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MOUSE:MALE 

APPENDIX B 3-4 FOOD CONSUMPTION CHANGES (THIRTEEN-WEE豆STUDY:SUMMARY)

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX B 4-1 HEMATOLOGY (T韮IRTEEN-WEEKSTUDY:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX B 4-2 HEMATOLOGY (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 4-3 HEMATOLOGY (THIRTEEN-剥EE五STUDY:SUMMARY)

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 4-4 HEMATOLOGY (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARYl 

MOUSE:FEMALE 



A P P E N D I X E S (CO葺TI葺UED)

APPENDIX B 5-1 BIOCHE班ISTRY (THIRTEE耳-WEEKSTUDY:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APP四DIXB 5-2 BIOCHEMISTRY (THIRTEEN-WEE五STUDY:SUM斑ARY)

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 5-3 BIOCHEMISTRY (THIRTEE軒-WEEKSTUDY:SUMMARY) 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 5-4 BIOCHEMISTRY (THIRTEEN-WEE豆STUDY:SUMMARY)

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX B 6-1 URINALYSIS (THIRTEEN-組EKSTUDY:SUMMARY) 

RAT:MALE 

APPENDIX B 6-2 URI貰ALYSIS (THIRTEE百-WEEKSTUDY:SUMMARY) 

RAT:FEMALE 

APPENDIX B 6-3 URINALYSIS (THIRTEEN-総 EKSTUDY:SU槻ARY)

滋GむSE:滋ALE

APPENDIX B 6-4 URINALYSIS (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) 

MOUSE:FEMALE 

APPENDIX B 7-1 GROSS FIND珂GS 何回RTEEN-胞団 STUDY:SU捌践的

RAT:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 7-2 GROSS FINDINGS (THIRTEEN-WEEまSTUDY:SUMMARY)

RAT:FEMALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 7-3 GROSS FINDINGS (THIRTE部 -WEEKSTUDY:部 MMARY)

MOUSE:MALE:DEAD A賀DMORIBUND ANIMALS 

APPENDIX B 7-4 G設OSSFINDI軒GS (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) 

MOUSE:MALE:SACRIFICED A車IMALS

APPENDIX B 7-5 GROSS FINDINGS 何回問団十縮図 STUDY:SU閥的Y)

MOUSE:FEMALE:SACRIFICED A琵IMALS

(STYDY No.0089/90，0097/98) 
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A P P E N D 1 X E S (CONT 1NUED) 

APPE費D1XB 8-1 ORGAN WE1GHT (TH1RTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY)，ABSOLUTE 

RAT:MALE 

APPEND1X B 8-2 ORGA罫 WE1GHT (TH1RTEEN-WEEK STUDY:Sむ滋訴ARY)，ABSOLUTE

RAT:FEMALE 

APPEND 1X B 8-3 ORGAN WEIGHT (TH1RTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY)，ABSOLUTE 

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 8-4 ORGA耳 WEIGHT (TH1RTEE車-WEEKSTUDY:SUMMARY)，ABSOLUTE 

MOUSE:FEMALE 

APPEND 1X B 9-1 ORGAN WE1GHT (THIRTEE到-WEEKSTUDY:SUMMARY)，RELATIVE 
RAT:MALE 

APPENDIX B 9-2 ORGA貰 WEIGHT (THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY)，RELATIVE 

RAT:FE羽ALE

APPENDIX B 9-3 ORGAN WEIGHT (TH1RTEEN-WEE瓦 STUDY:SUMMARY)，RELAT1VE

MOUSE:MALE 

APPENDIX B 9-4 ORGAN WEIGHT (THIRTEEN-WEE互STUDY:SUMMARY)，RELATIVE

MOUSE:FEMALE 

APPEND1X B 10-1 H1STOLOG1CAL FIND1百GS:NO百-NEOPLAST1CLES10NS 

(TH1RTEEN -WEE五STUDY:SUMMARY)RAT:摂ALE:SACRIF1CEDAN1MALS 

APPE貰DIXB 10-宮 前STOLOG1CALF1貰DINGS:NO葺一舵OPLASTICLESIO路

(TH1RTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) RAT:FE滋ALE:SACR1F1CEDAN1MALS 

APPEND1X B 10-3 H1STOLOGICAL FINDINGS :NON-NEOPLASTIC LESIONS 

(THIRTEEN-裂EEKSTUDY:SU捌 ARY)MOUSE:MALE:DEAD AND MORIBUND ANIMALS 

APPEND1X B 10-4 HISTOLOGICAL FINDINGS :NO耳-NEOPLASTICLESIONS 

(THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) MOUSE:MALE:SACRIFICED ANIMALS 

APPENDIX B 10-5 HISTOLOGICAL F1NDINGS 百ON-NEOPLASTICLESIONS 

(THIRTEEN-WEEK STUDY:SUMMARY) MOUSE:FEMALE:SACR1FICED A高IMALS



A P P E N D 1 X E S (CONTI百UED)

APPENDIX B 11-1 IDENTITY AND PURITY OF CHLOROFORM 

PERFORMED AT THE JAPAN BIOASSAY LABORATORY 

(THIRTEE貰-WEEKSTUDYl 

APPENDIX B 11-2 STABILITY OF CHLOROFORM 

AT THE JAPAN BIOASSAY LABORATORY 

(THIRTEEN-WEEK STUDY) 

(STYDY No. 0089/90， 0097/98) 

APPENDIX B 12-1 CONCE主TRATIONOF CHLOROFORM 1貰 INHALATIONCHAMBER 

(THIRTEE箆-WEEKSTUDY) 

APPENDIX B 12-2 E百VIRONME耳TOF 1担!ALATIONCHAMBER 

(THIRTEE貰-WEEKSTUDY) 

APPENDIX C 1 METHODS FOR HEMATOLOGY，BIOCHEMISTRY AND UまI琵ALYSIS

APPENDIX C 2 UNITS AND DECIMAL PLACE FOR 1誼鼠ATOLOGYAND BIOCHE詞ISTRY

APPENDIX D TWO-WEEK AND THIRTEEN-WEEK STUDIES 



(Study Ro.0089/90，0097/98) 

要旨

クロロホルムの吸入によるがん原性を検索する目的でラットとマウスを

用いて全身暴露による 2年 間 (104遊詩)の試験を実絡するにあたり、その投

与濃度を設定するために、本予備試験 (2週間試験、 13週間試験及びマウス

雄を思いた追加試験):を実践した。

2週間試験及び 13還問試験は、ラット、マウスとも被験物質投与群 :5群、

対照群:1群の 6群構成で行った。投与濃度は 2週間試験のラット、マウスの

離雄とも 8000ppm、 4000ppm、2000ppm、 1000ppm、 500ppmとし、 13週 間 試験

のラットは灘雄とも 400ppm、 200ppm、 100ppm、 50ppm、25ppmとし、マウス

は離雄とも 200ppm、 100ppm、日ppm、25ppm、 12ppmとし投与した。投与は

クロロホ jレムを全身暴露することにより行った。観察・検査項自は、一般

状態の観察、体重及び摂餌蓋の測定、血液学的検査、血液生化学的検査、

尿検査 (13遊間試験)、部検、臓器重量測定(13週間試験)及び病理組織学的

検査を行った。

追加試験は、雄マウスを用い暴露期間の前期と後期で 2段階に暴露濃度を

変化させる 4遊間試験とし、動 物の生死状況を観察した。第 1段鯖の 2遊間は

1群 10匹、 3群の構成でそれぞれ 5ppm、 10ppm及び 15ppmの濃度で暴露を行

った。第 2設階の 2週間は 5ppm群と 10ppm群の 10匹を 5!ZCづっに分け、それ

ぞれ 30ppmまたは 90ppmで、 15ppmの 生 存 例 は 90ppmの濃度で暴露を行った。

ラッ トでは 2週間試験の結果 、クロロホルム暴露により 2000ppm以上の群

で は 雄 雄とも全動物が死亡し、 1000ppm群と 500ppm群でも体重増加の抑制、

ならびに 血液学的検査、血液生化学的検査及び病理組蟻学的検査に投与に

よる影響が認められた。特に腎臓の病理組織学的変化は 500ppm群でも認め

られ、この濃度で 13週関投与試験を実施すると動物の生存が危ぶまれるも

のと推察した。これらのことから 13遊 間 投 与 試 験 の 暴 露 濃 度 は 、 最 高 暴 露

濃度を鑑 雄とも 500ppmより低い 400ppmとし、以下 200ppm、 100ppm、 50

ppm 、 25ppm(公比 2)に設定した。

13週間試験の結果、クロロホ Jレム暴露により 200pp mJ-:J.上の群では雌雄と

も体重増加 の 顕 著 な 抑 制 、 血液学的検査、血液生化学的検査及び尿検査の

備の 変 化、ならびに鼻腔、肝臓及び腎臓の病理組織学的変化など投与によ

る影響が強く現れ、これらの濃度でがん原性試験を実施すると動物の生存

が危ぶまれるものと推察した。 100ppm群でもほぼ伺様の影響はみられたが、

動物の生存率に影響を与える肝臓と腎臓の病理組織学的変化の程度は軽度

であり、体重増加の抑制も 10%程度であった。

これら のことから、ラットのがん原性試験での暴露濃度は、最高濃度を

100ppmよりやや低い 90ppmとし 、 以 下 30ppm、 1Oppm (公比 3)に設定した。

4
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マウスでは 2週間試験の結 果、クロロホ Jレム暴露により 1000ppm以上の群

・の雌雄と 500ppm群の雄で動物が死亡し、 500ppm群の雌でも血液生化学的検

査及び病理経織学的検査に投与による影響が認められた。これらの事から

13週間投与試験の暴露濃度は 、最高暴露濃度を雌雄とも 500ppmの1/2以下

の 200ppmとし、以下 100ppm、 50ppm、25ppm、 12ppm(公比 2)に設定した。

13週間試験の結果、雄では最低暴露濃度の 12ppm群まで動物の死亡がみ

られた。これに対し、離では全ての投与群で会側が生存し、体重への影響

も軽度であり、 100ppm以下の群ではがん原性試験で動物の生存率に影響を

与えると考えられる肝臓の病理組織学的変化の程度も軽度であった。この

ように、クロロホルムの投与 による影響は雄と離の間で顕著な差がみられ、

投与濃度の設定に盟難な問題となった。そこで、雄の死亡状況を検討して

みると、動物の死亡は全備とも暴露欝始から 7日以内でがり、この期間生存

し得た 動物は 13選掲の暴露終了まで生存していた。このことから、あらか

じめ 低濃度のクロロホ jレ ム に暴露させると、動物にクロロホルムに対する

樹牲が 生 じ 、 そ の 後 、 高 濃 度のクロロホ Jレムを暴露しでも動物が死亡しな

いことが期待された。この仮 説を実証するために、雄マウスについて暴露

期間の前期と後期で 2段階に暴露濃度を変化させる 28日間試験を実施した。

第 1段措 の 14日間は l群 10 IZ!!、 3群の構成でそれぞれ 5ppm、 10ppm及び 15

ppmの濃度で暴露を行った。この結果、 5ppm群と 10ppm群は全僻生存し、

15ppmでは 4例死亡した。第2段階の 14日間は 5ppm群と 10ppm群の 10匹を 51Z!!

