
既存化学物質審査シート（人健康影響・生態影響）  

（平成20年10月24日開催）   

CASNo．   物質名称  
判定案  

－－－－－－－－－●－－－－－●一■■ヽ■‾‾‾‾‾‾‾‾‾‾‾‾‾‾‾‾‾  

整理番号  官報公示  
頁 

人健康影響；生態影響  
・●●◆ ノー▼  

●●－■  一 ．ノー   

3－503  88－18－6  2－ね〝－プチルフェノール   ニ監相当  ●● ■ ●■●  

・ノ▲ノ 
．・ 

4－323  2243－62－1  1．5－ジアミノナフタレン   二監相当  三監相当   3   

／止〟－ジシクロヘキシルー2－ベンゾチアゾールスルフェン  三監相当でない  6   
5－256  4979－32－2   アミド  

3－521  8   

3－526   

3－3034  19715－19－6  3，5－ジーfe／｛－プチルサリチル酸  10 

5一丁25  462－08－8  3－アミノビリジン  12   

3－4585  97042－18－7  4－【［4－（アリルオキシ）フ工ニル］スルホニルIフェノール  二監相当でない 【告示済み】  三監相当   14  



既存化学物質審査シート  

官報公示  CASNo・88－18‾6  

整理番号   

判定案  人健康影響第二種監視化学物質相当  

名称  名 称：2－ねrトプチルフェノール  

構造式等  

．§篭ご3   
用途   中間物、洗剤等 ※化学物質の製造・輸入量に関する実態調査（平成16年実績）   

外観   無色透明液体   

分解性  難分解性   

蓄積性  高濃縮性でない   

Ames   陰性  

純度99．97％．溶媒（DMSO－溶解）．  

TA98，TAlOO，TA1535，TA1537，WP2uvrA．  

5000［Lg／plateまで実施した用量設定試験結果を参考に以下の濃度まで実施・  

（本試験Ⅰ、Ⅲ）  

－－S9mix群：200FLg／plate（TA98，TAlOO，TA1535，TA1537：  
100llg／plate以上で菌の生育阻害、  

WP2uvrA：最高用量で菌の生育阻害）  

＋S9mix群：200〃g／plate（TAlOO，TA1535：100JJg／plate以上で菌の生育阻害、  

TA98，TA1537，WP2uvrA：最高用量で菌の生育阻害）   

染色体  陽性   

異常   D20値＝0．022mg／mL（＋S9mix群：構造異常）  
＋S9mix群で構造異常及び数的異常の誘発  

純度99．97％．溶媒（DMSO一溶解）．CHL／IU．  

0．14mg／mL（10mM）まで実施した細胞増殖抑制試験の結果を参考に以下の濃度まで  

実施．  

ーーS9miⅩ群：0．12mg／mL（細胞毒性のため0．10mg／mLまで観察）  

＋S9miⅩ群：0．02mg／mL（細胞毒性のため0．01mg／mLまで観察）   

28日間  
反復投与   99．97％  

用量   4用量（4，20，100，500mg／kg／day）  

死亡   なし  

NOEL  20mg／kg／day  

推定根拠  一般状態（流i廷：100以上♂♀）  

他の毒性  一般状態（歩行失調：500♂♀、自発運動1：500♀）  
相対重量（肝†：500♂♀）  

回復性  問題なし  



他の試験  “Elevatedsusceptibilityofnewbornascomparedwithyoungratsto  
2－tert－butylphenoland2，4・di・tert－butylphenoltoxicity∴Hirata－KoizumiM，  

HamamuraM，Fl∬ukawaH，FukudaN，ItoY，WakoY，YhmashitaK，TakahashiM，  

KamataE，EmaM，HasegawaR．，CongenitAnom（Kyoto）．Dec；45（4）：146－153，（2005）   

SDラット 混餌投与（20，60，200mg／kg／day）新生児18日間（生後4－21日）   

純度99．97％   

NOAEL：20mg／kg／day   

一般状態（自発運動1：60以上♂200♀、歩行失調・呼吸深大・筋力1：200♂♀）   

体重1：200♂♀   

血液生化学的検査（GTP†：200♂♀、TP†：200♂）   

相対重量（肝：60以上♀200♂）   

組織学的所見（肝一小葉中心性肝細胞肥大［軽微］：60以上♀200♂）  

Ames試験は陰性であるが染色体異常試験は陽性であり、NOEL20mgrkg／dayであること  

から第二種監視化学物質相当。   



既存化学物質審査シート  

官報公示  CASNo・2243－62‾1  

整理番号   

判定案  人健康影響 第二種監視化学物質相当  

生態影響 第三種監視化学物質相当   

名称  名 称：1，5－ジアミノナフタレン  

構造式等  

NH2 〔〕  

NH2   
用途  

外観   灰紫色結晶性粉末   

分解性  難分解性   

蓄積性  高濃縮性でない   

人健康影  【“Bi（）aSSay Ofl，5・naphthalenediamine for possible carcinogenicity．”，National   

響の毒性  TbxicologyProgram（NTP），NatlCancerInstCarcinogTbchRepSer，143：1－123（1978）   

情報   より引用】  

発がん性試験  

Fiscber344ラット（0．05，0．1％〈103週混餌投与〉）106～107週まで観察、純度約89・90％  

がん原性：♀であり（陰核腺、子宮）  

♀：子宮一内膜問質ポリープ・肉腫（0．05％以上）、陰核腺一腺腫・癌（0．1％）  

B6（フ3Flマウス（0．1，0．2％〈103週混餌投与〉）105～106週まで観察、純度約89－90％  

がん原性：あり［♂（甲状腺）、♀（甲状腺、肝、肺）］  
♂♀：甲状腺一乳頭状腺腫・濾胞細胞腺腫・乳頭状嚢胞腺腫（0．1％以上）  

♀：肝一肝細胞癌、肺一細気管支肺胞上皮腺腫（0．1％以上）、  

甲状腺一一C細胞癌（0．2％）   
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【IARCMonographsontheevaluationofthecarcinogenicriskofchemicalstohumans  
Vol：27，127・132（1982）より引用】  

がん性試験【NTPによる発がん性試験を引用、再評価】   

B6C3Flマウス（0．1％，0．2％〈103週混餌投与〉）105－106週観察、純度約89％以上  

甲状腺一濾胞細胞腺腫・乳頭状腺腫・乳頭状嚢胞腺腫：0．1％以上♂♀、甲状腺  

－C細胞癌、肝一肝細胞癌、  

肺一細気管支肺胞上皮腺腫・癌：0－1％以上♀   

Fischer344ラット（0．05％，0．1％〈103週混餌投与〉）106－107週観察、純度約89％以上  

陰核腺一腺腫・癌：0．05％以上♀   

コメント：IARCの作業部会では、陰核腺腫瘍はわずかな変化であり、組織学的検査は肉眼的   

に異常がみられた場合のみ実施されたことに言及している。   

反復投与毒性（用量設定試験）   

Fischer344ラット（3％まで（混餌投与））8週間  

死亡：0．3％以上、体重1、0．1％以下は異常なし。   

B6C3Flマウス（3％まで（混餌投与））8週間  

死亡：0．3％以上、体重1、0．2％以下は異常なし。   

変異原性試験  

Ames試験（TAlOO、・S9mix）：陽性  

■I 
百Å豆e．砿nographsontheEvaluationoftheCarcinogenicRiskofChemicalstoMan．  
Geneva：WorldHealthOrganization，InternationalAgencyforResearchonCancer，  

1972－PRESENT．（MultivolumeWOrk）リp．S767（1987）  
Group3：『ヒトに発がん性を示すとしては分類できない（NotClassinableastoits  

Carcinogenic）』．  

【”Reproducibility ofMicrobialM11tagenicityAssays：2．Tbsting ofCarcinogens and  
Noncarcinogensin Salmonella Typhimurium and Escherichia Coli”，Dunkel，Vc，  
Zeiger，E，BruSick，D，Mccoy，E，Mcgregor，D，Mortelmans，K，Rosenkranz，Hs，and  
Simmon，Vf；Environ．Mol．Mutagen．，7（Suppl．5）：1－248，（1985）より引用】   

Ames試験：陽性  

純度96％以上、溶媒：DMSO、アセトン  

菌株：m98，mlOO，m1535，m1537，m1538，WP2uvra  
＋：Withmetabolicactivation  

・：Wit，houtmetabolicactivation  

溶媒：DMSO   

・TAlOO－／＋群で陽性（1～1000帽／plate）   

・TA1537－／＋群で陽性（3．3～3333．3pg／plate）   

・m98＋群で陽性（1～1000，3．3～3333．3帽伽1ate）   
・m1538＋群で陽性（3．3～3333．3什g伽1ab）   

・TA1535，WP2uvra・／＋群で陰性（1～1000，3．3～3333．3pg／plate）  

溶媒：アセトン   

・m98，mlOO，m1535，m1537，m1538，WP2uvra・什群で陰性（0．3～333．3  

けg／plate）  

【”Salmonellamutagenicitytests：VResultsfromthetestingof311chemicals．”，  

ZeigerEet．al．，EnvironMoIMutagen，19（Suppl．21）：2－141，（1992）より引用】  

変異原性試験  

Ames試験（TAlOO、TA98）：陽性 純度記載なし   

－／＋S9mix，10－3333pg巾1ate   



人健康影  Ames試験が陽性であり、発がん性も疑われることから、継続的に摂取される場合人の健   

響判定根  

拠   

藻類生長  生物種：魚eu（わA血ム月e〃b肋g〟ム（フ郎7ノ由ね   

阻害試験  試験法：化審法TG（2006）  

培養方式：振とう培養  

純度二98．5％  

試験濃度：設定濃度0．046、0．10、0．22、0．46、1．0、2．2、4．6、10mg／L  

実測濃度0．024、0．075、0．18、0．34、0．80、1．7、3．2、6．4mg／L（幾イ可平均値）  

助剤：なし  

72hEl050（実測値に基づく）＝1．8mg／L  

72hNOEC（実測値に基づく）＝0．34mg／L  

①試験溶液が着色していたため、遮光影響を推定するために試験溶液量を半分（50ml）に  

減じた追加試験を行っているが、毒性値は72hEC50（実測値に基づく）＝1．5mg／Lであ  

り、通常の試験とほぼ同じであったことから、試験実施者は被験物質による遮光影響は大  

きくないと判断した。   

ミジンコ  生物種：オオミジンコ皿叩血元＝跳移鮎   

急性遊泳  試験法：化審法TG   

阻害試験  試験方式：半止水式、24時間後に換水  

純度：98．5％  

試験濃度：設定濃度0．46、0．68、1．0、1．5、2．2、3．2、4．6、6．8mg几  

実測濃度0．45、0．68、0．99、1．5、2．2、3．3、4．6、6．6mg／L（幾何平均値）  

助剤：なし  

48hEC50（実測値に基づく）＝3．8mg／L   

魚類急性  生物種：ヒメダカ0′フ甥由g血卸eβ   

毒性試験  試験法：化審法TG  

試験方式：半止水式、24時間毎に換水  

純度：98．5％  

試験濃度：設定濃度5．6、7．5、10、13、18、24、32、42mg／L  

実測濃度5．7、7．2、9．4、12、17、22、30、38mg／L（幾何平均値）  

助剤：なし  

96hLC50（実測値に基づく）＝17mgIL  

また、以下の濃度群において以下のような毒性症状が認められた。  

12mg几群：遊泳異常（48brl／10、72hrlO／10、96br9／9）  
17mg几群：遊泳異常＋外見異常（72hrl／10、96hrl／6）  

遊泳異常（48hr3／10、72hr9／10、96br5／6）   

生態影響  芳香族アミンを構造中に有し、かつミジンコ急性遊泳阻害試験において48bEC50＝3．8   

判定根拠  mg／L、．藻類生長阻害試験において72hEC50＝1．8mg几であることから、第三種監視化学  

物質相当。   

備考   水溶解度：40mg／L（20℃）  

蒸気圧：1．73×10‾8mmHg（20℃）   
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既存化学物質審査シート  

5．256  CASNo・4979．32■2   

」定案  生態影響 収集された情報からは第三種監視化学物質に該当するとは判断されない。   

名称  名称：〃，ノV－ジシクロヘキシルー2－ベンゾチアゾールスルフェンアミド  

構造式等  

＼べ   N   

用途   タイヤのスチール部のゴム用加硫促進剤  

※平成20年3月26日開催 化学物質審議会安全対策部会安全対策小委員会資料   

外観   灰白色細粒   

分解性  難分解性   

蓄積性  高濃縮性   

藻類生長  生物種：鳥肌成血ね鮎傑血勉乱血叩血弛   
阻害試験  試験法：OECD－TG201（1984）  

嘩養方式：振とう培養  

純度：99．8％  

試験濃度：設定濃度 0．040＊mg几（限度試験）＊調製可能最高濃度  

実測濃度 0．012mg／L（幾何平均値）  

助剤：DMFlOO〃UL  
72hEC50（実測値に基づく）＞0．012mg瓜  
72hNOEC（実測値に基づく）＝0．012mg／L（溶解限度で影響が認められなかった。）   

ミジンコ  生物種：オオミジンコ頻月血皿∂g刀∂   

急性遊泳  試験法：OECD－TG202（1984）   

阻害試験  試験方式：半止水式、24時間後に換水  

純度：99．8％  

試験濃度：設定濃度0．0050、0．0084、0．014、0．024、0．040＊mg几＊調製可能最高濃度  

実測濃度0．0032、0．0052、0．0093、0．019、0．031mg瓜（幾何平均値）  

助剤：DMFlOO〃Ⅰ．瓜  
48hEC50（実測値に基づく）＞0．031mgIL（溶解限度で影響が認められなかった。）   

ミジンコ  生物種：オオミジンコ頻月血皿∂g刀β   

繁殖阻害  試験法：OECD－TG211   
試験   試験方式：半止水式、毎日換水  

純度：99．8％  

試験濃度：設定濃度0．0020、0．0042、0．0090、0．019、0．040＊mg几＊調製可能最高濃度  

実測濃度0．0013、0．0027、0．0059、0．014、0．033mg／L（時間加重平均値）  

助剤：DMf’100J⊥ⅠノL  

21dNOEC（実測値に基づく）＞ 0．033mgnJ（溶解限度で影響が認められなかった。）  



魚類急性  生物種：ヒメダカ伽ムg血／加eg   

毒性試験  試験法：OECD－TG203（1992）  

試験方式：半止水式、24時間毎に換水  

純度：99二8％  

試験濃度：設定濃度 0．040＊mg几（限度試験）＊調製可能最高濃度  

実測濃度 0．033mg／L（幾何平均値）  

助剤：DMFlOO〃L／L  

96hLC50（実測値に基づく）＞0．033mg／L（溶解限度で影響が認吟られなかった。）   

生態影響  藻類生長阻害試験、ミジンコ 急性遊泳阻害試験、ミジンコ繁殖阻害試験及び魚類急性毒性   

判定根拠  試験において溶解限度で影響が認められないことから、第三種監視化学物質相当でない。   

環境調査  実施年度   検体   検出範囲   検出下限値  

※1   水質   HlO   0／39  0．3（〟g几）  

底質   HlO   0／39  0．01（FLg／g・dry）  

魚類  

備考   ※1 Hll版「化学物質と環境」（環境省環境保健部環境安全課）  
水溶解度：0．039mg／L（試験機関測定値）   
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既存化学物質審査シート  

官報公示  3－521  CASNo．120・95－6   

整理番号  3－526   

」定案  生態影響第三種監視化学物質相当  

名称  名称：2，4－ジー由rトペンチルフェノール  

構造式等  

用途   中間物、医薬等、合成樹脂用、洗剤等、希釈剤、添加剤（ゴム用、樹脂用、油用）  

※化学物質の製造・輸入量に関する実態調査（平成16年実績）   

外観   固体   

分解性  難分解性   

蓄積性  高濃縮性でない   

藻類生長  生物積：fおぴ（わ血元通月ed以払方打ムc∂p血由   

阻害試験  試験法：化審法TG（2006）  

培養方式：振とう培養  

純度：99，7％  

試験濃度：設定濃度 0．38、0．68、1．2、2．1、3．8mg／L  

実測濃度 0．16、0．27、0．46、0．88、1．8mg／L（時間加重平均値）  

助剤：DMF 96〟UL  

72hEC50（実測値に基づく）＝1．7mg几  

72hNOEC（実測値に基づく）＝0．16mg／L   
ミジンコ  生物種：オオミジンコ頻月血皿聯a   

急性遊泳  試験法：化審法TG   

阻害試験  試験方式：半止水式、24時間後に換水  

純度：99．7％  

試験濃度：設定濃度 0．034、0．060、0．11、0．19、0．34mg／L  

実測濃度 0．029、0．048、0．094、0」17、0．30mg瓜（時間加重平均値）  

助剤：DMFlOOJ⊥L几  

48hEC50（実測値に基づく）＝0．12mgIL   

魚類急性  生物種：ヒメダカ伽由g血卸eβ   

毒性試験  試験法：化審法TG  

試験方式：半止水式、24時間毎に換水  

純度：99．7％  

試験濃度：設定濃度 0．15、0．27、0．48、0．84、1．5mg／L  

実測濃度 0．11、0．21、0．40、0．72、1．3mg／L（時間加重平均値）  

助剤：DMF 49J上L瓜  

96bLC50（実測値に基づく）＝0．29mg／L   
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既存化学物質審査シート  

官報公示  CASNo・19715‾19‾6  

整理番号   

促案  生態影響第三種監視化学物質相当  

名称  名 称：3，5－ジーおrトプチルサリチル酸  

構造式等  

用途   中間物、電子材料等製品用（写真、複写機）  

※化学物質の製造・輸入量に関する実態調査（平成16年実績）   

外観   白色粉末   

分解性  難分解性   

蓄積性  高濃縮性でない   

藻類生長  生物種：月館〃ゐ丘血通月血肋g〃ム毘〆由由   

阻害試験  試験法：化審法TG（2006）  

培養方式：振とう培養  

純度：96．8％  

試験濃度：設定濃度1．0、1．9、3．6、6．8、13、25mg几  

実測濃度 0．87、1．7、3．4、6．4、13、24mg几（時間加重平均値）  

助剤：なし  

72hEC50（実測値に基づく）＝6．8mg几  

72bNOEC（実測値に基づく）＝0．87mg几   
ミジンコ  生物種：オオミジンコ坤月血皿∂g刀∂   

急性遊泳  試験法：化審法TG   

阻害試験  試験方式：半止水式、24時間後に換水  

純度：96．8％  

試験濃度：顔定濃度1．0、1．8、3．2、5．6、10mg几  

実測濃度 0．99、1 

助剤：なし  

48bEC50（実測値に基づく）＝3．2mg瓜   
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魚類急性  

毒性試験  

生物種：ヒメダカq咋由g血卸eg  

試験法：化審法TG  
試験方式：半止水式、24時間毎に換水  

純度：96．8％  

試験濃度：設定濃度1．0、1．8、3．2、5．6、10mg／L  

実測濃度 0．97、1．8、3．1、5．5、9．7mg／L（時間加重平均値）  

助剤：なし  

96hLC50（実測値に基づく）＝2．7mg／L   

また、以下の濃度群において以下のような毒性症状が認められた。  

1，8mg／L群：遊泳異常（96brl／10）  

魚類急性毒性試験において96bLC50＝2．7mg／Lであることから、第三種監視化学物質相  

当。  

生態影響  

判定根拠  

試験用水溶解度：  

藻類培地：130mg几、ElendtM4medium：180mg几、脱塩素水道水：190mg／L  
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既存化学物質審査シート  

官報公示  CASNo・ 

整理番号   

判定案  生態影響第三種監視化学物質相当  

名称  名称：3－アミノセリジン  

構造式等  

用途  

外観   

NH2   N  

特異臭のある白色～僅微赤みの微黄色フレーク   

分解性  難分解性   

蓄積性  高濃縮性でない   

藻類生長  生物種：蝕〃ゐÅ血塊月e血肋g打占用p血ぬ   

阻害試験  試験法：化審法TG（2006）  

培養方式：振とう培養  

純度：99．9％  

試験濃度：設定濃度0．010、0．022、0．046、0．10、0．22、0．46、1．0、2．2mg／L  
実測濃度0．010、0．023、0．051、0．11、0．24、0，51、1．1、2．4mg／L  

（幾何平均値）  

助剤：なし  

72hEC50（実測値に基づく）＝0．73mg／L  

72hNOEC（実測値に基づく）＝0．051mg／L   

ミジンコ  生物種：オオミジンコ頻月由皿∂g刀∂   

急性遊泳  試験法：化審法TG   

阻害試験  試験方式：止水式  

純度：99．9％  

試験濃度‥設定濃度0．46、1．0、2．2、4．6、10、2宰、46mg／L  

実測濃度0．48、1．0、2．3、4．8、10、23、48mg瓜（幾何平均値）  

助剤：なし  

48hEC50（実測値に基づく）＝7．1mg／L   
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魚類急性  生物種：ヒメダカ〔わムg血／わeざ   

毒性試験  試験法：化審法TG  

試験方式：半止水式、24時間毎に換水  

純度：99．9％  

試験濃度‥設定濃度3．2、4．2、5．6、7．5、10、13mg／L  

実測濃度3．3、4．4、5．7、7．7、10、14mg／L（幾何平均値）  

助剤：なし  

96hL（コ50（実測値に基づく）＝8．6mg／L  

また、以下の濃度群において以下のような毒性症状が認められた。  

4．4mg几群：遊泳異常（24hr5／10、48hr4／10、72hr4／10、96br4／10）  

5．7mg／L群：遊泳異常＋外見異常＋呼吸異常（24brl／10、48hr3／10、72hr3／10、96hr4／10）  

遊泳異常＋呼吸異常（24hr8／10、48hr7／10、72hr7／10、96hr6／10）  

外見異常＋呼吸異常（24hrl／10）  

7．7mg／L群：遊泳異常＋外見異常＋呼吸異常（48hrl／8、72brl／8、96brl／8）  

遊泳異常＋呼吸異常（24hrlO／10、48br7／8、72br7侶、96hr7／8）   

生態影響  芳香族アミンを構造中に有し、かつミジンコ急性遊泳阻害試験において48hEC50＝7．1   

判定根拠  mg／L、藻類生長阻害試験において72hEC50＝0．73mgnJ、72hNOEC＝0．051mg／L、魚類急  

性毒性試験において96hI．C50＝8．6mg瓜であることから、第三種監視化学物質相当。   

環境調査  実施年度   検体   検出範囲   検出‾F限値  

※1   水質   S58   0／30  0．1～2（〃g／L）  

底質   S58   0／30  0．002～0．098（〃g／g－dry）  

魚類  

備考   ※1 S59版「化学物質と環境」（環境省環境保健部環境安全課）  

水溶解度：97，900mg／L（25℃）  

蒸気圧：0．437mmHg（25℃）   
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既存化学物質審査シート  

官報公示  CASNo・97042－18－7  
整理番号   

判定案  人健康影響 第二種監視化学物質相当でない【平成18年11月10日告示済み】  

生態影響 第三種監視化学物質相当   

名称  名 称：4－（［4－（アリルオキシ）フェニル］スルホニル）フェノール  

構造式等  

0   H。㌻馬」」〆う。、   ll  
0   

用途  

外観   白色粉末   

分解性  難分解性   

蓄積性  高濃縮性でない   

人健康影  第二種監視化学物質相当でない【新規化学物質として審議済み】   

響判定根  

拠   

藻類生長  生物種：蝕ⅣゐA衰退月撼由β打力叩ノ由ね   

阻害試験  試験法：OECD・TG201（1984）   
※1   培養方式：振とう培養  

純度：99．2％  

試験濃度‥設定濃度 0・39、0・86、1・9、4・0、8・8、20mg几  

実測濃度  

助剤：DMFlOO〃1JL  

72hEC50（実測値に基づく）＝7．8mg几（水溶解度超）  
72bNOEC（実測値に基づく）＝1．8mg几   

ミジンコ  生物種：オオミジンコ埴血皿聯a   

急性遊泳  試験法：OECD・TG202（1984）   
阻害試験  試験方式：止水式   

※1   純度：99．2％  

試験濃度：設定濃度1．3、2．5、5．0、10、20mg几  

実測濃度1．2、2．4、4．9、9．3、14mg几（幾何平均値）  

助剤‥DMFlOO〟IJL  

48hEC50（実測値に基づく）＝14mg几（水溶解度超）   

ミジンコ  生物種：オオミジンコ刀叩血血＝耶騨聞   

繁殖阻害  試験法：OECD－TG211   
試験   試験方式：半止水式、週に3回換水   

※1   純度：99．1％  

試験濃度：設定濃度 0．073、0．18、0．45、1．1、2．8mg／L  

実測濃度 0．066、0．16、0．40、1．0、2．5mg几（算術平均値）  

助剤：DMF 50〟L几  

21dNOEC（実測値に基づく）＝0．066mgrL   
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魚類急性  
毒性試験  

※1  

生物種：ニジマス 伽cα如d〟β癖ぶ  

試験法：OECD－TG203（1992）  

試験方式：半止水式、毎日換水  

純度：99．2％  

試験濃度：設定濃度 0．94、1．9、3．臥7．5、15mg瓜  

実測濃度 0．86、1．7、3．4、7．1、14mg／L（幾何平均値）  

助剤：DMF lOOメェL／L  
96hL（〕50（実測値に基づく）＝4－5mg几   

また、以下の濃度群において以下のような毒性症状が認められた。  

3．4mg几群：平衡喪失（48h2／7、72h3／7、96hr2／7）  

体色暗化（48h2／7）  

魚類初期  

生活段階  

毒性試験  

※1  

生物種：ファットヘッドミノー月血（p血血ざp′以ロe血β  

試験法：OECD－TG210  
試験方式：流水式  

純度：99．1％  

試験濃度：設定濃度 0．01、0．032、0．10、0．32、1．Omg／L  

実測濃度 0．0094、0．024、0．094、0．28、0．77mg／L（幾何平均値）  

助剤：THF 50′上UL  

28dNOEC（死亡率）（実測値に基づく）＝0，094mgnJ  

ミジンコ繁殖阻害試験において21dNOE（】＝0．066mg／L、魚類急性毒性試験において  

96hLC50＝4．5mg／L、魚類初期生活段階毒性試験において28dNOEC＝0．094mgrLである  

ことから、第三種監視化学物質相当。  

生態影響  

判定根拠  

※1 有害性情報の報告によって提出されたデータ。  

水溶解度：5．95mg／L（20℃）  

蒸気圧：2．06×10‾14mmHg（25℃）  
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資料2－5  

既存化学物質の人健康影響に関する情報（第二種監視化学物質審議関係）  

（平成20年10月24日間催）  

8818－6   3503  2Jp√Jプチルフェノール   C）   （⊃  （⊃   

（⊃  C）  

○   32  



2－ferトプチルフェノールのラットを用いる単回経口投与毒性試験  

SingleDoseOralTbxicity′指stof2，teI－tpButylphenolinRats  

に供するまで冷蔵保存した．投与液中の被験物質の冷蔵  

保存条件下での8日間の安定性は，投与前に0．4から2（氾  

mg／mLの範囲で確認した．また，各用量群の投与液を  

分析し，被験物質の濃度が設定濃度±10％以内である  

ことを確認した．  

2．試験動物および動物飼育   

日本チャールス・リバー㈱からCrj：CD（SD）IGSラッ  

ト（SPF）を入手し，6日間検疫・馴化した．1群の動物  

数は雌雄各5匹とし，投与前日に，体重層別化無作為抽  

出法によって各群の体重がほほ均一となるように群分け  

した．投与日の週給は5週齢，体重範囲は雄が128～147  

g，雌が107～121gであった．   

検疫■馴化期間を含む仝飼育期間を通して，温度22  

±20C（目標値），相対湿度55±15％（目標値），換気約  

12匝け時（オールフレッシュエアー供給），照明12時間／  

日（7：00一19：00）に自動詞節した飼育室を使用した．動物  

は，実験動物用床敷（ベータチップ，日本チャールス■  

リバー㈱）を敷いたポリカーポネート製ケージに，群分  

け前はケージあたり5匹以下（同性），群分け後はケージ  

あたり5匹（同性）収容し，飼育した．動物には，実験動  

物用固型飼料（MF，オリエンタル酵母工業㈱）と，5／∠m  

のフィルター濾過後，紫外線照射した水道水を自由に摂  

取させた．  

3．投与量および投与方法   

予備試験として，被験物質を0，500，1000およぴ  

2000mg／kgの用量で1群雌雄各3匹のSD系ラットに1回  

経口投与し，投与後7日間観察した．その結果，1000お  

よび200Omg／kgの廟量で雌全例が死亡した．1（X氾およ  

び2∝旧mg／kgの用量の雄では投与日に重度の自発運動  

の低下がみられた．500mg／kgの用量では重篤な変化は  

みられなかった．この結果から，本試験の用量は雌雄と  

もに2000mg／kgを最高用量とし，以下公比2で1000お  

よび500mg／kgの3用量を設定した．この他に溶媒のみ  

を投与する対照群を設けた．投与前日より約18時間絶  

食させたラットに胃ゾンデを装着したシリンジを用いて  

1回強制経口投与し，投与後約3時間は飼料を与えなか  

った．投与液量は10mL／kgとし，投与直前の体重に基  

づいて算出した．  

4．観察および検査方法   

下記の項目を検査した．なお，日の表記は投与日を第  

1日とした．  

要約  

2イerトプチルフェノールは，農薬，香料，樹脂を製造  

する際の原料であるII．今回，2－ねrトプチルフェノール  

を1群あたり雌雄各5匹のSD系ラットに1回経口投与  

し，その急性毒性を検討した．投与用量は雌雄ともに0，  

500，1（X氾および2000mg／kgとした．   

その結果，1000mg／kg群の雄1例および2000mg／kg  

群の雄4例と雌仝例が死亡した．死亡動物では，投与日  

に自発運動の低下，歩行失調，呼吸不整，腹臥位，側臥  

位および体温低下，第2日にはこの他にうずくまり，振  

戦，歩行異常，流涙がみられた．剖検では，腺胃のびら  

ん／潰瘍が1000mg／kg群の雄と2000mg／kg群の雌雄，  

前胃の充血が2000mg／kg群の雌雄，腹腔内の脂肪織の  

白色化および胸腔の脊椎周囲の出血巣が2（氾Omg／kg群  

の雄，空腸の黒色内容物か200Omg／kg群の雌にみられ  

た．病理組織学検査の結果，胃では前胃の重層扁平上皮  

の過形成と腺胃の胃腺上皮の変性・脱落が1000mg／kg  

群の雄，前胃のびらん巣が2000mg／kg群の雌雄，腺胃  

の壁細胞の空胞化が2000mg／kg群の雄，胸部大動  

因脂肪組織の出血が20（泊mg／kg群の雄に認められた．   

生存動物では，投与日に500mg／kg以上の投与群の雌  

雄で自発運動の低下，歩行失調，腹臥位，側臥位および  

体温低下がみられた．第2日以降には，1000mg／kg群の  

雄で自発運動の低下および歩行異常が第4日まで，100O  

mg／kg群の雌で歩行異常が第3日までみられた．体重の  

低値が1∝旧および2000mg／kg群の雄で第4日にみられ  

た．剖検では，前胃の隆起巣が1000mg／kg群の雄にみ  

られ，病理組織学検査の結果，前胃の重層扁平上皮の過  

形成が認められた．   

2イerトプチルフェノールを雌雄のラットに1回経口投  

与した結果，半数致死量（LD5。値）は，雄では1231  

mg／kg（95％信頼限界838－1808mg／kg），雌では1414  

mg／kgと結論した．  

方法   

1．被験物質   

大日本インキ化学工業㈱（東京）から提供された2イeJナ  

プチルフェノール（ロット番号C169，純度99．97％）を室  

温，窒素封入条件下で保存し使用した．被験物質の安定  

性は，被験物質提供者より保証する資科を入手し，確認  

した．被験物質はオリブ油（丸石製薬㈱）に溶解調製し，  

窒素封入した．投与液の調製は投与4日前に行い，投与  
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単回経口投与毒性試験  

