
4，4しメチレンジフェノール  

本については，パラフィン包埋して薄切し，ヘマ．トキシ  

リン・エオジン染色標本を作製し，光学顕微鏡を用いて  

組織学的に検査した．また，60および250mg／kg投与群  

においても変化の認められた器官を同様に検査した．   

5．統計解析   

体重，摂餌量，半定量検査を除く尿検査ならびに血液  

学検査，生化学検査の値および器官重量については，群  

ごとに平均値および標準偏差を求めた．また，3群以上  

の被験物質投与群について対照群と比較する場合は，  

Bartlettの方法による分散の一様性の検定の後，一元配  

置型の分散分析あるいはKruskaトWal1isの順位検定を行  

い，Dunn（∋tt型の検定法で多重比較を行った．2群間で  

比較する場合には，fL検定を行い， Studentのt検定  

あるいはAspin⊥Welchのt検定法を用いて有意差検定を  

行った．その他，尿の半定量的検査成績については，  

mXnの分割表を用いるx2検定を行い，Dunnett型の検定  

法により多重比較を行った．病理組織学検査所見のグレ  

ード分けしたデータについては，Mann－WhitneyのU検  

定（両側検定）を行い，陽性グレードの合計値はFisher  

の直接確率片側検定を行った．なお，いずれの検定も有  

意水準を5％とした．  

および接触に対する反応で投与期間中および回復期間中  

に対照群と各被験物質投与群に孝耳認められなかった．  

ハンドリング時では，250および1000mg／kg投与群で一  

般状態の観察時に認められた雌礫での流起と雌に投与第  

2週から下腹部の被毛の汚れが認められた．その他に対  

照群と各被験物質投与群に差は認められなかった．   

投与第4週に行った刺激に対する反応性の観察では，  

いずれの観察項目にも対照群と各被験物質投与群に差は  

認められなかった．   

4・休重（Fi9．1，2）   

投与期間中，1000mg／kg投与群の雄に，投与第4日  

から15日まで体重増加に有意な抑制がみられた．回復  

期間中，雌雄共に被験物質投与群と対照群との間で体重  

推移に差は認められなかった．   

5・摂餌量（Fig．3）  

1000mg／kg投与群の雌雄において，投与初日に摂餌  

量の有意な減少がみられた．   

回復期間中では，雌雄ともに摂餌量に有意な差は認め  

られなかった．  

6．尿棉査（Tablel）   

投与第4週の検査で1000mg／kg投与群の雌雄に尿pH  

の有意な低下が認められ，雌では回復期間終了過の検査  

においても有意な低下がみられた．100Omg／kg投与群  

の雌雄において認められたこと，また，1000mg／kg投  

与群の雄において腎臓の相対重量が有意に増加していた  

ことから被験物質投与の影響が考えられるが，尿pHは  

種々の要因を受け変動しやすいことから2），その原因に  

ついては明らかではなかった．また，雄で潜血反応陽性  

が1（咲）mg／kg投与群において投与第4週の検査で2例と  

回復期間終了過の検査で1例に認められ，これらの例で  

は，沈直においても赤血球が確認された．しかし，病理  

組織学検査では，これらを関連づけるような異常所見は  

認められなかった．その他に投与期間終了週および回復  

期間終了週の検査では，被験物質投与群と対照群との間  

に明らかな変化は認められなかった．  

7．血液学検査（Table2）   

投与顛間終了時の検査では，雌の各被験物質投与群で  

血小板数に有意な増加がみられた．雌ラットの血小板数  

の生理的範囲が，101．8±19．6×1ぴ／〃L3）に対して本試  

験では，対照群の値が96．5±4．8×104／〃Lと低い傾向で  

あった．しかし，用量依存的な変化が認められるため被  

験物質の影響も考えられるが病理組織学検査でこれに関  

連づけられるような所見は認められず，また，他の血液  

検査値に異常もみられないことから原因は不明であっ  

た．   

回復期間終了時の検査では，1000mg／kg投与群の雌  

の平均赤血球血色素濃度に有意差が認められたが，投与  

期間終了時にはみられないことから，被験物質投与と関  

連のない変化と判断した．その他には対照群と比較して  

結果   

1．死亡例   

投与期間および回復期間中に死亡例はなかった．  

2．一般状態   

投与初日に，1000mg／kg投与群の雌雄のほとんどの  

例で，投与後に腹臥位姿勢からうずくまりおよび自発運  

動の低下を示した．この時，歩行失調，開眼を伴う例も  

認められた．これらの症状は投与後約3時薗には回復し  
たが，雌の1例では3時間以後も継続した．投与第2日  

では，腹臥位姿勢またはうずくまりと自発運動の低下が  

1（×カmg／kg投与群の雌雄に各4例認められ，雄において  

は投与第3日以降，認められなかった．一方，雌1例で  

は腹臥位姿勢と自発運動の低下が投与第5日まで見ら  

れ，投与第6日には2例で認められたが，これらの症状  

は投与第7日以降認められなかった．   

また，投与直後に一過性の流産が1000mg／kg投与群  

の雌で投与第6日から，雄では投与第8日からみられ，  

投与期間中に雄で8例，雌で9例に認められた．なお，  

これらの中には投与直前からの流誕も雌雄各2例にみら  

れた．250mg／kg投与群にも一過性の流産が投与期間中，  

雄2例，雌3例に認められた．その他には，雌の1000  

mg／kg投与群の8例，250mg／kg投与群の1例に下腹部  

の被毛の汚れが認められ，1000mg／kg投与群では計3  

例で回復期間の第3日までみられた．  

3．詳細な臨床観察   

試験期間中に週一回の頻度で行ったスコアリング法に  

よる観察では，ケージ越しからの観察，作業台上の観察  
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雌雄いずれにおいても有意な差は認められなかった．   