づっに分け、それぞれ 30ppmまたは 90ppmで、 15ppmの61Z!!は 90ppmの濃度

で暴露を行った。この結果、暴露濃度を 5ppmから 30ppm及び 90ppmへ上げ

た群ではそれぞれ 1匹、 4匹が死亡したが、 10ppmから 30ppm及び 90ppmに上

げた群、ならびに 15ppmから 90ppmに上げた群ではすべて生存した。この

追加試験から、あらかじめ低濃度で暴露することによって、より高濃度で

の暴露でも生存率を上げ得ることが明らかになった。

これらの結果から雌雄問濃度での暴露が可能となり、マウスのがん原性

試 験の暴露濃度は 5ppmから段賭 的 に 濃 度 を 上 げ て 、 最 終 的 に 90ppm，30 

ppm 、 5ppmで暴露するように設定した。すなわち、 90ppm群は 5ppmで2遊間、

10ppmで 2週間、 30ppmで 2遊詩あらかじめ暴露した後、 90ppmの暴露とした。

30ppm群 は 5ppmで2週間、 10ppmで2遊間あらかじめ暴露した後、 30ppmの暴

露とした。 5ppm群 は 全 期 間 をとおして 5pp湿で暴露とした。

-2 -
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ク ロロホ jレムについて

< 構造式、分子量>

H
 

C
i
C
i
C
 

ハU

C H C 1 3 

分子量 119.39

CAS.No. :67-66-3 

< 名 称 と別名>

名 称:クロロホル ム (Chloroform)

JJIj名 Trichloromethane

For混yl Trichloride 

Methane Trichloride 

Methenyl Trichloride 

Methyl Trichloride 

< 物理 化 学 的 性 状 等 >

'性 状

沸 古

凝盟点

比 重

蒸気

溶解性

保存条件

:特有のエーテ jレ臭を有する禁色透明の抜体

61-62.C 

: -63. 5
0

C 

:d231484 

200函顕在g(25
0

C ) 

水に者数溶(溶解度 1mL/200mL 25.C)、各種有機溶剤に

可溶

温 、 遮 光条件下で保存

q
u
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<用途>

日本においては、 1992年現在、クロロホルムはフッ素系冷媒やフッ素樹

脂の製造、震薬品(蘇酔剤、消毒剤)、溶剤(ゴム、グツタペ jレカ、鉱泊、ロ

ウ、アルカロイド、酢接、メチルセルロース、ニトロセルロース)、有 権 合

成 、 アニリンの検出、車夜勤腐用などに穫用されている(文献1， 2)。

アメリカにおいては、 1974年、冷謀等に使用するフルオロカーボン 22の

合成に用いられる館、プラスチック、霊薬品、化粧品、ペニシリン、ぜタ

ミン等の掲出、精製、溶謀、粘着剤、樹脂、殺虫剤などの溶剤、染料中間

体として広範に慢用されている。

西ヨーロッパでは、主として冷媒の合成に用いられている(文献 3)。

<生産量>

日本では、 1950年に商業生産が開始され、 は 1991年に 3万 7千七、輸

出が 1子 648七、輸入が2万 7千 797t、 1992年に 3万 7千七、輸出が 101t、輸入が

2万 6千 638tであった(文献1， 2，3)。

アメ リ カ で は 、 1922年に商業生産が開始され、 1976年に 133万七、スペイ

ンからの輸入が 503七、 8万 8千七がオランダ、カナダ、 ブラジ jレ、 メキシコ、

ア ル ゼンチン等へ輪出された。

詰ヨーロッパでは、年間 10~ 50万七、東ヨーロッパでは 50~ 100万七生産さ

れ、その主な生産自はベネルックス三問、西ドイツ、フランス、英密であ

る(文献 3)。

< 許容濃度>

作業環境中でのクロロホ jレムの許容議度は日本(B本産業衛生学会、

1993，文献 4)、アメリカ (ACGI耳、 1991-92，文献 5)とも 10ppmである。

また、ブルガリア、ポーラ ンド、ルーマニア、西ドイツも 10pp認である

(文献 6)。

<人への影響>

1 A R C (International Agency for Research on Cancer 、 1979，文献

3 ) によると、クロロホ jレム の暴露が繰り返されると人は死に主り、怠性 死

の原因として心臓停止、遅延死の原由として肝臓、腎臓への障害があると

されている。また、 クロロホ jレム暴露の症状として呼吸抑制、 器も含ま

れる。

4 
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産業中毒便覧(1981.文献 7)によると、クロロホルムの反復暴露による障

伊jはまれであるが、 10-200pp砲の作業場で 1-4年 勤 務 す る 作 業 者 68名中

の25%に 肝 臓 の 屋 大 が 、 5-6%に中毒性肝炎が認められ、また 77-237ppmの

暴露を受けている作業者 10名は、需怠感、消化器障害、精神鈍麻を訴えた

が(検診 を 受 け た 8名には肝障害は認めずれ 22-71ppm暴露では、その程度

は棺対 的 に 軽 い と い う 報 告 が記述されている。

化学物質の危険・有害梗覧(1991，文献 8)によると、入への影響としてク

ロロホルムは強い森喜李性があり、また肝臓、腎尿絹管、心臓などに紹嵐

と して作用する。高濃度の蒸気を吸入すると、興奮状態、反射援能の喪失、

感覚蘇建、意識喪失、呼吸停止が起こり死亡する。低濃度、蒸気の繰り返

し暴露 による a擾性中毒症状としては、費接、肝臓、腎臓障害がある。

濃度と作用の例示(文献 8)

議度 (ppm) 人への作用

30 臭気が感知できる。 し・かし、すぐに臭覚が蘇聾する

100 不快感や不安感が起こる。

1000 5-10分間の暴露でめまい、吐き気をもよおし、頭

痛、疲労が残る 0

4000-5000 脹拍が竿くなる。畷吐、思考混乱などが起こる。

14000-16000 蘇酔牲を 発 撞 す る 危 検 濃 度 。

なお、問便覧に、災害事例 として以下の例が示されている。

(1) クロロホ jレムを溶剤として使用する作業に長期従事していた者

が、 膏腸樟等、肝障害を起こした。

(2 ) クロロホ Jレムの混合 物 を 処 理 し た 釜 に 作 業 員 が ガ ス マ ス ク を 使

せ ず に 入 っ た た め 、 めまいと頭痛を起こした。

<動物試験>

動物試験による報告を次項の示す。

に
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まえ設の種類 動物設(系統) I投与期間 内 ~智】2:. 司

主翼回投与 ラット 1e 吸入 I L C 50=75gml印盟 (文絞 9)

マウス 1@j 吸入 ILC片山3

モルモット I L C L 0=山印=2引2却0叩山

ウサギ 1@j I T C Lo=5加 1m3

1中8 L C L 0=35000gm/m3 

晴乳類 I LCLo=25町 田 沼 田

1@j 吸入 I LCLo=25山 15母

反復投与 ラット 5el遇、 強制経ロ 怠議 0，90，180mgl同 (文書え 10)

Osoor抗告-Mendel 78返筒 ゴムスれ.ー. 月子猿:d迭は忍誉惑を誘発、髭廷で結記士会

握手事: 退形成と好記抱落を合わせた発とと

コーン1:3 を増加

-管掠:縫 1エ軍手組総惑を誘発

-苧状線:縫 i土手状線操震の受注を活力g

Osoorn号一刻母ndel 104週間 支え*- まさ 0，200，400，900田g/L (文訟 11)

握手事:7I( -菅波:撃手民運蕩(慈、 E系議) の発主主導方自

マウス 5回/遇、 主主語!J経口 まさ 0，138，277田喜Ikg (文獣 10)

B6C3F， 78還問 ゴ43nE.-とァご 怠 0，238，477田吾Ikg
沼告主 .A子銭・縫まきとも好結飽惑を誘発

コーン沼

B6C3Fl 104週間 欽水 主主 0，200，400，900，1800昭 IL (文法 11)

担体:7I( 各祭器に投与雰で有意な蓬蕩発の増加

なし

1C1 6@]1送、 5品士会川f・!々立な之門〕 主主まき 0，17，60昭 Ikg/d (ヌ:絞 12)