1）一般状態および体重   

一般状態の観察は，投与日には15，30分，1，3およ  

び6時間の5回，以後は1日1回ユ4日間にわたって行った．  

生存動物の体重は，投与直前，第4，8および15日に測  

定した．また，死亡動物については発見時に測定した．  

2）病理学検査   

観察終了後（第15日）に生存動物をチオペンタール・  

ナトリウムによる麻酔下で腹大動脈を切断■放血し，安  

楽死させた後剖検した．また，死亡動物については発見  

後速やかに剖検した．剖検時に異常のみられた1000  

mg／kg群の雄2例および2000mg／kg群の雄1例，雌2例  

の胃，2000mg／kg群の雌1例の十二指腸一直腸，2000  

mg／kg群の雄1例の腎臓，副腎および周囲の脂肪織と小  

腸，腸間膜および周囲の脂肪織，胸部脊椎および周囲の  

組織を採取し，10％中性リン酸緩衝ホルマリン液で固  

定し，保存した・また，採材した器官のうち，全例の胃，  

20∝）mg／kg群の雄1例の脂肪織および胸部組織について  

は，常法に従ってヘマトキシリン・エオジン染色標本を  

作製し，鏡検した，   

5．半数致死量（LD5。値）の算出   

祝祭終了時の死亡率からVanderWaerden法で算出し  

た．  

200Omg／kg群の雌1例，腹腔内の脂肪織の白色化および  

胸腔の脊椎周囲の出血巣が2000mg／kg群の雄1例にみ  

られた．   

生存動物では，100Omg／kg群の雄1例に前胃の隆起巣  

がみられた．  

5．病理組織学所見   

死亡動物では，剖検時にびらん／潰瘍および前胃の充  

血のみられた胃，腹腔内の白色化した脂肪織および胸腔  

の脊椎周囲の出血巣の検査を行った．その結果，冒では，  

前胃の重層扁平上皮の過形成と腺胃の胃腺上皮の変性・  

脱落が1000mg／kg群の雄1例に，前胃のびらん巣が  

2000mg／kg群の雌雄各1例に，腺胃の壁細胞の空胞化が  

2∝氾mg／kg群の雄1例に認められた．また，胸部大動脈  

周囲脂肪組織の出血が2000mg／kg群の雄1例でみられ  

た．なお，腹腔内脂肪織の白色化に対応する組織学的変  

化はみられなかった．   

生存動物では，剖検時に前胃の隆起巣がみられた  

10∝）mg／kg群の雄1例の胃を検査した結果，重層扁平上  

皮の過形成がみられた．  

考察  

2－ねrトプチルフェノールを雌雄のラットに0，500，  

1000およぴ2000mg／kgの用量を1回経口投与した結果，  

1000mg／kg群の雄1例および2000mg／kg群の址4例と  

雌全例が死亡した．本被験物質のLD5。値は，雄では  

1231mg／kg（95％信頼限界838～1808mg／kg），雌では  

1414mg／kgと結論した．  

結果   

1．死亡およびLD5。値（Tablel）  

1000mg／kg群の雄1例および2000mg／kg群の雄4例  

と雌仝例が投与後3時間から第2日までに死亡した．  

LD5。値は，雄では1231mg／kg（95％信頼限界838～1808  

mg／kg），雌では1414mg／kgであった．   

2．一般状態   

死亡動物では；投与日に投与後15分から症状が発現  

し，自発運動の低下，歩行失調，呼吸不整，腹臥位■，側  

臥位および体温低下．許2日にはこの他にこうずくまり．  

振戦，歩行異常，流涙がみら・れた．   

生存動物では，投与日に500mg／短以上の投与群の雌  

堆で自発運動の低下，歩行失調，腹臥位，側臥位および  

体温低下がみられた．夢2日以降には．1（氾Omg丑g群の  

堆で自発運動の低下および歩行異常が第4日まで，1（朕）  

mg／kg群の雌で歩行異常が第3日までみられた．   

3．体重   

生存動物では，体重の低値が1000および2000mg／kg  

群の堆で第4日にみられたれ以降の体重増加は対照群  

と同様に推移した，  

4．剖検所見   

死亡動物で，腺胃のびらん／潰瘍が1000mg／kg群の  

雄1例，200Omg／kg群の雄1例と雌2例，前胃の充血が  

2㈱mg／kg群の雌雄各1例，空腸の異常内容物（黒色）が  

ー
ー
ト
ニ
 
ー
n
r
r
上
手
1
㌢
．
止
ト
■
‖
．
ト
■
監
n
－
 
 

文献   

1）化学工業日報社編，“1994年度版新化学インデック  

ス．”化学工業8報杜，東京，1993，p．封9．  

L
r
い
n
－
か
卑
′
㍍
転
封
ト
．
引
離
M
∫
覿
郎
即
 
 

連絡先  

試験責任考：山下弘太郎  

試験担当者：五十嵐佳代，土谷 稔，鈴木美江  

㈱三菱化学安全科学研究所 鹿島研究所  

〒314」8255 茨城県鹿島郡波崎町砂山14  

TelO479－46－2871FaxO479－46一：洛74  

Correspondence  
Authors：KotaroYamashita（Studydirector）  

KayoIgarashi，MinoruTsuchitani，  

YoshieSuzuki  

Kashimahboratory，MitsubishiChemicalSafety  
InstituteLtd．  

14Sunayama，Hasaki－maChi，Kashima－gun，  

馳amki，314－0255，Japan．  

Tel＋81－479－46－2871 Fax＋81－479－46－2874  

L
r
い
n
サ
ト
け
「
冊
＝
し
軒
Ⅵ
祈
㌦
削
【
m
山
肌
冊
り
l
n
郎
耶
－
 
 
 

206  



2＿ね什ブチルフェノール  

′hblel MortalityandLD，。ValuesinratsaftersingLeoraladministrationof2－teL＋butylphenol  

Numberofdeadanimals  LD，．Values  
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2イerトプチル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   

Twenty－eight－dayRepeatDoseOral′mxicityTbstof2－teI・t－ButylphenolinRats  

各6匹とし，対照群，100およぴ500mg／kg群について  

は雌雄各6庭の回復群（回復期間14日間）を設けた．投与  

開始時の週齢は5週齢，体重範囲は雄が1シ巨、185g，雌  

が134～1舅gであった．   

検疫・馴化期間を含む仝飼育期間を通して，温度22  

士2℃，相対湿度55±15％，換気約12回／時（オールフ  

レッシュエアー供給），照明12時間／日（7：00～19：00）に  

自動詞節した飼育室を使用した．動物を実験動物用床敷  

（ベータチップ，日本チャールス・リバー㈱）を敷いたポ  

リカーポネート製ケージに群分け前はケージあたり5匹  

（同性），群分け以降はケージあたり2匹（同性）収容し，  

飼育した．動物には，実験動物用同型飼料（MF，、オリ  

エンタル酵母工業㈱）と，5〝mのフィルター濾過後，紫  

外線照射した水道水を自由に摂取させた．  

3．投与量および投与方法   

予備試験として被験物質を500，1000および200e  

mg／kgの用量で単回経口投与した結果，1000および  

2000mg／kgの雌仝例が死亡し，両群の雄で重度の自発  

運動の低下が認められた．さらに0，100，300および  

500mg／kgの用量をSD系ラットに12El間反復経口投与  

した結果，歩行失調が500mg／kg群の雌雄およ■び300  

mg／kg群の雌，肝臓の絶対・相対重量の高値が500  

mg／kg群の雄，肝臓および腎臓の相対重量の高値が500  

mg／kg群の雌で認められた．これらの予備試験の結果  

から，本試験の高用量は500mg／kgとし，以下公比5で  

100，20および4mg／kgの計4用量群を設定した．さら  

に溶媒（オリブ油）のみを投与する対照鮮を設けた．   

投与期間は28日間とし，胃ゾンデを装着したシリン  

ジを用いて1日1回，午前中に強制経口投与した．投与  

液量は10mL／kgとし垂連日に測定した体重に基づい  

て算出した．   

4．観察および検査方法   

下記の項目を検査した．なお，日と週の表記は投与開  

始日を第1・日，第1－7日を第1過とした．また，第29日  

以降を回復期間とした．   

1）一般状態，体重および摂餌畳   

全例について一般状態を毎日観察した．・体重および摂  

餌量は投与開始日およびその後毎週1固測定した．摂餌  

量については各期間毎の1匹あたりの1日平均摂取量を  

算出した．  

要約  

2イ以ナプチルフェノールは，農薬，香料，樹脂を製造  

する際の原料である‖．今回，2－ねrトプチルフェノール  

を0，4，20，100および500mg／kgの用量で雌雄のSD  

系ラットに28日間反復経口投与し，その毒性と回復性  

を検討した．   

一般状態において，投与期間中に歩行失調が500  

mg／kg群の雌雄で．流湛が100および500mg／kg群の雌  

雄で，器官重量において，投与期間終了時に肝臓相対重  

量の高値が500mg／kg群の雌雄で，それぞれ認められた．  

これらの変化は，回復期間中あるいは終了時には認めら  

れなかった．   

この他，体重測定，摂餌量測定，血液学検査，血液生  

化学検査，尿検査，剖検，病理組織学検査の結果には，  

被験物質投与に起因すると考えられる変化はみられなか  

った，  

以上，雌雄いずれも100および500mg／kg群で被験物  

質投与に起因すると考えられる変化が認められた．一般  

状腰において100mg／kg群の雌雄で沈潜がみられたこと  

から，本試験条件下における2イ由ナプチルフェノールの  

無影響量（NOEL）は，雌雄いずれも20mg／kg／dayと判  

断した．  

方法   

1．被験物質   

大日本インキ化学工業㈱（東京）から提供された2イe〟－  

プチルフェノール（ロット番号C169，純度99．97％）を室  

温，窒素封入条件下で保存し使用した．被験物質の安定  

性は 

した．被験物質はオリブ油（丸石製薬㈱）に溶解調製し，  

窒素封入した．投与液の調製は過1回行い，投与に供す  

るまで冷蔵保有した・・投与液中の琴験物質の冷蔵保存条  

件下での8日間の安定性は，投与開始前に0．4から200  

mg／mLの範囲で確認した．また，初回調製時に各用量  

群の投与液を分析し，被験物質の濃度が設定濃度士10  

％以内であることを確認した．  

2．試験動物および動物飼育   

日本チヤ」ルス・リバー㈱からCrj：CD（SD）IGSラッ  

ト（SPF）を入手し，7日間鱒疫・馴化した．投与開始前  

日に，体重層別化無作為抽出法によって各群の体重がほ  

ぼ均一となるように群分けした．1群の動物数は，雌雄  
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2＿ね／トプチルフェノール  

2）血液学積査   

第29日（最終投与日の翌日）および第43日（回復期間終  

了後）に仝例を非絶食条件下で，チオペンタールナトリ  

ウムによる麻酔下で後大静脈より採血し，赤血球数（シ  

ースフローDCインピーダンス検出法），ヘモグロビン  

濃度（SLSヘモグロビン法），ヘマトクリット値（赤血球  

パルス波高値検出法），血小板数（シースフローDCイン   

ピーダンス検出法），白血球致（RF／DCインピーダンス  

検出法）を多項目自動血球分析装置（NE－4500，シスメッ  

クス㈱）で，網赤血球牢（アルゴンレーザーを用いたフロ  

ーサイトメトリー法）を自動網赤血球測定装置（R－2000，  

シスメックス㈱）で，プロトロンビン時間（PT；Quick一  

段法）および活性化部分トロンポプラスチン時間  

（APTT；活性化セ．77ロブラステン法）を血液凝固自動  

測定装置（KClOノ1L，アメルング社）で，白血球百分率  

（Wright染色塗抹標本）を血液細胞自動分析装置  

（MICROXHEG－70A，オムロン㈱）で，それぞれ測定した．  

また，検査の結果から平均赤血球容積（MCV），平均赤  

血球血色素量（MCH），平均赤血球血色素濃度（MCHC）  

を算出した．プロトロンビン時間および活性化部分トロ  

ンポプラスチン時間の測定には凝固阻止剤として3，2％  

クエン酸三ナトリウム水溶液を使用し，遠心分離して得  

られた血簗を用いた．その他の項目の測定には，凝固阻  

止剤EDTA－2Kで処理した血液を用いた．  

3）血液生化学横査   

第29日（最終投与日の翌日）および第43日（回復期間終  

了後）に採取した血液の一部を室温で約30分間静直後  

30（犯rpmで10分間遠心分離し，得られた血清を用いて，  

ASAT（GOT；JSCC改良法），ALAT（GPT；JSCC改良法），  

γGT（SSCC改長法），ALPOSCC改良法），捻ビリルビン  

（BOD法），尿素窒素（Urease－GLDH法），クレアチニン  

Uaff伝法），グルコ・－ス（GIcK－G6PDH法），捨コレステロ  

ール（CES－CO－POD法），トリグリセライド（LPL－GK－  

G3PO－POD法），捻蛋白（Biuret法），アルブミン（BCG  

法），カルシウム（OCpC法），無様リン（PNP－ⅩOD－POD  

法），ナトリウム，カリウム，クロール（イオン選択電極  

法）を自動分析装置（日立736－10形；㈱日立製作所）により  

測定した．また，検査の結果からA／G比を算出した．  

4）尿検査   

各群雌雄6匹の新鮮尿を第23日（投与期間最終週）に採  

取して，pH，蛋白，グルコース，ケトン体，ヒリルビ  

ン，潜血，ウロビリノーゲン（試験紙法；マルテイスティ  

ックス，バイエル・三共㈱）を尿分析装置（クリニテック  

100，バイエル・三共㈱）で測定した．   

5）病理学検査   

第29日（最終投与日の翌日）および第43日（回復期間終  

了後）に全例について，採血後，腹大動脈を切断・放血  

し，安楽死させた後剖検した．全例の脳．心臓，肺，肝  

臓，腎臓，副腎，胸腺，脾臓，精巣，卵巣，子宮，精巣  

上体，下垂体，甲状腺の重量を測定した．全例の脳，脊  

5  

髄，下垂体，眼球およびハーダー腺，リンパ節（下顎・  

腸間膜），胸腺，気管，肺および気管支，胃，十二指腸，  

空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，膵臓，甲状腺および上  

皮′ト体，心臓，肝臓，脾臓，腎臓，副腎，膀胱，精巣，  

精巣上体，精華，前立腺腹葉，卵巣，子宮，大腿骨およ  

び骨髄，大腿筋および坐骨神経を採取し，眼球とハーダ  

ー腺はダビドソン液で，精巣および精巣上体はプアン液  

で，それ以外の器官・組織は10％中性リン酸緩衝ホル  

マリン液で固定し，′保存した．   

投与期間終了時に採取した対照群と弧Omg／kg群の雌  

雄全例の胸腺，心臓，肝臓，脾臓，腎臓，副腎，精巣，  

精巣上体，精嚢，卵巣，脳，脊髄（頭部，胸部，腰部），  

坐骨神経，大腿筋ならびに対照群を含む仝動物の肉眼的  

異常部位は常法に従ってへマトキシリン・エオジン  

（H．E）染色標本を作製し，鏡検した．  

5．統計解析   

計量データは，Bartlett法で等分散の検定を行い，分  

散が等しい場合は一元配置分散分析，分散が等しくない  

場合はKruskal－Wallisの検定を行った．群間に有意な差  

が認められた場合はDunnett法またはDunnett型の多重  

比較検定を行った．尿検査データおよび病理組織所見は，  

a x bのx2検定を行い，有意差が認められた場合は  

Armitageのx2検定で対照群と各用量群を比較した．有  

意水準は5％とした．  

結果   

1，一般状態   

被験物質投与に起因する変化として，歩行失調，自発  

連動の低下．流漣が認められた．歩行失調は投与期間中  

に500mg／kg群で雄9例，雌仝例に散発的に認められた．  

本変化は第1日からみられ，投与後に発現し，投与後5  

時間以内に消失した．自発運動の低下は5Wmg／kg群の  

雌2例に1度または散発的に認められた．本変化は投与  

後に発現し，発現翌日の投与前までに消失した．流挺が  

100mg／kg群の雄6例，雌2例，5（氾mg／kg群の雄全例，  

雌11例にみられた．本変化は100mg／kg群の雄で第13  

日，雌で第14日，500mg／kg群の雌雄で第7日以降の投  

与後30分以内にみられる一過性の変化であった．また，  

500mg／kg群の雌1倒では投与前の流誕がみられた．こ  

れらの変化は回復期間中にはみられなかった．   

2．体重（Fig．1）   

いずれの被験物質投与群においても，村照群と同様に  

推移した．   

3．摂餌量（Fig．2）   

被験物質投与に起因すると思われる変化は認められな  

かった．   

回復期間中の第36日に100および馳Omg／kg群の雄で  

低値がみられたが，投与期間中および回復終了時にみら  

れない軽微な変化であり，被験物質投与とは関連のない  

209二   
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2－fe†トプチルフェノール  

変化と判断した．  

4．血液学検査（Tablel）   

投与期間終了時および回複期間終了時の検査で，被験  

物質投与に担因すると思われる変化は認められなかっ   

た．   

回復期間終了時に500mg／kg群の雄で白血球数の高値  

がみられたが，軽微な変化であり，投与期間終了時には  

みられないことから，被験物質投与とは関連のない変化  

と判断した．  

5．血液生化学検査（Table2）   

投与期間終了時および回復期問終了時の検査で，被験  

物質投与に起因すると思われる変化は認められなかっ  

た．   

ALPの低値が投与期間終了時に4，100，500mg／kg群  

の雄で，回復期間終了時に500mg／kg群の雄で認められ  

た．しかし，いずれも・軽微な変化であり，正常範囲内の  

変動であることから，被験物質投与と関連のない変化と  

判断した．  

6．尿検査（Table3）   

投与期間最終週の検査で，変化は認められなかった．  

7．器官重量（Table4）   

投与期間終了時に肝臓相対重量の高値が500mg／kg群  

の雌雄で認められた．回復期間終了時には，本変化はみ  

られなかった．   

投与期間終了時に胸腺相対重量の低値が4および500  

mg／kg群の雌でみられたが，いずれも軽微な変化であ  

り，絶対重量には有意な差はみられないこと，正常範囲  

内の変動であることから，被験物質投与と関連のない変  

化と判断した．  

8．剖積所見   

投与期間終了時の検査で被験物質投与に担因すると思  

われる変化は認められなかった．   

投与期間終了時および回復期間終了時に被験物質投与  

群で胸腺の頚部残留，腎臓ののう胞，肺の褐色斑，子宮  

の膨満，甲状腺の′ト型が散発的に認められた．これらは  

いずれもラットで認められる偶発病変であり，その発現  

に用量との関連がないことから被験物質投与に起因した  

変化ではないと判断した．  

9二 病理組織学所見（Table5）   

投与期間終了時の解剖動物の500mg／kg群の雌雄に被  

験物質投与に起因すると思われる変化は認められなかっ  

た．   

被験物質投与群で心臓の炎症性細胞浸潤巣，肝臓の門  

脈周囲性の肝細胞脂肪化，小肉芽腫および壊死巣，腎臓  

の好塩基性尿細管，のう胞，線維化巣，近位尿細管上皮  

の硝子滴および乳頭部の鉱質沈着，精巣上体の炎症性細  

胞浸潤巣，肺の炎症性細胞浸潤巣，子宮腔の拡張が認め  

られたが，いずれもラットを用いた毒性試験でしばしば  

自然発生性に認められる変化であり，その発現に用量と  

の関連がないことから，被験物質投与に超因した変化で  

はないと判断した．  

考察  

2イ引手プチルフェノールを0，4，20，100および500  

mg／kgの用量や雌雄のSD系ラットに28日間反復経口投  

与し，その毒性と回復性を検討した．   

一般状態において，投与期間中に歩行失調が500  

mg／kg群の雌雄，涜湛が100および500mg／kg群の雌雄  

に認められた．歩行失調は投与後5時間以内にみられる  

一過性の変化であった．類似化合物であるフェノールで  

は，吸入暴露によりラットに一過性の協調運動失調を起  

こすことが報告されているZI．また，有鞍溶剤の大量投  

与では，一過性の中枢神経障害により協調運動失調が超  

こることが知られている3｝．病理組織学的検査では，歩  

行失調に関連すると思われる変化は認められなかった．  

流誕は，主に投与後短時間に発現する一過性の変化であ  

り，被験物質の直接的な刺激による可能性が考えられる  

が，500mg／kg群では歩行失調と併せてみられることか  

ら，中枢神経障害に起因する可能性も否定できない．こ  

の他に投与期間中に500mg／kg群の雌で自発運動の低下  

が散見された、これらの症状は回復期間中にはみられな  

かった．   

器官重量測定において，投与期間終了時に肝臓相対重  

量の高値が500mg／kg群の雌雄で認められた．しかし，  

肝臓の絶対重量には有意な変化はなく，病理組織学的に  

も相対量量の変動に関連する変化は認められなかった．  

回復期間終了時には，本変化はみられなかった．   

体重測定，摂餌量測定，血液学検査，血液生化学検査，  

尿検査，剖検，病理組織学検査の結果には，被験物質投  

与に起因すると考えられる変化はみられなかった．   

以上，雌雄いずれも1（追および500mg／kg群で被験物  

質投与に起因すると考えられる変化が認められた．一般  

状態において100mg／kg群の雌雄で流庭がみられたこと  

から，本試験条件下における2イerトプチルフェノールの  

無影響量（NO豆L）は，雌雄いずれも20mg／kg／dayと判  

断した．  
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2－【eJトプチルフェノール  

Tablel Hematologyofratstreatedora11ywith2イeTtLbutylphenolintwenty－eightrdayrepeatdosetoxicitytest  

Administration period Recovery period Sex  

Doselevel（mg／kg）  
0  4  20  100  5（旧   0  100  5α）  

Male   

NumkroIaml打払1s  

RBC（×10ソ〃L）   

H肌Og眈i爪（g／dい   

Hematocrit（％）   

MCV（軋）   

MCIi（pg）   

MCHC（％）  

Re【ic山∝舛e（‰）  

馳teIe【（×10一ルL）   

PT（sec）  

APTT（sec）  

WBC（×102んL）  

6  

73Z．2±15．0  

14．72±0．33  

42．52±1．39  

58，05±1、07  

20．10±0．11  

34．63±0，52  

28．70±3．41  

90．17±18．19  

13．27±0．30  

15．30士1．98  

99．72±19．94  

88，7±4．5  

6．7±3，4   

0．2土0．4   

0．5±0．5   

0．0±0．0   

イ．0±1．9  

6  6  

789．5土27．5  784．7±19．1  

14．85±0，52  14．95±0．38  

41．97士1．63  42．30±0．82  

53．18土1．28  53．93±1．14  

18．82±0．55 19．05±0．54  

35．40±0．シ1 35．35±0．48  

24．42土2．39  25．10±1．81  

92．92±7．71 93．08±11．59  

14，32±カ．42  14．62±0．43  

17．00士0．89  16．87土1，26  

102．17士12．82 101．43±8．46  

85．3士4．6   85．2±イ．4  

8．0士3．2  9．5±4．0   

0．5±0．5  0．3±0．5   

1．3±1．0  1．2±0．8   

0．0土0．0  0．0±0．0   

4．8±3．0  3．8士1，9  

6  

801．2土41．7  

15．05士0．23  

4乙23±0．80  

52．78±2．17  

18．82士0．81  

35．62±0．28  

25．07±4．61  

91．80±11．（X）  

14．32土0．22  

16．93±仇99  

124．02士13．87＊  

87，5±3．7  

7．8±3．4   

0．2±0．4   

0．7±0．8   

0．0士0．0   

3．8土2．2  

6  

749．8±34．4  

1ノl．50±0．40  

41．97±カ．98  

56．02±1．72  

19．38±カ．61  

34．55±0．45  

30．92±4．15  

94．8‘7±8．62  

13．58士0．21  

16．10土1．ひ1  

108．18±21，35  

6  

727．5±26．7   

1ノ1．70±0．51  

イ1．95±1．24  

57．70±2．02  

20．23±0．74  

35．03±0．73  

30．97±3．46  

88．67±6，55  

13．65±0．イ5  

15．85±1．18  

119．88±34，28  

86．3±6．3  

8．7±5．1   

0．3±0．5   

0．5士1．2   

0．0±0．0   

イ．2±4．1  

6  

735．3±30．3  

14．38±＝0．飢  

41．77±1．24  

56．85±2．15  

19．57±0．さ6  

34．イ2±0．52  

30．17±4．28  

94．57±10．（泊  

13．13±0．26  

16二23±0．58  

97．73士20．91  

87．8±4．0  

7．5±3．0   

0．3±0．5   

0．3±0．5   

0．0±0．0   

4．0±1．8  

6  

755．0±27．0  

14．85±0．35  

43．32±1．65  

5738土1．85  

19．67±0，57  

34．32±0．68  

31，23±2．08  

88．75±5．19  

13．28±0．29  

16．32±1．77  

116．25±20．30  

86．2±4．2  

8．5土3．2   

0．3±0．5   

0．3±0．5   

0．0±0．0   

4．7土2．9  

D血rential】e血叫ecoumLs（％）  

Lymphocytes  

Neutrophils   

Segmented   

Band  

Eosinophils  

Basophils  

Monocytes  

84．8±6．0  

9＿7±5．3  

0．0±0．0  

0．3±0．5  

0．0士0．0  

5．2±2．3  

Female   

Nu血rofaninuls  

RBC（×10」んL）   

He伽d心n（g／dLI   

Hemat∝rit（％）   

MCV（m）   

MCH（pg）   

MCHC（％）   

鮎dcul∝弟e（‰）  

natdd（×10一存L）   

PT（sec）  

m（s∝）  

WⅨ：（×Ⅳ在L）  

6  6  

719．7±22，6  720．8±臥8  

14．55士0．16  14．20±0．31  

40．92±0．75  40．42±1．別  

56．90±1．00  56，07±2．15  

20．23±0．説） 19．68±0．53  

35．60士0．44  35．15±0．イ8  

2イ．98土1．81  24．65士4．78  

88．33士9，14  91．28士13．28  

13．93士0．69  13．77士0．61  

13．77士1．05 14．28土0．52  

72．82土9．93  78．聞士5．55  

83．8土7．3   鉱．5土3．1  

10．5士7．3  8．5土2．2   

0．0士0．0  0．8士1．0   

0．7士0．5  1．2土1．5   

0．0士0．0  0．0土0．0   

5．0土1．8  3．0土2．4  

6  6  

727．5±ミ詭．5  751．8±39．6  

14．23土1．14  14．80士0．96  

39．15土2．96  41．27±2．55  

53．83士1．26  51．90±2．37  

19．57士0．56 19．72士0．97  

36．33±0，43  35．87±0．イ6  

24．02土臥95  22．20土3．54  

80．62士17．41 77，03±8．13  

15．18±0．72  14．68士1．05  

14．87士1．10 14．43土2．（泊  

83．28土25．86 1ひlヱ0士11．67  

843±6．3   名7．0士4．7  

8．5±6．4  5．5土3．4   

0．0士0．0  0．2士0．4   

0．7±1．2  1．5土1．0   

0，0土0．0  0．0士0．0   

6．5土2．9  5．8±2．3  

6  

760．7±12．8  

14．83土0．30  

41．77士0．78  

別．洪）士0．74  

19．52士035  

35．52士0．70  

29．78土6．62  

別．95士7．41  

14．83土0．39  

13．32士1．46  

91．花土15．45  

85．2士3．9  

臥3士3．4   

0．2士0．4  

1．0士0．6   

0．0土0．0   

53土3．7  

6  

710．0土24．7  

14．30±0．68  

40．40±1．42  

56，93士1．45  

20．13士0．91  

35．40士0．85  

24．10土2．10  

87．27±10．11  

14．18士0．34  

13．95士1．03  

朗．3α土22．91  

6  

687．3士17．7  

14．08±0．45  

40．02±1．％  

58．23土1．イ5  

20．イ8±0、57  

35＿20±0．32  

26．37土3．70  

飢．45土9．イ6  

14．12士0，48  

13．87士1．81  

77．Z3±13．45  

85．8±4．3  

6．3土2．3   

0．5士0．8   

1．8士1．8   

0．0土0．0   

5．5土2．7  

6  

737．0±30．6  

14．83士0．48  

41．70±1．59  

56．58士1，01  

20、12士0．50  

35．60±0．飢  

21．40士1．65  

82．60士4．73  

13．85±0．65  

12．62士0．56  

75．02士4．33  

89．3±3．9  

6．0土3．0   

0．2士0．イ   

0．5土0．8   

0．0土0．0   

4．0士3．2  

m鮎陀ntialle止∝舛e肌nb（％）  

Lymph∝舛es  

Neutrophils   

Segmented   

Band  

Eosinophils  

Basophils  

Monoc舛銭  

88．α土3．3  

7．7土3．2  

0．2士0．4  

0．8士1．2  

0．凹．0  

3．3±1．8  

V山uesareexpressedasMean土S．D．  
Sig【lificatltlydi鮎rentfromOmg／kggroup；●p＜0．05  

9  2ナ13   



28日間反復投与毒性試験  

’hble2 Bloodchemistryofratstreatedora11ywith2－teTt－butylphenolintwenty－eight－dayrepeatdosetoxicitytest  

Recovery period Sex  Administration period 

DoseIevel（mg／kg）   0  4  20  100  500   0  100  5（氾  

Male  

i血mkrd肌im血  6  

GOT（U／L）   83．3±12，6  

GPT（U／L）  42．3±10．1  

†ぶT（U／L）   0．2士0．4  

ALP（U／L） 1151．7土273．9  

仙b臥血1（爪ddい  0．00土0．（泊  

U間血曙飢（喝胤I12．13±1．66  

C旧血涙（mg／dL1 0．40±0．00  

Glucose（mgノdい 151．3±13．7  

恥raJcl止（喝〟LJ 68．0士83  

Tr励㈹通（叩佃」104．0士76．8  

Totalprotein（g／du  6．42士0．21  

Abumin（g／dL）   3．33士0．鴎  

A／Gratio  l．083土0．038  

GIcium（mg／dL】  9．45±0．19  

Imr如c由鴨．1叩／dL1 8．52±0．17  

Na（mmol／L） 143．7士1．4  

K（mmol／L）  材8士0．19  

Cl（mmol／L）  99．5士1．0  

6  

80．0±11．1  

31．0±4．2   

0．2±0．4  

560．7±75．6■◆  

0．脚．（氾  

17．27±1．80  

0．45±0．05  

139，3±9．7  

66．3±9．1  

1αl．8±48．4  

6．87±0．42  

3．38土0．15  

0．975士0．059  

9．98土0．46  

8．知力．37  

143．8±1．2  

イ．47土0．25  

1（札0±1．3  

6  6  

91．5±13．1  91．0±8．9  

35．2±4．6   32．5±4．4   

0．2±0．4  0．0±0．0  

70イ．8士別．9  738．8±85．8  

0．02±0．朗   0．∝）±0．00  

16．40士237  16．33±3．07  

0．45±0．05   0．45±0．05  

1イ6．3士11．0  141．0土3．5  

57．3±5．7   62．8±6．8  

114．8±43．3   98．8±33．5  

6．75±0．45  6．78±0．26  

3．38±0．08   3．38士0．12  

1．015±0．103 0．995士0．067  

9．95±0．49   9．97±0．21  

8．75±0．33   8．37±0．27  

143．5±0．5  1－13．2士0．8  

イ．イ7±0．19   4．57士0．21  

98．8±1．5   99．2士1．0  

6  

7l．2士7．9  

40．7土5．4   

0．3±0．5  

887．2±1即．4★  

0．∝I士0．（沿  

12．35±2．45  

0．40士0．α）  

151．畠士7．4  

65．7士9．0  

81．2±3孔7  

6．53±0．20  

3．38±0．ひ1  

1．075士0．000  

9．55：土カ．33  

8．33±0．71  

143．0±1．3  

イ．イ3±0．22  

98．8±1．0  

6   

74．5土5．0  

4乙0±6、6   

0．2±0．4  

936．8±116．2  

0．00士0．00  

12．97土2．14  

0．40土0．（旧  

145．3±臥1  

62．7±5．9  

60．3±18．5  

6．53±0．20  

3．35±0．08  

1．055±0．ひ15  

9．48士0．31  

8．67士0．62  

1ノ13．8士1．0  

イ．イ5±0．24  

99．0±0．9  

6   

67．0士15．3   

33．5±1．5   

0．3±0．8  

763．5±157．0■■  

0．（X）±0．（旧  

13．23±2．63  

0．3g±0．08  

1∈追．2±13．2  

71．8±8．5  

89．7士36．9  

6．58士0．32  

3．35±0．10  

1．040±0．057  

9．53土0．29  

8．23±0．49  

143．8±0．4  

4．32±0．17  

99．2士1．5  

6  

68．8士8．3  

38．7±4，3   

0．3±0．5  

813．7±111．4＊事  

0．α）士0．（氾  

12．65±1．36  

0．38±0．ひ1  

152．5±8．7  

73．0士6．0  

71．2土37．5  

6．67士0．23  

3，42士0．12  

1．052±0．052  

9．57士0．34  

8．22±0．39  

143．3士0．5  

イ．イ3±0．12  

98．2±1，2  

Female   

仙mkrofaniImls  6  

GOT（U／L）   66．8±7，4  

GFr（U／L）  2れ8±3．9  

TGT（U／L）  0．0士0．O  

ALP（U／L）  512．3士1弧8  

Tぬ1仙血l【噌／皿1 0．∝仕の．（氾  

U他血岬l【叩／皿113．85士1．39  

Cr飽thhelmg仙， 0．48土0．別  

Gluc瓜e（mg／dL）151．2士6．0  

1知alch止匝g他J 朗2士6、5  

醐l喝吼I 16．0士5．8  

T血l卵胞血胤I 6．67±0．25  

Ab血（〟dL1   3．48±0．15  

A／Gratio  l．093士OJO43  

C血血m（叩／此I  9．12士0．19  

鵬血如血d仙 7．63±0．29  

Na（mmol／L） 142月：と0月  

K（皿mOl／L）  イ．彷士0．31  

Cl（mmol／L） 101，2士1．0  

6  6   

72．2士12．9   70．0±8．9  

2＆3±2．3   27，2±4．8   

0．0±0．0  0．2士0．4  

316．3±97．6  325．3士37．3  

0．02±0．04   0．∝辻カ．（泊  

17．20土2．29  17．73±2．28  

0．53士0．05   0．53士0．05  

148．0士5．9  147．8±10．6  

83．2士12．9   75．5士9．6  

51．0士≡氾．2   31．2±14．2  

7．07士0，58   7．15±0ヱ8  

3．53士0．29   3．58士0．10  

1．∝旧土0、027 1．∝Ⅳ士0．053  

9．率土0．17  9β5士0．30  

7．43士0．55   7．脚38  

143．0±13  143，0土1．3  

イ．肋カ33   4．の士Oj6  

1∝〉．5土2．0  1（氾．g±1．5  

6  

67．8±7．7  

26．3土5．3   

0．2±0．4  

551．5±170．5  

0．（氾土0．（氾  

14．02土1．80  

0．47主0．05  

162．5±11．9  

61．0±8．1  

15．0±7．3  

6．53±0．16  

3．42±0．10  

1．α始士0．050  

9．07士0．12  

7．52士0．26  

142，3士1．0  

4．05士0．29  

101．0土1．3  

6   

74．7±19．4   

25．7±5．0   

0．2士0．4  

487．8土13イ．2  

0．00±0．（氾  

12．65±2－65  

0．47士0、05  

162．0±13，5  

62．3士10．8  

32．0士25．3  

6．53士0．30  

3．47士0、12  

1．133士0．（裕6  

9．27士0．16  

7．63士0．41  

142．5土1、0  

九1ア士0．16  

1（沿ヱ土1、3  

6   

67．5±10．3  

23．8土3．3   

0．2±0．イ  

530．5±110．9  

0．∝仕カ．α）  

1ノl．23±3．3イ  

0．45士0．05  

160て士6．6  

70．0土7．5  

21．3士11．2  

6．72士カ22  

3．52±0．08  

1．10Z±0．ひ18  

9．12±0．16  

7．45土0．39  

142．5土1．0  

3．92士0．21  

99．7±1．2  

6   

74．8±19．1  

22．5土3．2   

0．2±0．イ  

396．0士1（氾．0  

0．∝）±札∝I  

12．83土1．75  

0．45土0．08  

155．5土11．9  

76．0±き．3  

別．7土102  

6．蜘．42  

3，蜘．19  

1．158±0．056  

9．12±0．29  

7．17士0．詑  

141．7士0．8  

イ．05士仇22  

1（泊．0±1．8 

6  

70．5土11，4  

27．7±4．4   

03±0．5  

39イ．0±170．3  

0．∝蜘，00  

17．55士1．31  

0．55±0．05  

149．5士9．4  

78．5士8．9  

52．3±48．1  

7．02士0．26  

3．52士0．侭  

1．∝駄土0．肪6  

9．82±0．38  

7．37±0．32  

1ノ12．0土1．1  

4．07土0．10  

！柑．8土2．6  

Ⅵ血e＄areeXp代SSeda5M飴n土S．D．  
SignincantlydifferentfromOmg／kggroup；●p＜0．05，．Tp＜0．01  