8．血液生化学検査（Table3）   

投与期間終了時では，1（X氾および250mg／kg投与群の  

雌雄で総コレステロール濃度に有意な減少が認められ，  

さらに，雌の1000mg／kg投与群ではrGTP活性および  

ALP活性が有意に上昇し，トリグリセライド濃度の増  

加とAST活性およびA／G比の低下が認められた．また，  

雌の250mg／kg投与群においてもA／G比の低下とALP  

活性の上昇に有意差が認められた．雌の250mg／kg投   
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与群でみられた総ビリルビン濃度の低下は，用量依存的  

変化もなく被験物質投与の影響ではないと考えた．   

回復期問終了時の検査では，100Omgノkg投与群の雄  

の総コレステロール濃度の増加と雌の無機－ブン濃度の増  

加および塩素濃度の減少が有意に認められたが，生理的  

変動の範囲内であった．その他には，対照群と比較して、  

雌雄いずれにおいても有意な差は認められなかった．  

9．病理学検査  

1）器官重量（TabIe4）   

投与期間終了時では，雌雄の肝臓が1000mg／kg投与  

群で実重量および相対重量に，250mg／kg投与群では相  

対重量に有意な増加が認められた．さらに雌では副腎が  

1000mg／kg投与群で実重量および相対重量が，250  

mg／kg投与鮮では相対重量が有意に増加した，雄では  

1㈱および250mgノkg投与群で腎臓の相対重量が有意に  

増加した．   

回復期間終了時の剖検では，対照詳と比較していずれ  

の器官重量にも変化は認められなかっ美．  

2）剖検所見   

投与期間終了時屠殺例では，1000mg／kg投与群の雄1  

例に肝臓の腫大が認められた．   

回復期間終了時屠殺例では，1000mg／kg投与群の雄  

で1例に脾臓の腫大が認められたほかに，異常所見は認  

められなかった．  

3）組織学検査（TabIe5）   

投与期間終了時屠殺例では，以下に示す変化が観察さ  

れた．   

肝臓では，1000mg／kg投与群の雌雄各2例に小葉中  

心性の肝細胞肥大が観察された．また，仝例に門脈周囲  

性の肝細胞の脂肪化が観察されたが，対照群と各被験物  
質投与群との間には程度の差は認められなかった．   

副腎では，10∝）および250mg／kg投与群の雌仝例の皮  

質に，束状帯細胞のび慢性の肥大が観察され，そのうち  

1000mg／kg投与群の変化の程度は，250mg／kg投与群  

に比較して増強する傾向が認められた．一方，雄の  

1000mg／kg投与群および対照群には，異常所見は認め  

られなかった．   

腎臓では，皮質に塩基性尿細管が100Omg／kg投与群  

の雌雄全例，対照群の雄3例，雌4例，髄質に鉱質沈着  

が1000mg／kg投与群の雄3例，雌2例，対照群の雄2例，  

雌3例に観察されたが，いずれの所見も対照群と1000  

mg／kg投与群の間に程度の明らかな差は認められなか  

った．   

回復期間終了時屠殺例では，投与期間終了時に1000  

mg／kg投与群の雌雄の肝臓に認められた小葉中心性の  
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作用量は雌雄とも60mg／kg／dayと考えられた．  
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肝細胞肥大および雌の副腎の皮質にみられた束状帯細胞  

のび慢性肥大は認められなかった．   

肝臓では，1000mg／kg投与群と対照群の雌雄全例に  

門娠周囲性の脂肪化が観察されたが，対照群と1000  

mg／kg投与群の間に程度の差は認められなかった．  

考察  

4，4’一メチレンジフェノールを60，250および1000  

mg／kgの用量で雌雄のSpragueLDawiey系ラットに28日  

間反復経口投与した結果，体重では，雄の1000mg／kg  

投与群で投与第4日から15日まで増加の抑制が認めら  

れ，摂餌量では，雌雄とも投与第1日に減少がみられた．  

しかし，これらは以後，順調に回復した．一般状態では，  

1000mg／kg投与群の雌雄で，投与後に腹臥位姿勢，う  

ずくまり，自発運動の低下，歩行失調および開眼が認め  

られた．しかし，これらの症状がみられたのは，投与初  

日に多く，ほとんどの例ではこれ以降，認められなかっ  

た．その他，250，100Omg／kg投与群で認められた一過  

性の鱒挺は，投与直前にもみられていること，および本  

被験物質が刺激性を有することから物理的刺激による反  

応性の流産と考えられた．   

病理学検査では，肝臓重量が250mg／kg投与群以上の  

雌雄で増加し，1000叩g／kg投与群の雌雄に，小葉中心  

性の肝細胞月巴大が認められた．さらに，血液生化学検査  

では，雌の1000mg／kg投与群に，TGTP活性の有意な  

上昇とAST活性の有意な低下，トリグリセライド濃度  

の増加およびA／G比の減少，250mg／kg投与詳以上で  

ALP活性の有意な上昇もみられた．これらの変化の内，  

肝臓重量の増加，小葉中心性の肝細胞肥大およびγGTP  

活性の有意な上昇は，本被験物質の類似物質であるメチ  

レンジフェノールのラットを用いる28日間反復経口投  

与毒性試験4）においても，同様の変化が認められている  

ことから，被験物質投与の影響によるものと考えられた．  

しかし，AST活性，トリグリセライド濃度，A／G比，  

ALP活性の変化については，前記の類似物質であるメ  

チレン●ジフェノールの試験においては認められなかった  

が，本被験物質投与の影響が考えられた．また，雌では  

250mg／kg以上の投与群で副腎の相対重量が有意に増加  

し，皮質に束状帯細胞のび慢性の肥大が観察された．血  

液生化学検査では，総コレステロール濃度の低下が，雌  

の250mg／kg以上の投与群でみられた．これらの変化  

も，前記のメテレンジフェノールの試験4）で認められた  

ことから，被験物質投与の影響によるもぁと考えられた．  

肝臓および副腎のこれらの変化は，回復期間終了時には  

認められなかった，   

以上のように4，4しメチレンジフェノールの28日間反  

復投与によって引き起こされた毒性作用は，雌鹿の25q  

mg／kg以上の投与群で認められた肝臓重量の増加およ  

び雌の250mg／kg以上の投与群で認められた，副腎皮質  

の束状帯細胞のび慢性肥大と絵コレステロール濃度の低  

下であった．従って以上の成績より，4，4しメチレンジ  

フェノールの28日間反復経口投与毒性試験における無  
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4，4■－メチレンジフェノール  