96還問 iスr_ー2ァ ー軍手猿:廷で60mgl河川で腎夜遅蕩

担徐: (Hypern叩 hrom呂， Ad吉no田a)を誘発

奉安j 起の冬若手 L二軍手E議 題 蕩 の 発 生 は な か

っfこ

1C1.CBA，C57BL. 1C1・97と104 f室率l経口 まさ 0，60mg/L

CFI1 ie筒 て4スr_ム土ナご 事手掠 :IC1mic巴i二60田昌IL投与した雰でき手

CBA，C57BL 担体: E定怒蕩の発主主 :5伊j(内、 3タlがささ色

104週間 ま斉;j 題蕩)、対宗主手では ~'fさ腎主主蕩 1i7il 

CF/l :93週間 CBA， C57BL、CF/lmice に腎民

2塁走努の発主主はなかった

ハh
v



1 試験材料

1 - 1 被議物質の告用ロット等

使 用ロット番号

2 週間試験:TLK0986 

1 3 週間試験:TLK0986 

製 造 元:和光 純薬工業株式会社

純 度 99.0%以上

1 - 2 被穀物質の同一性・ 安 定 性

1 - 2 - 1 同一性

(Study No.0089/90.0097/98) 

被験物質として笹用するクロロホルムを各ロット毎にマススベクト jレ、

赤外吸収スベクト jレを部定し、文献値と比較することにより、同ーである

ことを確認した。なお、それらの結果について、 2還 問 試 験 は Appendix

A 8-1 、 13週間試験は Appendix B 11-1 に示した。

1 - 2 - 2 安定性

被験物質として愛用するクロロホルムを各ロット毎に使用開始前時及び

その使 用終了時に、赤外吸収スペクトル測定とガスクロマトグラフイ…分

析を英雄し、安定であることを確認した。なお、それらの結果について、

2週間試験は Appendix A 8-2 、 13遊間試験は Appendix B 11-2 に示した。

1 - 3 試験動物

動物 は 2週間試験、 13週間試験ともに日本チヤールス・リバー(株)の

F344/DuCrj(Fischer)ラット (SPF)及び Crj:BDF1マウス (SPF)の雌雄を使用し

た。

2 週間試験では、ラット、マウスとも雌雄各 72~ を生後 4適齢で導入し、

各1j援問の検疫、劉 fヒを経た説、発育 j頓誤で一般状態の観察所見に異常を認

めなかった動物から、体重値の 中央イ直に近い雌雄各 60匹{投与開始時体重範

ラット雄 :112~127g 、 i雄 :94~ 105g/ マウス誰 :2 1. 2~24.0g 、雌: 17. 0 ~ 

19. 6g)を選別し、試験に供し た 0

13週間試験では、ラット、マウスとも雄雄各 72尽を生後 4週齢で導入し、

一 7-
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各 1適 簡の検疫、車11化を経た後、発脊願読で一般状態の観察所見に異常 を認

めなか った動物から、体重穫の 中 央 値 に 近 い 誰 誰 各 60匹(投与開始時体重 範

囲、ラット雄:119 -132g 、指 :96-109glマウス雄 :22.0-25.4g、臨:17.4-

20.0g)を 選那し、試験に侯した。

なお、 F344/DuCrj (F i scher)ラット及び Crj:BDFlマウスを選択した理出は、

当該 動物をがん原性試設において笹舟することが決定していたことによ る。

。。
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E 試 験 方 法

II - 1 投与

E l l 投与経路、投与方法及び投与期間

2選筒試毒素、 13週 間 試 験 において、投与経路は全身暴露による怒気道 投与

と した。投与は吸入チャンパー内の試験動物にクロロホルムの設定濃度の

ガスを送り込み、全身暴露する 事に より 行っ た。

各試験における投与期間及び暴露由数は以下の通りである。

2週間試験

13週間試験・

II - 1 - 2 投 与濃 度

2週間試験

. 6時間/日， 5 B /適， 10由 /2遅関

・ 6時間/自 5日/週

ラット 61@]/13週間

マウス 61毘 /13週間

(祝祭日を除く)

2週間試験では、ラット、マウスとも高用量を 8000ppmに設定し、ぞ れ 以

下 4000ppm、 2000ppm、 1000ppm、 500ppm(公比 2)とした。

13週間試験

13週間試患では、ラットで高用量を 400ppmに設定し、それ以下 200

ppm、 100ppm、 50ppm、 25pp鼠(公比 2)とした。

マウスでは、高用量を 200ppmに設定し、それ以

25ppm 、 12ppm(公北 2)と設定した。

-9 

100ppm、50ppm、



(Study No.0089/90，0097/98l 

rr -1 - 3 被験物質の発生方法と護度謡整

被験物質の発生方法は Figure 1 に示す通り、クロロホルム(抜体)の

入った 発 生 容 器 ① を 循 環 水 式恒温樽②で加熱しながら、清浄空気③をパブ

ラー④を 用 い て パ プ リ ン グ して蒸発させたクロロホ jレム蒸気を、一定通産

に 冷 却⑤し、さらに加熱@することにより安定した濃度でラインミキサー

⑦に供給した。次にそれぞれの吸入チャンパー内のクロロホルム濃震をガ

スクロマトグラフ@により監視しながら設定借になるように蒸気の食給

③を調整した。

立-1 - 4 被験物質の濃度部定

各試議における吸入チャンパー内のクロロホ jレ ム の 濃 度 は 自 動 サ ン プリ

ン グ 装墨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

分名手に制定した。

2遊間試験は、 Appendix A 9-1 、 13週 間 試 験 i之、 Appendix B 12-1 に測

定 結 果を示した。

各試験 と も 投 与 濃 度 の 平 均領は設定濃度を満足する結果を示した。なお、

2週間試験、 13週間試験におけ る結果{平均鑑土標準錆去を)を記述すると、

2遍関試験のラットでは 8000ppm群 :7993.1土 O.0 ppm、 4000ppm群 :3997.4土

2.9ppm、 2000ppm群 :1999.0土 3.6ppm、 1000pp狙群:999.5土1.5ppm、 500pp恕群

:499.4土 1.lppmであり、マウスでは 8000ppm群 :8018.8土 O.Oppm、 4000pp恕

群 :4006.6土 4.2ppm、 2000ppm群 :1995.5土 1.8ppm、 1000ppm群 :976.2土 75.8

pp浪、 500ppm群:489. 1土 32.1ppmであった。また、 13週間試験のラットでは

400ppm群:399.0土 1.7ppm、 200ppm群 :199.4土 1.0 ppm 、 100ppm群 :99.6土 0.4

ppm 、 50ppm群 :49.9土 0.3pp也、 25ppm群 :24.9土 O.1ppmであり、マウスでは

200ppm群:20 0.2土 0.5ppm、 100ppm群 :100.2士 0.3ppm、 50ppm群:50. 1土 0.1

ppm、 25ppm群:25. 0 土 O.1ppm 、 12ppm群:12. 0土 O.lppmであった。

-10 
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II - 2 動物管理

II - 2 - 1 群分け及び個体議]]Ij方法

棋試動物の各投与群への割り当ては、動物を体重の重い頗より各群に 1匹

づっ割り当て、二巡自からは各詳の動物の体重の合計を比較して小さい群

より照に体重の重い動物を割りさきてることにより群間の体重の備りを小さ

くする群分け方法(適正層別方式)により実施した(文献 13)。

試験期間中の動物の個体識別は、検疫期間及び患!Iイヒ期間においては生素

金容し、また、ケージにも検疫、.@!I化個体番号を付けた。投与期間にお い

ては耳パ ン チ に よ り 識 別 し 、またケージにも僧体識別番号を付けた。

なお、強の試験との壁郡は、パソア毘域内の独立した室にそれぞれ収容

し、各室に試験番 動物種 及び動物番号を表示することにより行った。

II-2-2 舘育条件

動物は、 2遊間試験、 13週需試験とも劇化諮問及び投与期間中は吸入チ ャ

ン パ ー内で錆育した。各試験で 穫 用 し た 吸 入 チ ャ ン パ ー 内 の 環 境 条 件 を

Table 1 に示した。その計測結果を 2週間試験は Appendix B 9-2 に、 13通

商試 験 は Appendix B 12-2 に示した。各試験とも設定条件の範臣内で あっ

た。また、 2週間試験、及び 13週間試験における寧11イヒ期開、観察飼育期関の

動物飼育は、 i昆度 22~ 26.C 、温度 45~ 70完(但し、各試験とも検疫期間の

動 物飼育は、混震 24土 2.C、混度 55土 10%) 明暗サイクル 12時間点灯

(8:00~20:00)/12時間消灯 (20:00~8:00) 、換気回数日~ 17回/時の環境の

部育 室 で行った。

各試験の検疫期間中は 1ケージ当り l匹の単飼(ステンレス製 2連型網ケー

ジ、ラット 170W X 294D X 176H m羽、マウス 112WX212DX120H mm)、思!Ift 

期間中は 1ケージ当り l匹の単調(ステンレス製 6連型網ケージ、ラット

125WX216DX176H mm、マウ ス 95VJX116DX120H mm)、ナ支与期間にやは 1ケー

ジ当り 1[lfの単餌{ステンレス製 5連網 ケー ジ、 ラッ ト 150糾 X216DX

176H 飽m、マウス 100剥X 116D X 120H mm)の条件下で館育した。なお、ケー

ジは 2週間毎に交換した。

摂料 l之、オリエンタル酵母工業(株)の CRF-l溜型飼料 (3Mrad=30kgy -γ 線

照射滅萄 飼 料 ) を 飼 育 全 期 間を通して盟型飼料給餌器によりE3由摂取させた。

また、飲水は、全鍋育期間を通して、市 7K(秦野市水道局供給)をフィル タ

一ろ過 した後、紫外線滅麗し、自動給水により自由摂取させた。

間試験の ク ロ ロ ホ ル ム 暴 露 中は給餌、給水をしなかった。

-11 
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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

