj:BDFlマウスを用いてシクロヘキセンの 2年間<104遇間)の吸入によ

るがん原性試験を行った結果、雌雄とも麗擦の発生増加が認められず、シクロヘキセンのマウ

スに対するがん原'設を示す証拠は得られなかった。

-1・
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シクロヘキセンのがん震性試験における主な腫蕩発生(マウス 雄)

投与濃農 (ppm) O 75 150 300 Peto 
Cochran-

検査動物数 検定
Armitage 

50 50 50 50 検定

E事 細気管支-肺脆上皮腺腫 7 6 8 7 
良
肝臓 肝細胞膜麗 8 6 9 5 '控

腫蕩 血管腫 2 4 2 1 

ハーダー腺 腺藤 3 1 4 4 

目市 締気管支一締胞上皮癒 3 4 8 4 

悪 リンパ節 悪性リンパ鰻 9 9 6 6 
d性
肝臓 肝紹胞癌 12 7 5 3* 
腫療

組織球性肉臆 4 O 2 2 

車管肉腫 4 2 7 3 

肝臓 肝細抱腺纏/肝細胞癒 20 13 12 8*士

シク口ヘキセンのがん原性試験における主な鰻擦発生(マウス 離)

投与濃度 (ppm) O 75 150 300 Peto 
Cochran-

検査動物数 検定
Armitage 

50 50 50 49 検定

2車 細気管支ー腕胞上皮線腫 2 4 3 4 

良 肝臓 肝細胞線腫 3 1 3 1 
'性 下垂体 腺麗 8 17 13 10 
腫療
卵巣 嚢漉状腺麓 4 O 2a) O 

ハーダ一線 腺麓 2 2 3 3 

日市 締気管支一蹄胞上皮癒 3 1 2 2 

悪 りンパ節 悪性リンパ麓 18 23 19 10 
'性 牌臓 悪性リンパ麓 O 2 3 3 
態援喜 子 組織球性肉撞 16 16 17 13 

手L線 線癌 3 O O O 

検定結果については生物学的意義を考慮して記載した。
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(Fisher検定)

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

a):検査動物数49
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I 試験材料

1 -1 被験物震の'性状等

1 -1-1 名称等

名 称:シクロヘキセン CCyclohexene)

CAS No.: 110・83・8

1 -1-2 構造式及び分子最(文献1)

構造式:

。
分子麓:82.14 

1 -1-3 物理化学的性状等(文献 1)

性 状:無色の液体

沸点:83.3
0

C 

比重:0.8112 (20
o
C/20

0

C) 

搭解性:水に不溶

保存条件:暗所に保管

1 -2 被験物質の使用ロット等

(Study No. 0406) 

鏡用口ット番号:KSJ6321 

ELN4601 

ELG7745 

(1999年 12月 17臼----2000年 6丹 16臼)

(2000年 6月 19日----2000年 12月 26日)

(2000年四月 27B "'2001年 6月28B) 

DV¥司在4754 (2001年 6丹 29臼"'2001年 12月 13B) 

製 造 元:和光純薬工業株式会社

グレード:和光一級

純 度:99%以上(和光純薬工業(槻検査成績審データ)

-3・
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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

被験物質の同一性は、ロットごとにマススベクトルを質量分析計(狂itachiM-80B)により

測定し、また、赤外吸収スベクトルを赤外分光光度計 (ShimadzuFTIR-8200PC)により測

定し、それぞれの文献値と比較することにより確認した。

その結果、被験物質のマススペクトルは文献鑑(文献 2)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 3)と同じ波数にピークが認めら

れ、被験物質はシクロヘキセンであることを確認した。

また、試験に使用したシクロヘキセン中には、不純物として 1，3-シクロヘキサジエン及び

1，4 -シクロヘキサジエンが確認された。シクロヘキセン中の不純物含有量は、 1，3-シクロヘ

1 キサジエンが0.035""'0.137%、1，4-シク口ヘキサジヱンが0.040""'0.055%であった。

それらの結果はAPPENDIXO1に示した。

1 -3-2 安定性

被験物質の安定性は、ロットごとに鐙用開始前及び使用終了後にガスクロマトグラムをガス

クロマトグラブ (HewlettPackard HP5890A)により測定し、それぞれのデータを比較する

ことにより確認した。

その結果、各ロットとも使用開始前と使用終了後の測定結果に農はみられず、被験物質は使

用期間中、安定であることを確認、した。

それらの結果はAPPENDIX02に示した。

1 -4 試験動物

動物は、 B本チヤールス・リバー(株)(厚木飼育センター:神奈川操厚木市下古沢 795)の

Crj:BDFlマウス (SPF)の雌雄を使用した。

マウス雌雄各 227[Cを生後 4週齢で導入し(導入時体重範閥、雄:13.8""'20.2g、錐:12.2""'