10   214  



2－fe〟－プチルフェノール  

′hble3 Urinalysisofratstreatedorallywith2Mtettrbutylphenolintwenty－eightTdayrepeatdosetoxicitytest  

Administration period 

Sex  

Dosclevel（mg／kg）  0  

Numberofanimals  

0
 
〇
．
O
 
1
 
2
 
3
 
0
 
 

l
 
1
 
0
 
0
 
2
 
2
 
0
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
2
 
一
．
▲
 
0
 
 

9
 
0
 
5
 
0
 
5
 
0
 
5
ニ
 
 

6
．
▲
h
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．
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．
＆
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．
＞
 
 

3
 
0
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0
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つ
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O
 
 

0
0
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1
〃
3
0
皿
＞
 
 
 

．
m
 
d
L
 
 

e
／
 
 

P
r
。
t
血
 
 

6
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

6
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

1
 
 

5
 
 

1
 
2
 
5
 
二
 
 

【
 
〇
．
〇
．
〇
．
＞
 
 
 

C
O
S
。
揖
 
 

u
 
 
 

G
l
㈲
 
 
 

2
 
3
 
1
 
0
 
0
 
 

Ketones  

（mg／dL）  5  

15  

40  

＞＝80  

6
 
0
 
0
 
0
 
 

n  

＋
 
 
＋
 
 
＋
 
 

一
 
1
 
2
 
3
 
 

b
i
 
 

m
 
 

川
 
B
 
 

6
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

A
V
 
O
 
O
 
O
 
O
 
 

6
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

6
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

Occultblood －  

＋／－  

1＋  

2＋  

3＋  

Ur血ilinogen O．1  

（EU／dL） 1  

Grade；－：negative，＋／－：（race，1＋：slight，2＋：moderate，3＋：severe   
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28日間反復投与毒性試験  

Table4 Absoluteandrelativeorganweightsofratstreatedorallywith2－terトbutylphenolintwenty－eighトday  
repeatdosetoxicltyteSt  

sex  Administration period Recovery period 

Doselevel（叩／kg）   0  1  20  100  説氾  0  100  500  

Male  

Numberofanlmals 

F血1bdyweight（g】  

仙血沈eorg姐Wei由t  

Brain（g）  

Pituitary（mg）  

Thyroids（mg）  

Thymus（mg）  

Lungs（g）  

Hea止（g）  

Liver（g）  

Spleen（g）  

Ⅲdneysk）  

AdrenaJs（mg）  

Testes（g）  

軸didymides反）  

R由血eor脚朋励t  

Brain（％）  

恥血面×10‾3％）  

Ⅶyroids（X10‾ユ％）  

n卿瓜（×10‾3射  

Lungs（％）  

Heart（％）  

Liver（％）  

Spleen（％）  

Ⅲdneys（％）  

A血emds（×10‾ユ％I  

Testes（％）  

恥ididym京ks反）  

6   

395．2±3g．1  

2．088±0．（矧）  

16．15±1．69   

34．イ0±7．93   

558．3±82．2  

1．428±0．αM  

l．3∝）±0．092  

16．315土2．977  

0．810±0．114  

2．735土0308  

イ7．45士6．67  

3，048士0．293  

0．803土0．0三氾  

0．533土0．044   

4，10±0．45   

8．72±1．9邑  

142．20土23．38  

0．365±0．026  

0．328士0．023  

4．103士0．349  

0．205±0．015  

0．692±0．035  

12．03士1．27  

0．m±0．109  

0．207±0，031  

6  

425．2±17．6  

2．097±仇053  

15．95±0．81  

31．07±4．11  

529．5±77．5  

1，イ27士0．037  

1．313±0．082  

14．飢5±1．073  

0．783±0．103  

2．898±0．165  

49．77±1．60  

3．123±0。130  

1．083±0．040  

0．495±0．022   

3．78士0．31   

7．35±1．ほ  

12イ．77±20．02  

0．337±0．015  

0．310±0．018  

3，512士0．156  

0．183士0．026  

0．682±0．03イ  

11．72士0．35  

0．735士0．052  

0．255±0．019  

6   

444．0土32．1  

2．138土0．072  

15．82士1．48  

33．42±3．21  

即9．5±131．6  

1．462±0．肪3  

1．447±0．182  

16．235±1．2∝I  

O．855±0．076  

3．122±0．271  

別．掴．59  

3，212±0．180  

1．118±0．071  

0．480士0．023   

3．55±0．21   

7．60±1．18  

11ノ1．25±2イ．82  

0．332±0．016  

0．327±0．031  

3．66Cl±α139  

0．193±0．016  

0，705土0．052  

11．38士1．63  

0．725士0，055  

0瓜±0．019  

6  

437．7±22．1  

2．147士0．㈲  

16．27±1．32  

37．08±5．69  

517．0±122，7  

1．507士0．（光5  

1．432士0．084  

15．877±1．076  

0．912±0．鴨3  

2．965±0．169  

53．93±10．89  

3．285±0．141  

1．137±0．0シ1  

0．493±0．0別   

3．73士0．38   

8．47土0．96  

117．90土25．85  

0．別3土0．015  

0，3Z8±0．031  

3．628士0．118  

0．208士0．020  

0．678±0．024  

12．33±2．52  

0．753±0．059  

0．258士0．015  

6   

397．7±30．8  

2．朗8±0．095  

15．82士1．19   

31．70±6．86   

607．0±129．2  

1．497±0．127  

1．315±0．150  

16．197土2．243  

0．832士0．081  

2．760±0．352  

53－15士8．21  

3．058士0．220  

0．807±0．肌0  

0．517±0．037   

3．98±0．32   

7．97±1．47  

151．78±22．87  

0．375士0．020  

0．330±0．020  

4．058±0．278  

0．210±0．011  

0．692土0．肌3  

13．40土2．26  

0．773±0．092  

0．203±0．020  

6   

393．7士23－5  

乙105±0．（裕2  

16．23±1．63   

30．80±4．69   

609．2±93．6  

1．468±0．083  

1．363土0．073  

16．137±1．318  

0．飢5±0．125  

2．852士0．220  

50．38±5．83  

3．192±0，247  

0．783±0．085  

0．537±0．031   

イ．12±0．39   

7．82士0．93  

15イ，67土21．33  

0．373土0．023  

0．345±0、010  

4．1（X）士0．227  

0．215±0．033  

0，725土0．062  

12．80士1．別  

0．810士0．026  

0．198士0．013  

6   

386，2±22．8  

2．070±0．085  

14．58±1．08   

3乙57±5．12  

624，2±69．7  

1．467±0．091  

1．390±0．157  

16．565土2．089  

0．727士0．107  

Z．850士0．329  

51．75±5．64  

3．αヨ士0，1別  

0．792士0．（垢5  

0．E娼士0．039   

3．78士0．21   

8．≡氾±1．68  

161．42±12．13  

0．382±0．013  

0360±0．022  

4．：娼0±0．365  

0，187士0．023  

0．740±0．αH  

13．43±1．80  

0．793士0．α14  

0．207士0．023  

6   

373．0±33．1  

2．ひ12±0．（裕2  

1ノー．50±2．03  

28．98±2．42  

513．7±96．0  

1．イ20±0．119  

1．330±0．1∝1  

18．173土1．797  

0．750士0，096  

2．835±0．155  

45．30±8．26  

3．177±0．123  

0．753±0．042  

0．5餌．039   

3．88±0．44   

7．83±1．14  

1ノ15．07士16．57  

0．380士0．01ノ1  

0．362±0．ひ14  

4．870±0．172＊■  

0．202±8．028  

0．765士0．071  

12．13±1．朗  

0，858±0．085  

0．203士0．027  

■
紋
生
江
異
音
J
†
′
が
h
”
．
也
一
章
 
 ValuesareexpressedasMean士S．D．  

Signi丘cantlydi蝕rentfromOmg／kggroup；●p＜0．05，＋■p＜0．01  
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2－fe〟－プチルフェノール  

′hble4 （continufd）  

Administration period Recovery period Sex  

DoseleveJ（mg／kg）   0  4  20  100  弧）  0  1Ⅸ）  5〔将  

Female  

Numberoranimais  6  

F血bdyweigh【（g）242．〔仕10．3  

Absd止eorg諷Welght  

Brain（g）   1．913±0．059  

Pituitary（mg）16．35±1．56  

Thyroids（mg）23．67±3．71  

Thymus（mg）586．3±161．7  

Lungs（g） 1．0花±0．081  

Heart（g）  0．86（l土0．127  

Liver（g）   8．863j＝0．633  

Spleen（g）  0．525±0．076  

Kidneys（g） l．618±0．092  

Adrqnals（mg）64．10±8．21  

0varies（mg） 86．03士8．66  

UteruS（g）  0．662士0．2JIJI  

Rela［iveorganweight  

Brain（％）  0．790±0．032  

Pi【血Ⅳ（×10‾】％J 6．75±0．72  

Thyroids（×10‾ユ％19．77せ1．32  

Thymu5tXlO▼ユ％）別0．97’土60．69  

Lungs（％）  0．443土0．025  

Heart（％）  0．357±0．朗8  

Liver（％）   3．663±0．217  

Spleen（％）  0．2柑±0．026  

Kidneys（％） 0．682±0．037  

Adrenals（×1け】％】26．5（I土3．09  

0varies（×Ⅳ】％）35．57土3．44  

UteruS（％）  0．273±0．（怜6  

6  

257．8士21．イ  

1．88Z±0．079  

18．13±1．58  

23，35±5．20  

464．8±39．8  

1．078±0．121  

0．892±0．100  

9．450±1．121  

0．543±0．083  

1．733±0，（裕2  

66．93土9，72  

90．02±11．12  

0，550±0．299  

0．733±0．059  

7．05±0．77  

9．03±1．72  

6  6  6  

279．8±27．0  264．5±17．2  268．7±31．イ  

1．970±0．1（姫 1，937土0．制 1．930士0．026  

18．47±3，15 18．92±2．45  20．27±1．66  

26．30±3．25  26．13±2．91 24．50土4．26  

427．0±93．9  481．3±100．3 449．2±55．9  

1．188］カ．072 1．145±0．075 1－135±0，077  

0．958±0．097 0．898士0．肪6 0．943±0．056  

9．980±1．217 8．830±0．835 9．658±1．凱7  

0．812±0．531 0．623士0．108 0．餅）5±0．080  

1．822±0．131 1．768±0．087 1．867±0．117  

62．93土8．35  66．10±6．61 65．40±10．75  

飢．00±13．50 82．98士6，36  97．25±13．88  

0．527±0．291 0．423士0．052 0．485±0．144  

0．707±カ．0イ2 0．735土0．（絡0 0．728士0．081  

6．65±1．27   7．20士1．14   7．68士1．39  

9．48士1．57   9．る5±0．80   9．22±1．88  

6  

Z16．0±24．1  

1．918±0．㈲  

16．72±2．48  

26．15±3．24  

517．3±65．9  

1．0脚．094  

0．888±カ．α10  

9．080士1．176  

0．528±0．055  

1．698±0．121  

63．77±6．33  

88．68±ヱヨ．24  

0，393±0．067  

0．787±0．089  

6．82±0．86  

10．63±0．55  

6  

2イ3．0±22．7  

1．907±0．059  

17．13±2．77  

24．98±3．67  

531．7士95．7  

1．083±0，099  

0．838±0．073  

9．肪2±0．818  

0．502土0．（裕5  

1．722±0．173  

59．32±7．86  

85．88±5．81  

0．480±0．222  

0．790±0．078  

7．08士1．（梅  

10．30±1．20  

6  

Z31．7土9．2  

1．943士0．07′i  

16．37士0．85  

25．03±3．97  

イ23．0±59．6  

1．（婚7士0．072  

0．813±0．072  

9．993±0．726  

0．518士0．057  

1．738±0．㈱  

54．a3±5．97  

81，20士8＿98  

0．580±0．198  

0．朗0±0．042  

7，07士0．61  

10．83±1．82  

180．73±15、（氾■ 211．80±32．15 221．07士40．03182．67±25．18＊ 153．03±30．49 181．80土35．74 1鴎22土22．（泊  

0．418±0．0！9  

0．347±0．026  

0．443±0．019  0．445±0．018 0．472±0．021  0．427±0．025 0．433士0．03fミ 0．427±0．037  

0．362±0．025 0．3イ7±0．023 0．355士0．027  0．封5±0．α18 0．340±0．017 0．357±0．056  

3．660±0．2ひ1 3．683±0．165 3．737±0，227 4．315士0．3朗■＊ 3．572±0．361 3．337±0．2別 3．∈追8士0．103  

0．212±0．019  0．215±0．OZ3  0．208土0．024 0．238±0．029  

0．675士0．03ノ1 0．697士0．078  0．708±0．030 0．752：土0．飢9  

26．15±4．52  26．02土2．57  24．40士1．82  23．65±1．88  

34．97±3，89  35．80±7．23  35，52±3．（将  35．02±3，34  

0．210士0．101 0．160±0．028  0．198±0．095 0．250士0．091  

0．295±0．209 0．235±0．033 0．225士0．015  

0．652±0．036 0．670±0．ひ16 0．703±0．（泊4  

22．53±2．67  25．00±2．11  24．73土5．58  

33，55土3．21 3l．52土3，37  36．42士5．33  

0．192土0．113 0．160±0．021 0．185士0．％1  

ValuesareexpressedasMean士S．D．  
SignificantlydifEerentEromOmg／kggroup；●■p＜0．01  
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28日間反復投与毒性試験  

Tbble5 Summaryofhistopathologicalfindingsofratstreatedorallywith2－tertrbutylphenolintwenty－eight－day  
repeatdosetoxicitytest  

Recovery period Administration period Sex   

Organ  Doselevel（mg／kg）  

Finding  Numberofanimals   
0   100   500  

6  6  6  

0  イ  20  100  500  

6  6  6  6  6  

（Grade）  

＜6＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜6＞  

1＋  2  2  

＜6＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜6＞  

Male   

Heart   

In瓜ammatorycellinLiltration，f∝al  

Spleen  

＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  

＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  

Increaseinhematopoieticcell，erythrKytic  l＋   1  0  

＜1＞  ＜0＞  ＜0＞  

1  

＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  

Lu喝  

Inflammatorycelljnfiltration，払cal  

Liver   

Microgranuloma  

Necrosis，bcal  

Kidney   

Basophilictubule  

Cyst  

Fibrosis，bcal  

Hyalinedroplet，tubuLarepithelium，prOXimal  

Mineralization，PaPilla   

Epididymis  

ln瓜ammatorycellinmtration，1ymphocyte．focal  

＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  

1＋  

＜6＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜6＞  

1＋  1  0  

1＋  0  

＞
 
0
 
 

＜
 
 

＞
 
 

0
 
 

＜
 
 

＞
 
0
 
 

＜
 
 

＜6＞  ＜0＞  ＜1＞  ＜1＞  ＜6＞  

1＋  2  

1＋  3  

1＋  0  

1＋  5  

1十  1  

＜6＞  ＜0＞  

1＋  1  

1  0  2  

1  1  1  

1  0  0  

1  1  5  

0  0  1  

＜0＞  ＜0＞  ＜6＞  

1  

＞
 
0
 
＜
 
 

＞
 
0
 
＜
 
 ＞

 
n
V
 
 

＜
 
 

（Grade）  Female   

Spleen  

Congestion  

Lung  
Foreignbodygranuloma  

I畑ammatoryce止i慮1tration，Lccal  

Liver   

Fattychange，hepatocyte，periportal  

Micn郡山doma  

Xidney   

Basophilic山♭山e  

Cyst  

Mine∫山i劫tion，papilla  

Dilatation，王妃レis  

Utems   

Dilatation，1umen  

＞
 
0
 
＜
 
 ＞

 
 

0
 
 

＜
 
 

＞
 
l
 
l
 
 

＜
 
 

＜6＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜6＞  

1＋  0  

＜1＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  

1＋  1  

1＋  0  

＜6＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  

1＋  1  

1＋  1  

＜6＞  ＜0＞  ＜0＞  ＜0＞  

1＋  2  

1＋  2  

1＋  0  

1＋  0  

く3＞  q＞  ＜0＞  ＜1＞  

1＋  3  2  1  

＞
 
0
 
＜
 
 ＞

 
0
 
 

＜
 
 

＞
 
0
 
 

＜
 
 

＞
 
1
 
0
 
 

＜
 
 

＞
 
 

0
 
 

＜
 
 

＞
 
 

0
 
＜
 
 

＞
 
0
 
 

＜
 
 

＞
 
6
 
1
 
 

＜
 
 

＞
 
0
 
＜
 
 ＞

 
 

0
 
＜
 
 

＞
 
q
 
O
 
 

＞
 
胡
3
 
 

ゝ
け
鱒
片
耳
け
h
址
陪
常
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＜＞：Nu血krof肌im山sexamin血  
Grade；1＋：slight  
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2イer仁一プチルフェノールの細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutation7もstof2イert－ButylphenolonBacteria  

2．被験物質   

2イerトプチルフェノール（ロット番号C169，大日本イ  

ンキ化学工業㈱（東京）提供）は，無色透明の液体で，水  

に難潜，ジメチルスルホキシド（DMSO），アルコールお  

よびアセトンに易溶であり，純度99．97％（不純物として，  

フェノール0．03％を含む）の物質である．被験物質は，  

冷暗所（40C）で密栓（窒素充填）保管した．   

実験終了後．残余被験物質を分析した結果，安定性に  

問題はなかった．  

3．被験物質供試液の調製   

溶媒にDMSO（和光純薬工業㈱）を用い，被験物質を  

溶解して最高用量の供試液（原液）を調製した．この原液  

の一一部を溶媒で順次希釈して所定用量の供試液を調製し  

た．供試液は，用時調製した．  

4．陽性対照物質   

陽性対照物質として下記のものを使用した．  

AF－2：2－（2－フリルト3一（5こトロー2－フリル）アクリル  

アミド（和光純薬工業（榊）  

2－AA：2てミノアントラセン（和光純薬工業㈱）   

NaN3：アジ化ナトリウム（和光純薬工業㈱）  

9－AA：9一アミノアクリジン（AldrichChemicalCo．）   

AF－2およぴ2－AAはDMSO（和光純薬工業㈱）に，  

NaN3および9－AAは蒸留水（㈱大塚製薬工場）に溶解し  

た．  

5．培地  

1）最少グルコース寒天平板培地（プレート）   

テスメディアAN培地（オリエンタル酵母工業㈱）を購  

入し，使用した．培地1Lあたりの租成は下記のとおり  

であり，径90mmのシャーレ1枚あたりに30mLを分注  

したものである．  

要約  

2イerトプチルフェノールの遺伝子突然変異誘発性の有  

無を検討するため，細菌を用いる復帰変異試験を実施し  

た．   

試験は，指標菌株としてS∂Jmo月e〟∂fγp加murfum  

TAlOO，TA1535，TA98，TA1537およびEscheTichia  

coliWP2uvtAを用い，S9mix非存在（直接法）および存  

在（代謝活性化法）下でプレインキュベーション法により  

行った．   

用量は，用量設定試験の結果から菌の生育阻害が認め  

られる用量を最高用量とし，直接法および代謝活性化法  

ともに6・25～200FLg／plateの範囲（公比2）で設定した．   

試験を2回行った結果，代謝活性化の有無にかかわら  

ず，全ての菌株において復帰変異コロニー数の増加は認  

められなかった．菌の生育阻害については，直接法の場  

合，S．typhimLITiumでは100FLg／plate以上で，WP2  

uv〟Lでは200〝g／p】ate以上で認められ，代謝活性化法の  

場合は，TAlOOおよびTA1535では100pg／plate以上で，  

TA98，TA1537およびWP2uvLAでは200FLg／plate以上  

で認められた．   

以上の成績から，2イerトプチルフェノールの細菌に対  

する遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定した．  

方法   

1．指標菌株   

国立公衆衛生院地域環境衛生学部から1994年12月19  

日に分与を受けたS．typJ）imuTiumTA98，TAlOO，  

TA1535，TA153711および且c（揖Wア2日ⅥA21の5菌株を  

用いた．各菌株は，超低温槽で－80℃以下に凍結保存し  
た．   

試験に際して，各凍結菌株を解凍後，その25／止をニュ  

ートリエントプロス（Bactonutrientbrothdehydrated，  

DifcoLaboratories）液体培地15mLに接種し，370Cで  

12時間振迫培養した‘．培善後の懸濁菌液は濁度を測定  

し，濁度と生菌数の換算式より1mLあたり1×109以上  

の生菌数が得られていることを確認し．試験菌放とし  

た．   

各菌株の遺伝的特性検査は，凍結保存菌の調製時並び  

に各実験ごとに行い，本試験に用いた菌株が規定の特性  

を保持していることを確認した．  

硫酸マグネシウム・七水塩  

クエン酸・－水塩  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸－アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

寒天（0Ⅹ0IDAgarNo．1）  

g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
 

2
 
2
 
0
 
2
 
6
 
0
 
5
 
 

0
 
 
1
 
9
 
6
 
2
 
1
 
 

1
 
0
 
 

2）アミノ酸添加軟寒天培地（トップアガー）   

0．6w／v％寒天粉末（DifcoLaboratories）および0．5  

w／v％塩化ナトリウムの組成の教案天を調製し，これに．  
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復帰変異試験  

S．tJphimurium用には0．5mMDゼオナンおよび0．5mM  

L－ヒスチジン水溶液，且coイブ用には0．5mMしトリプト  

フアン水溶液を1／10容加え，トップアガーとした．  

6．S9mix   

エームステスト用凍結S9mix（キッコーマン㈱）を購  

入し，製造後6ケ月以内に使用した．S9は，誘導剤とし  

てフユノパルビタールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与  

したSprague－Dawiey系雄ラットの肝臓から調製された  

ものである．  

7．試験方法   

試験は，プレインキュベーション法で行った．   

試験管に使用溶媒，被験物質供試液あるいは陽性対照  

物質溶液を0．1mL入れ，次いで直接法では0．1Mリン酸  

ナトリウム緩衝液（pH7．4）を0．5mL，代謝活性化法では  

S9mixを0．5mL加え，続いて試験菌液0．1mLを分注し，  

370Cで20分間振盗培養した．培養終了後，450Cに保温  

したトップアガー2mLを加えた混合液をプレート上に  

重層した．370Cで48時間培養後，復帰変異コロニーを  

計数し，同時に指標菌株の生育阻害の有無を実体顕微鏡  

を用いて観察した．プレートは，用量設定試験では各用  

量とも1枚，本試験では3杖を使用した．本試験は，同  

一用量を用いて2回行った．  

8．結果の判定   

被験物質処理プレートにおける復帰変異コロニー数  

（平均値）が溶媒対照値の2倍以上を示し，用量依存性お  

よび結果の再現性が認められる場合を陽性とした．   

但し，明確な用量依存性が認められない場合において  

も，陽性値を示す試験結果に再現性が認められれば陽性  

と判定することとした．  

ェノールの遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定した．   

2イerトプチルフェノールの類縁化合物である4イerトブ  

ナルフェノール3・射，2－SeC一ブナルフェノール5・6】，4－SeC－  

ブナルフェノール7一，2，4－ジイerトプチルフェノール8，  

2，6一ジイerトプチルフェノール3，，2，4，6－トリ1e〟－プチル  

フェノール9，，6イerトプチルー〝トクレゾール10＼4，4’－チオ  

ビス（6イerトブナルーm－クレゾール）1‖および2，2’－メチレ  

ンビス（6イerトプチルサクレゾール）12りま，いずれもS．  

如上血リノ血mおよび且coれ または5．りp山mu血mを用  

いた復帰変異試験で陰性と報告されている．また，4－  

ね〟－プチルフェノールおよび2，6－ジイerf－プチルフェノー  

ルにおいては酵母を用いた遺伝子突然変異試験でも陰  

性31と報告されている．  
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結果および考察  

50～5000FLg／plateの範囲で行った用量設定試験にお  

いては，代謝活性化の有無にかかわらず，いずれの菌株  

においても200FLg／plate以上の用量で菌の生育阻害が認  

められ，また，・ml（泊，m1535およびTA1537では直接  

法における100pg／plateでも軽度な生育阻害が認められ  

た．したがって，本試験における被験物質の用量は，最  

高用量を200FLg／plateとし，以下公比2で，100，50．25，  

12．5および6．25fLg／plateとした．   

試験を2回行った結果（Tablesl～4），直接法および  

代謝活性化法のいずれの場合も，供試した全ての菌株に  

おいて復帰変異コロニー数は，溶媒対照値の2倍を越え  

ることはなかった．菌の生育阻害については直接法の場  

合，S．typhimut・Lumでは100FLg／plate以上で，WP2  
uv7Aでは200FLg／plateで認められ，代謝活性化法の場合  

は，TAlOOおよびTAl535では100FLg／plate以上で，  

TA98，TA1537およびWP2uvLAでは200塵／plateで認  

められた．   

以上の成績から，本実験条件下では，2イerf－プチルフ  
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復帰変異試験  

TablelResultsofreversemutationtestof2－teZt－butylphenolonbacteria（1sttrial）  
［directmethod：－S9miⅩ］  

Numberofrevertantcoloniesperplate［Mean±S．D．】  Testsubstance  

dose   

レg／plate）   TAlOO  TA1535  WP2 uvrA TA98  TA1537   

10   6   6   

【7±2】  

9   7   6   

【7土2】  

15   6  13   

［11土5〕  

10   9  10   

【10±1］  

12   9   14  

18  

16  

18  

19  

27  

15  18   

【17±2】  

20  17   

【18±2】  

14   28   

【20土7】  

18   29   

［22±6】  

22   25   

【25±3］  

12◆  16◆   

［15±3］  

0●   0●   

【0士0】  

21 13  12   

【15土5］  

16  10  18   

〔15±4〕  

1／1 12  1ノ1   

［13±1〕  

17   9  13   

【13±4〕  

17   8   13   

【13±5】  

15  16   9   

［13±4］  

0●   0●  0●   

【0±0】  

8  15   9   

［11±4】  

14  15   9  

【13±3】  

11  14   5   

【10±5】  

9   9  10   

［9±1］  

11  11  15   

【12士2】  

7■   4■   9■   

【7士3］  

0書  1●   0■   

【0±1】  

97  103  125   

【108士15】  

116  1（旧  115   

【110±9】  

116  114  107   

【112士5】  

104  139 120   

【121士18〕  

126  110  98   

【111士14】  

％■  90●  72●   

【さ6±12】  

0◆  0◆  0■   

［0±0〕  

0  

6ヱ5  

12．5  

25  

50  

100  

2（氾  

［12±3］  

17◆  3■   3●  2●  

【3±1】  

0◆  0■   0●  0●  

【0±0］  

Positivecontro11018 994 925▲1 426 454  434b  703 721 78伊  369 402 3Jt7J 5㈹ 410 499’  

〔979±4さ】  〔4刃±14】  【738±45】  【373±認】  ［472士別】  

●：Growthinhibitionwasobserved．  

a）AFL2：2－（2－Furyl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylamide，0．01jLg／plate  
b）NaN，：Sodiumazide，0．5FLg／plate  
c）AF－2，0．別種／plate  
d）AF－2，0．1FLg／plate  
e）9－AA：9－Aminoacridine．80FLg／plate  

7bble2Resultsofreversemutationtestof2－terトbutylphenolonbacteria（1sttrial）  
［activationmethod：十S9mix］  

Testsubstance  
dose   

レg／plate）  

Numberofrevertantcoloniesperplate［Mean±S，D．］  

TAl00  m1535  W門u竹A  m98   

1イ  13  15   

［14士1】  

10  12  13   

【12士2】  

10  11  12   

【11士1】  

7   14  10   

〔10士4】  

6   7  16   

【10士6】  

5   5   8   

【6士2】  

0●  0◆  0●   

【0±0】  

別  20  23   25  38  29   
【㌶±2］  【31士7】  

16  17  10   23   27  33   

【14±4】  【加士5】  

20  20  12   25  32  41   

【17士5】  【33士8】  

4   22  14   38   36   30   

［13士9】  【35士4】  

17  18  18   32  46  35   

【18士1】  【罰±7］  

ヱ猪  18  16  31  26  3イ   
【21±6】  【助士4】  

1ノl● 10● 10■  22●  6●  28●   

【11±2］  ［19土11］  

98  109  96   

【101土7］  

142  139  124   

【135土10】  

127 128 139   

【131土7】  

152  139  133   

上1イl±10】  

130 138 

【132士6】  

1ひl● 112● 127●   

【114土12】  

8●   0■  74●  

捷7士41】  
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 Positivecontro15訴 5別 4％・179 125 別評  708 697 7貯 319 375 32ア●  

【㍊9士29】   【畑±27】   【制士別】   【別0士30】  

●：Growtbi血払itionw誠d）Sen血  
a）2－AA：2－血血oa鵬肋cenち1／喀／plate  

b）2－Aん2pg／plate  

c）2－Aん10〝g／plate  
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2－fe止・プチルフェノール  

Table3 Resultsof．reversemutationtestof2rterナbutyLphenolonbacteria（2ndtrial）  
［directmet二hod：－S9miⅩ］  

Testsubstance  

dose  

（〟g／plate）   

Numberofrevertantcoloniesperplate［Mean±S．D．〕  

7
 
 
5
3
 
 

1
 
A
 
 

T
 
 

TAlOO  TA1535  WP2 uvrA TA98  

106 118 121   

い15±8〕  

113  118 117   

tl16±3］  

131 127  レ15   

【1封±9］  

109 138 125   

【124±15］  

105  98  101   

【101±イ］  

105■  80■  80●   

［槌±1イ〕  

0＊   0●  0＊   

［0土0］  

0  

6．25  

12．5  

25  
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22   2月   27   
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30   2名   29   

【29±1］  

17   20   28   

［22±6】  
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【30±9］  
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Positivecontro1 985  894 9C6J］  409  521 442b   912  868 818（  

【928±49】  ［457±盟］  ［866±47］  

405  372 383－   688  550  508ヾ   

［387±17】  【盟2±94】  

●：Growthinhibitionwasobserved．  

a）AF－2：2一（2rFuryl）－3－（5－nitro－2イuryl）acrylamide，0．01FLg／plate  

b）NaN】：Sodiumazide，0．5FJg／plate  
C）AF－2，0．04FLg／plate  

d）AF2，0．1FJg／plate  
e）9AA二9－Aminoacrid】【ne，80FLg／plate  

Table4 Resultsofreversemutationtestof2－tertrbutylphenolonbacteria（2ndtrial）  
［activationmethod：＋S9mix］  