各試験とも、持 B1回以上、 動 物 の 一 位 状 慈 の 観 察 を 行 っ た 。

II - 3 - 2 体重測定

2遇関試草案では、 O日{投与開始直前)、 1日(1週 l日)、 7日(1週 7日)、及び

14 B (2適 7自)、 13遊間試験では逓 l回、体重を部定した。

II - 3 - 3 摂餌量調定

各試験とも、週 1回、摂餌長を測定した。

II - 3 - 4 血 疫学 的検

各試験とも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

蘇酔下で腹大動脈より採血した EDTA-2K加車液を用いて車液学的検査を行 っ

た。

なお、 13週間試験の検査対象動物は解部日前田よりは8時熊以上)絶食さ

せた。

検査項自は Table 1 、挨査方法は Appendix C 1 に示した。

II - 3 - 5 血液生化学的投査

各試験とも定期解剖時まで生存した動物について、部検直前にエーテ jレ

蘇 酔 下で腹大動販より採血したヘパリンリチウム加血液を逮心分離して得

られた車紫を用いて血液主主化学 的検査を行った。なお、 13週間試験の検査

対象動物は解剖自前日より絶食(18時間以上)させた。

検 査項自は Table 1 、検 査方法は Appendix C 1 に示した。

円，山
寸

t
ム
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尿検査c
u
 

qペ
UE 

新鮮尿を採取し 、13週間試験の投与最終週まで生存した動物について、

に示した。l C Appendix 検査方法は

尿検査を行った。

Table 検査 項目 は l 

病理学的検査吋-
句
、

υE 

2週間試験で各 試験とも解剖時に全動物について肉眼的に観察を行った。

13週間試験では全動物の臓器を 10話中性2例の動物の臓器を、は難誰 各群の

した臓器及び肉眼的l Table ン溶液にて間定後、ン酸 緩 衝 ホ Jレマリ

エオリントキシヘマ薄切、ン包埋、ノT ラ フ ィに変化のみられた臓器を、

した。光学顕概読にて病理組織学的に検ジン染色し、

l Table は 13週間試験の定期解剖時まで生存した動物について

に示した臓器の湿重量を測定 した。

臓 器

し色山…一切
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II - 4 数イ菌処理と統計学的方法

II - 4 - 1 数値の取扱いと表示

各数 笹 デ ー タ は 計 測 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 、 ラ ッ ト で は 小 数 点 以 下 第 1イ立を四捨五入し

て整数値で、マウスでは小数点以 下第2位を四捨五人して小数点以下第1{立

までを表示した。

摂餌棄については g を単位とし、 l週間 (7自)を還しての摂餌量を小数点

以下第 l位まで計部し、 この信を 7で除し、 1日さきりの平均摂主尊重量を算出し、

小数点 以下第 2泣を沼捨五入 して 小数 点以 下第 l位までを表示した。

臓器笑三重量については g を単 f立とし、小数点以下第 3f立 ま で 計 調 し 、表示

した。臓器重量体重比については臓器案重量債を解部時体重で黙し、パー

セント単位で小数点以下第 4イ立を四捨五人し、小数点以下第3位までを表 示

した o

lII1液学的検査、血掻主主化学的検査については AppendixC 2 に示した

度により表示した。 A/G比はアルブミン/(総蛋白一アルブミン)による

算で求め、ノト数点以下第 2イ立を四捨五入して小数点以下第 11立までを表示し

た。

なお 、各数値データにおいての平均値及び諜準婿差は上記に京した桁数

と 間 様になるよう四捨五入を行った。

II. - 4… 2 母数の取扱いと設iT'

各種統計 検定 にお ける 群内動物数(母数)は総括表に示した。

体重及び摂餌量については、各計測特に生存している全動物を対象に言f

i到し、欠測となったデータにつ いては「一」で表示し、母数より除いた。

臓器重量、車被学的検査、車技生化学的検査は、定期解部時まで生存し

た動物を対象とし、欠損tとなったデータについては r-Jで表示し、母数

より除いた。

尿検査は、投与最終選まで生存した動物を対象に行い、検査数を母数と

した。

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

の理由で外された動物数を減じた動物数)を母数とした。

4
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本試験で得られた測定趨は対照詳をまま準詳として、 まず Bartlett法によ

り等分散の予欝検定を行い、その結果が等分散の場合には一元配置分散分

析を行い、群関に有意差が宮、められた場合は Dunnettの多重比較により平 均

舗の検定を行った。

また、分散の'等しくない場合には各詳を還して部定倍を順位イヒして、

Kruskal-Wallisの頼伎検定を行い、群簡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。

予鰭検定については 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 j!J検定を行った。

なお、病 理 組 織 学 的 検 査 のうち 13適試験では非麗蕩性病変について、死

亡/癒 死 倒 、 定 期 解 部 併 に 分け、所見のみられなかった動物をグレード G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簡との設定である。

各群雄 雄 毎 に 検 査 数 が 2J-j下の項自については検定より除外した。

n -5 試資料の保管

試験計画審、標本、生デー夕、記録文書、最終報 信頼性保証証明

その他本試験に係る資料は日本バイオアッセイ研究センターの標準操

作手照蓄にしたがって、試資料保管施設に保管する。保管期間は最終報

提出 後 10年間とする。

戸
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E 試草案成績

m -1 ラットを用いた 2週間試験 (試験番号:0 0 8 9 I 

国一 1- 1 動物の状態観察

( 1 )生死状況

雌雄とも 2000ppm以上の詳では 1遇 4B E!までに全部:が死亡した。 1000

ppm以下の群では雌雄ともに 死亡を認めなかった。

( 2 ) 一般状態

一般 状態の観察結果を Appendix A 1-1.2 に来した。

死亡哲U(2000ppm以下の詳)では、雌雄ともに 2000ppm群で不整呼吸、探呼

吸が観察され、 4000ppm群では 、 こ れ ら の 所 見 に 加 え 、 自 発 運 動 量 減 少、失

調性歩行などの症状が主に観察された。生存例 (1000ppm以下の群)では、雌

雄ともに投与期間の設半に流涙、流挺が観察されたが、その他には特記す

べき所見は観察されなかった。

( 3 )体

体重 の推移を Table 2.3 及び Appendix A 2-1.2 に示した。

終計測日 (2遡 7日)まで生梓した動物の体重量イ霞は、対照、群に対して雄で

1000ppm群 :79に 500ppm群 :85%，雌で 1000ppm群 :80%、 500ppm群:84完であり、

峰雄とも体重の有意な低短が認められた。

( 4 )摂餌

摂餌量(1B 1匹当り)を Table 4.5 及び Appendix A 3-1.2 に示した。

2000ppm以上の群は、 i峰雄とも投与期間途中で全数死亡したために摂餌

は劉定できなかったが、 500ppm、 1000ppm詳では雌雄ともに投与 1週自には

摂 餌量が対日夜群に比べて低下したが、最終計部 5に は 由 復 し た 。 これ

らの烹餌量は対照群と比較して、雄では 1000ppm群 :77-92芳、 500ppm群:

84-94之、躍では 1000ppm群 :75-96%、 500pp盟群 :86-96%であった。

回 一 1- 2 血疫学的検査、血 液生化学的検査

( 1 ) 血法学的検

定 期 解昔日時に行った車液学的検査の結果を Appendix A 4-1. 2 に示した。

定 期解説時まで生存していた 1000ppm、 500pp認群においては、雌雄とも

に、赤血球数、へそグロピン譲度及びヘマトクリット龍の有意な増加、

MCV及 び 血 小 板 数 の 有 意 な減少が認められ、さらに雌では MCHの有意

な減少も包められた。また、雄の 1000ppm群で分葉核好中球上七の有意な増

c
u
 

τ
i
A
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加及びリンパ球比の有意な減 少 、 雌 の 1000ppm詳で白血球数の有意な減少

が認められた。

( 2 )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 AppendixA 5-1， 2 に示

した。

定期解説時まで生存していた 1000ppm， 500ppm群においては、躍設とも

に 、 アルブミンの有意な増加、 G0 T及び GP T活性の有意な上昇、グル

コース及びカリウムの有意な 減 少 が 認 め ら れ 、 さ ら に 誰 で は ク レ ア チ ニン

の有意 な増加、雌では総ピリ jレピン及び無機リンの有意な場加、総コレス

テロー ルの有意な減少がそれぞれ認められた。また、越の 1000ppm群で総

ピリルピン、クロー Jレの有意な増加、離の 1000ppm群 で ナ ト リ ウ ム の 有意

な 減少が認められた。

その信、議の 500pp恕群で総コレステロー jレ、尿素窒素の増加、雌の

500ppm群で総蛋白、クレアチニンの増加がみられた。

町一 1- 3 病理学的検査

( 1 ) 部検

解剖時に観察された剖検所見を AppendixA 6-1-3 fこ示した。

死亡 動 物 で は 権 維 と も 蹄 の赤色化を全伊jに認め、胸践の赤色化も多数例

に認められ、また、腎臓の出車が蝉雄とも 40むOppm、 2000ppm群で観察 され

1::. 0 

定期解剖動物では雌雄とも対照群と比較して投与群に特徴的あるいは顕

著な発生 率 の 増 加 を 示 す 所 見はなかった。

( 2 )病理組織学的検査

病理組織学的検査をの結果を AppendixA 7-1-4 に示し、死亡例と生存

例に分けて各臓器にみられた変化を記述する。

( 2) - 1 死亡例

<腎臓>

雄では出血 (4000pp湿群)、腎乳頭の鉱質沈着 (2000ppm群)及び欝血(各群)

を認めた 。 雌 で は 近 位 尿 相 官に軽度の壊死と空胞変性 (4000ppm群と 2000

ppm群)と欝血(各群);を認めた。

<肝臓 >

i峰雄とも欝車(各群)を認めた。雄では中等度ないし軽度の小葉中心性変

性 (8000ppm群)も認めた。

け

i
イ
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<鼻控>

呼吸上皮と嘆上皮に寵害を 認めた。

嘆上 皮には雌雄とも変性、壊死、萎縮、事j離及び配列不整を認め、さら

に、鑑では嘆上皮の直下に位置する盟有層に浮麗 (2000ppm群)を認めた。 こ

れらの変化の程度は、変性、 ~1 離及び萎縮では重度から中等度の苦ú が多く、

比較的強い鑓答であった。

呼吸上皮には蕗隷とも重度から軽度な変性(各群)、軽震な震 a調(雄 4000

ppm群、雌 4000pp滋群、 2000ppm群)を認めた。

<蹄>

雄裁とも欝血(各群)、中 等度ないし軽度の炎症 (4000ppm群、 2000ppm群)