17.7g)、各 1週間の検疫、観11じを経た後、発育順調で異常を認めない動物から、体重値の中

央値に近い峰雄各 200匹(群構成時体重範翻、雄:21.2""'24. 5g、難:17.4""'20.7g)を選別し、

試験に用いた。

なお、 Crj:BDFlマウス (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、化学物質による膿療

発生の感受性が知られていることによる。

-4・
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E 試験方法

JI -1 投与

JI-1-1 投与経路

投与経路は全身暴露による緩気道投与とした。

JI-1-2 被験物質の投与方法

投与は試験動物を収容した吸入チャンパー内に、設定濃度に諦整したシクロヘキセンを含む

空気を送り込み、動物に全身暴露することにより行った。なお、対照群は新鮮空気による換気

、1 のみとした。

JI-1-3 投与期間

投与期間は1日6持問、 1週5臼の暴露(祝祭日は暴露なし)で 104遊間とし、計492却の

暴露を行った。

JI-1-4 投与濃度

75、150及び300ppmの3段階(公比2)の投与濃疫を設定した。

JI -1-5 投与方法、投与期間及び投与濃度の設定理由

投与方法は、労働環境における暴露経路に合わせ、全身暴露による経気道投与とした。

投与期間は、安衛法ガイドラインがん原性試験による調査の基準(文献4)及びOECD化学

品テストガイドライン451(発癌性試験) (文献5)に従い、 2年間 (104週間)とした。

投与濃度は 13遊間試験(試験番号0364)の結果(文献6)をもとに決定した。

13週間試験は、その予備試験である 2週間試験(試験番号0359) (文献のにおいて、最

低濃度の600ppmで動物の死亡がみられたため、 300ppmを最高濃度とし、以下 150、75、

40及び20ppm (公比2)で行った。その結果、 300ppmで軽度の体重増加の抑制がみられた

以外に大きな変化はみられなかった。以上の結果から、がん原性試験の投与濃度は、雌雄とも

300 ppmを最高濃震とし、以下公比2で濃疫を設定した。

-5 -
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II -1…6 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。被験物質供給装置(柴田科学株式会社特注)

の発生容器内のシクロヘキセンを循環式怪湛槽で一定湿度に保温しながら、清浄空気のパプリ

ングにより蒸発させた。このシクロヘキセン蒸気を冷却、再加温及び清滞空気との混合により

一定濃度に調整した後、流量計を用いて一定量を吸入チャンパーの上部のラインミキサーに供

給した。

吸入チャンパー内のシクロヘキセン濃度はガスクロマトグラフで監視し、その濃度データを

もとに、設定濃度になるようにシクロヘキセンの吸入チャンパーへの供給量を調節した。

II -1-7 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置付ガスクロマトグラフ

(Shimadzu GC-14B)により、暴露関始前から暴露終了後まで 15分毎に測定した。

濃度測定結果をAPPENDIXP1に示した。各投与群のシク口ヘキセン濃度は、その平均績

と設定濃震の差((平均値一設定濃震)/設定濃度X100%)が0.3%以内、変動係数(標準備

差/平均鑓X100%)が0.4%以内であり、高い精震でチャンパ一向濃度が管理されていること

が示された。

なお、被験物質の不純物である 1，3-シクロヘキサジエン及び 1，4-シクロヘキサジエンは、

吸入チャンバー内からは検出されなかった。

II -2 動物管理

II -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、各群雄雄各50毘の動物を用いた。

各群の鎮用動物数と動物番号

群番号 群名称
雄 雄

使用動物数(動物番号) 使用動物数(動物番号)

O 対照群 50匹 (1001・1050) 50匹 (2001包050)

1 75ppm群 50匹 (1101・1150) 50匹 (2101“2150)