TablelUrinalysisofratstreatedoral1ywith4，4●Lmethylenediphenolin28－dayrepeateddosetoxicitytest  
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4
 
0
 
5
 
0
 
0
 
5
 
0
 
 

0
 
4
 
1
 
0
 
1
 
4
 
0
 
5
 
0
 
0
 
5
 
0
 
 

4
 
1
 
3
 
2
 
7
 
3
 
0
 
0
0
 
0
 
2
 
9
 
1
 
 

1
 
2
 
2
 
0
 
2
 
3
 
0
 
5
 
0
 
0
 
5
 
0
 
 

O
 
1
 
4
 
0
 
3
 
1
 
1
 
4
 
1
 
0
 
5
 
0
 
 

■
 
±
 
＋
 
 
十ト  

Ketone⊂）  

±   

十  

Occultblo（KIC）  

十
 
♯
 
±
 
＋
 
 

Urobilinogend）  

Microscopicexaminationofurinarysediment   

Redbloodcells亡） 一  

十  

十ト   

Crystalの  

土  

8
 
1
 
1
 
0
 
1
0
 
 

4
 
1
 
0
 
0
 
5
 
 

5
 
0
 
0
 
1
 
4
 
 

a）Valuesrepresentmean士SD．  
bト：negative，士：trace，＋：30mg／dL，≠：1朕）mg／dL  
c）－：negative，土：trace，＋：slight，廿：moderat  

d）士：0．1EU／dLL，＋：1．OEU／dL．  
e）－：notobserved，＋：10－99，≠：100－299．  

f）－：notobserved，±：Afew，十：abundant二  

g）ly：lightye1low．  

＊〆0．05．  

榊p＜0．01．  

383   
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28日間反復投与毒性試験  

Tablel（Continued）  

Onday230ftheadministrationperiod  Ond㊥90ftherecoveryperiod  
Dose（mg／kg）  

0  60  2馳  1∝X）  一 0  1∝旧  

Female   

Numberofanimals  

Volume（mL／別hr）－1  
エU 
   
   
   
   
 l 
 

一
4
一
 
〇
 
 

5
．
〇
．
 
 

1
0
 
 
士
 
土
 
1
0
 
0
 
0
 
0
 
1
 
3
 
1
 
3
 
2
 
0
 
 

7
 
1
 
 

比
．
〇
5
 
 

1
 
 

5  5  

0
 
 

3
 
2
 
 
 
 
 
8
．
一
〇
 
1
0
 
 

1
0
 
 
士
 
±
 
1
0
 
2
 
1
 
3
2
 
2
 
0
 
0
 
0
 
0
■
■
 
 

5
 
8
 
 
 
2
3
．
朋
 
 

l
 
 

5  5  

2
 
 

－
 
 

0
 
2
 
 
 
 
 
 
5
．
．
〇
 
 

1
0
 
 

上
 
土
 
5
 
0
 
0
 
1
 
1
 
1
 
2
 
0
 
0
 
0
 
 

4
 
7
 
n
、
州
 
 

1
 
 

0
 
 

1
 
 

3
 
0
 
5
．
〇
．
 
 

士
 
土
 
5
 
0
 
0
 
1
 
1
 
0
 
0
 
2
 
1
．
〇
 
 

5
 
2
 
1
3
．
朋
 
 

l
 
 

2
 
 
 
 
 
 
1
 
 

1
 
0
 
 

5
 

1
6
・
。
皿
 
 

±
 
±
 
5
 
0
 
0
 
1
 
1
 
1
 
2
 
0
 
0
 
0
 
■
 
 

9
 
1
 
 

．
〇
 
〇
 
4
 
〇
．
 
 

±
 
士
 
5
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
1
 
1
 
0
 
3
 
 

5
 
0
0
 
1
4
．
朋
 
 

l
 
 

Specificgravitya）  

Color  

pH  

0
 
 

が
5
・
0
5
・
5
6
・
0
6
・
5
7
・
0
乙
5
＆
0
8
・
5
胡
 
 

Proteinb）  

±  

＋  

＋ト  

Ketone〔I  

士  

Bilirubin【）   

＋  

UrobilinogenJ｝  ±  

＋  

Microscopice又aminationofurinarYSediment   

CrystalL）  

±   

＋   

EpithelialcellsE7 ．  

＋ 

7
 
2
 
1
 
0
 
9
 
1
 
1
0
 
0
 
8
 
2
 
 
0
 
1
0
 
0
 
9
 
1
 
 

5
 
0
 
（
U
 
O
 
5
 
0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
 

5
 
0
 
0
 
0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
 

7
 
0
 
1
 
2
 
1
0
 
0
 
9
 
1
 
8
 
2
 
 

3
 
0
 
2
 
0
 
4
 
1
 
4
 
1
 
3
 
2
 
 

4
 
1
 
0
 
0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
 

1
 
4
 
ハ
リ
 
4
 
1
 
 

1
 
4
 
0
 
5
 
0
 
 

0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
 

a）Ⅴaluesrepresentmean±S．D．  
bト：negative，±：trace，＋：30mg／dL，≠：100mg／dL  
c）－：negative，±：trace，＋：slight，≠：moderat  
d）土：0．1EU／dL，＋：1．OEU／dL．  
e）－：notobserved，＋：10－99，≠：100－299．  
f）－：notobserved，土：afew，＋：abundant．  
g）1y：lightyellow．  
◆〆0．05．  