を認めた。さらに、躍では蹄腹組組の増生 (2000ppm群)も認めた。

<胸謀>

離雄とも出血(雄各群、雌 8000pp訟群、 2000ppm群)、雌では核崩壊(各群)

を認めた。

< 死 臨>

死亡動物に共通した死関となりえる病理組織所見を認めなかった。

( 2) - 2 生存伊j

< 鼻 腔>

主に 嘆 上 皮 と そ の 直 下 に 位置する閤有 j警に醤寄を認めた。雄では 500

pp回群まで嘆上皮の萎績と富有層の浮盤、 1000pp羽群に嘆上皮の配列不主主と

剥離を認 め た 。 雌 で は 500ppm群まで嘆上皮の配列不整、事j離及び萎縮 、な

らびに盟有 j警の浮麓を認めた。

呼 吸上皮については変牲を雌 1000pp証i群の l例だけに認めた。

< 腎 臓>

近イ立尿紐管の空飽変性を離雄と も 500pp犯群まで認めた。その程震は 誰で

は重度から軽度、雌では中等 度から軽度であった。

<肝臓 >

小葉中心性の軽度な空砲変牲 を 雄 で は 500ppm群まで、躍では 1000ppm群

に認めた。

18 -
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自-2 ラットを用いた 13道関試験一(試験番号:0 0 9 7 ) 

m -2 - 1 動物の状態観察

( 1 )生死状況

動物の死亡はみられなかった。

( 2 ) 一般状態

一般 状態の観察結果を Appendix B 1-1，2 に示した。

鑑雄 の 各 群 と も 投 与 期 間 中に特記すべき所見は認められなかった。

( 3 )体重

惇霊の推移を Table6，7， Figure 2，3 及び Appendix B 2-1，2 に示した。

離雄とも全投与群において、投与期間初期から投与濃度に応じた体重増

加の抑制が認められ、最終計測呂の体重値は、対照群に対して、誰で 400

ppm群 :69%、 200pp皿群 :80χ、 100pp租群 :89克、 50ppm群 :92完、 25ppm群:95%、 躍

で 400ppm群 :77%、 200pp罰群 :87完、 100ppm群 :9問、 50ppm群 :8旬、 25ppm詳:

95%であ った。最終計測 Bの体重信は、対照群に対して雄で 1000ppm群 :79

%， 500pp現群 :85%、離で 1000pp狙群 :8問、 500ppm群 :84%であり、雌雄とも体

重の有意、な位信が認められた。

( 4 )摂餌

摂餌量 (1日11ZI!当り)を Table 8，9， Figure 4，5 及び Appendix B 3-1，2 

に示した。

唯雄とも投与期間初期に摂欝嚢は一時的に低下するものの、投与諮問後

半には 対 照 群 に 比 較 し て 、 すべての投与群で増加額向を示した。投与許了

時の顎餌蓋は、対照群と比較して、雄では 400pp羽群 :144%、200pp羽群:128 

%， 100ppm群:106%， 50ppm群:11 0完、 25pp組群 :103%、 i雄では 400ppm群 :134%、

200ppm群 :139%、 100ppm群:12 0 χ、 50ppm群 :109%、 25ppm群 :109%であった。

国-2 2 血液学的投査・甑液生化学的検査・尿検査

( 1 )血液学的検査

期解剖時に行った車疫学的按査の結果を AppendixB 4-1， 2 に示した。

雄では、 100ppm以上の群で血小核数の帯意な増加が認められた。

雌では、 200ppm以上の群で MCVの有意な減少及び血小板数の有意、な 増

加、 400ppm群 で MCHCの帯意な減少が認められた。また、 MC日は 200

ppm以上の群で減少、 50ppm群で増加という相反する結果を示した。

その弛、雄の 100ppm、 50ppm群で MCVの増加、 200ppm， 100ppm， 50 

ppm群で M C Hの増加がみられ た 。

-19 -
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( 2 ) 鼠液生化学的検査

定期解部時に行った車龍生化学的検査の結果を に示5-1， 2 B Appendix 

した。

50ppm以上の群でグドの有意な減少、トリグリセライ金投与群で雄では、

A/G比及び稔コレン、100ppm以上の群でアルプミルコースの宥意な減少、

な増加がそ れンの省200ppm以上の群で無機 1)な増加、ステロ ールの有

400ppm 100ppm群 で 総 蛋 自 の 有 意 な 増 加 、200ppm、また、ぞれ認められた。

なとクロー jレの有なL A P及 び γ-G T P活性の有

減少が 認められた。

躍では、

詳で A L P 、

ン脂質及びクロールの有意なワ200ppm以 上 の 群 でグルコース、

昇が認められた。なL A P及 び γ-GTP活 性 の 宥A L P 、減少、

25ppm群で50ppm、離では、200pp湿群でカルシウムの増加、誰 のその他、

200ppm群で稔蛋患の50ppmで総コレステロールの増加、ンの減少、アルブ ミ

増加が それぞれみられた。

( 3 )尿検査

期間 に示した。6 -1， 2 B Appendix 終週に行った尿検査の結果を.lJU 

ゴ又

200ppm以上の群でグ jレコ50ppm以上の群で潜血の暢性例の増加、雄では、

トン体の陽性伊jの50pp祖群でケ400ppm 、加及び、場加額向、ースの 陽性例の

岱の賜性度の増加が認められた。400ppm詳 で増加、

200ppm以上の群で海の群で pH の低下及び低下額向、50ppm以雌では、

400ppm群でグ jレコースの陽性例の増加が認められた。血の陽性タJjの増加、

病理学的検査

( 1 ) 

解剖時に観察された剖検所見を

内べ

υ

円
〆
臼m山

山

部技

した。7 -1，2 B Appendix 

臓の淡色化を認めた。の詳の多数併に20 仲 間 以

( 2 ) 

定 期解剖時に測

臓器重

も陸雄と

{笑8-1，2 B Appendix 北をした臓器の実重量と体

(体重北)に示した。9-1， 2 B 

群で梅線に低イ産、全投雄においては、では対照群に比較して、会1重土
人 Z 己

府 と 脳 に低400ppm群で精巣、牌臓と 肝 臓 に 抵 値 、200ppm以上の群で心臓、

の 群10 仲間以50ppm以上の群で胸践に低 f直、離においては、イ直を認めた。

200pp也以上の 群で50ppm群で醇践に低イ車、200pp皿、400ppm 、{直、で 腎 織 に

卵巣と心臓に抵信をそれぞれ 認

50 {童、群で精巣と脳にふ11..

7又

腎、

雄では、

-20 -

400ppm群で

よとでは対照群と比較して、

肝臓に 高舘と脳に低値、

めた。

体
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pp偲以上の群で腎臓と肝臓に 高 値 、 H lOppm以上の群で惇臓に高値、 200ppm以

上の群、 50ppm群で蹄に高舘、 400ppm、 50ppm群で心臓に高値、 200ppm以上

の群で副腎に高信をそれぞれ 認 め た 。 躍 で は 、 50ppm以上の詳で副替、心強、

蹄、腎臓に高信、 100pp泊以上の群で肝臓に高龍、 200ppm以上の群、 50ppm群

で脳に高趨をそれぞれ認めた。

( 3 )病理組織学的検査

病理組織学的検査の結果を Appendix B 10-1，2 に示した。

<腎臓>

近位尿紹管の空腹変性を雄の 200ppm以上の群と離の 100pp在1J-.J上の群で

認めた。 設 の 発 生 数 は 400ppm群の 4/10例、 200ppm群の 3/10剖であり、 そ の

程度はい ず れ の 剖 も 軽 度 で あった。鑑の発生数は 400ppm群の 5/10倒、 200

ppm群の 6/10倒、 100ppm群 の 2/10例であり、その程度は 200ppm以上で軽度

度、 100ppm詳で軽度であった。

<肝臓>

小葉中心性の謹脱を雄の 200ppm以上の詳と雌の 100ppm以上の群で、セ

ロイド沈着を誰の 400ppm群と離の 200ppm以上の群で認めた。

小 葉中心性の底脱は、この 部 伎 の 肝 細 胞 の 脱 落 で あ り 、 雄 の 発

200ppm以上の群の全例であり、その程度は 400pp湿群で軽度~中

数 i之

、200

ppm群で軽震であった。 i雄の発生数は 200ppm以上の詳の各 9/10倒、 100ppm

詳の 8/10例であり、その軽度は 200ppm以上の群で軽震~中等度、 100ppm群

で軽度であった。

セロ イド沈着 i土、壊死した肝 細 胞 が 類 掘 の 寅 食 紹 抱 に 取 り 込 ま れ 、 禽食

された肝細胞が脂質に変化して淡黄色を呈するセロイドになった所見であ

る。発生数は誰の 400pp犯群の全例、雌の 400ppm群の全部と 200ppm群 の

8/10例であり、その程震は雌 雄とも全例が軽震であった。

その他、ノト葉中心性の程度な空胞変性が鮭雄の 200ppm群の少数例で 認め

た。

<鼻腔>

嘆上皮の萎縮と締骨Efl介の鉱質沈着を雌雄の全ての投与群で、嘆上皮の

壊死を雄の 200ppm以上の群と畿の 400ppm若手で認めた。

喫上皮の萎縮は、雄の 50ppm以上の群のほほ全例、 25ppm群の 7110例に、

離の 25ppm以上の群の全例に認めた。その程度は蹴雄とも 400ppm群で軽 度

~中等度、その他の群は軽度であった。

-21 -
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鉱質沈着は、主として嘆 上皮が表誼を覆っている箭脅甲ゴトの粘膜国有層

に認 めた。発生数は鼠誰の全ての投与群とも全伊jであった。その程度は多

くの明jが軽度~中等度の変化であった。

嘆上皮の壊死は萎縮に至る前設賠の変化である。雄の発生数は 400ppm群

の全倒、 200ppm詳の 8/10例であり、躍の発生数は 400ppm群の 1/10例であっ

た。その程度はいずれの例も軽震であった。

-22 
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9 0 ) G :0 一(試験番マウスを用いた 2週間試草案m -3 