2 150ppm群 50匹(1201-1250) 50匹 (2201-2250)

3 300ppm群 印鑑(1301-1350) 50思 (2301総2350)

II -2-2 群分け及び個体識到方法

供試動物の各群への部り当ては、発育JI慎調で異常を認めない動物を体蓑の重い願より各群に

1匹ずつ割り当て、ニ巡白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JI慎に体藁の
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重い動物を割り当てることにより、群関の体重の錨りを小さくする群分け方法(層別体重平均

法:適正崩別方式)により実施した(文献 8)。

試験期間中の動物の個体識別は、検疫期間及び廟11化期間は色素塗布により、投与期間は耳パ

ンチにより行い、また、全期間を通してケージにも個体識別番号を付した。

なお、動物はバリア区域 (AC-7~調エリア)内の独立した窓 (503 窓)に収容し、飼育室

に試験番号、動物穣及び動物番号を表示し、偵の試験及び異種動物と区別した。

立-2-3 飼育条件

動物は検疫窓で1遊間の検疫飼育を行った後、吸入チャンパー内に移動し、野"化を開始した。

慰"化期開も 1週間とし、投与関始呂の前日に群構成を行った。投与期間中は吸入チャンパー内

で飼育した。

} 検疫室、吸入試験室及び吸入チャンパー内の環境条件及び使用した動物ケージを下表に示し

た。検疫室、吸入試験室の温度、湿度については澱定値(平均値土標準偏差)を()内に記

した。また、吸入チャンパー内環境の計測結果は APPENDIXP2に示した。検疫輩、吸入試

験窓及び吸入チャンバー内の環境は、動物の健藤状態に影響を与えるような変化は認められな

かった。

¥¥ 
検疫窓

吸入試験室 吸入チャンパー内
(517室:A) 

(518室:B) 
(503窓)

馴化期需 投与期間

23土2
0

C
22土2

0

C
温度 (A:23.2土O.l

O

C)
(22.0土0.50C)

23土2
0

C

(B:22.7土0.3
0

C)

55土15%

濃度 (A:53土1%) 55土15%

(B:57土1%)

現時サイクル 12時間点灯 (8: 00"'20 : 00) /12時間消灯 (20: 00"'8 : 00) 

換気剖数 15"'17沼/持 12土1回/時

圧力 0'" -15mmAq 

ケージへの動物

の枝容方法
単錦 単館 単飼

ケージの材質・ ステンレス製 ステンレス襲 ステンレス製

形状 2連綿ケージ 6連網ケージ 5連網ケージ

ケージ寸法
W112 W95 W100 
D212 D116 D116 

1I2L当り (mm) 廷120 H120 H120 
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飼料は全飼育期間を還して、オリエンタル酵母工業(株)千葉工場(千葉県千葉市美浜丞新港

8・2)の CRF欄1闘裂錦料 (30KGy-γ線照射滅欝飼料)を闘袈鏑料給館器により密由摂取させ

た。ただし、定期解剖呂の前日の夕方からは給餌しなかった。

飲水は全錦育期間を還して、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、自動給水装鷺により自由摂取させた。

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)から自社分析ヂ

ータを使用ロットごとに入手し、保管した。飼料中の爽雑物については(封)8本食品分析セン

ター(東京都渋谷区元代々木町52・1)の分析データを使用口ットごとに入手し、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(神奈川県秦野市落合 729引に 3ヶ月轄に分

析を委託し、それぞれ試験計調書に規定した許容基準と燕合して異常のないことを確認した後、

その記録を保管した。

豆一3 観察・検査項目及び方法

II -3-1 動物の生死及び一般状態の観察

動物の生死及び瀕死の確認を毎日 1闘行った。また、一般状態の詳細観察は、検疫及び馴化

期間中は検疫開始日(導入時)、検疫終了・駅北開始日及び期1/化最終日(群構成持)にfiい、

投与期間中は漉 1倍、暴蕗開始前に行った。

II -3-2 体重測定

体重澱定は、検疫及び期1/化期間中は検疫掲始日(導入時)、検疫終了・翻1/化開始日及び慰11化

最終日(群構成時)に行い、投与期間中は、投与開始後14週間は漉1回、それ以降は4遇に

1毘 (104遇にも測定)行った。また、動物の死亡発見、切迫屠殺及び定期解剖の搬出時にも

体重(搬出時体重)を澱定した。

立-3-3 摂館量測定

全動物について、投与開始後 14遣問は週1回、それ以降は4遇に 1回 (104避にも測定)