Testsubstance  

dose   

レg／plate）   

NumberofreYertantCOloniespeTplate［Mean±S．D．］  

TAlOO  TA1535  WP2uvLA  TA98  TA1537  

27   29   35   

【30±4］  

52   37   30   

［40±11〕  

33   35   32   

【33±2】  

42   28   27   

【32±8】  

36   25   34   

【32士6】  

28   飢   34   

【32士3］  

13●  16●  6◆  

【125］  

9   12  17   

【13士4】  

16   8   12   

【12土4】  

9  10  14   

【11±3］  

6  10  13   

［10士イ】  

13   6   13   

【11±4］  

7   16   8   

【10士5］  

0■   0●   6●   

【2±3】  

114  113  110   1ユ   8   9  21  16  19   0  

6．25  

12．5  

25  

紺  

100  

2∝I  

［9士2】  【19±3］  

10  10   9   26  22  1ノl   
【10士1】  【21土6］  

11  9   9  22   24  28   

【10士1】  ［25土3】  

17   8  12   14   20  16   

【12士5］  ［17士3】  

7   8  13   21  15   21  

r9士3】  【19士3］  

5●  3●  5◆   20  20  21   

【4±11  ［劫士1】  

［112土2】  

157 147  131   

【145±13］  

129  131 140   

【133土6］  

14．3 138 131   

［137±6】  

152  13′1 119   

〔135±17】  

1（X）●  87● 109●   

［鱒士11】  

48■  1■ 111■  0◆   0●  0●   イ■  9◆  10■   

【労士55］  〔0±0】  【8士3】  

Positivecontro1 670  589  644・・162 164 162L  831 783  811〔 318  330 367■・ 72  73  8げ  

【甜±41］  【163士1】  【8開±別】  臣駕土訪］  ［75士4］  

●：Growthinhibitionwasobserved．  

a）2－AA：2血noan血相Cenち1／‘g／date  

b）2－AA，2fLg／plate  
c）2－AA，10FLg／plate   
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2－ねrトプチルフェノールのチャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる準色体異常試験  

hVitI－OChromosomalAberfationTbstof2－teI－t－Butylphenol  

onCulturedChineseHamsterCells  

3．培養条件   

4×103個／mLの細胞を含む培養液5mLをディッシュ  

（径6cm，BectonDickinsonCo．）に加え，370CのCO2イ  

ンキュベーター（5％CO2）内で培養した．   

培養開始3日後にS9mix非存在および存在下で披験物  

質を6時間処理し，処理終了後，新鮮培養液でさらに18  

時間培養した．  

4．S9mix   

染色体異常試験用凍結S9mix（キッコーマン㈱）を購  

入し，製造後6ケ月以内に使用した．S9は，誘導剤とし  

てフユノパルビタールおよび5，6－ベンゾフラボンを投与  

したSprague－Dawley系雄ラットの肝臓から調製された  

ものである．  

5．被験物質   

2－ねrトプチルフェノール（ロット番号C169，大日本イ  

ンキ化学工業㈱（束京）提供）は，無色透明の液体で，水  

に難溶，ジメチルスルホキシド（DMSO），アルコールお  

よびアセトンに易溶でありト純度99．97％（不純物として，  

フェノール0．03％を含む）の物質である．被験物質は，  

冷暗所（40C）で密栓（窒素充填）保管した．   

実験終了後，残余被験物質を分析した結果，安定性に  

問題はなかった．  

6．被験物質供託液の調製   

溶媒にDMSO（和光純薬工業㈱）を用い 

溶解して最高用量の供試液（原液）を調製した．この原液  

の一部を溶媒で順次希釈して所定用量の供試液を調製し  

た．供革液は，用時調製し，そのディッシュ内への添加  

量は培養液量の0．5vd％とした．  

7．細胞増殖抑制試験   

染色体異常試験に用いる被験物質の用量を決定するた  

め，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．0．1  

w／v％クリスタルバイオレット水溶液で染色した細胞の  

密度を単層培養細胞密度計（モノセレ一夕ーⅡ，MI竜0，  

オリンパス光学工業㈱）を用いて測定し，溶媒対照群の  

細胞増殖率を100％とした時の冬用量群の細胞増殖率を  

求めた．   

その結果（Fig．1），S9mix非存在下では120FLg／mL以  

t，S9miⅩ存在下では10FLg／mL以上の用量で50％を上  

回る細鞄増殖抑制が認められ，50％細胞増殖抑制用量  

は，それぞれ100～120FLg／mLおよび5～10FLg／mLの用  

要約  

2イerトプチルフェノールの染色体異常誘発性の有無を  

検討するため，チャイニーズ・ハムスター肺由来の線維  

芽細胞株（CHL／IU）を用いてi月血roにおける短時間処  

理法による染色体異常試験を実施した．   

染色体異常試験に用いる用量を決定するため，細胞増  

殖抑制試験を行った結果，S9mix非存在下では120  

FLg／mL以t，S9miⅩ存在下では10jLg／mL以上の用量で  

50％を上回る細胞増殖抑制が認められた．したがって，  

染色体異常試験における用量は，S9mix非存在下では  

40，60，80，100，110およぴ120jLg／mL，S9mix存在  

下では1．25，2．5，5，7．5，10および20〝g／mLとした．   

試験の結果，S9mix非存在下では，染色体異常細胞  

の増加は恵められなかった．S9mix存在下では用量依  

存的な染色体構造異常細胞の増加が認められ，7．5およ  

び10／増／mLでの増加（出現頻度5．5および11．0％）は統計  

学的に有意なものであった．また，10／‘g／mLで数的異  

常細胞（倍数性細胞）の有意な増加（出現頻度5．0％）も認  

められた．S9miⅩ非存在下の110FLg／mL以上，S9miⅩ  

存在下の20／増／mLでは細胞毒性のため枕察可能な分裂  

中期像は盗められなかった．   

以上の成績から，2－ferトプチルフェノールは，  

CHL／IU細胞に対し染色体異常を誘発する（陽性）と結論  

した．  

方法   

1．試験細胞株   

国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部（元：国立衛生試  

験所変異原性部）から昭和60年1月13日に分与を受けた  

チャイキーズ・ハムスター肺由来の線維芽細胞株  

（CIiL／IU）を使用した．供試細胞は，浮遊細胞液に10  

vol％の割合でジメチルズルホキシド（DMSO，和光純薬  

工業㈱）を添加し，液体窒素条件下で保存したものを培  

養液に戻し，解凍後の継代数が3固までのものを使用し  

た．  

2．培養液   

Eagle－MEM粉末培地（GibcoLaboratories）を骨法に従  

い調製し，これに非働化仔牛血清（GibcoLaboratories）  

を10vol％の割合で添加したものを用いた．  
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2－fe什プチルフェノール  
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Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
2－tert，butylphenol  

0  0．63 1．25  2．5   5  10  20  

Dose（ドg／mL）  

Fig．2 GrowthinhibitionofCHL／IUce11streatedwith  
2－teL－トbutylphenoL  

ディッシュ，200個の分裂中期像を，総合倍率600倍の  

顕微鏡下で観察した．標本は全てコード化し，盲検法で  

観察を行った．染色体の分析は，日本環境変異瞭学会・  

哺乳動物試験分科会（MMS）による分類法1∫に基づいて  

行い，染色体型あるいは染色分体型の切断，交換などの  

構造異常と倍数性細胞（Polyploid）の有無について観察  

した．  

11．記録と判定   

観察した細胞致，構造異常の種類と数および倍数性細  

胞の数について集計し，記録した．   

染色体構造異常細胞および倍数性細胞の出現頻度につ  

いて，多試料ゼ検定を行い有意差（有意水準5％以下）が  

認められた場合は，フィッシャーの直接確率法を用いて  

溶媒対照群と各用量群との間の有意差検定（有意水準は  

多重性を考慮してィ 5％または1％を処理群の数で割っ  

たものを用いた）を行った．   

その結果，溶媒対照群と比較して，被験物質による染  

色体異常細胞の出現頻度が2用量以上で有意に増加し，  

かつ用量依存性あるいは再現性が認められた場合，陽性  

と判定した．  

量城にあるものと判断された．  

8．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果から，染色体異常試験におけ  

る被験物質の用量は，50％細胞増殖抑制用量の前後が  

含まれ，かつ3用量以上のデータが得られることを考慮  

して，S9mix非存在下では40，60，80，100，110およ  

び120／増／mL，S9mix存在下では1．25，2．5，5．7．5，10  

および20／瑠／mLのそれぞれ6用量を設定した・対照と  

して，溶媒対照群と陽性対照群を設けた．   

陽性対照として，短時間処理法S9mix存在下では3，4－  

benzo［a］pyrene（B［a］P，Sigma ChemicalCo．）を10  

FLg／mL，S9mix非存在下では1－methyl－3－nitro－1－  

nitrosoguanidine（MNNG，AldrichChemicalCo．）を2．5  

〟g／mLの用量で用いた．陽性対照物質の溶媒には，い  

ずれもDMSO（和光純薬工業㈱）を使用した．  

9．染色体標本の作製   

培養終了2時間前にコ）L／セミド（GibcoLaboratories）  

を最終濃度として0．2／増／mLとなるように添加した．ト  

リプシン処理で細胞を剥維し，遠心分離により細胞を回  

収した．75mM塩化カリウム水溶液で低張処理後，用  

時調製した冷却メタノール・酢酸（3：1）混合液で細胞を  

固定した．空気乾燥法で染色体標本を作製した後，1．4  

vol％ギムザ液で約15分間染色した．  

10．染色体の観察   

各ディッシュあたり100佃，すなわち，1用量当たり2  

21  

結果および考察  

短時間処理法による結果をTablelに示す．S9miⅩ非  

存在下では，染色体の構造異常および倍数性細胞の誘発  

作用は認められなかった．一方，S9mix存在下におい  

ては，用量依存的な染色体の構造異常を有する細胞の増  
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染色体異常試験  

3）石館基監修，“改定増補染色体異常試験データ集，”  

エル・アイ・シー，東京，1987，P．19．  

4）田中憲穂，山影康次，中川ゆずき，日下部博一，橋  

本恵子，水谷正寛，古畑紀久子，化学物質毒性試験  

報告，4，301（1996）．  

5）野田篤，昆尚美，化学物質毒性試験報告，乳392   

（2001）．  

6）野田篤，昆尚美，化学物質毒性試験報告，7，200   

（1999）．  

7）野田篤，昆尚美，化学物質毒性試験報告，7，232   

（1999）．  

8）田中嘉穂，山影康次，佐々木澄志，若葉忍，日下部   

博一，橋本恵子，化学物質毒性試験報告，2，347   

（1995）．  

9）B．）．Dean，T．M．Brooks，G．Hodson－Walker，D．H．  

Hutson，Mutat．Res．，153，57（1985）．  

10）田中憲穂，山影康次，若葉忍，日下部博一，橋本恵   

子，長尾暫二，太田亮，化学物質毒性試験報告，も   

427（1996）．  

11）田中憲穂，山影康次，若栗忍，中川ゆずき，日下部  

博一，橋本恵子，長尾曹二，太田亮，化学物質毒性  

試験報告，4，247（1996）．  

加が認められ，7．5および10／増／mLでの増加（出現頻度  

5．5および11．0％）は溶媒対照群と比較して統計学的に有  

意なものであった・また，10／増／mLで倍数性細胞の有  

意な増加（出現頻度5．0％）も認められた．S9mix非存在  

下の110FLg／mL以上およびS9mix存在下の20FLg／mLに  

おいては，被験物質の細胞に対する毒性のため，観察可  

能な分裂中期像が認められなかった．   

以上の成績から，2イerトプチルフェノールは，その代  

謝物に染色体構造異常を誘発する作用があると考えられ  

た．したがって．本実験条件下では，2イe止プチルフェ  

ノールのCHL／IU細胞に対する染色体異常誘発性は陽性  

と判定した．陽性結果が得られたため，B卸値2I（分裂中  

期像の20％に異常を誘発させる被験物質の推定用量）を  

算出したところ，本被験物質のD2。値は，構造異常に関  

して0．022mg／mL，数的異常に関しては，0．043mg／mL  

であった．本試験結果は，CHL／IU細胞において，染色  

体異常を有する細胞の出現頻度が5％以上10％未満を疑  

陽性，10％以上を陽性とする石館らの判定基準3Iからみ  

ても，陽性と判断されるものであった．   

2一拍rトプチルフェノールの類縁化合物については，4－  

ねrトプチルフェノールでは，CHL／IU細胞を用いた染色  

体異常試験において連続処理法24時間および48時間処  

理で倍数性細胞の誘発作用が，また，短時間処理法S9  

mix存在下では構造異常および倍数性細胞の誘発作用が  

報告され4，，2，4－ジイerトプチルフェノール5，およぴ6－  

ねrトプチルーm－クレゾール6Jでは同様の試験において，  

短時間処理法S9mix存在下で構造異常細胞の誘発作用  

が報告されている．また，2－5eC－プチルフェノールでも  

CHL／IU細胞を用いた染色体異常試験において連続処理  

法48時間処理および短時間処理法S9mix存在下で構造  

異常細胞の誘発作用が認められ7】，さらに，4－SeC－プチ  

ルフェノールでは同様の試験において，連続処理法48  

時間処理および短時間処理法S9mix存在下での構造異  

常細胞の誘発に村し，疑陽性の判定が示されている8，．  

一方，2，6イerf－プチルフェノ・－ルおよび4イe〟－プチルフ  

エノーノ｝では，ラット肝細胞を用いた染色体異常試験に  

ぉいて陰性㌔また，2β，－メチレンビス（6イerトプチルサ  

クレゾール）10Iおよ・び4，4’－チオビス（6イerトプチルーm－ク  

レゾール）1いではCHL／IU細胞を用いた染色体異常試験  

において陰性と報告されている．   

このように，類縁化合物にも染色体異常誘発性を示す  

物質が多いこ享から，2－ね止プチルフェノールの染色体  

異常誘発性はこれらに共通した化学構造との関連性が考  

えられる．  
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2＿ね再＿プチルフェノール  

TablelChromosorneanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith2Ltetl－butyLphenoIwithandwithout  
S9 mix 

No・Ofcellsw血numerical cell  

aberrations  Gr。Wth  

Timeof No．of  No・OfceZJswithstruc亡ural  
Dose S9  

cells  aberrations  Group  
（F，g／mL）mix eXPOSure  

polyploid PolypLoid3 total（％ア ra［e（％）  （hr）analysed ctb cte csb cse oth total（％ア  
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Abbreviations；gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chroma【idbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，  
CSC二Chromosomeexchange（dicentricandring），Oth：others，SA：structuralaberration，NA：numericalaberratiorL．  
2TBP：2－［e什butylphenol，MNNG二1rmethyト3－nitro一トnitrosoguanidine，BP：3，4－benzo［aわyrene  
l）DimethylsulfoxidewasusedassoIvent．  
2）MultiSamPlex2testwasdoneatp＜0．05andthenFisher．sexacttestwasdoneatp＜0．050rP＜0．01．  
3）endoreduplication  
◆：SignificantlydifferentfromsoIventgroupdataatp＜0．05byFisher’sexacttest．  
＋●：Significantlydi任erentfromsoIventgroupdataatp＜0．01byFisher’sexacttest．  
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Elevatedsusceptibilityofnewbornascomparedwithyoungratsto  

2－tert－butylphenoland2，4－di－tert－butylphenoltoxicity  

Mutsuko Hirata－Koizumi］，MasaoIねmamura2，Hiromi Furukawa2INaemi Fukuda3）YoshihikoIto3ナ Yumi Wako4†  

ⅨotamYama5hita4，Mika恥kahashil，EiiぐhiKamabl，MakotoEmal，andRpliぐhiHa求gaWaI  
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仙川弱」如脚  

chemicalLCOntaminated baby food，mOuthing toys or household  
materials，aLld so on；however，Currentrisk assessment glVeS  
noconsideradon10（OXiceffectsresullingfromdirectexposureto  
Chemicals．An approachthat adequately takesinto accourLt the  
SuSCePtibility ofinfancy．s urgently required・However，tN：CauSe  

thereisnoslandardtestingprotocolintendedfordirectexposure  
Ofpreweamingamimals（newbornanimals）tochemicals，andtoxic－  
1ty Studies uslngneWbom animals arecomplicated by practical  
difficultiesregardinggrouping，directdosing，andgeneralauldfunc－  
tionalobservation，thereisonlyLimitedinformationonsusceptibil－  

1tyOfthenewbomatthepresent・   

Wethereforehaveestablishedanewprotocolforrepeateddose  
toxicitystudiesusingnewbornrats（newbornratstudies）（Koizumi  
etaL．2001）forsystematicapplication．Resultshavetmncompared  

withthoseof28Jayrepeateddosetoxiclty StudiesuslngyOung  
rats（youngratstudies）toprovideabasisofanalyzingsuscepdbiI－  
ity．Sinceyoungratstudiesareroutinelyconductedasoneofa  
batteryofminimum toxICltyteStS anddataarestoredformany  
Chemicals，COmParadveanalyzesshouldprovideimportantinfor－  
madonforconsideringeffectsofdirectexposure10Chemicalsduト  

ing山esucklingperiod・   

VhhaYealreadyreportedanalyticalresultsforeightchemicals  
（4－nitrophenol，2，4－dinitrophenol，3－aminophenol，3－methylphenol，  

1，3－dit）rOmOPrOpane，1，1，2，2・tetrabrorn∝thane，2，4，6－trinitrophe－  
nol，卿dt蝕濾romobisphenoIA）（Koizumierα‘．2001，2（氾2，2003；  

FukudaetaL．2004；1もkahashie（aL2004；ttirata－KoizumietaL．  
2（刀5）．ThesusceptibilityofnewbomratstodletOXicityofthe6rst  
fouragentswasfourtimeshigherthalltha（Oftheiryoungcounter－  
paztsatamaximum．Forl，3－dibromopropaneandl，l，2，2－tetrabro－  
moethane，Whilethedosescausingcleartoxicity werelowerin  
newbomrats，doses atwhichtoxjc slgnSbcgan to叩pearWere  
Paradoxicallyhigherinthenewbomcase・TheiSeSixchemicalshad  
noimpactondevelopmentinthe newbomperiodandshowed  
Simi血toxiciけpro丘Iesin bo山age groups・For山e o血er two  
Chemicals，there were marked di飴rencesin toxicity prome  
ktw∝n山elleWbm andyoungrab．b匹Cially，in山ecaseor  
tetrabromobisphenoIA，aSPeCificra山erthanenhancedrenal10X－  
1CltyWaSObseⅣdinlleWbomcase．  

In dle preSentinveshgadon，tWO LeTl－butylphenoIs，2－terL－  
butylphenol（2TBP），and2，4－di－ter（・butylphenol（DTBP），Were  

ChosenEbrcomparatiyetoxidtyanalysis，2TBPhasbecnusedin  
theproducdoJlOfagriculturalchemicals，arOmaChemicals，and  
resins（NewChemicalIndex2001），andDTBPintheproduction  
Of andoxidants andultraYiolet absoibers（ChemicalProducts’  
Handbook2α舛）．R〉reitherchemicaいhereisnoavailabletoxicity  

informationonhuman・Regardingtoxicitytoexpenmentalanimals，  
resultsfromyoungratstudiesofbothchemicalsare｝aVai1ablein  

ABSTRACT Inorder（Ode（eminethesusceptibiJityof  
newborn rab t02イゼ〟・butyIphenol（2TBIりand2，4－diイg〟－  
butylphem01（DTBIりto惑city，Studieswereconductedwithoral  
administratjonfrompostnataldays（PNI））4to21arldthe允nd－  
1ngSWereCOmParedwithresultsfbryoungralsexposedEfom5  
¢r‘weeks orage払r28days．Im仙e newbonlr乳b，SpeCはc  
em光bomplysica】andsexualdevelopmentamdre瓜exomtogeny  
wenさmOt Obseryd．WhiklherモWere nO C】ear di鮎rencesim  

to血ologidpro魚Iesbetweennewbomandyou爪gratS，themo－  
Observed－adverse－e触t）evels（NOAELs）difrt代d markedly．  
For2TBP；djnicalsignssuchasalaxicgait，decn治SCinlocomo－  

tor acliYity and e鮎cts onliver；SuCh a5incl℃鮎ein orgam  
Wejght，WereObservedandtheNOAELswereconcludedtobe  
20and100mdkgHayinnewbomandyoungrats，【℃St）eCtiYely．  
おぉedomhepaticandrena】toxkity（histopa仙ologicalchamges  
andimcⅧeimorganweightwithbl00dbiochemicalchamge5），  
theresp∝tiYeNOAELsbrDTBPwerecondudedtobe5and  
20m少kg川ay．Therebre，1IleS咽Ceptibilityofn帥bomratsto  
2TBPandDTBPwasbundtobe4－5timeshigherthamthatof  
young rats. 

KeyWbrds：2，4－di－tert－butylphenol，2－tert－butylphenol，SuSCeptト  

biliりOfnewbmrats  

馴TRODUCTION  
ProtectionofhtJmanSagainstdiseaseandirtiurycausedbychemi－  
Calsintheenvironmentistheultimategoalofriskassessmentand  
riskmanagemer）t（hndrigane（aL2004）．However，叫eEkushas  
longbecnsolelyonadultexposureandtoxicityandthefetusvia  
matemaltfanSfer，withlittleconsideradonglVen10C2Lrlychildhood．  
Im血epast血cade，Sdmulatdes匹Ciallyby山¢1993USNadonal  
ReseaJthCouncilA（NRC）reportfkstichiesinLheDietsq「妙Ls  
d撤ブC揖揖柁n（NÅS1993），托COgnition血ts匹Cialconsideradonis  

代quiredfbrchiIdreninriskasse軍Smenthasgrown・TheNRCreport  
notedthat‘childrenarenotlittleadults’，tKauSeOfdleirunlque  
PattemSOfexposurestoenvironmcntalhazardsandtheirpardculaE  
Vulnembility．   

R）ー血¢SuSCepdbiliけOrChildrentoenvironmentdchemicals，也e  

eady匹Shaldp≡dd（山¢SuCkung匹dd）isofpadcularnote．  
During血i＄period，theinfaLltCOuldbeexposedtovariouschem－  
icalsnotonlythroughmothers’mi1k，butalsodirectly，byhaYing  

・
り
 
L
 
臨
日
常
頚
■
け
＿
司
‖
‖
∵
沌
．
望
門
川
相
川
I
，
．
 
】
り
 
 

遠
目
り
胴
ゝ
謹
u
鯛
Ⅵ
「
 

Co汀萬匹n血n∝：Mub血Hirata－Koizw山．BSc，Division ofMdicind  
5血yScieれC¢，Nadonallnsd【u暮eof打ea仙Scienccs，1－18－1K血yoga，  
Sctagaya－hl，Tbkyo158T8501，Japan・Emai］：nikoi2＝umi＠nihs．gojp   
ReceivedJune17，2005；revisedaJldacceptedSepkmber2．2005・  

轟
咽
頭
も
饉
 
 
 

24  



147   ∫〟∫Cピグ地上J巾げ〃川′♭0用Joム〟ウ¢んど仰J∫  

Basedontheresult＿SOrdose－hndingstudiesconductedprior10  
thenlainsludy，thedose，Whichwouldshowclear10Xiclty，WaS  
selecteda5thetopdose，thalwithoutpotential1ytoxiceffectsasthe  
）owcstdose，aJld the mediumdose wassetbelweenthem・Tn the  

dose－findingstudyfor2TBP（oraladministrationfromPNDs4－  
21），SOmeClinicat signsand suppressedbody weightgain were  
observedat200m釘kgandanincreaseinrelativeliverweighta1  
60m〆kgandmore．ForDBTP（OraladministradonfromPNt）s4p  
17），allofthefourmalesaTtdfourfemalesdieda1500mg几g，and  
the death ofone orlhe four males，anincreasein serum10tal  
cholesterotandphospholipid，andincreaseinrelativeliverweight  
were notedin thelCOmgkg group．Therefore，lhedoses were  
setatO．20，60，Or200mgIkg／day for2TBPand atO，5，40，Or  
3（泊mgIkg／dayforDTBP．   
Duringthestudy，therats，generalcondition wasobservedat  
Jeastonceaday（detallsofclinicalsignsnotedinthisstudyare  
describedin‘Glossary of terms for toxicity testing’【NTHS  
1994】）．Body weightand foodconsumption（Only the recovery－  

maintenancepedod）wasexaminedonceormoreaweck・Asdeveト  
opmentalparameters，fur appearance，incisor eruptlOn，Plnna  
detaclmentandeyeopenlngWereaSSeSSedforphysicaldevelop－  
me叫aJldtestesdescentorpreputialsepafationandvaginalopen－  
ing for sexualdevelopment（OECD2004）・In addition，reneX  
ontogeny，SUChas visualplaclngreflex，andsurfaceandmid－air  
hghlingrenexeモ，Werealsoexamined（Adams1986；Jensh＆Brent  

1988）．UrlnalysIS（color，∝Cultblod，pH，PrOtein，glucose，ketone  
bodies，bilirubin，urObilinogen，SedimerLt，SpeCificgravlty，aJldvol－  

unleOrtheurine）wasconductedinthelastweekoftherecovery－  
malntenanCe匹hd．   

AIPNDs22and85，blocd was collected from theabdominal  

aortaunderetheranesthesia（for2TBP）orfromthepostcavalveirL  
undcrpentobarbitalsodiumaT．eSthesia（forDTBP）afterovemighl  
starvation for the scheduled－SaCrifice and recovery－maintenance  

groups，reSpeCtIVely・Oneport］OnWaStteatedwithEDTA－2Kand  
examinedforhematologicalparameters，SuChastheredbloodcell  
count，hemoglobin，hematocrit，meanCOrPuSCularvolume，meaJI  
corpuscularhemoglobin，meanCOrPuSCularhemoglobinconcentra－  
tion，Whitebloodce11count，Plateletcount，reticulocytecountand  
differential1euk∝yteCOunL htherecovery－maintenancegroup，  
partofthebloodwastfeatedwith3－8％sodiumcitrate，andblod  
clottingpafameterSSuChasprothrombintime（PT）andactivated  
partialthromboplastindme（APTr）wereexamined・Serumfrom  
thereTnalnlngPOrtJOnSOfbloodforbolhthescheduled－SaCrificeand  
recovery－maintenancegroupswereanalyzedforbloodbiQChemis－  
tTy（totalprotein，albumin，albumin－globulinratio［A／Grati0】，glu－  

cose，tOLalcholesterol，triglycerides，Phospholipid，tOtalbilirubin，  
ureanitrogen【BUN］，Creatinine，glutamateoxaloa∝tatetranSami－  

nase，glutamate pyruVate tranSaminase，alkaline phosphatase，Y－  
glutamyltranspepddase［γCm’］，Calcium・inorganicphosphorus，  
sodium，POlasslum，andchlorine）・Followingcollecdomofblood，  
al1animalsweresacrificedbyexsa爪gulnadon，andallo愕anSand  
tissuesweremacroscopICallyexamined・Then．thebrain，pituitary  
gland，thymus，thyroids，heart，1ungs，1iver，Spleen，kidneys，  
adrenals，teSteS，ePididymides，and ovaries were removed and  
weighed．Histopa山0logicalexamination was conducted for the  
controlandthehighestdosegroups．Theabove－uStedorganswere  
fixedinlO％bufftredfomalirL－phosphate（followingBouin’sfix－  

ation for testes and epididymides），and parafh secdons were  
roudnely prepared and stained with Hematoxyhn－Eosin for  
microscopy・Forothergroups，OrganSWithmacroscopical1yabnor－  
malfindingsorinwhichchemicalィelatedefrectswereevidenton  
microscopICeXaminationforLhehighestdosegroup，WereSimilarly  
investigatd．   

TbxicityrrbstingReportsofEnvironrnenlalChemicalsoflheJapa－  
ncsegovemment（MHL］N2001a，2001b），butnoolherdaLahave  
tx：enrePOrtedregarding－ePeatCddosetoxic）ty・Sincetheyoungrats  
Were Only evaluated ro‥oxiclty PrOfiles and no－Observed－七触t  

Ievels，WereヾValuatedthercsullsforamorepracticaIevaluation  
index，theno－ObservedLadverseィ：Ffecllcvcl（NOAEL），WhichcouId  

serveaslhebasisrordeteminingtolerabledai1yintake（TDI）or  
acceptabledailyintake（ADl）forrlSkassessmenしandconducted  
COmPara（iveanalyzeswithnewbonlratS・  

MATERIALS  

2－（ert－Butylphenol（2TBP，CASno．88－18r6，Purity‥99・97％）and  

2，4Ji－terトbulylphenol（DTBP，CASno．96－76－4，Purity：99・67％），  

obtainedfromDainipponTnkandChemicals，lncorporated（てbkyo，  
Japan），WeredissoIvedinoliveoilaLldcornoil，reSpeCtively・The  
tesIsolutionswcrepreparedonceaweekasslabilityroreightdays  
had txen confirmed．Allother reagenls usedin this study were  
S匹Cificpuntygrade・  

METHODS  

Allstudieswereperfon11edunderGo（元LaboratoryPracticecon，  
ditionsandinaccordanc（：With‘GuidarLCeforAnimalCareandUse’  

ofPanaphaJmLaboratorjLeSCo・，Ltd，RcseafChInstitulefor＾nimal  
ScienceinBi∝hemistryandTbxicology，OrMit－SubishiChemical  
SafetyTnstituteLtd・   

Animals  
Tn the newbom rat studies of2TBP aJld DTBIIpregnant SPF  
Sprague－Dawleyrats［C－j：CD（SD）IGS】wercpurchasedatgesta－  
tiondays13－15fromCharlesRiverJapaTIInc・（Yokohama，Japan），  
anda1lowedtodeliversl）OntaneOuSly・Allnewbornwereseparated  
fromdamsatpostT）ataldiay（PND）3（tlledateofbirthwasde兵ned  
asPNDO），arLdpoo）eda（：COrdingtosex．Atthesametime，12foster  
motherswereselectedamongdams，basedon thenurslngCOndi－  
tion．Eachfostermothe【SuCkledfourmale and fourremalenew－  

bom，aSS）gned to each ofthe fourdose groups，including thc  
cont∫01s，uPtOWeaningonPND21（teminationofdosing）・After  
weaning，th9animalsoftherecovery－maintcnancegroup（SeeStudy  
Design）wereindividua劃Lymaintainedfornineweeks・   

rntheyoungratstudies，4N5week－01dmalesarLdfemalesofthe  
samestrainwereobtainedfromthesamesupplierasforthenew－  
bornratstudies，andusedatagesor5－■weeksafteracclimation．   
Allanimals werema】Lntainedin anenYironmentallycontrolled  
roomat20－260Cwitharelativehumidityof40－70％，aVentilation  
rateofmore山antentimesperhour，anda12：12hlighudarkcycle・  
Theywereallowedfreeaccesstoabasaldiet（MF：Odental1もast  
Co．Ltd，Tbkyo，Japan，OrLABOMRStock：NihonNosanKogyo  
hc．，Yokohama，Japan）andwater（steriletapwaterorweuwater  
treatedwiths（元iumhy匹hjorite）thTOughoul．   

Sludyde5ign   

J．Jβ一旬r甲g戚gd血∫gわ通ゎ血㊥血〝eWあ〃用rαJぶ  

れ財払m化“加机  
Newbornrats（12／sex仙ISe）wereadministeredthetestsubstances  
bygastricintubationonPNDs4－2l・OnPND22，Sixmalesand  
sixfemalesineachtreatedgroupweresacri百cedfbrautopsy（the  
scheduled－SaCd百cegroup）．Theremaininganimalsinal1groups（6  
rats／sex／dose）were maintained fornineweekswithoutchemical  
tTeatmentand then sacrificed at12weeks ofage（the r∝OVery－  
majntenancegroup）．  
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Five10SixweekoldralswereglVenthelestsubstancesbygastdc  
intubationdai1yfor28daysandsacri丘cedfoIlowingthelasttteat－  
m¢n【（lbe革Ch¢d山ed－SaCri毎egroup）．RecoYeけgrOup5We托maiか  

tainedfortwowetkswithoutchemicaltreatmentandsacrほcedat  

］lor12weeksofage．Thenumberofanimalswassixforeach  

SeX〟osebrb山schdul由一SaC山岳cd・餌dr∝OV桝γCおeS．  

Thedosesweresel∝tedinthesamewayasthenewbomrat  
Studies・InLhe12－daydose－findingstudyfor2TBRalaxicgal（WaS  
Observedat300mgIkgaJldmore，2Lndincreaseinrelativeliverand  

kidneyweightat500m名作g．R）rDTBFlwith14－dayadministra－  
tion，thedeathofoneof山efburftmales，Variouschangesinsome  
bloodbiochemicalparameters，increaseinrelatjveliverweightsand  
lightgraymaculesonkidneyswereEbundat500mgn（g．Tncrease  
inserumphospholipida爪drelativeliverweightswerealsodemon－  
StratedinthelOOmg化ggroup．Basedontheresults，thedoseswere  
de蛤minedatO，4，20，100，Or500mg／kgHayfor2TBPandatO，  
5，20，75，Or3（泊mg耽g／dayforDTBPIRecoverygroupswereset  

at O，100，500mgn（少day for2TBP and O，300mgn（g／day for  
DTBR   
Duringthestudy，ratSWereeXaminedforgeneralcondition，body  
Weight，fbodconsumpbon，urinalysis，hematologyandblodbio－  
Chemistry，neCrOPSyfindings，OrganWeights，andhistopathological  
Lindingsincompliancewiththel七stGuidelineintheJapanese  
ChemicalControIAct（OfticialName：Law Conceming（he  
Examinalion and Regulation of Manufactu托，etC．Of Chemical  