綿〆0．01．  
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4，4しメチレンジフェノール  

Table2Hematologicalexaminationofratstreatedorallywith4，4，－methylenediphenolin28－dayrepeateddosetoxicity  
test  

Endoftheadministrationperiod  Endottherecoveryperiod  
Dose（mg／kg）  

0  60  250  1㈲0  0t  lO∝）  

Maユe   

Numberofanimals  

RBC（×1（r／〝L）   

Hemoglobin（g／dL）   

He皿atOC】rit（％）   

MCV（m）   

MCH（pg）   

MCHC（g／dL）  

Platelet（×101hLL）   

Fr（sec）  

m（se（：）  

WBC（×100ルL）  

DifEerentia‖eukocytecounts（％）   

Neutrop心il   

Eosinophil   

BasophiL   

Monocyte   

Lymphocyte  

5  5  

798士30   778±35  

15．8±0．9  15．4士1．0  

47，4士2，5   46．0±2．7  

59．4士1．5   59．0士1．3  

19．8士0．5  19．8±0．5  

33．3士0．4   33．6±0．2  

109．7±8．1 126．4士7．7  

20．1士6．6   22．5±4．2  

23．3士3．1  25．3±2．3  

91．0士27．9 118．4士14．1  

5  

795士41  

15．5士0．8  

46．4士2．8  

58．3±1．1  

19．5±0．4  

33．5±0．4  

120．2±7．0  

24．9士8．3  

26．3±2．7  

飢．2±9．5  

5  

765±17  

15．0±0．4  

45．2士1．6  

59．1土1．3  

19．7±0．5  

33．3士0．5  

115．3±14．5  

24．0±12．4  

24．4±3．7  

別），5±20．8  

5  5  

810±説）   780士45  

15．0±0．5  14．6±0．9  

45．0±2，0  44．0士2．7  

55．7±2．4   弧4士1．6  

18．6±0．8  18．7±0．5  

33．3±0，4  33．2士0．3  

1（格．8士11．6 103．0土4．7  

17．4土1．6  14．8士3．8  

22．2±1．5  20．5±2．9  

85．7±20．0  76．4±11．3  

2
 
0
 
0
 
3
 
4
 
 

士
 
士
 
±
 
士
 
±
 
 

5
 
1
 
0
 
3
 
0
0
 
 

2
 
八
U
 
（
U
 
1
 
3
 
 

士
 
士
 
±
 
±
 
±
 
 

7
 
1
 
0
 
3
 
9
 
 

8
 
 

2
 
0
 
0
 
2
 
2
 
 

士
 
±
 
±
 
±
 
士
 
 

7
 
1
 
0
 
5
 
鈷
 
 

つ
J
 
O
 
O
 
2
 
6
 
 

士
 
±
．
±
 
±
 
±
 
 

〔
替
 
1
 
0
 
5
 
6
 
 

（
＝
○
 
 

5
 
1
 
0
 
2
 
4
 
 

十
一
±
 
±
 
十
一
士
 
 

l
 
l
 
（
U
 
3
 
4
 
 

1
 
 

8
 
 

亡
U
 
1
 
0
 
1
▲
 
7
 
 

±
 
士
 
士
 
±
 
±
 
 

4
 
1
 
0
 
4
 
1
 
 

t
⊥
 
 

只
U
 
 

Female   

Numberofanimals  

RBC（×1α／〃L）   

Hemoglobin（g／dL）   

Hematocrit（％）   

MCV（軋）   

MCH（pg）   

MCHC（g／dL）  

Platelet（×］01／FLL）   

PT（sec）   

爪（sec）  

WBC（×100／ムL）   

Differentia‖eukocytecounts（％）   

Neutrophil   

EosinophiL   

Basophil   

Monoc舛e   

Lymphocyte  

5  

744士38  

14．6士0．5  

43．2±1．5  

58．0±1．2  

19．6士0．3  

33．8士0．4  

116．4士9．4＊■  

13．1±0，5  

20．1±0．8  

53．0±19．2  

5  5  

737±18    722±25  

14．8士0．3  14．7士0．5  

44．2士1．5   43．5±1．5  

60．0±1．5   以）．2士1．3  

20．1士0．4   20．3士0．3  

33．6±0．4   33．8士0．6  

5姫．5±4．8  100．3±9．2■  

12．9±1，0  12．8士0．7  

19．1室1．2  19．4±0．8  

舅．3士12．8  52．8±17．0  

l  

5  

725±28  

14．1士0，7  

42．3±ユ．4  

58．4士1．9  

19．5±1．0  

33．5±0，9  

123．9士6．3■■  

12，6±0．4  

19．4±1，7  

5臥6±12．1  

5  5  

762±20   789±32  

14．7土0．3  15．1士0．5  

43．9士0．7   443土1．3  

57．6±1．0   56．1±1．4  

19．3士0．4  19．0土0．4  

33．5±0．3   34．0士0．2■  

109．4±10．9 111．9土10．4  

12．0±0，1  12．0士0．7  

17．8士1．0  17．1±1．9  

37．7±13．3  48．1±18．1  

18±9  12士5  

2±1  2土1  

0±0 0±0  

5±2  3士2   

76±11  83±7  

3
 
1
 
0
 
1
 
4
 
 

±
 
士
 
±
 
士
 
士
 
 

9
 
1
 
0
 
4
 
鉱
 
 

4
 
0
 
0
 
3
 
6
 
 

±
 
±
 
±
 
士
 
±
 
 

9
 
1
 
0
 
5
 
6
 
 

8
 
 

2
 
0
 
0
 
2
 
2
 
 

士
 
±
 
±
 
±
 
±
 
 