給餌最及び残館量を測定し、その差を給餌日数で捺した債を 1日当りの摂餌量とした。

立-3-4 血液学的検査

定期解剖時に生帯していた採血可能な動物について、剖検直前にエーテル麻酔下で綾大動脈

より、 EDTA-2カリウム入り採血管に採血し、下記の現自について検査を行った。検査方法は

APPENDIXQに示した。

欄 8・
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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)、

平均赤血球ヘモグロビン景 (MC耳)、平均赤血球ヘモグロビン濃度 (MCHC)、

血小板数、自邸球数、白血球分類

II -3-5 血液生化学的検査

定期解部時に生存していた採血可能な動物について、部検直前にエーテル麻酔下で腹大動脈

より、ヘパりンリチウム入り採血管に採鼠した血液を遠心分離し、得られた車禁を用いて、下

記の項毘について検査を行った。検査方法はAPPENDIXQに示した。

検査項毘:総蛋白、アルブミン、 AlG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

窒素、ナトリウム、カリウム、クロール、カルシウム、無機リン

立…3-6 尿検査

投与 104週まで生存した動物から新鮮尿を採取し、尿試験紙(ウ口ラブスティックス、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。

検査項目 :pH、資白、グルコース、ケトン体、潜血、ウ訂ビリノーゲン

五一3-7 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 臓器薫量

定期解剖時まで生存した動物について下記に示した各臓器の湿重量(実重量)を測定した。

また、各臓器の混重量まの定期解剖時の体重に対する百分率(臓器重量体重比)を算出した。

副腎、精巣、卵巣、心臓、蹄、腎臓、牌臓、肝臓、脳

3 病理組織学的検査

全動物について下記に示した器官、組織を 10%中性リン酸緩衝ホルマリン溶液にて罰定し、

パラフィン包埋、薄切、ヘマトキシリン・エオジン染色し、光学顕微鏡で病理組織学的に検査

した。

皮題、鼻腔、鼻咽頭、暇頭、気管、肺、骨髄(大腿骨)、リンパ節(披富、腹壁等)、絢腺、

牌織、心臓、舌、唾液腺、食道、胃、小競(十二指腸を含む)、大勝、肝臓、組嚢、勝臓、腎

瀬、競脱、下垂体、甲状腺、上皮小体、副腎、精巣、精巣上体、精嚢、前立腺、卵巣、子宮、

縁、乳娘、脳、脊髄、末梢神経(坐骨神経)、眼球、ハーダー腺、筋肉、骨(大越骨)、その

他、肉娘的に変化のみられた器官、組織
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II -4 数値処理と統計方法

五-4-1 数鎮の取り扱いと表示

各数髄データは計灘機器の精度に合わせて表示した。

吸入チャンパー内の被験物質濃度については ppmを単位として、小数点以下3位まで計測

し、小数点以下第2伎を四捨五入し、小数点以下第 1佼までを表示した。

体重についてはgを単位とし、小数点以下第 1位まで計澱し、表示した。

摂餌盤についてはgを単位とし、給餌蓋及び残餌蚤を小数点以下第 1イ立まで計測し、給館蚤

{直から残餌量{直を減じて摂餌量とした。この値を計澱期鰐の日数で除し 18当りの平均摂額震

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佼までを表示した。

臓器実重量についてはgを単位とし、小数点以下第3位まで計調tlし、表示した。臓器藁量体

重比については臓器実重量績を解剖時体重で徐し、パーセント単位で小数点以下第4イ立を四捨

五入し、小数点以下第3位までを表示した。

血液学的検査、血液生化学的検査は APPENDIXQに示した単位と糖産により表示した。

なお、各数値データの平均値及び標準偏差は上記に示した桁数と河様になるよう西捨五入を

行い表示した。

II -4-2 母数の取り扱い

体護及び、摂餌震については、各計調4特に生存していた全動物を対象に計課tlし、欠灘となった

データについては母数より除いた。

尿検査は、投与 104遡まで生存した動物を対象に行い、採尿できた動物数を母数とした。

血液学的検査、血液生化学的検査、臓器重量の測定は、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より除いた。