Substances）．  

Stadstie山amalysis  
Data fbr bdy weights，fbod consumption，urinalysis fhdings  
（exceptfbrtheresultsofqualitativeanalysis），hematological，blood  
bi∝hemical伽dings（excep（fordi鮎rendal1euk∝yteCOunt），and  

Or苫弧Weightswcn∋8皿alyzdbytbB訂tlett’slesl（Ba血elt1937）  

ゎーhomoge叱1けOfdstdbudon．Whenhomogeneity wasrecog－  
nizd，Dunne比’stestの皿ne【【19朗）wasconductedfbrcompadson  

betwecncpntrolandindividualtJeatmentgrOuPS（P＜0．OlorO．05）．  

肝nothomogeneousorforqualitativeurinalysisdataanddi鮎ren－  
dalleuk∝yteCOunt，thedatawereanalyzedusingSteel，smultiple  
COmp濾sonbst5（Sl∝11959），OrteSbof山eDu皿e仕typ∋（Hol一  
触der＆Ⅵわl氏1973）（タ＜0．OlorO．05）」もー托月既仰tOge叩，卸d  

physicalandsexualdevelopmentpafameterSinthenewbomrat  
studics，thex2－teSt（Fisher1922）wasconducted（P＜0．0lorO．05）．  

〃．〃Jmね一瓜）fz〟mfeJdJ．  

RESULTS   

2－Jg〟－butylphenol（ヱT取P）   

州川血椚＝Ⅶり血ゆ  

VbJiousclinjcalsignssuchasdecreaseinl∝OmOtOraCtlVlty，ataXic  
gait．deep resplra（ion，aL）d muscle weakness were observed  

throughoutthedosingperiodinthe2（氾mgn（ggrOup，aSShownin  
Tbblel．W仙60m〆kg，tJ甘nSientdecreaseiml∝OmOtOraCtivity  
WaSnOtedonthe鮎stdosingdaylimitedtoonlyoneof12males．  
Bodyweightswereloweredby8－17％fromdosingday7through  
totheendofthedosingpedodinmalesandtorecovery－mainte－  
narICeday14infもmalesgiven200mgn（g．Atthescheduledsacrト  
fice，therewerenohematotogicalchangesatanydose，butblo∝l  
bi∝hemicalexaminationofthe200m〆kggroupshowedincreases  
inγGTPin bolh sexes andtotalproteinin males．h addi【ion，  
SignificantincreaseinreladYeliverweightswasnotedin9％ofthe  
femalesin（he60mgrkggroupandin21－23％ofbothmalesand  
femalesinthe200m〆kggroup．Onhistopathologicalexamination，  
SlighthypertrOPhyofcentrilobulafhepat∝yteSWaSfoundinone  
丘mal¢Of血00m〆kggroup，卸dinねurmalesandth比良males  
from the200mgn（g grOuP．During the托COVery－maintenance  
Pedd，nO Clinicalsigns were obsefVed a几d thelowered body  
Weightsshowedalendencyforrecovery．lnparametersforphysical  
andsexualdevelopmentandre鮎xontogeny，nOdefinidvechanges  
WeredetecLed．AtLheendoftherecovery－mainlenancepericd，nO  

Chemical－relatedchanges，alsoinurirLalysisdata，Werefoundinany  
dosegroup．   
Theresultsofthenewbomratstudyof2TBParesummarizedin  
Tbble2・SinceclinicalslgnSandhistopathologicalchangesinthe  

liverwereobservedinLhe60mgn’ggrOup，dleNOAELwascon－  
Cludedtob20m少k少d叩．   

払〟〟gn〟血ゆ  

AtaxicgaltWereObservedsporadicallyduringthedosingperiodin  
ninemalesand12ftmales，anddecreaseinl∝OmOtOraCtlVllyln  
腑Ofemales丘om山e500m釘kgg和up．Duri喝山edosing匹dd，  
there werenochangesin body weight，fbodconsumpt10n，and  
urinalysisdata．Atthescheduledsacrifice，hematologicalandblod  
biochemicalexaminationalsoshowednochanges．Eighteento19％  
increaseswerefbumdinrelativchverweightsofbothsexcsreceiv－  
jJlg500mB＾g，but no histopaLhoJogjeaJchaJlgeSinliver were  
Observed atany dose．Nochemical－relatedchanges werenoted  
dudngamdat血eendor仇e陀COVeけ匹dd．  

TbblelClinicalsignsobservedduringthedosingperiodinthetleWbomratstudyof2－LerL－butylphenol  

Dose（m釘k離桓）  

0  20  60  200  

No．animals（M山繭md¢）  

No．弧imds雨血cIi血血hi伊S  

Doc托a絶imlocomdtoracd漬け  

Ataxic gait 

D∝pI℃Spl用心on  

てbmors  

Mu5Clewea血色ss  

Emaciation 

Pal¢Skin  

12／12  12／12  12／12  

肌
肌
肌
0
0
肌
肌
肌
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1払ble2 Summaryoftheresultsoflhenewbomandyoungratstudyof2r（er（－bulylphenol   

Newborn rat study 

Dose（m〆kg／day）   

ClinicalsIgnS  

Body weight changes 
Blood biochemical changes 

Changesinrelativeorganweighls   
His10PalhologlCa川ndingsinliver  

20  60  200  

， M：Decreasein  Various†  

locomo10raClivlly  

8＿17％J  

GTP†，M：TP†  

＿ F‥Liver9％†  Liver2ト23％†  

－ShghtcentrilobularhypertrOPhyofhepatocytes － M：0／6，F‥1／6  M＝4／6▼F＝3／6  

Young rat study 

Dose（m〆kg／day）   

ClinlCalsigns  

Bdyweightchanges   
Blo（元biochemicalchanges   

Changesinrelativeorganweights   
HistopathologlCalfindings  

500  

AtaLXicgalt  

F：Decreaseinlocomotoractiv）ty  

Liver18＿19％†   

100  

n．d．  

statistical1ysignihcan（increases（P＜0・05）inbodywcights，bloodbiochemicalparamelersandrelativeoTganWeightsareshownas†，  
whjledecreasesareshownasl．Dataonhistopathologicalfindingsaregivenasno・Of肌imalswiththefindings／no・Ofanimalsexamined，  
accordingtosex・Changesobservedonlylnmalesorfemalesareshownas‘M，or‘F，，reSpeCtively，Whileneither‘M’nor‘F’ismentioned  
inlhecaseofchangesnotedinbothsexes．Nochemical－relatedchangeswereobservedindevelopmentalparameters（COnductedonlyin  
newbornratstudy），urinatysis（Onlyinyoungratstudy），andhematologicalparameters・†Decreaseinlocomotoractivity，ataXicgait、deep  
resplraLion，tremOrS，muSCleweakness，emaCiation，andpaleskinwereobserved，aSShowninTbblel・GTP，Y－GTP；TP，tOtalprotein；－，nO  
Changc；n．d．，nOtdetemLned・   

parametersofsexualdeve）opment，aSlightdelaylnPreputialsep－  
ara【ionwasnotedinthe300mg／kggroup（lheincidenceswereO／  
5，COmpafedwith2J6inthecontrolgroupatPND42［r∝OVery－  
maintenanceday21】；0／5，3／6atPND43；2／5，5／6atPND44；2／5，  
6／6atPND46；4／5，6／6atPND47；and5／5，6／6atPND48）．During  
thisobserYationpeJid，b∝1yweightswereloweredbyapproxi－  
rnatelylO％inmales 

． 

maintenanceperiod，there were nochemicalーrelatedchanges on  
urinalysISinanydosegroup・Attheendoftherecovery  
changesnotedinthescheduled－SaCrificegroupwerenotobserved  
exceptforhistopathologicalchangesinthekidneys，Slgnificantin  
the300mgn（ggrOup（rhble3）．   
AsummaryoftheresultsofthenewbomratsludyofDTBPis  
shownin Thble4．Since fatty degeneradon of hepat∝yteS and  
increwein hver weight were demonstrated at40m〆kg，the  
NOAELwasconcludedtobe5m〆kg／day．   

拍〟〝gmり血㊥  

Nochemicai－relatedchaLngeSWerefbuJldingeneralcondition，body  
weight，andfbdconsumpt10n atanydose・On urinalysisatthe  
fou丘hweekofdosing，anincreaseinudnevolume．andad∝reaSe  
inspeCificgravityaJtdosmodcpressurewerenotedinbothsexes  
ofthe300mgn（ggrOub．Atthescheduledsacri伝cc，hematological  
examinationshowedadecreaseinhemoglobinandhemat∝rit，an  
increaseinsegmentedneutrophilsinthales，andprolongadonof  
PTandAPTrinmalesat300mgn’g・Onbloodbi∝hemicalexpm－  
ination．therewas anincreasein10talbilirubinin males glVen  
300mgn（g，andanincreaseintotalcholesterolandphospholipidin  
ftmalesgiven75mgn（gandabov寧．FororgaJtWeights，therewere   

Asummaryoftheresultsoftheyoungratstudyof2TBPisgiven  
inTable2．The NOAEL，WaS COnCluded10bel（泊m釘kg／day，at  
whichnochangeswerelObsen′ed・   

2，4－diイg〟－butylphenoI（DTもP）   

肋wゐ〃用′出血㊥  

Twoma）esandonefemateofthe300mgn（ggrOupWerefounddead  
ondosingdays3，4，and7．Inthisgroup，decreaseinlocomotor  

ac血ity（12malesand】2ftmales），bradypnea（10malesandlO  
females），andhypolhermia（onemale）wereobservedfromthe釦st  
dosingday，butthentheincidencedecreased，withdisappearanCe  
afterdosingday7．Bdy weightsofthe3CK）m釘kggroupwere  
loweredby15－25％inmalesandby9－20％infemalesduringthe  
dosingperid，COmParedwithdleCOntfOIvalues・Therewereno  
de危nitive changesin patameters for physicaldevelopment and  
re且exontogenylnanydosegroup・Atthescheduledsacrifice，blod  
biochemicalexaminationsh6wedanincreaseintotalbilirubinand  

adecreaseintheA／Gratioinbothsexes，amincreaseinγGTPin  
ma】es，andaLnincreaseirl10talproteinaLldBUNinftmalesofthe  
300m〆kggroup．Inth＜，3（氾mgrkggroup，therewasa39－51％  
increasein relativeliverweights，a37－41％increaseinreladve  
kidneyweightsinbothsexes，anda24％d∝reaSeit］relativespleen  
weightsinmales・Tnthe40m少kggroup，14％increasesinreladve  
weightofliverwerefoundinftmales・Onhistopathologicalexam－  
ination，YadouschangeswereobservedinliYerSaLndkidncysinthe  
300m帥ggr？up・aS5howninlもble3・Fu血emore，匹d匹血  

fattydegenerat10nOfhepat∝yteSWaSeVidentinonefemalegiven  
40mgn（g，aLldbasophilictubu］esinkidneysinoneanimalofeach  
sex receiving40mgn’gandonecontTOlgroup male・Regarding  
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Recovery－  
malntenaIICe   

group†  Scheduled－SaCri鮎egroup  

Dose（m少kgNay）  Grade  O  5  40  300  0  300  

No．ofanimalsexamined（Malen；emale）  

Liver  

－FattydegenerationofpenPOrtalhepat∝yteS  

6／6  〟6  6／6  5／6  6／6  5／5  

0／0  0／0  

0／0  0／0  

0／0  0／0  

0／0  0／1  
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0／0  0／0  
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－Cellularinfi1trationofneutrophils  

†Nohistopathologicalexaminationwasconductedat5and40m〆kgintherecovery－maintenancegroup．＋，mild；＋十，nioderate；＋＋＋，  
m訂ked；n．d，，nOtdetem血d．  

increasesinrelaliveliverweightsby40－イ3％inbothsexesglVen  

300m〆kg，andby13％infbmalesreceiving75m〆kg．Onhisto－  
Pathologicalexamination，mild tomarkedchangesinlivers and  
kidneyswereobseⅣedinbothsexesfromthe300m〆kggroup，aS  
Showninlもble5・Attheendoftherecoveryperiod，theincrease  
in10talcholesterolandphospholipidandrenalhistopathological  
Changesobservedinthescheduled－SaCriLicegroupremainedsignif－  
icantinthehighestJosegroup笹ble5）．   
me陀Sultsor山eyoungratstudya托Slmadzdill恥ble4．  
BasedonincreaseintherelativeliverweightswithsoIneChanges  
irLbloodbiochemicalparametersinEtmalesgiYer［75mgA（g，the  
NOAELwasconcludedtobe20mgrkdday．  

DISCUSSION  

Duringdevelopment，manyraPidandcomplexbiolo如al‘changes  
∝Cur，Whichcanhaveprofbundconsequencesonsensidvityto血e  
efftctsofexogenouschemicals（Scheupleine（aL2002）．Although  
theneonatalbodyatbirthisrcasonablywellpreparedfbrthcd）ruPt  
Changesassociatedwithparturidon，andmoslfuncdonalsystems  
匹SSeSSaSigni丘cant押出ono一山eiradultcapadty（Dou鳥OngJdJ．  
2002），itisknownthatthevariousfuncdonsTemainirnmaturein  

earlypostnatalpedodandthatsomeorgansandtissues，eS匹Cial1y  
in dlenerVOuS，immule and reproductive systems，COndnue to  
deYelop after birth（NAS1993）．Therefbre，itisimportant to  
CValuatetoxiceffbctsbyexposuretochemicalsduringtheearly  
POStnatalperid as wellasthe fttalperiodforcomprehensiYe  
risk assessmenL However．economicissues andlack ofhuman  

resouⅣeS，血singfh）mPraCdcaldifnculdesregardingprotocoIs，  
have hindered roudneimplementationoftoxIClty Studies uslng  
newbomanimals・Ourseriesofcomparativeanalyzesonsusceptl－  
bilityofthenewtx）marethereforeofpardcularimportanccfordsk  
a5SeSSment．  

Inthepresentstudyon2TBPandDTBP，therewerenoclear  

differencesintoxICltyPrOfilesbetweenthenewbomandyoungrats  
ineithercase．fbr2TBIミclinicalsignssuchasadecreaseinloco－  

motor actlVlty and atzLXic galt，and efftcts onliversuch as an  
increaseinorganweightwercobserved．IntheDTBPcase，hepatic  
and renaltoxicity（histopatho10gicalchanges，incfeaSein organ  
Weight，etC．）werenoted．AsachaLaCteristicefftctofDTBPonmale  
SeXualdevelopment，SlightdelaylnPrePutialseparationwasalso  
Observedin the newbom rat朗udy．Prepudal separation，an  
androgen－dependentprocesswhichisanearlymarkerofpuberty，  
represents areliablenon－invasiveindicatorofchemical－induced  
pertuJbationofmalepubertaldeYelopmentintherat（GaytanetaL．  
1988）．However，itisknownthatdecreasedbodyweightscanresult  
innon－SPCCificdelayinpube止y（Ashby＆LeftYre2000）．Since  

DTBPloweredbodyweightsintheperiodofobservadonofprepu－  
tialseparationandtherewerenoDTBP－relatedchangesinweights  
Orhistopath01ogyofthetestesandepididymides，Wellknowntobe  
essendallyandrogenJependent，nOSpeCi丘ce鮎ctonmaleseJtual  
development cく）uld be concludedin山e present study・Asfbr  
NOAELs or b町血 chemicals，Cle訂di鮎陀nCeS We托ObseⅣd  
tdweennewbomandyoungrats，withvaluesof20and5mgn（g／  
dayinnewbomrats，aJldl00and20mgn（ghlayinyoungTatSfbr  
2TliPandDTBnrespeCdvely．Therefbre，thesusceptibilitywas  
Ebur－tO丘ve－foldhigherinnewbomthaninyoungrats．   
Our previous analysis ofl，3Jibromopropane血dl，1，2，2－  
tetrabromoethane（Hirata－7bizumi etaL．2005）showed dos  
responsecurvestobeveJydi鮎rentbetweennewbomandyoung  
rats．Thesamewasrecendyreportedforthewidelyusedorgano－  
Phosphorusinsecticide，Chlorpyrifbs（ZhengeLat．2∝X）），aSWellas  
Py托throidinsecticides（ShaftreEal．2005）．Thesedatashowedthe  
impoJWce of esdma血g unequivocal1y toxjclevels（UtTrLs），  
definedforourcomparadvetoxicityanalysisasequivalenltoxic  
dosesinducingcleartoxicity，includingdeath，Clinicaltoxicsigns，  
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Thble4 SulTunaTyOflheresultsorthenewbomandyoungratstudyof2，4－di－terLpbutylphenol   

NewborTtratStudy   

Dose（mg化g／day）   

Dcath   

Cli山calslgnS  

Body wejght changes 

UrlnalysIS   

Hematological changes 

40  300  

M二〟12，F：1／12   

Decrease in locomotor activity 

bradypnea，hypotherma  

9－25％1  

n．d．  

Ⅵ漬ous†  

Liver39－51％†，Kidney37Al％†  

M：Spleen24％J  

n．d．  n．d．  

Blodbiochemicalchanges  

Changesinrelativeorganweights －  F：Liver14％†  

Histopathologicalfindings  － F：Fattydegenerationinliver Variouschangesinliverandkidney‡  
Developmentalparameters  Slightdelaylnpreputialseparation  

1bu刀gratS一日dy   

Dose（m釘kg／day）   

Death   

CJinjcalslgnS   
Bdyweighlchanges   

UrinalysIS   
Hernatological changes 
BIoodbiochemicalchanges  

Changesinrelativeorganweigh1s   
Histopathological鳥ndings  

75  

F＝Tcho†pho†  

F‥Liver13％†  

300  5  20  

W†sGJop土  

瓶ous§  

M：TB†   

F：Tch。†ph。†   

Liver4M3％† 

Ⅵ山ouschar唱eSin  

liverandkidneyⅧ   

n．d．  n．d．  

Dataondeathareshownasno．ofdeada山mals／no．ofanimalsexamined，aCCOrdingtosex，Statisticallysignificanlincreases（P＜0．05）  

inbodyweights，urinalysisandbloodbi∝hemicalparameters，andreladveorganweightsareshownas†，Whiledecreasesareshownas  
J．changesobservedonlyinmalesorfemalesaLeShownas＜M，or‘F，，reSpeCtively，Whileneither‘M’nor‘F’ismendonedinthecaseof  
changesnotedinbothsexes．†IncreaseintotalbilirubinanddecreaseintheAJGratioinbothsexes，increaseinγGTPinmales，andincrease  
intotalproleinandBUNinfemaleswerenoted．‡V訂iouschangeswereobservedasshowninrrhble3．§Woushematologicalchanges  

WerenOtedsuchasdecreaseiJlhemogJobina月dhema（∝d【aLldiflCreaSeinsegmentedneutTOPhjlsjT）EemalesandproloT）gationofFrand  

APTrinmales．佃ou：；Changeswereobservedasshowninrrbble5．OP：OSmOticpressure；Pho：phospholipid；SG：SpeCi鮎gravity；TB：  
totalbilirubin；Tcho：tOtalcholesterol；UV：urinevolume；－：nOChange；n．d．：nOtdetemined・  

studiesin10COnSideration．The UETLs were concluded to t＊  

100m〆kgNayforthenewbom，and500mgn（g／dayforyourLgratS，  
atwhichoneoutofeightratswasfbunddeadinbothcases．These  
analyzes of UEm，COnSidering equivaIencein toxic degrec，  
Showed3．3－5．OdmeshighersusceptibilityOfnewbomratsto2TBP  
andDTBPthanyoungrats，COnSistentwithouranalydcalresuIts  
hrNOÅELs．   

Highersusceptibility ofnewbom rats wasalsodemonstTated  
in our，Previous aJtalyzes of丘ve phenoIs（4－nitrophenol，2，4－  

dinitmphenol．3－am血ophenol，3－me血ylpheJ101and 2，4，6－  
trinitrophenol）（Koizumie（aL．2001，2002，2003ごTbkahashie（aL．  
2004），COnSideredmainlyduetotheirpoormetabolicandexcretory  
Cq）aCity（Horster1977；Creitciletal．1986）．Tthasactual1yben  
reported that UDP－glucuronyltraJISferase and sulfotransftrase  
actiYides．when4－nitrophenolisusedasthesub占trate，arelowerin  
microsomes pfepafedfromlivers ofnewbomrats7and thatthe  
eliminationrateof2．4Jinit工OPheno（fromserumofnewbomrab－  
bitsismarkedlyslowerthaninyoungadults（Gehring＆Buerge  
1969；Matsui＆Watanabe1982）．Unfortunately，thereisnoinfoト  
madononthetoxicl（yFneChanismandtoxicokinedcsofboth2TBP   

OrCdticalhistopathologicaldamage（Koizumie（aL．2001）．Wehere  
triedtoapplythisUETLapproachtothepresentstudy．For2TBP，  
clinicalsignssucha5decreぉejれ1∝OmOtOraCtivjけ卸dataxicgail  
WerenOtedinmostofthean血alsgiven200m〆kg（newbomrats）  
and500mgn（g（youngrats）CThble2）．Furthermore，a8－17％low－  
eringofbodyweightwasobservedat200mgn’ginnewbomrats，  
butnotintheyoungratstudy．Therefore，equivalenttoxice  
totheseobserYedat5（カmg几ginyoungratsmightbeexpectedto  
appearat100－150mgA、ginnewbomamimals・rnleUErLswere  
COnCludd to bel∝ト150and500m釘kg佃ay h＝1eWbom and  
youngrats，reSpeCdvely・hthecaseofDTBP，Cleartoxicitywas  
Observedatthetopdoseof300mgn（ginbotht）eWbomandyoung  
Ta（Studiesmble4），buttheJevelofseYerityWaSVerydifferent，for  
example．deaths were（nly notedinthenewbomcases・T（WaS  
considereddifnculttoesdmatetheUETLsfromtheresultsofmain  

studiesonly．HoweYer，themostcriticalendpointfortoxicity，mOr－  
tality，WaSalso■nOtedatl00m〆kgandmore，and5（旧mgn’g，in  
thedose一触dingsttldiesofnewbornandyoungrats，reSPeCtlVely．  
TherefoTe，itwouldtxpossibletoesdmaletheappropriateUETLs  
astheminimumIethaldosebyt且kingtheresultsofuledose一角nding  
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〟．〃fJⅥ／8一助iz〟mfeJdJ．  

Scheduled－SaCrほcegroup†  Recovery group 

Dose（m釘kg／day）  Grade  O  75  300  0  3（泊  

No．ofanimalsbxamined（Malenemale）  

Liver  

－CentrilobularhypertrOPhyofhepat∝yteS  

粘dneys  

－Basophilictubules  

6／6  6／6  （i／6  6／6  6／6  

0／0  0／0  4／4  0／0  0／0  
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ーGranularcasb  

－Proteinaceouscasts  

†Nohistopathologicalexaminationwasconductedforthe5and20mg耽gscheduledTSaCrificegroups．＋，mi1d；＋＋，mOderate；＋＋十，  

marked．  

andDTBP；however，theimmaturefunctionsinvoIvedinthetoxi－  

COkinedcsin newbom rats would beimplicatedin the higher  
SuSCePtibility，aSinthecaseoffivephenoIspreviouslyanalyzed・  
Whilethereareverylittledataontoxicokinetjcsofenvironmental  
Chemicalsin the newbom，relatively plentifulinformation has  
beenrepoEtedinhumansforpharmaceuticalswhichareclinically  
appliedduringtheearlypostnatalperiod・Recently，GinsbergetaL・  
（2002）conductedcompaTativeanalysisofphamlaCOkinedcparam－  
etersEbr45drugSinbothchildrenandadults，andshowedhalf－  
1iYeSinchildrenagedtwomonthsorundertogenerallybetwo－fbld  
longer山肌hadults．   

Asfbrthesusceptibilityofthenewbom10tOXicityofchemicals，  
althoughi（isgencra11yimpo血ttotakethesensitlVltyOftarget  
OrganSandtissuesthemselves（toxicodynamics）intoconsideration  
besides toxicokinetics，there areinsuLncient data on di鮎TenCeS  

betweennewbomandyoung／adultanimals．R〉raPpeatanCeOftox－  
icity，WhichistheoutcomeoftoxicokinedcsandtoxicodyJlamics，  
SOmeCOmParadvestudieshavereliedonLD50Yalues（Goldenthal  
1971；Sheehan＆Gaylor1990）．HoweYer，itisnotconsideredthat  
infomlationonacutetoxicityatlethaldosageisappropriatewhen  
COnSideringthe susceptibility of newbominrisk assessment，  
玩causedo沖「托SpOn光CuⅣeSCOulddi鮎ー，鮎me鵬ondabY¢．  
ⅦthproIonged，Subtoxicdoscs，Whicha陀basisfbrTDIorADI，  
OurS¢des ofcomp血ve studies consdtub血e丘mtsystematic  
鮎SeSSment，prOVidimgamimI氾止antb貼ebrdevelopmentofnew  
me血dsordskassessmentorsus∝pdbilityor山enewbom．  
In conclusion，Clinicalsigns and efrtcts on theliver were  

bbservedfor2TBIミand hepatic andI℃naltoxicity fbr DTBft  

＾1dlO喧h there were no ckar di飴reinCeSin toxicity pro危Ies  
k佃恍n山emewbomandyoungrabbrb山chemicals，thetox－  
icityleYelsdi鮎redmarkedly．ThesuscepdbilityofdleneWbomto  
thesechemicalsappearStObe4T5timeshigherthanthatofyoung  
animds．  

ACⅨNO吼EDGMENT  
¶l¢aut血相βrak餌1抄紙bowldge仙e鮎卸Cidsuppo正Of山e  
Ofnce ofChemicalSaEtty，PIlamaCeutjcaland MedicalSafety  
Bu托au，MinistryofHealth．LaborandWtlfare，Japan．  
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REPORT ON THE BIOASSAY OFl，5－NAPHT11ALENEDIAMINE  

FGR POSSIBLE CARCINOGENICITY  

CARCINOCENES工S TESTINC PROCRAM  
DIVISION OF CANCER CAUSE AND PREVENT工ON  

NATIONAL CANCERINSTITUTE，NATIONALINSTITUTES OF HEALTH  

This report presen［s the results of the bioassay of  FOREWOR♪  

1，トnaphthaletlediatTLine conducted for the Carcinogenesis Testing Pro－  
gram，l）ivision of Cancer Cause and Prevention，NationalCancerInsti一  
亡ute（NCl），NationalInsti亡uteS Of Health，Be亡hesda，Maryland・This  
is one of a series of experiTnentS designed to determine vhether se－  
lected chemicals have the capacity to produce cancerin attimals・NegT  
ative results，itlVhich the 亡es亡animals do no亡have a slgnificantly  
greaterincidence of caLnCer亡han controlanimals，do not necessarily  
mean the test chemicalis not a carcinogeTlbecause the experinen亡S  
are conducted under alilni亡ed set of circuTnS亡ances． Positive resul亡S  

detrLOnSこrate that the［est che†nicalis carcinogenic for animals under  
亡he condi［ions of the tes亡 andindica［e a pO亡en亡ialrisk to man．The  
ac亡ualdetemination of 亡he risk to man from aniTnalcarcinogens re－  
quires a vider analysis．  

CONTRIBUTORS：This bioassay ofl，5－naphthalenediatnine was conduc亡ed  
by MasorL ResearchIns亡itu亡eIWorcester∫MassachusettsIini亡ially  
under direc亡 COntraCt tO［he NCIand curren亡Iy under a subcontrac  

［o TracorJitco，Inc・，pritne con［rac亡Or for the NCICarcinogenesis  
Tes［ing Program．  

The experitnentaldesign was determined by亡he NCIProjec仁Offi－  
ceヲS・Dr・J・H・Weisburger（l，2）andDr・E・K・Weisburger（1）・The  
prlnCipalinvestiga亡OrS for the con亡ract vere Dr・E・Stnith（3）and  
Dr．A．RaTldler（3）．Animal亡rea［ment and observati，On Vere SuPerVised  
by Mr．G．Wade（3）and t4s．E・Zepp（3）・CheTnicalanalysis vas per－  
fortned by74idwest ResearchIns亡itute（ん） 
t）erereVieved by Dr・N・ZiTrLmerman（5）・  

tlis亡Opathologic examina亡ions vere perforTned by Dr・A・S・Krishna  
Hurthy（3），DT．A．Ru＄Sfield（3）and Dr．D．S・Wyand（3）at theぬ60n  
ResearchInstitute，the pathology tlarra仁ives vere vri亡亡en，by Dr・A・  
Russfield（3）and Dr．D．S．Wyand（3），atld the diagtlosesincludedin  
this report represent thein亡erpreta亡iot10f these pa亡hologists・His－  
topa亡hology findings and reports werb revieved by Dr・R・L・Schueler  
（6）．  

Compilation ofindividualaniTnalsurvival，pathology・and sum－  
mary tables was performed byEG＆GtlasonResearchIns亡i亡ute（7）；the  

lll  
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S亡a亡isticalanalysi8Va8performed by Mr．W．V．Belev（5，8）and Mr－  
R・M・tIelfand（5），uSing tnethods selected for the Carcinogenesis  
Testing Program by Dr．J．J．Gart（9）．  

This repor亡VaS prePared at METREK，a Division of The MITRE Cor－  
poration（5）under the direction of the NCl．Those respt）tlSible for  
this repor亡at軒ETREK＆re the proJeCt COOrdinator，Dr．L．W．ThoTna＄  
（5），taSkleader Dr．軋R．Rornreieh（5，10），Senior biologis亡M8．P．  
Walker（5），biochemist Mr．S．C．Drill（5），and technicaleditor Ms．  
P・A・Miller（5）・The finalreport was revieved by Tnetnbers of the  
p8r亡iclp8亡ing orgdniヱd亡ion5．  

The folloving o亡her scietltists at the NatiorLalCancer工nstitute  
Were reSpOn5ible for evalua亡ing亡he bioassay experimentIin亡erpreting  
【he resul，亡＄，and reporting亡he fillding6：Dr．R．C．Chu（1），Dr．C．  
Cueto，Jr．（1），l）r・J．F．Douglas（1），Dr．D．G．Coodtnan（1，10），Dr．  
R・A．Griesemer（1），Dr．M．R．Levitt（1），Dr．tI．A．HillnaTl（l），Dr．  
T．W．Orme（1），Dr．R．A．Sq11ire（1，11），Dr．S．F．Stinson（1），Dr．  
J．M．Ward（1），and Dr．C．E．肌i亡mire（1）．  

l・Carcinogenesis Testing Progratn，Division of Cancer Cau8e and  
Prevention，Na亡ional CancerInstitute，Na亡ionalInstitutes of  
Keal抽I8e亡be8daIHaryland・   

2・Nov vi亡h 亡he Naylor D8naInsti亡u亡e for Disease Prevention，Aneri－  
CanIlealth Founda亡ion，Hammon托ouse Road，Valhalla，Nev York．   

3 

Se仁t8●   

4．Hidwest Re5eさreb工n8ti亡ute，425Volker Boulevard，Ransa＄City，  
Hissouri．   

5．The H工TRE Corpora亡ion，I伍TREK Division，1820Ddlley Madi80n  
Boulevard，McLe且n，Virglnla．   

6． TracorJi亡CO，Ine‥1776Eaさ亡Jefferson S亡reet，Rockville，  

Haryland．   

7．EGふG■Ha80n Re8e且reb工nstitute，1530Ea＄仁Jeffer80n S亡r占et，  
Rockville，Haryland．   

8．Ⅳow vitb the S01ar Energy Research工n＄titute，Cole80ulevard，  
Colden，Colorado．  
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9・MathematicalStatistics and Applied11a［heTnatics Section，Biotne亡ry  
Branch，Field Studies and Statistics Program，Division of Cancer  
CalLISe and prevention，Na亡ionalCancerInsti亡u［e，NationalInstト  
tutes of ttealth，Bethesda，Maryland・   

10．Nov vith Clement A8SOCiates，Inc．，1010Wisconsin Avenue，N・W・，  
Washing亡On，D，C．   

11．Nov vith the Division of Cotnparative Hedicine，Johns Hopkins  
University，Schoolof Medicine，Traylor BuildingIBaltimorel  
Haryland．  

Ⅴ  
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Slm削ARY  

A bioa＄Sdy Ofl）トnaphthalenediatnine for possible c8rCinogenicity  
Vds conducted u8ing Fischer344rats and B6C3Flmice．1，5－Naphthalene－  
diamine vas adtninisteredin the feed，at either of tvo concentratiom㍉  

to groups of5O m＆1e and50fe爪ale animals of each species．The high  
andlov dietary cotlCentrations・u亡ili2：edin the chronic bioassay were，  
respectively● 0・1＆rLd O．05percent for rats and O．2and O●lpercent  
for mice． The cotnpound was admitlisteredin the diet for103veeks，  

folloved by up to4veeks of observation▲・Fifty mice of each sex and  
25rats of each sex vere placed on test as controIs． These aninals  
Vere Ob8erVed for up to110veeks．  

There vere no slgnificant positive 且S80Cia亡ion9 betveen the＆d－  

minis亡ered eoncen亡ra［ion＄Ofl，トn叩h亡halenediamine and mortali亡yin  
ei亡her sex of ra亡S Or mice・Ⅰ口し811groups adequd仁e nuロber早Of animals  
S、1rVived sufficientlylotlg亡O be a亡risk fromla亡e－developi，ng tumOr6・  