7
 
1
 
0
 
5
 
7
 
 

8
 
 

VaJuesrepreserltmean士S．D．  
■〆0．05．  

叫p＜0．01．  
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28日間反復投与毒性試験  

Table3 Bloodchemicalexaminationofratstreatedoral1ywith4，4．qmethylenediphenolin28－dayrepeateddosetoxicit：  
test  

Endoftheadministrationperiod  Endoftherecoveryperiod  

Dose（mg／kg）  
0  60  250  1（X粕  0  1∝旧  

Male   

Numberofanimals  

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

AノG   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）   

Glucose（mg／dL）   

TotalchoJesterol（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorg．pbos．（mg／dL） 

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）   

ALP（U／L）   

ALT（U／L）   

AST（U／L）   

γGTP（U／L）  

5  5  

5．6±0．2   5．5士0．2   

3．5±0．2   3．3±0．3  

Ⅰ．朗±0．10  1．52士0．20   

19±2  18士4   

0．6士0．0   0．6士0．1  

137士11   129士15   

34±5  46土7＊●   

25±4  42土20  

0．04±0．01  0．03士0．01   

6．9土0．4   7．4±0．4   

8．9±0．2   9．0士0．1  

144．7±0．7  144．0士1．3  

3．80±0．13  3．74士0．16  

107．5土1．1 106．0±1．5   

293士50   2壬娼±76   

26±5  33士13   

62±5  72±33  

2士1  2土2  

5  

5．5±0．1   

3．5士0．2  

1．80士0．19   

15士2   

0．6±0．1  

151±9   

21士6＊■   

41士17  

0．ひl±0．01   

8．1±1．0   

8．9±0．2  

143．8士1．0  

4．15土0．13  

107．1±1．1   

337士別）   

35士7   

65士14   

1±1  

5  

5．8±0．1   

3．6±0．1  

1．70士0．13   

16士2   

0．5±0．1  

137±22   

19土6◆＊   

33 f 16 

0．04±0．01   

8．9±0．7   

9．2士0．1  

1（14．0±1．2  

4．22±0．33  

105．4±0．8   

474±77   

40±16   

61±16  

2±1  

5  5  

5．4±0．3   5．4士0．3   

3．5士0．2   3．5±0，2  

1．84±0．14  1．92±0．21   

17士2  16土3   

0．5士0．1   0．5±0．1  

160士朗   151士15   

41±6  35±7   

29±14  32士11  

0．（減±0．02  0．03±0．（沿   

8．5±1．3   7．6士0．7   

9．2士0．6   9．1±0．3  

144．1±1．0  143．7±0．5  

4．74±1．78  3．99±0．18  

105．7±1．3  105．8士2．8   

341±111  360±73   

25±4  30±8   

66±12  72±20   

1±0  1±2  

Female   

Numberofanimals  

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

A／G   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）   

Glucose（mg／dL）   

TotalcholesteroJ（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorg．phos．（mg／dL）  

5  5  

5．9±0．2   5．9士0．4   

3．8±0．3   3．7±0．2  

1．83±0．21 1．70士0．23   

21±2  20±2   

0．7士0．1   0．7土0．1  

127±12   128±19   

56±12  56士8   

20±19  18土4  

0．07士0．01 0．（詭士0．01   

5．2士0．4   6．0±0．3●   

8．6土0．2   8．8±0．3  

143．8士0．6  143．2±1．3  

3．60士0．15  3．66士0．11  

108．7士0．3 107．2土1．0事  

1試）士39   166土20   

22土3  23士5   

59±5  56土7  

2士1  2土1  

5  

5．8士0．4   

3．5士0．2  

1．51±0．12■   

21±2   

0．6±0．1  

131士17   

16±3＊■   

18 f 7 

0．04±0．01■   

7．0士0．4   

8．9±0．4  

143．7士－1．3  

4．29±0．46  

1（Xi．7±1．7   

396土98■   

21±3   

58±7  

2±1  

5  

5．8士0．1   

3．5±0．1  

1．53士0．12＊   

18±1   

0．6士0．1  

126±11   

19士2■   

34±10♯■  

0．06±0．02   

7．2±0．4   

9．1±0．2  

143．4±0．5  

4．33士0．29  

105．2±1．9   

394士93■   

23±4   

53士7■  

4士1■■  

5  5  

5．6±0．2   5．7±0．3   

3．6±0．2   3．5士0．2  

1．73±0．12  1．60±0．10   

20±2  21±6   

0．7±0．1   0．7±0．1  

119士15   113士22   

50±11  31±12  

9士5．0  11±4  

0．肪士0．（氾  0．04土0．OI   

7．4士0．6   7．7士1．3   

9．1士0．2   9．1士0．3  

144．7土0．7  144．2土1．1  

4．43±0．53  4．18±0．34  

107．6±0．4  1（施．6±1．6   

253±80   304士50   

18土1  22±7   

70±6  74±16  

2±1  2±1  

Ca（mg／dL）  

Na（mEq／L）  

K（mEq／L）  

Cl（mEq／L）  

ALP（U／L）  

ALT（U／L）  

AST（U／L）  

TGTP（U／L）  

ValuesrepresentmeaLn±S．D．  
㌔＜0．05．  

■■〆0．01．  

386  

260   



4，4■－メチレンジフェノール  

Table4 0rganweightsofratstreatedorallywith4，4T－methylenediphenolin28－dayrepeateddosetoxicitytest  

Endoftheadministrationperiod  EIldoftherecoveryperiod  
Dose（mg／kg）  

0  60  250  1（X粕   0  1（X沿  

Male   

Numbr（〉fallimals  5  

Bodyweight（g）  342．4±29．1  338．3±25．3  327．8±23．5  307．7士22．3  417．7±35．0  388．0±29．6  

Absoluteorganweights（mg）   

Brain  1891．6±61．7  1鍼．0±68．8  1870．0±68．4  1908．4±23．9  2007．0士127．5 1965．2±1鵬．7   