動物の状態観 察l 今
、

υ回

生 死状 況、、，J
1
2
a
 

〆
t

も、

これ1000pp怒 以 上 の 群 に 認 め ら れ 、雄の全投与群と躍の動物の死亡は、

雄では生存偶数は、までにみられた。すべて l週 7日目らの 死亡例は、

500ppm群で 10例1000ppm群で 1部、雌では500ppm群ともに l例、1000ppm群、

と性議 を 示 し た 。

した。1-3，4 

一般状態

一般状態の観察結果を

雌雄とも全投与群の死亡動物において、

尿による外陰部汚染、

A Appendix 

( 2 ) 

減少、円背位、

体温色下の症状

失調自発運動

j宗時張、不整呼吸、
ム f

J.L弓云、性歩行、

群を除いた投与群で呼吸援徐も観察され

反射減少、1000ppm 、

存した動物に関しでは、

500ppm群で、

高用

2000pp担、

さらに、

4000ppm、た。 また、

触 反射消失が観察された。

が観察された。

雄 の

特記終日まで投与

すべき所 見は 観察 され なか った。

2-3，4 

生 存 タuが少なく、

生存例については、

に示した。A Appendix 及び10， 11 Table 

体重

の推移を

( 3 ) 

体

唯雄とも投 対照群と多数が死亡し、期間初日から、

しかし、の比較に耐え得る結果は得られなかった O

した。投与期間終期に回援の預向を体重増加の抑制:がみられたのち、

摂 餌( 4 ) 

した。3-3，4 A Appendix 及び12， 13 Table OB1[C当り)を摂 鰐

対日夜群と生存併が少なく、多数が死亡し、雌雄とも投与期間初日から、

投与500ppm群は、i躍のしかし、られなかった。る結果はの比較に耐え

期間後期に 呂認 の想 向を 示した。

化 学 的 検

( 1 )血法学的検査

定 期解 部時に行った車液

投与群は定期解部自まで

車液血液学的検査、つ山q
J
 

E
 

に示した。4-3，4 A Appendix 的検査の結果を

対照群と存した動物が少なく、離雄ともに、

に示した。5-3，4 

の比較に耐え得る結果は得られ な か っ た 。

A Appendix 

円。
円
J
山

( 2 )血液生化学的検査

血液生化学的検査の結果を
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対照詳と期解剖自主で生存した動物が少なく、

500ppm群では、

雄裁ともに、投与群は

の 比 較に酎え得る結果は得られなかったが、 G 0 T 、躍の

傾向が認められた。G P T及び LD H活性の

病理学的検査ヨ
d国一 3

部 検( 1 ) 

に示した。6-4-7 Appendix A 解剖時に観察された部検所 見を

のタuに認死亡動物では雄践とも蹄 の赤色化と肝臓の淡色化を全群の多く

めた。

定期解部動物では鑑の 500ppm群に肝臓の淡色化が認められた。

病理組織学的検査

病 理組織学的検査の結果 を

( 2 ) 

死亡例と生存例に示し、7-5-8 A Appendix 

に 分 けて各臓器にみられた変化を記述する O

例死ーよ( 2 ) 

<腎臓 >

雄では近 f立尿結管の変性や壊死などの重篤な腎臓障害を示す所見を全例

の所見は得られな躍では誰にみられた腎臓障こ れ に 対 し て 、に認めた。

雄には出血を伴う例も l伊jみ雌雄とも全 11Uに欝血がみられ、また、かった。

られた。

< 肝 臓>

を唯雄と空挺変 性 あ る い は 腫 脹 な ど の 肝 実 質 の 寵小葉中心性の壊死、

そ2000ppm群 -500ppm群に観察され、雄ではこれらの変化は、も認めた。

4000ppm群 -1000ppm群に観察さ離では度は軽震ないし中等度で あり、の

雌雄の各群500ppm群を験き、雄その他、り強かった。その程度は雄よれ、

に欝血や出血を認めた。

を認めた。

<鼻腔>

皮に傷

嘆上皮には難雄の各群とも変性、

嘆上皮と呼吸

その程萎縮及び幸IJ離を宮、め、壊死、

は比較的強かった。

2000ppm群と呼 吸上皮には変性とエオジン好性変化を認め、

エ オ ジン好性変化は雌だけに認めた。

変 性 lま

4000ppm群の雌雄に、

めた。4000ppm群で殴頭と気管の上皮に変性を

-24 -
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<蔚>

気道の終末部である紹気管支上皮の変性、府抱の腕胞紹抱の増生、炎症

及び欝血を認めた。すなわち 、 結 気 管 支 上 疫 の 変 性 は 峰 雄 と も 2000ppm群

と 4000pp図群に、腕胞細抱の増主主は離の 1000ppm群と 2000ppm群に、炎症

は雄の 500pp湿群と 1000ppm群及び離の 4000pp湿群 -1000ppm群に、 また欝

血は離誰の全群に宮、めた。

その也、胸膜、稗臓及びリンパ蔀に核崩壊や萎縮、精巣に精原紹胞の壊

死、心臓に出車を認めた。

( 2) - 2 生存剖

<腎臓>

雄では 1000pp認と 500ppm群に近位尿紹管の壊死と好塩基性変化を認め た 。

これに対して、躍にみられた所見は欝血 (1000ppm詳)だけであった。

<肝臓>

誰では 軽 度 な 小 葉 中 心 性 の腫脹と空胞変性を 1000ppmと 500ppm群に認め

た。こ れに対し、 i躍では中等震の小葉中心性の壊死と軽度な空鹿変性を

1000ppmと 500ppm群に認めた。

<鼻腔>

誰では嘆上皮の萎縮と呼吸 上皮化生を、畿では嘆上皮の変性、壊死、 萎

縮、剥離、配列不整及び呼吸上皮化生を 1000ppmと 500ppm群に認めた。

<鮪>

腕胞結施の増生を雌の 1000ppm群で認めた。

その他、胸膜の核崩壊や萎縮、前需の漬蕩、

び筋肉 や脂肪組織の壊死を宮、めた。

巣 の 精 原 結 胞 の 壊 死 、及

民
Uつ山
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盟 -4 マ ウ ス を 用 い た 13週間試験ー(試験番号:0 0 9 8 ) 