血O一喝dosed female ra亡S，a S亡a仁is亡ically slgnifican亡increase  

in ettdoTnetria18trOmalpolyps・WaS Observed．Severalof these ttJmOrS  
underwent malignant tran＄fomation to endometrialstromalsarcomas．  

Theincidence of f帥ale ra亡S havir唱ei抽er adenoma or carcinotna of  
the clitoralgland va8 Statistically slgnifican亡．No TleOplasms vere  
Observed at ＄1gnificantlyincreasedincidence＄in dosed male ra亡S．  
Based onlack of亡1iniealsigns or weigh亡los5，亡he male ra亡5may  
haYe been able to vithstand a higher dose．  

In tnice，do8e－rel＆tedincreasesin thyroid neoplasms vere observed  
in both＄eXe8．LTheincidence of 亡hyroid C－Cellc＆rCinomas was sig．hifi－  

Cant for highdose female mice．The combinedincidences of papill′ary  
adenoma8，folliculさー－Cel18denomaさand｝papillary cy5亡adenoⅡ＝150f亡he  
亡hyTOid vere 81gnificant for・mice of bo亡h 8eXe8． neincidence of  

hepatocellular carcinotnas and theittcidetlCe Of alveolar／bronchiolar  
＆denotna8Vere eaCh＄ignificant for dosed feqlale tpice．  

けnder亡he condi亡ion＄Of亡hi＄bio8S＄且y，1，5－naph亡halenedi慮mine va8  

e8reinogeniein fem41e f■i8Cher344ra亡8，Cau8i喝Cli亡Oraland u亡erine  
neoplasm＄．・1．5一恥ptl亡balenediamine vas also⊂aTCinogeTlic for86Cユー1  

1nice，PrOducing thyroid neoplasm8in Tn＆1e8and neopl＆Sn8Of the thyroid，  
1iver，andlutlgin fetnales．It18ufficietlt eViderlCe VaS prOVided for ttle  

Car亡inogeni亡ity of the compo11ndin male Fi＄亡beT3砧rat＄．  
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Ⅰ． INTROl）UCTION  

1，5－Naphthalenediatnine（Figurel）（NCINo．CO3021），a bicyclic   

aioma亡ic amine usedin 亡he dyeindu8try，WaS Selected for bio且S＄ay by   

the NationalCancerInsti亡ute becau＄e Ofl：he highincidence of bladder   

CanCer rePOrted atnong dye manufacturingindus亡ry vorkers（Anthony and   

Thonas，1970；Wynder et al．，1963）．Arotna亡ic amines are one class of   

chetnicals believed to contribute to theincreased cancer riskin this   

industry（Wynder et al．，1963）．The structuralsimilarity ofl，5－   

naphthalenediatTLine to both the huTnarL bladder carcimogen2－napllthyla－   

7nine（1nternationalAgency for Research on C且nCer（IARC】，1974）and   

the suspected carcinogenl－naphthylatnine（工ARC，1974）vas an addi－   

tionalfac亡orini亡s 5elec亡iot】for tes亡ing．  

The ChemicalAbs仁racts Servi⊂e（CAS）Ninth CollectiveIndex  

★  
（1977）name for this compoutldisl，トnaph亡halenediamine．Iti＄also   

know asl，5－diaⅧlinonapbtbalene．  

1，5－Naphthalenediamine can be u8ed a9an OXidation base（Co19ur   

工ndex【c．工．】76595），aninterTnediatein the syntlleSis of the dye  

NaphthyleneRed（C．工．21650）（Societyof Dyer5and Colouri占ts，1956），  

andin the production of a black trisazo dye for cotton（Taube∴，1973）・   

1，5－NapllthalenediaTQineLh且S also beett uBed a8＆preCurSOr forl，5－naph－   

tbalenedii80Cyan且te（Hirai8nd Yamamo亡○，1975）；・aS anin仁ermedia亡e   

in t九e 8yn亡be8i80f drugs for 血e8ymptOnatic trea亡ment of asthma or  

The CAS reglStry numberi82243－6．2－1  

1  
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NH2  

FlGURE 1 
CHEMICALSTRUCTUREOFl，5－NAPHTHALENEDIAMINE  

2  
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rhinitis（鮎11，1976）；aS a COt71POnent Of pipera2：ine－tnOdified aroma亡ic   

polyaTbide8（Fujivara et al．，1974）；and as a modifier for phenolic   

re8in8uSedin rapid curing compounds（FreeTnan et al．，1974）；however，   

these usesappear tO be purely experimental．  

Specific production da［a forlI5－naPhthalettedianine are not   

available；hovever，亡he exclusion of this compound from the1977  

U．S．A．（S亡anford ResearchInstitu亡e，  of ChemicalProducer  Director  

1977）implies thatitis no亡PrOducedin commercialquantities（in   

exces＄OflOOO pounds or＄1000in value annually）．  

The poten亡ial紬r exposure亡01Iトnaph亡halenediamiれe may be   

greatest for vorkersin the dyeindus仁ry and persons engagedin   

ChelnicalTeSearCh wittl亡his compound．  
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工Ⅰ． MATER工ALS AND METHODS  

A． Chetnicals  

l，5－Naphthalenediamine vas purchased from C＆rrOllProducts，Wood   

RiverJunctiotl，RhodeIsland by the NCIfor Zlason Researchlnstitu亡e，   

Worces亡er，Massachusetts，and chemicalanalysis wa6perfomed by Mid－   

t）eSt ResearchInstitute，Kansas Ci亡y，Missouri・The experimentally   

deterTnined tneltitlg POin［of1900 to19lOc sugge＄ted a cotnpound of   

high purity based onits narrov range andi亡S Close proxitnity 亡O the   

value（1900c）reportedin theliter且ヒure（Pollock and Stevens，1965）．  

Elementalanalysis′VaS COnSistentwi【hC10HlON2，亡hemolecular fomula  
forl，5－naPhthalenediamine・Hovever，nOnaqueOuS amine group titration  

was approxitnately89 亡090percent of that expected on a tkoretical   

basis・Vapor－Phase chromatography reve81ed one hotnogeneous peak・but  

thin－1ayer chroma亡Ography utilizing tvo soIvent system8（acetone：atnmO－  

niumhydroxide and methylethylketone：formic acid），eaCh visualized vith   

254nm and367nmlight，indicated the pre6enCe Of one nonmotilein－  

puri亡y・Nuclearlnagnetic andinfrared analyses vere consis［en亡Vith  

the structureof the coTnPOund・Ultraviolet analysis＄hoved入maxat  

232，328and498nm with∈ Value＄Of62I800IlO｝6んO and9■ reSpeC一  

ectra）indiea亡e8 aゝ  Thelitera亡uTe（Sad亡1eT Standard S  亡iveノ1y．  
maX  

a亡 328．5nm wi亡bく …10，000forl，5－naph亡halenediamine・The ob＄erVed  

〔a亡328m vaslO，6ん0（6percent greater than expec亡ed）．  

Throughout thi8repOrt the termlI5－naPhttlalenediamineis tISed   

亡O repre8en亡 仁hi8 COmpOund．  

4  
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B． Die亡ar  aratlOn  

Tbe basa11aboratory die亡for bo亡h dosed and con亡rOlanimals  

consi6tedofWayneLab－Blox㊥（AlliedMills，Inc．，Chicago，Illinois）．  

1，5－Naph亡halenediamine vas adminis亡ered 亡0 亡he dosed animals as a   

COtnpOnen亡Of the diet．Utlder an exhaust hood，prOper amOuntS Of the   

CheFlicalwere removed from亡heβ亡OCk bo亡tle● me COnpOund was   

blendedin an aluT8ittum bovIvith an aliquot of the ground feed．   

Once vi5ualhonogeneity vas4亡亡ained，亡he巾ix亡ure v8S placedin仁O a   

6kg capacity patterson－Kelley tvin－ShellstaiTlless steelV－blender，   

along vitlt the remainder of the tttealaTld blended for20†ninutes．   

Prepared diet占were placedin double plas【ic bag＄and ＄【oredin the   

dark a亡40c・The mixture va5u8ed forlveek only●   

C． Animals  

加o animalspecies，ra仁＄and mice，Vere uSedin the carcinogenト   

City bioassay．Fischer344ra［s and B6C3Flmice were ob亡ained through   

COn亡rac亡さOf 亡he Diviさion of CanceT Treatment，Na亡ionalCaれeerIns亡i－   

ttl亡e． Allanima181日ere Obtained from Charle8River Breeding Labor8－   

torie＄，IneりWilmington，七kssach11＄e亡亡8．Do＄ed and controlaれimal＄   

Were reCeivedin8ep且rd亡eきhipmen亡S．Upon arrival，a5ample of ani－   

mals was examined for para＄ites and other slgnS Of disease．Allani一   

也alさ■appeaTed 亡O have paf粥ite＄．They vere ヒreated with3．O gm of  

。
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piperazine adipaとe pe－1iter of drinking va亡er，j吐  1ibi亡鱒，for3  

d8yS，f0110Wed by3day50f plain亡8PW8【er8nd3さub5equeIl亡days of   

plpera亭ine adipa亡e admini8tration．DuTing【hi8period，neV Cage8  
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t）i［h fresh bedding tJere prOVided daily・Animals were heldin quar－   

an亡ine by species for2veeks prior toinitiation of test．ATlim＆ls   

Vere aSSlgned to groups and distributed among cages so tha亡 aVerage   

body veigh亡per cage vas approximately equ81for a glVen SeX and   

SpeCies．   

p． AnlmalHaintenance  

All animals were housed by species in rooms having a temperature 

rangeof23。亡034。c．IncomingairvasfilteredthroughTri－Dek 
㊥  

15／40denierDacron㊥filters（Tri－DimFilterCorp．，Havthorne，New  

Jersey）providing six changes of room air per hour．Fluorescent   

lighting was provided on812－hour－daily cycle．  

Rats vere housed five per cage by sex．During quaran亡irle and   

for［her first14mon［hs of s［udy rats vere housedin galvani2：ed－S仁eel   

Vire－tneSh cages suspended over newspapers． Nevspapers under cages   

tJere replaced daily and cages and racks vashed veekly． For the re－   

mainder of 亡he s亡udy，ratS Were heldin suspended polycarbonate cages   

equlPPed vith disposable nonvoverlfiber filter sheets・Clearlbedding  
㊥  

and cages were provided tvice veekly．SAN－トCEL corncob bedding   

（PaxtoTIProcessing Company，PaxヒOn，I11inois）vas used for the first   

2months that rats vere housedin polycarbonate cages・For the re．  

tnainder of the s［udy，Aspetlhardvood chip bedding（AmericatlExcelsior   

CoTnPany，BaltiTnOre，Haryland）vas used・Stainless s亡eelcage racks   

vere cleaned once every2veeksIand disposable filters vere replaced   

at 亡ha亡 亡ime．  
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Nice t7ere housed by sexin polycarbona亡e shoe box type cages・   

Cages vere fitted vith perforated stainless steellids（Lab Products，   

Inc．，Carfield，NevJersey）．Nonwoven fiber filter bonnets vere used   

OVer Cagelids・Con［rolmice werellOuSed【en per cage for the first   

month of study arLd five per cage thereafter．Dosed mice vere held   

five・per Cage 亡hroughou亡 亡he s亡udy・Clean cages，1ids，and bedding  

v。repr。Vid。dtwiceperveek．SAN－I－CElvasusedd。ring亡hefi，St9  

m。。ths。fst。dy．Asec。。dc。r。C。bbedding（Bed－。－C。bs竺TheAnders。。S  

Cob Divisiotl，Maumee，Ohio）was used for the next8months．Aspen   

bedding was used for 亡he remainder of the s【udy．Reusable filter   

bonnets and pipe racks vere satliti乙ed every2veeks throughout 亡he   

S亡udy・  

Water t）aS aVailable from250Tnlpolycarbona亡e vater bo仁tle   

equlPped vith rubber stoppers and 8tainles8 Steel＄ipper tube＄．   

＄ottles were replaced twice weekly and，for rats only，Vater VaS   

SupPlied as needed b畠tt4eert Changes．Food and t．ater vere available  

1ibitum．   

w。，。。L。…1。。ealwas＄。。。1ied亡。r。亡8如12m。m亡h8．8ndmi。e  

f。rllm。nthsfr。mAIpi。βal。min。mfeedc。PS（C。rti。Mathes。nScien－  
1   

＼  

tific，ItlC．，Woburn，Massachu＄ettS）contaiIling staiTlless steelbaffle＄．   

Af【er tha亡period，mealva8 らupplied from8亡ainle888亡eelgaT嶋昏亡yle   

food hoppers（Scientific Cage8，工rLC．，Bryan，Texas）．During the   

2－year Period of chemicaladministration，do8ed animal6Vere＄Upplied  
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with mealcontaining the apprupriate concentrations ofl，5－naphthalene－   

di．amine． con仁rolanimals had untrea仁ed Tnealavailable． Food hoppers   

were changed on the same schedule as vere cages・Food was replenished  

dailyinAlpine㊥feed cups・  

AIL ra亡S u亡i，1i2：edin thel，5－naPhthalenediamine bioassay vere  

★  
housedin a room vith other ra亡S reCeiving diets containing acetyl－   

aminofluorene（53－96－3）；SOdiuTn nitrite（76－32－00－0）；L－arginine gluta－   

ma亡e（4．320－30t3）；N－butylurea（う92－3卜卑）；町牒－dine亡hyトp－ni亡rosoaniline   

（138－89・－6）；2，5－tOluenediamine sulfate（6369－59－1）；2，4－dinitrotoluene  

（121－14・－2）；4－ni亡roan亡hr8nilic acid（619－17－0）；N－（トロaphthyl）e亡hylene－   

diamirLe dihydrochloride（1465－25－4）；2－Chloro－p－Phenylenediamine suト  

fa仁e（61702－44－1）；aniline hydrochloride（142－04－1）；and p－anisidine   

hydrochloride（20265－97－8）・  

D。Sed mice verein a room vitb miceintubated vith m－CreSidine  

（102－50－1）；and vith other tnice receiving diets containing N－（トn＆ph－  

thyl）ethylenediaTnine dihydrochloride（1465－25－4）andlH－benzotriazole  

（95－14－7）．Conヒrolmice verein a room vith other miee receiving   

diet占con亡aining hydra壬Obenzene（530－50－7）；2，3，5，6－tetraぐhloro⊥4－  

nitroanisole（2438－88－2）；tris（2，3－dibromopropyl）pllO＄Phate（126－72－7）；  

N－（トnaphthyl）ethylenediamine dihydrochloride（1465－25－4）；ATliline  

hシdrochloride（142rO4－1）；and2－Cbloro－0Tpbenylenediamine8ulfa亡e・  

★ 
cAS reglStrynumber＄＆re gLVenin p＆renthe8e＄・  

8  
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E． Selectior10fInitialConcentra亡ions  

In order to establish the maxiTnuTn 亡01era亡ed concentrations of   

l，5－naphthalenedialnine for admiTlistration to dosed animalsin the   

Chronic studies．subchronic toxicity studies t4ere COnducted with both   

ra亡S and mice．Animals of each species t）ere dis亡ribu亡ed among six   

groups，eaCh consisting of five males and five femaLles・1，5－Naphtha－   

1enediamine wasincorporatedinto the basallaboratory diet and sup－  

plied ad  1ibitum亡O five of the six ra亡groups and five of the six  

tTLOUSe grOupSin concentrations of O．03，0．1，0．3，1．0，and3・O   

percent．The six［h group of each species served as a controlgroup，   

receiving only［he basallabora亡Ory diet・The dosed die［ary prepa－   

ra亡ions vere administered for 8 weeks．  

The tlighest concentration causing no deaths，nO COmPOund－related   

gross abnormali亡ies，and no mean body veigh亡depressiorLin excess of   

20percent relative to controIs va＄Selected as the high concen［ration   

for the chrotlic bioassay．  

De8ths w色re recorded for allgroups of rats receiving conceTt－   

trations of O．3percen亡Or tnOre・Mean body veigh亡depressiotlVaS   

approximately19and9 percent，re8peC亡ively，in tnales and female   

dosed vith O．1percentl，5－n8phthalenedi＆tTLine・The concenヒration  

ofl，5－mapb亡halenediamine selec亡ed for administra亡ion a華the higb   

dosein 亡be ra亡Chronic bioassay vas O・1percen亡・  

Dea亡h8Were reCOrded for allgroupB Of mice receiving coT）Cen－   

tra亡ions of O●3percen亡Or mOre andin亡he group of fem山e miee  
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receiving O・03percent・Mean body veigh亡depression vas approximately   

22and3 percent，reSpeC亡ively，in males and females dosed wi亡h O．3   

PerCen亡・Males receiving O．1percent experietlCed mean body weigh［   

dtjPreSSion of approxirna【ely3percent，While females receiving the   

Same COnCen［ration had a grea【er mean body weight 亡han the con亡roIs．   

The concentration ofl15－naPhtllalenediamine selected for adTninistra－   

tion as 亡he high dosein 亡he mouse chronic bio8SSay WaS O．2percent．  

F． ExDerimen仁alDesi  

The experinen仁aldesign parameters for the chronic study（spe－   

Cies，SeX，grOuP Size，COnCen亡ra亡ions admini6tered，and duration of   

trea［ed and untrea仁ed observation periods）are sutnmarizedirL Tables   

land 2．  

Rats were allapproxiThately7weeks old a亡亡he 亡ime they vere   

placed on test．Dosed rats were born approximatelylmon亡h earlier   

than cotl亡roIs and vere s⊂＆【亡ed on 亡estlmonth earlier 亡harlCOrl亡roIs．   

The die仁ary concen亡ra亡ions ofl，5－naphthalenediamine adtninist＝ered   

were O．10and O．0う percerLt．Throughout this report those rats   

receiving the fortner concentra亡ion are referred 亡O aS tt－e high do8e   

groups▲and 亡hose receivirLg 亡hela亡ter COrLCentration are referred 亡O   

as 亡helov dose groups．The dosed ra亡S Vere SuPPlied ui亡h feed con－   

tainingl，5－naPh亡halenedian）ine for a totalof103veeks，folloved by   

a3－ tO4－Veek ob8erVation period・  

Allmice were approximately7veeks old at the time they were   

placed on eest. Dosed mice were born approximately 1 month earlier 

10  
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TAllLE I  

DESIGN StJM74ARY FOR FISCHER344 RATS  

l，5－NAPHTt仏1EⅣEDI血ⅠⅣE FEEDIⅣG EXPERI汁EⅣT  

1，5－NAPHTHAI．ENE－  

INIT工AL  t）IAHINE  

GROUP  COⅣCEⅣTRATION  

SIZE  （PERCENT）  

OBSERVATION PERIOD  

TREATEI） U71TREATED  

（WEEKS） （WEEKS）  

MALE  

CONTROL  0  109  

LOW DOSE  

ⅥIGH DOSE  

FE比ALE  

CONTROl一  

LOW DOSE  

HICH DOSE  
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TABLE 2  

DESICN Sl削HARY FOR 王沌C3FIHICE  
l，5－NAPHT地ILENEDIAMIⅣE FEEDING EXPERIHENT  

1，5－ⅣAPHT【仏LEⅣE－  

INITIAL  DIAHIⅣE  

GROUP  CONCENTRAT工ON  
SIZE  （PERCENT）  

OBSERVATION PERIOD  

TREATED U刊TREATED  

（WEEKS） （WEEXS）  

HALE  

COⅣTROI．  0  10g  

LOW DOSE  

HICH DOSE  

FEMALE  

CoNTROl．  0  109  

LOV DOSE  

H工GH DOSE  

12  
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亡han con亡roIs and were s亡ar亡ed on 亡es亡1zzIOn亡h earlier than controIs．   

The dietary corLCentrations ofl，5－naphthalenediaTnitle admitlistered   

VeTe O・2and O．1percen［．Througbout 亡his report 亡ho8e mice receiv－   

ing【he former concen亡ra亡ion are referred 亡O aS 亡he hi由do6e grOup6   

and［hose re亡eiving thelatヒer concen亡ra亡ion aTe referred 亡O aS the   

lov dose gTOupS．The do＄ed nice were 6upplied with feed con亡aining   

l，5－napbttlalenediamine for a亡0亡aloflO3weeks，followed by a2－tO   

3一Veek observa亡ion period．  

C． ClinicalandIlis仁0  ic Examinations  a亡holo  

AniTnals vere veiglledimmediately prior toinitiation of the   

experitnent．Body veights vere recorded tvice veekly for the first   

12veeks of the study and at tTLOnthlyin亡ervals thereafter．From the   

firs亡血y．al18nima15Verein8PeC亡ed 亡Vice由ily for mort81i亡y．   

Food consu爪p亡ioll，for 仁VO亡4geS from each group，WaS mOni亡Ored for   

＄eVen COnSeCutive days once a month for the fir＄t tlitle mOTlths of the   

bioassay and for three consecutive days each mon亡h thereafter・The   

presence of tissue masses andlesions vas determined by monthly ob－   

SerVa亡ion and palpation of each animal・  

A necropsy vas perforned on each anitbalregardless of血etherit   

died，Va＄ killed vhen moribund，Or Vaさ ざaCrificed d亡 抽e end of 沌e   

bioa＄＄且y・The animal＄vere eu亡haれiヱed by亡arbon dioxideinhalation∫   

and vereimⅡ陀diately necrop8ied．The bi5tOpatbologic examinatioれCOn－   

5isted of gros5and microscoplC eXamina亡ion of maJOr ti88ue8，Organ8，  

13  
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and grosslesions taken from sacrificed animals and，Vhenever pos3i－   

ble，frotn atlitTlals found dead．  

Tissues were preservedinlO percent buffered fortnalin，embedded   

in paraffin，SeC亡ioned，and stained vith hematoxylin and eosin prior   

to microscoplC eXaminatioTl．An occasionalsection vas subjected to   

specials亡airLing 亡echniques for more defini亡ive diagnosi6・  

Slides t］ere PrePared from【he following［issues：Skin，Subcu亡a－   

neous tissue，1arynx．1ungs and bronchi，亡rachea，bone marrov，Spleen，  

1ymph nodes，thyTnuS，heart，Salivary gland，1iver，gallbladder（tnice），   

pancreas，eSOPhagus，StOmaCh，Smallintestine，1argeintestine，kid－   

ney】urinary bladder）pltuitaryIadrenal，thyroid〉 parathyroid，ear・   

brain，［es亡is，prOS［ate，uteru6，Tnammary gland，and ovary・  

A fev tissues were not exatt）ined for sone animals，par亡icularly   

for those that died early・AIso，SOme animdls vere missingICanni－   

baliヱed，Or judged to bein such an advanced state of autolysis as to   

preclude histopathologlCinterpreta亡ion・Thus，the number of animals   

for vhich par亡icular organs，亡issues，OrlesiotlS Were eXamined micro－   

5COpically vari郎8nd doe5nO亡necessarily represenヒ亡he number of   

animals that vere placed on experiTnentin each group・  

and SヒatisticalAnal  H． Da亡a Recordin  

Per亡inen亡da亡a on this experimen亡have been reeordedin an au亡0－   

Tnatic data processing systeTnJthe Carcinogenesis Rioassay Data Sy＄tem  

（Linhart et al．，1974）．The data eletnentsinclude descriptiveitlfor－  

mation on the cheTnicals，animals，eXPerimentaldesign，Clinical  

14  
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Observations，SurVival，body veigh亡，andindividualpathologic results，   

as recommended by theInternationalUnion Against cancer（Berenblum，   

1969）・Da仁a tables vere generaヒed for verifica亡ion of data tratlSCrip－   

tion artd for s亡ati．sticalreviev．  

These data vere analyzed u＄ing the statisticaltechniques de－   

SCribedin this secヒion．Those analyses of the experimentalresults   

tha亡bear on the possibility of carcinogenicity are discussedin the   

s亡a亡isticalnarra亡ive sec亡ions．  

Probabilities of survivalvere estimaヒed by the product－1imit   

procedure of Kaplan and Meier（1958）and are presentedin thi＄ repOr亡   

iTlthe forTn Of graphs．Animals were statisticauy censored as of the   

time［hat they died of other thatlnattlralcauses or were found to be   

fBissing；animals dyitlg from nat：uralcausesVere nO亡Statistica11y   

CenSOred．Statisticalanalyses for a possible dose－related effect   

on survivalu6ed the tnethod of Cox（1972）vhert testin8tWO grOuPS for   

equality and used Tarone．s（1975）extensions of Cox－s methods vhen   

亡es仁ing＆dose－related 亡rend．Otle－tailed P－Values have been reported   

fcr alltests excep亡the depar亡ure fromlincarity［es亡，Whiehis only   

repor亡ed t）henits 亡VO－tailed P－Valueisless than O・05・  

TheinciderLCe Of neoplastic or nonneoplas亡iclesions ha8been   

glVen aS抽e ra亡io of抽e number of animals beaTing suchle＄ions a亡a   

5PeCific ana亡Omic＄ite（numera亡Or）to the number of8nil旭18in dlich  

亡hat ＄i亡e Wa＄eXamined（denomina亡Or）．In moき亡in5tanCeS，the denomト   

na亡OrSincluded only亡hose animals for whi亡h亡ha亡Si亡e was examined  

15  
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hi8亡0loglCally．Hovever，When macroscoplC eXamina亡ion was required   

to de亡ectlesions prior to his亡0logic sampling（e．g．，Skin or tnammary   

tumors），Or Uhenlesions could have appeared atⅦultiple sites（e．g．，   

1ymPhomas），亡he deTlOminators consist of the numbers of anima13neCrOp－   

sied．  

The purpose of［he st－a亡is亡icalanalyses of tumorincidenceis to   

de［ermine vhether animals receiving the test chemicaldeveloped a slg－   

nificantly higher proportion of亡umors than did the controlanim且1s・   

As a part of these analyses，the one－tailed Fisher exact亡est（Cox，   

1970，pP．48－52）vas used to compare亡he tumorincidence of a con仁rol   

group 亡O tha亡Of a group of tre8ted animaLs at each do8elevel・When   

results for a number of treated groups，kIare COTnpared simultaneously   

wi亡h 亡hose for a con亡rolgroup，a COrreC亡ion to ensure an overall   

slgnificancelevelof O・05may be made・The Bonferroniinequality   

（Miller，1966，pp．6－10）requires that the P－Value for any coTnparisotl   

beless 亡han or equalto O．05／k．In cases vhere this cローreC亡ion was   

used，itis discu8Sedin亡he narrative section・Ⅰ［is no亡Ihowever，   

presentedin the table8，Vhere the Fisher exact P－Values are shom・  

The Coctlrarl－Armitage test forlinear trendin proportionsIVith  

continuity correction（ArTnitage，197l，pP・362－365）．vas also u＄ed  

vhen appropriate・Under the assumption of alinear亡rend，thi8te8亡  

determinedif the slope of the do8e－re8POnSe CurVeis differetlt frotn  

zero a亡 the one一亡ailed O．051evelof＄ignificance．Unles80thervi8e  
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no亡ed，the direction of the slgnificant［rend was a positive dose re－   

1a亡ionship．Thi6tnethod also provides a two－tailed tes亡Of departure   

fromlinear 亡remd．  

A titne－adjusted analysis was applied vhen numerous early deaths   

re＄ulted from causes that vere not associated vith the foma亡ion of   

tutnors・In this analysis，deaths that occurred before the first   

亡umor vas observed vere excluded by basing 仁he s亡a亡is亡ical亡es亡S On   

anima16 亡h8t SurVived atleast52veeks，unless a tumor vas found at   

the anatomic site ofinteres仁before week52．When such an early   

tunor vas found，COmParisons vere based exclusively on animals 亡hat   

8urVived atlea8t aSlong as the ＆nimalin vhich the fir8t tumOr VaS   

fouttd． OtlCe this reduced set of data vas obtai，ned，【he s亡andard pro－   

Cedures for analyses of theincidence of tunors（Fisher exact tests，   

Cochratl－Armitage tests，etC．）were followed．  

When appropriate，1ife－t＆ble tne亡hod8Vere uSed to analy2：e 亡he   

incidence of tumor8．Curves of the proportion8 SurViving vi【hout atl   

observed 仁umorVere COmpu亡ed asim SaHio亡tie亡al．（1972）．The veek   

during vhich animals died natur811y or vere s且Crificed wa8entered as   

the time point of【umOr Ob＄erVa亡ion．Cox●s me亡bods of comparing   

tbe占e CurVeS Vere uSed for tvo groups；Tar瑚e15 eXte几8ion亡O te5亡ing   

forlinear 亡retld v88uSed for three group8．Tlle8亡a亡i＄tieal亡eさ“ for   

theineidence of 亡umors vhich usedlife一亡able mett10d5 Were One一仁ailed   

and，ut11e880therwise noted，in tlle directiot10f a po5itive do8e  
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relatioTIShip・Significant departures fromlinearity（Pく0．05，tVO－   

tailed tes仁）vere also noted．  

The approxittla［e 95 percent confidenceintervalfor the relative   

risk of each dosed gr【）uP COmPared toits controIvas ealculated from   

the exactintervalon the odds ratio（Gart，1971）．The relative risk  

isdefined as p／pvherepis the truebinomialprobabilityof the  
tc 亡  

incidence of a specific type of［umorin a treated group of animals  

and pcis亡he true probability of the spon亡aneousincidence of the  

Same type Of tumorin a controlgroup．The hypothesis of equality   

be亡Ween 亡he 亡rue propor亡ion of a specific 亡umorin a 亡reated group   

and the proportion in a control group corresponds to a relative risk 

Of unity・Valuesin excess of unity represent the condiヒion of a   

larger proportionin the 亡reated group thaniTlthe control．  

Thelover and upperlinits of the confidenceintervalof 亡he   

relative risk have beenincludedin the tables oE statisヒicalanaly－   

SeS．Thein亡erpre亡a亡ion of 亡helimi亡Sis 亡ba亡i！lapPrOXima亡ely95   

perceTlt▼Of alarge number ofidenヒicalexperitnents，the 亡rue ratio   

Of 亡he riskin a 亡Tea［ed group of animals 亡0 亡ha亡in a controlgroup   

VOuld be vithin theintervalcalcul．a亡ed from the experiment．When   

ttleloverli叩i’t of the cotlfidenceintervalis greater than one，i［   

can beinferred亡hat a statisticalLy sigrLificant result（a pく0．025   

One－ta且1ed test when the controlincidenceis not zero，Pく 0．050   

vhen ttle COntrOlincidenceis zero）has occurred． ⅥlerL thelover   

limitisless than unity but the upperlitnitis grea亡er than unity，  
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theloverlitnitindica亡es the absence of a slgnifican亡result while   

the upperlimitindicates that thereis a theoreticalpossibility   

Of theinduction of tumors by the test chetnicalvhich could not be   

detec亡ed under the conditions of this 亡est．  
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ⅠⅠⅠ． CIIRON工C TESTING RESULTS： RATS  

Weigh亡S and ClinicalObseてVa亡ions  A．  

珊Lere WaS nO appreCiable depressionin Tnean body veight when   

dosed ra〔s t4ere COmPared vi［h their respec［ive con亡roIs（Figure2）．  

Subcutaneous tnasses were observedin 2 high dose，3low dose，   

andlcontrolrnales，andin12high dose，3lov dose，and 2control   

females．Crusted cutaneous TnaSSeS OCCurredin4high dose males，l   

low dose male，2low dose females，andlcontrolfemale，血ile firm   

nodu18r grOV亡hs vere de亡ec亡edinlhigh dose，21ov dose，and 2   

COntrOltTlales，andin1lov dose feTtlale． Svelling of the eyes was   

exhibited by2high dose males，2 high dose fetnales，and 2low dose   

females and svelling of 亡be nose byllov do6e male．onlylcon【rol   

female experienced crus亡edlesionsin the vaglnalarea vhile4lov   

dose and 9 high dose females vere so effected．Alopecia vas recorded   

forllov dose female，emaCiation vas observedinlmale attdlfetnale   

con亡rol，andlfemale con亡rolexhibi亡ed abdominaldis亡ention．   

も． Survival  

¶le eStizz）a［ed probabilities of survivalfor Tnale and female rats   

in the controlandl，5一口apt－thaleれediamine－dosed groups．are shownin   

Figure3．There va8 nO 81gnificanヒ po8i亡ive dさ80Ciation be亡Veen   

dosage＆nd tnortali亡y for either tDale or female ra亡S．  

Adequate rLuThbersく】f Tnale rats vere at risk froqlate－developiTlg   

tumors wi亡h7んpercen亡（37／50）of亡he hi帥dose，80percent（40／50）   

of thelov dose and68per亡ent（17／25）of亡he conヒroIsurviving on  
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test until亡he temination of the study．Nolesions vere repor亡ed   

for the 4 cotltrOlrats that died in week 55．  

With76percent（38／50）of the high dose，76percent（38／50）of  

thelov do＄e and64percent（16／25）of the cotltrOlrats surviving on  

te＄t untilthe termination of the study，adequa亡e nutnbers of femaleB   

Vere劇ヒ risk froTnlate－developing tumors・   

C・ p8thology  

Hl＄tOpa亡hologic h雨ings on neopla＄mSin ra仁S aてe Sumnari乙edin   

Apperrdix A（Tables Aland A2）；findings on nonneoplas亡iclesi（）nS are   

sutnnari2：editlAppetldix C（Tables Cland C2）．  

Theincidence ofliver neopl＆Sm8in male and fem81e rats adtnin－   

isteredl，5－naphthalenediaminein the diet appeared亡O beincreased   

relative to controIs．工n female rat＄，tumOrS Of the clitoralgland，   

uterusIand C－Cellneoplasms of tbe 抽yroid appeared to be Tela仁色d   

亡O COtnpOund admini8tration．Theincidence＄Of 亡he9e 亡uqOrS＆re aS   

follows：  

FEHALES  HAIES  

Com－ Low High  Con－ Lov 洋igh  

tTOI Do＄e Dose troI D08e Do8e －・llllllllllllllllllll■■■   一－   －     －   －■■■■■－■■■■   ■l■l■llll■lll－11■llll■l■■■■－  