剖検と病理組織学的検査は、各群の有効動物数(供試動物より事故等の理由で除外された動

物数を減じた動物数)を母数とした。ただし、病理組織学的検査データについては臓器別に、

検査不能臓器をもっ動物数を捻いたものを母数とした。

立-4-3 統計方法

病理組織学的検査及び尿検査以外の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JI開立化して、Kruskal-Wallisの順位

検定を行い、群聞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腫揚性病変については、所見のみられなかった動物をグレード 0、
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所見のみられた動物は、その所見の程度及び範翻などを基準として 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聞とのχ2検定を行った。

腫療性病変については、各臓器の臆癖ごとに、各群ごとの総担癌臓器数について、 Peto検定

(文献 9)、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(詮)を用いて、死亡率法(コンテックス 3，4を付与された麓

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

死亡率法十有病率法(コンテックス 0""'4の総計で検定)を行った。

各群雄雄毎に検査数が2以下の項自については検定より除外した。

各検定は5%の有意水準で、両側検定 (Peto検定、 Cochran-Armitage検定、 Fisher検定は片

側検定)を行い、検定結巣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。

注 Peto検定に用いるコンテックス

0:定期解剖動物にみつかった臆療

1 :死亡/瀕死動物にみつかった腫療で、直接死闘に関係しない臆癖

2:多分1だと思うが、確かでない腫療

3:多分4だと思うが、確かでない腫癖

4:死亡/瀕死動物にみつかった緩擦で、直接死菌に係わっていた麓揚
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直試験成績

直-1 生死状況

投与期間中における群那の生存状況を宝ABLE1，2及びFIGURE2，3に示した。なお、雌

の300ppm群の 1匹(動物番号0406・2325)は、投与の 46週岳に事故により死亡したため、

この群の脊効動物数は49匹となった。

最終計測遇 (104週)における生存数(生存率)は、雄では対照群:37匹 (74.0%)、75ppm

群:38匹 (76.0%)、150ppm群:35匹 (70.0%)、300ppm群:42匹 (84.0%)であった。

蝶では対照群:27臨 (54.0%)、75ppm群:25臨 (50.0%)、150ppm群:24臨 (48.0%)、

300ppm群:29匹 (59.2%)であった。

生存率には、被験物質の影響と思われる変化はみられなかった。

蛮-2 一般状態

一般状態の観察結果をAPPENDIXA1， 2に、外部腫癌と内部鰻癌の発生動物数(一般状態

の観察時に撞癌を視診または触診できた数)をTABLE3， 4に示した。

投与期間を還しての外部腫癌の発生動物数は、雄では対照群:5匹、 75ppm群 :2匹、 150

ppm群 :2匹、 300ppm群 :4匹、雌では対照群 :5匹、 75ppm群:3 iZC、 150ppm群 :5

匹、 300ppm群 :3匹であった。

投与期間を過しての内部麓癒の発生動物数は、雄では対照群:19匹、 75ppm群:18区、

150ppm群:10匹、 300ppm群:14匹、践では対照群:13匹、 75ppm群:17匹、 150ppm

群:17匹、 300ppm群:18院であった。

外部腫癌及び内部鰻舗の発生数には、被験物質の影響と思われる変化はみられなかった。

その他の一般状態でも、被験物質の影響と思われる所見はみられなかった。

濫-3 体重

投与期間中における群加の体叢推移を TABLE1，2、FIGURE4， 5及びAPPENDIXB 1， 2 

に示した。

雄では、 300ppm群は投与期間の前半、対照群に比べやや低僅であったが、後半は対照群と

問様な値で推移した。 150ppm以下の群は、投与期間を通じ対照群と同様な僅で推移した。

雌では、 300ppm群は投与期間の後半、対照群に比べやや低髄で、あったが、終盤は対照群と

伺様な績で推移した。 150ppm以下の群は、投与期間を通じ対照群と間様な鍍で推移した。

最終計測持 (104逓)の体震は、対照群に対して、雄では75ppm群:102%、150ppm群:

102%、300ppm群:103%、難では75ppm群:108%、150ppm群:102%、300ppm群:

99%であった。
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直-4 摂餌量

投与期間中における群別の摂餌量 (1El 1毘当りの摂餌議)をTABLE5， 6、FIGURE6，7 

及び APPENDIXC 1， 2に示した。

雌雄とも全投与群の摂餌量は、対照群と開様な値で推移した。

III ~5 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TABLE7及びAPPENDIXD 1， 2に示した。

離では、血小板数が300ppm群で減少した。

その他、雌雄ともにいくつかの項留で有意差が認められたが、被験物質の影響と思われる変

化ではなかった。

護…6 血液生化学的検査

定期解剖時に行った血液生化学的検査の結果をTABLE8及びAPPENDIXE 1，2に示した。

雄では、総建白とカルシウムが300ppm群で減少した。

その佑、雌雄ともにいくつかの項留で有意差が認められたが、被験物質の影響と思われる変

化ではなかった。

誼-7 尿検査

投与 104避に行った尿検査の結果をAPPENDIXF 1， 2に示した。

雌雄ともに、被験物質の影響と恩われる変化はみられなかった。

嘉一8 病理学的検査

盟-8-1 剖検

剖検所見をAPPENDIXG 1----6に示した。

雌雄ともに、被験物質の暴露に関連した所見を認めなかった。

蕊-8-2 臓器重量

定嬬解剖時に測定した臓器の実議議と体重比をTABLE9，10及びAPPENDIXH 1， 2、11，2

に示した。

雄雄ともに、被験物質の影響と思われる変化はみられなかった。

なお、雄の 75ppm群の腎臓の実重重量、雌の 75ppm群の腎臓と肝臓の実重量及び150ppm

群の副腎の体重比に対照群との間に統計学的な有意差が示されたが、投与濃度に対応した変化

ではないことから、被験物質による影響とは考えられなかった。
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週一8-3 病理組織学的検査

非麓療'投病変をAPPENDIXJ 1"-'6に示した。また、主な麓蕩性病変をTABLE11，12に示

し、さらに担麗擦動物数と麓療数を APPENDIXK 1， 2に、臆擦の種類別の発生数を

APPENDIX L 1， 2に、統計解析 (Peto検定、 Cochran・'Armitage検定、 Fisher検定)の結果

をAPPENDIXM 1， 2に、転移性病変をAPPENDIXN 1"-'6に示した。本試験でみられた臆

擦の日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(発生匹数/

総匹数と平均発生率(%)、試験毎の発生率(最小%"-'最大%))を蛾雄艇にそれぞれ TABLE

14， 15に示した。なお、離の 300ppm群は1匹が事故により死亡したため、この群の検査動

物数は49匹であった。

1.腫蕩性病変

¥難雄とも輝擦の発生増加は認められなかった。

なお、雄は肝細胞痛の発生(対照群:24.0%、75ppm群:14.0%、150ppm群:10.0%、300

ppm群:6.0%)及び肝細飽線腫と肝縮胞鱒を合わせた発生(対照群:40.0%、75p阿p血群:2お6.0%、

150ppm群:2μ4

検定で 300ppm群に発E生住減少が認められた。しかし、各投与群の発生率は当センターのヒス

トリカルコント口ールデータの範閥内(肝細胞癌の発生は最小2%"'-'最大42%、肝細胞線腫と

肝細胞癒を合わせた発生は最小8%"'-'最大68%)であった。

雌では、 1)ンパ節の悪性リンパ腫の発生(対照群:36.0%、75ppm群:46.0%、150ppm 

群:38.0%、300ppm群:20.4%)がCochran-Armitage検定で減少傾向を示した。しかし、

300 ppm群の発生率は当センターのヒストリカルコントロールヂータの範関内(最小 12%"'-'

最大44%)であった。また、乳線の線癌の発生(対照群:6.0%、75、150及び300ppm群:

0%)も Cochran-Armitage検定で減少傾向を示したが、各投与群の発生率は当センターのヒ

ストリカルコント口一ルデータの範関内(最小0%"'-'最大8%)であった。

その他、雌の75ppm群の下垂体腺麗の発生が対照群との隈に統計学的な有意差を示したが、

投与濃度に対応した変化ではないことから、被験物質による影響とは考えられなかった。

2.非腫援手段病変

峰雄ともに、被験物質の暴露に関連した所見を認めなかった。

藍-8-4 死因

病理学的にみた死亡/瀕死の原留をTABLE13に示した。

難雄ともに、被験物質の暴露に関連した苑臨の増加を認めなかった。

なお、 300ppm群は、雄では肝臓麗療による死亡、挫では白血病による死亡が対照群より少

なかった。
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N 考察及びまとめ

シクロヘキセンのマウスを用いた2年間の吸入試験(投与濃度:75、150、300ppm)の結

果、生存率、一般状態及び摂餌量にシクロヘキセンの影響を認めなかった。体重は、 300ppm

群のi綾雄で投与期間中にやや低鎮の週もみられたが、最終体重は対照群との関に差を認めなか

った。また、麓療性病変及び非題擦性病変とも被験物質による影響を認めなかった。

N-1 腫揚陸及び腫蕩関連病変

最高投与濃度 300ppm群でも、雌雄とも被験物質に関連した腫療の発生増加が認められな

かった。

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

1 は、麗療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、すなわち血清酵

素濃度を変化させるかまたは僅少な体蓑抑制(対照群と比較して 10%以下の持制)を引き起こ

す濃度であると定義される。 IARC(文献 10)は、最高投与濃度を臆蕩発生の結果以外で動物

の寿命の長さを短縮させず、対照群と比較して 10%以下の体叢抑輯を引き起こす毒性兆候を惹

認させる濃度と定義したが、同時に、体重減少率を 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。また、米弱国立

がん研究所 (NCI)小動物発がん性試験ガイドラインでは(文献 11)、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%以下の体重持制を引き起こす濃度で、かつ臆

療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

いと推定される最大濃度、即ち、最大耐量 (MaximumTolerated 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、 II-1・5項に示したように、 2j捜需

と13遇聞の予備試験の結果から 300ppmを最高濃度として設定し、その最高濃度はがん震性

試験における活TDであると推定した。根拠としては、 600ppmの濃震では2週間暴露により

雄マウス 5匹中 3匹に死亡がみられたこと(文献 7)及び300ppmの濃度で 13週間暴露し

た雌雄マウスの体重抑制は、対照群に比べて、それぞれ、 3%と10%であり、 MTD決定にお

ける体重抑制指標である 10%の条件よりも少ないか荷じであったことである(文献 6)。本が

ん原性試験の結果でも、最高濃度群である 300阿部群は、体重が対照群に比べて雄雄ともに

減少しなかったこと及び2年間にわたる生存率の推移が雌雄ともに対照群の生帯率と変わらな

いことから、この濃度が2年間のがん原性試験におけるMTDであることを確認した。

従って、シクロヘキセンはマウスに対してMTDに相当する濃度を2年間にわたり吸入暴露

しでも、がん原性を示す証拠はなかったと判断した。

N-2 その錨の影響

出液学的検査で血小板数の減少が雌の 300ppm群、血液生化学的検査で総蛋白とカルシウ

ムの低下が雄の 300ppm群に示された。しかし、尿検査には被験物質による影響を認めなか
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った。

また、病理学的検査でも、剖検、臓器重量及び病理組織学的検査に被験物質による影響が示

されなかった。

一方、シクロヘキセンのマウスを用いた吸入による 2週間毒'控試験報告書(文献 7)の結果

では、 9600、4800、2400及び1200ppm群の4群では、錐雄ともに、それぞれ、投与期間の

4日目までに全例 (5[C)が死亡した。一般状態の観察では、歩行失調や自発運動量減少を含

む諸々の変化が認められた。 600ppm群では、雄マウス 3匹が死亡したが、雄は全例 10回の

暴露終了まで生存した。また死亡マウスは病理組織学的検査で蹄の出車と欝血、血管贈聞の浮

腫を特徴とした。シクロヘキセンのマウスを用いた吸入による 13週間毒性試験(文献 6)で

は、投与濃度を 300、150、75、40及び20ppmに設定し、 1日6時間、 1逓 58、 13週間

吸入暴議した。その結果、 300ppm群では、雌雄ともに死亡はみられず、投与期間を還して一

般状態、の変化も認められなかった。13漉暴露終了時の 300ppm群の体重は、対照群に比べて、

雄で 10%、雌で3%の減少を示し、かつ雄の肝臓と腎臓の重量(体藁比)に有意な増加が認め

られたこと以外に、血液学的検査、車液生化学的検査、尿検査、部検観察及び病理組織学的検

査ではシクロヘキセン暴露による影響は認められなかった。

N-3 無毒性遺 (NOAEL)/最小毒性量 (LOAEL)