Tbymu王；  593．6±78．6   645．3士117．3  561．8士85．7   520，4±103．5  4883±157．1 448．4±96．O   

Heart  l141．5±68．9  1127．6士99．6  1174．2士110．8 1105●7±145．6   1357．0士141．4 1253．1±78．5   

Liver  llO61．4士992．8 11735．2士1028．1－13013．9±1425．813540．0±1497．8♯ 12147．2±1696．312792．0±928．O   

Kidneyミ；  2570．8±89．a  3027．0士476．5 2916．4±223．3 2880．6士264．0   2999．9±352．4  2920．5±405．6   

Spleen  678．1±76．7   649．3士56．8   6舅．3士93．2   6723±115，2  732．6士朗．0 1036．0±557．4   

Testes  3155．5士80．0  2666．7±738．1 3022．6±370．5  2993．5士316．6   3227．3±228．5  3173．5士262．2   

Epididymides  728．0士28．1  693．7±73－0  697．1±73，2  699．3士128．8  955．0±25．5  943．2±36，3  

50．1士8．3  51．8±5．9  Adrenalglands  59．2士9．6  52，0±6．8  64，5±8．6  64．0±10．0  

Relativeorganweights（mg／g）  

5．弘4±0．595  

1．738±0．214  

3．347±0．257  

32．351士1．969  

7．封5±0．598  

1．979士0．114  

9．277±0．916  

2．136±0．160  

0．173土0．029  

5．647±0．339  

1．901土0．249  

3．334±0．149  

34．685±1．495  

8．935±1．058  

1．919士0．076  

7．970±2．372  

2．066±0．315  

0．148±0．022   

5．727士0．436  

1．713士0．217  

3．582±0．216  

39．647±2．198蠣＊  

8－912士0．棚＊  

1．990±0，169  

9．213±0．871  

2．124±0．123  

0．159士0．020  

6．231±0＿485  

1．698±0．345  

3．589±0．327  

43．940±2．376ヰ■  

9．376±0．764＊＊  

2．174士0．265  

9．736士0．799  

2．273±0．372  

0．169±0．020  

Brain  

ThymuS  

Heart  

Liver  

Kidneys  

Spleen  

Testes  

Epididymides  

Adrenalglands  

4．816±0．260  

1．167±0．352  

3．252±0．259  

28，976±1．864  

7．179±0．≡姥9  

1．757±0．080  

7．741±0．427  

2．303±0．259  

0．156±0．027  

5．085士0．392  

1．1≡沿±0．205  

3．234土0．092  

33．166±3．977  

7．518土0．711  

2．768±1．793  

8．200士0．662  

2．442土0．201  

0．166士0．029  

Female   

Numberofanimals  5  

Bodyweight（g）  220．6±11．5  

Absoluteorganweights（mg）  

Brain  1855．5±72．4  

Thymus  538．0±64．3  

Hea正  8255．±32．3  

Liver  7379．4士886．4  

mdneys  1929．1士863  

Spleen  539．4ど125．5  

UteruS  501．2±168．1  

0varies  82．8士13．8   

Adrenalglands  66．9±4．9  

Relativeorganweights（mg／g）  

5  5  

213．3±22．5   203．4±15．9  

1774．0士52．3  1761．4±73．2  

564．2±162．7   4弘7±40．5  

762．1±99．9   743．3±34．5  

7393．1±1037．2 7947．5土1101．8  

1951．6±211．4 1857．2士142．2  

496．9士78．9   444．0士92．5  

4掴．3士159．2   346．5±135．3   

99．7±8．5  90．5±10＿2   

70．0士8．3  77．5±15．7  

212．2±7．5  249．6±13．0   235．4士11．4  

1778．6±67．5  

386．8±68．0  

811．9±74．8  

7705．5士717．3  

1877．6±188．3  

477．4±ミ箔．1  

431．4±87．7   

98．1士16．9   

73．9±14．3  

1772．6±80．2  

399．3±32．7＊＊  

793．4士46．8  

9訪6．4±353．4榊  

1鎌氾．5±99．1  

526．9±40．5  

355．7士134．0   

95．2±24．6   

87．9±6．4＊■  

1835．5±53．5  

440．3±60．0  

886．2士63．4  

7508．1±786．8  

1794．4±246．3  

481．6土38．0  

485．8±95．7   

90．6±9．8   

69．4±6．6  

7．568土0．463  

1．641±0．2％  

3．443士0．171  

32．721士乙439  

7．965±0．551  

2．025±0．187  

1．826±0．323  

0．419±0．084  

0．314士0．055  

8．701±0．713  

2248±0．270  

3．665士0－188  

38．975土2．886■■  

9．150±0．635   

乙173±0．339  

1．685±0．5説）  

0．446±0－αH  

O．380±0．063＊  

Brain  

Thymus  

Heart  

Liver  

Kidneys 

Spleen  

Uterus  

Ol▼aries  

8．434±0．601  

2．447士0．346  

3．755±0．326  

33．388士2．773  

8．751±0．251  

2．431±0．455  

2．263±0．709  

0377±0．071  

8．374±0．688  

2．630土0．595  

3．568±0．178  

34．591±1．6朗  

9．150±0．113  

2．331±0．276  

1．934±0．820  

0．472±0．063  

0328±0．02ぎ  

8．351±0．124  

1．885±0．180  

3．740士0．201  

45．106±1．857＊●  

8．972士0．686  

2．485±0．208  

1，670士0．6鋸  

0．447±0．104  

0．415士0．038＊＊  

7．368±0．406  

1．777士0．封3  

3．548±0．076  

30．038±2．036  

7．170±0．716  

1．929±0．（婚9  

1．950±0．384  

0＿364±0．041  

0．279±0．031  Adrenal glands O．304±0．028  

Valuesrepresentmean士S．D．  
■〆0．05．  

■■pく0．01．  
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28日間反復投与毒性試験  

Table5 Histopathologicalfindingsofratstreatedoral1ywith4，4’－methylenediphenolin28－dayrepeateddosetoxicity  
test  