LIVER  

（Number of anima18 Wi血 ti88ueS  
examiTled hi＄tOpathologically）   

Neopla8tic wodule  
Ⅵepatocellular Carcinoma   

pREPけTIAL／CI一ITORAもGLAⅣD  

（2ん）（う0）（ん9）  

0  3  4   

0  1  0  

（25）（ん9）（ち9）  

1  3  2   

0  4  2  

（24）（50）（50）  

1  3  8   

0  0  5  

（25）（49）（50）  

0  0  1  

0  0  1  
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FEM⊥ES  MALES  

CoTl－ Lov High  
troI Dose I）ose  

Coロー Lov High  
troI Dose Dose  

UTERUS ANp EtqDO打ETRIUH  
（Number of 且nimals vith tissues  

examined his亡OP＆thologica11y）   

Adenocarcinomd  

EndoTnet：rialS亡romalPolyp  
Etldomet：rialstromalSarcotna  

h8）  
）
 
 

0
ノ
 
 

′
q
 
 

（
 
 
 

つ
」
 
 

（
 
 
 

1  2  4  

2  14   20  

1  2  2  

THYROID  

緑of atlim且16Vi亡b tissues  
（21）（49）（48）   
0  7  3   

1  う  1  

examined his亡Opathologically）  
C－Cell Adenotna  
C－Cell Carcinoma  

（21）（47）（47）   
0  2  5   

2  3  3  

Ⅳeop18gm50f亡he cli亡Oral（prepu亡ial）g18nd were pre5ented   

gro551y a5rOund，fluc亡uan亡CyS亡ic£ubcu亡aneousle＄ionsinとhe genト   

talarea，Vhich on sectiotlVere filled vith pasty green tnaterial・On   

microscoplC eXa巾ina亡ion，亡he cy5亡conten亡S COn5isted of desquama仁ed   

epi亡helialcel18，frequen亡1y mixed vithleukocy亡es from secpndary   

infldmnation．Tbeinner por亡ion of 亡he＝CySt Wa11vaslined by hyper－   

keratinized8quaⅦOu8epi亡helium often throvnin仁O papillary foldき・   

PeripheTalto thi8Va8a乙One Of18rgeIrOund glandula－Cells atlea8t  

a fev of血ieh had coaT＄e，brightly eo8imophilie cytopla紬ic gr且nule8・  

If the peripheralborder8PP朗red8m00th andin拍Ct∫ ttlelesion vas   

cla5占ified 那an adeno血a．If theTe Wa＄ disofganization of 亡he g18n－   

dular 8truC亡ure andinv88ioninto the 8urrOunding stroma，亡he 亡u¢Or   

vas called a c8rCinoⅦa．  
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Thyroid C－Celltunors vere observedin dosed female rats at   

incidencesincreased relative to cotltrOIs（4／48t8percentlhigh   

dose，12／49r24percenりlow dose，1／21f5percen亡】con亡roIs）．c－   

Celladenomas vere discrete tnasses of these cells，Often cotltainirLg   

＄mallcystslined by flat epithelium and contaitling colloid－1ike   

material．In C－Cellcarcinomas，the tutnor cells often assumed a   

8pindle shape and 亡ended toinvade surrounding tissue．  

Uterine horns containing neoplasTnS Were u8ually grosBly enlarged．   

The neoplasTnS 亡hemselves were varicoIored．polypoid，frequently   

gelatinous masses proJeCtingin亡0［he uterine cavi亡y・Endometria1   

8trOmalpolyp8h＆d a fibrou8COnneCtive ti8Sue COre richly supplied   

Vithlarge vesse16．The surface of 仁he polyps vas covered vittlWelト   

differentiated endoTnetriuTn Which often for皿ed glandsin the superfi－   

Cialportion of the polyps．These tumors frequently became necrotic   

at the tlP and exhibited hemorrhage and second8ryiTtfleLmnation．In   

a fev rats，the connective tissue s亡rotna of 亡hesele＄ions underven亡   

malignant 亡ran8formation charac亡eriz：ed byincreased cellulari亡y，   

mitose8，and fomation of plutbP，pleotnorphic tluClei． Such tutt）OrS   

vere elassified as s亡roⅦalsareoma8． A u亡erine adenocarcinoma．1机a5芦．a   

CO11ection of fairly velトdifferen亡iated glands arranged back－tO－back   

vith no obviou8intervening 8trOma． Nucleiof the gl＆TLd6 Vere   

markedly pleomorphic vith frequent tnitoses．There vasinvasioninto   

the tAyOmetriutn and some亡ime8into extra uteriTte BtruCture8・  

・
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There vereinstancesin this study，aS nOtedin the summary   

tables，dlere neOplasticlesions occurred onlyin dosed ani胴1s，   

or wi亡hincrea＄ed frequeney dlen CO－叩ared to亡he controlgroup・¶o   

pulmonary neoplasTnS Vere foundin the controIs；且1veolar／bronchiolar   

tumors were seenit）dosed rats of both sexes． There t4aS OZlly oTle   

urinary亡ract neoplasmin a female control；a fev more occurredin   

dosed rats｝ both tAale and fe皿aLe・No gliomas of the brain vere seen   

in controIs；a fey gliozDaS Were foundin doBed rats of both sexes・   

These neoplastns occurredin such stnallnumbers that a conclusive   

interpre［ation as to 抽eir slgniHcanceis no亡possible・  

R8亡Sin811groups exhibited a varie亡y of nonneoplas亡icinflam－   

TnatOry and degenerative changes，and none vere associated with adⅥlin－   

18亡ra亡ion of 亡he compound．  

Based upon the results of this pathologlC eXamitlation，1，5－naph－   

tllalenediaLmine vas carcinogeTIic to fem＆1e Fischer344r8tS Since   

feeding of the compouれd vas a＄SOCia［ed vi抽 adenomas and carcinomas   

Of t州e clitoralgland．In addition，1，5－naPhthalenedi＆tnine feeding   

appeared仁O be asぶ0亡i8亡ed vithincre且Sedincidenee80f thyTOid●1iveT   

and uteritle TleOplasttlSin fetnale rats andliver neoplasmsin male・  

ra亡8．  

℃． S【atis亡icalAnal  ses of Re＄ults  

me re＄ults of 亡he 6tatisticalanaly6e8 0f tumorincidencein   

rats are suIⅡmariヱed’in Tables3and4．The analysisisincluded for  
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TABLE 3  

ANALYSES OP TnEINCIDENCE OF PR工HARY TUMORS AT  
SPECIF工CSITESIⅣ払LEMS TR払ⅧD W工でRl，5－Ⅳ躍打m瓜ⅣEDI劇工糀8  

LOW  X工GE  
COmOL  】）OSE  DOSE  TOPO即ⅠⅣ：MORPEOl．OGY  

SubeutaneouさT188ue： Flbrona  

ァval収㌔  

Rel訳1veRま慮（Con亡r01） 
d  

Lo鵬rl．1ml亡  

ロpper Llml亡  

Weeb to ア1r8t Ob8erVed Tumor  

1／25（0．04）  3／49（0．06）  2／50（0．04）  

N．S．  

1．000  

0．056   

56．712  

102  

N．S．  

99  

N．S．   

1．531  

0．133  

78．493   

106  

N   
一 Skln‥ Squanou8－Cellpapllloma b  

p val鹿㌔   

R虐1atlveR18k（Codtrol） 
d  

Lower Llml亡  

Upper Llmlt  

Week8 亡0 ア1r8t Ob8erVed TⅦmOr  

2／25（0．08）  1／49（0．02）  1／50（0．02）  

N．S．  

0．250  

0．004  

4．616  

106  

N．S．   

0．255  

0．005  

4．707   

106  

1ung；Alveo18r佃roneblolar Adeno皿a Or   
Alveolar佃ron血lolar Carcho皿ab  3／49（0．06）  

Ⅳ．S．   

工nflnlte  

O．315  

Inflnlte  

lO4  

4／47（0．09）  

N．S．   

Inflnl亡e  

O．508   

工nflnl亡e   

lOる  

P Value8  

Rel叫Ⅴ色Rlさk（Control） 
d  

Lovef llml亡  

Vpperl止血1t  

Weekさ tO 下■1r8t Ob8eryed Tumor  

l  
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TAELE 3（CONTINUED）  

101J  HIGli  

DOSE  I）OSE  TO？OGRApⅥY：HOⅢⅦ0Ⅰ一OGY  CONTROL  He1Le血1aoT  
ァⅤ山uege  

Rel且tlveRlさk（Con亡rol） 
d  

bwer L血1t  
Vpperl－i皿1亡  

Week8 亡O Flr8t Ob8erVed Tu皿Or  

1／2う（C．04）   10／49（0．20）  10／50（0．20）  

N．S．  

5．000  

0．787   

213．351  

97  

N．S．  

109   

罰．S．  

5．10ク   

0．801  

212．137  

1r）0  

LIv色ー：H印8tOくellulaT CaTClno℡a Or  
Neopla8tle¶oduleb  

N ひ】∵恥1u色合C   

紬1atlveR18k（Control） d  

lower Llmlt  

VppモrI．血1亡   

IJeekさ 亡O Flrs亡OtほerVed でu爪Or  

1／25（0．04）  7／49（0．14）   4／49（0．08）  

Ⅳ．S．  

2．0‘1  

0．218   
96．949   

104  

N．S．  

3．571   

0．503  

156．048  

106  

pl亡ult8ry；Adenona yOS，CbromoptlObe  
1Adeno叫Or  

i  

p v且1根㌔  

RelatlveR18k持ontrol） d  

Lower 工．血1t  

ロpper Llmlt  

We色kg ヒO f－1rs亡 Ob包erVed Tu皿Or  

2／22く0．09）  7／仙（0．16）  11／仙（0．25）  

N．S．  

2．750  
0．683  
24．081   

¶．S．   

1．750  

0．376  

16．36三  



T払E3（COmIlⅣEl〕）  

LOW  l】工GH  

TOpOGRA一昔Y；I蛤RpHOl．OGY  CONTROL DOSE  

Ad 

ど 

p value㌔  

Relatlve．RIsk（Control） 
d  

LoverI－1mlt  

Vpperl．1nlt  

W色ek8 亡O Fl】柑t Observedでumor  

2／24（0．08）  4／4さ（0．08）  5／48（0．10）  

N．S．  

1．250  

0．226   

12．529  

102  

Ⅳ．S．  

109  

N．S．   

1．000  

0．157  

10．563   

106  

2／21く0．10）  3／47（0．06）  myr01d！C－CellCarclnoma  

p val恨㌔  

RehtlvモR18k（Control） 
d  

Lower Ll皿1亡  

Upp．erI止mlt  

3／47（0．0る）  

Ⅳ．S．  

0．670  

0．084  

7．650  

106  

Ⅳ．S．  

97  

N．S．   

0．る70  

0．084  

7．る50   

100  Week8 tO ア1r8t Ob8erVed でumor  

myr01d；C－CellAdenoma or C－Cell   
CaTCln皿b  

p v山ueさC  

R丘1atlveR18k（Contml） 
d  

LoweT Llmlt  

ロpperl－1ml亡  

Week8 亡0下■1rs亡 Ob8erVed Tumor  

2／21（0．10）  5／47（0．11）  8／47（0．17）  

N．S．  

1．787  

0．ん05   

16．445  

104  

N．S．   

1．117  

0．205  

11．249   

100  
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TÅB；．E 3 くCONCl－UDED）  

LOW  HIGn  
で0Ⅰ〉OGRAp甘Y：HORPKOLOGY  CONTROl－  DOSE  I）OSE  

Pancrea亡まc 工81et8； 工81et－CellAdenona   
orI81et－CellCarelnonab  

p v81ue8C  

Rel邑亡1veRIsk（Con亡rol） 
d  

Loweて Llnlt  

Vpper Llmま亡  

Weeks 亡0甘1T8t Ol）5eⅣed T皿Or  

1／25（0．04）  2／48（0．04）  5ノん5（0．11）  

Ⅴ．S．  

2．778  

0．340  

128．213  

104  

N．S．   

1．0ん2  

0．058  

60．184   

106  

N．S．  

98  

45／49（0．92）  

¶．S．  

1．093  
0．912  
1．324  

る5  

21／25（0．84）  44／49（0．90）  でe＄亡18；Int（汀5tltlal－CellTumor   

p v81眠㌔  
d  

Rel之tlveR18kくContr01）  

Lover Llmlt  

けpper Llml亡  

Weeb 仁O FIT8t Ob食卓rvedでu皿Or  

N．S．   

1．069  

0．890  

1．325  

94  

N．S．  

97  

㌔rea亡edgroup8re仁elveddo8e80f O．050で0．10per亡en亡1n feed．  
bN血b8rOf tl皿OT－bearlnganlna18／numberof an血1きeXa血nedat slte（pmpoてtlon）・  
亡 Tbeprob曲111tylevelfor the CocbranrArml亡age亡e8t18如〃蝕bene8th亡heln⊂1denee of亡umOrSln  
the eontr01gro叩血色n？く0・05；○抽ervl鍾・nO亡51名山flcan亡（N・S・）181ndl亡ated・The probablll亡y  
l帥色1for亡he Flさber鰐a亡t teS亡for t七色仁0叩包丁lson of a亡re＆亡ed group雨亡h the controlgroupls  
glv軋もen色8抽thel批1deneeof t皿Or81ntbetTea亡edgてOup融ほnPく0・05；0亡beⅣ1光，nO亡81gnlfl－  
cant（軋S†）181ndlea亡ed・ForbぬCocbran－Arml亡昭e and冨18ber甲はet亡e＄t8anegatlvede占1gn且－  
tl。n印）1ndlcat色8aloverlnclden亡elnthe亡rea亡ed group（s）抽anln亡be con亡mlgroup・  

dでbe95芝con比dencelnteTV8lont血eTelatlver18kof tbe亡reatedgroup to tbecon亡て01group■   



でA凪E4（CONT工mJED）  

LOW  ⅥIGⅥ  

TOpOGM駅；敦旧RpROl．OGY  CO¶TROl－  DOSE  DOSE  

1／21く0．05）  5／49（0．10）   myT01d；C－C色11C鱒Clnom息  

p values亡  

Re18七山eRlきk（Contr01） 
d  

Lov嘩rも1ml亡  

ロpp色r Llnlt  

1／48く0．02）  

¶．S．  

0．438  
0．006   
33．659  

106  

Ⅳ．S．  

2．143  

0．266  

99．147   

106  Week8 亡O f－1rg亡 Ob貞erVed Tumor  

Thyr01d：C－CellAdenoma or C－Cell   
C8rClnonab  

p v81恨㌔  

Dep8rtuてefromllnearで托nd・e  

Rela山eRlgkくCo批rol） 
d  

もOWer L血1t  

ロppeTll皿1t  

Week8 亡○ ℡1r8亡 Ob＄erVモdでumof  

12／49（0．24）  

P － 0．046  

5．143  
0．855   
215．370  

104  

4／48（0．0．8）  

N．S．  

1．750  

0．192   

83．548  

103  

Tbyroldi、P8plllaTy Car亡1noⅡ且，ア0111culaT－  
11叩  C色11Caで仁1no皿a，Or  

Cyさtad¢nOC且rClnom8  3／48（0．06）  

N．S．  

1．313  
0．115   
67．452  

99   

1／21（0．05）  1／49（0．02）  

p v81血㌔  

Re18亡1veR18k（Contml） 
d  

LoweTl－1ml亡  

Upper Limit 

Week8 亡0 ア1r8亡 Ob畠erVed T皿Or  

N．S．   

0．429  

0．006  

32．983   

106  



TABLE4（CONtINtTED）  

LOW  lI工GR  

TOPOGM且Y：HORアHOl．OGY  CONTROL DOSE  

Thyrold‡Paplllary Carclnoma，ア0111cular－   
CellCarclnonaIpaplllary Cys亡adenocar－   
clnom巳NOSIOrねplllary Cystadenomaも  

p v81uesC  

Rela亡1veR18k（Control） 
d  

LoverI．1nlt  

Upperl．1mlt  

V色ek8 tO‡■1rs亡 Ob白色rVed Tumor  

1／21（0．05）  2／49（0．04）  4／48（0．08）  

N．、S．  

1．750  
0．191   
84．310  

81  

¶．S．  

110  

N．S．   

0．857  

0．648  

49．555   

106  

4／24（0．17）  5／50（0．10）  13／50（0．26）  

N．S．  

1．560  

0．556  

6．019  

98  

Hamry Gl且nd：ア1broadenom且  

U ♪ p value㌔   

RelatlveR18k（Control） d  

乙0Ver Llmlt  

Upp色Tl－1mlt  

N．S．  

109  

N．S．   

0．600  

0．145  

2．812   

102  Weeks 亡O FlfS亡 Observed TumoT  

Mamary Gland： Fibroadenotna，Adenocar－   
亡1nonaⅣOS，Or Paplllary Adenocarclnoma  

p value8C  

Rela亡1veRl占k（C8ntml） 
d  

Lover Llmit  

Upper Llmlt  

Weeks 亡O Flr8t Ob8erVed TumoT  

14／50（0．28）  

Ⅳ．S．  

1．680  

0．609  

6．412  

98   

4／24（0．17）  5／50（0．10）  

N．S．   

0．600  

0．145  

2．807   

102  



TABもE4（COVTImTED）  

10W  HIGH  

TO？OGRApfⅣ！HORp且OLO¢Y  COⅣmOL  I）OSE  

cll亡OralGl払d；Carelnom8NOS b  1ノ24（0．04）  3／50（0．06）  8／50（0．16）  

N．S．  

3．840  

0．566  

168．221  

69  

p Valu虐鳥  N．S．  

110  

N．S．  

1．440   

0．125  

75．487   

106  

RelatlveRlさk（Control） 
d  

Lov色rl．1nl亡  

ロppe王■Llml亡  

W色ek8 tO ℡1rさ亡 Ot‖腋erVed Tumor  

Cll亡OralGland： Adeno皿a NOS or   
C象rclnon且ⅣOSb  

ァ恥1ue8亡  

Re18亡加eR18k（C血tr01） 
d  

もower L土nl亡  

ロpper Llml亡  

We由 to℡1r8亡 Ob8erVed Tunor  

1／24（0．04）  3／50（0．06）  13／50（0．26）  

P ≧ 0．021  

6．2ヰ0  

1．043   
258．268  

69  

ア 毎 0．003  

110  

N．S．  

1．440  

0．125  

74．077   

106  

ロteru8：加dome亡TlalStr皿山如けp 
b  

2／2叫0．08）  1り49（0．29）  

pv81u色8C  p亡0．003  P王0．043  

20／48（0．42）  

P モ 0．003  

5．000  

1．385  

41．202  

96   

Rela抽eR18k（Con亡rol） 
d  

もower Ll血亡  
ひpper L血止亡  

Week8 tO Tlr8t・0もgerved Tunor  lO2  

3．429  

0．892  

29．588  

88  



TABLE4（CONCLUDEI））  

LOV  H工Gti  

TOPOGRAPⅡY：MORPHOLOGY  CONTROL  DOSE  DOSE  

U亡eruS and Endome亡rlum： AdenocaTClnoma   

NOSt〉  

p value㌔  

Rel且亡1ⅦRIsk（ContTOl） 
d  

Lower Llml亡  

UppeTllml亡  

Week8 亡0 ℡1でき亡 ObseTVed でumor  

4／48（0．08）  

N．S．  

2．000   

0．21る   

96．367  

106  

1／24（0．04）  2／49（0．04）  

N．S．  

0．980   

0．054  

56．627  

104  

N．S．  

110  

Zynbal－8Gland；Seb8CeOu眉Adenocar－   
cinoma も  

f Value8C  

Rel且亡加eR18k（Con亡r01） 
d  

bwer Ll皿1亡  

Vpper Ll皿1t  

Veeb to f■1rst Observed Tu皿OT  

3／50（0．06）  

N．S．   

Inflnlte   

O．296   

工nflnlte  

89  

0／24（0．00）  0／50（0．00）  

Ⅳ．S．  

a 
Treated group8reCe加ed dose80f O・050r O・10percentlnfeed・  

bNutnberof ttnor－bearinganlmals／numberofanina18eX且ninedatsite（proportlon）・  
C The prob8billtylevelfor theCochran－Amitage亡eB亡1s givenbeneath theincldence of tumorsin  
tbe controlgroupvhen？く0・05；0亡berwIse・nOt Slgnlflean亡伊・S・）islndlca亡ed・The probablll亡y  
levelfoT tbe plぬer exact test for the comparlson of今亡reated group vlth亡he controlgroupls  
glvenbeneath亡heincidence of t皿OrSinthe treated groupwhenP＜0・05；OtheⅣise・nOt Signiト  
1cant（N．S．）i8indicated．For both Cochran－AmitageandFIsher exact tests a negatlve desi8na‾  
tlon（N）1ndlcate5aloverlneldenceln止e亡reated group（8）亡h8nln the con亡rolgroup・  
dTbe95Z亡Onfldenceln亡ervalon亡heてelative rlskof亡hetTea亡ed group亡0亡be con仁rOlgTOup・  
e Theprobabi11tylevelof thetestfordeparture frotnlinear trendis glvenbene且th亡he control   
group vben Pく0．05．   



every type of tumorin either sex where atleast tvo such tutnors vere   

Observeditlatleast one of the con亡rOlorl，5－naph亡haletlediamine－   

do＄ed groups and vhere such tutnors vere observedin atle＆S仁5per一   

亡en亡Of亡be group・  

For female rat8 anincreasedincidetlCe Of etldotnetrialstromal   

POlyps vas ob＄erVedin both the high andlow dose groups cotnpared to   

亡be con【rolgroup．¶le Cochran－Armitage 亡es亡imdica亡ed a81gnifican亡  

（P＝0．003）positive association betveen cotnpound adtninistration and   

亡umorin仁idemce．me Fisher exac亡亡es亡S5upPOr亡ed亡his resul亡Wi亡h a   

＄ignificant（P＝0．003）cotnparison of the high dose group［o the con－   

trol；for thelow dose comparison the probabilitylevelwas P＝0．0ん3，   

a m＆rginalresult which was not slgnificant under the Bonferronicri－   

亡eriotl．Based on亡hese results，the admirlistration ofl，5－naphthaト   

eTLediaTnine was associated with an el，eVatedincidence of endometriaL   

5亡romalpolyp5iIlf即－ale ra亡5．  

A nuqber of adenotnas NOS and carcir10tna9NOS of the clitoralgland   

Vere Observedin fetz）ale ra亡s． The Cochran－Armitage testindic且ted a   

BigTLifican亡（P＝0．003）p8Sitive a8＄OCiation be亡Veen dose and 亡he   

combinedincidence of adeT10tnaS NOS or carcinomas NOS of the clitoral   

g18nd．Tbeアi5her exac亡 亡eβ亡CO王叩8ri喝higわdoβe【o eOntrOll♂aS a160   

8i如iェiean亡（P■塑’0．021）．In hi＄tOTicalda亡a cOllec亡ed by亡hislabor㌻  

tory for t血e NCICarcinogene8i6Te8ting progTam，4／249（2percen【）of   

the untreated fenale f●i8Cber344 ra亡S bad one of tbese tumor8，CO山一   

p＆red to the13／50（26perceTlt）ob8eryedirL the high dose groupin  

37  
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this bioassay．Based upon these statisticalresults，the adninistra－   

［ion ofl，トnaph【halenediamine舶S aSSOCia亡ed vith an eleva亡edinci－   

dence of clitoralgland neoplasmsin female rats．  

For females the Fisher exact 亡est conpaLring controltolov dose   

for the combinedincidence of C－Celladenonas or C－Cellcat・Cit10tnaS Of   

the thyroid had a probabilitylevelof P＝0．046，a Tnarginalresult   

which vas not slgnificant under the Bonferronicriterion．  

Based orlt：hese statisticaltests，itis concluded th＆tl，5－naPh一   

亡halenediamine was carcinogenic for female ra亡S，prOducing 亡umors of   

the clitoralgland and uterus．  

38  
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IV． CttRONIC TESTING RESULTS： MICE  

hts and ClinicalObservations  A． Bod  

Mean body veigllt depfeSSion vas readily apparentin dosedtnale   

mice when comp且red亡O COn仁roIs・A8imilar butleさ8prOnOunCed trend   

vas evidentin dosed females（Figure4）．  

Onelov dose nale had a soft subcl】taneOuS maSS On tbeleg and   

亡VO malesitl亡his group had Dalpable abdotninaltnasses・Fim noduldr   

grovths developedin onelov dose male and亡VO high dose fe皿aleさ・  

Alopecia vas ob＄erVedin27controlmalesI16lov dose nalesI4high   

do8e tnale8，25con［rolfenales，and3lov dose femaleき・Twolov do8e   

and two highdose tTLales experienced no［iceable svelling of the eye8・   

AbdotnirLaldi＄亡en亡ion vas observedin one cotltr01male and otle COntrOl   

female mouse．   

B． Survival  

me es亡imated probabilitieさOf survivalfor male and f馳ale mice  

in the controlatldl，5－n＆PhthaleTlediamine－dosed groups4re＄hovtlin  

Fi糾Te5．There鵬＄mO＄1帥ifieant po＄itive a8＄Oeia亡ion between do8－   

age and nortality for either male or fenale tAice・  

Adequate numbers of tnale mice vere at risk fromlate－developitlg  

亡umor8Vith58percent（29／50）of the high doさe，78per¢en亡（39／50）  

of tbelow do占e and66pereen亡（33／50）of the controlさ川Ⅳiving on  

亡e8亡un亡iltbe termination of蝕e studケ．Tbeるcontrolmalemice   

亡ha亡diedin weekllveTe autOlyzed，aS Vere20f the4hi帥doきe   

male mice tba亡 diedin week 4l．  

39  

76   



抑
 
 

罰
 
 

（
S
≡
く
∝
望
ト
エ
竺
】
‡
＞
凸
○
¢
N
く
山
≡
 
 

90  105  120  O  15  30  45  60  75  

TIMEONTESTLWEEKS）  

Q
 
 

0
 
 

1
 
 

2
 
 

3
0
 
 

訪
≡
く
∝
望
ト
〓
U
こ
；
）
ゝ
b
O
皿
N
く
u
王
 
 

9q  lO5  120  0  15  貰）  埴  60  75  

TIMEONTEST（WEEKS）  

FIGL1RE 4 
GROYVTHCURV∈SF：OR15劇APHTHAL．EN∈DtAMINECHROMCSTUDYMICE  

40  

77   



8
 
 

6
 
 

4
 
 

0
 
 

D
 
 

O
 
 
 

」
く
＞
l
＞
正
⊃
S
－
0
ゝ
ト
コ
遍
く
d
O
∝
d
 
 

90  105  120  0  1ら  30  45  00∫  丁5  

TIMEONT∈ST（WEEK引  

6
 
 

d
q
 
 

ヰ
 
 

】
U
 
 

O
 
 

O
 
 

」
く
≧
＞
亡
⊃
S
軋
0
＞
ヒ
」
一
¢
く
凸
○
亡
d
 
 

0  15  30  ●5  の  75  90  105  120  

TIM∈ONTESTくW亡EKSI  

円GURE5  
SURVIVAI．COMPAFuSONSOFlβ，NAPHTHALEN亡DIAMJNECHitoNJCSTUDYh朋CE  

4l  

78   



For female Ttlice，Vith68 percent（34／50）of the high dose，82   

percent（41／50）of thelov dose and60percen亡（30／50）of the coTltrOl   

nice surviving on［est untilthe teminaLtiot10f the s［udy，adequate   

numbers vere a亡 risk froTnlate－developing 亡u7t10r6．   

C． PathologY  

His亡Opa亡hologic findings on neoplasnsin mice are sumarizedin   

Appendix B（Tables Bland B2）；findings on nonneoplasticlesions are   

summarizedin Appendix D（Tabies Dland D2）．  

Die亡ary adminis亡ra亡ion ofl，5－naPh亡halenediamine produced a   

increasein hepatocellular neoplastnsin fetnale mice，andit produced   

a do6e－rela［edincreasein thyroid neopla6mS and compound－related   

norLneOplastic thyroidlesionsin both sexes．The compound－related   

lesions are sunmari2：ed belov：  

FEhALES  HALES  

Con－ Lov Ⅱigb  
仁roI Dose I）ose  

Con－ Low High  
troI Dose Dose  

LIVER   

（Ⅳumber of animals vi亡h  
亡issues exaⅦined hi5亡0－   

p8亡hologically）  
nepatocellular CaTCiれOma  

Hepa亡OCellu18r Adenotna   

TIIYRO工D   

（39）（4う）（43） （46）（ん9）（46）  
12  10  7  1  2う  16   
0  3  6  0  3  11  

（Ⅳumber of anima15 Vi亡b  
亡i＄8ue5 eXamined hi8亡0－   

pa亡hologicム11y）  

Follieular－CellAdenoma  

（papi11ary or Follicular－Cell   
Adenoma，Papillary   
Cystadenona）  

Follicular－CellCarcinoma  

Follicular－CellIIyperplasi且  

C－CellAdenoma  
C－CellCaTCinoⅧa  
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In male mice，dietary adtnini・Stratiott of the cotnpound did not   

increa8e theincidence of hepatocellular neoplasns，Whereas do＄ed   

female55hoved a5亡rikiIlgin亡re8ざein bepa亡OCellular carcin仰aS8nd   

hepatocellular adenoma＄．  

Grossly，hepatocellular neoplastns appeared as stnooth，nOdul＆r，   

rounded m＆SSeS distorting the nom＆18hape of theliver．CoIor   

Varied，many neOplasⅧlS appearing pale 亡an or dark red・hicroscopIC－   

ally，hepa亡OCellular cardinona8Vere eXPanSive TnaSSeS Of hepatocytes   

exbibi亡ingloss of normalarchi［ecturalpa亡亡ernIthe cellsl）eing   

且rrangedin sheets or trabeculaeinstead of the normallobules・   

Nucleivere frequently uniform，althoIJgh v4ri＆ble anoutltS Of pleomor－   

phism did occur．The cytoplastn vas either basophilic or acidophilic，   

some亡iⅦeS Vaてylng from one reglOn Of亡he亡umor亡O anOtherIand vas   

frequently p＆1e．7JeSiot18 Classified as hepatocellular adenotna8Vere   

sTnallerIuSually better differetl亡iatedl＆nd verele8B Pleomorphic   

亡han the hepatocellulaT亡arCinomas．  

Tt－e Criteria for classification of thyroid rLeOplasnsitt mice   

vere the＄ame乱S t血0か巳t柑ed to cla＄8ify thyroid neopla引nSin rat＄・   

The nonneopla＄tic thyroidle8ions foundin do＄ed mice vere＄imilar   

亡d亡hosein tbe rats but occurredin higheTin亡idence8・Ryperplasia   

of follieular cellg（focd，papillary or adenonatous）vere foundin  

2／38（5percent）con亡rdl，12／46（26percent）lovdo8e，さnd9／43（21   

percent）hi8h do8e male tAice・Abundant golden brovtlplgneTlt VaS SeeTl  

in f011icular epitbeliu叫COlloidIand nacroph8ge＄・工m tbe mi亡eI  

43  
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there t）ere frequen亡 focioflytnphocy亡esin 亡he［hyroid parenchytna and   