2週罰試験では600ppmに吸入暴露した雄マウスに死亡が認められ(文献 7)、また、 13週

間試験では 300ppmに吸入暴露した雄マウスに体重の減少及び肝臓と腎臓の重量(体護比)

の増加が認められた(文献 6)。これに対し、本がん療性試験では、雌雄とも最高投与濃度で

ある 300ppm群でも暴露による影響が認められなかった。従って、シク口ヘキセンの2年間

吸入暴露による雌雄マウスに対する無毒性譲 (NOAEL)は300ppmであると判断した。

N-4 シクロヘキセンの織業性暴露限界値と無毒性議 (NOAEL)との関連

米国労働衛生専門家会議 (ACGIH)、米慰留立職業安全衛生研究所 (NIOSH)及び連邦安

全衛生庁(OSHA)は、シクロヘキセンの職業性暴露限界値(OEL)を定めているが(文献 12)、

日本産業犠生学会はまだOELを勧告していない。 ACGI廷の OEL(Threshold Limit Value 

(TLV)) 300 ppmは、動物の吸入試験データとシクロヘキセンと類似の分子構造を持つシクロ

ヘキサンのヒト(労働者)に対する恕と粘膜刺激のデータに基づいて、決定されている(文献

13)。しかしながら、ラットにおける 2年間の吸入試験によるシクロヘキセンの無毒性蓋

(NOAEL)は、雄の肝臓への影饗(肝臓の重量と肝構綿状変性)をエンドポイントとして600

ppmであり、マウスを用いたがん原'性試験のNOAELは300ppmであった。これらの新しい

知見は、シクロヘキセンOELの妥当性を再検討する重要な情報を提供するものと考えられる。

却ち、シクロヘキセンのOELをげっ歯類動物の毒性評嫡試験から得られたNOAEL優と動物

からヒトへ外挿する擦に用いる不確実係数 (UF)10 (文献 14)により求めると、 NOAELlUF

{樹立60ppmと30ppmとなる。部ち、この績は現行のACGI誼-TLVよりも大幅に低下した
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鑑となることが当センターにおける一連のシクロヘキセンがん原性試験及びその予備試験で

得られたNOAEL値から明らかになった。ただし、 600ppm以上のシクロヘキセンに2週間

暴露されたマウスに、肺の出血と欝血、車管局到の浮麗を京国とする死亡がみられたこと及び

300ppmで13週開及び2年間暴露されたマウスに顕著な非麓療性病変が認められなかったこ

とは、部ち、マウスの毒性試験では、シクロヘキセン暴露濃度の上昇とともに、急激な有害影

響が惹起され、死亡に歪ったことは、シク口ヘキセンOELの策定にあたって、留意すべきこ

とである。シクロヘキセンの体内代謝と標的臓器への活性代謝物の反応のメカニズムの解明と

リスクアセスメントのための用量…反応関係の評価に関する今後の研究の成果が必要となろ

。
v

つ

N-5 鈎文献との比較等

) 変異原性:シクロヘキセンの微生物を用いる変異原性試験は、ネズミチフス菌の 5藩株

(TA98、TA100、TA1535、TA1537、TA2637)及び大腸欝1菌株(羽1P2uvrAlpKM10 1) 

を用いて、プレインキュベーション法で代欝活性化による場合及びよらない場合について実

施された。その結果、TA2637では代謝活性化によらない場合においてのみ陽性を示した(文

献 15、16、17)。

シクロヘキセンのほ乳類培養細胞 CCHL)を用いる染色体異常試験は、十89処理 (89添

加6待問処理)、 -89処理 (89無添加6時間処理)、 24時間処理 (89無添加)、 48待問処

理 (89無添加)について実施された(文献 18)。いずれの処理方法によっても染色体の構

造異常及び倍数体締胞の誘発は認められなかった。
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V 結論

Crj:BDFlマウスを用いてシクロヘキセンの吸入による 2年間 (104週間)のがん震性試験

を行った結果、雌雄とも纏擦の発生増加が認められず、シクロヘキセンのマウスに対するがん

原性を示す証拠は得られなかった。
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