m -4 - 1 動物の状態観察

( 1 )生死状況

動物の死亡は、雄の全投与群に認められたが、離では 1例も認められ なか

った。雄の死亡例は、すべて l適 7日自までにみられた。生存例数は、雄の

100ppm群で 2剤、 25ppm群 で l倒、 12ppm群で 8例 であ り、 これ に対 して 、畿で

は、全例生存し、著しい性差を示した。

( 2 ) 一殻状慈

一殻 状 態 の 観 察 結 果 を Appendix B 1-3，4 に示した。

全投与群において特記すべき所見は認められなかった。

( 3 )体

体重の推移を Table 14，15、 Figure 6，7 及び Appendix B 2-3，4 に 示し

た。

雄 では投与期間初期より死 亡 動 物 が 自 だ ち 、 対 照 、 群 と の 比 較 に 耐 え 得る

結果は 得られなかったが、生存伊jでは、投与期間を通じて体重増加の抑制

が認められ、動物の体重値は対照、群に対して投与期間を通じて 89-98%で

あった。 i睡では、投与鶏関初 期 に は 体 重 増 加 の 抑 制 : が 認 め ら れ た も の の、

6週 78以持は回復し、増加額向を示した。

( 4 )摂餌

摂餌 量 (1日1思当り)を Table 16，17、Figure 8，9 及び、 Appendix B 

3-3，4 に示した。

雄では投与期間初期より死亡動物がめだち、対照群との比較に耐え得る

結 果は得られなかった。雄の生存例及び躍で、対照、群と比較して顕著に抵

信を示した群は認められなか った。

百 -4 - 2 血液学的検査・ 血液主主化学的検査・尿検査

( 1 )血液学的検査

定 期解剖特に行った血液学的検査の結果を Appendix B 4-3，4 に示した。

雄 の投与群は、定期解剖臼 ま で 生 存 し た 動 物 が 少 な く 、 対 照 群 と の 比較

に鮒え得る結果は持られなかっ た。

i桂では、 50ppm以 上 の 群 で卑小板数の有意な増加、 200ppm群で MCVの

な増加が認められた。その組、 200ppm、 50ppm群で MCHの増加、 100

ppm群で へ そ グ ロ ピ ン 濃 度 の 増加がみられた。

c
u
 

円
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( 2 )血液生化学的検査

定語解剖時に行った血技生 fと学的検査の結果を Appendix B 5-3，4 に示

した。

雄の投与群 i之、定期解剖自まで生存した動物が少なく、対照群との比 較

に耐え得 る 結 果 は 得 ら れ な かった。

挫では、 50pp殴以上の群で尿素護素の存意な増加、 100pp湿以上の群で総蚤

自 と アルブミンの有意な増加、 200ppm群で G0 T、 G P T及び A L P 活性

の有意 な 上 昇 が そ れ ぞ れ 認 められた。その他、 100ppm、 50ppm群でトリグリ

セライドの減少、 50ppm、 25ppm群でグルコースの増加がみられた。

( 3 ) 尿 検 査

投 与菊関最終週に行った尿 検 査 の 結 果 を Appendix B 6-3，4 に示した。

雄では、 12ppm群で蛋自の揚性震の増加が認められた。それ以外の投与 群

は生存伊jが少なく、対照、群と の 比 較 に 耐 え 得 る 結 果 は 得 ら れ な か っ た 。

躍では、投与群に特銭的、あるいは対照群と比較して高い発生を示した

所 見 は認められなかった。

詔-4 - 3 病理学的検査

( 1 )部検

解剖時 に観 察さ れた 剖検 所見を Appendix B 7-3-5 に示した。

雄にのみ額死/死亡動物がみ ら れ 、 全 投 与 群 で 姉 の 赤 色 化 、 肝 臓 の 淡色

化が多数昔、められた他、 100ppm以上の群で腺習の赤色班、 50ppm群で線爵の

赤色液貯留、 200ppm群 で 稗 臓の黒色班、 25ppm群で腎臓の淡色化が 1-2仔u認

められた。

生存動 物 で は 、 離 の 対 照 、群を含めた全群に稗臓の黒色班、 200ppm群で肝

臓の自色イむが認められた千也、 100ppm以上の群で子冨の内股拡張、 25ppm群で

肝臓の白色珪、 12ppm群で卵 巣の嚢砲がそれぞれ l例認められた。誰では投

与群に 特態的、あるいは対照群と比較して高い発生を示した所見は観察さ

れなかった。

( 2 )臓器

定期 解 剖 時 に 部 定 し た 臓 器の実

量)、 B 9-3，4(体重比)に示した。

雌では実重量で対照群に比較して 100ppm以 上 の 卵 巣 に 低 値 、 200ppm群で

と体重比を Appendix B 8-3，4 ( 

腎 臓 、牌臓、肝臓に高値がそれぞれ認められた。体重比では対煎群に比較

して 100ppm以 上の群で卵巣に低値、 200ppm， 50ppm群で腎臓に高値、 200

ppm群で肝臓に高値と錨に低億 が そ れ ぞ れ 認 め ら れ た 。 雄 は 生 存 例 が 少 なく、

実 重 量、体重北とも対照群との比較に耐え得る結果は得られなかった。

庁
J

丹
心
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病理組織学的検査

病理組織学的検査の結果を

( 3 ) 

に示した。10-3-5 B Appendix 

死亡例( 3 ) 

多くの死亡動物に、

守

t《

鼻腔の嘆上皮の変

騨臓の萎結、

腎臓の近位尿細管の壊死と変性、

リンパ節と絢線の核崩壊、 精出 血 及 び 炎 症、府の欝車、性、

200ppm群の死亡動物では肝臓に小葉また、巣の精原細胞の壊死を認めた。

と考えた。動物の主たる死因は腎臓欝中心 性の肝細胞の麗援を認めた。

生存例円ノ

ω
( 3 ) 

近位尿紹

で認め た。近世尿結管の壊死は各投与群とも多くの例に認めたが、

度はいず れ の 例 も 軽 度 で あ った。尿紹管の好坦

各投与群とも全倒に認めた。

の雄マ ウスで対照群に認める近 位 尿 細 管 の 空 路 イ と は 、

<腎臓>

12ppm群ま

その程

の壊死と好窓器性変化を最母濃度である雄では、

性変化は変性や壊死に伴

この系統一般に、なお、う修復所見であり、

本試験でも対照群に

翠めたが投与群では認めなか った。

<鼻腔>

な発生

その積度はいず

めた。

100 

その他、

なお、

の骨化

鼻腔説半の鼻中関腹倒の粘膜富有層内であった。

れの伊jも軽度であったが、各投与群ともに多くの併に認めた。

ppm群の 1/2例に呼吸上皮と嘆上皮のエオジン好性変化を

投 与群の少数備に肺の欝血と 出 血 、

めた。12pp廻までを最低濃度である骨 化雄では、

苦Bf立l玄、

めた。精巣の精原細胞の壊死を

皮と嘆上皮のエオジン好性変化を最低濃度の

各投

骨化生及び呼吸離では、

と群であり、これらの所見は病変の穏度が軽12ppm群まで認めた。

部位は雄と同様であった。の発骨化なお、も 多 くの例に認めた。

< 肝 臓>

中心性の壊死を100ppm以上の群、肝細胞の締抱異型を雌では、

そ の 程度は100ppm以上の群の全例に認め、裂は結抱200ppm群で宮、めた。

200ppm群の全例に認め、小業中心性の壊死はいずれの例も軽度であった。

200ppm群の少数併に小葉中心性なお、その程度は軽度~中等箆であ った。

群の少数例に肺の血栓を認めた。

一28-

の空砲変性を認めた。

雌では投その他、
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N 考察及びまとめ

ーラットー

<2週間試験 >(0089)

F344ラットに 2遊間(6時間/呂、 5日/週)にわたりクロロホ jレムを 8000

ppm， 4000ppm、 2000ppm、 1000ppm及び 500pp湿の濃度で暴露した。

その結果、 2000pp怨以上の群では縫雄とも全動物が死亡し、腎臓に近位尿

細管の変性/:壊死性、鼻腔 に喫上皮の変性/壊死性、粘膜窃宥層の浮鍾及び

呼吸上皮の変性、ならびに蹄 に炎誌や蹄組組誌の増主主を認めた。動物の一

般状態の観察で麻酔作用によ る症状を認めたことから、直接の死因はクロ

ロ ホルム吸引による麻酔死の可能性が高いと考える。

1000pp恕群では全動物が生存したが、推誰とも体重増加の抑制jが全投与期

間に わたり認められ、投与終了時における体重は対照群に対して雄で 79%、

離で 80%であった。血液学的検査では雌雄とも赤血球数、へそグロぜン濃度

及び ヘマトクリット髄の増加ならびに MCVと忠小板数の減少、雄にのみ

分業核野中球比の増加とリンパ球比の減少、雌にのみ MCHと岳血球数の

減少を認めた。卑液生化学的検査では雌雄ともアルブミン、 G0 T及び

G P T活性の増加ならびにグルコースとカリウムの減少、雄にのみクレア

チニン 、稔ぜリ jレピン及びクロー jレの増加、躍にのみ総ピリルピンと話機

1) ンの 増加ならびに総コレステロールとナトリウムの減少を認めた。病理

組織学的検査では雌雄とも腎臓に近位凍結管の変性/壊死、鼻腔に嘆上 皮の

変性/ . 壊 死 性 、 粘 膜 面 有 層の浮麗及び呼吸上皮の変性、肝臓に /J、葉中心性の

空胞変性を認めた。

500ppm群では雌雄とも体重増加の抑制が全投与期間にわたり認められ、

投与終 了 時 に お け る 体 重 は 対照群に対して雄で 85%、雌で 84%であった。血

液 学 的検査では雌雄とも赤血球数、ヘモグロピン援度及びヘマトクリット

値の増加ならびに MCVと 血小板数の減少、揺にのみ MCHの減少を認 め

た。血液生化学的検査では雌雄ともアルブミン、 G0 T及び Gの 増 加 なら

びにグルコースとカリウムの減少、雄にのみクレアチニンの増加、鑑にの

み総 ピリ jレピンと燕機 1) ンの 増 加 な ら び に 総 コ レ ス テ ロ ー ル の 減 少 を 認め

た 。病理組織学的検査では雌雄とも腎臓に近位尿細管の変性/:壊死、鼻震 に

嘆上皮の 変 a投/-壊死性、粘膜菌有層の浮腫及び呼吸上波の変性、雄にの み肝

臓に /1、葉 中 心 性 の 空 胞 変 性 を認めた。

以上 の よ う に 、 ク ロ ロ ホ ルム暴露により 2000ppm以上の群では i睦雄とも

全動物が死亡し、 1000ppm群と 500ppm群でも体重増加の抑制、ならびに血

液学的検査 、血 被主 主化 学的検査及び病理怒繕学的検査に投与による影響が

-29 
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認められた。特に腎臓の病理組織学説変化は 500ppm群でも認められ、 この

護度で 13週間投与試駿を笑施すると動物の生存がfsぶまれるものと誰察 し

た 。これらのことから 13運関投与試験の暴露濃度は、 高暴露濃度を髭雄

とも 500pp湿より低い 400ppmとし、以下 200ppm、 100ppm、 50pp沼、 25pp盤

(公比 2)に設定した。

< 13週間試験 >(0097)

2週開試験の結果に基づき、 F344ラットに 13週間 (6時間/日、 581適)にわ

たりクロロホルムを 400ppm、 200ppm， 100ppm、 50ppm、 25ppmの譲度で暴露

した。

その結果、鑑誰の全投与群とも動物の死亡を認めなかった。 400ppm群で

は雌雄とも体重増加の抑制が全投与期間にわたり認められ、投与終了時に

おける体重量は対照群に対して誰で 69%、量産で 77完であった。血誼学的検査で

は、指雄に血 /1、板数の増加、援にのみ MCV、 MCH及び MCHCの減 少

を認めた。車妓生化学的検査では、雌雄ともグルコースとクロールの減少

ならびに A L P、 L A P及 び y - G T P 活 性 の 増 加 、 雄 に の み ト リ グ リセ

ライドの減少ならびにア Jレブミン、 A/G北、総コレステロー jレ及び禁擦り

ンの増 加、離にのみリン脂質の減少を認めた。尿検査では雌雄とも潜血と

グルコースの揚性併の増加、雄にのみ蛋自の語性度の増加、雌にのみ pH 

の低下を認め、 これらの変化 は腎臓障害を示唆した。病理組織学的検査で

は雌雄とも鼻腔に喫土皮の壊死と萎結及び箭骨苧介への鉱質沈着、肝績に

虚脱( 肝細胞の脱落)とセロイ ド沈着、腎臓に近イ立皮細管の空臆変性を認め

た。

200ppm群では、投与終了時に お け る 体 重 は 対 照 群 に 対 し て 雄 で 80%、躍 で

87%であった。血液学的検査では雌雄とも血小板数の増加、雌にのみ MCV

とMCHの減少を認めた。lfn.液生化学的検査では畿誰ともグ jレコ…スの減

少、、雄にのみトリグリセライドの減少ならびにアルブミン、 A/G比、総

コレステロール及び蕪機 1) ンの 増 加 、 雌 に の み リ ン 脂 質 と ク ロ ー ル の 減少

ならび に A L P 、 L A P及 び y - G T P活 性 の 増 加 を 認 め た 。 尿 検 査 では

雌雄とも潜車の陽性例の増加、雄にのみグルコースの鵠性剖の増加、 i雄に

のみ p H の 低 下 を 認 め た 。 病理組織学的検査では雌雄とも鼻腔に嘆上皮の

婆結と 箭骨甲介への革質沈着、肝臓に虚脱及び腎臓に近位尿細管の空胞変

性、雄にのみ鼻控に嘆上皮の壊死、雌にのみ肝臓にセロイド沈着を認めた。

100ppm群では雌雄とも体重増加の抑制が全投与期間にわたり認められ、

投与終 了時における体重は対照 群 に 対 し て 雄 で 8問、躍で 91%であった。血

液学的 検査では雄に血小板数の増加を認めた。血技生化学的検査では雄に

トリグリ セ ラ イ ド と グ ル コ ースの減少ならびにアルブミン、 A/Gよと及び総

ハ
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コ レステロールの場加を認めた。尿投査では雄に潜患の揚性例の場加、離