OCCaSionalcys亡ic areas filled vith amorphous ma亡erialcon亡aining   

long clef亡s sugges亡ing chole5terOIcrystals・  

Three transitional－CellpapillotndS OCCurredirL the bladder or   

urethra of dosed mice（tvo highdose males and one highdose female），   

but none occurred in con亡roIs．  

Based upon ヒbe re8ul亡6 0f【his pa亡hologlC eXamina亡ion，1，うー   

naphthaletlediaTtLine vas carcinogenic to86C3Flmice，PrOducing   

hepa亡OCe11ular neopla8mSin females and 亡hyroid neoplas打侶in bo亡h  

SeXeS●  

D． Sta亡is亡icalAnal  ses of Resul亡S  

The results of the s亡atisticalanalyses of tutnorincide叫ein   

mice are suzzLalarizeJin Tables5and6．The analy＄isisincluded for   

every亡ype of tumorin ei亡her＄eX Vhere a亡1eas亡tvo suctltumOrS   

vere observedin a亡1east otle Of 亡he con亡rolorl，5－naphthalenedia－   

tnine－dosed groups atld vhere such tuTt10rSVere Observedin atleast5   

PerCeII亡 Of tIle grOuP．  

For both tnale arLd fetnale tAice elevatedincidences of亡hyroid tu－   

TnOrS Vere Observedin the do8ed group＄．工n female mice 亡he Cocllrdn－   

ATmitage 亡e8tindicated aぶignificant（P…0．005）po＄i亡ive association   

betveetldietary concentration8tld theitlCidetlCe Of C－CellcarcitlOma8．   

Thi＄VaS＄uppOrted by a8ignific且n亡（P＝0．01ん）Fi8ber exa亡t te引ヒfor   

錘e high do8e grOup． For皿al郎 亡he Cochran－Armi亡8ge te8亡 re丘ul亡   

vas al80＄ignificant（P…0．017），bu亡the Fi＄her exact 亡e5亡S Were  

44  
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TA8LE 5  

ANALYSES OF T11EINCIDENCE OF PR工虻姐Y TtTMORS AT  

SPECIFIC SITES 工N祇ALE MtCE TREATE】〕W工TⅥ1，5－NAPHTttALENEDIAHINE  

LOW  HIGH  

TOPOGRAp甘Y：HOⅢⅦOLOGY  CONTROL  DOSE  I）OSE  

もung：Alv占01ar／Bronchl01arCar亡1noma 
b   

2／39（0．05）   3／46（0．07）  

？ValueさC  N．S．  N．S．  

Rela亡1veRIsk（Con亡r01） 
d  

l．272  
も0Verllmlt  O．153  
ロpperl．1mlt  14．686  

We成8 亡0 ア1r8亡 ObさerVed Tunor  lO9  82  

0／45（0．00）  

N．S．  

0．000  
0．000  
4．478  

芸 Lung三 瓜veolar佃ronchlo18rAdenona or  
Alveolar佃ron血lolarCarelnomab   

？Value8C   
e   

DeparturefromLlnearTrend   

RelatlveRlきk（Con亡rol） 
d  

Low色rl．1mlt  

Upper Llmlt  

Week8 亡0 ア1rさt Ob8erVed でumor  

4／39（0．10）  9／46（0．20）  2／45（0．04）  

N．S．  

0．43ユ  

0．041  

2．871  

105  

N．S．  

1．908  

0．582  

7．882  

82  

N．S．   

p ヨ 0．037  

109  

且e事亡System；Hallgnant  

p v81u朗亡  

Reh亡1veR15k（Conとrol） 
d  

Lowerllmlt  

ロpperllnl亡  

W色ek8 亡0 ア1r8t Observed Tumor  

13／39（0．33）   14／47く0．30）  

P ± 0．007（¶）  N．S．  

5／49（0．10）  

Pヨ 0．008（N）  

0．306  
0．094  
0．829  

95   

0．894  

0．448  

1．817  

82  



TABLE 5（CONTImED）  

LOW  ti工Gli  

DOSE  DOSE  TOPOGRApHY；HORPHOLOGY  CONTROL  

LlveT：RepatocellulaT C且rClnoma  12／39（0．31）   10／45（0．22）  7／43（0．16）  

N．S．  

0．529  

0．198   

1．306  

105  

P Value＄  Ⅳ．S．  

86  

N．S．   

0．722  

0．318  

1．620  

88  

Relaこ1veR15k（Control） 
d  

Lover Llmi亡  

UpperlÅmi亡  

Weeks 亡O Flr8t Observed Tumor  

Llver王 Hepatocellular Carclnoma or   

Eepa亡OCellul且T Adenomab  12／39（0．31）   13／45（カ．29）  13／43（0．30）  

Ⅳ．S．  

0．983  

0．473  

2．071  

105  

♪ P Valueさ   
くト  

Ⅳ．S．  

86  

N．S．   

0．939  

0．453  

1．981  

88  

Rela亡1Ⅵ巳R18k（Con亡rOl） 
d  

Lower Llml亡  
Upperllnl亡  

Weeks 亡0 万一1rs亡 01）8erVed Tumor  

0／38（0．00）  0／46（0．00）  4／43（0．09）  

N．S．   

工nflnlte  

O．825  

Inflnl亡e  

lO5   

myrold！C－CellCarc土noma  

p valuesC  

Rela亡1veRIsk（Con仁rol） 
d  

Lower Llml亡  

ロpperllml亡  

Weeks to Flrst Observed Tu皿Or  



TA肌E5（CONCl．ⅥMm）  

n工Gモ‡  

DOSE  TOPOGRAP駅；IfORPHO乙0¢Y  

Thyroldミ C－C色11Car亡1noma or C－Cell   
Adenornab 

P ValuesC 
RelatlveRJさk（Control）q  

loverllmlt  

UppeTも1ml亡  

l才色eks 亡0 ア1rst Ob8erVed つ：u皿0で  

2／46（0．0ん）  

ⅣこS．   

Inflnl亡e  

O．2ム6  

Inflnl亡e  

lO5  

4／43（0．09）  

N．S．   

Tnflnlte  

O．825   

工nflnl亡e  

lO5  

myr01d；p8plllary Adenom且，ア0111cular－  
CellAdenona，Or P8plll且ry Cystadenoma   
yost）  

？ValuesC  

RelatlveRIsk（Control） d  

Lewer Llmlt  

UppeTllnl亡  

We色k8 亡0ア1士＄亡Observed TuT：Or  

0／38（0．00）  

P く 0．001  

8／46く0．17）  

p ＝ 0．006   

Inflnl亡e  

l．905  

Inflni亡e  

lO5  

16／43（0．37）  

P く 0．001  

工nflnl亡e  

4．523   

工nflnl亡e  

98  

㌔T色a亡edgroups recelveddosesof、0．loて0．2peてC弧tlnfeed．  

も下血berof tumoモーbearlnganlm81s／nuめerof anlmalさeXanlneda＝1te（propoTtlon）・  
C 
Theprobablll亡y．1evelねr tbeCocbr8n－Armitage亡estls glven・benea亡hthelncldenceof亡皿Or81n  
tもe controlgroup wben pく0・05；OtbeてWl畠色，nOt Slgnlflcant（N・S・）1slndlcated・The probablll亡y  
levelfor tbe F15ber exa亡ヒt朗亡for t七色⊂Onpaflson of且亡reated8rOup Vl抽亡be controlgroupls  
gl¢enbenea也thelncldence of亡umorsま¶亡he tTeated groupぬen P＜0・05；Otherw18e，nO亡61帥1fl－  
cさnt（軋S．）1Bindicated．For both Cochran－Armitage and Fisher exact tests a negative de9igna－  
tlon（¶）1ndleate8aloverlncldeneeln the trea亡ed group（s）亡hanln tbe con亡r01group・  
e Theprobabilltylevelof thete＄t for deparヒurefromlinear亡rend18glvenbeneath the con亡rol  
group when Pく0・05・  

こ＿j   



TA即日：6  

ANALYSES OF TtIE 工NCIDENCE OF PR工MY TUMORS AT  
SPECIFIC SIでESⅢF別ALEMICE TRmTED W工THl，5－Ⅳ疋HT払乙EⅣEDI蛸INEa  

LOW  HIGH  
TOpOGMHY：HORpHOl．OGY  CONTROl一  口OSE  DOSE  

Lumg；Alveol且r／汝onebま血rCarclnoma b  o／ん9（0．00）  

P Value8C  一寸．S．  

Rela亡1veR15k（Con亡rol） 
d  

Loverl．1ml亡  
Upperllml亡  

W色ek8 亡0 ア1r8t Oも£erVed Tumoて  

1／4き（0．02）  

N．S．  

工nflnl亡e  

O．055  

工nflni亡e  

89  

3／46（0．07）  

N．S．   

Inflnl亡e  

O．638   

工nflnl亡e  

91  

念 Lung！AIveolar／BronchiolarAdenoma or  
Alveolar川roncblolar Carclnomaも  0／49（0．00）   10／ん8（0．21）  5／46（0．11）  

P ∃・0．024  P Value8  P t O．001  

e  

DeparturefTOmLlneaTTrend  

Rela亡1veRlさk（Con亡rol） 
d  

Loveて Llnl亡  
Upper Limit 

Week8 tO 玉－1TSt Oもserved Tumor  

工nflnl亡e   

3．037  

工nflnlte  

89  

工nflnl亡e   

l．347  

エnflnl亡e  

91  

江1Le血1aば  
5／46（0．11）  

P ＝ 0．045（N）  

0．410  

0．124  

1．117  

105   

19／50（0．38）  

N．S．  

1．432  

0．760  

2．781  

63  

P Valueg  

e  Depar亡urefromLlne8rTTend  

Rel丘亡1veRl占k（Con亡rol） 
d  

Lowerl．1mlt  

UpperI－1ml亡  

Week8 亡0 ア1rst Ob8eてVed Tumor  



TABIE 6（CONTエmEl））  

LOW  n工GH  

TOPOGRA？耶三HORp斑0Ⅰ．OGY  CONTROL  DOSE  DOSE  

1／46（0．02）  25／49（0．51）  

P t O．001  P く 0．001   

P く 0．001  

16／46（0．35）  

P く 0．001  

Llver：Hepatocellular Carclnoma  

p Val・ue層  

e  

Depa此uref印mLlnearTてend  

Rela比VeRlきk（Control） 
d  

lowerl．1mlt  
VpperI－1ml亡  

Weeks 亡O Flr＄亡 Ob8erVed Tumor  

23．469   
4．156  
906．346  

74  

16．000   

2．683  

646．516  

99  109  

11v色f：Ⅵepatocellular Adenoma or   
Hep且tOeellul且rCarelnomab  1／46（0．02）   28／49（0．57）  

？く 0．001  ア ＜ 0．001   

P 三 0．002  

27／46（0．59）  

P ＜ 0．001   P Value8  

e  Depa比urefromLlnearTrend  
Rela亡1veRIsk（Control〉 

d  

Lower llml亡  
Vpper Llml亡  

Weeks 亡O 万一1r8t Observed Tumor  

26．286  

4．741  

1030．801  

74  

27．000  

4．874  

1027．943  

99  109  

s亡0亀山 Squ皿OuS－CellPapilloma 
b  

o仙（0・00）  3／47（0・06）  

p v81ue8C  N．S．  N・S・  

0／46（0．00）  

N．S．   

e  

Depar亡urefromLlne且rTrend  P亡0・017  

Re18亡1veR18k（Con亡rOl） 
d  

Lowerl．1mlt  
Vpper Llnl亡  

Week畠 亡O 万一1r8亡Observed Tu皿0工■  

工nfinlte   

O．529  

工nflnlte  

lO5  



TABLE 6（COl寸TImJED）  

LOW  H工GH  
TOpOGM甘r：HORPROLOGY  CONTROL DOSE  DOSE  

P… 
。r 3／34（。．。9）  4′35（。．11）  

？ValuesC  N．S．  N．S．  

1／30（0．03）  

N．S．  

0．378  

0．007  

4．424  

106  

Rel批1veRl畠k（Con亡rol） 
d  

Lowef Llml亡  

ロpper Llml亡  

Veek8 tO ア1rst Ob8erVed Tumoて  109  

1．295  

0．238  

8．188   

105  

3／46（0．07）  0／44（0．00）  

P 奮0．040押）  N．S．  

0／44（0．00）  

N．S．  

0．000  

0．000   

1．731  

Adrenal：PheoctlTOmOCytOma  

p Value5  

Rela亡1veRIsk（Control） 
d  

lov邑r Llmlt  

UppeT Llml亡  

Week8 tO Flr8t Ob5erVedでunor  

6／45（0．13）  

P ≡ 0．014   

Inflnl亡e  

l．574   

工nflnlte  

lO5   

1／49（0．02）  

N．S．  

工nfまnl亡e  

O．048  

工nflnl亡e  

lO5  

Thyrold；C－CellCar亡1noma  

ァvalue8C  

Rel且亡1v色R18k（Con亡rO，1） 
d  

Low色r Llml亡  
Vpper Llnlt  

WeekB tO Flr8t Ot〉8erVed Tumor  



TA8tE6 くCONCl．UDED）  

LOW  lI工Gli  

DOSE  DOSE  TOPOG丸IPHY三HORpEOlOGY  CONTROl一  

Thyroid：C－Ce11Adenoma or C－Ce11   
C且rCln（〕m且b  0／44（0．00）  2／49（0．04）   8／45（0．18）  

P 盲 0．003   

Inflnl亡e  

2．250  
Inflnlte  

41  

P Value8  N．S．   

Inflnlte   

O．267  

Inflnlte  

1C15 

Reh亡1veR18kくControl） 
d  

low亡羊Ll皿1t  

Upper Limit 

Week8．tO Flr8t Ob8erVe4Tumor  

TbyTOldミ Papll18ry Adenoma，ア0111cular－Cell   

Adenoma■OrねplllaryCystade¶OmaⅣOSも  

p恥1ue8e  

Depa批ure ftcn烏nearTrende  

RelatゴveR抽（Con亡rol） 
d  

lower Llmlt  

Vpperllmlt  

Week8 亡0℡まて8t Ob8erVed Tumor  

2／44（0．05）   17／49（0．35）  

P － 0．003  P く0．001   

ア ー 0．025  

14／45（0．31）  

p な 0．001   

7．633  

1．971  

64．662   

105  

6．8ム4  

1．709  

58．827  

91  80  

a 
Treated各rOuPBreCeiveddosesofO・lor O．2percentin feed．  

もⅣ皿berof亡皿Or－もeaて1nganlm且1s／n血erofanlna16eXaninedatslte（proportlon）．  
C 
でもe pTObabilま亡ylevelhr亡heCocbran－Arml亡褐色teStls glvenbeneatb tbeまncldenceof亡umorsln  
the con亡ro18rOup血en p 
levelfor址⊂Flらher exa亡t亡e8亡foT 亡he comparlson Gf a treated group wl亡lltbe controlgroupls  
given t）eneath theまncldence of tumcrEln the treated group vben P＜ 0．O5；Othervise，nCt Signifト  

Cant（N．S．）1ぎ1ムdleated．Foてbe亡b Cochran－Arml亡age anビアl芦tler eXa⊂t亡es亡S a negatlve d∈Si巳na－  
tion（N）indまcates alowerincidencein亡he treated group（B）thanin the⊂OntrOlgroup．  

dThe95方confidenceintervaコon亡herelativeriskof亡he tr∈ニ∂亡Cdgroup亡OtheccnLroニgrcしp・  

㌔be匹Obablユit）′】ev∈lof亡be tes亡for depar亡ure fre¶11inear trendls色1venbenea亡b亡be coこrrrl  
grぐupレben Pく 0．∩5．   



not・Whenincidences vere cotnbined so that the nutzleratOr repreSented   

tnice vith either a papillary adenoma，a fo11icular－Celladenotna，Or a   

Papillary cystadenoma of the thyroid，the Cochr＆n－Armit且ge teStitldi－   

Cated a slgnificant posi［ive associa亡ion be亡Veen dietary concentration   

and tumorinci．dence for both males（P く0．001）and females（P ＝0．003）．   

These t）ere SuPPOrted by significant（Pく0．006）Fisher exac亡亡est   

resultsin each sex for comparisons of each dosed group to the con亡rol   

group． Based on these results，the adtnini．stration ofl，5－naphthalene－   

diamine vas associated vith theincidence of thyroid neoplastnsin bo亡h   

male and female mice．  

For females aninct・eaSedincidence of hepatoce11ular carcinomas   

t4aS also observed atnong 亡he do8ed Tnice．The Cochratl－Armit＆ge teSt   

indicated a sigTtificant（P＝0．001）positive a6SOCiatiorL between dose   

andincidence．This vas supported by sigrLificant（Pく0．001）com－   

parisons of boヒh 亡he high andlov dose 亡O the conヒTOlgroup usi一喝   

the Fisher exact test． Based on these results the administra亡ion of   

l，5－naphthalenediamine vaB a8SOCiated vith 亡heincidence of hepato－   

cellular carcinomaぶin female mice．  

For female nice．vhen 亡heincidence of alveo18r／bronchiolar   

adenoma＄and alve01arノbroncbi01ar carcinoma8Vere COmbined，aniロー   

creasedincidencein the dosed groups vas t）Oted．The Fi＄her exact  

tes亡VaS Significant，for both the high（P－0．024）andlov（P＝0・001）  

do8e grOupS■ The departure fromlinear亡rend va681gnifican亡6imce   

亡umorincidence vasincreased morein 亡helov dose 亡hanin 亡he high  

52  

89   



dose group・In his［Oricalcontroldata conpiled by thislaboratory   

for血e NCICarcinogene＄iさTe＄tingI，rogr且m，17／275（6percent）of the   

untreated female B6C3Flnice had an alveolar／bronchiolar meopla鍾．   

Based upon the＄e reSult8 the adnini6tration ofl，5－naphthaletlediamine   

VaS aSSOCiated vith theincidetlCe Of alveolar／bronchiolir neoplasns   

in female mice．  

ror femal郎 抽e Fi5her exacと te5亡COmParing theiれCidence of   

leukemia or malignantlynphomain bigb dose mice vith 亡ba亡in the   

eontrol＄had a probabili【ylevelin亡be nega亡ive direction of   

P＝0．045，a narginalresul【血ich w且S nOt＄1gnifican亡under【be   

Bonferronicriterion．  

AIso for fetnales the Cochratt－Armitage test＄hoved a＄igtlific8nt   

（P z；0．040）negative associa亡ion betveen dose and theincidence of   

adrenalpheoctlrOmOCytOmaS，but 亡he Fi＄her exac亡 tests vere not slg－   

nifican亡．  

In male mice亡he pos8ibility of a nega亡ive4さ80Ciation be紬een   

do＄e and theintidence of malignaTlt▲1yTAPt10tAa＄Orleuketnia v且S nO亡ed・  

ぬsed upon these＄ta亡is亡icalresul亡S 亡he admini＄tration ofl，5－  

naph抽alenediamiTle Wa8a＄＄OCia亡ed vi亡b蝕einerea＄edincidenee of   

亡byroid neoplaさm8in nale mice and of thyroid neopla8m8，Of bepa亡○－  

cellular e8rCinoma8，and of alveolar／bTOnChiolar neopla8n＄in female   

mlCe一  

53  

90  

J   



Ⅴ． D工SCUSSION  

There vere no slgnificanヒpositive associations be亡Veen dietary   

COnCentrations ofl，5－naphthalenediatnine and mor亡81ityin either sex   

Of ra亡S Or tnice． h allgroups adequate numbers of animals survived   

SuHicien仁1ylo丁場亡o be a亡てisk fromlate－developing tumors．  

Sever81uterine neopla8n80C亡uTfedin dosed female ra【5 a亡bigher   

imcide眠eS 亡hanin coTre＄pOnding con［roIs．Tbere vas a slgnificant   

posiヒive association be仁一een dietary concen亡ration of 亡be compound   

and 亡heincidences of endometrialstromalpolypsin female ra亡S．In   

addition，the high dose to controIFisher ex＆Ct COnparison va9 Slg－   

nificant． Endonetrial stromalsarcomas were observedin〔voIov dose   

and 亡WO high dose femdle rats，but no亡iTt CbntroIs．Uterine adenoc8r－   

Cinomas occurred at a higherincidencein the high dose female rat   

group 亡11anin 抽e controlgroup．but 亡he differenceim亡umoTincidence   

VaS nO亡 Statistically＄1帥ifican亡．  

The ＆dtnini8trdtion ofl，5－n且Phth8lenediaTnine vas associated vith   

an elevatedincidence of clitoralgland neoplasttlSin fetnale rats・   

There vas a slgnificant positive associatiorL betveen the cotlCentration   

of the chetnical added 亡O the die亡 and theincidence of either adenqmas   

Or CarCitlOmaS Of ttle Clitoralglandin female r8t8・Theincidence of   

ei亡her of the8e neOpl舶m8in亡be high do5e fem81e rat group va8   

Slgnifican亡relative to tbeincidencein the controlgroup・  

Elevdtedincidence80f tbyroid meopla沌6Vere Observed among   

do8ed mice．For mice ofも0仁b sexe＄亡here were sl印ifican亡posi亡ive  

54  

91   



associations betveetldietary concenヒration ofl，5－naPhthalenediamine   

and theincidences of thyroid C－Cellcarcinotnas．For the females tlle   

high dose to con亡roIFisher exac亡COmparison＄uppOrted亡he finding；   

亡his vas not true for males．When the mice were grouped ＄O that the   

nuTnera亡Or Of theincidence represented those animals vit＝h a papillary   

adenotna，a follicular－Celladenotna，Or a papillary cystadenotna of   

the thyTOid，the Cochran－Amitage test was slgnificantly po9itive for   

both males aT）d females and allthe Fisher exact cotnparisons supported   

亡he 琵ndi【唱S．  

Theincidence of hepa亡OCellular carcinomasin female nice wa＄   

slgttificantly as80Ciated vithincreased concentration ofl，5－naPhtha－   

1enediamine．工n addition，the high dose to corL亡roland thelov dose   

to controIFi＄her exact comparison＄Vere Slgnificant・Theincidence   

of alveolar／bronchiolar adenotna8 V＆S Significant，relative to con－   

仁roIs，in bo亡h 亡belov dose and the high dose f帥ale mouきe grOupS・  

Under・the conditions of 亡his bioassay，1，5－natphthalenediamine   

va＄ CarCiれOgeniciTlfemale Fi8Cber344ra亡＄IC且u＄ing cli亡Oraland   

uterine neoplasmき・1，5－Naph抽alenediamine wa5also carcinogenic for   

B6e3下－1mice，prOdu亡ing thyroid ne叩1asnsi¶し－n81eきand meopla5mさOf亡he   

thyroid，1iver，andlutlgin fetnales・工n8ufficieTlt eVideTICe Vab pro－  

vided for the carcinogenicity of亡he eonpoundin male f■isqher3叫rat＄・  

55  

92  
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Review of the Bioassay ofl，5－Naphthalenediamine兼  
for Carcinogenicity  

by the Data Evaluat10n／Risk Assessment Subgroup  
Of the Clear，1nghouse on EnvironmentalCarcinogens  

June29，1978  

The Clearinghouse on Environmental Carcinogens was 
establlshedln May，1976，in compliance with DHEW Com皿ittee  
Regulations and the Provislons of the FederalAdvisor，y  
Committee Act． The purpose of the Clearinghouseis to  
advise the Dlrector of the NationalCancer ＝nstitute（NC＝）  
Onits bioassay program toidentify and to evaluate chemical  
CarCinogensin the environment to which humans may be exposed・  
The members of the Clearinghouse have been drawn from  
academia，industry，Organizedlabor，publicinterest groups，  
State health offlcials，and quasi－public healthand research  
Organizations． Members have been selected on the basIs of  
their experiencein carcinogenesis or related fields and，  
C011ectlvely，PrOVide expertlsein chemistry，blochemistry，  
biostatlstlcs，tOXIcology，Pathology，and epldemlology・  
Representative8 0f varlous Gover・nmentalagencies participate  
as ad hoc members． me Data Evaluation／Risk Assessment  

Subgroup of the Clearinghouseis charged with the responsi－  
bility of．pf・0Viding a peer review of reports prepared on  
NC＝－SPOnSOred bioassays of chemicals studied for carcinogenic－  
1t少．Itisin this context that the below crltlquels given  
On the bioassay of－1，5－Naphthalenediamine for carcinogenicity・  

The 二PeViewer agreed with the conclusionin the report  
thatl，5－Naphthalenediamine was carcinogenicin treated  
female ra七s and in both sexes of mice． He noted that the  
study was conductedin a エー00min which other compounds were  
under tes七． Based on the experimentalfindings，he con－  
cluded thatl，5－Naphthalenediamine may pose a carcinogenic  
risk to humans． The reviewer moved that the pepoエーt On the  

bioassay of’1，ち－Naphthalenediamine be accepted as written・  
The motion was app＝10Ved without obJection・  

resent：  use Members   

Arnold L．Brown（Chairman），Mayo Clinic  
PaulNettesheim，National工nstitute of Environmental   
Health Sciences  

Verne Ray，Pfizer．MedicalResearch Laborator．y  
Verald‘X．Rowe，Dow ChemlcalU・S・A・  
MichaelB．Shimkin，University of California at San Diego  
工βulse St二POng，Unlverslty of Texas Health Sclences Center  

Subsequent to this review，ChangeS may have been made  
in the bioassay report either as a result of the revlew  
Or・other reasons． Thus，Certain comments and criticisms  
reflectedin the review may nolonger be a．ppropriate・  
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1，5⊥NAPHTHALENEDIAMINE  

1．ChemicalamdPhysicalI）ata  

1．1SyれOnymSamdtrademames   

Cろe肌」∂∫放免Ⅳねe∫月曙．肋∴2243－62－1   

Chem．Abstr．肋meandI刑C伽tematicName：l，5－Naphthalenediamine   

Syno町mS：1，5－Diaminonaphthalene；l，5－naPhthylenediamine   

l．2StruCturalandmolecularbrmulaeandmolecularweight  

三 

二二 

Mol．wt：158．2  Cl’oHlON2   

l．3Chemicalandphysicalpropertiesofthepresubstance   

FromWeast（1979），unlessotherwisespecified   

h）DeLgCr＊tion：Colourlesscrystals（Hawley，1977）   

（りBoiliw－POint：Sublimes   

砂A彪招喝ザ0油：19do   

（砂βeJび砂：1．4   

砂SblubiliO7：Solubleinhot－Water，ethanolanddiethylether；VerySOlubleinchlorofbrm，  

hotethanolandhotdiethylether   

a）勘ectroscqpicゐta：Infね－red and ultra－Violet spectraldata have been reported   

（SadtlerResearChLaboratories，hc．，undated）・   

l．4Techmicalproductsandimp11rities  

NodatawereavailabletotheWorkingGroup．  
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2・Production，Use，OccurrenceandAnalysis  

2．1Productionanduse  

向ノアro血cJわ〃   

l，5－Naphthalenediamine can be preparedby the reductionbfl，5Jinitronaphthalene  

（Sandridge＆Staley，1978）orbyammonolysisofl，5－dihydroxynaphthalene．Bothmethods  

arebelievedtobeusedfbritscommercialproductioninJapan・   

1，5－NaphthalenediamineisbelievedtobeproducedbytwocompaniesintheFederal  

RepublicofGermany・IthasbeenproducedcommerciallyinJapansince1957；in1979，tWO  

COmP？niesproducedanestimated50thousandkg・   

No evidence was found thatl，5－naphthalenediamine has ever been producedin  

COmmerCialquantitiesintheUS・TwothousandkgwereimportedthroughpnncIPalUS  
CuStOmSdistrictsin1979（USInternationalTradeCommission，1980）．   

（り【尤e   

l，5－Naphthalenediamineisbelievedtobeusedalmostexclusivelyasanintermediatefbr  

themanufhctureofl，5－naPhthalenediisocyanateandorganicdyes・InJapan，aneStimated  

75％isconsumedintheproductionoftheisocyanateand25％indyesymthesis．   

l，5－Naphthalenediisocyanate，thesu句ectofanearliermonograph（IARC，1979）■，isused  

inJapanandwesternEuropeintheproductionofpolyurethaneelastomers・TheSocietyof  
Dyers＆Colourists（1971）reportsthatl，5－naphthalenediaminecanserveaSaOXidation  

baseandthatonedyecanbeprepared丘omit・NoevidencewasfbundthatitlSpreSePtly  
used commerciallyln these two applications・The nature oftheldyes presentlybeing  
PrOducedincommercialquantities丘oml，5－naPhthalenediamineisnotknown．   

2．ヱOccurrem（ニe  

l，5－Naphthalenediaminehasnotbeenreportedtooccurasanaturalproduct．Nodataon  

itsoccurrenceintheenvironmentwereavailabletotheWorkingGroup．   

2．3Amalysis  

An1ARCmanual（Eganetal・，1981）givesselectedmethodsfortheanalysisofaromatic  

amines・Noinformation on quantitative methods ofanalysisforl，5－naPhthalenediamine  

WereaVailabletotheWorkingGroup．  
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129  1，5－NAPHTHALENEDIAMINE  

3．BiologicalI）ataRelevanttotheEvaluation  

OfCarcinogenicRisktoHumans  

3．1CarCinogenicitystudiesinanimals   

（）J・（ノ／（J（カ〃血血／JIJ／山JJ   

Mbuse：Groupsof50maleand50ftmaleB6C3Flmice，aPPrOXimatelysevenweeksof  

age，WerefeddietscontaininglOOOor2000mg／kgl，5－naPhthalenediamine（probablyno  

more▼than89％pure，with atleast one unspeci丘edimpurlty detected by thin－1ayer  

Chromatography）for103weeks．Thedoseswereselectedonthebasisofarange－nnding  

Study［seesection3．2（a）］．Groupsof50miceofeachsexservedasmatchedcontroIs・All  

animalsinthestudyreceivedfoodandwateradlibitumandal1weretreatedfbrparasites  

With3g／Lpiperazineadipateaddedforthreedaysperw占ektothedrinking－Waterfortwo  
Weeks pnor to treatmentwith the test chemical．・The observationperiods were105－106  

WeeksfortreatedmiceandlO9weeksforcontroIs．Therewasnoslgnificantassociation  

betweendoseofl，5－naPhthalenediamineandmortalitylnanimalsofeithersex；58－82％of  

treated mice and 60－66％ of controIs survived the observation period・Statistically  

Signincantincreasesintumourincidencewereobservedforthefbllowingneoplasms‥（a）a  
dose－relatedincrease（P＝0．005）in C－Cellcarcinomas ofthe thyroid glandin fbmales：  

COntrOl？，0／44；low－dose，1／49；high－dose，6／45（P＝0・O14）；（b）dose十relatedincreases  

（P＜0．001and P＝0．003）in neoplasms ofthe thyroid gland（fbllicular－Celladenomas，  

PaPillary adenomas and papi11ary adenomas plus papillary cystadenomas）in O／38male  

COntrOIs，8／46low－dosemales（P＝0．006），16／43high－dosemales（P＜0・001），2／44fbmale  

COntrOIs；17／49low－doseftmales（P＜0．001）and14／45high－dosefbmales（P＝0．001）；（c）  

anincreasein hepatocellular carcinomasin ftmales：COntrOIs，1〃6；low－dose，25／49  

（P＜0・001）；high－dose，16A6（P＜0・001）；apd（d）anincreaseinalveolarA）rOnChiolar  

adenomas and carcinomasin ftmales：COntrOIs，0／49；low－dose，10／48（P＝0．001）；  

high－dose，5／46（P＝0．024）（NationalCancerhstitute，1978）．   

Rat：Groupsof50maleand50femaleFischer344rats，aPprOXimatelysevenweeksof  

age，Wereftddietscontaining5000rlOOOmg此gl，5－naPhthalenediamine（SameSampleas  

usedabove）forlO3weeks．Thedoseswereselectedonthebasisofarange－findingstudy  

【seesection3．2（a）］．Groupsof25ratsofeachsexservedasmatched■controIs・Allanimals  

understudyreceivedfood andwateradlibilum，and allwere treatedforparasites with  

Pipera血eadipateaddedforthreedaystothedrinking二Water（fo1lowedbythreedaysof  
Plain tap－Water and three subsequent days ofpiperazlne adipate）two weeks prior to  

treatmentwiththetestchemical．Theobservationperiodswere106」107weeksfortreated  

ratsandlO9－110weeksfbrcontroIs．Therewasnoslgnificantassociationbetweendoseof  

l，5－naPhthalenediamineandmortalityofanimalsofeithersex：74－80％oftreatedratsand  

64－68％ofcontroIssurviYedtheobservationperiod．Astatistica11y，Signincant，dose－related  

increase（P＝0．003）in・theincidenceofadenomaspluscarcinomasoftheclitoralglandwas  

Observed：COntrOIs，1／24；low－dose，3／50；high－dose，13／50（P＝0．021）（NationalC？nCer  
hstitute，1978）・［TheWorkingGroupムotedthattheincreaseintheincidenceofclitoral  

glandtumourswasonlymarginally琶1gn摘cant，andthathistologicalsectionofthisorgan  

WaSPerfbrmedonlywhenitshowedgrossabnormality．】  
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3．20therrelevantbiologicaldata  

一項且Ⅴ）erfmeれJdJ甲Je椚∫  

rbズfc弓脾c怨  

NoLD50ValueswereavailabletotheWorkingGroup．   

Ineight－Weeksubchronicfヒedingstudies，maleandftmaleFischer344ratsandB6C3Fl  

micereceivedupto3・0％l，5－naphthalenediamineinthediet・Somedeathswereobservedin  
treatedgroups ftdO・3％ormore・MeanbodyweightgalnWaSdepressedby3－22％・No  
compound－relatedlesionswereobservedinchronicstudieswithl，5－naphthalenediaminein  

rats and mice（highestdose，0．1％inratsandO．2％inmice）（NationalCancerlnstitute，  

1978）．   

J三脾‘・J、‥′／＝り椚凧k・JんりJりJJ‘／／〃・川‘血／／り・、－f‘、叶   

NodatawereavailabletotheWorkingGroup．  

．仙…り両…い〟．、／J■〟…J／＝〃．ぐ…・‘・／ノ川ト‘肋／′肝山／－＝晶〃∫   

NodatawereavailabletotheWorkingGroup．   

肋J昭e〝fcゆ〟〃do／毎r∫力orJ－Jer／〃ね∫蕗  

1，5－Naphthalenediamine（same sample as usedin the carcinogepicity tests）was  

mutagenictoSalmonellaりPhimuriumstrainTAlOOwithoutmetabolicactlVation（Dunkel＆  

Simmon，1980）．  

J／り〟…IJ‘川．ヾ  

NodatawereavailabletotheWorkingGroup．   

3．3Casereportsandepidemi0logicalstudiesofcarcinogenicityinhumans  

NodatawereavailabletotheWorkingGroup．  
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