Male  Female  Sex  

Endoftheadministration  Endofthe  Endoftheadministration  Endofthe  

period  recoverypenod  period  recovely period 

Dose（mg／kg）  0  60  250 1（咲）   0 1（XX）   0  60  250 1（炸）   O 1OOO 

Numberofanimalsexamined  

（Liver）   

HypertrOphy，hepatocyte，   

centrildbular  

5   5   5   5  5   5  5   5   5   5  5   5  

0
 
0
 
0
 
 

0
 
0
 
（
U
 
 

2
 
0
 
2
 
 

0
▲
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0
 
 

0
 
0
 
0
 
 

0
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0
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0
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0
 
5
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1
 
 

5
 
0
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出
 
土
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O
t
 
 

T
 
 

Fattychange，periportal  5
 
0
 
5
 
 
 
 
＜
U
 
 

5
 
0
 
5
 
 
 
 
0
 
 

5
 
0
 
5
 
 
 
 
5
 
 

5
 
0
 
5
 
 
 
 
0
 
 

5
 
n
U
 
5
 
 
 
 
0
 
 

5
 
0
 
5
 
 
 
 
5
 
 

5
 
0
 
5
 
 
 
 
0
 
 

5
 
0
 
5
 
 
 
 
0
 
 

Numberofanimalsexamined  

（氾dney）   

Basophilictubule，COrteX  1
 
0
 
1
 
 

3
 
0
 
3
 
 d

 
 

土
 
＋
 
O
t
 
 

T
 
 

4
 
0
 
4
 
 

Mineralization，medul1a  

a  

0
 
0
 
0
 
 

2
 
0
 
2
 
 

±
 
＋
 
O
t
 
 

T
 
 

Numberofanimalsexamined  

（Adrenalgland）   

Hypeertrophy，diffuse，   

fascicularcell  

5
 
 

0
 
 

0
 
 

5
 
 

5
 
 

5
 
 

5
 
 

5
 
 

a  

0
 
0
 
0
 
 

士
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O
t
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∩
）
 
0
 
 

0
 
0
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0
 
 ●              ●  
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4
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●
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
●
 
 

＃
 
 

5
 
0
 
5
 
＃
 
 

0
 
0
 
0
 
 

0
 
0
 
0
 
 

GradeofhistopathologlCalfhding；土：veryslight，＋：slight  
Total：totalofpositivegrade  
＃＃p＜0．01（One－tai1edFisherexacttest）  
■♯p＜0．01（Two－tailedMann－WhitneyUtest）  
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4，4しメチレンジフェノールの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutation′托stof4，4■－MethylenediphenolinBacteria  

AF2，9AAおよび2AAはDMSOに，SAは超純水に溶  

解したものを－200Cで凍結保存し，解凍後，速やかに試 

験に用いた．→  

3．検定菌   

試験には，SalmoneHatJPhjmuzjumTAlOO，TA1535，  

TA98，TA1537およびEbcheLichjacoliWP2uvTAを用い   

た．   

S．〔タp加murブロmの4菌株は1997年8月7日に，且coJi  

WP2日vrA株は1997年4月9日に日本バイオアツセイ研  

究センターの松島泰次郎博士から分与された．   

検定菌は－800Cで凍結保存したものを用い，各菌株の  

特性確認は凍結保存菌の調製時に，アミノ酸要求性，  

UV感受性，膜変異（rfa），アンピシリン耐性因子  

pKMlOl（プラスミド）の有無および陰性対照と陽性対照  

の復帰変異コロニー数について調べ，特性が維持されて   

いることを確認した．   

試験に際して，ニュートリエントプロスNo．2（0ⅩOid）   

を入れたL字塑試験管に解凍した種菌を一定量接種し，  

370Cで10時間往復振とう培養したものを検定菌液とし   

た．   

分光光度計により660nmの吸光度を測定し，検定菌   

液の増殖を確認した．  

、4．培地およびS9mixの組成  

1）合成培地   

培地は，極東製薬工業製の最少グルコース寒天培地を  

用いた．なお，培地1Lあたりの組成は下記のとおりで   

ある．  

硫酸マグネシウム・七水和物  0．2g  

要約  

4，4一一メナレンジフェノールについて細菌を用いる復  

帰変異試験を実施した．   

検定菌として，5∂ノmoJ】e〟∂∫励血urJu〃JTAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371）およびEscheLjchIacoIIWP2  

u血2）の5菌株を用いた．用量設定試験において，すべ  

ての検定菌のS9mix無添加および漆加条件ともに1500  

〃g／plate以上の用量で生育阻害が認められたことから，  

本試験はすべての検定菌で78．1～2500FLg／plateの範囲  

で実施した．   

その結果，用いた5種の検定菌のいずれの用量におい  

ても，陰性対照値の2倍以上となる復帰変異コロニー数  

の増加は認められなかった．   

以上の結果から4，4’－メテレンジフユノールは，用い  

た試験系において変異原性を有しないもの（陰性）と判定  

した．  

方法   

1．被‘験物質   

4，4しメチレンジフェノールは，白色結晶である．用  

いた被験物質は，ロット番号：930903，純度：99．91％， ■  

製造：本州化学工業（和歌山）であり，本州化学工業から  

供与された．被験物質は，使用時まで密閉，遮光して室  

温で保管した．本ロットは，実験期間中安定であったこ  

とが被験物質提供者により確認されている．   

4，4しメチレンジフェノールは，ジメチルスルホキシ  

ド（DMSO，ロット番号：WAJ4459，和光純薬工業）に溶  

解して最高用量の調製液を調製した後，同溶媒で所定の  

濃度に希釈して速ゃかに試験に用いた．調製時に，発熱，  

発泡および変色は認められなかった．  

2．陽性対照物質   

用いた陽性対照物質および調製法は以下のとおりであ  

る．   

各検定菌に用いた陽性対照物質は，当研究所で十分な  

蓄積データが得られている物質および用量とし，それぞ  

れTable中に示した．   

2－（2－フリルト3－（5－ニトロー2－フリル）アクリルアミド  

（AF2，和光純薬工業）   

アジ化ナトリウム   （SA，和光純薬工業）   

9－アミノアクリジン （9AA，SigmaChem．）   
2一アミノアントラセン（2AA，和光純薬工業）  

2g  

lOg  

l．92g  

O．66g   

20g  

15g   

クエン酸・一水和物  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸一アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