に p Hの低下を認めた。病 理組織学的検査では健雄とも鼻控に嘆上皮の萎

縮と諦骨平介への鉱質沈着 を認めた。肝臓の虚説と腎臓の近位尿結管の空

胞変性を躍で認めたが、その程度は軽度であった。。

50ppm群では唯雄とも体重増加の抑制が全投与期間にわたり認められ、投

終了時における体重は対 照群に対して誰で 92%、 畿 で 87%であった。車技

生化学的検査では雄にトリグリセライドとグルコースの減少を認めた 。尿

検査では雄に潜血の揚性例 の増加、雌に p Hの低下を認めた。病理組 織学

的検査では雌雄とも鼻授に嘆上皮の萎縮と諦骨平介への鉱質沈着を留、めた。

25ppm群では雌雄とも体重増加の抑制が全投与期間にわたり認められ、投

終了時における悼重は対照詳に対して雄で 95%、躍で 95%であった。血技

生化学的検査では誰にトリグリセライドの減少を認めた。病理組議学的検

査では離雄とも鼻腔に嘆上皮 の 萎 結 と 街 脅 甲 介 へ の 鉱 寅 沈 着 を 認 め た 。

以上のように、クロロホルム暴露により 200ppm以上の群では雌雄とも体

増加の顕著な抑制、血液学的検査、血按生化学的検査及び尿検査の 藷の

変化、 な ら び に 鼻 柱 、 肝 蹴及び腎臓の病理組蟻学的変化など投与による影

響が強く現れ、 これらの濃 震でがん原性試験を実施すると動物の生存が危

ぶ ま れるものと推察した。 100ppm群でもほぼ向様の影響はみられたが、

物の生存 率 に 影 響 を 与 え る肝臓と腎臓の病理組織学的変化の程度は軽度で

あり、 体 重 増 加 の 抑 制 も 10%程度であった。これらの事から、がん原性 試駿

での暴露濃度は、最高濃度を 100ppmよりやや低い 90ppmとし、以下 30

ppm、 10ppm(公比 3)に設定した。
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ーマウス ー

<2適爵試験 >(0090)

BDF1マウスに 2週間(6時間/日、 58/還)にわたりクロロホルムを 8000

ppm、 4000ppm， 2000ppm、 1000ppm及び 500ppmの 護 度 で 暴 露 し た 。

その結果、 1000ppm以上の群では雌雄とも、 500pp沼群では雄にのみ動物の

死亡 がみられた。死亡時期は全例とも暴露開始から 78以内であった。死亡

例の病理組結学的検査では滋雄とも肝臓にノト葉中心性の壊死、空抱変性及

び壊死、鼻腔に嘆上皮の変性、壊死、萎結及び君i離ならびに呼張上皮の変

性と エオジン好性変化を認めた。また、雄にのみ腎臓に近位尿締管の変性

と壊死 を 認 め た 。 1000pp恕以上の詳の死屈は動物の…殻症状で蘇酔作用 によ

ると思われる症状(失調性歩行、不整呼吸、深呼吸、呼吸緩徐、音反射 減 少

及び殻反射精失):を認めたことからクロロホルムによる麻酔死の可能性 が 強

く、 500ppm群の雄の死闘は麻酔作用に加えて腎臓障害が関与していると考

えた。

500pp羽群の i睦は車法主主化学的検査で G0 T 、 G P T及び LDH活性の明

らかな増加を認めた。病理組 織 学 的 検 査 で も 肝 臓 に ノ ト 葉 中 心 性 の 壊 死 と空

胞変性、鼻腔に嘆上皮の変性、 壊 死 、 萎 縮 、 事i離、記亨u不整及び呼吸上皮

化生を言、めた。

以上のように、クロロホルム暴露により 1000ppm以上の群の雌雄と 500

ppm群の 雄 で 動 物 が 死 亡 し 、 500ppm若手の雌でも血液生化学的検査及び病理組

織 学的検査に投与による影響が認められた。これらの事から 13週 間 投 与試

験の 暴露濃度は、最高暴露濃度を鮭雄とも 500pp砲の 1/2以下の 200ppmとし、

以下 100ppm、 50ppm， 25ppm、 12ppm(公比 2)に設定した。

< 13週間試験 >(0098)

2週際試験の結果に基づき、 BDFlマウスに 13遊間 (6時間/日、 5日/遮)にわ

たりクロロホルムを 200ppm， 100ppm 、 50ppm、 25ppm、 12ppmの濃度で暴 露

した O その結果、クロロホルムの毒性の発現に顕著な性差がみられたため、

雄と雌の結果を分けて記載する。

雄では最低暴露濃度である 12ppm詳まで動物の死亡がみられた。雄の死

亡時期は 全 仰 ! と も 暴 露 開 始 から 7臼以内であった。死亡例の錆理組織学的検

では腎臓、鼻腔及び肝臓などに変化が認められ、主な死菌は腎臓障害と

考え られ た 。 生 存 例 は 体 重 増加の抑制が全投与期間にわたり認められたが 、

対照群 に 対 す る 投 与 群 の 体 重の範盟は 89%-98%で あ っ た 。 ま た 、 病 理 組織

的 検査でも腎臓や鼻腔などに投与による影響を認めたが、その程度は 軽
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度であ った。

躍 では全投与群とも全例が投与終了時まで生存し、体重も投与初期に抑

制額向を示したものの試験中期から回復した。 200ppm群は鼠液学検査で

M CVと卑小板数の増加、車液生化学的検査イ直で尿素室索、総蛋告、 アル

ブミン、 GOT、 G P T及 び A L P活性の増加、また、指理組織学的で 鼻

腔 に骨 化 生 お よ び 呼 吸 上 皮 と嘆上皮のエオジン帯住変化、肝臓に異型肝紹

腹 出現及び小葉中心性の壊死と空胞変性を認めた。 100ppm群では血法学検

査で卑小板数の増加、血液生化学的検査憧で尿素窒索、総蛋岳及びア Jレブ

ミ ン の 増加を認めた。病理組 織学的では鼻腔広骨化生および呼吸上皮と

上皮のエオジン好性変化、肝 臓に異型肝細飽出現を認めたが、その程度は

軽度であ っ た 。 50ppm群では血液学検査で息小板数の増加、lfII.寂生化学的検

査 穫 で尿素窒素の増加、病理組織学的で鼻腔に軽度な骨化生および呼吸上

皮 と嘆上皮のエオジン好性変化を認めた。 25ppm詳と 12pp湿群は病理組 織学

的で 鼻腔に軽度な骨化生および呼吸上皮と嘆上皮のエオジン好性変化を認

めた。

以上の よ う に 、 議 で は 最 低暴露濃度の 12ppm群まで動物の死亡がみられ

た。 これ に 対 し 、 雌 で は 全 ての投与群で全例が生存し、体重への影響も軽

度であり、 100ppm以下の群ではがん原性試験で動物の生存率に影響を与え

ると 考えられる肝臓の病理組 織 学 的 変 化 の 程 度 も 軽 度 で あ っ た O

ク ロロホルムの投与による影響は雄と雌の間で顕著な葦がみられ、投与

濃度の設定に国難な問題となった。そこで、誰の死亡状況を検討してみる

と、動物の死亡は全例とも暴露関始から 7日以内であり、この期間生存し

た 動 物は 13通関の暴露終了まで生存していた。このことから、あらかじめ

低 濃 度のクロロホルムに暴露させると、動物にクロロホルムに対する耐性

が生じ、その後、高譲度のクロロホ jレムを暴露しても動物が死亡しないこ

とが期待された。この仮説を実証するために、雄マウスについて暴露期間

の前期 と 後 期 で 2段階に暴露濃度を変化させる 28自問試験 (Appendix D)を

施 し た。第 1段 措の 14日間は 1群 10匹、 3群の構成でそれぞれ 5ppm、 10ppm及

び 15ppmの 濃 度 で 暴 露 を 行 った。この結果、 5ppm群と 10ppm群 i式会例生存

し、 15ppmでは 4例死亡した。第 2段措の 14日間は 5ppm群と 10ppm群の 10匹

を5匹づっに分け、それぞれ 30ppmまたは 90pp盟で、 15ppmの6[2J;は 90ppmの

濃度で暴露を行った。この結 果、暴露濃度を 5ppmから 30ppm及び 90ppmへ

げ た群ではそれぞれ l匹、 4匹が死亡したが、 10ppmから 30ppm及び 90

ppmに上げた群、ならびに 15ppmから 90ppmに上げた群ではすべて生存した。

この追加試験から、あらかじめ母濃度で暴露することによって、より高濃

度での暴露でも生存率を上げ 得 る こ と が 明 ら か に な っ た 。
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これらの結果から、がん原性試験め暴露濃度は 5ppmから段階的に漫度を

上げて、最終的に 90ppm、 30ppm、 5ppmで暴露するように設定した。すなわ

ち、 90pp廻詳は 5ppmで2遊間、 10pp湿で 2週間、 30ppmで 2週間あらかじめ暴露

した後、 90ppmの暴露とした。 30ppm群は 5ppmで 2週間、 10ppmで 2週間あら

かじめ 暴露した後、 30ppmの暴露とした。 5ppm群は全諮問をとおして 5

pp取で暴露とした。
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