大洋寒天（清水食品）  

径90mmのシャーレ1枚あたり30mLを流して固めた  

ものである．  

2）トップアガー   

下記の水溶液（A）および（B）または（C）を容量比10：1  

の割合で混合した．  

（A）パクトアガー（Difco）  0．6w／v％  

塩化ナトリウム  0．5w／v％  
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復帰変異試験  

質は本試験系において変異原性を有するもの（陽性）と判  

定することとした．  

結果及び者秦 

50．0～5000FLg／plateの範囲で公比を約3として，用量  

設定試験を実施した．その結果，すべての検定菌のS9  

miⅩ無添加および添加条件ともに1500FLg／plate以上の用  

量で生育阻害が認められた．また，被験物質に由来する  

沈澱は，用いたいずれの用量においても認められなかっ  

た．   

したがって－最高用量をすべての検定菌で2500  

〃g／plateとして，公比2で6用量を設定して2回の本試  

験を実施した（Tablel，2）．その結果，S9miⅩ無添加お  

よび添加条件ともに，TAlOO，TA1535，TA98および  

TA1537では1250FLg／plate以上の用量で，WP2uv7Aで  

iま2500FLg／plateの用量で生育阻害が認められた．復帰  

変異コロニー数は，いずれの検定菌においても，陰性対  

照値の2倍以上となる増加は認められなかった．   

以上の結果に基づき，4，4しメチレンジフェノールは，  

用いた試験系において変異原性を有しないもの（陰性）と  

判定した．   

なお4，4－－メチレンジフェノールは，当研究帝で本試  

験と並行して実施したチャイニーズ・ハムスター培養細  

胞を用いる染色体異常試験では構造異常および倍数性と  

もに陽性の結果が得られている4）．また，関連物質であ  

るビスフェノールAについては，復帰変異試験で陰性，  

染色体異常試験では疑陽性の結果が報告されている5・6）．  

4，4F－Sulfonyldiphenolについては復帰変異試験では陰性，  

染色体異常試験では陽性の結果が報告されている7，8）．  

フェノールについては復帰変異試験では陰性，Aノ〟um  

cepaを用いた染色体異常試験では陰性の結果が報告さ  

れている9・10）．メチレンジフェノールについては復帰変  

異試験では陰性，染色体異常試験では陽性の結果が報告  

乍 されている11）．  

（B）5a血0乃e〟∂押加mu血m用  

L－ヒスチジン  

D－ビオチン  

0．5mmol／L  

O．5mmol／L  

（C）Eよcムedcム由cdf用  

L－トリプトファン  0．5mmol／L  

3）S9mix   
S9mixlmLあたりの組成は下記のとおりである．  

S9＊  0．1mL  

塩化マグネシウム  8〃mOl  

塩化カリウム  33／′mOl  

グルコースー㌻リン酸 5／∠mOI  

MDH  4／∠mOI  

MPH  4／上mOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100〃mOl   

＊：7適齢のSprague－Dawiey系雄ラットをフユノパル   

ビタール（PB）および5，6－ベンゾフラボン（BF）の併   

用投与で酵素誘導して作製したS9（キッコーマン）  

を用いた．  

5．試験方法   

プレインキュベーション法3）により，S9mix無添加条  

件およびS9mix添加条件で試験を行った．   

小鼓験管中に，被験物質調製液0．1mL，S9mix無添  

加条件では0．1mbl／Lナトリウムーリン酸緩衝液（pH  

7．4）0．5mL，S9mix添加条件ではS9mixO．5mL，検定  

菌液0．1mLを混合し，370Cで20分間プレインキュペー  

ションしたのち，約450Cに保温したトップアガー2mL  

を加えて混和し，合成培地平板上に流して固めた．また，  

被験物質調製液の代わりに使用溶媒，または数種の陽性  

対照物質溶液を用いてそれぞれ陰性対照および陽性対照  

とした．同時に実施した他試験については，陰性および  

陽性対照の結果を共通とした．   

培養は370cで48時間行い，発生した復帰変異コロニ  

ー数をコロニーアナライザーまたは目視によって算定し  

た．被験物質に由来する沈澱の有無は，肉眼により確認  

した．また，生育阻害の有無については，肉眼あるいは  

実体顕微鏡下で，寒天表面の菌叢の状態から判断した．  

用いた平板は用量設定試験においては，陰性および陽性  

対照では3枚ずつ，各用量については1枚ずつとした．  

また，本試験においては，両対照および各用量につき3  

枚ずつを用い，それぞれの平均値と標準偏差を求めた．  

陰性および陽性対照の復帰変異コロニー数の平均値を，  

それぞれ陰性対照償および陽性対照値とした．   

用量設定試験は1回，本試験は同一用量について2回  

実施し，結果の再現性の確認をした．   

6．判定基準   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定菌のS9  

mix無添加条件あるいはS9miⅩ添加条件において，被験  

物質を含有する平板上における復帰変異コロニー数の平  

均値が，陰性対照値の2倍以上に増加し，その増加に再  

現性および用量依存性が認められた場合に，当該被験物  
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